UPLC法研究不同配伍对白虎汤中甘草酸含量的影响
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【摘 要】目的：建立UPLC法测定白虎汤中甘草酸含量的分析方法，研究配伍对汤剂中甘草酸含量的影响。方法：采用L8(27)正交设计，以UPLC法测定白虎汤中甘草酸的含量。结果：配伍降低了白虎汤复方药液中甘草酸的含量，知母和粳米对甘草酸含量的影响存在显著性（P<0.05），石膏增加了甘草酸含量，但影响不显著（P>0.05），两两交互作用对甘草酸含量的影响不显著（P>0.05）。结论：知母和粳米降低了复方药液中甘草酸的含量。
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Effects of Compatibility on Content of Glycyrrhizic acid in “Baihu Decoction” by UPLC
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[Abstract] Objective: To study the changes of glycyrrhizic acid in eight decoction. Method: Different decoctions were prepared and analyzed by L8(27) orthogonal design, the contents of glycyrrhizic acid in each decoction was determined by UPLC and variance analysis was processed. Result: The glycyrrhizic acid content was decreased when Licoroce compatible with other herbs. For Rhizoma Anemarrhenae and Rice, the difference of glycyrrhizic acid was significant(P<0.05), for Gypsum, the influence were insignificant(P>0.05), and the interactions between two of three are insignificant too(P>0.05). Conclusion: The content of glycyrrhizic acid in decoction was reduced by Rhizoma Anemarrhenae and Rice.
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白虎汤出自汉代医圣张仲景的《伤寒论》，由石膏、知母、甘草、粳米四味药组成，主治阳明、气分热盛证，具有清热生津的功效[1]。目前对白虎汤的药理作用研究较多[2～6]，但对配伍引起的主要化学成分的变化报道较少，主要仅集中在不同配伍对君药石膏中钙离子（Ca2+）溶出量影响的研究上[7～9]。中药汤剂在煎煮过程中,各药味的成分相互影响,产生助溶或沉淀等现象,使中药汤剂中有效成分的煎出率产生变化,直接影响中药汤剂在临床上的疗效。因此本实验将白虎汤中四味药进行不同配伍后,采用分煎与合煎的方法考察甘草酸的含量变化。

超高效液相色谱(UPLC)是以1.7μm填料作为固定相,使色谱柱获得了更高的柱效,而且在较宽的流速范围内柱效保持恒定，通过提高流动相的流速而缩短分析时间，提高分析通量，有利于复杂样品的分离。相对于普通HPLC而言，UPLC有更好的分离效率、峰容量以及灵敏度[10～12]。本实验通过使用UPLC法研究不同配伍对甘草酸含量的影响，为深入研究白虎汤的配伍规律、作用机制及今后开发此方等提供参考。

1 仪器与试剂
Waters AcquityTM Ultra performance LC色谱仪（美国Waters公司），AB135-S型电子分析天平（瑞士METTLER公司），5702型离心机（德国EPPENDORF公司）。甘草酸单铵盐对照品购自上海同田生物技术有限公司（批号09081222），色谱纯甲醇购自美国TEDIA公司，分析纯醋酸铵和冰醋酸购自上海国药化学试剂有限公司。
2 材料与方法
石膏为单斜晶系含水硫酸钙（CaSO4·2H2O）的矿石；知母为百合科植物知母Anemarrhena asphodeloides Bge.的干燥根茎；炙甘草为豆科植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根茎；粳米为禾本科植物稻Oryzasativa L.的种仁。石膏、知母、炙甘草购自浙江中医药大学中药饮片厂，粳米购于市场，经浙江中医药大学葛尔宁研究员鉴定。

2.1 白虎汤中甘草酸含量的测定

2.1.1 色谱条件  色谱柱为ACQUITY UPLC BEH RP18（2.1 mm × 100 mm，1.7μm）；流动相为乙腈-0.2 mol·L-1醋酸铵溶液-冰醋酸（30：69：1）；柱温为37℃；流速为0.3mL·min-1；检测波长250 nm。
2.1.2 标准曲线  精密称定甘草酸对照品1.00 mg，置10 mL容量瓶中，用流动相溶液溶解定容即得标准品溶液。依次进样0.2，0.4，0.8，1.2，1.6，2.0 μL标准品溶液，以进样量（X）为横坐标，色谱峰面积（A）为纵坐标，求得回归方程A＝30892.26 X-245.79，r＝0.9997。表明进样量在0.0200~0.2000 μg线性关系良好。
2.1.3 供试品溶液和阴性溶液制备  按处方剂量（石膏50g，知母18g，甘草6g，粳米9g）称取各配伍组和阴性对照组所需药材各3份，加水500 mL，于烧杯中浸泡30 min，然后煮沸20 min，纱布过滤，定容至500 mL，精密移取1 mL药液定容至10 mL，取适量药液3000 r离心10 min，0.22μm微孔滤膜过滤后装入进样瓶中，依次进样1 μL，测定浓度，计算白虎汤复方汤剂药液中甘草酸含量为11.35 mg·剂-1，RSD为0.4735%（n＝3）。色谱图见图1。
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A．对照品；B.样品；C.缺甘草阴性对照；1.甘草酸
图1 白虎汤UPLC图
2.1.4 精密度试验  取某一份供试品溶液，重复进样6次，甘草酸峰面积RSD为0.0957 %。
2.1.5 稳定性试验  取某一份供试品溶液，在配制后0，2，4，8，12，24 h进样，测定甘草酸峰面积RSD为0.6948 %，表明24 h内供试品溶液稳定。
2.1.6 加样回收率  平行精密量取已知含量的白虎汤药液1 mL，分别加入浓度为0.0230 mg·mL -1的甘草酸标准品溶液1 mL，按照上文2.1.3项下“定容至10 mL……”起同法操作，测定，结果平均回收率为98.72 %，RSD为0.6416 %（n＝4）。
2.2 配伍对白虎汤中甘草酸含量的影响
2.2.1 L8(27)配伍的正交设计  选石膏、知母、粳米作为3个因素，选用药和不用药为2个水平，同时考虑两两交互作用，因素水平见表1。

表1  因素水平

	水平
	A

石膏
	B

知母
	C

粳米

	1
2
	用药
不用药
	用药
不用药
	用药
不用药


2.2.2  试验安排及结果分析  按照L8(27)正交设计安排试验，结果见表2，方差分析见表3，不同配伍甘草酸含量见图2。
表2  L8(27)正交试验设计及结果
	试验号
	A
	B
	A×B
	C
	A×C
	B×C
	A×B×C
	甘草酸/（mg·剂-1）

	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	11.35

	2
	1
	1
	1
	2
	2
	2
	2
	41.86

	3
	1
	2
	2
	1
	1
	2
	2
	34.02

	4
	1
	2
	2
	2
	2
	1
	1
	81.07

	5
	2
	1
	2
	1
	2
	1
	2
	36.13

	6
	2
	1
	2
	2
	1
	2
	1
	73.87

	7
	2
	2
	1
	1
	2
	2
	1
	73.14

	8
	2
	2
	1
	2
	1
	1
	2
	77.21

	T1k
	168.30
	163.21
	203.56
	154.64
	196.45
	205.76
	239.43
	428.65

	T2k
	260.35
	265.44
	225.09
	274.01
	232.20
	222.89
	189.22
	


	表3  方差分析结果
方差来源
	离差平方和
	自由度
	F值
	显著性

	A
	1059.15
	1
	7.44
	P>0.05

	B
	1305.61
	1
	9.17
	P<0.05

	C
	1781.15
	1
	12.51
	P<0.05

	误差（A×B×C + A×B+ A×C+ B×C）
	569.51
	4
	
	


F0.05(1,4)= 7.71    F0.01(1,4)= 21.20
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1组：甘草；2组：甘草＋知母；3组：甘草＋石膏；4组：甘草＋粳米；5组：甘草＋石膏＋知母；6组：甘草＋石膏＋粳米；7组：甘草＋知母＋粳米；8组：白虎汤复方

图 2  不同配伍条件下药液中甘草酸含量变化图

3 结果与分析
表3方差分析表明，知母和粳米对甘草酸的含量影响差异存在显著性，但两两交互作用则没有显著性影响。图2显示，虽然石膏增加了甘草酸的含量，但影响不显著。上述各配伍组甘草酸含量依次为：甘草单煎>两药配伍>三药配伍>白虎汤复方。这可能由于甘草酸与知母中菝葜皂苷元和芒果苷形成复合物，也可能由于甘草酸与粳米中淀粉形成复合物导致甘草酸含量降低的。究竟是何种原因导致甘草酸含量降低，有待进一步研究。
虽然复方药液中甘草酸含量比单味药甘草水煎药液含量低，但是并不意味着配伍后药效一定比单味药的药效低。因为中医复方的临床疗效是方中各化学成分之间相互作用的整体效果。对本方药理作用研究发现，白虎汤复方对疫苗法致热家兔的解热作用，明显优于单用本方中有解热作用的君药石膏和臣药知母，而方中佐药甘草和粳米单用无解热作用[2]。但陈求浩等研究了甘草中有效成分甘草酸与石膏中金属离子配伍能力及其药理作用却发现，无解热作用的甘草酸可与石膏中Cu2+、Fe2+、Zn2+、Mn2+等金属离子形成不同稳定程度的配合物，并且上述甘草酸金属配合物均有解热作用[13]。马强等研究了不同配伍对白虎汤中Ca2+溶出量的影响，发现知母与石膏配伍合煎可明显抑制石膏中解热有效成分Ca2+的溶出，而甘草则可抵消知母对石膏中Ca2+溶出的负面影响，促进石膏中Ca2+的溶出，使得白虎汤复方药液中Ca2+的溶出量增高[9]。可见，复方药液中某些有效成分含量低于单味药，并不能说明复方配伍的不科学性。白虎汤复方配伍可使解热有效成分Ca2+溶出量增加，并可形成新的有解热作用的有效成分。这表明，中医方剂“君臣佐使”的组方原则确有其规律性和合理性。复方配伍可使一部分药物中有效成分溶出量增加或形成新的有效成分以增强复方药效，还可以通过各药物间相须、相使的作用，抵消某些药物之间的相互抑制作用，提高主药药效。但复方配伍是如何通过各药物间相互作用，使甘草抵消了知母对石膏中Ca2+溶出量的影响，甘草与知母、甘草与粳米之间相互作用如何导致甘草酸含量的降低，尚有待进一步研究。
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