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摘要  目的: 建立能同时分离分析大鼠尿样中延胡索乙素 ( THP )及其代谢产物的 HPLC /DAD方法。方法: 尿样经 Oasis HLB

C18固相萃取小柱提取, 采用 H PLC /DAD法检测,色谱柱: U ltima te XB- C18 ( 416 mm @ 200 mm, 5 Lm ); 流动相: A相为 011%醋

酸水溶液 (三乙胺调节 pH 515), B相为乙腈,梯度洗脱; 流速为 110 mL# m in- 1; 检测波长 230 nm;大鼠给药 THP后,收集其尿

样分析。结果: TH P在 01 10~ 5010 Lg# mL - 1的范围内有良好的线性关系 ( r= 019999), 最低定量限为 0110 Lg# mL- 1,平均方

法回收率为 9915% , 提取回收率为 7316% ;日内和日间 RSD小于 9%。结论:所建立的方法准确可靠,可用于 TH P尿样浓度测

定及其排泄动力学研究。
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Abstract Objective: To deve lop an SPE- HPLC method for the determ inat ion o f tetrahydropa lmatine in rat urine.

Methods: Samp les w ere purified by O asis HLB C18 SPE co lumn. Separation w as perform ed on U ltima te XB- C18

co lumn( 416mm @ 200 mm, 5 Lm ), and themobile phasew as comprised of 011% acetic acid so lut ion( adjusted to

pH 515 w ith triethy lam ine) - aceton itrile and de livered in grad ient procedure. F low rate w as 110 mL# m in
- 1

and

the de tect ion w aveleng th w as set a t 230 nm. Results: The ca libration curve w as linear in the range o f 0110- 5010
Lg# mL

- 1
for tetrahydropalmat ine( r= 019999), w ith LLOQ o f 0110 Lg# mL

- 1
. The average recovery w as 9915%

and the ex traction recovery w as 7316%. Intra- day and inter - day RSDs w ere less than 9%. Conclusion: The

method is accurate, reliab le and su itab le for excretion study ofTHP in ra.t

Key words: tetrahydropalmat ine; so lid phase ex traction( SPE) ; HPLC /DAD; excre tion

传统中药延胡索是罂粟科紫堇属植物延胡索

(Corydalis yanhusuoW. T. W ang )的干燥块茎, 别称

元胡、玄胡等,具有活血、利气、止痛的功效, 常用于

治疗各种疼痛。延胡索的化学活性成分主要为生物

碱
[ 1]
,其中以延胡索乙素 ( tetrahydropalmat ine, THP)

的止痛、镇痛、抗惊厥作用最强,常被作为该药材的

质控指标
[ 2]
。

关于延胡索乙素的体内动态过程, 前期研究
[ 3]

已经进行了延胡索乙素在大鼠体内的血浆药代动力

学研究,获得该成分在动物体内的吸收、分布等信

息, 并且提示该成分经过代谢后可能存在多个代谢

产物。本文建立了定量测定 SD大鼠尿样中延胡索

乙素的固相萃取 - HPLC /DAD方法, 可用于尿样测

定及排泄动力学研究,为进一步分离制备代谢产物

提供基础。

1 仪器与试药
VAR IAN ProStar 210高效液相色谱仪: P roS-

tar 210双泵、410分析型自动进样器、PDA - 330

二极管阵列检测器、S tar色谱工作站; SU PELCO

固相萃取仪, OAS IS萃取小柱 ( C1 8, 1 mL, W aters
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公司 )。

THP硫酸盐对照品 (批号: 110726- 200208,纯

度: 9919% )购自中国药品生物制品检定所; THP原

料药由南宁市药品检验所 (中国,广西 )提供,乙腈、

甲醇为色谱纯 ( C aledon公司 ) ,冰醋酸、三乙胺等均

为分析纯;水为二次重蒸馏水。

2 方法

211 色谱条件 U ltim ate XB- C18色谱柱 ( 416 mm

@ 200mm, 5 Lm ), C18保护柱 (月旭材料科技上海有

限公司 )。流动相: A相为 011%醋酸水溶液 (三乙

胺调节 pH 515), B相为乙腈,采用梯度洗脱方式: 0

~ 22m in, 15% B线性增至 40% B, 22~ 32 m in,保

持 40% B; 32~ 35m in,线性降至 15% B。流速: 110
mL# m in

- 1
;柱温:室温;检测波长: 230 nm; 进样量:

50 LL。

212 对照品储备液的配制 精密称取 THP硫酸盐

对照品适量,至 10 mL量瓶中, 加水溶解, 定容后即

得 1 mg# mL
- 1
对照品储备液。以纯水稀释成 110,

210, 810, 2010, 8010, 20010, 50010 Lg# mL
- 1
系列浓

度的对照品溶液。

213 尿样处理 采用固相萃取方法, 固相萃取小

柱先依次用甲醇 1 mL、水 1 mL活化,然后加入尿样

015mL,依次用水 1 mL、5%及 30%甲醇溶液各 015
mL淋洗, 弃去淋洗液; 再用 90%甲醇溶液 015 mL

洗脱并收集洗脱液,于 45 e 水浴挥干, 用 200 LL流

动相复溶,取 50 LL进样。

214 动物实验设计 健康 SD大鼠 10只, 雌雄各

半,体重 220~ 250 g,购自上海斯莱克实验动物有限

责任公司,合格证号: SCXK (沪 ) 2007- 0005。10只

大鼠按性别分为 2组, 分置于代谢笼内, 收集空白

尿。以 60 mg# kg
- 1
THP灌胃,分别收集给药后 0~

3, 3~ 6, 6 ~ 9, 9 ~ 12, 12~ 24, 24~ 36, 36 ~ 48 h尿

样。尿样保存于 - 20 e 冰箱, 待测。

3 结果

311 方法专属性 图 1为空白尿液样品、空白尿样

添加 THP对照品溶液以及实测尿液样品的色谱图。

可见, 尿样中的内源性物质、代谢产物均能与 THP

达到良好的基线分离, 不干扰样品的测定, THP的

保留时间为 3217 m in, 3个代谢产物的保留时间分

别为 14, 18, 22 m in左右。

312 线性与最低定量限 取大鼠空白尿样 0145
mL共 7份, 分别加入系列浓度的 THP对照品溶液

50 LL, 配制成浓度为 0110, 0120, 0180, 210, 810,
2010, 5010 Lg# mL

- 1
的 THP对照品尿样, 涡旋混

图 1 大鼠尿样中 THP的色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s ofTH P in rat urin e

A.空白尿样 ( b lank urin e)  B.空白尿样添加 210 Lg# mL- 1 THP

( b lank u rine spik edw ith 210Lg# mL- 1 THP )  C.大鼠给药后 0~ 3 h

收集的尿样 ( urine sam ple col lected at 0~ 3 h after dos ing)

1. TH P 2. 3, 4.代谢产物 ( m etabol ites)

匀, 按上述 /尿样处理 0方法处理后, 进样测定。以

THP峰面积 (A )对浓度 ( C )作线性回归, 得到标准

曲线方程为:

A = 11243 @106 C - 61528 @ 10
3  r = 019999( n= 7)

表明在 0110~ 5010 Lg# mL
- 1
范围内, 尿样中 THP

浓度与色谱峰面积线性关系良好, 最低定量限为

0110 Lg# mL
- 1

(以信噪比 S /N = 10计 )。

313 精密度试验 取大鼠空白尿液 0145 mL, 按

/ 3120项下方法配制 THP低、中、高 ( 012, 210, 5010
Lg# mL

- 1)
的质量控制样品各 5份, 按尿样处理方

法处理,于同一天内重复测定 5次, 连续测定 3 d,求

得日内和日间精密度,见表 1。

314 提取回收率 取大鼠空白尿液 0145 mL, 按

/ 3120项下方法配制 THP低、中、高 ( 012, 210, 5010
Lg# mL

- 1
)的质量控制样品各 5份, 按 /尿样处理 0

方法处理后进样, 记录 THP峰面积, 另用流动相配

制相应浓度的 THP对照品溶液,不经固相萃取直接

进样,将两组峰面积相比, 计算提取回收率, 结果见

表 1。

315 方法回收率 取大鼠空白尿液 0145 mL, 按

/ 3120项下方法配制 THP低、中、高 ( 012, 210, 5010
Lg# mL

- 1
)的质量控制样品各 5份, 按相同尿样处

理方法处理后进样,根据标准曲线方程求得药物浓

度, 与已知加入浓度比较,得方法回收率,见表 1。
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表 1 延胡索乙素尿样回收率及精密度测定结果 (n= 5)

Tab 1 Recoveries and precision results for THP in rat urine

加入量

( added) /

Lg# mL- 1

提取回收率

( ex traction

recove ry ) /%

RSD

/%

方法回收率

( me thod

recovery) /%

RSD

/%

精密度

( prec ision, RSD /% )

日内

( intra-

day)

日间

( inter-

day )

012 7219 ? 415 612 10216 ? 51 3 512 81 1 817

210 7416 ? 311 412 9618 ? 31 7 318 21 7 713

5010 7312 ? 210 217 9911 ? 31 5 315 61 8 519

316 稳定性试验

室温稳定性: 低、中、高 ( 012, 210, 5010 Lg#

mL
- 1

) 3种对照品尿液经过提取后, 放入全自动进

样器中分别于 0, 12, 24 h测定,用测得的 THP峰面

积与 0 h时的峰面积结果进行比较, 求得 RSD <

310%,表明处理后的样品在自动进样器中存放 24 h

内稳定。

冻融稳定性:配制低、中、高 ( 012, 210, 5010 Lg
# mL

- 1
) 3种对照品尿样,放入 - 20 e 冰箱保存,分

别于 1, 7, 14 d取出,冻融, 按上述尿样处理方法处

理进样, 测得 RSD为 316% ~ 615% , 表明尿样中

THP冷冻保存 14 d稳定性良好。

317 THP的尿液排泄分析 采用所建立的方法测

定 2组大鼠 (每组 5只 )尿样中的 THP含量,计算各

组累积排泄量,其尿药累积排泄曲线如图 2, 可见给

药后 24 h内大鼠体内 THP基本排泄完毕, 3~ 6 h时

间段 THP排泄量较大。雌、雄两组在给药后 24 h内

的尿液累积排泄量分别为 ( 6615 ? 2417) Lg和
( 10418 ? 5712) Lg, 累积排泄率分别为 0155%和
0187%, 提示大鼠尿液中 THP的排泄存在一定的性

别差异。此外,在本实验条件下,从大鼠尿样中分离

出了 3个可能的代谢产物峰 (保留时间分别为 14,

18, 22 m in左右, 该 3个色谱峰的 DAD光谱图与

THP的 DAD光谱图相似 ), 其分离制备和结构确证

正在进行中。

4 讨论
前期研究显示 THP在大鼠体内经过生物转化

可能存在多个代谢产物, 本试验旨在建立 SPE -

HPLC法测定大鼠尿样中 THP的浓度, 应用于其尿

液排泄研究以及为进一步寻找和确证相应的代谢产

物提供信息。当采用原有的流动相等度洗脱条

图 2 大鼠体内 THP的尿药累积排泄曲线

F ig 2 Cum u lative urinary excret ion of THP after .i g. adm in istration to

rats

1.雄性大鼠组 ( m ale rats)  2.雌性大鼠组 ( fem ale rats)

件
[ 3]
时,有较多内源性物质峰不能达到基线分离,

其中也包括代谢产物峰, 因而通过对乙腈和水不同

配比进行筛选, 兼顾分离度、保留时间及峰形等因

素, 最终确定梯度洗脱方案, 使内源性物质峰与代谢

产物峰较好分离, THP保留时间在 33 m in左右。

为了获得更多的代谢产物信息,本试验选用 C18

小柱进行尿样的固相萃取, 比较了多种溶剂对样品

中内源性物质的洗脱效果, 结果发现上样后纯水淋

洗去除水溶性内源性物质效果明显, 但接着用 5%

甲醇溶液淋洗后,内源性杂质还较多,导致色谱峰上

有部分干扰; 而再用 30%甲醇溶液淋洗, 杂质明显

减少,且对 THP提取回收率以及代谢产物信息没有

影响,最终确定了本试验的萃取方案,实验结果充分

显示出固相萃取在尿样测定及代谢产物追踪方面的

优势。
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