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试验，可以得到各重金属的脱除率分别为55．2％、

59．2％、52．0％。表5的结果表明，超临界配合萃取

后橘红中的重金属量可达到FDA标准。

表4最佳工艺的萃取效果

Table 4 Extractive effects under optimum technics

3结论

在本实验中使用NaDDC作为超临界C0：萃取

橘红中重金属的配合剂，研究了压力、温度及配合剂

用量对重金属萃取效率的影响。采用L。(34)正交表

设计试验，确定了最佳萃取条件，萃取后的药材中重

金属的量显著下降，为降低中药材中重金属开辟了

一条新的思路和研究方法。通过实验研究得到超临

界C0：萃取橘红中的重金属的较佳萃取条件为压

力25 MPa、温度60‘C、配合剂量2 g、萃取时间3 h；

压力对铜的萃取影响很大，随着压力增大，萃取率增

大；温度对各离子的萃取率影响都很大；萃取时间对

铜的萃取率影响较大，但对砷、铅的影响不明显。

就超临界CO：萃取中药中重金属，笔者认为今

后的工作应从以下两个方面入手：一是对配合萃取

本身的机制的研究，通过选用适宜的配合剂与改性

剂，取得更多的热力学与动力学数据，建立超临界流

体萃取重金属的理论模型；二是对样品的研究，从重

金属形态与基体的角度进行研究，一方面可以提高
萃取的选择性与效率，一方面可以在保持中药有效

药性的前提下，将有毒重金属萃出，降低其量，才能

使配合萃取重金属的科研有意义。
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肠内菌群对积雪草苷的代谢转化研究
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摘要：目的通过离体、在体实验研究大鼠肠道内菌群对积雪草苷的代谢作用，并确定代谢产物的化学结构。方

法将积雪草苷加入大鼠肠内细菌的菌酶溶液中，温孵一定时间后，以TLC和LC—MS法检测体外实验代谢产物，

LC—MS法检测在体实验大鼠尿、血中的代谢产物。结果发现了3个积雪草苷的代谢产物，鉴定了代谢产物的结

构。结论积雪草苷可被大鼠肠内菌群代谢，原形物和代谢产物均为吸收入血成分。
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主要活性成分，可刺激成纤维细胞的胶原合成[1]，临

床用于促进创伤愈合跚、治疗麻风病E3]和溃疡‘“。笔

者发现积雪草苷有其他显著在体药理活性，但其口

服生物利用度很低。因此用离体方法研究大鼠肠道

菌群对积雪草苷的代谢作用，并检测积雪草苷口服

后吸收入血的成分，以期阐明其发挥药效的物质

基础。

1实验材料

SD雄性大鼠(200～250 g)购自军事医学科学

院实验动物中心，清洁级。积雪草苷(Fluka，质量分

数≥98．5％)。

Waters 2695高效液相色谱仪，Waters 2487

UV检测器；Finnigan MAT公司LCQ液相色谱一电

喷雾质谱仪；Shiseido Capcell pak C18反相色谱柱

(150 mm×4．6 mm，5弘m)；THZ～95型台式恒温

振荡培养箱；固相萃取柱ASI SepedTM C。8／18(100、

500 mg)；Millipore超纯水系统。

色谱用硅胶GF254(青岛海洋化工有限公司)；

乙腈(Fisher Scientific)；考马斯亮蓝蛋白测定试剂

盒(南京建成生物工程研究所)；厌氧培养液E53[-37．5

mL A液(0．78％K2HP04)和37．5 mL B液

(0．47％ KzHP04， 1．18％ NaCl， 1．2％

(NH。)2S04，0．12％CaCl2，0．25％MgS04·H。O，

混匀，再加入0．5 g L一半胱氨酸，2 mL 25％L一抗坏

血酸，50 mL 8％Na：CO。，牛肉膏1 g，蛋白胨1 g，

营养琼脂1 g，加蒸馏水至1 L，最后调pH 7．5～

8．o]；人工胃液和人工肠液按《中国药典>>2005年版

配制。

2实验方法

2．1制备微生物粗酶悬浮液卟1

2．1．1厌氧菌株的活化：取一段大鼠的结肠，取出

新鲜粪便，按2 g：19 mL的比例加入厌氧培养液中

得肠菌培养液。在无菌条件下，从厌氧菌贮备液内取

出20扯L菌液，加到10 mL新的厌氧培养液中，然

后在37‘C厌氧培养24 h。

2．1．2厌氧菌株的预培养：在无菌条件下，从活化

的厌氧菌液中取出0．1 mL菌液，加入到10 mL新

的厌氧培养液，然后在37。C厌氧培养24 h。

2．1．3厌氧菌株的扩大培养：在无菌条件下，从预

培养的厌氧菌液中取出1 mL菌液，加到100 mL新

的厌氧培养液中，然后在37℃厌氧培养24 h，备用。

2．1．4微生物粗酶的提取：将扩大培养的厌氧菌液

在7 000 r／min、4℃条件下离心10 min；倾去上清

液，沉淀用0．9％NaCl溶液悬浮，然后在7 000

r／rain、4℃条件下再次离心10 min。弃去上清液，将

沉淀用21 mL 0．2 mol／L pH 7．0的磷酸盐缓冲液

悬浮，即得微生物粗酶的悬浮液。用Bladford法测

定微生物粗酶的蛋白质质量浓度为515．7 pg／mL。

2．2积雪草苷体外代谢产物的制备和提取：将微生

物粗酶的悬浮液分成两份，各10 mL，分别加入积雪

草苷使质量浓度为0．1 mg／mL，37‘C恒温培养箱

中振荡培养，于24、48 h取出后加入10 mL冷乙腈

终止反应。涡旋振荡30 S后以4 500 r／min离心3

min沉淀蛋白。N。吹去上清液中乙腈，剩余液体用

500 mg固相萃取柱萃取。甲醇洗脱液用N：吹干，然

后以流动相1 mL重建得样品，滤过后进LC—MS分

析。同时以温孵粗酶空白溶液和药物的磷酸盐缓冲

液(o．1 mg／mL)48 h作为对照。

2．3 LC—MS和TLC法检测条件

2．3．1色谱条件：检测波长为204 am，体积流量为

1 mL／min，柱温26。C，流动相A为乙腈，流动相B

为含10％乙腈的水溶液。梯度洗脱程序：0～25

min，A：12％一50％，B：88％—+50％；25～30 min，

A：50％，B：50％；30～40 min，A：50％—，12％，B：

50％～88％。

2．3．2质谱条件：负离子检出模式；喷雾电压4．5

kV，鞘气(N2)流速：50 arb；辅助气(He)：5 arb；毛细

管温度：320℃；毛细管电压：12 V；扫描范围300

1 200。

2．3．3 TLC法检测条件：硅胶板硅胶厚度约为

0．25 mm，展开溶剂系统为氯仿一甲醇一水(65：35：

10)；醋酐一浓硫酸一无水乙醇(1：1：10)显色。

2．4积雪草苷在人工胃液和人工肠液的稳定性考

察：精密称取积雪草苷1．0 mg，加入20弘L DMSO

溶解，与10 mL 37。C人工胃液充分混合，在0、1、2、

3、4 h点各取1 mL，以三氯醋酸沉淀蛋白，上清液用

100 mg固相萃取柱萃取，甲醇洗脱液挥干后以流动

相1 mL重建得样品，滤过后进HPLC分析。同法，

将积雪草苷与人工肠液共温孵，于0、4、8、12、24 h

取样1 mL，前处理后HPLC分析。以0 h组测得的

积雪草苷的量为100％，依据各组峰面积与0 h组的

峰面积之比求出经一段时间后未变化的积雪草苷占

原加入药物的比例。

2．5在体实验方法：大鼠于代谢笼中饲养7 d，适应

周围环境后收取空白尿液。禁食12 h，灌胃积雪草

苷，剂量为50 rag／(kg·d)，期间自由饮用糖盐水，

24 h内收集尿液。第2次给药后6 h用乙醚麻醉大

鼠，腹主动脉取血约5 mL，分离得血浆。血浆和尿液
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以等量10％三氯醋酸沉淀蛋白后用C。。固相萃取柱

萃取，收集甲醇洗脱液，挥干后以流动相溶解残渣，

滤过，取滤液进行LC—MS分析。

3实验结果

3．1 离体培养肠道菌对积雪草苷的代谢转化作用

3．1．1 TLC检测结果：见图1。薄层色谱检查结果

表明24 h后，除原形物外另外检出3个代谢物斑

点；48 h后，原形物不能用薄层色谱法检出，仍出现

3个代谢物斑点。

a一积雪草苷

b一积雪草酸

c一代谢产物(24 h)

d一代谢产物(48 h)

a—asiaticoside

b—asiatic acid

C-metabolites(24 h)

d—metabolites(48 h)

图1 积雪覃苷及其代谢严物的TLC图谱

Fig．1 TLC Chromatogram of asiaticoside

and its metabolites

3．1．2 I．C—MS检测结果：由于积雪草苷和其苷元

积雪草酸极性相差很大，为了得到满意的分离结果，

采用乙腈和含10％乙腈的水溶液为洗脱溶剂进行

梯度洗脱。见图2，检测30 min，积雪草苷各代谢产

物分离结果较好，与对照品对照可知10．66 min峰

为积雪草苷，25．08 min处为苷元积雪草酸。对样品

进行一级质谱全扫描，大部分产物在负离子模式下

响应较好。将积雪草苷置磷酸盐缓冲液温孵4 8h

OH

H

14．70

lO．62 B

』_。．r ．．【一i—J”
0 5 10 15 2U 25 30 U 5 10 15 2U 2， 30

t{rain

图2积雪草苷与大鼠肠道菌酶温孵24 h后液相色

谱图(A)和负离子模式下总离子流图(B)

Fig．2 LC-UV Chromatogram(A)and negative ion

total ion current chromatogram(B)of

asiaticoside and its metabolites formed

following incubation with enzymes of

intestinal flora for 24 h

后，无其他产物生成。

各时间点色谱峰的质谱检测结果为：10．66 rain

处出峰物质m／z 957．71为积雪草苷的准分子离子

峰EM—H]一；11．37 rain处研／z 811．53为失去1个

端基鼠李糖；14．81 rain处m／z 649．42为失去1个

葡萄糖和1个鼠李糖；25．08 rain处m／z 487．37为

积雪草酸，生成量少，其在正离子和负离子模式下响

应值都较低，SIM模式下可检出；其他时间点出峰

由TLC图谱和菌酶空白图谱予以排除。

3．2 积雪草苷在人工胃液和人工肠液中的稳定性：

以0 h时积雪草苷的量为100％，在人工胃液中温孵

4 h和在人工肠液中温孵24 h后，剩余率均大于

98％。胃液和肠液对积雪草苷基本无影响。

3．3大鼠在体实验代谢转化测定结果：见图3。

在体实验表明，大鼠口服积雪草苷吸收较差，尿

图3积营草苷经大鼠肠内菌群代谢途径

Fig．3 Metabolic route of asiaticoside by intestinal flora in rats

CH．OH
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液和血液均需较大程度浓缩后才能检出。口服积雪

草苷后，能在尿液中检测到原形物、代谢产物M1、

代谢产物M2、代谢产物M3(苷元)；在血液中检测

到原形物、代谢产物M1、M2。血液中未检测到苷元

积雪草酸可能是由于得量太少，低于质谱检测限。实

验结果表明，积雪草苷在大鼠体内经代谢后可生成

3种代谢产物，部分原药和代谢产物吸收入血，经尿

液排出。

4讨论

国内文献中对天然药物的肠道细菌代谢研究多

采用将药物直接加入肠细菌培养液中温孵，再经过

有机相反复提取和处理后进行分析，但此法培养液

中的杂质不易除去，对分析仪器和结果解释都造成

很大影响。本实验采用肠菌粗酶与积雪草苷共孵育，

克服了上述缺点，结合TLC和LC—MS法给出明确

色谱和质谱图，阐明肠道菌群对积雪草苷的代谢转

化行为，用药量小且重现性很好。

从本实验结果可知积雪草苷可以在肠道内被代

谢，皂苷糖基应是由肠内菌分泌的苷键水解酶系水

解。推测积雪革苷在肠道内的代谢呈阶梯式，糖基逐

个被水解，直至全部转化为苷元。在本实验室另外的

实验中，大鼠肝脏微粒体对积雪草苷及其苷元积雪

草酸不产生代谢转化，预测积雪草苷进人体内除糖

基水解外无其他代谢作用，无首关效应，积雪草苷和

其代谢产物进入血液循环，共同发挥药效作用。

综上所述，积雪草苷口服后会被肠道菌群所代

谢。代谢产物随着端基糖的失去相对分子质量和极性

逐渐减小，吸收可能会有所变化，但吸收入血的量和

代谢产物对发挥药效的贡献大小还需进一步研究。
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氮酮和油酸增强黄芩苷经皮渗透作用的研究

杨巧丽1，周雪琴1’孙，张志慧1，王 雷3，王学艳3，刘东志2，姚康德1

(1．天津大学高分子材料研究所，天津300072；2．天津大学化工学院，天津300072；
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摘要：目的研究氮酮、油酸及两者配伍对黄芩苷透皮吸收的促进作用。方法透皮吸收研究以改进型Franz扩

散池为模型，采用HPLC法测定黄芩苷透过量，以均匀设计法考察氮酮、油酸及两者配伍对黄芩苷透皮吸收的影

响。结果 氮酮体积分数为10％时，黄芩苷24 h累积透过量为466．11／tg／cm2，油酸体积分数为14％时，24 h累积

透过量为77．34 tzg／cm2，氮酮与油酸以10％：0．5％配伍后24 h累积透过量为641．88／tg／cm2，促渗性能为

146．69。结论 氮酮和油酸对黄芩苷的透皮吸收均有促进作用，两者配伍可产生协同促进作用，氮酮与油酸以

10％：O．5％配伍后促渗效果最好。
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