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高效液相色谱法同时测定大鼠在体肠循环液中非诺贝特和非诺贝酸的

含量
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［摘要］　目的：建立同时测定大鼠在体肠循环液中非诺贝特和非诺贝酸的方法。方法：采用高效液相色谱法，色谱柱为Ｋｒｏ－
ｍａｓｉｌ　Ｃ１８柱（１５０　ｍｍ×４．６　ｍｍ５μｍ），流动相为甲醇－水（８０∶２０），ｐＨ３．０，柱温为室温，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ

－１，检测波长２８６　ｎｍ。

结果：非诺贝特、非诺贝酸分别在０．２５～１２４．６８　ｍｇ·Ｌ－１、０．０１～５．０５　ｍｇ·Ｌ－１范围内与峰面积呈良好线性关系，ｒ分别为

０．９９９和０．９９９　９。其平均回收率分别为９８．８３％、１０１．１３％，ＲＳＤ均小于４％。结论：该法操作简便、结果准确、灵敏度高，可同

时测定大鼠在体肠循环液中非诺贝特和非诺贝酸的含量。
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　　大鼠在体肠循环实验能避免胃内容物排出和消
化管固有运动的影响［１］，并在动物保持完整的血循
环、神经系统和代谢功能的情况下获得动力学数
据［２］，是研究药物肠吸收的重要实验方法。非诺贝
特属苯氧芳酸类降血脂药，是一种含有酯键结构的
前体药，吸收入体内后经酯酶水解为活性代谢物非
诺贝酸［３］。在研究非诺贝特肠吸收的过程中，我们
发现随着吸收时间的延长，肠道中部分非诺贝特水
解为非诺贝酸。关于非诺贝特和非诺贝酸的单独检

测方法已有较多文献记载，但是未见有在同一样品
中同时检测两者的报道。本实验建立了 ＨＰＬＣ法，
同时检测大鼠在体肠循环液中非诺贝特和非诺贝酸

的含量，以期了解非诺贝特在肠道内的转化过程和
吸收机制。

１　材料

Ｓｈｉｍａｄｚｕ　ＣＢＭ－１０Ａ 泵，ＳＰＤ－２０Ａ紫外检测器
（日本岛津公司）。非诺贝特及其对照品、非诺贝酸
对照品（徐州恩华药业）；水为注射用水；甲醇为色谱
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纯；其他试剂为分析纯。ＳＤ大鼠，♂♀各半，体质量

２５０～３００　ｇ，由中国药科大学动物室提供，动物合格
证号：ＳＣＸＫ（苏）２００２－００１８。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ　Ｃ１８柱（１５０　ｍｍ
×４．６　ｍｍ，５μｍ）；柱温：室温；检测波长：２８６　ｎｍ；
流动相：甲醇－水（８０∶２０），用磷酸调节至ｐＨ３．０；流
速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

２．２　肠吸收实验方法　大鼠实验前禁食２４　ｈ，称
重后，腹腔注射浓度为８％的乌拉坦溶液（０．０１　ｍＬ·

ｇ－１）麻醉固定。沿腹中线打开腹腔（约２．５　ｃｍ），结
扎胆管，于实验肠段两端各切一小口，在上端小口处
插入直径为０．３　ｃｍ的玻璃管，并用线扎紧。用注射
器将３７℃的生理盐水缓缓注入肠管，洗去肠管内容
物至净。然后在实验肠管下端小口处插入玻璃管，
并用线扎紧。将肠管两端的玻璃管与蠕动泵的胶管
连接，形成回路，开动蠕动泵。供试液以５　ｍＬ·

ｍｉｎ－１流速循环１０　ｍｉｎ后，将流速调节为２．５　ｍＬ·

ｍｉｎ－１，立即自供试液锥形瓶中取样５　ｍＬ，作为测定
零时刻药物浓度和酚红浓度的样品，同时向锥形瓶
中补加酚红液５　ｍＬ，其后每隔３０　ｍｉｎ亦按同法取
样并补加酚红 Ｋ－Ｒ液，循环４　ｈ后，中止实验。样
品经离心过滤后分别测定非诺贝特、非诺贝酸的浓
度。

２．３　溶液的配制

２．３．１　Ｋｒｅｂｓ－Ｒｉｎｇｅｒ试液（Ｋ－Ｒ试液，ｐＨ７．４）　
称取氯化钠７．８　ｇ、氯化钾０．３５　ｇ、无水氯化钙０．３７
ｇ、碳酸氢钠１．３７　ｇ、磷酸二氢钠０．３２　ｇ、无水氯化镁

０．０２　ｇ、葡萄糖１．４　ｇ，加注射用水溶解定容至１　Ｌ。

２．３．２　阴性对照液　称取“２．３．１”项中各物质，然
后加入乙醇５０　ｍＬ及聚山梨酯８０溶液（１０％体积
比）５０　ｍＬ，加注射用水溶解定容至１　Ｌ即得。

２．３．３　空白肠循环液　照“２．２”项方法，将阴性对
照液循环４　ｈ，中止实验，即得。

２．３．４　非诺贝特乙醇溶液　精密称取非诺贝特对
照品４９．８７　ｍｇ，加无水乙醇溶解定容至１００　ｍＬ。

２．３．５　非诺贝特对照液　精密吸取“２．３．４”项中的
非诺贝特乙醇溶液２０　ｍＬ，加入聚山梨酯８０溶液
（１０％体积比）５　ｍＬ，用阴性对照液稀释定容至１００
ｍＬ。

２．３．６　非诺贝酸对照液　于１００　ｍＬ量瓶中加入
非诺贝酸对照品１．０３　ｍｇ，用阴性对照液溶解定容
至刻度即得。

２．３．７　非诺贝特和非诺贝酸混合对照液　精密量取

０．４９８　７　ｍｇ·ｍＬ－１非诺贝特乙醇溶液５０　ｍＬ，再精密

加入聚山梨酯８０溶液（１０％体积比）５　ｍＬ、非诺贝酸
对照品１．０１　ｍｇ，用阴性对照液稀释定容至１００　ｍＬ。

２．３．８　非诺贝特和非诺贝酸混合对照品系列标准
工作液　分别精密量取“２．３．７”项中混合对照液

０．０１，０．１，０．５，１．５，２．５，３．５，５　ｍＬ至１０　ｍＬ量瓶
中，用阴性对照液稀释定容至刻度，作为混合对照品
系列标准工作溶液，非诺贝特浓度范围：０．２５～
１２４．６８　ｍｇ·Ｌ－１，非诺贝酸浓度范围：０．０１～５．０５
ｍｇ·Ｌ－１。

２．３．９　供试液　精密量取０．５０６　２　ｍｇ·ｍＬ－１非诺
贝特乙醇溶液２０　ｍＬ，加入聚山梨酯８０溶液（１０％
体积比）５　ｍＬ、酚红２．９７　ｍｇ，用Ｋ－Ｒ试液稀释定容
至１００　ｍＬ，即为供试液。

２．３．１０　肠循环样品液　将“２．３．９”项中的供试液
按“２．２”项方法循环４　ｈ后中止，即得所需样品液。

２．３．１１　酚红Ｋ－Ｒ液　精密称取酚红３．０３　ｍｇ，加
无水乙醇５　ｍＬ及聚山梨酯８０溶液（１０％体积比）５
ｍＬ，最后用Ｋ－Ｒ液溶解定容至１００　ｍＬ。

２．４　专属性考察　分别取阴性对照液、非诺贝特对
照液、非诺贝酸对照液、非诺贝特和非诺贝酸混合对
照液、空白肠循环液、肠循环样品液进样，在“２．１”项
条件下分离测定，色谱图见图１。结果可见非诺贝
酸、非诺贝特的保留时间分别为５．３，１２．８　ｍｉｎ。肠
循环样品液中２种物质的保留时间与对照品的一
致。供试液中其他成分在色谱条件下不干扰测定。

２．５　线性关系的考察　分别取混合对照品系列标
准工作液，在“２．１”项条件下，进样２０μＬ，以色谱峰
面积（Ｙ）为纵坐标，浓度（Ｃ）为横坐标，作线性回
归。非诺贝特的回归方程为：Ｙ＝６３　２１８Ｃ－２　８４４（ｒ
＝０．９９９），即非诺贝特在０．２５～１２４．６８　ｍｇ·Ｌ－１之
间呈良好的线性关系；非诺贝酸的回归方程为：Ｙ＝
９０　８１９Ｃ－５０１．２５（ｒ＝０．９９９　９），即非诺贝酸在０．０１
～５．０５　ｍｇ·Ｌ－１之间呈良好的线性关系。

２．６　最低检测限考察　取低浓度的对照液逐步稀
释，进样测定至样品峰为基线噪音的３倍，得非诺贝
特及非诺贝酸的最低检测浓度为０．０１　ｍｇ·Ｌ－１、

１．０１μｇ·Ｌ
－１。

２．７　精密度的测定　日内精密度：分别吸取低、中、
高３个不同浓度的混合对照液，在“２．１”项条件下，
进样２０μＬ，记录色谱图，测定峰面积，结果非诺贝
特和非诺贝酸的平均ＲＳＤ分别为０．３５％，０．８６％。
日间精密度：分别在１，２，３，４，５　ｄ吸取低、中、

高３个不同浓度的混合对照液，在“２．１”项条件下，
进样２０μＬ，重复进样５次，记录色谱图，测定峰面
积，结果非诺贝特和非诺贝酸的平均ＲＳＤ分别为：
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图１　非诺贝特、非诺贝酸 ＨＰＬＣ测定色谱图

Ａ．阴性对照液；Ｂ．非诺贝特对照液；Ｃ．非诺贝酸对照液；Ｄ．混合对

照液；Ｅ．空白肠循环液；Ｆ．肠循环样品液；１－非诺贝酸；２－非诺贝特

Ｆｉｇ　１　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｆｏｒ　ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ　ａｎｄ　ｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃ　ａｃｉｄ

Ａ．ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｓａｍｐｌｅ；Ｂ．ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｍｐｌｅ；Ｃ．ｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃ　ａｃｉｄ

ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｍｐｌｅ；Ｄ．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｗｉｔｈ　ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ　ａｎｄ　ｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃ

ａｃｉｄ；Ｅ．Ｂｌａｎｋ　ｃｉｒｃｕｍｆｕｓｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｆ．ｃｉｒｃｕｍｆｕｓｉｏｎ　ｓａｍｐｌｅ；１－ｆｅｎｏ－

ｆｉｂｒｉｃ　ａｃｉｄ；２－ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ

０．１３％，０．４２％。

　　实验结果表明，非诺贝特和非诺贝酸的日内和
日间精密度均良好。

２．８　回收率的测定　取不同体积的混合对照品
溶液，置１０　ｍＬ量瓶中，用阴性对照液稀释定容，

得到低、中、高３个浓度的供试品溶液，进样２０

μＬ，重复进样５次，在“２．１”项条件下分离测定。

计算回收率，结果非诺贝特和非诺贝酸的平均回
收 率 分 别 为９８．８３％，１０１．１３％，ＲＳＤ 分 别 为

１．９５％、３．３８％，表明该法适合用于非诺贝特及非
诺贝酸的含量测定。

２．９　稳定性考察　于１００　ｍＬ量瓶中加入０．５０６　２
ｍｇ·ｍＬ－１非诺贝特乙醇溶液２０　ｍＬ、聚山梨酯８０
溶液（１０％体积比）５　ｍＬ、非诺贝酸１．０１　ｍｇ，用ＫＲ
试液稀释定容至刻度。将混合液置３７℃水浴中４
ｈ，按“２．１”项方法测定，以药物剩余百分比表示药
物稳定性，结果非诺贝特及非诺贝酸的剩余百分比
分别是９８．２４％、９９．９７％，ＲＳＤ分别为１．３５％（ｎ＝
５）、０．５１％（ｎ＝５），可见 Ｋ－Ｒ试液中两种物质的稳
定性良好。

２．１０　样品的测定　将供试液按“２．２”项方法循环
并取样，１×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心５　ｍｉｎ，取上清液适量，

经０．４５μｍ微孔滤膜过滤后进样，记录色谱图，用回
归方程计算肠循环液中非诺贝特和非诺贝酸的浓

度。结果见表１。

表１　大鼠各肠段不同时间点肠循环液中非诺贝酸和非诺

贝特的浓度（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｔａｂ　１　Ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃ　ａｃｉｄ　ａｎｄ　ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ

ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎ　ｓｉｔｕｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｌｏｏｐ（ｍｇ·Ｌ－１）

时间

／ｈ
非诺贝酸／ｍｇ·Ｌ－１ 非诺贝特／ｍｇ·Ｌ－１

十二指肠 空肠 回肠 结肠 十二指肠 空肠 回肠 结肠

０　 １０３．９４　１０４．９９　１０６．７４　９６．０２
０．５　 １０２．０４　 ９９．５１　９６．８５　８７．１５
１　 ０．０４　 ０．７１　 ９０．０４　 ８５．６６　８９．８５　８０．０８
１．５　 ０．４７　 ０．７５　 ０．９３　 ０．０３　 ６２．７８　 ６４．７２　６８．６５　６３．４９
２　 ０．７０　 ０．８４　 １．５１　 ０．０４　 ５２．３８　 ６２．０５　５７．２１　５９．０９
２．５　 ０．８１　 ０．９１　 １．９１　 ０．１３　 ４７．０８　 ４７．１３　４７．１５　４５．５３
３　 １．００　 １．０５　 １．８７　 ０．１３　 ４０．４６　 ４２．３７　３９．９６　３９．９６
３．５　 １．２３　 １．１５　 ２．１３　 ０．２２　 ３６．６７　 ３７．２１　３４．００　３４．６２
４　 １．３７　 １．２１　 ２．１９　 ０．３３　 ３０．７８　 ３３．４７　２６．９０　３１．０５

　　实验发现，非诺贝特在整个肠段有较好的吸收，
其水解产物非诺贝酸的含量具有回肠＞ 十二指肠

≈空肠＞结肠的差异性，推测非诺贝特可能受到了
小肠中消化酶及肠道菌群酶的水解作用［４］，且此水
解酶在结肠中的含量明显低于其他肠段。以上结果
提示非诺贝特适合制成控缓释制剂，但制剂过程中
还需考虑不同肠段中各类酶的影响。

３　讨论
大鼠在体循环只限于溶解性较好、能够以水溶

液状态给药的药物。因非诺贝特水溶性差，故选用
了增溶的方法。即先用乙醇溶解，使非诺贝特呈分
子分散状态后再加入增溶剂聚山梨酯８０溶液（１０％
体积比），再以 Ｋ－Ｒ试液稀释定容。以上步骤不能
颠倒，尤其非诺贝特应先超声至完全溶解，否则增溶
将失败。因溶液中含有聚山梨酯８０，故配制过程中
不宜剧烈震摇，避免产生泡沫。由于肠道水分吸收
可导致循环液体积变化，故采用不易被吸收的酚红
的浓度来计算循环液的体积，测定方法为常用的紫
外分光光度法，以此对药物浓度进行校正。

本实验在参考非诺贝特［５］及非诺贝酸［６］各自色

谱条件基础上，筛选比较了甲醇－水 （７０∶３０，７６∶２４，

８０∶２０，８５∶１５）４种不同配比的流动相。结果发现，
以８０∶２０（ｐＨ３．０）的甲醇－水为流动相时，被测物
分离最好，分析时间较短，故选其作为流动相。
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８３％，ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡｗａｓ　ａｂｏｖｅ　７４％．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　Ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｓｈｏｗｅｄ　ｈｉｇｈｅｒ　ｅｆｆｉｃｉｅｎ－
ｃｙ　ｆｏｒ　ｅａｃｈ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎｄ　ｃｏｕｌｄ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｔｈｅ　ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｃｒｕｄｅ　ｄｒｕｇｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．

ＫＥＹ　ＷＯＲＤＳ：ｋａｋｋａｌｉｄｅ；２３－ａｃｅｔｙｌ　ａｌｉｓｏｌ　Ｂ；ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ　ａｃｉｄ　Ｂ；ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ；ｕｒｓｏｌｉｃ　ａｃｉｄ；ｍｕｌｔｉ－ｉｎｄｅｘｅｓ　ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｄｅｔｅｒ－
ｍｉｎａｔｉｏｎ；ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ；ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

　　葛泽清肝汤为我院治疗酒精性脂肪肝的临床验
方，由葛花、泽泻、丹参、山楂等６味中药组成，具有
消酒积、舒肝郁、化淤利湿的功效。方中葛花为君
药，主要活性成分为异黄酮类化合物，其指标性成分
为葛花苷［１］；泽泻为臣药，主要活性成分为三萜类化
合物，其指标性成分为２３－乙酰泽泻醇Ｂ［２］；丹参为
佐药，主要活性成分为酚酸类和醌类化合物，其指标
性成分为丹酚酸Ｂ和丹参酮ⅡＡ

［３，４］；山楂亦为佐
药，其指标性成分为熊果酸［５］。为将传统汤剂改制
成适合现代临床使用的口服胶囊剂，本实验采用多

指标同时测定的方法，以复方中多种有效成分的提
取率为指标，选用正交试验对提取工艺条件进行了
优选。

１　材料

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型快速液相色谱仪（Ｇ１３１６Ａ型二
极管阵列检测器，二元泵，自动进样，Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ
色谱工作站，美国安捷伦）。
葛花苷对照品（自制，批号０９１２２８２２，纯度＞

９８％），２３－乙酰泽泻醇Ｂ对照品（上海同田生物技术
有限公司，批号０９１２２８２２，纯度＞９９％），丹酚酸Ｂ
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