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摘要 � 目的:建立阿魏酸钠血药浓度测定方法并进行阿魏酸钠片的体内药动学研究。方法:采用高效液相色

谱法,样品以甲醇处理,以替硝唑为内标, 药物 /内标峰高比定量。流动相为 0. 1%醋酸水溶液 �乙腈 ( 80�

20) ;流速 1. 0mL /m in;检测波长 320 nm。结果:在血药浓度 0. 04~ 25. 0 �g /mL范围内阿魏酸钠线性关系良

好 ( r= 0. 999 6) ,方法回收率为 94. 0% ~ 103. 6%, 提取回收率 > 70%,日内、日间 RSD < 10%, 检测限为 4.

12 ng /mL。阿魏酸钠片在 Beag le犬体内的药动学过程符合双隔室一级吸收模型, t1 /2( ) = ( 0. 208  0. 045)

h, t1 /2 (!) = ( 2. 228  0. 927) h。结论:本方法专属性好、灵敏度高, 适用于阿魏酸钠 Beag le犬血药浓度测定及

药动力学研究。
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Determ ianation of plasma concentration of sodium ferulate by HPLC and study

on its pharm acokinetics in Beagle dogs
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ABSTRACT� Object ive: To establish a high�perform ance liqu id chromatography m ethod fo r ana lysis of sodium ferulate in Beagle dog

p lasma and to study the pharmacok ine tics of sodium fe rulate tab lets. M ethods: Sodium ferulate in plasm aw as ex tracted w ith m ethy l a lco�

ho,l separated on aK rom asil C18 column ( 200 mm ! 4. 6 mm, 5�m ) and the peak height ratio o f sod ium feru late to the interna l standa rd

tin idazo le was m easured. P lasm a concentration o f sod ium feru la tewas determ ined at 320 nm using 0. 1% acetic ac id solution: aceton itr ile

( 80� 20) as the mobile phase and the flow rate was 1. 0 mL /m in. Resu lts: Sodium feru la tew as linear in the range of 0. 04~ 25. 0 �g /

mL ( r= 0. 999 6). The recovery of sodium ferulatew as in the range o f 94. 0% ~ 103. 6%. The absolute recoveryw asm ore than 70% .

The relative standard deviations of intra�day and inter�day sw ere less than 10% . Them in imum detectab le concentration o f sod ium feru la te

w as 4. 12 ng /mL. The p lasm a concentration� tim e curve o f sod ium feru la te oral tabletw as found to be two�com partm entm ode,l and t
1/2( )

w as( 0. 208 0. 045) h, t1/2( !) w as( 2. 228  0. 927) h. Conc lusion: Them ethod is sensitive, specific for the quantitative determ ination of

sod ium ferulate in the p lasma o f Beag le dog. It is su itab le for pharm acok ine tics study o f sodium feru late.
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� � 阿魏酸钠 ( sodium ferulate)化学名为 3�甲氧基�
羟基桂皮酸钠,为血管内皮保护剂, 具有抗氧化、清

除自由基、松弛血管平滑肌以及抑制血小板的聚集

等作用,其片剂及注射剂已上市,在临床上主要用于

心、脑血管等疾病的治疗
[ 1]
。

目前, 有关阿魏酸钠的体内药动学模型及药动

学参数的文献较多, 但对其药动学模型及半衰期等

参数报道不一,部分文献认为阿魏酸钠在体内呈单

室模型, 其 t1/ 2据报道从 29. 78 m in到 5. 824 h不

等
[ 2~ 5]

; 而有的文献报道阿魏酸钠在体内呈双室模

型, 其 t1 /2( )从 3. 4m in到 41. 5m in不等,而 t1 /2(!)值

亦从 0. 29 h到 225m in不等
[ 6 ~ 8 ]
。甚至不同厂家市

售的魏酸钠片及注射剂, 其说明书中的药动学模型

及药动学参数也相差甚远。因此, 为了对阿魏酸钠

新剂型的研发及临床应用提供相关依据,笔者建立

了阿魏酸钠 Beagle犬血药浓度测定方法,并以自制

普通片为模型药物进行其药代动力学研究。

1� 仪器及材料

1. 1� 仪器 � 1200型高效液相色谱仪: 1200四元泵、

VWD紫外检测器、智能柱温箱、Chemstation色谱工

作站 (美国安捷伦科技公司 ); FA1104电子天平 (上
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海民桥精密科学仪器有限公司 ) ; WH�3型涡旋混合
器 (上海沪西分析仪器厂有限公司 ); LD5�2A低速
离心机 (北京医用离心机厂 ) ; KDC�160HR高速冷

冻离心机 (科大创新股份有限公司中佳分公司 ) ;微

量取样器 20~ 200 �L; 100~ 1 000 �L ( Finnp ipette

Thermo E lectron)。

1. 2� 试剂 � 阿魏酸钠对照品 (中国药品生物制品

检定所,批号 0773�9910); 阿魏酸钠原料药 (成都第

一制药厂,批号 070823, 含量 99. 8% ); 替硝唑对照

品 (成都科伦大制药, 批号 060513,含量 99. 9% );阿

魏酸钠片 (自制,批号 081023,规格 300 mg /片 ) ;色

谱纯乙腈、色谱纯甲醇 ( SIGMA�ALDR ICH
�
公司 ) ;

其他试剂均为分析纯。

1. 3� 实验动物 � Beag le犬 6只, 雌雄各半, 体重

( 15  3) kg,四川省简阳市简城比尔动物养殖场,合

格证号: SCXK (川 ) 2004�15。
2� 方法与结果

2. 1� 阿魏酸钠体内样品分析方法的建立

2. 1. 1� 色谱条件 � 色谱柱为 Kromasil C18柱 ( 200

mm ! 4. 6 mm, 5 �m); 保护柱为 Eclipse XDB�C18
( 12. 5 mm ! 4. 6 mm, 5 �m);流动相为 0. 1%醋酸

水溶液 �乙腈 ( 80� 20) ;流速为 1. 0mL /m in; 检测

波长 320 nm;进样量 20 �L;柱温 35 ∀ ;以替硝唑为

内标, 药物 /内标峰面积比定量。

2. 1. 2� 溶液的配制 � # 阿魏酸钠对照品储备液的

配制: 精取阿魏酸钠标准品适量于棕色量瓶中,双蒸

水溶解并定容, 配制成 1. 0 mg /mL的对照品储备

液,放置于冰箱中避光保存备用。临用时用双蒸水

稀释至所需浓度。 ∃ 内标溶液的配制:精取替硝唑

30. 1 mg于 100 mL量瓶中, 甲醇溶解并定容, 得到

301 �g /mL的溶液。再取 1 mL用蒸馏水稀释为浓

度 30. 1 �g /mL的内标液, 用于测定生物样品中的

阿魏酸钠。

2. 1. 3� 样品的预处理 � Beag le犬前肢静脉取血 2

mL置 EDTA抗凝管中, 4 000 r /m in离心 10 m in, 分

离血浆备用。用微量加样器吸取犬血浆 260 �L, 置

于 1. 5 mL离心管中, 加入内标液 40 �L,涡旋混合

30 s。加入甲醇 600 �L, 于旋涡混合器上旋涡 1

m in。以 10 000 r/m in离心 10 m in, 取上清液 20 �L

进样作色谱检测。

2. 2� 阿魏酸钠体内样品分析方法的评价

2. 2. 1� 方法专属性 � 取空白犬血浆 260 �L,按 % 2. 1.
3样品的预处理 &项下方法操作,在本试验建立的色

谱分离条件下进行 HPLC分析,得到空白样品的色谱

图图 1. A;将内标溶液及阿魏酸钠标准品加入空白血

浆中,同法操作,得到相应的色谱图图 1. B;取 Beagle

犬给药后收集的血浆样品,同法操作,得色谱图图 1.

C。阿魏酸钠的保留时间为 8. 68 m in,内标替硝唑的

保留时间为 6. 03m in。药物峰和内标峰峰形良好,两

峰分离良好。与空白生物样品的色谱图比较,证明在

所用 HPLC条件下,生物样品中内源性物质不干扰阿

魏酸钠的测定,可确保分析的准确性。

图 1� 血浆中阿魏酸钠与内标物替硝唑的 HPLC色谱图

A�空白血浆; B�空白血浆中添加替硝唑及阿魏酸钠标准品; C�给药后血浆样品图;

1�替硝唑; 2�阿魏酸钠

2. 2. 2� 线性关系及检测限 � 取离心管分别加入空
白犬血浆 260 �L, 然后各加入不同浓度的阿魏酸钠

标准溶液, 使其血浆药物浓度为 0. 04、0. 05、0. 1、

0�5、1. 0、5. 0、10. 0、25. 0 �g /mL。分别加入替硝唑

内标液 40 �L。按上述血样预处理方法进行处理后

进样, 以阿魏酸钠血药浓度为横坐标,阿魏酸钠与内

标物替硝唑的峰面积比为纵坐标, 求得标准曲线回

归方程为 Y = 0. 441 97X - 0. 014 82, r= 0. 999 6。

结果表明: 在血药浓度 0. 04 ~ 25. 0 �g /mL范围内

阿魏酸钠线性关系良好。以 S /N∋ 3为标准, 测得

本方法检测限为 4. 12 ng /mL。

2. 2. 3� 精密度试验 � #日内精密度: 按照标准曲线

项下操作方法,配制高、中、低 3个浓度点的阿魏酸钠

质控样品液,即 0. 05、1. 0、25. 0 �g /mL。每个浓度配
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制 5份样品,于 1 d内测定其浓度 (样品液应避光保

存 ),根据标准曲线方程计算实测浓度和标准差; ∃ 日
间精密度:配制高、中、低 3个浓度点的阿魏酸钠质控

样品液各 5份于 5 d内分别进行测定。结果见表 1,

结果表明本方法的日内、日间精密度符合要求。

表 1� 血浆中阿魏酸钠精密度实验结果 (  x  s, n = 5)

样品浓度

( �g/mL)

日内

!x  s RSD (% )

日间

!x  s RSD (% )

0. 05 0. 048  0. 003 6. 25 0. 052  0. 005 9. 62

1. 0 0. 993  0. 048 4. 83 0. 987  0. 052 5. 27

25. 0 24. 8  0. 972 3. 92 25. 6  1. 074 4. 20

2. 2. 4� 准确度试验 � 按照标准曲线项下操作方法,

用空白血浆加阿魏酸钠标准液配制成高、中、低 3种

已知药物浓度的阿魏酸钠样品液, 每种浓度分别配

制 5个样品,测定其峰面积比值,代入标准曲线方程

计算, 取均值。结果与实际浓度比较,计算方法回收

率,结果表明本方法准确度符合要求,见表 2。

表 2� 血浆中阿魏酸钠回收率实验结果 (  x  s, n = 5)

加入量 (�g /mL) 测定量 ( �g /mL ) 回收率 (% ) RSD (% )

0. 05 0. 047  0. 003 94. 0  6. 00 6. 38

1. 0 0. 988  0. 043 98. 8  4. 30 4. 35

25. 0 25. 9  1. 972 103. 6  7. 88 7. 61

2. 2. 5� 提取回收率测定 � 按照标准曲线项下操作

方法,用空白血浆加阿魏酸钠标准液配制成高、中、

低 3种已知药物浓度的阿魏酸钠样品液,每种浓度

分别配制 5个样品, 测定其峰面积比值,代入标准曲

线方程计算, 取均值。其结果与未经样品处理 (相

同浓度标准液直接添加到处理过的血样中 )浓度比

较, 计算方法回收率,结果表明本方法准确度符合要

求, 见表 3。

表 3� 血浆中阿魏酸钠提取回收率实验结果 ( x  s, n = 5)

加入量 ( �g /mL ) 测定量 ( �g /mL) 回收率 (% ) RSD (% )

0. 05 0. 035  0. 003 70. 1  6. 00 8. 57

1. 0 0. 774  0. 037 74. 4  2. 89 3. 88

25. 0 18. 05  1. 110 72. 2  4. 42 6. 12

2. 2. 6� 稳定性试验 � 按照标准曲线项下操作方法,

用空白血浆加阿魏酸钠标准液配制成 0. 05、1. 0、

25. 0 �g /mL 3种浓度的阿魏酸钠样品液, 室温避光

放置 0、2、4、6 h,测定其峰面积比值,计算 RSD (% )

值; 取上述 3种浓度阿魏酸血浆样品置 - 20 ∀ 冰箱

中保存,分别于 0、3、5、10 d取出,测定其质量浓度,

得血浆样品冷冻贮存的稳定性结果; 取上述血样反

复冻融 3次后测定其质量浓度, 得血浆样品冻融稳

定性结果。结果见表 4。

表 4� 血浆中阿魏酸钠稳定性实验结果 ( x  s, n = 5)

样品浓度

( �g /m L)

室温避光

� 测定量 ( �g/mL) RSD (% )

- 20 ∀ 冷冻

� 测定量 ( �g /mL ) RSD (% )

血样冻融

� 测定量 ( �g /m L) RSD (% )

0. 05 0. 047  0. 002 4. 25 0. 046  0. 002 4. 35 0. 047  0. 003 6. 38

1. 0 0. 992  0. 027 2. 72 0. 990  0. 046 4. 65 0. 991  0. 048 4. 84

25. 0 25. 8  0. 687 2. 66 25. 7  0. 766 2. 98 25. 7  0. 887 3. 45

2. 3� 阿魏酸片药代动力学研究

2. 3. 1� 给药方案与样品采集 � 实验前, Beag le犬禁

食 12 h,在清醒状态下口服给予阿魏酸钠片 300 mg。

给药 2 h后统一进食,并于不同时间静脉采血 2 mL,

实验过程中 Beag le犬均处于活动状态。采血时间点

如下: 0、5、10、15、20、25、30、40、45、50 m in, 1、1. 25、

1�5、2、3、4、5 h。样品预处理及含量测定均按上述方

法操作。整个操作过程中待测样品均严格避光。

2. 3. 2� 数据处理 � 将测得的 HPLC数据代入每个

分析批建立的标准曲线方程,计算各时间点血浆中

阿魏酸钠的浓度。以时间为横坐标, 血药浓度为纵

坐标拟合药 �时曲线。将血药浓度数据输入计算机,

利用 3P97药动学程序进行每一个体的血药浓度 �时
间数据分析,计算药动学参数。以最小 A IC值确定

房室模型、选择权重系数进行拟合,得到药物在动物

体内的处置特征。

2. 3. 3� 实验结果 � 按照血浆样品的测定条件、方法
测定阿魏酸钠片血药浓度, 结果见表 5。图 2显示

了平均血浆药物浓度�时间曲线。由图可见, 阿魏酸

钠片单剂量口服给药后在 15~ 20m in内血药浓度

即达最高值,给药 5 h后血药浓度即降到定量限附

近 [ ( 0. 046  0. 013) �g /mL]。

图 2� 阿魏酸钠片单剂量口服给药后 Beag le犬
平均血浆药物浓度�时间曲线
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表 5� 阿魏酸钠片药动学参数

参数 单位 !x  s 参数 单位 !x  s

A ( �g/mL) 63. 471  18. 8 t1/2(K a) ( h ) 0. 113  0. 011

 ( 1 /h) 3. 447  0. 629 K 21 ( 1 /h ) 0. 418  0. 247

B ( �g/mL) 0. 375  0. 473 K 10 ( 1 /h ) 3. 117  0. 557

! ( 1 /h) 0. 372  0. 196 K 12 ( 1 /h ) 0. 284  0. 141

Ka ( 1 /h) 6. 194  0. 580 CL s ( L /h) 41. 117  6. 360

Lag t ime ( h) 0. 079  0. 003 T peak ( h ) 0. 277  0. 041

V /F( c) ( L) 13. 244  4. 048 C m ax (�g /mL) 15. 840  3. 373

t1/2 ( h) 0. 208  0. 045 AUC0�t [ �g/ ( mL� h) ] 9. 064  1. 700

t1/2! ( h) 2. 228  0. 927 MRT ( h ) 0. 611  0. 086

� � 将阿魏酸钠片的血药浓度 �时间数据用 3P97程

序进行拟合,并且运用矩计矩法计算 MRT、AUC0�t等

药物动力学参数, tmax及 cmax以实测值表示,结果见表

5。结果表明: B eag le犬单剂量给药后, 自制阿魏酸

钠片在 Beag le犬体内的药动学过程符合双隔室一

级吸收模型,权重为 1 /C
2
。

3� 讨论

3. 1� 实验过程中对多种血样预处理方法进行摸索。

曾试用血浆样品酸化后乙醚或醋酸乙酯提取等方法

进行样品处理,虽然样品处理后较为干净且由于提

取过程中样品浓缩可提高灵敏度, 但其操作比较繁

琐;本实验尝试血浆用乙腈、甲醇、高氯酸沉淀蛋白,

结果发现:乙腈及高氯酸在本实验中对蛋白沉淀效

果不佳,样品中有内源性杂质干扰阿魏酸测定;而用

甲醇沉淀蛋白,可明显减少内源性物质对阿魏酸钠

测定的干扰,操作简便、重复性好, 并且由于其操作

时间短及处理过程易避光,可避免阿魏酸见光分解,

并经实验发现该方法灵敏度可以满足本研究测定需

要,因此最终选用甲醇蛋白沉淀法处理血样。

3. 2� 生物药物分析的样品数量比较多,处理过程复

杂,采用内标法对样品进行分析可以消除样品在预

处理过程中操作不完全平衡一致时对分析结果造成

的影响。本实验对内标的选择进行了考察, 对香豆

素、对羟基苯甲酸、替硝唑进行比较, 发现选用替硝

唑为内标时,提取率稳定,色谱峰分离良好, 可满足

测试需要。

3. 3� 由药代动力学参数可知, 阿魏酸钠片 Beag le

犬口服给药后在其体内呈双隔室一级吸收模型,其

中吸收相半衰期 t1 /2(K a ) = 0. 208  0. 045 h,分布相的

半衰期 t1 /2 = ( 0. 208  0. 045) h, 说明阿魏酸钠在

体内吸收及分布迅速, 15 m in左右即达到血药浓度

峰值; 消除相的半衰期 t1 /2!= ( 2. 228  0. 927) h,说

明阿魏酸钠在体内消除较为迅速。

3. 4� 目前对阿魏酸钠药动学模型及半衰期等参数

报道不一,部分文献认为阿魏酸钠在体内呈单室模

型, 其 t1 /2据报道相差甚远: 分别为 29. 78 m in

(犬 )
[ 2]
、5. 824 h (犬 )

[ 3]
、2. 48 h(大鼠 )

[ 4]
、1. 61 h

(兔 )
[ 5]
;而有的文献报到阿魏酸钠在体内呈双室模

型, 其药动学参数也相差很大,如陈国广等报道阿魏

酸钠在大鼠体内 t1 /2 为 3. 040 m in, t1 /2!为 225. 284

m in
[ 6 ]
;在犬体内 t1 /2 为 0. 290 h, t1 /2!为 0. 293 h

[ 7]
;

在人体内 t1 /2 为 41. 543 m in, t1 /2!为 91. 005 m in
[ 8]
。

其药动学模型及参数报道不一的原因,可能与实验

动物种类及个体差异有关, 与研究人员取样点的设

计也有一定关系。本研究为了较为详实的反应阿魏

酸钠体内的药动学过程, 在预试验的基础上针对阿

魏酸钠体内吸收分布快的特性, 加大取样时间点的

密度, 所得药�时曲线能较为客观的反应其药动过
程, 对阿魏酸钠体内的药动力学有一定参考价值,为

阿魏酸钠制剂今后的研发及临床应用提供相关依

据。
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