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ＨＰＬＣ测定金丝桃苷的血药浓度及其在药动学研究中的应用
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摘要：目的　 建立ＨＰＬＣ测定大鼠血浆中金丝桃苷（槲皮素３Ｏ半乳糖苷）浓度的方法，并用此方法对金丝桃苷在大鼠体内的
药动学进行研究。方法　 金丝桃苷以１２ ｍｇ·ｋｇ －１的剂量经大鼠尾静脉注射，于不同时间点眼球静脉丛取血，甲醇直接沉淀
蛋白，ＨＰＬＣ测定金丝桃苷的血药浓度。采用Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＯＤＳ（４ ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，以甲醇∶水（４０∶ ６０）为流动相，检
测波长３６０ ｎｍ，流速为１ ０ ｍＬ·ｍｉｎ －１，柱温２５ ℃。乙酰苯胺为内标测定金丝桃苷的含量。结果　 金丝桃苷和乙酰苯胺能完
全分离。线性范围为２０ ～ ４ ８８８ ｎｇ·ｍＬ －１，回归方程为Ｙ ＝ １３２ ５３９Ｘ － ８ ７３６，ｒ ＝ ０ ９９９ ６。日内精密度ＲＳＤ为０ １％ ～ ２ ９％，
日间精密度ＲＳＤ为１ ５％ ～ ７ ３％；平均回收率为９０ １％，ＲＳＤ为０ ９％。其体内过程符合三室模型，ｔ１ ／ ２（ｐ）为（１ ６２ ± ０ ５４）
ｍｉｎ，ｔ１ ／ ２（ａ）为（１８ ６７ ± ２ ４８）ｍｉｎ，ｔ１ ／ ２（ｂ）为（６６０ １５ ± １５５ ５６）ｍｉｎ，ＡＵＣ为（２００ ２２９ ± ４ ３９７ ６３）ｎｇ·ｍｉｎ·ｍＬ －１。结论　 分析方
法简便快速，专属好，精密度和回收率高，可满足动力学研究的一般要求。
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　 　 金丝桃苷（ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ）属黄酮醇苷化合物，结构
为槲皮素３Ｏ半乳糖苷。广泛存在于多种中草药
植物中，是多种中草药的有效成分，国内外对其药理
作用的机制也进行了大量研究［１］，大量的实验证
实，它具有镇痛、镇静、解痉、抗氧化、抗炎、止咳、对
脑缺血损伤的保护等作用［２３］，而且也有对含有金

丝桃苷的有效部位进行了体内研究的报道，许慧
君［４］等直接用照山白总黄酮给药，测定药动学参
数。但对于单一的金丝桃苷在体内的药动学研究至
今未见报道。本研究建立了ＨＰＬＣ测定大鼠体内金
丝桃苷的浓度，并对金丝桃苷在体内的药动学进行
了探讨。
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１　 材料与方法
１ １　 试剂和仪器

金丝桃苷（中国药品生物制品检定所，批号：
１１１５２１２００３０３）；乙酰苯胺（中国药品生物制品检定
所，批号：０４０５４７００７）；色谱甲醇；乙醇和肝素均为
分析纯。Ｗｉｓｔａｒ大鼠（ＳＣＸＫ Ｄ０１ － ０１００７），♂，体重
２００ ～ ２５０ ｇ，山西医科大学实验动物中心提供。

Ｗａｔｅｒｓ２６９５全自动高效液相色谱仪，ＤＡＤ检测
器，Ｅｍｐｏｗｅｒ操作软件（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＴＧＬ１６Ｇ
高速冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）；ＣＡＹ１型
漩涡混合器（北京冰箱电机厂）。
１ ２　 给药及样品采集

健康大鼠５只，体重２００ ～ ２５０ ｇ，给药前禁食１２
ｈ，自由饮水，金丝桃苷以１２ ｍｇ·ｋｇ －１的剂量经尾
静脉注射，分别给药前和给药后１，５，１０，２０，３５ ｍｉｎ，
１，１ ５，２，４，８，１２，２４ ｈ，经大鼠眼球后静脉丛取血

０ ５ ｍＬ，置肝素化试管中，３ ０００ ｒ·ｍｉｎ －１离心５
ｍｉｎ，分离血浆，－２０℃保存待测。
１ ３　 生物样品的预处理

取血浆２００ μＬ置冰浴的带塞尖底试管中，加内
标２０ μＬ（含乙酰苯胺１０ ｍｇ·Ｌ －１），甲醇６００ μＬ，
旋涡混合１ ｍｉｎ，冷冻离心机４ ℃高速离心１０ ｍｉｎ，
转速为１１ ０００ ｒ·ｍｉｎ －１，取出上层溶液，用０ ４５ μｍ
微孔滤膜过滤，取２０ μＬ进样分析。
２　 实验条件与结果
２ １　 色谱条件

采用Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＯＤＳ（４ ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ，５ μｍ）
色谱柱，以甲醇∶水（４０∶ ６０）为流动相，检测波长３６０
ｎｍ，流速为１ ０ ｍＬ·ｍｉｎ －１，柱温２５ ℃，进样量２０
μＬ。乙酰苯胺为内标测定金丝桃苷的含量。此色
谱条件下内标和样品的色谱图，见图１。可见空白
血浆中内源性物质不干扰金丝桃苷和内标的测定。

图１　 金丝桃苷的ＨＰＬＣ色谱图
Ａ －空白血浆；Ｂ －空白血浆中加入乙酰苯胺；Ｃ －空白血浆中加入金丝桃苷；Ｄ －血浆样品；１ －乙酰苯胺；２ －金丝桃苷
Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ
Ａ － ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ；Ｂ － ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔａｎｉｌｉｄｅ；Ｃ － ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ；Ｄ － ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ；１ － ａｃｅｔａｎｉｌｉｄｅ；２ －
ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ

２ ２　 稳定性考察
将一定浓度的金丝桃苷标准液分别加入２００

μＬ空白血浆中，使终浓度分别为４ ８８８，１ ２２２，２４ ｎｇ
·ｍＬ －１，经处理后，分别置室温、－２０ ℃冰箱保存及
连续冻融３次，考察４８ｈ，以金丝桃苷峰面积与内标
乙酰苯胺峰面积之比考察样品的稳定性。结果表
明：生物样品室温、－ ２０ ℃放置及连续冻融３次的
ＲＳＤ％值分别为２５ ６％，０ ９％，１ ３％。因此，金丝
桃苷血浆样品在室温条件下放置不稳定，－ ２０℃放
置４８ ｈ及连续冻融３次都能保持稳定。
２ ３　 提取回收率考察

取大鼠空白血浆，分别加入一定浓度的金丝桃
苷标准溶液，配成４ ８８８，１ ２２２，２４ ｎｇ·ｍＬ －１的浓
度，各取６份，除不加内标外，按“１ ３”项下方法操
作并进行ＨＰＬＣ分析，以金丝桃苷的峰面积与相应
浓度的标准溶液直接进样的峰面积之比计算回收
率。结果表明在上述３种浓度下金丝桃苷的平均回

收率分别为８６ ４％，８５ ５％，９８ ３％，ＲＳＤ分别为
０ ６％，０ ２％，１ ８％。
２ ４　 精密度

取大鼠空白血浆２００ μＬ，按“１ ３”项下的方法
制备高、中、低三个浓度点的ＱＣ样品（４ ８８８，１ ２２２，
２４ ｎｇ·ｍＬ －１），每个浓度点６个样品，依法与标准曲
线同批测定，重复测定３ ｄ，以当日的标准曲线标定
ＱＣ样品的浓度。据此求算分析方法的日内和日间
精密度，该分析方法的日内精密度ＲＳＤ为０ １％ ～
２ ９％，日间精密度ＲＳＤ为１ ５％ ～７ ３％，上述结果
均符合生物分析方法指导原则的要求。
２ ５　 标准曲线的建立

取大鼠空白血浆２００ μＬ置冰浴中的带塞尖底
试管内，加入金丝桃苷标准系列溶液，使终浓度分别
为２０，２４４，６３５，１ ２２２，２ ４４４，４ ８８８ ｎｇ·ｍＬ －１。按
“１ ３”项下方法处理上述血浆样品，建立标准曲线。
分别以待测物与内标的峰面积比为横坐标，以生物
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样品中待测物的浓度为纵坐标，用加权最小二乘法
（Ｗ ＝１ ／ Ｘ２）进行回归计算，求得直线回归方程：Ｙ ＝
１３２ ５３９Ｘ －８ ７３６，ｒ ＝ ０ ９９９ ６（Ｘ为峰面积之比，Ｙ
为浓度），在血药浓度２０ ～ ４ ８８８ ｎｇ·ｍＬ －１内线性关
系良好。根据信噪比Ｓ ／ Ｎ ＝ ３时的浓度是检测限，
Ｓ ／ Ｎ ＝ １０是定量限，得最低定量限为２０ ｎｇ·ｍＬ －１
（ＲＳＤ ＝０ ７％，ｎ ＝６），最低检测限为１０ ｎｇ·ｍＬ －１。
２ ６　 数据处理及结果

金丝桃苷以１２ ｍｇ·ｋｇ －１的剂量经尾静脉注
射，取样，以标准曲线算出各血样的浓度，得金丝桃
苷在大鼠体内的平均血药浓度时间曲线，见图２，
数据经３Ｐ９７程序拟合，得到动力学参数，见表１。
结果表明，给大鼠静脉注射金丝桃苷，体内过程符合
三室模型。

图２　 金丝桃苷静注给药后平均血药浓度时间曲线（ｎ ＝ ５，
珋ｘ ± ｓ）
Ｆｉｇ ２ 　 Ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ
ｆｉｌｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｖ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ ＝ ５，珋ｘ ± ｓ）
表１　 金丝桃苷在大鼠体内药动学参数
Ｔａｂ １　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ ｉｎ ｒａｔ

参数 单位 结果
Ｖｃ ｍｇ·ｋｇ －１ ／ ｎｇ·ｍＬ －１ ０． ００７ ５ ± ０． ０００ ６

ｔ１ ／ ２ ｐｉ ｍｉｎ １． ６２１ ± ０． ５４１

ｔ１ ／ ２ ａｌｐｈａ ｍｉｎ 　 １８． ６６７ ± ２． ４８２ 　

ｔ１ ／ ２ ｂｅｔａ ｍｉｎ ６６０． １４９ ± １５５． ５５８

Ｋ１２ ｍｉｎ －１ ０． ２１２ ± ０． ０７４

Ｋ２１ ｍｉｎ －１ ０． ２１２ ± ０． ０５８

Ｋ１３ ｍｉｎ －１ ０． ０５７ ８ ± ０． ００７ ４

Ｋ３１ ｍｉｎ －１ ０． ００６ ２ ± ０． ００１ ４

Ｋ１０ ｍｉｎ －１ ０． ０１３ ９ ± ０． ００３ ４

ＡＵＣ ｎｇ·ｍＬ －１·ｍｉｎ －１ ２００ ２２９ ± ４ ３９７． ６３

ＣＬ（ｓ） ｍｇ·ｋｇ －１·ｍｉｎ －１ ／ ｎｇ·ｍＬ －１　 ０． ０００ １０３ ± １． ９４Ｅ０５ 　

３　 讨论
３ １　 在静注溶剂选择上，由于金丝桃苷溶于甲醇、
乙醇、丙酮。但这些溶剂都不能直接静注。曾尝试
在生理盐水中分别加入乙醇、ＤＭＳＯ、吐温、ＣＭＣ、甘
油等作为静注溶剂，但在规定的静注用量内溶解度
都很低，不能满足给药剂量，经考察最后选用乙醇∶
吐温∶生理盐水＝ １ ∶ １ ∶ ８作为静注溶剂能够满足
要求。
３ ２　 在选择房室模型上，通过比较不同浓度的精密
度，选用权重系数为１ ／ Ｃ２，在此权重系数下比较不
同房室的Ｒ２和ＡＩＣ值，经拟合金丝桃苷在大鼠体内
动力学过程符合三室模型。半衰期为ｔ１ ／ ２（ｐ）：（１ ６２１
± ０ ５４１）ｍｉｎ，ｔ１ ／ ２（ａ）：（１８ ６６７ ± ２ ４８２）ｍｉｎ，ｔ１ ／ ２（ｂ）：
（６６０ １４９ ± １５５ ５５８）ｍｉｎ。
３ ３　 本试验也尝试同等剂量的灌胃给药，但并未检
测到金丝桃苷原形药物。有文献报导［５］，一些黄酮
类化合物如槲皮素等灌胃后，被肠道内细菌转化为
各代谢产物后吸收入血，导致在血液中检测不到原
形药物，对于金丝桃苷的吸收机理有待进一步研究。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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