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U?XEIdEI 检测血浆中黄连吴茱萸药对生物碱的研
究"

#

!孙冬梅!罗文汇!李素梅!毕晓黎!李养学!!广东省中医研究所!广州 %"&&P%$

摘要!目的*快速准确测定黄连X吴茱萸药对中生物碱的血药浓度" 方法*采用高效液相色谱X质谱联用法对黄连X吴茱萸药对

中盐酸小檗碱#盐酸巴马汀#盐酸药根碱和吴茱萸碱的血药浓度进行测定!以甲醇X水为流动相梯度洗脱![:C07;-8HeUJ?"]

柱)%& //l#$" //!T

-

/+为固定相!流速为 &$# /8d/-3!柱温为 T%k" 质谱采用高温电喷雾离子源!以选择反应监测模式进

行定量分析!血浆样品用乙腈直接沉淀处理" 结果*盐酸小檗碱在 "$#'T T̂&$%O] 3>d/8!盐酸巴马汀在 "$#'& T̂&$%'" 3>d

/8!盐酸药根碱在 "$#'] T̂&$Q'O 3>d/8!吴茱萸碱在 #]$'T# %̂%T$T"' 3>d/8范围内均呈良好线性关系" 日内#日间>FQ均小

于 "%_)) n%+" 结论*本方法操作简单#灵敏度高#分析时间短!适用于黄连X吴茱萸药对生物碱血药浓度监测及药代动力学

研究"

关键词!液质联用$盐酸小檗碱$盐酸巴马汀$盐酸药根碱$吴茱萸碱$血药浓度
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!!药对是中药配伍应用的基本形式#虽组成简单#

却有着严谨的配伍规律和特定的药理作用' 开展中

药药对配伍的物质基础和作用机理研究对探讨中药

配伍规律具有重要意义#同时也为更有效地指导临

床用药和中药新药研制提供科学依据' 黄连与吴茱

萸配伍是中医寒热配伍药对的代表之一#亦是现代

临床的常用药对之一#有着良好的临床疗效和使用

范围' 具有泻火&疏肝&和胃&止痛等功效#屡经历代

临床应用至今不衰+" #̀,

' 本文建立了同时测定血浆

中黄连X吴茱萸药对中四种生物碱浓度的高效液相

."T.
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色谱X质谱联用!U?XEIdEI$方法#并进行了方法学

考察' 结果表明#该方法灵敏度高#准确性好#样品

处理简单#适合于黄连X吴茱萸药对中生物碱的血药

浓度监测及药代动力学研究'

"!仪器与试药

"$"!仪器

)2208.高效液相色谱仪&*IWW+.35+/)220;;

E.B三重四极杆质谱检测器 !美国 *607/9\-;607

I2-035-=-2公司$"*JUX%XU台式离心机!上海安亭$"

[I?X"#)氮吹仪!天津 [03>.9$"fgX]&)旋涡混合

器!上海青浦沪西$")1A.35.>0)"& 超纯水处理系统

!美国E-88-C970公司$'

"$#!试药

盐酸小檗碱对照品!批号%""&O"TX#&&Q&P$&盐

酸药根碱!批号%""&OTTX#&&]&Q$&盐酸巴马汀!批

号% ""&OT#X#&&%&Q $& 吴 茱 萸 碱 !批 号% ""&]&#X

#&&Q&Q$购于中国药品生物制品检定所"甲醇&冰乙

酸!EF(?p色谱纯$"高纯氮气!纯度 jPP$PPP_$"

高纯氩气!纯度jPP$PPP_$$"水为超纯水'

#!测定方法

#$"!对照品储备液的配制

用 '&_甲醇溶液配制含盐酸小檗碱!TPO$O#

-

>d/8$&盐酸巴马汀!TPQ$P'

-

>d/8$&盐酸药根碱

!TPP$TQ

-

>d/8$和吴茱萸碱!TP%$#]

-

>d/8$的生

物碱对照储备液#置 'k冰箱中保存#使用时用 '&_

甲醇水溶液稀释至所需浓度'

#$#!样品的处理

密吸取血浆样品 &$' /8#加甲醇 " /8#摇匀#离

心!T&&& 7d/-3#"% /-3$#离心后倾出上清液#上清

液加甲醇 " /8#摇匀#离心!T&&& 7d/-3#"% /-3$#倾

出上清液#上清液用氮吹仪吹干#残渣加 '&_甲醇

水溶液溶解并定容于 " /8容量瓶中#过 &$'%

-

/的

微孔滤膜#滤液作为供试品溶液'

#$T!液相色谱X质谱条件+T '̀,

#$T$"!色谱条件!色谱柱为[:C07;-8HeUJ?"] 柱

!%& //l#$" //#T

-

/$"柱温%T&k"流动相%甲醇

!)$ &̀$&"_乙酸!c$按表 " 中的规定进行梯度洗

脱"流速 &$# /8d/-3"进样量%"&

-

8'

表 "!流动相梯度表

时间d/-3 流动相)!_$ 流动相c!_$

&

+

Q #&

+

]& ]&

+

#&

Q

+

] ]& #&

]

+

P ]&

+

#& #&

+

]&

P

+

"" #& ]&

#$T$#!质谱条件!高温电喷雾离子源![FIV源$"

正离子选择反应监测!I(E$"喷雾电压%#$]DK"喷

雾温度% T%&k"毛细管温度% T&&k"鞘气压力%

T%C;-"辅助气流速%%.7<"用于定量分析的离子对为

TTQ$"##

+

T#&$"T% ! #Q[a$& T%#$"QT

+

TTQ$"]"

!#P[a$&TT]$"O&

+

T&O$#"% !TP[a$和 T&T$""'

+

#]Q$PQ%!'#[a$'

#$'!测定方法

测试样品直接注入色谱仪中#按上述液X质条件

采用-3,025d@.;50的方式进样检测'

T!结果

T$"!方法可行性考察

空白血浆&对照品&血浆样品的三个选择反应监

测的离子流色谱图见图 " T̀' 动物体内内源性物

质及其他杂质不干扰样品的分离测定' !见图 " `

T$

图 "!对照品[GU?XEI色谱图

图 #!血浆样品[GU?XEI色谱图

T$#!标准曲线的制备

用 '&_甲醇水溶液将对照储备液稀释成含盐

酸小檗碱!"$#'T&'$PO"&P$P'T&"%$']Q&##$]]Q&T&$

%O] 3>d/8$&盐酸巴马汀!"$#'&&'$PQ#&P$P#'&"%$

']"&##$]'O&T&$%'" 3>d/8$&盐酸药根碱!"$#']&'$

PP#&P$P]'&"%$'PQ&##$PQ]&T&$Q'O 3>d/8$和吴茱

萸碱!#]$'T#&]&$#O"&"Q&$'T'&#O#$TO'&T]'$Q%#&

%%T$T"' 3>d/8$系列质量浓度的生物碱对照品溶

.#T.
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图 T!空白血浆[GU?XEI色谱图

液#按(#$T)项下的测定条件进行分析&对待测物浓

度5为自变量!C$#峰面积@为因变量!G$#进行线

性回归分析#得到的直线回归方程为%

盐酸小檗碱%GnP$&TP 'O l"&

%

r#$%#Q P l

"&

Q

C#,n&$PPP '#线性范围为 "$#'T T̂&$%O] 3>d

/8"盐酸巴马汀%Gn"$#O& "T l"&

Q

r%$### PP l

"&

Q

C#,n&$PPP %#线性范围为 "$#'& T̂&$%'" 3>d

/8"盐酸药根碱%GnT$&&P T' l"&

T

r"$Q%& %# l

"&

%

C#,n&$PPP ##线性范围为 "$#'] T̂&$Q'O 3>d

/8"吴茱萸碱%Gn#$OP# O' l"&

'

C#,n&$PPP '#线性

范围为 #]$'T# %̂%T$T"' 3>d/8'

T$T!回收率实验

分别精密吸取 " /8空白血浆#分别加入高&中&

低三种不同浓度的对照品溶液 " /8#混匀#制得三种

浓度的血浆样品#按血浆样品的处理与测定项下方

法进行测定#由标准曲线方程计算出血浆中生物碱

浓度#以测得值与加入值之比计算回收率#结果见表

#'

表 #!四种生物碱回收率测定结果

生物碱名称
加入对照品溶液后
血浆浓度d3>./8

"̀

实际测得的浓度
d3>./8

"̀

回收率
!_$

平均回收率
!_$

>FQ

!_$

盐酸小檗碱 "$#'T "$"P' PQ$&Q PQ$]& "$"O

P$P'T P$O%' P]$"&

T&$%O] #P$'#% PQ$#T

盐酸巴马汀 "$#'& "$#T] PP$]' P]$&" #$T&

P$P#' P$'OQ P%$'P

T&$%'" T&$"'T P]$O&

盐酸药根碱 "$#'] "$"P% P%$O% PO$&O "$T%

P$P]' P$QP" PO$&O

T&$Q'O T&$"%# P]$T]

吴茱萸碱 #]$'T# #O$%T] PQ$]Q P]$Q" "$%%

#O#$TO' #O&$T%% PP$#Q

%%T$T"' %%"$Q'" PP$O&

T$'!精密度试验

将生物碱对照储备液准确配制成低&中&高 T 个

质量浓度+含盐酸小檗碱!"$#'T&P$P'T&T&$%O] 3>d

/8$&盐酸巴马汀!"$#'&&P$P#'&T&$%'" 3>d/8$&盐

酸药根碱!"$#']&P$P]'&T&$Q'O 3>d/8$和吴茱萸碱

!#]$'T#&#O#$TO'&%%T$T"' 3>d/8$,的溶液#每个浓

度平行配制 Q 份#按 [GU?XEI 条件进行分析#计算

日内精密度#连续 T 天配制并测定上述浓度样品#每

天随行做标准曲线#并以当日的标准曲线计算样品

的浓度' 将结果进行方差分析#计算日内精密度和

日间精密度' 低&中&高 T 个浓度日内精密度 (IJ

分别为盐酸小檗碱%#$T_&T$#_&O$Q_"盐酸巴马

汀%#$Q_&T$]_&Q$%_"盐酸药根碱%#$%_&'$"_&

]$#_"吴茱萸碱%"$O_&T$Q_&Q$]_' 日间精密度

分别为盐酸小檗碱%#$%_&T$O_&]$%_"盐酸巴马

汀%#$P_&'$&_&O$"_"盐酸药根碱%#$]_&'$O_&

P$"_"吴茱萸碱%#$#_&'$%_&O$'_' 均h"%_'

T$%!样品稳定性试验

用空白血浆配制 T 个不同质量浓度+含盐酸小

檗碱!"$#'T&P$P'T&T&$%O] 3>d/8$&盐酸巴马汀!"$

#'&&P$P#'&T&$%'" 3>d/8$&盐酸药根碱!"$#']&P$

P]'&T&$Q'O 3>d/8$和吴茱萸碱!#]$'T#&#O#$TO'&

%%T$T"' 3>d/8$,的样品#进行稳定性试验' 结果表

明在 'k条件下保存 " 周#样品中药物浓度无明显

变化#稳定性良好'

T$Q 质控样品

用空白血浆配制 +含盐酸小檗碱 !"$#'T&P$

P'T&T&$%O] 3>d/8$&盐酸巴马汀!"$#'&&P$P#'&T&$

%'" 3>d/8$&盐酸药根碱!"$#']&P$P]'&T&$Q'O 3>d

/8$和吴茱萸碱!#]$'T#&#O#$TO'&%%T$T"' 3>d/8$,

样品各 T 份#每份进样分析 # 次#在每批样品测试中

作为质控样品和标准曲线进行随行测定#结果表明

质控样品的实际测定结果与真实值接近'

'!讨论

黄连吴茱萸药对生物碱在血浆中的浓度低#定

量分析难度较大#采用常规方法进行分析测定灵敏

度均无法满足生物样吕中微量药物测定的要求' 本

研究采用U?XEIdEI法进行血浆中黄连吴茱萸药对

生物碱的测定#与 [GU?XoK方法相比#本法的灵敏

度高&专属性强#与已有报道的 U?XEIdEI 方法相

比#本法具有预处理方法简单&分析时间短的优点#

适用于药动学和生物利用度研究等生物样本的分析

测定'
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