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青蒿乙素、青蒿酸和东莨菪内酯三组分对
青蒿素在疟疾小鼠体内药动学行为的影响

张超摇 仇峰摇 李静摇 王满元摇 龚慕辛

揖摘要铱 摇 目的摇 探究青蒿乙素、青蒿酸和东莨菪内酯三组分在疟疾小鼠体内对青蒿素抗疟增

效作用在药物动力学方面可能的影响及其规律,为开发新型基于青蒿素类抗疟药的联合治疗方案

药物奠定基础。 方法摇 分别对疟疾小鼠灌胃给予青蒿素(100 mg / kg)和青蒿素、青蒿酸、青蒿乙素

和东莨菪内酯联用(每种组分各 100 mg / kg),于给药后不同时间点采集血浆,样品经液鄄液萃取后,
采用 HPLC鄄MS / MS 法测定药物浓度。 结果摇 与青蒿素单用比较,青蒿素、青蒿乙素、青蒿酸和东莨

菪内酯联用组青蒿素的最大血药浓度由 924 ng / mL 增加到 1065 ng / mL,AUC(0-t)(1893 h伊ng / mL)明
显高于青蒿素单用组(661 h伊ng / mL),半衰期延长,血浆清除率下降了 65% 。 结论摇 青蒿乙素、青蒿

酸和东莨菪内酯可显著影响青蒿素的药物动力学行为。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To explore the antimalaria synergistic effects of arteannuin B, arteannuic
acid and scopoletin on the pharmacokinetics of artemisinin in mice infected by Plasmodium yoelii. Method
摇 Mice infected by Plasmodium yoelii were given artemisinin or a combination of artemisinin、arteannuin B、
arteannuic acid and scopoletin. Blood samples were collected at different time intervals and extracted by
liquid鄄liquid extraction. The contents in plasma were detected by HPLC鄄MS / MS method. Results 摇
Compared to single artemisinin group, the Cmax of the combination group was increased from 924 ng / mL to
1065 ng / mL,AUC(0-t)(1893 h伊ng / mL), and the maximum plasma concentration was significantly higher
than that of single artemisinin group (661 h伊ng / mL), the biological half life was extended, and the CLtot
was reduced at a proportion of 65% . Conclution 摇 Arteannuin B、 arteannuic acid and scopoletin can
obviously affect pharmacokinetic of artemisinin in mice infected by Plasmodium yoelii.

揖Key words铱摇 Artemisinin;摇 Artemisia annua L. ;摇 Synergistic components;摇 Pharmacokinetic;摇
Mouse model of malaria

摇 摇 近年来,艾滋病、结核和疟疾被 WHO 列为对人

类健康威胁最为严重的三大传染病。 根据 WHO
2015 年世界疟疾报告,全球大约 32 亿人面临疟疾

风险,2015 年仍有约 2. 14 亿疟疾新病例,死亡大约

43. 8 万人[1]。 长期以来,药物治疗是人类抗击疟疾

的主要方法和有效途径。 当前,青蒿素类药物发挥

着挽救疟疾患者生命的重要作用。 2003 年版《国际

药典》中收载的青蒿素类药物有:蒿甲醚原料、注射
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液,青蒿素原料、片剂、胶囊,蒿乙醚原料、注射液,
双氢青蒿素原料、片剂,青蒿琥酯原料、片剂。 为提

高青蒿素类药物的临床疗效,降低疟原虫再燃率,
延缓耐药性的产生,WHO 目前推荐基于青蒿素类抗

疟药的联合治疗方案( artemisinin鄄based combination
therapies,ACTs),分别为蒿甲醚+本芴醇、青蒿琥酯

+阿莫地喹、青蒿琥酯+甲氟喹、青蒿琥酯+磺胺多

辛(周效磺胺) /乙胺嘧啶以及双氢青蒿素 +哌

喹[2] ,这些 ACTs 组合均为青蒿素类药物与一种已

产生耐药性的抗疟药联合应用的组合。 作为一类

自 2001 年开始就广泛使用的疟疾治疗方案,目前

ACTs 的耐药现状不容乐观,柬埔寨与泰国的边境

地区、缅甸和越南等地已经确诊出现了恶性疟原

虫对青蒿素类药物耐药[3] 。 这种耐药性虽然没有

导致青蒿素类药物治疗的彻底失败,但却减缓了

从患者血液中清除恶性疟原虫的速度。 WHO 认

为,在青蒿素耐药性传播到高感染地区之前,遏制

或消除耐药性的机会其实十分有限[1] 。 前期发

现:青蒿中含量较高的青蒿酸、青蒿乙素和东莨菪

内酯对青蒿素的抗疟药效有明显的增效作用(该

药物组合简称青蒿四组分,青蒿乙素、青蒿酸和东

莨菪内酯三组分单用或伍用没有观察到明显抗疟

活性) [4] 。 本课题组针对“以 1 颐 1 颐 1 颐 1 质量比

配伍时青蒿四组分体系中青蒿素增效 4 倍的现

象冶开展了系列研究。 前期研究结果提示,青蒿素

属于难溶易吸收药物,虽不能完全排除药效环节

的增效作用,但青蒿素四组分体系的增效现象很

可能是通过代谢环节实现的,无抗疟活性的天然

组分可以增强青蒿素的药效。 临床和基础研究证

实,疟疾感染会导致宿主下调肝药酶 CYP450 的表

达,导致药物首过代谢减少[5] 。 为了进一步深入

探究青蒿四组分体系的增效机制,开展了青蒿多

组分体系在约氏疟原虫( plasmodium yoelii)感染小

鼠体内药物动力学特征的研究,为发展新的抗青

蒿素耐药治疗策略提供参考。

1摇 材料与方法

1. 1摇 仪器

6410 型三重四级杆串联质谱仪(美国 Agilent
科技有限公司);低温冷冻离心机 ( Sigma 公司,
3K15);涡旋混合器(天津药典标准仪器厂,2H鄄2);
十万分之一电子天平(赛多利斯科学仪器有限公

司,BT25S)。

1. 2摇 药品与试剂

青蒿素、青蒿乙素和青蒿酸(均为本实验室自

制,经检测纯度均大于 98. 4% );东莨菪内酯(日本

东京化成工业株式会社,纯度为 98% );内标物丁螺

环 酮 ( Sigma 公 司, 批 号 BCBL7606V, 纯 度 为

99. 3% )。
色谱级甲醇(Fisher 公司,批号 140098);色谱

级乙腈 ( Fisher 公司,批号 124984);色谱级甲酸

(Sigma 公司,批号 0001394882);甲基叔丁基醚(天
津市福晨化学试剂厂,批号 20150120);吐温-80(天
津市化学试剂六厂分厂,批号 20110520);羧甲基纤

维素钠 (北京凤礼精求商贸有限责任公司,批号

20130307)。
1. 3摇 实验动物

SPF 级健康 ICR 小鼠,雄性,体质量(20依2) g,
购于北京维通利华实验动物技术有限公司,合格证

号:SCXK(京)2012鄄0001。
1. 4摇 色谱鄄质谱条件

色谱条件:色谱柱为 Agilent Zorbax XDB鄄C18 柱

(50 mm伊2. 1 mm,3. 5 滋m);流动相为 0. 1%甲酸水

溶液(A)-乙腈(B),采用梯度洗脱,0 ~ 1 分钟,5%
B 相;1 ~ 1. 1 分钟,5% ~ 10% B 相;1. 1 ~ 5 分钟,
10% ~95% B 相;5 ~ 6 分钟,95% B 相;6 ~ 6. 1 分

钟,95% ~ 5% B 相;6. 1 ~ 10 分钟,5% B 相;流速

0. 3 mL / min;柱温 30 益;进样量 10 滋L。
质谱条件:采用 ESI 电离源,MRM 检测模式,青

蒿素、青蒿乙素和东莨菪内酯采用正离子电离模

式,青蒿酸采用负离子电离模式。 离子喷雾电压为

4. 0 kV,加热毛细管温度 300 益,辅助加热气压为

30 psi,雾化气压为 30 psi,青蒿素、青蒿乙素、青蒿

酸、东莨菪内酯和内标丁螺环酮的解簇电压(DP)分
别为 100 V、120 V、130 V、120 V、100 V;碰撞能量

(CE)分别为 9 eV、10 eV、3 eV、25 eV、40 eV;用于定

量分析的离子对分别为:283. 2寅247. 1,249. 1寅
189. 1, 232. 8 寅232. 8, 193. 0 寅133. 0, 386. 3 寅
122. 1。
1. 5摇 实验方案和样品采集

取 SPF 级健康 ICR 小鼠 96 只,小鼠腹腔接种

1伊107个被疟原虫寄生的红细胞,接种 3 天后(当小

鼠疟疾感染率达到 20%时),随机分为 2 大组:即青

蒿素单用组(100 mg / kg)、青蒿素+青蒿酸+青蒿乙

素+东莨菪内酯联用组(每种组分各 100 mg / kg),每
只小鼠按照所在药物组别灌胃给药。 每大组再分为
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表 1摇 采用 LC鄄MS / MS 法测定 ICR 小鼠血浆中青蒿素、青蒿乙素、青蒿酸和

东莨菪内酯的标准曲线回归方程、线性范围以及定量下限

组分 回归方程 相关系数 线性范围(ng / mL) 最低检测限 (ng / mL)

青蒿素 y=0. 00207x+0. 00196 0. 999 2. 00 ~ 1000 2. 00

青蒿乙素 y=0. 00637x+0. 00878 0. 998 2. 00 ~ 1000 2. 00

青蒿酸 y=0. 000139x+0. 00118 0. 995 2. 00 ~ 1000 2. 00

东莨菪内酯 y=0. 00462x+0. 00653 0. 999 2. 00 ~ 1000 2. 00

8 小组(每一组为一个取样时间点所需动物),每个

时间点随机选取 6 只小鼠摘眼球取血。 给药前禁食

12 小时,自由饮水,给药后 5 分钟、15 分钟、30 分

钟、1 小时、2 小时、5 小时、8 小时和 12 小时摘眼球

取血 300 滋L,收集血液样品于预冷肝素化离心管,
立即摇匀置于冰上,3000 rpm、4 益离心 10 分钟,取
上清血浆样品于 1. 5 mL 离心管中,-80益 保存备

用。 采用 LC鄄MS / MS 法测定血浆中相关成分的

浓度。
1. 6摇 血浆样品处理

取血浆样品 50 滋L,依次加入甲醇-水(20:80,
v / v)混合溶液 10 滋L、内标溶液(100 ng / mL 丁螺环

酮)10 滋L、0. 1%的甲酸溶液 10 滋L 和甲基叔丁基醚

(MTBE)400 滋L,涡旋混合 1 分钟,3500 rpm 离心 10
分钟,取上清液 300 滋L,氮气吹干,残留物加入乙

腈-水(1:1,v / v)混合溶液 100 滋L 溶解,涡旋混合

1 分钟,以 LC鄄MS / MS 法进行测定。

2摇 结果

2. 1摇 青蒿素、青蒿乙素、青蒿酸、东莨菪内酯在小鼠

体内的 LC鄄MS / MS 方法学验证

血浆中的内源性杂质不干扰青蒿素、青蒿乙

素、青蒿酸、东莨菪内酯的测定,青蒿素、青蒿乙素、
青蒿酸、东莨菪内酯和内标丁螺环酮的保留时间分

别为 6. 91 分钟、6. 68 分钟、7. 59 分钟、5. 20 分钟和

5. 32 分钟;以药物浓度(C)为横坐标(X),对照品峰

面积与内标峰面积比值为纵坐标 ( Y),用加权

(1 / C2)最小二乘法进行线性回归,得到回归方程,
见表 1;青蒿素、青蒿乙素、青蒿酸和东莨菪内酯的

低、中、高三个浓度日内及日间精密度 RSD 均<15%
(n = 6);青蒿素、青蒿乙素、青蒿酸、东莨菪内酯经

历 3 个冷冻解冻循环、于-80 益冰箱冷冻 30 天、于
20 益放置 24 小时后稳定性良好;青蒿素的回收率

在 89郾 5% ~99. 3% ,青蒿乙素的回收率在 86. 9% ~
99. 0% ,青蒿酸的回收率在 93. 4% ~ 99. 3% ,东莨

菪内酯的回收率在 85. 2% ~ 91. 6% 。 样品处理方

法符合规定,可用于血浆样品中青蒿素、青蒿乙素、
青蒿酸、东莨菪内酯的分析测定。
2. 2摇 青蒿素单用及四组分联用在疟疾小鼠体内药

动学研究

2. 2. 1摇 青蒿素单用及四组分联用在疟疾小鼠体内

青蒿素的血药浓度-时间曲线及药物动力学参数摇
青蒿素单用及四组分联用在疟疾小鼠体内青蒿素

的血药浓度-时间曲线见图 1,采用 WinNonlin 软件

计算药动学参数,结果见表 2。

注:无显著性差异( aP>0. 05);显著性差异( bP<0. 05);
极显著性差异( cP<0. 01)

图 1摇 青蒿素单用及四组分联用在疟疾小鼠体内

青蒿素的血药浓度-时间曲线(n=6)

表 2摇 青蒿素单用及四组分联用在疟疾小鼠体内

青蒿素的的药物动力学参数

药物动力学参数 单位 青蒿素单用 四组分联用

药时曲线面积 AUC(0-t) h伊ng / mL 661 1893

药时曲线面积 AUC(0-肄 ) h伊ng / mL 685 1947

最大血药浓度 Cmax ng / mL 924 1065

达峰时间 Tmax h 0. 25 0. 25

平均滞留时间 MRT(0-t) h 0. 89 1. 46

平均滞留时间 MRT(0-肄 ) h 1. 59 1. 99

半衰期 t1 / 2 h 5. 74 6. 05

消除速率常数(Ke) 1 / h 0. 12 0. 11

表观分布容积(Vd ) L / kg 1209 448

清除率(CL) L / h / kg 146 51. 4
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与青蒿素单用相比,四组分联用后疟疾小鼠体内青

蒿素的血药浓度增大,半衰期延长,Cmax升高,Vd、CL
降低,生物利用度是青蒿素单用的 2. 86 倍。
2. 2. 2摇 疟疾小鼠体内青蒿乙素、青蒿酸、东莨菪内

酯的药物动力学参数摇 疟疾小鼠灌胃给予青蒿素、
青蒿乙素、青蒿酸、东莨菪内酯组合物后青蒿乙素、
青蒿酸、东莨菪内酯的药代动力学参数见表 3。

表 3摇 四组分联用在疟疾小鼠体内青蒿乙素、
青蒿酸、东莨菪内酯的药物动力学参数

药物动力学参数 单位 青蒿乙素 青蒿酸
东莨菪

内酯

药时曲线面积 AUC(0-t) h伊滋g / mL 0. 82 490 1. 14
药时曲线面积 AUC(0-肄 ) h伊滋g / mL 0. 84 494 1. 19

最大血药浓度 Cmax 滋g / mL 0. 68 176 0. 97
达峰时间 Tmax h 0. 25 0. 50 0. 25

平均滞留时间 MRT(0-t) h 2. 10 2. 34 2. 11
平均滞留时间 MRT(0-肄 ) h 2. 39 2. 42 2. 71

半衰期 t1 / 2 h 2. 55 1. 72 2. 43

消除速率常数(Ke) 1 / h 0. 27 0. 40 0. 29
表观分布容积(Vd) L / kg 438 0. 50 293

清除率(CL) L / h / kg 119 0. 20 83. 8

3摇 讨论

青蒿素是含过氧桥的倍半萜内酯类化合物,分
子结构中缺少共轭体系,采用常规紫外检测器难以

达到定量分析生物样品的目的。 本实验采用液相

色谱串联质谱法(LC鄄MS / MS)建立了青蒿素、青蒿

乙素、青蒿酸、东莨菪内酯在疟疾小鼠血浆中药物

浓度的测定方法,同时为了提高分析方法的准确

性,减少实验误差,选择丁螺环酮作为内标,避免了

在样品处理及进样过程中带来的误差。 在摸索青

蒿酸的质谱条件中发现,当给予较大碰撞能量时,
青蒿酸母离子全部成为碎片,没有特征子离子,而
采用较小碰撞能量时,只有母离子,没有碎片离子,
故最终采用较小碰撞能量,只检测母离子进行药物

浓度测定。 本实验比较了乙腈沉淀蛋白法、甲醇沉

淀蛋白法、甲基叔丁基醚萃取法和二氯甲烷萃取法

的提取效果。 结果发现采用沉淀蛋白法处理样品

检测不到青蒿素,采用液-液萃取法处理样品四种

组分均可被检测到,且甲基叔丁基醚的提取率高于

二氯甲烷的提取率,故实验最终采用甲基叔丁基醚

萃取法处理样品。
无有效抗疟药对实现全球控制疟疾将是一场

灾难,一旦疟原虫对目前的 ACTs 产生耐药性,有可

能导致与疟疾有关的死亡人数大幅攀升。 由于没

有其他抗疟药能具有 ACTs 的药效和依从性,近期

的疟疾控制工作仍然面临很大的不确定性,发展新

型疟疾治疗药物具有现实紧迫性。 另一方面,由于

受到经济发展状况以及传统习俗的影响,青蒿素的

不合理使用仍在继续。 非洲多地的疟疾患者由于

种种原因很难获得 ACTs 药物,致使这些疟疾高发

区的患者还在使用基于青蒿原植物开发的号称对

疟疾有预防和治疗作用的植物药[6鄄7]。 WHO 认为

这些植物药中青蒿素的含量远远低于疟疾治疗的

有效剂量,可能会促进疟原虫发展青蒿素的耐药

性[8]。 但是,多年来这个问题并没有解决,现实中

仍然在使用这些青蒿植物制剂。 如何能够更合理

地使用天然青蒿素,延缓或避免青蒿素类药物的抗

药性问题,应该得到更多的关注和研究。
课题组前期探讨了青蒿乙素、青蒿酸和东莨菪

内酯三组分对正常小鼠体内青蒿素药动学行为的

影响。 综合分析正常和疟疾小鼠模型的结果,表明

正常和疟疾小鼠灌胃给予 100 mg / kg 青蒿素后,正
常小鼠体内青蒿素的血药浓度大于疟疾小鼠体内

青蒿素浓度,正常小鼠组青蒿素的 Cmax、AUC(0-t) 均

略高于疟疾小鼠组,达峰时间相同;正常和疟疾小

鼠灌胃四组分后,正常小鼠体内青蒿素的浓度大于

疟疾小鼠体内青蒿素浓度,正常小鼠组青蒿素的

Cmax、AUC(0-t)均略高于疟疾小鼠组,达峰时间滞后。
表明青蒿素单体相同剂量单次给药,在正常和疟疾

小鼠的药物动力学存在差异。 一般认为,疟疾感染

会导致青蒿素类药物的代谢减少,体内血药浓度相

对增高[5]。 本次实验的结果提示,除代谢环节以

外,青蒿素的体内过程同时也受其他环节的影响,
比如蛋白结合过程等。 前期课题组研究表明与青

蒿素单独作用相比,四组分联用对牛血清白蛋白的

猝灭常数和结合常数均增大,青蒿素体内蛋白存贮

及转 运 发 生 改 变, 影 响 青 蒿 素 的 药 物 动 力 学

行为[9]。
鉴于青蒿素类药物耐药性发展的严峻形势,研

究人员应高度重视新型抗疟药物和治疗策略的研

究。 笔者认为通过深入研究青蒿“以 1 颐 1 颐 1 颐 1
质量比配伍时青蒿四组分体系中青蒿素增效 4 倍的

现象冶,有助于发展新的抗疟策略,能够为合理应用

青蒿植物制剂,发展低耐药性天然 ACTs 组分药物

奠定基础。 本实验结果显示,与青蒿素单用比较,
青蒿素、青蒿乙素、青蒿酸和东莨菪内酯联用组青



398摇摇 环球中医药 2016 年 4 月第 9 卷第 4 期摇 Global Traditional Chinese Medicine, April 2016,Vol郾 9, No郾 4

蒿素在约氏疟原虫感染小鼠体内的最大血药浓度

由 924 ng / mL 增加到 1065 ng / mL,AUC(0-t)(1893 h伊
ng / mL)明显高于青蒿素单用组(661 h伊ng / mL),半
衰期延长,血浆清除率下降了 65% ,确证了青蒿素

天然协同组分通过改变其药物动力学性质来提高

抗疟作用的学术观点,提示了天然组分干预青蒿素

的体内过程是一种可行的增效策略。
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参苓白术散对溃疡性结肠炎患者血浆
MMP鄄2、MMP鄄9 水平的影响

王雪梅

揖摘要铱 摇 目的摇 观察参苓白术散对溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,UC)患者血浆基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinase,MMP)鄄2、MMP鄄9 表达水平的影响,探讨参苓白术散治疗 UC 的可能机

制。 方法摇 将 80 例 UC 患者随机分为对照组及试验组各 40 例,对照组予以口服美沙拉嗪治疗,试
验组联合参苓白术散,1 疗程 8 周。 观察治疗前后症状并进行临床疗效评价,采用 Mayo 评分表对疾

病活动度进行评价。 检测外周静脉血浆 MMP鄄2、MMP鄄9,计算乳果糖 /甘露醇比值(LMR)。 结果摇
试验组总有效率(92. 50% )明显优于对照组总有效率(77. 50% )(字2 = 6. 877,P = 0. 032)。 治疗后两

组的 Mayo 评分均小于治疗前( t=12. 584,t=14. 641,P 均<0. 001),试验组治疗后的 Mayo 评分小于

对照组( t=3. 306,P=0. 001)。 血浆 MMP鄄2、MMP鄄9 水平较治疗前明显降低(P<0. 001);试验组低于

对照组( t=3. 039,P = 0. 003;t = 4. 669,P<0. 001)。 尿液 LMR 均小于治疗前( t = 8. 478,t = 10. 333,
P 均<0. 001),试验组治疗后的尿液 LMR 小于对照组( t = 2. 834,P = 0. 006)。 结论摇 参苓白术散联

合美沙拉嗪治疗 UC,可显著改善临床症状,降低 Mayo 得分;UC 患者血浆 MMP鄄2、MMP鄄9 水平下调,
肠黏膜通透性的改善,可能是参苓白术散治疗本病的机制之一。

揖关键词铱 摇 参苓白术散;摇 溃疡性结肠炎;摇 基质金属蛋白酶鄄2;摇 基质金属蛋白酶鄄9
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Effects of Shenling Baizhu Powder on serum MMP鄄2、 MMP鄄9 in patients with ulcerative colitis摇
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