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摘= =要：目的= =建立 emiC法测定人血浆中钩吻素甲（dj）和钩吻素子（hj）的浓度。方法= =用taíers=ei_Jpmb固相萃

取小柱提取人血浆中 dj及 hj。色谱柱为 phimJmack=CNU色谱柱（ORM=mm×QKS=mm，R=μm）；流动相为甲醇J水J二正丁胺（RU∶
QO∶MKMN）；体积流量 NKM=miLmin；进样量 RM=μi；柱温 PM=℃；检测波长 OSP=nm。结果= = dj和 hj在 MKMR～OM=μgLmi线

性关系良好，最低定量限为 RM=ngLmi（pLk≥NM），dj和 hj的平均提取回收率分别为 VMKUUB、UTKUQB，平均方法回收率

分别为 VUKSRB、VSKPNB，平均日间精密度 opa 分别为 VKUNB、NMKSPB，平均日内精密度 opa 分别为 TKTVB、UKOQB。含

dj和 hj的人血浆在室温 OR=℃避光的条件下保存 NO=h、在 Q=℃冰箱保存 O=d、在−OM=℃冰箱保存 NR=d、−OM=℃冰箱反复

冻融 P次的条件下，低、中、高 P个质量浓度（MKMR、RKM、OM= μgLmi）的 dj和 hj回收率均在 VMB以上。结论= =建立的

人血浆中 dj和 hj的 emiC测定方法灵敏度高、血浆用量少、操作简便、结果准确可靠，适用于钩吻制剂药动学研究和

钩吻中毒时定性和定量分析。=
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AbstractW=lbjective= = qo=esíablish=íhe=meíhods=for=deíerminaíion=of=gelsemine=EdjF=and=koumine=EhjF=in=human=élasmaK=jethods= =
dj=and=hj=in=human=élasma=were=eñíracíed=bó=pmb=íubes= and=deíermined=bó=emiCJrsK=qhe=chromaíograéhic=condiíions=were=as=
followingW=qhe=column=was=phimJmack=CNU=EORM=mm=×=4.6 mm, 5 μm); The mobile phase consisted of methanol, waterI=and=dibuíólamine=
ERU∶QO∶MKMNFX= qhe= flow= raíe= was= NKM= miLmin; The injection volume was 50 μL; Column teméeraíure= was= PM=℃X= aeíecíive=
wavelengíh=was=seí=aí=OSP=nmK=oesults= = dj=and=hj=were=in=good=lineariíó=in=MKMR—20 μgLmi=En=Z=SI=r=Z=MKVVV=QF=and=MKMR—OM=
μgLmi=En=Z=SI=r=Z=MKVVV=RFI=reséecíivelóK=qhe= limiís=of=deíecíion=for=dj=and=hj=were=boíh=RM=ngLmi=EpLk=≥=NMFI=reséecíivelóK=qhe=
average=recoveries=of=eñíracíion=for=dj=and=hj=were=VMKUUB=and=UTKUQBI=reséecíivelóK=qhe= average=recoveries=of=meíhod=for=dj=
and=hj=were=VUKSRB=and=VSKPNBI=reséecíivelóK=Average=iníerJdaó=opa=values=for=dj=and=hj=were=VKUNB=and=NMKSPB=as=well=as=
TKTVB=and=UKOQB=in=iníraJdaó=opaI=reséecíivelóK=Conclusion= = qhe=esíablished=meíhod=for=íhe=deíerminaíion=of=dj=and=hj=in=human=
élasma=bó=pmb=is=sensiíiveI=siméleI=accuraíeI=reliableI=and=suiíable=for=éharmacokineíics=and=íoñiciíó=síudó=on=delsemii=blegantis=eerbaK=
hey=wordsW=delsemii=blegantis=eerbaX=gelsemineX=koumineX=solid=éhase=eñíracíionX=emiCX=iníoñicaíion=
=

有毒中药钩吻 delsemii=blegantis=eerba为马钱

（ioganiaceae）科植物胡蔓藤 delsemium= elegans=
EdardnK=eí=ChaméKF=_eníhK=的全草，共有 P个种，包

括中国钩吻 N种和北美钩吻 O种xNz。中国钩吻盛产

于闽、浙、桂等地，在民间可用来治疗疼痛、炎症

和肿瘤等，具有药用价值。但钩吻是一种毒性植物，

民间俗称“断肠草”“大茶药”，民间也常见误食或

药食钩吻中毒事件报道。钩吻中毒事件时有发生，=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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主要是误食或被下毒。钩吻中毒尚无特效的解毒

剂，中毒后处理原则立即给予催吐、洗胃、导泻，

可用活性碳洗胃，血透。然后对症治疗，如给予新

斯的明或阿托品xOz。此外，《本草纲目》记载，人误

食断肠草的叶子会致死，而羊食其叶则大肥。猪羊

食其叶不但无毒，还会使毛色光润，有增肥和防瘟

之效。《广西中药志》也记载：“当猪胃纳不良时，

用钩吻（断肠草）饲喂，能增加食欲”。说明钩吻体

内药效和代谢存在种属差异性。有报道采用液相色

谱J质谱联用对大鼠血浆中钩吻生物碱进行检测xPz，

但设备昂贵不易普及；钩吻生物碱人体内的代谢及

动力学研究尚未见报道。目前从钩吻中分离出的生

物碱多达 QV种，钩吻素子（koumine，hj）和钩

吻素甲（gelsemine，dj）为中国钩吻中量最多的 O
种单体成分，因此测定人体液或组织中钩吻素甲和

钩吻素子浓度有助于人钩吻中毒鉴定、解救方案的

制定，也为钩吻的种属差异性研究提供方法学基

础。本研究拟建立人血浆中 hj和 dj的 emiC测

定方法，为钩吻生物碱人体药物临床研究及中毒解

救提供参考。=
N= =材料与试剂=
NKN= =药品=

hj 和 dj，为本课题组从钩吻中分离纯化得

到，质量分数达 VVB以上xQz；奥卡西平对照品，质

量分数 VUB，批号 NMMNQTQORT，美国 pigma公司=
NKO= =受试样品=

人血浆，由福建医科大学附属协和医院招募的

健康志愿者提供。=
NKP= =仪器与试剂=

高效液相色谱仪岛津 OMA（包括 iCJOMA_泵，

pfiJOMA 自动进样器，CqlJNMAsvé 柱温箱，

adrJOMA_自动脱气装置，pmaJjOMA二极管阵列

检测器，C_jJOMA 系统控制器，iC= soluíion 色谱

工作站），日本岛津公司产品；taíers 固相萃取柱

（ei_，N=cc，PM=mg）；epCJNOA氮吹仪；奥豪斯电

子分析天平 CmNNQ。甲醇，乙腈为色谱纯（cisher=
pcieníific），水为灭菌注射用水（福州海王福药制药

有限公司），其他试剂均为分析纯。=
O= =方法与结果=
OKN= =色谱条件=

色谱柱为 phimJmack=CNU色谱柱（ORM=mm×QKS=
mm，R=μm）；流动相为甲醇J水J二正丁胺（RU∶QO∶
MKMN）；体积流量 NKM=miLmin；进样量 RM=μi；柱温

PM=℃；检测波长 OSP=nm。=
OKO= =溶液配制=

精密称取 dj=RKM=mg和 hj=RKM=mg，用 OMB甲
醇溶解并定容至 NM=mi量瓶中，制得质量浓度分别

为 RMM=μgLmi的对照品储备液，置 Q=℃冰箱中保存；

准确称取内标奥卡西平对照品 RKM= mg 加入 UMB甲
醇溶解并定容至 NMM= mi量瓶中，使其质量浓度为

RM=μgLmi，置于 Q=℃冰箱中，备用。=
OKP= =血浆样品处理=

取血浆和混合对照品溶液适量加至尖底离心

管中配成 QMM=μi的含药血浆，涡旋 PM=s，再加内标

奥卡西平溶液（RM=μgLmi）OM=μi。涡旋 PM=s，取上

清液 QMM=μi加入活化的 ei_固相萃取小柱（活化

方法：N= mi 甲醇和水分别依次过柱）。先用 N= mi
灭菌注射用水洗柱（萃取液弃去），再用 RMM=μi=RB
甲醇洗柱（萃取液弃去），最后用 NKR=mi纯乙腈过

柱，收集所过柱乙腈，于氮吹仪水浴 SM=℃，氮气

吹干，UMB甲醇 NRM=μi复溶，取 RM=μi进样分析。=
OKQ= =方法学考察=
OKQKN= =标准曲线与定量限= =精密吸取 dj、hj 对

照品储备液适量，用空白血浆分别配成质量浓度

MKMR、MKN、MKR、OKM、NM、OM= μgLmi的系列含药血

浆，与空白血浆分别以“OKP”项方法处理样品后，

进样分析。计算 dj、hj 各自与内标奥卡西平峰

面积的比值，以峰面积比值为纵坐标（v），以质量

浓度为横坐标（u），用最小二乘法进行回归运算。

以信噪比（pLk）≥NM 作为最低定量限。求得回归

方程：dj为 v＝MKOMP=Q=u－MKMR，r＝MKVVV=Q；hj
为 v＝MKORQ= T= u－MKMON= V，r＝MKVVV= R；结果表明

dj、hj在 MKMR～OM= μgLmi线性关系良好，最低

定量限均为 RM=ngLmi。=
OKQKO= =专属性考察= =取 S份来自不同健康志愿者的

血浆，于空白血浆中加入 dj、hj 对照品储备液

及内标溶液制得含药血浆，空白血浆及含药血浆均

按照“OKP”项方法操作，取空白血浆、混合对照品

溶液（含内标）及含药血浆适量，进样测定，记录

色谱图，结果见图 N。按内标奥卡西平、hj、dj
顺序出峰，保留时间依次为 SKQR、VKUN、NNKTU=min，
图中各组分峰形较对称，无其他干扰峰，分离效果

较好。=
OKQKP= =回收率考察= = =

（N）提取回收率：精确配制同时含 dj 和

hjMKMR、RKM、OM=μgLmi的含药血浆各 R份，以“OKP”=
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=

NJ奥卡西平= = OJ钩吻素子= = PJ钩吻素甲=
NJoñcarbazeéine= = OJkoumine= = PJgelsemine=

图 N= =空白人血浆= EAF、对照品溶液＋内标= EBF=和含药血浆= ECF=emiC色谱图=
cigK=N= =emiC=of=blank=human=plasma=EAFI=reference=solution=Hinternal=standard=EBFI=and=plasma=containing=drug=ECF=

项的方法处理样品后，进样分析。另取 QMM= μi空

白血浆 R 份，以“OKP”项的方法处理样品，氮气

吹干后残渣分别加入相应质量浓度 dj 和 hj 对

照品溶液，使其终质量浓度分别为 MKMR、RKM、OM=
μgLmi，进样分析。含药血浆经过固相萃取所得的

峰面积与相应质量浓度未经固相萃取对照品溶液

进样直接所得的峰面积比值计算提取回收率。结果

见表 N。=
（O）方法回收率：精确配制同时含有 dj 和

hj，质量浓度均为 MKMR、RKM、OM=μgLmi的含药血

浆各 R份，以“OKP”项的方法处理样品后，进样分

析。以“OKQKN”项所得的标准曲线计算测定的质量

浓度，以实测质量浓度与理论质量浓度比值计算方

法回收率。结果见表 N。=
OKQKQ= = 精密度试验= = 精确配制同时含有 dj 和

hj，质量浓度为 MKMR、RKM、OM=μgLmi的含药血浆

各 R份，以“OKP”项的方法处理样品后，进样分析。

每个质量浓度于 N日内分别测定 R次，计算日内精

密度；每个质量浓度连续测定 R= d，计算日间精密

度。结果见表 N。

表 N= = dj和 hj的精密度及回收率= E x±sI=n=Z=RF=
qable=N= =mrecisions=and=recoveries=of=dj=and=hj=in=human=plasma=E x±sI=n=Z=RF=

成分= ρL(μg·mi−NF= 提取回收率LB= 方法回收率LB=
日内精密度= 日间精密度=

测定值L(μg·mi−N）= opaLB= 测定值L(μg·mi−NF= opaLB=

dj= MKMR= VNKSN±RKOS NMOKVN±PKOU MKMRQ±MKMMS NNKNN MKMRO±MKMMR VKSO 

RKM= UVKRO±RKRP VTKRN±RKNP RKNOM±MKQNM UKMM RKNSM±MKPNM SKMM 

OM= VNKRO±RKVQ VRKRQ±PKVS ONKUNM±OKORM NMKPO OMKVQM±NKSOM TKTQ 

hj= MKMR= UTKSP±QKRR VRKSR±RKVQ MKMRR±MKMMR VKMV MKMRP±MKMMP RKSS 

RKM= UVKPQ±SKNS VSKVT±RKUR RKOOM±MKSQM NOKOS RKMUM±MKQSM VKMS 

OM= USKRS±TKOU VSKPO±RKRS OOKNOM±OKPPM NMKRP ONKQOM±OKNQM VKVV 
=
OKQKR= =血浆样本稳定性考察= =精确配制同时含有

dj和 hj，质量浓度为 MKMR、RKM、OM=μgLmi的含

药血浆，共设置 Q组，每组含 P个质量浓度水平血

浆各 P份。第 N组：置常温避光 OR=℃放置，M、P、
S、NO= h取样，以“OKP”项的方法处理样品后，进

样分析；第 O组：置 Q=℃冰箱放置 P=d，以“OKP”
项的方法处理样品后，进样分析；第 P组：置−OM=℃
冰箱放置冷冻后，观察持续 NR=d，室温融化，以“OKP”
项的方法处理样品后，进样分析；第 Q 组：P 个质

量浓度水平血浆−OM=℃冰箱反复冻融 P次，以“OKP”
项的方法处理样品后，进样分析。=

结果提示，在室温 OR=℃避光的条件下保存 NO=
h，dj和 hj各质量浓度血浆样品保持稳定，dj
高、中、低质量浓度回收率为 VPKONB～VTKPRB，

hj各质量浓度在室温回收率为 VMKORB～VSKTPB；

在 Q=℃冰箱保存的条件下，第 N、O天 dj、hj各

质量浓度回收率在 VMB以上波动，在第 P天后质量

浓度回收率均降至 URB以下。在−OM=℃冰箱保存的

MKM= = = = OKR= = = = RKM= = = = TKR= = = NMKM= = = NOKR= = = = = = = = MKM= = = = OKR= = = = RKM= = = = TKR= = = NMKM= = = NOKR= = = = = = = MKM= = = OKR= = = = RKM= = = TKR= = = NMKM= = NOKR=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = tLmin= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

N=

O=

P=

O= P=N=
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条件下，在 NR= d的观察时间内 dj和 hj均较为

稳定，回收率维持在 VNB以上；反复冻融结果提示，

低、中、高 P个质量浓度的 dj和 hj回收率均在

VMB以上，且 opa 也均小于 VB，说明含 hj 和

dj的血浆在反复冻融条件下稳定性较好。=
P= =讨论=

钩吻素生物碱单体在多种实验性疼痛模型上

呈现显著的抗慢性疼痛、抗风湿性关节炎等药理作

用，且作用机制有别于传统解热镇痛药，且没有依

赖性xRz。钩吻生物总碱有极强的神经毒性，对中枢

作用强烈，主要为抑制延髓呼吸中枢，抑制脑和脊

髓运动中枢，使呼吸麻痹，呼吸衰竭xOz。但生物碱

单体毒性差别大，其中以 hj治疗指数最大，提示

钩吻生物碱单体有望开发为临床新型镇痛药的潜

在价值xSJVz。=
课题组近几年动物实验研究表明，hj 具有较

强药理活性，治疗指数高，治疗剂量毒性远小于

djxSJUz。=
人血浆钩吻生物碱浓度检测未见相关文献报

道。有报道采用液相色谱J质谱联用对大鼠血浆中钩

吻生物碱进行检测xPz，其设备昂贵不易普及。本研

究建立的检测方法采用普通高效液相色谱法进行

检测，方法相对简单，设备要求低，易普及。本课

题组前期研究 hj在大鼠体内药动学及组织分布，

对 hj的检测方法，采用液液萃取，采用氢氧化钠

调节样本 ée，醋酸乙酯等提取，操作较为复杂xNMz。

本研究改进采取固相萃取方法提取纯化人血浆中

钩吻生物碱，操作相对简单，提取回收率高，色谱

背景杂峰低。本研究采用奥卡西平作为内标物，因

为钩吻生物碱和奥卡西平都含有苯并氮杂环结构，

有相似的极性且彼此分离度好，色谱出峰时间较为

合适。对 dj及 hj不同条件下的血浆稳定性进行

了考察。结果提示如没有马上检测，放置室温 NO=h
内血浆中 dj 和 hj 稳定性较好，也可将血浆于

Q=℃冰箱避光保存，但不要超过 P= d。如超过不能

及时检测，最好于−OM=℃以下冰箱冷冻保存。血浆

dj和 hj反复冻融稳定也较好。由于伦理问题，

目前无法在人身上口服 hj 和 dj 后进行检测验

证，只能等待有钩吻中毒患者样本。如经过人体代

谢，可能产生的代谢产物和原药是否能完好分离。

解决此问题，只需在今后实际检测过程中，轻微改

变流动相极性即可。=
综上，本研究所建立 dj 和 hj 检测方法线

性范围满足临床检测要求，适合今后 dj 或 hj
人体临床药代药效动力学和毒性研究，亦可运用于

临床钩吻误食急性中毒后血药浓度监测，制定解救

方案。=
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