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摘要 雷公藤内酯醇 ×°是雷公藤的主要有效成分之一 ∀研究不同剂量 ×°在 犬灌胃给药时

的绝对生物利用度和药代动力学 可望为其临床研究提供参考 ∀以泼尼松龙作内标 用乙酸乙酯液液萃取 建立

≤ 2°≤ ≥选择性离子监测方法测定血浆 ×°浓度 ∀ 犬分别静脉注射 ×° 1 # 
 !灌胃 ×° 1

1和 1 # 
进行药代动力学和绝对生物利用度研究 ∀结果表明  ×°在  ∗  # 

呈良好线性关系

ρ 1 批内和批间精密度  ≥⁄均小于  准确度在 1 ∗ 1 提取回收率大于  ∀静注 1

# 


×°后 Τ Β为 1 ? 1 ∀ 个剂量灌胃组 Τ¬Τ Α和 Τ Β经检验无统计学差异 ∀ ≤和 Χ¬
与

剂量之间线性相关 ∀灌胃 1 # 
后 ×°在 犬体内绝对生物利用度为  ?  ∀可见 ≤ 2°≤ ≥

法灵敏 !可靠 !专属性强 可用来测定 犬血浆 ×°的浓度 ×°在 犬体内消除较快 灌胃给药生物利用度

较高 ∀
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  雷公藤属卫矛科雷公藤属植物的一种 多个制

剂 片剂 !缓释片 !软膏剂 !巴布剂 !栓剂和擦剂等 

相继上市 用于治疗类风湿性关节炎 !红斑狼疮 !皮

肤病和肾脏疾病等 多个病种 临床使用达 多

年 ∀新近发现其在器官移植术后抗排斥反应方面具

有广阔应用前景 ≈ ∗  ∀雷公藤内酯醇 

×°是从雷公藤中分离出的活性较高的环氧化二萜

内酯化合物 是雷公藤的主要有效成分之一 其相关

效价比雷公藤总苷高  ∗ 倍 同时也是雷公藤

总苷片的质控指标 ∀现代药理及临床研究 ≈ ∗ 证

实 ×°具有显著的抗炎 !抗肿瘤 !抗生育及免疫调节

作用 ∀但是 ×°的药代动力学的研究报道极少 且

犬体内的药代动力学研究未见报道 ∀本研究先建立

了 ≤ 2 ≥测定犬血浆 ×°浓度的方法 并参照 

年 ≥ƒ⁄颁布的 5化学药物非临床药代动力学研究

技术指导原则 6对本方法进行验证 在此基础上进

行了 ×°在 犬体内高 !中和低 个剂量的药

代动力学及绝对生物利用度的研究 可望为其临床

研究提供参考 ∀

材料和方法

实验仪器  日本岛津 ≤ 2 ≥ 高效液相

色谱 2质谱联用仪 含两台 ⁄∂ °泵 在线真空脱气

机 恒温自动进样器 柱温箱 °≤离子源 四极杆

质谱检测器以及 ≤ 2 ≥ ∏ 1色谱工作站 ∀

药品和主要试剂  ×°对照品及原料药 中国医

学科学院皮肤病研究所提供 纯度均大于  内

标泼尼松龙 中国生物制品检定所提供 甲醇 !乙

腈为色谱纯 ƒ公司 ∀

实验动物  犬 只 体重 1 ? 1

由上海市新冈试验动物厂提供 ∀试验前驯养观

察 周 ∀

液相色谱条件  色谱柱  ¬ ∞¬2≤柱

  ≅ 1  ⁄  Λ美国 公司 

柱温  ε 流动相 1三乙胺 2乙腈 2甲醇  Β

Β流速  1 # 
 ∀

质谱检测条件  大气压化学离子化 °≤选

择性离子监测 2 ≥ 曲型脱

溶剂装置 ≤⁄温度  ε 加热块温度  ε 

°≤探针温度  ε 探针电压 1 ∂ ≤⁄电

压 1 ∂ 检测电压 1 ∂ 检测离子 ≈   



×°µ / ζ 1泼尼松龙 µ / ζ 1雾化气体

流速 1 # 
 ∀

溶液的配置  精密称定 ×°及泼尼松龙对照品

于  量瓶中 甲醇溶解定容 配成质量浓度为 

# 
的贮备液 置  ε 冰箱保存待用 ∀精密称

定 ×°原料药于  量瓶中 乙醇溶解定容 配置

成质量浓度为  # 
的母液 取适量母液用生

理盐水稀释成质量浓度分别为 11和 1

# 
的溶液供 犬灌胃使用 灌胃体积 

 # 

另取适量母液用注射用生理盐水稀

释成质量浓度为 1 # 
的溶液供 犬

静注使用 静注体积 1 # 

∀

血浆样品处理  含药犬血浆  加入内标溶

液  Λ# 

 Λ混匀 加入乙酸乙酯  

涡旋混合     # 
离心  上清液

 转入玻璃管中  ε 减压旋转蒸干 甲醇 

Λ溶解残渣   # 
离心  取上清

液  Λ于进样瓶中 进样  Λ∀

标准曲线  于试管中精密加入不同量的 ×°贮

备液 挥干后再加入空白犬血浆  混匀 配成

×°浓度为 和  # 
的

系列溶液 混匀后加入内标  Λ# 

溶液 

Λ按 /血浆样品处理 0项下操作 每种浓度测定 

份样品 记录峰面积 ∀

精密度和准确度  于试管中精密加入不同量的

×°贮备液 再加入空白血浆  配成 ×°质量浓

度分别为 和  # 

混匀后加入内标

溶液  Λ# 

  Λ按 /血浆样品处理 0项下

操作 记录 ×°与内标峰面积 计算两者比值 代入

随行标准曲线计算相应的药物浓度 按此法制备不

同天 个分析批内的样品 每种浓度做 份样品 分

别测定批内和批间的精密度与准确度 ∀

提取回收率  取试管加入空白犬血浆  加

入内标  Λ# 

 Λ按 /血浆样品处理 0项

下操作 用含有 和  # 


×°甲醇液

 Λ溶解残渣   # 
离心  取

上清液  Λ于进样瓶中 进样  Λ每种浓度做

份样品 记录 ×°的峰面积与内标的峰面积的比值

φ另取试管 精密加入不同量的 ×°贮备液 再加入

空白血浆  配成 ×°质量浓度为 和 

# 
的系列溶液 混匀后加入内标  Λ#



  Λ按 /血浆样品处理 0项下操作 每种浓

度做 份样品 记录 ×°峰面积与内标峰面积的比值

φ¬∀血浆中 ×°提取回收率 绝对回收率 为 Ρ  

φ¬ φ ≅ Ν∀其中 Ν Ν为萃取液体积校正

值 ∀

离子抑制率  取犬空白血浆  按 /血浆样
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品处理 0项下的方法处理 分别用含有 和 

# 
的 ×°甲醇液  Λ溶解残渣   

# 
离心  取上清液  Λ于进样瓶中 

进样  Λ每种浓度做 份样品 记录 ×°的峰面

积 Α¬另分别直接取 和  # 
的 ×°甲

醇液  Λ于进样瓶中 进样  Λ每种浓度做 

份样品 记录 ×°峰面积 Α∀血浆中内源性杂质对

×°的离子抑制率为 Ι    Α¬ Α ≅  ∀

样品稳定性  取不同量的 ×°贮备液 再加入

犬空白血浆  配成 ×°质量浓度为 和 

# 
的系列溶液 放置于   ε 反复冻融 

次 周后取出或放置 周后取出 分别考察冻融稳

定性和长期稳定性 取出的样品于  ε 恒温水浴融

解 混匀后加入内标 按 /血浆样品处理 0项下处理

样品 测定血浆 ×°浓度 ∀为了考察 ×°进样时稳定

性 将处理好 种浓度样品放入自动进样器中

 ε 各浓度在  内每  进样 次 分析比较

样品中 ×°浓度 ∀

绝对生物利用度实验  犬 只 雌雄各

半 随机均分为 和 组 实验前  禁食 给药

 后统一进食 ∀采用 1 # 
单剂量双周

期灌胃和静脉给药交叉实验 ∀第 周期 组 

犬灌胃给药  组静脉给药 第 周期两组交叉  

组灌胃给药 组静脉给药 ∀试验间隔 周 ∀ 

犬在给药前  开始禁食不禁水 服药  后统一

进食 ∀灌胃给药犬于给药前及给药后  

    1    

  和  犬前肢静脉采集血液 1 肝素

抗凝 离心得血浆  静脉给药的犬于给药前及

给药后        

       和  犬前肢对侧静脉采集血

液 1 肝素抗凝 离心得血浆  ∀所得血浆

 ε 保存待测 ∀

药代动力学实验  犬 只 雌雄各半 

随机分为两组 分别按 1和 1 # 
剂量灌

胃给药 ∀所有犬均在给药前  开始禁食不禁水 

服药  后统一进食 ∀于给药前及给药后  

    1    

  和  犬前肢静脉采集血液 1 肝素

抗凝 离心得血浆  所得血浆  ε 保存待测 ∀

数据统计分析  用 ⁄≥⁄∏≥药

代动力学软件进行数据分析 ∀

结果

1  方法专属性

在本实验条件下 ×°和内标有较大的质谱峰和

较好的分离度 血浆中杂质不干扰样品峰 ∀ ×°和内

标泼尼松龙的保留时间分别为 1 和 1 

图 ∀说明该方法专属性较高 ∀

2  标准曲线

以血浆 ×°浓度 Ξ为横坐标 ×°与内标的峰

面积比 Ψ为纵坐标 得标准曲线回归方程为 Ψ 

1 Ξ 1 ρ1 ν 线性范围为

 ∗  # 
 ∀最低检测浓度为  # 

 ∀

3  精密度 !准确度和回收率

当血浆 ×°质量浓度为 和  # 


时 批内及批间精密度  ≥⁄   !准确度在

1 ∗ 1 表 ∀当血浆 ×°浓度为 

和  # 
时 提取回收率分别为 1 ?

1  ? 和  ?  ∀可见该法可靠且

重现性好 ∀

4  离子抑制率

≤ 2 ≥方法定量测定生物样本中药物浓度时 

其离子强度常常受到内源性杂质的抑制 本研究考

察了 个不同来源的犬空白血浆经提取后 内源性

杂质对 ×°的离子抑制情况 ∀在  和  #




×° 个浓度下 离子抑制率均在 ? 之间 

说明在本实验条件下 无离子抑制现象 ∀

5  样品稳定性

经考察血浆 ×°浓度测定在反复冻融 次 !

Ταβλε 1  ∏  ≤ 2 ≥  





# 

•  ν  

≤

∏#  °  ∏ 

 ν  

≤

∏#  °  ∏ 

 1 ? 1 1 1 1 ? 1 1 1

 1 ? 1 1 1 1 ? 1 1 1

  ?  1 1  ?  1 1


∞¬  ≥⁄


≤∏  ∏  ≅ 
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Φιγυρε 1  ×≥  

    ≤          1  

 1 # 


⁄  ××°  °≥

 ε 贮存 周和  ε 放置  等 种条件下 准

确度分别在 1 ∗ 1  1 ∗ 1

和 1 ∗ 1之间 说明在测定条件下样品

稳定性好 ∀

6  ΤΠ在 Βεαγλε犬体内绝对生物利用度研究

将测得的血浆 ×°浓度按统计矩法计算 ≤

灌胃组所得的 ≤与静注组的 ≤之比即为绝对

生物利用度 Φ ∀在实验过程中 犬 只

进行对照 所得 Φ 为  ?  ∀

7  ΤΠ在 Βεαγλε犬体内药动学研究

犬分别 √ ×° 1 # 
及  ×°

11和 1 # 
后 血浆 ×°浓度随时间

变化的情况如图 所示 ∀采用 ⁄≥药动学软件对

血药浓度 2时间数据进行分析 以理论浓度值与测得

值相关性最好 及 ≤最小为判别标准 ∀结果表明

√给药后 ×°在动物体内代谢过程符合一级动力学

消除的二室模型 按此模型拟合得出药代动力学参

数如表 所示 Τ Β为 1 ? 1给药后 ×°

在动物体内代谢过程也符合二室模型 其药代动力

Φιγυρε 2    2

 √     

ν  ξ ? σ

学参数见表 ∀将 个剂量灌胃后 犬的 Τ

ΑΤ Β和 Τ¬进行方差分析 结果无统计学差异 ∀

大 !中 !小剂量组所得的 ≤和 Χ¬的平均值与剂

量存在一定线性关系 ∀
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Ταβλε 2  °

   √∏  

1 # 

ν  ξ ? σ

° ∂ ∏

Α  ? 

Α 1 ? 1

Β  ? 

Β 1 ? 1

Κ 


1 ? 1

Κ 


1 ? 1

Κ 


1 ? 1

∂  Φ# 
1 ? 1

∂ Φ#  1 ? 1

× Α 1 ? 1

Τ Β 1 ? 1

≤Φ#  #  1 ? 1

≤  τ Λ#  #   ?  

≤  ] Λ#  #   ?  

Ταβλε 3  °

      

ν   ξ ? σ

°
⁄# 

1 1 1

Τ Α 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

Τ Β 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

Τ¬  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

Χ¬ Λ# 
 ?   ?   ?  

≤ Λ#  #   ?   ?   ?  

讨论

×°的分析测定方法有多种 但测定血浆 ×°浓

度的方法仅有高效液相色谱法 !气相色谱法 ≈ ∀

本文建立了测定血浆 ×°浓度的 ≤ 2°≤ ≥方法 ∀

在方法建立过程中发现 ×°在电喷雾离子源 ∞≥

条件下 电离效率低 换用 °≤源后信号较强 经

过进一步对  ≥条件 !流动相组成及比例进行优化 

建立了 °≤ 2°≤ ≥方法 采用液液萃取 操作

方便 分析时间仅为  灵敏度达  # 



经验证该法分离效率高 !稳定 !准确且重现性好 满

足药代动力学研究的需要 ∀内标泼尼松龙与 ×°结

构及极性相似 价廉易得 稳定性好 ≈   
分子

离子峰 µ / ζ与 ×°一致均为 1且与 ×°峰较好

分离 进一步增加了血浆 ×°测定的稳定性与重复

性 ∀

小鼠急性毒性研究 ≈表明 灌胃给予 ×°后 

⁄约为 1 # 

因此分别以  ⁄和

 ⁄即 1和 1 # 
为高 !低剂量 并

取 1 # 
为中剂量 进行犬的药代动力学

研究 ∀ 犬静脉给予 ×°后 在体内代谢过程符

合二室模型 消除半衰期为 1 ? 1 表明 ×°

在 体内消除较迅速 ∀不同剂量 给药后 ×°

在 犬血浆中清除过程亦符合二室模型 平均

消除半衰期分别为 1 ? 1 1 ? 1 和

1 ? 1 与静脉给药结果无统计学差异 符合

药物代谢规律 ∀随着 剂量的增加 Χ¬和 ≤存

在明显剂量依赖性 且 Χ¬和 ≤增加的比例与剂

量增加的比例一致 说明在 1 ∗ 1 # 
剂

量下 ×°在 犬血浆中清除符合线性动力学过

程 ∀本实验中灌胃给予 ×°的平均绝对生物利用度

为  ?  表明 ×°经消化道给药的生物利用

度较高 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ÷ •  •     ¬ Τριπτερψγιυµ ωιλφορδιι ) 

≤    ∏∏√

≈ ×   

≈   ≤ ⁄  ≤     

∏∏   ∏  ×•  

∏ × ≈  ∏   

≈ × ÷   °∞ × ≤ 2 

∏∏√   Τριπτερψγιυµ ωιλφορδιι

 ƒ ≈  ∏ ⁄≤   



≈ ∏ • ∏ ± ƒ ≠   × ∏≤⁄

 ≤⁄ ¬  2 ∏  ×°2
≈ °≥   

≈ ≠ ≥ ≤  ∏  ×  

 ∏≈    ≤×

  

≈  ÷ °  ∏  ∏√

∏   ≈  °  

⁄√ 天然产物研究与开发    

≈ ≠  ÷  ≠∏ ≠ ≥ ⁄ 

 ∏    ∏

 ≈ ≤  ≤色谱  

  

≈ • •   ÷  ⁄ 

   ∏   2
∏ ≈  ≤ 

  

≈ ∏ •  ≠  ∏   × ∏ 

∏2¬    

 ≈ √   ×同济医科大学学

报    

≈ ⁄   • ∏ ≠  ×  × ∏  ∏

¬  ≈ ≤ ×⁄∏

中草药    
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