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·专题研究·

白头翁皂苷 Ｂ４在大鼠体内药代动力学规律及肺组
织分布
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［摘　要］目的：建立用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定 Ｗｉｓｔａｒ大鼠血浆及肺组织中白头翁皂苷 Ｂ４（Ｂ４）的含
量，研究其在大鼠体内的药代动力学规律及肺组织分布特征。方法：以气管滴注给予６ｍｇ／ｋｇ的白头翁皂苷Ｂ４
的大鼠作为气管滴注组，并与尾静脉给予６ｍｇ／ｋｇ白头翁皂苷Ｂ４注射的大鼠作为尾静脉注射组，采用ＨＰＬＣ法
于不同时间点（第５、１５、３０ｍｉｎ及１、２、４、６、８、１０、１２、１４、２４ｈ）的血药浓度，并于给药后５ｍｉｎ及１、２、４、８、１２、２４ｈ
时测定测定气管滴注组大鼠肺组织中的Ｂ４浓度。结果：ＨＰＬＣ法测定血浆样品及肺组织样品中的内源性物质
未对Ｂ４的检测结果形成干扰，Ｂ４在血浆及肺组织中的浓度分别在０５～１０００ｍｇ／Ｌ、０５～４０００ｍｇ／Ｌ范围与
峰面积线性关系良好，最低定量限均为０５ｍｇ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＞１０）；室温下２４ｈ的稳定性 ＲＥ＜１１％，３次冻融稳定性
ＲＥ＜１３％；白头翁皂苷Ｂ４在大鼠体内药动学过程符合二室模型；ＨＰＬＣ法测定结果表明，大鼠经气管滴注给药
后，药物在肺中积蓄，且缓慢释放入血。结论：建立的ＨＰＬＣ法稳定可靠，肺部给予药物白头翁皂苷Ｂ４后，药物
在肺中产生积蓄，缓慢入血，延长在体内的保留时间。
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　　白头翁皂苷 Ｂ４（ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４，Ｂ４）是从毛茛
科多年生草本植物白头翁中提取具有药理活性的

五环三萜类皂苷［１］，其主要组成有三萜皂苷、三萜

酸、木脂素、胡萝卜苷及糖蛋白等，而三萜类皂苷是

中药白头翁主要活性成分之一［２－３］。白头翁皂苷

具有多种药理活性，主要包括抗炎活性、抗菌活性、

免疫增强功能及抗肿瘤活性［４－９］。有学者对白头

翁皂苷 Ｂ３、ＢＤ、Ｂ７、Ｂ１０及Ｂ１１的组织分布情况进
行报道［１０－１１］，而 Ｂ４作为白头翁皂苷重要的成分
之一，目前却未见关于 Ｂ４的药动学研究的报道，
本研究通过建立Ｂ４在大鼠体内的分析测定方法，
对其在大鼠体内的药动学规律及肺组织分布进

行研究，为以后 Ｂ４在临床的应用提供前期实验
数据。

１　材料与方法

１１　主要材料、试剂及动物
１１１　主要材料、试剂　ＬＣ－１５Ｃ型高效液相色
谱（ＨＰＬＣ）仪（日本岛津）、ＴＧＬ－２０Ｍ型高速台式
冷冻离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司）、Ｍ－
１６７１０－１２型涡旋混合器（美国 ＢａｒｎｓｔｅａｄＴｈｅｒ
ｍｏｌｙｎｅ公司）、Ｔ１８Ｂ型组织匀浆机（德国 ＩＫＡ）、
ＭＤ２００－１型氮气吹扫仪（杭州奥盛仪器有限公
司）、白头翁皂苷Ｂ４雾化吸入剂（自制）、水合氯醛
（批号２０１１０８２４，国药集团）、甲醇（ｓｉｇｍａ公司）、乙
腈（ｓｉｇｍａ公司）、超纯水。
１１２　实验动物　ＳＰＦ级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠（１８０～
２２０ｇ），购自苏州大学实验动物中心，合格证号
ＳＣＸＫ（苏）２０１５－０００５。实验开始前１２ｈ给大鼠
禁食，但自由饮水，实验开始４ｈ后给予正常进食
及自由饮水。

１２　方法
１２１　色谱条件　色谱柱为ＣｏｇｅｎｔＣ１８柱（２５０ｍｍ
×４６ｍｍ，５μｍ），流动相为 ０１％磷酸 －乙腈
（２７％～７３％血浆样品，２８％～７２％肺组织样品），
流速为 １０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２０５ｎｍ，柱温为
３０℃，进样量２０μＬ，理论塔板数不低于３０００。
１２２　样品预处理　（１）血浆样品预处理：精密

吸取血浆０２ｍＬ，加入到２０ｍＬＥＰ管中，再加入
甲醇 １２ｍＬ涡旋 ５ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，小心吸出上清液，氮气吹干，加０２ｍＬ流
动相复溶，经０２２μｍ有机滤膜过滤，取２０μＬ进
样，检测血浆中药物浓度。（２）肺组织样品预处
理：将大鼠处死，解剖小心取出肺脏，生理盐水洗净

肺表面血渍，滤纸吸干，置于１００ｍＬＥＰ管中，加
入生理盐水 ４０ｍＬ，组织匀浆，精密吸取匀浆液
０３ｍＬ，置２０ｍＬＥＰ管中，加入甲醇１２ｍＬ涡旋
５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心吸出上清，氮
气吹干，加０３ｍＬ流动相复溶，经０２２μｍ有机
滤膜过滤，取２０μＬ进样，检测肺组织中Ｂ４含量。
１２３　动物实验　取健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２只，
随机均分为２组，第１组采用气管滴注法给予白头
翁皂苷 Ｂ４雾化吸入剂［１２－１３］，用手术剪在大鼠颈

部位置剪开一小切口，分离出白色环形软骨状气

管，用１ｍＬ注射器吸取适量 Ｂ４雾化吸入剂，针头
顺着气管插入，将制剂缓缓推入，使药物完全进入

肺深部，完成操作，给药剂量为６ｍｇ／ｋｇ（按 Ｂ４的
量计算）；第 ２组给予尾静脉注射白头翁皂苷 Ｂ４
雾化吸入剂，给药剂量为 ６ｍｇ／ｋｇ（按 Ｂ４的量计
算）。给药后分别在第５、１５、３０ｍｉｎ及１、２、４、６、８、
１０、１２、１４、２４ｈ时眼眶取血０５ｍＬ，置肝素化的离
心管中，４℃条件下４０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ，吸取上
层血浆０２ｍＬ，－２０℃冰箱保存待测。另取雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠２１只，采用气管滴注给予白头翁皂苷
Ｂ４雾化吸入剂，给药剂量为６ｍｇ／ｋｇ（按 Ｂ４的量
计算），分别于给药后５ｍｉｎ及１、２、４、８、１２、２４ｈ时
将大鼠脱臼处死（每个时间点处死大鼠３只），立
即解剖，小心分离出肺脏，用生理盐水清洗，滤纸吸

干表面血渍后称重，－２０℃条件下保存待测。

２　结果

２１　方法专属性
按“１２１”项下色谱条件测定空白血浆样品、

加样血浆样品和空白肺组织、加样肺组织样品的色

谱图（图１），结果显示，血浆样品及肺组织样品中
的内源性物质未对Ｂ４的检测结果形成干扰。
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注：Ａ１为空白血浆，Ａ２为加样血浆样品（２００ｍｇ／Ｌ），Ｂ１为空白肺组织，Ｂ２为加样肺组织样品（１０００ｍｇ／Ｌ）

图１　ＨＰＬＣ色谱法检测Ｂ４的专属性
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

２２　ＨＰＬＣ色谱法检测Ｂ４的线性范围
２２１　Ｂ４在血浆中的线性范围　制备白头皂苷
Ｂ４质量浓度分别为０５、１０、５０、１００、２００、５００
及１０００ｍｇ／Ｌ的系列甲醇标准液，吸取空白血浆
０２ｍＬ，加入上述系列标准液 ０２ｍＬ，再加甲醇
１０ｍＬ涡旋混匀，按血浆样品预处理法进行处理，
配制成浓度分别为０５、１０、５０、１００、２００、５００
及１０００ｍｇ／Ｌ的系列含药血浆标准溶液；各取
２０μＬ进样，以记录的色谱图峰面积 Ａ对血浆标准
溶液中药物浓度Ｃ进行线性回归，求得 Ｂ４在血浆
样品中的标准线性方程为：Ａ＝４２６７３Ｃ＋２９４１７，
ｒ＝０９９９９；结果显示 Ｂ４在血浆中浓度在 ０５～
１０００ｍｇ／Ｌ范围与峰面积线性关系良好，最低定
量限为０５ｍｇ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＞１０）。
２２２　Ｂ４在肺组织中的线性范围　制备白头皂
苷Ｂ４质量浓度分别为０５、１０、５０、２５０、１０００、
２０００及 ４０００ｍｇ／Ｌ的系列甲醇标准液，吸取
０３ｍＬ空白肺组织匀浆液，加入上述系列标准液
０３ｍＬ，再加甲醇０９ｍＬ涡旋混匀，按肺组织样品
预处理法进行处理，配制得浓度分别为０５、１０、
５０、２５０、１０００、２０００及４０００ｍｇ／Ｌ的系列含药
大鼠肺组织标准溶液；各取２０μＬ进样，以药物的
峰面积Ａ对肺组织中药物浓度（Ｃ）进行线性回归，
求得 Ｂ４在大鼠肺组织中的曲线方程为：Ａ＝

６３４６１Ｃ－２５３１９，ｒ＝０９９９９。结果显示 Ｂ４在
肺组织中浓度在０５～４０００ｍｇ／Ｌ范围与峰面积
线性关系良好，最低定量限为０５ｍｇ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＞１０）。
２３　精密度和准确度

吸取空白血浆０２ｍＬ，按“２２１”项下方法
配制成含Ｂ４的１０、５００、１０００ｍｇ／Ｌ低、中、高浓
度血浆样品。吸取空白肺组织匀浆液０３ｍＬ，按
“２２２”项下方法配制得含 Ｂ４的 １０、２０００及
４０００ｍｇ／Ｌ低、中、高浓度肺组织样品；以上２组
样品各进样２０μＬ、每个质量浓度平行制备５份样
品、每个质量浓度连续进样５次，重复操作、连续进
样３ｄ、根据峰面积求算日内和日间精密度和准确
度，结果见表１。

表１　Ｂ４在血浆及肺组织中的精密度
和准确度（ｎ＝５）

Ｔａｂ．１　Ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆ
Ｂ４ｉｎｐｌａｓｍａａｎｄｌｕｎｇ

样本
Ｃ

（ｍｇ／Ｌ）
日内（％）

精密度 准确度

日间（％）
精密度 准确度

血浆　 １０ １７ ９８ ３２ １１９
５００ ０４ １４ ３８ －１７
１０００ ０６ －０１ １３ －１６

肺组织 １０ １７ ２３ ２５ ４１
２０００ ０３ －０３ １３ －３０
４０００ ０２ －０１ １０ ０５

７４７
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２４　回收率
按“２３”项下方法配制得低、中、高浓度的含

Ｂ４血浆样品（１０、５００及１０００ｍｇ／Ｌ）和肺组织
样品（１０、２０００及４０００ｍｇ／Ｌ），样品经ＨＰＬＣ测
定，记录Ｂ４在血浆样品及肺组织样品中的峰面积
Ａ１。另取空白血浆０２ｍＬ、加入甲醇１２ｍＬ、按
“１２２”项下方法处理，氮气吹干后加入相应低、
中、高浓度的 Ｂ４甲醇标准液，取空白肺组织匀浆
液０３ｍＬ，加入甲醇１２ｍＬ按“１２２”项下方法
处理，氮气吹干后加入相应低、中、高浓度的 Ｂ４甲
醇标准液，进样分析记录 Ｂ４在血浆样品及肺组织
样品中的峰面积Ａ２，按Ａ１／Ａ２×１００％计算提取回
收率，结果见表２。

表２　Ｂ４在血浆及肺组织中的回收率（ｎ＝５）
Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆＢ４ｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａ

ａｎｄｌｕｎｇｏｆｒａｔｓ
样本 接入量（ｍｇ／Ｌ） 回收率（％） 精密度（％）
血浆　 １０ １０６９±３５ ３３

５００ １０１１±５９ ５８
１０００ ９７８±２３ ２４

肺组织 １０ １１３５±５７ ５０
２０００ １０７０±３６ ３４
４０００ １０３４±４７ ４５

２５　稳定性
按“２３”项下方法配制得低、中、高浓度的Ｂ４

血浆样品和肺组织样品，考察样品室温下放置２４ｈ和
样品反复冻融３次的稳定性，结果测得室温下２４ｈ的
稳定性ＲＥ＜１１％，３次冻融稳定性ＲＥ＜１３％。
２６　Ｂ４在大鼠体内药代动力学和肺组织分布
２６１　Ｂ４在大鼠血药浓度及药代动学参数测定
　大鼠经气管滴注和尾静脉注射给药（剂量为
６ｍｇ／ｋｇ，按Ｂ４的量计算）的平均血药浓度 －时间
曲线见图２，结果表明 Ｂ４经肺部给药后可以延长
药物在体内的保留时间。数据用 ＤＡＳ２１软件处
理，拟合药动学模型，计算药动学参数，最终确定

Ｂ４在大鼠体内符合二室模型，药动学参数见表３。
２６２　气管给药Ｂ４在大鼠肺中分布 大鼠经气管
滴注给药（剂量为６ｍｇ／ｋｇ，按 Ｂ４的量计算）后药
物在肺组织中的分布情况见图３。结果显示经过
２４ｈ的释放，肺组织中药物浓度仍为１２５５μｇ／ｇ。

３　讨论

有研究报道，采用如乙酸乙酯液液萃取法、乙

图２　经肺部或尾静脉注射给药后Ｂ４在大鼠
血浆中药物浓度－时间曲线（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．２　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓ
ｏｆＢ４ｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ

ａｎｄｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

表３　Ｂ４经肺部或尾静脉注射给药后Ｂ４在
血浆中的药代动学参数（ｎ＝６）

Ｔａｂ．３　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＢ４ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

药代动学参数　
Ｂ４给药

经气管滴注组 静脉注射组

ＡＵＣ０－∞［ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）］５２３５８３７±８７３３０４（１）　７４８１８８６±１３５７９３２

ＡＵＣ０－ｔ［ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）］ ５０１０８７５±９７２５４１　７２８４２４３±１３３７２８０

ＭＲＴ０－∞（ｍｉｎ） ３６８２９５±３２７１９（２） １３７１４５±１８２４４　

ｔ１／２α（ｍｉｎ） ９５６１３±１２４０５　 １０１８３７±５３５６　

ｔ１／２β（ｍｉｎ） ３８９０２３±４６２４１（３） ９８４２５±１０３７１

Ｖ（Ｌ／ｋｇ） ０２３７±００２５　 ０１０５±００２７

ＣＬ［Ｌ／（ｍｉｎ·ｋｇ）］ ０００１±００００　 ０００１±００００

Ｔｍａｘ（ｍｉｎ） １２０．０００±００００　　 ／

Ｃｍａｘ（ｍｇ／Ｌ） １６４７５±４８２１　 ／

与静脉注射组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１，（３）Ｐ＜０００１

图３　气管滴注给药后大鼠肺组织
中Ｂ４浓度－时间曲线（ｎ＝３）

Ｆｉｇ．３　Ｍｅａｎｒｅｓｉｄｕａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆ
Ｂ４ｉｎｌｕｎｇｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ

８４７
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腈蛋白沉淀法、乙腈／甲醇混合蛋白沉淀法处理样
品，但内源性物质仍对目标峰的测定产生干

扰［１４－１５］。而采用甲醇沉淀蛋白，氮气吹干后流动

相复溶可以除去许多内源性物质的干扰，使得目标

峰有效分离，提高方法灵敏度［１６］。Ｂ４为水溶性药
物，经口服给药其吸收差，而经肺部给药可以有效

提高其在体内的吸收，增加生物利用度。课题组前

期对Ｂ４在细胞学及药效学方面的研究，最终确定
Ｂ４在大鼠体内的给药剂量为６ｍｇ／ｋｇ。本研究所
制的雾化吸入剂其辅料均为生物相容的安全性物

质，制剂可用于静脉注射。本研究通过对不同方式

给药后，Ｂ４的药代动学规律及其在肺组织的分布
研究，从图２可知通过尾静脉注射给药后，由于不
存在吸收过程，药物迅速从血液中向外周分布，８ｈ
后血浆中未检测到药物；而气管滴注给药后，由于

药物缓慢进入血液，２ｈ时血药浓度达最高，之后
缓慢消除，释放１４ｈ后仍可在血浆中检测到药物，
说明通过肺部给药可以延长药物在体内的保留时

间。由图３可知通过气管滴注给药后，经过２４ｈ
的释放肺部药物浓度仍为１２５５μｇ／ｇ，表明经肺
部给药后药物可滞留于肺部，缓慢渗入血液。通过

软件ＤＡＳ２１对药物经肺部给药和尾静脉给药后
Ｂ４在血浆中药物浓度进行处理，结果显示，肺部给
药组的ｔ１／２β和ＭＲＴ０－∞分别是尾静脉给药组的４０
和２７倍，而尾静脉给药组的 ＡＵＣ０－∞为肺部给药
组的１４倍。以上结果充分说明经肺部给药后，药
物在肺中积蓄，药物缓慢释放入血，延长在体内的

保留时间。
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