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中文摘要

目 的 ：

本研究应用超高效液相色谱与 串 联 四极杆飞行时 间 质谱仪联用 技术 ， 建立

ｕｐｌｃ／ｑ
－

ｔｏｆ
－

ｍｓ
ｅ

＊法在正 、 负离子全扫描模式下采集助孕丸健脾组方 （ 由党参、 黄芪 、

白术组成 ） 的
一

级及多级质谱信息 ， 较全面地对助孕丸健脾组方提取物的化学成分进

行分析及鉴定 ， 阐 明 了健脾组方的物质基础 ， 并归属 了主要色谱峰的 中药材来源 ， 为

提高助孕丸健脾组方的质量控制标准提供化学依据 ； 建立 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 定量检测党

参炔苷含量的快速 、 高效 、 准确的液质联用方法 ， 并应用该液质联方法检测中药党参

提取液及健脾组方提取液中党参炔苷的含量 。 以党参炔苷为代表性成分研宄健脾组方

在 ＳＤ 大 鼠体内 的的药代动力学过程 ， 并与党参炔苷单体 、 中药党参中的党参炔苷的

药代动力学过程进行比较 ， 以探讨中药及组方中多种成分之间的相互作用关系 ， 为中

药配伍理论提供实验依据 ， 也有助于助孕丸的药效学研究及临床应用 。 体外原代培养

人早孕蜕膜细胞 ， 应用米非司酮建立蜕膜细胞损伤模型 ， 并考察健脾组方各组分对该

模型的作用 ， 探讨其可能的作用机理 。

方法 ：

实验
一

助孕丸健脾组方物质基础分析 ： 购买健脾组方中 的道地药材党参 、 黄芪 、

白 术并进行鉴定 ， 采用 冷凝 回流提取 的方法制备助孕 丸健脾组方提取液 。 应用

ｕｐｌｃ／ｑ ｔｏｆ
－

ｍｓ
ｅ

技术 ， 通过正 、 负离子全扫描的检测模式对健脾组方中的化学成分进

行分析及鉴定 。 对于有标准品的化合物 ， 通过 Ｍａｓ ｓ ｌ ｙｎｘ４ ． １ｓｏ ｆｔｗａｒｅ 比对标准品 的

保留时间 、 精确质量数 、 同位素丰度和
一

级 、 多级质谱图的质谱裂解规律进行鉴定 ；

对于无法获取标准品 的化合物的检测 ， 结合质谱 图上给 出 的准分子离子峰 ， 应用

Ｍａｓ ｓ ｌｙｎｘ 系统软件推测其可能的化学组成 ， 将该化合物质谱裂解规律与 同类化合物的

质谱裂解规律进行 比较 ， 结合参考文献资料后进行推测 。 并归属 了主要的色谱峰的药

材来源 ， 对健脾组方进行了较全面地物质基础分析 。

实验二 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 测定健脾组方及党参提取物中党参炔苷的含量 ： 建立快

速、 高效地测定党参炔苷含量的 Ｕ ＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 方法 ， 应用该方法测定党参提取液及

健脾组方提取液中党参炔苷的含量 。

实验三 基于 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 技术党参炔苷药代动力学研究 ： 以相 同 的党参炔苷

灌 胃量为标准 ， 制备党参炔苷单体灌 胃液、 党参灌 胃液及健脾组方灌 胃液 。 将 ２４ 只

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大 鼠随机分为 以上 ３ 组 ， 每组 ８ 只 。 于灌 胃 后的 ５ｍ ｉ ｎ 、 １ ５ｍ ｉ ｎ 、 ３０ｍ ｉ ｎ 、 ４５ｍ ｉ ｎ 、

６０ｍ ｉ ｎ 、 ９ ０ｍ ｉ ｎ 、 １ ２ ０ｍ ｉ ｎ 、 ２４０ｍ ｉ ｎ 、 ４８０ｍ ｉ ｎ 、 ７２０ｍ ｉ ｎ 、 １ ４４０ｍ ｉ ｎ进行眼眶取血约０ ？５ｍＬ

置于加有 ０ ． ５％肝素的 ＥＰ 管 内 ， 常温下静置半小时 。 以 ３ ５００ｒ／ｉｎ ｉ ｎ 的转速离心 １ ５ｍ ｉ ｎ 。

离 心 后 取 上 次 层 血 浆 样 品 采 用 乙 酸 乙 酯 液 液 萃 取 的 方 法 进 行 处 理 。 应 用

ＵＰＬＣ／Ｑ ＴＯＦ
－

ＭＳ 技术检测不同时间点大鼠血浆中党参炔苷的含量并绘制药时 曲线 。 应

Ｉ



用 ＰＫ ．Ｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎｓ２ ． ０ 软件计算药代动力学参数 ： 峰浓度 （Ｃｍａｘ ） 、 达峰时间 （Ｔｍａｘ ） 、

血药浓度
－

时间 曲线下面积 （ＡＵＣ ） 、 平均滞留时间 （ＭＲＴ ） 、 总体清除率 （ＣＬ） 。 比较党参

炔苷 以当党参炔苷单体形式 、 中药党参形式 、 健脾组方形式灌 胃后其药代动力学差异 。

实验四 蛻膜细胞的原代培养 ： 采用复合酶 （ ０ ． ２５％胰酶＋０ ． １％Ｉ 型胶原蛋 白酶 ）

消化的方法消化分离人早孕蜕膜组织 ， 原代培养蜕膜细胞 ， 通过差时贴壁及传代 自然

增殖法纯化蜕膜细胞 。 经倒置光学显微镜 、 电子显微镜及免疫组化的方法对所培养的

蜕膜细胞进行鉴定 。

实验五 健脾组方 中化学成分对蛻膜细胞损伤模型 的影 响 ： 应用 米非 司 酮

（ ＲＵ
－

４８６ ） 建立蜕膜细胞损伤模型 ， 观察助孕丸健脾组方各成分对蜕膜细胞损伤模型

的作用 。 应用 ＭＴＳ 法比较正常组 ， 模型组、 孕酮组和不同药物组细胞的增殖活力 ， 应

用 Ａｍｉｅｘ ｉ ｎＶ Ｐ Ｉ 法流式检测各药物对蜕膜细胞损伤模型早期凋亡率的影响 ， 采用

Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 技术检测 各组药物对蜕膜细胞损伤模 型 凋 亡 蛋 白 Ｂｅ ｌ
－

２ 、 Ｂａｘ 、

Ｃａｓｐａｓ ｅ
－

３ 、 Ｃａｓｐａｓ ｅ
－

９ 的表达景多响 ， 初步筛选出健脾组方中 的药效成分 。

结果 ：

实验
一

： 完成了道地药材党参 、 黄芪 、 白术的鉴定 。 建立了分析助孕丸健脾组方

ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 的方法。 得到 了健脾组方及部分标准品在正 、 负离子模式下的
一

级和

多级质谱图 ， 对健脾组方中的主要成分 （黄酮类、 皂苦类 、 内酯类 、 糖苷类等 ） 进行

了质谱裂解规律分析 。 较全面地分析了健脾组方的化学成分 ， 快速地表征了３ ７ 个色

谱峰 （误差范围为彡 ± ５ｐｐｍ） ， 并对这些色谱峰归属 了药材来源 。 利用 己知标准品鉴

定 了 ７ 个代表性化合物党参炔苷 、 黄芪 甲苷、 白术内酯 Ｉ 、 毛蕊异黄酮 、 毛蕊异黄酮

葡萄糖苷、 芒柄花素和芒柄花苷 。

实验二 ： 建立了测定党参及健脾组方中党参炔苷含量的 ＵＰＬＣ／Ｑ ＴＯＦ
－

ＭＳ 的方法 ，

所建立的标准曲线 ｒ ＞０ ．９９９ ， 在 ５
－

５０００ｎｇ／ｍＬ 的浓度范围 内线性关系 良好 ， 且精密度 、

回收率等均符合要求 。 应用该方法测得中药党参和健脾组方中党参炔苷的含量分别为

２３９ ．５
｛

ｘｇ／ｍＬ 、 ８７
｜

ｘｇ／ｍＬ 。

实验三 ： 血浆样品 中的党参炔苷在 ５ ５０００ｎｇ／ｍＬ 的浓度范围 内线性关系 良好 （ ｒ ＞

０ ． ９９０ ） 。 日 内和 日 间精密度分别小于 ６ ． ０ ％和 ５ ． ０％ ， 血浆样品 中党参炔苷的回收率

为 ７０％ ， 内标的 回收率为 ７０ ． ０ ％ 以上 。 最低检测 限为 ５ｎｇ／ｎｉＬ 。 应用 药动学软件

ＰＫ ．Ｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎｓ２ ． ０ 计算出党参炔苷单体组、 中药党参组 、 健脾组方组中党参炔苷的药

代动力学参数分别为峰浓度Ｃｍａｘ（ ｎｇ／ｍＬ ） ：１ ３８ ．５９ ± ２８ ．６５ 、 １ ２ ７ ．６ １士１ ６ ．８８ 、 １ ７ ２ ．２６

± ９４ ．７ １
； 达峰时间Ｔｍａｘ （ ｈｒ ） ：１ ７２ ． ２６± ９４ ．７ １ 、 １ ． ５ ７ ± ０ ． ６ １ 、 １ ． ２０± ０ ． ４７

；
血药浓

度
－时间 曲线下面积ＡＵＣ（ Ａｒｅａ ｎｇ

－

ｈｒ／ｍＬ ） ：１ ７ ６ ． ６ １ ± ２０ ．５９ 、 ５５ １ ． ０７ ± ８ ３ ． ２ ６ 、 ７３ ７ ． ５７

± １ ２７ ． ９７
； 平均滞留时间ＭＲＴ （ａｒｅａ ｈｒ ） ：２ ． ２７ ± １ ． ８０ 、 ４ ． ４６ ± １ ． ８６ 、 ５ ． ３７ ± １ ． ９４

； 总

体清除率 乩 （ ［１１ １７ １１１〇 ： ６ ７９ １ ． ７９ ± １ ７８５ ． ４５ 、 ２０２３ ． ７６ ± ３ １ １ ． ４４ 、 １ ５５９ ． ７ ３ 土 ３ ３４ ． ６７ ． 比较

三者峰浓度 （Ｃｍａｘ） 结果得知党参中 的成分对党参炔苦单体的体 内 的达峰浓度无影响 ，

ｎ



而健脾组方 中 的成分可提高党参炔苷单体在体 内 的达峰浓度 ； 比较三者达峰时 间

（
Ｔｍａｘ ） 可知党参及健脾组方中的物质均可使党参炔苷单体在体 内 的达峰时间推后 ；

比

较三者血药浓度
－时 间 曲线下面积 （ＡＵＣ） 结果可知党参及健脾组方中 的物质可提高党

参炔苷单体在体内 的生物利用度 ； 比较三者平均滞留时间 （ＭＲＴ ） 结果可知党参及健脾

组方中的物质可延长党参炔苷单体在体内 的平均滞留时间 。 比较三者总体清除率 （ＣＬ）

结果可知党参及健脾组方中 的物质可降低党参炔苷单体在体 内的清除率 。 总体上讲党

参及健脾组方中 的物质有促进党参炔苷单体在体 内 的吸收 ， 增加其生物利用度的作

用 。 也为中药组方配伍提供了实验依据 。

实验四 ： 采用复合酶消化的方法成功地完成了蜕膜细胞的原代培养 ， 经倒置光学

显微镜 、 电子显微镜 、 免疫荧光法 （角蛋 白为阳性 ， 波形蛋 白为阴性 ） 综合鉴定所培

养的细胞为蜕膜细胞 ； 用差时贴壁及 自然传代增殖法纯化后检测所培养细胞的分泌功

能显示 ９９％以上的细胞都有泌乳素蛋 白 的表达 ， 表明所培养的蜕膜细胞纯度高 。

实验五 ： 通过 比较正常组与模型组细胞的增殖活力 、 早期凋亡率及凋亡蛋 白

Ｂｃ ｌ
－

２ 、 Ｂａｘ 、 Ｃａｓｐａｓ ｅ
－

３ 、 Ｃａｓｐａｓ ｅ
－

９ 的表达情况表明采用 ６０叫ｎｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮所造

的蜕膜细胞损伤模型是成功的 。 健脾组方、 党参炔苷 、 黄芪 甲苷 、 白术 内酯 Ｉ 、 毛蕊

异黄酮 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷和孕酮对蜕膜细胞损伤模型都有不同程度的促进增殖 ，

抑制凋亡的作用 。

结论 ：

１ ． 建立了液质联用分析健脾组方提取物药效物质基础的的方法 ， 该方法快速、 高

效 、 精确 ， 为提高助孕丸健脾组方的质量控制标准提供化学依据 。 并为黄酮类、 皂苷

类 、 内酯类 、 糖苷类等化合物的分析提供了质谱裂解规律的参考 。

２ ． 应用 ＵＰＬＣ／Ｑ ＴＯＦ
－

ＭＳ 的方法可快速 、 准确地测定中药党参及健脾组方中党参炔
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药材的质量控制提供了保障 。
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ＭＳ 测定大 鼠血浆中党参炔苷含量的方法 ， 采用 的液液萃取

的处理血浆样品的方法简便 ， 快速 ， 党参炔苷及 内标连翅苷的 回收率较高 。 进行方法

学考察时 ， 其专属性 ， 线性关系 、 定量限 、 基质效应和稳定性等均符合实验要求 。 该

方法可用于党参炔苷药代动力学的研宄 。 经比较单体组 、 中药党参组及健脾组方组的

药代动力学参数发现党参及健脾组方中 的物质有促进党参炔苷的吸收 ， 提高党参炔苷

的生物利用度 ， 延长党参炔苷在体 内停留时间等作用 。
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蜕膜细胞损伤模型具有促进增殖的作用 。 健脾组方总提取物 、 孕酮亦有同样的作用 。

健脾组方及其中的化学成分对蜕膜细胞损伤模型有抑制早期凋亡率及凋亡蛋 白表达

的作用 。 从而推论其作用机制是通过促进损伤细胞增殖 、 抑制其凋亡实现的 。
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； 药效物质基础 ； 蜕膜细胞损伤模型
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ｖ ｉ ｔｒｏ ．Ｔｈｅｐｒ ｉｍａｒｙｃｕ ｌ ｔ ｕｒｅｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｉ ｄｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｃａｅｄｂｙｉ ｎｖｅｒｔ ｅｄｍ ｉ ｃｒｏｓｃｏｐｅ 、

ｅ ｌ ｅ ｃ ｔｒｏｎｍ ｉ ｃｒｏｓ ｃｏｐｅａｎｄｉ ｍｍｕｎｏｃｙｔ ｏ
－

ｃｈｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙ ．

５ ．Ｅｓ ｅ ｓ ｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｄｅ ｃ ｉ ｄｕａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓｄａｍａｇｅｍｏｄｅ ｌｉ ｎｄｕｃ ｅｄｂ ｙｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅａｎｄ

ｏｂ ｓ ｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄａｃ ｔ ｉ ｎｇｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｓｏｆｔｈｅａｃ ｔ ｉ ｖｅｉ ｎｇｒｅｄ ｉ ｅｎ ｔ ｓｏｆＪ ｉ ａｎ

Ｐ ｉｄｅ ｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎｏｎｉ ｔ ．Ｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃ ｅ ｓｂｅｔｗｅｅｎｔ ｈｅｎｏｒｍａｌｄｅ ｃ ｉ ｄｕａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓ

ａｎｄｔｈｅｄｅｃ ｉ ｄｕａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓｄａｍａｇｅｍｏｄｅ ｌｂｙｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉ ｏｎ 、 ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓａｎｄａｐｏｐ ｔ ｏｔ ｉ ｃ

ｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＢａｘ 、 Ｂｃ ｌ
—

２ 、 Ｃａｓｐａｓ ｅ
—

３ 、 Ｃａｓｐａｓ ｅ
－

９ ．Ｗｅｃａｎｇｅ ｔａｃ ｔ ｉ ｖｅ

ｉ ｎｇｒｅｄ ｉ ｅｎ ｔ ｓｆｒｏｍｔｈｅＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎ ．

Ｒｅｓｕ ｌ ｔ ｓ ：

ＬＴｈｅｇ ｅｎｕ ｉｎｅｍｅｄ ｉ ｃ ｉ ｎａ ｌｍａｔ ｅｒ ｉ ａ ｌ ｓｗｅｒｅｉ ｄｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｅｄｃｏｍｐ ｌ ｅ ｔ ｅ ｌ ｙ ．Ｅ ｓ ｔａｂ ｌ ｉ ｓｈ

ａｎｕ ｌ ｔｒａｈ ｉ ｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃ ｅｌ ｉ ｑｕ ｉ ｄｃｈｒｏｍａｔ ｏｇｒａｐｈｙｃｏｕｐ ｌ ｅｄｗ ｉ ｔｈｔａｎｄｅｍ
ｑｕａｄｒｕｐｏ ｌ ｅ

ｔ ｉｒａｅ
－

ｏｆ
－

ｆ ｌ ｉ ｇｈ ｔｍａｓ ｓｓｐｅｃ ｔ ｒｏｍｅ ｔ ｅｒｄｅ ｔ ｅｃ ｔ ｉ ｏｎ（ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ／ＭＳ ）ｃｏｍｐｒｅｈｅｎ ｓ ｉ ｖｅ

ｑｕ ｉ ｃｋ ｌ ｙｃ ｌ ａｒ ｉ ｆｙｃｈｅｍ ｉ ｃａ ｌｏｆＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｂａｓ ｅｄｏｎｔｈｅＵＰＬＣ／Ｑ
－

Ｔ０Ｆ
＿

ＭＳ
Ｅ

ａｎａ ｌ ｙｓ ｉ ｓ
，３７ｐｅａｋ ｓｗｅｒｅｉ ｄｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｅｄｏｎｌ ｉ ｎｅ ．Ｂｙｕ ｓ ｉ ｎｇｔ ｈｅｋｎｏｗｎｓ ｔａｎｄａｒｄ７

ｒｅｐｒｅ ｓ ｅｎｔａｔ ｉ ｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄ ｓｗｅｒｅｉ ｄｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｅ ｄ ．Ｔｈｅｈｅｒｂａ ｌｓｏｕｒｃ ｅ ｓｏ ｆｔ ｈｅ ｓ ｅｐｅａｋ ｓ

ｗｅｒ ｅａｓ ｓ ｉ ｇｎｅ ｄ ．Ｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｉ ｍｐ ｌ ｉ ｅ ｄｔ ｈａｔｆ ｌ ａｖｏｎｏ ｉ ｄ ｓ
，ｓａｐｏｎ ｉ ｎｓ

，ｌａｃ ｔ ｏｎｅ ｓ
，ａｎｄ

ｇ ｌ ｙｃｏ ｓ ｉ ｄｅ ｓｗｅｒｅｔｈｅｍａ ｉ ｎｃ ｏｍｐｏｎｅｎｔ ｓｉ ｎｅｆｆｅｃ ｔ ｉ ｖｅｐａｒ ｔｏ ｆＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅ ｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎ ．

２ ．Ｄｅｖｅ ｌ ｏｐａｓｐｅｃ ｉ ａ ｌＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳｆｏｒｒａｐ ｉ ｄｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｔａｔ ｉ ｖｅａｎａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓｏｆ

Ｌｏｂｅ ｔ ｙｏ ｌ ｉ ｎｉ ｎＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅ ｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｗｅｈａｄｇｏｏｄｌ ｉ ｎｅａｒ ｉ ｔ ｙ（ｒ ＞ ０ ．９９９ ）ｗ ｉ ｔ ｈｉ ｎｔｈｅ

ｄｅ ｔ ｅｃ ｔ ｉ ｏｎｒａｎｇｅ （５
－

５０００ ｎｇ／ｍＬ） ，
Ｔｈｅｐｒｅｃ ｉ ｓ ｉ ｏｎ （ＲＳＤ ） ，

ａｃ ｃ ｕｒａｃｙ ，ｓ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ ｙ

ｐｒｏｖｅ ｄｔ ｈｅａｄｖａｎ ｔａｇｅｏｆｔｈ ｉ ｓｎｅｗｍｅ ｔ ｈｏｄ ．Ｔｈｅｃ ｏｎ ｔ ｅｎｔ ｓｏｆＬｏｂｅ ｔ ｙｏ ｌ ｉ ｎｉ ｎ

Ｃｏｄｏｎｏｐｓ ｉ ｓｐ ｉ ｌ ｏ ｓ ｕ ｌａｅｘ ｔ ｒａｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎａｒｅ２３９ ． ５
ｊ

ａｇ／ｍ ｌａｎｄ

８ ７ｐ
，ｇ／ｍ ｌ ．

ＶＩ



３ ． ＴｈｅＬｏｂ ｅ ｔ ｙｏ ｌ ｉｎｈａｄｇｏｏｄｌ ｉ ｎｅａｒ ｉ ｔ ｙ （ｒ＞ ０ ． ９９ ）ｗ ｉ ｔ ｈ ｉ ｎｔ ｈｅｄｅｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｒａｎｇｅ

（５
￣

５０００ｎｇ／ｍｌ ） ，ｔ ｈｅｉ ｎｔ ｅｒａｎｄｉ ｎ ｔｒａｄａｙｐｒｅｃ ｉ ｓ ｉ ｏｎｗｅｒｅｇｏｏｄ（ＲＳＤ＜６ ．０％
，ＲＳＤ＜ ５ ．０％ ） ，

ａｎｄｔｈ ｅａｖｅｒａｇｅｒｅ ｃｏｖｅｒｙｒａｔ ｅｒ ｅａｃｈｅ ｓ７０ ．０％ ，ａｎｄｔ ｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅ ｃｏｖｅｒｙｒａｔ ｅ

ｏｆＩ ＳｒｅａｃｈｅｓＷ．０％ 。 Ｔｈｅｐｈａｒｍａｃ ｏｋ ｉ ｎｅ ｔ ｉ ｃｐａｒａｍｅ ｔ ｅｒｓｗｅｒｅｃａ ｌ ｃ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｂｙ

ＰＫ ．Ｓｏ ｌｕｔ ｉ ｏｎｓ２ ．０ｓｏ ｆｔｗａｒｅｉ ｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐ ｓｗｅｒｅ ： Ｃｍａｘ（ ｎｇ／ｍＬ ） ：１ ３８ ．５９ 
＋

２８ ． ６５ 、 １ ２７ ． ６ １ ± １ ６ ． ８８ 、 １ ７２ ． ２６ 士 
９４ ． ７ １

；Ｔｍａｘ（ ｈｒ ） ：１ ７２ ． ２６± ９４ ．７ １ 、 １ ． ５７ ± ０ ． ６ １ 、

１ ＿ ２０ ± ０ ．４７
；ＡＵＣ（ Ａｒｅａｎｇ

－

ｈｒ／ｍＬ ） ：１ ７６ ． ６ １土 ２０ ． ５９ 、 ５５ １ ． ０７ ± ８３ ． ２６ 、 ７ ３ ７ ． ５７士

１ ２７ ． ９７
；

ＭＲＴ （ａｒｅａ ｈｒ） ：２ ． ２ ７± １ ． ８０ 、 ４ ． ４６± １ ． ８６ 、 ５ ． ３ ７ ± １ ． ９４
；ＣＬ （ｍＬ／ｈｒ ） ：６ ７９ １ ． ７９

± １ ７８５ ． ４５ 、 ２０２３ ．７６ 士 ３ １ １ ．４４ 、 １ ５５９ ．７ ３ 土 ３ ３４ ．６７ ．

４ ．Ｔｈｅｐｒ ｉｍａｒｙｃｕ ｌ ｔｕｒｅｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｉ ｄｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｃａｅｄｔ ｏｂｅｄｅ ｃ ｉ ｄｕａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙ

ｉ ｎｖ ｅｒｔ ｅｄｍ ｉ ｃｒｏｓ ｃｏｐｅ 、 ｅ ｌ ｅｃ ｔｒｏｎｍ ｉ ｃｒｏｓ ｃｏｐｅａｎｄｉｍｍｕｎｏｃ ｙ ｔ ｏ ｃｈｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙ（Ｋｅｒａｔ ｉ ｎｉ ｓ

ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅａｎｄｖ ｉｍｅ ｎ ｔ ｉ ｎｉ ｓｎｅｇａｔ ｉ ｖｅ ） ．Ｔｈｅｐｕｒ ｉ ｔ ｙｏｆｄｅ ｃ ｉ ｄｕａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓｃ ｏｕ ｌ ｄｒｅａｃｈ

９９％ｗ ｉ ｔ ｈＰＲＬ ．

５ ．Ｗｅｅ ｓ ｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｅｄｄｅｃ ｉ ｄｕａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓｄａｍａｇｅｍｏｄｅ ｌｓｕｃｃｅ ｓ ｓ ｆｕ ｌ ｌ ｙｉ ｎｄｕｃｅｄｂｙ

６０
ｊ

ｉｍｏ ｌ ／Ｌｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅ ．Ｌｏｂ ｅ ｔｙｏ ｌ ｉ ｎＡｓ ｔｒａｇａ ｌ ｏ ｓ ｉ ｄｅＩＶ 、 Ｃａ ｌ ｙｃｏ ｓ ｉ ｎ 、 Ｃａ ｌ ｙ ｃｏ ｓ ｉ ｎ
￣

７
－

〇
－

ｐ

－

ｇ ｌ ｕｃ ｏ ｓ ｉ ｄｅｈａ ｓ 、 Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅ ｔ ｉ ｎ 、 ｏｎｏｎ ｉ ｎ 、 Ａｔ ｒａｃ ｔｙ ｌ ｅｎｏ ｌ ｉ ｄｅＩａｎｄＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅ ｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎ

ｈａｓｔｈｅｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉ ｏｎｉ ｎｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄａｐｏｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｏｎｅｆｆｅｃ ｔｏｎｄｅｃ ｉ ｄｕａ ｌ

ｃｅ ｌ ｌ ｓｄａｍａｇｅｍｏｄｅ ｌ ．

Ｃｏｎｃ ｌ ｕ ｓ ｉ ｏｎ

１ ．Ｔｈｅｍｅ ｔ ｈｏｄｅ ｓ ｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｅｄｉ ｓｓ ｉ ｍｐ ｌ ｅａｎｄｒａｐ ｉ ｄｆｏｒｅ ｌ ｕｃ ｉ ｄａｔ ｉ ｏｎｔｈｅ

ｃｏｎ ｓ ｔ ｉ ｔｕｎｔ ｓｏｆＪ ｉ ａｎＰ ｉｄｅｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎａｎ ｄｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｃｏｕ ｌ ｄｂ ｅｕ ｓ ｅｄｆｏｒｔ ｈｅｑｕａ ｌ ｉ ｔ ｙ

ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｏｆＪ ｉ ａｎＰ ｉｄ ｅｃｏｃ ｔ ｉ ｏｎ ．

２ ．Ｔｈｅｄｅ ｃ ｉ ｄｕａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓｄａｍａｇｅｍｏｄｅ ｌｉ ｎｄｕｃｅ ｄｂｙ
ＲＵ ４８６ｃｏｕ ｌ ｄｂ ｅｕ ｓ ｅａｓｃａｒｒ ｉ ｅ ｓ

ｆｏｒｓ ｃｒｅｅｎ ｉ ｎｇｏｕｔａｃ ｔ ｉ ｖｅｉ ｎｇｒｅｄ ｉ ｅｎｔ ｓｆｒｏｍＪ ｉａｎＰ ｉｄｅ ｃｏ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｔｈｅａｃ ｔ ｉ ｖｅ

ｉ ｎｇｒｅｄ ｉ ｅｎｔ ｓｍａｙｅ ｆｆｅ ｃ ｔｄｅｃ ｉ ｄｕａｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓｄａｍａｇｅｍｏｄｅ ｌｏｎ
ｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉ ｏｎｉ ｎｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
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

助孕丸 中健脾组方提取物的 药效学 与 药代动力 学研究


引言

自然流产 （ Ｓｐｏｎｔａｎｅ ｏｕ ｓＡｂｏｒｔ ｉ ｏｎ
，
ＳＡ ） 是育龄期女性常见的妊娠疾病之

一

， 其

发生率约 占首次妊娠的 １ ５％ 。 自然流产连续发生 ３ 次或者 ３ 次以上者 ， 称为复发性流

产 ， 亦称习惯性流产 （
ＲｅｃｕｒｒｅｎｔＳｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓＡｂｏｒｔ ｉ ｏｎ

，ＲＳＡ） 。 该疾病严重影响 了妇

女的身心健康及家庭关系的和谐 。 自然流产的发生主要与遗传、 解剖 、 免疫 、 内分泌

等因素有关 。 进
一

步的研宄发现 自然流产的发生与蜕膜细胞异常凋亡相关 。

［ １ ］

助孕丸是在全国著名 中医家罗元恺教授指导下拟定的协定方 。 作为医院制剂应用

于临床逾 ２０ 年 。 具有补肾安胎 ， 健脾益气的作用 。 大量的临床及实验研究证实其在

治疗 自然流产方面疗效确切 。

［２ ３
］

助孕丸 由菟丝子 、 桑寄生 、 续断 、 黄芪 、 党参 、 白术等八味中药组成 ， 包括补肾

组方和健脾组方两部分 。 补肾组方以寿胎丸为主方加减 ； 健脾组方包括黄芪 、 党参 、

白术等 。 关于助孕丸的补肾组方己有大量的药效物质基础 、 药理学 、 药效学机制方面

的研究 。 而关于健脾组方的物质基础及药效成分研究 比较少 ， 也未见有药代动力学方

面的报道 。 基于现状 ， 本文将应用超高效液相串联四级杆飞行时间质谱分析器 ， 对助

孕丸健脾组方的化学成分进行分析 。 党参为健脾组方中的主要健脾药物 ， 以党参炔苷

为代表比较党参炔苷单体 、 中药党参及健脾组方的药代动力学特征 ， 为研究单体 、 中

药及组方的相关性 ， 中药配伍理论及健脾组方的合理应用提供依据 。 体外原代培养蜕

膜细胞 ， 建立蜕膜细胞损伤模型考察健脾组方不同化学成分对蜕膜细胞损伤模型增殖

率 、 凋亡率及相关凋亡蛋 白 的表达的作用 。

１
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

助孕丸 中健脾组方提取物的 药效学 与 药代动力 学研究


第一章 文献综述

１ ． １ 助孕丸治疗 自 然流产研究现状

助孕丸 （助孕 ３ 号方 ）是全国著名 中医学家罗元恺教授的经验方 。 由菟丝子 、 桑

寄生 、 续断 、 黄芪 、 党参 、 白术等八味中药组成 ， 具有健脾补肾 ， 安胎益气的功效 。

自上世纪 ９０ 年代已广泛应用于临床 ， 对胎漏 、 胎动不安及滑胎具有 良好的临床疗效 ，

尤适应于肾虚脾虚证型的患者 。 广州 中医药大学第
一

附属医院罗颂平教授临床上善用

助孕丸治疗妇科的不同病症 ， 每获 良效 。 并带领其团队对助孕丸进行 了长达二十余年

临床及实验研究 ， 大量的研宄结果表明助孕丸在临床疗效和实验研宄方面的有效性与

安全性是值得肯定的 ， 应在临床上大力推广应用 。

１ ． １ ． １ 助孕丸治疗 自然流产的临床有效性研宄及安全性评价

助孕丸治疗因免疫性因素造成的 自 然流产患者 ， 治疗后患者的妊娠成功率可达

９ ５％以上 。 进
一

步研究发现
［４ ］

助孕丸是通过促进封闭抗体的形成 ， 提高患者 ＭＬＣ 封闭效

应趋势 ， 增强患者的免疫功能 ， 而达到助孕的 目 的 。 充分显示了助孕丸在治疗免疫性

自然流产的有效性 。 赵颖
［ ５ ］

临床研究显示助孕丸通过调节 内分泌或免疫功能治疗脾肾

虚证胎漏 、 胎动不安 、 滑胎 ， 其有效率达 ９０ ． ２４％
， 与安胎中成药滋肾育胎丸治疗效果

接近 （
Ｐ＞ ０ ． ０５ ） 。

刘昱磊
［
６ ］

进行 了助孕丸治疗 自然流产的临床观察 。 临床结果显示助孕丸对 自然流

产临床治愈率为 ８０％ 。

有研究
［
７
］

证实助孕丸对于肾虚和脾肾两虚证先兆流产和反复 自然流产疗效确切 。

可改善妊娠期黄体功能 ， 通过调节细胞因子向 Ｔｈ２ 的方向进行偏移 ，
达到维持早期妊

娠的作用 。

曹蕾
［
８

］

发现助孕丸可改善复发性流产患者子宫 内膜容受性 。 对脾肾亏虚型复发性

流产患者子宫 内膜厚度有治疗作用 。 此种治疗作用是通过有效增加复发性流产患者子

宫 内膜的厚度 ， 并降低其内膜下螺旋动脉血流阻力指数来实现 。

助孕丸临床安全性评价 ， 罗颂平
［ ７ ］

教授研究比较了 因先兆流产或反复 自然流产 ，

经助孕丸等补肾安胎方药治疗后的妇女所生育的子代在体格和智力发育方面 ，
与未经

安胎治疗的孕妇所生育的 同龄孩子之间 的差异 ，
结果显示多数指标差异无显著性 ， 而

且中药组的部分指标优于对照组 ， 提示补肾安胎中药对子代是安全的 。

综上所述 ， 助孕丸在治疗 自然流产方面疗效确切且安全性高 ， 可在临床应用上积

极推广 。

３
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１ ． １ ．２ 助孕丸治疗 自然流产的实验研宄

有关助孕丸的实验研宄涉及药效学 、 药理学机理 、 拆方及安全性等方面 。 罗颂平

教授带领其团队先后建立各种证型的动物流产模型 ， 从生殖 内分泌 、 免疫因素 、 生殖

安全性等方面 ， 探讨助孕丸的药效及可能作用机制 。

李小球
［
９

］

应用 米非司 酮 （
ＲＵ ４８ ６ ） 建立动物流产模型 ， 利用 该模型探讨助孕 丸对妊

娠大 鼠子宫蜕膜孕激素 （
Ｐ

） 及孕激素受体 （ＰＲ） 的影响 ，
通过 比较正常组 、 模型组 、 阳性

对照组和助孕丸组之间大 鼠 的流产率 ， 血清孕酮的变化及子宫 内膜孕激素受体的差

异 ， 得 出助孕丸能増加孕激素的分泌 ， 降低米非司 嗣 （
ＲＵ ４ ８ ６ ） 与孕激素受体的结合率

的结论 ， 认为助孕丸促进黄体功能可能从受体水平上发挥作用 ， 而达到保胎的效果 。

宁艳
［

１ °
］

等 以羟基脲和米非司 酮 （ ＲＵ ４８ ６
） 建立 肾虚黄体抑制 的病证结合妊娠大 鼠

流产模型 ， 并研究助孕丸对该模型 的整体调节及对胚胎的保护作用 ， 研宄表明助孕丸

能维持妊娠大 鼠孕激素分泌 ， 并增加子 宫蜕膜孕激素受体 的 阳性率 ， 提示助孕 丸在孕

激素及孕激素受体水平上具有促进黄体功能的作用 。

张铭
Ｕ ｌ

］

等 以利血平 、 米非司 酮 （
ＲＵ ４ ８ ６ ） 建立脾虚 、 黄体不健的病证结合动物流产

模型 ， 模拟人体脾虚 、 黄体不健的状态 ， 并观察助孕丸对该模型的作用 ， 同时设立 四君

子汤组等进行 比较 。 研宄表明助孕丸组可改善脾虚大 鼠体重减轻的状况 ， 且流产率低

于 四君子汤组 ； 在 Ｐ 水平 、 ＰＲ 阳性率方面均优于四君子汤组 。 认为助孕丸可改善动物

模型的脾虚证候 ， 提高其整体功能 ， 增加妊娠黄体和合体滋养细胞的分泌效应 ， 维持

靶细胞受体的含量 。 从多方面 ， 多层次发挥助孕安胎效应 。

陈伟仁
［

１ ２
］

研宄助孕丸对先兆性流产模型大 鼠子宫兴奋性影响 ， 采用 电刺激＋肌注

催产素建立 Ｓ Ｄ 大 鼠先兆流产模型 ， 观察助孕丸对先兆流产模型大 鼠孕酮 、 雌二醇 、 人

内 啡肽 （ ｐ
Ｒ Ｐ

） 、 血栓素和 ６ 酮前列腺素 Ｆ ｌ ａ（ ６ 酮 ＰＧ Ｆ ｌ ａ ） 的含量及对在体子宫

收缩力和收缩频率的影响 。 研究结果表明助孕丸低 、 中 、 高剂量组有防止先兆流产的

功效 ， 中剂量组的治疗效果优于阳性对照药 ， 其作用机理可能是通过调整模型大 鼠体

内 孕酮 、 雌二醇 、
Ｐ

ＥＰ 、 血栓素和 ６ 酮 ＰＧ Ｆ ｌ ａ 的含量 ， 降低在体子宫收缩力和收缩频

率 ， 等实现的 。

罗颂平
［
７

ｉ

利用羟基脲建立肾虚排卵抑制动物模型 ， 并运用助孕丸进行干预 ， 助孕

丸 吋调节模型动物的神经 内 分泌功能 ， 逆转模型排 卵受抑制 的状况 ； 通过调控激素

受体达到增强激素效应的作用 ， 促进卵泡发育成熟 ， 并在某些指标上表现 出量效关系 。

曹蕾
［

１
３

］

建立肾虚子宫 内膜容受性不 良大 鼠模型 ， 通过观察其子宫 内膜形态学的变

化 ， 探讨助孕丸对子宫 内膜容受性及其免疫环境方面的改善作用 ； 结果表 明助孕丸对

肾虚模型大 鼠 内 分泌 免疫功能紊乱具有调节作用 ， 该调节作用 是通过调节改善 自 然

杀伤细胞 （ＮＫ 细胞 ） 亚群含量及功能和提高 内膜 白 血病抑制 因子 （ Ｌ Ｉ Ｆ ） 表达来实现的 。

进而改善子宫 内膜容受性并提高妊娠成功率 。 之后建立肾虚子宫 内膜容受性不 良大 鼠

妊娠模型 ， 研宄 自 然流产与子宫 内 膜容受性及其免疫环境的相关性及助孕丸对复发性

４





助孕丸 中健脾组方提取物的 药效学 与 药代动力 学研究


流产的防治机理。 研究证明正常大鼠妊娠前后给予助孕 ３ 号方 ， 亦可通过维护 、 强化

大鼠机体 内分泌 免疫协调平衡功能 ， 达到防止流产的 目 的 。

刘明珠
［ １ ４ ］

为 了深入探讨 自然流产的免疫学发病机制和中药助孕丸安胎的机理 ，

应用 肾虚黄体抑制流产模型孕 鼠 ， 观察助孕丸对模型孕 鼠外周血 Ｔ 淋巴细胞亚群 、 蜕

膜组织 Ｆａｓ／ＦａｓＬ 表达的影响 ， 研究结果表明助孕丸可能通过调整淋巴细胞亚群比率 ，

使 ＣＤ８

＋

Ｔ 淋巴细胞和 ＣＤ４
＋

Ｔ 淋巴细胞在机体免疫应答过程中 的免疫协调作用恢复 ， 蜕

膜组织 ＦａｓＬ 表达升高 ，
Ｆａｓ 表达下降 ， 受异体抗原刺激増生的 Ｆａｓ 阳性 Ｔ 淋巴细胞及

早凋亡 ，
Ｆａｓ／ＦａｓＬ 介导的活化诱导的细胞死亡 （Ａ ＩＣＤ ） 机制恢复平衡 ， 从而起到安胎的

作用 。

周英
［

１ ５ ］

应用 肾虚
－

黄体抑制模型大 鼠发现补肾健脾中药助孕丸可通过调整模型大

鼠 Ｔｈ ｌ 型细胞因子 ，
Ｔｈ２ 型细胞因子的分泌 ， 纠正模型大 鼠外周血和母胎界面中 Ｔｈ２／

Ｔｈ ｌ 平衡偏移 ， 使母体免疫排斥作用下降 ， 母胎免疫保护作用得 以增强 。 最终可降低模

型大鼠的流产率 ， 取得防治流产效果 。 此治疗作用与 中药剂量高低呈量效关系 。 同时

研究表明助孕丸可调节流产大鼠外周血中 ＴＣＲ
ｙＳ

Ｔ 细胞水平及 ＴＣＲＹ５Ｔ 淋巴细胞／ＣＤ３Ｔ

淋巴细胞比值 。

赵红艳
［
１ ６

］

研究助孕丸对肾虚黄体抑制妊娠流产大 鼠模型外周血清转化生长因子

Ｐ
Ｉ
（
ＴＧＦ

－

ｐ
ｉ
）
的影响 ， 发现助孕丸具有上调 ＴＧＦ

－

ｐ
ｉ 的作用 ， 推测助孕丸可通过参与免疫

调节的作用 ， 达到防治流产的 目 的 。

郑文欣等
［

１ ７
］

利用超临界 Ｃ０２萃取技术改进助孕 ３ 号丸提取工艺 。 分别采用 了 四种

超临界 （：０２ 萃取工艺 ， 以药效实验和总黄酮含量为评价指标 ， 并与原制剂工艺比较 ， 比

较了五种工艺的优劣 。 助孕 ３ 号丸的最佳提取工艺条件为女贞子 、 白术 、 续断三味药

经固相萃取小柱 （ ＳＦＥ ） 萃取后 ， 药渣再水提 ， 另外黄芪等五味药材水提 。

许惠珍
［ １ ８ ］

采用正交拆方及化学特征谱追踪的方法研宄助孕 ３ 号方的物质基础 。 将

助孕丸分为补肾方及健脾方两部分 ， 比较两部分在提高流产大鼠流产率 ， 增加雌二醇 、

孕激素水平方面的贡献 ， 结果表明补肾方在提高流产率及雌二醇水平方面优于健脾

方 ， 而在增加孕激素水平方面二者贡献度相近 。 这与罗元恺教授指 出
“

胎孕的形成 ，

主要在于先天之肾气 ， 而长养胎元 ， 则在于母体后天脾 胃所生化之气血 。 因此肾虚不固 ，

脾失摄养为胎动不安之发病关键 。

”

的理论
一

致 。

岳明明等 应用妊娠大 鼠肾虚黄体抑制病证结合模型 ， 探讨助孕丸拆方中的补肾

组方及其补肾君药菟丝子对该模型的治疗作用 。 结果表明助孕丸拆方补肾组方及君药

菟丝子均具有补肾助孕的功效 ， 可改善模型孕 鼠的 肾虚症状 ， 升高孕激素及其受体的

含量 ， 降低流产率 ； 补肾组方在增强黄体功能 ， 促进胚胎发育 ， 方面作用优于补肾君药

菟丝子 。

５





广 州 中 医 药 大学 ２ ０ １ ５ 届博士学位论文


助孕丸的实验安全性评价 ， 赵颖
［
２° ］

研究发现补肾健脾中药助孕丸能可通过调节 内

分泌 、 免疫功能千预溴氰菊酯的毒性 ， 达到降低流产率 、 促进胎 鼠发育及子代生殖内

分泌功能等方面的效果 。

１ ． １ ．３ 助孕丸补肾组方研宄现状

助孕丸补肾组方以寿胎丸为基础 ， 主要有菟丝子 、 桑寄生、 续断等 。 寿胎丸
一

方始载于清代名 医张锡纯所著的 《医学衷中参西录 》
， 由菟丝子、 桑寄生 、 续断 、 阿

胶四味中药组成 。 具有补肾益精 ， 养血安胎的功效 。 临床上广泛用于胎漏 、 胎动不安 、

滑胎的防治 。 国 内外对寿胎丸进行 了大量的临床与实验研究 。

１ ） 寿胎丸的临床研究

寿胎丸在临床应用广泛 ， 临床研宄表明其在调经 、 助孕 、 安胎方面均有较好的治

疗效果 。

李莹
［
２ １

］

等应用加味寿胎丸治疗青春期功能失调性子宫 出血 ， 临床效果显著 ， 总有

效率达 ９０％以上 。

黄华清
ｍ
等研宄 了寿胎丸对辅助生殖刺激周期助孕的作用 ， 将经辅助生殖技术成

功妊娠的肾虚型患者分为单纯西药组与寿胎丸联合西药治疗组 ， 通过比较两组患者妊

娠早期体内 的激素水平 、 治疗所使用 的激素药物量、 治疗费用 的高低等 ， 得出寿胎丸

联合西药组在辅助生殖刺激周期助孕的效果更佳的结论 。

周从容
［ ２３ ］

观察寿胎丸加味联合克罗米芬对于肾虚型黄体功能不全性不孕的患者

的临床疗效 。 将肾虚证黄体功能不全性患者分为单纯克罗米芬治疗组与寿胎丸加味联

合克罗米芬治疗组 ， 将两组治疗前后的激素水平及中医证候疗效进行比较 。 结果表明

寿胎丸加味联合克罗米芬治疗组在调节血清激素水平及改善中医症候疗效方面均优

于单纯应用克罗米芬治疗组 。 认为寿胎丸在辅助治疗黄体功能不全性不孕症方面具有

一

定疗效 。

高倩倩
［
２４

］

研究发现寿胎丸加味可显著增加进行主动免疫治疗的复发性流产患者

ＣＤ３

＋

，
ＣＤ８

＋

细胞亚群的含量。 可有效预防流产的发生 ， 在辅助主动免疫治疗 ＲＳＡ 方面疗

效确切 。

韩永梅
［２ ５ ］

观察寿胎丸加减治疗先兆流产的疗效 ， 将患者分为治疗组与对照组 。 治

疗组予以寿胎丸加减治疗 ， 对照组予 以肌注黄体酮治疗 。 比较两种治疗方法在改善患

者临床症状 （如腹痛 ， 阴道出血 ） 的差异 ， 认为寿胎丸加减在改善患者临床症状方面显

著优于黄体酮针剂 。

郜洁等
＾
进行 了寿胎丸治疗先兆流产的临床观察 。 将早孕期先兆流产患者分为中

药组 （寿胎丸 ） ， 中西药结合组 （寿胎丸 、 黄体酮 、 绒毛膜促性腺激素 ） ， 西药组 （黄

体酮 、 绒毛膜促性腺激素 ） 进行治疗 ， 并 以正常妊娠妇女作为对照组 。 通过比较各组

间孕酮 （Ｐ） 、 人绒毛膜促性腺激素 （Ｐ
ＨＣＧ） 水平及临床疗效 ， 认为寿胎丸对早孕先兆流

产具有显著的疗效 ， 并推测其可能通过提高胎盘 ＨＣＧ 的含量及 Ｐ 的水平 ， 达到改善黄体

６




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

的功能 。

２ ） 寿胎丸的实验研究

目 前对寿胎丸实验研宄涉及质量控制 ， 安全性评价 ， 药效学 ， 及安胎作用机理的

研究 。

曹越等
［
２ ７

］

应用高效液相色谱 （ ＨＰＬＣ ） 技术建立了寿胎丸复方的指纹图谱 ， 为寿胎

丸的质量控制提供了科学有效的方法 。 刘秀明等
［
２８ ］

采用单因素考察和正交试验的方法

确定了减味寿胎丸总黄酮的最优提取工艺 。 夏建秋
［２９ ］

运用光谱和色谱技术 ， 建立 了分

析寿胎丸生药材及煎煮液中微量元素及计算其溶出率的方法 ； 检测 了寿胎丸煎煮液中

游离氨基酸 ； 测定了寿胎丸煎煮液中金丝桃苷 、 槲皮素和 山奈酚三种黄酮类化合物的

含量 。 奠定了寿胎丸中物质成分与临床效果的相关性研宄基础 ， 有利于指导合理的临

床用药 。

刘丹卓等
Ｍ

观察寿胎丸低 、 中 、 高剂量组对对 ＳＤ 孕 鼠胚胎
－

胎仔发育毒性的影响 ，

将寿胎丸各组孕 鼠体内 的吸收胎 、 畸胎数量 ， 胎仔内脏、 骨骼及胎仔体质发育等状况

与阳性对照相 比较 ， 得出寿胎丸药液对于健康 ＳＤ 育龄孕 鼠的生殖功能及其胚胎发育

是安全的结论 。

在药效学研宄方面 ， 郜洁
［３ １ ］

应用 肾虚黄体抑制病证结合动物流产模型对寿胎丸

的药物组成及补肾安胎的药效进行了研究 。 研宄发现寿胎丸可显著降低模型大 鼠 的流

产率 ， 改善其肾虚状态 。 还具有拮抗米非司酮提高血清中雌激素 （ Ｅ２ ） 、 孕激素 （ Ｐ ）

的水平 、 增加孕激素受体表达的作用 。 经药效学验证寿胎丸醇提与醇提后水提的复合

成分补肾安胎效果最佳 。

唐丽丽
［ ３ ２ ］

等研究发现寿胎丸可促进同种异体卵巢移植模型大 鼠动情周期的恢复 ，

提高移植卵巢的成活率 ， 增加其重量和体积 ， 认为寿胎丸对同种异体卵巢移植模型急

性排斥反应有抑制作用 。

何冬梅等
［
３ ３

］

应用 ＣＢＡ／Ｊ Ｘ ＤＢＡ／２ 建立反复 自然流产小 鼠模型 ， 用三个剂量组的寿

胎丸对其进行千预 ， 通过检测蜕膜与胎盘组织中 Ｓ０ＣＳ １ 和 Ｓ０ＣＳ３ 蛋 白的表达 ， 认为寿

胎丸可能通过调节小 鼠母胎界面中 Ｓ０ＣＳ １ 和 Ｓ０ＣＳ３ 蛋 白 的表达 ， 进而改变 Ｔｈ ｌ 和 Ｔｈ２

细胞的 比例达到治疗反复 自然流产的 目 的 。

１ ． １ ． ４ 助孕丸中健脾组方中药的相关研宄

１ ） 黄芪化学成分及药效药理学研宄

黄苗始载于 《神农本草经 》 ， 为豆科植物蒙古黄苗 Ａｓｔｒａｇａｉｗｓ／ｚ？ｅ／７７＆ｒａ ／７ａｃｅ ｔ／ｓ

（Ｆｉｓｃｈ ．） Ｂｇｅ ．ｖａｒ．ｍｏｎｇｈｏｌ ｉ ｃｕｓ （Ｂｇｅ ．）Ｈｓｉａｏ或膜英黄装Ａｓ ｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ

的干燥根 。 味甘 ， 性微温 ， 归脾 、 肺经
［ ３４ ］

。 被列为上品 ， 是临床上常用

补气药 。 具有补气升阳 ，
益卫固表 ， 利水退肿 ， 托毒生肌的功效 。 黄芪的主要化学成

分包括皂苷类、 黄酮类 、 多糖类和氨基酸等 。

（ １ ） 皂苷类 皂苷类是黄芪 中重要的组成成分 。 现 已从黄芪和它 的 同属近缘植物

７
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中分离 出 了 ４ ０多种皂苷 ，
主要有黄芪皂苷 Ｉ 、 ＩＩ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 、 异黄芪苷 Ｉ 、 Ｉ Ｉ 和大豆皂苷 Ｉ

等 。 它们主要 以 ９
，１ ９ 环羊毛脂烷型的 四环三萜皂苷类为苷元 ， 统称为黄芪皂苷或黄芪

总皂苷 。 黄芪皂苷 ＩＶ是黄芪 中 的主要有效成分之
一

， 常作为黄芪药材的定性定量指标 。

近年来关于黄芪 甲苷的药效学研究较多 。 临床和实验研宄发现黄芪 甲苷不仅可 以

调节整个机体的免疫功能 ， 且对人体的多数器官组织如心 、 肺 、 脑 、 肝 、 肾等具有保

护作用
［ ３ ５

＇
３ ９

］

。 体外细胞实验发现黄芪 甲苷具有促进细胞增殖和抗凋亡作用 。 刘维统
［
４ ° ］

等研究发现 ： ５ ４ ０ｐｇ／ｍＬ 的黄芪 甲苷有促进软骨细胞的增殖 ， 提高其活力 、 增加细胞

内 蛋 白 的含量及提高细胞异染反应的作用 ， 且随浓度的增加促进作用越明显 。 王曦
［ “ ］

等研宄黄芪 甲苷对人皮肤成纤维细胞增殖和凋亡的影响 ， 结果表明黄芪 甲苷在较低浓

度 ５ ２０ｐｇ／ｍＬ 时可促进皱纹和无皱纹皮肤成纤维细胞增殖 ， 促进皱纹 、 无皱纹和老年

皮 肤成 纤维细胞 Ｉ 型胶 原 蛋 白 合成 ， 降低皱纹和 无皱纹皮肤成 纤维细胞 凋 亡率

（
Ｋ Ｏ ．０ 〇 。 得 出黄芪 甲苷在较低浓度时具有改善皱纹和非皱纹皮肤成纤维细胞生物学

特性 的作用 。 另有研究报道
Ｕ ２ ］

黄芪 甲苷能有效抑制紫外线对体外培养 的人成纤维细

胞的光损伤 ， 有缓解皮肤光老化进程的作用 ， 这
一

效应同黄芪 甲苷促进成纤维细胞增

殖和调节 ＴＧ Ｆ
（

３／Ｓｍａｄ 信号传导密切相关 。 黄海涛等
Ｕ ３

］

通过应用过氧化氢制作成骨细

胸凋亡模型 ， 观察 了黄芪 甲苷拮抗过氧化氢 引起的小 鼠成骨细胞凋亡作用 ， 结果表 明

黄芪 甲苷对小 鼠成骨细胞凋亡有明显的抑制作用 ， 为骨质疏松的治疗提供新的思路 。

（ ２ ） 黄酮类 黄芪 中黄酮类有三十多种 ， 常见的有毛蕊异黄酮 、 毛蕊异黄酮葡萄

糖苷 、 芒柄花素 、 芒柄花苷 、 山奈黄素 、 异 鼠李素 、 鼠李异柠檬素 、 羟基异黄酮等 。

有文章报道毛蕊异黄酮葡萄糖苷是黄芪 中含量较高的黄酮类物质 。 ２０ １ ０ 年版的 《 中 国

药典 》 也新增 了毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定方法将其作为黄芪药材鉴定的指标性成

分之
一 ［ ｕ １

。 近年来研宄表明黄芪 中 的黄酮类成分具有调节免疫 、 保护心脑血管 、 护肝 、

消炎 、 抗突变 、 清除 自 由基等药理作用 。 汪德清
％
等进行黄芪总黄酮生物学活性作

用 的化学成分基础研宄 ， 结果显示黄芪总黄酮 中主要含有芒柄花素及其葡萄糖苷 ， 毛

蕊异黄酮及其葡萄糖苷 、

（

３ 谷 甾醇及其葡萄糖苷 ６ 种化合物 ， 并认为它们之间 的有机

组合可能是黄芪总黄酮多种生物学活性的物质基础 。 毛蕊异黄酮是黄芪 的主要活性成

分之
一

， 同时也是
一

种典型的植物雌激素 ， 具有抗氧化应激 、 抗病毒和调节细胞凋亡

等作用
［

１ ５
］

。 匡文娟
Ｍ

等研究 了毛蕊异黄酮对人乳腺癌 Ｖ １ Ｃ Ｆ ７ 细胞的作用 ， 结果显示毛

蕊异黄酮在低浓度时能促进 ＭＣ Ｆ ７ 细胞增殖 ， 降低其凋亡 ， 其作用机制 可能与毛蕊异

黄酮 的雌激素作用有关 。 唐菁燕
［
４ ７

］

等研宄表明毛蕊异黄酮通过雌激素受体促进 内 皮细

胞增殖 。

（ ３ ） 黄芪 多糖 （ＡＰＳ ） 黄芪 中 的 多糖 以葡聚糖和杂 多糖为主 。 葡聚糖包括水溶性的

葡聚糖和非水溶性的葡聚糖 。 黄芪 中 的杂 多糖主要是水溶性的酸性杂 多糖 ，
主要 由 葡

萄糖和半乳糖等组成 。

８
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

黄芪不单 以 中药的形式参与 中药复方的组成 ， 在临床上黄芪注射液应用也 比较广

泛 ， 其具有益气养元 、 扶正祛邪 、 健脾利湿功效 ，
主要应用于心脑血管疾病 、 糖尿病 、

肾病 、 肝病 、 哮喘等 ， 临床治疗效果佳 。 窦辉
［
４ ８

］

采用正 、 反相硅胶柱层析从黄芪注射

液原液中分离纯化 出 １ ４ 个化合物 ，
经波谱分析鉴定 了 它们的结构 。 其中 ６ 个为异黄酮

化合物 ， 分别是芒柄花素 ，
毛蕊异黄酮 ，

６
’

０ 乙酰基芒柄花苷 ，
芒柄花苷 ，

红车轴草异黄

酮 ７ 〇
（

３

－

Ｄ 吡喃葡萄糖 ，
毛蕊异黄酮 ７ ０

ｐ
Ｄ 吡喃葡萄糖 ；

１ 个紫檀烷化合物 ， 结构

为 ９
，１ ０ 二 甲氧基紫檀烷 ３ ０

ｐ
Ｄ 吡喃葡萄糖 ；

１ 个异黄烷化合物 ， 结构为 ２
’

羟基

３

’

，

４
’

二 甲氧基异黄烷
－

７ ０
ｐ

Ｄ 吡喃葡萄糖 ； 另外 ６ 个为黄芪皂苷类化合物 ， 分别是

乙酰黄芪皂苷 Ｉ
， 黄芪皂苷 Ｉ

， 异黄芪皂苷 Ｉ
， 异黄芪皂苷 Ｉ Ｉ

， 黄芪皂苷 Ｉ Ｉ 和黄芪 甲苷 。

袁惠霞等
％
研宄表明黄芪注射液对复发性先兆流产也有 良好的治疗作用 ， 并可预防胎

儿宫 内 发育迟缓 。 冯婷
［
５ °

］

等采用体外培养滋养细胞的方法 ， 利用 ６ （＾ｍ〇 ｌ ／ Ｌ 的米非司

酮造成滋养细胞损伤模型 ， 加入体积分数为 １％ 、 ０ ． １％ 、 ０ ． ０ １ ％ 、 ０ ． ０ ０ １ ％的黄芪注射液

进行干预 ， 检测各组细胞的增殖 ， 凋亡及凋亡蛋 白 的表达情况 ， 结果表明黄芪注射液

对滋养细胞 的增殖率无显 著 改善 （
Ｐ ＞ 〇 ．０ ５ ） ， 但可显著 降低滋养细胞 的早期凋 亡率

（
Ｐ ＜ ０ ．０ ５ 或 Ｐ ＜ ０ ．０ １ ） ， 可不 同程度的抑制凋亡蛋 白 的表达 。 得出黄芪注射液对米非司

酮诱导 的滋养细胞凋亡有
一

定的抑制作用 。

２ ） 党参化学成分及药理药效学研究

党参是我国传统名贵中药材 ，
《 中华人 民共和 国药典 》 ２ ０ １ ０ 版

［
３ ４

］

收载的党参来源

于結梗科植物的 ３ 个品种 ， 分别为党参 （Ｔｒａｒｔｃ／ｚ Ｊ ｉＶａｒａ？／、 素花党

＃Ｃｏｄｏｒｔｃｐｓ ｉｓｐ ｉｌｏｓｕｌａＮａｎｎｆ． ｖａｒ． ｍｏｄｅｓｔａ（Ｎａｎｎｆ）Ｌ ． Ｔ． Ｓｈｅｎ ［ 党参Ｃｏｄｏｎｏｐ ｉｓｉｓ

的干燥根 。 党参味甘 、 性平 ， 归脾 、 肺二经 ， 具有补 中益气 、 生津和 胃

之功效 。 在临床上主要用于治疗脾 胃虚弱 ， 中气不足 ， 脾气亏虚 ， 热病伤津等症 。 党

参中化学成分包括 留 醇类 ， 糖苷类 ， 生物碱类及含氮成分 ， 挥发油成分 ， 三萜类及其

他类成分 ， 还有多种人体必须的无机元素和氨基酸 。 现代药理研究表 明 ， 党参具有调

节血糖 ， 促进造血机能 ， 降压 ， 抗缺氧 ， 耐疲劳 ， 增强机体免疫力 ， 调节 胃 收缩及抗

溃疡等多种作用 。 党参 中的聚乙炔类化合物党参炔苷是从党参中分离 出 的
一

水溶性成

分 。 党参炔苷对乙醇所致的 胃 黏膜损伤有很好的保护作用 ， 与党参补益脾 胃 的传统功

效相符 ， 是党参保护 胃 黏膜的活性成分之
一 ［

５
１ １

。 可作为党参质量控制 的指标性成分 。

３ ） ［１ 术化学成分及药效药理学研 宄

白 术为菊科 （Ｃｏ— 植物 白 术 （ ｚｉ ／ｒａｃ ／ｙ／ｏｆｉｆｅｓＭａｃｒｏｃｅｐ ／ｍ ／ａ 心此． ） 的干燥根

莶
％

。 其性温 ， 味甘 、 苦 ， 具有健脾益气 ， 燥湿利水 ， 止汗 ， 安胎之功效 。 常用于脾

虚食少 ， 腹胀泄泻 ， 痰饮眩悸 ， 水肿 ， 自 汗 ， 胎动不安等症
［
３ ３

］

。 白 术化学成分复杂 ，

主要为多糖 、 挥发油和 内酯类成分 。 白 术根茎 中挥发油主要成分为苍术酮 、 苍术醇等 ，

内 酯类主要为 白术 内酯 Ｉ 、 白术 内 酯 Ｉ Ｉ 、 白 术 内酯 ＩＩＩ 、 白术内酯 ＩＶ 、 双 白术 内 酯 、 ８ ，

９ 环氧 白 术 内酯等 。 这些化学成分具有抗肿瘤 、 抗老年痴呆症 、 提高机体免疫力等药

９
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理作用 。

据 《祌农本草经 》 记载 白术具有安胎功效 。 朱丹溪在 《丹溪心法 ？ 金匮当 归散论 》

中称
“

白术乃安胎圣药
”

， 对后世影响 巨大 。 白术对于 以脾虚为主症的流产 ， 具有补

益脾气和安胎之功效 。 补肾固冲丸 、 泰山磐石散 、 白术散和举元煎等治疗流产 的方剂

中均应用 白术 。 先宁霞
［ ５ ４

］

运用 自 拟安胎汤 以 白术为君药治疗 习惯性流产 ， 其有效率达

９ ５％以上 。 林振
［
５ ５

］

收集 了２ ０００ 年 １ 月 至 ２ ００９ 年 １ ２ 月 发表在医学期刊有关先兆流产的

中 医临床研究文献 ， 对其中医辨证 、 治法 、 用药进行分析归纳 ， 得出高频用药性味归

经分类表 ， 在 出现频率最高的 １ ２ 味主要药物中 白术位列第 ５ 位 。 张小花等
［
５ ６

１

应用米

非司 酮建立妊娠 Ｗ ｉ ｓ ｔ ａ ｒ 大鼠先兆流产模型 ， 观察 白 术散高 、 中 、 低组对模型大 鼠血

清孕酮 、
Ｐ

ＨＣＧ 的影响 。 结果表 明 ， 大 鼠血清孕酮 、
ｐ

－

ＨＣＧ 水平与模型对照组比较均

有升 高 ， 差别有统计学意义 （
Ｐ 〈 〇 ．０ ５ 或 Ｐ 〈 ０ ．０ １

） 。 得 出 白术散能提高米非司 酮造模的

先兆流产 Ｗ ｉ ｓ ｔａ ｒ

■

大鼠 的血清孕酮 、
ｐ

ＨＣＧ 水平 ， 可维持妊娠继续 ， 有保胎的作用 。

１ ． ２ 液质联用技术在中药研究 中的应用

中 药及复方是中华 民族的宝贵财富 ， 在维护大众健康的领域 内 发挥着极为重要的

作用 。 但由于 中药特别是复方化学成分复杂 ， 药效成分难 以 明确 ， 严重地阻碍 了 中药现

代化的进程 。 因此 ， 利用现代化的技术手段揭示中药及复方化学物质基础是实现中药

现代化的关键环节 ， 并能促进中药学科的发展 ， 推动 中药产业的现代化 。 液质联用技术

（ ＬＣ ＭＳ ） 将高效液相 的 （ Ｈ ＰＬＣ ） 的高分离效能与质谱 （ ＭＳ ） 的强大结构测定功能组

合起来 ， 为 中药化学成分的快速分析提供 了
一

个重要的新技术
［
５ ７

］ ［
５８

］

。 该技术具有灵敏

度高 ， 分离能力强 、 专属性好的特点 。 在分析中药化学成分 、 建立中药指纹图谱 、 研

究中药的药代动力学 、 筛选 中药中 的活性成分及研宄 中药血清药物化学方面做出 了 巨

火的贡献 。

１ ．２ ．１ 液质联用技术在中药化学成分分析方面的应用

中 药药物成分复杂 多样 ， 分离提纯难度大 ， 液质 联用技术对样 品不需要进行繁琐

和复杂的预处理 ， 因此在 中药成分分析研宄 中得到广泛应用 。 除 了对 已知成分的定性

定量分析外 ， 还可对未知成分依据质谱检测器给 出 的丰富 的结构信息 ， 结合 同类 己知

结构化合物的裂解规律 ， 或结合其他检测方法 ， 对未知成分进行直接分析 。 明继阳等
［
５ ９

）

应用 ＨＰＬＣ Ｍ Ｓ

＂

方法分析知 母中 的 甾体 皂苷类成分 ， 根据 负 离子模式下 的准离子峰和正

离子模式下 的二 、 三级质谱裂解规律 ， 结合参考文献并与相应对照品进行 比对 ，
鉴走 出

七个 留体皂苷 ， 从而建立 了
一

种适用 于紫外吸收弱 的 中 药复杂成分的定性方法 ， 为知

母 甾体皂苷类化学成分的体外 、 体 内 的定量分析提供 了 可靠依据 。 蒋叶娟等
ｗ
利用超

高效液相色谱与 串 联四极杆飞行时 间质谱仪联用技术 （
Ｕ Ｐ ＩＸ／Ｑ Ｔ０Ｆ ＭＳ

） 分析女 贞 子

化学成分 ， 采集正 、 负离子模式下数据 ， 元素组成分析并结合对照 品及相关文献数据

对照 ， 共鉴定 出 １ ４ 个化合物 ， 为阐 明女贞子药效成分奠定基础 。 孙慧等
［

｜？

采用反相

高效液相色谱 二极管阵列检测 （ Ｒ Ｐ Ｈ ＰＬＣ ＤＡＤ
） 和高分辨 电喷雾飞行时 间 质联用 技术

１ ０





助孕丸 中健脾组方提取物的 药效学与 药代动力 学研究


（ＥＳ Ｉ ＴＯＦ
－

ＭＳ ） ， 对生大黄及制大黄中 的主要成分进行定性定量研宄 ，
比较二者的不同 ，

来考察炮制过程对大黄有效组分的影响 ， 研宄结果表明 ， 大黄中主要含有多酚类 、 蒽醌

衍生物类等成分 ； 生大黄与制大黄各组分含量变化各不相同 。 孙健
［６ ２ ］

等应用 ＨＰＬＣ
－

ＭＳ
ｎ

对柴胡 ６０％乙醇提取液中 的柴胡皂苷类成分进行分析 ， 利用总离子流图和多级质谱图

共鉴定出 ２３ 个柴胡皂苷类化合物 ， 为柴胡皂苷类成分的结构分析提供了快速 、 准确

的评价方法 。 陈晓鹏等
［６３ ］

采用 多维液质联用 系统 （ ＨＰＬＣ
－

Ｔ０Ｆ／ＭＳ 及 ＨＰＬＣ
－

ＤＡＤ
－

ＥＳ Ｉ
－

ＭＳ
－

ＭＳ ） 对养血清脑颗粒中的化学成分进行分析 。 结合个色谱峰的保留时间 ， 化合物

的精确分子量及相关质谱信息 ， 共鉴定 出蒽醌类 、 生物碱类 、 酚酸类 、 苯酞类和单萜

苷类化合物共 ４ １ 种 。

李文兰
［６４ ］

等采用液质联用技术研宄了八珍汤的化学成分并与四物汤 、 四君子汤的

色谱图进行比较 ， 明确 了八珍汤补益气血的物质基础 ， 为八珍汤的质量评价提供 了新

的依据 。 失笑散为妇产科常用方剂 ， 具有活血化瘀散结止痛的功效 。 Ｚｈｏｕ ＼＾ １

［
６ ５ ］

等应

用液质联用技术及 Ｍａｒｋｅｒ ｌ ｙｎｘ 分析软件 ， 比较了失笑散醋制与水提两种提取工艺对

复方中药效成分的影响 。 结果表明与水提物比较 ， 醋提物中黄酮类成分的溶解度会增

加 ， 而黄酮类物质对助于镇痛活性成分的药效的发挥 。 同时说明 了液质联用技术和

Ｍａｒｋｅｒ ｌ ｙｎｘ 分析软件将为中药研究提供
一

种快速有效的分析手段 。

Ｗａｎｇ ＤＤ 等
［ ６６ ］

以牛黄上清片为例证明 了ＨＰＬＣ／Ｑ
－

Ｔ０Ｆ
－

ＭＳ 的特征性数据收集及最优

化分析功能 ， 令其在中药复方复杂性成分分析及质量控制方面的具有的优势 。

１ ． ２ ．２ 液质联用技术在中药指纹图谱建立中的应用

中药指纹图谱是指某种或某产地的 中药材或中成药经适当处理后 ， 采用
一

定的分

析手段 ， 得到的能够标示该中药材或中成药物特性的共有峰的 图谱
［ ６７ ］

。 中药指纹图谱

技术能较全面地反映中药中所含成分的整体特点 ， 在确保样品的质量与
一

致性方面具

有显著的优势 。 为中药的质量控制提供了有力的保障 。

王薇丹等
［
６８ ］

对东北地区 １ ０个不同产地的五味子药材进行指纹图谱分析 ， 建立了该

药材的指纹图谱 ， 得到 １ ７ 个共有峰 ， 并对其中 １ ５ 个共有峰进行了指认 ， 约
一

半为木

脂素色谱峰 。 丰富了五味子的指纹图谱内容 ， 为五味子药材的质量控制标准提供 了依

据 。

ＬｕｏＪ ｉ Ｕｎ ＬＵｎｇ

［
６９ ］

应用液质联用技术建立 了检测 中药黄芩指纹图谱的方法 。 对图

谱中主要色谱峰进行 了鉴定 ， 共鉴定出 １ ６ 个化合物 。 并成功运用该方法鉴定 了三个

复方中 的黄芩药材 。

蔡华 ， 叶方
？

等应用 ＵＰ ＩＸ－

ＭＳ 技术对鄂西北地区十批次的竹叶柴胡进行指纹图谱

研究 。 研究表明十批竹叶柴胡药材共有 ８ 个分离度 良好的色谱峰 ， 结合相关质谱信息

及参考文献 ， 成功分离并鉴定 了其中的 ６ 个化合物 。 为鄂西北地区竹叶柴胡的质量评

价提供了快速 、 简便的方法 。

１ １





广 州 中 医 药 大学 ２ ０ １ ５ 届博士 学位论文


夏菁 ， 谢媛媛等
？
应用 ＨＰＬＣ 、 ＴＯＦ ＭＳ 、 Ｉ ｏ ｎ ｔ ｒａｐ／ＭＳ

＂

技术建立骨通贴膏 的指纹

图谱并进行多成分结构鉴定 。 该研宄检测鉴定 了 图谱中 １ ９ 个峰 （ ２ １ 个化合物的特征

成分 ） ， 归属 了各个化合物的药材来源 。 从大体上阐 明 了骨通贴膏 的化学组成 ， 为该

药膏的全面质量控制提供 了科学的依据 。

乔怀耀 ， 罗荣等
［
７ ２

］

应用 高效液相色谱 电喷雾离子阱质谱技术建立 了 舒肝解郁胶

囊的指纹图谱分析方法 。 鉴定 了２ ２ 个共有峰的化学成分 。 成功运用该方法对 ３ ４ 批舒

肝解郁胶囊进行 了检测及相似度评价 ， 结果表明 ３４ 批样品 的相似度均达到 ９ ６％以上 ，

并确立 了１ ２ 个特征吸收峰 。 在
一

定程度上反映 了疏肝解郁胶囊制作工艺的稳定性 。

所建立的指纹图谱为其质量控制奠定 了基础 。

安福丽
？

等采用液质联用技术 （ ＬＣ ＭＳ ／ＭＳ ） 对不 同产地中药葫芦 巴 中化学成分进

行定性分析 ， 质谱采用 ＥＳ Ｉ 离子源 ，
正离子与负离子模式下采集数据 ，

通过分析 Ｑ Ｔ０Ｆ

ＭＳ 正 、 负离子质谱信息共检测到 ２ ３ 个色谱峰 ， 并结合对照品与相关文献数据其中鉴定

出 Ｉ Ｉ 个化合物结构 ，
主要结构类型为黄酮类 、 皂苷类 、 生物碱类化合物 。

１ ．２ ．３ 液质联用技术在中药药代动力学中 的应用

中药药代动力学 （ Ｐ ｈ ａｒｍａｃ ｏ ｋ ｉ ｎ ｅ ｔ ｉ ｅ ｓ ， ＰＫ ） 是应用动力学原理 ， 研究中药活性成

分 、 有效部位 、 单味药和复方的体 内吸收 （ Ａｂ ｏ ｓ ｏｒｐ ｔ ｏ ｎ ） 、 分布 （ Ｄ ｉ ｓ ｔ ｒ ｉ ｂ ｕ ｔ ｉ ｏｎ ） 、

代谢 （ Ｍｅ ｔａｂ ｏ ｌ ｉ ｓ ｍ ） 、 排泄 （ Ｅｘ ｃｒ ｅ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 和毒性 （ ＡＤＭ Ｅ ／ Ｔｏ ｘ ） 的动态变化规律及其

体 内量 效 、 时 效关系 ， 并用数学 函数加 以定量描述的
一

门新兴学科 。 它对阐 明 中药

药效物质基础 、 揭示中药科学 内涵 ， 对 中药新药创制 、 剂型改进以及方剂组分配伍机

制的研宄均发挥着十分重要的作用 ， 现 已成为 当今中 药现代化研宄链上
一

个不可分

割的重要组成部分 ， 从而成为我国药代动力学研究的热点
［ ７ ４ ］

。 血药浓度法
［
７ ５ ］

是药代动

力学研宄的经典方法 ， 是计算药代动 力学最常用最准确 的测定方法 ， 所 以血药浓度准

确的测定是 中药药代动力学研宄至关重要的环节 。 ＬＣ ＭＳ 在中药药代学研宄方面的应

用是很广泛的 。

吴晓霞等
［
７ ６ ］

从黄连解毒汤生物碱类入手 ， 联用 （ ＬＣ ＭＳ ／ＭＳ ） 技术建立 了 测 定药根

碱 、 巴马汀 、 小果碱血药浓度的方法 ， 并成功应用 于黄连解毒汤正常大 鼠体 内这 ３ 个

成分的药动学研宄 ， 为中药复方药动学研宄提供 了 可 以借鉴的分析方法 。 丁建刚
？

等

以地西泮为 内 标 ， 采用 Ｈ Ｐ ＬＣ ＭＳ ／Ｍ Ｓ 技术 ， 建立 了 比格犬 血浆中丹参酮 丨 １ Ａ 的测定方法 ，

而且本法的最低定量浓度为 ｌ ｎｇ／ｍ ｌ
，
己完全能够满足实验要求 ，

且样 品处理和测定过

程简便 ， 适合 比格犬体 内 药代动力 学研宄 。 Ｌ Ｉ

？

等建 立 了
一

个快速 ， 特异 和 敏感 的

Ｕ ＰＬＣ ＭＳ ／ＭＳ 术分析大 鼠 口服袖皮苷和袖皮素 （骨碎补提取物 ） 后 的药代动力学参数 ， 结

果显示 ，
该方法符合 ＦＤＡ 指导下的生物药品 的分析标准 ， 袖皮苷及其活性代谢产物袖皮

素的药代动力学研 究可 以为骨碎补 的临床应用提供
一

个合理 的参考 。 陈宁
［
７ ９

］

等建立

Ｓ ＰＲ ＨＰＬＣ ＭＳ 测定大 鼠血浆中黄芪 甲苷含量 的方法 ， 并研宄 了黄芪 甲 苷在大 鼠体 内 的

药代动力学和组织分布 。 Ｙ ｕ ｊ ｕ ａｎＬ ｉ

［
ｘ°

］

应用 ＬＣ ＭＳ ／ＭＳ 定量分析大 鼠血浆 中 白术 内酯

１ ２





助孕九 中健脾组方提取物 的 药 效学 与 药代动 力 学研究


Ｉ 的含量并对其药物代谢动力学进行 了研究 。 Ｘ ｉ ａｏ ｈ ｕａＬ ｉ ｕ
［
ｓ ｌ ］

等应用 Ｕ ＰＬＣ ＭＳ 同时检

测大 鼠 口服黄芪提取夜后血浆中毛蕊异黄酮葡糖糖苷 、 芒柄花苷 、 毛蕊异黄酮 、 芒柄

花素 、 黄苗 甲苷 、 黄苗阜苷 １ １ ６ 种成分 ， 对每种成分进行药代动力学研究 。 １＾ 丨 １＾ １＾ ｛＾ 〇 １ １

等
［
８ ２

］

应用 ＵＰＬＣ ＭＳ ／ＭＳ 技术研究 了 以三黄泻心汤为基础的 ７ 种 中成药制剂中 ６ 种活性

成分的含量 。 并 比较 了大 鼠灌 胃 中药单体大黄酸 ， 中药大黄 ， 中药复方三黄泻心汤后 ，

大黄酸单体的药物代谢动力学过程 。 研宄表明 中药复方及单味 中药 中 的大黄酸的吸收

率高于大黄酸单体的吸收率 ， 从而得 出在大黄酸的吸收率方面三黄泻心汤复方优于单

味中药大黄及单体大黄酸的结论 。 中药杂质 多 ， 被测物浓度或活性极低 ， 可供分析的样

品量少 ， 尤其是在连续测定过程 中
， 很难再度获得完全相 同 的样 品 ，

此外工作量很大 ，

因为 中 药 中含有多种化学成分 ， 而且每种化学成分含量低 ， 需要大量的数据处理和分

析
， 这些都给分析带来 了

一

定 的 困难 ，
也严重限制 了 其发展 ， 液质联用 色谱分离效能

高 、 灵敏度高 、 选择性高 ， 排除 了这些因素的干扰 ， 推动 了 中药药代学的发展 。

葛根芩连汤是用于治疗 胃肠道疾病传统复方 。 Ｚｈａｎ ｇＹ
Ｍ

等采用液质联用技术建立

了
一

种 同时检测葛根素和大豆黄素有效的方法 。 并应用该方法比较 了 葛根芩连汤及葛

根提取液 中葛根素和大豆黄素的药代动力学差异 。 结果表 明与葛根汤相 比 ， 葛根芩连

汤中 的葛根素和大豆黄素的吸收效率更高 ， 且消除速率下降 。 为揭示葛根芩连汤的配

伍规律提供 了科学依据 。

１ ．２ ．４ 液质联用技术在中药活性成分的筛选中的应用

中药化学成分复杂 ， 从其中筛选 出活性成分是
一

项 巨大的任务 。 液质联用技术具

有灵敏度高 ， 分离度好 ， 分析功能强大的优点 。 结合酶 、 受体和功能蛋 白特异性结合

的靶点模型体系 ， 为筛选中药活性成分提供 了 强大的技术支持 。

何忠梅 ， 王晓慧等
Ｍ
应用靶向亲和与液质联用技术快速筛选人参茎叶总皂苷中 ａ

葡萄糖苷酶抑制剂 ， 从中筛选并鉴定 出 １ ２ 种可能具有 ａ 葡萄糖苷酶抑制剂活性的化

合物 ， 并对其中 ５ 个化合物进行 了 活性验证 ， 研宄结果表明人参皂苷 Ｒｂ
３ 活性与人参

总皂苷的活性相接近 ， 被认为是人参总皂苷中剂活性最强的 的化合物 。 建立 了适用于

复杂体系 中 ａ 葡萄糖苷酶抑制高通量筛选的方法 。

Ｘ ｕ ｅＹ ｉ ｎｇ

［
Ｋ

］

等采用 高效液相 、 液质联用技术 以肝细胞膜为载体对虎杖中具有生物

活性的化合物进行 了 筛选 。 比较 了 样品与肝细胞细胞膜反应前与反应后色谱 图之间 的

差异 ， 从 中筛选 出虎杖中 具有渗透性的化合物 ， 并对它们进行 了鉴定 。 研宄发现 了 白

藜芦醇苷等 ８ 种化合物与肝细胞膜结合特异性 ， 为揭示虎杖的抗动脉硬化作用 的机制

建立 了
？

个有用 的方法 。

１ ．２ ．５ 液质联用技术在中药血清药物化学的应用

中药血清药物化学是 以传统药物化学方法为基础 ， 综合应用 多种现代技术 ， 分析

鉴定 口服 中药后血淸中移行成分 ， 研究其药效相关性 ， 确定 中药药效物质基础的应用

学科 。 运用血清药物化学的方法研宄 中药复方 ， 有助于揭示其作用机制 。

［
Ｓ ６ Ｓ ７

］

１ ３
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ＨｕａｎｇＹＸ 等
［８８ ］

应用液质联用技术检测大鼠灌 胃杜仲 、 川续断中药单煎剂及单煎混

合液后 ， 血浆中杜仲苷、 栀子苷、 栀子酸 、 松脂醇二葡萄糖苷、 开联番木鳖苷、 马钱

子苷的含量及药代动力学差异 。 结果表明杜仲苷和栀子苷的达峰时间显著增加 ， 同时

达峰浓度显著降低 。 表明这两种药物同用时会影响药物有效成分及其药代动力学的改

变 。

芍药甘草汤是中医临床常用方剂 ， 具有缓急止痛的功效 。 Ｓ ｈｅｎＬ
［
８９ ］

等应用液质联

用技术研究芍药甘草汤的配伍及增效规律 。 比较大鼠 口服芍药甘草汤单煎后混合剂与

二者合煎剂血浆成分的差异 。 发现二者共有 １ ５ 个化合物 。 合煎剂促进了其中 １ ２ 个化

合物的吸收 。 该研究为中药复方中各药物之间相互作用机理的探讨提供了参考思路 。

孙健等
＾
等应用高效液相技术比较了苦参 、 空 白血清及含药血清的指纹图谱 ， 并

应用液质联用技术确定苦参给药后吸收入血的活性成分 。 结果表明从苦参药材中共检

测到 １ ２ 种生物碱成分 ， 其中 ７ 种 以药物以原型形式吸收入血 。 并认为这七种药物成

分是苦参药效物质基础 。

刘学伟等
［
９ １ ］

应用 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 分析开心散 ６０％乙醇提取物各成分药物来源及大

鼠灌 胃提取物后入血成分分析 。 通过比较复方与单味药的正 、 负总离子流图 ， 对主要

色谱峰进行了药材来源归属 。 并分析了该复方的入血成分 ， 认为血浆中的移行成分是

复方治疗老年性痴呆的直接的药效物质基础 。 有助于进
一

步研究该复方的作用机制 。

１ ． ３ 自然流产与细胞凋亡

自然流产 （ Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓＡｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ） 在临床上比较常见 ， 其发生率 占全部妊娠的

１ ０％
－

１ ５％ ， 其中 ８０％以上发生在妊娠早期 。 自然流产连续发生 ３ 次或 ３ 次以上称为习惯

性流产 （Ｈａｂ ｉ ｔ ｕａ ｌＡｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ） 。 有学者将连续两次流产者称复发性 自然流产 （Ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ

Ｓｐｏｎ ｔ ａｎｅｏｕ ｓＡｂｏｒｔ ｉ ｏｎ） 。 自 然流产的常见病因有胚胎因素和母体因素 。 胚胎因素主

要是胚胎染色体的异常 ， 常见为染色体结构和数 目 的异常 。 影响 自然流产的母体因素

较多 ， 常见的有感染因素 、 内分泌因素 、 免疫因素 、 子宫结构异常等 。

［９２ ］

国外 己有学

者研究发现绒毛和蜕膜组织 的异常凋亡是 自 然流产发生的机制之
一

。 有研宄报道
［
９ ３ ］ ［９４ ］

， 在胚泡植入 、 胎盘发育的早期 ， 通过影响正常的凋亡程序可能会直接或间接地

对妊娠的成败造成影响 。

细胞凋亡是细胞的程序性死亡 ， 是
一

种正常的生理现象 ， 为胚胎发生 、 特殊情况

下除去受损细胞、 不同病理状态下对抗异常细胞增殖所必须的
［
９５Ｈ％ ］

。 妊娠过程中也涉

及到细胞凋亡 ，
正常的细胞凋亡是妊娠继续维持的关键 。 早孕期来源于子宫 内膜的蜕

膜细胞的退化就是 以凋亡形式发生的 ， 但蜕膜细胞的凋亡有
一

定的时空限制 。 蜕膜细

胞的凋亡会随着妊娠的继续而明显减少 ， 并开始组织重建 ， 当蜕膜组织的重建和滋

养层细胞的侵入达到相对稳定状态 ， 妊娠可 以继续维持 。 若这
一

稳态被打破 （如感染 、

病理状态的 ＴＮＦ
＿

ａ增多等 ） ， 都可能会发生凋亡细胞增加 ， 导致胚胎停止发育 ， 妊娠终

止而流产 。

１ ４
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

１ ． ３ ． １ 自然流产相关凋亡蛋 白

细胞凋亡的相关的蛋 白较多 ， 有 Ｂ ｃ ｌ ２ 家族蛋 白 、 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ 家族蛋 白 ， Ｐ ５ ３ 蛋 白 、

ｓ ｕ ｒ ｖ ｉ ｖ ｉ ｎ 等 。 目 前广泛应用于细胞凋亡的调控基因 以 Ｂ ｃ ｌ ２ 家族为主 。 Ｂ ｃ ｌ ２ 家族包

括 Ｂ ｅ ｌ ２ 、 Ｂａｘ 、 Ｂａｋ 、 Ｂｅ ｌ ｘ ｌ ４ 个家族分子 。 其中 Ｂ ｃ ｌ ２ 为凋亡抑制基因 ， 具有抑制细

胞凋亡的作用 ；

Ｂａｘ 蛋 白具有促进细胞凋亡的作用 。 二者功能相关 ， 常常通过形成二

聚体来调控细胞的凋亡状况 。 如果 Ｂ ｃ ｌ ２ 蛋 白过量表达则会形成较多 的 Ｂ ｃ ｌ ２ ／Ｂａｘ 异

源二聚体 ， 则细胞存活 ； 而当 Ｂａｘ 蛋 白表达过量时就形成较多 的 Ｂａｘ 同源二聚体 ，
这会

导致细胞 内 线粒体的通透性增强 ，
进而导致细胞凋亡的发生

［
９ ７

］

。 大多学者研究认为细

胞接受刺激信号后存活与否取决于 Ｂｃ ｌ ２ ／Ｂａｘ 的 比值的高低
［ ９

＾ ＣａＳｐａ Ｓ ｅ 家族即半胱

氨酸天冬氨酸特异性蛋 白酶 （Ｃ ｙ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ ｙ ｌａ ｓ ｐａｒ ｔａ ｔ ｅｓ ｐｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃｐｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｓ ｅ ，Ｃａｓｐａ ｓ ｅ ）

家族 ， 该家族在诱导细胞凋亡的分子机制 中起着重要作用 ， 多条凋亡通路可汇聚于此 ，

最终细胞凋亡的过程 。 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ 家族成员 主要 由调亡启动因子 （ ａｐｏｐ ｔ ｏ ｔ ｉ ｃｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａ ｔ ｏｒ ｓ ）

凋亡执行因子 （ ａｐ ｏ ｐ ｔ ｏ ｔ ｉ ｃｅ ｘ ｅ ｃ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ ｅ ｒ ｓ ） 和 炎症介导 因子 （
ｉ ｎ ｆ ｌ ａｍｍａ ｔ ｏ ｒ ｙｍｅ ｄ ｉ ａ ｔ ｏ ｒ ｓ ）

三类组成 。 在细胞凋亡的程序中三者分工 明确 ， 又相互作用 。 各级之间存在级联放大

效应 。 其中凋亡启动因子与凋亡执行因子分别位于级联反应的上下游 。 常见的凋亡启

动 因子有 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ
－

８ 、 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ９ 等 ， 其具有 自我活化 、 识别并激活下游 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ 的

功效 。 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ８ 的激活效应 比较广 ， 几乎能激活所有的下游 Ｃａ ｓ ｐａｓ ｅ 而诱发细胞调

亡
［
９９ ］ ［＿

。 凋亡执行因子有 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ３ 、 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ７ 等 ， 它们通过作用于特异性底物而

使细胞凋亡 。 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ３ 是 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ 家族中 的最具代表性的凋亡执行者之
一

， 它的活

化标志着细胞调亡进入不可逆阶段
［

１ ° １
］

。 炎症介导因子有 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ １ 、 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ４ 等 ，

可介 导 炎症反应并辅助死亡受体所介 导 的细胞凋 亡途径 。 李拴 明 等
［

１ ° ２
］

研 宄发现

Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ３ 可表达于妊娠小 鼠母胎界面蜕膜细胞的胞浆中 ，
且与正常妊娠组比较实验

对照组的 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ３ 蛋 白 的阳性表达率显著增高 。 由此认为蜕膜细胞中 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ
－

３ 的

表达会起到促进蜕膜细胞凋亡的作用 ， 进而导致 自 然流产的发生 。 治疗上可应用腹腔

注射大 鼠抗小 鼠 ⑶ ８ ６ 单克隆抗体 ， 抑制 Ｃａ ｓ ｐａｓ ｅ ３ 蛋 白 的表达使其恢复至正常水平 ，

从而降低 自 然流产模型 的胚胎吸收率 。 Ｃｈ ｏ ｉ 等
［

１ ° ３ ］

研究发现习惯性流产妇女绒毛组织

中Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ３ 、 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ６ 、 Ｃａｓ ｐａ ｓ ｅ ｌ ２的表达均增高 。

上个世纪 ９ ０ 年代末 ， Ｌ ｅａ 等
￣ ＇ ４ ］

比较 了 凋 亡抑制基因 Ｂ ｅ ｌ ２ ， 在正常妊娠组 、 自 然

流产组 、 习惯性流产组蜕膜组织中 的表达情况 。 研宄发现正常妊娠组蜕膜组织中 Ｂ ｅ １  ２

基因 的表达明显于高于 自 然流产组和 习惯性流产组 。 由此认为蜕膜组织异常凋亡可能

参与 了 自 然流产 的过程 。 丁峰等
＿ ］

比较 了 孕 ５ ０ 日 的 自 然流产患者与 同期正常妊娠患

者蜕膜组织的凋亡情况 。 研宄发现 ０ 然流产患者的蜕膜组织大量凋亡 ， 与正常妊娠患

者 比较具有显著性差异 。 抑制凋亡 的蛋 白表达显著下降 ， 促进凋亡的蛋 白表达显著上

升 ，
同时两者之间 的 比例降低 。 得 出早孕期蜕膜组织异常凋亡可能是 自 然流产的机制

之
一

的结论 。 郭玉萍等
＂ °６

］

从细胞增殖与细胞凋亡的角度探讨 了Ｑ 然流产的发生机制 。

１ ５
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对临床上要求主动终止妊娠的患者与 自 然流产患者的绒毛与蜕膜组织进行研宄 ， 发现

自 然流产患者的蜕膜组织中 Ｂ ｃ ｌ

－

２／Ｂａｘ 表达率的 比值低于正常妊娠患者 ， 在形态学上

与细胞凋亡的发生相
一

致 。 由此表明蜕膜细胞的增殖和凋亡在妊娠过程中可能起着重

要作用 ， 蜕膜组织形态学退变是 由大量的细胞凋亡 引 起 的 ， 进而阻碍 了妊娠的顺利进

程 。 张列转等
［ １ ＂ ；

］

比较 了 自 然流产小 鼠与正常妊娠小 鼠早孕期蜕膜细胞中 Ｂａｘ
，
Ｂ ｃ ｌ ２

的表达 ， 结果发现正常妊娠小 鼠蜕膜组织中 的抑制凋亡蛋 白 Ｂｃ ｌ ２ 蛋 白 的表达明显高

于 自 然流产组 ， 而促凋亡蛋 白 Ｂａｘ 的表达明显低于 自然流产小 鼠 。 认为早孕期蜕膜组

织细 胞过度凋 亡 是 自 然 流产 的机 制 之
一

； 早 孕 期 蜕膜细 胞 的 凋 亡可 能 是 通 过

Ｂ ｃ ］ ２ ／Ｂａ ）（ 途径实现的 。 彭梅等
［

１ ° ８
］

应用免疫组织化学方法发现复发性流产患者的 Ｆａ ｓ

表达显著高于正常妊娠组 ， 而 Ｂ ｃ ｌ ２ 的表达显著低于正常妊娠组 ， 认为子宫蜕膜细胞

中 Ｆａ ｓ 与 Ｂｃ ｌ ２ 的表达失衡可能是导致复发性流产的原 因之
一

。 Ｃ ｏｂ ｅ ｌ ｉ ｉ ｓＬ
［ Ｗ９

ｉ

等研究

发现早孕期 自 然流产患者的 Ｂａｘ 蛋 白 的表达量与 同期正常孕妇相 比显著増加 。

１ ． ３ ．２ 蜕膜细胞损伤 、 凋亡模型的建立

前期研宄发现 自 然流产的发生与蜕膜细胞的损伤凋亡密切相关 。 现有大量学者采

用 体外培养蜕膜细胞的方法 ， 利用细菌脂多糖 （ Ｌ ＰＳ ） ， 肿瘤坏死 因子 ａ（
ＴＮ Ｆ ａ ） ， 米非

４ 酮 （
丨川 ４ ８ ６

） 等建立蜕膜细胞损伤凋亡模型 ， 并 以此为载体进行相关的药效学研宄 。

Ｅ ｊ ｉ ｍａ 等
［

１ １ °
］

发现向妊娠大 鼠腹膜 内注射脂多糖 （ ＬＰＳ ） 可诱导流产的发生 ， 且蜕膜

与滋养细胞 中都出现 了细胞凋亡 ， 凋亡细胞的数量与时间存在
一

定的相关性 。 李云霞
１ １

１ １
１

等应用细菌脂多糖建立小 鼠蜕膜细胞损伤模型 ， 并利用该模型观察黄芩苷与槲皮素

的 中剂量组对蜕膜细胞损伤模型 的作用 。 通过观察不 同浓度的 ＬＰＳ 对蜕膜细胞形态学

上损伤差异 ， 认为 １ ００ ｎ ｇ／ｍＬ Ｌ ＰＳ 可作为损伤模型浓度 。 黄芩苷和槲皮素的 中浓度组可

通过降低损伤蜕膜细胞 ＴＮ Ｆ ａ 的表达 ， 达到保护损伤蜕膜细胞的作用 。

秦明春等
［ １ １ ２ ］

用不 同浓度的肿瘤坏死因子 ａ （
Ｔ Ｎ Ｆ ａ ） 作用 于人蜕膜细胞 ， 通过 比较

蜕膜细胞不 同浓度 ＴＮ Ｆ
－

ａ 下的增值活力及凋亡率 ， 将 ｌ 〇 Ｕ ｇ／Ｌ 的 ＴＮ Ｆ
－

ａ 作为建立蜕膜

细胞凋亡模型的最优浓度 ， 并观察黄芩苷对凋亡模型的作用 。 研究结果表明应用 ＴＮＦ ａ

建立可用于蜕膜细胞凋亡模型的方法是可行的 。 黄芩苷可抑制 ＴＮ Ｆ ａ 诱导的蜕膜细胞

凋亡 。

米非司 酮 （ （ Ｍ ｉ 「 ｅ Ｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏ ｎ
，
Ｒ Ｕ ４ ８ ６ ） 是

一

种受体水平 绍 休类拮抗药 。 临床上常用

［避孕 、 抗早孕 ， 中期妊娠 引 产 ， 促宫颈成熟 ， 莒外孕和妇科肿瘤的治疗 。 米非 司 酮

对滋养细胞 ， 蜕膜细胞的增殖都具有抑制作用 。

［
ｍｍ

ｉ

米非 司 酮的终止流产是通过多环

节共 同发挥作用 ， 其作用机理也有多种解释 。 但国 内 外学者普遍认为 ， 米非 司 酮可直

接作用于蜕膜组织 中 ， 与其中 的孕激素受体结合 ， 使孕激素的生理效应无法发挥 ， 导

致蜕膜组织变性坏死 。 绒毛组织继发受损与子宫壁相分离 ， 撮终导致流产 的发生 。 Ｄａ ｉ

等
［ １ １ ５

１

予大 鼠妊娠第 ９ 日 灌 肖 ＲＵＭ ８ ６ ， 发现 ９％蜕膜细胞在用药 ２ ４ ｈ 后发生凋亡 。 Ｇ ｈ ｏ ｓ ｈ
１ １ １

６
１

等 以蜕膜细胞模型为载体 ， 研宄 了Ｒ Ｕ ４８ ６ 对恒河猴子宫蜕膜细胞的影响 ， 发现 Ｒ Ｕ ４ ８６

１ ６
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

使腺上皮细胞凋亡更加 明 显 ， 但血管 内 皮细胞超微结构无任何改变 。 刘颖等
［

１ １ ７
］

采用流

式细胞技术对药流 （ 米非司 酮 ＋米索前列醇 ） 患者和人流术 （ 负压吸 引 术 ） 患者的绒

毛和蜕膜组织 ， 进行 了凋亡水平及细胞周期的分析 。 分析结果显示药流组绒毛组织和

蜕膜组织的凋亡水平均显著高于手术组 。 且药流组的绒毛滋养层细胞增生指数显著下

降 。 由此认为 ＲＵ ４８ ６ 可能通过千扰滋养层细胞正常细胞周期 ， 导致其增生与凋亡失

衡 ， 促进绒毛和蜕膜细胞凋亡而终止早孕 。 施晓华
［

１ １ ８
］

等研究米非司 酮对早孕绒毛 、 蜕

膜细胞增殖 、 凋亡的作用机制 。 认为米非司 酮可促进早孕绒毛合体滋养细胞 、 蜕膜间

质及腺上皮细胞的凋亡 ， 并发现该作用主要通过 Ｆａ ｓ ／Ｆａ ｓ Ｌ 途径所介导 ， 也与 Ｂａｘ 表

达增加相关 ， 认为这可能是 Ｒ Ｕ ４ ８ ６ 终止早孕机制之
一

。 对米非司酮药物流产 引 起的细

胞凋亡调控进
一

步研究发现 ， ＲＵ ４ ８ ６ 组蜕膜及绒毛的凋亡细胞数显著高于人流组 ， 而

抑凋亡蛋 白 Ｂｃ ｌ ２ 与促凋亡蛋 白 Ｂａｘ 的 比值显著低于人流组 。 可能是米非司 酮诱导蜕

膜与绒毛组织 Ｂ ｃ ｌ ２ ／ Ｂａ ）（ 基因蛋 白 比率下降 ， 引 起细胞凋亡 。

［
１ １ ９ ］

上述研究表 明 自 然流产与蜕膜细胞的异常凋亡有关 ， 米非司酮能促进蜕膜细胞凋

亡 ， 因此本研究拟用米非司 酮对体外人早孕蛻膜细胞进行干预 ， 建立体外蜕膜细胞凋

亡模型 ， 为研究 自 然流产凋亡机理和健脾组方中药的药效药理学提供了载体 。

综上所述 ， 大量的临床及实验研宄表 明助孕丸在治疗 自然流产方面的有效性及安

全性是值得充分肯定的 。 助孕丸是中 医大家罗元恺教授在补肾健脾 固冲任的安胎治则

下 ， 结合丰富的 临床经验拟 出 的协定方 。 可分为补肾方与健脾方两个重要组成部分 。

补肾组方主要 以寿胎丸为主方进行加减 ， 前期导师的研究团队 以补肾组方为研究对

象 ， 以细胞损伤模型和肾虚 ／脾虚 黄体抑制模型为载体 ， 进行 了有关补 肾组方的 中药

指纹图谱 、 药效学 、 药理学及药代动力学等
一

系列详尽 的研宄 。 从而阐 明 了补肾组方

的化学物质基础 ， 安胎机理及体 内过程 。 然而 目 前对健脾组方的研宄较少 。 为 了 更全

面 、 深入地探宄助孕丸补 肾健脾安胎的机理 ， 对健脾组方的研究势在必行 。 基于此 ，

本研宄在
“

肾主藏精 ， 为水火之宅 ， 乃人体生长 、 发育 、 生殖之本 ； 脾主运化 ， 为后天之

本 ， 气血生化之源 。 胎元之长养 ， 须 由先天之肾气与后天之脾气相互协调 ， 才无殒堕之

虞 。

”

的 中医理论基础上 ， 开展 了关于健脾组方系列研究 。 健脾组方 由党参 、 黄芪 、

白术三味中药组成 ， 此三者均是临床常用 的健脾益气的 中药 。 国 内 外有大量学者对这

三味中药进行 中药指纹图谱等物质基础的研究 ， 但 目 前 尚未有关于三者提取物的物质

基础报道 。 因此 ， 本研究的第
一

部分将成用 液质联用技术对健脾组方的物质基础进行

研宄 。 党参 、 黄芪 、 白术三味中药 以党参健脾功效最佳 ， 《 中华人 民共和 国药典 》 ２ ０ １ ０

年版将党参炔苷作为党参 的质控性指标 。 以复方中 的代表性成分进行药代动力学研宄

是研宄复方药代动力学的
－

种方法 。 本研究的第三部分将 以党参炔苷为代表研究健脾

组方的药代动力学研宄 ， 同时 比较 了 党参炔苷 以单体形式 ， 中药党参的形式及健脾组

方形式灌 肖 后 的药代动力学差异 。 所 以 ， 本研宄的第二部分测定 了 中药党参及健脾组

方中 的党参块苷的含量 ， 为进行第三部分的研究打下基础 。 在对健脾组方的物质基础

１ ７
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

及体 内代谢过程有
一

定 了认识基础上 ， 对其进行药效学的研宄就提上 日程了 。 药效学

的研究常 以细胞或动物为载体。 考虑到进行动物研究所需实验周期长 ， 资本代价高 ，

故本研究暂选细胞为载体进行药效学试验 ， 待筛选出可能的有效安胎成分后 ， 进
一

步

进行动物实验研究 。 故本研究的第四部分进行 了蜕膜细胞的原代培养及鉴定 ； 为第五

部分建立蜕膜细胞损伤模型及验证健脾组方各成分的药效奠定基础 。 总体来讲 ， 本研

宄在分析了助孕丸中健脾组方的物质基础后 ， 又进行了相关的药代动力学及药效学的

研究 。 为更全面地探讨助孕丸的安胎机理 ， 推广其临床应用提供理论依据 。

１ ８
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

第二章 实验研究

２ ． １ 立论依据

助孕丸是在中医大家罗元恺教授指导下拟定的经验方 ， 临床上应用于脾肾虚证先

兆流产和复发性流产 ， 为补肾与健脾并重的安胎中药复方 。 作为临床验证有确切疗效

的中药复方 ， 我们有必要对助孕丸进行深入的研宄 。 助孕丸可分为补肾组方和健脾组

方两部分 。 补肾组方以寿胎丸为基础 ， 前期导师的研究团队己对其进行 了 中药指纹图

谱 、 药效学 、 药理学机制 、 药动学等
一

系列研宄 ， 为阐明补肾组方的安胎作用提供了

理论依据 。 作为助孕丸的另
一

重要组成部分健脾组方的安胎理论也亟需进行阐释 。 以

此为出发点 ， 本研宄拟利用液质联用技术首次对助孕丸中健脾组方的药效物质基础进

行研宄 ； 为提高复方质控标准提供化学依据 。 并将复方中主要化学成分进行药材归属 ；

以党参炔苷为代表成分 ， 进行药代动力学研究 ， 探究单体 ， 中药及组方之间的关系 ，

为中药配伍理论及助孕丸的进
一

步开发和临床应用提供科学依据 。 以蜕膜细胞损伤模

型为载体考察复方及其中 的组分对模型的影响及可能的作用机理 。

２ ．２ 实验内容及技术路线

本论文的研究 内容主要包括 以下五个部分 ： 第
一

部分 ， 应用超高效液相色谱与 串

联四极杆飞行时间质谱仪联用技术 （ｕｐｌｃ／ｑ ｔｏｆ
－

ｍｓ
ｅ

）研究健脾组方物质基础 ， 归属主

要色谱峰药材来源 。 根据各色谱峰的保留时间 、 精确分子量、 分子碎片峰 、 对照品信

息和相关文献 ， 对主要色谱峰的化学结构进行了推断和鉴定 ， 将组方的总离子流图与

单味 中 药的总离子流 图进行 比对将各色谱峰药材来源进行归属 。 第二部分 ， 建立

ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 方法测定党参炔苷含量的方法 ， 并应用该方法测定 中药党参及健脾组

方中的党参炔的含量 。 第三部分 ， 以相等的党参炔苷含量为标准 ， 将健脾组方提取液 ，

党参提取液 ， 党参炔苷混悬液灌 胃于 ＳＤ 大 鼠 ， 在预定的时间点采血 。 应用 已建立的

ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 法检测灌 胃 后大 鼠血浆 中党参炔苷的含量 ， 得到药时 曲线 ， 通过

ＰＫ ．Ｓｏ ｌｕｔ ｉ ｏｎ２ ．０ 软件计算药动学参数 。 比较党参炔苷 以单体形式、 中药党参及组方三

种形式给药后的药动学差异 。 第四部分 ， 原代培养人早孕蜕膜细胞 ， 进行鉴定及传代

培养 。 第五部分 ， 建立蜕膜细胞损伤模型 ， 应用 ＭＴＳ
， 流式细胞技术 ， Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 技

术考察组方及其中的单体成分对模型的增殖及凋亡的作用并进行机理的探讨 。 技术路

线 图如下 ：

１ ９
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

购买道地药材

道地药材鉴定

健脾组方提取液黄芪提取液党参提取液白术提取液



！

— 丨－

１

ＵＰＬＣ－ＭＳＥ 健脾组方、 党参 、 黄芪 、 白术化学成分分析

图 １ 实验一 助孕丸健脾组方物质基础分析

中药党参提取液健脾组方提取液

＜

＜


建立 ＵＰＬＣ－ＭＳ 方法

检测 中药党参及健脾组方提取液中党参炔苷的含量

图 ２ 实验二 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 测定健脾组方及党参提取物中党参炔苷的含量

２０
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

ＳＰＦ 级大 鼠 ２４

健脾组方组 ８ 只中药党参组 ８ 只党参炔苷组 ８ 只

给药后５ｍ ｉｎ 、 １ ５ｍ ｉｎ 、 ３０ｍ ｉ ｎ 、 ４５ｍ ｉ ｎ 、 ６０ｍ ｉ ｎ 、 ９０ｍ ｉ ｎ 、 １ ２０ｍ ｉ ｎ 、 ２４０ｍ ｉ ｎ 、

４８０ｍ ｉ ｎ 、 ７ ２０ｍ ｉ ｎ 、 １ ４４０ｍ ｉ ｎ眼眶取血

应用 ＨＰＬＣ
－

ＭＳ 测定大鼠血装中有效成分的含量＜
＿ 方法学考察结果

收集数据 ， 计算药动学参数并分析

进行结果分析 、 讨论

图 ３ 实验三 基于 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 技术党参炔苷药代动力学研究

２ １
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

人早孕蜕膜组织的收集

复合酶法分离人早孕蜕膜细胞

蜕膜细胞的纯化

光镜与 电镜下蜕膜细胞的观察免疫组化鉴定细胞蜕膜细胞分泌 ＰＲＬ 功能检测

图 ４ 实验四 蜕膜细胞的原代培养

鉴定培养成功后将生长至 ３
－６代蜕膜细胞进行分组

正常组模型组孕酮组５ 个单体组健脾组方组

ＭＴＳ法检测细ＡｎｎｅｘｉｎＶ／Ｐ ＩＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ

胞增殖活力法 测 定 细 胞检 测 凋 亡 蛋

凋亡白 的表达

图 ５ 实验五 健脾组方中化学成分对蜕膜细胞损伤模型的影响

２ ．３ 助孕丸健脾组方物质基础分析

助孕丸健脾组方由党参 、 黄芪 、 白术三味中药组成 ， 具有健脾益气的功效 。 己有

文献记载党参 ， 黄芪 ， 白术单味中药物质基础与活性成分 。 但三者组成复方的物质基

础 目前未见报道 。 而这就是本节的 内容研究 。

２２





助孕丸 中健脾组方提取物的 药效学与 药代动力 学研究


２ ． ３ ． １ 实验 目 的

应用 ｕｐｌｃ／ｑ
－

ｔｏｆ
－

ｍｓ
ｅ

技术分析助孕丸健脾组方物质基础 ， 将组方中 的主要化学成

分进行药材归属 。

２ ． ３ ．２ 实验材料与方法

２ ． ３ ． ２ ． １ 实验仪器 ：

中药粉碎机 ： 型号 １ ０３
， 瑞安市永历制药机械有限公司 ；

智能超声波清洗器 ： 型号 ＤＬ
－

３６０Ｂ
，
上海之信仪器有限公司 ；

电热恒温水浴锅 ： ＨＷＳ２４ 型 ， 上海
一

恒科技有限公司 ；

十分之
一

电子天平 ： ＪＪ２０００ 型 ， 常熟市双杰测试仪器厂 ；

万分之
一

电子天平 ： ＢＳＡ １ ２４Ｓ
， 赛多利斯科学仪器 （北京 ） 有限公司 ；

实验室专用超纯水机 ： Ａｒ ｉ ｕｍ６ １ １ 型 ， 德国 Ｓａｒ ｔ ｏｒ ｉ ｕｓ 公司

高速冷冻离心机 ： ３
－

３０Ｋ
， 德国 Ｓ ｉ ｇｍａ 公司

旋转蒸发仪系统 ： Ｒ
－

２ １ ５
， 瑞士ＢＵＣＨ Ｉ 公司

质谱仪 ： ＸｅｖｏＧ２
－

ＳＱ
－

Ｔ０Ｆ
， 美国 Ｗａｔ ｅｒｓ 公司

超高效液相色谱仪 ： 美国 Ｗａｔ ｅｒｓ 公司

２ ．３ ．２ ．２ 实验试药与试剂

试药 ： 党参 、 黄芪 、 白术均购 自广东天诚中药饮片有限公司 。 由该公司提供各个

药材的检验报告书 。

表 １ 药材来源表
￣

药材批号来源产地

２０ １４０ ７ １ ４广东天诚

黄芪 ２０ １４０ ７ １４广东天诚甘肃

白术


２０ １ ４０ ７ １４


广东天诚


安徽



表 ２ 对照品来源表




对照品


Ｗ


？


党参炔苷 ２０ １４０ ３ ２０ｍｇ上海盛 中医药化工有限公司

黄芪 甲苷 ２ ０ １ ３ １ ４ ２０ｍｇ中 国食品药品检定研究院

毛蕊异黄酮 ２０ １ ４０４ ２０ｍｇ南京泽朗医药科技有限公司

毛蕊异黄酮葡萄糖苷２０ １ ３ ０４ ２０ｍｇ中 国食品药品检定研宄院

芒柄花苷 ２ ０ １ ４０９ ２０ｍｇ南京泽朗医药科技有限公司

芒柄花素 ２０ １ ４０９ ２０ｍｇ南京泽朗医药科技有限公司

白术 内 酯 Ｉ ２０ １ ３０６ ２０ｍｇ上海盛中医药化工有限公司

试剂 ： 甲醇 、 甲酸均为色谱纯 （德国默克 ）
；

９ ５％乙醇分析纯 （ 富宇试剂 ） 水为超纯水 。

２ ．３ ．２ ．３ 实验方法与步骤

２３
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

２ ．３ ．２ ．３ ． １ 液质条件

超高效液相色谱条件

色谱柱 ： Ｗａｔ ｅｒ ｓＢＥＨＣ １ ８柱 （ ２ ． １Ｘ ５０ｍｍ
，

１ ． ７ｎｍ ）
；

流动相 Ａ ： 甲醇 ， Ｂ ： 水 （含有 ０ ． １％甲酸 ）
；

梯 度 洗 脱 程 序 ： 〇
－

ｌ 〇ｍ ｉ ｎ
，３０％ ６０％Ａ ； １ ０

－

２ ５ｍ ｉ ｎ
，

６０％
－

８０％ ； １ ０
－

２ ５ｍ ｉ ｎ
，

８０％
－

９０％
，
２５

－

３５ｍ ｉ ｎ
，８０％

－

９０％
；３５

－

４０ｍ ｉ ｎ
，９０％

－

９０％
；

样品间平衡 ： ５ｍ ｉ ｎ
；

柱温 ： ４０

°

Ｃ
；

分析时间 ： ４０ 分钟 ；

流速 ： ０ ．２ｍｌ ／ｍ ｉ ｎ
；

进样体积 ： ５
ｐ
ｌ 。

质谱条件

离子源 ： ＥＳ Ｉ
；

毛细管电压 ．

？２ ． ５ＫＶ
；

离子源温度 ： ｌ 〇〇

°

Ｃ
；

雾化温度 ： ｌ 〇〇

°

Ｃ
；

锥孔气速 ： ５０Ｌ／ｈ ；

雾化气速 ： ８００Ｌ／ｈ ；

检测模式 ： 正 、 负离子全扫描 ；

扫描质量范围 ： ５０
－

１ ２００Ｄａ

数据采集所用软件 ： Ｍａｓ ｓ ｌ ｙｎｘ４ ．１ 软件

２ ．３ ．２ ．３ ．２ 样品制备方法

２ ．３ ．２ ．３ ．２ ．１ 健脾组方及组方中单味药材提取液的制各

１ ． 健脾组方提取液的制备

取千燥药材党参 、 黄芪 、 白术适量 ， 分别用 中药粉碎机粉碎成 ２０
－

３０ 目粗粉 。 用

十分之
一

电子天平分别精密称取党参 ｌ 〇〇ｇ ， 黄芪 ｌ 〇〇ｇ ， 白术 １ ００ｇ 。 以 １ ：１ ０ 的料液比

加入 ３０００ｍＬ 的 ５０％乙醇冷凝回流提取 ２ 次 ， 每次 ２ 个小时 。 经真空过滤器过滤后收

集滤液 ， 利用旋转蒸发仪 （浓缩温度 ６０

°

Ｃ ， 浓缩转速 ７ ５ｒｐｍ ） 进行浓缩 。 浓缩后定容

至 ２００ｍＬ 。 精密吸取提取液 １ ００吣 至 ５０ｍＬ 容量瓶中 ， 用 ５０％甲醇水超声溶解 ， 冷却后

定容至刻度 。 精密吸取适量至进 口ＥＰ 管中 ， 以 １ ２ ０００ ｒ７ｍ ｉ ｎ 的转速离心 ２０ｍ ｉ ｎ 后 ， 取

上清适量作为供试品溶液至上样瓶 。

２ ． 健脾组方中单味药材提取液的制备

精密称取单味中药 １ ００ｇ 加入 ３０００ｍＬ 的 ５０％乙醇冷凝回流提取 ２ 次 ， 每次 ２ 个小

时 。 经真空过滤器过滤后收集滤液 ， 利用旋转蒸发仪 （浓缩温度 ６０

°

Ｃ ， 浓缩转速 ７ ５ｒｐｍ ）

进行浓缩 。 浓缩后定容至 ２００ｍＬ 。 精密吸取提取液 Ｉ ＯＯ
ｊ
ｘＬ 至 ５０ｍＬ 容量瓶中 ， 用 ５０％甲

２４
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醇水超声溶解 ， 冷却后定容至刻度 。 精密吸取适量至进 口ＥＰ 管 中 ， 以 １ ２ ０ ００ｒ ／ｍ ｉ ｎ 的

转速离心 ２ ０ｍ ｉ ｎ ， 取上清适量作为供试品溶液移至上样瓶 。

２ ．３ ．２ ．３ ．２ ．２ 对照品溶液制备

分别精密称取黄芪 甲苷 、 党参炔苷 、 白术 内酯 Ｉ 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷 、 毛蕊异

黄酮 、 芒柄花素 、 芒柄花苷对照 品适量至 ｌ ＯＯｍＬ 容量瓶 内 ，
加入 甲 醇超声进行溶解 。

冷却后定容至刻度配成质量浓度分别为 ２ ７ 、 ２ ５ 、 ２９ 、 ３ ０ 、 ２ ７ 、 １ ５ 、 Ｓ ｌ
ｊ
ｉｇ／ｍＬ 的混合标

准品溶液 。

２ ．３ ．３ 结果

健脾组方 由 ３ 味中药组成 ， 化学成分复杂 ， 为 了对组方进行较全面地分析 ， 本实

验采用 正 、 负离子两种全扫描模式对组方提取液 、 单味中药提取液及混合标准品溶液

进行检测 。 健脾组方在正 、 负离子模式下 的总离子流图见 （ 图 ６ 、 ７ ） 从健脾组方色谱

图 中快速鉴定 了３ ７ 个色谱峰 。 组方中 的主要成分包括黄酮类 、 皂苷类 、 内酯类 、 糖

苷类等 。 本研宄较全面地阐 明 了助孕丸健脾组方的化学成分 ， 为健脾组方的药效物质

基础研宂和质量控制奠定 了基础 。 在正离子扫描模式下 ， 复方中 的大部分化合物可产

生 ［
Ｍ＋Ｈ ］

＋

峰 ， 由于流动相 中存在 Ｎａ

＋

， 故正离子模式下还可产生 ［Ｍ＋ Ｎａ ］

＋

峰 ； 而在负

离子扫描模式下 ， 大部分化合物可产生 ［ Ｍ ＨＰ峰 ， 由于流动相 中存在 ＨＣ０ ＣＴ ， 故负离

子模式下还可产生 ［ Ｍ＋Ｃ００Ｈｒ峰 ； 为 了更好地分析健脾组方中化学成分的质谱裂解规

律 ， 依据健脾组方中涉及到的 ３ 味中药化学成分相关参考文献报道 ， 首先对健脾组方

中可能含有的化合物的对照品 （包括黄酮类 、 皂苷类 、 内酯类 、 糖苷类等 ） 进行 了 质

谱裂解规律分析 。 对于有标准品 的化合物的检测 ， 通过 Ｍａ ｓ ｓ ｌ ｙ ｎｘ４ ． １ｓ ｏ ｆ ｔｗａｒ ｅ 对 比

标准品 的保留时间 、 精确质量数 、 同位素丰度和
一

级 、 多级质谱图质谱裂解规律进行

鉴定 ； 对于无法获得标准品 的化合物的检测 ， 对质谱图上给 出 的准分子离子峰 ， 使用

Ｍａ ｓ ｓ ｌ ｙ ｎ ｘ 系统软件推测其可能的化学组成 ， 通过分析化合物质谱裂解规律 、 对比同类

化合物的质谱裂解规律 ， 并参考相关文献
［

１ ３＂ １ ２ ７
］

进行推测 。 采用 以上方法共鉴定 出健脾

组方中 ３ ７ 个化合物 ， 误差范围为＜± ５ｐｐｍ 。 在 同样的液相质谱条件下得到党参 、 黄

芪 、 白术提取液的总离子流图 ， 按照 同样的推断方法对单味中药中 的主要化合物进行

了推断 。 并将健脾组方的总离子流图与各单味中 药的总离子流图进行 比对 ， 健脾组方

中 的 大部分物质能被指认到相应的 单味药材 。 实验结果见表 ３ 。

复方中 的化合物 以黄酮类 、 皂苷类 、 内酯类 、 糖苷类为主 。 黄酮类化合物
一

般 以

Ｃ６ Ｃ ３
－

Ｃ６ 为基本的母核结构 ， 在质谱条件下 易发生 电离 ， 并产生大量的碎片信息 。 化

合物 ２ 在负离子模式下形成 ［ Ｍ Ｈｒ准分子离子峰 ｍ／ ｚ ４ ４ ５ ．１ １ ５ ５（ ＣｍＨｕ Ｏ ｋ ，

）
； 正离子模式

下形成 ［ Ｍ
＋Ｈ

］

＋

准分子离子峰 ｍ／ ｚ ４ ４ ７ ．１ ２ ８ ８（ ＣＪ＾ ＣＸ 。 ）
； 在 ＭＳ

ｅ

多级裂解模式下经过丢失

一

分 子 葡 萄 糖 产 生 碎 片 峰 ｍ／ ｚ２ ８ ５ ．０ ７ ６ ０ ［Ｍ＋ Ｈ Ｇ ｌ ｃ ］

＋

； 丢 失 两 分 子 水 产 生碎 片 峰

ｍ／ ｚ ［
Ｍ＋Ｈ ２ Ｈ

２
〇ｒ 。 比对毛蕊异黄酮 ７ ０

ｐ 葡萄糖苷标准品 的保留时 间 、 精确质量数 、

同 位素丰 度 、 碎 片 信 息 等 ， 可 以 确 认 化合物 ２ 为毛蕊异黄酮 ７
－

０
ｐ 葡 萄 糖苷

２ ５
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（ Ｃａ ｌ ｙｃｏ ｓ ｉ ｎ
－

７
－

０
－

ｐ

－

ｇ ｌｕｃｏ ｓ ｉ ｄｅ ） 。 化合物 ５ 在负离子模式下与流动相中存在 ＨＣＯＣＴ结

合 ， 形成 ［Ｍ＋Ｃ００Ｈ ］ 峰 ｍ／ｚ４ ７５ ． １ ２２２（ Ｃ２３
Ｈ

２３０ｕ ）
； 在正离子模式下形成 ［Ｍ＋Ｈ］

＋

准分子

离子峰 ｍ／ｚ４３ １ ． １ ３４０（ Ｃ ２２
Ｈ

２３０９ ） ； 结合对照品的保留时间 、 精确分子量及碎片信息推

测其为芒柄花苷 （ Ｏｎｏｎ ｉｎ ） 。 化合物 １ １ 在正离子模式下形成 ［Ｍ＋Ｈ］

＋

准分子离子峰 ｍ／Ｚ

２８５ ． ０７７２（ Ｃ
ｌ６
Ｈ

１ ３０５ ） ； 负离子模式下形成 ［Ｍ
－

Ｈ ］ 准分子离子峰 ｍ／ ｚ２８ ３ ．０６ １ ２（ Ｃ １ ６Ｈｕ０５ ） ；

在 ＭＳ
Ｅ

Ｓ级裂解模式下经过丢失
一

个
－

ＣＨ
３产生碎片 ２６８ ．０３７６ ［Ｍ

－

Ｈ
－

ＣＨ
３ｒ ； 丢失

一

个
－

Ｃ０２

产生碎片 ２３９ ．０３４９［Ｍ
－

Ｈ
－

Ｃ０２ ］ ； 继续丢失
一

个
－

ＣＯ产生碎片峰 ２ １ １ ．０３９６ ［Ｍ
－

Ｈ
－

Ｃ０２

－

Ｃ〇ｒ ；

结合标准图谱及参考文献鉴定 出化合物 １ １ 为毛蕊异黄酮 （ Ｃａ ｌ ｙｃｏｓ ｉ ｎ ） 。 化合物 １ ５ 正

离子模式下形成 ［Ｍ＋Ｈ］

＋

准分子离子峰 ｍ／Ｚ２６９ ．０８２０ （ Ｃ １ ６Ｈ １ ３０４ ）
； 负离子模式下形成 ［Ｍ

－

Ｈ ］

＿

准分子离子峰ｍ／ｚ２６７ ． ０６６８（ Ｃ １ ６Ｈ ｔ ｌ
０

４ ） ； 在ＭＳ
ｅ

模式下丢失－

ＣＨ ３ 、

－

Ｃ０
２ 、

－

Ｈ２ 、

－

ＣＯ 、 Ｈ
２０

等 小 分 子 产 生
一

系 列 的 碎 片 峰 ： ｍ／ｚ２５ １ ． ０３５４
，

ｍ／ｚ２２３ ． ０４００
，

ｍ／ ｚ ｌ ９ ５ ． ０４５５
，

ｍ／ ｚ ｌ ６７ ． ０４８４
； 参照标准 品 图谱及相关文献报道 ， 鉴定 出 化合物 １ ５ 为芒柄花素

（ Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅ ｔ ｉ ｎＸ

阜苷类化合物 ： 化合物 ２５ 在正离子模式下形成 ［Ｍ＋Ｈ］

＋

准分子离子峰 ｍ／ｚ７８５ ．４６６６

（ Ｃ ４ ｌ
Ｈ６８０ １ ４ ）

； 加 Ｎａ 峰 ［Ｍ＋Ｎａ］

＋

ｍ／ｚ８０７ ． ４４８ ７（ Ｃ ４ １
Ｈ６７０ １ ４

Ｎａ ）
； 在 ＭＳ

Ｅ

模式下形成碎片峰 ｍ／ ｚ

４ ７ ３ ．３６２ １
［Ｍ＋Ｈ

－

Ｇ ｌ ｃ
－

ｘ ｙ ｌ ］

＋

； 继续丢失
一

个水分子形成碎片峰ｍ／ｚ４５ ５ ．３５ １ ２［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

ｘｙ ｌ
－

Ｈ
２
０ ］

＋

； 丢失两个水分子形成碎片峰 ｍ／ｚ４３７ ．３４３３［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

ｘｙ ｌ
－

２Ｈ２０］

＋

； 丢失三

个水分子形成碎片峰 ｍ／ｚ４ １ ９ ．３２９７
［Ｍ＋Ｈ

－

Ｇｌ ｃ
－

ｘｙ ｌ
－

３Ｈ ２０］

＋

； 参考黄芪 甲苷标准品的保留

时间 、 精确质量数 、 碎片离子峰及文献信息 ， 鉴定化合物 ２ ５ 为黄芪 甲苷 。 化合物 ２８

在负离子模式下结合流动相 中存在的 ＨＣ００％ 形成 ［Ｍ＋Ｃ００Ｈｒ峰 ｍ／ｚ８７ １ ． ４７０２（ Ｃ ４ ４
Ｈ

７ １

Ｏｎ ）
； 在正离子模式下加 Ｎａ 峰 ［

Ｍ＋Ｎａ］

＋

ｍ／ ｚ８４９ ．４５９６（ Ｃ４３
Ｈ ７Ａ ５

Ｎａ ） ； 形成 ［Ｍ＋Ｈ ］

＋

准分子

离子峰 ｍ／ｚ８２７ ．４７６４ （ Ｃ？Ｈ７Ａ ５ ） ； 丢失
一

个－

Ｇ ｌ ｃ后形成碎片峰
ｍ／ｚ ６４７ ．４ １ ５５［Ｍ＋Ｈ

－

Ｇ ｌ ｃ ］

＋

；

继续丢失
一

个
－

Ａｃｅｔ ｙ ｌ ｘｙ ｌ后形成碎片峰ｍ／ｚ ４７３ ．３６ １ ６［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

Ａｃ ｅ ｔ ｙ ｌ ｘｙ ｌ ］

＋

； 以碎

片峰 ｍ／ｚ４７３ ． ３６ １ ６ 为基础继续丢失
一

个
－

Ｈ２０ 之后形成碎片峰 ｍ／ｚ４５５ ．３５２８ ［Ｍ＋

Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

Ａｃｅ ｔｙ ｌ ｘｙ ｌ
－

Ｈ ２０ ］

＋

； 继 续 丢 失两个
－

Ｈ ２０ｍ／ｚ４３ ７ ． ３４０７［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

Ａｃｅｔｙ ｌｘｙ ｌ

－

２Ｈ ２０ ］

＋

； 继续丢失三个
－

Ｈ
２０之后ｍ／ｚ４ １ ９ ．３２８９［Ｍ＋Ｈ

－

Ｇ ｌ ｃ
－

Ａｃｅ ｔ ｙ ｌ ｘ ｙ ｌ
－

３Ｈ ２０ ］
．

＋

； 参考质

谱信息及相关文献推测化合物 ２８ 为黄芪皂苷 ＩＩ 。 化合物 ３０ 与化合物 ３ １ 是同分异构

体 ， 其质谱裂解规律相似 。 在负离子模式下与流动相 中存在 ＨＣ０（Ｔ结合 ， 形成 ［Ｍ＋Ｃ００Ｈ ］

峰 ｍ／ｚ９ １ ３ ．４７９２（ Ｃ ４６
Ｈ

７ ３０ １Ｓ ）
； 在正离子模式下形成 ［Ｍ＋Ｈ ］

＋

准分子离子峰 ｍ／ｚ８６９ ．４８８４

（ Ｃ４ ５Ｈ７ ３
０

１ ６ ）
； 加Ｎａ峰 ［Ｍ＋Ｎａ ］

＋

ｍ／ｚ８９ １ ．４７０ ５（ Ｃ ４５Ｈ ７ ２０ １ ６Ｎａ ） ； 丢失
一

个
－

Ｇ ｌ ｃ后形成碎片峰

ｍ／ｚ６８９ ．４２４９ １［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ ］继续丢失两个－

Ａｃｅ ｔ ｙ ｌ ｘｙ ｌ后形成碎片峰ｍ／ｚ４７３ ．３６４２

［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

２Ａｃ ｅ ｔｙ ｌ ｘｙ ｌ ］

＋

； 以碎片峰 ｍ／ｚ４７ ３ ．３６４２ 为基础继续丢失
一

个
－

Ｈ２０ 之后形成

碎片峰ｒａ／ｚ４５ ５ ．３５ １ ２［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

２Ａｃｅｔ ｙ ｌ ｘｙ ｌ
－

Ｈ２０ ］

＋

； 继续丢失两个
－

Ｈ ２０ｍ／ｚ４３７ ．３４ １ ６

［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

２Ａｃ ｅ ｔｙ ｌ ｘｙ ｌ
－

２Ｈ
２０ ］

＋

 ； 继 续 丢 失 三 个
－

Ｈ２０之 后ｍ／ｚ４ １ ９ ． ３２８９ ［Ｍ＋Ｈ
－

Ｇ ｌ ｃ
－

２Ａｃ ｅ ｔ ｙ ｌ ｘｙ ｌ
－

３Ｈ ２０］

＋

； 结合参考文献信息 ， 推测化合物 ３ １ 为黄芪皂苷 Ｉ ； 化合物 ３０

２６
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

为异黄芪皂苷 Ｉ 。

白术 内酯类化合物 ： 根据参考文献可知
［

１ ２８ ］

， 白术 内 酯类化合物的裂解主要发生在

内酯环 （Ｃ 环 ） 以及 Ａ 环上 。 裂解方式
一

是先发生 内酯键断裂 ， 丢失 Ｈ ２０ 、 ⑶ 等小分子后 ，

接着 Ａ 环丢失－

Ｃ
２
Ｈ

４ 、

－

Ｃ３Ｈ ６等分子 。 裂解方式二是在 Ａ 环上通过
一

个八元环的重排反应 ，

失去
一

个
－

Ｃ ２Ｈ４ 后 ， 内酯环 （ Ｃ 环 ） 上丢失 Ｈ
２
０ 、

－

Ｃ０ 、

－

Ｃ
２
Ｈ

２０ 等分子 。 游离 甲基的丢

失也经常发生 。 在正离子模式下化合物 ２ ０ 形成 ｍ／ ｚ２ ３ ３ ．１ ５ ５ ０ ， 加 Ｎａ 峰 ［Ｍ＋Ｎａ ］

＋

ｍ／ ｚ

２ ５ ５ ．１ ３ ６８
； 碎片峰 ２ １ ５ ． １ ４４６

， 碎片峰 ２０５ ．０８ ７０
， 碎片峰 １ ８７ ．１ ４９ ３ 。 结合 白术 内酯 Ｉ

标准品 的保留时间 ， 精确分子量 、 同位素丰度及碎片信息 ， 可鉴定化合物 ２ ０ 为 白术

内 酯 Ｉ 。 同样在正离子模式下化合物 ２ ４ 形成 ｍ／ｚ ２ ３ １ ．１ ３９９ ， 加 Ｎａ 峰 ［ Ｍ＋Ｎａ ］

＋

ｍ／ｚ

２ ５ ３ ．１ ２ １ ８
； 形成碎片 峰 ２ ０３ ．１ ０ ７８

， 碎片峰 １ ８ ５ ．１ ３４５
， 碎片 峰 １ ５ ７ ．１ ０３ ７

， 碎 片峰

１ ４ ３ ．０８ ６ ４
； 依据参考文献推测化合物 ２４ 为 白术 内酯 Ｉ Ｉ 。 在正离子模式下化合物 １ ８ 形

成 ［Ｍ＋Ｈ ］

＋

准分子离子峰 ｍ／ｚ ２４９ ． １ ５００ ， 形成碎片峰 ２ ３ Ｌ１ ３９２
， 碎片峰 ２ １ ３ ．１ ２９０

， 碎片

峰 ２ ０ ３ ．１ ４ ４ ２
， 碎 片 峰 １ ８９ ． ０９２ ０

； 碎片 峰 １ ８ ５ ．１ ３ ３９
， 碎 片 峰 １ ６ ３ ． ０４ ０ ０

； 碎 片 峰

１ ６ １ ． ０９ ５０
； 结合参考文献推测化合物 １ ８ 为 白术 内 酯 Ｉ Ｉ Ｉ 。

化合物 ９ 在正离子模式条件下形成 ［Ｍ＋Ｈ ］

＋

准分子离子峰 ｍ／ｚ３９ ７ ．１ ８ ７ ４（ ＣｍＨ ２９
０

ｓ ）
；

加Ｎａ峰 ［Ｍ＋Ｎａ ］

＋

ｍ／ｚ４ １ ９ ．１ ６８９（ ＣＭＨ ２８
０

ｓ
Ｎａ ）

； 结合碎片峰３ ９ ７ ．１ ８ ７ ４ 、 碎片峰３ ６ １ ．１ ６ ５９ 、

碎片峰 ３ １ ７ ． １ １ ７ ７ 等与党参炔苷标准品 的保留时间 、 精确分子质量 、 碎片信息相对照

结果相
一

致 ， 确认化合物 ９ 为党参炔苷 。

其余的化合物按照 同样的方法进行推测 。 对于缺少标准品 的化合物 ， 经查阅文献

获取 同类化合物的裂解规律 ， 再根据该化合物保留时间 ， 精确质量数 ， 分子碎片信息 、

及 Ｍａ ｓ ｓ ｌ ｙ ｎ ｘ４ ．１ｓ ｏ ｆ ｔｗａｒ ｅ 提供的可能的结构式 、 准确分子量 （误差＜ ± ５ｐｐｍ） ， 对

其进行推测 。

 Ｊ Ｓ ３ ｔＳ

ｚｒ ＊ ｒ

Ｉ

Ｉ Ｉ

？
：Ｍ １ ｉ ｉ

ｉ １ ｉ＿了
Ｉ ！ ［

ｉ ｉ 气
，

２

了 ｒ 丨ｒ
１

产
ｗ

＼
，，ｔ—ｎｔ ｉｌ ，  ，

．

ｒｖ
^

ｉ ｅ ｔ ｔ ｉ

＇

＜
． ｓ

￣

＇

 ？ ｃ？ ｉ ？Ｗ ｉ ｒＷ
＇

 ｉ ６
ｗ ｉ ｓ

＇

？ ｉ
１

 Ｖｏ

＇

ｏ ｏ ｚ ？Ｗ？ ＜？
＇

ｘ ｏｃｕ

＇

－

ｙａ
１

 ：？ 〇〇

图 ６ 健脾组方正离子模式下的总离子流图
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图 ７ 健脾组方负离子模式下的总离子流图

表 ３ 液质联用技术检测正 、 负离子模式下健脾组方提取物 中 的化合物 ＡＢ
： 黄芪 ；

ＣＰ ：

党参 ；

ＡＭ ： 白 术

Ｃａ ｌ ｃ ．

Ｃｏｍｐｏｕ ｎｄ ｔ ＿ Ｓｅ ｌ ｅｃ ｔ ｅ ｄ Ｍｅａ ｓ ｕ ｒ ｅ ｄ Ｓｏ ｕｒｃ ｅａ ｎｄ

ｍａｓ ｓ ｐｐｍ Ｆｏ ｒｍ ｍ ｌ ａ Ｉ ｄｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎ

ｎｏ ． （ ｍ ｉ ｎ ） ｉ ｏ ｎ Ｍａ ｓ ｓ （ｍ／ｚ ） ＥＳ Ｉ Ｍ Ｓ ／ＭＳ （ｍ／ ｚ ）

（ｍ／ｚ ）

１ １ ． ６８５ ［
Ｍ ＋Ｎａｒ ７０ １ ． ２ ７ ７ ７０ １ ． ２ ２６９ ０ ． １ Ｃ？Ｈｃ 〇ｕＮａ ＣＰ／３３２ 党参苷  Ｉ

［
Ｍ
－

Ｈ
］ ６ ７ ７ ． ２ ２ ７ ６ ６ ７ ７ ． ２ ２９３

－

２ ． ５ Ｔａｎ ｇｓｈ ｅ ｎｏ ｓ ｉ ｄ ｅ １
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图 １ ５ 白 术 内酯 Ｉ Ｉ 化合物 ２４ （被鉴定为 白 术 内酯 Ｉ Ｉ

） 的质谱图
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图 １ ６ 黄芪 甲苷 化合物 ２ ６（被鉴定为黄芪 甲苷 ） 的质谱图
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图 １ ７ 黄芪皂苷 Ｉ 化合物 ３ １（被鉴定为黄芪皂苷 Ｉ

） 的质谱图

２ ．３ ．４ 讨论

２ ． ３ ． ４ ．１ 流动相 的选择

流动相的选择对于组方中化学成分的分析至关重要 。 复方中 的不 同物质在不 同流

动相 的影响下保留时间及分离度是不 同 的 。 本实验考察 了实验室常用 的有机溶剂 甲醇
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和乙腈作为有机相 ； 纯水 、 ０ ． １％的 甲酸水、 ０ ． ０ １％的 甲酸水 、 ０ ． ３％的磷酸水作为无机

相 ； 进行不同的组合 ， 比较组方在不同有机相 、 无机相的组合下 ， 采用正 、 负离子全

扫描模式所得到的总离子流图的差异 。 以复方中 的物质尽可能多的被分离出且灵敏度

高 ， 分析时间适当为标准。 综合比较后认为 以 甲醇为有机相可提高组方中化合物的分

离度 。 纯水中加入０ ． １％的 甲酸可増加化合物的离子化程度 。 故本实验采用 甲醇
－

０ ． １％

的 甲酸水作为流动相 。

２ ．３ ．４ ．２ 质谱条件的选择

健脾组方由三味中药组成 ， 组方中的化学成分主要包括阜苷类、 黄酮类 、 内酯类 、

糖苷类 。 这些化合物
一

般在正、 负离子模式下都有响应值 ， 但总体上正离子模式下的

响应值高于负离子模式下的响应值 ； 个别化合物如棕榈酸 ， 仅在负离子模式下响应值

较高 。 为 了更多地获取组方中化合物的信息 ， 本实验采用正 、 负离子两种模式进行检

测 。 同时优化ＭＳ
Ｅ

的碎片采集模式搜集化合物的碎片信息 。 为化合物的鉴定与推测提供

更丰富的信息 。

２ ．３ ． ４ ．３ 对色谱柱柱温的设置

本实验考察了常温下及 ３ ５

°

Ｃ 、 ４０

°

Ｃ柱温对于复方中化合物分离的影响 ， 复方在常

温及 ３ ５

°

Ｃ 的柱温下色谱柱的柱压波动度较４０

°

Ｃ柱温大 ， 且各个化合物的分离度不及

４０

°

Ｃ柱温下的分离度 ， 故将色谱柱的柱温设置为４０

°

Ｃ 。

２ ．３ ．４ ．４ 组方提取条件的选择

本实验对健脾组方比较了纯水 、 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ９５％的乙醇提取部位的考察结果 ，

发现５０％乙醇提取物中正 、 负模式下总离子流图中的物质最丰富 ， 故选择 ５０％的乙醇作

为提取溶剂 。

２ ．３ ．４ ．５ 检测方法的选择

中药党参 、 黄芪 、 白术中也存在挥发性成分 ， 但挥发性成分的研宄
一

般采用气相

色谱
一

质谱联用 的方法 ， 结合本研究 目 的及现有条件 ， 本实验中暂不考虑健脾组方中

的挥发性成分 。

２ ． ３ ．５ 小结

本研究建立 了ｕｐｌｃ／ｑ
－

ｔｏｆ
－

ｍｓ
ｅ

分离并鉴定助孕丸健脾组方中化学成分的方法。 首

次对健脾组方的化学成分进行了较全面而系统地研究 ， 将组方中化合物的保留时间 、

精确分子量、 碎片信息等与相应标准品相对照 ， 并结合参考文献鉴定并推测 出复方中

３ ７种化合物 。 将健脾组方的总离子流图与各单味中药的总离子流图进行比对 ， 健脾组

方中的大部分物质能被指认到相应的单味药材中 。 组方中化学成分主要包括皂苷类 、

黄酮类 、 内酯类 、 糖苷类等 。 结合相关文献中 同类化合物的质谱裂解规律对组方中代

表性成分进行了质谱条件下裂解行为的分析 。 本研宄将为助孕丸健脾组方的质量控制

提供参考依据 ， 也为同类化合物的裂解行为提供了参考 。

４０





助孕丸 中健脾组方提取物的 药效学与 药代动力 学研究


２ ．４ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 测定健脾组方及党参提取物中党参炔苷的含量

健脾组方以健脾补气为主要功效 ， 党参是临床上常用的健脾药物 。 党参炔苷是从

党参中分离出的
一

种聚乙炔类化合物 ， ２０ １ ０ 年版 《中 国药典 》 （

一

部 ）将党参炔苷作为

党参质量控制的指标性成分 。 目前国 内外多采用 ＨＰＬＣ ＵＶ
，
ＲＰ
－

ＨＰＬＣ 的方法对党参炔苷

的含量进行测定 。 本节拟为党参炔苷的含量测定建立
一

种更为快速 、 灵敏 、 准确的

ＵＰＬＣ ＭＳ 方法 ， 从而为党参炔苷质量控制提供参考依据 。

２ ． ４ ． １ 实验 目 的

建立 ＵＰＬＣ
－

ＭＳ 测定党参炔苷含量的方法 ， 并将其应用于测定健脾组方及党参中党

参炔苷的含量。

２ ． ４ ． ２ 实验材料与方法

２ ．４ ．２ ．１ 实验仪器 ：

中药粉碎机 ： 型号 １ ０３
， 瑞安市永历制药机械有限公司 ；

智能超声波清洗器 ： 型号 ＤＬ ３６０Ｂ
，
上海之信仪器有限公司 ；

电热恒温水浴锅 ： ＨＷＳ２４ 型 ， 上海
一

恒科技有限公司 ；

十分之
一

电子天平 ： ＪＪ２０００ 型 ， 常熟市双杰测试仪器厂 ；

万分之
一

电子天平 ： ＢＳＡ １ ２４Ｓ
， 赛多利斯科学仪器 （北京 ） 有限公司 ；

实验室专用超纯水机 ： Ａｒ ｉ ｕｍ６ １ １ 型 ， 德国 Ｓａｒ ｔ ｏｒ ｉ ｕ ｓ 公司

高速冷冻离心机 ： ３
－

３０Ｋ
， 德国 Ｓ ｉ ｇｍａ 公司

旋转蒸发仪系统 ： Ｒ
－

２ １ ５
， 瑞士ＢＭ ＣＨ Ｉ 公司

质谱仪 ： ＸｅｖｏＧ２
－

ＳＱ
－

Ｔ０Ｆ
， 美国 Ｗａｔ ｅｒ ｓ 公司

超高效液相色谱仪 ： 美国 Ｗａｔ ｅｒ ｓ 公司

２ ．４ ．２ ．２试剂

试药 ： 党参、 黄芪 、 白术均购 自广东天诚中药饮片有限公司 。 由该公司提供各个

药材的检验报告书 。

党参炔苷标准品 （批号 Ｄ
－

０２６
－

１ ３０５２８
，
上海盛中医药化工有限公司 ）

甲醇 、 乙腈均为色谱纯 （ Ｍｅｒｃｋ
，Ｇｅｒｍａｎ ）

甲酸 Ｓ ｉ ｇｍａ 乙醇 色谱级别

２ ．４ ．２ ．３方法

２ ．４ ．２ ．３ ．１ 液质色谱条件

色谱柱 ： Ｗａｔ ｅｒ ｓ ＢＥＨ Ｃ １ ８ 柱 （ ２ ？ ｌ Ｘ ５０唧
，

１ ． ７
＾
ｌｍ ） ；

柱温 ： ４０Ｃ
；

流动相 Ａ ： 甲醇 ， Ｂ ： 水 （含有 ０ ． １ ％甲酸 ）
；

梯度洗脱 ： ０
－

１ ． ５ｍ ｉ ｎ
，６０％

－

８０％Ａ
；１ ． ５

－

２ｍ ｉ ｎ
，

８０％
－

６０％
；

样品 间平衡 ３ｍ ｉ ｎ
；

分析时间 ： ２ 分钟 ；

４ １





广 州 中 医 药 大学 ２ ０ １ ５ 届博士学位论文


流速为０ ．２ｍｌ ／ｍ ｉ ｎ
；

进样量为 ５汕 ；

２ ．４ ．２ ．３ ．２ 质谱条件

离子化模式 ： 电喷雾离子源 （ ＥＳ Ｉ ）
；

毛细管电压 ： ２５００Ｖ
；

离子源温度 ： ｌ 〇〇

°

Ｃ
；

雾化温度 ： ｌ 〇〇

°

Ｃ
；

锥孔气速 ： ５０Ｌ／ｈ ；

雾化气速 ： ８００Ｌ／ｈ ；

检测模式 ： 正离子 ；

检测ｍ／ｚ ：５０
－

１ ２００
；

２ ．４ ．２ ．３ ．３ 样品制备方法

２ ．４ ．２ ．３ ．３ ． １ 健脾组方提取液的制备

精密称取黄芪 １ ００ｇ ， 党参 １ ００ｇ ， 白术 １００ｇ ， 以 １ ：１ ０ 的料液比加入 ３０００ｍＬ 的

５０％乙醇回流提取 ２ 次 ， 每次 ２ 个小时 ， 浓缩定容至 ２００ｍ ｌ
， 精密吸取提取液 １ ００吣 至

５０ｍＬ 容量瓶中 ， 以 ５０％甲醇水超声溶解 ， 冷却后定容至刻度 。 精密吸取适量至进 口ＥＰ

管中 。 １ ２０００ｒ／ｍｉ ｎ 离心 ２０ｍｉ ｎ ， 取上清适量至上样瓶。

２ ．４ ．２ ．３ ．３ ．２ 党参提取液的制备

精密称取党参 ｌ 〇〇ｇ ， 以 １ ：１ ０ 的料液比加入 ｌ ＯＯＯｍＬ 的 ５０％乙醇回流提取 ２ 次 ，

每次 ２ 个小时 ， 浓缩定容至 ２００ｍｌ
， 精密吸取提取液 １ ００吣 至 ５０ｍＬ 容量瓶中 ， 以 ５０％

甲醇水超声溶解 ， 冷却后定容至刻度 。 精密吸取适量至进 口ＥＰ 管中 ， １ ２００〇ｒ／ｍ ｉ ｎ 离

心 ２０ｍ ｉ ｎ ， 取上清适量至上样瓶 。

２ ．４ ．２ ．３ ．３ ．３ 对照品溶液制备

取 １ ２０

°

Ｃ减压干燥至恒重的党参炔苷对照品 ２ ．５ｍｇ ， 精密称定至 ｌ ＯＯｍＬ 容量瓶中 ，

用 甲醇超声溶解 ， 放冷定容 ， 得党参炔苷标准品母液 ， 党参炔苷对照 品溶液浓度为

２ ５
ｊ

＿ｉｇ／ｍＬ 〇

２ ．４ ．２ ．３ ．４ 方法学考察及提取物中党参炔苷含量测定

２ ．４ ．２ ．３ ．４ ．１ 标准曲线的制备

精密吸取 ２ ５ 、 ５０ 、 １ ００ 、 ４００ 、 ５００ 、 ８００ 、 １ ０００吣 标准母液 ， 至 １ ０ｍＬ 容量瓶 内 （写

明标记 ） ， 分别 以 ５０％的 甲 醇溶液定容至刻度 ， 制成 ０ ． ０６２ ５ｎｇ／ｍＬ ，
０ ． １ ２ ５ｎｇ／ｍＬ 、

０ ．２ ５
ｐ ＿ｇ／ｍＬ 、 ｌ

（

Ａｇ／ｍＬ 、 １ ．２４
｝
ｘｇ／ｍＬ 、 ２

（

ｉｇ／ｍＬ 、 ２ ． ５
｜

ｘｇ／ｍＬ标准品溶液 。 分别取适量至进

口ＥＰ 管 。 １ ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ２０ｍ ｉ ｎ ， 取上清至上样品瓶 。 以上述液质条件进行测定 ，

并记录峰面积 ， 以浓度为横坐标 ， 峰面积为纵坐标 ， 得标准曲线 。

将标准品溶液逐步稀释并进行测定 ， 以信噪比 Ｓ／Ｎ
＝

１ ０ 和 Ｓ／Ｎ
＝
３ 时标准品的量为

定量限和检测限 。

４２




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

２ ． ４ ． ２ ．３ ．４ ．２ 精密度 、 回收率

精密制备 ６ 份相 同浓度的党参炔苷标准品 ， 按前述操作方法操作 ， 记录每份党参

炔苷的峰面积并计算 ＲＳ Ｄ 值 。

制备 己知样品 ， 加入 ０ ． ２ ５ｎｇ／ｍＬ 、 １ ． ２４
｛

ｘｇ／ｍＬ 、 ２ ．５
ｊ

ｉｇ／ｍＬ 标准品 ， 每个浓度平行

３ 份 ， 同上述条件测定 ， 回收率公式 （ 测得量 加入量 ） ／样品重量 Ｘ１ ００％ 。

２ ． ４ ． ２ ．３ ． ４ ．３ 样品测定 ：

分别精密吸取健脾组方 、 党参提取液各 １ 〇 〇汕 至 ５ ０ｍＬ
； 容量瓶中 ， 以 ５ ０％ 甲醇超

声溶解 ， 冷却后定容至刻度 。 精密吸取适量至进 口ＥＰ 管中 ， １ ２ ０００ｒ／ｍ ｉ ｎ
，
２ ０ｍ ｉ ｎ 超高

速离心 ， 取上清至上样品瓶 ， 平行 ６ 份样品 ， 同上述的液质条件进行测定 。

２ ．４ ．３ 结果

２ ．４ ．３ ．１ 专属性

党参炔苷标准品 、 党参提取液 、 健脾组方中质谱图 。 在本液质条件下 ， 党参炔苷

峰形较好 ， 保留时间 〇 ． ８ ７ｍ ｉ ｎ 。

ｙ
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？

Ｗ １ ４ ｆｆ １ Ｓ Ｊ １ Ｂ Ｃ １ ０ ０ ２ ７ Ｃ ２ ＜ ５ ２ ６ ０ ２ ３ ｔ ３ Ｓ ３ ２ ０ ２ ＊ ０ ３ ６ Ｃ ３ ００ Ｊ Ｏ Ｅ ４ ５＊ ４ ４ ０ ＊ ｔ０ ４ ８ ０

图 １ ８ 党参炔苷标准品 、 党参提取液 、 健脾组方 中质谱图

２ ．４ ．３ ．２ 标准 曲线 、 检测限和定量限

以党参炔苷标准品 的浓度为横坐标 Ｕ 轴 ） ， 各浓度对应的峰面积为纵坐标 （ ｙ 轴 ） 。

应用 Ｍａｓ ｓ ｌ ｙ ｎ ｘ４ ． １Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗａｒ ｅ 绘制党参块苷标准 曲线及得 出 回 归方程 。 其相关系数为

ｆ
二

０ ．９９％ ０ ３
， 在 ０ ．０ ６２ ５

－

２ ．５ｐｇ／ｍＬ 范围 内线性关系 良好 。 党参炔苷的定量限和检测限

分別为 以信噪 比 Ｓ／Ｎ
＝

１ ０ 和 Ｓ／Ｎ
＝
３ 时各标准品 的量为定量限 １ ０ ｎ ｇ／ｍＬ 和检测限 ５ ｎ ｇ／ｍＬ 。

４３
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

Ｃｏｍ ｐ ｏ ｕ ｎ ｄ ｎ ａｍ ｅ ： Ｄ ＳＱＧ

Ｃ ｏ ｒｒｅ ｌ ｓ ｔ ｉ ｏ ｎ ｃｏ ｅｆｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ：  ｒ 
＝ ０ ９ ９ ９ ５ ０ ３

．  ｒ
＊
２ 
＝

０ ９ ９ ９ ０ ０５

Ｃ ａ ｌ
ｉ ｂ ｒａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｃｕ ｒｖｅ ： ２ ５ ４ １ Ｇ ５ 

＊

ｘ５ ５ ０ ４５５

Ｒ ｅ ｓ ｐ ｏ ｎ ｓ ｅ  ｔｙｐ ｅ ： Ｅｘ ｔ ｅ ｒｎ ａ ｌ Ｓ ｔｄ
． Ａｒ ｅ ａ

Ｃ ｕ ｒｖ ｅ  ｔ／ ｐ ｅ ： Ｌ ｉ ｎ ｅ ａ ｒ
． Ｏｒｉ ｇ

ｉ ｎ ： Ｅｘｄ ｕ ｄ ｅ
， 
Ｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｉ ｎ ｇ ：  １ ／ｘ

， 
Ａｘ ｉ ｓ  ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ：  Ｔ Ｊ ｏ ｎ ｅ

７０ ０ ０ ０ —

６ ０ ０ ０ ０
ｚ

．

Ｚ

５ ０ ０ ０ Ｇ 

？

Ｓ４ ００ ０ ０

￡
３０ ００ ０

＾Ｚ

２００ ０ Ｑ
－

１ ０ ０ ０ ０
－

ｙ
－０ ． ０ ０ ０ ２ ０ ０ ． ４ ０ ０ ． ６０ ０ ８ ０ １ ０ ０ １ ． ２０ １ ．

＾０ １ ． ６ ０ １ ８ ０ ２ ０ ０２ ． ２０ ２ ． ４０

图 １ ９ 党参炔苷标准 曲线

２ ．４ ．３ ．３ 精密度 、 回收率

如表 ４ 所示 ， 党参炔苷峰面积的相对标准偏差为 ２ ．７％
； 如表 ５ 所示党参炔苷的 回

收率可达 ９ ０％以上 。



表 ４ 党参炔苷的精密度


序号 １ ２ ３ ４ ５６平均值ＲＳＤ％

峰面积６ １ １ ５ ６ ３ ７ ８６ ３ ８ ５６ ５ １ ５６ ５ ４ ７６６０ ７６４ ２ ４ ± １ ７ ７ ２ ． ７



表 ５ 党参炔苷的 回收率


序号样 品量 （明 ）加入量 （
｜

Ｊ ＿ｇ ）测得量 （ ｐｇ ）回收率％

１ １ ０ ． １ ２ ５ １ ． ０ ９ ± ０ ． ０２ ９ ６ ． ９

２ １ ０ ． ６２ １ ． ５ ６ ± ０ ． ０ ６ ９６ ． ０

３ １ １ ． ２ ５ ２ ．１ ３ 土 ０ ＿０４ ９４ ． ７

２ ．４ ．３ ．４ 党参及健脾组方提取液中党参炔苷的测定

依据标准 曲 线 。 采用外标法测得党参及健脾组方中党参炔苷分别为 ２ ３９ｕ ｇ／ｍＬ 和

８ ７ｌ
ｘ
ｇ／ｍＬ ， 如表 ６ 所示 ：



表 ６ 党参及健脾组方提取液中 党参炔苷含量的含量 （ ｐｇ ／ｍＬ ）

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６平均值 ＲＳ Ｄ％

１ ２ ３ ５ ２ ４ ５２ ３ ０２ ３ ９ ２ ４ ４ ２ ４ ５ ２ ３ ９ ± ６ ． ３２ ． ６ ２

＿

２


８ ６９０


８ ８



８ ７８５


８ ７


８ ７ ± １ ＿ ７ １ ． ９ ７

注 ： １ ． 党参中 的党参炔苷 ２ ． 复方 中 的党参炔苷

２ ． ４ ． ４ 讨论

２ ．４ ．３ ．１ 提取方式

党参炔苷常见的提取方式有冷浸法 、 煎煮法 、 乙醇 回流法和超声提取法 。 己有文

章考察了不 同提取工艺所得党参中党参炔苷含量的差异 。 结合实验室现有条件 ， 本研

４４
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宄采用 了与健脾组方相 同的提取方法 。 采用 ５０％的 乙醇冷凝回流提取 ２ 个小时共提取

两次的方法 。 为后续药代动力学的研究奠定基础 。

２ ．４ ．３ ．２ 液质条件的选择

结合参考文献在高效液相色谱条件下党参炔苷含量检测多 以乙腈为有机相 ， 纯水

为无机相等度的洗脱方式 。 本实验预试时采用 乙腈 ： 水 （ ７８ ： ２２ 、 ７ ５ ： ２５ ） ； 甲醇 ： 水

（ ７８ ： ２２ 、 ７ ５ ： ２５ ）
； 等度进行洗脱 ， 结果得到的党参炔苷的峰形欠佳 ， 后试验了几种

以梯度洗脱方式 ， 以 甲醇为有机相得到的党参炔苷的峰形较好 ， 再向纯水无机相 中加

入 ０ ． １％的 甲酸 ， 其分离更佳 。 遂采用 甲醇 、 ０ ． １％的 甲酸水为流动相进行梯度洗脱 。 本

实验对正 、 负离子模式下党参炔苷的响应值进行 了 比较 ， 正离子模式下的响应值优于

负离子模式下的响应值 ， 故在正离子模式下采集数据 。

２ ．４ ．３ ．３ 进样前样品处理方法

由于液质联用技术的灵敏度极高 ， 所以对样品的处理要求严格 。 中药成分复杂 ，

为了避免中药中的难溶解物质堵塞色谱柱 ， 常用 的处理样品方法有经微孔滤膜除杂法

或超高速离心沉淀除杂法。 因为待测样品进样前多用流动相 （ 甲醇水 ） 处理 ， 为了避

免流动相溶解滤膜中 的物质而对实验结果产生干扰 ， 故本研究样品进样前的预处理采

用超高速离心的方法去除样品 中 的杂质 。

２ ． ４． ５ 小结

本实验建立 了应用液质联用技术检测 中药党参中 、 健脾组方中党参炔苷含量的方

法 。 该方法快速 、 灵敏 、 稳定性好 ， 为党参炔苷的含量测定提供了新的参考方法 。 为

党参炔苷药代动力学的研宄奠定 了基础 。

２ ．５ 基于 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

Ｔ０Ｆ
－

ＭＳ 技术党参炔苷药代动 力学研究

２ ． ５ ． １ 实验 目 的

研宄党参炔音以三种不同形式党参炔苷单体 、 党参 、 健脾组方在大鼠体内 的药代

动力学过程 ， 并将三者进行比较 。 研究中药各成分之间 ， 组方各药物之间是否存在相

互促进或抑制的作用 。 为揭示组方的配伍规律及指导临床合理用药提供科学依据 。

２ ＿５ ． ２ 实验材料与方法

２ ． ５ ． ２ ．１ 实验仪器 ：

中药粉碎机 ： 型号 １ ０３
， 瑞安市永历制药机械有限公司 ；

智能超声波清洗器 ： 型号 ＤＬ
－

３６０Ｂ
，
上海之信仪器有限公司 ；

电热恒温水浴锅 ： ＨＷＳ２４ 型 ， 上海
一

恒科技有限公司 ；

十分之
一

电子天平 ： ＪＪ２０００ 型 ， 常熟市双杰测试仪器厂 ；

万分之
一

电子天平 ： ＢＳＡ １ ２４Ｓ
， 赛多利斯科学仪器 （北京 ） 有限公司 ；

实验室专用超纯水机 ： Ａｒ ｉ ｕｍ６ １ １ 型 ， 德国 Ｓａｒ ｔｏｒ ｉ ｕｓ 公司

氮吹仪 ： 中 国武汉中科仪器公司

４５
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高速冷冻离心机 ： ３
－

３０Ｋ
， 德国 Ｓ ｉ ｇｍａ 公司

旋转蒸发仪系统 ： Ｒ
－

２ １ ５
， 瑞士ＢＵＣＨ Ｉ 公司

质谱仪 ： ＸｅｖｏＧ２
－

ＳＱ
－

ＴＯＦ
， 美国 Ｗａｔ ｅｒ ｓ 公司

超高效液相色谱仪 ： 美国 Ｗａｔ ｅｒｓ 公司

２ ．５ ．２ ．２试剂

试药 ： 党参 、 黄芪 、 白术均购 自广东天诚中药饮片有限公司 。 由该公司提供各个

药材的检验报告书 。

党参炔苷标准品 （批号 Ｄ
－

０２６
－

１ ３０５２８
，
上海盛中医药化工有限公司 ）

甲醇 、 乙腈均为色谱纯 （ Ｍｅｒｃｋ ，Ｇｅｒｍａｎ ）

甲酸 Ｓ ｉ ｇｍａ

乙醇 色谱级别

２ ．５ ．２ ．３ 实验动物

ＳＤ 雄性大 鼠 ， ＳＰＦ级 ， ２４只 ， ２５０ ± ２０ ｇ／只 ， 由广州 中医药大学实验动物中心提

供 ， 许可证编号 ： ＳＣ５ＣＫ（粤 ） ２０ １ ３
－

００３４ ， 合格证编号 ： ４４００５８０００００８７６ 。

２ ．５ ．２ ．４ 液质液相条件

色谱柱 ： ｗａｔ ｅｒ ｓＢＥＨＣ １ ８柱 （ ２ ． １ Ｘ ５０ｍｒａ
，

１ ． ７
＾
ｕｎ ） ；

柱温 ： ４０
°

Ｃ
；

流动相 Ａ ： 甲醇 ，
Ｂ ： 水 （含有 ０ ． １％ 甲酸 ）

；

梯度洗脱 ： 〇
＿

１ ． ５ｍ ｉ ｎ
，Ａ ：６０％

－

８ ０％
；１ ． ５

－

２ｍ ｉ ｎ
，

Ａ ：８０％
－

６０％
；

样品间平衡 ３ｍｉｍ

分析时间 ： ２ 分钟 ；

流速为０ ．２ｍ ｌ ／ｍ ｉ ｎ
；

进样量为 ５汕 ；

２ ．７ ．２ ．５ 液质质谱条件

离子化模式 ： 电喷雾离子源 （ ＥＳ Ｉ ） ；

毛细管电压 ： ２５００Ｖ
；

离子源温度 ： ｌ 〇〇

°

Ｃ
；

雾化温度 ： ＫＫＴＣ
；

锥孔气速 ： ５０Ｌ／ｈ ；

雾化气速 ： ８００Ｌ／ｈ ；

检测模式 ： 正离子 ；

检测ｍ／ｚ ：５０
－

１ ２００
；

２ ．５ ．２ ．６ 灌 胃药物的制备

２ ．５ ．２ ．６ ． １ 健脾组方的制备

精密称取黄芪 １ ００ｇ ， 党参 １ ００ｇ ， 白术 ｌ 〇〇ｇ ， 以 １ ：１ ０ 的料液比加入 ３０００ｍＬ 的

４６
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５０％乙醇回流提取 ２ 次 ， 每次 ２ 个小时 ， 浓缩定容至 ２００ｍＬ
，
至 ４

°

Ｃ冰箱保存 ， 灌 胃前

取出超声 ３０ｍ ｉ ｎ 。

２ ．５ ．２ ．６ ．２ 党参提取液的制备

精密称取党参 ｌ 〇〇ｇ ， 以 １ ：１ ０ 的料液比加入 ｌ 〇〇〇ｍＬ 的 ５０％乙醇回流提取 ２ 次 ，

每次 ２ 个小时 ， 浓缩定容至 ２００ｍＬ
，
至 ４

°

Ｃ冰箱保存 ， 灌 胃前 ， 取出超声 ３０ ｔｎ ｉ ｎ 。

２ ．５ ．２ ．６ ．３ 党参炔苷灌 胃液的制备

精密称取 ２ ．５ｇ 羧 甲基纤维素钠 ， 溶解于 ５００ｍＬ 超纯水中 ， 制成 ０ ． ５％羧 甲基纤维

素钠溶液 。 精密称取党参炔苷 ８ ．７ｍｇ 混悬于 １ ００ｍＬ０ ．５％羧甲基纤维素钠溶液中超声溶

解 ， 配成 ０ ． ０８７ｍｇ／ｍＬ 的党参炔苷单体灌 胃液 ，保存至 ４

°

Ｃ冰箱 。灌 胃前取出超声 ３０ｍ ｉ ｎ 。

２ ．５ ．２ ．７ 党参炔苷标准品及内标母液的制备

精密称取在 １ ２ （ＴＣ减压干燥至恒重的党参块苷标准品 ２ ．５ｎｉｇ 至 ２ ５ｍＬ 容量瓶 ， 用 甲

醇超声溶解 ， 放冷定容 ， 得党参炔苷标准品母液 ， 含党参炔苷标准品 ｌ 〇〇Ｈｇ／ｍＬ 溶液 。

精密吸取标准品母液适量 ， 用 ５０％甲醇稀释标准品 ， 制成系列标准品工作液含有党参

诀苷１ ００００ｎｇ／ｍＬ 、 ２０００ｎｇ／ｍＬ 、 １ ０００ｎｇ／ｍＬ 、 ２００ｎｇ／ｍＬ 、 １ ００ｎｇ／ｍＬ 、 ２０ｎｇ／ｍＬ 、 １ ０ｎｇ／ｍＬ ａ

精密称取在 １ ２０

°

Ｃ减压干燥至恒重的连翘苷 ２ ．５ｍｇ 内标至 ２ ５ｍＬ 容量瓶 ， 用 甲醇超

声溶解 ， 放冷定容 ， 得 ｌ 〇〇
［
ｉｇ／ｍＬ 内标母液 。 精密吸取 １ ２５

ｊ
ｔＬ 内标工作液至 ２５ｍＬ 容量

瓶 ， 用 甲醇定容至刻度 ， 制成 ５００ｎｇ／ｍＬ 的 内标工作液 。 放置 ４

°

Ｃ冰箱保存 。

２ ．５ ．２ ．８ 血浆样品的制备

血楽样品 的制备采用液
－液萃取的方法 。 取内标溶液 １ 〇叫 加入 １ ００汕 血浆中 ， 涡

流混旋 ５ｍ ｉ ｎ
； 然后加入乙酸乙醋 ｌｍＬ

， 祸流混旋 １ ５ｍ ｉ ｎ
， 以 １ ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ

， 离心 ２０ｍ ｉｎ ， 取

上清液 ， 氮气流下吹干 ， 残渣加 ５０％的 甲醇 １ ００吣 复溶 ， 以 １ ２０００ｒ／ｍｉ ｎ
， 离心 ２０ｍ ｉ ｎ ，

取上清液进样 。

２ ．５ ．２ ．９ 方法学考察

２ ．５ ． ２ ． ９ ．１ 专属性

对空 白血浆 、 模拟含药血浆样品 （空 白血浆中添加标准品 ） 和 口服给药后的实际

血浆样品分析和检测来考察 内源性物质和代谢产物的干扰 。

２ ．５ ．２ ．９ ．２ 标准曲线 、 定量下限和检测限

吸取空 白血浆 １ ００汕 至 ＥＰ 管 ， 精密加入 ４ ． １ ．３ 项下稀释的系列混合标准品工作

液 １ ０汕 和 内标工作液 １ ０叫 ， 标好序号 。 制备样品上样 （ 制备方法同 ４ ．３ ．２ ．５ ） 。 以确

定液质联用条件进行测定 ， 以待测成分在血浆中的浓度为横坐标 ， 以峰面积 比 （ Ａ 待

测物／Ａ 内标物 ） 为纵坐标 ， 绘制标准 曲线 。 采用加权最小二乘法 （ Ｗ
＝

ｌ ／Ｘ
２

） 进行
一

元

线性回 归 ， 得到标准曲线方程 。 每个浓度平行测定 ３ 份 ， 重复 ３ 天 。

将混合标准品溶液逐步稀释并进行测定 ， 以信噪 比 Ｓ／Ｎ
＝

１ ０ 和 Ｓ／Ｎ
＝
３ 时各标准品

的量为定量限和检测限 。

４７
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

２ ．５ ．２ ．９ ．３ 精密度和准确度

取空 白血浆 ｌ 〇〇ｎＬ ， 分别精密加入混合标准品工作液溶液 ， 制备低 、 中 、 高 ３ 种浓

度的质控样品共 ９ 份党参炔苷 ２０００ｎｇ／ｍＬ 、 ２００ｎｇ／ｒａＬ 、 ２０ｎｇ／ｍＬ ； 同前法测定 ， 以当 日

同批制备的标准曲线计算质控样品的浓度 。 根据测定结果 ， 求算该方法的精密度和准

确度 。 精密度用 ＲＳＤ 表示 ， 准确度用 ＲＥ 表示 ， 公式为 ［ （测得值
－

真实值 ） ／真实值 ］
Ｘ

１ ００％ 。

２ ．５ ．２ ．９ ．４ 回收率和基质效应

（ １ ） 取空 白血浆 １ ００吣 ， 加入低 、 中 、 高三个浓度的标准品工作液各 ｌ ＯｐＬ ， 按血

楽样品的制备方法处理质控样品 ， 每
一

浓度平行测定 ６ 份 。

（ ２ ） 取空 白血浆 １ ００吣 ， 按血衆样品的制备方法处理后 ， 加入低 、 中 、 高三个浓

度的标准品工作液各 １ （ＶＬ
， 每
一浓度平行测定 ６ 份 。

（ ３ ） 取 ５０％甲醇 １ ００叫 ， 加入低 、 中 、 高三种浓度的标准品工作液各 ｌ Ｏ
ｊ
ｉＬ

， 每
一

浓

度平行测定 ６ 份 。

２ ．５ ．２ ．９ ．５ 稳定性

取空 白血浆 １ ００汕 ， 加入低 、 中 、 高三个浓度的标准品工作液各 １ ０吣 平行测定 ３

份 。 考察
－

２０

°

Ｃ冰箱冻存 １ ５ 天及 ３ 次反复冻融的稳定性。

２ ． ５ ． ２ ．１ ０ 药代动力学研究

２ ．５ ．２ ．１ ０ ． １ 眼眶静脉采血实验方法 ：

（ １ ） 随机将大鼠分为 ３组 （健脾组方组 、 中药党参组 、 党参炔苷组 ） ， 每组８只 ，

用油性笔在尾部编号 ，
１

，

２
，
３

，

……

８ ， 称重并记录 ， 计算灌 胃量 ， 每只大 鼠的灌 胃量

为２０ｍＬ／ｋｇ 〇

（ ２ ） 按先前分好的组别 ， 给与各组大 鼠相应的药物 ， 灌 胃后立刻计时 。 实验人员

在每只大 鼠灌药后 ５ｍ ｉ ｎ 、 １ ５ｍ ｉ ｎ 、 ３０ｍ ｉｎ 、 ４５ｍ ｉ ｎ 、 ６０ｍ ｉ ｎ 、 ９０ｍ ｉ ｎ 、 １ ２０ｍ ｉ ｎ 、 ２４０ｍ ｉ ｎ 、

４８０ｍ ｉ ｎ 、 ７ ２０ｍ ｉ ｎ 、 １ ４４０ｍ ｉ ｎ于大鼠眼眶静脉取血０ ． ５ｍｌ至标记过的 ＥＰ管中 （实验前 已

加肝素钠 ） ， 取血后盖好盖子并上下晃动 ３０次左右 。 （每只大鼠在采血点 ６０ｍｉ ｎ ， １ ２０ｍ ｉｎ 、

２４０ｍ ｉ ｎ 、 ４８０ｍ ｉ ｎ采血后将给予 ｌｍ ｌ生理盐水补充血容量 ）

（ ３ ） 静置血样 ３０ｍｉ ｎ后 ， 以 ３０００ｒ／ｍｉ ｎ ， 离心 １ ０ｍ ｉ ｎ 。 转移血浆至对应标记好的 ＥＰ

管 内 ， 置于－

２０

°

Ｃ冰箱保存备用 。

２ ．５ ．２ ．１ ０ ．２液
－

液萃取法制备血浆样品

（ １ ） 将
－

２０

°

Ｃ冰箱保存的血浆样品取出 ， 置于室温下待血衆完全融化 。

（ ２ ） 从各ＥＰ管中取出 １ ＯＯ
ｊ
ｉＬ血浆至相应的的 ＥＰ管内 ＥＰ管 内 。

（ ３ ） 向装有 １ ００吣血浆的ＥＰ管 内分别加入 内标溶液 Ｉ Ｏ
ｊ
ｉＬ

， 涡流混旋５ｍ ｉ ｎ 。

（ ４ ） 向涡旋后的的ＥＰ管中加入乙酸乙酯 ｌｍＬ
， 涡流混旋 １ ５ｍｉ ｎ

， 以 １ ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ的转速

离心２０ｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ） 取萃取液至对应ＥＰ管 内 ， 置于氮气流下吹干。

４８
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

（ ６ ） ＥＰ管中 的残渣加 １ ０ ０吣 ５ ０％的 甲醇溶液复溶 ， 复溶后 以 １ ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ
， 离心 ２０ｍ ｉ ｎ 。

（ ７ ） 离心后取上清液进样 。

记录党参炔苷峰面积 比 ， 用 当 日 的标准 曲线计算党参炔苷的浓度 。 绘制血药浓度

时间 曲线 ， 采用 ＰＫ ．Ｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ２ ． ０软件计算药代动力学参数 。

２ ．５ ．３ 结果

２ ．５ ．３ ．１专属性

比较模拟药物血浆 、 大 鼠空 白血浆及大 鼠灌 胃 后的血浆质谱 图 （ 图 ２０ ２ １ ） 。 模拟

药物血浆在该液质条件下 ， 党参炔苷与 内标连翘苷都能被检测到 ， 党参炔苷的保留时

间为０ ． ６０ｍ ｉ ｎ ， 连翘苷的保留时间为 ０ ． ５ ７ｍ ｉ ｎ ， 各 自 的峰形及分离度 良好 ， 血浆中 的 内

源性物质未对党参炔苷及连翘苷的检测产生干扰 。 与空 白血浆样品 的色谱图 比较 ， 各

成分的峰有 良好的分辨率和灵敏度 ， 这表明血浆样品 中代谢物不干扰党参炔苷和 内标

连翘苷的测定 ， 此方法专属性 良好 。

． ．

ｊ 

Ｉ ＯＫ

錢

１

， Ｉ

｜

｜

Ｉ

＼

ｉ

ｊ

图 ２０ 模拟药物血浆离子提取质谱图 ： 自上而下为 党参炔苷 、 连翘苷

４９
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图 ２ １ 自上而下为 ： 空 白血浆 、 党参炔苷药物血浆 、 连翘苷药物血浆离子提取质谱图

２ ．５ ．３ ．２ 线性关系 ／定量下限和检测限

党参炔苷的标准 曲线如 图 ２ ２
， 标准 曲线的相关系数 ！

？

＞ ０ ．９９０ ， 表 明党参炔苷在该

线性范围 内 ５
－

５ ０ ００ ｎｇ／ｍＬ ， 线性关系 良好 。 党参炔苷的定量限和检测限分别为 １ ０ ｎ ｇ／ｍＬ

和 ５ ｎｇ／ｍＬ 。
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图 ２２ 党参炔苷标准 曲线

２ ．５ ．３ ．３ 精密度和准确度

５ ０
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党参炔苷的高 、 中 、 低三种浓度的 日 内和 日 间 ＲＳＤ％＜ ６ ． ０％
， 准确度ＲＥ％＜ ５％ 的范围

内 ， 实验结果见表 ７由此可见 ， 此方法的精密度和准确度 良好 。

表 ７ 大鼠血浆中党参炔苷的精密度和准确度 （ ｎ
＝６ ，土 Ｓ ）

实际值 （ ｎｇ／ｍＬ ）日 内 曰 间

党参炔苷测得值 ＲＳＤ％ＲＥ％测得值ＲＳＤ％ＲＥ％

２０ １９ ． ３土 ０ ． ５ ５２ ． ９
－

３ ． ５ １９ ． ３ ± ０ ． ９７５ ． ０
－

３ ． ５

２００ １ ９２ ． １ 士 ７ ． ０６３ ． ７
－

４ ． ０ １９ １ ． ５± ６ ． ８３ ． ６－

４ ． ３

２０００ １ ９４８ ． ４± ８６ ． ０ １４ ． ４－

２ ． ６ １９ １４ ． ６土 ９２ ． ３４ ． ８－

４ ． ３

２ ．５ ．３ ． ４ 回收率

党参炔苷 （高 、 中 、 低 ） 三个浓度的平均提取率达在 ６９ ．８％
－

７５％范围 内 ， 内标的

回收率在６９ ．５％
＿

７８ ． ８％的范围 内 。

表８ 大鼠血浆中党参炔苷的回收率和基质效应 （ ｎ
＝６ ，２

土 Ｓ ）

党参炔苷 （ ｎｇ／ｍＬ ）



回收率％


２０ ７３ ． ０ ± ２ ．６３

２ ００ ７０ ． ０ ± １ ． ２ ０



２ ０００



７５ ． ０ ± ４ ．３ ６


２ ．５ ．３ ．５稳定性

党参炔苷的低 、 中 、 高三个浓度在 １ ５ 日 内 的稳定性均值处于６５ ．３％
－

８０ ．２％的范围

内 ， 反复冻融三次的值处于８２ ．９
－

９９ ．５％的范围 内 ， 见表９ ， 表明此方法的稳定性 良好 。

表９ 大鼠血浆 中党参炔苷的稳定性 （ ｎ
＝３ ，２ 士 Ｓ ）

实际值 （ ｎｇ／ｍＬ ）反复冻融３次－

２０

°

Ｃ储存 １ ５天

党参炔苷测得值 ＲＥ％测得值 ＲＥ％

２ ０ １ ８ ． ５ ± １ ． ２
－

７ ． ５ １ ８ ． ６± １ ． ４
－

７ ． ０

２００ １ ９ ３ ． ２± ４ ． ０－

３ ． ４ １ ９２ ． ８ ± ４ ． ３
－

３ ． ６

２０００ １ ９４７ ． ５ 土 ５４ ． ５
－

２ ． ６ １９５４ ． ９５ ± ４２ ． ８
－

２ ． ３

２ ．５ ．３ ．６党参炔苷的药代动力学研究

实验大 鼠分组后 ， 按设计的给药方案进行灌 胃 。 灌 胃 后按预定的时间点进行眼眶

采血 ， 血浆样品经乙酸乙酯液液萃取处理后 ， 应用建立的 ＵＰＬＣ
－

ＭＳ法进行血浆样品 中

党参炔苷的含量测定 。 以采血时间为横坐标 ， 血药浓度为纵坐标 ， 绘制党参炔苷以不

同形式下灌 胃后的药时 曲线 ， 见２３
－

２ ５ 。

５ １
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

党参贿组

百
２５

２－

＇

ＳＫ ５

Ｔ

Ｓ

０
＾ ■

？ １ ？
 ｉ ？
 １ １

＊
—— Ｉ

０ ５ １ ０ １ ５ ２ ０ ２５

时间 （ｈ ）

图 ２ ３ 党参炔苷单体药时 曲线

党参组

百
２ ． ５

［

５
２

＾ １ ． ５－
－ －

ｉ
０４

－

？
 ？  Ｉ



４
 １ ＇

４
 １

０ ５ １ ０ １ ５ ２０ ２５

时间 ００

图 ２４ 党参 中 党参炔苷的药时 曲线

健胖组方组

百
［ Ｔ

２？

望°


０ ５ １ ０ １ ５ ２０ ２５

时问 （ｈ）

图 ２ ５ 健脾组方 中 党参炔苷的药时 曲线

将所得的血药浓度数据利用 丨１Ｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ２ ． ０软件 ， 计算获得各 自 的药代动力学

参数 。 结果见表 １ ０ 。

５ ２
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表 １ ０ 各组的药代动力学参数 （ ｎ
二
７ ， 文 土 Ｓ ）

药代动力学参数党参炔苷单体党参组健脾组方组ＦＰ

Ｃｍａｘ （ｎｇ／ｍＬ ） １ ３８ ． ５ ９± ２８ ． ６５ １ ２ ７ ． ６ １ ± １ ６ ． ８８ １ ７２ ． ２６± ９４ ． ７ １１ ， １ ３０ ． ３ ５

Ｔｍａｘ（ ｈ ） ０ ＿ ３ ７ ± ０ ． １９ ｌ ． Ｓ Ｔ ｉ ＯＪ ｌ

＊ ５

 １ ． ２０ ± ０ ． ４７
＋

ＡＵＣ （ｎｇ
－

ｈ／ｍＬ ） １ ７６ ．６ １ 土 ２０ ．５９５５ １ ．０ ７ ± ８３ ．２６

＊

７ ３ ７ ．５ ７± １ ２ ７ ．９ ７

＊

ＭＲＴ （Ａｒｅａｈ） ２ ． ２ ７± １ ． ８０４ ． ４６± １ ． ８６

Ｋ

 ５ ． ３ ７± １ ． ９４

＊

ＣＬ （ｍＬ／ｈ ）６ ７９ １ ．７９ ± １ ７８５ ．４５２０２ ３ ．７６ 士 ３ １ １ ． ４４

＾

 １ ５５９ ．７３ ± ３ ３４ ．６ ７
＊



注 党参组与党参炔苷单体组比较Ｐ＜０ ．０５
；

＋

健脾组方组与党参块苷单体组比较Ｐ＜０ ． ０ ５
；

２ ． ５ ． ４ 讨论

２ ．５ ．４ ．１血浆样品的处理方法

常用 的血浆样品处理方法有固相小柱萃取法 、 有机溶剂沉淀法、 液液萃取法 。 由

于固相萃取法所需时间长、 所需血浆样品量大 、 处理过程复杂 、 所需成本代价高 。 故

本实验预试时采用 了 甲醇沉淀蛋 白法、 乙腈沉淀蛋 白法和 乙酸乙酯液液萃取法三种血

浆样品处理方法 。 结果表明虽然有机溶剂沉淀法处理过程简单 、 省时 ， 但处理后的血

浆样品进样时仍存在仪器基线噪音高 ， 分离度差等问题 。 相 比而言采用 乙酸乙酯液液

萃取法不仅血浆样品 回收率高 ， 且仪器基线噪音低 ， 分离度也好 。 故本实验采用 乙酸

乙酯液液萃取作为血浆样品 的处理方法 。

２ ．５ ．４ ．２ 内标的选择

为了提高实验分析结果的准确度 ， 本实验采用 内标法对血浆中的党参炔苷含量进

行测定 。 因此选择合适的 内标物是至关重要的 。 预试时 曾应用正离子模式下常用 的 内

标卡马西平 、 黄芩苷、 连翘苷等进行探索 。 应用 己选定的血浆处理方法 ， 液质检测方

法进行试验 ， 从回收率 、 与待测物的分离度 、 正离子模式下的响应值等角度综合比较 ，

确定 以连翘苷作为 内标物 。

２ ．５ ．４ ．３党参炔苷灌 胃液的制备

党参炔苷是聚乙炔类化合物 ， 其溶解性为易溶于 甲醇、 乙醇 、 乙酸乙酯等有机溶

剂 ， 溶于乙醚 、 醋酸和氯仿 ， 微溶于苯和水 ， 不溶于二硫化碳和石油醚 。 因所配置的

党参炔苷溶液需灌 胃于大鼠 ， 故排除了有机溶剂的溶解方式 。 采用羧甲基纤维素钠溶

液超声溶解党参炔苷单体进行灌 胃液的配置 ， 羧 甲基纤维素钠能使党参炔苷均
一

分散

地溶解于溶液中 ， 且性质 比较稳定 。

２ ．５ ．４ ．４党参炔苷三种不同形式的药代动力学差异

由结果部分可知 ，
比较三者Ｃｍａｘ结果得知党参 中 的成分对党参炔苷单体的体内 的

达峰浓度无影响 ， 而健脾组方可提高党参炔苷单体在体 内 的达峰浓度 ；
比较三者Ｔｍａｘ

可知党参及健脾组方 中 的物质可使党参炔苷单体在体 内 的达峰时间推后 ；
比较三者

ＡＵＣ结果可知党参及健脾组方中 的物质可提高党参炔苷单体在体 内 的生物利用度 ； 比

较三者ＭＲＴ结果可知党参及健脾组方中 的物质可延长党参炔苷单体在体内 的平均滞留

５ ３
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时间 。 比较三者ＣＬ结果可知党参及健脾组方中的物质可降低党参炔苷单体在体内 的清

除率 。 总体上讲党参及健脾组方中的物质有促进党参炔苷单体在体内 的吸收 ， 提高其

生物利用度的作用 。 也为中药组方配伍提供了实验依据 ， 充分体现了 中药配伍时相须

相使的理论 。

２ ．５ ． ５ 小结

本研宄建立了应用液质联用技术测定党参炔苷体内药代动力学的灵敏 、 准确的方

法 。 比较了党参炔苷以单体形式 、 党参的形式 、 健脾组方的形式大鼠灌 胃后的药代动

力学差异 。 总体上讲党参中 、 健脾组方中的物质有促进党参炔苷单体体 内吸收 ， 提高

其体内生物利用度的作用 。 为中药组方配伍时相须相使的理论提供实验依据 。

２ ．６ 蜕膜细胞的原代培养

本研宄的第
一

部分及第二 、 三部分对助孕丸中健脾组方的物质基础级药代动力学

进行了研宄 ， 在此基础上 ， 从本节起将 以蜕膜细胞为载体进行药效学方面的研宄 。 蜕

膜组织是子宫 内膜在胚泡植入后受孕激素的作用转化生成的 。 蛻膜组织成分复杂 ， 由

多种细胞组成 ，
可为胚胎提供营养 ， 分泌细胞因子 ， 阻止滋养细胞入侵 ， 保护胚胎免

受母体排斥等功能 。 对于妊娠的建立和维持至关重要 。 本实验结合参考文献对蜕膜细

胞进行了 原代培养及鉴定 。

２ ． ６ ． １ 实验 目 的

完成蜕膜细胞的原代培养及鉴定 。

２ ． ６ ． ２ 实验材料与方法

２ ．６ ．２ ． １ 标本来源 ： 蛻膜组织标本采集于广州 中医药大学第
一

附属医院妇科门诊

部人流室 ， 主动要求终止妊娠 （孕期在６
－

８周 ） 的正常健康妇女 。 （标本的收集获得医

院伦理委员会的批准及患者本人同意 ）

２ ．６ ．２ ．２ 实验试剂及药物

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２培养液 ： Ｇ ｉ ｂｃｏ公司 ， 批号 ： ８ １ １ ３０８
；

０ ． ２５％胰蛋 白酶
－

ＥＤＴＡ ：Ｇ ｉ ｂｃｏ公司 ， 批号 ： １ ３９ １ ６０８
；

Ｄ
－

ｈａｎｋ ｓ ：Ｇ ｉ ｂｃｏ公司 ， 批号 ： ８ １ １ ３２９６
；

青霉素
－

链霉素溶液 ： Ｇ ｉ ｂｃ ｏ公司 ， 批号 ： ８ １ １ ３０３６
；

胎牛血清 ： Ｇ ｉ ｂｃ ｏ 公司 ， 批号 ： １ ３６５ ３４０
；

ＰＢＳ ：Ｈｙ ｃ ｌ ｏｎｅ ， 批号 ： ＮＹ １ ３０８ １ ２
；

—

抗 ： Ａｎ ｔ ｉ

－

Ｖ ｉｍｅｎｔ ｉ ｎＡｂｅａｍ公司 ， 批号 ： ａｂ８９７８
；

Ａｎ ｔ ｉ
－

Ｃｙ ｔ ｏｋｅｒａｔ ｉ ｎ７Ａｂｅａｍ公司 ， 批号 ： ａｂ９０２ １

焚光二抗 ： Ｇｏａｔａｎ ｔ ｉ
－

Ｒａｂｂ ｉ ｔＩ ｇＧ（Ｈ＋Ｌ ）Ｓｅｃｏｎｄａｒ ｙＡｎｔ ｉ ｂｏｄｙ ，

Ａ ｌ ｅｘａＦ ｌ ｕｏｒ？４８８ｃｏｎ ｊ ｕｇａｔ ｅ ， 批号 ： Ａ １ １ ００８
；

Ｇｏａｔａｎｔ ｉ
－

Ｍｏｕ ｓ ｅＩ ｇＧ（Ｈ＋Ｌ ）ＳｅｃｏｎｄａｒｙＡｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ ，

Ａｌ ｅｘａＦ ｌ ｕｏｒ？５９４ｃｏｎ ｊ ｕｇａｔ ｅ ， 货号 ： Ａ １ １ ００５ ；

５４




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

抗荧光萍灭剂 ： ＰｒｏＬｏｎｇ
？Ｇｏ ｌ ｄＡｎｔ ｉ ｆａｄｅＲｅａｇｅｎｔｗ ｉ ｔｈＤＡＰ Ｉ ， Ｌ ｉ ｆｅ公司 批号 ：

Ｐ
－

３６９３ １
；

ＧｏａｔＳｅｒｕｍ ：Ｌ ｉ ｆｅ公司 ； 批号 ： ０ １
－

６２０ １
；

Ｔｒ ｉ ｔ ｏｎＸ
－

１ ００ ： Ｓ ｉ ｇｍａ
－

ａｌ ｄ ：ｒ ｉ ｃｈ公司 批号 ： Ｔ８７８７
－

１ ００ｍＬ
；

４％多聚 甲醛 ： 江苏碧云天生物技术研宄所 ， 批号 ： Ｐ００９８
；

米非司酮纯化制剂 （ Ｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅ ， ＲＵ
－

４８６ ） ：Ｓ ｉ ｇｍａ ； 批号 ： １ ３０４ ３４０８
；

Ａｎｎｅｘ ｉｎ
－

ＰＩ凋亡检测试剂盒 ： 上海贝博生物技术公司 批号 ： ＢＢ １ ４０ １ ０ １
；

２ ．６ ．２ ．３ 实验仪器与设备 ：

Ｃ０２细胞培养箱 ： Ｇａ ｌａｘｙＲ型 ， Ｇａｌａｘｙ 公司

立体式压力蒸汽灭菌器 ： ＳＨＩＮＹＡ 公司

酶标仪 ： ＦＣ 型 ，
Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ；

流式细胞仪 ： Ｇａ ｌ ｌ ｉ ｏｓ 型 ， ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕ ｌ ｔ ｅｒ 公司 ；

Ｎ ｉ ｋｏｎ 倒置系统相差显微镜 ： Ｔ ｉ 倒置显微镜型 ， 日本 Ｎ ｉ ｋｏｎ 公司

２ ．６ ．２ ．４ 蜕膜标本采集 ： 人流手术时取蜕膜组织 ， 生理盐水迅速冲洗血污 ， 将蛻

膜组织置于含有双抗的Ｄ
－

ｈａｎｋｓ 液的无菌离心管中 ， 立即送至实验室进行培养 。

２ ．６ ．２ ．５ 蜕膜细胞分离与原代培养

（ １ ） 将蜕膜组织置于无菌培养皿中 ， 用 Ｄ
－

Ｈａｎｋｓ液 （含双抗 ） 充分洗涤至蜕膜组

织中无残留血污 ；

（ ２ ） 用灭菌后的眼科剪剪碎蜕膜组织 ， 重复此操作至蜕膜组织被剪碎至为 ｌ ｉｍｎ
２

左

右大小 ；

（ ３ ） 加入等体积的复合消化酶 （ ０ ．２ ５％胰酶与 ０ ． １％Ｉ 型胶原蛋 白酶以 ７ ： ３体积比配

置而成 ） ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２培养箱中消化５ｍ ｉ ｎ
；

（ ４ ） 消化完成后 向培养皿中加入等体积的完全培养基终止消化 ；

（ ５ ） 将复合消化液过 ２００ 目 不锈钢筛网 ， 并收集滤液至离心管 内 ， １ ０００ｒ／ｍ ｉ ｎ Ｘ

１ ０ｍ ｉ ｎ
；

（ ６ ） 弃上清 ， 向沉淀中加入４倍体积的 ＤＭＥＭ／ｎ ２ 基础培养基 ｌ ＯＯＯｒ／ｍ ｉｎ Ｘ Ｉ Ｏｍ ｉ ｎ
；

（ ７ ） 弃上清 ， ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养基重悬沉淀后用细胞计数仪计数 ，

（ ８ ） 计数后用完全培养基调整细胞悬液为 ３ Ｘ １ ０
５

个／ｍＬ
， 吹打混匀后均匀铺入培养

瓶中 ； 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２培养箱中进行培养 。

（ ９ ） 培养 ３０ｍ ｉ ｎ后取出 ， 弃上清 ， 加入 ３ｍＬ完全培养基 ， 置于Ｃ０２培养箱中培养 。

２ ．６ ．２ ．６蜕膜细胞培养条件 ：

培养蜕膜细胞的培养基为完全培养基 （含 １ ０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２培养基 ， ＰＨ 值

７ ．０
－

７ ．２ ） ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２培养箱中培养 。 每天定期观察蜕膜细胞的生长状况 ， 培养

４８小时后换液 。 当蜕膜细胞铺满培养瓶瓶底９０％以上时 ， 用 ０ ． ２ ５％胰蛋 白酶进行消化传

代 。 蜕膜细胞前 ３代的培养需采用差时贴壁法进行纯化 。 具体操作 ： 将完成传代的蜕

５ ５




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膜细胞置于 （：０２恒温培养箱中培养 ３０ｍ ｉｍ 之后吸去培养液及未贴壁的细胞 ， 加入新的

完全培养基即可 。

２ ．６ ．２ ．７ 蜕膜细胞的鉴定

细胞爬片 ： 将消化后的蜕膜细胞 ， 以 ４ Ｘ １ ０
５

个 ／ｍＬ的密度 ， 轻轻吹打混匀后均匀

铺入６ 孔板中 （其 内置有多聚赖氨酸包被过的盖玻片 ） ， 每隔４８小时换 １次液 。 待盖玻

片上铺满细胞时将其取出 。

２ ． ６ ．２ ．７ ． １ 免疫组化对细胞进行鉴定 ：

（ １ ） 爬片的细胞用 ＰＢＳ洗 ３次后 ， 加入４％多聚 甲醛 ， 于室温固定 ２０分钟 。

（ ２ ） 固定后的细胞用 ＰＢＳ轻洗 ３次 ， 加入０ ． １％Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ
－

１ ００（用 ＰＢＳ配制 ） ， 室温

透膜 １ ０分钟 ， 再用 ＰＢＳ洗３次。

（ ３ ） 用含 １ ０％山羊血清的 ＰＢＳ ， 室温封闭 ３０分钟 。

（ ４ ） 用封闭液按 １ ：１ ００稀释
一

抗 （双染 ） ， 加入到细胞中 ， 室温孵育 １小时 。

（ ５ ）
—

抗孵育结束后 ， 用 ＰＢＳ洗３次 ， 加入用封闭液按 １ ： １ ０００稀释的荧光二抗 ， 避

光孵育 １小时 。

（ ６ ） 二抗孵育结束后 ， 用 ＰＢＳ洗三次 ； 在载玻片上滴加含ＤＡＰ Ｉ的抗荧光淬灭封片

剂 ， 将含细胞的玻片反扣 ， 用指 甲油封片 。

（ ７ ） 放入冰箱中 ， 待指 甲油凝固后 ， 采用 ｚｅ ｉ ｓ ｓ７ １ ０激光共聚焦显微镜进行拍照

成像 。

２ ．６ ．２ ．７ ．２ 蜕膜细胞分泌泌乳素的鉴定

（ １ ） 爬片后的细胞用 ＰＢＳ洗３次后 ， 加入４％多聚甲醛 ， 于室温固定 ２０分钟 。

（ ２ ） 固定后的细胞用 ＰＢＳ轻洗 ３次 ， 加入０ ． １％Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ
－

１ ００（用 ＰＢＳ配制 ） ， 室温

透膜 １ ０分钟 ， 再用 ＰＢＳ洗３次 。

（ ３ ） 用含 １ ０％山羊血清的 ＰＢＳ ， 室温封闭 ３ ０分钟 。

（ ４ ） 用封闭液按 １ ：１ ００稀释
一

抗 （双染 ） ， 加入到细胞中 ， 室温孵育 １小时 。

（ ５ ）
—

抗孵育结束后 ， 用 ＰＢＳ洗３次 ， 加入用封闭液按 １ ： １ ０００稀释的荧光二抗 ， 避

光孵育 １小时 。

（ ６ ） 二抗孵育结束后 ， 用 ＰＢＳ洗三次 ； 在载玻片上滴加含ＤＡＰ Ｉ的抗荧光淬灭封片

剂 ， 将含细胞的玻片反扣 ， 用指 甲油封片 。

（ ７ ） 放入冰箱中 ， 待指 甲油凝固后 ， 采用 Ｚ ｅ ｉ ｓ ｓ ７ １ ０激光共聚焦显微镜进行拍照成

像 。

２ ．６ ．２ ．７ ．３ 透射 电镜下观察细胞的形态

当蜕膜细胞生长至平台期时 ， 对其进行消化处理后 ， 收集细胞液以 ８００ｒ／ｍ ｉ ｎ的转

速离心 ５ｒａ ｉ ｎ 。 用 ３％的戊二醛固定后送电镜室观察 。

２ ． ６ ． ３ 结果

２ ．６ ．３ ． １完成了蜕膜细胞的原代培养 。 原代培养的蜕膜细胞生长缓慢需约
一

周时

５６
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间才能铺满培养瓶 。 原代培养的蜕膜细胞成分不单
一

， 以蜕膜基质细胞为主 。 蜕膜细

胞接种 ３ ０ｍ ｉ ｎ后开始贴壁生长 ， 细胞形态 以梭形和不规则星形为主 。 随着传代的进行 ，

蜕膜细胞逐渐伸展呈纤维状 。 其卵 圆形的细胞核位于胞体中央 ， 核仁边界清晰 ， 胞浆

丰富 。 生长至 ３ ７代的蜕膜细胞增长速度较快 ， 传代周期时间缩短为 ３ 日 。 光学显微镜

下观察蜕膜细胞原代图片 （见附图 １ ） 、 传代前照片 （见附图 ２ ） 。

２ ．６ ．３ ．２应用 免疫组化法对培养的蚊膜细胞进行鉴定显示 ： 波形蛋 白 （ Ｖ ｉ ｍｅ ｎ ｔ ｉ ｎ ）

的表达呈阳性 ， 角蛋 白 （
Ｃｙｔ ｏ ｋ ｅ ｒａ ｔ ｉ ｎ ？ ） 的表达呈阴性 。 蜕膜细胞免疫组化法鉴定 图

（见附图 ３ ） 。

２ ．６ ．３ ．３应用免疫组化法鉴定蜕膜细胞分泌泌乳素的功能显示所鉴定的细胞全部

都有泌乳素的表达 ， 表明所培养的蜕膜细胞纯度高 。 蜕膜细胞分泌泌乳素功能鉴定 图

（ 见附图 ４ ） 。

２ ．６ ．３ ．４ 经透射 电镜下可见蜕膜细胞超微结构 ， 其核仁大而明显 ， 糖原颗粒 比较

丰富 ， 染色质 以常染色质为主 。 （ 见附图 ５ ）

２ ．６ ．４ 讨论

２ ．６ ．４ ．１蜕膜细胞原代培养及鉴定方法

蜕膜细胞是
一

种与妊娠密切相关的细胞 ， 在受精卵形成后胚泡种植于子宫 内 膜

时 ， 子宫 内膜受卵巢激素的作用转化形成蜕膜组织 。 蜕膜组织对于孕卵 的着床和胚胎

的发育至关重要 ， 其成分复杂 ， 其中銳膜基质细胞 （ ＤＳ Ｃｄ ｅ ｃ ｉ ｄ ｕａ ｌｓ ｔ ｒｏｍａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ） 约

占蜕膜组织细胞数的 ７ ５％ ， 蜕膜基质细胞的功能主要包括参与蜕膜营养的供应 ， 分泌

细胞因子改善局部微环境和免疫调节等
［ １ ２９ ］

。 国外有文章报道
［

１ ３ ° ］

采用复合酶消化法可

优化蜕膜组织的消化步骤 ， 蜕膜细胞的纯化可采用全组份培养加传代的方法 ， 而泌乳

素免疫组化法可准确 、 灵敏地鉴定所培养的细胞
［

１ ３ １
］

。 故本实验采用 ０ ． ２ ５％胰酶与 ０ ．１ ％

Ｉ 型胶原蛋 白酶复合消化的方法进行蜕膜组织的消化 。 采用差时贴壁与 自然传代增殖

的方法进行纯化 。 利用蜕膜细胞间质来源的属性 ， 观察所培养细胞的波形蛋 白及角蛋

白 的表达情况 ， 鉴定 出所培养的细胞为蜕膜细胞 。 蜕膜基质细胞具有分泌泌乳素的特

异功能 ， 本实验利用该特性 ， 进
一

步对所培养的蜕膜细胞进行 了纯度的鉴定 。 结果表

明所培养的蜕膜细胞在分泌泌乳素功能方面具有高度的
一

致性 。

２ ．６ ．５ 小结

本节实验采用 复合酶消化的方法原代培养蜕膜细胞 ， 经差时贴壁与 自 然传代增殖

法对蜕膜细胞进行纯化 。 应用 免疫组化的方法对培养的细胞进行种类及功能的鉴定 。

为研宄健脾组方中各种化学成分对蜕膜细胞损伤模型 的干预作用 奠定基础 。

２ ．７ 健脾组方 中 化学成分对蜕膜细胞损伤模型的影响

从实验第
一

部分我们得知健脾组方中化学成分多达几十种 ， 但宄竟哪些成分可能

对防治流产有作用 呢 ？ 带着这个 问题 ， 我们就结合参考文献及预实验条件摸索 ， 采用

６ ０ｐｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非 司 酮溶液建立蜕膜细胞损伤模型 ， 再 以模型为载体考察健脾组方及

５ ７
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组方中的化学成分对模型的影响 。 从中初步筛选出对流产有作用 的化学成分 。

２ ． ７ ． １ 实验 目 的

建立蜕膜细胞损伤模型 ； 探索健脾组方及其化学成分对蜕膜细胞损伤模型的影响

及可能的作用机理。

２ ．７ ．２ 实验材料与方法

２ ．７ ．２ ． １ 标本来源 ： 蜕膜组织标本采集如前所述 。

２ ．７ ．２ ．２ 实验试剂及药物

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２培养液 ： Ｇ ｉ ｂｃｏ公司 ， 批号 ： ８ １ １ ３０８
；

０ ． ２５％胰蛋 白酶
－

ＥＤＴＡ ：Ｇ ｉ ｂｃｏ公司 ， 批号 ： １ ３９ １ ６０８
；

Ｄ
－

ｈａｎｋｓ ：Ｇ ｉ ｂｃｏ公司 ， 批号 ： ８ １ １ ３２９６
；

青霉素－链霉素溶液 ： Ｇ ｉ ｂｃｏＣｏ ， 批号 ： ８ １ １ ３０３６
；

胎牛血清 ： Ｇ ｉｂｃｏ 公司 ， 批号 ： １ ３６５３４０
；

ＰＢＳ ：Ｈｙｃ ｌ ｏｎｅ ， 批号 ： ＮＹ １ ３０８ １ ２
；

米非司酮纯化制剂 （ Ｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔｏｎｅ ，
ＲＵ

－

４８６ ） ：Ｓ ｉ ｇｍａ ； 批号 ： １ ３０４３４０８
；

２ ．７ ．２ ．３ 蜕膜细胞损伤模型的建立及健脾组方药物干预

２ ．７ ．２ ．３ ． １ 米非司酮母液制备 ： 取米非司酮纯化制剂 ４ ．３ｍｇ 溶于 １ ００＃ 无水乙醇

中 ， 再加入５０％的 乙醇９００吣 ， 形成 ｌ Ｘ ｌ ｔＴｍｏ ｌ／ ｌ的米非司酮母液 。 取６０ｐＬ ｌ Ｘ １ ０

＿

２

ｍｏ ｌ／Ｌ

的米非司酮母液加至 １ ０ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 基础培养液中 ， 形成６ （Ｖｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮造模溶

液 。 各反应体系的加入量 ： ６ 孔培养板 ， 每反应体系加入 ｌｍＬ ， ９６ 孔板每个９６孔板每

反应体系加入 １ ００
｜

ｉＬ ；

２ ．７ ．２ ．３ ．２健脾组方单体溶液及复方溶液的制备

党参炔苷单体溶液 ： 精密称取党参炔苷单体 ｌ ｍｇ ， 缓慢加入５〇ｎＬ的二 甲基亚砜溶

液及 ５〇ｎＬ的 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养基 ， 使其完全溶解 ， 形成 １ ０ｍｇ／ｍＬ的党参炔苷母液备用 。

使用时用 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养基稀释至 ｌ ＯＯｐｇ／ｒａＬ 。

黄芪 甲苷单体溶液 ： 精密称取黄芪 甲苷单体 ｌ ｍｇ ， 缓慢加入 ｌ ＯＯ＾Ｌ的二 甲基亚砜溶

液 ， 使其完全溶解 ， 形成 ｌ Ｏｍｇ／ｍＬ的黄芪 甲苷母液备用 。 使用时用 ＤＭＥＭ／Ｈ ２基础培养

基将其稀释至 ２ｐｇ／ｍＬ 。

白术内酯 Ｉ 单体溶液 ： 精密称取 白术 内酯 Ｉ 单体 ｌｍｇ ， 缓慢加入 １ ００汕的二 甲基亚

砜溶液 ， 使其完全溶解 ， 形成 ｌ Ｏｍｇ／ ｔｎＬ的 白术 内酯 Ｉ 母液备用 。 使用时用 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２

基础培养基将其稀释至 １ ２ ．５ｎｇ／ｒａＬ 。

毛蕊异黄酮单体溶液 ： 精密称取毛蕊异黄酮单体 ｌｍｇ ， 缓慢加入 １ ００叫的二 甲基亚

砜溶液 ， 使其完全溶解 ， 形成 １ ０ｍｇ／ｍＬ的毛蕊异黄酮母液备用 。 使用时用 ＤＭＥＭ ／Ｆ １ ２基

础培养基将其稀释至 ５
ｆ
ｉｇ／ｍＬ 。

毛蕊异黄酮葡萄糖苷单体溶液 ： 精密称取毛蕊异黄酮葡萄糖苷单体 ｌｍｇ ， 缓慢加

入 １ ００卟的二甲基亚砜溶液 ， 使其完全溶解 ， 形成 １ ０ｍｇ／ｍＬ的毛蕊异黄酮葡萄糖苷母液

５ ８
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备用 。 使用时用 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养基将其稀释至２ｐ
Ｌ／ｍＬ 。

健脾组方溶液 ： 精密称取健脾组方提取物４ｍｇ至 ５ｍＬＥＰ管 内 ， 加入４ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基

础培养基 ， 制成 ｌ ｍｇ／ｍＬ的健脾方溶液 ， 过０ ． ２２阿的滤器后 ， ４
°

Ｃ保存备用 。

孕酮溶液 ： 将黄体酮注射液 （２０ｍｇ／ｍＬ ） 用 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养基稀释至 ２ 〇ｎｇ／ｍＬ４
°

Ｃ

保存备用 。

２ ．７ ．２ ．３ ．３实验分组及给药 ：

正常组 ： ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 基础培养液

模型组 ： 应用 ６０网ｏ ｌ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ，
ＰＢＳ清洗２次

后加入ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 基础培养液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

党参炔苷组 ： 应用 ６〇ｎｍｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ， ＰＢＳ清洗

２次后加入 ｌ ＯＯｐｇ／ｒａＬ的党参炔苷单体溶液 ， 继续培养 ２４／４８ｈ 。

黄芪 甲苷组 ： 应用 ６〇ｎｍｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ， ＰＢＳ清洗

２次后加入２ｐｇ／ｍＬ的黄芪 甲苷单体溶液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

白术内酯 Ｉ 组 ： 应用 ６０网ｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ， ＰＢＳ清

洗２次后加入 １ ２ ＿５
ｔ
ｉｇ／ｍＬ的 白术内酯 Ｉ 单体溶液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

毛蕊异黄酮组 ： 应用 ６０Ｍｒａｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ， ＰＢＳ清

洗２次后加入５ｐｇ／ｍＬ的毛蕊异黄酮单体溶液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ： 应用 ６０ｐ ｒｎ〇 ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模

液 ， ＰＢＳ清洗２次后加入２ｐＬ／ｍＬ的毛蕊异黄酮葡萄糖苷单体溶液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

健脾组方组 ： 应用 ６０
ｊ

ｍｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ， ＰＢＳ清洗

２次后加入 ｌｍｇ／ｍＬ的健脾组方溶液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

孕酮组 ： 应用 ６０叫〇 １几的米非司酮造模溶液造模２４ｈ后 ， 弃造模液 ，
ＰＢＳ清洗 ２次

后加入２ （＾ｇ／ｍＬ的孕酮溶液 ， 继续培养２４／４８ｈ 。

２ ．７ ．２ ．４ＭＴＳ法检测细胞增殖活力

（ １ ） 将原代培养的蜕膜细胞以 １ ． ５ Ｘ １ ０
４

个／ｍＬ的密度接种于９６孔板 ，
１ ０ （ＶＬ／？Ｌ ， 置

３ ７

°

Ｃ 、 ５％ （：０２细胞培养箱培养４８ｈ 。

（ ２ ） 弃旧培养液 ， 用 ＰＢＳ洗两次 ， 每次 ３ｍ ｉ ｎ 。

（ ３ ） 加入ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养液 ， ｌ ＯＯ＾Ｌ／孔 ， 置于 ３７

°

Ｃ 、 ５％ Ｃ０
２细胞培养箱继续培

养２４ｈ ， 使蜕膜细胞生长同步化 。

（ ４ ） 根据实验设计进行分组 ， 将细胞分成９组 ， 每组设６个复孔 ， 每孔所加试剂均

为 ｌ ＯＯ
ｊ
ｉＬ 。 空 白组加入ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养液 ， 其余各组每孔加入６０

｜
ｉｍｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮

造模溶液 。 将９ ６孔板放回细胞培养箱中 ， 继续孵育 ２４ ｈ 。

（ ５ ） 造模２４ｈ后 ， 弃各孔中的培养液 ， 加ＰＢＳ清洗三次每次３ｍｉ ｎ 。 向空 白组及模型

组各孔 内加入ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２基础培养液 ｌ ＯＯｐＬ ， 其余各组加入相应药物 ｌ ＯＯ＾Ｌ 。 将９ ６孔板置

于细胞培养箱中 ， 孵育 ２４／４８ｈ 。

５９
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（ ６ ） 孵育 ２４／４８ｈ后 ， 向 ９６孔板每个孔内加入２０吣的ＭＴＳ ， 置于细胞培养箱中 ， 继

续孵育４ｈ 。

（ ７ ） 孵育 ４ｈ后将细胞培养板取出 ， 使用酶联免疫分析仪检测各孔在４９０ｎｒａ波长处

的吸光度值 （ ＯＤ值 ） 。

（ ８ ） 每组实验重复 ３次 ， 取平均值 。

２ ．７ ．２ ．４Ａｎｎｅｘ ｉ ｎＶ
－

Ｐ Ｉ 检测蛻膜细胞凋亡率 ：

（ １ ） 将蜕膜细胞以 １ Ｘ １ ０５个／ｍＬ密度接种于 ６孔板 ， 每孔体积为 ｌｍＬ ， 接种后将６孔

板置于细胞培养箱种培养４８ｈ 。

（ ２ ）４８ｈ后吸出 旧培养液 ， 用 ＰＢＳ清洗
一

遍洗 １遍 （ ３ｍ ｉｎ ） ， 加入 ｌｍＬ的 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 基

培养液 ， 置于细胞培养箱中 ， 继续培养２４ｈ ， 使蜕膜细胞生长同步化 。

（ ３ ） 同步化后 ， 吸出 旧培养液 ， 除正常组外 ， 其余各孔加入 ｌｍＬ６０网ｏ ｌ ／Ｌ的米非

司酮造模溶液 ， 造模培养２４ｈ 。

（ ４ ） 吸出造模溶液 ， 用 ＰＢＳ洗２遍 ， 每次３ｍｉ ｎ 。 向正常组及造模组加入 ｌｍＬ ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２

基础培养液 ， 其余各组加入相应药物 ｌｍＬ 。 继续培养２４／４８ｈ 。

（ ５ ） 培养２４／４８ｈ后将贴壁的蜕膜细胞消化下来 ， 以 ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ的转速离心 ５ｍ ｉ ｎ 。

弃上清 ， 用冷ＰＢＳ 洗涤细胞两次 ， 以 ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ的转速离心 ５ｍｉ ｎ 。

（ ６ ） 弃上清后 ， 每管中加入４０〇ｎＬ ｌ Ｘ Ａｎｎｅｘ ｉ ｎＶ结合液悬浮细胞 。

（ ７ ） 向细胞悬浮液中加入５
ｆ

ｉＬＡｎｎｅｘ ｉ ｎＶ
－

ＥＧＦＰ 染色液 ， 轻轻混匀后于 ２
－

８

°

Ｃ避光

条件下孵育 １ ５ 分钟 ；

（ ８ ） 继续加入 １ ０吣 Ｐ Ｉ染色液 ， 轻轻混匀于 ２
－

８

°

Ｃ避光条件下孵育 ５ｍ ｉ ｎ 。 在 １小时

内用流式细胞仪进行检测 。 检测结果重复三次 。

２ ． ７ ． ２ ．５Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏｔ检测各组凋亡蛋 白 的表达

２ ．７ ．２ ．５ ． １ 收集细胞蛋 白

（ １ ）将蜕膜细胞以 １ Ｘ１ ０
５

个／此密度接种于６孔板 ， 每孔体积为 Ｉ ｒａＬ ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２

细胞培养箱培养４８ｈ 。

（ ２ ） 弃旧培养液 ， 除正常对照组外 ， 各孔加入 ｌ ｒａＬ ６ （Ｖｍｏ ｌ ／Ｌ的米非司酮造模溶液 ，

造模培养２４ｈ 。

（ ３ ）吸出造模溶液 ， 用 ＰＢＳ洗２遍 ， 每次３ｍ ｉ ｎ ， 正常组及造模组分别加入 ｌ ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ １ ２

基础培养液 ， 其余各组加入相应药物 ｌｍＬ ， 培养２４／４８ ｈ 。

（ ４ ） 吸出含药培养液 ， 用 ＰＢＳ洗２遍 ， 每次３ｍ ｉ ｎ ， 向 ６孔板中 的每个孔 内加入 １ ５０沘

蛋 白裂解液 ， 置于冰上静置５ｍ ｉ ｒｕ

（ ５ ） 用细胞刮板刮下各孔表面的细胞 ， 将裂解的细胞同裂解液转移至相应ＥＰ管 内 ，

ＥＰ管插入碎冰中静置 ３〇ｍ ｉ ｎ 。

（ ６ ）３０ｍｉ ｎ后取出 ＥＰ管 以 １ ２０００ｒ／ｒａ ｉ ｎ的转速置于４

°

Ｃ离心机 内离心 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ ７ ） 离心后取上清转移至相应 ＥＰ管内 。

６０
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（ ８ ） 以ＢＣＡ进行蛋 白定量 ， 调蛋 白浓度
一

致 ， 以每组加入５ Ｘ ＳＤＳ ＰＡＧＥ蛋 白上样缓

冲液３ｍＬ
， 瞬离 ，

１ ００

°

Ｃ变性５ｍ ｉ ｎ ， ２０

ａ

Ｃ保存备用 。

２ ．７ ．２ ．５ ．２ＢＣＡ法进行细胞蛋 白定量

（ １ ） 依据待测待测样品 的数量 ， 将ＢＣＡ试剂盒中 的试剂Ａ和试剂 Ｂ以 ５０ ： １ 的体积比

进行均匀混合。

（ ２ ） 取 ｌｍｌ的蛋 白标准配制液 ， 将２０ｍｇ的ＢＳＡ完全溶解 ， 配置成２０ｍｇ／ｍＬ的蛋 白标

准溶液 ， 置于 ２０

°

Ｃ的冰箱内备用 。

（ ３ ） 取２０ｍｇ／ｍｌ 的蛋 白标准溶液２ ．５ｐ
Ｌ用稀释液稀释至５００

（

ｘｇ／ｍＬ 。

（ ４ ） 将标准品按 ０ 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 １ ２ 、 １ ６ 、 ２〇ｎＬ加到 ９６孔板的标准孔内 ， 每孔 内

不足２０汕的加入标准品稀释液补充至２０汕。

（ ５ ） 向 ９６孔板内加入适量待测样品 ， 用标准品稀释液补充至 ２０ｐＬ 。

（ ６ ） 各个孔内加入２００吣的 ＢＣＡ 工作液 ， ３ ７

°

Ｃ下放置３ ０分钟 。

（ ７ ） 测定各个孔在 ５ ７０ｎｒａ处的吸光度值 ， 建立标准曲线 ， 并计算出样品蛋 白 的浓

度 。

（ ８ ） 结合样品蛋 白 的浓度 ， 将蛋 白进行等量分装 ， 加入上样缓冲液 ， 于沸水中煮

蛋 白 ５ｍ ｉ ｎ ， 置于冰上立即冷却 ， 瞬时离心 ，

－

２０

°

Ｃ冰箱保存 。

２ ．７ ．２ ．５ ．３Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ步骤 ：

（ １ ） 制胶

按厂商的使用指南操作 ， 具体步骤为 ： 将两块千净的玻璃平板和 ０ ． ７５ｍｍ垫片组装

电泳装置中玻璃平板夹层 ， 并固定在灌胶支架上 。 立即用吸管将分离胶液体沿夹层中

长玻璃的边缘加入于玻璃平板夹层中 ， 再从另
一边垫片往夹层的液面顶部缓缓加入

一

层水 。 让凝胶在室温下聚合６０ｍ ｉ ｎ左右 ， 倾去顶层的水 ， 尽量用吸水纸吸干凝胶上部

的水 。 用吸管将液体沿
一

条垫片加入到玻璃平板夹层 ， 直至夹层的顶部 。 将０ ． ７５ｍｍ厚

１ ５孔的梳子插入夹层的积层胶液中 ， 必要时再加积层胶液体充盈剩余空间 。 让积层胶

层室温聚合６０ｍ ｉ ｎ左右 。

（ ２ ） 电泳

小心拔出梳子 ， 避免损伤凝胶加样孔 。 将凝胶板固定到电泳装置的上缓冲液室 （上

槽 ） ， 两凝胶板之间加入 １ Ｘ ＳＤＳ电泳缓冲液 ， 将同样浓度的蛋 白质样品等体积加入到

样品孔中 ， 小心加样 ， 避免蛋 白溢出 。 同时往下缓冲液室 （ 下槽 ） 加入推荐量的 Ｉ Ｘ

ＳＤＳ 电泳缓冲液 。 将固定于上槽的凝胶板放入下槽中 。 连接电源 ， 先在 ７０Ｖ下电泳至溴

酚蓝燃料从积层胶进入分离胶 （ ３０ｍ ｉ ｎ ） ， 再将 电压调至 １ ２０Ｖ继续 ６５ｍ ｉ ｎ 。 关闭 电源并

撤去连接的导线 ， 弃去 电泳缓冲液 ， 连同上槽
一

起将凝胶夹层取出 。

（ ３ ） 转膜

将凝胶板从上槽解离 出来 ， 撬起上面的玻璃平板 ， 使凝胶暴露出来 。 接下来进行

转膜 ， 把ＮＣ膜先浸于盛有少量转膜缓冲液的浅托盘中 ， 把滤纸也浸泡于其中 。 按
一

下

６ １
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顺序放置转换装置 ， 平放底部电极 （ 阴极 ） ， 放
一

张海绵垫片 ， 在海绵垫片上放置 １张

用转移缓冲液浸泡过得滤纸 ， 转移凝胶至滤纸上 ， 覆盖ＮＣ膜 ， 注意避免产生气泡 ， 逐

张叠放 ， 精确对齐 ， 然后用
一

玻璃移液管作滚筒 以挤出气泡。 将靠上方的电极 （ 阳极 ）

放于夹层物上 ， 连接电源 ， 根据凝胶面积按２００ｍＡ接通电流 ， 转移６０ｍｉ ｎ 。

（ ４ ） 封闭与孵育 ：

把ＮＣ膜取出 ， 以 ＴＢＳＴ溶液漂洗５ｍ ｉ ｎ Ｘ ３次 ， 每次更换新的 ＴＢＳＴ溶液 ； 弃去ＴＢＳＴ ，

加入５％脱脂奶溶液的平皿中 ， 平放在平缓摇动的摇床平台上于室温温育 ｌ ｈ
； 加入

一

抗

稀释液稀释的
一

抗 ， 于４
°

Ｃ过夜 ； 弃
一

抗液体 ， 以ＴＢＳＴ溶液漂洗 ５ｍ ｉ ｎ ， 重复３次 ， 每次

更换新的ＴＢＳＴ溶液 ； 加入二抗稀释液 ， 温室摇床慢摇 ｌｈ ， 把滤膜转移至ＴＢＳＴ溶液漂洗

５ｍｉ ｎ ， 重复 ３次 ， 每次更换新的ＴＢＳＴ溶液 。

（ ５ ） 显色 ：

把经漂洗的ＮＣ膜转移至
一

浅托盘上 ， 按滤膜面积加入０ ．ｌｍＬ／ｃｍ
２

的底物溶液 １ ： １的

试剂Ａ和试剂Ｂ ， 室温反应５ｒａｉ ｎ ， 于成像仪上成像。

（ ６ ） 计算结果 ： 凋亡相关蛋 白相对表达率＝条带灰度值／ｐ

－

ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ灰度值 。

２ ．７ ．２ ．５ ．４ 统计 ： 统计结果 以 ＳＰＳＳ １ ９ ． ０ 软件对数据进行数据处理和统计分析 。

统计结果采用均数 土标准差表示。 数据资料满足正态性与方差齐性 ， 多个样本均数比

较采用单因素方差分析 （ Ｏｎｅ
－

Ｗａｙ
ＡＮ０ＶＡ ） 检验 ， 方差齐用 ＬＳＤ 检验 ； 方差不齐则采用

Ｔａｍｈａｎｅ 检验进行检验。 Ｐ＜ ０ ．０５ 有统计学意义 。 以上实验均重复三次 。

２ ．７ ． ３ 结果

２ ．７ ．３ ．１ＭＴＳ 法检测各药物组分对蛻膜细胞损伤模型增殖活力的影响

如表 １ １ 所示 ： 对于蜕膜细胞损伤模型 ＭＴＳ 检测其增殖活力结果显示 ， 各药物组

分作用 ２４ｈ 后 ，
空 白组与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ〈０ ．０ ５ ）

， 党参块苷组 、 毛蕊异黄

酮组 、 健脾组方组与模型组比较都具有统计学意义 （ Ｐ＜０ ．０５ ）
； 孕酮组、 黄芪 甲苷组、

白术 内酯 Ｉ 组、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组与模型组比较无统计学意义 （Ｐ＞０ ．０５ ） 。 各药物

组分作用 ４８ｈ
，
空 白组与模型组比较有统计学意义 （Ｐ＜０ ．０５ ） ， 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党

参炔苷组 、 毛蕊异黄酮组 、 健脾组方组与模型组比较都具有统计学意义 （Ｐ＜ ０ ．０５ ） ； 白

术 内酯 Ｉ 组、 毛蕊异黄酮葡萄苷组与模型组比较无统计学意义 （ Ｐ＞ ０ ．０５ ） 。

６２
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表 １ １ 健脾组方各组分对蜕膜细胞损伤模型增殖活 力 的影响 （ ０ Ｄ４ ９ ０ ）（ ｎ
＝
７ ，Ｚ

土 Ｓ ）

分组


２ ４ ｈ


４８ ｈ


ＦＰ ＦＰ

正常组 ０ ． ４６ ９ 土 ０ ． ０ １ ９

＊

３ ６ ． ４２０ ． ００ ． ５ ５ ４ ± ０ ． ０３ ３

＊

４ ８ ． ６ ５０ ． ０

模型组 ０ ．２４９± ０ ．０ １ ３ ０ ．２ ８ ９ ± ０ ． ０２ １

孕酮组 ０ ．３ ３ １ ± ０ ．０２ ８ ０ ．４２ ６ ± ０ ．００４
＊

黄芪 甲苷组 ０ ．２ ７ ５ ± ０ ．０３ １ ０ ．４ ３ ３ ± ０ ．０２０

＊

党参炔苷组 ０ ．３ ０４± ０ ．Ｏ ｉ ｌ

５＊

 ０ ．５ ２ ９ ± ０ ． ０２０
＊

白术 内 酯Ｉ组 ０ ． ２ ７ ５ ± ０ ．０ １ ２ ０ ．３ ６ ３ ± ０ ．０２ １

毛蕊异黄酮组 ０ ． ３ １ ２ ± ０ ． ０２ ２

ｓ＊

 ０ ． ４ ０ ５ ± ０ ． ００ ５

＊

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组０ ． ２ ７ ７ ± ０ ．０４ ８ ０ ． ４ １ １ ± ０ ． ０６ ８

健脾组方组


０ ． ４２ ５ ± ０ ． ０４２

０



０ ． ５ ６４ ± ０ ． ０３ ０

＋



注 ： ２４ｈ ：

５ ８ ５

与模型组 比较有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ）
；４ ８ ：与模型组 比较有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ）

；

２ ．７ ．３ ．２Ａ ｒｍ ｅ ｘ ｉ ｎＶ
－

Ｐ Ｉ 法流式检测各药物对蜕膜细胞损伤模型早期凋亡率的影响

如表 １ ２ 及图 ２ ６ 所示 ： 各组药物作用 ２ ４ ｈ 后 ， 与模型组 比较正常组的早期凋亡率低于

模型组且有统计学意义 （ Ｐ ＜ 〇 ．０５ ） ， 表 明所造的蜕膜细胞损伤模型是成功的 ； 孕酮组

与模型组 比较其早期凋亡率高于模型组有统计学意义 （ Ｐ＜ ０ ．０ ５ ） ， 表明孕酮对米非司

酮造模的损伤模型有促进早期凋亡的作用 ； 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 白术 内酯 Ｉ 组 、

毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 、 健脾组方组早期凋亡率均低于模型组且具有

统计学意义 （ Ｐ 〈 〇 ．０５ ） ， 表明 以上各组药物有抑制蜕膜细胞细胞早期凋亡的作用 。 各

组药物作用 ４８ ｈ 后 ， 模型组与正常组 比较有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ） ， 表明所造的蜕膜

细胞损伤模型在 ４ ８ ｈ 仍有意义 ； 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 白术 内 酯 Ｉ 组与模型组 比较凋

亡率无差异 （ Ｐ ＞ 〇 ．０ ５ ）
； 党参炔苷组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 、 健脾

组方组的早期凋亡率低于模型组且有统计学意义 （ Ｐ ＜ 〇 ．０ ５ ）
； 表明党参炔苷组 、 毛蕊

异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 、 健脾组方组作用 ４ ８ ｈ 时仍存在抑制蜕膜细胞损伤

模型早期凋亡的作用 。
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ＭＴ ＭＧ Ｆ

图 ２ ６ 各药物组分对蜕膜细胞损伤模型早期凋亡率的影响

Ｚ
： 正常组 ；

Ｍ ： 模型组 ；
Ｐ

： 孕酮组 ；

Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；
Ｄ

： 党参炔苷组 ；
Ｂ

： 白术 内酯 丨 组
；

ＭＴ
： 毛蕊异黄酮组 ；

ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；
Ｆ

： 健脾组方组 ；

表 １ ２ 各药物对蜕膜细胞损伤模型早期 凋亡率的影响 （ ｎ
＝
３ ，２土 Ｓ ）

分组 ２４ ｈ


４ ８ｈ




ＦＰ


Ｆ


ｌ

＾

正常组 １ ． ９６ 土 ０ ． １ ５

＊

２ ５ ６ ． ３ ８０ ． ０２ ． ３ ３ ± ０ ． ０ ３

＊

 １ ９８ ． １ ３０ ． ０

模型组 ７ ． ４２ ± ０ ． ３ ５ ５ ． ３ ８ ± ０ ．１ ５

孕酮组 ９ ．４ ７ ± ０ ．６ ９

ｓ＊

 ５ ． １ ０ 士 ０ ．１ ５

黄芪 甲苷组 ３ ． ００ ± ０ ．１ ４

＊

 ５ ． ２ ４ ± ０ ．１ １

党参块苷组 ２ ．３ ０ ± ０ ．１ ４

ｓ ５

 ３ ．１ ２ 土 ０ ．２ ３

＊

白术 内酯Ｉ组 ５ ．１ ０ ± ０ ．ｌ ：ｆ ４ ．９ ０ ± ０ ．１ ６

＊

毛蕊异黄酮组 ３ ． ４ ３ 士 ０ ． ２ １

＊

 ２ ． ３ ５ ± ０ ． ２ ６

＊

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组２ ． １ ８ ± ０ ．１ ６

—

 １ ． ６ ０ 土 ０ ． ２ ４

＊

健脾组方组


２ ．４ ７ ± ０ ．０８

￥



４ ．２ ３ ± ０ ．１ ９

＋



注 ： ２ ４ｈ ：
５８

与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ） ；４ ８ ，与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ）
；

６４
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２ ．７ ．３ ．３Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏｔ 法检测各药物组分对蜕膜细胞损伤模型凋亡蛋 白表达的影响

表 １ ３ 各组药物干预模型后凋亡蛋白 Ｃａ ｓｐａｓｅ３ 表达 （ ｎ
＝
３ ，Ｚ

士 Ｓ ）

分组


２４ｈ


４８ｈ




ＦＰ


Ｆ


Ｐ


正常组 １ ． ００ ± ０ ． ００ １ １ ． ６９０ ． ０ １ ． ００ ± ０ ． ００
＊
２ ． ７６０ ． ０４

模型组 １ ．６ ７± ０ ．３９ １ ．５６± ０ ．１４

孕酮组 １ ． ３９± ０ ．１ ５ １ ． ０３ ± ０ ． ２０
＊

黄芪 甲苷组 ０ ． ９ ７ ± ０ ．１ ３ １ ． ０５ ± ０ ． ２５
＊

党参炔苷姐 １ ． ６３ ± ０ ． ２２ １ ． ３ １ ± ０ ． １９

白术内酯Ｉ组 ０ ．５８ ± ０ ．７０ ０ ．９４± ０ ．２６
＊

毛蕊异黄酮组 ０ ． ８０ 土 
０ ． ８４ １ ． ０３ ± ０ ． ３４

＊

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 １ ．４５ 土 ０ ．２ ３ １ ． １４± ０ ．１ ０

＊

健脾组方组


１ ． ８ ７ ± ０ ． ２９


１ ． ２６± ０ ．１ ７



注 ： ２４ｈ ：

８ ５

与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ＜０ ． ０５ ）
；４８，与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ＜０ ．０ ５ ）

；

表 １ ４ 各组药物干预模型后凋亡蛋白 Ｇａｓｐａｓｅ９ 表达 （ ｎ
＝３ ，Ｘ

土 Ｓ ）

分组


２４ｈ


４８ ｈ




ＦＰ


Ｆ


Ｐ


正常组 １ ． ００ ± ０ ． ０ （ｆ １ ９ ． ９ １０ ． ０Ｌ ００ ± ０ ． ００
＊
６ ． ８８０ ． ０

模型组 １ ． ９ １ ± ０ ． ３ １ １ ．７２ ± ０ ． ２４

孕酮组 １ ．１ ８± ０ ．１ ３

＊

 １ ．４９土 ０ ．１ ５

黄芪 甲苷组 １ ． ２９ ± ０ ．１ ７

＊

 １ ． ４２ ± ０ ．１ ３

＊

党参炔苷组 ２ ． ００ ± ０ ． ３４ １ ． ４ １ ± ０ ． ０８

＊

白术内酯Ｉ组 ０ ． ５６ ± ０ ． ０９

＆

 １ ． １ ６土 ０ ． １ ２

＊

毛蕊异黄酮组 １ ． ４４± ０ ．１ ８

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组０ ． ３ ５ ± ０ ．１ ２

ｓ＊

 １ ． ３９± ０ ．１ ７

＊

健脾组方组


１ ．１ ０ 土 ０ ．１ ８

＆



１ ． ８ １ ± ０ ． ２ ７



注 ： ２４ｈ ：
８ ５

与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ＜ ０ ． ０５ ）
；４８ ：与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ）

；

６５
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表 １ ５ 各组药物干预模型后凋亡蛋白 Ｂｃ ｌ

－

２ 表达 （ ｎ
＝３ ，２

土 Ｓ ）

分组 ２４ｈ


４８ｈ




ＦＰ


ＦＰ

正常组 １ ． ００ ± ０ ． ０ （ｆ １ ８ ． ５ ５０ ． ０ １ ． ００士 ０ ． ００

★

７ ． ３ ７０ ． ０

模型组 ０ ． ４３ ± ０ ．１ １ ０ ． ６０± ０ ． ０ ７

孕酮组 １ ．５８± ０ ．２ ９

ｓ＊

 １ ．５ １ ± ０ ．３ ３

＊

黄芪 甲苷组 ０ ． ５ ５ ± ０ ．１ ３ １ ． ３ ３ ± ０ ．１４
＊

党参炔苷组 ０ ． ８９ ± ０ ．ｌ （ｆ １ ． ５２ 土 ０ ． ２ ７
＊

白术 内酯Ｉ组 ０ ． １ ４土 ０ ． ０６ １ ． ７６ 士 ０ ． ３５

＊

毛蕊异黄酮组Ｕ ｌ ｉ ＯＪ ？

５＂

 １ ． ５ ７ 土 
０ ． ２８

＊

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 １ ．６７ ± ０ ．３６

ｓ ５

 １ ． ４ ７ ± ０ ．１ ７

＊

健脾组方组


１ ． ８０ 土 ＯｊＰ


１ ．５９± ０ ． １ ９

＋



注 ： 与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ〈 ０ ．０ ５ ）
；４８ ：与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ＜０ ．０ ５ ） ；

表 １ ６ 各组药物干预模型后凋亡蛋 白 Ｂａｘ 的表达 （ ｎ
＝３ ，土 ｓ ）

分组 ２ ４ｈ


４８ｈ




ＦＰ


Ｆ


Ｐ


正常组 １ ． ００ ± ０ ． ００
＊

 １ ４ ． ３ ３０ ． ０ １ ． ０ ０土 ０ ？００
＊

 １ ７ ． ６８０ ． ０

模型组 １ ． ４９± ０ ． ３６ １ ． ４ ２ ± ０ ．１ ５

孕酮组 ０ ．４ ７± ０ ．０５
ｓ ＂

 ０ ． ６８士 ０ ．１ ５

＊

黄芪 甲苷组 Ｏ ． ｅ Ｔ ｉ Ｏ ． Ｏ ？

５＊

 １ ． １ ８ 土 
０ ． １ ５

＊

党参炔苷组 ０ ． ８２± ０ ． ０９

＊

 ０ ． ５ ５ ± ０ ．１ ２

＊

白术 内酯Ｉ组 ０ ． ２ ７± ０ ．ｌ （ｆ ０ ．７ １ 土 ０ ．１ ３
＊

毛蕊异黄酮组 ０ ． ６８ 土 ０ ． ２ （ｆ １ ． ２ ０ ± ０ ．１ ２
＊

毛蕊异黄酮葡萄糖苷组０ ．７４± ０ ．１ ２

５＊

 ０ ．８ ５ ± ０ ．１ ０
＊

健脾组方组


０ ．８０± ０ ．１ ３

￥



０ ． ７９ 士 ０ ．１０

＋



注 ： ２４ｈ ：

ｘ

与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ＜０ ． ０５ ）
；４８ ，与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ ＜０ ． ０５ ） ；

６６
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２ ．５
？

※

＾
－

＞ｋ８Ｓ

２ ■

ｆ ＴＴ

故 ａ ｙ

＾１ ． ５
－ Ｉ Ｉ

？

ｃｃ＿ １ｈ
＇

網※ 圓 ※

３０ － ５
－

｜Ｔ －ｉＩ

ｊ ｌ
＿

ｉ
＿
 Ｉ ；

＿

Ｚ Ｍ Ｐ Ｈ Ｄ Ｂ ＭＴ ＭＧ Ｆ

组别

图 ２ ７ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｂｅ 丨

－

２ 表达的影响 （ ２４ ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ； 模型组 ；
Ｐ ： 孕酮组 ；

Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；
Ｄ ： 党参炔苷组 ；

Ｂ ： 白术 内 酯 Ｉ 组 ；
ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ；
※与模型组比较 Ｐ ＜０ ．０ ５

；

如 图 ２ ７ 所示 ： 与模型组比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、

毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组及健脾组方组的 Ｂ ｅ ｌ
－

２ 的表达增加 ； 其中正

常组 、 孕酮组 、 党参炔苷组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组 、 健脾组方组

与模型组比较有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ） 。

２
■

１ ．５
■

＿

拍
※ ＿

來 １
■

＿■ｆ学
※ 甲

？

ＣＣ■■ｆ｜｜Ｌ

ｆ〇 ？５
■

圍 ■Ｉｉ＿＾１

ＺＭＰＨＤＢＭＴＭＧＦ

组别
Ｊ

图 ２８ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｂａｘ 表达的影响 （ ２４ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；
Ｍ ： 模型组 ；

Ｐ ： 孕酮组 ；
Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；

Ｄ ： 党参炔苷组 ；
Ｂ ： 白术 内 酯 Ｉ 组 ；

ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ；
※与模型组比较 Ｐ ＜ ０ ．０ ５

；

如 图 ２８ 所示 ： 与模型组 比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 白术

内酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组及健脾组方组的 Ｂａｘ 的表达降低 ， 且

均具有统计学意义 （ Ｐ ＜ 〇 ．０ ５ ） 。

６ ７
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图 ２９ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｃａｓｐａｓｅ９ 表达的影响 （ ２４ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；
Ｍ ： 模型组 ；

Ｐ
： 孕酮组 ；

Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；
Ｄ ： 党参炔苷组 ；

Ｂ ： 白术 内 酯 Ｉ 组 ；
ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ；
※与模型组比较 Ｐ ＜ ０ ．０ ５

；

如 图 ２９ 所示 ： 与模型组比较正常组、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 白 术 内酯 Ｉ 组 、 毛

蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组及健脾组方组 Ｃａｓ ｐａｓ ｅ９ 的表达降低 ， 且具有统计

学意义 （ Ｐ＜０ ． ０５ ） 。
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图 ３０ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｃａｓｐａｓ ｅ３ 表达的影响 （ ２４ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；
Ｍ ： 模型组 ；

Ｐ ： 孕酮组 ；
Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；

Ｄ ： 党参炔苷组 ；
Ｂ ： 白术 内 酯 Ｉ 组 ；

ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ；
※与模型组比较 Ｐ ＜ ０ ．０ ５

；

如图 ３ ０ 所示 ： 与模型组 比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组、 白 术

内酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组的 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ３ 表达降低 。

６ ８
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图 ３ １ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｂｃ ｌ ２ 表达的影响 （ ４８ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；
Ｍ ： 模型组 ；

Ｐ ： 孕酮组 ；
Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；

Ｄ ： 党参炔苷组 ；
Ｂ ： 白术 内 酯 Ｉ 组 ；

ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ； ★与模型组比较 Ｐ ＜ ０ ．０ ５
；

如 图 ３ １ 所示 ： 与模型组 比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 白术

内酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组 、 健脾组方组的 Ｂｃ ｌ
－

２ 表达增加 ， 且

均具有统计学意义 （ Ｐ ＜ 〇 ．０５ ） 。
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图 ３ ２ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｂａｘ 表达的影响 （ ４８ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；

Ｍ ： 模型组 ；
Ｐ ： 孕酮组 ；

Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；
Ｄ ： 党参炔苷组 ；

Ｂ ： 白 术 内酯 Ｉ 组
；

ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ
： 健脾组方组 ；

★与模型组比较 Ｐ 〈０ ．０ ５
；

如 图 ３ ２ 所示 ： 与模型组 比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 白术

内 酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组 、 健脾组方组的 Ｂａｘ 的表达均 降低 ，

且均具有统计学意义 （ ｐ 〈 〇 ．０ ５ ） 。

６９
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图 ３３ 各组药物对蜕膜细胞损伤模 Ｃａｓｐａｓ ｅ３ 表达的影响 （ ４８ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；
Ｍ ： 模型组 ；

Ｐ ： 孕酮组 ；
Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；

Ｄ ： 党参炔苷组 ；
Ｂ ： 白术 内酯 Ｉ 组

；
ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ：毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ；
★与模型组比较 Ｐ 〈 ０ ．０ ５

；

如 图 ３ ３ 所示 ： 与模型组比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 白术

内 酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组 、 健脾组方组的 Ｃａｓｐａｓ ｅ３ 的表达降

低 ； 其中正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 白术 内酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮

葡萄苷组与模型组比较均具有统计学意义 （ Ｐ 〈 〇 ．０ ５ ） 。
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图 ３４ 各组药物对蜕膜细胞损伤模型 Ｃａｓｐａ ｓ ｅ９ 表达的影响 （ ４８ｈ ）

注 ： Ｚ ： 正常组 ；
Ｍ ： 模型组 ；

Ｐ ： 孕酮组 ；
Ｈ ： 黄芪 甲苷组 ；

Ｄ ： 党参炔苷组 ；
Ｂ ： 白术 内 酯 Ｉ 组 ；

ＭＴ ： 毛蕊

异黄酮组 ；
ＭＧ ： 毛蕊异黄酮葡萄糖苷组 ；

Ｆ ： 健脾组方组 ；
★与模型组比较 Ｐ ＜ ０ ．０ ５

；

如 图 ３４ 所示 ： 与模型组比较正常组 、 孕酮组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 白术

内酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组的 Ｃａ Ｓ ｐａ Ｓ ｅ９ 的表达降低 ； 其中正常

７０
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

组、 黄芪 甲苷组、 党参块苷组、 白术 内酯 Ｉ 组 、 毛蕊异黄酮葡萄苷组与模型组比较具

有统计学意义 （ Ｐ＜ ０ ． ０５ ） 。

２ ．７ ． ４ 讨论 ：

胎孕的形成 ， 主要在于先天之肾气 ； 而长养胎儿 ， 则在母体后天脾 胃所生化之

气血 。 因此 ， 对于先兆流产的治疗 ， 除应 以滋肾补肾为主外 ， 同时必须辅之以健脾而

调理气血 ， 使肾与脾 ， 先天与后天相互支持 ， 相互促进 ， 以巩固胎元 。 对习惯性流产

的治疗原则亦以补肾 、 健脾 、 补气 、 养血为主 。

鉴于此 ， 全国著名 中医家罗元恺教授拟定 了补肾健脾功效极佳的安胎成药助孕

丸 ， 从先天 （肾 ） 、 后天 （脾 ） 两方面对先兆流产与习惯性流产进行诊治 。 助孕丸由补

肾组方和健脾组方共同组成 ， 与中医理论
“

肾主先天 ， 脾主后天 ； 肾主生殖 ， 脾主营

养 。 先天与后天相互支持 ， 营养与生殖得 以协调， 的中医理论相
一

致 。 前期导师的

研宄团队已对助孕丸补肾组方的安胎机制进行了深入的研究 。 本课题主要研宄助孕丸

健脾组方的安胎机理 。 助孕丸健脾组方由党参、 黄芪 、 白术三味中药组成 ， 具有健脾

补气 、 安胎的功效 。

党参味甘性平 ， 不燥不腻 ， 归脾 、 肺经 。 既擅补 中气 ， 又善益肺气 ， 是临床上

治疗脾肺气虚证最常用之品 。 气能生血 ， 气旺津生 ， 故又具有养血生津的功效 。 也可

用于治疗血虚津亏之证 。 《本草正义 》 称其
“

力能补脾养 胃 ， 润肺生津 ， 健运中气 ，

本与人参不甚相远。 其尤可贵者 ， 则健脾运而不燥 ， 滋 胃 阴而不湿 ， 润肺不犯寒凉 ，

养血而不偏滋腻 ， 鼓舞清阳 ， 振动中气 ， 而无刚燥之弊 。

”

黄芪味甘性微温 ， 归脾 、 肺经 。 具有补气升阳 ， 益卫固表 ， 利水消肿 ， 托疮生

肌的功效 。 既擅补益脾肺之气 ， 有
“

补气之长
”

的美称 ， 又善益升举阳气 ， 常用于脾

肺气虚诸证 ， 而对脾阳不升 ， 中气下陷 ， 症见久泻脱肛 、 内脏下垂者尤为适宜 。 《本

草纲 目 》

“

元素曰 ： 黄芪甘温纯阳 ， 其用有五 ： 补诸虚不足 ，

一

也 ； 益元气 ，
二也 ；

壮脾 胃 ， 三也 ； 去肌热 ， 四也 ； 活血生血 ， 内托阴疽 ， 为疮家圣药 ， 五也 ；

”

白术甘温苦燥 ， 入脾 、 胃经 。 功善补脾益气而燥湿 ， 为健脾要药 ， 适用于脾 胃

虚弱诸证 。 又有补气健脾而安胎的之效 ， 妊娠胎动不安 ， 不论寒热虚实 ， 均可用 白术

配相关药物治之 。 《本草汇言 》 ：

“

白术 ， 乃扶植脾 胃 ， 消食除痞之要药 。 脾虚不 ， 术

能补之 ； 胃虚不纳 ， 术能助之 。

”

由上可知 ， 三者虽同有健脾益气之功效 ， 但同中有异 。 《得配本草 》 ：

“

肌表之气 ，

补宜黄芪 ， 五 内之气 ， 补宜人参
”

。 党参健脾功效最佳 ， 黄芪功偏于补肌表之气 ， 白

术燥湿而健脾 。

而本实验部分将通过考察健脾组方中 的党参 、 黄芪 、 白术中 的代表性单体成分对

蜕膜细胞损伤模型细胞的增殖率 ， 早期凋亡率和凋亡蛋 白 的表达的影响来探讨各药物

的作用机制 。

７ １
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

２ ．７ ．４ ．１ 健脾组方中各单体成分细胞给药浓度的选择

本研究在选取健脾组方及各个单体的细胞给药浓度 ， 是结合相关参考文献中各

单体的细胞给药浓度并经欲试验摸索所得 出 的 。 预实验研究时 以浓度梯度考察不 同单

体对细胞的作用发现各单体的药效并不与单体的药物浓度呈正 比 ， 有的单体在高浓度

时表现出抑制蜕膜细胞损伤模型细胞的增殖 、 促进其凋亡的作用 。 结合本研究的研宄

目 的故选取 了不同药物的较适合的浓度进行研究 。

２ ．７ ．４ ．２ＭＴＳ 法检测各组药物对蜕膜细胞损伤模型增殖率的影响

ＭＴＳ ［ ３ （
４

，
５ ｄ ｉ ｍｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ｔ ｈ ｉ ａ ｚ ｏ ｌ

－

２ ｙ ｌ ） ５ （ ３ ｃａｒｂ ｏｘ ｙｍｅ ｔ ｈ ｏ ｘ ｙ ｐｈ ｅ ｎｙ ｌ
）

２
（
４ ｓ ｕ ｌ ｆ

ｏｐ ｈ ｅ ｎ ｙ ｌ
）

２ Ｈ ｔ ｅ ｔ ｒａ ｚ ｏ ｌ ｉ ｕｍ
，

ｉ ｎ ｎ ｅ ｒｓａ ｌ ｔ ］ 是
一

种新型 的 四唑化合物 ，
可直接溶解于培

养基中 ， 孵育 １ ４ 小时 ， 被细胞生物还原成为
一

种有色的 甲臜产物 ， 这种转化很可能

是在代谢活跃的细胞中 的脱氢酶产生的 ＮＡ ＤＰＨ 或 ＮＡＤＨ 的作用 下完成的 。 然后 以酶标

仪读取 ４９ ０ ｎｍ 的吸光度值
［

１ ３ ２ １ ３ ４
］

。 米非司酮造模 ２ ４ ｈ 后 ， 模型组 比正常组增殖率明显下

降 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ） ， 表明应用 ６０ｐｍｏ ｌ ／ Ｌ 的米非 司 酮溶液成功造模 。 米非司 酮是临床上常用

的终止早孕的药物 ， 通过拮抗孕激素受体 ， 诱导相关细胞凋亡 ， 改变相关因子的表达

发挥作用 。 孕激素组 、 黄芪 甲苷组 、 党参炔苷组 、 毛蕊异黄酮组 、 健脾组方组作用

２ ４ ｈ
，

４ ８ ｈ 与模型组比较其増殖率与模型组 比较具有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ） 。 表明 以上 ５

组在 ４８ ｈ 内对蜕膜细胞损伤模型都有促进增殖的作用 ； 毛蕊异黄酮葡萄糖苷作用 ２４ ｈ

时与模型组 比较无统计学意义 （ Ｐ ＞ 〇 ．０ ５ ） ， 随药物作用时间 的延续至 ４ ８ ｈ 与模型组 比

较具有统计学意义 （ Ｐ＜ 〇 ．０５ ） ， 表明毛蕊异黄酮葡萄糖苷促进损伤模型的增殖与作用

时间有相关性 。 白术 内酯 Ｉ 组作用 ２ ４ ｈ
，
４ ８ ｈ 均无促进损伤模型增殖的作用 。 有文献

［ １ ３ ５ ］

报道菟丝子总黄酮可通过增加 卵巢 ＨＣＧ ／ Ｌ Ｈ 受体数 目 并增强其功能 ，
达到提高应激大 鼠

孕激素水平的 目 的 。 团队前期研宄发现
［ １ ３ ６

］

助孕丸补肾组方中 的黄酮类含药血清对蜕膜

细胞损伤模型有促进增殖的作用 。 本研宄也发现健脾组方中 的黄酮类物质毛蕊异黄

酮 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷对蜕膜细胞损伤模型有促进增殖的作用 。 宄其原因可能因为

黄酮类物质具有的双酚环结构与孕激素结构极为相似 ， 以至功能相近有关 。 党参具有

补 中益气 ， 健脾益肺之功效 ， 临床上常用 于补益脾 胃 ， 实验研宄发现党参对酒精所致

的 胃 黏膜损伤有很好的保护作用 ， 党参诀苷是党参保护 胃 黏膜的活性成分之
一

。 本研

究发现党参炔苷对蜕膜细胞损伤模型具有 明显的促进增殖的作用 ， 推断其在安胎方面

应具有
一

定的疗效 。 有人研究黄芪 中 的黄芪 甲 苷对滋养细胞损伤模型有促进增殖的作

用 ， 本研宄进
一

步证实黄芪 甲苷对蜕膜细胞损伤模型也有促进增殖的作用 。 总体上讲

不论是健脾组方复方成分还是其 中 的单体成分对蜕膜细胞损伤模型都有促进増殖 的

作用 。

２ ．７ ．４ ．３Ａ ｒｉ ｎ ｅ Ｘ ｉ ｎＶ Ｐ Ｉ 法流式检测各组药物对蜕膜细胞损伤模型早期凋亡率的影

响

应用 Ａｎｎ ｅ ｘ ｉ ｎＶ Ｐ Ｉ 法流式检测结果表 明应用 ６ ０
｜

ｉｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮所造的模型是

７ ２
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

成功的 。 孕激素作用 于损伤模型 ２４ ｈ 后 ， 损伤模型的早期凋亡增加 ， ４８ ｈ 后与模型组

无差异 。 有研究发现孕激素可诱导体外培养的蜕膜基质细胞的凋亡
［

１ ３ １
］

， 推测孕酮对米

非司酮诱导 的蜕膜细胞损伤模型有诱导凋亡的作用 。 党参炔苷组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛

蕊异黄酮葡萄糖苷组 、 复方组作用在 ４ ８ ｈ 内均可抑制模型 的早期凋亡 ； 黄芪 甲苷 、 白

术 内酯 Ｉ 在 ２ ４ｈ 内有抑制模型凋亡的作用 ， 随着时间 的延长至 ４８ ｈ 其抑制凋亡作用消

失 。

２ ．７ ．４ ．４Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 法检测各药物组分对蜕膜细胞损伤模型凋亡蛋 白表达的影

响

Ｂｃ ｌ ２ 家族蛋 白包括抗凋亡和促凋亡两类蛋 白各十余种 ， 在细胞凋亡过程中发挥

着关键作用 。 抗凋亡蛋 白如 Ｂｃ ｌ ２ 是通过抑制细胞色素 ｃ 及促凋亡因子的释放 ， 达到

抑制凋亡的作用 。促凋亡蛋 白如 Ｂａｘ 则通过发挥相反的作用达到促进细胞凋亡的作用 。

实际上细胞的凋亡与否受两类蛋 白 的共同作用 ： 抗凋亡蛋 白 Ｂ ｃ ｌ ２ 阻碍 由环境因素所

造成的细胞凋亡 ； 而促凋亡蛋 白 Ｂａ ｘ 则 与抗凋亡蛋 白 Ｂ ｃ ｌ ２ 结合 ， 使解其凋亡抑制被

解除 ， 开启细胞凋亡的过程 。 从本实验 Ｂｃ ｌ ２ 的表达情况来看孕酮组 、 党参炔苷

组 、 毛蕊异黄酮组 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷在 ２４ ｈ 及 ４８ ｈ 与模型组 比较 Ｂ ｃ ｌ ２ 的表达均

有所增加 ， 从而对模型的凋亡起到抑制作用 。 黄芪 甲苷组在 ２ ４ ｈ 时对模型 Ｂ ｅ ｌ ２ 的表

达有促进的趋势 ， 但无统计学意义 ； 而在 ４ ８ ｈ 时其 Ｂ ｃ ｌ ２ 的表达增加与模型组 比较具

有统计学意义 。 白术 内 酯 Ｉ 组在 ２ ４ ｈ 时对模型 Ｂ ｅ ｌ ２ 的表达无作用 ， 而在 ４８ｈ 时其

Ｂ ｃ ｌ ２ 的表达增加与模型组比较具有统计学意义 。 观测 Ｂａｘ 的表达情况发现各组药物

作用 ２ ４ ｈ 、 ４ ８ ｈ 后与模型组比较均降低 了Ｂａｘ 表达 。 由此可推测 出孕酮 、 健脾组方和

健脾组方中成分抑制蜕膜细胞损伤模型 的凋亡是通过促进抗凋亡蛋 白 的表达 ， 抑制促

凋亡蛋 白 的表达来实现的 。 有学者
［ １ ４ °

］

利用米非 司 酮进行子宫 内膜 间质细胞的造模研

宄 ， 发现米非司 酮作用 后子宫蜕膜间质细胞的凋亡率 明显增加 ， 同时 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ３ 、

Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ９ 等相关的凋亡基因及蛋 白 的表达升高 ， 而 Ｖ ＥＧＦ 的基因蛋 白水平下降 。 本研

究发现黄芪 甲苷组 、 白术 内 酯 Ｉ 组及毛蕊异黄酮组在 ２ ４ｈ 和 ４ ８ ｈ 都有抑制 Ｃａｓｐａｓ ｅ ３

表达的作用 ， 而孕激素及毛蕊异黄酮葡萄糖苷组则作用 ４８ ｈ 后才显示 出 该作用 。 从

Ｃａｓｐａ ｓ ｅ ９ 的表达情况看黄芪 甲苷组 、 白术 内 酯 Ｉ 组及毛蕊异黄酮葡萄糖苷组不论在

２ ４ ｈ 还是 ４８ ｈ 都表现 出抑制 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ９ 表达的作用 ， 而孕酮组 、 毛蕊异黄酮组和健脾

组方组在 ２ ４ ｈ 表现 出抑制 Ｃ ａ ｓ ｐａｓ ｅ ９ 表达的作用至 ４８ ｈ 时该作用消失 ； 党参炔苷组在

２ ４ ｈ 未抑制 Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ９ 表达的作用 ，
４ ８ ｈ 时抑制 了Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ ９ 的表达 ；

２ ． ７ ． ５ 小结

比较正常组与模型组蜕膜细胞的增殖活力 、 凋亡率及凋亡蛋 白 的表达情况均表

明采用 ６０－ｏ ｌ ／Ｌ 的米非司 酮造模成功 。 健脾组方中 的单体成分党参炔苷 、 黄芪 甲苷 、

毛蕊异黄酮 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷 、 芒柄花素 、 芒柄花苷 、 白术 内酯 Ｉ 及健脾组方 、

孕酮对蜕膜细胞损伤模型有不 同程度的促进增殖 ， 抑制凋亡的作用 。

７ ３
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结语

本研究 以导师带领的团队对助孕丸中补肾组方进行了 中药指纹图谱 、 药效学及药

代动力学研宄为基础 ， 从体外到体 内再到细胞 ， 对助孕丸中另
一

重要组成部分
－一健

脾组方进行 了物质基础分析 ， 药代动力学研宄及细胞损伤模型的药效学研究 。 形成了

体外－体内
－

细胞
一

体化的探宄模式 ， 由此得出 以下结论 ：

１ ．１本研宄建立 了分析助孕丸健脾组方提取物药效物质基础的液质联用方法 ， 并归属

了主要色谱峰来源 ， 为提高复方质控标准提供化学依据 。 并为黄酮类 、 皂苷类 、 内酯

类 、 糖苷类等化合物的分析提供了质谱裂解规律的参考 。

１ ．２应用液质联用技术可快速 、 精确地测定 中药党参及健脾组方中党参炔苷的含量 。

为中药党参药材的质量控制提供了保障 。

１ ．３建立了 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ测定大鼠血浆中党参块苷含量的方法 。 用于党参炔苷药代动

力学的研宄 。 经比较单体组、 中药党参组及健脾组方组的药代动力学参数 ， 发现党参

及健脾组方中的物质有促进党参炔苷的吸收 ， 提高党参炔苷的生物利用度 ， 延长党参

炔苷在体内停留时间等作用 。

１ ． ４应用米非司酮 （ ＲＵ
－

４８６ ） 建立了蜕膜细胞损伤模型并应用 ＭＴＳ法明确健脾组方中的

党参炔苷 、 黄芪 甲苷、 毛蕊异黄酮 、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、 等对蜕膜细胞损伤模型具

有促进增殖的作用 。 健脾组方总提取物、 黄体酮亦有同样的促进増殖作用 。 应用流式

细胞仪检测蜕膜损伤模型的早期凋亡率 ， Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏｔ技术检测凋亡蛋 白 的表达情况

初步明确健脾组方及其中 的化学成分对蜕膜细胞损伤模型有不 同程度的抑制早期凋

亡率及凋亡蛋 白表达的作用 。 从而推论其作用机制是通过促进损伤细胞增殖、 抑制其

凋亡实现的 。

本文的创新之处在于 ：

２ ． １ 首次应用 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ
Ｅ

技术对健脾组方进行物质基础分析 ， 并对主要色谱峰进

行药材归属 。 表征了复方中的 ３７ 个色谱峰 ， 利用 已知标准品鉴定 了７ 个代表性化合

物 。

２ ．２ 首次应用 ＵＰＬＣ／Ｑ
－

ＴＯＦ
－

ＭＳ 技术研究了党参炔苷的药代动力学 ， 比较了 党参炔苷 以

单体形式 、 中药党参形式 、 健脾组方形式的药代动力学差异 ， 为组方配伍理论及助孕

丸的临床合理应用提供参考依据 ；

２ ． ３ 观察了组方及其中 的单体成分对蜕膜细胞损伤模型的作用 ， 经观察细胞的增殖活

力 ， 早期凋亡率及凋亡蛋 白 的表达情况 ， 明确健脾组方中的化学成分有促进损伤模型

增殖 ， 抑制其凋亡的作用 。

论文虽取得了 以上结果 ， 但仍存在 以下不足同时我们也提出 了 以后将要继续努力的方

向 ：

７４
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３ ． １ 中药复方成分复杂 ， 而相应的标准品资源有限 ， 因此复方中的大部分化合物是通

过多级质谱的裂解信息 、 Ｍａｓ ｓ ｌ ｙｎｘ软件提供的可能化合物组成结合相关文献信息对比

推断得知的 。 由于个人能力有限未能解析检测到的全部化合物 ， 后续还可深入研究 。

３ ． ２ 论文第五部分经细胞学验证党参炔苷 、 毛蕊异黄酮、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷等单体

成分对蜕膜细胞损伤模型有促进增殖 、 抑制凋亡的作用 ， 但本研究仅 以党参炔苷单体

为代表研究其体内 的药代动力学过程 ， 今后可对其他单体进行药代动力学的研宄 ， 能

更全面地反映健脾组方的体 内药代动力学过程 ， 为临床合理用药提供 良好的参考依

据 。

３ ．３ 本研究仅选取了各单味中药中具有代表性的单体成分考察对蜕膜细胞损伤模型

的影响 ， 未探讨其他黄酮类物质如芒柄花素 ， 芒柄花苷 ， 内酯类物质等对蜕膜细胞损

伤模型的作用 。 后续可继续研究这些成分对损伤模型的影响 ， 还可将不同的成分按不

同的 比例进行组合筛选出最优配比 。

３ ． ４ 在考察健脾组方中 的成分对蜕膜细胞损伤模型的作用时 ， 仅选取 了 ２４ｈ和 ４８ｈ两个

时间点 ， 在今后的实验中可加入更多地检测时间点进行观测 。

３ ． ５ 本实验初步筛选出健脾组方中对蜕膜细胞损伤模型的有作用 的成分 ， 对其作用机

理也仅从增殖活力 、 细胞早期凋亡率及几种与凋亡密切相关的蛋白 的表达来分析 ， 今

后可选择多条通路上的多个蛋 白进行检测 ， 也可利用 ＲＴ
－

ＰＣＲ技术从基因水平上进
一

步

明确各个成分的作用机理 。

７５
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