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摘要:目的 建立熟大黄水煎液中主要化学成分的含量测定方法并观察其对热毒血瘀模型大鼠的治疗作用。方法 采用Hy-

persilGOLDC18柱,以0.1%磷酸水(A)-乙腈(B)进行梯度洗脱,检测波长为254nm,柱温30℃,在此条件下进行方法学验证

及水煎液样品含量测定。给予热毒血瘀模型大鼠熟大黄水煎剂,取其腹主动脉血液检测以获得血液流变学参数,并测定血浆

中血栓素B2(TXB2)、6酮前列腺素(6ketoPGF1α)的含量。结果 所建立的含量测定方法在一定浓度范围内线性关系良好,

精密度、重复性、稳定性及回收率均符合相关要求。熟大黄水煎液能显著降低模型大鼠的全血粘度(P<0.05)、血浆粘度(P<
0.01)和血液中纤维蛋白原含量(P<0.01),TT(P<0.01)和PT(P<0.01)值显著延长,同时TXB2水平显著降低(P<0.05)而

6ketoPGF1α水平显著升高(P<0.05),TXB2/6ketoPGF1α含量比值极显著下降(P<0.01)被纠正趋向正常。结论 该方法

简便、准确可靠,可用于熟大黄水煎液的质量评价与控制。熟大黄能有效改善热毒血瘀模型大鼠血液流变学状态,促进PGI2
分泌同时减少TXA2的生成,纠正TXB2/6ketoPGF1α比值失衡,从而改善血管内皮功能并恢复血液循环,起到活血化瘀的作

用。
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ABSTRACT OBJECTIVE TodevelopanHPLCmethodfordeterminationofmaincomponentsinpreparedrhubarbdecoction
andinvestigateitseffectsonratswithnoxiousheatbloodstasissyndrome METHODS TheanalysiswasperformedonaHy-

persilGOLDC18columnwiththemobilephaseof0 1% phosphoricacidsolution A acetonitrile B  Thedetectionwave-
lengthwassetat254nmandthecolumntemperaturewas30℃ Themethodwasvalidatedandthesamplesweredetermined
underthiscondition Theabdominalaorticbloodofratswithnoxiousheatbloodstasissyndromewascollectedandtestedto
obtainthehemorheologicalparameters Also theTXB2and6ketoPGF1αlevelsinratsplasmaweremeasured RESULTS 
ThedevelopedHPLCmethodshowedgoodlinearitywithincertainconcentrationranges Andtheprecision repeatability sta-
bilityandrecoveryallmettherequirements Comparedwithratsinmodelgroup thewholebloodviscosityatfourshearrates

 P<0 05  plasmaviscosity P<0 01 andthelevelofplasmafibrinogencontent P<0 01 inthehighdosegroupweresig-
nificantlydecreasedafterdoing andtheTT P<0 01 andPT P<0 01 valuesweresignificantlyprolonged Furthermore 
thelevelsofTXB2 decreased P<0 05 and6ketoPGF1α increased P<0 05 weresignificantlychanged andtheirratio
wascorrectedtobenormal CONCLUSION Themethodwassimple accurateandreliable whichcouldbeusedforquality
controlofpreparedrhubarbdecoction Preparedrhubarbcouldimprovevascularendothelialfunctionbymodifyingbloodrheol-
ogy promotingthesecretionofPGI2 reducingthegenerationofTXA2andrecoveringthebalanceofTXB2 6ketoPGF1α 
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  大黄为临床常用中药,性味苦寒,具有攻积泻

下、泻火解毒之功效。熟大黄作为大黄的主要炮制

品之一,经酒蒸法炮制后其苦寒之性变缓,泻下作用

减轻而活血化瘀之功显著增强。以熟大黄为主药的

组方如大黄 虫丸、下瘀血汤和抵当汤改良方等,都
具有较好的祛瘀通络生新作用。熟大黄在临床上对

脑出血及上消化道出血均有较好的治疗效果,小剂

量的熟大黄还可预防妊娠高血压综合征[1]。现代研

究表明,血液流变学是对血液的流体力学特性较为

全面地表述,是血液系统疾病诊断时必要的检测参

数,能够反映血液及其有形成分的流动与变形规律,
但无法反映机体的复杂病理变化。血浆中血栓素

A2(TXA2)和前列环素(PGI2)的动态平衡对维持血

管紧张性、协调性和溶血机制有重要作用,二者的比

值失调在冠心病,动脉粥样硬化和微血管病变等疾

病的发生发展中可能起重要作用,临床通过检测其

代谢产物血栓素 B2/6前列腺素(TXB2/6keto
PGF1α)的比值代表二者在体内的变化。目前关于

熟大黄活血化瘀作用的研究多采用药物醇提液作为

药效学实验中的给药形式[23],这与临床实际给药方

式并不相符。综上所述,根据中医药理论指导结合

药物药性,本文选择构建大鼠热毒血瘀模型,并给予

动物熟大黄水煎剂进行治疗,通过测定熟大黄水煎

液中6种主要成分的含量并考察其对热毒血瘀证模

型大鼠的TXB2/6ketoPGF1α的影响,同时辅以血

液流变学相关指标考察,旨在为临床用药提供科学

依据并进一步探讨大黄经过酒蒸炮制后发挥活血化

瘀作用的分子机制。

1 材料

1.1 药材

大黄药材购于南京海昌中药有限公司(四川,批
号:140510),经生药学鉴定为蓼科植物药用大黄

RheumoffioinaleBaill的干燥根及根茎,依2015
年版《中国药典》大黄项下测定均符合规定。熟大

黄:参考2015年版《中国药典》附录Ⅱ D及相关文

献,取生大黄片(厚度约2~4mm),加入酒水(黄酒

∶水=1∶1)拌勾,闷润1.5h,置笼屉内,隔水蒸24
h,取出于60℃下烘干。每100g药材,加黄酒30g
及水30g,蒸至内外均呈黑色,依2015年版《中国药

典》熟大黄项下测定均符合规定[4]。

1.2 试药

大黄酸、大黄素、芦荟大黄素、大黄酚及大黄素

甲醚对照品(成都曼斯特生物科技有限公司,批号:

MUST16031604、16031601、13030701、14031711、

13022005),分析纯磷酸(上海凌峰化学试剂有限公

司),色谱级甲醇(CNW,上海安谱实验科技股份有

限公司)。脂多糖(北京BIOSHARP有限公司),盐
酸肾上腺素注射液(天津金耀药业有限公司),0.9%
氯化钠注射液(江苏强生生物科技有限公司),复方

丹参滴丸(天津天士力制药股份有限公司),水合氯

醛(国药集团化学试剂有限公司),一次性使用静脉

血样采集针(山东省成武县医用制品厂),一次性使

用静 脉 血 样 采 集 容 器(添 加 肝 素 钠,生 产 批 号:

20150215,江苏康捷医疗器械有限公司),凝血四项

试剂盒(北京世帝科学仪器有限公司),大鼠血栓素

B2、大鼠6酮前列腺素ELISA试剂盒(南京金益柏

生物科技有限公司)。

1.3 实验仪器

LC2010A高效液相色谱仪(日本Shimadzu),

AG285型十万分之一天平(瑞典 METTLERTO-
LEDO),超纯水仪(美国 Millipore),SL16R离心机

(美国Thermo)。白鸽TGL16G高速离心机(上海

安亭科学仪器厂),众驰ZL1000i血液流变仪(北京

众驰伟业科技发展有限公司),世帝LGPABER
1CH 血 凝 仪 (北 京 世 帝 科 学 仪 器 有 限 公 司),

ELx800全自动酶标仪(美国BioTek仪器有限公

司)。

1.4 实验动物

SPF级SD大鼠30只,雄性,体质量(250±20)

g,实验动物生产许可证号:SCXK(浙)20140001。
大鼠随机分为空白组,模型组,阳性药组,熟大黄低

剂量组及熟大黄高剂量组,每组6只,实验前适应性

饲养一周,大鼠自由饮水,进食标准大鼠饲料,温度

(22±2)℃,湿度40%~60%。

2 方法

2.1 水煎液中主要成分的含量测定

2.1.1 熟大黄药液的制备 取熟大黄饮片适量,加
入10倍量水浸泡30min后武火煮沸,文火保持微

沸30min,滤过。药渣再加入8倍量水按相同方法

煎煮,将煎液滤过,合并两次滤液[5]。

2.1.2 供试品溶液的制备 取1mL熟大黄水煎

液,加入4mL甲醇,充分混合后高速离心(13000r/
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min,10min),吸取上清液过0.45μm微孔滤膜,得
供试品溶液。

2.1.3 对照品溶液的制备 分别精密称取没食子

酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚及大黄素甲

醚对照品适量于容量品中,加甲醇定容至刻度,摇匀

得到浓度为:没食子酸3mg/mL、芦荟大黄素53.2

μg/mL、大黄酸50μg/mL、大黄素65μg/mL、大黄

酚62.7μg/mL、大黄素甲醚54μg/mL的各对照品

母液。精密量取各对照品母液至容量瓶中,加甲醇

定容至刻度摇匀,配制成含有没食子酸139.5μg/

mL,芦荟大黄素8.01μg/mL,大黄酸28μg/mL,大
黄素8μg/mL,大黄酚5.99μg/mL及大黄素甲醚

2.4μg/mL的混合对照品溶液,并用甲醇分别稀释

2倍、4倍、8倍、12倍得到系列浓度的混标溶液。

2.1.4 色谱条件 色谱柱:C18反相 HPLC柱(Hy-
persilGOLD,250mm×4.6mm,5μm,Thermo);
流动相:0.1%磷酸水(A)乙腈(B);柱温:30℃;流
速:1.0mL/min;检测波长:254nm;进样量:20μL;
梯度洗脱:0~8min,5% B;8~20min,5%~40%
B;20~35min,40%~75%B;35~45min,75%B;

45~60min,5%B。

2.1.5 方法学考察 对所建立的方法进行方法学

考察,具体包括:线性、精密度、准确度、重复性和稳

定性。

2.1.6 样品测定 根据2.1.2项下平行制备3份熟

大黄供试品溶液,按照2.1.4项下的色谱条件进行

六种成分的含量测定。

2.2 药效学实验

2.2.1 熟大黄药液的制备 按2.1.1项下方法制备

熟大黄水煎液,60℃减压浓缩至高剂量0.5g/mL,
低剂量0.2g/mL以备用[6]。

2.2.2 阳性药复方丹参滴丸的制备 取复方丹参

滴丸数粒,研磨后加纯水制配成0.9g/mL的阳性对

照药液。

2.2.3 血浆样品采集 通过首日腹腔注射脂多糖

(2mg/kg),次日上下午(间隔4h)各皮下注射一次
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3.1.2 精密度考察 精密吸取2.1.3项下对照品溶

液20μL,连续进样6次。记录没食子酸、芦荟大黄

素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的峰面积,
计 算 其 RSD 分 别 为 2.89%、1.44%、1.51%、

1.47%、1.21%、1.17%,表明仪器精密度良好。

3.1.3 重复性考察 按2.1.2项下平行制备6份熟

大黄供试品溶液,进样测试并获得没食子酸、芦荟大

黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的含量,
计算 其 RSD 分 别 为 0.50%、2.53%、0.61%、2.
68%、1.28%、2.06%,表明该液相方法的重复性好。

3.1.4 稳定性考察 取同一份熟大黄供试品溶液,
分别于制备后0、2、4、8、12、24h各进样20μL,计算

没食子酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大

黄素甲醚峰面积的RSD 分别为1.13%、2.90%、2.
23%、1.53%、1.34%、2.99%,表明供试品在24h内

稳定。

3.1.5 加样回收率考察 精密量取熟大黄水煎液

0.5mL,采用加样回收率方法法(1∶1加入),除精

密加入4.5mL甲醇外,其余均按2.1.2项下方法制

备溶液,进样20μL。计算得没食子酸、芦荟大黄

素、大黄酸、大黄素、大黄酚及大黄素甲醚的平均加

样回收率分别为101.0%、102.7%、101.6%、102.
9%、103.0%、98.10%,RSD 分别为2.43%、0.68%、

2.60%、1.00%、0.21%、2.12%。

3.1.6 样品测定结果 在实验条件下进样,得混合

对照品及熟大黄供试品测定的典型色谱图(图1)。

1.没食子酸;2.芦荟大黄素;3.大黄酸;4.大黄素;5.大黄酚;6.大黄素甲醚

图1 混合对照品溶液(A)及样品(B)测定的高效液相色谱图

按2.1.2项下方法制备供试品溶液,测定熟大

黄水煎液中没食子酸、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、
大黄酚及大黄素甲醚的按生药量记平均含量分别为

(2.641±0.015)、(0.094±0.001)、(0.387±0.003)、
(0.120±0.002)、(0.109±0.002)、(0.034±0.001)

mg/g。

3.2 药效实验结果

3.2.1 对血液流变学的影响 与空白组相较,模型

组大鼠4种切变率下的全血粘度、血浆粘度和纤维

蛋白原含量均极显著增高(P<0.01),同时凝血酶

原时间(PT)和凝血酶时间(TT)极显著延长(P<
0.01),显示热毒血瘀模型复制成功。与模型组相

较,熟大黄低剂量组在5s-1,30s-1,200s-1切变率

下的全血粘度明显降低(P<0.05),血浆粘度明显

下降(P<0.05),TT值显著升高(P<0.05),但1
s-1切变率下的全血粘度和血浆中纤维蛋白原含量

均无显著变化,PT值不增反降(P<0.05),结果表

明低剂量的熟大黄的具有一定的活血化瘀作用但疗

效欠佳;熟大黄高剂量组能极显著降低1s-1,5s-1,

30s-1切变率下的全血粘度(P<0.01),显著降低

200s-1切变率下的全血粘度(P<0.05),同时血浆

粘度、血浆中纤维蛋白原的含量极显著降低(P<
0.01),TT和PT时间有效延长(P<0.05),提示高

剂量的熟大黄在改善热毒血瘀大鼠血液流变性方面

的作用更佳,且治疗效果接近阳性药复方丹参滴丸,
详细结果见表2~3。

表2 各组大鼠全血黏度的影响(x±s,mPa·s,n=6)

组别 1s-1 5s-1 30s-1 200s-1

空白组 16.09±1.35 7.06±0.42 4.03±0.21 3.01±0.18
模型组 22.41±2.03** 9.82±0.73** 5.61±0.39** 4.18±0.29**

熟大黄低剂量组 20.06±3.33 8.41±0.36# 5.04±0.18# 3.88±0.16#

熟大黄高剂量组 18.20±1.21# # 8.29±1.54# # 4.77±0.97# 3.64±0.60#

阳性药组 18.36±0.62# # 8.32±0.38# # 4.89±0.30# # 3.72±0.27#

         注:与空白组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。
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表3 对各组大鼠血浆黏度、TT、PT及纤维蛋白原的影响(x±s,n=6)

组别 血浆黏度/(mPa·s) TT/s PT/s FIB/(g·L-1)
空白组 1.23±0.05 35.48±1.76 12.45±0.55 2.78±0.09
模型组 1.48±0.09** 28.05±5.49** 10.63±1.83* 4.54±0.35**

熟大黄低剂量组 1.34±0.07* 34.93±2.20# 9.92±0.48# 4.19±0.23
熟大黄高剂量组 1.28±0.10## 35.47±3.40## 13.22±0.92## 3.75±0.54##

阳性药组 1.30±0.04## 33.15±1.28# 11.80±0.78# 3.54±0.40##

        注:与空白组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

3.2.2 各组大鼠TXB2 及6ketoPGF1α的含量比较

 采用内毒素结合盐酸肾上腺素造模后,与空白组

相较,模型组大鼠血浆中的TXB2含量显著增加(P
<0.01),6ketoPGF1α的表达显著下降(P<0.01),

TXB2/6ketoPGF1α的比值明显高于正常水平(P<
0.01),提示血小板聚集,黏附功能增强,热毒血瘀模

型复制成功。采用熟大黄水煎剂治疗后,低剂量组

的TXB2及6ketoPGF1α含量与模型组相较,差异均

无统计学意义,TXB2/6ketoPGF1α含量比值有明显

下降(P<0.05);随着给药剂量的增加,高剂量组的

TXB2含量 明 显 低 于 模 型 组(P<0.05),6keto
PGF1α的 含 量 较 模 型 组 有 显 著 增 加(P<0.05),

TXB2/6ketoPGF1α的比值较模型组可见极显著下

降(P<0.01)并趋向正常值。但治疗效果仍不及阳

性药,阳性药组的TXB2、6ketoPGF1α含量及其比

值较模型组均有极显著性差异(P<0.01),详细结果

见图2。

注:与空白组比较,**P<0.01;

与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。x±s,n=6。

图2 各组大鼠TXB2、6ketoPGF1α及其比值的影响

4 讨论

熟大黄中主要成分是蒽醌类化合物,2015年版

《中国药典》以大黄酸、大黄素、芦荟大黄素、大黄素

甲醚及大黄酚作为其质量控制的指标成分[4]。除蒽

醌类成分外,熟大黄中没食子酸的含量也较高,且有

文献指出没食子酸与保护血管改善微循环作用相

关[7],故本文综合5种蒽醌及没食子酸作为检测指

标。熟大黄被应用于临床治疗时最常采用的提取方

法为水煎,但目前已有的研究多集中于熟大黄醇提

回流法,缺乏实际的临床指导意义。故本文建立同

时测定熟大黄水煎液中5种蒽醌及没食子酸含量的

HPLC方法,以反映水煎液中相关成分的实际含量,
以期从主要功效组分的角度指导临床合理用药。

传统中医认为热毒炽盛,阴伤络损是热毒血瘀

证的基本病理变化,热毒和血瘀二者相互作用密不

可分,温邪化毒,深入营血,营阴暗耗从而煎熬血液

成瘀;热毒迫血妄行,出血留著而成瘀;热毒内攻阻

滞气机,气滞而血瘀[8]。单独采用内毒素或盐酸肾

上腺素造模,大鼠存活率较低且药效指标变化甚微,
模型构建欠佳。实验最终采用腹腔注射内毒素模拟

外感热毒的过程,刺激大鼠下丘脑体温调节中枢产

生发热反应并激活凝血机制,引起微循环障碍和血

液流变异常,导致弥漫性血管内凝血,同时结合皮下

注射盐酸肾上腺素,诱导血小板聚集,末梢血管收

缩,增加模型大鼠的血液黏度[9]。造模后的大鼠饮

食量明显减少,不喜活动,毛色黯淡,眼睛分泌物增

加,检测相关指标可见,与空白鼠相较全血黏度与血

浆黏度均显著升高,TT,PT 时间显著缩短,同时

FIB含量显著增加,体内TXB2/6ketoPGF1α比值失

衡,表明热毒血瘀模型构建成功。

TXA2和PGI2主要是由血小板及血管内皮细胞

分别合成而来的一对作用相反的花生四烯酸衍生

物。TXA2是强烈的血管收缩剂和促血小板聚集剂,
能够促进血栓的生成;PGI2的作用与之相反,能有效

抑制血小板局部聚集并扩张血管,从而抵抗血栓的

形成;二者既是血小板活化的特异性指标,又是内皮

损伤的指标。在正常血液中,TXA2/PGI2的比值保

持相对平衡,从而维持适当的冠脉张力和血管内环

境,有效防止血栓的形成,维持血液流动状态,保持

血管畅通,是机体控制正常出血的机制[1011]。但二

者的性质均极不稳定难以直接测定,易迅速降解转

化为稳定的TXB2和6ketoPGF1α,故目前均以其代

谢产物作为间接判断其浓度的指标。但通过已有文
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献调研,熟大黄对热毒血瘀模型大鼠TXB2/6keto
PGF1α系统的影响至今尚未见相关报道,故本文通过

检测其代谢产物TXB2/6ketoPGF1α的比值以反映

体内TXA2/PGI2的比值变化,探明熟大黄对热毒血

瘀证的治疗效果并进行作用机制。结果表明,通过

内毒素结合盐酸肾上腺素造模后,模型大鼠血浆中

TXB2含量的显著降低及6ketoPGF1α水平的显著

升高均表明机体的血管内皮细胞受损,血管强烈收

缩,血 小 板 聚 集 从 而 促 使 血 瘀 情 况 加 重,体 内

TXA2/PGI2比值的相对平衡被打破。给予高剂量的

熟大黄煎剂治疗,能有效减少TXB2的合成释放,增
加6ketoPGF1α的生成表达,使得体内TXB2/6keto
PGF1α的比值显著降低并趋向正常值,通过抑制血

小板聚集、改善血管内皮功能,达到活血化瘀的作

用。
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