
2. 2. 2 质谱 离子源: EI 源( 70 eV) ; 离子源温度:

230 ; 接口温度: 280 ; 四极杆温度: 150 ;质量

扫描范围: 35~ 550 amu。

2. 3 橘叶挥发油化学成分分析 取橘叶挥发油供

试品溶液,按上述实验条件进样,经气相色谱峰面积

归一法测定各组分的相对百分含量, 并用气相色谱

质谱联用技术做 GC/ MS 离子流色谱检测, 所得质

谱图经计算机质谱数据库检索( N ist05标准质谱图

库) , 并按照各峰的质谱裂片图(图 1 )与文献[ 7 ]对

照,确定了橘叶挥发油的化学成分。从橘叶的挥发

油中分离出 52种化合物, 鉴定出名称的化合物有

34种,占挥发油总量的 83%, 分析鉴定结果见表 1。

图 1 橘叶挥发油总离子流图

Fig 1 T otal ion current spect rum of essent ial oil from Folium Ci tr i

Ret ic ula tae

3 讨论

本实验采用 GC/ M S联用分析橘叶挥发油的化

学成分,结果表明, 橘叶挥发性成分中, 主要为 榄

香烯( 19. 96% )、石竹烯 ( 10. 27% )、石竹烯氧化物

( 8. 78%)、[ 1R ( 1a, 3a , 4a, 7 ) ] 1 , 2, 3, 3a, 4 , 5, 6,

7 八氢 1, 4二甲基 7 ( 1 甲基乙烯基) 薁( 6 . 97% )、

邻伞花烃( 6. 27% )等。其中倍半萜类化合物含量最

高, 其次是单萜类化合物, 还含有一些含氧衍生物。

这些物质中不少成分具有特殊的药效,如以 榄香

烯为主要成分的榄香烯乳注射液是我国自主研发成

功的二类抗肿瘤新药, 抗瘤广泛, 疗效确切, 不良反

应少 [ 8] ;石竹烯对呼吸系统的细菌有很强的抑制作

用, 同时也有止咳、平喘、抗真菌的作用,是治疗老年

慢性支气管炎的有效成分之一
[ 9]

; 石竹烯氧化物、蒎

烯是天然的强驱虫杀虫成分。本研究结果对橘叶药

用资源的进一步开发利用提供了科学依据。
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均匀设计法筛选茵陈蒿汤抗脂肪肝脂质代谢异常的效应组分

徐维佳,范应,陈少东,周海虹,李刚 (厦门大学医学院,福建 厦门 361005)

[摘要] 目的:运用均匀设计法筛选茵陈蒿汤抗脂肪肝脂质代谢紊乱的效应组分及其最优剂量配比,探讨揭示复方配伍理论

科学内涵的研究方法。方法:将茵陈蒿汤(茵陈、栀子、大黄)进行分组设计 ,分为 6 种中药组合,对高脂饮食诱导的大鼠脂肪肝

模型进行干预,观察各组大鼠肝脏的病理变化 ,并以血清三酰甘油( TG)、肝组织 TG、血清低密度脂蛋白( LDL )测定作为筛选

指标,分析不同作用途径的效应组分及其最优剂量配比。结果:较之正常组, 模型组血清 TG、LDL 和肝组织 TG 含量均明显

升高(P< 0 . 05~ 0 . 01) ,肝组织存在明显脂肪变性; 各药物组上述脂肪病理改变程度均明显减轻。根据均匀设计实验逐步回

归分析,降低血清 T G和降低肝组织 TG 的效应组分分别是茵陈、栀子。而茵陈与大黄对降低血清 LDL 有明显疗效, 以茵陈

0 . 3 g + 大黄0 . 15 g为最优剂量组合。结论:茵陈蒿汤通过多途径调节脂肪肝的脂质代谢,其不同作用途径存在特定的效应组

分及相应的最优剂量配比。

[关键词] 茵陈蒿汤;脂肪肝; 脂质代谢;均匀设计; 效应组分;最优剂量配比
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Using uniform design to screen the active ingredients of Yinchenhao decoction in the regulating

fatty liver s lipid metabolism

XU Wei jia, FAN Ying , CHEN Shao dong, ZHOU Hai hong, LI Gang ( Medical Co lleg e, Xiamen Universit y,

Fujian Xiamen 361005 , China)

ABSTRACT:OBJECTIVE To scr een the active ing redients and the opt imal do se ratio of components in Yinchenhao decoction

of anti fatty liver lipid metabo lism, and study for t he r esear ch met hods on t he connotat ion o f prescription assembling . METH

ODS The activ e ing redients and optimized prescr iption were screened out, adopt ing unifo rm block design to divide Yinchenhao

decoction ( A rtemisia capilla ries T hunb, Gardenia jasmino ides Ellis, rhubarb) into six combinations, by using exper iment on

high fat diet induced fatty liv er lat rat models, and observ ing the patho log ical results. The serum T G, LDL and liver TG were

taken as the scr eening index . RESULTS Compared to t he normal g roup's, the serum T G, LDL and liver TG of model gr oup

were significantly higher (P< 0 . 05- 0. 01 ) ; pat ho lo gical obvious steatosis; w hile that pat ho lo gical changes in a ll tr eatment

gr oups w ere significant ly r educed. Acco rding to stepw ise reg ression analysis of unifo rm design, the active ing redients contribu

ted to lower the TG o f serum and liver w ere separ ately A r temisia capilla ries and Gardenia jasminoides. Bo th A r tem isia capillar

ies and rhubarb w ere significantly effectiv e in making the serum LDL dow n, and the optimized prescr iption w as screened out in

the studies as: 0. 3 g Ar temisia capillar ies + 0 . 5 g rhubarb. CONCLUSION There ar e many pathw ay that Y inchenhao decoc

t ion takes effect in t o regulate fatty liver 's lipid metabo lism. Each pathway has cer tain r elevant ingr edient and the optimized pre

script ion.

KEY WORDS: Yinchenhao decoction; fatty liv er; lipid metabolism; uniform design; active ing redient; the optimized prescr iption

近年来,随着人们生活方式与饮食结构的改变,

非酒精性脂肪肝( nonalcoholic fatty liver disease,

NAFLD)的发病率呈快速上升趋势,已成为肝硬化

甚至肝癌的重要因素之一
[ 1]
。本病的发病机制复

杂,其中脂质代谢异常在其发生发展中起着非常重

要的作用
[ 2 3]
。中医学认为, 脂肪肝发病与痰湿、淤

血、肝郁、脾虚密切相关, 主要病机为肝气郁结,脾失

健运,痰淤阻滞,湿郁化热, 以致痰湿淤热互结于胁

下[ 4]。 伤寒论 茵陈蒿汤具有清热利湿、活血化淤

功效,方中重用茵陈为君药, 以其善能利湿清热退

黄;臣以栀子清热降火, 通利三焦,引湿热自小便而

出;佐以大黄泻热逐淤, 通利大便,导淤热由大便而

下。三药合用, 利湿与泄热相伍, 使二便通利, 前后

分消,湿热得行,淤热得下。本方组方精炼, 配伍严

谨,故临床治疗湿热淤阻型脂肪肝取得较好疗

效[ 5 6]。实验研究显示, 茵陈蒿汤能够明显抑制肝脂

肪沉积,降低肝脏及血清 T G含量,具有良好的调节

脂质代谢的药理效应 [ 7]。本研究以该方抗脂肪肝脂

质代谢紊乱的药理效应为切入点,运用数学模型均

匀设计法,剖析茵陈蒿汤调节脂质代谢的效应组分

及最优剂量配比,为进一步阐明该方治疗脂肪肝的

物质基础提供科学实验依据。

1 材料

1. 1 药物及其制备 茵陈、栀子、大黄均购自同仁

堂药房。药物剂量按中国药典 2005年版一部的成

人规范剂量换算, 分 6 大份(各组组分药物煎煮剂

量, 按表 1标注的每日给药量,服 40 d估算)统一煎

制而成。各组药物均经 3 次水煎浓缩, 各滤得药液

600 mL, 贮- 4 冰箱保存备用。

1. 2 动物与试剂 SD大鼠 30只, , 体质量( 120

10) g ,清洁级, 购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司,动物许可证号: SCXK(沪) 2007 0005。三酰甘

油试剂盒 ( F001 1 )、血清低密度脂蛋白胆固醇

( LDL C)试剂盒( F003 1 )、肝素溶液( A051 1)均购

自南京建成生物制品研究所。

2 方法

2. 1 模型制备与分组给药 采用单纯高脂饮食诱

导的大鼠脂肪肝模型。将 30只大鼠随机分为 8组,

其中正常组和模型组各 6只,药物 1~ 6 组每组各 3

只。除正常组进食普通饲料外, 其余大鼠均喂以高

脂饲料( 83. 25%基础饲料、10%猪油、1. 5%胆固醇;

0. 2%脱氧胆酸钠, 5%糖; 0. 05%丙硫氧嘧啶) 5周。

期间自由饮水。

自第 6周始, 药物组按每天 1 mL ( 100 g) - 1鼠

质量分别灌服相应药物,一日一次,持续 5周。正常

组、模型组给予相应量的饮用水灌胃, 期间模型组与

药物组始终维持高脂饲料喂养, 正常组维持普通饲

料喂养。末次给药后, 禁食不禁水 12 h, 摘取眼球

取血,并分离取出肝组织。

2. 2 筛选 实验均匀设计方案 见表 1。根据均

匀设计方案 U7 ( 76 ) 表, 将方中 3味中药作为考察

因子,以 X1、X2、X3分别代表茵陈、栀子、大黄, 每
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个因子各取 6个水平(水平为 100 g 大鼠每日给药

量) , 确立 X1因子的 6个剂量范围在0 . 05~ 0. 3 g ,

X2、X3在0. 025~ 0. 15 g 的剂量范围内。同时根据

U7( 76 ) 使用表安排各因子和水平, 进行组方设计,

得均匀设计 筛选 实验组方, 表中每列为 1味药物,

每行为一个组方,按表中行数值取相应克数的药混

合即得此组方, 共 6组。

2. 3 筛选 实验检测指标 血清 T G 含量测定、

LDL 含量测定, 肝组织 TG 含量测定, 均按生化试

剂盒说明书检测。肝组织 HE 染色,光镜下确定各

个样本的肝脂肪变性程度 [ 8]。

2. 4 统计学处理 所有数据均使用 SPSS 12 . 0软

件包进行统计学分析。计量资料以 x s 表示。均

匀设计 筛选 实验采用多元逐步回归分析(以 =

0. 05为显著水准进行统计检验)以剖析不同作用途

径的相应效应中药或其剂量配比。

3 结果

3. 1 各组大鼠肝组织病理变化 与正常组比较,模

型组肝脏肉眼可见,肝大而软,外观呈黄红和灰红相

间, 表面和切面油腻。药物组外观色泽接近于正常

组。光镜下存在明显脂肪变性。正常组肝小叶完

整, 肝索排列整齐, 肝细胞呈不规则多角形或卵圆

形, 细胞质丰富,胞核大而圆,居中,有核仁 1~ 2个;

而模型组小叶内的细胞布满大小不一的脂肪空泡,

肝索排列紊乱。肝细胞肿大而圆, 细胞核被推挤到

细胞一侧,表明模型理想。各药物组上述脂肪病变

程度均明显减轻, 尤以药物组 4最明显,整个肝小叶

仅见少量脂肪空泡。

3. 2 均匀设计 筛选 实验 模型组大鼠血清 T G、

LDL 及肝组织 T G含量均较正常组显著升高( P<

0. 01)。均匀设计各组数据(见表 1)经统计分析, 得

出不同作用途径的效应组分及剂量配比,见表 2。
表 1 均匀设计 筛选 实验方案及结果( x s, n= 6)

T ab 1 P roject and result o f the screening experiment acco rding t o the unifo rm design ( x s, n= 6 )

组别
100 g 大鼠每日给药量组方 ( g) :

茵陈( X1) + 栀子( X2) + 大黄( X3)
n 血清 T G/ mg L- 1 血清 LDL/ mg L- 1 肝组织 T G/ m g g- 1

正常组 \ 6 519. 7 54. 3 2. 53 1. 41 89. 2 22. 1

模型组 \ 6 666. 7 64. 6a 106. 4 13. 2a 727. 0 41. 4a

组 1 0. 3 + 0. 125 + 0. 1 3 463. 7 92. 9c 54. 9 15. 4c 282. 2 52. 8c

组 2 0. 25 + 0. 075 + 0. 025 3 419. 2 86. 1c 81. 6 25. 4b 383. 4 60. 8c

组 3 0. 2+ 0. 025+ 0. 125 3 441. 3 117. 7c 55. 3 21. 4c 220. 5 22. 4c

组 4 0. 15+ 0. 15+ 0. 05 3 546. 7 86. 8b 64. 6 13. 9c 156. 6 27. 4c

组 5 0. 1+ 0. 1+ 0. 15 3 531. 4 86. 9b 75. 0 30. 0b 231. 0 59. 7c

组 6 0. 05+ 0. 05+ 0. 075 3 494. 2 160. 1b 70. 0 15. 2c 274. 0 50. 0c

注:与正常组比较, a P< 0. 01;与模型组比较, b P< 0. 05, c P< 0. 01

表 2 均匀设计回归分析结果

Tab 2 Results of r egr ession analysis in uniform design

反映脂质代

谢的指标
回归方程 R P

效应组分及

最优剂量配比

血清 TG Y= 58. 268- 52 . 660X1 0. 790 0 . 035茵陈(取最大值 0. 3 g)

血清 LDL Y= 8 . 768- 121 . 751X1X3 0. 771 0 . 042茵陈 0. 3 g + 大黄 0 . 15 g

肝 TG Y= 83. 200- 452. 481X2 0. 845 0 . 017栀子(取最大值 0. 15 g)

实验结果运用 SPSS 软件进行回归处理, 得到

茵陈蒿汤的均匀设计回归方程。其中, X1、X2、X3

分别为各组药物中茵陈、栀子、大黄的用量, Y 取最

小值时,血清及肝脏 T G、LDL 的治疗效应最优。见

表 2, 3。

表 3 变量分析表

Tab 3 Results of v ariance ana lysis

变量 方差来源 离差平方和 自由度 均方 F值 显著性

血清 TGX1 回归 194. 114 1 194 . 114 8. 282 0 . 035

剩余(残差) 117. 197 5 23 . 439

总和 311. 311 6

血清 LDL X1X3 回归 11. 349 1 11 . 349 7. 322 0 . 042

剩余(残差) 7. 750 5 1 . 550

总和 19. 099 6

肝 TG X2 回归 3 582. 937 1 3 582 . 937 12. 465 0 . 017

剩余(残差) 1 437. 227 5 287 . 445

总和 5 020. 164 6

4 讨论

中药复方是中医辨证论治的特色体现,是临床

治病的主要运用形式。如何在遵循传统方剂配伍法

度的基础上, 揭示复方多环节药理作用与其有效组

分之间的关系,已成为目前中医药现代化研究所关

注的问题。

均匀设计法是一种将数论和多元统计相结合的

实验设计方法,适用于多因素、多水平的实验研究。

目前,均匀设计法被逐渐运用于中医药研究中, 作为

筛选中药复方物质基础或有效组分的现代技术手段

之一
[ 9 11]

, 其筛选作用的可靠性已初步得到验证。

该法的运用简化了实验操作,降低了实验次数, 可以

定量地分析各因素对试验结果的影响, 定量地预报

优化条件及优化结果的区间估计。在分析复方配伍

规律的探索上,需要涉及各药味对复方药效的影响,

应充分发挥均匀设计法多因素多水平的优势,同时,

可以利用均匀设计法定量地预报复方的剂量优化条

件。

本研究旨在探索一种阐明方剂配伍理论科学内
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涵的思路与方法,以茵陈蒿汤为切入点,运用均匀设

计法, 通过多元逐步回归, 从血清 T G、肝组织 TG、

血清 LDL 3个指标说明茵陈蒿汤对脂肪肝脂质代

谢的调节作用。实验结果显示,可根据不同的指标

筛选出相应的效应组分及其最优剂量配比: 由回归

方程可知,降低血清 T G含量的主效应中药为茵陈,

最优剂量取范围内最大值0. 3 g, 换算为成人剂量约

为 18 g;而降低肝组织 TG 含量的主效应中药为栀

子,最优剂量取范围内最大值0. 15 g ,即相当于成人

剂量 9 g; 而茵陈和大黄均有显著减低血清 LDL 含

量的作用,其疗效以取茵陈0. 3 g (成人 18 g) + 大黄

0. 15 g(成人 9 g )最优。这表明茵陈蒿汤具有显著

的调节脂肪代谢作用, 且不同调节途径存在相应的

效应组分及最优配伍组合, 这可能是中药复方多环

节药效特点的理论依据。
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退热解毒灵抑制甲型 H1N1流感病毒的体外实验
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[摘要] 目的:观察退热解毒灵水煎剂抑制 2009 年新型甲型 H 1N1流感病毒的效果。方法: 采用 M TT 法及细胞病变抑制实

验,以利巴韦林为阳性对照, 检测退热解毒灵水煎剂对 H 1N 1流感病毒的抑制作用。结果: 退热解毒灵水煎剂对体外试验中

H1N 1流感病毒有一定的抑制作用, 其半数中毒质量浓度为 8 954 . 3 mg L- 1, 抑制 H 1N 1流感病毒的半数有效质量浓度为

520 . 6 mg L - 1 ,治疗指数为17. 2。结论: 退热解毒灵水煎剂在体外实验中,对 H1N 1流感病毒有抑制作用。
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Study on the inhibitory effect of decoction of Tuirejieduling on H1N1 influenza virus in vitro

SU Wen1, 2 , XU Hui fu1, 2 , HUANG Hao1, 2 , T U Jin w en2
( 1 . H ubei Univ ersity of T r adit ional Chinese Medicine, A f

filiat ed Integr ativ e M edicine H ospital o f Wuhan Cit y, H ubei Wuhan 430022 , China; 2 . H ubei Univ ersity of T raditional Chinese

Medicine, Hubei Wuhan 430065, China)

ABSTRACT:OBJECTIVE To explo re the antiviral effect of decoction of tuir ejieduling on pandemic 2009 H1N 1 inf luenza v irus.

METHODS T he anti H 1N 1 influenza virus effect o f decoction of T uirejieduling in M DCK cell cultur e was invest igat ed by the

cy topathic effect ( CPE) inhibition assay and MT T assay, w it h r ibavirin as the positive contr ol drug . RESULTS Decoct ion of

Tuirejieduling had inhibitor y effect on H1N 1 influenza virus in a certa in ex tent in v itro . The median tox ic concentr ation ( TC50 )

was 8 954 . 3 mg L- 1 , the median effectiv e concent ration ( EC50) was 520. 6 mg L- 1 and t he therapeutic index ( T I) w as 17. 2 .

CONCLUSION Decoct ion of T uirejieduling has inhibit ory effect on H1N 1 influenza v irus in vitr o .

KEY WORDS: decoction of Tuir ejieduling ; H 1N1 influenza vir us; ant iviral effect; cytopathic effect
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