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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家 “重大新药创制”科技重大专项（２０１１ＺＸ０９２０１２０１２６）
 ［通信作者］　张方博，助理研究员，研究方向：中药药理；Ｅｍａｉｌ：ｆｂｚｈａｎｇ＠ｉｃｍｍａｃｃｎ

脑心通胶囊肠吸收液清除 ＤＰＰＨ自由基的
有效成分辨识研究

△

郭宇飞，赵晔，何子龙，方文娟，吴宏伟，杨洪军，张方博

中国中医科学院 中药研究所，北京　１００７００

［摘要］　目的：以肠吸收液体外活性相结合，并利用拆方重组法研究脑心通胶囊中发挥抗氧化作用的单味或
多味中药。方法：应用外翻肠囊法制备肠吸收液，同时拆方或构建重组方，生化试剂盒结合酶标仪检测 ＤＰＰＨ自由
基的清除率，寻找脑心通胶囊组方中抗氧化作用的单味或多味中药。结果：丹参、黄芪和赤芍的抗氧化作用显著高

于脑心通胶囊组，将此三味药组合成三味复方，同时从全方中去除上述三味药，重组成去三味复方，均按原方配比

组合，制备肠吸收液，结果显示，三味复方组仍具有较强的抗氧化活性，而去三味组方的抗氧化活性显著降低。当

单味药的质量浓度在单味药组、三味复方组及脑心通胶囊组中的质量浓度相同时，三味复方组活性显著低于脑心通

胶囊组，与三味药单独作用比较，也明显下降。结论：黄芪、丹参和赤芍是脑心通胶囊抗氧化作用的主要活性成

分，但脑心通胶囊抗氧化作用仍是全方的综合作用结果。
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中药复方的复杂性是中药复方研究的重点和难

点，包括组成的复杂、成分的复杂以及作用机制的

复杂，因此解析中药复方的复杂性，成为亟待解决

的科学难题。中药复方的拆方研究是指把方剂中的

药物逐步减去一味或几味中药，以考察其疗效的变

化，或者进一步寻找有效成分［１］。真武汤的拆方研

究结果表明，其强心作用的主要药物是附子，但附

子的毒性也较强，当与方中其他药物配伍后，如与

生姜配伍，既增强全方的强心利尿作用，又降低毒

性［２］。拆方研究在中药复方组方理论研究中广泛

使用。

脑心通胶囊由黄芪、当归、全蝎、赤芍、丹参、

没药（制）、桂枝、桑枝、地龙、川芎、桃仁、乳香

（制）、鸡血藤、红花、牛膝、水蛭等 １６味药组
成［３］，具有化瘀通络、益气活血之功效，临床用于

治疗脉络瘀阻、气虚血滞所导致的中风中经络、口

眼歪斜、肢体麻木、舌强语謇及胸痹心悸等［４］。研

究表明益气活血方（法）通过增强心肌细胞线粒体中

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶
（ＧＳＨＰＸ）的活性，降低丙二醛（ＭＤＡ）含量，有效
抑制氧自由基引发的损伤，降低细胞膜通透性，减

少心肌细胞肌酸激酶（ＣＫ）和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的释
放，起到心肌保护作用［５６］。

自由基（ＦｒｅｅＲａｄｉｃａｌ）是指外层轨道含有未配对
电子的原子、原子团或特殊状态的分子，主要包括

氧自由基、羟自由基、过氧自由基和氮氧自由基等。

自由基参与机体多种生理活动，病理状态下过量产

生的自由基可破坏组织，并造成功能损伤。研究报

道自由基与动脉粥样硬化、心肌缺血再灌注损伤、

心律失常、充血性心力衰竭等心血管疾病的发生发

展有密切关系［７］。临床急性冠脉综合征病人血浆抗

氧化能力减弱，血浆丙二醛（ＭＤＡ）水平升高，其活
性可作为判断疾病严重程度和预后的标准［８］。黄嘌

呤氧化酶活力增高可引起超氧阴离子自由基产生增

多，造成心肌细胞膜结构和功能的破坏，膜液态性、

流动性及通透性改变，使用黄嘌呤氧化酶抑制剂可

缓解心衰病人的症状［９］。

鉴于前期研究已建立过氧化氢损伤大鼠胚胎心

肌细胞株（Ｈ９ｃ２）模型，结果表明脑心通胶囊肠吸收
液具有抗氧化作用，如升高总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）、
总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）的
水平，降低ＭＤＡ和ＲＯＳ的水平［１０］。１，１二苯基２
苦肼基（ＤＰＰＨ）自由基清除实验为体外评价药物抗氧

化活性的简易方法。ＤＰＰＨ是以氮为中心的稳定自
由基，常用于体外评价物质的抗氧化活性。若受试

物能清除ＤＰＰＨ，则受试物可能具有降低羟自由基、
烷自由基、过氧自由基和打断脂质过氧化链反应的

抗氧化作用［１１］。

本课题组以脑心通胶囊为研究对象，采用 “肠

吸收体外活性”结合拆方重组模式对脑心通胶囊清
除ＤＰＰＨ自由基的抗氧化作用进行初步解析，试从
复方整体和单味药两个方面揭示脑心通胶囊各组成

中药发挥药效的比重，再通过高活性药物的重组和

去除进行活性确证。

１　材料与仪器

１１动物

ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质量（２３０±２０）ｇ，购于
军事医学科学院实验动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ
（Ｊｕｎ）２０１２０００４。

１２药物及试剂

脑心通胶囊及黄芪、赤芍、全蝎、水蛭、红花、

丹参、鸡血藤、川芎、当归、桃仁、牛膝、桑枝、

桂枝、乳香（制）、没药（制）和地龙等１６味药超微
粉末由陕西步长制药有限公司提供；９５％乙醇、葡
萄糖、氯化钾、磷酸二氢钠、氯化钠、氯化镁、碳

酸氢钠和氯化钙均为国产分析纯；ＤＰＰＨ（东京化成
工业株式会社）。

１３仪器

ＢＰ１１０Ｓ型电子分析天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
Ｍ５多功能酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ）；旋转蒸发器
（ＥＹＥＬＡＳＢ１１００）；循环水真空泵ＳＨＺＤⅢ（巩义予
华仪器有限责任公司）；ＡＬＣＭ型组织器官水浴系
统（上海奥尔科特生物科技有限公司）。

２　方法

２１肠吸收液制备

称取脑心通胶囊粉末 ５０ｇ，加入 ９５％乙醇
１０００ｍＬ，回流提取２ｈ，抽滤，滤液旋转蒸发至干。
按照４ｇ／２５ｍＬ原药材的比例加入 Ｔｙｒｏｄｅ缓冲液
（ＮａＣｌ８００ｇ，ＫＣｌ０２８ｇ，ＮａＨＣＯ３１００ｇ，ＮａＨ２ＰＯ４
００５ｇ，ＭｇＣｌ２０１０ｇ，ＣａＣｌ２０２０ｇ，葡萄糖 １００ｇ，
ｐＨ７４），超声复溶，提取物全部溶解，得到分散均
一的混悬液，即制作肠吸收液的供试液。大鼠实验
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前禁食１２ｈ，颈部脱臼处死，沿腹中线剪开皮肤，
然后沿腹白线剪开肌肉。找出胃幽门，自幽门以下

１０ｃｍ开始截取肠段并冲洗干净。将硅胶套管的
一端插入肠管中，将肠道内表面翻转，用细线结

扎；然后用 ０℃ Ｔｙｒｏｄｅ缓冲液冲洗肠段内表面，
将另一端用线结扎，确保不漏液。量取２５ｍＬ脑心
通胶囊供试液（或加入 Ｔｙｒｏｄｅ缓冲液，为空白肠吸
收液），预先将其加入麦氏浴管中，同时通入９５％
Ｏ２和５％ ＣＯ２的混合气体，开启 ３７℃恒温水浴循
环系统。用注射器吸取２ｍＬＴｙｒｏｄｅ缓冲液，注入
肠管中，然后将其置于麦氏浴管中。２ｈ后收集肠
管内液体，０２２μｍ无菌滤膜过滤分装， －２０℃
保存待用。

２２ＤＰＰＨ氧自由基清除

吸取待测液５０μＬ于９６孔板，加入１５０μＬ的
ＤＰＰＨ溶液，混匀后避光静置３０ｍｉｎ，以空白肠吸收
液为空白对照，在５１７ｎｍ处测定吸光度值（Ａ１）；同
时测定上述待测液５０μＬ与１５０μＬ８０％乙醇混合后
５１７ｎｍ的吸光度值（Ａ２）；再测定５０μＬＴｙｒｏｄｅ缓冲
液与１５０μＬＤＰＰＨ溶液混合后５１７ｎｍ的吸光度值
（Ａ３）。每个样品设３个复孔，实验重复３次，按公
式（１）计算清除率。

清除率（％）＝［１－（Ａ１－Ａ２）／Ａ３］×１００％

２３数据处理

实验数据以（珋ｘ±ｓ）表示，ＳＰＳＳ２１０软件进行聚
类分析，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

３　结果

３１脑心通胶囊及１４个单味药的 ＤＰＰＨ自由基清除
作用

　　由于乳香及没药为树脂类药物，两者醇提取物
不溶于Ｔｙｒｏｄｅ缓冲液，无法制备肠吸收液，其余１４
种单味药按前述方法制备出相应的肠吸收液，生药

量及稀释起始质量浓度见表１。结果显示脑心通胶
囊肠吸收液能清除ＤＰＰＨ自由基，呈剂量依赖性（见
图１）。１４味单药均表现出清除 ＤＰＰＨ自由基的作
用，呈剂量依赖性。稀释４或８倍质量浓度时（即
２５０或１２５μｇ·ｍＬ－１），桃仁、桂枝、红花、鸡血
藤、川芎、当归、桑枝、地龙、全蝎、水蛭的自由

基清除率明显低于脑心通胶囊组，牛膝的自由基清

除率与脑心通胶囊组比较，差异无统计学意义，丹

参、黄芪、赤芍的自由基清除率显著高于脑心通

胶囊组（Ｐ＜００５）（见图 ２）。单味药质量浓度与
其在脑心通胶囊原方中的质量浓度相同时，丹

参、黄芪、赤芍的自由基清除率与脑心通胶囊组

的差异无统计学意义，其他各组均显著降低（见

图３）。聚类分析结果表明１４味单药被分为两类：
第一类为丹参、黄芪和赤芍；第二类为剩余１１味
药（见图４）。

表１　脑心通胶囊全方以及各单味药

肠吸收液相关质量浓度
μｇ·ｍＬ－１

组别 生药质量浓度 稀释４倍质量浓度 原方中质量浓度

脑心通全方 １ ２５０ ２４７００

红花 １ ２５０ ８１０

当归 １ ２５０ １６８３

赤芍 １ ２５０ １６８３

丹参 １ ２５０ １６８３

桂枝 １ ２５０ １２４７

黄芪 １ ２５０ ４１１５

牛膝 １ ２５０ １６８３

鸡血藤 １ ２５０ １２４７

全蝎 １ ２５０ ８１０

桑枝 １ ２５０ １６８３

水蛭 １ ２５０ １６８３

桃仁 １ ２５０ １６８３

川芎 １ ２５０ １６８３

地龙 １ ２５０ １６８３

３２重组复方的ＤＰＰＨ自由基清除作用

将丹参、黄芪和赤芍组成三味复方，去除丹参、

黄芪和赤芍重组成去三味复方，将以上复方制备成

相应的肠吸收液，与脑心通胶囊肠吸收液对比，观

察这３组的ＤＰＰＨ自由基清除作用。两组药物各药称
量与全方比例相同，制备过程与全方肠吸收液制备过

程相同，三味复方生药质量浓度为 ０３ｍｇ·ｍＬ－１，
稀释４倍时作用质量浓度为７５μｇ·ｍＬ－１；去三味复
方生药质量浓度为０７ｍｇ·ｍＬ－１，稀释４倍时作用
质量浓度为１７５μｇ·ｍＬ－１；脑心通胶囊生药质量浓
度为 １０ｍｇ·ｍＬ－１，稀释 ４倍时作用浓度为
２５０μｇ·ｍＬ－１。结果表明３种组合复方均具有显著
的 ＤＰＰＨ自由基清除作用。与脑心通胶囊肠吸收
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液的自由基清除作用相比较，三味复方自由基清

除作用最强，脑心通胶囊其次，去三味复方最弱

（见图５）。将丹参、黄芪和赤芍各单味药制成肠
吸收液，与三味复方肠吸收液（７５μｇ·ｍＬ－１）、脑
心通胶囊肠吸收液（２４７μｇ·ｍＬ－１）对比，并使单
味药质量浓度与其在全方中的质量浓度相同（见

表１），观察这５组肠吸收液的 ＤＰＰＨ自由基清除
作用，结果表明脑心通胶囊自由基清除作用最佳

（见图６）。

注：与空白组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

图１　不同稀释倍数脑心通胶囊肠吸收液对
ＤＰＰＨ自由基清除的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

注：与脑心通胶囊组相比，Ｐ＜００５。

图２　不同稀释倍数脑心通胶囊以及１４味单药对
ＤＰＰＨ自由基清除的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图３　单味药和脑心通胶囊原方等质量浓度时ＤＰＰＨ
自由基的清除率比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

注：１４味单药被分为两类：第一类为丹参、黄芪、赤芍；

第二类为剩余１１味。１～１５分别代表桑枝、鸡血藤、川

芎、当归、红花、桃仁、牛膝、赤芍、黄芪、地龙、水

蛭、丹参、全蝎、桂枝和脑心通胶囊。

图４　聚类分析１４味单药对ＤＰＰＨ自由基的清除作用

注：与脑心通胶囊组相比，Ｐ＜００５。

图５　三味复方、去三味复方以及脑心通胶囊对
ＤＰＰＨ自由基的清除作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图６　各组质量浓度相同时对ＤＰＰＨ自由基的
清除作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

４　讨论

肠囊外翻技术是相对比较成熟稳定的体外肠吸

收模型，已广泛用于药物吸收和代谢等研究中。近

年来也开始应用于中药有效成分辨识的研究，例如

肠囊外翻技术应用于车前子的吸收成分群和药效成

分群的快速发现［１２］；应用此方法使用大鼠不同肠段
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对养血清脑颗粒中芍药苷和阿魏酸的吸收动力学特

征进行研究［１３］。本课题组利用肠囊外翻法制备元胡

止痛方的肠吸收液，研究其对离体血管舒张活性的

影响［１４１５］，并应用脑心通胶囊肠吸收液研究心肌细

胞保护作用等［１０］。疏风解毒胶囊肠吸收液能抑制

ＬＰＳ诱导巨噬细胞释放多种细胞因子［１６］。本研究的

肠吸收液的制备，使用 Ｔｙｒｏｄｅ缓冲液复溶提取物，
使肠吸收液中以水溶性成分居多，更适合于以水溶

性成分为主的中药。与血清药理学相比较，肠吸收

液的成分多，含药量较高而干扰性成分少，活性显

著。此法操作简单、重复性好，是中药有效成分辨

识和机制研究的有效手段。

氧化应激在多数心血管疾病的病理生理发展过

程中发挥重要作用，氧化应激过程中，体内氧化和

抗氧化失衡，大量氧自由基（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）生成和堆积过多，伴或不伴抗氧化能力下降，
引起细胞化学损害，功能障碍，导致心肌细胞凋亡

甚至坏死［１７１８］。ＤＰＰＨ自由基是人工合成的、稳定
的有机自由基，常用来体外评价和筛选抗氧化活性，

此法具有稳定性好、灵敏度高、操作简便等优点。

ＤＰＰＨ清除能力与心血管疾病密切相关，可体外评
价和筛选抗心血管疾病药物的药效［１９］。与健康男性

相比较，冠心病男性病人血清 ＤＰＰＨ清除能力明显
下降［２０２１］。同时，若健康男性血清 ＤＰＰＨ清除能力
下降，其罹患冠心病的风险增加［２１］。本实验通过观

察脑心通胶囊全方、单味药以及重组方肠吸收液清

除ＤＰＰＨ自由基的影响，不同于体内病理生理过程
产生的自由基，只是作为抗氧化作用的其余补充，

初步评价其心血管保护作用。

实验结果表明 １４个单味药清除 ＤＰＰＨ自由基
的强度各不相同，稀释等倍质量浓度（４倍）时，黄
芪、丹参和赤芍的抗氧化作用显著高于脑心通胶囊

组，桃仁无明显抗氧化作用，其他１０味药均有一
定的抗氧化作用，但明显低于脑心通胶囊组。因此

黄芪、丹参和赤芍可能是脑心通胶囊发挥抗氧化作

用的主要参与者。为确证此假设，根据聚类分析结

果将丹参、黄芪和赤芍组合成三味复方，同时从脑

心通胶囊原方中去除上述三味药，重组成去三味复

方，均按脑心通胶囊原方配比组合，通过提取制备

肠吸收液，进行抗氧化活性再评价。结果显示，三

味复方组仍具有较强的抗氧化活性，而去三味组方

的抗氧化活性显著降低，进一步说明脑心通胶囊中

丹参、黄芪、赤芍发挥着主要抗氧化作用。然而，

单味药的质量浓度在单味药组、三味复方组及脑心

通胶囊组中的质量浓度相同时，三味复方组活性显

著低于脑心通胶囊组，与三味药单独作用比较，也

明显下降。由此推测丹参、黄芪和赤芍是脑心通胶

囊抗氧化作用的主要活性成分，但其抗氧化作用仍

是全方综合的作用结果，其作用机制有待深入

研究。

丹参为中药活血化瘀常用药，现代药理研究

表明丹参可减少或清除自由基，抑制过氧化反

应，打断级联反应［２２］。在脑心通胶囊肠吸收液中

检测到来自丹参的成分仅有丹参素、迷迭香酸、

丹酚酸 Ｂ和丹参酮 Ｉ４种成分，其中只有迷迭香
酸和丹酚酸 Ｂ具有明确的抗氧化作用，因此迷迭
香酸和丹酚酸 Ｂ可能为脑心通胶囊抗氧化作用的
有效成分。

黄芪中的黄芪总黄酮、黄芪总皂苷、黄芪总多

糖都具有清除氧自由基的作用，脑心通胶囊肠吸收

液中可检测到来自黄芪的成分包括芒柄花苷、绿原

酸、毛蕊异黄酮苷、黄芩苷、香豆精、刺芒柄花素、

黄芪甲苷等，而芒柄花苷的抗氧化作用远小于毛蕊

异黄酮苷［２３］。绿原酸、毛蕊异黄酮苷、黄芩苷、黄

芪甲苷具有较强的抗氧化作用，可能为脑心通胶囊

抗氧化作用的主要有效成分。

赤芍中发挥抗氧化作用的成分主要为没食子酸

芍药苷、没食子酸、没食子酸氧化芍药苷及儿茶

精［２４］。脑心通肠吸收液中来自赤芍的成分包括芍药

苷、芍药内酯苷、没食子酰芍药苷、没食子酸，因

此，脑心通胶囊中没食子酸可能是脑心通胶囊抗氧

化作用的主要有效成分。

综上，本研究从体外 ＤＰＰＨ自由基清除实验来
评价脑心通胶囊的抗氧化作用，ＤＰＰＨ为人工合成
的自由基，不同于机体病理生理过程产生的多种自

由基，且抗氧化作用仅为心血管疾病众多分子发病

机制之一，因此本实验无法模拟和重现在体的病理

过程，具有一定的不足性和局限性。丹参、黄芪、

赤芍单独作用时虽表现出显著的抗氧化活性，但三

味药组合时，抗氧化作用弱于脑心通胶囊全方，因

此脑心通胶囊的抗氧化作用是全方综合作用的结果，

但主要发挥抗氧化作用的仍是黄芪、丹参、赤芍。

通过全方、拆方以及重组方结合肠吸收液模式研究

中药复方体外活性，辨识发挥主要药效的成分，为

中药复方体外给药以及活性研究提供新的研究方法

和思路。
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