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基于UPLCMS/MS的蒽贝素血药浓度测定及其在大鼠体内药
动学研究*

柴 玲1,刘布鸣1**,徐远金2,李青倩2,韦宝伟1,黄 艳1

(1.广西中医药研究院,广西中药质量标准研究重点实验室,广西南宁 530022;2.广西大学,广西南宁 530004)

摘要:建立测定大鼠血浆中蒽贝素(Embelin)浓度的方法,并进行药动学研究。选取12只SpragueDawley
 

(SD)大鼠灌胃蒽贝素(15.0
 

mg/kg),分别于给药前及给药后0.083,0.25,0.50,0.75,1,2,3,4,6,8,10,12,

24,36,48,72
 

h时眼底静脉采血,分离血浆,用丙酮乙酸乙酯混合溶剂萃取后,以大黄素为内标,采用超高效液

相色谱串联质谱法(UPLCMS/MS)测定。色谱柱为Agilent
 

Zorbax
 

Eclipse
 

Plus
 

C18,流动相为甲醇0.1%氨

水溶液,梯度洗脱,流速为0.3
 

mL/min。样品经电喷雾离子源电离为负离子化后,在多反应监测模式下测定

蒽贝素(m/z
 

293.1→96.6)和内标物大黄素(m/z
 

269.0→225.1)的浓度,并计算药动学参数。研究结果显示:
蒽贝素检测血药浓度的线性范围为10—1

 

200
 

ng/L,定量下限为10
 

ng/mL,检出限为3
 

ng/mL,日内和日间

RSD均小于10%,准确度为8.8%—14.0%。大鼠灌胃蒽贝素的平均药时曲线符合二室模型,分布半衰期为

(12.60±1.19)
 

h,消除半衰期为(15.95±0.73)
 

h,AUC0-t 为(3
 

596.31±271.93)
 

ng·h/L,AUC0-∞ 为

(3
 

717.48±269.82)
 

ng·h/L。蒽贝素在大鼠体内的药动学过程符合二室模型。本研究建立的方法简单、快
速、准确、选择性强,可用于蒽贝素血药浓度的测定及药动力学研究。
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0 引言

  蒽贝素(Embelin)又称酸藤子酚,为苯醌类化合

物2,
 

5二羟基3十一烃2,
 

5环己二烯1,
 

4二酮

(2,
 

5dihydroxy3undecyl2,
 

5cyclohexadiene1,4
dione)[1],是酸藤子属植物的主要有效成分之一。从

酸藤子Embelia
 

laeta 果实中分离得到蒽贝素并纯化

制成中药化学对照品[12],目前对蒽贝素活性研究表

明其具有驱虫[3]、抗氧化自由基[4]、降血糖[5]、保护胰

岛细胞[6]、治疗心脏病[7]和精神障碍[8]等作用,还能

抑制癌细胞增殖和诱导其凋亡[910]。但是蒽贝素在

体内血药浓度及其药动学未见研究报道。超高效液
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相色谱串联质谱(UPLCMS/MS)技术具有灵敏度

高、检出限低、样品用量少的优点,广泛用于化学成

分[11]、药物代谢[12]、杂质鉴定[13]等药物分析中。本

研究建立测定大鼠血浆中蒽贝素浓度的超高效液相

色谱串联质谱法,并研究蒽贝素血药浓度及药动学规

律,为其临床药学基础研究提供科学实验依据。

1 材料与方法

1.1 仪器

  Agilent
 

1290超高效液相色谱仪(美国,Agilent
公司),Agilent

 

6460
 

Triple
 

Quad质谱检测器(美国,

Agilent公司),Synthesis
 

A10TM超纯水系统(美国,

Millipore公司),ME235S电子天平(德国,Sartorius
公司),KQ2200DV型数控超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司),5810R真空浓缩仪(德国,Eppen-
dorf公司)。

1.2 药品与试剂

  蒽贝素对照品(纯度≥98%)由本课题组制备[12]

(EBS20140728)。内标物大黄素(纯度≥98%)购自

四川省维克奇生物科技有限公司(wkq00148)。色

谱甲醇、乙腈购自美国Fisher公司。分析纯乙醇、氨
水、乙酸乙酯购自广东光华科技股份有限公司。色谱

纯甲酸购自美国 Merck
 

KGaA公司。实验用水为超

纯水。

1.3 动物

  SpragueDawley
 

(SD)大鼠12只(随机分组,不
分雌雄),体质量为(280±20)

 

g,购自广西医科大学

实验动物中心,动物生产许可证号为SCXK(广西)

20090002。

1.4 测定条件

  色谱条件:Agilent
 

Zorbax
 

Eclipse
 

Plus
 

C18色

谱柱(2.1
 

mm×50
 

mm,
 

1.8
 

μm);流动相:0.1%氨

水(A)甲醇(B);梯度洗脱:0.0—4.0
 

min,10%→
100%

 

B;4.0—8.0
 

min,100%
 

B;流速:0.3
 

mL/

min;进样量:1
 

μL;柱温25℃。

  质谱条件:电喷雾离子源(ESI),负离子模式检

测,多反应监测(MRM)。

  毛细管正(ESI+)、负(ESI-)离子电压分别为

4
 

000
 

V和3
 

000
 

V。干燥气和鞘气均为N2,温度分

别为300℃和360℃,流速分别为10
 

L/min和12
 

L/

min。雾化气为N2,压力为2.8×105
 

Pa。蒽贝素和

内标 物 大 黄 素 的 质 谱 分 析 参 数:蒽 贝 素 母 离 子

293.1,二级碎片子离子96.6,源内碎裂电压190
 

V,

碰撞能量25
 

eV;大黄素母离子269.0,二级碎片子离

子225.1,源内碎裂电压135
 

V,碰撞能量32
 

eV。

1.5 溶液的配制

1.5.1 蒽贝素标准溶液

  精密称取蒽贝素对照品10
 

mg,置于10
 

mL量

瓶中,用甲醇溶解并定容,制成质量浓度为1.0
 

mg/

mL的对照品贮备液。取上述对照品贮备液适量,用
甲醇进一步稀释,制成质量浓度分别为制备10,50,

150,300,500,750,1
 

000,1
 

200
 

ng/mL的蒽贝素系

列标准溶液,置于4℃下密封保存,备用。

1.5.2 内标溶液

  精密称取大黄素对照品10
 

mg,置于10
 

mL量

瓶中,用甲醇溶解并定容,制成质量浓度为1.0
 

mg/

mL的内标贮备液,置于4℃下保存,使用前用甲醇稀

释至所需浓度。

1.5.3 蒽贝素药液

  精密称取羧甲基纤维素钠(CMCNa)
 

0.50
 

g,加
超纯水100

 

mL,加热搅拌使其溶解,超声振荡3
 

h,静
置过夜制成0.5%

 

CMCNa水溶液。精密称取蒽贝

素4.2
 

mg,加入5
 

mL
 

0.5%
 

CMCNa水溶液中,摇
匀形成均匀悬浊液。

1.6 血浆样品处理

  取血浆样品100
 

μL,加入500
 

μg/mL大黄素20
 

μL、丙酮200
 

μL和乙酸乙酯200
 

μL,将混合物涡旋

混合1
 

min,在4℃、转速1.2×104
 

r/min条件下离心

20
 

min,取上清液通过浓缩仪蒸发溶剂至干燥,残渣

加入甲醇100
 

μL复溶,超声振荡10
 

min后再次离心

20
 

min,取上清液用0.22
 

μm 滤膜滤过,取滤液1
 

μL,进样分析。

1.7 方法学考察

1.7.1 专属性

  取空白血浆、加入蒽贝素和内标物的空白血浆及

大鼠灌胃给药蒽贝素1.5
 

h后的血浆,按1.6节的方

法处理后,再按1.4节的色谱条件进样分析。

1.7.2 线性关系和检出限

  取空白血浆
 

200
 

μL,依次加入蒽贝素系列标准

溶液,制备10,50,150,300,500,750,1
 

000,1
 

200
 

ng/mL蒽贝素血浆样品。按1.6节的方法处理后,
再按1.4节的色谱条件进样分析。以待测物质量浓

度(x,ng/mL)为横坐标,待测物与内标的峰面积比

值(y)为纵坐标进行线性回归,使用加权因子(w=1/

x2)最小二乘法计算标准曲线方程。
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1.7.3 精密度和准确度

  按1.7.2节的方法分别配制低、中、高质量浓度

(150,500,1
 

000
 

ng/L,下同)的质控样品各6份,按

1.6节的方法处理后,再按1.4节的色谱条件进样分

析,考察日内精密度;连续测定3
 

d,考察日间精密度。
同时,将理论质量浓度与实测质量浓度(x±s)进行

比较,考察准确度。

1.7.4 回收率和基质效应

  按1.7.2节的方法分别配制低、中、高质量浓度

的质控样品各6份,按1.6节的方法处理后,再按

1.4节的色谱条件进样分析,记录蒽贝素与内标的峰

面积比值(R1);精密量取空白血浆适量,共6份,按

1.6节的方法处理后,加入相应质量浓度的蒽贝素标

准溶液,使最终质量浓度与上述质控样品对应,以氮

气流吹干,残渣用甲醇100
 

μL复溶,涡旋1
 

min后,

1.2×104
 

r/min离心20
 

min,取上清液滤过后,进样

分析,记录蒽贝素与内标物的峰面积比值(R2)。提

取回收率=(R1/R2)×100%。

1.7.5 稳定性

  按1.7.2节的方法配制低、中、高质量浓度的质

控样品各6份,分别于4℃储存24
 

h,-20℃储存20
 

d和冻融循环3次后,按1.6节的方法处理,再按1.4
节的色谱条件进样分析,考察上述样品的稳定性。

1.8 药动学实验

  SD大鼠12只,禁食不禁水,12
 

h后,灌胃1.5.1

节的蒽贝素药液15.0
 

mg/kg。分别于给药前及给药

后0.083,0.25,0.50,0.75,1,2,3,4,6,8,10,12,24,

36,48,72
 

h,从大鼠的眼底静脉采集血浆500
 

μL,保
存至肝素钠管中,立即离心分离出上层血浆,按照

1.6节的方法处理后,再按1.4节的色谱条件进样分

析。采血过程(3
 

d)中对大鼠采取维持措施。采用内

标法,按随行标准曲线计算大鼠血浆中蒽贝素的血药

浓度,并采用3P97软件绘制平均药时曲线,并对上

述平均药时曲线数据进行分析,拟合房室模型,同时

计算相关药动学参数;采用SPSS
 

20.0软件对数据进

行统计分析,数据以x±s表示,组间比较采用t检

验,P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 方法学考察结果

  蒽贝素与内标物的保留时间分别为3.6
 

min和

2.9
 

min,能够完全分离,峰形好,血浆中内源性物质

不干扰蒽贝素和内标物的测定(图1)。蒽贝素血药

浓度的线性范围为10—1
 

200
 

ng/mL,定量下限为10
 

ng/mL(信噪比为10∶1),以信噪比3∶1测得最低

检测限为3
 

ng/mL。蒽贝素标准曲线回归方程为

y=3.5816×10-4
 

x+0.4869(r=0.999
 

0)。精密度

和准确度试验结果见表1,提取回收率和基质效应试

验结果见表2,稳定性试验结果见表3。

A.空白血浆;
 

B.空白血浆+蒽贝素+大黄素;
 

C.大鼠灌胃给药后1.5
 

h
 

的血浆样品;Ⅰ.蒽贝素,Ⅱ.大黄素

  A.Blank
 

rat
 

plasma;
 

B.Blank
 

rat
 

plasma
 

spiked
 

with
 

embelin
 

and
 

IS;
 

C.Rat
 

plasma
 

sample
 

after
 

gastric
 

infusion
 

of
 

embelin
 

for
 

1.5
 

h;Ⅰ.Embelin,Ⅱ.Emodin
图1 大鼠血浆中蒽贝素和内标物 MRM色谱图

Fig.1 MRM
 

chromatograms
 

of
 

embelin
 

and
 

IS
 

blank
 

in
 

rat
 

plasma
2.2 药动学研究

  由图2可知,大鼠灌胃给药蒽贝素后的药时曲

线符合二室模型。通过计算得到蒽贝素在大鼠体内

的主要药动学参数,分别是分布半 衰 期(t1/2α)为
(12.60±1.19)

 

h、消除半衰期(t1/2β)为(15.95±

0.73)
 

h、表关分布容积(V)为(0.001±0.00)
 

L/g、清
除率(CL)为(0.001±0.00)、AUC0–∞为(3

 

717.48±

269.82)
 

ng·h/mL、AUC0–t为(3
 

596.31±271.93)
 

ng·h/mL、药 物 从 中 央 室 消 除 的 一 级 速 率 常 数

(K10)为(0.05±0.00)
 

h、药物从中央室向周边室运
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转的一级速率常数(K12)为(0.01±0.00)
 

h、药物从

周边 室 向 中 央 室 转 运 的 一 级 速 率 常 数(K21)为
(0.05±0.01)

 

h。蒽贝素灌胃给药后在体内吸收较

快,血药浓度在0.15
 

h达到最大值,蒽贝素的t1/2β 值

较大,说明其在体内消除速度缓慢。蒽贝素的药时曲

线不规则,存在3个峰,可能是肝肠吸收、胃肠吸收、
双部位吸收等原因导致的。
表1 精密度和准确度试验结果(n=6)

Table
 

1 Results
 

of
 

precision
 

and
 

accuracy
 

tests
 

(n=6)

浓度
Concentration

 

(ng/mL)

精密度RE
 

(%) 准确度RSD
 

(%)

日内考察
Intraday
investi
gation

日间考察
Interday
investi
gation

日内考察
Intraday
investi
gation

日间考察
Interday
investi
gation

150 -8.8 14.0 5.0 6.2
500 -1.3 4.9 7.4 8.7
1

 

000 5.5 4.2 1.4 5.1

表2 提取回收率和基质效应试验结果(n=6)

Table
 

2 Results
 

of
 

extraction
 

recovery
 

and
 

matrix
 

effect
 

tests
(n=6)

浓度
Concentration

 

(ng/mL)

提取回收率
Extraction

 

recovery
 

(%)

基质效应
Matrix

 

effect
 

(%)

平均值
Mean RSD 平均值

Mean RSD

150 91.0 12.8 96.6 13.5
500 96.0 2.3 101.9 2.4
1

 

000 89.2 7.0 94.6 7.4

图2 蒽贝素在大鼠体内的平均药时曲线

  Fig.2 Average
 

plasmatime
 

curve
 

of
 

embelin
 

in
 

rats

表3 稳定性试验结果(n=6)

Table
 

3 Results
 

of
 

stability
 

tests
 

(n=6)

考察条件
Investigation

 

condition

理论质量浓度
Theoretical

 

mass
 

concentration
 

(ng/mL)

实测质量浓度
(x±s)

Measured
 

mass
 

concentration
(ng/mL)

RSD
 

(%)

4℃放置24
 

h
Place

 

at
  

4℃
 

for
 

24
 

h
150 131.9±1.4 1.2

500 514.4±6.9 1.9

1
 

000 1
 

061.2±7.9 0.8

-20℃储存20
 

d
Storage

 

at
 

-20℃
 

for
 

20
 

d

150 137.6±7.5 5.9

500 441.4±10.4 2.9

1
 

000 1
 

066.2±4.9 0.7

反复冻融3次
Repeated

 

freezethaw
 

for
 

3
 

times

150 144.2±1.9 0.9

500 436.9±19.9 3.5

1
 

000 1
 

043.6
 

±13.3 1.4

2.3 测定方法优化

2.3.1 内标物的选择

  分别以大黄酸、大黄酚、大黄素和大豆苷元作为

内标物进行试验,结果发现大黄素与蒽贝素结构相

似,保留时间相近,无内源性干扰(图3)。因此采用

大黄素作为内标物。

图3 血浆中不同内标物的提取回收率

  Fig.3 Extraction
 

recovery
 

of
 

different
 

internal
 

standard
 

in
 

plasma
2.3.2 色谱条件的优化

  分别以甲醇水和乙腈水作为流动相进行分离

效果试验,结果甲醇水体系作流动相时蒽贝素与内

标物的分离效果较好。为提高蒽贝素离子化强度,对
不同体积分数的氨水溶液0.02%、0.04%、0.06%、

0.08%、0.10%、0.12%进行试验,结果采用0.10%
氨水甲醇作流动相时,蒽贝素灵敏度最高(图4)。
因此采用0.10%氨水甲醇为流动相。
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图4 流动相中氨水浓度对蒽贝素峰面积的影响

  Fig.4 Effect
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

ammonia
 

water
 

in
 

flow
 

phase
 

on
 

peak
 

areas
 

of
 

embelin

2.3.3 质谱条件的优化

  在正负离子监测模式下进行定量分析,分别对蒽

贝素和内标物进行二次碎裂,根据离子扫描得到的二

级质谱特征离子图确定碎裂的碰撞能量,最后在负离

子监测模式下优化源内碎裂电压和碰撞池加速电压。
因为蒽贝素结构中含有酚羟基,而该类化合物在氨水

等挥发性碱性溶剂中容易形成负离子,所以适合在电

喷雾离子源(ESI)质谱中采用负离子模式进行检测。

2.3.4 血浆样品处理条件的优化

  分别对不同蛋白沉淀剂(乙腈、乙醇和甲醇)和液

液萃取剂(氯仿、丙酮和乙酸乙酯)的提取效率进行试

验。结果采用丙酮和乙酸乙酯处理样品的提取效率

较高(图5)。对不同比例的丙酮和乙酸乙酯(1∶0,

1∶1,2∶1,3∶1,4∶1,0∶1,V∶V)的提取效率进

行试验,结果体积比为1∶1的丙酮和乙酸乙酯作萃

取剂效果最好(图6)。此外,还对不同体积的丙酮
乙酸乙酯(300,400,500,600,700,800

 

μL)对提取效

率的影响进行试验。结果表明,采用400
 

μL丙酮乙

图5 不同沉淀试剂对血浆中分析物的提取回收率

  Fig.5 Extraction
 

recovery
 

of
 

analytes
 

in
 

plasma
 

by
 

dif-
ferent

 

precipitation
 

reagents

酸乙酯对血浆进行萃取的提取效率最高(图7)。因

此采用200
 

μL丙酮和200
 

μL乙酸乙酯作萃取剂。

图6 不同比例丙酮乙酸乙酯对血浆中分析物的提取回收率

  Fig.6 Extraction
 

recovery
 

of
 

analytes
 

in
 

plasma
 

by
 

dif-

ferent
 

ratios
 

of
 

acetoneethyl
 

acetate

图7 不同体积丙酮乙酸乙酯对血浆中分析物的提取回收率

  Fig.7 Extraction
 

recovery
 

of
 

analytes
 

in
 

plasma
 

by
 

dif-

ferent
 

volume
 

of
 

acetoneethyl
 

acetate

3 结论

  本文建立了一种以大黄素为内标物,测定大鼠血

浆中蒽贝素的超高效液相色谱串联质谱(UPLCMS/

MS)分析方法,该方法简单、快速、准确、选择性强。
并对大鼠口服蒽贝素给药血药浓度和药动学进行试

验。研究表明,大鼠灌胃给药蒽贝素后的药时曲线

符合二室模型,蒽贝素口服灌胃给药后在体内吸收较

快,血药浓度在0.15
 

h达到最大,t1/2β 值较大,说明

蒽贝素在体内消除速度缓慢。该研究结果为蒽贝素

在生物体内的有效性及安全性评价提供了实验依据,
为今后测定蒽贝素的生物功效及临床药学研究奠定

基础。
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Determination
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Embelin
 

Blood
 

Concentration
 

and
 

Its
 

Pharma-
cokinetic

 

Study
 

in
 

Rats
 

by
 

UPLCMS/MS
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Abstract:To
 

establish
 

a
 

method
 

for
 

concentration
 

determination
 

of
 

embelin
 

in
 

rat
 

plasma,and
 

to
 

conduct
 

its
 

pharmacokinetics
 

study.Twelve
 

SpragueDawley
 

(SD)
 

rats
 

were
 

gastric
 

infusion
 

with
 

embelin
 

solution
 

(15.0
 

mg/kg)
 

via
 

fundus
 

vein.
 

Blood
 

sample
 

were
 

collected
 

before
 

medication
 

and
 

0.083,0.25,0.50,0.75,1,2,3,

4,6,8,10,12,24,36,48,72
 

h
 

after
 

medication.
 

After
 

the
 

plasma
 

isolated
 

and
 

extracted
 

with
 

a
 

mixed
 

solution
 

of
 

acetone
 

and
 

ethyl
 

acetate,UPLCMS/MS
 

method
 

was
 

adopted
 

using
 

emodin
 

as
 

internal
 

standard.
 

The
 

chromatographic
 

column
 

was
 

Agilent
 

Zorbax
 

Eclipse
 

Plus
 

C18,the
 

mobile
 

phase
 

was
 

methanol0.1%
 

ammo-
nia

 

solution,gradient
 

elution,and
 

the
 

flow
 

rate
 

was
 

0.3
 

mL/min.
 

Embelin
 

and
 

emodin
 

were
 

measured
 

by
 

ESI
 

in
 

negative
 

electron
 

mode
 

using
 

multiple
 

reaction
 

monitoring
 

(MRM),and
 

the
 

pharmacokinetic
 

parameters
 

of
 

embelin
 

were
 

calculated.
 

The
 

extracted
 

ions
 

monitored
 

following
 

MRM
 

transitions
 

were
 

m/z
 

293.1→96.6
 

for
 

embline
 

and
 

m/z
 

269.0→225.1
 

for
 

internal
 

standard
 

emodin.
 

The
 

linear
 

range
 

of
 

embline
 

detection
 

blood
 

concentration
 

was
 

10-1
 

200
 

ng/L.
 

The
 

lower
 

limit
 

of
 

quantification
 

was
 

10
 

ng/mL,and
 

the
 

detection
 

324



投稿系统网址:http://gxkx.ijournal.cn/gxkx/ch

limit
 

was
 

3
 

ng/mL.
 

RSDs
 

of
 

intraday
 

and
 

interday
 

were
 

both
 

less
 

than
 

10%.The
 

accuracy
 

ranged
 

from
 

8.8%
 

to
 

14.0%.The
 

average
 

plasmatime
 

curve
 

of
 

embline
 

with
 

gastric
 

infusion
 

in
 

rats
 

was
 

in
 

line
 

with
 

the
 

twocompartment
 

model.
 

The
 

distribution
 

halflife
 

of
 

all
 

rats
 

was
 

(12.60±1.19)
 

h,and
 

the
 

elimination
 

half
life

 

was
 

(15.95±0.73)
 

h.
 

AUC0-t was
 

(3
 

596.31±271.93)
 

ng·h/L,and
 

AUC0-∞  was
 

(3
 

717.48±269.82)
 

ng·h/L.Pharmacokinetic
 

study
 

showed
 

that
 

the
 

pharmacokinetic
 

process
 

of
 

the
 

compound
 

is
 

in
 

line
 

with
 

twocompartment
 

model
 

in
 

rats.The
 

method
 

established
 

in
 

this
 

study
 

is
 

simple,rapid,accurate
 

and
 

highly
 

se-
lective,and

 

can
 

be
 

used
 

for
 

plasma
 

content
 

determination
 

of
 

embelin
 

and
 

pharmacokinetic
 

studies.
Key

 

words:embelin,rat,plasma
 

concentration,UPLCMS/MS,pharmacokinetics
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