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口服中药复方有效部位后血浆
中葛根素的测定※
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　　摘　要　目的：建立 ＨＰＬＣ测定大鼠口服养阴通脑颗粒有效部位组合后血浆中葛根素浓度的方
法。方法：以乙腈提取处理血浆，以对羟基苯甲酸为内标，甲醇 －０５％乙酸水 （２８：７２，ｖ：ｖ）为
流动相，ＯＤＳＣ１８色谱柱 （１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）为固定相，流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，以紫外检测器在
２４８ｎｍ波长下测定血浆中葛根素的吸收。结果：葛根素在００２５～３２μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，
ＲＳＤ＜１０％，平均回收率为９７６％，最低检测限为０１６ｎｇ，血浆中最低检测浓度为００１６μｇ／ｍＬ。结
论：此法灵敏、可靠，可较好地用于口服中药复方养阴通脑颗粒主要有效部位组合后血浆中葛根素的

测定，可为中药复方体内成分分析提供方法。

　　关键词　葛根素　中药复方　养阴通脑颗粒　有效部位　血药浓度　含量测定

　　葛根为豆科植物野葛 Ｐｕｅｒａｒｉａｌｏｂａｔａ（Ｗｉｌｌｄ．）
Ｏｈｗｉ或粉葛ＰｔｈｏｍｓｏｎｉｉＢｅｎｔｈ．的根。葛根的主要有
效部位为异黄酮类化合物，葛根素 （ｐｕｅｒａｒｉｎ）为其
中的主要有效成分之一，对脑缺血损伤具有保护作

用［１，２］。

中药复方养阴通脑颗粒 （由葛根等六味药组成）

主要用于缺血性脑血管病治疗。本文建立了养阴通脑

颗粒有效部位组合 （黄酮、生物碱、皂苷类）给大鼠

灌胃给药后，大鼠血浆中葛根素的 ＨＰＬＣ测定方法，
为中药复方体内成分分析提供方法。

１　实验材料
１１　仪器与色谱条件　岛津 ＬＣ－１０ＡＤ液相色谱仪：
手动进样器、ＬＣ－１０ＡＤＶＰ泵、ＳＰＤ－１０ＡＶＰ检测器。
流动相为甲醇－０５％乙酸水 （２８：７２，ｖ：ｖ）；固定
相：ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧＥＭＩＮＩＣ１８柱，１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２４８ｎｍ。

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水仪、ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＡＧ１３５电子天
平、ＨｅｔｔｉｃｈＵｎｉｖｅｒｓａｌ３２高速离心机等。
１２　药品与试剂　葛根素对照品（中国药品生物制品
检定所，批号１１０７５２－２００２０９）；甲醇为市售色谱纯，乙
腈、对羟基苯甲酸、冰醋酸等均为市售分析纯，水为
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超纯水。养阴通脑颗粒是一中药复方制剂，主要含葛

根、川芎等中草药，有效部位由浙江大学化学系提取。

１３　动物　老年清洁级 ＳＤ大白鼠，雄性，体重３２０
～３６０ｇ，由浙江省医学科学院动物中心提供。

２　方法与结果
２１　标准溶液配制　精密称取葛根素对照品１０ｍｇ，
用甲醇 －水 （９∶１）溶解，定容于 １０ｍＬ容量瓶中，
得到浓度为０１ｍｇ／ｍＬ的葛根素标准溶液，同法配制
对羟基苯甲酸标准溶液作为内标溶液，浓度为

００２２ｍｇ／ｍＬ。
２２　脑缺血模型大鼠的制作　采用改良的 Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ
四血管法造模：以１０％水合氯醛０４ｍＬ／１００ｇ（体重）
腹腔麻醉，大鼠俯卧位固定于手术台上，在第一颈椎

水平做一正中切口，找到两侧翼小孔，直视下电凝，

永久性闭塞双侧椎动脉。颈部皮肤侧切口，分离颈总

动脉，用微动脉夹夹闭双侧颈总动脉３０ｍｉｎ，造成全
脑缺血动物模型。

２３　脑缺血大鼠血浆样品的制备　将养阴通脑颗粒
有效部位组合：总黄酮 （黄酮含量为 ８０％）５ｍｇ／
１００ｇ体重、总生物碱 （生物碱含量为 ５３％）６ｍｇ／
１００ｇ体重、挥发油１５ｍｇ／１００ｇ体重，用水溶解，灌
胃给药，于给药后 ５、１０、１５、３０、４５、６０、９０、
１２０、２４０、３６０ｍｉｎ从颈动脉取血，肝素抗凝，离心后
吸取上清获得血浆，同法以水灌胃得到空白血浆。

２４　血浆样本预处理及色谱分离　用微量加样器吸
取血浆０５ｍＬ，置于５ｍＬ离心试管中，以微量加样针
准确加入内标液２５μＬ，电动涡旋器充分混匀１５ｓ，准
确加入１５ｍＬ乙腈，涡旋混匀２ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清１０ｍＬ，氮气吹干，加０５ｍＬ流动相
溶解，１００００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液待测。

分别吸取空白血浆、空白血浆加对照品和供试品

预处理后的上清液 ２０μＬ，注入色谱系统，２４８ｎｍ波
长检测，绘制色谱图 （见图 １），在此色谱条件下，
脑缺血大鼠血浆中葛根素和内标物分离完全，空白血

浆无干扰，样品中无其它物质的干扰。
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２５　标准曲线的制作及最低检测限　取空白血浆
０５ｍＬ于５ｍＬ离心管中，分别定量加入葛根素标准溶
液使其含葛根素分别为：００２５μｇ／ｍＬ，００５μｇ／ｍＬ，
０１μｇ／ｍＬ， ０２μｇ／ｍＬ， ０４μｇ／ｍＬ， ０８μｇ／ｍＬ，
１６μｇ／ｍＬ，３２μｇ／ｍＬ，在每管中分别加入内标液
２５μＬ，余按２４项下方法进行。

将色谱图上葛根素和内标物的峰面积比值与其相

对应的浓度值作线性回归，得到该色谱条件下的葛根

素的线性回归方程为：ｙ＝０９９８１ｘ－００４２８，ｒ＝

０９９８７；结果表明：在００２５～３２μｇ／ｍＬ范围内，葛
根素呈良好的线性关系。以信噪比为３时测得的最低
检测 限 为 ０１６ｎｇ，血 浆 中 的 最 低 检 测 浓 度 为
００１６μｇ／ｍＬ。
２６　方法回收率和精密度考察　取空白血浆作底物，
分别加入高、中、低３个浓度的葛根素标准溶液，使
血浆中的葛根素含量分别为 ００２５μｇ／ｍＬ、０４μｇ／
ｍＬ、３２μｇ／ｍＬ（每个浓度平行做５份），在每管中分
别加入内标液 ２５μＬ，按照 ２４项下方法处理样品，
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测定。计算 ５次测定结果的相对标准偏差 （ＲＳＤ），
并计算回收率，结果见表１，葛根素的平均回收率为
９７６％，各浓度回收率基本符合要求，ＲＳＤ＜１０％。

选择１天内不同时间和不同天数检测同一已知样
品，每个浓度平行测定５次，并计算日内和日间精密
度，数据见表２。

表１　大鼠血浆中葛根素的回收率 （ｎ＝５）

理论值
（μｇ／ｍＬ）

测定值
（μｇ／ｍＬ）

回收率
（％）

ＲＳＤ
（％）

００２５ ００２３６＋００００８１８ ９４５ ７６７
０４００ ０４３０＋００１９９ １０７４ ９４９
３２００ ２９０９＋０１０９７ ９０９ ８４４

表２　血浆中葛根素测定的精密度考察 （ｎ＝５）

理论值
（μｇ／ｍＬ）

日内精密度
（％）

理论值
（μｇ／ｍＬ）

日间精密度
（％）

００２５ ５４１ ００２５ ４１９
０４００ ２９０ ０４００ ３５９
３２００ ２７３ ３２００ ７１２

２７　样品的测定　将２３中得到的血浆样品按照２４中的方
法处理，测定，结果见表３。

表３　不同时间点葛根素的血药浓度 （ｘ±ＳＤ）

取血时间 （ｍｉｎ） 血药浓度 （μｇ／ｍＬ）
５ ００７０５＋００３５１
１０ ００５２２＋００３０４
１５ ０１２５０＋００５８８
３０ ０４３４７＋０１９６２
４５ ００２５６＋００１８５
６０ ０１６９６＋０１０９７
９０ ００５４４＋００３７２
１２０ ００８９４＋００５１４
２４０ ０３４７３＋０１０７３
３６０ ０２７５７＋０９９４５

　注：从表３可以看出，葛根素于３０ｍｉｎ达到血药浓度的峰
值，并且有多峰现象存在。

３　讨　论
３１　血样预处理方法的选择　实验中曾采用甲醇法、
水浴法［３］沉淀血样中的蛋白，沉淀效果均较好，但对

比空白血浆和空白血浆加标准品图谱，发现空白血浆

图谱上葛根素出峰时间处有一杂质峰干扰，未能通过流

动相的调整将干扰避开。采用乙腈处理蛋白的同时可将

干扰峰除去，也是本实验选用乙腈处理血样的原因。

３２　内标物及流动相的选择　在选择流动相过程中，
发现对羟基苯甲酸对酸很敏感，对酸的敏感程度远大于

甲醇，流动相中微量的酸性可使保留时间大大提前。

３３　进样溶液溶剂的选择　２４中曾用乙腈处理血浆样
品后离心得到的上清液直接注入色谱系统进行检测，发

现此时的对羟基苯甲酸峰分裂出１～２个肩峰，改用氮气
吹干后用流动相溶解，可消除这一现象，峰形较好。

３４　葛根素的血药浓度　本研究中发现，葛根素的
血药浓度经时曲线出现了多峰现象，可能是由于配伍

其他中药成分影响了单一成分的吸收、分布、代谢和

排泄。另外，多峰现象的出现还可能与体内的肠 －肝
循环（ＥＨＣ），肠－肠循环（ＥＥＣ），胃－肠循环（ＧＦＣ）等
密切相关［４，５］。

３５　养阴通脑颗粒有效部位　 “有效部位”作为一

类化学组分与有效成分 （化学成分复杂）相比，其

“相对有限”［６］，且更能反映中医药防病治病的整体特

征；其与中药材相比，较之富集了有效物质，并可避

免因药材产地、品种不同所带来的质量难控制。

有研究提示，葛根素的药动学参数可以基本反映

葛根黄酮的药动学参数［７］。本文以葛根素为检测指

标，研究治疗缺血性中风的现代中药复方制剂养阴通

脑颗粒 （临床批件号：ＣＺＬ０１０４３）主要有效部位组
合的体内过程，建立血浆中葛根素浓度的 ＨＰＬＣ测定
方法，为进一步开展其主要有效部位组合在动物体内

的动力学研究及其配伍关系奠定基础。
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