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高效液相色谱法测定桔梗多糖对桔梗皂苷Ｄ
在大鼠体内药物代谢动力学参数的影响
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，２，３，尹登科１，２，３

（１．安徽中医药大学药学院，安徽 合肥　２３００１２；２．新安医学教育部重点实验室，安徽 合肥　２３００１２；

３．药物制剂技术与应用安徽省重点实验室，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　考察桔梗多糖（犘犾犪狋狔犮狅犱狅狀犵狉犪狀犱犻犳犾狅狉狌犿ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＰＧＰ）对桔梗皂苷Ｄ（ｐｌａｔｙｃｏｄ

ｉｎＤ，ＰＤ）在大鼠体内药物代谢动力学参数的影响，为桔梗的临床应用提供实验依据。方法　将２４只

ＳＤ大鼠随机分为ＰＤ组，ＰＤ＋ＰＧＰ低、中、高剂量组（ＰＤＰＧＰＬ、ＰＤＰＧＰＭ、ＰＤＰＧＰＨ组），灌胃给

药后在各时间点眼眦取血，采用高效液相色谱法测定给药后ＰＤ的血药浓度变化，由ＤＡＳ２．１软件拟

合药物代谢动力学参数。结果　与ＰＤ组比较，各ＰＤＰＧＰ实验组均显著缩短ＰＤ的达峰时间（犘＜

０．０５），并显著提高峰浓度（犘＜０．０５）以及药时曲线下面积（犘＜０．０５）。结论　ＰＧＰ能够显著改变ＰＤ

口服后的药物代谢动力学参数。
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　　桔梗为桔梗科植物桔梗［犘犾犪狋狔犮狅犱狅狀犵狉犪狀犱犻

犳犾狅狉狌犿（Ｊａｃｑ．）Ａ．ＤＣ．］的干燥根，常以“桔梗汤”

或“桔梗水提液”给药，其主要活性成分为三萜皂

苷［１］。现代药理学研究显示，桔梗具有祛痰止

咳［６］、抗肿瘤［２］、抗炎症［５］、保肝［４］、降糖降脂和调

节免疫［３］等多种药理活性，其中桔梗皂苷Ｄ（ｐｌａｔｙ

ｃｏｄｉｎＤ，ＰＤ）被认为是主要的有效成分。但ＰＤ口

服生物利用度低［７９］，相关的体内药物代谢动力学

研究也较少。

“桔梗汤”或“桔梗水提液”在水煎煮过程中使

桔梗 多 糖 （犘犾犪狋狔犮狅犱狅狀犵狉犪狀犱犻犳犾狅狉狌犿 ｐｏｌｙｓａｃｃｈａ

ｒｉｄｅｓ，ＰＧＰ）成分溶出，ＰＧＰ与小分子活性成分ＰＤ

一同服下。目前关于桔梗的研究主要集中在其小

分子活性成分ＰＤ，对于ＰＧＰ主要集中在提取、抗

氧化等方面［１０］，很少有研究关注ＰＧＰ是否在“桔

梗汤”或“桔梗水提液”发挥药效时起到一定作用。

本研究通过大鼠灌胃模型，探究ＰＧＰ对ＰＤ口服

吸收过程中可能产生的影响。本研究对于探讨多

糖与小分子的协同作用以及提高药物疗效和安全

性，指导新药开发均具有重要意义。
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１　材料与试剂

１．１　药品与试剂　ＰＧＰ（批号ＤＳＴ１９１１０５１７８，纯

度≥９８．０％）、ＰＤ（批号 ＤＳＴ１９１１０３０１５，纯度≥

９８．０％）：成都德思特生物技术有限公司；水为超纯

水；乙腈、甲醇（色谱纯）：瑞典Ｏｃｅａｎｐａｋ公司；其余

试剂（分析纯）：国药集团化学试剂有限公司。

１．２　实验动物及分组　健康ＳＤ大鼠２４只，ＳＰＦ

级，雌雄各半，体质量（２００±２５）ｇ，由安徽医科大学

实验动物中心［生产许可证号：ＳＣＸＫ（皖）２０１７—

００１］提供。常规饲养，自由饮食饮水，饲养环境温度

为１８～２６℃，相对湿度为（５５±５）％，研究所涉及的

动物实验经安徽中医药大学实验动物伦理委员会批

准。大鼠实验前禁食１２ｈ，可自由饮水。将实验大

鼠随机分为ＰＤ组，ＰＤ＋ＰＧＰ低、中、高剂量组（ＰＤ

ＰＧＰＬ、ＰＤＰＧＰＭ、ＰＤＰＧＰＨ组），每组６只。

１．３　仪器　Ｖｏｒｔｅｘｇｅｎｉｅ涡旋混合器：美国Ｓｃｉｅｎ

ｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ；ＭｉｌｌｉＱ超纯水器：美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ台式高速离心机：上海东兢电子有限

公司；ＢＰ２１２Ｄ 型电子天平：德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；

ＬＣ２０ＡＤＸＲ液相色谱仪：日本岛津公司。

２　方法与结果

２．１　方法学考察

２．１．１　色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８色谱

柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈水（２５∶

７５，犞／犞）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：

１０μＬ；检测波长：２０６ｎｍ。

２．１．２　标准添加对照品的制备　精密称取ＰＤ对
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照品１０．０ｍｇ，以甲醇溶解并定容至１０ｍＬ，得质

量浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ的对照品储备液。精密吸取

上述储备液１０μＬ，加入１００μＬ空白大鼠血浆中，

加入甲醇４００μＬ，涡旋除蛋白５ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，取上清，置氮气干燥仪下挥去溶剂，

残渣加１００μＬ乙腈复溶，即得。供试品溶液的制

备方法：精密吸取含药血浆１００μＬ，自“加入甲醇”

起，按照标准添加溶液对照品制备方法处理样品，

即得。

２．１．３　专属性考察　分别考察大鼠空白血浆、空

白血浆加ＰＧＰ、空白血浆加ＰＤ对照品以及ＰＤ

ＰＧＰＨ组给药３０ｍｉｎ后大鼠血浆样品，每组６

份，按照“２．１．２”项下血浆样品处理操作，得到相

应的色谱图（见图１）。结果表明，ＰＤ保留时间为

８．５３ｍｉｎ，血浆中内源性物质对 ＰＤ 的测定无

干扰。

图１　空白血浆（Ａ）、ＰＧＰ血浆样品（Ｂ）、ＰＤ对照品血浆

样品（Ｃ）、ＰＤＰＧＰＨ组含药血浆样品（Ｄ）色谱图

２．１．４　定量限确定　取１００μＬ空白血浆，加入ＰＤ

对照品溶液，按“２．１．２”项下血浆样品处理方法进行

操作。当色谱峰信噪比（Ｓ／Ｎ）＝１０时，得定量限为５

μｇ／ｍＬ（准确度为９５．５３％，ＲＳＤ＝３．０５％，狀＝６）；当

色谱峰的Ｓ／Ｎ＝３时，最低检测限为２μｇ／ｍＬ。

２．１．５　标准曲线及线性范围确定　取标准品储备

液，以空白大鼠血浆配制浓度分别为０、５、１０、２０、

４０、８０、１００μｇ／ｍＬ 的 ＰＤ 标准血浆样品，按照

“２．１．２”项下血浆样品处理操作，以样品浓度（ρ）为

横坐标，样品的峰面积（犃）为纵坐标，最小二乘法计

算回归方程。测得回归方程为 犃＝１０９０６ρ－

５５３４．８（狉２＝０．９９９３），说明ＰＤ在５～１００μｇ／ｍＬ

浓度范围内线性关系良好。

２．１．６　回收率考察　精密移取空白血浆１００μＬ，

分别加入低、中、高３种浓度（５、５０、１００μｇ／ｍＬ）的

ＰＤ溶液各１０μＬ，各浓度样品平行６组，按“２．１．２”

项下血浆样品处理操作，１０μＬ进样分析。经计算，

ＰＤ低、中、高 ３ 个 浓 度 样 品 的 回 收 率 分 别 为

（１０３．６０±２．６０）％、（９６．３３±２．２９）％、（１００．７４±

２．１０）％，ＲＳＤ分别为２．５１％、２．３８％、２．０９％，符合

生物样品分析原则要求的回收率。

２．１．７　日内及日间精密度考察　精密移取空白血

浆１００μＬ，分别加入低、中、高３种浓度的ＰＤ溶液

（５、５０、１００μｇ／ｍＬ）各１０μＬ，各浓度样品平行５组，

按“２．１．２”项下血浆样品处理操作，１０μＬ进样分

析。３种浓度溶液均１日内重复进样６次，测定日

内精密度，连续进样６ｄ，测定日间精密度。实验结

果显示，低、中、高３种浓度ＰＤ溶液的日内精密度

ＲＳＤ分别为３．１０％、２．９４％、２．４１％，日间精密度

ＲＳＤ分别为２．２３％、２．８１％、２．３４％，符合生物样品

分析原则要求。

２．１．８　稳定性实验　精密移取空白血浆１００μＬ，

加入低、中、高３种浓度（５、５０、１００μｇ／ｍＬ）的ＰＤ溶

液各１０μＬ，各浓度样品平行５组，按“２．１．２”项下

血浆样品处理操作，分别进行室温长期放置、反复冻

融３次和－２０℃冰箱冻存２周后，１０μＬ进样分析，

并考察稳定性。结果显示低、中、高３种浓度稳定性

的ＲＳＤ分别为３．６２％、４．３１％、１．４３％，结果表明

ＰＤ在上述条件下稳定性良好，符合生物样品分析

原则。

２．２　动物实验　ＰＤ组灌胃液的制备：精密称取

ＰＤ，用生理盐水溶解并定容，得２ｍｇ／ｍＬ的ＰＤ灌

胃溶液。另精密称取３种不同质量的ＰＧＰ，溶解于

上述ＰＤ溶液中，调节ＰＧＰ浓度至２、４、８ｍｇ／ｍＬ，

即得ＰＤＰＧＰＬ组、ＰＤＰＧＰＭ 组、ＰＤＰＧＰＨ 组

灌胃液。大鼠的灌胃容积为１０ｍＬ／ｋｇ。ＰＤ组只

灌胃２ｍｇ／ｍＬ的 ＰＤ，ＰＤＰＧＰＬ、ＰＤＰＧＰＭ 与

ＰＤＰＧＰＨ组分别灌胃２ｍｇ／ｍＬ的ＰＤ和２、４、８

ｍｇ／ｍＬ的ＰＧＰ。给药后５、１０、１５、３０、４５、６０、９０、１２０、

１８０、２４０、３６０ｍｉｎ，从眼眦取血０．５ｍＬ，置于经肝素处理

的ＥＰ管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集血浆。

２．３　数据处理　测得各时间点的平均血药浓度

（ρ）时间（狋）数据，代入ＤＡＳ２．１软件，选择合适的

房室模型，进行药物代谢动力学参数的计算。采

用ＳＰＳＳ２３．０软件对实验数据进行分析，数据以

“均数±标准差（珔狓±狊）”表示。犘＜０．０５表示差异

有统计学意义。

２．４　ＰＤ血药浓度时间曲线　大鼠单剂量灌胃ＰＤ

或ＰＤ＋ＰＧＰ所得的平均血药浓度时间曲线见图２。
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２．５　灌胃ＰＤ的主要药物代谢动力学参数　将计

算所得的血药浓度时间数据，采用ＤＡＳ２．１软件

进行拟合（二室模型，权重系数为１），进而计算药物

代谢动力学参数（见表１）。结果表明，ＰＤ＋ＰＧＰ灌

胃后大鼠体内的药物代谢动力学参数发生了显著改

变。与ＰＤ组相比，各ＰＤＰＧＰ实验组ＰＤ的达峰

时间均显著缩短，峰浓度均显著提高，血药浓度时

间曲线下面积显著增加（犘＜０．０５）。此外，ＰＤ

ＰＧＰＭ组的清除率显著减小（犘＜０．０５）。 图２　ＰＤ在大鼠体内血药浓度时间曲线（狀＝６，珚狓±狊）

表１　ＰＧＰ对ＰＤ药物代谢动力学参数的影响（珚狓±狊）

组别 狀
犮ｍａｘ／

（μｇ／ｍＬ）
狋ｍａｘ／

ｍｉｎ

ＡＵＣ０－ｔ／

［ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）］
ＡＵＣ０－∞／

［ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）］
狋１／２／

ｍｉｎ

ＣＬ／

［（Ｌ／（ｈ·ｋｇ）］

ＰＤ ６ １２．０８±０．７５ ４８．７５±７．５０ ２６０７．１０± ３７．７６ ３８４８．６５± ３６６．１３ ２２３．８８± ３６．１５ ０．３０±０．０６

ＰＤＰＧＰＬ ６ １７．９６±１．２０ ３３．７５±７．５０ ３２３０．９７±３００．７８ ５５７６．８６±１３３４．９８ ２８１．４３± ７２．８４ ０．２４±０．１２

ＰＤＰＧＰＭ ６ ２１．４２±１．２８ ３３．７５±７．５０ ３４４４．８０±１０３．２１ ８１７３．９６± ３７７．０４ ４７９．７４±１４１．５８ ０．１３±０．０６

ＰＤＰＧＰＨ ６ ２５．０９±０．５２ ３３．７５±７．５０ ３７３２．２０± ２８．８４ ６０４６．６８±２７５２．９３ ２６９．３５±２１０．８６ ０．２４±０．０６

　　注：狋１／２为半衰期；狋ｍａｘ为达峰时间；犮ｍａｘ为最大血药浓度；ＡＵＣ０ｔ为０到最后一个时间点的血药浓度时间曲线下面积；

ＡＵＣ０∞为０到无穷大时间点的血药浓度时间曲线下面积；ＣＬ：清除率；与ＰＤ组比较，
犘＜０．０５

３　讨论

中药大多采用水煎煮口服的给药方式，可溶性

多糖可在水煎煮过程中溶解在汤剂中。多糖大分子

的生理药理活性近年来受到了越来越多的关注，被

发现具有免疫调节、抗肿瘤、延缓衰老、降血糖、抗病

毒、抗炎等多种生物活性［１１１４］。当桔梗以水煎煮（桔

梗汤或桔梗水提液）口服的给药方式，可溶性多糖在

中药水煎液中与小分子活性成分ＰＤ一同服下进入

胃肠道。由于人体缺乏多糖水解酶，大部分多糖不

能被人体直接消化和吸收。研究［１５１６］证实，中药多

糖被作为肠道菌群代谢底物，与肠道菌群相互作用

时产生一些其他的生物活性物质对药物的体内过程

产生影响。此外，研究［１７１９］证实，ＰＧＰ可以诱导 Ｔ

细胞以及巨噬细胞的增殖，显著促进相关细胞因子

的分泌。细胞因子的产生会对肠上皮的通透性产生

影响，进而影响药物在体内的代谢。本研究结果显

示，ＰＧＰ能够显著缩短ＰＤ的达峰时间，显著减小清

除率，提高最大药物浓度以及增大血药浓度时间曲

线下面积。由此推测，ＰＧＰ与小分子活性物质ＰＤ

一同服下后，一方面可能与肠道菌群发生相互作用，

另一方面可能直接影响相关效应因子的分泌，进而

对ＰＤ的体内药物代谢动力学参数产生影响。ＰＧＰ

影响ＰＤ在大鼠体内药物代谢动力学参数的具体机

制将是下一步研究的方向和重点内容。
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