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不同煎煮工艺对四君子汤有效成分

和免疫调节功能的影响
△

吕邵娃１，郭乔馨１，尚尔雨２，吴茜１，于新１，郭玉岩１，杨大宇１，李永吉１，孙爽１

１黑龙江中医药大学 药学院，黑龙江 哈尔滨　１５００４０；
２黑龙江省森林保护研究所，黑龙江 哈尔滨　１５００８１

［摘要］　目的：研究不同煎煮工艺对四君子汤有效成分和胃肠道免疫调节功能的影响。方法：前期由单因素试
验结果得出各因素最佳参数范围，在确定煎煮２次的基础上，选浸泡时间（Ａ）、煎煮时间（Ｂ）、加水量（Ｃ）为因素，
每个因素选３个水平，得到四君子汤９种煎煮工艺；采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、
甘草酸含量；采用水溶性浸出物测定法测定浸出率；采用流式细胞术检测四君子汤对脾虚大鼠肠黏膜ＣＤ３阳性细胞
占比的影响。采用Ｌ９（３

４）正交试验法，根据化学指标和药理活性指标优选出最佳煎煮工艺。结果：当浸泡时间为

２ｈ、加水量为８倍、提取２次、每次４０ｍｉｎ时，四君子汤提取物中人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、甘草酸含量最高，
调节胃肠道免疫的活性更好。结论：优化了四君子汤煎煮工艺，为四君子汤的古方今用及后续研究提供参考。
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由于现代社会生活节奏的不断加快，饮食不节、

劳倦过度及久病体虚等多种因素常导致大量的亚健

康人群存在脾虚表现，以不思饮食、神疲乏力、脾

虚泄泻及便溏等临床症状为主要特征［１］。四君子汤

是治疗该类疾病的经典名方，出自宋代 《太平惠民

和剂局方》，由人参、茯苓、白术、甘草组成，具有

益气健脾的功效，主治脾胃气虚证［２］。有文献记载，

四君子汤的水溶性成分主要来源于君药人参和臣药

甘草［３］。四君子汤为补气经典方剂，对于慢性胃炎、

胃及十二指肠溃疡等疾病疗效显著。能够改善胃肠

的消化和吸收功能、增加胃肠推进功能、缓解脾虚

证［４］。实验研究表明，四君子汤可通过调整细胞因

子间的网络平衡，改善胃肠道的内分泌功能，减轻

胃肠黏膜的炎症反应，从而发挥对胃肠黏膜的保护

作用［５８］。古方记载四君子汤提取工艺为：“水一盏，

煎至七分”［９］。然而，古代的单位与现代有一定的差

异，因此，具体的加水量、煎煮时间、浸泡时间尚

不清楚。一般传统提取工艺都以方中有效成分含量、

浸出率为检测指标，然而，中药方剂成分复杂，作

用机制尚不明确，仅以化学成分作为参考指标并不

能全面评价制剂工艺［１０１１］。本研究结合 《中华人民

共和国药典》（以下简称 《中国药典》）２０１５年版的
人参和甘草质量标准中含量测定指标，选择四君子

汤中人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ和甘草酸含量及浸
出率作为理化指标［１２１４］。

根据文献记载，苦寒之药损伤脾胃，连续灌服

大黄，会出现与临床相似的 “脾气虚”症状［１５１７］。

已知脾虚可使机体免疫功能降低，而肠道又是发挥

局部免疫效应的重要场所，且脾虚可导致胃肠黏膜

分泌功能紊乱。因此，本实验选择苦寒泻下法复制

大鼠脾虚模型，考察四君子汤提取物对脾虚大鼠肠

黏膜ＣＤ３阳性细胞占比的影响；采用Ｌ９（３
４）正交试

验法，考察不同煎煮工艺参数对四君子汤有效成分

及胃肠道免疫调节活性的影响，为四君子汤后续的

研究提供参考。

１　材料

１１　实验动物

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雌雄各半，体质量为（２００±
２０）ｇ，购于青岛大润富城畜牧有限公司，合格证号：
１１４０１３０００２９９２２，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ
（鲁）２０１４０００１。所有关于大鼠的实验操作都遵守国

际和本地实验动物使用和保护委员会颁布的条例，

通过黑龙江中医药大学实验动物伦理委员会审批（审

批号为２０１９０９２８０５）。

１２　试药

四君子汤处方为人参９ｇ、白术９ｇ、茯苓９ｇ和
炙甘草６ｇ。人参、茯苓、白术、炙甘草、大黄均购
于哈尔滨市同仁堂大药房，以上饮片经黑龙江中医

药大学药学实训教研室吕邵娃教授鉴定为正品，均

符合 《中国药典》２０１５年版要求，标本存放于黑龙
江中医药大学药学院实验室。

乙腈、甲醇（色谱纯，北京迪科马科技有限公

司）；甲酸（色谱纯，天津市科密欧化学试剂有限公

司）；实验用水为娃哈哈纯净水；正丁醇（分析纯，

天津市富宇精细化工有限公司）；对照品人参皂苷

Ｒｇ１（批号：ｗｋｑ１７０４３８０２）、人参皂苷 Ｒｅ（批号：
ｗｋｑ１７９６３２１８）、甘草酸（批号：ｗｋｑ１７０５２７０１）均购于
四川省维克奇生物科技有限公司，以上对照品纯度均

大于９８％；淋巴细胞分离液（天津灏洋生物制品科技
有限公司）；ＣＤ３ＦＩＴＣ抗体（赛默飞世尔科技公司）。

１３　仪器

Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＪＹ５００２型电子分析天平（上海光学
仪器厂）；ＳＫ８２００Ｈ型超声波清洗器（北京康林科
技有限公司）；ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ５０型电子天平（瑞士梅特
勒托利多公司）；ＡｃｃｕｒｉＣ６型流式细胞仪（美国
ＢＤ公司）。

２　方法

２１　正交试验优选四君子汤最佳提取工艺参数

以人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、甘草酸的含量，

浸出率及ＣＤ３细胞百分率为评价指标，在前期确定
最佳煎煮次数为２次后，对影响提取效果的浸泡时
间（Ａ）、煎煮时间（Ｂ）和加水量（Ｃ）进行考察，每个
因素下设定 ３个水平，其因素水平见表 １。采用
Ｌ９（３

４）表进行正交试验设计，见表２。

表１　四君子汤提取工艺正交试验设计因素水平

水平
因素

Ａ／ｈ Ｂ／ｍｉｎ Ｃ／倍

１ １０ ４０ １６

２ １５ ６０ ２０

３ ２０ ８０ ２４
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表２　四君子汤提取工艺Ｌ９（３
４）正交试验设计表

编号 Ａ／ｈ Ｂ／ｍｉｎ Ｃ／倍 Ｄ／空白

１ １ １ １ １

２ １ ２ ２ ２

３ １ ３ ３ ３

４ ２ １ ２ ３

５ ２ ２ ３ １

６ ２ ３ １ ２

７ ３ １ ３ ２

８ ３ ２ １ ３

９ ３ ３ ２ １

ｋ１ ０６９７ ０７６８ ０７７０ ０８１５

ｋ２ ０７４３ ０７４７ ０７３１ ０７１４

ｋ３ ０８２５ ０７５０ ０７６４ ０７３７

Ｓｊ ０１２８ ００２１ ００３９ ０１０１

２２　人参皂苷及甘草酸含量测定

２２１　色谱条件及系统适用性实验　ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌ
ＸＢＰＣ１８型色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动
相为水（含００３％甲酸，Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～
５５０ｍｉｎ，８１％Ａ；５５０～７００ｍｉｎ，８１％ ～７１％Ａ；
７００～１１００ｍｉｎ，７１％～６０％Ａ）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温：２５℃；人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ检测波长为
２０３ｎｍ，甘草酸检测波长为２５０ｎｍ；进样量：５μＬ。

在此色谱条件下，人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ
和甘草酸能与杂质完全分离，并取得较好的峰形和

较高的理论塔板数。色谱图见图１。

图１　四君子汤供试品与对照品色谱图

２２２　供试品溶液制备　取２１项下１～９号提取
方法制备的四君子汤药液适量，６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ（离心半径为８ｃｍ）后取上清液５０ｍＬ置于分
液漏斗中，用水饱和正丁醇萃取３次，每次５０ｍＬ。
合并正丁醇液，蒸干，残渣加甲醇适量分次溶解，移

至１０ｍＬ量瓶中，加甲醇至刻度，作为供试品溶液。
２２３　对照品溶液制备　称取对照品人参皂苷Ｒｇ１、
人参皂苷Ｒｅ及甘草酸适量，加甲醇制成分别含人参皂
苷Ｒｇ１０２３６ｍｇ·ｍＬ

－１、人参皂苷Ｒｅ２５８０ｍｇ·ｍＬ－１和
甘草酸１７１２ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，用甲醇定容
至刻度，摇匀，即得。

２２４　方法学考察　精密吸取２２３项下人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ及甘草酸对照品溶液，分别稀释
０、２、４、５、１０、１５倍，配制成系列质量浓度的对
照品溶液，分别取５μＬ在２２１项下色谱条件下进
样分析，以对照品质量浓度为横坐标（Ｘ），以色谱
峰峰面积为纵坐标（Ｙ），得人参皂苷 Ｒｇ１回归方程为
Ｙ＝８２３１４９Ｘ＋９６６２１，ｒ＝０９９９（ｎ＝５），人参皂
苷Ｒｅ回归方程为Ｙ＝９２５９６３Ｘ－１９１１５，ｒ＝０９９９
（ｎ＝６），甘草酸回归方程为 Ｙ＝３×１０６Ｘ－２８１３９，
ｒ＝０９９９（ｎ＝６）。结果表明，人参皂苷 Ｒｇ１、人参
皂苷 Ｒｅ及甘草酸对照品质量浓度分别在 ００１６～
０２３６、０１７２～２５８０、０１１４～１７１２ｍｇ·ｍＬ－１内线
性良好；精密度试验 ＲＳＤ分别为 ２１７％、１６９％、
０９２％，表明仪器精密度良好；分别于０、２、４、８、
１２、２４ｈ对３种指标性成分进行定量测定，稳定性
试验ＲＳＤ分别为２２７％、２４５％和０９１％；重复性
实验ＲＳＤ分别为２９０％、２４２％和２２２％；平均加
样回收率分别为 ９８７５％、１００１３％和 １００２６％，
ＲＳＤ分别为１８２％、０９４％和０９０％。
２２５　样品测定　精密量取正交试验汤剂１～９号
样品，按照２２２项下方法制备供试品溶液，进样
测定。每份样品重复测定３次，根据线性回归方程，
计算样品中各指标性成分平均含量。

２３　浸出物测定

精密量取２１项下１～９号提取方法制备的四君
子汤药液１０ｍＬ（相当于生药量１４０ｇ），置于已干燥
至恒定质量的称量瓶中，在水浴上蒸干后，于１０５℃
干燥３ｈ至恒重，移置干燥器中，冷却３０ｍｉｎ，迅
速精密称定质量，根据公式（１）计算标准汤剂浸出
率［１３］。实验重复３次。

浸出率＝干膏质量／净药材投入质量×１００％（１）
·０２５·
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２４　药效学实验

２４１　药品制备　大黄水煎液制备：取一定量的大
黄，加１０倍水浸泡３０ｍｉｎ后，煮沸３０ｍｉｎ，滤过。
药渣再加７倍量水煮沸３０ｍｉｎ，合并滤液并浓缩至
生药量为１ｇ·ｍＬ－１。

四君子汤供试品溶液制备：按照正交试验设计

工艺对四君子汤进行煎煮，将所得的药液浓缩至生

药量为１ｇ·ｍＬ－１。
２４２　分组与脾虚模型制备　ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雌雄
各半，随机分为１１组，每组６只，分别为对照组、
模型组及实验１～９组。对照组大鼠每次灌胃给予
０９％氯化钠溶液１０ｍＬ·ｋｇ－１，２次／ｄ，连续给予２８ｄ；
其余各组大鼠每次灌胃给予大黄水煎液１０ｍＬ·ｋｇ－１，
２次／ｄ，连续给予１４ｄ，制备脾虚大鼠模型。取造模
成功的大鼠随机分组。模型组大鼠于第十五天起每次

灌胃给予０９％氯化钠溶液１０ｍＬ·ｋｇ－１，２次／ｄ，连
续给予１４ｄ；各实验组大鼠均在第十五天造模成功
后灌胃给予相应药物，７５６ｇ·ｋｇ－１（以生药量计），
连续给予１４ｄ。以上各组大鼠均自由采食和饮水。
２４３　ＣＤ３细胞百分率测定　末次给药后，大鼠腹
腔注射１０％水合氯醛溶液麻醉后，开腹，距回盲部
５ｃｍ处取回肠组织约２０ｃｍ，沿中线剪开肠管，用载
玻片刮取肠内组织，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）溶解后用
３００目铜网滤过，制成肠组织细胞悬液，３０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ（离心半径为８ｃｍ），去上清液，加 ＰＢＳ
１０ｍＬ混匀后滤过２次，加入淋巴细胞分离液３ｍＬ，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心半径为８ｃｍ），取白色
分层，预冷的ＰＢＳ洗涤２次，悬浮至１ｍＬ，调整细胞
浓度至１×１０６个／ｍＬ左右，取细胞悬液１ｍＬ，取专
用试管２支，每管中加入细胞悬液１００μＬ，然后依
次加入 ＣＤ３ＦＩＴＣ抗体及其同型对照抗体，充分混
匀，室温避光孵育３０ｍｉｎ。１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ
（离心半径为８ｃｍ），去上清液。用 ＰＢＳ２ｍＬ洗涤
２次，加入ＰＢＳ０５ｍＬ悬起，４℃避光１ｈ内在流式
细胞仪上检测，Ｆｌｏｗｊｏ１０软件分析数据。
２４４　数据处理　应用 ＳＰＳＳ１９０软件进行统计学
处理，数据以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方
差分析，以Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

３　结果

３１　不同煎煮方式四君子汤对脾虚模型大鼠肠组织
ＣＤ３阳性细胞占比的影响

实验结果见表 ３和图 ２。由结果可知，模型组

ＣＤ３阳性细胞数与对照组相比明显减少，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１）。各治疗组与模型组相比均可
在一定程度上提高 ＣＤ３阳性细胞占比，表明四君子
汤可通过增加ＣＤ３阳性细胞占比来改善脾虚所致的
胃肠免疫功能紊乱的情况。

表３　各组大鼠回肠组织中ＣＤ３阳性细胞占比（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
组别 剂量／ｇ·ｋｇ－１ ＣＤ３阳性细胞占比／％

对照 ２８１４±０５７

模型 ４５９±０３２

１ ７５６ ２０１９±１２４＃＃

２ ７５６ １０３７±１５４＃＃

３ ７５６ １６０８±１００＃＃

４ ７５６ ８７７±０６１＃＃

５ ７５６ １５９４±０９７＃＃

６ ７５６ １５７７±１１０＃＃

７ ７５６ １１４７±１５７＃＃

８ ７５６ １６７４±１５５＃＃

９ ７５６ １６５８±１３４＃＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，＃＃Ｐ＜００１。

３２　四君子汤不同煎煮方式对人参皂苷、甘草酸含
量及浸出率的影响

随着浸泡时间的延长，汤剂中的主要指标性

成分的质量浓度先增加后减小；随着煎煮时间的

延长，汤剂中人参皂苷 Ｒｇ１的含量及浸出物不断
增加，而人参皂苷 Ｒｅ和甘草酸的含量不断减小；
随着加水量的增加，汤剂中的主要指标性成分的

质量浓度及浸出物有所增加。结合各组 ＣＤ３细胞
占比结果，对四君子汤质量进行综合评分及方差

分析，实验设计与结果见表 ４，方差分析结果见
表５。

由正交试验直观分析表明，３个主要因素对四
君子汤质量的影响程度依次是 Ａ＞Ｃ＞Ｂ，Ｄ列是空
白列，主要作用是减小误差。再通过表５方差分析
表进一步分析，因素 Ａ对四君子汤的煎煮工艺有显
著影响（Ｐ＜００５），故浸泡时间确定为２０ｈ。因素
Ｂ、Ｃ对四君子汤煎煮工艺的影响不显著，结合极差
的大小，考虑到节约能源和时间的角度等实际生产

情况，可以确定最佳煎煮工艺为 Ａ３Ｂ１Ｃ１，即药材浸
泡２ｈ，煎煮 ２次，每次加 ８倍量水，每次煎煮
４０ｍｉｎ。

·１２５·
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注：Ａ不加ＦＩＴＣＣＤ３抗体的空白对照组；Ｂ～Ｌ对照组、模型组、实验１～９组。

图２　各组大鼠回肠组织中ＣＤ３阳性细胞的流式细胞图

表４　不同煎煮方式四君子汤中人参皂苷、甘草酸质量分数，浸出率及综合评分（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
组别 人参皂苷Ｒｇ１／ｍｇ·ｍＬ－１ 人参皂苷Ｒｅ／ｍｇ·ｍＬ－１ 甘草酸／ｍｇ·ｍＬ－１ 浸出率／％ ＣＤ３细胞占比／％ 综合评分

１ ００６３±０００６ ０５４８±０００７ ０２４７±００００ ２２７２±０６７４ ２０１９±１２４ ０７８５

２ ００５５±０００４ ０５８１±００３３ ０２５４±０００１ ２５３８±１３４８ １０３７±１５４ ０６２４

３ ００５５±０００１ ０５６９±００１１ ０２４２±０００１ １９８７±０２７１ １６０８±１００ ０６８３

４ ００６７±０００１ ０８７９±００３１ ０３０６±０００２ ２２１１±０５２１ ８７７±０６１ ０７１３

５ ００６６±０００３ ０６７６±０００４ ０３１７±０００４ ３０８７±１８００ １５９４±０９７ ０８０４

６ ００７４±００３３ ０４６７±００１６ ０２１６±０００１ ２８０７±０１８４ １５７７±１１０ ０７１２

７ ００８６±０００２ ０７０９±００２１ ０３８９±０００２ ２３５９±１６９８ １１４７±１５７ ０８０６

８ ００８６±００３３ ０５４５±００１３ ０２９９±０００１ ２７７５±０４０７ １６７４±１５５ ０８１４

９ ００７７±０００７ ０７８３±００１８ ０２９７±０００１ ３１８５±１０１１ １６５８±１３４ ０８５６

　　注：综合评分＝Ｘ＋Ｙ＋Ｚ＋Ｍ＋Ｎ［１６］；Ｘ＝（人参皂苷Ｒｇ１质量分数／人参皂苷Ｒｇ１质量分数最大值）×０２；Ｙ＝（人参皂苷Ｒｅ质量分数／人参
皂苷Ｒｅ质量分数最大值）×０２；Ｚ＝（甘草酸质量分数／甘草酸质量分数最大值）×０２；Ｎ＝（ＣＤ３阳性细胞占比／ＣＤ３阳性细胞占比最大值）×
０３；Ｍ＝（干膏收率／干膏收率最大值）×０１。

表５　方差分析表
方差来源 离差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ临界值 Ｐ值

Ａ ００２５ ２ ２５０００ １９０００ ＜００５

Ｂ ０００１ ２ １０００ １９０００

Ｃ ０００３ ２ ３０００ １９０００

Ｄ ００１７ ２ １７０００ １９０００

误差 ０ ２

４　讨论

脾胃是机体与外界进行物质交换的场所，摄取

生命活动过程中所必需的营养物质。胃主 “受纳”

水谷，脾主 “运化”水谷精微物质。脾胃虚证是现

代临床中较为常见的中医内科疾病，是一组集中反

映脾生理功能不足的综合症候群。本课题选择治疗

·２２５·
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脾胃病证的代表方剂四君子汤作为研究对象，方中

所含君药人参主要成分为人参皂苷，具有滋阴强壮、

扶正固本的功效，起到健脾养胃、提高患者免疫力

的作用；白术为臣药，有健脾燥湿的功效；茯苓为

佐药，有抗肿瘤、健脾安神的功效。甘草为使药，

甘缓和中，有抗病毒功效；四药相辅，温而不燥，

补而不峻，共奏益气健脾之功，故名四君子汤［１８］。

四君子汤对治疗中医内科疾病脾胃虚证具有积极的

作用，有一定的研究意义。

研究表明，脾虚会导致细胞免疫功能调节紊

乱［１９］，而 Ｔ细胞是机体调节免疫的主要细胞成
分。其中，ＣＤ３细胞是所有 Ｔ细胞的重要标志，
其分布和数量可以反映肠黏膜局部的细胞免疫及

体液免疫功能，在 Ｔ细胞免疫中起着必不可少的
作用［２０］。本研究中，大鼠脾虚时，ＣＤ３阳性细胞
占比显著降低（Ｐ＜００１），说明脾虚大鼠血中的 Ｔ
淋巴细胞总数下降，细胞免疫水平明显下降［２１］。给

药后，与模型组比较，不同煎煮方式的四君子汤对

ＣＤ３阳性细胞占比有不同程度的回调，细胞免疫水
平明显上升，因此将 ＣＤ３阳性细胞占比作为考察药
效学的指标。

在以往关于优化提取工艺参数的研究中，多采

用正交设计选取１个或多个化学成分作为评价指标，
然而，中药制剂成分复杂，仅考察理化指标具有局

限性。因此，本研究将理化指标和药理活性指标相

结合，研究不同煎煮工艺对四君子汤有效成分及其

胃肠道免疫调节功能的影响，使优化的提取工艺参

数更具有评价效力和合理性。实验结果依据极差的

大小分析，确定出最佳煎煮工艺，为四君子汤的后

续研究提供参考。
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