甲氨蝶呤对银屑灵2号主要成分芍药苷体内药代动学参数的影响
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摘要：目的  研究甲氨蝶呤（MTX）对中药复方银屑灵2号主要成分芍药苷药代动力学参数的影响，评价联合用药的合理性。方法  将12只SD大鼠随机分为银屑灵2号组、联合用药组（MTX+银屑灵2号），单次口服给药后在不同时间点眼眶静脉采血，固相萃取（SPE）处理，采用HPLC测定血浆中芍药苷浓度，观察芍药苷在两组中的药代动力学参数的变化。结果  与银屑灵2号比较，联合用药组芍药苷AUC 0-t增加了29.50 %，Cmax增加了35.32 %，Tmax延迟了0.267 h，清除率降低了41.99 %。结论  MTX与银屑灵2号联用可增加银屑灵2号中芍药苷的血药浓度，降低清除率，提高生物利用度。
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Effect of Methotrexate on the Pharmacokinetics of Paeoniflorin ——one main component in the PSORI-CM02
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Abstract: OBJECTIVE To research the impact about the pharmacokinetics of methotrexate（MTX） on the paeoniflorin which is main component in Chinese medicine PSORI-CM02 and evaluate the rationality of combination therapy. METHODS 12 Sprague-Dawley rats were divided randomly into two groups: PSORI-CMO2 group or MTX combined with PSORI-CMO2 group respectively (n=6). After Single oral administration, blood at different time points, and plasma samples were prepared by solid phase extraction method, drug concentration was determined by HPLC method and observe the impact about the pharmacokinetics of MTX on the paeoniflorin. RESULTS compared with PSORI-CMO2 group ,the pharmacokinetic parameters of paeoniflorin including，AUC(0-t),Tmax , Cmax have significant difference and CL have non-significant different. And among them the  AUC(0-t) increased 29.50% , Cmax increased 35.32%, Tmax extended 0.267 hours and the CL decreased 41.99%.  CONCLUSION The drug concentration of paeoniflorin can be increased,the bioavailability enhanced and CL decreansed when PSORI-CMO2 were co-administrated with MTX.
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中西药物联用在临床应用广泛，但研究表明中西药联用不当可能加重症状甚至产生毒副反应[1]。银屑灵2号为优化筛选后治疗银屑病的中药复方，临床上常与银屑病治疗药物甲氨蝶呤（MTX）联用。因此，本实验选择银屑灵2号主要成分芍药苷[2]作为检测目标，通过考察MTX对复方中芍药苷在大鼠体内药动学参数影响，探讨两者联用合理性。
1材料
1.1试剂  赤芍、莪术、土茯苓，康美药业有限公司；银屑灵2号醇提液（生药量为3g·ml-1），由广东省中医院中药制剂实验室制备，制备方法：称取赤芍90g、莪术90g、土茯苓150g，12倍量乙醇煎煮30min，之后更换8倍量乙醇煎煮30min，合并后浓缩至110mL。
MTX对照品，广州绿百草生物科技有限公司，批号：100138-201104；MTX片，上海信谊药厂有限公司，批号：120306；芍药苷标准品，中国药品生物制品检定所，批号：110736-201337；甲醇，色谱纯，天津四友公司，批号：471376-07277；乙酸，色谱纯，广州化学试剂厂，批号：20130701；水合氯醛，分析纯，天津市科密欧化学试剂有限公司，批号：20120629。 

1.2仪器  Aglient 1260高效液相色谱仪，配置VWD检测器（美国安捷伦公司），匀浆仪（德国IKA公司）； Waters20管型固相萃取仪(美国Waters公司)。
1.3动物  雄性SPF级SD大鼠，体质量300～400 g，广东省医学实验动物中心，合格证号：44002100003362。
2方法与结果

2.1 色谱条件  色谱柱：Diamonsil C18（4.6mm×250mm，5μm，迪马公司）；流动相：甲醇-乙腈-0.5 %乙酸缓冲液（20:5:75）；流速为1.2 mL﹒min-1；柱温：24 ℃；检测波长：275 nm；进样量：20uL。
2.2 样品处理  先加入1 mL甲醇对SPE萃取柱进行活化，再以1 mL 纯水进行平衡，之后加入100 µL待测血浆，静置流出后以1 mL 的水洗脱，弃水洗脱液，再加1mL甲醇洗脱，EP管收集甲醇洗脱液备用。将收集的样品置氮吹仪下40℃吹干，以100 µL流动相复溶，复溶样品过0.22 µm滤膜后，进样分析。
2.3 方法学考察
2.3.1专属性考察  取空白血浆、空白血浆加芍药苷对照品、联合用药组和银屑灵2号大鼠给药后40 min血浆，按2.2项下方法处理。结果见图1。芍药苷在血浆中的保留时间为4.17 min，血浆内源性物质不干扰芍药苷的测定，专属性良好。
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A. 空白血浆；B. 空白血浆加入标准品；C. 联合用药组给药40 min后血浆；D. 银屑灵2号组给药40 min后血浆
图1 芍药苷HPLC色谱图
Figure 1  HPLC chromatogram of paeoniflorin 
2.3.2 线性范围  精密称取芍药苷对照品，用甲醇配置浓度为1 g·mL-1储备液，4 ℃保存。配制浓度分别为3.2，6.4，16.0，32.0，80.0，160.0 µg·mL-1芍药苷标准血浆溶液，按照2.2项下方法处理样品，以浓度（x）对峰面积（y）进行回归，得到标准曲线y=1.184x+0.048（r2=0.9992，n=6），芍药苷在3.2～160 µg·mL-1范围内线性关系良好。
2.3.3 精密度试验  用空白血浆制备高、中、低3种不同浓度的质量控制（QC）样品，每个浓度平行做6份，按2.2项下方法进行处理和测定，同日内测定6次，连续测定3 d，计算日内和日间精密度。日内和日间RSD均小于9 %（n=6），表明方法精密度良好。
2.3.4 回收率试验  将高、中、低3个不同浓度的芍药苷QC样品按2.2项下方法处理，检测后与相应对照品溶液峰面积进行比较，计算绝对回收率；将空白血按2.2项下方法处理后加入与QC样品相应浓度的对照品，检测后与QC样品峰面积进行比较，计算相对回收率。芍药苷高、中、低3种浓度在血浆中绝对回收率在73 %～89 %；相对回收率在92 %～98 %，RSD小于9.6%（n=6）。
2.3.5 稳定性考察  在本实验条件下，取处理后芍药苷低、中、高3个浓度的血浆样品，在室温下24 h、4 ℃放置48 h；3个浓度样品3次冷冻-融解循环（－80 ℃）处理后进样测定，血浆样品RSD均小于7%。
2.7 MTX 对银屑灵2号中芍药苷的影响  将大鼠随机分为银屑灵2号组、联合用药组（MTX+银屑灵2号），每组6只。实验前禁食不禁水12h。银屑灵2号组用银屑灵2号方醇提物30 g·kg-1灌胃，联合用药组先给予银屑灵2号醇提物30 g·kg-1，2 min后单次口服给予用5 % NaHCH3溶液溶解的MTX （6 mg·kg-1）。给药后5，10，20，40，60，120，180，300，420，540 min 眼眶静脉丛采血，所得血样静置1 h 后离心(3500 r·min-1，10 min)，取上清血浆后置于EP管中，－80 ℃保存备用。
2.8统计学处理方法  所有数据均以[image: image6.png]


±S表示，用SPSS20.0统计软件进行统计分析，两组间比较采用独立样本t检验，P<0.05为有统计学意义。使用 DAS2.1.1 药代动力学软件处理数据，并采用非隔室模型计算药代动力学参数。
2.9药物动力学研究  两组芍药苷的平均血药浓度-时间曲线见图2。两组芍药苷药物动力学参数见表1。
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图2 芍药苷的平均血药浓度-时间曲线
Figure 2  Mean plasma concentration time curve of paeoniflorin
表1芍药苷药物动力学参数 (([image: image9.png]


±S，n =6)
Table 1  Pharmacokinetic parameters of paeoniflorin
	参数
	银屑灵2号组
	联合用药组

	AUC 0-t/mg·L-1·h
MRT0-t/h
Tmax/h
t1/2/h
Cmax/mg·L-1
CL/L·h-1·kg-1
	697.101±73.136

4.546±0.192

0.200±0.074

8.872±4.910

108.235±13.563

1.767±0.702
	902.750±123.428**

4.579±0.190

0.267±0.091**
13.214±7.227

146.464±7.932**
1.025±0.319*


 注：与银屑灵2号组比较，*P＜0.05，**P＜0.01

由表1可见，与银屑灵2号组比较，联合用组芍药苷AUC0-t、Tmax、Cmax、CL等主要药代动力学参数差异均有统计学意义（P＜0.01，P＜0.05）。其中，AUC 0-t增加了29.50 %，Cmaxx增加了35.32 %，Tmax延迟了0.267 h，清除率有降低趋势，提示MTX与银屑灵2号联用可增加银屑灵2号中芍药苷的血药浓度，降低清除率，提高生物利用度。
3讨论
银屑灵是全国名老中医禤国维教授治疗银屑病的经验方，主要由土茯苓、赤芍、莪术等药材组成，具有通络化瘀、清热解毒等功效，临床和药理研究均证实其对银屑病有确切治疗作用[3-4]。方中赤芍具有清热凉血，活血祛瘀的功效，药理研究[5]表明芍药苷为赤芍的主要有效成分（含量3.1 %~7.0 %）之一，具有抗炎、免疫调节、神经保护等作用，而MTX为经典的抗叶酸类免疫抑制剂，在临床上常与银屑病治疗药联用。

P-糖蛋白是一种跨膜糖蛋白，具有能量依赖性“药泵”功能，既能与药物结合，又能与ATP结合，使细胞内药物泵出细胞外，减低了细胞内的药物浓度使细胞产生耐药性。国内外文献曾报道芍药苷为P-糖蛋白的底物[6]。水文波等[7]使用高效液相色谱联用质谱法测定P-糖蛋白抑制剂维拉帕米与芍药苷联用后肠液中芍药苷浓度，发现维拉帕米对芍药苷的吸收有显著促进作用，其在肠道的吸收受到P-糖蛋白的影响。本研究中MTX同样是P-糖蛋白底物[8]，联用后芍药苷血药浓度升高，提示MTX竞争性抑制P-糖蛋白。
此外，有研究认为中药复方中原来血药浓度很低的各个原形成分及各个代谢产物的浓度加和达到必要的血药浓度或靶药浓度才能发挥药效作用[9]。由此可见，复方中各成分血药浓度或靶药浓度的提高可认为是提高药效的前提。本研究发现，MTX可以提高银屑灵2号方主要有效成分芍药苷的血药浓度，可能是二者联用疗效增强的机制之一。
    本实验不足之处在于测定过程中未考虑灌胃180min后出现二次吸收情况，导致芍药苷在体内消除延缓，影响其t1/2，因此甲氨蝶呤与银屑灵2号方联用对芍药苷消除的影响有待进一步深入研究。
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