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寻常痤疮是皮肤科最常见的慢性炎症性毛囊皮脂腺疾
病，好发于青春期的男性和女性，男性略多于女性，但女性发
病年龄早于男性。流行病学研究[1]表明，80％～90％的青少年
患过痤疮，青春过后往往能自然减轻或痊愈，个别患者可迁延
至30岁以上。根据临床需要，针对其发病机制，本院自主研制
了替硝唑螺内酯乳膏，其主要成分为替硝唑和螺内酯。替硝
唑为硝基咪唑衍生物，具有抗厌氧菌及抗原虫感染的作用。

螺内酯为甾体类抗雄激素类药，弱效保钾利尿剂；可抑制激素
生成酶的活性，减少雄激素的产生；还可直接作用于皮脂腺，

与二氢睾酮竞争雄激素受体；其结合能力是二氢睾酮的 10～

20倍，可阻止二氢睾酮与雄激素受体的结合，从而抑制皮脂腺
的分泌。因此二者联用可产生协同作用，具有抗菌、抑制皮脂
分泌等功效，用于治疗寻常痤疮疗效显著[2]。该制剂已获得四
川省医疗机构制剂临床研究批件（批件号：ZJL2011004）。有
关替硝唑或螺内酯的含量测定方法已有较多文献[3-7]报道，其
中复方制剂多用高效液相色谱（HPLC）法测定，但目前未见采
用 HPLC 法同时测定乳膏中替硝唑和螺内酯含量的文献报
道。为此，笔者通过试验建立了以HPLC法同时测定该制剂中
替硝唑和螺内酯含量的方法。方法学考察结果表明，所建立

的含量测定方法稳定、可靠、简便、重复性好，可为制订替硝唑
螺内酯乳膏的质量标准和产品质量控制提供依据。

1 材料
HPLC 仪，包括 7125六通阀定量进样器、303型高压泵、

HM型紫外检测器、Gilson714色谱工作站（法国Gilson公司）；

UV-860紫外-可见分光光度计（法国康强公司）；BP211D分析
天平（德国Sartorius公司）。

替硝唑对照品（批号：100336-200703，纯度：99.8％）、螺内
酯对照品（批号：100193-199601，纯度：99.8％）均由中国食品
药品检定研究院提供；替硝唑螺内酯乳膏（本院自制，批号：

110328、110329、110330，规格：每盒 20 g，含替硝唑 400 mg、螺
内酯60 mg）；乙腈为色谱纯，水为注射用水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Hypersil ODS-2 C18（200 mm×4.6 mm，5 µm）；流
动相：乙腈-水（50 ∶ 50），流速：1.0 ml/min；检测波长：238 nm；进
样量：20 µl；柱温：30 ℃。

2.2 溶液的制备
2.2.1 对照品溶液。分别精密称取替硝唑、螺内酯对照品
80.22、12.14 mg，置于50 ml量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻
度，摇匀，作为贮备液。精密吸取上述溶液5 ml，置于50 ml量
瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液。取本品 2 g（约含替硝唑 40 mg、螺内酯 6

mg），精密称定，加入流动相适量，于60 ℃水浴提取，用流动相
分次洗涤容器，并入 100 ml量瓶中，放冷，加流动相稀释至刻
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摘 要 目的：建立同时测定替硝唑螺内酯乳膏中替硝唑和螺内酯含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Hypersil
ODS-2 C18，流动相为乙腈-水（50 ∶ 50），流速为1.0 ml/min，检测波长为238 nm，柱温为30 ℃。结果：替硝唑和螺内酯线性范围分别

为40.11～481.32、6.07～72.84 µg/ml（r分别为0.999 7和0.999 9）；平均回收率分别为100.72％（RSD＝0.70％）和101.27％（RSD＝

1.00％）。结论：所建立的方法简便、准确、重复性好，可为制订替硝唑螺内酯乳膏的质量标准和产品质量控制提供依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of tinidazole and spironolactone in Tinidazole
and spironolactone cream. METHODS：HPLC method was adopted. Hypersil ODS-2 C18 column was adopted with acetonitrile-water
（50 ∶ 50）as mobile phase at the flow rate of 1.0 ml/min and the detection wavelength of 238 nm. The column temperature was
30 ℃. RESULTS：The linear ranges for tinidazole and spironolactone were 40.11-481.32 µg/ml（r＝0.999 7）and 6.07-72.84 µg/ml
（r＝0.999 9）. The average recovery rates were 100.72％（RSD＝0.70％）and 101.27％（RSD＝1.00％），respectively. CONCLU-
SIONS：The method is proved to be simple，accurate and reproducible，and it can be used for the setting of quality specifications
and quality control of Tinidazole and spironolactone cream．
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度，摇匀；置于冰浴中冷却2 h，以0.45 µm的滤膜过滤，放至室
温；精密量取续滤液 10 ml，置于 25 ml量瓶中，加流动相稀释
至刻度，摇匀，即得。

2.2.3 空白样品溶液。按处方比例制备不含替硝唑和螺内酯
的空白基质，按“2.2.2”项下方法操作，制得空白样品溶液。

2.3 系统适用性及专属性考察

分别取“2.2”项下空白样品溶液、对照品溶液、供试品溶
液，按“2.1”项下色谱条件，进样测定。结果，替硝唑、螺内酯的
保留时间分别为2.9、7.8 min，理论板数分别为3 600、6 000，分
离度为8.93，替硝唑峰、螺内酯峰与其他峰分离度＞3.0。在检
测波长 238 nm处，空白基质不干扰替硝唑和螺内酯的含量测
定。色谱见图1。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下对照品贮备液，加流动相分别制备
成含替硝唑和螺内酯质量浓度分别为 40.11、80.22、120.33、

160.44、240.66、320.88、481.32 和 6.07、12.14、18.21、24.28、

36.42、48.56、72.84 µg/ml的溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测
定，记录峰面积。以峰面积（A）对质量浓度（c）进行线性回归，

得替硝唑、螺内酯回归方程分别为A＝1 815.5c+17 799.5（r＝

0.999 7，n＝7）、A＝6 246.7c+1 340.8（r＝0.999 9，n＝7）。结果
表明替硝唑、螺内酯检测质量浓度的线性范围分别为 40.11～

481.32、6.07～72.84 µg/ml。

2.5 精密度试验

精密量取替硝唑质量浓度分别为 120.33、160.44、240.66

µg/ml，螺内酯质量浓度分别为 18.21、24.28、36.42 µg/ml 的对
照品溶液，依法进样测定峰面积，分别于同日内测定 5次计算
日内RSD；每日测定1次，连续测定5 d计算日间RSD。结果，3

种浓度峰面积的日内 RSD 替硝唑分别为 0.83％、0.91％、

0.58％（平均 RSD＝0.77％，n＝5），螺内酯分别为 1.13％、

0.94％、0.79％（平均RSD＝0.95％，n＝5）；日间RSD替硝唑分
别为0.92％、0.89％、0.75％（平均RSD＝0.85％，n＝5），螺内酯
分别为 1.12％、0.97％、0.93％（平均 RSD＝1.01％，n＝5）。表
明本方法精密度良好。

2.6 重复性试验

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，对同一批样品（批
号：110328）重复操作 6次，按“2.1”项下色谱条件，测定其含
量。结果，替硝唑、螺内酯含量的 RSD 分别为 0.72％、0.67％
（n＝6），表明本方法重复性较好。

2.7 稳定性试验

取批号为 110328的样品适量，按“2.2.2”项下方法制备供
试品溶液，于 0、2、4、6、8、16、24 h各进样 20 µl。结果，替硝唑

和螺内酯峰面积的RSD分别为0.82％和0.93％（n＝7），表明供
试品溶液在24 h内稳定。

2.8 回收率试验
分别精密称取替硝唑、螺内酯对照品适量，加入处方比例

的空白乳膏基质，配制相当于处方量 80％、100％、120％的样
品各3份，再按“2.2.2”项下供试品溶液的制备方法制备成供试
品溶液。按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算其回收率。结
果，替硝唑、螺内酯的平均回收率分别为 100.72％、101.27％，

RSD分别为0.70％、1.00％（n＝9），详见表1。

表1 回收率试验结果（n＝9）
Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

组分
替硝唑

螺内酯

加入量，mg

32.12

31.89

32.03

40.07

40.12

40.02

47.92

48.13

48.07

4.79

4.83

4.76

6.22

6.06

6.14

7.16

7.27

7.21

测得量，mg

32.47

31.85

32.57

40.27

40.54

39.89

48.04

48.53

48.81

4.86

4.93

4.84

6.21

6.18

6.12

7.35

7.32

7.31

回收率，％
101.09

99.87

101.69

100.50

101.05

99.68

100.25

100.83

101.54

101.46

102.07

101.68

99.84

101.98

99.67

102.65

100.69

101.39

平均回收率，％
100.72

101.27

RSD，％
0.70

1.00

2.9 样品含量测定
取 3批样品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件，分别精密量取供试品溶液和对照品溶液
20 µl，注入液相色谱仪，记录色谱图，按外标法以峰面积计算
含量，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3）
Tab 2 Content determination of samples（n＝3）

批号

110328

110329

110330

替硝唑
占标示量百分比，％

100.2

102.7

102.4

RSD，％
0.74

0.64

0.77

螺内酯
占标示量百分比，％

100.8

104.2

101.2

RSD，％
0.65

0.71

0.61

3 讨论
取替硝唑、螺内酯对照品适量，加流动相分别制成质量浓

度为 160、24 µg/ml 的溶液，用紫外-可见分光光度计在 200～

400 nm波长内进行紫外扫描。结果，替硝唑最大吸收波长在
310 nm附近，螺内酯最大吸收波长为 238 nm。考虑到处方中
替硝唑和螺内酯的质量比为20 ∶ 3，而替硝唑在238 nm波长处
的吸收也较强，故选择螺内酯的最大吸收波长 238 nm为测定
波长。在此波长下，检测结果可完全满足测定要求。

笔者曾以甲醇-水（70 ∶30）为流动相，结果替硝唑出峰时间
太短且与杂质峰不能较好分离。以0.02 mol/L磷酸氢二铵-乙
腈（45 ∶ 55）为流动相，结果出峰也较快，替硝唑峰、螺内酯峰的
对称性不佳。按文献[7]以 0.05 mol/L磷酸二氢钾溶液（用磷酸
调节 pH值至 3.5）-甲醇（80 ∶ 20）、0.025 mol/L磷酸二氢钾溶液
（用 0.1 mol/L氢氧化钠溶液调节 pH值至 6.5）-甲醇（40 ∶ 60）2

图1 高效液相色谱图
A.空白样品；B.对照品；C.供试品；1.替硝唑；2.螺内酯

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank sample；B. substance control；C. test sample；1. tinidazole；2. spi-

ronolactone
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1893年，西班牙神经解剖学家Cajal发现并描述了胃肠道
存在的一种特殊间质细胞，后来被命名为Cajal间质细胞（In-
terstitial cells of Cajal，ICC）。ICC都要表达 c-kit基因，c-kit是
原癌基因，分别位于人的4号染色体和小鼠5号染色体W位点
上。c-kit编码Kit受体，即酪氨酸激酶受体，Kit受体的天然配
体是干细胞因子（Stem cell factor，SCF）[1]。在胃肠道中仅有
ICC和肥大细胞是 c-kit阳性细胞，ICC用甲苯胺蓝染色后不呈
现异染性，而肥大细胞被染色后呈红紫色，可以区别两者。研
究表明，ICC是调节胃肠动力的重要细胞，与某些胃肠疾病有
着一定联系。ICC是胃肠运动的起搏细胞，具有产生并传播慢
波的功能，慢波（Slow wave，SW）亦称基本电节律，是在胃肠
平滑肌记录到膜电位自发、缓慢的节律性去极化波。ICC自发
产生慢波并传播至平滑肌细胞，调控胃肠平滑肌的收缩节律；
同时 ICC参与胃肠道的神经信号传递，还具有牵张传感器的功
能。本文就 ICC的主要形态学、分布特点、生理功能及其与胃
肠动力关系的研究进行综述。

1 ICC的形态学特征、分类及分布
1.1 ICC的形态学特征

光镜下成熟期 ICC的典型特征：细胞核大，呈卵圆形，核周
细胞质较少；胞质向不同方向发出2～5个细长的细胞突起，长
度≥100 μm，并形成二级、三级分支突起，使 ICC呈纺锤形或

星形。电镜下 ICC具有以下超微结构特点：①细胞质含有大量
的线粒体、发达的粗面及滑面内质网；②有许多微管、中间丝、
细肌丝，而无粗肌丝；③具有基底膜、膜内陷小凹（Caveolae）；
④ICC相互间及其与平滑肌细胞间可见缝隙连接（Gap junc-
tions）[2]。
1.2 ICC在消化道中的分类及分布

ICC分类方法很多，无统一分类。依据其存在的位置可归
纳为以下几类[3]：①黏膜下丛 ICC（Submucosal ICC，ICC-SM），
位于胃窦、结肠黏膜下结缔组织与环状肌层表面之间；②深肌
丛 ICC（Deep muscular plexus ICC，ICC-DMP），位于小肠环状
肌层较薄的内层和较厚的外层之间；③肌内 ICC（Intramuscu-
lar ICC，ICC-IM），存在于环状肌和纵行肌内，即环肌内 ICC、
纵肌内 ICC（ICC-CM、ICC-LM）2类，分布在食管、胃和大肠；
④肌间 ICC（Myenteric ICC，ICC-MY），位于环状肌层和纵行肌
层之间，遍及胃、小肠和大肠；⑤浆膜下 ICC（Subserosal ICC，
ICC-SS），存在于结肠浆膜下层，其功能不清楚。

2 ICC调控胃肠动力的功能
2.1 ICC是起搏细胞

研究证实，胃肠道无论是纵行肌还是环行肌细胞均不具
有产生SW的能力[4]。采用膜片钳技术研究离体培养的小肠ICC，
发现 ICC自发产生节律性电活动，其静息膜电位为－80～－70

·综述讲座·
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摘 要 目的：综述Cajal间质细胞（ICC）与胃肠动力学的关系。方法：就 ICC的主要形态学、分布特点、生理功能及其与胃肠动力

关系的研究进行综述。结果与结论：ICC有可能作为特异性治疗或药物的靶细胞。有关 ICC的兴奋和抑制性神经反应是如何传

到邻近平滑肌细胞、起搏机制等问题还需要进一步研究。在细胞水平研究中药对 ICC功能、结构的作用，有可能为中医药治疗胃

肠动力障碍性疾病提供量化、客观的指标。
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种流动相分别测定替硝唑和螺内酯的含量，结果替硝唑、螺内
酯的保留时间分别为6.9、10.6 min，替硝唑峰的对称性较好，而
螺内酯峰的对称性不佳，且 2种流动相均含有缓冲液，易导致
组分保留值变化，造成色谱系统不稳定。而选用0.05 mol/L磷
酸二氢钾（用磷酸调pH至3.5）-乙腈（50 ∶ 50）、乙腈-水（50 ∶ 50）
为流动相进行比较，所得的峰形基本相同，替硝唑峰、螺内酯峰
与其他峰均能较好分离。最终选择乙腈-水（50 ∶50）为流动相及
溶剂，替硝唑峰、螺内酯峰与其他峰分离度＞3.0，且不拖尾，保
留时间恒定，既减少了系统干扰，又降低了对色谱柱的损害。

本方法分别测定 2种成分的含量较文献[7]中的方法更简
便、快速，测定结果准确、可靠，适用于该制剂的质量控制。
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