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摘要: 附子炮制品种类繁多, 毒效差异不明确, 亟需建立精准的质量评控方法, 保障临床用药安全有效。采用引

起大鼠室性早搏 (premature ventricular contraction, PVC) 的最小量测定法评价 8种附子炮制品的生物毒性, 结果发

现生附片醇提液的最小中毒剂量 (minimal toxic dose, MTD) 为 0.16 g·kg-1, 毒性远强于其余附片; 其次为黑顺片、白

附片、刨附片、炮附子与蒸附片, 醇提液的MTD为 2.64～5.75 g·kg-1; 炒附片与炮天雄未检测出心毒性, 安全性好。

建立急性心衰大鼠+dp/dtmax测定法评价 8种附子炮制品的强心活性, 并通过成分-活性相关分析筛选、验证强心质量

标志物。结果显示, 8种附片均具有明确的强心效果, 其中, 生附片强心效果最强, 给药 15 min后大鼠心功能恢复正

常; 黑顺片、白附片等 5种附片具有中等强度强心活性; 而炮附子与炮天雄强心活性最弱。采用LC-MS/MS法同时

测定附子水煎液中 13种生物碱的含量, 结果发现乌头碱、新乌头碱与次乌头碱 3种剧毒成分无法检测, 去甲乌药碱

仅在生附片中存在, 去甲猪毛菜碱在生附片中的含量高出其余附片 4～56倍。相关性分析表明, 去甲猪毛菜碱与强

心指标的相关性最好, 相关性系数高达 0.817, 而 3种单酯型生物碱与强心作用相关性不大。进一步直接对 13种单

体的强心活性验证评估, 表明去甲乌药碱与去甲猪毛菜碱是强心活性物质, 其余 11种成分无强心活性。该研究建

立了附子生物毒效精准评价的技术方法, 揭示了 8种常见炮制品毒效作用的强弱规律, 发现了强心质量标志物, 为

附子炮制品的质量评控及临床合理选用提供了科学支撑。
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their differences in toxicity and efficacy have not been identified. The minimum premature ventricular contraction

(PVC) method was used to evaluate the biological toxicity of eight processed products. The results showed that the

minimal toxic dose (MTD) of an ethanol extract of Shengfupian (SFP) was 0.16 g·kg-1, which was much lower than

that of Heishunpian (HSP), Baifupian (BFP), Baofupian (BAP), Paofuzi (PFZ) or Zhengfupian (ZFP), with MTDs

ranging from 2.64 to 5.75 g·kg-1. No cardiotoxicity was detected with Chaofupian (CFP) and Paotianxiong (PTX).

A novel +dp/dtmax assay for acute heart failure in rats was developed to evaluate the cardiac activity. It was found

that all eight processed products had cardiac effects, with Shengfupian showing the strongest cardiotonic effect and

the ability to restore damaged cardiac function to normal within 15 minutes of injection. Heishunpian, Baifupian

and the three other products displayed moderate activity, while Paofuzi and Paotianxiong were the weakest. An

LC-MS/MS method was utilized to determine the content of 13 alkaloids in water extracts. The results demonstrated

that hypertoxic aconitine, mesaconitine, and hypaconitine could not be detected, higenamine was only present in

Shengfupian, and salsolinol was about 4-56 times higher in Shengfupian than in other products. A correlation analysis

showed that salsolinol had the best correlation with the cardiotonic index, with a correlation coefficient as high as

0.817, while the three monoester alkaloids failed to correlate with the cardiotonic effect. Higenamine and salsolinol

were cardiotonic, while the 11 other components had no cardiotonic activity. This study establishes methods for

precise evaluation of cardiotoxicity and cardiac activity, reveals the toxicity and efficacy of common processed

products, and identifies the key quality markers for cardiac activity, providing scientific support for the quality

evaluation and clinical application of processed products of aconite.

Key words: Aconiti Lateralis Radix Praeparata; cardiotoxicity; cardiac activity; quality marker; biological

evaluation

附子是确有疗效的有毒中药, 因其具有快速而显

著的强心、升压、抗休克等作用, 被誉为“回阳救逆第一

品药”, 治病保命“药中四维”。以附子为原料开发的现

代中成药参附注射液、四逆汤、芪苈强心胶囊等, 对于

各种急、慢性心衰均具有显著疗效, 奠定了附子在中医

临床的特殊地位。为控制附子毒性, 从古至今衍生出

46种炮制品类型。当今市场流通的附子饮片类型多

达 17种[1], 包括黑顺片、白附片、淡附片、炒附片等。一

定程度上讲, 附子的炮制品类型是所有中药中最为丰

富的, 一方面反映了中药炮制技艺的多元化, 另一方面

也为中医临床应用带来了困惑。这些饮片的质量如

何、毒性与疗效是否存在差异、临床能否等同使用[2]有

待研究。

目前, 附子的质量评价主要参照《中国药典》2015

年版 (一部), 分别以 3个双酯型生物碱含量之和控制

安全性 , 以 3 个单酯型生物碱含量之和评价有效性。

然而, 附子中主要的毒性成分乌头碱、新乌头碱、次乌

头碱的毒性相差较大, 乌头碱与新乌头的毒性为次乌

头碱毒性的 3倍, 三者含量简单相加合理性存疑[3,4]; 此

外, 附子中尚存在众多毒性较低, 但含量较高的物质,

如 3种单酯型生物碱、尼奥林、宋果灵等, 微毒成分的

毒性综合叠加效应不可忽视[3,5]。附子的强心成分认

识尚未完全统一[6], 各成分的量效关系、综合效应不明

确, 单独采用多组分含量测定方法仍很难准确表征其

强心活性。

为此, 本文依据附子的毒效作用特点, 通过测定引

起大鼠室性早搏 (PVC) 的最小剂量表征附子的整体

毒性[7], 通过测定对急性心衰动物模型血液流变学 (左

心室内压最大上升速率, +dp/dtmax) 的即时改善情况表

征附子的强心活性, 并通过与化学成分关联分析, 进一

步筛选强心质量标志物。该研究有望为精准评价附子

毒效以及不同炮制品的质量控制提供科学依据, 为提

高中药临床用药水平提供支撑。

材料与方法

仪器 RM6240BD 型多道生理信号采集处理系

统 (成都仪器厂), 压力换能器, 心电图导联; 无阻尼动

脉导管、静脉插管; BYZ-810T注射泵 (长沙比扬医疗

器械有限公司); 美国Agilent1260高效液相色谱仪 (配

有在线脱气机 , 四元泵 , 自动进样器)和 Agilent6460C

三重串联四极杆液质联用仪 , 配有 ESI 离子源 (美国

Agilent公司); Sartorius-BS110S千分之一分析天平、十

万分之一分析天平 (德国赛多利斯公司)。

动物 雄性 SPF级 SD 大鼠, 240 ± 10 g, 6～10周

龄, 由中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心

提供, 动物许可证号: SCXK-(A) 2012-0004。动物饲养

温度为 20 ± 0.5 ℃, 湿度 55% ± 5%。本研究严格按照

中华人民共和国科技部《实验动物管理条例》的要求进

行。动物实验规程经原解放军 302医院动物实验伦理

委员会批准 (批准号: IACUC-2013-054)。
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药品与试剂 生附片 (Shengfupian, SFP)、黑顺片

(Heishunpian, HSP)、白附片 (Baifupian, BFP)、蒸附片

(Zhengfupian, ZFP)、炒附片 (Chaofupian, CFP)、刨附

片 (Baofupian, BAP)、炮附子 (Paofuzi, PFZ)、炮天雄

(Paotianxiong, PTX) 购于四川江油中坝附子科技有限公

司, 经全军中医药研究所肖小河研究员鉴定为毛茛科植

物乌头 (Aconitum carmichaelii Debx.) 子根的各种加工

品。新乌头碱 (mesaconitine, MA)、乌头碱 (aconitine,

AC)、次乌头碱 (hypaconitine, HA)、苯甲酰新乌头原碱

(benzoylmesaconine, BMA)、苯甲酰乌头原碱 (benzo‐

ylaconine, BAC)、苯甲酰次乌头原碱 (benzoylhypaco‐

nine, BHA) 对照品购于中国食品药品检定研究院, 批号

分别为111795-200901、111794-200901、111796-201303、

110799-201106、110720-201111、110798-201106; 乌头

原碱 (acontine, AN) 对照品购于成都普瑞法科技开发

有限公司, 批号为 15122008; 尼奥林 (neoline, NE)、附

子灵 (fuziline, FU)、宋果灵 (songorine, SO)、塔拉乌头

胺 (talatisamine, TA) 购于成都普菲德生物技术有限公

司, 批号分别为 131214、140315、140420、131112; 去甲

乌药碱 (higenamine, HI) 与去甲猪毛菜碱 (salsolinol,

SA) 对照品购于成都克洛玛生物科技有限公司, 批号

分别为 141201与 141202; 各对照品纯度均大于 98%。

盐酸普罗帕酮注射液 , 规格 10 mL: 35 mg, 国药准字

H44020249, 广州白云山明兴制药有限公司; 尼莫酮 ,

浓度 50 mL: 10 mg, Bayer Schering Pharma, 产品批号

BXG2EV1; 肝素钠注射液, 规格 2 mL: 12 500 U, 国药

准字H32022088, 常州千红生化制药股份有限公司, 产

品批号 090916; 乌来糖 (氨基甲酸乙酯), 化学纯, 纯度

≥98%, 国药集团化学试剂有限公司; 去乙酰毛花苷注

射液 (西地兰注射液), 国药准字H31021178, 上海旭东

海普药业有限公司; 生理盐水, 国药准字 H13023200,

石家庄四药有限公司。

心毒性测试原理 附子具有明显的心毒性。根据

中毒程度的不同, 依次表现为 PVC、室性心动过速、心

室纤颤、心室扑动、停搏。因此, 可通过心电图导联记

录引起大鼠PVC的最小给药剂量, 作为附子心毒性的

评价指标。该实验条件下, 大鼠仅轻微中毒, 停药后药

物快速代谢, 毒性消失。动物清醒后可循环使用。

心毒性测试方法 大鼠用 20% 乌来糖溶液

(8 mL·kg-1) 麻醉, 背位固定, 连接电极, 用多道生理信

号采集处理系统, 测定二导联心电图, 描记正常心电

图。注射器与头皮针相连, 一端固定于微量注射泵上,

另一端接于大鼠尾静脉中, 以 2 mL·h-1恒速推注附子

提取液, 观察记录心电图的变化, 当首次出现 QRS波

倒置及变宽等室性早搏变化时, 停止推注, 记录推注体

积。体积越小, 样品毒性越强。若推注体积大于 4 mL

时仍未发生 PVC, 停止推注, 认为该供试品测不出心

脏微毒[7]。

心毒性测试供试品溶液的制备 称取细粉约 2 g,

加入 10倍量 70%乙醇, 超声提取 30 min (功率 300 W,

频率 40 kHz), 以 5 000 r·min-1 离心 10 min, 分离上清

液, 加入 70%乙醇定容至 20 mL。将提取液全部转移

至蒸发皿中, 待溶剂挥发至约 2 mL, 加入生理盐水稀

释定容, 即得供试品溶液。生附片提取液定容至10 mL,

其余附片提取液定容至4 mL。

附子炮制品心毒性的测定 推注饮片的质量除以

大鼠的体重即可算出 8种炮制品引起PVC的MTD, 以

此表征心毒性的强弱。

强心活性测试原理 复制大鼠急性心衰模型, 给

予附子提取液后, 记录血液流变学的变化, 观察一定时

间内心脏收缩功能金指标+dp/dtmax的恢复情况, 评价

附子的强心效果。

强心活性测试方法 大鼠用 20% 乌来糖溶液

(8 mL·kg-1) 麻醉, 仰卧固定四肢, 于颈部正中线纵向切

开皮肤。分离左侧颈外静脉, 眼科剪切口, 向近心端方

向插入静脉插管, 结扎固定, 用于泵入造模液与附子提

取液。用文氏钳在呼吸肌正中偏右分离右侧颈总动脉

约 2 cm, 结扎远心端, 动脉夹夹闭近心端, 经颈动脉插

入已注满肝素钠生理盐水 (250 U·mL-1) 的左心室导

管。轻轻松开动脉夹, 将导管插入, 当感到导管随心脏

搏动明显时, 放慢插管速度, 可观察到动脉血在导管

中小幅跳动, 示波器显示明显的动脉压 (动脉压波上

沿一般高于 90 mm Hg, 下沿在 50～80 mm Hg), 此时,

导管已插入 4 cm左右。当显示器上波形由血压波变

为下沿达0 mm Hg附近具有明显舒张期而峰顶平坦的

波形时, 表明导管已插入左心室。再送入导管约 0.2～

0.3 cm, 若波形保持不变 , 则将导管固定于颈总动脉

上[8,9]。所有信号均同步记录在四通道生理记录仪上。

实验前, 采用血压计对压力换能器定标校正。测定收

集左心室内压前, 扭转三通阀, 关闭动脉导管, 使换能

器与大气联通, 快速零点校正, 即可记录数据。

正常大鼠 +dp/dtmax 的平均值在 6 000～8 000

mmHg·s-1, 心率在每分钟 350～450次。采用恒速泵从

静脉推注盐酸普罗帕酮注射液与尼莫酮注射液 (1∶1)

混合溶液, 推注速度 10 mL·h-1, 推注时间 6～7 min, 推

注剂量 1.0～1.2 mL; 此时+dp/dtmax下降约 50% (或更

多)。稳定 5 min, 观察+dp/dtmax是否上升, 若无上升趋

势, 即造模成功。

强心活性测试供试品制备方法考察 取黑顺片

20 g, 加 10倍量去离子水回流煎煮, 考察煎煮次数 (1、
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2和 3次) 与煎煮时间 (0.5、1、2、4和 8 h) 对强心活性的

影响。

附子炮制品强心活性的测定 分别制备各种附子

炮制品的供试品溶液, 按照 4 mL·h-1的流速从颈静脉

推注给药, 记录并计算急性心衰+dp/dtmax在 15 min内

最大上升幅度 (maximum restoration ratio, RRmax) 与恢

复程度 (restoration degree, RD)。每组 5只动物。所有

计量资料采用均值±标准差表示, 采用 SPSS22.0软件

进行数据分析。组间比较采用单因素方差分析 , 经

Levene检验判断方差齐性; 方差齐, 采用LSD检验, 方

差不齐, 采用Tamhane检验, 检验水准α为0.05。

附子炮制品强心活性的聚类分析 以 RRmax 与

RD为评价指标, 采用 SPSS 22.0统计软件对 8种饮片

的强心效果进行系统聚类。

附子水提液的化学分析及强心标志物筛选原理

采用LC-MS/MS测定水煎液中 10种生物碱的含量 (乌

头碱、新乌头碱、次乌头碱 3种剧毒双酯型生物碱因完

全水解无法测出)。采用相关分析法研究水提液强心

活性与成分含量的相关性, 确定强心标志物[10]。

色谱与质谱条件 色谱柱为 Phenomenon Gemini

C18 色谱柱 (4.6 mm×150 mm, 5 μm); 流动相为水 (A,

0.05% 甲酸)-乙腈 (B), 梯度洗脱 , 0～2 min, 2%～5%

B; 2～5 min, 5%～10% B; 5～10 min, 10%～15% B; 10～

15 min, 15%～30% B; 15～20 min, 30%～50% B, 进样前

按流动相初始条件平衡 5 min; 体积流量 0.3 mL·min-1;

柱温 30 °C; 进样量 5 μL。离子源为 ESI源, 正离子模

式; 脱溶剂温度 300 ℃; 脱溶剂气流 N2 11 L·min-1; 雾

化器压力 15 psi (1 psi = 6.895 kPa); 毛细管电压 4 kV;

扫描方式为多反应检测 (MRM)[11]。

对照品溶液的制备 分别取各对照品适量, 精密

称定, 用甲醇配制成含 0.357 μg·mL-1 HI、0.163 μg·mL-1

SA、0.089 μg·mL-1 AN、1.032 μg·mL-1 NE、1.320 μg·mL-1

FU、2.904 μg·mL-1 SO、0.330 μg·mL-1 TA、0.736 μg·mL-1

BMA、0.714 μg·mL-1 BAC、0.871 μg·mL-1 BHA、

0.771 μg·mL-1 MA、0.786 μg·mL-1 AC、0.786 μg·mL-1

HA的对照品储备液。

水提液供试品的制备 取各饮片 20 g, 加 10倍量

去离子水煎煮 1 h, 提取 3次, 滤过, 合并滤液, 滤液定

容至 600 mL, 以 5 000 r·min-1离心 10 min, 取上清液 ,

即得。由于生附片中乌头碱等剧毒成分含量较高, 在

第一煎时煎煮 2 h, 其余提取参数不变, 以充分减毒, 保

证实验动物的安全。

水提液的含量测定 按上述色谱与质谱条件进

样, 进行 LC-MS/MS分析, 测定样品中 10种生物碱的

含量, 每个样品平行测定3份。

关联分析筛选附子炮制品的强心标志物 生附片

中生物碱含量显著高于其他炮制品, 数据的轻微波动

会引起相关性结果的明显变化; 去甲乌药碱仅在生附

片提取液中检出, 因此选择除生附片外的 7种炮制品

中去甲猪毛菜碱等 9种生物碱含量与 RRmax、RD进行

相关性分析, 探寻成分含量与强心活性的关系。

附子强心标志物的验证 直接给予急性心衰大鼠

颈静脉推注 13 种生物碱单体溶液 , 给药浓度分别为

5.50 μg·mL-1 AC、5.35 μg·mL-1 MA、5.00 μg·mL-1 HA、

1.06 mg·mL-1 BAC、1.05 mg·mL-1 BMA、1.00 mg·mL-1

BHA、136 μg·mL-1 AN、133.00 μg·mL-1 NE、103.00 μg·mL-1

FU、89.50 μg·mL-1 SO、50.00 μg·mL-1 TA、50.00 μg·mL-1

HI、50.00 μg·mL-1 SA, 观察其强心活性。

结果

1 MTD的测定

大鼠正常心电图与室性早搏的心电图见图 1A,

8种饮片的计算结果见图 1B。由结果可知, 生附片的

醇提液毒性强, 每只大鼠尾静脉推注约 0.04 g生附片

即发生室性早搏, 毒性远高于其余 7种炮制品; 其次分

别为黑顺片、白附片、刨附片、炮附子、蒸附片, 这 5种

炮制品的 MTD 在 2.64～5.75 g·kg-1, 表明黑顺片与白

附片在醇提情况下, 仍具有一定的心毒性, 刨附片、炮

附子、蒸附片则需在更大给药剂量条件下才能诱发室

性早搏, 安全性更高; 炒附片与炮天雄未检测出MTD,

Figure 1 Normal electrocardiogram (ECG) and premature ven‐

tricular contraction (PVC) ECG of rats (A), minimal toxic dose

(MTD) results of different Aconiti Lateralis Radix Praeparata

(ALRP) products (B). *P<0.05 vs SFP. SFP, HSP, BFP, ZFP, CFP,

BAP, PFZ, and PTX represented Shengfupian, Heishunpian, Baifu‐

pian, Zhengfupian, Chaofupian, Baofupian, Paofuzi, and Paotianx‐

iong, respectively
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安全性非常高。

2 强心活性测试计算方法的优化

正常大鼠与心衰大鼠的左心室内压示意图见图

2A、B。当生理盐水与西地兰注射液 (阳性药) 作用于

急性心衰大鼠, 其+dp/dtmax曲线会经历造模期 (S1)、稳

定期 (S2) 及恢复期 (S3) (图 2C、D)。S1期, 给予造模

药后, +dp/dtmax快速下降, 当下降幅度超过 50%时, 停

止造模。进入 S2 期后, 观察 5 min 内+dp/dtmax数值是

否明显上升; 若不明显上升, 则认为模型复制成功。给

予西地兰注射液后, +dp/dtmax数值会立即上升, 进入恢

复期。连续给药至少 15 min, 观察+dp/dtmax数值随给

药时间 (剂量) 的变化 , 计算 15 min 内最大的恢复率

RRmax (%) 与恢复程度RD (%)。计算公式如下:

RRmax =
( )+dp/dtmax

max
- ( +dp/dtmax) i

( +dp/dtmax) i

× 100% (1)

RD =
( )+dp/dtmax

15

( +dp/dtmax) 0

× 100% (2)

公式中 (+dp/dtmax)0为造模前的+dp/dtmax, (+dp/dtmax)i

为稳定 5 min后的初始+dp/dtmax, (+dp/dtmax)15为恢复期

第 15 min时的+dp/dtmax, (+dp/dtmax)max为恢复期 15 min

内最大的+dp/dtmax。

3 强心活性测试供试品制备方法的优化

结果见图 3。由结果可知, 黑顺片第 1次提取与第

2次提取强心效果相当, 第 3次提取后仍具有部分强心

活性, 但活性降低, 提取次数以 3次为佳。提取时间对

黑顺片强心效果影响明显, 提取 0.5 h后水煎液即有强

心活性, 但活性较弱; 当提取时间延长至1 h以上, 强心

效果不再随时间的延长而显著增加。因此, 供试品溶液

的制备方法为: 取附子饮片20 g, 加10倍量去离子水回

流提取3次, 每次1 h, 滤过, 合并滤液, 定容至600 mL。

4 强心活性测定

附子炮制品对急性心衰大鼠+dp/dtmax的代表性图

谱见图 4, 数据统计分析见表 1。由结果可知, 8种附片

均具有明确的强心效果 , 能快速升高急性心衰大鼠

的+dp/dtmax, 恢复心功能, 但不同炮制品的作用又有差

异。其中, 生附片强心活性最强, 连续静脉推注给药

15 min, 大鼠心功能几近恢复正常, 强心效果明显强于

其他炮制品。炮附子与炮天雄强心活性明显弱于其他

附片, 大鼠心功能仅恢复约60%。

5 强心活性聚类分析

结果见图 5。8种炮制品明显可分为 3类, 第Ⅰ类

是生附片, 第Ⅱ类黑顺片、白附片、蒸附片、炒附片与刨

附片, 第Ⅲ类是炮附子与炮天雄。结合各附片的强心

作用强弱, 生附片为强活性饮片, 白附片、黑顺片、蒸附

Figure 2 The left ventricle pressure (LVP) for normal rats (A),

and for heart failure rats (B). The change of +dp/dtmax value after

injecting pure water (C) and deslanoside injection (D), and the

whole process included the modeling stage (S1), stable stage (S2),

and recovery stage (S3)

Table 1 The effect of different fuzi processed products on +dp/dtmax in heart failure rats. n = 5,
-
x ± s. *P<0.05 vs SFP RRmax,

#P<0.05 vs

SFP RD

Name
SFP
HSP
BFP
ZFP

RRmax/%
96.03 ± 7.46
97.88 ± 11.32
89.83 ± 10.76
76.00 ± 7.95*

RD/%
103.29 ± 6.51
75.23 ± 12.18#

86.93 ± 9.37#

83.76 ± 7.11#

Name
CFP
BAP
PFZ
PTX

RRmax/%
80.03 ± 10.77*

86.14 ± 8.89
52.48 ± 5.59*

56.57 ± 6.46*

RD/%
73.21 ± 7.65#

68.31 ± 10.05#

60.29 ± 7.00#

69.04 ± 8.47#

Figure 3 The change of +dp/dtmax value effect of decoction times

on heart failure rats (A). Screened results of decoction times on

maximum restoration ratio (RRmax) and restoration degree (RD) (B).
*P<0.05 vs 3rd RRmax,

#P<0.05 vs 3rd RD. The change of +dp/dtmax

value effect of decoction time on heart failure rats (C). Screened

results of decoction time on RRmax and RD (D). *P<0.05 vs 0.5 h

RRmax,
#P<0.05 vs 0.5 h RD
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片、炒附片与刨附片为中等强度活性饮片, 而炮附子、

炮天雄为弱活性饮片。

6 生物碱含量测定的方法学

10种待测成分的提取离子流见图 6, 用于定量分

析的检测离子对见表2。该方法满足含量测定的要求。

7 水提液中生物碱的含量测定

结果见表 3。提取液中剧毒的乌头碱、新乌头碱

与次乌头碱均无法检出, 提取液安全可靠; 除生附片

外, 其余炮制品均无法检出去甲乌药碱。生附片中去

甲猪毛菜碱含量约为黑顺片的 4.4倍、白附片的 7.6倍、

Figure 4 The effect of SFP (A), HSP (B), BFP (C), ZFP (D),

CFP (E), BAP (F), PFZ (G), and PTX (H) on the +dp/dtmax of

heart failure rats

Table 2 The detected ion pairs of fourteen alkaloids

Component

HI
SA
AN
NE
FU
SO
TA

m/z

272.3/106.9
180.2/117.0
500.3/58.1
438.3/58.1
454.3/58.1
358.3/58.0
422.3/58.2

Fragmentor/V

110
100
180
180
180
140
180

Collision energy/eV

16
20
48
46
50
40
44

Component

BMA
BAC
BHA
MA
AC
HA

m/z

590.3/105.0
604.3/105.0
574.3/105.0
632.3/105.1
646.3/105.1
616.3/105.0

Fragmentor/V

205
180
200
180
180
180

Collision energy/eV

46
45
46
46
50
46

Table 3 Determined results of 10 investigated compounds in the decoction of ALRP processed products (ng·mL-1). "-" means no detection

Name
SFP
HSP
BFP
ZFP
CFP
BAP
PFZ
PTX

HI
56.23
-

-

-

-

-

-

-

SA
8 213.54
1 886.11
1 077.30
1 014.67

897.63
386.92
167.55
146.47

AN
62.66

9.02
13.54
60.50
81.33
10.02
-

-

NE
6 767.47

432.00
281.76
542.33
386.01
200.05
190.67
103.23

FU
3 567.03

174.52
288.33
604.61
542.90
231.06
172.67
151.84

SO
1 501.39

333.35
273.40
568.25
509.07
216.51
165.29
145.97

TA
201.44
196.85

78.56
103.69
116.84
78.21
66.67
55.81

BMA
16 027.28

6 312.08
3 215.53
3 941.37
2 050.74

687.22
2 231.44

736.20

BAC
2 303.53

213.50
245.88
278.01
119.52
39.22

361.54
40.43

BHA
14 706.42

806.22
503.00

3 062.61
1 323.51

132.02
1 208.08

471.39

Figure 6 EIC of ten identified alkaloids, HI (A), SA (B), AN

(C), BMA (D), BAC (E), BHA (F), NE (G), FU (H), SO (I), and

TA (J)

Figure 5 Cluster analysis results for different processed products

of ALRP based on cardiac effect
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蒸附片的8.1倍, 其余生物碱含量也显著高于各种饮片。

8 强心标志物的筛选

结果见图 7。去甲猪毛菜碱含量与 RRmax、RD 的

相关性系数高达 0.817、0.618, 相关性较好, 明显高于

其余 8种生物碱; 而 3种单酯型生物碱与RRmax、RD的

相关性系数仅为 0.13～0.559 7、0.133 8～0.471 0, 可认

为去甲猪毛菜碱与强心作用的相关性较大, 而单酯型

生物碱与强心作用相关性不大。

9 强心标志物的验证

结果见图 8。去甲乌药碱与去甲猪毛菜碱具有显

著的强心活性后, 给药后心肌收缩功能立即恢复, 给药

15 min后超过或接近正常水平; 其余 11种生物碱均不

具备强心活性, 乌头碱等 3种双酯型生物碱给药后不

但无强心活性, 还会导致心肌收缩功能的进一步降低。

该研究直接证实了去甲乌药碱与去甲猪毛菜碱为附子

的强心活性物质。

讨论

强心效果的评价载体主要包括心肌细胞、离体心

脏、在体心脏等方法[12]。心肌细胞主要源于乳鼠心室

细胞分离培养, 也可直接购买 iPS人源干细胞定向诱

导分化心肌细胞[13]; 采用倒置显微镜或高内涵细胞成

像分析系统通过观察心肌搏动次数与幅度, 以评价细

胞的强心效果。但心肌细胞为原代细胞, 分离、纯化、

培养存在一定的技术难度, 且细胞收率低, 评价系统稳

定性较差。离体心脏主要来源于离体蛙心或蟾蜍, 心

肌灌流实验技术难度相对较低, 但实验结果受供试品

溶液所含离子浓度的影响较大, 加之缺乏在体神经体

液调节能力, 实验结果的证据力明显不足[14]。为此, 本

研究选择整体动物的心脏血流动力学为评价指标, 测

定结果真实可靠, 最贴近临床评价指标。

大鼠急性心衰模型的复制, 最常用的药物包括戊

巴比妥钠、尼莫地平、盐酸普罗帕酮等[8,15,16]。其中, 戊

巴比妥钠是中枢抑制剂, 可作为催眠与麻醉药; 但该药

易引起心率失常, 且易抑制呼吸中枢, 造成动物突然死

亡, 通常使用呼吸机辅助, 增加实验难度。尼莫地平注

射液是中枢降压药, 为钙离子通道阻断剂, 单用该药能

使+dp/dtmax下降一定幅度并维持稳定, 但难以达到大

幅降低的技术要求。盐酸普罗帕酮注射液临床常用于

阵发性室性心动过速的治疗, 为钠离子通道阻断剂, 能

显著降低心率, 单用该药能使+dp/dtmax快速下降, 但心

功能易恢复, 造模效果难以维持。通过反复预试, 确定

盐酸普罗帕酮与尼莫地平等比例配伍, 能达到快速造

模且效果稳定的实验目的。

Figure 8 The change of +dp/dtmax value after AC (A), MA (B), HA (C), BAC (D), BMA (E), BHA (F), AN (G), NE (H), FU (I), SO (J), TA

(K), HI(L), or SA (M) was injected into heart failure rats, and their calculated results of RRmax (N) and RD (O)

Figure 7 Correlation analyses between salsolinol content and

RRmax (A), and salsolinol content and RD (B). Correlation coeffi‐

cient R of nine alkaloids with RRmax (C) and RD (D)
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在急性心力衰竭大鼠模型上观察附子的强心效

果, 证据力强, 能准确反映附子的活性, 避免离体细胞

或组织观察结果的假阳性。采用恒速泵颈外静脉推注

给药, 既能保证给药速率与给药量的一致性, 降低实验

操作的影响; 又能确保药物快速起效, 降低胃肠道给药

过程中动物个体差异的影响。同时, 该实验载体能观

察药物作用的动态变化趋势 , 也便于研究药物的量-

时-效关系, 具有实时动态的技术特点。

关于附子强心的物质基础一直存有争议, 有学者

认为脂溶性生物碱可能是其强心成分, 如王璐[17]等采

用离体蛙心灌流发现北乌头碱、新乌头原碱、多根乌头

碱、异塔拉定、次乌头原碱及 3-去氧乌头原碱等二萜类

生物碱具有强心活性。有学者[18]认为乌头碱等双酯型

生物碱仅具有毒性, 乌头碱及其水解产物不具强心活

性; 强心物质主要是去甲乌药碱、去甲猪毛菜碱、氯化

甲基多巴胺等水溶性成分, 该观点亦为《中药药理学》

教材认可。此外, 也有学者认为水溶性的尿嘧啶、鸟

苷[19]及附子苷[20]也是强心成分。

针对上述争议, 课题组对 13种单体成分的活性进

行了验证, 结果显示, 乌头碱、新乌头碱、次乌头碱及其

水解产物苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰

次乌头原碱、乌头原碱对于急性心衰动物并不具备强

心效果, 且乌头碱、新乌头碱、次乌头碱静脉推注后会

进一步损伤降低心肌收缩功能; 脂性生物碱尼奥林、附

子灵、宋果灵、塔拉乌头胺也不具备强心作用; 而去甲

乌药碱与去甲猪毛菜碱静脉注射后能立即增强心肌收

缩力, 产生强心效果, 结果快速可靠。该研究结果与周

远鹏等学者在上世纪 80年代的研究结果一致[21,22]。去

甲乌药碱具有明显的正性肌力作用, 能增加左心室收

缩压的最大上升速率, 缩短收缩期持续时间[23]; 去甲猪

毛菜碱也具有正性肌力作用, 但与浓度有关, 低浓度表

现为促进, 高浓度则出现一定程度的抑制[24]。

结合课题组前期LC-MS/MS测定发现, 江油泥附

子中去甲乌药碱含量约为 20 μg·g-1, 去甲猪毛菜碱含

量约为 650 μg·g-1。但两个成分水溶性强, 在炮制水处

理环节大量损失; 尤其是去甲乌药碱在各种附片中几

乎无法检出。制附片中普遍存在的是去甲猪毛菜碱,

含量在 4～270 μg·g-1。生附片与其余附片在强心物质

上存在质与量的双重差异。生附片中同时含有强强心

成分去甲乌药碱与弱强心成分去甲猪毛菜碱, 其余附

片中几乎不含去甲乌药碱, 去甲猪毛菜碱含量也低于

生附片 1/4。因此, 去甲乌药碱与去甲猪毛碱可作为生

附片的强心质量标志物, 去甲猪毛菜碱可以作为其余

附片的强心质量标志物。

该研究采用基于最小 PVC 测定的心毒性评价方

法与基于急性心衰大鼠+dp/dtmax测定的强心活性评价

方法准确测定了 8种附子炮制品的生物毒效。结果发

现, 生附片属于毒强效亦强, 黑顺片、白附片、蒸附片等

具有较小的心毒性与较好的强心活性, 炮天雄等安全

无毒但强心活性较弱。

生附片为鲜附子切片后直接干燥而成, 解毒并不

完全, 还含有相当部分的双酯型生物碱, 毒性较强, 但

在煎煮环节可实现完全减毒; 各类成分保留较为完全,

水溶性强心成分含量远高于其他炮制品, 强心活性最

强, 这也是《伤寒论》四逆汤原方使用生附子的原因。

黑顺片是附子最常见的主流商品, 也是参附注射液的

原料; 白附片, 又称天雄片, 为火神派医家钟爱; 蒸附

片为新型大宗商品, 无胆无硫, 系在生附片的基础上进

一步蒸制加工而成; 上述几种附片均具有明确的强心

作用, 且心毒性较低。这是由于这些饮片在繁复的炮

制工艺中毒效成分均损失较多。炮天雄与炮附子传统

理论认为以温补肾阳为主, 并不作为强心药物使用, 炮

制工艺更为复杂, 各类成分保留更少, 安全性最高, 强

心作用最弱。

综合炮制工艺、强心成分性质与含量来看, 炮制过

程中水处理环节多少与程度直接影响去甲乌药碱与去

甲猪毛菜碱的含量, 进而影响炮制品强心活性的强弱。

为了更好地保留强心成分, 附子炮制应简化工艺流程,

减少浸、泡、洗、漂、煮等水处理环节, 以烘干等干法工

艺为主, 实现减毒与存效的平衡[25]。

致谢：中国食品药品检定研究院周远鹏研究员对本工

作给予支持与指导。
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