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摘要 目的: 建立测定大鼠血浆中牡荆素 - 2d- O -鼠李糖苷 ( VOR )浓度的 H PLC法, 研究体内的药动学过程。方法: 血浆样

品加内标物橙皮苷,以甲醇沉淀蛋白; 采用 D iam onsilODS C18色谱柱 ( 150 mm @ 41 6 mm, 5Lm ),乙腈 - 01 1%甲酸 ( 20B80)为流

动相, 流速为 11 0 mL# m in- 1;检测波长为 270 nm。柱温: 室温;进样量: 20 LL。结果:最低检测限为 01 04022 Lg# mL- 1, 线性

范围 01 1070~ 21141 Lg# mL- 1,平均提取回收率 ( n= 6)为 971 9% ,日内、日间精密度试验的 RSD分别小于 714%和 81 5% ;大

鼠静脉注射 VOR 15, 30, 60 m g# kg- 1 3个剂量后,发现 VOR的 AUC0–90与给药量之比呈线性关系, 测得消除半衰期 ( t1/2B)、系

统清除率 ( CL )及表观分布容积 ( V
c
)无显著性差异。结论:建立的测定大鼠体内 VOR含量的 H PLC方法简单、专属性强, 适用

于 VOR在大鼠体内的药代动力学研究。
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HPLC determ ination of vitexin- 2d- O - rhamnoside concentration

in rat plasma and its pharmacokinetic study
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Abstract Objec tive: To develop a simp le and spec ificHPLC method for the pharmacokinet ic study o f v itex in- 2d

- O - rhamnoside(VOR ) in rat after intravenous adm in istration. M ethods: The plasma samples w ere depro teinized

w ith methano l after add ition of hesper idin( internal standard) . HPLC ana lysis w as performed on a D iamonsil ODS

C18 analyt ical co lumn( 150 mm @ 416 mm, 5 Lm), using aceton itrile- 011% form ic acid( 20B80) as the mob ile

phase at a flow rate of 110mL# m in- 1 w ith UV detection at 270 nm. The co lumn temperature w as room tempera-

ture. In ject ion vo lum ew as 20 LL. Results: The calibrat ion curve w as linear over the range of 011070- 21141 Lg#
mL

- 1
in rat plasma. The average extraction recovery( n = 6) o fVOR was 9719% , and the relat ive standard dev ia-

t ions of the intra- and inter- day precisions w ere less than 714% and 815%, respect ive ly. The lim it of detection
( LOD ) w as 0104022 mL# m in- 1. TheAUC0- 90 ofVOR was proportional to the dose after intravenous adm in istra-

t ion of 15, 30 and 60mg# kg- 1, and the elim ina tion half- life( t1 /2B ), system ic c learance( CL) and apparent vo-l

ume o f distribu tion( Vc ) w ere not significantly d ifferent among the three doses. Conc lusion: The developed HPLC

method for the pharmacok inetic study o fVOR in rat after in travenous adm inistrat ion is simp le and spec ific.

K ey words: v itex in- 2d- O - rhamnoside; pharmacok inetics; HPLC; rat plasma

黄酮类化合物存在于许多植物中,并且具有多

种生物活性和药理作用, 如预防冠心病、抗肿瘤、抗

氧化、抗炎等
[ 1~ 5]
。牡荆素 - 2d- O - 鼠李糖苷

(VOR )是山里红叶中主要黄酮类成分
[ 6]
, 具有强烈

抑制 MCF- 7人乳腺癌细胞 DNA合成作用
[ 7 ]
。近

年来,已有报道通过电泳
[ 8, 9]
及 LC - UV /LC - M S

法
[ 10~ 12]

测定植物中 VOR 及牡荆 素等成 分,

HPLC
[ 13]
及 UPLC - M S /M S

[ 14]
法测定大鼠血浆中

VOR。但是还未见 3个剂量大鼠静脉给药 VOR的

分析报道。因此,建立一个比较完善的评价 VOR药
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代动力学的方法是十分必要的。本实验建立了体内

VOR含量测定的 HPLC法, 研究 3种剂量静脉给药

后,大鼠血浆中 VOR的药代动力学行为。

1 仪器及试药

日本岛津高效液相色谱系统, LC - 10AT泵,

SPD - 10A VP紫外 - 可见检测器, Chromato- So lu-

t ion L ight w orkstation色谱工作站; 内标物: 橙皮苷

(中国药品生物制品检定所, 批号: 10062 - 0007) ;

乙腈为色谱纯;实验用水均来自于 M illi- Q
Ó
生物超

纯水系统; 其他试剂均为分析纯 (中国上海医药有

限公司 )。

2 VOR对照品的制备

取山里红叶 3 kg,用 70%的乙醇 24 L提取 3次,

合并提取液,减压回收乙醇,并浓缩至 3 L,然后过大

孔树脂 ( AB- 8,中国天津 ) ,用 5 L蒸馏水洗脱除去

杂质,再用 15 L 60%乙醇溶液洗脱后,减压回收乙

醇, 得到溶液 4 L。分别用总量为 4 L氯仿和 4 L正丁

醇分次萃取,正丁醇层减压蒸发得到浸膏 ( 100 g), 上

硅胶 ( 280~ 300目 )柱 ( U12 cm @ 200 cm )分离, 用氯

仿 -甲醇 ( 50B1, 25B1, 10B1, 4B1, 2B1)混合液梯度洗
脱, 以薄层色谱跟踪, 其中含 VOR部分合并, 上硅胶

( 400目 )柱 (U2 cm @ 100 cm )分离,用乙酸乙酯 -丙

酮 -甲酸 -水 ( 4B3B3B1)洗脱,得到 VOR结晶 110 g。
经 HPLC测定,纯度为 99%, 与文献

[ 15]
对照,确定该

化合物结构与 VOR具有相同的结构特征。

3 系列浓度对照品血浆、质控 (QC)样品及内标溶

液的制备

取 VOR对照品约 10 mg, 精密称定,置 100 mL

量瓶中,用甲醇溶解并定容至刻度, 摇匀, 即得 100

Lg# mL- 1对照品储备液,于 4 e 冰箱保存。通过用
空白血浆稀释方法得到不同浓度 ( 011070, 012141,
014282, 11070, 21676, 51352, 10170, 21141 Lg #

mL
- 1
)的 VOR对照品血浆。再分别制备 01185,

1185, 1815 Lg# mL- 1 3种浓度的 QC样品,置冰箱

中,备用。

取橙皮苷对照品约 9150 mg, 置 25mL量瓶中,

用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,即得浓度约为 400

Lg# mL- 1的内标储备液。取储备液适量, 用甲醇稀

释制成 40 Lg# mL- 1的内标溶液,于 4 e 冰箱保存,
备用。

4 色谱条件

色谱柱: D iamonsil ODS C18 ( 150 mm @ 416 mm, 5

Lm,迪马公司 );流动相:乙腈 - 011%甲酸溶液 ( 20B

80);流速: 1 mL#m in- 1;柱温:室温;检测波长: 270 nm。

5 给药剂量及给药方式

取雄性W istar大鼠,体重 250~ 300 g,由辽宁中

医药大学实验动物中心提供, 于试验前 1周开始于

实验室饲养,可自由饮水,试验前禁食 12 h,大鼠随

机分成 3组,每组 5只, 按 15, 30, 60 mg# kg- 1由尾

静脉注射给予 VOR溶液后, 于 3, 5, 8, 12, 17, 23,

30, 38, 47, 57, 90m in在眶静脉采血约 014mL(每次
采血后应及时给大鼠补充相应的生理盐水 ) , 置于

预先肝素化的试管中, 1300 r# m in- 1离心 15m in,得

到的血浆置 - 20e 条件下贮存,待测。

6 血浆样品处理

取血浆 200 LL, 依次加入醋酸 20 LL,内标溶液

100 LL, 甲醇 1 mL, 旋涡混合 1 m in, 3000 r# m in- 1

离心 15 m in, 收集上清液,于 50 e 氮气流下吹干,残

渣用 200 LL流动相溶解, 12700 r# m in- 1离心 5

m in, 取上清液 20 LL,进样分析。

7 方法的选择性

取大鼠空白血浆、空白血浆 + VOR +内标及给

药 VOR后血浆样品 + 内标, 分别按 / 60方法操作,
进行色谱分析,结果见图 1。由图可知, VOR及内标

的保留时间分别约为 415 m in和 1015 m in, 总的运
行时间为 13m in,所测定色谱峰完全达基线分离,说

明方法的选择性良好。

8 线性关系

按 / 30项下方法制备系列浓度对照品血浆, 按

/ 60项下方法处理后进样分析, 以 VOR与内标峰面

积之比为纵坐标,以 VOR浓度为横坐标,用加权最

小二乘法进行回归
[ 16]
计算,回归方程为:

Y= 015238X + 0101106 r= 019980
结果: VOR浓度在 011070~ 21141 Lg# mL- 1内, 线性
良好。当信噪比 ( S /N )等于 3时, 检测限为 0104022
Lg# mL- 1;最低定量限为 011070 Lg# mL- 1。
9 精密度及准确度

通过对低、中、高 3个浓度 ( 01185, 1185, 1815 Lg
# mL- 1 )的 QC样品的分析,评价日内、日间精密度。

对于日内精密度的计算,应在同一天对每个浓度的

QC样品进行 5样本分析;对于日间精密度的计算,同

样是对每个浓度的样品进行 5样本分析,连续测定 3

d,结果见表 1。从表中可知, 日内、日间精密度的

RSD分别小于 714% 和 815%, RE 在 - 419% ~
0186%之间。结果表明该法重复性、准确性良好。
10 回收率

制备低、中、高 3个浓度 ( 01185, 1185, 1815 Lg#
mL

- 1
)的QC样品各 6份,分别按 / 60项下方法处理后
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图 1 空白血浆 (A )、空白血浆 +牡荆素 - 2d- O -鼠李糖苷 +内标

( B )及静脉给药 47m in后血浆样品 +内标色谱图 ( C )

Fig 1  Representat ive chrom atogram s of b lank p lasm a ( A ) , p lasm a

sp iked w ith vitexin - 2d- O - rham nos ide and hesperid in( B) , and p lasm a

sam p le at 47 m in after an intraven ous adm in istration( C )

1.牡荆素 - 2d- O -鼠李糖苷 ( v itex in - 2d- O - rham nosid e) 2. 内

标橙皮苷 ( hesperid in, internal stand ard )

进样分析,记录色谱图; 另按相同的方法 (除不加对

照品溶液及内标溶液 )处理空白血浆, 得到上清液,

然后加入对照品溶液及内标溶液, 制备相应浓度的

溶液进样分析,以每一浓度 QC样品获得的峰面积

与在空白血浆加入对照品溶液及内标溶液的峰面积

之比计算提取回收率。 3种浓度 QC样品的提取回

收率见表 2, VOR和内标物的平均提取回收率 ( n =

18)分别为 9719%和 9619%, 结果表明大鼠血浆在
甲醇沉淀蛋白时 VOR的损失是可以忽略不计的,说

明 VOR在甲醇中提取回收率较高。

11 稳定性

制备 2个浓度 ( 01185, 1815 Lg# mL- 1 )的 QC

样品, 冻融稳定性试验是样品置 - 20 e 条件下冷冻

24 h,再于室温条件下融 2~ 3 h的 3个冻 -融循环

后测定;长期稳定性是 QC样品置 - 20 e 条件下贮

藏 2周后进行测定; 样品处理后的稳定性是将 2个

浓度的 QC样品按血浆样品处理后, 在 25 e 条件下

放置 6 h后测定来评价。试验结果见表 3。从表中

表 1 精密度和准确度 (n= 6)

Tab 1 Prec ision and accuracy

加入浓度

( added

conc. ) /

Lg# mL - 1

日内精密度

( intra- day )

日间精密度

( inter- day )

平均检测浓度

( mean de tec ted

conc. )

/Lg# mL- 1

RSD

/%

RE

/%

平均检测浓度

( mean de tected

conc. )

/Lg# mL- 1

RSD

/%

RE

/%

01185 011762 ? 01012 713 - 419 011790 ? 01014 719 - 312

1185 11830 ? 01135 714 - 111 11828 ? 01154 815 - 116

1815 18152 ? 01853 416 0113 18166 ? 1134 712 0186

表 2 回收率 (n= 6)

Tab 2 Recovery

加入浓度

( added conc. )

/Lg# mL- 1

平均检测浓度

(m ean detected con c. )

/Lg# mL- 1

回收率

( recovery)

/%

RSD

/%

01185 011776 ? 01009 9610 ? 4164 418

1185 11779 ? 01118 9612 ? 6138 616

1815 18178 ? 01847 10115 ? 5194 610

可知, RSD小于 910%, RE在 - 411% ~ 311%之间。
结果表明 VOR在上述 3种试验条件下稳定性良好。

表 3 稳定性 (n= 6)

Tab 3 S tab ility

稳定性

( stabil ity)

加入浓度

( added con c1 )

/Lg# mL- 1

平均检测浓度

( m ean detected conc1 )

/Lg# mL- 1

RSD

/%

RE

/%

冻 -融

( freeze- thaw )

01185 011775 ? 01012 712 - 411

1815 19107 ? 01968 511 311

长期

( long- term )

01185 011786 ? 01014 811 - 315

1815 18177 ? 01687 317 115

样品处理后

( post- preparat ive)

01185 011798 ? 01016 910 - 218

1815 19104 ? 01841 414 219

12 实验结果

分组后的大鼠按 15, 30, 60 mg# kg- 1由尾静脉

注射给予 VOR溶液后, 测得的主要药动学参数经

DAS软件 ( B eijing Bosom Science& Techno logy C o1,
L td)处理。由分析结果可知,血浆中 VOR的检出率

仅达 90 m in。大鼠静脉注射 VOR后的药动学符合

二室开放模型 (权重系数 W = 1 /x ), VOR在大鼠血

浆中的浓度 -时间曲线见图 2。测得的主要药动学

参数:系统清除率 ( CL)为 ( 01290 ? 01047) ~ ( 01343
? 01037) L # mL

- 1
# kg

- 1
; 消除半衰期 ( t1 /2B )为

( 45134 ? 2410) ~ ( 61169 ? 1312) m in;表观分布容

)46) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 1)



积 ( Vc )为 ( 51587 ? 5158 ) ~ ( 11133 ? 1155 ) L#

kg
- 1
。AUC0 - 90的值与给药量之比呈线性关系。结

果表明:大鼠静脉注射 3种浓度的 VOR后, 在体内

迅速消除,且消除速率与给药量呈线性消除关系。

图 2 静脉给药牡荆素 - 2d- O -鼠李糖苷 ( VOR) 15 ( v )、30 (▼ )、

60( o )m g# kg- 1后平均浓度 -时间曲线图 (平均值 ? SD, n= 5)

Fig 2 M ean p lasm a con cen tration- t im e curves of vitexin - 2d- O- rh-

am noside in rats after an in travenou s adm in is tration of doses of 15 ( v ) ,

30(▼ ) and 60( o ) m g# kg- 1 (m ean ? SD, n= 5)

13 讨论

HPLC法测定大鼠静脉给药血浆中 VOR的含

量,此法简单, 专属性好。试验中用甲醇沉淀蛋白,

不仅可以提取 VOR,同时也能很好地溶解内标物,

并且提取率高,价格低廉。由于黄酮类成分 VOR显

酸性, 在血浆中加入 20 LL醋酸后使 VOR呈游离状

态,增加 VOR在甲醇中的提取率。另外,流动相乙

腈 -水溶液 ( 20B80)中加入 011%甲酸溶液,有助于
改善峰形; VOR在紫外光谱条件下, 于 270 nm和

340 nm 处有最大吸收峰, 而内标的最大吸收峰在

280 nm,因此检测波长定为 270 nm是可行的。

文献报道
[ 14]
,口服给药山楂叶提取物 (相当于

VOR 120mg) ,药动学结果说明, VOR在大鼠体内浓

度较低 ( Cm ax = 018 Lg# mL
- 1
) , 因此, 有必要研究

VOR静脉给药后的大鼠体内药动学行为。进行大

鼠静脉给药 VOR ( 15, 30, 60 mg# kg- 1 ) 3个剂量的

药代动力学研究的分析结果表明, 大鼠静脉注射

VOR符合一级动力学行为。实验结果表明, 药物应

用要以药动学研究为基础,选择正确给药途径,本实

验对将来指导 VOR临床用药具有一定的意义。
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