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摘要：目的建立测定血浆、尿样本中丹皮酚含量的反相高效液相色谱法。方法 血浆样品经沉淀蛋白，尿样经稀释后，以乙

腈一0．1％磷酸pl{3．5(55：45)为流动相，经Diamonsil C，。柱分离，进行色谱分析。结果 本方法丹皮酚的血浆浓度在20～l 000

“g·L～，尿中浓度在20～800 lig·L“内线性关系良好，方法回收率在81．0％～85．O％之间，日内、日间RSD均小于11．0％．

结论本方法简便、快速、灵敏度高，可用于丹皮酚的药动学研究
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ABSTRACT：0BJECTrvE To establish a method for the determination of paeonol concentration ifl plasma and in urine．METH-

ODS The analysis was conducted on a Diamonsil—C18(4．6 Into×150 mm，5肛m)column with mobile phase consisting of acetonitrile

—O．1％phosphate acid(55：45，adjusted to pH 3．5 with triethylamine)．RESULTS Good linearity was obtained in the concentration

range of20一l 000 lig·L一‘of paeonol in plasma and 20—800 Ixg·L一1 in urine．The average recovery was 81．0％～85．O％at three

different concentrations．The RSDs of intra．and inter—day were less than 11％．CONCLUSl0N This method iS rapid。sensitive．pre—

else．and can be used in the determination of paeonol ifl plasma and in urine for the clinical pharmacokinetic study．

ICEY WOlIDS：RP．HPLC；paeonol；human plasma；human urine

脑血宁注射液是中药复方制剂，药效学试验表

明，该药具有平肝熄风、凉血化瘀，豁痰开窍等功效。

为评价该复方制剂的体内过程，本试验选择组方中

牡丹皮的主要成分丹皮酚作为药物体内过程的评价

指标。关于丹皮酚的体内过程研究，已有动物试验

的结果¨⋯，给出单味药中丹皮酚的血浆经时过程。

本试验在文献基础上，建立了测定复方制剂中丹皮

酚体内浓度的高效液相色谱法，并考察了10名男性

健康受试者单剂量静脉滴注给药后，丹皮酚的体内

血药浓度经时过程和尿药排泄率，旨在为临床用药

提供参考数据。

l材料与方法

1．1 药品与试剂

脑血宁注射液(含丹皮酚120 mg，批号030408，

青海圣域医药科技有限公司)；丹皮酚对照品(中国

药品生物制品检定所，批号为0708-9704，纯度为

99．3％)，肉桂酸对照品(中国药品生物制品检定

所，批号为0786-9802，纯度为>99％)。甲醇、乙腈

为色谱纯；其他试剂均为分析纯；空白人血浆(中国

医科大学附属第二医院输血科)。

1．2仪器与色谱条件

13本岛津10AT高效液相色谱仪。色谱条件：

色谱柱Diamonsil Cl 8(4．6 mitt×150 mill，5 I,zm)；流

动相：乙腈旬．1％磷酸(三乙胺调节pH至3．5)55：

45；流速：1．0 mL·rain～；检测波长：274 nm；柱温为

30 oC；进样量为20炜L。

1．3研究对象

经医学伦理委员会批准本试验方案后，选择健

康男性志愿受试者lo名，平均年龄(22．5 4-1．5)

岁，体重(67．2±7．8)kg，体重指数为20～24。全

部受试者无既往病史，肝、肾功能及心电图检查正

常。在充分了解本试验的目的、意义及可能出现的

不良反应后，签署知情同意书。

1．4给药及采样

10名受试者于试验前1 d吃清淡晚餐后禁食，

试验日空腹单剂量静脉滴注脑血宁注射液100 mL

(含丹皮酚120 mg)，于l h内滴完。

1．4．1血浆样本采集 分别于给药前及给药开始
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后的0，0．17，0．33，0．5，0．75，1．0，1．25，1．5，2．0，

2．5，3．0，3．5，4．0，5．0，7．0，10．0 h，经前臂静脉由

留置针采血5 mL置肝素化试管中，3 500 r·rain一

离心10 min，分离血浆，置一20 cC冰箱中冻存待测。

1．4．2尿样采集受试者于给药前排空膀胱，留取

空白尿。分别收集给药开始后0～2，2～4，4～6，

6～10 h尿样，准确量取体积，留取15 mL于一20℃

冰箱中冻存待测。

1．5 生物样本中丹皮酚浓度测定

1．5．1 生物样本预处理①血浆样本预处理：精密

量取0．2 mL血浆于具塞5 mL小塑料管中，加50

IxL甲醇，再加入50斗L内标(0．5 mg·L一肉桂酸甲

醇溶液)，加0．4 mL乙腈，涡旋混合1 min，10 000

r·rain一离心10 min，吸取上清液20汕进样。②
尿样预处理：精密量取尿液样本0．5 mL，加50斗L

甲醇，再加0．5 mL甲醇，涡旋混合30 S，10 000 r·

rain。1离心5 rain，吸取上清液20“L进样。

1．5．2数据处理血药浓度的达峰时间(t。。。)和达

峰浓度(p。。；)采用实测值，采用梯形法计算药一时曲

线下面积(AUC)，末端消除速率常数(K。)由消除相

浓度点取半对数线性回归而得，以尿药浓度与排尿

量计算尿药排泄率。

2 结 果

2．1 分析方法确证

2．1．1色谱行为在所选用的色谱条件下，空白样

品、空白样品加对照品及受试者给药后样品的色谱

图见图1，2。从色谱图中可见，生物样本中内源性

物质及共存物质不干扰丹皮酚测定。

t／mlR l／mLrl

图1 丹皮酚的血浆样品色谱图

A一空白血浆；B一空13血浆加对_}!《{品；C一血浆样品；1一内标；2一丹皮酚

Fig 1 Chromatography of paeonol in plasma

A—blank plasma；B—plasma spiked with reference；C—plasma sample；1一IS；

2一paeonol

2．1．2标准曲线准确吸取空白血浆0．2 mL6份，

依次加人丹皮酚标准系列溶液50仙L，配制质量浓

度相当于20，50，100，250，500，1 000 Ixg·L一的血

浆样本。另取尿样0．5 mL 6份，配制浓度相当于

20，50，100，200，400，800 Ixg·L。1的尿液样本。按

“1．5．1”项下操作，制备标准曲线。以生物样本中
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图2丹皮酚的尿液样品色谱图

A一空白血浆；B一空白血浆加对照品；C一血浆样品；1一丹皮酚

Fig 2 Chromatography of paeonol in urine

A—blank urine；B—urine spiked with reference；C～urine sample；1一paeonol

待测物的浓度为横坐标，以待测物与内标的峰面积

比(血样)或峰面积(尿样)为纵坐标，用加权最小二

乘法进行回归计算，求得直线回归方程，即为标准曲

线。本法的标准曲线分别为：血浆样本y=

一0．016 5+5．01 1 9×10。P(r=0．999 9)；尿液样

本Y=一555．486 6+50．617 lp(r=0．999 5)。根据

标准曲线，血浆样本中丹皮酚的线性范围为20—1

000 I．zg·L～；尿样中丹皮酚的线性范围为20一800

斗g·L～。最低定量浓度均为20斗g·L～。

2．1．3精密度与准确度 取空白血浆0．2 mL 15

份，尿样0．5 mL 15份，按“2．1．2”项下操作，配制质

量浓度分别为50，250，1 000 Ixg·L。1血浆样本，质

量浓度分别为50，200，800 Ixg·L一尿样，每个质量

浓度平行5样本，计算精密度和准确度。求得血浆

样本低、中、高3个质量浓度的日内RSD分别为

7．28％，8．02％和1．55％，日间RSD分别为1．58％，

8．37％和10。7％；尿液样本低、中、高3个质量浓度

的日内RSD分别为1．44％，2．50％和4．59％，日间

RSD分别为1．73％，3．25％和2．53％。血浆样品平

均相对回收率分别为96．7％，105．8％和105．6％；

尿样平均相对回收率分别为110．8％，108．0％和

105．8％。

2．1．4提取回收率取空白血浆0．2 mL 15份，尿

样0．5 mL 15份，同“2．1．3”项下操作，以提取后的

色谱峰面积与相同浓度样本未经提取获得的色谱峰

面积之比，考察样本绝对提取回收率。结果表明，血

浆样本中低、中、高3种质量浓度的提取回收率分别

为85．2％，87．7％和89．8％；尿样低、中、高3种质

量浓度的提取回收率分别为81．3％，85．6％和

83．2％。

2．1．5样品稳定性按“2．1．2”项下操作，分别配

制高、中、低3种浓度的血浆样本及尿液样本，考察

其反复冻融3次，一20℃冷冻放置30 d及生物样本

处理后室温放置24 h的稳定性，结果表明，丹皮酚

血液及尿液样本反复冻融3次，一20℃冷冻放置30
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d均较稳定，生物样本处理后室温放置8 h基本稳

定。

2．2人体试验结果

2．2．1丹皮酚体内经时过程按“1．5”项下操作，

测定受试者血浆样品，并以当日的标准曲线计算各

时刻样品中丹皮酚的浓度，平均药物浓度一时间曲线

见图3。10名受试者静脉滴注脑血宁注射液后，丹

皮酚的主要药动学参数t。。。，P。。。，t。／2，K。，AUC。圳，

AUCo～。分别为(0．87±0．31)h，(765．0±194．5)

¨g·L～，(3．72-4-0．98)h，(0．200±0．060)h～，

(1 453．9±413．2)Ixg·h·L～，(1 658．5±460．0)

Ixg·h·L～。

一

望500
吞

O

图3 10名受试者静脉滴注脑血宁注射液开始后血浆药物

浓度-时间曲线．凡=10，x 4-s

Fig 3 Plasma concentration profiles of paeonol in naoxuening

injection after iv administration to 10 healthy volunteers．n=10，

元4-s

2．2．2尿药排泄率测定 根据尿中浓度数据和记

录的尿液体积求算10名受试者静脉滴注脑血宁注

射液后丹皮酚原形药物的排泄量及各时间段尿排速

率，结果见表1。脑血宁注射液给药后10 h内，约占

总剂量(0．044±0．021)％的丹皮酚以原形从尿中

排出，不同个体尿中丹皮酚排泄率差别较大。

表1丹皮酚各时间段平均尿排量及排泄速率．n=10，五±s

Tab 1 Total amount and excretion rate of paeonol in urine in

different time phase．n=10．元4-s

3讨论

丹皮酚的挥发性较强，本试验曾分别考察用氯

仿，乙醚及混合溶剂提取血浆样本中的丹皮酚，但均

未获得稳定的提取回收率，因此，本实验采用乙腈沉

淀蛋白进行血浆样品处理，内源性物质及共存物质

不干扰测定，丹皮酚在20～l 000¨g·L。1内呈良好

线性关系。

脑血宁注射液为中药复方制剂，成分复杂，加之

尿液样本中内源性物质的干扰，在尿液样本测定时，

未选到合适内标，故采用外标法定量分析，结果表

明，尿样中丹皮酚在20～800斗g·L一内线性关系

良好(r=0．999 5)，最低定量浓度为20斗g·L～，内

源性物质及共存物或代谢物不干扰测定。

丹皮酚有挥发性，且较易氧化，生物样本处理后

室温放置24 h，中、高浓度稳定性较好，而低浓度稳

定性较差，约减少15％，但室温放置8 h的结果基本

稳定，提示丹皮酚生物样本处理后应尽快分析。

健康志愿者静脉滴注脑血宁注射液后，体内丹

皮酚的血浆浓度较低，仅有约给药量0．044％的原

形药物从尿中排出，该结果提示，丹皮酚在体内进行

广泛代谢，与文献报道相符∞o。
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