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基于 ＬＣＭＳ／ＭＳ研究异夏佛塔苷在大鼠体内
药代动力学及其绝对生物利用度
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摘　要　建立ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定大鼠血浆中异夏佛塔苷的浓度，研究异夏佛塔苷在大鼠体内的药代动力学特性及其绝对
生物利用度。分别灌胃给药１５、３０、６０ｍｇ／ｋｇ和静脉注射异夏佛塔苷０５ｍｇ／ｋｇ后，建立ＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法测定大鼠
血浆中异夏佛塔苷的含量，运用 ＤＡＳ３０软件计算药代动力学参数。异夏佛塔苷在１０～５０００ｎｇ／ｍＬ内线性良好（ｒ＝
０９９７６），专属性、精密度和准确度、基质效应和提取回收率以及稳定性均符合生物样本分析要求。药代动力学参数显示：
灌胃给药低、中、高３个剂量组，ｃｍａｘ分别为（１０９３４±２２８７）、（２５９８４±９５３５）、（４９９２６±２８８０９）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ分别为
（３１０５７±４６１８）、（５５２６７±２０７１４）、（１０７５０３±３７１１９）ｈ·ｎｇ／ｍＬ，ｔ１／２分别为（２３６±０２２）、（２９１±０１９）、（３０４±
０８６）ｈ，ｔｍａｘ分别为（１０３±０２５）、（１１８±０１７）、（１５±０４３）ｈ，ＭＲＴ０ｔ分别为（１１３３±１５３）、（１１２７±１０９）、（８２９±
０７６）ｈ；静脉注射后，ＡＵＣ０ｔ为（１５３６±４２１３）ｈ·ｎｇ／ｍＬ，ｔ１／２为（２５７±０４６）ｈ，ＭＲＴ０ｔ为（９５５±２３７）ｈ，绝对生物利用
度分别为６７３％，５９９％，５８０％。结果表明，本研究所建立的 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法可应用于异夏佛塔苷在大鼠体内的药
代动力学特性研究。
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　　天南星（ＡｒｉｓａｅｍａＥｕｂｅｓｃｅｎｓ（ｗａｌｌ）Ｓｃｈｏｔｔ）
属天南星科天南星属植物，首载于《神农本草经》，

又以半夏精、掌叶半夏、蛇木相称［１］。其性味苦，

辛、温、有毒，具有燥湿化痰、祛风定惊、消肿散结之

功效［２］。可用于顽痰咳嗽、胸膈胀闷、风疾眩晕、

口眼歪斜、半身不遂、癫痫、惊风及破伤风等疾

病［３］。有研究证实：异夏佛塔苷（ｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ，分
子式：Ｃ２６Ｈ２８Ｏ１４，结构见图１）作为天南星的主要成
分之一，其具有保肝护肝、抗炎、抗肿瘤、清热祛湿

等药理作用，具有临床应用的潜力［４］。本文建立

一种快速、简便、灵敏的ＬＣＭＳ／ＭＳ的分析方法，用
于研究异夏佛塔苷在大鼠体内的药代动力学行为

及其绝对生物利用度，旨在为异夏佛塔苷临床研究

提供理论基础。
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　材　料

１１　药品与试剂
异夏佛塔苷（批号：５２０１２２９０，纯度 ＞９８％，北

京北纳创联生物技术研究院）；对乙酰氨基酚（内

标，批号：１０３９０２，纯度 ＞９９％，中国药品生物制品

检定所）；甲醇为色谱级（德国Ｍｅｒｃｋ公司）；去离子
纯净水（自制）；其他试剂均为市售分析纯试剂。

１２　仪　器
１２００型高效液相色谱仪，６４１０Ｂ三重四极杆

质谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＳｏｒｖａｌｌＬｅｇｅｎｄＭｉｃｒｏ
１７Ｒ台式高速冷冻离心机（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；ＭＥ１０４Ｅ型万分之一电子天平（瑞士梅特
勒托利多仪器有限公司）；双重纯水机（上海亚荣
生化仪器厂）。

１３　动　物
成年、健康 ３２只 ＳＤ大鼠，雌雄各半，体重

（２００±２０）ｇ。由江苏省南京市江宁区青龙山动物
繁殖场提供，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１７００１。所有
动物实验均符合动物伦理委员会标准。

'

　方　法

２１　色谱与质谱条件
色谱条件：色谱柱ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（１５０ｍｍ ×

２１ｍｍ，５μｍ），柱温２５℃；流速为０３ｍＬ／ｍｉｎ；
流动相 Ａ相：甲醇，Ｂ相：０１％ 甲酸水溶液，采用
梯度洗脱（见表 １）；进样量 １０μＬ；分析时间
１１０ｍｉｎ。

Ｔａｂｌｅ１　ＧｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｉｎＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓ

ｔ／ｍｉｎ ＰｈａｓｅＡ／％ ＰｈａｓｅＢ／％
０ １５ ８５
１５ １５ ８５
２０ ９０ １０
５０ ９０ １０
５５ １５ ８５
１１ １５ ８５

　　质谱条件：离子源：电喷雾离子化源 （ＥＳＩ）；检
测方式：正离子模式；扫描方式：多反应离子监测
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（ＭＲＭ）；喷雾电压：－４０００ｍＶ；源温度：３５０℃；
卷帘气：４０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６．８９５ｋＰａ）；碰撞气：１５ｐｓｉ；
用于定量分析的离子反应分别为异夏佛塔苷（ｍ／ｚ
５６５１→３７９１，碰撞能为３０ｅＶ）和对乙酰氨基酚
（ＩＳ，ｍ／ｚ１５２１→１１０２，碰撞能为１０ｅＶ）。
２２　溶液的制备
２２１　内标对乙酰氨基酚储备液和工作溶液的配
制　精密称取对乙酰氨基酚１００ｍｇ，置于１０ｍＬ
量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得

１０ｍｇ／ｍＬ的标准贮备液。精密吸取标准内标储
备液适量，用甲醇逐级稀释配成质量浓度为

１０００ｎｇ／ｍＬ的内标工作液。于４℃保存，备用。
２２２　异夏佛塔苷储备液和工作溶液的配制　精
密称取异夏佛塔苷１００ｍｇ，置于１０ｍＬ量瓶中，
加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得１０ｍｇ／ｍＬ
的标准储备液。再用甲醇依次稀释成质量浓度分

别为５００００、２００００、１００００、５０００、１０００、５００
和１００ｎｇ／ｍＬ的系列标准溶液。于 ４℃保存，
备用。

２２３　异夏佛塔苷质控样品溶液的配制　精密量
取异夏佛塔苷储备液用甲醇稀释制成质量浓度分

别为４００００、４０００、３００ｎｇ／ｍＬ的质控样品工作
溶液。于４℃保存，备用。
２２４　异夏佛塔苷血浆校正曲线及质控样品的配
制　精密吸取上述异夏佛塔苷系列工作溶液
１０μＬ，用空白 ＳＤ大鼠血浆配制成含异夏佛塔苷
１０、５０、１００、５００、１０００、２０００和５０００ｎｇ／ｍＬ
的异夏佛塔苷混合标准血浆样品溶液。同法制备

血浆低、中、高质量浓度（３０、４００、４００ｎｇ／ｍＬ）质
控样品。然后，按样品处理方法处理样品。

２３　血浆样品处理
取血浆样品 １００μＬ，添加沉淀剂甲醇（含

０１％甲酸）３００μＬ，涡旋３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清液，氮气吹干后用 １００μＬ甲醇（含
０１％甲酸）复溶，再加入内标１０μＬ，涡旋３ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液进行ＬＣＭＳ／ＭＳ
定量分析。

２４　药代动力学研究［５－８］

选用３２只成年、健康 ＳＤ大鼠，体重约２００～
２２０ｇ，雌雄各半，随机分成４组，每组８只。上述
４组ＳＤ大鼠均是给药前１５ｈ禁食不禁水。其中，
第１组ＳＤ大鼠（低剂量组）单剂量灌胃给药异夏

佛塔苷１５ｍｇ／ｋｇ，第２组 ＳＤ大鼠（中剂量组）单
剂量灌胃给药异夏佛塔苷３０ｍｇ／ｋｇ，第 ３组 ＳＤ
大鼠（高剂量组）单剂量灌胃给药异夏佛塔苷

６０ｍｇ／ｋｇ。于给药前及给药后０２５，０５，１，２，４，
６，８，１０，１２ｈ眼底静脉丛取血０２ｍＬ；第４组尾静
脉注射给药异夏佛塔苷０５ｍｇ／ｋｇ，于给药前及给
药后００８３，０１６７，０５，０７５，１，１５，２，４，６ｈ眼底
静脉丛取血 ０２ｍＬ，均放于经肝素抗凝的管中，
３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后分离血浆，置于０５ｍＬ
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中－８０℃冰箱保存待测。
２５　数据处理

采用 ＤＡＳ３０数据处理软件，按照非房室模
型计算药代动力学参数。以８只健康 ＳＤ大鼠（雌
雄各半）单剂量尾静脉注射异夏佛塔苷０５ｍｇ／ｋｇ
作为参比，计算８只健康ＳＤ大鼠（雌雄各半）灌胃
给药异夏佛塔苷１５，３０，６０ｍｇ／ｋｇ的绝对生物
利用度（Ｆａｂｓｏｌｕｔｅ），见公式（１）：

Ｆａｂｓｏｌｕｔｅ（％）＝
ＡＵＣ０－∞（ｉｇ）×Ｄｏｓｅｉｖ
ＡＵＣ０－∞（ｉｖ）×Ｄｏｓｅｉｇ

×１００ （１）

２６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１８０统计学软件对数据进行分析，

计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检验
Ｐ＜００５为有统计学差异，Ｐ＜００１为有显著统计
学差异。

(

　结　果

３１　专属性考察
分别取ＳＤ大鼠空白血浆、空白血浆中加入异

夏佛塔苷和内标对乙酰氨基酚，按“２３”项下血浆
处理办法，考察方法的专属性。结果表明（见图

２）：空白血浆中内源性物质不干扰入异夏佛塔苷
和内标对乙酰氨基酚的测定，表明该方法的特异性

良好。

３２　线性范围和定量下限
将异夏佛塔苷系列血浆标准溶液按“２３”项

下血浆处理办法，进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。以异夏佛
塔苷浓度为横坐标（Ｘ，ｎｇ／ｍＬ），异夏佛塔苷与内
标对乙酰氨基酚之比为纵坐标（Ｙ）进行加权（１／
Ｘ２）线性回归，得异夏佛塔苷血浆标准曲线方程
为：Ｙ＝００１１０８Ｘ＋００１４４（ｒ＝０９９７６），结果表
明：异夏佛塔苷血浆浓度在１０～５０００ｎｇ／ｍＬ范
围内线性关系良好。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｒａｔｐｌａｓｍａ（Ａ）；ｂｌａｎｋｒａｔｐｌａｓｍａ＋ｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ（５００ｎｇ／ｍＬ）＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（１０００ｎｇ／ｍＬ）（Ｂ）；ｂｌａｎｋ
ｒａｔｐｌａｓｍａ＋ｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ（１０ｎｇ／ｍＬ）＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（５００ｎｇ／ｍＬ）（Ｃ）
１：Ｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ；２：Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ

３３　精密度与准确度
按“２２４”项下配制低、中、高 ３种不同异夏

佛塔苷血浆质控样品，按“２３”项下血浆处理办
法，进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。每个浓度平行配制 ６
份，并连续测定３ｄ，分别计算日内和日间精密度，
结果见表２。结果表明：该分析方法的准确度和精
密度良好，均符合样品分析要求。

Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｔｅｒａｎｄｉｎｔｒａｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ
ｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

ｃ／
（ｎｇ／ｍＬ）

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％
Ｉｎｔｒａｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
（ＲＳＤ，％）

Ｉｎｔｅｒｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
（ＲＳＤ，％）

１ ９９１８±５２１ ７３ ８５
３ １００３±７４３ ６１ ７９
４０ ９９３０±３６５ ４６ ４１
４００ １０２２±３１２ ３９ ３４

３４　基质效应与提取回收率
按“２２４”项下配制低、中、高 ３种不同异夏

佛塔苷血浆质控样品，按“２３”项下血浆处理办

法，进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。记录异夏佛塔苷和对乙
酰氨基酚的峰面积为 Ａ１、Ａ２；将空白血浆和相应工
作溶液进样记为Ｂ１和Ｂ２；与相应的工作液直接进
样记为Ｃ１和Ｃ２。异夏佛塔苷的提取回收率为Ａ１／
Ｂ１×１００％，基质效应为 Ｂ１／Ｃ１×１００％，对乙酰氨
基酚的提取回收率为 Ａ２／Ｂ２×１００％，基质效应为
Ｂ２／Ｃ２×１００％。结果见表３。结果表明：低、中、高
３个浓度提取回收率和基质效应良好，满足生物样
品中药物的分析要求。

３５　稳定性考察
按“２２４”项下配制低、中、高３种不同异夏佛

塔苷血浆质控样品，考察样品室温放置６ｈ，－８０℃
循环冻融３次以及－８０℃长期冻融１０ｄ稳定性，并
按“２３”项下处理后的样品于进样器放置１２ｈ，考
察处理后样品进样器放置的稳定性，结果见表４。
结果表明：低、中、高３个剂量在上述条件下稳定性
良好，可用于生物样品中药物的分析要求。

Ｔａｂｌｅ３　ＭａｒｔｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅａｎｄＩＳｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ｃ／（ｎｇ／ｍＬ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ／％

Ｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
ＬＱＣ ３ ９０１２±４８８ ９０３３±６７６ ９１２４±６７１ １０７５±３７５
ＭＱＣ ４０ ９２６１±５４６ ９３６３±４１５ ９３６５±４２３ １００９±５３３
ＨＱＣ ４００ ８９１８±３８５ ８７０７±４８７ ９６８３±１８３ １０５８±６２３
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Ｔａｂｌｅ４　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ
ｃ／

（ｎｇ／ｍＬ）
Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（６ｈ）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ＲＳＤ／％

Ｃｙｃｌｅｆｒｅｅｚｉｎｇ（－８０°Ｃ，３ｔｉｍｅｓ）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ＲＳＤ／％

Ｌｏｎｇｔｅｒｍｆｒｅｅｚｉｎｇ（－８０°Ｃ，１０ｄ）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ＲＳＤ／％

Ｓａｍｐｌｅｒ（１２ｈ）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ＲＳＤ／％

ＬＱＣ ３ ４９±８１２ ６７ ５０±１０３３ ５４ ４９±７４３ ８４ ４９±７４３ ５４
ＭＱＣ ４０ ４１１±５１４ ７２ ３９２±６０３ ６９ ４１０±８１１ ６８ ４００±８１１ ７４
ＨＱＣ ４００ ４０５５±６１８ ４１ ３９９０±０７２ ２４ ４６８１±５８８ ７３ ５１２１±６２１ ４２

３６　异夏佛塔苷在大鼠体内药代动力学
ＳＤ大鼠单剂量灌胃给药异夏佛塔苷 １５，

３０，６０ｍｇ／ｋｇ，尾静脉注射异夏佛塔苷０５ｍｇ／ｋｇ
后，按“２４”项下采集的各时间点血浆样品，并按
“２３”项下血浆处理办法，进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。
测定异夏佛塔苷的大鼠血浆浓度。灌胃给药异夏

佛塔苷１５，３０，６０ｍｇ／ｋｇ后的血药浓度时间数
据曲线见图 ３，尾静脉注射异夏佛塔苷０５ｍｇ／ｋｇ
后的血药浓度时间数据曲线见图４。采用ＤＡＳ３０
软件和非房室模型统计矩方法计算药代动力学参

数，药代动力学参数见表５。

—●—１．５ｍｇ／ｋｇ；—■—３．０ｍｇ／ｋｇ；—▲—６．０ｍｇ／ｋｇ
Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅｉｎ
ｒａｔｓａｆｔｅｒｉｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅｉｎ
ｒａｔｓａｆｔｅｒｉｖａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（０５ｍｇ／ｋｇ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｔａｂｌｅ５　Ｐｈａｒｍｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｉｓｏｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅａｆｔｅｒｉｇｏｒｉｖａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ
ＡＵＣ０－ｔ／
（ｈ·μｇ／ｍＬ）

ＡＵＣ０－∞／
（ｈ·μｇ／ｍＬ）

ｔｍａｘ／ｈ
ｃｍａｘ／
（ｎｇ／ｍＬ）

ｔ１／２／ｈ ＭＲＴ／ｈ

Ｇｒｏｕｐ１（ｉｇ，１５ｍｇ／ｋｇ） ３１０５±４６１８ ３２５２±４５１５ １０３±０２５ １０９３±２２８７ ２３６±０２２ １１３３±１５３
Ｇｒｏｕｐ２（ｉｇ，３０ｍｇ／ｋｇ） ５５２６±２０７１ ５７９９±２０８５ １１８±０１７ ２５９８±９５３５ ２９１±０１９ １１２７±１０９
Ｇｒｏｕｐ３（ｉｇ，６０ｍｇ／ｋｇ） １０７５±３７１１ １１９０±３９８７ １５±０４３ ４９９２±２８８１ ３０４±０８６ ８２９±０７６
Ｇｒｏｕｐ４（ｉｖ，０５ｍｇ／ｋｇ） １５３６±４２１３ １５９３±３８１３ － － ２５７±０４６ ９５５±２３７

３７　异夏佛塔苷在大鼠体内的绝对生物利用度
本试验以 ＳＤ大鼠单剂量静注给药异夏佛塔

苷０５ｍｇ／ｋｇ后体内血药浓度时间曲线下面积
ＡＵＣ０－∞为参比，计算 ＳＤ大鼠单剂量灌胃给药异
夏佛塔苷１５，３０，６０ｍｇ／ｋｇ３个剂量组后异夏
佛塔苷入血的绝对生物利用度。考虑到 ＳＤ大鼠
动物实验个体差异的特殊性，采用８只 ＳＤ大鼠单
剂量灌胃给药异夏佛塔苷１５，３０，６０ｍｇ／ｋｇ及８
只ＳＤ大鼠单剂量静注给药异夏佛塔苷０５ｍｇ／ｋｇ
后异夏佛塔苷入血的 ＡＵＣ０－∞的平均值进行比较，
得到异夏佛塔苷在 ＳＤ大鼠体内的绝对生物利用
度（％）分别为６７３、５９９、５８０。

&

　结　论

异夏佛塔苷作为一种黄酮类成分，利用 ＬＣ
ＭＳ／ＭＳ方法探讨异夏佛塔苷在大鼠体内的药代动
力学行为及绝对生物利用度未见文献报道。因此，

本实验建立一种快速、专属性强、灵敏度高、检测下

限低的ＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法。血浆提取办法考察
了蛋白沉淀法（沉淀试剂考察甲醇、乙腈、甲醇（含

０１％甲酸）和乙腈（含 ０１％甲酸）、液液萃取法
（萃取试剂考察乙醚、甲基叔丁基醚和正己烷）以

及沉淀吹干的样品提取方法。本实验最终采用沉

淀吹干法，沉淀试剂选用甲醇（含０１％甲酸）。该

９７
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提取方法具有高回收率、低基质效应以及较好的重

现性。本实验基于 ＬＣＭＳ／ＭＳ所建立的异夏佛塔
苷定量范围为１０～５０００ｎｇ／ｍＬ，能充分满足本
实验研究的需要。此方法的专属性、准确度、精密

度、基质效应、稳定性均符合方法学要求，适用于大

鼠体内血药浓度测定及绝对生物利用度研究。
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