多次给药法评价芪灯明目组方对葛根素生物利用度的影响
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摘 要：目的 研究芪灯明目复方药味配伍对葛根中葛根素口服生物利用度的影响。方法  选取单次给予葛根提取物20 min后血浆葛根素浓度变异较小的健康SD大鼠12只，按葛根素浓度从大到小交错分配为复方组及葛根组，分别灌胃给予芪灯明目复方及葛根提取物(均相当于葛根素100 mg·kg-1)，每4 h给药1次，共3次。每次给药后采集当次给药5，20 min血液及末次给药后6，8 h血液，分离血浆，采用HPLC – UV法测定葛根素浓度。ADAPT5.1软件计算药动学参数，并采用kinetica5.5软件生物等效性模块对Cmax、Tmax、AUC0-t、AUC0-∞进行等效性检验。结果  大鼠血浆中葛根素药-时曲线采用无滞后时间的二室模型拟合较优；复方给药后葛根素Ka、Cmax、AUC0-t和AUC0-∞有降低趋势，但各参数等效性检验无显著性差异。结论  芪灯明目组方配伍对葛根素生物利用度无明显影响；多次给药的生物等效性评价方法吻合临床应用情况，实验结果稳定可靠。
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Evaluate the Bioavailability of Puerarin after a Multiple Oral Dose of Qi-Deng-Ming-Mu Capsule in Rats 
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Abstract：Objective To investigate the efficacy of compatibility on bioavailability of puerarin after multiple oral administration of Qi-Deng-Ming-Mu capsule to rats. Methods 12 healthy SD rats were randomly divided into the Qi-Deng-Ming-Mu compound group and the single Puerarin Extract group (as 100 mg·kg-1 of puerarin) according to the concentration of puerarin in descending order. The drug was administered once every four hours, a total of three times and the bloods were collected at different time points. A HPLC - UV method was established for the determination of puerarin in plasma samples. ADAPT5.1 software was used to respectively calculate the pharmacokinetic parameters of each group. Kinetica5.5 pharmacokinetic software was used to evaluate the bioequiavailability after the single or combined administration. Results The plasma concentration-time curve of puerarin conformed to two compartment model. The value of Ka, Cmax, AUC 0-t and AUC0-t has slightly decreased after the single administration of Puerarin Extract, but there were no significant differences among the main pharmacokinetic parameters of puerarin in rats between the single and combined administration by the statistical analysis. Conclusion There was no significant effect on bioavailability of puerarin after the compatibility of medicines in Qi-Deng-Ming-Mu capsule. The bioequivalence evaluation method with a multiple oral administration was accorded with the clinical application and the results of the experiment were stable and reliable based on the optimized experiments.
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根据糖尿病视网膜病变气阴两虚、瘀血阻络的主要病机组方而成的芪灯明目方由葛根、黄芪和灯盏细辛组成，药效学研究[1-3]表明其可抑制新生血管的形成，降低血-视网膜屏障损害，减轻眼底视网膜微血管病变。葛根素为葛根[Pueraria lobata (Willd.) Ohwi]中的主要药效成分，具有抗氧化、改善微循环、扩张血管和降血糖等多种作用[4-5]，是芪灯明目方中重要的药效成分。但葛根素的体内过程受多因素的影响，如疾病状态[6]、复方配伍[7]及与中药有效成分单体合用[8]等，从而影响其最终生物利用度。因此，定量比较芪灯明目组方后葛根素生物利用度的改变，对评价芪灯明目方组方理论、探索复方物质基础的作用规律及临床使用均具有一定的参考价值。目前，配伍对药动学及生物利用度的影响研究多采用单次给药、全药时曲线测定法进行。这一方法在获得较完整药时曲线时，一般需九个以上的取样点。因此，对大动物如犬生理状态影响较小，但对小动物（如大鼠）可能会造成较大的系统误差。同时，复方用药时，某些组分可能随用药时长延长药物体内过程会发生一定程度的改变。这时，单次给药比较结果对临床应用的指导意义会被弱化。本研究根据芪灯明目方临床给药方案，建立了评价芪灯明目方组方配伍对葛根素生物利用度影响的方法。
1材料与方法
1.1 动物  雄性SPF级SD大鼠，体质量（220 ± 20）g，成都达硕生物科技有限公司，动物许可证号：SCXK（川）2013-24。
1.2 药物及试剂  芪灯明目方提取物（含葛根素178.78 mg·g-1，野黄芩苷11.21 mg·g-1），复方制备工艺同法制备的葛根提取物（含葛根素19.81%），以上受试药物均由太极集团重庆涪陵制药厂有限公司提供，采用高效液相色谱法对胶囊中葛根素与野黄芩苷进行含量测定，符合每粒胶囊含葛根素不得少于每粒50.0 mg，野黄芩苷不得少于每粒2.5 mg的质量标准要求；葛根素对照品，中国药品生物制品检定所，批号：110795 - 201007；乙腈、甲醇，色谱纯，美国Fisher Scientific公司；甲酸，色谱纯，成都市科龙化工试剂厂。
1.3 仪器  岛津UPLC-30超高效液相色谱仪、Lab solution 5.5色谱工作站，日本岛津；FIS13-990-16超低温冰箱，美国Thermo Scientific公司；H2050R台式高速冷冻离心机，湘仪离心机仪器有限公司；涡旋混合仪，上海沪西分析仪器有限公司；BS323S电子天平，北京赛多利斯有限公司；MTN-2800W型氮吹仪，天津奥特赛恩斯仪器有限公司；KQ-700E型超声波清洗机，昆山市超声仪器有限公司。
1.4色谱条件  色谱柱Agilent Poroshell120 EC-C18 (4.6 mm×100 mm, 2.7 μm)；流动相乙腈-0.1%甲酸水溶液(25:75)；流速0.4 mL·min-1；柱温40 ℃；检测波长250 nm；进样量35 μL。
1.5血浆样品处理方法  参照文献[9]调整进样量后进行：取待测血浆样品100 μL，加入100 μL 6%高氯酸水溶液，涡旋混合1 min，12 000 r·min-1离心10 min，取上清35 μL进样测定。
1.6 葛根素测定方法学评价  参照文献[9]进行色谱行为专属性、标准曲线制备、定量限、精密度、回收率及样品稳定性的方法学评价。

1.7 药代动力学研究  
1.7.1达峰时间的观察  雄性SD大鼠8只，随机分组为芪灯明目复方组、葛根提取物组，分别单次灌胃给予复方或葛根提取物生理盐水混悬液（均相当于葛根素给药剂量100 mg·kg-1)。参考文献[6-10]设定血液样本采样时间为给药后5，10，15，20，30，45，60，75 min，眼底静脉丛采集血液0.3 mL，分离血浆，按1.4项下条件测定血浆中葛根素浓度，确定各组相应的达峰时间（Tmax）。
1.7.2动物的筛选及分组  雄性SD大鼠22只，按1.7.1项下剂量给予葛根提取物生理盐水混悬液，于给药后20 min采集血液0.3 mL，分离血浆，按1.4项下色谱条件测定葛根素浓度。葛根素大鼠体内洗静期设定为7 d。根据测定结果选取峰浓度变异较小的个体进行正式实验。

1.7.3多次给药后药时曲线  选取葛根素血浆浓度个体差异较小的大鼠12只，预筛峰浓度从大到小排序，按奇偶数分组，偶数组为复方组，奇数组为葛根提取物组，每组6只。分别灌胃给予芪灯明目胶囊内容物及同制备工艺葛根提取物(均相当于葛根素100 mg·kg-1)，每隔4 h给药1次，共3次；每次给药后采集当次给药5，20 min血液及末次给药后6，8 h血液，分离血浆，按1.4项下色谱条件测定葛根素浓度。
1.8数据分析  药动学模型拟合采用ADAPT 5.1[11]，等效性检验采用Kinetica5.5软件。葛根素血药浓度时间曲线分别采用一、二、三房室拟合，以残差图、最小化信息量（AIC）为标准比较各模型拟合优度；所用计算方法均为权重最小平方和法（Weighted least squares，WLS），权重为线性化输出误差反向方差法（Inverse variance of the output error[linear])。采用梯形法计算拟合曲线的AUC0→t、AUC0-∞，并计算各给药时间段的Cmax和Tmax。AUC0→t、AUC0-∞、Cmax对数转换后，利用Kinetica5.5软件进行方差和双向单侧检验法计算生物等效性。
2 结果
2.1方法学考察  本研究所建立方法符合生物样本检测的各项要求，内源性物质不干扰葛根素的色谱行为。在采用的检测方法下，血浆中葛根素在0.2693~17.23 μg·mL-1线性关系良好，检测定量限67.32 ng·mL-1；在0.2693，1.0771，4.3085 μg·mL-1浓度时，葛根素平均提取回收率分别为74.31 % 、84.77 %和82.31 %；以上高、中、低3种浓度的日内和日间精密度RSD最大值为9.72%，均小于15%。
2.2达峰时间的确定  结果表明，两组Tmax为15~30 min，众数为20 min，秩和检验表明两组Tmax无显著性差异。因此，确定实验的采样时间为20 min。

2.3动物筛选实验结果  单次给予葛根提取物后20 min取样，葛根素血浆浓度为（0.8055±0.1088） μg·mL-1，血浆浓度区间在0.3819~0.9733 μg·mL-1，RSD为13.05 %。选取葛根素血浆浓度区间为0.6562~0.8399 μg·mL-1的12只大鼠个体用于正式试验，其浓度为（0.7457±0.0679）μg·mL-1，RSD为9.11%。
2.4药代动力学参数  房室模型拟合表明多数个体动力学模型以无滞后时间的二房室模型为优，各样本拟合的最大AIC值为－4.75，最大的WLS为0.167，拟合的药时曲线见图1，药动学参数见表1。对拟合得到的动力学参数的等效性分析。单因素方差分析（ANOVA）表明，两组AUC0→t、AUC0-∞、Cmax1 、Cmax2、 Cmax3无差异；双向单侧t检验（Two One-Sided t-tests）表明，以葛根提取物组为参比组时，芪灯明目复方组对数转化后AUC0→t、AUC0-∞90%、Cmax2和 Cmax3标准置信限区间包含于[0.8, 1.25]区间内，Cmax1相关置信区间在此范围外，但包含于[0.7,1.43]范围内。基于以上检验结果，可初步表明复方给药不影响葛根素的体内过程。
表1  葛根提取物及芪灯明目组方多次给药后葛根素主要药动学参数( eq \o(\s\up 5(-),x) ± s, n = 6)

Table 1  The main pharmacokinetic parameters of puerarin after multiple dose of Qi-Deng-Ming-Mu capsule and Puerarin Extract to rats 
	参数
	葛根提取物组
	芪灯明目复方组

	Ke/min-1
	2.61×10-3 ±0.58×10-3
	3.31×10-3 ±0.54×10-3

	Vd/mL
	2.83×104±0.57×104
	3.61×104±0.43×104

	Ka/min-1
	0.879 ±0.101
	0.285±0.034

	CLt/mL·min-1
	73.83±10.04
	119.40±17.22

	CLd/mL·min-1
	7.37×10-5±0.96×10-5
	5.07×10-4±0.74×10-4

	Tmax1/min
	15.55±8.28
	12.63±1.41

	Tmax2/min
	255.55±19.35
	251.66±29.38

	Tmax3/min
	494.58±26.43
	491.66±88.09

	Cmax1/μg·mL-1
	0.75±0.14
	0.57±0.11

	Cmax2/μg·mL-1
	1.00±0.25
	0.85±0.13

	Cmax3/μg·mL-1
	1.12±0.12
	0.99±0.19

	AUC0-t/μg·min·mL-1
	502.84±81.34
	479.66±119.70

	AUC0-∞/μg·min·mL-1
	554.93±77.26
	514.27±54.01
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图1 芪灯明目组和葛根提取物组三次给药后血浆中葛根素药-时曲线对数图
Figure 1  Concentration-time curve of puerarin after multiple dose of Qi-Deng-Ming-Mu capsule and Puerarin Extract to rats

3 讨论

Tmax的确定对取样方案设计及最终动力学参数拟合均具有重要影响。文献[6-10]报道的葛根素大鼠灌胃给药后Tmax差异较大，从15 min到100 min不等。分析文献表明，去除复方或联合用药外，选用的灌胃溶媒可能具有显著的影响。我们分别采用1 %羧甲基纤维素钠（CMC-Na）和生理盐水作为溶媒进行了预验，结果表明1 % CMC-Na组Tmax均大于30 min，明显晚于生理盐水组。因此为排除药剂学影响，本文选用生理盐水作为试验溶媒。为确保实验大鼠的生理状态正常与稳定，采样过程中大鼠可自由摄入食物及饮用水；最终的采样时间设计为峰时间点及消除相二点设计法，最终采样点为16 h内8个点，总取血量小于3 mL，体液损失量较小。
个体变异波动较大一直是药效学和药动学研究的常见现象，为提高相关结论的可靠性，有必要用适当方法控制动物的个体差异。结合多次给药动力学研究的特点，本实验以峰浓度筛选方法，选择了吸收能力相近的个体用于正式实验，从源头上排除相关影响生物利用度的个体因素，避免了离群值对统计结果的影响。同时，本研究由于采样时间点均设计于峰浓度附近，故对仪器灵敏度要求较低，仅采用HPLC-UV法即能简便快速准确的进行测试。因此，在严格控制实验流程的条件下，多次给药法用于生物利用度比较研究的开展难度较低。
日内多次给予葛根提取物或芪灯明目复方，葛根素大鼠体内药动学过程均符合无滞后时间的二室模型，吸收迅速，首次给药后约15 min即达到峰浓度，多次给药后葛根素峰浓度逐渐增加。复方给药时葛根素Ka、Cmax和AUC略有降低，但相关生物等效性统计表明，两组各药动学参数无显著差异，组方不影响葛根素吸收速度及程度，因此可初步认为芪灯明目组方配伍对葛根素药动学过程影响程度较小。
本研究建立了一种易于推广和操作简便的生物利用度评价实验流程，并采用这一方法评价了日内多次给予葛根提取物及芪灯明目胶囊后葛根素在大鼠体内的药代动力学特征，初步探讨组方配伍对葛根素药动学过程的影响，并比较了二者的生物等效性，对后续及相关研究有一定的借鉴意义。
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