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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立液相色谱唱串联质谱法（LC唱MS／MS）测定大鼠血浆样品中拉莫三嗪浓度的方法 ，并进行药动学研究 。

方法 　取 １２只 SD大鼠 ，假手术组 、脑缺血损伤模型组各 ６只 ，拉莫三嗪 １０ mg／kg灌胃 ，分别于 ５ min ，０ ．２５ 、０ ．５ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ 、

１２ 、２４ 、３６ h眼眶隐静脉丛取血 ，采用 LC唱MS／MS法测定其血药浓度 ，并用 DAS 软件计算药动学参数 。结果 　拉莫三嗪的药

动学参数属于一级动力学两房室模型 ，拉莫三嗪在假手术大鼠体内的药动学参数 cmax （１３８２ ．８７ ± ６１ ．１７） μg ／L ，t１／２ （４０畅４３ ±

６ ．７７） h ，AUC０唱 ∞ （１２３ ．４５ ± ７０ ．７０） mg · h／L 。全脑缺血损伤模型大鼠中药动学参数 cmax （１ ７１３ ．５０ ± ６５ ．１１） μg／L ，t１／２
（７３ ．７２ ± １７ ．４６） h ，AUC０唱 ∞ （１８８ ．１５ ± ７６ ．３７） mg · h／L 。结论 　本方法适用于大鼠血浆中拉莫三嗪浓度的测定 。假手术组和

模型组大鼠拉莫三嗪灌胃后均于 ２ h达到峰值 ，但模型组拉莫三嗪的 t１／２较长 ，血药浓度较高 ，可为后期药效学研究提供依据 。
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Study on plasma concentration and pharmacoknetics of lamotrigine in cerebral
ischemia model rats by LC唱MS／MS
QIAN Qingqing ，JI Minchun ，SUN Guangchun （Department of Pharmacy ，Fifth People′s Hospital of Shanghai Affiliated to
Fudan University ，Shanghai ２００２４０ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a sensitive method for determination of concentration of lamotrigine （LTG ） in rat
plasma and to study the pharmacokinetics by LC唱MS／MS ．Methods 　 １２ rats were divided evenly into model group and shame唱
operated group ．LTG was given as single dose of １０ mg／kg v ia intragastrical administration ．Blood samples were collected from
orbital saphenous venous plexus at ５ min ，０ ．２５ ，０ ．５ ，１ ，２ ，４ ，６ ，８ ，１２ ，２４ and ３６ h after dosing ．The LTG concentrations in rat
plasma were assayed by LC唱MS／MS ．The pharmacokinetic parameters were calculated by DAS software ．Results 　 In shame唱
operated group ，cmax （１ ３８２ ．８７ ± ６１ ．１７） μg／L ，t１／２ （４０ ．４３ ± ６ ．７７） h ；AUC０唱 ∞ （１２３ ．４５ ± ７０ ．７０） mg · h／L ．In model group ，cmax
（１ ７１３ ．５０ ± ６５ ．１１） μg／L ， t １／２ （７３ ．７２ ± １７ ．４６） h ，AUC０唱 ∞ （１８８ ．１５ ± ７６ ．３７） mg · h／L ．Conclusion 　 The method is proved to
be suitable for the determination of LTG in rat plasma ．LTG concentration reached peak value at ２ h in both groups ．However ，
model group had a longer t１／２ and higher concentration than that in shame唱operated group ，which is a valuable information for
further pharmacodynamics study ．

　 　 ［Key words］ 　 lamotrigine（LTG） ；LC唱MS／MS ；rat plasma ；pharmacokinetic

　 　缺血性脑损伤具有高发病率和高致残率 ，对人

类健康危害极大 ，而脑缺血后的认知功能障碍（包括

学习记忆能力损伤）是引起老年性痴呆的重要原因

之一 ，给家庭和社会带来沉重的负担 。由于脑缺血

和癫痫的神经损伤机制有一定的相似性 ，与钠通道

的激活以及细胞内钙超载有关［１］
。抗癫痫药作为脑

缺血时的一种可能的神经保护策略正受到越来越多

的关注 ，而新型抗癫痫药拉莫三嗪 （lamotrigine ，
LTG）就是其中之一 。

　 　许多动物实验研究发现 ，LTG 可减轻脑缺血
时的组织损伤和神经功能缺损 。 Yi 等［２］报道 LTG
对新生大鼠的缺血性脑损伤有改善作用 ，可减轻脑

水肿 、减少齿状回及皮层的细胞死亡 。 LTG 对全脑
缺血沙土鼠亦有神经保护作用 ，可减轻海马区锥体

细胞损伤 ，并有行为学改善作用［３ ，４］
。 LTG 抗缺血

性脑损伤作用机制主要包括 ：Na ＋ 通道阻滞作用 ，稳
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定神经元突触前膜而抑制兴奋性氨基酸递质的释

放 ；抑制电压敏感性 Ca２ ＋ 通道 ，减少突触前膜 Ca２ ＋

内流而抑制突触传递［５］
；抑制兴奋性神经传递［５ ，６］

等等 。

　 　目前对于 LTG 的药动学研究比较明确 ，主要

是采用 HPLC 法进行研究 ，方法有所不同 。 Walk唱
er［７］采用 HPLC对大鼠体内血清 、脑脊液脑细胞外

液中 LTG 的药动学进行了对比 ；Lee 等［８］报道采

用液质联合的方法 ，对口服 LTG 后人体内血药浓
度进行测定等等 。

　 　但是在全脑缺血损伤的情况下 ，LTG 的药动学
研究还未见报道 。大鼠永久性双侧颈总动脉结扎可

造成全脑低灌注脑缺血损伤模型 ，因此 ，在本研究中

笔者拟构建大鼠短暂性全脑缺血脑损伤模型 ，以假

手术大鼠为对照 ，研究 LTG 在脑缺血状态下的药
动学行为 ，研究成果将为 LTG 在临床上用于缺血
性脑损伤及其认知功能障碍的治疗提供新的实验基

础 ，具有一定的社会及经济效益 。

1 　仪器和试药

1 ．1 　仪器
　 　 ６４７０ 型串联质谱 （LC唱MS／MS） ，１２９０ 液相色

谱系统（Agilent 公司） ；METYLER AE２４０ 型十万
分之一电子天平 （瑞士梅特勒唱托利多公司） ；涡旋

仪 ；超声仪 ；离心机 。

1 ．2 　试药
　 　 LTG 片（５０ mg ／片）购自葛兰素史克 ，LTG 标
准品（纯度 ≥ ９８％ ） 、褪黑素（内标 ，纯度 ≥ ９８％ ）均购

自 Sigma公司 。

　 　甲酸（５００ ml ，ROE SCIENTIFIC INC ） ，甲醇 、

乙腈（色谱纯 ，默克公司） ，水为超纯去离子水 。

1 ．3 　实验动物
　 　健康成年雄性 S D大鼠 ，鼠龄 １０周 ，体重２５０ ～

３００ g 。
2 　方法与结果

2 ．1 　色谱及质谱条件
　 　色谱柱为 XSelect HSS T ３ Column （２ ．５ μm ，

２ ．１ mm × １００ mm） ；流动相为 ０畅１％ 甲酸水（A ）唱乙
腈（B ） ；洗脱梯度 ：０ ～ ５ min ，１５％ ～ ９５％ B ；５ ～

５ ．１ min ，９５％ ～ １５％ B ；５ ．１ ～ ８ min ，１５％ B ；流速

０ ．４ ml／min ；进样量 ３ μl ；柱温 ３０ ℃ 。

　 　 采用 ESI 离子源 ，正离子模式 ；毛细管电压

４ ０００ V ；碰撞气温度 ３００ ℃ ；碰撞气流速 ８ L／min ；
喷雾压力 ４０ psi ；气流温度 ３００ ℃ ；鞘气流速

１１ L／min 。LTG及内标质谱条件见表 １ ，质谱图见

图 １ 。

表 1 　 LTG与内标质谱参数

成分
母离子
m／z

子离子
m／z

去簇电压
（V）

碰撞能量
（V ）

LTG ２５６ -．０ １０９  ．０ １４７ .６５  
内标 ２３３ -．１ １５９  ．０ １００ .３０

图 1 　 LTG与内标质谱图
A ．LTG ；B ．内标褪黑素

2 ．2 　溶液的配制
2 ．2 ．1 　对照品溶液
　 　精密称取 LTG对照品 １０ mg ，置于 １０ ml容量
瓶中 ，甲醇溶解并定容 ，配制成 １ mg ／ml 的储备液 。

2 ．2 ．2 　内标溶液
　 　精密称取褪黑素对照品 １０ mg ，置于 １０ ml 容
量瓶中 ，用甲醇溶解定容 ，并稀释配制成 ２ μg ／ml的
储备液 。

2 ．3 　血浆样品预处理
　 　取血浆 １００ μl ，加入内标 ２０ μl ，混合 ，加入甲醇

３００ μl ，涡旋震荡 １ min ；１３ ０００ r／min ，４ ℃ ，离心

１０ min ，取上清液进行 LC唱MS／MS分析 。

2 ．4 　专属性试验
　 　取大鼠空白血浆 １００ μl ，分别按照“２ ．３”项下方

法处理 ，按“２ ．１”项下方法检测 。测得空白血浆色谱

图 ２A ；将 LTG 和内标溶液加入空白血浆 ，同法操

作 ，测得色谱图 ２B ；取给药后收集的血浆样 ，见色谱

图 ２C 。结果显示 ，LTG 和内标的保留时间分别为
１ ．７８ 、２ ．３４ min ，且空白血浆中的内源性物质不干扰
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测定 ，说明本方法具有较高的专属性 。

图 2 　专属性试验色谱图
A ．空白血浆 ；B ．空白血浆 ＋ LTG ＋ 内标 ；C ．给药 LTG 后的血浆

2 ．5 　标准曲线
　 　取空白血浆 １００ μl ，加入 LTG 标准曲线系列溶
液 １０ μl ，配成相当于 LTG血浆浓度为 ０ ．１ 、０ ．３ 、１ 、

３ 、１０ 、３０ 、１００ 、３００ 、１ ０００ ng ／ml 的样品 ，按照“２ ．３”

项下方法处理 ，按“２ ．１”项下方法检测 ，记录色谱图 ，

以待测物浓度为横坐标 ，待测物与内标物的峰面积

比值为纵坐标 ，用加权最小二乘法（１／X）进行回归
运算 ，即得标准曲线 ：Y ＝ ０ ．００２ ６X ＋ ０ ．０１０ ７ ，r ＝
０ ．９９９ ７ ；血浆中 LTG 定量限为 ０ ．１ ng／ml 。
2 ．6 　精密度试验
　 　取空白血浆 １００ μl ，分别配制 LTG 低 、中 、高

（３ 、３０ 、１００ ng／ml）３种浓度的样品 ，按照“２ ．３”项下

方法处理 ，按“２ ．１”项下方法检测 ，每个浓度进样 ６

次 ，连续测定 ３ d ，计算精密度 ，结果见表 ２ 。

表 2 　 LTG精密度试验结果（n＝ ６）

浓度
（mg ／kg）

精密度（RSD ，％ ）

日内 日间

３ U９ 7．６５ １１ -．０１

３０ U７ 7．３８ ６ -．６０

１００ U３ 7．５９ ４ -．７４

2 ．7 　回收率试验
　 　取空白大鼠血浆溶液 ，分别配制成 ３种浓度的

LTG标准品（３ 、３０ 、１００ ng／ml） ，以提取后所得浓度

与未提取直接进样所得浓度之比考察样品的回收

率 ，每个浓度平行进样 ３ 次 。 结果显示 ，LTG 低 、

中 、高 ３种浓度的回收率分别为 ８４ ．８１％ 、９１ ．９１％ 、

９３ ．１９％ 。

2 ．8 　样品测定与药动学研究
　 　将大鼠随机分为假手术 ＋ LTG 组（６ 例）和慢

性脑缺血模型 ＋ LTG 组（６ 例） 。采用大鼠永久性

双侧颈总动脉结扎 （two唱vessel occlusion ，２唱VO ） 。
大鼠术前 １２ h 禁食 ，４ h 禁水 ，１％ 戊巴比妥钠

４５ mg／kg腹腔注射麻醉 ，沿颈正中切开 ，分离出双

侧颈总动脉 ，双重丝线结扎 ，缝合皮肤 。假手术对照

组大鼠只分离 、不结扎颈总动脉 ，缝合皮肤 。术后给

予充足的食物与水 ，并注意保暖 。 于手术后 １ h 口
服给药 ，给药剂量 １０ mg／kg 。 分别在给药后的
５ min ，０ ．２５ 、０ ．５ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１２ 、２４和 ３６ h静脉采
血 ０ ．５ ml ，置于肝素化试管中 ，离心 ，分取血浆 ，

于 － ８０ ℃保存待测 。

　 　按照“２ ．３”项下方法处理 ，按“２ ．１”项下方法对

LTG浓度进行检测 。将得到的血药浓度唱时间数据

用 DAS 软件进行拟合 ，计算药动学参数 。

　 　大鼠给药 LTG（１０ mg／kg）后主要药动学参数
见表 ３ ，血药浓度唱时间曲线见图 ３ 。

表 3 　 LTG主要药动学参数（珚x ± s ，n＝ ６）

参数 假手术组 模型组

cmax （ρB ／μg · L － １ ） １ ３８２  ．８７ ± ６１ ．０６ １ ７１３ 趑．５０ ± ６５ ．１１

tmax （ t／ h） ２ 敂２ v
t１／２ （ t／h） ４０ 痧．４３ ± ６ ．７７ ７３ 揪．７２ ± １７ ．４６

AUC０唱t（mg · h ／L ） ３２ 痧．３６ ± ０ ．５４ ３６ 揪．５０ ± １ ．６５

AUC０唱 ∞ （mg · h ／L） １２３ 痧．４５ ± ７０ ．６９ １８８ 揪．１５ ± ８６ ．３７

CLz ／F（L · kg ／h） ０ 痧．１１ ± ０ ．０６ ０ 揪．０７ ± ０ ．０４

图 3 　大鼠给药 LTG后的血药浓度唱时间曲线

3 　结论

　 　本研究中 ，笔者采用大鼠短暂性全脑缺血脑损

伤动物模型 ，研究 LTG 在脑缺血状态下的药动学
行为 。研究显示 ，LTG药动学属于一级动力学二房
室模型 ，与文献［９］报道一致 。本实验中 ，假手术组

和模型组大鼠灌胃 LTG均于 ２ h达到峰值 ，与文献

报道基本一致［３ ，４］
，但模型组大鼠 LTG 的 t１／２较长 ，

血药浓度较高 ，研究结果将为 LTG 在临床上用于
（下转第 ４６０页）
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缺血性脑损伤及其认知功能障碍的治疗提供新的实

验基础 ，具有一定的社会及经济效益 。
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