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含丹参酮ⅡＡ磺酸钠小鼠血清的制备及其对

ＰＣＡＳＭＣｓ的ＢＫＣａ作用的初探

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（泸州医学院心肌电生理学研究室，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　探讨一种将中药血清药理学和电生理学技术结合的方法，并将该方法运用到中药丹参的有效成分丹参酮ⅡＡ

磺酸钠（ＤＳ２０１）的舒血管机制研究。方法　采用醇提法提取丹参有效成分，将该提取液给予小鼠灌胃，经眼球采血得到小鼠血

清，用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定小鼠血清中ＤＳ２０１的含量，并将该含药血清应用于单通道膜片钳实验，研究其对猪冠状动脉

平滑肌细胞（ＰＣＡＳＭＣｓ）大电导钙激活钾通道（ＢＫＣａ）的作用。结果　含ＤＳ２０１血清浓度线性范围是０．７３～１．９１μｇ／ｍＬ（狉＝

０．９９７７），回收率是９９．８５％～１０１．４７％，血药浓度为（７．３２±４．２５）μｇ／ｍＬ；单通道膜片钳实验结果显示小鼠含ＤＳ２０１血清对

ＰＣＡＳＭＣｓ的ＢＫＣａ有激活作用，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　该研究建立的提取丹参有效成分丹参酮的醇提法简单、

实用、可靠，且测定ＤＳ２０１含量的 ＨＰＬＣ方法精确；应选取高质量丹参和（或）提高丹参在体内的生物利用度，才能更好地将血清

药理学和电生理学技术结合在一起。
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　　中药血清药理学方法是将中药和（或）中药复方经口灌胃

动物一段时间之后，经静脉或眼球等方式采集血液、得到血清，

再用该含药物的血清进行其他体外实验，是一种半体内半体外

的实验方法［１］。用含药血清代替中药煎剂或中药粗制提取物

进行动物体外实验，是最近２０年才新兴起来的一种方法学。

其优点在于排除了中药煎剂或中药粗制提取物本身的化学物

质对体外实验的干扰，还可以反映中药在体内的各种生物化学

转化效应，比直接把中药煎剂或中药粗制提取物直接应用于体

外实验更科学、更客观［２］。膜片钳技术在国内国际上都是一种

新型的先进技术，它是通过对各种离子通道动力学的观察，从

而阐明中药对细胞的作用机制，因此将中药血清药理学和膜片

钳技术联合应用研究中药的各种作用机制，将为中药的机制研

究和应用开辟广阔的前景。本实验以中药丹参为例，建立提取

丹参有效成分的醇提法和丹参提取液灌小鼠胃后小鼠血清中

丹参酮ⅡＡ磺酸钠（ＤＳ２０１）含量的高效液相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒ

ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）检测法，并监测实验

中小鼠血药浓度，再观察含ＤＳ２０１小鼠血清对猪冠状动脉平

滑肌细胞（ＰＣＡＳＭＣｓ）上大电导钙激活钾通道（ＢＫＣａ）的作用，

希望通过建立中药血清药理学方法和电生理技术联合应用的

方法，对丹参舒血管的电生理机制进行更深入的探讨。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＨＰＬＣ仪１套；高速离心机（上海安亭科学

仪器厂），电子天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，Ｓｗｉｓｓ）；ＣＥＺ２２００型膜片

钳系统（ＮｉｈｏｎＫｏｈｏｅｎ公司，Ｊａｐａｎ）１套；ＰＣ１０玻璃微管拉制

仪（Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ公司，Ｊａｐａｎ），ｐＣＬＡＭＰ６．０和１０．１分析软件

（Ａｘｏｎ公司，ＵＳＡ）各１套。丹参药材（泸州市宝光药房）；ＤＳ

２０１对照品（批号：１１０７６６２００３１５）和卡马西平对照品均购自中

国药品生物制品检定所，乙腈和甲醇为色谱纯。

１．２　实验动物　小鼠（昆明种属），体质量２５～３５ｇ，均来自泸

州医学院实验动物中心，雌雄不拘。猪心取自泸州市屠宰场。
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１．３　丹参提取液的制备　称取一定量的丹参原生药，用５倍

量７０％乙醇浸泡３ｄ后，用８层纱布过滤，滤液用６０℃恒温水

浴箱蒸发成１．１∶１．０的浓度，用滤纸过滤后再蒸发；药渣再用

５倍量７０％乙醇浸泡２ｄ，再用８层纱布过滤，滤液用６０℃恒

温水浴箱蒸发成１．１∶１．０的浓度，用滤纸过滤后再蒸发，滤渣

再水煎３０ｍｉｎ，过滤蒸发，再用滤纸过滤、蒸发，与前２次醇提

药液混合，蒸发至乙醇全无。

１．４　含药血清的制备　小鼠给药量用以下公式计算，给药

量＝临床用量×动物等效面积系数×浴槽内血清稀释度
［３］。

小鼠按１９５ｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，采用“通法”方法给药，即每天２次

给药，连续给药３ｄ和（或）７ｄ，最后一次给药０．５ｈ后摘眼球

取血［４］。血液室温静置５ｍｉｎ后，以２５００ｒ／ｍｉｎ速率离心２５

ｍｉｎ，取血清于５６℃恒温水浴箱中进行３０ｍｉｎ的灭活处理，保

存于４℃冰箱中备用。

１．５　标准液和内标液的配备　精确称量ＤＳ２０１对照品，用超

纯水溶解，配成一系列ＤＳ２０１标准液，于４℃储存。另外称取

卡马西平作为内标，用乙腈溶解，终浓度为２．０８μｇ／ｍＬ，储存

于４℃冰箱，备用
［５］。

１．６　血清样品制备　将１００μＬ血清样品和１５０μＬ内标液吸

取至１．５ｍＬ离心管中，震荡混匀，再以１５０００ｒ／ｍｉｎ速率离

心１０ｍｉｎ，留取上清液
［５］。

１．７　色谱条件　流动相为甲醇水，８０∶２０，柱温为３０℃，流

速为１．００ｍＬ／ｍｉｎ，波长２７０ｎｍ，进样量２０μＬ。

１．８　标准曲线绘制和小鼠血清中ＤＳ２０１含量测定　将“１．５”

项配成的一系列的 ＤＳ２０１标准溶液１０μＬ和空白血清９０

μＬ，配成浓度为４０、８０μＭ ＤＳ２０１血清样品各３份，按照

“１．６”项处理血清样品，按照“１．７”项的色谱条件进行测定。把

ＤＳ２０１标准液浓度设成横坐标即Ｘ轴，把样品的峰高和内标

的峰高之比设成纵坐标即 Ｙ轴，线性回归即可得标准曲线。

取以上制备好的含ＤＳ２０１血清样品１００μＬ，按照“１．６”项方

法处理，进样，测定，按标准曲线精确计算出血清中ＤＳ２０１浓

度［５］。

１．９　含ＤＳ２０１血清对ＰＣＡＳＭＣｓ上ＢＫＣａ的作用

１．９．１　溶液Ⅰ成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）　ＮａＣｌ１２７．００，ＫＣｌ５．９０，

ＭｇＣｌ２１．２０，Ｇｌｕｃｏｓｅ１２．００，４羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）

１０．００，ＣａＣｌ２２．４０。ｐＨ用ＮａＯＨ调至７．４０
［６］。

１．９．２　溶液Ⅱ成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）　ＮａＣｌ１２７．００，ＫＣｌ５．９０，

ＭｇＣｌ２１．２０，Ｇｌｕｃｏｓｅ１２．００，ＨＥＰＥＳ１０．００。ｐＨ 用 ＮａＯＨ 调

至７．４０
［６］。

１．９．３　电极液成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）　 ＫＡｓｐ４０．００，ＫＣ１１００．００，

ＨＥＰＥＳ１０．００，ＣａＣｌ２，根据实验要求加入相应剂量。ｐＨ 用

ＫＯＨ调至７．２０
［５］。

１．９．４　细胞浴液成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）　ＫＡｓｐ１００．００，ＫＣｌ４０．００，

ＨＥＰＥＳ１０．００，ＥＧＴＡ１．００，ＣａＣｌ２０．５５。ｐＨ 用 ＫＯＨ 调至

７．２０
［５］。

１．９．５　酶液
［７］
　酶Ⅰ成分（ｍｇ／ｍＬ）：木瓜蛋白酶１．０，二硫苏

糖醇０．６８，清蛋白２．００，用溶液Ⅱ溶解；酶Ⅱ成分（ｍｇ／ｍＬ）：Ｆ

型胶原酶１．６１５，用溶液Ⅱ溶解。

１．９．６　单通道膜片钳实验　取回猪心，在溶液Ⅰ中游离出单

根的冠状动脉，用眼科剪将游离出的动脉纵行剖开，将其放入

盛有溶液Ⅱ的培养皿中剪成２ｍｍ×２ｍｍ×１ｍｍ的动脉条

块。将该动脉条块放入盛有酶液Ⅰ的玻璃小瓶中，在３７℃恒

温水浴箱中振荡消化约９ｍｉｎ；再取出组织块放入盛有酶液Ⅱ

的玻璃小瓶中继续消化约６ｍｉｎ，然后取出组织块放入盛有溶

液Ⅱ的玻璃小瓶中，用玻璃吸管轻轻吹打，将细胞悬液滴于载

玻片上，在显微镜下进行观察。若在低倍视野（１０×１０）下能找

到８～１０个单个的ＰＣＡＳＭＣｓ细胞，且细胞膜表面光滑、折光

性好、立体感强，即可终止消化［８］。在室温下，将ＰＣＡＳＭＣｓ放

在浴槽中，浴液灌流１０ｍｉｎ，在倒置显微镜下找到单个贴壁性

好的细胞，利用微推进器将电极尖端向细胞靠近，给予负压，形

成高阻封接，阻抗达１０～１００ＧΩ，即成为细胞贴附式膜片，用

推进器将电极尖端提出浴液，于空气中暴露２～３ｓ，重新放回

浴液，即形成内面向外式膜片［９１０］。以ＤＳ２０１标准品作为阳

性对照，比较含 ＤＳ２０１小鼠血清对ＰＣＡＳＭＣｓ的ＢＫＣａ的作

用。在血清中加入５ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ处理，以排除血清中Ｃａ２＋

对实验结果的干扰［１１］。

２　结　　果

２．１　灌胃液中ＤＳ２０１的含量　由于提取的灌胃液较黏稠，而

且含糖量较高，不易稀释，本研究采用称量的方法计算其含量。

灌胃液中ＤＳ２０１的含量为２０．２８μｇ／ｇ，密度为１．２９ｇ／ｍＬ，浓

度为８９．９３μｍｏｌ／Ｌ。此浓度远远大于张洁等
［１２］报道的 ＤＳ

２０１在ＰＣＡＳＭＣｓ内面向外式膜片上的有效浓度（５～２０μｍｏｌ／

Ｌ），也高于Ｙａｎｇ等
［１３］报道的ＤＳ２０１在ＰＣＡＳＭＣｓ内面向外

式膜片上的有效浓度（４０～８０μｍｏｌ／Ｌ）。

２．２　ＨＰＬＣ结果

２．２．１　ＨＰＬＣ色谱　在设定的色谱条件下，小鼠血清样品、小

鼠血清对照品和内标液的色谱图见图１。

　　１峰：基线；２峰：含ＤＳ２０１血清；３峰：空白血清＋标准品；４峰：

内标。

图１　　小鼠血清高效液相色谱图

　　Ａ：空白对照组（空白血清）；Ｂ：含ＤＳ２０１血清；Ｃ：４０μｍｏｌ／ＬＤＳ

２０１标准品；Ｄ：８０μｍｏｌ／ＬＤＳ２０１标准品（溶液中游离 Ｃａ
２＋ 浓度为

１０－７ｍｏｌ／Ｌ，膜电位为＋４０ｍＶ）。

图２　　ＤＳ２０１对ＰＣＡＳＭＣｓ的ＢＫＣａ的作用

２．２．２　丹参提取液灌胃后小鼠血清中ＤＳ２０１浓度　小鼠血
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清的标准曲线回归方程为：犢＝０．４８＋０．３８犡（狉＝０．９９７７），计

算得出小鼠血清中 ＤＳ２０１浓度范围为０．７３～１．９１μｇ／

ｍＬ
［１４］，该浓度不能达到 ＤＳ２０１在ＰＣＡＳＭＣｓ内面向外式膜

片上的有效浓度，延长灌胃时间仍然没有升高血清中ＤＳ２０１

浓度。

２．３　含ＤＳ２０１小鼠血清对ＰＣＡＳＭＣｓ的ＢＫＣａ作用的初步观

察　在ＰＣＡＳＭＣｓ的内面向外膜片上，阳性对照ＤＳ２０１标准

品在４０μＭ和８０μＭ浓度下均都显著激活ＢＫＣａ（狀＝９）。用

本文所述丹参提取液灌胃小鼠３ｄ或７ｄ后的含ＤＳ２０１血清

对ＰＣＡＳＭＣｓ上 ＢＫＣａ没有显著激活作用（狀＝１５），如图２

所示。

３　讨　　论

１９８４年召开的第１届汉医药学会上，日本学者Ｉｗａｍａ

等［１５］首次提出将含药血清替代中药煎剂或中药粗制提取物用

在动物体外实验的概念。１９８８年，日本学者田代真一首次提

出血清药理学这一概念。经过２０年的发展，血清药理学这一

新型的方法已经广泛运用到各种科研领域中，但将中药血清药

理学应用于电生理学的研究还很少，因此本研究尝试建立一种

中药血清药理学和膜片钳技术研究离子通道动力学二者联合

应用的崭新方法，用来解决传统中药研究中只能给予中药单体

有效成分进行膜片钳实验的局限性，进一步扩展到复方制剂也

可应用于膜片钳实验，这将大大扩大了中药研究领域。

小动脉与微动脉壁平滑肌细胞的收缩活动产生血管张力，

位于其上的离子通道发挥着重要的作用，而作为平滑肌细胞主

要的负反馈调节器的ＢＫＣａ则在平滑肌舒张调节中发挥着关键

作用。ＢＫＣａ激活后，可负反馈引起血管舒张，许多舒血管活性

物质都可以通过对该通道的激活而发挥作用。ＤＳ２０１具有舒

张血管效应，广泛应用于临床，因此，把ＢＫＣａ作为该实验的观

察指标。

本实验将丹参生药以１９５ｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１剂量灌胃小鼠３ｄ

或７ｄ后，其含ＤＳ２０１血清都对ＰＣＡＳＭＣｓ的ＢＫＣａ无显著激

活作用，而阳性对照ＤＳ２０１标准品在４０、８０μＭ 均可显著激

活该通道与Ｔａｎ等
［１６］结果一致。结果表明，含ＤＳ２０１小鼠血

清不能有效激活ＢＫＣａ，与用 ＨＰＬＣ法测量的小鼠血清中ＤＳ

２０１含量低一致。中药血清药理学有这样的观点，中药煎剂或

粗制提取物经口灌胃后，再经肠道吸收，肝脏代谢后进入血液，

其有效成分到达各脏器发挥药效，另外还有其内生成分发挥作

用。本研究结果表明，中药丹参提取液灌胃小鼠后血清中没有

可以激活ＢＫＣａ的内生性有效成分产生，或用膜片钳方法不能

有效检测出能显著激活ＰＣＡＳＭＣｓ上ＢＫＣａ的物质。

ＨＰＬＣ结果显示，经３ｄ或７ｄ灌胃后小鼠血清中含ＤＳ

２０１有效浓度太低，无法达到激活ＰＣＡＳＭＣｓ上ＢＫＣａ的 ＤＳ

２０１最低浓度（５μｍｏｌ／Ｌ）。为了进一步提高小鼠血清中有效

药物浓度，作者采取给予小鼠最大药物剂量灌胃，使其达到小

鼠最大耐受量，并延长灌胃时间，最长达到１５ｄ，增加灌胃次

数，仍然不能达到小鼠血清中有效药物浓度。因此，为了能使

膜片钳技术和中药血清药理学方法有效地结合起来，今后的研

究中需要进一步提高小鼠血清中有效药物浓度。因此，需要选

用高质量的中药材、促进药物在机体内的吸收、提高药物在机

体内的生物利用度［５］。这将为以后研究中药单体及复方制剂

提供一个新思路。
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