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摘要:目的 探讨黄连􀆼乌梅药对与消癌解毒方水煎液中部分生物碱类成分的含量差异,并比较药对与全方对小鼠肠道菌群的

影响。方法 采用Extend􀆼C18(100mm×2.1mm,1.8μm)色谱柱,以0.1%甲酸水(A)􀆼乙腈(B)进行梯度洗脱,流速0.3mL/

min,柱温35℃,进样量2μL;离子化模式为电喷雾离子化(ESI),以正离子模式检测,开展方法学验证和含量测定研究。按照

给药不同将小鼠分为正常组、全方高浓度组、全方低浓度组、药对高浓度组和药对低浓度组,连续灌胃给药7d,每组分别收集

粪便样本,进行16SrRNA基因测序。结果 建立的含量测定方法在一定浓度范围内线性关系良好,方法学验证结果均符合

相关要求,木兰花碱与非洲防己碱在黄连、药对以及全方中的含量分别为:(4.433±0.133)(8.905±0.154)mg/g,(3.545±

0.033)(9.170±0.051)mg/g,(5.287±0.038)(13.861±0.690)mg/g。全方组和药对组中拟杆菌门Bacteroides的丰度均高于

正常组,而全方组和药对组中厚壁菌门Firmicutes的丰度均低于正常组。药对高浓度组中的疣微菌门Verrucomicrobia和变

形菌门Proteobacteria的丰度高于其他组。结论 液质联用方法和相关参数简便、可靠,可用于有关成分的含量检测。与单

味药中含量相比,经过药对配伍后,非洲防己碱含量增加,而木兰花碱含量则略有降低;经过全方配伍后,2种成分的含量均增

加。此外,肠道菌群实验表明无论是药对还是全方在给药后,会不同程度地影响肠道菌群内部占比改变,其可能对调节肠道

系统平衡,具有一定帮助作用,从而为进一步阐释黄连􀆼乌梅在消癌解毒方中配伍机制提供了参考和依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToexplorethedifferenceofsomealkaloidsinCoptidisRhizoma􀆼MumeFructusdecoctionandXi-
aoaiJieduPrescription andcomparetheireffectsontheintestinalfloraofmice METHODS Theseparationwasperformedon
Extend􀆼C18column 100mm×2 1mm 1 8μm with0 1%aqueousformicacid A 􀆼acetonitrilesolution B asthemobile
phaseforgradientelution Theflowratewas0 3mL min columntemperaturewassetat35℃ andinjectionvolumewas2
μL Electrosprayionizationsourcewasappliedfortheanalysisunderpositiveionmodel Themethodwasvalidatedandthe
samplesweredeterminedunderthiscondition 50miceweredividedintoZCgroup QFHgroup QFLgroup YDHgroupand
YDLgroupaccordingtodifferentdosages After7daysoforaladministration fecalsamplesfromeachgroupwerecollected
for16SrRNAgenesequencing RESULTS Theestablisheddetectionmethodshowedgoodlinearitywithincertainconcentra-

—991—
南京中医药大学学报2019年3月第35卷第2期
JNanjingUnivTraditChinMedVol.35No.2Mar.2019 

收稿日期:2018􀆼10􀆼23
基金项目:国家自然科学基金(81673559,81573910,81403079);江苏省自然科学基金(BK20161045);江苏高校自然科学基金(16KJB360001);

江苏高校优势学科建设工程资助项目

第一作者:史悦华,女,主治医师,博士研究生,E􀆼mail:275571301@qq.com
通信作者:孙东东,男,副研究员,主要从事中药物质基础研究,E􀆼mail:sun_21373@163.com;

程海波,男,教授,主要从事中医药防治肿瘤研究,E􀆼mail:nzychb@163.com



tionrangesandthemethodvalidationresultsmeettherelevantrequirements Thecontentsofmagnoflorineandcolumbaminein
thesingleherb herbpairandformuladecoctionwere 4 433±0 133 and 8 905±0 154 mg g  3 545±0 033 and
 9 170±0 051 mg g  5 287±0 038 and 13 861±0 690 mg g respectively Inaddition theabundanceofBacteroides
inQFandYDwerehigherthanthatinthenormalgroup buttheabundanceofFirmicuteswasopposite Interestingly we
foundthattheabundanceofVerrucomicrobiaandProteobacteriainYDHwerehigherthanothergroups CONCLUSION The
methodandrelatedparametersweresimpleandreliable whichcouldbeusedtodetectthecontentofrelatedcomponents 
Comparedwithsingleherb thecontentofcolumbaminewasincreasedbothinherbpairandXiaoaiJieduPrescription thecon-
tentofmagnoflorinewasdecreasedslightlyinherbpair whileincreasedinXiaoaiJieduPrescription Afteradministeringherb
decoction thechangeofintestinalfloradiversityrevealedCoptidisRhizoma􀆼MumeFructusdecoctionandXiaoaiJieduPre-
scriptioncouldregulatethebalanceofintestinalsystem Theresultsfurtherexplainthecompatibilitymechanismofthetwo
drugsinthisprescription 
KEYWORDS CoptidisRhizoma􀆼MumeFructus compatibility intestinalflora 16SrRNAgenesequencing contentdetermi-
nation

  黄连与乌梅的配伍使用最早载于《伤寒论·辨

厥阴病脉症并治》338条:“蛔厥者,乌梅丸主之。有

主久利”。作为乌梅丸中的经典药对,黄连与乌梅配

伍符合酸苦合法,取乌梅之酸和黄连之苦寒,既能酸

敛柔肝、又能清热燥湿,两味药相互依存、相互制约,
协同增强疗效。近来有研究表明,黄连与乌梅配伍

能有效控制肠道腺瘤发生及其癌变,其作用机制可

能与抑制炎症和上皮间质转化有关[1􀆼2]。亦有报道

两者配伍之后对于黄连中生物碱溶出度具有一定影

响[3]。课题组在癌毒病机理论指导下,针对结直肠

腺瘤性息肉的基本病机“脾虚毒蕴”,创制了防治结

直肠癌前病变的消癌解毒方,前期研究发现消癌解

毒方能够显著降低结直肠腺瘤性息肉再发、复发及

癌变率[4􀆼6],黄连􀆼乌梅亦是该方中关键药对。
中药配伍体现了中医整体思维、辨证论治优势,

复方通过煎煮,往往以汤剂形式,通过多组分、多靶

点,影响肠道微生态等实现综合药效。人的肠道内

部栖息着大量菌群,它们的状态不仅直接影响着胃

肠功能的运行,而且参与机体的多种代谢途径,与许

多疾病息息相关,诸如糖尿病、肥胖、炎症等[7􀆼10]。
作为防治肠道肿瘤的有效验方,本实验通过比较药

对与消癌解毒方中的潜在活性成分的差异以及对小

鼠肠道菌群的影响,尝试以不同的视角阐释复方配

伍的科学性,对于促进临床与基础研究之间的转化

具有积极意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药材 黄连CoptidisRhizoma (四川,批
号:170613)、炮姜ZingiberisRhizmoaPraepara-
tum(安徽,批号:170529)、白花蛇舌草Oldenlandia
diffusa(江苏,批号:180714)均购于江苏华洪药业

科技有限公司;乌梅 MumeFructus(四川,批号:

171207)、苦参SophoraeFlavescentisRadix (内蒙

古,批号:171122)、党参CodonopsisRadix (甘肃,
批号:180607)、白术 AtractylodisMacrocephalae
Rhizoma (浙江,批号:180408)、生薏苡仁Coicis
Semen (贵州,批号:180523)购于江苏亚邦中药饮

片有限公司,以上药材由南京中医药大学陈建伟教

授鉴定。

1.1.2 实验动物 Balb/c雄性小鼠50只,体质量

为(20±2)g,由南京市江宁区青龙山动物繁殖场提

供,许可证号:SCXK(苏)2017􀆼0001。

1.1.3 试药 木兰花碱、非洲防己碱(上海源叶生

物科技有限公 司,批 号:B20882、B20391,纯 度≥
98%);甲醇(德国 Merck公司)、乙腈(德国 Merck
公司)、甲酸(AnaquaChemicalSupply)均为质谱

级;PowerfecalDNAIsolationKit试剂 盒(美 国

MoBio公司);琼脂糖(美国英杰生命技术有限公

司);TruSeqNanoDNALTLibraryPrepKit试剂

盒(Illunina公司);生理盐水(江苏亚邦药业集团);

AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒(康宁生命科学有

限公司)。

1.1.4 仪器 质谱仪(ABSCIEXTQ5500,美国AB
公司);凝胶成像系统(BG􀆼gdsAUTO520,北京百晶

生物技 术 有 限 公 司);电 泳 仪(Mini􀆼PROTEAN
TetraSysterm,美国BIO􀆼RAD公司);超纯水仪器

(EPED􀆼E2􀆼30TF,南京易普易达科技发展有限公

司);分析天平(ML204,梅特勒􀆼托利多(上海)有限

公司);离心机(AllegraX􀆼12R,美国 BECKMAN
COULTER公司);紫外分光光度计(G9􀆼双通路,南
京菲勒仪器有限公司);冷冻干燥机(NO38􀆼85􀆼600,
美国LABCONCO公司);粉碎机(永康市天褀盛世

有限公司)。

1.2 方法
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1.2.1 水煎液中化学成分含量测定

1.2.1.1 水煎液的制备 黄连单煎液:取黄连药材

10g,加水浸泡1h,加入10倍量水煎煮2h,纱布过

滤,滤渣加入8倍量水煎煮1.5h,收集合并2次滤

液,减压浓缩至含生药量0.1g/mL,4℃保存。
黄连􀆼乌梅合煎液:取黄连3g,乌梅12g,按照

上述方法,制备黄连􀆼乌梅合煎液。
全方煎液:按照全方配比,取黄连3g,炮姜6g,

白花蛇舌草20g,乌梅12g,苦参9g,党参15g,白
术12g,生薏苡仁30g,按照上述方法,制备全方煎

液。

1.2.1.2 供试品溶液的制备 分别取制备好的黄连

单煎液、黄连􀆼乌梅合煎液和全方合煎液1mL,加入

9mL甲醇,充分混合后高速离心(12000r/min,10
min),取上清液过0.22μm微孔滤膜,得供试品溶

液。

1.2.1.3 标准品溶液的制备 精密称取木兰花碱

0.24mg、非洲防己碱0.10mg分别于5mL容量瓶

中,加甲醇定容至刻度,得对照品母液备用。

1.2.1.4 色谱条件 色谱分离使用:Extend􀆼C18色
谱柱(100mm×2.1mm,1.8μm),流动相为0.1%甲

酸水溶液(A)􀆼乙腈(B),梯度洗脱(0~0.01min,5%
~10%B;0.01~1min,10%~65%B;1~2min,

65%~80%B;2~5min,80%~100%B;5~6min,

100%B;6~7min,100%~10%;7~8min,10%~
10%),流速0.3mL/min,柱温35℃,进样量2μL。

1.2.1.5 质谱条件 质谱检测条件:检测方式:多反

应检测(MRM),喷雾电压(IS):4500V,气帘气

(CUR):35psi,雾化气(GS1):55psi,辅助加热气

(GS2):55psi,辅助气温度(TEM):550℃。待测化

合物均在正离子模式下进行检测,木兰花碱和非洲

防己碱的检测离子质荷比(m/z)分别为343.1/

298.2和 339.2/323.2(m/z),去 簇 电 压 (DP)为

148.940、123.330V,裂 解 电 压 (CE)为 28.920、

37.110V,碰撞室出口电压(CXP)均为-17V。

1.2.2 肠道菌群实验

1.2.2.1 药液制备 在1.2.1.1条件下制备的药对

水煎液和全方合煎液,分别60℃减压浓缩至2g/

mL,备用。

1.2.2.2 实验动物分组及给药 将Balb/c雄性鼠

50只 分 为 5 组:正 常 组 (ZC)、全 方 高 浓 度 组

(QFH)、全 方 低 浓 度 组(QFL)、药 对 高 浓 度 组

(YDH)和药对低浓度组(YDL)。高浓度给药组给

药量为20g/kg,低浓度给药组给药量为5g/kg,正
常组给予等量生理盐水,连续灌胃给药7d。饲养期

间小鼠正常的喂养、饮食,放置在正常进行昼夜温差

的环境中。第7天晚禁食,24h后所有小鼠眼眶取

血,脱颈椎处死。

1.2.2.3 粪便样品采集与处理 每组随机抽取3只

小鼠进行样品的采集,将待取样的小鼠放进干净的

代谢笼中,在其下方铺放无菌滤纸,小鼠排便后,立
即使用消毒后的镊子,收集新鲜粪便样本,每只小鼠

均单独使用一张滤纸。每只小鼠需要收集3~5粒

速冻,保存在-80℃冰箱里,干冰运送。

1.2.2.4 肠道菌的DNA提取与Illumina高通量测

序 在提取肠道菌之前首先对样本(小鼠粪便)进行

解冻、混匀,取0.25g进行DNA的提取,使用美国

MoBio公司的PowerfecalDNAIsolationKit试剂

盒参照使用说明对样品中的DNA进行提取。提取

出的DNA在用0.8%的琼脂糖凝胶检测抽提,再用

紫外分光光度计进行定量,最后将其用无菌水稀释

为1mg/L,将样本放置-20℃中保存。由于肠道

中的细菌种类繁多,体外培植可行性不高且误差较

大,所以选择更为准确、详细的高通量测序来对肠道

微生态进行全面系统的检测和观察[11]。
将提取出的DNA样本进行PCR(聚合酶链式

反应),采用TransGenAP221􀆼02:TransStartFast-
pfuDNA聚合酶反应体系,重复反应3次,使其彻

底反应完全,再采用2%琼脂糖凝胶电泳检测。用

AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒,使用 Tris􀆼HCL
进行洗脱,回收PCR产物。再将回收产物用Quan-
tiFluorTM􀆼ST蓝色荧光定量系统进行检测。测序得

到的Paired􀆼endreads根据overlap关系进行拼接

后筛选,进行后续的 OTU聚类。本次实验由上海

美吉生物医药科技有限公司对样品进行16SrRNA
基因V4区的PCR扩增和Illumina高通量测序,在
其提供的X􀆼Sanger云平台进行数据的整理以及结

果的分析。

1.2.2.5 数据学方法 实验数据用􀭺x±s表示,采用

SPSS19.0统计软件进行数据处理,多样本均数比

较采用单因素方差分析,P<0.05为有显著差异。

2 结果

2.1 方法学验证

2.1.1 线性关系考察 精密移取木兰花碱、非洲防

己碱对照品溶液母液适量至5mL容量瓶,甲醇定

容至刻度,摇匀,配成浓度分别为2、0.83μg/mL的
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混合对照品溶液,并逐级稀释成系列不同浓度的对

照品溶液,木兰花碱(7.810、15.625、31.25、62.5、

125、250ng/mL)、非洲防己碱(6.510、13.02、26.04、

52.08、104.16、208.32ng/mL),进行测定,记录色谱

图,以峰面积对浓度做线性回归,得木兰花碱、非洲

防己碱的回归方程,见表1。
表1 木兰花碱、非洲防己碱线性回归数据

对照品 标准曲线 r
线性范围/

(ng·mL-1)
木兰花碱 Y=12763.568X+1340060.9992 7.810~250

非洲防己碱Y=26344.203X+1176200.99946.510~208.33

2.1.2 检测限与定量限考察 以信噪比S/N=3和

信噪比S/N=10时分别计算检测限和定量限。结

果木兰花碱和非洲防己碱的检测限分别为:0.03、

0.01ng/mL,定量限分别为:0.1、0.03ng/mL。

2.1.3 精密度实验 在1.2.1.2项下制备供试品溶

液,连续进样6次,木兰花碱、非洲防己碱色谱峰面

积的RSD 分别为:2.2%和4.8%。

2.1.4 稳定性实验 取同一样品溶液,分别在0、2、

4、8、12、24h进样,以峰面积计算,木兰花碱、非洲防

己碱的RSD 分别为:1.63%和1.68%,结果表明,在

4℃条件下,供试品溶液中各成分在24h内稳定。

2.1.5 重复性实验 按照1.2.1.2项下方法平行制

备6份供试品,在1.2.1.4条件下进样分析,测定木

兰花碱、非洲防己碱的峰面积,计算其RSD 分别

为:1.63%和1.68%,表明方法重复性良好。

2.2 样品含量测定

按照1.2.1.1项下制备操作,制备6份全方水煎

液,6份黄连􀆼乌梅合煎液和6份黄连单煎液,将得

到的水煎液按照1.2.1.2项下处理,进样测定,根据

标准曲线计算2种成分的含量,样品含量测定结果

用平均值±标准偏差来表示,结果见表2,与单味药

相比,木兰花碱在药对中的含量呈下降趋势,在全方

中呈上升趋势;非洲防己碱在药对和全方中均呈上

升趋势。标准品和样品的2种被检测化合物的

MRM提取离子流图见图1。

2.3 小鼠肠道菌群测序结果

本次送检筛选后每组包括3个样品,根据16S
rRNA的测序结果,各组的OTU统计结果见表3。
图2的分析结果表明,各组之间具有显著性差异。
图3的聚类结果可知第一主成分PC1和第二主成

分PC2的贡献率分别为28.15%和14.77%,YDH
组与其他各组间的微生物群落物种具有明显差异。

图4显示在各组中拟杆菌门Bacteroides、厚壁菌门

Firmicutes的丰度均较高,为优势菌群;其中给药组

(包括QFL组、QFH 组、YDL组和 YDH 组)中拟

杆菌门的丰度均高于正常组,而给药组中厚壁菌门

的丰度均低于正常组。此外,YDH 组中的疣微菌

门Verrucomicrobia 和变形菌门Proteobacteria 的

丰度高于其他组。在其他各检测菌门中,各组所含

菌门的丰度差异不大。在图5中,通过将高丰度和

低丰度的物种分块聚集,依靠颜色变化与相似程度

来反映各组中各样本在门水平上群落组成的相似性

和差异性。从Heatmap图可知,在药对组中变形菌

门Proteobacteria的丰度值显著高于全方组。从该

热图中也可以看出拟杆菌门Bacteroides和厚壁菌

门Firmicutes的物种丰度最高,为优势菌门,且药

对组中疣微菌门Verrucomicrobia丰度明显高于全

方两组。图6为各组样本的层级聚类树,观察该图

可以发现,5组样本根据层级聚类被分为了四类,其
中正常组、YDH组、QFL组各自为一类,YDL组和

QFH组为一类,表明其有很高的相似性。

木兰花碱

非洲防己碱

1,5.混标;2,6.黄连;3,7.黄连􀆼乌梅;4,8.全方

图1 各组化学成分离子提取流图

表2 各组样品中木兰花碱和非洲防己碱成分

含量(􀭺x±s,mg·g-1,n=6)

样品 木兰花碱 非洲防己碱

全方 5.287±0.038 13.861±0.690
黄连􀆼乌梅药对 3.545±0.033 9.170±0.051

黄连 4.433±0.133 8.905±0.154

表3 各组小鼠粪便中含有的平均OTU数量(􀭺x±s,n=3)

组别 平均OTU数量

ZC 403±24
QFH 322±62
QFL 358±14
YDH 236±38
YDL 326±17
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注:Sobs.丰富度实际观测值;
*P <0.05,**P<0.01。

图2 组间差异检验直方图

图3 微生物群落间的差异分析

注:*P<0.05。

图4 微生物群落中丰度差异显著的物种分析

图5 不同组间各物种门水平上群落组成的相似性与差异性

图6 各组样本的层级聚类树图

3 讨论

在健康状态下,肠道菌群与人体和肠道微环境

保持着平衡状态,一旦宿主免疫力改变、环境变化等

因素导致平衡状态被破坏,则肠道菌群结构改变造

成肠道微环境的变化,损伤肠上皮细胞,导致炎症肠

病及癌症等疾病的发生[12]。而肠道菌群具有可恢

复性,在平衡被破坏后,会促使菌群恢复原平衡态或

达到另外一个平衡态。这体现了肠道菌群对于疾病

的发生发展具有促进或抑制作用。邹忠杰等[13]在

实验中发现黄连总生物碱可以缓解大鼠脂质和糖代

谢异常和调节大鼠肠道菌群。郑进保[14]发现,黄连

提取物可以有效抑制致病菌的生长。此外,文献报

道黄连中的生物碱类成分木兰花碱和非洲防己碱具

有抗肿瘤、抗炎、抗氧化等药理活性[15􀆼16],提示2种

生物碱类成分可能在消除不良肠道微环境、抑制致

病菌和促进益生菌等方面具有潜在活性,对调节肠

道菌群具有可期性。因此本实验选取上述2种单
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体,作为配伍前后成分含量变化的检测项,后续将通

过有关药理药效试验进行进一步验证和补充。实验

考察了水相加入甲酸(0.1%、0.05%)和纯水对色谱

峰和响应值的影响。使用纯水时,木兰花碱和非洲

防己碱的色谱峰峰形较差,有严重拖尾现象,且响应

值较低。当水相中加入甲酸时,拖尾现象改善,且随

着甲酸浓度的升高响应值也逐步升高,无论是峰形

还是响应值0.1%均优于0.05%。因此最终选择水

相中加入0.1%甲酸,同时测定木兰花碱和非洲防己

碱。在质谱分析中,笔者对分别对正、负离子检测模

式进行了考察。结果显示木兰花碱和非洲防己碱在

正离子模式下响应较好,故采用正离子检测模式对

这两种成分进行同时测定。
在本次的肠道菌群实验中,着重分析了全方、药

对以及正常组之间的差异性。实验结果表明全方给

药组、药对给药组以及正常组中小鼠肠道菌群的主

要门类组成大致相同,分别为:拟杆菌门Bacte-
roidetes、厚壁菌门 Firmicutes、蓝 菌Cyanobacte-
ria、放线菌Actinobacteria、疣微菌门Verrucomi-
crobia、变形菌门Proteobacteria、未知菌、脱铁杆菌

门Deferribacteres、无壁菌门Tenerioutes和Sac-
charibacteria菌,其中占比例最高的为:拟杆菌门

Bacteroidetes、厚壁菌门Firmicutes,这一结果与

“远端肠道优势菌群的细菌门占90%以上”的说法

相印 证[17]。据 文 献 报 道[18],拟 杆 菌 门 Bacte-
roidetes作为优势菌可以通过自身的定植直接抑制

其他有害菌群的粘附,而且在菌群失调时重新引入

拟杆菌,可以尽快使宿主肠道内微生态体系恢复平

衡状态,同时在促进宿主免疫系统发育以及提高宿

主的免疫力方面均有着举足轻重的作用。而且

Wang等[19]发现直肠癌患者的肠道主要菌群比例发

生明显变化,厚壁菌门的菌群占比从正常人群的

57.2%上升至63.1%,拟杆菌门从32.0%降至22.
7%。与此相印证的是,在本实验结果中显示给药后

可以调节厚壁菌门菌群占比下降,促进拟杆菌门菌

群占比上升。这提示我们给药后会影响肠道菌群内

部占比改变,对于消除肠道系统紊乱,恢复肠道系统

平衡,具有一定帮助作用,并且黄连􀆼乌梅药对的这

一功能尤为显著。
综上所述,药对与全方中化学成分的特点及差

异性,可能是小鼠给药后肠道菌群多样性发生改变

并存在差别的主要因素,所测单体的含量变化是否

与菌群变化存在某种联系,需要进一步探讨和佐证,
实验结果为进一步阐释黄连􀆼乌梅在消癌解毒方中

配伍机制提供了参考和依据。
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