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甘草与大黄配伍对大黄酸在大鼠体内药动学的影响
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  [ 摘要]  目的: 研究甘草与大黄配伍时, 甘草对大黄酸在大鼠体内药动学的影响。方法: 大鼠分别灌服大黄和大黄甘草

汤, 高效液相色谱法测定大黄酸血药浓度。色谱柱为 Zorbox SB C18( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) , 流动相为甲醇-水-冰醋酸( 77∶

22∶1) ; 检测波长为 428 nm;流速为 1. 0 mL·min- 1 ;柱温为室温。血药浓度数据采用 3P97药动学软件进行分析。结果: 大黄酸

血药浓度在 0. 1～15 μg·mL - 1
范围线性关系良好。大鼠灌服大黄和大黄甘草汤后, 大黄酸血浆浓度-时间曲线均符合二房室模

型。大黄和大黄甘草汤相比较, 两者的 AUC, Tmax, Cmax, 均存在显著性差异( P < 0. 05) 。结论: 甘草与大黄配伍, 可降低大黄

酸在大鼠体内的血药浓度,降低大黄酸对肝脏的损伤。
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on Pharmacokinetics of Rhein in Rats
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[ Abstract]  Objective: To study the effect of compatibility using glycyrrhiza and rhubarb on pharmacokinetics

of rhein in rats. Method: Sprague Dawley rats were administrated with rhubarb and Dahuanggancao Decoction respec-

tively. The rhein in plasma was measured by high performance liquid chromatography. An HPLC method was estab-

lished with Zorbox SB C18 column ( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) , the mobile phase was methanol-water-acetic acid

( 77∶22∶1) , the flow rate was 1. 0 mL·min
- 1

and a detection wavelength was at 428 nm. Pharmacokinetic parameters

were determined from the plasma concentration-time data with the software 3P97. Result: Rhein was linear in the

range of 0. 1-15 mg·L
- 1

. The concentration-time curves of rhein fitted well into two-compartment models in rats. Sig-

nificant difference was found between the two groups. There existed significant ( P <0. 05) differences in AUC, Tmax ,

Cmax in plasma concentration of rhein between rhubarb and Dahuanggancao Decoction. Conclusion: The concentration

of rhein was decrease and the hepatic injury was reduced when glycyrrhiza was compatible with rhubarb in rats.
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  大黄具有泻热通肠、凉血解毒、逐瘀通经、利湿

退黄等功效,主要含有大黄酸、大黄素、大黄酚、芦荟

大黄素、大黄素甲醚等蒽醌类化合物
[ 1]
。甘草补脾

益气、清热解毒、止咳祛痰、调和诸药,主要成分为甘

草酸。素有“十方九草”之说
[ 2 ]
。近年来研究发现,

甘草或甘草酸,可影响细胞色素 P450 酶的活性。甘

草与多种药物配伍时,对相配伍药物的药动学产生

影响
[ 3 ]
。这一作用与祖国传统医学认为甘草能“调

合百药,缓和药性”的观点相吻合。

甘草与大黄配伍的经典方剂大黄甘草汤, 出自

《金匮要略》,以大黄为主, 配甘草组成 [ 4]
。大黄通

滞泻下、清热解毒,甘草补中益脾、润燥缓急。二者

配伍,苦寒与甘平相结合, 能清,能下,能通,解毒而

不伤正。本实验研究甘草与大黄配伍后,甘草对大

黄中大黄酸在大鼠体内药动学的影响, 为研究中药

复方配伍提供参考。

1 材料

1100 型高效液相色谱仪( 美国 Agilent公司, Agi-
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lent工作站) ; SD-Basic 喷雾干燥机( 英国 Labplant 公

司) ;氮吹仪( 天津奥特赛恩斯公司) ; KDC-16H高速

离心机( 科大创新公司) ; BP211D电子天平 ( 赛多利

斯) ; SK-1型快速混匀器 ( 江苏医疗仪器厂) 。大黄、

甘草均购自唐山市同仁堂药店,经华北煤炭医学院喇

万英教授鉴定为蓼科植物掌叶大黄 Rheum palmatum

L. 的根茎和豆科植物甘草 Giycyrrhiza uralensis Fisch.

的根茎;大黄酸对照品(中国药品生物制品检定所,批

号 0757-200206) ;色谱纯甲醇( Fisher公司) 。清洁级

SD大鼠,雄性,体重 180 ～220 g,华北煤炭医学院动物

中心提供,动物许可证号 SCXK( 京) 20060330。

2 方法

2.1 色谱条件 色谱柱 Agilent公司 Zorbox SB C1 8

( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) ; 流动相甲醇-水-冰醋酸

( 77∶22∶1) ;检测波长 428 nm;流速 1. 0 mL·min - 1 ;

柱温室温
[ 5]
。

2.2 对照品溶液的制备 取大黄酸对照品适量,精

密称定,甲醇溶解并稀释至刻度,配成大黄酸浓度为

0. 5 mg·L- 1
的对照品溶液。

2.3 血浆样品预处理  将血浆样品置于涂有肝素

抗凝剂的具塞离心管中, 12 000 r·min - 1
离心 5 min,

分离血浆,取 0. 2 mL血浆, 加入 0. 5 mL色谱纯甲

醇,涡旋混合振荡 30 s, 12 000 r·min - 1
离心 5 min,

沉淀蛋白,提取大黄酸,取上清液经 0. 45 μm微孔滤

膜过滤, 20 μL进样测定大黄酸的峰面积 [ 6]
。

2.4 供试品溶液的制备 大黄甘草汤按大黄与甘

草的比为 2∶1的比例称取药材,同时称取等量的大

黄,分别将大黄及大黄甘草汤置于回流装置中,加入

10 倍量蒸馏水, 浸泡 30 min, 加热至沸腾, 并保持

微沸 40 min,冷却, 4 000 r·min
- 1
离心 5 min,移取上

清液,残渣再加入 8 倍量蒸馏水,加热至沸腾, 保持

微沸 20 min, 同法操作, 合并 2 次上清液
[ 7]
。调节

喷雾干燥机喷口温度 150 ℃,上清液喷雾干燥,得大

黄甘草汤喷干粉和大黄喷干粉, HPLC分别测定喷

干粉中大黄酸的含量。

2.5 动物分组与给药 20 只 SD大鼠适应性饲养 1

周后,随机分为大黄组,大黄甘草汤组。实验前 12 h

禁食,自由饮水。分别用 0. 8% 的羧甲基纤维素钠

溶液将大黄甘草汤喷干粉和大黄喷干粉制成混悬

液。灌服时按大黄酸 10 mg·kg
- 1
的剂量给药。于给

药后 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 480, 600

min大鼠眼眶静脉丛取血 0. 5 mL 于肝素化试管中,

12 000 r·min - 1
离心 5 min,取上清液 100 μL,按 2.3

项下同法操作,记录大黄酸峰面积。

2.6 数据分析 所得数据采用 3P97 软件拟合药动

学房室模型,计算药动学参数。大黄甘草汤与大黄

之间的差异采用 t 检验进行统计分析。

3 结果

3.1 方法专属性 空白血浆、空白血浆加大黄酸对

照品、大黄甘草汤和大黄给药后含药血浆的色谱图。

见图 1,在选定的色谱条件下,血浆中内源性成分不

干扰大黄酸的测定。

图 1 大鼠灌服大黄甘草汤、大黄前后血浆色谱图

A. 空白血浆 ; B. 血浆样品中加入大黄酸 ; C. 灌服大黄甘草汤后血浆样品 ; D. 灌服大黄后血浆样品色谱图

3.2 标准曲线 精密量取大黄酸对照品溶液适量,

置于离心管中,加入大鼠空白血浆 100 μL ,制成大

黄酸浓度分别为 0. 1, 1. 0, 2. 0, 5. 0, 7. 0, 12. 0, 15. 0

μg·mL
- 1
的系列血浆样本, 按“血浆样品预处理”项

下操作,以峰面积 Y,血药浓度 C, 进行线性回归,得

线性回归方程 Y = 28. 082 C + 1. 691 ( r =

0. 999 1) ,样品在 0. 1 ～15 mg·L
- 1
线性关系良好。

3.3 精密度实验  分别取大黄酸对照品溶液制成

浓度为 1. 0, 5. 0, 12. 0 mg·L - 1
的血浆样品,每个浓度

平行作 5 份,按 2.3项下操作, 在 1 d内测定 5 次。

结果测得低、中、高 3 种浓度的 RSD 值分别为

5. 45% , 4. 12% , 4. 14%。日间精密度同上法制备

血浆样品,每天测定 1 次,连续测定 5 d 。结果测得

低、中、高 3 种浓度血浆样品的 RSD 分别为 5. 48%

, 5. 12% , 4. 87%。

3.4 提取回收率 精密量取 100 μL空白血浆置于

离心管中,分别加入适量的大黄酸对照品溶液,制成

浓度分别为 1. 0, 5. 0, 12. 0 μg·mL
- 1
的血浆样本,每

个浓度平行作 5 份,按 2. 3项下操作,进样测定,记

录大黄酸峰面积 S,另取 1. 0, 5. 0, 12. 0 μg·mL - 1
大
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黄酸对照品溶液,氮吹仪吹干后加流动相 100 μL溶

解,进样测定,记录大黄酸峰面积 A,用 S比 A,计算

大黄酸的提取回收率分别为 86. 39% , 87. 86% ,

87. 41%。其平均回收率大于 85% 符合药动学研究

要求。见表 1。
表 1 大鼠血浆中大黄提取回收率

浓度 /μg·mL - 1 峰面积 S 峰面积 A 提取回收率 / %
1. 0 24. 200 8 28. 013 5 86. 39
5. 0 120. 917 137. 625 87. 86

12 295. 725 338. 308 87. 41

3.5 稳定性实验 取大黄酸对照品溶液适量,制成

浓度为 1. 0, 5. 0, 12. 0 μg·mL
- 1
低、中、高 3 个浓度

的血浆样品,在 - 20 ℃条件下存放 5 d , 室温放置

12 h,冻融 3 次。按 2.3项下操作,进样测定。结果

低、中、高 3 个浓度样品测定值的 RSD 分别为

5. 27% , 5. 10% , 4. 82%。表明样品在该实验条件下

稳定。

3.6 药动学参数 大鼠灌服大黄甘草汤及大黄后,

血药浓度数据经 3P97 程序拟合药动学模型,计算药

动学参数。大黄甘草汤与大黄中大黄酸在大鼠体内

药动学过程均符合二房室模型,主要药动学参数见

表 2 ,平均血药浓度-时间曲线见图 2。

图 2 大黄酸在大鼠体内的药-时曲线

—■— 大黄 ;—◆— 大黄甘草汤

表 2 大黄酸在大鼠体内主要药动学参数

参数 单位 大黄 大黄甘草汤
Cmax μg·mL - 1 7. 38 ±0. 67 1. 98 ±0. 161)

Tmax h 0. 53 ±0. 084 0. 57 ±0. 088
AUC μg·h - 1·mL - 1 24. 04 ±2. 37 5. 35 ±0. 481)

T1 /2 α h 0. 73 ±0. 089 0. 55 ±0. 092
t1 /2 β h 4. 39 ±0. 48 6. 92 ±1. 04

CL L·kg - 1·h - 1 3. 12 ±0. 28 6. 93 ±0. 651)

  注 :与大黄组比较 , 1) P < 0. 05。

3 讨论

大鼠灌服大黄甘草汤和大黄后,血浆中可检测

到的主要成分为大黄酸。大黄酸与其它成分达到基

线分离,说明此条件下大黄中其他成分及血浆内源

性物质均不干扰大黄酸的测定。

大鼠灌服大黄甘草汤和大黄后, 32 min左右,大

黄酸血药浓度达到峰值,说明大黄酸在大鼠体内迅

速吸收入血; Cmax分别为 1. 98 μg·mL - 1
和 7. 38 μg·

mL
- 1

, AUC 分别为 5. 35 ±0. 48 μg·h
- 1
·mL

- 1
和

( 24. 04 ±2. 37) μg·h
- 1
·mL

- 1
。经两组样本 t 检验,

结果达峰浓度 Cmax 和血药浓度-时间曲线下面积

AUC的差异均具有显著意义( P < 0. 05) ;灌服大黄

所得 Cmax , AUC值均大于灌服大黄甘草汤,大黄甘草

汤中大黄酸清除率增大。

大黄中游离蒽醌直接刺激大肠黏膜促进大肠的

蠕动,产生导泻作用,由于大黄作用猛烈,这种作用

常引起腹部疼痛。有研究表明,甘草与大黄配伍,可

以抑制由大黄引起的结肠环强烈的收缩,从而缓解

大黄泻下作用时出现的腹痛
[ 8 ]
。这与甘草的解痉缓

急作用是一致的。过量摄入大黄, 可以造成肝损

伤
[ 9 ]
。甘草与大黄配伍后,大黄中的结合蒽醌直接

刺激肠黏膜产生泻下作用,吸收入血的游离蒽醌通

过甘草酸诱导 CYP3A 酶 [ 10 ] ,加快其代谢,减轻大黄

酸对肝脏的损伤。这说明大黄与甘草配伍两者产生

相辅相成的协同作用,更好地发挥各自的药效。
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