
作者简介：叶潇，女，博士，助理研究员　　研究方向：药动学　　通讯作者：刘颖，女，博士，研究员　　研究方向：药动学　　Ｔｅｌ：（０１０）

６７８７２２３３８０７２；刘艳华，男，学士，助理研究员　　研究方向：药物经济学　　Ｔｅｌ：（０８３８）８１０１８９４

地黄叶总苷胶囊在幼龄大鼠体内毒代动力学研究

叶潇１，郑爽１，张佳宁１，于敏１，黄舒佳１，王宇１，肖华２，刘艳华２，刘颖１
（１．中国食品药品检定研究院安全评价研究

所，药物非临床安全评价研究北京市重点实验室，北京１００１７６；２．四川美大康药业股份有限公司，什邡 四川 ６１８４００）

摘要：目的　建立测定幼龄大鼠血浆中毛蕊花糖苷（地黄叶总苷胶囊主要成分）浓度的液相色谱串联质谱联用（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／ＭＳ）检测方法，研究毛蕊花糖苷在幼龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠重复灌胃给予不同剂量水平的地
黄叶总苷胶囊后体内的暴露程度及毒代动力学特征。方法　血浆样品采用甲醇乙腈（１∶１）进行蛋白沉淀处理，液相分离采用
ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），以含体积分数０１％甲酸水溶液０１％甲酸乙腈溶液为流动
相进行，流速为０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为２μＬ；质谱检测采用电喷雾负离子（ＥＳＩ－）模式和多重反应监测（ＭＲＭ）扫描方式，毛蕊
花糖苷监测离子对６２３１／１６０９，染料木素监测离子对２６９０／１５８９，用作内标；通过建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ法分析测定地黄叶胶囊重
复给药幼龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠毒性试验首、末次后大鼠血浆中毛蕊花糖苷的药物浓度，绘制药时曲线并计算动力学参数。结果　建立
了基于ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定大鼠血浆中毛蕊花糖苷含量的方法并进行了方法学验证，该方法可在２～５００ｎｇ·ｍＬ－１内准确测定毛
蕊花糖苷含量。幼龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠重复灌胃给予地黄叶总苷胶囊内容物混悬液８周，在３０～７５０ｍｇ·ｋｇ－１内，体内毛蕊花糖苷
的暴露量无蓄积现象；体内暴露量与所给予的剂量不呈线性动力学特征趋势。结论　本研究应用 ＬＣＭＳ／ＭＳ技术建立的方
法可用于大鼠血浆中地黄叶总苷胶囊中毛蕊花糖苷浓度的测定，并支持完成了地黄叶总苷胶囊在幼龄大鼠体内的毒代动力

学研究。
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　　地黄叶，来源于玄参科多年生草本植物地黄
（ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬｉｂｏｓｃｈ．）的干燥茎叶［１］。传

统上，地黄的根部常以其滋阴补肾、清热凉血的功

效作为常用中药而闻名，被制成生地黄或熟地黄

广泛应用于临床［２］。然而，地黄叶早在唐代《食疗

本草》中就有记载可外用于皮肤病的治疗［３］，且现

代研究表明二者具有相似的化学成分组成［４５］，因

而地黄叶中的丰富活性成分也逐渐受到关注［６１０］。

地黄叶总苷胶囊是基于地黄叶中提取的苯乙醇苷

类成分而开发的中成药，临床上主要用于成年人

慢性肾小球肾炎等肾脏疾病的治疗［１１１３］。其中，

毛蕊花糖苷为其主要成分［４，１４］，研究表明其不仅具

有抗炎［１５］、抗肿瘤［１６］、神经保护［１７］等多种生物活

性，在治疗肾炎类模型动物方面也展现出了良好

的活性表现［１８１９］。

地黄叶总苷胶囊在成人中的药理作用和安全性

已通过多项研究得以证实［１１１３，２０２２］，然而，对于儿

童，尤其是针对幼龄儿童或幼龄动物模型（如幼龄

大鼠）的安全性研究尚未见相关报道。毒代动力学

（ｔｏｘｉｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ，ＴＫ）是非临床安全性评价的重要研
究内容之一，可以阐明药物在动物体内全身暴露量

与剂量和持续时间相联系的程度，并预测药物在人

体暴露时的潜在风险［２３］。因此，本研究将开展地黄

叶总苷胶囊在幼龄大鼠的 ＴＫ研究，采用液相色谱
串联质谱联用（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法测定 Ｗｉｓｔａｒ幼龄大鼠
血浆中地黄叶总苷胶囊主要成分毛蕊花糖苷的浓

度，旨在获取地黄叶总苷胶囊幼龄动物相关毒理学

数据，以期为地黄叶总苷胶囊在儿科人群中的应用

提供参考依据。此外，为了确保 ＴＫ研究的科学性
和可靠性，本研究所建立的生物分析方法的验证和

样品分析将遵照人用药品技术要求国际协调理事会

（ｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｕｎｃｉｌｆｏｒＨａｒｍｏｎｉｚａｔｉｏｎｏｆＴｅｃｈｎｉ
ｃａｌＲｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｆｏｒＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓｆｏｒＨｕｍａｎＵｓｅ，
ＩＣＨ）发布的《Ｍ１０：生物分析方法验证和研究样品
分析》［２４］（Ｍ１０）的规定进行。

１　实验材料
１１　药品与试剂

毛蕊花糖苷、染料木素 （批号为：１１１５３０
２０１９１４、１１１７０４２０２１０４，含量为：９５２％、９８８％，中
国食品药品检定研究院）；乙腈、甲醇（批号分别为：

２２２３７２、２２３９４８，质谱级，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；
甲酸（批号：２０７８６８，质谱级）、抗坏血酸（批号：ＷＸ
ＢＣ７３２４Ｖ，分析级，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；超纯水（Ｍｉｌｌｉ

Ｑ纯化系统自制）；地黄叶总苷胶囊内容物（批号：
２２０６０１，每袋２ｋｇ，地黄叶总苷含量：３７５％，四川美
大康药业股份有限公司）。

１２　仪器
四极杆质谱仪（型号：ＸｅｖｏＴＱＸＳ，ＺＳｐｒａｙ

ＥＳＣＩ离子源，系统工作软件 ＭａｓｓＬｙｎｘ４２）、超高
效液相（型号：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＩＣｌａｓｓＰＬＵＳ）（美
国Ｗａｔｅｒｓ公司）；万分之一电子天平和百万分之一
电子天平（型号：ＭＳＥ２４４２Ｓ、ＭＳＡ３６Ｓ型，德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公 司）；涡 旋 仪 （型 号：ＶｏｒｔｅｘＧＥＮＩＥ２
Ｇ５６０Ｅ，美国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；超纯水仪
（型 号：ＭｉｌｌｉＱ ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０，美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）。

１３　实验动物
Ｗｉｓｔａｒ大鼠（３周龄，雌雄各半，体质量♂：

５７１～８８３ｇ体质量♀：４９３～７９２ｇ）共８０只，由
北京维通利华实验动物技术有限公司提供，许可证

编号：ＳＣＸＫ（京）２０２１０００６。实验开始前，适应性饲
养７ｄ，饲养于ＳＰＦ级动物屏障中，饲养环境温度范
围：２０～２６℃，日温差不超过 ３℃，相对湿度：
４０％～７０％，每小时至少换气１５次，每天１２ｈ照明
时间。本实验经国家药物安全监测中心实验动物伦

理委员会批准（编号：ＩＡＣＵＣ２０２３０３２）。

２　实验方法
２１　溶液的制备
２１１　地黄叶总苷给药制剂的制备　取地黄叶总
苷胶囊内容物适量，加入纯水适量，用搅拌器以

５００ｒ·ｍｉｎ－１的转速搅拌１０ｍｉｎ，配成浓度为２、１０、
５０ｍｇ·ｍＬ－１（地黄叶总苷浓度）的地黄叶总苷胶囊
内容物混悬液。

２１２　对照品储备液的制备　取毛蕊花糖苷对照
品，精密称定，加入体积分数为０１％甲酸３０％甲醇
水溶液适量，振摇使溶解，得到质量浓度为

１ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。 －２０℃避光保存。
取内标染料木素对照品，精密称定，加入甲醇适量，

振摇使溶解，得到浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的内标储备
液。２～８℃避光保存。
２１３　对照品及质控样品工作液的制备　分别
精密吸取毛蕊花糖苷对照品储备液适量，用体积

分数为 ０１％甲酸３０％甲醇水作稀释液系列稀
释，得到 ３０、５０、１００、２５０、５００、１０００、２５００和
５０００ｎｇ·ｍＬ－１的系列标准工作液。同法制备质
控样品工作液，得到８０、２０００和４０００ｎｇ·ｍＬ－１
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的质控工作液。

２１４　标准曲线及质控样品的制备　分别精密量
取４５μＬ大鼠空白混合血浆，加入上述浓度的毛蕊
花糖苷系列工作液５μＬ，涡旋混匀２ｍｉｎ，得到质量
浓度为３～５００ｎｇ·ｍＬ－１的毛蕊花糖苷校正标样。
同法制备得到质量浓度为８、２００和４００ｎｇ·ｍＬ－１的
质控样品。

２２　分析方法
２２１　色谱方法　采用 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＴＭ

ＨＳＳＴ３色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），配有
０２μｍ在线过滤器；流动相 ＰｈａｓｅＡ是体积分数为
０１％甲酸水溶液，ＰｈａｓｅＢ是体积分数０１％甲酸乙腈
溶液，梯度洗脱（０～１ｍｉｎ，１０％～３０％Ｂ；１～３５ｍｉｎ，
３０％～４０％ Ｂ；３５～４５ ｍｉｎ，４０％ ～９０％ Ｂ；
４５～４６ｍｉｎ，９０％～１０％Ｂ；３６～５５ｍｉｎ，１０％～１０％
Ｂ）；柱温为５０℃，进样器温度为４℃，进样量为２μＬ。
２２２　质谱方法　电喷雾负离子化电离源
（ＥＳＩ－），离子源温度１５０℃、毛细管电压０５ｋＶ、脱
溶剂气温度５５０℃、脱溶剂气流速１０００Ｌ·ｈ－１、锥
孔气流速１５０Ｌ·ｈ－１、雾化气压力０７ＭＰａ、碰撞气
氩气流速０１５ｍＬ·ｍｉｎ－１。
２３　给药方式和给药剂量

为与该药临床给药方式一致，幼龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
采用灌胃给药途径，连续给药８周，每天１次。按照
地黄叶总苷胶囊内容物进行换算，应用于青少年

（６～１８岁）的慢性肾小球肾炎的临床拟用最大日剂
量为１５ｍｇ·ｋｇ－１，设置给药剂量为 ３０ｍｇ·ｋｇ－１

（低剂量），１５０ｍｇ·ｋｇ－１（中剂量），７５０ｍｇ·ｋｇ－１

（高剂量），约为临床最大拟用剂量的 ２、１０
和５０倍。
２４　样品前处理

取血浆样品５０μＬ置于含有１０μＬ体积分数为
０１％抗坏血酸水溶液的 ＥＰ管中，加入甲醇乙腈
（１∶１）溶液１５０μＬ（含内标染料木素５０ｎｇ·ｍＬ－１），
涡旋振荡２ｍｉｎ，１３２００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清
液２μＬ进样分析。
２５　方法学考察
２５１　选择性　分别取 ６个不同个体的空白
Ｗｉｓｔａｒ大鼠血浆基质和 １个空白溶血基质，按照
“２４”项下方法操作进行样品前处理，得到色谱图，
考察空白大鼠（溶血）血浆对分析物和内标保留时

间处是否存在干扰组分引起显著响应。

２５２　线性关系和定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）　取按“２１３”项下制备的标准曲线

系列样品，按“２４”项进行处理并进样分析，记录
色谱图和峰面积。以分析物与内标峰面积的比值

（Ｙ）作为纵坐标，各分析物浓度（Ｘ）作为横坐标，
采用１／Ｘ２加权最小二乘法进行线性回归，求得回
归方程。

２５３　残留效应　计算在３个分析批中定量上限
（ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＵＬＯＱ）进样后空白血
浆样品中毛蕊花糖苷和内标峰面积占所在该分析批

ＬＬＯＱ峰面积的比例，以考察残留效应并尽量减少
残留。

２５４　准确度与精密度　取按“２１４”项下方法
制备的定量下限、低、中和高浓度质控样品，按

“２４”项下方法处理并进样分析，进行批内与批间
的准确度、精密度考察。每一浓度平行制备 ５份样
品，计算批内精密度；重复操作在至少两天内制备并

分析 ３批样品，计算批间精密度。
２５５　基质效应　取６个不同来源的空白 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠血浆和１个空白溶血基质制备低浓度和高浓度
质控样品，每一浓度平行３份，按“２４”项下进行处
理并进样分析，计算每一个来源基质的准确度和精

密度以考察不同来源的基质效应。

２５６　稳定性考察　取按“２１４”项下方法制备
的低浓度和高浓度质控样品，每一浓度至少平行３
份，按“２４”项处理并进样分析，分别考察样品前处
理（室温放置１ｈ）、样品冻融（－７０℃～室温３次冻
融循环）、样品处理后（自动进样器 ４℃放置 ２４ｈ）
和长期（－７０℃放置１０３ｄ）稳定性，计算质控样品
中分析物的浓度偏差。

２５７　稀释可靠性　按“２１４”项下方法用毛蕊
花糖苷储备液制备大于 ＵＬＯＱ的稀释质控样品
（ＤｉｌｕｔｉｏｎＱＣ），用Ｗｉｓｔａｒ大鼠空白混合血浆１０倍和
１００倍稀释 ＤｉｌｕｔｉｏｎＱＣ样品，得到质量浓度为５００
和５０ｎｇ·ｍＬ－１的稀释可靠性样品，每个稀释可靠性
样品平行配制５个样品。计算稀释可靠性样品的平
均准确度和精密度。

２５８　进样重现性　取按“２４”项下制备的标曲
样品和５个低、中和高浓度质控样品储存于自动进
样器４℃放置 ２４ｈ后重新进样，以重新进样的质控
样品的精密度和准确度确定处理后样品重新进样的

可行性。

２６　ＴＫ
ＴＫ血浆样品的采集于实验周期中的首次给药

日和８周给药结束末次给药日（共２次）进行。首
次和末次采血时间点是给药前、给药后 ５、２０、
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４０ｍｉｎ、１、２、４、６、２４ｈ，５只雌性和５只雄性动物采
集给药前、给药后２０ｍｉｎ、１、４、２４ｈ时间点，另５只
雌性和５只雄性动物采集给药后５、４０ｍｉｎ、２、６ｈ时
间点，２组交替采血。首次给药时，因动物周龄较
小、体质量较轻，每只每次约０２ｍＬ；末次给药，每
只每次约０６ｍＬ。采集血样置于含乙二胺四乙酸
二钾（ＥＤＴＡ２ｋ）抗凝的抗凝管中，轻轻颠倒混匀以
抗凝。血样采集后将离心管置于冰袋或碎冰上，注意

避光，及时记录采血时间，采血后１ｈ内尽快对样本
进行离心（４℃，４０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ），分离血浆。

选取最大血药浓度（ρｍａｘ）附近和消除相的样品
进行样品再分析（ｉｎｃｕｒｒｅｄｓａｍｐｌｅｒｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＩＳＲ），
重新分析约１０％的 ＴＫ样品，至少６７％的样品再次
分析结果其原始分析测得的浓度和重新分析测得的

浓度之间的差异应在两者均值的±２０％范围内。
采用经验证的超高效液相色谱串联质谱联用

ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）方法对Ｗｉｓｔａｒ大鼠血浆样品中的毛蕊
花糖苷进行分析，获得不同时间点的各分析物浓度数

据，采用 ＰｈｏｅｎｉｘＷｉｎＮｏｎｌｉｎ８３软件（美国）非房
室模型进行处理和统计分析，计算药代动力学参数，

将处理后的数据导入 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０绘制血浆
药物浓度时间曲线。实验数据用均数±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。

３　实验结果
３１　质谱化合物信息

按“２２”项下对已知结构对照品进行信息采
集，将化合物离子模式、定量离子对以及相关质谱信

息进行整理（表１）。

表１　毛蕊花糖苷及内标物质质谱参数
Ｔａｂ１　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
Ｉｏｎ

ｍｏｄｅ

Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｉｏｎｐａｉｒ

Ｃｏｎｅ

ｖｏｌｔａｇｅ／Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ／ｅＶ

Ａｃｅｔｏｓｉｄｅ ［Ｍ－Ｈ］－ ６２３１→１６０９ ６８ ３６

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ［Ｍ－Ｈ］－ ２６９０→１５８９ ６０ ３０

３２　方法学考察
３２１　选择性　毛蕊花糖苷的保留时间约为
１５０ｍｉｎ，７个（Ｓ１～Ｓ７）批次的选择性样品在毛蕊
花糖苷保留时间处干扰峰的峰面积均小于ＬＬＯＱ毛
蕊花糖苷峰面积的 ２０％。内标的保留时间约为
２９０ｍｉｎ，７个选择性样品在内标保留时间处干扰峰
的峰面积为 ＬＬＯＱ内标峰面积的５％，该方法的选

择性良好。分析物代表性色谱图见图１。

Ａ－空白血浆；Ｂ－最低定量下限样品；Ｃ－幼龄大鼠血浆给药４０ｍｉｎ后的含

药血浆；Ｄ－内标（染料木素）。

Ａ－ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ－定量下限（ＬＬＯＱ）；Ｃ－ｄｒｕｇｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｌａｓｍａｏｆｙｏｕｎｇ

ｒａｔｓ４０ｍｉｎａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｄ－ＩＳ（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）．

图１　毛蕊花糖苷及内标（ＩＳ）在 Ｗｉｓｔａｒ大鼠血浆中的代表
性多反应监测（ＭＲＭ）色谱图
Ｆｉｇ１　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅａｎｄ
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＩＳ）ｉｎＷｉｓｔａｒｒａｔｓｐｌａｓｍａ

３２２　标准曲线和定量下限　毛蕊花糖苷标准曲
线范围为 ３～５００ｎｇ·ｍＬ－１，标曲回归方程为
Ｙ＝１１０４Ｘ＋０２３６，ｒ＝０９９９１，其随行标曲 ｒ均
大于０９９００。除 ＬＬＯＱ的准确度在 ±２０％内，其
余标准曲线样品的准确度均在８５％ ～１１５％，说明
大鼠血浆中毛蕊花糖苷在该浓度范围内线性关系

良好。

３２３　残留效应　３个分析批中 ＵＬＯＱ后空白血
浆样品中毛蕊花糖苷峰面积低于相应ＵＬＯＱ峰面积
的２０％，３个分析批 ＵＬＯＱ标样后的空白血浆样品
的内标峰面积也低 于 ＬＬＯＱ 内 标 峰 面 积 的
５％（表２）。
３２４　准确度和精密度　ＬＬＯＱ样品的批内、批间
准确度在 ８０％ ～１２０％，精密度相对标准偏差
（ＲＳＤ）≤２０％；低、中、高３个浓度ＱＣ样品批内、批
间准确度均在８５％～１１５％，精密度ＲＳＤ均≤１５％，
根据其随行标准曲线计算ＱＣ样品浓度（表３）。
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表２　大鼠血浆毛蕊花糖苷和内标残留效应测定结果
Ｔａｂ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＩＳ）

Ｂａｔｃｈｅｓ ＡｒｅａｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒＵＬＯＱ ＡｒｅａｏｆＩＳｉｎｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒＵＬＯＱ ２０％ＡｒｅａｏｆｖｅｒｂａｓｃｏｓｉｄｅｉｎＬＬＯＱ ５％ＡｒｅａｏｆＩＳｉｎＬＬＯＱ

１ － １４６５３ １２８３９ ４０１１９

２ ４５５ １８８１６ １１４３０ ３７９８１

３ １３７０ １３０４７ １０６２２ ２９９５５

表３　大鼠血浆中毛蕊花糖苷准确度与精密度结果。珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅａｓｓａｙｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ．珋ｘ±ｓ

ρ（Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ）

／ｎｇ·ｍＬ－１
Ｉｎｔｒａｄａｙ（ｎ＝５） Ｉｎｔｅｒｄａｙ（ｎ＝３）

ρ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｎｇ·ｍＬ－１ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％ ρ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｎｇ·ｍＬ－１ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％

３ ３３８±０２９ １１２６１ ８５３ ３２６±０２３ １１８６９ ７０７

８ ８０１±０１６ １０１２６ ２０２ ８０１±０５１ １０００１ ６３８

２００ １９４５８±１０６９ ９７２９ ５４９ １９４２８±１７５３ ９７１４ ９０２

４００ ３８３２６±１９８１ ９５８１ ５１７ ３９５７７±２９９４ ９８９４ ７５７

３２５　基质效应　７批血浆样品的准确度在
８８２７％～１０６１９％，均在标示浓度的±１５％以内，并且
所有单个来源批次基质的精密度在２４５％～１０４５％，
均不大于１５％，见表４。

表４　大鼠血浆中毛蕊花糖苷基质效应结果。珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ．珋ｘ±ｓ

Ｂａｔｃｈｅｓ
ρ（Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ）

／ｎｇ·ｍＬ－１
ρ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）

／ｎｇ·ｍＬ－１（ｎ＝３）

Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

ＲＳＤ

／％

１ ８ ８０７±０５９ １００９１ ７２８
４００ ３８８８０±２３０４ ９７２０ ５９３

２ ８ ７７７±０３０ ９７１０ ３８６
４００ ４０６８２±１３２７ １０１７１ ３２６

３ ８ ８５０±０４１ １０６１９ ４８４
４００ ３９９１９±１９３５ ９９８０ ４８５

４ ８ ７４８±０７８ ９３５２ １０４５
４００ ３５３０６±１９２８ ８８２７ ５４６

５ ８ ７４８±０６５ ９３５２ ８６９
４００ ３５４７８±２９０９ ８８６９ ８２０

６ ８ ８３０±０５２ １０３７６ ６２３
４００ ３８２４９±９３８ ９５６２ ２４５

７ ８ ７４５±０２５ ９３１７ ３３０
４００ ３９１５２±１５６４ ９７８８ ３９９

３２６　稳定性考察结果　大鼠血浆样品前处理
（室温放置１ｈ）、样品冻融（－７０℃～室温３次冻融
　　　　

循环）、样品处理后（自动进样器４℃放置２４ｈ）和
长期（－７０℃放置１０３ｄ）稳定性质控样品中毛蕊花
糖苷浓度偏差不超过标示浓度的 ±１５％，结果
见表５。

表５　大鼠血浆中毛蕊花糖苷稳定性结果。珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ５　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ．珋ｘ±ｓ

Ｉｔｅｍｓ　　
ρ（Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ）

／ｎｇ·ｍＬ－１
ρ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）

／ｎｇ·ｍＬ－１
Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

ＲＳＤ

／％

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ８ ６８５±０２８ ８５６８ ４０６

（１ｈ，ｎ＝３） ４００ ３４２８７±１９７ ８５７２ １９７

Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗ３ｃｙｃｌｅｓ ８ ７１０±００６ ８８７８ ０８２

（－８０℃，ｎ＝３） ４００ ３８６２９±１８６５ ９６５７ ４８３

１０３ｄ（ｎ＝３） ８ ７７５±０１５ ９６８９ １９６

４００ ３８９０４±１７４２ ９７２６ ４４８

Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ ８ ９０２±０５９ １１２７８ ６５１

（４℃，２８ｈ，ｎ＝５） ４００ ４５０８６±２９１１ １１２７１ ６４６

３２７　稀释可靠性　对超出 ＵＬＯＱ的稀释质控样
品用基质稀释１０倍和１００倍后毛蕊花糖苷测定结
果的准确度在真实值的 ±１５％之内，精密度也低于
１５％的要求，表明大鼠血浆样品稀释不影响准确度
和精密度，见表６。

表６　大鼠血浆中毛蕊花糖苷稀释可靠性结果。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ６　Ｄｉｌｕｔｉｏｎｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

ＤｉｌｕｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ ρ（Ｎｏｍｉｎａｌ）／ｎｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｎｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ）／ｎｇ·ｍＬ－１ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％

１０ ５０００ ４８６２６±２０２３ ４８６２６２±２０２２７ －２７５ ４１６

１００ ５０００ ４６３２±２４０ ４６３２１４±２３９６０ －７３６ ５１７

３３　ＴＫ结果
幼龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄各半，分两组交替采血，

每时间点１０只动物，３０、１５０、７５０ｍｇ·ｋｇ－１３个剂
量组首、末次 ＴＫ雌性和雄性幼龄大鼠平均血药浓
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度时间曲线见图２。从３个剂量组地黄叶总苷胶囊
内容物连续给药８周的幼龄大鼠体内特征研究中可
以看出，灌胃给药后，地黄叶总苷胶囊中主要成分毛

蕊花糖苷在给药后５ｍｉｎ～１ｈ内血药浓度吸收至峰
值，之后开始消除；部分个体在首次给药后１ｈ后即
消除至定量下限３ｎｇ·ｍＬ－１以下，末次给药后部分
个体在２ｈ后即消除至定量下限以下；３个剂量的体
内血药浓度与剂量呈正相关。此外，辅料对照组首

次ＴＫ与末次ＴＫ均未检测到毛蕊花糖苷。

对ρｍａｘ附近和消除相中超过１０％的 ＴＫ样品进
行了再分析，８３３３％血浆样品的复测值与初测值的
差异在两者均值的 ±２０％范围内，说明所建立的方
法满足ＴＫ测定的要求。

在首次、末次给药阶段，分别将各剂量组内所有

同性别幼龄大鼠的血药浓度计算均值，以均值进行

非房室模型拟合，得到首、末次 ＴＫ特征研究中毛蕊
花糖苷３个剂量雌性幼龄大鼠和雄性幼龄大鼠的毒
代动力学参数，结果见表７。

图２　Ｗｉｓｔａｒ幼龄大鼠口服地黄叶总苷胶囊后体内毛蕊花糖苷血药浓度时间曲线。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＰｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅｉｎｙｏｕｎｇＷｉｓｔａｒｒａｔｓａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａｌｅａｆｔｏｔａｌ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｃａｐｓｕｌｅｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

表７　毛蕊花糖苷毒代动力学参数。ｎ＝５
Ｔａｂ７　Ｔｏｘｉｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｃｅｔｏｓｉｄｅ．ｎ＝５

ρ／ｍｇ·ｍＬ－１ ｔ ｔｍａｘ／ｈ ρｍａｘ／ｎｇ·ｍＬ－１ ＡＵＣ０２４ｈ／ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１ ＡＵＣ０∞／ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１ ＭＲＴ０∞／ｈ

３０ Ｆｉｒｓｔ ０３３ １８３１ １３４５３ ３５０３９ ７３８２

Ｌａｓｔ １ ３５３７ １９５２４ ３４５２８ ４１３９

１５０ Ｆｉｒｓｔ １ ６９４７ ２６１５１ ３７２３７ １１７３

Ｌａｓｔ ００８３ ６３２２ ２１１４１ ３５３５１ ２３９８

７５０ Ｆｉｒｓｔ ００８３ ２７０１４ ５９０６２ ７２２１５ ３５０

Ｌａｓｔ ００８３ ４８６９２ ８９７１７ ９５００３ ８１３

注：ＭＲＴ－平均滞留时间。

Ｎｏｔｅ：ＭＲＴ－ｍｅａｎｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅ．

　　低剂量组３０ｍｇ·ｍＬ－１地黄叶总苷胶囊连续给
药８周，末次给药后体内（以毛蕊花糖苷计）的 ρｍａｘ
是首次给药ρｍａｘ的１９３倍，血药浓度时间曲线下面
积（ＡＵＣ０２４ｈ）是首次给药 ＡＵＣ０２４ｈ的１４５倍；中剂
量组１５０ｍｇ·ｍＬ－１地黄叶总苷胶囊末次给药后体
内（以毛蕊花糖苷计）的ρｍａｘ是首次给药ρｍａｘ的０９１
倍，ＡＵＣ０２４ｈ是首次给药 ＡＵＣ０２４ｈ的０８１倍；高剂量
组７５０ｍｇ·ｍＬ－１地黄叶总苷胶囊末次给药后体内
（以毛蕊花糖苷计）的 ρｍａｘ是首次给药 ρｍａｘ的 １８０
倍，ＡＵＣ０２４ｈ是首次给药 ＡＵＣ０２４ｈ的１５２倍。其中，
低剂量组和高剂量组首、末次 ρｍａｘ和 ＡＵＣ０２４ｈ相差

较多，可能是因为两组动物交替采血的方式增加

了个体间的差异，从而导致了血药浓度的波动而

造成。采用 ＳＰＳＳ独立样本 ｔ检验比较重复给药
８周前后的体内暴露是否存在差异，结果显示 Ｐ值
大于临界值００５，表明首、末次给药后的毛蕊花糖
苷体内暴露量无统计学意义的区别。因此认为地

黄叶胶囊内容物在剂量 ３０～７５０ｍｇ·ｋｇ－１内，幼
龄大鼠连续灌胃给予 ８周，体内毛蕊花糖苷的暴
露量无蓄积现象。

幼龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠给予地黄叶总苷胶囊内容物
的３个剂量之比是１∶５∶２５，首次给药后 ３个剂量
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组体内地黄叶总苷胶囊内容物（以毛蕊花糖苷计）

ρｍａｘ之比是１∶３８∶１４７，表明随着剂量的增加，ρｍａｘ
的增加并不是线性的；首次给药后 ３个剂量组体
内地黄叶总苷胶囊内容物（以毛蕊花糖苷计）

ＡＵＣ０２４ｈ之比是１∶１９∶４４，同样表明随着剂量的
增加，ＡＵＣ０２４ｈ的增加不是线性的。而末次给药后
３个剂量组地黄叶总苷胶囊内容物（以毛蕊花糖苷
计）ρｍａｘ之比是１∶１８∶１３８，说明随着给药次数的
增加，高剂量组的 ρｍａｘ与低剂量组之间的差距变
小；３个剂量组地黄叶总苷胶囊内容物（以毛蕊花
糖苷计）ＡＵＣ０２４ｈ之比是１∶１１∶４６，表明高剂量组
与低剂量组之间 ＡＵＣ０２４ｈ的差距在重复给药后有
所减小。从上述结果可看出，Ｗｉｓｔａｒ大鼠给予３个
剂量组地黄叶总苷胶囊内容物（以毛蕊花糖苷计）

的 ρｍａｘ和 ＡＵＣ０２４ｈ增加的比例低于剂量增加比例；
且随着剂量的增加，ρｍａｘ和 ＡＵＣ０２４ｈ的增加呈现非
线性关系，并且在重复给药之后，高剂量组与低剂

量组之间的毒动学参数差异有所减小。这提示地

黄叶总苷胶囊（以毛蕊花糖苷计）可能存在非线性

的药动学特征，特别是在较高剂量下或在重复给

药的情况下。

４　讨　论
本研究依据 ＩＣＨ发布的 Ｍ１０指导原则，建立

了一种基于 ＬＣＭＳ／ＭＳ技术测定大鼠血浆中毛蕊
花糖苷的生物分析方法。在方法建立过程中，发

现毛蕊花糖苷存在降解的可能性。根据相关文献

报道，毛蕊花糖苷因其结构中含有邻二酚羟基以

及糖苷键，因此在高温、高 ｐＨ和光照条件下容易
发生氧化降解［２５］。因此，在实验过程中采取了一

系列措施确保毛蕊花糖苷的稳定性，在样品预处

理过程中添加体积分数１％的抗坏血酸以防止其
氧化降解，并在方法学验证阶段分别考察了室温

放置１、２和４ｈ的稳定性以及多次冻融对毛蕊花
糖苷稳定性的潜在影响。此外，在收集 ＴＫ样品过
程中避光，将收集到的 ＴＫ样本立即放置于碎冰
中，快速完成样本的分离和储存。

ＴＫ研究结果显示，地黄叶总苷胶囊的主要成
分———毛蕊花糖苷，在幼龄大鼠体内的消除速度

较快，这与文献［２６］中报道的毛蕊花糖苷单体给
药后在大鼠体内的消除趋势相似。而地黄叶总苷

胶囊的主要成分毛蕊花糖苷在幼龄大鼠体内的ＴＫ
行为表现出一定的非线性特征，即随着剂量的增

加，ρｍａｘ和 ＡＵＣ０２４ｈ的增加比例低于剂量增加的比

例。这种非线性现象可能是在高剂量下，地黄叶

总苷胶囊中的活性成分达到饱和，导致吸收效率

下降；也可能随着剂量的增加，负责代谢这些成分

的酶系统可能会达到饱和状态，从而影响药物的

代谢速率。此外，在末次给药后，ρｍａｘ和 ＡＵＣ０２４ｈ的
变化趋势与首次给药虽有所不同，但值得注意的

是，这些变化并没有显示出明显的蓄积效应，即随

着给药次数的增加，药物的暴露量并未显著累积。

这些发现对于指导地黄叶总苷胶囊在儿童患者中

的合理剂量选择具有重要意义。考虑到药物在幼

龄大鼠体内的非线性药动学特性，在未来应用于

儿童患者时应注意药物的剂量调整，并在后续研

究中利用多种动物模型进行比较研究，以更好地

理解跨物种药动学差异，确保地黄叶总苷胶囊可

以应用于儿童患者。
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