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　　［摘要］　目的　建立寒凝血瘀大鼠体内羟基红花黄色素Ａ（ＨＳＹＡ）的反相高效液相色谱分析方法，研究苏木对 ＨＳＹＡ
在寒凝血瘀模型大鼠体内药代动力学（药动学）的影响。方法　寒凝血瘀模型大鼠１２只，随机分为２组，分别灌服红花单煎液
和红花苏木合煎液，于给药后５、１０、２０、３０、４５、６０、９０、１２０、１５０、２１０、２７０ｍｉｎ眼底静脉丛取血，２０％三氯乙酸水溶液沉淀蛋白，

采用ＲＰＨＰＬＣ法检测给药不同时间后大鼠血浆中 ＨＳＹＡ的浓度，ＤＡＳ２．０药动学软件计算药动学参数。结果　与红花单
用组相比，红花与苏木配伍后，大鼠血浆中 ＨＳＹＡ的药时曲线下面积 ＡＵＣ（０ｔ）和峰浓度Ｃｍａｘ及分布半衰期ｔ１／２α增大（Ｐ＜

０．０１），表观分布容积Ｖ１／Ｆ和清除率ＣＬ／Ｆ减小（Ｐ＜０．０１）。结论　苏木可促进寒凝血瘀模型大鼠对红花中 ＨＳＹＡ的吸收，
降低 ＨＳＹＡ在体内的分布，从而发挥增效作用。
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　　红花具有活血化瘀的作用，常与苏木相须配伍

应用，见于诸多方剂，如红花活血汤、红花苏木汤等，

用于治疗瘀血阻络、血滞不行等［１］。羟基红花黄色

素Ａ（ＨＳＹＡ）为红花化瘀通络的主要有效成分，具

有抗血栓、抗脑缺血、缓解心肌缺血等作用［２５］，临床

常用于冠心病、脑血栓等疾病的治疗［６８］。我们以苏

木对红花中 ＨＹＳＡ在正常大鼠体内药代动力学（药

动学）影响的研究［９］为基础，进一步研究苏木对红花

在寒凝血瘀模型大鼠体内药动学的影响，以期为中

药配伍研究及临床合理用药提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　仪器与设备　１１００系列高效液相色谱仪（美国

安捷伦公司）；ＴＧＬ１６Ｇ高速离心机（上海安亭科学仪

器公司）；ＢＰ２２１Ｓ电子天平（德国赛多利斯集团）；ＶＥＲ

ＴＥＸ２６型快速混匀器（中国海门市其林贝尔仪器制造

有限公司）；Ｍａｘｉｍａ超纯水机（美国基因公司）。

１．２　药品与试剂　苏木、红花分别为Ｓａｐｐａｎｌｉｇ
ｎｕｍ 和Ｃａｒｔｈａｍｉｆｌｏｓ药材（购于陕西省药材公司，由
西北大学生命科学学院房敏峰副教授鉴定）；ＨＳＹＡ
对照品（中国食品药品检定生物制品研究院，批号：

１１１６３７２００９０５）；肝素钠注射液（河北常山生化药业有

限公司，批号：１００１０９）；甲醇（色谱纯，美国费希尔公

司）；实验用水为超纯水；其他试剂均为分析纯。

１．３　动物　ＳＤ雄性大鼠，５个月龄，ＳＰＦ级，体质量

１９０～２５０ｇ（由西安交通大学实验动物中心提供，动

物合格证号：陕医动证字２００６１０５）。

１．４　药材提取　精确称取干燥至恒质量的红花药材

１００．０ｇ，置于２０００ｍＬ圆底烧瓶中，加１０倍量水浸

泡３０ｍｉｎ后，加热回流提取２次，每次提取时间为２

ｈ，抽滤，合并滤液，减压浓缩至５０ｍＬ（生药量以红花

计２．０ｇ／ｍＬ）得红花单煎液，４℃冷藏备用。按红花与

苏木１１配比同法制备红花苏木合煎液。

１．５　动物实验设计　取健康ＳＤ大鼠２０只，放入

０℃冰水中刺激８ｍｉｎ，每天２次，持续３０ｄ，建立寒

凝血瘀大鼠模型［１０］。选取造模成功的大鼠随机分成

２组，每组６只，禁食不禁水，１２ｈ后，分别灌服红花

单煎液和红花苏木合煎液（以２０．０ｇ／ｋｇ红花生药

量灌胃），给药前和给药后５、１０、２０、３０、４５、６０、９０、

１２０、１５０、２１０、２７０ｍｉｎ于眼底静脉丛取血０．３ｍＬ，

置于肝素化离心管中，４２００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上层
血浆于－２０℃保存。前５个取血点尾静脉注射０．３

ｍＬ生理盐水，后边各取血点腹腔注射０．３ｍＬ生理

盐水以补充血容量。

１．６　血药浓度的测定

１．６．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（４．６

ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ为０．３％甲酸水溶

液，Ｂ为甲醇溶液；梯度洗脱：０～２５ｍｉｎ，５％～３５％

Ｂ；２５～３０ｍｉｎ，３５％～４０％ Ｂ；３０～４０ｍｉｎ，４０％～
６０％Ｂ；检测波长：０～３０ｍｉｎ，２８０ｎｍ；３０～４０ｍｉｎ，

４０３ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：２０μＬ。

１．６．２　对照品溶液的制备　精密称取 ＨＳＹＡ对照

品２．０ｍｇ，以甲醇定容至１０ｍＬ棕色容量瓶中，摇

匀，配制成浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ的储备溶液。

１．６．３　血浆样品的处理　取上述冻存血浆，室温下

解冻，加入１／１０血浆体积的２０％（质量体积分数）三

氯乙酸水溶液沉淀蛋白，涡旋２ｍｉｎ，９５００×ｇ离心１０
ｍｉｎ，取上清液并用０．４５μｍ水系微孔滤膜过滤，备用。

１．７　药动学研究　取２０μＬ血浆样品，按１．６．１项

色谱条件下进样，记录峰面积，按标准曲线计算

ＨＳＹＡ的浓度，以时间（ｔ）为横坐标，血药浓度（ｃ）为
纵坐标绘制药时曲线。用ＤＡＳ２．０药动学软件分

析药动学参数。

２　结　果

２．１　方法学考察　精密量取２００μＬ空白血浆，配

制成浓度分别为０．２０、０．４０、０．７８、１．５６、３．１３、６．２５

ｍｇ／Ｌ的 ＨＳＹＡ 标准溶液，按１．６．３项下方法制备

样品，按１．６．１项下液相条件进样分析，记录峰面

积。以样品中 ＨＳＹＡ峰面积（ｙ）及 ＨＳＹＡ标样浓

度（ｘ）进行线性回归，得回归方程为ｙ＝７０．９４ｘ＋
０．６８及相关系数ｒ＝０．９９９８（ｎ＝６），由此看出，

ＨＳＹＡ在０．２０～６．２５ｍｇ／Ｌ具有良好的线性关系。

ＨＳＹＡ检出限为０．０９ｍｇ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３计）。０．４０

ｍｇ／Ｌ、１．５６ｍｇ／Ｌ和６．２５ｍｇ／Ｌ低、中、高３个浓度

的日内和日间精密度（ＲＳＤ）分别小于４．５％（ｎ＝６）

和７．５％（ｎ＝６）；提取回收率大于８５％；冻融稳定
性、短期稳定性及长期稳定性（ＲＳＤ）分别小于
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３．７％、４．５％及６．７％。说明该方法精密度好，回收

率高，且具有良好的稳定性。色谱图如图１所示。

２．２　药动学研究　用 ＤＡＳ２．０药动学软件分析

ＨＳＹＡ的药动学参数。结果显示（图２，表１），与红

花单煎液组相比，红花苏木合煎液组大鼠血浆中

ＨＳＹＡ药时曲线下面积（ＡＵＣ）、峰浓度（Ｃｍａｘ）及分

布半衰期（ｔ１／２α）增大（Ｐ＜０．０１）；表观分布容积（Ｖ１／

Ｆ）和清除率（ＣＬ／Ｆ）减小（Ｐ＜０．０１）；吸收半衰期

（ｔ１／２Ｋａ）和达峰时间（Ｔｍａｘ）有所减小，但差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。

图１　各样品的ＨＰＬＣ图谱

Ａ：空白血浆；Ｂ：空白血浆加对照品；Ｃ：大鼠灌胃红花单煎液后血浆；Ｄ：大鼠灌胃红花苏木合煎液后血浆．ａ：羟基红花黄

色素Ａ（ＨＳＹＡ）

图２　羟基红花黄色素Ａ在寒凝血瘀

大鼠体内的药时曲线

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

３．１　色谱条件及血浆制备方法的选择　本研究考

察了等度和梯度洗脱两种方式、甲醇０．０５％甲酸水

溶液和甲醇０．３％甲酸水溶液的流动相体系的方法

专属性，最终确定采用梯度洗脱，甲醇０．３％甲酸水

溶液为流动相。此方法专属性良好，灵敏度高。

表１　羟基红花黄色素Ａ在寒凝血瘀

大鼠体内的药代动力学参数

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

房室参数 红花单煎液组 红花苏木合煎液组

ｔ１／２αｔ／ｍｉｎ １３．８１±１．５２ ２９．９１±３．０２

ｔ１／２βｔ／ｍｉｎ ６７．４６±４．５６ ６９．３２±０

Ｖ１／Ｆ（Ｌ·ｋｇ－１） １３４．７５±１６．３５ ９３．６６±１０．２１

ＣＬ／Ｆ（Ｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１） １．９０±０．２４ １．１８±０．２２

ＡＵＣ（０ｔ）（ｍｇ·ｍｉｎ·Ｌ－１） １１６．９４±１９．３３ ２１８．１０±２４．８８

ＡＵＣ（０∞）（ｍｇ·ｍｉｎ·Ｌ－１） １４７．１６±１２．９５ ２７０．９０±２９．３５

ｔ１／２Ｋａｔ／ｍｉｎ ６．１１±０．７１ ５．７２±０．７１

ＣｍａｘρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１） １．３１±０．３０ ２．０２±０．４１

Ｔｍａｘｔ／ｍｉｎ ２０．００±５．０８ １８．００±４．４７

　Ｐ＜０．０１与红花单煎液组比较

　　本研究比较了不同种类和用量的蛋白沉淀剂处

理血浆样品后对提取回收率的影响，最终确定采用

２０％（质量体积分数）三氯乙酸水溶液沉淀蛋白，用

量为血浆体积的１／１０，结果显示内源性物质无干

扰，精密度高，稳定性好，且提取回收率高，均在

８５％以上，满足生物样品检测要求。

３．２　药动学研究　与红花单煎液组相比，红花苏
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木合煎液组大鼠血浆中 ＨＳＹＡ的ｔ１／２Ｋａ和Ｔｍａｘ有所

减小（Ｐ＞０．０５），ＡＵＣ、Ｃｍａｘ增大（Ｐ＜０．０１），表明苏

木促进了机体对红花中 ＨＳＹＡ 的吸收；Ｖ１／Ｆ和

ＣＬ／Ｆ减小（Ｐ＜０．０１），提示配伍苏木可加快 ＨＳＹＡ
的消除；ｔ１／２α增大（Ｐ＜０．０１），提示苏木减慢了

ＨＳＹＡ在体内的分布速度。

　　本课题组前期对苏木和红花在正常大鼠体内药

动学研究发现，与红花单用组相比，红花和苏木配伍

后，正常大鼠体内 ＨＳＹＡ的吸收半衰期ｔ１／２Ｋａ、分布

半衰期ｔ１／２α减小；达峰时间Ｔｍａｘ有所提前；消除半衰

期ｔ１／２β、清除率ＣＬ／Ｆ变化不显著，而表观分布容积

Ｖ１／Ｆ减小，表明苏木可促进正常大鼠体内 ＨＳＹＡ
的吸收和分布，加快 ＨＳＹＡ在体内的代谢过程，减

少 ＨＳＹＡ在体内的蓄积［９］。本研究结果结合上述

研究结果表明，苏木和红花配伍后，与正常大鼠相

比，寒凝血瘀模型大鼠血浆中 ＨＳＹＡ 分布半衰期

ｔ１／２α、药时曲线下面积ＡＵＣ（０ｔ）、峰浓度Ｃｍａｘ增大，表

观分布容积 Ｖ１／Ｆ和清除率ＣＬ／Ｆ减小，提示在相

应的病理模型下药物能发挥更好的疗效。

　　综上所述，在寒凝血瘀模型大鼠体内，苏木可促

进机体对 ＨＳＹＡ的吸收，使更多的 ＨＳＹＡ被吸收

入血；同时苏木可加快 ＨＳＹＡ的消除，降低 ＨＳＹＡ
在体内的分布，从而发挥增效作用。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。

［参 考 文 献］

［１］　ＴｉｅｎＹ，ＬｉｎＪ，ＬａｉＣ，ＫｕｏＣ，Ｌｉｎ Ｗ，ＴｓａｉＣ，ｅｔａｌ．

ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．ｐｒｅｖｅｎｔｓＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＴＮＦα

ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈＪＮＫ１／２

ＮＦκＢｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎＨ９ｃ２ｃａｒｄｉｏｍｙｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１０，１３０：５０５５１３．

［２］　臧宝霞，金　鸣，李金荣．羟基红花黄色素 Ａ抗凝作用

的研究［Ｊ］．中草药，２００７，３８：７４１７４３．

［３］　郑为超，陈铎葆，李　兵，张　雷．红花黄素对大鼠心肌

缺血再灌注模型的作用及机制研究［Ｊ］．中国药理学通

报，２００３，１９：１０３２１０３４．

［４］　ＴａｎｇＪ，ＬｏｕＺ，ＷａｎｇＹ，ＧｕｏＭ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｓｍａｌｌ

ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＴＬｈｓｙａｐｒ）ｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｃＤＮＡ

ＡＦＬＰ ａｐｐｒｏａｃｈ ｉｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒ

ｙｅｌｌｏｗＡｉｎｓａｆｆｌｏｗｅｒ（ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．）［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｅｍＳｙｓｔｅｍＥｃｏｌ，２０１０，３８：７２２７３０．

［５］　陈铎葆，郑为超，赵　辉，张梅芳，张　雷，李　兵．红花

总黄素对心肌缺血再灌注损伤大鼠心功能的影响［Ｊ］．

中国中医药科技，２００３，１０：２９０２９２．

［６］　ＬｉｕＬ，ＤｕａｎＪ，ＴａｎｇＹ，ＧｕｏＪ，ＹａｎｇＮ，ＭａＨ，ｅｔａｌ．

ＴａｏｒｅｎＨｏｎｇｈｕａｈｅｒｂｐａｉｒａｎｄｉｔｓｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｂｌｏｏｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｏｎｈｅ

ｍｏｒｈｅｏｌｏｇｙ，ｐｌａｓｍａｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｐｌａｔｅｌｅｔａｇｇｒｅｇａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，１３９：３８１３８７．

［７］　臧宝霞，金　鸣，司　南，张　彦，吴　伟，朴永哲．羟基

红花黄色素Ａ对血小板活化因子的拮抗作用［Ｊ］．药学

学报，２００２，３７：６９６６９９．

［８］　ＺｈｕＨ，ＷａｎｇＺ，ＭａＣ，ＴｉａｎＪ，ＦｕＦ，ＬｉＣ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒｙｅｌｌｏｗ Ａ：ｉｎｖｉｖｏ

ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，２００３，６９：４２９４３３．
［９］　夏　丽，陈向梅，彭莉蓉，王世祥，王晓雯，左　燕，等．

苏木对红花中羟基红花黄色素 Ａ的药代动力学影响

［Ｊ］．中国中药杂志，２０１３，３８：５２５５．

［１０］曹振华，尹军祥，田金洲，李乐军，时　晶，王文洁，等．

源于冷刺激的血液与血管病理变化研究［Ｊ］．北京中医

药，２００９，２８：３０８３１１．

［本文编辑］　尹　茶


