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摘 要 目的：建立测定大鼠血浆和脑组织中司替戊醇（STP）质量浓度的方法，并比较STP及其自纳米乳在血浆、脑组织中的药

物浓度。方法：以占吨酮为内标，采用高效液相色谱-荧光检测法（HPLC-FLR）测定。色谱柱为 Diamonsil C18，流动相为乙腈-25

mmol/L KH2PO4水溶液[44 ∶ 56（V/V），pH 2.6]，流速为1.5 mL/min，激发波长为210 nm，发射波长为400 nm，柱温为30 ℃，进样量为

10 μL。将36只大鼠随机分为两组，每组18只，分别灌胃STP自纳米乳和STP混悬液（40 mg/kg，均以STP计）。于给药后0.5、1、2

h时采集大鼠血液和脑组织样品（各时间点每组各6只），经乙腈沉淀蛋白（脑组织需先进行匀质）等处理后，采用上述色谱条件检

测STP的质量浓度并比较。结果：STP在血浆、脑组织中药物浓度检测的线性范围均为0.02～8.00 μg/mL（r分别为0.999 6、0.999 4），

定量下限均为0.02 μg/mL；日内、日间RSD均小于5％，提取回收率和方法回收率均不低于90％。与STP混悬液组比较，STP自纳

米乳组大鼠各时间点的血药浓度（给药后1 h除外）、脑组织中药物浓度（给药后2 h除外）均显著升高（P＜0.05），且两者（以STP自

纳米乳为对象）具有明显的线性关系。结论：所建HPLC-FLR法的灵敏度、精密度较高，可用于研究STP及其自纳米乳在大鼠血浆

和脑组织中的分布情况；将STP制成自纳米乳后，其在血浆、脑组织中的药物浓度明显提高。

关键词 司替戊醇；自纳米乳；高效液相色谱-荧光检测法；体内药物分布；血浆；脑组织
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for determining stiripentol（STP）concentration in plasma and brain of rats，

and to compare the concentrations of STP and its self-nanoemulsifying drug delivery system（STP-SNEDDS）in plasma and brain.

METHODS：Using xanthone as internal standard，HPLC-fluorescence（HPLC-FLR）method was adopted. The determination was

performed on Diamonsil C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-25 mmol/L KH2PO4 solution [44 ∶ 56（V/V），pH 2.6]

at a flow rate of 1.5 mL/min；the excitation and emission wavelengths were 210 nm and 400 nm，respectively；the column

temperature was 30 ℃；the sample size was 10 μL. Totally 36 rats were randomly divided into 2 groups，with 18 rats in each

group. They were given STP-SNEDDS and STP suspension（40 mg/kg，by STP） intragastrically. Blood and brain tissue samples

were collected at 0.5，1，2 h after administration（6 rats in each group at different time point）. After the protein was precipitated

by acetonitrile（brain tissue should be homogenized），the concentrations of STP were determined by the above chromatographic

conditions. RESULTS：The linear ranges of STP concentration in plasma and brain tissue were 0.02-8.00 μg/mL（r were 0.999 6，

0.999 4，respectively）. The limits of quantitation were both 0.02 μg/mL. The inter-day and intra-day RSDs were all less than 5％.

The extraction recovery and method recovery were all no less than 90％ . Compared with STP suspension group，the plasma

concentration （except for 1 h after administration） and cerebral concentration （except for 2 h after administration） of STP in

STP-SNEDDS group were all significantly increased （P＜0.05）， showing significant linear relationship between them （for

STP-SNEDDS）. CONCLUSIONS：Established HPLC-FLR method presents high accuracy and precision，and can be used for the

distribution of STP and STP-SNEDDS in plasma and brain.

The concentration of STP in plasma and brain tissue is

increased after STP is made into SNEDDS.

KEYWORDS Stiripentol；Self-nanoemulsifying drug delivery

system； HPLC-fluorescence method； Drug distribution in

vivo；Plasma；Cerebral tissue
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司替戊醇（Stiripentol，STP）用于治疗 2周岁及以上

的Dravet综合征患者的癫痫发作[1－2]。该药水溶性差[3]，

在胃肠道中溶出缓慢且不完全，在酸性环境下稳定性

差，由于上述经口吸收的局限性，使得该药的日口服剂

量较高 [4]。自纳米乳化药物递送系统（Self-nanoemulsi-

fying drug delivery system，SNEDDS）由油相、表面活性

剂、助表面活性剂和药物构成，在胃肠道中可自发形成

纳米尺寸的水包油型乳液，从而增加机体对难溶性药物

的 吸 收 [5]。 本 课 题 组 前 期 研 制 了 STP 自 纳 米 乳

（STP-SNEDDS），拟通过增加STP的组织浓度和跨血脑

屏障的浓度梯度差来提高其脑部生物利用度[6]，因而需

开发一种特异性好、灵敏度高的体内分析方法，以便监

测STP在血液和脑组织中的药物浓度。已有文献报道

的STP生物样品测定方法包括高效液相色谱-紫外检测

法（HPLC-UV）[2]、液质联用法（LC-MS）[7]和高效液相色

谱-荧光检测法（HPLC-FLR）[8]。其中，HPLC-UV法的检

测限约为1～2 μg/g，灵敏度较低；LC-MS法灵敏度虽较

高，但对设备要求较高，且单次分析时间长（约15 min）；

HPLC-FLR 法灵敏度高[9]，可用于定量分析生物样品中

的STP。此外，笔者通过查阅文献发现，STP主要通过减

少患儿大脑异常兴奋活动来发挥治疗作用，但有关其在

脑组织中分布的研究却很少[10]，且尚无利用UPLC-FLR

法测定STP脑组织药物浓度的报道。基于此，本研究拟

建立生物样品的 HPLC-FLR 分析方法，并对分别给予

STP及其自微乳后的大鼠血浆和脑组织药物浓度进行

定量分析，以期为STP-SNEDDS的组织分布研究和进一

步开发利用提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

实验用主要仪器包括Waters HPLC-FLR系统（包含

1525型二元泵、2475型荧光检测器和717 Plus型自动进

样器，美国Waters公司）、TGL-16B型离心机（上海安亭

科学仪器厂）、Bioprep-24型生物样品均质仪（杭州奥盛

仪器有限公司）、BSM-220.4型分析天平（上海卓精电子

科技有限公司）、XH-T型涡旋混合器（金坛白塔新宝仪

器厂）等。

1.2 主要药品与试剂

实验用主要药品与试剂有：STP 对照品（武汉丰泰

威远科技有限公司，批号20191121001，纯度99.5％）、占

吨酮对照品[内标，萨恩化学技术（上海）有限公司，批号

GA120106，纯度 98％]和STP-SNEDDS[本课题组自制，

规格50 mg/mL（以STP计）]等；乙腈为色谱纯，其余试剂

均为分析纯，水为纯净水。

1.3 动物

实验用动物为SPF级健康SD大鼠，雌雄各半，体质

量（220±20）g，购自南通大学实验动物中心，动物生产

许可证号为SCXK（苏）20190001。所有动物均饲养于可

控的环境条件下，环境温度 24～25 ℃，湿度 50％～

60％，光照/黑暗周期12 h/12 h。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

以Diamonsil C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱；

以乙腈-25 mmol/L KH2PO4水溶液[44 ∶56，（V/V），pH 2.6]

为流动相；流速为1.5 mL/min；激发波长为210 nm，发射

波长为400 nm；柱温为30 ℃；进样量为10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 STP标准溶液 精密称取STP对照品5 mg，置于

10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容，得质量浓度为 500

μg/mL的STP对照品贮备液，置于 4 ℃冰箱保存、待用。

使用前将上述贮备液用甲醇逐级稀释成质量浓度分别

为 0.20、1.00、5.00、10.0、20.0、40.0、80.0 μg/mL的STP系

列标准溶液。

2.2.2 内标溶液 精密称取占吨酮对照品 5 mg，置于

10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容，得质量浓度为 500

μg/mL的内标贮备液；再经甲醇适当稀释后，得质量浓

度为225 μg/mL的内标溶液，置于4 ℃冰箱保存、待用。

2.3 大鼠血浆样品处理

取室温解冻后的大鼠血浆样品100 μL，置于离心管

中，加入内标溶液（225 μg/mL）100 μL，涡旋1 min后，以

10 000 r/min 离心 10 min，取上清液进行 HPLC-FLR

分析。

2.4 大鼠脑组织样品处理

取室温解冻后的大鼠脑组织样品0.1 g，置于离心管

中，加入生理盐水0.3 g和乙腈0.6 g，使用生物样品均质

仪进行均质（22 ℃，7 m/s，每次 6 s，共 20个循环），然后

以10 000 r/min离心10 min；取上清液100 μL，置于另一

离心管中，加入内标溶液（225 μg/mL）100 μL，涡旋1 min

后，以 10 000 r/min 离心 10 min，取上清液进行 HPLC-

FLR分析。

2.5 专属性考察

取大鼠空白血浆和空白脑组织适量，分别按“2.3”

“2.4”项下方法处理后再按“2.1”项下色谱条件进样分

析；取“2.2”项下 STP 标准溶液（40 μg/mL）和内标溶液

（225 μg/mL）分别按相同条件进样分析；取空白血浆+内

标（225 μg/mL）+STP对照品（8 μg/mL）的混合样品以及

SD大鼠灌胃STP-SNEDDS 1 h后的血浆样品按“2.3”项

下方法处理后再按相同条件进样分析；取空白脑组织+

内标（225 μg/mL）+STP对照品（8 μg/mL）的混合样品以

及 SD 大鼠灌胃 STP-SNEDDS 0.5 h 后的脑组织样品按

“2.4”项下方法处理后再按相同条件进样分析，记录色谱
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图，详见图 1。由图 1可见，STP和内标的峰形良好且分

离完全，保留时间分别约为11、9 min；内源性杂质对STP

检测无干扰，提示本方法专属性良好。

2.6 标准曲线的制备及定量下限的考察

2.6.1 血浆样品 取大鼠空白血浆 80 μL，分别加入

“2.2.1”项下 STP系列标准溶液 20 μL，配制成 STP质量

浓度分别为 0.04、0.20、1.00、2.00、4.00、8.00、16.0 μg/mL

的系列血浆样品，按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项

下色谱条件进样分析，记录峰面积。以STP质量浓度作

（X 血，μg/mL）为横坐标、STP 峰面积与内标峰面积之比

（Y 血）作为纵坐标进行线性回归，得到血浆中STP的线性

回归方程为 Y 血＝0.758 4X 血+0.050 9（r＝0.999 6），表明

其质量浓度的线性范围为 0.02～8.00 μg/mL；以标准曲

线的最低点为血浆中STP的定量下限，即0.02 μg/mL。

2.6.2 脑组织样品 取大鼠空白脑组织适量，按“2.4”项

下方法匀质、离心；取上清液 80 μL，分别加入“2.2.1”项

下 STP系列标准溶液 20 μL，配制成 STP质量浓度分别

为 0.04、0.20、1.00、2.00、4.00、8.00、16.0 μg/mL的系列脑

组织匀浆样品，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.1”项下

色谱条件进样分析，记录峰面积。以STP质量浓度（X 脑，

μg/mL）作为横坐标、STP峰面积与内标峰面积之比（Y 脑）

作为纵坐标进行回归，得到脑组织中STP的线性回归方

程为 Y 脑＝1.010 1X 脑+0.007 5（r＝0.999 4），表明其质量

浓度的线性范围为 0.02～8.00 μg/mL；以标准曲线的最

低点为脑组织中STP的定量下限，即0.02 μg/mL。

2.7 精密度试验

2.7.1 血浆样品 取大鼠空白血浆，按“2.6.1”项下方法

配制STP定量下限和低、中、高质量浓度的血浆样品，按

“2.3”项下方法处理（最终理论质量浓度分别为 0.02、

0.05、2.00、6.00 μg/mL，下同），再按“2.1”项下色谱条件

在同一天内连续检测5次，考察日内精密度；连续测定3

d，考察日间精密度，结果见表1。

表1 含STP血浆样品的精密度和回收率试验结果

Tab 1 Results of recovery and precision tests of plas-

ma samples containing STP

理论质量浓
度，μg/mL

0.02

0.05

2.00

6.00

日内RSD
（n＝5），％

2.55

2.43

1.01

1.02

日间RSD
（n＝15），％

3.45

2.98

1.65

1.43

提取回收率（n＝5），％
x±s

93.89±4.64

95.64±4.28

97.46±3.64

97.75±2.04

RSD

4.94

4.48

3.73

2.09

方法回收率（n＝5），％
x±s

96.64±3.53

96.42±4.42

98.35±3.54

99.63±2.69

RSD

3.65

4.58

3.60

2.70

2.7.2 脑组织样品 取大鼠空白脑组织，按“2.6.2”项下

方法配制STP定量下限和低、中、高质量浓度的脑组织

样品，按“2.4”项下方法处理（最终理论质量浓度分别为

0.02、0.05、2.00、6.00 μg/mL，下同），再按“2.1”项下色谱

条件在同一天内连续检测5次，考察日内精密度；连续测

定3 d，考察日间精密度，结果见表2。

表2 含STP脑组织样品的精密度和回收率试验结果

Tab 2 Results of recovery and precision tests of brain

tissue samples containing STP

理论质量浓
度，μg/mL

0.02

0.05

2.00

6.00

日内RSD
（n＝5），％

3.76

3.48

1.36

0.79

日间RSD
（n＝15），％

4.87

3.65

2.04

1.07

提取回收率（n＝5），％
x±s

94.87±3.84

95.03±3.53

97.84±3.22

98.98±2.99

RSD

4.05

3.71

3.29

3.02

方法回收率（n＝5），％
x±s

96.34±3.53

96.42±3.21

98.04±2.43

98.54±2.46

RSD

3.66

3.33

2.48

2.50

2.8 回收率试验

2.8.1 血浆样品 取大鼠空白血浆，按“2.6.1”项下方法

配制STP定量下限和低、中、高质量浓度的血浆样品，按

“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。采用标准曲线法计算 STP 的质量浓

度，将其与相同质量浓度的STP标准溶液直接进样后的

测定结果进行比较，计算提取回收率；将其与STP理论

质量浓度进行比较，计算方法回收率，结果见表1。

2.8.2 脑组织样品 取空白脑组织，按“2.6.2”项下方法

注：1.内标；2.STP

Note：1. internal standard；2. STP

图1 不同生物样品的HPLC-FLR图

Fig 1 HPLC-FLR chromatograms of different biolo-

gic samples
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配制STP定量下限和低、中、高质量浓度的脑组织匀浆

样品，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。采用标准曲线法计算STP的质

量浓度，将其与相同浓度的STP标准溶液直接进样后的

测定结果进行比较，计算提取回收率；将其与STP理论

质量浓度比较，计算方法回收率，结果见表2。

2.9 稳定性试验

2.9.1 血浆样品 取大鼠空白血浆，按“2.6.1”项下方法

配制STP低、中、高质量浓度的血浆样品，分别于室温放

置 6 h、反复冻融（－80～20 ℃）3次、－80 ℃冷冻保存 7

d，按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。采用标准曲线法计算STP的质量

浓度，每份样品重复检测3次。结果，各样品在上述条件

下稳定性良好，详见表3。

表3 含STP血浆样品的稳定性试验结果（n＝3）

Tab 3 Results of stability tests of plasma samples con-

taining STP（n＝3）

理论质量浓度，
μg/mL

0.50

2.00

8.00

室温放置6 h

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.49±0.02

1.94±0.07

7.93±0.23

RSD，％

4.08

3.61

2.90

反复冻融3次

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.46±0.02

1.82±0.03

7.69±0.26

RSD，％

4.35

1.65

3.38

－80 ℃冷冻保存7 d

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.45±0.02

1.77±0.06

7.84±0.24

RSD，％

4.44

3.39

3.06

2.9.2 脑组织样品 取空白脑组织，按“2.6.2”项下方法

配制STP低、中、高质量浓度的脑组织匀浆样品，分别于

室温放置6 h、反复冻融（－80～20 ℃）3次、－80 ℃冷冻

保存 7 d，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。采用标准曲线法计算STP

的质量浓度，每份样品重复检测3次。结果，各样品在上

述条件下稳定性良好，详见表4。

表4 含STP脑组织样品的稳定性试验结果（n＝3）

Tab 4 Results of stability tests of brain tissue samples

containing STP（n＝3）

理论质量浓度，
μg/mL

0.50

2.00

8.00

室温放置6 h

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.51±0.02

1.97±0.06

7.97±0.34

RSD，％

3.92

3.05

4.27

反复冻融3次

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.47±0.02

1.85±0.04

7.74±0.28

RSD，％

4.26

2.16

3.62

－80 ℃冷冻保存7 d

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.43±0.02

1.89±0.07

7.89±0.25

RSD，％

4.65

3.70

3.17

2.10 大鼠血浆和脑组织中STP质量浓度的检测

将36只SD大鼠禁食不禁水12 h后，随机分为STP-

SNEDDS 组和 STP 混悬液组，每组 18 只。取 STP-

SNEDDS、STP对照品适量，分别用水和 0.5％羧甲基纤

维素钠溶液为溶剂制得质量浓度均为10 mg/mL（以STP

质量计）的药液，按40 mg/kg（剂量参考本课题组前期预

实验结果设置）分别单次灌胃。分别于给药后0.5、1、2 h

时（各时间点每组分别取大鼠6只）从大鼠眼眶静脉丛取

血，并收集至肝素化的离心管中，以 4 000 r/min离心 10

min，分离血浆，于－80 ℃保存。血浆于室温解冻后，按

“2.3”项下方法处理后进行 HPLC-FLR 分析，结果见表

5。每次取血后，立即处死大鼠，心内灌注生理盐水以排

出脑中的血液，再取出大脑，用生理盐水冲洗表面后，

于－80 ℃保存。脑组织于室温解冻后，按“2.4”项下方

法处理后进行HPLC-FLR分析，结果见表5。

表 5 大鼠灌胃给药后 0.5、1、2 h 时血浆和脑组织中

STP药物浓度的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 5 Results of plasma and brain concentration of

STP in rats at 0.5，1，2 h after intragastric ad-

ministration（x±±s，n＝6）

时间，h

0.5

1

2

STP-SNEDDS

血药浓度，μg/mL

3 706.65±949.22＊

2 421.52±601.46

1 694.68±747.78＊

脑组织药物浓度，μg/mL

1 978.69±277.36＊

1 309.05±133.35＊

722.01±77.24

STP混悬液
血药浓度，μg/mL

1 622.26±829.57

1 294.86±881.33

652.48±333.23

脑组织药物浓度，μg/mL

851.97±228.05

559.84±37.79

604.99±167.36

注：与STP混悬液比较，＊P＜0.05

Note：vs. STP suspension，＊P＜0.05

由表 5可知，在各时间点，灌胃 STP-SNEDDS 大鼠

的血药浓度（给药后 1 h除外）和脑组织药物浓度（给药

后 2 h 除外）均显著高于灌胃 STP 混悬液的大鼠（P＜

0.05）。这提示将 STP 制成 SNEDDS 后，其在血浆和脑

组织中的浓度明显提升。

采用Excel 2019软件，以STP-SNEDSS为对象，以其

血浆药物浓度为横坐标、其同时间点对应的脑组织药

物浓度为纵坐标绘制两者关系图。结果，灌胃 STP-

SNEDDS后，随着血药浓度的增加，脑组织药物浓度-血

浆药物浓度比值从0.39上升到0.55，且可见该曲线的横

轴截距为正值，呈现出较明显的线性关系[11]，详见图2。

3 讨论

3.1 分析方法的选择

HPLC-FLR定量分析的基础是光束经过透镜，聚集

在样品池内的组分受光源激发后发出的荧光强度与样

品浓度成正比。由于荧光具有高灵敏度，因此该方法适

用于化合物的体内定量分析，可获得较低的定量下

图 2 STP-SNEDDS灌胃给药后大鼠血浆和脑组织中

STP药物浓度的关系（n＝6）

Fig 2 Relationship between STP concentrations in

plasma and brain after intragastric adminis-

tration of STP-SNEDDS（n＝6）
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限[9]。此外，由于内标与被测组分的峰面积比值不受进

样量波动的影响，因此在定量分析时加入内标，可在一

定程度上抵消操作条件等因素的变化所引起的误

差[12]。本研究采用了与STP结构存在一定相似性的占吨

酮作为内标，发现STP和占吨酮在“2.1”项下波长条件下

均有较高的响应值，且两者色谱峰可达到基线分离，同

时不受内源性杂质的影响，精密度、回收率、稳定性试验

的RSD均小于5％。与已报道的HPLC-UV法[2]比较，本

方法除操作简便外，定量下限明显降低；与已报道的

LC-MS法[5]比较，本方法对设备要求简单，且灵敏度亦较

高，故可用于分析血液和脑组织中STP的分布情况。

3.2 体内样品处理方法的选择

已有报道采用液-液萃取法[2]来处理生物样品，但此

法操作繁琐且耗时长。本研究选择常用有机溶剂甲醇

和乙腈沉淀蛋白，经离心后取上清液直接进样分析，减

少了有机溶剂的用量，也省去了氮气流吹干、复溶等步

骤，操作简便、快速。

3.3 脑组织样品取材的选择

本研究的不足之一在于动物用量偏大，其主要原因

是每次取血后需要处死大鼠，取出其脑组织，以分析

STP在大鼠全脑中的分布情况。抽取脑脊液来间接测

定脑组织中的药物浓度，不仅可有效减少实验动物数

量，而且还可在同一动物上连续采样，以获得动态的脑

组织药物浓度变化趋势[13]。本课题组曾尝试采用这种

取样方式，但由于大鼠脑脊液量较少，且缺乏相应的实

验条件，故未能实现。后续本课题组拟将STP-SNEDDS

灌装入软胶囊后，以犬作为对象，考察灌胃给药后 STP

在犬脑脊液中的分布情况。

3.4 SNEDDS提高STP口服生物利用度的可行性分析

与STP对照品相比，本课题组自制的STP-SNEDDS

在大鼠血液和脑组织中具有更高的药物浓度，且脑组织

药物浓度与血浆药物浓度具有明显的线性关系，提示

SNEDDS具有提高STP口服生物利用度的可行性，值得

进一步研究。

综上所述，本研究所建立的 HPLC-FLR 法简单、快

速、准确，精密度和灵敏度较高，可用于研究STP及其自

纳米乳在大鼠血浆和脑组织中的分布情况，并可为后续

STP-SNEDDS在其它实验动物或人体中的药动学研究

提供方法依据。将STP制成SNEDDS后，其在血浆、脑

组织中的药物浓度均明显提高，有利于改善生物利

用度。
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