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"#$%&法及微生物效应法研究金银花提取物抗菌成分
在 &'大鼠体内药代动力学

"

!晏肃霜(

!梁小明)

!!(*江西省赣州市肿瘤医院!赣州 +,(---")*江西博雅生物制药股份有限公司!抚

州 +,,---#

摘要!目的!金银花提取物抗菌成分在 &'大鼠体内的药代动力学研究" 方法!建立一种液质联用方法#"#.%&$定量测定大

鼠血浆中的绿原酸" 结果!此方法快速%灵敏%准确&并且与以抗菌活性为指标的微生物效应法有相关性" 结论!此方法成功应

用金银花主要抗菌成分药代动力学研究&为合理阐述金银花抗菌成分的体内药效物质基础提供一条新的思路"

关键词!金银花'绿原酸'"#$%&法'微生物效应法'药代动力学

中图分类号!/)01*2!!文献标识码!3
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!!金银花又名银花&双花&忍冬$具有清热解毒&凉

散风热的功能$用于疔疮痛肿&喉痹&丹毒&热毒血

痢&风热感冒&温病发热诸病'((

$是临床常用中药)

也常见于各种复方用药) 现代药理研究证明金银花

有很好的体外抗菌活性')(

) 绿原酸是金银花的主

要药效成分'+(

)

金银花的抗菌活性成分的体内药动学研究主要

是针对绿原酸',(

) 绿原酸性状不稳定$有文献报

道'1(口服绿原酸类物质在体内转化成其他成分物

质$因此单纯以绿原酸为指标的药代动力学研究不

能完全反映金银花的抗菌成分的体内动态变化) 微

生物效应法研究药代动力学直接以金银花的抗菌效

应为指标$可综合反映金银花在体内的抗菌成分的

动态变化$也符合中药方剂特点和中医整体思想)

结合灵敏可靠化学定量方法$可在时间&浓度&效应

三方面同步$建立金银花抗菌活性成分的 <V$<'模

型$为阐明金银花的药效物质基础及进一步开发提

供理论依据)

(!仪器与材料

3R:F7C9()-- 液相色谱仪$二极管阵列检测器$

3R:F7C92,(- 三重四极杆质谱仪"&W$#I无菌操作台

!苏州灵净公司#$XQWY$(--Z恒温培养摇床"&:R$

@>($(, 离心机!德国 &U[%3西格马公司#"#%$()

氮吹仪!北京成萌伟业公司#) 甲醇为色谱级!%7?$

8B公司#"其余试剂均为分析纯""#$%& 法用水为重

蒸馏水"微生物效应法用水为灭菌生理盐水) 对照

品%绿原酸购于中国药品生物制品检定所$批号%

((-\1+* )--)()
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金银花!HFAD"AC:87?>7I>GAC:8>7#为忍冬科植

物忍冬!"AC:87?>I>GAC:8>7P=LC5*#的花$购于河南

省封丘县)

&'大鼠$雄性$体重 (0- )̀)-R$由江西中医学

院实验动物中心提供!合格证号%-)($]2-)#)

)!方法与结果

)*(!样品制备!取金银花药材晒干磨成粉末$称取

+-- R$加入石油醚脱酯"残渣用十倍量 \-a乙醇水

浴提取三次$每次一小时"提取液旋蒸$除去乙醇$并

浓缩到 +-- @F!( @F溶液相当于 ( R药材#备用)

)*)!给药与取样!选取 1 只健康 &'大鼠$禁食不

禁水 (- =) 称重) 每只灌胃 + @F) 按时间周期 1&

(-&)-&+-&1-&\-&(--&(+-&(0-&+-- @:C 从眼眶取

血$置于预留肝素的离心管中$+ --- ?b@:C 离心)

量取 )--

!

F血浆$加入 -*) %盐酸溶液 (--

!

F$涡

旋 1@:C) 再加入四倍量的甲醇沉蛋白$, c () ---

?b@:C高速离心分离蛋白) 精密量取上清液 ( @F$

氮气吹干) 用 )--

!

F蒸馏水复溶) 备用)

)*+!"#$%&方法

)*+*(!色谱条件!色谱柱%X4/Z3dO8F:GD7d'Z$

#

(0

!,*21- @@$(*0

!

@#"流动相%甲醇$-*-(a的甲

酸水溶液!(-e]-#等度洗脱) 检测波长%+)\ C@"流

速%-*) @Fb@:C"进样量%1

!

F) 质谱条件%O&U离子

源!(-*- "b@:C"+1- c"+1 GD:"+01(^#"采用负离

子的 &U% 模 式 扫 描) 数 据 处 理 采 用 3R:F7C9

%>DDQLC97?fL>F:9>9:;73C>FND:D;7?D:AC Z*-(*--ZL:FM

(*-*0)*1)

)*+*)!溶液配制!取绿原酸对照品适量$精密称

定$加入蒸馏水配制成 ( @Rb@F的对照品溶液) 依

次稀释成浓度 (-*-&(*-&-*( CRb@F高中低三个浓

度作为质量控制样本溶液)

)*+*+!标准曲线!绿原酸对照品溶液依次稀释成

浓度!)-*- CRb@F̀ -*-( CRb@F#浓度范围$分别加

入空白血浆$并按上述 )*) 项下样品处理方法处理)

制得溶液作为工作溶液$进样) 考察线性范围!*g

-*]]] (#$制得标准曲线)

)*+*,!回收率考察!质量控制样本溶液加入血液

按 )*) 项下样品处理方法处理后$各浓度连续进样

1 次$与质量控制样本溶液直接进样所得峰面积的

比值为回收率$其结果为表 ()

表 (!加样回收率

样品浓度 bCR+@F

.( 回收率!a# 平均回收率!a#

-*( 0+*( h(-*\ 02*(

(*- 00*1 h,*0 (-*-

02*\ h2*\

)*+*1!精密度考察!三个浓度的质量控制样本溶

液同一天连续进样 1 次$计算结果所得偏差为日内

精密度"三个浓度的质量控制样本溶液在连续三天

每天分别进 ( 针$计算结果所得偏差为日间精密度)

结果为表 ))

表 )!精密度试验结果

理论浓度
bCR+@F

.(

测定浓度
bCR+@F

.(

AGJ!a#

-*( -*(- h-*-( (-*-

日内精密度 (*- (*-0 h-*-1 ,*2

(-*- (-*(, h(*-0 (-*\

-*( -*-] h-*-( ((*(

日间精密度 (*- (*(- h-*-2 1*,

(-*- (-*(( h-*]+ ]*(

)*+*2!灵敏度!标准曲线线性的起始浓度为定量

限!f4'#$为 -*-1 CRb@F"检测限选取 &bTi+ 时的

被测物的绝对值$为 -*-( CRb@F)

)*+*\!稳定性考察!质量控制样本溶液分别进行

短期室温稳定性&长期低温条件下的稳定性及冻融

试验考察) 结果为表 +)

表 +!稳定性试验结果 b

!

R(@F

.(

样品浓度
短期稳定性

浓度 偏差!a#

!

长期稳定性

浓度 偏差!a#

!

冻融试验

浓度 偏差!a#

-*( -*(( h-*-( (-*- -*-] h-*-( .(-*- -*-] h-*-( .(-*-

(*- (*-1 h-*-\ 1*- (*-( h-*-+ (*- (*-( h-*-1 (*-

(-*- (-*-\ h-*(( \*- ]*], h-*-] .2*- ]*]0 h-*(+ .)*-

)*,!微生物效应法

上述按 )*) 项下处理的血浆样品经恰当灭菌

后$采用琼脂平板稀释法'2(测定血药浓度)

+!药代动力学研究

分别以体内绿原酸的浓度和 %U#为纵坐标$各

取血点为横坐标$绘制药时曲线) 所得数据用 '3&

软件!<V;7?D:AC (*-$中国药学会#处理) 主要药动

学参数为表 ,)

表 ,!主要药动学参数

参数 "#$%&法 微生物效应法

(

(b)

b@:C

)2*\ )\*2

P

@>J

b@:C

+-*2 +-*(

#

@>J

bCR+@F

.(

\]*2- h)1*\ ]1*(, h))*+

3S#

!- .),-#

!CR+@F

.(

+@:C

.(

#

1]*2\ h2*0 2,*(] h(-*+

+(2+
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益肾通脉汤对兔动脉粥样硬化形成过程中平滑肌细胞
增殖和凋亡的影响

"

!程红!罗陆一!!广州中医药大学附属深圳市中医院心内科!深圳 +(0-++#

摘要!目的!探讨益肾通脉汤对兔动脉粥样硬化#3&$形成过程中血管平滑肌细胞# &̂%#$增殖和凋亡的影响" 方法!,- 只健

康新西兰雄性大耳白兔&随机分成 , 组&即模型组#%[$&益肾通脉汤组#Y&[$&阿托伐他汀组#3#[$'通过兔耳缘静脉注射牛

血清白蛋白及高脂饲料喂养&复制兔动脉粥样硬化模型&免疫组化法检测增殖细胞核抗原#G?AF:E7?>9:CR87FFCL8F7>?>C9:R7C&<#$

T3$的表达&缺口末端标记法 #PSTO"$检测 &̂%#凋亡情况" 结果!与#[组比较&%[组%Y&[组%3#[组<#T3和 &̂%#凋

亡均有显著升高#4i-*---$'与 %[组比较&Y&[组%3#[组 <#T3和 &̂%#凋亡表达的阳性细胞率均有显著降低#4i-*

---$'Y&[组和3#[组相比<#T3和 &̂%#凋亡表达无明显区别#4i-*)11&4i-*)\2$" 结论!对 3& 形成过程中 &̂%#增

殖和凋亡进行合理调节可能是益肾通脉汤延缓动脉粥样硬化发生发展的有效途径"

关键词!动脉粥样硬化'血管平滑肌细胞'增殖'凋亡

中图分类号!/)01*1!!文献标识码!
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,!讨论

中药活性成分的药代动力学研究在阐述中药的

药效物质基础及作用机制发挥着重要的作用) 但是

中药成分复杂$进入体内的活性成分含量低$常规的

色谱方法不易检测) 质谱检测以高灵敏性和高准确

性无疑是中药体内药物分析的发展趋势) 本文通过

液质联用技术$定量检测了金银花粗提物灌胃给药

的 &'大鼠体内绿原酸的含量$区分了绿原酸代谢

物对其含量的影响)

从"#$%&法及微生物效应法所得数据可以明

显看出两者之间有密切关系) 从侧面论证了绿原酸

是金银花中主要的抗菌成分) 因此$可以初步认为

体内绿原酸浓度的变化一定程度反映了抗菌成分的

的变化$绿原酸及转化成分还是金银花在体内的主

要活性成分)

本文建立一种快速&灵敏的体内绿原酸的检测

方法$并应用于口服金银花粗提物的药代动力学研

究$并且辅助以抗菌活性成分的微生物效应法$建立

时间&浓度&抗菌效应三者同步的 <V$<'模型$为解

释金银花的抗菌活性成分在体内的药效物质基础提

供一种新的方法)
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