
佳药物浓度进行观察，这将是今后在实验中需要进

一步探讨的问题。
多年来，口服或动、静脉给药一直是治疗心脏病

药物的主要途径，经心包腔给药尚局限于动物实验

研究，这主要是因为临床上缺乏一种足够安全的心

包穿刺技术［１４］。我 们 相 信，随 着 新 技 术 的 发 明，该

领域的研究会逐渐增多，将成为一个新的研究方向。
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ｍｅｔｈｏｄ　ｉｓ　ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ，ｒａｐｉｄ，ａｃｃｕｒａｔｅ　ａｎｄ　ｃａｎ　ｂｅ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｉｍｉｄａｐｒｉｌ．

ＫＥＹ　ＷＯＲＤＳ：ｉｍｉｄａｐｒｉｌ；ｉｍｉｄａｐｒｉｌａｔ；ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　 咪 达 普 利 （ｉｍｉｄａｐｒｉｌ），化 学 名 （－）－（４Ｓ）－３－
［（２Ｓ）－２－［［（１Ｓ）－１－乙氧羰基－３－苯丙基］氨基］丙酰

基］－１－甲基－２－氧翁咪唑－４－羧酸，为抗高血压药，是血

管紧张素转换酶（ＡＣＥ）抑制剂［１］。在体内，咪达普

利的乙酯基团被羧酸酯酶－１（ｈＣＥ－１）［２］水解而形成

其活性代谢产物咪达普利拉（ｉｍｉｄａｐｒｉｌａｔ）。盐酸咪

达普利 临 床 给 药 剂 量 是２．５～１０　ｍｇ·ｄ－１。单 次 口

服给药１０　ｍｇ时，咪达普利和咪达普利拉的最大血

药浓度Ｃｍａｘ分别是（３９．３±１０．１）μｇ·Ｌ
－１和（１５．７±

９．８）μｇ·Ｌ
－１［３］。所以需要建立一种高灵敏度、高特

异性的方法来测定咪达普利和其活性代谢产物咪达

普利拉。对于这两种药物测定方法的研究，国内尚

未见报道，国外文献报道的测定方法有放射免疫测

定法（ＲＩＡ）［４］、ＬＣ－ＭＳ测定法［５］、ＨＰＬＣ测 定 法［６］。
放射免 疫 测 定 法 的 灵 敏 度 很 高，但 是 需 要１２５Ｉ放 射

性配体和一些特殊的设备；ＬＣ－ＭＳ测定法处理血浆

样品时需要固相萃取柱；ＨＰＬＣ测定法的血浆样品

处理方法繁琐。而ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定法在药物及其

代谢产物生物样品的定量分析中具有显著优势，其

高的专属性和灵敏度都是其他方法所不能及的。此

外，液－质联用进样量少，仅需少量的血样即可。
本研 究 建 立 了 咪 达 普 利 和 咪 达 普 利 拉 的 ＬＣ－

ＭＳ／ＭＳ测定法，该方法快速、灵敏、专属性高，血浆

样品处理简单，能满足药动学研究需要。

１　材料

Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００液相色谱－ＡＰＩ３０００质谱联 用 仪，
含四元泵、自动进样器、柱温箱，配备电喷雾离子化

源（美国ＡＢ公司）；ＳＣＬ－１０Ａｖｐ系统控制器；色谱

工作站：Ａｎａｌｙｓｔ　１．４．１。
咪达普 利（纯 度９８％，批 号１３－ＡＮＲ－１８－１，Ｔｏ－

ｒｏｎｔｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．）；咪达普利拉（纯度

９８％，批号４－ＪＱＷ－１７６－４，Ｔｏｒｏｎｔｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉ－
ｃａｌｓ　Ｉｎｃ．）；内标西替利嗪（纯度９８．６％，山西津华晖

星制药有限公司）；乙腈为色谱纯；甲醇和甲酸为分

析纯；所有用水均为纯净水。ＳＤ雄性大鼠，体质量

（２２０±３０）ｇ，由华中科技大学同济医学院实验动物

中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２００４－０００７，合 格 证

编号：Ｎｏ．００００８７７５．
２　方法与结果

２．１　储备液的配制　精密称取咪达普利和咪达普

利拉，以水－乙腈（５０∶５０）为溶剂，配制成１０　ｍｇ·Ｌ－１

的储备 液。吸 取 该 储 备 液，用 乙 腈 稀 释 至１　ｍｇ·

Ｌ－１，备 用。内 标 西 替 利 嗪 用 甲 醇 配 制 成１０　ｍｇ·

Ｌ－１的 储 备 液。吸 取 该 储 备 液，用 甲 醇 稀 释 至２００

μｇ·Ｌ
－１作为 内 标 溶 液。所 有 储 备 液 均 置 于４℃冰

箱中备用。

２．２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件

２．２．１　色 谱　色 谱 柱 为 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ　Ｃ１８柱（５μｍ，

１５０　ｍｍ×２．１　ｍｍ）；柱 温：３０℃；流 动 相：乙 腈－
０．１％甲酸水溶液（１∶２）；流速：０．３　ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样

量：１０μＬ。

２．２．２　质 谱　离 子 化 方 式：电 喷 雾 离 子 化（ＥＳＩ）；

正 离 子 方 式 检 测；扫 描 方 式：多 反 应 离 子 检 测

（ＭＲＭ）；喷 雾 电 压５　５００　Ｖ；温 度４５０℃；ＧＡＳ１和

ＧＡＳ２流速均是５０　ｍＬ·ｍｉｎ－１；用 于 定 量 分 析 的 离

子反应分别 为 咪 达 普 利（ｍ／ｚ４０６．２→ｍ／ｚ　２３４．２）

ＤＰ：４０，ＥＰ：５．０，ＣＥ：２５，ＣＸＰ：３．５；咪达普利拉（ｍ／

ｚ　３７８．１→ｍ／ｚ　２０６．１）ＤＰ：４５，ＥＰ：６．０，ＣＥ：２５，

ＣＸＰ：３；内 标 西 替 利 嗪（ｍ／ｚ　３８９．２→ｍ／ｚ　２０１．１）

ＤＰ：３８，ＥＰ：５．０，ＣＥ：２５，ＣＸＰ：３．７。

２．３　血浆样 品 处 理　取 大 鼠 血 浆 样 品２００μＬ，精

密加入内标２０μＬ，再加４００μＬ乙腈以沉淀 蛋 白，

涡旋混匀３　ｍｉｎ，１５　０００　ｒ·ｍｉｎ－１低温离心１０　ｍｉｎ，

取上清１００μＬ，进样１０μＬ。

２．４　方法学考察

２．４．１　方法特异性　将空白血浆和加对照品（咪达

普利＋咪达普利拉＋内标西替利嗪）的空白血浆分

别按“２．３”项方法操作后进样分析。上述色谱条件

下测得空白血浆、加对照品的空白血浆的色谱图见

图１，咪达普利、咪达普利拉和内标西替利嗪的出峰

时间分别为２．０９，２．４０，３．９３　ｍｉｎ。与空白血浆的色

谱图比较，血浆中的内源性物质不干扰待测物及内

标的测定。
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图１　空白血浆中的咪达普利、咪达普利拉和内标的 ＭＲＭ图

Ａ．空白血浆；Ｂ．咪达普利；Ｃ．咪达普利拉；Ｄ．内标

Ｆｉｇ　１　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｉｍｉｄａｐｒｉｌ，ｉｍｉｄａｐｒｉｌａｔ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄ
ｉｎ　ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍａ
Ａ．ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍａ；Ｂ．ｉｍｉｄａｐｒｉｌ；Ｃ．ｉｍｉｄａｐｒｉｌａｔ；Ｄ．ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄ

２．４．２　线性和定量下限　配制系列浓度的咪达普

利和咪达普利拉标准溶液。取空白血浆１６０μＬ，加

咪达普利标准溶液、咪达普利拉标准溶液各２０μＬ，
再加入内标西 替 利 嗪 溶 液２０μＬ，配 制 成 相 当 于 咪

达普利质量浓度为２００，１００，４０，２０，８，４，２μｇ·Ｌ
－１，

咪达普利拉质 量 浓 度 为１００，５０，２０，１０，４，２，１μｇ·

Ｌ－１的血浆样品，按“２．３”项操作后进样分析。以待

测物浓度为横坐标，待测物与内标物的峰面积比值

ｆ为纵坐标，用 加 权（Ｗ＝１／ｘ２）最 小 二 乘 法 进 行 回

归运算，求得标准曲线。根据标准曲线得咪达普利

的标 准 曲 线 为：Ｙ＝０．０１６　７　Ｘ＋０．０００　１０６ （ｒ＝
０．９９８　９），线性范围为２～２００μｇ·Ｌ

－１，定量下限为

２μｇ·Ｌ
－１，检测下限为０．６μｇ·Ｌ

－１；咪达普利拉的标

准 曲 线 为：Ｙ ＝０．００４　６４　Ｘ ＋０．００８　１３ （ｒ＝
０．９９９　１），线性范围为１～１００μｇ·Ｌ

－１，定量下限为

１μｇ·Ｌ
－１，检测下限为０．３μｇ·Ｌ

－１。

２．４．３　方法精密度　精密配制含咪达普利质量浓

度为６．７，３３．３，１６６．７μｇ·Ｌ
－１和咪达普利拉质量浓

度为３．３，１６．７，８３．３μｇ·Ｌ
－１的低、中、高３个浓度的

血浆样品各６份，按“２．３”项操作后进样分析。计算

药物峰面积和内标峰面积的 比 值ｆ，代 入 当 天 的 标

准曲线求得实测浓度，计算精密度，结果见表１。

２．４．４　方 法 回 收 率 及 提 取 回 收 率　分 别 配 制 低、
中、高３种浓度的对照品溶液各６份，按“２．３”项方

法及ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条 件 进 行 处 理 和 分 析，计 算 方 法

回收率。同法，分别配制低中高３种浓度的对照品

血浆各６份，按上述“２．３”项方法及ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条

件进行处理和分析，以提取后的色谱峰面积与未经

提取直接进样的相应浓度的对照品溶液的色谱峰面

积之比，考察方法的提取回收率。结果见表１。
表１　咪 达 普 利 和 咪 达 普 利 拉 在 大 鼠 血 浆 中 的 回 收 率 与 精

密度（ｎ＝６）

Ｔａｂ　１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｉｍｉｄａｐｒｉｌ　ａｎｄ　ｉｍｉｄａｐｒｉｌａｔ　ｉｎ

ｒａｔ　ｐｌａｓｍａ（ｎ＝６）

样品
质量浓度

／μｇ·Ｌ－１
日内精

密度／％
日间精

密度／％
方法回

收率／％
提取回

收率／％
６．７　 ４．９　 ６．５　 ９２．８±７．９　１０９．１±８．２

咪达普利　 ３３．３　 ５．２　 ５．８　 ９５．０±５．２　 ９３．８±６．８
１６６．７　 ３．０　 ５．５　 ９６．１±４．８　 ９５．５±５．０
３．３　 ５．１　 ５．６　 ９４．５±６．０　 ９３．１±６．９

咪达普利拉 １６．７　 ３．２　 ６．１　 １００．５±３．２　１０７．２±７．４
８３．３　 ３．９　 ７．０　 ９７．８±５．８　 ９３．６±８．０

２．４．５　样品稳定性考察及冻融试验　分别配制低、
中、高３种浓度的对照品血浆各２份，按上述“２．３”
方法处理后测定。同法，配制低中高３种浓度的对

照品血浆各６份，置于－２０℃冰箱中，冻融３次，并
分别测定。结果见表２。
表２　样品稳定性及冻融稳定性（ｎ＝６）

Ｔａｂ　２　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｎ＝６）

样品
质量浓度

／μｇ·Ｌ－１
稳定性
／％

冻融

测定值／μｇ·Ｌ－１　 ＲＳＤ％
咪达普利 ６．７　 ４．２　 ６．３±０．４　 ６．３５

３３．３　 ４．８　 ３３．５±１．８　 ５．４３
１６６．７　 ３．９　 １６０．５±５．２　 ３．２６

咪达普利拉 ３．３　 ４．１　 ３．６±０．２　 ５．８３
１６．７　 ５．６　 １７．３±１．０　 ５．８４
８３．３　 ３．１　 ８２．５±３．１　 ３．７７

３　讨论

本实验所建立的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法血浆 样 品 处

理仅用一步乙腈沉淀蛋白即可，且本实验条件下咪

达普 利 和 咪 达 普 利 拉 的 最 低 定 量 限 分 别 是２μｇ·

Ｌ－１和１μｇ·Ｌ
－１，最低检测限分别为０．６μｇ·Ｌ

－１和

０．３μｇ·Ｌ
－１，能够满足研究需要。本测定方法具有

很好的特异性和线性，精密度、回收率和稳定性均符

合方法学要求，少量的血样便能测出待测物的浓度，
适合于体内血药浓度测定。
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胆石六号汤剂的镇痛作用及对肝功能的影响
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［摘要］　目的：研究胆石六号汤剂的镇痛作用，并观察其对肝功能的影响。方法：取小鼠分为生理盐水空白对照组、阳性对照

组、胆石六号汤剂高、中、低剂量组，采用化学刺激方法，观 察 胆 石 六 号 汤 剂 的 镇 痛 作 用；通 过 对 小 鼠 的 眼 球 采 血，观 察 胆 石 六

号汤剂对血液生化指标的影响。结果：胆石六号汤剂对 醋 酸 所 致 小 鼠 扭 体 反 应 有 明 显 的 抑 制 作 用；在 小 鼠 血 液 生 化 指 标 中，

胆石六号汤剂降低丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、门 冬 氨 酸 转 移 酶（ＡＳＴ），增 加 血 清 总 蛋 白（ＴＰ），但 对 白 蛋 白（ＡＬＢ）及 球 蛋 白

（ＧＬＯ）未见明显影响。结论：胆石六号汤剂具有镇痛作用，而且具有保护肝功能的潜在作用。

［关键词］　胆石六号汤剂；镇痛；肝功能；小鼠
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　　胆石六号汤剂由大黄、木香、栀子、金钱草等组

成的我院自制制剂，具有利胆、消炎、排石、镇痛、攻

下等作用，临床上应用多年，治疗急性胆囊炎、胆囊

结石、重症胆囊炎等效果较好［１－２］。但是对该药在镇

痛作用，及在应用过程中是否会引起肝功能损伤尚

不清楚。因此，本研究通过小鼠扭体试验观察胆石

六号汤剂镇痛效果，并通过检测小鼠血清丙氨酸氨

基转移酶（ＡＬＴ）、门 冬 氨 酸 转 移 酶（ＡＳＴ）、总 蛋 白

（ＴＰ）、白蛋白（ＡＬＢ）、球蛋白（ＧＬＯ）等观察了其对

肝功能的影响，旨在为临床应用该制剂的临床适应

证提供基础药理学依据。

１　材料

ＲＥ－２０００旋 转 蒸 发 器（上 海 亚 荣 生 化 仪 器

厂），圆底烧瓶（２　０００　ｍＬ）；回流冷凝装置，ＡＵ５４００
全自动生 化 分 析 仪 及 配 套 试 剂（日 本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公

司）；ＸＳ－８００ｉ全自动血球计数仪及配套试剂（日本

Ｓｙｓｍｅｘ公司）；贝诺酯片（０．４　ｇ／片，地奥集团成都药

业股份有限公司，批号０９０３０６）；冰醋酸（分析纯）；消
石利胆胶囊（每粒装０．４　ｇ，保定步长天浩制药有限公

司，批号０９０５０１）等；昆明种小鼠，体质量１８～２２　ｇ，♀
♂兼用，重庆医科大学实验动物中心提供。

２　方法

２．１　处方　木香１６５　ｇ，金钱草３３３　ｇ，枳壳１００　ｇ，
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