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在线固相萃取-HPLC法测定比格尔犬血浆中丹参素的含量
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[摘  要]  目的:建立测定比格尔犬血浆中丹参素含量的在线固相萃取- H PLC 法。方法: 血浆样品经蛋白质沉淀, 采用

Lichr ospher C18为富集柱, 以乙腈- 10 mmo l/ L NaH2 PO 4 ( 5 B 95) 为富集流动相, 流速 2 ml/ min; 选择 U ltimat e XB- C18

( 50 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm)为分析柱, 以乙腈- 10 mmol/ L NaH 2 PO4 ( 11 B 89) 为分析流动相, 流速为 0. 8 ml/ min, 检测波长

285 nm。结果: 丹参素在 20~ 2 000 ng / ml浓度范围内线性关系良好, 最低定量限为 20. 0 ng/ ml, 日内和日间 RSD 均< 10% ,

平均绝对回收率> 80%。结论: 本方法简便、快速、灵敏、可靠 ,适用于比格尔犬血浆中丹参素含量的测定。
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Determination of danshensu concentration in beagle dog plasma by on-line solid phase extraction-HPLCmethod
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[ ABSTRACT]  Objective: T o establish an on- line so lid phase ex traction( SPE)- H PLC method fo r t he determinat ion of plasma

concentrat ion of danshensu in beag le dog . Methods: T he plasma samples were tr eated by pro tein precipitation. A Lichr ospher

C18 ( 37 mm @ 4. 6 mm, 25Lm) column was used as trap co lumn, with the loading solvents of acetonitr ile- 10 mmol/ L NaH 2 PO 4

( 5 B 95) at a flow rate o f 2 ml/ min. An U ltimate XB- C18 ( 50 mm @ 4. 6 mm, 5Lm) column w as used as analy tical column, w ith

the mobile phase o f acetonitrile- 10 mmo l/ L NaH2 PO4 ( 11 B 89) at a flow rate of 0. 8 ml/ min. The detect ion w aveleng th w as

285 nm. Results: The calibrat ion curv e w as linear in the concent ration r ange o f 20- 2 000 ng / ml. The low limit of quantification

was 20 ng/ ml. T he inter- and intr a- day RSDs w ere less than 10% . The average r ecovery rate was more than 80% . Conclusion:

This method is simple, rapid, sensitive, r eliable and suitable for the determination o f plasma concentr ation of danshensu in

beag le dog .
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  丹参素( danshensu)又名 D ( + )-B-( 3, 4-二羟基

苯基)-乳酸, 是从唇形科植物丹参( S alvia mi l tior-

r hiz a Bge. )的根中提取分离的一种酚性芳香酸类

化合物,是丹参的主要有效成分之一, 具有保护心

肌、抗血栓、抗炎、抗肿瘤等多种药理活性
[ 1]
。近年

来,中药的药动学研究已经成为药学研究的一个热

点,目前已有多篇以丹参素作为指标成分的药动学

研究, 不过这些文献中多采用 H PLC [ 2]、H PLC/

MS/ M S
[ 3]
、在线固相萃取-H PLC 法

[ 4]
、在线固相萃

取-H PLC/ M S/ M S法[ 5] 、胶束毛细管电泳法 [ 6]和荧

光光谱法 [ 7]等方法, 上述方法中样品前处理较为复

杂耗时,分析时间较长或检测限较高,不适于大量生

物样品的分析。本研究在文献方法的基础上进行了

优化,建立了一种简便、快速的新型在线固相萃取-

H PLC 法测定犬血浆中丹参素的浓度。

1  仪器、试药和动物

  岛津超高效液相色谱仪: LC-20A D型泵, SIL-

20A 型自动进样器, CT O-20A C 型柱温箱, SPD-

20A 型紫外可见检测器, DGU-20A 3型脱气机, LV-

306R型自动高压切换阀及 LC-so lut ion色谱工作站

(日本岛津公司)。XW-80A 型涡旋混合器(上海医

科大学仪器厂) , Thermo CR3i冷冻离心机(美国热

电公司)。H A-202M 电子天平(日本 A& D公司)。
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丹参素对照品(含量 103% , 批号: 20081103-2-1)由

第二军医大学药学院新药研究中心提供; 内标对羟

基苯甲酸对照品(含量 99% , 批号: H 0207)购自梯

希爱(上海)化成工业发展有限公司。氯化钠注射液

购自上海百特医疗用品有限公司, 乙腈为色谱纯, 其

余试剂均为分析纯。比格尔犬 6条,雌雄各半,犬龄

6~ 8个月,体重 9~ 10 kg ,由上海新冈实验动物场

提供,实验动物合格证号: SCXK(沪) 2007-0009。

2  方法和结果

2. 1  色谱条件  富集柱 Lichro spher C18 柱

( 37 mm @ 4. 6 m m, 25 Lm) , 分析柱 U ltim ate XB-

C18柱 ( 50 mm @ 4. 6 mm , 5 Lm ) ; 富集流动相: 乙

腈-10 mm ol/ L NaH 2PO 4 ( 5 B95) ,流速 2 ml/ min;分

析流动相:乙腈-10 mmol/ L NaH2 PO4 ( 11 B89) ,流速

0. 8 ml/ min;切换时间 0. 2 min,切回时间3. 0 min,分

析时间 5 min;检测波长 285 nm;进样量 100 Ll。

2. 2  溶液配制  ( 1)丹参素标准溶液  精密称取丹
参素对照品 10 mg, 置于 10 ml棕色量瓶中,用甲醇

溶解并定容,制成浓度为 1 mg/ ml的丹参素对照品

贮备液。以 40%甲醇稀释该贮备液获得浓度依次

为 0. 20、0. 50、1. 00、2. 00、5. 00、10. 00、

20. 00 Lg / ml的丹参素系列浓度标准溶液, 4 e 冰箱

中避光保存备用。( 2)内标工作溶液  精密称取对

羟基苯甲酸对照品 10 mg, 置于 10 ml棕色量瓶中,

用甲醇溶解并定容, 制成浓度为 1 mg / m l的内标贮

备液。同样以 40%甲醇稀释得 1 Lg / m l的内标工

作溶液, 4 e 冰箱中避光保存备用。

2. 3  在线固相萃取过程  在线固相萃取系统示意
图见图 1[ 8]。在线固相萃取过程主要是通过一个切

换阀来实现的。当切换阀在 1号位时, 样品先进入

富集柱,经富集流动相冲洗,使血浆中的干扰大分子

和其他水溶性杂质被冲掉,而被测物保留在柱子上。

转动切换阀至 0号位, 此时富集柱和分析柱成串联

状态,分析流动相把样品从富集柱上反冲进入分析

柱,进行分离测定。最后切回切换阀至 1号位,分析

流动相继续对被测物进行分析, 富集流动相冲洗并

平衡富集柱,等待下次进样。

2. 4  血浆样品预处理  取犬血浆样品 0. 1 m l, 加

入内标工作溶液 10 Ll, 涡旋混匀, 加入 6% 高氯酸

溶液 80 Ll,涡旋混合 3 m in, 2. 125 5 @ 104 @ g 离心

10 min, 取上清液 100 Ll进样分析。

2. 5  标准曲线与线性范围  取比格尔犬空白血浆
90 Ll,共 7份, 分别加入丹参素系列浓度标准溶液

10 Ll,制得相当于丹参素浓度分别为 20、50、100、

图 1  在线固相萃取系统示意图[8]

Figure 1  Schematic diagram of the on-line SPE system

using a six-port switching valve ( step 1, valve 1;

step 2, valve 0; step 3, valve 1)

200、500、1 000、2 000 ng/ m l 标准含药血浆样品。

按 2. 4项下操作, 以丹参素浓度( c)为横坐标,丹参

素与内标峰面积比值( Y )为纵坐标, 用最小二乘法

进行加权线性回归, 得回归方程为 Y = 6. 120 @

10- 3
c+ 6. 907 @ 10- 3 , r = 0. 999 6 ( n = 7)。在

20~ 2 000 ng/ m l浓度范围内血浆药物浓度与峰面

积比值线性关系良好。定量下限为 20 ng/ m l。

2. 6  方法专属性  以 2. 1项下色谱条件测得空白

血浆、空白血浆标准添加丹参素和对羟基苯甲酸及

给药后血浆样品的色谱图见图 2。由图 2 可见, 丹

参素和对羟基苯甲酸的保留时间分别约为 2. 5、

41 3 m in,内源性物质均不干扰丹参素和对羟基苯甲

酸的色谱分离。

2. 7  精密度及相对回收率实验  取空白血浆15份

分为 3组,分别制备含 50、200和 1 600 ng/ ml 3种

浓度的含药血浆样品, 各 5 份。按 2. 4 项下方法处

理后 1 d 内连续进样, 计算得日内 RSD 分别为

51 82%、2. 40%、2. 45% ( n= 5) ;连续测定 3 d,计算

得日间 RSD 分别为 6. 35%、2. 37%、6. 06%

( n= 3)。3种浓度的丹参素含药血浆样品的相对回

收率分别为( 100. 07 ? 6. 35) %、( 106. 86 ? 2. 54) %、

( 1051 90 ? 6. 42) % ( n= 15)。

2. 8  绝对回收率实验  同上配制低、中、高浓度的

含药血浆样品,按 2. 4项下方法处理并测定,测得的

丹参素峰面积与等浓度丹参素溶液直接进样所得峰

面积作比, 得 3种浓度血浆样品的绝对回收率分别
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图 2  比格尔犬血浆中丹参素的 HPLC谱图

Figure 2  HPLC photograms of danshensu in beagle dog plasma
A:空白血浆; B:空白血浆标准添加丹参素对照品溶液( 20 ng/ m l)和内标溶液; C:空白血浆标准添加丹

参素对照品溶液( 200 ng/ ml)和内标溶液; D:实测血浆样品( 1号犬静脉注射丹参素 10 mg/ kg 后

1. 5 h的血浆样品) ; 1:丹参素; 2:内标对羟基苯甲酸

为 80. 05%、80. 21%和 84. 89%( n= 5)。

2. 9  稳定性实验  同上配制 50、1 600 ng/ ml的含

药血浆样品,按 2. 4项下方法处理后分别进行稳定

性实验。分别考察血浆样品在室温放置 2 h、进样

器放置10 h、冻融 3次和- 20 e 冷冻放置 20 d的稳

定性。结果见表 1。结果表明丹参素血浆样品在上

述条件下稳定。

表 1  丹参素血浆样品稳定性考察结果

Table 1  Stability test results of danshensu in beagle dog plasma

浓度
(QB / ng #

ml- 1 )

平均初
始比值

血浆样品
放置条件

平均峰面
积比值

平均偏差
( RE , % )

50 0. 313 进样器放置 10 h 0. 319 1. 76

1 600 9. 384 进样器放置 10 h 9. 887 5. 36

50 0. 313 室温放置 2 h 0. 317 1. 30

1 600 9. 384 室温放置 2 h 9. 433 0. 53

50 0. 313 冻融 3次 0. 296 - 5. 52

1 600 9. 384 冻融 3次 9. 742 3. 82

50 0. 313 - 20 e 冷冻放置 20 d 0. 285 - 8. 95

1 600 9. 384 - 20 e 冷冻放置 20 d 10. 380 10. 61

2. 10  稀释效应实验  静脉给药时部分血浆样品中

药物浓度较高, 部分犬血浆样品需要稀释,因此要考

察丹参素血浆样品的稀释效应。由于血浆样品直接

稀释到相应浓度会引起较大的操作误差, 本实验以

1/ 2、1/ 5为基数对血浆样品做相应的稀释。配制血

浆标准曲线样品和血浆质量控制样品, 并配制稀释

至 1/ 2、1/ 5、1/ 10、1/ 100后的中浓度和高浓度血浆

质量控制样品各 5份, 按 2. 4 项下方法处理后分别

进样,计算得血浆样品经过稀释后, 其相对偏差值

均< 6%, 符合生物样品分析测定要求, 说明高浓度

血浆样品经稀释后测定结果不影响其实际血药浓

度。

2. 11  比格尔犬体内血药浓度测定  健康成年比格

尔犬 6只, 雌雄各半, 依次称重, 按 10 mg / kg 的剂

量静脉注射丹参素氯化钠注射液, 分别于给药前及

给药后 0、2、5、10、20、40 min,以及 1、1. 5、2、3、4、6、

8、12 h在比格尔犬一侧后肢静脉取血 2 m l, 置肝素

钠抗凝离心管中, 离心( 4. 555 @ 103 @ g) 10 min, 分

取上层血浆, - 80 e 避光保存。取血浆样品,按 2. 4

项下方法处理并测定, 按标准曲线方程计算各时间

点血浆药物浓度, 结果见图 3。

图 3  比格尔犬单剂量静注 10 mg/ kg

丹参素后的药-时曲线

Figure 3  Mean drug plasma concentration-time

curve of danshensu after single intravenous

dose of 10 mg/ kg in beagle dogs; n= 6

3  讨  论

3. 1  富集流动相的选择  富集流动相常以水溶性

溶液为主,以除去部分蛋白质及其他内源性水溶性

杂质并使被测组分保留在富集柱上。但由于犬血浆

样品中干扰物质较多, 故在富集流动相中加入低比

例乙腈,更有利于除去血浆中的干扰物质。

3. 2  预处理方法的选择  在线固相萃取技术允许

血浆样品直接进样, 但血浆样品内大量蛋白质及内

源性杂质会使柱子阻塞、柱压升高,影响柱子的柱效

并减少柱子的使用寿命。因此在实际操作过程中,

通常用沉淀法除去血浆样品中的部分蛋白质后再进

样分析,既提高分离效果,又延长柱子使用寿命。

3. 3  切换时间和切回时间的选择  在线固相萃取
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时切换时间较短,富集流动相的流速较大,以有利于

在短时间内冲掉大部分蛋白质并使被测物保留在富

集柱上。选择合适的切回时间, 有利于被测物完全

转移至分析柱并有充足的时间平衡富集柱。因此选

择 0. 2 min作为切换时间, 3. 0 m in作为切回时间,

整个分析时间 5 min。

3. 4  富集柱的选择  富集柱的长度应适宜, 防止高

流速时两根柱子串联造成极高的柱压; 富集柱填料

的粒径应适宜, 既利于冲掉大分子蛋白质,又利于保

留被测物。因此选择了自制 Lichrospher C18 柱

( 37 mm @ 4. 6 m m, 25 Lm)作为富集柱。

  本研究采用在线固相萃取-H PLC 法测定比格

尔犬血浆样品中丹参素的浓度,使样品的纯化、富集

与分析同步进行, 操作简单,提取效率高, 分析时间

短,适于大量生物样品的分析。
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第二军医大学长海医院病理科开展分子靶点荧光原位杂交( FISH)检测技术, 为

肿瘤靶向治疗提供依据

  随着肿瘤细胞信号传导途径研究的不断深入,目前 ,肿瘤靶向治疗已成为肿瘤治疗中最有前景的方案。临床医师在选择

靶向药物治疗肿瘤之前,必须了解病人的肿瘤中是否存在相应的靶点, 而病理科可以帮助肿瘤病人正确检测肿瘤的分子靶

点。据悉,肿瘤分子靶点的主要检测方法有免疫组织化学方法( IHC)、荧光原位杂交( FISH )、显色原位杂交( CISH)和 DNA

测序技术等。FISH 技术是一种通过荧光标记的 DNA 探针与细胞核内的 DNA 靶序列杂交,在荧光显微镜下能原位显示细胞

核内杂交信号的分子细胞遗传学技术。FISH 技术检测基因扩增的准确性比其他检测技术高, 可以避免由于染色体的多体而

呈现的假阳性,被誉为/ 金标准0。但 F ISH 技术操作较为复杂,试剂和仪器设备昂贵,目前国内只有少数病理科具有相应技术

条件进行该技术的检测。

第二军医大学长海医院病理科紧跟分子靶向治疗的发展前沿,积极开展肿瘤分子靶点检测工作, 形成了以 F ISH 检测为

主,其他检测方法为辅的特色。到目前为止, 病理科已经完成了两千余例各种肿瘤的分子靶点检测工作, 结果准确、可靠, 为

临床科室开展肿瘤靶向治疗提供了科学依据。
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