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毛细管 ,使插入端刚好接触气管底部表面 , 2 h后观

察各鼠的痰液分泌量 (以占毛细管长度计 ) ,并比较

组间差异性 (表 5)。结果显示 ,高、中剂量的 XDBM

与阴性组比较能显著增加大鼠排痰量。表明 XDBM

具有显著祛痰作用。

表 5　熊胆贝母止咳胶囊对大鼠排痰量的影响 ( cm, �x ±s)

Table 5　 Effects of XD BM on phlegm expelling in ra ts( cm, �x ±s)

Group s Dose / g·kg - 1·d - 1 n Length of sputum

Negative NS 12 1. 48 ±0. 66
Amchlor 1. 0 11 4. 90 ±2. 693

H igh dose of XDBM 4. 44 10 4. 81 ±1. 713

M iddle dose of XDBM 2. 22 10 5. 13 ±1. 683

Low dose of XDBM 1. 11 10 5. 84 ±1. 903

Compared with control group: 3 P < 0. 01

1. 2. 6 　统计处理 　所得数据以 �x ±s表示 ,用

SPSS10. 0统计软件对组间差异进行组间比较。

2　讨论

急性支气管炎和慢性支气管炎急性发作期证属

外感咳嗽 ,主要临床表现是咳嗽、咯痰等 ,起病急 ,常

伴恶寒、发热等表证 [ 1 ]。熊胆贝母止咳胶囊中的主

药熊胆粉具有镇静、抗惊、解热、解痉、利胆、抑菌等

作用 , 对小鼠氨水气化致咳具有明显的镇咳作

用 [ 2 ]。浙贝母中含多种生物碱 ,其中贝母甲素和贝

母乙素对支气管平滑肌有明显的松弛作用 ,对小鼠

均有明显的镇咳作用 [ 3 ]。儿茶主要成分是儿茶素、

表儿茶素和鞣质等 ,具清热、化痰、止血、消食等功

能 [ 4 ]
,在不同的镇咳和祛痰试验中 ,均显示出明显

的减少咳嗽次数、增加气管排泌的作用。黄芩具有

清热、泻火、解毒之功 [ 5 ]。实验研究表明 ,熊胆贝母

胶囊能显著减少浓氨水刺激所致小鼠、豚鼠的咳嗽

次数 ;能显著促进小鼠气管排泌酚红及显著增加大

鼠排痰量的作用 ;酵母粉所致大鼠发热试验也表明

其具有一定的解热作用。
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人血浆中水杨酸的测定及阿司匹林的人体药物动力学研究
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摘要 : 目的 　采用 HPLC - FLU测定人血浆中阿司匹林活性代谢物水杨酸的浓度 ,并研究人体内的药动学。方法 　采用 Zor2
bax SB - C18色谱柱 (150 mm ×416 mm, 5μm) ,流动相为 0. 02 mol·L - 1乙酸胺 (冰醋酸调 pH2. 2) -乙腈 -四氢呋喃 (65ζ 30ζ

5) ,流速 1. 0 m l·m in - 1。激发波长为 300 nm,发射波长为 405 nm。结果 　水杨酸 010288～213000μg·m l- 1线性良好 ( r =

01999) , 最低检测浓度为 28. 8 ng·m l- 1 ,方法回收率 92. 48% ～109. 98% ,日内、日间 RSD 分别为 3. 09% ～6. 35%、3108% ～

7116%。结论　所建方法操作简便、快速、灵敏、准确、干扰少 ,适用于测定水杨酸血药浓度及阿司匹林药动学研究。
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D eterm ina tion of sa licylic ac id in pla sma by HPLC - FL U and pharmacok inetics of a sp ir in in

hea lthy volun teers
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Abstract: O BJECT IVE　To establish an HPLC - FLU method for the determ ination of salicylic acid ( SA, the metabolite of asp irin) in

human p lasma and to app ly this method to the pharmacokinetics study of salicylic acid. M ETHOD S　The samp les were separated on a

Zorbax SB - C18 column (150 mm ×416 mm, 5μm) using a mobile phase containing a m ixture of 0. 02% CH3 COONH3 ( adjusted to pH212

with HAc) - acetonitrile - THF (65ζ 30ζ 5) and a flow rate of 1. 0 m l·m in - 1. Eluents were monitored by fluorescence spectroscopy with

excitation wavelength of 300 nm and em ission wavelengths of 405 nm. RESUL TS　The linear range of salicylic acid concentration was
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010288～213000μg·m l- 1 ( r = 0. 999). The lim it of detection was 28. 8 ng·m l- 1 , recoveries were 92. 48% - 109. 98%. The variation co2
efficients of intra - day( n = 5) and inter - day( n = 5) were 3. 09% - 6. 35% and 3. 08% - 7. 16% , respectively. CO NCL US IO N　The

method is simp le, rap id, sensitive, accurate, and suitable for the study of pharmacokinetics and bioavailability of asp irin.
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　　阿司匹林在临床上常用于治疗头痛、风湿痛、风

湿性关节炎、痛风症等。小剂量的阿司匹林具有抗

血小板聚集的作用 ,广泛用于防治动脉粥样硬化、心

肌梗死、冠心病、脑血管及其他栓塞性疾病 [ 1 ]。阿

司匹林被吸收后 ,迅速转化为活性代谢物水杨酸而

起作用 ,因此 ,常采用测定血中水杨酸浓度的方法来

研究阿司匹林的药动学。我们首次采用 HPLC -

FLU法测定水杨酸的血药浓度 ,并研究了健康受试

者口服 25 mg阿司匹林肠溶片后的体内过程。所建

方法可用于小剂量阿司匹林的药物动力学和生物利

用度研究 ,为合理用药提供依据。

1　实验部分

111　仪器与试药

高效液相色谱仪包括 1525 双元泵、717p lus手

动进样器、2475荧光检测器、B reeze色谱软件 (美国

W aters) ; TGL - 16G型高速离心机 (上海安亭科学

仪器厂 )。阿司匹林肠溶片 (南京白敬宇制药厂 ,批

号 : 20030309,每片 25 mg) ;水杨酸对照品 (江苏恒

瑞医药股份有限公司 , 99. 6% ) ;乙腈、甲醇、四氢呋

喃为色谱纯 ;乙酸胺为分析纯 ;水为重蒸馏水。

112　方法与结果
1. 2. 1 　色谱条件 　色谱柱为 Zorbax SB - C18

(150 mm ×4. 6 mm, 5μm) ;流动相为 0. 02 mol·L
- 1

乙酸胺 (冰醋酸调 pH2. 2) - 乙腈 - 四氢呋喃 (65ζ

30ζ 5) ,流速 1. 0 m l·m in
- 1

;柱温为室温 ;检测波长

EX = 300 nm, EM = 405 nm。色谱图见图 1,水杨酸的

保留时间约为 5. 2 m in。

1. 2. 2　血样的采集 　试验方案经广西医科大学第

一附属医院医学伦理委员会审批 , 18名男性健康受

试者 (体重 62. 0 ±5. 2 kg)自愿签署知情同意书。

受试者禁食 10 h后 ,于清晨空腹口服 25 mg阿司匹

林肠溶片 ,分别于服药前和服药后 3、4、4. 5、5、6、8、

10、12、14、16、24、36 h抽取 3 m l静脉血。血样置含有

肝素的离心管中 ,立即离心 ,分离出血浆 ,置 - 20℃冰

箱中保存待测。

t /m in

图 1　空白血浆 ( A)、药物对照品 ( B)、空白血浆加药物对照品 ( C)和受试者服药后血浆 ( D )中水杨酸的色谱图

F ig 1　HPLC chroma togram s of sa licylic ac id in blank pla sma solution ( A) , standard solution ( B) , blank pla sma w ith standard solution ( C)

and pla sma obta ined from a volun teer after adm in istra tion( D )

1. 2. 3　血样的处理与测定 　精密量取 250μl血浆

置 2 m l具塞塑料离心管中 ,加入 100μl 10%三氯乙

酸 ,漩涡振荡 1 m in后 , 1. 3 ×104 r·m in - 1离心 7 m in,

取上清液 20μl进样。

1. 2. 4　数据的处理 　Tmax、Cmax均用实测值。用消

除相时间对浓度的对数进行线性回归。

11215　线性关系与检测限 　取 11. 5 mg水杨酸对

照品 ,精密称定 ,置 10 m l的棕色量瓶中 ,用甲醇溶

解、定容 ,配成 1. 15 mg·m l- 1的标准贮备液 ,置 4℃冰

箱中保存 ,使用时用甲醇稀释至所需浓度。准确吸取

250μl空白血浆于 2 m l塑料离心管中 ,加入含水杨

酸标准贮备液 ,配成 010288、010575、011440、012880、

010575、111500、213000μg·m l- 1的系列溶液 ,漩涡振

荡 1 m in,混匀 ,按“1. 2. 3”项操作 ,水杨酸 010288～

213000μg·m l
- 1的线性良好 ,回归方程为 : C = 111 ×

10
5
A - 0. 9249 ( r = 0. 9990) ,最低定量浓度为 28. 8

ng·m l
- 1

,检测限 ( S/N = 3)为 10 ng·m l
- 1。

1. 2. 6　相对回收率及精密度试验 　配制相当于血

浆样品浓度为 010575、012880、213000μg·m l
- 1的标

准管 ,按“1. 2. 3”项操作 ,测定峰面积 ,按回归方程

计算实测浓度。分别在同日内测定 5次 ;连续 5 d

每天测定 1次 ,分别考察方法的日内、日间 RSD 和

回收率 (表 1)。

表 1　血浆中水杨酸相对回收率和日内、日间 RSD ( �x ±s, n = 5)

Table 1 　Recovery, prec ision of sa licylic ac id in human pla sma

( �x ±s, n = 5)

C /mg·m l - 1 Recovery rate /% Intra - day RSD /% Inter - day RSD /%

010575 109. 98 ±3. 57 3. 24 3. 08

0. 2880 92. 48 ±2. 86 3. 09 7. 16

2. 3000 92. 82 ±5. 90 6. 35 3. 89
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1. 2. 7　稳定性试验 　按“1. 2. 6”项回收率的测定

方法配制 010575、012880、213000μg·m l- 1的血浆样

品 ,置 - 20℃冰箱保存 ,考察血浆样品在冷冻及反复

冻融条件下的稳定性。结果显示 ,血浆样品在冷冻

条件下至少可保存 12 d,反复冻融 2次无明显分解

(表 2)。

1. 2. 8　质量控制 　每次测定随行标准曲线时均随

行测定低、中、高浓度的质控样品 ,每个浓度双样本 ,

以控制每次测定的系统差异。测定结果显示系统稳

定、结果可靠 (表 3)。

表 2　水杨酸在 - 20℃冻存及冻融稳定性测定 (μg·m l - 1 )

Table 2　Results of stab ility test of sa licylic ac id in - 20℃ freez ing and after frost thaw ing cycles(μg·m l - 1 )

表 3　质控样品的测定结果 (μg·m l - 1 , n = 6)

Table 3　Results of determ ina tion of qua lity con trol sam ple (μg·

m l - 1 , n = 6)

C Determ ination Recovery rate /% �X RSD /%

57. 50 64. 75 112. 6 112. 6 3. 78

288. 00 300. 09 104. 20 104. 20 4. 98

2130 ×103 2131 ×103 100. 43 100. 43 5. 62

1. 2. 9　药物动力学研究 　18名健康受试者口服阿

司匹林肠溶片 25 mg后活性代谢物水杨酸的平均血

药浓度 -时间曲线图见图 2。主要药动学参数计算

结果 Kn 为 0. 34 ±0. 11 h
- 1

, Cmax = 1495. 88 ±

334132 μg·m l
- 1

, Tmax = 5. 89 ±1. 40 h , T1 /2 =

2. 20 ±0154 h, AUC0 - tn = 5651. 06 ±845. 51μg·h·

m l
- 1

, AUC0→∞ = 5851. 74 ±887. 28 μg·h·m l
- 1

,

CL / F = 4132 ±0. 68 L·h
- 1

, Vd / F = 13. 58 ±3. 13 L。

图 2　受试者口服阿司匹林肠溶片后活性代谢物水杨酸的平均药 -

时曲线图

F ig 2　M ean pla sma concen tra tion - tim e curve of sa licylic ac id in

volun teers after tak ing A sp ir in

2　讨论

阿司匹林药动学研究的文献均以测定其活性代

谢物为检测指标 [ 2, 3 ]。临床上 ,阿司匹林的使用剂

量随治疗作用的不同而有所改变 ,所以 ,大剂量阿司

匹林给药后 ,水杨酸的测定一般采用 HPLC - UV

法 [ 2 ]
,小剂量阿司匹林的测定则用 HPLC - UV法或

HPLC - MS法。我们曾尝试使用 HPLC - UV法测

定水杨酸的浓度 ,但处理样品时 ,按文献方法用乙

醚 -石油醚 (4 ζ 1)提取时 ,回收率不稳定 ,受温度

影响大 ;用氯仿 -异丙醇 (95ζ 5)提取时易乳化 ,离

心亦不能破乳 ;采用甲醇沉淀蛋白 ,稀释血浆 5倍、

乙腈稀释血浆 4倍 [ 5 ]又不能测定小剂量阿司匹林的

血药浓度。因此 ,我们首次采用了 HPLC - FLU法

测定水杨酸的浓度 ,具有较高的灵敏度和准确度 ,考

虑 10%三氯乙酸沉淀蛋白的能力强、用量少 ,可避

免血浆的多倍稀释 [ 6 ] ,所以 ,我们选用 10%三氯乙

酸沉淀蛋白后直接进样 ,操作简单。水杨酸 010288～

21300μg·m l
- 1有良好的线性关系 ,最低检测浓度为

28. 8 ng·m l
- 1

,能满足小剂量阿司匹林药物动力学

及生物利用度研究。阿司匹林血样在放置过程中会

水解为水杨酸。虽然未考察阿司匹林体外水解对水

杨酸测定的影响 ,但有文献报道 ,血样保存在 - 20℃

条件下 ,一周内阿司匹林的体外水解对水杨酸的测

定无影响。

文中小剂量阿司匹林肠溶片的药动学参数除

Tmax与文献 [ 4 ]的有较大差别以外 ,其余的药动学参

数基本一致 ,但 Tmax与文献 [ 5 ]的较大口服剂量阿司

匹林肠溶片的 Tmax基本一致。
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