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辛芩减方对豚鼠变应性鼻炎的药效学研究"
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"摘要#

!

目的
!

评价中药辛芩方去掉细辛后的安全性及有效性'方法
!

采用高效液相色谱法"

aSDT

%检测药效成分黄芩苷

及毒性成分马兜铃酸的含量!建立豚鼠变应性鼻炎模型研究辛芩全方及减方对豚鼠变应性鼻炎的作用'结果
!

辛芩全方及减方

浸膏中黄芩苷含量分别为"

$'&$)b%&%2

%&"

$0&''b%&02
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F
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4

F

!差异无统计学意义"

<

%

%&%2

%$辛芩全方马兜铃酸的含量为

%&%%%$c

!辛芩减方中未检测到马兜铃酸$辛芩全方及减方均可显著性地减少豚鼠鼻部症状如抓鼻"

<

$

%&%$

%&打喷嚏的次数

"

<

$

%&%2

%!降低血清中组胺的含量"

<

$

%&%2

%!减少鼻黏膜中嗜酸性粒细胞数量"

<

$

%&%%$

%!并且可改善鼻黏膜形态!且两方各

项指标之间差异无统计学意义"

<

%

%&%2

%'结论
!

辛芩减方可在避免细辛中马兜铃酸给机体带来潜在毒副作用的同时!达到对

变应性鼻炎的治疗作用'
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变应性鼻炎$辛芩$减方$黄芩苷$马兜铃酸
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变应性鼻炎$
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&是鼻炎中常见的类型#临床

上常伴有鼻痒*打喷嚏*流清涕等症状'

$

(

#给患者的生活带来很

大的不便)近年来变应性鼻炎全球发病率为
$-c

#但近
'%c

的人都受到变应性鼻炎$

97

&的影响'

1.0

(

#严重威胁着人们的生

存和生活质量)中药辛芩方是由细辛*黄芩*荆芥*防风*白芷*

苍耳子*黄芪*白术*桂枝*石菖蒲
$%

味药组成#能益气固表#祛

风通窍)以该方为基础的中药制剂在治疗变应性鼻炎方面均

有很好的疗效'

2.-

(

)但辛芩方中含有微量马兜铃酸#自马兜铃

酸事件后#该物质对肾脏的毒性在世界范围内取得共识)因此

本实验欲去掉辛芩方中毒性药材细辛#研究辛芩减方对变应性

鼻炎的治疗作用#旨在保证中药治疗作用的同时减少其潜在毒

副作用)
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材料与方法
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材料
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实验试剂
!

甲苯
.1

#

0.

二异氰酸酯$

:\R

#

+#

F
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#批号!

LaQ\$(/Y

&%豚 鼠 组 胺 试 剂 盒 $武 汉 优 尔 生#批 号!

D$0%'$1122

&%氯雷他定$上海先灵葆雅制药有限公司#批号!

$$̂7d]$%'(

&%黄芩苷对照品$中国食品药品检定所#批号!

$$%-$2.1%$$$-

&%马兜铃酸对照品$中国食品药品检定所#批

号!

$$%-0/.1%$'%(

&%甲 醇 $

a",<

?

A<==

#色 谱 纯#批 号!

81:_$a

&%羟甲基纤维素钠$

TJT.8>

#国药集团化学试剂有

限公司#批号!

]1%%)%$12

&%多聚甲醛$天津市光复精细化工研

究所#批号!

2%$$)

&)

>&>&?
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实验仪器
!

美国
9

F

#=<,C$1%%

系列高效液相色谱法

$

aSDT

&$

_$'119

在线真空脱气机#

_$'$$9

四元梯度泵#

_$'1(9

自动温控进样器#

_$'$)9

柱温箱#

_$'$0Q

紫外检测

器&%

JI1'2

型电子分析天平$德国赛多利斯&%

DQ'%L

显微镜

$德国莱卡&)

>&>&@
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实验动物
!

豚鼠$

'%%b2%

&

F

#雄性#

2%

只#动物饲养于

清洁级#动物饲养许可证号!豚鼠
LWdX

$渝&

1%$1.%%$$

)

>&?
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方法
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辛芩全方及减方浸膏的制备
!

按照辛芩处方和减方各

药的比例#称取各药
2%

F

#加入
/

倍量的水浸泡
%&2B

)煎煮
1

次#第
$

次
$&2B

#第
1

次
$&%B

#煎液滤过#滤液合并#浓缩至一

定体积#真空干燥#得干浸膏#置于干燥器中备用'

)

(

)全方和减

方的浸膏回收率分别为$

11&'1b%&02

&

c

和$

1$&-'b$&'0

&

c

)

>&?&?
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辛芩全方及减方中黄芩苷的含量测定
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浸膏提取物的前处理'

/

(

!

取浸膏约
%&2

F

#精密称

定#置于具塞锥形瓶中#精密加入
-%c

的乙醇
2%4D

#密塞#称

定质量)超声处理
'%4#,

#放冷#称定质量#

-%c

的乙醇补足减

失的质量#摇匀#滤过#取续滤液#即得)

>&?&?&?
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黄芩苷
aSDT

定量检测方法
!

色谱条件!

SB<,"4<.

/0-'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1-

期

"

基金项目!国家自然科学基金青年基金$

/$'%'1/)

&%重庆市科技攻关计划项目$

5+C51%$1
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作者简介$唐勤$

$(//U

&#硕

士#药师#主要从事中药免疫与药理研究)

!

#

!

通讯作者#
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!
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色谱柱$

12%&%44[0&)44

#

2

%

4

&%检测波长

为
1-/,4

%进样量
$%

%

D

%柱温
'% V

%以甲醇为流动相
9

#

%&1c

的磷酸为流动相
Q

%梯度洗脱条件!

%

#

$%4#,

$

2$c9

&#
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#

$'4#,

$

2$c
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辛芩全方及减方中马兜铃酸含量测定
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浸膏提取物的前处理'

/

(

!

取浸膏约
2&%

F

#精密称

定#置于具塞锥形瓶中#精密加入
-%c

的甲醇
124D

#密塞#称

定质量)超声处理
'%4#,

#放冷#称定质量#

-%c

的甲醇补足减

失的质量#摇匀#滤过#取续滤液#即得)
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马兜铃酸
aSDT

检测方法'

(

(
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色谱条件!
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色谱柱$

12%&%44[0&)44

#

2

%

4

&%检测波长

为
12%,4

%进样量
1%

%

D

%流动相甲醇
.$c

冰醋酸$

-%f'%

&%流

速
$4D

"

4#,

%柱温
'%V

)

>&?&A

!

变应性鼻炎模型的建立
!

参照-中药药理实验方法学.

中动物病理模型的建立方法'

$%.$$

(

#豚鼠
'2

只#适应性饲养
'!

)

除健康对照组$

-

只&外#其余动物每日经双侧鼻腔滴入
$%c

甲

苯
.1

#

0.

二异氰酸酯$

:\R

&橄榄油溶液#每侧
2

%

D

#每日
$

次#连

续
-!

#空白组每日滴入同体积的橄榄油)于第
-

天滴鼻后#观

察经激发后
$2&%4#,

内豚鼠鼻部局部症状#并记录豚鼠抓鼻*

喷嚏和流清涕的次数与严重程度)抓鼻!轻抓鼻
$

#

1

次为
$

分#剧烈抓鼻四周为
1

分%喷嚏!

$

#

'

个为
$

分#

0

#

$%

个为
1

分#

$$

个以上为
'

分%流涕!流到前鼻孔为
$

分#超过前鼻孔为

1

分#涕流满面为
'

分)评分结果大于
2

分者#造模成功)

>&?&E

!

分组与给药
!

取造模成功的豚鼠
1/

只#随机分为模型

组*氯雷他定组$

$4

F

"

N

F

&*辛芩减方组$

$&/

F

"

N

F

&和辛芩全方

组$

1&$

F

"

N

F

&)各组豚鼠灌胃给药#每日
$

次#连续
$0!

#模型

组和空白组给予等体积的
%&2c

羧甲基纤维素钠$

TJT.8>

&)

给药期间#甲苯二异氰酸酯$

:\R

&改为给药后
$&%B

滴鼻#隔日

刺激)

>&?&F

!

鼻部过敏症状记录
!

灌胃给药结束后#采用盲评法记

录
:\R

刺激后
$2&%4#,

内抓鼻*喷嚏的次数#并与给药前抓鼻

和喷嚏次数相比较#研究对鼻部过敏症状的改善情况)

>&?&G

!

血清中组胺的检测
!

灌胃给药后#将豚鼠用
$%c

的水

合氯醛麻醉#股动脉取血)静置
1&%B

#

'%%%6

"

4#,

离心
$%

4#,

#取血清#分装后置于
U/%V

超低温冰箱中)按照
IDRL9

试剂盒说明书#检测血清中组胺的含量)

>&?&H

!

鼻黏膜形态学观察
!

灌胃给药结束麻醉后#剥除上颌

骨部皮肤并将上颌骨从颅骨中游离出来#沿鼻中线切开#暴露

鼻中隔及双侧鼻腔#将鼻中隔前中段剪下#取鼻中隔两侧的鼻

黏膜组织固定在
$%c

的多聚甲醛中#石蜡包埋#切片#

aI

染

色#显微镜观察鼻黏膜的形态及嗜酸性粒细胞数量)

>&@

!

统计学处理
!

采用
LSLL$/&%

统计软件进行统计分析#

计量资料用
Kb@

表示#采用方差分析#检验水准
&

g%&%2

#以

<

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

黄芩苷含量
!

按以上色谱条件分别检测黄芩苷对照品

$

)1&0/

%

F

"

4D

&*辛芩全方浸膏*辛芩减方浸膏的色谱行为)

在该条件下#黄芩苷色谱峰如箭头所示#保留时间为
/&-4#,

#

理论塔板数
2-%%

#分离度为
0&/

)该条件符合辛芩方中黄芩

苷的检测#其色谱图见图
$

)

!!

9

!黄芩苷对照品%

Q

!辛芩全方%

T

!辛芩减方)箭头所指为黄芩苷色谱峰)

图
$

!!

aSDT

检测黄芩苷含量系统适应性实验图谱

!!

按照方法学考察要求#对线性*回收率#以及重复性实验进

行考察#均符合要求#表明该方法分离度好*稳定#可用于方中

黄芩苷的检测)按照浸膏前处理的方法#采用
aSDT

法检测

浸膏中黄芩苷的含量#在三批次样品中辛芩全方及减方中黄芩

苷的平均含量分别为$

$'&$)b%&%2

&和$

$0&''b%&02

&

%

F

"

4

F

#

两方之间的黄芩苷含量差异无统计学意义$

<

%

%&%2

&)见表

$

)

表
$

!!

辛芩全方及减方浸膏中黄芩苷的含量%

Kb@

'

%

F

(

4

F

&

批次 辛芩全方 辛芩减方

$ $1&)-b%&%/ $'&(%b%&00

1 $'&$0b%&$' $0&1(b%&0-

' $'&)/b%&%1 $0&/%b%&1%

平均值
$'&$)b%&%2 $0&''b%&02

?&?

!

马兜铃酸的含量
!

按照
$&1&'

项下的前处理方法及色谱

条件分别检测马兜铃酸对照品$

$)&0

%

F

"

4D

&*辛芩全方浸膏

以及减方浸膏的色谱行为#该方法的理论塔板数
$%$//

)该条

件下各样品色谱图见图
1

)

!!

从色谱图中可以看到#马兜铃酸的保留时间为
$%&14#,

$

9

&#辛芩全方在
$%&14#,

有马兜铃酸的峰$

Q

&#减方中未检

测到马兜铃酸$

T

&)初步含量测定结果表明#辛芩方浸膏中的

马兜铃酸的含量为
%&%%%$c

#低于药典规定的
%&%%$%c

)

?&@

!

豚鼠鼻部症状的改善
!

记录豚鼠给药前后
$2&%4#,

内

抓鼻和喷嚏的次数)豚鼠在给予
:\R

刺激
$2&%4#,

内#均有

明显的抓鼻及打喷嚏现象#且鼻内湿润流涕)按照
$&1&0

项下

的评分原则进行评分#各豚鼠总分数均大于
2

分#表明造模成

功)在分组给药后#与模型组相比#各药物组抓鼻次数和喷嚏

次数均明显降低)与辛芩全方相比#黄芩减方在改善豚鼠抓鼻

次数方面具有显著性的优势#但在改善豚鼠喷嚏次数方面差异

无统计学意义$

<

%

%&%2

&#见图
'

)

?&A

!

血清中组胺的含量
!

按照试剂盒说明书#检测豚鼠血清

中组胺的含量#其结果如图
0

所示)与空白组相比#模型组中

组胺的含量显著高于空白组#表明造模成功%各给药组与模型

组相比#组胺的含量显著降低%但辛芩方和减方给药后血清中

组胺的含量差异无统计学意义$

<

%
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!马兜铃酸对照品%

Q

!辛芩全方%

T

!辛芩减方)箭头所指为色谱峰)

图
1

!!

马兜铃酸含量系统适应性实验图谱

!!

"

!

<

$

%&%2

%

""

!

<

$

%&%$

%

"""

!

<

$

%&%%$

)

图
'

!!

豚鼠给药前后抓鼻%

9

&和喷嚏%

Q

&次数%

$g-

&

?&E

!

鼻黏膜形态学变化
!

各组鼻黏膜
aI

染色的结果显示#

在高倍镜下随机挑选豚鼠鼻黏膜切片
2

个视野#计算每组每个

视野下嗜酸性粒细胞的平均数量)鼻黏膜形态观察$图
29

#

I

&!空白组上皮细胞排列完整*紧密*无破坏%模型组鼻黏膜上

皮层排列紊乱#边缘不清%各给药组与模型组比较#药物组假复

层纤毛柱状上皮排列整齐紧密#鼻黏膜形态要优于模型组)嗜

酸性粒细胞!模型组空白组比较#鼻黏膜中可观察到有大量的

嗜酸性粒细胞浸润$箭头所指&%各给药组与模型组相比#嗜酸

性粒细胞数量均有显著的下降%辛芩减方组与辛芩全方组差异

无统计学意义$

<

%

%&%2

&#见图
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图
0

!!

豚鼠血清中组胺的含量%

$g-

&

!!

9

!空白组%

Q

!模型组%

T

!氯雷他定组%

\

!辛芩全方组%

I

!辛芩减方组)

]

!嗜酸性粒细胞数量$

$g2

#
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)

箭头所指为鼻黏膜中观察到大量嗜酸性粒细胞浸润)

图
2
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豚鼠鼻黏膜
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染色
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黄芩作为辛芩方中的君药#黄芩苷的含量高达
(&%%%%c

以上#且黄芩苷具有抗过敏作用'

(

(

#因此检测该成分的含量对

控制处方的质量具有重要意义)-中国药典.

1%$%

版第
$

部关

于辛芩颗粒中黄芩苷的含量检测采用等度洗脱的方法#但由于

辛芩方成分复杂#导致该方法洗脱时间长)因此#本文采用梯

度洗脱的方法建立黄芩苷的含量检测方法#旨在保证含量检测

的同时#减少分析时间#降低检测成本'

$1.$'

(

)

细辛#具有祛风散寒*止痛*通窍等功效#可用于治疗鼻塞*

鼻渊等)但细辛中含有微量的马兜铃酸#而马兜铃酸对肾脏的

毒性已得到共识)在我国#自+龙胆泻肝丸,事件后#中国出台

了-关于加强广防己等
)

种药材及其制剂监督管理的通知.#对

含有马兜铃*寻骨风*天仙藤和朱砂莲的中药制剂必须凭医生

处方方可调配'

$0.$2

(

)-中国药典.

1%$%

版在细辛药材检测项

下#规定细辛中马兜铃酸的含量应不得大
%&%%$%c

)而在香

港#已停止审核*批准#并不再销售含马兜铃酸的中成药#可见

含马兜铃酸的中药安全性应引起足够的重视)

因此#本文通过减掉辛芩方中潜在毒性药材细辛#降低中

药辛芩方治疗变应性鼻炎的潜在不良反应)动物药效学实验

表明辛芩全方及减方在鼻部症状的改善*血清中组胺的含量*

鼻黏膜形态及嗜酸性粒细胞数量方面均无明显差异#在避免细

辛中马兜铃酸带来的潜在毒副作用的同时#可达到该药对变应

性鼻炎的治疗作用#为中药更加安全合理地应用于临床提供依

据)
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