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摘要  目的: 建立同时测定大鼠血浆中桂皮酸和马尿酸浓度的高效液相色谱法。方法 :血浆样品用盐酸和乙酸乙酯萃取, 采

用 SUPELCO D iscovery C18柱 ( 5Lm, 416 mm @ 250 mm ), 以 01 05%磷酸 -乙腈为流动相梯度洗脱, 流速 11 0 mL# m in- 1;以对羟

基苯甲酸甲酯为内标 ,在 230 nm (马尿酸 )和 278 nm (桂皮酸 )波长下进行检测。结果: 桂皮酸的线性范围为 0105~ 510 Lg#

mL- 1 ( r= 019987), 最低定量限为 01 05 Lg# mL - 1,方法回收率为 8715% ~ 10214% , 绝对回收率大于 80% ,日内和日间的 RSD

均小于 1311% ; 马尿酸的线性范围为 012~ 201 0 Lg# mL- 1 ( r= 019957), 最低定量限为 01 2 Lg# mL- 1, 方法回收率为 961 2%

~ 10116% , 绝对回收率大于 70% ,日内和日间的 RSD均小于 81 4%。血浆样品的稳定性符合要求。结论: 所建立的大鼠血浆

中桂皮酸和马尿酸浓度的 H PLC测定方法灵敏、准确、精密、稳定, 并适用于大鼠体内桂枝的药代动力学研究。
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Abstract Objec tive: To develop a method for the determ ination o f cinnam ic acid and h ippur ic ac id in rat plasma

byHPLC. Methods: The separation w as carried out by using a SUPELCO D iscovery co lumn ( 5 Lm, 416mm @ 250
mm) w ith a g rad ien tmob ile phase o f 0105% phosphoric ac id- aceton itrile, at a flow rate of 110 mL# m in- 1, and

detection w ave lengths w ere set at 230 nm ( h ippuric ac id) and 278 nm ( cinnam ic acid). P lasma samples w ere ex-

tracted w ith hydroch lo ric acid and ethyl acetate andmethy l parahydroxybenzoate w as used as an internal standard.

Results: The linear range o f c innam ic ac id was 0105 to 510 Lg# mL
- 1
( r= 019987) w ith the low er lim it o f quant-i

fication for 0105 Lg# mL- 1. Them ethod recoveryw as 8715% to 10214% and the absolute recovery w asmore than

80%. The in tra- day RSD and inter- day RSD were less than 1311%. For hippuric acid, the linear range w as 012
to 2010 Lg# mL- 1 ( r= 019957) w ith the low er lim it o f quantification for 012 Lg# mL- 1. Themethod recoveryw as
9612% to 10116% and the absolute recovery w asmore than 70%. The intra- day RSD and inter- day RSD were

less than 814%. Conc lusion: The deve lopedmethod for the quant ification of c innam ic ac id and hippuric acid in rat
plasma is sensit ive, accurate, precise, stab le, and is su itab le for the pharm acok ine tic stud ies of Ramu lus C innamom i

in rats.
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  桂枝 ( Ramulus C innamom i)为樟科植物肉桂

(C innamomum cassia Presl)的干燥嫩枝
[ 1 ]
,具有发汗

解肌、散寒止痛、温通经脉之功效
[ 2]
。临床常用的

含有桂枝的复方主要有桂枝汤、麻黄汤、大青龙汤、

小青龙汤、小建中汤、桃核承气汤、桂枝茯苓丸、乌梅

丸等。国内外对桂枝中所含的单体化合物的药代动
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力学已有了一定的认识, 但对桂枝的药代动力学还

未见报道。

桂枝的主要有效成分为苯丙素类,包括桂皮醛

( c innamaldehyde)、桂皮酸 ( c innam ic ac id)等
[ 3 ]
。桂

皮醛是桂枝挥发油的主要成分, 具有镇痛、抗真菌、

抗肿瘤等作用
[ 4]
。桂皮酸是一种低毒的天然产物,

有抗微生物、抗炎、抗血小板聚集的作用, 还具有广

泛的抗实体瘤活性
[ 5]
。

有研究报道,桂皮醛进入体内后迅速氧化为桂

皮酸,经 B-氧化作用后生成苯甲酸
[ 6]
, 并与甘氨酸

结合, 再在 ATP与酰基转移酶的作用下生成代谢物

马尿酸,经尿液排出体外
[ 7 ]
。马尿酸也是尿液的主

要成分之一,内源性的马尿酸可由食物中的苯甲酸

代谢生成。有文献报道了大剂量桂皮醛给药后马尿

酸在尿中的排泄情况
[ 6, 8 ]
,但血浆中马尿酸的动力

学规律不清楚, 未见测定血浆中马尿酸的 HPLC方

法报道;测定血浆中桂皮酸的方法已有报道,但同时

测定血浆中桂皮酸和马尿酸的 HPLC方法还未见报

道,桂枝中桂皮酸及其代谢物马尿酸的药动学规律

不清楚。为阐明桂枝主要成分桂皮酸及其代谢产物

马尿酸的血药动力学规律, 本文建立了同时测定大

鼠血浆中桂皮酸和马尿酸的 HPLC方法,并用于桂

枝的药代动力学研究。

1 材料

111 仪器  Waters A lliance高效液相色谱系统:包

括 2695溶剂输送系统、2487紫外检测器和 Epow er 2

色谱工作站; WATERS公司 UPLC- M S,配有 ESI及

APC I源, M asslynx数据处理系统; DZF- 605型真空

干燥箱,上海精宏实验设备有限公司; XW - 80A旋

涡混合器,上海医科大学仪器厂; USC- 502超声波

清洗器, 上海波龙电子设备有限公司; FA2004N分

析天平, 上海精密科学有限公司; TGL- 16G - A型

高速冷冻离心机,上海安亭科学仪器厂。

112 药品  对照品桂皮酸 (纯度\ 9915% )和内标
对羟基苯甲酸甲酯 (内标,纯度\ 9815% )均购于中
国医药集团上海化学试剂公司, 对照品马尿酸 (纯

度\ 9815% )购于国药集团化学试剂有限公司; 甲
醇、乙腈为色谱纯, 其余试剂为分析纯, 实验用水为

超纯水。桂枝购于上海养和堂中药饮片有限公司,

用挥发油提取器提取得桂枝水提粉末及芳香水,芳

香水冰箱冷冻, 灌胃给药时两者按比例混合, 经

HPLC含量测定,桂皮酸的含量为 1153 mg# g- 1,桂
皮醛的含量为 0132 mg# g- 1, 未检测到马尿酸。
113 动物  清洁级 SD大鼠,体重 ( 245 ? 15) g,雌

雄各半,合格证号: SCXK沪 2003 - 0002, 由上海中

医药大学实验动物中心提供。灌胃前禁食 12 h, 自

由饮水。

2 方法和结果
211 色谱条件  色谱柱: SUPELCO D iscovery C18柱

( 5 Lm, 416 mm @ 250 mm ), 柱温 30 e ; 流动相:

0105%磷酸 - 乙腈, 0 m in到 18 m in乙腈由 15%线

性上升至 50%;流速 110 mL# m in- 1,紫外检测波长

230 nm (马尿酸 )和 278 nm (桂皮酸 ),进样 50 LL。

212 溶液的配制及样品处理
21211 对照品储备液  精密称取对照品桂皮酸、马

尿酸和对羟基苯酸甲酯适量, 分别用甲醇溶解配制

成 110, 410, 012mg# mL- 1的单一对照品储备液, 保
存于 4 e 冰箱, 备用。
21212 血浆样品预处理  取血浆 012 mL, 加入 1

mol# L- 1盐酸 60 LL、内标溶液 ( 10 Lg# mL- 1对羟

基苯甲酸甲酯甲醇溶液 ) 50 LL、乙酸乙酯 1 mL, 涡

旋 1m in, 离心 ( 16000 r# m in- 1 ) 10m in,吸取上清液

吹干,残渣用 200 LL流动相复溶, 涡旋 1 m in, 离心

( 16000 r# m in- 1 ) 10 m in,取上清液即得。

213 方法学考察
21311 专属性  记录桂皮酸和马尿酸对照品、空白

血浆、空白血浆加对照品和给药后血浆的色谱图,考

察分析方法的专属性。结果 (图 1)表明, 空白血浆

色谱图中在与桂皮酸对照品相同保留时间处没有检

测出色谱峰,桂皮酸与其他成分达到基线分离,说明

血浆中内源性物质、代谢产物及桂枝中的其他成分

均不干扰桂皮酸的检测。空白血浆色谱图中在与马

尿酸对照品相同保留时间处检测出了色谱峰, 经 LC

- M S测定, 确认该成分即为血浆中内源性的马尿

酸。又经多份空白血浆样品测定, 该峰每份空白血

浆样品的峰面积相对小而恒定, 故不影响马尿酸的

检测。

21312 线性关系与定量限  取以甲醇稀释的一系

列浓度的桂皮酸、马尿酸对照品溶液各 200 LL, 吹

干, 加入空白血浆 200 LL, 配制成桂皮酸浓度分别

0105, 011, 012, 015, 1125, 215, 510 Lg# mL- 1及马尿
酸浓度分别为 0, 012, 014, 210, 410, 1010, 2010 Lg#
mL

- 1
的对照品血浆,按 /血浆样品预处理0的方法操

作, 利用各成分浓度 Y对各成分与内标峰面积比 X

作直线回归,得标准曲线。用加权最小二乘法 (w =

1 /c )进行线性回归运算求得桂皮酸标准曲线回归方

程:
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图 1 桂皮酸和马尿酸的色谱图

F ig 1 HPLC ch rom atogram s of cinnam ic acid and h ippu ric acid

A.对照品 ( reference sub stances)  B.空白血浆 ( b lank p lasm a)  C.空白血浆 +对照品 +内标 ( b lank p lasm a sp iked w ith reference substances and

internal stand ard )  D.桂枝以 714 g# kg- 1灌胃给药后 30m in血浆样品 ( plasm a sam ple 30 m in after ig adm in istration of 714 g# kg- 1Ram u lus C in-

nam om i)

1.内标 ( in tern al standard)  2.桂皮酸 ( cinn am ic acid)  3.马尿酸 ( h ippuric acid )

Y= 11696X + 01106 r= 019987 ( n= 5)
空白血浆中的马尿酸峰面积相对小而恒定, 通过空

白血浆扣除的方法,马尿酸标准曲线回归方程:

Y= 01852X + 01355 r= 019957( n = 5)
结果表明桂皮酸和马尿酸血浆浓度分别在 0105~
510 Lg# mL- 1及 012~ 2010 Lg# mL- 1范围内线性
关系良好,桂皮酸的定量下限 ( LLOQ )为 0105 Lg#
mL

- 1
, 马尿酸的定量下限 ( LLOQ )为 012 Lg#

mL
- 1
。

21313 精密度、相对与绝对回收率  分别制备桂皮

酸 011, 015, 215 Lg# mL- 1、马尿酸 012, 210, 1010

Lg# mL- 1 3个浓度的对照品血浆,按 /血浆样品预
处理 0项下方法操作, 批内每个浓度平行 5份, 用于

评价方法的批内相对回收率和精密度;每日每个浓

度平行 5份,连续测定 3 d,计算批间相对回收率和

精密度。同法制备对照品血浆, 按 /血浆样品预处

理0项下方法操作,进样测定, 得各成分峰面积 A 1;

另取桂皮酸和马尿酸各 3种不同浓度的对照品溶液

200 LL吹干,加入 200 LL流动相复溶, 使其浓度与

对照品血浆相同, 进样测定, 得样品峰面积 A 2, 以

A 1 /A 2 @ 100% 求得低、中、高 3个浓度血浆的绝对

回收率,见表 1。

表 1 大鼠血浆中桂皮酸及马尿酸的回收率和精密度
Tab 1 R ecovery and precision of cinnam ic ac id and h ippuric ac id in rat p lasm a

成分

( component)

浓度

( concetration)

/Lg# mL- 1

绝对回收率 ( abso lute recovery ) 方法回收率 ( method recovery )

均值 ( mean) ?

SD /%

( n= 5)

RSD

/%

日内 ( inter- day) ( n= 5) 日间 ( intra- day ) ( n = 15)

均值 ( mean)

? SD /%

R SD

/%

均值 ( mean)

? SD /%

RSD

/%

桂皮酸 ( c innam ic 011 8019 ? 319 418 9315 ? 811 817 1021 4? 1315 1311

ac id) 015 8415 ? 216 310 8911 ? 415 511 871 5? 910 1012

215 8510 ? 217 312 10010 ? 41 8 418 921 5? 915 1013

马尿酸 ( hippuric 012 7115 ? 214 313 9812 ? 510 511 961 2? 811 814

ac id) 210 7212 ? 614 819 9812 ? 612 613 10116 ? 610 519

1010 7413 ? 411 515 9815 ? 618 619 981 5? 417 418

21314 稳定性  配制与 /精密度、准确度与回收
率 0项下相同浓度的桂皮酸和马尿酸对照品血浆,

分别在室温放置 12 h、- 70 e 冰箱放置 7 d和经

/血浆样品处理0后在进样器 ( 4 e )中放置 24 h,考

察稳定性。结果表明在上述 3种条件下保存浓度无

明显变化,稳定性良好, RSD均小于 12%。

21315 方法学质控  在生物样本分析方法确证完
成以后开始测定未知样品, 同时进行质量控制。每

个分析批生物样品测定时建立新的标准曲线, 并进

行三浓度双样本质控样品分析, 并将质控样品方法

回收率的 RSD < 15%作为当日数据是否接受的标

准。结果表明每批样品测定的质控符合要求。
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214 桂枝在大鼠体内的药代动力学试验
大鼠 6只,雌雄各半,实验前禁食 12 h,不禁水,

灌服桂枝 714 g# kg- 1 (桂皮酸 11130 mg# kg- 1,桂
皮醛 2141 mg# kg- 1 ), 于给药前和给药后 2, 5, 10,

20, 30, 60, 90, 120, 180, 240 m in于眼球后静脉丛采

血,肝素抗凝, 制备血浆, 按前述方法处理测定。通

过大鼠灌服桂枝后血浆色谱图与空白血浆色谱图进

行对比,并通过与桂皮酸、马尿酸对照品进行对比确

认,分析桂枝吸收进血液的成分;由随行标准曲线计

算出桂皮酸、马尿酸的血药浓度。

21411 桂枝体内成分分析  大鼠灌服桂枝后, 血浆

HPLC分析成分谱见图 1, 通过与空白血浆对比分

析,并经对照品确认, 血浆中可检测到桂皮酸和马尿

酸。

21412 血浆桂皮酸和马尿酸浓度经时变化  大鼠
灌服桂枝后,桂皮酸可迅速吸收进入体内,并代谢产

生马尿酸, 2 m in即可检测到, 并随时间呈动态变

化。桂皮酸和马尿酸浓度 - 时间曲线见图 2。用统

计矩法计算得其主要药代动力学参数, 桂皮酸和马

尿酸的 Cmax分别为 ( 21124 ? 15124 ) mg# L
- 1
和

( 22102 ? 6113 ) mg# L- 1, Tm ax分别为 ( 713 ? 619)
m in和 ( 1010 ? 515 ) m in, t1 /2分别为 ( 1918 ? 517)
m in和 ( 2010 ? 710) m in, AUC ( 0- t)分别为 ( 37816 ?

20617) mg# L- 1# m in和 ( 63418 ? 16615) mg# L- 1

# m in。

图 2 大鼠灌胃 714 g# kg- 1桂枝后的平均血药浓度 -时间曲线 ( x

? s, n= 6)

F ig 2 Average plasm a concentrat ion- tim e cu rves of cinnam ic acid and

h ippu ric acid after ig adm in istrat ion of Ramu lus C innam om i ( 714 g#

kg- 1 ) in rats ( x ? s, n= 6)

1.桂皮酸 ( cinn am ic acid)  2.马尿酸 ( h ippuric acid )

3 讨论

经过查阅文献, 发现血浆中桂皮酸的测定方法

已有报道,但马尿酸的测定多为尿中的方法,未发现

同时测定血浆中两者的 HPLC方法。本次实验改进

了文献中已有记载的桂皮酸血浆测定方法, 建立了

同时测定血浆中桂皮酸及马尿酸的方法。根据文献

报道的萃取方法, 本实验对 3种萃取方法进行了提

取回收率的比较。 3种方法的提取溶剂分别为甲醇

-乙腈
[ 9]
、正己烷 -氯仿 -异丙醇 ( 15B10B1) [ 10]和

乙酸乙酯
[ 11 ]
,结果表明盐酸酸化后用乙酸乙酯提取

桂皮酸和马尿酸的回收率均大于其他 2种方法。故

选用该方法为血浆样品的提取方法。经实验筛选大

量的内标物,结果发现以对羟基苯甲酸甲酯作为内

标物,桂皮酸和马尿酸的分离度好, 测定时不受干

扰, 保留时间适宜。又比较了纯水 -乙腈、011%磷
酸 -乙腈和 0105%磷酸 - 乙腈作为流动相,结果表
明 0105%磷酸 -乙腈作为流动相时各成分分离良

好, 故选为本次实验的流动相。经紫外扫描,桂皮酸

和马尿酸分别在 278 nm和 230 nm处有最大吸收,

故本实验采用双波长检测, 使该 2种成分在各自最

大吸收波长处检测,便于对血浆中的桂皮酸和马尿

酸进行准确测定。

从实验结果可以看出, 大鼠灌服桂枝后, 2 m in

即可在血浆中检测到桂皮酸和马尿酸,说明桂皮酸

吸收迅速,并迅速转化为马尿酸; 5 m in后马尿酸在

体内的血药浓度高于桂皮酸。马尿酸可为内源性物

质, 经研究表明,正常个体的马尿酸排泄量与年龄和

性别无关,个体差异很小,主要受食物中苯甲酸的摄

入量的影响
[ 12 ]
。经实验证明, 禁食 12 h后的大鼠

血浆中内源性的马尿酸与给药后血浆中的马尿酸比

较仅为微量,随时间波动不大, 且个体差异不明显,

因此,内源性的马尿酸不影响给药后桂皮酸代谢物

马尿酸的血药浓度测定。

本文报道了桂枝口服给药后桂皮酸及其代谢物

马尿酸的血药动力学规律。所获得的桂皮酸药动学

参数与文献报道的小鼠纯品桂皮酸灌服后的参

数
[ 9]
相比, 消除参数 ( t1 /2 )相近; 由于文献中桂皮酸

剂量 ( 450 mg# kg
- 1
)明显高于本研究中所含桂皮

酸剂量 ( 11130mg# kg
- 1
),通过剂量折算后,本研究

中桂皮酸的 AUC和 Cmax明显高于文献中结果。其

原因有待进一步研究阐明。

本文首次建立了同时测定大鼠血浆中桂皮酸和

马尿酸的高效液相色谱方法, 该方法符合生物样品

检测要求,为进一步研究桂枝乃至含桂枝中药复方

的药代动力学奠定了基础。
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/乙型肝炎疫苗免疫效果影响因素和加强免疫策略研究 0项目
获 2008年中华医学科技二等奖

  2009年 1月 9日下午,中华医学会在人民大会堂隆重举行中华医学科技奖 ( 2008)颁奖大会, 全国

人大副委员长韩启德院士、卫生部陈竺部长等出席大会并为获奖代表颁奖。中国药品生物制品检定所

梁争论研究员作为获奖代表参加了大会。

中国药品生物制品检定所为第一完成单位完成的 /乙型肝炎疫苗免疫效果影响因素和加强免疫策

略研究0项目 (主要完成人:梁争论、庄辉、李杰、胡忠玉、张瑞、廖雪雁、朱凤才、李荣成、荆庆、吴小音等 )

获 2008年度中华医学科技二等奖。该项目采用分子生物学和现场流行病学结合的研究方法, 建立了敏

感、特异的病毒变异株和基因型检测技术,规范了细胞免疫检测方法,结合现场流行病学调查,对影响我

国乙肝疫苗免疫效果的主要因素进行了研究。研究结果为我国乙肝疫苗生产研发单位提供了乙肝疫苗

进一步发展方向,对推广、规范我国乙肝疫苗预防工作发挥了积极作用,对我国创新型治疗性乙肝疫苗

的研制起到了促进作用,也为疫苗管理和应用部门的相关决策提供技术依据。

(中国药品生物制品检定所科研处供稿 )
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