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  [ 摘要]  目的:研究昼夜给予逍遥散对肝损伤大鼠的药效动力学差异,为肝病患者服用逍遥散提供时间依据。方法:将大

鼠 sc 40% CCl4 橄榄油溶液 2 mL·kg - 1
每2 d 1次,首次 sc 4 mL·kg - 1 , 连续 12 d, 以 AST降低量为药效指标, 分别于早8 点和晚

8点单次 ig逍遥散, 通过测定降酶峰时、量效方程、时效方程, 运用 PKSolver 2. 0统计距分析模块求算相关药动学和药效学参

数。结果:逍遥散的降酶时-效曲线具有显著的双峰特性, 其 td, t1 /2( ED) , AUC, MRT分别为 17. 79 h, 3. 73 h, 657. 07 U·L - 1
·h- 1 ,

6. 23 h( 昼) 和 24. 30 h,3. 50 h, 810. 19 U·L - 1·h - 1 , 6. 19 h(夜) ,昼夜 td 和 AUC经统计学比较具有显著性意义。结论: 逍遥散

对肝损伤大鼠的药动学存在昼夜差异, 在休息期末, 活动期初( 晚 8点) 给予逍遥散更为合理。
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[ Abstract]  Objective: To sutdy the enzyme-reducing action and pharmacodynamics of Xiaoyao powder on

liver injury in rats in the morning and evening in order to provide chronomedication evidence for hepatopaths.

Method: The liver injury rat model was developed by subcutaneous injection of forty percent carbon tetrachloride

every two days. With the decrease of aspartate amino transferase as the parameter, the pharmacodynamics in the

morning and evening of Xiaoyao powder was studied. The apparent parameters of pharmacodynamics were estimated

based on the time-effect curve by PKSolver 2. 0. Result: The time-effect curve of Xiaoyao powder shows

characteristics of double peaks and can be described by statistical moment. The main pharmacodynamic parameters

are as follows: td =17. 79 h( day) , 24. 30 h( night) , t1 / 2 ( ED) =3. 73 h( day) , 3. 50 h( night) , AUC =657. 07 U·L - 1
·

h - 1 ( day) , 810. 19 U·L - 1
·h - 1 ( night) , MRT = 6. 23 h( day) , 6. 19 h ( night) , respectively. Conclusion:

Significant circadian rhythm of pharmacodynamics was found in rats when Xiaoyao powder was given at different

times of the day. The findings suggest that the hepatic protection effect for liver injury of Xiaoyao powder in rats is

better when given at the end of rest phase than other time session.

[ Key words]  Xiaoyao powder; pharmacodynamics; circadian rhythm; liver injury

  研究表明,许多中药复方药动学都存在着昼夜 节律
[ 1 ]

,若能根据药动学的昼夜节律特点择时用药,

可进一步发挥中药复方的疗效,降低不良反应。逍

遥散出自《太平惠民和剂局方》,临床上广泛用于各

种肝病的治疗,但仅属于个人经验,其保肝实验研究

也局限在药效及机理层面,昼夜不同时间给药体内

的吸收、分布、代谢、排泄等动态变化规律不清,严重

限制了其中医临床医疗效果。本文在发现逍遥散保
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肝疗效存在昼夜差异及前期完成逍遥散在肝损伤大

鼠体内药效动力学研究的基础上
[ 2 ] ,设计了逍遥散

在肝损伤大鼠体内的昼夜药动学试验, 从药动学层

面探讨了逍遥散保肝疗效存在差异的可能原因,旨

在验证在逍遥散保肝降酶择用药的合理性,为肝病

患者优化逍遥散的临床给药方案提供时间依据。

1 材料

1.1 药物 处方饮片均购自北京同仁堂制药集团

哈尔滨药店,经黑龙江中医药大学佳木斯学院陈孝

忠副教授鉴定。遵照《太平惠民和剂局方》原文,逍

遥散的制备方法为:准确称取柴胡 15 g,当归 15 g,

白芍 15 g,白术 15 g,茯苓 15 g,甘草 7. 5 g,于中草

药粉碎机中粉碎成最粗粉,加水1 500 mL煮沸,保持

沸腾 20 min,加入 5 g煨姜和 5 g薄荷,再保持沸腾

煎煮 10 min, 煎煮液过 5 层纱布, 滤液浓缩至 2

g·mL
- 1

( 按生药量计) , 经冷冻干燥制成粉末, 临用

前用蒸馏水配制成混悬液。

1.2 动物  清洁级 Wistar大鼠, 体重 180 ～220 g,

雄性, 6 ～8 周龄,购自黑龙江中医药大学 GLP实验

室,合格证号 SYXK( 黑) 2008-004。置于独立大小鼠

送回风净化笼具中,分笼饲养, 每笼饲养 5 只, 在室

温( 22 ±2)℃的自然昼夜安静条件下适应 1 周,自由

摄食和饮水,实验前每天抓取动物和抚摸动物 2 次,

进行驯化,实验主要在 3 月份进行。

1.3 试剂 CCl4 ,分析纯, 沈阳化学试剂厂;甲醛,

分析纯,沈阳市东华试剂厂;天门冬氨酸氨基转换酶

试剂盒( AST) 南京建成生物工程研究所。

1.4 仪器 FW135 型中草药粉碎机( 天津市泰斯特

仪器有限公司) ; MS-500A型半自动生化分析仪( 成都

美生科技有限公司) ; DY89-Ⅱ型电动玻璃匀浆机( 宁波

市新芝生物科技股份有限公司) ; TGL-16G-C型高速

台式冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂) 。

2 方法

2.1 大鼠造模  大鼠 sc 40% CCl4 橄榄油溶液 2

mL·kg - 1
每 2 d 1 次,首次 sc 4 mL·kg - 1 ,连续 12 d。

2.2 降酶峰时的确定  3 只造模大鼠,于末次注射

CCl4 24 h后眼眶取血 0. 2 mL,同时早 8 点 ig 8. 26

g·kg
- 1
逍遥散,每隔 30 min取血,按试剂盒要求测定

AST值,确定逍遥散降酶作用的最大值相应的时间

点,另取 6 只造模大鼠在这个时间点的周围进一步

选取时间点优化分别作为昼夜最大效应的时间点。

2.3 量效关系的确定  30 只造模大鼠,每组 3 只,

于末次注射 CCl4 24 h后( 早 8 点和晚 8 点 ) 单次 ig

逍遥散 2. 07, 4. 13, 8. 26 ( 临床等效剂量 ) , 16. 52,

33. 04 g·kg
- 1

,分别于给药前,效应测定点眼眶取血

0. 2 mL,常规分离血清,按试剂盒说明书测定 AST。

以 AST降低量( 数据以 珋x±s表示) 作为纵坐标,以剂

量的自然对数做为横坐标分别得出昼夜自然对数剂

量-效应方程。

2.4 时效关系的确定  12 只造模大鼠,每组 6 只,

于末次 sc注射 CCl4 24 h后分别于早 8 点和晚 8 点

单次 ig逍遥散 8. 26 g·kg
- 1

( 临床等效剂量) ,于给

药后 0, 0. 17, 0. 33, 0. 5, 0. 75, 1, 1. 17, 1. 33, 1. 5,

1. 67, 2, 2. 25, 2. 5, 2. 83, 3. 33, 4, 6, 8. 5, 12 h眼眶取

血 0. 2 mL, 常规分离血清, 按试剂盒说明书测定

AST。以 AST降低量 ( 数据以 珋x ±s表示 ) 的自然对

数作为纵坐标,以时间做为横坐标,得出昼夜时间-

效应消除方程和曲线,并用 PKSolver 2. 0 软件分析

其药效动力学参数。

2.5 时间-体存生物相当药量曲线 将昼夜时效关

系试验中的各时间点的降酶效应( AST降低量)分别

代入昼夜剂量-效应方程,求出相应的剂量值作为体

存生物相当药量,绘制时间-体存生物相当药量消除

方程和曲线( 数据以 珋x ±s表示) ,并用 PKSolver 2. 0

软件分析其药物动力学参数。

2.6 统计学处理  采用方差分析和 t 检验,

SPSS18. 0 软件处理,结果以 珋x±s表示,晚 8 点给药

相比早 8 点给药相同指标以 P < 0. 05 具有统计学

意义。

3 结果

3.1 剂量-效应曲线及昼夜比较 逍遥散降酶作用

的最大效应在 1 h和 2. 5 h,进一步优化效应最大点

为 1 h, 2. 83 h( 昼) , 0. 75 h, 2. 83 h( 夜) ,夜峰 1 比昼

峰 1 出现得早( 图 1) 。分别对昼夜 2 个效应最大时

间建立量效关系,曲线上升斜率从 8. 26 g·kg - 1
到

16. 52 g·kg
- 1
比此前斜率减小, 33. 04 g·kg

- 1
出现了

剂量抑制,且峰 2 的这种抑制更为明显( 图 2,表 1) 。

3.2 时间-效应曲线 逍遥散降酶作用的时间效应

曲线为见图 3,时间-效应消除方程见表 2。PKSolver

2. 0 处理的各参数见表 3。

3.3 时间-体存生物相当药量曲线及昼夜比较  逍

遥散降酶作用的时间-体存生物相当药量曲线见图

4,其消除方程见表 4。PKSolver 2. 0 处理的各参数

见表 5。
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图 1 逍遥散昼夜降酶作用最大效应的优化 ( 珔x±s, n = 3)

与昼给药组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01( 图 2, 3 同 )

图 2 逍遥散昼夜给药后 1 h(上 ) , 2. 83 h(下 )

降酶作用的剂量-效应曲线 ( 珔x±s, n = 3)
 

表 1 逍遥散降酶作用的量-效方程 ( 珔x±s, n = 6)

时间 峰 量-效方程
最低起效剂量

Xmin/g·kg - 1 Emax /U·L - 1

昼 1 Y=25.55X+25. 42( r =0. 905) 0. 496 83. 5±7. 8

昼 2 Y=32.85X+20. 01( r =0. 873) 95. 4±19. 8

夜 1 Y=31.43X+27. 3( r =0. 927) 0. 1152 ) 100. 3±8. 72)

夜 2 Y=40.76X+36. 34( r =0. 859) 128. 6±13. 72)

  注 : Xmin = Ln - 1A / b, A, b 分别为量效方程中的截距和斜率。

图 3 8.26 g·kg - 1逍遥散降酶作用的时间 -

效应曲线及昼夜比较 ( 珔x±s, n = 6)

表 2 逍遥散昼夜降酶作用的时-效消除方程及参数 (珔x±s, n = 6)

时间 峰 时-效消除方程
作用时
间 /h

t1 /2( ED)

/h

Emax

/U·L - 1

昼 1 Y= - 0.676X+5. 123( r =0. 827)
17. 79 3. 68

81. 8±6. 1

昼 2 Y= - 0.188X+5. 005( r =0. 934) 90. 4±7. 3

夜 1 Y= - 0.506X+4. 896( r =0. 894)
24. 302) 3. 46

95. 2±3. 62)

夜 2 Y= - 0.199X+5. 335( r =0. 903) 127. 4±6. 72)

  注 :作用时间 =1 /KLnX0 -1 /KLnXmin

  t1 / 2( ED) = 0. 693 /K, K = - 1 /b, b分别为时效方程中的斜率。

表 3 逍遥散昼夜降酶效应的 PKSolver 2. 0

非房室模型分析结果 ( n = 6)

参数 单位 昼值 夜值

Lambda_z h 0. 186 0. 198
t1/ 2 h 3. 733 3. 495
Tmax h 2. 833 2. 833
Cmax U·L - 1 89. 774 126. 5342)

Tlag h 0 0
Clast_obs /Cmax - 0. 176 0. 159 3
AUC 0-t U·L - 1·h - 1 572. 182 708. 5772)

AUC 0-inf_obs U·L - 1·h - 1 657. 073 810. 1942)

AUC 0-t/0-inf_obs - 0. 871 0. 875
AUMC0-inf_obs U·L·h2 4 091. 289 5 018. 8192)

MRT0-inf_obs h 6. 227 6. 195

Vz/ F_obs g·kg - 1·U - 1·L - 1 0. 013 3 0. 010 3

Cl/ F_obs g·kg - 1·U - 1·L - 1·h - 1 0. 002 5 0. 002 0

图 4 8.26 g·kg - 1逍遥散昼夜降酶作用的时间-体存

生物相当药量曲线 ( 珔x±s, n = 6)

表 4 逍遥散昼夜降酶作用的体内生物相当药量的消除方程 ( n = 6)

时间 峰 时 -体存当量消除方程 t1/ 2( ED) /h

昼 1 Y = - 1. 891X + 4. 220( r = 0. 745)
2 . 88

昼 2 Y = - 0. 241X + 2. 552( r = 0. 823)

夜 1 Y = - 7. 823X + 13. 714( r = 0. 789)
2. 481)

夜 2 Y = - 0. 279X + 2. 649( r = 0. 778)

  注 : t1/ 2( ED) = 0. 693 / K, K = - 1 /b, b 分别为时 -体存当量消除方

程中的斜率。
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表 5 逍遥散昼夜降酶的体内生物相当药量 PKSolver 2.0

非房室模型分析结果 ( n = 6)

参数 单位 昼值 夜值

Lambda_z h - 1 0. 193 0. 133   
t1 /2 h 3. 598 5. 2211)

Tmax h 1 2. 833
Cmax g·kg - 1 9. 276 9. 305

Tlag h 0 0
Clast_obs /Cmax - 0. 095 0. 072
AUC 0-t g·kg - 1·h 37. 932 31. 459
AUC 0-inf_obs g·kg - 1·h 42. 512 36. 543
AUC 0-t/ 0-inf_obs - 0. 892 0. 861
AUMC0-inf_obs g·kg - 1·h2 228. 366 220. 788
MRT0-inf_obs h 5. 372 6. 042
Vz/F_obs - 1. 009 1. 702 722 604 4
Cl /F_obs h - 1 0. 194 0. 226 034 889 04

4 讨论

本试验采用药理效应法研究复方的药动学,相

对于传统的血药浓度法新颖。它以能定量反应出体

内药物动态变化规律的药理效应为指标,不需要考

虑复杂的化学成分。所测的药动学参数能更客观地

反映复方中多种药物或多种成分的协同效应及体内

动态变化规律,符合中医药的整体观原则,且研究对

象是疾病状态,其体内的药动学过程与正常状态的

药动学过程存在差异,对逍遥散用于肝损伤的临床

治疗更具指导价值。

药动,药效的双峰现象有很多解释,如: ①肝肠

循环、②双部位吸收、③胃肠循环、④肠道菌群代谢、

⑤药物代谢、⑥食物、⑦小肠蠕动、⑧口服片剂的不

完全崩解、⑨皮肤用药等、⑩蛋白竞争。本实验明显

排除⑥⑧⑨;根据第二个峰和第一个峰的半衰期不

一样,①②⑩可能性不大;第二个峰较高,且出现时

间为用药后 3 h,排除③⑦; 经过了禁食处理,排除

⑥。因此,可能性比较大的有④⑤ [ 3 ]
。由此笔者假

设逍遥散有两个成分集合 A 与 B, A 代表了所有对

时效关系中第一个峰有贡献的成分集 ( 包括了原形

和代谢物) , B代表了所有对时效关系中第二个峰有

贡献的成分集 ( 包括原形和代谢物 ) , 整体数据用

PKSolver 2. 0 来进行非房室的分析和数据点的拟

合
[ 4]
。从药动学参数来看, A, B在体内基本上是一

室模型的特征,其中 A的半衰期在 1 h左右,属短半

衰期成分集, B的半衰期在 3h左右,属中长半衰期

成分集。B的 AUC大于 A的 AUC,说明 B可能是 A

的代谢成分集,属于经过肝代谢后活力升高的情况。

从药效和药动参数来看, 逍遥散具有吸收快, 排泄

慢,作用维持时间较长的特点。

昼夜吸收速率常数比较,夜晚大于白昼;时效曲

线下面积比较,夜晚大于白昼;作用期白昼为 17. 8

h,夜晚为 24. 3 h,夜晚大于白昼,且完全可以 1 天 1

次给药。以上结果说明肝损伤模型大鼠在休息期

末,活动期初给予逍遥散保肝疗效发挥得更好。由

于啮齿类动物跟人的生理活动节律相反,笔者推测

导致逍遥散药动学昼夜差异的原因如下:①大鼠夜

晚胃排空速率和肠蠕动速率大于白昼
[ 5] ,导致了逍

遥散昼夜吸收速率的差异。②脂溶性成分在大鼠身

上的吸收是夜晚较白昼快,而经气质联用检测逍遥

散中含有大量脂溶性成分。③吸收部位的血流量在

大鼠身上是夜晚较高,白昼较低 [ 6] ,也可能导致逍遥

散昼夜吸收速率差异。④入血成分在分布早期于肝

肾等血流丰富的器官分布较多,大鼠在夜晚的肝肾

血流量均较白昼增多
[ 7 ]

,经高效液相色谱检测逍遥

散入血成分较多。⑤药物在血浆中以游离型与结合

型 2 种形式存在,只有游离型药物才能被转运并具

有药理活性,结合型只是药物暂时储存的一种形式,

大鼠体内血浆蛋白的含量白昼高,夜晚低,且蛋白结

合能力是白昼高,夜晚低 [ 8] ,导致逍遥散昼夜分布速

率差异。⑥将原型代谢成 B的药酶活性是夜晚高,

白昼低
[ 9 ] ,导致逍遥散代谢速率的差异。
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