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大鼠舌下静脉给药华蟾毒配基的药动学研究

张 磊1，齐 刚2，张 莉3，高艳荣3，柯 峥3，熊小军3
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摘要：目的建立华蟾毒配基在大鼠体内的血药浓度的HPLC测定方法，并根据血药浓度一时间数据计算其体内

药动学参数。方法经舌下静脉分别注射0．251、0．503、1．006 mg／kg华蟾毒配基，采用RP—HPLC法测定血清中

药物浓度，用3P87药动学软件计算药动学参数。结果华蟾毒配基在大鼠体内的动力学过程可用一级动力学过程

的二室开放型模型来描述。高、中、低3个不同剂量组的主要药动学参数分别为：tl／2。：0．483 0、0．377 7、0．272 3 h；

tl／2B：4．418 9、5．897 2、2．468 2 h；V(。)：2．512 0、8．660 6、27．937 8 L／kg；AUC：12．197 0、8．412 3、2．905

6 gg／(h·mL)；CL：2．049 7、5．943 7、34．416 6 L／(kg·h)。结论本研究建立的RP—HPLC测定大鼠静脉注射不

同剂量华蟾毒配基后血药浓度的实验方法简便、快速、灵敏，血清中内源性物质不干扰测定，可为华蟾毒配基临床

安全合理用药和制剂质量控制提供依据。
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中图分类号：R285．61；R286．02 文献标识码：B 文章编号：0253—2670(2007)02—0199—04

Pharmacokinetic studies of cinobufagin after sublingual iV administration in rats
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Abstract：Objective To develop a RP—HPLC method for determination of cinobufagin in rat serum

and to calculate the pharmacokinetic parameters of cinobufagin through blood concentration—time curve．

Methods The pharmacokinetics of einobufagin was investigated in rats after sublingual iv administration

of cinobufagin in 0．251，0．503，and 1．006 mg／kg．Serum concentrations of einobufagin were determined

by HPLC．3P87 Pharmacokinetic program was used to describe the compartment—mode of the blood

concentration—time curve of cinobufagin and to calculate the main phamacokinetic parameters．Results

The blood concentration—time curves of cinobufagin following single iV administration in rats in vivo

conformed to tWO compartment open model in one grade pharmacokinectics．The major pharmacokinetic

parameters of cinobufagin(1，O．5，and 0．25 mg／kg)were tl／2。：0．483 0，0．377 7，0．272 3 h；tl／z口：4．

418 9，5．897 2，2．468 2 h；V(。)：2．512 0，8．660 6，27．937 8 L／kg；AUC：12．197 0，8．412 3，2．905 6

gg／(h·mL)；CL：2．049 7，5．943 7，34．416 6 L／(kg·h)．Conclusion RP-HPLC Method is simple，

rapid，sensitive，and accurate for determination of cinobufagin without any interference by endogenous

substances in rat serum，which can be provided with academic foundation for clinical application and

quality control of cinobufagin．
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蟾酥为蟾蜍科动物中华大蟾蜍Bufo bufo

gargarizans Cantor或黑眶蟾蜍B．melanosticutus

Schneider的耳后腺及皮肤腺分泌的白色浆液，经加

工干燥制成。蟾酥化学成分主要有蟾蜍毒素类、蟾毒

配基类、蟾毒色胺类以及吗啡等。华蟾毒配基是蟾酥

中主要的化学成分之一，具有较高的药理活性，可以

调节患者的细胞和体液免疫功能，防止乙肝慢性病

变和癌变，在临床上已广泛应用于肿瘤治疗，尤其是

对原发性肝癌、肺癌、食管癌和胃癌有较好的疗效，

在与化放疗药物合用时，起到增效减毒的作用。但是
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华蟾毒配基治疗病毒型肝炎时不良反应发生率高达

43．28％[1~5]。本实验建立了华蟾毒配基血药浓度的

HPLC测定法，对其在大鼠体内的药动学过程进行

了研究[6~1⋯。

1材料与仪器

华蟾毒配基对照品(中国药品生物制品检定所，

批号：803—9202)。色谱纯甲醇，分析纯无水乙醚、醋

酸乙酯、无水乙醇。

雄性Wistar大鼠，体重220±25 g，天津市实验

动物中心提供，实验前正常饲养2周。

日本岛津LC一10A高效液相色谱仪(LC一

10ATvP高压泵，CTo一10ASvP柱箱，SPD 10AvP

UV检测器，CR一8A积分仪)；Milli QlaBo小型

纯水机(美国Millipore公司)；LC—P45分析天平

(瑞士Mettler公司)；HzS—H水浴振荡器(哈尔滨

市东联电子技术开发有限公司)；Xw一80A型旋涡

混合器(上海琪特分析仪器有限公司)。

2方法与结果

2．1 血清中华蟾毒配基HPLC测定方法的建立

2．1．1色谱条件：Shim—pack VP—ODS色谱柱(150

mm×4．6 mm，5／．Lm)；流动相为甲醇一水(70：30)；

体积流量：1．0 mL／min；检测波长：290 nm，柱温：

30℃：进样量：20”L。

2．1．2对照品溶液和内标溶液的制备：分别精密称

量华蟾毒配基对照品4．0 mg和对羟基苯甲酸乙酯

10．0 mg，用少量甲醇溶解后，加甲醇定容至100

mL，得质量浓度为40 tlg／mL对照品储备液和100

／zg／mL内标液，4℃冰箱内保存备用。

2．1．3标准曲线的制备：取20肛I。内标溶液和不同

量的华蟾毒配基对照品溶液100弘L置于尖底离心

试管中，挥干溶剂后加入空白大鼠血清1 mI。，共6

份，使血清中华蟾毒配基的质量浓度分别为0．25、

0．5、1．0、2．0、3．0、4．0 tlg／mL。按照血清样品的处

理项下操作，以样品峰与内标峰面积比对相应的质

量浓度作线性回归，得标准曲线回归方程为Y一

0．090 72+0．348 C，r一0．997 8，结果华蟾毒配基在

0．25～4弘g／mL线性关系良好。

2．1．4给药方法与样品采集：成年雄性Wistar大

鼠105只，随机分为3组，即华蟾毒配基低、中、高3

个剂量组，每组35只。大鼠实验前12 h开始禁食，

但不禁水。根据动物和人体表面积比例换算出大鼠

给药量为每100 g体重给药1 mI．，设定低剂量为临

床等效剂量。低、中、高剂量之比为1：2：4。按照动

物分组，给各组大鼠舌下iv分别给药25．17、50．30、

100．66／tg／mL华蟾毒配基溶液。各试验组分别在

舌下iv给药后的30、60、90、120、180、240、360 min

取5只大鼠断头取血。血液静置1 h后，3 000 r／rain

离心20 min，分离提取血清，冻存备用。

2．1．5 血清样品的处理：离心试管中加入

100 ttg／mL对羟基苯甲酸乙酯甲醇溶液内标液20

肛I。，挥干溶剂后，加人大鼠血清1 000肛L，旋涡混合

器上间断振荡3 min，加入4 mL提取液无水乙醚一

醋酸乙酯(5：1)，旋涡混合器上间断振荡3 min，

2 000 r／min离心2 min，冰箱冻存(控制冻存时间一

致)，倾出上清液。同法再提取1次，合并上清液，置

于水浴摇床上(40℃，50 r／min)挥干溶剂。加入250

肛L色谱纯甲醇，旋涡混合器上间断混合2 min，滤

过，得滤液。

2．1．6最低检出量和最低检出质量浓度：取4份质

量浓度为40／．tg／mL华蟾毒配基对照品溶液10弘L，

分别用甲醇定容为1、2、5、10 mL，进样20弘L，结果

均能清晰测出华蟾毒配基的色谱峰，故最低检出量

为1 ng，最低检出质量浓度为0．05／，g／mL(信噪比

为3．5)。

2．1．7方法的专属性：在本实验色谱条件下，华蟾

毒配基与血清中杂质峰及内标峰达到良好分离，完

全可以满足定量的要求。华蟾毒配基和内标的保留

时间分别为6．1 min和3．2 rain，色谱图见图1。

O 4 5 9 0 4 5 9 0

，／mln

A一空白血清 B加样空白血清C—iv给药后血清

1一内标2一华蟾毒配基

A blank serum， B blank serum spiked with einobufagin

C—serum sample after iv administration

1-internal standard 2-cinobufagin

图1大鼠血清中华蟾毒配基的HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of cinobufagin in rat serum

2．1．8 回收率试验：取内标液20／1L，加入0．25、1．0、

4．0／tg／mL华蟾毒配基对照品溶液20raL，吹干，加入

l mI。空白血清，混匀，处理后，进样20_uL，将峰面积

值代入标准曲线方程，计算华蟾毒配基质量浓度，以测
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定值与理论值之比计算回收率，结果3种质量浓度的

平均回收率分别为100．10％、99．87％、99．81％，

RSD分另0为2．16％、1．84％、1．93％(笼=5)。

2．1．9精密度试验：取3个剂量华蟾毒配基血清样

品，处理后，于1 d内重复测定及连续6 d内测定6

次，计算日内及日问精密度，结果RSD均小于5％。

2．2 数据分析：血药浓度一时间数据采用中国药理

学会数学药理专业委员会的3P87实用药动学计算

程序软件进行拟合。

2．3华蟾毒配基在大鼠体内的药时过程：大鼠iv

不同剂量华蟾毒配基后，不同时间的华蟾毒配基的

血药浓度测定结果见表1。不同用药剂量的华蟾毒

配基平均血药浓度C—t曲线见图2。

表1大鼠iv给药后血药浓度(i±s，n一5)

Table 1 Blood concentration of rat after iv

cinobufagin(i±s，弹一5)
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图2 iv给药后华蟾霉配基在大鼠体内的平均

血药浓度一时间曲线

Fig．2 Mean blood concentration—time curve

of rats after iv cinobufagin in vivo

2．4华蟾毒配基在大鼠体内的药动学参数：将低、

中、高不同剂量组华蟾毒配基在大鼠体内的血药浓

度一时间数据输入3P87药代动力学计算程序处理，

分别用一室、二室模型拟合药时曲线。将两种模型的

处理结果进行比较，选择其中残差平方和(SUM)值

最小、拟合度(广)最佳、AIC值最小者定为所测药物

的最佳室型。结果华蟾毒配基在大鼠体内的药动学

过程符合二室模型。华蟾毒配基在大鼠体内药动学

参数见表2。

表2大鼠iv给药后华蟾毒配基的药动学参数(厅一5)

Table 2 Pharmacokinetic parameters of rats

after iv cinobufagin(阼一5)

3讨论

3．1 给药方法的选择：在预试验中，对3组大鼠分

别采用口服、腹腔注射、舌下静脉3种给药方法。结

果发现，口服给药所需剂量大，且有肝脏首过效应，

药品起效相对慢，实验结果个体差异较大。而腹腔给

药，由于在腹腔给药部位和深浅的不同，极易造成局

部血药浓度过高，导致在检测时得出错误的结论。相

对而言，舌下静脉给药，药物直接人血，干扰因素较

少，数据更为可靠。

3．2取血方法的选择：选择断头取血法，因为该法

处死动物迅速，可马上摘取组织，保证取样时间的准

确性。

3．3提取条件的选择：加入提取液乙醚一醋酸乙酯

(5：1)4 mL，旋涡混合器上间断振荡混合3 min，可

以保证让血清中药物充分提取且又不致因振荡时问

过长使匀浆液乳化。本方法提取率可达到100％。

3．4 本研究建立的HPLC法测定大鼠静脉注射华

蟾毒配基后血药浓度的实验方法，操作简便、结果可

靠，仪器较为普及，方法专属性好，回收率、精密度和

重现性均较好。血浆中的内源性物质不干扰华蟾毒

配基的测定，为临床监测华蟾毒配基血药浓度提供

了可借鉴的方法。药动学参数显示大鼠单次静脉注

射华蟾毒配基后，血浆药一时曲线符合二室开放模

型。血药浓度下降迅速，体内分布快，消除也较快。提

示在临床用药中应考虑缩短给药间隔，且有必要对

华蟾毒配基进行剂型方面的改进，如研究其缓释剂

型，延长药物作用时间。
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纳米化对三七中有效成分溶出的影响
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摘 要：目的 研究三七纳米化前后显微结构及其有效成分的变化。方法 采用高速离心剪切式超细粉碎仪对三

七进行纳米化粉碎，通过光散射粒度分析仪进行粒度分析、扫描电镜、透射电镜观察其显微结构，采用HPLC法测

定了纳米化对人参皂苷Rb。的影响。结果 随着主轴转速的增大和粉碎时间的延长，三七粉碎颗粒尺寸呈逐渐减

小趋势，在主轴转速1 500 r／min，固体比例5．5％，粉碎时间50 rain时，三七颗粒平均尺寸达到133．5 rim；三七纳

米化后人参皂苷Rb。的溶出率有较大提高，与原粉相比提高了59．7％。结论高速离心剪切式超细粉碎仪可以对

根茎类中药进行超细粉碎，纳米化后可促进中药有效成分的溶出。

关键词：三七；纳米粉碎；人参皂苷Rb。；高效液相色谱

中图分类号：R284．2；R286．06 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2007)02—0202一03

Effect of nano—-grinding on dissolving·-out ratio of active constituents

from Panax notoginseng
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Key words：Panax notoginseng(Burk．)F．H．Chen；nano—grinding；ginsenoside Rbl；HPLC

三七为五加科植物三七Panax notoginseng

(Burk．)F．H．Chen的干燥根，具有活血化瘀、散瘀

定痛等功效，用于治疗心血管疾病。中药产生的药理

效应不能唯一地归功于该药特有的化学组成，还与

药物的物理状态密切相关。当颗粒尺寸小到一定程

度时，药效可能会发生突变。据此提出了纳米中药的

概念。目前，获得纳米中药的方法为高能球磨法[1“1

和超音速射流喷雾于燥法[5“]。本实验采用高速离心

剪切技术研究了三七纳米化，并观察了粉碎前后三

七颗粒显微结构的变化，采用HPLC法考察了三七

纳米化对其有效成分人参皂苷Rb。的影响。

1仪器与试剂

Micros--0高速离心剪切式超细粉碎仪(日本

奈良机械制作所)；Zeta PALS光散射粒度分析仪

(美国Brookhaven公司)；JSM--5610LV型扫描电

子显微镜、JEM一2000FXⅡ分析型透射电镜(日本

电子株式会社)；Agilent 1110高效液相色谱仪(美

国Agilent科技公司)。
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