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摘　要 :目的 :确认枳术丸中有效成分并建立其含量测定方法。方法 :应用血清药物化学的方法 ,对

口服枳术丸后血清中移行成分进行分析 ,并对主要血清中成分在相应的最大吸收波长进行含量测定。

结果 :口服给药后 ,大鼠血清中检测到 13个化合物 ,其中 6个为枳术丸中原型成分 , 7个为代谢产物 ;并

建立了枳术丸中入血成分柚皮苷、橙皮苷的含量测定方法 ,其二个成分的加样回收率分别为 101. 13%、

98. 56%。结论 :柚皮苷、橙皮苷及新橙皮苷等为枳术丸主要体内直接作用物质 ,所建立枳术丸中有效成

分测定方法能够全面、准确地控制枳术丸的内在质量。
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　　枳术丸系张元素根据仲景《金匮要略》治水饮的

枳术汤演化而成 ,方中白术用量倍于枳实 ,二药为细

末 ,荷叶煎水泛为丸 ,主治腹胀、心下痞、胃脘痛等症 ,

应用历史悠久 [ 1 ]。现代临床主要用于治疗脾胃虚弱 ,

食少不化 ,脘腹痞满等症 ,疗效确切 ,该药已被《中华

人民共和国药典 (2005版 )》收载。基于其良好的临床

疗效 ,作者采用血清药物化学的方法追踪体内直接作

用物质 ,并以其中主要成分作为指标 ,建立含量测定方

法 ,对枳术丸进行内在质量控制。

一、实验材料

1.药品与试剂

橙皮苷 (批号 : 110721 - 200010)、柚皮苷 (批号 :

110722 - 200309)由中国药品生物制品检定所提供 ,纯

度均在 99%以上 ;新橙皮苷 (批号 : 9536E)由美国西格

玛公司提供 ;枳术丸由中国中医研究院试验药厂提供 ;

乙腈为色谱纯级 ,由美国迪马公司提供 ;其余均为分析

纯级。

2.动物

健康 W istar大鼠 ,体重为 200 ±20 g, 6周龄 ,雌雄
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不限 ,由黑龙江中医药大学实验动物中心提供。

3.仪器及色谱条件

W aters高效液相色谱仪 ,配以 W aters 996 Photodi2

ode A rray Detector检测器及 W aters色谱工作站 , H66MC

型超声波提取器 (无锡超声电子设备厂 ) , KDC - 40低

速离心机 (科大创新股份有限公司中佳分公司 )。

色谱条件 :色谱柱 : symm try C18 ( 5μm, 250mm ×

4. 6mm, waters公司 ) ;流动相 : 0. 095% ( v /v)磷酸乙

腈溶液 (A ) - 0. 095%磷酸水溶液 (B )梯度洗脱 ,洗脱

条件见表 - 1;流速 : 1. 0mL·m in
- 1

;检测波长 : 200～

400nm;柱温 : 30℃;柱效以柚皮苷计 ,理论踏板数应不

低于 3000。

二、实验方法和结果

1.枳术丸给药后大鼠血清中成分分析

(1)给药样品制备。取枳术丸粉末 ,用 8倍量甲醇

表 1　洗脱程序表

时间 (m in) A B
0 0 100
15 10 90
60 25 75

110 80 20

提取 3次 ,提取液减压回收甲醇至干 ,提取物用 0. 2%

CMC - Na水溶液研磨混匀 ,浓度为 0. 24g /mL,备用。

　　 (2)含药血清样品溶液制备。取 W aster大鼠 ,禁

食 12h (自由饮水 ) ,称重 ,按 20mL /kg体重灌胃给药 ,灌

胃后 90m in,自大鼠肝门静脉取血 ,血液于 3000 rpm离

心 10m in,取血清 2mL,用 5倍量甲醇振荡 2m in沉淀蛋

白 ,甲醇液于 3000 rpm离心 10m in,上清液浓缩 ,残渣

加 0. 5mL甲醇溶解 ,过 0. 45μm滤膜 ,滤液备用。

(3)空白血清样品溶液制备。另取 W ister大鼠 ,

禁食 12h (自由饮水 ) ,称重 ,按 20mL /kg体重灌胃 0.

2% CMC - Na水溶液 ,按含药血清样品溶液制备项下

方法操作 ,制得空白血清样品溶液。

(4)体外对照样品溶液制备。精密称取枳术丸粉

末约 100mg,置于锥形瓶中 , 20mL甲醇超声提取二次 ,

每次 20m in,过滤 ,合并滤液 ,减压浓缩 ,然后用甲醇定

容于 10mL容量瓶内 ,即得。用时过 0. 45μm滤膜。

(5)血清样品及体外样品分析。取含药血清样品

溶液、空白血清样品溶液、体外对照样品溶液各 20ul

进样分析 ,枳术丸体外对照样品溶液色谱图中 ,可检测

到 14个峰 (图 1 B ) ;含药血清经与空白血清溶液比

较 ,入血成分共有 13个 (图 1C ) ,通过与体外对照样

图 1　枳术丸给药后血清样品及相关对照品的高效液相色谱图 ( 283nm检测 )

A对照品溶液 B枳术丸体外对照样品溶液 C枳术丸给药血清样品溶液 D空白血清样品溶液

a柚皮苷 ( Nar ing in) b橙皮苷 ( Hesper id in) c新橙皮苷 ( Neohesper id in)

品溶液色谱图的 R t及

紫外光谱比较 ,认定其

中 3、4、5、6、7、10号峰

以原形进入血液 ,经与

对照品色谱图的 R t及

紫外光谱比较 , 4、5、6

号峰分别为柚皮苷 ( a)、

橙皮苷 ( b)和新橙皮苷

( c) ,上述三种成分将有

可能为枳术丸的主体体

内直接作用物质。其他

峰 (Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、

Ⅵ、Ⅶ)疑为枳术丸所含
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成分在体内的代谢成分 ,有待进一步研究证实。

2.枳术丸中体内主要移行成分的含量测定

(1)对照品溶液的制备。精密称取橙皮苷、柚皮

苷对照品适量 ,加入甲醇配成 0. 15及 0. 4mg/mL的混

合对照品溶液。

(2)线性关系考察。精密吸取两种对照品混合溶

液 5mL,用甲醇定容于 10mL容量瓶内 ;并取此对照品

溶液进行等倍稀释 , 配制成不同浓度的对照品混合溶

液。取各浓度对照溶液 10μl进样分析 ,以峰面积积分

值为纵坐标 ,对照品进样质量为横坐标绘制标准曲线 ,

并进行线性回归 ,分别得两种对照品的回归方程为 :柚

皮苷 Y = 1. 7227 ×10
6
X

- 3
. 6099 ×10

4 (γ= 0. 9994) ,线

性范围 0. 2543 - 4. 0710μg;橙皮苷 Y = 1. 7665 ×10
6
X

- 2. 3212 ×10
4 (γ = 0. 9994 ) ,线性范围 0. 0918 -

114700μg。最低检测限按信噪比 ( S /N )为 3∶1时的

最低检测量计算 ,得橙皮苷、柚皮苷的最低检测限分别

为 14ng /mL及 15ng/mL。

(3)精密度试验。取对照品混合溶液连续进样 5

次 ,每次进样 10μl,测得柚皮苷、橙皮苷含量的 RSD分

别为 0. 33%及 0. 53%。

(4)稳定性试验。取枳术丸样品溶液 ,分别于 0、

3、6、9和 12h进行测定 ,结果柚皮苷和橙皮苷两个成

分峰面积的 RSD分别为 1. 74%及 1. 72% ,表明橙皮

苷、柚皮苷两种成分在 12h内稳定。

(5)重现性试验。取 5份样品溶液 ,分别进样 5

次 ,柚皮苷和橙皮苷含量的 RSD分别为 1. 24%及

0154%。

(6)回收率试验。精密称取同一批枳术丸样品粉

末各 0. 25g左右 ,精密加入一定量的橙皮苷和柚皮苷

对照品溶液 ,共制备 6份样品溶液 ,进行回收率测定。

结果柚皮苷和橙皮苷的回收率分别为 101. 13%及

98156% , RSD分别为 1. 67%及 1. 91%。

(7)样品测定。取样品溶液 ,按确定的色谱条件

进行分析 ,在拟定的条件下各被测成分与共存成分实

现良好分离 (图 1 A )。在此基础上 ,以标准曲线法计

算样品中成分含量 (表 2)。

表 2　枳术丸中两种血中移行成分的测定结果

(mg·g- 1 , mean±SD, n = 5)

批号 柚皮苷 橙皮苷

20040912 11. 05 ±0. 1906 1. 23 ±0. 0201

20050101 12. 09 ±0. 1705 1. 10 ±0. 0230

20041117 11. 50 ±0. 1732 1. 28 ±0. 0214

三、讨　论

目前中药质量评价 ,大多以中药中的主要成分或

可测成分来进行 ,但这些被评价的成分是否是有效成

分 ,能否在体内产生药物活性 ,往往缺乏科学根据。中

药传统的口服给药形式决定了那些被吸收入血的物质

才能产生活性 ,且由于中药的成分复杂 ,有些成分只有

经体内代谢转化方能产生活性 [ 2 ]。基于中药成分复

杂 ,体内作用靶点多 ,单一成分的测定难以真实反映其

内在质量。

本研究通过对给药大鼠血清样品的 HPLC分析 ,

发现柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷为主要入血成分 ,即可

能为主要体内直接作用物质。相关研究表明枳术丸中

含有的橙皮苷对离体肠管有先兴奋后抑制作用 ,能降

低毛细血管通透性。另外橙皮苷、柚皮苷有抗炎作用 ,

可降低小鼠甲醛性足踝浮肿等作用 [ 3 ]
;说明此两种成分

为枳术丸治疗腹胀、心下痞、胃脘痛等的药效物质基础。

在血清药物化学的研究也证明橙皮苷和柚皮苷为血中

主要移行成分 ,为此 ,我们建立了主要体内直接作用物

质柚皮苷及橙皮苷的含量测定方法 ,实现了枳术丸中与

药效直接相关的两种主要有效成分的同时检出及含量

测定 ,提高了主要含量测定成分的与质量的相关性 ,实

现了指标性成分测定反映中成药内在质量的目的。
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A Qua lita tive & Quan tita tive Ana lysis: M igra ting Con stituen ts of Zh izhu P ills in Ra t Blood

W ang X ijun, Chen X i, Yang Ge, Y ing J ingchelang

(College of Pharm acy, Heilong jiang U n iversity of Chinese M edicine, 150040 Harbin)

Cao Hongxin

(Ch ina A cadem y of Ch inese M edica l Science, 100700 B eijing)

The aim of this analysis is to determ ine the active compounds of Zhizhu Pills in vivo, and establish an app roach to

measure the contents using HPLC. Serum pharmacochem istry and RP - HPLC were used to measure the concentration of

two main constituents in the oral p ills, at a wavelength of 283nm. 13 compounds were detected in the rat blood, after an

oral adm inistration of Zhizhu Pills. 6 of them were original in form, and 7 otherswere metabolites. An app roach was cre2
ated to measure Hesperidin and Naringin, with a respective recovery of 101. 13% and 98. 56%. It is concluded that

Hesperidin, Neohesperidin and Naringin are the main elements that have a direct effect. The established app roach is a2
ble to stage a comp rehensive and accurate quantitative analysis of Zhizhu Pills.

Keywords: HPLC; serum Pharmacochem istry; Zhizhu Pills; Hesperidin; Naringin

(责任编辑 :王　瑀 ,责任编审 :果德安 ,责任译审 :邹春申 )

(Continued from Page 32)

M ethods for Collecting D ig ita l Color Tongue Da ta

Chen Songhe, L iang R ong, W ang S henghua

(D epartm en t of Trad itiona l Chinese D iagnostics, School of P reclin ica l M edicine,

B eijing U niversity of Ch inese M edicine, 100029 B eijing, Ch ina)
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Huang Q ingm ei, L i B ocong

(N ationa l L abora tory of Color Science and Engineering, B eijing Institu te of Technology, 100081 B eijing, Ch ina)

This study investigates the methods of collecting color tongue data for digital tongue p icture, especially from the

p rocess of clinical tongue diagnosis. In the study, an array of methods have been used, including ( 1) comparing the

color of different parts of the tongues in 142 selected digital p ictures of light red tongues; (2) samp ling different color

data in 706 tongue p ictures by clinicians. Authors found that ( 1 ) the lateral part, the tip , thin white coating, thick

white coating, the glistening part, and the shadowy part of the tongue are statistically different; (2) colorimetrical data

of different tongue colors samp led by clinicians also show statistical differences, with their own independent space in the

3 - D color p ictures. It is concluded that the methods for collecting color tongue data makes an important guarantee for

the subsequent accurate analysis.

Keywords: tongue diagnosis; digital tongue p icture; analysis of tongue color; color space; lab color model
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