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黄连9厚朴药对 a 个配伍比例对抑制神经氨酸酶活性的影响
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作者简介! 陈!高 ""44"%#& 男& 硕士生& 从事中药活性成分及新药开发研究’ 567! "$(&."#.4-#& 9):;<7! 8$&.8-844=>>%?@:
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摘要# 目的!探索黄连)厚朴药对 4 个配伍比例 "’ g"( " g&( # g&( # g$( " g"( $ g#( & g#( & g"( " g’# 对抑制
神经氨酸酶活性的影响’ 方法!底物荧光检测法测定不同配伍比例药对对神经氨酸酶的抑制活性& 非线性回归法确定
量效曲线参数& 建立三维响应曲面模型& 响应面法分析配伍比例与抑制作用的关系’ 结果!各配伍比例药对对神经氨
酸酶均有抑制活性& 在 " g" 时作用最强’ 配伍比例在 ’D&& g" k"D"" g" 时& 药对表现出明显的协同作用 "作用强
度o’D.’’#& 而其他配伍比例下协同作用较弱& 或产生相加甚至拮抗作用’ 结论!该方法可为黄连)厚朴药对治疗流
感时配伍比例的选择提供依据’
关键词! 黄连)厚朴药对$ 配伍比例$ 神经氨酸酶$ 抑制作用$ 响应面法
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!!药对是依据中医配伍理论形成的相对固定的 #
味常用中药的配伍组合)"* & 为方剂组成的基本形
式& 能很好地诠释中药 +合群妙用, 的特点)#* ’
其不同配伍可产生协同( 拮抗( 相加等作用)$* &
目前研究方法有辐射分析法( 概率分析法( 响应面
法等)-* ’

黄连)厚朴药对源自宋代王怀隐 .太平圣惠方/
中的 +厚朴丸,& 两药配伍& 共奏行气燥湿( 平调
寒热之功& 收涩止泻( 行气止痛之效)&* & 临床上常
以不同配伍比例出现于诸多方剂中’ 现代研究表明&
该药对具有止泻( 镇痛的药理作用)&* $ 课题组前期
研究发现& 其具有显著的抗甲型 O"0" 流感病毒作
用)8* & 但尚未探明其最佳配伍比例’

神经氨酸酶活性在流感病毒的复制( 感染与传
播过程中具有重要作用)(* & 是流感病毒感染防治
的主要靶点之一& 目前临床上应用的奥司他韦( 扎
那米韦等均为神经氨酸酶抑制剂’ 本实验在前期研
究基础上采用辐射设计& 以药对对神经氨酸酶活性
的抑制率为评价指标& 再通过响应面法进一步考察
其配伍比例与抑制作用的关系& 为揭示黄连)厚朴
药对的配伍用药规律提供科学依据’
KL材料
"D"!药材!黄连 "产地四川& 批号 #’"&’&#4#(
厚朴 "产地湖北& 批号 #’"&’&#4# 均购自浙江中
医药大学中药饮片厂& 经浙江中医药大学中药资源
与鉴定教研室俞冰副教授鉴定& 分别为毛茛科植物
黄连 -):+67126/$/7672X;H?B%的干燥根茎( 木兰科
植物厚朴 8’4/)36’ ),,616/’367C6HA%6UL<7G%的干
燥干皮( 根皮及枝皮’
"D#!试剂!生理盐水 "浙江莎普爱思药业股份有
限公司& 批号 #3"&’4’4#.#$ 奥司他韦 "瑞士巴塞
尔豪夫迈-罗氏有限公司&批号T"$&-#$ 神经氨酸
酶抑制剂筛选试剂盒 ‘’$’4 )含 " :I神经氨酸酶
荧光底物 #r)" -):6UBW7V:\677<Y6XW7# )PN@);?6UW7)
H6VX;:<H<?;?<A "RP0303#*$ &’ !I神经氨酸酶(
"’ :I神经氨酸酶检测缓冲液( "D#’’ :IR<77<)S
水 "碧云天生物技术研究所#$ 其他试剂均为分
析纯’
"D$!仪器!2IPdGU;Xd‘5JR3荧光酶标检测仪
"德国TR*公司#$ 48 孔荧光酶标板 "美国Kd15)
3C公司#$ 3T"$&)1 电子分析天平 "梅特勒)托利
多仪器有限公司#$ fS&#’’ 超声波清洗器 "昆山
!!!

市超声仪器有限公司#$ K6HUX<YVN6&."’C超速离心
机 "德国9MM6HA@XY公司#’
ML方法与结果
#D"!药对配伍设计!响应面法).*可采用多种设计
方案& 基于分析药物相互作用的要求& 本实验采用
辐射设计)-* ’ 将二维坐标均分为 . 等分& /轴表示
黄连单味药& Q轴表示厚朴单味药& 即得 4 个配伍
比例& 分别为 ’ g"( " g&( # g&( # g$( " g"(
$ g#( & g#( & g"( " g’& 具体见图 " "黄连 g厚
朴以连)朴表示#’

图 KL药对 a 个配伍比例
X#POKLG#+3)"(7&4#N#2#4* 7’"7"’4#"+,"-!’1P 7&#’

#D#!溶液配制!按上述配伍比例称取黄连( 厚朴粗
粉& 混匀& 每份 "# N& "’ 倍量水煎煮 # 次""D’ B q
’D& B#& 过滤& 合并滤液& 浓缩至相当于含生药量
" NE:I& 即得相应提取液& - j冷藏’ 临用时& 用
生理盐水稀释至所需浓度’
#D$!神经氨酸酶抑制率的测定!4"!在 48 孔荧光酶
标板内加入 (’ !I神经氨酸酶检测缓冲液( "’ !I
神经氨酸酶& 每孔加入 4 个不同配伍比例药液各
"’ !I& 使得含生药量分别为 $#( "8( .D’( -D’(
#D’( "D’( ’D&’ :NE:I’ 同时& 设置酶对照组(
空白对照组及阳性对照组 "奥司他韦& ’D"’’(
’D’&’( ’D’#&( ’D’"’( ’D’’& :NE:I#’ 振荡混匀
约 " :<H后& $( j下孵育 # :<H& 以使抑制剂和神
经氨酸酶充分相互作用& 然后每孔加入 "’ !I神经
氨酸酶荧光底物& 振荡混匀约 " :<H& $( j下孵育
#’ :<H后进行荧光测定 "激发波长 $8’ H:& 发射
波长 --’ H:#& 按下式计算抑制率和 JK&’& 重复 $
次& 结果见表 "’ 由表可知& 不同配伍比例药对对
神经氨酸酶的抑制作用有很大差异& 在 " g" 时
JK&’最小( 抑制率最高& 即抑制作用最强’

抑制率 a"酶对照组荧光值 b空白对照组荧光值# b"样品组荧光值 b空白对照组荧光值#
"酶对照组荧光值 b空白对照组荧光值# c"’’!
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表 KL药对对神经氨酸酶的抑制率及?>YT $#SQ&
<&NOKL?+%#N#4#"+’&43,&+!?>YT 8&213,"-!’1P 7&#’"++31’&(#+#!&,3$#SQ&

指标
黄连o厚朴药对配伍比例

" g’ " g& # g& # g$ " g" $ g# & g# & g" ’ g"
奥司他韦

JK&’ E":N-:Io"# #"D"’ "4D’4 "&D$4 $D.’ $D&$ "$D88 .D4’ "4D’- "4D$( ’D’#
抑制率E! 8#D$$ 88D&4 8.D48 ."D8- .$D#4 8-D88 8(D.4 &.D-# &(D4( 4#D$4

#D-!药对药效学模型!由于中药多成分多靶点共
同作用& 故采用二次多项式描述两药合用的量效曲
线& 合并指数来描述其相互作用强度’ 将合并指数
减 "& 以 ’ 为典型的加和作用& 可便于绘图’
#D&!模型参数加合构建响应曲面!采用非线性回
归法确定量效曲线参数& 建立三维响应面模型& 应
用R;U7;\#’’4;软件构建响应曲面三维图形’
#D8!药对相互作用评价!在三维响应面模型中&
颜色深浅表示该处两药相互作用的强度’ 当合并指
数接近于 ’ 时& 药物间为相加作用$ 大于 ’ 时& 药
物间为拮抗作用$ 小于 ’ 时& 药物间为协同作用’
指数值越高& 相互作用强度越大& 在响应曲面图中
表现为颜色接近于浅色或深色两端& 具体见图 # 和
图 $’ 在图 # 中& /轴表示不同剂量的黄连单味
药& Q轴表示不同剂量的厚朴单味药& +轴表示药
对在不同剂量下的抑制率& 可知在整个三维响应面
中& 表现出相加作用的区域较明显& 其次是协同作
用& 拮抗作用区域较小’ 由图 $ 可知& 药对配伍比
例在 ’D&&’ g" k"D""’ g" 时& 表现出明显的协同
作用 "协同作用强度 o’D.’’#& 而其他配伍比例
协同作用较弱& 或产生相加甚至拮抗作用’

图 ML药对响应面图 $整体&
X#POML=3,7"+,3,1’-&)372"4"-!’1P 7&#’$5%"23&

QL讨论
神经氨酸酶能催化水解链接流感病毒与宿主细

胞的糖苷键& 完成病毒的释放)"’* & 导致流感发生&
故抑制其活性可减少感染细胞中流感病毒的释放及

图 QL药对响应面图 $局部&
X#POQL=3,7"+,3,1’-&)372"4"-!’1P 7&#’$7&’4&

扩散& 从而阻止其发生)""* ’ 神经氨酸酶抑制剂和
化学药物在治疗流感时易产生毒副作用& 而传统中
药毒副作用小& 并有双向免疫调节作用& 故在治疗
流感方面发挥着重要作用’

黄连药效成分是以小檗碱为主的生物碱& 可明
显缓解流感病毒性肺炎小鼠肺组织的炎症损
伤)"#)"$* $ 厚朴主要有效成分为厚朴酚与和厚朴酚&
对流感性肺炎具有显著的抑制作用)"-* ’ 当黄连)厚
朴药对配伍比例为 " g" 时& 小檗碱与厚朴酚( 和
厚朴酚的提取率最高)"&)"8* & 有利于发挥其抑制流
感得作用’ 前期课题组发现& 该药对对流感小鼠具
有显著抑制作用)8* & 本实验在此基础上采用底物
荧光检测法考察该药对不同配伍比例对神经氨酸酶
的抑制作用& 发现在 ’D&& g" k"D"" g" 范围内表
现出明显协同作用’ 之前对含黄连)厚朴药对的 -(&
首古方进行统计)"(* & 发现 " g" 配伍比例出现的频
率最高 "占总数的 -&D#8’!#$ 在主治普通感冒及
流感的方剂中& 其出现的频率也最高 "占总数得
&’!#& 与本实验结果一致& 可为其在临床上大多
以 " g" 配伍比例应用提供了佐证’

响应面法可定性( 定量地研究药物间药效学相
互作用规律& 并能寻找最佳阈值反应范围).* $ 辐
射设计是一种从全局考虑药物不同配伍比例的方
法& 相比仅凭临床经验的少数几个参数设计更全面
合理& 两者合用已应用于药对活血效应)".*和抗氧
化作用)"4*的最佳配伍研究’ 本实验采用该方法首
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次探讨黄连)厚朴药对不同配伍比例对抑制神经氨
酸酶活性的影响& 可为其治疗流感时配伍比例的选
择提供参考& 并为其他相关研究提供思路与方法’
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