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石菖蒲大孔树脂不同洗脱部位高效液相图谱与抗抑郁效应的关联性研究"

周雅菲!朱显婷!邓雨晴!周
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"摘要#

!

目的
!

研究石菖蒲大孔树脂不同洗脱部位高效液相图谱与抗抑郁效应的关联性&方法
!

采用
GV./

大孔树脂制备

石菖蒲不同部位&采用梯度洗脱法建立石菖蒲原药材及不同树脂洗脱部位的高效液相特征图谱!并确认图谱中特征峰及对应特

征峰之间的峰面积数据关系&运用小鼠悬尾实验"

5D5

%(游泳实验"

[D5

%等小鼠行为学实验!观察口服石菖蒲及不同树脂洗脱部

位抗抑郁效应&结果
!

石菖蒲原药材及不同
GV./

树脂洗脱部位的特征图谱具有特征共有峰&石菖蒲大孔树脂
(%]

及
-%]

乙醇

洗脱部分能显著缩短
5D5

和
[D5

&石菖蒲抗抑郁效应与特征峰具有关联性&结论
!

石菖蒲具有抗抑郁作用!其主要抗抑郁效应

来源于
GV./

树脂
-%]

及
(%]

乙醇洗脱部位&石菖蒲液相特征图谱及相关峰数据关系可用于衡量石菖蒲的抗抑郁效应!为今后

石菖蒲用于抗抑郁效应研究及开发提供依据&
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石菖蒲药材来源于天南星科植物石菖蒲的根茎#味辛)苦#

性温#具有开窍豁痰)醒神益智)化湿开胃的功能%其主要化学

成分为挥发油类$主要含单萜)倍半萜)苯丙素等&及苯甲酸类)

多糖等'

$

(

*本课题组成员前期研究表明#石菖蒲具有良好的抗

抑郁效果'

1

(

*但在现有研究中#石菖蒲的抗抑郁效应集中在化

学成分)效应)单个成分的作用等层面#少有石菖蒲成分与抗抑

郁效应的关联性研究'

'.2

(

*本次研究是以.抗抑郁成分群/研究

为核心#通过
GV./

大孔树脂制备石菖蒲不同洗脱部位#建立

其高效液相特征图谱#确认图谱特征峰及对应特征峰之间的峰

面积数据关系#并以小鼠悬尾)游泳等经典行为学实验为观察

项目#探讨石菖蒲的特征化学成分组与抗抑郁效应的相关性*

@

!

材料与方法

@&@

!

仪器)药品与试剂
!

534BPC

自动进样高效液相

$

[RFFR\GFD_BZ4̀ CB

#

>EG

检测器&%

P#==#.mR,I9

8

:7=

超

纯水一体化智能系统制备$

P9:KbP#==#

M

":9

&%手提式中药粉碎

机$型号!

E[5.1%%

#江阴市洲元药化机械制造有限公司&%真空

泵$型号!金叶
D3f.

+

型#上海亚荣生化仪器厂&%旋转蒸发仪

$型号!

B4.21GG

#上海亚荣生化仪器厂&%超声波振荡器$型

号!

W3'1%%EV

#江苏昆山禾创超声仪器有限公司&%真空干燥

箱$型号!

Ef[)%1%

#上海齐欣科学仪器有限公司&%恒温水浴锅

$型号!

V.1)%

#上海亚荣生化仪器厂&%

à )%%$

型电子天平$上

海精密科学仪器有限公司&%

$

"

$%%D

电子秒表*

(2]

乙醇购自

武汉点达化工有限公司%色谱试剂甲醇购自
[#+J9:

公司%

GV./

大孔树脂购自天津波鸿树脂科技有限公司%石菖蒲饮片$批号!

1%$1$$%)

&购自武汉市神草中药饮片有限公司#经武汉轻工大

学生物制药与工程学院陈平教授鉴定为天南星科植物石菖蒲

的干燥根茎#药材标本现存于本实验室*实验用雄性昆明小鼠

由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供#许可证号为

DAgW

$鄂&

1%%0.%%%-

#体质量为$

12T2

&

8

*

@&A

!

方法
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ag)V$%%

&*

!

作者简介&周雅菲$
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&#本

科#主要从事药理学研究*
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!

原药材浸膏及不同极性部位制备方法
!

取石菖蒲原药

材粉碎过
0%

目筛#加
/

倍量
-2]

乙醇#浸泡
'%<#,

#煮沸
)%

<#,

#倾出药液#压滤%药渣加入
0

倍量水#煮沸
02<#,

#滤过除

渣*合并提取液#减压浓缩并真空干燥制成药材干浸膏#称质

量*使用
GV./

大孔树脂#将粉碎后的石菖蒲药材干浸膏用适

量蒸馏水超声溶解#定容至折算药材量
$

8

"

<6

#以
$

倍树脂体

积"小时上样#以
'

倍树脂体积"小时的洗脱速度#先后以
'

倍

体积的水)

1%]

乙醇)

2%]

乙醇)

-%]

乙醇)

(%]

乙醇等进行洗

脱#收集洗脱液#浓缩)减压干燥制成干浸膏#称质量并编为

GV./

不同浓度乙醇洗脱部位*根据干浸膏质量与原药材质量

比#折算成对应原药材质量*

@&A&A

!

高效液相实验
!

供试样品制备实验前取制备的原药材

及不同部位干浸膏#精确称质量#使用色谱甲醇溶解#超声
$%

<#,

后色谱甲醇定容%使用
%&02

!

<

微孔滤膜滤过#取续滤液#

备 用* 色 谱 条 件 色 谱 柱 为
G

8

#=9,I 4K=#

M

+9 gEV.A$/

$

0&)<<e12%&%<<

#

2

!

<

&柱温
'%Y

#流速为
$&%<6

"

<#,

*

采用流速!

$&%<6

"

<#,

#溶剂为甲醇$

G

&

.%&%$]

甲酸水$

V

&*

经条件筛选#确定洗脱梯度为!

2]

甲醇
)%<#,$%%]

甲醇#样

品进样量固定为
$%

!

6

#检测波长以全波长$

>EG

#

$(%

"

0%%

,<

&*由于其
$

"

2

峰面积积分值总和占石菖蒲药材
>EG

液

相峰积分总面积
/%]

以上#确定图谱中峰为石菖蒲特征峰*

石菖蒲原药材液相特征图谱见图
$

*

!!

G

!石菖蒲药材液相
>EG

全谱%

V

!石菖蒲药材液相
>EG

特征

谱段*

图
$

!!

石菖蒲药材高效液相
>EG

图谱

!!

日内及日间精密度实验取室温放置的石菖蒲原药材供试

液#按方法进行液相试验#日内测定
2

次#测定各特征峰峰面积

G+,

#计算
G+,

平均值及相对标准差$

BDE

&#分析日内精密度*

连续测定
2!

#同法测定各特征峰的峰面积及计算
G+,

平均值

和
BDE

#分析日间精密度*

!!

石菖蒲药材及
GV./

不同洗脱部位特征峰自比较分析取

的原药材及
GV./

不同洗脱部位的供试样品#按照液相色谱条

件进行实验#测定不同样品各特征峰峰面积
G+,

#不同样本平

行测试
2

次*将不同样本中各特征峰峰面积除以样本对应折

算的原药材质量$

G+,

"

<

&得到对应值
V#,

#以计算所得的原药

材
V#,

量值为基准$

$%%]

&#计算各洗脱部位不同特征峰的
V#,

值占原药材对应特征峰
V#,

值的百分比*见图
1

*

@&B

!

小鼠用药剂量及分组
!

根据药典推荐剂量#取
$%

8

"

!

的

人用剂量*小白鼠分成对照组)石菖蒲药材组及
GV./

不同浓

度乙醇洗脱部位组#每组
$%

只#根据所确定用药剂量#灌胃给

药*依据,中药药理实验方法-

'

)

(中动物与人体表面积比换算

法#将其换算成
1%

8

小鼠用石菖蒲药材量为
1)<

8

"

!

*根据药

材提取物干浸膏及
GV./

不同浓度乙醇洗脱部位干浸膏折算

后对应的原药材量#药液按
%&$

8

"

<6

的原药材浓度进行配

置*根据小鼠体质量计算实际给药量#

$!

分两次灌胃给予*

@&B&@

!

小鼠悬尾实验$

5D5

&

!

根据文献'

1

(

#在各组小鼠适应

环境
$

周后#均按剂量要求灌胃给药#每天
1

次%对照组给予同

等体积的蒸馏水*连续给药
-!

#并于实验第
$

)

'

)

-

天进行

5D5

*在测试当天第
1

次给药
$J

后#用胶布将小鼠尾在距尾

尖
1K<

处粘于悬尾平衡支架#勿使小鼠尾部扭曲折叠#使其头

部向下悬挂呈倒悬状#头部距离桌面
$2K<

*每只小鼠悬尾
)

<#,

#前
1<#,

适应#记录后
0<#,

内的累计不动时间$不动指

小鼠除呼吸外所有肢体均不动&*

!!

$

!石菖蒲药材%

1

!

(%]

乙醇洗脱部分%

'

!

-%]

乙醇洗脱部分%

0

!

2%]

乙醇洗脱部分%

2

!

1%]

乙醇洗脱部分%

)

!水洗脱部分*

图
1

!!

石菖蒲药材及
GV./

树脂不同洗脱部位高效液相图谱

@&B&A

!

小鼠游泳实验$

[D5

&

!

根据文献'

1

(#各组小鼠适应环

境
$

周后#均按剂量要求灌胃给药#每天
1

次%对照组给予同等

体积的蒸馏水*连续给药
-!

#并于实验第
$

)

'

)

-

天进行
[D5

*

实验前
10J

动物进行游泳训练
$2<#,

#并单笼饲养#禁食不禁

水*实验时将当天第
1

次给药
$J

后的小鼠单只放入直径约

$/K<

)水深
$/K<

)水温$

12T$

&

Y

的圆形容器内#适应
1<#,

后开始计算后
0<#,

内累计不动时间$漂浮不动状态#仅露出

鼻孔保持呼吸#四肢偶尔划动以保持身体不至沉下&*

@&C

!

统计学处理
!

采用
D>DD$-&%

统计软件进行分析#计量

资料以
DT9

表示#组间采用单因素方差分析#以
!

#

%&%2

为差

异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A&@

!

石菖蒲液相特征峰精密度实验
!

结果表明日内及日间精

密度良好*见表
$

*

表
$

!!

精密度实验

特征峰

峰号

日内精密度$

$h2

&

测得峰面积
BDE

$

]

&

日间精密度$

$h2

&

测得峰面积
BDE

$

]

&

$ $%/%2%'T12('1 1&0% $%-('%1T'%110 1&/%

1 $0200/))T'%102' 1&%/ $0'(2))-T1(0'2- 1&%0

' (%-)21T10$'1 1&)) /((%21T1'(/% 1&)-

0 )(-//0)T$1-/(0 $&/' -%1'$%$T$'%%0) $&/2

2 1'0'12'T0/1)( 1&%) 11(0)2$T0)(-' 1&%2

$(00

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
'1

期



表
1

!!

石菖蒲药材及
GV./

不同浓度乙醇洗脱部位特征峰峰面积自比较分析

样品
特征峰峰面积

V#,

值"原药材特征峰
V#,

值$

]

&

峰
$ BDE

峰
1 BDE

峰
' BDE

峰
0 BDE

峰
2 BDE

药材
$%% % $%% % $%% % $%% % $%% %

(%]

乙醇
))&/1T0&01 )&)$ )0&--T1&$( 0&%- )$&/-T1&/( 0&)- )0&1'T'&1) 2&%/ -1&/)T0&/( )&-$

-%]

乙醇
1$&0)T%&/0 '&($ 1$&10T$&%$ 0&%% ')&/)T$&%) 1&// 12&$)T$&$' 0&0( 10&2)T$&%' 0&$(

2%]

乙醇
-&)0T%&'$ 0&%) $'&20T%&)/ 2&%1 X X $%&1$T%&'- '&)1 X X

1%]

乙醇
X X X X X X X X X X

水
X X X X X X X X X X

!!

X

!此项无数据*

表
'

!!

石菖蒲药材及
GV./

不同浓度乙醇洗脱部位对小鼠悬尾不动时间)游泳不动时间的影响'

DT9

(

组别
$

悬尾不动时间$

+

&

第
$

天 第
'

天 第
-

天

游泳不动时间$

+

&

第
$

天 第
'

天 第
-

天

对照组
$% $/)&%(T$'&1) $)0&1/T(&$1 $0/&1)T)&1) $2'&%-T$%&1) $01&$2T(&/- $2$&1(T(&/(

药材组
$% ($&1'T0&2) /'&1$T2&%( )1&')T'&/0 -(&)2T0&'- -$&'0T'&)2 )-&(/T0&10

(%]

乙醇组
$% $%$&'0T2&1) (0&/-T2&0' -'&1)T0&(/ (/&)-T/&/' (0&/1T-&(' /)&/-T/&)0

-%]

乙醇组
$% $$(&/-T-&/) $$%&/-T-&() (-&)-T)&)2 $1$&(0T-&2) $$2&)-T(&-) $%$&1'T)&(/

2%]

乙醇组
$% $-1&0(T(&/- $21&-'T/&)1 $'(&1)T/&/- $2(&0(T(&(/ $00&/'T$%&-- $20&)(T$$&1'

1%]

乙醇组
$% $--&0(T$%&(/ $))&/-T$%&01 $2-&-0T$%&2' $2%&1-T$%&'' $01&$0T(&0( $2$&1-T$%&--

水
$% $/1&$/T$$&1- $)1&1/T$$&-2 $00&$(T$1&/' $)$&1-T$$&'' $0(&/-T(&// $20&20T(&(2

A&A

!

石菖蒲药材及
GV./

不同浓度乙醇洗脱部位特征峰自比

较
!

结果表明#各特征峰在不同极性部位
V#,

值占石菖蒲原药

材对应
V#,

值的百分比存在显著差异*

$

"

2

号特征峰主要集

中于
(%]

乙醇洗脱部位#

-%]

乙醇洗脱部位也有分布*

2%]

乙醇洗脱部位只有特征峰
$

)

1

)

0

的分布#且相对比例低于

$2]

*

1%]

乙醇及水洗脱部位无特征峰分布*见表
1

*

A&B

!

5D5

)

[D5

分析
!

从给药第
$

天开始#同测试时间点石菖

蒲药材组)

(%]

乙醇组)

-%]

乙醇组与对照组比较#小鼠悬尾不

动时间)游泳不动时间明显缩短$

!

#

%&%2

&%各组小鼠悬尾不

动时间第
$

)

'

)

-

天逐渐缩短%由于小鼠给药量折合原药材量一

致#

(%]

乙醇组)

-%]

乙醇组能部分代表石菖蒲药材的抗抑郁

功能#而其他部位在药典推荐剂量下几乎无作用*见表
'

*

B

!

讨
!!

论

在同石菖蒲药材折算计量的前提下#本次研究所确定的液

相特征峰群在石菖蒲药材及
GV./

不同浓度乙醇洗脱部位表

达有明显差异#其在
5D5

及
[D5

中也表现出了不同效果*石

菖蒲)

GV./

树脂
(%]

及
-%]

乙醇洗脱部位在药典推荐剂量下

有抗抑郁效应#且
(%]

部位强于
-%]

部位*其效应与特征峰

具有特征相关性*

(%]

乙醇洗脱部位集中了药材中超过一半

质量$峰面积折算&的
$

"

2

特征峰对应物质%

-%]

乙醇洗脱部

位集中了近
$

"

0

质量的
$

"

2

特征峰对应物质%而
2%]

)

1%]

乙醇及水的部位无法发现峰
'

)

2

对应的峰*结合以上分析可

知#

$

"

2

号峰群同时出现与石菖蒲的抗抑郁效应具有良好的

相关性#其抗抑郁效应与其含量呈正相关%如缺失峰
'

)

2

的表

达#则在药典剂量下几无抗抑郁效应*证明对
$

"

2

号峰群的

富集且全表达有利于石菖蒲抗抑郁效应*

中药是一个多种成分的复合体%科学合理的质量控制方法

是保证中药质量的前提和基础*现有很多研究运用高效液相

等现代设备#建立相应特征图谱来描述及控制中药质量'

-.(

(

*

本次研究依据.成分
.

效应/相结合的思路#建立石菖蒲抗抑郁

有效成分群的高效液相紫外特征谱#为今后的进一步研究及确

定中药石菖蒲抗抑郁产品的质量控制方法提供借鉴*
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