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摘要$ 目的!建立E=)H?法同时测定返魂草颗粒中对羟基苯甲酸和对羟基苯乙酸在大鼠血浆中的含有量( 并研究两
者的药代动力学行为) 方法!分析采用="*色谱柱 "(K8 11i"’& 11( ’ !1#( 流动相为 &K"!乙酸)乙腈$ 体积流量
&K8 1EA136$ 进样量 "& !E) 测定大鼠灌胃给药后不同时间点的血浆药物浓度( 并计算两种成分的药代动力学参数)
结果!对羟基苯甲酸和对羟基苯乙酸线性范围分别为 &K( c# &&&* ’ c# &&& 6;A1E( 平均回收率分别为 ,*K%8!*
,8K8+!( I?@小于 (K,"!$ 基质效应分别为 *,K*#!* ,’K,(!( I?@小于 +K+*!( 无交叉干扰( I?@小于 "’!) 两
者药动学参数分别为 4"A# ",K+8, j#K+88#* "(K,*% j"K&&%# S( ?12̂ ""K&*% j&K#&(#* "&K’*% j&K#&(# S( +12̂
""##K, j(8K##’#* "" #+%K’ j%"8K(,"# 6;A1E( FO=&h4"*’%K,’ j#(#K&%’#* "% &88K"&, j’#(K8%%# !;A"E.S#(
=EAJ"" ##%K+,# j%*,K%#+#* "%%%K&(, j’%K&+# EA"S.B;#( HI.&h4 ""#K8&# j%K(+’#* "’K##’ j&K8**# S) 结论
!该方法快速* 精确* 可靠( 适用于返魂草颗粒的药代动力学研究)
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S243:Y$ Y2<M$ [02M12$ E=)H?

!!返魂草又名麻叶千里光 "M%)%/’8/())(X’>80’9,
E/MM#( 为菊科千里光属多年生草本植物( 具有较
明显的抗菌* 抗病毒* 解热* 镇痛* 抗炎* 调节免
疫* 抗急性肺损伤* 抗胃溃疡等药理作用%")8& ) 其
中( 酚酸类成分是抗菌抗病毒的主要活性物
质%+)"&& ( 也是控制返魂草质量的重要指标) 返魂草
颗粒是以返魂草为原料所制成的单方制剂( 用于治
疗肺内感染* 慢性支气管炎* 哮喘性支气管炎和急
性呼吸道感染等症状) 目前( 对返魂草中原儿茶
酸* 绿原酸* 咖啡酸和金丝桃苷等成分的研究报道
较多%"")"(& ( 但尚未见关于对羟基苯甲酸和对羟基
苯乙酸的报道) 本实验以这两种活性成分为研究对
象( 利用E=)H? 法同时测定其在大鼠血浆中的含
有量( 并研究了药物在体内动力学行为( 可为分析
其体内过程和临床前药代动力学提供科学依据)
IJ材料与方法
"K"!试药!返魂草颗粒 "中国人民解放军第二一
d医院制剂中心#* 对羟基苯甲酸* 对羟基苯乙酸
对照品 "沈阳药科大学天然药物化学室提供( 含
有量均%,*!#$ 咖啡酸标准品 "批号 @&8"&F?(
美仑生物技术有限公司( 含有量 l,*!#) 乙腈*
甲醇* 乙酸均为色谱纯 "美国 ./\32公司#$ 羧甲
基纤维素钠为化学纯 "国药集团化学试剂有限

公司#)
"K#!仪器!F>.Y[0/NR2\.H(’&& 质谱仪 "美国
F>?=G-T公司#$ 超快速液相色谱仪 "日本岛津
公司#$ >?F##(? 电子天平* FY3R18""aJ超纯水
机 "德国 ?2<:YR3M公司#$ bD)"&&@>数控超声波清
洗器 "昆山禾创超声仪器有限公司#$ a:Y</̂)C/63/
# 涡旋振荡器 "美国 ?93/6<3Z39G6\RM<Y3/M#$ .CE)
"8H台式高速离心机 "上海安亭科学仪器厂#$ 移
液枪 "#&* #&&* " &&& !E( 德国 -[[/6\:YZ公司#)
"K%!动物!?@雄性大鼠 8 只( 体质量 #’& c
%&& ;( ?‘J级( 动物合格证号 ?=Tb "辽# #&"’)
&&&"( 购自辽宁长生生物技术有限公司( 实验前适
应性喂养 " 周)
"K(!色谱条件
"K(K"!液相条件!="*色谱柱 "(K8 11i"’& 11(
’ !1#$ 流动相 &K"!乙酸)乙腈 "% r"#$ 体积流
量 &K8 1EA136$ 进样量 "& !E)
"K(K#!质谱条件!离子源 -?G$ 喷雾电压 ( ’&& a
" h#$ 鞘气体积流量 %& EA136$ 辅助器体积流量
’ EA136$ 毛细管电压 h%+ a " h#$ 毛细管温度
%&& e$ 扫描方式为多反应监测 "HIH# 模式(
每种成分选择响应值最高的离子对用于测定( 检测
离子见表 ")

表 IJ检测离子
;/5QIJB&(&’(#"-#"-)

成分 母离子B_7 子离子B_7 去簇电压Aa 射入电压Aa 碰撞能量Aa 碰撞室射出电压Aa
对羟基苯甲酸 "%+K" ,%K" h"+ h#K’ h#" h,
对羟基苯乙酸 "’"K" "&+K" h%& h+ h,K" h*K"
内标 "+,K* "%’K, h*( h"% h#&K( h(

"K’!溶液配制
"K’K"!标准品溶液!精密称取对羟基苯甲酸* 对
羟基 苯 乙 酸 适 量( 甲 醇 溶 解 定 容( 配 制 成
&K# 1;A1E标准品贮备液) 使用时以此为母液( 根
据实际需要用乙腈逐级稀释( 得到一系列不同质量
浓度的工作液)
"K’K#!内标溶液!精密称取咖啡酸标准品适量(
加入乙腈溶解( 得到 " !;A1E工作液)
"K’K%!返魂草颗粒给药混悬液!取返魂草颗粒样
品适量( 于研钵中研细( 精密称取适量( 置于
’& 1E离心管中( 加入生理盐水配制的 &K"!羧甲
基纤维素钠溶液( 制得大鼠灌胃混悬液( 相当于对
羟基苯甲酸* 对羟基苯乙酸含有量分别为 &K**

&K# 1;AB;)
"K8!血浆样品处理方法!取血浆 ’& !E( 置于干
净-‘管中( 加入 " !;A1E内标溶液 #& !E以及乙
腈 "’& !E( 涡 旋 混 合 " 136( 于 ( e 下
"( &&& YA136离心 "& 136( 吸取上清液( 与水按
" r"比例稀释( 进样 "& !E测定分析)
"K+!血浆样品采集!取 ?@雄性大鼠 8 只( 给药
前禁食 "# S( 自由饮水( 称定质量( 均灌胃 " ;AB;
返魂草颗粒混悬液( 于给药后 &* &K&*% %*
&K&"8 +* &K#’* &K’* "* "K’* #* ( "恢复供食#*
8* ** "#* #(* (* S 眼眶取血约 &K# 1E( 置于肝
素化的离心管中( 于 ( e下 8 &&& YA136 离心
"& 136( 吸取上清液( 置于另一干净离心管中( 储
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存于h*& e冰箱中( 冷冻待测)
KJ方法学考察
#K"!专属性试验!按照本实验条件( 测定给药前
不同来源的大鼠空白血浆* 空白血浆中加入标准
品* 给药后实际血浆样品( 色谱图见图 ") 由图可
知( 峰形和各成分选择性均良好( 均能和血浆中的
内源性成分达到很好的基线分离( 空白样品在相应
位置上均无干扰)

"$对羟基苯乙酸!#$对羟基苯甲酸
"$C)S5\Y:̂5[S/65029/<39293\!#$C)S5\Y:̂50X/6]:39293\

图 IJD=8?:色谱图
Y#6QIJD=8?:’13"*/("63/*)

#K#!标准曲线!精密吸取 &K# 1;A1E标准品贮备
液( 配制成 "K#’* #K’* ’* "#K’* #’* ’&* "#’*
#’&* ’&&* " &&&* # &&&* # ’&& 6;A1E混合标准溶
液( 分别取 "& !E( 加入装有 ’& !E血浆的一次性
-‘管中( 按 +"K8, 项下方法操作( 得到系列质
量浓度溶液( 与空白血浆样品一起进样测定) 以待
测物质量浓度与内标质量浓度比值为横坐标 "E#(
待测物峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标 "5#(
加权最小二乘法%"’&线性回归 "权重系数 "AP# #(
结果见表 #( 可知对羟基苯甲酸* 对羟基苯乙酸分
别在 &K( c# &&&* ’ c# &&& 6;A1E范围内线性关系
良好)

表 KJ回归方程# 相关系数及线性范围
;/5QKJ<&63&))#"-&d,/(#"-)& ’"33&4/(#"-’"&%%#’#&-()/-!

4#-&/33/-6&)

成分 回归方程 相关系数
线性范围A
"6;.1Eh"#

对羟基苯甲酸 5g&K&,* #Eq&K*’, &K,,+ # &K( c# &&&
对羟基苯乙酸 5g&K&"# %Eq"K#, &K,,’ & ’ c# &&&

#K%!精密度与准确度试验!取空白血浆 ’& !E(
分别加入混合标准品溶液 "& !E( 配制成 "#* ",#*
" ’(& 6;A1E质控样品( 每个质量浓度平行 ’ 份(
同法制备( 连续测定 % \( 计日内* 日间精密度及
准确度) 结果( 两种成分日内及日间 I?@在
&K%*!c(K+8!之间( 准确度均大于 ,+K’,!( 均
符合生物样品分析方法要求)
#K(!回收率# 基质效应及交叉干扰试验!取空白
血浆样品 ’& !E( 加入 "#* ",#* " ’(& 6;A1E质控
样品 "& !E( 每个质量浓度平行 ’ 份( 同法处理(
进样分析( 所测峰面积记为F)

取空白血浆样品 ’& !E( 同法操作( 每个质量
浓度平行 ’ 份( 离心后获得上清液( 加入与相同质
量浓度的质控样品 "& !E( 进样分析( 所测峰面积
记为>)

取流动相 ’& !E( 加入 "#* ",#* " ’(& 6;A1E
质控样品 "& !E( 每个质量浓度平行 ’ 份( 加入内
标混匀( 进样分析( 所测峰面积记为=)

计算公式为提取回收率 gAAGi"&&!( 基质
效应gAA+i"&&!)

同法制备相同质量浓度的单成分与混合成分血
浆样品( 交叉进样测定( 考察两种成分是否存在交
叉干扰( 结果见表 %) 由表可知( 该方法满足生物
样品定量分析的要求 "I?@k(K,"!#( 血浆中无
明显内源性物质干扰 "I?@k+K+*!#( 而且两种
成分不存在交叉干扰 "I?@k"’!#)

表 LJ回收率# 基质效应及交叉干扰 %!& !N"’
;/5QLJ<&’"R&3#&)& */(3#2 &%%&’()/-!’3"))#-(&3%&3&-’&)

%!& !N"’

成分 回收率 基质效应 交叉干扰
对羟基苯甲酸 ,*K%8 *,K*# "&"K+%
对羟基苯乙酸 ,8K8+ ,’K,( **K8"

#K’!稳定性试验!取空白血浆样品( 加入低* 中*
高质量浓度的质控样品( 每个质量浓度平行 ’ 份(
同法处理( 制成不同质量浓度的血浆质控样品(
于h*& e放置 "& \后测定( 考察长期冷冻放置稳
定性$ 于 #’ e放置 # S 后测定( 考察室温短期放
置稳定性$ 在进样盘于 ( e放置 #( S( 考察临时储
存稳定性) 结果( % 种条件下I?@均k"’!( 表明
该方法稳定性良好)
#K8!药代动力学研究!取 +"K+, 项下血浆样品(
同法处理( 与标准曲线一同进样测定( 计算对羟基
苯甲酸* 对羟基苯乙酸血药浓度( 并绘制血药浓
度)时间曲线( 结果见图 #) 再用 @F? #K& 软件进
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行数据处理( 对血药浓度结果采用非房室模型计算
主要的药动学参数( 结果见表 ()

图 KJ血药浓度8时间曲线 %#OU& !N"’
Y#6QKJ[4/)*/ ’"-’&-(3/(#"-8(#*&’,3R&)%#OU& !N"’

表 MJ药代动力学参数 %#OU& !N"’
;/5QMJ[1/3*/’"T#-&(#’+/3/*&(&3)%#OU& !N"’

参数 对羟基苯甲酸 对羟基苯乙酸

4"A# AS ,K+8, j#K+88 (K,*% j"K&&%

?12̂AS "K&*% j&K#&( &K’*% j&K#&(

+12̂A"6;.1Eh"# "##K, j(8K##’ " #+%K’ j%"8K(,"

FO=&h4A%!;."E.S# h"& *’%K,’ j#(#K&%’ % &88K"&, j’#(K8%%

"=EAJ#A%E."S.B;# h"& &K,*" j&K%"# &K&8+ j&K&"#

HI.&h4AS "#K8&# j%K(+’ ’K##’ j&K8**

LJ讨论
本实验首次采用 E=)H? 法同时测定返魂草颗

粒中对羟基苯甲酸和对羟基苯乙酸在大鼠血浆中的
含有量( 发现该方法准确可靠( 灵敏度高( 检测时
间短( 样品用量少( 可满足生物样品分析要求) 另
外( 药代动力学分析得到灌胃返魂草颗粒后血药浓
度)时间曲线( 还通过非房室模型测得药动学参数(
这将进一步应用于返魂草颗粒的临床研究)

流动相考察时( 比较了甲酸)水( &K"!乙酸)
水和 &K#!乙酸)水( 发现水相比例为 +’! "&K"!
乙酸# 时( 峰形良好( 各成分分离度理想( 出峰
时间大大缩短至 * 136( 检测灵敏度高( 提高了分
析效率) 而且( 质谱条件选择对羟基苯甲酸* 对羟
基苯乙酸* 内标的质荷比分别为 "%+K"$,%K"*
"’"K"$ "&+K"* "+,K*$ "%’K, 时( 各离子对均响
应值较高( 而且信号稳定( 故作为监测反应离子对
用于定量测定)

乙腈与甲醇相比( 其沉淀蛋白效率更高( 故本

实验采用 % 倍乙腈蛋白沉淀法后( 离心获得纯净的
血浆样品( 操作简便( 节约样本和处理时间( 减少
液体转移步骤( 提高了准确性) 稀释后( 进样与流
动相比例保持一致( 增加目标成分检测灵敏度( 减
少基质效应干扰( 降低离子抑制程度( 可满足生物
样品检测要求)
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