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摘　要　建立了间接竞争酶联免疫吸附法测定血浆中芍药苷浓度。在 10 ～ 200 μg/L浓度范围内,线性关系

良好, 线性回归方程为 y=-0.1721 logC+1.9645,相关系数 0.9927;回收率为 89% ～ 102%。运用本方法测

定了大鼠一次灌胃后血浆中的芍药苷浓度。比较了分别给药芍药苷单体及中药复方四逆散提取物后, 血浆中

的芍药苷浓度。研究结果表明:四逆散配伍组方后, 芍药苷的生物利用度较低。
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1　引　言

芍药苷 (Paeoniflorin)为经典名方四逆散 (Si-Ni-San)的主要成分之一, 具有解痉镇痛, 保护肝脏, 抗

氧化 、抗肿瘤,抑制血小板凝集
[ 1, 2]
等广泛的药理作用。四逆散方源自 《伤寒论》,由柴胡 、白芍 、枳实 、甘

草各等份组成。全方疏肝理脾 、透郁解热 、和中缓急,后世多以和解名剂而广泛应用。在前期研究中,对

四逆散的药效物质基础和作用机理做了较深入的探讨 。作为四逆散 4个主要的活性成分之一,研究表

明
[ 3]
芍药苷单体显著抑制了刀豆蛋白 A体外活化的小鼠脾细胞增殖,而对 2, 4, 6-三硝基氯苯诱导的小

鼠接触性皮炎模型无显著作用 。四逆散复方提取物对上述体外体内模型的作用效果都很显著。故阐明

四逆散中芍药苷在机体内的药代动力学行为, 有助于探讨芍药苷在全方中发挥药理作用的机制 。

酶联免疫吸附法 (ELISA)已被广泛应用于生物学 、医学等诸多领域
[ 4, 5]
。本实验制备了中药活性

成分芍药苷的抗体,采用间接竞争 ELISA测定血浆中芍药苷的浓度。比较研究了一次灌胃芍药苷及四

逆散提取物后, 芍药苷在大鼠体内的药代动力学过程。与常用的高效液相色谱法 (HPLC)相比
[ 6]

,

ELISA具有检测灵敏度高, 操作过程简单 、快速等优点,适用于现代药代动力学研究。

2　实验部分

2.1　仪器与试剂

SunriseTouchscreenScanning型酶联免疫检测仪 (Australia, Tecan);21C-A型核酸蛋白检测仪 (上

海康华生化仪器厂 );HimacCR22E超速离心机 (Japan, Hitachi);96孔酶标板 (Danmark, Nunclon);

UV-1700紫外 -可见分光光度计 (Japan, Shimadzu) 。

芍药苷 (Paeoniflorin, Wako);牛血清白蛋白 (BSA, Sigma);卵清蛋白 (OVA, 华美生物工程公司 );

弗氏完全佐剂 (CFA, Pierce);弗氏不完全佐剂 (IFA, Pierce);碳酸缓冲液 (CBS, pH9.6);磷酸缓冲盐

(PBST, pH7.4, 0.02 mol/LPBS﹢ 0.05%吐温 20);辣根过氧化物酶标羊抗兔 IgG(KPL);2, 2"-连

氮 -3-乙苯 -二噻唑 -6-磺酸 (ABTS, KPL);SephadexG-25 (北京拜尔迪生物技术有限公司 );Cellulose

DE-32 (北京鼎国生物技术有限公司 );柴胡 、白芍 、枳实 、甘草 (南京市药材公司 );所用试剂均为分析

纯 。水为二次蒸馏水 。

2.2　动物

新西兰兔,雄性, 2 ～ 3 kg, 购自江苏省农业科学院畜牧兽医研究所;SD大鼠,雄性, 250 ～ 300g,购自

南京医科大学实验动物中心。

2.3　实验方法

2.3.1　芍药苷完全抗原及包被抗原的合成　参照文献 [ 7] , 偏高碘酸钠法合成芍药苷 -牛血清蛋白
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(Paeoniflorin-BSA)作为完全抗原, 用于免疫新西兰兔;相同方法合成芍药苷 -卵清蛋白 (Paeoniflorin-

OVA)作为包被抗原,用于 ELISA检测中包被酶标板 。

2.3.2　抗体的制备和纯化　新西兰兔 2只,参照文献 [ 8]用 Paeoniflorin-BSA进行常规免疫 。 5次免疫

后,从兔耳缘静脉取血,间接 ELISA法测抗体效价, 当效价符合要求时颈动脉采全血 。全血于 37 ℃下

放置 1h后, 4 ℃静置过夜,以 3000r/min离心 10min,取血清 。采用 (NH4 ) 2SO4沉淀法, 从血清中分离

得到粗 IgG蛋白;过 SephadexG-25柱脱盐, 除去硫酸铵;再用 CelluloseDE-32离子交换柱纯化。核酸蛋

白检测仪监测蛋白出峰情况,将 280nm下高吸光值各管洗脱液合并, 置于蒸馏水中透析 3次, 冷冻干

燥,得 IgG纯品,于 -70 ℃下保存 。

2.3.3　ELISA测定步骤　采用间接竞争酶联免疫吸附法测定样品中芍药苷浓度。以 Paeoniflorin-OVA

( 20mg/L, CBS稀释 )包被酶标板, 每孔 100 μL。洗涤,封闭,将 50μL各样品与 50μL100mg/L的芍药

苷抗体混合后加入酶标板上各孔, 空白对照不加抗体,空白血浆作阴性对照。 37 ℃孵育 1 h后,加入

1∶2000PBST稀释的辣根过氧化物酶标羊抗兔 IgG,每孔 100 μL。37℃孵育 1h后,加入 ABTS-H2O2底物

溶液, 每孔 100μL,避光室温反应 30 min。每孔加 50μL2mol/LH2SO4终止反应,测吸光值 ( 410nm)。

2.3.4　四逆散提取物的制备　取柴胡 、白芍 、枳实 、甘草各 10 g,以 200 mL70%乙醇浸泡 2 h, 回流 1 h

过滤;残渣用 120mL70%乙醇回流 1 h过滤。合并两次滤液,低压回收乙醇,水浴蒸干即得四逆散提取物。

2.3.5　大鼠给药及采血方法　将 10只大鼠随机平均分为两组 。实验前禁食 12 h, 按体重灌胃给药,

A组芍药苷剂量为 100 mg/kg, B组四逆散提取物剂量为 5.8g/kg(含与 A组等量的芍药苷 )。分别于给药

后 0、10、20、40、60、90、180、240和 300 min眼眶取血 0.5 mL,加肝素抗凝,即时分离血浆, -20℃保存 。

　图 1　芍药苷 、牛血清白蛋白及偶联物的紫外

吸收光谱图

Fig.1　Ultravioletadsorptionspectraofpaeoni-

florin, BSAandconjugate

1.牛血清白蛋白 (BSA);2.芍药苷 (paeoniflorin);

3.偶联物 (paeoniflorin-BSA) 。

3　结果与讨论

3.1　人工抗原鉴定结果

芍药苷半抗原 、BSA及其偶联物的紫外扫描图谱见

图 1(包被抗原图谱略 )。从图中可以看出:蛋白质上共价

结合了半抗原后,明显具有半抗原的紫外吸收光谱特征, 表

明半抗原与载体蛋白有效偶联。依照公式
[ 9]
计算得芍药苷

与 BSA的偶联比为 13.5∶1;芍药苷与 OVA的偶联比为

9.5∶1。免疫抗原 Paeoniflorin-BSA的偶联比在 10∶1 ～ 30∶1

之间, 达到了常规免疫的要求。

3.2　ELISA工作曲线

在上述条件下,芍药苷在 10 ～ 200 μg/L浓度范围内线

性关系良好。线性方程 y=-0.1721 logC+1.9645, 相关

系数 r=0.9927;其中 y为 410nm下的吸光度值 。

表 1　空白血浆中芍药苷加样回收率
Table1　Recoveryofpaeoniflorininblankplasma

加标浓度
Added(mg/L)

测定浓度
Found(mg/L)

回收率
Recovery(% )

2 1.89±0.15 94.50

53 47.20±2.06 89.00

103 105.16±4.09 102.10

3.3　回收率及方法精密度

空白血浆中添加芍药苷标样, 3个浓度 ( 2、53、189 mg/L)

的加样回收率分别为 94%、89%和 102%(见表 1)。

在线性范围内, 配制芍药苷浓度分别为 10、50、100、150

和 200μg/L的血浆样品,每种浓度重复 5次,得板内差异;各

浓度样品连续 5 d测 5次,得板间差异。间接竞争 ELISA法

精密度的酶标板内 (intra-assay)差异及板间 (inter-assay)差异

见表 2。从表 2可看出板内差异明显低于板间差异 。故在检测过程中, 为减小差异,每次测定都应随行

绘制 ELISA工作曲线 。

3.4　大鼠一次灌胃芍药苷单体与四逆散提取物的血浆中芍药苷浓度对比

大鼠灌胃芍药苷单体与四逆散提取物后, 血浆中的芍药苷浓度随时间变化情况见图 2。四逆散复

方中芍药苷相比于芍药苷单体消除快,血药浓度-时间曲线下总面积 (AUC)小 。表明四逆散配伍组方后
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　图 2　血浆中芍药苷浓度-时间曲线 ( ◎为芍药苷单体, ○

为四逆散中芍药苷 )

Fig.2　Curveofpaeoniflorinconcentrationinplasmaofratsafter

oraladministration

芍药苷的生物利用度下降,此结果与文献 [ 6]的结果

相一致 。

表 2　间接竞争 ELISA酶标板内及板间差异
Table2　Variabilityofintra-assayandinter-assayoftheELISA
forpaeoniflorin

芍药苷浓度

Paeoniflorinconcentration
(μg/L)

RSD (% )

板内差异

Intra-assay
板间差异

Inter-assay

200 1.96 7.44

150 3.11 4.43

100 2.39 5.19

50 3.36 8.46

10 5.44 7.91
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Enzyme-linkedImmunosorbentAssayfor

theDeterminationofPaeoniflorininPlasma

JIANGHui-Juan, CHENLiang, SUNYang, XUQiang, CHENTing＊

(StateKeyLaboratoryofPharmaceuticalBiotechnology, SchoolofLifeSciences, NanjingUniversity, Nanjing210093)

Abstract　Amethodwasdevelopedforthedeterminationofpaeoniflorininplasmabycompetitiveenzyme-

linkedimmunosorbentassay(ELISA).TheartificalantigenwasusedasimmunogenandappliedinNewZeal-

andrabbitstogettheanti-paeoniflorinantibodies.HaptencoupledwithOVAwasusedascoatingantigen.The

linearconcentrationsrangedfrom10 μg/Lto200 μg/LandthecalibrationcurvewasY=-0.1721 logC+

1.9645.Recoveriesforthestandardadditionpaeoniflorintoblankpalsmawere89%-102%.Themethodhas

beensuccessfullyappliedtodeterminetheconcentrationofpaeoniflorininratplasma.Afteranoraladministra-

tionoftheSi-Ni-Sandecoction, thebioavailabilityofpaeoniflorinwaslowerthanasingledoseofpaeoniflorin.
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