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摘  要 

目的：建立延胡索甲素、延胡索乙素、D-四氢药根碱、脱氢紫堇碱为标准的延胡索总生物碱经皮给药微

透析采样的体外回收率测定方法。方法：运用超高液相色谱法采用浓度差法(增量法，减量法)测定其体

外回收率，并考察灌流液的pH、流速、浓度、温度对回收率的影响，以探讨微透析技术用于延胡索生物

碱体内药动学研究的可行性。结果表明，增量法和减量法所测得的探针体外回收率在相同的条件下近似

相等；相同的条件下，探针体外回收率在流速为0.5~1.5 μL/min范围内随着流速增加而降低，在温度为

25℃~42℃范围内随着温度上升而明显增加；同一流速下，探针体外回收率与延胡索乙素浓度无关。结

论：建立了延胡索总碱经皮给药的微透析采样方法，最终选择了pH 4，流速为0.5 μL/min，取样时间间

隔为80 min，温度为37℃，可用于延胡索总碱给药后皮肤药动学研究。 
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Abstract 
Objective: To establish a method for determination of recovery rate of total alkaloids of corydalis 
fumaricum, fumaricum ethyl, D-tetrahydrorhizine and dehydrocorydaline by microdialysis sam-
pling. Methods: The in vitro recovery rate was measured by the concentration difference method 
(increment method, declination method) by ultra high liquid chromatography. The effects of pH, 
velocity, concentration and temperature of the perfusion solution on the recovery rate were in-
vestigated, so as to explore the feasibility of microdialysis technology for pharmacokinetic study 
of corydalis corydalis alkaloids in vivo. The results show that the recoveries of the probes meas-
ured by increment method and decrement method are approximately equal under the same con-
ditions. Under the same conditions, the recovery rate of probes decreased with the increase of 
flow rate in the range of 0.5~1.5 μL/min, and increased with the increase of temperature in the 
range of 25~42˚C. At the same flow rate, the recovery rate of probe was not related to the concen-
tration of rhizoma fumaricum ethyl. Conclusion: A microdialysis sampling method was established 
for percutaneous administration of total rhizoma corydalis. The pH 4, the flow rate of 0.5 μL/min, 
the sampling interval of 80 min and the temperature of 37˚C were selected, which can be used for 
the study of the pharmacokinetics of the skin after the administration of total rhizoma corydalis. 
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1. 引言 

延胡索，在中国也被称为 Corydalis yanhusuo、元胡、玄胡、延胡，一种著名的传统中药，是由延胡

索(Y. H. Chou 和 Chun C. Hsu) W. T.块茎干燥而成的传统中药[1]。 
延胡索首次被记录在《神农本草经》中，味辛、苦，性温，归脾和肝经。在中医中，延胡索被认为

具有活血、补气、止痛等功能[2]。在中医临床实践中，中药常以化合物的形式出现，生物碱是延胡索重

要的生物活性成分[3]，包括叔胺类、季铵类生物碱和许多非生物碱类。延胡索主要含生物碱类成分，同

时也是主要活性成分[4]，药理活性研究表明延胡索具有很好的镇静、镇痛、抗心律失常和降压作用，其

生物碱成分(D-四氢药根碱、延胡索乙素、延胡素甲素)广泛存在于延胡索中，是一种具有多种药理活性

的中药单体[5]。至今，国内对延胡索总碱制剂方面的研究已有报道，但关于延胡索总生物碱体外透皮效

率方面的报道却很少，同时延胡索总碱凝胶制剂体外透皮吸收实验主要采用透皮仪进行研究，但传统透

皮吸收方法(透析法)由于其费时费力，限制了该制剂的进一步发展和应用。而延胡索总碱凝胶制剂由于其

具有无肝脏首过效应、药效好、吸收迅速的优点，可以使患者在用药的同时，得到治疗作用，大大提高

了用药效率。目前国内对于延胡索总生物碱制剂体外透皮吸收的研究还很少。目前对于评价经皮给药制

剂透皮吸收的传统方法有 2 种方法[6]，这 2 种方法都无法满足微创、精确定量、实时局部动态监测等研

究要求。 
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传统上，体内分析包括收集组织、体液，如血液用来调查药物化合物的代谢和靶点。然而，组织的

收集受到限制，因为它要求每个时间点至少有一只动物。在分析之前，组织还必须被均质化并进行复杂

的样品清理，而延胡索总碱凝胶制剂体外透皮吸收实验主要采用透皮仪进行研究，但传统透皮吸收方法

(透析法)其费时费力，限制了该制剂的进一步发展和应用[7]。微透析是一种优势的采样技术，通过将半

透膜植入几乎任何需要检测的组织(大脑、血液、胆汁、眼睛等)中获得局部化学信息。探针上的半透膜截

留分子量也简化了在分析血液样本之前通常需要的样本清理步骤。微透析样品通常是“清洁的”，从而

简化了色谱法满足了简便、微创的研究要求[8]。 
此外，微透析探针的灌注速率通常是 0.5~5.0 μL/min，在这些低流速下，膜上存在浓度梯度的情况下，

低分子量分析物将扩散到探针腔中，并被灌注液带走进行分析，同时实验动物在清醒状态。以上能在微

创的条件下满足定性、定量、定位、微分析、连续取样、动态分析等实验要求，为透皮给药提供了可靠

的监测手段[9]。本研究拟使用微透析技术与超高液应用于延胡索总生物碱(D-四氢药根碱、延胡素甲素、

延胡索乙素、脱氢紫堇碱)微透析体外回收率的研究，考察其回收率的影响因素，为进一步研究延胡索总

碱凝胶经皮给药制剂的皮肤局部药动学提供可靠的实验依据。 

2. 材料及配制 

仪器及药品如下，见表 1。 
 

Table 1. Instruments and consumables 
表 1. 仪器及耗材 

仪器及药品 商家 

自制线性探针 膜长 15 mm，中空再生纤维素膜截留分子量 13 kD，200 μmi.d.，
280 μmo.d.，美国 Spectrum 公司 

灌注器推进泵 瑞典 CMA 

微量注射针 瑞典 CMA 

UPLC 超高液相系统 美国 Waters 

Waters CSH C18 色谱柱(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm) 美国 Waters 

AE/240 型电子天平 上海梅特勒仪器有限公司 

D-四氢药根碱对照品 成都德思特生物技术有限公司，批号 DSTDS007401 

延胡索甲素对照品 成都德思特生物技术有限公司，批号 DST210311-102 

延胡索乙素 成都德思特生物技术有限公司，批号 DSTDY010101 

脱氢紫堇碱 成都植标化纯生物技术有限公司，批号 201208 

色谱纯乙腈 Merck 公司 

磷酸 天津市科密欧化学试剂有限公司 

葡萄糖 成都市科龙化工试剂厂 

柠檬酸钠 英轩 

柠檬酸 天津市优谱化学试剂有限公司 

水 屈臣氏 

 
配制：柠檬酸–柠檬酸钠缓冲盐配制(ACD, pH 4)：分别称取 0.2695 g C6H12O6∙H2O、0.2207 g 

Na3C6H5O7∙2H2O、0.1560 g C6H8O7∙H2O 于 100 mL 的容量瓶中，用超纯水溶解，过 0.22 μm 微孔滤膜过滤
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即得。 

3. 方法与结果 

3.1. 延胡索总碱体外分析方法的建立 

3.1.1. 色谱条件 
Waters CSH C18 色谱柱(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm)；柱温 30℃；流动相 0.1%磷酸水(A)-乙腈(B)，梯

度洗脱，0~15 min，15%~28% B，15~20 min，28%~15% B；流速 0.2 mL∙min−1；进样体积 10 μL。 

3.1.2. 专属性考察  
取空白对照溶液、延胡索总生物碱(1、D-四氢药根碱 2、延胡索乙素 3、延胡索甲素 4、脱氢紫堇碱)

对照品见图 1。 
 

 
Figure 1. Corydalis total alkaloid reference 
图 1. 延胡索总生物碱对照品 

3.2. 微透析探针体外回收率影响因素考察 

3.2.1. pH 对回收率的影响 
采用增量法研究不同 pH 对探针回收率的影响。将自制皮肤探针的微透析膜部分浸于装有 D-四氢药

根碱 2.17 μg/ml、延胡索甲素 2.2 μg/ml、延胡索乙素 2.36 μg/ml、脱氢紫堇碱 2.73 μg/ml 的 ACD 混合溶

液的西林瓶中，西林瓶置于恒温透皮扩散仪上，保持温度 37℃，转速 200 r/min，启动微灌注泵，将空白

的灌流液(ACD)以不同的 pH (4、5、6)对微透析探针进行灌注，流速 1 μL∙min−1 换不同 pH 时平衡 1 h 后

收集样品，每管收集 40 μL，每种 pH 收集 3 管样品，按“2.1.1”项下色谱条件分别测定四种分析物的质

量浓度，并按照“(1)”项下公式计算相对回收率。 

RG Cout Cin 100%= ×                                   (1) 

其中 Cout 为透析液中药物浓度，Cin 为延胡索总生物碱 ACD 溶液中浓度。结果显示在 pH (4、5、6)下，

微透析探针对 D-四氢药根碱的相对回收率分别为(79.3 ± 3.0)%、(78.4 ± 4.1)%、(54.4 ± 2.3)%；延胡索甲

素(73.7 ± 3.8)%、(52.4 ± 8.6)%、(17.1 ± 7.0)%；延胡索乙素(76.2 ± 3.9)%、(73.9 ± 2.2)%、(40.3 ± 4.6)%；

脱氢紫堇碱(84.5 ± 3.2)%、(85.6 ± 9.9)%、(59.7 ± 0.3)%。实验结果提示回收率随着 pH 增加明显降低，考

虑到实际应用，最终确定 pH 为 4。 

3.2.2. 灌流速度对回收率影响  
采用增量法研究不同灌流速度对探针回收率的影响。将自制皮肤探针微透析膜部分浸于装有 D-四氢

药根碱 2.17 μg/ml、延胡索甲素 2.2 μg/ml、延胡索乙素 2.36 μg/ml、脱氢紫堇碱 2.73 μg/ml 的 ACD 混合
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溶液的西林瓶中，西林瓶置于恒温透皮扩散仪上，保持温度 37℃，转速 200 r/min，启动微灌注泵，将空

白的 ACD (pH 4)以不同的流速(0.5、1、1.5 μL∙min−1)对微透析探针进行灌注，每组流速先平衡 1 h 后收集

样品，每管收集 40 μL，每种流速收集 3 管样品，按“2.1.1”项下色谱条件分别测定四种分析物的质量浓

度，按增量法(1)计算相对回收率。 
结果显示在灌流速度(0.5、1、1.5 μL∙min−1)下，微透析探针对 D-四氢药根碱的相对回收率分别为(75.0 

± 8.3)%、(55.9 ± 0.3)%、(42.9 ± 8.4)%、(36.1 ± 3.4)%；延胡索甲素(86.0 ± 6.4)%、(55.8 ± 1.2)%、(46.3 ± 1.7)%、

(34.6 ± 0.9)%；延胡索乙素(86.9 ± 5.7)%、(57.5 ± 1.0)%、(47.0 ± 1.7)%、(35.7 ± 1.4)%；脱氢紫堇碱(86.2 ± 
11.3)%、(62.3 ± 0.5)%、(52.2 ± 1.3)%、(40.0 ± 0.8)%。实验结果提示回收率随着流速增加明显降低，考虑

到实际应用，最终确定灌流速度为 0.5 μL∙min−1。 

3.2.3. 温度对回收率的影响 
采用增量法研究不同温度对探针回收率的影响。将自制皮肤探针微透析膜部分浸于装有 D-四氢药根

碱 1.76 μg/ml、延胡索甲素 2.10 μg/ml、延胡索乙素 2.07 μg/ml、脱氢紫堇碱 2.13 μg/ml 的 ACD 混合溶液

的西林瓶中，磁力搅拌(200 r∙min−1)，水温维持在 25℃、37℃、42℃，以 0.5 μL∙min−1的流速灌注空白 ACD 
(pH 4)溶液，每种温度先平衡 1 h 后收集样品，每管收集 40 μL，每种温度收集 3 管样品，按“2.1.1”项

下色谱条件分别测定四种分析物的质量浓度，按增量法公(1)计算相对回收率。 
结果显示在温度在 25℃、37℃、42℃下，微透析探针对 D-四氢药根碱的相对回收率分别为(69.5 ± 2.4)%、

(80.6 ± 1.9)%、(84.3 ± 2.4)%；延胡索甲素(60.9 ± 1.3)%、(73.4 ± 1.4)%、(78.1 ± 1.6)%；延胡索乙素(65.5 ± 0.8)%、

(77.2 ± 1.4)%、(81.3 ± 1.9)%；脱氢紫堇碱(66.8 ± 7.8)%、(82.2 ± 0.5)%、(85.7 ± 3.1)%。实验结果提示回收

率随着温度增加而增加。基于生物体的内环境温度，本实验选择 37℃作为探针体外实验温度。 

3.2.4. 浓度对回收率的影响 
在体微透析试验时，动物给药后皮肤中的药物质量浓度发生变化时，若探针 RG 随药物质量浓度的

变化而变化，则很难用 RG 对透析液中药物质量浓度进行校正；另外在体微透析实验时，药物的 RG 通

常采用反透析法进行测定，即用在体微透析的 RL 代替 RG 对透析液的药物质量浓度进行校正，但透析法

的前提是探针的 RG 和 RL 近似相等，因此需要考察体外 RG 和 RL 的关系。 
增量法：将自制皮肤探针微透析膜部分浸于装有 D-四氢药根碱 1.06、2.11、4.22 μg/ml、延胡索甲素

1.1、2.16、4.32 μg/ml、延胡索乙素 1.51、3.02、6.05 μg/ml、脱氢紫堇碱 1.0、2.0、4.0 μg/ml 的 ACD 混

合溶液的西林瓶中，磁力搅拌(200 r∙min−1)，水温维持在 37℃，以 0.5 μL∙min−1的流速灌注空白 ACD (pH 
4)溶液，每更换一种浓度先平衡 1 h 后收集样品，每管收集 40 μL，每种浓度收集 3 管样品，按“2.1.1”
项下色谱条件分别测定四种分析物的质量浓度，按增量法公(1)计算相对回收率。 

减量法：将自制皮肤探针微透析膜部分浸入空白 ACD 缓冲液(pH 4)中，用含药 ACD 缓冲液(D-四氢

药根碱 1.06、2.11、4.22 μg/ml、延胡索甲素 1.1、2.16、4.32 μg/ml、延胡索乙素 1.51、3.02、6.05 μg/ml、
脱氢紫堇碱 1.0、2.0、4.0 μg/ml)灌流，磁力搅拌(200 r∙min−1)，水温维持在 37℃，流速 0.5 μL∙min−1，每

组先平衡 60 min，收集 3 次微透析样品(每次 40 μL)。“2.1.1”项下色谱条件分别测定四种分析物的质量

浓度，按增量法公(1)计算相对回收率，(2)计算延胡索总碱相对损失率，结果如表 2，随浓度的增加探针

回收率近似相等，且增量法和减量法测得回收率在各种流速下近似相等，这为微透析测定延胡索总碱体

内回收率提供了实验基础。 

( )RL Cin Cout Cin 100%= − ×                                (2) 

由表 2 可知，通过对不同浓度 0.5 μL∙min−1的流速灌注探针，在延胡索总碱质量浓度 1~4 μg/ml 中，
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所得回收率近似相等且相对稳定，说明浓度对线性探针的回收率影响不大。 
 

Table 2. Relative recovery and loss rate of total alkaloid of Rhizoma corydalis at different concentrations 
表 2. 延胡索总碱不同浓度相对回收、损失率 

浓度(μg/ml) 相对回收率(%) 相对损失率(%) 

1 μg/ml 

D-四氢药根碱 86.3 ± 1.4 
延胡索乙素 84.5 ± 0.6 
延胡索甲素 83.0 ± 2.0 
脱氢紫堇碱 86.2 ± 1.3 

D-四氢药根碱 81.9 ± 0.5 
延胡索乙素 78.5 ± 1.2 
延胡索甲素 76.8 ± 0.6 
脱氢紫堇碱 85.7 ± 0.2 

2 μg/ml 

D-四氢药根碱 89.5 ± 2.8 
延胡索乙素 85.7 ± 0.2 
延胡索甲素 80.2 ± 1.6 
脱氢紫堇碱 87.3 ± 0.8 

D-四氢药根碱 82.6 ± 0.5 
延胡索乙素 80.0 ± 1.6 
延胡索甲素 79.8 ± 1.9 
脱氢紫堇碱 87.9 ± 1.1 

4 μg/ml 

D-四氢药根碱 90.4 ± 9.2 
延胡索乙素 87.6 ± 10.2 
延胡索甲素 85.6 ± 9.4 
脱氢紫堇碱 90.8 ± 9.3 

D-四氢药根碱 84.5 ± 1.3 
延胡索乙素 81.3 ± 1.6 
延胡索甲素 80.8 ± 2.2 
脱氢紫堇碱 88.0 ± 1.6 

4. 讨论 

近年来，体内微透析技术已经成为在细胞外空间中取样内源性和外源性物质的主要工具之一，作为

一种经过充分验证的采样技术，在临床前和临床环境中，微透析已广泛用于量化药物在所需靶标处的累

积情况[10]。将微透析技术应用于体内的重点问题在于探针回收率，而这由多种因素影响[11]。包括温度、

灌流液性质、灌流速度、药物性质等[12]，探针回收率影响因素的考察是必要的。本实验考察了对回收率

影响较大的几个因素：① 灌流液的 pH：延胡索生物碱是生物碱类物质，经考察在弱酸性溶液中探针回

收率高且溶解度高，基于回收率和生物体皮肤内环境，最终选择 pH 4 的 ACD 溶液作为延胡索总碱微透

析的条件；② 流速：灌流液的流速越快，流经半透膜时，膜内外药物的平衡时间就越短，回收率就越低，

反之，流速越慢，膜内外药物的扩散就越易达到平衡，其回收率就越高。当流速最佳灌注流速是可接受

的回收率、足够的采样分辨率时间和检测灵敏度之间的折中，而检测灵敏度反过来又受样品体积的影响，

本实验通过对不同流速(0.5, 1, 1.5 μL∙min−1)探针体外回收率的考察，在 0.5 μL∙min−1回收率最高，较低的

流速需要较长的采样时间来收集处理和分析测量所需的足够的样本量。缺点是采样时间分辨率不够可能

导致浓度变化信息丢失。考虑到这些问题，我们选择了 0.5 μL∙min−1的流速和 80 分钟的采样周期，用于

后续的体外和体内研究，最终样品量为 40 μL；③ 温度：温度对回收率有较大的影响，回收率随着温度

的升高而升高，在一定范围内，温度升高分子的热运动加剧，加快了物质在透析膜内外的交换，有利于

改善物质交换。本实验充分验证了这一结论，为了保证与体内探针周围温度一致，探针周围的温度尽量

维持在 37℃左右；④ 浓度：进行药动学研究的过程中，体内药物浓度是一个动态变化的过程，如果动

态浓度条件下回收率不稳定，就会限制探针在体内的研究[13]，本实验研究药物质量浓度在 1~4 μg∙ml−1，

探针回收率近似相等，微透析探针回收率不受浓度的影响，说明微透技术可用于测定体内药物的浓度。

但微透析技术存在获得的样品量非常有限，待测物会受到体内生理环境等因素影响的局限性，使常规分

析技术的灵敏度和选择性难以满足要求，现代分析技术与微透析的离线及在线联用大大拓宽了微透析技

术的应用领域，特别是高效液相色谱–质谱联用技术兼具快速、灵敏、高选择性等优点[14]。 

5. 结论 

综上所述，为延胡索总碱的研究建立了微透析技术的体外回收率考察。同时有研究表明微透析联合
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高效液相色谱法测定延胡索乙素在大鼠脑局部浓度，体内平均回收率为 32.03% [15]，说明延胡索总碱透

皮吸收可行，体内回收率需进一步实验研究。 
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