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摘要  目的: 建立液相色谱 -串联质谱 ( LC- M S /MS)方法,对虎杖主要药效成分大黄素在大鼠体内的药代动力学及在脑组织

分布的经时变化进行研究,以探讨虎杖药材在大鼠体内的作用规律。方法: 采用 LC- M S /M S方法 ,色谱柱: Ec lipse P lus- C18

柱 ( 50 mm @ 21 1 mm, 118 Lm ); 流动相: 5 mmo l# L - 1醋酸铵溶液 -乙腈 ( 1B1, v /v), 流速: 012 mL# m in- 1。ESI离子源, 负离

子扫描模式, 多反应离子检测模式: 母离子和子离子的 m /z分别是 2691 2和 1811 9, 检测生物样品中的大黄素含量。结果: 血

浆大黄素在 01 03~ 6Lg# mL- 1范围内呈良好的线性, 线性相关系数 019989,高、中、低浓度绝对回收率 8718% ~ 12013% ,相对

回收率为 9519% ~ 11712% ;脑组织大黄素在 51 0~ 1000 ng# g- 1范围内呈良好的线性, 线性相关系数 019999,高、中、低浓度绝

对回收率 9411% ~ 971 2% ,相对回收率 9911% ~ 1031 1%。大黄素在大鼠体内药代动力学模型符合二房室模型。结论: 该方

法对大黄素测定具有良好的灵敏度、准确度、精密度以及专属性,完全适应于生物样品中微量大黄素的浓度测定。
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Abstract Objective: To deve lop an LC- M S /M Smethod based on liquid chrom atography w ith tandem mass spec-

trometry detect ion for the determ inat ion of emodin o fRh izoma Polygon iCusp idati in plasm a and brain o f ra.tM eth-

od: The column w as E clipse P lus- C18 ( 50 mm @211mm, 118 Lm), mob ile phasew as 5mmo l# L
- 1

NH4A c so lu-

t ion- acetonitrile ( 1B1, v /v ) at a flow rate o f 012 mL# m in
- 1
. The analytew as detected using negative ionization

by mu lt iple react ion mon itoring mode. The m ass transition pa ires ofm /z 26912 and 18119 w as applied to de tect

emod in. Results: The assay exh ib ited a good linear ity in the concentration range from 0103- 6 Lg# mL
- 1

w ith a

correlat ion coeffic ient o f 019989 from rat p lasma. Them ethod recoveries of emodin w ere from 9519% to 11712%
and the ex traction recoveries of emod in w ere from 8718% to 12013% at three concentration leve ls from rat plasma

samp les. A good linearity in the concentration range from 510 - 1000 ng# g
- 1

w ith a co rrelat ion coe ff icient o f

019999 from rat bra in. Themethod recoveries of emodin w ere from 9911% to 10311% and the extraction recover ies

of emodin w ere from 9411% to 9712% at three concentration leve ls from rat brain samples. Conclusion: Thism eth-

od is accurate, prec ise, sensit ive and spec ific, and can be app lied to the de term ination o f emod in in b io log ica l spec-i

men.
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  虎杖为常用中药,具有活血散瘀定痛、清热解毒

利湿、化痰止咳通便之功效
[ 1 ]
。其主要成分为蒽醌

类,如大黄素、大黄素苷、大黄素甲醚、大黄素甲醚苷

等。现代研究表明蒽醌类成分具有抗病原微生物、

保肝利胆、影响胃肠道运动、抗癌等作用
[ 2]
。目前,

虎杖中大黄素含量的测定方法主要有高效液相色谱

-紫外检测法
[ 3~ 12]

, 毛细管电泳法
[ 13]
。大鼠口服

虎杖后脑组织中大黄素的含量测定未见报道。
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近年来,串联质谱法得到了快速的发展,它弥补

了传统高效液相色谱检测器灵敏度低的缺点, 三重

四极杆质谱作为其中的代表被广泛运用于生物样本

中低浓度药物含量的研究领域。本文以大黄素为指

标,建立液相色谱 -三重四极杆质谱方法,测定大鼠

灌胃给予虎杖提取物后, 大黄素血药浓度及大黄素

透过血脑屏障在脑组织中的含量随时间的变化情

况,反映虎杖在大鼠体内的大黄素的作用规律,且为

生物样品中蒽醌类化合物检测提供了一种可靠、简

单的测定手段。

1 仪器与试药

111 仪器  Ag ilent 1100液相色谱仪、A gilent 6410

三重四极杆质谱 (美国 A gilent公司 ), H eido lph D I-

AX - 900匀浆机, M ett ler To ledo AG135电子天平,

岛津 Libro rAEL - 160电子天平, 国产 XZ- 6减压

浓缩器, YKH - Ó液体快速混合器 (江西医疗器械

厂 ) , LD5- 2A离心机 (北京医用离心机厂 ), XZ- 6

旋转蒸发器 (中科院生物物理所 ) , 水浴锅 (科龙仪

器厂 ), 超声波清洗机 (天鹏电子新技术有限公司 )。

112 实验动物  W istar大鼠, ` ,体重 ( 220 ? 20) g,

由中国医学科学院动物研究中心提供。

113 试药  大黄素对照品购于中国药品生物制品
检定所;虎杖药材购于同仁堂药店;大黄素的虎杖提

取液由本实验室自制; 乙酸乙酯, 色谱纯, 百灵威公

司;甲醇为色谱纯;重蒸馏水,其余试剂均为分析纯。

2 实验方法
211 对照品溶液的制备  精密称取大黄素对照品

5 mg,置于 10 mL量瓶中, 用甲醇溶解并稀释至刻

度,摇匀,配制成浓度为 015 mg# mL
- 1
大黄素储备

液。精密量取大黄素储备液 015mL,置于 10 mL量

瓶中, 加甲醇稀释至刻度, 摇匀,得 01025mg# mL
- 1

大黄素对照品溶液。

212 给药虎杖样品的制备  取干燥后的虎杖药材
样品, 粉碎成粗粉, 以 6倍量 95%乙醇回流提取 3

次,每次 2 h,抽滤,合并滤液,减压浓缩,然后将浓缩

液转移至蒸发皿中,于水浴上继续挥干溶剂,得到虎

杖浸膏,出膏率为 2511%。称取虎杖浸膏 2514 g至

烧杯中,分次加入 015% CMC- N a溶液共 250 mL,

超声助溶,制得大黄素浓度为 5171 mg# mL
- 1
的混

悬液, 备用。

213 动物试验  W istar大鼠 ` , 体重 ( 220 ? 20) g,

每组 8只动物,给药前禁食 24 h, 自由饮水, 以灌胃

量 0101mL# g
- 1
,剂量为 5711mg# kg

- 1
(以大黄素

计 )灌胃给予虎杖样品,于 5, 7, 10, 15, 30 m in及 1,

4, 5, 6, 8, 12, 24 h共 12个时间点各 8只大鼠自腹主

动脉取血,完成取血后, 取肝脏。血样经肝素抗凝离

心 ( 3000 r# m in
- 1
, 10m in)分取血浆,将血浆及脑组

织于 - 25 e 冰箱保存, 待测。

214 血浆样品的预处理  精密吸取血浆样品 30

LL,置 10 mL离心管中, 加入盐酸 ( 2 mo l# L
- 1

) 011
mL,涡旋混匀 30 s, 于 ( 70 ? 2 ) e 水浴中加热 30

m in, 放置室温,加入乙醚 2 mL, 涡旋提取 5 m in, 离

心 ( 4000 r# m in
- 1

) 10m in,取上清液置小试管中,于

旋转蒸发器 50 e 减压浓缩至干,放至室温,精密加

入甲醇 110 mL, 涡旋混匀, 超声 1 m in助溶, 0125
Lm有机滤膜过滤,取滤液直接进样。

215 脑组织样品的预处理  称取脑组织约 012 g,

精密称定,加生理盐水 2mL匀浆后置于具塞离心管

中, 加入盐酸 ( 2 mol# L
- 1

) 013 mL, 涡旋混合 30 s,

于 ( 70 ? 2) e 水浴中加热 20m in,放至室温,加入乙

酸乙酯 215mL,涡旋混合提取 5m in,离心 ( 4000 r#

m in
- 1

) 10m in,取乙酸乙酯层, 于旋转蒸发器 50 e

减压浓缩至干,精密加入甲醇 110mL,涡旋混匀, 超

声 1m in助溶, 0125 Lm有机滤膜过滤, 取滤液直接

进样。

216 色谱及质谱条件  Ec lipse P lus C18柱 ( 50 mm

@ 211mm, 118 Lm );柱温: 25 e ; 流动相: 乙腈 - 5

mmo l# L
- 1
醋酸铵溶液 ( 1B1) ; 进样量: 1 LL; 流速:

012 mL# m in
- 1
; ESI离子源;干燥气温度: 350 e ;干

燥气流速: 10 L# m in
- 1
; 雾化气压力: 241 kPa; 负离

子扫描模式;离子源电压: 4 kV;毛细管电压: 40 V;

碎裂电压: 100 V;多反应离子检测模式:母离子和子

离子的 m /z分别是 26912和 18119。
3 实验结果

311 方法专属性
大黄素结构上含有多个酚羟基, 在负离子模式

下得到 m /z 26912的分子离子 [M - H ]
-
, 以该离子

作为母离子进行二级质谱裂解, 主要产生 m /z

24013, 22512, 18119等特征离子, 全扫描质谱图见

图 1,多反应离子检测模式选取母离子 m /z 26912和
子离子 m /z 18119测定。

取大鼠空白生物样品, 按 / 2140或 / 2150项下方

法处理,作为空白样品; 将一定浓度的大黄素对照品

溶液加入到大鼠空白生物样品中,同法操作,获得对

照样品;取大鼠给药后血、脑组织样品, 按 / 2140或

/ 2150项下方法处理, 获得测试样品。按照选定的

色谱方法进行测定, 色谱图见图 2及图 3。空白对

大黄素测定无干扰。
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312 标准曲线及最小检测限
31211 血浆样品标准曲线  取空白血浆 30 LL,加

入一定浓度的大黄素对照品溶液, 制成 0103, 0106,
0112, 0130, 0160, 310, 610 Lg# mL

- 1
系列浓度的对

照品血浆,按 / 2140项下方法操作,以大黄素峰面积

Y对浓度 X ( Lg# mL
- 1

)进行线性回归, 回归方程

为:

Y= 12715X - 12163 r= 019989
结果表明大黄素血浆浓度在 0103 ~ 6 Lg# mL

- 1
范

围内线性关系良好,最小检测限为 10 ng# mL
- 1

( S /

N = 3)。

31212 脑组织样品标准曲线  取空白脑组织 012
g,加入一定浓度的大黄素对照品溶液,制成 5, 10,

50, 100, 500, 1000 ng# g
- 1
系列含量范围的对照品

脑组织,按 / 2150项下方法操作, 以大黄素峰面积 Y

对含量 X ( ng# g
- 1

)进行线性回归,得回归方程:

图 3 空白脑组织 ( A )、空白脑组织加大黄素对照品溶液 ( C =

250 ng# g- 1, B )及大鼠给药后脑组织样品 ( C )色谱图

F ig 3 HPLC chrom atogram s of b lank bra in (A ) , b lank b rain sp iked

w ith emod in ( C = 250 ng# g- 1, B) and b rain sam ple after a s ingle .i

g adm in istrat ion extract of Rh izom a Polygon i Cusp idati ( C )

1.大黄素 ( em od in)

Y= 13717X - 31416 r= 019999
线性范围为 510 ~ 1000 ng# g

- 1
。结果表明大黄素

脑组织含量在考察范围内线性关系良好。最小检测

限为 115 ng# g
- 1

( S /N = 3)。

313 回收率试验  将一定量的大黄素对照品溶液
加入到空白血浆中制成高、中、低 3个浓度分别为

4, 2, 011 Lg# mL
- 1
的对照品血浆, 将一定量的大黄

素对照品溶液加入到空白脑组织中制成高、中、低 3

个浓度分别为 800, 250, 20 ng# g
- 1
的对照品脑组

织, 依 / 2140或 / 2150项下方法处理,每一浓度进行 6

样本分析,连续测定 3 d,根据当日的标准曲线,计算

样品浓度,将样品的结果进行方差分析,计算本法的

回收率与精密度。测得血浆高、中、低浓度分别为绝

对回收率 12013% ( RSD = 213% ), 10811% ( RSD =

311% ), 8718% ( RSD = 414% ); 相 对 回 收 率

11712% ( RSD = 216% ), 10012% ( RSD = 410% ),

9519% ( RSD = 510% ), n = 6。脑组织高、中、低浓

度分别为绝对回收率 9712% ( RSD = 313% ),

9617% ( RSD = 218% ), 9411% ( RSD= 311% );相对

回收率 10311% ( RSD = 212% ), 10115% ( RSD =

311% ), 9911% ( RSD= 319% )。

314 稳定性考察
31411 冻融稳定性考察  取 - 25 e 保存的生物样

品, 考察冻融次数对样品稳定性的影响, 反复冻融 3

次, 按 / 2140或 / 2150项下相应的方法进行样品处

理。结果显示, 血浆样品冻融 3次, 测定结果 RSD

小于 5% ;脑组织样品冻融 3次,测定结果 RSD小于

6%。表明反复冻融 3次样品稳定。
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31412 稳定性考察  将生物样品按 / 2140或 / 2150
项下相应的方法进行样品处理, 室温放置, 于 7 d内

检查样品的稳定性。结果显示, 血浆样品在 6 d内

测定结果的 RSD( n = 8)小于 4%,稳定;脑组织样品

在 5 d内测定结果的 RSD( n = 8)小于 7%, 稳定。

315 药代动力学研究结果
按照 / 2140项下方法对各时间点血浆样品进行

处理, 测定血浆中大黄素含量, 得到大黄素药 -时曲

线图, 见图 4。

图 4 大鼠口服虎杖提取物后的大黄素平均药时曲线

Fig 4 M ean p lasm a concentrat ion- tim e curve for em od in in rats a-f

ter a single .i g adm in istration extract ofRh izom a Polygon i Cusp idati

血药浓度测定数据采用 3P97药代动力学软件

进行曲线拟合,虎杖中大黄素在大鼠体内的动力学

行为符合二室开放模型,主要动力学参数见表 1。

表 1 大鼠给予虎杖提取物后
大黄素的药代动力学参数 (n= 8)

Tab 1 Main pharmacok inet ic param eter of

emod in in rats after an .i g adm in istration of

extract ofRh izoma Polygon i Cusp idati

药代学参数

( pharmacokinetic param eter )

参数值

( v alues)

t0 /m in 4109

AUC /mg# m in# L - 1 2376139

Tm ax /m in 9101

C
m ax

/Lg # mL - 1 3139

t1 /2A /m in 5174

t1 /2B/m in 653195

CL /L# m in# kg- 1 010240

V /F /L# kg- 1 101983

  虎杖中大黄素在大鼠体内血药浓度很快吸收入

血达到峰值 (Tm ax = 9 m in) , 药时曲线出现双吸收

峰,在 10 m in实测血药浓度达到 ( 31973 ? 01535)Lg
# mL

- 1
,给药 4 h血药浓度又出现一个小的上升,血

药浓度为 ( 21131 ? 01705) Lg# mL
- 1
, 24 h血药浓度

低于 Cmax的 1 /10。分布相半衰期 t1 /2A = 5174 m in,

说明大黄素分布迅速, 消除相半衰期 t1/ 2B = 653195
m in,清除率 CL= 010240 L# m in# kg

- 1
, 提示大黄

素体内消除较缓慢, 表观分布容积 V /F = 101983 L

# kg
- 1
, 表观分布容积较大, 提示虎杖中大黄素体内

分布广泛。

316 讨论  虎杖中大黄素脑组织分布研究
按照 / 2150方法对各时间点脑组织样品进行处

理, 测定脑组织中大黄素含量,结果见表 2。

表 2大鼠脑组织中不同时间大黄素

含量 (平均值 ? SD, n= 8)

Tab 2 M ean concen tration for em od in in rats

brain after a single .i g adm in istration extrac t of

Rh izom e Polygon i Cusp idati(m ean ? SD, n= 8)

时间 ( time) C / ng# g - 1

5 m in 4511 ? 418

7 m in 12617 ? 101 1

10 m in 28015 ? 171 2

30 m in 9510 ? 419

1 h 2517 ? 514

4 h 2616 ? 119

12 h 2312 ? 213

24 h 1411 ? 119

  测定结果表明, 口服虎杖后, 大黄素在 10 m in

达到脑组织浓度高峰,大鼠脑组织中的大黄素浓度

低, 且大黄素在脑组织内相对消除较快。

4 讨论

采用 LC- M S法测定生物样品中的药物浓度具

有选择性好、灵敏度高等优点,目前正越来越多地应

用于药代动力学及药物组织分布的研究。由于大鼠

脑组织中大黄素浓度低, 因而对其检测方法提出了

更高的要求。HPLC - UV方法的定量下限通常在

0104 Lg# mL
- 1[ 10]

,不能达到测试要求,我们采用液

相色谱串联质谱技术,以二级质谱选择离子反应监

测方式扫描检测血浆和脑组织中大黄素的浓度, 采

用负离子模式下以分子离子 [M - H ]
-

26912为主
要的离子化模式, 以该离子作为母离子进行二级质

谱裂解, 主要产生 m /z 24013, 22512, 18119等特征
离子,多反应离子检测模式选取母离子 m /z 26912
和子离子 m /z 18119测定, 使得最低检测限在 115
ng# g

- 1
,定量下限 510 ng# g

- 1
。提高了检测的专

属性和灵敏度,最低定量限可达 510 ng# g
- 1
。且前

处理方法简单,回收率高, 分析时间大大缩短, 生物

样品中的内源性物质与杂质对测定物质没有干扰。

本方法成功用于大鼠口服虎杖后, 血浆和脑组织中

大黄素的动态分布研究, 为大黄素的药代动力学研

究提供一个灵敏可靠的检测方法。

虎杖中大黄素在大鼠体内吸收入血迅速。本文

)929)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 6)



对于口服虎杖后大黄素为指标的药代动力学及组织

分布研究,可为与大黄素结构相似的蒽醌类成分进

一步以体内代谢研究提供参考,有助于进一步阐明

虎杖药理作用的物质基础。
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