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LC - MS测定大鼠血浆中的薯蓣皂苷元丁二酸单酯
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摘要 : 目的 　采用 LC - MS测定大鼠血浆中的薯蓣皂苷元丁二酸单酯 (DSAE) 。方法 　采用 Zorbax SBC18色谱柱 (150 mm ×

211 mm, 315μm) ;流动相为甲醇 - 011%三氟醋酸水溶液 (97ζ 3) ;采用质谱电喷雾法选择离子检测。结果 　薯蓣皂苷元丁

二酸单酯的线性范围为 0101～50106μg·m l- 1 ( r = 019983, n = 7) , RSD 均小于 15%。结论 　所建方法灵敏、专属、快速 ,适用

于薯蓣皂苷元丁二酸单酯的药物动力学研究。
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Abstract: O BJECT IVE　To develop an LC - MS method for the determ ination of D iosgenin succinic acid ester (DSAE) in rat p las2
ma. M ETHOD S　The mobile phase was consisted of methanol - water including 011% trifluoroacetic acid ( TFA) (97ζ 3) 1 Electro2
sp ray ionization ( ESI) and selected ion mass ( SIM ) were used1The p lasma samp les were extracted with ethyl acetate. RESUL TS　

The linear range of DSAE was 0101 to 50106μg·m l- 1 ( r = 019983, n = 7) 1 The intra and inter day variances were less than 15%.

CO NCL US IO N　This method is sensitive, specific and rap id1Therefore, it can be used for pharmacokinetic study of DSAE1
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　　薯蓣皂苷元丁二酸单酯 (DSAE)用大鼠心肌缺

血所致心肌梗死模型进行的实验表明 , DSAE能明

显减轻心肌梗死程度 ,减少梗死面积 ,降低梗死区重

量和梗死区占心室及心脏的百分比 [ 1 ]。测定大鼠

血中 DSAE的方法未见报道 ,特采用 LC - MS测定。

1　实验部分

111　仪器与试药

1100 - 1946B液质联用仪包括二元泵、电喷雾

电离源 ( ESI)、ChemStation Rev1A110102工作站 (美

国 Agilent )。薯蓣皂苷元丁二酸单酯对照品

(DSAE,自制 ,纯度为 9918% ) ;丹参酮 ⅡA (内标 ,中

国药品生物制品检定所 ) ;甲醇 ,乙酸乙酯为色谱

纯 ;其余试剂为分析纯 ;水为双蒸水。

112　方法与结果

11211 　检测条件 　色谱柱为 Zorbax SBC18 ( 150

mm ×211 mm, 315μm ) ;流动相为水 ( 011%三氟醋

酸 ) -甲醇 (3ζ 97) ,流速 012 m l·m in
- 1。质谱条件

为电喷雾电离源 ( ESI)、电离源电压 30 p si、喷雾气

(N2 )流速为 810 L·m in
- 1、温度为 300℃、毛细管电

压 3 kV。SIM检测 DSAE m / z 51512 [M + H ] ,丹参

酮 ⅡA m / z 29512 [M + H ]。

11212　溶液的配制 　精密称取 10 mg DSAE对照

品 ,置 100 m l量瓶中 ,甲醇定容 ,得对照品溶液 , 4℃

冰箱中备用。临用时配制所需浓度的溶液。

11213　血浆样品的处理 　取 015 m l血浆样品 ,加

入 100μl 50 ng·m l- 1丹参酮 ⅡA 内标甲醇溶液、015

m l水、100μl 1 mol·L
- 1盐酸溶液、5 m l水饱和乙酸

乙酯 , 漩涡混合 20 s,震摇 20 m in,静置 5 m in,取上

清液吹干 ,用 100μl流动相溶解。

11214　方法的专属性 　大鼠空白血浆、对照溶液、

空白血浆加对照品及大鼠给药后采集的血浆样品所

对应的液 -质分析总离子流图 (图 1A～1D )。在选

定的质谱条件下 ,测得 DSAE及内标的质谱图见图

1E、1F。结果表明 ,空白血浆中内源性物质和相应

的代谢产物、降解产物均不干扰薯蓣皂苷元丁二酸

单酯和内标的测定。

11215　线性范围和定量限 　现配系列浓度的

DSAE对照品溶液。取 015 m l空白血浆 ,加入 100

μl各浓度系列的溶液 ,配成 01010、01050、01101、



11010、51025、251125、501250μg·m l
- 1的对照品血

浆。按“11213”项方法处理 ,进样分析 ,建立标准曲

线。以血浆中待测物的浓度为横座标 ,待测物与内

标物的峰面积比为纵坐标 ,进行线性回归 ,回归方程

为 : Y = 3173C + 1101 ( r = 019983, n = 7)。线性范围

为 0101～50106μg·m l
- 1

,定量下限为 10 ng·m l
- 1。

11216　方法精密度 　取 015 m l空白血浆 ,精密加

入 100 μl“11215”项对照品溶液配成低、中、高

(01010、51025、50125μg·m l- 1 )浓度的对照品血浆

各 6份 ,按“11213”“11211”项条件处理及分析。重

复测定 3批 ,测得低、中、高浓度日内 RSD 分别为

516%、416%、310% , 日间 RSD 分别为 1410%、

810%、511%。

图 1　对照溶液 ( A)、空白血浆 ( B)、空白血浆 +对照品 +内标 ( C)、含药血浆样品 ( D )的离子流色谱图及丹参酮 IIA溶液 ( E)、D SAE溶液 ( F)

的质谱图

F ig 1　 Iron curren t chroma togram s of con trol solution ( A) , blank pla sma ( B) , D SAE and in terna l standard sp iked w ith blank pla sma ( C)

and sam ples ( D ) ; M a ss chroma togram s of tan sh inone IIA solution( E) and D SAE solution( F)

11217　提取与方法回收率 　按“11216”项方法处

理 ,测定。以提取的 DSAE色谱峰面积与未经提取

DSAE直接进样的相应浓度的对照品溶液的色谱峰

面积之比 ,考察方法的提取回收率。结果低、中、高

浓度的回收率分别为 9115% ±510%、8213% ±

310%、7214% ±115%。RSD < 515%。按“11216”

项方法 ,配制低、中、高 ( 01010、51025、501250μg·

m l- 1 )浓度的对照血浆各 5份 ,按“11213”“11211”

项条件进行分析 ,代入线性方程计算浓度。以测得

值与加入值的比值计算回收率 ,得低、中、高浓度的

回收率分别为 9616%、9518%、9413%。

11218　样品的稳定性 　按“11216”项方法配制低、

中、高浓度的对照血浆 ,分别在室温下放置 0、2、4、

6、12 h,按“11213”项方法处理后测定。3种浓度的

RSD分别为 516%、613%、415%。峰面积无下降趋

势 ,表明样品在室温放置 12 h内稳定。取 3种浓度

的对照品血浆各 6份 ,置 - 20℃冰箱中 ,冻融 3次 ,

分别测定。结果峰面积无下降趋势 , RSD 分别为

714%、610%、319% ,表明样品在 3次冻融过程中稳

定。取 3种浓度的对照血浆 , - 20℃冰箱中放置 ,分

别在 0、3、6、9、12 d取样测定峰面积 ,结果峰面积无

下降趋势 ,低、中、高浓度的 RSD 分别为 717%、

615%、310% ,表明样品在冷冻条件下放置 12 d内

稳定。

11219　血药浓度的测定 　实验采用 6只 SD大鼠

(200 ～ 220 g) , 每只口服给药剂量 10 mg, 按

“11213”项方法操作 ,以当日的标准曲线计算各时

间点的血药浓度 ,得到血药浓度 -时间曲线 (图 2)。

图 2　大鼠给药后的药 - 时曲线图

F ig 2　Pla sma concen tra tion - tim e curve after ora l adm in istra tion

of D SAE to ra t a t doses of 10 m g

2　讨论

薯蓣皂苷元丁二酸单酯 (DSAE)是在薯蓣皂苷

元结构改造中发现的新活性化合物 ,在物药效和制

剂研制中 ,需进行动物体内的药物动力学研究。该

化合物只在低端紫外有吸收 , LC - UV法测定体内

血药浓度有一定困难。文中首次建立了大鼠体内

DSAE血药浓度的测定方法。采用乙酸乙酯萃取法

对血浆样品进行前处理 ,可大大减少 LC - MS分析

过程中的干扰 ,质谱检测器选择性好 ,灵敏度高。经

方法学研究证明 , LC - MS法能满足药物动力学及

生物利用度的研究。
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