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醋柴胡多糖分级醇沉

及其对拉米夫定药代动力学及组织分布的影响

赵亚１，刘丽娟１，盈世敏１，刘志芬１，吴亚运１，２，赵瑞芝１，２

（１．广州中医药大学第二附属医院省部共建中医湿证重点实验室，广东 广州 ５１０００６；
２．广东省中医证候临床研究重点实验室，广东 广州 ５１０００６）

　　摘要：目的 探讨分级醇沉醋柴胡多糖（Ｖｉｎｅｇａｒ－ｂａｋｅｄＲａｄｉｘＢｕｐｌｅｕｒｉｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＶＢＣＰ）部位对抗乙肝药拉米夫
定药代动力学及组织分布的影响。方法 采用分级醇沉法对醋柴胡多糖进行分离，采用苯酚－硫酸法测定糖含量，二喹
啉甲酸（ＢｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃＡｃｉｄ，ＢＣＡ）法测定蛋白含量，高效凝胶渗透色谱法测定分子量，高效液相色谱测定单糖组成以及红
外光谱进行多糖特征基团鉴定。然后采用高效液相色谱法对单用拉米夫定及联用拉米夫定与醋柴胡多糖分级醇沉部位

灌胃后不同时间点拉米夫定在血浆和组织中浓度进行测定，并采用药代动力学软件（ＤＡＳ２．０）进行药代动力学参数计
算，采用统计分析软件（ＳＰＳＳ２０．０）对药代主要参数和组织浓度差异进行比较。结果 醋柴胡多糖 ４０％醇沉部位
（ＶＢＣＰ－４０），６０％醇沉部位（ＶＢＣＰ－６０）和８０％醇沉部位（ＶＢＣＰ－８０）糖含量分别为６５．５３％、６６．４２％、５４．８６％；蛋白
质含量分别为９．８３６％、６．２１４％、８．７４４％。３种多糖的分子量随着醇浓度的增大而减小，其均由甘露糖、鼠李糖、葡萄糖
醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖组成，但比例相差较大。红外光谱显示其均有典型的多糖特征峰。药代动

力学结果显示与单用组相比，ＶＢＣＰ－６０和拉米夫定联用组药时曲线下面积（Ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｃｕｒｖｅ，
ＡＵＣ）０－９、ＡＵＣ０－∞、Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｃ）ｍａｘ显著升高，清除率（ｐｌａｓｍａｃｌｅａｒａｎｃｅ，ＣＬｚ／Ｆ）显著降低。组织分布研究结果显示
ＶＢＣＰ－６０和ＶＢＣＰ－８０可增加拉米夫定在肝脏中浓度；同时 ＶＢＣＰ－８０可降低其在肾脏中的浓度。结论 分级醇沉可

实现醋柴胡多糖的初步分离纯化。ＶＢＣＰ－６０和ＶＢＣＰ－８０可增加拉米夫定在效应器官肝脏中的分布，可能是联用拉米
夫定增效的活性部位。

　　关键词：醋柴胡多糖；分级醇沉；拉米夫定；药代动力学；组织分布
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ｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｕｓｉｎｇＳＰＳＳ２０．０．ＲｅｓｕｌｔｓＴｈｅｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＶＢＣＰ－４０，ＶＢＣＰ－６０，ａｎｄＶＢＣＰ－８０ｗｅｒｅ６５．５３％，６６．４２％
ａｎｄ５４．８６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ９．８３６％，６．２１４％ ａｎｄ８．７４４％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ
ｔｈｒｅｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇａｌｃｏｈｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅａｌｌｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆｍａｎｎｏｓｅ，ｒｈａｍｎｏｓｅ，ｇｌｕｃｕ
ｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ｇｌｕｃｏｓｅ，ｇａｌａｃｔｏｓｅａｎｄａｒａｂｉｎｏｓｅ，ｂｕｔｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｖａｒｉｅｄｇｒｅａｔｌｙ．Ｔｈｅｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｓｈｏｗｓ
ｔｈａｔａｌｌｏｆｔｈｅｍｈａｄｔｙｐｉｃａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｌａｍｉｖｕｄｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｏｆＶＢＣＰ－６０ａｎｄｌａｍｉｖｕｄｉｎｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－
ｔｉｍｅｃｕｒｖｅ（ＡＵＣ０－９，ＡＵＣ０－∞）ａｎｄＣｍａｘ，ｗｈｉｌｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｐｌａｓｍａｃｌｅａｒａｎｃｅ（ＣＬｚ／Ｆ）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｔｕｄｙ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＶＢＣＰ－６０ａｎｄＶＢＣＰ－８０ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｌａｍｉｖｕｄｉｎｅｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ；ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ＶＢＣＰ－８０ｃｏｕｌｄ
ｒｅｄｕｃｅｉｔｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｓ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＥｔｈａｎｏｌｆｒａｃｔｉｏｎａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｃａｎａｃｈｉｅｖｅｔｈｅｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＶＢＣＰ．ＶＢＣＰ－６０ａｎｄＶＢＣＰ－８０ｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｌａｍｉｖｕｄｉｎｅｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ，ｔｈｅａｎｔｉ－ＨＢＶｅｆｆｅｃｔｏｒ
ｏｒｇａｎｏｆｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ，ｓｏｔｈｅｙｍａｙｂｅｔｈｅａｃｔｉｖｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｆｏｒｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ．
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ｋｉｎｅｔｉｃｓ；ｔｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　病毒性肝炎是全球范围内重要的公共卫生问题，可逐步发
展为肝硬化，甚至肝癌等更严重的肝病。中国是病毒性感染负

担最重的国家，而其中乙肝病毒感染为最主要的病毒性肝炎感

染类型，占比７０％以上［１］。目前核苷类似物是首选的抗乙肝

病毒的药物，其中拉米夫定因其疗效最好，且毒性较低，其毒性

是同类药物齐多夫定的十分之一左右［２］，而被广泛应用于临

床。然而长期单一使用拉米夫定易引发耐药突变的不良反应。

虽然与其他核苷类似药联用可在一定程度上解决该问题，但是

同时又带来了交叉耐药和多重耐药等新的不良反应［３］。因此

急需寻找新的更安全有效的联用药物。

柴胡是我国传统中药，具有抗炎、解热、镇痛、保肝利胆、抗

肝纤维化、调节免疫、抗肿瘤等药理作用［４］，柴胡醋制后专入

肝经，主要用于肝脏相关疾病［５－６］。前期研究显示醋柴胡的主

要活性成分醋柴胡多糖与拉米夫定体外联用可通过增加拉米

夫定的摄取发挥抗乙肝病毒增效作用［７］，而醋柴胡多糖在体

内发挥该作用的前提是醋柴胡多糖提高拉米夫定在靶组织肝

脏中的浓度，但是醋柴胡多糖是否影响拉米夫定的体内过程从

而发挥增效作用尚不清楚。此外醋柴胡多糖并非单一多糖组

分，多糖最佳活性组分难以确定，为后续醋柴胡多糖联用增效

的物质基础和机制研究带来了困难。因此本研究采用分级醇

沉法对醋柴胡多糖进行分离，得到不同醇沉部位并进行理化性

质表征，然后对醋柴胡多糖不同醇沉部位联用拉米夫定药代动

力学和组织分布进行研究，通过体内过程明确醋柴胡多糖联用

拉米夫定增效的机制，并筛选出活性醇沉部位，为醋柴胡多糖

联用拉米夫定增效作用提供科学依据，并为醋柴胡多糖的进一

步开发提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

醋柴胡（产地：湖北，批号：２１０８０２６９１，厂家：康美药业股份
有限公司）；拉米夫定（含量≥９８％、ＭＢ１８８９），齐多夫定（含
量≥９８％、ＭＢ１７６６）均由大连美仑提供；甲醇（色谱级，天津四
友）；乙腈（色谱级，迪马）；乙酸（色谱纯，天津富宇精细化工试

剂公司）；１－苯基－３－甲基 －５－吡唑啉酮（３－Ｍｅｔｈｙｌ－１－
ｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｙｒａｚｏｌｉｎ－５－ｏｎｅ，ＰＭＰ，批号：Ｂ２２１７１５１，厂家：上
海阿拉丁生化科技有限公司）；三氟乙酸（批号：Ｃ１４７２４１０３，厂
家：上海麦克林生化科技有限公司）；ＢＣＡ试剂盒（批号：
ＸＥ３５１６８６；厂家：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｃｅｔｉｆｉｃ）；其他试剂均为分析级及
以上试剂。

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪配ＶＷＤ检测器（美国安捷伦
公司）；ＩＫＡ涡旋振荡仪（ＧＥＮＩＵＳ３，德国）；超低温冰箱（ＮＥＷ
ＢＲＵＮＳＷＩＣＫ英国）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水机（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；电
子分析天平（ＢＴ－１２５Ｄ）；液相色谱仪（安捷伦１２６０）；紫外可
见分光光度计（Ｕ－２９１０）；傅里叶变换红外光谱仪（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ
Ｔｗｏ）；电位粒径分析仪（布鲁克海文）。

ＳＤ大鼠，９６只，雄性，体质量２５０～３００ｇ，广东省实验动物
中心 提 供，生 产 许 可 证 号：００１５８００８，动 物 合 格 证 号：
４４００７２０００３４２１２。动物实验经广州中医药大学第二附属医院
动物伦理委员会批准（批准号：２０１７０２３）。
１．２　方法
１．２．１　醋柴胡多糖的提取及乙醇分级醇沉分离　按课题组前
期方法［８］进行提取醋柴胡总多糖，然后称取醋柴胡总多糖１５０
ｇ，用１５０ｍＬ纯水溶解后，加入一定量９５％乙醇使乙醇的质量
分数达到４０％，充分搅拌后置于 ４℃冰箱中静置 ２４ｈ，３０００
ｒ·ｍｉｎ－１，离心１５ｍｉｎ，分别收集沉淀和上清液Ⅰ，沉淀干燥后
得４０％醇沉组分（ＶＢＣＰ－４０）。向上清液Ⅰ中继续缓慢补加
乙醇至质量分数为６０％，４℃静置２４ｈ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心
１５ｍｉｎ，分别收集沉淀和上清液Ⅱ，沉淀干燥后得６０％醇沉组
分（ＶＢＣＰ－６０）。同法，向上清Ⅱ中继续缓慢补加乙醇至质量
分数为８０％，弃去上清液Ⅲ，得到 ８０％ 醇沉组分（ＶＢＣＰ－
８０），分别计算各组分得率（％）。
１．２．２　醋柴胡多糖不同醇沉部位理化性质表征　（１）糖含量
测定和蛋白含量测定：糖含量测定采用苯酚－硫酸法以 Ｄ－
葡萄糖为标准品进行测定，蛋白含量测定采用 ＢＣＡ法进行
测定。
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（２）分子量测定：分别称取ＶＢＣＰ－４０，ＶＢＣＰ－６０，ＶＢＣＰ－
８０适量，用０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ制成浓度为 １ｍｇ·ｍＬ－１的溶
液，用０．２２μｍ微孔滤膜过滤。另取不同分子量的右旋糖酐
标准品（３６９０、２３７０、１７４０、１１９０、６８０、５５０、２２０、９５、６０ｋＤａ），同
法操作。采用配有示差折光检测器的高效液相色谱仪进行测

定，色谱柱为ＴＳＫｇｅｌＧＭＰＷｘＬ柱（７．８ｍｍ×３０ｃｍ，１３μｍ），流
动相为 ０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ，柱温为 ２５℃，流速为 ０．４
ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测器温度为３５℃，进样量为５μＬ。测定完成
后，各多糖样品分子量通过ＧＰＣ软件计算得到。

（３）单糖组成测定：分别准确称取５ｍｇＶＢＣＰ－４０，ＶＢＣＰ－
６０，ＶＢＣＰ－８０，溶于２ｍｏｌ·Ｌ－１的三氟乙酸溶液后转移到装有
磁珠的２５ｍＬ圆底单口烧瓶中，将瓶内空气置换为 Ｎ２后，在
１１０℃油浴条件下密闭水解６ｈ。反应结束后，放冷至室温，用
旋转蒸发器减压旋干后加入３ｍＬ甲醇溶液，除去残留的三氟
乙酸，重复５次以上至轻嗅无三氟乙酸味，封口 －２０℃保存。
将样品用６００μＬ超纯水复溶，超声溶解１０ｍｉｎ，移液枪准确吸
取粗多糖样液４００μＬ于２ｍＬ的 ＥＰ管中，加入 ２００μＬ０３
ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液混匀后加入２００μＬ０．６ｍｏｌ·Ｌ－１溶于甲
醇的ＰＭＰ溶液，涡旋混匀，在７０℃水浴条件下反应１００ｍｉｎ。
反应结束后，放冷至室温，再加入２００μＬ０．３ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ混
匀中和反应体系。加入氯仿涡旋混匀，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０
ｍｉｎ，保留水层，再加入等体积的氯仿萃取两次，取水相过０．２２
μｍ水系滤膜后上高效液相色谱仪进行分析。另取各单糖标
准品同法操作。液相色谱条件：色谱柱为ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（４．６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为磷酸盐缓冲液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ＝６．８３）∶乙腈＝８３∶１７；柱温：３７℃，进样体积：２０μＬ，检测
波长：２５４ｎｍ。

（４）红外光谱分析：取微量醋柴胡多糖样品轻轻点于傅里
叶变换红外光谱仪的硒化锌晶体表面按压后进行扫描，波数范

围为４０００～５００ｃｍ－１。
（５）粒径和电位测定：准确称取醋柴胡多糖样品２ｍｇ，溶

于２ｍＬ的蒸馏水中，充分混匀，过０．８μｍ的水系滤膜，使用电
位粒径分析仪测定其粒径和电位。

１．２．３　血药浓度和组织分布测定方法的建立　（１）色谱条
件：色谱柱ＨｉｂａｒＲＰ－１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），检测器
ＤＡＤ，柱温３５℃，流动相（血药浓度）：０．１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸氨缓
冲液（Ａ）（乙酸调ｐＨ值３．５）－甲醇（Ｂ）－乙腈（Ｃ）梯度洗脱
（０ｍｉｎ，１０％Ｂ；０～１２ｍｉｎ，１０％Ｂ－１０％Ｂ６５％Ｃ；１２～１４ｍｉｎ，
１０％Ｂ６５％Ｃ－１０％Ｂ６５％Ｃ）；流动相（组织分布）：水（Ａ）－甲
醇（Ｂ）－乙腈（Ｃ）梯度洗脱（０ｍｉｎ，１０％Ｂ；０～８ｍｉｎ，１０％Ｂ－
１０％Ｂ６％Ｃ；８～１４ｍｉｎ，１０％Ｂ６％Ｃ－２０％Ｂ１０％Ｃ；１４～２０ｍｉｎ，
２０％Ｂ１０％Ｃ－２０％Ｂ１０％Ｃ），流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２７６
ｎｍ，进样量１０μＬ。

（２）给药和样品的采集：血浆样品：２４只 ＳＤ雄性大鼠，适
应性饲养１周，随机分为４组，每组６只。给药前禁食１２ｈ，自
由饮水，分别灌胃给予拉米夫定（１８ｍｇ·ｋｇ－１）、拉米夫定（１８
ｍｇ·ｋｇ－１）＋ＶＢＣＰ－４０（５４０ｍｇ·ｋｇ－１）、拉米夫定 ＋ＶＢＣＰ－
６０（５４０ｍｇ·ｋｇ－１）、拉米夫定＋ＶＢＣＰ－８０（５４０ｍｇ·ｋｇ－１），于

给药前及给药后５、１０、２０、４０ｍｉｎ和１、２、４、６、９ｈ采血，置于
１５ｍＬ肝素钠离心管中，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上层血
浆，保存于－８０℃冰箱，待测。

组织样品：７２只ＳＤ雄性大鼠，适应性饲养１周，随机分为
４组，每组１８只。给药前禁食１２ｈ，自由饮水，分别灌胃给予
拉米夫定（１８ｍｇ·ｋｇ－１）、拉米夫定（１８ｍｇ·ｋｇ－１）＋ＶＢＣＰ－
４０（５４０ｍｇ·ｋｇ－１）、拉米夫定＋ＶＢＣＰ－６０（５４０ｍｇ·ｋｇ－１）、拉
米夫定＋ＶＢＣＰ－８０（５４０ｍｇ·ｋｇ－１），于给药前及给药后２０、４０
ｍｉｎ和４ｈ处死大鼠，解剖采集心、肝、脾、肺和肾组织，剔去筋
膜，０．９％氯化钠溶液洗净，滤纸滤干，保存于－８０℃冰箱，待测。

（３）样品的处理：血浆样品：血浆１００μＬ，加入内标齐多夫
定（２．５ｍｇ·Ｌ－１）１００μＬ，涡旋混匀，加入１ｍＬ甲醇，涡旋１
ｍｉｎ，１５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，５０℃水浴、Ｎ２挥

干，１００μＬ流动相复溶，涡旋１ｍｉｎ，１５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０
ｍｉｎ，取上清液，１０μＬ进样分析。

组织样品：精密称取组织０．１ｇ，加入１０倍量的０．９％氯化
钠溶液匀浆，离心１０ｍｉｎ，取上清液，－８０℃冰箱保存。取组
织匀浆液１００μＬ，按血浆样品同法进行后续处理。

（４）对照品溶液的制备：精密称取拉米夫定、齐多夫定对
照品，用甲醇配制成１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，贮存于４℃，备用。

（５）方法学考察：①专属性考察：取大鼠空白血浆和空白
组织匀浆，加对照品和内标溶液的空白大鼠血浆和组织匀浆及

大鼠口服给药后的血浆和组织匀浆，按“１．２．３（３）”项下样品
处理方法进行处理并进样分析得到分析色谱图。

②标准曲线与定量下限：取空白血浆或组织匀浆１００μＬ，
加入拉米夫定系列标准溶液，配制成相当于拉米夫定（０３１２、
０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０ｍｇ· Ｌ－１）的血浆样品，按
“１．２．３（３）”项下方法处理样品并进样分析，以拉米夫定与齐
多夫定的峰面积比（Ｙ）与血浆和组织匀浆中浓度（Ｘ）进行线
性回归计算，得到回归方程。线性范围中最低浓度为定量

下限。

③准确度和精密度：空白血浆或组织匀浆１００μＬ，分别加
入定量下限、低、中、高 ４个质量浓度（０．３１２、０．６２５、２．５、２０
ｍｇ·Ｌ－１）为拉米夫定的质控样品，按“１．２．３（３）”项下方法处
理样品，上机测定后利用“１．２．３（５）②”项下方法所得随行标
准曲线计算精密度和准确度。

④提取回收率：空白血浆或组织匀浆１００μＬ，分别加入定
量下限、低、中、高 ４个质量浓度（０．３１２、０．６２５、２．５、２０
ｍｇ·Ｌ－１）为拉米夫定的质控样品，按“１．２．３（３）”项下方法处
理样品，上机测定的峰面积与相应浓度的对照品溶液进样所得

峰面积的比值计算得提取回收率。

⑤稳定性试验：空白血浆或组织匀浆 １００μＬ，分别加入
低、中、高３个质量浓度（０．６２５、２．５、２０ｍｇ·Ｌ－１）为拉米夫定
的质控样品，分别考察质控样品室温放置２４ｈ、４℃放置４８ｈ、
３次冷冻－解冻循环后，然后按“１．２．３（３）”项下方法处理样
品并进行测定稳定性。

１．２．４　数据分析　采用ＤＡＳ２．０软件按非房室模型计算药物
动力学参数，结果用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。应用 ＳＰＳＳ
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２００进行组间差异分析，Ｐ＜００５认为差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　醋柴胡多糖不同醇沉部位理化性质
２．１．１　得率、糖含量和蛋白质测定　醋柴胡多糖不同醇沉部
位ＶＢＣＰ－４０、ＶＢＣＰ－６０、ＶＢＣＰ－８０的得率分别为 １．５１％、
１００％、１．０５％；糖含量分别为６５．５３％、６６．４２％、５４．８６％；蛋
白质含量分别为９．８３６％、６．２１４％、８．７４４％。
２．１．２　分子量测定　醋柴胡多糖不同醇沉部位的分子量如插
页Ⅰ图１所示，３个醇沉部位均呈现出宽分子量峰，其中ＶＢＣＰ－
４０主峰出峰时间为１７．６２７ｍｉｎ，分子量为４３．８５８ｋＤａ；ＶＢＣＰ－
６０主峰出峰时间为 １８．３３４ｍｉｎ，分子量为 １９．３９６ｋＤａ以及
ＶＢＣＰ－８０主峰出峰时间为２０．０００ｍｉｎ，分子量为１．４７３ｋＤａ。
可见不同浓度醇沉对醋柴胡多糖可按分子量进行初步的分离。

２．１．３　单糖组成分析　醋柴胡多糖不同醇沉部位ＶＢＣＰ－４０、
ＶＢＣＰ－６０、ＶＢＣＰ－８０的单糖组成如图２所示，ＶＢＣＰ－４０的单
糖组成为甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半

乳糖、阿拉伯糖，相对摩尔比为 １．７９∶３．３５∶０．１９∶２３．３７∶
２５９３∶８．４５∶３６．９１，以半乳糖醛酸、葡萄糖和阿拉伯糖为主。
ＶＢＣＰ－６０的单糖组成为甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖
醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖，相对摩尔比为１．０２∶３．１９∶
１．２３∶８．４６∶２１．７６∶２１．１２∶４３．２１，以葡萄糖、半乳糖和阿拉伯
糖为主。ＶＢＣＰ－８０的单糖组成为甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛

酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖，相对摩尔比为

３００∶１．３６∶０．８４∶３．５１∶７．３０∶１９．５７∶６４．４０，以葡萄糖、半乳
糖和阿拉伯糖为主。

２．１．４　红外光谱分析　如插页Ⅰ图 ３所示 ＶＢＣＰ－４０、
ＶＢＣＰ－６０和ＶＢＣＰ－８０均呈现出典型的多糖图谱。在３２００～
３６００ｃｍ－１处有一个强而宽的 Ｏ－Ｈ拉伸振动带，吸收峰出现
在２９３８ｃｍ－１区域是由于 Ｃ－Ｈ拉伸振动造成的。吸收峰位于
１７３９ｃｍ－１附近主要归因于糖醛酸的存在。强吸收峰位于
１６００～１６５０ｃｍ－１则证实了 Ｃ＝Ｏ的特征不对称拉伸。信号峰
值在８００～１２００ｃｍ－１可视为碳水化合物指纹区。图中峰值位
置位于１０００～１２００ｃｍ－１的信号峰则是由 Ｃ－Ｏ的弯曲振动产
生。弱吸收峰即位于 ８８８ｃｍ－１和 ８３１ｃｍ－１附近的吸收峰则证
实３种醇沉粗多糖同时含有β－和α－型两种糖苷键。
２．１．５　粒径和电位分析　ＶＢＣＰ－４０、ＶＢＣＰ－６０及ＶＢＣＰ－８０
的粒径分别是（４０９．６２±７．２１）ｎｍ、（２５１．７４±３．３６）ｎｍ及
（１５１．８２±３．２８）ｎｍ（图 ４），电位分别为（－１６．１９±１．４４）
ｍＶ、（－１４．８４±２．５４）ｍＶ和（－１１．４８±２．２８）ｍＶ。
２．２　方法学考察
２．２．１　方法专属性　专属性结果如图５所示，血浆和组织中
内源性物质和其他物质均不干扰拉米夫定的测定，表明血浆和

组织样品的定量分析方法专属性均良好。

２．２．２　标准曲线和定量下限　拉米夫定在血中的标准曲线方

注：１．甘露糖。２．鼠李糖。３．葡萄糖醛酸。４．半乳糖醛酸。５．葡萄糖。６．半乳糖。７．阿拉伯糖。

图２　标准品和３个醇沉多糖部位单糖组成液相色谱图

图４　３个醇沉多糖部位粒径分布

９２
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表１　大鼠组织中拉米夫定准确度、精密度、回收率、稳定性结果

组织
药物浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）
回收率／（％）

精密度／（％）

日内 日间
准确度／（％）

稳定性（ＲＳＤ）／（％）

常温２４ｈ ４℃４８ｈ 反复冻融３次

肝 ０．３１２ １０６．００±７．９７ ３．０８ １．９４ ８２．０９±３．０８ ２．６０ ２．７２ １．８８
０．６２５ １０７．７０±３．７４ ３．８１ １．４６ ９０．６８±３．８１ ２．６０ ２．７３ ３．００
２．５ １０２．１０±５．３２ ４．３２ ０．７８ ９８．８９±４．３２ ７．３３ ６．７５ ４．１７
２０ ９６．８９±５．０７ ２．９０ １．６４ １０１．２０±２．９０ ３．０５ ３．４７ ２．８５

心 ０．３１２ １１０．４０±３．４９ ６．００ ４．６２ ９３．８６±６．００ ４．１０ ５．４９ ５．１５
０．６２５ １０２．１０±１．６９ ３．７４ ２．０９ ９８．６８±３．７４ １．９５ ２．５６ １．２６
２．５ １０４．６０±４．０５ １．３４ ０．９５ １０１．２０±１．３４ １．２９ １．４８ ０．９０
２０ ９５．１２±１．８２ ６．１４ ０．７８ ９２．６６±６．１４ ５．６８ ５．６０ ５．０５

脾 ０．３１２ １０９．８０±３．１７ ２．３９ １．９０ ８３．４８±２．３９ ２．３１ ２．４２ ２．０４
０．６２５ １０７．８０±４．３１ ３．７１ ０．９０ ８８．３６±３．７１ ０．９１ １．７２ ０．５９
２．５ １０９．０３±４．１０ ４．３０ ０．２２ １０３．１３±４．３ ３．３０ ４．１０ ２．９７
２０ ９３．９４±３．６８ ４．１６ ０．８８ ９０．５７±４．１６ ２．０９ ２．５５ １．３

肺 ０．３１２ ８８．２６±３．３９ ４．１１ ２．７２ ９３．８８±４．１１ ７．０６ ５．２４ ４．２５
０．６２５ ９６．００±２．１８ ３．６２ １．５６ ９６．０９±３．６２ ６．７４ ５．３２ ２．２８
２．５ ９３．２０±３．６９ ４．００ ０．８３ １００．０３±４．００ ３．６９ ２．４２ １．９９
２０ ８８．２１±１．６６ １．８２ １．８３ ９７．０６±１．８２ ２．２９ ３．５４ １．４７

肾 ０．３１２ １０９．６６±５．０５ ０．７２ ４．８８ １１８．９６±０．７２ ０．８１ ２．４９ ３．７４
０．６２５ １０３．６５±２．１０ ５．１４ ３．７７ １０１．９１±５．１４ １．１８ １．０７ ０．９０
２．５ ９３．２６±１．８５ ２．５７ ２．３９ ９５．９５±２．５７ ９５．８８ ２．１９ ２．６２
２０ ９３．８６±０．６３ １．４１ ０．４３ ９９．５０±１．４１ １．４３ １．６９ １．１４

　　注：Ａ１．空白血浆；Ｂ１．空白血浆加对照品；Ｃ１．大鼠灌胃拉米

夫定后４０ｍｉｎ血药图谱；Ａ２．空白肝脏；Ｂ２．空白肝脏加对照品；

Ｃ２．大鼠灌胃拉米夫定后４０ｍｉｎ肝中分布图谱；１．拉米夫定；２．齐

多夫定。

图５　大鼠血浆中或肝中拉米夫定测定代表性色谱图

程为 Ｙ＝０．８３７Ｘ－０．０３６，Ｒ２＝０．９９９，定量下限为 ０．３１２

ｍｇ·Ｌ－１。拉米夫定在各组织中的标准曲线方程分别为：肝：
Ｙ＝０６２７Ｘ＋０．０６８，Ｒ２＝０．９９７；心：Ｙ＝０．６５０Ｘ＋０．０１６，Ｒ２＝

０９９９；脾：Ｙ＝０．８２３Ｘ＋０．０５７，Ｒ２＝０．９９９；肺：Ｙ＝０．７１７Ｘ＋
００１３，Ｒ２＝０．９９７；肾：Ｙ＝０．６２５Ｘ－０．０１６，Ｒ２＝０．９９９；定量下

限均为０．３１２ｍｇ·Ｌ－１。
２．２．３　准确度、精密度、提取回收率和稳定性试验　血中拉米
夫定准确度定量下限在 １１４％ ～１１６％，低、中、高浓度在
９９％～１１０％；考察了１ｄ内不同的放置时间精密度，结果显示
血中拉米夫定低、中、高浓度日内和日间精密度的 ＲＳＤ均小于
８５％；拉米夫定在血中定量下限、低、中、高浓度的提取回收率
在９４％～９８％；以上结果显示其准确度、精密度和回收率均符

合生物样本测定方法要求。血浆质控样品在室温放置２４ｈ、４
℃放置４８ｈ、３次冷冻－解冻循环的稳定性实验结果显示ＲＳＤ
均小于８％，表明样品在以上条件下均稳定。各组织中拉米夫
定的准确度、精密度、回收率、稳定性结果见表１，均符合生物
样本测定方法要求。

２．３　药代动力学研究
醋柴胡多糖不同醇沉部位对拉米夫定药动学的影响结果

见图６和表２。结果显示与拉米夫定（Ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ，３ＴＣ）单用组
比较，此外与 ＶＢＣＰ６０联用后药代动力学参数 ＡＵＣ０－９、
ＡＵＣ０－∞均显著增加，平均滞留时间（ＭｅａｎＲｅｓｉｄｅｎｃｅＴｉｍｅ，
ＭＲＴ）０－９、ＣＬｚ／Ｆ均显著降低。与ＶＢＣＰ４０和ＶＢＣＰ８０联用后，
除与ＶＢＣＰ４０联用ＭＲＴ０－９显著降低外，其余参数均无显著性

变化。

图６　各组ＳＤ大鼠灌服拉米夫定以及拉米夫定＋不同醇沉

多糖部位后体内的平均药物浓度－时间曲线图（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　组织分布研究
醋柴胡多糖不同醇沉部位对拉米夫定组织分布的影响结

０３
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表２　各组大鼠主要药代动力学参数（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

参数
ＡＵＣ０－９／

（ｍｇ·ｈ·Ｌ－１）

ＡＵＣ０－∞／

（ｍｇ·ｈ·Ｌ－１）

Ｔｍａｘ／

（ｈ）

Ｃｍａｘ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ＭＲＴ０－９／

（ｈ）

Ｖｚ／Ｆ／

（Ｌ·ｋｇ－１）

ＣＬｚ／Ｆ／

（Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１）
３ＴＣ组 ５．５１±１．０７ ５．８０±１．０１ ０．７３±０．１５ １．２３±０．１９ ３．０３±０．２７ ９．０５±３．４２ ３．１８±０．５５
３ＴＣ＋ＶＢＣＰ４０组 ４．５９±１．０５ ５．００±１．０８ ０．８３±０．１８ １．３５±０．２３ ２．５３±０．３２ １３．２１±５．６１ ３．７３±０．７７
３ＴＣ＋ＶＢＣＰ６０组 ７．１７±０．９８ ７．８８±０．８７ ０．７５±０．１７ ２．０１±０．４２ ２．６４±０．１６ ８．５６±２．５９ ２．３１±０．２６

３ＴＣ＋ＶＢＣＰ８０组 ５．２８±０．８６ ７．０５±２．５７ １．００±０．５２ １．３７±０．３９ ３．０２±０．４９ １５．３０±１１．１９ ２．７５±０．６６

　　注：与单用组比较，Ｐ＜００５；与单用组比较，Ｐ＜００１。

果见图７。结果显示醋柴胡多糖不同醇沉部位不同程度地影
响拉米夫定在大鼠体内的分布，各脏器中拉米夫定的峰值浓度

从大到小依次为肾脏、肝脏、肺脏、脾脏、心脏。与拉米夫定

（３ＴＣ）单用相比，ＶＢＣＰ６０、ＶＢＣＰ８０联用组给药４０ｍｉｎ时肝脏
中拉米夫定浓度显著增加（Ｐ＜００５）；肾脏中拉米夫定浓度均
降低，其中，与 ＶＢＣＰ８０联用组作用具有显著性（Ｐ＜００５）。
与不同醇沉部位联用后拉米夫定在其余脏器中浓度变化不

显著。

注：与单用拉米夫定组比较，Ｐ＜００５。

图７　各组ＳＤ大鼠灌服拉米夫定以及拉米夫定＋不同醇沉多糖

部位后２０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ和４ｈ各组织分布（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
３　讨论

分级纯化是探讨多糖化学结构和生物活性的基础，常用方

法有沉淀法，主要包括分级醇沉法和季铵盐沉淀法；柱层析法，

主要包括凝胶色谱法、阴离子交换色谱法和大孔树脂色谱柱

法；超滤法［９－１２］。其中分步醇沉法因其操作简单、损失少、成

本低、可行性高等优点而成为分级纯化中最常用的手段之

一［１３］。本研究通过分级醇沉方法得到了３个不同多糖醇沉部
位，理化性质表征结果显示随着醇沉浓度的增加，多糖醇沉部

位分子量逐渐减小；不同醇沉部位的多糖均由甘露糖、鼠李糖、

葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖，但单糖组

成比例有较大的不同，ＶＢＣＰ－４０以半乳糖醛酸、葡萄糖和阿
拉伯糖为主，ＶＢＣＰ－６０和ＶＢＣＰ－８０以葡萄糖、半乳糖和阿拉
伯糖为主。其中３个组分共有的葡萄糖和阿拉伯糖，随着醇沉
浓度的增加葡萄糖的比例减少，阿拉伯糖的比例逐渐增加。不

同醇沉部位粒径大小差异显著，随着醇沉浓度的增加，多糖粒

径越小。可见分级醇沉可实现醋柴胡多糖的初步分离纯化。

拉米夫定由于水溶性高，几乎分布于所有细胞外液，导致

靶器官肝脏分布少，因此其临床给药剂量大，不良反应和耐药

性显著增加［１４］。前期研究显示醋柴胡多糖能增加肝炎细胞对

拉米夫定的摄取进而增效拉米夫定抗乙肝作用，且醋柴胡多糖

具有肝靶向性［６，１５］，因此推测醋柴胡多糖可能通过肝靶向作用

增加拉米夫定在肝脏分布从而发挥增效作用，而本研究中醋柴

胡多糖对拉米夫定药代动力学研究结果显示与单用组相比，

ＶＢＣＰ－６０和拉米夫定联用组ＡＵＣ０－９、ＡＵＣ０－∞、Ｃｍａｘ显著升高，

ＣＬｚ／Ｆ显著降低，表明ＶＢＣＰ－６０能显著升高拉米夫定的血药
浓度。组织分布研究结果显示 ＶＢＣＰ－６０和 ＶＢＣＰ－８０可使
拉米夫定在肝脏中药物浓度增加，显示出一定的肝靶向性；同

时ＶＢＣＰ－８０可降低肾脏中的药物含量。因此在实际使用中
联用后可减少拉米夫定的剂量，从而对拉米夫定用药过多而产

生耐药性及拉米夫定的肾毒性有积极作用。

多糖的生物活性与其结构密切相关，多糖的构效关系研究

是目前多糖研究的热点和难点［１６－１７］，其中分子量是影响多糖

生物活性的一个重要结构特征。研究发现由于分子内氢键作

用较弱，分子量较低的多糖和更多的羟基或氨基处于游离状

态，从而更有利于其发挥生物活性［１８－１９］，而分子量较高的多糖

具有水溶性差、黏度高的特点，阻碍了其在体内的吸收利

用［２０－２１］。本研究结果显示分子量较高的ＶＢＣＰ－４０对体内过
程无明显影响，而分子量较低的ＶＢＣＰ－６０和 ＶＢＣＰ－８０部位
可增加拉米夫定在肝脏中的分布，且ＶＢＣＰ－８０可减少其在肾
脏中的分布，与文献报道相符。此外多糖的单糖组成是影响多

糖活性的另一重要结构特征。研究发现半乳糖能被肝细胞特

异性识别，因此构建半乳糖基靶向载体能够增强药物的肝靶向

性［２２－２４］。本研究发现ＶＢＣＰ－６０、ＶＢＣＰ－８０半乳糖的比例相
较于ＶＢＣＰ－４０显著升高，因此进一步证实了 ＶＢＣＰ－６０、ＶＢ
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ＣＰ－８０的肝靶向性与半乳糖比例相关。此外，与 ＶＢＣＰ－４０
相比，ＶＢＣＰ－６０、ＶＢＣＰ－８０中阿拉伯糖的比例较高，而葡萄糖
的比例明显减少，提示醋柴胡多糖的肝靶向作用也可能与这两

种单糖比例也相关。多糖的立体结构与多糖的活性和体内行

为密切相关。我们课题组前期研究发现醋柴胡多糖能够自组

装成纳米粒［８，２５］，因此本研究对醋柴胡多糖的粒径和电位进行

了测定，结果发现 ＶＢＣＰ－４０、ＶＢＣＰ－６０、ＶＢＣＰ－８０的粒径差
异较大，且粒径较小且粒径范围在１００～２００ｎｍ的ＶＢＣＰ－６０、
ＶＢＣＰ－８０显示出更好的肝靶向作用。因此不同醇沉部位作
用区别可能与其分子量、单糖组成中葡萄糖、半乳糖和阿拉伯

糖的比例以及粒径密切相关。然而具体哪种理化性质和结构

的多糖活性最好，还需进一步研究。

综上所述，本研究通过分级醇沉获得３个醋柴胡多糖醇沉
部位，其分子量、单糖组成和立体结构均有明显区别，可见分级

醇沉可实现醋柴胡多糖的初步分离纯化。３个醋柴胡多糖醇
沉部位对拉米夫定的体内过程影响明显不同，其中 ＶＢＣＰ－６０
和ＶＢＣＰ－８０可增加拉米夫定在效应器官肝脏中的分布，可能
是联用拉米夫定增效的活性部位。本课题的研究为醋柴胡多

糖联用拉米夫定增效作用提供科学依据，并为醋柴胡多糖的进

一步开发提供参考数据。
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［２３］　颜红，欧阳婷，杨琼梁，等．西瑞香素半乳糖化脂质体在大鼠体

内组织分布的研究［Ｊ］．中国中药杂志，２０１６，４１（１８）：

３４５７－３４６２．

［２４］　ＹＵＬＸ，ＹＩＮＧＭＨ，ＨＯＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｄｕａｌ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇｇａｌａｃｔｏｓｅ－

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｐｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｄｅｌｉｖｅｒｉｎｇ

ｓｉｌｙｂｉｎｆｏｒａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇａｌｃｏｈｏｌｉｃｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＰｈａｒｍ，２０２４

（１２）：１２４６６２．

［２５］　ＺＨＡＯＹ，ＬＩＰ，ＷＡＮＧＸＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｐｅｃｔｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｆｒｏｍｖｉｎｅｇａｒ－ｂａｋｅｄＲａｄｉｘＢｕｐｌｅｕｒｉａｂｓｏｒｂｅｄｂｙｍｉｃｒｏｆｏｌｄｃｅｌｌｓｉｎ

ｔｈｅｆｏｒｍｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，２０２４，２６６（Ｐｔ

１）：１３１０９６．

２３
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Ⅰ

经典名方白术散化学成分、药理作用、临床应用研究进展及质量标志物预测分析

（正文见 5 -1 4 页）

图 1 　白术散的药理作用及其作用机制示意

醋柴胡多糖分级醇沉及其对拉米夫定药代动力学及组织分布的影响

（正文见 26 -32 页）

图 1 　3 个醇沉多糖部位分子量的 HPGPC 图 图 3　3 个醇沉多糖部位红外光谱分析


