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米汤炮制天麻工艺的优化及抗炎作用
董　欣1,2，隋欣彤1,2，胡力铭1，王仁广1，李占国2，王景龙2，王淑敏1, *，梁　磊2,3

（1.长春中医药大学药学院，吉林长春 130117；
2.吉林省中科生物工程股份有限公司，吉林长春 131508；
3.吉林省蒲川生物医药有限公司，吉林长春 131508）

摘　要：优选米汤制天麻的炮制工艺，并考察其对脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）诱导的小胶质细胞（BV-2）
炎症反应的作用。采用高效液相色谱法检测天麻提取物中天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 E、巴利森苷 B、巴利

森苷 C、巴利森苷 A的含量，以六种成分含量为评价指标，以米汤与水体积比、煮制时间、干燥温度为单因素变

量，在单因素的基础上，通过三个指标综合考虑，设计正交试验，优化米汤制天麻的制备工艺，并比较 6种成分

在不同炮制品中的含量。脂多糖诱导的神经炎症细胞模型，CCK-8法测定天麻炮制品提取物对 BV2细胞存活率的

影响；ELISA法检测细胞培养上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β 的释放水平；Western blot法检测 TLR4、MYD88、
P65、INOS、COX-2、IL-1β 蛋白的表达变化。结果表明，煮制时间和米汤与水体积比对试验结果有显著（P<
0.05）影响，米汤制天麻的炮制工艺：米汤与水体积比为 1:3，煮制 25 min，75 ℃ 烘干。米汤制品中 6种成分含

量综合评分高于蒸制制品。天麻提取物对 LPS诱导 BV2细胞损伤具有不同程度的保护作用。与正常对照组

比较，LPS组 TNF-α、 IL-1β、 IL-6的分泌显著上升（P  <0.001），与 LPS组，两种炮制品均可抑制 TNF-α
（P<0.05）、IL-1β（P<0.05，P<0.001）、IL-6（P<0.05，P<0.001）的释放。Western blot结果显示，与 LPS组比

较，两种炮制品可能显著抑制 LPS诱导的 TLR4/MYD88/NF-κB信号通路的激活，减少 TLR4（P<0.01）、

MYD88（ P<0.01， P<0.05）、 P65（ P<0.01）、 INOS（ P<0.05）、 COX-2（ P<0.05， P<0.001）、 IL-1β（ P<
0.001）蛋白的表达。优选的米汤制天麻工艺操作简便，稳定可行；天麻炮制品可能通过抑制 TLR4/MYD88/NF-
κB信号通路，而降低炎症因子的表达。
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Abstract： To  optimize  the  processing  technology  of  Gastrodia  elata  by  water  in  which  millet  had  been  cooked  and
investigate  the  effects  of  LPS-induced  microglia  (BV2)  inflammatory  responses.  Determination  of  gastrodin,  p-
hydroxybenzyl alcohol, parishin A, parishin B, parishin C, parishin E in the extract of Gastrodia elata by high-performance
liquid chromatography (HPLC), and the content of six components were used as evaluation index, the volume ratio of water  
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in which millet had been cooked to water, cooking time and drying temperature were selected as single factor variables. The
designation  of  orthogonal  test  was  based  on  single  factor  on  three  indicators,  then  optimization  of  the  preparation
technology.  Comparison  of  the  content  of  six  components  in  different  processed  product.  The  neuroinflammatory  cell
model was induced by LPS and the cell viability was evaluated after treatment with the extract of processed products by a
Cell Counting kit 8 (CCK-8) assay. The levels of TNF-α, IL-6, IL-1β in the cell culture medium were measured with ELISA
kits.  The  protein  expressions  of  TLR4,  MYD88,  P65,  INOS,  COX-2,  IL-1β  in  LPS-induced  BV2 cells  were  detected  by
Western blot. The results showed that the cooking time and the volume ratio of water in which millet had been cooked to
water had a significant effect on the test results. The water in which millet had been cooked of Gastrodia elata processing
technology: The ratio of the volume water in which millet had been cooked to water was 1:3, the boiling time was 25 min
and the temperature of drying was 75 ℃. The comprehensive score of the six components in processing with water in which
millet  had been cooked products  was  higher  than that  of  steamed products.  The extract  of Gastrodia  elata had exhibited
varying degrees of protective activity on LPS-induced BV2 cells. The results showed that the secretion of TNF-α, IL-6, IL-
1β was significantly increased in BV2 microglial cells induced by LPS compared with the normal control group (P<0.001).
Compared with  the  LPS group,  the  two extract  of Gastrodia  elata  significantly  decreased  the  expression  level  of  TNF-α
(P<0.05),  IL-6 (P<0.05, P<0.001),  IL-1β  (P<0.05, P<0.001) in LPS-induced BV2 microglial  cells.  The result  of  Western
blot  showed  that  PZH  significantly  inhibited  the  LPS-induced  TLR4/MYD88/NF-κB  signaling  pathway  activation,  and
decreased  the  protein  expressions  of  TLR4  (P<0.01),  MYD88  (P<0.01, P<0.05),  P65  (P<0.01),  INOS (P<0.05),  COX-2
(P<0.05, P<0.001), IL-1β (P<0.001). The optimized processing technique is simple, stable and feasible. The mechanism of
processed  drugs  of Gastrodia  elata may  reduce  inflammatory  factor  expression  by  inhibiting  the  TLR4/MYD88/NF-κB
signaling pathway.

Key words：Gastrodia elata；processed with millet soup；orthogonal design method；neuroinflammation

天麻为兰科植物天麻（Gastrodia elata BI.）的干

燥块茎，为我国临床常用中药材[1]，自 2019年起天麻

成为“药食同源”品种，具有药用、保健和食用三重价

值[2]。天麻含有较多成分，多采用加热的方法来保护

苷类的含量，如煮制、蒸制、酒制、姜制、蜜制等[3]，不

同方法炮制后各种化学成分含量也会有变化[4−5]。天

麻提取物或活性成分具抗炎、抗氧化[6−7]、抗癫痫、改

善调整记忆[8−9] 和神经保护等作用[10−11]。

神经炎症的发生是导致神经退行性病变进展的

主要机制之一，如帕金森、阿尔茨海默病等。神经炎

症的发生与小胶质活化密切关联，进而增加促炎因子

的释放，导致神经元细胞阶段性死亡[12−13]。天麻中主

要活性成分天麻素可抑制 Toll样受体-4（Toll-like

receptor4，TLR-4）的表达，降低了脓毒症急性肺损伤

小鼠模型全身和肺脏中的炎症因子，并能够减轻肺脏

的损伤[14]，可改善神经炎症诱导的大鼠认知功能障

碍[15]，也可通过调节肠道微生物群组成和减轻神经元

兴奋来改善 AD小鼠模型的记忆[16]，改善小鼠的抑

郁和焦虑样行为[17−19]，也可减轻 LPS诱导的小鼠神

经炎症和抑郁-焦虑样行为[20]，还可以改善衰老的小

胶质细胞，增加细胞活力以减少炎症因子的释放[21]，

抑制 NF-κB信号通路的激活[22]，调节 TLR4/TRAF6/

NF-kappaB通路，减少小胶质细胞活化[23]，发挥抗神

经炎症作用；从中药天麻中分离的联苯化合物 20C

通过 MAPKs和 TLR4/AKT/mTOR信号通路调节

LPS激活的小胶质细胞的自噬，可显著抑制 TLR4

的表达水平[24]。天麻炮制品提取物是否能抑制 BV2

小胶质细胞激活后的神经炎症反应以及潜在的分子

作用机制还需要进一步研究。

米汤制天麻为吉林省道地药材长白山乌杆天麻

的独特炮制方法，已成为吉林省天麻炮制特色，如何

使特色工艺方法规范化，可控化，充分发挥其食药用

价值，尚有待解决。因此，本研究采用正交试验法，优

化米汤制天麻的制备工艺，结合高效液相色谱法检测

其提取物中天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 A、巴

利森苷 B、巴利森苷 C、巴利森苷 E的含量，并与药

典中收录的炮制方法蒸制天麻进行含量比较。以脂

多糖诱导小胶质细胞（BV2）建立神经炎症细胞模型，

考察米汤制天麻、蒸制天麻提取物是否抑制神经炎

症细胞的炎性反应，并进一步探讨其作用机制，以期

为天麻的炮制加工生产提供基础理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

天麻药材　购自吉林省白山市，经王淑敏教授

鉴定为兰科植物天麻（Gastrodia elata Bl.）的干燥块

茎（批号 20220926）；小鼠小胶质细胞（BV2）　购自

中国科学院上海细胞研究所；对羟基苯甲醇　中国食

品药品检定研究院；天麻素、巴利森苷 A、巴利森苷

B、巴利森苷 C、巴利森苷 E　上海源叶生物科技

有限公司；脂多糖　Sigma公司；DMEM/F12　Grand
Island Biological公司；胎牛血清　Viva Cell公司；

TLR4、β-Actin、MYD88、COX-2、NF-κB  p65、m-
IgGκBP-HRP　Santa-Cruz公司；INOS　Abcam公司；

封闭液　碧云天公司；TNF-α、IL-6、IL-1β　南京建

成生物工程研究所；乙腈、甲醇　美国 Fisher公司；

乙醇　北京化工厂有限责任公司；水为超纯水。

LC-20AT高效液相色谱仪 DAD检测器　岛津

（中国）有限公司；XSelect HSS T3色谱柱（4.6 mm×
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250 mm，5 µm）　美国 Waters公司；电子分析天平

（十万分之一）　瑞士 Mettler Toledo公司；Chemi-
Scope 5300化学发光成像系统　上海勤翔科学仪

器；3111细胞培养箱、1300生物安全柜、X1离心机、

1510酶标仪　美国 Thermo Fisher Scientific公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品的制备　 

1.2.1.1   米汤的制备　根据文献 [25]报道及药农经

验，采用小米与水的质量比为 1:3，煮制，水沸计时

3 min（米无白心），关火，纱布过滤，米汤备用。 

1.2.1.2   米汤炮制天麻的制备　取同一批次大小相

近的新鲜天麻清洗干净（30±5） g，备用。使用米汤

水溶液煮制鲜天麻干燥后备用。 

1.2.1.3   蒸制天麻的制备　取同一批次大小相近的

新鲜天麻清洗干净（30±5） g，蒸软（30 min），切薄片，

干燥[1]。 

1.2.2   供试品溶液的制备　取炮制品粉末（过 40目

筛），精密称取 2.0 g，参照《中国药典》2020版天麻项

下供试品溶液的制备方法制备[1]。 

1.2.3   对照品溶液的制备　精密称取巴利森苷 E、天

麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 C、巴利森苷 B、巴

利森苷 A对照品适量，3%乙腈水溶液溶解，并制成

质量浓度依次为 3.2100、3.2301、3.2422、3.2802、
3.2908、3.3240 mg/mL的贮备液。取适量，稀释后至

每 1 mL中分别含 0.8025、0.1615、0.1621、0.1640、
0.1645、0.1662 mg/mL的溶液，即得。 

1.2.4   色谱条件　采用 Waters XSelect HSS T3色谱

柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）；以乙腈（A）/0.1%磷酸

溶液（B）为流动相，梯度洗脱，具体程序详见表 1，检
测波长 220 nm，流速 1 mL·min−1，柱温 30 ℃，进样

体积 10 μL。
 
 

表 1    梯度洗脱程序
Table 1    Gradient elution programs

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0.01~5 1~1 99~99
5~8 1~5 99~95
8~13 5~5 95~95
13~28 5~12 95~88
28~30 12~12 88~88
30~35 12~17.5 88~82.5
35~50 17.5~17.5 82.5~82.5

  

1.2.5   单因素实验　 

1.2.5.1   米汤与水体积比　取大小相近的新鲜天麻

清洗干净（30±5） g，米汤与水混合液煮制，沸腾后计

时 20 min，干燥温度设定为 70 ℃，设定米汤与水体

积比为 1:1、1:3、1:6、1:9、1:12。以 6种成分含量

综合评分高低来确定米汤与水体积比。 

1.2.5.2   煮制时间　取大小相近的新鲜天麻清洗干

净（30±5） g，米汤与水体积为 1:3，混合后煮制天

麻，沸腾后计时，设定煮制时间为 10、15、20、25、
30 min，干燥温度设定为 70 ℃。以 6种成分含量综

合评分高低来确定煮制时间。 

1.2.5.3   干燥温度　取大小相近的新鲜天麻清洗干

净（30±5） g，米汤与水体积为 1:3，混合后煮制天麻，

沸腾后计时，煮制时间为 20 min，设定干燥温度为

60、65、70、75、80 ℃。以 6种成分含量综合评分高

低来确定干燥温度。 

1.2.6   正交试验设计　根据单因素结果，以米汤与水

体积比（A）、煮制时间（B）、干燥温度（C）为考察因

素，以天麻素等六种成分含量的综合评分为评价指

标，将指标性成分天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷

E、巴利森苷 B、巴利森苷 C、巴利森苷 A的含量作

为权重指标赋值，天麻素和对羟基苯甲醇含量分

别赋值 0.1，巴利森苷 A含量赋值 0.35，巴利森苷

E、巴利森苷 B、巴利森苷 C的含量分别赋值 0.15。
因此，综合评分＝（天麻素含量/天麻素含量最大

值×0.1＋对羟基苯甲醇含量/对羟基苯甲醇含量最大

值×0.1＋巴利森苷 E含量 /巴利森苷 E含量最大

值×0.15+巴利森苷 B含量 /巴利森苷 B含量最大

值×0.15+巴利森苷 C含量 /巴利森苷 C含量最大

值×0.15+巴利森苷 A含量/巴利森苷 A含量最大

值×0.35）×100%。 采用 L9（3
4）正交试验法[26] 进行工

艺优化，正交试验设计具体见表 2。
 
 

表 2    正交试验的因素及水平
Table 2    Factors and level selection of orthogonal test

因素
水平

1 2 3

A：米汤与水体积比例 1:1 1:3 1:6
B：煮制时间（min） 15 20 25
C：干燥温度（℃） 65 70 75

  

1.2.7   炮制工艺验证及比较　取 3份天麻鲜品，应

用 1.2.6项下最佳工艺制备米汤制炮制品，按照“供

试品溶液制备方法”制备样品，并按“色谱条件”进样

检测，与蒸制天麻中各成分含量进行比较。 

1.2.8   体外抗炎作用考察　 

1.2.8.1   BV2细胞培养　应用 DEME/F12完全培养

基（含有 10% FBS）培养，5% CO2，37 ℃ 条件下培养。 

1.2.8.2   CCK-8法检测各药物对细胞活性率的影响

　将 BV2细胞配制成 5×104 个/mL的细胞悬液，接

种于 96孔板中培养（100 μL/孔），贴壁后弃去培养

基，并更换含有不同质量浓度的天麻提取物、LPS的

培养基，作用细胞 24 h，10 μL/孔 CCK-8试剂，培养

条件下孵育 1 h，在 450 nm波长下测定吸光度（OD）

值。细胞活力（%）=（OD给药组/OD空白组）×100。 

1.2.8.3   试验分组　细胞试验分为正常对照组

（DEME/F12培养基）；LPS组（含有 1 μg/mL的DEME/
F12培养基）；天麻提取物组（含有 250 μg/mL蒸制天
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麻制品提取物、250 μg/mL米汤制天麻品提取物的

DEME/F12培养基，给药 4 h后添加 LPS），各组均培

养 24 h。 

1.2.8.4   Western blot法检测炎症相关蛋白表达　制

备细胞悬液接种于 6孔板中过夜培养，1.5×105 个/
mL，2 mL/孔，参照 1.2.8.3项下分组、培养 24 h。从

培养箱中取出孔板置于冰上，收集培养上清液（检测

因子待用），80 μL/孔蛋白裂解液，作用细胞 30 min，
然后离心 15 min（预先设置 4 ℃，12000 r/min），取上

清，检测蛋白含量，将蛋白置于沸水浴中变性处理。

10% SDS-PAGE凝胶电泳后转于 PVDF膜上，封闭

2 h，分别使用 TLR4、MYD88、P65、INOS、COX-2、
IL-1β、β-Actin的抗体（1:800）于 4 ℃ 孵育过夜，

TBST清洗后加入二抗（1:2000）室温孵育，再次清

洗，然后化学发光法显影。通过 Image J1.8软件可

以对所得的各图像灰度值进行解析，并以目的蛋白

质灰度值和内参蛋白（β-Actin）灰度值的比较，作为

该蛋白质的表达水平值。 

1.2.8.5   上清培养液中炎症因子水平的测定　将

1.2.8.4项下收集的培养上清液，按照 ELISA试剂盒

说明书操作，检测天麻蒸制品和米汤制品提取物对

LPS诱导的 BV2的 TNF-α、IL-6、IL-1β 释放的影响。 

1.3　数据处理

采用 GraphpadPrism 5.0和 Excel WPS对数据

进行分析处理，组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），P<0.05为差异显著，有统计学意义。 

2　结果与分析 

2.1　方法学考察 

2.1.1   标准曲线的绘制　精密吸取“1.2.3”中对照品

适量，以甲醇为溶剂，制成不同质量浓度的对照品溶

液，在“1.2.4”项色谱条件进样检测，每个质量浓度进

样 3次，10 μL/次。以质量浓度（X，μg·mL−1）为横坐

标、峰面积（Y）为纵坐标进行回归。六种成分在其各

自范围内线性关系良好，色谱峰分离良好，无其他杂

质干扰，见图 1，具体结果见表 3。 

2.1.2   精密度试验　精密吸取“1.2.3”中对照品溶液

10 μL，按“1.2.4”色谱条件连续进样 6次。天麻素、

对羟基苯甲醇、巴利森苷 E、巴利森苷 B、巴利森

苷 C、巴利森苷 A的 RSD值分别为 0.29%、1.11%、

0.26%、0.21%、0.26%、0.68%，结果表明仪器精密

度良好。 

2.1.3   稳定性试验　取一份药材粉末按“1.2.2”方法

制备供试品溶液，室温条件下放置 0、2、4、8、12、
24 h后，分别进样 10 μL测定。天麻素、对羟基苯甲

醇、巴利森苷 E、B、C、A的 RSD值分别为 0.56%、

0.75%、0.47%、0.45%、0.30%、0.15%，结果表明该

方法制备的供试品溶液在 24 h内稳定。 

2.1.4   重复性试验　取 6份同一样品，按“1.2.2”方
法制备供试品溶液，按“1.2.4”色谱条件进样测定。

测得天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 E、B、C、
A的色谱峰面积，得 RSD值分别为 0.68%、1.83%、

0.41%、0.44%、0.84%、0.32%，结果表明该制备方法

重复性良好。 

2.1.5   加样回收率试验　精密称取各成分含量已知

的本品内容物粉末６份，精密加入对照品溶液， 按
“1.2.2”项下方法制备供试品溶液，在“1.2.4”项色谱

条件下进样。天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 E、
巴利森苷 B、巴利森苷 C、巴利森苷 A的平均加样

回收率分别为 100.30%、96.62%、96.73%、98.93%、

101.59%、 96.31%， RSD值分别为 1.44%、 1.07%、

1.41%、1.04%、1.21%、1.30%，表明此方法准确可

行，结果见表 4。 

2.2　单因素实验结果 

2.2.1   米汤与水体积比　天麻素等 6种成分含量的

综合评分结果见图 2a，由图 2a可知，当二者体积比

为 1:3时，6种成分含量的综合评分最高，故米汤与

水的体积比选择 1:3为单因素最适条件，并选用
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图 1    混合标准品、样品的色谱图

Fig.1    Chromatograms of standard mixture and samples
注：a：混合标准品；b：样品。

 

表 3    各成分线性关系

Table 3    Linear relationships of various constituents

成分 回归方程 r
线性范围
（μg·mL−1）

天麻素 Y=13722.2X+12648.0 0.9991 10.72~161.83
对羟基苯甲醇 Y=26715.7X+26233.1 0.9992 10.79~161.75
巴利森苷E Y=13273.2X+59802.9 0.9994 10.90~161.82
巴利森苷B Y=14018.4X+6502.89 0.9991 10.99~162.00
巴利森苷C Y=3671.74X+5933.08 0.9991 10.09~162.33
巴利森苷A Y=11545.7X+9961.51 0.9993 54.53~806.91
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1:1、1:3、1:6三个水平进行后续的正交试验。 

2.2.2   煮制时间　天麻素等 6种成分含量的综合评

分结果见图 2b，由图 2b可知，当煮制时间为 20 min
时，6种成分含量的综合评分最高，故选择煮制时间

20 min为单因素最适条件，并选用 15、20、25 min
三个水平进行后续的正交试验。 

2.2.3   干燥温度　天麻素等 6种成分含量的综合评

分结果见图 2c，由图 2c可知，当干燥温度为 70 ℃

时，6种成分含量的综合评分最高，故选择干燥温度

70 ℃ 为单因素最适条件，并选用 65、70、75 ℃ 三个

水平进行后续的正交试验。 

2.3　正交试验结果

按照 L9（3
4）正交试验法进行实验对 9份样本进

行含量测定，结果见表 5和表 6。
根据表 5直观分析中极差 R值比较可知，3个

因素对天麻素等 6个成分的含量的影响大小为煮制

时间（B）>米汤与水体积比（A）>干燥温度（C），对于

因素 A：k2>k1>k3，对于因素 B：k3>k2>k1，因素 C：k3>
k2>k1。从表 6方差分析结果可知，米汤与水体积比、

煮制时间两个因素对试验结果有显著影响，干燥温

度对试验结果影响不明显。因此，米汤制天麻的最佳

炮制工艺条件为 A2B3C3，即取米汤与水体积比为

1:3，煮制 25 min，75 ℃ 烘干，即得。 

2.4　最佳工艺验证结果及比较

经最佳工艺制备的 3批天麻炮制品，各成分含

量结果见表 7，生品和炮制品外观见图 3。米汤制天

麻色泽呈黄棕色，3批验证试验综合评分均值为

 

表 4    各成分加样回收率试验结果

Table 4    Results of recovery tests for various constituents

成分
样品含有量

（mg）
加入量
（mg）

测得量
（mg）

回收率
（%）

平均回收率
（%）

RSD
（%）

天麻素 2.013 2.021 4.009 98.76 100.30 1.44

2.027 2.021 4.078 101.49 　 　

2.005 2.021 4.077 102.52 　 　

1.997 2.021 4.000 99.11 　 　

2.014 2.021 4.032 99.85 　 　

2.011 2.021 4.033 100.05 　 　

对羟基苯甲醇 0.7510 0.7552 1.5086 100.31 99.62 1.07

0.7634 0.7552 1.5091 98.73 　 　

0.7613 0.7552 1.5101 99.15 　 　

0.7562 0.7552 1.5129 100.19 　 　

0.7648 0.7552 1.5070 98.29 　 　

0.7597 0.7552 1.5229 101.05 　 　

巴利森苷E 1.2037 1.1875 2.3294 94.80 96.73 1.41

1.2293 1.1875 2.3757 96.54

1.2164 1.1875 2.3831 98.25

1.1958 1.1875 2.3622 98.22

1.2025 1.1875 2.3394 95.74

1.2167 1.1875 2.3663 96.80

巴利森苷B 1.2642 1.2813 2.5426 99.78 98.93 1.04

1.3247 1.2813 2.5760 97.66

1.2882 1.2813 2.5652 99.67

1.2591 1.2813 2.5397 99.95

1.2713 1.2813 2.5242 97.78

1.2891 1.2813 2.5543 98.74

巴利森苷C 0.9454 0.9375 1.8833 100.04 101.59 1.21

0.9669 0.9375 1.9237 102.06

0.9578 0.9375 1.9248 103.15

0.9650 0.9375 1.9091 100.71

0.9667 0.9375 1.9123 100.86

0.9611 0.9375 1.9239 102.70

巴利森苷A 1.3079 1.3125 2.5650 95.78 96.31 1.30

1.3123 1.3125 2.6004 98.14

1.3424 1.3125 2.5865 94.79

1.3457 1.3125 2.5987 95.46

1.3528 1.3125 2.6314 97.42

1.3687 1.3125 2.6323 96.27
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图 2    各种因素对米汤制天麻品中 6种成分含量的影响

Fig.2    Effects of each factor on the content of 6 components in
processing with water in which millet has been cooked

drugs of Gastrodia elata
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99.227%，RSD为 0.190%，验证工艺的综合评分高

于正交试验中的任何工艺综合评分，表明该制备工艺

可行。

天麻蒸制炮制品中除巴利森苷 E，其他 5种成

分含量均低于米汤制品，对蒸制制品和米汤制品中

的 6种成分进行综合评价，炮制品的综合评分为

99.227%，而蒸制制品的综合评分为 46.306%，天麻

经米汤水煮制后各成分含量呈升高趋势，具体见表 8，

初步说明该炮制工艺下制得的炮制品在各成分含量

优于药典炮制方法。
 

2.5　体外抗炎作用结果 

2.5.1   各药物对细胞活力的影响　采用 CCK-8法筛

选各药物对 BV2细胞的作用浓度。结果显示 LPS
在 1~20 μg/mL的浓度下，均可显著降低细胞活力

（P<0.001），因此选取 1 μg/mL为 LPS的后续实验浓

度，诱导 BV2细胞建立炎症细胞模型，结果见

图 4a；天麻蒸制和米汤制品提取物均在作用浓度为

20~50 μg/mL的条件下影响细胞活力，并呈降低趋

势，具有显著性（P<0.05），说明两种天麻炮制品提

取物在质量浓度为 2.5~10 μg/mL，对细胞不具有毒

性，因此选取 10 μg/mL用于后续实验，具体见图 4b、
图 4c。 

2.5.2   TLR4/MYD88/NF-κB信号通路相关蛋白的表

达　TLR4蛋白是脂多糖的受体，位于细胞膜上，在

神经炎症中行使重要功能[27]，当与脂多糖结合后，通

过 MYD88触发信号传导级联反应，导致 NF-κB发

生活化，调控其他炎症因子合成，诱导 COX-2蛋

 

表 5    正交试验设计和结果

Table 5    Design and results of orthogonal test

实验号
因素 天麻素

（mg·g−1）
对羟基苯甲醇

（mg·g−1）
巴利森苷E
（mg·g−1）

巴利森苷B
（mg·g−1）

巴利森苷C
（mg·g−1）

巴利森苷A
（mg·g−1）

综合评分
（%）A B C D（空列）

1 1 1 1 1 3.107 1.331 3.185 3.864 3.120 7.473 65.73
2 1 2 2 2 2.566 1.343 3.247 3.917 3.176 7.490 80.69
3 1 3 3 3 3.372 1.787 7.534 4.646 3.640 6.227 84.87
4 2 1 2 3 2.087 1.829 4.715 3.112 2.869 6.452 75.46
5 2 2 3 1 2.571 1.322 3.297 3.952 3.231 7.446 79.16
6 2 3 1 2 3.611 2.372 4.745 5.193 4.605 8.060 95.15
7 3 1 3 2 2.504 2.024 5.010 3.618 3.321 6.937 69.90
8 3 2 1 3 2.655 0.811 4.867 4.337 2.989 7.073 66.09
9 3 3 2 1 3.296 1.696 7.707 4.602 3.517 6.090 73.69
k1 77.10 70.36 75.66 72.86
k2 83.26 75.31 76.61 81.91
k3 69.89 84.57 77.98 75.47
R 13.36 14.21 2.32 9.053

 

表 6    方差分析结果

Table 6    Results of variance analysis

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 P

A米汤与水比例 268.412 2 32.910 19.000 <0.05
B煮制时间 312.018 2 38.256 19.000 <0.05
C干燥温度 8.156 2 1.000 19.000 >0.05

误差 8.160 2

 

表 7    最佳工艺验证结果

Table 7    Verification testing results

评价指标 天麻素（mg·g−1） 对羟基苯甲醇（mg·g−1） 巴利森苷E（mg·g−1） 巴利森苷B（mg·g−1） 巴利森苷C（mg·g−1） 巴利森苷A（mg·g−1） 综合评分（%）

含量 3.713±0.021 2.367±0.016 4.651±0.020 5.038±0.063 4.521±0.022 8.226±0.051 99.227±0.155

 

a b c

图 3    天麻的生品（a）、蒸制制品（b）、米汤制品（c）图
Fig.3    Figure of raw drugs (a) steamed drugs (b) and processing

with water in which millet has been cooked drugs (c) of
Gastrodia elata

 

表 8    不同炮制品的含量测定

Table 8    Determination of different processed products

评价指标 天麻素（mg·g−1） 对羟基苯甲醇（mg·g−1） 巴利森苷E（mg·g−1） 巴利森苷B（mg·g−1） 巴利森苷C（mg·g−1） 巴利森苷A（mg·g−1） 综合评分（%）

米汤制品 3.713±0.021 2.367±0.016 4.651±0.020 5.038±0.063 4.521±0.022 8.226±0.051 99.227±0.155
蒸制制品 1.805±0.110 0.432±0.086 5.535±0.033 2.071±0.065 1.563±0.023 2.529±0.048 46.306±0.45
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白 [28−29]。因此，本实验中选取 LPS诱导小胶质细

胞，结果显示，与正常组比，LPS组的 TLR4、IL-1β、
COX2表达明显增加（P<0.001），MYD88、INOS表

达增加（P<0.01），P65表达也增加（P<0.05）；与模型

组比，蒸制天麻组和米汤制天麻组均能降低 TLR4
（P<0.05）、MyD88（P<0.05，P<0.01）、INOS（P<0.01）、

IL-1β（P<0.001）、COX2（P<0.01，P<0.001）、P65（P<
0.05）的表达，具有显著性；其中炎症因子 IL-1β、
COX2，给药组间比较具有显著性（P<0.01），表明天

麻炮制品提取物对脂多糖诱导的 BV2细胞的炎症损

伤有抑制作用。TLR4/MyD88/NF-κB信号通路在炎

症反应中发挥重要作用[30−31]，研究显示天麻素可改
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viability

注：与空白组比较，*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。
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善 BV2 细胞衰老染色和衰老蛋白表达[21]，可通过调

控 NF-κB/NLRP3信号通路抑制 BV2细胞的炎症损

伤[32]；而酚性成分组合物（含对羟基苯甲醛、对羟基

苯甲醇、4-甲氧基苄醇、3,4 -二羟基苯甲醛）也可明

显抑制 BV2细胞炎症反应，并能促进促炎表型的

M1型小胶质细胞转化为抗炎表型的 M2型小胶质

细胞[33]。本实验中所用的天麻炮制品提取物含有天

麻素、对羟基苯甲醇等成分，且米汤制品提取物对炎

症因子的抑制优于蒸制制品提提取物，具体见图 5，

抗炎作用机制见图 6所示。
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Fig.6    Anti-neuroinflammatory effects of Gastrodia elata
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2.5.3   上清培养液中 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平　研

究表明，小胶质细胞被过度激活会合成并释放大量

的 NO、TNF-α、IL-6、IL-1β 等炎性因子，促使神经

元细胞损伤或死亡 [34]，可通过下调 TNF-α、IL-6、
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IL-1β 的水平来抑制神经炎症[35]。本实验中，小胶质

细胞经 LPS诱导后，刺激其分泌炎症因子，与空白组

比较，模型组 TNF-α、IL-6、IL-1β 释放增多（P<0.001）；
与模型组比较，蒸制天麻组和米汤制天麻组的 TNF-
α（P<0.01）、IL-6（P<0.01，P<0.001）、IL-1β（P<0.01，
P<0.001）释放减少，说明蒸制和米汤制制品提取物均

可抑制 LPS诱导的 BV2细胞中 TNF-α、IL-6、IL-
1β 的释放，结果见图 7。 

3　结论
本研究在流动相使用方面，分别采用甲醇 -

0.05%磷酸水溶液、乙腈-0.1%磷酸水溶液、乙腈-
水 3个流动相进行考察，发现乙腈-0.1%磷酸水溶液

作为流动相进行梯度洗脱，在检测波长为 220 nm的

条件下，6个成分的色谱峰分离度较好，可实现完全

分离。采用 L9（3
4）正交试验法显示使用小米汤与水

比为 1:3，煮制 25 mim，干燥温度为 75 ℃ 为最佳工

艺，该制备工艺稳定，并且实操简便，便于推广使用。

天麻生品气味特殊，有“马尿味”，不易让人接受。天

麻蒸制干燥后呈灰白色，而经米汤水煮制干燥后得炮

制品则呈黄棕色，色泽鲜亮通透。将米汤制品粉碎，

取微粉用开水冲泡后，呈糊状，口感略微苦，回甘，易

于食用，并且微粉也有神经保护作用，并且粒径越小

药效越好。米汤制品与蒸制制品比较，除巴利森苷

E其他 5种成分含量均高 2~5倍不等，综合评分也

高于蒸制制品，初步说明米汤制天麻较药典中的炮制

方法，不仅主要活性成分含量高，而且外观色泽佳，提

高米汤制天麻的市场竞争力。本研究中，BV2细胞

在预先加入天麻蒸制品和米汤制品的提取物后，

可抵御 LPS的诱导伤害，在蛋白水平上显著减弱了

TLR4、MyD88、P65、INOS、IL-1β、COX2的表达，

并抑制细胞上清液中 IL-1β、TNF-α、IL-6等炎症因

子的分泌。说明天麻蒸制和米汤制炮制品的提取

物对 LPS诱导的 BV2细胞炎症有一定保护作用，其

作用机制可能是通过抑制 TLR4/MyD88/NF-κB信

号通路的激活，减少细胞炎性介质 COX-2、INOS、
炎性细胞因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的释放，从而减

轻 LPS对细胞的损伤。
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