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摘要  目的: 建立大鼠灌胃银杏叶提取物后血浆中黄酮类成分的灵敏分析方法, 并进行药代动力学研究。方法:血浆样品经

葡萄糖醛酸苷水解酶水解后,采用高效液相色谱分离及电化学检测, 同时分析大鼠血浆样品中槲皮素、异鼠李素和山柰酚。

色谱柱为 Ag ilent Zorbax E clipse XDB- C8 ( 150 mm @ 4. 6 mm, 5Lm ), 流动相为甲醇 -异丙醇 -磷酸盐缓冲液 (磷酸二氢钠 -

磷酸, pH = 2) ( 15︰ 15︰ 70), 流速 0. 8 mL# m in- 1,检测电压为 200 mV, 柱温 30 e 。结果:槲皮素、异鼠李素和山柰酚与其

他内源性和药源性成分达到良好分离;最低检测浓度达到 0. 5 ng# mL- 1;平均提取回收率分别为 88. 7% , 86. 2% , 87. 0% ;准

确度在 92. 7% ~ 105. 3%之间, 日内精密度 RSD小于 6. 6% , 日间精密度 RSD小于 14. 1% ,样品分析时间为 20 m in。大鼠灌胃

给予银杏叶提取物 10 m g# kg- 1后, 酶水解血浆中槲皮素、异鼠李素和山柰酚的半衰期分别为 ( 3. 53 ? 1. 88) h, ( 6. 94 ?

41 05) h, ( 3. 97 ? 2. 30) h; 3个黄酮类成分在大鼠血浆中都显示明显的二次达峰现象。结论:建立的检测方法能灵敏、特异、

准确, 可用于银杏叶提取物灌胃给药后黄酮类成分的药代动力学研究。
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HPLC- ECD determ ination of flavonols from Ginkgo biloba

leaf extracts in rat plasma and its pharmacokinetic study
*

ZHANG Y ing, L IU Jian- xun
**
, LIN L,i ZHANG Q iang- qiang, WANG Jian- nong

( Research C enter, X iyuan H osp ita ,l Ch ina Academ y o f ChineseM ed ica l Sc ience, Be ijing 100091, Ch ina)

Abstract Objective: To estab lish a sensit ivemethod fo r the quant ification of f lavonols from rat plasma after intragas-

tric adm inistration ofG inkgo biloba leaf extracts.Methods: HPLC w ith electrochem ical detect ion( ECD) was employed

to quant ify quercetin, isorhamnetin and kaempfero l simu ltaneously after p lasma samplesw ere hydro lyzed by g lucuron-i

dase. The sample was separated by Ag ilent Zorbax Ec lipse XDB- C8 ( 150 mm @ 4. 6mm, 5 Lm ) column and eluted

by themob ile phase composed o fmethano l- isopropanol- phosphate buffer( NaH2 PO4 - H3 PO 4, pH= 2) ( 15B15B70)

at co lumn temperature of 30 e , and the f low rate w as 0. 8mL# m in
- 1
. The potent ial o f analysis cellw as se lected as

200mV. Results: The analysis of p lasma samples could be performed in 20m in w ith the quantitative lim it of 0. 5 ng#

mL
- 1

and average recovery o f 88. 7%, 86. 2% and 87. 0% for quercetin, isorhamnetin and kaempfero,l respectively.

The intra- and inter- day precision( RSD) was measured less than 6. 6% and 14. 1%, meanwh ile the accuracy w as

ca lculated as 92. 7% - 105. 3%. The concentration- time data after oral adm inistration of 10mg# kg
- 1
G inkgo biloba

leaf ex tracts show ed that flavano ls was absorbed rap idly and presenting the f ist peak appeared at 0. 17- 0. 23 h and

the second peak at 6 h. The e lim ination half- life time( t1 /2 k ) w as ca lculated as ( 3. 53 ? 1. 88) h, ( 6. 94 ? 4. 05) h

and ( 3. 97 ? 2. 30) h for quercet in, isorhamnetin and kaempfero,l respective ly. Conc lusion: The method developed in

the present study using HPLC- ECD is highly sensitive, accurate, rap id and suitable for pharmacokinet ic study o f

G inkgo biloba leaf extracts in rats.
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自 20世纪 60年代银杏制剂 EGb761问世以

来,国内外市场已有为数众多的银杏叶提取物产品。

银杏叶提取物在临床上主要用于高血压、冠心病等

心血管系统以及脑梗死、痴呆等神经系统疾病的治

疗。黄酮是银杏叶提取物中的主要有效部位, 化学

研究表明黄酮类成分主要由槲皮素、异鼠李素和山

柰酚的多种糖苷组成
[ 1]
, 具有扩张血管、抗氧化、促

进脂肪脂解等多种药理作用
[ 2~ 4]
。

药代动力学研究作为药物化学和药理作用之间

的桥梁,有助于进一步揭示银杏黄酮类成分发挥药

效的机制。有研究显示给予银杏叶提取物后在水解

和未水解的血、尿中检测不到黄酮苷和苷元
[ 5]
, 但

也有文献报道尿液或血浆经过水解后检测到苷

元
[ 6, 7]

,不同的结论可能是由于分析方法的灵敏度

所致, 同时也表明银杏叶黄酮类成分的生物利用度

较低。对于银杏叶黄酮类成分的体内分析主要有

HPLC- UV、GC- M S、LC- MS和 LC- M S /M S等几

种方法,其中 HPLC- UV方法的灵敏度较低, 需要

较大给药剂量,造成实验剂量和临床剂量偏离较大

的弊端
[ 8]
。GC- M S方法的灵敏度达到最低定量限

( LLOQ) 1. 5 ng~ 10 pg, 但是该方法需要衍生化,操

作烦琐
[ 9]
。 LC - M S方法的灵敏度也不够理想,

LLOQ仅为 5 ng
[ 10 ]
。LC- MS /M S是较灵敏的检测

方式, 但是实验成本较高, 并且不同流动相组成对待

测成分的离子化能力和基质效应的影响有很大差

别,这可能是造成不同文献报道的检测灵敏度差异

很大的主要原因。Zhao Y等建立的 LC- M S /M S检

测方法,对槲皮素、山柰酚和异鼠李素的检测限达到

0. 137, 0. 137, 0. 4 ng# mL
- 1 [ 11]

, 但 N ielsen SE等报

道的 LC - M S /M S方法 LLOQ 只达到 3. 4 ~ 17

ng
[ 12]
。由于黄酮类成分具有多个酚羟基而易被氧

化,本文尝试采用高效液相色谱 -电化学 (HPLC-

ECD )检测方式建立高灵敏度并且操作简单的银杏

叶黄酮类成分的体内分析方法,能够适用于低剂量

灌胃后银杏黄酮在大鼠体内的药代动力学研究。

1 仪器、试剂与材料

美国 ESA公司 HPLC- ESA系统, 组成部件有

二元高压泵 ( ESA model 582)、电化学检测器 ( ESA

mode l 5600A Coul array detector)、检测池 ( ESA mod-

el 5011Ana ly tica l cell)。

银杏叶提取物由中国中医科学院西苑医院实验

研究中心化学室提取制备, 其中总黄酮含量 ( g /g)

为 45%;槲皮素、异鼠李素和山柰酚的含量分别为

20. 0%, 3. 5% , 15. 9%; 总内酯含量为 15%; 提取物

批号 051116。对照品异鼠李素 (批号 200406)和山

柰酚 (批号 200405)购自中国药品生物制品检定所,

槲皮素 (批号 015k1225, 纯度 > 98% )和葡萄糖醛酸

苷水解酶 (批号 015k3785, 98000 U # mL
- 1

)为 S ig-

ma公司产品。流动相用甲醇、异丙醇 (美国 F isher

公司 )以及磷酸和磷酸二氢钠 (美国 J. T. BAKER公

司 )均为 HPLC级, 其他试剂为分析纯。

实验动物: W istar大鼠, 雄性, 体重为 ( 220 ? 10)

g,中国医学科学院动物实验研究中心, 许可证号:

SCXY (京 ) 2004- 0001。

2 实验方法
2. 1 色谱条件  采用高效液相色谱 -电化学方法

分析血浆样品。分析柱为 Ag ilent Zo rbax Eclipse

XDB- C8 ( 150 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm)柱, 预柱为 E-

clipseXDB- C8 ( 12. 5 mm @ 4. 6mm, 5 Lm )柱, 流动

相为甲醇 -异丙醇 -磷酸盐缓冲液 ( 50 mmol# L
- 1
磷

酸二氢钠溶液以磷酸调节至 pH = 2) ( 15B15B70), 流

速 0. 8mL# m in
- 1
,柱温 30 e ;检测器检测电压 200

mV, 进样器温度 4 e ,进样量 20 LL。

2. 2 样品采集  5只健康雄性W istar大鼠,实验前

禁食 12 h,自由饮水。按 10mg# kg
- 1
剂量 (银杏叶

提取物临床每日剂量折算 )灌胃给予银杏叶提取

物,给药前 ( 0 h )和给药后 0. 167, 0. 333, 0. 5, 1,

115, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24 h经大鼠尾静脉采血约 0. 5

mL,置肝素化离心管中, 3000 r# m in
- 1
离心 15m in,

精密吸取上层血浆 200 LL,加入 0. 2 mol# L
- 1
醋酸

盐缓冲液 ( pH= 4. 6) ( 0. 2 mol# L
- 1
醋酸钠和醋酸

以 4. 69B5. 10体积比混合 ) 120 LL, 混匀后置 - 30

e 冰箱保存待测。实验期间自由饮水,给药 12 h后

自由进食。

2. 3 血浆样品的前处理  37 e 水浴解冻样品后,加

入 980U # mL
- 1
葡萄糖醛酸苷水解酶 [以 0. 2 mol#

L
- 1
醋酸盐缓冲液 ( pH = 4. 6)稀释 98000U # mL

- 1
葡

萄糖醛酸苷水解酶而得 ] 80 LL, 37 e 振荡水浴下水
解 30m in, 加入丙酮 600 LL终止反应。涡旋 2 m in

后, 10000 r# m in
- 1
离心 10 m in, 取上清液 850 LL, 50

e 下氮气吹干, 加入流动相 85 LL溶解, 15000 r#
m in

- 1
离心 10m in,取上清液进样分析。

3 方法学评价

3. 1 专属性  取空白大鼠血浆,按 / 2. 30项下方法处
理后进样分析,得到空白血浆色谱图见图 1- A; 3个黄

酮类对照品溶于流动相后进样分析,得到对照品的图

谱见图 1- B;抽取给药后生物样品 1份,按 / 2130项下

方法处理后进样分析,得到生物样品图见图 1- C。由
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图可见在本文分析方法下,空白血浆的内源性物质不

干扰槲皮素、异鼠李素和山柰酚的测定,且给药后生物

样品和对照品在相同位置出峰,说明该分析方法对大

鼠血浆中 3个黄酮类成分有专属性。

图 1 色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s

A.空白血浆 ( b lank plasm a) B.空白血浆外加槲皮素、异鼠李素和山柰酚 ( b lank p lasm a sp iked w ith quercet in, isorham netin and k aem p ferol)

C. 槲皮素、异鼠李素和山柰酚对照品溶液 [ quercet in, isorh amn etin an d k aem p ferol dissolved in m ob ile phase( 20 ng# mL- 1 ) ] D.大鼠灌胃 10

m g# kg- 1银杏叶提取物后 10 m in的血浆样品 ( rat plasm a sam p le 10 m in after sing le in tragastric adm in istration of 10 mg# kg- 1G inkg o biloba ex-

tracts)

1.槲皮素 ( qu ercetin ) 2.异鼠李素 ( isorh amnet in) 3.山柰酚 ( kaemp fero l)

3. 2 线性关系考察  分别精密称取槲皮素、异鼠

李素和山柰酚各 1. 0mg,以甲醇定容至 10mL,作为

混合对照品储备液。以流动相稀释储备液 100倍,

配制 1 Lg# mL
- 1
的对照品溶液。在 450 LL空白大

鼠血浆中精密加入对照品溶液 50 LL, 再以空白血

浆逐级稀释,配制成 0. 5, 1, 5, 10, 50, 100 ng# mL
- 1

系列浓度的对照品血浆。精密吸取对照品血浆 200

LL,加入 0. 2mol# L
- 1
醋酸盐缓冲液 ( pH = 4. 6) 120

LL,按 / 2. 30项下方法处理后进样分析。以峰面积

Y为纵坐标,对照品浓度 X为横坐标,采用加权最小

二乘法作直线回归, 权重为 1 /X,计算得到槲皮素、

异鼠李素、山柰酚回归方程分别为:

Y= 15. 70X - 2. 130   r= 0. 9995

Y= 13. 81X + 3. 354 r= 0. 9994

Y= 13. 86X + 0. 9663 r= 0. 9995

3. 3 稳定性试验  以空白血浆配制槲皮素、异鼠

李素和山柰酚对照品血浆, 配制后立即按照 / 2. 30
项下方法处理,进样测定峰面积,作为 0 h的峰面积

A 0;对照品血浆配制后, 于室温下放置 2 h再按照

/ 2. 30项下方法处理,进样测定峰面积 A 1;将对照品

血浆按 / 2. 30项下方法处理后在室温下放置 24 h,

进样测定峰面积 A 2; 对照品血浆放置 - 30 e 冰箱

30 d后按 / 2. 30项下方法处理, 进样测定峰面积 A 3。

结果 A 1、A 2、A 3分别与 A 0比较, 偏差均在 15%以内。

3. 4 提取回收率试验  在标准曲线范围内选择高、

中、低 3个浓度 ( 100, 10, 1 ng# mL
- 1

), 以空白血浆

配制成相应对照品血浆,每个浓度 5份;同时配制相

同浓度的以流动相为基质的对照品溶液。对照品血

浆在经考察的样品稳定期内, 按照 / 2. 30项下方法

处理后进样测定, 对照品溶液直接进样分析。对照

品血浆测定值和对照品溶液测定值之比为提取回收

率。结果见表 1。3个成分在 3个浓度下的提取回

收率差值均在 11%以内,说明高、中、低浓度下回收

率基本一致。

3. 5 精密度和准确度试验  选择高、中、低 3个浓

度 ( 100, 10, 1 ng# mL
- 1

), 在 1 d内不同时间和连续

3 d时间, 以空白大鼠血浆配制成相应对照品血浆,

每个浓度 5份, 按照 / 2. 30项下方法处理后进样分

析, 计算浓度, 求得本法的准确度和精密度, 结果见

表 1。
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表 1 大鼠血浆中槲皮素、异鼠李素和山柰酚提取回收率、精密度和准确度的测定结果

Tab 1 Determ ination resu lts of extraction recovery, accuracy and precision of

querce tin, isorhamne tin and kaem pferol in rat p lasm a

成分

( component)

浓度 ( concentrat ion)

/ng# mL- 1

提取回收率 ( ex traction

recovery) /% ( n = 5)

准确度 ( accuracy)

/% ( n = 5)

精密度 ( precision)

日内 ( intra- day) RSD

/% ( n= 5)

日间 ( inter- day ) RSD

/% ( n = 15)

槲皮素 ( quercetin) 1 88. 9 105. 3 ? 4. 80 4. 6 3. 1

10 85. 4 92. 7 ? 4. 54 4. 9 6. 5

100 88. 9 101. 2 ? 1. 40 1. 4 1. 4

异鼠李素 ( isorhamnetin) 1 81. 5 97. 9 ? 4. 78 5. 4 7. 6

10 85. 1 100. 0 ? 8. 03 4. 6 14. 1

100 91. 9 100. 6 ? 1. 21 1. 9 6. 7

山柰酚 ( keampfero l) 1 81. 3 95. 4 ? 5. 29 6. 6 7. 8

10 91. 5 98. 9 ? 4. 02 5. 7 7. 8

100 88. 4 100. 1 ? 1. 16 1. 8 3. 5

4 银杏叶提取物在大鼠的体内药代动力学

按 / 2. 20项下方法采集大鼠灌胃给予银杏叶提
取物 10 mg# kg

- 1
后不同时间的血浆样品, 按 / 2. 30

项下方法处理后进样分析, 测定 0 ~ 24 h各时间点

槲皮素、异鼠李素和山柰酚的血药浓度,绘制时间 -

浓度曲线,见图 2。

图 2 单次灌胃给予大鼠 10 mg# kg- 1银杏叶提取物后血浆中的槲皮素、异鼠李素和山柰酚的平均血药浓度 -时间曲线 ( n= 5 )

Fig 2 M ean p lasm a con cen tration- t im e curves of quercet in, isorhamn et in and kaem p ferol in rat plasm a after fivem ale rats received sing le intragastric ad-

m inistrat ion of 10 mg# kg- 1 G inkg o biloba leaf extracts( n= 5 )

  结果显示 3个黄酮类成分在大鼠血浆中浓度较

低,都显示明显的 2次达峰现象,最高峰浓度均低于

20 ng# mL
- 1
。给药后很快达到第 1个峰, 平均达峰

时间均小于 20m in,而第 2个峰在 6 h左右,第 1个峰

浓度均高于第 2个峰浓度,其中槲皮素和山柰酚的第

1个峰浓度较高, 根据血药浓度 -时间数据,采用非

房室模型经 DAS 2. 0软件计算得到银杏叶提取物 10

mg# kg
- 1
灌胃给药后 3个黄酮苷元的药代动力学参

数见表 2。 3个黄酮类成分的曲线下面积相差不大,

但是槲皮素的平均滞留时间 (MRT0- t )只有 4. 9 h, 远

小于异鼠李素和山柰酚。异鼠李素的末端消除半衰

期 ( t1 /2z )较槲皮素和山柰酚更长,达到 6. 94 h。

表 2 灌胃给予大鼠银杏叶提取物 10m g# kg- 1后槲皮素、

异鼠李素和山柰酚的平均药代参数 (平均值 ? SD, n= 5)

Tab 2 M ean pharmacok inet ic param eters of querce tin,

isorhamnetin and kaempferol in rat p lasm a after

single in tragastric adm in istrat ion of 10m g# kg- 1

G inkgo b iloba extrac ts(mean ? SD, n= 5)

药代参数

( parameter)

槲皮素

( quercetin)

异鼠李素

( isorhamnet in)

山柰酚

( kaempfero l)

AUC
0- t

/ng# h# mL - 1 43. 03 ? 21. 93 41. 34? 27. 01 58. 28 ? 39. 80

MRT
0- t

/h 4. 99 ? 1. 41 7. 94? 1. 31 7. 13 ? 1. 23

t1/2z / h 3. 53 ? 1. 88 6. 94? 4. 05 3. 97 ? 2. 30

Tmax1 /h 0. 17 ? 0. 00 0. 23? 0. 08 0. 17 ? 0. 00

Cm ax1 /ng# mL- 1 18. 11 ? 5. 02 5. 37? 2. 03 18. 52 ? 7. 00

Tmax2 /h 5. 20 ? 2. 32 5. 60? 0. 80 6. 80 ? 1. 10

Cm ax2 / ng# mL- 1 4. 03 ? 1. 94 3. 57? 1. 55 7. 25 ? 5. 64
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5 讨论
电化学检测方法是根据电化学原理和物质的电

化学性质进行检测的。在液相色谱中, 它可以检测

出所有电活性物质。由于酚羟基容易被氧化, 在电

化学检测下有良好的相应信号,我们曾应用在丹参

中活性成分丹酚酸 B的药代研究中, 取得良好实验

结果
[ 13]
。黄酮成分同样也具有酚羟基结构, 因此本

实验尝试采用电化学检测建立灵敏的体内分析方

法。本试验比较了 200, 300, 400, 500 mV不同检测

电压对信号的影响,发现在 200 mV电压下, 异鼠李

素和山柰酚的反应较完全,槲皮素随着电压增大,信

号增强明显,但是在较低电压下有更强的抗空白基

质干扰能力,因此选择检测电压为 200 mV。与紫外

检测方式相比,本实验中所测定的黄酮类成分在电

化学检测方式下灵敏度提高了约 100倍, 血浆中槲

皮素、异鼠李素和山柰酚的定量下限达到 0. 5 ng#

mL
- 1
,使得在较低给药剂量下能够检测到 24 h内血

浆中的 3种黄酮类成分。

实验中曾使用不同比例流动相甲醇 -磷酸盐缓

冲液和乙腈 -磷酸盐缓冲液进行分离, 但是无法去

除血浆中内源性物质干扰, 因此尝试加入改性剂改

善分离。由于常用改性剂四氢呋喃通过电化学检测

池时会被氧化使基线噪音升高,因此采用异丙醇作

为改性剂,经过优化筛选后确定最终流动相为甲醇

-异丙醇 -磷酸盐缓冲液 ( pH = 2) ( 15B15B70)。

有研究表明给予银杏叶提取物后,在大鼠体内

检测不到黄酮苷和苷元
[ 5]
, 但是用葡萄糖醛酸苷水

解酶水解后在检测到低浓度的黄酮苷元槲皮素、异

鼠李素和山柰酚
[ 6]
,说明药物成分在体内主要以 Ò

相代谢产物存在。本试验考察了 pH、酶浓度和反应

时间对水解产物的影响, 发现在葡萄糖醛酸苷水解

酶终浓度为 198U # mL
- 1
, pH为 4. 6条件下反应 30

m in得到黄酮苷元的量最大。实验发现 3个黄酮苷

元在大鼠体内都呈现双峰, 这与 Zhao Y等
[ 11 ]
在比

格犬、汪凤梅等
[ 8 ]
在家兔体内测得数据一致。双吸

收峰的产生与黄酮糖苷类成分特殊的吸收机制有

关。Ho llman等
[ 14]
研究显示结合不同糖基的槲皮素

苷吸收程度和达峰时间不同,槲皮苷的吸收部位主

要在小肠,而芦丁主要在回肠去糖基后吸收。银杏

叶提取物由槲皮素、异鼠李素和山柰酚等多种糖苷

组成, 本文研究结果也提示部分黄酮苷类成分在消

化道上部迅速被吸收, 而部分在消化道下部经肠内

菌代谢后再吸收,不同糖苷在不同部位的吸收可能

是造成了双吸收峰现象的主要原因。
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