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中药多成分药代动力学: 发现与中药安全性和有效性关联的

物质并揭示其药代特征
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摘要: 中医药对中华民族健康和国家稳定发挥了重要作用, 揭示决定中药有效性和安全性的物质是推进中药现

代化的一项重要工作。对于化学组成复杂的中药, 可通过开展多成分药代研究, 根据给药后中药成分能否以某种形

式被机体利用产生显著的体内暴露 (以成分原形和/或代谢物形式), 选拔出用于考察药效活性的中药物质, 研究物

质产生疗效的体内过程和药代特征, 由此为揭示决定中药药效作用的物质创造条件。此外, 这类多成分药代研究还

可用于揭示与中药不良反应或联合用药风险关联的中药物质。经过十多年的努力, 中药多成分药代研究在理论、方

法、技术、应用上已取得突破, 成为药代动力学的一个新分支。本文系统阐述了中药多成分药代动力学的研究方法、

技术要求和分析技术, 并用一类活性中药成分 (三七的皂苷类成分)的研究和围绕一种已上市中药制剂 (连花清瘟胶

囊)的研究介绍了两类多成分药代研究实例, 最后讨论了中药多成分药代研究的进一步发展。
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Abstract: Chinese traditional medicine has provided, since ancient times, a basis for health care and medicine

to the Chinese nation and for China's national stability. Identification of the constituents responsible for therapeutic

and undesired effects of Chinese herbal medicines is a type of key research facilitating the modernization of these

medicines. For a complex Chinese herbal medicine, multi-compound pharmacokinetic research is a useful approach

to identifying its constituents that are bioavailable (in their unchanged and/or metabolized forms) at loci responsible

for the medicine's therapeutic action and to characterizing the compounds' disposition and pharmacokinetics related

to the action. In addition, such pharmacokinetic research is also useful for identifying herbal compounds associated

with the medicine's adverse effects and drug-drug interaction potential. Over the past decade, great advances have

been achieved in the theory, methodology, associated techniques, and their application of such multi-compound

pharmacokinetic research, which has become an emerging field in pharmacokinetics. In this perspective, we elaborate

on the methodology, technical requirements, and key analytical techniques of multi-compound pharmacokinetic

research on Chinese herbal medicines, describe research examples regarding investigation of pharmacokinetics and
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disposition of a class of bioactive herbal constituents (ginsenosides of Panax notoginseng root) and pharmacokinetics-

based identification of potential therapeutic compounds from a dosed Chinese herbal medicine (LianhuaQingwen

capsule), and discuss follow-up development for the multi-compound pharmacokinetic research.

Key words: Chinese herbal medicines; multi-compound pharmacokinetic research; bioavailability; systemic

exposure; colon-luminal exposure; disposition; access to target of action

中医药对中华民族健康和国家稳定发挥了重要作

用, 1949年新中国成立后, 中共中央、国务院高度重视

中医药工作。2020年, 中医药为我国在国际上率先控

制新冠肺炎疫情、快速恢复经济发展做出了重要贡

献[1,2]。1996年党中央、国务院明确提出“实现中药与

中药生产现代化”, 通过二十多年的努力中药行业取得

了多方面巨大发展[3]。中药现代化既是当今时代发展

的要求, 也为人类应对疾病提供了更多的药物选择。

推进中药现代化, 中药的有效性和安全性是关键, 对此

要做好两方面工作: 其一是开展严格的临床研究和基

础研究, 以验证中药的有效性和安全性, 使传统中医药

从经验医学向循证医学转化; 其二是从化学组成复杂

的中药中找出决定其疗效和用药风险的物质, 为提高

中药疗效、保障用药安全创造条件。

1 为什么要开展中药多成分药代研究

1.1 开展中药多成分药代研究涉及的科学假说 对

于化学组成复杂的中药, 拿什么物质来研究其药效作

用一直是一个棘手的问题。做法之一是检测整个中药

的药效活性。由于难以定义这种混合物形式的中药浓

度, 因此很难说明其药效活性的强弱。若用中药所含

的某个成分来定义浓度, 则问题是该成分是否与中药

药效关联、能否代表整个中药; 若以中药用量来定义浓

度, 则问题是中药的质量受众多生药学和制剂学因素

的影响。做法之二是检测中药所含的一个或几个成分的

药效活性。这样做的问题在于所选成分能否代表整个

中药、是否会遗漏中药的活性成分。药物在体内产生

药效作用是“机体作用药物”和“药物作用机体”两个环

节的结果。作者提出, 对于复杂的中药, 其药效作用主

要取决于一部分“类药属性”较好的关键成分, 而非其

所含的全部化学成分[4-6]。中药成分的类药属性包括:

与中药药效关联的生物活性、安全性、药代属性、在中

药中的含量、与其他成分或药物能否和谐相处。基于

该假说, 作者进一步提出: 可通过开展中药多成分药代

研究, 根据给药后中药成分能否被机体利用产生显著

的体内暴露 (以成分原形和/或代谢物形式), 选拔出用

于考察药效活性的中药物质, 研究物质产生疗效的体

内过程和条件, 由此为揭示决定中药疗效的物质创造

条件[7-9]。这类药代研究应围绕临床有效中药而开展,

应根据中药的临床定位和可能的药效作用来判断需关

注的中药成分被机体利用的方式, 研究工作应达到‘精

准不漏’的技术要求。除了用于发现与中药药效作用关

联的中药物质外, 这类多成分药代研究还可用于揭示与

中药不良反应或联合用药风险关联的中药物质[10,11]。

1.2 从药代研究入手揭示中药的效应物质 之所以

要从药代研究入手, 为药效研究找出应关注的中药物

质, 是因为: ① 由于机体的作用, 给药后中药成分被机

体利用产生体内暴露存在两个“不一定”, 即: 高含量中

药成分在给药后的体内暴露水平不一定也高, 给药后体

内暴露显著的中药物质不一定是中药所含的成分[5,8]。

② 由于多年的技术进步与整合, 中药多成分药代动力学

已发展出一套可同时研究众多不同类别成分体内暴露

和过程的“高载量”方法, 并能有效应对机体和中药两

个复杂体系。③ 开展多成分药代研究找出给药后能被

机体利用产生显著体内暴露的中药成分, 将使后续药效

研究能够围绕有限但值得进一步研究的中药物质而开

展, 使药效研究更加有效、精准、可行。中药成分绝大

部分都是外源性物质, 给药后成分进入机体被利用会

受到体内多种生物屏障和消除机制的影响, 机体的这

些作用使许多成分在给药后难有足够的体内浓度以发

挥效应。同时, 中药化学组成复杂, 不同成分含量差异

很大。如果成分在中药中含量过低, 在给药后也难有足

够体内浓度以发挥效应。④ 中药成分在体内发挥作用

除了能够被机体利用 (如进入体循环产生系统暴露) 外,

其体内暴露形式还需要以足够的浓度到达体内作用靶

标。在研究中药成分体内暴露的基础上, 多成分药代研

究还可用来寻找真正能到达体内靶标的中药物质 (这

些物质的药效作用值得进一步研究), 并排除那些难以

到达靶标的中药物质 (这些物质不需要继续研究)。

1.3 中药药代动力学是中药物质研究的一个发展 中

药靠其所含成分与机体的相互作用产生效应, 揭示决

定效应产生的中药物质是推进中药现代化的重要一

环。中药的物质研究起步于中药成分化学, 它通过分离

纯化、结构鉴定、定量分析等揭示中药的化学组成, 并

获得中药的成分单体。中药成分化学的发展和积累, 既

为新药研发创造条件, 也为围绕复杂中药所开展的药

代研究创造条件, 药代研究的开展离不开良好的中药
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成分化学基础。中药多成分药代动力学是中药物质研

究的一个发展, 它通过研究给药后中药成分能否被机

体显著利用 (包括被利用的途径及主要的暴露形式等)

及暴露物质能否到达体内作用靶标等问题, 拉近中药

成分与中药效应之间的距离。在此基础上, 中药物质

研究的进一步发展是将药代动力学这样的物质研究与

药效学、毒理学等效应研究有机结合, 以全面揭示决定

中药有效性和安全性的物质, 这将使中药物质研究达

到全新水平、为临床精准用药创造条件。

1.4 中药多成分药代研究的发展过程 中药多成分

药代动力学是分阶段发展的: 第一阶段, 重点针对中药

和机体两个复杂体系给研究带来的困难, 将人体和动

物实验技术 (in vivo技术)、利用细胞和分子生物学的

体外实验技术 (in vitro技术)、高载量或高通量复杂样

品分析技术、计算机预测技术 (in silico技术) 及生物信

息学技术等进行整合, 打通技术路线, 全面揭示给药后

能产生显著暴露的中药物质及其体内过程和药代特

征。利用由此创建的中药多成分药代研究方法, 填补

一批中药制剂大品种的药代数据空白并支持中药新药

的研发[4,7-9,12-18]。第二阶段, 在开展中药多成分药代研

究的基础上, 进一步针对中药的药效作用、不良反应或

药代性质药物相互作用的靶标, 研究给药后中药的体

内主要暴露物质能否到达这些靶标及其对靶标的生物

活性, 发现与中药有效性和安全性关联的物质及产生

效应体内过程的关键环节, 为保证中药的有效性和安

全性提供关键信息[10,11,19-21]。再下一阶段的工作重点

是将多成分药代研究与不同的效应研究进一步结合,

全面揭示中药药效物质基础或用药风险所涉及的关键

中药物质以及其中的关键影响因素, 为精准制药和精

准用药提供依据。

2 中药多成分药代研究的分类及方法

中药多成分药代研究可分为“偏基础”和“偏应用”

两类。偏基础的中药药代研究主要是围绕某一类活性

成分, 考察该类成分“类药属性”中的药代属性和特征、

在体内暴露上的“两个不一定”情况、造成成分间药代

差异的原因及成分化学结构与其药代特征之间的关

系 (简称构-代关系) 等。偏应用的中药多成分药代研

究主要围绕较早批准上市的中药制剂大品种科技提升

及中药新药研发而开展。

2.1 围绕一类活性中药成分开展研究: 揭示该类成分

的药代特征 虽然中药化学组成复杂, 但是其所含的

众多成分可按母核结构归属到一个或数个成分类别,

同一类别的成分主要在取代基 (包括糖基) 的位置、种

类和/或数量上存在差异。通常同类成分在理化性质

和生物活性方面存在关联, 按成分类别 (而非按成分

个体) 开展药代研究有助于更好地应对中药的化学组

成复杂性。系统研究各类中药成分的药代特征十分重

要, 这是因为围绕中药开展药代研究比传统的化药药

代研究更为复杂、工作量巨大, 同时中药药代研究起步

晚、积累少, 增加对中药各类成分药代特征的认识有利

于药代动力学在中药现代化发展中的应用与推广。常

见的活性中药成分类别包括: 苯丙素多酚类 (包括黄

酮类、香豆素类、木脂素等)、非苯丙素多酚类 (包括二

苯乙烯类、蒽醌类、酚酸类等)、皂苷类 (包括三萜皂苷

类和甾体皂苷类)、其他萜类 (包括单萜类、倍半萜类、

二萜类等)、强心苷类、生物碱类等。许多中药成分接

有糖基, 被称为苷; 苷类化合物的主要药代特征包括: 膜

通透性差、水溶性较好、对宿主代谢酶稳定性好及易被

肠道菌代谢酶水解脱糖等。国际上对黄酮类化合物药

代特征的研究较早开展[22-25], 近年来对皂苷类、生物碱

类、酚酸类化合物药代特征的研究也有很大进步[26-35]。

此外, 分析技术的突破促进了挥发性单萜类化合物的

药代研究[36]。

当一类中药成分中一些成分被发现具有与中药药

效相关的生物活性, 该类成分就可以被认为是一类活

性成分, 同类中的其他成分因化学结构的关联可能也

具有类似的活性, 而成分间在结构上的一些差异会造

成它们在活性强弱上的不同。研究一类活性中药成分

的药代特征, 首先需要确定在这类成分中有哪些代表

性成分或重要成分, 避免在研究中遗漏这些成分。为

此, 应分析和比较中药制剂与中药材之间以及不同中

药制剂之间在该类成分上的异同, 以确定研究应关注

的成分, 努力获取这些成分的单体化合物以支持后续

实验的开展。应围绕要考察的一类中药成分提出应重

点研究的药代问题, 这些问题通常包括: 该类成分给药

后体内暴露的基本规律、成分之间的暴露差异、构-代

关系及影响成分暴露的因素等。为了有效开展研究应

将多种研究手段进行整合, 并多角度开展工作。

2.2 已上市中药制剂开展研究: 填补制剂药代数据的

空白 许多较早批准的中药制剂品种具有较大的临床

需求和良好的临床疗效, 但由于受当时研究水平和技

术条件的限制, 其功效主要依据中医的传统认识来描

述, 缺乏系统深入的科学研究。随着中药现代化努力

所带来的科研进步和产业发展, 以及我国新药审评标

准的不断提升, 需要对那些临床确有疗效且用量大的

中药制剂品种进行科技提升, 以满足时代发展的需要,

促进中药制剂品种自身的可持续发展。在这些科技提

升中, 不仅需要按照严格的循证医学标准对中药制剂

的有效性和安全性进行再评价[37-41], 还需要揭示决定

其有效性和安全性的中药物质。围绕这类中药制剂开
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展多成分药代研究的目的是填补其药代数据的空白、

或者获得准确系统的药代数据, 并为揭示决定制剂有

效性和安全性的中药物质及相关影响因素创造必要的

条件, 实际上这是一类“补课”性质的药代研究。另外,

围绕中药新药开发进行多成分药代研究, 目前已基本

不存在技术困难。与促进中药制剂品种科技提升的药

代研究不同, 支持中药新药研发的药代研究要分非临

床和临床两个阶段来进行, 并与新药研发所涉及的其

他研究紧密结合。

围绕较早批准的中药制剂品种开展多成分药代研

究, 可采用“一个基础、一个中心、两个协助、三个支撑”

的模式开展工作 (图1)。

“一个基础”是指利用色谱-质谱联用技术, 并整合

信息学手段和其他分析技术等, 建立一套集检测-鉴

定-定量功能于一体的高载量中药制剂成分谱分析方

法, 以此全面认识制剂的化学组成。成分谱分析揭示

中药制剂有哪些成分可供机体利用, 是开展后续多成

分药代研究的基础, 该分析确定了药代研究应关注的

成分对象和范围。中药制剂各成分的剂量 (由制剂的

日服剂量乘以制剂中成分的含量而得) 是决定给药后

成分体内暴露水平的一个因素, 根据成分剂量的高低

对成分进行排序分档, 可用于指导后续药代研究。在

多成分药代研究中采用“源自制剂的成分剂量”而非

“在制剂中的成分含量”来表达成分在制剂中的多少,

这是因为成分剂量便于比较同一成分在不同中药制剂

或不同规格的制剂中的多少。此外, 为了确定从某个

生产批次获得的药代数据能用于中药制剂的其他生产

批次, 需要围绕制剂的主成分 (成分剂量 ≥ 1 μmol·L-1)

考察不同生产批次的质量波动性。

“一个中心”是指按药品说明书规定的给药剂量和

途径, 开展中药制剂的人体药代试验, 采集血液、尿液

和粪便样品, 以获取人体药代数据, 这是中药制剂整个

药代研究的中心。中药制剂的使用对象是人, 人与动

物之间的种属差异使人体药代数据成为判断制剂有效

性的主要依据, 指导临床合理用药需用人体药代数据。

在人体试验中采集的血液样品经抗凝和离心后可获得

血浆样品, 人体血浆样品主要用于发现给药后能够进

入体循环的制剂主要暴露成分, 获得其主要暴露形式、

药动学特征和血浆蛋白结合等信息。尿液样品可用于

补充制剂成分系统暴露信息, 又可与血浆样品一起用

于获得制剂体内暴露物质的肾排泄信息; 粪便样品可

提供制剂物质针对肠道菌的部分肠腔暴露信息。虽然

是整个药代研究的中心, 但仅开展制剂的人体药代试

验存有局限性。当缺乏中药制剂的临床耐受性数据和

安全性评价数据时, 人体药代研究难以考察制剂给药

剂量与其物质暴露的关系 (量-暴关系); 对于口服制

剂, 人体药代研究常因缺乏可用的相关静脉注射制剂,

难以获取口服制剂成分的口服生物利用度 (F)、系统清

除率 (CLtot,p) 及表观分布体积 (Vd或VSS) 等关键药代参

数; 人体药代研究难以获取制剂物质的肝胆排泄、组织

分布、肠中移行、化合物单体给药等的药代数据。

“两个协助”是指为进一步认识中药制剂主要暴露

物质 (人体药代研究发现) 的药代特征, 开展动物和体

外两方面“协助性”的药代研究, 以获取人体药代研究

难以获取的关键信息。在开展上述协助性药代研究补

充关键信息前, 应先确定实验动物与人体在制剂暴露

物质上存在的药代种属相似和差异, 动物药代实验应

在种属相似的地方 (化合物及其体内过程的重要环节)

进行信息补充。从获得的便利性、技术的成熟度、化合

物的使用量等因素考虑, 大鼠是最常用的实验动物。

考察大鼠与人体的药代种属相似性和差异, 一方面是

围绕给药后制剂成分的系统暴露和肾排泄进行比较,

Figure 1 An overview of approach to multi-compound pharmacokinetic investigation of a Chinese herbal medicine
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另一方面还要围绕相关代谢酶、转运体和血浆蛋白等

利用体外实验来了解种属相似和差异。在了解种属相

似和差异后, 动物药代研究主要用于获取制剂成分的

量-暴关系、胃肠道吸收及影响因素、组织分布 (包括血

脑屏障通过等)、肝胆排泄、药代基质效应 (本文后面部

分对此有进一步说明)、肠腔暴露等信息。除了考察种

属相似和差异外, 体外药代研究还可用于考察不同代

谢酶和转运体在制剂成分的体内过程关键环节上的协

同与竞争关系, 以及用于考察肠道菌作用下制剂成分

的代谢及对肠道吸收的影响。此外, 中药制剂成分的

膜通透性、水溶性、酸碱性、血浆蛋白结合率、全血-血

浆分配比等信息可用体外实验、化学实验、计算机预测

技术等获得。

“三个支撑”是指用于支持中药制剂药代研究中上

述“基础-中心-协助”部分的文献挖掘、样品分析及数

据分析, 这三方面支撑性工作有助于更好地应对药代

研究要面对的两个复杂体系 (机体和中药制剂), 提升

研究效率、降低研究成本、加速研究进程。

在实验性研究开展前应首先进行文献挖掘, 以获

取开展实验性工作所需的信息。为此, 首先要定义文

献挖掘要获取的目标信息, 分信息检索、信息提取及信

息过滤三步进行, 所获信息和数据可建库保存以便更

新和应用。文献挖掘获取的信息可分为“前人相关药

代研究已获得的信息”和“支持本次药代研究开展的信

息”两类, 前类信息用于帮助确定本次药代研究的新发

现或发现前人工作的遗漏和错误, 后类信息用于帮助

本次药代研究的开展。

中药制剂药代研究的“基础-中心-协助”部分均产

生需要分析的样品, 开展“样品分析”首先要建立分析

方法。由于各研究部分所产生的样品性质不同、要求

不同, 因此需要为整个药代研究建立多套分析方法, 这

些方法可分为两类:“高载量”物质谱分析方法和“高通

量”定量分析方法。开展中药多成分药代研究所用的

分析技术在本文后面部分进一步说明。

得出重要的研究结果既需要对实验数据及文献数

据进行处理, 还需要围绕某个具体问题进行多源数据

整合与分析。中药制剂药代研究的“数据分析”主要包

括: 中药制剂成分谱数据分析 (根据成分剂量对制剂

的各成分进行排序分档并围绕主成分进行制剂质量波

动性分析)、制剂体内物质暴露谱数据分析 (主要依据

人体数据确定给药后体内暴露显著的制剂成分和/或

代谢物)、药代种属相似和差异数据分析 (首先分析给

药后制剂体内物质暴露在实验动物与人体上的相似

度, 再确定种属相似的制剂成分及其药代特征、种属差

异明显的成分及其药代特征)、制剂主要暴露物质体内

过程数据分析 (通过人体、动物、体外及文献的多源数

据分析, 确定影响制剂物质暴露的体内过程关键环节

等)、制剂主要暴露物质药代参数分析 (采用房室模型或

非房室模型计算) 及生理药代动力学 (physiologically

based pharmacokinetics, PBPK) 建模与预测、数理统计

(根据数据的分布特征采用正确的数据表达方式和统

计学方法) 等。上述 PBPK建模既可检验通过本次药

代研究是否精准认识了制剂主要暴露物质的药代特

征, 也为开展后续其他临床药代研究打下基础。

在上述多成分药代研究基础上, 后续研究可从以

下两个方向来开展。其一、围绕中药制剂能产生显著

体内暴露的物质, 进一步研究其能否到达药效作用、不

良反应或药物相互作用的靶标及对靶标的生物活性,

向最终全面揭示决定中药制剂有效性和安全性的物质

的方向发展。其二、在真实的临床用药背景下, 进一步

开展患者和特殊人群的多成分药代研究, 以便精准地

指导临床合理用药。中药制剂的人体药代研究通常先

在健康志愿者上开展, 在保障受试者福利的条件下, 可

对健康志愿者进行必要的限制, 以获取精准的制剂药

代数据。之所以将患者药代研究放在健康受试者药代

研究之后开展, 是因为患者所参与的研究不能干扰其

接受的治疗, 患者在病理、治疗、依从性等方面尤其特

殊性。此外, 从人体和动物试验中获得的样品除了用于

分析制剂物质外, 还可用于分析与疾病、制剂效应关联

的内源性物质。这种药代动力学与代谢组学分享样品

的工作模式可进一步促进对制剂效应物质的研究[42]。

3 开展中药制剂多成分药代研究的技术要求

开展中药多成分药代研究的一个重要目的是发现

与中药临床效应关联的中药物质, 为揭示决定中药有效

性和安全性的物质创造条件。开展这类药代研究有三

个技术要求: 被研究的中药制剂应有确切的临床疗效、根

据制剂的临床定位及可能的药效作用来确定应关注制

剂成分以哪些方式被机体利用、精准不漏地揭示给药

后制剂的体内物质暴露及主要暴露物质的药代特征。

3.1 如何定义中药制剂的有效性 一个有效的中药

制剂应有其明确的临床定位 (如治疗某种疾病或预防

疾病的不良发展等)、稳定的质量及明确的给药途径和

剂量。确定中药制剂的临床有效性, 首先要根据严格

的大规模临床研究结果, 中药制剂的多个临床研究的

荟萃分析结果及权威治疗指南和专家共识的推荐意见

也反映中药制剂的有效性。药效作用通过药理学研究

来确定, 并与制剂临床疗效关联。以血必净注射液为

例, 判断其治疗脓毒症的有效性是基于以下结果和信

息。首先, 近期一项在710例重症肺炎 (脓毒症) 患者上

开展的临床研究表明, 血必净联合脓毒症标准治疗组
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患者的 28 天病死率比对照组 (仅接受脓毒症标准治

疗) 的降低 8.7% (P < 0.01; 判断脓毒症药物治疗有效

的金标准是用药后患者 28天病死率降低 5%以上)[41]。

其次, 多项荟萃分析结果也提示, 血必净联合脓毒症标

准治疗组患者的 28天病死率比仅接受脓毒症标准治

疗的对照组的病死率降低 5%以上[43-45]。另外,《中医

药单用/联合抗生素治疗常见感染性疾病临床实践指

南·脓毒症》(中华中医药学会/2017年) 及《中国脓毒

症/脓毒性休克急诊治疗指南》(中国医师协会急诊医

师分会及中国研究型医院学会休克与脓毒症专业委员

会/2018 年) 均推荐在脓毒症治疗中使用血必净[46,47];

《新型冠状病毒肺炎诊疗方案》(中国国家卫生健康委

员会及国家中医药管理局/2020年) 推荐血必净用于新

冠肺炎重型 (气营两燔证) 和危重型 (全身炎症反应综

合征或/和多脏器功能衰竭) 的治疗[48]。药理学研究表

明, 血必净抗脓毒症可能涉及拮抗内毒素、抑制炎性介

质、调节免疫、纠正凝血功能异常、改善微循环、保护内

皮细胞及恢复器官功能等多方面的药效作用[49-56]。

3.2 如何确定应关注的机体利用制剂成分的方式 中

药制剂的临床定位及其可能的药效作用决定药代研究

需要关注给药后制剂成分以何种方式被机体利用。成

分通过被机体利用贡献于制剂疗效, 就需要给药后其

在体内能够到达制剂的药效靶标 (或具备到达靶标的

条件), 并在靶标处达到并维持足够的浓度 (或具备达

到和维持足够靶标浓度的条件)。例如, 银杏叶提取物

制剂临床上常被用于治疗缺血性心血管疾病和老年痴

呆[57-59]。针对该临床定位, 银杏酮酯片的药代研究关

注其成分被机体利用的方式包括: 进入体循环的系统暴

露 (针对缺血性心脑血管疾病的治疗) 和通过血脑屏障

的脑暴露 (针对老年痴呆的治疗)[13]。甘草酸注射制剂

用于病毒性慢性肝炎患者时, 可通过保肝和抗炎作用降

低慢性肝炎向肝硬化和肝癌转化的概率[60,61]。基于该

临床定位和作用, 药代研究关注甘草酸成分被机体利用

的方式包括: 肝暴露 (针对保肝和抗炎作用) 和系统暴露

(针对在病毒性慢性肝炎治疗中的联合用药风险)[29]。

3.3 如何以精准不漏为目标开展多成分药代研究 揭

示中药制剂的体内物质暴露及其主要暴露物质的药代

特征, 需要按“精准不漏”的要求开展工作。“精准”是指

研究工作准确找出了给药后制剂的主要暴露物质并确

定这些物质牵涉制剂临床效应的关键药代特征。“不

漏”是指在研究结果中没有遗漏与制剂临床效应关联

的制剂的重要物质。面对机体和中药制剂两个复杂体

系、医学伦理的限制及技术自身的局限, 仅靠分析给药

后的人体血样和尿样是不够的, 需要从以下三处着力:

其一、全面分析并了解制剂的化学组成, 后续药代研究

围绕成分谱分析中检出的全部成分 (而非选几个成分)

来开展。其二、将人体试验、动物实验和体外实验等

不同技术手段进行有效整合, 用于考察给药后制剂的

体内物质暴露。其三、利用文献挖掘等信息学手段向

各个实验性研究工作提供完备的信息, 以提升研究能

力和效率。为了做到“精准”还有一处需要注意, 这就

是中药制剂的药代基质效应 (pharmacokinetic matrix

effects)。不同于成分单一的化药, 中药制剂通常具有

复杂的化学组成。所谓药代基质效应是指, 制剂所含

的其他中药成分影响被检中药成分的体内暴露和药代

特征。产生药代基质效应主要有两个原因, 其一是制

剂中的其他成分通过药代性质药物相互作用来影响被

测成分的暴露和药代特征, 其二是被测成分与制剂中

的另一个主要成分或其他多个成分的代谢物是同一化

合物。例如: 静脉给药注射用血栓通 (中药三七提取

物的冻干粉针剂) 后, 血栓通的成分人参皂苷Rd在人

体内的消除半衰期 (t1/2: 58～307 h) 明显长于静脉给药

人参皂苷Rd注射液后的人体半衰期 (约 18 h)[10,62]。该

药代基质效应产生的原因是, 血栓通所含的另一个主

要成分人参皂苷Rb1能在肝脏葡萄糖苷水解酶作用下

脱糖水解生成人参皂苷Rd[10,20]。发现中药制剂对其主

要暴露物质是否存在药代基质效应, 通常是在相同给

药途径及相同或相近剂量下, 分别给药中药制剂与单

体化合物制剂以比较被测化合物的药代参数。选择单

体化合物 (而非单味中药材提取物) 作为对照, 是因为

单味中药材提取物也很复杂, 其质量受诸多生药学因

素的影响。由于单体化合物的药代数据比单味中药材

提取物的药代数据重复性好, 因此研究药代基质效应

通常给药单体化合物作为对照。

4 开展中药多成分药代研究的分析方法

虽然仅靠分析中药制剂给药后的人体血样和尿

样, 不易做到“精准不漏”地揭示给药后制剂的体内物

质暴露及药代特征, 但是样品分析是支撑多成分药代

研究的一类关键技术。分析技术的发展和分析方法的

建立要紧紧围绕药代研究的需求, 采用“一个核心五个

基本要素”的工作模式, 即整个样品分析以获取精准丰

富的信息为核心, 以分析前的文献挖掘、重要样品的获

得、关键被测化合物的确定、分析方法的优化和可靠性

检验、以及数据的分析为基本要素。此外, 分析工作的

可靠和有效也有赖于人员培训与规范化实验室管理等。

由于整个药代研究会产生各种各样数量不同的样品,

因此要根据研究中的不同需求建立针对众多被测化合

物的“高载量”或针对大量样品的“高通量”分析方法。

在中药多成分药代研究中所用的分析方法, 大多是基

于液相色谱-质谱联用 (液-质联用) 技术而建立, 液-质
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联用技术具有特异性强、灵敏度高的特点, 可根据需要

用于发展高载量或高通量的分析方法。在药代研究中

的分析方法主要有 4类, 即: 中药制剂成分谱分析方法

(高载量方法)、中药制剂体内物质谱分析方法 (高载量

方法)、生物样品中制剂化合物定量分析方法 (高通量

方法) 及工具化合物定量分析方法 (高通量方法)。此

外, 对于新发现的中药代谢物的结构解析, 还需要进行

核磁共振谱分析。对于挥发性中药成分及其体内暴露物

质需用气相色谱-质谱联用 (气-质联用) 技术进行分析,

并需采用特殊方法以保护被测化合物在样品前处理时

免受损失[36]。

4.1 中药制剂成分谱分析 该类分析揭示中药制剂

的化学组成, 是开展多成分药代研究的基础。在成分

谱分析中要对制剂的各类成分进行检测、鉴定和定量,

分析方法应具有高载量性以胜任对中药制剂众多成分

的分析[9-11,14-18,20]。强调方法的高载量性是为了避免在

分析中遗漏制剂的重要成分 (含量高和/或有活性), 为

此分析方法应采用具有高载量性的样品提取、色谱分

离和质谱检测技术, 并使上述三个步骤在载量性上协

调一致。制剂各组成中药的成分化学基础对于开展成

分谱分析十分重要, 可通过文献挖掘全面获取学界已

有的中药成分信息 (重点是成分的化学名称、分子式、

分子量、化学结构和分析信息), 并为开展分析构建中

药成分目录或成分数据库, 成分谱分析中的成分检测

主要依靠这个成分目录。此外, 还可利用同类中药成

分共有的离子化和/或打碎规律[63-65]、质量亏损过滤技

术[66,67]及背景扣除技术[68]来检测“成分目录”外的制剂

成分, 这些技术的应用有利于扩大检测中药制剂成分

的视野。新技术是否成功应用于中药制剂成分谱分

析, 要看其能否发现现有技术难以发现或容易遗漏的

与制剂疗效或用药风险关联的重要成分。对于复方中

药制剂, 还应明确其检出的成分是来自复方的一味中

药还是多味中药。要利用各种途径获得上述成分目录

中所列中药成分的对照品 (用于制剂成分的鉴定和定

量)。中药成分化学基础的好坏不仅体现在知道中药

含有多少种成分, 也体现在其中有成分可获得对照品。

对于有对照品的成分, 成分谱分析中的“鉴定”是基于

其与对照品的液-质联用分析数据比对, 包括色谱的保

留时间及质谱的母离子质荷比和特征性子离子质荷比

等。“定量”则基于用对照品制作的标准曲线。当重要成

分难以获得对照品时, 可采用中药成分化学手段从相应

中药材中分离制备单体化合物, 并用核磁共振谱技术确

定结构, 来获得所需的成分对照品。制剂中检测到的其

他成分可通过与文献报道的成分液-质联用数据做比

对进行鉴定, 并借助结构相似化合物的标准曲线进行

虚拟定量。制剂的检出成分可根据各自的成分剂量进

行排序分档, 成分剂量 ≥ 1 μmol·d-1的成分为制剂的主

成分 (一般在制剂给药后能产生可检测的系统暴露)、

0.01～1 μmol·d-1的成分为制剂的次要成分 (制剂给药

后较难产生可检测的系统暴露)、< 0.01 μmol·d-1的成

分不在后续药代研究中被关注 (制剂给药后一般不产

生可测的系统暴露)。

4.2 中药制剂体内物质谱分析 该类分析针对的主

要是中药制剂给药后的人体样品和动物样品, 要检测

的化合物是给药后在这些样品中出现的制剂成分的原

形化合物和代谢物。制剂体内物质谱分析以前面的

“制剂成分谱分析”为基础, 体内物质谱分析方法应能

对样品的中药化合物进行检测、鉴定和定量, 分析方法

需要具有高载量性。对于制剂成分原形化合物的分析,

首先是看在之前成分谱分析中检出的制剂成分能否在

给药后产生可检测的体内暴露。可将前面成分谱分析

过的制剂样品作为对照品, 用于对检出的体内暴露成

分进行鉴定。对体内暴露成分的定量与成分谱分析中

的定量相似, 但需尽量降低复杂生物样品中基质成分

对被测化合物电喷雾离子化 (ESI) 的影响 (基质效应)。

对于制剂代谢物的分析, 首先是围绕制剂主成分检测

其在人体和动物样品中出现的代谢物, 代谢物的检测

主要基于不同类型代谢物与其原形化合物在分子量上

的固定差值[69,70], 以及某些代谢物的特征性碎片离子

和/或中性丢失 (例如硫酸结合物在ESI正/负离子模式

下的 79.956 8 Da中性丢失、葡萄糖醛酸结合物在 ESI

正/负离子模式下的 176.032 1 Da中性丢失、谷胱甘肽

结合物在 ESI正离子模式下的 129.042 6 Da中性丢失

和在ESI负离子模式下的m/z 272.088 3特征性碎片离

子等[71]) 来完成。另外, 一些药物代谢预测软件可用来

帮助预测制剂成分在体内可能发生的代谢转化[72-74]。

制剂代谢物的鉴定包括化学分析和生化鉴定: 代谢物

的化学分析可利用能获得的代谢物对照品与样品中的

代谢物做液-质联用分析比对。当制剂重要的代谢物

的对照品难以获得时, 可以用化学合成、生物合成或尿

样提取等手段制备代谢物单体, 再对其进行核磁共振

谱分析, 从而获得所需的代谢物对照品。代谢物的生

化鉴定是利用体外代谢反应 (其要素包括: 底物、代谢

酶、辅酶及代谢物等) 来确定制剂成分在体内发生的

代谢转化。代谢物在人体和动物样品中的定量首选代

谢物对照品来制作标准曲线, 也可利用体外代谢反应

定量生成代谢物来制作标准曲线, 还可利用结构相近

化合物的标准曲线进行虚拟定量。

4.3 生物样品中中药制剂化合物的定量分析 当通

过体内物质谱分析找出中药制剂体内主要暴露物质
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后, 为了进一步研究这些制剂物质的体内过程并获取

相关药代参数, 需要建立定量分析方法, 以检测化合物

在人体、动物、体外实验样品中的浓度。由于上述实验

产生的样品数量大, 因此定量分析方法应具有“高通量

性”。为此, 样品前处理应尽量去掉不必要的环节, 使

大批量的样品能平行处理; 被测化合物之间的分离应

首选质谱分离, 只有当质谱分离难以实现时才利用色

谱分离 (较耗时间), 要努力克服 ESI源质谱在检测时

遇到的样品基质效应。为了进一步提高分析效率, 除

了提高分析方法的通量性外, 还需要能快速建立分析

方法。为此可利用低浓度电解质效应 (low-concentra‐

tion electrolyte effects) 联合脉冲梯度洗脱技术 (pulse

gradient elution)来快速为不同化合物建立定量分析方

法[75‒78]。在上述采用液-质联用技术的分析方法中, 当

使用内标化合物时应注意其与被测化合物在样品提

取、色谱分离和质谱检测方面的一致性。面对复杂生

物样品时, 被测化合物和内标物在 ESI源上受到的基

质效应应一致或接近; 虽然稳定同位素内标物能很好

地解决这个问题[79,80], 但是在多成分分析中为所被测

化合物制备稳定同位素内标物会大大提高研究成本、

延长工作周期, 因此不太可行。在定量分析中采用不

加内标物的外标法可有效提高建方法的效率, 为保证

外标法的可靠性, 应提高人员培训水平和实验室管理

水平、努力降低基质效应对分析的干扰、采用基质匹配

的标准曲线、提高实验操作自动化水平等。为保证药

代研究数据的准确可靠, 定量分析时采用被测化合物

各自的对照品来制作标准曲线, 分析方法应用前要对

其浓度线性范围、准确性、精密度、检测灵敏度、稳定

性、基质效应、被测化合物相互干扰、被测化合物在分

析中的残留等进行系统的检验。

4.4 工具化合物定量分析 该类分析主要检测体外代

谢和体外转运实验样品中阳性底物及其代谢物等的浓

度, 其分析方法作为研究工具, 一般采用优化后的固定条

件。可与体外药代实验方法合在一起, 制定相应的标准

操作规范, 从而为药代研究的开展提供有力支持。

5 三七中皂苷类成分的药代特征

皂苷类成分是五加科 (Araliaceae) 中药三七

[Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen的干燥根] 中的

一类三萜皂苷成分, 根据其苷元结构的不同可分为二

醇型人参皂苷成分和三醇型人参皂苷成分。二醇型皂

苷成分的苷元为 20(S)-原人参二醇, 三醇型皂苷成分

的苷元为 20(S)-原人参三醇。中医认为三七具有化瘀

止血、活血定痛的功效; 三七常用于制备防治缺血性心

血管疾病的中药制剂。据报道三七所含的皂苷类成分

具有减缓心肌缺血再灌注损伤、血管舒张、抗炎和抗氧

化等活性[81-83], 因此该类成分被认为是三七的一类活

性成分。除存在于三七外, 上述人参皂苷类成分也存

在于五加科中药人参 (P. ginseng C.A. Meyer 的干燥

根, 其蒸制品为红参) 和西洋参 (P. quinquefolius L.的

干燥根)。三七所含的这类成分与人参和西洋参所含

的在成分个体和含量上均存在一定的差异。前期我们

主要围绕三七的皂苷类成分开展研究, 以了解该类成

分药代动力学特征[7,8,10,18,20,26,28], 这些研究也为认识其

他类皂苷成分的药代特征提供参考。三七、人参及西

洋参的良好中药成分化学基础[84-86], 为研究人参皂苷

类成分的药代特征提供了有利条件。

5.1 三七的主要皂苷成分 基于对三七药材、复方丹

参滴丸 (由丹参、三七、冰片组方制备而成)、复方丹参

片 (由丹参、三七、冰片组方制备而成)、注射用血栓通

(三七提取物冻干粉针) 的分析, 三七及其制剂的主要

皂苷成分有: 二醇型的人参皂苷Rb1和人参皂苷Rd及

三醇型的人参皂苷 Rg1、三七皂苷 R1和人参皂苷 Re。

此外, 三七及其制剂还有其他一些低含量的二醇型和

三醇型皂苷成分, 20(S)-原人参二醇和 20(S)-原人参三

醇在三七及其制剂中含量极低 (图2)。

5.2 给药后的系统暴露水平差异: 二醇型皂苷成分与

三醇型皂苷成分 三七提取物口服给药后, 以原形化

合物形式进入体循环产生较显著系统暴露的是几个主

要的二醇型 (人参皂苷 Rb1和人参皂苷 Rd) 及三醇型

皂苷成分 (人参皂苷Rg1、三七皂苷R1和人参皂苷Re),

但是二醇型成分的系统暴露水平 (血浆中药物浓度-时

间曲线下面积/血浆AUC) 明显高于三醇型成分的AUC

(成分剂量校正后的比较; 图 3), 且二醇型成分的半衰

期 t1/2 (人, 41.9～122.8 h; 大鼠, 17.5～31.8 h) 明显长于

三醇型成分的 t1/2 (人 , 1.2～1.4 h; 大鼠 , 0.2～0.4 h)。

影响血浆AUC的因素有药物的“进入机体”(口服或灌

胃给药后, 成分从胃肠道吸收、经肝肠首过、进入体循

环)、“组织分布”(从体循环到机体各组织)及“体内消

除”(从体循环中消除) 三个方面。这些二醇型和三醇

型成分的原形化合物的口服生物利用度 (F) 均很低,

分别为 0.01%～0.03%和 0.18%～0.30% (人); 0.09%～

0.18%和 0.17%～0.48% (大鼠)。三七提取物静脉注射

给药后 , 上述二醇型皂苷成分 (原形化合物) 的血浆

AUC也明显高于三醇型皂苷成分的 AUC (成分剂量

校正后的比较; 图3)。在大鼠上将单个不同的人参皂苷

类化合物静脉注射给药后, 二醇型成分 (原形化合物)

的总清除率 (CLtot,p, 8.1～19.9 mL·h-1·kg-1) 明显小于三

醇型成分的 CLtot,p (686～2 582 mL·h-1·kg-1), 但是两

型成分在稳态表观分布体积 (VSS, 二醇型成分, 220～

256 mL·kg-1; 三醇型成分, 224～552 mL·kg-1) 上的差异
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相对较小。在人体上静脉滴注血栓通后, 三七的两型主

要皂苷成分在CLtot,p (二醇型成分, 1.5～2.2 mL·h-1·kg-1;

三醇型成分, 194.9～253.6 mL·h-1·kg-1) 和VSS (二醇型成

分 , 90～152 mL·kg-1; 三醇型成分 , 295～332 mL·kg-1)

上也呈现出与大鼠类似的情况。以上实验结果说明,

给药后三七两型皂苷成分 (原形化合物) 在系统暴露水

平上显著差异主要在“体内消除”这一环节, 而非在“进

入机体”或“组织分布”两个环节。两型成分在 t1/2上的

差异也主要由在CLtot,p上的差异引起, 受VSS的影响较

小。二醇型成分的长 t1/2可使其在连续给药时产生蓄积,

进而加大两型成分在AUC上的差异。上述三七皂苷

类成分在系统暴露水平上的差异提示, 除了通常关注

较多的口服生物利用度外, 消除动力学特征也可以是

造成中药成分间暴露差异的因素。

5.3 为什么三七皂苷成分的口服生物利用度低 造

成三七两型皂苷成分口服生物利用度低的主要原因在

于肠道吸收。药物的肠道吸收主要受药物分子的膜通

透性、酸碱性 (在一定的 pH条件下离子化)、水溶性及

肠上皮细胞转运体的影响。和其他皂苷类化合物一

样, 三七的皂苷类成分也是两性化合物, 其分子中包含

亲脂性的苷元和亲水性的糖元。总结三七皂苷类成分

在肠道吸收方面的构-代关系后发现: 皂苷类成分分子

中的接糖数目是决定其膜通透性和水溶性的因素。不

论是二醇型还是三醇型皂苷成分, 接糖数量越多水溶

性越好, 膜通透性变差; 这些成分的跨膜转运不受肠转

运体影响。随着接糖数目的减少, 膜通透性虽然可改

善, 但水溶性变差, 在这种情况下成分的肠道吸收难有

大幅度改善 (图 4); 三七及其制剂的众多低含量皂苷

成分属于这种情况。

5.4 消除动力学特征差异: 二醇型皂苷成分 vs三醇型

Figure 2 Chemical structures of ginsenosides and their aglycones of Sanqi (Panax notoginseng roots)

Figure 3 Systemic exposure to ginsenoside Rb1, ginsenoside Rd,

ginsenoside Rg1, notoginsenoside R1 and ginsenoside Re in humans

receiving a po dose of Sanqi extract[8] (panel a) or an iv dose of

XueShuanTong[10] (panel b) and in rats receiving a po dose of

Sanqi extract[7] (panel c) or an iv dose of XueShuanTong[10] (panel

d). The AUC values of the Sanqi saponins were corrected by the

compound dose to 1 μmol·kg-1 for (A and B) and to 6 μmol·kg-1

for (C and D)
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皂苷成分 三七两型皂苷成分在消除动力学特征上的

差异, 是由于三醇型皂苷成分的肝胆排泄速率和肾排

泄速率均明显快于二醇型成分的相应速率。三醇型的

人参皂苷Rg1、三七皂苷R1和人参皂苷Re在肝胆排泄

过程中, 多个肝转运体的参与有效克服了该化合物膜

通透性差的影响, 这些转运体包括: 人OATP1B3/大鼠

Oatp1b2 负责将三醇型皂苷成分从血中摄入肝细胞 ,

人 MRP2/BCRP/BSEP/MRP1/大鼠 Mrp2/Bcrp/Bsep 负

责将这些成分从肝细胞外排到胆汁。与三醇型皂苷成

分不同, 膜通透性也差的二醇型人参皂苷Rb1和人参

皂苷Rd却不是这些肝转运体的底物, 因此这些二醇型

皂苷成分的肝胆排泄很慢。上述三七的两型皂苷成分

均主要基于肾小球过滤进行肾排泄, 在血浆蛋白结合

率上的巨大差异使三醇型成分的肾排泄远快于二醇型

成分的排泄。三醇型皂苷成分的血浆游离分数 (fu) 为

94.8%～98.5% (人) 和83.4%～93.4% (大鼠), 二醇型皂

苷成分的 fu值很小: 1.2%～1.7% (人) 和 0.59%～0.62%

(大鼠)。虽然三七皂苷成分在体内能发生一些脱糖水

解代谢和氧化代谢, 但是这些代谢反应对CLtot,p的贡献

有限。需要指出的是, 虽然不是OATP1B3的底物, 但

是二醇型皂苷成分对该转运体的亲和性远高于三醇型

皂苷成分。二醇型人参皂苷 Rb1和人参皂苷 Rd对人

OATP1B3展现较强的抑制活性, 使静脉给药的血栓通

有可能作为“产生影响的药物”引发药物相互作用。进

一步的“构-代关系”研究表明: 在众多人参皂苷类成分

中, 当苷元为 20(S)-原人参二醇或在C-20位上未接糖

基时, 皂苷成分对人OATP1B3的抑制活性变强。

5.5 给药途径对三七皂苷成分系统暴露的影响 除

了受皂苷成分间消除动力学特征差异的影响外,“给药

途径”对三七皂苷成分的系统暴露也具有很大的影响。

虽然口服给药后两型皂苷成分的肠道吸收均很差, 但

在人体肠道菌作用下, 二醇型皂苷成分可脱糖水解生

成较易吸收的化合物-K和苷元 20(S)-原人参二醇, 三

醇型皂苷成分可脱糖水解生成较易吸收的苷元 20(S)-

原人参三醇。上述两个苷元代谢物吸收后可进一步在

宿主肠肝P450酶作用下发生氧化代谢, 所生成的代谢

物是口服后三七皂苷成分进入体循环的主要暴露形

式, 尤其是三醇型成分的这类氧化代谢物的血浆AUC

值能比人参皂苷Rg1 (系统暴露水平最高的三醇型皂

苷成分) 的高出 200多倍 (图 5)。虽然上述各类代谢物

的系统暴露水平比原形成分的高 , 但代谢物的血浆

AUC存在很大的个体间差异, 且代谢物的 AUC并不

随三七提取物口服剂量变化而变化 (即代谢物的量-暴

随动性差)。进一步观察发现, 在上述两步代谢中脱糖

水解代谢是限速步骤, 决定后一步氧化代谢的快慢; 表

现在不论是不同剂量水平下的单次给药或是连续多次

给药, 20(S)-原人参二醇和 20(S)-原人参三醇分别与二

醇型的各个氧化代谢物和三醇型的各个氧化代谢物在

AUC上呈现良好的正相关 (P < 0.05)。因此, 20(S)-原

人参二醇和 20(S) -原人参三醇可作为药代标识物

(pharmacokinetic markers), 分别用于表征在二醇型和

三醇型氧化代谢物在系统暴露水平上出现的个体差异

Figure 4 Relationship between sugar substitution in ginsenosides and their PK properties that limit intestinal absorption. Ginsenoside F1

and ginsenoside F2 exhibited efflux ratios greater than 8 in Caco-2 monolayers. GR: Ginsenoside R; 20gRf: 20-Gluco-ginsenoside Rf; Ppd: 20

(S)-Protopanaxadiol; Ppt: 20(S)-Protopanaxatriol; NROTB: Number of rotatable bonds. (Reprinted from Liu et al., 2009[7] with permission

of ASPET)
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及不同给药剂量下的变化。上述由肠道菌介导的脱糖

水解代谢存在明显的种属差异, 人体肠道菌的代谢能

力明显强于大鼠的肠道菌。

不同于三七口服给药 (皂苷成分在体循环中以代

谢物暴露为主), 静脉滴注注射用血栓通 (三七提取物

冻干粉针) 后皂苷成分在体循环中以原形化合物暴露

为主, 难以在给药后的血浆样品中检测到 20(S)-原人

参二醇或其氧化代谢物, 仅能检测到很少量的 20(S)-

Figure 5 Metabolism of ginsenosides in humans orally receiving Sanqi extract. Panels a and b, human P450-mediated oxidation of 20(S)-

protopanaxadiol and 20(S) -protopanaxatriol, respectively; panel c, ginsenosides present in the dosed Sanqi extract; panels d-g, circulating

ginsenosides, unchanged and metabolized, which were detected in plasma and urine samples of humans who orally received the Sanqi extract.

(Reprinted from Hu et al., 2013[8] with permission of ASPET)
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原人参三醇及其氧化代谢物。不同给药途径造成皂苷

成分的系统暴露出现差异, 提示在研究三七的心血管

药效作用时应充分重视这种物质差异, 不同给药途径

的三七制剂在临床定位上可能存在差异。在注射用血

栓通的说明书中, 除“静脉滴注”外还标有“肌肉注射”。

面对口服给药很差的肠道吸收及静脉给药的一些用药

风险, 肌肉注射提供了一个可供选择的用药途径, 肌肉

注射给药可使两型三七皂苷主成分获得几乎 100%的

肌注生物利用度; 在体循环中皂苷成分的主要暴露形

式为其原形化合物, 仅可测到少量 20(S)-原人参三醇

及其氧化代谢物。肌肉注射给药后成分的这些系统暴

露特点与静脉注射给药的情况相似。

6 研究[11]实例: 连花清瘟胶囊中甘草的多成分药代研

究及能引起甘草假醛固酮增多症的物质发现

6.1 连花清瘟胶囊 连花清瘟胶囊由 (石家庄以岭药

业股份有限公司生产; 国药准字 Z20040063) 由连翘、

金银花、炙麻黄、炒苦杏仁、石膏、板蓝根、绵马贯众、鱼

腥草、广藿香、大黄、红景天、薄荷脑、甘草组方制备而

成, 具有清瘟解毒、宣肺泄热的功效, 主要用于治疗“热

毒袭肺证”型流行性感冒。在国家卫生健康委员会和

国家中医药管理局 2020年颁布的《新型冠状病毒肺炎

诊疗方案》中, 连花清瘟胶囊被推荐用于医学观察期出

现乏力伴发热的患者[48]。在国家药品监督管理局2020

年颁布的《药品补充申请批件》(2020B02813) 中, 连花

清瘟胶囊被批准用于治疗轻型和普通型新冠肺炎引起

的发热、咳嗽和乏力。此外, 连花清瘟胶囊还曾被推荐

用于治疗其他病毒感染引起的急性呼吸综合征, 包括

2003年的严重急性呼吸综合征 (SARS)、2009年的H1N1

猪流感、2013年的中东呼吸综合征和H7N9禽流感[87,88]。

6.2 研究目的 开展连花清瘟胶囊多成分药代研究

是为了揭示胶囊给药后能被机体利用产生显著体内暴

露的胶囊成分及其主要暴露形式的药代特征和体内过

程的关键环节, 与药效研究结合揭示胶囊的药效物质

基础, 保障临床安全有效用药。针对连花清瘟胶囊的

临床定位及其可能的药效作用, 以进入体循环的系统

暴露 (针对抗病毒、激动 β2受体等作用) 和接触肠道

微生物的肠腔暴露 (针对提升免疫力、预防二次感染

等作用) 作为考察给药后胶囊成分能否被机体利用的

主要方式。围绕甘草成分所开展的研究是作者进行的

一系列连花清瘟胶囊多成分药代研究之一, 考察口服

胶囊后系统暴露或肠腔暴露显著的甘草物质[11]。这部

分多成分药代研究将与围绕其他组成中药的多成分药

代研究一起, 为药效研究指明应重点关注的连花清瘟

胶囊物质 , 使胶囊的药效物质研究达到全新的技术

水平。假醛固酮增多症: 症见高血压、外周水肿、低血

钾; 其作用机制是肾中 11β-HSD2 (11β-hydroxysteroid

dehydrogenase type 2) 酶被抑制后, 内源性氢化可的松

的失活 (转化成可的松) 受到干扰[89,90]。由于假醛固酮

增多症是连花清瘟胶囊中甘草的专有不良反应, 进一

步研究能引起假醛固酮增多症的甘草物质, 对于指导

连花清瘟胶囊的安全用药、提升胶囊安全用药的技术

水平具有积极意义。

6.3 研究方案 本项研究围绕系统暴露和肠腔暴露,

揭示给药后源自甘草且暴露显著的连花清瘟胶囊物

质, 并考察能引起假醛固酮增多症的甘草物质, 研究流

程见图 6。为了避免在研究中遗漏重要的甘草物质 ,

首先通过文献挖掘获取开展各项实验研究所需的信

息。在开展成分谱分析以全面了解胶囊所含甘草成分

的基础上, 让人体受试者按说明书规定的剂量口服连

花清瘟胶囊, 采集其血液、尿液及粪便样品。利用液-

质联用技术及核磁共振谱技术分析人体血样和尿样中

的甘草成分及代谢物, 考察给药后甘草成分的系统暴

露, 并通过体外代谢实验进一步验证体内测出的甘草

代谢物。为了研究体内甘草物质的肠腔暴露 (特别是

在结肠的肠腔暴露), 分析给药前后的人体粪样, 并开

展厌氧条件下的体外代谢实验, 以考察难吸收甘草成

分在肠道微生物作用下的代谢转化。根据给药后系统

暴露是否显著、能否在体内接触到肾11β-HSD2及对该

酶的抑制活性, 来判断给药后的体内甘草物质是否具

备引发假醛固酮增多症的条件。11β-HSD2酶位于肾

脏远曲小管和集合管的上皮细胞中, 对此体循环中的

甘草物质可在肾排泄时, 通过在远曲小管和集合管的

被动重吸收来到达靶标。通过检测肾清除率比值 (考

察肾排泄时是否存在肾小管重吸收)、血浆蛋白结合率

(与肾排泄的肾小球滤过有关)、膜通透性 (与肾小管被

动重吸收有关)、肾转运体的影响 (与肾小管主动分泌

有关)等来考察体内甘草物质针对 11β-HSD2的靶标到

达。采用人肾微粒体考察这些甘草物质对 11β-HSD2

的抑制活性。为了深入认识体循环中甘草物质的药代

特征, 在了解大鼠与人体在甘草药代上的种属相似和

差异基础上, 开展多个大鼠药代实验以进一步考察影

响甘草物质体内暴露的因素 (包括量-暴关系和药代

基质效应)、给药后甘草物质的肺暴露、针对 11β-HSD2

的靶标到达、肠腔暴露等。

6.4 口服连花清瘟胶囊后甘草成分的系统暴露和肠

腔暴露 在连花清瘟胶囊中共检测鉴定出 41种甘草

成分 (成分剂量 : 0.01～8.56 μmol·d-1), 其中有皂苷类

成分 8种 (1～8)、黄酮类成分 31种 (21～51)、香豆素类

成分 2种 (71和 72) (图 7)。然而, 连花清瘟胶囊给药后

在体循环中暴露显著的甘草物质主要是几个代谢物,
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包括甘草次酸 (8)、24-羟基甘草次酸 (M2D)、甘草素

(27)、甘草素葡萄醛酸结合物 (M27G1和 M27G2); 这些

代谢物的甘草原形成分的系统暴露水平很低。甘草皂

苷成分甘草酸 (1) 和甘草皂苷G2 (2) 的体内代谢途径

见图 8, 更多甘草成分的代谢数据见文献[11]。同时,

这些甘草代谢物能随体循环在肺组织中产生显著的暴

露。药代研究提示连花清瘟胶囊所含甘草成分与胶囊

给药后在体循环中出现的甘草物质有明显差异, 该药

代研究结果为连花清瘟胶囊的后续药效研究指明了应

关注的甘草物质。胶囊给药后影响甘草成分肠腔 (结

肠) 暴露的因素包括: 成分的胃肠吸收及由肠道微生

物介导的代谢等。虽然 1、2、甘草苷 (21)、芹糖甘草苷

(22) 等成分的胃肠吸收差, 但是由肠道微生物介导的

脱糖水解代谢显著缩短了这些甘草成分在大肠的暴露

时间, 其脱糖代谢物 8、M2D和 27是主要的甘草大肠暴

露物质 , 8和 M2D (均为生物药剂学系统/BPS 分类 II)

的肠腔暴露时间比27 (BPS分类 I) 的长。

6.5 引起假醛固酮增多症的甘草物质 甘草引起的

假醛固酮增多症一般被认为与甘草酸及其代谢物有

关[90], 虽然有不少学者对此开展了研究, 但是一直没能

确定在体内具体是哪些甘草物质起作用[91-98]。化合物

能否引起假醛固酮增多症要看三点: 进入体循环的系

统暴露、针对 11β-HSD2 的靶标达到、对 11β-HSD2 的

抑制活性。这些条件可用来寻找给药后能引起上述不

良反应的体内甘草物质。在系统暴露上, 甘草酸 (1)

因难以从肠道吸收, 口服给药后其暴露水平很低。如

图 8所示, 甘草次酸 (8) 是 1在肠道微生物作用下脱糖

水解产生的较易吸收的代谢物, 也是口服给药后 1在

体循环中的主要暴露形式。8吸收后可进一步被代谢

成葡萄糖醛酸结合物和硫酸结合物等, 这些首过代谢

主要是帮助 8随胆汁清除, 8的这些代谢物在体循环中

的暴露水平很低。引起假醛固酮增多症的靶标 11β-

HSD2位于肾脏远曲小管和集合管的上皮细胞中, 体

循环中的 8可通过肾排泄到达靶标 11β-HSD2。8的肾

排泄主要基于肾小球过滤, 而肾小管主动分泌的作用

可忽略。由于 8具有良好的膜通透性, 同时肾小管中

水分被大量重吸收和尿液流速显著变缓, 因此 8的肾

排泄在远曲小管和集合管还涉及肾小管被动重吸收,

Figure 6 An overview of approach to pharmacokinetics-based identification of potential therapeutic compounds from LianhuaQingwen, a

Chinese herbal used as treatment for COVID-19. The current investigation focused on constituents originating from the component Gancao.

PK, pharmacokinetics or pharmacokinetic. (Reprinted from Lan et al., 2021[11] with permission of APS)
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该重吸收使 8得以到达 11β-HSD2靶标。8的上述代谢

物不仅很少进体循环而且膜通透性差 (难以在肾小管

被动重吸收), 这两点均使这些代谢物难以到达 11β-

HSD2靶标。对于抑制 11β-HSD2, 8的活性比其母药

成分及代谢物的都强。由于系统开展了连花清瘟胶囊

的甘草成分谱分析 , 除 1 外我们还发现甘草皂苷 G2

(2)。2在体内能发生与1相似的药代故事, 其脱糖水解

代谢物 24-羟基甘草次酸 (M2D) 也有显著的系统暴露,

也能到达 11β-HSD2靶标、并对 11β-HSD2有强抑制活

性, 因此M2D (和 8一样) 也是引起甘草假醛固酮增多

症的关键物质, 将 8和M2D合在一起有利于精准地评

估该不良反应的风险。此外, 甘草黄酮类成分及其代

谢物对11β-HSD2的抑制活性很弱, 因此不是引起假醛

固酮增多症的物质。总之, 1和 2是两个引发假醛固酮

增多症的甘草成分, 它们在体内通过代谢激活分别变

成 8和 M2D; 虽然 8和 M2D不是甘草在体内生成的唯

一具有抑制11β-HSD2活性的代谢物, 但是它们是唯一

能够到达靶标产生抑制作用的甘草代谢物 (图 9)。有

一点需要指出, 限制甘草引起假醛固酮增多症的一个

关键因素是 8和M2D在体循环中与白蛋白高水平结合

(～99%), 这对于服用甘草在大多是情况下不产生该不

良反应十分重要。

药物出现不良反应的原因包括“用错了药”和“用

错了人”。本研究有助于人们在服用连花清瘟胶囊时,

规避甘草假醛固酮增多症的风险。对此, 应扩大人们

对甘草假醛固酮增多症的知晓度, 按用药说明书的规

定服药。在服用连花清瘟胶囊时, 应注意人们是否还

在服用其他含甘草的中药制剂或饮食。连花清瘟胶囊

应慎用于11β-HSD2活性低、低血钾、高血压、低白蛋白

血症或肝功能异常的病人。在服用连花清瘟胶囊时,

一旦出现假醛固酮增多症的疑似症状, 应立刻报告医

师并停药, 必要时可用利尿药或碱化尿液的药物缓解

不良反应。

Figure 7 Gancao constituents detected in LianhuaQingwen. Panel a, stacked liquid chromatograms of Gancao saponins (1-8), flavonoids

(21-51), and coumarins (71 and 72), detected by mass spectrometry, in a typical sample of LianhuaQingwen; panel b, constituents detected

in a sample of raw material of Gancao (Glycyrrhiza uralensis roots), obtained from Yiling Pharmaceutical; panel c, mean content levels of

Gancao constituents detected in samples of 29 lots of LianhuaQingwen; panel d, daily doses of the Gancao constituents from the lot

A1802055 of LianhuaQingwen at the label daily dose 4.2 g·d-1. 1: Glycyrrhizin; 2: Licorice saponin G2; 21: Liquiritin; 22: Liquiritin apio‐

side. The names of the other Gancao compounds are shown in Reference [11]. (Reprinted from Lan et al., 2021[11] with permission of APS)
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Figure 8 Proposed metabolic pathways of glycyrrhizin (1) and licorice saponin G2 (2) in humans orally receiving LianhuaQingwen and

disposition of the metabolites. CM-G: Glycosidase of colonic microbiota; H-G: Hepatic glycosidase; P450: Cytochrome P450 enzyme;

UGT: Uridine 5'-diphosphoglucuronosyltransferase; SULT: Sulfotransferase; NADP: β -Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate;

NADPH: Reduced β-nicotinamide adenine dinucleotiden phosphate; UDP: Uridine 5'-diphosphate; UDPGA: Uridine 5'-diphosphoglucuron‐

ic acid; PAP: 3'-Phosphoadenosine-5'-phosphate; PAPS: 3'-Phosphoadenosine-5'-phosphosulphate; Glu: Glucuronosyl. (Reprinted from Lan

et al., 2021[11] with permission of APS)
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7 小结与展望

开展多成分药代研究是为了让中药制剂的药效作

用和用药风险有明确的物质归属, 以促进围绕制剂有

效性和安全性的研究发现能向临床应用转化。在开展

工作时首先要围绕制剂的临床定位或用药风险, 从制

剂众多成分中选拔出给药后能被机体利用产生显著体

内暴露的成分, 揭示暴露物质的体内药代特征、影响暴

露的体内过程关键环节及暴露物质的体内靶标到达

等。虽然研究工作要面对机体和中药两个复杂体系,

但是经过多年的努力, 中药多成分药代研究在理论、方

法、技术要求、应用上已取得突破, 成为药代动力学的

一个新分支。越来越多类别的中药成分的药代特征和

体内过程被认识, 一批中药制剂大品种首次获得系统

的药代数据, 药代研究进一步拉近了中药制剂成分与

制剂效应之间的距离, 使中药物质研究迈上新的台阶。

中药多成分药代动力学将继续围绕产业发展和临床用

药的需求凝练问题、开展工作, 通过学科交叉、方法创

新、技术融合、标准完善等, 突破传统药代动力学的局

限, 中药药代动力学的不断发展将更好地促进围绕中

药的研究发现向临床应用转化。

在开展中药制剂多成分药代研究时, 应重视并不

断学习相关医学的最新成果, 提高对机体利用中药成

分方式的认识, 为精准揭示决定中药疗效和用药风险

的物质创造有利条件。传统的药代动力学主要关注药

物‘进入体循环产生系统暴露’这种机体利用方式, 由

此研究药物对‘挂在’体循环上靶标的作用。然而, 系

统暴露不应该是机体利用中药制剂成分产生药效作用

的唯一方式, 随着对疾病和药物治疗认识的进步, 中药

多成分药代研究还应重视机体利用成分的其他方式。近

20年来人们越来越关注共生的肠道微生物对人体健

康的影响, 肠道微生物的组成及代谢能力的改变与许

多疾病的发生发展密切相关[99,100], 肠道微生物及其介导

的代谢通路可作为潜在的靶标用于防治疾病[101,102], 同

时肠道微生物也能介导药物在肠腔内发生多种代谢反

应[103]。在研究中药制剂通过干预肠道微生物产生药

效作用时, 需要了解给药后机体利用中药成分的另一

种方式: 针对肠道微生物的肠腔暴露。传统药代动力

学对于药物进入体循环的系统暴露有一套研究方法和

技术, 对其药代规律及与药效的关联也有较多的认识。

然而, 传统药代动力学在药物的肠腔暴露方面尚缺乏

研究和经验, 对肠道微生物影响宿主代谢酶和转运体、

药物肠腔暴露与系统暴露的关联规律、药物肠腔暴露

特征与药效的关联等缺乏认识。随着人们越来越关注

中药与肠道微生物的相互作用及中药通过干预肠道微

生物发挥药效作用, 加强对给药后中药成分肠腔暴露

和规律的研究、发展相关方法和技术已成为中药多成

分药代研究的一项重要内容。

将解剖生理学对机体的最新认识用于药代研究,

Figure 9 Schematic overview of pharmacokinetics-based identification of pseudoaldosterogenic compounds glycyrrhetic acid (8) and 24-

hydroxyglycyrrhetic acid (M2D). The Gancao constituents glycyrrhizin (1) and licorice saponin G2 (2) are metabolically activated by gluc‐

uronidase of the colonic microbiota to the pseudoaldosterogenic metabolites 8 and M2D, respectively, which can access (via passive tubular

reabsorption) and inhibit renal 11β-HSD2. The finding has implications for precisely defining conditions for safe use of LianhuaQingwen.

(Reprinted from Lan et al., 2021[11] with permission of APS)
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从细胞水平研究中药暴露物质的体内靶标到达也是拓

展中药多成分药代研究的一个方向。作为药理学的一

个重要分支, 药代动力学研究机体对药物的作用及规

律。推动药代动力学的发展离不开加深对机体的认

识, 特别要了解与药物疗效和用药风险相关的效应组

织的结构、功能及其内在机制, 解剖生理学是药代动力

学发展的一项重要基础。PBPK建模预测技术的发展

和应用拓展了基于实验手段的传统药代动力学获取药

物药代信息的范围和能力, 并降低研究成本、规避研究

风险[104,105]。细胞药代动力学的创建有助于将药代浓

度与药效作用更好地关联[106,107]。当围绕中药制剂的

疗效或用药风险开展多成分药代研究时, 不仅需要了

解给药后能被机体利用产生显著体内暴露的制剂成分

及其主要暴露形式, 还需要考察这些中药暴露物质的

体内靶标到达。为此, 在了解机体效应靶标所在组织

的细胞组成、结构和功能的基础上, 需要在细胞水平考

察中药暴露物质在靶组织的药代特征, 包括中药暴露

物质随体液流动的细胞到达、在细胞上的进出、在细胞

内的代谢转化和暴露改变、溶酶体等亚细胞器的影响

等。在中药多成分药代研究中, 考察中药暴露物质的

体内靶标到达及相关的细胞药代动力学特征, 将更好

地拉近中药制剂成分与制剂效应之间的距离, 这对于

揭示决定制剂有效性和安全性的物质十分重要。
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