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积雪草苷（分子式：C48H78O19）是从积雪草（Centella Asiati-

ca L.）全草中提取得到的五环三萜皂苷类成分，为该植物的主

要有效成分。动物实验表明，积雪草苷对脑缺血-再灌注损伤

引起的炎症反应有保护作用[1]，对认知障碍[2]、抑郁、焦虑[3-4]、阿

尔茨海默病[5]等均有良好的疗效。但文献报道积雪草苷口服

给药绝对生物利用度较低、生物膜透过性差、吸收差、肠道滞

留时间长且可被肠道菌群代谢，原型药吸收入血的量很少[6]。因

此，积雪草苷很难透过肠黏膜吸收入血，更难以透过血脑屏障

进入脑组织中发挥疗效，限制了其作为中枢神经类疾病药物

的应用。 冰片（分子式：C10H18O）是一种小分子脂溶性单帖类

化合物，口服吸收迅速，能很快通过血脑屏障，通常口服5 min

后即可在脑组织中检测到，且蓄积量高、滞留时间较长[7]。研

究发现，冰片可以生理性开放血脑屏障，促进其他物质透过血

脑屏障进入脑组织，提高其他药物在脑组织中的药物浓度和

生物利用度[8]，不会破坏药物分子自身结构。同时，冰片可以

增加药物在脑组织中的蓄积量[9]。因此，在本研究中笔者探讨

了冰片对积雪草苷透过血脑屏障的影响，为积雪草苷和冰片

联合给药提供理论依据。积雪草甘和冰片的化学结构式见图1。

1 材料
1.1 仪器

Agilent 1200高效液相色谱（HPLC）仪，包括G1311A四元

泵、G1329A自动进样阀、Chemstation 6.01色谱工作站、G1316A

柱温箱、G1315D 二极管阵列检测器（美国安捷伦公司）；

LE225D电子分析天平（德国Sartorius公司）；5417R低温高速

离心机（德国Eppendorf公司）；Milli-Q Advantage超纯水仪（美
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AUC0-300 min分别为（55.39±2.71）、（89.88±7.30）、（92.24±9.24）μg·min/ml，AUC0-∞分别为（58.52±2.75）、（92.90±7.08）、（93.16±

8.62）μg·min/ml，其中C、D组大鼠的cmax、AUC0-300 min、AUC0-∞均显著高于B组（P＜0.05或P＜0.01）。结论：冰片可促进积雪草苷透

过大鼠血脑屏障，增加其在脑组织中的药物浓度。
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centration of asiaticoside in the brain tissue.
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图1 化学结构式

Fig 1 The chemistry structure
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国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

积雪草苷原料药（上海医药工业研究院，批号：09.01.996-

p-1507050，纯度：90％）；积雪草苷对照品（批号：K1414085，纯

度：＞98％）和酸枣仁皂苷A（批号：l1221043，纯度：＞98％）均

购自上海阿拉丁试剂公司；冰片（上海雷允上药业有限公司，

药用级）；1，2-丙二醇、聚山梨酯80、聚乙二醇400均为分析纯，

乙腈、甲醇均为色谱纯。

1.3 动物

144只SPF级SD大鼠，♂，体质量180～220 g，购自上海斯

莱克实验动物有限公司[合格证号：SCXK（沪）2008-0016]。所

有大鼠适应性饲养1周后用于实验，给药后禁食不禁水。

2 方法
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent TC-C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：

水（A）-乙腈（B），梯度洗脱，（0～15 min，20％→46％ B；15～

16 min，46％→100％ B；16～21 min，100％ B；21～22 min，

100％→20％ B；22～27 min，20％ B）；流速：1.0 ml/min；柱温：

25 ℃；检测波长：205 nm；进样量：10 μl。

2.2 对照品溶液制备

精密称取积雪草苷对照品 5.0 mg，置于 25 ml量瓶中，甲

醇溶解、定容，得质量浓度为200 μg/ml的对照品溶液。取对照

品溶液适量依次稀释为质量浓度为 120、80、36、24、15、9、3、

1.5 μg/ml的系列对照品溶液，置于4 ℃冰箱保存，备用。

2.3 内标溶液制备

精密称取酸枣仁皂苷A 2.0 mg，置于10 ml量瓶中，甲醇溶

解、定容，得质量浓度为200 μg/ml的内标溶液，并依次稀释至

15、3 μg/ml，置于4 ℃冰箱保存，备用。

2.4 方法学考察

建立积雪草苷的HPLC检测法，并按照《中国药典》相关规

定考察标准曲线、精密度、提取回收率和基质效应等。

2.5 分组与给药

144只SD大鼠随机分为4组，每组36只。A组，ig积雪草

苷 30 mg/kg；B 组，尾 iv 积雪草苷 30 mg/kg；C 组，ig 冰片 100

mg/kg+ig积雪草苷 30 mg/kg；D组，ig冰片 100 mg/kg+尾 iv积

雪草苷30 mg/kg。给药剂量根据预实验得出。其中，冰片给药

溶液：取适量冰片溶于丙二醇，加入2滴聚乙二醇400，振荡混

匀后加入2滴聚山梨酯80，混匀后加入适量生理盐水配成所需

浓度，即得。冰片-积雪草苷给药溶液：取适量冰片溶于丙二

醇，加入 2滴聚乙二醇 400，振荡混匀后加入 2滴聚山梨酯 80，

混匀后加入适量积雪草苷，完全溶解后加入适量生理盐水配

成所需浓度。积雪草苷给药溶液：除不加冰片外，操作同冰片-

积雪草苷给药溶液。

2.6 脑组织样品获取和处理

给药后15、30、60、90、180、300 min时各组大鼠取6只 ip水

合氯醛麻醉，用生理盐水心脏灌注后取脑组织[10]，锡箔纸包裹，

放入液氮中冷冻 5 min后，转移至－80 ℃冰箱保存，待用。称

取适量脑组织，加入 2倍量 4 ℃生理盐水匀浆。取匀浆液 0.3

ml，加入0.6 ml甲醇（含0.6 μg内标），涡旋 2.0 min，于4 ℃冰箱

静置 1 h 后，离心（离心半径为 10 cm，14 000 r/min，下同）25

min，取上清液置于1.5 ml EP 管中，于室温用轻柔氮气吹干，残

渣用100 μl甲醇复溶，涡旋 2.0 min，离心25 min。取上清液10

μl进样测定。记录积雪草苷和内标的峰面积，采用内标法定量。

2.7 参数计算与统计学方法

采用 DAS 2.0药动学软件计算药动学参数。

采用SPSS 22.0和Microsoft Excel（2010）对所得数据进行

分析，所有数据以x±s表示，采用单因素方差分析。P＜0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 方法学考察结果[11]

3.1.1 专属性 积雪草苷有较强的色谱峰和较好的分离度，

脑组织中基质不干扰样品的测定；积雪草苷、酸枣仁苷A的保

留时间分别为 10.2、14.3 min。本方法具有较高的专属性。色

谱图见图2。

3.1.2 标准曲线及线性范围 取空白脑匀浆液加入积雪草苷

对照品、内标溶液，制备质量浓度为 0.2、1.0、3.0、5.0、8.0、12.0

μg/ml 的积雪草苷质控样品（QC），按“2.1”“2.6”项下方法处理

并测定。以积雪草苷的质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、积雪草

苷峰面积与内标峰面积比值（y）为纵坐标，得积雪草苷的回归

方程为 y＝0.430 97x+0.143 73（r＝0.995 9），线性范围为0.2～

12 μg/ml，定量下限为0.2 μg/ml。

3.1.3 精密度、提取回收率与基质效应 积雪草苷的日内、日

间RSD均小于18％（n＝5）；提取回收率均大于80.0％（RSD≤

7.54％，n＝5）；基质效应在76.28％～91.94％之间（RSD＜15％，

n＝3）。

3.2 积雪草苷在大鼠脑内的药动学参数

采用DAS 2.0药动学软件对所得数据进行分析，药-时曲

线见图3，主要药动学参数见表1（由于A组大鼠脑组织中未检

出积雪草苷，无法计算药动学参数）。

由图 3可知，C组大鼠脑组织中可以检测到积雪草苷，其

最高质量浓度约 0.8 μg/ml，而A组大鼠脑组织检测不到积雪

草苷。由表1可知，B、C、D组大鼠的 cmax分别为（0.61±0.03）、

（0.85±0.08）、（0.99±0.08）mg/L ，AUC0-300 min分别为（55.39±

图2 高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms
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2.71）、（89.88±7.30）、（92.24±9.24）μg·min/ml，AUC0-∞分别

为（58.52±2.75）、（92.90±7.08）、（93.16±8.62）μg·min/ml。

其中C、D组大鼠的cmax、AUC0-300 min、AUC0-∞、MRT0-300 min、MRT0-∞

均显著高于B组（P＜0.05或P＜0.01）；C组大鼠的MRT0-300 min、

MRT0-∞显著高于 D 组，cmax低于 D 组（P＜0.05或 P＜0.01），但

C、D组大鼠的AUC0-300 min、AUC0-∞、t1/2和CLz/F之间比较，差异

无统计学意义（P＞0.05）。

4 讨论
积雪草苷具有抗抑郁的药理活性[12]，但受其分子质量大、

溶解度小、吸收差等因素限制，难以通过血脑屏障进入脑组

织，这可能是导致积雪草苷至今未开发为治疗中枢神经疾病

类药物的原因之一。研究显示，ig冰片4 h后大鼠脑毛细血管

内皮细胞之间的紧密连接缝隙变宽、断续、结构减少，8 h时达

到高峰，48 h时恢复正常[13]，提示冰片可使血脑屏障的超微结

构发生可逆性改变。另有文献报道冰片对P糖蛋白的活性有

明显的抑制作用，表明冰片可以减弱转运蛋白的外排作用[14]。

脑组织中药动学研究一般采用微透析和全脑匀浆法，2种

方法各有优劣。微透析法可以实时探测脑组织中的药物浓

度，个体差异较小；但微透析手术时大鼠处在麻醉状态下，对

实验结果的影响较大，其药动学参数不能很好地反映大鼠正

常生理状况下药动学数据。加之微透析装置价格昂贵，且微

透析探测的药物浓度是大鼠脑脊液中药物浓度，并不是脑组

织中的药物浓度。而全脑匀浆法需要动物数量大，有个体差

异，但此方法测定的是大鼠脑组织中真实的药物浓度。综合

考虑后本实验选择全脑匀浆法。

积雪草苷在血浆中药动学已有文献报道[6]，但未见文献报

其在大鼠脑组织的药动学情况。本研究首次报道了积雪草苷

和冰片配伍以及积雪草苷大鼠脑组织中药动学参数。实验结

果显示，A组大鼠脑组织中未检测出，表明积雪草苷难以通过

ig给药到达大鼠脑组织，与文献[6-8]的报道一致。但B、C、D

组大鼠脑组织中均可检测到积雪草苷，表明冰片可以辅助积

雪草苷透血脑屏障进入脑组织。各组大鼠药动学参数表明，

冰片可以增加积雪草苷在大鼠脑组织的蓄积量，降低其在大

鼠脑组织中消除速率、增加停留时间。考虑到实际临床应用，

冰片联合积雪草甘 ig给药可能是最优的给药方式。

综上所述，冰片可促进积雪草苷透过血脑屏障，增加其在

脑组织中的药物浓度。
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表1 3组大鼠脑组织中积雪草苷的药动学参数（n＝6）

Tab 1 The pharmacokinetic parameters of asiaticoside in

brain tissue of rats in 3 groups（n＝6）

药动学参数
AUC0-300 min，μg·min/ml

AUC0-∞，μg·min/ml

MRT0-300 min，min

MRT0-∞，min

tmax，min

cmax，mg/L

t1/2，min

CLz/F，L/（min·kg）

B组
55.39±2.71

58.52±2.75

71.18±6.84

88.44±8.31

0.61±0.03

59.24±9.55

0.51±0.02

C组
89.88±7.30＊＊

92.90±7.08＊＊

84.86±2.63＊＊##

100.24±7.53＊＊##

55.00±12.48

0.85±0.08＊＊#

54.33±19.52

0.33±0.03＊＊

D组
92.24±9.24＊＊

93.16±8.62＊＊

64.75±1.34＊

71.36±2.21＊

0.99±0.08＊＊

41.08±11.34＊

0.32±0.02＊＊

注：与 B 组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01 ；与 D 组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01

Note：vs group B，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01 ；vs group D，#P＜0.05，
##P＜0.01
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