舒胸片血清药物化学的初步研究
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摘　要:【目的】对舒胸片进行血清药物化学研究。【方法】采用血清药物化学的研究方法，采用SD大鼠灌胃给药，分别于给药一定时间后取血，测定复方提取液及其各单味药提取液血样的HPLC色谱图，并进行测定的方法学考察与血清指纹图谱的分析。【结果】舒胸片血清HPLC指纹图中可检出15个成分，其中血清本身具的成分4个，其余11个可能来自复方的原成分及其代谢产物。舒胸片中已知的6种主要成分（川芎嗪、羟基红花黄花素A、阿魏酸、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1）均可从血清中检出，表明为入血成分（或血中移行成分），舒胸片中已知的6种主要成分（川芎嗪、羟基红花黄花素A、阿魏酸、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1）包含在其中，表明均为入血成分（或血中移行成分）。在血清HPLC指纹图谱与复方HPLC指纹图谱的基础上，建立了舒胸片的表观血清指纹图谱。【结论】所建立的舒胸片提取液HPLC指纹图谱测定方法操作简便，重复性好，同时所建立的指纹图谱可反映舒胸片药材中多成分的信息，故本研究为有效地控舒胸片的内在质量提供了较为可靠的方法，并为该制剂的深入研究奠定了良好的基础。
关键词：舒胸片 血清药物化学 指纹图谱 HPLC 
Preliminary Study on Serum Pharmacochemistry of 
Shuxiong Tablets
LEI zhi-dan ， Huang-yin ，LEI zhi-jun ，XIA Xin-hua(
Hunan University of Traditional Chinese Medicine，Hunan ,Changsha, 410208

Abstract:Aim：Perorm serum pharmacochemistry study on extract in Shuxiong Tablets. Methods：HPLC research on the serum fingerprints chromatograms of Shuxiong tablet extract based on blood serum chemical pharmacy: after SD rats are administrated by gavages, samples are taken respectively after certain periods and measures are made on serum chromatograms of both mixed extracts and each single extract, then analysis is made. including 16 components can be detected in the fingerprint serum, including 5 of the serum itself, and the other 11 may come from the original compound and their metabolites. Conclusion：the 6 major components of Shuxiong tablet (ligustazine、hydroxysafflor yellow A、ferulic acid、notoginsenoside R1、ginsenoside Rg1、ginsenoside Rb1) which are in the blood or transitional elements in the blood. The serum chromatograms of Shuxiong tablet are established on the basis of serum HPLC fingerprint chromatograms and compound HPLC fingerprint chromatograms. Results：HPLC research on fingerprint chromatograms is simple and reproducible, and the fingerprint chromatograms can reflect multi-ingredients in the Shuxiong tablet, therefore, this study provides a reliable method for the effective quality control of Shuxiong tablet, and prepares for in-depth study on the tablet. 
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从内服药而言，不论中药复方多大、成分多少，只有进入血液的成分（即血中移行成分）才有可能成为有效成分。因此，通过分析口服给药后血清中成分，确定中药及复方的体内直接作用物质，将成为快速、准确确定中药药效物质基础的有效途径。中药血清药物化学正是基于以上论述而建立并发展的。王喜军[1～3]等于1997年正式提出了“中药血清药物化学的概念及理论”，血清药物化学主要是研究血清中的化学物质，观测血清中外源性活性物质及其作用和代谢规律。
舒胸片系《中国药典》2005版一部收载的复方中药制剂[4]，由三七、川芎、红花三味中药制备而成，各药味主要有效成分明确，并含有皂苷类、黄酮类、生物碱、有机酸等多种不同结构类型的有效成分。本实验建立了一种简单、可靠的HPLC方法，对舒胸片提取液的血清药物化学进行动态跟踪分析，同时这种方法用于建立舒胸片提取液指纹图谱以及给大鼠灌胃一定剂量的舒胸片提取液后所获得的血清药物化学动态指纹图谱。通过对舒胸片提取液的指纹图谱与血清药物化学动态图谱中峰的相关性研究，阐明其血中移行成分、代谢产物以及方剂的配伍意义，从而有的放矢地改善其生产工艺，达到提高临床疗效的目的，初步揭示出舒胸片提取液在大鼠体内的主要药效物质基础。

1 仪器与试药：

1.1 仪器与设备：  

    Agilent 1200高效液相色谱仪， SK3300H超声仪（北京医用设备厂），RE-52A旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂），80-1型离心沉淀机（江苏金坛市中大仪器厂）。

1.2 药品与试剂 

乙腈为色谱纯(Tedi company，批号：811903)，水为超纯水，磷酸（分析纯，湖南师大化学试剂厂），阿魏酸对照品(批号：110733-200611)，羟基红花黄花素A对照品(批号：110615-200516)，人参皂苷Rg1对照品(批号：110703-200322)，人参皂苷Rb1对照品(批号：110704-200318)，三七皂苷R1对照品(批号：110745-200415)，对照品均购自中国药品生物制品检定所，供含量测定用。

三七，川芎，红花均由湖南九芝堂药业有限公司提供。

1.3 实验动物 

SD大鼠，雌雄各半，体重200～220g，由湖南中医药大学动物中心提供。动物合格证号为：SCXK(湘2009-0004)

2.实验方法与结果

2.1 提取液的制备

2.1.1 舒胸片混合提取液的制备:三七用70%乙醇回流提取二次，加醇量分别为8倍、6倍，提取时间分别为2小时、1.5小时，收集醇提液，浓缩至每1ml含0.5g生药；川芎加10倍量95%乙醇煎煮2小时，滤过，滤液另存，药渣与红花加10倍量水煎煮二次，每次1小时，合并三次煎液，滤过，滤液静置24小时，取上清液滤过，滤液浓缩至每1ml含0.5g生药，与上述三七浓缩液合并。取混合液1ml加色谱甲醇稀释至10ml，过0.45µm滤膜，即得给药样品供试液。

2.1.2 舒胸片各单味药提取液的制备：取三七、川芎、红花适量，按2.1.1项下方法制成各单味药提取液。取各单味药提取液1ml加色谱甲醇稀释至10ml，过0.45µm滤膜，即得各单味药样品供试液。

2.1.3灌胃液的制备：川芎、三七浓缩液置于76℃干燥箱干燥24h，得浸膏，取各浸膏的一半分别溶于100ml水中得川芎、三七的单味药灌胃液，红花浓缩至200ml，取100ml得红花单味药灌胃液，川芎三七浸膏一半加入100ml红花水提液中溶解，得舒胸片混合灌胃液。

2.2 血清样品的制备

2.2.1 给药方案：以舒胸片临床剂量折算成动物的等效剂量，2ml／次，一天一次连续灌胃给药（舒胸片混合提取液及各单味药提取液）12天，并设空白对照组（灌胃给予蒸馏水）。

2.1.2空白血清及含药血清样品的制备[5-8]：各组分别于末次给药后0.5h、1h，从大鼠眼眶取血，静置24h待血凝结后，离心20min(3000r·min-1)，取上清液，即得。

2.3 血清指纹图谱的测定

2.3.1 供试品的制备[9-11]：取上述各种血清样品，加入色谱甲醇，超声20min，沉淀除去蛋白，离心后取上清液，过0.45μm微孔滤膜，供HPLC分析。 

2.3.2 参照物的制备：分别取盐酸川芎嗪、阿魏酸、羟基红花黄色素A、人参皂苷Rgl、人参皂苷Rb1与三七皂苷R1对照品适量，用甲醇溶解分别制成适当浓度的溶液（或混合溶液）。

2.3.3 色谱条件：KromasilCl8柱(200×4.6mm，5µm)；以0.05％磷酸水溶液为流动相A，以乙腈为流动相B，按表1中的规定进行梯度洗脱；检测波长：203nm；柱温：30℃；流速：1mL·min-1；进样量为10µL，分析时间为70min。

表1  梯度洗脱程序

	   时间（min）         流动相A（%）          流动相B（%）

	   0～8                   95                     5

   8～45                95 → 62               5 → 38

  45～70               62 → 60               38 → 40


2.3.4 供试品的测定：按上述色谱条件，取供试品溶液与参照物溶液适量，分别注入液相色谱仪，记录色谱图（见图1～14）。
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图1  空白血样HPLC色谱图
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图2  空白血样+对照品HPLC色谱图
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图3  30min取血复方提取液血样HPLC色谱图
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图4  1h取血复方提取液血样HPLC色谱图
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图5  30min取血的川芎血样HPLC色谱图
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图6  1h取血的川芎血样HPLC色谱图
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图7  30min取血的三七血样HPLC色谱图
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图8  1h取血的三七血样HPLC色谱图
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图9  30min取血的红花血样HPLC色谱图
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图10  1h取血的红花血样色谱图
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图11  复方混合提取液HPLC色谱图
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图12  川芎提取液HPLC色谱图
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图13  三七提取液HPLC色谱图
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图14  红花提取液HPLC色谱图

2.4 测定的方法学考察
2.4.1精密度实验  取同一批次混合血样，连续进样6次，记录色谱图，结果各共有特征色谱峰相对保留时间的RSD均<1% ，相对峰面积的RSD均<3% ，表明供试品进样精密度良好。

2.4.2稳定性实验  取同一批次混合血样，分别于0、2、4、8、12、24 h进样，记录色谱图，结果各共有特征色谱峰相对保留时间的RSD<1% ，相对峰面积的RSD<3% ，表明供试品在测定的24h内稳定性良好。

2.4.3重复性实验  取同一批混合血样，按上述方法制备6份供试液，进样，记录色谱图，结果各共有峰相对保留时间的RSD<1% ，相对峰面积的RSD<3%，表明本测定方法重复性良好。

2.5 血清指纹图谱的建立

根据10批样品在多个测试条件下获得的测试结果，确定共有指纹峰（相对保留时间、峰面积比值），选取特征指纹峰群，建立舒胸片的血清指纹图谱，如图15所示。

2.5.1 共有指纹峰的标定：舒胸片HPLC血清指纹图谱中，共有指纹峰15个。以保留时间约为(59.317±0．028)min (12号峰)为参照峰（S峰），将各色谱峰保留时间与同一图谱中S峰的保留时间比较，其比值为各色谱峰的相对保留时间。

2.5.2 共有指纹峰面积比：以参照物峰（S峰）面积为1，计算各共有指纹峰面积与S峰面积的比值。
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图15  舒胸片HPLC血清指纹图谱

3.川芎嗪  5. 羟基红花黄花素A  7.阿魏酸  

8.三七皂苷R1   9.人参皂苷Rg1   11.人参皂苷Rb1
2.6 血清指纹图谱的信息分析 

从混合血样与空白血样、空白+对照品血样对比可见，混合血样中共分离有16个色谱峰，3、5、7、8、9、11号共有指纹峰所对应的成分依次为舒胸片中六种主要成分川芎嗪，羟基红花黄花素A、阿魏酸、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1；与空白+对照品血样比较，混合血样中出现了5个新的色谱峰，即12、13、14、15、16号峰，比较川芎血样色谱图，推测15、16号峰所代表的入血成分可能来自川芎，而12、13、14号峰在空白血样、三七、川芎、红花提取液HPLC色谱图及其血样HPLC色谱图中均未有对应峰，故推测可能为复方的代谢产物。

2.7 表观血清指纹图谱的建立

基于上述血清指纹图谱的信息分析结果，对复方混合提取液HPLC指纹图谱中与血清移行成分相关的特征指纹峰（群）进行标定，即可获得能表达血中移行成分的表观血清指纹图谱。
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图16  舒胸片HPLC表观血清指纹图谱

（注：箭头标注的峰为血中移行成分）

3小结与讨论

3.1与1h取血样品的HPLC色谱图比较，可知30min血样色谱图中大多数成分的峰面积比1h的大，故采集血样以末次给药后30min为佳。

3.2舒胸片血清HPLC指纹图中可检出15个成分，其中血清本身具的成分4个，其余11个可能来自复方的原成分及其代谢产物。舒胸片中已知的6种主要成分（川芎嗪、羟基红花黄花素A、阿魏酸、三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Rb1）均可从血清中检出，表明为入血成分（或血中移行成分），故可作为舒胸片的药效物质用于工艺与质量标准研究的定量评价指标。

3.3舒胸片的表观血清HPLC指纹图谱包含有较多该制剂血中移行成分的信息（可检出约7～8个），若将其作为质量控制的指标，与传统的单一成分指标相比，它无疑能更好地保留中药复方中的有效成分，从而提高中药复方制剂的疗效；同时也可避免直接用血清指纹图谱作为评价指标所带来的操作不便、费用高、耗时多等问题。

3.4 本文建立了适合舒胸片水提液及其体内分析的HPLC方法，并将方法应用到舒胸片的血清药物化学动态分析及药效物质基础研究中。研究初步表明：血中移行成分的主要来源于川芎和三七。此外，本研究由于受到检测手段的限制未能对未知组分进行定性分析，同时一些微量组分可能未被检测到。对于这些问题，有待于进一步采用HPLC—MS联用技术及现代分离技术从药材及血浆中分离未知组分并进行结构鉴定。
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