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杠柳毒苷 ( periplocin) 是中药香加皮 ( Cortex

Periplocae)的主要强心成分 ,其结构式含杠柳苷元-

D- (加拿大麻糖) - D- (葡萄糖) (见图 1)。现代药理

研究表明 , 杠柳毒苷强心作用具有速度快 , 持续时

间短 , 无蓄积作用等特点。目前国内外对其体内过

程的研究比较少 ,本文对大鼠口服及静注杠柳毒苷

后的尿液、粪便、胆汁中原药和主要代谢产物的排

泄进行了初步研究。

1 实验材料

高效液相( HPLC)分析 : Waters 600E 高效液相

色谱系统, Waters 2487紫外检测器。

高效液相—质谱 ( HPLC- MS)分析 : HP1100 高

效液相色谱系统 : 四元泵 , 在线脱气机 , 自动进样

摘要: [目的]研究杠柳毒苷在大鼠体内的排泄情况。[方法] 建立了液—液萃取后用高效液相色谱测定大鼠尿

液、粪便和胆汁中杠柳毒苷含量的方法 , 并对大鼠静注及灌胃杠柳毒苷后的排泄情况进行分析。[结果] 大鼠按

12 mg/kg剂量灌胃给予杠柳毒苷后 , 72 h 尿中杠柳毒苷和其代谢物的累积排泄量占给药剂量的 0.44%,粪中杠柳

毒苷和其水解代谢物的累积排泄量占给药剂量的 12.39%; 按 0.74 mg/kg剂量尾静脉注射给予杠柳毒苷后 , 72 h

尿中杠柳毒苷及其代谢物的累积排泄量占给药剂量的 6.24%, 粪中杠柳毒苷及其水解代谢物的累积排泄量占给

药剂量的 7.33%;按 0.74 mg/kg剂量尾静脉注射给予杠柳毒苷后 , 21 h 内累积经胆汁排泄的杠柳毒苷占给药总量

的 76.13 %。[结论] 杠柳毒苷原形药物主要经胆汁排泄 , 但从尿液和粪便排泄则很少 , 尿液中可能存在结合代谢

物,粪便中主要以肠菌代谢物(杠柳次苷)的形式排泄。
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Abstract: [Objective] To study on excretion of periplocin in rats. [Methods] A liquid- liquid

extraction followed by high performance liquid chromatography (HPLC) method was used to de-

tect the content of periplocin in feces, urine and bile of rats. Then the study of excretion after

oral and intravenous administration was carried out. [Results] After oral administration Periplocin

at a dose of 12mg/kg, the cumulative excretions of Periplocin and its conjugated metabolite in

urine within 72h was 0.44%, and in feces the values of Periplocin and its hydrolytic metabo-

lite was 12.39%. When administered intravenously at a dose of 0.74mg/kg, the cumulative ex-

cretions of Periplocin and its conjugated metabolite in urine within 72h was 6.24%, and in fe-

ces the values of Periplocin and its hydrolytic metabolite was 7.33%, and the cumulative ex-

cretions of Periplocin in bile within 21h was 76.13%. [Conclusion] Periplocin was mainly e-

liminated via bile, but hardly via feces and urine. And Periplocin was eliminated via feces

and urine in the forms of its metabolites by intestinal bacteria (deduced as Periplocymarin),

conjugated metabolites, respectively.
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图 1 杠柳毒苷结构式

器 , 柱温箱 , 二极管阵列检测器 ( DAD) ; Finnigan 离

子阱质谱仪( LCQ Advantage Max)配有电喷雾( ES-

I)离子源。

其他仪器:台式离心机( Beckman) , N- EVAP111

型氮吹仪( Organomation Associates. Jnc.) ,超纯水系

统(Millipore) ,药物代谢笼(天津中医药大学动物实

验中心提供)。

杠柳毒苷对照品(天津中医药大学中医药研究

院自制 ,经熔点、紫外、红外、核磁共振波谱、质谱鉴

定及高效液相测定 ,纯度大于 98%)。杠柳毒苷含量

为 50%的有效部位(天津中医药大学中医药研究院

自制 ) , 水为超纯水 , 乙腈为色谱纯 , 其他试剂为分

析纯。

杠柳毒苷灌胃溶液:取杠柳毒苷有效部位适量,

加适量水配成杠柳毒苷含量为 1 g/L浓度的溶液 ,

每只大鼠灌胃 3 mL(相当于给药剂量为 12 mg/kg)。

杠柳毒苷静注溶液 : 取杠柳毒苷对照品适量 ,

溶于适量生理盐水配成杠柳毒苷含量为 0.37 g/L浓

度的溶液 , 每只大鼠尾静脉注射 0.5 mL(相当于给

药剂量为 0.74 mg/kg)。

2 实验动物

SD雄性大鼠(天津药物研究院动物室提供) ,体

质量( 250±10) g,给药前禁食 12 h,自由饮水。

3 样品收集

取体质量为( 250±10) g的雄性大鼠 5 只 , 置于

代谢笼中预适应 3 d, 收集此期间的尿液和粪便作

为空白样品。自灌胃或注射给药之时起,收集 0～12,

12～24, 24～48, 48～72 h 的尿液及粪便。尿液测量体

积, - 20℃冰箱贮存。粪便干燥后称质量, - 20℃冰箱

贮存样品采集期间,大鼠正常供水给食。

取体质量为( 250±10) g的雄性大鼠 5只,实验前

禁食 12 h, 自由饮水。手术前麻醉 , 仰位固定 , 实施

胆汁插管手术,收集 1 h 空白胆汁样品,尾静脉注射

杠柳毒苷生理盐水溶液 , 自注射之时起 , 收集 0～3,

3～6, 6～11, 11～21 h 胆汁样品,记录体积, - 20℃冰箱

贮存。

4 样品处理

尿液样品, 室温下融化, 每 1 mL尿样加 3 mL

提取溶剂(乙酸乙酯∶异丙醇=5∶1)涡旋提取 3 min,

4 000 r /min 离心取上清液 , 空气流下吹干 , 250μL

甲醇复溶 , 进样。另取各只大鼠不同时间段尿样各

1 mL, 室温下融化 , 装于具塞试管中 , 用 HCl 调节

pH至 1,置于 35℃水浴中水解 24 h,水解液加 3 mL

提取溶剂(乙酸乙酯∶异丙醇=5∶1)涡旋提取 3 min,

4 000 r /min 离心取上清液 , 空气流下吹干 , 250μL

甲醇复溶,进样。

取各只大鼠不同时间段粪便样品 , 在研钵中研

匀后称质量 , 转移至具塞锥形瓶中 , 按 1×10-4 g /L

加入乙腈 , 超声提取 30 min, 提取液 4 000 r /min 离

心 , 取上清液 3 mL, 空气流下吹干, 300μL甲醇复

溶,进样。

胆汁样品加 3 倍提取溶剂 (乙酸乙酯∶异丙醇=

5∶1) ,涡旋提取 3 min, 4 000 r /min 离心取上清液 ,空

气流下吹干, 250μL甲醇复溶,进样。

5 分析测定条件

液相分析条件: Agilent ZorbaxC18色谱柱( 4.6 mm×

150 mm, 5μm) , 乙腈∶水=25∶75 为流动相测定尿液

样品,乙腈∶水=23∶77为流动相测定尿液酸水解样品,

乙腈∶水=24∶76 为流动相测定粪便样品 , 乙腈∶水=

25∶75 为流动相测定胆汁样品 , 柱温为室温 , 进样

10μL,检测波长 220 nm,流速为 1 mL/min。

液质分析条件: Agilent ZorbaxC18色谱柱( 2.1 mm×

150 mm, 5μm) ,甲醇∶水=40∶60为流动相,进样 10μL,

柱温为 25℃, 流速为 0.2 mL/min, 紫外检测波长

220 nm; 质谱参数 : 电喷雾离子源 ( ESI)喷雾电压

4.5 kV, 毛细管温度 300℃, 毛细管电压 37 V, 壳气

流速 40arb, 辅助气流速 5arb, 正离子模式监测。MS

模式下监测 m/z=190～900总离子流( TIC)信号, MS2

模式碰撞能量 20%,监测 m/z=100～900TIC信号。

6 实验结果

6.1 测定方法学评价 精密称取适量的杠柳毒苷

及杠柳苷元对照品,用适量水溶解,配制成系列浓度

的杠柳毒苷及苷柳苷元对照品溶液,进样 10 μL,以

峰面积( Y)平均值为纵坐标,进样量( X)为横坐标作
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图,得回归方程(见表 1)。

6.2 样品的测定

6.2.1 给药后代谢产物的检测 大鼠灌胃及静注

杠柳毒苷后,均可从 0～12 h 粪便样品中检测出一弱

极性的代谢物 ( tR=68 min) (见图 2) , 对其进行质谱

分析,正离子模式下准分子离子峰为 m/z 535,与杠

柳次苷[M+H]+相符。对 m/z=535 峰进行二级质谱分

析 , 得到 m/z=391、373、355、337 碎片离子 , 与杠柳

苷元的 3 个羟基依次脱一分子水加 H+所产生的离

子 m/z相符 ,推测该代谢产物为水解掉一分子葡萄

糖的杠柳次苷。

将测得的样品峰面积代入标准曲线求算被测

组分在样品中的浓度 , 将尿液经酸水解后的产物

(杠柳苷元 )和粪便中经肠菌代谢得到的代谢产物

(杠柳次苷)乘以相应的系数(杠柳苷元: 1.777,杠柳

次苷: 1.298)换算成原形的量,再把尿药粪药浓度乘

以相应的排泄尿量及粪量 , 并累加求和 , 计算得到

杠柳毒苷及其可能得代谢产物累积排泄量 , 然后除

以给药量计算相应的排泄率。

6.2.2 大鼠灌胃给药排泄率 大鼠按 12 mg/kg剂

量灌胃给予杠柳毒苷后 72 h,尿中杠柳毒苷和其可

能的代谢物累积排泄量占给药剂量的 0.44%, 粪中

杠柳毒苷和其水解代谢物的累积排泄量占给药剂

量的 12.39%。

6.2.3 大鼠静脉注射给药排泄率 按 0.74 mg/kg

剂量尾静脉注射给予杠柳毒苷后 72 h, 尿中杠柳毒

苷和其可能的代谢物累积排泄量占给药剂量的

6.24%, 粪中杠柳毒苷和其水解代谢物的累积排泄

量占给药剂量的 7.33%。

6.2.4 大鼠尾静脉注射杠柳毒苷胆汁排泄率 按

0.74 mg/kg剂量尾静脉注射给予杠柳毒苷后 21 h内

累积经胆汁排泄的杠柳毒苷占给药总量的 76.13%。

7 讨论

杠柳毒苷原形在尿液中排泄率很低 , 灌胃给药

后 3 d 内尿液中原形排泄率约为 0.06%, 静注给药

排泄率约为 1.64%, 且尿液中也没有发现杠柳次苷

和杠柳苷元;将尿液用盐酸调节 pH 至 1 并于 35℃

水解 24 h 后测定水解产物杠柳苷元,再换算为杠柳

毒苷的排泄率, 灌胃给药后 3 d 内尿液中排泄率约

0.44%, 静注给药排泄率约 5.94%, 较原形排泄率有

很大提高 ,说明杠柳毒苷可能在体内发生结合反应

后经尿液排泄。推测尿中除了杠柳毒苷外 , 还有以

杠柳苷元为母核的结合产物 , 如与葡萄糖苷酸、硫

酸等的结合物。根据药物体内代谢的一般规律 , 药

物及其代谢物在体内易与葡萄糖醛酸、硫酸等结合

生成Ⅱ相代谢产物, 通过 HPLC- UV法检测到了Ⅰ

相代谢产物 , 而没有检测到Ⅱ相代谢物 , 可能其Ⅱ

相代谢物的量较少或极性较大很难与内源性物质

表 1 提取回收率和精密度

注:因为目前无法得到大量的杠柳次苷的对照品 ,故不能绘制杠柳次苷的标准曲线 ,经前期研究发现和质的量的杠柳毒苷和杠柳次苷在高

效液相—紫外检测中具有非常相似的紫外吸收 , 即测得的峰面积很接近 , 所以本实验用杠柳毒苷的标准曲线推测杠柳次苷在大鼠尿样和粪便

样品中的含量 ,并将测得值为转换为杠柳毒苷相对含量。

峰面积

81 005

88 045

85 395

85 016

86 558

424 248

514 628

479 218

526 343

491 705

2 953 390

2 958 863

2 952 964

3 088 206

3 111 406

回收率(%)

85.6

89.8

103.6

RSD(%)

3.1

8.2

2.6

峰面积

281 168

316 378

323 054

280 598

291 563

1 127 292

1 140 552

1 152 165

1 191 334

1 191 255

7 458 473

7 549 221

8 035 168

7 582 901

8 104 654

回收率(%)

88.6

84.9

96.4

RSD(%)

5.9

2.1

3.7

峰面积

99 985

113 973

109 080

102 493

114 129

511 963

553 796

530 749

523 542

564 175

2 683 143

2 716 045

2 891 806

2 768 473

2 737 478

回收率(%)

88.4

89.3

95.2

RSD(%)

6.0

4.0

2.9

粪便 尿液 胆汁
剂量

低

中

高
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1-杠柳毒苷; 2-代谢产物

A 空白粪便; B 大鼠灌胃杠柳毒苷后 0～12 h 粪便样品; C 大鼠静注

杠柳毒苷后 0～12 h 粪便样品

图 2 大鼠灌胃及静注杠柳毒苷后粪便样品色谱图

分开 , 故没有能检测到 ; 实验中的酸水解可以将杠

柳毒苷Ⅱ相代谢产物如葡萄糖苷酸、硫酸等的结合

物水解为杠柳苷元 ,但杠柳毒苷在体内也可能存在

未能被酸水解的Ⅱ相代谢产物 , 这些还有待进一步

研究。

杠柳毒苷在粪便中主要的排泄形式是杠柳次

苷, 灌胃给药后粪便中杠柳毒苷原形含量并不高 ,

而有较大比例的杠柳次苷随粪便排出 , 应该是杠柳

毒苷被肠道菌群代谢所致;静注给药后 0～12 h 的粪

便中也测到了杠柳次苷 , 推测是杠柳毒苷经胆汁排

泄至十二指肠,又被肠道菌群代谢。

大鼠尾静脉注射杠柳毒苷后 , 药物原形的胆汁

排泄速度迅速 , 21 h 内平均从胆汁中共回收给药剂

量的 76.13%, 没有发现明显的代谢产物 , 说明杠柳

毒苷经胆汁主要以原形排泄。

杠柳毒苷以口服方式给药 , 3 d 内在尿和粪便

中累积排泄量占给药总量的 12.85%;以静注方式给

药, 3 d 内排泄量占给药总量的 13.27%。还有相当比

例的药物没有说明排泄途径 , 推测杠柳毒苷还有其

他的消除方式或代谢产物,还有待进一步研究。
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