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  [ 摘要]  目的: 建立 HPLC法测定口服养阴通脑颗粒方后大鼠血清中阿魏酸浓度的方法。方法: 健康 SD大鼠 ig养阴通

脑颗粒水溶液后,制备含药大鼠血清。HPLC法测定大鼠含药血清中阿魏酸的含量。采用 phenomenex GEMINI C18柱色谱柱,

甲醇-3%乙酸( 32∶68, v∶v) 为流动相; 流速 1. 0 mL·min- 1 ; 检测波长 323 nm。结果: 阿魏酸 0. 33 ～10. 56 μg·mL - 1与峰面积

线性关系良好 ( r = 0. 999 2) , 平均回收率为 96. 41% , RSD 2. 36% ( n = 6) ; 平均日内精密度 RSD2. 04% , 平均日间精密度

RSD5. 04% ,以信噪比 S/N = 3时测得的最低检测限为 2. 6 ng, 血浆中的最低检测浓度为 0. 075 μg·mL - 1。结论:该方法简便,

灵敏度高, 稳定性及精密度较好,可用于大鼠血清中阿魏酸的含量测定。
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[ Abstract]  Objective: To develop an HPLC method for determination of ferulic acid concentrated in the se-

rum of SD rats treated by Yangyin Tongnao Granules( YTG) decoction. Methods: SD rats serum containing Chinese

herbal formula by intragastric administrating YTG was prepared. The determination was carried out with HPLC, u-

sing phenomenex GEMINI-C18 column, methanol, and3% acetic acid ( 32∶68) was used as mobile phase with a

flow rate of 1. 0 mL·min
- 1

, and at the detection wave length of 323 nm. Results: The calibration curve showed a

good linearity over the range of 0. 33 ～10. 56 μg·mL- 1 ( r = 0. 999 2) . and the average recovery for 96. 41% ,

RSD =2. 36% ( n =6) , RSD =2. 04% was less within day and RSD = 5. 04% was less than 10% day-to-day. and

the minimum detection amount was 2. 6ng and the minimum detection concentrations in serum was 0. 075 μg·

mL
- 1

, when the signal-to-noise ratio S/ N =3. Conclusion: This method was rapid, sensitive, stable and exact, It

was appropriate for the quantitative determination of ferulic acid in the rat serum.
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  养阴通脑颗粒是按养阴益气活血方药组方原理

的经验方,由黄芪、川芎、葛根等中药组成,具有养阴

生津、益气活血等功效, 主要用于脑缺血疾病的治

疗,现已获得国家食品药品监督管理局临床研究批

件,批号: 2003L00206。组方中川芎为血中气药,具

有活血行气等功效。阿魏酸 ( FA) 是川芎中主要活

性成分之一,是一种油溶性的抗氧化物质,具有抗血

小板聚集、抗炎、抗氧化、扩张冠状动脉,增进冠脉流

量等药理作用,临床主要用于血瘀证的治疗。阿魏

酸的测定方法一般有 HPLC法、TLC法及高效毛细

管电泳法
[ 1 ～3 ]
。

探讨以特征成分为代表的中药复方内在物质基

础的药动学和药效学之间的相关性,是探明中药复

方作用机制的重要方法。本实验建立了正常大鼠灌

胃养阴通脑颗粒制剂后血清中阿魏酸浓度的 HPLC

测定方法,对进一步了解该方的作用机制,探讨本复

方药动学和药效学相关性提供研究方法,现报道如

下:

1 材料

1.1 仪器与设备  岛津 LC-10ATVP 液相色谱仪:

CTO-10AVP柱温箱, 7725i 手动进样阀, LC-10ATVP

高压泵, SPD-10AVP紫外-可见检测器, 岛津 CLASS-

VP色谱工作站; Universal32 高速离心机, 德国 Het-

tich公司; TC-30 恒温水浴箱,浙江海宁医药器材厂;

超纯水仪, 美国密理博 Millipore 有限公司; Mettler

Toledo AG135 型电子天平,瑞士梅特勒公司。

1.2 试药 阿魏酸对照品( 110773-200611) 中国药

品生物制品检定所提供; 7-羟基香豆素 ( 111739-

200501) 中国药品生物制品检定所提供; 甲醇、乙腈

为色谱纯,水为超纯水,其他试剂均为分析纯。养阴

通脑颗粒方( 浙江中医药大学心脑血管研究所提供,

配制成含生药 2. 0 g·mL
- 1
养阴通脑颗粒溶液) 。

1.3 动物 雄性健康 SD大鼠 SPF级,体重( 150 g

±20 g) 。购自浙江省医学科学院浙江省实验动物

中心。合格证号: SYXK( 浙) 2003-0001。

2 方法与结果

2.1 色谱条件  phenomenex GEMINI C18柱, 150

mm×4. 6 mm, 5 μm; 流动相: 甲醇-3% 乙酸 ( 32∶

68, v∶v) ; 柱温: 30 ℃;流速: 1. 0 mL·min
- 1

; 检测

波长: 323 nm,进样量: 20 μL。

2.2 对照品储备液的制备  精密称取阿魏酸对照

品 6. 6 mg,置 25 mL容量瓶中,用甲醇-3% 乙酸( 32

∶68) 流动相溶解并稀释至刻度,摇匀。制成阿魏酸

浓度为 0. 66 mg·mL- 1
的对照品溶液。精密称取内

标 7-羟基香豆素对照品 5. 0 mg,置 25 mL容量瓶中,

用甲醇-3%乙酸 ( 32∶68) 流动相溶解并稀释至刻

度,摇匀。制成 7-羟基香豆素浓度为 0. 2 mg·mL- 1

的对照品溶液。密封后于4 ℃冰箱保存。

2.3 对照品溶液的制备  准确移取对照品储备液

适量,用流动相逐步稀释制成不同浓度( 0. 33, 0. 66,

1. 32, 2. 64, 5. 28, 10. 56 μg·mL - 1 ) 阿魏酸对照品溶

液。

2.4 含药血浆样品的制备 大鼠以 10% 水合氯醛

4 mL·kg
- 1

ip麻醉, ig养阴通脑颗粒水溶液 20 mL

·kg
- 1
后仰卧固定于手术台上,从颈动脉取血,以肝

素抗凝,离心后吸取上清液获得含药血浆。同法以

水 ig得到空白血浆。

2.5 血样预处理方法 吸取 0. 2 mL血浆,置于 1. 5

mL具塞尖底离心管中,加入 7-羟基香豆素内标溶液

( 0. 2 mg·mL
- 1

) 50 μL, 震荡混匀后, 加入甲醇 2

mL, 在 电 动 混 匀 器 上 充 分 混 匀 1 min,

3 000 r·min - 1
离心 15 min,取上清液于 5 mL 离心

管中, 40 ℃氮气吹干, 加入流动相至 1. 0 mL, 在电

动混匀器上充分混匀后, 10 000 r·min - 1
离心 10

min,取上清液待测。

2.6 标准曲线的制备  精密吸取空白血浆 0. 2 mL

于 1. 5 mL离心管中,在每管中分别加入内标液 7-羟

基香豆素对照品溶液 50 μL, 并分别定量加入阿魏

酸对照品溶液,以流动相定容至 1 mL, 使其含阿魏

酸对照品浓度分别为 0. 33, 0. 66, 1. 32, 2. 64, 5. 28,

10. 56 μg·mL - 1 ,余按 2. 5 项方法进行。

将色谱图上阿魏酸和内标物的峰面积比值与其

相对应的浓度值作线性回归,得到该色谱条件下的

阿魏酸的线性回归方程为: Y =0. 149 2X +0. 049 9, r

= 0. 999 2;结果表明:在 0. 33 ～10. 56 μg·mL - 1
范

围内,阿魏酸呈良好的线性关系。

2.7 最低检测限 以信噪比 S/N = 3 时测得的最低

检测限为 2. 6 ng, 血浆中的最低检测浓度为 0. 075

μg·mL
- 1
。

2.8 回收率和精密度考察 取空白血浆作底物,在

线性范围内配制高、中、低 3 个浓度的阿魏酸作为已

知样品,分别加入对照品阿魏酸含量分别为 0. 33,

2. 64, 10. 56 μg·mL
- 1

( n = 6) ,按照血样预处理方

法进行测定,选择日内不同时间和不同天检测同一

·27·

第 16卷第 3期
2010年 3月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No.3
Mar. , 2010



A. 阿魏酸对照品溶液 ; B. 空白血清 ; C. 样品血清 +内标 ;

1. 阿魏酸 ; 2. 7-羟基香豆素

图 1 大鼠血清阿魏酸色谱图

已知样品,将其理论值与测定值相比得其回收率,并

计算日内和日间精密度。
表 1 阿魏酸测定的回收率考察 ( n = 6)

理论值

/ ( μg·mL - 1 )

测定值

/ ( μg·mL - 1 )

回收率

/ ( % )

RSD

/ %

0. 33 0. 323 ±0. 016 94. 85 3. 06

2. 64 2. 527 ±0. 226 95. 72 2. 47

10. 56 10. 418 ±0. 285 98. 66 1. 56

表 2 阿魏酸测定的精密度考察 ( n = 6)

理论值

( μg·mL - 1 )

日内精密

度 /%

理论值

/ ( μg·mL - 1 )

日间精

密度 / %

0. 33 2. 76 0. 33 6. 34

2. 64 1. 57 2. 64 4. 69

10. 56 1. 80 10. 56 4. 08

  结果表明,大鼠血浆中高,中,低浓度的回收率

基本符合要求, 平均回收率为 96. 41% , RSD =

2. 36% ( n = 6) ,表明方法重现性好, 稳定, 可靠;大

鼠血浆中高, 中,低浓度的平均日内精密度 RSD为

2. 04% ,平均日间精密度 RSD = 5. 04% , < 10% ,符

合要求,表明该条件下阿魏酸的稳定性较好,符合测

定要求。

2.9 样品血药浓度测定 取已制备的血浆样品按

照 2. 5 项下方法处理后,取 20 μL注入高效液相色

谱仪中,测定峰面积,由标准曲线计算出阿魏酸的血

药浓度。结果见图 1( C) 和表 3。

3 讨论

本实验建立的高效液相色谱法测定口服养阴通

脑颗粒大鼠血清中阿魏酸的浓度,具有稳定性强、准

确快速而简便的特点。本法在适用于研究阿魏酸体

内药动学、为药效学的依据及其规律特点研究提供

必要的分析方法。

表 3 阿魏酸血药浓度测定结果 ( 珋x±s, n = 5)

取血时间

( min)

血药浓度

/ ( μg·mL - 1 )

取血时间

/min

血药浓度

/ ( μg·mL - 1 )

5 0. 541 ±0. 091 60 1. 165 ±0. 348

10 1. 199 ±0. 373 120 1. 056 ±0. 245

15 1. 252 ±0. 217 180 0. 927 ±0. 065

30 1. 242 ±0. 124 240 0. 873 ±0. 077

  在血样的预处理过程中,我们在参考其它文献

资料的基础上,尝试采用了二氯甲烷、乙酸乙酯的萃

取方法及乙腈、甲醇血浆蛋白质沉淀方法,从血药浓

度测定结果可见,甲醇沉淀法能较好的回收血样中

的阿魏酸,去除了蛋白质等杂质,保留了中药复方多

成分分析色谱特征,且分离度较好,其它成分干扰较

少,为中药复方制剂多成分血清含量色谱同时测定

提供了可行性基础。

阿魏酸是弱酸,水溶性较差,油溶性较好,为使

阿魏酸的峰形稳定,分离度好,本实验采用了不同比

例的甲醇-水系统,甲醇-不同浓度的乙酸系统等进

行了试验比较,最后选取甲醇-3% 乙酸 ( 32∶68, v∶

v) 为流动相。由于中药复方制剂成分多,进入血样

中可能会造成一定相互干扰,因此血清多成分药动

学的测定具有一定的难度,还有待于进一步研究。
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