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［摘　要］　目的　建立柱前荧光衍生－高效凝胶色谱（ＨＰＧＰＣ）法测定大鼠组织样品中麦冬多糖的方法，并研究麦
冬多糖在大鼠体内的分布特点和规律。方法　将ＳＤ大鼠单次静脉注射麦冬多糖５０ｍｇ·ｋｇ１后，于５，１０，３０，６０ｍｉｎ取
各组织，用ＨＰＧＰＣ法测定药物浓度。结果　大鼠心、肝、脾、肺、胃、肾、脑的 ＡＵＣ分别为３．２７０，２．０３１，２．３０３，６．１７８，
４．９６３，２１４．５７１，０．６１３μｇ·ｈ·ｍＬ－１。结论　绝大多数药物聚集在肾脏，并以尿的形式排泄，其他组织中含药量分布顺
序从高到低依次为肺、胃、心、脾、肝、脑。
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　　国内外有关多糖给药后在体内的吸收、分布、代
谢、排泄（ＡＤＭＥ）过程的报道笔者较少见到，已报道的
多糖包括六味地黄多糖［１］、银耳多糖［２］、右旋糖苷［３］、

云芝多糖［４］等。究其原因，主要是因为多糖自身无光

学功能团，分子量在一定范围内变化等特点，使糖类在

生物体内的含量测定比较困难。笔者经多年的前期研

究积累，对麦冬多糖注射液的新药研究已取得阶段性成

果。实验前期已成功建立了灵敏度高、专属性强的柱前

荧光衍生－高效凝胶色谱（ＨＰＧＰＣ）法，用于分析多糖
跨细胞膜样品［５］。在此基础上，完全能利用该微量分析

方法对麦冬多糖静脉注射给药后各组织分布情况进行

研究，探讨药物在体内的分布特征，一方面为麦冬多糖

注射液的药学研究提供资料，另一方面也可从药物在靶

器官的分布情况来探讨其抗心肌缺血的可能作用机制。

１　材料　
１．１　试药　异硫氰酸荧光素衍生多糖 ＭＤＧ１（ＦＩＴＣ
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ＭＤＧ１）（自制，批号：０６０６２１），三氯乙酸（分析纯，国
药集团化学试剂有限公司），氢氧化钠（分析纯，上海

试剂四厂），磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４，分析纯，上海新华
化工厂），磷酸氢二钠（ＮａＨ２ＰＯ４，分析纯，国药集团化
学试剂有限公司），三蒸水（实验室自制）。

１．２　 仪器 　 ＬＣ２０ＡＢ高效液相色谱仪 （日本
Ｓｈｉｍａｄｚｕ）；ＲＦ１０ＡＸＬ荧光检测器；５４１７Ｒ高速冷冻
离心机（德国，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；Ｆ６／１０超细匀浆器（上海弗
鲁克流体机械制造有限公司）；ＱＬ９０１０旋涡混合器
（江苏海门市麒麟医用仪器厂）；电子天平（上海梅特

勒－托利多仪器有限公司）。
１．３　动物　ＳＤ大鼠，雄性，（２５０±５０）ｇ，７～８周龄，
上海中医药大学动物试验中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００３０００２。
２　方法　
２．１　组织样品高效凝胶色谱分析方法的建立　
２．１．１　色谱条件　色谱柱：ＳｈｏｄｅｘＳｕｇａｒｋｓ８０２（日本
昭和电工）；流动相：０．１ｍｏｌ·Ｌ１ＮａＨ２ＰＯ４Ｎａ２ＨＰＯ４缓
冲液（ｐＨ值＝７．０），流速：０．５ｍＬ·ｍｉｎ１；荧光检测波
长：激发波长４９５ｎｍ，发射波长５１５ｎｍ；柱温：２５℃；进
样量：２０μＬ。
２．１．２　组织样品的预处理［６］　取各组织样品（脑、
心、肝、脾、肺、肾、胃）约０．５ｇ，加入 ３倍体积的 ０．１
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ｍｏｌ·Ｌ１ｐＨ值为 ７．０的磷酸盐缓冲液，制备匀浆。将
３０％（Ｗ／Ｖ）三氯乙酸８０μＬ加入于２５％（Ｗ／Ｖ）的组
织匀浆液 ２００μＬ中，混合物涡旋，并以 １００００
ｒ·ｍｉｎ１的速度离心１０ｍｉｎ，取上清液１００μＬ加 １１％
（Ｗ／Ｖ）ＮａＯＨ１５μＬ以中和，并加入流动相８５μＬ，稀释
使成２００μＬ，再以１００００ｒ·ｍｉｎ１转速离心１０ｍｉｎ后，
取上清液注入ＨＰＬＣ色谱仪。
２．１．３　方法专属性考察　取大鼠空白组织，按组织样
品预处理项下方法处理并分析，获得空白样品的色谱

图；将空白组织匀浆液加一定浓度的 ＦＩＴＣＭＤＧ１溶
液，同法操作后，获得相应的色谱图。

２．１．４　组织样品标准工作曲线的绘制　精密称取
ＦＩＴＣＭＤＧ１适量，以ｐＨ值为７．０的磷酸盐缓冲液为
介质，配成质量浓度为０．５５ｍｇ·ｍＬ１的储备液，备用。
然后取母液逐步稀释，得到质量浓度为 ２．７５，５．５０，
１１．００，２７．５０，５５．００，１１０．００，２２０．００μｇ·ｍＬ１的
ＦＩＴＣＭＤＧ１对照品溶液。

分别取上述系列对照品溶液 ２０μＬ，加入到
２００μＬ各组织空白匀浆液中，配成各组织相应线性范
围内的一系列浓度溶液，按“２．１．２”项下的“组织样品
预处理”方法进行处理、进样。以所得的峰高 Ｈ对浓
度Ｃ，用加权（１／Ｃ２）最小二乘法进行回归运算，得到
各组织中ＦＩＴＣＭＤＧ１含量测定标准曲线。
２．１．５　方法回收率测定　取大鼠空白组织匀浆液
２００μＬ，分别加入适量高、中、低浓度的对照品溶液，每
种浓度５份样品，按“２．１．２”项下的“组织样品预处
理”方法进行处理，于上述色谱条件下进样测定，代入

标准曲线求得实测浓度，与理论浓度相比得到方法回

收率。

２．１．６　方法精密度测定　取大鼠空白组织匀浆液
２００μＬ，分别加入适量高、中、低浓度的对照品溶液，各
５份。按“２．１．２”项下的“组织样品预处理”依法操作
后，在上述色谱条件下，于一日内连续进行含量测定，

根据标准曲线计算样品中 ＦＩＴＣＭＤＧ１浓度并计算得
日内差；连续３ｄ进行测定，得到日间差。
２．２　组织分布研究［７］　取健康 ＳＤ大鼠２０只，雄性。
随机分成４组，自由进食和饮水。以５０ｍｇ·ｋｇ１的剂
量缓慢经大鼠股静脉注射给予 ＭＤＧ１，４组受试大鼠
分别于给药后５，１０，３０，６０ｍｉｎ从大鼠腹主动脉放血
处死（每个时间点取 ５只），迅速取出脑、心、肝、脾、
肺、肾、胃等组织，组织用０．９％氯化钠溶液冲净表面
血液及内容物后，分别称量各脏器湿重，装入自封袋，

置于－２０℃冰箱中保存至分析测定。

３　结果　
３．１　组织样品分析方法的确证　
３．１．１　方法专属性考察　以心脏组织样为代表，样品
分析方法专属性测定结果见图１，其他组织图谱均类
似。结果表明，在上述色谱条件下分析，组织中内源性

物质不干扰ＦＩＴＣＭＤＧ１的测定。

图１　空白组织干扰图　

３．１．２　标准曲线的绘制　记录各组织样品的峰高，以
药物浓度 Ｘ为横坐标，峰高 Ｈ为纵坐标，用加权（１／
Ｃ２）最小二乘法进行回归计算，求得的直线回归方程
即为工作曲线方程。各组织回归方程和相关系数结果

见表１。
表１　各组织样品标准曲线方程 　

组织 方程 Ｒ
线性范围／

（μｇ·ｍＬ－１）
心 Ｈ＝１４０７１Ｘ＋７０８．７４ ０．９９８９ ０．２５～２０．００
肺 Ｈ＝１１５５３Ｘ＋６９５．４０ ０．９９５４ ０．２５～２０．００
胃 Ｈ＝１２４５５Ｘ＋３９１．１９ ０．９９５９ ０．２５～２０．００
脑 Ｈ＝１０４５１Ｘ＋９２３．７９ ０．９９７９ ０．２５～２０．００
肾 Ｈ＝１２６５９Ｘ＋４９０．８３ ０．９９７４ ０．２５～５０．００
脾 Ｈ＝１１２４６Ｘ＋７２５．８３ ０．９９８１ ０．２５～２０．００
肝 Ｈ＝１２２７６Ｘ＋７５５．２６ ０．９９６３ ０．２５～２０．００

３．１．３　方法精密度与回收率　各组织样品的精密度
与回收率结果均能满足生物样品测定的要求，分别见

表２，３。
３．２　大鼠体内各脏器组织中药物浓度测定结果　大
鼠按５０ｍｇ·ｋｇ１剂量静脉注射给予 ＦＩＴＣＭＤＧ１后，
５，１０，３０，６０ｍｉｎ时间点的组织分布实验结果见表４。
其中肾组织样品为稀释５倍，使测定浓度在标准曲线
线性范围内，进行含量测定。根据不同时间组织中药

物分布绘制药物分布柱形图，由于肾脏中分布明显多

于其他组织，不再将其绘制入柱形图，便于更好比较其

他各组织的分布情况，结果见图２。
３．３　药动学数据处理结果　根据麦冬多糖ＭＤＧ１静
脉注射后各组织脏器中的浓度绘制组织浓度时间曲
线，梯形法计算各组织中的药物 ＡＵＣ，结果心、肝、脾、
肺、胃、肾、脑的 ＡＵＣ分别为 ３．２７０，２．０３１，２．３０３，
６．１７８，４．９６３，２１４．５７１，０．１６３μｇ·ｈ·ｍＬ１。
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表２　检测方法的精密度测定结果　

组织
大鼠／
只

加入量／

（μｇ·ｍＬ－１）
ＲＳＤ／％

日内差 日间差

心 ５ ０．２５ ６．８０ ５．１４
１．００ ７．３７ ８．１２
１０．００ ３．０１ ６．４４

肺 ５ ０．２５ ４．７３ ４．０８
１．００ ３．４３ ７．２６
１０．００ ５．６８ ５．８０

胃 ５ ０．２５ ７．２１ ４．７１
１．００ ３．１０ ７．９６
１０．００ ４．４３ ４．６５

脑 ５ ０．２５ ４．３５ ７．５３
１．００ ２．８６ ２．９９
１０．００ １．３６ １．７５

肾 ５ ０．５０ ２．２２ ６．８３
５．００ １．２７ ３．２２
２０．００ ６．２９ ７．１９

脾 ５ ０．２５ ４．８３ ６．３１
１．００ ４．７０ ４．６７
１０．００ ３．５９ ４．０８

肝 ５ ０．２５ ４．３０ ６．０８
１．００ ７．９４ １０．０７
１０．００ ７．２６ ７．０３

表３　检测方法的回收率测定结果　

组织
大鼠／
只

加入量／

（μｇ·ｍＬ－１）
平均回收率／

％
ＲＳＤ／
％

心 ５ ０．２５ ９６．８６±３．１１ ３．２１
１．００ １０３．９７±６．２８ ６．０４
１０．００ ９８．３３±５．０４ ５．１３

肺 ５ ０．２５ １００．２９±３．５９ ３．５８
１．００ ９６．３９±５．２２ ５．４２
１０．００ ８９．８７±４．２２ ４．７０

胃 ５ ０．２５ １０３．０７±５．５８ ５．４２
１．０００ ９７．８３±６．２４ ６．３８
１０．００ ８９．８９±３．０５ ３．３９

脑 ５ ０．２５ ９９．６１±５．４３ ５．４５
１．０００ ８９．２４±２．２０ ２．４７
１０．００ ９８．８９±１．４５ １．４６

肾 ５ ０．５０ １０１．６４±５．８４ ５．７５
５．００ １０１．６９±２．４１ ２．３７
２０．００ １０２．８１±５．９７ ５．８１

脾 ５ ０．２５ １０７．３２±５．９９ ５．５８
１．００ ９１．２２±３．９１ ４．２９
１０．００ ９８．０４±３．９０ ３．９７

肝 ５ ０．２５ １００．０９±５．００ ４．９９
１．００ ９７．７１±８．６９ ８．９０
１０．００ １００．７１±５．９４ ５．９０

４　讨论　
ＭＤＧ１静脉注射给药后，绝大多数聚集在肾脏，

　　表４　ＦＩＴＣＭＤＧ１静脉给药后大鼠组织分布　
μｇ·ｍＬ－１，ｘ±ｓ，ｎ＝５

组织 ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
心 ７．６５±１．０７ ４．６７±０．４０ ３．３２±１．７２ １．１１±０．３２
肝 ３．７５±０．３７ ２．６３±０．３０ ２．１８±０．９８ １．０５±０．２３
脾 ４．６６±０．４１ ３．０７±０．３２ ２．４４±１．１０ １．０３±０．１７
肺 １２．５５±１．６６ ８．９０±０．９５ ６．４６±２．６４ ２．３５±０．５５
胃 ９．０９±１．３０ ６．８８±１．３９ ５．４４±２．０８ ２．０２±０．４７
肾 ３２３．５７±６３．３４３０９．４８±１５０．５７２６８．８４±２５４．０６４４．５３±１９．６９
脑 ０．７２±０．１４ ０．４９±０．０７ ｎ．ｄ ｎ．ｄ

　　ｎ．ｄ表示未达检测限

图２　麦冬多糖在各组织分布柱形图　

并以尿的形式排泄，因此肾脏分布最多。这与麦冬多

糖ＭＤＧ１的相对分子量约５０００，粒径 ＜２．０ｎｍ，低
于肾小球的截留值的特性是一致的。并且与文献［３］
中提到的低分子量葡聚糖如 ＦＤ４易分布在肾并通过
尿排泄的结果相符合。根据各组织的ＡＵＣ值，其他组
织中含药量分布顺序从高到低依次为肺、胃、心、脾、

肝、脑。另外，各组织中药物浓度也与静脉注射血药浓

度一样，表现为随时间增加，分布逐渐减少。可能由于

多糖是水溶性药物，因血脑屏障的存在，脑中分布最

少，在３０ｍｉｎ时间点后几乎检测不到。由于大部分麦
冬多糖因分子量较小而从肾中被清除了，下一步可以

考虑对多糖ＭＤＧ１进行结构修饰，通过增加其分子量
使其肾清除减少，则多糖可更多地在系统循环，更好地

起效。

前期的麦冬多糖 ＭＤＧ１的体外药效学实验研究
结果表明，ＭＤＧ１具有明显的拮抗缺血再灌注引起的
体外心脏损伤及保护作用。同时 ＭＤＧ１在培养心肌
细胞的药效实验中也表明多糖对心肌缺氧细胞具有一

定的保护作用。而从本实验组织分布情况来分析，心

脏对ＭＤＧ１有较强的摄取能力，再结合以往药效实验
结果，则可从药物在心脏有一定分布的药动学角度，作

进一步推断，麦冬多糖之所以有抗心肌缺血的作用，可

能是其直接作用于靶器官，从而发挥药效。
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葛根素对细胞色素 Ｐ４５０酶活性的影响
王启斌，狄　伟，程晓莉，张蓬华，涂自良

（郧阳医学院附属太和医院药学部、郧阳医学院药检学院，湖北十堰　４４２０００）

［摘　要］　目的　研究葛根素体外对细胞色素Ｐ４５０酶 １Ａ２（ＣＹＰ１Ａ２）、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６和ＣＹＰ３Ａ４活性
的影响。方法　分别以咖啡因、甲苯磺丁脲、美芬妥因、美托洛尔和咪达唑仑为探针药，利用高效液相色谱法测定探针
药与相应代谢产物的浓度，采用重组酶研究葛根素对 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６和 ＣＹＰ３Ａ４酶活性的影响。
结果　在体外重组酶反应体系中，葛根素对 ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９及 ＣＹＰ３Ａ４酶活性无明显影响。但低浓度葛根素（０．１
ｍｍｏｌ·Ｌ１）使ＣＹＰ１Ａ２的活性降低 （４８±９）％（Ｐ＜０．０５），ＣＹＰ２Ｄ６的活性降低 （６１±８）％（Ｐ＜０．０１）；高浓度（０．４
ｍｍｏｌ·Ｌ１）使ＣＹＰ１Ａ２的活性降低（８２±８）％（Ｐ＜０．０１），ＣＹＰ２Ｄ６的活性降低（８８±６）％（Ｐ＜０．０１）。结论　葛根素
（０．１ｍｍｏｌ·Ｌ１）对ＣＹＰ１Ａ２和ＣＹＰ２Ｄ６酶活性有较明显的体外抑制作用；且随着葛根素浓度的增高，对这两种酶活性的
抑制作用也增强。为研究葛根素与其他药物的相互作用及作用机制等奠定了基础。
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ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｐｕｅｒａｒｉｎ；Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｎｚｙｍｅ；ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０

　　葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ）属于黄酮类物质，自１９５９年柴田
承二等人从豆科属植物野葛的干燥根中提取分离得到

该药以来，对它的研究日渐增多。该药化学名为４’，７
二羟基８βＤ葡萄糖异黄酮，相对分子量为４１６。因其
药源丰富、毒性低、安全范围广、疗效确切、具有较为广

阔的发展前景而受到了广泛关注。葛根素口服吸收快，

在体内分布快且广泛，消除快，不易蓄积，无代谢饱和现

象，但生物利用度低，因此临床上多采用其注射液。该

药具有扩张冠状动脉和脑动脉，抗氧化，降低心肌耗氧

量和改善微循环等作用，目前已广泛应用于临床治疗冠
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