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故增加新的损伤，不利于炎性反应、水肿吸收，疗效减缓。所

以在机体能耐受的最佳频率段的手法干预才能达到事半功倍

的效果。综上，本研究充分证明了摩腹法具有缓解胃肠黏膜损

伤、促进肠黏膜及肠绒毛再生和重构、消除水肿、减轻炎性反

应、保护胃肠黏膜的作用。
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药典法与樟帮法枳壳生品饮片挥发油的急性 
毒性研究及GC-MS成分分析
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摘要：目的：对药典法和樟帮法枳壳生品饮片挥发油的急性毒性及化学成分进行比较研究。方法：将两种

挥发油系列乳剂分别一次性灌胃给予小鼠，观察给药后小鼠的毒性反应和死亡情况，采用改良寇氏法计算两种挥

发油对小鼠的半数致死量（LD50）；采用GC-MS法对两种挥发油化学成分进行分析。结果：药典法枳壳生品和樟

帮法枳壳生品的挥发油LD50分别为4 234.38、6 478.46mg/kg；药典法枳壳生品挥发油鉴定出36个成分，占总量的

99.05%，而樟帮法枳壳生品挥发油鉴定出23个成分，占总量的99.52%，两者共有19个成分。结论：根据毒性分

级，药典法枳壳生品挥发油为低毒，而樟帮法枳壳生品挥发油为无毒。两种挥发油化学成分种类及含量的差异，

可能是造成其毒性差异的原因。
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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，为临床常用的理气药，具有理气宽中、行

滞消胀的功效[1]。现代研究表明，挥发油、黄酮及生物碱等是枳

壳主要的化学成分。枳壳挥发油主要由单萜、倍半萜和脂肪类

化合物组成，柠檬烯、萜品烯、芳樟醇等为其主要化学成分[2]。

枳壳挥发油具有行滞、镇咳、祛痰等作用[3]，炮制去除部分挥发

油可缓和其峻烈破损元气的副作用[4]。目前，尚未见关于枳壳挥

发油的急性毒性研究报告，现对药典法枳壳生品及樟帮法枳壳

生品的挥发油进行急性毒性的实验研究，为今后充分研究枳壳

药理作用及临床安全用药提供一定的实验依据。

材料

1. 仪器  Agilent 7890A-5975气质联用仪（美国安捷伦科技

公司），SQP型电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司），DFY-

400型摇摆式高速中药粉碎机（温岭市大机械有限公司），SZ-93

自动双重纯水蒸馏器（上海雅荣生化仪器设备有限公司）。

2. 试剂与药材  乙醚（国药集团化学试剂有限公司），吐

温80（天津市风船化学试剂科技有限公司），水为双蒸水。枳

壳（购自江西省樟树市药材市场，经江西中医药大学中药资源

学科组赖学文教授鉴定为芸香科植物酸橙Citrus aurantium 

L的干燥未成熟果实），药典法枳壳生品及樟帮法枳壳生品 

自制。

3. 动物  SPF级昆明小鼠，体质量18-20g，雌雄各半，购自

常州卡文斯实验动物有限公司，合格证编号：201511050，生产

许可证号：SCXK（苏）2011-0003。

方法与结果

1. 饮片的制备  药典法枳壳生品：除去杂质，洗净，润透，

切薄片，干燥后筛去碎落的瓤核[1]，即得。

樟帮法（凤眼片）枳壳生品：取枳壳，用小刀挖去内瓤，洗

净，润透，压扁后上枳壳架3d取出，切薄片后干燥[5]，即得。

2. 挥发油提取  根据《中华人民共和国药典》2015年版通

则2204挥发油提取法提取挥发油，经无水硫酸钠干燥，过滤，

得挥发油，挥发油为淡黄色透明油状液体，密封后置于4℃冰箱

保存备用。用前加适量2%吐温80溶液配制所需浓度溶液。

3. 挥发油急性毒性研究

3.1 小鼠急性毒性预实验  预实验前对小鼠进行3d的喂养

观察，观察小鼠自由采食、饮水状况。预实验将小鼠随机分为

5组，每组4只，各组按等比浓度灌胃给药，确定小鼠0%死亡剂

量（Dn）和100%死亡的剂量（Dm）。根据预实验所用剂量，按

照公式求出正式试验的剂量比K[6-8]。 K Dn
=（n-1）1 Dm

，n=预分 
组数。

药典法枳壳生品挥发油对小鼠急性毒性试验的预实验结

果：Dn为2 534.23mg/kg，Dm为7 078.64mg/kg。根据公式计算得

组间剂量比K=0.71。

樟 帮法枳 壳 生 品 挥发 油 对小鼠 急性 毒 性 试 验 的预实

验结果：0%死亡剂量为3 839.60mg /kg，10 0%死亡剂量为 

9 150.60mg/kg。根据公式计算得组间剂量比K=0.75。

3.2 急性毒性试验  各取50只小鼠随机分成5组（溶剂对

照组及挥发油1，2，3，4四个实验组），每组10只，雌雄各半。

饲养于江西中医药大学药学院动物室内，温度（24±1）℃，湿度

（55±5）%，适应性观察3d后进行实验。根据预实验结果，药

典法枳壳生品挥发油以7 078.64mg/kg为初始剂量，按照1：0.71

等比稀释法配制系列浓度的挥发油乳剂；樟帮法枳壳生品挥发

油以9 150.60mg/kg为初始剂量，按照1∶0.75等比稀释法配制系

列浓度的挥发油乳剂，按照0.2mL/10g一次性灌胃给药，给药前

禁食不禁水12h，给药后自由饮食，观察14d，详细记录各组小鼠

死亡情况及死亡率，结果见表1-表2。

根据改良寇氏法公式[6]进行计算，半数致死量LD50=Lg-1 

[Xm-i（Σp-0.5）]；LD50的95%可信限=1g-1（X50±1.96×Sx50）；

Sx50=      Σp-Σp2/n-1i× ；式中：Xm=最大剂量组剂量的对数值；

i=相邻两组高剂量与低剂量之比的对数；p=各组死亡率（用小

数表示）；∑p=各组死亡率之和；n=各组动物数；Sx50=log LD50

的标准误差。

Abstract: Objective: To compare the acute toxicity and chemical constituent of volatile oil of Fructus aurantii pieces 

made by the methods of Pharmacopoeia and Zhang-bang. Methods: The two volatile oil emulsionwere respectivelygavage to 

mice. The toxic reaction and death of micewere observed, and the mice median lethal dose (LD50) was calculate by the modified 

Karber method. The chemical constituents of the volatile oil were analyzed by GC-MS. Results: The LD50 of volatile oil from 

Fructus aurantii pieces made by Pharmacopoeia method was 4 234.38mg/kg, while the LD50 of volatile oil made by Zhang-bang 

method was 6 478.46mg/kg. The volatile oil of Fructus Aurantii made by Pharmacopoeia method was identified 36 components, 

accounting for 99.05% of the total, while 23 components were identified made by Zhang-bang method, accounting for 99.52% of 

the total, andthere weresame 19 components in total. Conclusion: According to the toxicity classification, the volatile oil of Fructus 

Aurantii from Pharmacopoeia is low toxicity, while the volatile oil of Fructus Aurantii from Zhang-bang method is non-toxic. 

Differences between the two species and the chemical composition andcontents of volatile oil may be the cause of its toxicity 

differences.

Key words: Fructus aurantii; Feng-yan piece; Volatile oil; Acute toxicity; GC-MS

Funding: National Natural Science Foundation of China (No.81560651), Scientific Research Project of Traditional 

Chinese Medicine of Health and Family Planning Commission of Jiangxi Province (No.2016A011) 
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根据小鼠死亡情况，计算得：药典法枳壳生品挥发油LD50

为4 234.38mg/kg，LD50的95%可信限为（3 730.95-4 805.74）mg/

kg；樟帮法枳壳生品挥发油LD50为6 478.46mg/kg，LD50的95%可

信限为（5 815.42-7 217.10）mg/kg。樟帮法枳壳生品挥发油LD50

是药典法枳壳生品的1.53倍。

3.3 小鼠中毒症状及解剖结果  小鼠灌胃药典法枳壳生品

挥发油后，主要的毒性症状：给药后兴奋不已、躁动不安、呼

吸急促，15min后走路摇晃，1h左右开始静卧、行动迟缓、站立

不稳；高剂量组4h即出现昏睡、呼吸减弱，直至死亡。灌胃樟帮

法枳壳生品挥发油后的小鼠急性毒性症状较灌胃药典法枳壳

生品挥发油的轻。小鼠死亡大多发生在24-48h，小鼠死亡时面

色、尾巴发黑，毛色变暗，耳朵血管颜色变淡，四肢伸展或蜷缩

且颜色发黑。小鼠解剖后肉眼可见肺部充血变红，胃部胀大成

气泡，膀胱有集尿，小鼠肠道肿胀且集水。其他脏器未见明显

病变。观察期结束时，将未死小鼠解剖，与正常小鼠相比大部分

肺部呈淡红色，其他未见明显变化。

4. 两种挥发油化学成分GC-MS分析

4.1 气相色谱条件  H P-5色谱柱（30 m×0.322mm，

0.25μm）石英毛细管柱；进样口温 度2 6 0℃；传输线温 度

250℃；载气为氦气，体积流量1.0mL/min；分流比10∶1，进样量

1μL；升温程序柱温70℃，以2℃/min升至150℃，再6℃/min升至

240℃，保持1 min，再25℃/min升至300℃[9]。

4.2 质谱条件  电离方式EI；电子轰击70eV；离子源温度

230℃；加速电压34.6V；分辨率2 500；倍增器电压1388V；四

极杆温度150℃；扫描范围10-650amu，扫描次数4.45次/s[9]。药

典法枳壳生品及樟帮法枳壳生品挥发油GC-MS数据经质谱计

算机数据系统检索（NIST MS Search 2.0）以及CAS号查询，结

合文献分析，同时采用面积归一化法测定样品中各组分相对含

量。结果见表3。总离子流色谱图见图1。

图1  药典法枳壳生品（A）和樟帮法枳壳生品（B）饮片挥发油
总离子流色谱图

时间（min）                                                                       时间（min）

GC-MS结果表明，药典法枳壳生品挥发油主要鉴定出36

个成分，占其挥发油总量的99.05%，而樟帮法枳壳挥发油主要

鉴定出23个成分，占其挥发油总量的99.52%。两者共有19个成

分。其中主要成分有α-蒎烯、2-甲基-5-（1-甲基乙基）-双环

[3.1.0]-2-己烯、β-蒎烯、β-月桂烯、辛醛、α-萜品烯、D-柠

檬烯、β-罗勒烯、γ-萜品烯、异松油烯、3，7-二甲基-1，6-辛

二烯-3-醇、α-松油醇、[s-（E，E）]-1-甲基-5-亚甲基-8-（1-

甲基乙基）-1，6-环癸二烯、丁羟甲苯等。与药典法枳壳生品挥

发油成分相比，樟帮法枳壳挥发油成分未检测到的有乙基苯、

邻异丙基甲苯、3-叔丁基二甲硅氧基-苯胂、壬醛、1，2-苯并异

噻唑-3-醋酸甲酯、2-甲基萘、麝香草酚、1-甲基萘、1，5，5-三

甲基-3-亚甲基-环己烯、N-（2-苯乙基）-碳酸酰胺丙酯、5-甲

基-2-苯基吲哚、α-衣兰油烯、邻苯二甲酸二庚酯、2-乙基吖

啶、2，4-二甲基苯唑喹啉，新增的成分有间异丙基甲苯、顺式

芳樟醇氧化物、4-萜烯醇、d-杜松烯。与药典法枳壳生品相比，

樟帮法枳壳挥发油相对含量增多的成分有2-甲基-5-（1-甲基

表1  药典法枳壳生品挥发油对小鼠的急性毒性试验结果

编号
剂量

（mg/kg）
n

死亡数（只）
死亡率（%）

第1天 第2天 第3天 第4天 第5-14天

1 2 534.23 10 0 0 0 0 0 0

2 3 567.86 10 1 1 0 0 0 0.2

3 5 025.71 10 2 5 1 0 0 0.8

4 7 078.64 10 7 3 0 0 0 1

5 溶剂对照组 10 0 0 0 0 0 0

表2  樟帮法枳壳生品挥发油对小鼠的急性毒性试验结果

编号
剂量

（mg/kg）
n

死亡数（只）
死亡率（%）

第1天 第2天 第3天 第4天 第5-14天

1 3 839.60 10 0 0 0 0 0 0

2 5 146.55 10 1 0 0 0 0 0.1

3 6 858.00 10 2 4 0 0 0 0.6

4 9 150.60 10 6 4 0 0 0 1

5 溶剂对照组 10 0 0 0 0 0 0
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表3  药典法枳壳生品和樟帮法枳壳生品挥发油化学成分分析结果

序号
保留时间
（min）

英文名称 中文名称

枳壳生品相对 
百分含量（%）

药典法 樟帮法

1 3.154 Ethylbenzene 乙基苯 0.09 -

2 4.148 Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene，2-methyl-5-
（1-methylethyl）-

2-甲基-5-（1-甲基乙基）-双环[3.1.0]-2-己烯 0.23 0.25 

3 4.303 （1S）-2，6，6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene 左旋-α-蒎烯 1.05 1.06 

4 5.135 β-Phellandrene β-水芹烯 0.32 0.15 

5 5.239 β-Pinene β-蒎烯 0.78 0.63 

6 5.500 β-Myrcene β-月桂烯 2.11 1.85 

7 5.801 Octanal 辛醛 0.30 0.12 

8 5.915 α-Phellandrene α-水芹烯 0.27 0.10 

9 6.250 1，3-Cyclohexadiene，1-methyl-4-
（1-methylethyl）-

α-萜品烯 0.40 0.21 

10 6.48 Benzene，1-methyl-3-（1-methylethyl）- 间异丙基甲苯 - 0.78 

11 6.481 o-Cymene 邻异丙基甲苯 0.85 -

12 6.629 D-Limonene D-柠檬烯 79.64 80.45 

13 7.184 β-Ocimene β-罗勒烯 0.38 0.43 

14 7.572 γ-Terpinene γ-萜品烯 7.35 8.03 

15 8.051 cis-Linaloloxide 顺式芳樟醇氧化物 - 0.16 

16 8.643 Cyclohexene，1-methyl-4-（1-methylethylidene）- 异松油烯 0.40 0.55 

17 9.046 1，6-Octadien-3-ol，3，7-dimethyl- 3，7-二甲基-1，6-辛二烯-3-醇 2.20 2.67 

18 9.158 Tris（tert-butyldimethylsilyloxy）arsane 3-叔丁基二甲硅氧基-苯胂 0.02 -

19 9.225 Nonanal 壬醛 0.11 -

20 10.387 1，2-Benzisothiazole-3-acetic acid，methyl ester 1，2-苯并异噻唑-3-醋酸甲酯 0.04 -

21 12.437 Terpinen-4-ol 4-萜烯醇 - 0.12 

22 12.636 Naphthalene 樟脑 0.11 -

23 13.084 α-Terpineol α-松油醇 0.25 0.21 

24 13.879 Decanal 癸醛 0.13 0.13 

25 18.228 Naphthalene，2-methyl- 2-甲基萘 0.09 -

26 18.496 Thymo 麝香草酚 0.10 -

27 19.130 Naphthalene，1-methyl- 1-甲基萘 0.08 -

28 20.941 Cyclohexene，1，5，5-trimethyl-3-methylene- 1，5，5-三甲基-3-亚甲基-环己烯 0.06 -

29 23.050 α-Cubebene α-荜澄茄油烯 0.15 0.12 

30 24.037 Carbonic acid，monoamide，N-（2-ethylphenyl）-，
propyl ester

N-（2-苯乙基）-碳酸酰胺丙酯 0.08 -

31 28.985 1，6-Cyclodecadiene，1-methyl-5-methylene-8-
（1-methylethyl）-，[S-（E，E）]-

[s-（E，E）]-1-甲基-5-亚甲基-8-（1-甲基乙
基）-1，6-环癸二烯

0.56 0.50 

32 29.855 1H-Indole，5-methyl-2-phenyl- 5-甲基-2-苯基吲哚 0.09 -

33 31.012 Butylated Hydroxytoluene 丁羟甲苯 0.36 0.52 

34 31.498 Naphthalene，1，2，3，5，6，8a-hexahydro-4，
7-dimethyl-1-（1-methylethyl）-，（1S-cis）-

d-杜松烯 - 0.25 

35 31.504 Naphthalene，1，2，4a，5，8，8a-hexahydro-4，
7-dimethyl-1-（1-methylethyl）-，

[1S-（1α，4aβ，8aα）]-

α-衣兰油烯 0.23 -

36 46.530 1，2-Benzenedicarboxylic acid，diheptyl ester 邻苯二甲酸二庚酯 0.04 -

37 49.832 Cyclotrisiloxane，hexamethyl- 六甲基环三硅氧烷 0.03 -

38 52.987 2-Ethylacridine 2-乙基吖啶 0.02 -

39 56.168 Phenol，2，2'-methylenebis[6-（1，
1-dimethylethyl）-4-methyl-

2，2'-亚甲基双（6-叔丁基-4-甲基）苯酚 0.12 0.23 

40 56.376 Benzo[h]quinoline，2，4-dimethyl- 2，4-二甲基苯唑喹啉 0.01 -
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乙基）-双环[3.1.0]-2-己烯、α-蒎烯、D-柠檬烯、β-罗勒烯、

γ-萜品烯、异松油烯、3，7-二甲基-1，6-辛二烯-3-醇、丁羟甲

苯、2，2'-亚甲基双（6-叔丁基-4-甲基）苯酚，相对百分含量减

少的成分有β-水芹烯、β-蒎烯、β-月桂烯、辛醛、α-水芹烯、

α-萜品烯、α-松油醇、α-荜澄茄油烯。

讨论

本实验研究了药典法枳壳生品及樟帮法枳壳生品挥发

油对健康小鼠的急性毒性，药典法枳壳生品挥发油的LD50为 

4 234.38mg/kg，樟帮法枳壳生品挥发油的LD50为6 478.46mg/

kg，根据经口给药的药物急性毒性分级标准[10]，药典法枳壳生

品挥发油的分级为低毒，而樟帮法枳壳生品挥发油的分级为无

毒。溶剂对照组的结果表明在相同给药量和观察时间内，小鼠

服用溶剂后行为正常未有急性毒性表现，说明溶剂对小鼠健康

状态基本无影响。

枳壳挥发油是枳壳理气宽中、行滞消胀、消痰的重要成 

分[11]。根据中药药理作用与归经关系的统计分析，能消痰的药

物对肺部影响明显[12]。根据药物代谢动力学，肺部是气体或某

些挥发性成分的主要排泄器官[13]，这可能是给小鼠灌服枳壳

挥发油后出现肺部充血或瘀血症状，并对小鼠肺部造成损伤

的原因。小鼠给予挥发油后有静卧、趴伏、昏睡现象，这可能是

挥发油成分对小鼠中枢神经作用的结果[14]。解剖发现死亡及濒

死小鼠胃部胀大成透明状，肠道肿胀并积水，这可能是因为枳

壳挥发油具有燥性，容易耗伤津液，使机体产生口渴感[15-16]，引

起小鼠大量喝水所致。综上，大剂量实验组小鼠死亡的主要原

因可能与肺部损伤造成的呼吸困难、神经中枢损伤及胃肠道肿 

胀有关。

根据GC-MS结果，两种枳壳饮片挥发油的成分包括萜烯

类、醇类、酯类等，其中D-柠檬烯、α-萜品烯、γ-萜品烯等具

有祛痰、止咳、平喘作用[17-18]，在机体内的代谢过程中经由肺部

排泄，可能是造成小鼠肺部损伤的物质基础。而芳樟醇、衣兰

油烯等具有的镇静催眠及镇痛作用[14]，可能是引起小鼠给予挥

发油后静卧趴伏的原因。与药典法枳壳生品挥发油成分相比，

樟帮法枳壳生品挥发油在种类上减少13种，新增成分4种，主要

的共有成分的相对百分含量发生较明显的变化。从两种挥发油

急性毒性试验的结果看，樟帮法枳壳生品挥发油LD50是药典生

品挥发油的1.53倍，急性毒性症状较药典法枳壳生品挥发油组

轻，推测两种饮片挥发油的种类及相对百分含量的差异是影响

其毒性的主要原因。急性毒性试验是药物安全性评价的一项

重要内容，本实验结果可为临床合理使用枳壳提供一定的理论

依据，但枳壳挥发油的急性毒性实验的中毒机制及物质基础有

待进一步阐明。
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