
的元素测定， 很难发现其他有害元素的残留。 但目

前针对中药制剂的有害元素残留量并无统一规定，
２０１５ 年版 《中国药典》 仅对部分中药限制了 Ｐｂ、
Ｃｄ、 Ａｓ、 Ｈｇ、 Ｃｕ 的量， ＩＣＨ Ｑ３Ｄ 元素杂质指南亦

不适用于中药制剂， 因此建立中药材和中药制剂范

围较广的有害元素限量标准势在必行。
本实验建立的 ＩＣＰ⁃ＭＳ 半定量筛查方法准确度

较高， 操作简便， 与全定量相结合， 检查 ２６ 批小

儿咳喘灵颗粒的元素种类及部分元素含有量， 为中

药制剂特别是在成分复杂、 有害元素种类未知的情

况下， 提供范本。 也为中药制剂质量控制及有害元

素的快速检测提供依据。
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摘要： 目的　 以五子衍宗丸为基础， 分析覆盆子五味子盐制前后对肾虚大鼠温肾助阳作用的影响。 方法　 通过雷公藤

多苷建造肾虚精亏型生精障碍大鼠， 以单味筛选药入复方来研究对肾精亏虚证大鼠的治疗改善作用； 采用 ＨＰＬＣ 对生

品及其炮制品复方共有 ＨＰＬＣ 图谱进行比较。 结果　 与模型组相比， 盐制组能显著提高对雷公藤多苷所致的肾精亏虚

证生精障碍型大鼠的精子密度与精子活率 （Ｐ＜０ ０５）， 同时对大鼠的睾丸与精囊腺脏器指数具有显著改善作用 （Ｐ＜
０ ０５）； 五子衍宗丸生品同炮制品复方 ＨＰＬＣ 色图谱 ２５４ ｎｍ 下标记 ３２ 个共有峰， ３６０ ｎｍ 下标记 ３１ 个共有峰； 未发现

成分的新增或消失， 但存在成分量上的变化。 结论　 该方法简单， 重复性好， 初步为五子衍宗丸中药物的质量标准奠

定基础， 证实了五子衍宗丸中药物盐制能增强疗效的科学性。
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｗｕｚｉ Ｙａｎｚｏｎｇ Ｐｉｌｌ； Ｒｕｂｕｓ ｃｈｉｎｇｉｉ Ｈｕ； Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （ Ｔｕｒｃｚ． Ｂａｌｌ）； ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｓａｌｔ； ＨＰＬＣ

　 　 五子衍宗丸作为千古名方， 有 “种子第一方”
的美誉， 是中医补肾益精的经典名方， 又名五子

丸、 五子补肾丸， 广泛用于治疗肾虚腰痛、 阳痿、
不育等疾病。 最早对其记载始于明·张时彻《摄生

众妙方》。 方药组成为五味子、 菟丝子、 覆盆子、
枸杞子、 车前子， 功善补益肾精。 方中用菟丝子性

温， 入肾经， 以壮肾阳； 枸杞子育阴益精； 覆盆子

以滋阴养精； 五味子酸甘化阴； 加车前子利湿固

气， 具有很好的补肾填精作用［１⁃３］。
复方入药、 炮制是中医用药的两大特色， 目前

在复方中探讨药物炮制机制的研究较少， 但中医临

床功效的发挥是以复方为载体， 将生、 熟饮片纳入

复方进行研究更符合中医临床用药的特点［４⁃５］。 本

实验先将单味药物炮制前后作药效对比， 然后将盐

制后的药物纳入五子衍宗丸中， 研究炮制作用的机

制， 以反映中药炮制与中医临床用药的实际关

联性［６］。
在五子衍宗丸中单味盐炙药研究中发现， 车前

子盐炙后其中化合物京尼平苷酸、 毛蕊花糖苷、 异

毛蕊花糖苷的含有量升高， 且盐炙品对膜性肾病大

鼠的肾保护作用和对肾脏中免疫调节因子的调节作

用均优于生品［６⁃８］。 菟丝子盐炙能促进槲皮苷在体

内的吸收， 并能延缓其体内消除过程， 临床多用其

炮制品， 《中国药典》 收载为盐菟丝子， 菟丝子盐

炙后能引药归肾， 具有止泻、 涩精补肾、 固胎力

强、 提高固涩补肾的功效； 覆盆子盐制后能增强补

肾固涩作用［９］， 宋平顺等［１０］ 等测定了一批盐制品

五味子中的五味子酯甲和五味子甲素的含有量， 发

现盐制后含有量升高。 课题组前期工作已证实枸杞

子的盐制品与生品没有显著性差异， 但有一定的趋

势。 本实验将生、 盐覆盆子和生、 盐五味子分别入

复方进行生品和炮制品药效比较， 并对炮制前后的

药物复方进行 ＨＰＬＣ 研究， 分析比较炮制前后组方

的图谱差异， 初步探讨五子衍宗丸中药物盐制的科

学性， 以期为后期五子衍宗丸温肾助阳的有效成分

或谱效关系的研究奠定基础。
１　 材料

１ １　 试药 　 枸杞子、 菟丝子、 覆盆子、 五味子、
车前子均由四川新绿色药业科技发展股份有限公司

提供， 经成都中医药大学卢先明教授分别鉴定为茄

科植物宁夏枸杞 Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ． 的干燥成熟果

实、 旋花科植物南方菟丝子 Ｃｕｓｃｕｔａ ａｕｓ⁃ｔｒａｌｉｓ Ｒ． Ｂｒ．
的干燥成熟种子、 蔷薇科植物华东覆盆子 Ｒｕｂｕｓ
ｃｈｉｎｇｉｉ Ｈｕ 的 干 燥 果 实、 木 兰 科 植 物 五 味 子

Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （ Ｔｕｒｃｚ．） Ｂａｉｌｌ． 的干燥成熟果

实、 车前科植物车前 Ｐｌａｎｔａｇｏ ａｓｉａｔｉｃａ Ｌ． 的干燥成

熟种子。 对照品绿原酸 （批号 １１０７５３⁃２０１４１５）、
金丝桃苷 （批号 １１５２１⁃２０１２０５）、 五味子醇甲 （批
号 １１０８５７⁃２０１７１４ ）、 槲 皮 素 （ 批 号 １０００８１⁃
２０１６１０）、 山柰酚 （批号 １１０８６１⁃２０１６１１） 均由中

国食品药品检定研究院提供。 甲醇、 乙腈为色谱

纯， 其他试剂均为分析纯； 雷公藤多苷购于湖南千

金协力药业有限公司 （批号 ２０１７１１０４）。
１ ２　 动物 　 ＳＤ 大鼠， 雄性， 体质量 １８０ ～ ２２０ ｇ，
清洁级， 由四川达硕动物实验中心提供。 实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０１５⁃０３０。
１ ３　 仪器 　 Ｓｈｉｍａｄｚｕ２０４０Ｃ （配 ＰＤＡ 检测器， 日

本岛津公司）； ＪＹ２０００２ 电子天平 （百分之一， 上

海方瑞仪器有限公司）； ＭＥ２０４Ｅ 电子天平 （万分

之一， 瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ｂ×６０ 金相显微

镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＤＰＤ⁃７００ 电热恒温水浴

锅 （天津市泰斯特仪器有限公司）； ＫＱ⁃３００Ｅ 超声

波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； 摩尔超纯

水机 （重庆摩尔水处理设备有限公司）； ７８⁃１ 磁力

加热搅拌器 （金坛市医疗仪器厂）。
２　 方法

２ １　 药物配制　 枸杞子、 菟丝子、 覆盆子、 车前

子、 五味子炮制前后分别按表 １ 中药物需求组合
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（４ 味药材盐炙品为课题组按炮制规范自制）， 分别

粉碎成细粉， 过 ８０ 目筛， 按 ８ ∶ ８ ∶ ４ ∶ １ ∶ ２
（２０１５ 年版 《中国药典》 处方比例） 混匀， 共同

用纯净水配制成剂量 （１ ２ ｇ ／ ｍＬ） 混悬液备用，
使用时置于磁力搅拌器上保持均匀混悬状态［１１］。

表 １　 复方五子衍宗丸药物配比

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｗｕｚｉ Ｙａｎｚｏｎｇ Ｐｉｌｌｓ
组别 枸杞 菟丝子 覆盆子 车前子 五味子

空白组 － － － － －
模型组 － － － － －
组合Ⅰ组 生 炒 生 盐 蒸
组合Ⅱ组 生 生 生 生 生
组合Ⅲ组 生 盐 生 盐 盐
组合Ⅳ组 生 盐 生 盐 生
组合Ⅴ组 生 盐 盐 盐 生
组合Ⅵ组 生 盐 盐 盐 盐

２ ２　 动物分组及造模　 取 ＳＤ 大鼠 ８０ 只， 随机分

为正常组、 模型组、 组合Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ、 Ⅵ组，
每组 １０ 只大鼠。 除正常组外， 其余各组大鼠均按

雷公藤多苷 ２０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）灌胃［１２］， １ 次 ／日共

３０ ｄ， 制备肾精亏虚生精障碍大鼠， 同时灌胃给药

３０ ｄ。
２ ３　 大鼠精子密度、 活率及其活力观测　 于末次

给药后禁食不禁水 ２４ ｈ， 处死大鼠。 取 ５ ｍＬ 试管，
加入 ２ ｍＬ 生理盐水置于 ３７ ℃恒温水浴锅内， 将大

鼠双侧睾丸剪碎放入试管中， 摇匀， ３７ ℃ 保温

５ ｍｉｎ， 使精子充分游离， 用内径 ０ ５ ｍｍ 的毛细管

吸取中层液体 （上层有脂肪油或者漂浮物） 滴入

血细胞计数板上， １００ 倍显微镜下计数 ５ 个中方格

内精子数 （ｎ）。 另取 １ 滴涂片， 观察精子活率和

活力 （观察 １００ 个精子， 分别计数有活力及无活

力的精子数） ［１３⁃１４］。
２ ４　 数据分析　 计量资料用 （ｘ±ｓ） 表示， 数据采

用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 进行方差分析 （完全随机设计单因素

方差分析） 统计方法处理。
２ ５　 结果　 对雷公藤多苷诱导的肾虚精亏型生精

障碍大鼠精子密度与精子活率的影响， 见表 ２。

表 ２　 五子衍宗丸对少弱精症模型大鼠精子质量影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｗｕｚｉ Ｙａｎｚｏｎｇ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｓｐｅｒｍ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｏｌｉｇｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 精子密度 ／ （ ×１０６ ／ ｍＬ） 精子活率 ／ ％ 睾丸指数 ／ ％ 精囊腺指数 ／ ％
正常组 － ２６ １６±５ ４０Δ ８２ ７±１４ ２４Δ １ ４１±０ １０Δ ０ ３４±０ ０５
模型组 － １５ ９０±２ ７２∗ ３１ ８０±２ ８０∗ １ ２３±０ ０９∗∗ ０ ２３±０ ０６
组合Ⅰ组 ０ ６５ ２０ ９３±３ ２３∗Δ ５４ ９３±９ ５７∗Δ １ ３０±０ １３ ０ ３２±０ ０７
组合Ⅱ组 ０ ６５ １６ ４４±５ ５９∗ ４４ ９８±６ ６３∗ １ ２４±０ １２∗∗ ０ ２５±０ ０６
组合Ⅲ组 ０ ６５ １６ ４４±３ ８０∗ ５１ ８２±１０ ３３∗Δ １ ３１±０ １０ ０ ２８±０ ０８
组合Ⅳ组 ０ ６５ １２ ８９±５ ８９∗ ５０ ６６±３ ５０∗ １ ２９±０ １０∗ ０ ２３±０ ０９
组合Ⅴ组 ０ ６５ １５ ６２±３ ８５∗ ４６ ２０±７ ２７∗ １ ３０±０ １２ ０ ２７±０ ０４
组合Ⅵ组 ０ ６５ ２２ ４１±４ ４２∗Δ ５６ ６５±１０ ２７∗Δ １ ３５±０ ０８Δ ０ ３３±０ ０２

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，ΔＰ＜０ ０５

　 　 表 ２ 显示， 雷公藤多苷连续造模 ３０ ｄ 后， 模

型大鼠的精子活力与精子密度明显下降， 与正常组

比较有显著性差异 （ Ｐ＜０ ０５）， 连续给药 ３０ ｄ 后，
五子衍宗丸各剂量组动物的精子活力和精子密度均

明显增加。 与模型组比较， 空白组、 组合Ⅰ组、 组

合Ⅵ组的精子密度显著提高 （Ｐ＜０ ０５）， 活动精子

数明显增多 （Ｐ＜０ ０５）， 而组合Ⅱ组对大鼠精子密

度与精子活率有一定的影响， 但无显著性差异

（Ｐ＞０ ０５）； 根据组合Ⅲ、 Ⅳ组， 比较在 ４ 味药都

相同的情况下， 生五味子与盐五味子入复方对大鼠

的药效影响， 结果发现盐五味子的组方对大鼠精子

的密度与精子活力都有一定的改善， 睾丸指数与精

囊腺指数也都有提高， 且组合Ⅲ组与正常组比较有

显著性差异 （Ｐ＜０ ０５）； 根据组合Ⅳ、 Ⅴ组， 比较

在 ４ 味药都相同的情况下， 生覆盆子与盐覆盆子入

复方对大鼠的药效影响， 结果发现盐制组的精子密

度与精子活率都有一定改善， 且与模型组相比， 两

组的精子活率均有显著性差异 （Ｐ＜０ ０５）。

３　 ＨＰＬＣ 色谱图比较

３ １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ Ｃ１８ 柱 （４ ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃甲醇 （ １０ ∶ １ ）
（Ａ） ⁃０ ４％ 磷酸溶液 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ５ ｍｉｎ，
５％ ～ １５％ Ａ； ５ ～ １５ ｍｉｎ， １５％ ～ １９％ Ａ； １５ ～
２５ ｍｉｎ， １９％ ～２１％ Ａ； ２５ ～ ３５ ｍｉｎ， ２１％ ～ ２６％ Ａ；
３５～ ８０ ｍｉｎ， ２６％ ～ ９０％ Ａ）； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
检测波长为五味子醇甲 ２５４ ｎｍ， 其他均 ３６０ ｎｍ；
进样量 ５ μＬ。
３ ２　 供试品溶液制备　 分别取 １０ 批菟丝子、 覆盆

子、 车前子和五味子 ４ 味药材按照处方比例过筛混

匀 （４ 味药材炮制品为课题组按炮制规范自制），
取约 ２ ｇ， 精密称定， 置具塞锥形瓶中， 精密加入

７０％ 甲 醇 ５０ ｍＬ， 称 定 质 量， 超 声 （ ６００ Ｗ，
４０ ｋＨｚ） 处理 ６０ ｍｉｎ， 取出， 放冷， 再称定质量，
用 ７０％ 甲醇补足减失质量， 摇匀， 滤过， 取续滤

液， 即得。
３ ３　 对照品溶液制备　 取绿原酸、 金丝桃苷、 槲皮
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素、 山柰酚、 五味子醇甲适量于量瓶中， 加入 ７０％甲

醇溶解定容至 １０ ０ ｍＬ， 制成含金丝桃苷 １２３ ５ μｇ、
槲皮 素 １２１ ４ μｇ、 绿 原 酸 ２２２ １ μｇ、 山 柰 酚

７４ ５ μｇ、 五味子醇甲 １５７ ８ μｇ 的混合对照品溶液。
３ ４　 方法学考察

３ ４ １　 精密度试验 　 按 “３ ２” 项下方法制备供

试品溶液， 在 “３ １” 项色谱条件下， 同一样品精

密吸取 ５ μＬ， 连续进样 ６ 次， 测得各共有峰相对

保留时间 ＲＳＤ 均小于 １％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 均小

于 ２％ ， 表明仪器精密度良好。
３ ４ ２　 稳定性试验 　 按 “３ ２” 项下方法制备供

试品溶液， 在 “３ １” 项色谱条件下， 分别于 ０、
２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 进样 ５ μＬ， 测得各共有峰相对

峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ
稳定性良好。
３ ４ ３　 重复性试验　 取同一批次的组合药材 ６ 份，
按 “３ ２” 项下方法制备供试品溶液， 分别精密吸

取 ５ μＬ， 在 “３ １” 项色谱条件下进样， 测得各共

有峰相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ３％ ， 表明该方法重复

性良好。
３ ５　 图谱比较 　 供试品溶液在 “３ ２” 项色谱条

件下进样得相应 ＨＰＬＣ 色图谱， 并导入中药色谱指

纹图谱相似度软件 （２００４Ａ 版） 处理， 选取中位

数法分别生成五子衍宗丸不同炮制品的对照指纹图

谱［１５］， 并选取 ５ 个共有峰为特征指纹峰， 见

图 １～２。

Ｓ１ （１１） ． 绿原酸　 Ｓ２ （１８） ． 金丝桃苷　 Ｓ３ （２５） ． 槲皮素　 Ｓ４ （２７） ． 山柰酚　 Ｓ５ （２８） ． 五味子醇甲

Ｓ１ （１１）． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 Ｓ２ （１８） ． ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ　 Ｓ３ （２５） ． ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ　 Ｓ４ （２７） ． ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ　 Ｓ５ （２８） ． ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ Ａ

图 １　 各样品 ＨＰＬＣ 色图谱 （２５４ ｎｍ）
Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ （２５４ ｎｍ）

４　 讨论

本课题组以 “盐味咸， 咸入肾” 理论为指导，
研究五子衍宗丸中单味药材盐制后能增强补肾作

用， 然后以单味筛选药入复方来研究对肾精亏虚证

大鼠的治疗改善作用［１７］。 通过前期对 ３ 味药材作

了炮制前后的药效筛选， 本实验以生品与 《中国

药典》 收载的盐覆盆子和盐五味子作对照， 将覆

盆子和五味子炮制前后分别组成复方来验证对肾精

亏虚证大鼠少精症的治疗作用。 利用控制变量法＋
双因素法组合入复方进行药效学验证， 比较覆盆子

和五味子盐制前后入复方对少弱精子大鼠的治疗作

用。 在验证试验中发现， 与模型组相比， 盐制后的

药物组方对大鼠的精子密度和精子活率具有显著性

差异， 表明盐制之后的复方对生精障碍型大鼠的治

疗效果最佳。
其中在药效比较中枸杞子以生品为佳， 故为了

排除干扰只对炮制品作 ＨＰＬＣ 的前后比较［１８］； 从

基于五子衍宗丸不同组合药材的 ＨＰＬＣ 特征图谱中

发现盐制品 （组合Ⅵ） 与生品比较 ２５４ ｎｍ 下共有

峰 ３２ 个， ３６０ ｎｍ 下共有峰 ３１ 个， 未发现成分的

增加或消失， 但存在某些成分量上的变化。 盐制品

组方中绿原酸、 金丝桃苷、 槲皮素的峰面积增大，
峰吸收增强， 且在 ３６０ ｎｍ 吸收下， 复方生品组的

吸收峰明显减弱， 峰面积减小， 而盐制组明显增
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Ｓ１ （８）． 绿原酸　 Ｓ２ （１９） ． 金丝桃苷　 Ｓ３ （２８） ． 槲皮素　 Ｓ４ （３０） ． 山柰酚

Ｓ１ （８） ． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 Ｓ２ （１９） ． ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ　 Ｓ３ （２８） ． ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ　 Ｓ４ （３０） ． ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ

图 ２　 生品和炮制品 ＨＰＬＣ 色谱图 （３６０ ｎｍ）
Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒａｗ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ （３６０ ｎｍ）

强， 但本实验只对比了炮制品和生品 ＨＰＬＣ 色图谱

的差异， 关于含有量的差异和共有峰的指认还需进

一步研究。
本实验考察了乙腈⁃０ １％ 磷酸水系统、 乙腈⁃

甲醇 （１０ ∶ １） ⁃０ ４％ 磷酸水系统， 结果表明， 后

者分离峰较多， 分离度较好， 且基线较稳定。 对于

检测波长的选择， 采用二极管阵列检测器 （ＰＡＤ）
分别考察了 ２２０、 ２５４、 ２７０、 ２８０、 ３２０、 ３６０ ｎｍ 波

长处的色谱图， 结果表明色谱图在 ２５４ ｎｍ 处峰形

较好， 信息丰富， 且分离度较好， ３６０ ｎｍ 处绿原

酸、 金丝桃苷、 槲皮素、 山柰酚的分离较好。 样品

提取方法的选择， 分别以甲醇、 乙醇、 ７０％ 甲醇、
７０％ 乙醇作为提取溶剂， ７０％ 甲醇超声提取的样品

峰数量更多， 故选 ７０％ 甲醇超声提取 ６０ ｍｉｎ。
中药炮制和复方入药是中医用药的特色， 近年

来关于饮片炮制的药理研究多局限于单味药， 很少

纳入复方使用， 导致临床复方入药出现差异； 中药

复方成分复杂， 功效多样， 在每个复方中发挥的作

用也不尽相同， 因此只用单味药的炮制依据来解释

在复方中是否炮制入药缺乏理论依据。 本实验将中

药炮制理论— “盐炙入肾” 与中医基本理论— “肾
主生殖” 紧密结合， 突出了中医药理论， 增强了研

究的实用性， 下一步将从 “盐炙入肾⁃肾主生殖” 继

续深入研究， 拟阐明五子衍宗丸的作用机制。
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