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银杏叶总黄酮及其水解物静脉注射给药后在大鼠体内的药动学研究

冯小龙 ,王 　伟 ,张兰桐 3

(河北医科大学药学院 药物分析教研室 ,河北 石家庄 　050017)

摘 　要 :目的 　研究银杏叶提取物中黄酮类成分及其水解物大鼠尾 iv 给药后的药动学差异 ,同时研究内酯类成分
对黄酮类成分药动学的影响。方法 　以高效液相色谱法测定血浆中槲皮素、山柰素和异鼠李素 ,用 3p97 软件进行
药动学参数的计算。结果 　槲皮素药动学符合二房室模型 ,山柰素和异鼠李素的药动学符合非房室模型。银杏水
解物中槲皮素的 t1/ 2比银杏叶提取物中槲皮素的 t1/ 2短 ,与水解物相比提取物的相对生物利用度低 ,水解物中异鼠
李素的相对生物利用度高。结论 　银杏黄酮糖苷在大鼠体内转化为黄酮苷元的量较少 ,苷元的相对生物利用度较
高 ;内酯对黄酮的代谢无明显影响。
关键词 :银杏 ;槲皮素 ;山柰素 ;异鼠李素 ;药动学
中图分类号 :R286102 　　　文献标识码 :A 　　　文章编号 :025322670 (2009) 0921402205

　　银杏叶提取物的主要活性成分是黄酮类和萜内

酯类化合物。黄酮类主要是由山柰酚、槲皮素和异

鼠李素等的糖苷组成。研究表明 ,黄酮苷元的生物

活性明显优于糖苷[1 ] ,糖苷与苷元的体内过程有较

大差异且不同苷元间可相互转化[2 ,3 ] 。银杏黄酮类

成分药动学研究需对血浆样品进行水解后测定苷

元 ,操作复杂 ,因水解后部分苷元的代谢产物转化为

相应的苷元 ,测得的苷元量不准确[4 ] 。本实验旨在

建立简易的同时测定血浆中槲皮素、山柰素和异鼠

李素苷元的 HPL C 方法 ,比较大鼠尾静脉注射银杏

叶提取物及其水解物后槲皮素、山柰素和异鼠李素

药动学的差异 ,为银杏叶提取物制剂的进一步开发

提供理论依据。

1 　仪器与材料

　　Agilent1200 高效液相色谱仪 ; XW —80A 旋涡

混合器 (上海医科大学仪器厂) ,L G16 —W 高速离

心机 (北京医用离心机厂) 。

　　槲皮素 (批号 1000812200406) 、山柰素 (批号

1108612200405)和异鼠李素 (批号 1108602200406)

对照品均购自中国药品生物制品检定所 ;甲醇 (色谱

纯) ;银杏叶提取物由山东仁和制药有限公司提供。

　　Wistar 大鼠 ,雄性 ,200～250 g ,由河北医科大

学实验动物中心提供 , 合格证号 : SCXK(冀) 20072
12003。

2 　方法与结果

211 　样品的制备

21111 　银杏叶提取物的制备 :按《中国药典》2005

年版一部制备。

21112 　银杏叶水解物的制备 :取银杏叶提取物样品

溶解于水解液 25 %盐酸2甲醇 (1 ∶4) 中 ,80 ℃加热

回流 30 min ,迅速冷至室温 ,每次用 1/ 2 体积乙醚2
丙酮 (15 ∶1)萃取 ,共 3 次 ,合并有机相并减压蒸干

即得。

21113 　无内酯银杏叶提取物的制备 :取银杏叶提取

物适量溶解于 60 ℃水中 ,每次用 1/ 2 体积醋酸乙酯

萃取 ,共 3 次 ,除去内酯类成分 ;水相减压分离水中

溶解的醋酸乙酯后 ,用 1/ 2 体积正丁醇萃取 ,共 4

次 ,合并正丁醇相并减压蒸干即得银杏总黄酮。

21114 　无内酯银杏叶水解物的制备 :取银杏总黄酮

(去除萜内酯)样品按“银杏叶水解物的制备”的方法

制备 ,即得。

212 　给药剂量的确定 :4 个样品和槲皮素、山柰素、

异鼠李素对照品均用丙二醇、乙醇和水组成的复合

溶剂配制成适当质量浓度的溶液 ,经 0122μm 微孔
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滤膜滤过除菌 ,分别测定苷元和内酯 ,尾静脉 iv 给

药 ,给药体积 014 mL/ 100 g ,样品中 3 种苷元和内

酯的给药量见表 1。可见无内酯银杏叶提取物和无

内酯银杏叶水解物中内酯的量远低于银杏叶提取物

和银杏叶水解物样品中的量。
表 1 　样品中各苷元的给药剂量

Table 1 　Dose of quercetin , kaempferol , and isorhamnetin

in different samples

样　品
剂量/ (mg ·kg - 1)

槲皮素 山柰素 异鼠李素 总苷元 总内酯

银杏叶提取物　　　 6100 5104 1136 121 40 71 90

银杏叶水解物　　　 7108 4148 0184 121 40 71 26

无内酯银杏叶提取物 6156 4164 1124 121 44 01 57

无内酯银杏叶水解物 6164 4164 1112 121 40 01 42

槲皮素　　　　　　 6100

山柰素　　　　　　 4180

异鼠李素　　　　　 1120

213 　血浆中槲皮素、山柰素和异鼠李素测定方法的

建立

21311 　色谱条件 : Alltech Brava BDS C18 色谱柱

(250 mm ×416 mm , 5μm) ;流动相 :甲醇2015 %磷

酸液 (55 ∶45) ;柱温 :30 ℃;体积流量 :1 mL/ min。

21312 　对照品贮备液的制备 :精密称取槲皮素、山

柰素和异鼠李素对照品各 510 mg ,置 25 mL 量瓶

中 ,加入甲醇溶解并稀释至刻度 ,摇匀 ,即得。

21313 　血浆样品的处理 :取大鼠血浆 100μL ,加入

200μL 25 %盐酸2甲醇 (1 ∶4) ,涡旋 1 min ,12 000

r/ min 离心 10 min ,即得。高浓度点以空白血浆适

当稀释后再按此方法处理。

21314 　方法的专属性 :取大鼠空白血浆 011mL ,按

“血浆样品的处理”依法操作 ,进样 100μL ,得色谱

图 ;将一定质量浓度对照品贮备液加入空白血浆 ,依

同法操作 ,得色谱图 ;取 iv 给药后的大鼠血浆样品 ,

依同法操作 ,得色谱图 ,见图 1。可见槲皮素、山柰

素和异鼠李素的保留时间分别为 715、1115、1216

min ,空白血浆中内源性物质及样品的代谢产物均

不干扰测定。

21315 　标准曲线的制备 :取空白血浆 011 mL ,加含

槲皮素、山柰素和异鼠李素的对照品贮备液 ,配制成

质量浓度为 10、25、75、200、500、1 000、2 000 ng/ mL

的样品 ,按血浆样品的处理项下方法依法操作 ,进样

100μL ,记录色谱图。以待测物质量浓度为横坐标 ,

峰面积为纵坐标 ,用加权最小二乘法进行回归运算 ,

求得标准曲线回归方程 ,分别为槲皮素 : Y = 01212 5

X - 01216 6 ( r = 01999 7) ;山柰素 : Y = 01163 9 X +

01278 6 ( r = 01999 7) ;异鼠李素 : Y = 01160 7 X +

t/ min

12槲皮素　22山柰素　32异鼠李素

12quercetin 　22kaempferol 　32isorhamnetin

图 1 　空白血浆( A) 、空白血浆加对照品( B)和血浆样品

( C)色谱图

Fig11 　Chromatograms of blank plasma ( A) , blank

plasma spiked with quercetin , kaempferol ,

and isorhamnetin ( B) , and plasma sample ( C)

01227 3 ( r = 01999 3) ;线性范围均为 10～ 2 000

ng/ mL 。定量下限为 10 ng/ mL 。

21316 　精密度和准确度试验 :取空白血浆 011 mL ,

按标准曲线的制备项下方法配制含槲皮素、山柰素

和异鼠李素分别为 25、200、1 000 ng/ mL 样品 ,各 6

个样本 ,连续测定 3 d ,并与标准曲线同时进行 ,计算

样品的测得质量浓度 ,与配制质量浓度对照 ,求得本

法的精密度和准确度。结果各样品测定方法的日

内、日间精密度 RSD 为 1186 %～5137 %、1143 %～

5196 % ,准确度为 - 7185 %～2121 %。

21317 　稳定性试验 :取空白血浆 011 mL ,按标准曲

线的制备项下方法配制含槲皮素、山柰素和异鼠李

素分别为 25、1 000 ng/ mL 的样品 ,3 个样本 ,经 2

次冷冻2解冻循环 ( RSD 为 ±612 %) ,室温放置 4 h

(RSD 为 ±410 %)及按血浆样品处理方法处理后室

温放置 4、12 h ( RSD 为 ±710 %)均稳定。

21318 　样品提取回收率试验 :含槲皮素、山柰素和

异鼠李素分别为 25、200、1 000 ng/ mL 血浆样品提

取回收率分别为 9414 %、9118 %、9317 %、9216 %、

9213 %、9418 %、9814 %、9817 %、10011 % , RSD 分

别为 319 %、416 %、218 %、217 %、118 %、016 %、

215 %、311 %、218 %( n = 6) 。

214 　血样采集 :取大鼠 35 只 ,随机分成 7 组 ,各组

分别按表 1 中样品尾 iv 给药 1214 mg/ kg (以 3 种苷

元总量计) (014 mL/ 100g ) ,于给药后 0102、0105、

0108、0117、0133、0167、110、210、41 0、810、1210、

2410 h 从眼底静脉丛取血 015 mL ,置肝素钠抗凝处

理过并加入 1 mg/ mL 抗坏血酸溶液 5μL 的试管

中[5 ] ,3 000 r/ min 离心 10 min ,转移血浆 ,置 - 20

℃保存待测。

215 　数据处理 :采用 3p97 软件计算药动学参数。

相对生物利用度 F = AUC 样品 ×D 对照品/ (AUC

对照品 ×D 样品) ×100 %。
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216 　药动学结果 :大鼠尾 iv 给药后 ,样品中槲皮素

的药时曲线 (图 2) 符合二房室模型 ,药动学参数见

表 2 ,山柰素 (图 3)和异鼠李素 (图 4) 药时曲线不符

合房室模型 ,用非室分析法 ,统计矩参数见表 3。

　　可见以苷元成分为主的银杏叶水解物和无内酯

银杏叶水解物样品中的槲皮素在大鼠体内的平均滞

留时间较短 ,而以糖苷成分为主的银杏叶提取物和无

内酯银杏叶提取物中的槲皮素在大鼠体内的 t1/ 2β较

长 ;山柰素和异鼠李素的苷元和糖苷之间在大鼠体内

的平均滞留时间相差较小。表明槲皮素糖苷在体内

的消除较慢 ,而苷元消除较快。可见 ,槲皮素苷元注

射给药后很快转化为其甲基化形式异鼠李素 (图 5) 。

t/ h

图 2 　大鼠 iv 槲皮素、银杏叶提取物、银杏叶水解物、无内

酯银杏叶提取物和无内酯银杏叶水解物后槲皮素

的平均药2时曲线( x ±s , n = 5)

Fig12 　Mean plasma concentration2time curve of quercetin

in various sample after iv administration to rats

( x ±s , n = 5)

表 2 　各样品大鼠 iv 给药后槲皮素的药动学参数( x ±s , n = 5)

Table 2 　Pharmacokinetic parameters of quercetin in various samples after iv administration to rats ( x ±s , n = 5)

参　数 单　位 槲皮素 银杏叶提取物 无内酯银杏叶提取物 银杏叶水解物 无内酯银杏叶水解物

t1/ 2α h 01 13 ±01 050 0121 ±01 110 01 04 ±01020 01 80 ±01210 0165 ±01060
t1/ 2β h 71 84 ±11 020 14118 ±21 380 121 06 ±01710 81 98 ±11570 7198 ±01720
AUC μg ·h ·mL - 1 111814 ±01 696 11048 ±01 141 11069 ±01097 101 832 ±01898 111 123 ±01674
K21 01627 ±01 208 01545 ±01 308 21072 ±01470 01 185 ±01044 01 178 ±01024
K10 01930 ±01 311 01449 ±01 105 01605 ±01155 01 404 ±01101 01 531 ±01042
K12 51260 ±31 215 31996 ±21 898 191597 ±61932 01 432 ±01167 01 454 ±01064
Cl/ F L ·h ·kg - 1 01510 ±01 029 141887 ±41 647 61186 ±01586 01 925 ±01077 01 599 ±01036
V d/ F L ·kg - 1 01598 ±01 163 51578 ±11 708 111572 ±51366 21 424 ±01535 11 138 ±01147

表 3 　大鼠尾 iv 各样品给药后山柰素和异鼠李素的药动学统计矩参数( x ±s , n = 5)

Table 3 　Pharmacokinetic moment parameters of kaempferol and isorhamnetin in various samples

after iv administration to rats ( x ±s , n = 5)

样　品 给药剂量/ (mg ·kg - 1) AUC (0～ t) / (μg ·h ·mL - 1) AUC (0～∞) / (μg ·h ·mL - 1) MR T/ h

山柰素　　　　　　 3150 1271596 ±161 734 1661789 ±211100 7188 ±0118
银杏叶提取物　　　 4120 31441 ± 01 797 41923 ± 11644 8168 ±0132
无内酯银杏叶提取物 4164 51250 ± 11 083 61899 ± 21310 8131 ±1157
银杏叶水解物　　　 3130 1101832 ±161 869 1411824 ±221539 8122 ±0114
无内酯银杏叶水解物 4164 1121790 ±231 520 1441191 ±361132 7182 ±0120
异鼠李素　　　　　 1100 71223 ± 01 796 101613 ± 21092 8191 ±0114
银杏叶提取物　　　 1110 01861 ± 01 292 11080 ± 01686 7159 ±0127
无内酯银杏叶提取物 1124 11227 ± 01 054 11635 ± 01198 7132 ±0135
银杏叶水解物　　　 1100 371740 ± 31 670 451530 ± 31984 7178 ±0120
无内酯银杏叶水解物 1112 371712 ± 51 860 451886 ± 91410 7157 ±0120
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t/ h

图 5 　大鼠 iv 槲皮素后血浆中槲皮素及其代谢产物异鼠

李素的平均药2时曲线( x ±s , n = 5)

Fig15 　Mean plasma concentration2time curve of quercetin

and its metabolite ( isorhamnetin) after iv admi2

nistration to rats ( x ±s , n = 5)

217 　槲皮素、山柰素和异鼠李素相对生物利用度 :

为便于比较 ,分别以槲皮素、山柰素和异鼠李素对照

品给药组为对照 ,计算其他 4 个样品中 3 种苷元的

相对生物利用度 ,结果见表 4。可见以苷元为主要

成分的银杏叶水解物和无内酯银杏叶水解物中的槲

皮素和山柰素的相对生物利用度与对照品相差较

少 ,而异鼠李素的相对生物利用度高于对照品 ;而以

糖苷为主要成分的银杏叶提取物和无内酯银杏叶提

取物中的 3 种成分的相对生物利用度仅为对照品的

10 %左右。结果表明 ,以糖苷为主要成分的银杏叶

提取物和无内酯银杏叶提取物在体内仅有少部分转

化为苷元。内酯类成分对黄酮类成分在大鼠体内药

动学过程无明显影响。
表 4 　大鼠 iv 给药后槲皮素、山柰素和异鼠李素的相对生物

利用度

Table 4 　Bioavailabilty of quercetin , kaempferol , and

isorhamnetin after iv administration to rats

样　品
相对生物利用度/ %

槲皮素 山柰素 异鼠李素

对照品　　　　　　 10010 10010 10010

银杏叶提取物　　　 910 218 910

银杏叶水解物　　　 7215 9111 61218

无内酯银杏叶提取物 718 413 1419

无内酯银杏叶水解物 8311 8914 46312

3 　讨论

　　肝脏作为机体各种物质的主要代谢器官 ,在黄

酮类的代谢过程中可能发挥重要作用。比较槲皮素

在血和肝脏中的代谢产物 ,发现肝中槲皮素浓度较

低 ,并且同血中一样存在较多的甲基化形式 (异鼠李

素) [6 ] 。本实验中发现 ,槲皮素苷元在体内可转化为

异鼠李素 ,以苷元为主要成分的银杏叶水解物和无

内酯银杏叶水解物样品中的异鼠李素的相对生物利

用度分别比对照品异鼠李素高 6113、4163 倍 ,可能

是由于槲皮素在体内转化为异鼠李素所引起。

Lambert 等从猪肝脏细胞中纯化出β2葡萄糖苷酶 ,

发现其可以使某些槲皮素葡萄糖苷 (如槲皮素24’葡

萄糖)脱糖基 ,但槲皮素23 葡萄糖、槲皮素23 ,4’葡萄

糖、芦丁等并不脱糖 ,槲皮素23 葡萄糖在一定程度

上还可以抑制槲皮素24’葡萄糖脱糖[7 ] ,表明体内的

脱糖苷酶对糖基的种类和取代位置可能有选择性。

本实验中发现 ,以糖苷为主要成分的银杏叶提取物

和无内酯银杏叶提取物样品中 3 种成分的相对生物

利用度仅有对照品的 10 %左右 ,表明糖苷类在大鼠

体内转化为苷元的比例较低 ,或者是仅有部分种类

的糖苷可转化为苷元。

　　本实验中使用的银杏叶水解物中 3 种苷元的比

例与银杏提取物中的不同 ,主要是因制备工艺引起

的 ,在给药时主要是使苷元总剂量一致 ,因此在给药

时并未对它们之间的比例进行校正。

　　用 H PL C 法同时测定槲皮素、山柰素和异鼠李

素的方法已有报道[ 8 ] ,实验发现 ,色谱柱对三者分离

度影响较大 ,尤其是山柰素与异鼠李素的极性相近 ,

试用了 Symtry2C18和 Diamonsil2C18 柱 ,山柰素和异

鼠李素的分离度较差 ,而 Alltech brava BDS 柱的分

离度高、保留时间短 ,同时流动相的条件简单。
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