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• 药理与临床 • 

LC-MS/MS法同时测定犬血浆中延胡索乙素和欧前胡素及其在元胡止痛片 

药动学研究中的应用 

刘严宏 1, 2，刘延平 2，耿雅杰 2，张铁军 3，李全胜 2，刘万卉 1，司端运 2* 
1. 烟台大学药学院，山东 烟台  264005 
2. 天津药物研究院 释药技术与药代动力学国家重点实验室，天津  300193 
3. 天津药物研究院 天津市中药质量控制技术工程实验室，天津  300193 

摘  要：目的  建立同时测定Beagle犬血浆中的延胡索乙素和欧前胡素的 LC-MS/MS分析方法，并应用于元胡止痛片的药动学研

究。方法  采用液-液萃取方式进行样品处理，萃取剂为甲基叔丁基醚，内标为乙氧苯柳胺；采用XDB-C18（50 mm×4.6 mm，5 μm）
柱色谱分离，柱温 40 ℃，体积流量 0.4 mL/min；流动相为甲醇-0.1%甲酸水溶液，梯度洗脱；采用电喷雾离子源（ESI）、正离子

扫描、多反应离子监测（MRM）进行测定，延胡索乙素：m/z 356.2 [M＋H]+→m/z 192.1，欧前胡素：m/z 271.1 [M＋H]+→m/z 203.0，
内标乙氧苯柳胺：m/z 258.1 [M＋H]+→m/z 121.1。应用WinNonlin 6.3软件非房室模型统计矩方法计算药动学参数。结果  延胡索

乙素在 0.05～20 ng/mL线性良好，欧前胡素在 0.005～2 ng/mL线性良好，延胡索乙素和欧前胡素的定量下限分别为 0.05 ng/mL和

0.005 ng/mL；批内和批间精密度均小于 14.4%，准确度均在–7.19%～5.89%；提取回收率在 82.8%～108%，基质效应在 88.2%～
109%。Beagle犬 po给予元胡止痛片后，延胡索乙素的主要药动学参数 tmax、Cmax、AUC0~t、AUC0~∞、MRT0~t、MRT0~∞、Vd、CL
和 t1/2分别为（1.08±0.20）h、（48.70±18.10）ng/mL、（170.00±75.70）h·ng/mL、（178.00±77.50）h·ng/mL、（6.41±1.13）h、

（8.09±1.85）h、（133.00±63.00）L、（11.90±5.54）L/h和（7.71±1.07）h；欧前胡素的主要药动学参数 tmax、Cmax、AUC0~t、
AUC0~∞、MRT0~t、MRT0~∞、Vd、CL和 t1/2分别为（1.17±0.26）h、（0.063 4±0.023 5）ng/mL、（0.176 0±0.091 9）h·ng/mL、
（0.204 0±0.097 3）h·ng/mL、（2.550±0.669）h、（3.640±0.818）h、（22 351±7 990）L、（7 917±6 030）L/h和（2.390±0.877）h。
结论  该分析方法专属性强，灵敏度高，能同时测定犬血浆中延胡索乙素和欧前胡素，可用于元胡止痛片给药后犬的药动学研究。 
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Simultaneous determination of tetrahydropalmatine and imperatorin in plasma 
of dog by LC-MS/MS method and pharmacokinetic study on application of 
Yuanhu Zhitong Tablets 
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Abstract: Objective  To describe the pharmacokinetic profile of Yuanhu Zhitong Tablet (YZT) when administered to Beagle’s dogs, a 
simple and sensitive method for determining tetrahydropalmatine and imperatorin in plasma of dogs was developed and validated by 
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  Plasma samples were treated by a liquid-liquid extraction 
method with methyl tertiary butyl ether. Etofesalamide was used as internal standard (IS). The separation was performed on a  
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ZORBAX Eclipse XDB-C18 column (50 mm × 4.6 mm, 5 μm) at 40 ℃ with a flow rate of 0.4 mL/min using gradient mobile phase. 
The mobile phase was consisted with methanol and 0.1% formic acid in water. After separated by liquid chromatography, analytes and IS 
were detected in electrospray ionization source (ESI) positive ion mode at the specific multiple reaction monitoring (MRM) transitions of 
m/z 356.2 [M + H]+→m/z 192.1 for tetrahydropalmatine, m/z 271.1 [M + H]+→m/z 203.0 for imperatorin, and m/z 258.1 [M + H]+→m/z 
121.1 for IS. The pharmacokinetic parameters for tetrahydropalmatine and imperatorin were calculated by WinNonlin 6.3 pharmacokinetic 
program using non-compartmental analysis. Results  Good linearity was achieved over the concentration ranges of 0.05 − 20 ng/mL for 
tetrahydropalmatine and 0.005−2 ng/mL for imperatorin, with the lower quantification limit of 0.05 and 0.005 ng/mL, respectively. The 
intra- and inter-batch precisions were less than 14.4%, and the accuracies were within ± 7.19% for all analytes. The mean extraction 
recoveries of analytes were between 88.2%−107%, and the matrix effects of analytes were between 82.2% −108%. The pharmacokinetic 
parameters of tetrahydropalmatine after ig administration of YZT including tmax, Cmax, AUC0~t, AUC0~∞, MRT0~t, MRT0~∞, Vd, CL, and t1/2 
were as follows: (1.08 ± 0.20) h, (48.70 ±18.10) ng/mL, (170.00 ± 75.70) h·ng/mL, (178.00 ± 77.50) h·ng/mL, (6.41 ± 1.13) h, (8.09 ± 
1.85) h, (133.00 ± 63.00) L, (11.90 ± 5.54) L/h, and (7.71 ± 1.07) h; The pharmacokinetic parameters of imperatorin were (1.17 ± 0.26) h, 
(0.063 4 ± 0.023 5) ng/mL, (0.1760 ± 0.091 9) h·ng/mL, (0.204 0 ± 0.097 3) h·ng/mL, (2.550 ± 0.669) h, (3.640 ± 0.818) h, (22 351 ± 
7 990) L, (7 917 ± 6 030) L/h, and (2.390 ± 0.877) h. Conclusion  The fully validated LC-MS/MS method is successfully applied to a 
pharmacokinetic study on tetrahydropalmatine and imperatorin in Beagle’s dogs following ig administration of YZT. 
Key words: Yuanhu Zhitong Tablet; tetrahydropalmatine; imperatorin; LC-MS/MS; pharmacokinetics 
 

元胡止痛片是典型且相对简单的中药复方制

剂，由延胡索和白芷 2味中药组成，多年来在临床

上应用于治疗胃痛、胁痛、头痛、行经腹痛及创伤

性肿胀疼痛[1-2]。经研究发现，生物碱和香豆素类化

合物是延胡索和白芷中的主要活性成分[3]，且具有

广泛的药理活性，如血管舒张、止痛、抗炎、抗焦

虑及抗痉挛等[4-9]。其中延胡索乙素是延胡索中的异

喹啉类生物碱，是元胡止痛片中的重要活性成分，

《中国药典》将延胡索乙素作为延胡索和元胡止痛

片的质控成分。欧前胡素是白芷中的香豆素类化合

物，具有良好的止痛、抗炎等药理活性[10-12]，现已

被作为白芷的质控成分[1]。 
目前，关于延胡索乙素和欧前胡素的药动学研

究有很多，但大部分已报道文献都集中于延胡索乙

素[13-15]和欧前胡素[16-18]单一成分的药动学研究。也

有文献报道在元胡止痛提取物给药后，对动物体内

的包括延胡索乙素在内的多种成分进行药动学研

究。如 Gao 等[19]用 LC-MS/MS 法同时测定延胡索

和元胡止痛提取物给药后，小鼠血浆和脑组织中延

胡索乙素、小檗碱、巴马汀和脱氢紫堇碱 4种生物

碱的质量浓度，其中延胡索乙素的定量下限为 5 
ng/mL。另外，Tao 等[20]建立了液相色谱串联四级

杆飞行时间质谱的方法检测元胡止痛提取物 ig 给

药后，大鼠血浆中包括延胡索乙素及紫堇碱在内的

5 种化合物，延胡索乙素线性范围为 50～5 000 
ng/mL，该研究虽然在大鼠血浆中同时检测到了欧

前胡素，但并未将欧前胡素作为元胡止痛提取物的

关键活性成分进行药动学研究。目前虽然已建立有

多种方法测定生物样品中欧前胡素的量[16,18,21]，但

尚无同时对欧前胡素和延胡索乙素 2种有效成分进

行药动学研究的方法。建立元胡止痛片给药后，同

时测定延胡索乙素和欧前胡素 2种有效成分的分析

方法，对于研究 2者在体内的暴露行为及其药动学

研究具有十分重要的意义。 
延胡索乙素和欧前胡素2种活性成分在元胡止痛

片中的量均很低[22]，本实验考察的元胡止痛片，经测

定其延胡索乙素和欧前胡素的量分别为 0.4 mg/g 和

0.26 mg/g。当每只犬以 18片的剂量经口服给药时，

延胡索乙素和欧前胡素实际的给药量仅为 0.18 mg/kg
和 0.117 mg/kg。因此，需要建立高灵敏度的分析方法

描述元胡止痛片给药后2种主要成分在Beagle犬体内

的药动学特征。本研究旨在建立一种高灵敏度、高准

确度的 LC-MS/MS方法，同时测定 Beagle犬血浆中

的延胡索乙素和欧前胡素，阐明元胡止痛片给药后

Beagle犬体内延胡索乙素和欧前胡素的药动学特征。 
1  材料 
1.1  仪器 

日本 Shimadzu公司 Prominence 30 A液相色谱

仪，配有 LC-30AD二元梯度泵，CTO-30A柱温箱，

SIL-30AC 自动进样器，DGU-20A5 脱气机；美国

Applied Biosystems 公司 Sciex TRIPLE QUADTM 
5500型三重四极杆串联质谱仪，配有电喷雾离子化

源（ESI）以及 Analyst 1.5.2数据处理软件；Zorbax 
Eclipse XDB-C18（50 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，

Agilent Technologies公司；BM-40型纯水制备系统，

北京中盛茂源科技发展有限公司。 
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1.2  药品与试剂 
延胡索乙素对照品（批号 110726-201414，质量

分数 99.9%）、欧前胡素对照品（批号 110826-201214，
质量分数 99.5%）均由天津药物研究院中药现代研究

部提供；乙氧苯柳胺（中国食品药品检定研究院，

批号 100680-200901，质量分数 100%）；元胡止痛片

（南宁市维威制药有限公司，批号 130805，糖衣片，

规格 0.45 g/片，片芯质量 0.25 g/片）；甲醇（色谱级，

天津市康科德科技有限公司）；甲酸（色谱级，天津

光复精细化工研究所）；甲基叔丁基醚（色谱纯，美

国 Tedia公司）；超纯水（BM-40仪器自制）。 
1.3  动物 

健康 Beagle犬 6只，雌雄各半，普通级，体质

量 10.1～11.8 kg，由北京玛斯生物技术有限公司提

供。饲养间采用明暗各 12 h间隔的照明控制，饲养

室的温度保持在（22±1）℃，湿度保持在（60±5）%。 
2  方法 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Zorbax Eclipse XDB-C18（50 mm×4.6 
mm，5 μm），柱温 40 ℃，流动相为 100%甲醇-0.1%
甲酸水溶液，梯度洗脱：0～2.5 min，40%甲醇，2.5～
4.8 min，90%甲醇；5.0～7.0 min，98%甲醇；7.1～
11 min，40%甲醇；体积流量为 0.4 mL/min，进样

量为 10 μL。 
2.2  质谱条件 

离子源为电喷雾离子源（ESI），正离子扫描模

式，多反应监测（MRM）定量检测（驻留时间 200 
ms）；各项参数分别为卷帘气（CUR）：68.95 kPa

（10 psi），碰撞气（CAD）：55.06 kPa（8 psi），喷

雾电压（IS）：5 000 V，源温度（TEM）：400 ℃，

Gas1：620.55 kPa（90 psi），Gas2：273.80 kPa（40 
psi），入口电压（EP）：6 V，碰撞出口电压（CXP）：
15 V；延胡索乙素：m/z 356.2 [M＋H]+→m/z 192.1，
碰撞能（CE）75 V，去簇电压（DP）280 V；欧前

胡素：m/z 271.1 [M＋H]+→m/z 203.0，CE 19 V，DP 
65 V；内标乙氧苯柳胺：m/z 258.1 [M＋H]+→m/z 
121.1，CE 30 V，DP 80 V。 
2.3  溶液配制 

配制的待测物质控样品储备液和工作液均存

放于 4 ℃冰箱，临用时室温放置 30 min后使用。 
2.3.1  延胡索乙素和欧前胡素的混合对照品储备

液与系列工作液  分别精密称取延胡索乙素 10.01 
mg，欧前胡素 10.05 mg分别置于 50 mL量瓶中，

用甲醇定容，混合均匀，得 200 μg/mL 的延胡索乙

素和 200 μg/mL 欧前胡素对照品溶液，精密量取 1 
mL延胡索乙素对照品溶液（200 μg/mL）和 0.1 mL
欧前胡素对照品溶液（200 μg/mL），置于 100 mL量
瓶中，用甲醇定容，混合均匀，得含 2 μg/mL 延胡

索乙素和 0.2 μg/mL欧前胡素的混合对照品溶液。随

后用甲醇梯度稀释成延胡索乙素质量浓度分别为

20、10、2、1、0.2、0.1、0.05 ng/mL和欧前胡素质

量浓度分别为 2、1、0.2、0.1、0.02、0.01、0.005 ng/mL
的系列混合对照品工作液及延胡索乙素质量浓度分

别为 16、2、0.1 ng/mL和欧前胡素质量浓度分别为

1.6、0.2、0.01 ng/mL的系列质控混合工作液。 
2.3.2  内标储备液与工作液  精密称取 10 mg乙氧

苯柳胺，置于 10 mL量瓶中，用甲醇溶解定容，混

合均匀，得 1.0 mg/mL内标储备液 I。精密量取 1.0 
mg/mL内标储备液 I 1 mL，置于 100 mL量瓶中，

用甲醇定容，混匀得 10 μg/mL 内标储备液 II。精密

量取 10 μg/mL内标储备液 II 1.00 mL，置于 500 mL
量瓶中，用甲醇定容，混匀得 20 ng/mL内标工作液。 
2.4  血浆样品采集 

健康 Beagle犬 6只，po给予元胡止痛片，给药

剂量为 4.5 g/犬，即 18片/犬，相当于 36 g生药，20 
mL水送服，给药前禁食，自由饮水，给药后 4 h喂
食。分别于给药前（0 h）及给药后 0.083、0.25、0.5、
1、1.5、2、3、4、6、8、12、24、30 h从犬前肢静

脉采血 4 mL，肝素抗凝，离心分离血浆（4 ℃、4 000 
r/min离心 5 min），−80 ℃冰箱冻存至测定。 
2.5  血浆样品处理 

检测时，将血浆样品从−80 ℃冰箱中取出后，室

温放置融化，取 500 μL 血浆，加入 50 μL 内标乙氧苯

柳胺（20 ng/mL）、10 μL 甲醇、3 mL甲基叔丁基醚，

涡旋 2 min，4 ℃、12 000 r/min离心 5 min；取上清液

2.4 mL于玻璃管中，37 ℃ N2吹干，加入 100 μL 复

溶液（甲醇-水-甲酸 5∶3∶2）复溶，涡旋混匀 1 min，
取样本于内插管中，4 ℃、12 000 r/min离心 5 min， 取
上清液 10 μL进样，进行 LC-MS/MS定量分析。 
2.6  数据处理 

应用 Analyst 1.5.2数据处理软件，对待测物

延胡索乙素、欧前胡素和内标乙氧苯柳胺进行积

分，记录峰面积。以待测物质量浓度为横坐标

（X），待测物与内标物的峰面积比值为纵坐标

（Y），用加权最小二乘法（权重为 1/x2）进行回归

运算，求得的直线回归方程即为校正曲线。以
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WinNonlin 6.3 软件非房室模型统计矩方法计算

药动学参数。 
3  结果 
3.1  方法学验证 

本实验根据美国科学促进会（AAPS）指导原

则进行分析方法学验证[23]，验证的内容包括：专属

性、精密度和准确度、线性和定量下限、基质效应、

提取回收率、稳定性、稀释效应。 
3.1.1  专属性  本实验检测犬空白血浆、加入对照

品的空白血浆样品、元胡止痛片给药后的血浆样

品，结果表明，延胡索乙素、欧前胡素和内标乙氧

苯柳胺的保留时间分别为 1.60、4.46、4.41 min。空

白基质对延胡索乙素、欧前胡素以及内标的测定无

干扰，色谱图见图 1。
 

  

  
 

I-延胡索乙素  II-欧前胡素  III-内标  A-空白血浆  B-空白血浆＋对照品＋内标  C-犬口服元胡止痛片后 30 min的血浆样品 
I-tetrahydropalmatine  II-imperatorin  III-IS  A-blank plasma  B-blank plasma + reference substance + IS  C-plasma sample at 30 min after ig YZT to dogs 

图 1  方法学专属性色谱图 
Fig. 1  Specific chromatograms of methodology 

3.1.2  线性范围及定量下限  取 500 μL 犬空白血

浆，加入 10 μL混合对照品系列工作液，得到犬血浆

校正曲线，采用“2.5”项下的方法进行样品处理，

进行 LC-MS/MS分析，记录延胡索乙素、欧前胡素

及内标的峰面积。根据“2.6”项下的方法进行数据

处理，最低浓度点的准确度在 80%～120%，其余 6
个浓度点的校正标样的准确度均在 85%～115%。典

型校正曲线得到回归方程为延胡索乙素：Y＝0.006 08 
X＋0.000 057 2，r＝0.995 4，线性范围为 0.05～20 
ng/mL；欧前胡素：Y＝0.489 X＋0.000 648，r＝0.998 4，
线性范围 0.005～2 ng/mL。延胡索乙素和欧前胡素

的定量下限分别为 0.05 ng/mL和 0.005 ng/mL，两

者的相对误差（RE）在−3.33%～−1.13%，精密度

RSD均小于 14%。 
3.1.3  准确度和精密度  配制高、中、低质量浓度

（延胡索乙素质量浓度分别为 16.0、2.0、0.1 ng/mL
和欧前胡素质量浓度分别为 1.6.0、0.20、0.01 
ng/mL）水平的系列质控混合工作液，采用“2.5”
项下的方法进行生物样品处理，进行 LC-MS/MS分

析，每个质量浓度 6个样本，连续进行 3个批次的

样本分析。应用当日校正曲线计算各质控样品的质

量浓度，考察分析方法的准确度和精密度，结果见

表 1。犬血浆中延胡索乙素各质量浓度水平质控样

品的 RE 在−7.19%～4.00%，批内精密度 RSD 在

4.67%～8.67%，批间精密度 RSD在 2.15%～14.4%；
犬血浆中欧前胡素各质量浓度水平质控样品的 RE
在−3.68%～5.89%，批内精密度 RSD 在 4.65%～

7.75%，批间精密度 RSD 在 1.68%～5.66%，均符

合有关生物样品分析方法验证的要求。准确度和精

密度具体结果见表 1。 
3.1.4  基质效应  使用 6批犬空白血浆，低（延胡

索乙素 0.1 ng/mL、欧前胡素 0.01 ng/mL）、中（延

胡索乙素 2 ng/mL、欧前胡素 0.2 ng/mL）、高（延

胡索乙素 16 ng/mL、欧前胡素 1.6 ng/mL）3个质量

浓度水平进行基质效应考察。 
样品 A：40 μL 超纯水、25 μL 无水甲酸、10 μL

质控工作液、50 μL 内标乙氧苯柳胺（20 ng/mL）
甲醇溶液，涡旋 1 min，4 ℃、12 000 r/min离心 10 
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min；取样本于内插管中，4 ℃ 、12 000 r/min离心

5 min，进样 10 μL，进行 LC-MS/MS定量分析记录

待测物和内标的色谱峰面积。 
样品 B：取 500 μL 犬空白血浆，加入 60 μL 甲

醇和 3 mL甲基叔丁基醚，涡旋 2 min后，4 ℃、

12 000 r/min离心5 min。取2.4 mL上清液至玻璃管，

37 ℃水浴中 N2流吹干，100 μL 上述样品 A复溶，

涡旋混匀2 min，将样品溶液转移至进样管中，4 ℃、

12 000 r/min离心 5 min，进样 10 μL进行LC-MS/MS
分析记录待测物和内标的色谱峰面积。 

样品B测得的峰面积与相应质量浓度的样品A
测得的峰面积比即为待测物和内标的基质效应。 

结果见表 1，表明延胡索乙素在 3个质控质量浓度

水平下的基质效应为 88.2%～104%，RSD为 1.53%～
5.35%；欧前胡素在 3个质控质量浓度水平下的基质效

应为 96.8%～107%，RSD 为 1.40%～7.89%；内标乙

氧苯柳胺的基质效应为 89.8%，基质效应不会对犬血

浆中延胡索乙素和欧前胡素的分析产生明显影响。 
3.1.5  提取回收率   使用低（延胡索乙素 0.1 
ng/mL、欧前胡素 0.01 ng/mL）、中（延胡索乙素 2 
ng/mL、欧前胡素 0.2 ng/mL）、高（延胡索乙素 16 
ng/mL；欧前胡素 1.6 ng/mL）3个质量浓度水平进

行提取回收率考察，每个质量浓度 6个样本。 

样品 C：取 500 μL 犬空白血浆，加入 10 μL 质

控工作液，50 μL 内标工作液（乙氧苯柳胺 20 
ng/mL）和 3 mL甲基叔丁基醚，涡旋 2 min后，4 ℃、

12 000 r/min离心5 min。取2.4 mL上清液至玻璃管，

37 ℃水浴中 N2流吹干，100 μL 复溶液（甲醇-水-
无水甲酸 50∶30∶20）复溶，涡旋混匀 2 min，将

样品溶液转移至进样管中，4 ℃、12 000 r/min离心

5 min，进样 10 μL 进行 LC-MS/MS定量分析记录

待测物和内标的色谱峰面积。 
样品C测得的峰面积与相应质量浓度的样品B

测得的峰面积比即为待测物和内标的提取回收率。 
结果见表 1，表明在试验选择的样品处理条件

下，待测物延胡索乙素在 3个质控质量浓度水平下

的提取回收率为 98.1%～108%，RSD 为 4.07%～
4.99%；待测物欧前胡素在 3 个质控质量浓度水平

下的提取回收率为 84.7%～91.9%，RSD为 6.77%～

9.95%，内标乙氧苯柳胺的提取回收率为 82.8%。 
3.1.6  稳定性  该实验分别考察了室温放置 4 h，进

样器放置 48 h，−80 ℃冻存 3周以及冻融循环 3次的

条件下，延胡索乙素和欧前胡素在犬血浆中的稳定

性。由表 2可以看出，2个质控质量浓度水平的延胡

索乙素和欧前胡素RSD均不大于 8.76%，因此犬血浆

中的延胡索乙素和欧前胡素在分析过程中稳定。 

表 1  方法精密度、准确度、提取回收率及基质效应结果 (n = 6) 
Table 1  Results of precision, accuracy, recovery, and matrix effect (n = 6) 

分析物 ρ/(ng·mL−1) 批间精密度 RSD/% 批内精密度RSD/% 准确度RE/% 
 

提取回收率/% 基质效应/% 
延胡索乙素   0.1 14.4 5.87 2.24 98.10±3.99 88.20±4.72 
   2.0 8.79 4.67 4.00 100.00±4.97 104.00±2.51 
  16.0 2.15 8.67 −7.19 108.00±5.37 98.60±1.51 
欧前胡素    0.01 3.92 4.76 5.53 84.70±5.73 99.00±7.81 
    0.20 5.66 4.65 5.89 91.90±6.99 96.80±6.10 
    1.60 1.68 7.75 −3.68 87.30±8.69 107.00±1.49 
内标  20.0    82.80±2.14 89.80±6.87 

表 2  稳定性结果 (n = 6) 
Table 2  Results of stability (n = 6) 

条件 延胡索乙素 欧前胡素 
ρ/(ng·mL−1) RE/% RSD/% ρ/(ng·mL−1) RE/% RSD/% 

室温放置 4 h  0.1 3.33 7.12 0.01 4.63 3.66 
16.0 2.71 5.95 1.60 4.48 2.02 

冻融循环 3次  0.1 4.68 6.59 0.01 3.03 8.76 
16.0 5.21 6.32 1.60 3.13 3.85 

冻存 3周  0.1 5.05 3.77 0.01 6.30 6.23 
16.0 5.00 4.44 1.60 6.46 2.34 

进样器放置 24 h  0.1 8.80 6.26 0.01 8.00 4.46 
16.0 1.87 6.24 1.60 6.35 2.86 
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3.1.7  稀释效应  为考察犬血浆药物浓度超出曲

线范围的样品测定准确度，制备延胡索乙素质量浓

度为160 ng/mL和欧前胡素质量浓度为16 ng/mL的
混合生物样品，用空白犬血浆稀释 10 倍后进行测

定，考察稀释效应。稀释 10 倍后测定结果乘以稀

释倍数所得计算值，与标识质量浓度相比的延胡索

乙素的 RE为 9.06%，RSD 为 3.22%；欧前胡素的

RE为 4.79%，RSD为 2.81%。表明对犬血浆样品进

行稀释后分析，经校正计算后的结果能够准确反映

超出曲线范围的药物质量浓度。 
3.2  药动学研究 

本实验验证了同时测定犬血浆中的延胡索乙

素和欧前胡素的 LC-MS/MS 方法。6 只成年健康

Beagle犬，以 18片/犬的剂量 po给药后，按“2.4”
项下方式采集样品，按“2.5”项下方式进行样品处

理，测定血浆中的延胡索乙素和欧前胡素的质量浓

度，药时曲线如图 2 所示。Beagle 犬经 po 给药元

胡止痛片后，与体内暴露量密切相关的及与消除过

程密切相关的药动学参数如表 3所示。延胡索乙素

在 Beagle 犬体内的 tmax 为 1.08 h，Cmax 为 48.70 
ng/mL，AUC0~t为 170.00 h·ng/mL，t1/2为 7.71 h；
欧前胡素在犬体内的 tmax为 1.17 h，Cmax为 0.063 4 
ng/mL，AUC0~t为 0.176 0 h·ng/mL，t1/2为 2.390 h。 
 

      
图 2  犬口服元胡止痛片后血浆中延胡索乙素 (A) 和欧前 

胡素 (B) 的药物浓度-时间曲线 ( x±s, n = 6) 
Fig. 2  Mean plasma concentration-time curves of  
tetrahydropalmatine (A) and imperatorin (B) after ig 
administration of YTZ to dogs ( x±s, n = 6) 

表 3  犬口服给药元胡止痛片后延胡索乙素和欧前胡素的 
主要药动学参数 ( x±s, n = 6) 
Table 3  Main pharmacokinetic parameters of tetrahydropalmatine 
and imperatorin after ig administration of YTZ to dogs 
( x±s, n = 6) 

参数 单位 延胡索乙素 欧前胡素 

tmax h 1.08± 0.20 1.17±0.26 

Cmax ng·mL−1 48.70±18.10 0.063 4±0.023 5 

AUC0~t h·ng·mL−1 170.00±75.70 0.176 0±0.091 9 

AUC0~∞ h·ng·mL−1 178.00±77.50 0.204 0±0.097 3 

MRT0~t h 6.41±1.13 2.550±0.669 

MRT0~∞ h 8.09±1.85 3.640±0.818 

Vd L 133.00±63.00 22 351±7 990 

CL L·h−1 11.90±5.54 7 917±6 030 

t1/2 h 7.71±1.07 2.390±0.877 
 
4  讨论 

本实验考察了向水相中加入甲酸铵、乙酸铵及

甲酸后对延胡索乙素、欧前胡素及内标乙氧苯柳胺

色谱行为的影响，结果发现加入甲酸后，分析物的

峰形得以改善，同时可以增强分析物响应，提高灵

敏度。进一步考察了向水相中加入不同体积分数的

甲酸。最终选择 0.1%的甲酸水溶液作为水相。另外

为避免基质效应及改善峰形，采用梯度洗脱方式。 
沉淀蛋白、液液萃取及固相萃取都是样品处理

的常用手段。实验采用甲醇沉淀犬血浆时发现有严

重的基质效应且灵敏度很低。改用液液萃取方式

后，分别考察了醋酸乙酯、二氯甲烷、乙醚及甲基

叔丁基醚作为提取剂，发现醋酸乙酯提取后基质效

应较高，而一步的甲基叔丁基醚萃取可以很好地克

服上述问题，提取回收率较高且无明显基质效应。

且液液萃取方式成本低，样品处理过程简单，适合

大批量生物样品分析，因此实验采用甲基叔丁基醚

萃取的方式进行样品处理。 
在研究中，建立的 LC-MS/MS方法灵敏度高、

专属性好，延胡索乙素在0.05～20 ng/mL线性良好，

欧前胡素在 0.005～2 ng/mL线性良好，延胡索乙素

和欧前胡素的定量下限分别为 0.05 ng/mL和 0.005 
ng/mL，批内和批间精密度均小于 14.4%，准确度

均在–7.19%～5.89%，提取回收率在 82.8%～108%，
基质效应在 88.2%～107%；且仅用一步液液萃取方

式进行样品处理，处理方式简单，可行性高。经验

证，该方法可用于同时测定犬血浆中的延胡索乙素
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和欧前胡素，并应用于口服给药元胡止痛片后

Beagle犬的药动学研究。 
结果显示，元胡止痛片给药后，犬体内延胡索

乙素的 tmax为 1.08 h，Cmax为 48.70 ng/mL，AUC0~t
为 170.00 h·ng/mL，t1/2为 7.71 h，与文献报道的元

胡止痛分散片在犬体内的药动学研究[24]相比，吸收

相对较慢，但 t1/2 较长，在体内的清除过程较为缓

慢；换算成与本研究相同的给药剂量，发现元胡止

痛分散片给药后延胡索乙素在体内的暴露量远远

大于元胡止痛片。由此可以看出，不同剂型的元胡

止痛复方制剂在体内的暴露行为具有较大的差异，

因此该方法的建立对于研发和筛选更为有效的元

胡止痛复方制剂的剂型具有十分重要的意义。 
有研究表明，欧前胡素配伍延胡索总碱 ig给予

大鼠，发现欧前胡素能够提高延胡索乙素在大鼠血

浆中的量[25]，且延胡索乙素与白芷香豆素总挥发油

配伍时对大鼠醋酸扭体法等的镇痛作用均优于延胡

索乙素单用[26]，因此，该方法的建立对于延胡索乙

素、欧前胡素以及其联合用药的药动学研究，并阐

明其发挥药理作用的作用机制具有重要的意义。 
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