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摘要!欧前胡素和异欧前胡素属于
C

"

+F

呋喃香豆素类化合物"是中药白芷的主要药效成分%为了考察二

者的经皮渗透特性"采用改进型的
\.0/?

扩散池"以大鼠离体皮肤作为渗透屏障"以高效液相色谱
F

串联

质谱!
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$法测定白芷提取液的经皮渗透液中欧前胡素和异欧前胡素的含量"据此来考察白

芷提取液中欧前胡素和异欧前胡素的经皮渗透特性%实验结果表明"欧前胡素和异欧前胡素在
E"3

内"单位面积的累积渗透量分别为
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"累积渗透百分率分别为
!+e+Df

和
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%欧前胡素的稳态渗透速率为
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"其体外经皮渗透符合
H4

J

-:34

方程%本研究阐

明了欧前胡素的体外经皮渗透机制"可为白芷作为外用经皮给药制剂的发展提供实验依据和理论基础%

关键词!高效液相色谱
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串联质谱!
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中药白芷
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伞形科植物白芷或杭白芷的干燥根"具有散风

除湿&通窍止痛的功效"其有效成分主要是以欧

前胡素和异欧前胡素为代表的香豆素类成
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%研究表明"欧前胡素和异欧前胡素均具

有镇痛&抗炎&抗菌&平喘等作用)

)FE

*

"除此之外"

异欧前胡素还具有明显的抗肿瘤作用)

D

*

%白芷

在外用制剂中有广泛的应用"如,白芷散敷贴用

于治疗足跟痛)

C

*

#用于治疗痤疮等皮肤疾病的

东风痤康凝胶剂处方中的主要成分含有白芷"

主要起祛风除湿&利血脉&消肿生肌等作用)

+

*

#

用于烧伤&烫伤的白芷烧伤酊"通过临床验证证

明其具有抗感染&止血&收敛等疗效"能缩短病

程)

"

*

#除此之外"白芷还具有美容功效"外用可

以治疗黄褐斑&白癜风&痤疮等多种皮肤疾

病)

G

*

%因此"考察白芷提取液中欧前胡素和异

欧前胡素的经皮渗透能力对于开发利用含白芷

的经皮给药制剂具有重要意义%

目前"中药化学成分的分析方法主要有薄

层色谱法!

WO2

$&气相色谱法!

M2

$和液相色谱

法!

O2

$等"但由于中药存在成分复杂&分离困

难&某些成分含量低等问题"传统的
WO2

&

O2

方法有时很难对其成分进行测定和分析%高效

液相色谱
F

质谱联用技术!

H[O2

-

78

$是近年

来发展起来的一门综合性分析技术"它既具有

液相色谱对复杂样品较强的分离能力"又具有

质谱的高灵敏度&高选择性以及能够提供相对

分子质量和丰富结构信息的特征"可弥补传统

技术分析样品时的局限"已成为现代分析手段

中必不可少的组成部分和药物研究中强有力的

工具)

#*
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%基于
H[O2

-

78

技术发展起来的高

效液相色谱
F

串联质谱技术!

H[O2F78
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$"

其中的串联质谱技术的工作原理是根据待测化

合物母离子质量数与碎片离子质量数"选择母

离子
F

子离子对"允许符合要求的子离子进入碰

撞室"碰撞结束后"只记录设定子离子信号"通

过母粒子与子离子的两次选择"去除干扰离子"

以此来降低化学背景"提高灵敏度)

##

*

%近年

来"串联质谱已成为一种成熟的技术"在许多领

域特别是在中药学领域发挥了巨大作用%

目前"已有采用
H[O2

法测定白芷透皮渗

透液中欧前胡素含量的研究)

#)F#E

*

"但还未见关

于
H[O2F78

-

78

测定透皮渗透液中欧前胡素

和异欧前胡素含量的报道%本研究拟采用

H[O2F78

-

78

法测定白芷提取液的透皮渗透

液中欧前胡素和异欧前胡素的含量"考察二者

的体外经皮渗透特性"希望为含有白芷的经皮

制剂的药效物质基础研究以及制剂质量标准的

建立提供理论支撑和可行性依据%
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三重四极杆质谱仪,美国
P0;5.6

公司产品"配备
@:

V

-4;

=

L[O2

系统"

P0;5.6

7066&

=

/K$Ee#

数据工作站#

80/%.4-6]8##*8

分析天平,北京赛多利斯有限公司产品#

QWR

智能透皮吸收仪,巩义市予华仪器有限责任公

司产品#

_bFD**YI

型医用数控超声波清洗器,

昆山市超声仪器有限公司产品%
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主要材料与试剂

白芷,购自长春市宏检大药房"经长春中医

药大学王淑敏教授鉴定#欧前胡素对照品!批号,
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$&异欧前胡素对照品!批号,
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$,纯

度均为
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"上海融禾医药科技有限公司产品#
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EeC<<g)D*<<

"

D

$

<

$#流动相,甲醇
F

水溶

液!

"*̂ )*

"

>

-

>

$#流速,

*e"<O

-

<4/

#柱温,

!Dh

%

<>A>=

!

质谱条件
!

电喷雾电离源"正离子模式

!

I8A

i

$"多反应监测模式!

7Z7

$#毛细管电压

Ee*S$

#离子源温度
#D*h

#脱溶剂气,

(

)

"温度

D**h

"流速
CD*O

-

3

#锥孔气流速
D*O

-

3

#碰撞

气,氩气"压力
*e#D[0

%欧前胡素和异欧前胡素

的裂解电压&碰撞能量以及扫描离子片段列于表
#

%

<>B

!

白芷提取液的制备与测定

<>B><

!

白芷提取液的制备
!

称量
)D*

J

白芷"

粉碎成细粉"混合均匀"加入
"

倍质量浓度为

"*f

!体积分数$的乙醇回流提取
)

次"每次

)3

"过滤"合并滤液"减压浓缩至相对密度为

#e*

#

#e)

!

D*h

$"即得白芷提取液%

<>B>=

!

白芷提取液中化学成分含量的测定

取
#<O

制得的白芷提取液"于
D*h

烘箱

中烘干"然后加入
#<O

甲醇"超声溶解"过
*eED

$

<

滤膜"即得待测液%以
H[O2F78

-

78

法测

得白芷提取液中欧前胡素的含量为
)e)

J

-

O

"

异欧前胡素的含量为
*eG"

J

-

O

%

G!
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表
<

!

欧前胡素和异欧前胡素的多反应监测条件

?(-&.<

!

8TG6C13

$

13191'"*!#)#"*2"+#,

%

.4()"4#*(*!#2"#,

%

.4()"4#*

化合物

2%<

9

%-/T

保留时间

6

Z

-

<4/

母离子

[0.5/;4%/

!

.

-

L

$

子离子

Y0-

J

3;5.4%/

!

.

-

L

$

裂解电压

2.0:S4/

J

X%&;0

J

5

-

$

碰撞能量

2%&&464%/5/5.

J=

-

$

欧前胡素
Ce+) )+#e# )*!e*E #* #E

#E+e*D !"

异欧前胡素
#*e!C )+#e# )*!e*E #* #E

#E+e*D !"

<>R

!

透皮吸收实验

<>R><

!

经皮吸收扩散装置
!

经皮吸收扩散装

置由上下两室对合而成"上室为扩散室"下室为

接受室"将皮肤固定于两室中间%在接受室的

侧部连有一个取样管"供取样&补充接受液和排

除气泡用"渗透面积为
#e#!:<

)

"实验中以多

功能电磁搅拌器维持接受室动态环境"实验温

度维持!

!+e*o*eD

$

h

%

<>R>=

!

离体鼠皮的制备
!

取!

)**o)*

$

J

的

雄性大鼠"用脱毛膏脱毛"然后处死动物"分离

腹部皮肤"小心剥离皮下脂肪"用生理盐水反复

洗净"备用%

<>R>@

!

实验方法
!

将处理好的动物皮肤固定

在渗透扩散装置的扩散室与接受室之间"在接

受室中注入
)*e*<O

生理盐水"液面恰与皮肤

内层接触且没有气泡%开动电磁搅拌器"保持

恒温下恒速搅拌"取
*e*D<O

已制备的白芷提

取液涂于皮肤上"用保鲜膜封口"分别在
#

&

)

&

E

&

"

&

#)

&

)E3

取
#e*<O

样品于小瓶中"每次取

样后均立即补加相同体积的新鲜生理盐水"并

排除接受室中的气泡"计算每次实验的单位面

积累积渗透量!

P

$%

<>R>A

!

透皮接收液的处理
!

将装有透皮接收

液的小瓶于
D*h

烘箱烘干"加入
#<O

甲醇超

声溶解"经
*eED

$

<

微孔滤膜过滤"然后采用

H[O2F78

-

78

法测定滤液中的欧前胡素&异

欧前胡素的含量"按式!

#

$计算单位面积的累积

渗透量
P

!

$

J

-

:<

)

$%

P

R

!

0

%

>

S

>

.

%

0

9

$-

*

!

#

$

!!

式中"

0

%

为第
%

个取样点实际测得的药物

浓度!

J

-

O

$#

%

0

9

为该取样点前各点的药物测

定浓度之和!

J

-

O

$#

>

为接受液的体积!

<O

$#

>

.

为取样体积!

<O

$#

*

为渗透面积!

:<

)

$%

=

!

结果与讨论

=><

!

欧前胡素和异欧前胡素定性"定量信息的

确定

将浓度为
#*<

J

-

O

的欧前胡素&异欧前胡

素标准溶液分别以直接进样的方式注入质谱仪

中"在
.

-

LD*

#

!**

扫描范围内"以正离子模式

对其进行一级质谱全扫描"以确定欧前胡素&异

欧前胡素分子的)

7iH

*

i峰#以分子离子峰为

母离子"对离子源参数进行优化"使质谱仪的测

定灵敏度达到最高#然后在一定的碰撞能量下

对欧前胡素&异欧前胡素的子离子进行全扫描"

以确定其主要的离子碎片"其二级质谱扫描图

示于图
#

%由图
#

可见"欧前胡素&异欧前胡素

均可产生
.

-

L#E+e*D

和
.

-

L)*!e*E

两个主要

的碎片离子"结合样品空白基质的质谱图选取

离子丰度最高&本底干扰最小的
.

-

L)+#e#

$

)*!e*E

为定量离子对"

.

-

L)+#e#

$

#E+e*D

为定性离子对%

图
<

!

欧前胡素#

(

%和异欧前胡素#

-

%

准分子离子'

1Y8

(

Y的子离子全扫描质谱图

J#

I

F<

!

JK&&2'(*

%

4"!K')#"*2

%

.')4("+#,

%

.4()"4#*

#

(

%

(*!#2"#,

%

.4()"4#*

#

-

%

%

(4.*)#"*

'

1Y8

(

Y

=>=

!

方法学考察

=>=><

!

专属性考察
!

分别取空白透皮接收液&

欧前胡素对照液&异欧前胡素对照液&白芷提取

液&白芷透皮接收液"按照
#eE

节条件进行测

*E
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定%欧前胡素的保留时间约为
Ce+)<4/

"异欧

前胡素的保留时间约为
#*e!C<4/

"空白透皮

接收液中未检测到欧前胡素和异欧前胡素%各

样品的
H[O2F78

-

78

色谱图示于图
)

%

注,

0e

空白透皮接收液#

>e

欧前胡素对照液#

:e

异欧前胡素对照液#

Te

白芷提取液#

5e

白芷透皮接收液

图
=

!

B

种样品溶液的
8TG6C13

$

13

色谱图

J#

I

F=

!

8TG6

$

13

$

13'74",()"

I

4(,2"+B2(,

%

&.2

=>=>=

!

标准曲线的制备
!

将
#

J

-

O

的对照品

储备液用甲醇逐级稀释"得到系列对照品溶液"

其中欧前胡素的质量浓度分 别为
*e**#

&

*e**)D

&

*e*#

&

*e*D

&

*e#

&

*e)

&

#<

J

-

O

#异欧前

胡素的质量浓度分别
*e**#

&

*e**)D

&

*e*#

&

*e*)

&

*e*D

&

*e#

&

#<

J

-

O

%按照
#eE

节条件进

行测定%分别以欧前胡素&异欧前胡素的峰面

积!

/

$为纵坐标"欧前胡素&异欧前胡素的质量

浓度!

E

$为横坐标"进行线性回归"得到线性方

程#向空白透皮接收液中添加对照品"分别以
#*

倍信噪比!

8

-

(p#*

$和
!

倍信噪比!

8

-

(p!

$计

算欧前胡素和异欧前胡素的方法定 量限

!

OBb

$和方法检出限!

OBY

$%结果表明"欧前

胡素和异欧前胡素在
*e**#

#

#<

J

-

O

范围内

呈现良好的线性关系"其线性方程&相关系数&

检出限和定量限结果列于表
)

%

表
=

!

8TG6C13

$

13

方法的线性方程"相关系数"检出限和定量限

?(-&.=

!

G#*.(4.

P

K()#"*2

&

'"44.&()#"*'".++#'#.*)2

#

"

=

%&

&#,#)2"+!.).')#"*

#

GQD

%

(*!&#,#)2"+

P

K(*)#)()#"*

#

GQ

O

%

"+8TG6C13

$

13

化合物

2%<

9

%-/T

线性方程

O4/50.5

V

-0;4%/

5

)

OBY

-!

<

J

-

O

$

OBb

-!

<

J

-

O

$

欧前胡素
/

pD*"C#+e)*C#Ek)GECe) *eGGEE *e*# #

异欧前胡素
/

pE)C"*Ce*+"GEkCC+#e) *eGG+E *e)D )

=>=>@

!

精密度&稳定性&重复性和加样回收率

的考察
!

通过对欧前胡素和异欧前胡素进行精

密度&稳定性!

)E3

内$&重复性!日内重复性和

日间重复性$实验"结果表明"欧前胡素和异欧

前胡素的精密度&稳定性
Z8Y

值均小于
)f

"

说明本方法精密度良好"且在
)E3

内供试品溶

液保持稳定%

重复性实验结果显示"欧前胡素和异欧前胡

素的日内重复性
Z8Y

值均小于
)f

"日间重复性

Z8Y

值均小于
Ef

"说明本方法的重复性良好%

欧前胡素和异欧前胡素的加样回收率实验

结果分别列于表
!

&表
E

%

#E
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表
@

!

欧前胡素的加样回收率#

0ZR

%

?(-&.@

!

9.'"L.4#.2"+#,

%

.4()"4#*

#

0ZR

%

编号

(%e

样品中含量

2%/;5/;

-

$

J

加入量

@TT4;4%/0<%-/;

-

$

J

测得量

7506-.5T0<%-/;

-

$

J

回收率

Z5:%X5.

=

-

f

平均回收率

@X5.0

J

5.5:%X5.

=

-

f

Z8Y

-

f

# *'*# # #'** G"'C G"'*G #'CE

) *'*# # *'GG G"'E

! *'*# # *'G" G+'#

E *'*# # *'G+ GC')

D *'*# # #'*) #**'"

C *'*# # *'G" G+'E

表
A

!

异欧前胡素的加样回收率#

0ZR

%

?(-&.A

!

9.'"L.4#.2"+#2"#,

%

.4()"4#*

#

0ZR

%

编号

(%e

样品中含量

2%/;5/;

-

$

J

加入量

@TT4;4%/0<%-/;

-

$

J

测得量

7506-.5T0<%-/;

-

$

J

回收率

Z5:%X5.

=

-

f

平均回收率

@X5.0

J

5.5:%X5.

=

-

f

Z8Y

-

f

# *'*# # #'*) #**'C #**'C* #'"#

) *'*# # #'** GG'*

! *'*# # #'*) #*#'#

E *'*# # #'*! #*)'#

D *'*# # #'*E #*)'"

C *'*# # #'*# G"'*

=>=>A

!

基质效应的考察
!

配制高&中&低!

)*

&

E*

&

"*

J

-

O

$

!

个浓度的欧前胡素和异欧前胡素

标准样品各
)*

$

O

"置于小
I[

管中%分别以

#"*

$

O

基质!空白透皮接收液$和甲醇作为溶

剂稀释"涡旋混合均匀"制得加入基质组和未加

基质组样品溶液"每个浓度各做
!

个样本%将

加入基质的标准样品浓度与未加基质的标准样

品浓度检测结果相比"如果比值为
#

"证明基质

无影响"否则说明存在基质效应%实验结果显

示"欧前胡素高&中&低组的基质效应分别为

*eGDo*e*D

&

#e*Eo*e#E

&

*eGGo*e##

#异欧前

胡素高&中&低组的基质效应分别为
#e*+o

*e*"

&

#e*Eo*e#*

&

#e*Do*e*D

"比值都接近
#

"

说明基质对欧前胡素和异欧前胡素检测的影响

很小"不影响其准确测定%

=>@

!

透皮实验结果

分别以单位面积累积渗透量
P

&累积渗透

百分率
Pf

为纵坐标"以时间
6

为横坐标"绘制

E"3

内
PJ6

渗透动力学曲线"示于图
!

%

注,

0e

欧前胡素
PJ6

曲线#

>e

异欧前胡素
PJ6

曲线#

:e

欧前胡素
PfF6

曲线#

Te

异欧前胡素
PfF;

曲线

图
@

!

欧前胡素和异欧前胡素的
8

9$

"

8

[C$

渗透动力学曲线#

0Z@

%

J#

I

F@

!

8

9$(*!

8

[C$

%

.4,.()#"*E#*.)#'2'K4L.2

"+#,

%

.4()"4#*(*!#2"#,

%

.4()"4#*

#

0Z@

%

由图
!

可知"欧前胡素在
#3

后即开始经

皮渗透"而异欧前胡素在
#)3

后才开始%在
E"3

)E
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处"欧前胡素的累积渗透百分率为
!+e+Df

"而

异欧前胡素的累积渗透百分率为
+#e"Cf

%该

结果说明"异欧前胡素经皮渗透虽然开始的时

间较晚"但其
E"3

的累积渗透百分率远远高于

欧前胡素%

对欧前胡素的体外经皮渗透行为分别进行

零级方程&一级方程和
H4

J

-:34

方程拟合"其结

果列于表
D

%

累积渗透量采用式!

#

$计算"稳态渗透速率

为最优拟合方程的斜率"滞后时间为
Pp*

时

计算得到的
6

值%经计算"欧前胡素的各体外

渗透相关参数列于表
C

%

表
B

!

欧前胡素的体外经皮渗透行为的拟合方程#

0Z@

%

?(-&.B

!

/*L#)4"'K,K&()#L.4.&.(2.+#))#*

I

.

P

K()#"*"+#,

%

.4()"4#*

化合物

2%<

9

%-/T

模型方程

7%T5&5

V

-0;4%/

拟合方程

\4;;4/

J

5

V

-0;4%/

相关系数
5

2%..5&0;4%/:%5114:45/;5

欧前胡素 零级方程
Pp!e)#EC6i)+e*!+ *eGD+C

一级方程
&/

!

#***kP

$

pk*e**!DC6iCe""#) *eGC)+

H4

J

-:34

方程
Pp)CeD6

#

-

)

k#)e"*D *eG")!

表
R

!

欧前胡素的体外渗透相关参数

?(-&.R

!

9.&()#L.

%

(4(,.).42"+#,

%

.4()"4#*#*L#)4"

化合物

2%<

9

%-/T

累积渗透量
P

@::-<-&0;4X50<%-/;

-!

$

J

-

:<

)

$

稳态渗透速率
"

8;50T

=

6;0;5

9

5.<50;4%/.0;5

-!

$

J

-

3

1

:<

)

$

滞后时间

6

-

3

欧前胡素
##Ce##o#EeDE )CeD *e)!!D

!!

由表
D

中相关系数的大小可知"欧前胡素

的体外经皮渗透行为更接近于
H4

J

-:34

方程

!

5p*eG")!

$%表
C

中体外渗透各相关参数反

应了欧前胡素的经皮渗透特点"稳态渗透速率

反应了欧前胡素的经皮渗透速度"滞后时间则

表明欧前胡素在大鼠皮肤滞留的时间"说明其

在
*e)!!D3

以后开始经皮渗透%

@

!

结论

本实验采用
H[O2F78

-

78

法考察白芷

提取液中欧前胡素和异欧前胡素的经皮渗透能

力%结果表明"二者均具有经皮渗透的能力"欧

前胡素的经皮渗透起始时间明显早于异欧前胡

素"但在检测的
E"3

中"异欧前胡素的累积渗

透百分率远远高于欧前胡素%欧前胡素和异欧

前胡素的累积渗透量均随时间的延长而增加"

两种成分的累积渗透量在
E"3

后仍未完全达

到稳态"表明欧前胡素和异欧前胡素具有经皮

给药释药缓慢的特点%欧前胡素的释药曲线经

拟合后与
H4

J

-:34

模型基本吻合"表明其释放

主要遵循扩散控制机理"能以稳定速率释放%

本实验可为后续将欧前胡素和异欧前胡素制成

经皮给药制剂提供理论基础和可行性依据%
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