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RP—HPLC法测定灌胃赤芍胡椒复方小鼠血浆中芍药苷的含量

裴 瑾1’2，杨祖贻H，刘荣敏1，程 佳1，万德光2，胡 荣2

(1．四川省肿瘤研究所，四川成都 610041；2．成都中医药大学药学院，四川成都 610075)

摘 要：目的 建立小鼠口服赤芍胡椒复方后血浆中芍药苷浓度的RP—HPLC定量分析方法。方法 以甲醇一水

(38：62)为流动相。色谱柱为Kromasil C18(250 mm×4．6 mm，7肛m)，体积流量为0．5 mL／min，以二极管阵列检测

器获取230 am波长下数据，采用外标定量法。结果芍药苷与血浆中其他成分能很好分离，芍药苷在5．o～250．0

ng／pL线性关系良好(r一0．999 9)，最低检测质量浓度为1．49 ng／肛L，平均回收率大于90％。结论本方法准确

性、灵敏度、专一性高，可为芍药苷的体内血浆药物浓度分析提供有意义的方法学参考。
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Determination of paeoniflorin in mouse plasma after ig compound decoction

of Radix Paeoniae Rubra with Fructus Piperis by RP—HPLC

PEI Jinl”，YANG Zu—yil，LIU Rong—minl，CHENG Jial，WAN De—guan92，HU Ron92

(1．Sichuan Cancer Institute，Chengdu 610041，China；2．College of Pharmacy，Chengdu University

of Traditional Chinese Medicine，Chengdu 610075，China)

Abstract：Objective An HPLC method was established for determination of paeoniflorin in plasma

after ig compound decoction of Radix Paeoniae Rubra with Fructus尸iperis to mice．Methods The

conditions of chromatography：Kromasil C18 column(250 mm×4．6 mm，7 pm)was used with a mobile

phase of CH30H—H20(38：62)；flow rate was 0．5 mL／min；the detecting wavelength was 230 nm；

exterHal standard method was quantitative analysis method．Results Paeoniflorin was fully separated

ftom the other components in plasma．The 1inear range was 5．O一250．0 ng／弘L(r一0．999 9)，the lowest

detectability was 1．49 ng／弘L，the average recovery was higher than 90％．Conclusion This method

specially provides an accurate and sensitive way in detecting the in vivo blood concentration of paeoniflorin

in plasma．
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赤芍胡椒复方是中药活血温里复方中的一种基

本配伍形式，主治寒凝血滞引起的多种疼痛症，方中

赤芍活血化瘀，胡椒温里散寒，在该配伍中温里药可

增加活血药的临床疗效。芍药苷是赤芍主要有效成

分之一，具有抗血栓形成、抗血小板凝集、抗凝血等

作用。选择芍药苷作为赤芍的效应成分具有一定的

代表意义。为说明复方配伍的药效物质基础及作用

机制，有必要对复方的主要活性成分进行动物体内

的定性、定量分析。但体内药物成分分离、分析、测定

难度较大，因此建立适合于该复方主要活性成分的

分析方法尤为重要。本研究建立的小鼠口服赤芍胡

椒复方后芍药苷血浆药物浓度分析方法，为活血温

里复方药物配伍机制深入研究奠定了药动学基础。

1材料

Agilent 1100高效液相色谱仪，二极管阵列检

测器，Agilent色谱数据处理系统。芍药苷对照品(中

国药品生物制品检定所，批号：0736—200219)，所用

甲醇为色谱纯，其余试剂为分析纯，水为重蒸去离子

水。赤芍、胡椒药材购自四川I省中药材公司，经成都

中医药大学万德光教授鉴定为川赤芍Paeonia

veitchii Lynch的干燥根、胡椒Piper nigrum L．的

干燥果实。赤芍提取物(PE)、赤芍胡椒复方提取物

(PPE)由四川I省肿瘤研究所制备。

2方法

2．1 色谱条件：色谱柱：Kromasil C18(250 mm×

4．6 miD．，7 um)；流动相：甲醇一水(38：62)；体积流

量：0．5 mL／min；二极管阵列检测波长：230 nm；柱

温：25℃；灵敏度：0．01 AUFS；进样量：10肛L。

2．2对照品溶液的制备：精密称取芍药苷对照品适

量，加甲醇溶解，制成0．50 mg／mL的对照品溶液，

置于4℃冰箱备用。

2．3血浆样品的制备：将小鼠随机分为空白对照

组、对照组和实验组，每组10只。空腹14 h后，根据

小鼠体重按剂量ig，给予空白对照组水、对照组赤芍

提取物、实验组赤芍胡椒复方，ig后于1．0 h眼眶取

静脉血0．5 mL，用肝素血液抗凝，离心取上清液获

得血浆。

2．4血样的预处理：用微量加样器取100,uL血浆，

置于0．5 mL高速离心管中，加入3倍体积的乙醇，

电动混匀器充分混匀后经5 000-～10 000 r／min离

心15～20 min，取上清液于0．5 mL试管中，37℃水

浴挥干，用50弘L甲醇重溶，再次5 000～10 000 r／

min离心15～20 min，取上清液置微量进样管中。

2．5系统适用性考察：取小鼠空白血浆加入芍药苷

对照品溶液，另取对照组血浆，各5份，按血样预处

理方法处理，分别进样、测定，其峰面积RSD分别为

3．48％、4．03％。

2．6方法专属性考察：在上述色谱条件下，分别测定

芍药苷对照品、赤芍提取物、胡椒提取物、空白对照

组、对照组、实验组血浆。可见芍药苷与血浆中蛋白杂

峰、内源性物质、赤芍提取物的其他成分以及这些成

分的体内代谢物和结合性成分均能很好的分离。

3 结果

3．1 色谱分离：在上述色谱条件下，赤芍提取物及

血样中的芍药苷与其他物质完全分离，空白血浆、胡

椒提取物均无干扰，通过二维、三维色谱图对其吸收

峰定性，其保留时间均与对照品一致(图1)。

1一芍药苷

1一paeoniflorin

图1 芍药苷对照品(A)、空白血浆(B)、ig PE对照组

(c)和ig PPE实验组(D)的HPLC图

Fig．1 HPLC chromatograms of paeoniflorin

reference substance(A)，blank plasma

(B)，plasma of mice after ig PE(C)，

and plasma of mice after ig PPE(D)

3．2标准曲线及线性范围：分别取芍药苷对照品溶

液1、5、10、50弘L，室温下分别加入空白血浆50弘L，

再加入甲醇定容至100肛L，按色谱条件项下操作测

定，以芍药苷峰面积与对应进样质量浓度进行线性

回归，得芍药苷的回归方程为C=4．037×10叫A一

1．098×lO～，r一0．999 9(咒一5)。结果表明血浆中芍

药苷在5．0～250．0 ng／t-L与峰面积线性关系良好。

3．3最低检测浓度测定：以信噪比(S／N)为3时的

芍药苷对照品质量浓度为分析方法的检测限。取质

量浓度为0．050 rng／mL的芍药苷对照品溶液0．5、

1．5、2．0、4．0、6．0、8．0、10．0 IzL分别加入到50弘L

空白血浆中，按血样预处理方法处理后进样分析。结

果本方法的检测限为1．49 ng／uL。．

3．4精密度试验：芍药苷对照品溶液在1 d内连续

进样，测定5次，其峰面积日内RSD为1．02％；同

法测定对照组、实验组血浆样品，芍药苷峰面积

RSD分别为2．36％、3．13％；另连续测定5 d芍药

苷对照品溶液、对照组、实验组血浆样品中芍药苷峰

面积日间RSD分别为2．35％、4．12％、4．63％。表
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明方法精密度较好，符合体内药物浓度测定的要求。

3．5 回收率试验：精密量取芍药苷对照品溶液5、

10、20、40 pL，室温下分别加入空白血浆50弘L，再

加入甲醇定容，制成一定质量浓度的芍药苷血浆对

照品溶液，摇匀后按血样预处理项下处理、测定，结

果见表1，不同质量浓度下均有大而稳定的回收率。

表1血浆中芍药苷的回收率试验(露一3)

Table 1 Recoveries of paeoniflorin in plasma锄一3)

3．6血药浓度的测定：取已制备好的血浆样品，按

上述色谱条件测定，由标准曲线计算出芍药苷的血

药浓度。小鼠ig赤芍提取物后血浆中芍药苷质量浓

度为(42．28-1-4．43)ng／弘L(卵一10)，ig赤芍胡椒复

方后血浆中芍药苷质量浓度为(78．56±5．61)ng／

ttL(行一10)。

4讨论

目前复方给药后血浆中药物效应成分可以定量

的理论已经提出，但研究中药的体内代谢及中药主

要有效成分体内检测方法是一个比较薄弱的方面。

本研究参考有关文献[1~3]，经反复对比试验，最后选

定甲醇一水(38：62)为流动相，在此条件下，小鼠血

浆中芍药苷与血浆中蛋白杂峰、内源性物质、芍药提

取物的其他成分以及这些成分的体内代谢物和结合

性成分均能很好的分离，峰形良好，且主峰时间适宜

(芍药苷保留时间约13 rain)。本方法最低检测质量

浓度为1．49 ng／／-L，平均回收率大于90％，日内、日

间RSD均小于10％，精密度好，符合体内药物浓度

测定的要求。

在血液样品处理中筛选了甲醇、乙醇、加热等方

法，最终采用乙醇沉淀蛋白，操作程序简便，样品损

失率低。本检测方法的建立为活血温里复方中活血

药主要有效成分血药浓度和生物利用度的研究提供

了可靠的检测方法。
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丹参水溶性成分HPLC指纹图谱指纹对照品对照法的研究
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摘要：目的建立HPLC法测定丹参药材水溶性成分的指纹图谱标准，确定指纹对照品对照法的作用，实现丹参

药材指纹图谱标准的重现与易控。方法采用C。。色谱柱，甲醇一1．o％冰醋酸溶液梯度程序洗脱，体积流量为1．0

mL／min。以丹参对照药材制备指纹对照品进行色谱系统适用性试验，考察梯度洗脱程序、流动相酸度以及色谱柱

填充剂对指纹图谱重现性的影响。结果建立的指纹图谱测定系统，对丹参水溶性成分分离良好，选择色谱图中15

个特征峰作为指纹峰。将不同产地的10批药材的指纹图谱与同时测定的指纹对照品图谱进行比较，结果即使改变

色谱柱填充剂也可以获得一致的相似性评价结论。结论 色谱指纹图谱可以体现药材中多个成分的信息，但色谱

系统的变化对指纹图谱的重现性有很大的影响，而且在不同的色谱柱条件下所得的指纹图谱结果不尽相同。因而

为了实现指纹图谱标准的重复可控，应同时规定指纹图谱测定的色谱系统适用性条件和指纹对照品。

关键词：丹参；高效液相色谱法；指纹图谱；指纹对照品
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