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　　芹菜素（ａｐｉｇｅｎｉｎ）属于黄酮类化合物，广泛存在于水果、

蔬菜、豆类、茶叶中［１］，其中芹菜含量最高。车前子、络石藤、

藿香等药用植物中均含有大量芹菜素［２］。研究发现，其有抗

癌、抗病毒、抗菌、抗过敏，抗血管脆性和血小板聚集及抗糖

尿病并发症等多种生理活性与药理作用，对人类的肿瘤、衰

老、心血管病等退行性疾病的治疗和预防有重要意义［３４］。

　　许多研究表明，黄酮类在肝脏二相代谢酶的作用下，可

发生葡萄糖醛酸化和硫酸化反应，因此芹菜素在血浆中有部

分以葡萄糖醛酸结合物和硫酸结合物存在［５］，导致游离的芹

菜素含量降低，无法准确测得结果［６］。我们将芹菜素静脉给

药后的犬血浆样品经葡萄糖醛酸酶及硫酸酯酶水解后发现，

血浆药物芹菜素浓度显著高于未水解血浆。因此将含药血

浆酶解后再进行测定，使其葡萄糖醛酸、硫酸酯及其他结合

物均能水解成游离的单体进行测定以考察其浓度更为合理。

目前芹菜素的血药浓度测定和药代动力学研究尚在起步阶

段，动物模型建立不多。本实验采用酶解法，建立 ＨＰＬＣ法

测定Ｂｅａｇｌｅ犬血浆中芹菜素浓度，为芹菜素的临床研究提供

参考。

１　材料

１．１　 仪器 　ＨＰＬＣＡｇｉｌｅｎｔ１１００（ＶＷＤ，手动进样器）；

ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎｆｏｒＬＣ（ＡｇｉｌｅｎｔＣＯ．ＬＴＤ）；ＸＷ８０Ａ漩涡混合

器（上海精科实业有限公司）；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｉｆｕｇｅ５４１５Ｒ
（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１Ｈａｍｂｕｒｇ）。

１．２　 试 剂 　 芹 菜 素 对 照 品 （Ｌｏｔ１１１Ｋ１５２０，ＳＩＧＭＡ

ＡＬＤＲＩＣＨＣＯ．）；β葡萄糖苷酸酶（ＩＸＡ）和硫酸酯酶（Ｈ１）

均购自Ｓｉｇｍａ公司；甲醇（色谱纯）；醋酸铵（分析纯）；乙酸乙

酯（分析纯）；盐酸（分析纯）；超纯水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＯＤＳＣ１８色谱柱（２５０

ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇０．２％醋酸铵溶液（５０

５０，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；紫外检测波长：３３６ｎｍ；进

样量：５０μｌ；柱温：２５℃。色谱图见图１。芹菜素保留时间

９．５ｍｉｎ，空白血浆色中，杂质峰不干扰测定，表明该方法专

属性好。

图１　Ｂｅａｇｌｅ犬血浆ＨＰＬＣ色谱图

Ａ：空白血浆；Ｂ：空白血浆＋对照品；Ｃ：血浆样品

２．２　血样采集　受试Ｂｅａｇｌｅ犬（体质量１２．０～１５．０ｋｇ，浙
江大学医学院实验动物中心提供）禁食１２ｈ，于后肢静脉给
芹菜素（６０ｍｇ·ｍｌ－１）１０ｍｌ。分别于给药后０、０．２、８．０ｈ由
前肢取静脉血约０．５ｍｌ，３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分离出血浆，冷
冻保存。

２．３　血浆预处理　精密移取血浆０．３ｍｌ，漩涡震荡加入

０．２３ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸３０μｌ，使酸化。加入β葡萄糖苷酸酶（３００
Ｕ·ｍｌ－１）和硫酸酯酶（１５Ｕ·ｍｌ－１）各５μｌ，３８℃水浴振荡水
解１．５ｈ后，置于冰浴中加入３．０ｍｌ乙酸乙酯，立即密封，旋涡
振荡５ｍｉｎ，４００×ｇ离心１０ｍｉｎ，精密移取２．０ｍｌ上清液于另
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一干净试管中，于真空干燥器中抽干。测定前加流动相２００μｌ
溶解，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液５０μｌ进样。

２．４　标准溶液的配制及标准曲线的制备　精密称取芹菜素

对照品５０．０ｍｇ，置５０ｍｌ量瓶中，加甲醇溶解稀释至刻度，

摇匀，即成芹菜素标准储备液。临用前以甲醇稀释成所需浓

度的标准液。

　　于０．３ｍｌ空白血浆中分别加入系列浓度的芹菜素标准

液，使其血浆药浓分别为０．６７３２、２．６８１、１０．７０、２１．４３、

３２．１５、４２．８８μｇ·ｍｌ
－１，按２．３项下条件操作。以样品峰面

积为Ｙ，以血浆芹菜素浓度为Ｘ，进行线性回归，其直线方程

Ｙ＝５９．０７Ｘ＋２．９６２，ｒ＝０．９９９７（ｎ＝６）。血浆芹菜素最低检

测浓度为０．０８３７３μｇ·ｍｌ
－１（Ｓ／Ｎ≥３）。

２．５　方法学观察

２．５．１　绝对回收率　精密量取芹菜素标准储备液适量，加

入空白血浆，配置成芹菜素浓度为０．６７３２、１０．７０、４２．８８

μｇ·ｍｌ
－１的低、中、高浓度的标准血样溶液各５份，按２．３项

下条件操作，记录峰面积与对应浓度的芹菜素标准溶液所得

峰面积之比，得绝对回收率为９５．６５％～９８．５８％。

２．５．２　加样回收率　精密量取芹菜素标准储存液适量，加

入空白血浆，配置成芹菜素浓度为０．６７３２、１０．７０、４２．８８

μｇ·ｍｌ
－１的低、中、高浓度的标准血样溶液各５份，按２．３项

下条件操作，将峰面积代入标准曲线得到各质量浓度测定

值，与加入量之比得到加样回收率为９８．９８％～１０１．９％。

２．５．３　精密度考察　按加样回收率项下，配制浓度为

０．６７３２、１０．７０、４２．８８μｇ·ｍｌ
－１的血浆样品各５份，依２．３

项下条件操作，于１ｄ内测定，计算日内 ＲＳＤ为０．９％～

１．２％；间隔１～２ｄ，于２ 周内考察，所得的日间 ＲＳＤ 为

３．０％～４．１％。

２．５．４　稳定性实验　取芹菜素血浆浓度为０．６７３２，４２．８８

μｇ·ｍｌ
－１的低、高浓度样品各３份，按２．４项下处理操作。

在冷冻保存２４ｈ后，于室温（２５℃）解冻，连续测定３次，各浓

度下的回收率为９７．４４％ ～１０３．５％，表明冻融后样品稳

定。

２．５．５　酶解与未酶解血样比较　Ｂｅａｇｌｅ犬静脉给药后，按２．２
项条件采集血样。将血样分别按照经酶解及未经酶解过程，

其余均按照２．３项下条件操作，各时间点血药浓度见表１。

表１　Ｂｅａｇｌｅ犬静注６００ｍｇ芹菜素后血样经酶解与

未酶解处理后的血药浓度

（ｎ＝５）

给药后时间
ｔ／ｈ

经酶解 未经酶解

０ ２０．２４ ±０．３８ １４．８０ ±０．１２

０．２ １１．０２ ±０．１１ ７．５２６ ±０．１０５

８ １．１７７±０．０１５ ０．８０３８±０．０８８

　Ｐ＜０．０５与经酶解血样比较

　　由表１可见，各时间点的血样经酶解过程后所得芹菜素

浓度均高于未经酶解过程处理的血样（Ｐ＜０．０５），由此证明芹

菜素在体内有部分结合体存在，无法直接准确测定，需要通过

酶解测定。

３　讨　论

　　流动相中加入醋酸铵溶液可抑制芹菜素的酚羟基电离，

改善分离效果，减少拖尾，并因为其酸性，使峰形尖锐。采用

乙酸乙酯为提取溶剂，回收率理想，并且不影响芹菜素的稳

定性。采用３３６ｎｍ［７］为检测波长，比较灵敏且干扰较少。

　　芹菜素在体内存在部分葡萄糖醛酸及硫酸酯结合物［８］。

表１的结果显示，未酶解的血浆样品的芹菜素含量明显低于

酶解的血浆样品，因此不经水解或酶解直接测定其中的芹菜

素不能准确反映总浓度，从而不能合理反映芹菜素在体内的

吸收、利用情况。曾考虑使用盐酸水解，经预实验发现色谱

图中有较多杂质峰干扰实验。后参考文献［９］使用β葡萄糖

苷酸酶及硫酸酯酶，更具有针对性，且对芹菜素图谱无干扰。

此外通过正交实验最终确定酶的浓度为β葡萄糖苷酸酶

（３００Ｕ·ｍｌ－１）和硫酸酯酶（１５Ｕ·ｍｌ－１），在此条件下可酶

解完全。

　　综上所述，本方法用于测定Ｂｅａｇｌｅ犬血浆中芹菜素，不

仅方法准确、方便，而且干扰少、灵敏度高，可满足药代动力

学及临床研究的要求。
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