
实验号 � � ≤ ⁄
总黄酮

含量 rh

t t t t t tsquv

u t u u u tuqvy

v t v v v tuqzz

w u t u v txq|v

x u u v t tyqtt

y u v t u txqty

z v t v u txqzw

{ v u t v twqzv

| v v u t txqxy

´ ­ vxqvy wtq|u wsqtu wtq|s

µ ­ wzqus wvqus wvq{x wvquy

¶ ­ wyqsv wvqw| wvqyt wvqwv

´ ­
u

tuxsqvv tzxzqu| tys|qyt tzxxqyt≤× � t{vzquz

µ ­
u

uuuzq{w t{yyquw t|uuq{u t{ztqwv

¶ ­
u

utt{qzy t{|tqv{ t|stq{v t{{yqty

� ­ ttq{w tqxz vqzv tqxv

≥≥­ txqx{ squz tqxx squy

表 4  方差分析表

Ταβ 4  �±¤̄¼¶¬¶²©¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²±

方差来源 离差平方和 自由度 r© 方差 r� ¶ ƒ值 显著性 r°

� txqx{ u txqx{ x|q|u 3 3

≤ tqxx u tqxx xq|y

误差 ≥≥¨ sqxv w sqtv

注 }ƒsqsxkuowl � yq|woƒsqstkuowl � t{qss 3 3 为有极显著意义

  由表 wo表 x得出对蜂胶中总黄酮含量影响的主次顺序

为 � � ≤ � � � ⁄∀蜂胶总黄酮含量提高的提取工艺组合为

�u �v ≤u ⁄v o即用 {倍量的 zxh乙醇提取 u次 o每次 {«∀考虑

到 �o⁄两因素对提取结果中的总黄酮的含量影响较小 o考虑

到节省时间和节省乙醇用量的原则 o故改选为用 y倍量乙

醇 o提取 y«的为宜 ∀

2q3q3  提取工艺验证试验  将 v份粉碎的生蜂胶 o每份

tsªo按正交实验所得出的提取最佳条件试验 o测得蜂胶总黄

酮含量为 tyqyyh o结果说明由正交实验得出的工艺条件是

可靠的 ∀

3  结论

3q1  本试验通过乙醇冷浸法 o乙醇温浸提取法 o乙醇超声提

取法对蜂胶提取方法进行初步比较 o试验结果表明 o乙醇温

浸提取蜂胶总黄酮含量较高 ∀

3q2  正交实验的方差分析表明蜂胶最佳提取工艺是用 y倍

量 zxh乙醇提取 u次 o每次 y«∀

3q3  黄酮物质得率随提取温度的升高而提高 o但是随温度

升高 !加热时间的延长 o提取液的颜色加深 o黄酮物质被氧化

破坏 ∀蜂胶中含多种黄酮类 !芳香酸 !酯类 !萜类化合物 o还

含有氨基酸 !维生素及蜜蜂唾液中的酶类化合物 ∀为了尽量

保证蜂胶的生物活性 o又不影响黄酮类物质的得率 o将实验

温度预定为 ysε ∀
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摘要 }目的  采用高效液相色谱法测定血浆中马兜铃酸 �的浓度 o研究小鼠灌胃给予关木通提取液后体内马兜铃酸 �的药动

学特点 ∀方法  采用 ⁄¬¤°²±¶¬̄
×�

≤t{
色谱柱 kuxs°° ≅ wqy°°oxΛ°lo以甲醇 2水 2冰乙酸 kzuΒ uzΒ tl为流动相 o流速 tqs°�#

°¬±
pt
o检测波长 vtx±°∀小鼠按马兜铃酸 � wqs°ª# ®ª

pt灌胃给予关木通提取液后 o经 � °�≤法测定血浆药物浓度 ∀结果  

马兜铃酸 �在 sqts|{ ∗ vqyy°ª# �
pt的浓度范围内线性关系良好 kρ� s. |||{, ν � zlo最低检测浓度为 sqst{v°ª# �

pt ∀马兜

铃酸 �高 !中 !低 v种不同浓度的平均回收率及相对标准偏差分别为 |zqszh ktqsh lo|zqtsh ktqth l和 ||qvyh ksq{h lo

该法的日内和日间精密度 � ≥⁄值均小于 |qvh ∀小鼠给药后 o药动学房室模型为一室模型 o主要药动学参数 Τtruk®¤l oΤtruk®̈ l o

Τ°¤¬o ��≤o Χ°¤¬oΧΛrƒk≥l oςrƒk¦l
分别为 }vq|wotyqu|otsqyx°¬±otswq{{k°ªr�l# °¬±ouq{w°ªr�osqsv{°ªr®ªr°¬±rk°ªr�losq
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{|k°ªr®ªl rk°ªr�l∀结论  本实验建立了关木通药材中马兜铃酸 �血药浓度的 � °�≤测定方法 o阐明了马兜铃酸 �的药动

学特征 ∀

关键词 }高效液相色谱法 ~关木通 ~马兜铃酸 �~药动学

中图分类号 }� |y|qtt   文献标识码 }�    文章编号 }tssz2zy|vkussxlsu2stvz2sw
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×�

≤t{ ¦²̄∏°±

kuxs°° ≅ wqy°°o xΛ°lo º«¬¦«º¤¶¨̄∏·̈§º¬·«¤°¬¬·∏µ̈ ²©° ·̈«¤±²̄ 2º¤·̈µ2¤¦̈·¬¦¤¦¬§kzuΒ uzΒ tl ¶²̄∏·¬²± ¤·¤ ©̄²º µ¤·̈ ²©tq

s°�# °¬±
pt

¤±§¤·¤µ²²° ·̈°³̈ µ¤·∏µ̈ ²©uwε q � ¬¦̈ º µ̈̈ ª¬√ ±̈ ·«̈ ¬̈·µ¤¦·¬²± ¥¼ ²µ¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ¤·§²¶̈ ²©wqs°ªr®ª¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦

¤¦¬§� ¤±§³̄¤¶°¤¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶º µ̈̈ §̈ ·̈µ°¬± §̈¥¼ �°�≤qΡ ΕΣΥΛΤΣ ×«̈ ¶·¤±§¤µ§¦∏µ√¨¶«²º §̈¤ª²²§ ¬̄± ¤̈µ¬·¼ ²√ µ̈¤µ¤±ª̈ ²©

sqts|{ ∗ vyqy°ª# �
pt

©²µ¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� kρ� s. |||{, ν � zlq ×«̈ ²̄º ¶̈·§̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� º¤¶

sqst{v°ª# �
pt
q ×«̈ ¤√ µ̈¤ª̈ µ̈¦²√ µ̈¬̈¶¤±§µ̈ ¤̄·¬√¨¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²±¶²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� º µ̈̈ ||qvyh ksq{h lo |zqtsh ktq

sh lo ¤±§|zqs{h ktqsh lo µ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼q ×«̈ µ̈ ¤̄·¬√¨¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²±¶²©¬±·µ¤2§¤¼ ¤±§¬±·̈µ2§¤¼ ³µ̈¦¬¶¬²±¶©²µ·«̈ ° ·̈«²§º µ̈̈

¤̄¯¯̈ ¶¶·«¤± |qvh q �©·̈µ¶¬±ª̄¨²µ¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ²©·«̈ ¬̈·µ¤¦·¬²± ·²°¬¦̈o ·«̈ ° ¤̈± ³̄¤¶°¤¦²±¦̈±·µ¤·¬²±2·¬°¨¦²∏µ¶̈ º¤¶©²∏±§·²

©¬·¤²± 2̈¦²°³¤µ·° ±̈·°²§̈ q̄ ×«̈ °¤¬± ³«¤µ°¤¦²®¬± ·̈¬¦³¤µ¤° ·̈̈µ¶²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� ¤¶©²̄ ²̄º¶} Τtruk®¤l o Τtruk®̈ l o Τ°¤¬o ��≤o

Χ°¤¬o ΧΛrƒk≥l o ςrƒk¦l º µ̈̈ vq|w°¬±o tyqu|°¬±o tsqyx°¬±o tswq{{k°ªr�l# °¬±o uq{w°ªr�o sqsv{°ªr®ªr°¬±rk°ªr�lo sq{|

k°ªr®ªl rk°ªr�lq ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  �·¬¶¤ª²²§° ·̈«²§·² §̈ ·̈µ°¬±¨·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� ¬± ³̄¤¶°¤¤±§·² ²¥2

·¤¬± ³«¤µ°¤¦²®¬± ·̈¬¦³¤µ¤° ·̈̈µ¶q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: � °�≤~ Χαυλισ αριστολοχηιαε µ ανσηυριενσισ~ ¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§�~ ³«¤µ°¤¦²®¬± ·̈¬¦¶

  自 usss年 x月美国食品和药品管理局 kƒ⁄�l分别公布

了对产业界和卫生界有关含有马兜铃酸植物药物和食品的

通告 ≈t 以来 o中草药肾病已成为国内外中医药界广泛关注和

重点研究的课题之一 ∀我们测定了关木通 !青木香和马兜铃

等中药材及冠心苏合胶囊 !排石颗粒等复方制剂中马兜铃酸

�的含量 ≈u 
o为了进一步阐明马兜铃酸 �在体内的吸收 !分

布 !代谢 !排泄等一系列过程 o本实验采用高效液相色谱法测

定体内马兜铃酸 �的血药浓度 o建立体内分析方法 o并对小

鼠灌胃给药后的药动学特征进行研究 o结果满意 ∀同时 o本

研究为复方制剂中马兜铃酸 �的药代动力学研究奠定基础 ∀

1  材料和方法

1q1  实验动物

动物为昆明种小鼠 kux ∗ vsªloα ⎯ 各半 k河北省实验动

物中心 o动物合格证号为冀动字 µ级 swsxy号 lo试验前禁食

tw ∗ ty«o饮水不限 ∀

1q2  试剂与药品

马兜铃酸 �对照品 k中国药品生物制品检定所 o批号

zwy2|ssul~关木通 k石家庄市药材站 o并经河北医科大学聂

凤 教授鉴定 l~甲醇为色谱纯 ~冰醋酸为分析纯 ∀

1q3  仪器

高效液相色谱仪 k美国 • ¤·̈µ¶xtx泵 ouw{z紫外检测

器 lo色谱柱为 ⁄¬¤°²±¶¬̄
×�

≤t{ kuxs°° ≅ wqy°°oxΛ°lo≤t{
保

护柱 k北京分析仪器厂 l∀

1q4  关木通提取液的制备

取关木通粉末 kws目 luxsªo加 ts倍量的蒸馏水 o煎煮 v

次 o滤过 o合并提取液 o浓缩至约 xs°�o备用 ∀经 � °�≤测定 o

关木通提取液中马兜铃酸 �的含量为 tqw{u °ª# °�
pt ∀

1q5  血浆中马兜铃酸 �的测定 ≈v 

1q5q1  血浆样品预处理  取血浆 squ°�o加 sqy°�甲醇沉

淀蛋白 o涡流混旋 ts¶o以 vsssµ# °¬±
pt速度离心 ts°¬±o取上

清液 o滤膜 ksqwxΛ°l滤过 o进样 usΛ�o以峰面积进行定量 ∀

1q5q2  色谱条件  以甲醇 2水 2冰乙酸 kzuΒ uzΒ tl为流动

相 ~检测波长 vtx±°~流速 tqs°�# °¬±
pt
~灵敏度 sqx��ƒ≤∀

在此色谱条件下 o马兜铃酸 �的色谱峰分离度大于 uqso理

论板数不小于 vssso保留时间 k·� l约为 tx°¬±o不对称因子

tqs ∗ tquso代谢物或其它杂质峰无干扰 ∀空白血浆 !空白血

浆中加入马兜铃酸 �对照品及血浆样品的 � °�≤色谱图分

别见图 t∀

1q6  标准曲线的绘制

  对照品溶液的配制  取马兜铃酸 �对照品适量 o精密称

定 ∀加甲醇溶解并稀释制成浓度为 sqt{v°ª# °�
pt的标准

贮备液 o临用前用甲醇稀释 ∀

取空白血浆 squ°�o精密加入一系列浓度的对照品溶液

sqy°�o按 /血浆样品的预处理 0项下同法操作 o记录马兜铃

#{vt# ≤«¬± �� �°oussx �³µ¬̄o∂ ²̄quu �²qu               中国现代应用药学杂志 ussx年 w月第 uu卷第 u期



酸 �的峰面积 ∀以血浆中马兜铃酸 �的浓度 k°ª# �
pt

l为

横坐标 o峰面积为纵坐标 o绘制标准曲线 o进行线性回归 o结

果得到回归方程 Ψ � tv. zu Ξ n sqsty|∀马兜铃酸 �在 sq

ts|{ ∗ vqyy°ª# �
pt的范围内线性关系良好 o相关系数 ρ� s.

|||{(ν � zl∀最低检测浓度为 sqst{v°ª# �
pt ∀

1q7  回收率试验

取空白血浆 squ °�o按高 !中 !低 v种不同浓度加入对照

品溶液 sqy°�o每个浓度平行 x份 ∀按 /血浆样品的预处理 0

项下同法操作 o注入色谱仪 o测定峰面积 o计算平均回收率及

相对标准偏差 o见表 t∀

1q8  精密度与稳定性试验

日内变异  取空白血浆 squ°�o按高 !中 !低 v种不同浓

度加入对照品溶液 sqy°�o每个浓度平行作 x份 o按 /血浆样

品的预处理 0项下同法操作 o每个样本分别进样 v ∗ x次 o在

同日内同一条标准曲线进行测定 o计算日内精密度 ∀结果见

表 u∀

图 1  �q空白血浆 ~�q空白血浆加马兜铃酸 �对照品 ~≤q给

药后血浆样品 ~tq马兜铃酸 �

Φιγ 1  ¤ ≤«µ²°¤·²ªµ¤°¶²© ¥̄¤±® ³̄¤¶°¤k� l~° ¤̄¶°¤ ¶³¬®̈ §

º¬·«¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� k�l~ ³̄¤¶°¤¶¤°³̄¨¤©·̈µ²µ¤̄ ¤§°¬±¬¶2

·µ¤·¬²± ·² °¬¦̈k≤l~tq¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§�

表 1  马兜铃酸 �的血浆回收率及相对标准偏差 � ≥⁄h kν � xl

Ταβ 1  ×«̈ µ̈¶∏̄·¶²©·«̈ µ̈¦²√ µ̈¬̈¶¤±§µ̈ ¤̄·¬√¨¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²±¶²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� ¬± ³̄¤¶°¤kν � xl

实际浓度 k°ª# �pt l 测定值 k°ª# °�pt l cξ ≥⁄ � ≥⁄kh l

高 sqzvu sqztw sqzs{ sqzts sqzst sqzus |zqsz tqs tqs

回收率 kh l |zqx |yqz |zqs |xq{ |{qw

中 sqvyy sqvx| sqvys sqvxu sqvxt sqvxx |zqts tqt tqt

回收率 kh l |{qt |{qw |yqu |xq| |zqs

低 sqts|{ sqtts sqtts sqts| sqts| sqts{ ||qvy sq| sq{

回收率 kh l tssqt tssqv |{q| ||qs |{qx

表 2  马兜铃酸 �血浆浓度检测日内精密度试验结果 kν � xl

Ταβ 2  ×«̈ µ̈ ¤̄·¬√¨¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²±¶²©¬±·µ¤2§¤¼ ³µ̈¦¬¶¬²± ©²µ·«̈ ° ·̈«²§·² §̈ ·̈µ°¬±¨·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� ¬±

³̄¤¶°¤kν � xl

血浆药物浓度 k°ª# �pt l 测定值 k°ª# °�pt l cξ ? σ � ≥⁄kh l

高浓度 sqyuu sqywu sqyvu sqyy{ sqyys sqywx ? sqsu vqs

中浓度 sqvx| sqvys sqvxu sqvxt sqvxx sqvxx ? sqssw tqt

低浓度 sqttv sqtsw sqts| sqttu sqts{ sqts| ? sqssw vqv

  日间变异  按高 !中 !低 v种不同浓度加入对照品溶液 o

每个浓度平行做 w份 o每个样本分别进样 v ∗ x次 o在一周内

不同日用不同标准曲线进行测定 o计算日间精密度 o结果见

表 v∀

表 3  马兜铃酸 �血浆药物浓度检测日间精密度试验结果 kν � wl

Ταβ 3  ×«̈ µ̈ ¤̄·¬√¨¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²±¶²©¬±·̈µ2§¤¼ ³µ̈¦¬¶¬²± ©²µ·«̈ ° ·̈«²§·² §̈ ·̈µ°¬±¨·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� ¬±

³̄¤¶°¤kν � wl

血浆分组 测定值 k°ª# �pt l cξ ? σ � ≥⁄h

测定日期 t v x z

高浓度 sqyvu sqyxy sqysv sqxuz sqysw ? sqsxy |qv

中浓度 sqvys sqvxw sqvwx sqvwz sqvxu ? sqssz tq|

低浓度 sqttu sqtts sqtsx sqtsu sqtsz ? sqssw wqv

  由精密度试验结果表明 }血浆样中的马兜铃酸 �在高 !

中 !低 v种不同浓度下 o日内 !日间 � ≥⁄均小于 |qvh o说明

样品溶液在试验条件下稳定 ∀

1q9  药动学试验

1q9q1  方法取昆明种小鼠 oα ⎯ 各半 o给药剂量按马兜铃酸

� w°ª# ®ª
pt口服灌胃给予关木通提取液 ∀给药后分别于不

同时间 kxotsotxousovsowxoyso|sotusotxsot{souws°¬±l摘

除眼球取血 o每个时间点 y只小鼠 ∀置肝素化的试管中 o离

心 o取上清液 ∀定量吸取血浆适量 o定量加入 v倍量的甲醇

沉淀蛋白 o涡流混旋 ts¶o以 vsssµ# °¬±
pt速度离心 ts°¬±o取

上清液 o微孔滤膜滤过 ksqwxΛ°lo进样 usΛ�o测量色谱峰面

积 o计算血浆药物浓度 ∀

1q9q2  数据处理小鼠口服关木通提取液后 o马兜铃酸 �的

药 2时曲线见图 u∀取每个时间点的血浆药物浓度均值 kν �
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ylo采用 v°|z药动学处理软件进行自动拟合 ∀以理论血药

浓度值与实验测定值的相关系数最大和 ��≤最小作为判断

标准 o判断房室模型 ∀

图 2  小鼠灌胃给予关木通提取液后马兜铃酸 �的药 2时曲

线

Φιγ 2  � ¤̈± ³̄¤¶°¤ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±2·¬°¨ ¦∏µ√¨ ²© ¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦

¤¦¬§� ¤©·̈µ²µ¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ·² °¬¦̈

表 4  小鼠灌胃给予关木通提取液后马兜铃酸 �的药动学

参数

Ταβ 4  °«¤µ°¤¦²®¬± ·̈¬¦³¤µ¤° ·̈̈µ¶²©¤µ¬¶·²̄²¦«¬¦¤¦¬§� ¤©·̈µ

²µ¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ·² °¬¦̈

°¤µ¤° ·̈̈µ¶ ∂ ¤̄∏̈ °¤µ¤° ·̈̈µ¶ ∂ ¤̄∏̈

Τtruk®¤l vq|w°¬± ≤°¤¬ uq{w°ªr�

Τtruk®̈ l tyqu|°¬± ≤�rƒk≥l sqsv{°ªr®ªr°¬±rk°ªr�l

Τk°¤¬l tsqyx°¬± ∂ rƒk¦l sq{|k°ªr®ªl rk°ªr�l

��≤
tswq{{

# °¬±k°ªr�l

2  结果

药动学曲线经拟合符合一室模型 ≈w 
o主要药动学参数见

表 w∀

3  讨论

本实验建立了关木通提取液中马兜铃酸 �血药浓度的

� °�≤测定方法 o方法的专属性强 o结果准确 ∀

本实验研究了马兜铃酸 �在小鼠体内的药代动力学特

征 o药动力学参数和药 2时曲线显示 o马兜铃酸 �在小鼠体内

的吸收迅速 o×°¤¬
仅 ts°¬±左右 o然后迅速分布 o但在给药

uws°¬±后仍在血浆中检测到马兜铃酸 �o这可能是马兜铃酸

�在体内蓄积中毒的主要原因 ∀

  在实验中发现马兜铃酸 �色谱峰的保留时间受温度影

响较大 o故在恒温 uwε 下进行试验 ∀另外 o经反复实验以大

黄酚为内标保留时间合适 o但在生物样本中不能与马兜铃酸

�很好的分离 o故未使用内标法测定 ∀
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