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　 　 【摘要】 　 目的　 建立小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的高效液相色谱⁃质谱联用（ＨＰＬＣ ／ ＭＳ⁃ＭＳ）定量分析方法，
并研究其在小鼠体内的药代动力学特征。 方法　 ＫＭ 小鼠采用尾静脉注射（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、腹腔注射（２０、４０ 和 ６０ ｍｇ ／
ｋｇ）和灌胃（２００、４００ 和 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ）给药后，在 ０、５、３０ ｍｉｎ 及 １、２、４、６、８、１２、１６ 和 ２４ ｈ 眼底静脉丛取血，分离血浆

样品，ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析样品中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的浓度，计算药代动力学参数，并评价不同途径给药下黄卡瓦胡椒

素 Ｂ 的生物利用度。 结果　 在 ０􀆰 ２ ～ ８００􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度范围内，黄卡瓦胡椒素 Ｂ 线性关系良好（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９５），定量

下限为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ，准确度在－ ８􀆰 ５０％ ～ １２􀆰 ５０％，精密度在 １􀆰 ７３％ ～ １２􀆰 ０３％，且无明显基质效应（８８􀆰 ６８％ ～
１０２􀆰 ０４％），确证该方法适用于小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的定量分析。 药代动力学结果显示，黄卡瓦胡椒素 Ｂ 腹

腔注射和灌胃给药后在体内吸收迅速，血药浓度在给药 ０􀆰 ０８３ ｈ 即为峰值，在腹腔注射 ２０ ～ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 和灌胃 ２００
～ ６００ ｍｇ ／ ｋｇ 给药范围内呈现良好的线性药代动力学过程。 黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的绝对生物利用度腹腔注射给药为

５３􀆰 ２９％，灌胃给药为 １􀆰 ３８％。 结论　 本研究建立的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 定量分析方法，操作简便、准确、灵敏度高，成功

应用于小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的药代动力学特征研究。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ； ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ； ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ； ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 卡瓦胡椒（Ｐｉｐｅｒ ｍｅｔｈｙｓｔｉｃｕｍ）是一种原产于南

太平洋地区的药食同源植物，属胡椒科，入药部位

主要为根及根茎。 在当地，卡瓦胡椒作为一种失

眠、焦虑和更年期症状的自然疗法，现临床多用于

镇静催眠、抗痉挛、局部麻醉、抗真菌等方面［１－２］。
近年，其相关制剂已作为非处方药或食品添加剂进

入欧美国家，我国亦有相关报道［２］。 黄卡瓦胡椒素

Ｂ（Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ，ＦＫＢ）是从卡瓦胡椒中分离出来的

一种天然甲氧基化查耳酮，具有抗炎［３－４］、抗癌［５－６］、
镇痛［７］、抗血管生成［８－９］ 和免疫调节等多种治疗作

用。 ＦＫＢ 在治疗恶性肿瘤方面表现出色，尤其是胃

癌、肺癌、前列腺癌和乳腺癌，其开发前景令人瞩

目，引起了全球的广泛关注［５，１０－１４］。 另外，ＦＫＢ 有潜

在的肝毒性报道［９，１５］。 但截至目前，对 ＦＫＢ 的体内

过程了解尚不充分，为阐明 ＦＫＢ 的药代动力学特

征，本研究利用高效液相色谱⁃质谱联用 （ ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ）建立血药浓度定量分析方法，并进一步比

较了静脉给药、腹腔注射和灌胃给药后血浆中 ＦＫＢ
的药代动力学特征和生物利用度数据，这将为 ＦＫＢ
药理机制、安全性研究和进一步开发提供方法和数

据支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１６８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠，７ ～ ８ 周龄，体重

（３１􀆰 ０ ± １􀆰 ５）ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】。 在昼夜交替照明、恒
温（２３ ～ ２５℃）、恒湿 （４９％ ～ ５１％） 环境中喂养

３ ｄ， 适应饲养环境，自由饮食饮水。 实验前禁食 １２
～ １６ ｈ，自由饮水。 所有动物饲养于中国中医科学

院中医基础理论研究所【ＳＹＸＫ（京）２０２１－００１７】，实
验均经过中国中医科学院医学实验中心伦理委员

会批准（ＥＲＣＣＡＣＭＳ２１⁃２１０６⁃０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

木犀草素（批号：ＲＤＤ⁃００７０２００５０１４）、黄卡瓦胡

椒素 Ｂ（批号：ＲＤＤ⁃Ｈ⁃０２８０２３０１００４）购于成都瑞芬

思德丹生物科技有限公司，纯度均大于 ９８％；二甲

基亚砜（Ｓｉｇｍａ 公司，批号：１０３２０９５２８），羧甲基纤维

素钠（国药集团，批号：２０１２０３３０），Ｔｗｅｅｎ８０（ＭＣＥ 公

司，批号：ＨＹＳ０００００６６３４），ＰＥＧ⁃３００（ＭＣＥ 公司，批
号：ＨＹＷ００００８４０１８）；甲醇、乙腈（ ＬＣ ／ ＭＳ 级，北京

迪马公司），甲酸（ＬＣ ／ ＭＳ 级，美国 Ｓｉｇｍａ 公司），甲
酸铵（ＬＣ ／ ＭＳ 级，美国 Ｓｉｇｍａ 公司），其他试剂均为

分析纯。
Ｔａｒｇｉｎ ＶＸ⁃Ⅲ多管涡旋振荡器（北京踏锦科技

有限公司）；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｉｎｔｅｇｒａｌ ５ 超纯水制备仪（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＫＱ⁃５００ＤＥ 型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）；Ｒｏｔａｎｔａ ４６０Ｒ 高速冷

冻离心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司）。 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 系统

（美国 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司），包括 ＥｘｉｏｎＬＣ⁃２０ＡＣ 高效液

相色谱仪、Ｉｏｎ ＤｒｉｖｅＴＭ Ｔｕｒｂｏ Ｖ 离子源、Ｓｃｉｅｘ６５００＋三

重四极杆检测器、 Ａｎａｌｙｓｔ １􀆰 ７ 数据采集系统和

ＭｕｔｉＱｕａｎｔ ３􀆰 ０􀆰 ３ 数据处理系统等。
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 药品配制

（１）尾静脉注射组和腹腔注射组：称取适量的

ＦＫＢ，加入所需药液体积的 ４％二甲基亚砜，充分振

荡使药物完全溶解，再加入所需药液体积的 ４０％
ＰＥＧ⁃３００ 和 ５％ Ｔｗｅｅｎ８０，最后加入剩余体积的生理

盐水，振荡并超声处理 ６０ ｓ，配制成 ４ ｍｇ ／ ｍＬ、８ ｍｇ ／
ｍＬ、１２ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＦＫＢ 溶液。

（２）灌胃组：称取适量的 ＦＫＢ，加入 ４％二甲基

亚砜和 ５％ Ｔｗｅｅｎ８０，混合后溶于 ０􀆰 ５％羧甲基纤维

素钠，振荡并超处理声 ６０ ｓ，最终配制成 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ、
８０ ｍｇ ／ ｍＬ、１２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＦＫＢ 溶液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物实验

７ 周龄雄性 ＫＭ 小鼠，随机分成 ７ 个组：（１）尾
静脉注射组（ ｉ．ｖ． ２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、（２）低剂量腹腔注射组

（ ｉ．ｐ． ２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、（３）中剂量腹腔注射组（ ｉ． ｐ． ４０
ｍｇ ／ ｋｇ）、（４）高剂量腹腔注射组（ ｉ． ｐ． ６０ ｍｇ ／ ｋｇ）、
（５）低剂量灌胃组（ ｉ． ｇ． ２００ ｍｇ ／ ｋｇ）、（６）中剂量灌

胃组（ ｉ．ｇ． ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）、（７）高剂量灌胃组（ ｉ． ｇ． ６００
ｍｇ ／ ｋｇ），每个组由 ２４ 只小鼠组成 １１ 个取血时间点

（每只小鼠 ３ 个取血时间点），每个时间点平行 ６ 只

小鼠。 实验于小鼠给药后 ０、５、３０ ｍｉｎ 及 １、２、４、６、
８、１２、１６、２４ ｈ，于眼底静脉丛取血 １００ μＬ，迅速装入

ＥＤＴＡ·Ｎａ２抗凝管中，在 ４℃ ４３６２ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心

１５ ｍｉｎ，弃沉淀，取上层血浆装于新 Ｅｐ 管中，－８０℃
保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样品溶液配制

（１）对照品溶液配制：精密称取 ＦＫＢ 对照品约

１０ ｍｇ，倒入 ５ ｍＬ 容量瓶中，加入甲醇，超声 ５ ｍｉｎ
助溶，将溶液稀释至刻度，摇匀即得。 所配制贮备

液浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ，逐级稀释后得到 １􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０、
８􀆰 ０、１６􀆰 ０、３２􀆰 ０、６１􀆰 ５、１２５􀆰 ０、２５０􀆰 ０、５００􀆰 ０、１０００􀆰 ０、
２０００􀆰 ０ 和 ４０００􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度的对照品系列溶液，
置于－８０℃保存备用。

（２）内标溶液配制：精密称取木犀草素对照品

约 １０ ｍｇ，倒入 ５ ｍＬ 容量瓶中，后加入甲醇，超声

５ ｍｉｎ 助溶，将溶液稀释至刻度，摇匀即得内标母

液，－８０℃ 冰箱中备用。 临用前用甲醇将内标母液

稀释成 １０ μｇ ／ ｍＬ 的内标溶液。
（３）质量控制（ＱＣ）样品的配制：取低、中、高

３ 个浓度的对照品溶液，加入一定量的空白血浆充

分混合，摇匀即得低浓度质控（ＬＱＣ，０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ）、中
浓度质控（ＭＱＣ，２０ ｎｇ ／ ｍＬ）和高浓度质控（ＨＱＣ，

６００ ｎｇ ／ ｍＬ）样品，置于－８０℃条件下保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血浆样品的处理

血浆样品在室温下融化后，充分混匀，精密量

取 ５０ μＬ，置于 ０􀆰 ６ ｍＬ 干净离心管中，精密加入 １０
μＬ 内标溶液和 １４０ μＬ 乙腈，６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 涡旋混合

５ ｍｉｎ， ４℃ １３ ７９５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，
４℃ １３ ７９５ ｒ ／ ｍｉｎ 再次离心 １０ ｍｉｎ，取上清待测。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

（１）色谱条件：色谱柱为 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱

柱（２􀆰 ５ μｍ，２􀆰 １ × ５０ ｍｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；流动

相为 Ａ（水，含 ０􀆰 １％甲酸） ∶ Ｂ（乙腈⁃异丙醇［５０ ∶
５０］），梯度洗脱程序如下： ０ ～ ４􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ ～
１００％ Ｂ；４􀆰 ０ ～ ６􀆰 ０ ｍｉｎ，１００％ Ｂ ～ １００％ Ｂ；６􀆰 ０ ～
６􀆰 １ ｍｉｎ，１００％ Ｂ ～ ２０％ Ｂ；６􀆰 １ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ，２０％ Ｂ
～ ２０％ Ｂ。 柱温为 ３５℃；样品室温度为 ４℃；流速为

０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 ２ μＬ。
（２） 质谱条件：电喷雾离子源 （ ＥＳＩ），气帘气

（Ｎ２）为 ４０ ｐｓｉ，碰撞气（Ｎ２）为 ９ ｐｓｉ，喷雾电压为 ＋
５５００ Ｖ，雾化温度为 ５５０℃，雾化气（ＧＳ１，Ｎ２）和辅

助气（ＧＳ２，Ｎ２）均为 ５５ ｐｓｉ。 实验采用多反应监测

（ＭＲＭ）模式正离子扫描，ＦＫＢ 和内标木犀草素离子

对及相应的去簇电压、碰撞能量、保留时间等质谱

参数见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ６　 方法学的建立与验证

（１）选择性：随机取 ６ 只小鼠空白血浆，除不加

内标（等体积纯水替代）外，按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操

作，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，并记录相应的色谱图。
通过色谱图比较定量限（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）
样品、小鼠空白血浆样品和小鼠给药后血浆样品，
考察该方法的选择性。

（２）线性范围及定量限：取 ＦＫＢ 对照品系列溶

液，分别随机加入小鼠空白血浆，得到 ０􀆰 ２、０􀆰 ４、
０􀆰 ８、１􀆰 ６、３􀆰 ２、６􀆰 １、１２􀆰 ５、２５􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００􀆰 ０、２００􀆰 ０、
４００􀆰 ０ 和 ８００􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的模拟生物样品，同样按

“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
横坐标 Ｘ 为血浆样品中待测物的浓度，纵坐标 Ｙ 为

待测物与内标的峰面积比值，１ ／ Ｘ 为权重系数，回归

分析采用加权最小二乘法，最终得到各成分的标准

曲线和线性范围。 各成分的 ＬＯＱ 经信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝
１０ 计算，并以 ＬＯＱ 作为标准曲线的最低浓度点。

（３）基质效应与提取回收率：取 ＱＣ 和 ＬＯＱ 样

品，每一浓度配制 ６ 份，按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，
进样分析得到 ＦＫＢ 与内标的色谱峰面积比值 Ａ；取
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用纯水配制以上等浓度的样品，进样分析得到 ＦＫＢ
与内标的色谱峰面积比值 Ｂ；另随机取空白血浆，
按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，上述相应等浓度的对照

品和内标溶液分别加入于经提取的上清液中，进
样分析后可得 ＦＫＢ 与内标的色谱峰面积比值 Ｃ。
Ａ 与 Ｂ 的比值即基质效应，Ａ 与 Ｃ 的比值即提取

回收率。

图 １　 质谱碎片及可能的裂解过程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

（４）准确度与精密度：ＬＯＱ 样品和 ＱＣ 样品 １ ｄ
之内测定 ６ 次，且连续 ３ ｄ 检测，计算日内、日间精

密度及准确度。
（５）残留：取定量上限样品，按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方

法操作，然后进样空白样品；该循环连续操作 ３ 次，
之后统一分析各待测物的残留。

（６）稀释可靠性：配制 ６ 份模拟生物样品，约 １０
倍 ＱＣ 样品浓度（６０００ ｎｇ ／ ｍＬ），稀释到 ６００ ｎｇ ／ ｍＬ
（使用空白血浆稀释），如“１􀆰 ２􀆰 ４”的步骤操作，进样

以分析，并计算稀释后样品的准确度及精密度。
　 　 （７）稳定性：配制 ３ 份相同浓度的 ＱＣ 样本，按
“１􀆰 ２􀆰 ４”步骤操作，考察室温稳定性是通过室温放

置 ０􀆰 ５ ｈ 和 ２ ｈ；考察后期稳定性是通过 ４℃条件下

放置 １２ ｈ 和 ２４ ｈ；考察冻融稳定性是通过－８０℃冻

存，室温融化，重复 ３ 次；考察长期稳定性是通过

－８０℃ 冻存 １ 个月。
取 ＱＣ 样品，每一浓度配制 ３ 份，并按“１􀆰 ２􀆰 ４”

项下方法操作，在 ４℃放置 １２ ｈ 和 ２４ ｈ，考察后期稳

定性；在室温下放置 ０􀆰 ５ ｈ 和 ２ ｈ，考察室温稳定性；
经历 ３ 次冻融（－８０℃冻存，室温融化），考察冻融稳

定性；在 － ８０℃ 条件下冷冻 １ 个月，考察长期稳

定性。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验使用 ＭｕｔｉＱｕａｎｔ（版本：３． ０． ３，美国 ＡＢ
Ｓｃｉｅｘ 公司）处理数据，Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ２０１６（版本：ｂ９． ３．
２２６，美国 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ 公司）和 ＣｈｅｍＢｉｏＤｒａｗ Ｕｌｔｒａ（版
本：１４． ０，美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）绘图 ＤＡＳ 软件（版
本：３􀆰 ０，上海博佳医药）的非房室模型计算药代参

数。 最大血药浓度（Ｃｍａｘ）和达峰时间（Ｔｍａｘ）均为实

测值， 采 用 梯 形 法 计 算 时 间 浓 度 曲 线 下 面 积

（ＡＵＣ），使用 ＡＵＣ０⁃ｔ和相应给药剂量进行多剂量线

性关系分析。

２　 结果

２􀆰 １　 质谱分析

选择低分子质量模式下进行 ＦＫＢ 的质谱分析，
结果正离子模式监测优于负离子模式，在正离子模

式下 ＦＫＢ 主要生成［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋峰。 对［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋峰的

主要碎片离子进行扫描分析，结果见图 １。
选择丰度最高且稳定性好的离子对 （２８５􀆰 １ ／

１８１􀆰 １）作为定量离子对用于 ＦＫＢ 的定量分析，另外

选择一对丰度高且稳定性好的离子对 （ ２８５􀆰 １ ／
１３１􀆰 １）作为定性离子对用于 ＦＫＢ 的确认。

由于 ＦＫＢ 尚无商业化的稳定同位素标记物可

供使用，本实验选择的内标是黄酮类化合物木犀草

素，在正离子模式下对木犀草素进行离子扫描和离

子对优化，结果见图 １。 在 ＭＲＭ 模式下，ＦＫＢ 和内
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中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

标木犀草素的各离子对的保留时间、碰撞能量和去

簇电压等液相⁃质谱参数结果见表 １。
２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １　 残留效应　
使用含高浓度 ＦＫＢ 的模拟生物样品（８００ ｎｇ ／

ｍＬ） 及内标，考察 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３、 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ

ＰＦＰ 等不同色谱柱的残留，结果 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３ 色

谱柱残留最少；考察甲醇⁃水、乙腈⁃水、乙腈⁃异丙醇⁃
水等不同洗脱体系下系统的残留，结果乙腈⁃异丙

醇⁃水洗脱条件下残留最少，结果见图 ２。 因此使用

ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱以乙腈⁃异丙醇⁃水为洗脱相

来进行方法学的验证。

表 １　 黄卡瓦胡椒素 Ｂ 和内标木犀草素优化后的液相色谱质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
分析物
Ａｎａｌｙｔｅ

离子对
Ｉｏｎ ｐａｉｒ

驻留时间（ｍｓ）
Ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ（ｍｓ）

去簇电压（Ｖ）
Ｄｅ⁃ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｖｏｌｔａｇｅ（Ｖ）

碰撞能量（ｅＶ）
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ（ｅＶ）

保留时间（ｍｉｎ）
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ（ｍｉｎ）

黄卡瓦胡椒素 Ｂ
Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ２８５􀆰 １ ／ １８１􀆰 １ １００ １０５ ２７ ４􀆰 ０６

木犀草素（内标）
Ｌｕｔｅｏｌｉｎ（Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ） ２８７􀆰 １ ／ １５３􀆰 １ １００ １５０ ４４ ２􀆰 ６５

注：ＡⅠ，ＡⅡ：黄卡瓦胡椒素 Ｂ（８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ 内标（ ＩＳ）在甲醇⁃水洗脱体系下残留的离子流图；ＢⅠ，ＢⅡ：黄卡瓦胡椒素 Ｂ（８００ ｎｇ ／
ｍＬ） ／ 内标（ＩＳ）在乙腈⁃水洗脱体系下残留的离子流图；ＣⅠ，ＣⅡ：黄卡瓦胡椒素 Ｂ（８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ 内标（ＩＳ）在乙腈⁃异丙醇⁃水洗脱体系

下残留的离子流图。

图 ２　 不同洗脱体系下的残留色谱图

Ｎｏｔｅ． ＡⅠ， ＡⅡ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ＩＳ） ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ． ＢⅠ，
ＢⅡ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ ＩＳ） ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｗａｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ． ＣⅠ， ＣⅡ．
Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ＩＳ） ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ ｗａｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃａｒｒｙ⁃ｏｖｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ

２􀆰 ２􀆰 ２　 提取溶剂选择

将含 ＦＫＢ 的模拟生物样品 （ １００ ｎｇ ／ ｍＬ） 按

“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，考察 ＦＫＢ 和内标木犀草素

在 ３ 倍甲醇和 ３ 倍乙腈提取条件下的提取率。 提取

率结果表明 ３ 倍乙腈（ＦＫＢ 为 ９７􀆰 ０８％ ± ６􀆰 ６０％、ＩＳ
为 ９２􀆰 １２％ ± ４􀆰 ２４％） 稍优于 ３ 倍甲醇 （ ＦＫＢ 为

８４􀆰 ７０％ ± １􀆰 ８９％、ＩＳ 为 ９６􀆰 ８３％ ± ４􀆰 ５０％），因此采

用 ３ 倍乙腈作为提取溶剂进行后续方法学验证。
２􀆰 ３　 方法学确证

２􀆰 ３􀆰 １　 方法的选择性

如图 ３ 所示，待测成分峰形和分离效果较好，
ＦＫＢ 出峰时间约为 ４􀆰 ０６ ｍｉｎ，内标出峰时间约为
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２􀆰 ６５ ｍｉｎ，小鼠血浆和脑组织中的内源性物质、代谢

产物等基本不干扰以上成分的检出。

注：Ａ，Ｆ：空白血浆样品提取离子流图；Ｂ，Ｇ：空白血浆样品加入内标（ＩＳ，木犀草素）和 ＦＫＢ（ＬＯＱ 浓度，０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ）的提取离子流图；Ｃ，Ｈ：
小鼠尾静脉注射给药 ０􀆰 ０８３ ｈ 后的血浆样品提取离子流图；Ｄ，Ｉ：小鼠腹腔注射给药 ０􀆰 ０８３ ｈ 后的血浆样品提取离子流图；Ｅ，Ｊ：小鼠灌胃给

药 ０􀆰 ０８３ ｈ 后的血浆样品提取离子流图。

图 ３　 血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 和内标的 ＭＲＭ 色谱图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｆ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ． Ｂ， Ｇ． Ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ ＩＳ， ｌｕｔｅｏｌｉｎ） ａｎｄ
Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （ＬＯＱ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ）． Ｃ， Ｈ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ０􀆰 ０８３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｄ， Ｉ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ０􀆰 ０８３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｅ， Ｊ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ０􀆰 ０８３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

２􀆰 ３􀆰 ２　 线性范围及定量限

血浆中 ＦＫＢ 典型的标准曲线回归方程为 Ｙ ＝
０􀆰 ０１０Ｘ ＋ ０􀆰 ００３３，相关系数 ｒ 为 ０􀆰 ９９９５，在 ０􀆰 ２ ～

８００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，经信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝
１０ 计算的 ＬＯＱ 为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 基质效应与提取回收率

ＬＯＱ 样品及各浓度 ＱＣ 样品的基质效应为

８８􀆰 ６８％ ～ １０２􀆰 ０４％， 提取回收率 在 ９５􀆰 ４２％ ～
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１０１􀆰 ５５％，表明样品提取和分析方法良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 准确度与精密度

结果 显 示， ＬＯＱ 相 对 误 差 在 － ４􀆰 ４５％ ～
１２􀆰 ５０％，各浓度 ＱＣ 样品相对误差在 － ８􀆰 ５０％ ～
９􀆰 ７０％；日内和日间精密度 ＬＯＱ 样品的 ＲＳＤ 在

１３􀆰 ００％以内，各浓度 ＱＣ 样品的 ＲＳＤ 在 １０􀆰 ００％以

内，表明分析方法准确、稳定可行。
２􀆰 ３􀆰 ５　 残留与稀释效应

进样高浓度 ＱＣ 样品后，空白样品的残留均低

于内标响应的 ０􀆰 ０３％，低于 ＬＯＱ 样品的 １１􀆰 ０３％；
稀释后样品准确度为 ２􀆰 ４３％ ～ ８􀆰 ６２％，精密度

为 ２􀆰 ４８％，表明分析方法的残留及稀释可靠性

良好。

注：Ａ：小鼠尾静脉注射给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线；Ｂ：小鼠腹腔注射给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线；Ｃ：小
鼠灌胃给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线；Ｄ：小鼠腹腔注射给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 在 ０ ～ ４ ｈ 的平均药时浓度曲线局部放大

图；Ｅ：小鼠灌胃给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 在 ０ ～ ４ ｈ 的平均药时浓度曲线局部放大图。

图 ４　 小鼠给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ
ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃ． Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｄ． Ｐａｒｔｉａｌｌｙ
ｅｎｌａｒｇｅｄ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｆｒｏｍ ０ ～ ４ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ； Ｅ． Ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｖｉｅｗ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ０ ～ ４ ｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ３􀆰 ６　 稳定性

测定低、中、高浓度 ＱＣ 样品在不同处理条件的

稳定性，实验结果表明 ＦＫＢ 在室温放置 ２ ｈ（回收

率：９２􀆰 ８９％ ～ １０９􀆰 ２０％），经过 ３ 次冻融（回收率：
９５􀆰 ６９％ ～ １０３􀆰 ９８％），－８０℃条件下储存 １ 个月（回
收率：９０􀆰 ８６％ ～ １０３􀆰 ４６％），及处理后的样品在进

样室内放置 ２４ ｈ（回收率：１０９􀆰 ０４％ ～ １１１􀆰 ７０％），
稳定性基本良好。
２􀆰 ４　 药代动力学结果

小鼠在静脉（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、腹腔注射（２０、４０ 和

６０ ｍｇ ／ ｋｇ）和灌胃（２００、４００ 和 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ）给药后未

发现明显不良反应，ＦＫＢ 的平均药时浓度曲线见图

４，计算的主要药代动力学参数见表 ２。 ＦＫＢ 在小鼠

体内吸收速度很快，各给药组在第 １ 个采血时间点

０􀆰 ０８３ ｈ 即为峰值；体内滞留时间 ＭＲＴ０⁃ｔ 较短，为
２􀆰 ７８ ～ ４􀆰 ５１ ｈ；表观分布容积较大，均高于 ２４３􀆰 ６３
Ｌ ／ ｋｇ。 与尾静脉注射和腹腔注射给药 （半衰期：
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　 　 　 　 　 　 　 　表 ２　 小鼠尾静脉注射、腹腔注射和灌胃黄卡瓦胡椒素 Ｂ 后血浆中药代动力学参数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，

ａｎｄ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
ｉ．ｖ．２０
（ｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｐ．２０
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｐ．４０
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｐ．６０
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｇ．２００
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｇ．４００
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｇ．６００
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＡＵＣ０⁃ｔ（ｈ·ｎｇ ／ ｍＬ） ８５２􀆰 ９４０ ５２９􀆰 ３２０ ７８６􀆰 ９６０ １４３６􀆰 ２８０ １５４􀆰 ４９０ ２１７􀆰 ６４０ ２９２􀆰 １３０
ＡＵＣ０－∞（ｈ·ｎｇ ／ ｍＬ） ８９８􀆰 ８２０ ５７８􀆰 ８４０ ８９８􀆰 ５６０ １４３７􀆰 ０８０ １５８􀆰 ３１０ ３４１􀆰 １９０ ２９９􀆰 ７１０

ＭＲＴ０⁃ｔ（ｈ） ４􀆰 ５１０ ４􀆰 ２２０ ３􀆰 ２７０ ５􀆰 ０９０ ３􀆰 ７３０ ３􀆰 ５８０ ２􀆰 ７８０
ＭＲＴ０－∞（ｈ） ６􀆰 ０６０ ５􀆰 ８３０ ６􀆰 ３５０ ５􀆰 １００ ３􀆰 ９９０ １１􀆰 ２５０ ３􀆰 ０９０

ｔ１ ／ ２ｚ（ｈ） ７􀆰 ６００ ４􀆰 ８９０ ８􀆰 ３３０ ２􀆰 ０４０ １􀆰 ８１０ ８􀆰 ８４０ ２􀆰 １８０
Ｔｍａｘ（ｈ） ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３

Ｖｚ ／ Ｆ （Ｌ ／ ｋｇ） ２４４􀆰 ０６０ ２４３􀆰 ６３０ ５３４􀆰 ９２０ １２２􀆰 ９５０ ３２９􀆰 ０８０ １４９５􀆰 ８８０ ６３０􀆰 ４００
ＣＬｚ ／ Ｆ Ｌ ／ （ｈ·ｋｇ） ２２􀆰 ２５０ ３４􀆰 ５５０ ４４􀆰 ５２０ ４１􀆰 ７５０ １２６􀆰 ３４０ １１７􀆰 ２４０ ２００􀆰 ２００

Ｃ５ ｍｉｎ ｏｒ Ｃｍａｘ（ｎｇ ／ ｍＬ） ５０３􀆰 ８６０ ２９４􀆰 １６０ ５３２􀆰 ４６０ ６０２􀆰 ３９０ ６２􀆰 ２９０ ９７􀆰 ５１０ ２１１􀆰 ４４０
Ｆ（％） － ６２􀆰 ０６０ ４６􀆰 １３０ ５６􀆰 １３０ １􀆰 ８１０ １􀆰 ２８０ １􀆰 １４０

４􀆰 ８９ ～ ９􀆰 ７０ ｈ；清除率：２２􀆰 ２５ ～ ４４􀆰 ２３ Ｌ ／ （ｈ·ｋｇ）相
比，ＦＫＢ 灌胃给药体内半衰期（１􀆰 ７１ ～ ２􀆰 ７８ ｈ）明显

减小；清除率（１２６３􀆰 ３８ ～ ２００１􀆰 ９５ Ｌ ／ （ｈ·ｋｇ））明显

加快。 与静脉给药相比，腔腔注射 ＦＫＢ 的绝对生物

利用度为 ４６􀆰 ３１％ ～ ６２􀆰 ０６％，灌胃 ＦＫＢ 的绝对生物

利用度仅为 １􀆰 １４％ ～ １􀆰 ８１％。 腹腔注射和灌胃给

药 ＦＫＢ 多剂量线性关系分析结果见图 ５，可知小鼠

在腹腔注射 ２０ ～ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 及灌胃 ２００ ～ ６００ ｍｇ ／
ｋｇ 给药剂量范围内，药代动力学过程呈明显的线性

关系（Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓ ｒ ＞ ０􀆰 ９７）。

注：Ａ：小鼠腹腔注射给药后血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的 ＡＵＣ０⁃ｔ与给药剂量间的线性关系；Ｂ：小鼠灌胃给药后血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的

ＡＵＣ０⁃ｔ与给药剂量间的线性关系。

图 ５　 小鼠给药后血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的 ＡＵＣ０⁃ｔ与给药剂量间的线性关系（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＵＣ０⁃ｔ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＵＣ０⁃ｔ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＵＣ０⁃ｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

３　 讨论

关于卡瓦胡椒相关制剂中 ＦＫＢ 的含量测定方

法有多种，如 ＨＰＬＣ⁃紫外光谱法、高效薄层色谱法、
核磁共振波谱法和 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 法等［１６－１９］，但 ＦＫＢ 在

生物样品中检测方法的报道相对较少。 Ｋａｎｕｍｕｒｉ
等［１７］报道了健康志愿者血浆中 ＦＫＢ 的超高效液相

（ＵＨＰＬＣ）⁃ＭＳ 方法，Ｙａｎｇ 等［２０］ 报道了大鼠血浆中

ＦＫＢ 的 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ 方法，以上检测方法的血浆样品

来源分别为人和大鼠，定量限分别为 ０􀆰 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ 和

０􀆰 ５３ ｎｇ ／ ｍＬ，在小鼠血浆中 ＦＫＢ 的检测方法尚未见

报道。 为深入了解 ＦＫＢ 在小鼠体内的药代动力学

特征，本研究利用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 建立灵敏、准确度

高的血药浓度分析方法，并进一步探讨该方法在小

鼠尾静脉注射、腹腔注射和灌胃给药不同剂量后血

药浓度分析的适用性，这将为后期 ＦＫＢ 在小鼠体内

药理机制和安全性研究提供依据。 在前期实验中，
发现 ＦＫＢ 容易在色谱柱残留，因此优化了不同色谱
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柱和不同洗脱条件的残留，提高了 ＦＫＢ 的检测准确

度，同时还考察了样品的稀释效应，控制定量上限，
达到进一步减少 ＦＫＢ 残留的目的。 并且，通过色谱

柱等液相条件和质谱参数的优化，本方法检测 ＦＫＢ
的 ＬＯＱ 低至 ０􀆰 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ，和上述方法相比有一定的

提高。 本文建立的 ＦＫＢ 的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析方

法，经验证符合中国药典《生物样品分析方法指导

原则》的要求［２１］，可同时满足小鼠尾静脉注射、腹腔

注射和灌胃给药不同剂量 ＦＫＢ 后血浆中药物浓度

的样品检测（０􀆰 ３４ ～ １８１４􀆰 ３２ ｎｇ ／ ｍＬ）， 并完整绘制

了各给药途径血浆中 ＦＫＢ 的药时曲线，成功用于

ＦＫＢ 的药代动力学特征及生物利用度研究。
文献报道 ＦＫＢ 小鼠灌胃剂量为 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ［２２］，

在此基础上依据初步的急性毒性结果对剂量进行

了探索，ＦＫＢ 的最终剂量范围设计为腹腔注射 ２０ ～
６０ ｍｇ ／ ｋｇ、灌胃 ２００ ～ ６００ ｍｇ ／ ｋｇ，尾静脉注射为 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ。 在整个实验过程中小鼠状态良好，未发现

明显不良反应。
小鼠灌胃和腹腔注射后，ＦＫＢ 吸收速度很快，

血药浓度在给药后第一个采血时间点 ５ ｍｉｎ 即为峰

值，通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 网站查询 ＦＫＢ 的油水分配系数

ＬｏｇＰ 为 ３􀆰 ８，说明 ＦＫＢ 的脂溶性高、渗透性高，这可

能是其体内迅速吸收的重要原因。 ＦＫＢ 表观分布

容积（高于 ２４３􀆰 ６３ Ｌ ／ ｋｇ）远大于小鼠的体液体积

（０􀆰 ７３ Ｌ ／ ｋｇ） ［２３］，说明 ＦＫＢ 在小鼠体内的分布极为

广泛。 ＦＫＢ 灌胃给药的绝对生物利用度极差

（１􀆰 ３８％），这与灌胃给药的体内消除半衰期较短及

清除率较快有关。 文献报道查尔酮等黄酮类成分

代谢稳定性差，口服后以原型形式吸收入血少，并
且药 物 极 易 受 胃 酸、 消 化 酶 和 肠 道 菌 群 的 影

响［２４－２５］，亦能导致进入体循环的药量相对变少，这
提示在后期 ＦＫＢ 的相关制剂开发过程中对生物利

用度需要特别关注。 另外，在 ＦＫＢ 质谱检测的

２８５􀆰 １ ／ １８１􀆰 １ 离子对通道上约 ２􀆰 ６９ ｍｉｎ 处有一色谱

峰（图 ３Ｈ ～ ３Ｊ），并随 ＦＫＢ 的浓度变化而呈规律性

变化，推断可能是 ＦＫＢⅡ相代谢物，如 ＦＫＢ 的葡萄

糖醛酸苷等进一步电离而形成的。 关于 ＦＫＢ 体内

主要代谢物及相关活性的研究，课题组未来将进一

步探索。 ＦＫＢ 腹腔注射给药的绝对生物利用度为

５３􀆰 ２９％，相比灌胃给药有很大提升，并且在 ２０ ～ ６０
ｍｇ ／ ｋｇ 给药剂量范围内呈现线性的药代动力学过

程，这为使用腹腔给药进行 ＦＫＢ 相关药理机制的探

索提供了依据。

在研究中，发现受试药物 ＦＫＢ 溶解度低（０􀆰 ０１２
ｇ ／ Ｌ，２５℃），几乎不溶于水，因而使用 ５％ Ｔｗｅｅｎ８０
和 ４％ ＤＭＳＯ 辅料助溶。 虽然 Ｔｗｅｅｎ８０ 和 ＤＭＳＯ 是

科研常用的助溶剂，但我国近年临床研究发现，不
少品种中药注射剂出现的严重不良反应均与使用

了 Ｔｗｅｅｎ８０ 相关［２６－２７］。 此外，高剂量的 ＤＭＳＯ 静脉

注射可能也会带来副作用［２８］。 因此，本研究中静脉

注射方式给药在助溶剂用量上存在一定的不足之

处。 在未来研究中，将尝试通过化学修饰等手段增

加 ＦＫＢ 溶解度或减少药物起效浓度等方式来减少

助溶剂的用量，进而再次开展其药代动力学相关研

究。 总之，本研究建立的 ＨＰＬＣ ／ ＭＳ⁃ＭＳ 测定小鼠血

浆中 ＦＫＢ 的方法简便、准确、灵敏度高，适用于 ＦＫＢ
在小鼠血浆中药代动力学特征和生物利用度研究，
研究结果为 ＦＫＢ 相关制剂的进一步研究开发提供

了新方法和数据参考。
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