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基于 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术分析不同配伍比例雄黄对青黛
入血成分的影响

张敏，吴青青，李晨辉，许玲玲，周媛媛，黄鹏，黄和平，俞娟，汪电雷*

（安徽中医药大学 药学院，中药复方安徽省重点实验室，合肥 230012）

［摘要］ 目的：基于青黄散的配伍组方，探讨不同比例雄黄与青黛配伍后青黛在大鼠血清中移行成分的差异。方法：采用

UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术对青黛供试品溶液、空白血清以及 3 种不同配比（青黛 10 g 分别配伍雄黄 52. 5，105，210 mg，依次记

为 A 组，B 组，C 组）青黄散含药血清进行检测，结合青黛供试品溶液中鉴定的化学成分，分析 3 组复方中青黛在大鼠体内的移

行成分差异；以 3 组青黄散含药血清作用于人白血病细胞 HL-60 细胞，采用细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）法检测各含药血清对

HL-60 细胞活性的影响。结果：从青黄散 A 组，B 组，C 组含药血清中分别检测到了 19，22，25 个移行成分，且 3 组含药血清均含

有来自青黛供试品溶液中的 5 个原型成分，分别为色胺酮，靛蓝，靛玉红，2-氨基苯甲酸和 N-苯基-2-萘胺；CCK-8 法检测结果表

明青黄散 C 组含药血清对 HL-60 细胞的抑制作用最强。结论：固定青黛剂量后，随着雄黄剂量的增加，含药血清中移行成分增

多，且对 HL-60 细胞的抑制作用也逐渐增强，提示雄黄可能会促进青黛中有效成分在体内的吸收，从而增强药效，进一步阐释

了不同比例雄黄和青黛的配伍规律及药效物质基础。

［关键词］ 青黛；雄黄；青黄散；血清药物化学；移行成分；生物碱；药效物质基础

［中图分类号］ R22；R914；R28；R965；O657 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 1005⁃9903（2020）13⁃0079⁃08

［doi］ 10. 13422/j. cnki. syfjx. 20200648

［网络出版地址］ http://kns. cnki. net/kcms/detail/11. 3495. R. 20200103. 0957. 002. html

［网络出版日期］ 2020-1-3 11:28

Analysis of Effect of Realgar with Different Compatibility Proportions on Transitional

Constituents of Indigo Naturalis in Rat Serum Based on UPLC-Q-TOF-MS/MS
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HUANG He-ping，YU Juan，WANG Dian-lei*

（Anhui Province Key Laboratory of Chinese Medicinal Formula，School of Pharmacy，Anhui

University of Chinese Medicine，Hefei 230012，China）

［Abstract］ Objective： To investigate the effect of different dose of Realgar compatible with Indigo

Naturalis on the transitional constituents of Indigo Naturalis in rat serum based on the compatibility of

Qinghuangsan. Method： Indigo Naturalis test solution，the drug-containing serum of three different proportions

of Qinghuangsan（10 g of Indigo Naturalis compatible with 52. 5，105，210 mg of Realgar for group A，B and

C，respectively）and blank serum were detected by UPLC-Q-TOF-MS/MS，in combination with the chemical

components identified in Indigo Naturalis test solution，the differences of transitional constituents of Indigo

Naturalis in rat serum from the group A，B and C were analyzed. HL-60 cells（human leukemia cells）were

treated with the three groups of Qinghuangsan drug-containing serum and the effect of drug-containing serum on
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the activity of HL-60 cells was detected by cell counting kit-8（CCK-8）assay. Result：A total of 19，22，25 of

transitional constituents were detected in Qinghuangsan drug-containing serum from group A，B and C，

respectively. The three groups of drug-containing serum all contained 5 prototype components from Indigo

Naturalis test solution， including tryptanthrin， indigo， indirubin， 2-aminobenzoic acid and N-phenyl-2-

naphthylamine，respectively. The results of CCK-8 assay showed that Qinghuangsan drug-containing serum of

group C had the strongest inhibitory effect on HL-60 cells. Conclusion：After fixed Indigo Naturalis dose，with

the increase of Realgar dose，the transitional constituents in rat serum increase and the inhibitory effect on HL-60

cells also gradually enhances，which indicates that Realgar may promote the absorption of active components in

Indigo Naturali in vivo，thus enhance the efficacy，further explains the compatibility law and pharmacodynamic

material basis of different proportions of Realgar and Indigo Naturalis.

［Key words］ Indigo Naturalis； Realgar； Qinghuangsan； serum pharmacochemistry； transitional

constituents；alkaloids；pharmacodynamic material basis

青黛入肝经，具有清热解毒、凉血消斑、泻火定

惊的功效，用于温毒发斑、血热吐衄、胸痛咳血、口

疮、痄腮、喉痹、小儿惊痫［1］。目前，青黛所含化学成

分已基本确认，其中无机成分及水分质量分数达

90%；有机成分质量分数约 10%，主要包括生物碱类

色胺酮、靛蓝、靛玉红、靛红、异靛蓝和 N-苯基 -2-萘

胺等，甾醇类，核酸类以及十多种氨基酸［2-4］。现代

研究表明青黛具有抗菌、抗肿瘤作用，临床上用于

多种疾病的治疗，尤其是对慢性粒细胞白血病疗效

良好［5-6］。雄黄又名黄金石、石黄，功效解毒杀虫、燥

湿祛痰、截疟，临床用于治疗痈肿疔疮、蛇虫咬伤、

虫积腹痛、惊痫、疟疾［1］。研究发现雄黄主要成分为

二硫化二砷（As2S2）或四硫化四砷（As4S4），并夹杂少

量三氧化二砷（As2O3）和其他重金属盐［7-8］。临床应

用和实验研究证明雄黄能抗菌、抗病毒和抗肿瘤，

被广泛用于治疗各种不同类型的白血病［9］。

白血病是一类源自异常造血干细胞的恶性克

隆性疾病，我国白血病的发病率在各种肿瘤中位居

前十，也是导致儿童恶性肿瘤死亡的主要原因［10］。

中医将导致白血病的理化及生物学因素统称为邪

毒，采用解毒化瘀方法治疗［11］。中药配伍不仅可以

减少副作用，且多组分可通过多个靶点发挥协同治

疗效果，青黛与雄黄在临床上常配伍成青黄散使

用，该复方在《世医得效方》等古籍中均有记载，具

有解毒凉血、散瘀消积之功效，适用于治疗各种白

血病。国内外研究表明青黄散已广泛用于治疗各

型白血病，且疗效显著［12］，目前对于青黄散中青黛

和雄黄单方治疗白血病的机制报道较多，关于青黄

散复方大多从分子学角度探究其治疗白血病的机

制［13-14］。为了揭示青黄散治疗白血病的药效物质基

础，本课题组前期通过固定青黄散中雄黄剂量，以

不同剂量青黛配伍进行了一系列研究，本实验拟通

过固定青黛的剂量，以不同剂量的雄黄进行配伍，

采用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术分析不同配比青黄

散中青黛在体内代谢成分的变化，运用血清药物化

学方法从本质上阐明方剂的配伍规律，为研究青黄

散的药效物质基础提供参考。在此基础上，将 3 组

含药血清作用于 HL-60 细胞，研究其对细胞的抑制

作用，进一步对青黄散配伍规律进行阐释，为该复

方的临床用药提供理论依据，对白血病的治疗具有

一定的现实指导意义。

1 材料

ACQUITY 型超高效液相色谱仪和 Xevo G2-

XS Q-TOF 型 质 谱 仪（美 国 Waters 公 司），Milli-Q

Gradient A10 型 超 纯 水 器（美 国 Millipore 公 司），
AS5150A 型超声清洗仪（加拿大 Autoscience 公司），
BP211D 型电子天平（德国 Sartorius公司）。

青黛（批号 150907），雄黄（批号 20151026）均购

自安徽亳州药材市场，经安徽中医药大学药学院彭

华胜教授鉴定，分别为蓼科植物蓼蓝 Polygonum

tinctorium 的叶或茎叶经加工制得的干燥粉末和硫

化物矿物雄黄族雄黄；靛玉红（中国食品药品检定

研究院，批号 110717-200204），靛蓝（上海迈瑞尔化

学技术有限公司，批号 67707224，纯度≥98%），色胺

酮［韶远科技（上海）有限公司，批号 E187-296-28C，

纯度≥97%］，乌来糖（上海山浦化工有限公司，批号

20170911），肝素钠注射液（常州千红生化制药股份

有限公司，批号 151712106A），N，N-二甲基甲酰胺

（色谱纯，天津市光复科技发展有限公司，批号

20170112），水为自制超纯水，乙腈为色谱纯，其余

试剂均为分析纯。

SPF 级健康 SD 大鼠，雌雄各半，体质量（200±
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20）g，由安徽医科大学实验动物中心提供，合格证

号 SCXK（皖）2017-001，本文所涉及的动物实验经

安徽中医药大学实验动物伦理委员会批准。人白

血病细胞 HL-60 细胞购于中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源中心。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件 采用 ACE Excel C18-AR 色谱柱

（2. 1 mm×100 mm，1. 7 μm），流动相乙腈（B）-水

（A）梯度洗脱（0~3 min，5%~45%B；3~5 min，45%~

55%B；5~10 min，55%~65%B；10~15 min，65%~

75%B；15~20 min，75%~80%B；20~24 min，80%~

75%B；24~26 min，75%~65%B；26~28 min，65%~

45%B；28~38 min，45%~5%B），流速 0. 2 mL∙min-1，

柱温 30 ℃，进样量 2 μL。

2. 2 质谱条件 电喷雾离子源（ESI），正离子扫描

模式，扫描范围 m/z 50~1 200，扫描间隔 1 s，锥孔电

压 40 V，较低的碰撞能量 6 V，较高的碰撞能量 20~

40 V，脱溶剂气温度设定 500 ℃，脱溶剂气体积流量

800 L∙h-1，碰撞气为高纯氩气，雾化气为高纯氮气。

2. 3 对照品溶液的制备 精密称取色胺酮和靛玉

红对照品适量，分别加乙腈配制成 100 mg∙L-1 的对

照品储备液。精密称取靛蓝对照品适量，加 N，N-二

甲基甲酰胺配制成质量浓度为 100 mg∙L-1 的储备

液。分别将色胺酮、靛蓝和靛玉红对照品储备液稀

释成质量浓度为 10 µg∙L-1的工作液。

2. 4 供试品溶液的制备 称取青黛粉末约 5 mg，

精密称定，置于 5 mL 量瓶中，加入 N，N-二甲基甲酰

胺 4 mL，超声 30 min（功率 250 W，频率 40 kHz），放
冷后加 N，N-二甲基甲酰胺定容至刻度，经 0. 22 µm

微孔滤膜过滤，于 4 ℃保存，备用。

2. 5 灌胃药液的制备 青黄散 A 组称取青黛粉末

10 g，加入雄黄 52. 5 mg；青黄散 B 组称取青黛粉末

10 g，加入雄黄 105 mg；青黄散 C 组称取青黛粉末

10 g，加入雄黄 210 mg；各组均以 0. 5% 羧甲基纤维

素钠（CMC-Na）18 mL 和乙醇 2 mL 混悬，按给药体

积 10 mL∙kg-1灌胃给药。

2. 6 血清样品的处理 将 24 只 SD 大鼠随机分为

给药组及空白组，给药组设定了青黄散 A，B，C 一共

3 组，每组 6 只（雌雄各半），禁食 12 h，可自由饮水。

空白组灌胃等体积的 0. 5% CMC-Na 溶液，每日给

予 2 次，连续给药 3 d，于末次给药 1 h 后肝门静脉取

血，于 37 ℃恒温静置 30 min，放入 4 ℃离心机中于

3 500 r·min-1 离心 10 min，取上清置于−20 ℃保存，

备用。每组血清取其中一部分 56 ℃灭活 30 min，经

0. 22 µm 微孔滤膜过滤，−20 ℃保存备用。每组另

取血清 100 μL，加入乙酸乙酯 750 μL，涡旋 5 min，

于 4 500 r∙min-1 离心 10 min，取上清于 37 ℃氮气吹

干，加乙腈 50 μL 复溶，12 000 r·min-1 离心 10 min，

取上清液供 UPLC-Q-TOF-MS/MS 分析。

2. 7 青黛供试品溶液及其入血成分的分析与鉴

定 按 2. 1 和 2. 2 项下条件对青黛供试品溶液、空

白血清、青黄散 A，B 和 C 组含药血清进行 UPLC-Q-

TOF-MS/MS 分析，通过 ChemSpider，ChemicalBook

和 ChemBioDraw Ultra 14. 0 等，检索 PubMed 数据

库和 CNKI 数据库，并结合文献［4，15-17］建立青黛

的化学成分及其可能代谢产物的数据库 ，采用

MassLynx 4. 1 数据处理工作站采集和分析质谱数

据。采用 SPSS 23. 0 软件对实验数据进行分析，数

据以 x̄ ± s 表示，P<0. 05 表示差异具有显著性。采

用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术对供试品溶液和对照

品溶液进行分析，供试品溶液总离子流图见图 1。

根据化合物保留时间（tR）和质荷比、碎片离子信息

以及文献［18-21］，分析供试品溶液中的化学成分，

其鉴定信息见表 1。

峰 8 化合物一级准分子离子峰 m/z 249. 068 8

［M+H］+ ，结 合 数 据 库 ，初 步 推 断 分 子 式 为

C15H8N2O2，二 级 质 谱 出 现 m/z 130. 029 1［M+H-
C7H5NO］+，符合色胺酮裂解途径，结合对照品 tR 等，

推测该化合物为色胺酮，其可能裂解途径及一、二

级质谱图见图 2。峰 9 的 tR=7. 522 min，一级质谱准

分子离子峰 m/z 263. 082 6［M+H］+，二级质谱出现

m/z 235. 086 9［M+H−CO］+，推测该化合物分子式

为 C16H10N2O2，符合靛蓝裂解途径，结合对照品 tR 等

信息，最终推断其为靛蓝，其可能裂解途径和一、二

级质谱图见图 3。峰 11 的 tR=8. 049 min，一级质谱

准分子离子峰 m/z 263. 082 6［M+H］+，二级质谱出

现 m/z 235. 086 9［M+H−CO］+和 m/z 219. 094 4［M+

H−CO−NH2］
+碎片离子，推测该化合物分子式为

C16H10N2O2，根据靛玉红对照品 tR 等信息，最终确定

图 1 正离子模式下青黛供试品溶液的总离子流

Fig. 1 Total ion-flow chromatogram of Indigo Naturalis test

solution in positive ion mode

··81



第 26 卷第 13 期
2020 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 26，No. 13

Jul. ，2020

其为靛玉红，其可能裂解途径和一、二级质谱图

见图 4。

采用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 对空白血清以及青

黄散 A 组，B 组，C 组含药血清进行分析，见图 5。通

过对比青黛供试品溶液及空白血清样品的总离子

流图，根据精确相对分子质量、同位素丰度比、准分

子离子峰、对照品和供试品溶液中色谱峰的 tR，推断

青黄散 A 组含药血清共 19 个移行成分，青黄散 B 组

含药血清共 22 个移行成分，青黄散 C 组含药血清共

25 个移行成分，且 3 组均含有来源于青黛供试品溶

液中的 5 个原型入血成分，分别为色胺酮，靛蓝，靛

玉红，2-氨基苯甲酸和 N-苯基 -2-萘胺，见表 2。峰

14~16 的 tR 分别为 6. 961，7. 522，8. 049 min，三者准

分 子 离 子 峰 分 别 为 m/z 249. 068 8［M+H］+ ，m/z

表 1 青黛供试品溶液中化学成分的 UPLC-Q-TOF-MS/MS分析

Table 1 Analysis of chemical constituents of Indigo Naturalis test solution by UPLC-Q-TOF-MS/MS

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

tR/min

2.622

3.507

3.676

3.744

3.896

4.933

5.920

6.961

7.522

7.719

8.049

12.199

20.058

m/z（[M+H]+）

182.080 9

147.048 6

148.038 8

134.061 0

138.054 8

279.077 6

267.077 2

249.068 8

263.082 6

263.082 6

263.082 6

220.113 3

364.106 6

分子式

C9H11NO3

C8H6N2O

C8H5NO2

C8H7NO

C7H7NO2

C16H10N2O3

C15H10N2O3

C15H8N2O2

C16H10N2O2

C16H10N2O2

C16H10N2O2

C16H13N

C23H13N3O2

δ/ppm

4.4

4.1

−6.8

2.9

−5.1

−2.5

3.8

9.6

2.3

2.3

2.3

−3.0

5.6

特征碎片离子

137.084 1，164.071 2

102.033 6，116.050 3

134.061 6，116.050 3，120.043 2

106.066 2，116.050 3

92.050 6，120.045 4

132.045 9，249.065 6，250.070 9

119.088 0

130.029 1

219.091 3，235.086 9

221.071 0

219.094 4，235.086 9

143.074 2

235.087 1

化合物

酪氨酸

4-羟基喹唑啉

靛红

吲哚酚（吲哚的羟基取代化合物）

2-氨基苯甲酸

羟基靛玉红

3-（2'-羧基苯基）-4（3H）-喹唑酮

色胺酮

靛蓝

异靛蓝

靛玉红

N-苯基-2-萘胺

青黛酮

图 3 靛蓝可能裂解途径和一、二级质谱

Fig. 3 Possible cleavage pathways and primary and secondary

mass spectra of indigo

图 2 色胺酮可能的裂解途径和一、二级质谱

Fig. 2 Possible cleavage pathways and primary and secondary

mass spectra of tryptanthrin
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263. 082 6［M+H］+和 m/z 263. 082 6［M+H］+，结合

二级质谱和对照品的相关信息，确定峰 14~16 分别

为原型成分色胺酮、靛蓝和靛玉红。峰 7 和峰 18 的

保留时间分别为 3. 896 min 和 12. 199 min，结合一

级、二级质谱信息，并与青黛供试品溶液的相关质

谱信息进行比对，推测二者分别为原型成分 2-氨基

苯甲酸和 N-苯基-2-萘胺。

2. 8 青黛入血成分可能的代谢途径分析 青黛入

血成分主要发生氧化、还原、乙酰化、甲基化、谷胱

甘肽结合以及葡萄糖醛酸化等反应，其中多发生Ⅱ

相结合反应。以青黛指标成分为例，靛玉红和色胺

酮均发生甲基化、脱羰基反应，其可能代谢途径见

图 6，7。

2. 9 含药血清对 HL-60 细胞增殖的影响 采用细

胞计数试剂盒-8（CCK-8）法检测。取对数生长期的

HL-60 细胞，计数后加入 96 孔细胞培养板中，使每

孔细胞悬液中约含 2×103 个细胞。实验分为调零

组、空白血清组和青黄散 A 组，B 组及 C 组，取空白

血清以及青黄散 A 组，B 组，C 组含药血清分别用伊

思柯夫改良培养液（IMDM）稀释，使含药血清最终

体积分数为 80%，64%，32%，16%，8%，每组 3 个复

孔。孔板外周每孔加入磷酸盐缓冲液（PBS，pH

7. 2~7. 4）100 μL，于 37 ℃，5% CO2 条件下培育，分

别于 24，48 h 后取出，除外周孔外每孔加入 CCK-8

溶液 10 μL，于 37 ℃，5% CO2 条件下继续孵育 4 h，

终止培养，用酶标仪在 450 nm 处测定各孔的吸光度

A，取平均值，计算细胞存活率，公式为细胞存活率=

（A 实验组-A 调零组）/（A 空白血清组-A 调零组）×100%，见表 3。

由表 3 可知，当 C 组含药血清体积分数达到一

定值后，与 HL-60 细胞共孵育 48 h 的细胞存活率明

显低于 24 h 的。青黄散 A 组和 B 组各体积分数含药

血清与 HL-60 细胞共孵育 24，48 h 后对细胞的抑制

作用均不明显。青黄散 C 组含药血清孵育 24 h 后，

当体积分数达 64% 时，与青黄散 A 组和 B 组相比，

细胞存活率均有显著性差异（P<0. 01）。青黄散 C

组含药血清孵育 48 h 后，当体积分数达 16% 时，与

青黄散 B 组相比，细胞存活率有显著性差异（P<

0. 05）；当体积分数达 32% 时，与青黄散 A 组和 B 组

相 比 ，细 胞 存 活 率 均 有 显 著 性 差 异（P<0. 05，P<

0. 01），且呈现浓度依赖性趋势，随着含药血清体积

分数的增大，其对细胞的抑制作用增强。

3 讨论

预试验分别考察了大鼠单次和多次给药方式，

将末次给药 0. 5，1，2，4，8，12 h 的含药血清作用于

HL-60 细胞，结果发现多次给药组细胞抑制率明显

高于单次给药组，同时末次给药 1 h 采集的含药血

清对细胞的抑制作用最强，且含有的药物化学成分

较多。故本研究选择多次给药方式，并选择末次给

药 1 h 的血清进行后续实验。临床上青黄散的常用

青黛与雄黄配伍比例分别为 7∶3，8∶2，9∶1，本文主

要考察青黄散中雄黄对青黛在体内吸收的影响，预

试验结果表明青黛在大鼠血清中达到一定浓度后，

部分入血成分才可被检测到，并最终确定青黛的大

鼠给药剂量约 5 g∙kg-1；同时，由于雄黄具有一定的

图 4 靛玉红可能裂解途径和一、二级质谱

Fig. 4 Possible cleavage pathways and primary and secondary

mass spectra of indirubin

A.空白血清；B.A 组末次给药 1 h 含药血清；C.B 组末次给药 1 h 含药

血清；D.C 组末次给药 1 h 含药血清

图 5 青黄散不同组别样品在正离子模式下总离子流

Fig. 5 Total ion-flow chromatograms of samples form different

groups of Qinghuangsan in positive ion mode
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毒性，基于安全性考虑，对雄黄的配伍剂量进行了

调整。

本实验采用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术对青黛

供试品溶液，空白血清以及青黄散 A 组，B 组，C 组

含药血清进行分析，同时对比正、负离子下总离子

流色谱图，结果表明在正离子模式下青黛供试品溶

液中化合物的响应较高，所得到的色谱峰信息量较

多，故选择正离子模式下检测分析。本研究鉴定了

青黛供试品溶液中的 13 个化学成分，并进一步对大

鼠灌胃给药 1 h 后血清中移行成分进行分析，结果

发现 3 组青黄散含药血清中除 5 个原型成分外，A

组，B 组，C 组还分别发现了 14，17，20 个代谢产物，

提示随着雄黄剂量的增加，血清中检测到的入血成

分增多，一定剂量的雄黄可能会促进青黛中有效成

分的吸收。

基于以上 3 组青黄散体内代谢产物的差异，进

一步对青黛中主要成分靛玉红的体内代谢进行探

讨，生物体内甲基化反应是在酶催化下进行的，靛

玉红结构中含有吡咯氮原子，易发生 N-甲基化，但 C

组却未发生，可能是该组中雄黄剂量较大，在体内

达到一定浓度后，靛玉红分子结构中具有空轨道的

氮氧杂原子多数会与雄黄中的三价砷形成水溶性

砷的配合物［22］，由于分子结构改变导致其不能发生

甲基化，也可能与形成的配合物或其他代谢产物对

体内催化酶的活性产生抑制作用有关。相关研究

表明，靛玉红自身在体内不可发生脱羰基反应［23］，

表 2 青黄散不同组别含药血清中移行成分的 UPLC-Q-TOF-MS/MS分析

Table 2 Analysis of transitional constituents in drug-containing serum of Qinghuangsan group A, B and C by UPLC-Q-TOF-MS/MS

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

tR/min

1.567

2.467

2.520

2.791

3.761

3.879

3.896

4.305

5.021

5.156

6.008

6.177

6.501

6.961

7.522

8.049

8.116

12.199

12.726

15.260

15.875

17.558

17.727

20.058

21.180

21.181

27.391

m/z（[M+H]+）

150.054 8

299.069 3

382.165 6

191.080 6

269.090 9

120.045 4

138.054 8

176.070 5

277.098 4

291.076 2

281.091 2

221.073 7

281.094 7

249.068 8

263.082 6

263.082 6

235.086 9

220.113 3

263.084 1

251.049 1

467.115 5

423.177 9

525.182 6

493.150 9

441.132 7

439.132 2

471.104 4

分子式

C8H7NO2

C15H10N2O5

C22H23NO5

C10H10N2O2

C15H12N2O3

C7H5NO

C7H7NO2

C10H9NO2

C17H12N2O2

C17H10N2O3

C16H12N2O3

C14H8N2O

C16H12N2O3

C15H8N2O2

C16H10N2O2

C16H10N2O2

C15H10N2O

C16H13N

C16H10N2O2

C11H10N2O3S

C26H18N4O3S

C23H24N3O5

C26H28N4O6S

C28H20N4O5

C22H20N2O8

C18H22N4O7S

C22H18N2O10

δ/ppm

−4.7

8.7

0.5

−7.9

−6.3

4.2

−5.1

−0.6

2.5

−2.7

−5.0

9.9

7.5

9.6

2.3

2.3

−0.9

−3.0

7.6

0.4

−4.9

−3.5

3.4

−0.7

6.6

7.7

1.1

代谢途径

还原反应 C）

氧化反应

糖基化反应

甘氨酸结合

还原反应

脱羰基反应

原型成分

乙酰化

甲基化 A,B）

甲酰化

还原反应 C）

脱羰基反应 B）

甲基化

原型成分

原型成分

原型成分

脱羰基反应 B,C）

原型成分

甲基化 C）

半胱氨酸结合

半胱氨酸结合

肉碱结合 C）

谷胱甘肽结合 B,C）

谷氨酰胺结合

还原、葡萄糖醛酸化

谷胱甘肽结合 C）

甲酰化、葡萄糖醛酸化

原型成分

靛红

3-（2'-羧基苯基）-4（3H）-喹唑酮

N-苯基-2-萘胺

吲哚酚

3-（2'-羧基苯基）-4（3H）-喹唑酮

靛红

2-氨基苯甲酸

吲哚酚

靛玉红

靛玉红

羟基靛玉红

色胺酮

3-（2'-羧基苯基）-4（3H）-喹唑酮

色胺酮

靛蓝

靛玉红

靛玉红

N-苯基-2-萘胺

色胺酮

靛红

青黛酮

羟基靛玉红

N-苯基-2-萘胺

青黛酮

靛玉红

吲哚酚

3-（2'-羧基苯基）-4（3H）-喹唑酮

注：A）A 组含药血清特有成分；B）B 组含药血清特有成分；C）C 组含药血清特有成分；其余成分均为 3 组共有成分。
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而青黄散 B 组和 C 组中靛玉红能发生该反应，可能

是一定剂量雄黄与青黛在体内产生的代谢产物可

催化靛玉红发生脱羰基反应。CCK-8 法检测结果

进一步验证发现，当固定青黛剂量后，雄黄增加到

一定剂量可抑制 HL-60 细胞的增殖，表明青黄散的

药效增强，一方面可能是雄黄在体内可以促进青黛

有效成分的吸收，另一方面可能是雄黄在血清中的

浓度改变使其对细胞的抑制作用增强，且药物浓度

达到一定值后才可发挥药效。3 组青黄散血清中移

行成分大多为生物碱类物质及其代谢产物，多数成

分具有抗肿瘤作用，其中靛玉红为双吲哚类抗肿瘤

药物，是从青黛中分离出来的抗白血病的主要有效

成分，具有抗肿瘤、抗菌、抗炎、抗病毒及神经保护

作用，临床用于治疗慢性粒细胞白血病［24-25］；色胺酮

和靛蓝均有抗肿瘤、抗菌、抗炎等作用［26-29］。通过对

不同配比青黄散入血成分进行分析，可进一步阐明

该复方的药效物质基础。

本课题组前期研究了不同比例青黛和雄黄配

伍对体内砷变化的影响规律，结果显示不同配比的

青黄散中砷的血药浓度差异具有统计学意义（P<

0. 05），且随着青黛比例的增加能促进大鼠对雄黄

中砷的吸收［30］。这与本文研究结果相呼应，青黛与

雄黄配伍后，青黛可促进雄黄中有效成分的吸收，

雄黄可增加青黛的入血成分，在一定程度上阐明了

青黛和雄黄的配伍规律，揭示了青黄散配伍的科学

内涵。本实验主要研究 3 组不同配比青黄散中青黛

入血成分的差异，并未分析入血成分是否有为有效

成分，后期会结合血清药理学实验进行更深入的

研究。

中药血清药物化学是指动物灌胃给药后，通过

鉴定和分析动物血清中的移行成分，从而揭示药物

药效物质基础规律的有效方法［31］。本实验基于药

物相互作用角度，选择通过中药复方的不同药物配

比来研究血清中移行成分变化为主要切入点，采用

UPLC-Q-TOF-MS/MS 考察不同比例雄黄对青黛血

清中移行成分的影响，同时可以借此差异来研究中

药复方配伍的机制和意义，结合细胞活性实验对不

同配比青黄散的药效进行初步探究，可为青黄散后

续的药理学及药动学研究提供实验依据。
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图 6 靛玉红可能的代谢途径

Fig. 6 Possible metabolic pathways of indirubin

图 7 色胺酮可能的代谢途径

Fig. 7 Possible metabolic pathways of tryptanthrin
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