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超滤法结合 rmiC测定抗 SMN合剂中黄芩苷、绿原酸在不同血浆中的蛋白
结合率

王  绚，许  静，张  永G

南京医科大学附属儿童医院，江苏=南京= = ONMMMU=

摘  要：目的  超滤法结合超高效液相色谱（rmiC）法同时检测抗 SMN合剂中 O种指标性成分——黄芩苷、绿原酸体外血

浆蛋白结合率。方法  建立 rmiC法同时测定牛血清白蛋白（_pA）、大鼠空白血浆和正常人空白血浆超滤液中的黄芩苷、

绿原酸含量，进行专属性、精密度、准确度、稳定性、超滤膜回收率等方法学考察；配制黄芩苷质量浓度分别为 OUKO、NQNKM、
OUOKM=mgLi，绿原酸质量浓度为 SKQM、POKM、SQKM=mgLi的抗 SMN合剂溶液，分别与 _pA溶液、大鼠空白血浆、人空白血浆

混匀后，置于 PT=℃水浴温育 Q=Ü，于超滤离心管中 NM=MMM=rLmán离心 OM=mán，取超滤液 NM=μi注入 rmiC分析测定，计算超

滤液中黄芩苷和绿原酸浓度及血浆蛋白结合率。结果  建立的 rmiC 法专属性、精密度、准确度、稳定性、超滤膜回收率

均良好，能够满足定量分析测试要求；黄芩苷与 _pA、大鼠空白血浆和正常人空白血浆的蛋白结合率分别为（TPKTM±NKSR）B、

（UOKTO±NKSQ）B、（UTKPP±NKUQ）B，绿原酸与 P 种血浆的蛋白结合率分别为（SSKTU±NKVN）B、（TQKNU±OKMN）B、= = =
（TUKRQ±OKVT）B，无浓度相关性，两成分与 _pA溶液蛋白结合率显著低于与大鼠空白血浆、人空白血浆结合率（m＜MKMR）。
结论  抗 SMN合剂中的黄芩苷、绿原酸与不同种属血浆均有较高的蛋白结合率，在考察范围内无浓度相关性，归类于中速处

置类药物，体内消除情况与其血浆蛋白结合率可能密切相关。
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抗 SMN合剂是经江苏省药品监督管理局批准临

床使用的南京市儿童医院经典自制制剂，由金银花、

黄芩、大黄、黄柏、板蓝根五味药精制而成，具有

清热解毒、抗病毒的功效，既清上焦之火，亦泻下

焦之火，临床上可用于病毒性感冒、扁桃腺炎、腮

腺炎、急性支气管炎等，为我院的明星产品，深受

患儿欢迎。其中，指标性成分之一的黄芩苷具有抗

病毒、抗菌、抑制炎症反应、利尿、抗癌等作用xNz；

另一指标性成分绿原酸是金银花的主要有效成分，

又名咖啡鞣酸，为某些药材和中成药抗菌解毒、消

炎利胆的主要药效物质，也是众多中药制剂质量控

制的重要指标，被称为国际公认的“植物黄金”xOz。

此外，制剂中还含有小檗碱、大黄酸等有效成分，

协同作用共同发挥药效。

药物的血浆蛋白结合率是药动学的重要参数之

一，影响药物在体内的分布、代谢、排泄等的速率，

从而间接影响药物在体内的作用强度及时间，并且往

往与药物的作用机制以及药物的相互作用密切相关，

对新药研发及指导临床用药具有重要意义xPJQz。抗 SMN
合剂具有较高的临床应用价值，但其主要成分的血浆

蛋白结合率研究尚未见报道。本研究采用超滤法模拟

抗 SMN 合剂在机体内以可能的浓度与血浆结合的过

程，超高效液相色谱（rmiC）法测定黄芩苷及绿原

酸在牛血清白蛋白（_pA）、大鼠血浆和正常人血浆

中的蛋白结合率，为后期药物临床评价及应用奠定基

础，也为中药制剂的进一步开发提供理论依据。

N= =材料=
NKN= =主要仪器=

rmiC系统（t~ters=ACnrfqv=rmiC=system，
t~ters=bméoïer=OKM工作站）；AdJOUR电子天平（瑞

典 jbqqibo 公司）；hnJRMMb 型（昆山市超声仪

器有限公司）；qdiJNSd 型高速离心机（上海安亭

科学仪器厂）；teJP微型涡旋混合仪（上海市沪西

分析仪器厂有限公司）；超滤离心管（截留相对分子

质量 N×NMQ，美国jáääáéore公司）。=
NKO= =药物及主要试剂=

抗 SMN 合剂（南京市儿童医院制备，批号

NSMPMN，绿原酸平均质量浓度为 MKPR=mgLmi，黄芩

苷平均含量为 NKRQ=mgLmixRz）；黄芩苷对照品（批号

NNMTNRJOMNPNU ）、 绿 原 酸 对 照 品 （ 批 号

NNMTRPJOMNPNQ），均购自中国食品药品检定研究院；

大鼠空白血浆（南京中医药大学实验动物中心）；

_pA（págm~公司）；健康人空白血浆（南京市儿童

医院）；甲醇、甲酸（色谱纯）；超纯水；其他试剂

为分析纯。

O= =方法与结果=
OKN= =色谱条件xRz=

色谱柱为 t~ters= ACnrfqv= rmiC= epp= qP=
coäumn（NMM=mm×OKN=mm，NKU=μm），流动相 A为

MKPB甲酸水，流动相 _为甲醇，按表 N中程序梯度

洗脱，柱温 QM=℃；检测波长 OUM= nm；体积流量= =
MKP=miLmán；进样量 NM=μi。=

表 N= =流动相梯度洗脱程序=

q~ble=N= = clow=ph~se=gr~dient=elution=progr~m=

时间Lmán= 流动相 ALB= 流动相 _LB=
M～O= UR= NR=
O～T= 85→40= 15→60=
T～NM= 40→10= 60→90=
NM～NO= NM= VM=
NO~NP= 10→85= 90→15=

OKO= =溶液的配制=
OKOKN= =对照品溶液= =精密称取干燥至恒重的黄芩

苷、绿原酸对照品适量，甲醇定容制成黄芩苷及绿

原酸质量浓度分别为 OKUO、MKSQ= gLi的混合溶液，

备用。

OKOKO= = 供试品溶液 = = 精密量取抗 SMN 合剂样品= = = =
R= mi 至 NMM= mi 量瓶中，RMB甲醇溶解后超声 PM=
mán，稀释至刻度，摇匀后 NM=MMM=rLmán离心 R=mán，
取上清液。

OKOKP= = _pA 蛋白溶液= =以 ée= TKQ 的等渗磷酸缓冲

液（m_p）溶解，配制成 QM=gLi的 _pA溶液，置于

Q=℃冰箱冷藏备用。=
OKP= =方法学考察=
OKPKN= =专属性考察= =取 _pA溶液、大鼠空白血浆、



= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 R期= = OMNU年 R月=• TVS=•=

人空白血浆各 RMM= μi，置于 PT=℃水浴中温育 Q= Ü
后置于超滤管超滤膜上，NM=MMM=rLmán离心 OM=mán，
分别得超滤液；分别对各超滤液、超滤液H对照品L
供试品进样 NM=μi测定分析。在“OKN”项色谱条件

下，黄芩苷、绿原酸分离良好，无杂质干扰，具有

较高的专属性，分析条件可行，色谱图见图 N。=
OKPKO= =标准曲线的制备= =精密吸取黄芩苷、绿原酸

对照品溶液适量，m_p 倍比稀释配制成黄芩苷系列

质量浓度为 OKUO、RKSQ、NQKN、OUKO、RSKQ、OUOKM、
RSQKM=mgLi，绿原酸系列浓度为 MKSQ、NKOU、PKO、SKQ、
NOKU、SQKM、NOUKM= mgLi的混标溶液，进样 NM= μi。
以各成分质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标作线

性回归，黄芩苷、绿原酸标准曲线方程分别为：v＝
OV=VNOu－O=NUT，r＝MKVVV=V；v＝NO=NRTu＋N=VVU，
r＝MKVVV= V，表明黄芩苷在 OKUO～RSQKM=mgLi，绿原

酸在 MKSQ～NOUKM=mgLi范围内呈良好的线性关系。=

AJ=_pA超滤液；_J_pA超滤液H对照品；CJ_pA超滤液H供试品；aJ大鼠空白血浆超滤液；bJ大鼠空白血浆超滤液H对照品；cJ大鼠空白血浆

超滤液H供试品；dJ人空白血浆超滤液；eJ人空白血浆超滤液H对照品；fJ人空白血浆超滤液H供试品；NJ绿原酸；OJ黄芩苷=

AJ=_pA=uätr~fáätr~táonX=_J_pA=uätr~fáätr~táon=H=referenceX=CJ_pA=uätr~fáätr~táon=H=trá~ä=éroductsX=aJ=r~t=bä~nk=éä~sm~=uätr~fáätr~táonX=bJ=r~t=bä~nk=éä~sm~=
uätr~fáätr~táon=H=referenceX=cJ= r~t=bä~nk=éä~sm~=uätr~fáätr~táon=H= trá~ä=éroductsX=dJ=Üum~n=bä~nk=éä~sm~=uätr~fáätr~táonX=eJ=bä~nk=éä~sm~=uätr~fáätr~táon=H=
referenceX=fJ=Üum~n=bä~nk=éä~sm~=uätr~fáätr~táon=H=trá~ä=éroductsX=N=J=cÜäorogenác=~cádX=O=J=b~ác~äán=

图 N= =各样品 rmiC色谱图=
cigK=N= = rmiC=chrom~togr~phy=of=s~mples=

OKPKP= =精密度及准确度试验= =取 m_p配制低、中、

高 P 个质量浓度分别为 RKSQ、RSKQ、OUOKM= mgLi
的黄芩苷及 NKOU、NOKU、SQKM=mgLi的绿原酸质控

样品，N=d内分别测定 R次，连续测定 R=d，分别

考察精密度、准确度。结果显示，黄芩苷的日内

及日间 opa 分别为 OKUVB和 NKPQB，准确度为

（NMOKT±OKSO）B。绿原酸的日内及日间 opa 分

别为 OKOMB和 PKROB，准确度为（VUKRP±OKNQ）B。

表明方法精密度及准确度良好，符合生物样本分

析方法的要求。

OKPKQ= =稳定性试验= =分别考察质控样品于室温保

存 M、Q、U、NO、OQ=Ü和－OM=℃冷藏保存 M、N、O、
Q=d的稳定性，结果样品 opa均＜UB，表明低、中、

高浓度的质控样品在室温 OQ=Ü内和－OM=℃冷藏 Q=d
均稳定。

OKPKR= =超滤膜回收率考察= =取 m_p 配制黄芩苷质量

浓度为 RKSQ、RSKQ、OUOKM= mgLi，绿原酸质量浓度为

NKOU、NOKU、SQKM=mgLi的低、中、高 P个浓度的混合

溶液各 PMM=μi置于超滤管超滤膜上，NM=MMM=rLmán离
心 OM=mán，取超滤液各 NM=μi进样测定，与混合溶

M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM=

tLmán=

A= _= C=

a= b= c=

d= e= f=

N=

O=

M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM= M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM=

M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM= M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM= M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM=

M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM= M= = = = = O= = = = = Q= = = = S= = = = = U= = = = NM= M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM=

O=

N=

O=

N= N=

O=

O=

N= N=

O=
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液峰面积对比计算回收率。结果显示，超滤膜的回

收率为 VSKUB～NMNKVB，表明超滤膜对抗 SMN合剂

中的黄芩苷及绿原酸无特异性吸附。

OKQ= =血浆蛋白结合率实验=
经前期 rmiC法测定，抗 SMN合剂中绿原酸平

均质量浓度为 MKPR=mgLmi，黄芩苷平均质量浓度为

NKRQ= mgLmixRz。精密吸取抗 SMN合剂供试品储备液

适量，加 ée=TKQ磷酸盐缓冲液稀释至刻度，分别得

到黄芩苷质量浓度分别为 OUKO、NQNKM、OUOKM=mgLi，
绿原酸质量浓度为 SKQM、POKM、SQKM=mgLi的抗 SMN

合剂样品溶液。精密吸取 P个浓度的样品溶液 PM=μi
于 bééendorf离心管中，分别加入 _pA溶液、大鼠

空白血浆、人空白血浆各 RTM=μi（每种浓度平行 R
份），涡旋混合均匀 PM=s后，置于 PT=℃水浴温育 Q=
Ü，移取 RMM=μi含药血浆于超滤离心管中，离心机

中 NM=MMM=rLmán离心 OM=mán，取超滤液 N0 μi注入

rmiC 分析测定，计算超滤液中黄芩苷和绿原酸浓

度及血浆蛋白结合率，结果见表 N。=
血浆蛋白结合率＝（血浆药物总浓度 Ct－超滤液中药物

浓度 Cf）L血浆药物总浓度 Ct=

表 N= = BpA溶液、大鼠空白血浆、人空白血浆中抗 SMN合剂黄芩苷、绿原酸的血浆蛋白结合率（ x±sI=n ==R）=
q~ble=N= = mrotein=binding=r~tes=of=b~ic~lin=~nd=chlorogenic=~cid=of=AntiJSMN=jixture=in=BpAI=r~t=pl~sm~=~nd=hum~n=pl~sm~=E x±

sI=n ==RF

组别 质量浓度LEmg·i−NF=
血浆蛋白结合率LB=

_pA溶液= 大鼠空白血浆 人空白血浆

黄芩苷 NKQN= TPKNU=–OKPO= UMKPQ=–NKVR= UTKOM=–PKMN=
TKMR= TQKRP–NKTS= UQKSO–NKQR= USKNN–NKSQ=
NQKN= TPKQP–MKQU= UPKON–NKRS= UUKSV–MKUV=
平均 TPKTM–NKSRG= UOKTO–NKSQ= UTKPP–NKUQ=

绿原酸 MKPO= SUKVR–NKMT= TRKPN–OKTU= TVKQP–PKST=
NKSM= SSKPS–NKVU= TQKUT–OKTR= TTKOU–PKMT 
PKOM= SRKMQ–OKSV= TOKPU–MKRN= TUKVN–OKOM=
平均 SSKTU–NKVNG= TQKNU–OKMN= TUKRQ–OKVT=

与大鼠血浆组、人血浆组比较：Gm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR=vs=r~t=éä~sm~=groué=~nd=Üum~n=éä~sm~=groué=

数据经 pmpp= NVKM软件进行方差分析，结果表

明，抗 SMN合剂中黄芩苷、绿原酸低、中、高质量

浓度的血浆蛋白结合率之间无显著性差异；与 _pA
溶液、大鼠空白血浆、人空白血浆的蛋白结合率比

较为：人＞大鼠＞_pA，与 _pA溶液蛋白结合率显

著低于与大鼠空白血浆、人空白血浆结合率，差异

显著（m＜MKMR）。=
P=  讨论

血浆蛋白结合率的测定方法有平衡透析法、超

滤法、微透析法及高效前沿色谱法等，其中前 O种
方法较为常用xSJTz。平衡透析法操作简单，但透析平

衡时间较长，可能会引起药物与蛋白的降解，且易

受血浆和缓冲液 ée、dábbsJaonn~n 效应、透析膜

非特异性的表面吸附等因素的影响。超滤法简便快

速，减少了非特异性设备表面的吸附，缩短了平衡

时间，加速了待测样品的溶解时间，离心通常仅需

十几分钟至数十分钟，即可收集到足够供测定的血

浆超滤液，尤其适合于游离血药浓度的测定xUz。=

本实验采用 PT=℃为温育温度以模仿人体正常

体温并考察温育时间的差异，通过预试验对不同时

间点 _pA、大鼠和人血浆的取样分析，确定抗 SMN
合剂与蛋白温育 Q= Ü已达到结合平衡，且血浆或缓

冲液中药物在考察时间内稳定性良好。依据超滤液

体积与超滤前总体积之比以 MKP～MKS为宜（避免蛋

白质溶液因超滤而过分浓缩，引起药物与蛋白结合

常数变化）及超滤速度不宜过大（一般为 P=MMM～
NM=MMM=rLmán，过大易导致超滤膜破损、样品泄漏）

的标准xVz，最终确定蛋白质溶液经 NM=MMM=rLmán超滤

OM=mán，即可保证结果的准确性。=
药物蛋白结合率为药物临床评价不可缺少的指

标。稳定的血浆蛋白结合率，使游离型药物浓度保

持相对稳定，有利于药效的持续充分发挥。血浆中

与药物相结合的血浆蛋白主要是 αJ酸性糖蛋白、脂

蛋白和白蛋白，其中白蛋白含量最高（正常值 PR～
RR=gLi），且白蛋白主要与有机酸类药物结合xNNz。实

验结果表明，在涵盖临床给药质量浓度的范围内，
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抗 SMN合剂中黄芩苷与 _pA溶液、大鼠空白血浆、

正常人空白血浆的蛋白结合率分别为（TPKTM±
NKSR）B、（UOKTO±NKSQ）B、（UTKPP±NKUQ）B，绿

原酸与 _pA溶液、大鼠空白血浆、空白人血浆的蛋

白结合率分别为（SSKTU±NKVN）B、（TQKNU±OKMN）B、

（TUKRQ±OKVT）B，无质量浓度相关性，但不同种属

血浆间存在差异，可能与血浆或血清所含蛋白成分

组成或含量不同及结合位点不同有关xNMz。本文选取

的指标成分均为酚酸类化合物，因结构不同，其蛋

白结合率亦有差异。黄芩苷和绿原酸与 _pA、大鼠

血浆、正常人血浆结合较紧密，故推测抗 SMN合剂

归类于中速处置类药物，体内消除情况与其血浆蛋

白结合率可能密切相关xNOz。文献研究xNPJNRz表明，绿

原酸多与血清白蛋白的 páte= f结合，提示抗 SMN合
剂在临床应用时易受患者病理状态或其他药物合用

的影响，应注意配伍用药的安全性，如药物与血浆

蛋白结合的竞争性置换作用可能引发的不良反应。

本实验首次采用超滤法结合rmiC法测定并比

较了抗 SMN合剂黄芩苷和绿原酸在不同种属血浆中

的蛋白结合率，为后期药效和药代相关性分析奠定

基础，也为制剂的进一步开发和临床应用提供理论

依据。rmiC法较 emiC法运行时间大大缩短，具

有高分离度和高灵敏度，且多组分的血浆蛋白结合

率测定更能全面反映药物与血浆蛋白结合的相互作

用。本研究有利于预测抗 SMN合剂以有效部位或有

效提取物形式给药后多成分协同作用的体内过程和

作用机制，对临床安全合理用药具有较为重要的指

导意义。后期可对血浆种属差异及抗 SMN合剂多个

成分之间是否存在血浆蛋白结合相互作用等方面进

行更深入的探讨。
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