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)*+,$-. 法测定大鼠血浆中银杏萜内酯的浓度及
药代动力学研究
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银杏为银杏科银杏属植物 （6SIfJ; eS<;eU

+SII），又名公孙树，银杏叶为银杏的干燥叶，将其加

工制成提取物后可制成多种剂型j/k。研究发现银杏

叶提取物（Ri][UW]a ;Q JSIfJ; eS<;eU，EJe）对心血管疾

病有良好的疗效，其药用价值受到广泛关注j'9&k。银

杏叶中主要有效成分为黄酮类和萜内酯类T 其中萜

内酯类主要为银杏内酯（JSIf;<S\Ra）4、8、, 等和白

果内酯（eS<;eU<S\Ra）。药理研究表明 EJe 能有效抑制

氧自由基的活性，抑制血小板活性因子（c<U]R<R]

UW]S`U]SIJ QUW];[，*4Y），抑制血小板聚集及血栓形

成，调节各种炎性细胞产生的炎性反应，增加血流

等抗缺血药理活性 j#9(k。此外，EJe 还具有扩张脑血

管，抑制谷胺酸毒性，改善脑缺血缺氧导致的能量

代谢障碍和酸中毒，减轻缺血性脑水肿，降血脂、抗

动脉粥样硬化等药理活性jD9"k。本文以酮洛芬为内标

物质，采用 )*+,9-. 的方法建立同时测定大鼠血

浆中所含银杏内酯 4、8、, 浓度的方法，并进行了大

鼠静脉注射舒血宁后体内药代动力学的研究。

H [\];L

/0/ "#$%&
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!" #$%&'()*+ 色谱工作站 （美国安捷伦公司）及

,'## )-./-0 123 4.56 789:) )2;<=5.- ,%$ 质谱工作站

（美国安捷伦公司）；:/>>/(? @A5B-C/A 水纯化系统

（美国 :/>>/62.- 公司）；@7$#D :-<<>-. 电子分析天平

（瑞士 :-<<>-. 公司）；高速离心机（德国 !-AEC53 公

司）；低温冰箱（日本 )@FGH 公司）；IJ(K&@ 型微

型涡旋混匀器（上海沪西分析仪器厂）；LM8($+ 样

品浓缩氮吹仪（天津市恒奥科技发展有限公司）。

$"$"+ 药品与试剂 银杏内酯 @ 对照品NM@（中国

药品生物制品检定所，批号 $$&K,+(+&&,&K）；银杏

内酯 ! 对照品NM!（中国药品生物制品检定所，批号

$$&K,'(+&&,&K）；银杏内酯 8 对照品NM8（中国药品

生物制品检定所，批号 $$&K,D(+&&,&D）；舒血宁注

射剂（北京双鹤高科天然药物有限责任公司，批号：

$&&'&'）；酮洛芬对照品（上海科兴实验室设备有限

公司，批号 $&&''O）；肝素钠（天津市生物化学制药

有限公司）；甲醇（色谱纯，天津康科德科技有限公

司）；其它试剂均为市售分析纯。

$%+ !"#$ J/0<5.大鼠 K只，体质量（'&&!+&）P，

雄性，实验前禁食 $+ Q 不禁水，购自中国人民解放军

军事医学科学院卫生环境医学研究所动物实验中

心，许可证号：)8IR(S军T(+##U(###'，合格证号：

####,$K。

$%' %&'(&)*

$%'%$ 色谱条件 色谱柱：VH*!@I )!(8

$K

S+W& CC

"D", CC，W !CT，@P/>-3< V2.X5Y 8
$K

保护柱（$+"W CC"

D", CC，W !C）；流动相：甲醇($& CC2>N7 乙酸铵溶

液，梯度洗脱（表 $）；流速：$ C7NC/3；进样量：+& !7；

柱温：'&#。

$"'"+ 质谱条件 采用 Z)1 负离子模式同时进行

检测，检测模式为一级全扫描方式（)A53 模式）。具

体仪器参数：雾化器压力 '& 60/；毛细管电压 '"W E[；

干燥气为 F

+

气，干燥器温度 'W& #，干燥气流速

K"& 7NC/3。

$"D +,-./

$"D"$ 血浆样品处理 取大鼠血浆 W&&!7，加入甲

醇 +&&!7，酮洛芬内标液 $&&!7（浓度 + &&& 3PNC7），

涡旋 '& 0，加入乙醚$正己烷（D$$）提取液 ' C7，涡旋

+ C/3，' &&& .NC/3离心 $& C/3，取上层有机相 +"O C7，

下层液体再加入乙醚$正己烷（D$$）提取液 ' C7，合

并两次有机相，D& #水浴 F

+

吹干，残渣用 $&& !7

甲醇复溶，涡旋 $ C/3，取上清液 +& !7 进样分析。

$"D"+ 对照品溶液和内标溶液的制备 精密称取

M@、M!、M8 对照品置 $& C7 量瓶中，加甲醇定容至

刻度，得每 $ C7 各含 M@ &"W&W CP、M! &"W&& CP、

M8 &"W&& CP 的对照品混合溶液，作为储备液，临用

时稀释至所需浓度；精密称取酮洛芬 W"&& CP，甲醇

定容成 + &&& 3PNC7 的工作液。储备液和工作溶液

D #冰箱保存待用。

$"D"' 方法专属性考察 取来源于 , 个不同个体

的空白血浆 W&& !7，按“血浆样品处理法”项操作，

取上清液 +& !7 进样分析；另取来源于 , 个不同个

体的空白血浆，配成含 $& 3PNC7 银杏内酯 @、!、8，

按“血浆样品处理方法”进行处理、测定。

$"D"D 标准曲线与质控样品的制备 将 M@、M!、

M8 对照品混合储备液用甲醇稀释成浓度分别为

W&、$&&、+&&、D&&、$ &&&、+ &&&、W &&& 3PNC7 的溶液，

取一定量的空白血浆，分若干份，每份 W&& !7，将

$&& !7 M@、M!、M8 对照品混合标准溶液加入空白

血浆中，按照前述血浆处理法操作。同样按上述方

法得到质量控制样品（M@、M! 和 M8：$&&、$ &&& 和

W &&& 3PNC7）。以被测化合物和内标的峰面积比对被

测化合物的血药浓度进行线性回归，得到回归方程。

$"D"W 最低定量限 取 , 个不同个体的空白血浆

各 W&& !7，配成含 $& 3PNC7 银杏内酯 @、!、8，按

“血浆样品处理方法”进行处理、测定。

$"D", 提取回收率和基质效应 按血浆处理方法

制备浓度分别为 +&、+&& 和 $ &&& 3PNC7 M@、M! 和

M8 对照品血浆，测得 M@、M! 和 M8 的峰面积S@-T。

取上述 ' 个浓度 M@、M! 和 M8 的混合对照品溶液

未经提取直接进样测定得到各被测物的提取回收

率。空白大鼠血浆按“血浆样品处理”项下步骤提取

后，分别向其中加入' 个质控浓度的 M@、M! 和 M8

以及内标标准品溶液，并进行测定。将测定所得的

峰面积分别与相同浓度的标准液直接进样测定所

得到的峰面积进行比较，即可考查基质效应。

$"D"O 精密度与准确度 按血浆处理方法制备浓

度分别为 +&、+&& 和 $ &&& 3PNC7 M@、M! 和 M8 对

照品血浆，测定 M@、M! 和 M8 与内标的峰面积比

值，由标准曲线计算实测量，每批每个浓度平行操

作 , 份，连续 ' 批，分别考察批内、批间精密度和准

确度。

$"D"K 稳定性考察 按“$"D"$”项下分别配制浓度

! ! "#$%"#$%&'(

&'( ! )*'+,-./ -01/,2. "#$% 32(,0- 45'6-

时间NC/3 $& CC2>N7 乙酸铵（@）N\ 甲醇（!）9\

!!# '# O#

+# W# W#

'# ,W 'W

!"#!$
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为 !"、!"" 和 # """ $%&'( )*、)+ 和 ), 对照品血

浆，分别进行室温稳定性试验（于室温条件下放置

" 和 !- .）、冷冻稳定性试验（各浓度对照品血浆

于/!" !, 冷冻放置 " 和 0 1）和冻融稳定性试验（各

浓度对照品血浆/!" !, 冻融 2 次）。

#34 !"#$%&' 5 只 6789:; 大鼠，按体质量

大鼠尾静脉给药，给药剂量按照临床上人用剂量折

算成大鼠用等效剂量为银杏叶提取物 <34 '%&=%，给

药体积为 "3- '(&!"" %。在给药后 4、>4、2?、<?、@?、

>!? 和 >5? '7$ 眼球后静脉丛取血约 ?A2 '(。离心

管肝素抗凝，2 ??? ;&'7$ 离心 >? '7$，取血浆/5? !,

保存备用。

! !"

!A> ()*+ 本质谱条件下，用于定量分析的离

子 对 为 )* -<<A4 !-?0A!，)+ -45A< !-!!A5，),

-0-A4!-25A0，酮洛芬（内标）4!5A4!4?<A<，见图 >。

!A! ,-.&'/0 大鼠空白血浆色谱图、空白

血浆外加 )*、)+、), 和内标色谱图见图 ! 及图 2；

负离子模式下，银杏内酯 ,、*、+ 和出峰时间分别为

>?A<、><A>、><A@，内标酮洛芬的出峰时间为 !>A-，血

浆中内源性物质不干扰待测物和内标的测定。

!A2 123456789/0 )*、)+ 和 ), 血

药浓度的标准曲线由 0 个浓度（每个浓度 2 份）的数

据转化而成。得到峰面积与血药浓度的线性回归方

程分别为：)*!">A502 0#>?

/2

"$?A?24 -（#"?A@5> 2）；

)+!">A?4! 2#>?

/!

"$?A?>2 @（#"?A@5< @）；),!"2A@?? -#

>?

/2

"%?A?>? ?（#"?A@5< 2），其中 B 为待测化合物与内

标的峰面积比值，"为待测化合物的血药浓度。表明

)*、)+ 和 ), 均在 4?C4 ??? $%&'( 范围内线性关

系良好，定量下限分别为 #?A4 $%&'(、#?A4 $%&'(、

#?A< $%&'(。

!A- :;<=>5?(@A/0 测得 )*、)+ 和

), 峰面积D*EF，每个浓度平行操作 4 份。提取回收

率按 *G&*E 计算；基质效应的考查可表示为：*GH9;&

*89，其中 *GH9; 为空白血浆提取后加入相应标准液

*：银杏内酯 *；+：银杏内酯 +；,：银杏内酯 ,；I：酮洛芬（内标）

# " $%&'()*+#$#

%&' " #$ (&')*+ (,* -+'./&0+ &,- 1+0+1 23.-

4??

-??

2??

!??

>??

?

>?? >4? !?? !4? 2?? 24? -?? -4? 4??

J$9G$8

'&K

2 ???

! ???

# ???

?

J$9G$8

#?? #4? !?? !4? 2?? 24? -?? -4? 4??

! ???

# 4??

# ???

4??

?

#?? #4? !?? !4? 2?? 24? -?? -4? 4??

'&K

'&K

#?? #4? !?? !4? 2?? 24? -?? -4? 4??

4 ???

- ???

2 ???

! ???

# ???

?

J$9G$8

J$9G$8

'&K

# ! ,-./$%& 45601#

%&' ! 456 37*,8./,'*.82 (,* 91.-: ;1.28. .-&,-

# 4??

# !4?

# ???

04?

4??

!4?

?

J$9G$8

?A? !A4 4A? 0A4 #?A? #!A4 #4A? #0A4 !?A? !!A4 !4A?

L7'GM'7$N

J$9G$8

4 >" >4 !" !4

L7'GM'7$N

-""

2""

!""

>""

"

J$9G$8

-""

2""

!""

>""

"

"3" !34 43" 034 >"3" >!34 >43" >034 !"3" !!34 !43"

L7'GM'7$N

J$9G$8

4""

-""

2""

!""

>""

"

"3" !34 43" 034 >"3" >!34 >43" >034 !"3" !!34 !43" L7'GM'7$N

< """

4 """

- """

2 """

! """

> """

"

J$9G$8

"3" !34 43" 034 >"3" >!34 >43" >034 !"3" !!34 !43"L7'GM'7$N

*：)*O#? $%&'(P；+：)+D>? $%&'(P；,：),D>? $%&'(P；I：酮洛芬D内标P

# < ,-./2345$%& 45601#

%&' < 456 37*,8./,'*.82 (,* 91.-: ;1.28. .-= *+(+*+-3+ 2)92/.-3+

.-&,-

*

+

,

I
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后测定所得到的峰面积，!"# 为标准液直接进样所

得到的峰面积。结果显示在本试验条件下，$%、&'、

&( 和内标物不存在明显的基质效应，回收率符合

要求（表 )）。

)*+ !"#$%&#'( $,、$'、$- 批内和批

间精密度和准确度结果显示，批内、批间变异均小于

./0，相对误差分别为1.*20!34*20、3.*)0!3.*+0

和3)*50!34*)0（表 4），该法满足生物样品分析方

法的要求。

)*6 )*+,-'. 将测定的峰面积比代入标

准曲线，计算并比较各份稳定性样品测定值和标准

值的差异，试验结果表明 &!、&7 和 &( 对照品血浆

在以上条件下稳定（表 8）。

)9: /012345'. 将大鼠给药后血浆按

照“血浆样品处理方法”进行处理后，;<=(3>? 仪

进样分析，根据线性回归方程计算血药浓度，绘制

血药浓度"时间曲线（图 8!6）。结果显示静脉注射舒

血宁后，其药效物质 &,、&@ 和 &- 消除较快，血药

浓度在 4 A 内大幅下降，各被测物的半衰期B#

.C)

D约为

. A。主要药代动力学参数见表 +。
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银杏内酯 !、"、# 是强大的血小板活化因子抑

制剂$%&'(，是治疗血栓栓塞性疾病和缺血性疾病的主

要药理活性物质，同时也是影响血液动力学的主要

成份，因此为了保证用药的有效性和安全性，有必

要对其代谢进行研究$)*(。鉴于银杏萜内酯在血浆中

含量较低且紫外吸收较弱，因此需要高灵敏度、低

检测线的现代分离分析手段$++(。本研究利用 ,-.#&

/0 联用的方法建立同时检测大鼠血浆中所含 1!、

1" 和 1# 浓度2获得大鼠静脉注射舒血宁注射剂后

的血药浓度!时间曲线和药动学参数。基于内标物

对于控制被测物的提取率，保证血药浓度检测的准

确十分重要，本试验对内标物质的选择进行考察，

先后以格列本脲、愈创木酚甘油醚、白藜芦醇作为

内标物，与 1!、1" 和 1# 混合后进样，结果在我们

选定的试验条件下，上述物质出峰时间较晚，增大

流动相甲醇浓度后，上述内标物质容易受到血浆内

源性物质的干扰而影响测定，而酮洛芬作为内标物

质与 1!、1" 和 1# 的极性相近，可作为内标物应用

于本试验。

血样提取的方法有许多种$+34+5(，经过试验对比

筛选，得到上述提取方法，既简单又有效。从最低定

量限 、基质效应 、提取回收率、精密度与准确度、稳

定性等方面对血样测定结果进行分析，试验结果良

好，该方法完全可以进行药代动力学血药浓度的测

定。另外，该法也为银杏叶提取物制剂中所含银杏

萜内酯的药代动力学研究提供了一个研究途径。
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