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摘 要:目的:通过研究蒙药那如-3血清指纹图谱,进一步了解其药效物质基础。方法:采用高效液相

色谱法(HPLC),建立蒙药那如-3大鼠灌胃后血清指纹图谱,分析其血清中的有效成分。结果:在蒙药

那如-3的含药血清中发现3个入血成分:乌头碱、胡椒碱和没食子酸。结论:乌头碱、胡椒碱和没食子酸

为蒙药那如-3的主要入血成分,是蒙药那如-3的有效成分。
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  蒙药那如-3方是临床上治疗风湿病的天然药物,处方
出自《至高要方》,由制草乌、荜拨、诃子配伍组成。具有祛

黄水、杀“粘”、消肿、止痛功能,主治风湿病[1];近年来也应
用于颈椎病、三叉神经痛、腰椎间盘突出症等疾病的治疗。

􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍
浆中IL-1β、IL-18含量显著升高;与模型组相比,参苏饮不
同剂量组干预后,“肺气虚外感”大鼠肺组织中IL-1β水平显
著下降,参苏饮低、中剂量组“肺气虚外感”大鼠肺组织中

IL-18水平显著下降,参苏饮高剂量组与模型组大鼠肺组织
中IL-18水平之间无统计学差异,且中剂量组大鼠肺组织中

IL-18水平显著高于低剂量组。本实验研究表明,NLRP3
炎症小体下游炎症因子IL-1β、IL-18很可能参与“肺气虚外
感”大鼠模型的炎症病理过程;参苏饮对“肺气虚外感”大鼠
炎症病理过程中IL-1β、IL-18的分泌可能起到抑制作用。
“肺气虚外感”证炎症病理过程的发生与 NLRP3炎症小体
存在一定相关性。
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前期研究发现蒙药那如-3所为天然药物对脊髓损伤(SCI)
具有抗炎及保护神经细胞功能的作用[2-4]。本研究拟采用
高效液相色谱法,分析大鼠口服蒙药那如-3后血清中的有
效成分,建立血清指纹图谱,为进一步研究蒙药那如-3药效
物质基础提供实验依据。

1 材料与仪器

1.1 药品与试剂
    

那如-3味药(内蒙古蒙药股份有限公司,生产批号:
1701050),对照品(乌头碱、胡椒碱、没食子酸)华夏标准物
质中心,其他试剂均为国产分析纯。
1.2 仪器

     

Aglient-1200高效液相色谱仪(安捷伦科技有限公司)、
冷冻微型离心机(贝克曼库尔特有限公司)、飞鸽牌TDL离
心机(上海右一仪器有限公司)。
1.3 动物

  

SPF级SD大鼠(南方医科大学实验动物中心),(250±
25)g,雌雄各半。许可证号:SCXK(粤)2016-0041。

2 方法

2.1 色谱条件
    

Dikma
 

C18(4.6mm×250mm,5μm)色谱柱;A(甲醇)B
(1%磷酸),梯度洗脱(0

 

~20min
 

,15%
 

A
 

:
 

85%
 

B→80%
 

A
 

:20%
 

B;20
 

~
 

30min
 

,80%
 

A:20%B→15%A:85%B);
检测波长

 

285nm;流速
 

1.0mL/min;柱温30℃;进样体积:
20μL。
2.2 对照品溶液配制

    

精密称取乌头碱、胡椒碱、没食子酸标准品适量,分别
置于100mL容量瓶中,用甲醇定容至刻度,分别制成每

1mL含0.1mg乌头碱、0.106mg胡椒碱及0.970mg没食子
酸的溶液。保存在4℃的避光冰箱中备用。
2.3 含药血清及空白血清的制备

    

取SD大鼠10只随机分为给药组和空白组。给药组每
日1.0mL/100g

 

灌胃那如-3-0.5%羧甲基纤维素钠混悬液
(浓度C=0.3g/mL),连续给药7天,采血前24h

 

禁食,采血
前2h 再 灌 胃 1 次,末 次 给 药 1h 后,3% 戊 巴 比 妥 钠

0.15mL/100g腹腔注射麻醉,颈动脉采血5mL。4℃,于无
菌离心管中静置30min,离心5min(4

 

000r/imn),取上层血
清于5mL具塞离心管中,置于-20℃下冷冻保存。空白组
每日0.5%羧甲基纤维素钠1.0mL/100g灌胃,连续给药7
天,同法制备空白血清。
2.4 血浆样品前处理方法

    

在血浆样本1.0mL中加入2倍量乙酸乙酯,涡旋混合

1min,离心10min(10
 

000r/min),取上清,氮气常温吹干,残渣
加入200μL的甲醇溶液涡旋混合溶解,低 温 离 心15min
(10

 

000r/min,4℃),取上清,置于-20℃下冷冻保存,待测。

3 结果

3.1 系统专属性实验
   

图1为供试动物的空白血清色谱;图2、图3和图4分别
为空白血清中加入没食子酸对照品(a)、乌头碱对照品(b)及
胡椒碱对照品(c)后得到的色谱;图5为给药后大鼠含药血清
色谱。将供试动物的空白血清色谱与空白血清中分别各加
入对照品没食子酸、乌头碱和胡椒碱后得到的色谱及给药后
大鼠血浆处理后的含药血清色谱进行比较,结果表明血清中

无内源性物质干扰测定,且两者峰形良好。

图1 空白血清HPLC色谱
    

图2 空白血清中加入没食子酸对照品HPLC色谱

图3 空白血清中加入乌头碱对照品HPLC色谱

图4 空白血清中加入胡椒碱对照品HPLC色谱

3.2 标准工作曲线绘制
  

取空白全血1.00mL,分别加入内标溶液和一系列浓度
的乌头碱、胡椒碱和没食子酸标准液。浓度为0.5,2.0,
5.0,10.0,20.0,50.0,100μg/mL,按照“2.4血浆样品前处
理方法”项下方法操作,按照“2.1仪器条件”测定,峰面积为
纵坐标Y,浓度为横坐标 X,求得直线回归方程为:测得乌
头碱、胡椒碱和没食子酸在0.5~100μg/mL内线性关系良
好。乌头碱标准曲线:Y=102.83X+12.59,r=0.999

 

21;
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胡椒碱标准曲线:Y=72.94X+8.363,r=0.999
 

81,没食子
酸标准曲线:Y=36.63X+108.36,r=0.999

 

56。

图5 含药血清HPLC色谱

3.3 精密度与准确度
  

取空白全血1.00mL,配置成血药浓度分别为0.5,5.0,
50.0μg/mL的样品,按照“2.4血浆样品前处理方法”项下
方法操作,每一方法进行3次样本分析,并与标准工作曲线
同时进行,以当日的标准工作曲线计算质量控制样品浓度,
考察方法的精密度和准确度。结果表明,共有的相对峰面
积RSD%为1.65%~9.07%。
3.4 稳定性实验

  

取空白全血1.00mL,配置成血药浓度分别为1.5,15.
0,90.0μg/mL的样品,按照“2.4血浆样品前处理方法”项
下方法操作,常温放置24h进样分析,以当日的标准工作曲
线计算质量控制样品浓度,考察方法的稳定性。结果表明,
共有的相对峰浓度RSD%为0.6%~1.41%。

 

3.5 血清指纹图谱分析
    

图1为空白血清 HPLC图谱,在图2、图3、图4及图5
中均可见与图1相对应的血清内源性干扰色谱峰1,2号峰,
图2中a峰为没食子酸对照品的血清 HPLC色谱峰,图3
中b峰为乌头碱对照品的血清 HPLC色谱峰,图4中c峰
为胡椒碱对照品的血清 HPLC色谱峰。图5含药血清色谱
图中均可见a、b、c色谱峰与图2,3,4中a、b、c色谱峰相对
应的共有峰,出峰时间分别为5.061,16.664和22.867min,
以上结果提示大鼠口服蒙药那如-3后血清中的有效成分含
有没食子酸、乌头碱和胡椒碱。

    

4 讨论
  

本研究在分析对照品和血清样品时,均采用了完全相
同的色谱条件,因此,建立的没食子酸、乌头碱和胡椒碱对
照品血清HPLC图谱与含药血清的HPLC图谱中的色谱峰
能够满足一一对应关系,同时进行了方法学考察,均满足分
析检测要求。在处理血清样品时,考察了有机试剂沉淀法、
热水浴法,考虑处理方法对色谱峰的干扰影响,最终确定采
用乙酸乙酯沉淀法处理血清样本,采用氮气低温浓缩法富
集血中的成分,以获取更多的信息。

  

本研究通过血清指纹图谱研究方法初步研究蒙药那如-
3入血成分,蒙药那如-3血清 HPLC指纹图中可检出多个
色谱峰,其中血清本身的成分2个色谱峰1、2号,见图1、图
5,蒙药那如-3中已知的主要成分有没食子酸,乌头碱和胡
椒碱[5-7],这3种主要成分均可从含药血清中检出,见图2中
的a峰、图3中的b峰及图4中的c峰。这3个入血成分可
能为蒙药那如-3的体内直接作用物质,对其进行深入的研
究,将有助于阐明蒙药那如-3药效物质基础及药效机制。
蒙药那如-3含药血清中的其他有效成分还需进一步研究。
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