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小鼠静脉注射色胺酮的体内药物动力学
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摘要　目的：建立了一种测定小鼠血浆中色胺酮含量的 ＨＰＬＣ－ＵＶ方法，深入探讨静注色胺酮在小鼠体内的

药物动力学过程。方法：采用Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），甲醇－水（６０∶４０）作为流动相，检测波长２５１

ｎｍ，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，室温。采用结构相似的４（３Ｈ）－喹唑酮作为内标，研究昆明小鼠被静脉给药后０．１６７－１２．０ｈ
期间的浓度－时间（Ｃ－ｔ）曲线，计算药物动力学参数。结果：色胺酮质量浓度在０．２－２５．０μｇ／ｍｌ范围内线性关系良

好，ｒ＝０．９９９　４。ＬＬＯＱ为０．２μｇ／ｍｌ，ＬＯＤ为４０．０ｎｇ／ｍｌ。日内日间精密度ＲＳＤｓ均小于２．９３％，平均提取回收

率大于８６．４４％。小鼠被静注８０ｍｇ／ｋｇ色胺酮后，ｔ１／２β为４．００ｈ，Ｖ１为３．８３Ｌ／ｋｇ，ＣＬ为２．９３Ｌ／（ｈ·ｋｇ），

ＡＵＣ０－１２为　２７．３３μｇ·ｈ／ｍｌ，ＡＵＣ０－∞为２８．２０μｇ·ｈ／ｍｌ，ＡＵＭＣ０－∞ 为５０．０２μｇ·ｈ
２／ｍｌ，ＭＲＴ０－∞ 为 １．８３ｈ。

结论：本实验建立的 ＨＰＬＣ－ＵＶ方法操作简单、方便，结果准确、可靠，适用于含色胺酮血浆样品的分析检测与色胺

酮的药物动力学研究。色胺酮毒性低、安全性好，在小鼠体内吸收、代谢过程较慢、体内分布广。
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　　色胺酮（ｔｒｙｐｔａｎｔｈｒｉｎ）为一种从自然界菘蓝、马
蓝等植物中发现的吲哚喹啉类生物碱，迄今国内外
研究学者发现色胺酮具有非常良好的抗肿瘤、抗菌、
抗炎活性［１，２］，已经开发了色胺酮化合物天然药物
分离、有机化学合成、微生物发酵这样不同的生产制
备方法［３－５］，显示出广阔的药用开发价值（图１）。目
前未见色胺酮药物在小鼠体内的药物动力学研究报

道，本实验建立了一种简单、准确的测定小鼠血浆中
色胺酮含量的 ＨＰＬＣ－ＵＶ法，开展了色胺酮在小鼠
体内的药物动力学研究。

１　材料

１．１　仪器　ＬＣ－１００型高效液相色谱仪（上海伍
丰），配有ＬＣ－Ｐ１００ｐｌｕｓ二元高压恒流泵，ＬＣ－ＵＶ１００
ｐｌｕｓ紫外检测器，ＬＣ－ＣＯ１００柱恒温箱，ＬＣ－ＷＳ１００
色谱工作站；ＳＢ－５２００Ｄ超声波清洗机（宁波新芝）；

ＴＧＬ－１６Ｇ高速台式离心机（上海安亭）；ＡＹ－１２０万
分之一电子天平（日本岛津）；ＳＫ－１旋涡混合器（江
苏金坛）。

１．２　试剂　色胺酮注射液（自制，纯度２５％，批号：

２０１５０７１０）；色胺酮对照品（西北大学生命科学院提供，

＞９８％，ＣＡＳ号：１３２２０－５７－０）；４（３Ｈ）－喹唑酮对照品
（上海九鼎，９８％，ＣＡＳ号：４９１－３６－１）（图１）；肝素钠
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，批号：４２５Ｃ０２１５）；０．９％氯化钠注射液（批
号：Ｄ１５０３１５０６，贵州科伦药业）；甲醇（ＨＰＬＣ级，

ＴＥＤＩＡ）；其余试剂均为分析纯；纯净水。

图１　色胺酮（Ａ）和内标４（３Ｈ）－喹唑酮的化学结构（Ｂ）

１．３　动物　昆明小鼠，雄性，体质量１８－２５ｇ，贵州

医科大学实验动物中心提供，许可证号：ＳＹＸＫ（黔）

２０１２－０００１。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱为Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ　Ｃ１８钻石一代
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，Ｃ１８保护柱
（ＸＢ－Ｃ１８，１０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇－
水（６０∶４０）；检测波长２５１ｎｍ；流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；柱
温为室温；进样量２０μｌ。

２．２　给药　取昆明小鼠４０只，尾静脉注射色胺酮
药液８０ｍｇ／ｋｇ（以色胺酮计）［６］，按１０ｍｌ／ｋｇ给予。
实验前１０ｈ禁食，自由饮水。

２．３　样品采集与处理　昆明小鼠被给药０．１６７，

０．３３３，０．５０，０．７５，１．０，１．５，２．５，４．０，６．０，

８．０，１０．０，１２．０ｈ后，摘眼球取血。置１．５ｍｌ含
肝素ＥＰ管，４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，转移上清
液。－２０℃冰箱冷藏，待测。进样分析前，取待测
血浆样品上清液（或空白血浆上清液）４０μｌ，空白甲
醇（或色胺酮对照品溶液）１０μｌ，内标溶液（７０．０μｇ／

ｍｌ　４（３Ｈ）－喹唑酮对照品溶液）１０μｌ，甲醇１００μｌ（１
∶３，Ｖ／Ｖ）；涡旋混匀２０ｓ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，取上清液，进 ＨＰＬＣ色谱仪检测。

２．４　对照品溶液的制备　精密称取色胺酮对照品

４．０ｍｇ，置１０ｍｌ量瓶中，甲醇溶解并稀释至刻度，
得质量浓度为０．４ｍｇ／ｍｌ的色胺酮储备液，４℃冰
箱冷藏，备用。精密称取４（３Ｈ）－喹唑酮对照品７．０
ｍｇ，置１０ｍｌ量瓶中，甲醇溶解并稀释至刻度，得质
量浓度为０．７ｍｇ／ｍｌ的４（３Ｈ）－喹唑酮储备液，４℃
冰箱冷藏，备用。

２．５　方法学考察

２．５．１　专属性试验　样品按“２．３”项下方法处理，按
“２．１”项下色谱条件测定。结果内标（４（３Ｈ）－喹唑酮）
的保留时间为４．６ｍｉｎ，色胺酮的保留时间为２０．１
ｍｉｎ，小鼠空白血浆的内源性物质对色胺酮的测定无
干扰，见图２。
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图２　小鼠空白血浆（Ａ）、空白血浆＋色胺酮对照品＋内标（Ｂ）、给药０．１６７ｈ后小鼠血浆＋内标（Ｃ）的ＨＰＬＣ色谱图

２．５．２　基质效应试验　以空白血浆与甲醇１∶３
（Ｖ／Ｖ）制备空白血浆上清液，配得０．２５，２．５，１２．５

μｇ／ｍｌ色胺酮的待测上清溶液。同时配制相同低、
中、高浓度的色胺酮对照品溶液。分别进样测定，计
算得到低、中、高浓度色胺酮溶液的基质效应分别为

８５．６％，９６．１％和９３．２％，表明在本实验条件下，可
以忽略基质效应的影响。

２．５．３　线性关系试验　精密量取空白血浆４０μｌ置

１．５ｍｌ　ＥＰ管中，分别加入４．０－４００．０μｇ／ｍｌ范围内

６种色胺酮对照品溶液１０μｌ；接着依次加入内标溶
液（７０．０μｇ／ｍｌ）１０μｌ，甲醇１００μｌ（１∶３，Ｖ／Ｖ）；按
照“２．３”项下方法处理后，最终得到浓度在０．２５－
２５．０μｇ／ｍｌ的模拟血浆样品。分别进 ＨＰＬＣ色谱
仪检测。以样品前处理后色胺酮的最终质量浓度为
横坐标（Ｘ），以色胺酮峰面积与内标峰面积的比值
为纵坐标（Ｙ），进行线性方程回归，得到Ｙ＝０．７３０
１　Ｘ－０．３５４　１，ｒ＝０．９９９　４。表明小鼠血浆中色胺酮
质量浓度在０．２－２５．０μｇ／ｍｌ范围内，线性关系良
好。ＬＬＯＱ（ｌｏｗｅｒ　ｌｉｍｉｔ　ｏｆ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，定量下限）
为０．２μｇ／ｍｌ（Ｓ／Ｎ≥１０），ＬＯＤ（ｌｉｍｉｔ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，
检测限）为４０．０ｎｇ／ｍｌ（Ｓ／Ｎ＝３）。

２．５．４　精密度试验　按“２．３”项下方法处理，“２．１”
项下方法测定，分别考察了经样品前处理后得到的

０．２５，２．５，１２．５μｇ／ｍｌ色胺酮的血浆上清液（ｎ＝５），
连续测试３ｄ。结果低、中、高浓度的色胺酮溶液的日

内精密度的ＲＳＤ分别为２．３７％，１．０５％，１．７４％；日间
精密度的ＲＳＤ分别为２．６５％，１．８１％，２．９３％。

２．５．５　稳定性试验　依次考察了加入４．０，４０．０，

２００．０μｇ／ｍｌ色胺酮对照品溶液的模拟血浆样品，在
室温放置８ｈ、反复冻融３次、－２０℃冰箱冷藏１５ｄ
条件下样品稳定性（ｎ＝３）。结果０．２５，２．５，１２．５

μｇ／ｍｌ色胺酮溶液的ＲＳＤ分别为２．１７％，１．２６％，

２．３４％；３．７６％，２．５１％，２．０９％；４．６４％，２．９３％，

３．３８％。表明在上述条件下，血浆样品稳定性良好。

２．５．６　提取回收率试验　向空白血浆４０μｌ中，分
别加入４．０，４０．０，２００．０μｇ／ｍｌ色胺酮对照品溶液，
按照“２．３”项下方法处理后，得到０．２５，２．５，１２．５μｇ／

ｍｌ色胺酮的待测溶液（ｎ＝５）。同时以空白血浆与甲
醇１∶３（Ｖ／Ｖ）制备空白血浆上清液，配制相同低、
中、高浓度的含空白血浆的色胺酮对照溶液。分别进
样测定，计算得到０．２５，２．５，１２．５μｇ／ｍｌ色胺酮溶液
的平均提取回收率分别为８６．４４％ （ＲＳＤ　３．９８％），

９５．８７％（ＲＳＤ　２．２８％）和９６．４１％ （ＲＳＤ　２．１２％）。

２．６　药物动力学实验　昆明雄性小鼠４０只，尾静
脉注射色胺酮药物溶液后的平均药－时曲线见图３。
我们分别采用 ＷｉｎＮｏｎｌｉｎ　６．１、ＤＡＳ　３．０、Ｋｉｎｅｔｉｃａ
５．１专业药物动力学分析软件对本次实验数据进行
了系统分析，三款软件程序下的计算结果一致。ＰＫ
参数数据说明，当加权系数 ｗ＝１／ｃ·ｃ，二室模型
时，ＡＩＣ值最小，拟合度为１（表１），静注色胺酮的在

图３　小鼠单剂量静脉注射色胺酮后的浓度－时间（Ｃ－ｔ）曲线（Ａ），平均Ｃ－ｔ曲线（Ｂ）与ｌｏｇ　Ｃ－ｔ曲线（Ｃ）（ｎ＝３）
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表１　静脉注射色胺酮在小鼠体内的主要药物

动力学参数结果

参数 ＷｉｎＮｏｎｌｉｎ　 ＤＡＳ　 Ｋｉｎｅｔｉｃａ
ＡＩＣ －６０．９２ －２５．５７ －２７．０２
ＳＳＲＥ　 ０．０２　 ０．０６ －
ＳＳＡＥ　 ５．００　 ５．０５ －
Ｒ２ ０．９９　 １．００ －
Ａ（μｇ／ｍｌ） ２０．１８　 ２０．１８　 ２０．３８

α（１／ｈ） ０．８６　 ０．８６　 ０．８６
Ｂ（μｇ／ｍｌ） ０．６９　 ０．６８　 ０．７１

β（１／ｈ） ０．１７　 ０．１７　 ０．１７
Ｆｉｔｔｉｎｇ　ｔｉｍｅｓ － ４４６．００ －
ｔ１／２α（ｈ） ０．８０　 ０．８０　 ０．８０
ｔ１／２β（ｈ） ４．００　 ４．０２　 ３．９６
Ｖ１（Ｌ／ｋｇ） ３．８３　 ３．８３　 ３．７９
ＣＬ［Ｌ／（ｈ·ｋｇ）］ ２．９３　 ２．３８　 ２．９０
ＡＵＣ０－１２（μｇ·ｈ／ｍｌ） ２７．３３　 ２７．８５ －
ＡＵＣ０－∞（μｇ·ｈ／ｍｌ） － ２８．２０　 ２７．６２
ＡＵＭＣ０－∞（μｇ·ｈ２／ｍｌ） ５０．０２　 ４７．２９　 ５０．４１
ｋ１０（１／ｈ） ０．７６　 ０．６２　 ０．７６
ｋ１２（１／ｈ） ０．０８　 ０．２２　 ０．０８
ｋ２１（１／ｈ） ０．２０　 ０．２０　 ０．２０
ｔ１／２ｋ１０（ｈ） ０．９１ － ０．９１
ＭＲＴ０－∞（ｈ） １．８３　 １．６８　 １．８３

　　ＡＩＣ：赤池信息量准则；ＳＳＲＥ：相对误差平方和；ＳＳＡＥ：绝对误

差平方和；ＡＵＣ：血药浓度－时间曲线下面积；ＡＵＭＣ：一阶矩血

药浓度－时间曲线下面积；ＭＲＴ：平均停留时间。

小鼠体内过程符合二室模型。

３　讨论

本实验建立了一种简便、准确的 ＨＰＬＣ－ＵＶ法
测定小鼠血浆中色胺酮的含量，以结构相似的

４（３Ｈ）－喹唑酮作为含色胺酮血浆样品检测的内标，
建立的甲醇沉淀蛋白法能够有效排除血浆中蛋白、
内源物的干扰，样品中被测峰与内标峰之间分离度
良好。经色谱方法学验证，该测定方法的线性关系、
日内／日间精密度、样品稳定性和提取回收率均符合
生物样品检测的有关要求，适合于色胺酮在小鼠体
内的药物动力学研究。
我们此次研究的色胺酮静脉给药剂量是目前报

道的最大剂量［６－８］，在整个实验过程中，未见色胺酮
导致的药物不良反应的发生，可见色胺酮致生物毒
性低、安全治疗窗良好。静脉注射色胺酮药物后，实
际平均血药浓度Ｃｍａｘ达到２０．１０μｇ／ｍｌ；药物动力
学参数ｔ１／２β４．００ｈ，ＣＬ　２．９３Ｌ／（ｈ·ｋｇ），Ｖ１　３．８３
Ｌ／ｋｇ，ＡＵＣ０－∞２８．２０μｇ·ｈ／ｍｌ表明色胺酮在小鼠
体内吸收、代谢过程较慢，在小鼠体内分布比较广
泛，存在于血液、细胞内液和脂肪组织中。与血浆蛋

白结合率比较低，大多以游离态存在。我们课题组
也将后续开展色胺酮药物在生物机体内的组织分布

与抗癌新药开发工作。
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