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UPLC-QTOF-MS 法探讨温肾清毒方对大鼠生殖器官中
依非韦伦浓度的影响

陆珍珍1 王绍龙1 钟鹏程2 赵江月1 阮 志1 李庆波1 符林春2 

摘要  目的 探索温肾清毒方“艾可清”对大鼠生殖器官中依非韦伦浓度（EFV）的影响。 
方法 24 只雄性 SD 大鼠随机分为 4 组， EFV+ 高剂量艾可清组、EFV+ 低剂量艾可清组、EFV 组

及空白组，每组 6 只。大鼠灌胃给药 7 天后处死；腹腔静脉采血，取上清液；取前列腺、睾丸、附

睾、膀胱组织，按组织和 4 ℃双蒸水 1：2 比例配置匀浆液。超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱分析

（UHPLC-QTOF/MS） 检测血清和匀浆中 EFV 响应浓度。结果 空白组无离子响应。EFV 组、EFV+
高剂量组、EFV+ 低剂量组各组内血浆和组织中离子响应浓度比较差异无统计学意义（均 P>0.05）；

3 个组的血浆的 EFV 浓度比较差异无统计学意义（P>0.05），但是 EFV+ 高剂量艾可清组及 EFV+ 低

剂量艾可清组组织中 EFV 浓度高于 EFV 组（P=0.018）。各组组织和血浆中 EFV 的分布如下：EFV+
低剂量组 > EFV+ 高剂量组 >EFV 组。结论 艾可清能够提高大鼠生殖器官组织中 EFV 浓度。
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Effect of Wenshen Qingdu Recipe on Efavirenz Concentration in Reproductive Organs of Rats by 
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ABSTRACT Objective To explore effect of Wenshen Qingdu Recipe “Aikeqing”（AKQ） on the 
concentration of efavirene（EFV） in reproductive organs of rats. Methods Twenty-four male sprague 
Dawley（SD） rats were divided into 4 groups，i.e.，the EFV+high dose AKQ group， EFV+low dose AKQ 
group，EFV group and control group，6 in each group. The rats were sacrificed after 7 days of intragastric 
administration，and the blood was collected from abdominal vein and supernatant was abtained. The organs

（prostate，testis，epididymis and bladder）were mashed and prepared as homogenate according to the 
proportion of tissue and 4 ℃ double distilled water in a ratio of 1： 2. The concentration of EFV in serum and 
homogenate was detected with ultra-performance liquid chromatography–quadrupole time-of-flight mass 
spectrometry（UPLC–QTOF-MS）. Results There was no ionic response in the control group. There 
was no significant difference ionic response concentrations in plasma and tissue in EFV group，EFV+high 
AKQ dose group and EFV+low dose AKQ group，Similarly，there was no significant difference in plasma 
EFV concentration among the three groups（P>0.05）. Whereas， compared with the EVF group，EFV 
concentration in tissues were increased in EFV+high dose AKQ group and EFV+low AKQ dose group （P= 
0.018）. It showed higher concentration for EFV+low dose AKQ group versus EFV+high dose AKQ group，

following by EVF group. Conclusion AKQ could increase the concentration of EFV in the reproductive 
organs of rats.

KEYWORDS human immunodeficiency virus； Aikeqing； efavirene；concentration；reproductive organ；

rats；integrated Chinese and Western medicine
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依非韦伦（Efavirenz，EFV）在我国是抗逆转录

病毒一线治疗的骨干药 [1]。研究表明，非核苷类逆转

录 酶 抑 制 剂（non-nucleoside reverse transcriptase 
inhibitors，NNRTIs）在生殖道中浓度低于血液中浓

度，EFV 在男性生殖道中的浓度仅为血液中浓度的

3%~10%[2-4]。由于 EFV 的药效与其药物浓度相关，

低于有效浓度可以导致 HIV 的耐药 [5-7]。在有限的报

道中，精液中和血液中的毒株序列和毒株耐药位点不

完全一致 [8-10]。究其原因，与生殖道器官，包括膀胱、

睾丸、附睾、储精囊、前列腺、阴茎、尿道、龟头形

成的特殊“屏障”有关系 [11, 12]。

既往研究中，发现部分中药能够影响大鼠体内

抗病毒药物的浓度 [13]。那么对于一些有“温肾”作

用的中药，或许会影响生殖系统中 EFV 的浓度。为

证实笔者的想法，本研究以雄性大鼠为实验动物，

分组给药，采用分析速度快、灵敏度高和专属性强

的超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱分析（ultra 
performance liquid chromatography-quadrupole 
time-of-flight mass spectrometry，UHPLC-QTOF/
MS）技术，观察温肾清毒方“艾可清”对大鼠生殖

系统中 EFV 浓度的影响。

材料与方法

1 动物 SD 大鼠，SPF 级，4~7 周龄，体重

250-300g，饲养于广西医科大学实验动物中心，动

物合格证：SCXK 桂（2009-0002）。研究通过广西疾

控中心实验动物伦理审核（No. 20180005）。

2 药物 依非韦伦（EFV，600 mg/ 片，浙江

华海药业股份有限公司，批号 1251C18059），温肾 
清 毒 方（ 广 东 一 方 制 药 有 限 公 司 监 制， 批 号

Q1512026）组成：黄芩 10 g 黄柏 6 g 淫羊藿 10 g  
虎杖 15 g 丹参 10 g 茯苓 10 g 红参 5 g  淡附

片 6 g 干姜 3 g 甘草 3 g。

3 试 剂 及 仪 器 乙 腈（ 色 谱 纯， 批 号： 
1.00030.4008） 、 甲 酸（ 色 谱 纯， 批 号：

1.06007.4008），均为美国 Merck 公司 ； 水为 Milli-Q 
超纯水；超高效液相色谱仪 - 四极杆飞行时间质谱仪

（UHPLC-QTOF/MS，美国 Waters 公司），配有电喷

雾 离 子 源（Electrospray Ionization，ESI）， 数 据 采

集和数据处理软件为 Masslynx 4.1；SK-1 快速混匀

器（金坛市医疗仪器厂）；Sigma 3k30 高速冷冻离心

机（德国，西格玛奥德里奇）；HSC-12A 氮吹仪（天

津市威仪科技发展有限公司）。

4 色 谱 条 件 色 谱 柱：ACQUITY HSS T3  

（100 mm×2.1 mm，1.8μm）；流动相：A 0.1% 甲酸 -
水溶液，B 乙腈；梯度洗脱，流动相 B 比例变化如下：

0~4.2 min， 10%~40%；4.2~7.0 min，40%~65%；

7 .0  ~9 .0  m in，65%~85%；9 .0  ~10 .0  m in， 
85%~95%；10.0~13.0 min，95%~95%；13.0~ 
13.1 min，95%~100%；13.1~15.0 min，10%；进样

体积：3μL；流速：0.5 mL/min；柱温：35 ℃。

5 质谱条件 电喷雾 ESI 离子源，在 MSE 模

式下采用负离子扫描的方式进行采集，雾化气和

脱溶剂气均为氮气，碰撞气为氩气。毛细管电压

为 2 700 V，脱溶剂气流量 800 L/h，脱溶剂气温度 
350 ℃ ；气帘气体积流量 50 L/h，锥孔电压 40 V，

补偿电压 80 V；离子源温度 120 ℃ ；质量数扫描范

围 100~1 200 m/z。低能量碰撞能：6 V；高能量碰撞

能：25~45 V；

6 样品制备

6.1 标准品溶液的配置 分别取 EFV 标准品适

量，精密称定，用适量甲醇溶解，再用 50% 甲醇水

溶液稀释至刻度，配成 1.0 mg/mL 的储备液，于 4 ℃ 
冷冻保存，使用前用 50% 甲醇水溶液稀释。

6.2 样本溶液的配置 （1）取 EFV 片剂去掉

包衣，研钵中研碎，研磨使之成粉末状，称取适量

加 50% 甲醇配置浓度为 6 mg/mL 的混悬液，灌胃容

积为 63 mg/kg。（2）取艾可清粉末适量，精密称定，

加 50% 甲醇配置浓度为 50 mg/mL 的混悬液，给药

方法：灌胃给药，灌胃容积：5 mL/kg。

7 生物样本的制备 24 只大鼠编号，按随机数

字法分为 4 组，即 EFV+ 高剂量艾可清、EFV+ 低剂

量艾可清、EFV 组及空白组，每组 6 只。（1）血清

样本的取得： 根据《保健食品检验与评价技术规范》

（2003 年版）[14] 计算艾可清的剂量，以成人（60 kg） 
计算大鼠的等效剂量，成人 EFV 63 mg/kg， 艾可清

（低剂量 850 mg/kg，高剂量 2550 mg/kg，分别相

当人剂量的 10、30 倍）。各组灌胃给药。连续喂药

7 天，第 8 天灌胃，按照之前的研究结果，取最高血

药浓度时间即灌胃后 4~5 h 电击处死 [13]，腹腔静脉

采血离心，以 3 000 r/min 的速率离心分离，取上清

液，存于 - 20℃待测。血清样本的处理： 将上述方法

取得的上清液常温溶解后，移取血浆样品 200 μL 于

2 mL 离心管中，加入 1.5 mL 甲醇，旋涡混匀，4 ℃， 
14 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液于 37 ℃氮气

吹干，样品加入流动相 100μL 充分溶解后，4 ℃，

14 000 r/min 离心 10 min，取上清进样，即得，样本

进样量 2 μL。（2）泌尿系统组织样本的取得：大鼠
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电击处死，快速将取前列腺、睾丸、附睾、膀胱取出，

用 4 ℃ 生理盐水漂洗，除去血液、滤纸拭干，放置 
- 40℃冰箱保存待用。精密称量前列腺、睾丸、附睾、

膀胱组织，按组织和 4 ℃双蒸水 1： 2 比例配置匀浆

液，将匀浆完毕后获得的组织匀浆液保存至 -40 ℃冰

箱中；将组织匀浆液与甲醇按 1：3 的比例配置溶液，

涡旋 8 min，超声溶解 20 min，14 000 r/min 离心 
10 min， 取 上 清 液， 吸 取 上 清 液 于 37 ℃ 氮 气 吹

干， 样 品 加 入 流 动 相 100μL 充 分 溶 解 后，4 ℃， 
14 000 r/min 离心 10 min，取 2μL 直接进入 UPLC-
QTOF-MS 测定。

8 数据采集处理 供试品溶液按 2.2 项中 LC-
MS 条件进行分析检测，利用 Waters Masslynx 4.1
软件完成数据采集与处理。将全扫描模式的一级高

分辨质谱数据通过 Masslynx 软件中分子特征查找功

能，对血浆及组织样品中所含的 EFV 化合物进行查

找。通过精确分子量、二级质谱数据、标准品进行

比对，确定血浆及组织样品中所含的 EFV 化合物与

EFV 对照品为同一化合物。通过离子响应强度与积分

面积，得到血浆及组织样品中所含的 EFV 化合物的

相对浓度。

9 统计学方法 以 SPSS 23.0 进行比较分析。

EFV 浓度比较，数据以 x–±s 表示，同一组的血浆、

组织 EFV 浓度比较使用配对 t 检验，不同组的血浆、

组织中 EFV 浓度非正态分布，使用 Friedman Test  
非参数检验比较组间差异，P<0.05 为差异有统计学

意义。

结  果

1 大鼠一般情况 正常饲料喂养，每天定点药

物灌胃，观察到第 8 天，4 个组的大鼠均正常进食，

活跃，无死亡大鼠。

2 各组大鼠血浆和泌尿组织中 EFV 水平比较

（ 表 1、2， 图 1） EFV 在 色 谱 图 中 的 保 留 时 间 为 
7.21 min， 不 同 给 药 组 灌 胃 8 天 后， 在 血 浆、 前

列 腺、 睾 丸、 附 睾、 膀 胱 组 织 中 均 可 检 测 到 EFV

原 药。 结 果 显 示：空 白 组 无 离 子 响 应；各 组 的

血 浆 和 组 织 中 离 子 响 应 浓 度 比 较 差 异 无 统 计 学

意 义（ 均 P>0.05）；EFV+ 高 剂 量 艾 可 清 组 及

EFV+ 低 剂 量 艾 可 清 组 组 织 中 EFV 浓 度 高 于 EFV
组（P=0.018）。 将 各 组 6 只 大 鼠 的 组 织 液、 血 浆

液分别混匀进行检测，不同给药组比较，组织和

血 浆 中 EFV 的 分 布 如 下：EFV+ 低 剂 量 艾 可 清 组 > 
EFV+ 高剂量艾可清组 >EFV 组。

表 1 不同给药组之间、同一给药组织和血浆的依非韦伦浓度比较

组别 n
浓度（µg/mL） 

空白 组织 血浆 t P 值

EFV 6 N/A 0.72±0.28 2.99±2.15 -1.57 0.116

EFV+ 高剂量艾可清 6 4.46±2.6 6.57±0.87 -1.34 0.180 

EFV+ 低剂量艾可清 6 N/A 4.92±4.11 8.58±0.65 -1.34 0.180 

χ2 8.00 4.00 

P 值 　 0.018 0.135 　 　

表 2 各组依非韦伦的平均离子响应强度

组别 n
离子响应强度

空白 组织 血浆

EFV 6 N/A 3.21 E4 8.83 E3

EFV+ 高剂量艾可清 6 N/A 1.46 E5 8.02 E3 

EFV+ 低剂量艾可清 6 N/A 2.23 E5 4.15 E4

讨  论

温肾清毒方即“艾可清”，是广州中医药大学热

带医学研究所根据我国传统医药医理，在长期实验研

究和临床观察的基础上，精选出由熟附子、淫羊藿、

茯苓、红参、虎杖、黄芩、丹参、干姜及甘草等 10
味中药组成、已经公开使用的专利配方 [15]。该方由

特定的药物组合物制剂对猴艾滋病病毒感染恒河猴所

致艾滋病模型猴的实验治疗作用，药物组合物制剂具

有治疗人类艾滋病的用途，给予 HIV 感染者或艾滋

病患者本药物组合物制剂，能够缓解病症，包括稳定

或者提升 HIV 病毒感染者和艾滋病患者的 CD4+T 淋

巴细胞计数水平，缓解临床症状体征、改善生存质

量 [16,17]。方中附子、干姜配伍有温阳通脉之功效；淫

羊藿甘温入肾，温肾壮阳，补益阳气，顾卫正气；虎

杖、黄芩和丹参苦寒，能清热解毒，活血止痛。纵观

全方，“温肾清毒”，以温补肾阳同时温凉并用，攻补

兼施，标本兼治。艾可清方剂具有补益脾肾、清热解

毒的功效。早期大鼠实验研究发现联合使用艾可清加

高效抗逆转录病毒治疗（highly active antiretroviral 
therapy，HAART）组的 EFV 显示更高的血液峰浓度

和药物曲线下面积 [13]。因此，笔者推测艾可清“温
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肾清毒”的功效，可能是通过对“肾”—“生殖系统”

的滋补调养，生殖系统中的改变有可能比血液中改变

更为显著。本研究发现联合使用艾可清，能够提高大

鼠生殖系统中 EFV 的药物浓度，证实了笔者的猜想，

即艾可清“温肾清毒”的功效，可能是通过对“肾”—

“生殖系统”的滋补调养，生殖系统中的改变比血液中

改变更为显著。

黏膜组织是一个特殊的动态微环境，药物在组织

中分布受多种调控途径的影响，包括旁分泌、自分泌

和内分泌信号，这些影响药物蛋白质结合、膜药物转

运体活性和内源性激素从而影响不同药物、不同个体

药物浓度分布的差异。对于 NNRTI 类包括 EFV，生

殖系统中低浓度，主要原因是 EFV 在血浆中绝大部

分与血浆蛋白结合，结合率达 60%~99.9%，导致非

蛋白结合的、能够渗透过细胞膜和上皮细胞中的药物

分子较少 [18]。此外，EFV 的药物浓度和药物效应个

体因素较多，包括性别、年龄、病理因素、遗传因

素。近年来临床研究表明，遗传因素是导致药物代谢

个体差异和种族差异的主要因素 [19-21]：EFV 代谢的主

要酶系是细胞色素 CYP2B6，其中 CYP2B6 的基因

多样性是影响 EFV 血药浓度的独立因素，约三分之

一的个体存在不同的基因差异。CYP2B6*6（G516T
和 A785G）者和 CYP2B*9（G516T）携带者的 EFV
血药浓度较高。在艾可清药物物质浓度的研究中，发

现该药物能够抑制肝脏药物 CYP 酶系统的作用，提

示艾可清化学成分可能影响体内抗病毒药物的代谢

环节，包括 CYP 酶系统，引起抗病毒药物浓度的变

化 [22]。从 EFV 响应浓度标准差上可见，EFV 的浓度

个体差异非常明显，与之前进行的大鼠实验结果类

似 [13]，再次证实不同个体的差别。EFV 半衰期较长，

本研究在大鼠服药 1 周后采样，此时血液和组织中

EFV 的浓度较为稳定，采血时间选择当日灌药后血浆

最高浓度的时间点，由于 “生殖器屏障”存在，生殖

器组织中 EFV 的浓度最高点会比血浆浓度最高点延

后，此时进行血浆 - 生殖器浓度比较，生殖器的 EFV
比血浆中的高，更能说明是中药干预影响的效果。 
本研究还发现高剂量艾可清组比较低剂量艾可清组，

并未随着中药给药量的增加使得 EFV 的浓度更高，

具体机制需进一步探究。

本研究局限性是样本量偏少。此外， EFV 的浓度个

体差异非常明显，最好能进行同一个体干预前后的对比

分析，但是本研究由于的大鼠生殖器官采样只能一次，

采用相关样本进行比较会存在一定的统计学偏差，下一

步应该争取进行人体精液样本的前后对比研究来证实。

综上，本研究提示联合使用艾可清能够提高大鼠

生殖系统中 EFV 的药物浓度，具体机制需要进一步

阐明，也需要进行真实人体研究来进一步证实。

（致谢：本研究在开展实施过程中，得到广西疾

控中心中心副主任赵鹏主任医师、广西疾控中心毒理

所李彬主任医师、广西疾控中心毒理所所长张洁宏主

任医师的大力支持和帮助，在此一并致谢！）

利益冲突：无。

  注：A 为 EFV 组；B 为 EFV+ 高剂量艾可清组；C 为 EFV+ 低剂量艾

可清组

图 1 不同给药组样品典型 EFV 提取离子流色谱图

A

B

C
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