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摘要： 目的　 研究制枳壳 ＨＰＬＣ 指纹图谱与小肠推动作用的谱效关系。 方法　 ＨＰＬＣ 法建立生、 制枳壳指纹图谱， 以

小鼠小肠推进率为药效指标， 通过灰色关联分析、 正交偏最小二乘法 （ＯＰＬＳ） 进行研究， 并采用 ＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法

鉴定药效活性成分。 结果　 与空白组比较， 生、 制枳壳对小鼠小肠推动均有促进作用 （Ｐ＜０ ０５）。 生枳壳中有 ７ 种成

分与药效密切相关 （关联度＞０ ７５）， 变量投影重要性 （ＶＩＰ） 均＞１ ０ 的成分有 ６ 种， 其中 Ｘ５ （新圣草苷）、 Ｘ８ （橙皮

苷）、 Ｘ９ （新橙皮苷） 与药效呈正相关； 制枳壳中与药效高相关的成分有 １３ 种， 其中 Ｘ３ （柚皮黄素）、 Ｘ１５ （伞形花

内酯）、 Ｘ１６ （异牡荆素）、 Ｘ１７ （新圣草苷）、 峰 １９、 峰 ２６ 与小肠推动呈高度正相关性。 结论　 生、 制枳壳均可显著促

进小鼠小肠推动， 但前者主要活性成分为黄酮苷类， 而后者集中在黄酮苷元、 香豆素类。
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　 　 枳壳为芸香科植物酸橙 Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ Ｌ． 及其栽培变

种的干燥未成熟果实， 具有理气宽中、 行滞消胀等功

效［１］ ， 其炮制品种较多［２］ 。 ２０１５ 年版 《中国药典》 收载了

枳壳、 麸炒枳壳， 并将柚皮苷、 新橙皮苷作为含量测定的

指标成分。
制枳壳［３］作为广东等岭南地区习用的炮制品种， 采用

了浸泡、 发酵、 蒸制等一系列步骤的独特工艺， 能较好地

缓和生品峻烈之性， 避免损气、 耗气之弊， 在当地广泛应

用。 但目前对制枳壳的研究较少， 仅涉及炮制前后其化学

成分变化， 尽管有学者对其指纹图谱进行了研究［４］ ， 但尚

未涉及其药效及物质基础， 存在成分变化与药效研究分离

的问题。 课题组前期研究发现， 枳壳经发酵、 蒸制后， 柚

皮苷、 新橙皮苷、 挥发油等药效成分含量均有所降低［５］ ，
但临床疗效依旧显著， 故推测炮制品发挥药效的主要成分

可能与生品不同， 其药效评价及物质基础有待进一步

考察。
灰色关联分析［６⁃７］ 是目前谱效关系研究中应用较广泛

的方法， 但存在易受分辨系数影响的缺点， 并且不能反映

相关的正负性， 故实际分析时很多学者更趋向于采用 ２ 种

及 ２ 种以上方法联合应用［８］ 。 正交投影偏最小二乘法

（ＯＰＬＳ） ［９］是一种改进的偏最小二乘法， 在分析多因素模型

时能有效去除预测矩阵中与因变量无关的信息， 改善了模

型的解释性和真实性， 被广泛应用于模型验证， 可很好地

弥补灰色关联度分析方法的不足。 因此， 本实验在建立生、

制枳壳指纹图谱的基础上， 通过联合应用灰色关联分析与

ＯＰＬＳ 进行谱⁃效关联， 旨在探讨制枳壳小肠推动作用的药

效物质， 为相关基础研究提供参考。
１　 材料

１ １　 仪器　 ＬＣ⁃２０Ａ 高效液相色谱系统、 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃３ 高

效液相色谱柱 （２５０ ｍｍ× ４ ６ ｍｍ， ５ μｍ） （日本岛津公

司）； Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００ 超高效液相色谱仪⁃飞行时间质谱仪

（美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）。
１ ２ 　 试 剂 　 橙 皮 苷 （ １１０７２１⁃２０１６１７， ２０ ｍｇ， 纯 度

９６ １％ ）、 柚皮苷 （１１０７２２⁃２０１７１４， ２０ ｍｇ， 纯度 ９３ ４％ ）、
新橙皮苷 （１１１８５７⁃２０１７０３， ２０ ｍｇ， 纯度 ９９ ２％ ） 对照品

均购自中国食品药品检定研究院； 柚皮素 （ＢＷＢ５０９２０， ２０
ｍｇ， 纯度≥９８％ ）、 橙皮素 （ ＢＷＢ５０１７２， ２０ ｍｇ， 纯度≥
９８％ ）、 川陈皮素 （ＢＷＢ０６２０， ２０ ｍｇ， 纯度≥９８％ ） 对照

品均购自北京世纪奥科生物技术有限公司。 枸橼酸莫沙必

利分散片 （１８０９０２） 购自成都康弘药业集团有限股份公

司。 甲醇、 乙腈为色谱纯 （德国默克公司）； 其他试剂均

为分析纯。
１ ３　 药物　 枳壳经广州中医药大学中药鉴定教研室张丹雁

教授鉴定为酸橙 Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ Ｌ． 及其栽培变种的干燥未

成熟果实， 具体信息见表 １。 制枳壳制备方法为将生品

（编号 Ｓ１～ Ｓ１０） 除去杂质及瓢核， 洗净， 浸至七成透， 取

出， 发酵 ３～４ ｄ， 洗净， 蒸 ４～６ ｈ， 闷一夜， 至内部呈紫褐

色时取出， 切片， 干燥， 即得， 编号 Ｓ１１～ Ｓ２０［３］ 。
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表 １　 样品信息

编号

生枳壳 制枳壳
产地 来源

Ｓ１ Ｓ１１ 湖南 耒阳市

Ｓ２ Ｓ１２ 江西 江西江中中药饮片有限公司

Ｓ３ Ｓ１３ 浙江 佛山南海里水中药加工厂

Ｓ４ Ｓ１４ 浙江 佛山南海里水中药加工厂

Ｓ５ Ｓ１５ 江西 广州至信药业股份有限公司

Ｓ６ Ｓ１６ 江西 宜春市虎下镇

Ｓ７ Ｓ１７ 江西 宜春市经楼镇

Ｓ８ Ｓ１８ 江西 宜春市刘公镇

Ｓ９ Ｓ１９ 湖南 佛山南海区里水中药加工厂

Ｓ１０ Ｓ２０ 浙江 衢州市

１ ４　 动物　 ２６４ 只 ＳＰＦ 级昆明种小鼠， 雌雄各半， 体质量

（２０±２） ｇ， 由广州中医药大学实验动物中心提供， 实验动

物合格证号 ４４００５８００００６６８２， 动物实验许可证号 ＳＹＸＫ
（粤） ２０１３⁃００８５。
２　 方法与结果

２ １　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２ １ １　 对照品溶液制备　 精密称取柚皮苷、 新橙皮苷、 橙

皮苷、 柚皮素、 橙皮素、 川陈皮素对照品适量， 加甲醇制

成每 １ ｍＬ 分别含上述成分 ８０ μｇ 的溶液， 即得。
２ １ ２　 供试品溶液制备 　 取本品粗粉约 １ ｇ， 精密称定，
置于具塞锥形瓶中， 精密加入 ９０ ｍＬ 甲醇， 称定质量， 加

热回流 １ ５ ｈ， 放冷， 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 滤过，
取续滤液， 即得。
２ １ ３　 色谱条件　 参考文献 ［１０］ 报道。 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃３ 色

谱柱 （２５０ ｍｍ× ４ ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃水
（含 ０ １％ 磷酸） （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～ １０ ｍｉｎ， ５％ ～ ６％ Ａ；
１０～ ２０ ｍｉｎ， ６％ ～ １５％ Ａ； ２０ ～ ７５ ｍｉｎ， １５％ ～ ２７％ Ａ； ７５ ～
１２０ ｍｉｎ， ２７％ ～ ６５％ Ａ）； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

２５ ℃； 检测波长 ２８３ ｎｍ。 色谱图见图 １。

１． 柚皮苷　 ２． 橙皮苷　 ３． 新橙皮苷　 ４． 柚皮素　 ５． 橙皮素

６． 川陈皮素

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２ １ ４　 质谱条件　 电喷雾 ＥＳＩ 离子源， 负离子模式扫描；
检测范围 ５０ ～ １ ２００ Ｄａ； 喷雾电压 ５ ５００ ｅＶ； 离子源温度

５５０ ℃； 去簇电压 １００ Ｖ； 二级碰撞电压±４５ Ｖ。
２ １ ５　 图谱生成　 按 “２ １ ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２ １ ３” 项色谱条件下进样测定， 将 １０ 批样品色谱图

导入 “中药色谱指纹图谱相似度评价系统” （２００８Ａ 版），
以 Ｓ６ 为参照， 采用平均数法得到指纹图谱及对照指纹图

谱， 见图 ２～３， 发现各批样品相似度均＞０ ９５， 表明其质量

稳定。

图 ２　 生枳壳指纹图谱、 对照图谱

图 ３　 制枳壳指纹图谱、 对照图谱

２ １ ６　 方法学考察 　 取供试品溶液 （Ｓ１０）， 在 “２ １ ３”
项下色谱条件进样测定 ６ 次， 测得各共有峰相对峰面积

ＲＳＤ 均＜３％ ， 表明仪器精密度良好。 按 “２ １ ２” 项下方

法制备供试品溶液 ６ 份， 在 “２ １ ３” 项色谱条件下进样，
测得各共有峰相对峰面积 ＲＳＤ 均＜３％ ， 表明该方法重复性

良好。 按 “２ １ ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、
４、 ６、 １２、 ２４ ｈ 在 “２ １ ３” 项色谱条件下进样测定 ６ 次，
测得各共有峰相对峰面积 ＲＳＤ 均＜３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内

稳定性良好。
２ １ ７　 ＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 数据采集　 见图 ４。

图 ４　 样品总离子流图 （正离子）

２ ２　 药效学实验

２ ２ １　 药液制备　 取生、 制枳壳各 ５００ ｇ， 加 １０ 倍量水浸泡

３０ ｍｉｎ， 煎煮 ３０ ｍｉｎ， 纱布过滤， 残渣加 ８倍量水煎煮 ２０ ｍｉｎ，
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合并水煎液， 减压抽滤， 将滤液浓缩至生药量１ ｇ ／ ｍＬ， 即得。
２ ２ ２　 分组及给药 　 小鼠适应性喂养 ３ ｄ 后， 随机分为

２２ 组， 每组 １２ 只， 分别为空白组、 阳性组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ 枸

橼酸莫沙必利）、 １０ 个生枳壳组 （４ ｇ ／ ｋｇ）、 １０ 个制枳壳组

（４ ｇ ／ ｋｇ）。 给药组按 ０ ２ ｍＬ ／ １０ ｇ 剂量灌胃， 空白组灌胃给

予相应体积蒸馏水， 每天 １ 次， 连续 ４ ｄ。
２ ２ ３　 小肠推进实验　 小鼠末次给药前禁食不禁水 １４ ｈ，
末次给药 １ ｈ 后灌胃给予营养性半固体糊， 每只 ０ ６ ｍＬ，
５ ｍｉｎ后脱颈处死， 分离肠胃， 测量幽门到盲肠部全长及

半固体糊推进前沿的距离， 计算小肠推进率， 公式为推进

率＝ （幽门到指示前沿距离 ／幽门至回盲肠全部距离） ×
１００％ ［１１］ ， 通过 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行处理， 数据以 （ ｘ± ｓ）
表示， 组间比较采用单因素方差分析， 结果见表 ２。 由此

可知， 与空白组比较， 生、 制枳壳组对小鼠小肠推进能力

均有不同程度的促进作用 （Ｐ＜０ ０５）， 但组间比较差异无

统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）。
表 ２　 生、 制枳壳对小鼠小肠推进能力的影响 （ｘ±ｓ）

组别
剂量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

病例数 ／
只

推进率 ／ ％
组内平均推

进率 ／ ％
空白组 — ８ ４６ ８９±６ ２７ ４６ ８９±６ ２７
阳性组 ０ ０１ ８ ５９ ０３±３ ０４∗ ５９ ０３±３ ０４∗∗

生枳壳组 ４ ８０ ６２ ９９±１２ １６∗∗ ６２ ０５±３ ６６∗∗

制枳壳组 ４ ８０ ６４ ２６±８ １８∗∗ ６１ ０２±４ ５８∗∗

　 　 注：与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

２ ３　 灰色关联分析

２ ３ １　 数据无量纲化处理　 采用 ＤＰＳ７ ０５ 软件， 原始数据

采用初值化变换法。 以小肠推进率的药效指标为母序列，
记为 ｛Ｘ０ （ ｔ） ｝； 生、 制枳壳特征峰的峰面积作为子序列，
记为 ｛Ｘｉ （ ｔ） ｝。
２ ３ ２　 绝对差序列、 关联系数计算　 经数据变换的母序列

标记为 ｛Ｘ０ （ｋ） ｝， 子序列记为 ｛Ｘｉ （ ｋ） ｝， ｋ ＝ ｔ 时两者

关联系数 Ｌ０ｉ （ｋ） 可由以下公式计算。 其中， Δ０ｉ （ ｔ） 表示

２ 个比较序列的绝对差， 即 Δ０ｉ （ ｔ） ＝ ｜ ｘ０ （ ｔ） －ｘｉ （ ｔ） ｜
（１≤ｉ≤ｍ）； Δｍｉｎ、 Δｍａｘ分别表示所有比较序列各时间点绝

对差中的最小值、 最大值； ρ 为分辨系数， 通常取 ０ ５。

Ｌ０ｉ（ ｔ） ＝
Δｍｉｎ ＋ ρΔｍａｘ

Δ０ｉ（ ｔ） ＋ ρΔｍａｘ

２ ３ ３　 关联度计算　 按下式计算各比较序列与参考序列关

联系数的平均值， 以反映两者关联关系。 其中， ｒ０ｉ为子序

列与母序列的关联度， ｎ 为子序列的长度即数据个数。

ｒ０ｉ ＝ １
ｎ ∑

ｎ

ｋ ＝ １
Ｌ０ｉ（ｋ）

２ ４　 药效高相关色谱峰指认　 通过 Ｐｅａｋｖｉｅｗ、 Ｍａｒｋｅｒｖｉｅｗ 软

件对 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 数据进行预处理， 基于文献研究和

ｃｈｅｍｓｐｉｄｅｒ、 ＨＭＤ 公共数据库进行成分分析， 结果见表 ３～４。
２ ５　 偏最小二乘法 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 判别分析

２ ５ １　 数据标准化处理　 采用 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ１４ １ 软件， 分别将

表 ２、 ４ 中的色谱峰进行标准化处理。

表 ３　 小肠推动作用与生枳壳色谱峰峰面积的相关度 （关联系数＞０ ７５）

关联序 峰号 关联系数 ｔＲ ／ ｍｉｎ ｍ ／ ｚ 检测离子 二级碎片离子

１ ８（橙皮苷） ０ ８５８ ０ ５３ ６９１ ６１１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４２，２８６，３０１，３４３，４８９
２ ９（新橙皮苷） ０ ８４０ ２ ５７ １３９ ６１１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４２，２８６，３０１，３４３，４８９
３ ２ ０ ８３３ ９ ３０ ２２３ — ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ —
４ ７（柚皮苷） ０ ７９６ ３ ５２ ０１０ ５８０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４２，２８６，３０１，３４３，４８９
５ ５（新圣草苷） ０ ７７７ ９ ４３ ０２０ ５９６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １３５，１５１，２３５，２８７，３３９，４５９，５９５
６ ６（柚皮芸香苷） ０ ７６５ ９ ４８ ６５１ ５８１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４２，２８６，３０１
７ ３ ０ ７５２ ６ ３３ ３３７ — ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ —

表 ４　 小肠推动作用与制枳壳色谱峰峰面积的相关度 （关联系数＞０ ７５）

关联序 峰号 关联系数 ｔＲ ／ ｍｉｎ ｍ ／ ｚ 检测模式 二级碎片离子

１ ２２（橙皮苷） ０ ８７６ ８ ５３ ６１４ ６１１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４２，２８６，３０１，３４３，４８９
２ ３（柚皮黄素） ０ ８６８ ２ ４ ６７８ ４１８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １２５，１２８，１２９，１２７，２３７，４１７
３ ３１ ０ ８６２ ９ １１３ ０８９ — ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ —
４ １６（异牡荆素） ０ ８５２ ６ ４０ ８７４ ４３１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２４９，２８３，２８２，３１１，３２３，３４１，４３１
５ ２３（新橙皮苷） ０ ８２０ ９ ５７ ０５０ ６１１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２８６，３０１，３４３
６ １８ ０ ８１９ ８ ４５ ３６５ — ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ —
７ ２１（柚皮苷） ０ ８１５ １ ５１ ９８１ ５８１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １５１，２７１，４５９，３３９，３１３，３３９，４５９，５７９
８ １７（新圣草甘） ０ ８１３ ２ ４２ ９８３ ５９６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １５３，１６３，１９５，２８９，３５５，２１９
９ １９ ０ ７９５ ６ ４８ ６２８ — ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ —
１０ ２０（野漆树苷） ０ ７９２ ０ ５０ １５７ ５３７ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２６９，２６８，５７７
１１ ２５ ０ ７８２ ０ ６５ ５７４ — ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ —
１２ ２６（花椒毒酚） ０ ７７０ ２ ７４ ２９３ ２０２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １０１，１１７，１４５，１７３，２０１
１３ １５（伞形花内酯） ０ ７６４ ５ ４０ １３９ １６３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １０５，１１７，１２１，１３３
１４ ２４（橙皮素 ７⁃Ｏ⁃葡萄糖苷） ０ ７５０ ７ ５９ １８１ ４６５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １６４，２４２，２８６，３０１
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２ ５ ２　 生枳壳谱效关系的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析 　 以标准化处理

的特征峰峰面积为自变量 Ｘ， 各组小鼠小肠推进率为因变

量 Ｙ１， 采用 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ１４ １ 软件进行 ＯＰＬＳ 回归分析， 见图

５～６。 由此可知， Ｘ５ （新圣草苷）、 Ｘ８ （芸香柚皮苷）、 Ｘ３

的 ＶＩＰ 值均＞１， 其中 Ｘ５、 Ｘ８ 均为正值， 表明两者与小肠

推进率呈高度正相关性。

图 ５　 生枳壳谱效相关性的标准化回归系数

图 ６　 生枳壳各药效相关峰对小肠推动作用的贡献

２ ５ ３　 制枳壳谱效关系的 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 分析　 以标准化处

理特征峰峰面积为自变量 Ｘ， 各组小鼠小肠推进率为因变

量 Ｙ２， 采用 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ１４ １ 软件进行 ＯＰＬＳ 回归分析， 见图

７～８。 由此可知， Ｘ３ （柚皮黄素）、 Ｘ１５ （伞形花内酯）、 Ｘ１６

（异牡荆素）、 Ｘ１７ （新圣草苷）、 Ｘ１９、 Ｘ２６均与小肠推进率呈

正相关， 其中 Ｘ３、 Ｘ１５的 ＶＩＰ 值均＞１， 表明两者为制枳壳主

要活性成分。

图 ７　 制枳壳谱效相关性的标准化回归系数

图 ８　 制枳壳各药效相关峰对小肠推动作用的贡献

３　 讨论

本实验发现， 制枳壳药效高相关成分明显多于生枳壳，
而且种类存在较大差异。 生枳壳中橙皮苷、 新圣草苷、 新

橙皮苷与药效呈正向高相关性， 与目前发现的促胃肠动力

主要成分基本一致［１２⁃１４］ ， 说明所建立谱效关系可靠。
在制枳壳的 ＯＰＬＳ 模型中， 柚皮素、 新橙皮素与药效表

现出高度正相关性， 而部分苷类， 尤其是橙皮苷、 新橙皮

苷则与表现出负相关性。 其原因可能为 （１） 柚皮苷、 新橙

皮苷是枳壳中含量较高的黄酮类成分， 两者均含有分子量

较大的双糖结构， 亲脂性低， 在消化道内不易被吸收［１５］ ，
从生物利用度和活性来讲， 黄酮苷类的生物活性低于对应

的苷元； （２） 制枳壳在发酵过程中柚皮苷、 橙皮苷在微生
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物群的作用下水解， 含量降低， 同时脱去糖基转化成柚皮

素、 新橙皮素等苷元， 使得对应苷元含量明显升高， 而苷

元脂溶性较大， 有利于经小肠吸收进入血液循环， 能较快

达到所需血药浓度， 并发挥其药效作用。
胃肠运动同时受到神经系统、 内分泌激素的调控， 是

极为复杂、 高度协调的神经⁃肌肉活动［１６］ 。 本研究发现，
生、 制枳壳虽然在药效相关性成分上差异明显， 但两者对

正常小鼠的促小肠推动作用并无显著差异， 提示它们可能

有不同的促小肠运动作用机制。 对慢性胃肠功能障碍的患

者而言， 糖苷类成分可能更难以被吸收利用， 而制枳壳中

黄酮苷元有更好的生物利用度， 从而疗效更强， 可能是临

床上以其组方治疗脾虚体弱患者的原因。 因此， 需建立相

应的病理状态动物模型或进行临床研究， 从多个角度进行

更深入的探讨， 并且枳壳炮制后的作用表现在多个方面，
如缓和烈性与燥性等， 有待进一步探讨。

虽然制枳壳作为岭南地区习用药被广泛使用， 但广东

省中药饮片炮制规范尚未建立其含量测定的方法及标准，
不利于质量控制及评价。 本实验发现， 制枳壳胃肠推动药

效成分远多于生枳壳， 而且种类不同， 故以柚皮苷、 新橙

皮苷等 ２０１５ 年版 《中国药典》 规定的指标成分对制枳壳质

量进行评价不够合适。 今后， 可从制枳壳未知药效相关成

分的分离、 结构鉴定及药效评价入手， 为该炮制品物质基

础和质量控制的研究奠定基础。
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