
4 讨论

炎症反应参与慢性疾病如糖尿病、动脉粥样硬化等的发生、
发展。巨噬细胞作为炎症反应中重要的组成部分，可分泌大量促

炎因子，诱导和加强炎症反应。促炎因子 IL － 1β、IL － 6 和 TNF
－ α作为炎症的重要指标，基因的转录、调控主要是通过 MAPK

信号通路来实现的［6］。MAPK 属于一种 Ser /Thr 蛋白激酶，可分

为四个亚族，其中 JNK /SAPK、p38 与 EＲK1 /2 三个亚族参与炎症

反应 的 调 控。LPS 刺 激 细 胞 能 够 激 活 EＲK1 /2、JNK /SAPK 和

p38，通过作用于各自的底物，影响多种转录因子的活性，从而

调节 TNF － α、IL － 1β、IL － 6 等多种细胞因子的基因表达［7］。
因此，有效抑制 MAPK 通路、降低炎症因子的分泌是抗炎药物研

究的重点。
半枝莲作为临床常用抗肿瘤中药，黄酮是其主要的药效成

分。现代药理学研究表明，半枝莲总黄酮具有抗氧化、抗动脉粥

样硬化、抗肿瘤等药理作用［8 ～ 10］。半枝莲总黄酮的药理作用是

否与炎症反应有关，且药物的抗炎作用是否与 MAPK 信号通路

有关，均尚不明确。因此，通过体外诱导构建巨噬细胞炎症模型，

评价半枝莲总黄酮对 MAPK 信号通路的影响。结果表明，半枝

莲总黄酮可有效抑制 MAPK 中 JNK /SAPK 的磷酸化水平，降低 L
－ 1β、IL － 6 的分泌来发挥其抗炎作用，这提示半枝莲总黄酮的

抗炎作用主要是通过调控 MAPK 信号通路来实现的。
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不同提取方法对白芷中香豆素成分欧前胡素、
异欧前胡素的影响及镇痛作用的比较研究
于定荣，麻印莲，顾雪竹，李 丽，刘 颖，张 村，杜茂波，陈 畅，王海林

( 中国中医科学院中药研究所，北京 100700)

摘要: 目的 比较不同提取方法对白芷中香豆素成分欧前胡素、异欧前胡素及镇痛作用的影响。方法 将白芷药材分别用

不同方法提取; 以欧前胡素、异欧前胡素的含量以及镇痛作用效果为综合指标，综合比较研究。结果 对白芷中香豆素成

分欧前胡素、异欧前胡素及镇痛作用产生影响的顺序依次为: 乙酸乙酯提取 ＞ 70% 乙醇回流提取 ＞ 95% 乙醇回流提取 ＞
80%乙醇渗漉法提取 ＞ 80%乙醇超声提取。结论 5 种提取工艺对白芷中香豆素成分欧前胡素、异欧前胡素及镇痛作用

产生的影响是不同的，其中以乙酸乙酯提取对欧前胡素、异欧前胡素及镇痛作用的影响最大。
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白芷为伞形科植物白芷 Angelica dahurica ( Fisch． ex Hoffm)

Benth． et Hook． f． 或杭 白 芷 Angelica dahurica ( Fisch． ex Hoffm)

Benth． et Hook． f． var． formosana( Boiss) Shan et Yuan 的干燥根。性

温，味辛，具有散风除湿、通窍止痛、消肿排脓功能，主治头痛，眉

棱骨痛，齿痛、鼻渊，寒湿腹痛等［1］。白芷中主要含香豆素类和

挥发油，目前研究认为香豆素类是其治疗疼痛的主要活性成

分［2］;《中国药典》( 2015 年版第一部) 将欧前胡素作为白芷药材

质量控制的指标成分［3］。
白芷提取方法有乙醇回流提取［4，5］、乙酸乙酯加热回流提

取［6］，渗漉提取［7］和超声提取［8］，但主要以欧前胡素为指标来评

判提取工艺的优劣，具有一定局限性。本试验以欧前胡素和异欧

前胡素得率以及镇痛作用效果为指标，综合考察、比较不同提取

方法对白芷中香豆素成分欧前胡素、异欧前胡素及镇痛作用的影

响。这种采用多指标综合评判提取工艺比采用单一成分评价提

取工艺更具有客观性和科学性，这是目前白芷提取工艺研究中未

见报道的。本实验为确定白芷的提取工艺提供了一定的实验依
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据，具有一定的研究意义。
1 仪器与材料

1． 1 仪器 岛津高效液相色谱仪( LC － 20AT 泵，SPD － M20A 检

测器、Empower 2 数据处理软件) ; 分析天平( 美国双杰 JJ300) ; 高

速万能粉碎机( 天津泰斯特 fw100，南京以马内利仪器设备有限

公司) ; 数显恒温水浴锅( HH －6，常州国华电器有限公司) 。
1． 2 白芷药材 采集于安徽省亳州市谯城区谯东镇余集，经中国

中医科学院研究所炮制中心肖永庆研究员鉴定为伞形科植物白

芷 Angelica dahurica ( Fisch． ex Hoffm) Benth． et Hook． f． 的干燥根。
1． 3 试剂试药 欧前胡素对照品( 批号: 110826 － 201214 ) ; 异欧

前胡素对照品( 批号: 110827 － 201109) ( 均购于中国食品药品检

定研究院，供含量测定) ; 贝诺酯片 ( 四川金山禅心制药有限公

司，每片 0． 5g，批号: 131001) ; 水为重蒸馏水，甲醇为色谱纯，其

他试剂均为分析纯。
1． 4 动物 ICＲ 小鼠，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供( 合格证号: SCXK( 京) 2012 － 0001) 。
2 方法与结果

2． 1 水分测定 按《中国药典》附录Ⅸ H 项下“烘干法”对白芷

药材进行水分测定，为 9． 8432%。
2． 2 对照 品 溶 液 的 制 备 分 别 精 密 称 取 5． 4mg 欧 前 胡 素 和

6． 0mg异欧前胡素对照品于 50ml 量瓶中，加入甲醇定容，分别制

备得欧前胡素对照品溶液和异欧前胡素对照品溶液。
2． 3 供试品溶液制备

2． 3． 1 70%乙醇回流提取供试品溶液制备［4］ 将白芷粉碎成粗

粉( 过 40 目筛) ，用 10 倍量 70%乙醇回流提取 3 次，每次 l h。合

并滤液，蒸干，残渣用醋酸乙酯溶解并定容至 10ml，用 0． 45μm 滤

膜微滤，取续滤液，得供试品溶液Ⅰ。
2． 3． 2 95% 乙醇回流提取供试品溶液制备［5］ 取白芷 25g，粉碎

成 40 目粗粉，加入 8 倍量 95%的乙醇回流提取 3 次，每次提取 4h。
合并滤过液，蒸干，残渣用甲醇溶解，定容至 25ml，取 5 ml，用甲醇

稀释至 50ml，0． 45μm 滤膜微滤，取续滤液，得供试品溶液Ⅱ。
2． 3． 3 乙酸乙酯加热回流提取供试品溶液制备［6］ 精密称定白

芷粉末 5． 0g( 过 40 目筛) ，置 250ml 圆底烧瓶中，用 45 倍量的乙

酸乙酯加热回流 2 次，每次 0． 5h，放冷至室温，提取液过滤，润洗

残渣，滤液挥干，回收溶剂，残渣定量转移至 25ml 量瓶中，用流动

相定容至刻度，摇匀。经 0． 45μm 微孔滤膜过滤，取续滤液，得供

试品溶液Ⅲ。
2． 3． 4 80%乙醇渗漉法提取供试品溶液制备［7］ 将白芷粉碎成

粗粉( 过 40 目筛) ，称取 100g，先用 100mL 乙醇湿润后，装筒，续

加 8 倍量 80%乙醇，静置 24 h，渗滤。以 3 ml·min －1滴速收集滤

液，将渗滤液置 55 ℃以下回收乙醇至 20%体积( 药材: 药液比为

5: 1) ，滤液称重并密闭保存。取本品 1． 50g，置蒸发皿中，60℃水

浴挥发至 无 醇 味。残 渣 用 甲 醇 转 移 至 50 ml 量 瓶 并 定 容，用

0． 45μm滤膜微滤，取续滤液，得供试品溶液Ⅳ。
2． 3． 5 80%乙醇超声提取供试品溶液制备［8］ 取过 40 目筛白芷

药粉 20g，加入 12 倍量 80% 的乙醇，在 45w、59 kHz 的条件下超

声 45min 进行提取。过滤后滤液定容至 250 ml 量瓶，得样品溶

液。精密吸取样品溶液 5ml，50℃水浴挥至无醇味。残渣用甲醇

转移至 50 ml 量瓶，定容，用 0． 45μm 滤膜微滤，取续滤液，得供试

品溶液Ⅴ。
2． 4 欧前胡素、异欧前胡素的含量测定［5］

2． 4． 1 色谱条件 Kromasil 100 － 5C18 ( 4． 6mm × 250mm，5μm) 色

谱柱; 流动相: 甲醇 － 水( 65: 35) ; 检测波长: 251nm; 流速: 0． 8 ml

·min －1 ; 柱温: 35℃ ; 进样量 20μl，理论塔板数不低于 3000。
2． 4． 2 线性关系考察 分别精密吸取 4，6，8，10，14μl 欧前胡素、
异欧前胡素对照品溶液进样，测定峰面积积分值。分别以欧前胡

素和异欧前胡素的峰面积为纵坐标，以进样量( μg) 为横坐标，得

欧前胡素回归方程为: Y = 2602． 8X － 32( r = 0． 9999) ，线性范围为

0． 432 ～ 1． 512μg; 异欧前胡素回归方程为: Y = 21042X － 1438( r =
0． 9999) ，线性范围为 0． 480 ～ 1． 680μg。
2． 4． 3 精密度试验 取“2． 3． 5”项下供试品溶液Ⅴ，按 2． 4 项下

色谱条件连续进样 5 次，测定欧前胡素、异欧前胡素的峰面积积

分值，计算得 ＲSD 分别为 1． 91%和 1． 83%，表明精密度良好。
2． 4． 4 稳定性考察 以“2． 3 ． 5”项下供试品溶液Ⅴ，按 0，2，4，

8，12，24 h 不同时间间隔进样，测定欧前胡素、异欧前胡素的

峰面积积 分 值，结 果 在 24 h 内 稳 定，ＲSD 分 别 为 0． 61% 和

0． 73% ( n = 6 ) 。
2． 4． 5 重复性试验 以“2． 3． 5”项下方法另制备供试品溶液，共

6 份，分别进样，测定欧前胡素、异欧前胡素的峰面积积分值，计

算 ＲSD 分别为 1． 38%和 1． 18%。
2． 4． 6 加样回收率试验 精密称取欧前胡素、异欧前胡素对照品

适量，加在已知欧前胡素和异欧前胡素含量的样品中，按“2． 3．
5”项下方法制备供试品溶液，按“2． 4． 1”项下色谱条件进样，分

别测定欧前胡素和异欧前胡素含量，计算回收率，结果平均回收

率分别为 98． 62%和 98． 83%。
2． 4． 7 欧前胡素和异欧前胡素含量测定 分别精密吸取 2． 3 项

下供试品溶液Ⅰ ～Ⅴ各 20μl，按“2． 4． 1”项下色谱条件进样，测

定峰面积积分值。以干燥品分别计算欧前胡素和异欧前胡素含

量，结果表明，欧前胡素和异欧前胡素与其它组分均能较好地分

离，色谱图见图 1 ～ 3; 结果见表 1。

1． 欧前胡素

图 1 欧前胡素对照品色谱

1． 异欧前胡素

图 2 异欧前胡素色谱
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1． 欧前胡素 2． 异欧前胡素

图 3 样品中欧前胡素和异欧前胡素色谱图

表 1 欧前胡素、异欧前胡素含量测定结果( 珋x ± s) %

试验号
欧前胡素

含量 ＲSD
异欧前胡素

含量 ＲSD
70%乙醇回流提取 0． 4454 ± 0． 0066 1． 48 0． 1001 ± 0． 0017 1． 67
80%乙醇渗漉法提取 0． 3166 ± 0． 0029 0． 91 0． 2060 ± 0． 0011 0． 53
95%乙醇回流提取 0． 4422 ± 0． 0074 1． 67 0． 1351 ± 0． 0015 1． 09
80%乙醇超声提取 0． 1517 ± 0． 0023 1． 54 0． 0782 ± 0． 0017 2． 16

乙酸乙酯提取 0． 6032 ± 0． 00563 0． 93 0． 4438 ± 0． 0055 1． 24

n =3

2． 5 药理供试液制备 取白芷药材样品粉末 100g，按“2． 3． 1”～
“2． 3． 5”项下方法分别制备 70%乙醇回流提取液、80% 乙醇渗漉

法提取液、95%乙醇回流提取液、80%乙醇超声提取液、乙酸乙酯

提取液。将 5 种样品提取液，减压回收，制得浓度为 1g·mL －1 药

理供试液，备用。
2． 6 醋酸扭体法实验［10］ 取 ICＲ 健康小鼠 70 只，雌雄各半，随

机均分为蒸馏水组、70% 乙醇回流提取组、80% 乙醇渗漉法提取

组、95%乙醇回流提取组、80%乙醇超声提取组、乙酸乙酯提取组

( 20 g·kg －1 ) 及扑炎痛组( 20 g·kg －1 ) 共 7 组。各组小鼠正常

饲养，于每日早上 8: 30 各灌胃给药 1 次，连续 3d。于末次给药

1h 后，每只小鼠 ip0． 7% 冰醋酸溶液 0． 2mL，立即观察并记录注

射冰醋酸 15 min 内各组小鼠出现扭体反应的次数( 腹部收缩内

凹、躯干与后腿伸张、臀部高起) 。进行组间 t 检验并按下式计算

给药组的镇痛抑制率。结果见表 2。

镇痛抑制率( % ) = 对照组扭体次数 － 给药组扭体次数
对照组扭体次数

× 100%

表 2 5 种提取液对小鼠醋酸扭体法的试验结果( 珋x ± s)

组别 剂量 /g·kg － 1 扭体数 /次 镇痛抑制率 /%
蒸馏水 － 27． 8 ± 12． 2 －
贝诺酯 20． 0 1． 9 ± 1． 8* 93． 2

70%乙醇回流提取 20． 0 15． 3 士 9． 6△ 45． 0
80%乙醇渗漉法提取 20． 0 16． 8 士 8． 3△ 39． 6
95%乙醇回流提取 20． 0 16． 1 士 5． 3△ 40． 8
80%乙醇超声提取 20． 0 21． 6 士 10． 2△ 22． 3

乙酸乙酯提取 20． 0 11． 8 士 12． 0△ 57． 6

与蒸馏水组比较，* P ＜0． 01，△P ＜0． 05; n =10

2． 7 结果分析 由表 1 测定结果可知，白芷中欧前胡素得率依次

为: 乙酸乙酯提取 ＞ 70% 乙醇回流提取 ＞ 95% 乙醇回流提取 ＞
80%乙醇渗漉法提取 ＞ 80% 超声提取; 异欧前胡素得率依次为:

乙酸乙酯提取 ＞ 80% 乙醇渗漉法提取 ＞ 95% 乙醇回流提取 ＞

70%乙醇回流提取 ＞ 超声提取。
由表 2 镇痛测定结果可知，镇痛抑制率依次为: 乙酸乙酯提

取 ＞ 70%乙醇回流提取 ＞ 95% 乙醇回流提取 ＞ 80% 乙醇渗漉法

提取 ＞ 80%乙醇超声提取。
综合表 1 ～ 2，结果表明，白芷分别以 5 种方法提取，以乙酸

乙酯提取对白芷中欧前胡素、异欧前胡素含量以及镇痛作用效果

影响最大。
3 讨论

白芷中主要含有香豆素类和挥发油两类有效成分，采用水蒸

汽蒸馏法提取白芷，得率低，费时，且浪费能源，同时易破坏其他

有效成分。表 1 测定结果表明，5 种提取方法对小鼠均有明显的

镇痛作用; 其中以 45 倍量的乙酸乙酯加热回流提取 2 次，每次

0． 5h所得欧前胡素、异欧前胡素含量最高，镇痛作用效果最明显。
由于香豆素类化合物的酯键在高温长时间加热时易断裂分解，提

取时的温度最好不要超过 80℃［9］。试验结果亦表明，以 8 倍量

95%的乙醇回流提取 3 次，每次提取 4h，所得欧前胡素含量、异
欧前胡素含量及镇痛效果均低于乙酸乙酯加热回流提取，也进一

步证明了提取时间过长对于白芷中香豆素类化合物的提取效率

反而会起到降低的作用。
《中国药典》( 2015 年版第一部) 已将欧前胡素作为白芷药

材质量的控制指标成分，但这种以单一成分进行药材质量控制尚

存在一定的不足。本试验以白芷中欧前胡素和异欧前胡素含量

及镇痛效果作为指标，比较了不同提取方法对白芷中香豆素成分

欧前胡素、异欧前胡素及镇痛作用的影响。本试验亦为白芷以及

含白芷的制剂生产工艺提供了一定的实验依据，具有一定的研究

意义。
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