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·基础研究·

△ ［基金项目］　江苏省中医药管理局项目（ＪＤ２０１５１２）；江苏省药学会奥赛康医院药学基金（Ａ２０１６０７）
 ［通信作者］　陆超，硕士，主管中药师，研究方向：中药临床药代动力学；Ｅｍａｉｌ：ｓｉｎｋｌｙ２２８＠１２６ｃｏｍ

清热养心颗粒对大鼠灌服环孢素药动学影响
△

吴磊，戴国梁，王琼，陆超

（南京中医药大学 附属医院，江苏　南京　２１００２９）

［摘要］　目的：研究清热养心颗粒（ＱＧ）对环孢素（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ）的药代动力学的影响。方法：超高效液
相串联质谱测定大鼠全血中ＣｓＡ浓度，实验动物分为对照组和实验组，对照组单独灌胃给予ＣｓＡ，实验组灌胃给予
清热养心颗粒及ＣｓＡ。ＤＡＳ３０药动学软件计算药动学参数。结果：ＣｓＡ单独给药、ＣｓＡ清热养心颗粒联合给药，
ＣｓＡ在体内代谢动力学模型均为一室开放模型，联合给药后，ＣｓＡ的ｔ１／２显著延长，ＡＵＣ显著增大。结论：清热养心
颗粒可减慢ＣｓＡ在体内的代谢过程。

［关键词］　清热养心颗粒；环孢素；大鼠；药代动力学；超高效液相串联质谱
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ＱＧｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐＡｆｔｅｒｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ，ＣｓＡｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｏｎｇｅｒｉｎｔ１／２，ｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎ
ＡＵＣＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＱＧｃａｎｒｅｄｕｃｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓｏｆＣｓＡｉｎｖｉｖｏ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｑｉｎｇｒｅｙａｎｇｘｉｎｇｒａｎｕｌｅ；ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ；ｒａｔ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７．６．０１２

环孢素（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ）是一种临床常用的
免疫抑制剂，适用于预防同种异体肾、肝、心、骨

髓等器官或组织移植所发生的排斥反应。ＣｓＡ的最
小有效剂量到中毒剂量之间的剂量差值越窄，药物

安全性越差。药物浓度过高会引起肾毒性、高血压

等不良反应，但是不完全和不规则的口服吸收又会

引起毒性的增加或免疫治疗失败［１２］。大多数药物和

食物会通过调控 Ｐｇｐ或 ＣＹＰ３Ａ等方面来影响 ＣｓＡ
的治疗全过程，一些钙离子通道拮抗剂抑制Ｐｇｐ和
ＣＹＰ３Ａ从而使病人口服ＣｓＡ后体内血药浓度的血药
浓度时间曲线下面积和峰浓度有了显著的提高［３５］。

清热养心颗粒（ＱＧ）的处方是由金银花、甘草、
山豆根等多味药组成，是江苏省中医院专家总结了

传统中医学家治疗病毒性心肌炎的经验方药后，临

床多年尝试研制而成，具有清热解毒、养心安神功

能。金银花自古被中医誉为清热解毒的良药，其酚

酸类成分具有显著的抗炎、抗氧化、抗凝血等作

用［６７］。甘草性温，其活性成分甘草次酸有着一定的

抗炎、抗病毒的功效［８］。百合主治劳嗽、咳血、虚

烦惊悸等症，活性成分薯蓣皂苷元有效提高氧自由

基清除能力，对血管内皮细胞功能进行改善［９］。苦

参味苦，性寒，具有清热燥湿、祛风解毒的作用，

其活性成分氧化苦参碱临床使用广泛，对心肌缺血

和梗死有保护作用［１０１１］。临床上，病毒性心肌炎患

者在服用清热养心颗粒时常会与环孢素同用，发现

疗效显著。

本实验对大鼠进行研究，临床使用中等效治疗

量作为参照，对单剂量给予清热养心颗粒后大鼠体

内ＣｓＡ药动学参数的变化情况进行考察，以及清热
养心颗粒在口服 ＣｓＡ的体内药动学过程是否产生影

·４９７·



２０１７年６月　第１９卷　第６期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｎ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ６

响进行研究，进一步判断清热养心颗粒是否为影响

ＣｓＡ的血药浓度的主要因素，为临床使用研究提供
更多的理论依据。

１　材料

１１试药

清热养心颗粒（江苏省中医院制剂，１０ｇ／袋，批
号：２０１６０５０１）；环孢素软胶囊（华北制药股份有限
公司，２５ｍｇ／粒，批号：１６０１１０）；对照品 ＣｓＡ（浙
江瑞邦药业有限公司，批号：１０１４０３１７，含量：
９９３％）；环孢素Ｄ（上海同田生物技术股份有限公
司，含量为９５％，批号：１３０６０８２１）。水为超纯水，
甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

１２仪器

ＡｇｉｌｅｎｔＧ６４３０ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ液质联用仪（美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司，所配超高效液相仪为 Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０）；
ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ数据处理系统（ｖｅｒｓｉｏｎＢ０５００）；ＷＨ２
微型旋涡混合仪（上海沪西分析仪器厂）；ＡＥ２４０电
子天平（上海梅特勒托利多有限公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
ＤｒｉｃｔＱ５纯水机（法国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；Ｌａｂｃｏｎｃｏ离
心浓缩仪（美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司）；ＢｉｏｆｕｇｅＰｒｉｍｏＲ冷
冻高速离心机（德国Ｈｅｒａｅｕｓ公司）。

１３动物

ＳＤ大鼠１６只，雌雄各半，体重约２５０～２７０ｇ，
由南通大学比较医学中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ
（苏）２０１４０００１。

２　方法

２１色谱及质谱检测条件

ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８色谱柱（１００ｍｍ×２０ｍｍ，
３μｍ）；流动相：甲醇２ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵水溶液
（７５∶２５）；流速：４００μＬ·ｍｉｎ－１；柱温：６０℃。离
子源：ＥＳＩ；离子化模式：正离子；定量模式：多反
应监测模式（ＭＲＭ）；毛细管电压：４０００Ｖ；干燥气
温度：４００℃；ＣｓＡ的 Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ及 ＣＥ值分别为
１００、１５Ｖ；内标环孢素 Ｄ的 Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ及 ＣＥ值分
别为１１０、１０Ｖ；检测对象：ＣｓＡｍ／ｚ２２０２→ｍ／ｚ
２０２９；环孢素Ｄｍ／ｚ２３４３→ｍ／ｚ２１６９。

２２对照品溶液的配制

取对照品ＣｓＡ适量，精密称定，甲醇作为溶剂，
将 其 稀 释 成 ００５、０２５、０５、２５、５、１０、
５０μｇ·ｍＬ－１的系 列 对 照 品 溶 液。放 冰 箱 保 存

（４℃），备用。

２３内标物溶液的配制

取对照品环孢素 Ｄ适量，精密称定，甲醇作为
溶剂，将其稀释成１１μｇ·ｍＬ－１的内标物溶液，放
冰箱保存（４℃），备用。

２４全血样品处理

取全血１００μＬ，精密吸取，加入氟化钠１０ｍｇ，
内标溶液１０μＬ（１１μｇ·ｍＬ－１），涡旋３０ｓ，加入乙
醚１ｍＬ，涡旋 ３ｍｉｎ，混合，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ后吸取上清液乙醚层，４０℃氮气吹干，加入
１００μＬ７５％的甲醇水溶液进行复溶，涡旋振荡２ｍｉｎ
后，冷冻高速离心机（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１）离心１０ｍｉｎ，
吸取上清液，５μＬ分析进样。

２５药代动力学研究

大鼠１６只（雌雄各半），每组随机分得８只，并
标记为实验组与对照组，在大鼠给药之前１２ｈ禁食
不禁水。实验组同时灌胃给予 ＱＧ（１００ｍｇ·ｋｇ－１）、
与ＣｓＡ（１０ｍｇ·ｋｇ－１）；对照组只灌胃给予 ＣｓＡ
（１０ｍｇ·ｋｇ－１）。２组大鼠分别于给药前及给药后
００８３、０２５、０５、０７５、１、２、４、６、８、１２、
２４、３２、４８ｈ从眼底静脉丛采血约０２ｍＬ。将全血
样品于４℃保存。

２６数据处理

根据测得的血药浓度时间，采用 ＤＡＳ３０处理
与拟合，获得药动学参数。采用 ＳＰＳＳ１５０软件对
实验组和对照组的药动学参数进行配对 ｔ检验，Ｐ＜
００５表示差异有统计学意义。

３　结果

３１专属性实验

在色谱检测下，ＣｓＡ和环孢素Ｄ的保留时间约为
１８５ｍｉｎ和１７１ｍｉｎ（见图１、２）。ＣｓＡ和内标物环孢
素Ｄ互不干扰，峰形较好，无杂峰干扰，基线平稳。

３２标准曲线制备

取空白全血１００μＬ，加入 ＣｓＡ系列标准溶液各
１０μＬ，配制成相当于 ＣｓＡ全血质量浓度分别为
０００５、００２５、００５、０２５、０５、１、５μｇ·ｍＬ－１的
全血样品。取５μＬ分析，以峰面积与内标峰面积的
比值Ｙ对全血质量浓度 Ｘ进行线性回归运算，求得
ＣｓＡ的回归方程：Ｙ＝０４５６２Ｘ－０３４６１（ｒ＝０９９４９），
定量下限是５ｎｇ·ｍＬ－１。

·５９７·
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注：Ａ空白全血样品；Ｂ空白全血加入ＣｓＡ（０５μｇ·ｍＬ－１）及环孢素Ｄ（１１μｇ·ｍＬ－１）；Ｃ大鼠同

时口服ＱＧ及ＣｓＡ６ｈ后全血样品；下同。

图１　ＣｓＡ的ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ离子流图

注：Ａ空白全血样品；Ｂ空白全血加入ＣｓＡ（０５μｇ·ｍＬ－１）及环孢素Ｄ（１１μｇ·ｍＬ－１）；Ｃ大鼠同

时口服ＱＧ及ＣｓＡ６ｈ后全血样品。

图２　环孢素Ｄ（内标）的ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ离子流图

３３准确度和精密度

精密吸取空白全血１００μＬ，制备 ＣｓＡ３个不同
浓度（ＣｓＡ全血质量浓度为００１、０５、４μｇ·ｍＬ－１）
的质控样品，每个浓度平行５份，连续３ｄ。根据随
性标准曲线求得实测浓度。通过实测浓度计算出精

密度和准确度。结果显示：ＣｓＡ日内、日间准确度
分别为 ９６２％ ～１０５６％（ＲＳＤ≤７１％，ｎ＝５）和
９４２％～１０７３％（ＲＳＤ≤７９％，ｎ＝１５），结果经鉴
定符合分析要求。

３４提取回收率

取空白全血１００μＬ，配制３３项下低、中、高
３个不同质量浓度含药全血质控样品，按２４项下方
法处理后分析，以全血中 ＣｓＡ的峰面积与相应质量
浓度对照品溶液中 ＣｓＡ峰面积的比值计算出上述
３种质量浓度的提取回收率，每个浓度平行做５份。
经ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定后，由低到高３个质量浓度
下ＣｓＡ的提取回收率分别为：（７１４％ ±２４％）、
（７２３％±３１％）和（７１７％ ±２７％）。同时得到内
标的提取回收率为（６９６％±２８％）。

３５稳定性考察

取空白全血１００μＬ，配制３３项下３个质量浓
度含药全血质控样品，按上述样品的处理方法处理。

分析物置溶液中２４ｈ（室温）、将含药的全血样品置

冰箱（－２０℃）冻融３次、置冰箱（－４０℃）长期冷
冻２８ｄ，对稳定性进行稳定性考察，样品平行３份。
结果显示，２４ｈ后（室温）环孢素质量浓度的ＲＳＤ均
小于８３％，冰箱（－４０℃）保存 ２８ｄ质量浓度的
ＲＳＤ均小于９６％，环孢素经３个冻融期的质量浓
度ＲＳＤ均小于７８％。

３６基质效应考察

取１５ｍＬＥＰ管若干，分别精密吸取质量浓度
为０１、５、４０μｇ·ｍＬ－１的ＣｓＡ对照品溶液各１０μＬ，
同时加入１０μＬ环孢素Ｄ溶液（内标），再加入纯水
补足至１００μＬ，涡旋震荡３０ｓ，取５μＬ溶液进ＵＨ
ＰＬＣＭＳ／ＭＳ，测定分析物及内标峰面积并定义为
Ａ１。除不加环孢素Ｄ溶液（内标）外，另按２４项下
方法制备空白全血样品若干，氮气吹干后同上处理，

测定分析物及内标峰面积并定义为 Ａ２。基质效应
ＭＥ（％）等于两者之间的比值（Ａ２／Ａ１×１００％）。
３个不同浓度的 ＣｓＡ在全血样品中的基质效应分别
为８８６％、９２３％、９１７％（ｎ＝３），环孢素 Ｄ（内
标）基质效应为９３２％（ｎ＝９）。

３７大鼠体内药代动力学

单独给大鼠灌胃环孢素（１０ｍｇ·ｋｇ－１）、环孢素
和清热养心颗粒共同灌胃（１００ｍｇ·ｋｇ－１）的浓度时
间曲线见图３。采 ＤＡＳ３０分析处理，药动学参数

·６９７·
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见表１。结果环孢素和清热养心颗粒共同灌胃前后，
环孢素为一室开放模型。和清热养心颗粒共同灌胃

后，环孢素的ｔ１
２β
延长；ＡＵＣ（０－ｔ）增大；Ｖ／Ｆ减小。

表 １　对照组和实验组中大鼠体内环孢素的主要
药动学参数 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

参数
组别

对照组 实验组

ｔ１／２／ｈ ８２２±１１２ １３５６７±１４８

Ｔｍａｘ／ｈ ２５７±０８９ ３４２±１０１

ＡＵＣ０－４８ｈ／μｇ·ｍＬ－１·ｈ １７９６±２５３ ３２２６±３１４

ＡＵＣ０－∞／μｇ·ｍＬ
－１·ｈ １８６５±３０２ ３４５５±２８６

Ｃｍａｘ／μｇ·ｍＬ－１ １５１±０５３ ２２５±０４６

Ｖ／Ｆ／Ｌ·ｋｇ－１ ２２５±０８１ １１３±０３９

注： Ｐ＜００５。

图３　对照组和实验组中大鼠体内环孢素
的平均血药浓度时间曲线

４　讨论

目前，一般采用荧光偏振免疫分析法检测全血中

ＣｓＡ的浓度，但成本较高。本实验改用 ＵＨＰＬＣＭＳ／
ＭＳ法测定全血样品浓度，经过方法学确证后，符合
生物样品分析方法的要求，并且该方法灵敏度高、分

析时间短，可用于临床上大批样品的连续测定。

相关中药与ＣｓＡ药物相互作用的研究已有报道，
研究表明，人体同时服用盐酸小檗碱与 ＣｓＡ时，可
促进 ＣｓＡ的吸收，从而提高 ＣｓＡ的生物利用
度［１２１３］。清热养心颗粒中黄连是全方的君药，而盐

酸小檗碱是黄连主要活性成分，由此推测清热养心

颗粒中的盐酸小檗碱促进了 ＣｓＡ的体内吸收，但确
切的作用机制则有待进一步研究。

由于ＣｓＡ治疗窗窄，毒性较大，体内 ＣｓＡ浓度
的升高可能会引起严重不良反应。因此，临床上同

时使用清热养心颗粒与 ＣｓＡ时，应密切监测 ＣｓＡ在

血液中的浓度及人体相关生化指标，避免不良反应

的发生。
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