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向于苯并吡喃双环进入p环糊精空腔。R。和R。

为一OCH。时，可能由于甲氧基活动空间较大，分子

两种模式包合概率都较大。从受体包合配体的结合

能来看，R。和R。为一H有利于包合，一OH和一OCH。

两者对包合没有差异。

当R。为一H时，D模式和S模式分别出现23和

17个，平均结合能为一97．0 kJ／mol。当R6为-OH

时，D模式和S模式分别出现0和7个，平均结合

能为一111．2 kJ／tool，表明为一0H时更有利于结合，

主要有利于苯环进入p环糊精空腔。R。与R。一样，

只有多取代时出现，由于只有2个含羟基对接成功，

其他含羟基与甲氧基的结构都没有对接成功，没有

进行统计。

当R，是苯环对位的取代基，通常认为对包合成

功没有决定性的影响，比较有意义的是，当R，为一H

时，D模式和S模式分别出现0和9个，平均结合能

为一106．2 kJ／tool。当R，为一OH时，D模式和S模

式分别出现23和15个，平均结合能为一97．4

kJ／mol，结果表明R，为一H时更有利于结合，主要有

利于苯环进入p环糊精空腔。

3讨论

通过利用理论对接计算，研究了p环糊精对黄

酮类结构的包合作用，可以发现：黄酮母核的R。和

R．基团大小直接影响包合的成功率，较小的氢有利

于包合，较大的甲氧基使包合失败。R。或R。有一定

的取代有利于包合形成。R。或R。取代越大越不利

于形成包合物。

黄酮类结构中的苯并吡喃双环和苯环都可以被

p环糊精的空腔包合。R。和R．体积较小有利于苯

并吡喃双环进入}环糊精空腔，增大为一OH时，使

分子倾向于苯环进入p环糊精空腔。R。和R。体积

较小时，有利于苯环进入p环糊精空腔，R。和R。为

一OH时，使分子倾向于苯并吡喃双环进入p环糊精

空腔。当Re为一0H时有利于苯环进入}环糊精空

腔。R，为一H时有利于苯环进入p环糊精空腔。因

此，不同的取代基既可以影响包合的形成也可以改

变包合的模式，在实验中考虑以p环糊精包合黄酮

结构时需要根据取代情况进行仔细分析。以理论计

算为基础，也进行了试验研究，包合效果有一定的价

值，有待于进一步动物试验验证。
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高效液相色谱串联电喷雾质谱法测定大鼠血浆中山茛菪碱

马小红，王新立，陈 勇。，韩凤梅

(湖北大学中药生物技术省重点实验室，湖北武汉430062)

摘要：目的 建立大鼠血浆中山莨菪碱的测定方法，并研究山莨菪碱的大鼠药动学。方法采用液相色谱串联电喷

雾离子阱质谱法测定大鼠血浆中山莨菪碱。大鼠血浆样品经甲醇2次沉淀蛋白并萃取后，以甲醇一2 mmol／L醋酸

铵缓冲液(用甲酸调pH 3．5)(70·30)为流动相，用Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18色谱柱分离，通过电喷雾离子

阱质谱，以选择离子反应监测方式进行检测。用于定量分析的离子反应分别为m／z 306-*140(山莨菪碱)和m／z

290-．-124(内标，阿托品)．结果 山莨菪碱线性范围为10～5 000 pg／L，r一---0．999 0，最低检测限为2 pg／L，日内、

日间测定值RSD小于4．2％。结论该法快速灵敏。准确度高，适用于大鼠体内山莨菪碱的药动学研究。
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Determination of anisodamine in plasma of rat by HPLC—MS

MA Xiao。hong，WANG Xin—li，CHEN Yong，HAN Feng—mei

(Hubei Key Laboratory of Bio—Technology of Traditional Chinese Medicine．

Hubei University，Wuhan 430062，China)

Abstract：Objective To establish a sensitive and specific method for the determination of aniso—

damine in plasma of rat and tO study pharmacokinetics of anisodamine in plasma of rat．Methods HPLC—

MS was used tO determine the concentration of anisodamine in plasma of rat with atropine as the internal

standard．The atropine was isolated from plasma by protein precipitation and extraction with methanol

twice，then chromatographed by using an Agilent Zorbax Eclipse XDB—C18 column．The mobile phase con—

sisted of methanol一2 mmol／L ammonium acetate solution(adjusted pH value tO 3．5 with formic acid)70：

30．Electrospray ionization(ESI)source was applied and operated in the positive ion mode．Selected reac-

tion monitoring(SRM)mode with the transitions of m／z 306--'140 and m／z 290÷124 was used tO quantify

anisodamine and the internal standard．respectively．Results The linear range for anisodamine was 1 O一

5 000#g／L(，．=0．999 O)，the limit of detection for anisodamine was 2#g／L，inter-and intra-day RSD was

les$than 4．2％．Conclusion The method offers the advantages of high sensitivity and accuracy for the de-

termination of anisodamine compared with the previously reported methods and is suitable for the pharma—

cokinetic study on anisodamine in rat in vivo．

Key words：anisodamine；HPLC—MS；plasma concentration

山莨菪碱是从茄科植物山莨菪Scopolia

tangutica Maxim．中分离出来的一种生物碱，由于

其结构和阿托品相似但对中枢神经的副作用较小而

常被用作M一胆碱受体阻断剂[1]，用于感染中毒休

克、急性肾炎、风湿性关节炎、肠胃炎症、惊厥和肺损

伤等疾病的治疗[引，甚至用来治疗非典(severe

acute respiratory syndrome，SARS)。文献报道了采

用TLC和HPLC法分析山莨菪碱在家兔、小鼠和

人体内的药动学[3州]，但灵敏度和专属性不够高，不

适合用于血液及生物组织中痕量山莨菪碱的定量分

析。本研究建立了一种灵敏度与专属性更高，且快速

简便的测定大鼠血浆中山莨菪碱的液相色谱串联电

喷雾离子阱质谱(LC／ESI—ITMS)法，该方法适合用

于山莨菪碱的药动学研究。

1材料与试剂

美国Finnigan公司LCQD’10型液相色谱一离子阱

质谱仪，包括电喷雾电离源(ESI)，TSP P4000泵，

TSP AS3000自动进样器，LCQ Xcalibur数据处理

系统和LCQuanl．2定量软件；TGL一16C高速离心

机(上海安亭科学仪器厂)。

山莨菪碱(质量分数98％以上)购于中国药品

生物制品检定所，阿托品(质量分数98％以上)购于

美国Sigma公司。甲醇、乙腈为色谱纯(美国Fisher

公司)，甲酸为分析纯，水为超纯水。

Wistar大鼠，体质量(200土20)g，雌雄兼用，由

湖北省实验动物研究中心提供，合格证：SCXK(鄂)

2003—2005。ig给药前禁食12 h，全程不禁饮水。

2方法与结果

2．1 色谱与质谱条件：Agilent Zorbax Eclipse

XDB—C18色谱柱(150 m．m×2．1 mm，5弘m)，并配有

Agilent公司相同柱填料的保护柱(12．5 mm×4．6

mm，5肛m)；流动相：甲醇一2 mmol／L醋酸铵缓冲液

(用甲酸调pH 3．5)(70 l 30)；体积流量：0．2

mL／min；柱温40℃。

ESI离子源；扫描范围m／z 100～1 000；离子源

喷射电压4．5 kV；毛细管电压13 V；毛细管温度

175℃；鞘气(N。)流速40个单位；碰撞诱导解离

(CID)能量为30％；自动进样器直接进样，正离子检

测；扫描方式为选择反应检测(SRM)，用于定量分

析的离子反应分别为m／z 306--，140(山茛菪碱)和

m／z 290---124(内标，阿托品)。单次扫描时间0．3 s，

含3次微扫描。

2．2血浆样品处理：大鼠ig给药60 mg／kg后，眼

球静脉丛取血，肝素抗凝，3 000 r／rain离心10 min，

抽取血浆样品0．1 mL置1．5 mL Ep管中，依次加

入0．1 mL甲醇，0．1 mL内标(阿托品500}tg／L)涡

漩振荡1 min后，加入1．0 mL甲醇，涡漩振荡

1 min，12 000 r／min离心10 rain，将上层离心液转
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移至另一试管中，重复上述操作1次，合并离心液。

将离心液在35℃氮气流下挥干，残渣用0．1 mL流

动相溶解，12 000 r／min离心10 min后取上清液置

进样小瓶中。自动进样器吸取20弘L进行

LC／MS／MS分析。

2．3质谱分析：对山莨菪碱进行一级质谱正离子全

扫描，准分子离子为m／z 306，对其进行碰撞诱导解

离，失去托品酸(C。H。。0。，m／z166)生成主要碎片

m／z 140，用于定量分析。对内标阿托品进行一级质

谱正离子全扫描，准分子离子为m／z 290，对其进行

碰撞诱导解离，脱去托品酸(C。H。。O。，m／z166)生成

主要碎片离子m／z 124，用于定量分析。山莨菪碱和

内标阿托品的二级质谱全扫描图见图1。
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图1 山蓖菪碱(A)和阿托品(B)的[M+H]+二级质谱

全扫描图

Fig．1 MS2 Spectra of[M+H]+for anisodamine

(A)and atropine(B)

2．4方法专属性：分别取6只大鼠的空白血浆，进

样分析，几乎没有物质响应；将一定质量浓度的山莨

菪碱对照品溶液加入空白血浆中，同法处理，结果山

莨菪碱的保留时间为1．99 min，内标的保留时间为

2．01 min，色谱图见图2。取大鼠单剂量ig 60 mg／kg

山莨菪碱9 h后收集的血浆样品，同法处理，结果血

浆中的内源性物质不干扰山莨菪碱及内标的测定，

见色谱图2。通过对比分析含10 pg／L山莨菪碱与

500 pg／L内标水溶液和血浆溶液的质谱响应，在

血浆溶液中的山莨菪碱和内标的色谱峰面积分别比

在水溶液中的降低5．6％和4．8％，说明血浆基质对

山莨菪碱和内标没有明显的电离抑制。

2．5标准曲线：取空白血浆0．10 mL，分别加入不

同质量浓度山莨菪碱0．10 mL和500,g／L内标阿

托品，配制成含山莨菪碱分别为10、50、100、500、

1 000、5 000 pg／L的血浆样品，进样测定。以血浆样

品质量浓度为横坐标，待测物与内标峰面积比为纵
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图2含10 t_Ig／L山蓖菪碱血浆样品(A)、含500 pg／L内

标的血浆样品(B)、单剂量lg 60 mg／kg山蓖菪碱

9 h后大鼠血浆样品(c)和含内标大鼠血浆

样品(D)的选择离子色谱图

Fig．2 Chromatagrams in selective Ion monitoring mode

of plasma sample spiked 10呜／L anlsodamlne(A)

and 500嵋／L atropine(B)，plasma sample 9 h

after ig administered anisodamine(60 mg／kg)(C)·

and plasma containing atropine(D)

坐标，用加权最ib--乘法进行线性回归，结果山莨菪

碱的线性范围为10～5 000,ug／L，回归方程为y=

5．407x104x+3．680x 10一，，．=0．999 0，最低检测

限为2弘g／L。

2．6 回收率与精密度试验：制备含山莨菪碱20、

200、2 000弘g／L样品各6份，制备供试品溶液，进样

测定，根据回归方程计算样品中山莨菪碱的质量浓

度与实际配制样品中山莨菪碱的质量浓度的比值，

求得方法回收率，并计算RSD。同样方法连续测定

3 d，计算RSD。结果见表1。

制备含山莨菪碱20、200、2 000 pg／L样品各6

表1大鼠血浆样品中山莨菪碱分析的准确度与精密度

(拜=6)

Table 1 Accuracy and precision for analysis of

aniso—damine In plasma of rats(矗一6)
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份，进样测定，以沉淀蛋白并萃取后的待测物色谱峰

面积与未经沉淀蛋白直接进样获得的色谱峰面积之

比，考察样品提取回收率，结果见表1。内标经同样

处理，其回收率为72．8％。

2．7稳定性试验：取含山莨菪碱20、200、2 000 gg／L

样品各5份，考察了在3次冷冻一解冻循环、血浆样

品放置24 h、血浆样品处理后室温放置8 h条件下

山莨菪碱的稳定性，结果山莨菪碱的方法回收率的

RSD均在士10％以内，见表2。

裹2大鼠血浆样品中山蓖菪碱的稳定性(万=5)

Table 2 Stability of anisodamine in plasma

of rats(一=5)

测得的质量浓度
条件 回收率／％ RSD／％

／(腿·L。1)

2．8体内药一时曲线：取6只Wistar大鼠，单剂量

ig 60 mg／kg山莨菪碱，分别于不同时间取血约0．3

mL，分离血浆，制备供试品溶液，进行LC—MS2测

定，绘制药一时曲线(图3)，并用药动学软件DAS2．0

进行曲线拟合，确定山莨菪碱血药浓度动态变化规

律符合二室开放模型，主要药动学参数见表3。
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图3 口服山莨菪碱后大■血浆中山莨菪碱的药一时曲线

Fig．3 Mean plasma concentration—time curve of aniso-

damine in rats after a single oral dose

3讨论

莨菪烷类生物碱无色，在紫外光区的吸收系数

表3山蓖菪碱大鼠体内动力学参数

Table 3 Pharmacokinetic parameters of anisodamine

in rats／n一●1口

小，亦无荧光。因此，文献报道的方法[3~63灵敏度较

低，不能满足生物样品中痕量莨菪烷类生物碱的测

定。本实验建立的LC—MS2方法用于测定莨菪烷类

生物碱，不仅灵敏度比文献报道的方法高2个数量

级，而且方法的抗干扰能力更强，线性范围更宽。

莨菪烷类生物碱均有自己的特征子离子，应用

LC—MS2定量分析莨菪烷类生物碱，应采用选择反

应检测模式。山莨菪碱的二级质谱特征碎片离子为

m／z 140，阿托品的为m／z 124，故本实验分别选择

m屈140、124作为山莨菪碱和内标阿托品的定量选

择反应检测离子，这样有利于提高分析方法的专属性。

应用LC—MS2进行定量分析，内标物的选择很

重要。尽管SRM具有多窗口同时检测的特点，原则

上只要求内标物具有特征性离子反应，而不必像

HPLC那样需要内标与被分析物等严格分离。但为

了保证分析方法回收率，一般选择结构类似物作为

内标。因此，本实验选择山莨菪碱的结构类似物阿托

品为内标。
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