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HPLC 法同时测定大鼠灌胃四物汤后血清阿魏酸和芍药苷含量

沈景芬1,金文明1,刘摇 田2

[摘要]目的:建立 HPLC 同时测定大鼠灌胃四物汤后血清阿魏酸和芍药苷含量的测定方法。 方法:24 只大鼠分为空白对照组

和四物汤低、高剂量组,各 8 只。 空白对照组灌胃蒸馏水,四物汤低、高剂量组分别灌胃生药含量 0. 3 g / mL 和 0. 6 g / mL 的四

物汤,灌胃体积为 10 mL / kg,连续灌胃 7 d。 于最后一次灌胃 1 h 后水合氯醛麻醉,腹主动脉取血,制备含药血清,进行 HPLC
分析,紫外波长 230 nm 处检测。 结果:阿魏酸和芍药苷的线性回归方程分别为 Y = 1. 019 0X - 0. 031、Y = 1. 026X + 0. 091,r 值
分别为 0. 999 8、0. 999 7,线性范围分别为 0. 62 ~ 18. 03 滋g / mL、0. 32 ~ 5. 11 滋g / mL;精密度、专属性、稳定性和提取回收率考查

均符合要求;四物汤高剂量组血清中的阿魏酸和芍药苷含量均明显高于四物汤低剂量组(P < 0. 01)。 结论:该方法可以用于

同时测定大鼠灌胃四物汤后血清中阿魏酸和芍药苷的含量。
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Determination of the serum contents of paeoniflorin and erulic acid in rats treated
with intragastric administration of Siwu decoction using HPLC

SHEN Jing鄄fen1,JIN Wen鄄ming1,LIU Tian2

(1. Lu忆an Municipal Food and Drug Inspection Center,Lu忆an Anhui 237006;
2. School of Chinese Medicine,Macau University of Science and Technology,Taipa Macau 519020,China)

[Abstract] Objective:To establish the determination method of the serum contents of paeoniflorin and erulic acid in rats treated with
intragastric administration of Siwu decoction using high performance liquid chromatography(HPLC). Methods:Twenty鄄four rats were
randomly divided into the control group,low and high dosage of Siwu decoction groups(8 rats each group). The control group,low and
high dosage of Siwu decoction groups were treated with intragastric administration of distilled water,0. 3 g / mL and 0. 6 g / mL Siwu
decoction(10 mL / kg) for 7 days. The serum in three groups were harvested from abdominal aorta under chloralic hydras anesthesia,and
analyzed using HPLC at the 230 nm of wave length. Results:The linear regression equation,r value and linear range of paeoniflorin and
erulic acid were Y = 1. 019 0X - 0. 031 & Y = 1. 026X + 0. 091,0. 999 8 & 0. 999 7 and 0. 62 to 18. 03 滋g / mL & 0. 32 to 5. 11 滋g /
mL,respectively. The precision, specificity, stability and extraction recovery rate met with the requirement. The serum contents of
paeoniflorin and erulic acid in high dosage of Siwu decoction group were significantly higher than those in low dosage of Siwu decoction
(P < 0. 01). Conclusions:This method can determinate the serum levels of paeoniflorin and erulic acid in rats treated with intragastric
administration of Siwu decoction.
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摇 摇 四物汤出自《太平惠民和剂局方》,是补血养血

的经典之方,由川芎、当归、白芍和熟地黄共四味中

药组成[1]。 现代研究[2 - 3] 表明,四物汤具有抑制血

栓形成、改善微循环、促进血管内皮细胞增生、促进

血管新生、抗氧化等作用。 阿魏酸和芍药苷是四物

汤中的主要有效成分[4 - 5]。 本实验通过 HPLC 法同

时测定大鼠灌胃后血清中阿魏酸和芍药苷的含量,
建立大鼠灌胃四物汤后含药血清中阿魏酸和芍药苷

含量的测定方法,为四物汤补血养血功效的物质基

础研究提供科学依据。 现作报道。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料摇
1. 1. 1 摇 动物 摇 SD 雄性大鼠 24 只,体质量 230 ~
260 g,购自广东省实验动物中心,动物合格证书号为

SCXK(粤):2012鄄002。 大鼠购买后先适应性喂养 7 d。
1. 1. 2摇 药材及试剂摇 川芎、当归、白芍和熟地黄均

购自安徽省中医院中药房,经安徽中医药大学药学

院中药教研室和中药资源教研室周建理教授鉴定为

正品。 按照四物汤组方(川芎 8 g、当归 10 g、白芍

12 g、熟地黄 12 g)用蒸馏水煎煮 2 次,合并煎煮液,
并浓缩至生药含量分别为 0. 3 g / mL 和 0. 6 g / mL 的

浓缩液。

5031蚌埠医学院学报 2017 年 10 月第 42 卷第 10 期



芍药苷和阿魏酸对照品购自中国生物制品检定

研 究 院 ( 批 号 分 别 为 110736鄄201035、 110773鄄
201011),色谱纯磷酸购自上海基准化学试剂有限

公司(批号 20150311),色谱纯乙腈购自天津彪骑士

科技发展有限公司(批号 20150912),色谱纯甲醇购

自北京京科达瑞科技有限公司(批号 20160155)。
1. 1. 3摇 仪器摇 高效液相色谱仪购自 Waters 科技有

限公司(2695 型),紫外检测器购自 Waters 科技有

限公司(2489 型)。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 动物分组及含药血清制备摇 将 24 只大鼠随

机分为空白对照组、四物汤低剂量组和四物汤高剂

量组,各 8 只。 空白对照组大鼠灌胃蒸馏水,四物汤

低、高剂量组分别分别灌胃生药含量 0. 3 g / mL 和

0. 6 g / mL 四物汤。 3 组大鼠均于每天 8 点和 22 点

分别灌胃,每次灌胃体积为 10 mL / kg,连续灌胃

7 d。 于最后一次灌胃 1 h 后,水合氯醛麻醉,腹主

动脉取血,静置于不含抗凝剂的采血管中,3 000 r /
min 离心 10 min 分离血清, - 20 益 冰箱中保存备

用。
1. 2. 2摇 对照品及血清处理摇 精密称量 3. 2 mg 阿魏

酸对照品和 10. 3 mg 芍药苷对照品,分别置于 2 个

100 mL 容量瓶中,用甲醇溶解并定容至刻度线,混
匀备用。

分别精密量取 3 组大鼠血清 1 000 滋L 于离心

管中,加入 5 000 滋L 甲醇混匀,12 000 r / min 离心

10 min后收集上清液,0. 22 滋m 微孔滤膜过滤后

备用。
1. 2. 3摇 方法专属性考察摇 取 3 组大鼠处理后血清

样品,分别加入 4. 2 滋g / mL 阿魏酸溶液和 2. 2 滋g /
mL 芍药苷溶液, 进行 HPLC 分析。 色谱条件:
Phenomsil C18柱(4. 6 mm 伊 250 mm,5 滋m),流动相

为乙腈颐 0. 1 % 磷酸(17颐 83),检测波长为 230 nm,
流速 1 mL / min,柱温 30 益,进样量 10 滋L。
1. 2. 4摇 线性关系考察摇 取处理好的阿魏酸和芍药

苷对照品溶液,分别配制 0. 61、1. 22、2. 44、4. 88、
9. 76、19. 52 滋g / mL 的阿魏酸溶液和 0. 32、0. 64、
1. 28、2. 56、5. 12 滋g / mL 的芍药苷溶液。 取不同浓

度阿魏酸和芍药苷溶液各 100 滋L,氮气吹干,加入

100 滋L 空白对照组血清,混匀,按 1. 2. 2 血清处理

方法处理,按 1. 2. 3 色谱条件进样检测。
1. 2. 5摇 精密度考察摇 根据阿魏酸和芍药苷的线性

范围,分别向空白对照组血清中加入适量阿魏酸和

芍药苷对照品储备液混匀。 配制成阿魏酸浓度为

3. 00、10. 00、17. 00 滋g / mL 的含药血清,以及芍药苷

浓度为 1. 00、2. 50、5. 00 滋g / mL 的含药血清。 按照

1. 2. 2 方法处理血清,按照 1. 2. 3 色谱条件进样,先
在 1 d 内重复测定 6 次,求日内偏差;再将阿魏酸和

芍药苷不同浓度的样品每天测定 1 次并连续测定

6 d,求日间偏差。
1. 2. 6摇 提取回收率考察摇 按 1. 2. 5 方法配制浓度

为 3. 00、10. 00、17. 00 滋g / mL 的阿魏酸含药血清和

浓度为 1. 00、2. 50、5. 00 滋g / mL 的芍药苷含药血

清。 按照 1. 2. 2 方法处理血清样品,按照 1. 2. 3 色

谱条件进样检测。 另外直接取阿魏酸和芍药苷对照

品储备液,以甲醇为溶剂,配制成上述相应浓度的阿

魏酸溶液和芍药苷溶液,按照 1. 2. 3 色谱条件进行

检测。 比较 2 种检测方法所得到的阿魏酸和芍药苷

3 种不同浓度的峰面积。
1. 2. 7摇 稳定性考察摇 按照 1. 2. 5 方法配制浓度为

3. 00、10. 00、17. 00 滋g / mL 的阿魏酸含药血清和浓

度为 1. 00、2. 50、5. 00 滋g / mL 的芍药苷含药血清。
将不同浓度的阿魏酸和芍药苷含药血清分别放置

0、2、4、6、8、10、12 h。 再按照 1. 2. 2 方法处理样品,
1. 2. 3 色谱条件进行检测。
1. 2. 8摇 血清样品检测 取 3 组大鼠的血清样品按照

1. 2. 3 色谱条件进样,分别检测阿魏酸和芍药苷峰

面积,再按照阿魏酸和芍药苷的线性回归方程计算

血清中的阿魏酸和芍药苷的浓度。
1. 3摇 统计学方法摇 采用独立样本 t 检验。

2摇 结果

2. 1摇 方法专属性考察摇 结果显示,在芍药苷和阿魏

酸出现色谱峰前后没有其他色谱峰,且芍药苷和阿

魏酸色谱峰之间的分离度 R > 1. 5,提示该色谱条件

下同时检测血清中的阿魏酸和芍药苷具有较好的专

属性(见图 1)。

2. 2摇 线性关系考察摇 以峰面积为纵坐标,以浓度为
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横坐标,得到大鼠血清中阿魏酸和芍药苷的回归方

程分别为 Y = 1. 019 0X - 0. 031、 Y = 1. 026X +
0. 091,r 值分别为 0. 999 8、0. 999 7,线性范围分别

为 0. 62 ~ 18. 03 滋g / mL、0. 32 ~ 5. 11 滋g / mL。
2. 3摇 精密度考察摇 芍药苷和阿魏酸低、中、高 3 个

浓度的日内精密度和日间精密度 RSD 最低为

0. 99% ,最高为 2. 39% ,说明仪器的精密度良好(见
表 1)。
2. 4摇 提取回收率考察摇 结果表明,低、中、高 3 个浓

度的阿魏酸和芍药苷的提取回收率均在 98% ~
102%之间,说明该方法提取回收阿魏酸和芍药苷良

好(见表 1)。
2. 5摇 稳定性考察 摇 结果表明,12 h 内血清中阿魏

酸和芍药苷的低、中、高 3 个浓度的稳定性 RSD 最

低为 0. 63 % ,最高为 1. 10% ,说明该方法重复性良

好(见表 1)。

表 1摇 阿魏酸和芍药苷的精密度、提取回收率、稳定性(% )

浓度 /
(滋g / mL)

日内精密度

RSD
日间精密度

RSD
提取

回收率

稳定性

RSD

阿魏酸

摇 3. 00 1. 23 1. 67 98. 12 依 1. 31 0. 87

摇 10. 00 1. 45 0. 99 101. 06 依 1. 27 0. 92

摇 17. 00 1. 31 1. 56 99. 47 依 1. 02 1. 01

芍药苷

摇 1. 00 1. 42 1. 48 99. 53 依 1. 01 0. 67

摇 2. 50 1. 61 2. 01 100. 56 依 1. 25 0. 63

摇 5. 00 1. 30 2. 39 98. 72 依 0. 98 1. 10

2. 6摇 血清样品检测摇 结果表明,四物汤高剂量组大

鼠血清中的阿魏酸和芍药苷含量均显著高于四物汤

低剂量组(P < 0. 01)(见表 2)。

摇 表 2摇 四物汤高、低剂量组大鼠血清中阿魏酸和芍药苷含

量比较(x 依 s;滋g / mL)

分组 n 阿魏酸 芍药苷

四物汤低剂量组 8 3. 13 依 0. 23 2. 87 依 0. 12

四物汤高剂量组 8 5. 09 依 0. 35 4. 56 依 0. 22

t - 13. 24 19. 07

P - < 0. 01 < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 四物汤是我国中医药补血养血的经典方,关于

四物汤的现代临床应用已有诸多报道[6 - 7],均提示

四物汤有很好的临床疗效,同时,也有很多药理学研

究的相关报道[8 - 9],然而关于四物汤物质基础的研

究仍然较少。 阿魏酸和芍药苷是四物汤中主要的有

效成分,关于四物汤给药后血清中阿魏酸和芍药苷

浓度的检测少见报道。 中药成分复杂,而中药复方

的成分则更为繁杂,为中药及中药复方物质基础的

研究带来很大的困难,一方面阻碍了四物汤养血补

血科学内涵的揭示,另一方面也阻碍了四物汤的创

新应用。 HPLC 法具有速度快、结果准确、特异性

强、检测限低、可定量研究等特点[10],因此,本研究

采用 HPLC 法同时检测大鼠灌胃四物汤后血清中的

阿魏酸和芍药苷的含量。
3. 1摇 检测波长的选择摇 本研究使用二极管阵列检

测器在 200 ~ 400 nm 范围内进行扫描,结果表明,阿
魏酸和芍药苷分别在 320 nm 和 230 nm 波长处具有

最大吸收,而使用 230 nm 作为检测波长时,阿魏酸

同样有很好的响应信号,因此,最终选择该波长作为

检测波长。
3. 2摇 流动相的选择 摇 预实验过程中,我们分别选

择了乙腈 水、甲醇 水、甲醇 0. 5 % 冰乙酸、乙腈

0. 1%磷酸为流动相,结果表明,选择乙腈 0. 1 %磷

酸为流动相,且二者比例为 17 颐 83 时色谱分析效果

最好。
3. 3摇 HPLC 方法学考察 摇 空白对照组血清在保留

时间 6. 8 min 和 9. 3 min 处均没有吸收峰存在。 而

在空白血清中加入芍药苷和阿魏酸对照品溶液后,
在保留时间 6. 8 min 和 9. 3 min 处均出现吸收峰;大
鼠含药血清在以上保留时间处也均出现吸收峰,说
明本研究的检测条件可以检测到含药血清中的芍药

苷和阿魏酸。 经考察,阿魏酸和芍药苷线性范围分

别为 0. 62 ~ 18. 03 滋g / mL 和 0. 32 ~ 5. 11 滋g / mL,而
四物汤高、低剂量组血清中阿魏酸和芍药苷含量均

在此检测限以内,因此,可以使用阿魏酸和芍药苷的

回归方程。 此外,阿魏酸和芍药苷 3 个浓度的日内

精密度和日间精密度均符合要求,说明阿魏酸和芍

药苷在本研究期间的精密度符合要求;其回收率、稳
定性经考察后亦均符合要求,说明该方法可以准确

检测大鼠灌胃四物汤后血清中阿魏酸和芍药苷

含量。
3. 4摇 四物汤高、低剂量组大鼠灌胃剂量的选择摇 阿

魏酸和芍药苷是四物汤中的活性成分,有研究[11 - 13]

表明,阿魏酸和芍药苷单体在增强机体免疫、改善血

液流变学、改善心脑血管功能等方面具有药理活性,
且这些药理活性与阿魏酸和芍药苷的剂量呈正相关

关系。 文献[14 - 16]报道,大鼠在灌胃 4 倍和 8 倍临床
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剂量时具有增强机体免疫、改善血液流变学、改善心

脑血管功能等药理活性,且 8 倍临床剂量的药理活

性显著好于 4 倍临床剂量。 因此,本研究中四物汤

高、低剂量组大鼠的灌胃剂量分别为临床用量 8 倍

量和 4 倍量。 研究结果显示,四物汤高剂量组大鼠

血清阿魏酸和芍药苷含量显著高于低剂量组。 此

外,药理活性和含药血清中的阿魏酸和芍药苷含量

具有相似趋势,或可在一定程度上佐证阿魏酸和芍

药苷是四物汤药理学作用的物质基础,但四物汤成

分复杂,证实上述结论还需进一步实验验证。
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气时全部 Qs / Qt 可达到 20% ~ 40% ,Qs / Qt 增加是

导致低氧血症的重要因素之一[11]。 本研究结果表

明,右美托咪定静脉输注可改善单肺通气大鼠 Qs /
Qt,降低 Qs / Qt,改善氧合。

通过本研究,我们发现与 O 组大鼠相比,I 组大

鼠肺组织 HO鄄1 表达升高,提示雾化吸入右美托咪

定减轻大鼠单肺通气所致肺损伤的机制可能与其上

调肺组织 HO鄄1 的表达有关。 至于雾化右美托咪定

上调肺组织 HO鄄1 表达的具体机制有待进一步

研究。
综上所述,雾化吸入右美托咪定可减轻大鼠单

肺通气所致肺损伤,其机制可能与上调肺组织 HO鄄1
的表达有关。
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