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摘要  目的: 建立血浆中尼群地平和尼莫地平对映体的毛细管电泳的手性分离方法。方法: 以对硝基苯甲酸为内标, 血浆样

品碱化后以乙醚溶剂提取 2次, 运行缓冲液为 40 mm ol# L - 1磷酸二氢钠 (用磷酸调节 pH至 21 96) - 10 mm o l# L- 1磺丁基醚 -

B-环糊精 ( SBE - B- CD ),检测波长为 237 nm,尼群地平分离电压为 - 18 kV,尼莫地平分离电压为 - 15 kV, 电动进样 10 s。

结果: 尼群地平和尼莫地平两对映体均达到基线分离, 且不受杂质干扰, 尼群地平和尼莫地平浓度分别在 2814~ 568 ng#

mL- 1和 2714~ 548 ng# mL - 1范围内线性良好, 最低检测浓度分别为 111 4 ng# mL- 1和 1110 ng# mL- 1。结论: 本方法快速、简

单及低耗, 可适用于尼群地平和尼莫地平在体内立体选择性的研究。
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Chiral separation and determ ination of nitrendipine and nimodipine

enantiomers in rats plasma by high performance capillary electrophoresis
*
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Abstract Objective: To establish a capillary electrophoresism ethod for the chiral separat ion and determ ination o f

nitrendip ine and n imod ip ine enan tiom ers in rats p lasma. Method: The b io log ical samples w ere alkalized and extrac-

ted w ith ethy l ether by tw ice. The runn ing buffer w as composed of 40mmol# L
- 1
sod ium d ihydrogen phosphate( ad-

justed to pH 2196 w ith phosphoric acid) - 10mmo l# L
- 1

sulfobuty l ether- B- cyclodex trin ( SBE- B- CD) . The

detection w ave length w as 237 nm. The app lied voltage of n itrend ip ine and nimodipine enantiomersw ere- 18 kV and

- 15 kV, respect ively. Samp les w ere in jected into capillary w ith electric pow er for 10 s. p - N itrobenzo ic ac id w as

used as internal standard. Result: Enantiomers o f nitrendip ine and n imod ipine w ere separated at a base line under

the above cond ition, and the determ inat ion w as no t interfered by endogenous components from rats. The linear con-

centrat ion range of nitrendipine and n imod ipine w ere 2814- 568 ng# mL
- 1

and 2714- 548 ng# mL
- 1
, w ith the

detection lim it of 1114 ng# mL
- 1

and 1110 ng# mL
- 1
. Conclusion: This method is quick, simple and low con-

sumption, app licable to the stereoselectivity study of n itrend ip ine and n imod ip ine in vivo.

Key words: chira l separat ion; n itrend ip ine; n imod ip ine; h igh performance capillary electrophoresis; plasma

  尼群地平和尼莫地平均为 1, 4 -二氢吡啶类钙

通道拮抗剂。尼群地平临床上主要适用于治疗各型

高血压、冠心病及伴有冠心病的高血压,也用于充血

性心力衰竭
[ 1]
。尼莫地平临床上主要用于脑血管疾

患
[ 2]
。它们的化学结构 (见图 1)均含有 1个手性碳

原子,临床上多以消旋体形式给药, 但临床药理研究

表明尼群地平在人体的药效学上呈立体选择性,人体

口服 20mg(S ) -尼群地平以及 20mg外消旋体, 心

血管参数和生化参数发生显著性变化,这些改变与血

浆中 (S ) -尼群地平的浓度有关
[ 3]
。尼莫地平 S型

比 R型对映体具有较高的抗高血压活性,两者的药理

作用差异显著
[ 4]
。因此,建立尼群地平和尼莫地平对

映体的体内分析方法具有较大临床意义。

尼群地平和尼莫地平对映体体内测定方法主要

是高效液相色谱法
[ 5]
, 它运用了价格昂贵、寿命较

短的手性分析柱。本试验采用 SBE- B- CD为手性
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选择剂,建立了血浆中尼群地平和尼莫地平对映体

的毛细管电泳分离测定方法,应用电堆集富集进样

方式, 具有快速、简单及低耗的优点。

图 1 尼群地平和尼莫地平结构

Fig 1 S tructu res of n itrend ip ine and n im od ip in e

A.尼群地平 ( n itrend ip ine)  B.尼莫地平 ( nim odipine)

1 仪器与试药

CL1030型高效毛细管电泳仪 (北京彩陆科学仪

器有限公司 );德国 KNAUER K - 2501型紫外 -可见

光检测器; HW - 2000型色谱工作站 2117版 (南京千

谱软件有限公司 ); OR ION MODEL 828型 pH计 (美

国 ); DL- 360型超声波清洗器 (宁波石浦海天电子仪

器厂 ) ; SK- 1型快速混匀机 (江苏国华仪器厂 );高速

低温离心机 (德国 THERMO ); 未涂层弹性融硅石英

毛细管柱 (河北永年锐沣色谱器件有限公司 )。

SD大鼠 200 ~ 220 g, 雌雄各半 (广东省试验动

物监测所,许可证号: SCXK(粤 ) 2003- 0002粤监证

字 2008A 020) , 尼群地平对照品 (批号: 100585 -

200602)和尼莫地平对照品 (批号: 10270- 0002)均

购自中国药品生物制品检定所; 尼群地平片 (广东

华南药业有限公司, 批号: 080401, 规格: 10 mg#

片
- 1
) ;尼莫地平片 (广东华南药业有限公司,批号:

080601,规格: 20mg#片
- 1

); SBE- B- CD (山东新

大精细化工有限公司, 取代度为 2 )。对硝基苯甲

酸、磷酸二氢钠、磷酸、氢氧化钠和 95%乙醇均为分

析纯, 水为超纯水。

2 试验方法

211 电泳条件  毛细管柱为未涂层弹性融硅石英

毛细管柱 62 cm @ 75 Lm( .i d. ),有效长度 55 cm;运

行缓冲液为 40mmo l# L
- 1
磷酸二氢钠溶液 (用磷酸

调节 pH至 2196) - 10 mmo l# L
- 1

SBE- B- CD溶

液;室温下尼群地平和尼莫地平分别在 - 18 kV和

- 15 kV恒压电泳分离; 检测波长 237 nm;采用电动

进样方式, 进样时间为 10 s。毛细管柱在使用前依

次用 011 mol# L
- 1
的氢氧化钠溶液、水、缓冲液各冲

洗约 5m in。每 2次进样间用缓冲液冲洗毛细管柱

3 m in,每 2 h更换 1次缓冲液。

212 对照品溶液和内标溶液的配制  分别精密称
取尼群地平对照品和尼莫地平对照品适量, 置 50

mL棕色量瓶中,加 95%乙醇溶解并定容,摇匀, 作

为对照品溶液 (尼群地平浓度为 5618 Lg# mL
- 1
, 尼

莫地平浓度为 5418 Lg# mL
- 1
) ;精密称取对硝基苯

甲酸适量,置 100 mL量瓶中, 加 95%乙醇溶解并定

容, 摇匀, 作为内标溶液 (浓度为 12910 Lg# mL
- 1
)。

213 血浆样品处理  取血浆 1mL置于 10mL具塞

塑胶离心管中, 精密加入内标溶液 20 LL, 2 mo l#

L
- 1
氢氧化钠溶液 100 LL, 混匀, 加入乙醚提取 2

次, 每次 3 mL, 涡旋混合, 3500 r# m in
- 1
离心 10

m in, 取出上清液,于水浴 60 e 氮气吹干,残渣用 50

mmo l# L
- 1
SEB- B- CD -乙醇 ( 1B1) 50 LL溶解,

待用。操作全过程在避光条件下进行。

3 结果与讨论

311 方法的专属性  在 / 2110电泳条件下, 大鼠给

药前空白血浆与给尼群地平后血浆样品添加内标的

色谱图如图 2。峰 1为 (R ) -尼群地平,峰 2为 ( S )

-尼群地平
[ 4]
, 峰 3位内标物。大鼠给药前空白血

浆与给尼莫地平后血浆样品添加内标的色谱图如图

3。内标物对硝基苯甲酸及空白血浆中的内源性物

质均不干扰尼群地平和尼莫地平两对映体血药浓度

的分析。

图 2 血浆中尼群地平对映体电泳图
F ig 2 The eletrophoregram of n itrend ip in e enan tiom ers in rats plasm a

A.空白血浆 ( b lank p lasma)  B.对照品 ( reference sub stance)  C.样

品 ( sam p le)

1. R -尼群地平 ( R - n itrend ipin e)  2. S - 尼群地平 ( S - n itrend ip-

ine)  3.内标物 ( in ternal standard)
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图 3 血浆中尼莫地平对映体电泳图

Fig 3 The eletrophoregram of n im od ip ine enant iom ers in rats p lasm a

A.空白血浆 ( b lank p lasm a)  B.对照品 ( reference substan ce)  C.样

品 ( sam ple)

1. S-尼莫地平 (S - n im od ipin e)  2. R -尼莫地平 (R - n im od ip ine)

3.内标物 ( internal standard)

312 尼群地平的方法学考察

31211 标准曲线与线性范围  分别精密吸取尼群
地平对照品溶液适量于 5个具塞离心管中, 各精密加

入空白血浆 1mL,分别配制成含尼群地平为 5618,
11316, 228, 568, 1136 ng# mL

- 1
的对照品血浆,即相当

于含尼群地平各对映体浓度为 2814, 5618, 114, 284,
568 ng# mL

- 1
的对照品血浆。按 / 2130项下方法处理

血浆,并进行 HPCE分析。以各对映体与内标峰面积

之比为纵坐标 ( Y ),对照品溶液各对映体浓度 (X )为

横坐标进行线性回归, R -及 S -尼群地平回归方程

分别为:

Y= 01004X + 010325 r= 019995
Y= 01004X + 010254 r= 019996
线性范围为 2814~ 568 ng# mL

- 1
,检测限为 1114 ng

# mL
- 1
。

31212 提取回收率  取空白血浆 1mL,按 / 2130项

下方法操作,制备低、中和高 3个浓度 (相当于含尼

群地平单一对映体浓度 5618, 114, 568 ng# mL
- 1
)

的对照品血浆各 5份,并与相应浓度的未经处理的

对照品溶液进行峰面积比较,计算提取回收率。测

得低、中和高 3个不同浓度对映体的平均提取回收

率: R -尼群地平为 8519%, 8319% , 8715%, RSD为

519% , 516%, 310%; S - 尼群地平 为 8416%,

8314% , 8719%, RSD为 612%, 412%, 217%。
31213 稳定性试验  配制一定量的含药及内标物

的血浆,分别进行冰冻 ( - 20 e )、冷藏 ( 4 e )和室

温 ( 25 e )条件下的稳定性试验,在 0, 8, 24 h进样,

记录峰面积。 - 20 e 时, R - 和 S - 尼群地平的

RSD分别为 213%和 416%; 4 e 时, R -和 S -尼群

地平的 RSD分别为 218%和 411%; 室温时, R-和 S

-尼群地平的 RSD分别为 215%和 216%。结果表
明含药血浆在上述条件下稳定, 可保证样品的分析

测定。

31214 方法准确度和精密度试验  配制含尼群地

平低、中和高 3个浓度 (相当于含尼群地平各对映

体浓度 5618, 114, 568 ng# mL
- 1
)的对照品血浆各 5

份, 按 / 2130项下方法进行处理,计算各对映体和内

标的峰面积之比 ( Y ) ,代入回归方程求得实测量, 以

实测量与加入量之比计算出方法回收率。每个浓度

平行处理 5份,日内连续进样求算日内精密度,每个

浓度平行处理 5份,每天 1次连续进样 5 d,计算日

间精密度。结果见表 1。

表 1 尼群地平的方法回收率和精密度考察结果 ( n= 5)

Tab 1 Ana lysis of recovery and prec ision of the m ethod for quantif ication of nitrend ip ine in rats p lasm a( n= 5)

组分

( component)

浓度

( concentra tion) /ng# mL - 1

方法回收率

( method recovery ) /%

RSD

/%

日内精密度

( intra- day) , RSD /%

日间精密度

( inter- day) , RSD /%

R -尼群地平 (R - nitrendipine) 5618 941 6 41 5 518 615

114 971 9 21 2 614 319

568 971 2 11 3 416 517

S -尼群地平 ( S- n itrendipine) 5618 971 2 11 3 513 611

114 981 9 41 0 614 414

568 971 5 31 9 510 610

313 尼莫地平的方法学考察

31311 标准曲线与线性范围  分别精密吸取尼莫

地平对照品溶液适量于 5个具塞离心管中, 各精密加

入空白血浆 1 mL,分别配制成含尼莫群地平为 5418,
10916, 220, 548, 1096 ng# mL

- 1
的对照品血浆,即相当

于含尼莫地平各对映体浓度为 2714, 5418, 110, 274,
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548 ng# mL
- 1
的对照品血浆。按 / 2130项下方法处理

血浆,并进行 HPCE分析。以各对映体与内标峰面积

之比为纵坐标 ( Y ),对照品溶液各对映体浓度 (X )为

横坐标进行线性回归, R -及 S -尼莫地平回归方程:

Y= 010034X + 010356 r= 019991
Y= 010034X + 010407 r= 019990
线性范围为 2714~ 548 ng# mL

- 1
,检测限为 1110 ng

# mL
- 1
。

31312 提取回收率  取空白血浆 1 mL,按 / 2130项

下方法操作,制备低、中和高 3个浓度 (相当于含尼

莫地平单一对映体浓度 5418, 227, 548 ng# mL
- 1
)

的对照品血浆各 5份, 并与相应浓度的未经处理的

溶液进行峰面积比较,计算提取回收率。测得低、中

和高 3个不同浓度对映体的平均提取回收率: R -

尼莫地平为 8714%, 8710% , 9210%, RSD为 610% ,

517%, 316%; S - 尼莫地平为 8811%, 8810% ,

9014%, RSD为 217%, 519%, 217%。

31313 稳定性试验  配制一定量的含药及内标物
的血浆,分别进行冰冻 ( - 20 e )、冷藏 ( 4 e )和室温

( 25 e )条件下的稳定性试验,在 0, 8, 24 h进样,记录

峰面积。 - 20 e 时, R-和 S -尼莫地平的 RSD分别

为 0168%和 113%; 4 e 时, R - 和 S - 尼莫地平的

RSD分别为 114%和 0119%; 室温时, R-和 S -尼莫

地平的 RSD分别为 212%和 117%。结果表明含药血
浆在上述条件下稳定,可保证样品的分析测定。

31314 方法准确度和精密度试验  配制含尼莫地

平低、中和高 3个浓度 (相当于含尼莫地平各对映

体浓度 5418, 274, 548 ng# mL
- 1
)的对照品血浆各 5

份, 按 / 2130项下方法进行处理,记录各对映体和内

标的峰面积之比 ( Y ) ,代入回归方程求得实测量, 以

实测量与加入量之比计算出方法回收率。每个浓度

平行处理 5份,日内连续进样求算日内精密度,每个

浓度平行处理 5份,每天 1次连续进样 5 d,计算日

间精密度,结果见表 2。

表 2 尼莫地平的方法回收率和精密度考察结果 ( n= 5)

Tab 2 Analysis of recovery and prec ision of them ethod for quan tif ication of n im od ipine in rats p lasm a)

组分

( component)

浓度

( concentra tion) /ng# mL - 1

方法回收率

( method recovery ) /%

RSD

/%

日内精密度

( intra- day) , RSD /%

日间精密度

( inter- day) , RSD /%

R -尼莫地平 (R - nimodip ine) 5418 10017 11 9 311 312

274 9814 41 0 219 117

548 10116 31 0 214 412

S -尼莫地平 ( S- n imod ipine) 5418 9716 41 1 416 216

274 9711 41 1 219 213

548 10116 41 0 316 316

314 含量测定  在避光的条件下, 分别灌胃给予

大鼠 40mg# kg
- 1
尼群地平 - 015%羧甲基纤维素钠

混合液和 40mg# kg
- 1
尼莫地平 - 015%羧甲基纤维

素钠混合液,给药约 115 h后用 30%戊巴比妥麻醉,

取全血于肝素抗凝管中, 3500 r# m in
- 1
离心 15m in,

分离血浆。取血浆 1mL,按 / 2130项下操作,进样测

定浓度,结果见表 3。

表 3 大鼠血浆中尼群地平和尼莫地平对
映体的含量测定结果 ( ng# mL- 1, n= 3)

Tab 3 D eterm inat ion of n itrend ip ine and n imod ip ine

enan tiom ers in rats p lasma

组分

( component)

编号

( No. )

R -型

(R enantiom er)

S- 型

( S enantiomer)

尼群地平 ( nitrendipine) 1 7612 39516

2 6617 33714

3 6910 37519

尼莫地平 ( nimod ipine ) 1 15312 15318

2 13919 14316

3 15716 15418

315 提取方法的考察  有关尼群地平和尼莫地平

提取测定方法的报道颇多
[ 6 ~ 14]

。尼群地平主要用

环己烷 - 异丙醇
[ 6]
、乙醚和乙醚 - 正己烷

[ 7, 8]
等有

机溶剂提取,尼莫地平主要用正己烷 -乙酸乙酯 ( 1

B1) [ 9 ]、乙酸乙酯 [ 10]
、乙醚

[ 11, 12]
和乙醚 -正己烷 ( 1

B1) [ 13, 14]提取。本试验对上述提取方法进行了比

较, 发现环己烷 -异丙醇、正己烷 -乙酸乙酯及乙酸

乙酯在 60 e 水浴蒸干残渣所需时间较长;乙醚 -正

己烷与单一乙醚提取相比,由于溶剂极性降低,回收

率降低;而使用乙醚提取 2次的回收率大于乙醚提

取 1次的回收率, 故本试验对尼群地平和尼莫地平

均采用乙醚提取 2次的方法。

316 进样方法及样品介质的考察  由于毛细管检

测光程短,采用紫外检测器时检测浓度一般比高效

液相色谱低 1至 2个数量级, 同时由于毛细管的进

样量一般只有几十纳升, 所以运用毛细管电泳法进

行体内痕量分析有一定的难度。本试验采用了电堆

集富集的在线浓缩技术,先后考察了用稀释 20倍的
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缓冲溶液, 10~ 60 mmo l# L
- 1

SBE- B- CD-乙醇 ( 1

B1)混合液溶解样品残渣后进样。结果发现用稀释

20倍的缓冲溶液溶解的样品不能检测出目标峰,不

同浓度的 SBE- B- CD与乙醇的混合溶液溶解的样

品,以 50mmo l# L
- 1

SBE- B- CD-乙醇 ( 1B1)混合

液溶解样品残渣时的目标峰相应值最大。

317 分离电压的选择  本试验考察了不同电压对

分离度的影响。在正高压的条件下, 尼群地平和尼

莫地平对映体都受杂质峰的干扰, 且两对映体均不

能达到基线分离。在负高压下, 考察了 - 12 kV到

- 20 kV的电压范围, 尼群地平和尼莫地平对映体

分别在 - 18 kV和 - 15 kV不受杂质峰的干扰, 并且

达到基线分离。故本试验选择尼群地平的分离电压

为 - 18 kV, 尼莫地平的分离电压为 - 15 kV。

4 结论
本方法准确可靠, 快速简单, 灵敏度高,可成为

尼群地平和尼莫地平对映体体内分析的有效方法。

参考文献

1 ZHANG Zi- kuan (张自宽 ) . Pract ica lH andbook for Ch inese M ed-

icin e(中国药品实用手册 ) . Beijing(北京 ) . Ch in aM ed ico- Phar-

maceu tical Science and Techno logy Pub lish ing H ouse(中国医药科

技出版社 ) , 19991104

2 LUO M ing- sheng(罗明生 ) . C ont iem porary C lin ical Drug(现代

临床药物大典 ) . Chengdu (成都 ). S ichuan Science and Technolo-

gy Press(四川科学技术出版社 ) , 20041543

3 YOU Q i- dong (尤启冬 ), LIN Guo - q iang (林国强 ) . Ch iral

Drug: Research and App licat ion (手性药物 - 研究与应用 ) . Be-i

jing(北京 ) . C hem ical Indu stry Press(化学工业出版社 ) , 2004136

4 Yoji Tokum a, H ideyo Nogu ch.i Stereoselective pharm acok inet ics of

d ihydropyrid ine calcium antagon ists. J Chrom atogr A, 1995, 694:

181

5 H E Lang- chong(贺浪冲 ) , WANG S i- cen (王嗣岑 ) . Stud ies on

d ifferen ces of ph arm acok inetic b ehavior and tissu e d istribut ion ofn -i

modip ine and its tw o enan t iom ers in rats u sing ach ira land ch iral l iq-

u id chromatography(非手性与手性色谱法研究尼莫地平及其对

映体在大鼠体内的药代动力学及组织分布 ) . Ac ta Pharm S ci

(药学学报 ), 2003, 38 ( 8) : 603

6 ZHU H ai- yan(朱海彦 ) , CU I Fu- de(崔福德 ) . Pharm acok ine-t

ics of n itrend ip in e b iodegradab le m icrospheres and in situ form ing

gel(尼群地平可生物降解微球和原位凝胶的药物动力学 ) . J

Sh enyang P harm Univ (沈阳药科大学学报 ), 2007, 24 ( 3) : 133

7 WU H ua(吴华 ) , YUAN Zh i- fang(袁志芳 ), ZHANG X iao- li

(张小丽 ) , e t a l. Study on b ioavailab ility and ph arm acok inetics of

n itrend ip ine nano- part icles tab lets in b eagle dogs(尼群地平纳米

片在犬体内的药动学与相对生物利用度 ) . Ch in H osp P harm J

(中国医院药学杂志 ) , 2005, 25( 10) : 933

8 YANG M ing- sh i(杨明世 ) , CUI Fu- de(崔福德 ) , YUE Peng

(岳鹏 ) , et a l. Pharm acok inet ics and relative b ioavailab ility of su s-

tained- release n itrend ip ine capsu les in healthy dogs(尼群地平缓

释胶囊在家犬体内的药动学与相对生物利用度 ) . J Sh enyang

Pharm Un iv (沈阳药科大学学报 ) , 2003, 20( 2 ) : 79

9 CU I Y i- bo(崔毅博 ) , YAO J ing(姚静 ) , ZHOU Jian- p ing(周建

平 ) , et a l. Study on in vivo d is tribut ion of n im odipin e self- assem-

b led p reliposom es inm ice us ing LC - M S( LC - M S法研究尼莫地

平自组装前体脂质体在小鼠体内的组织分布 ) . Pharm Cl in R es

(药学与临床研究 ) , 2008, 16( 3 ): 170

10 ZHANG L i(张莉 ), LI X in (李昕 ) . Determ ination of n imodipine

p lasm a concentrat ion in patients by RP- HPLC ( RP- H PLC法测

定血浆中尼莫地平浓度 ) . Ch ina Pha rm (中国药师 ) , 2004, 7

( 11) : 865

11 M IAO H ai- jun(缪海均 ) , FAN Guo- rong(范国荣 ) , L IU Gao-

lin (刘皋林 ) . Determ ination of n im od ip ine in hum an p lasm a by

HPLC(高效液相色谱法测定人血浆中尼莫地平的浓度 ) . Ch in J

M od Appl Pha rm (中国现代应用药学 ) , 2004, 21 ( 2) : 136

12 CHENG X iao- hu i(程晓慧 ). R elative b ioavailab ility of n im od epine

tab lets in hea lthy vo lunteers(国产尼莫地平片的人体相对生物利

用度研究 ) . Ch ina P ractM ed (中国实用医药 ) , 2008, 16( 3 ): 51

13 WANG Zheng- rong(王正容 ) , ZHANG Q i- zh i(张奇志 ) , J IANG

Xin- guo(蒋新国 ) , et a l. H PLC m ethod for the determ ination of

n im od ip ine in rat p lasm a, b rain tissu es and cereb rosp inal f lu id

(HPLC法测定大鼠血、脑组织和脑脊液中尼莫地平的浓度 ).

Ch in J C lin P harm (中国临床药学杂志 ) , 2004, 13( 4 ) : 214

14 WANG Xiao- l i(王晓莉 ) , X IE L in (谢林 ) , LIU X iao - dong(刘

晓东 ) . Gender d if feren ce of n im od ip in e ph arm acok inet ics in rats

(大鼠口服尼莫地平吸收动力学性别差异研究 ). Chin J C lin

PharmacolT her(中国临床药理学与治疗学 ) , 2004, 9( 5) : 532

(本文于 2010年 5月 24日收到 )

)310) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 2)


