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利用MMDL评价尼麦角林胶囊人体生物利用度
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摘要: 目的 � 建立测定人血浆中 1�甲基�10��甲氧基�9, 10�二氢麦角醇 (MMDL ) 浓度的高效液相色谱法, 并以 MMDL体内

的水平为指标研究尼麦角林胶囊的人体生物利用度。方法 � 以二氯甲烷�异丙醇 ( 9�1) 为萃取液, 美索巴莫为内标, 血浆

样品经液�液萃取浓缩后, 经 D iamonsil C
18
柱分离, 以乙腈�20 mm ol L - 1磷酸二氢钾溶液 ( 22�78) 为流动相, 在 225 nm 波

长处检测。 18名健康男性志愿者采用随机交叉给药方案, 分别单剂量 po 60 m g受试制剂或参比制剂, 不同时间点采血, 用

HPLC测定血浆中 MMDL, 比较二者生物利用度。结果 � MMDL和内标分离良好, 内源性杂质不干扰测定, 在浓度为 1�7 ~

207�g L- 1内, MMDL浓度与峰面积比线性关系良好, 方法回收率为 91� 7% ~ 101�8% , 日内、日间 RSD分别小于 9� 7%

( n= 5)、 11� 6% ( n = 15)。单剂量 po受试制剂或参比制剂 60 m g后, MMDL的  
m ax
分别为 ( 97�9 ! 54� 6) 和 ( 103� 0 !

60�5) �g L - 1; tm ax分别为 ( 1�2 ! 0�4) 和 ( 1� 2 ! 0� 4) h; t1/2分别为 ( 3�7 ! 2� 6) 和 ( 4�4 ! 3� 0) h ; AUC0∀ 12 h分别为

( 283� 7 ! 218� 4) 和 ( 305�3 ! 244� 6) �g h L- 1。相对生物利用度为 ( 93� 8 ! 6� 4)%。结论 � 此方法灵敏、简便、准确

度高, 可用于尼麦角林体内过程研究。国产尼麦角林和国外产品的体内过程无显著性差别, 两者为生物等效性制剂。
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Study on Relative B ioavailability of N icergoline Capsules in H ealthy Volunteers by the Determ ination of

MMDL

ZHOU Yan�b in, T IAN Juan, RAN L i�ling, ZUO Y ing, HU Gao�yun, D ING Jin�song* ( Schoo l of Pharm aceutical

Sciences, C entral Sou th University , Changsha 410013, China )

ABSTRACT: OBJECTIVE � To estab lish a H PLC m ethod for the determ ination of MMDL ( 1�m ethy l�10��m ethoxy�9, 10�

d ihydro lyse rgo l) in plasm a and study the relative b ioava ilab ility of dom estic and imported n ice rgo line capsu les� METHODS� MMDL

w ere ex tracted from plasm a sam ple w ith dich lo rom e thane ( including 10% isopropano l) and separated on a D iamonsil C
18
co lum n( 4� 6

mm # 200 mm, 5 �m ) � Themob ile phase cons isted of acetonitrile�20 mmo l L- 1 po tassium dihydrogen phosphate ( 22�78) , the flow

ra te was 1 mL m in- 1, and m ethocarbamo lw as used as the in ternal standa rd� A s ing le dose of 60 mg o f dom estic or im po rted capsules

w as g iv en to 18 hea lthy vo lunteers in a random ized cro ssover study� MMDL concentrations in plasm aw as determ ined by the developed

HPLC me thod, and then the pha rmacokine tics and b ioava ilab ility w ere stud ied� RESULTS� MMDL w as separated w ell from other

m etabo lites and endogenous substance, the standard curve w as linear ( r = 0� 999 7) w ith in the range o f 1�7 to 207 �g L- 1 fo r

MMDL� Them a in pa rame ters fo rMMDL we re as fo llows:  max ( 97� 9 ! 54� 6) and ( 103�0 ! 60�5 ) �g L- 1, tm ax ( 1�2 ! 0�4) and

( 1�2 ! 0�4) h, t1/2 ( 3�7 ! 2�6) and( 4� 0 ! 3� 0) h, AUC0∀ 12 h ( 283� 7 ! 218�4) and ( 305� 3 ! 244�6) �g h L- 1 respective ly� The

re lative b ioava ilab ility o f dom estic to imported capsu les w as ( 93�8 ! 6�4)% � CONCLUSION � The established HPLC m ethod w as

accuracy and sensitive for assay o f p lasm a MMDL concentration� And the concen trations of MMDL in p lasm a we re su itab le for the

b ioava ilab ility ev aluation of nicergo line capsules� The results of statistics show ed the re w ere no sign ificant differences between two

preparations, and b ioequ iva lencew as observed�

KEY WORDS: 1�m e thy l�10��m ethoxy�9, 10�dihydro lysergo;l n ice rgo line; HPLC; b ioava ilab ility

� � 尼麦角林 ( nicergo line) 为二氢麦角碱衍生物,

具有 �受体阻滞作用, 对血管扩张作用较强, 可

预防脑及周围血管缺血性疾病, 延缓衰老和保持老

年人智能和体力的良好状态。尼麦角林经 po后体

内迅速代谢, 血浆中几乎检测不到原型药物, 其主

要代谢产物为 1�甲基�10��甲氧基 �9, 10�二氢麦角
醇 (MMDL, 代谢产物 ∃ ) 和 10��甲氧基 �9, 10�
二氢麦角醇 (MDL, 代谢产物% ), 二者均具有药

理活性
[ 1]
。尼麦角林给药后, 血浆中 MDL 和

MMDL在不同时间段出现峰浓度
[ 2�4]

, 目前已有的
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文献报道均以 MDL的体内水平来评价尼麦角林的

药动学及生物利用度。本试验建立了测定血浆中

MMDL的高效液相色谱 (HPLC ) 法, 并将 MMDL

作为标志物用于尼麦角林制剂的生物利用度研究。

1� 材料与方法

1�1� 仪器与药品
LC- 2010C HPLC系统, SPA - 10AVP UV /V IS

检测器 (日本, 岛津 ) ; TGL16M台式高速冷冻离

心机 (长沙英泰仪器有限公司 ) ; WH - 2微量旋涡

混合仪 (上海沪西分析仪器厂 ) ; METTMLER

TOMLEDO AG285天平。

MMDL对照品 (中南大学药学院药物化学系制

备, 含量为 99�13% ); 受试制剂 (T ) : 尼麦角林胶

囊, 每粒 30mg, 海南通用三洋药业有限公司, 批

号: 060501), 尼麦角林胶囊 R (参比制剂, 每粒 30

mg, 商品名: 凯尔, 法国爱的发制药厂, 批号:

060702)。美索巴莫对照品 (内标, 天津市汉康医药

生物技术有限公司, 含量为 99�7% ); 乙腈为色谱

纯; 水为超纯水。其他试剂均为国产分析纯。

1�2� 贮备液的配制
MMDL贮备液: 精密称取 MMDL对照品适量

置 100mL量瓶中, 用甲醇制成质量浓度为 0�217
g L

- 1
的贮备液, 置 4 & 冰箱中保存备用, 使用时

用水稀释至所需浓度。

内标贮备液: 精密称取美索巴莫对照品 50 mg

置 100mL量瓶中, 用甲醇制成质量浓度为 0�5 g 

L
- 1
的贮备液, 置 4 & 冰箱中保存备用, 使用时用

水稀释至所需浓度。

1�3� 色谱条件
色谱柱: 迪马 D iamonsil C18柱 ( 4�6 mm # 200

mm, 5 �m); 柱温: 35 & ; 流动相: 乙腈�磷酸盐
缓冲液 ( 20 mmol L

- 1
的磷酸二氢钾溶液 ) 为

22�78; 流速: 1�0mL m in
- 1
; 检测波长: 225 nm。

1�4� 血浆样品的处理
精密吸取血浆 1mL, 置 10mL具塞尖底玻璃离

心管中, 分别加入内标溶液 ( 5 mg L
- 1
美索巴莫 )

50 �L, 饱和氨水溶液 100 �L, 漩涡振荡 30 s, 加入

萃取液 (二氯甲烷�异丙醇 = 9�1) 5mL, 漩涡 2m in,

2 000 r m in
- 1
离心 5m in。取下清液, 转移到另一支

干燥的 10mL具塞尖底玻璃离心管中, 45 & 水浴氮气

吹干, 残渣用 200 �L流动相复溶, 进样 40 �L。

1�5� 给药与血样采集
试验经中南大学药学院伦理委员会批准, 18

名男性健康志愿者, 年龄 20~ 31岁, 体重 55~ 74

kg, 在签署知情同意书和体检合格后纳入试验, 志

愿者随机等分为两组, 禁食 12 h后, 于清晨 po尼

麦角林受试制剂或参比制剂 60 mg, 在服药前 ( 0

h ) 和 服药 后 0�333, 0�667, 1�0, 1�5, 2�0,
2�5, 3�0, 4�0, 6�0, 8�0, 10�0, 12�0, 24�0 h

抽静脉血 5 mL, 一周后交叉服药后取血, 方法和

时间相同。采集的血样标本置于肝素化试管中。离

心分取血浆, - 20 & 保存至测定。

1�6� 药动学参数的求算及统计学处理
受试者的  max, tmax由血药数据直接读取。

AUC0∀ t以梯形面积法计算, 消除速率常数 K 以血

药浓度�时间曲线尾部数据回归计算。采用 SPSS统

计分析软件分别对药动学参数 AUC0∀ t和  max经对数

转换后进行药物间、周期间、个体间的三因素方差

分析, 再以双单侧 t检验进行生物等效性判断。

tmax采用原值进行非参数检验。

2� 结 � 果

2�1� 色谱行为
在 ∋ 1�3( 色谱条件下, MMDL与内标及血浆

中内源性杂质分离良好, MMDL保留时间约为 7�1
m in, 内标的保留时间约为 9�1 m in。空白血浆、

MMDL与内标对照品色谱图、MMDL加入空白血浆

中的色谱图、受试者血浆色谱图, 见图 1。

图 1� 空白血浆 ( A )、MMDL对照品及内标 ( B, 54� 9

�g L- 1 )、志愿者空白血浆中加入 MMDL 及内标 ( C,

52� 3�g L - 1 )、志愿者服药后血浆中 MMDL及内标 ( D,

31� 9�g L- 1 ) 色谱图

1-甲基�10��甲氧基�9, 10�二氢麦角醇; 2-内标

Fig� 1 � Chrom a tog ram s of b lank plasm a ( A ), MMDL and

interna l standa rd ( B, 54� 9 �g L- 1 ), MMDL and interna l

standa rd added in hum an p lasm a ( C, 52�3 �g L - 1 ), and

vo lunteers p lasm a after a sing le dose of 60 mg nicergo line ( D,

31� 9�g L- 1 )

1-MMDL ( tR = 7�1 m in) ; 2- internal standa rd ( tR= 9�1 m in)

2�2� 标准曲线与最低定量限
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精密吸取空白血浆 900 �L, 置 10 mL具塞尖

底玻璃离心管中, 分别加入 MMDL贮备液 100 �L,

漩涡振荡混匀, 稀释成 217�0, 108�5, 54�3,
27�1, 13�6, 6�8, 3�4, 1�7 �g L

- 1
的系列浓度,

照 ∋ 1�4( 项操作并测定, 记录色谱图。以 MMDL

与内标的峰面积比 ( Y) 与质量浓度 (  ) 进行线

性回归, 回归方程为: Y = 0�013 6 + 0�061 9

( r= 0�999 7)。血浆中 MMDL 在 1�7 ~ 217 �g 

L
- 1
内与峰面积比线性关系良好, 血浆中 MMDL的

最低定量浓度为 1�7 �g L
- 1
。

2�3� 萃取回收率
取质量浓度为 108�5, 54�3, 3�4 �g L

- 1
高、

中、低 3个浓度的 MMDL甲醇液各 1 mL, 各加 5

mg L
- 1
的美索巴莫甲醇液 50�L, 45 & 水浴氮气吹

干, 加流动相 200 �L溶解, 制得对照品液, 取 40

�L进样, 记录 MMDL和内标的峰面积; 另用空白

血浆配制相当于尼麦角林为 108�5, 54�3, 3�4
�g L

- 1
高、中、低 3个浓度的血样, 按 ∋ 1�4( 项

下平行操作, 进样 40 �L, 记录 MMDL和内标的峰

面积, 以血浆样品测定的峰面积除以同浓度对照品

的峰面积所得的百分率计算萃取回收率。结果高、

中、低浓度的绝对回收率分别为: ( 71�9 ! 2�6)%
( n= 5) , ( 69�0 ! 3�7)% ( n = 5), ( 69�6 ! 4�7)% (n =

5),内标的绝对回收率为 ( 75�4 ! 1�6)% ( n= 5)。

2�4� 方法回收率及精密度
用空白血浆配制相当于 MMDL为 108�5, 54�3,

3�4 �g L
- 1
高、中、低 3个质量浓度的血样, 按

∋ 1�4( 项下平行操作, 进样 40 �L, 记录 MMDL和

内标的峰面积比, 按回归方程计算浓度, 以测得量

与加入量的比值计算相对回收率并计算日内 RSD,

上述方法连续操作 3 d, 计算日间 RSD。结果 MMDL

高、中、低 3个质量浓度的相对回收率分别为

( 100�3 ! 2�9)% ( n = 5), ( 101�8 ! 2�0)% ( n =

5), ( 91�6 ! 8�9)% ( n= 5), 日内 RSD小于 9�7%
( n= 5) , 日间 RSD小于 11�6% ( n = 15)。

2�5� 样品稳定性试验
用空白血浆配制相当于 MMDL 为 108�5,

54�3, 3�4 �g L
- 1
高、中、低 3个浓度的血样,

分别室温条件下放置, 在 0, 4, 8 h取样测定; 在

- 20 & 冰箱中冷冻后取出, 室温融化, 重复 2次,

分次测定; 在 - 20 & 冰箱中放置, 分别在 0, 5,

15 d取样测定, 计算 MMDL的浓度。结果显示,

MMDL血浆样品在室温放置 8 h, 冻融 2次, - 20

& 冰箱中放置 15 d均稳定。

2�6� 方法学质控
用空白血浆配制相当于 MMDL浓度为 108�5,

54�3, 3�4 �g L
- 1
高、中、低 3个质量浓度的血

样, 按 ∋ 1�4( 项下操作, 均匀分布在未知样品测

试顺序中随行测定, 计算 MMDL的浓度, 结果测

定值均落在靶值的 - 20%内。

2�7� 2种尼麦角林胶囊的相对生物利用度

志愿者单次 po 60mg尼麦角林胶囊后的药 �时曲
线见图 2。试验制剂与参比制剂的药动参数见表 1。

方差分析结果表明, 试验制剂与参比制剂的主要药

动学参数之间无明显差异, 非参数检验未发现试验

制剂的 tmax与参比制剂的 tm ax之间有显著性差异。双

单侧 t检验结果表明, 试验制剂与参比制剂为生物

等效制剂。试验制剂的  max均值落在参比制剂的  m ax

均值的 87�1% ~ 107�2%之间, AUC0∀ 12的均值落在

参比制剂 AUC0∀ 12均值 87�9% ~ 99�7%之间。

图 2� 18例志愿者 po尼麦角林试验制剂和参比制剂 60 mg

后 MMDL平均血药浓度�时间曲线
1-试验制剂; 2-参比制剂

Fig� 2� M ean p lasm a concentration�tim e curve of MMDL in 18

hea lth m a le vo lunteers after a sing le oral dose o f 60 mg

N icergo line capsu les T or capsu les R

1- test fo rmu lation; 2- reference formula tion

表 1� 18例志愿者 po尼麦角林试验制剂和参比制剂 60 mg

后药动学参数 �n= 18,  x ! s

Tab�1� Pharm acok ine tic param ete rs o f MMDL a fter a sing le

oral dose o f 60 m g N ice rgo line capsule 1 or capsu le 2�

n = 18,  x ! s

P arameters Capsule 1 Capsule 2

AUC0�12 /mg h L - 1 283�7 ! 218�4 305�3 ! 244�6
AUC0�) /mg h L- 1 334�1 ! 274�9 358�7 ! 308�4
 m ax /mg L- 1 97�9 ! 54�6 103�0 ! 60�5
tmax / h 1�2 ! 0� 4 1�2 ! 0�4
t1 /2 /h 3�7 ! 2� 6 4�4 ! 3�0
F1 /% 93�8 ! 6� 4

3� 讨论与结论
3�1� 尼麦角林 po给药吸收后, 在血液中依次生成

3种代谢物, 其中尼麦角林迅速水解成 MMDL, 随
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反相高效液相色谱法同时测定人血浆中磷苯妥英、苯妥英及其主要代

谢产物 4∗�羟苯妥英的浓度
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摘要: 目的 � 建立同时测定人血浆中抗癫痫药物磷苯妥英 ( FOS)、苯妥英 ( PHT ) 及其主要代谢产物 4∗�羟苯妥英 ( 4∗�

HPPH ) 浓度的高效液相色谱法。方法 � 以盐酸普萘洛尔为内标, 血浆样品 100 �L经 20%磷酸酸化后以乙酸乙酯 1 mL萃

取, 提取后氮气吹干, 加入流动相 100 �L复溶, 取 20 �L进样测定。色谱柱采用 Ag ilent RX�C
8
柱 ( 4� 6 mm # 250 mm, 5

�m ), 柱温: 40 & ; 流动相为甲醇�乙腈�0�1%三氟乙酸水溶液 ( 23�17�60), 流速为 1� 5 mL m in- 1, 紫外检测波长 210

nm。结果 � 血浆内源性杂质和常用合并用药对样品测定无干扰, 色谱峰分离良好。 FOS、PHT、 4∗�H PPH 的线性范围分别

是 1~ 400, 0�5~ 50和 0� 5~ 10 mg L- 1, 相关系数 ( r) 均大于 0�999 1。平均方法回收率为 92� 79% ~ 107�90%。各组分

的日内、日间 RSD均小于 8%。结论 � 该方法具有良好的准确性、精密性和灵敏性, 且操作快速、简便, 各组分之间分离

良好, 适用于临床血药浓度的监测。

关键词: 磷苯妥英; 苯妥英; 4∗�羟苯妥英; 高效液相色谱法

中图分类号: R969� � � 文献标识码: A � � � 文章编号: 1001- 2494 ( 2008) 22- 1743- 04

Simultaneous Rapid Separation and Determ ination of Fosphenytoin, Phenytoin and TheirM ainM etabolite

4∗�Hydroxyphenytoin in Human P lasmaUsing Reversed�PhaseHPLC

MA Chun�la i1, JIAO Zheng
1*
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ABSTRACT: OBJECTIVE� To develop a simp le reversed�phase h igh�pe rfo rm ance liquid chrom atography ( H PLC) m ethod fo r the

后以相对缓慢的速度降解为 MDL, 单剂量 po尼麦

角林后, 血浆中可同时检测到 MMDL和 MDL两种

代谢物
[ 5]
。因此, MMDL和 MDL均能反应尼麦角

林吸收速度和吸收程度, 可作为标志物研究尼麦角

林制剂的体内过程, 但由于 MDL不容易获得, 本

试验自制了 MMDL对照品, 并用 MMDL作为测定

目标研究了两种尼麦角林胶囊的相对生物利用度。

3�2� 试验发现, 试验制剂和参比制剂的 MMDL平

均峰浓度分别为 ( 97�9 ! 54�6), ( 103�0 ! 60�5)
�g L

- 1
, 与文献报道接近

[ 5]
。但血浆中 MMDL的

 max个体差异大 (  max: 30�7 ~ 215 �g L
- 1
) , 这种

差异的原因主要与尼麦角林在体内存在快、慢两种

代谢方式有关
[ 1]
, 属于快代谢者体内 MMDL的水平

远大于MDL体内水平, 而后种代谢方式, 体内 MDL

水平大于 MMDL, 本试验未对志愿者进行代谢分型。

3�3� 本试验采用 20 mmo l L
- 1
的磷酸缓冲盐与乙

腈为分离体系, 系统平衡快, MMDL与内标较好的

分离, 血浆中内源性物质无干扰。血浆样品处理

时, 在二氯甲烷中加少量的异丙醇, 克服了萃取时

易乳化的缺点, 单次萃取回收率高且稳定, 操作简

单。该法简便、重现性好, 最低定量浓度达到 1�7
�g L

- 1
, 符合血药浓度的测定要求。
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