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摘要： 目的　 考察二妙散煮散、 饮片汤剂差异。 方法　 ＧＣ⁃ＭＳ 法鉴定挥发性成分， 测定蒸馏液中芳樟醇、 ４⁃萜烯醇、
α⁃松油醇、 β⁃桉叶醇、 柳杉二醇的含量， 绘制蒸发速度曲线。 建立胶原诱导关节炎大鼠模型， 对踝关节进行 ＨＥ、 ＳＯ ／
ＦＧ 染色， 检测体质量、 足垫肿胀度、 关节炎评分、 免疫器官 （脾脏、 胸腺） 指数、 血清炎症因子 （ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６）、 踝

关节结构 （足爪肿胀、 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ）、 运动能力。 结果　 煮散、 饮片汤剂中分别共鉴定出 ４３、 ２６ 种挥发性成分。 随着煎

煮时间延长， 煮散蒸馏液中 ５ 种挥发性成分平均蒸发速度呈现先升后降的趋势， 在 １５～２０ ｍｉｎ 达到最大值， 而在饮片

蒸馏液中呈现降低趋势， 除 β⁃桉叶醇外在 １５ ｍｉｎ 后未检测到。 与饮片汤剂比较， 煮散改善大鼠足肿胀和关节炎评分、
缓解关节组织病理改变、 抑制炎症因子、 恢复运动能力作用更强。 结论　 二妙散煮散中挥发性成分多于其饮片汤剂

中， 抗类风湿关节炎活性更强。 最佳煎煮终点为沸汤中 １５ ｍｉｎ 以内。
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　 　 煮散是将中药粉碎成一定粒度后与水共煎， 连

同药沫一起或去渣服用的液体制剂， 在 《古代经

典名方目录 （第二批） 》 中有 １８ 首［１］， 它是与汤

剂并重的特色剂型， 煎煮终点的判断是保证两者质

量和疗效的重要因素［２］。 目前， 关于煮散终点的

记载大多以水量多少为依据， 譬如麻黄杏仁薏苡甘

草汤 “水盏半， 煮八分， 去滓， 温服”， 但往往存

在识别、 控制不准的情况， 故煎煮程度如何衡量是

影响其质量的关键。
二妙散出自 《丹溪心法》， 由黄柏和苍术组

成， 主治筋骨疼痛、 湿热带下等证， 临床上常用于

类风湿关节炎等疾病的治疗［３］， 但原方煮散时间

不明确， 缺少科学解释， 并且它是否会影响药效发

挥尚无定论。 因此， 本实验采用 ＧＣ⁃ＭＳ 法分析二

妙散煮散、 饮片汤剂中挥发性成分差异， 测定两者

蒸馏液中主要成分含量， 比较不同煎煮时间下芳樟

醇、 ４⁃萜烯醇、 α⁃松油醇、 β⁃桉叶醇、 柳杉二醇蒸

发速度， 并建立关节炎大鼠模型作进一步比较， 以

期为该方开发应用提供数据支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ 型气相色谱仪、 Ａｇｉｌｅｎｔ
７０００Ｅ 型质谱联用仪均购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；
ＢＣＥ２２４Ｉ⁃１ＣＣＮ 型电子分析天平 （十万分之一） 购

自德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司； ＭＨ⁃２０００ 型调温电热套购自

北京科伟永兴仪器有限公司； ＳＬ⁃１００ 型高速多功

能粉碎机购自浙江省永康市松青五金厂； 水蒸气蒸

馏装置购自四川蜀牛玻璃仪器有限公司； 纯水过滤

系统购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＳＢ⁃５２００ 型超

声波清洗机购自宁波新芝生物科技股份有限公司；
ＱＬ⁃８６６ 型涡旋振荡仪购自海门市其林贝尔仪器制

造有限公司； ＦＲＥＳＣＯ２１ 型高速冷冻离心机购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＮＭＣ⁃２００ 型小动物 Ｍｉｃｒｏ
ＣＴ 活体影像系统购自尼蒙 （深圳） 科技有限

公司。
１􀆰 ２　 试剂、 药材与药物　 黄柏 （产地四川， 批号

２９０２５２）、 苍术 （产地内蒙古， 批号 ２６６１４２） 均购

自紫轩堂药材有限公司， 经山西中医药大学中药鉴

定教研室主任裴香萍教授鉴定为正品。 完全弗氏佐

剂 （７００１）、 不完全弗氏佐剂 （７００２）、 牛Ⅱ型胶

原蛋白 （２００２２） 均购自北京博蕾德生物科技有限

公司； 甲氨蝶呤购自上海上耀信义药业有限公司。
４⁃萜烯醇 （ＷＰ２４０１１７０４， 纯度≥９８％ ）、 芳樟醇

（ ＷＰ２３０６１４１０， 纯 度 ≥ ９８％ ）， α⁃松 油 醇

（ ＷＰ２４０２２９０１， 纯 度 ≥ ９７％ ）、 β⁃桉 叶 醇

（ＷＰ２３０９２５０３， 纯度≥９８％ ） 对照品均购自四川维

克奇生物科技有限公司； 柳杉二醇 （Ｃ１５３１５４６４，
纯度≥９８％ ） 购自上海麦克林生化科技股份有限公

司。 高纯氦气、 氮气均购自山西尧晟商贸有限公

司。 其他试剂均为色谱纯； 水为蒸馏水。
１􀆰 ３　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 １７０～２００ ｇ， 购

自斯贝福 （北京） 生物技术有限公司， 在山西中

医药大学实验管理中心动物平台中饲养， 保持温度

（２３±２）℃， 相对湿度 （５５±５）％ ， 昼夜 １２ ｈ 光 ／暗
周期， 在整个实验过程中可自由获取食物和水。 动

物实验严格遵循山西中医药大学伦理规定 （批准

号 ＡＷＥ２０２４０３２４４）。
２　 方法

２􀆰 １　 挥发性成分变化规律研究

２􀆰 １􀆰 １　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析条件

２􀆰 １􀆰 １􀆰 １　 色谱 　 ＨＰ⁃５ＭＳ 石英毛细管柱 （３０ ｍ×
０􀆰 ２５ ｍｍ×０􀆰 ２５ μｍ）； 载气高纯度氦气； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量 １􀆰 ０ μＬ； 分流比 １０ ∶ １； 进样

口温度 ２５０ ℃； 程序升温 （初始 ５０ ℃， 保持 １
ｍｉｎ， 以 ５ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 １５０ ℃， 保持 １ ｍｉｎ， 以

３ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ２４０ ℃）。
２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２ 　 质谱 　 电子轰击源 （ ＥＩ）； 电子能量

７０ ｅＶ； 离子源温度 ２３０ ℃； 传输线温度 ２８０ ℃；
四极杆温度 １５０ ℃； 扫描范围 ｍ ／ ｚ ３０ ～ ３００； 溶剂

延迟 ３􀆰 ５ ｍｉｎ。
２􀆰 １􀆰 ２　 蒸馏液制备

２􀆰 １􀆰 ２􀆰 １　 煮散　 称取黄柏 （炒）、 苍术 （米泔浸，
炒） 各 ５０ ｇ， 粉碎成末， 过筛， 混合均匀， 制成

二妙散。 称取 １００ ｇ， 置于 ２ ０００ ｍＬ 圆底烧瓶中，
加入 １０ 倍量水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 加热蒸馏， 分别于煮

沸后 ０～５、 ５ ～ １０、 １０ ～ １５、 １５ ～ ２０、 ２０ ～ ３０、 ３０ ～
４０、 ４０ ～ ５０、 ５０ ～ ６０、 ６０ ～ ８０、 ８０ ～ １００、 １００ ～
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１２０ ｍｉｎ收集， 放冷， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２　 饮片汤剂 　 称取黄柏 （炒）、 苍术 （米
泔浸， 炒） 各 ５０ ｇ， 置于 ２ ０００ ｍＬ 圆底烧瓶中，
加入 １０ 倍量水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 加热蒸馏， 分别于煮

沸后 ０～５、 ５ ～ １０、 １０ ～ １５、 １５ ～ ２０、 ２０ ～ ３０、 ３０ ～
４０、 ４０～ ５０、 ５０ ～ ６０、 ６０ ～ ８０、 ８０ ～ １００、 １００ ～ １２０
ｍｉｎ 收集， 放冷， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 对照品溶液制备　 精密称取 ４⁃萜烯醇、 芳

樟醇、 α⁃松油醇、 β⁃桉叶醇、 柳杉二醇对照品适

量， 乙酸乙酯溶解并定容至刻度， 制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ
贮备液， 梯度稀释， 即得。
２􀆰 １􀆰 ４　 供试品溶液制备 　 精密量取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项

下蒸馏液各 ５００ μＬ， 加入 ３００ μＬ 乙酸乙酯， 超声

处理 ２ ｍｉｎ， 涡旋振荡 ２ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ， 取上清， 即得。
２􀆰 ２　 抗类风湿关节炎活性研究

２􀆰 ２􀆰 １　 造模、 分组及给药　 大鼠适应性饲养 １ 周

后， 除空白组外均给予牛Ⅱ型胶原和完全弗氏佐剂

进行初始免疫， ７ ｄ 后以牛Ⅱ型胶原和不完全弗氏

佐剂进行二次免疫。 以关节炎评分为标准， 将建模

成功的大鼠随机分为模型组、 甲氨蝶呤组 （０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ）、 二妙散煮散组 （１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）、 二妙散饮片

汤剂组 （１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）， 分别灌胃给予相应药物， 连

续 ４ 周， 而空白组、 模型组大鼠灌胃给予生理盐

水。 另外， 为了保证实验的一致性， 二妙散煮散组

和二妙散饮片汤剂组均选用沸汤后 １５ ｍｉｎ 样品。
２􀆰 ２􀆰 ２　 指标检测

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 体质量、 足垫肿胀度、 关节炎评分 　 每

周记录 １ 次， 其中关节炎评分按照 《中药新药研

究指南》 中的关节炎继发病变评价方法， ０ 分为无

关节炎症状， １ 分为关节内出现红色斑点， ２ 分为

踝关节出现中度红肿， ３ 分为全爪严重红肿， ４ 分

为关节严重肿胀并伴有功能障碍。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 免疫器官指数 　 ４％ 水合氯醛麻醉大鼠，
分离胸腺和脾脏， 生理盐水浸泡冲洗， 滤纸吸干水

分， 称定质量， 计算免疫器官指数， 公式为免疫器

官指数＝ （免疫器官湿重 ／体质量） ×１００％ 。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 血清炎症因子水平　 腹主动脉采集大鼠

血液， ４ ℃、 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 分离血清，
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４ 　 踝关节结构 　 采用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 对大鼠

踝关节进行扫描重建， 设定参数为径向视野范围

１００ ｍｍ； 最大轴向扫描范围 ２５０ ｍｍ； 扫描速度

４ ｓ ／ ｂｅｄ； 空间分辨率＜７􀆰 ５ μｍ。

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ５　 部位观察 　 分离大鼠踝关节和膝关节，
脱水， 石蜡包埋， 切片， 前者进行苏木素⁃伊红

（ＨＥ） 染色， 后者进行番红 Ｏ⁃固绿 （ ＳＯ ／ ＦＧ） 染

色， 在显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ６　 运动能力　 采用视频分析系统记录放置

在开阔场地的大鼠 １０ ｍｉｎ 内运动轨迹， 在通风良

好、 安静、 光线昏暗的环境中进行。
２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ９􀆰 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。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 挥发性成分鉴定　 ＧＣ⁃ＭＳ 总离子流色谱图见

图 １。 再结合质谱图及 ＮＩＳＴ 谱库对化合物进行指

认， 结果煮散、 饮片汤剂中分别鉴定出 ４３、 ２６ 种

该类成分， 具体见表 １。

图 １　 二妙散 ＧＣ⁃ＭＳ 总离子流色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 ＧＣ⁃ＭＳ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ
Ｅｒｍｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ

３􀆰 ２　 挥发性成分含量测定

３􀆰 ２􀆰 １　 专属性试验　 取对照品、 供试品溶液适量，
在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样测定， 结果见图 ２。 由

此可知， 各挥发性成分色谱峰分离度理想， 表明该

方法专属性良好。
３􀆰 ２􀆰 ２　 线性关系考察　 取不同质量浓度对照品溶

液适量， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样测定。 以对照

品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ）
进行回归， 结果见表 ２， 可知各挥发性成分在各自

范围内线性关系良好。
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表 １　 二妙散挥发性成分鉴定结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｒｍｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ
编号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 名称 分子式 相对分子质量 煮散 饮片汤剂

１ ５􀆰 ５６７ ｃｙｃｌｏｆｅｎｃｈｅｎｅ Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ ＋
２ ６􀆰 ９３６ β⁃蒎烯 Ｃ１ ０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ —
３ ７􀆰 ２８４ 水芹烯 Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ ＋
４ ７􀆰 ４２３ ３⁃蒈烯 Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ —
５ ７􀆰 ８０５ ４⁃伞花烃 Ｃ１０Ｈ１４ １３４􀆰 １１ ＋ —
６ ７􀆰 ９２５ ｐｓｅｕｄｏ⁃ｌｉｍｏｎｅｎｅ Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ —
７ ８􀆰 １７１ （Ｅ）⁃Β⁃罗勒烯 Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ —
８ ８􀆰 ４４９ （Ｚ）⁃３，７⁃二甲基⁃１，３，６⁃十八烷三烯 Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ ＋
９ ９􀆰 ５２７ 萜品油烯 Ｃ１０Ｈ１６ １３６􀆰 １３ ＋ —
１０ ９􀆰 ８７２ 芳樟醇 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４􀆰 １４ ＋ —
１１ １０􀆰 ４４４ ２⁃ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ， １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃（１⁃ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ）⁃， ｔｒａｎｓ⁃ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４􀆰 １４ ＋ ＋
１２ １０􀆰 ９４４ ２⁃ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ， １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃（１⁃ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ）⁃， ｃｉｓ⁃ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４􀆰 １４ ＋ ＋
１３ １２􀆰 ００１ ４⁃萜烯醇 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４􀆰 １４ ＋ —
１４ １２􀆰 ３８３ α⁃松油醇 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４􀆰 １４ ＋ —
１５ １５􀆰 ７５１ ２⁃甲氧基⁃４⁃乙烯基苯酚 Ｃ９Ｈ１０Ｏ２ １５０􀆰 ０７ ＋ ＋
１６ １５􀆰 ８１８ ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ， ２⁃ｅｔｈｅｎｙｌ⁃１，３，３⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ１１Ｈ１８ １５０􀆰 １４ — ＋
１７ １６􀆰 ４８１ ｓｉｌｐｈｉｎｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
１８ １７􀆰 ４３０ ｍｏｄｈｅｐｈｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
１９ １７􀆰 ６０５ ｂｅｒｋｈｅｙａｒａｄｕｌｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ ＋
２０ １７􀆰 ８１８ １，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃ｐ⁃ｍｅｎｔｈ⁃２⁃ｅｎｅ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ２ １７０􀆰 １３ — ＋
２１ １７􀆰 ９５４ 香草醛 Ｃ８Ｈ８Ｏ３ １５２􀆰 ０５ — ＋
２２ １８􀆰 １００ ｗｉｄｄｒｏｌ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ ⁃
２３ １８􀆰 ４０４ （４Ｒ，５Ｒ）⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃５⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ⁃２⁃ｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘ⁃２⁃ｅｎｏｎｅ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ２ １６８􀆰 １２ — ＋
２４ １８􀆰 ４３５ 反式石竹烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ ＋
２５ １９􀆰 ３２１ 邻苯二甲酸二甲酯 Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ １９４􀆰 ０６ — ＋
２６ １９􀆰 ９２５ １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃（６⁃ｍｅｔｈｙｌｈｅｐｔ⁃５⁃ｅｎ⁃２⁃ｙｌ）ｃｙｃｌｏｈｅｘａ⁃１，３⁃ｄｉｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
２７ ２０􀆰 １００ β⁃芹子烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
２８ ２０􀆰 ７６５ （＋）⁃γ⁃杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ ＋
２９ ２０􀆰 ９８７ β⁃杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
３０ ２１􀆰 ２７０ γ⁃芹子烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
３１ ２１􀆰 ４１６ α⁃红没药烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
３２ ２１􀆰 ６９３ α⁃榄香醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ ＋
３３ ２１􀆰 ８３２ 甘香烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２０４􀆰 １９ ＋ —
３４ ２２􀆰 ８７０ 邻苯二甲酸二乙酯 Ｃ１２Ｈ１４Ｏ４ ２２２􀆰 ０９ — ＋
３５ ２３􀆰 ４３５ （－）⁃荜澄茄油烯醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ —
３６ ２３􀆰 ９６１ γ⁃桉叶醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ ＋
３７ ２４􀆰 ２８６ （＋ ／ ⁃）⁃沉香螺醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ ＋
３８ ２４􀆰 ６８３ β⁃桉叶醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ ＋
３９ ２４􀆰 ９００ β⁃菖蒲醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ — ＋
４０ ２５􀆰 ０２８ α⁃桉叶醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ —
４１ ２５􀆰 ４８７ 红没药醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２２２􀆰 ２０ ＋ —
４２ ２６􀆰 ９７１ １⁃［（１Ｓ，３ａＲ，４Ｒ，７Ｓ，７ａＳ）⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃７⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ⁃４⁃ｍｅｔｈｙｌｏｃｔａｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃

ｉｎｄｅｎ⁃１⁃ｙｌ］ｅｔｈａｎｏｎｅ
Ｃ１５Ｈ２６Ｏ２ ２３８􀆰 ２０ — ＋

４３ ２７􀆰 ９６１ 苍术素 Ｃ１３Ｈ１０Ｏ １８２􀆰 ２２ ＋ ＋
４４ ２９􀆰 ２７６ 柳杉二醇 Ｃ１５Ｈ２８Ｏ２ ２４０􀆰 ２１ ＋ ＋
４５ ２９􀆰 ７１２ ６⁃ｉｓｏｐｒｏｐｅｎｙｌ⁃４，８ａ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃１，２，３，５，６，７，８，８ａ⁃ｏｃｔａｈｙｄｒｏ⁃ｎａｐｈｔｈａｌｅｎ⁃２⁃ｏｌ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ ２２０􀆰 １８ — ＋
４６ ３３􀆰 ９７２ 棕榈酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ２５６􀆰 ２４ ＋ —
４７ ３５􀆰 ９７２ ｓｅｎｋｙｕｎｏｎｅ Ｃ２２Ｈ３０Ｏ２ ３２６􀆰 ００ ＋ —
４８ ４０􀆰 ４７３ ３，３′，５，５′⁃四甲基⁃４，４′⁃联苯醌 Ｃ１６Ｈ１６Ｏ２ ２４０􀆰 １２ ＋ —
４９ ４１􀆰 ２１５ ２⁃（３，７⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃ｏｃｔａ⁃２，６⁃ｄｉｅｎｙｌ）⁃４⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃ｐｈｅｎｏｌ Ｃ１７Ｈ２４Ｏ２ ２６０􀆰 １８ ＋ —
５０ ４１􀆰 ８４３ 铁屎米酮 Ｃ１４Ｈ８Ｎ２Ｏ ２２０􀆰 ０６ — ＋
５１ ４１􀆰 ９６２ ｅｎｔ⁃ｋａｕｒｅｎａｌ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ ２８６􀆰 ２３ ＋ —
５２ ４４􀆰 １２５ （±）⁃ｐｌａｔｙｄｅｓｍｉｎｅ Ｃ１５Ｈ１７ＮＯ３ ２５９􀆰 １２ ＋ ＋
５３ ４７􀆰 ９１１ 花生四烯酸 Ｃ２０Ｈ２４Ｏ２ ２９６􀆰 ００ ＋ —

　 　 注： ＋表示检出该成分， —表示未检出该成分。
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１． 芳樟醇　 ２． ４⁃萜烯醇　 ３． α⁃松油醇　 ４． β⁃桉叶醇　 ５． 柳杉二醇

１． ｌｉｎａｌｏｏｌ　 ２． ｔｅｒｐｉｎｉｎｅ⁃４⁃ｏｌ　 ３． α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ　 ４． β⁃ｅｕｄｅｓｍｏｌ
５． ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉｄｉｏｌ

图 ２　 各挥发性成分 ＧＣ⁃ＭＳ 总离子流色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＧＣ⁃ＭＳ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ
ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

３􀆰 ２􀆰 ３　 精密度试验 　 精密吸取对照品溶液适量，
在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样测定 ６ 次， 测得 ４⁃萜烯

醇、 芳樟醇、 α⁃松油醇、 β⁃桉叶醇、 柳杉二醇峰面

积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ３１％ 、 １􀆰 ４５％ 、 ０􀆰 ９６％ 、 １􀆰 ７３％ 、
２􀆰 ８０％ ， 表明仪器精密度良好。
３􀆰 ２􀆰 ４　 稳定性试验 　 精密吸取煮散蒸馏液 １ μＬ，
　 　 　

表 ２　 各挥发性成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

挥发性成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／
（μｇ·ｍＬ－１）

４⁃萜烯醇 Ｙ＝ ８􀆰 ６７×１０６Ｘ－５􀆰 ５８×１０５ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ４３～７
芳樟醇 Ｙ＝ ８􀆰 １８×１０６Ｘ－３􀆰 ８９×１０６ ０􀆰 ９９８ ２ ０􀆰 ５０～２４􀆰 １５

α⁃松油醇 Ｙ＝ ９􀆰 １６×１０６Ｘ－７􀆰 ３８×１０５ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ２５～２０
β⁃桉叶醇 Ｙ＝ １􀆰 ３０×１０６Ｘ－２􀆰 ２５×１０７ ０􀆰 ９９５ ２ ５～１００
柳杉二醇 Ｙ＝ ９􀆰 ７９×１０７Ｘ－１􀆰 ２５×１０７ ０􀆰 ９９７ ９ １～１００

于 ０、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样

测定， 测得 ４⁃萜烯醇、 芳樟醇、 α⁃松油醇、 β⁃桉叶

醇、 柳杉二醇峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２３％ 、 ２􀆰 ７４％ 、
０􀆰 ９９％ 、 １􀆰 ５１％ 、 １􀆰 ０９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定

性良好。
３􀆰 ２􀆰 ５　 重复性试验　 取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下蒸馏液（０～
５ ｍｉｎ） 适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ４” 项下方法平行制备 ６ 份

供试品溶液， 分别精密吸取 １ μＬ， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项

条件下进样测定， 测得 ４⁃萜烯醇、 芳樟醇、 α⁃松油

醇、 β⁃桉叶醇、 柳杉二醇含量 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ７９％ 、
０􀆰 ３２％ 、 １􀆰 １１％ 、 ０􀆰 ４５％ 、 ０􀆰 ７４％ ， 表明该方法重

复性良好。
３􀆰 ２􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密吸取各挥发性成分

含量已知的煮散蒸馏液乙酸乙酯萃取液 ６ 份， 按

１００％水平加入对照品溶液， 混匀， 按 “２􀆰 １􀆰 ４” 项

下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进

样测定， 计算回收率。 结果， ４⁃萜烯醇、 芳樟醇、
α⁃松油醇、 β⁃桉叶醇、 柳杉二醇平均加样回收率分

别为 ９２􀆰 ７％ 、 ９５􀆰 ６％ 、 ９２􀆰 ０％ 、 １０１􀆰 ６％ 、 １０５􀆰 ２％ ，
ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２％ 、 ２􀆰 ４％ 、 ３􀆰 ０％ 、 ５􀆰 ６％ 、 １􀆰 ９％ 。
３􀆰 ２􀆰 ７　 样品含量测定 　 取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下蒸馏液

适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ４” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １􀆰 １” 项条件下进样测定， 计算含量， 结果见

表 ３。
表 ３　 各挥发性成分含量测定结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

蒸馏时间 ／ ｍｉｎ
含量 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

芳樟醇 ４⁃萜烯醇 α⁃松油醇 柳杉二醇 β⁃桉叶醇

煮散 饮片 煮散 饮片 煮散 饮片 煮散 饮片 煮散 饮片

０～５ ４􀆰 ２６７ ２􀆰 ９７６ ３􀆰 ９６０ １􀆰 ０９０ １􀆰 ７４８ ０ １８􀆰 ９７５ ７􀆰 ０９９ ３７􀆰 ２０４ ４７􀆰 ８３９
５～１０ ４􀆰 ７１８ １􀆰 ３１５ ４􀆰 ５４０ ０ １􀆰 ６８１ ０ ３５􀆰 ３４２ ０ ３３􀆰 ４４１ ４３􀆰 １９０
１０～１５ ４􀆰 ６４２ １􀆰 １３２ ４􀆰 ５４４ ０ １􀆰 ３１５ ０ ３９􀆰 ６５４ ０ ３３􀆰 ９９４ ３９􀆰 ５９１
１５～２０ ４􀆰 ７４３ ０ ５􀆰 １２３ ０ ２􀆰 ５７９ ０ ４２􀆰 ２１９ ０ ４０􀆰 ８３４ ３６􀆰 ５９６
２０～３０ １􀆰 ８４９ ０ ２􀆰 １１９ ０ １􀆰 １６３ ０ １０􀆰 ２９１ ０ ３０􀆰 ７３３ ３６􀆰 ５８４
３０～４０ １􀆰 １５３ ０ １􀆰 １５４ ０ ０ ０ ０ ０ ３５􀆰 ９７９ ３４􀆰 ６１９
４０～５０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３５􀆰 ９１１ ３４􀆰 ８４５
５０～６０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３５􀆰 ５３５ ３４􀆰 ４１６
６０～８０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３２􀆰 ５６３ ３１􀆰 ２１３
８０～１００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３６􀆰 ９８８ ３１􀆰 ４７３
１００～１２０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３２􀆰 ８９８ ２６􀆰 ５４０
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３􀆰 ３　 平均蒸发速度　 计算公式为 Ｒ＝ ５Ｃ ／ ｔ， 其中 Ｒ
为平均蒸发速度， Ｃ 为挥发性成分质量浓度， ｔ 为
蒸馏时间， 结果见图 ３。 由此可知， 随着蒸发时间

延长， 煮散中各挥发性成分平均蒸发速度呈先升后

降的趋势， 并且均在 １５～２０ ｍｉｎ 达到最大值， 分别

为 ４􀆰 ７４３、 ５􀆰 １２３、 ２􀆰 ５７９、 ４２􀆰 ２１９、 ４０􀆰 ８３４ ｍｇ ／ ｍｉｎ；
饮片蒸馏液中未检测到 α⁃松油醇， 其余 ４ 种挥发性

成分平均蒸发速度均呈降低趋势， 并且 ４⁃萜烯醇、
柳杉二醇在 ５ ｍｉｎ 后未检测到， 芳樟醇在 １５ ｍｉｎ 后

未检测到。

图 ３　 各挥发性成分平均蒸发速度

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

３􀆰 ４　 抗类风湿关节炎活性

３􀆰 ４􀆰 １　 体质量、 足垫肿胀度、 关节炎评分 　 如图

４Ａ 所示， 随着饲养周期延长， 各组大鼠体质量呈

现增加趋势； 与空白组比较， 模型组大鼠体质量增

长曲线平缓， 至实验结束时有显著差异 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 而二妙散煮散组、 二妙散饮片汤剂组大鼠

体质量有所增加。 如图 ４Ｂ ～ ４Ｃ 所示， 与空白组比

较， 模型组大鼠足垫肿胀度、 关节炎评分升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二妙散煮散组、 二妙

散饮片汤剂组大鼠足垫肿胀度、 关节炎评分降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且在相同剂量下前者效果

更好， 与甲氨蝶呤组接近。
３􀆰 ４􀆰 ２　 免疫器官指数、 血清炎症因子水平 　 如图

５Ａ～ ５Ｂ 所示， 与空白组比较， 模型组大鼠脾脏指

数、 胸腺指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二

妙散煮散组、 二妙散饮片汤剂组大鼠脾脏指数、 胸

腺指数无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 如图 ５Ｃ～５Ｄ 所示，
与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１０ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 二妙散煮散组、 二妙散饮片汤剂组大鼠血清

ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃６ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４􀆰 ３　 踝关节结构、 运动能力 　 如图 ６Ａ ～ ６Ｂ 所

示， 煮散显著减少大鼠踝关节骨破坏， 其效果优于

饮片汤剂。 如图 ６Ｃ 所示， 与空白组比较， 模型组

大鼠运动能力减弱， 活动减少， 探索能力差； 二妙

散干预后有助于恢复大鼠运动能力， 其中煮散效果

与甲氨蝶呤相当。
３􀆰 ４􀆰 ４　 踝关节病理结构 　 如图 ７Ａ 所示， 空白组

大鼠未发现病理症状， 关节面光滑平整， 细胞排列

紧密有序； 模型组大鼠踝关节组织有明显变化， 包

括炎性细胞浸润、 滑膜细胞异常增生， 同时可见血

管翳形成、 软骨侵蚀； 与模型组比较， 二妙散煮散

组、 二妙散饮片汤剂组显著阻止大鼠软骨表面侵蚀

及关节退化、 炎性细胞浸润、 滑膜增生。
如图 ７Ｂ 所示， 空白组大鼠软骨基质呈均匀深

红色， 软骨下骨纤维层呈浅蓝色， 切片着色均匀，
蛋白多糖丰富， 并且软骨基质和软骨下骨交界线明

显， 潮线清晰可见； 模型组大鼠软骨基质着色变

浅， 蛋白多糖减少， 并且软骨基质坍塌， 结构层次
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注： Ｄ０、 Ｄ７、 Ｄ１４、 Ｄ２１、 Ｄ２８ 分别为实验前及实验第 ７、 １４、

２１、 ２８ 天。 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 二妙散对胶原诱导型关节炎大鼠体质量、 足垫肿胀

度、 关节炎评分的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｒｍｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｆｏｏｔｐａｄ
ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

紊乱， 潮线不齐， 黏合线呈锯齿状； 二妙散煮散组

大鼠软骨结构完整， 软骨基质着色加深， 与空白组

相当， 并且蛋白多糖丰富， 潮线整齐可见。
４　 讨论

煮散历史悠久， 在现代临床上玉屏风散等品种

被保留下来［４⁃５］， 但仍有不少未得到延续。 《丹溪

心法》 记载， 二妙散为煮散， 但在基础［６⁃８］、 临

床［３］研究中均以汤剂入药。 因此， 本实验旨在阐

明二妙散煮散的科学性及其煎煮终点的科学内涵。
煮散以粉体入药， 与溶剂接触面积大， 溶出速

度快［９⁃１０］。 刘月等［１１］ 报道， 银翘散煮散、 饮片中

分别有 ４８、 ３４ 种成分。 蒋近近等［１２］ 发现， 桑白皮

煮散中指标成分总含量为汤剂中的 １􀆰 ２ 倍。 本实验

采用 ＧＣ⁃ＭＳ 法检测出二妙散煮散中含有 ４３ 种挥发

性成分， 而饮片汤剂中仅有 ２６ 种， 表明与后者比

较， 前者可将方中该类成分尽可能多地溶出， 避

　 　 　

注： 与空白组比较，＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 二妙散对胶原诱导型关节炎大鼠脾脏指数、 胸腺

指数及血清 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｒｍｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ，
ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１０， ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ
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图 ６　 二妙散对胶原诱导型关节炎大鼠足爪肿胀、 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、 运动能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｒｍｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｆｏｏｔ ｃｌａｗ ｓｗｅｌｌｉｎｇ， ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ａｎｄ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

图 ７　 二妙散对胶原诱导型关节炎大鼠踝关节 ＨＥ 染色、 膝关节 ＳＯ ／ ＦＧ 染色的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｒｍｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ａｎｄ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ＳＯ ／ ＦＧ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

免损失。
中药煎煮是有效成分释放⁃溶解的过程， 但煎

煮过久会使后者不断蒸发而减少， 导致药效降

低［１３⁃１４］。 刘月［１５］等比较银翘散煮散、 饮片中成分

蒸发规律， 确定其煎煮终点为煮沸 ５ ｍｉｎ 左右。 挥

发性成分在二妙散中的含量较高， 是后者发挥作用

的有效物质， 具有祛风除湿之功［１６⁃１８］， 本实验发

现其煮散中 ５ 种成分平均蒸发速度大于饮片汤剂

中， 而且在 １５～２０ ｍｉｎ 达到最大值， 随后下降， 表

明煎煮终点为沸汤中煎煮 １５ ｍｉｎ 以内， 从而避免

活性成分大量快速流失。 另外， Ｌｉ 等［１９］ 报道， 排

脓散治疗结肠炎的疗效优于排脓汤； 麻黄汤煮散止

咳作用显著， 疗效优于饮片汤剂［２０］， 与上述结果

一致。
另外， 抗类风湿关节炎实验结果表明， 二妙散

煮散在抑制炎症因子分泌、 缓解软骨损伤、 提高运

动能力、 恢复骨关节结构方面优于饮片汤剂， 其原

因可能为该剂型具有更复杂的活性物质， 需进一步

研究。
利益冲突： 所有作者均声明不存在利益冲突。
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冰片⁃薄荷脑低共熔物载川芎嗪纳米乳凝胶制备

文　 静， 　 牛俊淞， 　 吴玉珍， 　 邓　 婕， 　 李　 楠∗

（成都中医药大学药学院， 西南特色中药资源国家重点实验室， 四川 成都 ６１１１３７）
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作者简介： 文　 静 （１９９８—）， 女， 硕士生， 研究方向为中药制剂新技术及其新药开发。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ９８１８０４８６０＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 李　 楠 （１９８１—）， 女， 博士， 教授， 研究方向为中药制剂新技术及其新药开发。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ５５７４３１９８＠ ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 制备冰片⁃薄荷脑低共熔物载川芎嗪纳米乳凝胶。 方法　 测定川芎嗪在不同油相、 乳化剂、 助乳化剂中

的平衡溶解度， 进行配伍实验， 绘制伪三元相图。 以 Ｋｍ 值、 油相占比、 水相用量为影响因素， 粒径、 ＰＤＩ、 饱和载药

量为评价指标， 星点设计⁃响应面法优化处方。 将载药纳米乳分散于卡波姆 ９４０ 凝胶基质中制备纳米乳凝胶， 考察其

理化性质、 体外释药和透皮吸收性能。 结果 　 最佳处方为低共熔物、 ＥＬ⁃４０、 １， ２⁃丙二醇、 水比例 ３􀆰 ３１ ∶ ６􀆰 １６ ∶
１􀆰 ５６ ∶ ８８􀆰 ９７， 粒径、 ＰＤＩ、 饱和载药量分别为 ３７􀆰 ８５ ｎｍ、 ２３􀆰 ０４、 ５􀆰 ８２ ｍｇ ／ ｇ。 所得纳米乳凝胶呈白色半固体， 平均 ｐＨ
值为 ６􀆰 ６８±０􀆰 ０７， 黏度为 （２８９􀆰 ６９ ± １􀆰 ０６） ｍＰａ·ｓ，体外释药符合 Ｈｉｇｕｃｈｉ 方程， ２４ ｈ 内单位面积累积渗透量为

（２ ０４８􀆰 ２３±５５􀆰 ６） μｇ ／ ｃｍ２， 分别是水凝胶、 水溶液的 ３􀆰 ７２、 １􀆰 ２１ 倍。 结论　 冰片⁃薄荷脑低共熔物载川芎嗪纳米乳凝

胶满足制剂要求， 可实现原料药有效经皮递送。
关键词： 川芎嗪； 纳米乳凝胶； 低共熔物； 冰片； 薄荷脑； 制备
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