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制：(1)由于自身蛋白质结构决定的，如能提供活泼

氢质子，使其易于受到活性氧自由基的攻击，从而与

发光剂竞争活性氧自由基导致发光强度的降低；(2)

蛋白质的抗氧化活性多与巯基量或类似于酶的活性

有关，如保护蛋白(protector protein)是巯基特异性

抗氧化剂，能清除双氧水及羟自由基[161；而肌球蛋

白，血红蛋白及血红蛋白一蛋白质复合物(如肝球蛋

白)等具有类似于过氧化物酶的活性，可清除H：Oz

或有机氢过氧化物[1川。白果白蛋白的氨基酸组成分

析表明其含有2．5％左右的半胱氨酸，因此具有较

多的巯基，从而表现出类似于保护蛋白的抗氧化机

制。而其是否具有类似于酶的抗氧化活性则有待于

进一步的证实。

因此，本试验结果表明化学发光法能用于测定

白果白蛋白对活性氧的清除作用及对DNA损伤的

保护作用，但也具有一定的选择性。
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灌胃养阴通脑颗粒大鼠血浆中川芎嗪的HPLC法测定
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摘 要：目的建立HPLC测定大鼠灌胃养阴通脑颗粒有效部位组合后血浆中川I芎嗪质量浓度的方法。方法 以

乙腈提取处理血浆，以安眠酮为内标，甲醇一水(55：45)为流动相，ODS C-s色谱柱(150 mmX 4．6 mm，5 pm)为固

定相，体积流量为1．0 mL／min，以紫外检测器在279 nm波长下测定m浆中川芎嗪。结果川芎嗪在0．11～22

Fg／mL线性关系良好，平均回收率为102．98％，RSD<10％，最低检测限为0．21 ng，血浆中最低检测质量浓度为

0．042／xg／mL。结论此法灵敏、可靠，可较好地用于口服养阴通脑颗粒有效部位组合后血浆中的川芎嗪的测定，为

测定中药复方体内有效成分提供方法。
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Determination of tetramethylpyrazine in plasma of rats ig administered

with Yangyin Tongnao Granula by HPLC

ZHANG Guo—pin91，GUo Yin92，ZHANG Li2，FAN Shou—yan2，HAN Jin2，

YU Qin2，PAN Yuan—jian91，WAN Hai—ton92

(1．Second Affiliated Hospital，College of Medicine，Zhejiang University，Hangzhou 310009，China；2．Institute

of Cardio—cerebral Vessel Disease，Zhejiang University of Traditional Chinese Medicine，Hangzhou 310053，China)

Abstract：Objective To establish an HPLC method for determining the tetramethylpyrazine in plas—

ma of rats after ig administered by the main active fractions of Yangyin Tongnao Granula．Methods The

plasma was extracted and treated by acetonitrile．Using methaqualone as internal standard，tetram—

ethylpyrazine was detected by ODS C18 chromatography column(150 mm×4．6 mm，5肛m)as stationary

phase，mobile phase was methanol—water(55：45)，with the flow rate at 1．0 mL／min，and the detective

wavelength at 279 nm．Results There was a good linear relationship for tetramethylpyrazine in the range

of 0．11—22弘g／mL，and the average recovery rate was 102．98％，RSD<10％．Minimum detection limit

was 0．21 ng and the minimum concentraton in plasma was 0．042弘g／mL．Conclusion The method is sen—

sitive and reliable．It can be well applied to the quality control of Yangyin Tongnao Granula and provide a

way for the determination of active components in Chinese materia medica preparation in vitro．

Key words：Yangyin Tongnao Granula；tetramethylpyrazine；blood concentration；HPLC

复方养阴通脑颗粒主要由川芎、葛根、生地等药

味组成，主要用于缺血性脑血管病的治疗。其中川芎

为其主要药物，川芎嗪为川芎的主要有效成分，可扩

张小动脉，改善微循环和脑血流[1]。本实验建立脑缺

血大鼠灌胃养阴通脑颗粒有效部位组合(生物碱、黄

酮等)后血浆中川芎嗪的HPLC测定方法，为进一

步开展养阴通脑颗粒有效部位组合在脑缺血大鼠体

内的药动学研究提供参考。

1仪器与材料

日本岛津LC一10AD液相色谱仪：手动进样

器、LC一10ADVP泵、SPD一10AVP检测器。Milli—

pore超纯水仪，Mettler Toledo AGl35电子天平，

Hettieh Universal 32高速离心机。

盐酸川芎嗪对照品(中国药品生物制品检定所，

批号110817-200305)；甲醇为市售色谱纯，乙腈等

均为市售分析纯，安眠酮由上海集成制药厂提供，水

为超纯水。养阴通脑颗粒有效部位组合含生物碱

53％，其是川芎嗪占76％，由浙江大学化学系提取。

老年清洁级SD大鼠，雄性，体重320 360 g，

由浙江省医学科学院动物中心提供。

2方法与结果

2．1对照品溶液的配制：精密称取川芎嗪对照品

57．2 mg，用甲醇一水(1：1)溶解，定容于10 mL量

瓶中，得到质量浓度为5．72 mg／mL川芎嗪对照品

溶液，精密移取1 mL，定容至10 mL量瓶，得到质

量浓度为0．572 mg／mL川芎嗪对照品溶液。

2．2 内标溶液的配制：精密称取安眠酮120 mg，用

甲醇一5％醋酸(1：1)溶解，定容于100 mL量瓶中，

即得质量浓度为0．12 mg／mL内标溶液。

2．3脑缺血模型大鼠的制备：用改良的Pulsinelli

四血管法造模。以10％水合氯醛0．4 mL／100 g ip

麻醉，大鼠仰卧位固定于手术台上，在第一颈椎水平

做一正中切口，找到两侧翼小孑L，直视下电凝，永久

性闭塞双侧椎动脉。颈部皮肤侧切口，分离颈总动

脉，用微动脉夹夹闭双侧颈总动脉30 min，造成全

脑缺血，即为模型组。假手术组为进行以上手术，暴

露椎动脉而不进行电凝，暴露双侧颈总动脉而不

夹闭。

2．4脑缺血大鼠血浆样品的制备：将养阴通脑颗粒

有效部位组合用水溶解，6 mg／100 gip给药，从颈动

脉取血，以肝素抗凝，离心后吸取上清液获得血浆，

同法以水灌胃得到空白血浆。

2．5血浆样本预处理：用微量加样器吸取血浆0．5

mL，置于5 mL离心试管中，以微量加样针准确加

入内标液20 pL，电动涡旋器充分混匀15 S，准确加

入1．5 mL乙腈，涡旋混匀2 min，10 000 r／min离

心，取上清液待测。

2．6色谱条件：流动相为甲醇一水(55：45)，固定相

为Phenomenex Gemini ODS C18柱(150 mm×4．6

mm，5弘m)，体积流量为1．0 mL／min，检测波长为

279 nm。

2．7标准曲线的制作及最低检测限：取空白血浆

0．5 mL于5 mL离心管中，分别定量加入川芎嗪对

照品溶液使其含川芎嗪质量浓度分别为0．11、

0．22、0．55、1．10、2．75、5．50、11．00、22．00／19／mL，

在每管中分别加入内标液20肛L，进行处理。将川芎
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、嗪和内标物的峰面积比值与其相对应的质量浓度值

作线性回归，得到该色谱条件下的川I芎嗪的线性回

归方程为Y=3．837 4 X一0．045 4，r一0．999 95。结

果表明川芎嗪在0．11～22弘g／mL呈良好的线性关

系。以信噪比为3时测得的最低检测限为0．21 ng，

血浆中的最低检测质量浓度为0．042 btg／mL。

2．8专属性试验：在此色谱条件下，分别吸取空白

血浆、空白血浆加对照品和供试品预处理后的上清

液20肛L，注入色谱系统，测定。结果脑缺血大鼠血

浆中川芎嗪和内标物分离完全，空白血浆无干扰，样

品中无其他物质的干扰。见图1。

l一川芎嗪2一簧眠酮

1一tetramethylpyrazine 2-methaqualone

图1 空白血浆(A)、空白血浆+对照晶+内标(B)

和含药血浆(C)的HPLC色谱图

Fig．1 HPLC Chromatograms of blank plasma(A)、

blank plasma+reference substance+internal

standard(B)，and drug-containing plasma(C)

2．9方法回收率和精密度试验：取空白血浆作底

物，选择1 d内不同时间和不同天检测同一已知样

品，将其理论值与测定值相比得其回收率，并计算13

内和日间精密度，见表1和2。结果川芎嗪的平均回

收率为102．98％，RSD小于10％，各质量浓度回收

率基本符合要求。

表1大鼠血浆中川芎嗪测定的回收率考察(一一5)

Table 1 Recovery rate of tetramethylpyrazine

in plasma of rats o一5)

2．10测定结果：取不同时间点给药大鼠血浆，处

理，进样测定，结果见表3。

3讨论

中药复方El服给药后，其体内过程极其复杂，除

表2血浆中川芎嗪测定的精密度考察瓴一5)

Table 2 Precision of tetramethylpyrazine

in plasma of rats(弗一5)

表3川芎嗪血药浓度的测定结果(i士s，弹一5)

Table 3 Determination of tetramethylpyrazine

blood concentration(i士s，露一5)

取血时间 血药浓度 取血时间 血药浓度

／min ／(pg·mL一1) ／min ／(腿·mL一1)

5 0．153士0．059 3 60 0．121士0．078 1

10 0．219土0．142 90 0．139士0．050 4

15 0．258士0．154 120 0．149土0．077 5

30 0．391士0．183 240 0．147土0．069 1

45 0．155士0．089 7 360 0．128土0．058 6’

肝肠效应外，药物间的相互作用也不可忽视，血药浓

度经常出现双峰或多峰现象。

采用内标法测定脑缺血大鼠血浆中的川芎嗪，

可以相对减少误差，提高实验的准确度。在内标物的

选择上，根据文献分别对尼群地平跚和安眠酮‘33进

行了试验。结果表明，在本实验条件下，尼群地平的

保留时间较大，且对酸不敏感，流动相的选择不太理

想；安眠酮在甲醇中微溶，但可溶解于甲醇一5％醋酸

(1：1)中，对酸敏感，在色谱条件的选择上可以加以

考虑。

游离川芎嗪易升华，在样品的处理过程中，应尽

量减少加热、蒸发等高温操作，或在萃取液中加入盐

酸，使川芎嗪成盐，避免川芎嗪蒸发损失[3]。

本实验主要以治疗缺血性中风的养阴通脑颗粒

为对象，对其主要有效部位优化组合，建立大鼠灌胃

后血浆中川芎嗪浓度的HPLC测定方法，为进一步

开展其主要有效部位组合在动物体内的药动学研究

提供参考。
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