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川芎对白芷中4种香豆素类化合物吸收及清除的影响
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摘要: 为研究白芷配伍川芎前后其中 4种香豆素类化合物 (佛手柑内酯、氧化前胡素、欧前胡素、异欧前胡素) 在

大鼠体内的药代动力学行为变化, 建立超高效液相色谱-荧光检测法 (UPLC-FLD法) 并对大鼠单次给药后不同时间

点血浆中的药物浓度进行测定, 使用DAS 3.2.8求算药物的药代动力学参数, SPSS 20.0软件分析白芷配伍川芎前后

主要药代动力学参数的变化。结果表明: 配伍川芎后 , 佛手柑内酯、氧化前胡素及欧前胡素的药时曲线下面积

(AUC0-24 h) 分别增加 177.2%、97.14% 和 54.43%, AUC0-∞分别增加 282.3%、104.2%和 75.40%, 清除率 (CLZ/F) 分别降

低 68.26%、51.08%和 43.98%; 4种香豆素类化合物药峰浓度 (Cmax) 均显著升高; 佛手柑内酯的表观分布容积 (VZ/F)

显著减小。该结果表明川芎可以促进白芷中香豆素类化合物的吸收, 同时减缓其在体内的消除速率, 提高其生物利

用度。本研究中动物实验方案已获得北京中医药大学实验动物伦理委员会的批准 (批准号: BUCM-4-2020083105-

3072)。
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Abstract: To study the changes in the pharmacokinetic behavior of four coumarins (bergapten, oxypeuce‐

danin, imperatorin and isoimperatorin) in rats before and after combinating Angelicae Dahuricae Radix with

Chuanxiong Rhizoma. The plasma concentrations of the drugs were determined by ultra performance liquid

chromatography-fluorescence detection (UPLC-FLD) for dose response and time dependent curves. The pharmaco‐

kinetic parameters were calculated by DAS 3.2.8, and SPSS 20.0 was used to analyze the differences of main phar‐

macokinetic parameters between the two groups. The result showed: comparing with Angelicae Dahuricae Radix

group, the area under drug time curve (AUC0-24 h) of bergapten, oxypeucedanin and imperatorin increased by

177.2%, 97.14% and 54.43% respectively, AUC0-∞ increased by 282.3%, 104.2%, and 75.40% respectively, and
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clearance rate (CLZ/F) decreased by 68.26%, 51.08% and 43.98% respectively; the peak drug concentration (Cmax)

of four coumarins was significantly increased; the distribution volume (VZ/F) of bergapten was significantly

decreased. These data indicated that Chuanxiong Rhizoma can promote the absorption of coumarins in Angelicae

Dahuricae Radix, slow down the elimination of coumarins, and increase their bioavailability in vivo. The animal

experiment scheme in this study has been approved by the Experimental Animal Ethics Committee of Beijing

University of Chinese Medicine (approval number: BUCM-4-2020083105-3072).
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药对是中医临床遣药组方常用的配伍形式, 具有

内在的组合变化规律, 是单一药物和中草药配方之间

的桥梁。药对通常比单味药具有更好的药理功效[1],

且在提高药物疗效和降低药物毒性方面具有特殊的临

床意义[2,3]。川芎为治疗偏头痛圣药, 与白芷配伍是治

疗偏头痛经典方剂中经常出现的一组药对。2020年

版《中国药典》收载的“都梁丸”由白芷、川芎 (白芷-川

芎 = 4∶1) 组成, 该药对具有祛风散寒、活血通络的功

效, 用于风寒瘀血阻滞脉络所致的头痛, 症见头胀痛或

刺痛、痛有定处、反复发作、遇风寒诱发或加重[4]。白

芷中主含香豆素类、挥发油类、脂肪酸类等化合物, 其

中香豆素类化合物是白芷的主要活性成分, 包括欧前

胡素、异欧前胡素、氧化前胡素、白当归素、佛手柑内

酯、花椒毒酚等[5]。现代药理学研究表明, 白芷中香豆

素类化合物具有解热镇痛抗炎、抗高血压、抗凝血、抗

微生物、抗病毒、抗癌、抗氧化等多种药理活性[6]。川

芎其性温燥, 善于行走, 有活血行气、祛风止痛之功效,

为治疗头痛的“要药”, 与同为祛风之品的白芷配伍使

用, 可加强祛除风邪的功效, 是治疗头痛、中风的佳选。

中药药代动力学可以从动力学的角度阐明多成分

之间的相互作用, 在中药体内多组分物质基础、多靶点

作用的药效和安全性等关键科学问题的研究中均起着

重要作用。目前只有少数报道对白芷单味药中香豆素

类成分的药代动力学进行了研究[7,8], 所采用的检测方

法主要有反向液相色谱法、液质联用法等[9-11], 然而对

于采用UPLC-FLD法测定白芷中香豆素类化合物的血

浆药物浓度, 并且研究白芷配伍川芎前后香豆素类成

分在大鼠体内的药代动力学行为国内外未见报道。因

此, 本文研究白芷配伍川芎前后大鼠体内白芷中 4种

香豆素类化合物 (图 1) 的整体药代动力学行为, 以探

讨川芎是否可以促进白芷中香豆素类成分的吸收进而

产生协同作用, 从而在一定程度上阐明白芷-川芎配伍

的合理性。

材料与方法

药品和试剂 佛手柑内酯 (F-008-170426, 98%)、

氧化前胡素 (Y-151-180713, 98%)、异欧前胡素 (Y-007-

170426, 98%)、欧前胡素 (O-001-170526, 98%) 均购自

成都瑞芬思科技生物有限公司。白芷 (批号2010008)、

川芎 (批号 2009002) 均购自北京太洋树康药业有限责

任公司, 并由北京中医药大学王学勇教授鉴定为正品。

乙腈、甲醇 (色谱纯, 纯度 99.9%, 美国 Fisher公司)、甲

酸 (色谱纯, 纯度99.9%, 美国Sigma公司)。

仪器 Agilent 1290 超高效液相色谱仪 (美国

Agilent 公司); 配有 Agilent 1260 G1321B 荧光检测器

(美国 Agilent公司), Agilent 1290 G4220A 二元梯度泵

(美国 Agilent 公司), Agilent 1290 G1316C 柱温箱 (美

国 Agilent 公司), Agilent 1290 G4226A 自动进样器

(美国 Agilent 公司)等; 3-18KS 离心机 (德国 Sigma 公

司); Concentrator plus 真空浓缩机 (美国 OMNI 公司);

HD-2500涡旋器 (杭州佑宁仪器有限公司)。

动物 雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠 (SPF 级 ,

10周龄, 体重 200～230 g) 12只, 购自北京维通利华生

物技术有限公司 , 动物许可证号 : SYXK (京) 2020-

0033, 实验动物质量合格证号: 110011211100291687。

标准环境下饲养 1周。本研究中动物实验方案已获得

北京中医药大学实验动物伦理委员会的批准 (批准

号: BUCM-4-2020083105-3072)。

Figure 1 Chemical structures of four coumarins (bergapten, oxypeucedanin, imperatorin, and isoimperatorin)
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色谱条件 色谱柱为Agilent ZORBAX ECLIPSE

C18柱 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm); 流动相为含 0.1% 甲

酸的水溶液 (A)-乙腈溶液 (B), 梯度洗脱 : 0～2 min,

10%～38% B; 2～7 min, 38%～39% B; 7～9 min, 39%～

40% B; 9～10 min, 40%～55% B; 10～14 min, 55%～

70% B; 14～15 min, 70%～100% B; 流 速 0.4 mL·

min-1; 柱温35 ℃; 进样量5 μL。

荧光检测条件 激发波长 (Exitation, Ex): 259 nm;

发射波长 (Emission, Em): 490 nm。

对照品储备溶液的配制 分别精密称取佛手柑内

酯、氧化前胡素、异欧前胡素对照品20.00 mg及欧前胡

素对照品 80.00 mg, 加甲醇溶解并定容至 10 mL, 得佛

手柑内酯、氧化前胡素、异欧前胡素的质量浓度分别为

2 000 ng·mL-1、欧前胡素的质量浓度为8 000 ng·mL-1的

混合对照品溶液, 采用逐级稀释的方法, 得到佛手柑内

酯、氧化前胡素、异欧前胡素的质量浓度分别为 1 000、

800、400、200、100、50和25 ng·mL-1; 欧前胡素的质量浓

度分别为4 000、3 200、1 600、800、400、200和100 ng·mL-1

的混合对照品溶液。-4 ℃冰箱保存。

血浆样品处理方法 精密吸取血浆样品100 μL, 准

确加入乙腈300 μL沉淀蛋白, 涡旋10 min, 12 000 r·min-1

离心 10 min, 取上清, 真空浓缩机吹干; 然后用 75%甲

醇 100 μL 复溶样品 , 涡旋 10 min, 12 000 r·min-1离心

10 min, 取上清液按上述色谱条件进样测定。

灌胃药液的制备

白芷提取液的制备 白芷300 g, 10倍量70%乙醇

浸泡 12 h, 180 ℃加热回流提取 2次, 每次 2 h。合并滤

液, 蒸干, 残渣用水溶解并定容至 300 mL, 供试品溶液

为1 g·mL-1。置于-20 ℃冰箱保存。

白芷-川芎合煎液的制备 白芷-川芎 (300 g +

75 g), 10倍量 70%乙醇浸泡 12 h, 180 ℃加热回流提取

2次, 每次 2 h。合并滤液, 蒸干, 残渣用水溶解并定容

至 300 mL, 供试品溶液中白芷浓度为 1 g·mL-1。置于

-20 ℃冰箱保存。

灌胃药液中 4 种香豆素类化合物含量测定 取

“灌胃药液的制备”部分合并后的滤液, 分别过滤膜取

续滤液, 按上述色谱及荧光检测条件进样测定, 以外标

法计算白芷提取液、白芷-川芎合煎液中佛手柑内酯、

氧化前胡素、欧前胡素及异欧前胡素的含量。

药动学研究 SD大鼠 12只, 分为 2组, 禁食 12 h

后分别灌胃给予白芷提取液、白芷-川芎合煎液8 g·kg-1

体重 (灌胃体积为 8 mL·kg-1), 并于给药后 0、5、10、15、

30、45 min、1、2、4、6、8、12、24 h 眼眶静脉丛取血

0.3 mL至润有肝素钠的离心管中, 以 3 500 r·min-1离心

15 min, 取上层血浆 , -80 ℃储存 , 并于 3 日内完成

测定。

方法学考察

专属性 取 6个不同来源的大鼠空白血浆, 按“血

浆样品处理方法”项下方法操作 , 进行 UPLC-FLD 分

析, 分别获得空白样品色谱图、空白血浆添加对照品色

谱图、给药后血浆样品色谱图。分析血浆中内源性物

质是否对待测化合物佛手柑内酯、氧化前胡素、欧前胡

素和异欧前胡素产生干扰, 考察该方法的专属性。

线性与定量限考察 取空白血浆 100 μL, 分别加

入系列浓度的对照品储备溶液 100 μL, 使血浆中佛手

柑内酯、氧化前胡素、异欧前胡素的质量浓度分别为

25、50、100、200、400、800、1 000 和 2 000 ng·mL-1; 欧

前胡素的质量浓度分别为 100、200、400、800、1 600、

3 200、4 000和 8 000 ng·mL-1, 按“血浆样品处理方法”

项下方法操作。以待测物质量浓度为横坐标 x, 待测

物峰面积为纵坐标 y, 得到各成分的标准曲线和线性范

围 , 以血浆标准曲线的最低浓度点作为定量下限

(LLOQ)。

准确度和精密度考察 取空白血浆 100 μL, 分别

加入高、中、低浓度的对照品储备溶液 100 μL, 配制成

佛手柑内酯、氧化前胡素、异欧前胡素 1 000、400 和

50 ng·mL-1, 欧前胡素 4 000、1 600和 200 ng·mL-1的高、

中、低浓度质控样品, 各浓度水平均为 6样本, 按照“血

浆样品处理方法”项下方法处理后测定。代入随行基

质标准曲线计算相应的药物浓度, 与理论值相比, 计算

方法的准确度; 同一质量浓度每隔 1 h 测 1 次, 测定 3

次, 进行日内精密度计算; 每隔1天测定1次, 连续测定

3天, 进行日间精密度计算。

回收率考察 配制高、中、低 3 个浓度的质控样

品, 各浓度水平均为 6个样本, 按“血浆样品处理方法”

项下方法处理后, 测定的样品所得峰面积 A1; 取空白

血浆 100 μL, 按照“血浆样品处理方法”项下方法处理

至真空浓缩机吹干后用含高、中、低浓度混合对照品的

甲醇溶液复溶, 检测并记录峰面积A2。A1和A2的比值

即绝对回收率。

稳定性及冻融稳定性 配制高、中、低 3个浓度的

质控样品, 各浓度水平均为 6样本, 按照“血浆样品处

理方法”项下方法处理后, 进行以下 3种稳定性方法处

置: ① 20 ℃室温放置 12 h; ② 贮存于-80 ℃冰箱 3天;

③ 贮存于-80 ℃冰箱, 反复冻融3次。

数据处理 将给药后的血浆样品按照“血浆样品

处理方法”处理后进行UPLC-FLD分析, 以随行基质标

准曲线计算血药浓度后, 将血药浓度-时间数据代入

DAS 3.2.8统计学软件求算 4种香豆素类化合物在大

鼠体内的各项药代动力学参数, 并以SPSS 20.0统计白
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芷单独给药与白芷-川芎配伍给药后的主要药代动力

学参数差异。

结果

1 方法学验证

1.1 专属性 空白血浆样品的色谱图见图2A, 加入混

合对照品溶液的血浆样品色谱图见图 2B, 大鼠给药后

样品的代表性色谱图见图 2C、图 2D。佛手柑内酯、氧

化前胡素、欧前胡素及异欧前胡素的色谱保留时间分

别为 5.75、7.97、11.61和 12.65 min。结果表明, 白芷中

4种香豆素类成分峰形良好, 大鼠空白血浆中的内源

性物质不干扰待测物的定量分析, 本方法具有良好的

专属性。

1.2 线性与定量限考察 白芷中 4种香豆素类化合物

在大鼠血浆中的线性范围内线性良好, 结果见表1。

1.3 准确度和精密度 白芷中 4种香豆素类化合物各

浓度质控样品准确度平均在 89.95%～101.43% 之间 ,

日内精密度 (RSD) 在 0.569%～6.84%之间, 日间精密

度在 1.81%～9.85%之间, 均符合有关生物样品分析方

法验证的要求。

1.4 回收率考察结果 4种香豆素类化合物在 3个浓

度水平上的回收率均在 85.20%～96.00%之间, 符合生

物样品分析要求。

1.5 稳定性及冻融稳定性 结果显示, 实际值均在理

论值的 86.42%～103.4%之间波动, 表明样品在以上条

件下稳定。

2 灌胃药液中4种香豆素类化合物的含量测定

白芷提取液中佛手柑内酯、氧化前胡素、欧前胡

素、异欧前胡素的含量分别为 0.122、1.39、2.26 和

0.672 mg·mL-1; 白芷-川芎合煎液中佛手柑内酯、氧化

前胡素、欧前胡素、异欧前胡素的含量分别为 0.125、

1.39、2.26 和 0.689 mg·mL-1。结果表明 : 在提取液中 ,

白芷配伍川芎前后其中 4种香豆素类成分含量无明显

变化。

3 药代动力学

以标准曲线法计算血药浓度, 将平均血药浓度对

时间作图, 得平均血药浓度-时间曲线 (图3), 药代动力

学参数结果见表2。

平均血药浓度-时间曲线图表明, 白芷-川芎配伍

组较白芷单独给药组的血药浓度显著升高。药动学参

数计算结果显示, 配伍川芎后, 佛手柑内酯、欧前胡素

的 AUC0-∞和 AUC0-24 h 均显著增加 (P < 0.05)且 CLZ/F

显著降低 (P < 0.01, P < 0.05), Cmax 显著升高 (P <

0.05), 此外 , 佛手柑内酯的 VZ/F 显著降低 (P < 0.05);

氧化前胡素的 AUC0-∞和 AUC0-24h 均显著增加 (P <

0.01)且CLZ/F显著降低 (P < 0.05), Cmax显著升高 (P <

0.01); 异欧前胡素的Cmax显著升高 (P < 0.05)。

讨论

白芷中的佛手柑内酯、氧化前胡素、欧前胡素和异

欧前胡素具有苯环结构特征, 有较强的荧光吸收。通

过文献调研发现, 相比于紫外检测器, 荧光检测器有更

好的选择性和特异性[12]; 相比于三重串联四极杆质谱,

荧光检测器花费更少[13]。因此, 本研究建立了保留时

间更短、特异性和选择性更好的UPLC-FLD检测方法,

并成功应用于白芷体内香豆素类化合物的含量测定

中, 方法学考察结果表明, 该方法灵敏度高、重复性好、

操作简便、结果准确, 具有较高的专属性, 符合生物样

品分析要求。同时, UPLC-FLD检测方法的应用也为

香豆素类化合物的血药浓度分析提供了参考价值。

AUC0-∞、AUC0-t和 Cmax分别可作为吸收程度与吸

收速度的指标[14,15]。吸收程度增加会导致 AUC0-∞、

AUC0-t 和 Cmax 升高 , 吸收速度增快会导致 Cmax 升高。

Table 1 Regression data and lower limit of quantification (LLOQ) for four coumarins

Compd.

Bergapten

Oxypeucedanin

Imperatorin

Isoimperatorin

Calibration graph

y = 0.005 7 x + 0.039 1

y = 0.007 2 x + 0.025 3

y = 0.006 5 x - 0.074 8

y = 0.010 0 x - 0.107 4

Linear range/ng·mL-1

25-2 000

25-2 000

100-8 000

25-2 000

r2

0.993 9

0.999 5

0.998 6

0.999 0

LLOQ/ng·mL-1

25

25

100

25

Figure 2 The typical chromatogram of four coumarins in rat

plasma. A: Blank rat plasma sample; B: Plasma solution after

adding standard; C: A rat plasma sample collected at 30 min after

the oral administration of Baizhi aqueous extracts; D: A rat plasma

sample collected at 30 min after the oral administration of Baizhi-

Chuanxiong aqueous extracts. a: Bergapten, b: Oxypeucedanin, c:

Imperatorin, d: Isoimperatorin
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配伍川芎后 , 白芷中 4 种香豆素类化合物的 AUC 和

Cmax均有不同程度的升高, 说明川芎可能是通过促进

白芷中香豆素类化合物的吸收速度和吸收程度而升高

其血药浓度、提高其生物利用度。Vz/F 和 CLz/F 分别

是药物分布程度和体内药物消除速度的评价指

标[16,17]。Vz/F 和 CLz/F 减小会导致血药浓度以及 Cmax

增加, 配伍川芎后, 白芷中 4种香豆素类化合物的Vz/F

和 CLz/F均有不同程度的减小, 这表明配伍川芎后白

芷中香豆素类化合物血药浓度的升高不仅与吸收增加

有关, 还与川芎抑制香豆素类成分向全身分布以及清

除有关。因此推测, 川芎可能促进白芷中香豆素类成

分更多地向靶器官分布, 但该推论仍缺乏实验数据的

支撑, 后续将在此基础上设计实验进行进一步的验证。

中药配伍的体内药动学相互作用主要由转运蛋白

Figure 3 Mean plasma concentration-time curves of the four

coumarins after oral administration of Baizhi and Baizhi-

Chuanxiong aqueous extracts. n = 6,
-
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刘力榕等: 川芎对白芷中4种香豆素类化合物吸收及清除的影响

和药物代谢酶介导[18], 特别是 P-糖蛋白 (P-gp) 和细胞

色素 P450 (CYP450) 酶[19-21]。有研究表明 , 白芷中香

豆素类化合物 (佛手柑内酯、氧化前胡素、欧前胡素、

异欧前胡素) 是外排转运体 P-gp的底物[22], 可因 P-gp

的抑制而增加其吸收 , 川芎嗪 (tetramethylpyrazine,

TMP, 又名四甲基吡嗪) 是一种生物碱, 为中药川芎的

有效成分之一, 有研究表明, TMP可能通过抑制 P-gp

的功能增强P-gp底物的口服吸收, 长期应用TMP可能

通过下调肠道以及其他器官 P-gp的表达而降低 P-gp

的活性, 抑制底物的外排作用, 改变其他 P-gp底物的

生物利用度[23]。因此推测, 川芎促进白芷香豆素的吸

收可能与川芎抑制外排转运蛋白表达有关, 但仍需要

进一步的实验进行验证。

有研究认为白芷中香豆素类成分有镇痛抗炎的作

用[24], 能明显降低血中和脑中一氧化氮水平, 说明香豆

素类成分对偏头痛有一定的治疗作用[25]; 也有研究表

明, 川芎提取物能显著提高豆腐果苷吸收, 并显著增加

豆腐果苷的药效 (P < 0.05), 说明川芎提取物有促吸收

作用[26]; 此外, 有文献进行了川芎提取物及吸收促进剂

对欧前胡素和异欧前胡素在大鼠结肠吸收过程的影响

的研究, 发现川芎提取物对欧前胡素与异欧前胡素均

有一定的促吸收效果, 从肠道吸收的角度证明了传统

中医将川芎配伍白芷作为药对使用是合理的[27]。然

而, 目前缺乏直接证据表明川芎确实促进了白芷中香

豆素类化合物的吸收, 即缺乏关于白芷配伍川芎前后

大鼠体内香豆素类成分的比较药代动力学研究, 故本

文从此角度研究都梁丸中白芷以 4∶1配伍川芎后对白

芷中香豆素类化合物的影响, 研究结果表明: 配伍川芎

能不同程度地增加白芷中 4种香豆素类化合物的血药

浓度和Cmax, 促进有效成分在体内的吸收, 同时减缓其

在体内的清除速率。该结果从药代动力学的角度, 为

白芷和川芎药对联合使用的科学性提供了数据支撑,

也为进一步阐明中医药配伍理论的合理性提供了方法
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