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摘要　目的：评价大鼠体内葛根素浓度及药代动力学，为临床葛根素用药方案制定选择提供参考。方法：建立葛根素在大
鼠体内浓度测定方法，采用该方法进行葛根素药代动力学实验室研究，分析文献报道的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析法检测
葛根素含量方法，制定色谱条件：色谱柱：ＡｃｃｌａｉｍＣ１８色谱柱（５μｍ，４６ｍｍ×１５０ｍｍ），流动相：甲醇：水，检测器：Ｍｏｄｌｅ５００
ＵＶ检测器；检测波长：２５０ｎｍ，色谱工作站：Ｎ２０００双通道工作站。配制葛根素标准液、外标物溶液、待测血浆样品液、空
白对照液等。分别进样行梯度洗脱，验证方法的专属性、线性关系、回收率、精密度、稳定性。选择１２只洁净大鼠，雌雄各
半，随机分为２组，将采用药典葛根素推荐剂量下限给予腹腔灌胃设为低剂量组，给予药典推荐剂量上线腹腔灌胃设为高
剂量组。２组大鼠分别于灌胃后不同时间采集眼眶静脉血，采用已验证的ＨＰＬＣ分离检测方法检测血浆葛根素药物浓度，
采用ＤＡＳ２０统计软件处理葛根素浓度时间数据，绘制药时曲线图，计算药代动力学指标并行组间比较。结果：１）拟定色
谱条件下，大鼠血浆空白溶液、葛根素对照溶液、葛根素血浆样品溶液中主要成分保留时间差异明显，未发生重叠，说明该

方法专属性较好。２）加入不同浓度葛根素对照品于大鼠血浆中，所得浓度峰面积呈良好的线性关系，回归方程为：Ｙ＝
３９５７×１０６Ｘ－６９７３２９，ｒ＝０９９８３，检测限：００５５～０６６０μｇ／ｍＬ。不同浓度葛根素对照品回收率为（１０３１１０±
０５２１）％，高浓度和低浓度２组回收率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。日内精密度为：３１４％，日间精密度５２６％；
１２ｈ内，放置不同时间的样品间葛根素含量检测相对偏差（ＲＳＤ）为３９５％；不同灌胃剂量大鼠药时曲线均符合二室模型；
大鼠灌胃葛根素后，不同剂量大鼠的ＡＵＣ０ｔ、Ｃｍａｘ、ＭＲＴ０ｔ、ＣＬ差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：采用ＨＰＬＣ检测大鼠体
内葛根素方法可行，采用低剂量用药方案即可获得较好的药物吸收代谢效果，高剂量则影响葛根素吸收。
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中图分类号：Ｒ２８４ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１９．１０．０１４

　　葛根素（Ｐｕｅｒａｒｉｎ）为豆科植物葛根中的主要有
效成分。葛根为经典的解肌中药材，味甘、性辛，凉，

其功效以解肌退热，透疹，生津止渴，升阳止泻为主，

临床用于表证发热，项背强痛，麻疹不透，热病口渴，

阴虚消渴，热泻热痢，脾虚泄泻等中医病证［１］。在

《本草经疏》中有对葛根功效的描述：“葛根，解散阳

明温病热邪主要药也，故主消渴，身大热，热壅胸膈

作呕吐。发散而升，风药之性也，故主诸痹”。显示

葛根善治各种痹证。《别录》：疗伤寒中风头痛，解

肌发表出汗，开腠理，疗金疮，止胁风痛。现代药理

实验显示，葛根的主要有效部位为异黄酮类衍生物，

动物实验及临床实验均具有明确的扩冠、镇静的作

用。精制提纯的葛根素相关制剂常用于退热、镇静、

增加冠脉流量、保护因垂体后叶素导致的急性心肌

出血［２３］，并广泛用于临床高血压、冠心病心绞痛患

者的救治［４］。目前市售含葛根素的中成药制品较

多，尤其是用于治疗高血压、冠心病慢性病的制

剂［５６］。但由于葛根素相关制品属传统中成药，不同

药品厂家对于不同给药途径、用药方案的葛根素相

关制品的药代动力学数据尚不完善，临床医生用药

缺乏科学依据。基于此，本研究拟建立高效液相色

谱法（ＨＰＬＣ）测定大鼠体内葛根素含量的方法，并采
用该方法对葛根素在大鼠体内的药代动力学情况进

行分析，为临床葛根素的用药方案选择提供参考。

现将结果报道如下。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪：日本岛津 ＬＣ２０Ａ高
效液相色谱仪，搭配 Ｔ进样泵，ＳＰＤ２０Ａ紫外检测
器，色谱柱：ＡｃｃｌａｉｍＣ１８色谱柱，规格：孔径５μｍ，尺
寸：４６ｍｍ×１５０ｍｍ，色谱工作站：岛津工作站，岛
津ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ工作站，玻璃器皿、超声振荡器、过滤
系统、电子秤等为本实验室常规配制。

１２　实验动物　ＳＤ大鼠购自长沙市天勒生物技术
有限公司，雌雄各半，体质量为（２２０±２０）ｇ。

１３　试剂试药　葛根素对照品：购自中国标准物质
网：产品编号：３６８１９９０，规格：２０ｍｇ／支，含量：Ｐｕ
ｅｒａｒｉｎＨＰＬＣ９８％（批号：１１０７５２２００９１２）。甲醇为
色谱级，购自天津市康科德科技有限公司，水为实验

室自制重蒸馏水。

１４　供试品　葛根素由本实验室自制，经水提醇
沉、分析柱分离精制得到。葛根鉴定由天津市药检

所中药室鉴定为药典用品种。

２　方法与结果
２１　色谱条件　分析文献报道的葛根素血浆浓度
高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测方法，制定色谱条件：色
谱柱：ＡｃｃｌａｉｍＣ１８色谱柱，规格：孔径 ５μｍ，尺寸：
４６ｍｍ×１５０ｍｍ；流动相：甲醇：水（１：４），检测器：
ＳＰＤ２０ＡＵＶ检测器；检测波长：２５０ｎｍ，色谱工作
站：岛津ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ工作站，进样量：１０μＬ，流动相
流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：室温。
２２　葛根素对照品溶液配制　采用减重法精密称
取葛根素对照品１００００ｍｇ，置于５０ｍＬ容量瓶中，
加入色谱级甲醇约２５ｍＬ，充分振摇后，置于超声振
荡器中助溶５ｍｉｎ，取出振摇，甲醇定容至刻度充分
振摇均匀制成葛根素贮备液，保存于 －２０℃备用。
分别用０５ｍＬ、１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、
７ｍＬ大肚吸管精密吸取葛根素贮备液至２５ｍＬ容
量瓶中，加甲醇定容至刻度，制作成葛根素系列浓度

的标准液。

２３　大鼠血浆空白样品配制　大鼠未灌胃葛根素
前，采集大鼠眼眶静脉血样与肝素抗凝管中，以

３０００ｒ／ｍｉｎ、５ｃｍ半径离心１５ｍｉｎ，取０２ｍＬ上清
液于装有２ｍＬ甲醇溶液的离心管中，振摇混合，以
３０００ｒ／ｍｉｎ、半径５ｃｍ离线１５ｍｉｎ，取上清液与蒸
发皿中，置于干燥箱中得残渣，取出残渣加入０２ｍＬ
甲醇置于超声振荡器中助溶，经０４５μｍ滤膜过滤
得血浆空白样品溶液，按照葛根素大鼠血浆样品配

制方法配制大鼠血浆空白液。
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２４　葛根素大鼠血浆样品制备　精密吸取大鼠空
白血浆溶液１００μＬ，置于１５ｍＬ离心管中，精密添
加１０μＬ葛根素标准溶液充分混合均匀，加入１ｍＬ
乙酸乙酯，混合均匀，以３０００ｒ／ｍｉｎ、５ｃｍ半径离心
１５ｍｉｎ。取上层有机层于蒸发皿中，采用氮气吹干，
想蒸发皿中加入１００μＬ流动相复溶，离心得葛根素
血浆样品。

２５　生物样品制备　选择１２只洁净大鼠，雌雄各
半，随机分为２组，将采用药典葛根素推荐剂量下限
给予腹腔灌胃设为低剂量组（１００ｍｇ／ｋｇ），将给予药
典推荐剂量上线腹腔灌胃设为高剂量组（３００ｍｇ／
ｋｇ）。２组大鼠分别于灌胃后即刻、０２５ｈ、０５ｈ、
０７５ｈ、１ｈ、１５ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ次采集眼眶静脉
血，按照２４向下方法制备供试品溶液。
２６　专属性验证　取１２只大鼠空白血浆混合后制
作成大鼠血浆空白溶液６份，每份１００μＬ，每份样
品采用自动进样器进样１０μＬ，按照色谱条件进行
洗脱、检测、数据分析，得到大鼠血浆空白样品色

谱图。见图１。葛根素对照溶液进样检测得到葛根
素对照品色谱图。见图２。葛根素对照品溶液加入
大鼠空白血浆中振摇混匀定容，进样１０μＬ得到样
品血浆色谱图。见图３。大鼠血浆空白溶液、葛根
素对照溶液、葛根素血浆样品溶液中主要成分保留

时间差异明显，未发生重叠，说明该方法专属性

较好。

图１　大鼠血浆空白样色谱图

图２　葛根素对照品样色谱图

图３　大鼠血浆样品色谱图

２７　线性关系验证　精密吸取大鼠血浆空白溶液
１００μＬ共计８份分别于２５ｍＬ容量瓶中，按照顺序
分别加入葛根素对照溶液标准系列溶液，定容至刻

度，制成系列浓度的葛根素血浆供试品溶液。按色

谱条件逐一进样１０μＬ，洗脱、检测、数据处理得到

系列色谱图。以葛根素浓度为横坐标、葛根素峰面

积为纵坐标绘制线性关系图，得到回归方程为：Ｙ＝
３９５７×１０６Ｘ－６９７３２９，ｒ＝０９９８３，检测限：
００５５～０６６０μｇ／ｍＬ。
２８　回收率试验　取大鼠血浆空白溶液１００μＬ共
６份分别于于５０ｍＬ容量瓶中，分成２组，一组加入
１００ｍｇ／ｍＬ浓度的葛根素对照品溶液，另一组加入
３００ｍｇ／ｍＬｌ葛根素对照品溶液，按照２４项下供试
品溶液制备方法制成葛根素测试液。分别按照２１
项下色谱条件检测得到样品中含量检测结果。取上

述２组溶液各１００μＬ，分别按照对应浓度加入葛根
素１００ｍｇ／ｍＬ对照溶液、３００ｍｇ／ｍＬ对照溶液，按照
２１项下色谱条件进样检测，根据２次检测结果及
加样结果计算葛根素回收率。试验结果，不同浓度

葛根素对照品回收率为（１０３１１０±０５２１）％，高浓
度和低浓度 ２组回收率比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见表１、表２。

表１　低浓度葛根素血浆加样回收率

样品中含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
２００３ ２００７ ４１４８ １０３４４２ １０２９９１
２０７２ ２１０２ ４３０２ １０３０７２
２０３７ ２００７ ４１４３ １０２４５８

表２　高浓度葛根素血浆加样回收率

样品中含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
６２１３ ６００３ １２７５７ １０４４３１ １０３２２９
６０８１ ６０１４ １２４７９ １０３１７３
６０９１ ６００８ １２３５１ １０２０８３

２９　精密度验证　精密吸取浓度约２０μｇ／ｍＬ葛根
素对照品溶液１０μＬ，分别在在２，１色谱条件下连续
进样６次，计算每次检测得到的葛根素浓度，计算６
次检测结果的日内ＲＳＤ值，上述浓度的葛根素对照
品溶液，分别于３ｄ内每天取１０μＬ进样检测，根据
测得的葛根素浓度结果，计算日间 ＲＳＤ值。日内精
密度为：３１４％，日间精密度 ５２６％。ＲＳＤ均低于
１０％，说明整个色谱系统及操作方法具有较好的精
密度。

２１０　稳定性验证　取一份葛根素供试样品溶液，
具塞放于室温环境，在１２ｈ内，分别每隔２ｈ进样检
测１次，计算每次检测结果葛根素浓度，计算６份样
品测试结果间的ＲＳＤ值。１２ｈ内，放置不同时间的
样品间葛根素含量检测ＲＳＤ为３９５％；说明葛根素
溶液在１２ｈ内稳定性较好。
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表３　不同剂量葛根素灌胃大鼠药代动力学指标比较

组别 ＡＵＣ０ｔ（ｍｇ／ｈ·Ｌ） Ｃｍａｘ（μｇ／ｍＬ） ＭＲＴ０ｔ（ｈ） ＣＬ（Ｌ／ｋｇ·ｈ） ｔｍａｘ（ｈ） Ｔ１／２（ｈ）

低剂量组 １２３６±２６３ ４０７±０６７ ２３６±０３０ １９３９±１０５２ ０８１±０１３ ３８１±０４３
高剂量组 ７７０±１５４ １０８±０２１ ４０３±０７１ ７３５８±２１０１ ０５１±０１６ ４０２±０５０
ｔ值 ８５６８ ３７５９３ １１３９５ ２９８９３ １８３６ １３２７
Ｐ值 ００００ ００００ ００００ ００００ ００６８ ００８２

２１１　大鼠葛根素药代动力学指标研究　２组大鼠
分别于灌胃后即刻、０２５ｈ、０５ｈ、０７５ｈ、１ｈ、
１５ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ次采集眼眶静脉血，按照２４
方法制备供试品溶液。采用已验证的ＨＰＬＣ分离检
测方法检测生物血浆葛根素药物浓度，采用ＤＡＳ２０
统计软件处理葛根素浓度时间数据，绘制药时曲线
图，计算药代动力学指标并行组间比较。不同灌胃

剂量大鼠药时曲线均符合二室模型。大鼠灌胃葛根

素后，不同剂量大鼠的 ＡＵＣ０ｔ、Ｃｍａｘ、ＭＲＴ０ｔ、ＣＬ差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。
３　讨论

随着对葛根中药材药效学、药理学、毒理学研究

的不断深入，葛根素的临床应用日趋广泛。各种不

同的葛根素制剂如雨后春笋般出现。素葛根素注射

液、葛根素提取的有效部位制成的各种片剂、缓释

剂、控释剂、纳米制剂种类繁多，成为药物研究的热

点［７］。葛根素目前广泛应用于心脑血管疾病的治

疗和预防，绝大部分患者需要长期用药。近年来，葛

根素相关制剂药物不良反应报道呈上升趋势，可能

因为长期服用葛根素后在体内蓄积，对机体产生了

一定的不良反应［８９］。掌握葛根素在体内的吸收、分

布、代谢、排泄过程相关数据，是临床医师拟定用药

方案最为重要的基础参考数据，是保证药品技能发

挥应有疗效，又能确保用药安全的基础［１０１１］。过量

过快应用葛根素可能导致的药物不良反应主要有：

过敏反应（药物热、皮疹、过敏性哮喘、过敏性休

克）、溶血性贫血（腰痛、排尿困难和血尿），临床有

因溶血性贫血致死病例报道。葛根素对机体肝、肾

损害也有报道［１２１３］。而过低剂量可能不能保证药

物治疗效果。对葛根素在体内的药代动力学情况进

行研究，指导临床用药显得尤为重要。

高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）是临床广泛应用的一
种中药材及其制品的质量分析方法。因为中药材及

其制品成分复杂，常规的光学检测技术检测需要所

分析的成分有特异性的吸收波长，ＨＰＬＣ通过固液
相极性差异对不同极性的成分进行分离，连接相应

的检测器，在特定波长处检出处不同特性的成分，从

而对所需要控制的有效成分含量进行检测［１４］。中

药现代化的指纹图谱以 ＨＰＬＣ为最主要的检测手
段，也可连用气相色谱、质谱等分离效果更好、检测

更为精确的仪器作为检测手段［１５１６］。

大鼠体内葛根素含量检测方法尚无国家标准，

本研究根据临床文献［１７１８］及自身多年应用ＨＰＬＣ分
析中药及其相关之际的经验，拟定色谱条件，并对其

进行方法学验证，结果显示，本方案拟定的色谱条件

具检测大鼠体内葛根素浓度，具有较好的专属性、线

性关系良好；同时具有较高的回收率、精密度、稳定

性。按照药代动力学试验常规，对大鼠给予不同剂

量的葛根素，结果显示，大鼠灌胃低剂量葛根素后，

其ＡＵＣ０ｔ、Ｃｍａｘ明显高于高剂量组大鼠，而 ＭＲＴ０ｔ、
ＣＬ明显低于高剂量大鼠。其他药动学指标比较，差
异无统计学意义。分析 ＡＵＣ０ｔ、Ｃｍａｘ是药物吸收程
度的指标，小剂量组大鼠此两指标均高于高级２组
大鼠，说明低剂量葛根素具有更好的吸收效果。而

ＭＲＴ０ｔ、ＣＬ时间长说明在体内消除速率较慢，药效
时间更长。上述结果说明，低剂量给药方案在发挥

药效方面更具优势，这一结果与文献［１９］的研究结果

一致。

综上所述，采用 ＨＰＬＣ检测大鼠体内葛根素方
法可行，采用低剂量用药方案即可获得较好的药物

吸收代谢效果，高剂量则影响葛根素吸收。
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大鼠模型。同时镇惊温胆汤是一种有效缓解大鼠

ＰＴＳＤ症状的药物，它能够在一定程度上缓解大鼠的
焦虑。其在调节焦虑方面效力优于帕罗西汀，而在

调节恐惧方面的疗效与帕罗西汀相似。中药温胆汤

经实验证明对ＰＴＳＤ具有一定的治疗作用［１３１４］。本

研究选用的温胆汤选于《三因极一病证方论》，因其

既包含温胆汤原本的定惊抗抑配方，又加入了具有

化饮止呕功能的小半夏，所以其与各版本温胆汤比

较，药效更强，功能更加全面，不良反应更少，因此广

泛应用于ＰＴＳＤ症状的治疗［１５］。而金鼎汤为《四圣

心源》代表方之一主治神惊，神不交精，是生惊悸，

其原由于胆胃之不降［１６］。温胆汤善于理气化痰、利

胆和胃，但是其对于“心肾不交、神气浮越”的情况

则力量较弱，而金鼎汤则可以“藏精聚神，以蛰阳

根”，拟合二方形成的镇惊温胆汤无论是病位在胆

还是在心皆可以改善患者出现的症状。而且通过本

研究发现镇惊温胆汤可以在改善ＳＰＳ模型大鼠的行
为学方面具有较好的效果，所以可以认为在治疗

ＰＴＳＤ时从胆、从心导致的痰和气机的变化入手不失
为一种新的治疗方向。
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