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利用稳定同位素内标微透析技术进行尼古丁脑局部药动学研究 

吴秀君 1, 凌家俊 1*, 付  湘 1, 秦泽慧 2, 张英丰 1 

(广州中医药大学 1. 中药学院; 2. 中药资源科学与工程研究中心, 广东 广州 510006) 

摘要: 采用以稳定同位素为内标的微透析技术, 研究清醒自由活动下大鼠脑局部药动学过程。健康 SD大鼠

为研究对象, 以尼古丁 (nicotine) 为模型药物, 以氘代尼古丁 (deuterium labeled nicotine, DL-nicotine) 为微透析 

(microdialysis, MD) 的内标物。样品采用 LC-MS/MS法检测, 同时测定透析液中尼古丁及 DL-尼古丁的浓度。数

据分析采用 DAS2.0软件。经皮给予尼古丁后, 大鼠脑局部尼古丁的吸收和分布过程符合二室模型, 其中 t1/2α为

170.31 min, t1/2β为 263.30 min, AUC0−∞为 2.75×105 μg·L−1·min。DL-尼古丁可作为尼古丁的内标物进行探针回收率

的校正; 稳定同位素内标微透析技术可实现尼古丁在清醒状态大鼠脑局部药动学的研究, 为戒烟方法的寻找及

尼古丁经皮制剂的药动学-药效学相结合的研究提供了新思路。 
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Abstract: The paper is to report the study of pharmacokinetics of transdermal administered nicotine in   

the brain of freely moving rat by using microdialysis with stable labeled isotope as internal standard.  The 
pharmacokinetic behavior of nicotine in Sprague Dawley rat brain was investigated after intranasal administration 
(3.75 mg).  Brain fluid samples were collected by intracerebral microdialysis with DL-nicotine as internal  
standard.  Concentrations of nicotine and DL-nicotine in the sample were measured by HPLC-MS/MS.  Main 
pharmacokinetic parameters were calculated and analyzed by Das 2.0 pharmacokinetic software.  The recovery 
of nicotine and the delivery of DL-nicotine were the same.  The fate of absorption and distribution was two 
compartment model and the values of t1/2α was 170.31 min, t1/2β was 263.30 min and the AUC0−∞ was 2.75×105 
μg·L−1·min separately.  DL-nicotine can be used to calibrate the recovery of nicotine, and the new method    
of stable isotope microdialysis can be used to study the pharmacokinetics of freely moving rat.  It will make 
sense for the treatment of addiction of tobacco and provide a new thought for the research of pharmacokinetics-  
pharmacodynamic combination. 
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烟草中的尼古丁是吸烟成瘾的物质基础[1−3]。长

期吸烟可成瘾、产生身体和精神的依赖性, 中止吸烟
后出现戒断症状; 再吸烟 (或给予尼古丁) 可缓解症
状[4, 5]。目前, 尼古丁经皮给药是公认的最佳替代疗
法[6, 7]。微透析 (microdialysis, MD) 最早应用于脑脊
液化学环境的研究, 它通过特有的装置, 将具有半透
膜的 MD 探针植入脑组织, 用与脑组织等渗的灌流
液持续灌流探针, 组织中的待测药物随浓度梯度扩
散进入灌流液, 通过测定透析液中药物浓度, 从而间
接得到脑细胞外液待测物质的浓度[8, 9]。它可实现脑

组织中药物浓度的连续、实时、在体的监测, 现已应
用到药动学研究的各领域, 如药物分布、代谢方面的
研究[10−14], 以及生物利用度和生物等效性评价[15−18]。

稳定同位素内标微透析技术是将稳定同位素作为待

测物的微透析内标物, 可通过内标的释放率与待测
物的回收率的关系 (P) 来考察药物的在体回收率, 
从而最终计算出体内药物的真实浓度。 
 

材料与方法 
药品和试剂  尼古丁贴剂 (McNeil Sweden AB); 

尼古丁对照品 (纯度 99%, Labor Dr Ehrenstorfer, 德
国 ); DL-尼古丁  (纯度≥98%, Cambridge Istotabe 
Laboratories, Inc.)。 

实验动物  健康 SD大鼠 (体重 245～260 g, 雌
雄各半), 广州中医药大学实验动物中心 SCXK (粤) 
2008-0020。 

微透析系统  采用瑞士CMA公司生产的微透析 
(microdialysis, MD) 系统: 推进泵 (CMA 402 Syringe 
Pump)、灌注器 (CMA 1.0 mL Exmire MicroSyringe)、
清醒MD活动装置 (CMA/120)、脑部探针 (CMA/12)、
探针导管 (CMA/12)、大鼠用脑立体定位仪 (深圳瑞
沃德公司)、灌流液 (含有内标 DL-尼古丁的人工脑
脊液)。 

分析系统   TSQ Quantum Access 质谱仪、
Surveyor 液相色谱仪、Xcalibur 2.0 工作站 (Thermo 
Fisher, USA); Hypersil Gold C18柱 (150 mm × 2.1 mm, 
3μm, Thermo, USA)。 

统计学处理  采用DAS2.0软件进行数据分析及
处理。 

人工脑脊液 (ECF) 的配制  精密称取 NaCl、
KCl、CaCl2、无水 MgCl2分别为 8.59、0.20、0.13和
0.08 g, 置 1 L量瓶中加重蒸馏水溶解并稀释至刻度, 
摇匀, 0.22 μm微孔滤膜滤过, 备用。 

对照品储备液的配制  取尼古丁和 DL-尼古丁
对照品适量, 精密称定, 分别用甲醇溶解并稀释制成
2 mg·mL−1的溶液, 0.22 μm微孔滤膜滤过, 临用前用
ECF溶液稀释成所需要的浓度。 

检测方法   采用本课题组建立的检测方法 [19] 
——LC-MS/MS 法。流动相: 乙酸铵 (2 mmol·L−1) −
甲醇 (30∶70); 流速: 0.21 mL·min−1; 进样量: 5 μL。
离子源为大气压电喷雾离子源 (ESI); 正离子检测; 
喷雾电压: 3.0 kV; 鞘气压力: 25 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 
辅助气流量: 5 arb; 金属离子传输毛细管温度: 300 ℃; 
碰撞能量: 25 eV; 扫描方式: 选择反应监测 (SRM), 
用于定量分析的离子对为 m/z 163/130 (尼古丁), m/z 
166/130 (DL-尼古丁)。 

P值的校正 
流速对 P 值的影响  将探针置于含有尼古丁 

(500 ng·mL−1) 的溶液中, 匀速搅拌, 用含有内标的
灌流液 (172 ng·mL−1) 依次在不同流速下 (0.5、1、2、
3和4 μL·min−1) 灌流, 每种流速下平行收集 4份透析
样品, 每份各 50 μL, 通过 LC-MS/MS法测定透析液
中尼古丁含量 (C  'nic) 和 DL-尼古丁含量 (C 'DL)、透
析探针外环境中尼古丁含量 (Cnic) 与灌流液中 DL-
尼古丁的含量 (CDL)。用增量法 (公式 1) 计算尼古丁

的回收率, 用减量法 (公式 2) 计算 DL-尼古丁的流
速下的释放率; 而 P =  Rdrug(%) /  Rcalibrator(%)。 

nic

' 
nic

drug (%)
C
CR =                   (1) 

DL

' 
DLDL

calibrator (%)
C

CCR −
=            (2) 

浓度对 P 值的影响  将探针依次浸泡在 4 种不
同浓度的尼古丁溶液 (Cnic) 中, 浓度依次约为 57、570、
1 140和 2 280 ng·mL−1, 用含DL-尼古丁 (172 ng·mL−1) 
的灌流液以 3 μL·min−1灌注、平衡; 平衡后收集透析
液 4 份, 每份 50 μL, 每更换一种透析溶液均需灌流
平衡 30 min再取样。测定透析液中两者的浓度并用
公式 1计算尼古丁的回收率, 通过公式 2计算 DL-尼
古丁的释放率。 

P 值的在体较正  将大鼠用 20%乌拉坦 (0.8 
mL·kg−1, ip) 麻醉; 探针植入健康雄性 SD 大鼠的颈
静脉, 用 4组不同浓度的混合灌流液 (同时含有尼古
丁和 DL-尼古丁的人工脑脊液) 进行灌流, 每换一个
浓度组进行灌流平衡 60 min, 平衡后共取透析液 4份, 
每份 50 μL, 测定灌流液及透析液中尼古丁及 DL-尼
古丁的浓度, 按照减量法公式 (公式 2) 计算两者的
释放率从而计算出 P值。 
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尼古丁经皮给药的脑局部药动学研究 

取样前准备  大鼠用 10%水合氯醛 (每 100 g体
重 0.3 mL, ip) 麻醉, 并将颅顶、颈后及背部连接处
脱毛; 将大鼠固定于脑立体定位仪, 暴露颅骨; 取右
侧纹状体区 (AP: +0.2 mm, ML: −3.2 mm, DV: −3.0 
mm), 用颅钻在所定位处钻孔并将套管植入脑部; 用
牙粉将套管层层固定; 将大鼠放回笼中静养 2日, 在
此期间, 被损坏的脑组织和皮肤将得到修复。 

经皮给药及取样  将已埋置套管的大鼠用乙醚
麻醉, 探针沿套管植入纹状体区, 将大鼠放入清醒动
物活动装置并连接探针、MD泵及清醒装置; 用内标
液 (含 DL-尼古丁约 200 ng·mL−1的人工脑脊液) 以 
2 μL·min−1的流速灌流平衡 1 h; 平衡结束取空白透
析液; 尼古丁贴剂按 3.5 mg/只的剂量贴在大鼠颈后
已脱毛的部位, 以给药的瞬间为零时刻开始计时, 每
隔 20 min取样一次, 共取样 600 min; 透析液放置于 

−80 ℃保存待测。 
脑部尼古丁浓度的换算  在上述检测条件下测

定灌流液中 DL-尼古丁的浓度 CDL、透析液中尼古丁

的浓度 nicC′ 和 DL-尼古丁的浓度 DLC′ 。经体内外校正

得知, Rdrug(%) 与 Rcalibrator(%) 的比值 P为 1, 因此, 脑
局部尼古丁的实际浓度 Cnic为:  

Cnic = nicC′  × Rdrug(%) ≈  

nicC′  × Rcalibrator(%) =
DLDL

DLnic

CC
CC

′−
×′         (3) 

结果 
1  检测方法考察 

结果表明, 尼古丁和DL-尼古丁峰形良好 (图1), 
主峰前后无杂质峰干扰, 出峰时间约 2.7 min。尼古 
丁在 20.67～20.67×10−3 ng·mL−1 内峰面积与进样浓 
度呈线性关系, 线性回归方程 y = 1 008 964.41 x −  
12 248.53, r = 0.999 7; DL-尼古丁在22.47～22.47×10−3 
ng·mL−1 内峰面积与进样浓度呈线性关系, 线性回归
方程为 y = 986 938 x + 22 158, r = 0.999 6。尼古丁与
DL-尼古丁的定量下限 (按S/N > 10计算) 分别为20.67
和 22.47 ng·mL−1。本方法的精密度良好, RSD < 15%, 
符合生物样品分析方法的精密度要求。 
2  P值的考察 
2.1  流速对 P 值的影响  分别计算各流速下尼古丁
的回收率及DL-尼古丁释放率, 并在此基础上计算出
平均 P值和标准偏差。计算得 P = 0.99 ± 0.03。 
2.2  浓度对 P 值的影响  计算各流速下浓度尼古丁
及 DL-尼古丁的回收率及释放率并在此基础上计算
平均 P值和标准偏差。计算得 P = 1.01 ± 0.04。 
2.3  P 值的在体校正  计算各浓度组下的尼古丁及
DL-尼古丁释放率, 并求两者平均释放率之比 P值和
标准偏差。计算得 P = 1.00 ± 0.01。 

结果表明, P值不随环境中待测物灌流速度和浓
度的变化而改变, 且经体内、外的校正, P值均约为 1, 
即 Rdrug(%) = Rcalibrator(%)。因此, 利用MD取样时, 可 

 

 
Figure 1  Typical SRM chromatograms of blank and nicotine standards.  A: Artificial cerebrospinal fluid (blank); B: Standard mixture 
in artificial cerebrospinal fluid.  Nicotine: m/z 163→130; DL-nicotine: m/z 166→130 
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以用 DL-尼古丁在体的释放率 Rcalibrator (%) 代替尼古
丁的在体回收率 Rdrug(%), 从而计算出尼古丁的浓度。 
3  脑局部药动学  

经内标法校正后可得到脑部尼古丁的真实浓度, 
通过平行实验, 求算出各时间点上尼古丁的平均浓
度 C, 用药动学软件 DAS2.0 拟合房室模型并得到尼
古丁经皮给药后平均 C-T 曲线 (图 2) 和主要药动学
参数 (表 1)。 
 
Table 1  Pharmacokinetic parameters of nicotine in rat.  n = 6 

Parameter Value 

Α 0.004 

Β 0.003 

t1/2α /min 170.31 

t1/2β /min 263.30 

Cmax /μg·L−1 476.16 

tmax /min 240 

AUC0−∞ /μg·L−1·min 2.75×105 

AUC0−t /μg·L−1·min 2.05×105 

 

 
Figure 2  Mean plasma concentration-time curve of nicotine 

 
结果表明, 尼古丁经皮给药后, 大鼠脑局部的尼

古丁浓度在 0～170 min内呈上升的趋势; 在 240 min
左右, Cnic达最高值476.16 μg·L−1; 在 100～300 min内, 
药物浓度处于相对稳定状态; 随后药物浓度开始缓
慢下降; 实验结束取样时, 脑局部仍可检测出尼古丁。 
 

讨论 
在体回收率是折算药物实际浓度的关键因素[20]。

药物在体内的浓度可变且未知, 且长时间的取样过
程中体内环境和探针的性能都在变化[21], 因此, 探
针的在体回收率需要进行体外校正[22, 23]。目前, 反透
析法是最常用的校正法[24, 25]。内标法属于反透析法

的一种, 它通过体外实验求得内标的释放率与待测
物的回收率的关系 (P) 来折算待测药物的在体回收
率[26−28]。寻找与待测物扩散性质一致的内标物是引

入此法的关键。由于稳定性同位素有着与待测药物相

近的分子量、结构式和理化性质, 安全无污染[29−31], 
可消除内标物与待测物之间由于理化性质的差异而

导致的误差, 所以与普通的内标法相比, 稳定同位素
内标微透析技术可获得每个取样点的真实瞬间回收

率[32, 33]。通过体外的验证及体内的研究可证实, 稳定
同位素内标微透析技术方法可应用到尼古丁经皮给

药的药动学研究。 
生物样品易降解且尼古丁及 DL-尼古丁见光易

分解、挥发, 因此, 取样结束后要实现样品快速检测; 
人工脑脊液含有无机盐, 经长时间的检测可以观察
到喷雾扫锥上有盐分沉积, 为防止金属离子传输管
的堵塞, 在检测过程中要不断对系统进行清洗维护。 
本研究和市售尼古丁戒烟贴的药动学研究结果[34]

稍有差别, 原因在于: 血药浓度法是采集血液样本, 
而本研究的取样部位为脑部, 两者的吸收和分布有
差别; 血药浓度法是麻醉状态下的取样, 而本实验为
清醒状态下取样, 两种状态下药物的吸收分布过程
会产生差异。尼古丁在脑部产生吸收和分布, 其戒除
烟瘾的机制是调节脑部兴奋和抑制性神经递质的分

泌[35, 36]。因此, 开展尼古丁脑局部药动学的研究对其
戒除烟瘾的治疗方法探究有着深刻的意义, 同时为
尼古丁的药动学-药效学相结合的研究提供了基础。 
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