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摘　要　建立了同时测定大鼠胆汁中 4种盐酸非洛普 ( DD PH)Ⅰ 相代谢物的 HPL C方法。胆汁样品经盐酸

水解后以 Alltech C18固相萃取小柱纯化富集 ,然后进行 HP LC分析。 色谱柱为 Hypersil O DS2 10μ30 cm× 4. 6

mm ID,流动相为甲醇 -水 -三乙胺 -冰乙酸 ( 450∶ 550∶ 1∶ 0. 7) ,检测波长为 278 nm。 测定了 ip DD PH后大鼠胆

汁中 4个 DDP H代谢物的体内动态。结果表明 M 1和 M 2为 D DP H主要体内代谢产物。给药后 5 h DD PH代谢

产物的胆汁累积排泄量已达胆汁总排泄量的 75% ～ 80%。 给药后 0. 5～ 1h时间段 DD PH代谢物的胆汁排泄速

率达峰值。
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　　盐酸非洛普 ( phenoprolamine hy drochloride)

的化学名为 1-( 2, 6-二甲基苯氧基 ) -2-( 3, 4-二甲

氧基苯乙胺基 )丙烷盐酸盐 ( DDPH)。 DDPH是在

研究慢心律衍生物的过程中得到的一个兼具弱钙

拮抗活性的 α1-受体拮抗剂 ,现正作为降压新药开

发 [1～ 3 ]。 DDPH在体内代谢较快 ,其体内主要Ⅰ 相

代谢产物为 M1、 M2、M3和 M4 ,结构如下:
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　　为了研究 DDPHⅠ 相代谢产物在大鼠胆汁中

的动态及判定胆汁中主要的 DDPHⅠ 相代谢产物 ,

本文设计了同时测定大鼠 DDPH代谢产物的

HPLC方法 ,并用该法测定了 ip DDPH后不同时

间段上述 4种代谢产物在大鼠胆汁中的排泄情况。

1　仪器及试药

Shimadzu LC-6A平流泵 ; Wa ters 486TM可变

波长紫外吸收检测器 ; HS色谱数据工作站 V er 3.

4 fo r DOS(杭州英谱科技开发有限公司 ) ; 500 mg

6ml All tech C18固相萃取小柱 ( Ca t No. 205350) ;

M1、 M2、 M3、 M4对照品 (中国药科大学有机化学教

研室合成 ,纯度高于 99. 5% ) ;甲醇、冰乙酸、三乙

胺均为分析纯 ; L-半胱氨酸 (上海康达氨基酸厂 ,

批号 980601)。

标准溶液: M1 , M2 , M3 , M4均配成 100. 0μg /

ml的甲醇溶液。雄性 SD大鼠由中国药科大学动

物室提供。

2　实验方法

2. 1　色谱条件

色谱柱为 Hy persil ODS2 10μ 30 cm× 4. 6

mm ID,流动相为甲醇 -水 -三乙胺 -冰乙酸 ( 450∶

550∶ 1∶ 0. 7) ,流速 1 ml /min,检测波长 278 nm ,

灵敏度为 0. 001AU FS,温度为 20℃。

2. 2　大鼠胆汁样品的采集

取健康成年雄性 SD大鼠 3只 ,以 5 ml /kg的

剂量 ip 20%乌拉坦溶液 ,待大鼠麻醉后将其固定

于鼠板上 ,打开腹腔 ,作胆管插管 ,插管后以 2 m l /

kg的剂量 ip 5 mg /m l的 DDPH溶液 ,于给药后 0

～ 0. 5, 0. 5～ 1, 1～ 1. 5, 1. 5～ 2, 2～ 3, 3～ 4, 4～ 5, 5

～ 6, 6～ 8, 8～ 12和 12～ 24 h 10个时间段分别收

115

⒇收稿日期　 2000-01-20　江苏省自然科学基金资助项目 ( BK970077)



集胆汁 ,每个时间段以 ip方式补充生理盐水 1 ml。

2. 3　胆汁样品的测定方法

取胆汁样品 0. 5 m l,置 10 ml离心管中 ,加入

L-半胱氨酸 20 mg ,浓盐酸 0. 2 m l,涡旋 10 s,加塞

密封后于 100℃水浴水解 30 min,取出放冷后以

3500 r /min离心 5 min,取上清液以 1 mo l /L

NaO H溶液调节 p H 6～ 7,供 C18小柱预处理用。

取 Alltech C18固相萃取小柱一根 ,以 10 ml甲

醇洗脱活化 ,再以 10 ml水洗去甲醇 ,将上述调节

pH至 6～ 7的胆汁样品滤过 C18小柱 ,弃去滤过液 ,

小柱依次分别以 10 ml水 , 10 ml甲醇-水 ( 1∶ 10)

洗脱 ,弃去洗脱液 ,小柱再以 5 m l甲醇洗脱 ,收集

甲醇洗脱液 ,于 40℃水浴以氮气流吹去甲醇 ,残渣

加 200μl流动相 ,涡旋 10 s后以 3500 r /min离心

5 min,取上清液 20μl供 HPLC分析 ,色谱图见图

1。 M1 , M2 , M3 , M4的保留时间分别为 73. 7, 38. 3,

28. 0和 19. 5 min。

Fig 1. Chromatogram s of ( A) blank rat bi le, ( B) blank rat bile

wi th metaboli te M 1 , M2 , M 3 and M 4 , ( C ) rat bi le af ter ip

ad minis t ration of DDPH

3　结　果

3. 1　线性关系考察

取离心管数支 ,分别精密加入不同量的 M1 ,

M2 , M3和 M4的标准溶液 ,以 1 m l空白大鼠胆汁

配成含 M1和 M2 分别为 30. 0, 60. 0, 120. 0, 250.

0, 500. 0, 1000. 0μg /ml,含 M3分别为 10. 0, 20. 0,

40. 0, 80. 0, 160. 0, 320. 0μg /m l,含 M4分别为 5.

0, 10. 0, 20. 0, 40. 0, 80. 0, 160. 0μg /m l的系列标

准胆汁液 ,按“胆汁样品的测定方法”项下操作 ,记

录峰面积。以各代谢物的峰面积 ( Y)对浓度 ( C)进

行回归计算 ,结果表明 4种 DDPH代谢产物在上

述各自浓度范围内线性良好。 在 30. 0～ 1000. 0

μg /ml浓度范围内 M1和 M2的回归方程分别为: Y

= 7996. 5C-25131, r= 0. 998; Y= 11067C-107367,

r= 0. 999。在 10. 0～ 320. 0μg /m l浓度范围内 M3

的回归方程为 Y= 17094C-25789, r= 0. 998。在 5.

0～ 160. 0μg /ml浓度范围内 M4的回归方程为 Y

= 22259C-65493, r= 0. 998。

3. 2　精密度试验

按“线性关系考察”项下操作配制含 M1和 M2

的浓度分别为 60. 0, 250. 0, 1000. 0μg /ml ,含 M3

的浓度分别为 20. 0, 80. 0, 320. 0μg /ml ,含 M4的

浓度分别为 10. 0, 40. 0, 160. 0μg /ml的低、中、高

三种浓度的标准胆汁液 ,每种浓度 5份 ,进行分析 ,

记录峰面积。测得 M1、M2、 M3、 M4在低、中、高三种

浓度的 RSD (% , n= 5)分别为: 5. 7, 3. 9, 2. 7; 5.

2, 3. 6, 3. 1; 6. 3, 4. 5, 2. 5; 7. 1, 5. 0, 3. 3。

3. 3　回收率试验

按“精密度试验”项下操作 ,配制 M1、 M2、 M3、

M4低、中、高三种浓度的标准胆汁液 ,每种浓度 5

份 ,进行分析 ,记录峰面积 ( YX )。另分别取 M1、 M2、

M3、 M4标准溶液适量于离心管中 ,配成与上述三

种浓度相一致的甲醇溶液 ,取各浓度的甲醇溶液

0. 5 ml以氮气流吹干 ,残渣以 200μl流动相溶解 ,

进行 HPLC分析 ,记录峰面积 (Y S )。胆汁中各代谢

物的回收率 (% )= YX /Y S× 100% 。 结果表明 M1、

M2、 M3、 M4低、中、高三种浓度标准胆汁的回收率

(% ,n= 5)及 RSD (% )分别为: 86. 1( 5. 3) , 93. 5

( 3. 5) , 98. 9( 2. 1) ; 98. 2( 5. 4) , 98. 3( 3. 8) , 96. 9

( 2. 6) ; 91. 3( 7. 1) , 92. 4( 4. 2) , 93. 3( 3. 0) ; 84. 2

( 6. 9) , 87. 1( 4. 6) , 91. 6( 2. 5)。

Fig 2. Accum ulative amoun t of m etaboli t e M 1, M 2, M3 and M 4 , in

rat bile af ter ip ad minis t ration of DDPH

3. 4　大鼠胆汁中 DDPH代谢产物的动态研究

大鼠 ip DDPH后 , 4种代谢物在不同时间段
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从胆汁中排出的累积量见图 2,各时间段从胆汁中

排出速率见图 3。从图 2可见 M2为 DDPH的主要

Ⅰ 相代谢产物 ,其次是 M1 ,各代谢物转化率的顺序

为 M2> M1> M4> M3。 给药后 5 h, DDPH代谢物

的胆汁累积排泄量已达胆汁中总排泄量的 75% ～

80%。由此可见 DDPH在体内代谢速度较快。从图

3可见 , M1、 M2、M3、 M4在 0. 5～ 1 h时间段排出速

率达峰值。

Fig 3. Excret ive rate curve of metabolit e M1 , M 2, M 3 and M4 , in

rat bile af ter ip administ ration of DDPH

— □— M 1; — ▲— M2; — ●— M3; —×— M 4

4　讨　论

本实验采用 All tech C18固相萃取小柱对胆汁

样品中的 DDPHⅠ相代谢物进行纯化富集。 胆汁

水解样品上柱后 ,先以 10 ml水洗脱水溶性杂质 ,

如 Na Cl等 ,再以甲醇 -水 ( 1∶ 10)进一步洗去胆汁

中的一些内源性杂质 ,然后再用甲醇将小柱中的

DDPH代谢物洗下 ,以氮气流吹干浓缩。实验中曾

考察了以①甲醇 -水 ( 1∶ 20) ,②甲醇-水 ( 1∶ 10)和

③甲醇 -水 ( 1∶ 5)三种洗脱液对上柱后的样品进行

纯化。 结果表明 ,以①纯化后的样品色谱图中杂峰

仍较多 ,干扰物对 M4的测定仍有一定影响 ;以②

和③纯化的样品色谱图中杂峰较少 , 4个 DDPH代

谢物出峰均未受到干扰 ,但洗脱液③中有少量 M4

被洗脱下来 ,而洗脱液②并无此现象 ,故胆汁上柱

后 ,选择洗脱液②来纯化样品。
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Abstract　 A HPLC metho d w as desig ned fo r the simultaneous determinatio n of four metaboli tes of

phenoprolamine hydrochlo ride( DDPH) in rat bile. Af ter hydroly sis by hy drochloric acid the rat bile w as

puri fied a nd enriched by the Alltech C18 so lid phase ex t raction column, and then determined by HPLC.

Chrom atog raphy was perfo rmed on a Hypersi l ODS2 Column ( 30 cm× 4. 6 m m ID, 10μm ) wi th

m ethano l-wa ter-t riethylamine-acetic acid ( 450∶ 550∶ 1∶ 0. 7 ) as mobi le phase. The detectio n

w aveleng th w as 278 nm. The desig ned HPLC m ethod w as applied to determine the pha rmacokinetics of

four DDPH m etaboli tes in rat bile. The ex perimental resul ts show ed tha t, in rat bile, metabo li te M1 and

M2 w ere the major metabolites o f DDPH, 5 h after ip administration of DDPH the accumulative am ount

o f excreted m etabo li tes reached to 75% ～ 80% o f total ex creted amount of metabolites, and during the

period of 0. 5～ 1 h the ex cretio n ra te o f metabolites o f DDPH in ra t bile reached the maxim um v alue.

Key words　 Phenoprolamine hydro chlo ride; M etaboli te; HPLC; Solid phase ex t raction
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