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敦煌医方大泻肺汤中6种有效成分的UPLC-QTRAP-MS/MS分析方

法建立及其在正常与COPD模型大鼠体内药代动力学研究
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摘要: 建立大泻肺汤中 6种入血成分 (大黄酸、芦荟大黄素、芥子酸、甘草苷、芹糖异甘草苷、汉黄芩苷) 的UPLC-

QTRAP-MS/MS分析方法, 并应用于正常及慢性阻塞性肺疾病 (chronic obstructive pulmonary disease, COPD) 模型

大鼠体内的药代动力学研究, 揭示其体内的吸收动力学特征和消除规律, 以期为大泻肺汤临床用药及进一步开发提

供科学依据。正常及COPD模型大鼠灌胃大泻肺汤后于不同时间点眼底静脉丛取血, 采用超高效液相色谱−三重四

极杆−线性离子阱质谱 (UPLC-QTRAP-MS/MS) 测定不同时间点各物质的血药浓度, 并采用药代动力学软件DAS 2.0

计算各成分的药代动力学参数。结果表明, 6种成分在各自范围内线性关系良好, 方法学考察均符合要求; 运用药

代动力学软件DAS 2.0非房室模型成功计算了 6种成分的达峰浓度 (Cmax)、达峰时间 (tmax)、半衰期 (t1/2)、药时曲线下

面积 (AUC0-t) 等药代动力学参数。大泻肺汤有效成分群在正常组及模型组中药代动力学特征存在显著差异, 提示

机体处于不同生理状态下, 由于机体状态的改变会对大泻肺汤有效成分的吸收和消除产生一定的影响。实验获得
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Abstract: An UPLC-QTRAP-MS/MS analytical method for six blood components (rhein, aloeemodin, sinapic 
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acid, liquiritin, isoliquiritin apioside, and wogonoside) in Daxiefei Decoction was established and applied to the 

pharmacokinetic study in normal and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) model rats to reveal their 

absorption kinetics characteristics and elimination rules in vivo, in order to provide a scientific basis for the clinical 

application and further development of Daxiefei Decoction. The plasma concentrations of each substance at 

different time points were determined by ultra-performance liquid chromatography-triple quadrupole-linear ion 

trap mass spectrometry (UPLC-QTRAP-MS/MS), and the pharmacokinetic parameters of each component were 

calculated by pharmacokinetic software DAS 2.0. The results showed that the linear relationship between the six 

components was good in their respective ranges, and the methodological investigation met the requirements. The 

pharmacokinetic parameters of six components, such as peak concentration (Cmax), peak time (tmax), half-life (t1/2), area 

under the plasma concentration-time curve (AUC0-t), were successfully calculated by using the pharmacokinetic 

software DAS 2.0 non-compartmental model. There were significant differences in the pharmacokinetic 

characteristics of the active ingredient group between the normal group and the model group, suggesting that the 

body was in different physiological states, and the change of the body state would have a certain impact on the 

absorption and elimination of the active ingredient of Daxiefei Decoction. The experiment was approved by the 

Laboratory Animal Ethics Committee of Nanjing University of Chinese Medicine (No. 202406A085).

Key words: Dunhuang Medical Formula Daxiefei Decoction; chronic obstructive pulmonary disease; 

pharmacokinetics; ultra-performance liquid chromatography-triple quadrupole-linear ion trap mass spectrometry; 

active ingredient group

慢性阻塞性肺疾病 (chronic obstructive pulmonary 

disease, COPD) 是一种进行性的呼吸系统疾病, 它影

响着全世界数百万人 , 会导致严重的发病率和死亡

率[1]。并且由于肺部受损 , 无法完全恢复正常[2]。因

此, COPD是一种终身疾病。研究表明, COPD已成为

全球第三大死亡原因 , 发病率随着年龄的增长而增

加[3]。COPD 通常由吸烟、环境以及遗传等因素所导

致[4], 临床常用于缓解 COPD 症状的药物有支气管扩

张剂、抗炎药物和抗生素等[5,6], 大多数是每天服用, 且

通常是终生服用[7], 疗法具有不良反应大、用药依存性

差等缺点。

中药复方具有多靶点、整体调节、疗效稳定的特

点[8]。目前已经在一些慢性疾病和复杂疾病治疗中展

现出了不可替代的优势[9]。大泻肺汤出自敦煌医学

《辅行诀脏腑用药法要》, 用治胸中有痰涎、喘不得卧、

大小便闭、身面肿、迫满、欲得气利者[10], 方由大黄、葶

苈子、甘草、芍药、黄芩和干姜六味药组成。大泻肺汤

组方药味中成分复杂, 包含生物碱类、有机酸类、萜类

等多种化学成分。

研究表明, 中药药代动力学可以系统而科学地阐

释复杂中药药效成分在体内的动态变化规律及其随时

间变化的量−效关系的代谢过程, 并采用数学函数进

行定量描述[11]。据本课题组前期研究及查阅文献[12-14]

可知, 大黄酸、芦荟大黄素、芥子酸、甘草苷、芹糖异甘

草苷和汉黄芩苷 (图1) 均为大泻肺汤的有效成分。

基于此, 本研究借助超高效液相色谱−三重四极

杆−线性离子阱质谱 (UPLC-QTRAP-MS/MS) 建立血

浆中大黄酸、芦荟大黄素和芥子酸等 6种成分的定量

Figure 1　 Structure diagram of the main chemical components of Daxiefei Decoction. A: Rhein; B: Aloeemodin; C: Sinapic acid; D: 

Liquiritin; E: Isoliquiritin apioside; F: Wogonoside
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分析方法, 考察其在正常和COPD模型大鼠体内的变

化规律, 以期为大泻肺汤有效成分的体内代谢机制阐

释及临床合理应用提供数据支撑。

材料与方法

仪器 Waters ACQUITY UPLC 系统 (包括四元泵

溶剂、在线脱气机和自动进样器 ; 美国 Waters 公司); 

AB QTRAP6500 三重四级杆线性离子阱质谱仪系统

(配有电喷雾离子源及 Analyst1.6.3 软件 , 美国 AB 

SCIEX公司)。

药物与试剂 大黄 (批号 231113, 产地青海)、葶苈

子 (批号 230619, 产地安徽)、甘草 (批号 230824, 产地

甘肃)、芍药 (批号 240416, 产地安徽)、黄芩 (批号

240201, 产地陕西)、干姜 (批号 240314, 产地四川); 大

黄酸 (批号CFS202401)、芦荟大黄素 (批号CFS202401)、

芥子酸 ( 批号 CFS202401)、芹糖异甘草苷 ( 批号

CFS202302) 购自武汉天植生物技术有限公司; 甘草苷 

(批号 P29M7F12158)、克拉霉素 (批号 Y31M7C12157) 

购自上海源叶生物科技有限公司 ; 汉黄芩苷 (批号

18034) 购自上海诗丹德标准技术服务有限公司, 脂多

糖 (LPS) 来源于大肠杆菌O55: B5购自 Sigma-Aldrich

公司, 所有对照品浓度均高于98%。甲酸色谱级 (美国

ThermoFisher Scientific公司), 甲醇、乙腈为色谱级 (德

国Merck公司)。

实验动物 SPF级雄性 SD大鼠, 体重 200 ± 20 g, 

由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供, 实验获得

南京中医药大学实验动物伦理委员会批准 (批准号: 

202406A085), 动物许可证号 SCXK (沪) 2022-0004。

在南京中医药大学动物中心屏障系统中适应性饲养一

周后随机分组。

大泻肺汤的制备 称取大黄、葶苈子等 6味药材, 

第一次加入 10倍量水浸泡 0.5 h, 加热回流 1 h, 过滤收

集药液 , 再加入 10 倍量水加热回流 1 h, 过滤合并药

液, 浓缩至每1 mL含1.296 g生药的大泻肺汤水提液。

动物造模 大鼠适应性喂养 7 d, 将 12只 SD大鼠

随机分为正常给药组和模型给药组, 每组 6只。于试

验的第 1、14、28、42、56天, 异氟烷麻醉后, 造模大鼠气

管滴注脂多糖 200 μL (1 mg·mL-1); 正常对照组按以上

方法给予氯化钠注射液 (0.9%) 200 μL。每天 (除第 1、

14、28、42、56天外) 对造模大鼠进行烟熏处理直至第

70天。

肺功能检测 造模 10 周后 , 将大鼠按序放置在

EMKA小动物无创式肺功能检测系统的体扫描箱内, 

检测肺功能相关指标。

药动学实验 肺功能检测后, 两组分别灌胃大泻

肺汤 (12.96 g·kg-1), 记录灌胃时间, 于灌胃后不同时间

点 (5、10、20、40、60、120、240、360、480、720、1 440 min) 

眼底静脉丛取血约 0.5 mL, 置于肝素钠处理过的离心

管中, 4 ℃、3 000 r·min-1离心 15 min, 取出上层血浆, 将

其放于−80 ℃的冰箱中备用, 分析前解冻。

血浆样本处理 将血浆样品从−80 ℃冰箱取

出 , 解冻恢复至常温后涡旋混匀, 每 100 μL血浆样品

加入 400 μL 含内标的甲醇溶液 , 涡旋后静置 5 min, 

13 000 r·min-1离心 20 min, 取上清液浓缩至干。用仪

器定量前加入50 μL甲醇复溶, 涡旋后13 000 r·min-1离

心15 min, 取上清液用于分析。

标准曲线系列浓度对照品制备 分别精密称取大

黄酸、芦荟大黄素、芥子酸、甘草苷、芹糖异甘草苷、汉

黄芩苷对照品适量, 加甲醇配制成对照品储备液。精

密量取各对照品储备液适量, 配置混合对照品母液浓

度约 100 μg·mL-1。将混合对照品溶液用甲醇连续稀

释成一系列不同浓度的混合对照品溶液, 每个浓度的

混合对照品溶液取 20 μL加到 80 μL的空白血浆中, 按

血浆样本处理方法处理, 得到不同浓度的血浆标准曲

线系列浓度对照品。

内标溶液的配制 精密称取克拉霉素对照品适

量, 加甲醇溶解并稀释至500 ng·mL-1, 作为内标溶液。

液相条件 AcquityTM UPLC BEH C18 色谱柱 

(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm), 流动相为0.1%甲酸水 (A)− 

乙腈溶液 (B), 梯度洗脱 (5%～50% B, 0～20 min; 50%～

100% B, 20～22 min; 100%～5% B, 22～23 min; 5%～

5% B, 23～24 min), 柱温 30 ℃ , 流速 0.4 mL·min-1, 进

样量2 μL。

质谱条件 采用电喷雾电离离子源 (ESI), 多反应

检测 (MRM) 模式, 电喷雾电压为 4 500 V, 雾化器压力

为 40 kPa, 气帘气压力为 40 kPa, 辅助加热器压力为

60 kPa, 离子源温度为 450 ℃, 碰撞气: Medium, 6种被

测物质MRM参数见表1。

专属性考察 分别取大鼠空白血浆、空白血浆加

浓度为 100 μg·mL-1的混合对照品溶液及内标溶液及

给药后1 h的大鼠血浆样品, 按血浆样本处理方法处理

Table 1　Mass spectrum parameters of each component

Component

Rhein

Aloeemodin

Sinapic acid

Liquiritin

Isoliquiritin apioside

Wogonoside

Clarithromycin

Polarity

ES+

ES+

ES+

ES+

ES+

ES+

ES+

Precursor 

ion/Da

285.2

271.1

225.1

419.1

551.2

461.1

748.4

Product 

ion/Da

183.4

225.2

207.3

257.3

257.1

285.2

590.3

DP/V

1

11

1

1

6

16

16

CE/V

51

33

13

11

25

31

31
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后 , 每个浓度平行 6 份进样测定 , 于上述条件下进样

分析。

标准曲线与线性范围 对不同浓度混合对照品溶

液进样分析, 以对照品与内标峰面积之比 (Y) 与相应

质量浓度 (X, μg·mL-1) 进行线性回归, 绘制标准曲线。

精密度与准确度 取低、中、高 3个质量浓度的质

控样品 , 按血浆样本处理方法处理 , 每个浓度各进

6针, 于上述条件下进样分析, 连续进样 3天。结果以

相对误差 (relative error, RE) 表示准确度和相对标准

偏差 (relative standard deviation, RSD) 表示精密度。

提取回收率及基质效应 取 80 μL的甲醇溶液加

入 20 μL与低、中、高QC浓度相同的混合对照品溶液, 

按血浆样本处理方法处理, 于上述条件下进样分析得峰

面积A; 取空白血浆, 按血浆样本处理方法处理后加入

QC样品, 于上述条件下进样分析得峰面积B; 取 80 μL

的空白血浆加入 20 μL与低、中、高QC浓度相同的混

合对照品溶液, 按血浆样本处理方法处理后, 于上述条

件下进样分析得峰面积C。基质效应通过计算B/A面

积的比值考察, 提取回收率通过计算C/B面积的比值

考察。

稳定性 考察取低、中、高 3个质量浓度的QC样

品分别在冻融 3 次 , 在室温下放置 12 h, 在 4 ℃放置

24 h, 反复冻融 3 次以及放置−80 ℃冰箱 15 d 的稳定

性, 每一个浓度重复考察6份。

药代动力学研究 精密吸取给药后不同时间点大

鼠含药血浆 100 μL, 按照血浆样本处理方法进行血浆

样品预处理并进样分析, 所得数据导入 DAS 2.0软件

进行分析, 采用非房室模型计算药代动力学参数。

数据处理 采用GraphPad 8.0统计软件进行数据

分析, 大鼠肺功能检测、药时曲线图结果以均值 ± 标

准差 (
-
x ± s) 表示; 采用DAS 2.0软件计算药动学参数, 

以
-
x ± s 表示。两组的差异采用 t 检验进行分析 , P < 

0.05认为有显著性差异。

结果

1　大鼠造模结果

1.1　大鼠一般状态观察 实验期间空白组大鼠饮食、

活动正常, 无喘息气促, 鲜有咳嗽, 打喷嚏等现象。模

型组大鼠毛发呈灰黄色无光泽感且易脱落, 口鼻腔分

泌物变多, 呼吸急促伴有喘鸣声。

1.2　肺功能检测 大鼠肺功能检测结果如图 2所示, 

与空白组相比, 模型组大鼠的支气管收缩张力Penh及

呼吸频率F显著上升 (P < 0.05), 潮气量MV、最大吸气

流量 PIF、最大呼气流量 PEF、每分钟气量 TV、吸气持

续时间 TI 以及呼气持续时间 TE 均显著下降 (P < 

0.05)。表明香烟烟雾联合LPS诱导后, 大鼠肺功能下

降, 气道阻力上升, 存在肺阻塞性通气障碍。

2　方法学考察

2.1　专属性 血浆中 6 种成分专属性考察结果见图

3, 血浆样品中各待测物均与各对照品保留时间一致, 

峰形好, 且内源性物质无干扰, 表明方法专属性良好。

2.2　标准曲线与线性范围 血浆中 6种成分的线性回

归方程、线性范围和定量下限结果见表 2, 结果表明在

一定浓度范围内各成分线性关系良好。

2.3　精密度与准确度 血浆中 6种成分低、中、高浓度

血浆样品日内准确度RE在−3.4%～4.4%之间, 日内精

密度 RSD 均 ≤ 6.0%, 日间准确度 RE 在−5.1%～6.8%

之间, 日间精密度RSD均 ≤ 5.4%, 符合生物样本含量

测定的要求。

2.4　提取回收率及基质效应 血浆中 6种成分的内标

归一化基质因子在 91.24%～104.6% 之间 , RSD 均 ≤ 

6.8%, 提取回收率在 90.45%～105.6% 之间, RSD 均 ≤ 

Figure 2　Pulmonary function test results. n = 6, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs CON (control group). Penh: Bronchosystolic 

tension; F: Respiratory rate; TE: Exhalation duration; TI: Inhalation duration; MV: Tidal volume; TV: Breath volume per minute; PEF: 

Maximum expiratory flow; PIF: Maximum inspiratory flow; bpm: Breaths per minute
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6.6%, 符合生物样本分析的要求。

2.5　稳定性 血浆中 6种成分室温放置 12 h后各成分

RE 在−6.3%～8.3% 之间 , RSD 均 ≤ 6.7%; −4 ℃放置

24 h后RE在−7.7%～8.6%之间, RSD均 ≤ 6.0%; 反复

冻融 3 次后 RE 在−4.3%～7.9% 之间 , RSD 均 ≤ 6.8%; 

放置−80 ℃冰箱 15 d后RE在−6.8%～8.6%之间, RSD

Figure 3　Representative chromatograms. A: Blank plasma; B: Blank spiked with 100 μg·mL-1 standard solution; C: Plasma obtained 1 h 

after oral administration of Daxiefei Decoction
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均 ≤ 6.2%。提示样品稳定性良好, 符合生物样本分析

的要求。

3　药代动力学研究

精密吸取给药后不同时间点大鼠含药血浆100 μL, 

按照血浆样本处理方法进行血浆样品预处理并进样分

析, 所得数据导入DAS 2.0软件进行分析, 采用非房室

模型计算药代动力学参数, 结果见表 3。各成分血药

浓度−时间曲线见图4。

讨论

越来越多的研究表明, 中医药对于防治COPD具

有显著成效[15-17]。从中医层面上来看, COPD的核心病

机是久病肺虚、痰瘀互结、肺络闭阻, 论治法则需遵循

“补虚、化痰、行瘀、理肺”[18]。据《辅行诀脏腑用药法

要》记载, 大泻肺汤治胸中有痰涎, 喘不得卧, 大小便

闭, 身面肿, 迫满, 欲得气利者。方中葶苈子降逆化痰

平喘 , 大黄泄热清肠 , 黄芩以泻肺实[19]。因此 , 根据

COPD 的病因病机可知, 大泻肺汤具有针对 COPD 患

者的证候特点进行治疗的理论基础; 同时课题组前期

研究发现, 大泻肺汤对COPD大鼠具有一定程度的治

疗作用。成分是药效的基础, 中药的特点是成分多样, 

这必然引起成分间的相互作用, 从而影响了药效的发

挥[20]。但目前对于大泻肺汤缓解COPD的物质基础尚

不清楚, 这限制了大泻肺汤的临床应用与开发。因此, 

本实验对大泻肺汤中 6种入血成分在正常及COPD模

Figure 4　Blood concentration-time curve of each component (n = 6, 
-
x ± s). A: Rhein; B: Aloeemodin; C: Sinapic acid; D: Liquiritin; 

E: Isoliquiritin apioside; F: Wogonoside

Table 3　Pharmacokinetic parameters of each component (n = 6, 
-
x ± s). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Component

Rhein

Aloeemodin

Sinapic acid

Liquiritin

Isoliquiritin apioside

Wogonoside

Group

Control

Model

Control

Model

Control

Model

Control

Model

Control

Model

Control

Model

t1/2 /min

225.1 ± 91.9

214.8 ± 66.3

620.3 ± 722.8

623.9 ± 740.2

274.3 ± 175.6

691.3 ± 810.4

7 191.4 ± 11 493.7

617.7 ± 357.6

1 021.5 ± 613.8

1 186.3 ± 504.7

1 529.9 ± 1 243.3

430.6 ± 225.3

tmax /min

76.7 ± 34.4

80.0 ± 45.6

9.2 ± 2.0

18.3 ± 4.1***

17.5 ± 21.6

30.8 ± 23.3

35.0 ± 41.8

36.6 ± 19.7

22.5 ± 14.7

128.3 ± 176.0

568.3 ± 530.0

260.0 ± 356.7

Cmax /mg·L-1

36.98 ± 5.977

50.5 ± 5.2**

0.5 ± 0.2

1.2 ± 0.5**

4.7 ± 1.4

11.0 ± 3.9**

0.3 ± 0.1

0.9 ± 0.3**

0.3 ± 0.08

0.6 ± 0.2*

7.7 ± 0.8

21.3 ± 4.6***

AUC0-t /mg·min·L-1

9 050.8 ± 2 234.7

11 641.3 ± 3 661.3

80.1 ± 34.8

158.3 ± 27.5**

281.4 ± 100.8

787.9 ± 211.6***

94.7 ± 31.2

189.3 ± 56.7**

180.5 ± 21.2

281.4 ± 39.5***

6 808.7 ± 880.1

16 289.3 ± 2 936.2***

Table 2　Linear equations, limits of quantification, and linear ranges for each component

Component

Rhein

Aloeemodin

Sinapic acid

Liquiritin

Isoliquiritin apioside

Wogonoside

Regression equation

Y = 0.000 05X − 0.000 003

Y = 0.001 9X + 0.000 1

Y = 0.002 3X − 0.000 05

Y = 0.004 9X − 0.000 1

Y = 0.001 1X − 0.000 1

Y = 0.025 3X − 0.001

r

0.999 9

0.999 6

0.999 6

0.999 5

0.998 3

0.999 7

Linearity range/ng·mL-1

0.002 05−99 900

0.001 90−18 540

0.001 97−19 260

0.001 88−18 360

0.002 40−23 400

0.001 88−18 360

LLOQ/ng·mL-1

0.002 05

0.001 90

0.001 97

0.001 88

0.001 99

0.001 88
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型大鼠体内的药代动力学特征进行研究分析, 揭示其

体内的吸收和消除规律, 为大泻肺汤进一步开发及临

床用药提供科学支撑。

本研究通过烟熏联合滴注LPS对大鼠建立COPD

模型[21], 目的在于研究不同生理状态下各功效成分在

COPD大鼠体内的变化规律。研究发现, 各功效成分

在模型大鼠体内的最大血药浓度Cmax相比空白组均有

不同程度的升高, 提示处于病理状态下的大鼠口服大

泻肺汤吸收后进入体循环的相对量较高; 6种功效成

分在模型大鼠体内的暴露量高于健康大鼠, 表明其在

血浆中的吸收量较大[22], 有利于药效发挥。

芹糖异甘草苷和汉黄芩苷的平均血药浓度–时间

曲线在不同健康状态大鼠体内均存在“双峰现象”。结

合文献研究, 提示其在体内可能通过肠肝循环进行重

吸收作用, 从而使得其在体内以较高的血药浓度维持

较长时间, 更有利于药效的发挥[23,24]。模型大鼠体内的

大黄酸、芦荟大黄素、芥子酸、甘草苷、芹糖异甘草苷与

健康大鼠体内相比较达峰较慢, 而汉黄芩苷情况相反; 

除汉黄芩苷外, 其余 5 种成分均可在 18.3～128.3 min

内达到峰值血药浓度, 表明这 5种成分吸收较快, 这可

能有利于给药后快速产生药效; 而汉黄芩苷在健康大

鼠体内的血药浓度达峰时间远超其他成分。多成分吸

收与消除的吸收特征可为大泻肺汤整体药效的发挥提

供一定的参考依据[25]。

综上所述, 本研究建立了一种灵敏、准确的同时测

定口服大泻肺汤后大鼠血浆中 6种功效成分的UPLC-

MS/MS含量分析方法, 并考察其药代动力学特征, 为

大泻肺汤治疗COPD功效物质的阐明以及该方临床用

于治疗COPD提供科学依据和指引。
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