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摘要 目的: 建立测定大鼠血浆中银杏内酯 B浓度的 LC- MS方法。方法 :取大鼠血浆 50 LL,加 215 m ol# L- 1盐酸 10 LL酸

化后,加入内标格列本脲, 以 1 mL乙醚萃取后取上清液挥干, 用 50%甲醇 1 mL溶解, 取 10 LL进行 LC- M S测定。色谱条件:

色谱柱为 H ype rsilODS 2柱 ( 5 Lm, 416 mm @ 150 mm ),流动相: 甲醇 - 0101% 氨水 ( 52B48); 流速: 110 mL# m in- 1; 质谱条件:

电喷雾离子化 ( ESI)方式,以选择性负离子方式检测, 银杏内酯 B和内标格列本脲的选择检测离子质荷比分别为 m /z 4231 1

( [M - H ] - )和 m /z 49211( [ M - H ] - )。结果:银杏内酯 B的线性范围为 01 05~ 1010 Lg# mL - 1, 最低定量限 ( LOQ )为 0105

Lg# mL- 1。准确度、精密度以及稳定性均符合有关要求。结论: 本方法专属性强,灵敏度高, 线性关系良好, 操作简便, 适用于

药代动力学研究。
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LC- MS determ ination of ginkgolide B in rat plasma
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Abstract Objective: To deve lop an LC- M S method for the de term ination of g inkgolide B in rat p lasma. M eth-

ods: The interna l standard( g libenclam ide) 10 LL w as added to 50 LL rat plasma, acidified by adding 10 LL 215
mo l# L

- 1
hydrochloric ac id, then ex tracted w ith 1mL d iethy l ether. A fter transferred and evaporated, the residuew as

disso lved w ith 1mL 50% m ethano l and determ ined by in ject ing 10 LL to LC- M S system. The analytesw as separa-

ted on aH ypersilODS 2 analyt ica l co lumn( 5 Lm, 416mm @ 150mm ) w ithmethano l- 0101% ammon ium hydrox-

ide( 52B48) as themob ile phase. Ana lysis w as performed at a flow rate of 110mL# m in
- 1
. MS determ inat ion w as in

electrospray ionization( ESI) negativemode and in the se lected ionmon itoringmode( SIM ) . G inkgo lide B w asmon-i

to red atm /z 42311 and internal standard atm /z 49211. Results: The assay had a calibrat ion range from 0105 to
1010 Lg# mL

- 1
and the low est lim it o f quant ification( LOQ ) o f 0105 Lg# mL

- 1
for g inkgolide B. The accuracy,

prec ision( intra- day and inter- day) , sensitiv ity, specif icity and stab ility ( in ambien t temperature, freeze / thaw,

freeze storage) of them ethod fulfilled the gu ideline of the analyt ical va lidation criteria. Conclusion: Th ismethod is

proved to be convenien,t sensitive and su itab le for pharmacokinetic study of g inkgo lide B in rats.
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银杏 (G inkgo biloba L. )是银杏科银杏属唯一生

存种,是我国特有的古树种之一。银杏叶提取物在

治疗心脑血管疾病、神经系统疾病及早老年性痴呆

等具有显著疗效。银杏叶主要有效成分为黄酮苷和

萜类内酯化合物
[ 1]
。近年来,作为一种具有高度专

属性的血小板激活因子拮抗剂, 银杏内酯受到国内

外许多研究人员的关注, 并进行了深入的研究。其

中银杏内酯 B的生理活性最强, 有很高的药用价

值
[ 2]
, 具有抗炎、抗过敏、抗休克等广泛的生物学作

用, 对缺血、缺氧等多种因素引起的心肌损伤有保护
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作用
[ 3]
。随着银杏叶提取物制剂在临床上的应用

越来越多, 对其定性定量分析的研究越来越深

入
[ 4]
。

虽然国内外对原料药中银杏内酯含量测定的文

献报道较多, 包括 HPLC - UV
[ 5, 6]
和 HPLC -

ELSD
[ 7 ]
等。但是由于用药后体内银杏内酯 B的含

量较低,目前对于银杏内酯 B的血浆浓度测定方法

较少
[ 8]
。也有关于犬体内银杏内酯 B药动学研

究
[ 9]
,采用梯度洗脱的方法比较耗时, 于是本试验

在此基础上进一步研究, 通过改变色谱条件使测试

时间大大缩短, 提高了分析工作的效率。本试验研

究旨在建立一种专属、灵敏和快速的 LC- M S法测

定大鼠血浆中银杏内酯 B的药物浓度, 为非临床药

代动力学研究提供测定方法。

1 仪器与试药
岛津 LC /MS - 2010EV液相质谱联用仪, 岛津

LC- 20AD,岛津 CBM - 20A,岛津 CTO- 20A。具有

二元梯度泵、在线真空脱气机、自动进样器、恒温柱

箱、四级杆检测器、电喷雾 ( ES I) 接口、MSD检测

器、岛津质谱工作站。XW - 80A旋涡混合器、1612

- 1型高速离心机。

银杏内酯 B, 南京康琅制药有限公司提供, 批

号: 051117, 含量: 99175%; 格列本脲 (内标 ) , 中国

药科大学药化实验室, 含量 9916%。乙腈、甲醇为
色谱纯,美国 Ted ia公司产品;其他试剂为分析纯。

系列浓度银杏内酯 B对照品溶液的配制: 精密

称量银杏内酯 B对照品 20 mg, 置于 100 mL量瓶

内,加入少许甲醇将其溶解, 继续加甲醇至刻度线,

摇匀后即得 200 Lg# mL
- 1
储备液, 置冰箱冷藏,待

用时将其以 50%甲醇稀释至所需浓度。

格列本脲内标液的配制:精密称量格列本脲原

料药 10 mg, 置于 100 mL量瓶内, 加入少许甲醇将

其溶解, 继续加甲醇至刻度线, 摇匀后即得 100 Lg

# mL
- 1
储备液,置冰箱冷藏, 待用时将其以 50%甲

醇稀释至所需浓度。

2 色谱条件及质谱条件

色谱条件:采用 H ypersilODS 2( 5 Lm, 416mm @
150mm )色谱住, 大连依利特科学仪器有限公司; 流

动相为甲醇 - 0101%氨水 ( 52B48), 流速: 110 mL#

m in
- 1
。

质谱条件: 氮气流量 115 L# m in
- 1
; CDL温度

250 e ;检测器电压 116 kV; 银杏内酯 B检测离子

m /z 423110,内标格列本脲检测离子 m /z 492110,见
图 1。

图 1 银杏内酯 B( A)和格列本脲 ( B)的负离子扫描质谱图

F ig 1 Negative ion mass spectra of ginkgolid e B ( A ) and gl ibenclam ide

( B)

3 血样处理与测定

取经 215mo l# L
- 1
盐酸 10 LL酸化的大鼠血浆

样品 50 LL,加入 215 Lg# mL
- 1
格列本脲内标液 10

LL,待混匀后分别加入乙醚 1 mL涡旋振荡 5 m in,

于 12000 r# m in
- 1
条件下离心 10m in ,取上清液 800

LL移至试管中, 50 e 水浴吹干后加入 50%甲醇 1

mL溶解,取 10 LL进样测定。

4 方法专属性

取空白大鼠血浆、空白血浆加对照品及内标、大

鼠给药后的血浆样品各 50 LL,分别按 / 30项下方法
操作,进样 10 LL , 得色谱图 2。测定结果显示: 本

试验所建立的 LC- M S法测定银杏内酯 B及内标峰

形良好, 无杂质峰干扰, 基线平稳。银杏内酯 B的

出峰时间约为 217 m in, 内标的出峰时间约为 211
m in, 见图 2。

5 线性关系及最低定量限

取空白鼠血浆 50 LL共 10份, 加入 215 mo l#
L
- 1
盐酸溶液 10 LL,再分别加入系列浓度银杏内酯 B

对照品溶液 10 LL,制备成浓度为 0105, 0110, 0120,
0150, 110, 210, 510, 1010, 2010 Lg# mL

- 1
的对照品血

浆,混匀,按 / 30项下方法操作,以银杏内酯 B与格列

本脲峰面积比 Y为纵坐标,银杏内酯 B浓度 X ( Lg#

mL
- 1
)为横坐标进行线性回归,得回归方程:
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图 2 空白血浆 ( A )、空白血浆中加入银杏内酯 B对照品 1 Lg#

mL- 1及内标 ( B )、大鼠单剂量给药 10 m g# kg- 1后 30 m in血浆样品

( C ) LC - M S色谱图

Fig 2 LC - MS chrom atogram s of b lank rat p lasm a( A) , b lank rat p las-

m a spiked w ith g inkgol ide B 1 Lg# mL- 1 and internal s tandard( B) and

rat p lasm a samp le 240 m in after an in travenous dose of 10 m g# kg- 1

ginkgolid e B ( C)

Ñ .银杏内酯 B ( ginkgo lide B, m /z 42311) Ò .内标格列本脲 ( gl ib-

en clam ide, in ternal standard, m /z 492. 1)

Y= 21010X - 010204 r= 019998
银杏内酯 B的线性范围为 0105 ~ 1010 Lg#

mL
- 1
;最低定量限为 0105 Lg# mL- 1

,见图 3。

图 3 在最低定量限 0105 Lg# mL- 1时银杏内酯 B的 LC- M S图

Fig 3 LC - M S chrom atogram s of ginkgo lide B at LOQ = 0105 Lg#

mL- 1

A.银杏内酯 B ( ginkgolid e B, m /z 42311 ) B. 内标格列本脲 ( gl ib-

en clam ide, in ternal standard, m /z 49211)

6 精密度、准确度及绝对回收率

取空白血浆 50 LL, 加入 215 mo l# L
- 1
盐酸溶

液 10 LL后,精密加入不同量的银杏内酯 B对照品

溶液, 使其浓度分别为 011, 110, 1010 Lg# mL- 1,各
5份,按 / 30项下操作,分别于 1 d内不同时间测定,

计算得日内精密度以及相对回收率 (将测量值与理

论值比较 ), 不同浓度的对照品血浆在不同天 (每天

测定 1次,连续 5 d)内测定计算日间精密度, 结果

见表 1。分别计算 011, 110, 1010 Lg# mL
- 1
对照品

血浆测得值与相应浓度对照品溶液测得值之比,得

绝对回收率,结果见表 1。

表 1 大鼠血浆中银杏内酯 B测定的精密度、

准确度及绝对回收率试验结果 ( n= 5)

Tab 1 D eterm ination resu lts of prec ision, accuracy and

recovery exper im en ts of g inkgolid e B in rat p lasm a

加入值

( added)

/Lg# mL- 1

日内

( intra- day )

RSD /%

日间

( inter- day)

RSD /%

相对回收率

( rela tive recovery)

? SD /%

绝对回收率

( absolute recovery)

? SD /%

011 211 101 0 10918 ? 2133 88197 ? 5103

110 315 31 9 99163 ? 3146 84121 ? 3111

1010 317 01 96 96135 ? 3159 98157 ? 9115

7 稳定性试验

按 / 60项下方法配制 011, 110, 1010 Lg# mL
- 1

的对照品血浆, 分别进行室温稳定性试验 (分别于

室温条件下放置 0, 2, 4, 8 h)、冷冻稳定性试验 (低、

中、高浓度对照品血浆于 - 20 e 分别冷冻放置 0, 3,

7, 14 d)、冻融稳定性试验 (低、中、高浓度对照品血

浆分别经过以下处理:第 1份对照品血浆配制后立

即处理测定, 即冻融 0次;第 2份样品于 - 20 e 冷

冻放置 3 d后取出冻融处理并测定,即冻融 1次; 第

3份同第 2份放置,于第 3 d取出融化后继续冷冻放

置至第 7 d, 然后取出冻融处理并测定, 即冻融 2

次 ), 然后按照 / 30项下方法操作, 测定峰面积。将

银杏内酯 B与格列本脲的峰面积比值代入标准曲

线方程,计算各份对照品血浆实测值之间的相对差

异来评估样品的室温、冷冻及冻融稳定性, 得 RSD

分别为 210% ~ 418%、513% ~ 1515%、314% ~

1213% ,试验证明银杏内酯 B在酸性条件下稳定。

8 药动学研究

Sprague- D aw ley大鼠,体重 180~ 220 g, 雌、雄

各半,由上海西普尔 -必凯实验动物有限公司提供,

静脉注射给药前禁食 12 h。取大鼠 6只 (雌、雄各

半 ) , 按 10 mg# kg
- 1
剂量静脉给药。取空白鼠血

浆, 次日给药后于 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120,

180, 240, 360, 480 m in眼底静脉取血 100 LL, 尽快

将血样以 10000 r# m in
- 1
离心 5 m in, 分取血浆 50

LL加入预先加入 10 LL 215 mo l# L
- 1
盐酸溶液的

115 mL离心管内,于 - 20 e 保存供测试。测定时,

血浆样品化冻混匀后取 50 LL, 按 / 30项方法操作,
以随行的标准曲线方程计算各时间点的血药浓度,

测得的药时曲线见图 4,并经 3p87药动学程序拟合

进一步证明静脉给药后银杏内酯 B在大鼠体内的

药动学过程符合二房室模型,结果见表 2。
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图 4 单剂量静注 10 m g# kg- 1银杏内酯 B后血浆的药时曲线

( n= 6)

Fig 4 P lasm a concentrat ion- t im e cu rve of ginkgolid e B after iv in jec-

tion of 10 m g# kg- 1 g inkgol ide B ( n= 6 )

表 2 大鼠静脉注射 10 m g# kg- 1银杏内酯 B后的

药动学参数 (n= 6)

Tab 2 Pharm acok inetics param eters of ginkgolide B

in rats p lasma after in travenous adm in istration

of 10 m g# kg- 1 ginkgo lid e B

参数

( param eter )

平均值

( mean)
SD

t1/2A /m in 419 413

t
1/2B

/m in 17312 4215

V c /L# kg- 1 01820 01412

Cl/L# kg- 1# m in- 1 010106 010013

AU C0~ t/Lg# m in# mL - 1 814186 83178

AU C0~ ] /Lg# m in# mL- 1 937111 138164

AUMC0~ t/Lg# min2# mL - 1 12503711 1684016

AUMC
0~ ] /Lg# m in2# mL- 1 14373019 2499213

MRT /m in 15310 719

9 讨论

曾有文献报道
[ 9]
银杏内酯 B在犬体内的药代

动力学研究,于是参考其色谱条件和样品处理方法,

试图用于大鼠体内药动学研究。然而, 在做室温稳

定性时发现该药在大鼠血浆中降解较快, 1 h左右

降解将近 50% , 但文献并没有相关报道。于是, 本

试验从增加大鼠血浆中银杏内酯 B的稳定性着手,

曾经尝试过不同浓度的氨水、冰醋酸、磷酸和盐酸,

最终确定 215 mol# L
- 1
盐酸溶液作为稳定剂能够达

到理想效果。因此,在动物试验设计中,增加了血样

中立即加入稳定剂这一步骤。另外, 考虑到该文献

采用梯度洗脱方法的耗时情况,本试验通过对色谱

条件的进一步优化, 使单个样品分析时间缩短为 4

m in,显著提高了工作效率。本试验采用少量血浆,

处理后样品稀释 40倍后明显降低了基质效应, 相对

于文献中犬的采血方法
[ 9 ]
更适合于微量血样的动

物试验药动学研究,方法也更为灵敏、准确。

本试验参照生物利用度和生物等效性试验的指

导原则及相关实验方法建立的 LC- M S方法, 可以

准确测定血浆中银杏内酯 B的含量, 最低定量限为

0105 Lg# mL
- 1
,绝对回收率 > 90% , 日间日内精密

度 RSD < 10%,银杏内酯 B及格列本脲均在 5 m in

内完成测定,与文献报道的其他方法
[ 10]
相比高效灵

敏, 操作简单。大鼠按剂量 10 mg# kg
- 1
静脉注射

给药后, 银杏内酯 B在大鼠体内的处置过程为线性

动力学,其血药浓度的变化特征符合二房室模型,其

中 A相半衰期为 ( 419 ? 413 ) m in, B相半衰期为

( 17312 ? 4215 ) m in, 表观分布容积为 ( 01820 ?

01412) L# kg
- 1
。经在药代动力学研究中应用, 验

正本法适用于银杏内酯 B非临床药代动力学研究

中血浆样品的测定,为其药物动力学研究提供了可

靠的分析手段。
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全国人大副委员长桑国卫等九位中国工程院院士

被聘为中国药品生物制品检定所高级技术顾问

  2008年 12月 7日,中国药品生物制品检定所召开第七届学术委员会成立大会, 全国人大副委员长

桑国卫院士等九位中国工程院院士被聘为高级技术顾问。桑国卫副委员长出席成立大会并作了热情洋

溢的致辞。学术委员会主任委员、党委书记兼所长李云龙为受聘的高级技术顾问、副主任委员、委员颁

发了证书并致辞。李连达院士、于德泉院士、陈志南院士、俞永新院士以及学术委员会副主任委员金少

鸿、王军志、丁丽霞和全体委员共 30余人参加了大会。林瑞超研究员代表委员会委员在会上发言。会

议讨论并通过了5中国药品生物制品检定所第七届学术委员会章程 6。会议由学术委员会秘书长王军

志研究员主持。

学术委员会将按照服务于检验检测工作的宗旨, 发扬学术民主, 保障学术自由,弘扬学术道德,维护

学术声誉,把握学术方向,开展学术交流, 鼓励学术创新, 促进学术发展。为中检所实现 /国际一流、国
内领先0的发展目标发挥积极的引导和推动作用。

(中国药品生物制品检定所科研处供稿 )
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