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血庄证 与补血香白芍

辫证铸物动力学关系研 究
“

口杨祖贻
) )

刘荣敏 程 佳  四川省肿瘤研究所 成都 ∗ +� � ,+ !

裴 瑾 万德光 胡 荣  成都中医药大学药学院 成都 ∗ +� � ∋ ∀!

摘 要 − 目的 −
通过对补血 药白芍主要效应成分芍药普在血虚证和健康 小 鼠体 内血药浓度 比

较
,

探讨血虚证与补血药的辫证药物动力学关 系
。

方法 −
建立血虚证动物模型

,

将 实验动物分为空

白对照组
,

对照组  健康 小 鼠 !
,

实验组  血虚证动物模型 !
,

对照组和 实验组均给 予白芍提取物 灌

胃
。

采用高效液相 色谱技术
,

比较两组小 鼠灌胃后不 同时间点血桨中芍药普浓度 的差异
。

结果 − 实

验组小 鼠平均血药浓度在 ∗� . /0
、

1� . /0 时明显 高于对照组
,

实验组 小 鼠血菜中芍药普平均血 药

浓度为 + + ∗
&

∀ � 士 ∀
&

� 2 嗯 3 林%
,

而对照组为 , +
&

, 1 士 �
&

4∗ 0 5 3 林%
,

二者比较有显著差异  6 7 �
&

�� � !
。

结论
− 血虚证 小 鼠血浆中芍药普浓度较健康 小鼠 高

,

说明血虚证与补血药 白芍存在辫证药物动力

学关 系
。

关键词
− 血虚证 补血药 辫证药动 学

辨证论治是中医理论的精髓
。

中医
“

证
”

的生理

病理状态 与药物动力 学 的关系是很值得研究的课

题
。 “

证
”

的病理状态与药物动力学的关系对临床
“

证
”

与药物剂量的选择
, “

证
”

与药物毒副反应的关

系等问题的深人探讨有重要的指导意义
,

对新药的

收稿 日期 − � � �,
一 ++ 一 +∗

修 回 日期
−
� � � ∀ 一 � + 一 +∀

开发也具有重要意义
。

国内外学者根据中医辨证论

治理论所建立的
“

辨证药物动力学
”

假说 川 的 目的

就是探讨中医
“

证
”

的生理病理状态对药物动力学

的作用规律
。

本研究将血虚证与补血药白芍主要效

应成分芍药昔的药物动力学结合研究
,

其目的是从

辨证药物动力学的角度阐明血虚证 与补血药白芍

主要效应成分芍药昔药物动力 学的关系
,

从中探讨

) 国家中医 药管理局科研基金  ��
一
�8 9 :∀ �! − 活血温里复方 中温里药提高活血 药生物利用度的研究

,

负责人
− 杨祖贻

。

四 川省中医管理局科研基金 ��� �+ ∋!
−

加味四物复方 中温里药时活血药增效机理研究
,

负责人
−

杨祖胎
。

) ) 联 系人
−

杨祖贻
,

副主任 医师
,

研究方向
−

中药复方配伍研究
,
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血虚证与补血药相联系的机制和规律
,

加深对血虚

证本质和血虚证药物治疗的认识
。

一
、

材料和方法

+
&

实验动物 健康小鼠
,

雌雄各半
,

体重 +2 Ι

�� 1
,

由四川省中药研究所实验动物中心提供
。

�
&

药品和试 剂 白芍药材购 自四川 省中药材

公司
,

经成都中医药大学万德光教授鉴定为 :<≅ ∃0 /
Ι

<ϑ ≅/Φ => // 场
0 =>

&

白芍提取物由四川省肿瘤研究所制

备
,

白芍提取物中芍药昔含量为 ∗
&

∋1 Κ
。

所用甲醇

为色谱纯
,

其余试剂为分析纯
,

水为重蒸水
。

芍药昔

对照品购 自中国药品生物制品检定所
,

批号 � ∋ 8 ∗ Ι

� � � � +1
�

8
&

丝墨 Λ4/% ≅0 Φ + +�� 高效液相色谱仪
,

二极

管阵列检测器
,

Λ4/% ≅0 Φ 色谱数据处理系统
。

,
&

色谱条件 色谱柱
− ΜΔ∃ .<

4 /% Γ +2  � ∀ � . . Ν

,
&

∗ . .
,

∋ 林. ! Ο 流动相
− 甲醇

一
水  8 ∀

− ∗ � ! Ο 流速
−

�
&

∀ 耐 3 . /0 Ο 检测波长
− �8�

0 . Ο 柱温
−
�∀ ℃ Ο 灵敏

度
− Λ Π ΘΡ Σ �

&

� + Ο进样量
− +� 协%

。

∀
&

标准溶液制备 精密称取芍药昔对照品
,

加

甲醇溶解
,

制成 �
&

∀ � . 5 3 Β 的对照品溶液
,

置于

,℃ 冰箱备用
。

∗
&

血虚证动物模型建立 参考有关实验方法 川
,

随机抽取 +2 一
�� 1 小鼠 +� 只

,

雌雄各半
。

眼眶采血

测 定血常规
,

测得平均 Τ Υ +∗
&

8 8 1 3 沮
,

平均 ς ΥΓ

+ �
&

∗ 1 Ν + � ∗ 3 林%Ο 眼眶放血 ∃
,

∀ . %
,

失血后 � , > 再测

组白芍提取物 , 1� . 5 3 Ω 5 的剂量灌 胃
,

两组 中芍药

昔浓度相同
,

均为 , 1 . 5 3 0/%
。

2
&

生物 样品制 备 小 鼠灌胃后 于 8� . /0
、

∗�

. /0
、

1 � . /0
、

+� � . /0
、

+∀ � . /0
、

+2 � . /0 ∗ 个不同时

间点眼眶取静脉血 �
&

∀ 时
,

用肝素抗凝
,

离心取上

清获得血浆
。

用微量加样器取 +�� 闪 血浆
,

置于 �
&

∀

.% 高速离心管中
,

加人 8 倍体积的乙醇
,

电动混匀

器充分混匀后 经 ∀ � � � 一 +� � � � − 3 . /0 离 心 +∀ 一 � �

. /0 取上清液置于 �
&

4 .% 试管中
,

置于 8∋ ℃ 水浴挥

干
,

用 ∀� 闪 甲醇重溶
,

再次 ∀ � � � 一 +��� � − 3 . /0 离

心 +∀ Ξ � � . /0
,

取上清液置微量进样管中
。

1
&

系统适 用性 实验 取小鼠空 白血浆加人对

照品溶液
,

另取对照组血浆
,

各 ∀ 份
,

按血样预处理

方法处理
,

分别进样
、

测定
,

其峰 面积 ς ΡΨ 分别为

8
&

, 2 Κ
、

,
&

� 8 Κ
。

结果表明该方法重 现性较好
。

Δ∃
&

方法专属性考察 在上述色谱条件下
,

分

别测定芍药昔对照品
、

白芍提取物
、

空 白对照组
、

对

照组
、

实验组血浆
。

可见芍药昔与血浆中蛋 白杂峰
、

内源性物质
、

白芍提取物的其它成分以及这些成分

的体内代谢物和结合性成分均能很好地分离
。

二
、

结 果

+
&

色谱分离 在上述色谱条件下
,

血样中的芍

药昔与其它物质完全分离
,

空白血浆
、

白芍提取物

的其他成分均无干扰
,

通过二维
、

三维色谱对其吸

收峰定性
,

其保留时间均与对照品一致  图 + !
。

司拍芍笋及刃忍困洪左沁姆+∗林+�怕∗2
幼即却却勿却佃知词佃仰匆。劝幻。

一卜日�喊书

得平均 �  ! ∀
#

∃ % & ∋ ( )
,

平均 ∗  + ,
#

% ! − ! ∃ . ∋

闪
。

得到血虚小鼠模型

即实验组
。

/
#

实验 动 物 分 组

及给药方法和剂量 将

健康小鼠随机分为空 白

对照组和对照组
,

实验

组为血虚模型小鼠
,

每

组 !∃ 只
,

雌雄各半
,

空

腹 !0 1 后
,

给予 空白对

照组水
、

对照组和实验

222222222 333匕匕匕匕〕〕匕匕
∃ ! ∀ % 0 4 . / , & !∃ !!住 !% !0 !4

时间 56 78 3 时阅 56 78 3 时间 5 6 78 3

图 ! 小鼠血桨样品 �9:+ 图

; 一

芍药普对照品 溶液  一
空白血策

时间 56 78 3

< 一
对照 组 5健康小 鼠3血桨 = 一

实验组 5血虚模型小鼠 3血泉 ! 为芍药香峰
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标 准 曲线及线性 范 围 分别取芍药昔对照

品溶液 一
、

∀
、

+�
、

∀ � 林%
,

室温下分别加人空 白血浆 ∀ �

闪
,

再加人 甲醇定容 +�� 闪
,

按色谱条件项下操作测

定  
0 Σ ∀ !

,

以芍药昔峰面积与对应进样量进行直线

回 归
,

得此 条 件 下 芍 药 昔 的 回 归 方 程 为
Γ 二

�
&

�� �, � 8 ∋ Λ 一 �
&

� � + � 1 2
, Δ Σ �

&

1 1 1 1
。

结果表明血浆

中芍药昔在 ∀
&

� 一 � ∀ �
&

∃ 05 3 闪 范围内线性关系良

好
。

8
,

最低检测浓度浏定 以信噪比  Ρ 3 ( ! 为 8

时 的芍药昔标准品浓度为本 Τ:[Γ 分析方法的检测

限
,

取浓度为 �
&

� ∀� . 5 3 耐 的芍药昔标准液 �
&

∀
、

+
&

∀
、

�
&

�
、

,
&

�
、

∗
&

�
、

∀
&

�
、

��
&

� 林%分别加人到 ∀ � 林%

空 白血浆中
,

按血样预处理方法处理后进样分析
。

结果本方法的检测限为 +
&

,1 05 3 闪
。

,
&

精密度试验 对照 品溶液连续进样
、

测定 ∀

次
,

其 ς ΡΨ 为 +
&

�� Κ Ο 按血浆及血样预处理方法处

理
,

分别取对照组
、

实验组样品各一份
,

连续进样
、

测定 ∀ 次
,

其 ς ΡΨ 分别为 �
&

8∗ Κ
、

8
&

+8 Κ
。

结果表明

该方法精密度较好
,

符合体 内药物浓度测定的要

求
。

∀
&

旦丛主丛竺 精密量取芍药昔对照品溶液

∀
、

+�
、

� �
、

, � 林%
,

室温下分别加人空白血浆 ∀ � 林%
,

再

加人甲醇定容
,

制成一定浓度的芍药昔血浆标准

液
,

摇匀后按血样预处理项下处理
、

测定
。

由测定结

果可见
,

不同浓度下均有高而稳定的回收率
。

各浓

度 回收率符合体内药物浓度测定的要求
,

变异系数

小于 +� Κ
。

 表 % !

∗
&

血药浓度浏 定 对照组
、

实验组均给予小

鼠白芍提取物  :; !灌胃
,

灌胃后于 8�
、

∗�
、

1 �
、

+��
、

+∀�
、

+ 2� . /0 眼眶取静脉血
,

按血浆及血样预处理方

法处理
,

测定
,

由标准曲线计算出芍药昔的血药浓

度
。

以不 同取血时间为横坐标
,

芍药昔血药浓度为纵

坐标
,

绘制出芍药昔药一时曲线
,

见图 �
。

同时采用

梯形 面积法计算对照 组 Λ Π Γ 为 , ∀,�
&

∗ 05
·

闪
一 ’

. /0
,

实验组 Λ Π Γ 为 %肠1 ∀
&

8铭
·

闪
一 ’ . /0

。

对每一时

间点进行比较
,

结果表明对照组
、

实验组均在给药

8�
一 +� � . /0 内芍药昔血药浓度较高

,

尤其是给药

∗ � . /0 后血药浓度达到峰值
,

但到了 +∀� 而
0 以后

,

表 % 芍药普回收率试验  0 二 8!

对照液浓度 刚得浓度 回收率 平均回收率

 
0 5

·

协[
一 ’
!  

0 5
·

泌
一 ’, Ν 士 ,

!  Κ !  Κ !

ς Ρ Ψ

 Κ !

+1
&

�8

8 2
&

, ∗

∋ ∗
&

1 �

+∀ 8
&

2∀

+ 2
&

� ∋ 士 ∗
&

21 1 8
&

1 ∗

8 ∀
&

1 ∗ 土 ,
&

� ∗ 1 8
&

∀ �

∗1
&

� 8 上 ∋
&

月, 1�
&

��

+ ∗�
&

1, 士 2
‘

∀∗ + �,
&

∗ ∴

,
&

∋ 2

∋
&

∋ 2

1 ∀
&

∀ � 1
,

� 8

∋
&

∗ +

表 � 小鼠血桨中各时间点芍药普质 , 浓度  又士
4 , 0 Σ +�!

采血时间

— ./ 0! 空白对照组

血药浓度  05
·

闪
一 ’, Ν 土 。!

对照组 实验组

� 2 8∗ 上 8
&

2 1

, +
&

, 1 士 �
&

2 ∗

8 8
&

� ∀ 土 �
&

� 2

8 +
&

�∗ 土 ,
&

∋ ,

+�
&

21 士 ,
&

�∀

+ 8
&

+, 土 ∀
&

∀1

∗ ∀
&

8� 土 +�
&

∀,
) ) )

+ +∗
&

∀� 士 1
&

� 2
) ) )

2∋
&

2∗ 士 + �
&

∀∋
) 去 )

∗ �
&

, + 士 ∋
&

∗1
) ) )

+2
&

∋ 1 士 ∀
&

∀,
)

巧
&

, � 士 ∀
&

∗∗

8�1�∗�+2�+��+∀�

) ) ) : 7�
&

 只!+
&

) : 7 �
&

� ∀

Ξ 刊卜Ξ

一排Ξ 帕

对照组

实脸组

Ι工月∋旬口ϑ侧映拐峭

明 言叫 气正!!!! !

图 ∀ 芍药昔药 一 时曲线

芍药昔在血中的浓度明显降低 5表 ∀ 3
。

三
、

讨 论

在中医临床中
, “

辨证
”

占有极其重要的地位
。

但 目前
“

证
”

的判断标准体系还未科学客观地建

立
。

国内外有关学者的研究已表明
Κ
由于

“

证
”

的不

同
,

很可能导致药物吸收和代谢的差异
,

以致形成

药物有效成分血中浓度的差异
,

结果可能作为方剂

的疗效和
“

证
”

的差别反映出来 )’
一 0 ’。

∀∀ 〔肠忍 灰
Λ

≅ 8( Α? < 18Β )哪理 ∋ 肠面成韶如
。

ΒΦ 外记7‘动耐 <1 78?>
。角肠以比78?

。

8( 荆乞Η? 月‘几肠Μ交。〕
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本研究以血药浓度法作为手段
,

采用高效液相

色谱技术
,

将血虚证与补血药白芍效应成分芍药昔

药物动力学研究联系起来
。

在参考有关文献
【∀ 一 ∋ ’

的

基础上建立了适合本研究的动物模型
、

色谱条件和

生物样 品制备方法
。

用该方法可将小 鼠血浆中芍药

昔与血浆中蛋白杂峰
、

内源性物质
、

白芍提取物的

其他成分以及 这些成分的体内代谢产物和结合性

成分很好分离
。

方法重现性好
,

操作程序简便
,

样品

损失率低
,

本法为
“

证
”

与药物效应成分血药浓度的

相关性研究奠定了方法学基础
。

用白芍制剂灌 胃小鼠后
,

发现对照组
、

实验组均

在给药 8�
一 +�� . /0 内芍药昔血药浓度较高

,

尤其

是给药 ∗ � . /0 后血药浓度达到峰值
,

对照组平均芍

药昔 血药 浓 度为 ,+
&

,1 士 �
&

2∗ 05 3 闪
,

实验 组 为

+ +∗
·

∀ � 土 ∀
&

� 2 0 5 3 协%
,

但到了 + ∀ � . /0 以后
,

芍药昔

在血中的浓度明显 降低 Ο 在 8�
一 + �� . /0 实验组与

对照组 比较
,

芍药昔血药浓度显著提高  : 7�
&

��+
,

对照组 Λ Π Γ 为 , ∀ , �
&

∗ 0 5 林%
一 ’ . /0

,

实验组 Λ Π Γ 为

Δ∃ ∗1 2& 8 05 协[
一 ’ . /0

。

说明血虚证与补血药白芍有

效成分芍药昔之间存在病理状态与药物动力学的

辨证关系
。
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他人将该复方中的某些活性物质提取后
,

由于已经

有人在先将它以指纹谱 的方式公开其存在和药用

价值而使在后申请失去 了新颖性
,

由此来阻断他人

的恶意开发
。

�
&

可以解决传 统中药复方的新 颖性 问题
。

按现行专利法的规定
,

我 国传统中药方剂 已经

处于公开 的状态
,

即已失去专利法要求的新颖性
,

成为公有的现有技术
,

任何人都可无偿地对其开发

利用
。

将这一类方剂按传统的工艺或其他的现有技

术进行混合
,

使之成为该 中药复方混合后 的提取

物
,

该提取物由于配伍的相互作用而往往产生 了新

的化合物
,

而并非原有组分的简单相加  这在色谱

指纹谱中已得到印证 !
。

这是
,

我们以数字化色谱指

纹谱来对该提取物进行技术特征的表征
,

从而可尝

试将已失去
“

新颖性
”

的传统中药复方获得现行专

利法的保护
。

运用指纹图谱来规范中药的质量标准已是国际

制药界的一 项共识
,

美 国 ΘΨ Λ 和 欧共体对植物药

 或草药 ! 的质量检测 要求制订指 纹 图谱检测标

准
。

但如何把指纹图谱技术移植到专利申请文件的

撰写中来
,

也就是如何用数字化色谱指纹图谱的语

言来描述一项发明的技术特征还尚未解决好
,

如复

方混合液的新颖性问题
、

充分公开的问题
、

侵权判

定的问题等
,

它决不是一个课题所能轻易解决的
,

它涉及到专利法或者专利制度的修正 和 国家对一

个行业的保护或是 民族利益的保护
。

我们愿 为中医

药知识产权保护的理论研究提供一较新的思路
。
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