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摘摇 要摇 目的摇 建立测定小鼠血浆中白藜芦醇的高效液相色谱法,并研究白藜芦醇在小鼠体内的药动学。 方法摇
色谱柱为 C18柱(150 mm伊4. 6 mm,5 滋m),流动相乙腈鄄水(3268),流速为 1. 0 mL·min-1,检测波长 306 nm,血浆样品

用乙酸乙酯萃取法预处理。 结果摇 白藜芦醇线性范围 0. 1 ~ 10. 0 滋g·mL-1,r = 0. 999 5。 日内 RSD<10% ,日间 RSD<
15% ,回收率 98. 0% ~ 102. 0% 。 小鼠灌服给予白藜芦醇主要药动学参数为 30 min 后血浆药物浓度达峰值,Cmax 为

3. 589 滋g·mL-1,t1 / 2琢为 10. 5 min,t1 / 2茁为 172. 7 min。 结论摇 该方法灵敏度高,操作方便,适用于白藜芦醇在小鼠体内的

药动学研究。
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ABSTRACT摇 Objective摇 To develop a HPLC鄄UV method for quantitative determination of resveratrol in mice plasma and
to study the pharmacokinetics of resvetrol in mice after oral administration. 摇 Methods 摇 Chromatographic separation was
achieved on an Ultimate AQ鄄 C18 column (150 mm 伊 4. 6 mm, 5 滋m) using acetonitrile鄄water (3268, VV) as mobile phase
at a flow rate of 1. 0 mL·min-1 . The UV detection wavelength was set at 306 nm, and the assay was executed at 30 益 . 摇
Results摇 The method was validated and found to be linear in the range of 0. 10 -10. 00 滋g·mL-1 . The assay accuracy and
precision were within the range of 98. 0% - 102. 0% . The main pharmacokinetic parameters of resveratrol , Cmax was
3. 589 滋g·mL-1,tmax was 30 min, t1 / 2琢 was 10. 5 min, t1 / 2茁 was 172. 7 min. 摇 Conclusion摇 The method was sensitive, simple
and successfully applied in the study of pharmacokinetics of resveratrol in mice.
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摇 摇 白黎芦醇( resveratrol)化学名称为 3,5,4爷鄄三羟

基鄄二苯乙烯,是一种多酚类植物抗毒素,具有抗氧化

活性,主要存在于葡萄[1]、葡萄汁、红酒及其他植物提

取物中[2鄄4],是植物在恶劣环境下或被病原体侵害时,
自身分泌的一种可抵御真菌感染的抗菌物质。 白藜芦

醇具有抗心血管疾病、抗肿瘤、抗炎、调节免疫、抗菌、
抗病毒、抗衰老及雌激素样活性等多种药理作用[5鄄7],
但有关其在小鼠体内药动学的研究笔者尚未见报道。
为阐明白藜芦醇在小鼠体内的药动学过程,笔者建立
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以液液萃取为前处理的反相高效液相色谱法,并研究

单次灌服给予白藜芦醇后在小鼠体内的药动学过程。
1摇 仪器摇
1. 1摇 药品与试剂 摇 白藜芦醇对照品(中国食品药品

检定研究院,批号:11535鄄200502);芦醇原料药和根皮

素购自西安小草植物科技有限公司,含量>98% ;乙腈

为进口色谱纯(美国 TEDIA 公司);其他试剂为国产分

析纯;色谱用水为超纯水。
1. 2摇 动物及给药方式 摇 昆明种小鼠,体质量 18 ~
22 g,雌雄各半,为第四军医大学实验动物中心提供,
动物许可证号:ACXK(军)2007鄄007,白藜芦醇给药剂

量 300 mg·kg-1,给药方式为灌胃。
1. 3 摇 仪器 摇 Agilent 1100 液相色谱仪(Agilent 1100
泵、Agilent1100 DAD 检测器、Agilent 1100 色谱工作

站),电子分析天平(德国 Sartorius 公司 )。
2摇 方法与结果摇
2. 1摇 色谱条件 摇 色谱柱:Ultimate AQ鄄 C18(150 mm伊
4. 6 mm,5 滋m,Welch Materials. Inc. ,USA );C18 保护
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柱(10 mm 伊 4. 6 mm,江苏汉邦科技有限公司);流动

相:乙腈水= 3268;流速:1 mL·min-1;检测波长:
306 nm,进样量:20 滋L,柱温:30 益。
2. 2摇 标准溶液及内标溶液配制摇
2. 2. 1摇 标准溶液的制备摇 精密称量白藜芦醇对照品

5. 00 mg,置 50 mL 棕色量瓶,以甲醇溶解并释至刻度,
摇匀,制成对照品储备液,-20 益避光保存备用。
2. 2. 2摇 内标溶液的制备 摇 精密称量根皮素对照品

50. 00 mg,置 50 mL 量瓶,以甲醇溶解并稀释至刻度,
摇匀,制成对照品储备液,-20 益避光保存备用。
2. 3 摇 血浆样品预处理 摇 取小鼠血浆 0. 2 mL,置

1. 5 mL离心管,加 640 滋g·mL-1内标物根皮素 10 滋L,
涡旋 振 荡 30 s, 加 乙 酸 乙 酯 1 mL, 涡 旋 3 min。
12 000 r·min-1离心 10 min,取上清液 800 滋L,通风橱

中氮气流吹干, 加甲醇 80 滋L, 涡旋振荡 3 min,
12 000 r·min-1 离心 10 min,取上清液 20 滋L 进行

HPLC 分析。
2. 4摇 方法的专属性 摇 取小鼠空白血浆 0. 2 mL,按
“2. 3冶项方法,将一定浓度的白藜芦醇标准溶液和内

标溶液加入空白血浆,同法操作;取小鼠灌服给药后收

集的血浆样品,同法操作。 按“2. 1冶项的色谱条件进

样分析。 结果显示,空白血浆内源性物质不干扰白藜

芦醇和内标测定,白藜芦醇保留时间为 5. 2 min,内标

的保留时间 8. 0 min,见图 1。

图 1摇 白藜芦醇及内标根皮素的色谱图摇
A. 空白血浆:B. 空白血浆中加入白藜芦醇对照品及内标

根皮素:C. 小鼠灌服白藜芦醇后血浆样品加入内标;1. 白藜芦

醇;2. 根皮素

Fig. 1 摇 HPLC chromatograms of resveratrol and
phloretin as internal standard (I. S. ) 摇

A. blank plasma sample; B. blank plasma spiked with
resveratrol and I. S. ; C. plasma sample spiked with I. S. after oral
administration of resveratrol;1. resveratrol;2. I. S.

2. 5摇 标准曲线绘制摇 精密量取白藜芦醇对照品储备

液,以甲醇逐步稀释成 1. 0,5. 5,10. 0,32. 5,55. 0,
100. 0 滋g·mL-1白藜芦醇对照品溶液。 分别精密吸取

上述对照品系列溶液和内标溶液各 10 滋L,分别加入

200 滋L 血浆中,按“血浆样品预处理冶,处理后系列标

准溶液最终浓度为 0. 10,0. 55,1. 00,3. 25,5. 50,
10. 00 滋g·mL-1,取上清液 20 滋L 进行高效液相分析。
以白藜芦醇色谱峰面积(A1)与内标色谱峰面积(A2)
之比(Y)对白藜芦醇对照品浓度(C,滋g·mL-1) 进行

加权最小二乘法回归。 回归方程为: Y = 0. 001X -
0. 029,r = 0. 999 5 ( n = 5 ),权重:1 / C2;线性范围:
0. 10 ~ 10. 00 滋g·mL-1。
2. 6摇 精密度考察摇 按照标准曲线制备方法制备白藜

芦醇含量为 0. 325,3. 250,8. 875 滋g·mL-1 的血浆样

品,作为质控样品。 上述各质控样品在同 1 d 连续进

样 5 次,测定峰面积,分别计算白藜芦醇的日内相对标

准误差(RSD )。 连续 3 d 进样 5 次,测定峰面积,计
算白藜芦醇的日间 RSD。 结果见表 1。
2. 7摇 提取回收率实验摇 取小鼠空白血浆 0. 2 mL 若干

份,加入不同浓度的标准溶液 10 滋L,按“血浆样品预

处理冶,使白藜芦醇的浓度分别为 0. 325, 3. 250,
8. 875 滋g·mL-1,并进行测定。 计算样品的测得浓度,
与配制浓度对照,求得本法的加样回收率及 RSD。 结

果见表 1。
2. 8摇 稳定性实验摇 按照“2. 5冶项方法制备白藜芦醇

含量为 0. 325,3. 250,8. 875 滋g·mL-1的血浆样品,作
为质控样品。 冻融稳定性:将质控样品置于低温冰箱

(-20 益)充分冷却,然后取出融化至室温,如此反复 3
次,考察冻融稳定性;短期稳定性:质控样品平行做 3
份,室温放置 4 h 后,进行测定,考察测定浓度的变化

情况; 长 期 稳 定 性: 将 质 控 样 品 置 于 低 温 冰 箱

(-20 益)放置 7 d,取出测定长期冻存条件下血浆样

品的浓度变化情况。 结果见表 2,结果表明样品在这

些实验中都很稳定,所以说明在样品常规分析中不会

出现与样品稳定性有关的问题。
2. 9摇 实验设计与样品采集与处理摇 60 只小鼠禁食过

夜,随机分成 12 组,每组 5 只,按 300 mg·kg-1灌服白

藜芦醇,分别于给药后 2,5,10,15,30 min 和 1. 0,1. 5,
2,3,4,6,8 h,每个时间点 5 只小鼠,摘眼球取血,收集

于肝素化的离心管内,1 500 r·min-1离心 10 min,分
离出血浆并于 - 20 益 冻存待测。 取上述样品血浆

0. 2 mL置于 1. 5 mL 离心管,加 640 滋g·mL-1内标物

根皮素甲醇溶液 10 滋L,涡旋振荡 30 s,加乙酸乙酯

1 mL,涡旋 3 min。 12 000 r·min-1 离心 10 min,取上

清液 800 滋L,通风橱中氮气流吹干,加甲醇 80 滋L,涡
旋振荡 3 min,12 000 r·min-1 离心10 min,取上清液

20 滋L进行 HPLC 分析。
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表 1摇 白藜芦醇测定方法精密度和提取回收率摇
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 Tab. 1摇 Precision and recovery of the method for determining resveratrol摇 x依s

对照品 /
(滋g·mL-1)

日内测得浓度 /
(滋g·mL-1)

日内 RSD /
%

日间测得浓度 /
(滋g·mL-1)

日间 RSD /
%

回收率 /
%

RSD /
%

0. 325 0. 320依0. 009 4 2. 9 0. 319依0. 014 4 4. 5 98. 0依3. 7 3. 8
3. 250 3. 325依0. 134 3 4. 0 3. 280依0. 083 6 2. 5 101. 3依3. 3 3. 2
8. 875 8. 922依0. 200 5 2. 2 8. 908依0. 179 3 2. 0 102. 0依1. 5 1. 5

表 2摇 白藜芦醇的稳定性实验摇
摇 摇 摇 Tab. 2摇 Stability test of resveratrol摇 %

条件 0. 325 滋g·mL-1 3. 250 滋g·mL-1 8. 875 滋g·mL-1

冻融稳定性 98. 7依2. 9 97. 9依3. 9 95. 1依2. 1
短期稳定性 97. 4依3. 0 96. 8依4. 0 93. 7依1. 9
长期稳定性 92. 1依3. 6 94. 3依2. 5 90. 4依0. 94

2. 10摇 小鼠灌服给药后的药动学摇 小鼠灌服白藜芦醇

后各时间点所测得的血药浓度鄄时间曲线见图 3。 采用

中国药理学会数学药理委员会编制的 DAS2. 0 实用药

动学软件处理血药浓度数据,分别按一二三室模型进

行模拟,获得 AIC 值和相关系数 r。 根据 AIC 值最小和

r 值最大原则,判定白藜芦醇在正常型小鼠血浆中的

药鄄时过程均符合二室开放模型。 并求得其药动学参

数,结果:A 为 18. 994 滋g·mL-1,琢 为 0. 066 min-1,B 为

1. 111 滋g·mL-1,茁 为 0. 004 min-1,t1 / 2琢 为10. 5 min,t1 / 2茁
为 172. 7 min, V1 / F 为 44. 987 L · kg-1, CL / F 为

0. 823 L·min·kg-1,AUC0鄄t 为313. 796 滋g·mL-1·min-1,
AUC0鄄肄为364. 557 滋g·mL-1·min-1,K10为0. 018 min-1,K12

为0. 038 min-1,K21 为 0. 014 min-1,Ka 为 0. 094, t1 / 2Ka 为
7. 404 min,Cmax为 3. 589 滋g·mL-1。

摇 摇 图 2摇 小鼠灌服白藜芦醇后血药浓度鄄时间曲线摇
Fig. 2 摇 The plasma concentration - time profiles of

resveratrol after oral administration摇

3摇 讨论摇
本实验结果表明,小鼠灌服白藜芦醇后药物从胃

肠道吸收快,2 min 即可测到原型药,约 30 min 血药浓

度达峰值 Cmax为 3. 589 滋g·mL-1。 小鼠灌服白藜芦醇

后主 要 药 动 学 参 数 为 t1 / 2琢 为 10. 5 min, t1 / 2茁 为

172. 7 min,说明本品在小鼠体内吸收分布迅速消除

慢。 影响药物吸收的主要因素是药物的理化性质,一
般认为药物脂溶性越高越易被吸收,小分子水溶性药

物易吸收。 白藜芦醇脂溶性较高,并且具有三个酚羟

基,具有一定的水溶性,因此吸收分布很快,同时由于

脂溶性较高导致白藜芦醇在小鼠体内的消除比较慢。
本实验建立高效液相色谱法测定小鼠血浆中白藜

芦醇含量,能够有效地测定药物在血浆中含量的变化

情况,灵敏度高,重复性好,操作简便快捷,对准确考察

白藜芦醇的小鼠药动学具有参考意义。
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