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摘要# 目的!优化达瓦依金提亚那丸提取工艺& 并评价其抗免疫性肝损伤作用’ 方法!以乙醇体积分数( 乙醇用量(
提取时间为影响因素& 胡椒碱( 木香烃内酯( 去氢木香烃内酯( 龙胆苦苷含有量( 出膏率的综合评分为评价指标& 正
交试验优化醇提工艺$ 以煎煮次数( 煎煮时间( 加水量为影响因素& 总多糖含有量( 出膏率的综合评分为评价指标&
正交试验优化水提工艺$ 以#)环糊精与挥发油比例( 包合时间( 包合温度为影响因素& 包合物得率( 包合率的综合评
分为评价指标& 正交试验优化包合工艺’ 再评价丸剂对刀豆蛋白 0 "a@O0# 诱导免疫性肝损伤小鼠丙氨酸氨基转移
酶 "0V4#( 天门冬氨酸氨基转移酶 "0.4#( 超氧化物歧化酶 " .MN#& 谷胱甘肽 "+.A# 的活性& 以及丙二醛
"_N0#& 一氧化氮 "-M# 含有量的影响’ 结果!最佳醇提条件为 * 倍量 *’!乙醇提取 # 次& 每次 " L$ 最佳水提条
件为 "< 倍量水煎煮 # 次& 每次 "F% L$ 最佳包合条件为#)环糊精与挥发油比例 " d*& 在 <’ p下包合 # L’ 与模型组比
较& 给药组小鼠血清中0V4( 0.4活性( 肝内_N0( -M含有量明显降低 "!P’F’%#& 肝组织匀浆 .MN( +.A活性明
显升高 "!P’F’%#& 并呈良好的量效关系’ 结论!该方法简便可靠& 可用于提取达瓦依金提亚那丸& 优化后其具有
良好的抗免疫性肝损伤作用’
关键词! 达瓦依金提亚那丸$ 醇提$ 水提$ 包合$ 免疫性肝损伤$ 刀豆蛋白0$ 正交试验
中图分类号! B#*<F#!!!!!文献标志码! J!!!!!文章编号! "’’")"%#*"#’"*#’#)’<%1)’%
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!!达瓦依金提亚那丸是新疆维吾尔医院常用经典方& 由
龙胆( 黑胡椒( 木香( 大黄( 菊苣子( 旱芹子( 天冬( 毛
甘松( 青香茅( 薄荷( 茴芹果( 玫瑰花& 三条筋 "& 味药材
组成& 在临床使用多年& 安全有效& 主要用于慢性肝炎及
肝硬化患者& 尤其对慢性病毒性肝炎疗效非常显著)"* ’ 但
其原剂型为全部药材直接打粉入药制成的大蜜丸& 服用剂
量大& 患者顺应性较差& 从而使其临床应用大大受到限制&
目前尚无文献报道达瓦依金提亚那丸提取工艺及其抗肝损
伤作用)#* ’ 课题组前期已将方中 "& 味单方药材的水提( 醇
提液分别进行两两混合配伍试验& 根据混合溶液是否发生
沉淀( 变色等现象筛选出适宜合并提取的药味组合& 从而
确定提取工艺路线& 本实验将通过正交试验对其进行优化&
并评价其抗免疫性肝损伤作用’
IJ实验材料

Va)#’ 0AKVa色谱仪 "日本岛津公司#$ JK#""N电子
分析天平 "德国 .:[]@[;SR公司#$ 4+"7J高速离心机 "中
国恺达科学仪器有限公司#$ NH2G)a恒温水浴锅 "北京
光明医疗仪器厂#$ 旋转蒸发仪 "东京理化器械株式会
社#’ 龙胆苦苷 "批号 ""’((’)#’’1’7 #( 胡椒碱 "批号
""’(%()#’’#’7#( 木香烃内酯 "批号 """%#<)#’"’’7#( 去

氢木香烃内酯 "批号 ""’(%*)#’"<"&# 对照品均购自中国食
品药品检定研究院’ 达瓦依金提亚那丸 "浓缩丸( 大蜜
丸& 石河子大学药学院药物分析实验室& 批号 #’"7’’" c
#’"7’’(#’ 方中各单味药材均购自新疆麦迪森维药有限公
司& 经石河子大学药学院生药学实验室李鹏教授鉴定为正
品’ a@O0 "美国 .;C9:公司& 批号a#’"7#$ 联苯双酯滴丸
"北京协和药厂& 批号 ’*’&’#’##’ 甲醇( 乙腈为色谱纯
"美国/;RL5[公司#$ 磷酸为分析纯 "北京化工厂#$ 水为
双蒸水’ .K/级昆明 "H_# 种小鼠& 雌雄各半& 体质量
#’ c&’ C& 由石河子大学实验动物中心提供’
NJ方法与结果
#F"!提取工艺!课题组前期将方中 "& 味单味药材分别进
行水提( 醇提& 所得溶液两两混合& 共构成 "%7 组配伍试
验数& 监测其是否发生沉淀( 变色等现象& 筛选出适宜合
并提取的药味组合& 并进行药理实验& 最终得到本实验提
取工艺路线’ 具体见图 "’
#F#!龙胆! 黑胡椒! 木香! 大黄! 菊苣子! 旱芹子醇提
工艺
#F#F"!指标及评分方法)&*!以龙胆苦苷( 胡椒碱( 木香烃
内酯( 去氢木香烃内酯含有量( 出膏率为评价指标 "各指
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图 IJ提取工艺流程图

标权重系数均为 ’F##& 综合评分k"龙胆苦苷含有量D最大
含有量# s#’ g "胡椒碱含有量D最大含有量# s#’ g "木
香烃内酯含有量D最大含有量# s#’ g"去氢木香烃内酯含
有量D最大含有量# s#’ g"总浸膏得率D最大得率# s#’’
#F#F#!单因素试验)<)7*!按处方比例& 称取干燥至恒重的
!!!

龙胆 "% C( 黑胡椒 "% C( 木香 "’F% C( 大黄 "’F% C( 菊苣子
(F% C( 旱芹子 "F% C& 每份 7’ C& 考察各味药材粉碎粒度(
乙醇体积分数( 料液比( 提取次数对各醇提工艺的影响&
按 -#F#F". 项下方法进行评价’
#F#F&!正交试验!因素水平见表 "& 试验设计及结果见表
#& 方差分析见表 &’ 由表 # 可知& 各因素影响程度依次为
0 "乙醇体积分数# ma "提取时间# mJ "乙醇用量#$
由表 & 可知& 乙醇体积分数具有显著性影响 "!P’F’%#&
提取时间( 乙醇用量无显著性影响 "!m’F’%#’ 因此& 为
了降低提取工艺成本& 节省提取时间& 确定最优醇提工艺
为0&J"a"& 即 * 倍量 *’!乙醇提取 # 次& 每次 " L’

表 IJ醇提工艺因素水平

水平
因素

0乙醇D! J乙醇用量D倍 a提取时间DL
" 7’ * "F’
# (’ "’ "F%
& *’ "# #F’

表 NJ醇提工艺试验设计与结果

试验号
因素 指标

0 J a
N

"误差#

胡椒碱D

"9C/Cf"#

木香烃内酯D

"9C/Cf"#

去氢木香烃内酯D

"9C/Cf"#

龙胆苦苷D

"9C/Cf"#

出膏率D

!
综合得分

" " " " " ""F#1 *F7’ (F#% "(F&% "7F%7 7"F’%
# " # # # ""F<’ 1F1& 1F’# "<F7" "(F<& 7#F&1
& " & & & ""F<& 1F%# "’F<7 "&F(& "*F’7 7&F"1
< # " # & "7F&7 "&F1( "&F"( "*F#( "*F(# *’F’%
% # # & " "7F<" "%F(# "&F’( "*F’" "*F&* *"F%1
7 # & " # "7F&" "<F"7 "&F#7 "%F(1 "1F"7 (*F7*
( & " & # "1F17 "1F%# #’F’’ "1F’’ "1F## 1(F("
* & # " & "1F(& "*F&7 "(F%7 #’F’’ "1F%# 1(F11
1 & & # " #’F’’ #’F’’ "*F’’ "(F’< #’F’’ 1#F#’
\" 7#F1# *’F’( ((F*’ *’F<’
\# *’F7% (1F#< *’F7’ *’F"7
\& 17F"7 *’F<& *"F&& (1F"(
O &&F#< "F"1 &F%< "F#&

表 OJ醇提工艺方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 T值 !值
0 " 77’F"&7 # *&’F’7* 7&7F"1# ’F’’#
J #F&#7 # "F"7& ’F*1" ’F%#1
a #’F(<’ # "’F&(’ (F1<* ’F""#
误差 #F7’1 # "F&’% % %
总变异 " 7*%F*" * % !% !%

!!注!T’F’%"#&## k"1F’’&T’F’""#&## k11F’’

#F&!天冬水提工艺
#F&F"!指标及评分方法!以总多糖含有量( 出膏率为指
标& 进行综合评价 "权重系数分别为 ’F7( ’F<#& 综合评
分k "总多糖含有量D最大含有量# s7’ g"出膏率D最大
出膏率# s<’’
#F&F#!总多糖含有量测定)(*!采用硫酸蒽酮法’ 精密称取
"’% p下干燥至恒重的葡萄糖对照品 7F1 9C& 置于 %’ 9V

量瓶中& 加水稀释& 配制成每 " 9V含 ’F"&* 9C葡萄糖的
对照品溶液& 在 7#’ O9波长处测定吸光度& 以其为纵坐标

"N#& 溶液质量浓度为横坐标 "a# 进行线性回归& 得回归
方程为Nk’F’&* 1ag’F’’& 7 "O# k’F111 &#& 在 #F(7 c
"7F%7 "CD9V范围内线性关系良好’ 同法测定吸光度& 根
据回归方程计算总多糖含有量’
#F&F&!单因素试验)** !称取干燥至恒重的天冬& 每份
#’ C& 考察煎煮次数 "0#( 煎煮时间 "J#( 加水量 "a#

对总多糖和浸膏得率的影响& 按 -#F&F". 项下方法计算
综合评分’
#F&F<!正交试验!因素水平见表 <& 试验设计及结果见表
%& 方差分析见表 7’ 由表 % 可知& 各因素影响程度依次为
0 "煎煮次数# mJ "煎煮时间# ma "加水量#$ 由表 7
!!! 表 VJ水提工艺因素水平

水平
因素

0煎煮次数D次 J煎煮时间DL a加水量D倍
" " "F% "<
# # #F’ "7
& & #F% "*

’7<
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表 XJ水提工艺试验设计与结果

试验号
因素 指标

0 J a N"误差# 总多糖D"9C/Cf"# 出膏率D!
综合评分

" " " " " #*F#’ &*F#& 7’F*&
# " # # # &1F#" &(F7( ("F%#
& " & & & <"F(1 &*F&" (<F(#
< # " # & <%F7< <&F#7 *#F((
% # # & " <(F7# <&F(* *%F#’
7 # & " # <1F’# <%F#7 *(F**
( & " & # %%F’’ <(F& # 1%F(&
* & # " & %7F1# <(F%% 1(F*%
1 & & # " %1F’< <(F<7 11F1#
\" 71F’# (1F(* *#F"1 *"F1*
\# *%F#* *<F*7 *<F(< *%F’<
\& 1(F*& *(F%" *%F## *%F""
O #*F*" (F(& &F’& &F"&

表 KJ水提工艺方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 T值 !值
0 " #%"F1’7 # 7#%F1%& 7%F&#" ’F’"*
J 1#F%*# # <7F#1" <F*&" ’F"(#
a "%F1"< # (F1%( ’F*&’ ’F%<7
N"误差# "1F"7% # 1F%*& % %
总变异 " &(1F%7( * % !% !%

!!注!T’F’%"#&## k"1F’’&T’F’""#&## k11F’’

可知& 煎煮次数具有显著性影响 "!P’F’%#& 煎煮次数(
加水量无显著性影响 "!m’F’%#’ 因此& 确定最优水提工
艺为0#J"a"& 即 "< 倍量水煎煮 # 次& 每次 "F% L’
#F<!毛甘松! 青香茅! 薄荷! 茴芹果! 玫瑰花挥发油提取
工艺"1)"’#!称取干燥至恒重的最粗粉毛甘松 7& C& 薄荷(
茴芹果( 青香茅各 1 C& 玫瑰花 "% C& 每份 "’% C& 对浸泡
时间( 加水量和提取时间进行考察’ 结果& 最优提取工艺
为 % 味药材最粗粉提前浸泡 * L 后& 加 " <(’ 9V水提取
7 L’
#F%!#)环糊精包合挥发油工艺
#F%F"!指标及评价方法)""*!采用饱和水溶液法& 以包合
!!!!

物得率( 包合率为评价指标& 权重系数分别为 ’F&( ’F(&
综合评分k "得率D最大得率# s&’ g "包合率D最大包合
率# s(’’
#F%F#!单因素试验!精密称取 #)环糊精 <F’ C& 考察包合
温度( #)环糊精与挥发油比例( 包合时间& 按 -#F%F". 项
下方法评价’
#F%F&!正交试验!因素水平见表 (& 试验设计及结果见表
*& 方差分析见表 1’ 由表 * 可知& 各因素影响程度依次为
0 "#)环糊精与挥发油比例# mJ"包合时间# ma"包合
温度#$ 由表 1 可知& #)环糊精与挥发油比例包合温度
"!P’F’%#& 包合时间( 包合温度无显著性影响 "!m
’F’%#’ 因此& 确定最优包合工艺为 0#J#a#& 即 #)环糊精
与挥发油比例 " d*& 在 <’ p下包合 # L’

表 \J包合工艺因素水平

水平
因素

0#)环糊精与挥发油比例 J包合时间DL a包合温度Dp
" " d7 "F’ &’
# " d* #F’ <’
& " d"’ &F’ %’

表 UJ包合工艺试验设计及结果

试验号
因素 指标

0 J a N"误差# 得率D! 包合率D!
综合评分

" " " " " %1F" %*F( ("F*(
# " # # # %&F# 7&F1 (<F<7
& " & & & 7&F" 7’F< (<F(&
< # " # & *%F( (7F1 17F1(
% # # & " *<F< (1F& 1*F7<
7 # & " # **F< ((F% 1*F<"
( & " & # (&F# (’F< *7F11
* & # " & (*F& (7F7 1<F"1
1 & & # " *"F1 (<F" 1&F#’
\" (&F71 *%F#* **F"7 *(F1’
\# 1*F’" *1F"’ **F#" *7F7#
\& 1"F<7 **F(* *7F(1 **F7&
O #<F&# &F*# "F<# #F’"

"7<
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表 aJ包合工艺方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 T值 !值
0 1%’F#"& # <(%F"’7 "%#F*** ’F’’7
J #7F177 # "&F<*& <F&&1 ’F"*(
a &F1’7 # "F1%& ’F7#* ’F7"<
N"误差# 7F#"% # &F"’* % %
总变异 1*(F#11 * % !% !%

!!注!T’F’%"#&## k"1F’’&T’F’""#&## k11F’’

#F7!抗免疫性肝损伤的作用
#F7F"!浓缩丸制备!按最优工艺提取后& 提取液通过自然
沉降法静置 #< L& 过滤除杂后& 相应浓度溶剂清洗容器壁
上的残留药液& 滤液定容至 #%’ 9V& 提取液减压浓缩& 温
度 7’ c(’ p& 真空度 ’F’#% c’F’& _K:& 干燥成相对密度
"F’% c"F"’ "7’ p# 的稠膏& 置于 *’ p真空干燥箱中
"真空度 ’F’7 c’F’* _K:#& 制成相对密度 "F#% c"F&’ 的
稠膏’ 按照 " d"’ 比例加入淀粉& 将药粉粉碎后过 "’’ 目
筛& 以水为黏合剂& 混合后在 7%F’ 刀具( 7%F’ 出条板中
制丸’
#F7F#!大蜜丸制备!全方药材粉碎& 过 "’’ 目筛& 以炼蜜
为黏合剂& 混合后在7%F’ 刀具( 7%F’ 出条板中制丸’
#F7F&!动物分组( 给药与造模!"’’ 只小鼠随机分为 ( 组&
每组 "& 只& 分组方法与每日给药剂量见表 "’& 每日固定时
间灌胃给药 " 次& 对照组和刀豆蛋白 0 "a@O0# 模型组给
予等量生理盐水& 连续 "< I’ 末次给药 < L 后& 每组尾静
脉注射刀豆蛋白 "#’ 9CDEC#& 小鼠造模后禁食不禁水&
* L后摘眼球采血& 处死& 分离血清& 测定血清0V4( 0.4’
#F7F<!血清肝功能指标检测)"#*!按 -#F7F&. 项下方法取
血后静置 & L& & ’’’ [D9;O离心 "’ 9;O& 取上清液血清& 测
定0V4和0.4活性& 结果见表 "’’ 由表可知& 与对照组比
较& 模型组小鼠血清中 0V4( 0.4水平均明显升高 "!P
’F’"#& 表明造模成功$ 与模型组比较& 联苯双酯组( 浓缩
丸组( 大蜜丸组小鼠血清中 0V4( 0.4水平均明显降低
"!P’F’%#’
表 IQJ药物对小鼠血清8D;’ 8:;的影响$#T*% +PIO&

组别
剂量D

"9C/ECf"#
0V4D

"T/Vf"#
0.4D

"T/Vf"#
正常组 % <*F#% e1F’’n &%%F’’ e#*F<<n

模型组 % *&F7< e"*F"7!! %#(F7< e(7F&#!!

联苯双酯组 "F"& <1F%( e"%F%&n &(%F%( e(<F%#n

大蜜丸组 " *’’ %’F&’ e"<F*#n &71F1’ e1<F<&n

浓缩丸低剂量组 "1& 77F&* e(F7%n &&1F%’ e(<F("n

浓缩丸中剂量组 &*% %’F(’ e"<F(%n &7<F&’ e"#*F1%n

浓缩丸高剂量组 ((’ <(F(% e*F’%n &<(F&( e"&"F&*n

!!注!与正常组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"$与模型组比较&
n!P’F’%
#F7F%!肝组织氧化和抗氧化指标检测)"&)"<*!按标准操作制
备组织匀浆& 测定肝匀浆中 _N0( -M( +.A含有量和
.MN活力& 结果见表 ""( "#’ 由表可知& 与对照组比较&
模型组中_N0( -M含有量显著上升& .MN活性( +.A含
有量明显降低 "!P’F’"#$ 与模型组比较& 各治疗组( 联
苯双酯组_N0含有量明显降低 "!P’F’%#& 大蜜丸组(

联苯双酯组( 浓缩丸中( 高剂量组 .MN酶活性明显升高&
-M含有量明显降低 "!P’F’%#& +.A含有量明显上升
"!P’F’%#’ 以实验前后小鼠脏器质量除以体质量计算脏器
指数& 结果见表 "&& 可知与模型组比较& 联苯双酯组( 大
蜜丸组( 浓缩丸中( 高剂量组肝脏指数和脾指数均有不同
程度的下降 "!P’F’"#’

表 IIJ药物对小鼠肝组织中 :AB’ ?B8的影响$ # T*%
+PIO&

组别
剂量D

"9C/ECf"#
.MND

"T/9C‘[@]f"#
_N0D

"O9@6/9C‘[@]f"#
正常组 % "<#F(1 e1F1<n ""F17 e#F<7n

模型组 % (%F%1 e"<F#"!! "(F*( e%F7&!!

联苯双酯组 "F"& "&"F’" e"*F"1n "<F’# e<F"%n

大蜜丸组 " *’’ ""#F%& e*F’1n "<F"# e&F("n

浓缩丸低剂量组 "1& 17F<’ e(F%* "<F*’ e%F#%n

浓缩丸中剂量组 &*% ""&F’# e"&F7*n "<F"7 e&F(*n

浓缩丸高剂量组 ((’ "&&F*# e"&F&*n "&F#< e#F1&n

!!注!与正常组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"$与模型组比较&
n!P’F’%
表 INJ药物小鼠肝组织中EA’ :̂@的影响$#T*%+PIO&

组别
剂量D

"9C/ECf"#
-MD

""9@6/C‘[@]f"#
+.AD

"9C/C‘[@]f"#
正常组 % "F<% e’F<7n <F&7 e’F%#n

模型组 % &F7( e’F*<!! #F(( e’F*%!!

联苯双酯组 "F"& "F*1 e’F%(n <F"& e’F7#n

大蜜丸组 " *’’ "F1* e’F7<n &F1* e’F&"n

浓缩丸低剂量组 "1& #F*7 e’F<&n &F’< e’F<1n

浓缩丸中剂量组 &*% #F#& e’F(*n &F*# e’F7%n

浓缩丸高剂量组 ((’ #F’< e’F&<n <F"7 e’F&<n

!!注!与正常组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"$与模型组比较&
n!P’F’%
表 IOJ药物对小鼠脏器指数的影响 $#T*% +PIO&
组别 剂量D"9C/ECf"# 肝脏系数D! 脾脏系数D!

正常组 % <F’< e"F"(n ’F&# e’F’*n

模型组 % %F"’ e’F(’!! ’F%* e’F"&!!

联苯双酯组 "F"& <F<( e"F"’n ’F&1 e’F""n

大蜜丸组 " *’’ <F<& e’F1"n ’F<" e’F’#n

浓缩丸低剂量组 "1& %F’# e"F#% ’F<* e’F"’n

浓缩丸中剂量组 &*% <F<" e"F’%n ’F<# e’F’(n

浓缩丸高剂量组 ((’ <F"1 e’F<&n ’F<’ e’F""n

!!注!与正常组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"$与模型组比较&
n!P’F’%
#F7F7!统计学处理!应用 .K.. "(F’ 统计学软件& 计量资
料以均数 e标准差 ")e/# 表示& 组间比较用 @O5)X:U
0-M-0& 计数资料组间比较采用8#& 以!P’F’% 为差异有
统计学意义)"%* ’
OJ讨论

在醇提工艺中& 以君药龙胆( 黑胡椒& 木香中与药效
高度相关的主要活性成分& 以及总浸膏得率作为评价指标&

可全面系统地反映该工艺’ 天冬中多糖为其主要活性成分&

而且含有量很高& 采用水提工艺可保证其提取完全’ 考虑
到薄荷( 玫瑰花& 茴芹果等 % 味药材中挥发油为重要有效
成分& 并具有一定的保肝作用& 故选择在制药行业中最常
用的水蒸气蒸馏法进行提取& 同时还可收集其水提液& 充
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分提取有效成分’ 挥发油在制剂中的处理方法很多& 如直
接喷洒( 包合等& 考虑到前者稳定性差( 不能长时间储存(
挥发油易逸散& 故选用后者’

大量研究表明& 由刀豆蛋白 0所诱发的小鼠免疫性肝
损伤模型的病理过程与多种慢性肝病非常相似& 能更好地
模拟人类自身免疫性肝病和病毒性肝炎的发病过程)"7* ’ 本
实验结果表明& 达瓦依金提亚那丸浓缩丸给药组小鼠肝组
织中 .MN活性显著升高& 且具有一定量)效关系& 表明其可
诱导 .MN的表达& 提高机体清除自由基的活性$ 与模型组
比较& 治疗组能明显升高+.A含有量 "!P’F’%#& 可直接
清除自由基& 或是通过促进谷胱甘肽合成酶的合成来升高
其含有量’ a@O0诱导的肝损伤是典型的4细胞依赖性肝损
害& 多种细胞因子参与了这一过程& 其机制可能与抗氧化&
以及抑制 WV)"( W/-)’( 4-/)%水平有关)"(* & 具体还有待
于深入探索’ 本实验首次对达瓦依金提亚那丸的提取工艺
及其抗肝损伤作用进行初步研究& 可为相关新药开发和药
材资源有效利用提供了丰富的理论及实践基础’
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