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瓜蒌提取物抗血栓药效成分群的筛选与验证

邹纯才, 鄢海燕*, 王莉丽, 卞莹莹

(皖南医学院药学院, 安徽 芜湖 241002)

摘要: 筛选瓜蒌提取物抗血栓的药效成分群并进行药效学验证与作用机制分析。建立瓜蒌提取物的HPLC指

纹图谱, 以阿司匹林 (0.01 g·kg-1) 为阳性对照组, 测定瓜蒌提取物 (0.09、0.45和 0.9 g ·kg-1) 抗大鼠血栓药效学指标

(本实验所用动物经皖南医学院医学伦理委员会批准同意), 采用灰色关联度法研究瓜蒌提取物抗血栓的谱效关系

并筛选药效成分群。按药效成分群中各成分的含量制备单体化合物混合溶液 (0.006、0.03和 0.06 g·kg-1) 并进行药

效学和作用机制研究, 以验证谱效关系结果的正确性。瓜蒌提取物 22个成分与抗血栓药效间的关联度呈量效关系

且关联度不同。胞嘧啶、尿嘧啶、鸟嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、腺嘌呤、鸟苷和腺苷 8个成分是瓜蒌提取物抗血栓的主

要药效成分群, 这些成分比例为 3∶12∶10∶5∶2∶8∶13∶14。药效成分群各组与模型组比较均可有效降低血栓干重 (P<

0.01或 P<0.05), 但与瓜蒌提取物组 (0.45 g ·kg-1) 比较无统计学意义。与模型组比较, 药效成分群 0.06 g ·kg-1组和

0.03 g·kg-1组均可有效降低TXB2含量 (P<0.01或P<0.05), 药效成分群各组均可升高 6-keto-PGF1α含量 (P<0.01), 改

善TXB2/6-keto-PGF1α趋于正常且呈量效关系, 此效果优于瓜蒌提取物组 (0.45 g·kg-1) (P<0.01)。药效成分群有较好

的抗血栓作用, 其作用机制为抑制血小板聚集及改善血管内皮功能。
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Screening and validation of antithrombotic effective components

group from Trichosanthes extract
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Abstract: To screen the antithrombotic effective components group of Trichosanthes extract, and to verify its

pharmacodynamics and analyze its mechanism, the HPLC fingerprint of Trichosanthes extract (0.09, 0.45, 0.9

g · kg-1) was established, and the pharmacodynamic indexes of antithrombosis in rats with aspirin (0.01 g · kg-1) as

positive control group were determined (the animals used in this experiment were approved by the Medical Ethics

Committee of Wannan Medical College). The antithrombotic spectrum-activity relationship of Trichosanthes

extract was studied and the effective antithrombotic ingredients group was screened by grey relational analysis.

The monomer compound mixed solution (0.006, 0.03, 0.06 g · kg-1) was prepared according to the content of each

component in the active component group, and the pharmacodynamics and action mechanism were studied to

verify the correctness of the spectrum-effect relationship. The correlation between the 22 components of Tricho‐

santhes extract and antithrombotic efficacy was different and showed dose-effect relationship. Cytosine, uracil,

guanine, hypoxanthine, xanthine, adenine, guanosine, and adenosine are the main antithrombotic components of

Trichosanthes extract. The ratio of cytosine, uracil, guanine, hypoxanthine, xanthine, adenine, guanosine and
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adenosine was 3∶12∶10∶5∶2∶8∶13∶14. Compared with the model group, the thrombus dry weight of each effective

components group could be effectively reduced (P<0.01 or P<0.05), but there was no significant difference

between each effective components group and the Trichosanthes extract group. Compared with the model group,

the TXB2 content in group (0.06 g · kg-1, 0.03 g · kg-1) could be effectively reduced (P<0.01 or P<0.05), and the

content of 6-keto-PGF1 α could be increased in each group (P<0.01), and the TXB2/6-keto-PGF1 α tended to be

normal and showed a dose-effect relationship. The effect was better than that in the Trichosanthes extract group

(0.45 g ·kg-1) (P<0.01). The effective ingredients group has a good antithrombotic effect, its mechanism is to

inhibit platelet aggregation and improve vascular endothelial function.

Key words: Trichosanthes extract; antithrombotic effect; grey correlation degree; effective component;

validation

瓜蒌为葫芦科植物栝楼 Trichosanthes kirilowii

Maxim 或双边栝楼 T. rosthornii Harms 的干燥成熟果

实, 具宽胸散结之功效, 主治胸痹心痛等症[1,2]。药效

成分或药效成分群的发现是现代中药研究的关键所

在, 也是中药质量标准的瓶颈问题[3-5]。瓜蒌提取物有

抗血栓形成的作用, 但哪些成分是瓜蒌提取物发挥抗

血栓作用的药效成分或药效成分群, 未见相关研究。

中药谱效关系研究为探讨中药药效物质基础、评价中

药内在质量发挥了积极作用[6,7], 但未见有关瓜蒌提取

物谱效关系研究结果验证的相关报道。为明确瓜蒌提

取物抗血栓的主要药效物质, 本研究建立瓜蒌提取物

的HPLC指纹图谱, 测定瓜蒌提取物抗大鼠血栓药效

学指标 , 即血栓干重、血栓素 B2 (thromboxane B2,

TXB2)、6-酮-前列腺素 F1α (6-keto prostaglandin F1α, 6-

keto - PGF1α) 和环磷酸腺苷 (cyclic adenosine mono‐

phosphate, cAMP), 利用灰色关联度法研究瓜蒌提取物

抗血栓的谱效关系并进行药效成分群的筛选, 采用大

鼠动静脉旁路血栓模型验证药效成分群抗血栓效果并

分析抗血栓的作用机制, 以期为中药药效成分群的筛

选与验证提供思路, 为瓜蒌提取物抗血栓药效成分群

的深入研究提供参考。

材料与方法

仪器 岛津LC-20A高效液相色谱仪 (SPD-M20A

检测器, CTO-10AS柱温箱, LC-20AT四元泵) (日本岛

津公司); JW-3021HR高速冷冻离心机 (安徽省嘉文仪

器装备有限公司); Multiskan Go 全波长酶标仪 (美国

Thermo Fisher Scientific公司)。

药品与试剂 瓜蒌提取物 (批号: yhy20171101～

yhy20171110, 共 10 批 , 皖南医学院药物制剂及质量

控制课题组); 胞嘧啶 (cytosine, 批号 : 20141211)、尿

嘧啶 (uracil, 批号: 20150417)、鸟嘌呤 (guanine, 批号:

20150916)、次黄嘌呤 (hypoxanthine, 批号: 20140928)、

黄嘌呤 (xanthine, 批号 : 20150707)、腺嘌呤 (adenine,

批号: 20141017)、鸟苷 (guanosine, 批号: 20140522)、腺

苷 (adenosine, 批号: 20150528) (国药集团化学试剂有

限公司); 阿司匹林 (aspirin, 批号 : 160525, 山东新华

制药股份有限公司); 血栓素B2 (thromboxane B2, TXB2)、

6 -酮 -前列腺素 F1α (6 -keto prostaglandin F1α, 6-keto -

PGF1α)、环磷酸腺苷 (cyclic adenosine monophosphate,

cAMP) (批号均为 20180706, 南京建成生物工程研究

所); 羧甲基纤维素钠 (carboxymethylcellulose sodium,

CMC-Na) (批号: 20160608, 安徽山河药用辅料股份有

限公司); 甲醇为色谱纯 , 水为超纯水 , 其余试剂为分

析纯。

实验动物 SPF 级 SD 大鼠 , 雄性 , 体质量 200～

220 g, 济南明悦实验动物繁育有限公司 , 合格证号 :

SCXK (鲁) 2014-0007。本实验所用动物经皖南医学

院医学伦理委员会批准同意。

瓜蒌提取物溶液的制备 取 10批瓜蒌提取物适

量, 精密称定, 分别置于 10 mL量瓶中, 用超纯水定容

至刻度, 配制质量浓度为 0.05 g · mL-1供试品溶液, 用

于构建瓜蒌提取物 HPLC 指纹图谱。取瓜蒌提取物

(批号: yhy20171101) 适量, 精密称定, 以 1% CMC-Na

水溶液制备质量浓度为 9、45和 90 mg·mL-1瓜蒌提取

物溶液, 用于瓜蒌提取物抗血栓药效学研究。取瓜蒌

提取物 (批号: yhy20171101) 适量, 精密称定, 以水为

溶剂 , 制备质量浓度为 45 mg · mL-1瓜蒌提取物溶液 ,

用于药效成分群验证的药效学研究。

阿司匹林溶液的制备 取阿司匹林适量, 精密称

定, 以 1% CMC-Na水溶液制备质量浓度为 1 mg·mL-1

阿司匹林溶液, 临用现配。

混合对照品溶液的制备 精密称定胞嘧啶、尿嘧

啶、鸟嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、腺嘌呤、鸟苷和腺苷适

量, 以超纯水为溶剂, 分别制备含量为 5、10、125、40、

125、30、40和 60 μg · mL-1混合对照品溶液 , 用于色谱
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分析。

瓜蒌提取物HPLC指纹图谱的色谱条件 色谱柱

为 YMC-Pack ODS-A (250 mm×4.6 mm, 5 µm), 以甲

醇 (A)-0.007 mol·L-1磷酸二氢钾溶液 (pH 4.00) (B) 为

流动相, 梯度洗脱: 0～18 min, 100% B→100% B; 18～

35 min, 98% B→95% B; 35～70 min, 95% B→95% B;

流速 : 1.0 mL · min-1; 柱温 30 ℃ ; 二极管阵列检测器

(diode array detector, DAD), 检测波长为 254 nm, 进样

量10 μL。

指纹图谱的建立 采用国家药典委员会《中药色

谱指纹图谱相似度评价系统》(2012.130723版) 建立瓜

蒌提取物的HPLC指纹图谱并进行共有峰匹配。

瓜蒌提取物抗血栓药效学实验分组及给药剂量

50 只 SPF 级雄性大鼠随机分组 : 模型组、阿司匹林

组 (0.01 g · kg-1, 阳性对照组)、瓜蒌提取物 3个剂量组

(0.09、0.45 和 0.9 g · kg-1), 每组 10 只 , 模型组给予 1%

CMC-Na 水溶液 , 各组每日灌胃 1 次 , 灌胃体积为 10

mL·kg-1, 连续灌胃7天。

大鼠动静脉旁路血栓模型制备[8] 末次给药后1 h,

各组腹腔注射 10%水合氯醛 (3 mL·kg-1) 麻醉。各组

分离左颈静脉和右颈动脉。将称重后的 4号手术线放

入两端套接 PE50导管的聚乙烯管中, 灌满生理盐水,

PE50 导管分别插入左颈静脉和右颈动脉 , 血液回流

15 min后取出手术线, 硅胶干燥器干燥48 h后称重。血

栓实验结束后, 腹主动脉取血, 置于 EDTA-K2抗凝的

离心管中, 4 500 r·min-1, 4 ℃离心10 min得血浆, -80 ℃

保存, 备用。

血栓干重及血液生化指标检测 计算血栓干重。

取血浆样本 , 解冻 , 严格按照 TXB2、6 -keto-PGF1α、

cAMP试剂盒说明书操作。

谱效关系的灰色关联分析原理 设有 n批样品 ,

指纹图谱共有色谱峰 (以下简称色谱峰) 数为 m, 第

k批样品的色谱峰数据为: X k = [ xk1,xk2,⋯,xkj], 其中 xkj

表示第 k 批样品的第 j 个色谱峰的标准化峰面积

(k = 1,2,⋯,n; j = 1,2,⋯,m)。参照文献[9], 取 1 批样品

制备 p 个给药剂量 , 每个给药剂量给予 n 只实验动

物 (动物数量与样品批数相同) 并获得药效数据 :

Y i = [ yi1,yi2,⋯,yik], 其中 yik 表示第 i 个给药剂量的第

k 只实验动物的药效值 (i = 1,2,⋯,p; k = 1,2,⋯,n)。指

纹图谱X m × n及药效Y p × n的矩阵如下:
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é

ë

ê

ê

ê
êê
ê

ù

û

ú

ú

ú
úú
ú

x11 x12 ⋯ x1n

x21 x22 ⋯ x2n⋮ ⋮ ⋮ ⋮
xm1 xm2 ⋯ xmn

Y=

é

ë

ê

ê

ê
êê
ê

ù

û

ú

ú

ú
úú
ú

y11 y12 ⋯ y1n

y21 y22 ⋯ y2n

⋮ ⋮ ⋮ ⋮
yp1 yp2 ⋯ ypn

取X中的第 1至第m行, 分别与Y构成新矩阵并对

数据进行标准化处理:
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(j = 1,2,⋯,m) (1)

计算Y的均值: Ymean(k) =
∑
i = 1

p

yik

p
(k = 1,2,…,n)

对XY进行标准化处理:

XYbz(i, k) = XY(i, k)/Ymean(k), (i = 1,2,⋯,p + 1; k =

1,2,⋯,n)

计算XYbz的序列绝对差DD及DD的最大值与最

小值:

DD(i-1,k) = ‖XYbz(1,k)-XYbz(i,k)‖; (i = 2,⋯,p + 1;

k = 1,2,⋯,n)

DDmax= max(DD);

DDmin= min(DD);

计算X的均值及标准偏差:

Xmean(k) =
∑
j = 1

m

xjk

m
(k = 1,2,…,n)

si =
∑
j = 1

m

( xjk - X mean ( k ) )2

n - 1
(k = 1,2,…,n)

取X的最大和最小标准偏差:

smax = max ( s1,s2,…,sn), smin = min ( s1,s2,…,sn)

计算分辨系数 (resolution coefficient, RC):

RC1 =
smin

smax + smin

, RC2 =
smax

smax + smin

计算关联系数 (correlation coefficient, CC):

CC(i,j) = (RC1 · DDmin+RC2 · DDmax)/(DD(i,j)+RC2 ·

DDmax); (i = 1,2,…,p;j = 1,2,…,n)

计算关联度 (relational degree, RD)[10]:

rd ( i ) =
CCsum ( i )

n
=
∑
j = 1

n

CC ( j,i )

n
(i = 1,2,…,p) (2)

依次从X中取第 1行至第m行, 分别与Y构成新矩

阵, 得公式 (1), 按步骤计算至公式 (2), 得到m个色谱

峰与p个药效的关联度RDm × p, 即:

RDm × p=
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统计学处理 本文实验数据以均数±标准差 (
-
x ± s)
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表示, 用SPSS 11.5软件进行统计学处理。组间数据比

较采用单因素方差分析, 两组间比较采用独立样本 t

检验, P<0.05为差异有统计学意义。

结果

1 瓜蒌提取物的HPLC指纹图谱

按照色谱条件, 建立瓜蒌提取物的HPLC指纹图

谱及混合对照品的色谱图 (图 1)。其中 1号峰为胞嘧

啶, 3号峰为尿嘧啶, 7号峰为鸟嘌呤, 8号峰为次黄嘌

呤, 9号峰为黄嘌呤, 10号峰为腺嘌呤, 16号峰为鸟苷,

22号峰为腺苷。采用国家药典委员会《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统》(2012.130723版) 对 10批瓜蒌

提取物的 HPLC指纹图谱进行相似度评价。以 S1为

参照样品, 经Mark峰匹配, 建立瓜蒌提取物对照图谱

(R), 标定 22个色谱峰, 结果见图 2, 并对 22个色谱峰的

峰面积采用均值化法处理[11], 见表 1。与R比较, 10批

瓜蒌提取物的 HPLC 指纹图谱平均相似度为 0.96±

0.03, 表明 10批瓜蒌提取物的内在质量较为一致。为

此, 参照文献[9]选择瓜蒌提取物 (yhy20171101) 进行抗

血栓药效学研究和谱效关系分析。

2 瓜蒌提取物抗血栓的药效学结果

阿司匹林阳性对照组与模型组相比, 除 cAMP外

各药效学指标均有统计学意义 (P<0.05或P<0.01)。瓜

蒌提取物抗血栓的药效学结果见表 2。瓜蒌提取物组

(0.09、0.45和 0.9 g·kg-1) 与模型组比较, 除瓜蒌提取物

组 (0.09 g·kg-1、0.45 g·kg-1) 可降低血栓干重及瓜蒌提

取物组 (0.09 g · kg-1) 可改善 TXB2、cAMP含量但无统

Figure 2 HPLC fingerprint of Trichosanthes extract. S1-S10: Trichosanthes extract (batch number: yhy20171101-yhy20171110); R:

Control map

Figure 1 HPLC fingerprint of Trichosanthes extract (A) and chromatogram of reference substance (B). 1: Cytosine; 3: Uracil; 7: Guanine;

8: Hypoxanthine; 9: Xanthine; 10: Adenine; 16: Guanosine; 22: Adenosine
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计学意义外, 其余各组及各药效学指标均有显著性差

异 (P<0.01), 说明瓜蒌提取物有较好的抗血栓作用。

3 瓜蒌提取物抗血栓作用的谱效关系及药效成分群

的确认

3.1 关联度 根据瓜蒌提取物色谱峰的均值化峰面

积和瓜蒌提取物的药效学结果, 按照谱效关系的灰色

关联分析原理, 采用Matlab 2014a语言自编谱效灰色

关联程序, 计算瓜蒌提取物指纹图谱与抗血栓作用的

关联度, 结果见图 3。由图 3A～D可知, 在同一药效学

指标中瓜蒌提取物抗血栓的谱效关联度不同, 在不同

药效学指标中瓜蒌提取物抗血栓的谱效关联度变化趋

势较为相似, 说明瓜蒌提取物中各成分抗血栓作用存

Table 1 Common peaks and peak area values of 10 batches of Trichosanthes extract

Peak

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

9

20

21

22

Retention

time/min

3.49

5.05

6.29

7.12

8.19

9.12

10.31

10.90

13.11

14.95

16.42

18.59

20.30

29.29

31.42

33.21

35.33

38.08

41.58

46.64

51.47

56.67

Equalization peak area

Sample 1

1.556 8

0.201 9

1.495 8

0.727 7

1.018 4

0.375 8

1.539 1

0.924 4

0.385 1

3.822 2

0.278 6

0.207 4

0.116 5

0.618 0

0.179 8

1.854 2

0.360 2

0.323 1

0.623 0

1.880 1

2.113 8

1.398 0

Sample 2

1.547 3

0.253 3

1.488 7

1.010 5

0.854 4

0.556 3

1.867 3

0.648 8

0.338 3

3.594 6

0.051 4

0.748 6

0.206 9

0.499 1

0.472 8

1.392 3

0.275 8

0.195 9

0.597 0

1.384 6

2.445 5

1.570 7

Sample 3

1.298 5

0.193 5

1.286 5

0.722 0

0.617 1

0.483 6

1.577 8

0.657 3

0.428 5

4.140 2

0.045 1

0.702 5

0.197 2

0.482 9

0.230 5

1.655 8

0.280 0

0.250 8

0.683 3

1.533 5

2.152 1

2.380 9

Sample 4

1.746 7

0.156 9

1.386 5

0.912 6

0.919 8

0.509 0

1.473 3

0.794 1

0.525 2

4.046 8

0.046 9

0.455 4

0.309 1

0.174 3

0.261 3

1.594 1

0.506 1

0.116 2

0.858 9

1.292 8

1.215 7

2.698 2

Sample 5

1.412 6

0.282 7

1.372 2

0.646 7

0.890 3

0.601 6

1.624 5

0.928 5

0.314 9

4.444 5

0.157 8

0.906 0

0.032 2

0.629 3

0.214 7

1.489 9

0.299 7

0.152 7

0.432 1

1.817 8

1.367 8

1.981 4

Sample 6

1.338 0

0.183 3

2.008 9

0.621 5

0.800 4

0.388 8

1.695 0

0.757 9

0.741 2

4.007 8

0.208 0

0.168 9

0.051 0

0.695 9

0.149 7

1.806 4

0.319 0

0.348 8

0.548 4

1.865 8

1.992 6

1.302 6

Sample 7

1.308 9

0.219 0

2.019 9

0.692 8

0.959 9

0.473 3

1.727 8

0.957 4

0.589 1

4.093 7

0.329 9

0.241 1

0.080 6

0.660 2

0.218 2

1.784 2

0.312 2

0.089 9

0.355 5

1.804 5

1.848 7

1.232 9

Sample 8

1.242 3

0.197 4

1.409 8

0.785 3

0.731 7

0.524 9

1.189 0

0.817 9

0.725 9

5.037 8

0.305 7

0.568 4

0.388 4

0.659 5

0.439 7

1.194 7

0.432 5

0.346 8

1.019 5

0.453 6

1.213 2

2.315 7

Sample 9

1.220 1

0.206 7

1.363 7

0.776 7

0.354 2

0.484 3

1.377 9

0.8470

0.633 4

5.500 2

0.030 4

0.800 8

0.459 3

0.486 5

0.183 3

1.495 0

0.555 5

0.494 5

0.948 5

0.530 7

1.124 5

2.126 7

Sample 10

1.185 8

0.183 2

1.325 6

0.772 7

1.762 8

0.481 4

1.363 9

0.842 2

0.609 2

5.335 7

0.021 7

0.576 2

0.441 2

0.468 5

0.194 6

0.736 7

0.550 6

0.500 6

0.908 1

0.514 7

1.224 0

2.000 7

Table 2 Anti thrombotic pharmacodynamic results of Trichosanthes extract. n = 10,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01 vs model group. TXB2:

Thromboxane B2; 6-keto-PGF1 α : 6-keto Prostaglandin F1 α ; cAMP: Cyclic adenosine monophosphate. a: Model group; b: Positive control

group (aspirin)

Pharmacodynamic

index

Dry weight of

thrombus/mg

TXB2/ng·L-1

6-keto-PGF1α

/ng·L-1

cAMP/nmol·L-1

Dose

/g·kg-1

-

0.01

0.9

0.45

0.09

-

0.01

0.9

0.45

0.09

-

0.01

0.9

0.45

0.09

-

0.01

0.9

0.45

0.09

Number

1

4.74

6.6

1.99

5.15

3.72

736.0

345.0

586.7

621.8

663.5

1.8

10.6

49.6

32.8

12.6

74.4

66.6

117.4

97.8

85.5

2

6.02

4.79

3.77

4.83

3.84

543.8

538.7

511.8

618.2

655.4

1.7

14.7

56.9

26.1

11.4

52.3

54.9

112.9

87.2

89.4

3

4.93

5.89

1.98

4.30

4.56

720.2

548.3

526.8

680.2

660.1

2.3

8.3

54.6

25.2

7.3

12.1

75.2

90.4

90.2

66.3

4

10.88

5.06

3.54

3.92

7.26

729.0

436.7

742.8

566.5

700.0

4.1

12.6

51.3

27.8

12.1

72.5

55.1

84.3

95.1

38.5

5

5.02

2.31

3.38

4.61

6.54

740.7

473.1

500.1

574.8

760.8

3.8

22.1

45.5

28.9

14.5

58.8

94.5

114.2

109.6

90.5

6

4.66

3.85

3.21

7.12

7.70

648.0

399.9

668.9

649.4

525.8

4.1

11.1

40.8

26.8

12.7

77.8

32.9

133.5

93.1

44.2

7

6.95

2.95

4.73

6.69

7.65

692.2

372.2

627.8

635.6

594.6

3.0

10.9

45.2

29.8

12.6

76.2

48.1

125.4

95.4

64.9

8

6.76

3.29

2.25

4.76

4.35

732.7

390.6

664.7

594.2

681.8

2.8

11.6

50.5

30.3

12.3

21.5

63.8

100.8

96.5

62.1

9

5.19

3.30

2.23

5.24

4.58

738.6

408.8

543.4

598.3

712.1

2.7

16.3

47.6

30.8

13.5

46.7

65.6

115.8

103.7

88.0

10

4.49

5.20

3.00

3.79

5.25

734.6

367.6

625.7

608

672.6

2.7

12.1

50.1

31.5

12.4

87.9

69.8

109.1

97.1

73.8

-
x ± s

5.96±1.94a

4.32±1.40b,#

3.01±0.90##

5.04±1.09

5.55±1.59

701.6±62.5a

428.0±70.8b,#

599.9±79.8##

614.7±34.4##

662.7±64.4

2.9±0.9a

13.0±3.9b,##

49.2±4.7##

29.0±2.5##

12.1±1.9##

58.0±25.2a

62.7±16.5b

110.4±15.0##

96.6±6.4##

70.3±18.7
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在差异性, 这种差异性在不同药效学指标间表现较为

相似。

3.2 关联序 按瓜蒌提取物与抗血栓药效间关联度

的大小, 将色谱峰排序, 组成关联序, 序号按关联度由

大到小排序, 表 3中列出了不同药效学指标、不同给药

剂量下的色谱峰按关联度大小的排序, 略去了关联度

数据。由表 3可知, 色谱峰与不同给药剂量下的不同

药效学指标间的关联序不同, 各成分对药效的贡献率

不同。

3.3 药效成分群的筛选 关联序号的大小及色谱峰

在不同药效学指标、不同给药剂量中的累积出现频率

反映了该成分对药效的贡献率。表 3中关联序号位于

前 10位的色谱峰的累积出现频率依次为: 3号峰 (12

次)、10号峰 (12次)、16号峰 (12次)、21号峰 (12次)、7

号峰 (11 次)、1 号峰 (10 次)、20 号峰 (9 次)、22 号峰 (9

次)、8号峰 (7次)、9号峰 (6次)。除 20、21号峰成分未

知外, 1、3、7、8、9、10、16和 22号色谱峰分别为胞嘧啶、

尿嘧啶、鸟嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、腺嘌呤、鸟苷和腺

Figure 3 Correlation between Trichosanthes extract (batch No: yhy20171101) and antithrombotic efficacy. A: Dry weight of thrombus; B:

TXB2; C: 6-keto-PGF1α; D: cAMP

Table 3 Relational order of 22 peaks of Trichosanthes extract against thrombosis

Relational

order

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Number of chromatographic peak

Dry weight of thrombus

0.9

g·kg-1

10

21

7

3

22

16

20

1

5

8

14

4

19

12

9

6

18

17

15

2

11

13

0.45

g·kg-1

10

21

3

7

14

16

20

5

8

12

1

18

9

4

6

19

22

11

2

15

17

13

0.09

g·kg-1

10

21

3

7

14

16

20

8

12

5

18

9

1

4

6

11

19

2

15

17

13

22

TXB2

0.9

g·kg-1

10

21

3

19

22

16

7

1

9

13

4

5

18

17

8

15

14

11

6

2

20

12

0.45

g·kg-1

10

21

3

19

22

16

9

1

4

7

13

5

18

17

15

8

14

11

6

2

20

12

0.09

g·kg-1

10

21

3

19

9

16

4

13

1

22

18

7

17

5

15

11

8

14

2

6

20

12

6-keto-PGF1α

0.9

g·kg-1

10

21

22

1

20

3

16

8

4

7

5

19

12

14

6

9

17

15

18

2

13

11

0.45

g·kg-1

10

21

22

1

16

3

20

4

8

7

5

19

12

14

6

9

17

15

18

2

13

11

0.09

g·kg-1

10

21

22

1

16

20

3

4

8

7

5

19

12

14

6

9

17

15

18

2

13

11

cAMP

0.9

g·kg-1

10

3

20

21

16

7

1

9

22

14

5

8

4

19

18

6

17

11

2

15

13

12

0.45

g·kg-1

10

3

20

21

16

7

1

9

14

22

5

8

4

19

18

6

17

11

2

15

13

12

0.09

g·kg-1

10

20

3

21

16

7

9

14

1

8

18

5

11

4

6

2

19

17

15

13

22

12
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苷。为此, 选取以上 8种已知成分作为瓜蒌提取物抗

血栓的药效成分群。取胞嘧啶等 8种成分的单体化合

物, 按瓜蒌提取物中各单体化合物的含量及比例制备

单体化合物的混合溶液并进行抗血栓药效学研究, 以

验证药效成分群抗血栓的效果。

4 药效成分群抗血栓的药效学研究

4.1 给药剂量及实验分组 本课题组对瓜蒌提取物

中胞嘧啶等 8种成分进行了分离、鉴别及定量分析, 其

中胞嘧啶含量为 0.3%、尿嘧啶 1.2%、鸟嘌呤 1.0%、次

黄嘌呤 0.5%、黄嘌呤 0.2%、腺嘌呤 0.8%、鸟苷 1.3%和

腺苷 1.4%。根据《中国药典》(2015年版一部) 瓜蒌的

用量为成人 (按60 kg计) 每日15 g, 瓜蒌提取物的得率

为 6% (即每 100 g瓜蒌可得瓜蒌提取物 6 g) 及瓜蒌提

取物中胞嘧啶、尿嘧啶、鸟嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、腺

嘌呤、鸟苷、腺苷的比例 (3∶12∶10∶5∶2∶8∶13∶14), 以水

为溶剂, 制备胞嘧啶等 8种单体化合物组成的药效成

分群溶液, 并按混合单体化合物的总质量计为大鼠给

药剂量 (g·kg-1)。

36只 SPF级雄性大鼠随机分组: 正常组; 模型组;

瓜蒌提取物组 (0.45 g ·kg-1, 阳性对照组); 药效成分群

低、中、高剂量组 (0.006、0.03和 0.06 g·kg-1), 每组 6只,

正常组、模型组给予纯水, 各组每日灌胃 1次, 灌胃体

积为10 mL·kg-1, 连续灌胃7天。

4.2 药效成分群抗血栓的药效学结果 参照瓜蒌提

取物抗血栓的药效学实验方法进行造模并检测血栓干

重及生化指标 , 结果见表 4。与正常组比较 , 模型组

TXB2含量升高, 6-keto-PGF1α含量降低, TXB2/6-keto-

PGF1α升高, cAMP降低, 且均有显著性差异 (P<0.01),

说明造模成功。与模型组比较, 药效成分群各组均可

有效降低血栓干重 (P<0.01 或 P<0.05), 升高 6-keto-

PGF1α含量 (P<0.01); 药效成分群中、高剂量组 (0.03和

0.06 g·kg-1) 可有效降低TXB2含量 (P<0.01或P<0.05),

升高cAMP含量 (P<0.01)。与瓜蒌提取物组 (0.45 g·kg-1)

比较 , 药效成分群各组均可明显改善 TXB2/6-keto-

PGF1α趋于正常并呈量效关系 (P<0.01)。

讨论

本研究利用灰色关联度法对瓜蒌提取物抗血栓的

谱效关系进行分析, 筛选出了瓜蒌提取物抗血栓的主

要药效成分群并进行了验证。结果表明, 由胞嘧啶、尿

嘧啶、鸟嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、腺嘌呤、鸟苷、腺苷按

3∶12∶10∶5∶2∶8∶13∶14比例组成的药效成分群具有较

好的抗血栓作用, 验证了谱效关系结果的正确性。20、

21号峰位于累积出现频率第 7位和第 4位, 但成分未

知。借助本文谱效关系分析结果, 可有目的地对 20、

21号峰进行分离制备与鉴定, 并进一步研究其对瓜蒌

提取物的质量控制、药效学及作用机制的影响。

血栓干重、TXB2、6-keto-PGF1α及 cAMP是评价血

栓形成及影响血栓形成的重要指标。血栓烷 A2

(thromboxane A2, TXA2) 是花生四烯酸代谢产物, 可促

使血小板聚集、收缩血管 ; 前列环素 (epoprostenol,

PGI2) 仅在内皮细胞受刺激后合成释放, 为内皮细胞代

谢产物, 可抑制血小板聚集、舒张血管。TXA2和 PGI2

之间的动态平衡是调整血小板聚集及血管舒缩的基

础, 也是机体调控血栓形成的重要机制。由于 TXA2

和 PGI2不稳定, 因此将 TXA2和 PGI2稳定的代谢产物

TXB2和6-keto-PGF1α作为其含量的检测指标[12,13]。

按照瓜蒌提取物中胞嘧啶等 8种单体化合物的含

量计算可知, 0.45 g瓜蒌提取物中共含有 0.03 g胞嘧啶

等8种单体化合物, 即按胞嘧啶等 8种单体化合物含量

计, 瓜蒌提取物组 (0.45 g ·kg-1) 与药效成分群组 (0.03

g ·kg-1) 相当。与瓜蒌提取物组 (0.45 g ·kg-1) 比较, 药

效成分群组 (0.03 g · kg-1) 可有效降低 TXB2 (P<0.05),

显著升高 6-keto-PGF1α (P<0.01), 使TXB2/6-keto-PGF1α

更趋于平衡 (P<0.01)。药效成分群抗血栓的作用机制

与抑制血小板聚集及改善血管内皮功能相关。

内皮细胞受刺激后可产生 PGI2并刺激血小板产

生腺苷酸环化酶, 使 cAMP水平升高[14,15]。药物激活腺

苷环化酶活性, 促进 cAMP合成, 或抑制磷酸二酯酶活

性, 减少 cAMP降解, 均可使 cAMP水平增加。与药效

成分群各组比较, 瓜蒌提取物组 (0.45 g · kg-1) 6-keto-

PGF1α含量偏低 (P<0.01), 但 cAMP含量偏高 (P<0.01)。

Table 4 Pharmacodynamics results of effective antithrombotic ingredients group. n = 6,
-
x ± s. **P<0.01 vs normal group; #P<0.05, ##P<

0.01 vs model group; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 vs Trichosanthes extract group

Group

Normal

Model

Trichosanthes extract

Effective ingredients

Dosage

/g·kg-1

-

-

0.45

0.006

0.03

0.06

Dry weight of

thrombus/mg

-

7.8 ± 1.7

5.3 ±1.2##

5.3 ±1.8#

4.6 ±1.3##

4.3 ± 1.2##

TXB2/ng·L-1

248.6 ± 48.7

814.8 ± 53.9**

722.1 ± 68.7#

822.3 ± 94.6

721.1 ± 65.2#

616.6 ± 34.8##,ΔΔ

6-keto-PGF1α

/ng·L-1

365.5 ± 40.7

2.8 ± 1.4**

29.7 ± 6.5##

63.6 ± 25.6##,Δ

101.2 ± 34.3##,ΔΔ

250.5 ± 64.2##,ΔΔ

TXB2/6-keto-

PGF1α

0.7 ± 0.1

390.9 ± 243.9**

25.0 ± 4.1##

14.6 ± 6.5##,ΔΔ

7.6 ± 2.1##,ΔΔ

2.6 ± 0.7##,ΔΔ

cAMP

/nmol·L-1

251.4 ± 35.4

18.6 ± 6.6**

94.8 ± 13.6##

45.2 ± 6.2##,ΔΔ

69.5 ± 9.2##,ΔΔ

85.9 ± 11.9##,ΔΔ
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推测瓜蒌提取物升高 cAMP水平的机制除激活腺苷环

化酶活性外, 还可能同时抑制磷酸二酯酶活性。
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