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枳壳总黄酮的多指标质量控制
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［摘　要］　目的：建立枳壳总黄酮多指标质量控制方法。方法：采用高效液相色谱法测定枳壳总
黄酮中有效成分含量和指纹图谱，紫外分光光度法测定总黄酮含量。含量测定色谱条件为：Ａｇｉｌｅｎｔ
ＳＢＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为０．０２％磷酸水溶液乙腈（８０∶２０），流速１ｍｌ／
ｍｉｎ，柱温３５℃，检测波长２８０ｎｍ。指纹图谱条件为：ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ），流动相Ａ（０．５％醋酸水溶液，Ｖ／Ｖ）、Ｂ（甲醇）；梯度洗脱程序（ｍｉｎ、Ｂ％）：０ｍｉｎ、２０％，１０ｍｉｎ、
４０％，３５ｍｉｎ、７０％，５０ｍｉｎ、１００％；流速１ｍｌ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长３２０ｎｍ。总黄酮检测波长为
２８３ｎｍ。结果：经方法学认证，含量测定和指纹图谱分析各项参数均符合要求；１０批枳壳总黄酮样
品的含量分析显示：柚皮苷、新橙皮苷含量为 ３８３％ ～４７２％及 ２１０％ ～２８５％，总黄酮含量
７９９％～８８６％；各批次样品指纹图谱分析都显示１２个共有峰，与标准谱图比较，指纹图谱相似度
均在９８０％以上。结论：指纹图谱与关键成分含量测定相结合的分析方法能很好地反映枳壳总黄
酮整体质量，是一种有效的质量分析与评价方法。该方法测定结果准确，重复性好，可有效控制枳

壳总黄酮质量。
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［ＪＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉ），２０１１，４０（１）：１７２２．］

　　中药一般为多成分混合物，在质量控制上，
仅以指标性成分定量分析远不能从整体上反映

中药的内在质量，而目前的分析技术还不能满

足对中药所有成分进行含量测定的要求。因

此，针对中药的特点，采用多种指标体系对中药

进行质量控制与评价，是中药质量分析研究的

重要方向。

枳壳为芸香科植物酸橙（Ｃｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍ
Ｌ）及其栽培变种的干燥未成熟果实，具有破气
消积、化痰散痞的功效。近年来，高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法广泛用于枳壳黄酮类化合物的分析
测定［１３］，但多是针对枳壳药材及其质量控制。

枳壳总黄酮为枳壳的主要有效部位，可采用乙

醇提取、大孔树脂纯化富集方法制备。本实验

以枳壳中制备的总黄酮有效部位为研究对象，

采用指标（有效）成分及总黄酮含量测定，并结

合指纹图谱分析手段，从指标（有效）成分、总

成分含量和指纹图谱整体相似性３个层面考察
枳壳总黄酮提取物的质量及批次间的稳定性，

探讨能够全面反映中药有效部位内在质量的质

控方法。

１　仪器与试药

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪，配置四元梯
度泵、在线脱气机、自动进样器、二极管阵列检

测器、柱温箱和 ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ工作站；７５２ＰＣ
Ｓｐｅｃｔｒｕｍ紫外可见分光光度计（上海光谱仪器
有限公司）；ＫＱ２５０Ｂ型超声器（２５０Ｗ，４０ｋＨＺ
，昆山市超声仪器有限公司）。

枳壳饮片由中国中医研究院中药所提供并

鉴定；柚皮苷含量大于９８．５％（美国 Ｓｉｇｍａ公
司产品）；新橙皮苷（本实验室自制）经波谱分

析确证其结构，ＨＰＬＣ归一化含量大于９８．０％；
Ｄ１０１型大孔吸附树脂（天津海光化工有限公
司）；色谱乙腈（默克公司）；重蒸馏水自制，其

余试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　枳壳总黄酮样品制备　枳壳饮片加８倍量
７０％乙醇，加热回流提取２次，每次１．５ｈ，提取
液合并，浓缩过滤。滤液上Ｄ１０１大孔吸附树脂
柱，先用水洗脱至Ｍｏｌｉｓｈ反应阴性，除去多糖等
杂质，再用５倍树脂床体积的７０％乙醇洗脱，收
集洗脱液，减压浓缩，喷雾干燥，得枳壳总黄酮有

效部位。采用以上方法总共制备样品１０批（编
号ａｊ），经测定总黄酮含量均大于５０％。
２．２　柚皮苷和新橙皮苷的含量测定
２．２．１　混合对照品溶液　取柚皮苷对照品４０
ｍｇ，新橙皮苷对照品２５ｍｇ，精密称定，加２０％
乙腈溶解并定容至２５ｍｌ，精密移取上述溶液各
１．８ｍｌ，置同一１０ｍｌ量瓶中，加２０％乙腈稀释
至刻度，即得。

２．２．２　供试品溶液　取枳壳总黄酮约７０ｍｇ，
精密称定，置１００ｍｌ量瓶中，用２０％乙腈溶解
并稀释至刻度，摇匀，经微孔滤膜（０．４５μｍ）滤
过，取续滤液，即得。

２．２．３　色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱（４．６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相：０．０２％磷酸乙
腈（８０∶２０），流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱温：３５℃，检测
波长：２８０ｎｍ，进样量：１０μｌ，色谱图见图１。
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　　１．柚皮苷；２．新橙皮苷．

图１　对照品 （Ａ）和枳壳总黄酮样品（Ｂ）的ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｂ）

２．２．４　线性关系考察　取对照品混合溶液，分
别进样２μｌ、５μｌ、１０μｌ、１５μｌ、２０μｌ、３０μｌ和
５０μｌ，以进样量（μｇ）为横坐标（Ｘ），色谱峰面
积为纵坐标（Ｙ），绘制标准曲线并进行回归计
算，得柚皮苷和新橙皮苷的线性方程分别为：Ｙ
＝１４８７．３８Ｘ－３０．１１，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝１９２４．８Ｘ－
１５．９７，ｒ＝０．９９９８。柚皮苷和新橙皮苷进样量
分别在０．６０～１４．８７μｇ和０．３５～８．６８μｇ范
围内与峰面积呈良好的线性关系。

２．２．５　加样回收率试验　取样品（编号 ｉ，柚
皮苷３８．３％，新橙皮苷２６．２％，ｎ＝３）９０ｍｇ，精
密称定，置２５ｍｌ量瓶中，加２０％乙腈溶解并稀
释至刻度，摇匀，制成样品储备液。精密移取样

品储备液１ｍｌ，置１０ｍｌ量瓶中，按柚皮苷、新
橙皮苷含量的 ８０％、１００％、１２０％准确加入对
照品，制成低、中、高３种浓度的供试品溶液，每
个浓度各平行制备３份，进样分析，计算加样回
收率。柚皮苷的平均回收率为 １０１．６％，ＲＳＤ
为４．１％（ｎ＝９），新橙皮苷的平均回收率为
１００．８％，ＲＳＤ为３．０％（ｎ＝９）。
２．２．６　重复进样精密度试验　取对照品溶液
１０μｌ，按“３．２”项下色谱条件，连续进样６次，
计算柚皮苷和新橙皮苷含量ＲＳＤ分别为０．５％
和０．２％（ｎ＝６）。
２．２．７　重复性试验　取同一样品（编号 ｉ）６
份，制成供试品溶液并进样分析，计算柚皮苷和

新橙皮苷含量ＲＳＤ分别为０．７％和０．８％（ｎ＝
６）。
２．２．８　稳定性试验　取同一样品（编号 ｉ），制
成供试品溶液，分别于０ｈ、４ｈ、８ｈ、１０ｈ、１２ｈ
和２４ｈ进样１０μｌ，记录色谱图，考察样品溶液

的稳定性。结果柚皮苷和新橙皮苷含量 ＲＳＤ
为１．１％和１．１％，表明供试品溶液在２４ｈ内
基本稳定。

２．２．９　样品分析　测定了１０批枳壳总黄酮样
品，其中柚皮苷含量在３８．３％ ～４７．２％之间，
平均含量为４１．４％；新橙皮苷含量在２１．０％～
２８．５％之间，平均含量为２５．５％。柚皮苷和新
橙皮苷的含量之和大于６０％。样品中柚皮苷、
新橙皮苷的含量有一定的波动，但波动范围小

于１０％。结果见表１。
２．３　总黄酮含量测定
２．３．１　对照品储备液及对照品溶液　取柚皮
苷对照品约１３ｍｇ，精密称定，置５０ｍｌ量瓶中，
加２ｍｌ甲醇超声溶解，加水稀释至刻度，得对
照品储备液。精密移取储备液０．６ｍｌ，置１０ｍｌ
量瓶中，加水稀释至刻度，即得对照品溶液。

２．３．２　供试品溶液　取枳壳总黄酮样品约１６
ｍｇ，精密称定，置５０ｍｌ量瓶中，加２ｍｌ甲醇超
声溶解，加水稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜

（０．４５μｍ）滤过。精密移取续滤液 ０．６ｍｌ，置
１０ｍｌ量瓶中，加水稀释至刻度，即得。
２．３．３　测定波长的选择　取柚皮苷对照品溶
液和供试品溶液，于２００～４００ｎｍ波长处扫描，
紫外吸收光谱见图２。供试品和对照品在２８３
ｎｍ处有最大吸收，故选择２８３ｎｍ为测定波长。
２．３．４　线性关系考察　精密移取柚皮苷对照
品储备液０．３ｍｌ、０．４ｍｌ、０．５ｍｌ、０．６ｍｌ、０．７
ｍｌ、０．８ｍｌ、０．９ｍｌ和１．０ｍｌ，分别置１０ｍｌ量瓶
中，加水稀释至刻度，于２８３ｎｍ处测定吸收度，
以对照品量（ｍｇ）为横坐标（Ｘ），吸收度为纵坐
标（Ｙ），绘制标准曲线，得柚皮苷的线性方程：
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　　１：供试品；２：柚皮苷对照品．

图２　供试品溶液（ｉ）和柚皮苷对照品溶液
的光谱图

Ｆｉｇ．２　Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄ（ｉ）
ａｎｄｎａｒｉｎｇｉｎｒｅｆｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ

Ｙ＝２．８８６８Ｘ－０．０１８８，ｒ＝０．９９９９，表明柚皮苷
在８０．３～２６７．６μｇ范围内线性关系良好。
２．３．５　加样回收率试验　取样品１６ｍｇ（编号
ｉ，总黄酮含量８０．２％，ｎ＝３），精密称定，置５０
ｍｌ量瓶中，加甲醇２ｍｌ超声溶解，用水稀释至
刻度，精密移取０．３ｍｌ，置１０ｍｌ量瓶中，按总
黄酮含量的８０％、１００％、１２０％加入柚皮苷对

照品，制成低、中、高３个浓度的供试品溶液，每
个浓度平行制备３份合计共９份，于２８３ｎｍ处
测定吸收度，计算加样回收率。总黄酮的回收

率为１００．４％，ＲＳＤ为３．０％，结果见表１。
２．３．６　重复测定精密度试验　取对照品溶液，
于２８３ｎｍ连续测定６次，计算吸收度 ＲＳＤ为
０．５％（ｎ＝６）。
２．３．７　重复性试验　取同一样品（编号 ｉ）６
份，制备供试品溶液，于２８３ｎｍ处测定吸收度，
计算含量ＲＳＤ为０．９％（ｎ＝６）。
２．３．８　稳定性试验　取同一样品（编号 ｉ），制
备供试品溶液，分别于０ｈ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ和
８ｈ，于２８３ｎｍ处测定，计算总黄酮含量ＲＳＤ为
０．２％，表明供试品溶液在８ｈ内稳定。
２．３．９　样品测定　采用所建立方法测定了１０
批枳壳总黄酮样品，总黄酮含量 ７９．９％ ～
８８６％，平均含量８３．７％，含量波动范围小于
１０％，符合有效部位新药含量要求。各批次样
品总黄酮含量见表１。

表１　柚皮苷、新橙皮苷及总黄酮加样回收率试验
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｎａｒｉｎｇｉｎ，ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎａｎｄｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄ （ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

供试品 本底量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得总量／ｍｇ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

柚皮苷 １．４１±０．０２ １．０６ ２．４３±０．０２ １０１．６ ４．１

１．４３±０．０１ １．６５ ３．１７±０．０２

１．４３±０．０１ ２．２５ ３．７５±０．０１

新橙皮苷 ０．９１±０．０１ ０．４４ １．３５±０．０２ １００．８ ３．０

０．９２±０．０１ ０．８１ １．７７±０．０２

０．９２±０．０ １．１６ ２．０７±０．０１

总黄酮 ９７．３０±１．６ ６４．２ １６１．００±２．６１ １００．４ ３．０

９７．４０±１．７ ８０．３ １７６．１０±１．７６

１０４．８０±３．７ ９６．３ ２０４．８０±３．０９

２．４　枳壳总黄酮指纹图谱分析
２．４．１　色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱（４．６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相 Ａ（０．５％醋酸水
溶液，Ｖ／Ｖ）、Ｂ（甲醇），梯度洗脱程序（ｍｉｎ、
Ｂ％）：０ｍｉｎ、２０％，１０ｍｉｎ、４０％，３５ｍｉｎ、７０％，
５０ｍｉｎ、１００％；流速：１ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样
量：１０μｌ；检测波长：３２０ｎｍ。

２．４．２　供试品溶液制备　取枳壳总黄酮约
２００ｍｇ，精密称定，置１００ｍｌ量瓶中，加２０％甲
醇溶解并稀释至刻度，即得供试品溶液。

２．４．３　精密度试验　取同一供试品溶液，连续
进样６次，记录色谱指纹图谱。结果表明，各共
有峰相对保留时间ＲＳＤ均小于０．２％。归一化
面积大于５％总峰面积的各色谱峰相对峰面积
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ＲＳＤ均小于０．６％。
２．４．４　重复性试验　取同一样品（编号 ｉ）６
份，制成供试品溶液，进样分析，记录色谱指纹

图谱。结果表明，各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ
均小于０．２％，归一化面积大于５％总峰面积的
各色谱峰相对峰面积 ＲＳＤ均小于０．４％。
２．４．５　稳定性试验　供试品溶液室温保存，分
别于０ｈ、４ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ进样分析，
结果各共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ均小于
０２０％，归一化面积大于 ５％总峰面积的各色
谱峰相对峰面积的 ＲＳＤ均小于０．５６％。表明
供试品溶液在４８ｈ内基本稳定。
２．４．６　指纹图谱获取及相似度评价　取供试
品溶液１０μｌ，注入液相色谱，照“２．４．１”项下
色谱条件分析，记录色谱图。经比较分析，各批

次样品共有 １２个色谱峰，分别为 １（１１．４
ｍｉｎ）、２（１４．４ｍｉｎ）、３（１４．７ｍｉｎ）、４（１６．２
ｍｉｎ）、５（１６．９ｍｉｎ）、６（１８．４ｍｉｎ）、７（１９．５
ｍｉｎ）、８（２２．８ｍｉｎ）、９（２４．６ｍｉｎ）、１０（２７．２
ｍｉｎ）、１１（２８．３ｍｉｎ）和１２（３２．２ｍｉｎ），其中 ５
（Ｓ）号、６号色谱峰归一化面积占总峰面积的
２０％以上，４号、８号色谱峰归一化面积占总峰
面积的５％～１０％，其余均小于５％。以５号峰
为参照峰Ｓ，计算各共有峰的相对保留时间和
归一化面积大于５％总峰面积的各色谱峰相对
峰面积（图３）。

采用“中药指纹图谱计算机辅助相似度计

算软件”［４］平台系统，评价不同批次样品指纹

图谱的相似度。以１０批样品色谱峰面积组成
样本集，计算各个峰面积的平均值，所得色谱图

作为对照用标准模板，每批样品均与标准模板

比较，计算指纹图谱相似度。经计算分析，１０
批样品指纹图谱相似度均大于９８％，说明样品
整体质量具有较好的一致性（表２）。图４为１０
批次样品指纹图谱叠加图。

３　讨　论

中药有效部位一般为单味药材中的一类或

多类有效成分经提取富集而得。由于提取纯化

过程影响因素较多，有效部位的化学组成具有

一定的波动性。因此，对于中药有效部位的质

量控制，要考虑指标成分的准确测定，更应注重

　　１－１２：各批次样品共有１２个色谱峰．

图３　枳壳总黄酮ＨＰＬＣ共有模式指纹图谱
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄ

ｂｙＨＰＬＣ

图４　１０批样品（ａｊ）ＨＰＬＣ指纹图谱
Ｆｉｇ．４　Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅ

（ａｊ）

表２　枳壳总黄酮含量测定和指纹图谱分析
结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｏｆＦｒｕｃｔｕｓ
Ａｕｒａｎｔｉｉ （ｎ＝２，％）

样品
有效成分含量

柚皮苷 新橙皮苷

总黄酮

含量

指纹图谱

相似度

ａ ４１．５ ２５．６ ８３．２ １００．０

ｂ ４２．６ ２１．６ ８０．６ ９９．５

ｃ ３９．０ ２４．２３ ７９．９ １００．０

ｄ ４０．４ ２４．９ ８１．６ ９９．９

ｅ ４７．２ ２１．０ ８５．４ ９９．９

ｆ ４１．８ ２８．２ ８７．３ ９８．２

ｇ ４２．４ ２８．５ ８８．６ ９９．４

ｈ ４０．９ ２７．８ ８５．０ ９８．７

ｉ ３８．３ ２６．２ ８０．２ ９８．８

ｊ ４０．２ ２７．２ ８５．０ ９９．８
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有效部位整体上的一致性。本研究采用多指标

成分、总成分含量测定及指纹图谱分析相结合

方法，建立枳壳总黄酮质量控制体系。研究结

果显示，枳壳总黄酮中的主要指标成分柚皮苷、

新橙皮苷及总黄酮含量具有一定的波动，指纹

图谱相似度分析显示各批次样品具有良好的整

体一致性。在实际应用中，可结合生产实际设

定相应指标成分、总成分的含量限度范围和指

纹图谱相似度水平，用于制备工艺稳定性及产

品质量考察，全面控制有效部位的质量。

指纹图谱色谱条件优化过程中，对甲醇
水、甲醇醋酸水等体系进行考察，结果以甲醇
０５％醋酸水体系得到的色谱峰峰形以及分离
度较好；比较了１９０ｎｍ～４００ｎｍ波长下的色谱
图，结果３２０ｎｍ波长时色谱峰信息较多，分离
情况良好；考察了２０℃、３０℃、４０℃不同柱温的
影响，筛选出本实验最佳色谱条件。
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ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｉｎＦｒｕｃｔｕｓＡｕｒａｎｔｉｉｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎａｌｙｔｉｃａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（分析化学），２００６，３４（Ｓ１）：３１（ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２］　ＨＵＬｉｕ，ＬＵＡＮＬｉａｎｊｕｎ，ＳＨＡＯＱｉｎｇ（胡　柳，栾
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ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｔｕｄｙＣｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｎｇｏｆＣｈｉｎｅｓｅ
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Ａｕｒａｎｔｉｉｆｒｉｅｄｗｉｔｈｂｒａｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪｏｕｒｎａｌｏｆ
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［４］　ＣＨＥＮＧＹｉｙｕ，ＣＨＥＮＭｉｎｊｕｎ，ＷＵＹｏｎｇｊｉａｎｇ（程
翼宇，陈闽军，吴永江）．Ｍｅａｓｕｒｅｓｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄａｍｅｔｈｏｄ
ｏｆｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｈｉｍｉｃａ
Ｓｉｎｉｃａ（化学学报），２００２，６０（１１）：２０１７（ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ）
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檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵檵

］

中国科技核心期刊

《中华临床医师杂志（电子版）》２０１１年度征稿征订

《中华临床医师杂志（电子版）》是中国科技核心期刊，半月刊，全年出刊２４期，定价６７２元，国
内刊号ＣＮ１１９１４７／Ｒ，邮发代号８０７２８，被万方数据库、中国期刊网、维普数据库、美国化学文摘、
乌利希期刊指南、波兰哥白尼索引等国内外知名数据库收录。

２０１１年度重点栏目征稿及 ２０１１年优惠征订详情请见中华临床医师杂志官方网站 ｗｗｗ．
ｃｌｉｎｉｃｍｅｄ．ｎｅｔ的期刊动态。

欢迎广大临床医师积极投稿并订阅杂志！欢迎各位专家组织、推荐、撰写重点栏目论文！

投稿信箱：北京市１０００３５５０信箱　编辑部收　邮编　１０００３５
投稿电子邮箱：Ｌｃｄｏｃｔｏｒ＠１６３．ｃｏｍ
电话：０１０６２２１９２１１
传真：０１０６２２２２５０８
网址：ｗｗｗ．ｃｌｉｎｉｃｍｅｄ．ｎｅｔ
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