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红花龙胆血清药物化学初步研究∗
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(１.贵阳中医学院ꎬ贵阳　 ５５０００２ꎻ２.贵阳新天社区卫生服务中心ꎬ贵阳　 ５５０００８ꎻ３.贵阳中医学院第一附属医院药

剂科ꎬ贵阳　 ５５０００１ꎻ４.贵州省修文县疾病预防控制中心ꎬ贵阳　 ５５０２００)

摘　 要　 目的　 研究红花龙胆血清药物化学ꎬ探讨红花龙胆药效作用的物质基础ꎮ 方法　 采用血清药物化学研究

方法ꎬ在建立红花龙胆高效液相色谱(ＨＰＬＣ)指纹图谱的基础上ꎬ比较红花龙胆提取物、红花龙胆含药血清、空白血清

ＨＰＬＣ 指纹图谱差异ꎬ确认红花龙胆提取液灌胃后大鼠含药血清的移行成分ꎮ 结果　 在红花龙胆含药血清中发现 ２０ 个

入血成分ꎬ４ 个为原型成分ꎬ其余 １６ 个可能为原型成分代谢产物ꎮ 结论　 ２０ 个入血成分可能是红花龙胆的体内直接作

用物质ꎬ对其进行深入研究可能有助于阐明红花龙胆的药效物质基础及药效机制ꎮ
关键词　 红花龙胆ꎻ血清药物化学ꎻ指纹图谱ꎻ色谱法ꎬ高效液相
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　 　 中药血清药物化学是以药物化学的研究手段和方

法为基础ꎬ分析鉴定中药口服后血清中移行成分ꎬ研究

其药效相关性ꎬ确定中药药效物质基础并研究其体内

过程的应用学科[１]ꎮ 红花龙胆为龙胆科植物红花龙

胆(Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｈｏｄａｎｔｈａ Ｆｒａｎｃｈ.)的干燥根ꎬ收载于«贵

州省中药材、民族药材质量标准»２００３ 年版[２]ꎬ为贵州

苗族习用药材(苗药名“锐定谋”)ꎮ 具有清热燥湿、解
毒泻火、止咳的功效ꎬ用于湿热黄疸、肺热咳嗽、小便不

利等症[３]ꎮ 其为肺力咳胶囊、康妇灵胶囊等制剂的主

要原药材ꎮ 目前ꎬ笔者尚未见红花龙胆有效成分和药
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效物质基础的相关研究ꎬ虽有选择以芒果苷建立红花

龙胆质量标准的报道[４]ꎬ但尚无确凿数据为其佐证ꎮ
因此ꎬ运用血清药物化学对红花龙胆的入血移行成分

进行研究ꎬ为质量控制提供依据成了亟待解决的共性

问题ꎮ 基于此ꎬ笔者建立了红花龙胆药材及其提取液

灌胃后大鼠血清高效液相色谱(ＨＰＬＣ)指纹图谱ꎬ通
过色谱峰相关性研究ꎬ初步确定了其入血移行成分ꎬ以
期确定红花龙胆在体内的有效组分群ꎬ为进一步完善

其质量标准及其药效物质基础研究奠定基础ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪(ＤＡＤ 检测

器)ꎻＡＹ１２０ 型电子天平(梅特勒￣托利多公司ꎬ感量:
０.０００ １ ｇ)ꎻ１２６２０￣８４０ 涡旋混合器(美国 ＶＷＲ 公司)ꎻ
ＭＣＤ￣２５０ＲＤ 低温高速离心机(日本 ＡＳＯＮＥ 公司)ꎻ
ＭＴＮ￣２８００Ｄ 氮吹浓缩装置(天津奥特塞恩斯仪器有限

公司)ꎻｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 移液器(德国)ꎮ
１.２　 试药 　 芒果苷对照品(中国食品药品检定研究

院ꎬ批号:１１１６０７￣２００４０２ꎬ含量:９８. ４％)ꎬ供含量测定

用ꎮ 乙腈为色谱醇ꎬ甲醇、磷酸均为分析纯ꎬ乙醇为食

用级ꎬ水为娃哈哈纯净水ꎮ 红花龙胆药材采自贵州省

贵阳市花溪ꎬ经贵阳中医学院魏升华副教授鉴定为红

花龙胆(Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｈｏｄａｎｔｈａ Ｆｒａｎｃｈ.)的干燥根ꎬ洗净后

６０ ℃烘干ꎮ
１.３　 实验动物 　 ＳＤ 大鼠ꎬ雌雄各半ꎬ体质量(２００ ±
２０)ｇꎬ购于第三军医大学实验动物中心ꎬ实验动物生

产许可证号:ＳＣＸＫ(军)２０１２￣０００３ꎮ
１.４　 溶液的制备　
１.４.１　 对照品溶液的制备 　 取干燥至恒重的芒果苷

对照品适量ꎬ加甲醇制成 ０.１１３ ５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１对照品溶

收稿日期　 ２０１６－０５－１７　 修回日期　 ２０１６－０６－２０
基金项目　 ∗贵州省科技厅贵阳中医学院联合基金(黔科

合中药字[２０１２]ＬＫＺ７０５９)ꎻ贵州省中医药管理局中医药、民族

医药科学技术研究课题(ＱＺＹＹ２０１２￣０４ꎬＱＺＹＹ２０１６￣０９９)ꎻ贵州

省科技厅贵阳中医学院第一附属医院联合基金资助项目(黔科

合 ＬＨ 字[２０１５]７８０１)ꎻ贵阳中医学院院内项目(贵中医科院内

[２０１６]５５ 号)ꎻ苗族医学研究协同创新中心项目(黔教合协同

创新字[２０１５]０５)
作者简介　 赵林珺(１９８２－)ꎬ女ꎬ贵州贵阳人ꎬ主管中药师ꎬ

在读硕士ꎬ主要从事中药民族药质量控制与新药研究ꎮ 电话:
０８５１－８６８４０４２５ꎬＥ￣ｍａｉｌ:９３３４３６７３＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

通信作者　 罗君(１９８０－)ꎬ男ꎬ贵州遵义人ꎬ副主任药师ꎬ硕
士ꎬ主 要 从 事 中 药 质 量 控 制 与 新 药 研 究ꎮ 电 话: ０８５１ －
８５６３９４７９ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｌｕｏｊｕｎ０３１００９＠ １６３.ｃｏｍꎮ

叶世芸(１９６６－)ꎬ女ꎬ贵州贵阳人ꎬ教授ꎬ硕士生导师ꎬ学士ꎬ
主要从事药物分析研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｌｉｈａｏｌｏｒａ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍꎮ

液ꎮ
１.４.２　 红花龙胆药材供试液的制备 　 取红花龙胆药

材ꎬ加 １０ 倍量 ５０％乙醇回流 ２ ｈꎬ滤过ꎻ滤渣用 ８ 倍量

５０％乙醇回流 １ ｈꎮ 合并 ２ 次滤液ꎬ浓缩并转移至量

瓶ꎬ加水定容至刻度ꎬ使含生药 ０.１７５ ｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ密封ꎬ
于４ ℃冰箱冷藏保存ꎮ

另取供试液 １００ μＬꎬ加甲醇定容至 １０ ｍＬꎬ过孔径

０.４５ μｍ 微孔滤膜ꎬ供分析测试备用ꎮ
１.５　 血清样品的制备　
１.５.１　 给药方案　 取 ＳＤ 大鼠 ３６ 只ꎬ按照体质量由轻

到重顺序编号并划分为 ６ 个群体ꎬ按照随机数字表法

随机分为 ６ 组ꎬ即空白对照组和 ５ 个给药组ꎬ每组 ６
只ꎮ 给药组按１.７５ ｇ􀅰ｋｇ－１剂量灌胃给予红花龙胆提

取物溶液ꎬ每天 ２ 次ꎬ连续 ３ ｄꎻ空白对照组给予等量纯

化水灌胃ꎮ 末次给药前 １２ ｈ 禁食ꎬ自由饮水ꎮ
１.５.２　 采血时间的确定　 ５ 个给药组末次给药后ꎬ分
别于 ０.２５ꎬ０.５ꎬ１ꎬ２ꎬ３ ｈ 用 １０％水合氯醛麻醉ꎬ经股动

脉取血 ５ ｍＬꎬ全血静置凝结后ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心

１５ ｍｉｎ( ｒ＝ ８ ｃｍ)ꎬ取上清液 ０.５ ｍＬꎬ合并同组血清ꎬ以
消除个体差异ꎬ供分析用ꎮ
１.５.３　 血清样本的预处理 　 分别取空白血清和含药

血清各 １ ｍＬꎬ 加入甲醇 ３ ｍＬꎬ 涡旋混合 ２ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ２０ ｍｉｎ ( ｒ ＝ ８ ｃｍ)ꎬ取上清液

２ ｍＬꎬ４０ ℃氮气吹干ꎬ加入甲醇 ２００ μＬ 复溶ꎬ超声处

理 ２ ｍｉｎꎬ涡旋混合后ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎꎬ取
上清液ꎬ备用ꎮ
１.６　 血清指纹图谱的测定　 色谱条件:Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８

色谱柱(４. ６ ｍｍ×２００ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相乙腈(Ａ)￣
０.０５％磷酸水溶液(Ｂ)ꎬ梯度洗脱ꎬ０ ~ ５ ｍｉｎꎬ９２％→
９０.５％Ｂꎻ>５~ ２０ ｍｉｎꎬ９０.５％→８９.５％Ｂꎬ>２０ ~ ４５ ｍｉｎꎬ
８９.５％ →８０％ Ｂꎻ > ４５ ~ ８０ ｍｉｎꎬ ８０％ →７０％ Ｂꎻ >８０~
９０ ｍｉｎꎬ７０％→６８％ Ｂꎻ > ９０ ~ １００ ｍｉｎꎬ６８％→６４％ Ｂꎻ
>１００~１０５ ｍｉｎꎬ６４％Ｂꎻ流速 ０.８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ检测波长

２４５ ｎｍꎻ柱温 ２５ ℃ꎻ进样量 １０ μＬ[５]ꎮ
２　 结果　
２.１　 方法学考察　
２.１.１　 精密度实验 　 取同批红花龙胆药材提取液 １
份ꎬ按“１.６”项色谱条件ꎬ连续进样 ６ 次ꎬ测得共有峰相

对保留时间 ＲＳＤ 均<１％ꎬ相对峰面积 ＲＳＤ 均<３％ꎬ表
明仪器精密度良好ꎮ
２.１.２　 稳定性实验　 精密吸取红花龙胆供试品溶液ꎬ
按“１.６”项方法分别在 ０ꎬ３ꎬ６ꎬ９ꎬ１２ꎬ２４ꎬ４８ ｈ 进样检

测ꎮ 其各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均<１％ꎬ相对峰面

积 ＲＳＤ 均<３％ꎬ表明样品在 ４８ ｈ 内稳定ꎮ
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２.１.３　 重复性实验　 取同批红花龙胆药材 ６ 份ꎬ制备

供试品溶液ꎬ按“１.６”项色谱条件进样分析ꎬ记录色谱

图ꎬ测得其各共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ 均<１％ꎬ相
对峰面积 ＲＳＤ 均<３％ꎬ表明该方法重复性良好ꎮ
２.２　 各供试品指纹图谱的建立　
２.２.１　 成分分析　 分别吸取红花龙胆提取物供试液、
对照品溶液、含药血清、空白血清供试品溶液 １０ μＬꎬ
注入液相色谱仪ꎬ记录色谱图ꎬ并比较分析ꎬ确定红花

龙胆口服吸收后的入血成分ꎬ见图 １ꎮ

　 　 Ａ.对照品溶液ꎻＢ.空白血清ꎻＣ.红花龙胆提取物供试液ꎻＤ.
含药血清

图 １　 ４ 种溶液高效液相色谱图　
Ａ. ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｂ. ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍꎻ Ｃ. ｅｎｔｉａｎａ ｒｈｏｄａｎｔｈａ

ｅｘｔｒａｃｔꎻＤ.ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｈｏｄａｎｔｈａ ｅｘｔｒａｃｔ
Ｆｉｇ.１　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｏｕｒ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎ　

２.３　 含红花龙胆血清移行成分分析及确认 　 通过比

较红花龙胆灌胃液、含红花龙胆提取液血清、空白血清

及芒果苷 ＨＰＬＣ 发现ꎬ除去血清中的固有成分(７ 号、
１４ 号)ꎬ含红花龙胆血清中出现 ２０ 个移行成分ꎬ其中

４ 个成分为红花龙胆药材原型成分ꎬ即 １１ꎬ１２ꎬ１３ 和 ２２
号峰ꎬ通过对照品对照及特征峰紫外光谱图ꎬ确认 １１
号峰为芒果苷ꎮ 其余各成分可能为大鼠口服红花龙胆

提取液后在体内转化的代谢产物ꎬ各代谢物的鉴定和

来源有待进一步研究ꎮ
３　 讨论　

实验中笔者对比了水煎、５０％乙醇回流等提取方

法ꎬ以 ５０％乙醇溶液做提取溶剂时ꎬ色谱峰较多ꎬ能更

好地反映红花龙胆药材的化学成分信息ꎮ 对大鼠灌胃

红花龙胆药材提取液后不同采血时间进行了对比研

究ꎬ末次灌胃后 ３０ ｍｉｎ 含药血清指纹图谱色谱峰较

多ꎬ且峰形较好ꎬ峰面积较大ꎮ 对甲醇和乙酸乙酯不同

血清处理方法进行了对比研究ꎬ结果表明ꎬ甲醇处理含

药血清后ꎬ能有效去除血清中的蛋白质等杂质ꎬ且操作

简便ꎬ色谱图基线平稳、峰形较好ꎮ
芒果苷具有消炎、止咳作用ꎬ与红花龙胆药材的功

效一致[５]ꎮ 实验结果表明ꎬ其含药血清指纹图谱中ꎬ
芒果苷以原型化合物入血ꎬ且红花龙胆药材指纹图谱

中亦显示芒果苷含量较高ꎮ 因此选择芒果苷作为红花

龙胆药材质量控制指标可行ꎬ这为筛选确定红花龙胆

的药效成分和质量标准的制订奠定了基础ꎮ 红花龙胆

中尚含马钱苷酸、獐牙菜苦苷、槲皮素、熊果酸、没食子

酸乙酯等成分ꎬ仅马钱苷酸在部分批次药材中出现ꎬ其
余均未检测到ꎮ 然在血清指纹图谱中上述成分均未检

测到ꎬ可能是上述几种成分在红花龙胆药材中含量较

少或检测条件限制ꎬ有待进一步研究ꎮ
本实验仅对红花龙胆提取液血清药物化学进行了

初步研究ꎬ分析了 ２４５ ｎｍ 波长处有吸收的情况ꎬ其余

有无紫外吸收的成分尚待进一步研究ꎻ采用标准品对

照ꎬ实验中仅确认了芒果苷一个原型成分ꎬ其余化合物

尚需进一步研究ꎮ
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