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成，进而抑制了肿瘤的生长和转移。

现代医学认为，肿瘤的侵袭与转移是一个多因

素参与、多步骤的复杂过程。抗血管生成仅是刍工鱼软

骨多糖抑制肿瘤生长和转移的机制之一，本课题组

将进一步筛选对红鱼软骨多糖敏感瘤株，并深入探

讨其抗肿瘤作用机制。
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樟柳碱在Beagle犬血清中的药动学研究
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摘 要：目的 建立高效液相色谱一质谱联用(LC—MS)测定Beagle犬血清中樟柳碱的分析方法。方法 采用沉淀

及萃取相结合的方法提取样品，LC—MS分析方法，选择负离子测定模式，测定Beagle犬单剂量iv樟柳碱0．2 rag／

kg后樟柳碱的血药浓度。结果该方法线性、回收率和重现性良好，批内、批间变异系数均在10％以内，样品提取

后24 h内稳定，灵敏度可达到1 ng／mL，出峰时间为3．1 min，C⋯为(145．07±32．63)ng／mL，t一为(0．04±
0．06)h，AUC(o⋯为(361．10士26．01)mg·h／mL，CL为(5．56±0．41)L／h，ti／2为(1．67±0．34)h，Vd为

(13．39±3．05)L。结论此方法简便、快速，专属性强，灵敏度高，能够准确测定血中氢溴酸樟柳碱，有实际意义。
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莨菪类药物樟柳碱(anisodine)是从茄科植物

山莨菪Anisodus tanguticus(Maxim．)Pascher根

中提取得到的一种生物碱，为M胆碱受体阻断剂，

其化学结构和东莨菪碱相似，药理作用类似于阿托

品类化合物，具有较强的中枢和外周抗胆碱活性，也

有解除血管痉挛，改善微循环，解痉、平喘、抑制唾液

分泌，散瞳，对抗有机磷中毒等作用，其毒性比同类

药物山莨菪碱、阿托品、山莨菪低[1]。目前临床上主

要用氢溴酸樟柳碱治疗眼部缺血性疾病、视神经病

变及全身性血管病的眼底病变[2~4]。由于樟柳碱的

剂量低，导致用药后血药浓度极低，目前已报道的樟

柳碱的分析方法有高效液相色谱法[5’6]、高效毛细管
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电泳法、导数光谱法等口墙]，但这些方法均无法准确

地对其进行检测。本实验以LC—MS研究了Beagle

犬血清中樟柳碱的测定方法，同时研究了Beagle犬

iv后的药动学过程。

1材料

1．1试剂：甲醇，南开大学精益教育技术装备公司；

乙腈，天津市康科德科技有限公司；去离子水，天津

半导体研究所；三氯乙酸(TCA)，如皋市化学试剂

厂；三乙胺，天津市化学试剂批发公司产品；生理盐

水，大冢制药有限公司。

1．2 试验药品：氢溴酸樟柳碱(以下简称樟柳碱)

由北京紫竹药业有限公司提供；样品用前以生理盐
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水配制成适当质量浓度用于iv给药。水杨酸(内标)

由天津药物研究院合成室提供，批号20030516。

1．3 仪器：NL一2000 TPA分析天平，旧本岛津公

司；TGL一16B高速台式离心机，上海安亭科学仪器

厂；XW一80A型涡旋混和器，上海精科实业有限公

司；2695液一质联用仪，美国Waters公司。

1．4动物：雄性Beagle犬，体重8～10 kg，由上海

新冈动物场提供，合格证书：沪动合格证字118号饲

育环境及设施，沪动合格证字119号实验用犬质量。

2方法

2．1樟柳碱的HPLC法测定

2．1．1 色谱条件：流动相，乙腈一0．1％甲酸(30：

70)；体积流量0．2 mL／min；柱温30℃；固定相，C，。

柱(100 mm×3．0 mm，5肛m)；Waters 2695液一质

联用仪，采用ESI源电喷雾离子化，选择负离子模

式，毛细管电压：300 kV；碰撞电压：20 V，分离电

压：4 V，氮气体积流量为300 L／h；离子源温度105

℃；进样量10弘L，樟柳碱m／z 181．0，保留时间3．1

min；内标水杨酸m／z 137．0，保留时间为6．1 min。

2．1．2 血样处理：取0．475 mL血清样品加入25

牡L水杨酸乙醇溶液，混匀，加入1 mol／L NaOH溶

液50弘L，混匀，静置3 h，加入1 mol／L盐酸100

弘L，放置10 min，加1 mL乙腈，振摇，离心，取上清

液以2 mL醋酸乙酯提取，振摇，离心，取上层有机

相2 mL，氮气吹干，以50弘L流动相复溶，10弘L

进样。

2．1．3 标准曲线的制备：于0．45 mL空白犬血清

中加入不同质量浓度的樟柳碱对照品溶液25肛L，

水杨酸溶液25弘L，得到终质量浓度为0、1、2、5、

10、50、100、500 ng／mL樟柳碱和终质量浓度为100

ng／mL水杨酸的标准血清样品，重复操作，每个质

量浓度水平做5管样品。血样处理同上。

2．1．4 回收率试验：于0．45 mL空白血清中加入

不同质量浓度的樟柳碱对照品溶液25肛L，水杨酸

溶液25肛L，得到终质量浓度为2、10、100 ng／mL

樟柳碱和终质量浓度为100 ng／mL的水杨酸标准

血清样品，每个质量浓度重复5个样品，同上法测

定。与所用初始质量浓度的常用液比较计算回收率。

2．1．5精密度试验：于0．45 mL空白血清中加入

不同质量浓度的樟柳碱对照品溶液25肛L，水杨酸

溶液25弘L，得到终质量浓度为2、10、100 ng／mL

樟柳碱和终质量浓度为100 ng／mL水杨酸的标准

血清样品，每个质量浓度重复5个样品，同上法测

定，重复3批，计算批内、批间差异。

2．1．6样品稳定性试验：于0．45 mL空白血清中加

入不同质量浓度的樟柳碱对照品溶液25肛L，水杨酸

溶液25肛L，得到终质量浓度为2、10、100 ng／mL的

樟柳碱和终质量浓度为100 ng／mL水杨酸的标准血

清样品，同上法每个质量浓度在试验过程中测定3次

(o、12、24 h)，计算各测定值之间的差异。

2．1．7冻融稳定性：于0．90 mL空白血清中加入

不同质量浓度的樟柳碱对照品溶液50弘L，水杨酸

溶液50肚L，得到终质量浓度为2、10、100 ng／mL

樟柳碱和终质量浓度为100 ng／mL的水杨酸的标

准血清样品，将以上样品分为两份，一份立即提取，

另一份冷冻保存，至24 h后，取出进行同样的提取

操作，比较冻融前后的差异。

2．2血样采集及保存：雄性Beagle犬6只，禁食

12 h，iv 0．2 mg／kg樟柳碱。于药后0、1、10、20、30、

45 min和1、1．5、2、3、4、6、8、10 h自肘静脉采3

mL全血，分离血清，冷冻保存至测定。

2．3数据处理：按上述方法处理测定后，计算不同

时间下的血药浓度和药代参数，达峰时间(￡⋯)和

峰浓度(C。。；)以实测值计算，末相消除速率(愚。)

以末相对数血药浓度时间曲线的直线部分拟合，末

相消除半衰期(t。／。)以0．693除以愚。计算，表观分

布容积Eva一剂量／(AUC×矗。)]，AUC。。以梯形法

计算，总清除率(CL)一剂量／AUC。

3 结果

3．1方法学验证

3．1．1方法特异性：氢溴酸樟柳碱的结构中有一个

碱性氮和酯键，一方面酯键在体内很容易水解，另一

方面，由于分子极性较大，需要碱化提取，在碱化过

程中分子也容易水解，这些因素容易造成原型药测

定的误差较大，在预试验中发现，樟柳碱在碱性条件

下放置一定时间后能定量水解产生一个酸和一个碱

性分子。用液一质联用测定樟柳碱的酸性碎片分子，

特异性较好，采用二级负离子测定，其m／z181碎片

离子吸收较强，能够准确、专一地测定出血清样品中

樟柳碱的浓度，图l给出了方法学特异性图谱。

3．1．2标准曲线：以测得的各标准血清样品的樟柳

碱的峰面积与内标峰面积的比值(A)对其质量浓

度(C)作直线回归，所得标准曲线为C一1075．434

A+1．528(r一0．998)，检测灵敏度为1 ng／mL，线

性范围为1～500 ng／mL。

3．1．3 回收率试验：2、10、100 ng／mL的3个质量

浓度的标准血清样品各5个复管，测得的响应值与同

质量浓度的樟柳碱标准样品水溶液测得的结果相比
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所得的回收率分别为67．5％、89．5％、84．6％，平均

回收率为(80．5±12．2)％，RSD在20％以内。

3．1．4批内变异系数和批间变异系数：樟柳碱批

内、批间测定的准确性和重现性较好，血样比较稳

定，血清中樟柳碱质量浓度的RSD在10％以内。

B
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3．1．5 24 h内样品稳定性：樟柳碱血清样品比较

稳定，不同时间的测定过程中高、中、低3个质量浓

度RSD在15％以内。

3．1．6冻融稳定性：2、10和100 ng／mL 3个质量

浓度的标准血清样品，冷冻24 h前后的测定结果表
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A—m／z 151樟柳碱二级特征离子峰；B—m／z 93内标水杨酸二级特征离子峰

A—secondary characteristic ion peak of m／z 151 anisodine B—secondary characteristic ion peak of mfz 93 internal standard salicylic acid

图1 空白血清(a)、空白血清+樟柳碱+水杨酸(b)和Beagle犬iv樟柳碱2 h血样(c)质谱图

Fig．1 Mass chromatogram of blank serum(a)，blank serum+anisodine+salicylic acid(b)，and serum

obtained from Beagle dogs 2 h after iv anisodine at single dose of 0．2 mg／kg(c)

明，冷冻前后的量没有明显变化，RSD在15％以

内，因此血样的冷冻保存是合理的。

3．2樟柳碱血药浓度测定及药动学参数：6只Bea—

gle犬iv樟柳碱后，测得血中樟柳碱药时曲线见图

2。以每只动物的血药浓度时间数据计算药代参数，

结果见表1。
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表1樟柳碱iv给药后药动学参数(一一6)0

Table 1 Pharmacoklnetic parameters of iv

anisodine In Beagle dogs(辟一6)

4讨论

研究发现，樟柳碱在体内会部分水解，而此测定

方法是利用原型药物的体外完全水解产物来间接测

定原型药的血药浓度，所以该方法只能反映代谢产

物及原型药的整体代谢过程，而并不能准确地反映

原型药的代谢过程。

根据樟柳碱的紫外吸收波的峰形和响应值发

现，其最大吸收波长为210 nm，正好位于末端吸收

|，h

图2樟柳碱iv给药后的Beagle犬血清樟柳碱药时曲线

Fig．2 Mean serum concentration—time curve of anisodine

in Beagle dogs observed after iv administration

at single dose of 0．2 mg／kg

位置，HPLC检测易受杂质干扰，难以进行专属、灵

敏的测定，而且樟柳碱剂量低，一般的检测技术很难

满足给药后血药浓度的测定要求。经研究发现，樟柳

碱在碱性条件下水解所生成的m／z 181片段，采用

二级负离子测定，吸收较强，本实验使用LC—MS测

定Beagle犬血清中氢溴酸樟柳碱。研究结果表明：

使用该方法灵敏度可达到1 ng／mL，出峰时间为

3．1 rain，线性、回收率和重现性良好，批内、批间变

异系数均在10％以内，样品提取后24 h内稳定，血

样保存方法不会影响样品的量，说明该方法可靠性

较好。因此，使用LC—MS测定Beagle犬血清中樟

柳碱的浓度，可大大提高专属性、灵敏度及分析速度

m
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等，有实际意义。

本实验采用了先沉淀后萃取的提取方法，能够

更加有效地去除样品中的杂质，排除干扰，且方法简

便、易行，回收率较高，能满足LC—MS测定的要求。
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川芎当归提取物对血管平滑肌细胞MAPK信号通路

与周期蛋白的调控效应

李淑颖1，侯永忠2，葛志强2+

(1．天津大学校医院，天津300072；2．天津大学制药工程系，天津300072)

摘要：目的揭示川芎当归提取物(ELCAS)抑制血管平滑肌细胞增生的分子机制。方法 以体外培养的原代

大鼠血管平滑肌细胞为研究对象，应用Western blot方法检测不同质量浓度ELCAS对血管平滑肌细胞内的

ERK、JNK、p38磷酸化水平的影响，以及周期蛋白Cyclin D1和细胞周期抑制子p21的表达情况。结果ELCAS

能显著抑制ERK、JNK和p38的磷酸化以及血清诱导的Cyclin D1蛋白的表达，并表现出良好的浓度依赖性；同时

ELCAS能剂量依赖性地促进细胞内周期蛋白抑制子p21过表达，并抑制pRb磷酸化水平和Cyclin D1蛋白表达。

结论ELCAS可通过抑制MAPK信号通路以及对周期蛋白的调控来抑制血管平滑肌细胞增生。

关键词：川芎；当归；周期蛋白Cyclin D1；血管平滑肌细胞
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Effect of extracts of Ligusticum chuanxiong and Angelica sinensis on MAPK

pathway and cycle proteins in vascular smooth muscle cells
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J1f芎与当归是著名的对药，以川1芎和当归等剂

量构成的复方称之为“佛手散”。临床上主要以滴丸

和软胶囊形式用于治疗心、脑血管疾病，并具有显著

的疗效。近来研究发现复方川芎当归能明显缩小缺

血再灌注脑组织梗死范围，显著减轻病理损伤程度，

抵抗脑神经细胞坏死‘1。。该复方对实验性心肌损伤

有明显的减轻和改善作用，并显著地增强心肌的存

活率。在对复方的有效物质探索方面，近年的研究表

明川芎当归的活性物质主要为阿魏酸、挥发油和川

芎嗪。阿魏酸和挥发油是川芎当归中共有的化学成
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