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水飞蓟宾 Mannich 碱衍生物的合成及保肝活性研究 
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摘要: 本文分别以水飞蓟宾和脱氢水飞蓟宾为先导化合物, 首次合成两个水溶性水飞蓟宾 Mannich 碱衍生
物 SLB-DEA和 DHSLB-PIP, 化学结构通过 1H NMR和 HR-MS进行确证。采用 CCl4致小鼠急性肝损伤模型考察

两个水飞蓟宾 Mannich 碱衍生物的抗肝损伤作用, 测定肝脏指数变化和血清中谷丙转氨酶 (ALT)、谷草转氨酶 
(AST)、乳酸脱氢酶 (LDH) 活力及总胆固醇 (TC)、甘油三酯 (TG) 水平, 观察肝组织病理组织学变化, 并进行
大鼠药代动力学研究。研究结果表明, DHSLB-PIP高剂量组 (40 mg·kg−1) 可以显著降低小鼠 ALT、AST、LDH
和 TG 水平, 具有量效关系, 并且能够改善肝组织的病理学改变。同时 SLB-DEA 和 DHSLB-PIP 在大鼠体内的
Cmax和 AUC0−8 h相对于水飞蓟宾均显著增加, 相对生物利用度分别为 172.5%  和 259.8%。本研究设计合成的水飞
蓟宾衍生物 SLB-DEA 和 DHSLB-PIP 具有良好的水溶性及抗肝损伤生物活性, 并且显著提高了水飞蓟宾在大鼠
体内的生物利用度, 可作为新药候选物进一步研究其成药性。 
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Abstract: Two novel Mannich base derivatives of silybin, SLB-DEA and DHSLB-PIP, were designed and 
synthesized.  All the structures of new Mannich base derivatives of silybin were characterized by 1H NMR and 
HR-MS.  Their protective action against CCl4-induced liver injury in mice were investigated.  The changes of 
alanine aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST), lactate dehydrogenase (LDH), total cholesterol 
(TC) and triglyceride (TG) were determined and the histopathological changes in liver tissues were examined.  
Pretreatment with a higher dosage of DHSLB-PIP (40 mg·kg−1) prevented CCl4-induced liver injury as indicated 
by the reduced levels of ALT, AST, LDH and TG.  Meanwhile, liver histopathological improvement was         
observed in the model groups.  The pharmacokinetics study in rats showed that the relative bioavailability of 

                                                              
收稿日期: 2017-12-04;  修回日期: 2018-01-29. 
基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (51473045); “重大新药创制”国家科技重大专项资助项目 (2017ZX09301005). 
*通讯作者 Tel: 13011324008, E-mail: zyduan@hebut.edu.cn;  

Tel: 18102080996, E-mail: heyi@tasly.com 

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2017-1200  



· 772  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2018, 53 (5): 771 −777  

 

SLB-DEA and DHSLB-PIP were 172.5% and 259.8% compared with silybin.  All the results suggest that 
SLB-DEA and DHSLB-PIP may protect liver against injury by CCl 4 and the relative bioavailability was        
significantly increased, which is worth of further investigation for their druggability. 

Key words: silybin derivatives; structure modification; Mannich reaction; biological activity; relative 
bioavailability 

                                                                                                          

水飞蓟宾用于肝脏疾病的治疗已有两千年的历

史, 是天然的保肝药物, 其作用机制主要是抗氧化、
抗脂质过氧化、清除自由基和稳定细胞膜[1]。同时, 水
飞蓟宾还广泛用于非酒精性脂肪肝[2]、抗抑郁、降血

脂、保护心肌、抑制癌细胞增殖以及神经保护等多个

新适应症的探索开发[3−5]。但由于水飞蓟宾的脂溶性

和水溶性均较差[6], 体内生物利用度低, 个体对药物
的吸收差异较大, 从而降低了水飞蓟宾的临床疗效。
为此, 国内外学者采用各种制剂技术或化学方法对
其进行理化性质优化和结构改造, 并系统研究了水
飞蓟宾衍生物和不同药理活性之间的构效关系[7], 以
期提高生物利用度, 发现新型水飞蓟宾候选药物。 

Wang 等[8]研究发现水飞蓟宾磷脂酰胆碱复合物

对 CCl4诱导的小鼠肝脏保护作用明显。Zarrelli 等[9]

将水飞蓟宾 23 位羟基基团修饰为硫酸、磷酸二酯等
基团, 提高了水飞蓟宾的水溶性, 抗氧化细胞模型实
验显示该系列具有更高的抗氧化活性。Zhang 等[10]

采用高压匀质法制备水飞蓟宾纳米晶体自稳定

Pickering 乳液, 从而提高水飞蓟宾的口服生物利用
度。上述研究均改善了水飞蓟宾在体内的药代动力学

行为, 具有一定的应用前景。 
在对水飞蓟宾进行的众多结构改造及构效关系

研究中, 尚没有文献报道水飞蓟宾 Mannich 碱衍生    
物的合成方法及生物活性。Mannich胺甲基化反应[11]

可以在分子中引入 N-烷基官能团, 提高母体化合物

的溶解度, 增强化合物的生物活性。本文以水飞蓟宾 
(SLB) 和 2,3-脱氢水飞蓟宾 (DHSLB) 为先导物, 合
成两个水飞蓟宾 Mannich 碱衍生物, 通过 CCl4致小

鼠急性肝损伤模型评价其保肝活性; 并进一步考察
两个衍生物在大鼠体内的药动学行为和相对生物利

用度。水飞蓟宾 Mannich碱衍生物的合成如合成路线
1所示。 
 

结果与讨论 
1  目标化合物的合成 

分别以水飞蓟宾和脱氢水飞蓟宾为原料, 在甲
醛的存在下分别与二乙胺、哌啶发生 Mannich 反应, 
得到水飞蓟宾 Mannich 碱衍生物 SLB-DEA 和

DHSLB-PIP, 产物经盐酸−甲醇水溶液处理制得其水
溶性盐酸盐, 化学结构经 1H NMR 和 HR-MS 确证。
表征数据见表 1。经测定, SLB-DEA 和 DHSLB-PIP
盐酸盐在纯水中的溶解度大于 0.1 g·mL−1, 溶解性显
著提高。 
2  目标化合物的抗肝损伤活性评价 
2.1  SLB-DEA 和 DHSLB-PIP 对 CCl4致急性肝损

伤小鼠肝脏指数的影响  正常组、模型组、SLB-DEA
和 DHSLB-PIP 高、低剂量组各组间小鼠体质量差异
均无统计学意义; 但模型组小鼠肝质量、肝脏指数与
正常对照组比较显著增加 (P < 0.05), 提示小鼠急性
肝损伤模型成功建立; 与模型组比较, SLB-DEA 和 

 

 
Scheme 1  Synthesis of target compounds.  Reagents and conditions: (i) Diethylamine, formaldehyde, methanol, rt. 40 h; (ii) Piperidine, 
formaldehyde, methanol, rt. 40 h; (iii) Hydrochloric acid, methanol, rt. 0.5 h  
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Table 1  Physical properties and 1H NMR and HR-MS data of target compounds  

Compd Appearance Yield/% 1H NMR and HR-MS 

SLB-DEA 
 
 
 

White solid 
 
 
 

60.6 
 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7.02−6.80 (6H, m, Ar-H), 5.01 (1H, d, J = 8.2 Hz, 2-H), 4.92 (1H, d, J = 
7.6 Hz, 11-H), 4.43 (1H, d, J = 7.5 Hz, 3-H), 4.18−4.16 (1H, m, 10-H), 3.78 (3H, s, -OCH 3), 3.52 (1H, d, J = 
10.2 Hz, 23a-H), 3.33 (1H, d, J = 7.5 Hz, 23b-H), 2.87−2.81 (4H, m, -NCH2-), 1.09−1.01 (6H, m, -CH3); 
HR-MS (ESI) C35H44N2O10 [M+H]+ Calcd. 653.307 4, Found: 653.308 5 

DHSLB-PIP 
 
 
 

Yellow solid 
 
 
 

52.9 
 
 
 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7.81−6.82 (6H, m, Ar-H), 4.98 (1H, d, J = 8.0 Hz, 11-H), 4.26−4.24 (1H, 
m, 10-H), 3.78 (3H, s, -OCH3), 3.75 (2H, s, -CH2-), 3.67 (2H, s, -CH2-), 3.59 (1H, d, J = 10.1 Hz, 23a-H), 
3.39 (1H, d, J = 7.8 Hz, 23b-H), 2.55 (4H, m, -NCH 2-), 2.45 (4H, m, -NCH2-), 1.55−1.45 (12H, m, -CH2-); 
HR-MS (ESI) C37H42N2O10 [M+H]+ Calcd. 675.291 8, Found: 675.290 7 

 
DHSLB-PIP 高、低剂量组小鼠肝质量和肝脏指数明
显降低 (P < 0.05); 初步说明 SLB-DEA和 DHSLB-PIP
对 CCl4致小鼠肝损伤具有保护作用。各组小鼠肝脏

指数测定结果见表 2。 
2.2  SLB-DEA 和 DHSLB-PIP 对 CCl4致急性肝损

伤小鼠血清 ALT、AST、LDH、TC及 TG活性的影
响  各剂量组小鼠血清指标测定结果见表 3。测定结
果显示, 模型组小鼠腹腔注射 CCl4后与正常组比较, 
血清中 ALT、AST、LDH活性均显著升高 (P < 0.05), 
表明肝细胞已受到破坏, 原位于细胞内的转氨酶大
量入血, 提示造模成功。阳性药水林佳对照组与模型
组相比较 ALT、AST、LDH均显著降低 (P < 0.05), 表
现出良好的肝保护能力; SLB-DEA高、低剂量组与模
型组相比较 AST、ALT值均降低, 但差异无统计学意
义; DHSLB-PIP 高、低剂量组 ALT、AST、LDH 值
较模型组均显著降低 (P < 0.05), 其中高剂量组降低
幅度最为明显, 已趋于正常组水平, 说明其对 CCl4

致肝损伤具有较好的保护作用, 并且存在量效关系。 
各给药组与正常组相比, 血清中 TC 含量无明     

显变化。与正常组相比, 模型组血清中 TG含量明显
升高 (P < 0.05), 说明 CCl4可诱导小鼠肝脏脂质化。

SLB-DEA组与模型组相比, TC、TG的含量均无显著
差异, 但 DHSLB-PIP 高剂量组 TG 含量显著降低      
(P < 0.05), 表明 DHSLB-PIP 高剂量对小鼠的血脂升
高具有明显的抑制作用。上述研究结果充分证明 , 
DHSLB-PIP 能够增强肝细胞抗损伤能力, 改善肝损
伤小鼠的脂类代谢异常, 具有显著的抗肝损伤活性。 
2.3  SLB-DEA 和 DHSLB-PIP 对 CCl4致急性肝损

伤小鼠肝组织病理学的影响 
病理切片结果图 1显示: 正常组 (A) 小鼠肝脏肝

组织结构清晰, 肝小叶完整, 肝细胞结构及形态正常, 
细胞核大而圆且排列有序, 无炎症出现。模型组 (B) 
肝细胞明显损伤, 肝组织结构紊乱, 肝细胞肿胀并出
现坏死, 细胞膜不清晰, 细胞核分布杂乱, 并伴随有 

 
Table 2  Effects of different dose groups on liver index in mice.  n = 8, x ± s.  △△P < 0.01 vs normal; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model 
group 

Group Dose/mg·kg−1 Body mass/g Liver mass/g Liver index/% 

Normal control − 26.27 ± 0.90 1.18 ± 0.31 4.65 ± 0.20 

CCl4 model − 25.45 ± 1.47 1.44 ± 0.06△△ 5.00 ± 0.32△△ 

Positive control 40 26.18 ± 1.28 1.29 ± 0.07* 4.62 ± 0.25** 

SLB-DEA 20 26.23 ± 0.93 1.23 ± 0.13** 4.67 ± 0.40* 

SLB-DEA 40 25.76 ± 1.24 1.18 ± 0.11** 4.57 ± 0.344** 

DHSLB-PIP 20 26.05 ± 0.78 1.23 ± 0.08** 4.72 ± 0.27* 

DHSLB-PIP 40 26.34 ± 1.40 1.17 ± 0.07** 4.44 ± 0.12** 

 
Table 3  Effects of SLB-DEA and DHSLB-PIP on the activity of ALT, AST, LDH, TC and TG induced by CCl4 in mice serum.  n = 8, 
x ± s.  △P < 0.05, △△P < 0.01 vs normal; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group  

Group Dose/mg·kg−1 ALT/IU·L−1 AST/IU·L−1 LDH/U·L−1 TC/mmol·L−1 TG/mmol·L−1 

Normal control − 19.94 ± 3.54 72.58 ± 13.09 538.50 ± 121.50 4.15 ± 0.35 0.65 ± 0.13 

CCl4 model − 107.74 ± 35.22△△ 144.26 ± 29.60△  1 016.13 ± 120.7△△ 4.11 ± 0.47 1.71 ± 0.68△ 

Positive control  40 43.99 ± 16.07* 85.29 ± 12.79** 875.86 ± 142.92* 4.29 ± 0.28 1.45 ± 0.32 

SLB-DEA 20 57.63 ± 23.34 118.41 ± 15.59 861.75 ± 111.64** 4.59 ± 0.62 1.85 ± 0.40 

SLB-DEA 40 50.10 ± 23.07 102.96 ± 16.40 778.63 ± 120.00* 4.48 ± 0.63 1.90 ± 0.46 

DHSLB-PIP 20 52.96 ± 18.72 95.78 ± 18.02* 630.00 ± 88.72** 4.06 ± 0.33 1.04 ± 0.29 

DHSLB-PIP 40 36.10 ± 14.98* 83.73 ± 10.53** 671.25 ± 151.11** 4.25 ± 0.46 0.53 ± 0.17* 
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Figure 1  Liver histological evaluation of SLB-DEA and DHSLB-PIP treated mice.  A: Normal control; B: CCl4 group; C: Positive 
control; D: SLB-DEA (20 mg·kg−1); E: SLB-DEA (40 mg·kg−1); F: DHSLB-PIP (20 mg·kg−1); G: DHSLB-PIP (40 mg·kg−1) 
 
弥漫性炎症细胞浸润现象。水林佳组 (C) 小鼠肝脏
较红润, 肝组织结构相对清晰, 细胞膜基本清楚, 细
胞核排列正常, 炎症细胞浸润现象得到明显改善。与
模型组相比, SLB-DEA和 DHSLB-PIP高、低剂量组 
(D、E、F、G) 小鼠肝细胞病理损伤程度均减轻, 肝细
胞结构比较完整, 肝细胞排列相对整齐, 高剂量组较
低剂量组中央静脉周围的炎症细胞浸润情况得到明

显改善; 其中 DHSLB-PIP 高剂量组改善程度与水林
佳对照组相似。以上结果表明, SLB-DEA和 DHSLB-      
PIP均能减轻 CCl4对小鼠肝组织的损伤程度。 
3  大鼠体内药代动力学研究 

取待测血浆样品, 按血浆处理方法处理后, 按照
前期确定的色谱和质谱条件进行测定。3组供试品在
大鼠体内的药−时曲线见图 2。 

采用 DAS 3.2.6软件, 以非房室模型拟合处理平
均血药浓度数据, 计算各个成分的药动学参数; 采用 
SPSS 17.0计算各成分组间的显著性差异。结果见表
4; 结果表明, SLB-DEA在大鼠血浆中的 tmax、Cmax、

AUC0−8 h分别是水飞蓟宾的 11%、5.64 倍和 1.72倍; 
DHSLB-PIP在大鼠血浆中的 tmax、Cmax、AUC0−8 h分

别是水飞蓟宾的 7.4%、4.11倍和 2.60倍, SLB-DEA
和 DHSLB-PIP 在大鼠体内的达峰时间明显缩短, 药
物暴露量显著增加。利用公式 (相对生物利用度  =  

 
Figure 2  Plasma concentration-time curves of three components 
in rats in vivo in three groups.  n = 3, x ± s 

 
AUC0−8 h 衍生物/AUC0−8 h 原型药物×100%) 计算相对生物利

用度, SLB-DEA和 DHSLB-PIP的相对生物利用度分
别为 172.5%  和 259.8%; 计算结果表明, 与 SLB相比, 
水溶性 SLB-DEA 和 DHSLB-PIP 在大鼠体内的吸收
明显增加, 口服生物利用度显著提高。 
4  小结 

水飞蓟宾和脱氢水飞蓟宾均为黄酮木质素类化

合物, 其中 A环 C-6和 C-8为亲核反应中心[12]。本文

通过 A环 C-6和 C-8位 H原子与二级胺在甲醛水溶
液中进行Mannich反应, 将氨甲基引入母体结构中, 并
通过酸化成盐得到两个水溶性的水飞蓟宾 Mannich
碱衍生物 SLB-DEA和 DHSLB-PIP。1H NMR和 HR-    
MS 等数据证明二者均为 6,8-双取代衍生物。氨甲基 

 
Table 4  Pharmacokinetic parameters of three groups of rats.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs SLB group 

PK parameter SLB SLB-DEA DHSLB-PIP 

AUC0−8 h /μg·(L·h)−1 588.792 ± 45.805 1 015.639 ± 136.986** 1 530.818 ± 145.907** 

AUC0−∞ /μg·(L·h)−1
  737.526 ± 253.826 1 069.023 ± 211.746* 1 863.966 ± 140.540** 

MRT0−8 h /h  3.395 ± 0.343 1.791 ± 0.460** 2.912 ± 0.214** 

MRT0−∞ /h  5.235 ± 3.071 2.185 ± 0.985** 4.809 ± 1.829 

t1/2 /h  2.788 ± 2.713 1.646 ± 0.813* 3.245 ± 1.758 

tmax /h  3.000 ± 0.235 0.333 ± 0.012** 0.222 ± 0.032** 

CLz/F/L·(h·kg)−1  72.612 ± 21.032 71.965 ± 13.004 41.627 ± 3.109** 

Cmax /μg·L−1 197.333 ± 35.698 1 112.000 ± 229.678** 811.333 ± 53.003** 
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基团的引入可以提高水飞蓟宾母体的水溶性, 从而
提高生物利用度, 同时与各类靶点蛋白结合能力更
强的 N原子可以大大改善化合物的生物活性。 

本文采用经典的 CCl4致小鼠急性肝损伤模型评

价目标化合物的抗肝损伤活性, 此模型广泛用于肝
损伤研究, 能准确稳定地反映肝细胞的功能、代谢和
形态学变化[13, 14]。其作用机制是 CC14进入体内经肝

药酶 P-450 激活, 产生 CCl3自由基和 Cl 自由基[15],     
与肝细胞生物膜上的脂质发生过氧化反应, 生成脂
质过氧化物, 同时引起 Ca2+的内流, 增加细胞膜的通
透性, 使肝细胞内的转氨酶外流入血, 因此血清转氨
酶水平的升高在一定程度上能够反映肝细胞损伤程

度[16, 17]。而血清中转氨酶的浓度升高, 尤以 AST 和
ALT变化最为显著[18], 因此 ALT和 AST是衡量肝脏
损伤程度的重要指标[19, 20]。 

本研究发现小鼠给予 SLB-DEA 和 DHSLB-PIP
后均能有效抑制血清中 AST、ALT水平的升高, 尤其
以 DHSLB-PIP 高剂量保护作用最为显著 (P < 0.01), 
与阳性对照药物水林佳效果相当。说明 SLB-DEA和
DHSLB-PIP 能增强肝细胞抗损伤能力, 增加膜的稳
定性, 对肝脏有一定的保护作用。同时, CCl4造成的

肝损伤模型中会产生大量的过氧化物自由基, 这些
自由基可造成机体的损害, 诱导小鼠肝细胞发生不
同程度的脂肪性变。模型组小鼠血清所含 TG显著升
高, 而高剂量 DHSLB-PIP 可改善肝损伤小鼠的脂类
代谢异常, TG含量显著降低, 恢复至正常组水平, 其
作用机制可能有: 降低肝内脂质过氧化反应, 改善细
胞免疫功能等。 

大鼠体内的药代动力学研究表明, SLB-DEA 和
DHSLB-PIP 相对于 SLB 的相对生物利用度分别为
172.5%  和 259.8%, Cmax显著增加, Tmax明显缩短, 说
明 SLB-DEA和DHSLB-PIP体内吸收迅速, 生物利用
度显著提高。这可能是因为 SLB-DEA和 DHSLB-PIP
盐酸盐的溶解度得到显著改善, 增加了药物透过胃
肠上皮细胞的能力, 从而增加药物的转运、促进药物
吸收, 使生物利用度得到明显提升[21−23]。 

本研究设计合成的水飞蓟宾衍生物 SLB-DEA和
DHSLB-PIP 具有良好的水溶性及抗肝损伤生物活性, 
且生物利用度相较于水飞蓟宾均显著提高, 因此, 可
作为新药候选物进一步研究其成药性。 
 

实验部分 
AB Sciex 三重四极杆 5500™ LC/MS/MS; 

SHIMADZU UPLC (日本岛津 ); 超高效液相色谱 

(Waters ACQUITY UPLC); Waters Q-TOF Premier 质
谱仪; Varian INOVA 400 MHz 核磁共振仪; 全自动生
化仪 (7020 型, 日立公司生产); Milli-Q 超纯水系统 
(Millipore公司); 超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限
公司)。赛多利斯 BT25S型分析天平; HGC24A 24孔
氮吹仪 (天津市恒奥科技发展有限公司); XW-80A微
型漩涡混合仪 (上海泸西分析仪器厂有限公司); TG 
16W微量高速离心机 (长沙平凡仪器仪表有限公司)。 

水飞蓟宾胶囊 (水林佳), 规格: 每粒 35 mg, 天
津天士力圣特制药有限公司; SLB-DEA, 纯度 98%, 
DHSLB-PIP, 纯度 97%, 自行制备。二乙胺、哌啶, 分
析纯, 国药集团化学试剂有限公司; 37%甲醛水溶液, 
分析纯, 阿拉丁试剂有限公司; 谷丙转氨酶 (ALT)、
谷草转氨酶 (AST)、乳酸脱氢酶 (LDH)、总胆固醇 
(TC)、甘油三酯 (TG) 测定试剂均购于和光试剂; 其
他试剂均为分析纯, 天津康科德科技有限公司。 

SPF 级雄性 ICR 小鼠 70 只, 体重 20～22 g, 动
物合格证号: SCXK (京) 2017-0001; Wistar 大鼠 (6 
周龄) 9只, 体质量 300～330 g, 许可证: SCXK (京) 
2018-0001, 均由北京维通利华实验动物技术有限公
司提供。 
1  化学合成 
1.1  水飞蓟宾二乙胺Mannich碱 (SLB-DEA) 的合
成  将水飞蓟宾 (5.0 g, 10.4 mmol)、37%  甲醛水溶液 
(3.37 g, 41.5 mmol)、二乙胺 (3.03 g, 41.5 mmol) 置    
于 25 mL甲醇中, 室温搅拌。TLC (二氯甲烷−甲醇=    
10∶1) 跟踪反应, 40 h反应完全, 终止反应。减压旋
干得粗品 5.7 g, 加入乙酸乙酯 100 mL打浆 2 h, 减    
压过滤后, 经硅胶柱色谱 (CH2Cl2-CH3OH = 10∶1～
8∶1) 分离得 SLB-DEA 4.1 g (收率 60.6%)。将制得
的SLB-DEA溶于甲醇−盐酸溶液 (100 mL) 中, 搅拌
0.5 h, 经浓缩干燥得到 SLB-DEA盐酸盐 4.3 g。 
1.2  脱氢水飞蓟宾哌啶 Mannich 碱 (DHSLB-PIP) 
的合成  将脱氢水飞蓟宾 (5.0 g, 10.4 mmol)、37%甲
醛水溶液 (3.38 g, 41.7 mmol)、哌啶 (3.55 g, 41.7 mmol) 
置于 25 mL甲醇中, 室温搅拌, TLC (二氯甲烷−甲醇= 
10∶1) 跟踪反应, 40 h反应完全, 终止反应。减压旋
干得粗品 6.5 g, 加入乙酸乙酯 100 mL打浆 2 h, 减    
压过滤后, 经硅胶柱色谱 (CH2Cl2-CH3OH = 10∶1～
7∶1) 分离得 DHSLB-PIP 3.7 g (收率 52.9%)。将制   
得的 DHSLB-PIP 溶于甲醇−盐酸溶液 (100 mL) 中, 
搅拌 0.5 h, 经浓缩干燥得 DHSLB-PIP盐酸盐 3.9 g。 
2  抗 CCl4致急性肝损伤活性研究 

将动物称重, 编号, 随机分组。实验分为 7组, 分
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别为正常组、模型组、阳性药组 (水林佳, 40 mg·kg−1)、
SLB-DEA低剂量组 (20 mg·kg−1)、SLB-DEA高剂量
组 (40 mg·kg−1)、DHSLB-PIP低剂量组 (20 mg·kg−1)、
DHSLB-PIP 高剂量组 (40 mg·kg−1), 每组 10 只, 适
应性饲养 3天, 除正常组和模型组分别给予相同体积
的纯水和溶媒 (2%  吐温水溶液) 灌胃外, 其余各组
给予相应剂量灌胃给药, 每日 1次, 连续给药 8天。
于第 8 天末次给药 2 h 后立即采用 0.08% CCl4花生    
油溶液按 0.01 mg·kg−1 腹腔注射。随即禁食不禁水, 
造模后 16 h摘眼球取血约 1 mL, 4  000 r·min−1离心     
10 min, 取血清  −40 ℃冻存待测。采用全自动生化仪

测定血清中 ALT、AST、LDH、TC及 TG水平; 同时
取肝脏, 用生理盐水冲洗组织样品以除去血液, 滤纸
吸干并称重, 计算肝脏指数: 肝脏指数  = 肝质量 (g)  /
体质量 (g)  ×100%。待称重完成后取肝左叶, 固定于
组织固定液中, 常规石蜡包埋、切片、HE染色, 在光
学显微镜下观察肝组织病理学变化。采用 SPSS 17.0
统计软件对实验数据进行统计学处理, 小鼠血清中
ALT、AST、LDH、TG 及 TC 的活性及小鼠的肝体
比指数均以 x ± s 表示, 多组间样本均数比较采用单
因素方差分析, 以 P < 0.05为差异具有统计学意义。 
3  大鼠体内药代动力学研究 
3.1  色谱条件  色谱柱: ACQUITY UPLC BEH C18 
1.7 μm, 2.1 mm × 100 mm, 流动相: 甲醇 (A): 0.1%  

甲酸水 (B); 流速: 0.4 mL·min−1; 梯度洗脱程序: 0～
1.5 min为 10% (v/v) A, 1.5～2.5 min为 10% A～100% 
A, 2.5～2.9 min 为 100% A, 2.9～3.3 min 为 100%     
A～10% A, 3.3～4.5 min为 10% A; 进样量: 10 μL; 
柱温: 40 ℃。 
3.2  质谱条件  检测模式为 MRM 模式, 质谱扫描
方式进行样品分析, 0.1 min前经旁路排出不进质谱。
SLB-DEA、DHSLB-PIP 和内标艾司唑仑采用正离子
模式分析 , 电喷雾电压为 4 800 V, 离子化温度为    
480 ℃; 水飞蓟宾和内标地高辛采用负离子模式检      
测, 电喷雾电压为  −4 500 V; 离子化温度为 550 ℃; 
雾化气与加热气均为氮气, 45 psi (1 psi  ≈ 6.9 kPa); 气
帘气压 20 psi; 用于定量分析的离子反应分别是 m/z 
481.1  → m/z 300.1 (水飞蓟宾)、m/z 653.0  → m/z 580.3 
(SLB-DEA)、m/z 675.2  → m/z 575.1 (DHSLB-PIP)、m/z 
779.3  → m/z 649.2 (内标地高辛)、m/z 321.5  → m/z 
152.1 (内标艾司唑仑), 碰撞能分别是  −27、36、42、
−53和 47 eV。使用 Analyst® 1.6.2软件采集并处理
数据。 

3.3  血浆样品采集  将9只Wistar大鼠随机分为 3组, 
每组 3 只, 实验前 12 h 禁食不禁水。3 组大鼠分别    
等摩尔灌胃给药 SLB (50 mg·kg−1)、SLB-DEA (75.1 
mg·kg−1)、SLB-PIP (77.3 mg·kg−1)。分别于给药前及
给药 0.083、0.333、0.667、1.0、2.0、3.0、4.0、6.0、
8.0 h 后于眼眶静脉丛取血 300 μL, 置于肝素离心     
管中, 血浆 4 500 r·min−1 离心 10 min, 取上层血浆    
150 μL, 置于  −20 ℃保存, 待测。 
3.4  血浆样品处理方法  取 50 μL血浆, 正、负谱分
别加入内标 (艾司唑仑 50 ng·mL−1、地高辛 2 μg·mL−1) 
100 μL, 加乙酸乙酯 3 mL, 涡旋 3 min, 于 4 500 r·min−1

离心 10 min, 取上层有机相, 30 ℃氮气吹干, 加入     
初始比例流动相 100 μL复溶, 取 10 μL进样。采用
DAS 3.2.6 软件, 以非房室模型拟合处理平均血药浓
度数据, 计算各个成分的药动学参数; 采用 SPSS 17.0
计算各成分组间的显著性差异。 
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