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摘要  目的: 建立大鼠血浆中水飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B的测定法, 并用于大鼠体内的药代动力学研究。方法: 采用静脉给药

方式, 蛋白沉淀法快速制备样品; 分析柱为 Ag ilent Zorbax E clipse XDB - C18 ( 150 mm @ 21 1 mm, 5 Lm ), 流动相为甲醇 - 01 1%

的甲酸溶液 ( 48B52); 质谱条件为 ESI( - )电离方式, 扫描方式为选择性反应监测 ( SRM ), 范围 m /z 48111y 30019(水飞蓟宾 A

和 B)和 m /z 5791 2y 2711 1(内标 )。结果: 分析方法的线性范围水飞蓟宾 A和 B均为 20~ 50000 ng# mL- 1, 样品的检出限均

为 20 ng# mL - 1,日内和日间精密度均 [ 911% ,准确度在 ? 51 8%之内,方法的回收率均在 90%以上。药代动力学研究结果表

明水飞蓟宾 A和 B在大鼠体内的动力学过程均符合二室模型。对参数计算结果进行非参数检验, 显示其在水飞蓟宾 A和 B

间均无显著性差异, 表明二者在大鼠体内有相似的药代动力学行为。结论: 本方法简单、灵敏、稳定可靠 ,适合于水飞蓟宾、水

飞蓟素及其制剂的药代动力学研究。
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HPLC-MS /MS study on pharmacokinetics of silybin A

and silybin B in rat plasma
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Abstract Objec tive: To establish an LC- M S /M S method for determ ination o f silyb in A and silybin B to study

the ir pharmacok inetics in rat p lasma. Method: Intravenous adm in istration w as used and a simplified protein precip-i

tation w ith acetonitrile w as employed for the rapid samp le preparation; The separation w as achieved on a Zorbax E-

clipse XDB- C18 column( 150mm @ 211 mm, 5 Lm), using methano l- w ater conta in ing 011% fo rm ic ac id ( 48B

52) as the mobile phase. W ith negative e lectrospray ionization; The mass spectrometerw as operated in se lected re-

actionmonitoring ( SRM ) mode using the transitionm /z 48111y 30019 for both silyb in A and silyb in B andm /z

57912y 27111 for naring in, respective ly. Result: L inear ca libration curves w ere obtained in the concentration range

of 20- 50000 ng# mL- 1
w ith a low er lim it o f quantitation of 20 ng# mL- 1

for bo th silyb in A and silyb in B, respec-

t ive ly; The intra- and inter- day precision values w ere be low 911% and accuracy w as w ith in ? 518% at a ll three

qua lity contro l levels, and the recovery of assayw ere above 90% for bo th silybin A and silyb in B, respect ive ly; M ean

plasma concentration- tim e curves o f both silyb in A and silyb in B w ere best fitted to tw o- compartm entmodels in

ra.t The pharmacok inetic param eters betw een silyb in A and B w ere no significan t d ifference. It show s that there is a

sim ilar pharmacokinet ic behav ior be tw een silyb in A and B in rats plasma. Conc lusion: The va lidatedm ethod is sim-

ple, sensitive, select ive and reproducib le for the study of the pharmaeok ineties of silyb in, silymarin or the ir prepara-

t ions.
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  水飞蓟素 ( silymarin)是从菊科植物水飞蓟 ( Si-

lybum marianum L. Gaertn. )中分离提取的黄酮类化

合物
[ 1]
。水飞蓟宾 ( silyb in)是水飞蓟素中具生物活

性的主要有效成分
[ 2]
, 它是 2个非对映体水飞蓟宾

A和水飞蓟宾 B的混合物 (其中 A和 B的比例约为

1B1) [ 3]。药理研究表明, 水飞蓟素和水飞蓟宾及其

制剂对毒性物质所致急性肝损伤都具有显著的预防

和治疗作用
[ 4]
。

由于水飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B的分离极其困

难,水飞蓟宾的药代动力学研究主要以水飞蓟宾为

对照品,以 HPLC- UV法测定血浆中的水飞蓟宾,

但 UV法灵敏度较低, 且不能真实反映水飞蓟宾 A

和 B各自的药代动力学特征
[ 5~ 9]
。本试验制备了水

飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B的对照品, 建立了能快速测

定大鼠血浆中水飞蓟宾 A和 B的液 -质联用方法,

并成功用于大鼠体内水飞蓟宾 A和 B的药代动力

学研究,为水飞蓟宾及其制剂的更为严格的质量控

制以及新剂型的研究提供技术支持。

1 仪器、试剂与材料
液 -质联用仪 (美国 Thermo E lectron公司 ) ,包

括: F innigan Surveyo r液相泵, F inn igan Surveyor自动

进样器, F inngan Tsq Quan tum D iscoveryMAX质谱

仪; AG135分析天平 (瑞士 M ett ler To ledo公司 ) ;试

验大鼠为 SD大鼠, 购于北京维通利华实验动物技

术有限公司;水飞蓟宾由天津天士力制药股份有限

公司提供 (含量: 9911% ,其中含水飞蓟宾 A 4710%
的水飞蓟宾 B 5211%, 批号 20060405); 水飞蓟宾 A

和水飞蓟宾 B对照品为实验室自制 (含量均大于

9815% ),柚皮苷对照品 (内标,批号 0807- 9702)购

于中国药品生物制品检定所; 甲醇、乙腈为色谱纯

(美国 M erck公司 ) ,水由 M ili- Q水纯化系统制备,

其他试剂均为分析纯。

2 实验方法
211 内标溶液、对照品溶液及药液的配制

精密称取柚皮苷对照品 1010 mg,用乙腈配成 1

mg# mL- 1
的内标储备液,取储备液适量用乙腈稀释

成 200 ng# mL
- 1
的内标溶液。

精密称取水飞蓟宾 A对照品, 用乙腈配制成浓

度为 200 Lg# mL- 1
的水飞蓟宾 A储备液;取储备液

用乙腈稀释成浓度分别为 20, 50, 500, 2000, 20000,

50000 ng# mL- 1
的水飞蓟宾 A的系列对照品溶液。

同法配制相同浓度梯度的水飞蓟宾 B的系列对照

品溶液。

精密称取水飞蓟宾 140 mg,溶于 25 mL混合溶

剂 [聚乙二醇 400- 40%的乙醇溶液 ( 1B1, v /v ) ]中,

即得水飞蓟宾浓度为 516mg# mL- 1
的注射液 (相当

于水飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B的浓度分别为 2166mg
# mL- 1

和 2194 mg# mL- 1
)。

212 色谱 -质谱分析条件  分析柱为 Ag ilent Zorb-

ax E clipse XDB- C18 ( 150 mm @ 211 mm, 5 Lm ), 预
柱为 C18保护柱 ( 4 mm @ 310 mm),流动相为甲醇 -

011%的甲酸溶液 ( 48B52, v /v ), 流速为 0125 mL#
m in

- 1
, 柱温为 30 e 。质谱条件为 ES I( - )电离方

式, 喷雾电压为 318 kV,鞘气 (N 2 )压力为 17214 Pa,
辅助气 ( N2 )压力为 2017 Pa, 碰撞气 ( A r)压力为

2212 Pa, 毛细管温度为 390 e , 扫描方式为选择性
反应监测 (MRM ),碰撞能量 ( CE )分别为 20 eV (水

飞蓟宾 A和 B )和 34 eV (内标, 柚皮苷 ) ,扫描范围

m /z 48111y 30019(水飞蓟宾 A和 B )和 m /z 57912
y 27111(内标 )。

213 样品采集与处理  将水飞蓟宾注射液按 28

mg# kg
- 1
的剂量经大鼠尾静脉注射后, 于给药前 ( 0

h)和给药后 0117, 0133, 0167, 110, 115, 210, 310,
410, 610, 810, 1210 h, 经大鼠眼球后静脉丛采集静
脉血约 013 mL, 置肝素化试管中, 于 4000 r# m in

- 1

离心 10m in,分离血浆。取血浆样品 100 LL置于 1

mL具塞离心管中,依次加入乙腈 100 LL, 内标溶液

100 LL, 漩涡振荡 1 m in, 然后于 1 3000 r# m in
- 1
离

心 3m in,取上清液 5 LL进行 HPLC- M S /M S分析。

3 结果
311 分析方法的选择  水飞蓟宾和内标的分子离

子峰 [M - H ]
-
分别为 m /z 48111和 57912, 并且分

别在 m /z 30019和 27111的子离子峰强度最大, 见
图 1,故分别选择跃迁 m /z 48111 y z 30019和 m /z

57912y 27111检测水飞蓟宾和内标。以水飞蓟宾
的跃迁 m /z 48111 y 30019, 用自动优化方式对质谱
参数进行选择和优化。

312 分析方法的确证

31211 方法的专属性  在所选的色谱条件下,水飞

蓟宾 A和 B以及内标柚皮苷的色谱图见图 2,由图

可知,空白血浆中的内源性物质不干扰其测定,说明

该方法具有良好的专属性。

31212 标准曲线、线性范围及定量限  以血浆中待

测物浓度为横坐标,待测物与内标物的峰面积比值

为纵坐标,用加权 (W = 1 /C
2
)最小二乘法回归,求得

血浆中水飞蓟宾 A和 B的标准曲线,结果见表 1,定

量限亦归于表 1。

31213 方法精密度与准确度  用空白血浆配制水
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图 1 水飞蓟宾 A( a)、水飞蓟宾 B( b)和内标柚皮苷 ( c)的分子离

子峰

F ig 1 Productionm ass spectra of [M - H ] - ions of s ilyb in A ( a), s-i

lyb in B ( b) and naring in ( c)

飞蓟宾 A和 B低、中、高 3个浓度 (均为 20, 500,

20000 ng# mL- 1
)的质量控制样品, 每一浓度进行 6

样本分析,连续测定 3 d,结果表明水飞蓟宾 A的日

内和日间精密度均 [ 813% ,准确度在 ? 516%之内,
水飞蓟宾 B的日内和日间精密度均 [ 911%, 准确

图 2 大鼠血浆中水飞蓟宾 A ( 614m in)、水飞蓟宾 B ( 713m in)和

内标 ( 215m in)的选择性反应监测色谱图

Fig 2 SRM chrom atogram s for silyb in A ( 614 m in ), s ilyb in B ( 713

m in) and IS ( 215 m in ) in rat plasm a

a.空白血浆 ( b lank p lasm a) b.空白血浆加 100 ng# mL- 1的水飞蓟

宾 A对照品溶液和内标溶液 ( b lank p lasm a sp iked w ith 100 ng#

mL- 1 silyb inA and 100 ng# mL- 1 IS) c.空白血浆加 100 ng# mL- 1

的水飞蓟宾 B对照品溶液和内标溶液. ( b lank p lasm a sp iked w ith

100 ng# mL- 1 silyb in B and 100 ng# mL- 1 IS )  d.按 28 mg#

kg- 1单剂量注射水飞蓟宾 (含水飞蓟宾 A 1313m g# kg- 1和水飞蓟

宾 B 1417m g# kg- 1 ) 1 h后的样品 [ a p lasm a sam p le 1 h after a s in-

gle dose of in travenou s adm in istrat ion of silyb in solu tion ( equ ivalen t to

28m g# kg- 1 silyb in, in cluding 1313m g# kg- 1 silyb inA and 1417m g

# kg- 1 silyb in B ) ]

度在 ? 518%之内。
表 1 水飞蓟宾 A和 B的标准曲线及定量限

Tab 1 Linearity, lim it of quan titation of

silyb in A and silyb in B

水飞蓟宾

( silybin)

线性关系

( linearity )
r

线性范围

( linea r range)

/ ng# mL- 1

LOQ

/ng#

mL - 1

水飞蓟宾 A Y= 11253@ 10- 3C + 6132@ 10- 4 019981 20~ 50000 20

( silybin A )

水飞蓟宾 B Y= 1122@ 10- 3C+ 916 @ 10- 4 019959 20~ 50000 20

( silybin B)

31214 方法的回收率  同 / 312130项下操作, 配制

水飞蓟宾 A和 B低、中、高 3个血浆浓度的质量控

制样品 (均为 20, 500, 20000 ng# mL
- 1
) , 同时用水

配制相应浓度的回收率 100%样品。每一浓度均进

行 5样本分析, 按血浆样品和回收率 100%样品中

相应物质的峰面积比值计算得到水飞蓟宾 A和 B

在低浓度 20 ng # mL
- 1
时的平均回收率分别为

( 9512 ? 212)% , ( 9413 ? 511)%; 在中浓度 500 ng
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# mL
- 1
时的平均回收率分别为 ( 9312 ? 117 )% ,

( 9417 ? 411)% ; 在高浓度 20000 ng# mL
- 1
时的平

均回收率分别为 ( 9514 ? 415)%, ( 9611 ? 119 )% ;

内标的平均回收率为 ( 9318 ? 514)%。
31215 样品的稳定性考察  取大鼠空白血浆 100

LL,同 / 312130项下配制水飞蓟宾 A和 B低、中、高

3个浓度的质量控制样品 (均为 20, 500, 20000 ng#

mL
- 1
) ,考察稳定性, 每一稳定性考察进行 6样本分

析。结果表明水飞蓟宾 A和 B的血浆样品经历 3

次冷冻解冻循环后稳定 ( RE均在 ? 612%之内 ) ;血

浆样品 - 20 e 冷冻放置 20 d稳定 ( RE 均在 ?

714%之内 ); 血浆样品室温放置 2 h稳定 ( RE均在

? 219%之内 ) ;处理后 24 h稳定 ( RE均在 ? 418%
之内 )。

31216 基质效应  取大鼠空白血浆 100 LL, 同

/ 312130项下配制水飞蓟宾 A和 B分别加内标的

低、中、高 3个浓度的质量控制样品 (均为 20, 500,

20000 ng# mL
- 1
), 每一浓度进行 6样本分析。同时

用流动相配制水飞蓟宾 A和 B分别加内标的低、

中、高 3个浓度的样品 (均为 20, 500, 20000 ng#

mL
- 1
) ,每一浓度进行 6样本分析。按相同浓度下

血浆样品和无血浆基质样品的峰面积比值计算得到

水飞蓟宾 A和 B及内标的基质效应。结果表明,水

飞蓟宾 A在低、中、高 3个浓度的基质效应为

8812% ~ 9515%, 水飞蓟宾 B为 9014% ~ 9812% ,

内标为 10216% ~ 11711%。
313 药动学研究  大鼠静脉注射水飞蓟宾 28 mg

# kg
- 1
(相当于 1313mg# kg

- 1
水飞蓟宾 A和 1417

mg# kg
- 1
水飞蓟宾 B )后水飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B

的平均血药浓度 -时间曲线见图 3, 药代动力学参

数见表 2。

表 2 大鼠单剂量注射药物后的药代动力学参数 (n= 6)

Tab 2 Pharmacok ine tic param eters of silyb in A

and silyb in B after a sing le dose of intravenous

adm in istration of silyb in solu tion in rats

参数

( parameters)

水飞蓟宾 A

( silybin A )

水飞蓟宾 B

( silyb in B)

t
1/2
/h 4107 ? 0188 2187? 0139

ke /h
- 1 0118 ? 0104 0125? 0103

AUC0y 12 h /ng# h# mL - 1 1589212 ? 348616 2241312 ? 519817

AUC0y ] /ng# h# mL- 1 1607817 ? 352513 2250810 ? 521713

MRT /h 1105 ? 0119 1104? 0120

CL /mL# m in- 1# kg- 1 1415 ? 3170 11146 ? 3111

Vd /L 5110 ? 1164 4188? 0194

图 3 6只大鼠按 28 m g# kg- 1静脉注射水飞蓟宾 (含水飞蓟

宾 A 1313m g# kg- 1和水飞蓟宾 B 1417 mg# kg- 1 )后水飞蓟

宾 A和 B的平均药时曲线图 (n= 6)

F ig 3 M ean p lasma concen tration- tim e profi les of silyb inA and

s ilyb in B after int ravenous adm in istration of s ilyb in solu tion in rats

( equ ivalen t to 28 m g# kg- 1 silyb in, includ ing 1313 m g# kg- 1

s ilyb in A and 1417 m g# kg- 1 silyb in B )

a.正常坐标图 ( nom al coord inates f igu re)  b. 半对数坐标图

( sem ilogarithm ic coord inates f igu re)

4 讨论

HPLC- UV法测定生物样本中的水飞蓟宾, 由

于灵敏度不足,通常要使用烦琐的液 -液或液 -固

萃取方法
[ 5~ 9]

,使操作烦琐耗时, 且该法仅适用于对

水飞蓟宾脂质体等特殊制剂, 而对血浆中的水飞蓟

宾原料药无法检测
[ 7, 8]
。本实验采用 HPLC - M S /

M S法大大提高了测定的灵敏度,故灵敏度不再是选

择样品处理方法的首要因素。实验中采用乙腈作为

内标的溶剂,巧妙地运用了有机溶剂蛋白沉淀法,当

乙腈与血浆样品为 2B1时可以沉淀血浆中绝大部分

的蛋白,大大节省了分析时间。

就水飞蓟宾 A、水飞蓟宾 B和内标柚皮苷的分

析, 对大气压化学电离 ( APCL)和电喷雾 ( ESI) 2种

电离方式进行了比较,结果显示电喷雾的灵敏度远

高于前者;对正离子和负离子 2种电离模式进行了

比较,结果显示负离子模式的灵敏度远高于前者,故

选用电喷雾和负离子模式。

采用 Topfit 210药代动力学软件对水飞蓟宾 A

和水飞蓟宾 B的平均血药浓度进行房室模型拟合,
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静脉给药后水飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B在大鼠体内

的动力学过程均符合二室模型。计算所得的药代动

力学参数经非参数检验,显示其在水飞蓟宾 A和 B

之间均无显著性差异,表明水飞蓟宾 A和 B在大鼠

体内有相似的药代动力学行为。文献 [ 9]中作者采

用静注方法得到水飞蓟宾葡甲胺在犬体内的动力学

也符合二室模型,而文献 [ 8, 10]中作者分别以灌胃

和口服给药得到水飞蓟宾磷脂复合物和水飞蓟素亚

微粒胶囊中的水飞蓟宾在大鼠体内却符合一室模

型。可能原因是水飞蓟宾通过被做成磷脂复合物或

其他特殊形式后能增大其在体内的吸收, 其次,与不

同的给药方式以及受试对象间的种属差异也不无关

系
[ 11]
,具体哪一方面是首要因素还需要进行进一步

的研究。

4 结论
采用 HPLC- M S /M S联用技术, 建立了分别测

定大鼠血浆中水飞蓟宾 A和水飞蓟宾 B的检测方

法,具有快速、灵敏、稳定可靠等特征,适合于水飞蓟

宾、水飞蓟素及其制剂的药代动力学以及剂型改进

等进一步研究需要。
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