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高效液相色谱法确定兔人参药物血清制作中的灌药周期研究

郭晨旭,钱摇 军,李摇 靖,金摇 鑫,喻大军

[摘要]目的:采用高效液相色谱分析法测定不同灌药周期兔药物血清中人参的有效成分人参皂苷 Rg1 血药浓度,确立中药药

物血清制作中的灌药周期。 方法:色谱柱为 Cosmosil C18 柱(4. 6 mm 伊 250 mm,5 滋m),人参皂苷 Rg1 流动相为甲醇颐 0. 1%磷

酸(60颐 40),检测波长 203 nm。 结果:随着灌药时间的延长,血清中的人参皂苷 Rg1 的血药浓度逐渐增加,在灌胃 3 d 血药浓

度最低,灌胃 7 d、14 d、21 d 血药浓度均明显高于 3 d(P < 0. 01),21 d 与 14 d 相比差异无统计学意义(P > 0. 05)。 结论:高效

液相色谱法简便、准确,重复性好,为中药药物血清实验中实验动物的灌药周期提供实验依据,并能够有效控制四君子汤拆方

人参的质量。
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The determination of feeding cycle in the production of rabbit ginseng serum by HPLC
GUO Chen鄄xu,QIAN Jun,LI Jing,JIN Xin,YU Da鄄jun

(Department of Surgical Oncology,The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233004,China)

[Abstract] Objective:To detect the blood drug concentration of ginsenosides Rg1 in different feeding cycles by high performance
liquid chromatography(HPLC) for determining the feeding cycle in the production of rabbit ginseng serum. Methods:The C18 column
(4. 6 mm 伊 150 mm,5 滋m) was used,the Methanol鄄0. 1% phosphate(60 颐 40) was the mobile phase of ginsenosides Rg1,and the
detection wave鄄length was 203 nm. Results:With the prolonging of feeding cycle,the blood drug concentration of ginsenosides Rg1
increased proportionally,the concentrations of 7 days,14 days and 21 days were significantly higher than the concentrations of 3 days
(P < 0. 01),the difference between 21 days and 14 days was not statistically significant (P > 0. 05). Conclusions:The HPLC is
simple,accurate and reproducible,which can provide the experimental evidence in determining the feeding cycle of serum test,and
effectively control the quality of ginseng.
[Key words] drug / analysis;ginsenosides Rg1;high performance liquid chromatography

摇 摇 随着中医药治疗恶性肿瘤越来越受到人们的关

注,更多研究[1 - 2]通过实验来对中药的有效成分进

行鉴定和分析。 中药的动物血清制作现阶段已成为

各类细胞干预实验中常被采用的关键步骤之一,而
对于实验动物的灌药周期并无权威且有实际理论基

础的文献报道[3]。 本实验在中药干预细胞体外培

养实验中,制作动物的含中药血清,提取不同灌药周

期的动物药物血清,利用高效液相色谱分析法

(HPLC)快速、准确、稳定、高效的特点,以已知四君

子汤的拆方之一人参的有效成份人参皂苷 Rg1 为

对照,通过对不同灌药周期的药物血清有效成份的

血药浓度进行检测、对比,从而确定出实验过程中对

动物灌药的最佳周期,现作报道。

1摇 材料与方法

1. 1 摇 仪器 摇 LC鄄15C 型高效液相色谱仪(日本岛

津); SPD 型紫外检测器 (日本岛津);岛津 LC鄄
solution15C 型色谱工作站;AB135鄄S 型十万分之一

电子天平(德国梅特勒);KQ鄄300B 型超声波清洗器

(江苏昆山超声仪器厂)。
1. 2摇 药品及耗材摇 人参皂苷 Rg1 标准品 YY90237鄄
20 mg ( 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司, 批 号

20121206);中药材人参(蚌埠医学院第一附属医院

中药房提供),乙腈为色谱纯(德国默克公司,批号

100030),甲醇为色谱纯 (德国默克公司, 批号

106007),磷酸为分析纯(天津西尔斯化工有限公

司,批号 13鄄015鄄08209),水为去离子水。
1. 3摇 实验动物摇 纯种新西兰大白兔 10 只,雌性,体
质量约 2 kg,蚌埠医学院动物实验中心提供。 随机

分为空白对照组和人参实验组各 5 只。
1. 4摇 药物血清的制备摇 药物每日剂量为人参 15 g,
熬制汤剂后控制生药浓度约为 0. 2 g / ml,4 益冰箱
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保存备用。 根据“人和动物体表面积折算的等效剂

量比率表冶 [4],人参实验组动物按等体积以人参汤

剂灌胃,每次灌胃前禁食,但自由饮水 12 h,连续灌

胃 21 d,每天 2 次,分别于 3、7、14、21 d 末次灌胃后

1 h,耳正中动脉采血。 空白对照组采取 0. 9% 氯化

钠注射液灌胃,于 21 d 后采血。 将离心管室温下倾

斜放置 3 ~ 4 h,待血液凝固后放入 4 益冰箱中过夜。
次日吸出上层血清,4 000 r / min 离心 10 min,收集

血清,1. 5 ml EP 管分装。 - 20 益保存备用。
1. 5摇 色谱条件摇 色谱柱:Cosmosil C18 柱(4. 6 mm 伊
250 mm,5 滋m);人参皂苷 Rg1 流动相:甲醇颐 0. 1%磷

酸(60颐 40);检测波长 203 nm,流速 1. 00 ml / min,柱
温 30 益。
1. 6摇 线性关系考察摇 精密称取干燥后并且恒质量

的人参皂苷 Rg1 标准对照品适量,依次制成 30、
150、300、600、1 500、3 000 滋g / ml 的对照品溶液。
定量为 20 滋l 进样,得出对照品的回归方程:Y =
7 346X + 4 078,R2 = 0. 999。 并且得出人参皂苷 Rg1
具备良好线性的范围为 30 ~ 3 000 滋g / ml。
1. 7摇 方法学考察摇
1. 7. 1摇 仪器精密度考察摇 根据标准曲线的线性范

围,分别选取低(50 滋g / ml)、中(1 000 滋g / ml)、高
(2 500 滋g / ml)3 个浓度平行配制 6 份,按血清处理

方法处理,依次进样测定。 记录药物的峰面积,计算

人参皂苷 Rg1 测定方法的精密度。
1. 7. 2摇 稳定性考察摇 取同一批号人参皂苷 Rg1 标

准品,根据标准曲线选取低(50 滋g / ml)、中(1 000
滋g / ml)、高(2 500 滋g / ml)浓度室温下分别在 0、2、
4、6、8、10、12 h 进样,测得人参皂苷 Rg1 标准品低

中高浓度峰面积值的 RSD 分别为 0. 68% 、1. 02% 、
0. 83% 。 结果表明,人参皂苷 Rg1 标准品溶液在

12 h内是基本稳定的。
1. 7. 3摇 样品分析方法摇 取不同灌药周期的人参药

物血清以及空白对照组血清各 1 ml,分别加 2 ml 甲
醇振荡 3 min,4 益冷藏 1 h 后离心(3 000 r / min),将
上清液蒸干,分别加甲醇溶解至 1 ml,20 滋l 自动进

样,观察各高效液相色谱图的峰值。
1. 7. 4 摇 提取回收率试验 摇 由标准曲线选取在低

(50 滋g / ml)、中(1 000 滋g / ml)、高(2 500 滋g / ml)3
种血清样品,按 1. 7. 3 方法进行样品分析,另选取以

甲醇制成相应浓度的人参皂苷 Rg1 标准品溶液,不
经处理直接进样,2 组峰面积进行比较,得出人参皂

苷 Rg1 提取回收率。
1. 7. 5摇 血清样品检测结果摇 依照上述条件,分别对

标准品人参皂苷 Rg1、不同灌药周期的人参实验组

药物血清及空白对照组血清样本进行 HPLC 法检

测。 记录 HPLC 色谱图中药物峰的保留时间、峰面

积,并将峰面积代入标准曲线换算出血药浓度后进

行比较。
1. 8摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1 摇 人参皂苷 Rg1 测定方法的精密度 摇 结果表

明,低中高浓度的 RSD 分别为 1. 21% 、1. 43% 、
1. 67% 。
2. 2摇 人参皂苷 Rg1 的提取回收率摇 人参皂苷 Rg1
提取回收率在加样 1 000 滋g / ml 时达最高(见表 1)。

表 1摇 人参皂苷 Rg1 的提取回收率结果(n = 6;x 依 s)

加入量 / (滋g / ml) 提取回收率 / % CV / %

摇 50 97. 00 依 1. 28 1. 32

1 000 102. 42 依 1. 59 1. 56

2 500 98. 37 依 0. 95 0. 97

2. 3摇 血清样品检测结果摇 药物血清色谱图主要的

对照区域由各实验组空白血清、对照组相对无杂峰

干扰区域决定。 人参组血清空白对照组的 HPLC 色

谱图在 RT 3. 50 ~ 9. 50 min 间无明显杂峰干扰,可
作为该实验组的主要比较区域(见图 1)。

摇 摇 在 21 d 内,随着灌药天数的增加,各组人参皂

苷 Rg1 特征峰的保留时间和持续时间均无明显改

变(见表 2),但相应的血药浓度却逐渐增加(见图

2)。 在灌胃 3 d 血药浓度最低,灌胃 7 d、14 d 和 21
d 血药浓度均明显高于较 3 d(P < 0. 01),而 21 d 与

14 d 相比差异无统计学意义(P > 0. 05)(见表 3)。

表 2摇 人参药物血清标准品相应峰的位置及持续时间

灌药时间 / d 保留时间 / min 持续时间 / min

3 7. 02 1. 47

7 7. 02 1. 47

14 7. 02 1. 47

21 7. 02 1. 47
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表 3摇 人参药物血清相应峰的血药浓度(n = 5;x 依 s)

灌药时间 / d 血药浓度 / (滋g / ml) F P MS组内

3 100. 62 依 2. 14摇 摇

7
14

130. 28 依 5. 73**

211. 88 依 3. 82**
吟吟

828. 03 < 0. 01 18. 571

21 206. 37 依 4. 72**
吟吟

摇 摇 q 检验:与灌药 3 d 比较**P <0. 01;与灌药7 d 比较吟吟P <0. 01

3摇 讨论

摇 摇 本实验利用 HPLC 特异性强、准确快速并可定

性半定量的特点,采用 HPLC 法,以四君子汤拆方人

参为媒介,选择并参照人参皂苷 Rg1 标准品,比较

不同灌药周期的动物血清中的血药浓度,从而为相

关实验确立有效可行的灌药方案。
人参皂苷 Rg1[5]、白术内酯玉[6]、茯苓酸[7]、甘

草酸[8]分别为四君子汤中 4 个拆方的主要有效成

分,也通常被用为相关实验中确定有效成分的标准

品,此些标准品的含量测定可以综合评价各拆方药

物的质量[9]。 但是对于在制作药物血清时的灌药

时间,相关研究[10 - 11] 并没有统一的标准,只是在一

些中药药物血清实验中将 3 d 作为灌药时间的标

准[12]。 故为了节约实验资源,建立相关实验中的灌

药标准,通过实验来敲定中药药物血清制作时的灌

药时间显得尤为重要。
本研究选取人参为研究对象,通过 HPLC 法检

测不同灌药周期药物血清的供试液,首先检测灌药

3 d 的药物血清中的血药浓度,再在此基础上延长

灌药时间,继续选取 7、14 d 2 个时间点,结果显示 3
个时间点的供试血清在设定的 HPLC 条件下人参皂

苷 Rg1 均得到了满意分离,并与标准品的 HPLC 色

谱图比较、鉴别,显示人参皂苷 Rg1 标准品的特征

峰在药物血清的 HPLC 色谱图中存在相应的表达,
表明经常规中药灌胃的兔药物血清中确存在人参皂

苷 Rg1。 同时我们对不同灌药周期的药物血清样品

进行观察、对比,发现在 14 d 内随着灌药周期的延

长,药物血清中相应的标准品的特征峰面积呈增长

趋势。 而在 14 d 后,继续在灌药 21 d 时利用 HPLC
法检测血药浓度,发现人参药物血清的标准品特征

峰面积不再有明显的变化,药物浓度折线图也呈现

明显的平台期,这可能和中药在实验动物体内的吸

收后的药物有效成分的半衰期有关,即存在所谓的

饱和度。
目前,在中医药相关基础实验,尤其是在对细胞

进行药物血清干预的细胞学实验中,动物药物血清

的制作尤为关键[13 - 14]。 而中药灌胃为所有实验开

展的基石,定性且定量地监测药物血清中所含实验

需验证的有效成份[15 - 16],能使得实验结果更加具有

准确性与说服力。 本实验结果显示,随着灌胃时间

的延长,药物血清中的血药浓度将增加,于 14 d 达

到最高,之后即进入平台期,从而初步确立了中药药

物血清制作中的灌药周期,即 14 d 可作为实验动物

的最佳灌药时间,并能够实现研究中实验组的同步

性。 同时也证实了本实验中使用的人参皂苷 Rg1
标准品可作为四君子汤的拆方之一人参的质控指

标,进一步为四君子汤余三方的血药浓度的测定以

及随后更多的中药实验奠定理论基础。
[ 参 考 文 献 ]
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研究[13]认为,PTEN 通过抑制 PI3KPAKT 途径从而

抑制 VEGF 的表达。 李敬东等[14]发现,牙龈癌组织

中 PTEN 与 VEGF 的表达存在相关性。 本文研究结

果显示,乳腺癌组织中 PTEN 与 VEGF鄄D 的表达呈

显著负相关关系与张莉萍等[11]报道一致。 PTEN 与

VEGF鄄D 间的关系尚存在不同观点,还需大量实验

研究。
综上所述,PTEN 与 VEGF鄄D 表达与乳腺癌浸

润、转移和预后密切相关,临床联合检测 PTEN 和

VEGF鄄D 对预测乳腺癌生物学行为及预后有一定意

义。 抗淋巴管生成治疗将是肿瘤治疗的新方向,
VEGF鄄D 的研究可能为乳腺癌抗淋巴管生成治疗提

供新的参考方向。
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