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[摘要]：目的：考察剂型因素和给药途径对人参皂苷Rg1（GRg1）在大鼠血清和脑组织中分布的影响。方法：大鼠鼻腔给GRg1鼻腔喷雾剂，以大鼠口服和鼻腔给GRg1生理盐水为对照，给药后测定各组大鼠脑和血清中的GRg1的含量。采用Wagner-Nelson法处理数据。结果：鼻腔给药药途径使GRg1在血清和脑组织中的分布和转运效率分别提高了5.05和2.50倍；喷雾剂的剂型因素使GRg1在血清和脑组织中的吸收和转运效率分别提高了11.80和和3.35倍。结论：对GRg1，鼻腔给药途径和喷雾剂都能显著提高其生物利用度。
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Experimental study on the effect of dosage form and administration route to the distribution of Ginsenoside Rg1 in serum and brain of the rats
Chen Xinmei
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[Abstract] Objective: To discuss the effect of dosage form and administration route to the distribution of ginsenoside Rg1(GRg1) in serum and brain of the rats. Methods: Compared with GRg1 saline solution administrated from nasal route and oral route, GRg1 nasal spray was administrated from nasal route in rats. The concentration of GRg1 in the serum and brain was detected by HPLC-UV. The data was analysised by the Wagner-Nelson method. Results: The distribution and transport efficiency of GRg1 was improved 5.05 and 2.50 times respectively by nasal administration route. The distribution and transport efficiency of GRg1 was improved 11.80 and 3.35 times respectively by nasal spray. Conclusion: The bio-availability of GRg1 can be improved dramatically by the nasal administration route and nasal spray.
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人参皂苷Rg1(ginsenoside Rg1，GRg1) 是人参中的一个代表性单体，现代药理学的研究表明：GRg1能够作用于神经系统，治疗老年阿尔茨海默症，但GRg1口服后生物利用度很低，只有1.9～20%[1]。本课题组研制了GRg1鼻腔喷雾剂，通过鼻腔给药，治疗和预防中枢神经系统退行性疾病。本研究以大鼠口服和鼻腔给GRg1的生理盐水溶液为对照，将GRg1鼻腔喷雾剂给大鼠鼻腔给药后，考察剂型因素和给药途径对其在血清和脑分布的影响，从而为临床给药提供实验依据。

1仪器与材料
仪器  Waters高效液相色谱仪（Waters 486型可变波长紫外检测器、510型泵、N2000色谱工作站）；3K30高速冷冻离心机（Sigma公司）；鼻腔定量喷雾泵（万通（苏州）定量阀系统有限公司）。OASIS固相萃取柱（HLB 1cc，美国Waters公司）。
药品与试剂GRg1 (吉林省宏久生物科技股份有限公司。批号:20040504；纯度:98.99%)；GRg1对照品（中国药品生物制品检定所，批号：110703-200322）；乙腈（色谱纯，江苏汉邦科技有限公司）；甲醇（色谱纯，江苏汉邦科技有限公司）；水为双蒸水，其余试剂为分析纯。
动物  健康成年SD大鼠，♀♂各半，体重200±20 g（中国药科大学动物中心提供）；动物证号：SCXK（苏）2002-0011。

2方法与结果
2.1 HPLC-UV测定生物样品中GRg1含量的方法学研究
2.1.1 色谱条件  色谱柱：Lichrospher C18色谱柱（4.6×250 mm;5 μm，江苏汉邦科技有限公司）；汉邦C18预柱；流动相：乙腈：水 （28:72,V/V）；检测波长：203 nm；流速：1.0 mL•min-1；柱温：30℃；进样体积：20 μL；灵敏度；0.05 AUS；外标法峰面积定量。
2.1.2生物样品处理方法
血清样品：大鼠用乙醚轻微麻醉后股动脉放血处死，全血室温放置1h后，高速离心(10000 rpm×15 min)，分离血清。OASIS固相萃取柱(HLB 1cc)用1 mL甲醇活化，再用1 mL双蒸馏水平衡。精密吸取0.5 mL血清上柱，滤液弃去；用0.5 mL 5%甲醇水溶液洗脱，洗脱液弃去；固相萃取柱上的吸附物以0.5 mL甲醇洗脱三次，收集洗脱液，40℃压缩空气吹干，残渣用200 μL流动相溶解，离心(10000 rpm×10 min)，吸取上清液进样分析，以外标法峰面积定量，记录色谱峰和峰面积。
脑组织样品：大鼠用乙醚轻微麻醉后股动脉放血处死，取出脑组织，用5.0 mL生理盐水冲洗干净，用定性滤纸吸干，称重。将脑组织样品剪碎，研磨均匀后，精密称定1 g脑组织，置西林瓶中，加入10.0 mL生理盐水，匀浆，浆液高速离心(10000 rpm×15 min)，分离上清液。OASIS固相萃取柱(HLB 1cc)用1 mL甲醇活化，再用1 mL双蒸馏水平衡。精密吸取0.5 mL上清液上柱，滤液弃去；用0.5mL 5%甲醇水溶液洗脱，洗脱液弃去；固相萃取柱上的吸附物以0.5 mL甲醇洗脱三次，收集洗脱液，40℃压缩空气吹干，残渣用200 μL流动相溶解，离心(10000 rpm×10 min)，吸取上清液进样分析，以外标法峰面积定量，记录色谱峰和峰面积。

在选定的色谱条件下，血清和脑组织中的物质不干扰GRg1的含量测定，GRg1的保留时间为5.3 min，色谱图见图1。
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 blank serum sample                serum sample contains ginsenoside Rg1
Fig1: HPLC chromatograms of GRg1 in brain and serum sample
2.1.3血清和脑组织中GRg1标准曲线  空白大鼠血清和脑组织匀浆中分别加入GRg1对照品溶液，精密配成1、5、10、25、50 μg·mL-1的标准溶液，按“生物样品的处理方法”进行处理后HPLC测定，依次进样分析，重复5次，以标准溶液浓度C对峰面积A进行线性回归，得标准曲线。结果见表1。在1～50 μg·mL-1浓度范围内，GRg1浓度与峰面积线性关系良好。以信噪比S/N大于3计算，GRg1在血清和组织中的最低检测浓度为0.05 μg·mL-1。
Tab1: The regression equations of GRg1 in serum and brain sample
	sample
	linear range
	regression equation
	R

	serum
	1-50 μg·mL-1
	A=4183C-224
	0.9988

	brain
	1-25 μg·mL-1
	A=4301C-278
	0.9993


2.1.4回收率实验
萃取回收率实验：精密吸取大鼠空白血清0.5 mL或脑组织样品制成匀浆后，分别加入不同浓度的GRg1标准溶液，配制成高、中、低三种浓度的GRg1生物样品，然后按“生物样品的处理方法”进行处理后HPLC测定，记录色谱图和峰面积，峰面积为A1；另取含有GRg1高、中、低浓度的甲醇溶液20 μL用HPLC测定，得峰面积为A2。萃取回收率=（A1/ A2）×100%。血清萃取回收率在低、中、高三个浓度分别为80.12、83.78、85.39%；脑组织的萃取回收率在低、中、高三个浓度分别为82.89、85.53、88.78%。
方法回收率实验：精密吸取大鼠空白血清0.5 mL或脑组织样品制成匀浆后，分别加入不同浓度的GRg1标准溶液，配制成高、中、低三种浓度的GRg1生物样品，然后按“生物样品的处理方法”进行处理后HPLC测定，记录色谱图和峰面积，所得到的峰面积代入标准曲线计算测得量，以测得量与加入量之比计算方法回收率，血清方法回收率在低、中、高三个浓度分别为91.23、95.86、100.8%；脑组织的方法回收率在低、中、高三个浓度分别为94.57、99.08、99.68%。
2.1.5精密度实验
日内精密度实验：分别精密配制含有高、中、低浓度的GRg1血清和脑组织样品各5份，在一天内不同时间HPLC测定，根据标准曲线浓度计算日内差。实验结果表明测定值的RSD均小于15%，符合生物样品分析要求。
日间精密度实验：此后，在一周的不同天内，上述样品分别HPLC测定，计算日间差。实验结果表明测定值的RSD均小于15%，符合生物样品分析要求。
2.2 剂型因素和给药途径对GRg1在血清和脑组织中的分布影响
健康成年SD大鼠72只，♀♂各半，体重200±20 g，随机分为3组，分别为GRg1生理盐水灌胃组、GRg1生理盐水滴鼻组、GRg1鼻腔喷雾剂组，每组24只，分别给药，给药剂量为100 mg·Kg-1，于给药后0.5 h、1.0 h、2 .0h、4.0 h、6.0 h、8 .0 h处死大鼠，每个时间点4只大鼠，分别取血、脑组织，按“生物样品处理方法”项下方法进行处理，用HPLC-UV法检测生物样品中GRg1的含量。GRg1在血清和脑组织中分布的直方图见图2及图3。
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Fig2: Column curves of GRg1 in serum after administration 100 mg·Kg-1 ((n=4)
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Fig3: Column curves of GRg1 in brain after administration 100 mg·Kg-1 (n=4)

2.3 数据处理

2.3.1房室数的确定  采用《3P87药代动力学计算程序》对大鼠灌胃给予GRg1的生理盐水(Rg1-Sol-O)、鼻腔给予GRg1的生理盐水(Rg1-Sol-N)、鼻腔给予GRg1鼻腔喷雾剂(Rg1-Spray-N)的数据处理，根据AIC值，结合拟合优度，相关系数确定房室模型。结果表明以上三组均为单室模型。
2.3.2脑转运速度的比较  由于Wagner-Nelson法最大的优点为结果与转运机制无关，不管转运速度常数是一级还是零级均适用[2]，因此，本实验数据采用Wagner-Nelson法处理数据，结果分别见表2、表3及表4。由表2、3、4可知，GRg1的生理盐水溶液经过口服后脑内浓度为0.1523 μg·g-1，达到100%吸收的时间为4-6 h；GRg1的生理盐水溶液经过鼻腔给药后脑内浓度为0.3809 μg·g-1，达到100%吸收的时间为4-6 h；GRg1鼻腔喷雾剂经过鼻腔给药后脑内药量为0.5099，达到100%吸收的时间为2-4 h；结果表明：与口服给药途径相比，鼻腔喷雾剂使GRg1在脑内的药量提高了3.35倍，时间相对较快；与鼻腔生理盐水溶液相比，鼻腔喷雾剂提高脑内的药量1.34倍，时间相对较快。
Tab2:The results of Rg1-Sol-O group 

	t(h)
	C(μg·g-1 )
	Ct +k
	∫
	t
	Cdt
	　
	(XA)t

					o
		　
	(XA)∞

	0.5
	0.0656
	0.0706
		0.4636

	1
	0.0759
	0.0916
		0.6017

	2
	0.0717
	0.1095
		0.7196

	4
	0.0672
	0.1470
		0.9658

	6
	0.0656
	0.1854
		1.2183

	8
	0.0096
	0.1522
		
	0-∞
	　
	0.1523
	　
	　


	


Tab3:The results of Rg1-Sol-N group 

	t(h)
	C(μg·g-1 )
	Ct +k
	∫
	t
	Cdt
	　
	(XA)t

	
	
	
	
	o
	
	　
	(XA)∞

	0.5
	0.1156
	0.1308
	
	0.3432

	1
	0.1712
	0.2239
	
	0.5878

	2
	0.1273
	0.2583
	
	0.6779

	4
	0.0944
	0.3416
	
	0.8966

	6
	0.0791
	0.4171
	
	1.0948

	8
	0.0009
	0.3809
	
	

	0-∞
	　
	0.3809
	　
	


Tab4:The results of Rg1-Spray-N group 

	t(h)
	C(μg·g-1 )
	Ct +k
	∫
	t
	Cdt
	　
	(XA)t

	
	
	
	
	o
	
	　
	(XA)∞

	0.5
	0.1185
	0.1264
	
	0.2479

	1
	0.2509
	0.2832
	
	0.5556

	2
	0.3297
	0.4388
	
	0.8608

	4
	0.2731
	0.5418
	
	1.0627

	6
	0.1565
	0.5389
	
	1.0572

	8
	0.0679
	0.5088
	
	

	0-∞
	　
	0.5099
	　
	　


2.3.3血清和脑组织中分布和转运效率的比较  将GRg1生理盐水溶液鼻腔给药、GRg1鼻腔喷雾剂鼻腔给药后的血清与脑组织中的药-时曲线下的面积与GRg1生理盐水溶液灌胃给药后的血清与脑组织中的药-时曲线下的面积相比较，求GRg1在血清和脑中的转运效率，结果见表5。由表5可知，与口服途径相比，鼻腔给药可以提高GRg1在血清和脑组织中分布和转运效率；鼻腔给药这种给药途径使GRg1在血清和脑组织中的吸收和转运效率分别提高了5.05和2.50倍；鼻腔喷雾剂的剂型因素使GRg1在血清和脑组织中的吸收和转运效率分别提高了11.80和和3.35倍。
Tab5: Comparation of transport efficiency
	　
	　
	　
	　

	
	(AUC)Rg1-Sol-N
	
	(AUC)Rg1-Spray-N

	
	(AUC)Rg1-Sol-O
	
	(AUC)Rg1-Sol-O

	　
	　
	　
	　

	serum
	5.05 
	
	11.80 

	brain 
	2.50 
	　
	3.35 


3讨论
与口服GRg1生理盐水溶液相比，鼻腔给药途径使GRg1在脑中的转运速度提高，在脑中达到100%转运的时间缩短；与鼻腔给GRg1生理盐水相比，鼻腔喷雾剂使得GRg1在脑中的AUC提高；因此对于应用GRg1预防和治疗中枢神经系统的退行性疾病来说，鼻腔给药是良好的给药途径、鼻腔喷雾剂是良好的剂型之一。
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图表19

		0.5h		0.5h		0.5h		0.0061		0.2911		1.2405

		1h		1h		1h		0.1087		0.1767		0.2517

		2h		2h		2h		0.0267		0.1062		0.2098
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		6h		6h		6h		0.0049		0.0082		0.0082

		8h		8h		8h		0.0003		0		0.0052



oral administration Rg1 solution

nasal administration Rg1 solution

nasal administration Rg1 spray

time(h)

concentration(ug/mL)

0.0681

1.2051

3.5641

0.3093
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						在血清中

				Time(h)		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 nasal spray

						adminstrated from oral route		adminstrated from nasal route		adminstrated from nasal route

				0.5		0.0681±0.0061		1.2051±0.2911		3.5641±1.2405

				1		0.3093±0.1087		0.7274±0.1767		2.4512±0.2517

				2		0.1562±0.0267		0.4669±0.1062		0.9716±0.2098

				4		0.0994±0.0076		0.1769±0.0305		0.1793±0.0256

				6		0.0638±0.0049		0.0765±0.0082		0.1195±0.0082

				8		0.0552±0.0003		undetectble		0.0653±0.0052

						在大脑中

				Time(h)		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 nasal spray

						adminstrated from oral route		adminstrated from nasal route		adminstrated from nasal route

				0.5		0.0656±0.0003		0.1156±0.0242		0.1185±0.01193

				1		0.0759±0.0066		0.1712±0.0175		0.2509±0.0288

				2		0.0716±0.0014		0.1273±0.0165		0.3296±0.0384

				4		0.0472±0.0006		0.0844±0.0078		0.2731±0.0121

				6		0.0256±0.0005		0.0391±0.0057		0.1565±0.0186

				8		undetectble		undetectble		0.0179±0.0011





Sheet2

		

		在血清中

		Time(h)		ginsenoside Rg1 solution adminstrated from oral route				ginsenoside Rg1 solution adminstrated from oral route				ginsenoside Rg1 solution adminstrated from oral route

				C		SD		C		SD		C		SD

		0.5		0.0681		0.0061		1.2051		0.2911		3.5641		1.2405

		1		0.3093		0.1087		0.7274		0.1767		2.4512		0.2517

		2		0.1562		0.0267		0.4669		0.1062		0.9716		0.2098

		4		0.0994		0.0076		0.1769		0.0305		0.1793		0.0256

		6		0.0638		0.0049		0.0765		0.0082		0.1195		0.0082

		8		0.0552		0.0003		0		0		0.0653		0.0052

				oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray

		0		0		0		0						oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray

		0.5		0.0681		1.2051		3.5641				0.5h		0.0681		1.2051		3.5641

		1		0.3093		0.7274		2.4512				1h		0.3093		0.7274		2.4512

		2		0.1562		0.4669		0.9716				2h		0.1562		0.4669		0.9716

		4		0.0994		0.1769		0.1793				4h		0.0994		0.1769		0.1793

		6		0.0638		0.0765		0.1195				6h		0.0638		0.0765		0.1195

		8		0.0552		0		0.0653				8h		0.0552		0		0.0653
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				在大脑中

		Time(h)		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 nasal spray

				adminstrated from oral route		adminstrated from nasal route		adminstrated from nasal route

		0.5		0.0656±0.0003		0.1156±0.0242		0.1185±0.01193

		1		0.0759±0.0066		0.1712±0.0175		0.2509±0.0288

		2		0.0716±0.0014		0.1273±0.0165		0.3296±0.0384

		4		0.0672±0.0006		0.0944±0.0078		0.2731±0.0121

		6		0.0656±0.0005		0.0791±0.0057		0.1565±0.0186

		8		undetectble		undetectble		0.0679±0.0011

				oral administration Rg1 solution				nasal administration Rg1 solution				nasal administration Rg1 spray

		0.5		0.0656		0.0003		0.1156		0.0242		0.1185		0.01193

		1		0.0759		0.0066		0.1712		0.0175		0.2509		0.0288

		2		0.0716		0.0014		0.1273		0.0165		0.3296		0.0384

		4		0.0672		0.0006		0.0944		0.0078		0.2731		0.0121

		6		0.0656		0.0005		0.0791		0.0057		0.1565		0.0186

		8		0		0		0		0		0.06791		0.0011

				oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray

		0		0		0		0

		0.5		0.0656		0.1156		0.1185

		1		0.0759		0.1712		0.2509

		2		0.0716		0.1273		0.3296

		4		0.0472		0.0844		0.2731

		6		0.0256		0.0391		0.1565

		8		0		0		0.01791
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		0		0		0		0.0014		0.0014		0.0165		0.0165		0.0384		0.0384

		0		0		0		0.0006		0.0006		0.0078		0.0078		0.0121		0.0121

		0		0		0		0.0005		0.0005		0.0057		0.0057		0.0186		0.0186

		0		0		0		0		0		0		0		0.0011		0.0011
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		0.5h		0.5h		0.5h		0.0003		0.0242		0.01193

		1h		1h		1h		0.0066		0.0175		0.0288

		2h		2h		2h		0.0014		0.0165		0.0384

		4h		4h		4h		0.0006		0.0078		0.0121

		6h		6h		6h		0.0005		0.0057		0.0186

		8h		8h		8h		0		0		0.0011
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						在血清中

				Time(h)		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 nasal spray

						adminstrated from oral route		adminstrated from nasal route		adminstrated from nasal route

				0.5		0.0681±0.0061		1.2051±0.2911		3.5641±1.2405

				1		0.3093±0.1087		0.7274±0.1767		2.4512±0.2517

				2		0.1562±0.0267		0.4669±0.1062		0.9716±0.2098

				4		0.0994±0.0076		0.1769±0.0305		0.1793±0.0256

				6		0.0638±0.0049		0.0765±0.0082		0.1195±0.0082

				8		0.0552±0.0003		undetectble		0.0653±0.0052

						在大脑中

				Time(h)		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 nasal spray

						adminstrated from oral route		adminstrated from nasal route		adminstrated from nasal route

				0.5		0.0656±0.0003		0.1156±0.0242		0.1185±0.01193

				1		0.0759±0.0066		0.1712±0.0175		0.2509±0.0288

				2		0.0716±0.0014		0.1273±0.0165		0.3296±0.0384

				4		0.0472±0.0006		0.0844±0.0078		0.2731±0.0121

				6		0.0256±0.0005		0.0391±0.0057		0.1565±0.0186

				8		undetectble		undetectble		0.0179±0.0011
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		在血清中

		Time(h)		ginsenoside Rg1 solution adminstrated from oral route				ginsenoside Rg1 solution adminstrated from oral route				ginsenoside Rg1 solution adminstrated from oral route

				C		SD		C		SD		C		SD

		0.5		0.0681		0.0061		1.2051		0.2911		3.5641		1.2405

		1		0.3093		0.1087		0.7274		0.1767		2.4512		0.2517

		2		0.1562		0.0267		0.4669		0.1062		0.9716		0.2098

		4		0.0994		0.0076		0.1769		0.0305		0.1793		0.0256

		6		0.0638		0.0049		0.0765		0.0082		0.1195		0.0082

		8		0.0552		0.0003		0		0		0.0653		0.0052

				oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray

		0		0		0		0						oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray
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		1		0.3093		0.7274		2.4512				1h		0.3093		0.7274		2.4512

		2		0.1562		0.4669		0.9716				2h		0.1562		0.4669		0.9716

		4		0.0994		0.1769		0.1793				4h		0.0994		0.1769		0.1793

		6		0.0638		0.0765		0.1195				6h		0.0638		0.0765		0.1195

		8		0.0552		0		0.0653				8h		0.0552		0		0.0653
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				在大脑中

		Time(h)		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 solution		ginsenoside Rg1 nasal spray

				adminstrated from oral route		adminstrated from nasal route		adminstrated from nasal route

		0.5		0.0656±0.0003		0.1156±0.0242		0.1185±0.01193

		1		0.0759±0.0066		0.1712±0.0175		0.2509±0.0288

		2		0.0716±0.0014		0.1273±0.0165		0.3296±0.0384

		4		0.0672±0.0006		0.0944±0.0078		0.2731±0.0121

		6		0.0656±0.0005		0.0791±0.0057		0.1565±0.0186

		8		undetectble		undetectble		0.0679±0.0011

				oral administration Rg1 solution				nasal administration Rg1 solution				nasal administration Rg1 spray

		0.5		0.0656		0.0003		0.1156		0.0242		0.1185		0.01193

		1		0.0759		0.0066		0.1712		0.0175		0.2509		0.0288

		2		0.0716		0.0014		0.1273		0.0165		0.3296		0.0384

		4		0.0672		0.0006		0.0944		0.0078		0.2731		0.0121

		6		0.0656		0.0005		0.0791		0.0057		0.1565		0.0186

		8		0		0		0		0		0.06791		0.0011

				oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray

		0		0		0		0

		0.5		0.0656		0.1156		0.1185

		1		0.0759		0.1712		0.2509

		2		0.0716		0.1273		0.3296

		4		0.0472		0.0844		0.2731

		6		0.0256		0.0391		0.1565

		8		0		0		0.01791

						oral administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 solution		nasal administration Rg1 spray

				0.5h		0.0656		0.1156		0.1185

				1h		0.0759		0.1712		0.2509

				2h		0.0716		0.1273		0.3296

				4h		0.0472		0.0844		0.2731

				6h		0.0256		0.0391		0.1565

				8h		0		0		0.01791
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		0		0		0		0.0066		0.0066		0.0175		0.0175		0.0288		0.0288

		0		0		0		0.0014		0.0014		0.0165		0.0165		0.0384		0.0384

		0		0		0		0.0006		0.0006		0.0078		0.0078		0.0121		0.0121

		0		0		0		0.0005		0.0005		0.0057		0.0057		0.0186		0.0186

		0		0		0		0		0		0		0		0.0011		0.0011
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