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　　［摘要］　目的　建立反相高效液相色谱测定和厚朴酚血浆浓度的方法，并测定了灌胃给药后大鼠血浆中和厚朴酚的
浓度及药动学参数。方法　 血浆样品用乙酸乙酯进行液液萃取，吴茱萸碱为内标，色谱柱为ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８柱，流动相为
甲醇水８０∶２０（体积比），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２９２ｎｍ。结果　 内标物质和和厚朴酚的保留时间分别为４．１ｍｉｎ和
５１ｍｉｎ，血浆中的内源性物质不干扰测定；和厚朴酚在０．０３５５～９．０９０９μｇ／ｍＬ质量浓度范围内与和厚朴酚和内标物质
色谱峰面积比值线性关系良好（ｒ＝０．９９９６）；和厚朴酚的最低定量限为２０ｎｇ／ｍＬ；样品日内日间精密度的 ＲＳＤ均小于
８０２％，平均提取回收率１０６．８７％ ，平均方法回收率１０４．４４％。结论 　 建立了以吴茱萸碱为内标的和厚朴酚体内分析
方法，本法快捷、灵敏、准确，可用于和厚朴酚大鼠体内血药浓度的测定和药代动力学研究。
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　　和厚朴酚（ｈｏｎｏｋｉｏｌ）是从中药厚朴或凹叶厚朴中
提取的具有生物活性的化学物质。现代研究表明，和

厚朴酚具有明显的抗肿瘤、抗炎、抗氧化活性；对心血

管系统具有抗忧郁、抗焦虑、抗应激、抗卒中和抗阿尔

茨海默病活性；对循环系统具有血管舒张作用、抗动脉

粥样硬化及抗血小板聚集活性；对胃肠道系统具有抗

食管阻塞、抗胃溃疡、抗痢疾及保护肝脏活性［１－５］。但
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和厚朴酚在水中几乎不溶，且生物利用度低，易氧化，

这些特点制约了其临床的开发利用［６－８］。为了改善上

述性质，科研工作者将其制备成不同剂型，如和厚朴酚

自微乳、和厚朴酚包合物等。本实验建立了以吴茱萸

碱（ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ）为内标的和厚朴酚 ＲＰＨＰＬＣ体内分
析方法，该方法简单、快捷、准确和灵敏，内源性杂质不

干扰测定，旨在为和厚朴酚的体内分析提供参考。

１　材料与方法

１．１　仪器、试药及动物
　　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ）；Ｌｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒ
Ｃ１８高效液相色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ，江苏汉邦科技）；
ＡＲ２１４０精密电子天平（美国ＯＨＡＵＳ公司）。
　　和厚朴酚（西安小草植物科技有限公司，纯度＞９８．４８％）；
吴茱萸碱（武汉远程科技有限公司，纯度９９．１３％）；甲醇（色谱
纯，百灵威科技有限公司）；乙酸乙酯［分析纯，川东化工（集

团）有限公司试剂厂］超纯水；其余试剂均为分析纯。

　　雄性ＳＤ大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，由重庆医科大学实验动
物中心提供，动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１２０００１。

１．２　方法
１．２．１　色谱条件　　色谱柱：汉邦 ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８柱（４．６ｍｍ×

１５０ｍｍ，５μｍ）；柱温３０℃，流动相：甲醇水 ８０∶２０（体积比）；
流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２９２ｎｍ；进样量２０μＬ。
１．２．２　标准溶液的配制　　精密称取１０．０ｍｇ和厚朴酚置于
１０ｍＬ容量瓶中，甲醇溶解并定容至刻度，得浓度为１ｍｇ／ｍＬ
的和厚朴酚储备溶液。

１．２．３　内标溶液的配制　　精密称取１０．０ｍｇ吴茱萸碱于
１００ｍＬ容量瓶中，甲醇溶解并定容至刻度，得浓度为１００μｇ／ｍＬ
的内标溶液，精密移取该溶液２ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，甲醇定
容至刻度，得浓度为２０μｇ／ｍＬ的内标储备液。
１．２．４　血浆样品的处理　　精密量取２００μＬ血浆置于离心
管中，加入 ２０μＬ内标溶液（２０μｇ／ｍＬ），涡旋 １ｍｉｎ，加入
１．５ｍＬ乙酸乙酯，涡旋５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液于离心管中，减压干燥挥干有机溶剂，将残留物用０．１ｍＬ甲
醇溶解，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取２０μＬ进样。
１．２．５　动物给药与血浆采集　　受试动物为６只ＳＤ大鼠，大
鼠给药前禁食１２ｈ（不禁水），口服和厚朴酚混悬液，给药剂量

为８０ｍｇ／ｋｇ（以和厚朴酚计）。于给药后０．０８３、０．２５、０．５、１、２、
４、６、１０、１２、２４、４８ｈ，从大鼠眼眶取血０．５ｍＬ，置于肝素化离心
管中，离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）取上层血，－２０℃保存。按血
浆样品处理方法处理后，在上述色谱条件下检测，根据检查结

果绘制血药浓度时间曲线图［９－１０］。

２　结果

２．１　方法专属性
　　在上述优化的色谱条件下，分别考察了空白血浆、空白血
浆＋内标＋和厚朴酚及给药后血浆样品的色谱行为，结果见
图１。由图１可见内标和和厚朴酚分离良好，保留时间分别为
４．１ｍｉｎ和５．１ｍｉｎ，内源性物质峰不干扰测定。
２．２　线性范围及定量限测定
　　精密移取和厚朴酚储备液，分别配制０．３９１、０．７８１、１．５６２、
３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、８０、１００μｇ／ｍＬ和厚朴酚标准溶液，在
２００μＬ血浆中加入２０μＬ标准溶液按血浆样品处理方法处理，
得到血浆浓度为０．０３５５、０．０７１０、０．１４２１、０．２８４１、０．５６８２、
１１３６４、２．２７２７、４．５４５４、７．２７２７、９．０９０９μｇ／ｍＬ的标准溶
液。进样记录和厚朴酚峰面积（Ａｓ）和内标峰面积（Ａｉ），以 Ａｓ
和Ａｉ的比值Ｒ（Ｒ＝Ａｓ／Ａｉ）对和厚朴酚的质量浓度 Ｃ进行线
性回归。Ｒ＝０．３８９０Ｃ＋０．０２４９（ｒ＝０．９９９６），表明和厚朴酚
在００３５５～９．０９０９μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性关系良好，最
低定量限（Ｓ／Ｎ＝１０）为２０ｎｇ／ｍＬ。
２．３　精密度测定
　　精密移取２００μＬ空白血浆，分别加入适量的和厚朴酚储
备液及内标溶液，配制低、中、高３个质控浓度（０．０４５０、２．２７２７、
９．０９０９μｇ／ｍＬ）的血浆样品。依据２．１色谱条件每个浓度在
１ｄ内平行测定５次，计算日内精密度；每天平行测定１次，连
续５ｄ，计算日间精密度。结果显示，低、中、高３个质控样品日
内精密度的相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）分
别为３．０６％、３．３３％、１．４０％，日间精密度的 ＲＳＤ为 ８．０２％、
６１９％、７．０８％ 。
２．４　方法回收率和提取回收率测定［１１－１２］

２．４．１　提取回收率　　精密移取２００μＬ新鲜空白血浆，分别
加入适量的低、中、高３种浓度的和厚朴酚溶液及内标溶液，配
制低、中、高３个质控浓度（０．０４５０、２．２７２７、９．０９０９μｇ／ｍＬ）
的血浆样品，依照血浆样品处理方法处理后进样测定，所得 Ａｓ
和Ａｉ值分别与相应质量浓度的和厚朴酚标准溶液和内标溶液直
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Ａ：空白血浆；Ｂ：空白血浆＋和厚朴酚＋内标；Ｃ：血浆样品　１：内标物质；２：和厚朴酚
图１　和厚朴酚和吴茱萸碱在大鼠血浆中的高效液相色谱图
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接进样所得 Ａ值相比，分别计算和厚朴酚和内标的提取回收
率。低、中、高３个质控样品中和厚朴酚的提取回收率分别为
１１２．９１％、１０６．８４％、１００．８８％，ＲＳＤ分别为 ８．８０％、５．７１％、
２４８％（ｎ＝５）；内标物质的提取回收率分别为 １０４．９６％、
１０７０３％、１０１．３１％，ＲＳＤ分别为８．５２％、４．４３％、５．２４％（ｎ＝５）。
和厚朴酚的提取回收率与内标物质的提取回收率接近，内标物

质的提取不受血浆样品中和厚朴酚浓度的影响，表明该内标物

质的选择是合适的。

２．４．２　方法回收率　　精密移取２００μＬ空白血浆，分别加入
适量的低、中、高３种浓度的和厚朴酚溶液及内标溶液，配制
低、中、高３个质控浓度（０．０４５０、２．２７２７、９．０９０９μｇ／ｍＬ）的
血浆样品，依２．４处理后进样测定，将Ａｓ和Ａｉ的比值Ｒ代入回
归方程计算得出的药物浓度与真实药物浓度相比，计算方法回

收率。低、中、高３个质控样品的方法回收率分别为１１１．９１％、
１０５．６８、１１１．２％，ＲＳＤ分别为５．２４％、７．０８％、３．２５％（ｎ＝５）。
２．５　稳定性实验
２．５．１　室温稳定性实验　　考察和厚朴酚血浆样品的室温稳
定性。精密移取 ２００μＬ新鲜空白血浆，同法配制低、中、高
３个质控浓度（０．０４５０、２．２７２７、９．０９０９μｇ／ｍＬ）的血浆样品。
室温放置２４ｈ后，依照血浆样品处理后进样测定，结果低、中、
高３个浓度的样品测的浓度分别为标示浓度的９８．１４％、
１０４００％、９９．１７％，ＲＳＤ分别为 ２．３３％、４．５１％、１．９２％（ｎ＝
５）。说明在０．０４５０～９．０９０９μｇ／ｍＬ范围内和厚朴酚血浆样
品在２４ｈ内稳定性良好。
２．５．２　冷冻保存稳定性实验　　考察和厚朴酚血浆样品的冷
冻保存稳定性（－２０℃）。同法配制低、中、高 ３个质控浓度
（０．０４５０、２．２７２７、９．０９０９μｇ／ｍＬ）的血浆样品，在－２０℃条件
下保存１４ｄ，依血浆样品处理后进样测定。结果显示低、中、高
３个浓度的样品测的浓度为标示浓度的 ９８．７％、１０２．０７％、
９９７４％，ＲＳＤ分别为５．０２％、６．１７％、３．９３％ （ｎ＝５）。
２．６　方法学的运用
　　大鼠血浆中和厚朴酚的药时曲线的绘制，采用本法测定大
鼠单剂量灌胃和厚朴酚混悬液的平均血药浓度时间曲线图，
结果见图２。用ＤＡＳ２．１．１对药动学数据进行统计矩（非房室
模型）拟合，主要药学参数：ＡＵＣ０－ｔ（５．００±０．６０）ｍｇ·ｈ／Ｌ、
ＡＵＣ０－∞（７．２５±１．５８）ｍｇ·ｈ／Ｌ、ＭＲＴ０－ｔ（７．８２±０．６５）ｈ、Ｃｍａｘ
（０．７０±０．２１）ｍｇ／Ｌ、Ｔｍａｘ（０．４７±０．１５）ｈ、ｔ１／２（１４．１１±３．５７）ｈ、
Ｖ（２１１．９３±３９．４７）Ｌ／ｋｇ、ＣＬ（１１．６３±３．４４）Ｌ／（ｈ·ｋｇ）。
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图２　大鼠灌胃给药８０ｍｇ／ｋｇ和厚朴酚混悬液血浆中和厚朴酚的

平均血药浓度时间曲线（ｎ＝６）

３　讨论

　　目前对含和厚朴酚生物样品的分析前处理方法有
液液萃取法、直接蛋白沉淀法、固相萃取法和液相微萃

取非水后萃取法等［１３］。直接蛋白沉淀法虽有利于自

动化操作，但是不适宜应用于较低血药浓度药物的处

理；固相萃取法所需样品量少，萃取效率高，但其操作

过程复杂，重现性差，不利于大批量样品的处理，且成

本高；液相微萃取非水后萃取法是一种集采样、纯化
和浓缩于一体的新技术，其有效性有待进一步验证；液

液萃取法是最常用的方法之一，其在消除内源性杂质

干扰的同时，还能起到富集血浆样品中药物的作用，适

合于血样中低浓度药物的测定。本实验选择液液萃取

法作为和厚朴酚血浆样品的前处理方法。

　　对于体内药物含量测定，内标法的测定结果更为
准确、可靠。通过测量内标和待测组分峰面积的相对

值进行计算，在一定程度上消除了实验条件和人为操

作等因素变化所引起的误差，尤其是内标物质的加入

可以消除待测组分在样品前处理过程中的损失。本实

验选择内标法进行含量测定。

　　本实验利用吴茱萸碱作内标检测血浆样品中和厚
朴酚的浓度，在系统条件下，内标物质与和厚朴酚的保

留时间分别为４．１ｍｉｎ和５．１ｍｉｎ，该物质与和厚朴酚
分离度好，回收率实验结果表明该物质不影响和厚朴

酚的提取，说明选择吴茱萸碱作为本方法的内标是合

理的。本实验建立了和厚朴酚在大鼠血浆样品中的分

析方法，该方法减少了无机缓冲盐的使用［１４］，具有出

峰时间短，分离度高等特点。该方法专属性强，准确度

和精密度均符合生物样品体内分析要求，适合大鼠血

浆中和厚朴酚的测定及动力学研究。
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ｈｔｍｌ（２０１３１０１１）

１　临床资料

　　患者，男性，４９岁，于２０１３年８月２４日以“直肠异物１ｄ”

为主诉收入院。患者自诉１ｄ前因肛门瘙痒用花露水瓶摩擦肛

门止痒，不慎意外滑倒臀部着地，将塑料花露水瓶插入直肠内，

无法自行取出，在当地医院取异物未成功遂至本院。患者直肠

内及下腹胀满不适，精神、饮食及睡眠欠佳，小便正常，肛门已

排气但未排便。查体：神清，下腹部稍隆起，并可扪及一肿物，

直肠指检未能触及异物，下腹轻微压痛感，无反跳痛及肌紧张。

Ｘ线腹部平片示：肠管少量积气，盆腔内可见一瓶状异物（图

１Ａ）。全身静脉麻醉下，患者取左侧卧位，常规进镜，于直乙交

界距肛门约１２ｃｍ处可见一瓶状异物嵌顿（图１Ｂ），异物底部

位于直乙交界处（图１Ｃ），循异物边缘缓缓进镜，可见异物尖端

位于乙状结肠内（图１Ｄ），整个异物至右上斜向左下，取出过程

中尝试用鼠齿异物钳夹取、针刀切割、单纯圈套器取出异物均

失败，后改用卵圆钳在内镜引导下辅以圈套器夹住异物底部，

边退镜边循肠腔缓缓向外拖拽异物，完整取出一长约１８ｃｍ，直

径约４ｃｍ的塑料花露水瓶（图１Ｅ）。再次进镜观察，见原嵌顿

处局部溃疡形成，周围黏膜片状充血，未见穿孔（图１Ｆ），密切

观察患者无异常，１ｄ后出院。
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Ａ：Ｘ线片表现；Ｂ：异物镜下观；Ｃ：异物底部位于直乙交界处；Ｄ：异

物尖端位于乙状结肠内；Ｅ：取出的异物大体观；Ｆ：异物取出后直肠

镜下观

图１　结肠镜引导辅以卵圆钳加圈套器经肛门取出异物过程观察

２　讨论

　　直肠异物的来源可分为５类：口源性异物、肛源性异物、外

伤性异物、内源性异物、迁移性异物［１］。临床上常见的为肛源

性异物，且多为性自慰所导致。Ｃｏｈｅｎ等［２］报道１１年期间诊治

（下转２８２页）
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