
２００８年１０月　第１０卷　第１０期 中国现代中药ＭｏｄｅｒｎＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ Ｏｃｔ２００８　Ｖｏｌ１０　Ｎｏ１０

1234

［通讯作者］　果德安，Ｅｍａｉｌ：ｇｄａ５９５８＠１６３ｃｏｍ

vwxyz{|}~�9�:;

张金强１，黄慧莲２，果德安２，毕开顺１

（１沈阳药科大学中药学院，辽宁　沈阳　１１００１６；
２中国科学院上海药物所中药现代化研究中心，上海　２０１２０３）

［摘要］目的：研究卵泡方在大鼠体内的组织分布规律。方法：卵泡方大鼠灌胃给药６ｇ·ｋｇ－１后，应用 ＨＰＬＣ测
定大黄酸、汉黄芩素及千层纸素Ａ在大鼠肝、心、脾、肺、肾中的含量，色谱柱：ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，

５μｍ），流动相：（Ａ）乙腈（Ｂ）０５％冰醋酸水溶液（ｖ／ｖ）梯度洗脱；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为２５４，２７６ｎｍ；
进样量为１０μＬ；柱温３０℃。结果：建立了大黄酸、汉黄芩素及千层纸素 Ａ在大鼠肝、心、脾、肺、肾中的 ＨＰＬＣ
含量测定方法。结论：该法成功应用于卵泡方单剂量大鼠灌胃给药后，大黄酸、汉黄芩素及千层纸素Ａ在大鼠体内
组织分布的研究。

［关键词］中药；卵泡方；ＨＰＬＣ；组织分布

卵泡方为复旦大学附属医院临床验方，由黄芩、

大黄、淫羊藿、知母、当归、山茱萸、枸杞子、太

子参、鸡血藤、龟甲、水蛭、鹿角及海马１３味中药
组成，临床上主治妇女不孕，如卵泡发育不良或黄

体不健所致的不孕症。本实验室对卵泡方质量控制

及其在大鼠体内的药代动力学和排泄规律进行了研

究［１２］。为研究卵泡方在大鼠体内的组织分布规律，

建立了大黄酸、汉黄芩素及千层纸素在大鼠肝、心、

脾、肺、肾中的高效液相色谱含量测定方法，６ｇ·
ｋｇ－１单剂量给大鼠灌胃卵泡方后，测定了３个化合物
在０２５～４８ｈ的１２个时间点，５个主要脏器中的分
布经时变化。

１　仪器与材料

高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系列高效液相色
谱仪（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｇｅｒｍａｎｙ），配有四元泵、
真空脱气机、自动进样器、二极管阵列检测器；ＢＴ
２５Ｓ型电子天平（德国 Ｓａｒｄｏｒｉｓ公司），ＨＣＧ３６Ａ氮
吹仪（东莞市永先电子仪器厂），２１６Ｋ型冷冻高速
离心机（德国Ｓｉｇｍａ公司），ＭＳ１型涡旋混合器（广州
仪科实验室技术有限公司），Ｔ１８型内切式组织匀浆
机（广州仪科实验室技术有限公司），１００～１０００μＬ
微量取样器 ［大龙医疗设备（上海）有限公司］。对

照品大黄酸（ｒｈｅｉｎ）和山柰酚（ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）购自中国
药品生物制品检定所，汉黄芩素（ｗｏｇｏｎｉｎ）和千层纸
素（ｏｒｏｘｙｌｉｎ）Ａ为本文作者由卵泡方中分离得到，纯
度均大于 ９８％；乙腈（Ｂｕｒｄｉｃｋ＆Ｊａｃｋｓｏｎ，Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＩｎｃ，ＵＳＡ）和冰醋酸（ｔｅｄｉａ，ｔｅｄｉａｃｏｍ
ｐａｎｙ，Ｉｎｃ，ＵＳＡ）均为色谱纯，醋酸乙酯和甲醇
（国药集团化学试剂有限公司）为分析纯；纯净水由

ＭｉｌｌｉＱ纯水制备系统制备；卵泡方样品由上海绿谷
制药有限公司提供。

ＨＰＬＣ测定卵泡方中主要化合物大黄酸，汉黄芩素
和千层纸素Ａ的含量分别为：０８，４１，２７ｍｇ·ｇ－１。
卵泡方样品用水溶解成０６ｇ·ｍＬ－１浓度的溶液，大鼠单
剂量给药量为６ｇ·ｋｇ－１。

２　方法与结果

２１组织样品预处理
取大鼠肝、心、脾、肺、肾脏器，生理盐水洗

净，滤纸吸干水分，分别准确称定每一组织脏器的

重量，按１∶２（ｍ／ｖ）加入生理盐水，在冰浴上制备组
织匀浆。精密量取组织匀浆１０ｍＬ，置１０ｍＬ具塞离
心试管中，加入内标山柰酚溶液（４２μｇ·ｍＬ－１）
１００μＬ，甲醇３ｍＬ，涡旋萃取１ｍｉｎ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ，分取上清液，残渣再加甲醇３ｍＬ，涡旋萃
取１ｍｉｎ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，分取上清液。合
并上清液，于 ４０℃氮气流下吹干，残渣加入甲醇
４００μＬ，涡旋溶解 １ｍｉｎ，０２２μｍ微孔滤膜过滤，
取滤液１０μＬ注入高效液相色谱仪，记录色谱图。
２２对照品溶液制备
２２１标准系列对照品溶液的制备

分别称取大黄酸，汉黄芩素和千层纸素 Ａ对照
品适量，精密称定，置容量瓶中，用甲醇溶解并定
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容至刻度，摇匀，即得混合对照品储备液，再加甲

醇稀释成标准系列对照品溶液：大黄酸 ５２，２６，
１０４，５２，２６，１０４，０５２μｇ·ｍＬ－１；汉黄芩素
１５０，７５，３０，１５，７５，３，１５μｇ·ｍＬ－１；和千层
纸 素 Ａ １１２， ５６， ２２４， １１２， ５６， ２２４，
１１２μｇ·ｍＬ－１。对照品溶液储存于４℃，备用。
２２２内标溶液的制备

取山柰酚对照品适量，精密称定，置容量瓶

中，甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，即得浓度为

４２０μｇ·ｍＬ－１的内标储备液，再加甲醇稀释至
４２μｇ·ｍＬ－１，储存于４℃，备用。
２２３ＱＣ样品的制备

分别取空白组织匀浆液，加入对照品溶液，制备

成含被测物高、中和低 ３个浓度的质量控制样品
（Ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅ，ＱＣｓ），即大黄酸０５２，０１０，
００５μｇ·ｍＬ－１，汉黄芩素１５，０３，０１５μｇ·ｍＬ－１和
千层纸素 Ａ１１２，０２２，０１１μｇ·ｍＬ－１，储存于
－８０℃，备用。
２３ＨＰＬＣ条件

ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，５μｍ）

（ＰａｌｏＡｌｔｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）；ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８保护柱（２０ｍｍ
×４ｍｍ，５μｍ）（ＰａｌｏＡｌｔｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）；流动相：
（Ａ）乙腈（Ｂ）０５％冰醋酸水溶液（ｖ／ｖ），梯度洗脱
程序：０～２０ｍｉｎ，Ａ２４％；２０～４６ｍｉｎ，Ａ２４％升
至 ５１％；流速 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长 ２５４，
２７６ｎｍ；进样量１０μＬ；柱温３０℃。
２４方法学考察
２４１标准工作曲线的绘制

分别取空白组织，依次加入标准系列对照品溶

液１００μＬ，内标溶液（３８μｇ·ｍＬ－１）１００μＬ，按 ２１
项下操作，以被测物与内标物峰面积比值为纵坐标，

被测物浓度为横坐标，用加权最小二乘法进行回归

运算，权重系数为１／Ｘ２，求得直线回归方程。３个
被测化合物在标准曲线范围内呈良好线性（ｒ２ ＞
０９９），结果见表１。
２４２方法的专属性

将供试动物的空白组织色谱图与空白组织中加

入待测物和内标物后得到的色谱图及给药后不同时

间大鼠组织色谱图进行比较，结果表明组织中所含

内源性物质不干扰被测物和内标物的测定，被测物

峰形良好。

２４３最低定量限（ＬＬＯＱ）与最低检测限（ＬＯＤ）
以被测物标准曲线的最低浓度点为最低定量限

（ｌｏｗｅｓｔｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ），要求信噪比

（Ｓ／Ｎ）不小于５，精密度 ＲＳＤ小于２０％，回收率在
８０％～１２０％。最低检测限（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）
是信噪比（Ｓ／Ｎ）不小于３时的被测物浓度，为能从
组织匀浆液体背景信号中区分出被测物的最低浓度。

表１　大鼠组织中被测组分的标准曲线

组织 化合物 标准曲线 ｒ
线性范围

／ｇ·ｍＬ－１

汉黄芩素 Ｙ＝０６０５５Ｘ＋００１５４０９９３０ ０１５～１５００

肝 千层纸素 Ａ Ｙ＝０５３３０Ｘ＋０００４００９９４０ ０１１～１１２０

大黄酸 Ｙ＝０２４３７Ｘ＋００００４０９９５８ ００５～５２０

汉黄芩素 Ｙ＝００７２７Ｘ＋０００７８０９９９６ ０１５～１５００

心 千层纸素 Ａ Ｙ＝０５６９７Ｘ＋０００２９０９９９６ ０１１～１１２０

大黄酸 Ｙ＝０２９８５Ｘ＋００００１０９９９０ ００５～５２０

汉黄芩素 Ｙ＝０８２１６Ｘ＋００２３８０９９８７ ０１５～７５０

脾 千层纸素 Ａ Ｙ＝０７３８３Ｘ＋００１０３０９９９４ ０１１～５６０

大黄酸 Ｙ＝０２６８４Ｘ＋０００１１０９９６３ ００５～１０４

汉黄芩素 Ｙ＝１０１８３Ｘ＋０００４３０９８９３ ０１５～３００

肺 千层纸素 Ａ Ｙ＝０８６５４Ｘ－０００３００９８６３ ０１１～２２４

大黄酸 Ｙ＝０４２８８Ｘ＋０００６８０９９３４ ００５～１０４

汉黄芩素 Ｙ＝０６５７７Ｘ＋０００９１０９９９８ ０１５～７５０

肾 千层纸素 Ａ Ｙ＝０５８４５Ｘ＋０００３１０９９２９ ０１１～５６０

大黄酸 Ｙ＝０３４６４Ｘ－００００７０９９１７ ００５～２６０

２４４精密度和准确度
取ＱＣ样品高、中、低３个浓度各６份，每一浓

度进行６样本分析，测定该方法的日内精密度和回
收率。连续测定３ｄ，并与标准工作曲线同时进行测
定，以当日的标准工作曲线计算 ＱＣ样品的浓度，
计算该方法的日间精密度和准确度，本方法 ＱＣ样
品的日内和日间精密度 ＲＳＤ小于 １５％，准确度在
±２０％之间；均符合目前生物样品分析方法指导原
则的有关规定［３］，该法可用于准确测定大鼠组织中

目标化合物的浓度。

２４５绝对回收率
取ＱＣ样品高、中、低 ３个浓度各 ３样本，按

“标准工作曲线”项下方法操作，测得样品中被测

物的色谱峰面积，与相应浓度的标准溶液中被测物

的色谱峰面积比较，计算绝对回收率。被测物及内

标在高、中、低３个浓度组织样品中绝对回收率 ＞
６０％，说明组织样品的萃取方法稳定可靠。
２４６组织样品稳定性

取ＱＣ样品高、低２个浓度样品各３样本，置于
室温保存（２０～３０℃）４ｈ后测定，考察组织样品的
短期稳定性；取ＱＣ样品高、低２个浓度各３样本，
制备后２４ｈ后测定，考察组织样品的制备后稳定性；
取ＱＣ样品高、低２个浓度各３样本，冷冻保存于
－８０℃，在室温中充分解冻，然后再次冷冻，重复３

·５２·
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个冻融周期后测定，考察组织样品的３周期冻融稳
定性。结果稳定性ＲＳＤ小于１５％，表明组织中的被
测物浓度可以被准确测定。

２５组织分布研究
２５１组织样品的采集与预处理

取雌性ＳＤ大鼠６０只，随机分成１２组，每组５
只。实验前禁食１２ｈ，自由饮水。按６ｇ·ｋｇ－１体重灌
胃给予卵泡方后，于 ０２５，０５，１，２，４，６，８，

１０，１２，２４，３６，４８ｈ断头处死，剖取肝、心、脾、
肺、肾，于－８０℃保存。取各采样时间点组织，按
２１项下方法处理后，进行ＨＰＬＣ分析。
２５２组织分布研究结果

大鼠灌胃卵泡方后，考察了大黄酸，汉黄芩素

和千层纸素 Ａ３个被测化合物在肝、心、脾、肺、
肾组织中不同时间点的分布经时变化。各个组织中

３个化合物的平均浓度经时变化见图１。

图１　大鼠灌胃卵泡方后肝、心、脾、肺和肾脏中待测化合物的平均药时曲线（ｎ＝５）

３　讨论

本实验方法学按照ＧｕｉｄａｎｃｅｆｏｒＩｎｄｕｓｔｒｙ（Ｂｉｏａｎａ
ｌｙｔｉｃａｌＭｅｔｈｏｄＶａｌｉｄａｔｉｏｎ）［３］要求进行方法学考察。

在选取内标物时，本实验考察了与待测化合物

结构和紫外吸收相似的化合物，如：芦丁、橙皮苷、

山柰酚等。结果表明山柰酚的紫外吸收性质、保留

时间以及在血浆中的萃取效率与被测物较为接近，

符合内标的选取原则，故选择山柰酚为含量测定的

内标物。

在进行此实验之前，曾对该复方的化学成分做
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过系统地分离，得到并鉴定了２５个化合物，其中没
有发现山柰酚。同时卵泡方体外样品在 ＨＰＬＣ图上
也没有发现山柰酚的相应峰。作者还建立了ＬＣＥＳＩ／
ＭＳｎ方法，鉴定了复方中３４个化学成分［４］，也没有

发现山柰酚，故认为该方中即使某个单味药材含有

山柰酚，但在复方中没有发现该成分，对实验不会

带来干扰。同时，组织样品萃取实验也证明山柰酚

的萃取回收率非常稳定。

实验结果表明，在给药后的０２５～４８ｈ的１２个
时间点，３个化合物在大鼠肝、心、脾、肺、肾组
织中应用该方法被检出。在这５个组织中，大黄酸
在各组织中均于０５～１ｈ达到含量的峰值，之后缓
慢清除出各器官；黄酮苷元（汉黄芩素和千层纸素

Ａ）在组织中清除较慢。结果还显示：目标化合物在
大鼠组织的分布曲线基本上都出现双峰现象，该现

象可能是由肝肠循环引起的。
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孢子的萌发。对萌发所用的麦冬块根进行组分分析，

表明黄酮含量达０１５％。促进麦冬菌根孢子萌发的
物质是否为黄酮类化合物、菌根真菌对麦冬块根黄

酮类物质的关系正在深入研究中。
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