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摘要：目的　建立ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定辛伐他汀在食蟹猴血浆中的检测方法学，并比较其在人、食蟹猴和大鼠３种动物血浆中的
稳定性差异。方法　建立ＬＣＭＳ／ＭＳ分析食蟹猴血浆辛伐他汀药物浓度的方法学；配制辛伐他汀３种动物血浆样品，分别于
室温放置４ｈ、２４ｈ及－８０℃冻存１个月，并定量检测。结果　辛伐他汀线性范围为０．５～５０μｇ·Ｌ－１，定量下限为０．５
μｇ·Ｌ－１，相对回收率９９～１０９％，日内、日间精密度均小于６．６７％；辛伐他汀在食蟹猴血浆中室温放置２４ｈ样品的药物浓度
降低７０％左右；在ＳＤ大鼠血浆中室温放置４ｈ和２４ｈ样品的药物浓度分别降低７５％和８０％左右；在人血浆中室温放置２４ｈ
的样品的药物浓度降低３０％左右；－８０℃冻存条件下，除大鼠血浆样品外，其他样品基本稳定。结论　所建立的方法适用于
小体积实验动物辛伐他汀药动学研究；辛伐他汀在不同动物种属血浆中的稳定性存在很大差异。
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　　辛伐他汀是３羟基３甲基戊二酰辅酶 Ａ还原
酶 （３ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ，ＨＭＧ
ＣｏＡ）的竞争性抑制剂，能够减少胆固醇合成，从而
降低低密度脂蛋白胆固醇；还能够一定程度的降低

甘油三酯和升高高密度胆固醇，临床常用于调整血

脂异常［１２］。除了常规肝脏毒性，其单独应用以及与

贝特类药物联合应用临床可以导致肌肉酸痛甚至横

纹肌溶解导致死亡［３４］；其中西立伐他汀就是由于这

种肌肉毒性于２００１年被撤市。为了研究他汀类药
物剂量和暴露水平与肌肉毒性发生之间的关系，笔

者开展了辛伐他汀在食蟹猴体内药动学研究；研究

过程中发现辛伐他汀在不同动物种属中的血浆稳定

性存在一定差异。虽然已有大量研究报道了其在人

体内的药动学特征，并建立了相应的方法学［５７］；但
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关于其在食蟹猴体内药物浓度分析方法学以及稳定

性种属差异等问题尚未见报道。由于种属差异在动

物模型的选择和药物毒性中扮演重要的角色，因此

本文基于食蟹猴血浆建立了辛伐他汀的检测方法

学，并深入研究了其在人、食蟹猴和大鼠３个动物种
属血浆中的稳定性种属差异，为毒性机制研究奠定

基础。

１　材料
１．１　仪器

ＳＣＬ１０Ａｖｐ高效液相系统（Ｓｈｉｍａｄｚｕ），ＭＰＳ３Ｃ
自动进样器（Ｇｅｒｓｔｅｌ），ＡＰＩ３０００三重四极杆串联质
谱仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ），ＳＰＤ２０１０离心浓缩系统
（Ｔｈｅｒｍｏ），Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２数据采集软件（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ），ＧｅｒｓｔｅｌＭａｓｔｅｒ１．８３ｂ自动进样器控制软
件（Ｇｅｒｓｔｅｌ）。
１．２　试药

辛伐他汀（浙江普洛康裕制药有限公司，批号：

ＫＹＳＩＭ２００６０５０２，纯度≥９８．５％）；洛伐他汀（广东新
北江制药股份有限公司，批号：ＬＶ０５０６０１１，纯度≥
９９％）；甲醇（Ｂ＆Ｊ公司）、甲酸（Ｄｉｍａ公司）为色谱纯；
水为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ水；人血浆由南方医院血库提供，食蟹
猴血浆采自于健康成年食蟹猴（广东蓝岛生物技术有

限公司，许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２００４００１０２００６６０２５
号），大鼠血浆采自于ＳＤ大鼠（南方医科大学实验动
物中心提供，许可证号：粤２００６００１５）。
２　方法
２．１　ＬＣＭＳ／ＭＳ条件
２．１．１　色谱条件　色谱柱为Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ（５０ｍｍ×
２ｍｍ，５μｍ）；流速 ０．２ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为 ２０
μＬ；流动相：甲醇（１０％ 水，０．１％ 甲酸）水（１０％
甲醇，０．１％甲酸）；梯度设定：４５∶５５→１００∶０（０．２～
１．２ｍｉｎ），１００∶０（１．２～３．６ｍｉｎ），１００∶０→４５∶６５
（３．６～３．８ｍｉｎ）。
２．１．２　质谱条件

采用ＭＲＭ检测方式；离子源温度３５０℃；雾化
气：１２Ｌ·ｍｉｎ－１；辅助气：６Ｌ·ｍｉｎ－１；离子喷雾电
压：４５００Ｖ；ＣＵＲ：８Ｌ·ｍｉｎ－１；ＤＰ：３９Ｖ（辛伐他
汀），５１Ｖ（内标）；ＥＰ：８Ｖ（辛伐他汀），７Ｖ（内标）；
ＣＥ：１８（辛伐他汀），１７（内标）；采集离子对（ｍ／ｚ）：
４１９．２／１９９．１（辛伐他汀），４０５．３／１９９．１（内标）。
２．２　溶液的配制

精密称取辛伐他汀、洛伐他汀适量，加乙腈溶

解，配成１ｇ·Ｌ－１的储备液，置于冰箱冷藏备用。
２．３　血浆样品处理

向１５０μＬ血浆样品中加入１５μＬ内标洛伐他
汀溶液（１００μｇ·Ｌ－１），然后加入１ｍＬ乙酸乙酯，
涡旋震荡１．５ｍｉｎ，４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０
ｍｉｎ，取上清０．８ｍＬ，真空吹干，加入８０μＬ的甲醇
水（５０∶５０）重溶，４℃下 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０
ｍｉｎ，取上清进样２０μＬ。
２．４　人、食蟹猴和大鼠血浆样品的制备

以人、食蟹猴和大鼠空白血浆制备 １、１０、４０
μｇ·Ｌ－１３种浓度的辛伐他汀血浆样品（ｎ＝９），并
各分为３组（ｎ＝３）于室温放置４ｈ，２４ｈ以及在超
低温冰箱（－８０℃）冻存１个月，然后按“２．３”项下
的方法处理后进样分析，与新鲜配制的样品进行比

较。

３　结果
３．１　方法专属性

分别取６只食蟹猴的空白血浆１５０μＬ，不加入
内标，按“２．３”项下方法处理，进样２０μＬ分析；将
一定浓度的辛伐他汀和内标加入空白血浆中，按照

相同的方法操作，进样分析，辛伐他汀的保留时间为

２．９２ｍｉｎ，内标保留时间２．７２ｍｉｎ。结果表明，空白
血浆中的内源性物质不干扰辛伐他汀及内标的

测定。

３．２　线性与范围
取１５０μＬ空白血浆７份，分别至于ＥＰ管中，精

密加入适量辛伐他汀溶液，配成血浆药物浓度为０、
０．５、１、２、５、１０、２０、５０μｇ·Ｌ－１的血浆样品，按“２．３”
项下的方法处理后进样分析。以辛伐他汀的浓度为

横坐标，辛伐他汀与内标洛伐他汀的峰面积比值为

纵坐标，用加权法（Ｗ＝１／ｘ２）进行回归运算，典型的
线性回归方程为：Ｙ ＝０．１１１Ｘ－０．０００３６，（ｒ＝
０．９９７３）。结果表明，辛伐他汀的线性范围是 ０．５
～５０μｇ·Ｌ－１，定量下限浓度为０．５μｇ·Ｌ－１。
３．３　准确度和精密度

按“３．２”项下方法制备辛伐他汀高、中、低３种
浓度的质控（ＱＣ）样品（ｎ＝５），连续测定３ｄ，并与
标准曲线同时进行。以当日标准曲线计算 ＱＣ样品
的浓度，将ＱＣ样品的结果进行方差分析，求算本法
的准确度和精密度，结果见表１。
３．４　提取回收率和基质效应

按“３．２”项下方法制备辛伐他汀高、中、低３种
浓度的 ＱＣ样品（ｎ＝５）。同时另取空白血浆 １５０
μＬ，除不加对照溶液和内标外，按“２．３”项下方法处
理，向残渣中加入１５μＬ内标溶液和１５μＬ相应质
量浓度的辛伐他汀溶液以及 ７０μＬ甲醇水（５０∶
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５０），涡旋混合，制备高、中、低３种浓度的基质样品
（ｎ＝５），４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，进样分
析。以每一浓度两种处理方法的峰面积比值计算提

取回收率，结果见表１。
表１　准确度、精密度、回收率及基质效应试验结果（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂ１　Ａｃｃｕｒａｃｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｉｎｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓｍｏｎｋｅｙｐｌａｓｍａ（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

血浆药物浓

度／μｇ·Ｌ－１
准确度／％

精密度

日内ＲＳＤ／％ 日间ＲＳＤ／％

提取回收率

／％

基质效应

／％

１ １０６±３ ３．０５ ４．７４ ７２±４ ６０±６

１０ １０１±２ ４．９９ ６．６７ ６８±１０ ６９±４

４０ １０３±１ ３．３９ ３．６１ ６８±３ ７４±１

　　取１５μＬ内标溶液，１５μＬ相应质量浓度的辛伐他
汀溶液以及７０μＬ甲醇水（５０∶５０），涡旋混合，制备高、
中、低３种浓度的标准样品（ｎ＝５），４℃下１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，进样分析。以与相应浓度基质样
品的峰面积比值计算基质效应，结果见表１。
３．５　稳定性种属差异

在人与食蟹猴血浆中，室温放置２４ｈ样品分别
约降低了３０％和７０％，室温放置４ｈ和－８０℃冻存
１个月的样品基本稳定。在大鼠血浆中，４ｈ和２４ｈ
样品分别降低了７５％和８０％左右，－８０℃冻存１
个月条件下中、低浓度样品降低了３０％左右，而高
浓度样品下降不明显，结果见图１。

图１　不同条件下３种动物血浆中辛伐他汀稳定性
Ａ－人血浆；Ｂ－食蟹猴血浆；Ｃ－大鼠血浆

Ｆｉｇ１　Ｐｌａｓｍａｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｉｎｐｌａｓｍａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ
Ａ－ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ；Ｂ－ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓｍｏｎｋｅｙｐｌａｓｍａ；Ｃ－ｒａｔｐｌａｓｍａ

４　讨论
辛伐他汀临床应用已有多年历史，人体药动学

研究中，方法大多基于０．４～１ｍＬ的血浆样品，方法
学灵敏度可达到０．０５～０．５μｇ·Ｌ－１［５７］。但辛伐他
汀动物体内药动学少见报道，其方法学有待建立。

常见的实验动物（如大鼠、食蟹猴等）个体小，血容

量均较低，实验中为了防止实验动物失血过多，采血

量均不宜过大。本研究建立的辛伐他汀在食蟹猴血

浆中的 ＬＣＭＳ／ＭＳ的检测方法，使用小体积的血浆
样品（１５０μＬ），即可达到较高的检测灵敏度（０．５
μｇ·Ｌ－１），且准确度、精密度、线性、专属性等均符
合要求，适用于辛伐他汀动物体内药动学研究。

实验数据表明，辛伐他汀在血浆中的稳定性具

有明显的种属差异。多数文献报道辛伐他汀在人血

浆中稳定［５７］，在本实验中，辛伐他汀在人血浆中室

温放置２４ｈ也有一定的降解。在大鼠血浆中辛伐
他汀浓度下降幅度最大，表现极不稳定。在食蟹猴

血浆中，辛伐他汀稳定性不及人血浆，但较大鼠血浆

中稳定。样品保存在低温条件下可以明显抑制药物

降解，保持辛伐他汀稳定。因此在灵长类动物中进

行辛伐他汀的药动学研究时，血液采集后应及时分

离血浆并于低温冻存，样品解冻后也应及时进行前

处理并进样分析；在大鼠中做类似研究时，应当充分

验证现实条件下的方法学，避免不稳定性对结果的

影响。

辛伐他汀作为临床上常用的治疗药物，其产生

的肌肉毒性是近几年来广泛关注的安全性问题之

一。由于这种不良反应，其同类药物西立伐他汀于

２００１年被撤市。部分文献报道了他汀类药物肌肉
毒性实验研究结果，并多以大鼠、小鼠和新西兰大白

兔等为动物模型；并对毒性机制提出了多种观点，但

尚没有统一的结论［８１１］。非人灵长类动物遗传学上

与人接近，其病理生理过程与人极为相似，是重要的

药物临床前实验动物，因此以食蟹猴作为动物模型

研究他汀类药物肌肉毒性具有重要意义。

本研究结果表明辛伐他汀在３种动物血浆中稳
定性有显著的差异，这种差异对于该药肌肉毒性发

生的贡献有待研究。由于稳定性差必然带来大量新

的代谢物，而许多毒性是由代谢物引起的，因此在建

立毒性动物模型和毒性机制研究中，应当重视药动

学相关的种属差异。
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藏药青鹏胶囊抗病毒作用的实验研究
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摘要：目的　观察青鹏胶囊对流行性感冒病毒的抑制作用。方法　应用细胞培养技术，在传代细胞上进行青鹏胶囊抗流感甲３

和乙型病毒的抑制试验。结果　该药对甲３型病毒有明显的中和、治疗作用，对乙型病毒中和、治疗作用不明显。结论　青鹏
胶囊对流行性感冒病毒甲３型具有明显的抑制作用。
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　　青鹏胶囊是由细叶草乌、高山辣根菜、肾瓣棘
豆、麝香等十五味药材组成的藏药复方制剂，为藏医

古验方，藏文译音“那宝格交”，最早收载于藏医南

派创始人苏喀·年木多杰的经典著作《藏医千万舍

利》，具有防瘟疫、清肺热的功效，主要用于瘟疫所

致的胸腔脏器热症、瘟疫侵肺、流行性感冒及其引起

的头痛、胸肋热痛、发烧、久咳咯血等，至今已有５００
多年的历史，是藏医防治瘟疫及传染性疾病的首选
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