
品 o同法制备得阴性对照液 ∀取冰片对照品 o加氯仿制成每

t°�含 u°ª的溶液作为对照品溶液 ∀吸取上述三种溶液各

w°�o分别点于同一硅胶 �薄层板上 o以苯2醋酸乙酯kt|Βtl

为展开剂 o展开 o取出 o晾干 o喷以 t h香草醛硫酸溶液 otsx ε

烘至斑点清晰 ∀供试品色谱中 o在与对照品色谱相应位置

上 o显相同颜色的斑点 o阴性样品则无 ∀

2 q2  含量测定

2 q2 q1  色谱条件  色谱柱 }�µ²°¤q¶¬̄ ≤t{柱kxΛ° ow qy ≅

uxs°°l o流动相 }甲醇2水2磷酸kysΒwsΒs qul ~流速 }t°�r

°¬± ~检测波长 }uzs±° ~柱温 }室温 ∀

2 q2 q2  供试品溶液的制备  取本品内容物 10 粒量 o精密称

定 o研匀 o精密称取适量k约 u粒量l o置具塞量筒 o精密加入

体积分数为 xs h 乙醇 ts°�o精密称定重量 o超声波处理

ys°¬± o放冷 o用体积分数为 xs h乙醇补足减失的重量 o摇匀 o

离心 o取上清液微孔滤膜滤过即得 ∀按处方比例及工艺制备

不含淫羊藿的阴性样品 o同法制备阴性样品溶液 ∀

2 q2 q3  系统适应性试验  在上述色谱条件分别取对照品溶

液 !供试品溶液 !阴性样品溶液注入色谱仪 o色谱表明 o淫羊

藿苷的保留时间约为 tw°¬±o理论塔板数以淫羊藿苷峰计算

为 w xvs o分离度为 v qx o阴性样品对测定无干扰 ∀

2 q2 q4  线性关系考察  精密称取淫羊藿苷对照品适量 o加

甲醇制成每 t°�含 s qt°ª的溶液作为对照品溶液 ∀精密吸

取对照品溶液 t qs ox qs ots qs otx qs ous qsΛ�o按上述色谱条

件测定峰面积 o以淫羊藿苷的量kΛªl横坐标 o淫羊藿苷峰面

积为纵坐标 o得回归方程 }Ψ � v qw|w ≅ ts p y Ξ p y qssw ≅

ts p v oρ� s q|||| o线性范围为 s qt ∗ u qtΛª ∀

2 q2 q5  精密度试验  取对照品溶液 10Λ� o连续进样 x次 o

分别测其峰面积 o� ≥⁄为 s qy h ∀

2 q2 q6  重复性试验  取同一批号样品 5 份 o按供试品溶液

制备方法制备 o依法测定 o� ≥⁄为 t qw h ∀

2 q2 q7  稳定性试验  取同一份供试品溶液于不同时间测

定 o结果表明在 uw«内稳定 ∀

2 q2 q8  加样回收率试验  取已知测定含量的样品k批号 }

usstttst o约 u粒量lx份 o分别加入一定量的淫羊藿苷对照

品 o按法制备供试品溶液并依法测定 o计算回收率 o平均回收

率为 |{ qz h o� ≥⁄� t qu h ∀

2 q2 q9  样品测定  样品按上述方法制备供试品溶液 ∀取供

试品溶液及对照品溶液各 tsΛ�o按上述色谱条件测定 o以外

标法计算样品中的淫羊藿苷含量 o结果见表 t ∀

表 1  样品测定结果

Ταβ 1  ⁄̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± µ̈¶∏̄·¶²©¶¤°³̄ ¶̈k ν � vl

批号 含量k°ªrªl � ≥⁄k h l

||ttsv s qwwu{ t qs

usstttst s qusxy s q|

ussttust s qusyw t qx

3  讨论

3 q1  本实验曾选用正丁醇2醋酸乙酯2水kwΒtΒxl上层液 !氯

仿2醋酸乙酯2甲醇2水ktxΒwsΒuuΒtslts ε 以下放置后的下层

液 !氯仿2甲醇2水ktxΒzΒults ε 以下放置后的下层液等多种

展开系统展开 o以三七皂苷 � t为对照鉴别三七 o结果均不能

将三七皂苷 � t与红参中的人参皂苷 � ¨明显分开 o即人参对

三七皂苷 � t的检出有干扰 ∀红参及三七二者均含人参皂苷

� ªt o考虑二者均属于贵细药材 o故以检出人参皂苷 � ªt鉴别

二者 ∀薄层鉴别中同时鉴别黄芪 !人参及三七 o操作简便 o准

确 ∀

3 q2  本实验曾对含量测定中样品提取方法进行比较 o考察

了用体积分数为 xs h ozs h o|x h乙醇和无水乙醇提取液直

接进样体积分数为 xs h乙醇提取液用醋酸乙酯提取后进样 o

结果以体积分数为 xs h乙醇提取直接进样的方法为最佳 ~超

声提取 t«与回流提取 t«结果基本一致 ∀

3 q3  比较了多种流动相系统k甲醇2水 !乙腈2水2磷酸 !甲醇2

水2磷酸l及甲醇2水2磷酸的不同比例 o结果以甲醇2水2磷酸

kysΒwsΒs qul分离效果最佳 ∀

3 q4  测定的三批样品淫羊藿苷含量差异较大 ∀由于淫羊藿

的品种不同 o其淫羊藿苷含量差异较大k张艺 o肖崇厚 o孟宪

丽 q�°�≤ 法测定川产淫羊藿属植物的淫羊藿苷含量 q中国

中药杂志 ot||x ouskwlΒuyx ql o因此制剂生产时应注意控制

药材的质量 ∀

收稿日期 }ussu2sv2t{

中药消臌方利水消臌作用的机制研究

基金项目 }国家自然科学基金k�²qv||zs|vwl !浙江省中医管理局科研基金 !杭州市科委基金k�²qussstuv�uzl !浙江省分析测试基金

k�²qsstx|l基金资助项目 ∀
作者简介 }毛连根  男  t|xz qy  杭州人  实验师  从事实验药理学研究工作

毛连根 o李继承 o丁世萍k浙江大学医学院淋巴学研究室 o浙江  杭州 vtssvtl

摘要 }目的  观察中药消臌方k简称方剂l的利水消臌作用并探讨作用机制 ∀方法  中药提取 ~尿液 �¤n测定 ~�µ¬̈¶¶法血清

��浓度测定 ~膈腹膜扫描电镜制样及计算机图像处理系统定量分析腹膜淋巴孔 ∀结果  中药消臌方剂能提高尿液 �¤n的排

泄k Π� s qstl ~能增加膈腹膜淋巴孔面积 !密度和周长k Π� s qstl ~中药消臌方剂诱导的小鼠血清一氧化氮k��l升高能被一氧
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化氮合酶k��≥l抑制剂k�2硝基精氨酸l抑制k Π� s qstl ∀结论  中药方剂通过刺激活化 ��≥诱导机体内源 �� 升高实现利

水消臌作用 ∀

关键词 }中药 ~腹膜淋巴孔 ~一氧化氮合酶 ~腹水

中图分类号 }� u{x qx ~� xzx qu    文献标识码 }�    文章编号 }tssz2zy|vkussvlsv2st|{2sv

Το Στυδψτηε µεχηανισµ οφ Τραδιτιοναλ Χηινεσε Μεδιχινε (ΤΧΜ) ον τηε ασχιτεσ δραιναγε.

�¤² �¬¤±ª̈ ± o�¬�¬¦«̈ ±ªo ⁄¬±ª ≥«¬³¬±ª( ∆επαρτµεντ οφ Λψµ πηολογψ, Μεδιχαλ Χολλεγε οφ Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ, ΗανγΖηου

vtssvt , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×²¶·∏§¼ ·«̈ ° ¦̈«¤±¬¶° ²©·µ¤§¬·¬²±¤̄ ¦«¬±̈ ¶̈ ° §̈¬¦¬±̈ k× ≤ � l ²± ·«̈ ¤¶¦¬·̈¶§µ¤¬±¤ª̈ q ΜΕΤΗΟ∆  

× «̈ ¬̈·µ¤¦·²©·µ¤§¬·¬²±¤¦«¬±̈ ¶̈ ° §̈¬¦¬±̈ o× «̈ ° ¤̈¶∏µ̈ ° ±̈·²©·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©¶²§¬∏° ¤±§�� ¬±·«̈ ¶̈µ∏° q≥¦¤±±¬±ª¨̄ ¦̈·µ²±

°¬¦µ²¶¦²³̈ ¤±§¦²°³∏·̈µ¬°¤ª̈ ³µ²¦̈¶¶¬±ª º µ̈̈ ∏¶̈§·² ¤±¤̄¼¶¬¶·«̈ ³̈µ¬·²±̈ ¤̄ ¼̄°³«¤·¬¦¶·²°¤·¤qΡ ΕΣΥΛΤΣ  ≤²°³¤µ̈§·² �q≥

ªµ²∏³¤±§ °²§̈¯ªµ²∏³o× ≤ � ¦²∏̄§¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ±̈«¤±¦̈ ·«̈ §µ¤¬±¤ª̈ ²©¶²§¬∏° k Π� s qstl o¤±§¬±¦µ̈¤¶̈ ·«̈ ³̈µ¬° ·̈̈µ¤±§·«̈ ¤µ̈¤

²©·«̈ ³̈µ¬·²±̈ ¤̄ ¼̄°³«¤·¬¦¶·²°¤·¤o³µ²°²·̈¬·¶§¬¶·µ¬¥∏·¬²± §̈ ±¶¬·¼ k Π� s qstl ¤±§¬±¦µ̈¤¶̈ ·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© �� q × «̈ ©̈©̈ ¦·²©

× ≤ � ²±·«̈ ³̈µ¬·²±̈ ¤̄ ¼̄°³«¤·¬¦¶·²°¤·¤¤±§·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©¶²§¬∏° º¤¶¤̄·̈µ̈§¥¼ ¤§§¬±ª �� ¶∏³³̄¬̈µ²µ��≥ ¶∏³³µ̈¶¶²µk�2

�� ���l ·²·«̈ ³̈µ¬·²±̈ ¤̄ ¦¤√¬·¼ qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × «̈ ²¥¶̈µ√¤·¬²±¶¬±§¬¦¤·̈§·«¤·× ≤ � °¬ª«·µ̈ª∏̄¤·̈ ·«̈ ³̈µ¬·²±̈ ¤̄ ¼̄°³«¤·¬¦

¶·²°¤·¤·²§µ¤¬± °¤·̈µ¬¤̄¶¬±·«̈ ³̈µ¬·²±̈ ¤̄ ¦¤√¬·¼ ¥¼ ¤¦·¬√¤·¬±ª±²¶·²¬±§∏¦̈ ·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©¬±·̈µ±¤̄2�� q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :·µ¤§¬·¬²±¤̄ ≤«¬±̈ ¶̈ ° §̈¬¦¬±̈ k× ≤ � l ~ ¼̄°³«¤·¬¦¶·²°¤·¤~�� ¶¼±·«¤¶̈ ~¤¶¦¬·̈¶

  观察中药消臌复方k党参 !泽泻 !白术 !丹参及益母草五

味中药组方l的利水消臌作用 o以 �� 供体硝普钠为阳性对

照 o以 ��≥抑制剂k�2硝基精氨酸l为分析工具探讨中药方

剂利水消臌作用机制 ∀

1  材料与方法

1 q1  仪器

�ƒ ±{x p �型旋转蒸发器 o上海电子管十一厂 ~�¬·¤¦«¬

≥xzs电镜2计算机图象分析术系统 o日立公司 ~��2x型离子溅

射镀金膜 o日立公司 �≤° p u型临界点干燥仪 o日立公司 ~贝

克曼 ≤¬p ⁄z型全自动生化分析仪 o美国贝克曼仪器公司 ∀

1 q2  药品

硝普钠 o温州制药二厂 o批号 }|{sxsy ~泽泻 !党参 !白术 !

丹参 !益母草 o浙江中医研究院中药房售 ~Λ2硝基精氨酸k�2

�� ���l o≥¬ª°¤公司 ∀

1 q3  动物

ux ∗ uzª⎯ 清洁级 ��� 种小鼠 o购自浙江大学医学院实

验动物中心 o合格证号 }医k动l字第 uu2|ystst{号 ∀

1 q4  中药提取

取党参 vsªo白术 xsªo丹参 vsªo泽泻 vsªo益母草 {sªo

用体积分数为 zx h 乙醇浸泡 uw«o取浸液 o将浸液置于

�ƒ ±{x2�旋转蒸发器回流蒸发至总生药浓 度为 tx quªr°�o

置于冰箱 w ε 冷藏备用 ∀

1 q5  肝纤维化小鼠模型制备及分组

取 ux ∗ uzª⎯ ��� 小鼠若干 o以体积分数为 x h 乙醇代

替饮用水 o除生理盐水对照组外 o其余小鼠于 §ts 起 ¬ªts h

≤≤ w̄ os qt°�rtsªo每隔 v§rt次 o第 y周取 y只小鼠肝脏做形

态观察以确定假小叶是否形成 o然后将假小叶形成小鼠随机

分成模型组 !方剂量组kwxyªr®ªl !硝普钠组kxsΛªr只l !方剂

n ��≥抑制剂组 o另加生理盐水组 o共 x组 o每组 ts只 ∀

1 q6  方法

取分组小鼠 o分别¬ª生理盐水ks qu°�rtsªl和中药方剂

ks qu°�rtsªl o共 ut§∀硝普钠组于实验 §us 和 §ut 分别给

予硝普钠各 t次kxsΛªr次r只l ~方剂 n ��≥抑制剂组于实验

§us和 §ut分别给予 ��≥抑制剂各 t次k{sΛªr次r只l o每次

给药后收集 u«小鼠尿液 o贝克曼 ≤¬2⁄z型全自动生化分析

仪测定尿 �¤n 浓度 ∀各组于第 u 次给药后 t«取血 o�µ¬̈¶¶

法≈t 测定血清 �� ~取右膈腹膜 x°° ≅ x°°制作扫描电镜样

本观察分析腹膜淋巴孔 ∀

1 q7  扫描电镜制样

取右膈腹膜 x°° ≅ x°° 作戊二醛2锇酸双重固定单宁

酸液导电处理 o梯度乙醇脱水 o醋酸异戊脂置换 o≤ �u 临界点

干燥仪干燥 o离子溅射仪喷金 o扫描电镜观察 o加速电压

us®∂ ∀电镜扫描观察 o∞̄ ¶̈¦²³̈ t̄ qs计算机图象分析软件处

理分析 ∀

1 q8  统计分析处理

≥°≥≥数据统计分析系统 o组间均数比较 τ检验 ∀

2  结果

2 q1  方剂组与硝普钠组小鼠的尿液 �¤n浓度均大于生理盐

水组和模型组k Π � s qstl ~方剂组与硝普钠组小鼠血清 ��

浓度均高于生理盐水组和模型组k Π� s qstl ~血清 �� 浓度

升高与尿液 �¤n浓度趋向一致 ~方剂 n ��≥抑制剂组的血

清 �� 浓度及尿液 �¤n浓度均低于方剂组k Π� s qstl o见表

t ∀

2 q2  方剂组及硝普钠组小鼠的淋巴孔孔周 !面积 !密度大于

模型组 o组间差异显著k Π� s qstl ~方剂 n ��≥抑制剂组小

鼠的淋巴孔周 !面积 !密度小于方剂组 o组间差异显著k Π �
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s qstl见表 u ∀

表 1  中药消臌复方对肝纤维化小鼠尿液排 �¤n量及血清

�� 的影响 k ν � ts , hξ ? σl

Ταβ 1  �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©¤¶¦¬·̈¶§µ¤¬±¤ª̈ ©²µ°∏̄¤ ²± ·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤2

·¬²± ²©¶²§¬∏° ¤±§±²¬± ¶̈µ∏° ²© ¬̄√ µ̈©¬¥µ²¶¬¶ °¬¦̈k ν � ts , hξ

? σl

组  别
��

k�⁄xxs值l

�¤n

k°°²̄r�l

对照组 s qss|u ? s qsstv |t qxx ? uv qwu

模 型 组 s qssyz ? s qsstz |z qw{ ? wu qvu

模型 n方剂组 s qsuyt ? s qss{|t ovl tzs qz{ ? tz qsyt ovl

模型 n硝普钠组 s qstt| ? s qssxxvl tyv q{s ? tt qwzt ovl

模型 n 方剂 n ��≥

抑制剂组
s qst|s ? s qsswsul tv| qu{ ? uy qsuul

注 }与生理盐水组比 tl Π � s qst ~与方剂组比ul Π � s qst ~与模型组

比vl Π � s qst ∀

�²·̈ }¦²°³¤µ̈§ º¬·« �≥ ªµ²∏³
tl Π � s qst ~¦²°³¤µ̈§ º¬·«µ̈¦¬³̈ ªµ²∏³

ul Π � s qst ~¦²°³¤µ̈§ º¬·« °²§̈¯ªµ²∏³
vl Π � s qst

表 2  中药消臌复方对肝纤维化小鼠腹膜淋巴孔的调控作用

khξ ? σl

Ταβ 2  × «̈ µ̈ª∏̄¤·¬²± ©̈©̈ ¦·²©¤¶¦¬·̈¶§µ¤¬±¤ª̈ ©²µ°∏̄¤²± ³̈µ¬2

·²±̈ ¤̄ ¼̄°³«¤·¬¦¶·²°¤·¤²© ¬̄√ µ̈©¬¥²¶¬¶°¬¦̈khξ ? σl

分组
淋巴孔周长

kΛ°l

淋巴孔面积

kΛ°
ul

淋巴孔密度

k个rs qt°°ul

对照组 z qvsy ? t qvux v qx{| ? t qu|u y qy|| ? s qxwv

模型组 z qsss ? s q{ww v q{xu ? t qtsy w qu{s ? t qvvx

模型 n方剂组 | qs|w ? t qw||t oul x q|ux ? t q{yyt oul| qyuw ? s qwyut oul

模型 n 硝普钠

组
z qwsz ? t qysxul w qvzu ? t qtsxul { qys| ? s qxvzul

模型 n 方剂 n

��≥抑制剂组
x qzws ? t qvyyvl u qzsu ? t qvssvl y qs{u ? v qsz|vl

注 }与对照组比较tl Π � s qst ~与模型组比ul Π � s qst ~与方剂组比vl

Π � s qst ∀

�²·̈}¦²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³
tl Π � s qst ~¦²°³¤µ̈§ º¬·« µ̈¦¬³̈

ªµ²∏³
ul Π � s qst ~¦²°³¤µ̈§ º¬·« °²§̈¯ªµ²∏³

vl Π � s qst

3  讨论

肝硬化是引起腹水的病因之一 o由于病变过程较长硬变

早 !中期的患者长期受少量腹水之困绕 o治疗较棘手 ∀传统

中医以健脾益气 o活血化淤 o利水消胀原则治理肝性腹水 o并

取得一定疗效≈u  o因其不良反应小而深受重视 o但中药消臌

化水机制不明 ∀随着腹膜淋巴孔的发现及腹腔2腹膜淋巴孔2

淋巴系2脉管系通路在腹水归转中作用的阐明≈v  o为探明中

药消臌化水作用及机制提供了实验室研究操作平台 ∀以往

许多研究已证明传统常用消臌中药有调控腹膜淋巴孔的作

用≈w  o但作用是通过何机制实现的 o一时也难以弄清 ∀近年

来 �� 气体信使参与多种生理病理过程的研究报道给探明

中药消臌利水作用机制提供了思路 ∀本实验从 zx味常用消

腹水中药中选取党参 !白术 !丹参 !泽泻 !益母草五味中药组

成方 o以硝普钠为阳性对照组 o以 ��≥抑制剂k Λ2硝基精氨

酸l为工具 o研究观察中药方剂的消臌化水作用与 �� 之间

的关系 ∀结果显示 }中药方剂除对肝纤维化小鼠腹膜淋巴孔

的有开启作用外 o对小鼠尿 �¤n的排泄也有作用 ~中药方剂

组小鼠血清的 �� 水平普遍升高k Π � s qstl o小鼠血清 ��

水平的提高与小鼠尿 �¤n排泄量的多少及腹膜淋巴孔的开

启的大小趋向一致 o这结果与供体组硝普钠组一致 ∀ ��≥抑

制剂k�2硝基精氨酸l组小鼠的血清 �� 水平明显低于中药

组k Π� s qstl o其小鼠的淋巴孔周长 !面积和密度也小k或低l

于中药组k Π � s qstl o尿 �¤n排泄量也低于中药组k Π � s q

stl o这表明中药诱导的 �� 升高能被 ��≥抑制剂抑制 ∀中

药消臌化水作用与小鼠机体 �� 浓度的变化有关 ∀

��是一种气体高反应自由基 o在体内经 ��≥ 催化从

Λ2精氨酸产生 o通过激活鸟苷酸环化酶 o增加 ¦� � °的生成

发挥生物效应≈x  ∀本实验认为中药消臌利水作用主要是中

药刺激 !活性血管内皮及淋巴管内皮的¬��≥ o增加 �� 的产

生 o提高机体 �� 水平的结果 ∀其途径有 }ktl促进尿 �¤n排

泄降低血管离子渗透压 ~kul增加血管的离子通透性 o使组织

液及腹水中的 �¤n主动归转血液 o从而消除钠储留现象 ~v q

作用毛细淋巴管内皮 o舒张毛细淋巴管内皮间隙 !腹膜淋巴

孔 o利用淋巴系统的强大引流功能将含有大分子物质的腹水

引流归转血液 o从而利水消臌≈y  ∀
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