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固相萃取 一反相高效液相色谱法测定大鼠血浆中羟基积雪草 

苷的浓度 

谭欣玮，刘颖菊，朱丽莎，高丽佳 

(重庆医科大学药学院药理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立大鼠血浆中羟基积雪草苷测定的高效液相色谱法。方法：同相萃取法对样品进行纯化处理后，选用welchrom-C。。 

柱(250mm×4．6mm，5 in)，水 一乙腈(24：76)为流动相测定药物含量；流速：1．0ml／min；紫外检测波长：225 nm；柱温：30~C；内 

标 ：葫芦素 B。结果：在此色谱条件 F，羟基积雪草苷和内标葫芦素 B的保留时间分别为 5．11 min和 8．14 min。线性范围为 5 

g／ml～1．5 mg／ml(r=0．999 8)，山壶低检测浓度为 1 g／ml。方法回收率在 90-21％～95．65％，提取回收率在 80．65％～87．04％。 

日内与日间精密度的 RSD在 1．31％～3．07％(n=5 o结论：该检测方法简便可靠，选择性和重现性好，符合常规生物样品检验 

的要求，可用于羟基积雪草苷在大鼠体内的药代动力学研究。 
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Determination of madecassoside in SD rats plasma by solid—-phase extraction 

RP—HPLC 

V xin-wei，et al 

(Department ofPharmacology，College ofPharmacy，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To establish a method for madecassoside determination by solid—phase extracti0n RP—HPLC in SD I_ats D1asma
．  

Methods：The sample was cleaned with an Strata—X solid—phase extraction
． HPLC conditions were as foilows：We1chr0m—C 1 8 column 

(250 mm x 4．6 mm，5 m)，water-acetonitrile(24：76)as mobile phase(finw rate：1．0 ml／min)，cucurbitacin B as intema1 standard
． 

detection wavelength of 225 nm，and eoluH／n temperature of 30℃
． Results：In this situation，t remaining times 0f the madecassoside 

and cucurbitacin B were 5．11 min and 8
．14 rain，respectively．The linear range ofthe method was 5 g／ml～1,5 mg／ml (r=O．999 8)． 
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The low limit of detection was 1 g／m1．The method recoveries 

an(i the extraction recoveries were 90．2 1％ ～95．65％ and 80．65％ 

～ 87．04％ ．respectively．The within—day RSD and between—day 

RSD were between 1．31％ 一3．07％ (n=5)．Conclusion：The 

异就可能直接影响干扰的效果和特异性 。由于靶 mRNA的空 

间构像、位点等存在差异，导致并非所有的ShRNA产生的小 

干扰 RNA均可对靶 mRNA产生有效的的RNA干扰效应[71。 

本研 究成功 的构建 并筛选 到具有显著干扰效率 的 

STAT6干扰质粒，这为 RNA干扰技术应用到哺乳动物奠定 

了实验基础，对进一步观察 RNA干扰技术在治疗哮喘中的作 

用具有重要意义，同时为哮喘的治疗和预防提供了新思路。 
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method is simple，convenient，accurate，reproducible，and suitable for studying the pharmaeokinetics of madecassoside in SD rats 

【Key words】Madecassoside；Solid—phase extraction(SPE)；HPLC 

积雪草(Centalla asiatica)作为传统药物治病 已有数千年 

的历史，广泛分布于长江流域以南各地 ；在亚洲的马来西亚、 

印度、非洲的毛里求斯和马达加斯加等地也有广泛分布。主 

要用于治疗抑郁症 、烧伤性瘢痕 、抗癌 、防治冠心病、心肌梗 

死 、脑血栓 ，脑梗塞 ，增强记忆，皮肤增白等。羟基积雪草苷 

(Madecassoside，MD)(图 1)为积雪草提取物 萜皂苷的主要 

成分之一，近年发现其对中枢神经系统疾病有明显的治疗作 

用l】l。为研究羟基积雪草苷在血浆中随时间变化的规律和药 

代动力学参数，本文建立固相萃取 一反相高效液相色谱法测 

定大鼠血浆中羟基积雪草苷的浓度。 

H 

H 

OH 

图 1 羟基积雪草苷结构式 

1 仪器与试药 

串 

1．1 仪 器 

高效液相色谱仪 LC一2010A型(日本岛津 )，紫外检测仪 

UV一3150型(日本岛津 )，电子分析天平 AB204一E型(梅特 

勒一托利多仪器公司)，台式离心机 TGL一16C(上海安亭科学 

仪器厂)。 

1．2 试 药 

羟基积雪草苷标准品(美 国Signla公司 )，内标葫芦素 B 

(纯度 99％，购白天津医药工业研究所)，甲醇(分析纯，重庆 

川I东化丁(集团)有限公司化学制剂厂)，乙腈(色谱纯 ，天津 

市四友生物医学技术有限公司)，0．9％氯化钠注射液(四川I科 

伦药业股份有限公司)，纯化水南美国 Millipore公司 Milli—Q 

Biocel型超纯水系统制备。 

2 方法与结果 

2．1 测定波长的选择 

将羟基积雪草苷与葫芦素 B用甲醇分别配成 0．1 mg／ml的 

溶液，在 200～400nm问扫描 。测定结果显示在 225 nm处两 

者吸收较好，且杂质干扰较小，故选择 225nm作为检测波长。 

2．2 色谱条件与系统适用性 

Welchrom—C1R柱(250 n31Tl X4．6 him，5 gm，美 国 Welch 

Materials公司)色谱柱 ，Strata—X固相萃取柱(30 mg，1 m1)(美 

国Phenomenex公司)；流动相：水：乙腈 =24：76[。 ；流速 ：1．0 

m~min；紫外检测波长为 ：225 nm ；进样量 ：2O l；柱温 ： 

30 。 

2．3 标准溶液及 内标溶液的配制 

2．3．1 标准品溶液的配制 精密称取羟基积雪草苷标准品 

20mg，置丁 10一nl容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度 ，配 

制成浓度为 2 mg／ml的储备液，置于4℃冰箱备用。 

2．3．2 内标溶液的配制 精密称取葫芦素 B标准品 10 mg， 

置于 l0ml容量瓶中，用 甲醇溶解并稀释至刻度 ，制成储备 

液。再稀释至浓度为 0．4mg／ml的内标液，置于4~C冰箱备用。 

2．4 血样 处理 

取血浆 0．2 ml，加入 甲醇 0．4 ml(含 内标葫芦素 B 10 

g)，混旋 1 nlin，再 12 000 ffmin离心 15 rain。取上清液上 

Strata—x同相萃取柱(预先用甲醇 3 m1和水 3 ml过柱)，然后 

用乙腈 一水 =10：90的洗脱液 2 ml洗脱杂质 ；再用乙腈 一水 

= 95：5的洗脱液 1 ml洗脱 目标物质l 5_q并收集 ，室温下以氮气 

吹干 ，残渣用 100 l甲醇充分溶解 ，混匀后取 20 l进行 

HPLC检测，记录羟基积雪草苷和内标的峰面积。采用内标标 

准曲线法以峰面积比值定量 。 

2．5 方法专属性试验 

分别取空白血浆 ，定量稀释后的对照品溶液(羟基积雪 

草苷为 0．1 mg／ml和葫芦素 B为 0．4 mg／m1)以及含对照品血 

浆溶液，按“2．4”项下方法进行操作，记录色谱图(图2)。在此 

条件下 ，羟基积雪草苷和内标葫芦素 B的保留时间分别为 

5．11 min和 8．14 min，羟基积雪草苷和葫芦素 B峰形良好， 

无杂质峰干扰，且保留时间较短，本方法具有较高的专属性。 

2．6 线性 关系及最低检测限试验 

分别取大鼠空白血浆 0．2 ml加入稀释的羟基积雪草苷 

标准溶液，使其最终质量浓度分别为 5、10、20、50 txg／ml和 

0．I、0．2、0．4、0．8、1．5 mg／ml血浆 ，按血样预处理方法处理，然 

后采用 HPLC法进行检测分析。血浆药物浓度在 5 g／ml～ 

1．5 mg／nll范围内线性关系 良好 ，药物与内标的峰面积比值 

(Y)与药物质量浓度 (X)呈线性关系 ，标准曲线方程 ：l，= 

0．007 3+0．001 4X(r=0．999 8)。 

当S／N>3时，羟基积雪草苷在血浆中的检测限为 1 g／ml。 

2．7 稳定性试验 

取空白血浆 0．2 ml，分别加入羟基积雪草苷对照品溶液 

配制成终浓度分别为 10、100 txg／ml和 1 500 g，mI的对照品 

血浆，各浓度制备 3份 ，置于 一20~C冰箱保存，分别于第 5、l0、 

20d，取出对照品血浆按“2．4”项下方法操作，然后进行 HPLC 

测定，结果表明，各浓度的RSD分别为 2．52％、3．24％、2．40％。 

实验结果表明血浆样品在 一20％条件下，至少在 20 d内保持 

稳定。 

2．8 回收率试验 

分别取空白血浆 0．2 ml，加入羟基积雪草苷使其质量浓 
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度分别为 10、100 g／ml和 l 500 g／mI，每个浓度各 5份， 

按血样预处理方法操作。HPLC测定药品与内标的峰面积比 

值，代入标准曲线 ，计算羟基积雪草苷质量浓度 ，以测定值与 

实际加人量之比计算方法回收率( =5)。 

将 0．2 ml的空白血浆换成甲醇，照上述方法同样配置浓 

度分别为 10、100 g／m!和 1 500 g／ml的羟基积雪草苷溶 

液，每个浓度各 5份，取 2O I直接进样，将相同浓度的对照 

品血浆所测得的峰面积与甲醇制备的样品峰面积的比值 ，计 

算提取回收率(n=5)，结果见表 l。同理，将对照品血浆中所 

测到的内标的峰面积与其甲醇制备的样品(0．6 ml甲醇中含 

l0 g葫芦素 B)峰面积的比值 ，计算内标物的平均提取同 

收率为78．05％，RSD为2．25％(n=5)。 

0 2 4 6 8 1O 

t(min) 

② c 

f 

O 2 4 6 8 10 

t(rain) 

2．9 精 密度试验 

分别取空白血浆0．2 ml，加入羟基积雪草苷使其质量浓 

度分别为 10、100 g／m]和 1 500 Ixg／ml，各浓度样品制备 5份， 

并按“2．4”项下方法处理。对同一浓度血浆样品分别于 1 d内 

连续测定 6次，5 d内每天测定 1次，通过羟基积雪草苷和内 

标的峰面积比值进行定量 ，并计算 日内和日间精密度(表2)。 

2．10 药代动力学研究 

根据药效学推荐剂量 ，SD大鼠静脉注射 42 mg／kg羟基 

积雪草苷后 1、3、5、10、20、30、60、120 min分别从眼底静脉丛 

取血 ，分离血浆，按“2．4”项下方法进行操作 ，得到羟基积雪 

草苷在大鼠体内的血药浓度一时问曲线(图 3)。 

0 2 4 6 8 l0 

t(min) 

B 

0 2 4 6 8 10 

t(rain) 

A．空白血浆；B．羟基积霄草苷标准品；C．葫芦素；B．标准品；D．血浆样品。 

①羟基积雪草苷(保留时间 5．1 I min)；②葫芦素 B(保留时间 8．14 rain) 

图2 羟基积雪草苷和葫芦素 B色谱图 

表 1 血浆中羟基积雪草苷回收率试验结果 =5) 
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媸 

t(min) 

图3 羟基积雪草苷在 SD大鼠体内的血药浓度 一时间曲线 

3 讨 论 

3．1 本实验选择了在结构上与羟基积雪草苷同属三萜类化 

合物的葫芦素 B为内标物，在优化的色谱条件下，内标物能 

与羟基积雪草苷以及杂质均实现较好的分离 。 

3-2 羟基积雪草苷是l一萜类化合物 ，其结构中没有较强的 

发色基团，通过 HPLC—uv的方法测定其生物样品存在一定 

的难度，对该药的紫外扫描可知羟基积雪草苷在 205 llm处 

有最大吸收，在 220 Bin波长左右时也有较强吸收 ，为避免末 

端吸收的干扰，故选择 225 Bin为测定波长。但在该波长情况 

下 HPLC检测时，干扰物较多，所 以目前常用 LC—MS L9J，柱转 

换液相色谱法㈣和蒸发光散射检测法⋯味测定羟基积雪草苷 

的含量。但上述方法的成本较高，操作复杂，不便于普遍应 

用。为了解决 HPLC测定中干扰物较多的问题 ，在样品前处 

理中我们采用了固相萃取法对样品进行纯化，使干扰物质减 

少，羟基积雪草苷及内标物与杂质峰均实现了较好的分离 ， 

基线平稳 ，能够满足生物样品的测定要求。 

3．3 固相萃取柱的洗脱液的确定，是以尽可能多地保 留目 

标物质并最大化地除去杂质为 目的。通过考察不同配比的乙 

腈与水的混合溶液 ，进行了洗脱液的选择试验。结果表明，乙 

腈 一水 =10：90的混合溶液作为洗脱杂质的溶液，在除去较 

多杂质的同时可以将更多的将羟基积雪草苷保留在固相萃 

取柱上，并且使血浆样品中的杂质干扰最小。乙腈 一水 =95：5 

的混合溶液 1 rnl可以达到最佳洗脱 目标物质的效果。 

3．4 在该色谱条件下，对羟基积雪草苷各种浓度含量测定 

的回收率均在 80．65％以上，RSD均在 3．24％以下，测定所 

需时间短，方法灵敏可靠，具有很好的准确度和可操作性。本 

文所建立的方法能够满足羟基积雪草苷在大鼠体内药代动 

力学研究的需要。 
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