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基于大鼠类风湿性关节炎模型建立黑骨藤的 PK-PD 模型 
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摘  要：目的  建立黑骨藤的药动学（PK）-药效学（PD）模型。方法  大鼠右后足足垫皮内注射 0.1 mL 完全弗氏佐剂（CFA），

建立大鼠佐剂型关节炎（AA）模型，大鼠 ig 黑骨藤提取物（87 g/kg），2 次/d，连续 14 d。于末次给药后 5、15、30、45 min，

1、1.5、2、3、4、6、8、12、24 h 经尾静脉取血，采用液质联用法（HPLC-MS/MS）检测血浆样本中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、

4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的质量浓度，获得药时曲线；采用试剂盒测定血浆样本中白细胞介素-1β（IL-1β）、

类风湿因子（RF）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平，获得时效曲线；采用 WinNonLin 软件房室模型分析方法拟合黑骨藤的

PK 参数；固定 PK 参数，对时效关系进行拟合，得到 PD 参数；根据 PD 参数建立黑骨藤的 PK-PD 模型。结果  根据 WinNonLin

软件拟合黑骨藤的 PK-PD 模型符合 Inhibitory Effect Sigmoid E0 模型，在该 PK-PD 模型下可以通过 3-O-咖啡酰基奎宁酸、

4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的血药浓度计算相应的药效值，也可以根据药效值计算相应的血药浓度。结论  

IL-1β、RF、TNF-α 的质量浓度与 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的血药浓度存在一定相

关性。黑骨藤中的 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸可通过抑制 IL-1β、RF、TNF-α 分泌从

而治疗类风湿性关节炎。 
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Abstract: Objective  To establish a pharmacokinetic (PK)-pharmacodynamic (PD) model of Periploca forrestii. Methods  The 

right hindfoot footpad of rats were 0.1 mL complete Freund’s Adjuvant (CFA) to establish adjuvant arthritis (AA) rat model. Rats 

were ig P. forrestii extract (87 g/kg, twice a day for 14 d) and blood were collected via tail vein at 5, 15, 30, 45 min, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 

8, 12, 24 h after the last administration. The concentrations of 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic 

acid in plasma samples were detected by HPLC-mass spectrometry (HPLC-MS/MS) to obtain the drug concentration-time curve. The 

level of interleukin-1β (IL-1β), rheumatoid factor (RF), tumor necrosis factor-α (TNF-α) in plasma samples were determined by kit to 

obtain the time-effect curve. WinNonLin software was used to fit the PK parameters of P. forrestii, and the time-effect relationship  
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was fitted to obtain the PD parameters. According to the PD parameters, the PK-PD model of P. forrestii was established. Results  

The PK-PD model of P. forrestii according to the WinNonLin software was fitted in accordance with the Inhibitory Effect Sigmoid 

E0 model, in which the blood concentrations of 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic acid could be 

calculated based on the potency values, and the potency values could be calculated based on the blood concentrations. Conclusion  

There was a correlation between the concentrations of IL-1β, RF, TNF-α and 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid and 

5-O-caffeoylquinic acid. These three components in P. forrestii extract could inhibit the secretion of IL-1β, RF and TNF-α to treat 

rheumatiod arthritis. 

Key word: rheumatoid arthritis; Periploca forrestii Schltr. extract; 3-O-caffeoylquinic acid; 4-O-caffeoylquinic acid; 5-O-caffeoylquinic 

acid; PK-PD model 

 

黑骨藤为萝藦科杠柳属植物黑龙骨 Periploca 

forrestii Schltr. 的干燥根或全株，具有通经、活血、

祛风等功效，常用于治疗风湿关节痛、跌打损伤等，

被收载于《贵州省中药材、民族药材质量标准》2003

年版，是贵州少数民族常用药材[1]。临床实践结果

表明，黑骨藤及其复方制剂对风湿病、类风湿病有

较好疗效[2]。基于黑骨藤潜在的应用开发价值，课

题组前期对其化学成分和血清药物化学进行了研

究，发现 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁

酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸是黑骨藤抗类风湿关节炎

的主要有效成分[3]，且这 3 种成分为黑骨藤主要原

型入血成分[4]，同时也可能是黑骨藤在体内发挥抗炎

作用的药效物质。目前缺乏对黑骨藤药动学（PK）-

药效学（PD）结合模型的研究，因此开展黑骨藤在

疾病状态下的 PK-PD 模型研究，探讨黑骨藤有效成

分在体内的动态变化与其药效消长之间的关系，不

仅与临床应用密切相关，且能更加准确地评价黑骨

藤在体内的动力学过程和产生药理效应的动态变

化，对阐明黑骨藤药效作用的物质基础和作用机制

具有重要意义。本研究在大鼠佐剂性关节炎（AA）

模型的基础上，建立黑骨藤的 PK-PD 结合模型。 

PK 旨在研究治疗剂量下药物在体内的浓度与

时间的关系，即药物在体内的吸收、分布、代谢和

排泄（ADME）及其经时变化过程；PD 旨在研究治

疗剂量下药效与药物质量浓度间的关系，即效应随

着时间和质量浓度变化的动力学过程；PK 和 PD 是

按时间同步进行密切相关的动力学过程，具有临床

实际意义。临床应用中许多药物的质量浓度与效应

间的相关性并不明显，因此建立 PK 与 PD 结合分析

的方法[5-7]，可从血药浓度-时间曲线和药理效应-时

间曲线得到的数据来预测药物的 PD，阐明药物在

体内的过程和药效特性。PK-PD 结合模型研究不仅

有助于阐明药物作用机制[8]、确认作用靶标[9]、评

价药物相互作用[10-11]、预测药物毒性反应[12-13]，为药

物临床前研究提供有效的研究方法；也可模拟临床

试验[14]、优化给药方案[15]、指导个体化治疗[16-17]，

为新药的临床应用提供重要的理论工具。 

1  材料与仪器 

1.1  动物 

SPF 级 SD 雄性，大鼠，体质量（200±20）g，

购自贵州医科大学实验动物中心，许可证号 SCXK

（黔）2018-0001，经贵州医科大学动物实验伦理委

员会批准（批准号 1603125）。 

1.2  药材 

黑骨藤购买自贵州万东桥，经贵州医科大学龙

庆德副教授鉴定为萝藦科杠柳属植物黑龙骨

Periploca forrestii Schltr. 的干燥根或全株。 

1.3  药品与试剂 

完全弗氏佐剂（CFA，批号 SLBW5971）购于

Sigma 公司；肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、类风湿因

子（RF）、白细胞介素-1β（IL-1β）试剂盒（批号

20190720、20190720、20190428）购自南京建成生

物技术有限公司；3-O-咖啡酰基奎宁酸对照品（批

号 110753-201415，质量分数≥98%）、葛根素内标

（批号 110752-201512，质量分数≥98%）购自中国

食品药品检定研究院；4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-

咖啡酰基奎宁酸对照品（批号 AB7050442、

AB7061002，质量分数均≥98%）购自四川省维克

奇生物科技有限公司。 

1.4  仪器 

API 5500/Q-TRAP 高效液相色谱-三重四级杆

串联质谱联用仪（HPLC-MS/MS，美国 AB 公司）；

Allegra 64R 低温高速离心机（美国 Beckman 公司）；

ZH-2 涡旋混合器（天津药典标准仪器厂）；AE240

十万分之一电子天平（梅特勒-托利多仪器上海有限

公司）；CQ250A-TS 超声波清洗机（上海跃进医用

光学器械厂）；680 型酶标仪（上海伯乐生命医学产

品有限公司）；微量移液器（德国 Eppendorf 股份公
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司）；DH6000B Ⅱ型电热恒温培养箱（天津泰斯特

仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  黑骨藤提取物的制备 

 取黑骨藤药材 30 kg，加 10 倍体积的 70%乙醇

提取 3 次，分别提取 1.5、1.0、1.0 h，滤过，合并

滤液，减压浓缩至 1 g/mL（以生药量计），45 ℃真

空干燥，得到黑骨藤提取物。 

2.2  HPLC-MS/MS 分析方法 

课题组前期建立了同时测定血浆中 3-O-咖啡

酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基

奎宁酸的 HPLC-MS/MS 分析方法，并进行了方法

学验证，结果表明所建立的方法特异、快速、准确、

灵敏，符合生物样品测定要求[4]。 

2.2.1  色谱条件  ACE C18-PFP 色谱柱（150 mm×

4.6 mm，3 µm），流动相为 0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸

水溶液，梯度洗脱：0～2 min，20%～40% 0.1%甲

酸乙腈；2～5.5 min，40%～50% 0.1%甲酸乙腈；

5.5～5.6 min，50%～90% 0.1%甲酸乙腈；5.6～7 

min，90%～90% 0.1%甲酸乙腈；7～7.1 min，90%～

20% 0.1%甲酸乙腈；体积流量 0.6 mL/min；柱温

40 ℃；进样器温度 15 ℃；进样量 1 µL。 

2.2.2  质谱条件  采用电喷雾电离源（ESI-），毛细

管电离电压 4.5 kV，离子源温度 550 ℃；喷雾气与

反吹气为 N2，离子源气体压力为 55 psi（1 psi = 

6.895×103 Pa），扫描方式为选择二级离子监测，质

谱数据采集、处理软件为 Analyst、MultiQuant 工作

站。用于定量分析 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡

酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸和内标的监测离

子如表 1 所示。 

表 1  3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸和内标的质谱条件 

Table 1  Mass spectrometric conditions of 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic acid and internal 

standard 

分析物 
质谱条件 

母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇能量/eV 入口电压/eV 碰撞能量/eV 出口电压/eV 

3-O-咖啡酰基奎宁酸 353.17 191.04 −51 − 7 −19 − 8 

4-O-咖啡酰基奎宁酸 353.21 173.10 −80 − 5 −21 −10 

5-O-咖啡酰基奎宁酸 353.19 191.03 −70 − 7 −24 − 7 

葛根素 415.10 266.90 −50 −11 −45 −20 

 

2.3  黑骨藤提取物在 AA 模型大鼠体内的 PK 研究 

在第 1 天和第 7 天于大鼠右后足足垫皮内注射

0.1 mL CFA，制备 AA 模型[18-19]。第 2 天大鼠 ig 黑

骨藤提取物（87 g/kg），2 次/d，连续 14 d，于末次

给药后 5、15、30、45 min，1、1.5、2、3、4、6、

8、12、24 h 经尾静脉取血 0.5 mL 置于含枸橼酸钠

的试管中，离心后取 100 µL 血浆样品，加甲醇 100 

µL，依次加入 50 µL 葛根素内标溶液（20.2 ng/mL）、

50 µL 10%甲酸水溶液，涡旋混合 1 min；加甲醇 800 

µL，涡旋混合 5 min，超声 10 min，12 000 r/min 离

心 10 min；取上清液置试管中，于 37 ℃氮气吹干。

溶解于 200 µL 初始流动相中，涡旋混合 5 min，超

声 10 min，12 000 r/min 离心 10 min，取上清液进

样。采用已建立的 HPLC-MS/MS 法测定不同时间

点血浆中 3 个黑骨藤提取物有效成分的血药浓度，

利用 WinNonLin 软件计算 PK 参数。 

2.4  黑骨藤提取物在 AA 模型大鼠体内的 PD 研究 

用试剂盒测定不同时间血浆中 IL-1β、RF、

TNF-α 水平，结合血药浓度数据，分别以 IL-1β、

RF、TNF-α 为药效指标，绘制有效成分 3-O-咖啡酰

基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎

宁酸的血药浓度-时间和效应时间曲线图。 

2.5  黑骨藤提取物中 3 个有效成分在效应室浓度

的拟合 

将黑骨藤提取物3个有效成分的血药浓度–时间

数据导入 WinNonLin 软件，采用 semi-compartmental 

modeling 对血药浓度-时间进行拟合，获得 3 个有效

成分在效应室的浓度-时间数据，然后分别以 IL-1β、

RF、TNF-α 为药效指标，绘制 3 个有效成分的效应

室浓度-效应曲线。 

2.6  黑骨藤提取物中 3 个有效成分 PK-PD 结合模

型的建立 

固定 PK 参数，分别以 IL-1β、RF、TNF-α 为

药效指标，采用 WinNonLin 软件中的 PK-PD model

对时间-效应关系进行拟合，得到 PD 参数；获得黑

骨藤提取物中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基

奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的 PK-PD 结合模型参

数，建立 PK-PD 结合模型。 
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3  结果 

3.1  黑骨藤提取物中 3 个有效成分在 AA 模型大鼠

体内的 PK 研究 

黑骨藤中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎

宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的主要 PK 参数见表 2。

AA 模型大鼠血浆中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡

酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的血药浓度-时间关

系经 PK 房室模型拟合后，符合二室房室模型。 

3.2  黑骨藤提取物中 3 个有效成分在 AA 模型大鼠

体内的 PD 研究 

以 RF、TNF-α、IL-1β 为药效指标，黑骨藤提

取物中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、

5-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的血药浓

度-时间和效应间的变化如图 1～3 所示，血药浓度

达峰时间约为 1 h，TNF-α、RF、IL-1β 的药物效应

达峰时间较血药浓度达峰时间长。 
 

表 2 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸在大鼠体内的 PK 参数 ( 8= n , sx ) 

Table 2  PK parameters of 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid and 5-O-caffeoylquinic acid in rats ( 8= n , sx ) 

参数 单位 3-O-咖啡酰基奎宁酸 4-O-咖啡酰基奎宁酸 5-O-咖啡酰基奎宁酸 

AUC ng·h·L−1 879.00±    213.10 447.93±     65.74 659.88±    112.26 

K10_HL h 3.51±      1.31 3.06±      0.98 5.37±      2.06 

CL_F mL·h−1·kg−1 161 833.61± 34 920.65 117 874.64± 15 976.78 78 736.28± 14 134.18 

V2_F mL·kg−1 764 690.05±312 179.07 604 577.01±267 368.40 912 360.38±650 802.43 

tmax h 1.15±      0.29 1.08±      0.09 1.16±      0.29 

Cmax ng·L−1 115.02±     18.94 52.40±      2.51 56.86±     11.08 
 

 

图 1  3-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的血药浓度-时间和效应曲线 (n＝8) 

Fig. 1  Plasma concentration-time and effect curve of 3-O-caffeoylquinic acid in AA rat model (n＝8) 

 

图 2  4-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的血药浓度-时间和效应曲线 (n＝8) 

Fig. 2  Plasma concentration-time and effect curve of 4-O-caffeoylquinic acid in AA rat model (n＝8)
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Fig. 3  Plasma concentration-time and effect curve of 5-O-caffeoylquinic acid in AA rat model (n＝8)
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3.3  黑骨藤提取物中 3 个有效成分在效应室浓度

的拟合 

分别以 RF、TNF-α、IL-1β 为药效指标，黑骨

藤提取物中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎

宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸在效应室的浓度-效应变

化如图 4～6 所示，曲线表现为逆时针滞后环。 

3.4  黑骨藤中 3 个有效成分的 PK-PD 结合模型的

建立 

分别以 RF、TNF-α、IL-1β 为药效指标，黑骨

藤提取物中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎

宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的 PK-PD 参数如表 3～

5 所示，TNF-α 的 Ke0值比其他指标的值低。 

 

 

图 4  3-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的效应室浓度-效应曲线 (n＝8) 

Fig. 4  Concentration in effect compartment and effect curve of 3-O-caffeoylquinic in AA rat model (n＝8) 

 

图 5  4-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的效应室浓度-效应曲线 (n＝8) 

Fig. 5  Concentration in effect compartment and effect profiles of 4-O-caffeoylquinic in AA rat model (n＝8) 

   

图 6  5-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的效应室浓度-效应曲线 (n＝8) 

Fig. 6  Concentration in effect compartment and effect profiles of 5-O-caffeoylquinic in AA rat model (n＝8) 
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表 3  3-O-咖啡酰基奎宁酸的 PK-PD 参数 (n＝8) 

Table 3  PK-PD parameters of 3-O-caffeoylquinic (n＝8) 

药效指标 E0 IC50 Ke0 Imax Gamma 

TNF-α 106.814 8 1.58×10−7 0.027 7 — — 

RF 84.235 1 8.11×10−7 9.999 3 51.785 6 — 

IL-1β 52.986 5 8.12×10−7 9.999 6 — — 

表 4  4-O-咖啡酰基奎宁酸的 PK-PD 参数 (n＝8) 

Table 4  PK-PD parameters of 4-O-caffeoylquinic (n＝8) 

药效指标 E0 IC50 Ke0 Imax Gamma 

TNF-α 107.671 6 0.253 2 0.000 1  — — 

RF 88.660 2 369.651 9 9.999 8 — — 

IL-1β 54.390 1 369.813 0 9.999 5 — — 

表 5  5-O-咖啡酰基奎宁酸的 PK-PD 参数 (n＝8) 

Table 5  PK-PD parameters of 5-O-caffeoylquinic (n＝8) 

药效指标 E0 IC50 Ke0 Imax Gamma 

TNF-α 107.697 1 3.94×10−10 0.000 1 — — 

RF 89.511 7 4.58×10−7 9.998 5 98.531 0 — 

IL-1β 52.280 6 1.19×10−7 9.997 2 — 4.404 6 
 

当 RF 为药效指标时，3-O-咖啡酰基奎宁酸、

4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的

PK-PD 模型分别为：E＝84.235 1－51.785 6 C/(C＋

8.11×10−7)，E＝88.660 26[1－C/(C＋369.651 9)]，

E＝89.511 7－98.531 0 C/(C＋4.58×10−7)，式中 E

为效应值，C 为药物在效应室中的浓度。 

当TNF-α为药效指标时，3-O-咖啡酰基奎宁酸、

4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的

PK-PD 模型分别为：E＝106.814 8[1－C/(C＋

1.58×10−7)]，E＝107.671 6[1－C/(C＋0.253 2)]，E＝

107.697 1[1－C/(C＋3.94×10−10)]。 

当 IL-1β 为药效指标时，3-O-咖啡酰基奎宁酸、

4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的

PK-PD 模型分别为： E＝ 52.986 5[1 －C/(C ＋

8.12×10−7)]，E＝54.390 1[1－C/(C＋369.813 0)]，E＝

52.280 6[1－4.404 6 C/(C＋1.19×10−7)]。 

基于以上 PK-PD 模型，可以通过 3-O-咖啡酰

基奎宁酸、4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎

宁酸的血药浓度计算相应的药效值，也可以根据药

效值计算相应的血药浓度。 

4  讨论 

中药大多通过多成分、多指标、多靶点发挥药

效作用，而量化药效指标是建立 PK-PD 模型的关

键，通常只有具备明显量效关系的中药才能建立良

好的 PK-PD 结合模型。选择与中药各成分有显著量

效关系的药效指标，对代表成分 PK-PD 结合模型的

建立有重要作用[20]。PK 与 PD 并不是完全同步变化

的，即靶部位药物浓度与血药浓度有时并不一致，

因此，研究 PK-PD 相互关系、建立两者相关性模型，

对临床合理用药、研究药物体内过程和作用机制具

有重要意义[21]。 

本研究以类风湿性关节炎模型中的 AA 模型为

研究对象，通过 WinNonlin 软件将血药浓度-时间数

据进行拟合，获得黑骨藤中 3 个有效成分在效应室

的浓度-时间数据，使黑骨藤中 3 个有效成分与药效

指标（IL-1β、RF、TNF-α）间呈现明显的量效关系，

最终建立黑骨藤中 3 个有效成分的 PK-PD 结合模

型。黑骨藤的 PK-PD 模型结果表明，以 RF、TNF-α、

IL-1β 为药效指标时，3-O-咖啡酰基奎宁酸、4-O-

咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的 IC50 较低，

提示黑骨藤可能通过多种成分相互协同作用发挥抗

类风湿关节炎作用，以黑骨藤中单一成分进行 PK

和 PD 研究并不能完全反映黑骨藤整体的真实情

况。3-O-咖啡酰基奎宁酸，4-O-咖啡酰基奎宁酸、

5-O-咖啡酰基奎宁酸在 AA 模型大鼠体内的血药浓

度-时间和效应浓度之间的变化图、效应室的效应-

浓度变化图、PK-PD 模型的结果表明，血药浓度达

峰时间为 1 h，TNF-α、RF、IL-1β 的药物效应达峰

时间较血药浓度达峰时间长，存在药理效应滞后于

血药浓度现象，因此效应-浓度曲线表现为逆时针滞

后环；实验拟合的 PK-PD 参数中 TNF-α 的 Ke0值比

其他指标的值低，表明 TNF-α 的药物效应滞后于药

物浓度的时间。因此，黑骨藤 PK-PD 结合模型提示

黑骨藤可能通过 AA 大鼠中 3-O-咖啡酰基奎宁酸、
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4-O-咖啡酰基奎宁酸、5-O-咖啡酰基奎宁酸的代谢

增加，也可能通过 AA 大鼠中炎症因子 RF、TNF-α、

IL-1β 水平的降低来发挥抗类风湿关节炎作用。本

研究通过建立黑骨藤的 PK-PD 结合模型，揭示了黑

骨藤的药效物质基础及其可能的作用机制。 
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