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葛兰心宁软胶囊中绞股蓝皂苷 Ａ大鼠
体内药代动力学研究
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［摘要］　目的：应用超高效液相色谱质谱联用分析方法（ＵＰＬＣＭＳ），建立葛兰心宁软胶囊中绞股蓝皂苷 Ａ的
大鼠血浆中的定量分析方法。方法：测定大鼠口服葛兰心宁软胶囊内容物后，血液中绞股蓝皂苷Ａ的血药浓度随时
间的动态变化，用药动学统计软件ＤＡＳ３０进行统计，计算药代动力学参数。结果：线性范围为１０～５００ｎｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９８４）；高、中、低浓度的日内 ＲＳＤ分别为 ２７％、２６％、４２％；日间 ＲＳＤ分别为 ２４％、２８％、
３１％；基质效应８４９％～９２１％，ＲＳＤ＜５％；回收率＞８００％。口服葛兰心宁软胶囊，绞股蓝皂苷Ａ在大鼠体内
的药代动力学参数 ｔｍａｘ为 ０７５ｈ，ｔ１／２为（６２４７±２０３９）ｈ，药时曲线下面积（ＡＵＣ）为（２５６２±２５２）μｇ·Ｌ

－１·ｈ－１。
结论：绞股蓝皂苷Ａ的药动学行为特征为口服快速吸收、达峰时间快、快速消除。
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葛兰心宁软胶囊为西安千禾药业股份有限公司

开发的由成分明确的葛根总黄酮、山楂提取物、绞

股蓝总皂苷组成的中药复方制剂，具有活血化瘀、

通络止痛的功效，临床用于预防和治疗瘀血闭阻所

致的冠心病、心绞痛［１］。其主要组成组分绞股蓝总

皂苷由绞股蓝提取制成，主要活性成分为达玛烷型

皂苷类物质，含量较高，具有保护心脑血管、抗肿

瘤、增强免疫等显著作用［２］，其中含量较大的皂苷

为绞股蓝皂苷Ａ（结构式见图１）。文献 ［３］报道了
用高效液相色谱串联紫外检测器（ＨＰＬＣＵＶ）测定绞
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股蓝中绞股蓝皂苷 Ａ的含量、文献 ［４］报道了用
高效液相串联蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）测
定绞股蓝中绞股蓝皂苷 Ａ的含量，但尚未有绞股
蓝皂苷Ａ有关药代动力学研究的文献报道。本研究
应用超高效液相色谱质谱联用分析方法（ＵＰＬＣＭＳ）
建立葛兰心宁软胶囊中绞股蓝皂苷 Ａ的体内分析方
法，进行绞股蓝皂苷Ａ的大鼠血浆药代动力学研究，
为葛兰心宁软胶囊药效物质基础研究提供方法学参

考和实验依据。

图１　绞股蓝皂苷Ａ的结构式

１　材料

ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＨＣｌａｓ／ＸｅｖｏＴＱＤ型超高效液相色
谱串联四级杆质谱联用仪（ＱＳＭ四元梯度泵、ＦＴＮ
自动进样器、６通道在线脱气机、数据处理系统
ＭａｓｓＬｙｎｘＶ４１，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
ＢＳ１２４Ｓ型电子天平（０１ｍｇ，最大称量１２０ｇ，德国
赛多利斯公司）；德国ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＴ１２５Ｄ型万分之一／
十万分之一双量程电子天平［００１ｍｇ·（０１ｍｇ）－１，
最大称量 ４１ｇ·（１２０ｇ）－１，德国赛多利斯公司］；
ＴＤ１０００１Ｂ型电子天平（０１ｇ，最大称量１０００ｇ，余
姚市金诺天平仪器有限公司）；ＵＬＴ２１８６４Ｖ －８６℃
立式超低温冰箱（美国ＴｈｅｒｍｏＲｅｖｃｏ公司）；台式高速
冷冻离心机（ＴＧＬ１６Ｍ，长沙湘智离心机仪器有限公
司）；多通道微量移液器（Ｍ１２５０，德国ｂｒａｎｄ公司）。

葛兰心宁软胶囊（批号：２０１７０６０３，西安千禾药
业股份有限公司）；绞股蓝皂苷 Ａ对照品（批号：
ＤＲＫ１３９２９２０１１７，纯度：９８９％，成都德瑞可生物
科技有限公司）；内标丹参酮ⅡＡ 对照品（批号：

ＭＵＳＴ１６１１１００７，纯度：９９７１％，成都曼斯特生物
科技有限公司）；甲酸（ＬＣ／ＭＳ级，中国国药控股
有限公司）；甲醇（ＬＣ／ＭＳ级，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；
乙腈（ＬＣ／ＭＳ级，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；纯化水（实验
室自制）。

雄性ＳＰＦ级ＳＤ种大鼠，体质量２２０～２５０ｇ［四
川省中医药科学院实验动物中心，生产许可证号：

ＳＣＸＫ（川）２０１８１９］。动物接收后进行常规检疫和适
应性观察，连续观察７ｄ，每天１次。ＩＶＣ独立送风
大鼠饲养系统，四川省实验动物设施使用许可证号：

ＳＹＸＫ（川）２０１８００８。饲养温度：２０～２６℃，相对湿
度：４０％～７０％，饲养密度１～５只／盒。

２　方法与结果

２１　色谱与质谱方法

ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＨＣｌａｓ超高效液相色谱仪；Ｗａｔｅｒｓ
ＣＯＲＴＥＣＳＴＭ ＵＰＬＣＣ１８色谱柱（５０ｍｍ×２１ｍｍ，
１６μｍ）；柱温４５℃；流动相：Ａ（０１％甲酸水溶
液）Ｂ（０１％甲酸甲醇溶液），梯度洗脱（０～１ｍｉｎ，
７０％Ｂ；１～２５ｍｉｎ，７０％ ～９５％Ｂ；２５～４５ｍｉｎ，
９５％～１００％Ｂ；４５～６０ｍｉｎ，１００％～７０％Ｂ），流
速０２ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积５μＬ。

质谱参数：ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＨＣｌａｓ／ＸｅｖｏＴＱＤ型超
高效液相色谱串联三重四级杆质谱联用仪，电喷雾

离子源；正离子检测；毛细管电压：３０ＫＶ，离子
源温度：１２０℃，去溶剂温度：３５０℃，去溶剂流
速：６００Ｌ·ｈ－１，锥孔电压：３０Ｖ，喷雾气与反吹气
Ｎ２，反吹气流速：５０Ｌ·ｈ

－１，碰撞气 Ａｒ，碰撞气流
速：０１６ｍＬ·ｍｉｎ－１，碰撞能量：１５Ｖ，扫描模式
ＭＲＭ；定量分析特征离子，绞股蓝皂苷 Ａ：ｍ／ｚ
８９９３５～８１４４７，内标丹参酮ⅡＡ：ｍ／ｚ２９５１～
２０６０３。液质系统为 ＭａｓｓＬｙｎｘＶ４１。

２２　给药方案与血浆样品采集

２２１　给药方案　参照供试品用法用量，计算６０ｋｇ
成人日用量为：０５８×２×３÷６０≈００５８ｇ／ｋｇ／日。
计算大鼠等效剂量：（ｄＡ×ｋＢ）÷ｋＡ＝（００５８×
０７１）÷０１１≈０３７ｇ·ｋｇ－１，式中，ｄＡ为 Ａ种动物
的给药计量；ｋＡ为 Ａ种动物等效剂量的折算系数；
ｋＢ为Ｂ种动物等效剂量的折算系数。根据预实验探
索结果，调整给药量为灌胃给予０５ｍＬ·ｋｇ－１。实验
前禁食不禁水１２ｈ。给药１次。
２２２　血浆样品采集　根据预试验结果设置取血时
间点设置如下：灌胃给药前约０５ｈ（零时间），灌胃
给药后 ０２５、０５、０７５、１、２、３、４、６、８、１２、
２４ｈ由眼眶静脉丛取血约 ０５ｍＬ。置肝素化试管
中，轻轻摇匀，４℃ ３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ分离
血浆，－８０℃保存待测。
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２３　血浆样品的预处理

２３１　空白血浆样品的预处理　取大鼠空白血浆，
精密量取 ５０μＬ，置 １０ｍＬ塑料离心管中，加入
２００μＬ甲醇，涡旋混匀 ２ｍｉｎ后，置于离心机中，
４℃，２５０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径为 ５３５ｃｍ）离心
１０ｍｉｎ，取上清液，进行超高效液相色谱串联质谱
（ＵＰＬＣＭＳ）分析。
２３２　含药血浆样品　取大鼠血浆５０μＬ，精密量
取，置１５ｍＬ塑料离心管中，加入内标溶液丹参酮
ⅡＡ（１００ｎｇ·ｍＬ

－１，甲醇）５０μＬ，涡混１ｍｉｎ，再加
入甲醇１５０μＬ，涡混２ｍｉｎ，４℃ ２５０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，取上清液进样，ＵＰＬＣＭＳ分析。

２４　方法学考察

２４１　专属性考察　取大鼠空白血浆，分别精密
量 ５０μＬ，６份，按照 ２３１项下方法操作，经
ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析，得空白样品色谱图。将一定
浓度的绞股蓝皂苷 Ａ对照品溶液和内标丹参酮
ⅡＡ对照品溶液，３７℃氮气吹干后，加入空白血
浆涡旋混匀，依法操作，得相应色谱图。通过比

较可以判断大鼠血浆中内源性物质是否干扰待测

物的测定。

２４２　线性关系、检测限与定量限　精密移取各系
列绞股蓝皂苷Ａ对照品溶液各５０μＬ，３７℃ 氮气吹
干后，加入５０μＬ大鼠空白血浆，涡旋混匀，得绞
股蓝皂苷 Ａ系列对照品溶液（１０、２０、５０、１００、
２００、４００、５００ｎｇ·ｍＬ－１），其余按 ２３２项下方法
操作。以绞股蓝皂苷Ａ血药浓度为横坐标（Ｃ），绞股
蓝皂苷Ａ与内标物的色谱峰面积比值为纵坐标（Ｙ），
以加权系数１／Ｃ２进行线性回归，得到标准曲线。
２４３　准确度和精密度试验　按２４２标准曲线和
线性范围项下方法分别配制高、中、低浓度（２０、
１００、４００ｎｇ·ｍＬ－１）的质控样品，同法配制与定量下
限（ＬＬＯＱ）质量浓度（１０ｎｇ·ｍＬ－１）相当的质控（ＱＣ）
样品，每个浓度平行分析５次，连续测定３ｄ，求得
方法的日内和日间精密度和准确度。

准确度＝（实测浓度／标示浓度）×１００％ （１）
２４４　提取回收率试验　分别取空白血浆５０μＬ，
配制２０、１００、４００ｎｇ·ｍＬ－１３个质量浓度 ＱＣ样品，
每个浓度平行配制６份，按２４２标准曲线和线性
范围项下操作方法处理，取５μＬ进样，ＵＰＬＣＭＳ分
析，得绞股蓝皂苷Ａ峰面积Ａ１和内标峰面积Ａ２。

另取空白血浆５０μＬ，置１５ｍＬ塑料离心管中，

加入甲醇２００μＬ，涡混２ｍｉｎ，４℃２５０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，得空白血清上清液。取沉淀蛋白后的空
白血浆上清液，配制２０、１００、４００ｎｇ·ｍＬ－１３个质
量浓度ＱＣ样品，再分别加入５０μＬ内标溶液，涡旋
混合１ｍｉｎ，２５０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径为５３５ｃｍ）离
心１０ｍｉｎ，取上清液５μＬ进样，ＵＰＬＣＭＳ分析，得
绞股蓝皂苷Ａ峰面积Ｂ１和内标峰面积Ｂ２。

绞股蓝皂苷Ａ的提取回收率＝Ａ１／Ｂ１×１００％
（２）

内标的提取回收率＝Ａ２／Ｂ２×１００％ （３）
２４５　稳定性试验　取空白血浆５０μＬ，配制２０、
１００、４００ｎｇ·ｍＬ－１３个质量浓度ＱＣ样品，每个浓度
配制６份溶液，进行稳定性考察。

考察条件：ＱＣ样品在室温下放置８ｈ；ＱＣ样品
在－８０℃下冻存２个月；ＱＣ样品在３个冻融循环；
按２３２项下方法处理后的３种质量浓度的ＱＣ样品
在自动进样器（１０℃）下放置 １２ｈ；储备液在
－２０℃下放置３０ｄ。计算绞股蓝皂苷Ａ在不同稳定
性考察条件下的偏差，若偏差在 ±１５％以下，则认
为样品稳定［５］。

２５　基质效应

分别取６份空白血浆样品（来源于６只大鼠）各
５０μＬ，置１５ｍＬ塑料离心管中，加入甲醇２００μＬ，涡
混２ｍｉｎ，４℃２５０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径为５３５ｃｍ）离
心１０ｍｉｎ，得空白血清上清液。取沉淀蛋白后的空
白血浆上清液，配制２０、１００、４００ｎｇ·ｍＬ－１３个质
量浓度 ＱＣ样品，每个浓度平行配制 ６份，加入
５０μＬ内标溶液，涡混１ｍｉｎ，４℃，２５０００ｒ·ｍｉｎ－１

（离心半径为５３５ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，吸取上清液５μＬ，
进行ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析，得到绞股蓝皂苷 Ａ峰面积
Ｃ１和内标峰面积Ｃ２。

取质量浓度为４、２０、８０ｎｇ·ｍＬ－１的绞股蓝皂苷
Ａ溶液和２０ｎｇ·ｍＬ－１的内标溶液，各取５μＬ，进行
ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析，得到绞股蓝皂苷 Ａ峰面积 Ｄ１和
内标的峰面积Ｄ２。

绞股蓝皂苷Ａ的基质效应＝Ｃ１／Ｄ１×１００％
（４）

内标的基质效应＝Ｃ２／Ｄ２×１００％ （５）
若结果在８５０％～１１５％，则认为没有基质效应。

２６　药动学研究

实验数据采用ＤＡＳ３０进行统计分析，分析时
用非房室模型进行。

·８６０１·
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３　结果

３１　定量离子对的选择

对绞股蓝皂苷 Ａ和内标丹参酮ⅡＡ进行全扫描

分析。正离子下，绞股蓝皂苷 Ａ能够产生 ｍ／ｚ
８９９３５［Ｍ ＋Ｈ］＋，二级质谱主要碎片为 ｍ／ｚ
８１４４７。因此，选择 ｍ／ｚ８９９３５～８１４４７为绞股蓝
皂苷Ａ的定量离子对。同样选择ｍ／ｚ２９５１～２０６０３
作为丹参酮ⅡＡ的定量离子对。

３２　血浆样品处理方法

比较了几种常规的血浆样品处理方法，其中

固相萃取法，可以除掉大部分干扰物质，但价

格较为昂贵；沉淀蛋白法，操作简单，重复性

好，成本最低。所以，从经济角度考虑，选择

了沉淀蛋白法作为本研究中的血浆样品的处理

方法［６］。

３３　分析方法学验证

３３１　系统适用性与专属性试验　在本研究优化后
的色谱条件下，空白血浆色谱图、空白血浆加标准

品色谱图和给药后血浆色谱图分别见图２。结果表
明，血浆中内源性杂质不干扰绞股蓝皂苷 Ａ和内标
的测定。

注：Ａ空白血浆；Ｂ含绞股蓝皂苷Ａ标准物质的空白血浆；Ｃ给药１ｈ后血浆样品中的绞股蓝皂苷Ａ；Ｄ空白血浆；Ｅ含有内标丹参素ⅡＡ
标准物质的空白血浆；Ｆ给药１ｈ后血浆样品中的内标丹参素ⅡＡ。

图２　绞股蓝皂苷Ａ和内标丹参素ⅡＡ的血浆样品典型色谱图
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３３２　标准曲线与最低定量限　以绞股蓝皂苷Ａ血
药浓度为横坐标，绞股蓝皂苷 Ａ与内标物的色谱峰
面积比值为纵坐标（Ｙ），以加权系数１／Ｃ２进行线性
回归，得到标准曲线 Ｙ＝０００１６Ｘ＋０００３２（ｒ＝
０９９８４）。结果表明，血浆中绞股蓝皂苷 Ａ在１０～
５００ｎｇ·ｍＬ－１线性关系良好。方法最低定量限
（ＬＬＯＱ）为１０ｎｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＞１０），表明该方法灵敏
度较高，可用于绞股蓝皂苷Ａ的定量分析。
３３３　准确度和精密度　准确度与精密度结果见
表１，结果表明，准确度为 ９７０％ ～９８５％，日内
精密度ＲＳＤ＜７％，日间精密度ＲＳＤ＜４％。

表１　大鼠血浆中绞股蓝皂苷ＡＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ
测定的准确度和精密度（ｎ＝５）

标示值／
ｎｇ·ｍＬ－１

实测值（珋ｘ±ｓ）／
ｎｇ·ｍＬ－１

准确度／
％

精密度（ＲＳＤ／％）

日内 日间

ＬＬＯＱ（１０） ９７±０５ ９７０ ６３ ３９

０２０ １９７±１３ ９８５ ４２ ３１

１００ ９８１±６８ ９８１ ２６ ２８

４００ ３９０４±１８５ ９７６ ２７ ２４

３３４　基质效应与提取回收率　提取回收率结果见
表２，结果表明，３个浓度提取回收率为 ８４７％ ～
８６４％，符合生物样本的分析要求，且 ＲＳＤ＜４％。
基质效应结果表明，内源性物质不干扰绞股蓝皂

苷Ａ的测定，且ＲＳＤ＜５％。

表２　绞股蓝皂苷Ａ和内标在大鼠血浆中提取
回收率和基质效应考察（ｎ＝６）

化合物
血药浓度／
ｎｇ·ｍＬ－１

提取回收率／％ 基质效应／％

均值 ＲＳＤ 均值 ＲＳＤ

绞股蓝皂苷Ａ ２０ ８５９ ３６ ９２１ ４７

１００ ８６４ ２７ ８６８ ３４

４００ ８４７ ３１ ８４９ ３１

内标 １００ ８３３ ２２ ９２６ ３８

３３５　样本稳定性　稳定性试验结果表明，绞股蓝
皂苷Ａ在血浆中－８０℃下冻存２个月、－２０℃下放
置３０ｄ、室温下放置８ｈ、在自动进样器（１０℃）下
放置１２ｈ、经过３个冻融循环后基本稳定，不同稳
定性考察条件下的偏差均在 ±１５％以下，稳定性良
好，结果见表３。

表３　绞股蓝皂苷Ａ在大鼠血浆中不同条件下的
稳定性考察（ｎ＝６）

稳定性试验条件
血药浓度／ｎｇ·ｍＬ－１

标示量 实测值（珋ｘ±ｓ）
ＲＳＤ
／％

ＱＣ样品 ２０ １９４±１４ ５４

在室温下放置８ｈ １００ １０１３±８２ ６２

４００ ３８６２±１３５ ５６

ＱＣ样品 ２０ １９６±１２ ４３

在－８０℃储存２月 １００ １００２±９５ ７６

４００ ３９２１±１４２ ５７

ＱＣ样品 ２０ １９８±１２ ６８

３次冻融 １００ ９９５±７８ ７５

４００ ３９３５±１６５ ６４

ＱＣ样品在自动进样 ２０ ２０１±０７ ３６

器（１０℃）下放置１２ｈ １００ ９０８±６２ ４４

４００ ４００７±１３８ ５２

储备液 ２０ １９８±０７ ３３

在－２０℃下放置３０ｄ １００ ９９６±３６ ３１

４００ ４００４±９５ ２４

结果表明，本研究所建立的大鼠血浆样品分析

方法符合药动学研究的相关要求，可以用于绞股蓝

皂苷Ａ的大鼠体内药代动力学研究。

３４　药动学研究

大鼠口服给予葛兰心宁软胶囊后，绞股蓝皂苷Ａ
的体内血药浓度时间曲线见图３。

图３　大鼠口服给予葛兰心宁软胶囊后绞股
蓝皂苷Ａ的药时曲线（珋ｘ±ｓ，动物数＝１２）

葛兰心宁软胶囊口服后其主要药效成分绞股蓝

皂苷 Ａ能够迅速吸收进入血液中，给药后 １５ｍｉｎ
在血中可以检测到绞股蓝皂苷 Ａ，并于 ０７５ｈ迅
速达到最大血药浓度，消除相对较快，半衰期为

（６２４７±２０３９）ｈ。非房室模型分析所得药动学参
数见表４。

·０７０１·



２０２０年７月　第２２卷　第７期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｌ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ７

表４　大鼠口服给予葛兰心宁软胶囊后绞股蓝
皂苷Ａ的药动学参数（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

药动学参数 结果

ＡＵＣ／μｇ·Ｌ－１·ｈ－１ ２５６２±２５２

ＭＲＴ０～１／ｈ ７８２５±０４０９０

Ｃｍａｘ／μｇ·Ｌ－１ ３７７６±７５３

Ｔｍａｘ／ｈ ０７５

ｔ１／２／ｈ ６２４７±２０３９

ＣＬ／Ｆ／Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１ ０２４９２±００５００２

４　结论

本研究建立了大鼠灌胃葛兰心宁软胶囊内容物

后，血浆中绞股蓝皂苷Ａ的ＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法，并
采用非房室模型计算分析了其药动学参数。该方法简

单、快捷、灵敏度高、精密度及线性关系良好，可以

用于生物样本中绞股蓝皂苷Ａ的药代动力学研究。药
动学参数Ｃｍａｘ反映了药物在血浆中的最大浓度，绞股
蓝皂苷Ａ的Ｃｍａｘ为（３７７６±７５３）μｇ·Ｌ

－１，０７５ｈ迅
速达到最大血药浓度，ｔ１１２为（６２４７±２０３９）ｈ，ＣＬ为
（０２４９２±００５００２）Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１，清除非常快。绞股
蓝皂苷 Ａ是绞股蓝中含量较高且有效的单体成分［３］，

其结构属于达玛烷型四环三萜皂苷。Ｚｈａｎｇ等［７］报道

了大鼠口服绞股蓝总皂苷后，２个达玛烷型四环三萜
皂苷类成分ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅＬⅥ和ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅⅩＬⅥ的药代动
力参数，半衰期与本研究的结果相近，但是 Ｔｍａｘ为
４ｈ，可能与糖基的种类、数量、连接位置不同有关。
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