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  [ 摘要]  目的:建立家犬血浆中葛根素的高效液相色谱-荧光法测定方法;研究单剂量口服复合吸收促进剂-葛根素片在

家犬体内的药物动力学和相对生物利用度。方法: 6只健康家犬采用随机交叉自身对照试验, 分别单次口服复合吸收促进剂-

葛根素片和普通葛根素片,采用高效液相色谱-荧光法测定。结果: 复合吸收促进剂-葛根素片和普通葛根素片的 Cmax分别为

( 0. 326 ±0. 121) ng·mL - 1
和( 0. 272 ±0. 083) ng·mL - 1 , tmax分别为( 2. 750 ±0. 957) h 和( 4. 500 ±1. 732) h, t1 /2α分别为 ( 1. 157 ±

0. 748) h和( 1. 223±0. 311) h, t1 / 2β分别为( 6. 679 ±2. 552) h和( 1. 987 ±0. 386) h, AUC( 0-t) 分别为 ( 2. 513±1. 046) mg·h·L - 1
和

( 1. 951 ±0. 442) mg·h·L - 1 , AUC( 0 - ∞ )分别为( 5. 035±2. 190) mg·h·L - 1和( 3. 001±1. 382) mg·h·L - 1。复合吸收促进剂-葛根素

片与普通葛根素片相比较相对生物利用度为 ( 128. 8 ±31. 2) %。Cmax、AUC( 0 - t) 及 AUC( 0 - ∞ ) 经生物等效性检验均为不等效。

结论: 试验建立的分析方法准确、灵敏、快速。复合吸收促进剂-葛根素片与普通葛根素片相比生物不等效, 复合吸收促进剂-葛

根素片的生物利用度提高了 28. 8%。
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[ Abstract]  Objective: To establish an analytical method for the determination of puerarin in dog plasma with

HPLC-FLD, and to evaluate the pharmacokinetics and relative-bioavailability of puerarin of tested multi-absorption

enhancer and puerarin tablet after a single oral dose in healthy dogs. Method: Six healthy dogs took muti-absorp-

tion enhancer and puerarin tablets with a single oral dose in a randomized cross-over design in the case. The serum

concentration of puerarin was determined by HPLC-FLD method. Result: The puerarin in test and reference formu-

lations were Cmax( 0. 326 ±0. 121) and ( 0. 272 ±0. 083) ng·mL
- 1

, tmax( 2. 750 ±0. 957) and ( 4. 500 ±1. 732)

h, t1 / 2α( 1. 157 ±0. 748) and ( 1. 223 ±0. 311) h, t1 / 2β( 6. 679 ±2. 552) and ( 1. 987 ±0. 386) h, AUC( 0 - t)

( 2. 513 ±1. 046) and ( 1. 951 ±0. 442) mg·h·L - 1 , AUC( 0 - ∞ ) ( 5. 035 ±2. 190) and ( 3. 001 ±1. 382) mg·h·

L
- 1

, respectively. The relative bioavailability of puerarin was ( 128. 8 ±31. 2) % . Cmax , AUC( 0-t) and AUC( 0 - ∞ )

were not bioequivalent through the bioequivalent tests. Conclusion: The method is proved to be accurate, sensitive

·241·

第 16卷第 7期
2010年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No.7
July,2010



and rapid. Puerarin in the test formulation is not bioequivalent to the reference formulation. The relative-bioavail-

ability of puerarin of tested multi-absorption enhancer and puerarin tablet is enhanced by 28. 8 percents.

[ Key words]  puerarin; multi-absorption enhancer; pharmacokinetics; bioequivalence

  葛根为常用中药,性平,味甘辛,有解表退热,生

津止咳等功能,其主要有效成分葛根素能明显缓解

心绞痛,降低心肌耗氧量,改善心肌缺血等
[ 1 ]

, 对心

脑血管疾病, 糖尿病, 高血脂病具有良好的治疗作

用
[ 2]
。葛根素疗效明确,临床上葛根素类制剂有注

射和口服两种主要给药途径。注射剂在临床使用过

程中疗效明确但存在严重的不良反应, 而口服制剂

因其溶解性和渗透性差导致生物利用度低下, 临床

应用受到限制。在前期研究中,针对其渗透性差,已

筛选出对其有显著促进作用的肠吸收促进剂壳聚

糖、冰片和白芷挥发油,并证实壳聚糖和白芷挥发油

配伍组成复合吸收促进剂具有协同作用,且对肠黏

膜无毒性
[ 3]
。本实验在前期工作基础上,制备复合

吸收促进剂-葛根素片和普通葛根素片,研究它们在

家犬体内的药物动力学及相对生物利用度,并做生

物等效性评价。

1 材料

1.1 药品与试剂 葛根素对照品( 中国药品生物制

品检定所, 批号 752-200108) ; 葛根素原料药 ( 河南

省宛西制药股份有限公司,批号 20060101) ;壳聚糖

(中国海德贝尔海洋生物技术有限公司,脱乙酰度

95% ) ;白芷挥发油( 吉水县金海天然香料油科技有

限公司, 其中 α-蒎烯含量为 6. 71%、甲基环癸烷

7. 4%、1-十四烷醇 3. 80% , 批号 20071011 ) ; 甲醇

( MERK) ,流动相用水为双蒸水( 自制) ;其余试剂均

为分析纯。

1.2 动物及给药方式 家犬( ♂) ,犬龄约 1 年,体

重 10 kg 左右,给药方式为口服,葛根素给药剂量为

10 mg·kg - 1
。

1.3 仪器 Agilent1100 高效液相色谱仪 ( 美国 ) ,

包括: 四 元 梯 度 泵、在 线 脱 气 机、柱 温 箱、

DE23905080. D FLD 荧光检测器; Sartorius BS124S

电子分析天平; BT-2000 氮气吹干仪 ( 北京八方世纪

科技有限公司) ; XW-80A微型涡旋混合仪 ( 上海沪

西分析仪器厂 ) ; SIGMA3-18K型高速冷冻离心机

(美国 Sigma公司) 等。

2 方法

2.1 色谱条件 采用色谱柱 Kromasil 100-5 C18( 5

μm, 4. 6 mm×150 mm) ;流动相为甲醇-3. 5 mmol·

L - 1
磷酸盐缓冲液 ( pH 7. 8) ( 15∶85) ;激发波长 265

nm;发射波长 470 nm; 柱温 30 ℃; 流速 1. 0 mL·

min
- 1

;进样量均为 20 μL。

2.2 制剂的制备

2.2.1 葛根素片制备 葛根素过 100 目筛,淀粉过

80 目筛,按处方量称取葛根素和淀粉, PVP为黏合

剂,按等量递增法同时加入适量硬脂酸镁混匀,采用

粉末直接压片,使压力控制在 5 ～6 kg, 其中每片含

葛根素 50 mg,总重约为 200 mg。

2.2.2 复合吸收促进剂-葛根素片制备  辅料和制

备方法同 2. 2.1,但处方混匀时同时加入复合吸收

促进剂( 壳聚糖和白芷挥发油 ) ,其中每片含葛根素

50 mg,壳聚糖 100 mg,白芷挥发油 0. 05 mL,总重约

为 200 mg。

2.3 试验设计与血样采集 6 只家犬随机分为 A,

B两组(每组 3 只) ,采用双周期自身对照、交叉实验

设计。第一周期 A 组口服普通葛根素片, B组口服

复合吸收促进剂-葛根素片,间隔 7 d清洗期后,两组

交换服药品种进行第二周期试验。家犬禁食过夜

后,次日早晨空腹给予复合吸收促进剂-葛根素片或

葛根素片。分别于给药后 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 24

h由股小隐静脉取全血 3 mL,置肝素钠处理过的离

心管中, 3 500 r·min
- 1
离心 10 min,分离血浆, 保存

于 - 20 ℃的冰箱中,待测。

2.4 生物样品处理与测定 取 - 20 ℃储存的血浆

样品,水冲淋使其快速解冻,精密吸取 0. 5 mL,置于

尖头离心管中, 加入甲醇 2 mL, 旋涡混合 2 min,

4 000 r·min
- 1
离心 10 min,取上清液,氮吹仪45 ℃吹

干, 残渣加入 0. 5 mL 流动相涡旋溶解, 18 000

r·min - 1
离心 15 min,按上述色谱条件进行 HPLC测

定。

2.5 数据处理

采用 DAS2. 0 软件对血药浓度-时间数据进行处

理,得出主要的药代动力学参数。复合吸收促进剂-

葛根素片 ( B) 相对于葛根素片 ( A) 的生物利用度

F = AUC0→ t ( B ) /AUC0→ t ( A ) 。对 试 验 所 得 的

AUC0→ t , AUC0→∞和 Cmax等以 SPSS软件进行制剂间、
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周期间和个体间三因素方差分析,其中对 AUC0→ t ,

AUC0→∞和 Cmax先对数转换, 再进行上述分析, 并做

双单侧 t检验( 显著性水平 α= 0. 05) ,最后算出 100

( 1 - 2α) %可信区间,对 tmax采用非参数法( Wilcoxon

符号秩检验)进行统计,并进行等效性判断。

3 结果

3.1 方法学评价

3.1.1 方法专属性考察 分别取家犬空白血浆、空

白血浆加葛根素对照品及家犬给药 ( 葛根素片和复

合吸收促进剂-葛根素片 ) 后血浆样品 0. 5 mL, 按

2.4方法处理,进样分析,记录色谱图。葛根素与其

他杂质峰能较好的分离, 空白血浆中的内源性杂质

不干扰样品峰,样品峰保留时间为 9. 1 min左右,见

图 1。说明该方法专属性较高。

图 1 葛根素血浆样品高效液相色谱图

Fig.1 Liquid chromatograms of puerarin in dog plasma samples

A. 空白血浆 ; B. 空白血浆 +葛根素对照品 ; C. 家犬口服复合吸收促进剂 -葛根素片 4 h的血浆样品 ; D. 家犬口服葛根素片 4 h的血浆样品 ;

1. 葛根素 ; A. blank plasma; B. blank plasma spiked with standard; C. plasma of dog at 4 h after oral administration of multi-absorption

enhancer and puerarin tablets; D. plasma of dog at 4 h after administration of puerarin tablets; 1. puerarin

3.1.2 线性关系和定量下限考察 取空白血浆( 肝

素抗凝) 0. 5 mL,加入不同量的葛根素对照品甲醇溶

液,使血浆中药物质量浓度为 0. 02, 0. 03, 0. 06, 0. 1,

0. 2, 0. 5, 1 μg·mL- 1,按 2. 4方法操作。以葛根素的

峰面积( Y) 对其血药浓度 ( C) 作图。结果葛根素在

0. 02 ～1 μg·mL - 1
线性关系良好,其回归方程为 Y =

167. 14C + 6. 668 ( r = 0. 997 4) 。采用逐步稀释法,

测得定量下限为 10 ng·mL
- 1

( S/N = 10) 。

3.1.3 精密度  用空白血浆配制低、中、高 3 个浓

度( 0. 03, 0. 1, 1 μg·mL
- 1

) 的葛根素对照品溶液,按

2.4方法处理并测定药物浓度,每浓度 6 个样本;同

一质量浓度每隔 1 h测 1 次,测定 3 次,进行日内精

密度测定;每隔 1 d测定 1 次,测定 3 次,进行日间精

密度测定。结果表明日内 RSD( % , n = 6) 值分别为

5. 4, 5. 8, 4. 9, 日间 RSD( n = 6) 值分别为 9. 6% ,

9. 5% , 8. 3%。

3.1.4 提取回收率 取大鼠空白血浆,按 3.1.3方

法制备低、中、高 3 个浓度 ( 0. 03, 0. 1, 1 μg·mL
- 1

)

的血浆样品,每浓度 6 个样本,按 2.4方法操作。另

取空白血浆,按 2. 4方法操作,于氮气吹干前加入葛

根素系列标准溶液, 制得低、中、高 3 个浓度 ( 0. 03,

0. 1, 1 μg·mL
- 1

) 的模拟血浆样品, 进样分析。以同

浓度上述两种处理方法的葛根素峰面积比值计算提

取回收率。结果 3 个浓度的提取回收率分别为

93. 4% , 98. 0% , 97. 1% ; RSD( n =6) 分别为 14. 9% ,

8. 6% , 4. 1%。

3.1.5 稳定性试验  4 ℃下,处理后的血浆样品放

置 24 h,无明显降解。血浆样品在 - 20 ℃冰箱放置

14 d, - 20 ℃冻融 3 次, 准确度 ( RE) 在 - 15% ～

15% ,表明葛根素在血浆中稳定。

3.2 犬体内药代动力学研究  6 只家犬进行双周

期交叉试验,分别口服相同剂量复合吸收促进剂-葛

根素片和葛根素片后,血浆中葛根素的平均血药浓

度-时间曲线如图 2 所示,图中每一点均表明了数据

的分散程度( 珋x±s) 。

血药浓度-时间值用 DAS2. 0软件按 AIC最小原

则,结合相关指数等指标选择最佳房室模型。结果

表明,家犬口服葛根素片和复合吸收促进剂-葛根素

片后的药-时过程均符合二室模型, R
2
分别为 0. 997

和 0. 967,说明拟合良好。求得药动学参数见表 1。

3.3 生物等效性评价  对家犬口服葛根素片和复

合吸收 促 进剂-葛 根 素片 的 主 要药 动 学 参数
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图 2 口服葛根素片与复合吸收促进剂 -

葛根素片的平均药-时曲线

Fig.2 Time-mean plasma concentration curves of puerarin

after oral administration of puerarin tablet, multi-absorption

enhancer and puerarin tablet.

A. 为葛根素片 , B. 为复合吸收促进剂 -葛根素片

A. puerarin tablet, B. multi-absorption enhancer

and puerarin tablet

     表 1 家犬分别口服葛根素片和复合吸收促进剂 -

葛根素片后的主要药动学参数 ( 珋x±s, n = 6)

Table 1 Parameters of pharmacokinetics after oral

administration of puerarin tablet and multi-absorption

enhancer and puerarin tablet

药动学参数
复合吸收促进剂

-葛根素片
葛根素片

t1 /2α/ h 1. 157 ±0. 748 1. 223 ±0. 311

t1 /2β/h 6. 679 ±2. 552 1. 987 ±0. 386

CL/F / L/ h/kg 4. 280 ±1. 342 5. 295 ±0. 543

tmax /h 2. 750 ±0. 957 4. 500 ±1. 732

Cmax /ng·mL - 1 0. 326 ±0. 121 0. 272 ±0. 083

CLz/ F/ L/ h/kg 3. 769 ±2. 034 4. 647 ±2. 358

MRT( 0 - t) /h 8. 000 ±1. 683 6. 912 ±1. 929

MRT( 0 - ∞) / h 26. 34 ±23. 07 20. 63 ±17. 80

AUC ( 0 - t) / mg·h·L - 1 2. 513 ±1. 046 1. 951 ±0. 442

AUC ( 0 - ∞ ) /mg·h·L - 1 5. 035 ±2. 190 3. 001 ±1. 382

F/ % 128. 8 ±31. 2

AUC( 0 - t) , AUC( 0 - ∞ ) , Cmax经对数转换后进行方差分

析,两种制剂的 AUC和 Cmax均有显著性差异, 进一

步采用双单侧 t检验和( 1 - 2α) % 置信区间法进行

分析,结果见表 2。按照生物等效性判断标准,受试

制剂 AUC的 90%置信区间落在参比制剂的 80 % ～

125 %之间, Cmax落在 70% ～143%即可认为等效,故

判定两制剂具有生物不等效性( P < 0. 05) 。对 tmax

进行非参数法 ( Wilcoxon符号秩和检验) 统计, 结果

显示 tmax无显著性差异,故认为两种制剂口服后葛根

素的达峰时间相似,无显著差别。

4 讨论

葛根素血药浓度测定方法较多, 有 HPLC-UV

   表 2 口服葛根素片和复合吸收促进剂-葛根素片后

葛根素的等效检验结果

Table 2 Results of statistical analysis of puerarin after oral

administration of puerarin tablet and multi-absorption

enhancer and puerarin tablet

检验量 AUC( 0 - t) AUC ( 0 - ∞ ) Cmax

t1 2. 321 2. 210 2. 074

t2 0. 094 - 0. 605 1. 152

90%置信区间上限 168. 5 % 211. 0% 176. 4%

90%置信区间下限 90. 46% 91. 74% 77. 48 %

法
[ 4 -6 ]
、HPLC-FD 法

[ 7 -12 ]
和 LC-MS 法

[ 1 3-14]
。但

HPLC-UV法灵敏度较低,不能完全满足要求; LC-MS

法设备昂贵,不易普及,且需进行柱后修饰
[ 7 ]

, 检测

过程复杂; HPLC-FD 法灵敏度和特异性均优于

HPLC-UV法。文献 [ 8 ]
中采用 HPLC-FD法定量检测

葛根素血药浓度时,大多以大豆苷元为内标,而大豆

苷元是葛根素在体内的代谢产物之一
[ 14 -1 5] ,如果生

物样品中本身存在大豆苷元时,而又以后者作为内

标,计算出的生物样品中葛根素的浓度将偏低。已

有文献
[ 1 2]
采用外标法,建立了葛根素血药浓度检测

的 HPLC-FD法,本文也建立了该检测方法, 方法的

线性关系、精密度、准确度均符合要求, 且葛根素与

其他杂质峰能较好的分离,空白血浆中的内源性杂

质不干扰样品峰,结果令人满意,适用于葛根素在家

犬中血药浓度的测定及药动学研究。

文中葛根素的药动学出现双峰现象,可能是葛

根素在胃和小肠均有吸收,先后到达两个部位,吸收

速度不同,且复合吸收促进剂-葛根素片中吸收促进

剂可显著促进葛根素的肠吸收,同样导致葛根素在

胃肠道不同部位吸收,造成药物两次入血;或是由于

给家犬灌药片时,部分药片在家犬口中被嚼碎,导致

葛根素片和复合吸收促进剂-葛根素片在家犬体内

崩解、溶出不均匀,造成药物分两次吸收入血; 或是

葛根素存在肝肠循环。有关原因和吸收促进剂对葛

根素药动学行为的机制有待进一步研究。

根据文献报道
[ 1 6] , AUC( 0 - ∞ ) , Cmax / AUC( 0 - t) 分

别作为吸收程度与吸收速度指标评价生物有效性。

由两种制剂的药动学参数表明,复合吸收促进剂-葛

根素片与葛根素片相比,葛根素的 AUC( 0 - ∞ )具有显

著差异( P < 0. 05) ,而 Cmax /AUC( 0 - t) 无显著差异,说

明复合吸收促进剂对葛根素的影响只是增加其吸收

程度,对其吸收速度影响很小。本实验结果显示受

试制剂复合吸收促进剂-葛根素片与参比制剂葛根
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素片中葛根素生物不等效,复合吸收促进剂和葛根

素配伍后 AUC( 0 - t) , AUC( 0 - ∞ ) 能显著提高,表明配伍

复合吸收促进剂后可显著提高葛根素的生物利用

度; MRT( 0 - t) 为药物体内滞留时间的评价指标,结果

表明,复合吸收促进剂和葛根素配伍后,葛根素在体

内的滞留时间有所增加; t1 / 2β为消除半衰期,是衡量

药物从体内消除快慢的指标,复合吸收促进剂和葛

根素配伍后,葛根素从体内消除的速度减慢。因此,

分析配伍复合吸收促进剂能提高葛根素在家犬体内

的生物利用度可能与此有关。同时证实了筛选出的

复合吸收促进剂不仅在体外可促进葛根素的肠吸

收,在体内可提高葛根素的口服生物利用度。
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