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大猪屎豆种子中野百合碱的分析

蒋丽群1 程敏2 高秋芳2 汤俊1 (1．武汉大学药学院 武汉430072；2．武汉市食品药品监督检验所)

摘要目的：建立大猪屎豆种子中野百合碱HPLc含量测定的方法并对其种子及种子水提取物中的野百合碱进行定性与

定量的分析。方法：提取和制备野百合碱，采用色谱柱为Diamonsil C18(200 mm×4．6 mm，5斗m)；流动相为乙腈旬．01 m01．

L。1磷酸二氢钾一三乙胺(5：95：O．1，用磷酸调节pH=3．0)；检测波长为205 n“；流速为1．0 ml·min～；柱温为25℃的色谱条件

对种子及种子水提取物中的野百合碱进行含量测定。结果：野百合碱在浓度O．102～1．020 mg·ml。范围内与峰面积呈良好

线性关系(r=0．999 6，n=5)。野百合碱平均回收率为(n=9)为98．2％，冗sD为2．7％；大猪屎豆中野百合碱的含量为2．6％，

种予水提取物中的含量为15．O％。结论：本法快速、灵敏、准确，可作为大猪屎豆种子中野百合碱的含量测定方法，并可为进

一步毒理学研究提供参考。

关键词 大猪屎豆；野百合碱；高效液相色谱法

中图分类号：R927．2 文献标识码：A 文章编号：1008_049x(20lO)12—1743旬3

Analvsis of MonocrotaHne in Seed of C『ro缸缸，记口ssnm记n Benth．

Jiang“qunl，Cheng Min2，Gao Qil出n92，Tang Junl(1．College of Pha邢acy，Wuhan university，Wuhan 430072，China；2．Wuhan Insti-

tute fbr Food and Dmg Contr01)

ABSTRACT ob．iective：7ro establish an HPLC method for detemination of monocmtaline in the seed of Cro￡02口^D口驱口m如口Benth．

and its decoction．Method：The HPLC separation was pe南瑚ed on a Diamonsil Cj8(200 mm×4．6 mm，5斗m)column讲th a mixture

of acetonitIile_0．01 mol·L一1 potassium dihydIDgen phosphate—triethylamine(5：95：0．1，adjust pH to 3．0 with phosphoric acid)as the

mobile phase，at a now rate“1．0 m1．L一．The detection wavelen对h was at 205 nm，and column tempemture at 25℃．R髑ult：The 1in．

ear response of nlonocrotaline mnges f而m 0．102一1．020 mg·ml叫(，=o．999 6，几=5)．The average recovery 0f monocrotaline was

98．2％with兄SD 2．7％．‘Fhe content of monocrotaline in the seed dmg and its decoction was 2．6％and 15％，respectively．Condu．

sion：The method is simple，accumte，and reproducible，which can ofkr reference for the quality contml of Cro￡Ⅱ如r缸傩s口m拓n Bent}1．

and its toxicological study．

KEY WORDS Cr0￡okr施邪sⅡmico Benth．：Monocrotaline：HPLC

大猪屎豆(cro￡口zo砌msⅡm记o Benth．)为豆科植物猪屎

豆属(cmtalaria Lnn．)大猪屎豆的全草或带根全草，全草及

种子均可人药。本品味苦、淡、性平，具有清热解毒、凉血止

血和利水消肿等作用¨’2 J。研究表明，大猪屎豆中主要活性

成分为野百合碱(monocmtaline)，其结构属于吡咯里西啶生

物碱类(PA)旧“o。经动物抗瘤谱实验，野百合碱具有抗癌

活性作用H。，且临床上曾用于鳞状上皮癌、宫颈癌和白血病

等的治疗坤o。但由于许多吡咯里西啶生物碱类成分具有肝

毒性，这类生物碱及含该类成分中药的开发与利用均受到了

极大的制约一一。本课题前期研究也表明一次给予大鼠人用

剂量的大猪屎豆种子水提取物(相当于生药剂量约为4．1 g-

k“)后，毒性反应明显，出现肝腹水、肝脾肿大及部分肝空

泡化等现象。目前有关大猪屎豆含量测定方法的研究较少，

且该药材中野百合碱的含量尚不清楚。为合理利用该中药

资源以及进一步评价其毒性和毒理机制，本研究采用了反相

高效液相色谱法对大猪屎豆种子中野百合碱进行定性与定

量的分析。

1仪器与试药

P680型高效液相色谱仪系统(美国戴安)，其中包括：在

线脱气机、P_680型输液泵、AsI．100自动进样器、Tcc一100柱

温箱、uVD一170u紫外检测器、chromeleon色谱工作站；uV一

基金项目：武汉大学引进人才科研启动基金项目(编号：306276214)
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2100紫外分光光度计(日本岛津)；十万分之一电子天平(瑞

士Metder)、Hss一214恒温水浴锅(重庆四达)；SevenEasy pH

计(瑞士Mettler)；sB．52000D超声清洗机(宁波新芝，250

W，40 kHz)。

大猪屎豆种子药材由中国科学院武汉植物园屠治本研

究员提供并鉴定为豆科植物大猪屎豆(Cro￡nZo^o璐50m托o

Benth．)的种子。乙腈、甲醇、三乙胺均为色谱纯，磷酸二氢

钾、氯仿、氨水、磷酸等均为分析纯，水为Millipore高纯水。

野百合碱(自制)，通过对大猪屎豆乙醇提取、酸碱萃取、重

结晶等步骤分离得到野百合碱，再经1H—NMR、13C．NMR图

谱测定及与文献口“o对照确证为野百合碱(monocrotaline)，

又经HPLC分析，峰面积归一化法计算其纯度大于98．5％。

大猪屎豆种子水提取物(自制)，称取大猪屎豆粉末约

3 000 g，通过水煎醇沉法制得水提取物为269．5 g，得率约为

9．0％。

2方法与结果

2．1 色谱条件

色谱柱：Diamonsil C18(200 mm×4．6 mm，5斗m)，另配

保护柱；流动相：乙腈旬．01 mol·L。1磷酸二氢钾一三乙胺(5：

95：0．1，用磷酸调pH=3．0)；流速：1．0 m1．min～；柱温：25

77钳。
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℃；检测波长：205 nm；进样量：10山。在此色谱条件下，野

百合碱峰保留时间约为7．5 min，理论塔板数大于3 000，与

邻近峰分离度大于2(见图1)。

2．2对照品储备液的制备

取野百合碱对照品适量，精密称定，置于25 ml量瓶中，

用流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，制得浓度为1．02 mg·

ml。1野百合碱对照品溶液，备用。

OO 2 5 5 0 7 5 10012 515 017 5 0 0 2 5 5 0 7 5 10 012515017S t，min

A B
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C D

A．溶剂B．对照品C．大猪屎豆种子样品

D．大猪屎豆种子水提取物1．野百合碱

图1野百合碱分析HPLc图

2．3供试品溶液的制备

2．3．1 大猪屎豆种子供试品 大猪屎豆种子药材打成粉

末状，并过药典3号筛。取粉末约0．4 g，精密称定，准确加

入甲醇20 ml，称重，于80℃温度下回流45 min，待其冷却至

室温，称重，用甲醇补足减失重量，摇匀，过滤，取续滤液lO

ml，置水浴上挥干溶剂，残渣以20 ml 0．2 mo卜L“的稀盐酸

溶解，用氨水调pH至9—10，再加20 ml氯仿萃取，分离氯仿

层，萃取重复三次，挥干氯仿，残渣以流动相溶解并稀释至

lO ml，摇匀，过0．45¨m微孔滤膜，取续滤液，即得。

2．3．2 大猪屎豆种子水提取物供试品 另取大猪屎豆种

子水提取物浸膏约0．20 g，精密称定，参照“2．3．1”项方法，

从“以20 ml 0．2 mol·L。1的稀盐酸溶解”开始同法操作，最

后所得残渣以流动相溶解并稀释至25 ml，摇匀，过O．45斗m

微孑L滤膜，取续滤液，得大猪屎豆种子水提取物供试液。

2．4线性关系的考察

精密量取野百合碱对照品储备液1．0，2．5，5．0，7．5，

10．0 ml置于10 ml量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻度，得

浓度为0．102，0．255，O．510，0．765，1．020 mg·ml‘1系列对照

品溶液，摇匀，用O．45斗m微孔滤膜过滤后，参照“2．1”项色

谱条件进行测定。以对照品浓度x(mg·ml‘1)为横坐标，峰

面积Y为纵坐标，绘制标准曲线并进行回归分析，得标准曲

线回归方程为Y=50．163x+0．446 r=O．999 6(n=5)，野百

合碱在浓度0．102一1．020 mg·IIll。1范围内线性良好。

2．5精密度试验

精密称定大猪屎豆种子粉末1份，按“2．3．1”项处理方

法操作，在“2．1”项色谱条件下连续进样6次，测定峰面积。

结果野百合碱峰面积RSD(n=6)为0．66％。

2．6重复性试验

精密称定大猪屎豆种子粉末6份，按“2．3．1”项处理方

歹聊

法操作，在“2．1”项色谱条件下，测定峰面积。结果野百合

碱峰面积粥D(n=6)为2．69％，表明该方法重复性良好。
2．7稳定性试验

精密称定大猪屎豆种子粉末1份，按“2．3．1”项处理方

法操作，分别置O，2，4，8，12，24 h后在“2．1”项色谱条件下，

测定峰面积。结果野百合碱峰面积硒∞(n=6)为O．78％，说

明供试品溶液在24 h内稳定。

2．8加样回收率试验

取已知含量的大猪屎豆种子粉末0．2 g，精密称定，共9

份，分别精密加入野百合碱对照品4．0，5．0，6．0 mg，各三份，

按“2．3．1”项处理方法操作，在“2．1”项色谱条件下，测定峰

面积。结果野百合碱平均回收率为98．2％，船D为2．7％

(凡=9)。

2．9 大猪屎豆种子及种子水提物中野百合碱的含量

精密称定大猪屎豆种子粉末及种子水提取物各6份，按

“2．3”项处理方法操作，在“2．1”项色谱条件下测定峰面积。

按照“2．4”线性回归方程进行计算，结果野百合碱在大猪屎

豆中的含量为(26．2±0．8)mg·g一，在水提取物中的含量为

(150．0±1．2)mg·g-。。

3讨论

3。l检测波长的考察

配制一定浓度的野百合碱对照品溶液，在200～400 nm

波长范围内扫描，当波长在200 nm附近吸收最大，考虑到

200 nm为溶剂末端吸收，因此选择205 nm为检测波长。

3．2流动相条件的选择

本试验中分别对乙腈一磷酸二氢钾缓冲盐、乙腈旬．2％

甲酸、乙腈m．0l moL·L“甲酸铵的流动相系统进行了多次

试验，结果发现：乙腈．磷酸二氢钾缓冲盐系统能使野百合碱

达到较好分离，故选择乙腈一磷酸二氢钾缓冲盐流动相组成。

在试验中还发现大猪屎豆样品溶液浓度较高时，色谱峰型严

重拖尾，柱效也随之降低，尝试加入三乙胺扫尾剂，试验后发

现野百合碱峰型明显改善，柱效升高，峰形尖锐，效果理想。

3．3样品提取方法的研究

考察了加热回流、超声提取和冷浸3种方法对野百合碱

含量测定的影响，结果表明加热回流提取方法更完全，故选

择了加热回流提取；大猪屎豆直接以甲醇回流提取引进较多

杂质，且野百合碱峰难于与其他杂质峰分开，干扰测定，故实

验在甲醇回流提取后，再用氯仿萃取纯化，以便除去干扰杂

质。同时，本实验对甲醇的用量(15、20、25 IIll)进行考察，结

果表明甲醇用量为20 ml时大猪屎豆种子中野百合碱可提

取完全，因此甲醇用量定为20Ⅱd；进一步对提取时间进行了

考察，分别试验了30、45、60 min，结果提取时间为45 min时，

大猪屎豆种子中野百合碱就可提取完全，因此提取时间定为

45 min。

3．4 大猪屎豆水提物中野百合碱的分析

以上分析表明，大猪屎豆水提取物中野百合碱得到进一

步富集，相比原药材的含量增加了大约5倍(150／26．2—

5．7)。由此可见，传统的中药汤剂可以使PA类成分从其药

材中大量溶出，可能是其毒性产生重要的物质基础。

万方数据
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匹多莫德糖浆在健康人体的药动学和生物等效性评价

陈倩 刘东 (华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部 武汉430030)

摘要 目的：研究匹多莫德糖浆的人体相对生物利用度和生物等效性。方法：健康志愿者20名，随机双交叉单剂量口服

匹多莫德糖浆(受试制剂)和溶液(参比制剂)，剂量分别为20 ml(800 mg)和14 ml(800 mg)，采用HPLC法测定血浆中匹多莫

德的浓度，用DAS2．1药动学程序计算药动学参数和生物利用度，并进行生物等效性评价。结果：单剂量口服匹多莫德受试

和参比制剂后，血浆匹多莫德的c。。分别为(4．45±1．80)斗g·ml-1和(5．17±1．57)pg·“-。，￡～分别为(2．28±O．550)h和

(2．18±O．61)h，tl／2分另q为(2．27±1．07)h和(1．98±0．77)h，，4UCj．14分另1为(21．77±6．48)扯g·h·ml一1和(21．13±5．30)

斗g·h·ml～，4uco一。分别为(22．28±6．48)斗g·h·ml“和(21．56±5．36)斗g‘h。m1～。AUc0“、4UG一。和C～的90％可信区

间分别为89．2％一116．4％，89．8％一116．9％和74．8％～94．2％。受试制剂的相对生物利用度R“和凡一。分别为(107．69±

37．25)％和(108．20±37．13)％。结论：匹多莫德受试制剂和参比制剂具有生物等效性。

关键词 匹多莫德；药动学；生物等效性；高效液相色谱法
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PharmacoⅪnetics and Bioeqllivalence of Pidotimod Symp in Healthy Volunteers

chen QiaIl，“u Dong(Department of Phannacy of Ton西i Hospita王，7Ibn商i Medical College，Huazhong University of Science and 711ech—

nolog)，，Wuhan 430030，China)
’

ABSTRACT objective：T0 study the relative bioavailability and bioequivalence of pidotimod syrup in he越thy volunteers．Method：

A sinde oral dose of pidotimod(800 mg test and reference prepamtions)were舀ven to 20 male healmy volunteers in a randomized

crossover study．The concentmtion 0f pidotimod in plasma was dete咖ined by HPLC．The ph锄acokinetic p盯ameters were calculated

and the relative bioavailability and bioequivalence of two fo珊ulations were evaluated by DAs ver2．1 pmgram．R髂lllt：After a sinde

dose，the phaHnacokinetic parameters of the test and IjefeIence pidotimod were as follows：C。。；(4．45±1．80)I蜡·ml。1 and(5．17±

1．57)斗g·ml一1，fm础(2．28±0．550)h and(2．18土0．61)h，fl／2(2．27±1．07)h and(1．98±0．77)h，A￡，G—14(21．77±6．48)斗g·

h·ml～and(21．13±5．30)斗g·h·ml～，A％．。(22．28±6．48)斗g岫·“～and(21．56±5．36)斗g·h·llll_‘，respectively．ne
90％co血dential intenral 0f 4uG。，A(，G一。and G。。were 89．2％一1 16．4％，89．8％一116．9％and 74．8％—94．2％，respectively．7rhe
relative bioavajlability was(108．20±37．13)％．Concl吣ion：The results of the statistic analysis showed that the t’帅fo丌IlIllati伽s

were bioequivalent．

KEY WoRDS PidotiInod；Phannacokinetics；Bioequivalence；HPLC

匹多莫德{(R)一3-[(s)一(5一氧-2-吡咯烷基)羰基]一四

氢噻唑4羧酸}是一种全新型的化学反应调节剂，其结构

类似于二肽，是一种新型免疫调节剂。口服及肌肉注射具

有良好的生物利用度，既能促进非特异性免疫反应又能促

进特异性免疫反应。尽管匹多莫德无直接的抗菌和抗病毒

活性，但通过促进机体的免疫功能可发挥显著的治疗细菌

及病毒感染的作用。临床上主要用于治疗反复发作的呼吸

通讯作者：刘东Tel：(027)83663519 E—mail：ld一2069@163．com

道感染、耳鼻喉反复感染、泌尿生殖系统的反复感染¨1。

匹多莫德最初由意大利多帕药业公司研制生产(普利莫口

服液)，目前临床使用的剂型主要有口服液、于混悬剂、颗

粒剂、片剂和注射剂。广东顺峰药业有限公司开发出了糖

浆剂。本试验采用反相高效液相色谱法测定血浆中匹多莫

德浓度，并将该法用于健康人口服匹多莫德糖浆后的药动

学研究和生物等效性评价。
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