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摘要：目的 建立毛蕊花糖苷血浆蛋白结合率的测定方法，比较常氧及缺氧大鼠血浆中毛蕊花糖苷蛋白结合率

的异同。方法 将大鼠置于低压低氧动物实验舱中，于海拨 7 500 m 下缺氧暴露 3 d 制备缺氧大鼠模型。采用

超滤法处理样品，结合高效液相色谱（HPLC）法测定常氧及缺氧大鼠血浆中毛蕊花糖苷游离型药物浓度（Cf）和

总药物浓度（Ct），并考察超滤膜非特异性结合率（NSB），对 Cf进行矫正后，计算血浆蛋白结合率。结果 大鼠

血浆中毛蕊花糖苷浓度为 3、6、12 μg·mL-1 时，毛蕊花糖苷与常氧大鼠血浆的蛋白结合率分别为（62.02±
8.51）%、（60.17±5.59）%和（62.60±3.77）%；与缺氧大鼠血浆的蛋白结合率分别为（32.79±4.20）%、（33.16±
1.74）%和（32.72±2.20）%，两者比较差异有统计学意义（P＜0.05）。结论 毛蕊花糖苷与常氧大鼠血浆蛋白属于

中强度结合，且在研究的浓度范围内，不具浓度依赖性，而毛蕊花糖苷与缺氧大鼠血浆蛋白结合强度明显低于

常氧大鼠血浆。
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Determination of Plasma Protein Binding Rate of Verbascoside in Normoxic and Hypoxic Rats by
HPLC-ultrafiltration Method
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Abstract：Objective To establish a method for determination of plasma protein binding rate of verbascoside，and
compare the difference of plasma protein binding rate in normoxic and hypoxic rats. Methods The rats were placed
in a low-pressure and hypoxic animal experiment chamber，and hypoxic rat models were prepared by exposure to
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hypoxia at altitude of 7 500 m for 3 days. The samples were processed by ultrafiltration and the HPLC method was
used to determine verbascosides in the plasma of normoxic and hypoxic rats， to obtain free drug concentration（Cf）

and total drug concentration（Ct）；the ultrafiltration membrane non-specific binding rate（NSB）was also investigated.
After correctiion for Cf， the plasma protein binding rate was calculated according to the traditional formula of
ultrafiltration. Results When the concentrations of verbascoside in rat plasma was 3，6 and 12 μg·mL-1，the plasma
protein binding rates of verbascoside with normoxic rats were（62.02 ± 8.51）%，（60.17 ± 5.59）%， and（62.60 ±
3.77）%；and the plasma protein binding rates with hypoxic rats were（32.79±4.20）%，（33.16±1.74）%，and（32.72±
2.20）%. The difference of the plasma protein binding rate was significant between the normoxic and hypoxic rats（P＜

0.05）. Conclusion The plasma protein binding of verbascoside in normoxic rats is moderate， and there is no
concentration- dependence within the concentration range of the study. The binding intensity of verbascoside to
plasma protein in hypoxic rats is obivious lower than that in normoxia rats.
Keywords：Verbascoside；HPLC-ultrafitration；normoxia；hypoxia；plasma protein binding；rates

毛蕊花糖苷，又名麦角甾苷、毛蕊花苷、类叶升

麻苷，是苯乙醇苷类代表性化合物，广泛存在于列

当科、玄参科、木兰科、唇形科等多种双子叶植物

中[1]，是肉苁蓉、马先蒿、熟地黄和车前子等药用植

物的指标性成分 [2-3]。其具有抗氧化、抗炎、神经保

护和抗肿瘤等多种药理活性，还可抗缺氧、抗运动

疲劳，并通过 PI3K/Akt/mTOR-HIF-1α 信号通路保

护高原缺氧引起的认知功能损伤、改善高原缺氧记

忆损伤 [4-6]。药物的血浆蛋白结合率是药动学重要参

数之一，不仅与药物在体内的分布、代谢和排泄等

密切相关，而且影响药效和药理机制[7]。而缺氧条件

可引起药物与血浆蛋白结合率的改变，如泼尼松龙

的血浆蛋白结合率升高[8]，哌替啶的血浆蛋白结合率

下降[9]。目前尚未见超滤法进行毛蕊花糖苷血浆蛋白

结合率的报道。本研究参考文献方法 [9- 13]，建立

HPLC-超滤法测定毛蕊花糖苷血浆蛋白结合率的方

法，对毛蕊花糖苷血浆蛋白结合率以及缺氧对其结

合率的影响进行研究，为毛蕊花糖苷的临床用药及

新药研发提供参考。

1 材料
1.1 试药 毛蕊花糖苷（纯度≥98%，成都普瑞法科技

开发有限公司，批号： PS000683）；色谱纯乙腈（瑞

典 OCEANPAK 公司，批号：20100310G202）；灭菌

注射用水（四川科伦药业股份有限公司，批号：

M20080903B）；色谱纯乙酸乙酯（四川科伦药业股份

有限公司，批号：2020102201）；PBS 磷酸盐缓冲液

（美国 HyClone 公司）。

1.2 仪器 Ultimate 3000 DGLC 型高效液相色谱仪

（美国 Thermo Fisher 公司）；Millipore 10 kDa 型超滤

管（美国 Millipore 公司）；FLYDWC50 -ⅡC 低压低氧

动物实验舱（贵州风雷航空军械有限公司）；HH.SY21
恒温水浴锅（北京市长风仪器仪表公司）；3K15 型高

速冷冻离心机，离心半径为 8.1 cm（德国 Sigma 公

司）；RUC-2-25 型离心浓缩仪（德国 Labconco 公

司）；JPXH-D 可调式涡旋混匀器（上海旌派仪器有限

公司）；BP210S 万分之一电子天平（德国赛多利斯有

限公司）。

1.3 动物 SPF 级 Wistar 大鼠，雄性，体质量 200~
250 g，中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院

动物实验科，许可证号：SYXK（军）2017-0046。饲

养室温度：（25±2）℃，相对湿度：40%～60%。以标

准饲料喂养，自由饮水。

2 方法与结果
2.1 大鼠血浆收集 将 12 只雄性 Wistar 大鼠随机分

为毛蕊花糖苷常氧组和毛蕊花糖苷缺氧组，每组

6 只。大鼠采血前均禁食 12 h，自由饮水。将缺氧组

大鼠放入低压低氧动物实验舱内，以 10 m·s-1的速度

将舱内海拔升高到 7 500 m，缺氧暴露 3 d。常氧及

缺氧大鼠经眼眶静脉采血，置于肝素钠抗凝的离心

管，以 4 000 r·min-1离心 10 min，分离血浆备用。

2.2 色谱条件 色谱柱：Thermo C18（4.6 mm×150 mm，

0.5 μm）；保护柱：Thermo 嵌入式保护柱套（4.6、
4.0 mm），Thermo Hypersil GOLD 保护柱柱芯（10 mm×
4 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1%甲酸水（B），

按表 1 程序梯度洗脱；柱温：30 ℃；检测波长：

281 nm；进样量：15 μL；流速：1.0 mL·min-1。
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A 1

时间/min
7 8 9 10 11 12 13 14

C 1

时间/min

D

时间/min
7 8 9 10 11 12 13 14

B

时间/min
7 8 9 10 11 12 13 14

E 1

时间/min
7 8 9 10 11 12 13 14

表 1 流动相梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution program
时间/min
0~12

12~20
20~25

流动相 A/%
12→30
30→95
12

流动相 B/%
88→70
70→5
88

2.3 溶液的配制

2.3.1 对照品储备液 精密称取毛蕊花糖苷对照品

0.002 0 g 于 10 mL 容量瓶，甲醇定容至刻度，制成

毛蕊花糖苷质量浓度为 200 μg·mL- 1 的对照品储

备液。

2.3.2 工作液 移取适量 200 μg·mL- 1 对照品储备

液，用 PBS 溶液分别稀释得到 30、60、120 μg·mL-1

的毛蕊花糖苷工作液（即用即配）。

2.3.3 质控样品溶液 取低、中、高毛蕊花糖苷工作

液，分别加入大鼠空白血浆和超滤液配制质量浓度

为 3、6、12 μg·mL-1的血浆及超滤液质控样品。

2.4 生物样品的制备

2.4.1 血浆样品 取毛蕊花糖苷样品工作液，加入常

氧及缺氧大鼠空白血浆进行稀释，涡旋混匀，分别

得到毛蕊花糖苷低、中、高剂量（3、6、12 μg·mL-1）

血浆样品，样品孵育及预处理后，进行 HPLC 测定。

2.4.2 超滤液样品 超滤管的预处理：吸取 12 μg·mL-1

毛蕊花糖苷工作液 250 μL 于超滤管中，在 4 ℃，

10 000 r·min-1下离心 10 min，重复两次，使超滤膜

对毛蕊花糖苷进行预吸附。经预吸附处理的超滤

管中加入低、中、高浓度的血浆样品，在 4 ℃，

10 000 r·min-1下离心 10 min，重复两次，进行平衡

处理。

超滤液样品的制备：分别将低、中、高剂量（3、
6、12 μg·mL-1）血浆样品置于经预处理的超滤管中，

在 4 ℃，10 000 r·min-1 离心 10 min，制备得到低、

中、高浓度超滤液样品，取 50 μL 置于内插管，直

接进行 HPLC 测定。

2.5 血浆样品预处理 取 50 μL血浆样品，加入 400 μL
乙酸乙酯，涡旋 5 min 混匀，以 12 000 r·min-1离心

15 min。取乙酸乙酯层于 1.5 mL 离心管中，重复萃

取两次，37 ℃离心浓缩仪挥干。加入 50 μL 初始流

动相复溶，以 15 000 r·min-1 离心 5 min，取上清液

进行 HPLC 分析。

2.6 方法学考察

2.6.1 专属性 将空白血浆、血浆样品、空白超滤液

及超滤液样品进行 HPLC 分析，在以上色谱条件下，

毛蕊花糖苷在 10.8 min 左右出峰，峰形良好，血浆

样品和超滤液均无杂峰干扰。见图 1。
2.6.2 线性关系考察

2.6.2.1 血浆标准曲线 精密吸取毛蕊花糖苷对照品

储备液适量加入大鼠空白血浆制成浓度为 0.2、0.5、
1、2、5、10、20 μg·mL-1 的对照品溶液，按“2.5”
项下方法预处理后进行 HPLC 分析。以待测物峰面积

A. 毛蕊花糖苷对照品；B. 空白血浆；C. 血浆样品；D. 空白超滤液；E. 超滤液样品。1. 毛蕊花糖苷

图 1 毛蕊花糖苷的高效液相色谱图

Figure 1 HPLC chromatograms of verbascoside

7 8 9 10 11 12 13 14
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（Y）与浓度（X，μg·mL-1）进行线性回归，得标准曲线

方程：Y=0.119 0X-0.019 8（r=0.999 6），线性范围为

0.2 ~ 20 μg·mL-1，表明在线性范围内线性关系良好。

2.6.2.2 超滤液标准曲线 精密吸取毛蕊花糖苷对照

品储备液加入大鼠空白血浆超滤液，制成浓度为

0.2、0.5、1、2、5、10、20 μg·mL-1的对照品溶液，

进行 HPLC 分析。同样以待测物峰面积（Y）与浓度

（X，μg·mL-1）进行线性回归，得标准曲线方程：Y=
0.171 7X+0.024 6（r=0.998 7），线性范围为 0.2 ~
20 μg·mL-1，表明在线性范围内线性关系良好。

2.6.3 精密度和准确度试验 取低、中、高浓度血浆

及超滤液质控样品，血浆样品按“2.5”项下方法进

行预处理并测定。日内连续进样 6 次，计算日内精

密度；连续测定 3 d 计算日间精密度。并根据标准曲

线测定质控样品浓度，考察方法准确度。结果见

表 2。血浆及超滤液样品日内精密度和日间精密度的

RSD 均小于 5%，准确度在（95.52±3.83）%~（101.22±
4.99）%之间，表明精密度及准确度良好。

表 2 血浆及超滤液样品毛蕊花糖苷的精密度及准确度（n=6，
x ± s）

Table 2 Precisions and accuracies of verbascoside in plasma
and ultrafiltrate samples（n=6，x ± s）

样品

血浆

超滤液

理论浓度/
（μg·mL-1）

3
6

12
3
6

12

精密度（RSD）/%
日内

2.49
1.33
4.25
4.20
4.47
0.98

日间

3.40
4.22
1.91
3.91
2.35
4.29

准确度/%
96.82 ± 2.41
96.45 ± 1.42
95.52 ± 3.83
98.46 ± 4.13

101.22 ± 4.99
96.58 ± 0.32

2.6.4 回收率试验 分别取 3、6、12 μg·mL-1的毛蕊

花糖苷血浆样品及超滤液质控样品，其中血浆样品

按“2.5”项下方法操作，进样分析，得峰面积 A1，

并用标准曲线方程计算得到实测浓度 C1；另取空白

血浆，按“2.5”项下方法操作，浓缩仪挥干后，残

渣分别用含 3、6、12 μg·mL-1 毛蕊花糖苷的初始流

动相复溶，进样分析，得峰面积 A2，以 A1与 A2的比

值计算血浆样品提取回收率。以实测浓度 C1与相对

应加入浓度的比值计算血浆及超滤液样品方法回收

率。结果见表 3。
2.6.5 稳定性试验 取毛蕊花糖苷低、中、高浓度的

血浆样品及超滤液质控样品，其中血浆样品按

“2.5”项下方法处理，超滤液不做处理。分别于室温

[（18±2）℃] 放置 0、0.5、1 h 和 4 ℃放置 0、2、4 h
后进样分析。结果见表 4。血浆及超滤液样品在室温

和 4 ℃条件下 RSD 均小于 10%，表明在所考察时间

及温度范围内稳定性良好。

表 4 血浆及超滤液样品毛蕊花糖苷的稳定性（x ± s，n=3）
Table 4 Stabilities of verbascoside in plasma and ultrafiltrate
samples（x ± s，n=3）
样品

血浆

超滤液

理论浓度/
（μg·mL-1）

3
6

12
3
6

12

室温

准确度/%
96.09 ± 0.29
95.76 ± 1.26
98.93 ± 1.82
98.87 ± 5.36
99.35 ± 5.28
95.00 ± 1.49

RSD/%
2.38
1.32
1.84
5.42
5.32
1.57

4 ℃
准确度/%

98.47 ± 4.53
96.21 ± 3.13
96.23 ± 4.05
101.03 ± 3.51
101.79 ± 1.78
95.38 ± 1.87

RSD/%
4.60
3.25
4.20
3.47
1.75
1.96

2.7 血浆蛋白结合率

2.7.1 超滤膜非特异性结合研究 取毛蕊花糖苷储备

液适量，用 PBS 稀释得到浓度为 3、6、12 μg·mL-1

的毛蕊花糖苷缓冲液。分取 50 μL 于内插管进样分

析，另取 250 μL 于经预处理的超滤离心管中，置于

低温离心机中以 4 ℃、 10 000 r ·min-1 超速离心

10 min，测定滤液中毛蕊花糖苷的浓度。依据缓冲液

浓度（Cpre）及滤液中浓度（Cpost），计算超滤膜非特异性

结合率（NSB），NSB=（Cpre-Cpost）/Cpre×100%。结果见

表 5。结果在 3、6、12 μg·mL-1浓度下，NSB 分别为

（34.95±2.32）%、（34.70±1.08）%和（34.10±1.09）%，

平均 NSB 为（34.58±0.43）%（n=4）。结果表明，超滤

表 3 血浆及超滤液样品毛蕊花糖苷的回收率及基质效应

（x ± s，%；n=5）
Table 3 Recoveries and matrix effects of verbascoside in
plasma and ultrafiltrate samples（x ± s，%；n=5）
加入浓度/（μg·mL-1）

3
6

12

血浆

提取回收率

83.02 ± 1.04
81.18 ± 0.41
84.24 ± 0.70

方法回收率

95.74 ± 3.25
96.41 ± 1.06
98.93 ± 1.82

超滤液
方法回收率

98.05 ± 2.23
99.35 ± 5.29
99.06 ± 4.25

表 5 超滤膜对毛蕊花糖苷的非特异性吸附作用（x ± s，n=5）
Table 5 Non-specific adsorption of verbascoside by ultrafiltra⁃
tion membrane（x ± s，n=5）
理论浓度/（μg·mL-1）

3
6

12

Cpre/（μg·mL-1）

2.70 ± 0.16
5.31 ± 0.41

11.33 ± 0.72

Cpost/（μg·mL-1）

1.76 ± 0.06
3.47 ± 0.06
7.51 ± 0.19

NSB/%
34.95 ± 2.32
34.70 ± 1.08
34.10 ± 1.09
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管滤膜对毛蕊花糖苷有较大的吸附作用，因此毛蕊

花糖苷的血浆蛋白结合率计算公式要进行校正。

2.7.2 血浆蛋白结合率测定 分别将毛蕊花糖苷低、

中、高浓度（3、6、12 μg·mL- 1）的血浆样品置于

37 ℃水浴中孵育 40 min。取 250 μL 血浆样品按

“2.4.2”项下方法制备超滤液，取超滤液 50 μL 置于

内插管中，进样测定。取 50 μL 含药血浆，按

“2.5”项下方法处理后进样测定。检测超滤液及血浆

中毛蕊花糖苷的浓度，依据超滤装置对游离药物吸

附性结果求算毛蕊花糖苷的游离总浓度（Cf）。Cf=Cf 测/
（1-NSB），其中 Cf 测为实测游离浓度。用以下公式计

算毛蕊花糖苷与血浆蛋白结合率（PPB）：PPB=（Ct-
Cf）/Ct×100%，其中 Ct为毛蕊花糖苷血浆总浓度。结

果见表 6。

表 6 毛蕊花糖苷与常氧及缺氧大鼠血浆蛋白结合率（x ± s，n=6）
Table 6 Plasma protein binding rates of verbascoside in normoxia and hypoxia rats（x ± s，n=6）
加入浓度/（μg·mL-1）

3
6
12

常氧

Ct/（μg·mL-1）

2.81 ± 0.06
5.37 ± 0.45

11.04 ± 1.28

Cf/（μg·mL-1）

1.06 ± 0.31
2.67 ± 0.36
4.36 ± 0.61

PPB/%
62.02 ± 8.51
60.17 ± 5.59
62.60 ± 3.77

缺氧

Ct/（μg·mL-1）

2.68 ± 0.14
5.56 ± 0.48

11.97 ± 0.81

Cf/（μg·mL-1）

2.16 ± 0.57
3.86 ± 0.99
7.24 ± 1.86

PPB/%
32.79 ± 4.20*

33.16 ± 1.74*

32.72 ± 2.20*

注：与常氧组比较，
*
P＜0.05

3 讨论

药物经吸收进入血液后，一部分与血浆蛋白结合

为结合型药物，只有另一部分游离型的药物才能发挥

药效作用。血浆蛋白结合率作为药动学主要参数，直

接关系到对药物在体内的分布、代谢、排泄以及药效

的发挥，已广泛应用于新药开发过程中临床试验前研

究[14-15]。血浆蛋白结合率的常用测定方法有平衡透析

法和超滤法。平衡透析法操作简单，但透析平衡时间

较长，可能会引起药物与蛋白的降解，且易受血浆和

缓冲液 pH 值和 Gibbs-Donnan 效应等因素的影响[15]。

超滤法简便快速，通常几十分钟内即可收集超滤液进

行游离浓度的测定，可用于不稳定的药物血浆蛋白结

合率的测定。本研究采用超滤法测定毛蕊花糖苷在大

鼠血浆中的蛋白结合率，考察了毛蕊花糖苷生物样品

在室温及 4 ℃下的稳定时间，结果毛蕊花糖苷生物样

品在室温 1 h 和 4 ℃ 4 h 内保持稳定，可满足实验的

要求。

超滤条件的优化：药物主要与血浆中白蛋白结

合，白蛋白分子量为 66.3 kDa，选择常用的截留分子

量为 10 kDa 的超滤离心管可满足测定要求。在此基

础上设转速为 6 000、8 000、10 000 r·min-1，离心

10 min，考察离心力对超滤液得率的影响，发现随着

离心力的增大，超滤液回收率升高，因此选择转速为

10 000 r·min- 1。在该选定转速下，设离心时间为

10、15、20 min，考察离心时间对超滤液得率的影

响，发现虽然随着离心时间的延长，超滤液得率也有

所升高，但变化幅度不大，为了节约时间及减少样品

的分解，选用离心时间为 10 min。
孵育时间的选择：将装有药物浓度为 3、6、

12 μg·mL-1 EP 管于 37 ℃水浴锅孵育，分别于 40、
120、180 min 取样超滤，测定超滤前后的药物浓

度，结果 3 个浓度下，40、120 min 测得浓度均基本

一致，故选择 37 ℃摇床震荡 40 min。
本研究结果表明，在考察的质量浓度范围内，毛

蕊花糖苷与常氧及缺氧大鼠的血浆蛋白结合率均无浓

度依赖性，其平均结合率分别为 61.60%和 32.97%。

与常氧大鼠相比，毛蕊花糖苷与缺氧大鼠血浆蛋白结

合率降低了 28.63%，表明毛蕊花糖苷与常氧大鼠血

浆蛋白具有中强度的结合。缺氧状态下，机体微环境

的改变可能是引起血浆蛋白结合率变化的原因。当药

物血浆蛋白结合率降低时，血液中游离态的药物浓度

升高，导致其更容易向组织内分布，更易透过血脑屏

障，使脑中药物浓度升高，从而提高药效 [16-17]。此

外，缺氧条件下血浆蛋白结合率的改变还可能会引起

其代谢和排泄的变化。本实验重点测定了毛蕊花糖苷

与常氧及缺氧大鼠的血浆蛋白结合率，为临床合理设

计给药提供了依据，也为毛蕊花糖苷作为抗缺氧新药

的研发提供了参考。
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