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基于中药炮制“醋制入肝”理论醋五味子对急性肝损伤作用谱效关系研究
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摘 要：目的  以“醋制入肝”中药炮制理论为基础，采用HPLC法分析不同醋制时间五味子成分变化，探讨成分变化与抗

肝损伤作用关联，明确醋五味子保肝活性物质基础。方法  应用HPLC法建立 10批生五味子及醋制 1、2、3、4、5、6 h五

味子指纹图谱，检测五味子醇甲、五味子乙素、五味子甲素、丙烯酰胺、5-羟甲基糠醛（5-HMF）、五味子酯甲水平。以

CCl4诱导小鼠急性肝损伤为动物模型，结合血清生化指标天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、总超氧化

物歧化酶（T-SOD）、丙二醛（MDA）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的变化，运用灰色关联度法联合偏最小二乘法分析其保肝作用

成分与药效之间的关联性。结果  10批五味子指纹图谱中，以五味子醇甲色谱峰为参比峰，标定出共有峰 23个，其中特征

峰 6个；对 10批生五味子及不同醋制时间下五味子指纹图谱与对照指纹图谱相似度组内对比发现，相似度均在 0.913～

0.999；随着蒸制时间的延长，五味子中 5-HMF整体呈上升趋势；醋制 3 h时五味子酯甲较生五味子质量分数略有增加，而

后随着时间延长逐渐减小；醋制 1～6 h内五味子醇甲、五味子甲素和五味子乙素质量分数较生五味子变化不大。与模型组

比较，醋制 2、3、6 h组AST、ALT、TNF-α、MDA水平显著降低，SOD水平显著升高（P＜0.01）；醋制 1 h组AST、MDA水平显

著降低，SOD 水平显著升高（P＜0.01）；醋制 4 h组AST、ALT水平显著降低，SOD水平显著升高（P＜0.01）；醋制 5 h组AST、

ALT、TNF-α水平显著降低，SOD水平显著升高（P＜0.01）。组间对比发现，醋制 3 h组药效学指标明显较好，随着炮制时间延

长，与醋制 3 h组比较，醋制 4、5、6 h组血清中AST、ALT、TNF-α、MDA水平有不同程度升高，SOD含量下降。故以醋制 3 h五

味子指纹图谱与药效学之间关联性建立谱-效关系研究，经灰色关联度法联合偏最小二乘法分析，5-HMF、五味子乙素、五味

子醇甲为改善小鼠肝损伤的主要贡献成分。结论  醋制 3 h五味子对CCl4诱导急性肝损伤小鼠的作用效果最佳，其中五味子

乙素、5-HMF及五味子醇甲对小鼠生化指标影响较显著。
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Abstract: Objective To investigate the composition changes of Schisandra chinensis with different vinegar preparation times, based 

on the traditional Chinese medicine processing theory of "vinegar preparation into liver", HPLC method was used to analyze the 

active ingredients in S. Chinensis with different vinegar preparation times, and identify the basis of the active substances protecting 

liver. Methods HPLC was used to establish 10 batches of raw S. chinensis and 1, 2, 3, 4, 5, and 6 h fingerprint spectra of S. 

chinensis prepared with vinegar. The levels of schisandra alcohol A, schisandra B, schisandra A, acrylamide, 5-hydroxymethylfurfural 

(5-HMF), and schisandra ester A were detected. Using CCl4 induced acute liver injury in mice as an animal model. Combined with 
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serum biochemical indicators such as aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total superoxide dismutase 

(T-SOD), malondialdehyde (MDA), and tumor necrosis factor-α (TNF-α), using the grey correlation method combined with partial 

least squares method to analyze the correlation between its liver protective components and drug efficacy. Results In the fingerprint 

spectra of 10 batches of S. chinensis, a total of 23 peaks were identified using the schisandra alcohol methyl chromatographic peak 

as the reference peak, including six characteristic peaks. Comparing the similarity between the fingerprint of S. chinensis from 10 

batches of raw S. chinensis and the control fingerprint under different vinegar processing times, it was found that the similarity was 

between 0.913 and 0.999 within the group. With the extension of steaming time, the overall 5-HMF content in S. chinensis shows an 

upward trend. When vinegar was used for 3 h, the mass fraction of S. chinensis ester A slightly increased compared to raw S. 

chinensis, and then gradually decreased with time. Within 1—6 hours of vinegar production, the mass fractions of schisandrin A, 

schisandrin A, and schisandrin B showed little change compared to those of raw S. chinensis. Compared with model group, the 

MDA, AST, ALT, and TNF- α level in the vinegar treated groups for 2, 3, and 6 h significantly decreased, while the SOD level 

significantly increased (P < 0.01), the levels of AST and MDA in the 1 h vinegar group significantly decreased, while the levels of 

SOD significantly increased (P < 0.01), the levels of AST and ALT in the 4 h vinegar group were significantly reduced, while the 

levels of SOD were significantly increased (P < 0.01); the level of AST, ALT, TNF- α significantly decreased and the SOD level 

significantly increased in 5 h vinegar group  (P < 0.01). Comparison between groups showed that the pharmacodynamic indicators of 

the vinegar treated 3-hour group were significantly better. As the processing time prolonged, compared with the vinegar treated 

3-hour group, the AST, ALT, and TNF-α levels in the serum of the vinegar treated 4, 5, and 6 hour groups were increased to varying 

degrees, while SOD content decreased. Therefore, a spectrum effect relationship study was established based on the correlation 

between the 3-hour fingerprint of S. chinensis prepared with vinegar and its pharmacodynamics. According to the combination of 

grey correlation analysis and partial least squares analysis, 5-HMF, schisandrin B, and schisandrin A are the main contributing 

components to improve liver injury in mice. Conclusion The best effect of 3-hour vinegar preparation of S. chinensis on CCl4 

induced acute liver injury in mice was observed, with schisandra B, 5-HMF, and schisandra alcohol A having significant effects on 

biochemical indicators in mice.

Key words: Schisandra chinensis（Turcz.）Baill.; liver injury; spectral effect relationship; grey correlation analysis; partial least 

square method; 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF); schisandra B; schisandra alcohol A 

以药性论和中医五行学说的“五味归五脏”为

理论基础的中药炮制，是中医药临床遣药组方的特

色。《素问·至真人论》曰：“夫五味入胃，各归所喜，

故酸先入肝”。《医学入门》言“入肝用醋”。“醋制入

肝”是中药炮制药物性味、归经和临床疾病治疗相

结合的理论之一，中药经醋制后，引药入肝经，增强

疏肝解郁、散瘀止痛，降低毒性、缓和药性等作用［1］。

中药五味子系木兰科植物五味子 Schisandra 

chinensis（Turcz.）Baill. 的干燥成熟果实，味酸、甘、

性温，有收敛固涩、益气生津、补肾宁心之功［2］。现

代常见炮制方法以是否加入辅料为依据，分为炒

制、蒸制及醋制、酒制、蜜制、酒蜜制等，其炮制程度

也因其不同方法而不同论述，多为颜色或质感

而定［3］。

文献报道五味子功效主要集中在中枢神经系

统、心血管系统、消化系统、内分泌系统等［4-6］，其中

对肝损伤研究颇多。现代药理研究发现，五味子中

的木质素类成分与保肝活性相关联，构效关系中重

要的活性基团是位于苯环上的亚二甲氧基，其数量

与活性呈正相关［7］。五味子中代表性木质素类成分

五味子甲素和五味子乙素通过调节细胞色素 P450

酶［8］、抑制肝细胞凋亡、促进肝再生［9］等发挥护肝作

用。五味子工艺依据《中国药典》2020版四部（通则

0231）醋炙项下“每 100 kg炮制品用米醋 20 kg，……

炒至规定程度……”，其“规定程度”以外观色泽来

判定，而在相近的外观、色泽等主观判断下，包含着

不同的时间梯度和温度差异。这种炮制温度、炮制

时间长度轴的不同，其物质组分的变化规律以及与

临床药效差异的关联性，值得关注。

本研究以同等炮制温度下不同炮制时间的醋

五味子为对象，结合“醋制入肝”的炮制理论［10］，桥

接CCl4致小鼠急性肝损伤模型药效学实验［11-12］，建

立醋制五味子物质组分与肝损伤作用之间的

谱 -效关系［ 13］，探究谱 -效之间的相互联系和规

律 ，为中药炮制的工艺条件和质量评价提供

参考。

1　材料

1.1　仪器与试药

Waters 2695高效液相色谱仪；Kromasil C18色谱

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；AL-204型电子分析天
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平（梅特勒-托利多仪器上海有限公司）；CX-250型

超声清洗仪（北京医疗设备二厂）；DZF-6020真空干

燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；WJX-A500型

高速多功能粉碎机（上海缘沃工贸有限公司）；KDC-

160HR高速冷冻离心机（上海予卓仪器有限公司）；

SYNERGY H1 型酶标仪（BioTek Instruments.Inc）；

多管涡旋振荡器（TARGIN）。

天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移

酶（ALT）、总 超 氧 化 物 歧 化 酶（T-SOD）、丙 二

醛（MDA）试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号

分别为 C010-2-1、C009-2-1、A001-1、A003-1）；肿瘤

坏死因子 - α（TNF- α）试剂盒（江苏酶标生物科

技有限公司，批号 MB-172/A）；五味子醇甲、五

味子酯甲、五味子甲素、五味子乙素、5-羟甲基

糠醛（5-HMF）（中国食品药品检定研究院，批号分

别 为 110857-201412、 111529-201706、 110764-

201111、110765-200710、111626-201912，质量分数分

别为 99.4%、99.2%、99.5%、99.0%、99.9%）；丙烯

酰胺（德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司）；纯净水、

乙 腈 为 色 谱 纯 级 别 ，其 他 试 剂 均 为 分 析 纯

级别。

药材五味子来源见表 1，经黑龙江中医药大学

孙 慧 峰 教 授 鉴 定 为 木 兰 科 植 物 五 味 子 S. 

chinensis（Turcz.）Bail.的干燥成熟果实，习称“北五

味子”，符合《中国药典》2020年版一部相关项下的

规定。

1.2　实验动物

清洁级健康 ICR 雄性小鼠 90 只 ，体质量

为（20±2）g，小鼠和饲料均购自黑龙江中医药大学

实验动物中心 ，实验动物生产许可证编号为

SCXK（黑）2018-005，动物实验经黑龙江中医药大

学 伦 理 委 员 会 批 准 ，实 验 动 物 伦 理 号 为

2019071801，按3R原则给予人道关怀。

2　方法与结果

2.1　HPLC指纹图谱的建立

2.1.1　醋五味子炮制 参照《中国药典》2020年版

四部（通则 0231）项下醋炙法，每批药材均取 6份生

五味子，每份 100 g，加米醋 20 g，拌匀后闷润 2 h，在

米醋沸点条件下，分别蒸至 1、2、3、4、5、6 h 后，放

凉，干燥，即得。

2.1.2　供试品溶液的制备 分别取 10批生五味子

和对应批次的不同醋制时间下的醋五味子 ，粉

碎，取粉末 3 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加

入甲醇 50 mL，称定质量，超声处理（功率 250 W、

频率 40 kHz）20 min，放冷，再精密称定质量，用甲

醇补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.1.3　对照品溶液制备　分别精密称取五味子醇

甲、五味子酯甲、五味子甲素、五味子乙素、5-HMF

和丙烯酰胺适量，置棕色量瓶中，分别加甲醇制成

质量浓度为：五味子醇甲 0.304 mg·mL−1、五味子酯

甲 0.302 mg·mL−1、五味子甲素 0.302 mg·mL−1、五味

子乙素 0.304 mg·mL−1、5-HMF 0.117 28 mg·mL−1和

丙烯酰胺0.314 mg·mL−1的对照品溶液。

2.1.4　色谱条件 Kromasil C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相选择水（A）-乙腈（B），梯度洗

脱（0～10 min，95% A；10～25 min，95%～49% A；

25～30 min，49% A；30～40 min，49%～15% A；40～

50 min，15% A），体积流量 0.8 mL·min−1；检测波长

220～280 nm，二极管阵列检测器（DAD）；柱温

30 ℃；进样量10 μL。

2.1.5　精密度考察 取醋制 3 h S7五味子供试品溶

液，按“2.1.4”项下色谱条件连续进样 6 次，进样量

10 μL，记录色谱图，以 13 号峰五味子醇甲为参比

峰，计算各共有峰相对峰面积和相对保留时间的

RSD均＜3.0%，表明仪器精密度良好。

2.1.6　稳定性考察 取醋制 3 h S7五味子供试品溶

液，按“2.1.4”项下的色谱条件，在 0、2、4、6、8、12 h

测定，记录色谱图，以 13号峰五味子醇甲为参比峰，

计算各共有峰相对峰面积和相对保留时间的 RSD

均＜3.0%，表明供试品溶液在12 h内基本稳定。

2.1.7　重复性考察 取醋制 3 h S7五味子供试品溶

液 6份，精密称定，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶

液，按“2.1.4”项下色谱条件测定，以 13号峰五味子

醇甲为参比峰，计算各共有峰相对峰面积和相对保

表1　10批生五味子产地及批号

Table 1　Origin and number of 10 batches of raw 

Schisandra chinensis

样品编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

产地

亳州市远光中药饮片厂

亳州市远光中药饮片厂

亳州市远光中药饮片厂

四川新荷花中药饮片股份有限公司

四川新荷花中药饮片股份有限公司

四川新荷花中药饮片股份有限公司

安徽普仁中药饮片有限公司

安徽普仁中药饮片有限公司

安徽普仁中药饮片有限公司

黑龙江德顺长中药饮片有限公司

批号

2009005

2009006

2009007

020111046

020111047

020111048

2012021

2012022

2012023

200401
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留时间的RSD均＜3.0%，表明本方法重复性良好。

2.1.8　样品测定及相似度评价 分别精密吸取生

五味子和醋制五味子供试品溶液，按“2.1.4”项下色

谱条件测定，记录色谱图。相关数据导入“中药色

谱指纹图谱相似度评价系统软件”（2012A 版），以

S1为参照色谱，自动匹配图谱，利用中位数法生成

指纹图谱和对照指纹图谱。根据色谱图中物质组

分的分离度、保留时间结合峰面积值，确定五味子

醇甲（13号色谱峰）作为参比峰，共匹配出 6个特征

峰，与对照品色谱峰比对，确定 1号峰为丙烯酰胺、2

号峰为 5-HMF、13号峰为五味子醇甲、20号峰为五

味子酯甲、21号峰为五味子甲素、23号峰为五味子

乙素。采用自动匹配模式计算出 10批醋制五味子

指纹图谱相似度评价结果，见图1、2及表2。

对 10批次不同醋制时间五味子指纹图谱与对

照指纹图谱相似度组内对比发现，相似度均在

0.913～0.999，相似度良好，说明了组内 10批醋制五

味子质量的均一性及稳定性。

2.2　醋制五味子各成分含量测定

2.2.1　对照品溶液的配制 同“2.1.3”项下对照品

溶液配制方法。

2.2.2　供试品溶液的配制 同“2.1.2”项下供试品

溶液配制方法。

2.2.3　色谱条件 同“2.1.4”项下色谱条件。

2.2.4　线性关系考察 分别精密量取混合对照品

储备液 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，置于 1 mL量瓶

中，加甲醇稀释至刻度，摇匀。精密吸取上述系列

溶液各 20 μL，注入色谱仪，按“2.1.4”项下的色谱条

件测定峰面积。

以峰面积积分值为纵坐标，进样量为横坐标，

得各组分回归方程、线性范围和相关系数。其中丙

烯酰胺：Y＝2×106 X＋2.972 6（r2＝0.999 2）；5-HMF：

Y＝1×107 X－35 764（r2＝0.998 3）；五 味 子 醇

甲：Y＝5×107 X＋454 414（r2＝0.997 4）；五味子酯

甲：Y＝4×107 X＋24 556（r2＝0.997 5）；五味子甲

素：Y＝1×108 X＋689 522（r2＝0.997 0）；五味子乙

素 Y＝5×107 X＋463 458（r2＝0.999 7），结果表

明丙烯酰胺、5-HMF、五味子醇甲、五味子酯甲、

五 味 子 甲 素 、五 味 子 乙 素 分 别 在 0.096 96～

0.969 60 mg·mL−1、0.058 64～0.586 40 mg·mL−1、

0.043 32～0.433 20 mg·mL−1、1.449 6～14.496 0 μg·mL−1、

0.011 52～0.115 20 mg·mL−1、0.041 52～0.415 20 mg·mL−1

内呈良好的线性关系。

2.2.5　精密度试验 取“2.1.3”项下的混合对照品

溶液，连续进样 6 次，按“2.1.4”项下的色谱条件测

定，结果显示五味子醇甲、五味子酯甲、五味子甲

素、五味子乙素、丙烯酰胺和 5-HMF保留时间RSD

值＜0.3%，峰面积 RSD＜2%，表明仪器精密度

良好。

2.2.6　重复性试验 取醋制 3 h S7五味子供试品溶

液 6份，每份约 3 g，精密称定，按“2.1.3”项下方法制

备供试品溶液，按“2.1.4”项下色谱条件连续进样，

进样量 10 μL，结果显示五味子醇甲、五味子酯甲、

五味子甲素、五味子乙素、丙烯酰胺和 5-HMF保留

时间RSD值＜0.3%，峰面积RSD＜2%，说明本方法

具有良好重复性。

2.2.7　稳定性试验 取醋制 3 h S7五味子供试品溶

液，按“2.1.4”项下的色谱条件在 0、2、4、6、8、12 h 进

样，进样量 10 μL，结果显示五味子醇甲、五味

子酯甲、五味子甲素、五味子乙素、丙烯酰胺和

5-HMF保留时间RSD值＜0.4%，峰面积RSD＜2%，说

明在12 h测定范围内，供试品溶液稳定。

2.2.8　加样回收率试验 精密称定已知各待测成

分质量分数的五味子药材约 1 g，共 9份，分别加入

约药材中各成分质量分数的 80%、100%、120%对照

品，按“2.1.3”项下的方法制成供试品溶液，每个质

量浓度平行 3份，按“2.1.4”项下的色谱条件测定，并

计算加样回收率和RSD。结果显示，加样回收率在

95%～105%，按照丙烯酰胺、5-HMF、五味子醇甲、

五味子酯甲、五味子甲素、五味子乙素的顺序，平均

回收率分别为 101.8%、101.9%、100.5%、101.0%、

100.3%、101.4%，RSD分别为 1.21%、2.02%、2.14%、

1-丙烯酰胺；2-5-HMF；13-五味子醇甲；20-五味子酯甲；21-五味子甲

素；23-五味子乙素

1-acrylamide； 2-5-HMF； 13-schisandra alcohol A； 20-schisandra es‐

ter A； 21-schisandrin A； 23-schisandrin B

图1　混合对照品（A）、醋制五味子对照（B）的HPLC指纹图谱

Fig. 1　HPLC fingerprint of mixed reference substance (A) 

and vinegar S. chinensis reference substance (B)
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图2　生五味子（A）以及醋制6（B）、5（C）、4（D）、3（E）、2（F）、1（G） h五味子指纹图谱

Fig. 2　Fingerprints of S. chinensis (A) and vinegar made 6 (B), 5 (C), 4 (D), 3 (E), 2 (F), and 1 (G) h sample
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1.50%、2.66%、1.69%，提示该方法准确性良好。

2.2.9　含量测定 按“2.1.4”项下色谱条件进样分

析，测定不同醋制时间下五味子中不同物质组分变

化趋势。对生五味子及不同炮制时间五味子物质

组分对比，随着蒸制时间的延长，五味子中 5-HMF

整体呈上升趋势；醋制 3 h时五味子酯甲较生五味

子质量分数略有增加，而后随着时间延长逐渐减

小；醋制 1～6 h内五味子醇甲、五味子甲素和五味

子乙素质量分数较生五味子变化不大，见图3。

2.3　醋制五味子对 CCl4 致小鼠急性肝损伤保护

作用

2.3.1　动物模型制备与给药 将小鼠随机分为醋

制 1、2、3、4、5、6 h 五味子（S7）给药（C1、C2、C3、C4、

C5、C6，相当于生药量 26.000 g·kg−1）组，对照组，双环

醇（阳性药 ，0.325 g·kg−1）组和模型组 ，每组 10

只 ，雌雄各半，对照组和模型组 ig 给予等体积

0.9% 氯化钠溶液，连续给药 7 d。末次给药 1 h

后，除对照组外，其余各组小鼠 ip 0.2% 的 CCl4橄

榄油溶液（10 mL·kg−1）［11-12］。

2.3.2　生化指标检测及数据分析 建立 CCl4 致

肝损伤小鼠模型后，禁食不禁水 16 h，眼眶取

血，3 000 r·min−1离心 15 min 分离血清，最后置于

4 ℃冰箱中保存备用。分别按照AST、ALT、TNF-α、

MDA和 SOD各自的试剂盒说明书操作，测定相应

含量。

所采集的数据均利用 SPSS 21.0软件进行统计

分析，以 x̄±s表示计量数据，t检验进行两两比较。

2.3.3　肝损伤保护作用考察 与对照组比较，模型

组小鼠血清中AST、ALT、TNF-α、MDA水平均显著

升 高（P＜0.01），SOD 水 平 显 著 下 降（P＜0.05、

0.01）。与模型组比较，C2、C3、C6 组 AST、ALT、

TNF- α、MDA 水平显著降低，SOD 水平显著升

高（P＜0.01）；C1组AST、MDA水平显著降低，SOD

水平显著升高（P＜0.01）；C4组 AST、ALT水平显著

降低，SOD 水平显著升高（P＜0.01）；C5 组 AST、

ALT、TNF-α水平显著降低，SOD水平显著升高（P＜

0.01）。组间对比发现，随着炮制时间延长，C3 组

AST、ALT与模型组对比下降明显，TNF-α、MDA较

模型组有所下降，SOD较模型组升高明显，药效学

指标明显较好，其后 C4、C5 组血清中 AST、ALT、

TNF-α、MDA水平逐渐升高，SOD水平逐渐下降，C6

组除了 ALT、TNF-α 持续上升外，AST、MDA、SOD

水平逐渐较 C4、C5组有所降低。故以醋制 3 h五味

子指纹图谱与药效学之间关联性建立谱-效关系研

究。见表3。

2.4　指纹图谱与抗肝损伤作用灰色关联分析（GRA）

2.4.1　原始数据的无量化处理 以醋制 3 h 五

味 子 指 纹 图 谱 中 代 表 性 的 6 个 特 征 峰 峰 面

积（表 4）数据 ，对 ALT、AST、TNF- α、MDA 和

SOD 量值进行 GRA［ 14］。本研究采用均值法，均

值 化 ALT、AST、TNF- α、MDA 和 SOD 数 据 ，

见表 5。

Xi’（k）=Xi（k）/
-
X i（k）

Xi（k）为样本中的原始数据，
-
X i（k）为样本中原始数据的均值，

Xi’（k）为处理后数据

2.4.2　计算参考数列与比较数列的灰色关联系数 

将药效学指标ALT、AST、TNF-α、MDA和SOD的水

平设定为母序列（参考序列，Yj），依次记为 Y1～Y5，

色谱图中各特征峰峰面积设定为子序列（比较序

列，Xi），即X1～X6，计算特征峰峰面积与 5组药效学

指标的关联系数。由表 6 可知，设定关联度＞

图3　10批不同炮制方法五味子成分含量均值

Fig. 3　Mean content of S. chinensis components in 10 

batches with different processing methods

表2　醋制五味子指纹图谱相似度评价结果

Table 2　Similarity evaluation fingerprint of S. chinensis 

prepared with vinegar

批

次

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

醋制

1 h

0.987

0.913

0.980

0.952

0.995

0.996

0.998

0.999

0.999

0.996

醋制

2 h

0.937

0.922

0.945

0.955

0.995

0.997

0.981

0.977

0.970

0.978

醋制

3 h

0.976

0.984

0.984

0.988

0.985

0.991

0.968

0.930

0.927

0.907

醋制

4 h

0.955

0.936

0.963

0.963

0.981

0.920

0.938

0.937

0.978

0.977

醋制

5 h

0.984

0.960

0.908

0.908

0.974

0.974

0.976

0.975

0.991

0.990

醋制

6 h

0.983

0.981

0.931

0.996

0.998

0.999

0.999

0.999

0.998

0.998
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0.6 为影响谱 -效的主要贡献者［ 14］，醋制 3 h 五

味子中五味子醇甲、五味子乙素、五味子甲素、

丙烯酰胺和 5-HMF 对各药效学指标有明显的

影响。

2.5　指纹图谱与肝损伤指标的正交偏最小二乘

法（OPLS）分析

2.5.1　OPLS回归方程的建立及分析 以各共有峰

的峰面积作为自变量，肝损伤指标 AST、ALT、

TNF- α、MDA、SOD 作为因变量，利用 SIMCA 14.1

软件，将其分别进行OPLS相关性回归分析，自动拟

合到回归方程：

YAST＝m1＋a1X1＋a2X2＋……a6X6

YALT＝m2＋b1X1＋b2X2＋……b6X6

YTNF-α＝m3＋c1X1＋c2X2＋……c6X6

YMDA＝m4＋d1X1＋d2X2＋……d6X6

YSOD＝m5＋e1X1＋+e2X2＋……e6X6

X1～X6 为共有峰峰面积数值，a1～a6、b1～b6、c1～c6、d1～d6、

e1～e6为共有峰与肝损伤指标的回归系数，m1～m5为常数项

结果如图 4所示，相关系数符号反映与小鼠肝

损伤指标的相关性，由于小鼠肝损伤指标 AST、

ALT、TNF-α、MDA与药效呈负相关，故回归系数为

负数的色谱峰是对药效的贡献峰。肝损伤指标

表4　醋制3 h五味子HPLC指纹图谱中特征峰峰面积数值

Table 4　Characteristic peak area values of S. chinensis HPLC fingerprints after 3 h preparation of vinegar

组别

C3S1

C3S2

C3S3

C3S4

C3S5

C3S6

C3S7

C3S8

C3S9

C3S10

丙烯酰胺

1 279 183

1 364 649

1 297 859

1 350 950

1 378 415

1 383 418

1 224 558

1 115 858

1 414 183

1 415 145

5-HMF

5 423 503

6 479 960

6 529 774

6 663 579

6 692 277

5 424 324

5 570 004

5 180 850

6 465 921

6 404 470

五味子醇甲

7 346 091

7 149 158

7 227 598

7 090 667

7 030 491

7 381 856

7 693 982

7 250 713

7 024 162

7 015 888

五味子酯甲

666 112

847 730

854 966

805 706

645 664

642 840

679 206

636 111

716 049

775 993

五味子甲素

1 765 845

2 035 883

1 825 855

1 852 667

1 786 287

1 780 396

1 914 701

1 803 492

1 545 344

1 696 052

五味子乙素

5 132 029

5 016 784

4 785 472

5 053 292

5 057 071

5 148 951

5 851 550

5 263 620

4 739 459

4 883 586

表5　药效学指标均值化处理结果

Table 5　Results of pharmacodynamic indexes averaging

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

均值化处理后数值

ALT

1.090 2

1.078 3

0.994 1

0.988 0

0.834 0

0.997 1

1.018 3

0.989 5

1.002 5

1.008 0

AST

1.079 2

1.006 7

1.070 0

0.997 8

1.000 0

0.971 4

0.852 4

0.936 6

1.006 7

1.079 2

TNF-α

1.014 6

1.018 3

1.000 0

1.023 8

0.983 7

0.978 3

0.996 3

1.020 1

1.023 8

0.941 2

MDA

0.937 7

1.016 4

0.991 1

0.947 7

0.918 1

1.043 8

1.040 8

1.079 0

1.065 0

0.960 3

SOD

0.920 5

0.988 9

0.978 5

1.097 6

0.987 5

0.992 7

0.999 1

1.018 8

1.000 6

1.015 8

表3　醋五味子对ALT、AST、AST、TNF-α、MDA、SOD活性的影响（x̄±s，n=10）

Table 3　Effects of S. Chinensis vinegar on activities of ALT，， AST，， AST，， TNF-α，， MDA，， and SOD (x̄±s, n=10)

组别

对照

模型

阳性

C1

C2

C3

C4

C5

C6

剂量/（g·kg−1）

—

—

0.325

26.000

26.000

26.000

26.000

26.000

26.000

ALT/（U·L−1）

  72.53±8.39

301.91±16.78##

  84.42±8.99*

205.67±11.39

136.42±9.65**

113.71±9.55**

154.68±9.44**

185.52±9.78**

191.99±8.96**

AST/（U·L−1）

102.69±11.25

519.36±24.49##

155.24±16.52**

322.99±25.22**

382.07±21.48**

238.09±17.69**

461.04±23.64**

479.34±17.79**

374.82±29.43**

TNF-α/（pg·mL−1）

418.00±21.96

571.84±15.83#

437.33±17.28*

473.31±18.60

438.63±22.06**

442.57±11.70**

450.55±23.11

451.47±12.02**

458.21±23.06**

MDA/（nmol·g−1）

2.28±0.28

4.48±0.35#

3.23±0.21**

3.71±0.22**

4.15±0.24**

3.62±0.21**

4.35±0.23

4.26±0.24

3.74±0.21**

SOD/（U·mg−1）

442.18±20.92

172.42±13.42##

336.48±15.12**

305.55±13.09**

305.85±13.08**

305.70±13.39**

296.38±12.79**

290.79±13.11**

285.53±10.94**

与对照组：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group
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AST：5-HMF、五味子乙素的回归系数为负数；肝损

伤指标ALT：五味子醇甲、五味子甲素、五味子乙素

的回归系数为负数，五味子乙素、5-HMF及五味子

醇甲对小鼠肝损伤作用影响较明显。对于指标

TNF-α、MDA、SOD，5-HMF、五味子醇甲对小鼠肝

损伤作用影响较明显。

2.5.2　变量重要投影（VIP）分析 VIP是评价变量

对分类贡献的常用指标，VIP值越大表明其对该成

分的贡献率越大，结果见图 5。综合肝损伤各指标

的分类贡献，发现 ALT、AST、TNF-α、SOD 和 MDA

中，色谱成分峰的 5-HMF、五味子乙素、五味子醇甲

VIP值较大，推测这 3 种成分为改善小鼠肝损伤

的主要贡献成分。其中 5-HMF、五味子乙素各

指 标 VIP 值 ＞1，五 味 子 醇 甲 部 分 指 标 VIP

值＞1。

3　讨论

“醋制入肝”，始载于《内经》中的五脏理论，“肝

欲散，急食辛以散之，用辛补之，酸泻之”，传统中医

理论认为酸既有泻肝，亦有补肝等功效。随着中药

现代化发展，醋制中药中的药性及成分变化研究逐

渐兴起［15］。谱效关系分析利用现代分析技术，以合

理的数据处理方法与合适的药理模型进行中药现

代化分析［16］。本研究结合GRA及OPLS分析 2种谱

效关系分析方法，通过HPLC色谱图筛选，在检测波

长为 280 nm 时，共匹配出 6 个特征峰，与对照品

色谱峰比对，确定 1 号峰为丙烯酰胺，2 号峰为

5-HMF，13号峰为五味子醇甲，20号峰为五味子酯

甲，21号峰为五味子甲素，23号峰为五味子乙素。

在《中国药典》2020年版中，并未明确给出醋制

项下五味子的最佳具体时间，高慧等［17］通过单因素

表6　醋制3 h五味子特征峰相对峰面积与药效学指标的谱效关系分析

Table 6　Analysis of relationship between characteristic peak area and pharmacodynamic indexes of S. chinensis after 3 h of 

vinegar preparation

子序列

丙烯酰胺

5-HMF

五味子醇甲

五味子酯甲

五味子甲素

五味子乙素

关联度

ALT

0.671 2

0.605 8

0.796 7

0.614 8

0.733 3

0.709 6

AST

0.744 8

0.705 4

0.743 8

0.660 9

0.682 0

0.709 3

TNF-α

0.648 9

0.514 3

0.780 4

0.476 1

0.757 1

0.722 8

MDA

0.709 7

0.572 5

0.764 3

0.539 5

0.671 8

0.701 5

SOD

0.644 5

0.611 0

0.743 8

0.612 8

0.679 1

0.705 4

均值

0.683 8

0.601 8

0.765 8

0.580 8

0.704 6

0.709 7

综合

排序

4

5

1

6

3

2

A-AST；B-ALT；C-TNF-α；D-MDA；E-SOD

图4　醋制3 h五味子指纹图谱与各肝损伤指标标准化回归系数

Fig. 4　Fingerprint of S. chinensis after 3 h of vinegar preparation and standardized regression coefficients of liver injury 

indexes
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考察蒸制和闷润时间对五味子醋制过程中 6种木质

素类成分变化，确定最佳炮制工艺为闷润 1.5 h，蒸

制3 h；葛会奇等［18］也通过正交试验，探究蒸煮时间，

加醋量，闷润时间对醋制五味子的最佳炮制工艺，

发现最佳工艺为闷润时间 2 h，蒸制时间 3 h，结合以

上实验结果最佳工艺，定量闷润时间及给醋量后，

考察 1～6 h 不同醋制时间的五味子内物质成分变

化及其对肝损伤小鼠的抗肝损伤程度。值得注意

的是，随着蒸制时间的延长，不同时间的五味子呈

现不同程度的颜色变化，0～3 h时颜色逐渐由红转

为黑，4 h后颜色趋于稳定，同时，随着蒸制时间的延

长，五味子中 5-HMF呈上升趋势，说明此时五味子

内发生了美拉德反应，组间对比发现，醋制 3 h时五

味子酯甲较生五味子含量增加，而后随着时间延长

逐渐减小，五味子醇甲、五味子甲素和五味子乙素

较生五味子变化不大。考虑作为炮制过后美拉德

反应的副产物 5-HMF成分［19］，在抑制肝损伤层面，

与含量增加的有效成分五味子酯甲协同作用。

CCl4致小鼠急性肝损伤模型是经典实验性肝损

伤动物模型，在人类与动物中表现出相似的病理变

化，通过将CCl4溶于脂溶性基质中以 ip等方法实现

给药过程［20-21］。肝脏为氨基酸代谢和核苷酸合成的

主要器官，当其受到 CCl4影响时，氨基酸代谢发生

紊乱［22］，当 CCl4进入机体后，激活体内 CCl4代谢反

应，产生三氯甲基自由基等自由基活性中间体，此

类中间体会结合细胞膜上磷脂类分子，改变细胞膜

通透性，致使膜内活性物质AST、ALT等流出，故此

部分指标可用以判断肝损伤程度，且呈正相关。当

CCl4与膜上脂质接触时，则产生大量脂质过氧化物

MDA。SOD 是体内一种重要的过氧化酶，其一般

用作清除氧化自由基的重要指标，活性程度反映机

体抗氧化能力，测定MDA与 SOD可有效评判肝损

伤的程度［23］。而TNF-α是介导肝损伤的主要因子，

具有一定的促炎症性［24］，降低其含量可起到抑制炎

症，从而保护肝脏的作用。通过测定小鼠肝组织中

MDA、SOD和TNF-α的含量，从炎症因子水平的角

度探索中药五味子炮制前后对 CCl4致小鼠急性肝

损伤的保护作用。

动物实验结果发现醋制五味子治疗组与模型

组相比，MDA 水平明显降低，SOD 含量显著升高，

TNF-α含量降低，提示醋制五味子可抑制肝细胞的

氧化应激，阻止肝细胞脂质过氧化，维持细胞质膜

的正常结构，并降低炎症因子的释放，从而保护受

损肝脏。通过 5个药效学指标的数据对比分析发现

醋制 3 h的五味子对急性肝损伤的保护作用最强，

进一步将醋制 3 h五味子特征峰相对峰面积与药效

学指标进行谱效关系分析。设定特征峰峰面积与 5

组药效学指标的关联度＞0.6，主要贡献者排序为五

味子醇甲＞五味子乙素＞五味子甲素＞丙烯酰

胺＞5-HMF＞五味子酯甲。由于小鼠肝损伤指标

AST 和 ALT 与药效呈负相关，五味子乙素、5-HMF

及五味子醇甲对小鼠肝损伤作用影响较显著。对

于指标 TNF-α、MDA、SOD，5-HMF、五味子醇甲对

小鼠肝损伤作用影响较明显。VIP综合肝损伤各指

A-AST；B-ALT；C-TNF-α；D-MDA；E-SOD

图5　醋制3 h五味子指纹图谱与肝损伤各指标的贡献

Fig. 5　Contribution of fingerprints and liver damage indexes of S. chinensis after 3 h of vinegar preparation
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标的分类贡献，发现 ALT、AST、TNF- α、SOD 和

MDA 中，色谱成分峰的 5-HMF、五味子乙素、五味

子醇甲VIP值均值＞1，推测这 3种成分为改善小鼠

肝损伤的主要贡献成分。但不同炮制方法与不同

温度的变化对醋制五味子有效成分含量变化与治

疗肝损伤功效的相关性，仍需继续研究。

本研究初步探讨了固定温度下不同炮制时间

的醋五味子的稳定均一性及有效成分含量变化，结

合中医传统理论“醋制入肝”，确定了醋五味子抑制

急性肝损伤的主要有效成分，同时将炮制过程中产

生的美拉德反应副产物与有效成分的含量变化对

肝损伤治疗的作用，一并纳入研究内容，确认了多

个有效成分（五味子乙素、五味子醇甲、5-HMF等）

对肝损伤作用，有助于规范中药饮片炮制、生产及

质量控制，为推动中药炮制向科学化、现代化发展

提供参考。
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