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摘要# 目的!分析通窍活血汤家兔体内的移行成分川芎嗪( 方法!采用高效液相色谱法筛选检测波长) 萃取剂) 生物
样品蛋白沉淀剂等处理条件’ 检测家兔灌胃通窍活血汤后其血清) 脑脊液中川芎嗪’ 并与川芎嗪标准品以及空白血清
和空白脑脊液等样品进行对照’ 确定移行成分中川芎嗪( 结果!波长设置为 #1( E3) 川芎药材乙醇提取后采用石油醚
萃取和家兔含药血清及脑脊液以甲醇作为蛋白沉淀剂更有利于各样品中川芎嗪的检测( 在保留时间为 "(K’ 35E 处’
含药脑脊液和含药血清色谱图中出现了与川芎嗪标准品相同保留时间的色谱峰’ 而空白血清和空白脑脊液等样品色谱
图相应时间无色谱峰出现( 结论!通窍活血汤中川芎嗪可通过血脑屏障’ 结合川芎嗪神经保护作用的药效学研究’ 可
确定其为复方的效应成分之一(
关键词! 通窍活血汤* 血清* 脑脊液* 移行成分* 川芎嗪
中图分类号! O#1%K"!!!!!文献标志码! G!!!!!文章编号! "(("*"+#1"#("1#(1*"’1#*(%
!"#!"(K$0)0M8&5UUE&"(("*"+#1K#("1K(1K(##

9-+37)#)"%(&(4+K&(,73N74+1#-&#-K#.4+(&!#-.4&!#&-()%4"K*"-._#+" /0"Z0&
A&’"’(#"-#-4+LL#()

hZ,5*;DEL"’#’ !hGFTF5EL"’#!’ !X/GFTY5E"’#’ !.jFm5*:7>EL"’#

""#\%0D’X,(’),(0,-12++’+ 8%6292+%’ 82+23)(0,-N6A9’)2,+’ K+/A2B+2C%(32)0,-7/2+%3%8%6292+%’ .%-%2<F;;"<’ 7/2+’* <#Q+3)2)A)%-,(!/’(*’O

9,60+’*293’+6 ?’-%)0NC’4A’)2,+ ,-7/2+%3%8%6292+%’ K+/A2K9’6%*0,-7/2+%3%8%6292+%’ .%-%2<F;;"<’ 7/2+’#

E$FG@<A;! S>EL‘54>/C>ACDJD=>=B5>E* UD[C3* =D[D̂[>U;5E46\6C5?* 35L[4BD? 5EL[D?5DEBU5E* BDB[43DB7*
96;9[4:5ED

!!中药是在中医药理论指导下应用的天然药
物$"% ’ 伴随着中医药的国际化’ 解析中药在中医
临床应用中发挥独特疗效的药效物质基础已成为迫
切需要解决的问题$#% ( 目前多以中药的主要成分
或指标性成分作为中药复方制剂的质量控制成分’
但其并不完全等同于效应成分’ 从而引起某些中药
复方药效与制剂质量标准之间缺乏关联性( 中药复
方作用于生物体后’ 机体血液) 组织液) 淋巴液)
脑脊液等体液中新出现的中药源性成分及其在体内
的代谢产物和中药复方中的原型成分统称为体内移
行成分$$% ( 对于作用中枢神经系统的中药或复方’
其进入生物体后’ 经由血液循环到达相应靶器官’

但最终与靶细胞结合并发生效应的并非含药血清而
是脑脊液( 由于血脑屏障的存在’ 脑脊液成分与血
清成分无论在生理性或是药物成分上都存在着显著
差异( 中药及复方的神经保护作用与其在体内的移
行成分能否通过血脑屏障有很大联系( 血脑屏障是
血液*脑组织和血液*脑脊液之间的屏障’ 严格控制
血液中的神经毒性物质) 炎症因子) 免疫细胞等进
入中枢神经系统$%% ’ 从而维持内环境稳定’ 但血
脑屏障的存在却限制大多数药物充分进入脑内并维
持有效治疗浓度(

通窍活血汤源于 ,医林改错-’ 为清代杰出医
学家王清任所创( 该方由麝香) 川芎) 红花) 桃仁
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等中药材组成’ 具有活血通窍之功效’ 主治面部疾
病和神经系统性疾病$+*’% ( 麝香在通窍活血汤中为
君药’ 开通诸窍) 和血通络’ 麝香酮是其中主要活
性成分( 课题组在灌胃通窍活血颗粒后家兔脑脊液
中检测到了麝香酮$1% ( 川芎在方中为臣药’ 辛温
香燥) 活血行气’ 川芎嗪为其主要活性成分之一’
又名四甲基吡嗪’ 是一种生物碱单体’ 含有量较低
但活性高’ 研究证实其具有抗血栓) 增加脑血流
量) 改善脑损伤等作用$0*""% ( 本研究采用高效液相
法检测家兔灌胃通窍活血汤后其血清) 脑脊液中的
川芎嗪’ 并与川芎嗪标准品及空白血清) 脑脊液进
行对照’ 并结合该成分的神经保护作用药效学研
究’ 最终为确定川芎嗪为该复方的神经保护作用的
效应成分提供依据(
HI仪器与材料

GL56DEB""(( 高效液相色谱仪) GL56DEB"#)( 高
效液相色谱仪 "美国安捷伦公司#* 岛津 ,7534:C
I-*"+ 高 效 液 相 色 谱 仪 "日 本 岛 津 公 司 #*
.G$(($F型电子精密天平 "上海精密科学仪器有
限公司#* 旋转蒸发仪 "O2*$(((# "上海嘉鹏科技
有限公司#( 甲醇) 乙腈为色谱级’ 其余试剂为分
析级’ 所用水为双蒸水( 赤芍) 川芎) 桃仁) 红
花) 人工麝香 "合肥义和堂中药饮片有限公司#’
药材经安徽中医药大学刘守金教授鉴定为正品( 川
芎嗪标准品 "批号 ""1"’*#(($(+# "中国药品生物
制品检定所#(

健康家兔 ) 只’ 体质量 #K( c#K+ NL’ 购于安
徽医科大学实验动物中心’ 合格证号 ,-Yd "皖#
#((’*(("( 适应性饲养 $ ? 随机分为空白对照组)
通窍活血汤给药组’ 每组 $ 只(
JI方法与结果
#K"!复方及川芎药材中川芎嗪定性检测
#K"K"!色谱条件$"#%!Q7DE>3DEDA6CE4-"1分析色谱
柱 "%K) E3n#+( 33’ + "3#* 甲醇*"!醋酸钠溶
液 "%+ o++# 为流动相* 柱温 #+ f* 检测波长为
#1( E3* 检测时间 "+ 35E "川芎乙醇提取物) 药
材及对照品#’ #( 35E "含药血清及含药脑脊液#(
#K"K#!不同溶剂萃取!精密称取 #( L川芎’ 粉碎
过 #( 目筛’ 加 "( 倍量 ’(!乙醇浸泡 # 7再回流提
取 # 7’ 残渣过滤再加 1 倍量 ’(!乙醇回流 "K+ 7’
合并提取液减压浓缩’ 补水定容至 #( 3I’ 生药质
量浓度为 " LM3I( 取 " 3I提取液于离心管中’ 石
油醚 ")( c0( f# 萃取 % 次’ 每次 " 3I( 氮气吹
干’ 用色谱级甲醇溶解残渣’ (K%+ "3微孔滤膜过

滤’ 定容至 " 3I得生药质量浓度为 " LM3I的石油
醚萃取液( 重复上述操作’ 溶剂更换为氯仿和乙酸
乙酯( 在 .#K#K#/ 项条件下进样得色谱图见图 "(
可知川芎嗪标准品与川芎药材乙醇提取物的石油醚
萃取样品在 0K0’ 35E 时均有色谱峰的出现’ 而氯
仿和乙酸乙酯在相同时间未见色谱峰’ 因此采用乙
醇提取物的石油醚萃取物用于川芎嗪的检测( 复方
中川芎嗪的检测样品处理也采用乙醇提取物再经石
油醚萃取(

"&川芎嗪!"&BDB[43DB796;9[4:5ED

图 HI川芎乙醇提取物不同萃取剂下/2C=色谱图
S#.MHI/2C=’,4"K+(".4+K)"%&(,+-"3&Z(4+’("%=,0+-6

.Z#"-. L7 !#%%&4&-(&Z(4+’(+-()

#K"K$!川芎嗪检测!精密称取原方 + 倍量共
")( L’ 加入 "( 倍量 ’(!乙醇’ 浸泡 # 7 后加热回
流 # 7( 滤过滤渣再以 1 倍量 ’(!乙醇回流提取
"K+ 7’ 合并 # 次提取液过滤’ 滤液减压回收溶剂
再以水定容至 ")( 3I( 量取 " 3I提取液于离心管
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中’ 石油醚萃取 % 次收集萃取液’ 氮气吹干后甲醇
溶解残渣’ 最后 (K%+ "3微孔滤膜过滤’ 甲醇定
容至 " 3I作为供试品溶液( 在 .#K"K"/ 项条件
下进样得色谱图 "见图 ##( 可知’ 在 "(K% 35E
时’ 川芎和通窍活血汤石油醚萃取样品溶液色谱图
中出现了与川芎嗪标准品相同保留时间的色谱峰(
重复 $ 次实验结果一致( 故可确定本实验中使用的
川芎及通窍活血汤石油醚萃取物中均含有川芎嗪(

"&川芎嗪!"&BDB[43DB796;9[4:5ED

图 JI样品及对照品/2C=色谱图
S#.MJI/2C=’,4"K+(".4+K)"%)+KN3&)+-!4&%&4&-’&

)(+-!+4!)

#K#!含通窍活血汤的家兔血清# 脑脊液样品处理
方法
#K#K"!含通窍活血汤的家兔血清) 脑脊液样品制
备!按 .#K"K$/ 项下方法提取通窍活血汤( 按照
给药组和空白对照组进行给药’ 空白对照组灌胃蒸
馏水’ 给药组按照正常人与家兔剂量进行换算后灌
胃通窍活血汤提取液’ 剂量为 #K’ LMNL’ 每天 #
次( 给药组于第 % 次给药 " 7 后’ 兔台固定露头’
耳缘静脉注射 "(!水合氯醛’ 观察眼睑及疼痛反
射( 采用家兔耳中动脉取血’ 静置 " 7 以上取上清
液’ 装入离心管 + ((( [M35E 离心 "( 35E’ 取上清
液* 重复操作合并 # 次离心后上清液( 重复上述步
骤’ 合并给药组血清) 空白组血清( i#( f冻存(
取血后家兔头朝下’ 颅顶部剪毛’ 沿额顶正中线向
枕骨隆突处纵行切开皮肤及皮下组织 "约
"K+ =3#’ 显露颅骨’ 在中线距枕骨隆突 (K+ =3的
两旁约 (K$ =3处选择操作点 "注意避开已暴露的
骨皮质内的血管#’ 随即注射器进针吸取脑脊

液$"$% ( 重复操作’ 合并给药组与空白组脑脊液(
i#( f冻存(
#K#K#!含通窍活血汤的家兔血清) 脑脊液样品制
备与处理!取给药组家兔血清 +(( "I’ 置 # 3I离
心管’ 加入 $ 倍量甲醇’ % f涡旋震荡 " 35E’
"( ((( [M35E离心 "( 35E’ 取上清液于离心管’ 同
条件下再离心 " 次’ 取上清液’ 合并 # 次上清液(
置i1( f冰箱预冻 #% 7 后干燥’ 所得干燥残渣用
"(( "I色谱甲醇溶解’ (K%+ "3微孔滤膜过滤(
相同方法分别用乙腈) ’(!高氯酸处理样品(
#K$!含通窍活血汤的家兔脑脊液和血清中川芎嗪
检测!根据家兔含药血清不同处理方法的样品’ 经
高效液相检测筛选结果可得高氯酸沉淀蛋白更为彻
底’ 但在检测时间内仅出现 " 个色谱峰* 采用甲醇
和乙腈处理虽得到较多的色谱峰’ 有较高的富集程
度分离效果好’ 但是两者比较无明显优势’ 但甲醇
价廉’ 因此采用甲醇作为蛋白沉淀剂( 家兔含药脑
脊液和血清高效液相检测样品按 . #K#K" /)
.#K#K#/ 项下甲醇沉淀法处理( 在 .#K"K"/ 项条
件下进样得色谱图见图 $’ 可知在 "(K’ 35E时含药
脑脊液和含药血清出现了与川芎嗪标准品相同保留
时间的色谱峰’ 相同时间空白血清和空白脑脊液未
出峰(

"&川芎嗪!"&BDB[43DB796;9[4:5ED

图 OI含药血清及含药脑脊液/2C=色谱图
S#.MOI/2C=’,4"K+(".4+K)"%)&40K+-!’&4&L4")N#6

-+3%30#!

OI讨论
经通窍活血汤及复方中多个单味药多维全息化

学特征谱测定发现全方与单味药色谱峰有很大区
别’ 故本实验在对川芎嗪进行液相检测时’ 兼顾各
检测样品特点’ 采用 ’(!乙醇提取物再经石油醚
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萃取川芎嗪(
治疗神经系统疾病的中药或复方’ 药物能否发

挥保护作用与其通过血脑屏障进入脑脊液有密切联
系’ 并且检测含药脑脊液可以增加有效成分研究的
针对性’ 尽量减少复杂成分的干扰( 为了能保持一
定的检测限’ 且避免脑脊液中蛋白质对检测的干
扰’ 最终选择更为经济的甲醇为本实验血清和脑脊
液的蛋白沉淀剂( 高效液相检测给药处理后脑脊
液) 血清与空白脑脊液) 空白血清) 川芎嗪标准
品’ /QI-图发现含药脑脊液) 含药血清和川芎嗪
标准品在 "(K’ 35E处均出现相同保留时间色谱峰’
而空白血清和空白脑脊液在相同时间均没有色谱峰
出现’ 证实了通窍活血汤中川芎嗪可透过血脑屏障
进入脑脊液(

研究$"%*"+%证实川芎嗪不仅可以显著改善 Q-"#
细胞谷氨酸损伤’ 并能够通过O7>MO7>*N5E4UD信号
传导损伤通路保护氧糖剥夺损伤脑微血管内皮细
胞( 从而证明通窍活血汤中的川芎嗪能够通过血脑
屏障且对损伤的神经细胞有保护作用’ 可为通窍活
血汤复方制剂的质量标准的建立提供依据(
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