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阿戈美拉汀自微乳给药系统的制备和体外质量评价

黄燕飞1，2，张强1，2，张雪2，3，程泽能1，2，3*（1. 徐州医科大学药学院，江苏　徐州　221000；2. 湖南慧泽生物医

药科技有限公司，长沙　410000；3. 中南大学湘雅药学院，长沙　410000）

摘要：目的　使用星点设计 - 效应面法制备阿戈美拉汀自微乳并对其进行质量评价。方法　通过

考察阿戈美拉汀在不同辅料中的溶解度、油相与表面活性剂混合的相容性，绘制三元相图，确

定处方所用辅料；运用星点设计 - 效应面优化法确定最终处方中辅料的比例。通过考察阿戈美

拉汀自微乳的粒径稳定性（不同介质、不同稀释倍数、不同时间）、溶出试验，以及在不同影响

因素 [ 高温 60℃、光照（4500±500）lx、避光 25℃ ] 下的含量变化，进行体外质量评价。结果

　阿戈美拉汀自微乳处方：油相 Peceol 50 mg，Labrafil M1944CS 50 mg，表面活性剂 RH40 320 
mg，助表面活性剂 Transcutol HP 80 mg，阿戈美拉汀 25 mg。分散得到粒径为（17.62±0.39）nm
的微乳，以不同稀释倍数（1∶10、1∶50、1∶100、1∶200）和不同放置时间（0、3、6 h）在 pH 1.0、
pH 4.5、pH 6.8、水四种介质中考察，粒径均稳定，5 min 溶出大于 85%，且该制剂在高温、强光

条件下含量未发生变化。结论　本文研制出的阿戈美拉汀自微乳较稳定，有利于进一步开发。
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Preparation and quality evaluation of self-microemulsifying drug delivery 
systems for agomelatine
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Xuzhou Medical University, Xuzhou  Jiangsu  221000; 2. Hunan Huize Bio-pharmaceutical Co., 
Ltd., Changsha  410000; 3. Xiangya School of Pharmaceutical Sciences, Central South University, 
Changsha  410000)

Abstract: Objective  To prepare agomelatine self-microemulsion by central composite design-response 
surface methodology and evaluate its quality. Methods  The solubility of agomelatine in different 
excipients, compatibility of oil phase and emulsifier mixture were examined with ternary phase diagram 
to determine the excipients. The proportion of excipients in the final formulation was settled by central 
composite design-response surface methodology. The in vitro stability of droplet size (in different media, 
at different dilution ratios and different time), the dissolution test and the content changes under different 
influence factors [including 60℃ , (4500±500) lx light, 25℃ dark] were determined to evaluate the 
quality of agomelatine self-microemulsion. Results  The optimized formulation was composed of 
Peceol 50 mg, Labrafil M1944CS 50 mg, RH40 320 mg, Transcutol HP 80 mg and agomelatine 25 
mg. The microemulsions with particle size of (17.62±0.39) nm were obtained after dispersion. The 
microemulsions were constantly stable at pH 1.0, pH 4.5, pH 6.8 and water at different dilution ratios 
(1∶10, 1∶50, 1∶100 and 1∶200) and at different time (0, 3, and 6 h). The dissolution was more 
than 85% at 5 min. The content of the preparation did not change under high temperature and strong 
light. Conclusion  Stable agomelatine self-microemulsions are prepared, which is beneficial to further 
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　　近年来，抑郁症的患病率大幅增加 [1]，阿戈
美拉汀通过激活褪黑素受体（melatonin receptor，
MT1 和 MT2）以及拮抗 5- 羟色胺受体（5-HT2c），
在发挥抗抑郁疗效的同时兼具调节生物节律
的作用，且不良反应小，现已成为抗抑郁的
一线用药 [2]。但阿戈美拉汀是生物药剂学分类
（biopharmaceutics classification system，BCS）Ⅱ
类药物（低溶解、高渗透），其首过效应大，口服
绝对生物利用度低于 5%，增大剂量会增加肝损伤
的风险 [3]。因此，急需找寻一种能提高阿戈美拉
汀生物利用度、降低首过作用的制剂，从而可以
通过降低给药剂量，达到减轻肝损伤的目的。
　　自微乳给药系统（self-microemulsifying drug 
delivery system，SMEDDS）是由油相、乳化剂（表
面活性剂）和助乳化剂（助表面活性剂）组成的不
含水的固体或液体制剂，口服后遇体液自发形成
100 nm 以下的 O/W 型微乳。SMEDDS 不仅可以
增加水难溶性药物的溶解度，而且可以通过增加
药物淋巴途径的吸收 [4-6]，降低首过效应。目前市
场上已有的自微乳产品包括诺华制药的环孢素 A
（Neoral），艾伯维公司的利托那韦（Norvir），瑞
典罗氏的沙奎那韦（Fortovase），葛兰素史克的安
瑞那韦（Agenerase）等 [7]，这些均表明自微乳具
有良好的市场空间。目前暂未有将阿戈美拉汀制
成自微乳的相关文献，且与已发表的将阿戈美拉
汀超声乳化制成的纳米乳相比 [8]，自微乳无需借
助超声等外力作用，更有利于工业放大生产，且
自微乳中不存在水，可以存储更长时间。本研究
以星点设计 - 效应面法优化自微乳 [9-10]，期望获得
受外界环境影响较小，体外溶出快且粒径稳定的
阿戈美拉汀自微乳，为工业化开发提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　BSA224S-CN 型电子分析天平（德国赛多利
斯）；Agilent 1200 高效液相色谱仪，包括四元泵，
VWD 型紫外检测器（安捷伦）；FE28 型 pH 计（瑞
士梅特勒）；FADT-800RC 型自动溶出仪（上海富
科思）；THZ-92A 型气浴恒温振荡器（上海博迅
医疗生物仪器）；DHG-9140A 型电热鼓风干燥箱
（上海一恒科学仪器）；LS-4000UVL 型光照稳定

性试验箱（北京天星科仪）；SHH-500SD-2T 型药
品稳定性试验箱（重庆永生）；纳米粒度电位仪
（英国马尔文）；透射电子显微镜（日本日立）。
1.2　试药

　　阿戈美拉汀（原料药，北京海步医药，批号：
1712004，纯度：99%）；阿戈美拉汀自微乳胶囊
（自制样品）；0 号胶囊（苏州胶囊）；单油酸甘
油酯（Peceol）、中链甘油三酯（Labrafac lipophile 
WL1349）、 油 酰 聚 氧 乙 烯 甘 油 酯（Labrafil 
M1944CS，简称 1944cs）、辛酸癸酸聚乙二醇甘
油酯（Labrasol）、二乙二醇单乙醚（Transcutol 
HP）均为法国 Gattefosse 赠送产品；辛酸癸酸单
双甘油酯（Capmul MCM）（美国 Abitec）、聚氧乙
烯氢化 40 蓖麻油（RH40）（德国 BASF）；Tween 
80（山东瑞生药用辅料）；PEG400（江西益普生
药业）；丙二醇（湖北葛店人福）；乙醇、甲醇、
乙腈（HPLC 级，美国 ACS）；磷酸二氢钾、磷
酸（AR 级，国药集团）。
2　方法与结果

2.1　HPLC-UV 含量测定色谱条件

　　色谱柱：中谱红 AQ-C18 柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm）；流动相 A∶B（35∶65）（流动相 A：
2.27 g 磷酸二氢钾于 1.0 L 水中，磷酸调 pH 至
2.5；流动相 B：甲醇）；检测波长 230 nm；流速 1.0 
mL·min － 1；柱温 50℃；进样量 10 μL。
2.2　溶解度筛选

　　测定阿戈美拉汀在不同油相、表面活性剂、
助乳化剂中的溶解度。试验方法：称取 1 g 辅
料，置于刻度离心管中，投入过量药物，涡旋使
药物充分分散，水浴超声 30 min，空气浴摇床
（25℃，100 r·min － 1）平衡 48 h，确保有药物沉
淀。4000 r·min － 1 离心 15 min，取上清液测定
含量，计算溶解度，结果见表 1。
2.3　相容性试验

　　根据阿戈美拉汀溶解度结果，选择溶解度较
大的辅料，油相（Capmul MCM、Peceol），表面
活性剂（Labrasol、RH40、Tween 80），助表面活
性剂（Transcutol HP）进行处方相容性考察。将油
相和表面活性剂按质量比 1∶1、1∶2、1∶3 充分
混合，取 100 μL 加入至 10 mL 的 37℃纯化水中，

development. 
Key words: agomelatine; self-microemulsifying drug delivery system; ternary phase diagram; central 
composite design-response surface methodology; dissolution
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在 100 r·min － 1 的空气浴摇床上进行震荡使其发
生乳化，在 550 nm 下测定其吸光度（A），计算透
光率（T）（A ＝－ lgT，即 T ＝ 10－ A×100%）[9]。
当 T ＞ 90%，优选相应油相和表面活性剂。
　　以成乳后的色泽和乳化时间为考察指标，记
录乳化情况 [11]：Ⅰ. 迅速分散乳化（≤ 1 min），
形成澄清或微微泛蓝的微乳；Ⅱ. 迅速分散乳化
（≤ 2 min），形成蓝白色微乳；Ⅲ. 分散乳化稍慢
（≤ 3 min），形成亮白色奶状乳剂；Ⅳ. 分散乳
化慢（＞ 3 min），呈暗灰白色，外观略带油状；
Ⅴ. 分散乳化困难，无法形成均一体系。
　　由表 2 可知，油相 Capmul MCM 相较 Peceol
更容易被乳化，表面活性剂 Labrasol、RH40 乳化
Capmul MCM 的时间均在 1 min 以内；但 Labrasol
无论与哪种油相何种比例（1∶1、1∶2、1∶3），
体系均呈乳白色，因此 Capmul MCM∶Labrasol
评价为Ⅱ，而 RH40 乳化的体系澄清，因此：
Capmul MCM∶RH40 ＝ 1∶2、1∶3 评 价 为Ⅰ；
Tween 80 为表面活性剂时，时间则需要 3 min 以
上，且出现结块未完全乳化等问题。因此，表面
活性剂确定为 RH40。
　　在试验中发现，当油相为 Peceol 时，乳化均
较困难，而当 Peceol∶1944cs ＝ 1∶1 作为混合油相
时，比单纯用 Peceol 更易被乳化。因此在试验中进
一步补充了 Peceol∶1944cs ＝ 1∶1 与表面活性剂
Labrasol、RH40、Tween 80 的相溶性考察的相关数
据（见表 2），表 2 中 T ＞ 90% 有两个处方，即当
Capmul MCM 为油相时，Capmul MCM∶RH40 ＝

1∶3，T 为 98.213%；当 Peceol∶1944cs ＝ 1∶1 作
为油相时，（Peceol∶1944cs＝1∶1）∶RH40＝1∶3，
T 为 97.098%。这两个处方体系均呈澄清微微泛蓝
光，满足要求。
　　综上，选用 Capmul MCM、RH40、Transcutol 

HP 作为处方 1，Peceol、1944cs、RH40、Transcu-
tol HP 作为处方 2，做进一步考察。
2.4　三元相图绘制

　　将表面活性剂 RH40 与助表面活性剂 Trans-
cutol HP 先按质量比 9∶1、8∶2、7∶3、6∶4、5∶5、
4∶6、3∶7、2∶8、1∶9 充分混匀组成混合表面
活性剂，再将处方 1、2 中油相与混合表面活性
剂按质量比 1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5 进行
复配。分别移取 100 μL，缓慢加入 10 mL 纯化水
中（37℃空气浴，100 r·min － 1），取乳化后的溶
液，采用纳米粒度仪测定乳滴的粒径及多分散指
数（PDI）。
　　分别以油相、表面活性剂、助表面活性剂为
三元相图三角形的三个顶点，在不含药（空白乳）
和含药（载药乳）的基础上（药物的存在有时会影
响三元相图的结果 [12]），用 Origin 2019b 软件绘制
三元相图。纳入标准为：乳化时间＜ 2 min，色泽
澄清或者泛蓝光，粒径＜ 100 nm。满足上述要求
的，在三元相图上记录相应的点，结果见图 1。

图 1　处方 1 和 2 的空白乳和载药乳的三元相图

Fig 1　Ternary phase diagrams of the blank and drug-loaded SMEDDS 
for formulae 1 and 2

　　由图 1 结果显示，发现溶解度较大（处方 1）
的作为处方其形成三元相图的面积反而小于溶解
度较低（处方 2）的三元相图面积，且阿戈美拉汀
的添加一定程度上会影响三元相图的分布范围，
综上，由 Peceol、1944cs、RH40、Transcutol HP
组成的空白乳和载药乳微乳区域面积均较大，因
此选用处方 2 进行下一步优化。

表 1　药物在不同辅料中的溶解度 (25℃，100 r·min － 1) 
Tab 1　Solubility of agomelatine in different adjuncts  

(25℃，100 r·min － 1)

辅料 溶解度 /（mg·g － 1）

油相 Peceol   48.61
Labrafac lipophile WL1349   18.85
Labrafil M1944CS（1944cs）   38.50
Capmul MCM   87.69

表面活性剂 Labrasol 105.98
RH40   72.03
Tween 80   82.25

助乳化剂 Transcutol HP 119.94
PEG400   94.55
丙二醇   78.55
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2.5　星点设计 - 效应面优化法优化 Agm-SMEDDS
处方

　　在三元相图所得结果的基础上，以影响阿
戈美拉汀自微乳性质最大的 [ 即油相的质量占
比 Woil （X1）和表面活性剂与助表面活性剂质量之
比 Km（X2）] 作为考察因素，X1 的范围为三元相
图得出的初步范围，即 10% ～ 40%，X2 的范围
为 0.25 ～ 9， 采 用 Design Expert 12.0 软 件， 以
两因素五水平进行星点设计，以微乳的平均粒径
（Y1）、PDI（Y2）和载药量（Y3）为评价指标，因
素和水平见表 3。

表 3　星点设计的因素和水平 
Tab 3　Factor and level of the central composite design

因素
水平

－ 1.414 － 1 0 1 1.414

Woil/%（X1） 10 14.4 25 35.6 40

Km（X2） 0.25 1.53 4.625 7.72   9

　　按处方比例精密称取油相、表面活性剂、
助乳化剂，投入过量药物，涡旋使药物充分分

散，水浴超声 30 min，空气浴摇床（25℃，100 
r·min － 1）平衡 48 h，确保有药物沉淀，10 000 
r·min － 1 离心 10 min，取上清液即得阿戈美拉
汀自微乳（Agm-SMEDDS）预浓缩液。精密称
取预浓缩液 0.1 g 于 10 mL 量瓶，加入 37℃的纯
化水定容至刻度摇匀，10 000 r·min － 1 高速离
心 10 min，上清液用 0.22 μm 滤膜滤过 [13]，量取
续滤液 1 mL，加入 9 mL 稀释剂（乙醇∶乙腈＝

1∶4）稀释并混匀，按“2.1”项下方法测定 Agm-
SMEDDS 的载药量，结果见表 4。
　　根据市售的阿戈美拉汀片剂为 25 mg/ 片
以及溶解度结果，将 25 mg/525 mg 作为 Agm-
SMEDDS 的规格，精密称取阿戈美拉汀原料药，
按处方比例称取相应辅料，超声溶解药物，移取
100 μL，用水稀释 100 倍，其平均粒径和 PDI 结
果见表 4。
　　在 Design Expert 12.0 软件中输入相应结果，
根据软件推荐对平均粒径、PDI、载药量进行线
性或多项式模型拟合，其中校正相关系数 R2 和显

表 2　油相与表面活性剂的相容性 (n ＝ 3) 
Tab 2　Compatibility of oil phase with surfactant (n ＝ 3)

序号 样品 吸光度（A）（WL550.0） 透光率（T）/% 评价

1 Capmul MCM∶Labrasol ＝ 1∶1-Avg 2.272   0.534 Ⅱ

2 Capmul MCM∶Labrasol ＝ 1∶2-Avg 2.235   0.582 Ⅱ

3 Capmul MCM∶Labrasol ＝ 1∶3-Avg 1.510   3.088 Ⅱ

4 Capmul MCM∶RH40 ＝ 1∶1-Avg 0.171 67.464 Ⅱ

5 Capmul MCM∶RH40 ＝ 1∶2-Avg 0.064 86.286 Ⅰ

6 Capmul MCM∶RH40 ＝ 1∶3-Avg 0.008 98.213 Ⅰ（√）

7 Capmul MCM∶Tween 80 ＝ 1∶1-Avg 0.888 12.930 Ⅳ

8 Capmul MCM∶Tween 80 ＝ 1∶2-Avg 0.437 36.579 Ⅳ

9 Capmul MCM∶Tween 80 ＝ 1∶3-Avg 0.332 46.605 Ⅳ

10 Peceol∶Labrasol ＝ 1∶1-Avg 1.167   6.806 Ⅱ

11 Peceol∶Labrasol ＝ 1∶2-Avg 2.512   0.308 Ⅱ

12 Peceol∶Labrasol ＝ 1∶3-Avg 2.449   0.355 Ⅱ

13 Peceol∶RH40 ＝ 1∶1-Avg 2.302   0.499 Ⅴ

14 Peceol∶RH40 ＝ 1∶2-Avg 0.747 17.912 Ⅴ

15 Peceol∶RH40 ＝ 1∶3-Avg 0.380 41.677 Ⅳ

16 Peceol∶Tween 80 ＝ 1∶1-Avg 2.430   0.371 Ⅴ

17 Peceol∶Tween 80 ＝ 1∶2-Avg 1.200   6.314 Ⅴ

18 Peceol∶Tween 80 ＝ 1∶3-Avg 1.191   6.436 Ⅴ

19 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶Labrasol ＝ 1∶1-Avg 2.735   0.184 Ⅴ

20 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶Labrasol ＝ 1∶2-Avg 2.824 0.15 Ⅳ

21 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶Labrasol ＝ 1∶3-Avg 2.556   0.278 Ⅲ

22 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶RH40 ＝ 1∶1-Avg 1.812   1.543 Ⅱ

23 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶RH40 ＝ 1∶2-Avg 0.050 89.095 Ⅰ

24 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶RH40 ＝ 1∶3-Avg 0.013 97.098 Ⅰ（√）

25 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶Tween 80 ＝ 1∶1-Avg 2.498   0.318 Ⅴ

26 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶Tween 80 ＝ 1∶2-Avg 1.593   2.553 Ⅴ

27 （Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）∶Tween 80 ＝ 1∶3-Avg 0.962 10.913 Ⅴ

备注（Note）：Avg. 平均值（Average）；√ . 透光率＞ 90%（T ＞ 90%）。
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著性水平（P）均满足要求，结果具有统计学意
义（P ＜ 0.05），对应的拟合方程如下：
　　Y 1 ＝ 2 3 . 1 5 ＋ 3 3 . 7 1 X 1 － 1 0 2 . 2 5 X 2 －

0.3775X1X2 ＋ 5.27X1
2 ＋ 56.13X2

2 ＋ 101.95X1
2X2 ＋

3.95X1X2
2，R2 ＝ 0.9124，P ＝ 0.0210；

　　Y2 ＝ 0.2552 ＋ 0.1243X1 － 0.0542X2 －

0.0320X1X2，R2 ＝ 0.9640，P ＜ 0.0001；
　　Y 3 ＝ 1 2 0 . 5 4 － 3 . 8 9 X 1 ＋ 2 1 . 8 4 X 2 －

11.37X1X2 ＋ 0.8130X1
2 － 13.36X2

2 － 15.86X1
2X2 ＋

10.11X1X2
2，R2 ＝ 0.9872，P ＝ 0.0002。

　　在软件上，将油相的质量占比 Woil（X1）和表
面活性剂与助表面活性剂质量之比 Km（X2）分别
对 Agm-SMEDDS 的平均粒径、PDI 和载药量进行
二维等高线图和三维效应面图绘制，相应结果见图
2 ～ 4。

图 2　Agm-SMEDDS 平均粒径的二维等高线图和三维效应面图

Fig 2　Response surface graph（2D and 3D）of the partical size of 
Agm-SMEDDS

　　由图 2 可知，当油相质量占比 Woil（X1）一定
时，Agm-SMEDDS 的平均粒径随着表面活性剂与
助乳化剂质量之比 Km（X2）的增加先减小再增大；
而当 Km 小于 5 时，平均粒径随着 Woil 的增加先增
大后减小，当 Km 大于 5 时，平均粒径随着 Woil 先
减小后增大。由图 3 可知，Agm-SMEDDS 的 PDI

随着 Woil 增大而增大，随着 Km 的增大而减小。由
图 4 可知，当 Woil 和 Km 均较低时，Agm-SMEDDS
的载药量较低；而当 Km 大于 5 时，载药量均较高。
　　综上，以油相质量占比 Woil（X1）最大、粒
径＜ 100 nm、PDI ＜ 0.2、载药量最大为标准，
进行最优处方筛选，优选三个解决方案：
　　① X1 ＝ 20.007，X2 ＝ 4.355，Y1 ＝ 15.78，
Y2 ＝ 0.200，Y3 ＝ 120.354；
　　② X1 ＝ 19.714，X2 ＝ 4.070，Y1 ＝ 23.134，
Y2 ＝ 0.200，Y3 ＝ 117.873；

表 4　星点设计的试验和结果 
Tab 4　Design and results of central composite design

序号 X1/% X2 平均粒径 /nm PDI 载药量 /（mg·g － 1）

1 14.4 1.53   17.04 0.160   86.05
2 35.6 1.53   93.12 0.466 121.23
3 14.4 7.72   17.19 0.129 120.74
4 35.6 7.72   91.76 0.307 110.44
5 10.0 4.625   15.78 0.077 126.05
6 40.0 4.625 111.14 0.438 115.05
7 25 0.245 309.78 0.359   61.32
8 25 9   20.57 0.187 123.08
9 25 4.625   23.08 0.236 124.49
10 25 4.625   23.88 0.256 116.99
11 25 4.625   23.60 0.257 119.14
12 25 4.625   24.60 0.251 120.33
13 25 4.625   20.60 0.194 121.77

图 3　Agm-SMEDDS 的 PDI 的二维等高线图和三维效应面图

Fig 3　Response surface graph（2D and 3D）of the drug loading of 
Agm-SMEDDS

图 4　Agm-SMEDDS 载药量的二维等高线图和三维效应面图

Fig 4　Response surface graph（2D and 3D）of the drug loading of 
Agm-SMEDDS
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　　③ X1 ＝ 16.523，X2 ＝ 7.72，Y1 ＝ 15.78，
Y2 ＝ 0.127，Y3 ＝ 123.513。
　　根据实际可操作性和表面活性剂比例不宜过
高（X1 定为 20，Km 定为 4），因此推测最优处方为
（Peceol∶1944cs ＝ 1∶1）的质量占比为 20%，RH40
为 64%，Transcutol HP 为 16%，进行下一步试验。
2.6　最优处方验证

　　 按 照 最 优 处 方（Peceol∶1944cs∶RH40∶ 
Transcutol HP ＝ 10%∶10%∶64%∶16%）制备 3
批 Agm-SMEDDS 制剂，以“2.5”项下方法测定
其平均粒径、PDI 与载药量，观察实测值是否在
预测范围内，结果见表 5。结果表明，制剂处方
测定值与软件的预测值相比差距较小，说明所建
立的数学模型具有良好的预测性。

表 5　星点设计 -效应面优化法的验证试验 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 5　Verification experiment of central composite design and 

response surface optimization method (x±s，n ＝ 3)

评价指标 预测值 实测值

平均粒径 /nm 15 ～ 23   17.62±0.39

PDI ＜ 0.2     0.067±0.050

载药量 /（mg·g － 1） 117 ～ 120 121.10±1.43

2.7　透射微观形态

　　取 Agm-SMEDDS 100 μL，缓慢加入 10 mL 纯
化水中（100 r·min－ 1），形成澄清透明的阿戈美
拉汀微乳液。取微乳液适量，滴在覆有支持膜的
铜网上，静置 10 min 后用滤纸吸去多余液体，再
滴加 2% 的磷钨酸溶液，负染 5 min，自然挥干，
在透射电镜下观察，结果 Agm-SMEDDS 经稀释后
的乳滴主要呈圆球形，分布比较均匀（见图 5）。

图 5　Agm-SMEDDS 的投射电镜图

Fig 5　Transmission electron microscopy of Agm-SMEDDS

2.8　粒径分布与 Zeta 电位 
　　取 Agm-SMEDDS 100 μL，缓慢加入 10 mL
纯化水中（100 r·min － 1），形成澄清透明的阿
戈美拉汀微乳液。取微乳液适量，采用激光粒度
分析仪测定空白自微乳和载药自微乳的平均粒
径和 Zeta 电位，粒径成正态分布，Zeta 电位值
为（－ 0.969±9.27）mV，见图 6。

图 6　Agm-SMEDDS 的粒径分布与 Zeta 电位

Fig 6　Droplet size and Zeta potential of Agm-SMEDDS

2.9　浊点测定

　　移取 200 μL 自微乳浓缩液缓慢加入 20 mL
蒸馏水中（37℃空气浴，缓慢搅拌），梯度升温
（2℃·min － 1），溶液出现浑浊时的温度即为浊点
温度。
　　在试验中发现，当溶液体系低于 60℃时，溶
液的外观无明显变化，2℃·min － 1 梯度升温时，
溶液从澄清到微微泛蓝光，再到出现蓝白色浑
浊，浊点温度约为 72℃，此温度明显高于 37℃，
表明自微乳进入胃肠道后不会发生相分离，不会
影响药物的释放及吸收。
2.10　不同介质及稀释倍数下的稳定性

　　移取适量自微乳浓缩液，按 1∶10、1∶50、
1∶100、1∶200 的比例用 pH 1.0、pH 4.5、pH 6.8、
纯化水稀释乳化（37℃空气浴，100 r·min － 1），
考察其对自微乳乳滴粒径和多分散指数 PDI 的影
响，结果均无明显影响，见图 7。

图 7　不同介质及稀释倍数对自微乳乳滴粒径（A）和多分散指数 
PDI（B）的影响

Fig 7　Effect of different medium with different dilution ratios on 
droplet size（A）and polydispersion index（PDI）（B）of self-
microemulsion

2.11　不同介质及放置时间下的粒径稳定性

　　移取 100 μL 自微乳浓缩液，按 1∶100 的比
例用 pH 1.0、pH 4.5、pH 6.8、纯化水稀释乳化
（37℃空气浴，100 r·min － 1），考察放置 0、3、
6 h 对自微乳乳滴粒径的影响，结果见表 6。各试
验条件下自微乳乳滴粒径变化情况较小，且 6 h
后依旧未观察到制剂有分层、浑浊和沉淀等现象
（见图 8），表明制备的 Agm-SMEDDS 较稳定。
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表 6　不同介质中不同放置时间的粒径稳定性 
Tab 6　Stability of droplet size in different media at different time

介质
粒径 /nm

放置 0 h 放置 3 h 放置 6 h
pH 1.0 18.15±0.27 18.23±0.45 18.11±0.27
pH 4.5 18.76±0.33 18.41±0.25 18.28±0.18
pH 6.8 16.75±0.17 18.38±0.04 18.29±0.39
水   17.62±0.050 18.37±0.14 18.61±0.07

A                                                              B
图 8　制备 0 h（A）和 6 h（B）后微乳的外观

Fig 8　Appearance of microemulsion prepared after 0 h（A）and 6 h
（B）

2.12　溶出试验 
　　取阿戈美拉汀原料药 25 mg 和阿戈美拉汀自
微乳 525 mg（规格 525 mg 中含原料药 25 mg）分
别填入 0 号胶囊中，再放入沉降篮中，照溶出度
与释放度测定法（《中国药典》2020 年版第四部通
则 0931 第二法）[14]，以 pH 1.0、pH 4.5、pH 6.8、
水各 500 mL 为溶出介质，转速 100 r·min － 1，水
浴温度（37±0.5）℃，依法操作，在 5、10、15、
20、30、45、60、90、120、150、180、240 min，
分别取样 5 mL，0.22 µm 微孔滤膜滤过并即时补
充相同温度相同体积的溶出介质，取续滤液在 
230 nm 处用 HPLC-UV 法测定含量，计算溶出度。
　　如图 9 所示，阿戈美拉汀以纳米乳滴的形式
存在的自微乳相较于原料药，在 pH 1.0、pH 4.5、
pH 6.8、水中溶出均很快，5 min 内平均溶出度＞

85%，而原料药溶出较慢，在桨法 100 r·min － 1，
4 h 才能溶出完全。溶出介质无浮油、无沉淀，说
明乳滴没有发生破乳，药物没有析出。
2.13　制剂影响因素考察

　　 按 照 最 优 处 方 制 备 的 Agm-SMEDDS 制
剂（Peceol ∶1944cs ∶ RH40∶ Transcutol HP ＝

10%∶10%∶64%∶16%， 规 格 为 25 mg/525 mg），
其专属性色谱图见图 10，放置在高温（60℃）、光
照 [（4500±500）lx]、避光（25℃）条件下，分别于 0、
5、10、30 d 测定该制剂中药物的含量，结果见表 7。
　　图 10 中稀释剂为乙醇 - 乙腈＝ 1∶4，空白辅
料 为 Peceol-1944cs-RH40-Transcutol HP ＝ 10%∶ 
10%∶64%∶16%，对照品为用稀释剂溶解的原料
药，样品为最优处方制备的 Agm-SMEDDS 制剂，
稀释剂及空白辅料在主峰处无干扰。
　　如表 7 所示，Agm-SMEDDS 制剂受高温和

强光影响较小，0、5、10、30 d 测定该制剂含量
未发生明显变化，表明该制剂较稳定。
3　讨论

　　在本研究的三元相图试验中发现，当选择溶解
度大的辅料作为处方的成分时，其形成的微乳面积

图 9　阿戈美拉汀原料药和自微乳在 pH 1.0（A）、pH 4.5（B）、pH 
6.8（C）、水（D）的溶出结果

Fig 9　Dissolution of agomelatine API and self-microemulsion in pH 1.0
（A），pH 4.5（B），pH 6.8（C）and water（D）

图 10　Agm-SMEDDS 制剂的专属性色谱图

Fig 10　Chromatograms of Agm-SMEDDS
A. 空白溶剂（稀释剂）（blank solvent）；B. 空白辅料（blank excipient）；

C. 对照品（standard solution）；D. Agm-SMEDDS（sample solution）

表 7　不同条件下不同放置时间阿戈美拉汀含量变化 (%，n ＝ 3) 
Tab 7　Agomelatine content change under different factors at 

different time (%，n ＝ 3)

时间 /d
影响因素

高温（60℃） 光照（4500±500）lx 避光（25℃）

  0 97.77 97.77 97.78
  5 97.54 97.66 96.60
10 98.78 97.34 98.20
30 98.12 97.52 97.23
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并不是最大的，而微乳面积越大制剂越稳定，可见
部分已报道文献中仅仅依靠溶解度筛选自微乳处方
并不是较理想的方式。溶解度大的辅料，包括油
相、表面活性剂、助表面活性剂，若选择溶解度较
大的油相，可能会面临该油相不易被表面活性剂所
乳化的问题，而溶解度相对较小的其他油相更易被
乳化，从而溶解度较大的油相其形成微乳面积并不
一定是最大的；若选择溶解度较大的表面活性剂和
助表面活性剂，它们存在一定的亲水性，药物在形
成自微乳的过程中会面临析出风险，则制剂的粒径
就不满足要求，微乳面积也会减小。因此，在选择
制剂处方时，需要结合油相、表面活性剂、助乳化
剂的综合作用来考察。在进行星点设计效应面时，
将阿戈美拉汀溶解于处方中进行设计，而非单纯的
空白辅料，是考虑到药物的存在 [12] 会影响粒径和
PDI 的结果，从而干扰最终处方的筛选，选择与市
售的阿戈美拉汀片剂相同剂量（25 mg）的药物进行
试验，更能反映真实的需求。
　　本文考察了制备的 Agm-SMEDDS 在 pH 1.0、
pH 4.5、pH 6.8、水的不同稀释倍数 1∶10、1∶50、
1∶100、1∶200下的粒径稳定性，没有考察 1∶500、
1∶1000[15] 的稀释倍数，是因为在人体内平均胃液
量为 50 mL，且乳化时间在 2 min 以内，在如此短
的时间内人体无法拥有相应稀释倍数的环境，考察
高比例稀释倍数并没有太大的意义。放置0、3、6 h，
分散后依旧可以形成平均粒径约为 20 nm、PDI 小
于 0.2 的微乳。较低的 PDI 值表明较难发生奥斯特
瓦尔德熟化 [16]，纳米乳液粒径分布紧密，稳定性
较好。与其他文献相比，本文开展的溶出试验不仅
考察了水介质，还进行了 pH 1.0、pH 4.5、pH 6.8，
能更好地反映阿戈美拉汀自微乳在不同 pH 的溶出
情况，更接近人体的胃肠道环境。溶出介质无浮油
无沉淀，说明乳滴没有发生破乳，药物包裹在乳滴
中，一方面可以增大药物的溶解度，另一方面可以
减少胃肠道酶的代谢 [17]，增加淋巴转运，且制剂
所含的辅料已为药用级辅料，该制剂在高温、强光
条件下含量也未发生变化，这些均有利于制剂后期
的工业化开发。但其体内行为有待进一步研究。
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淫羊藿富集部位微乳的制备及质量评价

兰海，刘欣妍，郭子右，刘玉娟，李婷婷，李鑫，梅凯，吴清*（北京中医药大学中药学院，北京　

102488）

摘要：目的　制备淫羊藿富集部位微乳并对其进行质量评价，为该富集部位的后续研究与开发

奠定基础。方法　以淫羊藿富集部位主要成分朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C、淫

羊藿苷为指标，通过饱和溶解度法筛选对指标成分溶解度大的油相、表面活性剂、助表面活性

剂种类；通过伪三元相图法确定油相种类以及表面活性剂和助表面活性剂的质量比 Km；以上述

5 种指标成分的皮肤渗透量、表皮滞留量及真皮滞留量为指标，通过电导率法和伪三元相图法确

定微乳类型与区域；以粒径和多分散指数（PDI）为指标，采用 D- 最优混料设计法优化淫羊藿富

集部位微乳处方；通过稳定性试验确定微乳载药量；采用 Franz 扩散池法考察微乳的体外经皮渗

透和皮肤滞留情况。结果　最终确定微乳类型为 O/W 型；优选得到的处方为油酸（OA）- 辛酸

癸酸聚乙二醇甘油酯 - 二乙二醇单乙基醚 - 水（2∶13.77∶6.88∶77.35）；载药量为 3%；微乳中

朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C 及淫羊藿苷的促透比分别为 3.589、8.975、11.094、
14.558、9.063，微乳中上述 5 种成分的 24 h 皮肤累积滞留量均显著高于药物溶液。结论　淫羊

藿富集部位微乳的制备工艺简单、稳定性好，可以显著增加药物的皮肤渗透能力和皮肤滞留量。

关键词：淫羊藿；伪三元相图；微乳；体外经皮渗透；皮肤滞留；朝藿定；淫羊藿苷
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Preparation and quality evaluation of microemulsion of epimedii folium 
enrichment fraction

LAN Hai, LIU Xin-yan, GUO Zi-you, LIU Yu-juan, LI Ting-ting, LI Xin, MEI Kai, WU Qing* (School 
of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To prepare microemulsion of epimedii folium enrichment fraction and evaluate 
its quality and to lay the foundation for the follow-up research and development of this enrichment 
fraction. Methods  The main components (epimedin A1, epimedin A, epimedin B, epimedin C, and 
icariin) were taken as indexes to screen the oil phase, surfactant and cosurfactant with high solubility 
to index components by solubility experiment. The oil phase and the mass ratio of surfactant to 
cosurfactant (Km) were further determined by pseudo-ternary phase diagram. The skin penetration, 
epidermis retention and dermis retention of the above 5 components were taken as indexes to 
determine the type and region of microemulsion with conductivity and pseudo-ternary phase diagram. 
The particle size and PDI were used as the indexes to optimize the formulation of microemulsion with 
the D-optimal mixture design method. The drug loading in the microemulsion was determined by 
stability test. Franz diffusion cell method was used to determine the transdermal penetration and skin 
retention of microemulsion in vitro. Results  The type of microemulsion was O/W type; the optimal 
microemulsion formulation was oleic acid-Labrasol-Transcutol P-water at 2∶13.77∶6.88∶77.35. 
The drug loading was 3%; the penetration enhancement ratios of epimedin A1, epimedin A, epimedin 
B, epimedin C and icariin in the microemulsion were 3.589, 8.975, 11.094, 14.558 and 9.063, 
respectively. The 24-hour accumulative skin retention of the 5 components in microemulsion was 
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　　化疗所致周围神经病变（chemotherapy-in-
duced peripheral neuropathy，CIPN）是化疗药物
对周围神经或自主神经损伤产生的一系列神经功
能紊乱的病变，以周围神经系统毒性最为常见，
CIPN 常见的临床表现为四肢末端麻木、疼痛或
感觉异常 [1]。近年来，中医药在改善 CIPN 方面
发挥了重要作用，具有多成分、多靶点的特点 [2]，
中医临床通过中药泡洗、熏蒸、贴敷等外治手段
治疗 CIPN，取得了一定效果 [3-4]。
　　淫羊藿，性温，味辛、甘，归肝、肾经，能
够补肾助阳，强筋骨，祛风湿 [5]。现代研究表明，
淫羊藿及其主要活性成分淫羊藿苷等可以改善周
围神经损伤，促进周围神经再生 [6-8]。试验室前期
研究表明，淫羊藿中的朝藿定与淫羊藿苷类成分
对奥沙利铂所致的周围神经损伤具有明显的保护
作用 [9]，并且采用大孔吸附树脂法，从淫羊藿中
富集得到了对奥沙利铂所致的周围神经损伤具有
保护作用的朝藿定与淫羊藿苷部位 [10]。
　　微乳是由水相、油相、表面活性剂和助表面
活性剂组成的单一的光学各向同性和热力学稳定
的分散体系 [11]，具有促进药物透皮吸收、提高药
物稳定性、增加难溶性药物溶解度等优点 [12-13]。
皮肤神经纤维的受损是 CIPN 的病理学关键 [14-15]，
因此，本研究拟制备包载淫羊藿富集部位的微
乳，通过经皮给药，使药物直接作用于皮肤中的
神经纤维，发挥神经保护作用，为淫羊藿富集部
位治疗或预防 CIPN 的研究与开发奠定基础。
1　材料

　　UltiMate 3000 型 高 效 液 相 色 谱 仪（美 国
Thermo 公司），BT125D 型电子分析天平 [ 赛多利
斯科学仪器（北京）有限公司 ]，TK-20B 型药物
透皮扩散试验仪（上海锴凯科技贸易有限公司），
ZNCL-S-5D 型多点智能磁力搅拌器（河南爱博特
科技发展有限公司），DDS-11A 型电导率仪（上
海越平科学仪器有限公司），BZF50 型真空干燥
箱（上海 Boxun 公司），Zetasize Nano ZS 纳米粒
径仪（英国马尔文公司）。
　　对照品朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝

藿 定 C、 淫 羊 藿 苷（批 号 分 别 为 140147-77-9、
110623-72-8、110623-73-9、110642-44-9、110642-
44-9，纯度均≥98%）和聚氧乙烯氢化蓖麻油（EL，
Polyoxy 35 castor oil，批号：Y19O7S23172）（上海
源叶生物科技有限公司），淫羊藿富集部位（自
制 [12]），油酸（OA）、肉豆蔻酸异丙酯（IPM）
（上海麦克林生化科技有限公司，批号分别为
C10005653、C10571215），棕榈酸异丙酯（IPP，
Alfa Aesar 公司，批号：10173585），中链甘油三
酸酯（Miglyol 812N）、聚氧乙烯氢化蓖麻油 RH40
（Cremophor RH40）（北京凤礼精求商贸有限责任
公司，批号分别为 151111、2822716860），聚山
梨 酯 80（Tween 80，Sigma-Aldrich 公 司， 批 号：
WXBB1118V），司盘 80（Span 80）、聚乙二醇 400
（PEG400）（天津市光复精细化工研究所，批号分
别为 20150417、20160604），辛酸癸酸聚乙二醇甘
油酯（Labrasol）、二乙二醇单乙基醚（Transcutol 
P）（批号分别为 175459、159651，Gattefosse 公司），
丙二醇（PG，北京北化精细化学品有限责任公司，
批号：20140821），磷酸盐缓冲液（PBS，Biotopped
公司），甲醇、乙腈（Sigma，色谱纯），水（杭州
娃哈哈集团有限公司）。
　　雄性 SD 大鼠，5 周龄，体质量 160 ～ 180 g 
[ 斯贝福（北京）试验动物科技有限公司，许可证
号：SCXK（京）2016-0002]。
2　方法与结果

2.1　体外透皮试验中指标成分含量测定方法

2.1.1　 色 谱 条 件 与 系 统 适 应 性 试 验　Merck 
LiChrospher100 RP-18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，
5 μm），流动相乙腈（A）- 水（B）（25∶75），柱
温 30℃，流速 1 mL·min－ 1，进样量 10 μL，检
测波长 270 nm。此色谱条件下，朝藿定 A1、朝
藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C、淫羊藿苷的分离
度均＞ 1.5，理论塔板数均＞ 6000（见图 1）。
2.1.2　溶液的配制　① 混合对照品储备液的制
备：取朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C、
淫羊藿苷对照品适量，精密称定，用甲醇配制
质量浓度分别为 53.94、58.20、145.20、150.61、

significantly higher than that in the solution of epimedii folium enrichment fraction. Conclusion  
The preparation process of microemulsion is simple and stable. The microemulsion can significantly 
increase the skin permeability and skin retention of the drug. 
Key words: epimedii folium; pseudo-ternary phase diagram; microemulsion; transdermal penetration 
in vitro; skin retention; epimedin; icariin
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136.57 μg·mL－ 1 的混合对照品储备液；② 样品
接收液的制备：取淫羊藿富集部位微乳的透皮接
收液，过 0.22 μm 微孔滤膜，摇匀，即得；③ 空
白微乳溶液的制备：取空白微乳约 50 mg，置于
10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并稀释制得；④ 空
白接收液的制备：取空白皮肤的接收液，过 0.22 
μm 微孔滤膜，摇匀，即得。
2.1.3　线性范围考察　精密吸取“2.1.2”项下混合
对照品储备液适量，用甲醇稀释至刻度，得一系
列浓度的混合对照品溶液，进样分析。以响应值
为纵坐标，质量浓度为横坐标，进行线性回归，
得回归方程分别为 Y朝藿定 A1 ＝ 0.315X ＋ 0.0038，
r² ＝ 0.9996；Y朝 藿 定 A ＝ 0.3029X ＋ 0.0033，r² ＝
0.9995；Y朝藿定 B ＝ 0.3307X － 0.0006，r² ＝ 0.9995；
Y朝藿定 C＝ 0.2961X－ 0.0019，r²＝ 0.9995；Y淫羊藿苷＝

0.4031X － 0.0033，r² ＝ 0.9991。线性范围分别为
0.11 ～ 5.39 μg·mL－ 1，0.12 ～ 5.82 μg·mL－ 1，
0.29 ～ 14.52 μg·mL－ 1，0.30 ～ 15.06 μg·mL－ 1，
0.27 ～ 13.66 μg·mL－ 1。
2.1.4　精密度与加样回收率考察　配制低、中、
高三个质量浓度的混合对照品，即含朝藿定 A1

（0.27，1.08，5.39 μg·mL－ 1）、朝藿定 A（0.29，
1.16，5.82 μg·mL－ 1）、 朝 藿 定 B（0.73，2.90，
14.52 μg·mL－ 1）、朝藿定 C（0.75，3.01，15.06 
μg·mL－ 1） 及 淫 羊 藿 苷（0.68，2.73，13.66 
μg·mL－ 1），连续进样 6 次，计算日内精密度；
连续进样 3 d，计算日间精密度；平行称取已知
朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C 及淫
羊藿苷含量的样品 6 份，并加入约等于被测成分
含量的对照品，制备供试品溶液，进样测定，计
算加样回收率，结果 5 种成分日内及日间的 RSD
值均小于 5%，加样回收率均在 95% ～ 105%，
表明方法精密度、加样回收率良好。取体外透皮
接收液（取大鼠腹部皮肤用 Franz 扩散池夹紧，
角质层朝向供给池，真皮层朝向接收池，供给池
加入去离子水，接收池加入 2% Transcutol P PBS
溶液作为接收液，温度设置为 37℃，收集 12 h
后的接收液）配制成混合物溶液，质量浓度分别
为 1.08、1.16、2.90、3.01、2.73 μg·mL－ 1， 分
别于 0、6、12、24、36、48 h 进样测定，结果朝
藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C 及淫羊
藿苷的 RSD 值均小于 5%，表明 5 种成分在 48 h
内稳定，皮肤渗出物对 5 种成分含量测定无影响。
2.2　饱和溶解度法筛选油相、表面活性剂及助表
面活性剂 
　　按文献 [10] 方法制备淫羊藿富集部位，富
集部位中朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝
藿定 C、淫羊藿苷含量分别为 1.63%、2.52%、
16.36%、5.51%、14.46%。淫羊藿富集部位的饱
和溶解度不易测定，因此，以淫羊藿富集部位主
要成分朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿
定 C、淫羊藿苷为指标，通过测定淫羊藿富集部
位在不同溶剂中溶解达饱和时这 5 种成分的溶解
量筛选辅料。分别加入过量的淫羊藿富集部位
于 1 mL 无水乙醇、Transcutol P、PG、PEG 400、
Labrasol、Tween 80、Span 80、Cremophor RH40、
Polyoxy 35 castor oil、OA、IPP、IPM 和 Miglyol 
812 N 中，涡旋 5 min，超声 10 min，32℃恒温
水浴振荡器中平衡 48 h，整个过程始终保持有固
体药物存在。平衡后的样品以 10 000 r·min－ 1

离心 10 min，上清液经甲醇适当稀释，过 0.45 
μm 微孔滤膜，按“2.1.1”项下色谱条件进样测
定，结果见表 1。结果显示，淫羊藿富集部位及
其主要成分在助表面活性剂 Transcutol P 和表面
活性剂 Labrasol 中溶解量较大，但几乎不溶于油
相。因此，本课题选择 Labrasol 为表面活性剂，
Transcutol P 为助表面活性剂，进一步筛选油相。

图 1　淫羊藿富集部位微乳的 HPLC 图

Fig 1　HPLC of microemulsion of epimedii folium enrichment fraction
A. 混合对照品（mixed control）；B. 样品接收液（sample receiving 
fluid）；C. 空白微乳（blank microemulsion）；D. 空白接收液（blank 
receiving）
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表 1　淫羊藿富集部位在不同溶剂中饱和溶解时 5 种成分的溶解量 (n ＝ 3) 
Tab 1　Solubility of 5 components of epimedii folium enrichment fraction during saturated dissolution in different solvents (n ＝ 3)

类别 溶剂
溶解量 /（g·L － 1）

朝藿定 A1 朝藿定 A 朝藿定 B 朝藿定 C 淫羊藿苷

助表面活性剂 无水乙醇 0.66±0.01 0.80±0.01   4.28±0.02 1.62±0.01   3.23±0.04

Transcutol P 3.73±0.09 4.68±0.02 26.04±0.11 9.87±0.02 19.89±0.06

PG 1.81±0.04 2.25±0.01 12.57±0.02 4.75±0.04   9.64±0.03

PEG 400 1.23±0.01 1.48±0.01   8.24±0.01 3.13±0.04   6.34±0.02 

表面活性剂 Labrasol 0.18±0.01 0.23±0.01   1.23±0.01 0.46±0.01   0.93±0.01

Tween 80 0.06±0.01 0.08±0.01   0.41±0.01 0.17±0.01   0.34±0.01

Span 80 － －   0.05±0.01 －   0.05±0.01

Cremophor RH40 0.06±0.01 0.08±0.01   0.40±0.01 0.18±0.01   0.38±0.01

Polyoxy 35 castor oil 0.03±0.01 0.03±0.01   0.12±0.01 0.07±0.01   0.13±0.01

2.3　油相的进一步筛选 
　　微乳区域面积越大，形成的微乳越稳定。因
此，采用室温下水滴定法绘制伪三元相图，考察
油相（IPM、IPP、OA、Miglyol 812 N）对微乳
区域的影响。固定表面活性剂和助表面活性剂的
质量比 Km ＝ 2，其与油相按质量比 9∶1、8∶2、
7∶3、6∶4、5∶5、4∶6、3∶7、2∶8、1∶9 混合，

总质量为 3 g，置于磁力搅拌器，同时逐滴加入
蒸馏水，记录当体系突然由浑浊变为澄清、透明
或由澄清、透明变浑浊时的临界水质量，并计算
体系中各成分的质量百分比绘制伪三元相图，结
果见图 2。油相为 OA 时形成的微乳区域最大，
因此固定油相为 OA。

图 2　淫羊藿富集部位微乳不同油相的伪三元相图

Fig 2　Pseudo-ternary phase diagram of microemulsion of epimedii folium enrichment fraction with different oil phases

2.4　Km 值的确定 
　　 以 OA 为 油 相，Labrasol 为 表 面 活 性 剂，
Transcutol P 为助表面活性剂，改变表面活性剂和
助表面活性剂的比值，使 Km ＝ 1、2、3，并按照

“2.3”项下方法绘制伪三元相图，考察不同的 Km

值对微乳区域的影响。结果见图 3，当 Km ＝ 2 时
形成微乳区域最大，故确定 Km ＝ 2。

图 3　淫羊藿富集部位微乳不同 Km 值的伪三元相图

Fig 3　Pseudo-ternary phase diagrams of microemulsion of epimedii folium enrichment fraction with different Km values

2.5　微乳类型与区域的确定

2.5.1　不同类型微乳体外透皮及滞留研究　微乳
可分为水包油（O/W）、双连续（Bi-continuous）、
油包水（W/O）3 种类型，微乳的类型与药物的
皮肤渗透效果有关。因此，探究不同微乳类型对

目标成分的皮肤渗透和滞留效果的影响，进一步
优选微乳类型。综合上述考察，选择以 OA 为油
相、Labrasol 为表面活性剂、Transcutol P 为助表
面活性剂、且 Km ＝ 2，油相与混合表面活性的质
量比为 1∶9 制备微乳，采用透皮扩散试验仪进
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行体外透皮及滞留试验。除去毛发及皮下组织的
雄性 SD 大鼠腹部皮肤固定于接收室与扩散室之
间，扩散室分别给予 2 mL 载药量为 3% 的不同含
水量微乳或淫羊藿富集部位药物溶液（PG 为溶
剂），接收室以含 2% Transcutol P 的 PBS 溶液为
接收液，水浴温度为（37±0.1）℃，磁力搅拌转
速为 200 r·min－ 1。24 h 后移取接收液 1 mL，过
0.22 μm 微孔滤膜后采用高效液相色谱仪测定。
　　体外透皮试验结束后，用 PBS 洗净皮肤上的
残留制剂，用显微镊小心分离表皮层和真皮层。
将表皮层和真皮层分别剪成小块，加入 70% 乙
醇于组织研磨器中研磨，研磨液超声 1 h，4000 
r·min－ 1 离心 20 min，上清液过 0.22 μm 微孔滤
膜后采用高效液相色谱仪测定。
　　单位面积 24 h 累积透过量和皮肤中药物滞留
量分别按下式进行计算：
　　Q24 ＝（C24×VR）/A    （1）
　　Qs ＝（Cs×Vs）/A    （2）
　　 式 中，Q24 为 单 位 面 积 24 h 累 积 透 过 量
（µg·cm－ 2），Qs 为皮肤中药物滞留量（µg·cm－ 2），
C24 为 24 h 时接收液药物浓度，Cs 为皮肤研磨液中
药物浓度，VR 为接收室体积（8 mL），Vs 为研磨液
体积，A 为扩散池有效扩散面积（3.14 cm2）。不同
含水量微乳的处方组成及微乳类型见表 2。微乳及
药物溶液的 Q24 见图 4。结果显示，对于朝藿定及
淫羊藿苷 5 种成分，不同类型微乳的 24 h 累积透

过量均随微乳的含水量增加而增大，说明微乳类
型影响 5 种成分的皮肤渗透效果，并且不同类型
微乳的透过量均大于药物溶液，其中 O/W 型微乳
ME 80/20 中 5 种成分的 Q24 最大。

表 2　不同类型淫羊藿富集部位微乳的处方组成 
Tab 2　Formulation composition of microemulsion of epimedii 

folium enrichment fraction with different types

处方
含水

量 /%
油相质量

分数 /%

表面活性剂与助

表面活性剂质量

分数 /%

载药

量 /%
微乳类型

ME 20/80 20 8 72 3 W/O

ME 40/60 40 6 54 3 Bi-continuous

ME 60/40 60 4 36 3 Bi-continuous

ME 80/20 80 2 18 3 O/W

　　微乳及药物溶液的单位面积 24 h 累积表皮滞
留量及累积真皮滞留量分别见图 4B 及图 4C。不
同类型微乳中 5 种成分的表皮滞留量接近且无统
计学差异，但均大于药物溶液的表皮滞留量，说
明不同类型微乳制剂均能促进 5 种成分在表皮中
的滞留，但微乳类型对 5 种成分的表皮滞留影响
不大。不同类型微乳中 5 种成分的真皮滞留量均
大于药物溶液，说明不同类型微乳均能促进 5 种
成分的真皮滞留。综合不同类型微乳对 5 种成分
的皮肤渗透、表皮滞留及真皮滞留促进效果可知，
O/W 型微乳促进 5 种成分的皮肤渗透及真皮滞留
效果最好，所以确定微乳类型为 O/W 型。

2.5.2　O/W 微乳区域的确定　电导率对微乳类型
及相行为的转变敏感，通过测定电导率，建立电
导率 - 含水量曲线来确定微乳类型 [16]。建立油相与
混合表面活性剂不同质量比时的电导率 - 含水量曲
线，确定形成 O/W 型微乳的临界值及其区域。结
果显示，当油相与混合表面活性的质量比为 2∶8
时不能形成 O/W 型微乳；当油相与混合表面活性
的质量比为 1∶7、1∶8、1∶9 时形成 O/W 型微乳
的临界含水量分别为 71.32%、75.20%、78.21%，

其电导率 - 含水量曲线见图 5；参照伪三元相图得
到 O/W 型微乳区域（见图 6），确定 3 种组分的取
值范围为：混合表面活性剂为 18% ～ 25%，油相
为 2% ～ 4%，水相为 71% ～ 80%。
2.6　D- 最优混料设计优选微乳处方

2.6.1　D- 最优混料设计　根据“2.5.2”项下确定的
水相（A）、混合表面活性剂（B）、油相（C）组分
取值范围，以微乳的粒径及 PDI 为评价指标，固
定载药量为 3%，采用 D- 最优混料设计，进一步

图 4　不同类型淫羊藿富集部位微乳 5 种成分的单位面积 24 h 累积透过量（A）、累积表皮滞留量（B）、累积真皮滞留量（C）（n ＝ 3）
Fig 4　24-hour accumulative permeation（A），accumulative epidermal retention（B）and dermal retention（C）of 5 components of microemulsion 
of different types epimedii folium enrichment fraction with （n ＝ 3）

注（Note）：与药物溶液相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared with the drug solution，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。
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优化微乳处方，试验设计及测定结果见表 3。

表 3　D-最优混料试验设计及结果 
Tab 3　D-optimal mixture test design and results

No. A. 水相 /%
B. 混合表面 
活性剂 /%

C. 油相 /% 粒径 /nm PDI

1 75.30 21.57 3.13 97.1 0.457

2 74.50 23.50 2.00 34.06 0.294

3 77.36 20.64 2.00 35.89 0.267

4 72.62 25.00 2.38 43.9 0.396

5 75.77 20.23 4.00 287.9 0.281

6 77.36 20.64 2.00 33.85 0.239

7 72.62 25.00 2.38 45.96 0.418

8 75.30 21.57 3.13 90.42 0.449

9 73.87 22.13 4.00 182.5 0.304

10 79.29 18.00 2.71 85.1 0.456

11 71.29 24.71 4.00 114.1 0.299

12 78.05 19.26 2.69 66.48 0.296

13 75.30 21.57 3.13 97.21 0.544

14 79.29 18.00 2.71 82.08 0.433

15 72.74 23.51 3.75 100.1 0.287

16 77.01 18.99 4.00 469.6 0.230

2.6.2　数据模型拟合及响应面分析　运用 Design 
Expert 11.1 软件，以水相（A）、混合表面活性剂

（B）、油相（C）为影响因素，分别以粒径（Y1）
和 PDI（Y2）为评价指标，对试验结果进行模型拟
合，拟合结果显示粒径（Y1）和 PDI（Y2）分别符
合特殊四次模型（Special Quartic model）和二次模
型（Quadratic model），其拟合方程分别为：Y1 ＝

133.27A ＋ 191.20B ＋ 20699.26C － 560.53AB －

23 012.45AC － 26 933.38BC ＋ 16 595.83A²BC ＋

31 265.11AB²C － 100 000ABC²，R2 ＝ 0.9996，
P ＜ 0.0001，失拟值 P ＝ 0.1589；Y2 ＝ 0.2204A ＋

0.3085B － 11.72C ＋ 0.0315AB ＋ 15.53AC ＋

15.30BC，R2 ＝ 0.7487，P ＝ 0.0083，失拟值 P ＝

0.069，说明模型拟合良好。根据回归分析结果，
绘制粒径及 PDI 的自变量与响应值关系的二维等
高线和三维响应图（见图 7），结果显示混合表面
活性剂含量越高，油相含量越低，微乳的粒径越
小；粒径分布更均匀（即 PDI 小）的两个区域分别
是水相含量较高、油相含量较低的区域和水相含
量较低、油相含量较高的区域。PDI 随着油相含量
的增加呈现先增大后减小的趋势，提示粒径的均
匀分布主要取决于水相和油相的合理配比。

图 7　淫羊藿富集部位微乳的粒径及 PDI 三维响应面及二维等高线图

Fig 7　Three-dimensional response surface and two-dimensional contour 
map of particle size and PDI of microemulsion of epimedii folium 
enrichment fraction

2.6.3　最优处方及验证　以最小粒径及最小 PDI
为优化指标，预测最佳处方为水（77.35%）、表
面活性剂 Labrasol（13.77%）、助表面活性剂
Transcutol P（6.88%）、OA（2%），所得微乳粒径
为 33.85 nm、PDI 为 0.253。按照优化处方进行验
证，重复 3 次，结果实际粒径为（34.93±0.76）
nm，PDI 为（0.254±0.023），预测值与实际值偏
差分别为 3.19%、0.40%，均小于 5%，说明方程

图 5　沺相与混合表面活性剂质量比对淫羊藿富集部位微乳电导率 -
含水量曲线的影响

Fig 5　Effect of the mass ratio of oil phase to mixed surfactant on the 
conductivity-water content curve of microemulsion of epimedii folium 
enrichment fraction

图 6　O/W 型淫羊藿富集部位微乳的区域

Fig 6　Region of O/W microemulsion of epimedii folium enrichment 
fraction
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预测准确性良好。
2.7　微乳载药量考察

2.7.1　不同载药量微乳的粒径及 PDI 检测　预
试验发现，当载药量达到 13%（w/w）时微乳不
能完全溶解淫羊藿富集部位，故选择载药量为
1%、3%、5%、7%、9%、11%、12% 的 微 乳 进
一步考察。取未经稀释的不同载药量微乳检测粒
径及 PDI，结果表明，载药量为 1%、3%、5% 的
微乳粒径分别为（48.22±0.36）、（34.41±1.53）、
（34.06±0.94）nm，PDI 分别为（0.241±0.002）、
（0.243±0.029）、（0.364±0.021）。当载药量≥ 5%
时，PDI 大于 0.3，表明载药量≥ 5% 的微乳放置
后可能出现不稳定、粒径增大的现象。因此，选
择 1%、3%、5% 的载药量进行进一步考察。
2.7.2　长期稳定性研究　将载药量为 1%、3% 和
5% 的微乳室温放置，分别在制备后的第 0、1、
3 个月测定其粒径及 PDI。第 3 个月，载药量为
1% 的微乳粒径和 PDI 分别为（58.91±0.83）nm、
（0.232±0.008），载药量为 3% 的微乳粒径和 PDI
分别为（41.13±0.33）nm、（0.278±0.003），载药
量为 5% 的微乳粒径和 PDI 分别为（44.07±0.20）
nm、（0.412±0.004）。PDI 在载药量为 1% 和 3%
时无明显变化且小于 0.3，表明粒径分布均匀；
但载药量为 5% 时，PDI 明显增大，说明当微乳
载药量为 5% 时，长时间室温放置不稳定。因此，
最终确定淫羊藿富集部位微乳载药量为 3%。
2.8　质量评价

2.8.1　体外透皮试验　最优处方制备的淫羊藿富集
部位微乳及游离药物溶液的体外透皮试验操作同
“2.5.1”项，于 2、4、6、8、10、20、22 和 24 h 移
取接收液 0.4 mL，同时补加等温等体积的新鲜接收
液，样品经 0.22 µm 微孔滤膜过滤，进入液相检测，
计算药物稳态透皮速率、累积透过量及滞后时间。
　　单位面积药物的累积透过量按下式计算：
　　Q ＝（Cn×V ＋∑n － 1

i ＝ 1 Ci×Vi）/A     （3）
　　其中，Q（µg·cm－ 2）为单位面积累积透过
量，V 为扩散池的体积（8 mL），Vi 为每次取样体
积，Cn 和 Ci 分别为第 n 次和第 i 次取样时接收液
中药物浓度，A 为扩散面积（3.14 cm2）。以累积透
过量对时间作图，所得直线部分的斜率即为稳态
透皮速率（Jss，µg·cm－ 2·h－ 1），直线部分的反
向延长线与 X 轴的交点即为滞后时间（Tlag，h）。
　　微乳的药物促透比（enhancement ratio，ER）
按下式公式计算：
　　ER ＝（Jss of formulation）/（Jss of control）    （4）
　　淫羊藿富集部位微乳和药物溶液中淫羊藿
富集部位主要成分朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿
定 B、朝藿定 C 及淫羊藿苷的渗透动力学曲线和
透皮参数分别见图 8 及表 4。由结果可知，在不
同时间点，微乳中朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿
定 B、朝藿定 C 及淫羊藿苷的皮肤渗透量均大于
药物溶液，促透比分别为 3.589、8.975、11.094、
14.558、9.063，说明将淫羊藿富集部位包载于微
乳中能促进其皮肤渗透。

图 8　淫羊藿富集部位微乳及药物溶液中 5 种成分的体外渗透动力学曲线（n ＝ 3）
Fig 8　Osmotic kinetics curve in vitro of 5 components in the microemulsion and drug solution（n ＝ 3）
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2.8.2　体外皮肤滞留试验　体外透皮试验结束
后，PBS 洗净皮肤上的残留制剂，将皮肤剪成小
块，进行组织研磨后进样测定，计算单位面积药
物的皮肤滞留量。淫羊藿富集部位微乳及药物溶
液中 5 种成分的 24 h 皮肤滞留量见图 9，微乳中
5 种成分的累积滞留量均显著高于药物溶液，说
明将淫羊藿富集部位包载于微乳中能提高药物滞
留在皮肤中的量，并且 5 种成分的累积滞留量的
大小与淫羊藿富集部位中初始含量有关，含量越
大，滞留量越大。

图 9　淫羊藿富集部位微乳及药物溶液中 5 种成分的 24 h 皮肤滞留

量（n ＝ 3）
Fig 9　24-hour skin retention of 5 components in microemulsion and 
drug solution（n ＝ 3）

注（Note）：与药物溶液相比，**P ＜ 0.01（Compared with the 
drug solution，**P ＜ 0.01）。

3　讨论

　　皮肤是人体最大的器官，含有丰富的神经纤
维，包括表皮神经末梢、真皮层的神经丛和存在
于汗腺、毛囊中的神经等 [17]。CIPN 中，远端轴
突最先受损，使得四肢末端麻木疼痛症状以“袜
子和手套”型分布发展，并且表皮神经纤维的丢
失与疼痛行为直接相关，这是 CIPN 的病理学关
键 [14-15]。将药物包载于微乳中可以显著增加药物
的皮肤滞留量，药物滞留在皮肤中可以作为储

库，持续的向皮肤深层提供药物，使药物直接作
用于皮肤神经纤维、远端轴突，发挥神经保护作
用，促进受损神经再生，有利于治疗 CIPN 并预
防其发展。中医临床常使用中药泡洗、熏蒸、贴
敷等外治手段治疗 CIPN，但传统治疗手段存在
使用不方便、疗效不稳定等问题，本研究制备的
淫羊藿富集部位微乳具有使用方便、有效成分明
确的特点，对治疗 CIPN 和提高化疗患者的生存
质量具有十分重要的意义。
　　淫羊藿中含有黄酮类、木脂素类、多糖、生
物碱类、苯酚苷、挥发油、微量元素等成分，其
中黄酮类是主要药效成分，研究表明黄酮类成分
具有提高性功能、抗骨质疏松、保护神经系统、
预防心血管疾病等作用 [18]。文献报道淫羊藿是中
医治疗周围神经损伤的临床常用药 [19]，且淫羊藿
中发挥神经保护作用的主要活性成分主要是朝藿
定与淫羊藿苷等黄酮类成分 [6-8]。此外，2020 年
版《中国药典》将朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定
C 及淫羊藿苷作为淫羊藿饮片的质量控制指标成
分。因此本文选择朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定
B、朝藿定 C 及淫羊藿苷 5 种成分作为透皮试验
的评价指标。
　　微乳的类型影响药物的皮肤渗透及滞留效
果，研究表明微乳的透皮和滞留量随微乳含水量
的增加而增加 [20-21]，促进效果强弱为：O/W ＞ Bi-
continuous ＞ W/O，O/W 型微乳透皮和皮肤滞留效
果较好，可能是由于含水量的增加加强了皮肤的
水合作用，降低了角质层的屏障作用，使药物更
易透过皮肤。目前，未见研究报道微乳类型对中
药复杂多成分的皮肤渗透及滞留的影响，本研究
比较了不同类型微乳对淫羊藿富集部位 5 种成分
的经皮促透和皮肤滞留影响，可为包载中药多成

表 4　淫羊藿富集部位微乳及药物溶液中 5 种成分的体外透皮参数 (n ＝ 3) 
Tab 4　Transdermal parameters in vitro of 5 components in the microemulsion and drug solution (n ＝ 3)

成分 处方 Q24/（µg·cm － 2） Jss/（µg·cm － 2·h － 1） Tlag/h ER
朝藿定 A1 药物溶液 1.290±0.441 0.075±0.004 3.548±0.329 －

微乳 6.444±0.246*** 0.270±0.015*** 1.802±0.051   3.589 
朝藿定 A 药物溶液 0.079±0.051 0.007±0.001 3.396±1.266 －

微乳 1.444±0.215*** 0.061±0.021** 4.825±0.301   8.975 
朝藿定 B 药物溶液 0.371±0.197 0.025±0.001 5.455±0.619 －

微乳 6.922±1.157*** 0.275±0.103** 5.217±0.262 11.094 
朝藿定 C 药物溶液 0.070±0.041 0.007±0.001 5.145±0.949 －

微乳 2.518±0.377*** 0.100±0.037** 5.428±0.309 14.558 
淫羊藿苷 药物溶液 0.204±0.165 0.016±0.003 5.486±0.680 －

微乳 4.040±0.665*** 0.144±0.053** 5.340±0.182   9.063 

注（Note）：与药物溶液相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001（Compared with the drug solution，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。
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分的微乳类型的选择提供一定指导。然而在本研
究中，5 种成分在不同类型的微乳中均表现出相
似的渗透和滞留特性，可能是由于 5 种成分的油
水分配系数（logP 值）相似，因此，需要进一步
研究不同类型微乳对 logP 值差异较大的多种成分
经皮促透和皮肤滞留的影响，这将对包载中药复
杂成分的微乳类型的选择提供更科学的指导。
　　微乳类型的判断依据于微乳在相转变过程中
的理化性质变化 [22]，判断微乳类型的常用方法有
电导率法、差式扫描量热法、小角 X 衍射法、核
磁共振法等。电导率法的优势在于微乳电导的变
化与其类型变化关系理论明确、操作简单、结果
精确 [23-24]。本研究通过建立电导率 - 含水量曲线
图更准确、清晰地判断了微乳类型变化的临界点。
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狭叶重楼中一个新的环胆甾烷醇型甾体皂苷

胡晋铭，汤海峰*，陆云阳，刘杨，田韵远，樊培（空军军医大学药学系中药与天然药物学教研室，西安　

710032）

摘要：目的　研究狭叶重楼的皂苷类化学成分，为拓宽重楼属植物的药用资源提供科学依

据。方法　采用硅胶柱色谱、Sephadex LH-20 凝胶柱色谱、反相硅胶柱色谱和半制备高效液

相色谱等方法，从狭叶重楼 70% 乙醇提取物的乙酸乙酯萃取部位和正丁醇萃取部位分离化合

物，通过波谱分析和化学手段鉴定化学结构。结果　分离得到 7 个甾体皂苷类成分，分别鉴

定为 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -3β，16α，26- 三羟基 -（23R，25R）-16，23- 环胆甾烷醇 -5，17
（20）- 二烯 -22- 酮 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D-
吡喃葡萄糖苷（1）、重楼皂苷 H（2）、重楼皂苷Ⅵ（3）、偏诺皂苷元 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷（4）、重楼皂苷Ⅶ（5）、26-O-β-D-
吡喃葡萄糖基 -17，22- 二羟基 -（25R）- 呋甾 -5- 烯 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -（1 → 4）-[α-L-
吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷（6）和 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -17，22- 二羟基 -
（25R）- 呋甾 -5- 烯 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李

糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷（7）。结论　化合物 1 为新化合物，是具有罕见骨架结构的

环胆甾烷醇型甾体皂苷，为首次从重楼属植物中发现，化合物 4、6 和 7 为首次从狭叶重楼中

分离得到。

关键词：狭叶重楼；甾体皂苷；环胆甾烷醇型

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0736-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.003

A new cyclocholestanol-type steroidal saponin from Paris polyphylla  
var. stenophylla

HU Jin-ming, TANG Hai-feng*, LU Yun-yang, LIU Yang, TIAN Yun-yuan, FAN Pei (Department of 
Chinese Materia Medica and Natural Medicines, School of Pharmacy, Air Force Medical University, 
Xi'an  710032)

Abstract: Objective  To determine the saponin constituents from the rhizomes of Paris polyphylla 
var. stenophylla to enrich the resource of the plants from genus Paris. Methods  The compounds 
from the ethyl acetate fraction and n-butanol fraction of 70% ethanol extraction were isolated and 
purified by silica gel column chromatography, Sephadex LH-20 column chromatography, ODS 
column chromatography and semi-preparative HPLC. Their structures were identified by spectral 
analysis and chemical methods. Results  Seven steroidal saponins were isolated and identified 
as 26-O-β -D-glucopyranosyl-3β , 16α , 26-trihydroxy- (23R, 25R)-16, 23-cyclocholest-5, 17 
(20)-dien-22-one-3-O-α-L-arabinofuranosyl- (1 → 4)-[α-L-rhamnopyranosyl- (1 → 2)] -β-D-gluco-
pyranoside (1), paris saponin H (2), polyphyllinⅥ (3), pennogenin-3-O-α -L-rhamnopyranosyl- 
(1 → 4)-[α-L-rhamnopyranosyl- (1 → 2)] -β-D-glucopyranoside (4), polyphyllinⅦ (5), 26-O-β-D-
glucopyranosyl-17, 22-dihydroxy- (25R)-furost-5-en-3-O-α-L-arabinofuranosyl- (1 → 4)-[α-L-rham-
nopyranosyl- (1 → 2)] -β-D-glucopyranoside (6) and 26-O-β-D-glucopyranosyl-17, 22-dihydroxy- 

基金项目：国家自然科学基金面上项目（No.81973192）；陕西省重点研发计划（No.2020SF-311，No.2021ZDLSF04-07）。
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　　中药重楼（Paridis Rhizoma）为百合科植物云
南重楼和七叶一枝花两个品种的干燥根茎 [1]。重
楼属植物在中国大陆地区分布有 20 个种，10 余
种变种，根据实地调查和查阅资料后发现，除少
数稀有种外，几乎所有品种均在实际市场流通中
作为重楼使用。研究表明，重楼属植物的主要有
效成分为甾体皂苷，总称为重楼皂苷，具有止血、
抑菌、镇痛、镇静和免疫调节等多种生理和药理
活性 [2]，其中，重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅵ、Ⅶ和
H 等对肺癌、宫颈癌、肝癌等 10 余种癌症的肿瘤
细胞的生长有显著抑制作用 [3-6]。随着市场对中药
重楼需求量的增加，大规模的采集使得野生药材
急剧减少，资源严重破坏。陕西省安康市北依秦
岭，南靠巴山，具有适宜的地理与气候条件，是

狭 叶 重 楼（Paris polyphylla Smith var. stenophylla 
Franch）的重要产区。目前关于狭叶重楼化学成
分的研究报道有限，仅从四川产狭叶重楼中分离
鉴定了 5 种已知的重楼皂苷 [7]。为了明确狭叶重
楼的药效物质基础，为其开发利用提供理论依据，
本文对其根茎 70% 乙醇提取物的乙酸乙酯和正丁
醇萃取部位开展了化学研究，共分离得到 7 个甾
体皂苷 1～ 7（见图 1）。其中化合物 1为新化合物，
属于重楼属植物中少见的胆甾烷醇型甾体皂苷，
其苷元具有 6/6/6/5/5 五环稠合胆甾烷骨架，具有
这一新颖骨架的环胆甾烷醇型甾体皂苷在天然界
中较为罕见，亦是首次在本属植物中发现；化合
物 4、6 和 7 为首次从狭叶重楼中分离得到。

(25R)-furost-5-en-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1 → 4)-O-α-L-rhamnopyranosyl- (1 → 4)-O-[α-L-rha-
mnopyranosyl-(1 → 2)] -β-D-glucopyranoside (7), respectively. Conclusion  Compound 1 is a new 
cyclocholestanol-type steroidal saponin with a rare skeleton, which has been firstly found from genus 
Paris. Compounds 4, 6 and 7 have been isolated from the plant for the first time. 
Key words: Paris polyphylla var. stenophylla; steroidal saponin; cyclocholestanol-type

图 1　甾体皂苷 1 ～ 7 的结构式

Fig 1　Structures of steroidal saponins 1 － 7

1　材料

　　Quatrro 质谱仪（Waters 公司）；Bruker AVANCE 
800 型核磁共振波谱仪（Bruker 公司）；Gilson 2050 
高效液相色谱仪 [ 配 YMC-Pack R&D ODS-A 半制
备色谱柱（20 mm×250 mm，5 μm）]、ODS C18 柱
（Pharmacia 公 司）；Sephadex LH-20 凝 胶（GE 公
司）；薄层色谱用硅胶 G、柱色谱硅胶（100 ～ 200
目、200 ～ 300 目，青岛海洋化工厂）；电子天平（精
度：0.0001 g，赛多利斯科学仪器有限公司）；低
温冷却循环泵（DLSB-40 型，陕西爱信仪器有限公
司）；隔膜真空泵（V-100 型，瑞士 BUCHI 公司）；

旋转蒸发仪（N-1300 型）、电热恒温水浴锅（OSB-
2100 型）（上海爱朗仪器有限公司）；电热鼓风干
燥箱（DHG-924OA 型，上海一恒科学仪器有限公
司）；色谱纯甲醇、乙腈（天津科密欧公司）；氘
代试剂（Merck 公司）；显色剂（10% 硫酸 / 乙醇）；
其他试剂均为分析醇。
　　药材于 2020 年 8 月采自陕西省安康市镇坪
县，经空军军医大学药学系中药与天然药物学教
研室汤海峰教授鉴定为狭叶重楼（Paris polyphylla 
Smith var. stenophylla Franch）的根茎，药材标本
（编号：20200805）保存在该教研室标本室。
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2　提取与分离

　　狭叶重楼的干燥根茎 1.9 kg，粉碎后用 70%
乙醇浸泡过夜，回流提取 5 次，每次 2 h，减压
回收溶剂得到浸膏 484.4 g。将浸膏加入 6 L 蒸
馏水分散后，用等体积石油醚萃取 3 次脱脂，再
先后用等体积乙酸乙酯和水饱和正丁醇分别萃
取 3 次，减压回收得乙酸乙酯部位 6.85 g 和正
丁醇部位 65.96 g。乙酸乙酯部位和正丁醇部位
分别用硅胶柱色谱分离，用 V二氯甲烷∶V甲醇∶V水

（50∶1∶0 ～ 65∶35∶5）为洗脱剂梯度洗脱，合
并后从乙酸乙酯部位得到 6 个部分（Fr.A ～ Fr.
F），从正丁醇部位得到 12个部分（Fr.1～Fr.12）。
　　Fr.E（1.97 g）经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱
（洗脱剂为 V甲醇∶V水＝ 4∶1）除去杂质，再经 ODS 
C18 柱色谱，V甲醇∶V水（2∶8 ～ 10∶0）为洗脱剂梯
度洗脱，得到 Fr.E-1 ～ Fr.E-6。Fr.E-6 通过半制备
高效液相色谱分离纯化（流速 10 mL•min－ 1，检测
波长 206 nm；以下均相同），48% 乙腈洗脱得到化
合物 2（460.0 mg，tR ＝ 19.5 min）和化合物 3（20.3 
mg，tR ＝ 22.5 min）。Fr.5（2.57 g） 经 Sephadex 
LH-20 凝胶柱色谱（洗脱剂为甲醇）除去杂质，再
经 ODS C18 柱色谱分离，V甲醇∶V水（4∶6 ～ 10∶0）
为洗脱剂梯度洗脱，得到 Fr.5-1 ～ Fr.5-7。Fr.5-5
经过半制备 HPLC 分离纯化，40% 乙腈洗脱得
到化合物 4（80.8 mg，tR ＝ 24.0 min）。Fr.6（7.18 
g）经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱（洗脱剂为甲
醇）除去杂质，再经 ODS C18 柱色谱，V甲醇∶V水

（2∶8 ～ 10∶0）为洗脱剂梯度洗脱，得到 Fr.6-1-
1～Fr.6-1-8。Fr.6-1-6经半制备 HPLC反复分离纯化，
40% 乙腈洗脱得到化合物 5（213.7 mg，tR ＝ 24.1 
min）。Fr.8（6.28 g）经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱
（洗脱剂为 V甲醇∶V水＝ 4∶1）除去杂质，再经 ODS 
C18 柱色谱，V甲醇∶V水（2∶8 ～ 10∶0）为洗脱剂梯
度洗脱，得到 Fr.8-1-1 ～ Fr.8-1-4。Fr.8-1-3 经半制
备 HPLC 反复分离纯化，20% 乙腈洗脱得到化合
物 1（5.1 mg，tR ＝ 24.5 min）和化合物 6（7.7 mg，
tR ＝ 28.5 min）。Fr.9（4.32 g）经 Sephadex LH-20 凝
胶柱色谱（洗脱剂为 V甲醇∶V水＝ 4∶1）除去杂质，
再经 ODS C18 柱色谱，V甲醇∶V水（2∶8 ～ 10∶0）
为洗脱剂梯度洗脱，得到 Fr.9-1-1 ～ Fr.9-1-6。Fr.9-
1-5 经半制备 HPLC 反复分离纯化，20% 乙腈洗脱
得到化合物 7（3.6 mg，tR ＝ 30.2 min）。
3　结构鉴定

　　化合物 1：白色无定形粉末，[α] － 116.5°（c 
0.05，MeOH），Liebermann-Burchard 和 Molish 反

应均呈阳性，提示该化合物可能为皂苷类化合物。
UV（MeOH）λmax（logε）238（3.09），198（2.76）
nm；IR（KBr）ν max 3430，2935，1702，1660，
1450 cm－ 1，提示有α，β- 不饱和酮结构的存在。
ESI-MS 显示其准分子离子峰为 m/z 1053 [M+Na]＋

和 1029 [M-H] －；从 HR-ESI-MS 的准分子离子
峰 m/z 1029.4893 [M-H]–（C50H77O22， 计 算 值 为
1029.4912），结合 NMR 数据，可推断出其分子式
为 C50H78O22。
　　分析化合物 1 的 13C-NMR 和 DEPT 谱，发现
其共有 50 个碳信号，其中 27 个碳信号归属于苷
元部分。1H-NMR（800 MHz，C5D5N）显示高场区
有 5 个甲基氢信号δH 1.86（s）、1.49（s）、1.15（d，
J ＝ 6.6 Hz）、1.81（d，J ＝ 6.2 Hz）和 1.11（s），
分别与δC 9.0、16.1、17.6、19.2 和 19.9 信号相对
应。进一步分析表明：化合物 1 的结构中包含 1
个三取代双键（δH 5.36；δC 122.1，δC 141.4）、1 个
四取代双键（δC 128.7 和 182.6）、1 个酮羰基（δC 

212.8）、3 个季碳（δC 37.7、44.5 和 83.4）。通过
2D-NMR（1H-1H COSY、HSQC、HMBC、TOCSY
和 NOESY）对苷元部分的碳氢信号进行分析并
归属，结果见表 1。在 HMBC 谱中，H3-19（δH 

1.10）和 C-5（δC 141.4）有远程相关信号，H-6（δH 

5.36）与 C-4（δC 39.4）、C-8（δC 32.5）存在远程相
关，同时 H-6（δH 5.36）与 H-7（δH 1.98）在 1H-1H 
COSY 谱中相关，表明三取代双键为 Δ5（6）。此
外，HMBC 谱 显 示 H3-27（δH 1.15） 与 C-24（δC 

29.7）、C-25（δC 32.3）和 C-26（δC 77.1）有远程
相关，结合 1H-1H COSY 谱中 H-23/H2-24、H2-24/
H-25、H-25/H2-26 和 H-25/H3-27 的相关信号，可
证明侧链的存在。在 HMBC 谱中可观察到 H-23
（δH 2.48） 与 C-16（δC 83.4）、C-22（δC 212.8） 和
C-25， 以 及 H3-21（δH 1.86） 与 C-17（δC 182.6）、
C-20（δC 128.7）和 C-22 的远程相关，说明苷元存
在一个具有α，β- 不饱和酮基的五元环并与上述
侧链相连。在 NOESY 谱中，H3-18（δH 1.49）/H-8
（δH 1.71）、H-8/Hβ-15（δH 2.00） 和 Hβ-15/H-23 相
关峰表明 H-23 是β 构型；Hβ-15/H-23 的 NOE 相
关亦提示 OH-16 为α 构型。通过 H2-26 化学位移
值（δH 4.07 和 3.75）的差值（ΔδH ＝ 0.32＜ 0.48），
可以确定 25 位碳为 R 构型 [8]。化合物 1 的苷元
部分波谱数据与文献 [9] 报道的 ypsiyunnoside A 苷
元部分基本一致，从而确定其苷元亦为 3β，16α，
26- 三羟基 -（23R，25R）-16，23- 环胆甾烷醇 -5，
17（20）- 二烯 -22- 酮。
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　　取化合物 1 1.0 mg 用 2 mL（2 mol•L－ 1）三氟
乙酸水解，按文献方法 [10-11]，将所得单糖制备成
三甲基硅醚化 L- 半胱氨酸衍生物，并用标准糖
衍生物作对照，进行 GC 分析，确定化合物 1 的
糖基组成为 D- 葡萄糖（Glc）、L- 鼠李糖（Rha）
和 L- 阿拉伯糖（Ara），组成比为 2∶1∶1。在
13C-NMR 谱中显示 4 个糖的端基碳信号δC 100.7、
102.4、105.8 和 110.1，与 1H-NMR 谱中的端基氢
信号δH 4.99（d，J＝ 7.7 Hz，Glc Ⅰ）、6.33（br s，
Rha）、4.88（d，J ＝ 7.8 Hz，Glc Ⅱ）和 5.96（d，
J ＝ 1.9 Hz，Ara）分别对应。由 Glc Ⅰ和 Glc Ⅱ
的端基氢偶合常数可知 2 个葡萄糖形成的苷键均
为β 构型；根据 Ara 的端基氢偶合常数可以推断
呋喃阿拉伯糖的苷键构型为α 构型；Rha 的端基
氢信号与其 C-3（δC 73.3）和 C-5（δC 70.0）信号
在 HMBC 谱中强相关，可知其形成的苷键为α 构
型。通过对 2D-NMR 解析，归属了 4 个糖基的
碳氢信号（见表 1）。在 HMBC 谱中，Glc Ⅰ H-1
与苷元 C-3（δC 78.5）存在远程相关峰，说明 Glc 
Ⅰ连接于苷元 C-3 位；Rha H-1 与 Glc Ⅰ C-2（δC 

77.9）的远程相关以及 Ara H-1 与 Glc Ⅰ C-4（δC 

77.5）的远程相关表明 Rha 和 Ara 分别连接于 Glc 
Ⅰ的 C-2 和 C-4 位；Glc Ⅱ与 C-26 的远程相关信
号表明 Glc Ⅱ连接于苷元 C-26 位。NOESY 谱的
相关信号进一步验证了上述糖链结构（见图 2）。
综上所述，确定化合物 1 的结构为 26-O-β-D- 吡
喃葡萄糖基 -3β，16α，26- 三羟基 -（23R，25R）-
16，23- 环胆甾烷醇 -5，17（20）- 二烯 -22- 酮 -3-O-
α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖
基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷，经 SciFinder
检索，其为一新化合物。皂苷 1的苷元为 6/6/6/5/5
五环稠合胆甾烷骨架，具有这一新颖骨架的皂苷
仅在云南丫蕊花 [9] 和吉林延龄草 [12] 中各报道了 1
个，这是首次在重楼属植物中发现。

图 2　化合物 1 重要的 HMBC 和 NOESY 相关

Fig 2　Key HMBC and NOESY correlations of compound 1

　　化合物 2：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应均呈阳性，表明该化
合物可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子

离子峰 m/z 893 [M+Na]＋和 869 [M-H]－，提示其相
对分子质量为 870，结合 NMR 数据推断其分子式
为 C44H70O17。

13C-NMR 和 DEPT 谱分析表明，该
化合物的 44 个碳信号中有 27 个归属于苷元部分。
在化合物 2 的 1H-NMR 谱（800 MHz，C5D5N）高
场区显示有 5 个甲基氢信号δH 1.26（d，J ＝ 6.8 
Hz），1.00（s），0.76（d，J ＝ 4.7 Hz），1.75（d，
J ＝ 5.9 Hz） 和 1.11（s）， 与 13C-NMR 谱（200 
MHz，C5D5N）中δC 10.4、17.8、18.0、19.2 和 20.1
信号分别对应。化合物 2 的 NMR 谱中还存在 3 个
季碳信号（δC 37.7、45.7 和 90.8）、1 个半缩醛碳特
征信号（δC 110.5）和 1 组三取代烯烃信号（δH 5.36；
δC 141.4，122.5）。在 HMBC 谱中，H3-19（δH 1.11）
和 C-5（δC 141.4）有远程相关信号，烯烃质子δH 

表 1　化合物 1 的 1H-NMR (800 MHz)和 13C-NMR (200 MHz)数据

(in C5D5N) 
Tab 1　1H-NMR (800 MHz) and 13C-NMR (200 MHz) data of 

compound 1 (in C5D5N)

No. δC δH mult.（J in Hz） No. δC δH mult.（J in Hz）

1 38.0 1.80 m，1.05 m 3-O-sugar

2 30.6 2.13 m，1.91 m GlcⅠ-1 100.7 4.99 d（7.7）

3 78.5 3.90 m 2 77.9 4.25 m

4 39.4 2.81 m 3 78.2 4.30 m

5 141.4 － 4 77.5 4.38 m

6 122.1 5.36 br s 5 77.2 3.81 m

7 32.2 1.98 m，1.60 m 6 61.9 4.32 m，4.26 m

8 32.5 1.71 m Ara-1 110.1 5.96 d（1.9）

9 50.9 1.01 m 2 83.2 4.89 m

10 37.7 － 3 78.4 4.88 m

11 21.1 1.58 m 4 87.2 4.90 m

12 36.1 2.12 m，1.49 br s 5 63.0 4.29 m，4.20 m

13 44.5 － Rha-1 102.4 6.33 br s

14 54.2 1.12 m 2 73.0 4.83 m

15 38.8 2.31 dd（7.8，12.9）
2.00 d（12.3）

3 73.3 4.65 m

16 83.4 － 4 74.6 4.40 m

17 182.6 － 5 70.0 4.99 m

18 16.1 1.49 s 6 19.2 1.81 d（6.2）

19 19.9 1.11 s 26-O-sugar

20 128.7 － GlcⅡ-1 105.8 4.88 d（7.8）

21 9.0 1.86 s 2 75.8 4.07 m

22 212.8 － 3 79.1 4.26 m

23 57.9 2.48 dd（3.7，10.2） 4 72.1 4.24 m

24 29.7 2.42 dd（3.5，10.1）
2.01 m

5 79.0 3.95 m

25 32.3 2.54 m 6 63.3 4.58 m，4.38 m

26 77.1 4.07 d（2.6）
3.75 dd（6.2，9.6）

27 17.6 1.15 d（6.6）
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5.36 与 C-8（δC 33.0）之间的远程相关信号，同时
H-6（δH 5.36） 与 H-7（δH 1.95） 在 1H-1H COSY 谱
中相关，表明三取代双键为 Δ5（6）。通过 2D-NMR
分析归属了化合物 2 的碳信号（见表 2）和氢信
号，经与文献对照，确定其苷元是常见的偏诺皂
苷元 [13]。
　　按与化合物 1 相同的方法，对化合物 2 进
行酸水解及衍生，GC 分析表明其糖基为 L-Rha、
L-Ara 和 D-Glc（1∶1∶1）。NMR 谱中显示 3 个糖
的端基氢和端基碳信号 [δH 4.91（d，J ＝ 7.2 Hz，
Glc H-1），5.86（br s，Ara H-1），6.17（d，J ＝

5.7 Hz，Rha H-1）；δC100.6（Glc C-1），110.1（Ara 
C-1），102.4（Rha C-1）]。 通 过 HMBC 谱 分 析
确定了糖的连接方式：Glc H-1 与苷元 C-3（δC 

78.7）的远程相关信号表明 Glc 连接于 C-3 位，
Rha H-1 与 Glc C-2（δC 78.2）的远程相关以及 Ara 
H-1 与 Glc C-4（δC 77.8）的远程相关，表明 Rha
和 Ara 分别连接于 Glc 的 2 位和 4 位，与化合物
1 的 3 位糖链相同，核磁数据亦基本一致。将化
合物 2 的波谱数据与重楼皂苷 H[14] 对照，基本一
致，从而确定化合物 2 为重楼皂苷 H。
　　化合物 3：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应均呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离子
峰为 m/z 761 [M+Na] ＋和 737 [M-H] －，提示其相
对分子质量为 738，结合 NMR 数据推断其分子
式为 C39H62O13。通过与化合物 2 对照，发现两者
苷元部分的 NMR 数据基本一致，如 4 个甲基信
号 [δH 1.24（d，J ＝ 6.6 Hz），0.97（s），0.69（d，
J ＝ 4.2 Hz）和 1.10（s）；δC 10.3、17.6、17.8 和
20.0]、3 个季碳信号（δC 37.6、45.6 和 90.6）、1
个半缩醛碳特征信号（δC 110.3）和 1 组三取代烯
烃信号（δH 5.30；δC 141.3，122.3）等，从而确定
化合物 3 的苷元亦为偏诺皂苷元，且在苷元 3 位
与糖连接成苷。化合物 3 的 13C-NMR 谱中，比化
合物 2 少一组五碳糖信号，根据 Glc C-4 的化学
位移值（δC 72.3），推断葡萄糖的 C-4 位未连接阿
拉伯糖。
　　按与化合物 1 相同的方法，对化合物 3 进行
酸水解及衍生，经 GC 分析表明其糖基为 D-Glc
和 L-Rha（1∶1）。NMR 谱中显示 2 个糖的端基氢
和端基碳信号 [δH 5.03（d，J＝ 7.2 Hz，Glc H-1），
6.39（br s，Rha H-1）；δC100.8（Glc C-1），102.6
（Rha C-1）]。通过 HMBC 谱分析确定了糖的连
接方式：Glc H-1 与 C-3（δC 78.4）的远程相关信

号表明 Glc 连接于苷元 C-3 位，Rha H-1 与 Glc 
C-2（δC 78.3）的远程相关，表明 Rha 连接于 Glc
的 2 位。将化合物 3 的波谱数据与文献对照 [15]，
基本一致，从而确定化合物 3 为重楼皂苷Ⅵ。
　　化合物 4：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应均呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离子
峰为 m/z 907 [M+Na]＋和 883 [M-H]－，提示其相对
分子质量为 884，结合 NMR 数据推断其分子式为
C45H72O17。通过与化合物 3 对照，发现两者苷元
部分的 NMR 数据基本一致，如 4 个甲基信号 [δH 

1.25（d，J＝ 7.2 Hz），0.98（s），0.71（d，J＝ 5.8 
Hz） 和 1.10（s）；δC 10.4、17.7、17.9 和 20.0]、3
个季碳信号（δC 37.7、45.7 和 90.7）、1 个半缩醛碳
特征信号（δC 110.4）和1组三取代烯烃信号 [δH 5.33
（br d，J ＝ 3.0 Hz）；δC 141.3，122.4] 等，从而确
定化合物 4 的苷元亦为偏诺皂苷元，且在苷元 3
位与糖连接成苷。化合物 4 的 13C-NMR 谱中，比
化合物 3 多出一组甲基五碳糖信号。
　　按与化合物 1 相同的方法，对化合物 4 进行
酸水解及衍生，经 GC 分析表明其糖基为 L-Rha
和 D-Glc（2∶1）。NMR 谱中显示 3 个糖的端基
氢 和 端 基 碳 信 号 [δH 4.94（d，J ＝ 7.0 Hz，Glc 
H-1），6.38（br s，Rha Ⅰ H-1），5.85（br s，Rha 
Ⅱ H-1）；δC 100.8（Glc C-1），102.6（Rha Ⅰ C-1），
103.4（Rha Ⅱ C-1）]。通过 HMBC 谱分析确定
了糖的连接方式：Glc H-1 与 C-3（δC 78.6）的远
程相关信号表明 Glc 连接于苷元 C-3 位，Rha Ⅰ 
H-1 与 Glc C-2（δC 78.4） 以 及 Rha Ⅱ H-1 与 Glc 
C-4（δC 79.1）的远程相关，表明 Rha Ⅰ和 Rha Ⅱ
分别连接于 Glc 的 2 位和 4 位。将化合物 4 的波
谱数据与文献对照 [16]，基本一致，从而确定化
合物 4 为偏诺皂苷元 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡
喃葡萄糖苷，为首次从狭叶重楼中分离得到。
　　化合物 5：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应均呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离
子峰为 m/z 1069 [M+Na] ＋和 1045 [M-H] －，提示
其相对分子质量为 1046，结合 NMR 数据推断其
分子式为 C52H86O21。通过与化合物 4 对照，其苷
元部分的 NMR 信号基本一致，可以确定化合物
4 的苷元亦为偏诺皂苷元。化合物 5 的 13C-NMR
谱中比化合物 4 多了一组甲基五碳糖信号，根
据 Rha Ⅱ C-4 的化学位移值（δC 81.0）提示该
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糖基与 Rha Ⅱ 的 C-4 位相连接。通过 2D-NMR
分析归属了化合物 5 的所有碳氢信号，重要的
1H-NMR（800 MHz，C5D5N）信号如下：δH 0.99，
1.11（each 3H，s），0.74（3H，d，J ＝ 5.7 Hz），
1.26（3H，d，J ＝ 7.1 Hz），1.75（3H，d，J ＝

5.6 Hz，Rha Ⅰ H-6），1.55（3H，d，J ＝ 5.9 Hz，
Rha Ⅱ H-6），1.57（3H，d，J ＝ 5.7 Hz，Rha 
Ⅲ H-6），3.86（1H，m，H-3），5.36（1H，br d，
J ＝ 3.0 Hz，H-6），4.94（1H，d，J ＝ 7.1 Hz，
Glc H-1），6.30（1H，s，Rha Ⅰ H-1），5.76（1H，
s，Rha Ⅱ H-1），6.19（1H，s，Rha Ⅲ H-1）；
13C-NMR 数据见表 2。
　　按与化合物 1 相同的方法，对化合物 5 进行
酸水解及衍生，经 GC 分析表明其糖基为 L-Rha
和 D-Glc（3∶1）。根据 HMBC 谱分析确定了其糖
链的结构：Glc H-1 与 C-3（δC 78.9）的远程相关
信号表明 Glc 连接于苷元 C-3 位，Rha Ⅰ H-1 与
Glc C-2（δC 78.9）以及 Rha Ⅱ H-1 与 Glc C-4（δC 

78.6）的远程相关，表明 Rha Ⅰ和 Rha Ⅱ分别连
接于 Glc 的 2 位和 4 位，Rha Ⅲ H-1 与 Rha Ⅱ C-4
的相关信号表明 Rha Ⅲ连接于 Rha Ⅱ的 4 位。因
此，确定了化合物 5 的结构为重楼皂苷Ⅶ，波谱
数据与文献报道基本一致 [17]。
　　化合物 6：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应均呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离子
峰为 m/z 1073 [M+Na]＋和 1049 [M-H]－，提示其相
对分子质量为 1050，结合 NMR 数据推断其分子
式 为 C50H82O23。 在 1H-NMR（800 MHz，C5D5N）
高场区存在 5 个甲基氢信号δH 1.40（d，J ＝ 7.0 
Hz），0.91（d，J ＝ 6.2 Hz），1.02（s），1.79（d，
J ＝ 6.0 Hz）和 1.10（s），与 13C-NMR 中的δC 11.0，
17.8，18.0，19.2 和 19.9 信号对应。NMR 分析表
明化合物 6 的结构中存在 3 个季碳（δC 37.6、45.7
和 91.3）、1 个三取代双键（δH 5.30；δC 141.3，δC 

122.4）和 1 个半缩醛季碳（δC 110.1）。在 HMBC 谱
中，H3-19（δH 1.10）和 C-5（δC 141.3）的远程相关
信号，以及烯烃质子与 C-8（δC 32.6）的远程相关
信号，同时 H-6（δH 5.30）与 H-7（δH 1.91）在 1H-1H 
COSY 谱中相关，表明三取代双键为 Δ5（6）。与化
合物 2 对照，发现δC-26 位移了＋ 8.4，说明 F 环开
环，该化合物为 3 位和 26 位连糖的呋甾烷醇型甾
体皂苷。通过 H2-26 化学位移值（δH 3.97 和 3.64）
的差值（ΔδH ＝ 0.33 ＜ 0.48），可以确定 25 位碳
为 R 构型。

　　按与化合物 1 相同的方法，对化合物 6 进行
酸水解及衍生，经 GC 分析表明其糖基为 D-Glc、
L-Ara 和 L-Rha（2∶1∶1）。NMR 谱中显示 4 个糖
的端基氢和端基碳信号 [δH 4.96（d，J ＝ 7.2 Hz，
Glc Ⅰ H-1），4.84（d，J ＝ 7.8 Hz，Glc Ⅱ H-1），
5.94（d，J ＝ 1.5 Hz，Ara H-1），6.30（d，J ＝ 3.9 
Hz，Rha H-1）；δC100.8（Glc Ⅰ C-1），105.4（Glc 
Ⅱ C-1），102.4（Rha C-1），110.1（Ara C-1）]。通
过 HMBC 谱分析确定了糖的连接方式：Glc Ⅰ H-1
与 C-3（δC 78.6）的远程相关信号表明 Glc Ⅰ连接
于苷元 C-3 位，Glc Ⅱ H-1 与 C-26（δC 75.8）的远
程相关信号表明 Glc Ⅱ连接于苷元 C-26 位，Rha 
H-1 与 Glc Ⅰ C-2（δC 77.9）以及 Ara H-1 与 Glc Ⅰ 
C-4（δC 77.6）的远程相关，表明 Rha 和 Ara 分别
连接于 Glc Ⅰ的 2 位和 4 位。与文献 [18] 报道的化
合物的波谱数据进行对照，基本一致，从而确定
化合物 6 为 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -17，22- 二
羟基 -（25R）- 呋甾 -5- 烯 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖
基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D-
吡喃葡萄糖苷，为首次从狭叶重楼植物中得到。
　　化合物 7：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应均呈阳性，表明该化合
物可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分
子离子峰为 m/z 1233 [M+Na] ＋和 1209 [M-H] －，
提示其相对分子质量为 1210，结合 NMR 数据
推断其分子式为 C57H94O27。通过与化合物 6 对
照，发现两者苷元部分的 NMR 数据一致，重要
的 1H-NMR（800 MHz，C5D5N） 信 号 如 下：δH 

1.02，1.10（each 3H，s），1.02（3H，d，J ＝ 4.2 
Hz），1.40（3H，d，J ＝ 6.9 Hz），1.79（3H，d，
J ＝ 6.0 Hz，RhaⅠ H-6），1.61（3H，d，J ＝ 6.0 
Hz，Rha Ⅱ H-6），1.62（3H，d，J ＝ 5.8 Hz，
Rha Ⅲ H-6），3.86（1H，m，H-3），5.30（1H，
br d，J ＝ 4.2 Hz，H-6），4.96（1H，d，J ＝ 6.4 
Hz，GlcⅠH-1），4.84（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，Glc 
Ⅱ H-1），6.43（1H，s，RhaⅠH-1），5.87（1H，
s，Rha Ⅱ H-1），6.32（1H，s，Rha Ⅲ H-1）；
13C-NMR 数据见表 2。因此确定化合物 7 亦为双
糖链呋甾烷型甾体皂苷。
　　按与化合物 1 相同的方法，对化合物 7 进行
酸水解及衍生，经 GC 分析表明其糖基为 D-Glc
和 L-Rha，组成比为 2∶3。根据 HMBC 谱分析
可确定苷元 3 位和 26 位的寡糖基分别为 Rha Ⅲ-
（1 → 4）-Rha Ⅱ-（1 → 4）-[Rha Ⅰ（1 → 2）]-Glc 
Ⅰ- 和 Glc Ⅱ-。对照文献报道 [19]，确定化合物 7
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的结构为 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -17，22- 二羟
基 -（25R）- 呋甾 -5- 烯 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 4）- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠

李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷，为首次从
狭叶重楼植物中分离得到。

表 2　化合物 2 ～ 7 的 13C-NMR数据 (200 MHz，in C5D5N) 
Tab 2　13C-NMR data of compounds 2 － 7 (200 MHz，in C5D5N)

编号
化合物

编号
化合物

2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7

1 38.2 38.0 38.1 38.3 38.0 38.0 15 32.4 32.3 32.4 32.5 32.8 32.4

2 30.7 30.7 30.7 30.9 30.7 30.6 16 90.6 90.5 90.5 90.7 90.9 90.9

3 78.7 78.4 78.6 78.9 78.6 78.5 17 90.8 90.6 90.7 91.0 91.3 91.3

4 39.5 39.5 39.5 39.7 39.4 39.4 18 17.8 17.6 17.7 18.0 18.0 17.9

5 141.4 141.3 141.3 141.5 141.3 141.2 19 20.1 20.0 20.0 20.2 19.9 19.9

6 122.5 122.3 122.4 122.6 122.4 122.3 20 45.4 45.3 45.3 45.5 44.0 44.0

7 33.1 32.9 33.0 33.2 33.0 33.0 21 10.4 10.3 10.4 10.6 11.0 11.0

8 33.0 32.8 32.9 33.1 32.6 32.6 22 110.5 110.3 110.4 110.7 111.9 111.8

9 50.8 50.7 50.7 50.9 50.8 50.8 23 32.7 32.6 32.6 32.8 37.4 37.4

10 37.7 37.6 37.7 37.9 37.6 37.6 24 29.4 29.3 29.4 29.5 28.5 28.5

11 21.6 21.4 21.5 21.7 21.5 21.5 25 31.0 30.9 31.0 31.2 34.8 34.7

12 32.7 32.6 32.6 32.8 32.5 32.8 26 67.4 67.2 67.3 67.5 75.8 75.7

13 45.7 45.6 45.7 45.9 45.7 45.6 27 18.1 17.8 17.9 18.2 17.8 17.7

14 53.6 53.5 53.6 53.8 53.5 53.5

3-O-sugar GlcⅠ Glc Glc GlcⅠ GlcⅠ GlcⅠ Rha Rha RhaⅠ RhaⅠ Rha RhaⅠ

1 100.6 100.8 100.8 101.0 100.6 100.8 1 102.4 102.6 102.6 102.8 102.4 102.7

2 78.2 78.3 78.4 78.9 77.9 78.4 2 72.9 73.1 73.0 73.1 73.0 73.0

3 78.1 80.1 78.5 78.3 78.2 78.2 3 73.2 73.3 73.3 73.5 73.3 73.3

4 77.8 72.3 79.1 78.6 77.6 78.1 4 74.5 74.6 74.6 74.6 74.6 74.6

5 77.1 78.8 77.4 77.6 77.2 77.5 5 70.0 70.0 70.1 70.2 70.0 70.0

6 61.9 63.1 61.8 61.9 61.9 61.7 6 19.2 19.2 19.2 19.3 19.2 19.1

Ara Rha Ⅱ Rha Ⅱ Ara Rha Ⅱ Rha Ⅲ Rha Ⅲ

1 110.1 103.4 102.9 110.1 102.7 1 103.9 103.8

2 83.3 73.1 73.5 83.2 73.4 2 73.2 73.1

3 78.4 73.2 73.8 78.4 73.8 3 73.4 73.3

4 87.0 74.4 81.0 87.1 80.9 4 74.5 74.5

5 63.1 70.9 69.0 63.0 68.8 5 71.0 70.9

6 19.0 19.6 19.4 6 19.1 18.9

26-O-sugar Glc Ⅱ Glc Ⅱ

1 105.4 105.4

2 75.7 75.7

3 79.1 79.1

4 72.2 72.2

5 79.0 79.0

6 63.3 63.3

4　结果与讨论

　　中药重楼的市场需求逐年增加，致使其资源
紧缺，因此，除了少数稀有种外，几乎所有重
楼属植物均在实际市面流通中作为中药重楼使
用。狭叶重楼与药典收载的两种重楼植物同为重
楼（Paris polyphylla）的变种，亦在民间有大量
应用。鉴于此，有必要对其化学成分开展系统研

究，为其作为中药重楼的替代基源植物提供科学
依据。本文所报道的 7 个甾体皂苷成分包括 1 个
环胆甾烷醇型、4 个异螺甾烷醇型和 2 个呋甾烷
醇型皂苷，其中 1 个为新化合物、3 个为首次从
狭叶重楼中分离得到的化合物。胆甾烷醇型皂苷
属于较为少见的甾体皂苷，在重楼属植物中亦较
少发现，而胆甾烷醇型皂苷化合物 1 的骨架结构
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更为罕见，具有这一新颖骨架的皂苷为首次从本
属植物中得到，从化学分类学角度可能具有一定
意义。生源途径分析认为 [9]，可能是由具有 3β，
26- 二羟基 -（25R）- 胆甾 -5，17（20）- 二烯 -16，
22- 二酮苷元的皂苷通过 23，16- 醇醛缩合而形成
了化合物 1 中具有α，β- 不饱和酮基团的环戊烷
结构（E 环），因此，有必要进一步寻找该前体皂
苷在狭叶重楼中是否存在。
　　据文献报道 [6，20-21]，以偏诺皂苷元为苷元的
皂苷 2 ～ 5 对多种肿瘤细胞都具有显著的抑制作
用，本课题组进行初步的活性筛选亦发现它们具
有抗胶质瘤活性，这说明民间使用狭叶重楼作为
重楼药材具有一定合理性，为陕产狭叶重楼作为
中药重楼的药用资源补充提供了理论依据，值得
对这些成分进行进一步的活性研究。此外，除本
文中报道的化合物，狭叶重楼中还含有丰富的皂
苷成分，亦可能含有新的活性成分，未来将对其
开展进一步的化学和药理活性研究，以明确狭叶
重楼治疗疾病的物质基础，为其合理开发和利用
提供科学依据。
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具柄重楼的甾体皂苷类成分研究

田韵远，陆云阳，刘杨，胡晋铭，李天怡，汤海峰*（空军军医大学药学系中药与天然药物学教研室，西安　

710032）

摘要：目的　首次研究具柄重楼根茎的甾体皂苷类成分。方法　采用硅胶柱色谱、反相 ODS
柱色谱、Sephadex LH-20 凝胶柱色谱和半制备高效液相色谱等方法，从具柄重楼根茎 70% 乙

醇提取物的正丁醇萃取部位分离化合物，通过波谱分析和化学手段鉴定化学结构。结果　分离

得到 7 个甾体皂苷类成分，分别鉴定为 protogracillin（1）、dichotomin（2）、parisyunnanoside A
（3）、saponin Th（4）、26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -3β，26- 二羟基 -（25R）- 胆甾 -5，17（20）- 二

烯 -16，22- 二酮 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃

葡萄糖苷（5）、parispseudoside C（6）和 ypsiyunnoside A（7）。结论　化合物 1 ～ 7 均为首次从

具柄重楼中分离得到，化合物 5 ～ 7 为重楼属植物中少见的胆甾烷醇型甾体皂苷，且化合物 7
的苷元具有罕见的骨架结构，为首次在重楼属植物中发现。

关键词：具柄重楼；甾体皂苷；呋甾烷醇型；胆甾烷醇型

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0744-07
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Steroidal saponins from Paris fargesii var. petiolate

TIAN Yun-yuan, LU Yun-yang, LIU Yang, HU Jin-ming, LI Tian-yi, TANG Hai-feng* (Department of 
Chinese Materia Medica and Natural Medicines, School of Pharmacy, Air Force Medical University, 
Xi’an  710032)

Abstract: Objective  To determine the saponin constituents in the rhizomes of Paris fargesii var. 
petiolate for the first time. Methods  Compounds from the n-butanol fraction of 70% ethanol 
extraction were isolated and purified by column chromatographies of silica gel, ODS, Sephadex LH-
20 and semi-preparative HPLC, and their structures were identified by spectroscopic analysis and 
chemical methods. Results  Seven steroidal saponins were isolated and identified as protogracillin (1), 
dichotomin (2), parisyunnanoside A (3), saponin Th (4), 26-O-β-D-glucopyranosyl-3β, 26-dihydroxy- 
(25R)-cholest-5, 17 (20)-dien-16, 22-dione-3-O-α-L-arabinofuranosyl- (1→4)-[α-L-rhamnopyranosyl- 
(1 → 2)] -β-D-glucopyranoside (5), parispseudoside C (6) and ypsiyunnoside A (7), respectively. 
Conclusion  Compounds 1 ～ 7 have been obtained from Paris fargesii var. petiolate for the first 
time. Compounds 5 ～ 7 are cholesteranol-type saponinsrarely seen in genus Paris, and the aglycone 
of compound 7 possesses a rare skeleton firstly found in the genus. 
Key words: Paris fargesii var. petiolate; steroidal saponin; furostanol-type; cholesteranol-type

基金项目：国家自然科学基金面上项目（No.81973192）；陕西省重点研发计划（No.2020SF-311，No.2021ZDLSF04-07）。
作者简介：田韵远，女，硕士，主要从事天然药物化学研究，email：tianyunyuan6861@163.com　* 通信作者：汤海峰，男，教授，主

任药师，博士研究生导师，主要从事天然药化研究和中药、海洋药物开发，email：tanghaifeng71@163.com

　　中药重楼为百合科（Liliaceae）重楼属云南重
楼 Paris polyphylla Smith var. yunnanensis 或七叶一
枝花 Paris polyphylla Smith var. chinensis 的干燥根
茎，具有清热解毒、消肿止痛和凉肝定惊的功效，
常用于疔疮痈肿、咽喉肿痛、虫蛇咬伤、跌打损
伤、惊风抽搐等证 [1]，是著名中成药云南白药胶

囊、痛血康胶囊、热毒清片等的主要组成药材。
重楼属多种植物在民间作为中药重楼使用，均富
含甾体皂苷类成分。据 2021 年统计已从该属植物
中发现176种甾体皂苷，其中异螺甾烷醇型82种、
螺甾烷醇型 38 种、呋甾烷醇型 29 种、变型螺甾
烷醇型 12 种、胆甾烷醇型 8 种和 C25 为非手性碳
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的其他类甾体皂苷 7 种 [2]。药理研究发现，重楼
的主要药效物质即为甾体皂苷，亦总称为重楼皂
苷，具有抗肿瘤、抗菌、抗心肌缺血、抗氧化、
免疫调节、止血和溶血等多方面药理和生物活性，
现代临床上常用于炎症和肿瘤的治疗 [3]。
　　具柄重楼（Paris fargesii Franch.var. petiolate）
属于南重楼组植物球药隔重楼的变种，主要分布
于我国西南各省区，如江西、广西、贵州和四川，
在陕西凤县、柞水县、镇坪县等地亦有分布，多
生于海拔 1150 ～ 2270 m 阴湿的阔叶林下 [4-6]。具
柄重楼具有较高的药用价值，其根茎粗壮，在陕
西多地与中药重楼同名等效使用，但其药效物质
基础尚不甚清楚 [7-8]。程虎印等 [9] 用 HPLC 法对陕
产具柄重楼的化学成分进行分析，表明其含有重

楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ等成分，总含量达到 2015
年版《中国药典》标准。但是，尚未见对具柄重楼
化学成分分离鉴定的研究报道。本课题组长期从
事重楼属植物化学成分和抗肿瘤活性的研究 [10-11]，
明确具柄重楼的药效物质基础，为其开发利用提
供理论依据，本文首次对具柄重楼根茎的化学成
分进行研究，共分离鉴定了 7 个甾体皂苷 1 ～ 7
（见图 1），均为首次从具柄重楼中发现。其中，
化合物 5 ～ 7 为重楼属植物中少见的胆甾烷醇型
甾体皂苷；化合物 7 的苷元具有 6/6/6/5/5 五环稠
合胆甾烷骨架，具有这一新颖骨架的胆甾烷醇型
甾体皂苷在天然界中较为罕见 [12-13]，亦是首次从
本属植物中得到。

图 1　化合物 1 ～ 7 的结构式

Fig 1　Structures of compounds 1 － 7

1　材料
　　Quatrro Micro 质谱仪（Micromass 公司）；
Bruker AVANCE 800 型核磁共振波谱仪（Bruker
公司）；戴安 P680 高效液相色谱仪（P680 系
列 单 泵、UV-VS 检 测 器、CHROMELON 工 作
站）[ 配 YMC-Pack R&D ODS-A 半 制 备 色 谱
柱（20 mm×250 mm，5 μm）]；Agilent GC-
6820 气相色谱仪 [ 配 HP-5 弹性石英毛细管柱
（30 m×0.32 mm，0.25 μm），氢火焰离子化检
测器 ]；Sephadex LH-20 凝胶（GE 公司）；柱色
谱硅胶（100 ～ 200 目、200 ～ 300 目）、薄层色
谱用硅胶 H、预制硅胶板 G（青岛海洋化工厂）；
ODS C18 柱、氘代试剂、RP-18 高效薄层预制板
（Merck 公司）。色谱纯甲醇（天津科密欧公司）；
对照品 L- 阿拉伯糖、L- 鼠李糖（上海蓝季生
物，纯度≥ 99%）和 D- 葡萄糖（Sigma 公司，纯
度≥ 99%）；显色剂（20% 硫酸 / 乙醇溶液）；其

他试剂均为分析纯。
　　药材于 2019 年 9 月采自陕西省安康市镇坪
县，经空军军医大学药学系中药与天然药物学教
研室汤海峰教授鉴定为具柄重楼 [Paris fargesii 
Franch.var. petiolate （Baker ex C.H.Wright） Wang 
et Tang] 的根茎，药材标本（No.20190903）保存
于该教研室标本室。
2　提取与分离
　　取干燥粉碎的药材 1.89 kg 用 70% 乙醇浸泡
过夜，回流提取 5 次，每次 2 h，减压回收溶剂得
浸膏 746.09 g。浸膏用适量的水分散后，以等体
积石油醚萃取 3 次，再用等体积的水饱和正丁醇
萃取 5 次，减压回收正丁醇层得总皂苷 205.84 g。
所得总皂苷经硅胶柱色谱分离，用 V二氯甲烷∶V甲醇∶ 
V水（100∶1∶0 ～ 63∶35∶5）为洗脱剂梯度洗脱，
合并得到 8 个部分（Fr.1 ～ Fr.8）。选取 Fr.6（4.13 
g），经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱（洗脱剂为甲
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醇）除去水溶性杂质得 Fr.6-2（3.64 g），再经 ODS
反相硅胶柱色谱，以 V甲醇∶V水（20∶80 ～ 80∶20）
为洗脱剂梯度洗脱，分离得到 5 个组分 Fr.6-2-
1～Fr.6-2-5。Fr.6-2-2（518.2 mg）以 20% 乙腈为流
动相，通过半制备 HPLC（流速 10 mL•min－ 1，检
测波长 206 nm；以下色谱条件均相同）分离得到
化合物 5（3.1 mg，tR＝ 48.8 min）。Fr.6-2-3（2.7 g）
以 20% 乙腈为流动相，通过半制备 HPLC 分离
得到 Fr.6-2-3-1 ～ Fr.6-2-3-8 和化合物 3（98.5 mg，
tR ＝ 51.8 min）；Fr.6-2-3-2（138.0 mg）、Fr.6-2-3-6
（43.8 mg）和 Fr.6-2-3-8（496.9 mg）分别经过半制
备 HPLC 分离纯化，以 20% 乙腈洗脱，各得到化
合物 4（12.1 mg，tR ＝ 32.2 min）、化合物 6（8.0 
mg，tR ＝ 42.5 min）和化合物 7（28.0 mg，tR ＝

21.8 min）。Fr.6-2-4（208.2 mg）以 25% 的乙腈为
流动相，经过半制备 HPLC 分离纯化得到化合物
1（11.4 mg，tR ＝ 9.4 min）和化合物 2（4.5 mg，
tR ＝ 48.1 min）。
3　结构鉴定
　　化合物 1：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类。ESI-MS 显示其准分子离子峰 m/z 
1087 [M+Na] ＋和 1063 [M-H]－，提示其相对分子
质量为 1064，结合 NMR 数据推断其分子式为
C51H84O23。化合物 1 的 NMR 谱显示δH 0.91（s，
H3-18），1.08（s，H3-19），1.36（d，J ＝ 7.2 Hz，
H3-21）和 1.00（d，J ＝ 6.4 Hz，H3-27）处的 4 个
甲基氢信号，以及对应的碳信号δC 17.0，19.9，
17.0 和 18.0；δH 5.35（br s）处的烯烃信号和对
应的三取代烯烃碳信号δC 122.4（C-6），141.2
（C-5）；以及 1 个典型的 22-OH 呋甾烷醇信号δC 
111.2（C-22），这表明化合物 1 的苷元具有呋甾
烷醇的骨架 [14]。在 HMBC 谱中，H-4（δH 2.81）、
H-7（δH1.90）与 C-5、C-6 分别存在远程相关信
号，表明双键位于 5（6）位。在 NOESY 谱中，
H3-19β/H-1b（δH 1.76）和 H-1a（δH 0.98）/H-3（δH 

3.97）的 NOE 相关峰表明 3-OH 是β 构型 [15]。通
过 H2-26 化学位移值差δHa －δHb ＝ 3.96 － 3.64 ＝

0.32 ＜ 0.48，可以确定 C25 为 R 构型 [16]。苷元的
13C-NMR（200 MHz，C5D5N）数据见表 1。综合
以上分析，并与文献对照 [14] 确定化合物 1 的苷元
为（25R）- 呋甾 -5- 烯 -3β，22α，26- 三醇。
　　取化合物 1（1.5 mg）用 2 mL 2 mol·L － 1 三
氟乙酸水解，按文献方法 [11，17] 将所得单糖制备
三甲基硅醚化 L- 半胱氨酸衍生物，以标准糖衍
生物作对照，进行 GC 分析，表明化合物 1 的单
糖组成为 D- 葡萄糖（Glc）和 L- 鼠李糖（Rha）

（3∶1）。在 1 H-NMR 谱（800 MHz，C5D5N）中
显示 4 个糖基的端基氢信号δH 4.84（d，J ＝ 8.0 
Hz，Glc Ⅰ），4.97（d，J ＝ 7.2 Hz，Glc Ⅱ），
5.14（d，J ＝ 8.0 Hz，Glc Ⅲ） 和 6.41（br s，
Rha）。在 HSQC 谱中可找到各端基氢所对应的
端基碳信号δC 105.4，100.4，105.1 和 102.7。由
葡萄糖端基氢的耦合常数（J ＞ 7.0 Hz）可知葡
萄糖形成的苷键为β 构型；鼠李糖的端基氢信号
为单峰，根据其 C-5 化学位移（δC 70.1），可知其
形成的苷键为α 构型 [18-19]。在 HMBC 谱中，Glc 
Ⅱ C-1 与苷元 C-3 存在远程相关，说明 Glc Ⅱ连
接于苷元 C-3 位；Rha H-1 与 Glc Ⅱ C-2 存在远
程相关，Glc Ⅲ H-1 与 Glc Ⅱ C-3 存在远程相关，
表明 Rha 和 Glc Ⅲ分别连接于 Glc Ⅱ的 2 位和 3
位；Glc Ⅰ H-1 与苷元 C-26 存在远程相关，说明
Glc Ⅰ连接在苷元 C-26 位。糖基部分的 13C-NMR
数据见表 2。将化合物 1 的波谱数据与已知化合
物 protogracillin[14] 对照，基本一致，从而确定了
化合物1的结构，为26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -3β，
22α，26- 三 羟 基 -（25R）- 呋 甾 -5- 烯 -3-O-β-D-
吡喃葡萄糖基 -（1 → 3）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷。
　　化合物 2：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离
子峰 m/z 1217 [M+Na] ＋和 1193 [M-H]－，提示其
相对分子质量为 1194，结合 NMR 数据推断其
分子式为 C57H94O26。在化合物 2 的 1H-NMR 谱
（800 MHz，C5D5N）高场区δH 1.07，0.91，1.36
和 1.01 处可见归属于苷元部分的 4 个甲基信号，
在δH 5.32 处可见 1 个烯氢宽单峰信号。在化合
物 2 的 13C-NMR 谱（200 MHz，C5D5N） 中， 可
见 1 对烯碳信号δC 122.3 和 141.3，1 个半缩醛碳
信号δC 111.2。这些都是呋甾烷醇甾体皂苷元的
特征信号。化合物 2 的苷元部分碳谱信息与化合
物 1 一致，表明化合物 2 的苷元亦为（25R）- 呋
甾 -5- 烯 -3β，22α，26- 三醇。将化合物 2 按照与
化合物 1 相同的方法酸水解后制备成单糖衍生物，
通过 GC 分析表明其糖基为 D- 葡萄糖和 L- 鼠李
糖（2∶3）。NMR 谱中显示 5 个糖的端基氢和端
基碳信号 [δH 4.84（d，J ＝ 8.0 Hz，GlcⅠ），4.98
（d，J ＝ 7.2 Hz，Glc Ⅱ），6.42（br s，Rha Ⅰ），
5.87（br s，Rha Ⅱ），6.32（br s，Rha Ⅲ）；δC 
105.4（GlcⅠ），100.8（Glc Ⅱ），102.7（Rha Ⅰ），
102.7（Rha Ⅱ），103.8（Rha Ⅲ）]。通过 HMBC
谱分析，表明 Glc Ⅱ与苷元的 3 位连接，Rha Ⅰ
和 Rha Ⅱ分别连接于 Glc Ⅱ的 2 位和 4 位，Rha 
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Ⅲ与 Rha Ⅱ的 4 位连接，GlcⅠ与苷元的 26 位连
接。因此确定化合物 2 的结构为 26-O-β-D- 吡喃
葡萄糖基 -3β，22α，26- 三羟基 -（25R）- 呋甾 -5-
烯 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-α-L- 吡喃鼠
李糖基 -（1→4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1→2）]-β-
D- 吡喃葡萄糖苷，即已知化合物 dichotomin，波
谱数据与文献报道一致 [20]。
　　化合物 3：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物可
能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离子
峰 m/z 1073 [M+Na] ＋和 1049 [M-H]－，提示其相
对分子质量为 1050，结合 NMR 数据推断其分子
式为 C50H82O23。化合物 3 苷元部分的碳谱信号与
化合物 1 的信号基本一致，不同之处在于化合物
3 的 C-16 和 C-17 信号分别向低场位移至δC 90.9
和 91.4，表明化合物 3 的 C-17 位连有羟基，按
照生源途径，该羟基应为α 构型 [10]。综上分析，
确定化合物 3 的苷元为（25R）- 呋甾 -5- 烯 -3β，
17α，22α，26- 四醇。按与化合物 1 相同的方法
对化合物 3 进行酸水解及衍生，经 GC 分析表明
其糖基为 D- 葡萄糖、L- 鼠李糖和 L- 阿拉伯糖
（Ara）（2∶1∶1）。由阿拉伯糖 C-1、C-2、C-4 和
C-5 的化学位移值可知，该糖为呋喃型，且所形
成的苷键为α 构型 [21]。通过 2D NMR 分析归属了
化合物 3 的所有碳氢信号，重要的 1H-NMR（800 
MHz，C5D5N）信号如下：δH 0.97（3H，s，H3-
18），1.10（3H，s，H3-19），1.40（3H，d，J＝7.2 
Hz，H3-21），1.02（3H，d，J ＝ 6.4 Hz，H3-27），
5.30（1H，br s，H-6），4.84（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
GlcⅠ H-1），4.97（1H，d，J＝8.0Hz，GlcⅡ H-1），
6.28（1H，br s，Rha H-1），5.93（1H，br s，Ara 
H-1）；苷元和糖基部分的 13C-NMR（200 MHz，
C5D5N）数据分别见表 1 和表 2。根据 HMBC 谱
分析，可确定苷元 3 位和 26 位的糖链分别为 Ara
（1 → 4）-[Rha（1 → 2）]-GlcⅡ- 和 GlcⅠ-。因此，
鉴定化合物 3 的结构为 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖
基 -3β，17α，22α，26- 四羟基 -（25R）- 呋甾 -5-
烯 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡
喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷，即已
知化合物 parisyunnanoside A，波谱数据与文献报
道一致 [21-22]。
　　化合物 4：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物
可能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离
子峰 m/z 1233 [M+Na] ＋和 1209 [M-H]－，提示其
相对分子质量为 1210，结合 NMR 数据推断其分
子式为 C57H94O27。与化合物 3 对照，发现两者

苷元部分的碳谱数据一致，确定化合物 4 的苷元
亦 为（25R）- 呋 甾 -5- 烯 -3β，17α，22α，26- 四
醇。按与化合物 1 相同的方法，对化合物 4 进行
酸水解及衍生，经 GC 分析表明化合物 4 的单糖
组成为 D- 葡萄糖和 L- 鼠李糖（2∶3）。通过 2D 
NMR 分析归属了化合物 4 的所有碳氢信号，重
要的 1H-NMR（800 MHz，C5D5N）信号如下：δH 
0.91（3H，s，H3-18），1.10（3H，s，H3-19），
1.40（3H，d，J ＝ 7.2 Hz，H3-21），1.02（3H，
d，J ＝ 6.4 Hz，H3-27），5.30（1H，br s，H-6），
4.84（1H，d，J ＝ 7.2 Hz，GlcⅠ H-1），4.96（1H，
d，J ＝ 7.2 Hz，GlcⅡ H-1），6.42（1H，br s，Rha 
Ⅰ H-1），5.86（1H，br s，Rha Ⅱ H-1），6.31
（1H，br s，Rha Ⅲ H-1）；13C-NMR（200 MHz，
C5D5N）数据见表 1 和表 2。化合物 4 的糖基部分
碳谱数据与化合物 2 一致，通过 HMBC 谱分析进
一步确认了其糖链结构。与文献 [21] 报道的化合
物 saponin Th 的波谱数据进行对照，基本一致，
从而确定了化合物 4 的结构，即 26-O-β-D- 吡喃
葡萄糖基 -3β，17α，22α，26- 四羟基 -（25R）- 呋
甾 -5- 烯 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-α-L-
吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷。
　　化合物 5：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物可
能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离子峰 
m/z 1053 [M+Na] ＋和 1029 [M-H]－，提示其相对
分子质量为 1030，结合 NMR 数据推断其分子式
为 C50H78O22。

1H-NMR 谱（800 MHz，C5D5N）显
示3个单峰甲基氢信号δH 0.96（H3-18），1.08（H3-
19），2.00（H3-21）和 1 个双峰甲基氢信号δH 1.01
（J ＝ 6.4 Hz，H3-27），以及 1 个烯氢信号δH 5.30
（br s）。在 13C-NMR 谱（200 MHz，C5D5N）中观
察到对应的 4 个甲基碳信号δC 17.2，19.8，16.2，
17.9 和 2 个三取代烯碳信号δC 121.9，141.4。此
外，碳谱中尚存在 2 个四取代烯碳信号δC 143.1，
146.2；2 个季碳信号δC 37.5，43.9 和 2 个羰基碳
信 号δC 206.2，211.0。 在 HMBC 谱 中，H-4（δH 
2.82）和 H-7（δH 1.77）与 C-5（δC 141.4）和 C-6
（δC 121.9）均存在远程相关信号；H3-18 分别与
C-12（δC 36.5）、C-13（δC 43.9）、C-14（δC 50.9）
和 C-17（δC 143.1）存在远程相关信号；H3-21 分
别 与 C-17、C-20（δC 146.2） 和 C-22（δC 211.0）
存在远程相关信号；C-15（δC 38.4）与 C-14 和
C-16（δC 206.2）存在远程相关信号。这些 HMBC
相关表明在化合物 5 的苷元中，2 个双键分别
位于 5（6）和 17（20）位，2 个羰基分别位于 16
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和 22 位。通过 H2-26 化学位移值差δHa － δHb ＝

3.98 － 3.62 ＝ 0.36 ＜ 0.48，可以确定 C25 为 R 构
型 [14]。综合以上分析，并与文献对照 [23]，推定
化合物 5 的苷元为（25R）- 胆甾 -5，17（20）- 二
烯 -16，22- 二酮 -3β，26- 二醇。将化合物 5 按照
与化合物 1 相同的方法酸水解后制备成单糖衍生
物，通过 GC 分析表明化合物 5 的单糖组成为 D-
葡萄糖、L- 鼠李糖和 L- 阿拉伯糖（2∶1∶1）。化
合物 5 的糖基部分碳谱数据与化合物 3 一致，通
过 HMBC 谱分析进一步确认了其糖链结构。将化
合物 5 的波谱数据与文献 [23] 报道数据对照，确
定化合物 5 为已知化合物 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖
基 -3β，26- 二羟基 -（25R）- 胆甾 -5，17（20）-
二烯 -16，22- 二酮 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -
（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡
喃葡萄糖苷。
　　化合物 6：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物可
能是皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准分子离子
峰 m/z 1213 [M+Na] ＋和 1189 [M-H]－，提示其相
对分子质量为 1190，结合 NMR 数据推断其分子
式为 C57H90O26。在化合物 6 的 1H-NMR 谱（800 
MHz，C5D5N）高场区δH 0.97，1.07，2.00 和 1.01
处可见归属于苷元部分的 4 个甲基信号，在δH 

5.31 处可见 1 个烯氢宽单峰信号。在化合物 6 的
13C-NMR 谱（200 MHz，C5D5N）中，可见两对烯
碳信号分别位于δC 121.9，141.4 和 143.1，146.2，
2 个羰基碳信号分别位于δC 206.3 和 211.1。比较
化合物 6 与化合物 5 苷元部分的碳信号，发现两
者基本一致，表明化合物 6 的苷元亦为（25R）-
胆甾 -5，17（20）- 二烯 -16，22- 二酮 -3β，26- 二
醇 [23]。将化合物 6 按照与化合物 1 相同的方法
酸水解及衍生，通过 GC 分析表明化合物 6 的单
糖组成为 D- 葡萄糖和 L- 鼠李糖（2∶3）。化合物
6 的糖基部分碳谱数据与化合物 2 和化合物 4 一
致，通过 HMBC 谱分析进一步确认了其糖链结
构。将化合物 6 的波谱数据与文献 [12] 报道的化合
物 parispseudoside C 进行比较，基本一致，从而
确定了其结构，即 26-O-β-D- 吡喃葡萄糖基 -3β，
26- 二羟基 -（25R）- 胆甾 -5，17（20）- 二烯 -16，
22- 二酮 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-α-L-
吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷。
　　化合物 7：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，表明该化
合物可能属于皂苷类。ESI-MS 显示其准分子离
子峰 m/z 1213 [M+Na] ＋和 1189 [M-H]－，提示其

相对分子质量为 1190，结合 NMR 数据推断其
分子式为 C57H90O26，对应于 13 个不饱和度。化
合物 7 的 NMR 谱显示有 4 个甲基氢信号δH 1.48
（s，H3-18），1.10（s，H3-19），1.87（s，H3-21），
1.14（d，J ＝ 6.4 Hz，H3-27）和对应的碳信号
δC 16.2，19.9，9.1，17.7；1 个 烯 氢 信 号 δH 5.38
（br s），一组三取代烯烃碳信号δC 122.2（C-6），
141.5（C-5），一组四取代烯烃碳信号δC 182.7（C-
17），128.8（C-20）；1 个羰基信号δC 212.9（C-
22）；3 个连氧碳信号δC 77.1（C-26），78.5（C-3）
和 83.5（C-16）。1H-NMR（800 MHz，C5D5N）
和 13C-NMR（200 MHz，C5D5N）中显示有 5 个
糖的端基氢信号：δH 4.87（d，J ＝ 8.0 Hz，GlcⅠ 
H-1），5.00（d，J ＝ 7.2 Hz，GlcⅡ H-1），6.41
（br s，Rha Ⅰ H-1），5.85（br s，Rha Ⅱ H-1）和
6.30（br s，Rha Ⅲ H-1），以及对应的端基碳信
号δC 105.8，100.9，102.8，102.8 和 103.8。比较
化合物 7 和化合物 6 的 NMR 谱，发现化合物 7
的结构中少了 1 个羰基和 1 个亚甲基，而多了 1
个连氧季碳（δC 83.5）和 1 个次甲基（δH 2.47，δC 

57.9），其他结构基本一致。化合物 7 的分子中 1
个羰基、2个双键和5个单糖基占了8个不饱和度，
所剩下的 5 个不饱和度提示其苷元为五环结构，
因此，推测化合物 7 可能是化合物 6 的 23，16-
醇醛缩合产物。1H-1H COSY 和 HMBC 谱可证实
这一推测。在 1H-1H COSY 谱中，存在 H-26a（δH 
4.06）/H-25（δH 2.53）、H-26b（δH 3.75）/H-25、
H-25/H-24a（δH 2.40）、H-25/H-24b（δH 1.99）、
H-25/H3-27（δH 1.14）和 H-24b/H-23（δH 2.47）相
关峰，结合 H-25/C-23（δC 57.9）的 HMBC 相关，
表明化合物 7 中多出的次甲基位于 C-23 位。在
HMBC 谱中，H3-21 与 C-17、C-20 和 C-22，H-23
与 C-16 和 C-22，H2-24 与 C-16 和 C-22 的远程相
关峰，表明化合物 7 苷元的 E 环为具有α，β- 不
饱和酮结构的环戊烷，双键位于 17（20）位。在
NOESY 谱 中，H3-18/H-8、H-8/Hβ-15（δH 2.00）
和 Hβ-15/H-23 相关峰表明 H-23 为β 构型；Hβ-15/
H-23 的 NOE 相关亦提示 OH-16 为α 构型 [12]。将
化合物 7 按照化合物 1 相同的方法酸水解后制备
成单糖衍生物，通过 GC 分析表明化合物 7 的糖
基组成为 D- 葡萄糖和 L- 鼠李糖（2∶3）。通过
2D NMR 谱图分析，进一步确定化合物 7 的苷元
3 位和 26 位所连接的糖链结构与化合物 6 相同，
糖基部分的 13C-NMR 数据见表 2。对照文献，化
合物 7 的波谱数据与已知化合物 ypsiyunnoside 
A 一致 [12]，从而确定了其结构，即 26-O-β-D- 吡
喃葡萄糖基 -3β，16α，26- 三羟基 -（23R，25R）-
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16，23- 环 胆 甾 -5，17（20）- 二 烯 -22- 酮 -3-O-
α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-α-L- 吡喃鼠李糖基 -
（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡
喃葡萄糖苷。皂苷化合物 7 的苷元为 6/6/6/5/5 五
环稠合胆甾烷骨架，生源途径分析认为，可能
是由 parispseudoside C（皂苷化合物 6）通过 23，
16- 醇醛缩合而形成了皂苷化合物 7 中具有α，β-
不饱和酮基团的环戊烷结构（E 环）。具有这一新
颖骨架的皂苷仅分别从云南丫蕊花 [12] 和吉林延
龄草 [13] 中各报道了 1 个，这是首次在重楼属植物
中发现。

表 1　化合物 1 ～ 7 苷元部分的 13C-NMR数据 (200 MHz，C5D5N) 
Tab 1　13C-NMR data of the aglycones of compounds 1 － 7  

(200 MHz，C5D5N)

编号
化合物

1 2 3 4 5 6 7
1 38.0 37.7 38.1 38.0 37.6 37.7 38.1
2 30.6 30.7 30.7 30.7 30.6 30.6 30.7
3 78.2 78.6 78.7 78.5 78.5 78.5 78.5
4 39.2 39.5 39.5 39.5 39.2 39.4 39.5
5 141.2 141.3 141.3 141.3 141.4 141.4 141.5
6 122.4 122.3 122.5 122.4 121.9 121.9 122.2
7 32.8 32.8 33.0 32.8 32.2 32.2 32.3
8 32.2 32.1 32.7 32.6 31.2 31.3 32.5
9 50.8 50.8 50.8 50.8 50.3 50.4 51.0
10 37.6 37.6 37.7 37.6 37.5 37.6 37.7
11 21.6 21.6 21.6 21.5 21.3 21.4 21.3
12 40.4 40.4 32.8 33.0 36.5 36.5 36.2
13 41.2 41.3 45.7 45.6 43.9 43.9 44.6
14 57.1 57.1 53.6 53.5 50.9 51.0 54.3
15 33.0 33.0 32.5 32.5 38.4 38.5 38.9
16 81.6 81.6 90.9 91.0 206.2 206.3 83.5
17 64.2 64.3 91.4 91.3 143.1 143.1 182.7
18 17.0 16.9 17.8 18.0 17.2 17.2 16.2
19 19.9 19.9 20.0 19.9 19.8 19.4 19.9
20 41.3 41.2 44.1 44.0 146.2 146.2 128.8
21 17.0 17.0 11.1 11.1 16.2 16.3 9.1
22 111.2 111.2 120.0 111.9 211.0 211.1 212.9
23 37.7 37.9 37.5 37.4 39.3 39.4 57.9
24 28.8 28.8 28.6 28.5 28.4 28.5 29.8
25 34.8 34.8 34.8 34.7 33.9 33.9 32.3
26 75.8 75.8 75.8 75.8 75.6 75.6 77.1
27 18.0 17.9 18.4 17.8 17.9 18.0 17.7

4　结果与讨论
　　中药重楼的市场需求逐年增加，而重楼属植
物生长周期长，自然更替缓慢，致使重楼资源紧
缺 [24-25]。具柄重楼在陕西具有一定的资源分布，
且在陕西多地与中药重楼等效替用，但未见对其
化学成分分离鉴定的报道 [7-8]，因此，有必要开
展其化学成分的研究工作，为其作为中药重楼的
替代基原植物提供科学依据。在预实验中，通过

TLC 与对照品比较，发现具柄重楼总皂苷的一个
部分（Fr.6）不含有常见的重楼皂苷成分（如重楼
皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ等），为了发现结构较为新
颖的甾体皂苷类成分，以阐释具柄重楼化学成分
的特征性，并希望能找到新结构的活性成分，本
文前期对 Fr.6 进行了较为系统的分离鉴定。所
报道的 7 个甾体皂苷成分包括 4 个呋甾烷醇类和
3 个胆甾烷醇类皂苷，这是首次对具柄重楼开展
的化学研究，所有化合物均为首次从该植物中发
现。胆甾烷醇类皂苷属于较为少见的甾体皂苷，
在重楼属植物中亦较少发现。胆甾烷醇类皂苷化
合物 7 的苷元具有罕见的骨架结构，具有这一新

表 2　化合物 1 ～ 7 糖基部分的 13C-NMR数据 (200 MHz，C5D5N) 
Tab 2　13C-NMR data of the sugar moieties of compounds 1 － 7  

(200 MHz，C5D5N)

编号
化合物

1 2 3 4 5 6 7
GlcⅠ GlcⅠ GlcⅠ GlcⅠ GlcⅠ GlcⅠ GlcⅠ

1 105.4 105.4 105.4 105.4 105.4 105.4 105.8
2 75.7 75.7 75.7 75.7 75.7 75.7 75.8
3 79.1 79.1 79.1 79.1 79.1 79.1 79.1
4 72.2 72.1 72.2 72.2 72.2 72.2 72.2
5 79.0 79.0 79.0 79.0 79.0 79.0 79.0
6 63.3 63.3 63.3 63.3 63.3 63.3 63.3

GlcⅡ GlcⅡ GlcⅡ GlcⅡ GlcⅡ GlcⅡ GlcⅡ
1 100.4 100.8 100.7 100.8 100.7 100.9 100.9
2 77.5 78.4 78.0 78.4 78.0 78.5 78.5
3 90.0 78.2 78.2 78.2 78.2 78.2 78.3
4 70.1 78.2 77.7 78.2 77.5 78.3 78.3
5 78.4 77.5 77.2 77.5 77.2 77.5 77.5
6 63.0 61.7 62.0 61.7 61.9 61.8 61.8

GlcⅢ Rha Ⅰ Rha Rha Ⅰ Rha Ⅰ Rha Ⅰ Rha Ⅰ
1 105.1 102.7 102.5 102.7 102.4 102.8 102.8
2 75.5 73.0 73.0 73.0 73.0 73.0 73.1
3 78.2 73.4 73.3 73.4 73.3 73.4 73.4
4 72.0 74.5 74.2 74.6 74.6 74.6 74.6
5 79.2 70.1 70.1 70.1 70.0 70.1 70.1
6 62.9 19.1 19.2 19.4 19.2 19.8 19.2

Rha Rha Ⅱ Ara Rha Ⅱ Ara Rha Ⅱ Rha Ⅱ
1 102.7 102.7 110.2 102.7 110.1 102.7 102.8
2 73.0 73.8 83.3 73.8 83.2 73.8 73.4
3 73.3 73.3 78.4 73.3 78.4 73.4 73.8
4 74.6 80.9 87.1 80.9 87.2 80.9 80.9
5 70.1 68.8 63.1 68.8 63.0 68.9 68.9
6 19.2 19.4 19.2 18.9 19.0

Rha Ⅲ Rha Ⅲ Rha Ⅲ Rha Ⅲ
1 103.8 103.8 103.8 103.8
2 73.1 73.1 73.2 73.2
3 73.3 73.4 73.4 73.4
4 74.6 74.5 74.5 74.5
5 71.0 71.0 70.9 71.0
6 　 19.0 　 18.9 　 19.2 19.4
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颖骨架的皂苷为首次从本属植物中得到。虽然有
文献报道 F 环开环的甾体皂苷生物活性较弱或
无 [21，26]，但亦有研究发现呋甾烷醇类皂苷拥有潜
在的抗肿瘤细胞增殖和抗炎等生物活性 [27-29]，因
此，值得对这些成分做进一步的活性筛选。此外，
在对具柄重楼总皂苷其他部分的预实验中，已发
现含有较大量的已知重楼皂苷活性成分，亦可能
含有新的活性成分，将进一步对这些部分开展化
学和药理活性研究，以明确具柄重楼治疗疾病的
物质基础，为其开发和利用提供科学依据。
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巴西海木提取物抗生殖系统氧化损伤活性研究

常馨月1，米晓1，董明然1，王同瑾1，胡美赓1，沈俊宇2，路娟1*，陈曦1*（1. 中国医学科学院 北京协和

医学院 药用植物研究所，北京　100193；2. FITOTERAPIA BIOTECH LTDA公司，巴西　01040-000）

摘要：目的　考察巴西海木提取物对生殖系统氧化损伤的影响，初步探究其作用机制。方法

　采用水和不同比例（50%、70% 及 95%）乙醇溶液浸提巴西海木树皮，得到 4 种粗提物；依

次用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇萃取不同比例醇提物，得到 9 种有机相组分，共得到 13 种巴

西海木提取物 TCE-1 ～ TCE-13。以小鼠睾丸支持细胞（TM4）增殖率变化为指标考察各提取

物的细胞毒作用；采用 H2O2 处理 TM4 细胞建立氧化损伤模型，以细胞存活率及氧化指标超

氧化物歧化酶（SOD）活力、丙二醛（MDA）含量和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活力变

化为指标，邻苯二甲酸二（2- 乙基己基）酯（DEHP）处理雄性小鼠建立生殖系统氧化损伤模

型，造模后灌胃给予 300、600、900 mg·kg － 1 50% 粗提乙酸乙酯组分（TCE-6）28 d 后，以

睾丸组织氧化指标变化验证 TCE-6 药效。最后通过实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测相关

基因的表达情况，初步探究其作用机制。结果　细胞毒性实验结果表明 95% 粗提物（TCE-4），

50% 粗提石油醚组分（TCE-5）、正丁醇组分（TCE-7），70% 粗提石油醚组分（TCE-8）、正

丁醇组分（TCE-10）以及 95% 粗提石油醚（TCE-11）、正丁醇组分（TCE-13）对 TM4 细胞具

有杀伤作用。50% 粗提物（TCE-2）、TCE-6 以及 70% 粗提乙酸乙酯组分（TCE-9）给药组显

著提高氧化损伤后 TM4 细胞存活率，TCE-6 组 SOD、GSH-Px 活力显著提高、MDA 含量显

著下降（P ＜ 0.01）。900 mg·kg － 1 TCE-6 处理后能显著提高氧化损伤模型小鼠睾丸组织内

SOD、GSH-Px 活力，降低 MDA 含量（P ＜ 0.05）。qRT-PCR 结果表明，900 mg·kg － 1 TCE-6
处理后提高了核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）、超氧化物歧化酶 2（SOD2）及超氧化物歧化酶 3
（SOD3）mRNA 的表达（P ＜ 0.05）。结论　TCE-6 可能通过上调 SOD 酶家族表达和调节 Nrf2
信号通路发挥抗生殖系统氧化损伤作用，具有开发为生殖系统损伤治疗药物的潜力。

关键词：巴西海木；生殖系统；抗氧化活性
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Antioxidant activity of Trichilia catigua A. Juss. against damage in the 
reproductive system

CHANG Xin-yue1, MI Xiao1, DONG Ming-ran1, WANG Tong-jin1, HU Mei-geng1, SHEN Jun-yu2, LU 
Juan1*, CHEN Xi1* (1. Institute of Medicinal Plant Development, Peking Union Medical College, Chinese 
Academy of Medical Sciences, Beijing  100193; 2. FITOTERAPIA BIOTECH LTDA, Brazil  01040-000)

Abstract: Objective  To determine the antioxidant effect of Trichilia catigua A. Juss. extract on the 
reproductive system and its mechanism. Methods  Four crude extracts were obtained by extracting the 
bark of Trichilia catigua A. Juss. with water and ethanol at different proportions (50%, 70% and 95%). 
Nine organic phase components were extracted from alcohol extracts with petroleum ether, ethyl acetate 
and 1-butanol at different proportions. Totally 13 Trichilia catigua A. Juss. extracts (TCE-1 ～ TCE-13) 
were obtained. The cytotoxicity of the extract was evaluated by the proliferation rate of TM4 cells. 
The TM4 cells were treated with H2O2 to establish oxidative damage model. The cell viability and 
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　　多项研究强调了诱发精子质量下降和睾丸功能
损伤的因素，其中环境诱因和生活方式对男性生
殖健康产生了较大影响 [1-3]。邻苯二甲酸二（2- 乙
基己基）酯（DEHP）是应用最广泛的增塑剂之一，
可通过饮水、饮食、皮肤接触（化妆品）和呼吸进
入人体，具有雌激素样作用，影响生物体内激素的
正常分泌，对人体健康造成不同程度的危害 [4-5]。
　　 楝 科 植 物 巴 西 海 木（Trichilia catigua A. 
Juss.）是主产于南美洲的一种小型灌木，作为巴
西传统药物常用于缓解疲劳、压力和壮阳。以巴
西海木为原料的保健品“Catuama”在巴西商业化
应用已有 20 余年的历史 [6]。现代药理研究表明
巴西海木具有显著的抗炎、抗菌 [7-9] 及抗氧化作
用 [10-14]：巴西海木的乙酸乙酯组分可有效抑制鱼
藤酮引发的神经细胞 SH-SY5Y 氧化损伤；抑制
缺血再灌注引起的氧化损伤等，且在健康的人类
志愿者中没有出现毒副作用 [15]。研究表明，巴西
海木树皮的醇提物中含有绿原酸、原花青素 B2、
花青素 C1、表儿茶素、儿茶素、黄烷 -3 醇、β-
谷甾醇、豆甾醇和莰烯醇等化合物 [16-18]，其中黄
酮类化合物和酚类也被认为是其抗氧化活性的基
础 [19]。巴西海木在民间医学中广泛用于治疗阳痿
等生殖系统疾病，而目前现代药理学研究主要集
中在神经系统的抗氧化作用，生殖系统相关作用
及机制报道较少，故本研究以生殖系统为切入点
进行研究。本研究利用 H2O2 致 TM4 细胞氧化损

伤模型初步筛选出巴西海木对于细胞氧化损伤具
有保护作用的提取物；建立 DEHP 致雄性小鼠生
殖系统氧化损伤模型，进一步对筛选出的提取物
进行药效评价；通过 qRT-PCR 研究相关基因的表
达情况，初步探究其生殖系统保护作用机制，为
巴西海木的开发利用提供依据。
1　材料
1.1　仪器
　　AB265-S 电 子 分 析 天 平（瑞 士 METTLER 
TOLEDO 公司），Infinite M1000 多功能连续波长
酶标仪（瑞士 TECAN 公司），B25-12DT 型超声波
清洗器（宁波新芝生物科技股份有限公司），SC-
3610 低速离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公
司），MCO-15AC 二氧化碳培养箱（三洋电机株式
会社），IX51 型荧光倒置显微镜（日本 OLYMPUS
公司），NanoDrop 2000 分光光度计（美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司），LightCycler 480 实时系统
（瑞士 Roche 公司）。
1.2　试药
　　巴西海木树皮由 FITOTERAPIA BIOTECH 
LTDA 公司于巴西东北巴伊亚州采集得到。由中
国医学科学院药用植物研究所云南分所李海涛
研究员鉴定为楝科巴西海木（Trichilia catigua A. 
Juss.）的树皮。
　　30% 过氧化氢溶液（北京化工厂），胎牛血
清（FBS，德国 PAN Seratech 公司），Cell counting 

oxidation index superoxide dismutase (SOD) activity, malondialdehyde (MDA) content and glutathione 
peroxidase (GSH-Px) activity were used as indicators. Male mice were treated with bis (2-ethylhexyl) 
phthalate (DEHP) to establish a reproductive system oxidative damage model. After the model 
establishment, and 28 days of intragastric administration of 300, 600 and 900 mg·kg－ 1 50% crude 
ethyl acetate (TCE-6), the effect of TCE-6 was evaluated by the changes of testicular tissue oxidation 
index. Finally, the expression of related genes was detected by real-time fluorescence quantitative PCR 
(qRT-PCR) to explore the mechanism of protection efficacy. Results  The toxicity test showed that 
95% crude extract (TCE-4), 50% crude petroleum ether component (TCE-5) and 1-butanol component 
(TCE-7), 70% crude petroleum ether component (TCE-8) and 1-butanol component (TCE-10), 95% 
crude petroleum ether component (TCE-11) and 1-butanol component (TCE-13) could kill TM4 cells. 
50% crude extract (TCE-2), 50% crude extract ethyl acetate component (TCE-6) and 70% crude extract 
ethyl acetate component (TCE-9) improved the activity of TM4 cells after the oxidative damage. TCE-
6 (900 mg·kg－ 1) significantly increased the activities of SOD and GSH-Px in the testicular tissue of 
oxidative damage model mice, and decreased the content of MDA (P ＜ 0.05). qRT-PCR indicated that 
900 mg·kg－ 1 TCE-6 treatment improved the expression of Nrf2, SOD2 and SOD3 mRNA (P ＜ 0.05). 
Conclusion  TCE-6 may play an antioxidant role in the reproductive system by up-regulating the 
expression of SOD enzyme family and regulating Nrf2 signaling pathway, which might be a potential 
treatment for reproductive system damage. 
Key words: Trichilia catigua A. Juss.; reproductive system; antioxidant activity
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kit-8（CCK-8，日本 DOJINDO/ 同仁化学），无水
乙醇、石油醚、乙酸乙酯、正丁醇（分析纯，天
津北联精细化学品开发有限公司），水溶性维生
素 E（VE，Trolox）、磷酸盐缓冲液（PBS）、二甲
基亚砜（DMSO）、马血清（HS）（索莱宝生物科
技有限公司），Trypsin-EDTA（0.25%）、DMEM/
F12 培养基（上海英潍捷基贸易有限公司），总蛋
白定量测定试剂盒、总超氧化物歧化酶（SOD）
测定试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）
测定试剂盒、丙二醛（MDA）测定试剂盒（南
京建成科技有限公司），兔抗 Nrf2（bs-1074R）、
SOD2（bs-20667R）、SOD3 抗 体（bs-3895R）
（Bioss），RNAiso Plus（9108-9109）、Prime Script 
RT Master Mix（RR036A）、TB Green Premix Ex 
Taq（RR82WR）（日本 TaKaRa BIO 株式会社）。
1.3　细胞培养
　　TM4 小鼠睾丸支持细胞（北京协和细胞资源
中心），采用含 5%HS ＋ 2.5%FBS 的 DMEM/F12 
培养基，在 37℃含 5%CO2 的培养箱中培养。每
日换液，细胞生长到对数生长期时，传代（比例为
1∶6）并开展实验，实验用细胞控制在 10 代以内。
1.4　实验动物
　　健康雄性 SPF 级 ICR 小鼠（18 ～ 22 g），由北京
华阜康生物科学有限公司提供，实验动物许可证号：
SLXD-20210507012。动物实验均经中国医学科学院
药用植物研究研究所动物伦理委员会批准，并按照
美国国立卫生研究院的指南进行。饲养条件：温度
（23±2）℃，相对湿度（55±5）%，光暗周期同昼夜
周期，所有小鼠正式实验前均适应性喂养一周。
2　方法与结果
2.1　巴西海木提取物的制备 [20-21]

2.1.1　巴西海木提取物制备方法　取巴西海木树
皮粉末 100 g 各 4 份，以料液比＝ 1∶10 分别加入
蒸馏水，50%、70%、95% 乙醇溶液 1000 mL，充
分搅拌后冷浸两次，每次 24 h，过滤，合并两次
浸出液，旋蒸浓缩后 60℃下烘干。取 50% 粗提
物、70% 粗提物以及 95% 粗提物干燥粉末各 5 g，
加 300 mL 蒸馏水震荡使其均匀分散在水溶液中，
依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇进行萃取，收
集得到相应萃取液组分后再次进行旋蒸烘干。巴
西海木树皮粉末 13 种提取物代号见表 1。
2.1.2　巴西海木提取物制备结果　使用水及 50%、
70% 及 95% 乙醇溶液粗提得到 4 种巴西海木粗提
物（TCE-1 ～ TCE-4）；不同浓度醇提物经石油醚、
乙酸乙酯及正丁醇依次萃取得到 9 种组分（TCE-
5 ～ TCE-13），共 13 种提取物。称定干燥，以生药
量计算各提取物得率，结果见表 2。

表 2　巴西海木 13 种提取物得率 
Tab 2　Yield of 13 extracts from Trichilia catigua A. Juss.

提取物 得率 /% 提取物 得率 /%

TCE-1 21.33 TCE-8 2.31

TCE-2 26.58 TCE-9 3.88

TCE-3 25.32 TCE-10 4.03

TCE-4 24.27 TCE-11 1.81

TCE-5   2.87 TCE-12 3.33

TCE-6   4.21 TCE-13 3.62

TCE-7   4.38

2.2　巴西海木提取物对 TM4 细胞增殖率的影响
2.2.1　方法　使用 DMSO 分别溶解 13 种提取物
配制成 160 μg·mL － 1 的含药溶液，使用完全培
养基逐级稀释，分别得到质量浓度为 160、80、
40、20、10、5 μg·mL － 1 的溶液。取对数生长
期的 TM4 细胞悬液 100 μL（1×105 个·mL － 1）
接种于 96 孔板，培养 24 h，细胞生长至 80% 融
合时吸去原有培养基，给药组加入不同质量浓度
待测含药溶液各 100 μL，对照组加入完全培养基
100 μL，继续孵育 24 h。24 h 后吸去原有培养基，
加入 100 μL 10%CCK-8 稀释液，反应 1 h 后，450 
nm 波长处测定 OD 值，计算细胞增殖率。
　　细胞增殖率（%）＝（测定组 OD 值－空白
组 OD 值）/（对照组 OD 值－空白组 OD 值）× 

100% － 1。
2.2.2　结果　由图 1 可知，TCE-4、TCE-5、TCE-
7、TCE-8、TCE-10、TCE-11、TCE-13 可降低细胞
增殖率，对 TM4 细胞有明显杀伤作用，故不进行
后续药效评价。给予 5 ～ 160 μg·mL － 1 TCE-1、
TCE-2、TCE-3、TCE-6、TCE-9、TCE-12 后 TM4
细胞增殖，可用于后续抗氧化损伤药效实验。
2.3　过氧化氢损伤条件的确定 [22]

2.3.1　方法　取 30%H2O2 溶液 18 μL 加至 10 mL
基础培养基中配制成 18 000 μmol·L － 1 的 H2O2

母液，分别精密移取 1000、833、667、500、333、
167、56 μL H2O2 溶液后加基础培养基稀释至 10 
mL， 得 到 1800、1500、1200、900、600、300、

表 1　巴西海木树皮 13 种提取物对应代号 
Tab 1　Corresponding codes of 13 extracts from bark of Trichilia 

catigua A. Juss.

代号 提取物 代号 提取物

TCE-1 水提物 TCE-8 70% 醇提物石油醚组分

TCE-2 50% 醇提物 TCE-9 70% 醇提物乙酸乙酯组分

TCE-3 70% 醇提物 TCE-10 70% 醇提物正丁醇组分

TCE-4 95% 醇提物 TCE-11 95% 醇提物石油醚组分

TCE-5 50% 醇提物石油醚组分 TCE-12 95% 醇提物乙酸乙酯组分

TCE-6 50% 醇提物乙酸乙酯组分 TCE-13 95% 醇提物正丁醇组分

TCE-7 50% 醇提物正丁醇组分
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100 μmol·L － 1 H2O2 溶液。按照“2.2”项下方法
将细胞接种培养 24 h 后弃去上清培养基，加入终
浓度为 100、300、600、900、1200、1500、1800 
μmol·L － 1 H2O2 各 200 μL 分别作用 2 h、4 h 后，
测定 OD 值，计算细胞存活率。倒置显微镜下观
察细胞形态、细胞数量的变化，确定细胞存活率
降至 50% ～ 60% 的 H2O2 浓度及作用时间。细胞
存活率按下式计算：
　　细胞存活率（%）＝（测定组 OD 值－空
白组 OD 值）/（对照组 OD 值－空白组 OD 值）
×100%。
2.3.2　结果　由图 2 可知，H2O2 对于细胞的损伤
程度随着 H2O2 浓度的升高和损伤时间的延长而增
强。在 600 μmol·L － 1 的浓度下作用 2 h 和 4 h 后，
TM4 细胞存活率均为 50% ～ 60%，故确定 H2O2

损伤 TM4 条件为 600 μmol·L － 1 H2O2 损伤 2 h。
图 3 显示该损伤条件下 TM4 细胞形态发生明显变
化，细胞板上黏着减少，细胞数量减少约 33%。
2.4　巴西海木提取物对氧化损伤 TM4 细胞存活
率的影响
2.4.1　方法　细胞分为空白对照组，模型组，阳性
药组（VE 组），水提物组，给药组（TCE-1、TCE-
2、TCE-3、TCE-6、TCE-9、TCE-12），其中 VE 组给
药浓度为 20 μg·mL－ 1[23]，各给药组给药浓度分别
为 20、40、80 μg·mL－ 1。按照“2.2.1”项下方法接
种细胞培养 24 h，除对照组外，其余各组吸去原有
培养基并用 PBS 冲洗后加入 200 μL 600 μmol·L－ 1

的 H2O2 损伤 2 h。2 h 后弃去上清并用 PBS 冲洗残
余 H2O2 溶液，给药组加入含药培养基，阳性药组加

入 VE 溶液，模型组及对照组加入基础培养基继续
培养，24 h 后按照“2.2.1”项下方法测定 OD 值，按
“2.3.1”项下公式计算各组细胞存活率。
2.4.2　结果　如图 4 所示，给予 600 μmol·L － 1 
H2O2 损伤 2 h 后，与空白对照组相比，模型组细
胞存活率降低约 50%；与模型组相比，给药组细
胞存活率均有一定提高。TCE-1、TCE-2、TCE-3、
TCE-6、TCE-9、TCE-12 均有一定的抗氧化损伤
作用，给予 80 μg·mL － 1 TCE-2、TCE-6、TCE-9
可显著提高 TM4 细胞存活率（P ＜ 0.01），明显
抑制 H2O2 诱导的 TM4 细胞存活率降低的损伤情
况。后续对这 3 个提取物进行研究。
2.5　TM4 细胞氧化指标变化
2.5.1　方法　细胞分为对照组，模型组，VE 组，
给 药 组（TCE-2、TCE-6、TCE-9）。 其 中 VE 组
给药浓度为 20 μg·mL － 1，给药组给药浓度为 80 
μg·mL － 1，按照“2.4.1”项下方法损伤细胞并给
药。给药 24 h 后去除含药培养基，PBS 洗涤细胞
后，收集细胞，加入细胞裂解液，冰上裂解 30 
min，4℃、12 000 r·min － 1 离心 15 min，收集
上清液，BCA 法测定蛋白浓度，按照试剂盒检测 
SOD、MDA 和 GSH-Px 的含量，计算公式如下：
　　SOD 抑制率（%）＝ [（OD对照组－ OD对照空白组）－ 

（OD测定组 － OD测定空白组）]/（OD对照组 － OD空白组）
×100%。
　　SOD 活力（U·mgprot－ 1）＝ SOD 抑制率 /50%×

反应体系 / 稀释倍数 / 待测样本蛋白含量

图 2　不同浓度 H2O2分别作用2 h、4 h 后细胞存活情况（x±s，n＝3）
Fig 2　Cell viability after treatment with different concentrations of 
H2O2 for 2 h and 4 h（x±s，n ＝ 3）

图 3　600 μmol·L－ 1 H2O2 损伤 2 h 后（A）及空白对照组（B）的细

胞形态（×20）
Fig 3　Cell morphology of the group after 600 μmol·L－ 1 H2O2 injury 
for 2 h（A）and blank control group（B）（×20）

图 1　不同提取物对细胞增殖率的影响（x±s，n ＝ 6）
Fig 1　Effect of different extracts on the cell proliferation rate（x±s，
n ＝ 6）
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　　MDA（nmol·mgprot － 1） ＝（OD测 定 组 －

OD空白组）/（OD标准组－ OD空白组）×标准品浓度 /
样本蛋白含量
　　GSH-Px 酶活力（U·mgprot－1）＝（OD非酶管－ 

OD酶管）/（OD标准管－ OD空白管）×标准浓度×稀
释倍数 / 反应时间 / 取样量 / 蛋白含量
2.5.2　结果　如图 5 所示，与空白对照组比，模
型组 SOD 和 GSH-Px 的活力显著降低，MDA 含
量升高（P ＜ 0.01）；与模型组比，80 μg·mL － 1 

TCE-9 可显著提高 GSH-Px 的活力（P ＜ 0.01），80 
μg·mL－ 1 TCE-6 可显著提高 SOD 和 GSH-Px 的活
力，降低 MDA 含量（P ＜ 0.01）。表明 TCE-6 可
显著抑制 H2O2 造成 TM4 细胞氧化损伤，可进一
步进行体内药效实验。

图 4　不同组别 TM4 细胞存活率变化（x±s，n ＝ 3）
Fig 4　Changes of the viability of TM4 cells in each group（x±s，n＝3）

注（Note）： 与 对 照 组 比 较，##P ＜ 0.01； 与 模 型 组 比 较，
**P＜ 0.01，***P＜ 0.001（Compared with the control group，##P＜ 0.01；
compared with the model group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。

图 5　各组 SOD 活力、MDA 含量、GSH-Px 活力的变化（x±s，n ＝ 6）
Fig 5　Changes of SOD activity，MDA content and GSH-Px activity in each group（x±s，n ＝ 6）

注（Note）：与对照组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001（Compared with the control group，##P ＜ 0.01；compared 
with the model group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。

2.6　小鼠睾丸组织氧化指标变化

2.6.1　方法　小鼠随机分为对照组，赋形剂组，
模型组，左卡尼汀组，VE 组及 TCE-6 低、中、
高剂量给药组（L-TCE-6、M-TCE-6 和 H-TCE-6），
每组 12 只。除对照组及赋形剂组外，各组给予
2.5 mg·kg － 1 DEHP 灌胃 7 d 制备雄性小鼠氧化
损伤模型。DEHP 灌胃结束后，对照组给予蒸馏
水，赋形剂组给予玉米油，左卡尼汀组给予 500 
mg·kg － 1 左卡尼汀，VE 组给予 100 mg·kg － 1 
VE，TCE-6 低、中、高剂量给药组（L-TCE-6、
M-TCE-6 和 H-TCE-6）分别给予 300、600、900 
mg·kg － 1 TCE-6，连续灌胃给药 28 d。末次给药
后，禁食过夜。第 29 日处死小鼠后完整地取出
睾丸样本，剥去周围的脂肪和结缔组织。按照检
测试剂盒说明书要求，分别检测各组睾丸组织中 
SOD、GSH-Px 活力及 MDA 含量。
2.6.2　 结 果　 如 图 6 所 示， 与 对 照 组 相 比，
DEHP 睾丸组织匀浆中 SOD、GSH-Px 活力显著

降低，MDA 含量显著升高（P ＜ 0.01）；与模型
组相比，给予 M-TCE-6 组 SOD、GSH-Px 活力显
著升高（P ＜ 0.05）；H-TCE-6 组 SOD、GSH-Px
活力显著升高，MDA 含量显著降低（P ＜ 0.05）。
结果表明 TCE-6 可通过降低 MDA 含量，提高
SOD 和 GSH-Px 活力起到抗氧化损伤作用。
2.7　氧化相关基因相对表达量的测定
2.7.1　方法　于冰上取“2.6.1”项下收集的睾丸
组织样本，根据 RNAiso Plus 试剂盒说明提取总
RNA，测定总 RNA 的浓度和纯度，然后反转录
为 cDNA。合成的 cDNA 进行 qRT-PCR 分析。采
用 LightCycler 480 实时系统进行聚合酶链反应
并测量 mRNA 的相对表达量。反应条件 95℃ 30 
s，随即 40 个循环聚合酶链反应，循环温度方案：
95℃ 5 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s。循环结束后，
95℃温育 5 s，60℃温育 1 min，之后保持 95℃。
以 Gapdh 作为内参基因、氧化相关基因 Nrf2、
SOD2、SOD3 的引物序列见表 3。
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表 3　qRT-PCR分析基因引物序列 
Tab 3　Primers analyzed by qRT-PCR

基因 物种 正向序列（5'-3'） 反向序列（3'-5'）

Gapdh 小鼠 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Nrf2 小鼠 TAGATGACCATGAGTCGCTTGC GCCAAACTTGCTCCATGTCC

SOD2 小鼠 CAGACCTGCCTTACGACTATGG CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT

SOD3 小鼠 CCTTCTTGTTCTACGGCTTGC TCGCCTATCTTCTCAACCAGG

2.7.2　结果　通过 qRT-PCR 检测 3 个关键氧化相
关基因表达水平（见图 7）。与对照组相比，DEHP
诱导后 Nrf2、SOD2 及 SOD3 mRNA 相对表达水平
显著下降（P ＜ 0.01）；与模型组比较，给予 600、
900 mg·kg － 1 TCE-6 可 显 著 上 调 Nrf2、SOD2

及 SOD3 mRNA 相对表达水平（P ＜ 0.05）；300 
mg·kg－ 1 TCE-6 可显著上调 Nrf2 和 SOD2 mRNA
相对表达水平（P ＜ 0.05）。结果提示，TCE-6 可
能通过调节 Nrf2、SOD2 及 SOD3 mRNA 的表达发
挥抗生殖系统氧化损伤活性。

图 7　TCE-6 对氧化相关基因的相对表达量的影响（x±s，n ＝ 12）
Fig 7　Effect of TCE-6 on the relative expression of oxidation-related genes（x±s，n ＝ 12）

注（Note）： 与 对 照 组 比 较，##P ＜ 0.01； 与 模 型 组 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared with the control group，##P ＜ 0.01；
compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

图 6　各组 SOD 活力、MDA 含量、GSH-Px 活力变化（x±s，n ＝ 12）
Fig 6　Changes of SOD activity，MDA content and GSH-Px activity in each group（x±s，n ＝ 12）

注（Note）： 与 对 照 组 比 较，##P ＜ 0.01； 与 模 型 组 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared with the control group，##P ＜ 0.01；
compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

2.8　数据处理 
　　实验数据采用 SPSS 25.0 版统计软件进行处
理，计量资料以均值 ±标准差（x±s）表示，组
间比较采用单因素方差分析，以 P ＜ 0.05 作为差
异具有统计学意义。所有数据作图均由 GraphPad 
Prism 6.0 软件生成。
3　讨论
3.1　模型选择依据
　　H2O2 诱导是目前最为常用的细胞氧化损伤造
模方式。H2O2 易穿透细胞膜，可与细胞内 Fe2 ＋

反应产生高毒性的羟自由基，也可通过氧化蛋白
质、DNA 等产生过量自由基或引发脂质过氧化

损伤导致组织损伤和细胞死亡 [24-25]。TM4 细胞是
位于生精小管内的一种细胞，为生殖细胞提供生
存和减数分裂过程中所需的营养，维持 TM4 细
胞的稳态对于精子的发生及正常功能有着至关重
要的作用。因此药物对 TM4 细胞所产生的作用，
可直接反映该药作用于生殖系统的效果，TM4 细
胞存活率变化对于巴西海木药效部分的筛选具有
重要意义。故本实验采用 H2O2 诱导 TM4 细胞氧
化损伤模型筛选巴西海木提取物。经研究表明，
TCE-6 可以显著提高 H2O2 损伤后的细胞存活率
以及 SOD、GSH-Px 活力；显著降低 MDA 含量，
故筛选出 TCE-6 进行后续动物模型药效评价。
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　　多项研究表明，邻苯二甲酸盐可以诱导睾丸
组织氧化应激，导致生殖细胞 DNA 损伤和线粒
体功能受损，降低与睾酮合成相关的基因活性，
导致睾丸组织功能和精子发育受损 [26-28]。DEHP
对男性生殖健康具有较强的毒性作用，通过干扰
生殖内分泌系统，降低精子活力，减少精子数量，
导致睾丸等实质器官萎缩和形态异常 [4-5，29]，引发
氧化应激是其产生生殖系统毒性的主要机制。基
于 DEHP 的危害及机制，本实验采用 DEHP 诱导
的雄性小鼠生殖损伤模型验证 TCE-6的药效活性。
3.2　抗氧化活性研究结果
　　随着对氧化应激的深入研究，已确定其与许
多疾病密切相关，例如各种炎症损伤、中风 [30] 以
及男性不育症 [31-32] 等。当机体发生氧化应激时，
会驱动一系列病理反应，所产生的活性氧类与抗
氧化系统失衡。对于生殖系统而言，这种失衡会
导致生殖细胞损伤，睾丸能量供应受阻，从而对
生殖系统产生实质伤害 [33-35]。MDA 是脂质过氧化
产物，其含量的大小可反映机体内脂质过氧化的
程度，间接地反映出细胞和组织损伤的程度 [36]。
SOD 和 GSH-Px 是抗氧化防御系统的重要组成部
分，能够清除机体内过多的 MDA，具有保护细胞
和组织的作用，其活力的高低间接反映了组织抗
氧化应激能力 [37]。DEHP 诱导后睾丸组织中 MDA
含量显著提高，GSH-Px 和 SOD 活力显著降低，
说明睾丸组织产生脂质过氧化，且不能有效清除
活性氧自由基，睾丸组织发生氧化损伤。
　　目前药理学研究证实巴西海木提取物在神经
系统上具有较好的抗氧化损伤活性，对于氧化
标志物 SOD、MDA 以及谷胱甘肽（GSH）、氧
化谷胱甘肽（GSSG）、过氧化氢酶（CAT）和蛋
白质羰基（PCGs）水平均有改善作用 [5-9]。本研
究以生殖系统为切入点探究其抗氧化活性，检
测了氧化与抗氧化反应的标志物。结果表明 900 
mg·kg－ 1 TCE-6 可通过降低睾丸组织 MDA 含量，
提高 SOD 和 GSH-Px 活力，调节睾丸组织抗氧化
酶水平，抑制睾丸组织脂质过氧化损伤。
　　qRT-PCR 研究相关基因的活性发现给药后
Nrf2、SOD2 和 SOD3 mRNA 表达水平显著提高。激
活 SOD 酶活性途径可促进 SOD 的抗氧化酶的生成，
调控氧化物质水平，减少 ROS 的产生，调节 O2－水
平 [38]，从而减少氧化应激损伤，维持组织的正常功
能。Nrf2 是抗氧化防御过程中主要的调节剂，可调
节下游抗氧化酶的表达，维持生物体内氧化 / 抗氧
化水平的平衡，其含量受到上游 KELCH 样 ECH 关
联蛋白 1（Keap1）等信号分子介导的泛素化或者蛋
白酶体途径的调节。静息状态下，Nrf2 与胞质中的

Keap1 相结合，处于非活性状态；当机体处于氧化
应激状态时，Nrf2 与 Keap1 解偶联后转入核内，与
抗氧化反应元件（ARE）结合，激活下游抗氧化蛋
白基因的表达，以减少氧化损伤 [39-42]。TCE-6 可能
通过促进睾丸组织内 Keap1-Nrf2 偶联体解离，增加
Nrf2 核转位及表达，进而激活下游 SOD、GSH-Px
等抗氧化酶转录，增强抗氧化损伤能力。
3.3　总结与不足
　　本研究表明 TCE-6 具有较好的抗生殖系统氧
化损伤活性。通过 H2O2 损伤 TM4 细胞模型筛选出
TCE-6 作为其抗生殖系统氧化损伤的活性部位，通
过 DEHP 损伤雄性小鼠模型验证了该部分体内抗
生殖系统损伤活性，并发现该活性可能是通过上调
SOD 酶家族表达和调节 Nrf2 信号通路实现的。但
由于睾丸组织行使功能的机制复杂多变，由氧化应
激介导的细胞凋亡和线粒体能力代谢失衡有可能协
同氧化应激共同损伤睾丸组织 [43]，本研究结果不
能完全推论出巴西海木的作用机制。因此，下一步
将深入探究巴西海木抗凋亡以及维护线粒体功能等
的作用，综合评价其生殖系统的保护作用机制。
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基于蛋白互作和关键作用靶点的网络药理学研究白花败酱草 
治疗溃疡性结肠炎的作用机制及实验验证

李晓晨1，王帅1，2，3，李天娇1，2，3，赵琳1*，包永睿1，2，3*，孟宪生1，2，3（1. 辽宁中医药大学药学院，辽

宁　大连　116600；2. 辽宁省中药多维分析专业创新技术中心，辽宁省现代中药研究工程实验室，辽宁　大连　116600；3. 辽宁

省现代中药研究工程实验室，辽宁　大连　116600）

摘要：目的　利用网络药理学方法研究白花败酱草治疗溃疡性结肠炎的作用机制并对其进行实

验验证。方法　通过中药系统药理学数据库与分析平台数据库（TCMSP）以及相关文献获取

白花败酱草活性成分及其对应靶点；通过 Gene Cards、OMIM、Drug Bank 数据库对结肠炎的

作用靶点进行筛选；将预测靶点与疾病靶点取交集，筛选出共同靶点即关键靶点，采用 String
数据库和 Cytoscape 3.7.2 软件构建药物疾病交集靶点 PPI 网络；以自由饮用葡聚糖硫酸钠建

立的溃疡性结肠炎小鼠为模型，以小鼠疾病活动指数（DAI）、苏木精 - 伊红染色的小鼠结肠

组织病理变化为评价指标，明确白花败酱草治疗溃疡性结肠炎的药理药效作用；采用 Western 
blot 和 ELISA 法检测不同组别治疗的小鼠结肠组织中 PI3K/AKT 信号通路中 PI3K 和 AKT 蛋

白表达水平以及 TNF-α、IL-6 水平，明确白花败酱草作用机制。结果　通过网络药理学分析获

得 12 个活性成分和 169 个潜在靶点，这些靶点参与的信号通路主要与 PI3K/AKT 信号通路有

关，且 AKT 是其中潜在的核心靶点。动物实验结果显示，白花败酱草可明显下调 PI3K/AKT
信号通路中 P13K 和 AKT 蛋白水平以及抑制 TNF-α 和 IL-6 炎症因子的释放。结论　本研究明

确了白花败酱草治疗溃疡性结肠炎的作用机制，可为其临床应用提供参考依据。

关键词：白花败酱草；网络药理学；结肠炎；作用机制；PI3K/AKT 信号通路
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Mechanism and experimental validation of Patrinia villosa Juss. for 
ulcerative colitis by network pharmacology based on protein  

interactions and key action targets
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Abstract: Objective  To determine the mechanism of ulcerative colitis treatment by Patrinia villosa 
Juss. based on network pharmacology. Methods  The active components and their corresponding 
targets were obtained by pharmacological database, analysis platform database and related literatures. 
The targets of colitis were screened by Gene Cards, OMIM and Drug Bank databases. The intersection 
of predicted targets and disease targets was selected to screen out the common target, namely the key 
target. The PPI network of drug disease intersection target was constructed with String database and 
Cytoscape 3.7.2 software. The mice with ulcerative colitis established by drinking sodium dextran 
sulfate freely were used as the model, and the disease activity index (DAI) and the pathological 
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　　溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一
种常见的反复发作的慢性疾病，常表现为腹痛、
腹泻、便秘、便血以及炎症等。目前广泛认为肠
黏膜损伤是引发 UC 的主要原因之一。近年来，
UC 发病率逐年攀升，其治疗药物主要包括美沙
拉秦、盐酸小檗碱、柳氮磺胺吡啶、氨基水杨酸、
糖皮质类激素等。临床治疗中发现长时间使用上
述药物常会伴随着多种不良反应的发生，且停药
后复发率较高，给患者带来极大的困扰 [1-6]。
　　近年来，大量研究显示中医药在临床治疗中
疗效好、毒性低 [7]。因此，从中医药角度出发寻
找治疗 UC 新药是一种可行的方法。UC 的中医病
名为“休息痢”，目前认为脾气虚弱为其基本病
机，湿热之邪是其主要致病因素，瘀血阻滞是久
病不愈的重要原因。白花败酱草 [Patrinia villosa
（Thunb.）Juss.] 系败酱科植物，药用其全草，味
辛，性寒，始载于《神农本草经》，被《本草纲
目》中记载为治肠痈之要药，主要含有黄酮类、
酚酸类以及皂苷类化合物，具有清热解毒，利湿
排脓，活血化瘀，镇心安神的功效，临床上常用
于治疗阑尾炎，痈肿疮毒，肠炎，UC，慢性胃
炎，肿瘤等 [8-9]。已有文献表明，败酱草在临床使
用、体外实验等都具有显著的疗效，毒副作用及
复发率均相对较低 [5-6，10-11]。本研究采用网络药理
学的研究方法，构建“潜在活性成分 - 作用靶点 -
疾病”网络对白花败酱草治疗 UC 靶点进行全面
预测并探讨其作用机制；并在此基础上，利用自
由饮用葡聚糖硫酸钠（DSS）建立的 UC 小鼠模
型对其中筛选出的重要途径进行实验验证，深入
探讨白花败酱草治疗 UC 的作用机制，为其进一

步临床应用奠定基础。
1　材料

1.1　相关数据库

　　中药系统药理学数据库与分析平台（TCM-
SP）[12]，有机小分子生物活性数据库（PubChem），
蛋白质数据库（UniProt）[13]，GeneCard 数据库，
OMIM 数 据 库，Drugbank 数 据 库，String 数 据
库 [14]，DAVID 数据库。
1.2　试药

　　白花败酱饮片 [ 经辽宁中医药大学许亮教授
鉴定为白花败酱 Patrinia villosa（Thunb.）Juss.
的干燥全草 ]；质谱级甲醇、乙腈（德国 Merck 
KGaA 公司）；质谱级甲酸（美国 Thermo 公司，
批号：141831A）；纯净水（杭州娃哈哈集团有
限公司）；美沙拉秦缓释颗粒（上海爱的发制药
有限公司）；葡聚糖硫酸钠盐（Meilunbio 公司，
批号：S0925A）；TNF-α 酶联免疫吸附测定试
剂盒（上海科兴有限公司，批号：21071230N）；
IL-6 酶联免疫吸附测定试剂盒（上海科兴有限公
司，批号：21071233N）；Kodak X 胶片（美国柯
达公司）；RIPA 裂解液（ambion 生物科技有限
公司）；PMSF 蛋白酶抑制剂、6×protein loading 
buffer（北京全式金生物技术有限公司）；三羟甲
基氨基甲烷（Tris）、甘氨酸（Glycine）、十二烷
基磺酸钠（SDS）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（上
海索莱宝生物科技有限公司）；SDS-PAGE 凝胶
快速配置试剂盒、飞克特超敏 ECL 发光液（大连
美仑生物科技有限公司）；双色预染蛋白 Marker
（Proteintech，Cat：PL00001）； 兔 抗 AKT 多 克
隆抗体（Proteintech，Cat：10176-2-Ap）；兔抗

changes of colonic tissues stained with hematoxylin and eosin were used as the evaluation indexes to 
dertermine the pharmacodynamic effect of Patrinia villosa Juss. on ulcerative colitis. Western blot and 
ELISA were used to detect the protein expression levels of PI3K and AKT in PI3K/AKT signaling 
pathway and the levels of TNF-α  and interleukin-6 in the colon tissues of mice treated in different 
groups to clarify the mechanism of Patrinia villosa Juss.. Results  Twelve active components and 169 
potential targets were obtained through network pharmacology. These targets were mainly involved in 
PI3K/AKT signaling pathway, and AKT was the potential core target. Animal experimentals showed 
that Patrinia villosa Juss. significantly down-regulated the levels of PI3K and AKT proteins in the 
PI3K/AKT signaling pathway and inhibited the release of TNF-α  and IL-6 inflammatory factors. 
Conclusion  The mechanism of Patrinia villosa Juss. for ulcerative colitis is clarified, which also 
provides reference for its clinical application. 
Key words: Patrinia villosa Juss.; network pharmacology; ulcerative colitis; mechanism of action; 
PI3K/AKT pathway
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PI3 Kinase p85（Signaling，Cat：#4292）； 兔 抗
Beat Actin 多克隆抗体（Proteintech，Cat：20536-
1-Ap）；HRP-conjugated Affinipuer Goat anti-Rabbit 
IgG（H ＋ L）（Proteintech，Cat：SA00001-2）。
1.3　动物

　　SPF 级 C57BL/6 雌性小鼠，体质量（20±2）
g [ 辽宁长生生物技术有限公司，许可证编号：
SCXK（辽）2020-0001]。
1.4　仪器

　　旋转蒸发仪（美国 SENCO 公司）；Sartorius 
CP225D 电子分析天平（北京赛多利斯天平有限
公司）；CV200 吉艾姆真空离心浓缩仪（北京吉
艾姆科技有限公司）；组织脱水机（日本樱花：
VIP6 AI）；BM450A 包埋机、冻台（派斯杰）；
PH60 病理切片机（Lecia）；PH60 组织漂烘仪（派
斯杰）；GHP-9160 烤箱（上海恒一）；YA0170 载
玻 片（Solarbio）；3DHISTECH P250 FLASH 全
景扫描仪（3DHISTECH）；CM1900 冰冻切片机
（Lecia）；酶标仪（美国 Molecular Drvices 公司）；
通用电泳仪（美国 BD 公司）。
2　方法与结果

2.1　网络药理学

2.1.1　药物与疾病交集靶点预测　应用 TCMSP
数据库平台与白花败酱草相关文献 [15]，以口
服 生 物 利 用 度（OB） ≥ 30%、 药 物 相 似 性
（DL）≥ 0.18 为条件，筛选出活性较高的成分
共 12 种，检索并分析其对应靶点信息；利用
UniProt 数据库，规范相应蛋白靶点，得到 169 个
药物作用靶点，建立药效成分潜在作用靶点库，
并构建可视化网络图，见图 1。应用 GeneCards、
OMIM、DrugBank 数据库搜索 UC 的作用靶点，
获取相关基因 1234 个，构建疾病靶标库；将所
得靶点信息取交集，获得药物与疾病的交集靶点
98 个。
2.1.2　交互网络的构建和富集分析　将药材、疾
病交集靶点输入蛋白交互作用网站 String，生物
种类选择“Homo sapiens”，最小相互作用阈值
设置“medium confidence”（＞ 0.4），其他参数选
择默认值，即可得到 PPI 网络，将结果进一步美
化，得到交集蛋白 PPI 网络图 [16]，其中苏氨酸蛋
白激酶（AKT1）的 degree 值为 82，在所有靶点
中排列第一，表明其在整个 PPI 网络中占据重要
地位。网络图包含 98 个节点，2028 条相互作用，
见图 2；以节点大小和颜色用于反映 degree 值的
大小，选取 degree 值排列前 20 的靶点绘制棒棒

糖图，探究潜在靶基因功能，见图 3；利用 String
和 DAVID 数据库对潜在基因进行功能、通路富
集分析，见图 4 ～ 6，结果中除人类癌症相关通
路外，磷脂酰肌醇 -3- 激酶（PI3K）/ 丝氨酸激酶
（AKT）信号通路排列第一，可能是白花败酱草
治疗 UC 的关键靶点及关键通路。已证实 AKT 是
PI3K 下游的直接靶蛋白，主要负责由 PI3K 始动
的生物信息转导，位点被磷酸化后，结合在细胞
膜上的 AKT 被完全激活，其首要的功能就是激
活 NF-κB，并诱导其释放大量的炎性因子如 IL-6
和 TNF-α 等 [17]。
2.1.3　统计学处理　采用 GraphPad Prism 7.0 软
件进行分析，数据以（x±s）表示，组间比较采
用单因素方差分析统计，P ＜ 0.05 认为差异有统
计学意义。
2.2　动物实验验证

2.2.1　白花败酱草药液制备　精密称取白花败酱
药材粗粉约 100.0 g，精密加入 10 倍量的 70% 乙
醇，加热回流提取 3 次，每次 2 h，合并提取液，
减压浓缩至 0.1 g·mL－ 1 生药浓度的浸膏溶液 [18]，
过滤除菌分装，4℃保存备用。根据人体每日推
荐剂量 15.0 g/70.0 kg 计算，设置白花败酱草给药
组进行小鼠灌胃实验，每日 0.039 g/20.0 g。
2.2.2　实验分组及干预方式　32 只 C57BL/6 雌性
小鼠喂养一周后，随机分为空白组、模型组、阳
性药组、白花败酱草给药组，每组 8 只。空白组

图 1　白花败酱草治疗 UC 的“活性成分 - 靶点”网络图

Fig 1　”Active component-target” network diagram of Patrinia villosa 
Juss. in treating ulcerative colitis



762

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

每日自由饮用自来水，其余组小鼠自由饮用 3.5% 
DSS 溶液 7 d，建立 UC 小鼠模型，一周后饮用自
来水。造模成功后，白花败酱草给药组灌胃白花
败酱草提取液，阳性对照组小鼠按美沙拉秦缓释
颗粒临床用量给予灌胃，空白组、模型组小鼠灌
胃等体积蒸馏水，连续灌胃 10 d。
2.2.3　疾病活动指数（disease activity index，DAI）
评价及各组小鼠一般情况　实验期间观察小鼠体
质量、大便性状和便血情况，按照三项得分进行
DAI 评分，DAI ＝（体质量得分＋大便性状得分＋

便血得分）/3，详细评分标准见表 1[19]。采用 DSS
溶液诱导的 UC 小鼠模型与人类 UC 最为相似 [20]。
根据观察小鼠的体质量、大便性状，隐血、便血
情况及组织学形态，符合炎症的组织病理改变，
提示造模成功。与空白组小鼠相比，模型组能够

图 2　蛋白质 - 蛋白质相互作用（PPI）网络图

Fig 2　Protein-protein interaction network

图 3　度值排名前 20 的相关靶点

Fig 3　Top 20 related targets in degree value

图 4　BP、CC、MF 三方面功能富集分析图

Fig 4　Functional enrichment analysis of BP，CC，and MF

图 5　通路富集分析图

Fig 5　Enrichment analysis diagram of pathway

图 6　活性成分 - 靶点 -KEGG 通路网络图

Fig 6　Network of active ingredient-target-KEGG pathway
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引起 UC 小鼠的体质量减轻及总 DAI 指数显著升
高（P ＜ 0.01），经给药组干预后，给药组小鼠体
质量呈现上升趋势、总 DAI 指数呈现显著的下降
趋势（P ＜ 0.01）。表明白花败酱草与阳性药物有
相同作用，能有效改善 UC 小鼠体质量减轻、缓解
UC 小鼠的症状（P ＜ 0.01，见图 7）。

表 1　DAI评分标准 
Tab 1　DAI scoring criteria

DAI 评分 / 分 体质量减轻 粪便稠度 粪便隐血

0 0 正常 无

1 1% ～ 5% － －

2 5% ～ 10% 稀便 隐血

3 10% ～ 20% － －

4 20% 以上 腹泻 肉眼可见血便

图 7　各组小鼠 DAI 评分结果

Fig 7　DAI score of mice in each group 
注：与空白组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较

△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；

compared with the model group，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01.

2.2.4　样本采集及病理学结果　最后一次灌胃
24 h 后，禁食，小鼠摘眼球取血，室温下静置 30 
min 后，3000 r·min－ 1 离心 10 min，取上清液
分装，－ 80℃保存待测。取小鼠结肠组织，用
生理盐水清洗后滤纸吸干，各组小鼠取部分结肠
组织，4% 多聚甲醛固定后，进行石蜡包埋，切
片脱蜡，用苏木精和伊红染色，脱水封片，观察
结肠组织形态。其余各组小鼠结肠组织液氮速
冻，－ 80℃保存，备用。与空白组相比，模型组
小鼠出现结肠黏膜炎症，个别部位黏膜上皮明显
变薄，大量炎症细胞浸润。与模型组相比，白花
败酱草给药组小鼠及阳性药物组小鼠结肠隐窝结
构基本完整，炎性浸润较模型组小鼠明显减轻，
上皮细胞排列较为紧密，提示白花败酱草与阳性
药物具有相同治疗作用，结果见图 8。
2.2.5　Western blot 检测小鼠结肠组织中 PI3K、
AKT 蛋白表达水平　每组小鼠随机抽取 3 只样
本，取部分结肠组织，加入含有 PMSF 的 RIPA
裂解液，冰上研磨至无明显颗粒状，离心后吸取
蛋白溶液，充分变性，置－ 20℃保存，备用。严
格按照抗体说明书操作，检测小鼠结肠组织中
PI3K、AKT 蛋白表达水平，并用 Image J 软件进
行定量分析。结果表明，与空白组比较，模型
组小鼠结肠组织 PI3K、AKT 蛋白表达显著升高
（P ＜ 0.01）。与模型组比较，白花败酱草给药组
与阳性药给药组小鼠结肠组织 PI3K、AKT 蛋白
水平均下调（P ＜ 0.01）。结果见图 9。
2.2.6　ELISA 法检测各组小鼠血清 TNF-α、IL-6
含量　将稀释后的标准品和每组随机抽取的 3

图 8　不同组组织病理学结果图（×200）
Fig 8　Histopathdogy of different groups（×200）
1. 空白组（blank group）；2. 模型组（model group）；3. 白花败酱草给药组（Patrinia villosa Juss. group）；4. 阳性药物组（positive drug group）

只待测小鼠血清样品依次加入 ELISA 酶标板
中，每孔 100 μL，每组设置 3 个复孔，严格按
照试剂盒说明书操作，使用酶标仪在 450 nm 波
长处检测各孔的光密度（OD 值）。根据所测标
准品 OD 值与浓度绘制标准曲线，计算各组细胞
上清液中 TNF-α、IL-6 的水平。结果表明与空

白组比较，模型组大鼠血清 IL-6、TNF-α 含量升
高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，白花败酱草给
药组与阳性药物组 TNF-α 和 IL-6 水平明显降低
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。IL-6 是一种多功能细胞
因子，在机体免疫应答、炎症等过程中具有调节
作用，在 UC 的发生和发展过程中，其表达水平
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与 UC 严重程度成正相关 [21-22]；TNF-α，可促进
活化血小板因子释放，产生氧自由基等，对肠黏
膜造成伤害 [23]。相关文献表明，IL-6、TNF-α 的
水平与 UC 病情具有较大的相关性 [24]。基于以上
结果，推测白花败酱草可能通过调控 PI3K/AKT
信号通路，抑制促炎因子 IL-6、TNF-α 的释放，
达到治疗 UC 的目的。结果见表 2。

表 2　不同组 ELISA实验结果 
Tab 2　ELISA for different groups

组别 TNF-α/（pg·mL － 1） IL-6/（pg·mL － 1）

空白组 326.59±15.92   90.52±3.38

模型组 512.46±15.82** 116.35±2.68**

白花败酱草给药组 435.00±9.98 △△ 102.29±1.42 △△

阳性药物组 416.74±10.58 △   98.78±1.44 △

注：与空白组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较
△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01。

Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
compared with the model group，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01.

3　讨论与结论

　　本研究利用网络药理学分析方法研究白花败
酱草治疗 UC 的活性成分、作用靶点及相关通路，
并在此基础上利用 UC 小鼠模型，对其中筛选出
的关键通路 PI3K/AKT 信号通路进行验证，初步
解析白花败酱草治疗 UC 的作用机制。

　　通过对白花败酱草中潜在活性成分 - 作用靶
点 - 疾病网络进行分析，关键化学成分主要为
槲皮素、山柰酚、木犀草素、异牡荆素、青风
藤碱、谷甾醇等。相关文献表明，槲皮素能提
高组织 PI3K、AKT 表达，阻滞细胞周期，抑制
细胞增殖能力，从而起到抗炎的作用 [25-26]；山
柰酚通过下调 PI3K、AKT 的表达促进细胞凋
亡 [27]；木犀草素、异牡荆素主要通过降低炎症
转录因子活性，抑制促炎因子 TNF-α、IL-6 的释
放，从而发挥抗炎作用 [28-30]；青风藤碱则可以减
少促炎因子 TNF-α、IL-6 的释放 [31]；谷甾醇可抑
制巨噬细胞 IL-6 活性，减少 TNF-α 等炎性因子的
分泌 [32-34]。提示白花败酱草通过多成分、多靶点
激活 PI3K/AKT 信号通路，发挥治疗 UC 的作用。
　　综上，通过对白花败酱草网络药理学的分析
及其干预 UC 模型小鼠的动物实验验证，明确白
花败酱草治疗 UC 的药理药效及作用机制，为其
进一步临床应用及开发奠定基础。
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姜黄素对 HepG2 裸鼠移植瘤的抑制作用及对瘤体组织 
中 NLRP3、IL-1β 表达的影响

左清平，黄娟娟，张顺芝，何鸽飞*（长沙市第一医院药剂科，长沙　410005）

摘要：目的　探究姜黄素对 HepG2 细胞裸鼠移植瘤的抑制作用以及对瘤体组织中 NLRP3、IL-1β
表达的影响。方法　将 50 只 BALB/c-nu 裸鼠随机分为模型组，姜黄素低、中、高剂量组及顺

铂组，每组 10 只。采用裸鼠成瘤实验观察姜黄素对人肝癌细胞 HepG2 裸鼠移植瘤生长的抑制

作用，TUNEL 实验比较肝癌细胞凋亡情况，比较各组裸鼠肿瘤组织微血管密度，qRT-PCR 法及

Western blot 法比较裸鼠肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β mRNA 及蛋白的相对表达量。结果　与模型对

照组相比，不同剂量姜黄素干预后裸鼠的肿瘤质量和体积均显著减少（P ＜ 0.05），高剂量姜黄

素裸鼠肿瘤质量和体积减少最为明显（P ＜ 0.05）。与模型对照组相比，姜黄素低、中、高剂量

组和顺铂组裸鼠肝癌细胞凋亡指数均显著增加（P ＜ 0.05），凋亡指数排序为姜黄素高剂量组＞

中剂量组＞低剂量组（P ＜ 0.05）。姜黄素低、中、高剂量组和顺铂组裸鼠的微血管数目较模型

对照组裸鼠显著减少（P ＜ 0.05）。与模型对照组相比，不同浓度姜黄素干预后裸鼠肿瘤组织中

的 NLRP3、IL-1β mRNA 和蛋白相对表达量均呈不同程度降低（P ＜ 0.05），且姜黄素浓度越高，

裸鼠肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β mRNA 和蛋白相对表达量表达降低越显著（P ＜ 0.05）。结论　

姜黄素抗肝细胞癌的作用机制可能与促进肝癌细胞凋亡及调控 NLRP3、IL-1β 表达水平相关。

关键词：姜黄素；HepG2 肝癌细胞；裸鼠；肿瘤生长；NLRP3；IL-1β
中图分类号：R285.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0766-06
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Inhibitory effect of curcumin on transplanted tumor of HepG2 cells in nude 
mice and on the expression of NLRP3 and IL-1β in tumor tissue

ZUO Qing-ping, HUANG Juan-juan, ZHANG Shun-zhi, HE Ge-fei* (Department of Pharmacy, 
Changsha First Hospital, Changsha  410005)

Abstract: Objective  To determine the inhibitory effect of curcumin on HepG2 cell transplanted tumor 
in nude mice and its effect on the expression of NLRP3 and IL-1β. Methods  Fifty BALB/c-nu nude 
mice were randomly divided into a model control group, 3 curcumin (low, medium and high dose) 
groups, and a cisplatin group (10 rats in each group). The inhibitory effect of curcumin on the growth 
of transplanted tumor of human hepatoma cell HepG2 in nude mice was observed by nude mouse 
tumorigenesis experiment. The apoptosis of hepatoma cells was compared by TUNEL experiment; 
the microvessel density of tumor tissue in nude mice was compared; NLRP3 and IL-1β protein and 
relative expression in the tumor tissue of nude mice were compared by Western blot and qRT-PCR. 
Results  Compared with the model control group, the mass and volume of tumor in the nude mice were 
significantly decreased after different doses of curcumin (P ＜ 0.05). The mass and volume of tumor 
in the nude mice with high doses of curcumin were decreased most (P ＜ 0.05). Compared with the 
model control group, the apoptosis index of HCC cells in the low dose, medium dose, high dose groups 
and the cisplatin group was significantly increased (P ＜ 0.05), and the order of apoptosis index was 
high dose group ＞ medium dose group ＞ low dose group (P ＜ 0.05). The number of microvessels 
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　　肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）
在消化系统恶性肿瘤中不仅恶性程度高，且极易
转移、复发，患者 5 年内的生存率极低 [1]。目前
治疗 HCC 的方法一般为手术切除、肝移植、肝
动脉介入栓塞化疗、射频消融等，以上治疗方法
在临床疗效欠佳，因此寻找新的治疗方法是临床
一直以来的研究热点 [2]。姜黄素（curcumin）为
姜黄的重要活性成分之一，具有抗氧化、抗炎、
降血脂、抗动脉粥样硬化、抗肿瘤等多种生物学
作用 [3]。研究发现姜黄素在抗肿瘤方面疗效显著，
对乳腺癌、胃癌、甲状腺癌等多种癌症中的肿瘤
细胞的生长均有明显的抑制作用 [4]。姜黄素可抑
制肿瘤组织血管新生，动物实验发现姜黄素及其
衍生物双去甲氧基姜黄素能抑制肺癌和胰腺癌的
生长和转移，减少肿瘤组织微血管数目 [5]。此外，
姜黄素具有明显的抗炎作用，可下调白细胞介素
（IL）-1β、IL-6 等炎症细胞因子的表达，抑制机
体的炎症反应，抑制肿瘤的进展 [6]。NLR 家族是
启动的炎症体形成的主要感受器蛋白，且拥有众
多的活化信号，其中神经中枢内 Nod 样受体蛋白
3（Nod-like receptor protein 3，NLRP3）的活性信
号最为广泛多样，其可以在众多病原体或非病原
体来源刺激物刺激下活化，参与炎症相关疾病的
发展 [7]。NLRP3 表达上调能够通过激活下游多种
炎症信号通路促进、加剧炎性细胞对肝脏组织的
浸润 [8]。有研究显示，IL-1β 的上升能够通过加剧
体内急性炎性反应，对机体的免疫损伤过程产生
不同程度的影响 [9]。已有多篇文献报道，IL-1β 可
能在肝癌进展过程中具有重要的促进作用，由于
IL-1β 同时也是炎症体活化的重要产物，因此推
测炎性小体功能失调可能在肝癌的进展中具有重
要作用 [10]。本研究旨在探究姜黄素对人肝癌裸鼠
原位种植瘤生长及 NLRP3 和 IL-1β 表达的影响。
1　材料与方法

1.1　细胞株与培养

　　HepG2 肝癌细胞株（上海中科院细胞库，批
号：ZYK20201015）。将 HepG2 细胞常规置于含
10% 胎牛血清、青霉素、链霉素的 RPMI 1640 培
养液中，37℃、5%CO2 培养箱中培养，胰蛋白酶
对细胞进行消化传代，每 3 日换液传代 1 次。
1.2　实验动物

　　选用湖南斯莱克景达实验动物有限公司购买
的 BALB/c-nu 型雌性裸鼠 53 只，SPF 级，体质
量为 15 ～ 20 g，5 周龄。小鼠均统一饲养在 SPF
级动物房内，温度恒定 23 ～ 25℃，相对湿度为
40%～ 60%，自由饮水，食用 60℃辐射灭菌饲料。
1.3　试药与仪器

　　姜黄素（上海阿拉丁试剂有限公司，批号：
ST20200211）；RPMI 1640 培养基、胎牛血清、
胰蛋白酶（GIBCO 公司）；荧光定量 PCR 试剂
盒（Ambion 公司）；原位细胞凋亡检测试剂盒
（Promag 公司）；兔抗人 NLRP3、IL-1β 单克隆
一抗（美国 Epitomics 公司）。
1.4　人肝癌 HepG2 细胞皮下种植瘤模型的建立

　　取对数生长期的人肝癌 HepG2 细胞，消
化、离心后用 PBS 溶液洗涤，重悬细胞，调整为
5×106 个·mL－ 1 的细胞悬液，将其置于 EP 管中。
取 3 只裸鼠，其颈部皮下作为接种部位，酒精消
毒接种部位，用 1 mL 注射器吸取 100 μL HepG2
细胞悬液，分别接种于裸鼠颈部皮下，1 周左右
出现肉眼可见肿瘤；3 周肿瘤生长至 0.8 cm×1.0 
cm×1.2 cm 时处死荷瘤裸鼠，无菌条件下剥离瘤
体，放入培养液中剔除结缔组织，将肿瘤组织分
割成碎块（1 mm×1 mm×1 mm）。麻醉50只裸鼠，
对手术部位的皮肤消毒后，沿右肋缘下作 1 cm 的
横切口，暴露肝右叶；用眼科剪在肝实质剪出长、
深同约 2 mm 的切口，将 1 块 HepG2 组织碎块植
入切口内，缝合将其固定，当活动无出血后，缝
合逐层关腹。手术全过程均在超净工作台中完成。
1.5　动物分组和给药

in low, medium and high dose groups and cisplatin groups was significantly decreased compared with 
that in the model control group (P ＜ 0.05). Compared with the model control group, the mRNA and 
relative protein expression levels of NLRP3 and IL-1β in the tumor tissue of nude mice were decreased 
after different concentrations of curcumin (P ＜ 0.05). The higher the curcumin concentration, the more 
significant the decrease of NLRP3 and IL-1β in nude mouse tumor tissue was (P ＜ 0.05). Conclusion  
The mechanism of curcumin against hepatocellular carcinoma may be related to promoting the cell 
apoptosis in hepatocellular carcinoma  and regulating the expression levels of NLRP3 and IL-1β. 
Key words: curcumin; HepG2 cell; nude mouse; tumor growth; NLRP3; IL-1β
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　　肿瘤移植后的第 3 日，将 50 只 BALB/c 裸鼠
随机分为模型对照组，姜黄素低、中、高剂量组，
顺铂组，每组 10 只。模型对照组给予腹腔注射
生理盐水干预，每只裸鼠 0.2 mL；顺铂组给予腹
腔注射 2 mg·kg － 1 顺铂干预治疗；姜黄素低、中、
高剂量组分别给予 25、50、100 mg·kg － 1 姜黄
素溶液腹腔注射；所有裸鼠均每 3 日给药 1 次，
共连续给药 7 次。
1.6　肿瘤抑制率比较

　　末次给药 3 d 后颈椎脱臼处死裸鼠，完全剥
离瘤体组织，测量肿瘤最长径、最短径，称量肿
瘤，计算肿瘤体积抑制率和肿瘤重量抑制率。
1.7　TUNEL 检测肝癌细胞凋亡指数

　　给药结束后 2 d，颈椎脱臼处死部分裸鼠，
完全剥离原位种植瘤，瘤块以最大面对剖，取其
1/2，剖成 2 ～ 3 mm 厚度的薄片，固定于福尔马
林溶液中，石蜡包埋组织，并用切片机切成 4 μm
的薄片，检测切片中肿瘤细胞的凋亡指数；凋亡
细胞为棕黄色，蓝紫色为阴性细胞。选每张切片
组织的 10 个高倍视野，随机取 2000 个肿瘤细胞
阳性细胞计数，计数时避开肿瘤坏死区，计算凋
亡指数。
1.8　免疫组化检测 CD31 表达并计算微血管密度

（MVD）

　　CD31 用来标记血管内皮细胞，阳性细胞被
染成棕黄色。MVD 计数方法：只要出现血管内
皮细胞或内皮细胞群染成棕色，并且与邻近微血
管、肿瘤细胞或其他结缔组织分开的为一条血管。
先在 ×100 视野下选取 3 个血管高密度的区域。
再在 ×200 镜计数每个区域的血管数量，作为此
肿瘤的微血管密度。
1.9　qRT-PCR 检测 NLRP3、IL-1β mRNA 表达

　　取肿瘤组织在冰上研磨，将组织制成匀浆后
离心，取上清液并测定总 RNA，置于－ 80℃冰
箱中保存。采用 cDNA 逆转录试剂盒对 RNA 样
品进行转录。转录条件：预变性 93℃，2 min，1
个循环；变性 93℃，1 min，退火 55℃，1 min，
延伸 72℃，1 min，40 个循环。用 2 －△△ Ct 法计
算相对表达量，引物序列见表 1。
1.10　Western blot 检测 NLRP3、IL-1β 蛋白表达

　　分别取各组裸鼠肿瘤组织，研磨后将组织裂
解，离心组织后收集上清液，提取总蛋白。取 5
组裸鼠的蛋白样品转至 PVDF 膜上，脱脂奶粉封
闭蛋白样品 1 h，在样品中加入一抗，孵育样品
过夜（4℃）。加入二抗后用 TBST 溶液清洗，凝

胶成像并分析。
1.11　统计学分析

　　采用 SPSS 22.0 统计学软件对实验数据进行
统计学分析，单因素方差比较分析多组间的数
据，t 检验比较两组间的结果，P ＜ 0.05 表示差
异有统计学意义。
2　结果

2.1　姜黄素对各组裸鼠肿瘤体积和质量的影响

　　与模型对照组相比，姜黄素低、中、高
剂量组裸鼠的肿瘤质量和体积均呈梯度减少
（P ＜ 0.05）；高剂量组裸鼠肿瘤质量和体积较顺
铂组相比无明显的差异（P ＞ 0.05）。
　　与模型对照组相比，姜黄素低、中、高剂量
组裸鼠的瘤重抑制率和瘤体积抑制率均呈梯度增
加，且高剂量组裸鼠的瘤重抑制率和瘤体积抑制
率最高；姜黄素高剂量组与顺铂组裸鼠瘤重抑制
率和瘤体积抑制率无显著的差异，见表 2。

表 2　各组裸鼠肿瘤质量和体积比较 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 2　Tumor mass and volume of nude mice in each group  

(x±s，n ＝ 10)

组别 平均瘤重 /g
瘤重抑

制率 /%
平均瘤体积 /mm3 瘤体积抑

制率 /%

模型对照组 2.01±0.20 － 2011.42±387.61 －

姜黄素低剂量组 1.75±0.15a 21.55 1839.45±367.83a 20.41

姜黄素中剂量组 1.42±0.13ab 30.13 1527.64±345.27ab 31.47

姜黄素高剂量组 1.23±0.11abc 42.22 1121.17±314.64abc 44.35

顺铂组 1.25±0.09abc 43.64 1017.53±310.15abc 45.12

注：与模型对照组相比，aP ＜ 0.05；与姜黄素低剂量组相比，
bP ＜ 0.05；与姜黄素中剂量组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the model control group，aP ＜ 0.05；
compared with the low dose group，bP ＜ 0.05；compared with the 
middle dose group，cP ＜ 0.05.

2.2　姜黄素对肝癌细胞凋亡的影响

　　肝癌细胞的细胞核中央呈圆形，均为棕黄
色，细胞形态无缺失。模型对照组细胞大部分形
态正常，少量细胞核内有着色情况；除模型对照
组外，其余 4 组均有肿瘤细胞凋亡，显微镜下可
见凋亡细胞核内呈棕黄色，细胞核呈高度凝聚

表 1　基因引物序列信息 
Tab 1　Gene primer sequence information

基因 引物序列

NLRP3 F 5'-CTTCCTTTCCAGTTTGCTGC-3'

R 5'-TCTCGCAGTCCACTTCCTTT-3'

IL-1β F 5'-TCTTTGAAGTTGACGGACCC-3'

R 5'-TGAGTGATACTGCCTGCCTG-3'

β-actin F 5'-GATCCTCCAGCAACTGACTG-3'

R 5'-CTCTCAGCTGTGATGGTTCC-3'



769

中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期　Central South Pharmacy. April  2022, Vol. 20 No.4

（见图 1）。与模型对照组相比，姜黄素低、中、
高剂量组和顺铂组裸鼠肝癌细胞凋亡指数均显著
增加（P ＜ 0.05）；凋亡指数排序为高剂量组＞

中剂量组＞低剂量组（P ＜ 0.05），高剂量组裸鼠
细胞凋亡指数和顺铂组相比无统计学差异（P ＞

0.05），见表 3。

图 1　各组肿瘤细胞凋亡情况（×400）
Fig 1　Apoptosis of tumor cells in each group（×400）

表 3　各组裸鼠肿瘤细胞凋亡指数比较 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 3　Tumor cell apoptosis index in nude mice in each group  

(x±s，n ＝ 10)

组别 凋亡指数 /%

模型对照组   1.23±0.54

姜黄素低剂量组   5.67±1.02a

姜黄素中剂量组   8.92±1.46ab

姜黄素高剂量组 15.33±2.17abc

顺铂组 16.01±2.21abc

注：与模型对照组相比，aP ＜ 0.05；与姜黄素低剂量组相比，
bP ＜ 0.05；与姜黄素中剂量组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the model control group，aP ＜ 0.05；
compared with the low dose group，bP ＜ 0.05；compared with the 
middle dose group，cP ＜ 0.05.

2.3　姜黄素对肝癌微血管密度的影响

　　姜黄素低、中、高剂量组及顺铂组裸鼠肿瘤
的微血管数目较模型组均有不同程度的减少，且
呈逐渐递减趋势，高剂量组＜中剂量组＜低剂量
组（P ＜ 0.05）；高剂量组和顺铂组裸鼠间微血管
数量差异无统计学意义（P ＞ 0.05），见图 2。

图 2　各组裸鼠微血管数目比较

Fig 2　Number of microvessels in nude mice in each group
注： 与 模 型 对 照 组 相 比，aP ＜ 0.05； 与 低 剂 量 组 相 比，

bP ＜ 0.05；与中剂量组相比，cP ＜ 0.05。
Note：Compared with the model control group，aP ＜ 0.05；

compared with the low dose group，bP ＜ 0.05；compared with the 
middle dose group，cP ＜ 0.05.

2.4　姜黄素对 NLRP3、IL-1β mRNA 表达的影响

　　姜黄素低、中、高剂量组及顺铂组裸鼠组织
中 NLRP3、IL-1β mRNA 表达较模型对照组均不

同程度的减少（P ＜ 0.05）；低、中剂量组裸鼠肿
瘤组织中 NLRP3、IL-1β mRNA 表达高于高剂量
组和顺铂组（P ＜ 0.05）；高剂量组和顺铂组裸鼠
肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β mRNA 表达无显著差
异（P ＞ 0.05），见图 3。

图 3　各组裸鼠肿瘤组织中 NLRP3（A）、IL-1β（B）mRNA 表达情况

Fig 3　NLRP3（A）and IL-1β（B）mRNA expression in tumor tissues 
of nude mice in each group

注： 与 模 型 对 照 组 相 比，aP ＜ 0.05； 与 低 剂 量 组 相 比，
bP ＜ 0.05；与中剂量组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the model control group，aP ＜ 0.05；
compared with the low dose group，bP ＜ 0.05；compared with the 
middle dose group，cP ＜ 0.05.

2.5　姜黄素对 NLRP3、IL-1β 蛋白表达的影响

　　与模型对照组相比，中、高剂量组和顺铂组
裸鼠肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β 蛋白表达均呈不
同程度减少，且呈逐渐递减趋势，高剂量组和顺
铂组裸鼠肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β 蛋白表达明
显低于低剂量组和中剂量组（P ＜ 0.05）；且高剂
量组和顺铂组裸鼠肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β 蛋
白表达无显著差异（P ＞ 0.05），见图 4。
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图 4　各组裸鼠肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β 蛋白表达情况

Fig 4　Expression of NLRP3 and IL-1β proteins in tumor tissues of nude 
mice in each group

注： 与 模 型 对 照 组 相 比，aP ＜ 0.05； 与 低 剂 量 组 相 比，
bP ＜ 0.05；与中剂量组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the model control group，aP ＜ 0.05；
compared with the low-dose group，bP ＜ 0.05；compared with the 
middle-dose group，cP ＜ 0.05.

3　讨论

　　中国是肝癌大国，全球每年一半以上的新发
肝癌病例发生在中国。在我国所有消化道恶性肿
瘤中，肝癌是死亡率最高的肿瘤之一 [11]。肝癌诊
断后生存期常小于 6 个月，生存期 5 年以上者仅
为 5% ～ 9%。手术治疗是目前根治肝癌的主要方
法，对于中晚期的肝癌患者不能进行手术时，临
床上提倡综合治疗 [12]。近年来，许多单味中药中
的提取物已被证实具有显著的抗肿瘤活性。有学
者研究发现，中药可通过多靶点、多环节及多效
应抗肿瘤，且疗效显著，不仅对患者的生活质量
有明显的改善，还能一定程度地延长患者的生存
期 [13]。姜黄素来源丰富，广泛存在于姜科植物姜
黄、莪术、郁金中，在不同的细胞类型中表现出
不同的效应，诱导效应产生的分子机制也不尽相
同。目前国内外研究普遍认为姜黄素的抗肿瘤作
用机制可能主要与抑制肿瘤细胞的生长和增殖、
诱导肿瘤细胞凋亡有关，而且是通过抑制核转录
因子的活性，调控癌基因、抑癌基因蛋白和凋亡
调控蛋白的表达等途径抑制肿瘤细胞的生长和增
殖，诱导肿瘤细胞凋亡 [14]。姜黄素对大肠癌、膀
胱癌、前列腺癌及乳腺癌等肿瘤的化学防护作用
已得到部分证实 [15]。
　　焦亡又称细胞炎性坏死，是一种程序性细胞

死亡，表现为细胞不断膨胀增大直至细胞膜破
裂，导致细胞内容物经由焦亡孔释放进而激活强
烈的炎症反应 [16]。焦亡与细胞凋亡有着共同的
特征，包括 DNA 断裂、核浓缩、caspase 依赖性
和 Annexin V 染色阳性。然而不同于凋亡，细胞
焦亡发生得更快，并会伴随着大量促炎症因子的
释放。细胞发生焦亡时，细胞会发生肿胀，在细
胞破裂之前，细胞上形成凸出物，之后细胞膜
上形成孔隙，使细胞膜失去完整性，释放内容
物，引起炎症反应，此时，细胞核位于细胞中
央，随着形态学的改变，细胞核固缩，DNA 断
裂 [17]。NLRP3 及 IL-1β 作为焦亡通路的关键蛋白
在肝癌细胞的增殖、转移、诊断和预后中发挥重
要作用 [18]。研究发现，NLRP3、ASC、Caspase-1
和 IL-1β 在肝癌实质细胞中的表达显著低于癌旁
组织，且成正相关。肝癌发生时，NLRP3 表达明
显下调，随着肝癌进展，NLRP3 炎症组分的表
达水平与肝癌患者的病理分级和临床分期成负相
关 [19]。另有研究表明，肝癌细胞在缺氧条件下发
生上皮间质转化，导致 NLRP3、Caspase-1 激活，
进而促进炎性因子释放导致肝癌细胞的侵袭和
转移 [20]。此外，炎性细胞因子 IL-1β 可通过促进
ST3Gal IV 和 FUT I 基因的表达，从而促进肝癌的
转移 [21]。因此，基于焦亡相关基因开发靶向药物
或筛选治疗药物可能是肝癌治疗的新策略。
　　本研究比较了不同浓度的姜黄素对制备的裸
鼠肝移植瘤模型中肿瘤的影响，结果显示与模型
对照组相比，姜黄素低、中、高剂量组裸鼠的肿
瘤质量和体积均明显减小，说明姜黄素对肝癌有
抑制作用，姜黄素低、中、高剂量组裸鼠肝癌细
胞凋亡指数高于模型对照组，可见姜黄素对肿瘤
细胞凋亡有促进作用，且呈浓度依赖性。曹聪
等 [22] 研究证实，不同浓度的姜黄素均可抑制肝
癌耐药细胞 HepG2/ADM 的增殖。在 5、10、20、
40 μg·mL － 1 姜黄素作用下 HepG2/ADM 细胞的
增殖抑制率随着药物浓度的增加而增加。
　　肝内 MVD 可作为肝癌患者无病生存率预测
因子。因此对肝癌的血管生成进行有效的抑制也
是治疗肝癌的重要途径，抑制血管生成也成为
肝癌药物研发重要的策略之一 [23]。本研究结果
显示，姜黄素可降低 MVD，减少血管生成，抑
制肝癌细胞生长，姜黄素浓度越高效果越明显。
NLRP3 作为炎性小体，其能影响到体内的炎症
信号通路的激活，进而激活下游炎症因子，促进
肝脏间质细胞纤维化改变 [24]。IL-1β 能够促进肝
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脏的炎性损伤，同时还能调控树突状 T 淋巴细胞
的功能，影响到免疫细胞的功能活性 [25]。不同浓
度姜黄素干预移植瘤裸鼠后肿瘤组织中 NLRP3、
IL-1β 表达均明显被抑制，且随姜黄素浓度增加，
蛋白抑制效果越显著，提示姜黄素对肝癌组织中
NLRP3、IL-1β 表达有明显抑制作用，抑制炎性
反应，进而对肝癌进行改善。董德嘉等 [26] 研究
证实，结论检测 NLRP3、IL-1β mRNA 表达水平
有助于了解酒精性肝硬化的病变肝组织炎症活动
度、肝损伤程度及纤维化程度，对临床诊断具有
一定的指导意义。
　　综上所述，姜黄素可抑制 HepG2 裸鼠移植瘤
的生长，对肿瘤组织中 NLRP3、IL-1β 表达有显
著抑制作用。
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罗欧咳祖帕复方的血清药物化学研究

陈悦，闫俊林，刘佳倪，李莉*，康金森*（新疆医科大学药学院，乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　运用中药血清药物化学方法初步分析罗欧咳祖帕复方的入血成分，初步揭示罗

欧咳祖帕复方在体内的药效物质基础。方法　采用 UHPLC-QE-MS 技术，利用 XCMS 以及

SIMCA 软件对数据进行基础分析，对第一主成分进行 OPLS-DA 建模分析，并利用 7 折交叉

验证和置换检验对模型有效性进行验证，筛选出显著差异的代谢物，从而初步鉴定罗欧咳祖

帕复方中的主要入血成分。结果　通过对罗欧咳祖帕复方提取物、含药血清、空白血清的总

离子流图和二级碎片离子信息进行对比分析，在罗欧咳祖帕复方给药大鼠血清中分析推测得

到 28 个移行成分，包括 18 个原形成分和 10 个代谢产物。结论　初步鉴定出罗欧咳祖帕复方

在血清中的移行成分，提示这些入血成分可能是罗欧咳祖帕复方在体内发挥作用的活性成分，

有助于阐明其药效物质基础和作用机制。

关键词：罗欧咳祖帕复方；含药血清；UHPLC-QE-MS；药物化学
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Serum pharmacochemistry of Loki zupa compound

CHEN Yue, YAN Jun-lin, LIU Jia-ni, LI Li*, KANG Jin-sen* (School of Pharmacy, Xinjiang Medical 
University, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To analyze the constituents of Loki zupa compound absorbed into the blood by 
serum pharmacochemical method in traditional Chinese medicine, and to reveal the pharmacological 
material basis of Loki zupa compound in vivo. Methods  Constituents absorbed into the blood were 
rapidly identified by UHPLC-QE-MS. Basic data analysis and first principal component OPLS-DA 
modeling analysis were conducted and the effectiveness of the model was verified by 7-fold cross 
validation and permutation test. The constituents were analyzed by XCMS and SIMCA software, and 
the main constituents of Loki zupa compound absorbed into the blood were identified. Results  After 
comparing the total ion flow diagram and secondary fragment ion information of Loki zupa compound 
extract, medicated serum and blank serum, totally 28 transitional components absorbed into the 
blood were detected in the serum of rats administered Loki zupa compound administered rats, 18 of 
which were prototype constituents and the other 10 were metabolites. Conclusion  The transitional 
components of Loki zupa compound in the rat serum are identified, suggesting that these constituents 
are active in Loki zupa compound in vivo, and  help clarify the pharmacodynamic material basis and 
mechanism. 
Key words: Loki zupa compound; medicated serum; UHPLC-QE-MS; pharmacochemistry
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　　罗欧咳祖帕是用于治疗哮喘的经典药方，具
有温肺平喘、止咳化痰作用。该方由神香草、鸢
尾根组成，目前的研究集中在罗欧咳祖帕复方中
的单味药材的物质基础，其中神香草（Hyssopus 

cuspidatus Boriss）化学成分包括挥发油 [1-3]、黄
酮类 [4-5]、萜类及酚酸类等 [6-8]，鸢尾根（Iris 
halophila Pall）化学成分包括黄酮类和挥发油
等 [9-11]，这些成分具有抗氧化活性 [10]、抗炎作
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用 [11-14]、抗菌、降血脂、降血压 [14] 等作用。但缺
乏对于复方本身的物质基础的系统研究，中药复
方成分多且复杂，有些化学成分在体外药理活性
强，但是生物利用度低，在体内很难达到有效治
疗浓度，有些成分则经过肠内菌或者肝脏代谢以
代谢产物发挥作用 [15]。因此，为探究罗欧咳祖帕
复方在体内的潜在活性成分，采用血清药物化学
研究方法，利用 UHPLC-QE-MS 技术，对罗欧咳
祖帕复方后的血中移行成分进行鉴定，为罗欧咳
祖帕复方进一步研究开发提供实验依据。
1　材料

1.1　仪器 
　　超高效液相 1290 UPHLC（Agilent）；高分辨
质谱 Q Exactive Focus、离心机 Heraeus Fresco17
（Thermo Fisher Scientific）； 天 平 BSA124S-CW
（Sartorius）；研磨仪 JXFSTPRP-24（上海净信
科技有限公司）；纯水仪明澈 D24 UV（Merck 
Millipore）；超声仪 YM-080S（深圳市方奥微电
子有限公司）；色谱柱 ACQUITY UPLC BEH C18

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）（Waters）。
1.2　试药 
　　神香草药材（新疆维吾尔药业有限责任公司，
批号：Y1911044），鸢尾根药材（新疆恩萨尔维
吾尔医药饮片药业有限公司，批号：190523），
神香草药材经新疆医科大学天然药物教研室帕丽
达·阿不力孜教授鉴定为唇形科神香草属植物硬
尖神香草的全草，喜碱鸢尾根药材经新疆医科大
学天然药物教研室丛媛媛教授鉴定为鸢尾科鸢尾
属植物喜碱鸢尾的根部，标本现均存于新疆医科
大学中心实验室；甲醇（批号：67-56-1）、乙腈
（批号：75-05-8）、甲酸（批号：64-18-6）（CNW 
Technologies）；L-2- 氯苯丙氨酸（批号：103616-
89-3，上海恒柏生物科技有限公司）。
1.3　实验动物 
　　SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 180 ～ 220 g 
[ 新疆医科大学动物实验中心，实验动物生产许
可证号：SCXK（新）2018-0002]。
2　方法

2.1　罗欧咳祖帕复方提取物样品的制备

　　按照临床用药的配伍比例（具体比例保密），
采用水煎煮法制备复方罗欧咳祖帕粗提物，加入
乙醇至含醇量为 70%，室温下静置，将提取液过
滤减压浓缩成浸膏，干燥后获得罗欧咳祖帕复方提
取物粉末 [16]。称取 100 mg 样本，加入 500 μL 提取
液 [ 甲醇∶水＝ 4∶1，内标（L-2- 氯苯丙氨酸）质量

浓度为 10 μg·mL－ 1] 以及两个小钢珠；涡旋 30 s
后 45 Hz 研磨 240 s，冰水浴超声 1 h；－ 40℃静置
1 h 后，将样本 4℃、12 000 r·min－ 1 离心 15 min；
取出上清液过 0.22 μm 滤膜至进样瓶中检测。
2.2　含药血清样品的制备

　　取 SD 大鼠 10 只，适应性喂养 1 周后，随机
分成空白组和给药组，空白组 4 只，给药组 6 只。
给药前 12 h 禁食、自由饮水，给药组大鼠灌胃罗
欧咳祖帕复方提取物药液（生药 3.185 g·kg－ 1），
空白组大鼠灌胃等量蒸馏水，给药量均为 1 
mL/100 g，连续给药 3 d，早、晚各给药 1 次。末
次给药 1 h 后，腹主动脉取血，静置 2 h，4℃、
3000 r·min－ 1 离心 10 min，收集血清得到空白
血清和含药血清样品，取 400 μL 血清样本，加入
40 μL 盐酸（2 mol·L－ 1）；涡旋 1 min，4℃ 静置
15 min；重复涡旋静置 4 次后，加入 1.6 mL 乙腈；
涡旋 5 min，12 000 r·min － 1 离心 5 min，取上清
液 1800 μL 氮吹干；加入 150 μL 80% 甲醇（内标
质量浓度为 10 μg·mL－ 1）复溶，涡旋 5 min，12 
000 r·min － 1（离心力 13 800 g，半径 8.6 cm）离
心 5 min；取 120 μL 上清液到进样瓶中检测 [17]。
2.3　分析条件

2.3.1　色谱条件　采用 UPHLC 进行分析。柱温为
55℃，流速为 500 μL·min－ 1，进样体积为 5 μL。
流动相 0.1% 甲酸水溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈水
溶液（B）梯度洗脱（0 ～ 11 min，15% ～ 75%B；
11 ～ 12 min，15% ～ 98%B；12 ～ 14 min，
98%B；14 ～ 14.1 min，98% ～ 15%B；14.1 ～ 16 
min，15%B；18 ～ 25 min，100%B；25 ～ 30 min，
5%B）。
2.3.2　质谱条件　鞘气：45 Arb，辅助气：15 Arb，
离子传输管温度：400℃，Full MS 分辨率：70 000，
MS/MS 分辨率：17 500，NCE 模式时，所用碰撞能
为阶梯能量：15、30、45 eV，喷雾电压：4.0 kV（正
离子模式）或－ 3.6 kV（负离子模式）。
2.4　数据处理

　　使用 XCMS 软件将质谱原始数据导入，进
行保留时间矫正、峰识别、峰提取、峰积分、峰
对齐等，利用自建二级质谱数据库及相应裂解规
律匹配法对含有 MS/MS 数据的峰进行物质鉴定。
使用 SIMCA 软件对数据进行对数（LOG）转换
加 UV 格式化处理。
3　结果与讨论

3.1　成分分析

　　比较相同色谱、质谱条件下罗欧咳祖帕复方
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提取物、罗欧祖帕复方含药血清、空白血清的图
谱（见图 1 ～ 2），发现在正、负离子同时扫描的
模式下，从罗欧咳祖帕复方含药血清中共检测比
对出 385 个主要入血化学成分。

图 1　罗欧咳祖帕正离子模式 TIC 图

Fig 1　TIC diagram of positive ion mode of Loki zupa
A. 复 方 提 取 物（Loki zupa compound extract）；B. 复 方 含 药 血

清（serum containing Loki zupa compound）；C. 空 白 血 清（blank 
serum）

3.2　正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-DA）

　　采用 OPLS-DA 法 [18] 进行分析，结果见图
3 ～ 4。可以看出，两组样本区分非常显著，样
本全部处于 95% 置信区间内。
3.3　置换检验分析

　　置换检验结果如图所示（见图 5 ～ 6）。原模型
R2Y非常接近 1，说明建立的模型符合样本数据的
真实情况；原模型 Q2 非常接近 1，说明如果有新
样本加入模型，会得到近似的分布情况；置换检验
随机模型的 Q2 值均小于原模型的 Q2 值；Q2 的回归
线与纵轴的截距小于零；同时随着置换保留度逐渐
降低，置换的 Y变量比例增大，随机模型的 Q2 逐

渐下降，说明原模型可以明确解释两组样本之间的
差异，具有良好的稳健性（复方含药血清组对复方
提取物组 R2Y ＝ 0.91，Q2 ＝－ 0.68；复方含药血

图 2　罗欧咳祖帕负离子模式 TIC 图

Fig 2　TIC diagram of negative ion mode of Loki zupa
A. 空白血清（blank serum）；B. 复方提取物（Loki zupa compound 
extract）；C. 复方含药血清（serum containing Loki zupa compound）

图 3　复方含药血清组（F）对复方提取物组（T）的 OPLS-DA 分析

Fig 3　OPLS-DA analysis of compound medicated serum group（F）to 
compound extract group（T）
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清组对空白血清组 R2Y ＝ 0.97，Q2 ＝－ 0.2），不
存在过拟合现象。

图 5　复方含药血清组对复方提取物组的置换检验分析

Fig 5　Replacement test of compound medicated serum group to 
compound extract group

图 6　复方含药血清组对空白血清组的置换检验分析

Fig 6　Replacement test analysis of compound medicated serum group 
to blank serum group 

3.4　差异代谢物分析

　　采用多元变量统计方法进行分析 [19]。

　　本研究选择的筛选标准为 Student's t 检验的
P 值小于 0.05，同时 OPLS-DA 模型第一主成分的
变量投影重要度大于 1，以火山图可视化方式表
示（见图 7 ～ 8），蓝色代表下调差异代谢物，红
色代表上调差异代谢物，灰色代表无显著变化代
谢物。正离子模式下的复方含药血清组对复方提
取物组共筛选到 323 个差异代谢物；其中 45 个
上调差异代谢物，如 deoxynivalenol、spermine、
acetylcarnitine、alpha-linolenic acid、L-isoleucin、
lysine 等；278 个下调差异代谢物，如一枝蒿甲素、
三尖杉碱、滨蓟黄素、白射干素、京尼平苷、山
柰酚等；正离子模式下的复方含药血清组对空白
血清组共筛选到 19 个差异代谢物；其中 12 个上
调差异代谢物，如 12- 羟基茉莉酸、pipecolic acid
等；7 个下调差异代谢物，如黄曲霉素 B1、7，8-
二羟基黄酮等；负离子模式下的复方含药血清组
对复方提取物组共筛选到 248 个差异代谢物；其
中 56 个上调差异代谢物，如香草酸、松香酸、
云杉素等；192 个下调差异代谢物，如乙酰丁香
酮、香草醛、水杨酸甲酯等；负离子模式下的
复方含药血清组对空白血清组共筛选到 22 个差
异代谢物，其中 17 个上调差异代谢物，如高良
姜素、棕矢车菊素、异鼠李素、柳穿鱼黄素、鸢
尾黄酮乙素等。这些差异代谢物共 33 类：分别
为 miscellaneous（其他类）、flavonoids（黄酮类）、
terpenoids（萜 类）、alkaloids（生 物 碱）、iridoids
（环烯醚萜类）、phenylpropanoids（苯丙素类）、
lipids（脂质类）、steroids（甾体类）、amino acid 
derivatives（氨基酸衍生物）、sesquiterpenoids（倍
半萜类）等。
3.5　入血成分分析

　　对代谢组的定性定量结果进行 OPLS-DA
分析、单变量统计分析和多元变量统计分析
（multivariate analysis，MVA）后筛选出显著差异
的代谢物，基于样本中物质碎裂产生的二级谱图
同数据库谱图比对给出谱图相似度得分值，并对
差异化合物进行筛选后初步鉴定罗欧咳祖帕复方
中的主要入血成分（见表 1 及表 2）。在正、负离
子同时扫描的模式下从罗欧咳祖帕复方含药血清
中共鉴定出 28 个主要入血化学成分，其中 18 个
为原形成分，包括高良姜素、棕矢车菊素、异鼠
李素、4- 羟基苯甲酸酯、双氢青蒿素、鸢尾黄酮
乙素、癸二酸、亚油酸、中亚阿魏二醇香草酸酯、
苯丙酮酸、pipecolic acid、testolactone、7-hydroxy-3-
（3-hydroxy-4-methoxyphenyl）-6-methoxychromen-

图 4　复方含药血清组（F）对空白血清组（K）的 OPLS-DA 分析

Fig 4　OPLS-DA analysis of compound medicated serum group（F）to  
blank serum group（K）
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图 7　正离子模式（A）和负离子模式（B）下复方含药血清组对复

方提取物组的差异代谢物分析火山图

Fig 7　Analysis Volcano plot of differential metabolites between 
compound medicated serum group and compound extract group in 
positive ion mode（A）and negative ion mode（B）

图 8　正离子模式（A）和负离子模式（B）下复方含药血清组对空

白血清组的差异代谢物分析火山图

Fig 8　Analysis Volcano plot of differential metabolites between 
compound medicated serum group and blank serum group in positive ion 
mode（A）and negative ion mode（B）

4-one、（3E）-4-（1，2，4-trihydroxy-2，6，
6-trimethylcyclohexyl）-3-buten-2-one、azuleno（5，
6-c）furan-1（3H）-one，4，4a，5，6，7，7a，8，
9-octahydro-3，4，8-trihydroxy-6，6，8-trimethyl-、
5-hydroxy-2-（3-hydroxy-4-methoxyphenyl）-7-[3，
4，5-trihydroxy-6-[（3，4，5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl）oxymethyl]oxan-2-yl]oxychromen-
4-one、牡荆苷、海柯皂苷元，10 个为代谢产物，
包括柳穿鱼黄素、异棕榈酸、petunidin-3-O-beta-
glucopyranoside、（－）- 茉莉酸、12- 羟基茉莉酸、
肌酸、白坚木卡品、（2S，3S，4S，5R，6S）-3，
4，5-trihydroxy-6-[5-hydroxy-2-（4-hydroxyphenyl）-
6-methoxy-4-oxochromen-7-yl]oxyoxane-2-carboxylic 
acid、kaempferol-3-O-glucuronoside、tricin。
4　讨论

　　本实验建立了 UHPLC-QE-MS 法对罗欧咳
祖帕复方含药血清进行检测，具有离子传输效率
高、灵敏度高、重复性高等优点。

　　本实验在建立 UHPLC-QE-MS 法的基础上，
采用 XCMS 及 SIMCA 软件进行数据采集和化合
物谱库比较鉴定，可对中药复方复杂化学体系进
行快速筛选鉴定，通过对罗欧咳祖帕复方提取
物、含药血清、空白血清的质谱信息、保留时间、
精确相对分子量以及自建二级质谱数据库比对初
步检测出主要成分，并且通过 OPLS-DA 分析、
单变量统计分析和多元变量统计分析统计代谢组
化合物信息，筛选出差异化合物。上述方法共初
步鉴定出 18 种原形入血成分，10 种代谢产物，
主要包括黄酮类、萜类、生物碱类等成分，这些
化合物种类分布广泛，具有多种生物活性及丰富
的药用价值，是研究天然产物和开发新药的重要
来源。
　　然而基于 QE 的非靶标代谢组学并不能最终确
定复方中的入血成分，还需进一步采用对照品比
对来明确复方药效物质，其次本实验结果是在正
常动物体内的表现，其于疾病动物体内的表现是
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表 2　负离子模式下化学成分 
Tab 2　Chemical composition in negative ion mode

序号 英文名称 中文名称 分子式 类别 m/z 保留时间 /s MS2 score 相对含量均值

1 4-hydroxybenzoate 4- 羟基苯甲酸酯 C7H6O3 苯甲酸及

   其衍生物

137.0243 146.660 0.9793 4.7425×10 － 4

2 iristectorigenin B 鸢尾黄酮乙素 C17H14O7 黄酮类 329.0669 248.653 0.9681 1.3178×10 － 4

3 jaceosidin 棕矢车菊素 C17H14O7 黄酮类 329.0669 294.564 1 4.1356×10 － 5

4 phenylpyruvic acid 苯丙酮酸 C9H8O3 Benzenoids 163.0399 88.216 0.8249 3.7815×10 － 5

5 petunidin-3-O-beta-glucopyranoside C22H23O12 黄酮类 477.1046 171.707 0.9004 3.3969×10 － 5

6 isopalmitic acid 异棕榈酸 C16H32O2 脂肪酸类 255.2330 599.739 0.9608 3.1154×10 － 5

7 （－）-12-hydroxyjasmonic acid 12- 羟基茉莉酸 C12H18O4 茉莉酸类 225.1131 84.985 0.6558 2.9350×10 － 5

8 linoleic acid 亚油酸 C18H32O2 脂肪酰类 279.2329 567.281 0.9312 2.4932×10 － 5

9 jasmonic acid （－）- 茉莉酸 C12H18O3 脂肪酸类 209.1183 361.314 0.6614 2.3968×10 － 5

10 （2S，3S，4S，5R，6S）-3，4，
5-trihydroxy-6-[5-hydroxy-2-
（4-hydroxyphenyl）-6-methoxy-
4-oxochromen-7-yl]oxyox-
ane-2-carboxylic acid

C22H20O12 黄酮类 475.0876 157.784 0.8268 1.6484×10 － 5

11 kaempferol-3-O-glucuronoside C21H18O12 黄酮类 461.0725 157.841 0.6052 1.4277×10 － 5

12 jaeschkeanadiol 中亚阿魏二醇香

草酸酯

C15H26O2 萜类 237.1857 482.834 0.9296 1.2823×10 － 5

13 sebacic acid 癸二酸 C10H18O4 脂肪酰类 201.1130 457.850 0.9587 1.2093×10 － 5

14 pectolinarigenin 柳穿鱼黄素 C17H14O6 黄酮类 313.0718 174.850 0.9893 8.6960×10 － 6

15 galangin 高良姜素 C15H10O5 黄酮类 269.0452 228.242 1 7.3647×10 － 6

16 dihydroartemisinin 双氢青蒿素 C15H24O5 萜类 283.1547 114.043 0.9749 5.0920×10 － 6

17 isorhamnetin 异鼠李素 C16H12O7 黄酮类 315.0514 249.286 1 2.7647×10 － 6

表 1　正离子模式下化学成分 
Tab 1　Chemical composition in positive ion mode

序号 英文名称 中文名称 分子式 类别 m/z 保留时间 /s MS2 score 相对含量均值

1 creatine 肌酸 C4H9N3O2 有机酸及

  其衍生物

132.0768 32.375 0.9485 0.0008

2 7-hydroxy-3-（3-hydroxy-4-methoxy-
phenyl）-6-methoxychromen-4-one

C17H14O6 黄酮类 315.0861 330.344 1 8.4100×10 － 5

3 pipecolic acid C6H11NO2 生物碱 130.0864 753.183 0.9382 7.6313×10 － 5

4 tricin C17H14O7 黄酮类 331.0816 276.899 1 2.7453×10 － 5

5 （－）-12-hydroxyjasmonic acid 12- 羟基茉莉酸 C12H18O4 茉莉酸类 209.1171 443.296 0.8547 1.1873×10 － 5

6 （3E）-4-（1，2，4-trihydroxy-2，6，
6-trimethylcyclohexyl）-3-buten-2-one

C13H22O4 萜类 225.1485 148.402 0.8186 7.9270×10 － 6

7 azuleno（5，6-c）furan-1（3H）-one，4，
4a，5，6，7，7a，8，9-octahydro-3，
4，8-trihydroxy-6，6，8-trimethyl-

C15H22O5 萜类 283.1519 84.601 0.9402 7.0917×10 － 6

8 testolactone C19H24O3 萜类 301.1802 413.968 0.6625 5.4793×10 － 6

9 aspidocarpine 白坚木卡品 C22H30N2O3 生物碱 371.2360 452.780 0.7586 2.5648×10 － 6

10 apigenin-8-C-glucoside 牡荆苷 C21H20O10 黄酮类 433.1133 98.615 0.9309 2.5359×10 － 6

11 hecogenin 海柯皂苷元 C27H42O4 萜类 431.3136 725.352 0.8715 2.1893×10 － 6

12 5-hydroxy-2-（3-hydroxy-4-methoxyphe-
nyl）-7-[3，4，5-trihydroxy-6-[（3，
4，5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl）
oxymethyl]oxan-2-yl]oxychromen-4-one

C28H26O15 黄酮类 609.1813 130.425 0.7707 2.1333×10 － 6



778

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

否有差异，需开展进一步的研究。但上述入血成
分也初步揭示其可能为罗欧咳祖帕复方在体内发
挥药效的物质基础，可为其后续研究开发提供实
验依据。
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基于普鲁士蓝纳米花 /电化学还原石墨烯复合修饰 
玻碳电极伏安检测血清中多巴胺的浓度

夏用恢1，2，李广利3，胡长平1*（1. 中南大学湘雅药学院药理学系，长沙　410078；2. 株洲市食品药品检验所，湖南　

株洲　412011；3. 湖南工业大学生命科学与化学学院，湖南　株洲　412007）

摘要：目的　制备一种基于普鲁士蓝纳米花 / 电化学还原石墨烯复合纳米材料（PB/ErGO）修

饰的电化学传感器（玻碳电极，GCE），用于人血清样品中多巴胺浓度的检测。方法　采用扫

描电镜、X- 射线粉末衍射、循环伏安法、电化学阻抗谱对修饰材料的表面形貌、微观结构和

电化学性能进行表征。系统优化富集时间、富集电位、底液 pH 等电化学检测条件。采用差分

脉冲伏安法（DPV）对人血清中多巴胺的浓度进行定量检测。结果　扫描电镜和 X- 射线粉末

衍射证实成功制备了 PB/ErGO 复合纳米材料。PB/ErGO 显著增大了电极的电化学活性面积，

降低了电荷传递电阻。PB/ErGO/GCE 的阳极峰电流约为裸电极的 53 倍，表明 PB/ErGO 对多

巴胺氧化表现出协同增敏效应。最佳检测条件为富集时间 240 s，富集电位 0 V，pH 7.0。PB/
ErGO/GCE 动态响应范围为 0.5 ～ 50 μmol·L － 1，检出限为 0.06 μmol·L － 1，且成功实现了

人血清样品中多巴胺浓度的检测。结论　PB/ErGO/GCE 具有低成本，高灵敏度，优异的重复

性、再现性和选择性等优点，在生物样本中痕量多巴胺检测上具有实际应用前景。

关键词：普鲁士蓝；电化学还原；石墨烯；多巴胺；血清
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Voltammetric detection of dopamine in the serum with Prussian blue 
nanoflower/electrochemically reduced graphene oxide modified glassy 

carbon electrode

XIA Yong-hui1, 2, LI Guang-li3, HU Chang-ping1* (1.Department of Pharmacology, School of 
Pharmaceutical Sciences, Central South University, Changsha  410078; 2. Zhuzhou Institute for 
Food and Drug Control, Zhuzhou  Hunan  412011; 3. College of Life Sciences and Chemistry, Hunan 
University of Technology, Zhuzhou  Hunan  412007)

Abstract: Objective  To develop an electrochemical sensor (glassy carbon electrode, GCE) based on 
Prussian blue nanoflower/electrochemically reduced graphene composite nanomaterials (PB/ErGO) 
to detect dopamine concentration in human serum samples. Methods  The surface morphology, 
microstructure and electrochemical properties of the modified materials were characterized by 
scanning electron microscopy, X-ray powder diffraction, cyclic voltammetry and electrochemical 
impedance spectroscopy. The electrochemical detection parameters including accumulation time, 
accumulation potential and pH were optimized systematically. Differential pulse voltammetry (DPV) 
technique was used to quantitatively analyzed dopamine concentration in human serum. Results  
Scanning electron microscopy images and X-ray powder diffraction confirmed the successful 
preparation of PB/ErGO nanocomposites. PB/ErGO significantly increased the electrochemically 
active area and reduced the charge transferred resistance. The anodic peak current of dopamine at 
the PB/ErGO/GCE was about 53 times than that of the bare electrodes, demonstrating a synergistic 
enhancement effect of PB/ErGO on dopamine oxidation. The optimal accumulation time was 240 s, 
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　　多巴胺作为一种重要的儿茶酚类神经递质，
在中枢神经、心血管、肾脏、激素等生理功能调
节中起着重要的作用 [1]。多巴胺水平异常可能引
发帕金森病等多种神经精神类疾病，严重危害人
体健康。因此，发展低成本、高灵敏度的多巴胺
检测方法对疾病的预防和诊断具有重要意义。目
前多巴胺的主要测定方法包括荧光法 [2]、色谱
法 [3-4]、电化学发光法 [1，5] 等。这些方法尽管可
靠，但往往需要昂贵的仪器设备、预处理步骤烦
琐耗时。电化学分析法具有成本低、响应快速、
灵敏度高、设备简单便携等优点 [6-8]，已广泛用
于多巴胺等生物活性分子的检测。由于多巴胺常
与抗坏血酸和尿酸共存于血清和中枢系统细胞外
液中，且三者在裸电极上的氧化峰电位接近，因
此多巴胺电化学检测容易受到干扰 [9-10]。金属纳
米粒子 [11]、碳纳米管 [12-13]、石墨烯 [14-16] 等纳米
材料能显著提升电极的选择性，已成为解决干扰
问题的主要方法。普鲁士蓝（Prussian blue，PB）
是一种混合价态的铁化合物，具有无毒、成本
低、电化学性能优异等特点，在分子磁体、电
致变色器件、电催化、能量转换等领域应用广
泛 [17]。目前，基于普鲁士蓝 / 石墨烯复合材料电
化学检测多巴胺水平的方法尚未见报道。本文拟
发展基于普鲁士蓝纳米花 / 电化学还原石墨烯复
合材料修饰玻碳电极（Prussian blue nanoflower/ 
electrochemically reduced graphene oxide modified 
glassy carbon electrode，PB/ ErGO/GCE），以期利
用 PB 与电化学还原石墨烯的协同增敏作用以提
高多巴胺的电化学传感性能。
1　材料
　　铁氰化钾 [K3Fe（CN）6]、亚铁氰化钾 [K4Fe
（CN）6]、无水磷酸二氢钠、无水磷酸氢二钠、氯
化钾、盐酸、N，N-二甲基甲酰胺（DMF）等试
剂均为分析纯（国药化学试剂有限公司）；盐酸多
巴胺（分析纯，上海阿拉丁生化股份有限公司）；
氧化石墨烯（GO，南京先丰纳米材料有限公司）；
所有溶液均用超纯水（电阻率为 18.2 MΩ·cm － 1）
配制。人血清样品由株洲市人民医院提供。

2　方法
2.1　普鲁士蓝纳米花合成
　　PB 采用低共熔溶剂辅助水热合成法 [18]。具
体合成步骤如下：准确称取 0.0320 g K3Fe（CN）6

加入 100 mL 烧杯，在烧杯中分别加入 5 mL 超纯
水、5 mL 盐酸和 25 mL DMF，磁力搅拌至完全溶
解。将上述混合液转移至 100 mL 聚四氯乙烯内纯
不锈钢反应釜中，80℃下水热处理 24 h。待反应
结束后，取出水热反应釜，自然条件下冷却至室
温，将反应溶液以 8000 r·min － 1 转速离心，得
到的产物依次用超纯水、无水乙醇、超纯水洗涤
3 次后，置于 80℃的烘箱干燥过夜，即可得到花
状结构的 PB。将 10 mg PB 分散于 10 mL 超纯水
中，超声 30 min，即可得到 1 mg·mL － 1 的 PB
分散液。
2.2　PB/GO 复合材料制备
　　将 10 mg GO 分散于 10 mL 超纯水中，超声
30 min，得到分散均匀的 GO 分散液（质量浓度
为 1 mg·mL － 1）。将上述制得的 PB 分散液和
GO 分散液按体积比 1∶10 进行混合，超声分散
30 min，即得 PB/GO 复合材料分散液。
2.3　PB/ErGO 复合修饰电极制备
　　分别使用 0.3 μm 和 0.05 μm Al2O3 抛光粉将
玻碳电极（GCE）[ 高仕睿联（天津）光电科技有
限公司 ] 表面抛光至镜面，然后将电极分别置于
超纯水、无水乙醇、超纯水中超声 1 min，并置
于红外灯下干燥备用。采用滴涂法制备 PB/GO/
GCE，再经电化学还原法将 GO 还原即可制得
PB/ErGO/GCE。具体制备方法如下：用移液枪移
取 5 μL PB/GO 分散液，滴涂于 GCE 表面，置于
红外灯下干燥，即得 PB/GO/GCE。采用恒电位
法还原，将 PB/GO/GCE 在－ 1.5 V 还原电位还原
120 s，即可制得 PB/ErGO/GCE。
2.4　电化学测量
　　所有电化学实验均在 CHI 660E 电化学工作
站（上海辰华）进行。电化学测试采用标准三电
极体系，以裸电极或修饰电极为工作电极，铂电
极为对电极，饱和甘汞电极为参比电极。采用循

accumulation potential was 0 V, and pH 7.0. Moreover, PB/ErGO/GCE displayed a wide dynamic 
response range of 0.5 ～ 50 μmol·L － 1 with a low limit of detection of 0.06 μmol·L － 1, which 
was successfully used to detect the dopamine concentration in human serum samples. Conclusion  
PB/ErGO/GCE has obvious advantages of low cost, high sensitivity, excellent repeatability, 
reproducibility as well as selectivity, and application prospect in trace detection of dopamine in 
biological samples. 
Key words: Prussian blue; electro-reduced; graphene; dopamine; serum
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环伏安法和电化学阻抗谱表征 PB/ErGO/GCE 的
电化学性能。采用差分脉冲伏安法（differential 
pulse voltammetry，DPV）定量检测人血清中多巴
胺的含量。
3　结果与讨论
3.1　形貌及微观结构表征
　　 图 1 为 PB、GO 及 PB/GO 的 扫 描 电 镜 图
谱。PB 呈现分散且均匀的花状结构，直径在
500 ～ 800 nm（见图 1A）。GO 呈薄层弯曲绵延
起伏状态，表面具有褶皱结构（见图 1B）。图 1C
可以清楚地看到 GO絮状薄层覆盖包裹 PB，表明
成功合成了 PB/GO。

图 1　PB（A）、GO（B）及 PB/GO（C）的扫描电镜图谱

Fig 1　Scanning electron microscopy images of PB（A），GO（B），

and PB/GO composites（C）

　　图 2为 PB、GO 及 PB/GO 的 X- 射线粉末衍
射图谱。GO 在 2θ 为 9.82°处出现明显的衍射
峰，这归属于（001）晶面。PB 在 2θ 为 17.49°、
24.87°、35.50°、39.66°、43.80°、50.79°、
54.18°、57.49°处出现明显的衍射峰，分别对
应（200）、（220）、（400）、（420）、（422）、（440）、
（600）和（620）晶面，与 PB 标准卡（JCPDS 
NO.73-0687）吻合。PB/GO 的 X- 射线粉末衍射
图谱中可以清楚地看到 GO 和 PB 的特征衍射峰，
表明 PB/GO 复合材料成功合成，PB/GO 复合材
料中 PB 的特征衍射峰变弱，这主要是由于 PB 与
GO 的质量比为 1∶10，大量存在的 GO 部分掩盖
了 PB 的特征衍射峰所致。
3.2　电化学性能表征
　　 图 3A 为 GCE、ErGO/GCE、PB/GCE 和 PB-
ErGO/GCE 在 5 mmol·L － 1 K3Fe（CN）6、K4Fe
（CN）6 和 0.1 mol·L － 1 KCl 混合液中的循环伏
安曲线。GCE、ErGO/GCE、PB/GCE 和 PB/ErGO/
GCE 的还原峰电流值依次增加，分别为 95.34、
140.6、146.2、175.2 μA。根据 Randles-Sevcik 方程，
可 计 算 GCE、PB/GCE、ErGO/GCE 和 PB/ErGO/
GCE 的电化学活性面积分别为 0.0814、0.125、
0.119、0.149 cm2。PB/ErGO/GCE 表面活性面积最
大，能为多巴胺的电化学氧化提供更多的吸附位
点和催化活性位点。此外，还检测了不同电极在
5 mmol·L － 1 K3Fe（CN）6、K4Fe（CN）6 和 0.1 
mol·L － 1 KCl 混合液中的电化学阻抗谱，见图

3B。从图中可以看，所有电极的阻抗谱均由半圆
和直线组成。高频区的半圆部分受电子传输控制，
其直径相当于电极表面的电子转移阻抗（Rct）；低
频区的直线部分受扩散控制。显然，裸电极的半圆
最大，Rct 最大。修饰 PB 或 ErGO 后，电极的 Rct

显著降低。PB/ErGO/GCE 的半圆半径最小，Rct 最
低，表明 PB/ErGO 能显著降低电子在多巴胺与电
极表面之间的传输阻力，从而提高 PB/ErGO 的电
化学传感性能。

图 3　不同电极在 5 mmol·L － 1 K3Fe（CN）6、K4Fe（CN）6（1∶1）
和 0.1 mol·L － 1 KCl 混合溶液中的循环伏安曲线（A）和电化学阻

抗谱（B）

Fig 3　Cyclic voltammetry（A）and electrochemical impedance 
spectroscopy（B）of different electrodes in a mixed solution of 5 
mmol·L － 1 K3Fe（CN）6，K4Fe（CN）6（1∶1）and 0.1 mol·L － 1 
KCl

3.3　多巴胺在修饰电极上的电化学行为

　　图 4 为 1.0 μmol·L－ 1 多巴胺在不同电极上的
DPV 曲线。多巴胺在裸电极上的阳极峰非常微弱，
响应峰电流最小（ipa ＝ 0.398 mA）。在 PB/GCE
上，多巴胺的阳极峰电流显著增大，约为裸电极
的 8 倍（ipa ＝ 3.139 mA），这主要是由于 PB 对多
巴胺具有优异的催化性能。在 ErGO/GCE 上，多
巴胺的阳极峰电流约为裸电极的 12 倍（ipa ＝ 4.916 
mA），这主要是由于 ErGO 具有高的比表面积和
优异的导电性等性能，有效增强了电化学活性面
积，降低了电子传输阻力。而且 ErGO 与多巴胺的
π-π 相互作用进一步增强了多巴胺在电极表面的吸
附能力。在 PB/ErGO/GCE 上，多巴胺的响应峰电

图 2　PB、GO 及 PB/GO 的 X- 射线粉末衍射图谱

Fig 2　X-ray powder diffraction patterns of PB，GO，and PB/GO 
composites
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流高达 21.29 mA，约为裸电极的 53 倍，表明 PB
和 ErGO 对多巴胺的氧化具有协同催化效应。

图 4　1.0 μmol·L － 1 多巴胺在不同电极上的 DPV 曲线

Fig 4　DPV curve for 1.0 μmol·L － 1 dopamine recorded at various 
electrodes

3.4　多巴胺测定条件优化
3.4.1　富集条件优化　首先检测了富集时间对多
巴胺阳极响应峰电流的影响。如图 5A 所示，随
着富集时间的不断延长，多巴胺阳极峰电流逐渐
增大；富集时间为 240 s 时，多巴胺阳极峰电流
最大；继续延长富集时间，多巴胺阳极峰电流基
本不变，表明多巴胺在 PB/ErGO/GCE 表面吸附
达到饱和，故最佳富集时间为 240 s。在最佳富
集时间 240 s 下，进一步检测富集电位对多巴胺
阳极峰电流的影响。如图 5B 所示，当富集电位
从－ 0.3V 正移至 0 V，多巴胺阳极峰电流不断增
大；当富集电位进一步正移，多巴胺阳极峰电流

反而下降，故最佳富集电位为 0 V。

图 5　富集时间（A）和富集电位（B）对 1.0 μmol·L － 1 多巴胺阳

极峰电流的影响

Fig 5　Effect of accumulation time（A）and accumulation potential
（B）on the anodic peak current of 1.0 μmol·L － 1 dopamine

3.4.2　底液 pH 优化　图 6A 为多巴胺在底液 pH 
3.0 ～ 8.0 的 DPV 曲线，随着底液 pH 不断增大，
多巴胺的阳极峰不断往负电位方向移动，表明质
子（H＋）参与多巴胺的电化学氧化过程。当底液
pH 从 3.0 增加 7.0，多巴胺阳极峰电流随 pH 增大
而增大；当底液 pH 大于 7.0，继续增大 pH，多巴
胺阳极峰电流却降低（见图 6B）。因此，最适底液
pH 为 7.0，接近于生物体液的 pH，有利于血清、
尿液等生物样本的检测。多巴胺阳极峰电位（Epa）
与底液 pH 呈良好的线性关系（见图 6C），线性
回归方程为 Epa（V）＝－ 0.481pH ＋ 0.535（R2 ＝

0.9972）。该方程的斜率接近于能斯特方程理论值
（－ 0.0592 V/pH），表明多巴胺在 PB/ErGO/GCE
的电化学氧化过程为等电子等质子过程。

图 6　不同底液 pH 下多巴胺在 PB/ErGO/GCE 的 DPV 曲线（A）及多巴胺阳极峰电流（B）、峰电位与 pH 关系（C）图

Fig 6　DPV curve of dopamine in different pH buffer solution（A）and relationship between pH and anodic peak current（B）or peak potential（C）

of dopamine 

3.4.3　扫速优化　为了探究多巴胺在 PB/ErGO/
GCE 的氧化机制，记录了不同扫速下多巴胺的循
环伏安曲线。如图 7A，随着扫速的增加，阳极
峰电流（ipa）和阴极峰电流（ipc）均增大。ipa、ipc

均与扫速（v）呈良好的线性关系，表明多巴胺
在 PB/ErGO/GCE 上主要受吸附控制。而且多巴
胺的阳极峰电位（Epa）随着扫速的增加向正电位
方向移动，阴极峰电位（Epc）则负移。Epa、Epc

均与扫速的自然对数（lnv）呈良好的线性关系，
线性回归方程分别为 Epa ＝ 0.0228lnv ＋ 0.245

（R2 ＝ 0.9821）和 Epc ＝ 0.0119lnv ＋ 0.098（R2 ＝

0.9883）。对于吸附控制的准可逆过程，结合
Lavrion[19] 方程可计算电子转移数（n）约为 2.0。
因此，多巴胺在 PB/ErGO/GCE 的氧化为 2 电子 2
质子转移过程，其机制如图 8 所示。
3.5　线性范围和检出限
　　在最佳检测条件下，采用 DPV 对多巴胺
进行定量测定。如图 9A 所示，多巴胺浓度为
0.5 ～ 50 μmol·L － 1 时，随着多巴胺浓度的增
加，多巴胺阳极峰电流（ipa）随浓度（C）的增加
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而不断增大。而且多巴胺阳极峰电流与浓度的自
然对数呈良好的线性关系（见图 9B），其线性回

归方程可表示 ipa（μA）＝16.30lnC＋22.40（R2＝

0.9963）。检出限为 0.06 μmol·L － 1。PB/ErGO/
GCE 的传感性能与文献报道 [20-24] 的修饰电极相
当（见表 1），表明该电极具有较大的应用前景。

图 9　不同浓度多巴胺在 PB/ErGO/GCE 上的 DPV 曲线（A）及多巴

胺阳极峰电流与浓度自然对数的线性关系图（B）

Fig 9　DPV curve of different concentration dopamine at PB/ErGO/
GCE（A）and linearity between anodic peak current of dopamine and 
napierian logarithm of their concentration（B）

a → i：0.5、0.7、1、3、5、7、10、30、50 μmol·L － 1。

表 1　PB/ErGO/GCE的传感性能与文献报道比较 
Tab 1　Sensing performance between the PB/ErGO/GCE and previously reported electrodes 

修饰电极 检测方法 线性范围 /（μmol·L － 1） 检出限 /（μmol·L － 1） 参考文献

MnO2 / 壳聚糖复合修饰金电极 计时电流法 0.10 ～ 12.0 0.04 [20]
ZnO 修饰碳浆电极 差分脉冲伏安法 0.1 ～ 20 0.03 [21]
Cu2O/ 石墨烯复合修饰玻碳电极 循环伏安法 0.3 ～ 1.4；2 ～ 20 0.055 [22]
Mn3O4 修饰石墨电极 差分脉冲伏安法 10 ～ 70 0.1 [23]
多壁碳纳米管 /Fe2O3 复合修饰石墨电极 方波脉冲伏安法 3.2 ～ 31.8 0.36 [24]
PB/ErGO/GCE 差分脉冲伏安法 0.5 ～ 50 0.06 本文

3.6　重复性、再现性和选择性

　　为考察电极的重复性，同一电极 PB/ErGO/
GCE 连续 7 次测量 1 μmol·L － 1 多巴胺的响应峰
电流，结果相对标准偏差（RSD）为 5.6%，表明
PB/ErGO/GCE 具有良好的重复性。为考察电极的
再现性，采用相同方法制备的 5 根 PB/ErGO/GCE
平行测量 1 μmol·L － 1 多巴胺的响应峰电流，其
RSD 为 3.2%，表明该修饰电极具有优异的再现
性。尿酸、抗坏血酸常与多巴胺共存于血清等生
物体液中，且它们的氧化峰电位相近，容易对多
巴胺的检测产生干扰。为考察 PB/ErGO/GCE 的
选择性，分别测定 1 μmol·L － 1 多巴胺在 100 倍
浓度的尿酸与抗坏血酸共存下的响应峰电流，实
验结果表明，在 100 倍浓度尿酸与抗坏血酸共存
下，相对误差均低于 5.0%，表明 PB/ErGO/GCE
具有优异的选择性。
3.7　实际样品检测
　　使用 PB/ErGO/GCE 检测人血清中的多巴胺
浓度以验证修饰电极的实用性。将 4 份人血清样
品用 0.1 μmol·L － 1 PBS（pH ＝ 7.0）稀释 10 倍，
得到待测的人血清样品。采用 DPV 定量测定人
血清样品中多巴胺浓度，检测结果见表 2。1 号

血清样品多巴胺浓度为 0.64 μmol·L － 1。2 ～ 4
号人血清样品均未出现多巴胺响应峰电流，表
明未检出多巴胺。加标回收试验中的回收率为
95.5% ～ 100.6%，表明 PB/ErGO/GCE 能精确检
测实际样品中多巴胺的浓度。

表 2　人血清中多巴胺浓度测定 (n ＝ 3) 
Tab 2　Detection of dopamine concentration in human  

serum samples (n ＝ 3)

样品
浓度 /

（μmol·L － 1）

加入量 /
（μmol·L － 1）

回收量 /
（μmol·L － 1）

回收

率 /%
RSD/

%

血清 1 0.64 0.50 1.120   96.0 4.9

血清 2 未检出 1.0 1.006 100.6 3.3

血清 3 未检出 5.0 4.776   95.5 2.4

血清 4 未检出 10 9.875   98.8 1.0

4　结论
　　本文制备了一种基于 PB/ErGO 复合纳米材
料的多巴胺电化学传感器，成功实现了人血清中
多巴胺浓度的检测。PB/ErGO 显著增大了多巴胺
的电化学活性面积，促进了电子在电极表面与多
巴胺之间的传递。PB/ErGO 对多巴胺的电化学氧
化表现出明显的协同增敏效应，极大地提高了多
巴胺的电化学响应。PB/ErGO/GCE 对多巴胺表

图 7　多巴胺峰电流（A）及峰电位（B）与扫速的线性关系图

Fig 7　Linearity between the peak current（A）and peak potential（B）

of dopamine and napierian logarithm of scanning rate

图 8　多巴胺在 PB/ErGO/GCE 上的电化学氧化还原机制

Fig 8　Electrochemical redox mechanism of dopamine on PB/ErGO/
GCE
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现出优异的传感性能，动态响应范围为 0.5 ～ 50 
μmol·L － 1， 检 出 限 为 0.06 μmol·L － 1。PB/
ErGO/GCE 能准确检测人血清中多巴胺的含量，
回收率为 95.5% ～ 100.6%。鉴于其具有低成本，
高灵敏度，优异的重复性、再现性和稳定性等优
点，PB/ErGO/GCE 在生物样品中多巴胺的痕量检
测上具有实际应用前景。
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青紫颗粒对 Arthus反应动物模型皮肤损害的 
保护作用及机制研究

丰晨然1，赵一颖1，苗丰1，董琳琳1，畅洪昇1，张艳菊2，靳钰媛1，尹纪元1，藏晨晨1，孙文燕1*，

王晓玲2*（1.北京中医药大学中药学院中药药理系，北京　102488；2. 国家儿童医学中心 首都医科大学附属北京儿童医院，北京　

100045）

摘要：目的　观察青紫颗粒对 Arthus 反应大鼠、兔皮肤损伤的保护作用并探讨其作用机制。
方法　通过肌内注射卵蛋白 - 弗氏完全或不完全佐剂，皮内注射 1% 卵蛋白溶液，复制 Arthus
反应大鼠和家兔模型。采用卵蛋白 - 弗氏完全佐剂致敏，1% 卵蛋白溶液攻击，复制 Arthus 反
应兔模型。观察抗原攻击后皮肤反应程度、局部红肿斑点最大直径，检测血清 IgA、IgG、CIC
等指标的含量，并观察皮肤病理改变。结果　在抗原攻击后 4 h，青紫颗粒低剂量可减小大鼠
背部斑点直径；抗原攻击后 24 h，中、高剂量可减小背部斑点直径，中剂量可减轻皮肤反应程
度。青紫颗粒各剂量可降低大鼠血清 IgA、IgG、NO 含量；中、高剂量可降低 CIC 含量；高
剂量可降低血清 IL-6、TNF-α 含量。青紫颗粒各剂量可减轻大鼠皮肤组织静脉血管淤血扩张、
出血情况。在抗原攻击后 2、3、4、5 h，青紫颗粒高剂量可减小兔背部皮肤斑点直径；高、低
剂量可减轻皮肤反应程度。青紫颗粒中剂量可降低兔血清 IgG 含量，中、低剂量组可降低血清
CIC 含量。青紫颗粒各剂量组均可减轻兔皮肤血管扩张，低剂量组可缓解皮肤水肿。结论　
青紫颗粒对 Arthus 反应动物模型皮肤损害具有一定保护作用，该作用可能与其降低血清 IgA、
IgG、CIC、IL-6、TNF-α、NO 水平有关。
关键词：青紫颗粒；过敏性紫癜；Arthus 反应；皮肤损伤；免疫球蛋白；循环免疫复合物
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0785-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.010

Protect effect of Qingzi granules on skin damage in animal models with 
Arthus response and related mechanism of action

FENG Chen-ran1, ZHAO Yi-ying1, MIAO Feng1, DONG Lin-lin1, CHANG Hong-sheng1, ZHANG 
Yan-ju2, JIN Yu-yuan1, YIN Ji-yuan1, ZANG Chen-chen1, SUN Wen-yan1*, WANG Xiao-ling2* (1. 
Department of Chinese Materia Medica Pharmacology, School of Chinese Materia Medica, Beijing 
University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. National Children’s Medical Center, Beijing 
Children’s Hospital Affiliated to Capital Medical University, Beijing  100045)

Abstract: Objective  To determine the protect effect of Qingzi granules on skin damage in rats 
and rabbits with Arthus response and related mechanism of action. Methods  The Arthus response 
rat and rabbit model was established by intramuscular injection of ovalbumin-Freund complete or 
incomplete adjuvant and intradermal injection of 1% ovalbumin solution. The degree of skin reaction 
at different time points after the antigen attack was observed, and the maximum diameter of swelling 
and the serum levels of IgA, IgG, CIC, and so on were detected, and the skin pathological changes 
were examined. Results  Qingzi granules low-dose decreased the diameter of the back swollen spots 
at 4 h after antigen attack in rats. Qingzi granules at middle and high-dose significantly decreased the 
diameter of the back swollen spots at 24 h after the antigen attack. Qingzi granules at middle dose 
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　　过敏性紫癜（Henoch-Schonlein purpura，HSP）
是一种侵犯皮肤及其他器官细小动脉和毛细血管
的过敏性血管炎。该病临床自发性皮肤症状在一
定程度上是血管性变态反应的外在表现 [1]。Arthus
反应属于Ⅲ型变态反应，由免疫球蛋白 A（IgA）、
免疫球蛋白 M（IgM）、免疫球蛋白 G（IgG）介
导，其形成需抗原的持续存在；抗原与相应的抗
体结合形成免疫复合物，在一定条件下沉积全身
或局部血管壁基底膜、组织间隙，通过激活补
体、中性粒细胞或血小板，造成沉积部位炎症的
产生 [2]；兔、大鼠、豚鼠均可发生 Arthus 反应 [3]。
青紫合剂是北京儿童医院院内制剂，由“青紫汤”
经加减化裁而来，具有祛风解毒、凉血消斑的功
效。方中君药青黛清热解毒，凉血消斑；紫草气
味苦寒，而色紫入血，故清理血分之热。臣药白
芷解表散风，通窍止痛，消肿排脓；丹参活血，
凉血消痈。佐使药绵马贯众清热解毒；北寒水石
清热泻火，利窍消肿；茵陈清热利湿；威灵仙可
祛风湿，通经络。青紫颗粒是青紫合剂经改剂型
制备的颗粒剂。前期研究表明青紫颗粒对卵蛋白
所致大鼠肾损伤有保护作用 [4]，本研究通过建立
以皮肤为主的 HSP 模型，探究青紫颗粒对皮肤损
害的干预作用。
1　材料
1.1　实验动物
　　SPF 级 SD 大鼠，4 周龄，雌雄各半，雄性
体质量 90 ～ 140 g，雌性体质量 90 ～ 115 g [ 维
通利华（北京）实验动物技术有限公司，许可证
号为 SCXK（京）2016-0006]。普通级日本大耳白
兔，雌雄各半，体质量 1.7 ～ 2 kg [ 昌扬西山养殖
场（北京）实验动物技术有限公司，许可证号为
SCXK（京）2016-0007]。实验动物饲养于 SPF 级

动物房，实验前适应性饲养 7 d，实验期间保持环
境相对湿度约为 42%，温度为 24℃，光照 / 黑暗
周期为 12 h。
1.2　试药
　　青紫颗粒（由青黛、紫草、茵陈、丹参、白芷、
北寒水石、威灵仙、茵陈、绵马贯众组成，北京
中医药大学中药制药系提供，1 g 相当于生药 2.5 
g，4 ～ 6 岁儿童日用量为 37.8 g 生药）；青紫合
剂（首都医科大学附属北京儿童医院提供，1 mL
含生药 0.89 g，2～ 6 岁儿童日用量为 53.4 g 生药，
批号：20201001）；醋酸地塞米松片（新乡市常乐
制药有限责任公司，批号：1911056）；芦丁片（山
西云鹏制药有限公司，批号：D180702）；卵蛋白
（百诺威生物科技有限公司，批号：RH42844）；
弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂（Sigma，批号：
1002749695）； 循 环 免 疫 复 合 物（CIC）、IgA、
IgG、一氧化氮（NO）测定试剂盒及白介素 6（IL-
6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）放免试剂盒（北京
华英生物技术研究所，批号：50087，HY-756，
10105，HY-10116，HY-60018）。
1.3　仪器
　　白光 / 偏振光 / 荧光显微镜（日本 NIKON 公
司）； 扫 描 仪（3D HISTECH Pannoramic， 匈 牙
利）；激光共聚焦拍照软件（Eclipse C2，Nikon，
Tokyo，日本）；3D 扫描分析软件（3D HISTECH 
Quant center）； 图 像 分 析 软 件（Image-Pro Plus 
6.0）；莱卡全自动脱水机（ASP200S）；莱卡自
动包埋机（EG1150C）；莱卡半自动石蜡切片机
（RM2245）；莱卡自动染色封片工作站（LEICA 
AUTO STAINER XL）； 莱 卡 脱 水 机（LEICA 
ASP300）；全自动放免计数仪（西安核仪器厂 
XH-6020）；全波长酶标仪（Bio Tek Epoch）。

reduced the skin reaction. All doses of Qingzi granules lowered the serum levels of IgA, IgG and NO 
in rats; Qingzi granules middle and high-dose decreased the serum level of CIC; while high-dose 
decreased the serum levels of IL-6 and TNF-α . All doses of Qingzi granules alleviated the nuclear 
fragmentation, venous congestion, vasodilation and expansion, and hemorrhage in rats. At 2, 3, 4, and 
5 hours after the antigen attack, Qingzi granules high-dose decreased the diameter of swollen spots on 
the back in rabbits; while high and low-dose reduced the skin reaction. Qingzi granules middle-dose 
lowered the serum IgG level in rabbits, and middle and low-dose decreased the serum CIC content. 
All doses of Qingzi granules alleviated the skin vasodilation, and low-dose Qingzi granules relieved 
the skin edema in rabbits. Conclusion  Qingzi granules can alleviate the skin damage in rats and 
rabbits with Arthus response, and its mechanism of action may be related to reducing the levels of 
IgA, IgG, CIC, IL-6, TNF-α  and NO. 
Key words: Qingzi granule; Henoch-Schonlein purpura; Arthus response; skin damage; 
immunoglobulin; circulating immunocomplex
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2　方法
2.1　青紫颗粒对大鼠 Arthus 反应的干预作用
2.1.1　模型的建立与分组给药　SPF 级 SD 大鼠，
雌雄各半，随机分为正常组，模型组，地塞米松
组，芦丁片组，青紫颗粒高、中、低剂量组。参
照《药理实验方法学》[5] 配制卵蛋白 - 弗氏不完全
佐剂和卵蛋白 - 弗氏完全佐剂：卵蛋白溶于生理
盐水配制为 0.5 g·L － 1 的溶液，与等量弗氏完全
佐剂混悬制成卵蛋白 - 弗氏完全佐剂，与等量弗
氏不完全佐剂混悬制成卵蛋白 - 弗氏不完全佐剂。
　　大鼠前 3 周肌内注射卵蛋白 - 弗氏完全佐剂，
后 3 周注射卵蛋白 - 弗氏不完全佐剂，每只 0.5 
mL，每周 1 次，正常组注射等量生理盐水。末次
致敏当日按照正常组，模型组，地塞米松组（0.55 
mg·kg－ 1），芦丁片组（12.05 mg·kg－ 1），青紫
颗粒高（18.32 g·kg－ 1）、中（9.16 g·kg－ 1）、低
（4.58 g·kg－ 1）剂量组给药，每组 12 只。按 4 ～ 6
岁儿童临床用量计算等效剂量。青紫颗粒等效剂
量设为中剂量，2倍量为高剂量，1/2量为低剂量。
均灌胃给药，连续给药 14 d，正常组、模型组给
予等量溶媒。给药第 13 日背部备皮，第 14 日给
药 1 h 后进行抗原攻击，于背部皮内注射 1% 卵蛋
白溶液（生理盐水配制），每点注射量为 0.2 mL，
共 3 点，正常组于背部皮内注射等量的生理盐水。
2.1.2　皮肤反应观察　抗原攻击后 2、4、6、8、
24 h 观察每点局部红肿斑点的最大直径，求其平
均值。反应的程度分级根据 Bena-cerraf 氏标准分
级 [5]：“＋＋＋”表示 2 h 或 5 h 明显充血、出血，
呈融合状，24 h 明显出血性变色；“＋＋”表示 2 
h 或 5 h 中度充血出血，呈斑块状，24 h 中度出血
性变色；“＋”表示 2 h 或 5 h 轻度充血、出血，24 
h 轻度出血性变色；“－”表示 2 h 或 24 h 无反应，
各组综合评分为每组样本平均反应程度的平均值。
2.1.3　血清中 IgA、IgG、CIC、IL-6、TNF-α、NO
的含量检测　大鼠腹主动脉取血，3000 r·min－ 1

离心 10 min，收集血清，－ 80℃保存。按试剂盒
说明书，散射比浊法检测血清 IgA、IgG、CIC 含
量，放射免疫法检测血清 IL-6、TNF-α 含量，硝酸
还原酶法检测血清 NO 含量。
2.1.4　皮肤组织病理学观察　大鼠皮肤 10% 多聚
甲醛固定，石蜡包埋，常规切片，HE 染色，在光
镜下观察皮肤组织病理学改变。
2.2　青紫颗粒对兔 Arthus 反应的干预作用
2.2.1　模型的建立与分组给药　普通级日本大
耳白兔，雌雄各半，随机分为正常组，模型组，
地塞米松组（0.263 mg·kg－ 1），芦丁片组（5.78 
mg·kg－ 1），青紫颗粒高（8.79 g·kg－ 1）、中（4.39 

g·kg－ 1）、低（2.20 g·kg－ 1）剂量组，青紫合剂
组（6.98 mL·kg－ 1）。参照《药理实验方法学》[5]，
将卵蛋白溶于生理盐水，配制成 20 mg·mL－ 1 的
卵蛋白溶液，按卵蛋白和弗氏完全佐剂 1∶1 的比
例用注射器双推法完全乳化。每只兔每周肌内注
射 1 mL 卵蛋白 - 弗氏完全佐剂，正常组注射等量
生理盐水，共 4 次。末次致敏当日按各自剂量给
药。按 4 ～ 6 岁儿童临床用量计算家兔等效剂量。
青紫颗粒等效剂量设为中剂量，取 2 倍量为高剂
量，1/2 量为低剂量。分别灌胃给药，连续给药
10 d，正常组与模型组给予等量溶媒。各组于给
药第 9 日背部备皮，第 10 日给药后 1 h 后进行抗
原攻击，于背部皮内注射生理盐水配制的 1% 卵
蛋白溶液，每点注射量为 0.2 mL，共 5 点，正常
组注射等量生理盐水。
2.2.2　皮肤反应观察　抗原攻击后 2、3、4、5、8、
12、24 h 观察每点局部红肿斑点情况，并测量每
个斑点的最大直径。反应的程度分级见“2.1.2”。
2.2.3　兔血清 IgA、IgG、CIC 检测　兔心脏取血，
3000 r·min－ 1 离心 10 min，取血清，按试剂盒说
明书采用散射比浊法检测血清 IgA、IgG、CIC 的
含量。
2.2.4　皮肤组织病理学观察　取兔皮肤，用 10%
多聚甲醛固定，石蜡包埋，沿着斑点直径切片，
HE 染色，光镜下观察病理改变。
2.3　统计学方法
　　所有数据以均数 ±标准差（x±s）表示，采
用 SPSS 20.0 统计软件处理。若各组数据服从正
态分布且方差齐，采用单因素方差分析，两组比
较采用 q 检验；若不服从正态分布或方差不齐，
采用非参数检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意
义。背部皮肤反应程度评级采用 Ridit 分析。
3　结果
3.1　青紫颗粒对大鼠 Arthus 反应的干预作用
3.1.1　对 Arthus 反应大鼠背部红肿斑点直径、皮
肤反应程度的影响　抗原攻击后 2 h，各组大鼠背
部均未出现红肿现象。抗原攻击后 4 h，青紫颗粒
低剂量组、地塞米松组、芦丁片组大鼠背部斑点直
径小于模型组（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。抗原攻击
后 6 h，模型组斑点颜色加深，但局部斑点直径变
小；与模型组相比，青紫颗粒各剂量组红肿程度降
低，地塞米松组、芦丁片组红肿直径明显小于模
型组（P ＜ 0.01）。抗原攻击后 8 h，模型组斑点颜
色持续加深，呈中度出血性变色，各组局部斑点
直径增加，地塞米松组、芦丁片组大鼠斑点直径小
于模型组（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。抗原攻击后 24 
h，模型组呈中度出血性变色，各给药组呈轻度出
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血性变色，青紫颗粒中、高剂量组，地塞米松组，
芦丁片组斑点直径明显小于模型组（P ＜ 0.05 或
P＜0.01），结果见表1。模型组2 h 或5 h 中度充血、
出血，呈斑块状；24 h 中度出血性变色。各给药组

2 h 或 5 h 轻度充血、出血，24 h 轻度出血性变色，
反应程度等级较模型组低，其中青紫颗粒中剂量
组、地塞米松组反应程度轻于模型组（P ＜ 0.05）。
结果见表 2，24 h 皮肤斑点见图 1。

表 1　青紫颗粒对 Arthus反应大鼠局部斑点直径的影响 (x±s) 
Tab 1　Effect of Qingzi granules on the diameter of the swollen spots on the back in the rats with Arthus response (x±s)

组别 n 剂量
不同时间点斑点直径 /mm

2 h 4 h 6 h 8 h 24 h
模型组 11 － － 8.04±2.59 7.55±2.58 8.10±2.61 6.33±1.58
地塞米松组 11   0.55 mg·kg － 1 － 3.64±2.89** 3.22±3.17** 3.10±3.07** 0.57±1.06**

芦丁片组 11 12.05 mg·kg － 1 － 2.53±2.54** 2.21±2.60** 2.25±2.55** 1.45±1.37**

青紫颗粒高剂量组 11 18.32 g·kg － 1 － 7.66±2.53 7.14±3.15 7.25±3.20 2.23±2.06**

青紫颗粒中剂量组 11   9.16 g·kg － 1 － 6.45±2.16 6.54±2.18 6.20±2.09 3.23±2.44*

青紫颗粒低剂量组 11   4.58 g·kg － 1 － 4.62±2.13* 4.57±2.88 5.93±2.68 5.66±3.77

注：与模型组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

图 1　青紫颗粒对 Arthus 反应大鼠背部皮肤斑点的影响

Fig 1　Effect of Qingzi granules on the back swollen spots in the Arthus 
response rats 
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 地塞米松

组（dexamethasone group）；D. 芦丁片组（rutin tablet group）；E. 高
剂量组（high-dose group）；F. 中剂量组（middle-dose group）；G. 
低剂量组（low-dose group）

表 2　青紫颗粒对 Arthus反应大鼠背部皮肤反应程度的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of Qingzi granules on the degree of skin reaction in the 

rats with Arthus response (x±s)

组别 n 剂量
平均反应程度 综合

评分－ ＋ ＋＋＋＋＋

正常组 12 － 12   0 0 0       0
模型组 11 －   0   2 7 2 2.0±0.63▲▲

地塞米松组 11   0.55 mg·kg－ 1   1   9 1 0 1.00±0.45*

芦丁片组 11 12.05 mg·kg－ 1   0 10 1 0 1.09±0.30
青紫颗粒高剂量组 11 18.32 g·kg － 1   0   7 4 0 1.36±0.50
青紫颗粒中剂量组 11   9.16 g·kg － 1   1   9 1 0 1.00±0.45*

青紫颗粒低剂量组 11   4.58 g·kg － 1   0   8 3 0 1.27±0.47

注：与正常组比较，▲▲ P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，▲▲ P ＜ 0.01；compared 

with the model group，*P ＜ 0.05.

3.1.2　对 Arthus 反应大鼠血清 IgA、IgG、CIC
含量的影响　与正常组相比，模型组血清 IgA、
IgG、CIC 含量显著升高（P ＜ 0.01）。与模型

组相比，青紫颗粒各剂量组、芦丁片组及地塞
米 松 组 血 清 IgA、IgG 含 量 下 降（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01），青紫颗粒高、中剂量组，芦丁片组
及地塞米松组血清 CIC 含量下降（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01）。结果见图 2。
3.1.3　对 Arthus 反应大鼠血清 IL-6、TNF-α、NO
水平影响　与正常组相比，模型组血清 IL-6、
TNF-α、NO 含量显著升高（P ＜ 0.01）。与模型
组相比，青紫颗粒高剂量组、芦丁片组、地塞
米松组血清 IL-6、TNF-α 含量降低（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01），青紫颗粒各剂量组、芦丁片组、地塞
米松组血清 NO 含量显著降低（P ＜ 0.01）。结果
见图 2。
3.1.4　对 Arthus 反应大鼠皮肤组织病理学的影响
　正常组大鼠表皮未见明显异常，结构完整，部
分可见轻度增厚；鳞状上皮细胞形态结构正常、
排列紧密；真皮层胶原纤维含量丰富，可见毛囊
皮脂腺等附属器官，未见明显炎症。模型组多见
表皮层增厚，少量鳞状上皮细胞胞质空泡化，多
数胶原纤维丰富，排列规则；部分皮肤局部可见
少量上皮细胞坏死及核碎裂，真皮层与皮下组织
可见大量水肿，肥大细胞浸润，出血，并伴有细
胞成分增多，静脉血管可见淤血扩张。各给药组
可见部分表皮增厚，真皮层少量肥大细胞浸润，
个别可见细胞成分增多，实质细胞坏死，核碎
裂；静脉血管淤血扩张、出血情况较模型组减轻。
结果见图 3。
3.2　青紫颗粒对兔 Arthus 反应的干预作用
3.2.1　青紫颗粒对 Arthus 反应兔背部斑点直径、
皮肤反应程度的影响　正常组兔背部未出现红肿
现象。抗原攻击后 2 h，各组兔背部均出现红肿现
象；抗原攻击后 2、3、4、5 h，青紫颗粒高剂量组
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图 2　青紫颗粒对 Arthus 反应大鼠血清 IgA（A）、IgG（B）、CIC（C）、IL-6（D）、TNF-α（E）、NO（F）水平的影响

Fig 2　Effect of Qingzi granules on serum IgA（A），IgG（B），CIC（C），IL-6（D），TNF-α（E），NO（F）level in the Arthus response rats
注：与正常组比较，▲▲ P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，▲▲ P ＜ 0.01；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

图 3　青紫颗粒对 Arthus 反应大鼠皮肤组织病理的影响（HE 染色，×200）
Fig 3　Effect of Qingzi granules on skin tissue histopathology in the Arthus response rats（HE，×200）
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 地塞米松组（dexamethasone group）；D. 芦丁片组（rutin tablet group）；E. 高剂量

组（high-dose group）；F. 中剂量组（middle-dose group）；G. 低剂量组（low-dose group）
注（Note）：黑色箭头示表皮层增厚，黄色箭头示炎性细胞浸润，棕色箭头示实质细胞坏死，蓝色箭头示结缔组织排列疏松，绿色

箭头示核碎裂，红色箭头示局部出血（Black arrow shows epidermal thickening. Yellow arrow shows inflammatory cell infiltration. Brown arrow 
indicates parenchymal cell necrosis. Blue arrow shows loose arrangement of connective tissue. Green arrow shows nuclear fragmentation，and red 
arrow shows local bleeding）。

兔背部斑点直径小于模型组（P ＜ 0.05），结果见
表 3。模型组在抗原攻击后 2 h 或 5 h 背部皮肤中
度充血、出血，呈斑块状；抗原攻击后 24 h，出
现中度出血性变色。与模型组相比，青紫颗粒高、
低剂量组，芦丁片组，地塞米松组，青紫合剂组
兔背部皮肤反应程度评分均显著降低（P ＜ 0.01），
结果见表 3 及表 4，24 h 兔背部斑点见图 4。
3.2.2　青紫颗粒对 Arthus 反应兔血清 IgA、IgG、
CIC 的影响　与正常组相比，模型组兔血清 IgA、
IgG、CIC 含量显著升高（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）；
与模型组相比，地塞米松组兔血清 IgA 含量降低
（P ＜ 0.05），青紫颗粒中剂量组、青紫合剂组兔
血清 IgG 含量显著降低（P ＜ 0.01），青紫颗粒中、
低剂量组，地塞米松组兔血清 CIC 含量显降低
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。结果见图 5。

图 4　青紫颗粒对 Arthus 反应兔背部皮肤斑点的影响

Fig 4　Effect of Qingzi granules on the back swollen spots in the Arthus 
response rabbits
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 地塞米松

组（dexamethasone group）；D. 芦丁片组（rutin tablet group）；E. 高
剂量组（high-dose group）；F. 中剂量组（middle-dose group）；G. 低
剂量组（low-dose group）；H. 青紫合剂组（Qingzi mixture group）



790

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

3.2.3　皮肤组织病理学观察　正常组兔皮肤表皮层
结构完整，鳞状上皮细胞形态结构正常、排列紧密，
真皮层胶原纤维含量丰富，可见毛囊皮脂腺等附属
器官，未见明显炎症。模型组真皮层底部可见重度
水肿，结缔组织排列疏松，部分伴有静脉血管淤血
扩张，可见大量淋巴细胞、中性粒细胞与巨噬细胞
浸润，真皮层顶部可见大量出血，伴有较大量的胶
原纤维溶解。各给药组部分可见重度水肿，伴有大
量淋巴细胞、中性粒细胞与巨噬细胞浸润，实质细
胞坏死，核碎裂及静脉血管淤血扩张。与模型组相
比，各给药组在血管扩张方面均减轻，青紫合剂组
皮肤出血有所减轻，青紫颗粒低剂量组、芦丁片组、
青紫合剂组皮肤水肿有所缓解。结果见图 6。

图 5　青紫颗粒对 Arthus 反应兔血清 IgA（A）、IgG（B）、CIC（C）水平的影响

Fig 5　Effect of Qingzi granules on serum IgA（A），IgG（B），CIC（C）level in the Arthus response rabbits
注：与正常组比较，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

4　讨论
　　HSP 的发生与免疫反应、红细胞血管外溢、
血管壁纤维素样坏死、血小板微血管炎和间质水
肿等有关 [6]。抗原进入机体刺激浆细胞，产生抗
体，与抗原结合形成免疫复合物，主要为 IgA 免
疫复合物 [7]。过多的免疫复合物不易被巨噬细胞
清除，而促进释放 5- 羟色胺、组胺等血管活性
物质，增加血管壁通透性，造成组织水肿。免疫
复合物在血管壁或肾小球膜上沉积，产生过敏毒
素，使中性粒细胞在沉积处聚集，并释放蛋白水

解酶，局部组织血管损伤加剧，沉积在黏膜小血
管，引起出血 [8]。因此 HSP 的发病机制为可溶性
免疫复合物引起的Ⅲ型超敏反应 [6]。本实验中以
皮肤损伤为主的 HSP 模型是根据Ⅲ型超敏反应中
局部免疫复合物引起的 Arthus 反应构建的 [9]。实
验性 Arthus 反应可采用具有循环抗体的免疫动
物，以相应的抗原肌内注射、皮下注射引起 [10]。
SD 大鼠、日本大耳白兔是具有循环抗体的免疫
动物，经过小剂量抗原反复刺激，少量抗原持续
进入体内致敏，但未发生过敏反应；当再次皮内

表 3　青紫颗粒对 Arthus反应兔背部皮肤斑点直径的影响 (x±s) 
Tab 3　Effect of Qingzi granules on the diameter of the back swollen spots in the Arthus response rabbits at different time points after the 

antigen attack (x±s)

组别 n 剂量
不同时间点斑点直径 /mm

2 h 3 h 4 h 5 h 8 h 12 h 24 h
正常组 6 － 0 0 0 0 0 0 0
模型组 6 － 16.98±5.62 19.98±2.16 20.86±1.37 21.36±2.81 19.77±2.26 20.54±2.10 21.41±4.30
地塞米松组 6 0.263 mg·kg － 1 15.18±7.50   19.2±1.94 18.87±2.21 19.75±1.80 19.74±3.77 19.98±2.28 20.21±1.41
芦丁片组 5   5.78 mg·kg － 1 17.17±0.57 17.29±2.18 18.80±1.10 18.39±1.12 19.43±2.25 20.96±3.16 22.69±3.69
青紫颗粒高剂量组 6   8.79 g·kg － 1 14.11±7.53* 16.05±6.19* 16.51±6.02* 17.13±6.28* 18.73±4.39 19.23±5.36 19.17±7.31
青紫颗粒中剂量组 4   4.39 g·kg － 1 16.65±4.58 18.78±2.40 19.43±0.64 20.07±0.48 20.48±0.74 23.60±5.98   23.4±5.26
青紫颗粒低剂量组 5   2.20 g·kg － 1 18.52±1.55 18.71±1.36 20.70±1.55 19.05±2.12 20.72±2.88 20.80±6.00 23.22±5.14
青紫合剂组 5   6.98 mL·kg － 1 15.58±3.34   19.1±1.16 21.36±2.17 20.19±1.32 19.76±2.99 19.79±2.51 21.14±3.70

注：与模型组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the model group，*P ＜ 0.05.

表 4　青紫颗粒对 Arthus反应兔背部皮肤反应程度的影响 (x±s) 
Tab 4　Effect of Qingzi granules on the degree of skin reaction in the 

Arthus response rabbits (x±s)

组别 n 剂量
平均反应程度

综合评分
－ ＋ ＋＋＋＋＋

正常组 6 － 6 0 0 0 0
模型组 6 － 0 0 5 1 2.17±0.41
地塞米松组 6 0.263 mg·kg－ 1 0 3 3 0   1.5±0.55**

芦丁片组 5 5.78 mg·kg － 1 0 4 1 0   1.2±0.45**

青紫颗粒高剂量组 6 8.79 g·kg － 1 0 4 2 0 1.33±0.52**

青紫颗粒中剂量组 4 4.39 g·kg － 1 0 1 3 0 1.75±0.5
青紫颗粒低剂量组 5 2.20 g·kg － 1 0 4 1 0   1.2±0.45**

青紫合剂 5 6.98 mL·kg － 1 0 4 1 0   1.2±0.45**

注：与模型组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the model group，**P ＜ 0.01.
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图 6　青紫颗粒对 Arthus 反应兔皮肤组织病理的影响（HE 染色，×200）
Fig 6　Effect of Qingzi granules on skin tissue histopathology in the Arthus response rabbits（HE，×200）
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 地塞米松组（dexamethasone group）；D. 芦丁片组（rutin tablet group）；E. 高剂量

组（high-dose group）；F. 中剂量组（middle-dose group）；G. 低剂量组（low-dose group）；H. 青紫合剂组（Qingzi mixture group）
注（Note）：黄色箭头示中性粒细胞与巨噬细胞浸润；蓝色箭头示真皮层顶部可见大量出血；红色箭头示伴有较大量的胶原纤维溶解；

绿色箭头示肌层多见肌纤维坏死，核碎裂或溶解（Yellow arrow shows neutrophil and macrophage infiltration. Blue arrow shows a large amount of 
bleeding at the top of the dermis. Red arrow shows that a large amount of collagen fiber dissolution is accompanied；Green arrow shows that muscle 
fiber necrosis，nuclear fragmentation or dissolution are common in the muscle layer）。

注射抗原攻击后，局部血管中弥散的大量抗原与
血液中的抗体结合形成免疫复合物沉积于血管
壁，触发皮肤炎症反应，表现与 HSP 皮肤症状相
近，为局部皮肤水肿、出血和坏死，通常伴有血
栓形成而造成局部组织的缺血、损伤。大鼠发生
Arthus 反应时，肌内注射卵蛋白的次数比兔多，
但 Arthus 反应的皮肤症状不如兔剧烈，这可能与
大鼠体内不易形成沉淀素有关 [2]。本研究建立的
Arthus 反应大鼠、兔模型主要表现为皮肤损伤，
可在一定程度上模拟皮肤型 HSP。
　　在 HSP 的发病过程中，IgA 发挥重要作用，
欧洲抗风湿病联盟会议已将活检示皮肤或肾小球
基底膜上 IgA 类免疫复合物沉积作为诊断 HSP 主
要标准之一 [11]。体液免疫功能紊乱，B 淋巴细胞
克隆活化，血清中 IgA 水平增高，使机体清除功
能障碍，IgA 及 IgA 免疫复合物沉积于血管，形
成 CIC[12]。由于 CIC 长时间游离于血液和其他体
液中，可随血流沉积在某些部位的毛细血管壁或
嵌合在肾小球基底膜上，造成局部组织的损伤和
炎症。刘明月等 [12] 研究发现，在 HSP 患者血清
中循环的 IgA 型抗中性粒细胞胞质抗体以及 IgA
型类风湿因子表达增多，证实 IgA、CIC 在 HSP
发病中起关键作用。本实验结果显示模型组血清
IgA 及 CIC 水平明显高于正常组，青紫颗粒各剂
量均可降低大鼠血清 IgA 水平，青紫颗粒高、中
剂量均可降低大鼠血清 CIC 水平，青紫颗粒中、
低剂量均能降低兔血清 CIC 水平。提示青紫颗粒
对 Arthus 反应过程中血清 IgA、CIC 含量升高有
干预作用。
　　IgG 是体内最主要的抗体，具有抗病毒、抗
菌及免疫调节的作用，免疫复合物中存在的 IgG

可能与系膜细胞上的 Fc-γ 受体结合 [13]，在促进
免疫复合物沉积方面发挥作用。临床研究表明，
HSP 患者在治疗后 IgG 水平明显下降至正常，说
明随着 T 淋巴细胞功能的恢复，B 淋巴细胞的失
控和组织炎症因子的异常分泌得到有效的控制，
因此血清 IgG 也可作为 HSP 活动期的临床观察
指标 [14]。本实验结果显示模型组血清 IgG 水平
高于正常组，青紫颗粒各剂量组均可降低大鼠血
清 IgG 水平，青紫颗粒中剂量组可降低兔血清中
IgG 含量，表明青紫颗粒对 Arthus 反应过程中血
清 IgG 含量升高有抑制作用。
　　T 淋巴细胞功能的改变、细胞因子与炎症介
质的参与在 HSP 发病中发挥重要作用。TNF-α 在
免疫及炎症损伤中具有重要地位，能使凝血因子
Ⅷ、纤溶酶原激活物抑制剂 -1、血栓素、内皮素
含量上升，最终引起凝血和微循环障碍，导致血
管内皮细胞坏死 [15]，并与 IgA 协同作用引起血管
炎症 [16]。Besbas 等 [17] 报道 HSP 患者急性期血清
促炎细胞因子 TNF-α 的水平明显增加。本实验结
果显示，模型组大鼠血清 TNF-α 水平明显高于正
常组，青紫颗粒高剂量可降低 TNF-α 水平，提示
青紫颗粒对 Arthus 反应过程中血清 TNF-α 含量升
高有一定抑制作用。IL-6 是一种促炎因子，刺激
血管内皮细胞，释放大量的白细胞趋化因子，使
白细胞和内皮细胞相黏附，导致内皮细胞受损，
同时生成氧自由基，引发细胞变性、坏死 [18]。此
外，IL-6 可促进 B 淋巴细胞增殖及分化，通过刺
激 B 细胞分泌大量抗体，导致体液免疫反应的发
生，形成大量免疫复合物沉积于血管壁，激活补
体级联反应，破坏血管壁的完整性，进一步加重
血管损伤程度 [19]。临床研究报道 HSP 患者急性期
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血清促炎细胞因子 IL-6 的含量显著增加 [20]。本实
验结果显示，模型组血清 IL-6 水平明显高于正常
组，青紫颗粒高剂量能降低 IL-6 含量。
　　NO 是一种胞间信使信号，可介导多种炎症
发生，主要由 iNOS 催化产生。NO 可介导细胞
毒作用，使血管内皮细胞受损，进而促使免疫复
合物的沉积，还可以诱导多种炎性细胞因子的产
生 [21]。NO 水平升高加重毛细血管损伤及肾脏进
行性损害 [22]。临床研究发现，HSP 肾炎患者体
内 NO 水平显著升高，检测 NO 水平对 HSP 患
者病情判断、疗效及预后评价具有一定的指导意
义 [23]。本实验结果显示青紫颗粒各剂量均可明显
降低大鼠血清 NO 水平。
　　临床报道显示，HSP皮肤组织病理学特征包
括影响浅表小血管的白细胞破坏性血管炎，血管壁
被中性粒细胞浸润，中性粒细胞部分退化并形成核
碎片，真皮乳头水肿，乳头下血管丛及末梢血管扩
张、充血、内皮细胞肿胀，管壁周围组织纤维蛋白
样变性，红细胞外渗。本研究结果显示，Arthus反
应大鼠、兔皮肤出现表皮层增厚，少量鳞状上皮细
胞胞质空泡化，上皮细胞坏死及核碎裂，真皮层与
皮下组织可见大量水肿，炎性细胞浸润，细胞成分
增多，静脉血管淤血扩张等现象，这与 HSP皮肤
组织病理学特征相近。青紫颗粒可减轻大鼠皮肤静
脉血管淤血扩张、出血，减轻兔皮肤水肿、实质细
胞坏死、核碎裂及静脉血管淤血扩张。
　　综上，青紫颗粒在改善 HSP 动物模型背部皮
肤反应程度及组织病理学损伤方面具有较好的药
效，该作用可能与其降低血清 IgA、IgG、CIC、
IL-6、TNF-α、NO 水平，减轻皮肤组织静脉血管
淤血扩张、出血、水肿等有关，但确切的作用机
制有待进一步研究。
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响应面法优化改性明胶软胶囊囊壳制备工艺

付慧敏1，乔子桐1，张纯刚1*，郭勇2，程岚1*（1. 辽宁中医药大学药学院，辽宁　大连　116620；2. 神威药业集团

有限公司，石家庄　051430）

摘要：目的　制备改性明胶软胶囊囊壳，并对其进行处方优化。方法　在单因素试验确定的优

化范围基础上，以甲醛处理后胶片的崩解时间、胶片的弹性模量和硬度作为考察指标，对囊壳

的改性剂琥珀酸酐添加量，甘油添加量，胶液 pH 进行 Box-Behnken 响应面处方分析，优化制

备工艺。结果　得到最佳制备工艺条件为：琥珀酸酐添加量为明胶的 5.5%，甘油添加量为明

胶的 35%，胶液 pH 为 5.20，得到的改性明胶软胶囊囊壳具有优异的抗甲醛性能，且力学性能

良好，可以延缓软胶囊的交联老化现象。结论　本研究通过响应面分析法将囊壳的力学特性和

抗醛特性结合起来，分析试验指标与多个试验因素间的回归关系，研究函数的响应面和等高

线来选择试验设计中的最优化条件，为琥珀酰明胶软胶囊的制备奠定了理论基础。

关键词：软胶囊；改性明胶；琥珀酸酐；抗甲醛；工艺优化

中图分类号：R943　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0793-07
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Optimization of preparation of modified gelatin soft capsule shell by 
response surface methodology

FU Hui-min1, QIAO Zi-tong1, ZHANG Chun-gang1*, GUO Yong2, CHENG Lan1* (1. College of 
Pharmacy, Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian  Liaoning  116620; 2. 
Shineway Pharmaceutical Group Co., Ltd, Shijiazhuang  051430)

Abstract: Objective  To prepare modified gelatin soft capsule shell and optimize its formulation. 
Methods  Based on the optimization range determined by single factor experiment, the Box-Behnken 
response surface method was used to analyze the amount of succinic anhydride, glycerin and pH of 
the capsules, with the disintegration time after formaldehyde treatment, elastic modulus and hardness 
of the film as the investigation indexes to optimize the preparation. Results  The optimum conditions 
were as follows: the amount of succinic anhydride was 5.5% that of gelatin, glycerol was 35% that 
of gelatin, and the pH of glue solution was 5.20. The modified gelatin soft capsule shell under this 
condition showed excellent formaldehyde resistance and good mechanical properties, which might 
delay the cross-linking aging of the soft capsules. Conclusion  In this study, the mechanical properties 
and formaldehyde resistance properties of the capsule shell are combined by response surface 
analysis, the regression relationship between test indexes and multiple test factors was analyzed, and 
the response surface and contour lines of the function were studied to select the optimal conditions in 
the test design, which laid a theoretical foundation for succinyl gelatin soft capsules. 
Key words: soft capsule; modified gelatin; succinic anhydride; formaldehyde resistance; process 
optimization
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　　软胶囊剂型的出现，无疑从稳定性、精准剂
量等方面给医药、保健品及功能食品行业带来了
革命性的变革 [1]。然而在生产和储存环节，软胶
囊也会面临一些挑战，比如高温高湿的保存条件；
药物活性成分或营养产品中含有醛类；内容物较
为复杂（如复合维生素、多种矿物质、金属离子
或是以上成分的混合物等）[2-3]，这些因素可能会
使软胶囊囊壳材料 - 明胶发生交联而产生对软胶
囊稳定的负面影响。虽然许多研究工作者试图利
用其他材料来替代明胶，但目前，软胶囊的生产
主要采用旋转冲模法，这就要求非明胶替代材料
具有与明胶极为相似的凝胶特性 [4]，至今仍没有
一种物质可以完全替代明胶，就我国目前的国情
而言，以明胶作为软胶囊囊壳材料的现状短期内
不会改变，所以研究能够延缓老化、生产适用性
好的明胶是当务之急。
　　氨基是明胶发生交联反应的主要结合位点 [5]，
本试验在不替换软胶囊囊壳主要成分——明胶的基
础上，对明胶进行改性，通过琥珀酸酐与明胶中的
氨基的反应，增加氨基封闭率，降低明胶中游离氨
基含量，从而减少明胶软胶囊的交联现象，改善软
胶囊剂型的稳定性，以期开发安全有效、工艺简
单、质量可控的软胶囊以适应临床治疗需要。
1　材料
1.1　试药
　　琥珀酸酐、氢氧化钠（国药集团化学试剂有
限公司）；明胶、巧克力棕、苋菜红、甘油（神威
药业集团有限公司）；盐酸 [ 利安隆博华（天津）
医药化学有限公司 ]；甲醛（丹东市龙海试剂厂）；
纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司）。
1.2　仪器
　　DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器（巩义
市予华仪器有限责任公司）；FA1004 精密电子天
平（天津天马衡基仪器有限公司）；pHS-25 型试
验室 pH 计（上海今迈仪器仪表公司）；JK-BJ-II
崩解时限仪（上海精学科学仪器有限公司）；CT3
质构仪（美国博勒飞公司）；WGLL-230BE 电热鼓
风干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；数显千
分测厚规（浙江德清盛泰芯电子科技有限公司）；
透析袋 MD44（北京索莱宝科技有限公司）。
2　方法
2.1　改性明胶的制备
　　精密称取 20.00 g 明胶置于 500 mL 烧杯中，
加入 100 mL 纯净水，在 45℃下搅拌溶解，160 
r·min － 1 搅拌 1 h。随后将一定剂量的琥珀酸酐
在搅拌下逐步加入到明胶溶液中，继续搅拌 1 h，
同时用 1 mol·L － 1 氢氧化钠溶液维持反应体系的

pH 在 9 ～ 10。待两者完全反应，用 1 mol·L － 1

盐酸溶液调节胶液的 pH 至 6。将改性明胶溶液移
入透析袋，在蒸馏水中透析 36 h，取出，于 40℃
下鼓风干燥，得到改性明胶。
2.2　明胶胶片的制备
　　精密称取纯净水、浓缩色素溶液和处方量的
甘油投入烧杯中，160 r·min － 1 搅拌均匀，加热
至 70℃，待 30 min 后加入明胶，继续搅拌 1 h，
至胶液无气泡，趁热倒入宽为 100 mm 的方形培养
皿内，冷却至室温。于 30℃温度下鼓风干燥 6 h，
揭下，得到厚度约为 0.5 mm 的胶皮，保存在干燥
器中，待用。
2.3　囊壳评价指标的测定方法
2.3.1　甲醛处理后崩解时间的测定　制备不同质量
浓度的甲醛溶液，将大小为 20 mm×15 mm×0.5 
mm 的未改性方形胶片在甲醛溶液内放置 15 min 后
取出擦干，参照《中国药典》2020 年版第四部 0921
崩解时限检查法对胶片崩解时限进行测定 [6]。平行
测定 3 次，取平均值，甲醛质量浓度为 0、5.55、
11.1、16.65、22.2、27.75、33.3、38.85、44.4、
49.95 mg·mL－ 1 时的崩解时间分别为 1 min 14 s、
3 min 24 s、5 min 15 s、12 min 43 s、29 min 15 s、
59 min 7 s、80 min 32 s、105 min 53 s、＞ 2 h、＞

2 h。最终选择未改性胶片崩解时限超过 2 h 的 44.4 
mg·mL－ 1 甲醛作为囊壳甲醛处理后崩解时间评价
指标的处理浓度。
2.3.2　弹性模量的测定　将厚度均匀、完整的胶
片裁剪成长条，宽为 4 mm，工作部分长度为 3 
mm，两端分别夹在质构仪的上下拉伸探头 DGF
上，设定相应参数，拉伸速度 l.5 mm·s－ 1，在质
构仪上定速拉伸，直至胶片被拉断，得到拉伸过
程的应力应变曲线，弹性阶段的应力与应变的比
值即为弹性模量，单位为 N·mm－ 2，平行 3 次试
验，取平均值（注：在进行力学性能测试之前，要
先将胶片在室温、35% 相对湿度环境下放置 24 h）。
2.3.3　硬度的测定　将厚度均匀、完整的胶片裁
剪为大小为 15 mm×15 mm×0.5 mm 的方形胶片，
固定在质构仪的菲林夹具 FSF 上，使用直径为 0.1 
cm 的穿刺探头以 1.5 mm·s － 1 的速度向胶片进行
穿刺试验，直至胶片被刺破，得到负荷与距离变
化曲线，曲线的峰值代表胶皮的硬度，单位为 g。
平行 3 次试验，取平均值（注：在进行力学性能
测试之前，要先将胶片在室温、35% 相对湿度环
境下放置 24 h）。
2.4　单因素试验设计
　　在预试验的基础上，分别探讨改性剂琥珀酸
酐添加量，甘油添加量，胶液 pH 对改性明胶胶



795

中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期　Central South Pharmacy. April  2022, Vol. 20 No.4

片甲醛处理后崩解时间、胶片弹性模量、硬度的
影响。
2.5　响应面优化试验设计
　　在单因素试验的基础上，利用 Design-Expert 
8 软件的 Box-Behnken 试验设计原理，以明胶胶
片甲醛处理后崩解时间、胶片弹性模量、硬度响
应值作为考察指标，进行三因素三水平试验，试
验因素水平编码见表 1。通过数据分析，建立数
学回归模型，预测响应值，确定改性明胶胶片配
方的最优条件。

表 1　响应面因素与水平 
Tab 1　Factor and level for response surface 

水平
因素

A 改性剂添加量 /% B 甘油添加量 /% C 胶液 pH

－ 1 3 30 4

     0 5 35 5

     1 7 40 6

2.6　数据分析
　　由于胶片甲醛处理后崩解时间越短越好，胶
片弹性模量和硬度越接近初始制备的明胶胶片
的力学性能指标越好（按照明胶 - 甘油 - 水为
1∶5.2∶4 的比例制作明胶胶片，进行胶片的拉伸
和穿刺试验，确定软胶囊囊壳的最佳力学性能数
据：y弹性模量佳＝ 14.16 N·mm － 2，y硬度佳＝ 1950.75 
g），故以各指标的最佳值为参照将数据进行归一
化，获得响应值 a，b，c，各个指标响应值公式
如下：
　　甲醛处理后崩解时间响应值 a ＝ ymin/yi

　　弹性模量响应值 b＝ y佳 /（y佳＋│ yi－ y佳│）
　　硬度响应值 c ＝ y佳 /（y佳＋│ yi － y佳│）
3　结果与分析
3.1　单因素试验结果
3.1.1　改性剂添加量对改性明胶胶片的影响　改
性剂添加量对改性明胶胶片的影响见图 1。随着
改性剂添加量的增多，改性明胶中可与甲醛发生
“希夫碱”反应 [7] 的游离氨基的含量减少，改性胶
片的甲醛处理后崩解时间有不同程度的降低。且
随着改性剂添加量的增大，改性胶片的弹性模量、
硬度均有所下降，这可能是由于氨基的封闭导致
明胶净负电荷增加，减弱了明胶分子因氨基和羰
基之间的引力而聚集的程度，使分子在改性明胶 -
水 - 甘油复合物中形成了较弱的网状结构 [8-9]。
3.1.2　甘油添加量对改性明胶胶片的影响　甘
油添加量对改性明胶胶片的影响见图 2。随着甘
油添加量的增加，甘油大量插入明胶大分子链
间，明胶的羟基、氨基、羧基形成分子间氢键，
削弱大分子链间以及分子内的相互作用，增大了

大分子链的移动性 [10]，导致改性明胶胶片的硬
度、弹性模量呈现规律性下降。当甘油添加量在
30% ～ 40% 时，可保证改性明胶与市售明胶胶片
力学性能相近。甘油添加量对甲醛处理后改性明
胶胶片崩解时间的影响差距不明显。

图 2　甘油添加量对明胶胶片甲醛处理后崩解时间、弹性模量和硬

度的影响

Fig 2　Effect of glycerol content on the disintegration time，elastic 
modulus and hardness of gelatin film after formaldehyde treatment

3.1.3　胶液 pH 对改性明胶胶片的影响　胶液 pH
对改性明胶胶片的影响见图 3。明胶分子中的氨
基和羧基在过酸条件（即低 pH 环境）下所带电荷
下降，明胶分子间的氨基和羧基的吸引力弱 [11]，
导致改性明胶胶片的硬度、弹性模量呈现规律性
下降，这与罗锦杰 [12] 的研究结果一致。胶液 pH
对甲醛处理后改性明胶胶片崩解时间的影响差距
不明显。
3.2　响应面试验结果
3.2.1　响应面试验设计与结果　在单因素试验
基础上，利用 Design-ExpertV 8.0.6 软件中 Box-
Behnken 响应面分析法进行设计。试验设置 17 个
试验（析因试验 12 个，中心试验 5 个），用以分
析试验误差。选取改性剂添加量（A），甘油添加
量（B），胶液 pH（C）作为自变量，将胶片甲醛

图 1　改性剂添加量对明胶胶片甲醛处理后崩解时间、弹性模量和

硬度的影响

Fig 1　Influence of modifier dosage on the disintegration time，elastic 
modulus and hardness of gelatin film after formaldehyde treatment
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处理后崩解时间、胶片弹性模量、硬度归一化后
作为响应值，进行响应面分析，详见表 2。

表 2　响应面试验设计与结果 
Tab 2　Response surface test design and results

序号

A 改性

剂添加

量 /%

B 甘油添

加量 /%
C 胶液

pH

甲醛处理后

崩解时间响

应值 a

弹性模量

响应值 b
硬度响

应值 c

1 5 35 5 0.905 0.998 0.995 
2 5 35 5 0.864 0.932 0.929 
3 5 35 5 0.950 0.958 0.945 
4 5 35 5 0.731 0.901 0.955 
5 5 35 5 0.864 0.965 0.992 
6 5 40 4 0.543 0.588 0.647 
7 5 40 6 0.633 0.681 0.866 
8 5 30 4 0.528 0.791 0.824 
9 5 30 6 1.000 0.443 0.613 
10 3 35 6 0.115 0.562 0.736 
11 3 35 4 0.198 0.864 0.835 
12 3 30 5 0.194 0.545 0.702 
13 3 40 5 0.168 0.914 0.977 
14 7 35 6 0.950 0.792 0.913 
15 7 35 4 0.211 0.603 0.624 
16 7 40 5 0.760 0.614 0.723 
17 7 30 5 0.792 0.841 0.799 

3.2.2　回归模型的建立和方差分析　在单因素试
验的基础上，以甲醛处理后崩解时间归一值为响
应值进行优化试验。利用 Design-ExpertV 8.0.6 软
件对表 2 数据进行分析，得到各因素与响应值
之间的多元二次回归模型：a ＝ 0.86 ＋ 0.25A －

0.051B ＋ 0.15C － 1.500×10 － 3AB ＋ 0.21AC －

0.095BC － 0.35A2 － 0.038B2 － 0.15C2。 回 归 模
型 F ＝ 22.92，P ＝ 0.0002，说明本法可靠。表 3
中，失拟项 P ＝ 0.3841 ＞ 0.05，表明该方程对试
验拟合情况好，试验误差小，失拟项模型选择合
适；R2 ＝ 0.9672，R2

Adj ＝ 0.9250，说明试验结果

图 3　胶液 pH 对明胶胶片甲醛处理后崩解时间、弹性模量和硬度的

影响

Fig 3　Effect of pH on the disintegration time，elastic modulus and 
hardness of gelatin film after formaldehyde treatment

有 92.50% 受试验因素影响，模型试验误差小，试
验预测值与实际值拟合较好。

表 3　响应值 a回归模型的方差分析结果 
Tab 3　Variance analysis of response value a regression model

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值
模型 1.57 9 0.17 22.92      0.0002
A 0.52 1 0.52 68.20 ＜ 0.0001
B 0.021 1 0.021   2.76      0.1406
C 0.19 1 0.19 24.36      0.0017
AB 9.000×10－ 6 1 9.000×10 － 6 1.182×10 － 3      0.9735
AC 0.17 1 0.17 22.19      0.0022
BC 0.036 1 0.036   4.79      0.0648
A² 0.50 1 0.50 66.18 ＜ 0.0001
B² 6.209×10－ 3 1 6.209×10 － 3   0.82      0.3965
C² 0.093 1 0.093 12.18      0.0101
残差 0.053 7 7.613×10 － 3

失拟项 0.027 3 8.843×10 － 3   1.32      0.3841
纯误差 0.027 4 6.690×10 － 3

总和 1.62 16

　　由表 3 可知，模型的一次项 A、C，二次项
AC、A2、C2 对甲醛处理后崩解时间响应值影响
极显著（P ＜ 0.01），各因素对甲醛处理后崩解
时间响应值的影响依次为 A ＞ C ＞ B。各因素交
互作用对甲醛处理后崩解时间响应值影响的响应
面图和等高线图见图 4，结合表 3 可知，AC 交
互作用对甲醛处理后崩解时间响应值影响极显著
（P ＜ 0.01），其他因素间的交互作用不显著。
　　在单因素试验的基础上，以弹性模量归一
值为响应值进行优化试验。利用 Design-ExpertV 
8.0.6 软件对表 2 数据进行分析，得到各因素与
响应值之间的多元二次回归模型：b ＝ 0.95 －

4.375×10 － 3A ＋ 0.022B － 0.046C － 0.15AB ＋

0.12AC ＋ 0.11BC － 0.071A2 － 0.15B2 － 0.17C2。
回归模型 F ＝ 40.60，P ＜ 0.0001，说明本法可靠。
表 4 中，失拟项 P ＝ 0.4741 ＞ 0.05，表明该方程
对试验拟合情况好，试验误差小，失拟项模型选
择合适；R2 ＝ 0.9812，R2

Adj ＝ 0.9570，说明试验
结果有 95.70% 受试验因素影响，模型试验误差
小，试验预测值与实际值拟合较好。
　　由表 4 可知，模型的一次项 C，二次项 AB、
AC、BC、A2、B2、C2 对弹性模量响应值影响极
显著（P ＜ 0.01）；各因素对弹性模量响应值的影
响依次为 C ＞ B ＞ A。各因素交互作用对弹性模
量响应值影响的响应面图和等高线图见图 5，结
合表 4 可知，AB、AC、BC 交互作用对弹性模量
响应值影响均极显著（P ＜ 0.01）。
　　在单因素试验的基础上，以硬度归一值为响
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图 4　各因素交互作用对甲醛处理后崩解时间的响应面图和等高线图

Fig 4　Response surface plot and contour plot of interaction of various factors on disintegration time after formaldehyde treatment

表 4　响应值 b回归模型的方差分析结果 
Tab 4　Variance analysis of response value b regression model

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值
模型 0.49 9 0.054 40.60 ＜ 0.0001
A 1.531×10 － 4 1 1.531×10 － 4   0.11      0.7450
B 3.916×10 － 3 1 3.916×10 － 3   2.93      0.1307
C 0.017 1 0.017 12.66      0.0092
AB 0.089 1 0.089 66.43 ＜ 0.0001
AC 0.060 1 0.060 45.09      0.0003
BC 0.049 1 0.049 36.37      0.0005
A² 0.021 1 0.021 16.06      0.0051
B² 0.096 1 0.096 71.72 ＜ 0.0001
C² 0.13 1 0.13 95.53 ＜ 0.0001
残差 9.084×10 － 3 7 1.337×10 － 3

失拟项 4.043×10 － 3 3 1.348×10 － 3   1.01      0.4741
纯误差 5.315×10 － 3 4 1.329×10 － 3

总和 0.50 16

图 5　各因素交互作用对胶片弹性模量的响应面图和等高线图

Fig 5　Response surface plot and contour plot of interaction of various factors on elastic modulus of film

应值进行优化试验。利用 Design-ExpertV 8.0.6 软
件对表 2 数据进行分析，得到各因素与响应值之
间的多元二次回归模型：c ＝ 0.96 － 0.024A ＋

0.034B ＋ 0.025C － 0.088AB ＋ 0.097AC ＋

0.11BC － 0.062A2 － 0.10B2 － 0.12C2。 回 归 模
型 F ＝ 18.62，P ＝ 0.0004，说明本法可靠。表 5
中，失拟项 P ＝ 0.1516 ＞ 0.05，表明该方程对试
验拟合情况好，试验误差小，失拟项模型选择合
适；R2 ＝ 0.9599，R2

Adj ＝ 0.9083，说明试验结果
有 90.83% 受试验因素影响，模型试验误差小，试
验预测值与实际值拟合较好。
　　由表 5 可知，模型的一次项 B，二次项 AB、
AC、BC、B2、C2、A2 对硬度响应值影响显著
（P ＜ 0.05），各因素对硬度响应值的影响依次为
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b ＝ 0.967，c ＝ 0.958，与理论预测值相比，相对
误差分别为 1.06%、3.42%、0.10%。接近理论模
型预测值，说明该模型对试验结果拟合情况好，
误差小，可以利用响应面法对改性明胶囊壳制备
工艺进行预测与分析。未改性胶片与改性胶片实
物图片见图 7。
4　讨论

　　软胶囊老化现象主要是由囊壳成分明胶发生
交联反应引起老化导致的，是明胶分子中的氨基
酸（主要是赖氨酸和精氨酸）自氧化交联和外界
（一般指内容物）引入的低分子醛类物质交联这
两种反应综合作用的结果，后者对软胶囊崩解的
影响较大，具体表现为软胶囊囊壳内壁出现一层
只能溶胀而不能溶解的膜状物质，导致软胶囊在
储存期崩解或溶出迟缓，本试验通过对明胶进行

酰化改性，减少明胶的交联位点，增强了明胶软
胶囊的稳定性。为延缓软胶囊老化研究提供了一
种可行的思路与方法，为琥珀酰明胶软胶囊的制
备奠定了理论基础。

图 6　各因素交互作用对胶片硬度的响应面图和等高线图

Fig 6　Response surface plot and contour plot of interaction of various factors on film hardness

B ＞ C ＞ A。各因素交互作用对硬度响应值影响
的响应面图和等高线图见图 6，结合表 5 可知，
AB、AC、BC 交互作用对硬度响应值影响均极显
著（P ＜ 0.01）。
3.2.3　响应面优化及验证　得到改性明胶囊壳的
最佳理论条件为：酸酐添加量为明胶的 5.51%，
甘油添加量为明胶的 35.10%，胶液 pH 为 5.21。
在此条件下预测的响应值分别为 a ＝ 0.940，b ＝

0.935，c ＝ 0.959。结合实际生产条件，确定最佳
工艺条件为：酸酐添加量为明胶的 5.5%，甘油添
加量为明胶的 35%，胶液 pH 为 5.20。在此条件
下进行 5 次平行验证试验，测得甲醛处理后崩解
时间为 20.00 s，胶片弹性模量为 14.64 N·mm － 2，
硬度为 2035.85 g，实际响应值分别为 a ＝ 0.950，

图 7　未改性胶片（左）与改性胶片（右）实物图片

Fig 7　Physical picture of unmodified（left）and modified（right）film

表 5　响应值 c回归模型的方差分析结果 
Tab 5　Variance analysis of response value c regression model

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值
模型 0.27 9 0.030 18.62 0.0004
A 4.560×10 － 3 1 4.560×10 － 3   2.82 0.1372
B 9.453×10 － 3 1 9.453×10 － 3   5.84 0.0463
C 4.901×10 － 3 1 4.901×10 － 3   3.03 0.1254
AB 0.031 1 0.031 19.03 0.0033
AC 0.038 1 0.038 23.25  0.0019
BC 0.046 1 0.046 28.56 0.0011
A² 0.016 1 0.016   9.91 0.0162
B² 0.043 1 0.043 26.65 0.0013
C² 0.065 1 0.065 40.30 0.0004
残差 0.011 7 1.619×10 － 3

失拟项 7.923×10 － 3 3 2.641×10 － 3   3.10 0.1516
纯误差 3.409×10 － 3 4 8.522×10 － 4

总和 0.28 16
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黄连 -干姜对糖尿病大鼠脑脊液中主要生物标志物 
动态变化干预作用的研究

陈旭，周游*，刘琳，王冬雪（哈尔滨商业大学药学院，哈尔滨　150010）

摘要：目的　探究黄连 - 干姜对糖尿病大鼠脑脊液中的 Aβ42、p-tau、Ach 含量动态变化的影响。方

法　腹腔注射 1% STZ 55 mg·kg－ 1 复制大鼠糖尿病模型，将糖尿病大鼠按照血糖和体质量随机分成

模型组、黄连 - 干姜组、二甲双胍组，连续给药 75 d，并动态监测各组糖尿病大鼠空腹血糖；每隔 15 
d 应用小脑延髓池穿刺法采集脑脊液，用酶联免疫吸附法动态测定各组药物对大鼠脑脊液中的 Aβ42、
p-tau、Ach 含量变化，以及建模 75 d 大鼠后脑组织内 Aβ42 的含量。结果　与空白组比较，模型组大

鼠空腹血糖显著升高，模型稳定；大鼠脑脊液中 Aβ42 的含量不断下降，在用药 30 d 时含量显著降低；

脑脊液中 Ach 的含量在用药 30、60、75 d 均较低；脑脊液中 p-tau 的含量在用药 60、75 d 时显著升高；

脑组织中 Aβ42 的含量显著增加。而黄连 - 干姜对此变化趋势具有调节作用，与模型组比较，黄连 -
干姜组大鼠用药 60、75 d 空腹血糖显著降低；脑脊液中 Aβ42 的含量在用药 30、60、75 d 显著升高；

脑脊液中 Ach 的含量在用药 30 d 显著升高；脑组织中 Aβ42 的含量显著减少。结论　黄连 - 干姜可改

善糖尿病大鼠空腹血糖，降低脑组织中 Aβ42 的含量，提高脑脊液中 Aβ42、Ach 的含量。
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　　据国际糖尿病联盟统计，2021 年全球 20 ～ 
79 岁人群的糖尿病患病率高达 10.5%（5.366 亿
人），保守预测到 2045 年其发病率将上升至
12.2%[1]。糖尿病发病过程中会引起不同程度的
认知损害 [2]，脑脊液中的主要生物标志物如β- 淀
粉样蛋白（amyloid β-protein，Aβ）、tau 蛋白、乙
酰胆碱（acetylcholine，Ach）等 [3-4]，参与机体
众多的生理功能，与认知障碍的发生发展密切相
关 [5]。本文通过改良小脑延髓池穿刺法对糖尿病
大鼠脑脊液进行连续采集，测定脑脊液中 Aβ42、
p-tau、Ach 的含量，为明确黄连 - 干姜的药物作
用提供基础。
1　材料

1.1　动物

　　雄性 Wistar 大鼠 60 只，8 ～ 10 周龄，体质
量（200±20）g [ 北京维通利华实验动物技术有限
公司，许可证号：SCXK（京）2012-0001]。动物
分组分笼饲养于 12 h 明暗交替的环境中，温度为 
18 ～ 21℃，相对湿度为（50±5）%。实验动物
采用标准饲料喂养，实验期间可自由摄食、饮水。
1.2　试药

　　黄连、干姜（哈尔滨世一堂药材公司），经哈

尔滨商业大学药用植物教研室张德连教授鉴定分
别为毛茛科植物黄连（Coptis chinensis Franch.）
的干燥根茎、姜科植物姜（Zingiber officinale 
Rosc．）的干燥根茎；链脲佐菌素（streptozotocin，
STZ，北京博爱科贸有限公司 Sigma 分装，批号：
S0130）；葡萄糖测定试剂盒（长春汇力，批号：
050411）；盐酸二甲双胍片（澳大利亚艾华大药
厂，批号：A108R，规格：每片含盐酸二甲双胍 0.5 
g）；Ra Ach ELISA 试剂盒、Ra Aβ42 ELISA 试剂
盒、Ra p-tau ELISA 试剂盒 [ 上海蓝基（BG）生
物科技有限公司 ]。
1.3　仪器

　　一次性使用静脉输液针（江西洪达医疗器械
集团有限公司）；标准型单臂脑立体定位仪（型
号 68001，深圳市瑞沃德生命科技有限公司）；酶
标分析仪（型号 RT-6000，RAYTO 公司）。
2　方法

2.1　模型复制

2.1.1　缓冲液的配制　A 液：2.10 g 柠檬酸（分
子量 210.14）溶于 100 mL 无菌注射用水，配制成
0.1 mol·L－ 1 柠檬酸溶液；B 液：2.94 g 柠檬酸
钠（分子量 294.10）溶于 100 mL 无菌注射用水，

Abstract: Objective  To determine the effect of Coptis-dried ginger on the dynamic changes of 
Aβ42, p-tau and Ach content in the cerebrospinal fluid of diabetic rats. Methods  The rats were 
intraperitoneally injected 1% STZ 55 mg·kg－ 1 to create a diabetic model. The diabetic rats were 
randomly divided into a model group, a Coptis-dried ginger group and a metformin group according 
to their blood glucose and body weight. The rats were administered continuously for 75 d, and the 
fasting blood glucose of each group was dynamically monitored. At the same time, the cerebrospinal 
fluid was collected every 15 d, and the changes of Aβ42, p-tau and Ach content in the cerebrospinal 
fluid of rats treated by drugs in each group, as well as the content of Aβ42 in the brain tissue 75 d after 
the model establishment were determined dynamically by ELISA. Results  Compared with the control 
group, fasting blood glucose was significantly increased in model group and the model was stable. 
The content of Aβ42 in cerebrospinal fluid of rats decreased continuously, and decreased significantly 
after 30 d of medication. The content of Ach in cerebrospinal fluid was low at 30, 60 and 75 d. The 
content of p-tau in cerebrospinal fluid increased significantly at 60 and 75 d after the treatment. The 
content of Aβ42 in brain tissue was significantly increased. Compared with the model group, fasting 
blood glucose of rats in Coptis-dried ginger group was significantly decreased at 60 and 75 d after 
the treatment. The content of Aβ42 in cerebrospinal fluid increased significantly at 30, 60 and 75 d 
after the treatment. Ach content in cerebrospinal fluid increased significantly 30 d after the treatment. 
The content of Aβ42 in brain tissue was significantly decreased. Conclusion  Coptis-dried ginger can 
decrease the fasting blood glucose and Aβ42 content in the brain tissue and increase the content of 
Aβ42 and Ach in the cerebrospinal in diabetic rats.
Key words: diabetes; Coptis-dried ginger; cerebellomedullary cistern puncture; cerebrospinal fluid; 
biomarker
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配制成 0.1 mol·L－ 1 柠檬酸钠溶液；取 A 液 57 
mL、B 液 43 mL（按 1∶1.32），将两者混合，测
定 pH 值，调节 pH 值为 4.2 ～ 4.5，0.22 μm 微孔
滤膜过滤除菌，置于 4℃冰箱备用。
2.1.2　腹腔注射 STZ 溶液　动物适应性饲养 1 周
后，禁食不禁水 16 h，以冰缓冲液将 STZ 粉末溶
解，避光操作，配制1% 的 STZ 溶液，现用现配。
模型组按照给药剂量 55 mg·kg－ 1 腹腔注射，冰
上避光操作，15 min 内注射完毕；对照组腹腔注
射相同剂量缓冲液。注射 STZ 72 h 后检测血糖，
选择空腹血糖≥ 16.7 mmol·L－ 1 的动物纳入实验。
2.2　分组与给药

2.2.1　药液制备　黄连 - 干姜水煎液：取黄连、
干姜（质量比 2∶1）加水浸泡 30 ～ 45 min，煎煮
两次，合并滤液（按黄连计，10 g·mL － 1），放
入 4℃冰箱中备用，在 7 d 内使用。
　　二甲双胍药液制备：盐酸二甲双胍片剂研成
细粉，用蒸馏水配制成质量浓度为 3.76 mg·mL－ 1

的溶液，4℃保存，在 3 d 内使用。灌胃前将药液
放至常温后使用。
2.2.2　动物分组　模型组大鼠依据血糖随机分为
模型组（n ＝ 12）、黄连 - 干姜组（n ＝ 12）、二
甲双胍组（n ＝ 11）和对照组（n ＝ 10）。对照组
与模型组以蒸馏水灌胃；黄连 - 干姜组给予黄连 -
干姜水煎液，每日给药剂量为 2.24 g·kg－ 1；二
甲双胍组给予 3.76 mg·mL － 1 二甲双胍药液，每
日给药剂量为 75.20 mg·kg－ 1，给药容积均为 1 
mL/100 g。以上各组每日灌胃两次，给药 75 d。
2.3　空腹血糖测定

　　实验前更换垫料，禁食 16 h，自由饮水。大
鼠乙醚麻醉，眼底静脉丛取血 0.5 mL，肝素抗
凝，离心（3000 r·min－ 1，10 min），吸取上清液，
采用葡萄糖氧化法测定血糖，按试剂盒说明书进
行操作。
2.4　酶联免疫吸附法测定大鼠脑脊液中主要生物

标志物

2.4.1　人工脑脊液的配制　准确称取 NaCl 7.247 
g，KCl 0.373 g，MgSO4·7H2O 0.493 g，KH2PO4 

0.174 g，NaHCO3 2.184 g，混合定容至 100 mL，
即为母液（10×）。取母液 10 mL，加入葡萄糖粉
0.198 g，充分溶解，再加入 1 mol·L－ 1 CaCl2 0.2 
mL（去离子水配制），去离子水定容至 100 mL，
0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，置于 4℃冰箱备用。
2.4.2　大鼠脑脊液采集　大鼠采用腹腔注射戊巴
比妥钠麻醉（给药剂量为 45 mg·kg－ 1，给药容

积为 0.15 mL/100 g），备皮，将其固定于脑立体
定位仪上，保证操作台水平，两侧耳杆在同一直
线，门齿杆较耳杆低 0.33 cm。维持体温 37℃，
皮肤消毒。颈后部纵切口（1 ～ 1.5 cm），钝性分
离肌肉，扩大视野。干棉球按压止血，保持术口
清晰，钝性分离肌肉暴露至寰枕膜。采用一次性
静脉输液针（针斜面向上）缓慢水平刺入至小脑
延髓池，另端连接好 1 mL 注射器，缓慢收集脑
脊液。针尖完全进入后即可直接抽取脑脊液，若
未见脑脊液流出，可轻微旋转针体。
　　脑脊液能够抽出并且澄清、无血为采集成
功。穿刺成功者，收集脑脊液后，注入等量的消
毒人工脑脊液，以保持原来脑脊髓腔的压力。术
毕，逐层缝合，将少许青霉素粉末洒至伤口处。
术后，动物单笼饲养，每日伤口消毒两次，肌内
注射 80 000 u·d－ 1 青霉素，连续 3 d。大鼠恢复
5 ～ 7 d 后，如愈合良好并且适应环境后即可用
于拆线合笼。操作示意如图 1。

图 1　大鼠小脑延髓池

Fig 1　Cerebellomedullary cistern of rat

2.4.3　大鼠脑脊液中 Aβ42、Ach、p-tau 动态变化
的测定　依试剂盒说明书进行操作，用酶标仪于
相应波长下测定吸光度，计算各组大鼠脑脊液中
Aβ42、Ach、p-tau 的含量。
2.5　大鼠脑组织中 Aβ42 的测定

　　 大 鼠 腹 腔 注 射 3% 戊 巴 比 妥 钠（剂 量 45 
mg·kg － 1）进行麻醉，随后断头剥离脑组织。依
试剂盒要求处理样本，并进行显色，用酶标仪于
相应波长下测定吸光度，计算各组大鼠脑组织中
Aβ42 的含量。
2.6　统计方法

　　应用 SPSS 21.0 For Windows 统计软件中方差
分析进行数据资料处理，结果均以平均值 ±标
准差（x±s）表示。两组间比较采用独立样本 t 检
验，三组及以上组间比较采用单因素方差分析，
两两比较采用 LSD 法。P ＜ 0.05 说明差异有统
计学意义。
3　结果

3.1　黄连 - 干姜对糖尿病大鼠空腹血糖的影响

　　与空白组比较，模型组大鼠空腹血糖均升
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3.3　黄连 - 干姜对糖尿病大鼠脑组织 Aβ42 的影响

　　与空白组比较，模型组大鼠造模 75 d 各脑
组织中 Aβ42 含量增加（P ＜ 0.05）；与模型组
比较，黄连 - 干姜组脑内 Aβ42 水平显著降低
（P ＜ 0.05）。结果见图 3。
4　讨论

　　脑脊液被视为脑内传输媒体，被广泛用于临
床研究，通过对脑脊液中各成分的分析，可动态
观察药物对该模型的影响 [6]。采集实验动物脑脊
液的方法大致分为两类：其一是侧脑室穿刺法，

在动物颅骨表面钻孔插管引流脑脊液 [7]；其二是
穿刺进入小脑延髓池抽取脑脊液的方法 [8]。由于
大鼠的脑室及蛛网膜下腔狭小，侧脑室穿刺法在
采集时所需时间过长，脑脊液标本采集困难，且
穿刺过程中要穿过脑组织，故此法易造成脑组织
损伤和出血，失败率非常高 [9]。据报道，体质量
300 g 的大鼠脑脊液总体积大约 580 μL，可以被
抽出的脑脊液更少，故采集到足量的脑脊液用于
分析是一个关键，采用静脉输液针行小脑延髓池
的方法可以采集约 120 μL 用于检测。实验前期研

图 2　黄连 - 干姜对糖尿病大鼠空腹血糖及脑脊液 Aβ42、Ach、p-tau 的影响

Fig 2　Effect of Coptis-dried ginger on FBG，Aβ42，Ach，and p-tau in diabetic rats
注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01； 与 模 型 组 比 较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（Compared with the control group，

*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，黄连 - 干姜组
用药 60、75 d 时空腹血糖显著降低（P ＜ 0.05），
二甲双胍组用药 60、75 d 时空腹血糖显著降低
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。结果见图 2A。
3.2　黄连 - 干姜对糖尿病大鼠脑脊液 Aβ42、
Ach、p-tau 动态变化的影响

　　结果发现，模型组大鼠脑脊液中 Aβ42 含量
不断下降，与空白组比较，在用药 30 d 时含量显
著下降（P ＜ 0.01）；而黄连 - 干姜对此变化趋势
具有调节作用，与模型组比较，黄连 - 干姜组大
鼠在用药 30、60、75 d 脑脊液中 Aβ42 含量显著
升高（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），二甲双胍组大鼠
在用药 30 d 时脑脊液 Aβ42 显著升高（P ＜ 0.05），

结果见图 2B。空白组和模型组大鼠脑脊液中 Ach 
用药前未出现差异，与空白组比较，模型组大鼠
在用药 30、60、75 d Ach 含量均较低（P ＜ 0.05 
或 P ＜ 0.01）；而黄连 - 干姜对此变化趋势具
有调节作用，与模型组比较，黄连 - 干姜组大
鼠脑脊液中 Ach 含量在用药 30 d 时显著升高
（P ＜ 0.01）；二甲双胍组对脑脊液中 Ach 含量的
调节作用不明显，结果见图 2C。与空白组比较，
模型组大鼠脑脊液 p-tau 含量在用药 60、75 d 时
显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，黄连 - 干
姜组和二甲双胍组在用药 30 d 后，有一定的改善
作用，但差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结果见
图 2D。
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究比较了静脉输液针穿刺法、微量注射器穿刺法、
毛细玻管穿刺法进行大鼠小脑延髓池穿刺连续采
集脑脊液的效果，发现静脉输液针穿刺法具有以
下优点：① 可以更精确地控制采集时脑脊液的取
得量；② 因针头带针柄，在脑脊液采集过程中比
较容易固定，利于采集；③ 针头较细，在刺破
硬脑膜时脑脊液溢出量很少，且有利于第二次抽
取；④ 可以减少残余在抽取器械内壁上脑脊液的
量，避免浪费；⑤ 内径较小，便于控制抽取速度，
可以将抽取速度精确地控制在 50 μL·min－ 1 左右。
本实验采用一次性静脉输液针进行小脑延髓池穿
刺连续采集大鼠脑脊液，连续采集 5 次以上动物
占 54.3%，连续采集 4 次以上动物占 80.0%，脑
脊液采集量均在 120 μL 以上，可以保证脑脊液相
关指标的动态分析。但在长期饲养中发现，此脑
脊液采集方法仍存在一定的术后感染风险，受饲
养环境影响而导致动物死亡，因此，在后面的研
究中可以致力于非手术性采集方法的发掘。
　　糖尿病发病率逐年攀升，其引起的认知损害
也广泛受到关注，现普遍认为其与阿尔茨海默病
（AD）有密切联系，前期研究发现，糖尿病模
型大鼠 90 d 内出现明显学习记忆损害 [10]，Aβ 沉
积是其核心病理特征之一。Aβ 具有明显的神经
毒性，可引起炎症反应、氧化应激等进一步损害
突触可塑性、胆碱等神经系统功能等，脑脊液中
Aβ42 的水平，可反映构成老年斑的核心成分纤维
状 Aβ 的含量，且 Aβ 沉积一般发生在 AD 早期。
tau 蛋白的过度磷酸化会降低微管的稳定，使微
管解聚，从而形成神经元纤维缠结 [11]。Ach 作为
一种重要的神经递质，研究发现提高脑内 Ach 的
含量能够修复 AD 患者损伤的胆碱能功能 [12]，组
织神经元间 Ach 的代谢对提高学习、记忆关系重

大 [13]。本实验自模型建立起，每隔 15 d 采集大
鼠脑脊液，发现大鼠脑脊液中 Aβ42 自 15 d 开始
降低，至 30 d 降到最低，与空白组相比差异具有
统计学意义，而后缓慢升高。根据结果分析，在
模型建立初期，血糖的剧烈升高可能引起了体内
Aβ42 的糖化现象。临床上，脑脊液中 Aβ42 的降
低可能意味着脑内发生 Aβ 沉积，在实验最后对
脑组织内的 Aβ42 的测定结果也证实了这一点。
此外，实验发现，随着病程发展，糖尿病大鼠脑
脊液中 p-tau 持续升高，与空白组相比，在给药
60、75 d 差异具有统计学意义。究其原因，可能
与糖尿病引起的胰岛素抵抗现象导致的 PI3K 途
径的 GSK-3 的活化相关，有待进一步考证。与空
白组比较，糖尿病大鼠脑脊液中 Ach 含量呈下降
趋势，经过相关性分析发现，Ach 变化与 Aβ42、
p-tau 变化成负相关（r ＝－ 0.916），提示糖尿病
大鼠脑脊液中 Ach 的变化由 Aβ42、p-tau 的变化
共同决定，且由前述分析可知，模型建立 0 ～ 30 
d 时，p-tau 的变化不明显，此时 Aβ42 的变化是
Ach 的变化的主要影响因素，故在药物干预时，
应选择能够在早期控制血糖、纠正脑脊液中 Aβ42
降低的药物，以减少认知损害。
　　本实验证实了黄连 - 干姜具有较好的降低糖
尿病大鼠空腹血糖的作用，接近于二甲双胍的作
用，且在给药 60、75 d 时作用明显。模型组大鼠
脑脊液 Aβ42 呈现先降低后缓慢升高趋势，二甲
双胍组大鼠变化趋势同模型组，与模型组大鼠比
较，黄连 - 干姜能够升高 30、60、75 d 脑脊液中
Aβ42 的含量；模型建立 75 d 后，黄连 - 干姜能够
降低脑组织内 Aβ42 含量，黄连 - 干姜具有降低
60、75 d 脑脊液中 p-tau 蛋白的趋势，但差异无
统计学意义；黄连 - 干姜能够提高给药 30、60、
75 d 脑脊液中 Ach 含量。通过对黄连 - 干姜对糖
尿病干预作用的初步研究，表明其可改善糖尿病
大鼠空腹血糖，降低脑组织中 Aβ42 含量，提高
脑脊液中 Aβ42、Ach 含量。
　　历代本草记载，黄连苦寒无毒，神农本草经
归为上品，仅《伤寒杂病论》中含有黄连的方剂
就有 14 个 [14]。小檗碱为黄连中的主要有效成分
之一，研究发现，小檗碱能够通过改善脑血流
量，保护神经元免受炎症，限制 tau 的高磷酸化
等多种机制妨碍 AD 的发展。同时，小檗碱对糖
尿病和相关疾病有效，例如动脉粥样硬化、心肌
病、高血压、肝脏脂肪病、糖尿病肾病、肠道脱
敏和神经病变等，表明其有预防认知障碍的间接

图 3　黄连 - 干姜对糖尿病大鼠脑组织 Aβ42 的影响（n ＝ 7）
Fig 3　Effect of Coptis-dried ginger on brain Aβ42 in diabetic rats（n＝7）

注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05； 与 模 型 组 比 较，
#P ＜ 0.05（Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 
with the model group，#P ＜ 0.05）。
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益处 [15]。此外，有研究报道采用小檗碱联合二
甲双胍进行口服给药对 db/db 小鼠糖尿病发展过
程中引起的认知功能障碍有改善作用，且比单独
给药二甲双胍效果更明显，其作用机制可能与抗
炎、抗氧化应激以及提高兴奋性氨基酸水平等相
关 [16]。但前期实验发现，单用黄连可导致糖尿病
动物出现摄食减少，精神状态萎靡，毛色枯槁，
爪甲变白，畏寒扎堆。死亡动物脏器检查主要表
现为各肠段胀气较明显，胃部胀大，肠壁变薄，
腹部胀气严重，内部有食物残留，其余脏器均未
发现明显病变，据此推测，糖尿病动物可能由于
单用黄连导致胃肠反应而死亡。且研究发现干姜
配伍黄连能够促进小檗碱等黄连中主要生物碱的
吸收 [17]，故本研究选择具有辛温之性的药物干姜
温热补虚，同时制约黄连之苦寒，药物搭配寒热
并用、升降相因、切合病机 [18]。
　　实验发现，黄连 - 干姜可改善糖尿病大鼠空
腹血糖，降低脑组织中 Aβ42 含量，提高脑脊液
中 Aβ42、Ach 含量。据报道，黄连 - 干姜主要是
针对糖尿病初期的阴虚热盛阶段，而根据临床糖
尿病中、晚期患者以气阴两虚为主，糖尿病认知
功能损害患者临床以气阴两虚夹痰证多见 [19]，因
此后续研究应确立糖尿病认知损害中药预防性干
预的用药原则、干预最佳时间窗。另外，应进一
步探究黄连 - 干姜影响糖尿病大鼠脑脊液 Aβ42、
Ach、p-tau 水平的机制，为阐明药物作用机制提
供基础。
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阿魏酸通过调节 GSK-3β 减轻阿尔茨海默样变化

许英1，2，陈玲1，2，张兰1，2，朱斌1，2，杨阳1，2，王晓梅1，2，洪倩1，2*（1. 徐州医科大学附属淮海医院，

江苏　徐州　221004；2. 中国人民解放军陆军第七十一集团军医院，江苏　徐州　221004）

摘要：目的　探讨阿魏酸的抗阿尔茨海默病（AD）的作用及潜在的作用机制。方法　利用人

神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞建立稳定表达人淀粉样前体蛋白（APP）过表达细胞模型（SH-
APP 细胞），通过 MTS 和 ELISA 方法分别考察阿魏酸对 SH-APP 细胞活力及 Aβ40 含量的影

响，流式细胞法和 caspase-3/7 分析验证了阿魏酸对 SH-APP 细胞的潜在抗凋亡作用，Western 
blot 法检测阿魏酸对 tau 蛋白过度磷酸化和 GSK-3β 相关凋亡途径的调节作用。采用 Morris 水

迷宫实验观察阿魏酸对大鼠痴呆模型学习记忆功能变化的影响。结果　本研究建立了稳定表达

人 APP 的细胞模型 SH-APP 细胞株并初步考察了阿魏酸抗 AD 的作用。0.25 ～ 10 μmol·L－ 1 
阿魏酸能显著提高 SH-APP 细胞活力并抑制 Aβ40 的分泌。同时，阿魏酸能显著降低 SH-APP
细胞中 caspase-3/7 活性，并显著降低细胞凋亡率，其相关作用机制可能是阿魏酸降低 tau 蛋白

磷酸化，并通过调节 SH-APP 细胞中 GSK-3β 的表达、抑制 caspase-9 的剪切而发挥抗神经细胞

凋亡的作用。Morris 水迷宫定位航行实验及空间探索实验结果显示，1.5 ～ 6 g·kg－ 1 阿魏酸

能缩短大鼠逃避潜伏期，显著增加穿台次数和在目标象限停留时间。结论　阿魏酸可能具有潜

在的改善 AD 和 / 或神经病理学相关的神经退行性疾病症状的作用。

关键词：阿尔茨海默病；阿魏酸；淀粉样β；细胞凋亡
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Ferulic acid reduces Alzheimer-like changes by modulating GSK-3β pathway

XU Ying1, 2, CHEN Ling1, 2, ZHANG Lan1, 2, ZHU Bin1, 2, YANG Yang1, 2, WANG Xiao-mei1, 2, HONG 
Qian1, 2* (1. Affiliated Huaihai Hospital of Xuzhou Medical University, Xuzhou  Jiangsu  221004; 2. 
The 71st Group Army Hospital of the People’s Liberation Army, Xuzhou  Jiangsu  221004)

Abstract: Objective  To explore the anti-Alzheimer’s disease (AD) effect and potential mechanism 
of ferulic acid (FA). Methods  Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were used to establish a cell 
model stably expressing human amyloid precursor protein (APP). The effect of FA on the SH-APP cell 
viability and Aβ40 content was detected by MTS and ELISA. Flow cytometry and caspase-3/7 analysis 
were used to evaluate the anti-apoptotic effects of FA on SH-APP cells. Western blot was used to detect 
the regulation of FA on tau hyperphosphorylation and GSK-3β-related apoptotic pathways. The Morris 
Water Maze Behavior test was used to observe the effect of FA on the changes of learning and memory 
function in rats with dementia. Results  We successfully established a robust cellular model that highly 
expressed Aβ40. The cytotoxicity and ELISA assay revealed that FA increased the cell viability and 
inhibited Aβ40 accumulation. At the same time, flow cytometry analysis and caspase-3/7 assay validated 
potential anti-apoptosis effect of FA on SH-APP cells. The underlying mechanism might involve the 
modulation of tau hyperphosphorylation and GSK-3β associated apoptotic pathway in SH-APP cells. 
In Morris Water Maze place navigation test, the escape latency of the AD model group was longer than 
that of the control and sham group with no significant differences between the model group and the FA 
group. The space exploration test showed that FA at 1.5 ～ 6 g·kg－ 1 significantly increased the number 
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　　阿尔茨海默病（AD）是最常见的神经退行
性疾病，是老年人群中主要的痴呆症。据估计，
2018 年全球有 4400 万人患有 AD。淀粉样斑块
的积累和神经原纤维缠结（NFT）的形成是 AD
的两个典型病理特征。β- 淀粉样蛋白（Aβ）聚集
在有害的寡聚体和原纤维中，包括神经元细胞死
亡。已知该寡聚体会诱导氧化应激，从而触发神
经炎症并加速疾病的发展。因此，抑制 Aβ 的产
生，从治疗和预防的角度来看可能是具有意义
的。此外，tau 过度磷酸化被认为是 tau 蛋白病
的主要诱因，大量证据表明，在体外和体内多个
AD 相关位点都显示强烈的 tau 磷酸化 [1]。
　　阿魏酸（4- 羟基 -3- 甲氧基肉桂酸，FA）是
一种酚类化合物，天然存在于植物细胞的细胞壁
中，已被证明具有广泛的药理作用，如抗炎、抗
糖尿病、抗肿瘤、抗衰老和神经保护。前期研究
证实阿魏酸对脂多糖（LPS）刺激或 Aβ25-35 损
伤的 PC12 细胞具有保护作用，表明阿魏酸具有
潜在的神经保护作用 [2-4]。然而，关于阿魏酸降低
Aβ 水平作用的确切机制尚不清楚。在本研究中，
课题组使用稳定转染了人类淀粉样蛋白前体蛋白
（APP）的人类神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞来评
估阿魏酸对 AD 的影响及相关分子机制。
1　材料

1.1　试药

　　阿魏酸（中国食品药品检定研究院，批号：
110773-201614，通过归一化 HPLC-ELSD 检测确
定纯度超过 98%）；MTS、caspase-Glo 3/7 分析检
测试剂盒（Promega 公司）；Tris 缓冲液、甘氨酸、
SDS 和胎牛血清（BSA）（Amresco 公司）；盐酸嘌
呤 霉 素、DMEM 培 养 基（Gibco 公 司）；Cleaved 
caspase-9、GAPDH 兔单克隆抗体、山羊抗兔 -HRP
和山羊抗小鼠 -HRP（Cell Signaling Technology 公
司）；磷酸化 GSK-3β（Y216）兔多克隆抗体（Abcam
公司）；Aβ40 和 Aβ42 ELISA 检测试剂盒（Thermo 
Fisher Scientific）；Aβ42（Sigma-Aldrich）。其他化
学药品均为国产分析纯。
1.2　仪器

　　CO2 培 养 箱（ThermoForma 公 司）；Quintix 
224-1CN 型电子分析天平（最大载荷 220 g，分

度值 0.1 mg，德国 Sartorius 公司）；Western blot
转膜仪（Bio-Rad 公司）；电泳仪（Amersham 公
司）；TS-2型脱色摇床及 TS-8型转移脱色摇床（江
苏海门市麒麟贝尔仪器制造有限公司）；Mini-
spin5452 型高速离心机（德国 Eppendorf 公司）；
Molecular Devices Flex Station 3微孔板读数仪（美
谷分子公司）；BC-5390CRP 型全自动细胞计数仪
（迈瑞医疗国际公司）。
2　方法

2.1　细胞培养及单克隆细胞系的建立

　　SH-SY5Y 人类神经母细胞瘤细胞系购自中
国科学院上海细胞库（No.CRL-2266），进口自
ATCC。使用 DMEM 培养基 [ 含 10% 胎牛血清，
100 U·mL － 1 青霉素 / 链霉素，非必需氨基酸和
丙酮酸钠（1 mmol·L － 1）]，于 37℃、5%CO2 孵
箱中培养。使用质粒载体 HBLV-H-APP-3XFLAG-
ZNGREEN-PURO 或 HBLV-ZNGREEN-PURO（Han-
bio）在 SH-SY5Y 细胞中构建稳定过表达人 APP 的
细胞系并命名为 NC 和 SH-APP，通过在含嘌呤霉
素（8 μg·mL－ 1）的选择性培养基中维持培养。单
克隆细胞系的构建按照文献所述的方法进行 [5-6]。
2.2　细胞活力测定

　　将细胞以每孔 1×104 个细胞的密度接种到
96 孔板中，并在 37℃、5%CO2 的培养箱中培养
48 h。将 MTS（20 μL/ 孔）加入到每个孔中。温
育 2 h 后，使用微孔板读数仪于 450 nm 处检测吸
光度。
2.3　Caspase-3/7 活性测定

　　根据说明书的方法，使用 caspase-Glo 3/7 检
测试剂盒检测 caspase-3/7 活性。具体方法为：将
NC 和 SH-APP 细胞以每孔 1×104 个细胞的密度
接种到 96 孔板中，并用不同浓度的阿魏酸处理
48 h。48 h 后，每孔添加 100 μL 检测试剂，并在
黑暗中于室温孵育 1 h 后，在微孔板上检测发光，
未处理细胞的 caspase-3/7 活性定义为相对 100% 
caspase-3/7 活性。
2.4　Aβ40 和 Aβ42 分泌检测

　　使用人 Aβ40 和 Aβ42 ELISA 试剂盒检测稳定
转染人 APP 细胞系中分泌的 Aβ 水平。将 NC 和
SH-APP 细胞在 6 孔板中培养过夜，并用不同浓

of crossings and the staying time in the target quadrant. Conclusion  FA may improve the symptoms of 
AD and/or neuropathologically related neurodegenerative diseases.
Key words: Alzheimer’s disease; ferulic acid; amyloid β; apoptosis
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度的阿魏酸处理细胞 48 h。收集上清液，并向其
中加入蛋白酶抑制剂。根据试剂盒说明操作，将
上清液用作 ELISA 样品，每个样品一式两份进行
分析。同时，保存细胞用于 Western blot 研究。
2.5　细胞凋亡检测

　　采用流式细胞仪测定细胞凋亡，将 NC 和
SH-APP 细胞以每孔 4×105 个细胞的密度接种在
6 孔板中，并用不同浓度的阿魏酸处理细胞 48 h。
然后去除细胞培养基，并用 PBS 洗细胞两次，收
获细胞并用含有 Annexin 和 PI 试剂的结合缓冲液
在黑暗中染色 15 min，使用流式细胞仪对细胞悬
浮液进行定量检测，使用 Flow Jo 软件对检测结
果进行数据分析。
2.6　蛋白质印迹分析

　　将阿魏酸处理过的全细胞提取物在裂解缓冲
液 [20 mmol·L－ 1 pH 7.4 Tris，250 mmol·L－ 1 

NaCl，2 mmol·L－ 1 EDTA（pH 8.0），0.1% Triton 
X-100、0.01 mg·mL－ 1 抑肽酶，0.005 mg·mL－ 1 
亮 肽 素，0.4 mmol·L－ 1 PMSF 和 4 mmol·L－ 1 
NaVO4] 中裂解。将裂解液在 12 000×g 下离心 10 
min 以除去不溶物，并用 10% SDS 凝胶溶解。电
泳后，将蛋白质电转至硝酸纤维素膜上，用 5%
脱脂牛奶封闭，并加入一抗（1∶1000）4℃孵育过
夜。洗涤印迹，将其暴露于含有辣根过氧化物酶
（HRP）的二抗 1 h，最后通过 ECL 化学发光法进
行蛋白印迹检测，蛋白质的相对密度通过 Image J
软件进行分析。
2.7　Morris 水迷宫实验

2.7.1　动物分组　大鼠随机分为 7 组，分别为正
常组，假手术组，模型组，多奈哌齐阳性药组，
阿魏酸低、中、高剂量组（1.5、3、6 g·kg－ 1）。
正常组和假手术组每组 12 只，雌雄各半，其余 5
组每组 13 只。
2.7.2　Aβ 致 AD 痴呆模型的建立　大鼠适应性饲
养 5 d 后，采用立体定位技术双侧海马注射 Aβ42
（2 μg·μL－ 1）5 μL 建立大鼠 AD 模型。假手术组
注射等体积的 PBS，正常对照组不进行注射。造
模后一周开始灌胃给药，剔除造模过程中死亡动
物后，连续给药 5 周。
2.7.3　水迷宫检测　采用 Morris 水迷宫检测大鼠
空间学习记忆行为。第 1、2 日为可见平台训练，
第 3、4、5 日为隐藏平台训练，第 6 日为空间探
索实验。可见平台训练：将插有旗子的水迷宫平
台（旗子高于平台 5 cm）置于水迷宫某一象限，
放入 25℃左右的水至没过平台 1.5 cm。每日从四

个象限（4 个入水点）中将大鼠面向池壁放入水中，
使其自由游泳 90 s，90 s 内大鼠找到平台并上台停
留 15 s 后将其从平台上取下休息，并记录大鼠从
入水开始至爬上平台所需的时间（潜伏期）。若 90 
s 内动物未找到平台，则人为地将大鼠引导至平
台，并停留15 s，潜伏期记为90 s。隐藏平台训练：
将水迷宫平台上插有的旗子撤去，但平台所在的
位置不变，放入 25℃左右的水至没过平台 1.5 cm。
训练方法同可见平台训练。空间探索实验：撤除
平台，任选某一象限将各组大鼠依次从该象限面
向池壁放入水中，使其自由游泳 90 s，计算机监测
记录大鼠在原平台所在象限停留的时间及穿越原
平台所在区域的次数（行为学测试过程中应保持光
线柔和、室内安静、各参照物位置不变）。
2.8　数据分析

　　采用 SPSS 16.0 软件对实验数据进行独立样
本 t 检验，计量结果均以 x±s 表示，多组间比
较，方差齐采用单因素方差分析，方差不齐则采
用秩和检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义，每
个实验重复 3 次或更多独立实验。
3　结果

3.1　SH-APP 稳定细胞株的构建及验证

　　本研究首先构建了稳定表达人 APP 的细胞
株， 然 后 通 过 Western blot 法 和 ELISA 法 分 别
检测了稳定细胞株中 Aβ40 和 Aβ42 的表达情况
以验证稳定细胞株是否成功构建。结果见图 1，
Western blot 检测结果显示，与 NC 细胞相比，
SH-APP 细胞中 Aβ 总蛋白的表达显著升高。NC
细胞和 SH-APP 细胞裂解物中 Aβ40 和 Aβ42 水平
以及培养基中 Aβ42 水平均无显著差异；SH-APP
细胞培养基中的 Aβ40 水平显著增加。上述结果
提示 SH-APP 稳定细胞株构建成功，后续研究中
选择细胞培养基中 Aβ40 的分泌水平来进行药效
的评估。
3.2　阿魏酸对 SH-APP 细胞活力及 Aβ40 水平的

影响

　　与 NC 细胞相比，SH-APP 的细胞活力显著
降低，表明 SH-APP 细胞具有潜在的神经毒性，
而不同浓度的阿魏酸（0.625 ～ 10 μmol·L－ 1）处
理后可显著提高细胞活力，提高细胞存活率（见
图 2A）。同时，阿魏酸（0.625 ～ 10 μmol·L－ 1）
处理 SH-APP 细胞 48 h 后能剂量依赖性地降低
Aβ40 分泌水平（见图 2B），结果表明阿魏酸在
SH-APP 细胞中具有潜在神经保护作用。
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图 3　阿魏酸对 SH-APP 细胞凋亡的影响

Fig 3　Effect of FA on the apoptosis of SH-APP cells 
注：与 NC 组比较，#P ＜ 0.05，###P ＜ 0.001；与 SH-APP 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the NC group，#P ＜ 0.05，###P ＜ 0.001；compared with the SH-APP group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

图 2　阿魏酸对 SH-APP 细胞活力（A）和淀粉样蛋白β（Aβ）分泌

的影响（B）

Fig 2　Effect of FA on SH-APP cells viability（A）and amyloid beta 
Aβ40 secretion（B）

注：与 NC 组比较，###P ＜ 0.001；与 SH-APP 组比较，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。

Note：Compared with the NC group，###P ＜ 0.001；compared 
with the SH-APP group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

3.3　阿魏酸对 SH-APP 细胞凋亡的影响

　　 如 图 3A 所 示，caspase-3/7 活 性 检 测 结 果
显示，与 SH-APP 组相比，阿魏酸（1.25 ～ 10 
μmol·L－ 1）处理的 SH-APP 细胞中 caspase-3/7 活
性明显降低。流式细胞仪检测结果显示，NC 细胞
中细胞凋亡率为 3.3%，而 SH-APP 细胞中细胞凋
亡率上升至 10.49%，2.5、5、10 μmol·L－ 1 阿魏
酸处理后的 SH-APP 细胞中细胞凋亡率分别降低
至 4.0%、3.6% 和 3.3%，显示阿魏酸具有显著的
抗凋亡作用（见图 3B），结果表明阿魏酸可能通
过影响细胞凋亡发挥对 SH-APP 细胞的保护作用。
3.4　阿魏酸对 SH-APP 细胞 tau 蛋白磷酸化的影响

　　如图 4 所示，与 SH-APP 组细胞相比，经阿
魏酸（6.25 ～ 25 μmol·L－ 1）处理的 SH-APP 细

图 1  SH-APP 细胞株的构建及 Aβ 表达水平

Fig 1   Construction of SH-APP cell line and expression level of Aβ 
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胞 tau 蛋白在丝氨酸 199/202 和 396 处的磷酸化
水平显著降低，表明阿魏酸抑制了 SH-APP 细胞
中的 tau 蛋白磷酸化。

图 4　阿魏酸对 tau 蛋白磷酸化的影响

Fig 4　Effect of ferulic acid on tau hyperphosphorylation
注：与 SH-APP 组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the SH-APP group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

3.5　阿魏酸对 SH-APP 细胞中 GSK-3β 及 caspase-9
蛋白的影响

　　与 SH-APP 组细胞相比，用 25 μmol·L－ 1 阿
魏酸处理的 SH-APP 细胞的 p-GSK-3β（Y216）水
平显著降低（见图 5）。此外 25 μmol·L－ 1 阿魏
酸能显著抑制 SH-APP 细胞中裂解的 caspase-9 水
平。上述结果提示阿魏酸可能通过调节 GSK-3β
相关的凋亡途径发挥神经保护作用。

图 5　阿魏酸对 GSK-3β 和 C-caspase-9 的影响

Fig 5　Effect of ferulic acid on GSK-3β and cleaved caspase-9
注：与 SH-APP 组比较，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the SH-APP group ，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001.

3.6　水迷宫实验

　　采用 Morris 水迷宫检测大鼠的空间学习、记
忆能力，观察阿魏酸对 Aβ 模型大鼠的改善作用。
如表 1 所示，与假手术组相比，模型组大鼠表现
出较长的潜伏期，表明其空间学习探索能力的损

伤。与模型组大鼠相比，阿魏酸低、高剂量组大
鼠潜伏期有所缩短，表明大鼠的学习记忆能力得
到一定改善。
　　撤出平台后，水迷宫实验中大鼠的行为由空
间探索记忆能力决定。穿台次数是评价空间探索
记忆能力的一个指标。如表 1、图 6 所示，经 5 d
的训练后，模型组大鼠在 90 s 内的穿台次数比假
手术组明显减少。与模型组大鼠相比，阿魏酸各
剂量组大鼠的穿台次数明显增加。此外，在空间
探索阶段，模型组大鼠在目标象限停留的时间比
假手术组有所缩短，阿魏酸各剂量组较模型组有
较长的目标象限停留时间，表明大鼠记忆能力有
所改善。

表 1　阿魏酸对大鼠 Morris水迷宫实验的影响 
Tab 1　Effect of ferulic acid on model rat in Morris Water Maze 

Behavior test

组别 潜伏期 /s 穿台次数 目标象限停留时间 /s

正常组 13.50±6.99 3.83±0.59 35.76±2.78

假手术组 14.61±5.42 3.75±0.59 34.48±3.34

模型组 32.33±7.64# 1.39±0.29## 22.89±1.85#

多奈哌齐组 25.11±6.57 2.77±0.36** 33.58±2.73*

阿魏酸低剂量组 23.02±6.28 3.31±0.51** 37.01±2.43**

阿魏酸中剂量组 37.06±9.02 3.77±0.89* 38.50±3.02**

阿魏酸高剂量组 26.89±8.24 4.23±0.85** 34.72±2.14*

注：与假手术组比较，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；与模型组比较，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。

Note：Compared with the sham group，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；
compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

4　讨论

　　在本研究中，我们利用人神经母细胞瘤 SH-
SY5Y 细胞构建了一种特征明确的稳定表达人
APP 的 SH-APP 细胞 AD 模型，并初步考察了阿
魏酸对 SH-APP 细胞的影响。结果显示稳定表
达 APP 的 SH-APP 细胞中 Aβ40 的水平显著升
高，阿魏酸处理后减轻了 SH-APP 细胞中 Aβ40
水平。同时，阿魏酸显著升高 SH-APP 细胞的细
胞活力，并抑制了细胞的凋亡。此外，阿魏酸能
显著抑制 SH-APP 细胞中 tau 蛋白 Ser 199/202 和
Ser 396 位点的过度磷酸化，这对形成成对的螺旋
细丝至关重要，初步的作用机制可能是阿魏酸通
过调节磷酸化 GSK-3β 蛋白和抑制促凋亡蛋白如
caspase-9 的表达来发挥神经保护作用，这与前期
报道的阿魏酸通过 PI3K/Akt 信号传导激活 GSK-
3β 的结果一致 [3]。
　　β 淀粉样蛋白积聚是 AD 的主要病理标志之
一，Aβ 是由β 淀粉样蛋白 APP 通过β 和 γ 分泌



810

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

酶分泌淀粉样蛋白生成途径形成的 [7-9]。Aβ 的积
累导致神经元损伤和稳定性下降、恶化、突触
抑制、氧化应激，神经元功能障碍和炎症 [10-12]。
FDA 于 2021 年 6 月 7 日批准 Biogen 的针对淀粉
样β 蛋白的单抗 aducanumab 上市，用于治疗 AD
源性轻度认知障碍及轻度 AD，这是自 2003 年以
来首个批准的治疗 AD 的新药，也是首个能阻止
疾病进展的药物 [13]。本实验结果表明，阿魏酸在
0.625 ～ 10 μmol·L－ 1 可以有效抑制 Aβ40 的积累。
然而，阿魏酸是否直接影响 Aβ 的合成尚需进一
步研究。
　　在培养的神经元中，大量证据表明 Aβ 的毒
性一部分是通过对多种激酶的激活而引起 tau 磷
酸化的增加来介导的，而 GSK-3β 是其中关联
性最强的一种激酶，被确定为 tau 发病的主要激
酶 [14-15]，在体外和体内多个 AD 相关位点都能增
强 tau 磷酸化，过表达 GSK-3β 的转基因小鼠显
示出 tau 的蛋白高度磷酸化，微管破坏和神经元
凋亡 [16]。另外，Aβ 增强了培养的神经元中 GSK-
3β 的活性，阻断 GSK-3β 的表达或活性可抑制 Aβ
诱导的 tau 磷酸化和神经元凋亡 [17]。此外，GSK-
3β 在神经元细胞死亡，抑制抗凋亡蛋白 [ 例如
环状 AMP 反应元件结合蛋白（CREB）] 的活性
以及增强促凋亡蛋白（例如裂解的 caspase-9 和
caspase-3）中发挥重要的作用 [18-19]。近期研究表
明，阿魏酸能通过抑制 GSK-3β 的磷酸化来保
护链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠的心脏组织 [19]。
本研究也证实了阿魏酸能抑制 SH-APP 细胞中
GSK-3β Y216 位点的磷酸化，鉴于有证据表明磷
酸化的 tau 蛋白可导致微管不稳定，轴突运输受
损并最终导致神经元死亡，通常认为抑制 tau 磷
酸化可能是治疗或预防 AD 的有效策略。Western 
blot 结果显示阿魏酸可以显著降低 SH-APP 细胞

中 tau 蛋白 Ser 396 和 Ser 199/202 残基位点的磷
酸化，而该残基位点是 GSK-3β 的靶标，并且与
AD 脑中的 PHF 缠结有关 [20-21]。因此，阿魏酸可
以通过激活 GSK-3β 激酶途径调节 tau 蛋白上多
个 AD 相关位点的磷酸化来发挥抗 AD 的作用。
　　APP 和早老素基因中的一些突变与 Aβ 产生
的增强有关 [22]，并且与细胞死亡的易感性增加
有关 [23]。此外，APP 也是 caspase-3 剪切的底物，
几项研究表明，caspase 介导的 APP 剪切改变了
其正常的蛋白水解过程，从而促进了淀粉样蛋白
生成途径，提示 caspase-3 介导了 APP 毒性片段
的扩大 [23-25]。在本研究中，我们发现阿魏酸能抑
制 SH-APP 细胞中的 caspase-3/7 活性。同时，流
式细胞检测也证实了阿魏酸具有抗细胞凋亡作
用。此外，阿魏酸处理能使 SH-APP 细胞中剪切
的 caspase-9 的表达下调，这些结果与先前的研究
一致，即阿魏酸可以降低 caspase 介导的 APP 的
异常剪切，并且降低多种 AD 模型中的细胞凋亡
率，从而发挥抗 AD 的作用。
　　Morris 水迷宫可检测啮齿类动物空间学习和
空间记忆能力，是学习记忆方面最为经典的实验
方法，在 AD 的研究中应用较为广泛 [26]。在本次
定位航行实验中，AD 模型组的逃避潜伏期均比
假手术组及正常组长，而阿魏酸给药后大鼠的学
习记忆能力得到提高。其次，在空间探索实验中，
也得到类似结果，提示阿魏酸对 Aβ 诱导的 AD
大鼠在 Morris 水迷宫中的行为学方面是有明显保
护作用的。
　　综上所述，阿魏酸在体外建立的 APP 过表达
的 AD 细胞模型中具有显著的抗 AD 作用，且能
显著改善 Aβ 所致 AD 模型大鼠行为学特征，可能
在治疗这种复杂的神经退行性疾病中具有一定的
优势，成为 AD 治疗中具有价值的候选药物。

图 6　大鼠在空间探索实验中的轨迹图

Fig 6　Swimming track diagram of rats in space exploration test
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注射用复合辅酶渗透压摩尔浓度考察与肌肉刺激实验研究

吴森1，2，吕晓君1，2*，韩玮1，2，王平慧1，2，杨雅婷1，2，周大庆1，2，沈佳特1，2（1. 湖北省药品监督检

验研究院，武汉　430064；2. 湖北省药品质量检测与控制工程技术研究中心，武汉　430064）

摘要：目的　对不同批次的注射用复合辅酶渗透压摩尔浓度进行考察，并观察其对家兔的肌肉

刺激性。方法　32 批注射用复合辅酶分别用 50 mL 5% 葡萄糖注射液（临床用于静脉滴注）或

1 mL、2 mL 0.9% 氯化钠注射液（临床用于肌内注射）溶解后检测渗透压摩尔浓度；4 批注射

用复合辅酶分别用 1 mL、2 mL 0.9% 氯化钠注射液配制成高、低剂量溶液进行肌肉刺激实验，

采用家兔同体左右侧自身对比法、股四头肌注射方式，单次给药，1 mL/ 只，于给药后 48 h 剖

检观察注射局部的刺激反应并进行组织病理学检查。结果　注射用复合辅酶在临床静脉滴注

时，渗透压与正常人体相近；肌内注射时的渗透压远大于正常人体的范围，与其对家兔产生的

肌肉刺激的严重程度成正相关。不同剂量的注射用复合辅酶对家兔的肌肉刺激等级分别为无、

轻度、中度、重度，其肌肉刺激性反应呈现剂量依赖性。结论　注射用复合辅酶对家兔有肌肉

刺激性，可能与其渗透压摩尔浓度有关。

关键词：注射用复合辅酶；渗透压摩尔浓度；肌肉刺激

中图分类号：R965　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0812-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.014

Osmolarity and muscle stimulation test of coenzyme complex for injection

WU Sen1, 2, LYU Xiao-jun1, 2*, HAN Wei1, 2, WANG Ping-hui1, 2, YANG Ya-ting1, 2, ZHOU Da-qing1, 2, 
SHEN Jia-te1, 2 (1. Hubei Institute for Drug Control, Wuhan  430064; 2. Hubei Engineering Research 
Center for Drug Quality Control, Wuhan  430064)

Abstract: Objective  To determine the osmolarity of different batches of coenzyme complex for 
injection, and observe its muscle stimulation in rabbits. Methods  Thirty-two batches coenzyme 
complex for injection were respectively dissolved with 50 mL 5% glucose injection (intravenous drip) 
or 0.9% sodium chloride injection (1 mL or 2 mL, intramuscular injection). The osmolarity of coenzyme 
complex solution was detected. Four batches coenzyme complex for injection were prepared into a 
high-dose and low-dose solution with 1 mL or 2 mL 0.9% sodium chloride injection, for the muscle 
stimulation test. The quadriceps femurs were injected before comparing the left and right sides of the 
same rabbits. After the single administration (1 mL for a animal). The local stimulation reaction was 
observed and histopathological examination was carried out 48 hours after the administration. Results  
The osmolarity in rabbits was similar to that of normal human body when the coenzyme complex was 
used for intravenous drip. The osmolarity of coenzyme complex for intramuscular injection in rabbits 
was much higher than that in normal human body, with positive correlation between the osmolarity and 
the severity of muscle stimulation in rabbits. Conclusion  The coenzyme complex for injection may 
stimulate the muscles in rabbits which may be related to its osmolarity. 
Key words: coenzyme complex for injection; osmolarity; muscle stimulation

作者简介：吴森，女，主要从事药理毒理研究，email：81748278@qq.com　* 通信作者：吕晓君，女，副主任药师，主要从事药理毒理

研究，email：lvxiaojunwhu@foxmail.com

　　注射用复合辅酶能提高机体的免疫力，在临
床上主要用于急、慢性肝炎，原发性血小板减少

性紫癜，放化疗所引起的白细胞和血小板降低
症；对冠状动脉硬化、慢性动脉炎、心肌梗死、
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肾功能不全引起的少尿、尿毒症等有一定的辅助
治疗作用 [1]。注射用复合辅酶是含有辅酶 A、辅
酶 I、三磷酸腺苷、还原型谷胱甘肽和核苷酸等
多种辅酶和生物活性物质的复合物，由新鲜食
用酵母为原料提取精制所得。该品种现行质量
标准为国家食品药品监管局国家药品标准 WS-
XG-010-2002-2006，除了标准中规定的不溶性微
粒、无菌、热原、异常毒性检查项目外，渗透压
摩尔浓度和肌肉刺激性也是注射剂类药品质量控
制和临床安全使用的重要指标 [2-5]。在注射用复合
辅酶说明书中，静脉滴注时加入 5% 葡萄糖注射
液稀释溶解，肌内注射时用 1、2 mL 0.9% 氯化钠
注射液溶解，因此本研究用两种溶媒配制成供试
品溶液，依据《中国药典》2015 年版四部方法考
察了 32 批注射用复合辅酶的渗透压摩尔浓度 [6]；
并参照《药物刺激性、过敏性和溶血性研究技术
指导原则》的要求对 4 批注射用复合辅酶进行肌
肉刺激研究 [7]，评价其安全性，为该品种的质量
控制和临床用药安全提供实验数据。
1　材料

1.1　试药与仪器

　　 注 射 用 复 合 辅 酶 32 批（北 京 双 鹭 药 业
股份有限公司，样品序号、批号、规格见表
1）。渗透压摩尔浓度测定标准溶液（规格：100 
mOsmol·kg － 1， 批 号：OSM10016K1；500 
mOsmol·kg － 1，批号：OSM50017E1，爱尔兰
Reagecon 公司）；0.9% 氯化钠注射液（规格：100 
mL/ 瓶，批号：1809230504，武汉滨湖双鹤药业
有限责任公司）；5% 葡萄糖注射液（规格：100 
mL/ 袋，批号：WB1704006，湖北华仁同济药业
有限责任公司）；SMC-30C 型渗透压测定仪（天
津天河医疗仪器有限公司）。
1.2　实验动物 
　　日本大耳白兔，普通级，24 只，雌雄不限，
体质量为 2.5 ～ 2.9 kg [ 生产许可证：SCXK（鄂）
2016-0011，武汉市万千佳兴生物科技有限公司 ]。
饲养于湖北省药品监督检验研究院，饲养条件：
普通级环境，自由饮用净化水，光照为 12 h 明暗
交替，温度为 18 ～ 26℃，相对湿度 40% ～ 70%。
实验动物使用许可证：SYXK（鄂）2019-0009。
2　方法

2.1　渗透压摩尔浓度考察 
　　32 批注射用复合辅酶选用 5% 葡萄糖注射液
和 0.9% 氯化钠注射液两种溶媒制备供试品溶液
溶解。在临床静脉滴注的体积最小为 50 mL，因

此取供试品 1 支，加 50 mL 5% 葡萄糖注射液溶
解，摇匀；另取供试品 2 支，每支分别用 1 mL
和 2 mL 0.9% 氯化钠注射液溶解，摇匀。将制备
好的供试液依照《中国药典》2015 年版四部通则
0632 渗透压摩尔浓度测定法检测 [6]，取 3 次测定
结果的平均值作为测定结果。
2.2　肌肉刺激实验 
　　选取 4 批注射用复合辅酶（序号为 1、8、
13、15），每批供试品分别加 0.9% 氯化钠注射液
1 mL 和 2 mL 充分混匀溶解，得供试品高剂量溶
液和供试品低剂量溶液。24 只家兔随机分成 8 组，
分别为 4 批供试品的高、低剂量组，每组 3 只。
电推剪去两侧股四头肌给药部位的兔毛，消毒皮
肤后，采用同体左右侧自身对比法，家兔左侧股

表 1　注射用复合辅酶样品信息表 
Tab 1　Sample information of coenzyme complex for injection

序号 规格 批号

1 辅酶 A200 单位，辅酶 I0.2 mg 20181203

2 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201812062

3 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201812032

4 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811092

5 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201812140

6 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 20181214

7 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811042

8 辅酶 A200 单位，辅酶 I0.2 mg 20181210

9 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811161

10 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 20170913

11 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811072

12 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201812181

13 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811011

14 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201805012

15 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811091

16 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811202

17 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 20180411

18 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201812211

19 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201709031

20 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201810011

21 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811192

22 辅酶 A200 单位，辅酶 I0.2 mg 20181018

23 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.2 mg 201811231

24 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201812181

25 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 20180205

26 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 20181222

27 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201811171

28 辅酶 A200 单位，辅酶 I0.2 mg 20181011

29 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201801072

30 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201903052

31 辅酶 A200 单位，辅酶 I0.2 mg 20190309

32 辅酶 A100 单位，辅酶 I0.1 mg 201903061
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四头肌给予供试品溶液，右侧股四头肌给予 0.9%
氯化钠注射液（阴性对照）。每侧注射体积均为 1 
mL，单次给药。于给药后 48 h，家兔由耳缘静脉
注入空气栓塞处死，切开皮肤，钝性分离避免机
械损伤肌肉，轻柔取出股四头肌，纵向切开，肉
眼观察肌肉组织，记录其颜色、光泽，有无充血、
水肿、变性或坏死等大体改变，并取两侧注射部
位肌肉组织进行组织病理学检查。按表 2 计算相
应的反应级，计算平均值，根据表 3 计算肌肉刺
激性总反应级，判定刺激等级，并结合组织病理
学检查的结果进行综合评价。

表 2　肌肉刺激反应分级标准 
Tab 2　Classification standard for muscle stimulation responses

刺激反应 反应评分 / 分

无明显变化 0

轻度充血，范围在 0.5 cm×1.0 cm 以内 1

中度充血，范围在 0.5 cm×1.0 cm 以上 2

重度充血，伴有肌肉变性 3

出现坏死，有褐色变性 4

出现广泛性坏死 5

表 3　肌肉刺激反应平均分值和等级 
Tab 3　Average score and grade of muscle stimulation response

平均分值 / 分 等级

0.0 ～ 0.4 无

0.5 ～ 1.4 轻微

1.5 ～ 2.4 轻度

2.5 ～ 3.4 中度

3.5 ～ 4.4 重度

4.5 及以上 严重

3　结果

3.1　渗透压摩尔浓度

　　渗透压摩尔浓度结果见表 4。注射用复合
辅酶在用 50 mL 50% 葡萄糖注射液溶解时，32
批供试品溶液的渗透压摩尔浓度为 277 ～ 321 
mOsmol·kg － 1，且不同规格的供试品无明显差
异；在用 1 mL 和 2 mL 0.9% 氯化钠注射液溶解时，
不同浓度的注射用复合辅酶溶液差别较大，且与
剂量相关，均大于正常人体血液的渗透压摩尔浓
度（285 ～ 310 mOsmol·kg － 1）[8]。
3.2　肌肉刺激实验

3.2.1　肉眼观察及评分结果　家兔肌内注射给药
48 h 后，阴性对照组家兔肌肉组织未见异常（见
图 1A），无肌肉刺激反应。注射用复合辅酶溶液
在给药后 48 h，家兔肌肉组织出现出血、充血或
坏死等不同程度的肌肉刺激反应（见图 1B ～ 1I），
说明注射用复合辅酶对家兔的肌肉刺激反应程度

与给药浓度有关。肌肉刺激评分结果见表 5。
3.2.2　组织病理学检查结果　家兔肌内注射给药
后 48 h 肌肉组织病理学检查结果如图 2 所示。阴
性对照组的给药部位肌纤维组织结构完整，无变
性、坏死，未见炎细胞浸润现象（见图 2A）。注
射用复合辅酶用 0.9% 氯化钠注射液配制的供试
品溶液在给药后 48 h 后家兔注射部位肌肉组织出
现不同程度的组织病理学改变，200 单位的供试
品高剂量溶液组家兔注射部位肌肉组织出现血管
扩张淤血、出血伴血栓形成、大量炎性细胞浸润、
肌纤维大面积坏死（见图 2B ～ 2D），低剂量溶
液组家兔注射部位肌肉组织出现不同程度的血管

表 4　注射用复合辅酶渗透压摩尔浓度测定结果 
Tab 4　Osmolarity of coenzyme complex solution 

序号
规格

（按辅酶 A 计）

渗透压摩尔浓度 /（mOsmol·kg － 1）

50 mL 1 mL 2 mL

  1  200 单位 321 1689 922

  2  100 单位 301 969 644

  3  100 单位 299 975 603

  4  100 单位 303 1027 671

  5  100 单位 303 973 640

  6  100 单位 305 1002 631

  7  100 单位 293 1004 647

  8  200 单位 313 1715 955

  9  100 单位 304 1005 646

10  100 单位 299 1019 646

11  100 单位 302 1036 651

12  100 单位 314 1042 651

13  100 单位 301 965 643

14  100 单位 307 996 640

15  100 单位 302 998 649

16  100 单位 302 1063 642

17  100 单位 302 978 637

18  100 单位 295 1062 665

19  100 单位 277 1039 657

20  100 单位 311 1026 669

21  100 单位 300 974 661

22  200 单位 292 1609 959

23  100 单位 280 988 632

24  100 单位 277 1000 649

25  100 单位 311 1038 645

26  100 单位 293 935 621

27  100 单位 308 1006 649

28  200 单位 291 1617 965

29  100 单位 293 1063 674

30  100 单位 316 1061 680

31  200 单位 318 1737 1000

32  100 单位 301 980 641
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扩张淤血、红细胞少量渗出、少量炎性细胞浸润，
病变性质及程度低于高剂量组（见图 2E 及 2F）；
100 单位的供试品高剂量溶液组家兔注射部位肌
肉组织出现血管轻度扩张淤血、轻度至中度出血，
未见变性坏死、炎性细胞浸润（见图 2G 及 2H），
低剂量溶液组家兔注射部位肌肉组织未见明显异
常（见图 2I 及 2J）。
4　讨论

4.1　注射用复合辅酶不同给药途径时的渗透压摩

尔浓度

　　在溶质的扩散和通过生物膜的转运过程中，
渗透压摩尔浓度起着极其重要的作用。注射剂、
眼用制剂因其用药部位特殊，因此在制备中必须
关注其渗透压。注射用复合辅酶在现行标准中，
对渗透压摩尔浓度检查项目未进行规定和控制，
可能导致该厂家生产的样品渗透压摩尔浓度过高
或者过低而影响临床使用，也可能导致不同批
号、不同规格的样品间渗透压摩尔浓度值存在差
别。注射用复合辅酶在使用说明书上的用法有两
种：加入 5% 葡萄糖注射液内稀释后静脉滴注或
用 1、2 mL 0.9% 氯化钠注射液溶解后肌内注射，
因此本研究考察了不同批次、两种规格的 32 批

表 5　家兔给药后 48 h肌肉刺激反应积分和分级 (n ＝ 3) 
Tab 5　Score and grade of muscle stimulation response at 48 h after the administration in rabbits (n ＝ 3)

序号 规格 组别
左侧（供试品） 右侧（溶媒）

每只家兔积分 / 分 平均分 / 分 等级 每只家兔积分 / 分 平均分 / 分 等级

1 200 单位 高剂量 2 3 3 2.67 中度 0 0 0 0 无

低剂量 3 2 1 2.0 轻度 0 0 0 0 无

8 200 单位 高剂量 3 4 4 3.67 重度 0 0 0 0 无

低剂量 3 3 2 2.67 中度 0 0 0 0 无

13 100 单位 高剂量 2 1 3 2.0 轻度 0 0 0 0 无

低剂量 0 1 0 0.33 无 0 0 0 0 无

15 100 单位 高剂量 2 1 3 2.0 轻度 0 0 0 0 无

低剂量 0 1 0 0.33 无 0 0 0 0 无

图 2　家兔给药后 48 h 肌肉组织病理图（HE 染色，×100）
Fig 2　Histopathological results of muscles at 48 h after the administration in rabbits（HE staining，×100）

图 1　家兔给药后 48 h 肌肉刺激肉眼观察结果

Fig 1　Muscle stimulation by macroscope at 48 h after the administration 
in rabbits 
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样品用两种不同溶剂稀释后的渗透压摩尔浓度。
　　本品在静脉滴注时，采用 5% 葡萄糖注射液
进行稀释。5% 葡萄糖溶液的渗透压摩尔浓度与
人体血液相当，为等渗剂。注射用复合辅酶被大
量等渗剂稀释，可使药物自身的渗透压摩尔浓度
值大大降低，但说明书中未对稀释溶剂（5% 葡
萄糖注射液）的体积进行规定或说明。溶剂的体
积不同，对药物自身渗透压摩尔浓度值的降低程
度不同，体积越大，对渗透压摩尔浓度值的降低
程度越大，进入人体时渗透压摩尔浓度值越接
近等渗值。临床使用 5% 葡萄糖注射液最大体积
有 500 mL，最小体积为 50 mL，当稀释溶液体
积不够大时，存在安全风险。因此 5% 葡萄糖注
射液选用最小体积 50 mL 来稀释样品，结果显
示，注射用复合辅酶的渗透压摩尔浓度范围为
277 ～ 321 mOsmol·kg － 1，接近正常人体血液的
渗透压摩尔浓度值。不同批次间、不同规格间的
差异较小，说明在生产过程中对该品种对静脉滴
注的渗透压值控制较好。
　　本品在肌内注射时，结果显示渗透压摩尔浓
度值范围为 603 ～ 1737 mOsmol·kg － 1。正常人
体液（包括血浆、组织液）渗透压摩尔浓度均值
为 298 mOsmol·kg － 1[8]，人体可承受 140 ～ 830 
mOsmol·kg － 1 的渗透压 [9]。本实验中用 1 mL 或
2 mL0.9% 氯化钠注射液进行溶解的 32 批供试品
的渗透压摩尔浓度值均大于人体液的正常渗透压
摩尔浓度均值，其中 5 批规格为 200 单位的供试
品分别用 1 mL 或 2 mL 溶解、27 批规格为 100 单
位的供试品用 1 mL 溶解时的渗透压摩尔浓度远大
于正常人体可承受的渗透压摩尔浓度值上限。
4.2　注射用复合辅酶的肌肉刺激性

　　本实验考察了两种规格 4 批次注射用复合辅
酶对家兔进行单次给药的肌肉刺激作用。结果显
示注射用复合辅酶呈现剂量关系的肌肉刺激反
应，200 单位规格的注射用复合辅酶用 1 mL 和
2 mL 0.9% 氯化钠注射液制备的溶液为轻度至重
度的肌肉刺激性，100 单位规格的注射用复合辅
酶用 1 mL 0.9% 氯化钠注射液制备的溶液为轻度

肌肉刺激性。表明注射用复合辅酶的肌肉刺激性
与渗透压摩尔浓度成正相关，渗透压摩尔浓度越
高，对家兔的肌肉刺激性越大，在人体可承受的
范围内时表现为无刺激性。
　　静脉注射剂进入人体血液中，其渗透压摩尔
浓度值必须与人体血浆渗透压基本保持一致，过
高或过低都会对人体产生不良反应，引起病理损
害。大量输入低渗溶液可能导致机体血红细胞肿
胀变形破裂造成溶血，大量输入高渗溶液可能会
造成血管栓塞。本品在静脉注射时的渗透压摩尔
浓度接近正常人体，控制较好；但在肌内注射时，
用 1 mL 0.9% 氯化钠注射液溶解后的渗透压摩尔
浓度值过高，可能会对局部组织细胞产生强烈的
刺激作用，引起剧烈疼痛，使用时就会增大其肌
肉刺激性。因此建议说明书中的用于肌内注射的
样品修改为用 2 mL0.9% 氯化钠注射液溶解。
　　综上所述，注射用复合辅酶用于肌内注射有
一定程度的肌肉刺激性，可能与其渗透压摩尔浓
度有关。本次研究的结果可以为注射用复合辅酶
的临床合理用药提供。
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基于网络药理学和体外实验探讨复方苦参注射液 
抗非小细胞肺癌的作用机制研究

颜渊鸳1，章波2（1. 海南省第三人民医院药剂科，海南　三亚　572000；2. 桂林医学院科学实验中心，广西　桂林　541199）

摘要：目的　基于网络药理学及体外实验探讨复方苦参注射液（CKI）抗非小细胞肺癌（NSCLC）

的分子机制。方法　通过网络公开数据库及查阅文献，分别获得 CKI 和 NSCLC 的靶点。筛选两者

共有靶点后，构建靶点蛋白互作网络，进而找到 CKI 抗 NSCLC 的关键靶点。利用 David 数据库对

关键靶点进行 GO 和 KEGG 信号通路分析，通过 R 软件对结果进行可视化。通过 qPCR 技术对富

集到与 NSCLC 相关的信号通路进行体外实验验证。结果　共收集到 CKI 相关靶点 372 个，NSCLC
相关靶点 426 个。生物信息学分析共富集到 93 个生物过程（BP）以及 30 条信号通路，其中缺氧诱

导因子 1（HIF-1）信号通路、丝裂原活化蛋白激酶（AMPK）信号通路、磷脂酰肌醇 3'- 激酶（PI3K-
Akt）信号通路可能与 CKI 抗 NSCLC 相关。体外实验表明，经 CKI 治疗后，ERBB2、MTOR、IGF1R
及 VEGFA 基因相对表达量显著降低。结论　CKI 可能通过抑制 ERBB2、MTOR、IGF1R 及 VEGFA
基因相对表达，进而调控 HIF-1、AMPK、PI3K-Akt 信号通路发挥其抗 NSCLC 的作用。

关键词：复方苦参注射液；非小细胞肺癌；网络药理学；作用机制

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0817-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.015

Mechanism of compound Kushen injection against non-small cell lung 
cancer based on network pharmacology and in vitro experiment

YAN Yuan-yuan1, ZHANG Bo2 (1. Department of Pharmacy, The Third People's Hospital of Hainan 
Province, Sanya  Hainan  572000; 2. Scientific Research Center, Guilin Medical Institute, Guilin  Guangxi  
541199)

Abstract: Objective  To determine the molecular mechanism of compound Kushen injection (CKI) 
against non-small cell lung cancer (NSCLC) based on network pharmacology and in vitro experiments. 
Methods  Through retrieving public database and literature review, the targets of CKI and NSCLC 
were obtained respectively. By screening the common targets of CKI and NSCLC, the target protein 
interaction network was constructed to find the key targets of CKI against NSCLC. David database 
was used to analyze gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
signaling pathways for key targets. R software was used to visualize the results. Finally, qPCR was 
used to verify the genes enriched into NSCLC-related signaling pathways in vitro. Results  Totally 
372 CKI-related targets and 426 NSCLC-related targets were collected. Bioinformatics showed that 
93 biological process (BP) and 30 signaling pathways were enriched, among which hypoxia-inducible 
factor 1 (HIF-1) signaling pathway, mitogen-activated protein kinase (AMPK) signaling pathway and 
phosphatidylinositol 3’-kinase (PI3K-Akt) signaling pathway might be associated with CKI against 
NSCLC. In vitro experiments showed that the relative expression levels of ERBB2, MTOR, IGF1R and 
VEGFA genes were significantly decreased after the CKI treatment. Conclusion  CKI may inhibit the 
relative expressions of ERBB2, MTOR, IGF1R and VEGFA genes to regulate HIF-1, AMPK and PI3K-
Akt signaling pathway to exert its against NSCLC effect. 
Key words: compound Kushen injection; non-small cell lung cancer; network pharmacology; 
mechanism
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　　肺癌在中国的发病率和病死率均较高，且是
世界上病死率最高的恶性肿瘤 [1]。根据不同的组
织学行为和病理表现，原发性肺癌主要分为小细
胞肺癌（SCLC）和非小细胞肺癌（NSCLC）[2]。
其中，NSCLC 占肺癌病例的 80% ～ 85%，这是
一种以基因突变的分子亚型为特征的疾病 [3]。目
前，含铂类药物为晚期 NSCLC 的一线药物，其
作用机制为通过与 DNA 结合产生复合物，导致
DNA 断裂并出现错误编码，进而干扰 DNA 正常
生理功能，发挥抗肿瘤作用 [4]。然而，研究表明，
多数晚期 NSCLC 患者经铂类一线化疗后效果欠
佳。虽然增加剂量强度可提高疗效，但不良反应
亦随之加强，不利于患者耐受 [5]。除增加剂量强
度外，联合用药亦可提高药物疗效。随着中医药
受重视程度日益增高，越来越多的中药在癌症的
治疗过程中展现出独特的疗效 [6]。复方苦参注射
液（CKI）具有散结止痛、凉血解毒等功效，在临
床中可用于 NSCLC 的辅助治疗 [7-8]。然而，其抗
NSCLC 的作用机制尚不明确。网络药理学在探索
中药药理机制方面拥有巨大优势，其可借助公共
数据库 [9] 和文献，获得药物成分和特定疾病的靶
点信息，进而预测药物防治疾病的有效成分、药
效靶点。此外，借助生物信息学分析可进一步挖
掘其及可能参与调控的细胞信号转导通路等 [10]。
　　本文拟通过网络药理学的方法探索 CKI 抗
NSCLC 的分子机制，并通过实时荧光定量 PCR
（qPCR）实验对关键基因进行验证，以期为 CKI
在临床合理应用提供科学有效的依据。
1　材料与方法

1.1　CKI 有效成分收集

　　查阅文献发现，Ma 等 [11] 使用 LC-MS/MS
对 CKI 进行分析，共鉴定出 21 个有效成分。经
Pubchem 数据库中搜索后，共导出 16 个有效成分
（见表 1）可用于后续网络药理学分析的有效成分
三维结构数据。
1.2　CKI 有效成分靶点预测 
　　将上述 16 个有效成分的三维结构均保存为
mol2 格式，并上传至 Pharm Mapper 数据库 [12-14]

（http：//www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/）。基于反
向药效团匹配法，选择药物的药效团模型，设置最
终产生 300 个蛋白构象，得到与 CKI 中 16 个有效
成分相关的靶点名称、基因名称、Uniprot ID 等结
果。合并 16 个有效成分相关的靶点，导入 UniProt
数据库（https：//www. uniprot. org/），选择物种为
“Homo sapiens”，剔除重复、非人源与不规范的靶

点，最终得到与 CKI 有效成分相关的蛋白靶点。
1.3　收集 NSCLC 相关靶点 
　　分别在 Drug Bank（https：//www. drugbank. 
ca/）、CTD（http：//ctd. mdibl. org/）、Gene Cards
（https：//www. genecards. org/）、OMIM（https：//
omim.org/）数据库检索 NSCLC 相关靶点。为了
减少假阳性结果，CTD 数据库中 NSCLC 相关靶
点选取基因总数的 1% 作为后续研究靶点，Gene 
Cards 数据库中 NSCLC 相关靶点仅选取评分大于
20 的基因作为后续研究靶点，Drug Bank 数据库
和 OMIM 数据库收集全部靶点。合并 4 个数据库
的靶点即为 NSCLC 相关靶点。
1.4　蛋白 - 蛋白互作网络（PPI）构建

　　将 CKI 有效成分相关靶点与 NSCLC 相关
靶点取交集，得到 CKI 抗 NSCLC 潜在作用靶
点。再将潜在作用靶点导入 STRING（http：//
string-db. org/）数据库，物种限定为人类，获得
潜在作用靶点蛋白互作关系文件。提取上述文
件中 node1、node2 和 Combined score 信息导入 
Cytoscape 3.8.2 软件进行可视化分析，运用软件
中 Network Analyzer 功能计算蛋白互作网络的拓
扑参数。根据拓扑参数中的度值（degree）来筛
选核心蛋白，即任意蛋白度值大于所有蛋白度值
中位数，则认为该蛋白为 CKI 抗 NSCLC 潜在作
用靶点中的关键靶点。
1.5　关键靶点生物信息学分析 
　　将筛选出的关键靶点的蛋白名均转换为 Gene 
Symbol，并以该格式导入 David 6.8 数据库（https：//

表 1　CKI有效成分信息 
Tab 1　Information of active ingredients in CKI

PubChem CID 中文名 英文名

15385684 9α- 羟基苦参碱 9α-hydroxymatrine 

621307 穿叶赝靛碱 baptifoline 

5271984 异苦参碱 isomatrine 

115269 槐果碱 sophocarpine

12442899 槐醇碱 sophoranol

165549 槐定碱 sophoridine 

442827 三叶豆紫檀苷 trifolirhizin 

87752 lamprolobine lamprolobine

9576780 大泽明素 macrozamin

91466 苦参碱  matrine

670971 甲基金雀花碱 N-methylcytisine

24864132 氧化苦参碱 oxymatrine

24721085 氧化槐果碱 oxysophocarpine

6710641 番石榴酸 piscidic acid

71773433 氧化槐定碱 oxysophoridine

132555388 9α- 羟基槐果碱 9α-hydroxysophocarpine
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david. ncifcrf. gov/），进行 GO 分析及 KEGG 通路分
析。下载 David 数据库分析结果，数据经整理后使
用 R 语言中 ggplot2 包进行可视化。
1.6　A549 细胞体外实验验证 
1.6.1　材料　A549 细胞株（中国科学院上海细胞
库）。CKI（山西振动制药股份有限公司，批号：
20210106）；RPMI 1640 培养基、胎牛血清（美
国 Gibco 公司）；CCK-8 试剂盒（美国 MedChe-
mExpress 公 司）；TRIzol 试 剂（美 国 Ambion 公
司）；qPCR 试 剂 盒（日 本 TaKaRa 公 司）；PCR
引物 [ 生工生物工程（上海）股份有限公司 ]。
TECAN SPARK 酶标仪、QuantStudio 5 实时荧光
定量 PCR 仪（美国 Thermo 公司）；Galaxy 170 S
培养箱（英国 New Brunswick 公司）。
1.6.2　细胞分组及给药　A549 细胞在 37℃、5% 
CO2 饱和湿度下，培养于 RPMI 1640 培养液中
（含 10% 胎牛血清、100 U·mL－ 1 青霉素及 0.1 
mg·mL－ 1 链霉素）。实验共分为 3 组，正常对
照组（A549 细胞，不加药物干预），CKI 低剂量

组（培养基中 CKI 含量为 40 μL·mL － 1），CKI
高剂量组（培养基中 CKI 含量为 80 μL·mL － 1）。
1.6.3　细胞活性实验　采用 CCK-8 试剂盒检测细
胞活性。取 1×104 个·mL － 1 的细胞悬液 100 μL
接种于 96 孔培养板中，培养 24 h，待细胞贴壁
后，按照“1.6.2”项下分组对细胞进行药物处理，
每组 6 个复孔。药物处理 24 h，每孔加入 10 μL 
CCK-8 试剂，于 37℃、5%CO2 饱和湿度下孵育
1 h，用酶标仪在 450 nm 处测定吸光度值，并计
算细胞存活率（%）。
1.6.4　qPCR 检测参与调控相关信号通路基因的
mRNA 相对表达　A549 细胞经 CKI 干预 24 h 后，
弃去培养基，PBS 清洗细胞 5 次，TRIzol 试剂
提取各组细胞总 RNA，于 260 nm 处测量其吸光
度值，测定总 RNA 浓度。利用随机六聚体引物
和 SuperScript Ⅲ逆转录酶试剂盒获得互补 DNA
（cDNA）。逆转录后采用 20 μL 体系进行 qPCR
检测 mRNA 相对表达量，结果采用 2－ ΔΔCt 法进
行相对定量分析。引物序列见表 2。

表 2　引物序列 
Tab 2　Primer sequences

基因名 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’）
ERBB2 TTGAGTCCATGCCCAATCCC CCTCTGCTGTCACCTCTTGG
MTOR CGATGGCCAGGGATCTCTTC GGTCTGTGTGACTTCAGCGA
CCND1 AGCTGTGCATCTACACCGAC GAAATCGTGCGGGGTCATTG
IGF1R GCCGATGTGTGAGAAGACCA ACGTGCTTGGGCACATTTTC
VEGFA CTTGCCTTGCTGCTCTACCT GCAGTAGCTGCGCTGATAGA
FN1 AGCCTGGGAGCTCTATTCCA CTTGGTCGTACACCCAGCTT
β-actin CCGCGAGAAGATGACCCAGA GATAGCACAGCCTGGATAGCA

1.7　统计学方法

　　采用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料均以
x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析，行
方差齐性检验。若方差齐，则组间两两比较应用
LSD 法；方差不齐则应用秩和检验。P ＜ 0.05 表
示组间差异有统计学意义。
2　结果

2.1　CKI 和 NSCLC 靶点分析 
　　将 CKI 的 16 个有效成分上传至 Pharm Mapper 
数据库后，剔除非人源靶点后，共收集到 372 个
CKI 靶点，NSCLC 靶点 426 个。将 CKI 和 NSCLC
靶点进行对比分析，得到 40 个 CKI 抗 NSCLC 潜
在作用靶点（见图 1）。通过 STRING 数据库及
Cytoscape 软件，绘制了 40 个 CKI 抗 NSCLC 潜在
作用靶点的 PPI 网络（见图 2）（其中红色代表基因
在该网络度值大于各靶点度值中位数，蓝色代表

小于中位数。红色靶点视为 CKI 抗 NSCLC 关键靶
点）。对 PPI 网络进行拓扑分析后发现，该网络中
平均聚类系数为 0.63，平均节点度为 11.48，平均
最短路径为 1.37 ～ 3.42，介数中心 0.29 ～ 0.73，
在关系网络中体现了较好的连通特性（见表 3）。
同时，根据拓扑参数中的度值，选取大于度值中
位数的靶点作为 CKI 抗 NSCLC 潜在作用的关键靶
点，共 19 个（见图 2）。

图 1　CKI 和 NSCLC 靶点韦恩图

Fig 1　Venn diagram of CKI and NSCLC targets
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图 2　CKI 抗 NSCLC 潜在作用靶点 PPI 网络

Fig 2　PPI network of potential CKI targets against NSCLC 

2.2　CKI 抗 NSCLC 关键靶点 GO 分析 
　　将 19 个关键靶点导入 David 数据库，进行 GO
分析。结果显示，GO 分析中，19 个关键靶点参与
了 93 个生物过程（BP），包括转录的正调控、基
因表达的正调控、RNA 聚合酶Ⅱ启动子的转录正
调控等；13 个细胞组分（CC），包括细胞核、细胞
膜、核染色质等；27 个分子功能（MF），包括酶结
合、蛋白激酶绑定、ATP 结合等。按照参与基因功
能的基因个数，选取各基因功能前十个条目，应用
R 4.10 软件将其绘制成条图进行可视化（见图 3）。

图 3　CKI 抗 NSCLC 关键靶点 GO 分析条图

Fig 3　GO analysis of key CKI targets against NSCLC 

2.3　CKI 抗 NSCLC 关键靶点

　　将 19 个关键靶点导入 David 数据库，进行
KEGG 信号通路富集分析。结果显示，19 个关键
靶点参与调控了 30 条信号通路，选取 P 值最小的
20 条信号通路绘制气泡图进行可视化（见图 4）。
可以发现，与 NSCLC 相关的信号通路主要有缺

氧诱导因子 1（HIF-1）信号通路、丝裂原活化蛋
白激酶（AMPK）信号通路、磷脂酰肌醇 3'- 激酶
（PI3K-Akt）信号通路。此外，KEGG 信号通路
富集分析的数据显示，共 6 个基因参与调控上述
3 条与 NSCLC 相关的信号通路，分别为 ERBB2、
MTOR、CCND1、IGF1R、VEGFA、FN1（见表 4）。
2.4　CKI 对 A549 细胞活性的影响 
　　CCK-8 实验结果显示，相比于正常对照组，
经给药培养 24 h 后，CKI 低、高剂量组中 A549
细胞活性有显著下降趋势，且 A549 细胞活性下
降趋势呈剂量依赖性，表明 CKI 具有抑制 A549
细胞活性的作用（见图 5）。

表 3　CKI抗非小细胞肺癌作用靶点互作关系的拓扑学分析 
Tab 3　Topological analysis of the interaction between CKI targets 

against NSCLC
蛋白名称 degree 平均最短路径 介数中心性 中心接近度聚类系数

CCND1 25 1.37 0 0.73 0.55
VEGFA 25 1.40 0.12 0.717 0.53
ALB 24 1.42 0.11 0.70 0.54
ESR1 23 1.47 0.037 0.68 0.62
NOTCH1 20 1.55 0.023 0.64 0.68
MMP9 20 1.53 0.026 0.66 0.69
FN1 20 1.55 0.022 0.64 0.70
ERBB2 19 1.58 0.0088 0.63 0.77
CTNNB1 19 1.55 0.081 0.64 0.64
MTOR 19 1.58 0.032 0.63 0.73
AR 19 1.63 0.037 0.61 0.67
CCNA2 17 1.66 0.066 0.60 0.63
MMP2 16 1.74 0.0053 0.58 0.83
IGF1R 16 1.66 0.0050 0.60 0.83
IL10 16 1.71 0.013 0.58 0.72 
MKI67 14 1.76 0.0063 0.57 0.80
E2F1 14 1.76 0.017 0.57 0.65 
ALK 13 1.74 0.071 0.58 0.65
MUC1 13 1.82 0.0029 0.55 0.90
CAT 12 1.79 0.010 0.56 0.73 
DICER1 9 1.92 0.0081 0.52 0.81 
B2M 8 1.92 0.074 0.52 0.54 
PCNA 8 2.11 0.010 0.48 0.61
TP73 8 2.05 0.056 0.49 0.25
TNFRSF1A 7 2.18 0.00 0.46 1.0
NOS2 7 2.05 0.018 0.49 0.67
KDM1A 7 2.05 0.0024 0.49 0.76
CCNH 6 2.16 3.56 0.46 0.93
CD74 4 2.45 0.054 0.41 0
CYP2C9 3 2.29 0.0014 0.44 0.67 
TNK2 3 2.26 0.0036 0.44 0
RARB 3 2.34 0.011 0.43 0.33
RRM1 2 2.59 0 0.39 1.0
CHFR 2 2.95 0 0.34 1.0
SFN 2 2.42 0 0.41 1.0
CYP2C8 2 2.34 0 0.43 1.0
CFTR 1 2.39 0 0.42 0
TRIM21 1 2.90 0 0.35 0
MS4A1 1 3.42 0 0.29 0
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图 5　CKI 对 A549 细胞活性的影响 CCK-8 实验结果

Fig 5　Effect of CKI on A549 cell viability by CCK-8
注（Note）：与正常对照组比较，*P ＜ 0.05（Compared with the 

normal control group，*P ＜ 0.05）。

2.5　qPCR 检测参与调控相关信号通路基因的

mRNA 相对表达

　　qPCR 实验结果显示，相比于正常对照组，
CKI 低剂量组及高剂量组 A549 细胞中 ERBB2、
MTOR、IGF1R、VEGFA mRNA 相对表达量显著
降低，CCND1、FN1 mRNA 相对表达量差异无
统计学意义（见图 6），表明 CKI 可能是通过抑制
ERBB2、MTOR、IGF1R 及 VEGFA 基因的表达调
控 HIF-1、AMPK 及 PI3K-Akt 信号通路，进而
发挥其抑制 A549 细胞活性的作用。

图 4　CKI 抗 NSCLC 关键靶点 KEGG 信号通路富集分析气泡图

Fig 4　Enrichment analysis of KEGG signaling pathway，a key CKI 
target against NSCLC 

表 4　参与 CKI抗 NSCLC相关通路的关键基因 
Tab 4　Key genes involved in related pathways CKI against NSCLC 

通路名称 参与通路的关键基因

HIF-1 信号通路 ERBB2，MTOR，IGF1R，VEGFA

AMPK 信号通路 CCND1，MTOR，IGF1R

PI3K-Akt 信号通路 CCND1，FN1，MTOR，IGF1R，VEGFA

图 6　信号通路相关关键基因 qPCR 实验结果

Fig 6　qPCR of key genes related to signaling pathways
注（Note）：与正常对照组比较，*P ＜ 0.05（Compured with the normal control group，*P ＜ 0.05）。

3　讨论

　　本研究通过文献及数据库挖掘共找到 19 个
CKI 抗 NSCLC 的关键靶点，在对其进行 GO 分
析后发现，靶点主要涉及到转录的正调控、基
因表达的正调控、RNA 聚合酶Ⅱ启动子的转录
正调控等生物学过程。同时，KEGG 富集分析发
现，CKI 可能通过调控 HIF-1 信号通路、AMPK
信号通路及 PI3K-Akt 信号通路等发挥抗 NSCLC
作用。此外，通过 CCK-8 细胞活性实验证明 CKI
具有抑制 NSCLC 的作用。进一步的 qPCR 实验
验证表明，CKI 调控上述 3 条信号通路可能与抑

制 ERBB2、MTOR、IGF1R 及 VEGFA 基因的表达
有关。
　　缺氧是包括 NSCLC 在内的实体肿瘤的一个
特征，与肿瘤的恶性程度直接相关 [15]。在缺氧肿
瘤微环境中，缺氧诱导因子（HIF）被激活，激
活的 HIF 诱导与血管生成、代谢调节、细胞凋
亡和肿瘤生存相关的多个基因的表达 [16]。HIF 在
血管形成和肿瘤血供恢复中的重要作用使肿瘤
难以治疗，导致对放疗、化疗和免疫治疗产生
抗药性 [17]。据报道，缺氧诱导因子 -1α 的上调与
NSCLC 的肿瘤坏死和患者总生存期相关 [18]。因
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此，抑制 HIF-1 信号通路可能有助于 NSCLC 的
治疗。自噬是一种进化上保守的分解代谢机制，
是真核细胞通过膜转运途径循环或降解内部成分
的一种机制，可以通过消除细胞异常增殖以维持
体内稳态，有望成为治疗癌症的靶点 [19]。研究
表明，AMPK 信号通路及 PI3K-Akt 信号通路均
与细胞自噬的发生密切相关，抑制该通路的异
常表达有助于癌症的治疗 [20-21]。本研究中，通过
网络药理学发现 CKI 抗 NSCLC 的作用机制可能
与 NSCLC 细胞中 HIF-1 信号通路、AMPK 信号
通路及 PI3K-Akt 信号通路的异常表达有关。进
一步通过 qPCR 实验验证发现，CKI 可有效抑制
与上述通路相关的 CKI 抗 NSCLC 靶点（ERBB2、
MTOR、IGF1R、VEGFA）mRNA 的表达。
　　综上所述，本研究通过网络药理学技术分析
了 CKI 抗 NSCLC 的分子机制并对信号通路关键
基因靶点进行 qPCR 实验验证，进一步为 CKI 的
临床应用提供了科学依据。然而，本研究并未
对发现的 HIF-1 信号通路、AMPK 信号通路及
PI3K-Akt 信号通路进行进一步的实验验证，使得
本研究结论具有一定局限性。因此，CKI 如何调
控上述 3 条信号通路的实验验证或将成为后续研
究重点。
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基于 LC-MS法分析宁夏贺兰山野生酸枣不同部位化学成分

梁雨璐1，3，李忆红1，3，雷艳1，3，刘传鑫1，2，3*，黄建梅1，3*（1. 北京中医药大学中药学院，北京　102488；

2. 河南科技大学临床医学院，河南科技大学第一附属医院内分泌代谢中心，河南省遗传罕见病医学重点实验室，国家代谢性疾

病临床医学研究中心洛阳分中心，河南　洛阳　471003；3. 北京中医药大学中药学院 中药品质评价北京市重点实验室，北京　

102488）

摘要：目的　基于高分辨色谱与质谱联用分析平台，对贺兰山野生酸枣不同部位的化学成分进

行定性分析，促进野生酸枣资源的开发和利用。方法　以 50% 甲醇对酸枣的果仁、叶片、果

肉进行提取，色谱分析使用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱，流动相为 0.1% 甲酸水

（A）-0.1% 甲酸乙腈（B）。采用 UPLC-Q-TOF/MSE 和 UHPLC-Q-Exactive/MS 技术对酸枣各部

位中的化合物进行鉴定。数据采集分别采用 MassLynx 和 Xcalibur 工作站对一级碎片进行分析，

并结合 UNIFI 软件及文献信息对二级碎片进行鉴定。结果　鉴定出贺兰山野生酸枣中共有 62
种化合物，其中黄酮类化合物 20 种，生物碱类化合物 8 种，萜类化合物 12 种，脂肪酸类化合

物 8 种，核苷类化合物 5 种，氨基酸类化合物 5 种，有机酸类化合物 3 种，甾体类化合物 1 种。

结论　黄酮类及萜类化合物主要分布在果仁和叶片中，生物碱类和脂肪酸类化合物在果仁、叶

片、果肉位分布较均匀，通过探究野生酸枣不同部位的成分差异，为贺兰山野生酸枣资源的开

发利用提供一定的理论基础。

关键词：野生酸枣；不同部位；UPLC-Q-TOF/MSE；UHPLC-Q-Exactive/MS；定性鉴别；资源开发
中图分类号：R927.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0823-10
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.016

Chemical constituents from different parts of wild sour jujube at Helan 
Mountains in Ningxia based on LC-MS

LIANG Yu-lu1, 3, LI Yi-hong1, 3, LEI Yan1, 3, LIU Chuan-xin1, 2, 3*, HUANG Jian-mei1, 3* (1. School of 
Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. Department of 
Metabolism and Endocrinology, Endocrine and Metabolic Disease Center, The First Affiliated Hospital, 
and College of Clinical Medicine of Henan University of Science and Technology, Key Laboratory 
of Rare Hereditary Diseases of Henan, National Clinical Research Center for Metabolic Diseases in 
Luoyang, Luoyang Henan  471003; 3. Beijing Key Laboratory of Quality Assessment of Traditional 
Chinese Medicine, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To qualitatively analyze chemical constituents from different parts of wild sour 
jujube in Helan Mountains by high-performance liquid chromatographic tandem mass spectrometry 
and to promote the development and utilization of wild sour jujube resources. Methods  The kernels, 
leaves and sarcocarp of wild sour jujube were extracted with 50% methanol, and the separation was 
performed on Waters ACQUITY UPLC BEH C18 column. The mobile phase was 0.1% formic acid 
(A)-0.1% formic acid acetonitrile (B) for the gradient elution. UPLC-Q-TOF/MSE and UHPLC-Q-
Exactive/MS techniques were used to identify the compounds in each part of the wild sour jujube. 
Data acquisition was performed with MassLynx and Xcalibur work stations for analysis of primary 
fragments. UNIFI software and literature information were used to identify the secondary fragments. 
Results  Totally 62 compounds were identified, including 20 flavonoids, 8 alkaloids, 12 terpenoids, 
8 fatty acids, 5 nucleosides, 5 amino acids, 3 organic acids and 1 steroidal compound. Conclusion  
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　　酸枣仁（Ziziphi Spinosae Semen）为鼠李科植
物酸枣 [Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa（Bunge）
Hu ex H.F. Chou] 的干燥成熟种子，主产于河北、
陕西、山西、辽宁、河南等省，具有养心补肝，
宁心安神，敛汗，生津的功效，主要用于虚烦不
眠，惊悸多梦，体虚多汗，津伤口渴等证 [1]。酸
枣仁的主要成分为萜类、黄酮类、脂肪酸、挥发
油、生物碱、多糖以及一系列吲哚衍生物等 [2]，
其中皂苷类、黄酮类成分具有镇静安眠的作用。
另外酸枣仁还具有抗惊厥、抗抑郁、抗焦虑、改
善心血管系统疾病、抗氧化、抗炎、增强记忆等
药理作用 [3]。
　　酸枣仁的药理作用与其成分息息相关，近年
来利用 LC-MS 技术对酸枣仁的成分分析研究较
多，而酸枣除药用部位果仁以外，其他部位成分
的研究鲜有报道。酸枣的其他部位同样具有药用
价值，酸枣叶能改善睡眠 [4]，具有保肝 [5]、抗氧
化、抑菌 [6] 等作用；酸枣果肉也被证明具有镇静
催眠 [7]、抗氧化 [8] 等作用。因此，充分了解酸枣
叶及果肉的化学成分可以促进其有效利用。
　　为了更加简便、快速地分析鉴定中药复杂体
系中的化学成分，本研究采用了 UPLC-Q-TOF/
MSE 和 UHPLC-Q-Exactive/MS 技术，对宁夏回族
自治区石嘴山市北武当贺兰山脚下野生酸枣的不
同部位中化学成分进行定性分析，从而了解酸枣
不同部位的成分差异，为酸枣叶、果肉功效的深
入研究以及野生酸枣的开发利用奠定了理论基础。
1　仪器与材料

1.1　仪器

　　ACQUITY 超高效液相色谱系统串联 SYNAPT 
G2-Si 质谱仪（美国 Waters 公司，离子源为电喷
雾离子源 ESI，配有 MassLynx V4.1 工作站），超
高效液相色谱与质谱联用仪（Thermo Scientific Q 
Exactive LC-MS）[ 美国 Thermo Fisher 公司，离子
源为电喷雾离子源（ESI），配有 Xcalibur 3.0 工作
站 ]，电子天平 ME104E/02（瑞士 Mettler Toledo
公司），KQ-100DB 型数控超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司），UNIFI 1.8（美国 Waters 公
司），高速台式冷冻离心机（上海安亭科学仪器
厂），MILLI-Q Advantage A10 超纯水系统（美国
Millipore 公司）。
1.2　材料

　　乙腈、甲酸 [ 质谱级，赛默飞世尔科技（美
国）有限公司 ]。水为质谱级超纯水。甲醇（分析
纯，天津市致远化学试剂有限公司）。酸枣药材采
于宁夏回族自治区石嘴山市北武当贺兰山脚下，
经北京中医药大学杨瑶珺教授鉴定为鼠李科植物
酸枣 [Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa（Bunge）Hu 
ex H.F. Chou] 的干燥成熟果实及枝叶。
2　方法与结果

2.1　供试品溶液的制备

　　洗净的酸枣果实、叶片于 105℃烘干 24 h，
取叶片、果肉及果仁粉碎后过 4 号筛得到粉末，
称取酸枣叶、果仁、果肉粉末各 0.2 g 放入 50 mL
具塞锥形瓶中，加入 20 mL50% 甲醇，30℃超声
1.5 h，滤过，收集滤液，12 000 r·min－ 1 高速离
心 10 min，取上清液即得。
2.2　色谱条件

　　采用 UPLC-Q-TOF/MSE 和 UHPLC-Q-Exactive/
MS 技术对酸枣各部位中的化合物进行分析。
　　 色 谱 柱 为 Waters ACQUITY UPLC BEH C18

（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）；柱温为 35℃，体
积流量为 0.3 mL·min－ 1；进样量为 5 μL；流
动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）和 0.1% 甲酸乙腈
（B），梯度洗脱（0 ～ 8 min，2% ～ 9%B；8 ～ 18 
min，9% ～ 32%B；18 ～ 20 min，32% ～ 89%B；
20 ～ 35 min，89% ～ 98%B；35 ～ 37 min，
98% ～ 2%B，37 ～ 40 min；2%B）。
2.3　质谱条件

　　① 采用 SYNAPT G2-Si 质谱仪，离子源为
ESI，在正离子模式下进行质谱检测分析。辅助喷
雾电离与脱溶剂气体使用的是高纯 N2，N2 温度为
120℃；干燥气流速为 10 mL·min－ 1；雾化气气
压为 310 kPa；脱溶剂 N2 流速为 900 L·h－ 1；锥

Flavonoids and terpenoids are mainly distributed in the kernels and leaves, while alkaloids and fatty 
acids are more evenly distributed in the kernels, leaves and sarcocarp. By exploring the differences 
in the compositions from different parts of wild sour jujube, we provide theoretical basis for the 
development and utilization of wild sour jujube resources in Helan Mountains.
Key words: wild sour jujube; different part; UPLC-Q-TOF/MSE; UHPLC-Q-Exactive/MS; qualitative 
identification; resource development
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孔反吹氮气为 50 L·h－ 1；毛细管电离电压和锥
孔电压分别为 500 V、40 V；高能通道碰撞能量为
40 ～ 65 eV；四极杆质量扫描范围：m/z 50 ～ 1500 
Da，扫描时间 0.2 s，进行质谱检测分析 [9]。
　　② 采用 Q Exactive 质谱仪，ESI 在负离子模
式下进行分析，扫描范围设定为 m/z 100 ～ 1500 
Da。具体的质谱条件参数：毛细管电压 3200 V；
毛细管温度为 350℃，离子源温度为 350℃；采
用高纯 N2 作为鞘气和辅助气，鞘气流速为 35 
L·h－ 1，辅助气流速为 15 L·h－ 1；采用 Thermo 
Xcalibur 3.0 工作站处理数据 [10]。
2.4　数据分析

　　利用中国知网（CNKI），SciFinder，PubMed
上已有文献与中药系统药理学数据库与分析平
台（TCMSP）检索酸枣的化学成分，将检索
得到的化学成分进行整合、去除重复项后通过
PubChem，ChemSpider 等平台或数据库下载各化
合物的 mol 格式的文件，建立酸枣各部分的化学
成分信息数据库。
　　基于 MassLynx V4.1 工作站和以中药数据
库为基础的 UNIFI 1.8 软件对正离子模式数据进
行采集与分析，将酸枣化合物信息条目导入库
中，设定高能通道阈值为 25.0，低能通道阈值为
200.0，选择运行碎片分析功能，选取的相关加和
离子为 H＋，Na＋，K＋，NH4

＋，输入 lockmass 值

（556.2766）校正质量数，设定误差 Error 的绝对
值不超过 1.5×10－ 5。同时也基于文献和人类代谢
组数据库（Human Metabolome Database，HMDB，
www.hmdb.ca），收集相关化合物的二级碎片和保
留时间进行比对，保留时间接近并且误差 Error 的
绝对值不超过 1×10－ 5 鉴定为同一化合物。
　　采用 Xcalibur 3.0 工作站将 Thermo 仪器产生
的“.raw”格式的负离子模式数据打开，查询相关
文献收集化合物的二级碎片和保留时间，保留时
间接近并且误差 Error 的绝对值不超过 5×10－ 6

鉴定为同一化合物。
2.5　化学成分的鉴定

　　野生酸枣仁、叶、果肉样品溶液按 “2.2”和
“2.3”项下的色谱及质谱条件进行分析，得到其
在正、负离子模式下的 BPI 图（见图 1）。结合
UNIFI 数据库匹配和已有文献报道以及 HMDB 数
据库比对，确定化合物的分子式及裂解规律，鉴
定出黄酮类化合物 20 种，生物碱类化合物 8 种，
萜类化合物 12 种，脂肪酸类化合物 8 种，核苷
类化合物 5 种，氨基酸类化合物 5 种，有机酸类
化合物 3 种，甾体类化合物 1 种，总计 62 种化
合物，鉴定结果见表 1[11-27]。其中，酸枣仁鉴定
出 42 种化合物，酸枣叶鉴定出 41 种化合物，酸
枣果肉鉴定出 28 种化合物。

   

图 1　野生酸枣仁（a）、叶（b）、果肉（c）在正离子模式（A）和负离子模式（B）下的基峰离子流图

Fig 1　Base peak ion in the positive ion mode（A）and the negative mode（B）in the kernel（a），leaf（b）and sarcocarp（c）of wild sour jujube
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表 1　UPLC-Q-TOF/MSE 和 UHPLC-Q-Exactive/MS法鉴定野生酸枣不同部位的化学成分 
Tab 1　Compounds from different parts of wild sour jujube by UPLC-Q-TOF/MSE and UHPLC-Q-Exactive/MS

No.
tR/

min
加和

离子
分子式

理论值

m/z
实测值

m/z
误差 /
×10 － 6来源 碎裂离子 化学成分

化合物 
类型

1 0.80 [M-H] － C16H19NO8 352.1037 352.1036 0.34 仁 188.0709，146.0601 N-glc-indoleaceticacid [11，16] 生物碱

类[M+H]+ 354.1189 354.1164 7.06 叶 254.0333，188.0238，174.0465，146.0288，
128.0543

2 1.48 [M-H] － C6H8O7 191.0197 191.0189 4.27 仁 111.0075，87.0074，85.0281 柠檬酸（citric acid）[12] 有机酸

叶 111.0074，87.0073，85.0281
肉 111.0097，87.0102，85.0309

3 2.76 [M-H] － C10H13N5O5 282.0843 282.0843 0.04 叶 150.0411，133.0145 鸟嘌呤核苷（guanosine hy-
drate）[12]

核苷

4 2.81 [M-H] － C10H12N5O6P 328.0452 328.0451 0.44 肉 191.9455，134.0461，61.9870 环磷酸腺苷（cyclic adenosine 
monophosphate）[12] 

核苷

5 2.89 [M-H] － C10H12N5O7P 344.0401 344.0399 0.52 肉 66.03316 环单磷酸鸟苷（cyclic guanosinc 
monophosphate）[12] 

核苷

6 3.38 [M-H] － C11H19N5O2 252.1466 252.1463 0.94 仁 210.12416，208.10846，113.07095 cycol（arginine proline）[12] 氨基酸

7 3.68 [M-H] － C9H11NO2 164.0717 164.0708 4.95 仁 147.04416，72.00777 苯丙氨酸（phenylalanine）[12] 氨基酸

8 4.87 [M-H] － C16H19NO9 368.0987 368.0984 0.61 仁 144.04442 3R（S）-N-glc-3-hydroxy-in-
doleacetc acid [11]

有机酸

9 5.87 [M-H] － C14H18O9 329.0878 329.0877 0.29 仁 167.03397，152.01051 pseudolaroside B [16] 萜类

叶 167.03403，152.01033
肉 167.03404，152.01059

10 6.93 [M+H]+ C23H29NO8 448.1971 448.1947 5.36 仁 269.1346，237.0904，219.5598，175.0732，
137.0601

6- 葡萄糖 - 乌药碱（6-glc-coclau-
rine）[16]

生物碱

类

肉 286.8565，237.0904，209.0981，175.0790
11 7.16 [M-H] － C11H12N2O2 203.0826 203.0817 4.14 仁 156.99820，142.06502，116.04925 色氨酸（typtophan）[12] 氨基酸

叶 157.05566，142.06506，116.04924
12 9.86 [M+H]+ C17H19NO3 286.1443 286.1471 9.79 仁 237.1644，209.1044，175.0847，107.0457乌药碱（coclaurine）a 生物碱

类叶 269.0630，237.1240，209.0350，175.1078
肉 237.0501，175.1078，143.0529，107.0547

13 10.53M+ C20H24NO4
+ 342.1705 342.1753 14.04 仁 297.1133，282.0925，265.0892，237.0971，

222.0703，219.0814，207.0829，
191.0831，179.0874，165.0712

异喹啉类酸李碱

 （zizyphusine）[16]

生物碱

类

叶 297.0681，265.4376，237.0568
肉 282.0852，265.0892，237.0904，222.0703

14 10.56 [M-H] － C15H14O6 289.0717 289.0716 0.25 仁 221.0821，203.0709，187.0394，109.0283，
97.0282

儿茶素 / 表儿茶素

 （catechine/epicatechin）[12]

黄酮类

叶 221.0813，203.0705，187.0392，109.0281，
97.0281

肉 221.08112 
15 11.54M+ C19H24NO3

+ 314.1756 314.1774 5.73 仁 269.0273，237.0904，209.0918，189.0728，
178.0781，175.0732，165.0712，
151.0567，137.0755

木兰箭毒碱 / 莲心季铵碱

 （magnocurarine/lotusine）[16]

生物碱

类

肉 237.0770，178.1306，165.0768，151.0246，
107.0547

16 11.79 [M-H] － C9H12N26 483.1665 483.1649 3.25 叶 174.95561，86.95338 uridine monophosphate [12] 核苷

17 12.30[M+H]+ C15H10O7 303.0505 303.0497 2.64 叶 153.0211 槲皮素（quercetin）a 黄酮类

18 12.48[M+H]+ C21H20O12 465.1033 465.1076 9.25 叶 324.0268，303.0511，274.0517，
247.0632，153.0205

罗布麻甲素

  （isoquercitrin）a

黄酮类

19 12.48[M+H]+ C27H30O16 611.1612 611.1576 5.89 叶 331.1029，324.0268，303.0511，
247.0632，153.0205

芦丁（rutin）a 黄酮类

20 12.54[M+H]+ C28H32O15 609.1819 609.1841 3.61 仁 447.0494，429.3217，411.0050，381.0122，
351.0997，327.0907，297.0756

斯皮诺素

  （spinosin）[11，17]

黄酮类

16.25[M-H] － 607.1668 607.1665 0.57 叶 487.84293，445.07715
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No.
tR/

min
加和

离子
分子式

理论值

m/z
实测值

m/z
误差 /
×10 － 6来源 碎裂离子 化学成分

化合物 
类型

21 12.70[M-H] － C27H30O15 593.1511 593.1511 0.12 仁 503.1178，473.1089，412.8452，383.0764，
353.0670，325.0711，297.0767

维采宁Ⅱ

   （vicenin Ⅱ）[12，16，20]

黄酮类

13.41[M+H]+ 595.1663 595.1612 8.57 叶 541.1288，337.1307，325.0175，307.0451，
295.1000

22 14.18[M-H] － C27H30O15 593.1511 593.1512 0.10 仁 413.0891，353.067，335.0553， 
311.0555，293.0455，89.0230，
59.0125

异牡荆素 -2''-O-β-D- 吡喃葡萄

糖苷（isovitexin-2''-O-β-D-glu-
copyranoside）[12，20]

黄酮类

23 14.34[M+H]+ C38H40O18 785.2293 785.2328 4.46 仁 351.0921，327.0902，297.0806， 
177.0574，145.0313

6'''- 阿魏酰斯皮诺素（6'''-feru-
loylspinosin）a

黄酮类

24 14.42 [M-H] － C32H38O19 725.1934 725.1936 0.20 仁 725.18982，284.03247，227.03452 山茶苷 B（camelliaside B）[29] 黄酮类

叶 284.0325，227.03470
25 14.78 [M-H] － C21H20O10 431.0983 431.0983 0.16 仁 341.06705，311.05615 异牡荆素（isovitexin）[11，17] 黄酮类

肉 311.16824 
26 14.70[M+K]+ C14H19NO5 320.0900 320.0936 11.25 仁 176.0655 Boc-D-Tyr-OH a 氨基酸

叶 176.0636
肉 176.0632，175.0571，165.0697，163.0566

27 15.30[M+K]+ C29H50O 453.3499 453.3482 3.75 仁 227.1795 植物固醇（phytosterol）a 甾体

叶 227.1797
肉 227.1798

28 15.33[M+NH4]
+ C12H24O2 218.2120 218.2099 9.63 仁 201.0525，139.004，153.0323，115.1007，

113.1094
月桂酸（lauric acid）b 脂肪酸

叶 201.0525，165.020，139.0864，115.1007，
113.1094

肉 201.0525，155.086，153.0431，129.0591，
113.1141

29 15.63 [M-H] － C27H30O15 593.1511 593.1508 0.63 叶 284.03238，256.03619 山柰酚 -3- 芸香糖苷（kaemp-
ferol-3-rutinoside）[20]

黄酮类

30 15.66 [M-H] － C35H36O17 727.1879 727.1882 0.44 仁 607.1683，427.1037，325.0752， 
307.0613，292.0373，281.0453

6'''-p-hydroxylbenzoylspinosin 
[17，27]

黄酮类

31 15.78 [M-H] － C37H38O18 769.1985 769.1987 0.33 仁 593.1499，413.0879，311.0563，293.0456 nervilifordin J [27] 黄酮类

32 16.12 [M-H] － C39H42O19 813.2247 813.2251 0.43 仁 427.1032，307.0604，292.0378， 
265.0716

6'''- 芥子酰斯皮诺素

 （6'''-sinapoylspinosin）[20，27]

黄酮类

33 16.27[M+H]+ C18H13NO3 292.0974 292.1004 10.27 肉 246.0545，248.0715，262.087， 
277.0745，278.0821

观音莲明碱（lysicamine）a 生物碱

类

34 16.27[M+Na]+ C18H19NO4 336.1212 336.1215 0.89 仁 176.0633，177.0632 N- 反式 - 阿魏酰酪胺

（N-trans-feruloyltyramine）a

生物碱

类叶 165.0709，176.0644，177.0615
肉 163.0558，175.0569，177.061， 

179.0754，280.0911
35 16.34 [M-H] － C37H38O17 753.2036 753.2035 0.10 仁 607.1718，427.1038，307.0608， 

292.0379，265.0720，205.0500
6'''- 对香豆酰斯皮诺素

（6'''-p-coumaroylspi-
nosin）[17，27]

黄酮类

36 18.11[M+H]+ C53H88O23 1093.5795 1093.5793 0.18 叶 751.4608，733.4750，473.3633， 
455.3582

3，20，23，30-tetrahydroxy-
dammar-3-glc- [rha]- arabino-
pyranoside [16]

萜类

37 18.75[M+H]+ C36H49N5O5 632.3812 632.3841 4.59 仁 148.1136 安木非宾碱 D
  （amphibine D）a

生物碱

类

38 19.39[M+NH4]
+ C14H28O2 246.2433 246.2452 7.72 仁 229.1124，145.0650，131.1156， 

117.0620，102.8376
肉豆蔻酸（tetradecanoic acid）b 脂肪酸

叶 229.2049，145.1018，131.0856，117.0715，
103.6627

肉 229.1388，145.2649，117.0904

续表 1
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No.
tR/

min
加和

离子
分子式

理论值

m/z
实测值

m/z
误差 /
×10 － 6来源 碎裂离子 化学成分

化合物 
类型

39 19.40[M+Na]+ C22H22O10 469.1111 469.1082 6.18 仁 429.2674，327.1065，411.1201，393.1742，
297.1584

当药黄素（swertisin）[16] 黄酮类

叶 429.1136，327.0907，411.3680，393.1136，
351.0506，297.0079

肉 327.146，411.1555，393.0703，351.0260，
297.1208

40 19.41[M+NH4]
+ C58H94O26 1224.6377 1224.6335 3.43 仁 1057.2031，749.9297，733.5105，

455.3582，437.3096
酸枣仁皂苷 A 
（jujuboside A）a

萜类

41 19.60[M+H]+ C52H84O21 1045.5583 1045.5531 4.98 仁 881.9821，601.2367，587.1685，
455.3582，437.3552，369.1588

酸枣仁皂苷 B
 （jujuboside B）a，[16]

萜类

叶 949.5305
42 19.61[M+H]+ C30H46O3 455.3525 455.3582 12.53 仁 455.3489，203.1937，177.1705 桦木酮酸

  （betulonic acid）b

黄酮类

叶 455.3582，203.1875，177.1879
43 19.64 [M-H] － C7H6O4 153.0193 153.0186 4.46 肉 124.01571，95.04896，81.03287 原儿茶酸

  （protocatechuic acid）[12]

有机酸

44 19.71[M+H]+ C49H78O17 939.5317 939.536 4.58 叶 437.3469，455.3571，791.4582 jujubasaponins Ⅱ a 萜类

45 19.73[M+H]+ C30H48O4 473.3631 473.3633 0.42 叶 437.3469，455.3571 麦珠子酸 
（alphitolic acid）a，[13，16]

萜类

21.69[M-H] － 471.3479 471.3477 0.43 肉 453.16196，355.0166
46 19.78[M+H]+ C47H76O17 913.5161 913.5179 1.97 叶 455.3565，513.3628，791.4560 大枣皂苷Ⅰ 

（zizyphus saponin Ⅰ）a

萜类

47 19.82[M+H]+ C30H48O3 457.3682 457.3726 9.63 叶 441.3369，427.2437，339.2904，205.1212，
175.1483

 熊果酸（ursolic acid）b 萜类

48 19.94[M+NH4]
+ C16H32O2 274.2746 274.2726 7.30 仁 197.1287，183.1412，169.1059，153.1241，

141.0757
 棕榈酸（palmitic acid）b 脂肪酸

叶 197.1471，183.1235，169.1059，153.0971，
141.0808

肉 197.1226，183.1235，153.0701，141.086，
111.2276

49 19.94[M+NH4]
+ C18H30O2 296.2590 296.2560 10.14 肉 231.1588，217.0249，205.1275，191.1616，

189.1689
亚麻酸（linolenic acid）b 脂肪酸

50 20.01[M+H]+ C51H80O18 981.5423 981.5447 2.45 叶 369.283，437.3463，733.4553，737.431，
755.4416

大枣苷（ziziphin）a 萜类

51 20.14 [M-H] － C9H18N25 475.2104 475.2105 0.24 叶 96.95921 谷氨酸二肽（glutamic acid 
dipeptide）[12]

氨基酸

肉 96.95874，56.84827
52 20.31[M+NH4]

+ C18H36O2 302.3059 302.3054 1.66 仁 237.2988，223.2038，209.1234，197.2820，
181.1321

硬脂酸（stearic acid）b 脂肪酸

叶 237.2450，223.1190，209.1549，197.1348，
183.1117

肉 237.1307，223.1385，181.1028，169.1003，
141.0808

53 20.63[M+NH4]
+ C20H40O2 330.3372 330.3359 3.94 仁 253.2337，183.0822，181.1439，155.0751，

153.0971
花生酸（arachidic acid）b 脂肪酸

叶 253.1920，183.1235，181.1557，155.0805，
153.0755

肉 253.1643，183.1649，181.3908，153.0917
54 20.87[M+NH4]

+ C22H44O2 358.3685 358.3681 1.12 仁 281.1182，267.2044，239.1788，225.1713，
155.0697

山嵛酸（behenic acid）b 脂肪酸

叶 281.1914，267.1616，239.1451，225.1320，
155.0914

肉 281.1108，267.1402，239.1721，225.1385，
155.0697

续表 1
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No.
tR/

min
加和

离子
分子式

理论值

m/z
实测值

m/z
误差 /
×10 － 6来源 碎裂离子 化学成分

化合物 
类型

55 20.99[M+H]+ C18H32O2 281.2481 281.2499 6.41 仁 303.1942，281.1474，123.9479 亚油酸（linoleic acid）b 脂肪酸

56 21.05 [M-H] － C30H46O6 501.3221 501.3222 0.15 叶 439.32352 24-hydroxyceanothic acid [16] 萜类

57 20.83 [M-H] － C15H10O5 269.0455 269.0454 0.29 仁 225.18500 芹菜素（apigenin）[11] 黄酮类

叶 241.96483，225.18622
肉 241.04990，225.05511

58 22.54[M+H]+ C30H48O3 457.3682 457.3633 10.72 仁 355.2675，283.2669，217.115， 
163.1139，135.1401

桦木酸

  （betulinic acid）a，b，[13，29]

萜类

叶 85.0302，135.1191，147.1192，159.1189，
187.1505

23.02[M-H] － 455.3530 455.3527 0.77 肉 455.35349 
59 23.69 [M-H] － C10H13N5O4 266.0894 266.0903 3.21 叶 61.987 腺苷（adenosine）[12] 核苷

60 24.67[M+NH4]
+ C30H46O5 504.3689 504.3729 7.94 仁 457.3073，451.3519，311.2900，

249.1653，181.1028
美洲茶酸

  （ceanothic acid）b，[11，13，16]

萜类

21.27[M-H] － 485.3272 485.3270 0.51 叶 485.32739，455.31766，439.32095，
423.32773

肉 485.32715，439.32159，423.32727
61 27.74[M+NH4]

+ C36H38O18 776.2402 776.2404 0.26 仁 207.0350，281.054，355.0743 6'''-vanilloylspinosin）a 黄酮类

叶 207.0356，281.054
62 34.68[M+NH4]

+ C41H46O23 924.2774 924.2767 0.76 仁 281.054，355.0758 isovitexin-2''-[O-4''''-（O-gl-
c）-6-vanilloyl]glucopyranoside 
a

黄酮类

注（Note）：a 通过 MassLynx V4.1 工作站和 UNIFI 1.8 软件匹配得到（obtained by MassLynx V4.1 workstation and UNIFI 1.8 software）；b

采用 HMDB 数据库进行鉴别（identified by Human metabolome database）。

续表 1

2.6　化学成分质谱裂解途径分析

　　从黄酮类、生物碱类、萜类化合物中各选取
了一种代表性化合物，对其进行了裂解规律分析。
　　化合物 12：正离子检测模式下，tR 为 9.86 
min，准分子离子峰 [M ＋ H] ＋的 m/z 为 286.1471，
推测其分子式为 C17H19NO3。在二级质谱图中，
果 仁 获 得 MS/MS 碎 片 的 m/z 分 别 为 237.1644，
209.1044，175.0847，107.0457；叶片获得 MS/MS
碎片的 m/z 分别为 269.0630，237.1240，209.0350，
175.1078；果肉获得 MS/MS 碎片的 m/z 分别为
237.0501，175.1078，143.0529，107.0547。推测化
合物 12 的二级质谱图中 [M ＋ H]＋失去 1 分子 NH3

形成 m/z 269 的 [M ＋ H-NH3]
＋碎片离子，[M ＋

H-NH3]
＋失去 1 分子 CH3OH 形成 m/z 237 的 [M ＋

H-NH3-CH3OH]＋碎片离子，[M ＋ H-NH3-CH3OH]＋

失 去 1 分 子 CO 形 成 m/z 209 的 [M ＋ H-NH3-
CH3OH-CO] ＋ 碎片离子；[M ＋ H] ＋ 失去 1 分子
C6H9NO 形成 m/z 175 的 [M ＋ H-C6H9NO] ＋碎片离
子，[M ＋ H-C6H9NO]＋失去 1 分子 CH3OH 形成 m/
z 143 的 [M ＋ H-C6H9NO-CH3OH]＋碎片离子；[M ＋

H] ＋ 失 去 1 分 子 C10H13NO2 形 成 m/z 107 的 [M ＋

H-C10H13NO2]
＋碎片离子 [14-15]。通过对其裂解过程

的分析，初步鉴定化合物为生物碱类成分乌药碱，

广泛分布于酸枣的仁、叶、果肉中，具体裂解规律
见图 2A。
　　化合物 20：正离子检测模式下，tR 为 12.54 
min，准分子离子峰 [M ＋ H] ＋的 m/z 为 609.1841，
负离子检测模式下，准分子离子峰 [M ＋ H]－的
m/z 为 607.16650，推测其分子式为 C28H32O15。在
二级质谱图中，获得 MS/MS 碎片，其 m/z 分别
为 447.0494，429.3217，411.0050，381.0122，
351.0997，327.0907，323.0921，308.0710，
297.0756，267.0688。推测化合物 20 的二级质谱
图中 [M ＋ H]＋失去 1 分子葡萄糖（162 Da）形成
m/z 447 的 [M ＋ H-Glc]＋碎片离子，[M ＋ H-Glc]＋

失 去 1 分 子 C4H8O4 形 成 m/z 327 的 [M ＋ H-Glc-
C4H8O4]

＋碎片离子，并在此处产生基峰 [16]；[M ＋

H-Glc] ＋ 失 去 1 分 子 H2O 形 成 m/z 429 的 [M ＋

H-Glc-H2O] ＋碎片离子，[M ＋ H-Glc-H2O] ＋再失
去 1 分子 H2O 形成 m/z 411 的 [M ＋ H-Glc-2H2O] ＋

碎片离子，[M ＋ H-Glc-H2O] ＋失去 1 分子 CH4O2

形成 m/z 381 的 [M ＋ H-Glc-H2O-CH4O2]
＋碎片离

子，[M ＋ H-Glc-H2O]＋失去 1 分子 C2H6O3 形成 m/
z 351的 [M＋H-Glc-H2O-C2H6O3]

＋碎片离子，[M＋

H-Glc-H2O] ＋失去 1 分子 C5H8O4 形成 m/z 297 的碎
片离子 [17]，通过对其裂解过程的分析，初步鉴定
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化合物为黄酮类成分斯皮诺素，主要分布在酸枣的
果仁和叶片中，具体裂解规律见图 2B。
　　 化 合 物 40： 正 离 子 检 测 模 式 下，tR 为
19.41 min， 准 分 子 离 子 峰 [M ＋ H] ＋ 的 m/z 为
1207.6130，[M ＋ NH4]

＋ 的 m/z 为 1224.6335，负
离子检测模式下，准分子离子峰 [M ＋ H]－的
m/z 为 1205.5941，推测其分子式为 C58H94O26。在
二级质谱图中，获得 MS/MS 碎片，其 m/z 分别
为 1057.2031，749.9297，733.5105，455.3582，
437.3096。推测化合物 40 的二级质谱图中，离子
断裂途径开始于 1 分子 H2O（18 Da）的中性损失，
产生一个不稳定的中间体，其中 C20 和 C22 之间
产生双键，C16-C17 单键和 C23-O（C16）单键断

裂，不稳定的中间体通过 RDA 裂解立即转化为
m/z 1189的离子 [M＋H-H2O]＋ [18]，[M＋H-H2O]＋

失 去 1 分 子 Xyl 形 成 m/z 1057 的 [M ＋ H-Xyl] ＋

碎片离子，[M ＋ H-Xyl] ＋失去 1 分子 Glc 后再失
去 1 分子 Glc 或 Rha 形成 m/z 733 的 [M ＋ H-Xyl-
2Glc] ＋和 m/z 749 的 [M ＋ H-Xyl-Glc-Rha] ＋碎片
离子，之后失去所有的糖得到 17-Ebelin lactone，
形成 m/z 455 的碎片离子峰 [M ＋ H-C28H47O23]

＋，
并在 m/z 437（C30H45O2）处产生一系列的优势产物
离子 [16]。通过对其裂解过程的分析，初步鉴定化
合物为皂苷类成分酸枣仁皂苷 A，主要分布在酸
枣仁中，具体裂解规律见图 2C。

图 2　乌药碱（A）、斯皮诺素（B）和酸枣仁皂苷 A（C）的推测裂解途径

Fig 2　Possible fragmentation pathways for coclaurine（A），spinosin（B）and jujuboside A（C）

3　讨论

3.1　不同部位化学成分差异

　　黄酮类化合物及萜类化合物主要分布在酸枣
的果仁和叶片中，果仁中鉴定出 15 种黄酮类化
合物，5 种萜类化合物；叶片中鉴定出 11 种黄酮
类化合物，11 种萜类化合物。果肉中鉴定出 3 种
黄酮类化合物，4 种萜类化合物，这两类成分在

果肉中含量较少、离子强度较低。研究表明，酸
枣抗氧化活性成分主要为黄酮类及萜类化合物，
总还原能力酸枣叶＞酸枣仁＞酸枣果肉 [19]，与本
研究中这两类成分种类分布的趋势相符。
　　黄酮类及萜类化合物也是酸枣主要的镇静安
眠成分 [20]，果仁中黄酮类化合物种类丰富，萜类
化合物的种类比叶片少，然而 6'''- 对香豆酰斯皮
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诺素 [21]、6'''- 阿魏酰斯皮诺素、酸枣仁皂苷 A[22]

等具有镇静安眠作用的药效成分主要分布在果仁
中，其他药效成分斯皮诺素 [22]、当药黄素 [23]、酸
枣仁皂苷 B、山茶苷 B 和白桦脂酸 [24] 主要分布
在果仁和叶片中，当药黄素和白桦脂酸分布于三
个部位中。酸枣叶片中的黄酮类及萜类成分种类
多，这表明酸枣叶也具有很好的镇静安眠作用，
与已有的报道相符 [25]，具有很大的开发潜力。酸
枣果肉中这两类成分种类较少，镇静安眠作用可
能比较弱，后续需进行相关药理实验研究证明酸
枣不同部位镇静催眠作用的强弱。
　　生物碱类和脂肪酸类成分在酸枣三个部位分
布较均匀，酸枣中的生物碱具有抗惊厥 [26]、催
眠 [27] 的作用；果仁中的亚油酸及果肉中的亚麻酸
属于不饱和脂肪酸，具有镇静催眠作用 [28]。
3.2　野生酸枣资源综合开发与利用

　　酸枣仁是治疗失眠的各种中药制剂中最常用
的组分 [29]，酸枣不仅应用于医疗，也应用于食品
保健，人们对酸枣的需求量日益增大，近年来各
地酸枣仁的价格持续高涨，出现了供不应求的现
象。宁夏石嘴山市北武当贺兰山脚下拥有丰富的
酸枣资源，但综合开发利用的深度不够。本研究
发现，酸枣除果仁部位以外，叶片及果肉也富含
黄酮和萜类等活性成分。酸枣叶已被用于开发功
能性饮料、食品添加剂、牲畜饲料等产品 [30]，但
其尚未得到广泛而充分的利用。此外，酸枣叶还
可用于提取黄酮和萜类成分，相比于果实的获取
受季节限制，叶片无论采摘、贮存和运输都具有
较大优势。果肉中活性成分较少，适合开发为果
脯类零食，不仅口感更佳，而且具有一定安神的
作用，适合常年失眠多梦的患者使用，具有较大
的市场需求。
　　开发贺兰山野生酸枣具有很高的商业价值，
但是过度采摘容易造成资源匮乏，破坏野生酸枣
种质资源。因此应该在保护野生种质资源的基础
上，合理地开发和利用贺兰山野生酸枣资源，实
现可持续发展，这不仅可以满足市场的需求，提
高酸枣的遗传多样性，还可以为选育抗逆性优良
的酸枣新品种提供宝贵的基础材料，也为当地实
现产业升级、中草药资源开发和经济转型提供新
的思路。
3.3　不足和局限性 
　　本研究也存在一定局限性，首先，由 UPLC-
Q-TOF/MSE 和 UHPLC-Q-Exactive/MS 鉴定到的化
合物无对照品进行比对，可能存在一定的假阳性

情况；其次，研究采用的酸枣数据库都是已知成
分，野生酸枣中存在的未知成分尚无法鉴定；再
次，本研究仅使用 50% 甲醇部位进行成分提取研
究，提取工艺有待优化；最后，本研究每个部位
仅有 1 个样品，且质谱本身具有灵敏度的局限性，
本方法鉴定得到的化合物并不代表酸枣中的全部
成分，后续应增加样品数量及实验批次。由于色
谱峰数量多而复杂，在离子流图中有一些响应较
好的峰尚未定性，因此溶剂、色谱、质谱条件还
有待优化，化学成分需要进一步研究。
4　结论

　　综上分析，本研究采用了 UPLC-Q-TOF/MSE

和 UHPLC-Q-Exactive/MS 技术，对宁夏回族自治
区石嘴山市北武当贺兰山脚下野生酸枣的不同部
位（果仁、叶片、果肉）中化学成分进行定性分
析；同时初步探索了贺兰山野生酸枣的种属分布，
表明其作为药用酸枣的可行性，有利于在一定程
度上缓解酸枣资源供不应求的现状，也为贺兰山
野生酸枣资源的综合开发和利用提供依据。
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基于 UHPLC-Q-Exactive/MS及多元统计分析识别栀子果实 
不同部位差异化学成分

李忆红1，3，梁雨璐1，3，张洁1，3，解嘉琪1，3，刘传鑫1，2，3*，黄建梅1，3*（1. 北京中医药大学 中药学院，
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摘要：目的　采用超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱技术（UHPLC-Q-Exactive/
MS），建立栀子果皮、果仁中化学成分的快速识别方法，鉴别其特征性差异化合物。方法　选
择电喷雾离子源，负离子模式下采集数据，通过保留时间、二级碎片及文献参考等进行分析，
获得栀子果实不同部位的特征性差异成分。结果　筛选鉴定出栀子果实皮、果仁中具有统计学
差异的化合物 22 种，其中环烯醚萜类化合物 9 种，有机酸类 6 种，西红花苷类 3 种，黄酮类 2
种，单萜苷类 2 种。结论　通过液质及多元统计分析识别的具有统计学差异的化合物中，鸡矢
藤次苷甲酯、京尼平龙胆二糖苷、栀子苷、Jasminodiol、西红花苷Ⅰ在栀子果仁中的相对含量
更高，该结果为栀子不同部位入药物质基础的研究提供了一定的参考。
关键词：栀子果皮；栀子果仁；UHPLC-Q-Exactive/MS；多元统计分析；差异化合物
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0833-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.017

Identification of chemical components in different parts of Gardeniae fructus 
based on UHPLC-Q-Exactive/MS and multivariate statistical analysis

LI Yi-hong1, 3, LIANG Yu-lu1, 3, ZHANG Jie1, 3, XIE Jia-qi1, 3, LIU Chuan-xin1, 2, 3*, HUANG Jian-mei1, 3* 
(1. School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. 
Department of Metabolism and Endocrinology, Endocrine and Metabolic Disease Center, The First 
Affiliated Hospital, College of Clinical Medicine of Henan University of Science and Technology, Key 
Laboratory of Rare Hereditary Diseases of Henan, National Clinical Research Center for Metabolic 
Diseases in Luoyang, Luoyang  Henan  471003; 3. Beijing Key Laboratory of Quality Assessment of 
Traditional Chinese Medicine, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To establish an UHPLC-Q-Exactive/MS method to rapidly identify and 
analyze chemical constituents from different parts of the pericarp and seeds of Gardeniae fructus. 
Methods  Electron spray ionization (ESI) source was adopted with negative ion modes. Compounds 
with statistical differences in the pericarp and seeds of Gardeniae fructus were analyzed from the 
retention time, second-level fragments and related literatures. Results  Totally 22 compounds with 
statistical differences were identified in the pericarp and seeds of Gardeniae fructus, including 9 
iridoids, 6 organic acids, 3 crocins, 2 flavonoids, and 2 monoterpenoids. Conclusion  Among the 
compounds identified by UHPLC-MS, the content of scandoside methyl ester, genipin 1-gentiobioside, 
geniposide, jasminodiol, and crocin Ⅰ in the seeds of Gardeniae fructus is relatively higher, which 
can provide some reference for the study of different parts of Gardeniae fructus.
Key words: pericarp of Gardeniae fructus; seed of Gardeniae fructus; UHPLC-Q-Exactive/MS; 
multivariate statistical analysis; compound with statistical difference
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　　栀子为茜草科植物栀子（Gardenia jasminoi-
des Ellis）的干燥成熟果实，其味苦，性寒，归
心、肺、三焦经；具有泻火除烦，清热利湿，凉
血解毒的功效 [1]。在我国栀子主产区有江西、浙
江、福建、湖南等地 [2]，应用广泛，属于原卫生
部颁布的第一批药食同源的中药材。栀子作为传
统的大宗药材，具有广泛的药理活性，如保肝利
胆、抗炎镇痛、抗肿瘤、抗抑郁、降血糖、神经
保护等，另外还有改善血液循环、抗血栓、防治
脑出血等保护心血管系统的药理活性 [3-12]。
　　生栀子苦寒，炮制可降低栀子的寒性，《中国
药典》[1] 中有生栀子、炒栀子（清炒至黄褐色）、
焦栀子（清炒至焦褐色或焦黑色）3 种，是对全
果进行炮制，另外在《上海炮制规范》《湖南炮
制规范》的记载中，炮制栀子无去壳、带壳的说
法，但根据东汉至明清典籍记载，栀子果实的皮
仁分用较为常见，目前部分地区中医用药仍沿用
古时用法，如清《本草备要》记载“内热用仁，表
热用皮”；《本草纲目》记载，栀子用以“治上焦、
中焦连壳用，下焦去壳”[13-14]；根据记载，樟帮
法 [15] 炮制栀子是去皮留仁，建昌帮法 [16] 炮制栀
子是以皮、仁分用。栀子果皮、果仁易分离，其
皮、仁分用可能是临床使用中两者表现出了药效
差异，而这种差异可能来源于栀子果皮、果仁的
物质基础的不同。
　　有研究表明栀子苷、西红花苷Ⅰ、西红花苷Ⅱ
在栀子仁中含量比栀子皮中含量高 [17]，去乙酰车
叶草酸甲酯、京尼平龙胆二糖苷、栀子苷等化合物
的含量分布存在差异 [18-20]。虽已有文献报道关于栀
子果皮、果仁成分差异研究，但选用的指标成分较
少，也缺乏系统性。基于此，本试验利用 UHPLC-
Q-Exactive/MS 技术对栀子果实不同部位的化学成
分进行系统性的快速识别，并结合正交偏最小二乘
判别分析（OPLS-DA）判别模式对栀子果实不同部
位特征性差异化合物进行筛选识别，为栀子果皮、
果仁药效差异提供理论依据，也为栀子皮、仁的快
速鉴定与临床合理应用提供了基础。
1　仪器与材料
　　超高效液相色谱与质谱联用仪（Thermo Scien-
tific Q Exactive LC-MS，美国 Thermo Fisher 公司）；
ACQUITY UPLC BEH C18 色 谱 柱（2.1 mm×100 
mm，1.7 μm）（美国 Waters 公司）；JA2003B 电子
天平（上海越平科学仪器有限公司）；KQ-300DB
数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；
SHZ-D（Ⅲ）循环水式多用真空泵（河南省予华仪
器有限公司）；TGL-16aR 高速冷冻离心机（上海

安亭科学仪器厂）；MX-S 涡旋混匀仪（北京博雅
创新科技发展有限公司）。
　　质谱级乙腈、乙酸 [ 赛默飞世尔科技（中
国）有限公司 ]；屈臣氏蒸馏水（广州屈臣氏食
品饮料有限公司）；栀子药材采摘于福建，经北
京中医药大学杨瑶珺教授鉴定为茜草科植物栀子
（Gardenia jasminoides Ellis）的干燥成熟果实。
2　方法
2.1　供试品溶液的制备
　　取 20 颗栀子干燥果实（福建同一批次），分
离栀子果皮、果仁，分别粉碎，取各粉末（过一
号筛）约0.5 g，精确称定，置于50 mL 离心管中，
精密加入 25 mL 去离子水，40℃超声提取 1.5 h
（300 W，40 kHz），减压抽滤，将续滤液以 9820 
g 离心 10 min，取 400 μL 上清液，即得。
2.2　色谱条件
　　采用 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×100 
mm，1.7 μm）色谱柱；以 0.2% 乙酸水（A）- 乙
腈（B）作为流动相，线性洗脱梯度（0 ～ 1 min，
10%B；1 ～ 4 min，10% ～ 15%B；4 ～ 18 min，
15% ～ 30%B；18 ～ 24 min，30% ～ 50%B；
24～28 min，50%～100%B；28～31 min，100%B；
31 ～ 32 min，100% ～ 10%B；32 ～ 35 min，
10%B）；柱温为 30℃；流速为 0.3 mL·min－ 1；
进样量为 2 μL。
2.3　质谱条件
　　采用电喷雾离子源（ESI），在负离子模式下
（ESI－）对栀子果实不同部位的样品进行分析，
扫描范围设定为 m/z 100 ～ 1500 Da。具体的质
谱条件参数：毛细管电压 3200 V；毛细管温度为
350℃，离子源温度为 350℃；采用高纯 N2 作为
鞘气和辅助气，鞘气流速为 35 L·h－ 1，辅助气
流速为 15 L·h－ 1；采用 Thermo Xcalibur 3.0 工
作站处理数据。
2.4　数据转换与分析
　　将 Thermo 仪器产生的“.raw”格式的数据，通
过 Abf（Analysis Base File）Converter、MSFileRead-
er 软件转换成“.abf”格式的数据，然后利用 MSDI-
AL 4.48 软件进行参数设置（误差范围、保留时间
范围、加合物类型等），进行峰提取、对齐操作，
然后将归一化之后的数据集导出，利用软件 SIM-
CA 14.1 进行多元统计分析、主成分分析（PCA）
和 OPLS-DA。 再 利 用 IBM SPSS Statistics 20.0 软
件对栀子果皮、果仁两组间的数据进行正态性检
验（Kolmogorov-Smirnov）和基于均值的方差齐性
检验（α ＝ 0.05），然后根据正态性检验和方差齐
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性检验的结果进行独立样本 t 检验（正态检验 P ＞

0.05）或独立样本 Mann-Whitney U 检验（正态检验
P ＜ 0.05），筛选出差异具有统计学意义的化合物。
3　结果
3.1　UHPLC-Q-Exactive/MS 分析
　　取栀子样品，按“2.2”和“2.3”项下液质条件
进行数据采集与分析，栀子不同部位样品在负离
子模式下的基峰离子流色谱图（BPI）如图 1 所示。

图 1　ESI－模式下栀子果皮（A）、果仁（B）的基峰色谱图

Fig 1　Base peak ion current of pericarp（A）and seeds（B）of 
Gardeniae fructus in negative ion mode

3.2　多元统计分析
　　采集福建同一批次的 20 颗栀子果皮、果仁
的样本信息，采用多元统计分析寻找差异成分。
通过 PCA 剔除异常值后，利用 OPLS-DA 筛选
栀子果皮、果仁组间贡献率高的变量。如图 2 中
A1、B1 所示，在 PCA 模型中可以观察到一个异
常值（P-13、R-9）。在剔除异常值的基础上，建
立了 OPLS-DA 模型。R2（cum）和 Q2（cum）分
别表示模型的真实性和预测能力。当 R2 和 Q2 都
小于 1，且两个参数接近 1 时，所建立的模型是
稳定合理的。在剔除异常值之后图 2 中 A2、B2
及表 1 统计分析的参数可以看出，本试验建立的
OPLS-DA 模型 R2 和 Q2 值都小于 1，保证了分析
结果的准确性，具体 ESI－模式下交叉比较的多元
统计分析模型相关参数见表 1。为了进一步验证
所建模型的稳定性，采用置换试验对所建模型进
行验证。假设检验在 n ＝ 200 时进行，结果如图 

2C 所示。R2 和 Q2 的左点均小于最右点，Q2 截距
为－ 0.469。该模型具有较好的可预测性，且无
过拟合现象。

表 1　栀子果皮、果仁比较的多元统计分析模型相关参数 (ESI－ ) 
Tab 1　Parameters of multivariate analysis model of pericarp and 

seeds of Gardeniae fructus (ESI － )

种类 参数 P vs R

PCA R2X 0.523

Q2 0.372

OPLS-DA R2X 0.628

R2Y 0.986

Q2 0.965

Permutations R2 （0.0，0.357）

Q2 （0.0，－ 0.469）

Hypothesis 200

3.3　栀子果皮、果仁差异化合物的识别

　　将采集到的两组原始数据导入 SIMCA 14.1
进行 OPLS-DA 分析，结果两组数据出现明显差
异。如图 2 中 B2 所示，栀子果实果皮、果仁样
品显著分成两群，结果提示栀子果实不同部位中
含有的化学成分存在显著差异。
　　通过保留时间、质谱裂解规律、文献信
息共鉴定了 22 个差异具有统计学意义的化合
物 [21-25，27-34，42]，如表 2 所示，化合物 1 ～ 7、11、
12、14 ～ 19、21、22 等 17 种化合物在栀子果
皮中的含量更高；而化合物 8[ 鸡矢藤次苷甲酯
（scandoside methyl ester）]、9[ 栀 子 苷（genipo-
side）]、10[ 京尼平龙胆二糖苷（genipin 1-gentiobi-
oside）]、13（Jasminodiol）、20[ 顺 / 反西红花苷Ⅰ
（trans-crocin Ⅰ/cis-crocin Ⅰ）] 在栀子果仁中的
含量更高。
4　讨论

4.1　化学成分质谱裂解分析
4.1.1　环烯醚萜类化合物质谱解析　栀子中含
有多种环烯醚萜类成分，这些成分在 ESI－模式
下，一般检测到脱氢准分子离子峰 [M-H]－，当
流动相中含有酸时，环烯醚萜苷还会生成 [M ＋

HCOO]－ [35-37]，如化合物 1 山栀苷的一级质谱图中
可见 m/z 437.13 [M ＋ HCOO]－，化合物 3 栀子新
苷可见 m/z 419.10 [M ＋ HCOO]－，化合物 8 鸡矢
藤次苷甲酯可见 m/z 449.08 [M ＋ HCOO]－。
　　在串联质谱（MS/MS）中，化合物 1山栀苷以
m/z 391.12458 [M-H]－作为准分子离子峰，对其进
行 MS2 分析，碎片离子 m/z 229.07、211.06 是由准
分子离子 m/z 391.12 [M-H]－依次脱去一分子葡萄
糖残基和脱去一分子 H2O 形成，从而推断出其裂
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解途径 [28，38]，如图 3A 所示。化合物 4 去乙酰车
叶草苷酸主要脱去 H2O、CO2、葡萄糖残基或葡萄
糖。碎片离子 m/z 345.12、209.04 是由准分子离子
m/z 389 [M-H]－分别脱去一分子 CO2 和葡萄糖残基
形成；碎片离子 m/z 209.04 失去一分子 CO2，形成
碎片离子 m/z 165.05；碎片离子 m/z 165.05、147.04
也有可能由其前体离子（m/z 183.07、165.05）失去
一分子 H2O 形成，由此推测出化合物 4 去乙酰车
叶草苷酸可能的裂解途径 [22] 如图 3B 所示。化合
物 9 栀子苷准分子离子 m/z 387.16 [M-H]－，二级
扫描中负离子模式可见失去葡萄糖残基的碎片 m/z 
225.08，说明环烯醚萜类化合物的裂解方式是以糖
苷键断裂为主，丢失一分子葡萄糖基和 H2O，苷
元再次通过逆狄尔斯 - 阿德尔反应（RDA）方式裂
解，生成碎片离子 m/z 123.04，符合栀子苷的裂解
规律 [30，40]，如图 3C 所示。
4.1.2　单萜苷类化合物质谱解析　化合物 12 
jasminoside B、化合物 13 jasminodiol 是栀子单萜
苷类成分，化合物 12 Jasminoside B 的碎片离子
m/z 183.10、301.27，是由准分子离子 m/z 345.15 
[M-H]－分别脱去一分子葡萄糖残基和 CO2 形成；
化合物 13 Jasminodiol 的准分子离子 m/z 183.10 
[M-H]－ 脱 去 一 分 子 CO2 产 生 碎 片 m/z 139.11 
[M-H-CO2]

－。化合物 12 的碎片离子 m/z 183.10 
[M-H-C6H10O5]

－进一步产生碎片离子 m/z 165.09 

[M-H-C6H10O5-H2O]－、121.10 [M-H-C6H10O5-H2O-
CO2]

－ [27]，裂解途径如图 4 所示。
4.1.3　二萜类化合物质谱解析　栀子中二萜类化
合物主要为色素类成分，其中包括西红花苷（藏
红花素）及其衍生物，查阅文献可以发现藏红花
素类成分有很明显的裂解特征，主要是糖苷键的
断裂及脱去 CO2 分子 [21，30，41]，化合物 20 西红
花苷Ⅰ分子离子峰 m/z 975.37 [M-H]－首先脱去两
端糖残基得到碎片离子 m/z 651.26 [M-gen-H]－、
327.16 [M-2gen-H]－，碎片离子进一步脱去 CO2

分别产生碎片离子 m/z 283.17 [M-2gen-CO2-H]－、
239.18 [M-2gen-2CO2-H]－，化合物 21 的一级质
谱的分子离子峰 m/z 813.32 [M-H]－与化合物 20
正好相差一个葡萄糖残基的相对分子质量（162 
Da），推测其为 trans-crocin Ⅱ/cis-crocin Ⅱ，即
西红花苷Ⅱ；化合物 22 的分子离子峰 m/z 651.27 
[M-H]－与化合物 20 西红花苷Ⅰ相差一个龙胆
二糖残基的相对分子质量（324 Da），推测其为
trans-crocin Ⅲ/cis-crocin Ⅲ，即西红花苷Ⅲ。化
合物 20 的裂解途径如图 5 所示。
4.1.4　有机酸类　绿原酸易先脱去咖啡酰残
基，产生碎片离子 m/z 191.06[M-caffeoyl-H]－及
咖啡酸特征离子 m/z 179.03 [M-quinate-H]－，然
后脱去一分子 H2O 产生 m/z 173.04 [M-caffeoyl-
H2O-H]－，同时咖啡酰基碎片 m/z 179.03 脱去一

图 2　多元统计分析结果

Fig 2　Results of multivariate statistical analysis 
注：A1. 未剔除异常值（P-13）PCA 散点图，A2. 剔除异常值后的 PCA 散点图；B1. 未剔除异常值（R-9）的 OPLS-DA 散点图，B2. 剔除

异常值后的 OPLS-DA 散点图；C. ESI－模式下的交叉验证（假设检验数 n ＝ 200）；P. 栀子果皮样品，R. 栀子果仁样品。

Note：A1. PCA scatter plots without eliminating outliers（P-13）；A2. PCA scatter plot after eliminating outliers；B1. OPLS-DA scatter plot 
without removing outliers（R-9），B2. OPLS-DA scatter plot after removing outliers；C. Cross-validation in ESI-mode（Number of hypothesis tests n＝
200）；P and R. represent the samples of pericarp and seeds of Gardeniae fructus respectively.
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分子 CO2 得到 m/z 135.04 [caffeoyl-H-CO2]
－碎片

离子。化合物 5、7、19 的保留时间分别为 1.32、
1.93、9.14 min，准分子离子峰均为 m/z 353.09 
[M-H]－，三者的质谱碎片离子数据相同（m/z 
191.06、179.03、173.04、135.04）， 说 明 这 3 个

化合物互为同分异构体，同分异构体化合物无法
通过质谱分辨，只能结合文献数据、保留时间和
离子丰度差异区分，根据文献报道新绿原酸裂解
碎片强度：m/z 191 ＞ 179 ＞ 135；绿原酸裂解碎
片强度：m/z 191 最强，m/z 179 和 m/z 135 强度

表 2　栀子果实不同部位差异化合物的鉴定结果 
Tab 2　Identification of compounds with statistical difference in different parts of Gardeniae fructus

峰号
tR/

min
差异化合物 分子式

实测值

m/z
理论值

m/z
误差 /
×10 － 6 碎片

变化趋势

（P vs R）

变化

倍数

参考

文献

1 1.00 山栀苷 a（shanzhiside） C16H24O11 391.1242 391.1245 0.87 391.12，437.13，373.11，
229.07，211.06，193.03

↑ *** 3.12 [23]

2 1.03 京尼平苷酸 a（geniposidic acid） C16H22O10 373.1143 373.1140 0.80 373.11，312.11 ↑ *** 2.53 [23]
3 1.16 栀子新苷 a（gardoside） C16H22O10 373.1143 373.1140 0.97 373.11，419.10，356.02，

266.10，227.06
↑ * 1.42 [23]

4 1.21 去乙酰车叶草苷酸 a

（deacetylasperulosidic acid）
C16H22O11 389.1089 389.1089 0.13 389.11，345.12，209.04，

183.07，165.05，147.04
↑ *** 2.92 [23]

5 1.32 新绿原酸 a（5-O-caffeoylquinic 
acid）

C16H18O9 353.0879 353.0878 0.31 353.09，191.06，179.03，
173.04，135.04

↑ *** 18.49 [23]

6 1.33 异羟栀子苷 a（gardenoside） C17H24O11 403.1242 403.1245 0.84 449.13，402.91，241.07，
223.06，193.05

↑ *** 2.68 [23，25]

7 1.93 绿原酸 a（3-O-caffeoylquinic acid） C16H18O9 353.0880 353.0878 0.57 191.06，179.03，173.04，
135.04

↑ *** 14.21 [23]

8 2.03 鸡矢藤次苷甲酯 a（scandoside 
methyl ester）

C17H24O11 403.1240 403.1245 1.32 449.08，403.12，402.92，
241.07，139.04

↓ *** 0.53 [23]

9 3.35 栀子苷 a（geniposide） C17H24O10 387.1293 387.1296 0.96 225.08，207.07，193.05，
123.04

↓ * 0.79 [22-24]

10 3.35 京尼平龙胆二糖苷 a（genipin 
1-gentiobioside）

C23H34O15 549.1812 549.1824 2.22 595.19，549.18，225.08 ↓ ** 0.79 [23]

11 3.53 京尼平 a（genipin） C11H14O5 225.0761 225.0768 3.33 207.07，147.04，123.04，
101.02

↑ *** 5.37 [27]

12 3.67 jasminoside Ba C16H26O8 345.1553 345.1554 0.38 345.15，301.27，165.09，
121.10，301.27

↑ *** 1.63 [27-28] 

13 5.19 jasminodiola C10H16O3 183.1013 183.1026 7.04 183.10，139.11，111.08 ↓ * 0.88 [27-28]
14 6.07 芦丁 a（rutin） C27H30O16 609.1464 609.1461 0.51 609.15，343.05，301.03，

271.02
↑ *** 179.47 [29]

15 6.49 异绿原酸 B a（3，4-di-O-
caffeoylquinic acid）

C25H24O12 515.1156 515.1195 7.50 353.09，179.03，335.08，
191.06，173.04，135.04

↑ *** 5.90 [23，34，
42]

16 6.53 金丝桃苷 / 异槲皮苷 a（hyperoside/
isoquercitrin）

C21H20O12 463.0887 463.0882 1.25 463.09，301.04，271.02，
255.03

↑ *** 126.43 [29-33]

17 7.67 异绿原酸 A a（3，5-di-O-
caffeoylquinic acid）

C25H24O12 515.1192 515.1195 0.58 191.06，179.03，135.04，
173.04，353.09

↑ *** 4.66 [34，42]

18 8.95 异绿原酸 C a（4，5-di-O-
caffeoylquinic acid）

C25H24O12 515.1181 515.1195 2.72 191.06，179.03，135.04，
173.04，353.09

↑ *** 5.90 [34，42]

19 9.14 隐绿原酸 a（4-O-caffeoylquinic 
acid）

C16H18O9 353.0878 353.0878 0.14 173.04，179.03，135.04，
191.06

↑ *** 6.16 [23，34]

20 20.16 顺 / 反西红花苷 Ⅰ a（trans-crocin 
Ⅰ /cis-crocin Ⅰ）

C44H64O24 975.3696 975.3714 1.89 651.26，327.16，283.17，
239.18

↓ *** 0.78 [21，27]

21 21.47 顺 / 反西红花苷 Ⅱ b（trans-crocin 
Ⅱ /cis-crocin Ⅱ）

C38H54O19 813.3187 813.3186 0.17 651.27，327.16，283.17，
239.18，185.13

↑ *** 3.93 [21，27]

22 23.52 顺 / 反西红花苷 Ⅲ b（trans-crocin 
Ⅲ /cis-crocin Ⅲ）

C32H44O14 651.2658 651.2658 0.03 327.16，283.17，239.18 ↑ *** 2.12 [21，27]

注：a. 独立样本 t 检验；b. 独立样本 Mann-Whitney U 检验；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：a.independent sample t test; b.independent sample Mann-Whitney U test；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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相当，较弱；隐绿原酸裂解碎片强度：m/z 179 ＞

191 ＞ 135[41-45]。化合物 7 的碎片离子 m/z 191.06
响应最强，m/z 179.03、135.04 强度较弱，与文献
报道的绿原酸裂解规律相符，推测化合物 5 为新
绿原酸（5-O-caffeoylquinic acid），化合物 7 为绿
原酸（3-O-caffeoylquinic acid），化合物 19 为隐绿
原酸（4-O-caffeoylquinic acid）。异绿原酸 A、B、
C 的结构比绿原酸多一分子的咖啡酰基，具有相
似的结构碎片。在负离子模式下检测到化合物
15、17、18 准分子离子峰均为 m/z 515.12 [M-H]－，
二级质谱均有脱去一分子咖啡酰残基的碎片离
子 m/z 353.09 [M-caffeoyl-H]－，通过查阅保留时
间及对比文献，推测化合物 15 为异绿原酸 B（3，
4-di-O-caffeoylquinic acid），化合物 17 为异绿原
酸 A（3，5-di-O-caffeoylquinic acid），化合物 18
为异绿原酸 C（4，5-di-O-caffeoylquinic acid），化
合物 18 异绿原酸 C 的裂解途径如图 6 所示。
4.2　提取溶剂的选择
　　在预试验中，分别以 70% 甲醇、水两种体系
作为提取溶剂，按照“2.2”和“2.3”项下液质条
件进行考察，结果表明栀子果皮、果仁的醇提物、
水提取色谱图大体相同，其中醇提物的质谱响应
稍强，考虑到栀子入药的使用方法及绿色环保的
角度，故选择水作为提取溶剂。
4.3　栀子不同部位差异化合物的临床意义
　　本研究在 ESI－模式下筛选鉴定了 22 个差异

成分，其中鸡矢藤次苷甲酯、京尼平龙胆二糖苷、
栀子苷、jasminodiol、西红花苷Ⅰ在栀子果仁中
的含量更高。研究表明栀子苷、西红花苷都具有
抗炎、保肝利胆等作用，并且对神经系统和心脑
血管疾病也有治疗作用 [3-4，46]，鉴于本试验发现

图 3　环烯醚萜类化合物的质谱裂解途径

Fig 3　Mass spectra and possible fragment pathways of iridoids
A. 山栀苷（shanzhiside）；B. 去乙酰车叶草苷酸（deacetylasperulosidic acid）；C. 栀子苷（geniposide）

图 5　二萜类化合物西红花苷Ⅰ的质谱裂解途径

Fig 5　Mass spectra and possible fragment pathways of crocin Ⅰ

图 6　有机酸类化合物异绿原酸 C 的质谱裂解途径

Fig 6　Mass spectra and possible fragment pathways of organic acids 4，
5-di-O-caffeoylquinic acid

图 4　单萜苷类化合物 jasminoside B 的质谱裂解途径

Fig 4　Mass spectra and possible fragment pathways of monoterpenoids 
jasminoside B 
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栀子苷及西红花苷Ⅰ在栀子果皮、果仁中分布存
在显著差异，果仁中栀子苷及西红花苷Ⅰ分别是
果皮中的 1.27、1.28 倍，可以认为栀子果仁在栀
子苷和西红花苷Ⅰ方面的药效比栀子果皮的效果
更好；绿原酸及其异构体是一类具有抗氧化、抗
菌、降血脂、降血压、降血糖、抗抑郁和焦虑等
多方面药理作用的天然化合物 [47]，虽然栀子质控
的药效成分栀子苷在果仁中分布高于果皮，但绿
原酸、异绿原酸及其异构体在栀子果皮中分布远
高于果仁，也可以认为在有机酸类化合物药效方
面栀子果皮比果仁效果更好，说明栀子果皮、果
仁分用有一定的科学依据。
4.4　局限与不足
　　本试验在识别鉴定化合物过程中，缺少对照
品进行对比，只能通过质谱二级碎片、保留时
间、离子丰度及文献信息作为参考，推测化合物
的归属，可能存在一定的假阳性结果；同时，在
对比栀子果皮、果仁成分差异时，只得出西红花
苷Ⅰ在栀子果仁中的相对含量更高，而西红花苷
Ⅱ在栀子果皮中的相对含量更高，与文献研究结
果不完全一致 [17]，未使用不同产地不同批次的栀
子药材，试验条件有待进一步优化；其次，本研
究鉴定栀子所含有的 22 种化学成分都是文献中
报道的已知化合物，仍存在部分离子峰没有确定
归属，可通过分离纯化等手段对含量较低的成分
进行富集，鉴别出更多差异化合物；在选择离子
模式时，预试验图谱显示负离子模式信号强度更
高，选择栀子文献中常用的负离子模式，结果可
能具有片面性。
5　小结
　　本研究应用 UHPLC-Q-Exactive/MS 技术对栀
子果皮、果仁不同部位中化合物进行分析与鉴定，
共鉴定出 22 种差异具有统计学意义的化合物，其
中鸡矢藤次苷甲酯、京尼平龙胆二糖苷、栀子苷、
jasminodiol、西红花苷 Ⅰ 5 种成分在栀子果仁中
的相对含量更高，山栀苷、京尼平苷酸、栀子新
苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯、异羟栀子苷、京尼
平、jasminoside B、芦丁、金丝桃苷 / 异槲皮苷、
西红花苷Ⅰ、绿原酸、异绿原酸及其异构体等 17
种成分在栀子果皮中的相对含量更高。该方法的
建立为中药不同部位入药的的物质基础的研究提
供了一定的参考，也为栀子果皮、果仁分用的科
学性及临床应用的合理性提供一定的研究基础。
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小儿柴胡退热栓的解热作用研究

王莉博1，刘泽干2，3，雷攀2，黄小凤1，王淑惠1，杜士明2，3*（1. 湖北医药学院药学院，湖北　十堰　
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摘要：目的　评价小儿柴胡退热栓的解热作用，并初步探讨其解热机制。方法　将新西兰家兔

25 只随机分为空白组、模型组、试药组（小儿柴胡退热栓）和阳性对照组（柴胡注射液组、小

儿布洛芬栓组），通过建立家兔发热模型，观测各组家兔行为学和肛温变化，ELISA 检测血浆

中白细胞介素 1β（IL-1β）、白细胞介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平和下丘脑中

环磷酸腺苷（cAMP）、精氨加压素（AVP）和前列腺素 E2（PGE2）水平。结果　与模型组相比，

小儿柴胡退热栓在给药后 1 ～ 2.5 h 内可显著降低发热家兔肛温至正常水平（P ＜ 0.01）；同时

小儿柴胡退热栓能显著下调发热家兔血浆中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平（P ＜ 0.05）；并可显著

下调发热家兔下丘脑中 cAMP（P＜0.05）、PGE2（P＜0.01）水平，上调 AVP 水平（P＜0.01）。

结论　小儿柴胡退热栓可显著降低发热家兔体温，其机制可能与调节发热家兔血浆中 IL-1β、

IL-6、TNF-α 含量及下丘脑中 cAMP、PGE2、AVP 含量密切相关。

关键词：小儿柴胡退热栓；内毒素；解热；炎症因子
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Antipyretic effect of Xiaoer Chaihu Tuire suppository 

WANG Li-bo1, LIU Ze-gan2, 3, LEI Pan2, HUANG Xiao-feng1, WANG Shu-hui1, DU Shi-ming2, 3* 
(1. School of Pharmacy, Hubei University of Medicine, Shiyan  Hubei  442000; 2. Taihe Hospital, 
Hubei University of Medicine, Shiyan  Hubei  442000; 3. Key Laboratory of Wudang Local Chinese 
Medicine Research, Hubei University of Medicine, Shiyan  Hubei  442000)

Abstract: Objective  To evaluate the antipyretic effect of Xiaoer Chaihu Tuire suppository, and 
determine the mechanism. Methods  Totally 25 New Zealand rabbits were randomly divided into 
a blank groups, a model group, a drug group (Xiaoer Chaihu Tuire suppository ), and two positive 
control groups (Chaihu injection group and paediatric ibuprofen suppositories group). The endotoxin-
reduced rabbit fever model was used, and the changes of behaviors and rectal temperature in every 
group were observed. The levels of IL-1β , IL-6, and TNF-α  in the plasma and cAMP, AVP, and 
PGE2 in the hypothalamus were measured by ELISA. Results  During 1 ～ 2.5 hours after the 
administration, Xiaoer Chaihu Tuire suppository significantly reduced the rectal temperature as 
compared with the model group (P ＜ 0.01). Xiaoer Chaihu Tuire suppository significantly reduced 
the level of IL-1β, IL-6, and TNF-α  in the plasma (P ＜ 0.05), reduced the level of cAMP (P ＜ 0.05) 
and PGE2 (P ＜ 0.01), and raised the level of AVP (P ＜ 0.01) in the hypothalamus. Conclusion  
Xiaoer Chaihu Tuire suppository have antipyretic effect on rabbits with fever, whose mechanism is 
closely related to the regulation of the levels of IL-1β , IL-6, and TNF-α  in the plasma and cAMP, 
PGE2, and AVP in the hypothalamus. 
Key words: Xiaoer Chaihu Tuire suppository; endotoxin; antipyretic; inflammatory factor
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　　机体发热主要是由于外源性致热原进入机体，
刺激巨噬细胞等产生致热性细胞因子，并可直接或
间接作用于脑组织中前列腺素受体（EP3），引起发
热介质释放 [1-3]，体温定调点上移，体温升高。目
前临床常用非甾体抗炎药，其大剂量使用会引起心
血管系统、肝脏、中枢神经系统损害等不良反应 [4]。
中药治疗外感发热以解表症为主，外感风热宜用辛
凉解表药，如柴胡、薄荷等；外感风寒宜用辛温解
表药，如防风、麻黄等 [5]。亦有文献报道中药的解
热作用机制与降低血清中白细胞介素 1β（IL-1β）、
白细胞介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）水
平和下丘脑中环磷酸腺苷（cAMP）、精氨加压素
（AVP）和前列腺素 E2（PGE2）等含量有关 [6-7]。因
此中药治疗发热症状具有广阔前景。
　　柴胡注射液诞生于 20 世纪 40 年代，其主
要有效成分为柴胡挥发油，临床解热效果显著，
受辅料、工艺等条件限制，其不良事件频发 [8]，
2018 年国家药品监督管理局发布《关于修订柴胡
注射液说明书的公告》禁止其在儿童中使用。为满
足临床需求，课题组前期采用水蒸气蒸馏法精馏
得柴胡挥发油，通过包合挥发油后熔融法制备小
儿柴胡退热栓，并自拟小儿柴胡退热栓的质量标
准和质量控制方法，目前正在申请《一种柴胡栓
剂的制备方法》专利（专利号：201510375864.6）。
为进一步明确小儿柴胡退热栓的有效性，本实验
通过家兔耳缘静脉注射内毒素建立发热模型，观
测家兔行为学及肛温变化，测定各组家兔血浆中
炎症因子和下丘脑中枢介质的水平变化，评价小
儿柴胡退热栓的解热作用并初步探讨其解热机制，
为小儿柴胡退热栓的后期研究及应用奠定基础。
1　材料
1.1　实验动物
　　新西兰家兔 40 只，体质量 1.5 ～ 2.0 kg，2
月龄，雌雄各半，雌兔无孕（湖北医药学院动物
实验中心，动物合格证号：No.4200090 0000938，
No.42000900000946）。
1.2　试药
　　小儿柴胡退热栓（自制，生药含量：1.20 g/
粒，批号：20200805）；空白栓（自制，批号：
20200805）；柴胡注射液（信合制药有限公司，生
药含量：2 mL/ 支，1 mL 相当于原生药材 1 g，批
号：1708101）；小儿布洛芬栓（西南药业有限股份
公司，主药含量：50 mg/ 粒，批号：20200604）；
内毒素（湛江安度斯有限公司，批号：20070903）；
兔 TNF-α、IL-1β、IL-6 ELISA 试剂盒（武汉华美生
物工程有限公司）；兔 cAMP、AVP、PGE2 ELISA
试剂盒（上海将来实业股份有限公司）；PBS 缓冲

液（美国 Gibco 公司，批号：8120329）。
1.3　仪器
　　全波长多功能酶标仪（美国 Thermo 公司，
SB-079）；超速控温离心机（德国 Eppendorf 公司，
H1750R）；－ 80℃低温冰箱（青岛海尔有限股份公
司，DE-251262）；－ 20℃低温冰箱（青岛海尔有
限股份公司，DW-861626）；电热恒温箱（上海嘉鹏
科技有限公司，DPH350）；纯水仪（英国 ELGA 公
司，PURELAB）；电子天平（美国 Bio-Radg 公司，
MS205DU）；兽用电子体温计（领航畜牧工厂）。
2　方法
2.1　小儿柴胡退热栓的制备 [9]

　　取柴胡饮片至 10 倍量的 10% 氯化钠溶液
中室温浸泡 8 h，采用水蒸气蒸馏法提取柴胡挥
发油 2 h，收集初馏液，重蒸馏得柴胡挥发油精
馏液。柴胡挥发油精馏液中加入β- 环糊精，于
50℃恒温水浴磁力搅拌包合 2 h，室温冷却后，
2 ～ 8℃下静置 12 h，抽滤干燥得柴胡挥发油包
合物。取半饱和脂肪酸甘油酯至烧杯中，于 50℃
水浴中搅拌至熔融，加入制得的柴胡挥发油包合
物，搅拌均匀，保持流体状，注入栓模中，室温
放置 30 min，取栓，即得小儿柴胡退热栓。
2.2　动物适应性操作
　　家兔适应饲养 3 d，选择体温 38.5 ～ 39.5℃，
且体温波动（△ T）＜ 0.2℃的家兔入组，连续测
量 3 次，取其平均值作为基础肛温。实验环境：
室温（25±2）℃，相对湿度 55% ～ 70%，食用标
准的家兔颗粒饲料，自由饮水。
2.3　动物造模、分组及给药
　　入组的家兔 25 只，随机分为 5 组，除空白
组外，其余各组家兔分别于耳缘静脉注射内毒
素，1.5 h 内诱导肛温△ T ＞ 0.7℃为造模成功。
造模成功后，各组家兔分别给予不同药物进行干
预。家兔分组及给药剂量见表 1。

表 1　家兔分组及给药剂量 
Tab 1　Grouping of rabbits and dosing 

分组
内毒素剂量 /

（10 EU·mL － 1）
药物剂量 给药方式

空白组 － － －

模型组 1.5 mL·kg － 1 空白栓 直肠给药

小儿柴胡退热栓组 1.5 mL·kg － 1 0.8 g·kg － 1 直肠给药

柴胡注射液组 1.5 mL·kg － 1 0.6 mL·kg － 1 耳缘静脉注射

小儿布洛芬栓组 1.5 mL·kg － 1 25 mg·kg － 1 直肠给药

2.4　观测家兔行为学及肛温变化
　　观察各组家兔造模前后及给药前后精神活动
状态、呼吸频率等变化，记录各组家兔行为学表
征变化；并采用电子肛温计分别于造模前、造模
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后 1.5 h 及给药后 0.5、1、1.5、2.5、3.5、4.5 h 测
量各组家兔肛温变化。
2.5　标本采集
　　除空白组外，各组家兔分别在造模前、造
模后 1.5 h、给药后 1.5 h 各采血 2 mL，置于含
EDTA 的 EP 管中，放置室温，以 5000 r·min－ 1

离心 10 min，取上清液，置－ 20℃保存，备用。
　　各组家兔（末次）测量肛温后，处死，取
下丘脑于冻存管中，并迅速冻存于液氮罐中，
于－ 80℃条件下保存，备用。
2.6　检测血浆中炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量
　　按试剂盒方法操作，于酶标仪 450 nm 波长处
测定 OD 值，以对照品浓度为横坐标，OD 值为
纵坐标绘制标准曲线，计算血浆中 IL-1β、IL-6、
TNF-α 含量。
2.7　检测下丘脑中发热介质 cAMP、AVP、PGE2

含量
　　按试剂盒方法操作，于酶标仪 450 nm 波长
处测定 OD 值，以对照品浓度为横坐标，OD 值
为纵坐标绘制标准曲线，计算下丘脑中 cAMP、
AVP、PGE2 含量。
2.8　统计学方法
　　实验数据以 x±s 表示，以 GraphPad Prism 8.0
版软件进行分析，以单因素方差分析（One-Way 
ANOVA，LSD）进行多组间和组内差异的比较，
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　小儿柴胡退热栓对家兔行为学表征和肛温变
化影响
　　观察各组家兔行为学表征发现，与空白组相比，
其余各组注入内毒素 1 h 后家兔出现耸毛、兔体触之

发烫、畏冷缩团、呼吸加快等变化，且个别家兔出
现喘促、鼻煽、躁动、纳差等行为表现；小儿柴胡
退热栓组及阳性对照组（柴胡注射液组和小儿布洛芬
栓组）给予药物干预 1 h 后家兔逐渐恢复正常活动。
　　与空白组相比，各给药组家兔给予内毒素1.5 
h 后肛温显著升高，说明造模成功；与模型组相
比，各给药组在给药后 1 ～ 2.5 h 家兔肛温显著
降低并至正常水平（见图 1）。

图 1　小儿柴胡退热栓对发热家兔肛温变化影响（n ＝ 5）
Fig 1　Effect of Xiaoer Chaihu Tuire suppository on anal temperature in 
febrile rabbits（n ＝ 5）

注：与空白组相比，###P ＜ 0.001；与模型组相比，**P ＜ 0.01，
***P ＜ 0.001。

Note：vs the blank group，###P ＜ 0.001；vs the model group，
**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

3.2　小儿柴胡退热栓对发热家兔血浆中 IL-1β、
IL-6、TNF-α 含量变化的影响

　　与造模前相比，各组家兔造模后 1.5 h IL-1β、
IL-6、TNF-α 含量显著升高；与造模后 1.5 h 相
比，各给药组给予药物干预 1.5 h 后 IL-1β、IL-6、
TNF-α 含量显著降低（见图 2）。

图 2　小儿柴胡退热栓对发热家兔血浆中 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量变化影响（n ＝ 5）
Fig 2　Effect of Xiaoer Chaihu Tuire suppository on the serum levels of IL-1β，IL-6，and TNF-α  in fever rabbits（n ＝ 5）

注：与造模前相比，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001；与造模后 1.5 h 相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：vs before the modeling，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001；vs 1.5 h after the modeling，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

3.3　小儿柴胡退热栓对发热家兔下丘脑中
cAMP、AVP、PGE2 含量变化的影响
　　与空白组相比，模型组家兔造模后 1.5 h 后
cAMP、PGE2 含量显著升高，AVP 含量显著降低；与
模型组相比，各给药组给予药物干预 1.5 h 后 cAMP、

PGE2 含量显著降低，AVP 含量显著升高，见图 3。
4　讨论
　　本课题组前期以柴胡注射液的制备工艺为基
础，对挥发油进行包合后制备小儿柴胡退热栓，为
进一步明确小儿柴胡退热栓解热效果，实验设计
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中以小儿布洛芬栓和柴胡注射液两种药物作为阳性
对照。实验选择在造模后给予药物，目的是评价小
儿柴胡退热栓对发热家兔体温变化的影响。因动物
个体差异性，本实验准备 40 只新西兰家兔，筛选
出基础体温合格及造模成功的 25 只家兔用于实验。
依据 2020 年版《中国药典》一部规定 [10]，柴胡用
量为 3 ～ 10 g，根据质量与体表面积转换因子折
算 [11]，家兔的用药剂量最大应为 0.54 g·kg－ 1。
　　通过预实验发现小儿柴胡退热栓剂量为 0.54 
g·kg－ 1 时解热效果并不显著，分析可能有以下
原因 [12]：
　　① 同一种中药，不同剂量发挥不同作用，小
剂量的柴胡（1 ～ 2 g）适于升阳举气；中剂量的柴
胡（6 ～ 12 g）主要用于疏肝解郁；大剂量的柴胡
（15 ～ 30 g）主要用于和解少阳，适合于往来寒热
者。② 药典规定的剂量只能作为临床参考标准，中
药剂型也对剂量有影响。因此拟订小儿柴胡退热栓
的剂量为 0.80 g·kg－ 1，结果表明小儿柴胡退热栓可
显著降低发热家兔体温。后续实验将会对小儿柴胡
退热栓的家兔体内代谢学和毒性实验进一步研究。
　　内毒素为外源性致热源，属于中医温病“外
感发热”范畴，其大量进入血液后会促进巨噬细
胞等分泌 TNF-α、IL-1β、IL-6 等致热因子，可直
接或间接刺激环氧合酶（COX2）的合成，使下丘
脑释放的发热介质 cAMP、PGE2 增加，AVP 释
放减少，从而产生热源反应 [13-14]。有研究通过家
兔耳缘静脉注射内毒素建立发热模型，明确穿心
莲软胶囊解热作用，结果显示穿心莲软胶囊对发
热家兔有明显的解热作用，其机制可能是穿心莲
软胶囊可显著降低发热家兔脑脊液及下丘脑组织
中 cAMP 含量 [15]；亦有研究发现赤雹果总有机
酸对内毒素致热大鼠降温作用的机制可能与下调
发热大鼠血清中 TNF-α、PGE2、IL-1β 及脑脊液
中 PGE2 的水平有关 [16]。本研究结果显示，与模
型组相比，小儿柴胡退热栓组血浆中 TNF-α、IL-
1β、IL-6 和下丘脑中 cAMP、PGE2 等含量均降低，

AVP 含量升高，说明小儿柴胡退热栓的解热作
用机制可能与下调 TNF-α、IL-1β、IL-6、cAMP、
PGE2，上调 AVP 含量水平有关。但目前有关柴胡
挥发油解热作用与何种通路相关，尚未见文献报
道，本实验可为后续柴胡挥发油分子水平机制研
究及小儿柴胡退热栓的临床应用提供理论依据。
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黄藤素的生物药剂学分类系统分类属性研究
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摘要：目的　通过溶解度和渗透性研究确定黄藤素的生物药剂学分类系统（BCS）分类属性。

方法　根据美国 FDA 2015 版工业指导原则，测定在 37℃，pH 1 ～ 7.5 内药物的溶解性；采

用在体单向原位肠灌流模型测定黄藤素在大鼠不同肠段的渗透性；结合溶解性和渗透性结果确

定黄藤素的 BCS 分类属性。结果　考察黄藤素在不同 pH 值介质中的溶解度发现黄藤素属于低

溶解性药物，通过渗透性实验发现黄藤素在大鼠不同肠段的渗透系数 Peff（rat）均小于 5.0×10－ 5 

cm·s － 1，转换成人体吸收百分率 Fa（human）均小于 85%，故黄藤素属于低渗透性药物。结论　

结合溶解度和渗透性结果，判定黄藤素属于 BCS Ⅳ类药物。

关键词：黄藤素；生物药剂学分类系统；溶解度；渗透性
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BCS classification attributes of palmatine
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Abstract: Objective  To determine the solubility and permeability of palmatine, and its the 
biopharmaceutical classification system (BCS) classification. Methods  The solubility of palmatine 
drugs (at 37℃ and pH 1 ～ 7.5) was determined according to the US FDA 2015 industrial guidelines. 
The permeability of palmatine in different intestinal segments of rats was measured by in situ single-
pass intestinal perfusion model. The BCS classification properties were determined by combining 
the results of solubility and permeability. Results  The solubility of palmatine in different pH media 
showed that palmatine belonged to low solubility drugs. The permeability experiment showed that the 
permeability coefficient Peff (rat) in different intestinal segments was less than 5.0×10 － 5 cm·s － 1 in 
rats, converting into human absorption percentage Fa (human) was less than 85%. Conclusion  Palmatine 
is BCS Ⅳ drug based on the result of its solubility and permeability. 
Key words: palmatine; BCS classification; solubility; permeability
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　　黄藤素，也称巴马汀（palmatine），是一种原
小檗碱异喹啉生物碱，在其 C2、C3、C9 和 C10 部
位含有四个甲氧基的季铵盐 [1-4]。黄藤素主要来源
于传统中药紫苏、黄连和延胡索，是一种天然的
生物碱 [5-7]。黄藤素具有广泛的药理作用和生物活
性，近年来，人们对黄藤素的药理作用进行了大量
研究，包括神经保护、抗肿瘤、抗菌、抗病毒、抗
氧化、抗炎和血脂调节 [8-11]。这些药理作用表明，
黄藤素在预防和治疗某些疾病方面具有价值，如癌
症、心脏肥大、骨质疏松、糖尿病和糖尿病并发症、
阿尔茨海默病、特应性皮炎及骨关节炎 [12-13] 等。
　　生物药剂学分类系统（biopharmaceutics classi-
fication system，BCS）是按照药物的溶解性和肠道
渗透性将药物进行分类的一个科学的框架系统 [14]。
根据生物药剂学把药物分为四类：BCS Ⅰ类，即
高溶解性 - 高渗透性；BCS Ⅱ类，即低溶解性 - 高
渗透性；BCS Ⅲ类，即高溶解性 - 低渗透性；BCS 
Ⅳ类，即低溶解性 - 低渗透性 [15]。随着 BCS 分类
系统的完善，BCS 分类系统逐步成为制药企业向
监管部门申请生物等效性豁免的依据 [16]。
　　目前市场上黄藤素相关的各种制剂均已被广
泛开发，并大量应用于人们的日常生活中，但目
前对黄藤素在 BCS 分类中的归属尚不明确，本文
将对黄藤素的 BCS 分类属性进行研究。
1　材料

1.1　仪器

　　电子天平（上海浦春计量仪器有限公司），
P230 Ⅱ高效液相色谱系统（UV230 Ⅱ紫外 - 可见
检测器，大连依利特分析仪器有限公司），智城
恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制造有限公
司），蠕动泵（上海嘉鹏，HL-2 恒流泵）。
1.2　试药

　　 黄 藤 素 对 照 品（成 都 普 斯 生 物， 批 号：
PS210402-01，纯度＞ 98%），黄藤素原料药（西安
泽邦生物技术有限公司，批号：FHSW190619-1），
三乙胺（润捷化学，批号：20141130），磷酸（阿拉
丁，批号：E2009049），乙腈（北京百灵威科技有
限公司，批号：L330V117），氯化钠（天津大茂化
学试剂有限公司，批号：20200901），氯化镁（天
津福晨化学，批号：20070115），氯化钙（批号：
20180126）、葡萄糖（批号：S13J11H107301）、碳酸
氢钠（批号：Z11J12Y137272）、磷酸二氢钠（批号：
F27GS140266）、氯化钾（批号：Z10M12Y141330）、
盐酸（批号：20180223）、醋酸钠（批号：20190312）、
冰醋酸（批号：20190529）、氢氧化钠（批号：

20200401）（国药集团化学试剂有限公司），磷酸二氢
钾（阿拉丁，批号：L1918056），水为超纯水。
1.3　实验动物

　　SPF 雄性大鼠，体质量 220 g 左右 [ 许可证
号：SCXK（皖）2017-001，安徽医科大学 ]。
2　方法与结果

2.1　黄藤素含量测定分析方法的建立

2.1.1　色谱条件　色谱柱：Caprisil C18 AQ（5 μm，
250 mm×4.6 mm）； 流 动 相：0.02 mol·L－ 1 磷
酸溶液（含 0.2% 的三乙胺）- 乙腈（65∶35）；检
测波长：346 nm；流速：1.0 mL·min－ 1；温度：
36℃；进样量：10 μL。
2.1.2　对照品溶液的配制　精密称取黄藤素对照
品 2.05 mg 加甲醇溶解并定容至 10 mL，得对照品
储备液。精密量取对照品储备液 0.2 mL，加入甲
醇稀释至 10 mL，过 0.22 μm 的微孔滤膜，即得。
2.1.3　供试品溶液的配制　精密称取黄藤素原料
药 2.12 mg 加甲醇溶解并定容至 10 mL，从中精密
量取 0.2 mL，加入甲醇稀释至 10 mL，过 0.22 μm
的微孔滤膜，即得。
2.2　方法学考察

2.2.1　线性关系考察　取适量对照品储备液，用
甲 醇 稀 释 成 质 量 浓 度 为 100、50、25、10、5 
μg·mL－ 1 的对照品溶液，过 0.22 μm 的微孔滤膜，
进样检测，以峰面积（y）对质量浓度（x）作线性回
归，得回归方程 y ＝ 38.45x － 46.07，R2 ＝ 0.9994，
表明黄藤素在 5 ～ 100 μg·mL－ 1 内与峰面积线性
关系良好。
2.2.2　精密度　精密量取对照品储备液 0.2 mL，
加入甲醇稀释至 10 mL，过 0.22 μm 的微孔滤膜，
进样检测，连续进样 6 次，计算得峰面积 RSD 值
为 0.19%，表明仪器精密度良好。
2.2.3　重复性　平行配制 6 份供试品溶液，进样
检测，计算 6 份供试品溶液中黄藤素含量的 RSD
值为 0.27%，表明该方法重复性良好。
2.2.4　稳定性　取供试品溶液，分别于 0、2、4、6、
8、12、24 h 进样检测，计算不同时间点的峰面积
RSD 值为 0.62%，表明样品在 24 h 内保持稳定。
2.2.5　加样回收率　在已知含量的原料药溶液中按
照 1∶0.8、1∶1.0 和 1∶1.2 的比例加入适量对照品
溶液，加甲醇定容，各平行 3 份，进样检测，计算
回收率。结果显示黄藤素回收率在 95% ～ 105%，
RSD 均小于 0.71%，表明该方法回收率良好。
2.3　溶解度实验

2.3.1　溶解介质的配制　① pH 1.2 的盐酸溶液：
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取 7.65 mL 盐酸加入到 1000 mL 水中，即得；② 
pH 4.0 的醋酸盐缓冲液：取 20.5 mL 2 mol·L－ 1

的醋酸溶液和 1.22 g 醋酸钠加水稀释至 1000 
mL，摇匀即得；③ pH 6.8 的磷酸盐缓冲液：取
250 mL 0.2 mol·L－ 1 磷酸二氢钾溶液，加入 0.2 
mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 112.0 mL，加水稀释至
1000 mL，摇匀即得；④ pH 7.4 的磷酸盐缓冲液：
取 250 mL 0.2 mol·L－ 1 磷酸二氢钾溶液，加入 0.2 
mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 195.5 mL，加水稀释至
1000 mL，摇匀即得；⑤ 纯净水。
2.3.2　样品溶液配制　称取黄藤素原料药适量，
于 5 mL 离心管中，分别加入 2 mL 上述溶解介质
①～⑤，涡旋 30 s，混匀，每种介质设置 3 个平
行组，置于 37℃，100 r·min－ 1 恒温摇床，振摇
24 h 后取出，4000 r·min－ 1 离心 25 min，取适量
上清液加甲醇稀释后，即得。
2.3.3　最大溶解度的计算　对于单体化合物，美
国食品药品监督管理局（FDA）2015 版工业指导
原则中指出在 37℃，pH 1 ～ 7.5 内，单次给药最
高剂量与溶解度的比值（D/S）小于 250 mL 的药
物为高溶解性的药物，即 D0 ＜ 1。将“2.3.2”项
下制备的样品，过 0.22 μm 的微孔滤膜，进样检
测，根据测得的结果计算样品溶解浓度 Cs，取平
均值，计算 D0 值。
　　D0 ＝（M0/V0）/Cs

　　其中 V0 为 250 mL，Cs 为溶解度（mg·mL－ 1），
M0 为人体单次最高给药剂量（mg）。根据上述公
式计算的 D0 值，结合《中国药典》中关于药物溶
解度的规定，进行辅助证明药物的溶解性。
　　参考《中国药典》及药智网数据查询 [ 药智数
据 - 医药健康产业数据服务商（yaozh.com）] 黄
藤素片剂人体单次最高给药剂量为 1200 mg，代
入公式计算黄藤素的溶解度 Cs 和 D0 值（见表 1）。

表 1　黄藤素在不同 pH值介质中的溶解度 
Tab 1　Solubility of palmatine in different pH media

pH 值 Cs/（mg·mL － 1） D0 值

1.2 4.06 1.18

4 6.50 0.74

水 5.89 0.76

6.8 6.97 0.69

7.4 7.06 0.68

　　根据 D0 值发现，在 pH 1.2 的介质中，黄藤
素属于低溶解度药物，在 pH 4.0、6.8、7.4 和水
中属于高溶解度的药物。根据《中国药典》对溶
解度的定义：微溶系指溶质 l g（mL）能在溶剂

100 ～ 1000 mL 中溶解；黄藤素溶解性属于微溶，
又因其 D0 值接近 1，故由此认为黄藤素为低溶解
度的药物。
2.4　渗透性测定

　　本实验主要采用在体单向原位肠灌流模型测
定黄藤素在大鼠不同肠段的渗透性。
2.4.1　Krebs-Ringer（K-R 试液）小肠营养液的
配制　分别精密称取 NaCl 7.80 g，KCl 0.35 g，
CaCl2 0.37 g，NaH2PO4 0.32 g，MgCl2 0.02 g，葡
萄糖 1.40 g 于 500 mL 的蒸馏水中溶解完全后，
精密称取 NaHCO3 1.37 g 加少量蒸馏水单独溶解
后，分少量多次缓慢加入，边超声边搅拌，最后
加蒸馏水定容至 1000 mL。
2.4.2　含药 K-R 液的制备　参照《中国药典》
2020 年版中黄藤素片的含量及常用剂量，确定
人口服常用剂量。假设按照最大剂量计算。对实
验所需的大鼠进行称重，根据徐叔云教授主编的
《药理实验方法学》中的等效剂量系数折算法，
人的体质量按 70 kg 计算，换算成大鼠的剂量则
为人体给药剂量的 0.18 倍。单向原位肠灌流实验
中，常用的灌流体积为 100 mL。肠灌流液中药物
的浓度＝换算的大鼠的剂量 /100 mL，以 K-R 试
液作为溶剂。人体黄藤素单次剂量 400 mg，大鼠
体内为 72 mg/200 g，即 360 mg·kg－ 1。灌流液
浓度为 72 μg·mL－ 1。
2.4.3　肠灌流实验过程　SPF 雄性大鼠适应性喂
养一周，禁食不禁水 18 h，按 0.8 mL/100 g 注射
20% 乌拉坦麻醉，腹部沿腹中线剪开 3 ～ 4 cm，
分离实验用肠段：十二指肠、空肠、回肠和结肠，
各肠段取 8 ～ 10 cm，各肠段进口端与注射泵相
连，用预热至 37℃的生理盐水以 5 mL·min－ 1

的速度对所取肠道内容物进行冲洗，冲洗干净
后排空生理盐水。将注射泵流速调为 0.2 ～ 0.3 
mL·min－ 1 灌流药液，约 30 min 后药物吸收达到
稳定状态。开始计时，用已知重量的小瓶在各肠
段药液出口处每隔 15 min 收集一次，作为一次取
样点，同时用下一个已知重量的小瓶替换，计算
收集前后小瓶重量差，收集 8 次后，实验完毕。
实验结束后处死大鼠并剪下被灌流的肠段，测量
其长度和内径。取适量收集到的药液加入甲醇对
半稀释，过 0.22 μm 的微孔滤膜，进样检测，测
定不同时间点流出药液中药物含量，代入公式，
计算有效渗透系数 Peff、肠吸收速率常数 Ka 和肠
吸收分数 Fa。
　　Peff ＝ Qin·ln[Cout（cor）/Cin]/2πrL
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　　Ka ＝ [1 － Cout（cor）/Cin]Qin/V
　　Fa ＝ [1 － Cout（cor）/Cin]×100%
　　Cout（cor）＝ Cout（Qout/Qin）
　　Cout ＝（Mout/Dout）/t
　　Qin 是灌流液流速（mL·min－ 1），L 是灌流肠
段长度（cm）；r 是灌流肠段半径（cm）；Cin 是
灌流液中药物初始质量浓度（mg·L－ 1）；Cout（cor）

是经重量法校正后的灌流收集液中药物质量浓度
（mg·L－ 1）；V 是灌流肠道体积（mL）；Qout 是
通过灌流液密度测定的流出速度（mL·min－ 1）；
Cout 是灌流收集液中药物质量浓度（mg·L－ 1）；
Mout 是灌流收集液质量（g），Dout 是灌流收集液
密度（g·mL－ 1），t 是取样周期（min）。
　　Peff（rat）与 Peff（human）的转化：
　　Peff（human）＝ 3.6×Peff（rat）＋ 0.03×10－ 4

　　Fa（human）＝ 1 － exp[－ 38450×Peff（rat）]

2.4.4　渗透性结果　根据测得的数据代入上述公
式，计算得黄藤素相关肠吸收参数见表 2。结果

显示在十二指肠、回肠和结肠段吸收差异无统计
学意义；与空肠段相比，吸收差异有统计学意义
（P ＜ 0.05），且黄藤素在十二指肠、回肠和结肠
段的吸收明显大于空肠段吸收。
　　通常情况下认为 Peff（rat）＞ 5.0×10－ 5 cm·s－ 1，
Pefff（human）＞ 4.7×10－ 5 cm·s－ 1 的药物为高渗透
性药物。根据 FDA 规定，药物吸收百分率不小于
90% 的药物为高渗透性药物，根据欧盟药品审评
局（EMEA）和世界卫生组织（WHO）的规定，药
物吸收百分率不小于 85% 的药物为高渗透性药物。
　　根据表 2 结果可知黄藤素在十二指肠、空肠、
回肠和结肠的 Peff（rat）均小于 5.0×10－ 5 cm·s－ 1，
Pefff（human）均小于 4.7×10－ 5 cm·s－ 1，根据公式换
算得人体吸收百分率 Fa（human）均小于 85%，故可
判断黄藤素属于低渗透性药物。
　　结合溶解度和渗透性数据，可确定黄藤素为
BCS Ⅳ类药物。

表 2　黄藤素在不同肠段的 Peff(rat) 值、Ka 值、Peff(human) 值和 Fa(human) 

Tab 2　Peff(rat)，Ka，Peff(human)，and Fa(human) of palmatine in different intestinal segments

肠段 Peff（rat）/（×10 － 5 cm·s － 1） Ka/（×10 － 4 s － 1） Peff（human）/（×10 － 5 cm·s － 1） Fa（human）/%

十二指肠 2.669±0.879 1.707±0.592 1.111±0.458   63.51±14.01

空肠 1.572±0.603 0.914±0.721 0.577±0.374   45.02±13.62

回肠 3.052±0.851 1.949±0.522 1.156±0.315 68.94±8.67

结肠 3.420±0.870 2.133±0.871 1.448±0.518 67.70±9.61

3　讨论

　　BCS 主要应用于化学药物的分类，对于中药
单一天然产物来说尚未进行明确的分类，故本研
究主要针对中药天然产物黄藤素进行研究，并对
其进行 BCS 分类，判断其 BCS 分类属性。
　　不同当局对于高溶解度高渗透性的规定如下：
FDA 认为 37℃条件下药物单次最高剂量可溶解于
250 mL，pH 1 ～ 7.5 的介质中，且≥ 90% 的药物
可以在小肠中吸收；EMEA 认为 37℃条件下药物
单次最高剂量可溶解于 250 mL，pH 1 ～ 8 的介质
中，药物在小肠中呈线性吸收或完全吸收；WHO
认为 37℃条件下药物单次最高剂量可溶解于 250 
mL，pH 1.2 ～ 6.8 的介质中，且≥ 85% 的药物可
以在小肠中吸收。因此本研究中选择 pH 1.2、4.0、
6.8、7.4 和水进行溶解度考察，根据计算出的 D0

值判断药物溶解度。根据 D0 值计算结果发现，黄
藤素在酸性条件下属于低溶解度药物，在弱碱性
以及中性条件下则属于高溶解度药物，这种情况

可能与药物自身结构有关，同时也表明 FDA 2015
版工业指导原则中采用 D0 值判断药物的溶解度是
有缺陷的，因此借助《中国药典》中对于溶解度的
规定辅助证明药物的溶解性，结果表明黄藤素属
于低溶解度的药物。
　　关于渗透性研究，目前主要研究方法有离
体肠囊外翻模型、Caco2 细胞模型、人工渗透膜
（PAMPA）模型以及在体单向原位肠灌流模型。
本文主要采用在体原位肠灌流模型，相对于其他
方法而言该方法相对简单，且成本低，易操作；
同时在实验过程维持体内环境、神经支配、血液
供应等的特点及拥有黏液层的存在、活性载体和
酶的表达等优势，相对于体外法可以更好地模拟
药物在体内的吸收过程 [17-18]。但该方法的主要缺
点在于进行实验的动物数量较多，实验结果易受
动物个体差异影响。本文通过溶解度和渗透性研
究最终确定黄藤素属于低溶解度、低渗透性药物，
即为 BCS Ⅳ类药物。
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丹皮酚醇质体凝胶的成型工艺优化及经皮渗透性研究

王睿1，郭东艳1，翟秉涛1，程江雪1，张小飞1，杨荣平1，2*（1. 陕西中医药大学，秦药特色资源研究与开发国

家重点实验室（培育）/陕西省中药基础与新药研究重点实验室，西安　712046；2. 西南大学药学院，重庆　400715）

摘要：目的　优化丹皮酚醇质体凝胶（PEG）的成型工艺并对其经皮渗透性能进行考察。方法

　在前期研究基础上，选择卡波姆用量、甘油用量、三乙醇胺用量为影响凝胶剂的主要因素，

以综合评分为响应值，Box-Behnken 法优化凝胶成型工艺；在透射电镜下观察醇质体囊泡在凝

胶基质中的完整性；采用 Franz 扩散池法考察 PEG、溶液凝胶（PSG）及软膏（PO）的透皮性

能；通过 HE 染色考察 PEG 的皮肤刺激性。结果　PEG 最佳成型工艺为 1% 卡波姆，17% 甘油，

0.5% 三乙醇胺；PEG 和 PO 的扩散过程符合 Higuchi 方程，两者均有缓释作用；24 h 内 PEG 的

渗透量最高且显著提高了药物的经皮渗透性，透射电镜下醇质体在凝胶中保持完整，分散良

好；HE 染色显示 PEG 应用于皮肤安全无刺激性。结论　PEG 的成型工艺切实可行，能够促进

药物的透皮吸收，且对皮肤安全无刺激。

关键词：丹皮酚；醇质体凝胶；工艺优化；经皮渗透；皮肤刺激性
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Optimization of molding process and transdermal permeability of gel 
loaded with ethosomes containing paeonol

WANG Rui1, Guo Dong-yan1, ZHAI Bing-tao1, CHENG Jiang-xue1, ZHANG Xiao-fei1, YANG 
Rong-ping1, 2* (1. Shaanxi University of Traditional Chinese Medicine, State Key Laboratory of Qin  
Characteristic Medicinal Resources Research and Development (Incubation)/Key Laboratory of Basic 
and New Drug Research of Traditional Chinese Medicine in Shaanxi Province, Xi'an  712046; 2. 
School of Pharmacy, Southwest University, Chongqing  400715)

Abstract: Objective  To optimize the molding process of paeonol ethosome gel (PEG) and to 
determine its transdermal permeation properties. Methods  The amount of carbomer, glycerol and 
triethanolamine was selected as the main factors influencing the gel agent based on previous study. 
Box-Behnken method was used to optimize the gel molding process with the overall score as the 
response value. The integrity of vesicles in the gel matrix under transmission electron microscopy was 
observed. The transdermal properties of ethosomal gel, solution gel and ointment were determined 
with Franz diffusion cell method. The skin irritation of PEG was decided by HE staining. Results  
The best molding process of PEG was 1% carbomer, 17% glycerol, and 0.5% triethanolamine. The 
diffusion of PEG and PO was in accordance with Higuchi equation, both with slow release effect. 
The cumulative permeation of PEG was the highest at 24 h and greatly improved the transdermal 
permeability of the drug. Transmission electron microscopy showed that ethosomes remained intact 
and well dispersed in the gel. HE staining showed that PEG was safe for the skin. Conclusion  The 
PEG molding process is practical and feasible, which promotes the transdermal absorption and smooth 
release of drugs, and is safe and non-irritating to the skin. 
Key words: paeonol; ethosome gel; process optimization; transdermal penetration; skin irritation
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　　丹皮酚（paeonol）是从毛茛科植物牡丹皮的
干燥根皮和萝藦科植物徐长卿的干燥根及根茎中
提取的主要有效成分，具有抗过敏、抗炎、抗肿
瘤、心血管保护及神经保护作用 [1]，丹皮酚对多
种急慢性炎症反应都有抑制作用，对于湿疹、过
敏性皮炎等皮肤炎症有一定抑制作用。目前市场
上的丹皮酚外用制剂仅丹皮酚软膏一种，其主要
成分为丹皮酚和丁香油，利用中药挥发油来促进
丹皮酚的透皮效果，但这种促渗技术效果有限，
药物经皮渗透率较低，且部分患者依从性不高，
因此，对现有制剂进行技术改良，提高丹皮酚的
经皮渗透能力具有重要意义。
　　醇质体（ethosomes）具有生物膜类囊泡结
构 [2]，能够包裹药物透过角质层进入皮肤及血
液，达到病变部位，在结构上与脂质体相似，不
同的是醇质体处方中含有相对较高浓度的乙醇，
乙醇是一种促渗剂，乙醇的加入提高了传统脂质
体的柔韧性，帮助药物通过角质层进入皮肤深层
直至血液循环，发挥药物潜在的治疗效果。醇
质体作为中间体，没有固定的剂型，存在流动
性太强的问题 [3-4]，因此本研究拟在前期课题组
研究结果 [5] 的基础上，将丹皮酚醇质体混悬液
（paeonol ethosomal suspensions，PES）进一步制
备成凝胶剂，优化丹皮酚醇质体凝胶（paeonol 
ethosomal gels，PEG）的成型工艺，并对比丹皮
酚溶液凝胶（paeonol solution gels，PSG）及市售
丹皮酚软膏（paeonol otintmemt，PO）的经皮渗
透性能，以期为丹皮酚经皮给药制剂的开发提供
实验依据。
1　材料

　　Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦科
技公司），纳米粒径电位分析仪（ZS90，英国马尔
文仪器有限公司），X1 高速冷冻离心机（美国贝
克曼库尔特有限公司），HJ-3 型恒温磁力搅拌器
（常州国华电器有限公司），pHS-3C 型雷磁 pH 计
（上海精密科学仪器有限公司），AR1140电子天平
（梅特勒 - 托利多仪器上海有限公司），Brookfield
旋转黏度计（江苏胜祥电子科技有限公司）。
　　大豆卵磷脂（纯度≥ 98%，批号：J27M8R 
32632）、胆固醇（纯度≥ 98%，批号：C10090003
（上海麦克林生化科技有限公司）；丹皮酚原料药
（纯度＞ 99%，西安德生元生物科技有限公司）；
丹皮酚软膏（批号：Z34020837，合肥立方制药股
份有限公司）；卡波姆 Carbomer 934（廊坊聚通
化工）；超滤管（密理博中国有限公司）；甲醇（色

谱级，美国飞世尔科学世界公司）；水（杭州娃
哈哈集团有限公司）；其他化学试剂均为分析纯
（天津市天力化学试剂有限公司）。
2　方法及结果

2.1　PES 的制备

　　依据课题组前期实验结果 [5] 得出，制备 PES
的方法为乙醇注入法，处方为 25%（V/V）乙醇、
1.5%（W/V）胆固醇和 2.5%（W/V）卵磷脂。在此
结果下，称取处方量的丹皮酚样品、胆固醇和卵磷
脂，加入处方量的无水乙醇进行溶解，置于 30℃
恒温磁力搅拌器中进行搅拌，充分溶解后缓慢注入
PBS（pH ＝ 6.8），700 r·min－ 1 持续搅拌 1 h，细
胞超声粉碎仪冰浴超声 10 min，过 0.45 μm 滤膜，
得到乳白色 PES，4℃下保存。
2.2　PEG 及 PSG 的制备

　　分别取处方量的 PES 和丹皮酚溶液，称取
适量卡波姆，均匀撒于混悬液和溶液液面，放置
24 h 溶胀后，加入保湿剂甘油，搅匀后，再加入
三乙醇胺调节 pH 至弱酸性以接近皮肤 pH，搅拌
均匀即得 PEG 和 PSG。
2.3　丹皮酚分析方法的建立

2.3.1　色谱条件　色谱柱：Thermo Scientific C18 
色谱柱（250 mm×4.0 mm，5 μm）；流动相：甲
醇 - 水（80∶20）；流速：0.8 mL·min － 1；柱温：
30℃；紫外检测波长：274 nm；进样量：10 µL。
2.3.2　专属性　按照“2.1”项下方法，分别制备
PES 及不加药物的空白醇质体混悬液，取适量丹
皮酚对照品配制成 100 g·mL － 1 的对照品溶液，
分别取 10 μL 进样测定，进行专属性考察，结果
显示丹皮酚峰形良好，空白醇质体混悬液无干
扰，色谱图见图 1。
2.3.3　线性关系　吸取丹皮酚对照品溶液，加入
色谱甲醇逐级稀释为 10、20、40、60、80、100、
120、200 μg·mL－ 1，进样测定，以峰面积（Y）
对质量浓度（X，μg·mL－ 1）进行线性回归，得
到线性方程 Y ＝ 33.14X ＋ 14.87（r ＝ 0.9997），
结果表明丹皮酚在 10 ～ 200 μg·mL－ 1 内与峰面
积线性关系良好。
2.3.4　精密度考察　精密吸取丹皮酚对照品溶
液，在“2.3.1”项色谱条件下重复进样 6 次，计
算峰面积 RSD 为 0.41%，表明仪器精密度良好。
2.3.5　稳定性考察　取丹皮酚供试品溶液分别在
0、2、4、6、8、10 h 取样测定，记录峰面积，计
算其 RSD 为 0.24%，表明该方法稳定性良好。
2.3.6　加样回收率考察　制备 3 组样品，每组 3
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份，加入已知含量的 80%、100%、120% 丹皮酚
对照品，制备供试品溶液，分别进样，计算得
低、中、高浓度平均加样回收率分别为 97.95%、
98.02%、99.07%，RSD 值均为 1.2%，表明该方
法准确度良好。
2.4　PEG 成型工艺的优化

2.4.1　PEG 评分标准的建立　2020 年版《中国药
典》四部 [6] 规定凝胶剂应均匀、细腻，在常温时保
持胶状、不干涸或液化。因此以凝胶剂的外观、均
匀度、黏稠度、pH、涂展性、稳定性（离心、高温、
低温）为综合指标 [7-10]，考察凝胶剂的成型情况。
综合评分满分为 8.0 分，评分标准如表 1 所示。
2.4.2　Box-Behnken 响应面法优化 PEG 成型工艺
　采用 Box-Behnken 法，选择卡波姆用量（A）、
甘油用量（B）、三乙醇胺用量（C）为影响凝胶
剂的主要因素，综合评分为响应值，设计因素水
平表进行实验（见表 2），利用 Design Expert 软件
进行响应面分析，确定 PEG 的最佳成型工艺。实
验结果见表 3。
　　采用 Design Expert 进行数据分析，对各
因素进行回归分析后，得到二项式拟合方程

图 1　丹皮酚的 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of paeonol
A. 丹皮酚对照品（paeonol control）；B. 丹皮酚醇质体（paeonol 
ethosomes）；C. 空白醇质体（blank ethosomes）；1. 丹皮酚（paeonol）

表 1　凝胶剂综合评分标准 
Tab 1　Comprehensive scoring criteria for gels

评分标准 外观 均匀性 黏稠度 pH 涂展性 离心 高温 低温

优（0.8 ～ 1） 光滑亮泽 细腻均匀 适度黏稠 6.0 ～ 6.5 易于涂展 外观无变化 外观无变化 外观无变化

良（0.5 ～ 0.7） 小颗粒，光滑 较细腻 过 / 较黏稠 － 可涂展 无分层 无分层 无分层

中（0.2 ～ 0.4） 明显颗粒 较粗糙 流浸膏状 － 涂展较差 略分层 略分层 略分层

差（0 ～ 0.1） 粗糙，无光泽 粗糙 清稀状 ＜ 6.0 或＞ 7.0 不易涂展 分层 分层 分层

为 Y ＝ 7.99 － 0.225A － 0.0724B － 0.1566C －

0.0592AB － 0.2654AC ＋ 0.025BC － 1.69A2 －

0.7025B2 － 0.3525C2（R2 ＝ 0.9691，P ＜ 0.001），
对二次回归进行方差分析，如表 4 所示。模型的
A、B、C、AC、A2、B2、C2 均具有显著性，失拟
项检验不具有显著性，说明该模型的拟合度和可
信度高，可用于对凝胶成型工艺的分析和预测。
　　综合评分的等高线图及三维效应曲面图见图
2，可得出最大预测值，A 为 1.14，B 为 17.26，C
为 0.43，Y 为 7.95，即 PES 的成型工艺理论条件
为：卡波姆用量 1.14%，保湿剂用量为 17.26%，

三乙醇胺用量为 0.43%。改进最佳条件，最终确
定凝胶成型工艺为 1% 卡波姆、17% 甘油、0.5%
三乙醇胺，按照此工艺平行三次实验，综合评分
平均值 7.89 与理论值 7.95 较为接近，说明该回
归方程与实际情况拟合较好，该工艺切实可靠。
2.5　PEG 的显微观察

　　取 PEG 1 g，加入纯水稀释后，取适量样品于
铜网格上，用 1% 磷钨酸负染并在室温下干燥，然
后在透射电镜下观察囊泡形态。结果如图 3 所示，
丹皮酚醇质体囊泡呈圆形或椭圆形，大小适宜，
表明醇质体在凝胶基质中结构完整、分散良好。
2.6　经皮渗透性研究

　　取健康大鼠，脱颈处死，剥取腹部皮肤，剃
去毛发，除去脂肪、结缔组织，用生理盐水冲洗
数遍；将大鼠皮肤水平放置于 Franz 扩散池 [11]，
角质层面向供给池，皮下组织面向接收池。接收
液为 25% 乙醇，排尽气泡，平衡 30 min，水浴

表 2　因素水平 (%) 
Tab 2　Factor and level (%)

水平 卡波姆用量（A）保湿剂用量（B） 三乙醇胺用量（C）

－ 1    0.5 14 0.3

     0 1 17 0.5

     1 2 20 0.7
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加热，使其保持在（37±0.5）℃，接收液用小磁
粒持续磁搅拌 24 h 以确保药物均匀分散。将制剂
（等量的 PSG、PEG 及 PO）涂抹在皮肤表面，并
用封口膜覆盖，以避免蒸发。在 0.5、1、2、4、
6、8、12 和 24 h 取出 0.5 mL 的接收液，同时补
充等量的新鲜接收液。通过高效液相色谱法分析 
0.5 mL 接收液中的药物含量，并根据下式计算单
位面积内药物的累积渗透量（Qn）：
　　Qn ＝（VCn ＋∑n － 1

i － 1 ViCi）/S
　　Cn 为 n 小时接收池内的药物浓度，Ci 代表样
品的药物浓度，S 为有效扩散面积（0.785 cm2），

V 和 Vi 分别代表接收池体积（15 mL）和取样体
积（0.5 mL）。以 Qn 对取样时间（t）作渗透曲线，
并对渗透曲线的前 12 h 进行线性回归，所得斜率
即为渗透速率 Js（μg·cm－ 2·h－ 1）。
　　对各制剂的累积渗透曲线的前 12 h 进行数据
拟合包括零级动力学、一级动力学、Higuchi 方
程以及 Hixcon-Crowell 方程，如表 5 所示，根据
r 值可得出 PEG 和 PO 对于 Higuchi 模型拟合度最

表 3　实验设计及结果 
Tab 3　Experimental design and result

编号

卡波

姆用

量 /%

保湿

剂用

量 /%

三乙醇

胺用

量 /%
外观

均匀

性

黏稠

度

pH
值

涂展

性

稳定

性

综合

得分

1 0.5 17 0.7 0 1 0.6 1 0.6 3 6.2
2 1 14 0.7 0 1 0.8 1 1 3 6.8
3 1 17 0.5 1 1 0.9 1 1 3 7.9
4 0.5 14 0.5 0 1 0 1 0.9 3 5.9
5 2 20 0.5 1 0.2 0 1 0 3 5.2
6 1 17 0.5 1 1 0.8 1 0.8 3 7.9
7 1 20 0.3 1 1 0.4 1 0.4 3 6.8
8 0.5 17 0.3 0 1 0.3 1 0.8 3 6.1
9 1 14 0.3 1 1 0.1 1 0.8 3 6.9
10 0.5 20 0.5 0 1 0 1 0.8 3 5.8
11 2 17 0.3 1 0.5 0 1 0.7 3 6.2
12 1 20 0.7 1 1 0.3 1 0.5 3 6.8
13 2 17 0.7 1 0 0 1 0.3 3 5.3
14 1 17 0.5 1 1 0.9 1 0.9 3 7.8
15 1 17 0.5 1 1 1 1 0.9 3 7.9
16 1 17 0.5 1 1 1 1 0.9 3 7.9
17 2 14 0.5 1 0 0 1 0.5 3 5.5

表 4　方差分析结果 
Tab 4　Analysis of variance

方差来源 平方和 自由度 离差平方和 F 值 P 值

模型 14.91 9 1.66 327.79 0.0002
A 0.4050 1 0.4050 80.16 0.0001
B 0.0398 1 0.0398 7.88 0.0263
C 0.1863 1 0.1863 36.88 0.0005
AB 0.0148 1 0.0148 2.93 0.1307
AC 0.2953 1 0.2953 58.45 0.0001
BC 0.0025 1 0.0025 0.4948 0.5045
A2 8.98 1 8.98 1777.32 ＜ 0.0001
B2 2.08 1 2.08 411.26 0.0004
C2 0.5232 1 0.5232 103.55 ＜ 0.0001
残差 0.0354 7 0.0051
失拟项 0.0274 3 0.0091 4.56 0.0884
净误差 0.0080 4 0.0020
总离差 14.94 16

图 2　卡波姆用量（A）、保湿剂用量（B）和三乙醇胺用量（C）在

综合评分上拟合方程的响应面和等高线图

Fig 2　Response surface and contour plots of the fitted equations for 
carbomer dosage（A），humectant dosage（B）and triethanolamine 
dosage（C）on the composite score

图 3　PEG 形态图

Fig 3　TEM of paeonol ethosomes
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高，说明两者的释药过程符合 Higuchi 方程，具
有缓释效果。不同丹皮酚制剂的累积渗透曲线如
图 4 所示，24 h 内丹皮酚的含量均在稳定增加，
24 h 累积渗透量最高的是 PEG，其次是 PO，累
积渗透量最低的是 PSG（见表 6）。与 PSG 组相
比，PEG 和 PO 提高了药物的渗透性（P＜ 0.05）。
以上结果表明醇质体能够增加皮肤对丹皮酚的吸
收，原因可能是醇质体外层的脂质层能够与细胞
膜融合，携带药物高度变形进入深层皮肤细胞间
隙，增强其渗透能力 [12]。

图 4　不同丹皮酚制剂 24 h 体外累积渗透曲线（*P ＜ 0.05，n ＝ 3，
x±s）
Fig 4　24 h in vitro cumulative permeation curves of different paeonol 
formulations（*P ＜ 0.05，n ＝ 3，x±s）

表 5　体外透皮量 -时间模型拟合方程 
Tab 5　Fitting equation for the in vitro transdermal volume-time model

制剂 模型 模型拟合方程 r

PSG 零级方程 Q ＝ 5.1066t ＋ 246.5275 0.9916

一级方程 ln（1 － Q）＝－ 0.1056t － 1.0141 0.9839

Higuchi 方程 Q ＝ 0.083t1/2 ＋ 0.5992 0.9247

Hixcon-Crowell 方程 （1 － Q）1/3 ＝－ 0.0506t － 5.2891 0.9044

PEG 零级方程 Q ＝ 15.6034t ＋ 266.5793 0.9628

一级方程 ln（1 － Q）＝－ 0.0865t － 0.4508 0.9521

Higuchi 方程 Q ＝ 0.1435t1/2 ＋ 0.2997 0.9832

Hixcon-Crowell 方程 （1 － Q）1/3 ＝－ 0.0008t － 5.6169 0.9408

PO 零级方程 Q ＝ 12.8426t ＋ 248.0443 0.8953

一级方程 ln（1 － Q）＝－ 0.0926t － 0.5157 0.9560

Higuchi 方程 Q ＝ 0.1416t1/2 ＋ 0.3108 0.9781

Hixcon-Crowell 方程 （1 － Q）1/3 ＝－ 1064t － 5.3332 0.8110

2.7　体外皮肤沉积性研究

　　在皮肤渗透性研究结束后取下皮肤，用滤纸
轻轻擦拭皮肤表面多余的丹皮酚制剂，用甲醇和
生理盐水冲洗皮肤表面并用滤纸吸干。将皮肤切
成小块，加入 1 mL 甲醇，匀浆 10 min，然后超
声提取 3 次，每次 15 min，以 7000 r·min － 1 离
心 10 min，收集上清液，用 0.45 µm 的微孔滤膜
过滤后进行 HPLC 分析，计算药物在皮肤中的沉
积量。如图 5 所示，24 h 后，PEG 组的皮肤沉积
量大于 PO 组皮肤沉积量，两者差异无统计学意
义，而与 PSG 组相比，PEG 组与 PO 组的皮肤沉
积量显著增加（P ＜ 0.01），说明醇质体能够使药
物缓慢渗透进入皮肤，而凝胶是充水性三维网状
交联体结构，具有贮库效应，延长了药物在皮肤
的滞留时间。

图 5　24 h 内丹皮酚制剂的大鼠皮肤滞留量（**P＜ 0.01，n＝ 3，x±s）
Fig 5　Dermal retention of paeonol preparation in rats within 24 h
（**P ＜ 0.01，n ＝ 3，x±s）

2.8　皮肤刺激性实验

　　将6只健康 SD 大鼠随机分成3组，每组2只，
剔除大鼠背部鼠毛，去毛范围为 3 cm×3 cm。给
药前仔细检查大鼠剔毛区域有无破损。A 组作为
对照，不做任何处理；B 组应用 PEG；C 组应用
PO。将制剂均匀涂抹于大鼠背部皮肤，用纱布覆
盖，并用医用胶带固定。24 h 后将大鼠断头处死
并取下处理过的皮肤，生理盐水清洗除去残留的
制剂，然后将皮肤样本置于 10% 福尔马林中，组
织固定。24 h 后，垂直切割成 3 ～ 4 μm 厚的切
片。对石蜡组织切片进行苏木精 - 伊红染色（HE

表 6　丹皮酚在各制剂中的渗透动力学参数 
Tab 6　Osmotic kinetic parameters of paeonol in each formulation

制剂 Q-t 方程 r
Q24/

（μg·cm－2·h－1）

Js/
（μg·cm－2·h－1）

PSG Q ＝ 5.1066t ＋ 246.5275 0.9916 356.8191 5.1066

PEG Q ＝ 0.1435t1/2 ＋ 0.2997 0.9832 618.6944 0.1435

PO Q ＝ 0.1416t1/2 ＋ 0.3108 0.9781 529.4933 0.1416
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染色）[13]。目视观察发现应用 PEG 和 PO 的大鼠
皮肤无红肿现象，HE 染色结果表明 PEG 组（B）、
PO 组（C）与空白组（A）无明显差异，显示 PEG
和 PO 应用于皮肤安全无刺激性（见图 6）。

图 6　HE 染色后的皮肤（×100）
Fig 6　Skin after HE staining（×100）

3　讨论

　　经皮给药系统作为新型给药方式，其最大的
优势在于能够有效避免口服给药存在的肝脏首过
效应以及胃肠道对药物的降解的问题，在一定时
间内维持恒定的血药浓度，延长了药物的作用时
间，从而达到缓释效果 [13]。但经皮给药制剂起效
首先要透过皮肤角质层，因此如何克服皮肤角质
层障碍正是经皮给药技术的核心。当前应用较广
的促渗技术有物理技术、化学技术和纳米载体，
离子导入技术和微针技术促透效率有限且对皮肤
会造成一定的创伤，部分患者依从性不好。化学
技术主要是加入化学促渗剂，如中药挥发油、氮
酮、二甲基亚砜等，其促渗效果有限，且氮酮、
二甲基亚砜等化学试剂用量不当或对皮肤有一定
的刺激性 [14]，纳米载体常见的有脂质体、醇质体、
传递体等，其原理是类脂（磷脂、胆固醇等）自由
分散于水相中时，头部亲水端插入水中，尾部疏
水端伸向空气，在搅拌作用下形成的具有双分子
层结构的封闭囊泡，囊泡与皮肤角质层的脂质双
层融合，起到促进皮肤渗透的作用。
　　醇质体是一种中间体，常以混悬液的形式存
在，流动性太强，容易发生药物的渗透、聚集等，
不利于药物吸收。凝胶剂制备工艺简单，生物相
容性好，常用于皮肤、腔道及黏膜给药，因此，
将两者结合，制备成醇质体凝胶，不仅能够促进
药物的透皮吸收，提高药物的生物利用度，还增
加了药物的稳定性，使得药物平稳释放进入皮
肤，具有一定的缓释效果 [15]。
　　从渗透曲线来看，给药 2 h，PEG 和 PO 的
累积渗透量均大于 PSG，说明醇质体和中药挥发
油提高了药物的渗透性；给药 6 h 后，PEG 的累
积渗透量逐渐大于 PO，说明醇质体使得药物持
续稳定渗透，而中药挥发油的促渗效果则较为有

限。结合沉积结果来看，制备成凝胶剂后药物在
皮肤的滞留时间延长，具有一定的缓释效果。通
过透射电镜显微观察发现醇质体囊泡在凝胶中结
构完整，未受到破坏。刺激性实验结果表明显示
PEG 对皮肤无刺激，说明制备的 PEG 缓慢渗透，
持续稳定释放，安全可靠。
　　本研究为丹皮酚经皮给药新剂型的开发提供
了实验依据，但对于 PEG 的药效学评价还有待于
进一步研究。
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黄芪多糖诱导细胞自噬抑制食管癌 EC109 细胞增殖的研究

常明智1，张思雨2，郝艳娇1，张森露1，张晓丽1*（1.河北北方学院，河北　张家口　075000；2.新乡医学院三全

学院，河南　新乡　453003）

摘要：目的　研究黄芪多糖（APS）对食管癌 EC109 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的影

响及其与细胞自噬的关系。方法　体外培养 EC109 细胞，实验分为以下几组：浓度为 0（对

照组）、1.0、1.5、2.0 mg·mL － 1 的黄芪多糖组，5 µmol·L － 1 PIK-Ⅲ（自噬抑制剂）组，2.0 
mg·mL－ 1 黄芪多糖联合 5 µmol·L－ 1 PIK-Ⅲ组。采用 MTT 法检测各组 EC109 细胞的增殖活性；

吖啶橙染色实验和流式细胞术检测黄芪多糖组细胞的凋亡；扫描电镜观察黄芪多糖组 EC109
细胞表面结构的变化；Transwell 细胞迁移、侵袭实验分别检测黄芪多糖组 EC109 细胞的迁移

和侵袭能力；激光共聚焦显微镜检测黄芪多糖组 LC3 的荧光表达强度；Western blot 检测黄芪

多糖组自噬相关蛋白 Beclin1、P62 和 LC3B 的表达水平。结果　与对照组相比，随着黄芪多

糖浓度的升高，EC109 细胞增殖抑制率及凋亡率显著增加；细胞表面结构破坏程度增加；细

胞迁移和侵袭能力受到显著抑制；LC3 荧光表达强度增强（P ＜ 0.01）；P62 蛋白表达水平显

著降低（P ＜ 0.01），Beclin1 和 LC3B 表达水平显著增高（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结论　黄芪

多糖可浓度依赖性地抑制 EC109 细胞的增殖、迁移和侵袭，并促进 EC109 细胞的凋亡，其机

制可能与黄芪多糖诱导 EC109 细胞自噬有关。

关键词：黄芪多糖；食管癌 EC109 细胞；增殖；凋亡；自噬
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Astragalus polysaccharide inhibits the proliferation of esophageal cancer 
EC109 cells by inducing cell autophagy

CHANG Ming-zhi1, ZHANG Si-yu2, HAO Yan-jiao1, ZHANG Sen-lu1, ZHANG Xiao-li1* (1. Hebei 
North University, Zhangjiakou  Hebei  075000; 2. Sanquan College of Xinxiang Medical University, 
Xinxiang  Henan  453003)

Abstract: Objective  To determine the effect of astragalus polysaccharide (APS) on the proliferation, 
apoptosis, migration and invasion of esophageal cancer EC109 cells and its relationship with 
cell autophagy. Methods  EC109 cells were cultured in vitro and divided into 4 APS groups at 
the concentrations of 0 (the control group), 1.0, 1.5 and 2.0 mg·mL － 1, a 5 µmol·L － 1 PIK-Ⅲ 
(autophagy inhibitor) group and a 2.0 mg·mL － 1 APS combined with 5 µmol·L － 1 PIK-Ⅲ group. 
The proliferation of EC109 cells was determined by MTT assay. The degree of apoptosis of EC109 
cells of the APS groups was determined by acridine orange staining assay and flow cytometry. 
Scanning electron microscope was used to observe the changes in the surface structure of EC109 cells 
of the APS groups. Transwell cell migration and invasion assay were used to detect the migration 
and invasion of EC109 cells in the APS groups, respectively. The fluorescence expression intensity 
of LC3 in the APS groups was detected by confocal laser microscopy. Western blot was used to 
detect the expression levels of the autophagy-related proteins Beclin1, P62 and LC3B in the APS 
groups. Results  Compared with the control group, the proliferation inhibition rates and apoptosis 
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　　食管癌是常见的消化道肿瘤，国际癌症研究
机构统计的“2018 年全球癌症发病率和病死率”
数据显示，在全球恶性肿瘤中食管癌的发病率和
病死率分别位居第七位和第六位 [1-2]。临床治疗食
管癌主要以局部放疗和全身化疗为主，但由于食
管癌早期症状隐匿，患者就诊时多已发展至中晚
期，导致疗效欠佳且毒副作用明显，严重影响患
者预后。因此寻找疗效明显、副作用小的抗食管
癌药物成了亟需解决的问题之一。黄芪是我国传
统的补气中药之一，含有多种化学成分，具有增
强免疫力、抗肿瘤、抗衰老等作用。黄芪多糖是
黄芪的主要有效成分之一，相关研究证实了黄芪
多糖对多种肿瘤细胞都有抑制作用 [3-4]。
　　自噬是在自噬相关基因的调控下溶酶体自我
降解代谢的过程，是包括肿瘤发生、发展、细胞
死亡和存活在内的各种生理病理过程中的一个关
键机制 [5-6]。自噬被证明与凋亡有复杂的关系，特
别是在肿瘤细胞系中。正常情况下，自噬在细胞
生长，发育和稳态中发挥重要作用，是一种依赖
溶酶体对异常的细胞器和蛋白质等物质进行降解
的过程，然而，当自噬持续发生时，会引起细胞
非程序性死亡从而抑制细胞的增殖 [7]。自噬在抗
肿瘤作用机制中具有重要意义，但是黄芪多糖抗
食管癌的作用机制是否与影响细胞自噬水平有关
仍待探索。
　　本课题组拟通过体外培养食管癌 EC109 细
胞，探讨黄芪多糖能否通过调控食管癌 EC109 细
胞自噬水平进而影响 EC109 细胞的生物学行为。
1　材料

1.1　细胞

　　食管癌 EC109 细胞系（中国科学院典型培养
物保藏委员会细胞库）。
1.2　试药

　　注射用黄芪多糖（批号：210202，天津赛诺

制药有限公司，每瓶含黄芪多糖 250 mg）。噻唑
蓝（MTT）试剂盒和 BCA 蛋白定量试剂盒（北
京索莱宝有限公司）；DMEM 高糖培养基（美国
CORNING 公司）；胎牛血清（美国 Gegrogen 公
司）；胰蛋白酶（南京凯基生物科技有限公司）；
微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3B 抗体）和人死骨
片 1（P62 抗体）（美国 CST 公司）；自噬效应蛋
白 Beclin1（Abcam 公司）；自噬抑制剂 PIK-Ⅲ
（Selleck 公司）。
1.3　仪器

　　S-3400N 扫描电镜和冷冻干燥机（日本日立公
司）；流式细胞仪（美国 BD 公司）；二氧化碳恒
温孵化器（美国热电公司）；电泳仪（北京六一仪
器厂）；超灵敏多功能成像仪 600（美国 GE 公司）。
2　方法

2.1　细胞培养

　　复苏后的 EC109 细胞用 DMEM 高糖培养基
（含 10% 胎牛血清、青霉素 100 U·mL － 1、链霉
素 100 µg·mL － 1）培养，置于 37℃、5%CO2 恒
温培养箱中，培养液每 24 h 更换一次，待细胞融
合至 80% 以上后传代，继续在培养箱中培养。
2.2　黄芪多糖对 EC109 细胞增殖活性的影响

　　将处于对数生长期的 EC109 细胞用 0.25% 的
胰蛋白酶消化后制成细胞悬液，以每孔 4×103

个细胞接种于 96 孔板，置于恒温培养箱中培
养。24 h 后弃掉原培养液，加药，设对照组（0 
mg·mL － 1）、黄芪多糖药物组（0.5、1.0、1.5、
2.0、2.5、3.0 mg·mL － 1），每组设立 6 个复孔，
边缘孔内各加入 100 µL PBS，继续于培养箱中培
养。24 h 后每孔加入 20 µL MTT（质量浓度为 5 
mg·mL － 1），继续培养 4 h 后，弃去培养液，每
孔加入 100 µL 的二甲基亚砜（DMSO），避光摇
床轻微振荡 10 min，使用酶联免疫检测仪检测波
长 490 nm 处的各孔的细胞光密度值（OD 值），并

rates of EC109 cells significantly increased with APS concentrations; the destruction of cell surface 
structure was increased; the migration and invasion were significantly inhibited (P ＜ 0.01); and 
LC3 fluorescence expression intensity was enhanced (P ＜ 0.01). The expression of P62 protein was 
significantly reduced (P＜0.01), while the expression of Beclin1 and LC3B were increased (P＜0.05, 
P ＜ 0.01). Conclusion  APS can inhibit the proliferation, migration and invasion of EC109 cells in 
a concentration-dependent manner and promote the apoptosis of EC109 cells, whose mechanism may 
be related to APS-induced autophagy in the EC109 cells. 
Key words: astragalus polysaccharide; esophageal cancer EC109 cell; proliferation; apoptosis; 
autophagy
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对各组的 OD 值进行比较，计算其抑制率：细胞
抑制率（%）＝（1 － OD实验组 /OD对照组）×100%，
筛选出低、中、高 3 个质量浓度（1.0、1.5、2.0 
mg·mL － 1）的黄芪多糖进行后续实验。
2.3　黄芪多糖抑制 EC109 细胞增殖与细胞自噬

的关系

　　按照“2.2”项下结果，将细胞分为对照组、
高浓度黄芪多糖组（2.0 mg·mL － 1）、高浓度
黄芪多糖（2.0 mg·mL － 1）联合 5 µmol·L － 1 
PIK-Ⅲ（自噬抑制剂）组、自噬抑制剂组。其他
步骤同“2.2”项下。
2.4　吖啶橙染色实验观察黄芪多糖对 EC109 细

胞凋亡的影响

　　取对数生长期的 EC109 细胞，制成细胞悬
液，以每孔 2×105 个细胞接种于铺好爬片的 24
孔板中，于 5%CO2、37℃培养箱中培养，待其
贴壁后，吸弃培养基，PBS 洗 2 遍，每次 5 min，
分别用不同浓度的黄芪多糖进行处理，继续于培
养箱中继续培养 24 h，吸弃培养基，PBS 洗 2 遍，
晾干，95% 乙醇溶液固定 5 min，滴加 0.01%（1 
µg·mL － 1）吖啶橙染液染色 5 min，于培养箱中
培养 20 min，小心取出爬片，PBS 冲洗 2 遍，滴
加防淬灭封片液，激光共聚焦显微镜下观察。
2.5　流式细胞术检测黄芪多糖对 EC109 细胞凋

亡的影响

　　消化、离心并收集处于对数生长期的 EC109
细胞接种于 6 孔板，计数并调整细胞密度为
4×105 个·mL － 1，24 h 后弃培养液，加药，设置
对照组，低、中、高浓度（1.0、1.5、2.0 mg·mL － 1）
黄芪多糖组，继续培养 24 h 后弃培养液，PBS 洗
涤 2 次，无 EDTA 胰酶消化后离心，收集细胞，
加入 500 µL 1×Binding Buffer 制备成细胞悬液，
再加入 5 µL PI 和 5 µL Annexin V-FITC 后避光孵
育 15 min，冰上放置，于 1 h 内上机检测，FACS 
Diva 4.1 软件对结果进行分析。
2.6　黄芪多糖对 EC109 细胞表面结构的影响

　　准备无菌圆形小盖玻片，于 37℃、5%CO2 恒
温培养箱中取出细胞，制成 4×104 个·mL － 1 的
EC109 细胞悬液，24 孔板细胞爬片，于细胞培养
箱中培养 24 h 后取出，用 PBS 缓冲液清洗 3 次（贴
孔壁缓慢加入，避免细胞被冲掉），使用 2.5% 戊二
醛固定样本，于 4℃冰箱放置 4 ～ 6 h，PBS 洗 3
次（每次 5 min），乙醇（30%、50%、70%、75%、
80%、85%、95%、100%）梯度脱水（每次 5 min），
叔丁醇置换 2 次（每次 10 min），第二次叔丁醇不

吸出，放入冷冻干燥仪中过夜，次日用离子溅射仪
喷镀，扫描电子显微镜观察细胞表面结构。
2.7　黄芪多糖对 EC109 细胞垂直迁移的影响

　　将处在对数生长期时的 EC109 细胞饥饿处理
12 h，24 孔板内加入 500 µL 含 10% 胎牛血清的
DMEM 高糖培养基，将 Transwell 小室放入加了培
养基的孔里，然后将上述饥饿处理过的 EC109 细胞
用 0.25% 的胰蛋白酶进行消化，离心，PBS 重悬细
胞，每组细胞数为 4.0×104 个·mL － 1，调整黄芪
多糖的浓度为 1.0、1.5、2.0 mg·mL－ 1，用其再次
将细胞重悬，24 孔板每孔加 200 µL 的 EC109 细胞
悬液，置于培养箱中培养 24 h，取出 24 孔板，使
用移液枪吸出小室中的废液，擦去小室壁上未迁移
的细胞，风干，用 4% 多聚甲醛固定 15 ～ 20 min，
取出小室，再次风干，结晶紫染色 15 ～ 20 min，
PBS 清洗 3 次，倒置显微镜下观察，拍照留存。
2.8　黄芪多糖对 EC109 细胞侵袭能力的影响

　　 将 － 20℃ Matrigel 胶（基 质 胶） 于 4℃ 解
冻过夜，次日，用无血清的 DMEM 培养基稀
释 Matrigel 胶（基质胶∶无血清 DMEM 培养基＝

1∶4），取出 4 个 Transwell 小室，每个小室内均
匀加入 60 µL 已稀释的 Matrigel 胶，置于培养箱
中4 h 至 Matrigel 胶凝固，其他步骤同“2.7”项下。
2.9　黄芪多糖对 LC3 的荧光表达强度的影响

　　将食管癌 EC109 细胞按照对照组，低、中、
高浓度黄芪多糖药物组分别接种到共聚焦小皿中
孵育 24 h，加药处理，药物作用 24 h 后用 PBS
缓冲液冲洗细胞 2 次，每次 5 min，然后用 4%
多聚甲醛固定细胞 15 min，再用适量 0.1% Triton 
X-100 孵育 10 min，1% BSA 封闭 30 min，最后
在含有一抗 LC3（1∶200）中 4℃孵育过夜。孵
育完成后用 PBS 缓冲液洗涤 3 次，每次 5 min，
室温避光孵育对应二抗 1 h（1∶200），用 PBS 洗
涤 3 次，每次 5 min，DAPI 室温避光染色 5 min，
PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，双蒸水洗涤 1 次，
滴加防淬灭封片剂进行避光封片，激光共聚焦显
微镜下进行成像观察。
2.10　黄芪多糖对自噬相关蛋白 Beclin1、P62 和

LC3B 表达水平的影响

　　不同浓度黄芪多糖处理 EC109 细胞 24 h
后，收集各组细胞，按照 100 µL RIPA（细胞裂解
液）∶1 µL PMSF（蛋白酶抑制剂）∶2 µL NAF（磷
酸酶抑制剂）比例提取细胞全蛋白，BCA 蛋白定
量试剂盒对蛋白浓度进行定量，制备分离胶和浓
缩胶（LC3B 抗体用 15% 分离胶和浓缩胶，其余
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抗体用 10% 分离胶和浓缩胶），煮蛋白 10 min，加
样，电泳（电压 90 V，电流 300 mA，30 min 后电
压转 120 V，电流不变，1 h），转膜（电压 100 V，
电流恒流 250 mA，1 h），转膜结束后，室温下用
5% 的脱脂牛奶（脱脂奶粉∶1×TBST ＝ 1∶20）
封闭 PVDF 膜 1 h，一抗（Beclin1、LC3B、P62）
用 5% 的脱脂牛奶稀释（根据抗体说明书）后孵育，
4℃过夜；复温后回收一抗，用 1×TBST 洗膜 3次，
每次 10 min，二抗室温下孵育 2 h，再用 1× TBST
洗膜 3 次，每次 10 min，显色液显色，Amersham 
Imager 600 显影，使用 Image J 软件分析灰度值。
2.11　统计学处理

　　实验结果采用 SPSS 22.0 进行数据分析，计
量资料以（x±s）表示，多组间数据比较采用单
因素方差分析（One-way ANOVA），组间数据两
两比较采用 t 检验，使用 GraphPad Prism 软件进
行绘图，P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　黄芪多糖抑制 EC109 细胞增殖

　　MTT 结果显示，随着黄芪多糖浓度升高，其
对 EC109 细胞的抑制率也越来越高，表明黄芪多糖
可以以剂量依赖性方式抑制 EC109 细胞增殖。与对
照组比较，差异均具有统计学意义（P ＜ 0.01）。筛
选出抑制率分别为 28%、45%、56% 的低、中、高
3 个质量浓度（1.0、1.5、2.0 mg·mL－ 1）的黄芪多
糖进行后续实验（见表 1）。

表 1　黄芪多糖对 EC109 细胞增殖的影响 (x±s) 
Tab 1　Effect of APS on the proliferation of EC109 cells (x±s)

黄芪多糖药物浓度 /（mg·mL － 1） OD 值 抑制率 /%

0 0.947±0.02   0

0.5 0.742±0.03** 21

1.0 0.676±0.01** 28

1.5 0.514±0.02** 45

2.0 0.411±0.03** 56

2.5 0.332±0.04** 64

3.0 0.253±0.02** 73

注（Note）： 与 对 照 组（0 mg·mL － 1） 相 比，**P ＜ 0.01
（Compared with the control group，**P ＜ 0.01）。

3.2　黄芪多糖可能通过诱导细胞自噬抑制 EC109
细胞增殖

　　MTT 结果显示，与对照组相比，高浓度黄芪
多糖组、高浓度黄芪多糖联合自噬抑制剂组、自
噬抑制剂组的细胞抑制率逐渐降低（P ＜ 0.01），
表明黄芪多糖可能通过诱导细胞自噬进而抑制
EC109 细胞增殖（见表 2）。
3.3　黄芪多糖促进 EC109 细胞凋亡

表 2　黄芪多糖、自噬抑制剂对 EC109 细胞增殖的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of APS and autophagy inhibitor on the proliferation of 

EC109 cells (x±s)

组别 OD 值 抑制率 /%

对照组 0.771±0.02   0

高浓度黄芪多糖组 0.377±0.02** 51

高浓度黄芪多糖＋自噬抑制剂组 0.433±0.01** 44

自噬抑制剂组 0.584±0.03** 24

注（Note）：与对照组相比，**P ＜ 0.01（Compared with the 
control group，**P ＜ 0.01）。

　　吖啶橙染色实验结果显示，对照组活细胞核
内多呈弥散均匀荧光，随着用药浓度的增加，细
胞核内浓染致密的颗粒块状荧光逐渐增多，表明
黄芪多糖可以促进 EC109 细胞凋亡产生程序性的
核固缩现象（见图 1）。
　　流式细胞术结果显示，以凋亡早期（Q4）
和晚期凋亡（Q2）之和为总的凋亡细胞数，其
细胞凋亡率随着用药浓度的增加呈现递增趋势，
对照组，低、中、高浓度黄芪多糖组的细胞凋
亡率分别为：（11.8±0.44）%、（15.9±0.37）%、
（28.3±0.41）%、（41.0±0.48）%（见图 2）。
3.4　黄芪多糖破坏 EC109 细胞表面结构

　　对照组的 EC109 细胞可以观察到细胞呈三维
立体椭圆形结构，细胞整体形态丰满，表面可见
丰富的微绒毛和伪足，且伪足与其他细胞表面的
伪足相互连接（见图 3A）；低浓度黄芪多糖组可
见细胞的整体形态变化与对照组相比不太明显，
但细胞表面的微绒毛和伪足相对减少且形态上变
得更加短小（见图 3B）；中浓度黄芪多糖组观察
到细胞整体形态呈不规则型改变，细胞膜发生轻
微的皱缩，细胞表面微绒毛和伪足进一步减少（见
图 3C）；高浓度黄芪多糖组可见细胞膜皱缩明显，
细胞表面观察不到明显的微绒毛和伪足的存在（见
图 3D）。可见，随着黄芪多糖浓度的增加，食管
癌 EC109 细胞表面结构的破坏愈发严重，表明黄
芪多糖可能通过破坏 EC109 细胞的表面结构影响
细胞的生长进而抑制其增殖。
3.5　黄芪多糖抑制 EC109 细胞迁移能力

　　Transwell 实验结果显示，黄芪多糖能显著抑
制 EC109 细胞的迁移能力（见图 4）。随着黄芪多
糖浓度的增加，EC109 细胞穿膜数逐渐减少，对
照组，低、中、高浓度黄芪多糖组迁移细胞数依
次是（152±4）、（98±6）、（84±2）、（20±5）。与
对照组相比，差异均具有统计学意义（P＜ 0.01）。
3.6　黄芪多糖抑制 EC109 细胞侵袭能力

　　Transwell 实验结果显示，黄芪多糖能显著抑
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制 EC109 细胞的侵袭能力（见图 5）。随着黄芪多
糖浓度的递增，EC109 细胞穿胶数逐渐减少。对
照组，低、中、高浓度黄芪多糖组侵袭细胞数依
次是（109±3）、（68±5）、（53±4）、（17±6）。与
对照组相比，差异均具有统计学意义（P＜ 0.01）。
3.7　黄芪多糖诱导 LC3 荧光表达强度增强

　　如图 6 所示，对照组细胞 LC3 荧光强度较
弱，各给药组细胞 LC3 荧光染色强度较对照组
升高。表明黄芪多糖可能通过诱导 LC3 蛋白
的表达增强进而诱导细胞自噬水平增高。对照
组，低、中、高浓度黄芪多糖组 LC3 的相对荧
光强度表达依次为（0.05±0.01）、（0.11±0.02）、
（0.24±0.04）、（0.52±0.02）。与对照组相比，差
异均具有统计学意义（P ＜ 0.01）。

图 1　吖啶橙染色实验检测黄芪多糖组细胞的凋亡程度

Fig 1　Degree of apoptosis of EC109 cells determined by acridine 
orange staining assay in the APS groups 
A. 对照组（control group）；B. 低浓度黄芪多糖组（low-concentration 
astragalus polysaccharide group）；C. 中浓度黄芪多糖组（medium-
concentration astragalus polysaccharide group）；D. 高浓度黄芪多糖

组（high-concentration astragalus polysaccharide group）

图 2　流式细胞术检测黄芪多糖组细胞的凋亡程度

Fig 2　Degree of apoptosis of EC109 cells determined by flow 
cytometry in the APS groups 
A. 对照组（control group）；B. 低浓度黄芪多糖组（low-concentration 
astragalus polysaccharide group）；C. 中浓度黄芪多糖组（medium-
concentration astragalus polysaccharide group）；D. 高浓度黄芪多糖

组（high-concentration astragalus polysaccharide group）

图 3　黄芪多糖对 EC109 细胞表面结构的影响（×3000）
Fig 3　Effect of APS on the surface structure of EC109 cells（×3000）
A. 对照组（control group）；B. 低浓度黄芪多糖组（low-concentration 
astragalus polysaccharide group）；C. 中浓度黄芪多糖组（medium-
concentration astragalus polysaccharide group）；D. 高浓度黄芪多糖

组（high-concentration astragalus polysaccharide group）

图 4　黄芪多糖对 EC109 细胞的迁移能力的影响

Fig 4　Effect of APS on the migration capacity of EC109 cells
A. 对照组（control group）；B. 低浓度黄芪多糖组（low-concentration 
astragalus polysaccharide group）；C. 中浓度黄芪多糖组（medium-
concentration astragalus polysaccharide group）；D. 高浓度黄芪多糖

组（high-concentration astragalus polysaccharide group）
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图 6　黄芪多糖诱导 LC3 荧光表达强度增强

Fig 6　APS induced an enhanced fluorescence expression intensity of 
LC3

3.8　黄芪多糖诱导 EC109 细胞发生自噬

　　Western blot 结果显示，与对照组相比，各给
药组 P62 蛋白表达逐渐下调（P ＜ 0.01），Beclin1、
LC3B 蛋白表达逐渐上调（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），表
明黄芪多糖可以诱导 EC109 细胞发生自噬（见图 7）。
4　讨论

　　食管癌是消化系统肿瘤中侵袭性极强的恶性
肿瘤之一，食管癌细胞的快速增殖以及其极强的
侵袭能力是导致患者病死率高的重要原因 [8]。临
床放化疗治疗食管癌的毒副作用较强，患者的生
存质量较差，因此研究药效温和，副作用少且可

抑制其细胞增殖及侵袭能力的药物具有一定的意
义。传统中药因靶点多、毒性低、疗效佳，已成
为抗肿瘤药物研究领域的热点话题。作为黄芪最
主要的有效成分之一，黄芪多糖药效温和，毒副
作用较小，且已被证实在诸多肿瘤治疗中有效，
并与细胞自噬关系密切 [9-11]。本课题组研究发现，
随着黄芪多糖浓度的升高，食管癌 EC109 细胞增
殖率远低于对照组。通过扫描电镜观察其表面结
构的变化，发现细胞表面微绒毛和伪足均少于对
照组，且细胞膜也发生了皱缩。经吖啶橙染色实
验发现，黄芪多糖可以使食管癌 EC109 细胞发生
明显的核固缩现象，流式细胞术结果证明了黄芪
多糖可诱导 EC109 细胞凋亡。LC3 荧光强度表达
以及免疫蛋白印迹实验验证了黄芪多糖可诱导食
管癌 EC109 细胞自噬水平增强。这表示黄芪多糖
对于食管癌的治疗具有一定的临床应用价值。
　　细胞自噬调控作为一种有效的肿瘤治疗干预
策略越来越受到医药工作者的关注。自噬相关
蛋白 LC3、Beclin1 和 P62 是自噬体形成必不可
少的分子，在自噬体形成的不同阶段均有 LC3、
Beclin1 和 P62 的参与，是检测自噬水平的三种
标记蛋白。LC3 分为 LC3A、LC3B 和 LC3C 三种
亚型，其中 LC3B 亚型与自噬关系最为密切 [12]，

图 5　黄芪多糖对 EC109 细胞的侵袭能力的影响

Fig 5　Effect of APS on the invasion capacity of EC109 cells
A. 对照组（control group）；B. 低浓度黄芪多糖组（low-concentration 
astragalus polysaccharide group）；C. 中浓度黄芪多糖组（medium-
concentration astragalus polysaccharide group）；D. 高浓度黄芪多糖

组（high-concentration astragalus polysaccharide group）

图 7　黄芪多糖对 EC109 细胞自噬相关蛋白的影响

Fig 7　Effect of APS on autophagy-related proteins in EC109 cells
A. 对 照 组（control group）；B. 低 浓 度 药 物 组（low-concentration 
drug group）；C. 中浓度药物组（medium-concentration drug group）；

D 高浓度药物组（high-concentration drug group）
注（Note）：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared 

with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。
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LC3 参与自噬体形成到成熟的各个阶段，当自噬
发生时，LC3-Ⅰ被活化，结合磷脂酰乙醇胺转变
为 LC3-Ⅱ，促进自噬体形成及成熟 [13]，LC3-Ⅱ
的变化水平与自噬程度成正相关，故自噬水平
的高低可以通过 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值大小进行
判断 [14]。Beclin1 作为参与自噬体形成的一个必
需分子，通过对自噬的调节，在肿瘤的发生发
展中起着重要作用 [15]，在自噬过程中 Beclin1 的
表达水平往往会升高。而在自噬过程中，P62 蛋
白会在细胞质中不断地被降解，如果自噬被抑
制，P62 蛋白将会在细胞质中不断地积累，因此
P62 也可作为反映自噬水平的一种标记蛋白 [16]。
有研究证实在诸多癌症中检测到 P62 的异常积
聚 [17-19]，提示 P62 的积聚与肿瘤的进展有关，自
噬通过限制 P62 的积聚而抑制肿瘤的发生 [20]。本
研究证实黄芪多糖可以通过上调自噬相关蛋白
LC3、Beclin1，同时下调 P62 蛋白的表达诱导细
胞自噬水平增高，表明黄芪多糖对食管癌细胞的
影响机制与其诱导发生细胞自噬有关。
　　综上所述，黄芪多糖作为一种具有抗肿瘤作
用的中药，在抑制食管癌 EC109 细胞增殖、迁移
和侵袭，促进凋亡方面具有重要意义，其发挥抗
肿瘤作用的机制与诱导细胞自噬水平增强有关。
生物体内自噬与病理生理的关系复杂，本课题仅
论证了黄芪多糖可以通过调控其自噬相关蛋白诱
导食管癌 EC109 细胞自噬水平增强，但其具体机
制仍待进一步探索。
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克服顺铂耐药性的新型 Pt（Ⅳ）前药研究进展

孙蒙琪，陈西敬*，赵娣*（中国药科大学基础医学与临床药学学院，南京　210009）

摘要：顺铂在各种恶性肿瘤的治疗中发挥着关键作用，但其使用常因耐药受到限制。Pt（Ⅳ）

前药是将活性或非活性配体与 Pt（Ⅱ）化合物通过化学键合而成，其在一定程度上表现出更佳

的药效、更低的毒性、较低的耐药性以及更好的代谢稳定性，是一类有望规避顺铂耐药性的新

型铂类抗肿瘤药物。本文围绕靶向细胞凋亡逃逸、DNA 损伤修复以及提高 Pt（Ⅳ）前药的脂

溶性和靶向性等方面，对目前研究中出现的能够克服顺铂耐药的新型 Pt（Ⅳ）前药进行了分析

探讨，以期能为克服顺铂耐药的 Pt（Ⅳ）前药开发提供借鉴。
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Research progress in new Pt (Ⅳ) prodrugs to overcome cisplatin resistance

SUN Meng-qi, CHEN Xi-jing*, ZHAO Di* (School of Basic Medicine and Clinical Pharmacy, China 
Pharmaceutical University, Nanjing  210009)

Abstract: Cisplatin plays a key role in the treatment of various malignant tumors, but its use is usually 
limited due to drug resistance. Pt (Ⅳ) prodrugs are formed by the chemical bonding of active or inactive 
ligands with Pt (Ⅱ) compounds. To a certain extent, they show better efficacy, lower toxicity, lower 
drug resistance and better metabolic stability. They are a new type of platinum anticancer drugs expected 
to reduce drug resistance of cisplatin. This paper focused on targeting apoptosis escape, DNA damage 
repair, and improving fat solubility and targeting of Pt (Ⅳ) prodrugs, and summarized Pt (Ⅳ) prodrugs 
that can overcome cisplatin resistance to provide reference for the development of Pt (Ⅳ) prodrugs. 
Key words: cisplatin; multidrug resistance; Pt (Ⅳ) prodrug; reversal of drug resistance
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　　自 1965 年铂电极被发现能够抑制细菌生
长以来 [1]，铂类药物得到了极大的发展。1978
年，顺铂问世 [2]。在之后的几十年中，顺铂、卡
铂、奥沙利铂等经典 Pt（Ⅱ）药物广泛应用于国
内外的临床一线，超过 50% 的实体瘤都采用了
铂类药物治疗方案 [3-4]。目前普遍认为顺铂通过
主动转运 [ 铜离子转运体 1（copper transporter 1，
CTR1）] 和被动扩散两种方式进入细胞，在进入
细胞后顺铂被水解活化，活化后的顺铂会与 DNA
的 N7 处鸟嘌呤结合，使得 DNA 不能进行正常的
复制和转录，进而引起细胞凋亡，从而达到治疗
的目的 [5]。

　　尽管铂类药物在肿瘤治疗中有着重要的地
位，但是其严重的毒副作用和不可避免的耐药
性限制了其临床进一步应用。目前研究表明，Pt
（Ⅱ）化合物可引起包括耳毒性、肾毒性、神经
毒性和血液毒性等在内的毒副作用 [6-9]，患者往
往因为毒性明显而不得不中断治疗。除了毒副作
用，耐药性（先天性耐药和获得性耐药）也是不
可忽视的问题之一。基于此，研究人员期望通
过开发新型铂类药物来克服耐药问题，因而 Pt
（Ⅳ）前药得到了广泛的关注。Pt（Ⅳ）前药是
在 Pt（Ⅱ）化合物的基础上，在轴向位置添加功
能或非功能配体，形成与 Pt（Ⅱ）化合物不同的

综述
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低自旋八面体结构，使其在体内不易发生取代反
应，进而减少了 Pt（Ⅱ）化合物在到达靶 DNA
之前与生物分子过早反应而失效问题的发生，并
且在一定程度上降低了毒副作用 [10-11]。通常认为，
Pt（Ⅳ）前药的中心铂原子处于相对惰性的四价
氧化态，前药在细胞中被还原物质激活而释放出
轴向配体，同时生成对应的有活性的 Pt（Ⅱ）化
合物而发挥药效。这些细胞内的还原物质主要包
括抗坏血酸、半胱氨酸、谷胱甘肽（glutathione，
GSH）和其他大分子 [12-13]。Pt（Ⅳ）前药的两个配
体可以对化合物的理化性质进行一定的调整，包
括亲脂性、氧化还原电位和靶向性等，以期能够
增强药物的活性并且克服顺铂耐药性 [14]。尽管对
Pt（Ⅳ）前药的设计研发日益增加，但是目前仍
未有 Pt（Ⅳ）前药获批上市。因此，本文概括了
顺铂耐药发生的机制以及目前设计合成的能够克
服顺铂耐药的新型 Pt（Ⅳ）前药，以期为后续 Pt
（Ⅳ）前药的设计开发提供借鉴。
1　顺铂耐药机制研究现状
　　近年来，顺铂在肿瘤中的耐药机制得到了
广泛的研究。顺铂耐药的产生通常涉及到达靶
DNA 前的药物转运和代谢过程、DNA 损伤修复
过程以及基因组表观遗传发生变化等 [15-17]（见图
1）。CTR1 在细胞摄取顺铂的过程中发挥着重要
的作用，而其下调与铂类药物耐药性的产生密
切相关 [18-19]。顺铂被细胞摄取后，并不意味着其
可以顺利与 DNA 结合而发挥药效，肿瘤细胞内
高表达的亲核物质（如 GSH、金属硫蛋白）会与
顺铂结合而使其失活，随后顺铂与 GSH 的结合
物由多药耐药相关蛋白 2（multidrug resistance-
associated protein 2，MRP2）转运排出细胞 [20]。
而一些未结合的顺铂则可能由铜转运 P 型 ATP
酶（ATP7A 和 ATP7B）转运排出细胞，ATP7A
和 ATP7B 的过表达也成为细胞对顺铂耐药的
诱因之一 [21]。也有研究表明铜离子转运蛋白 2
（copper transporter 2，CTR2）和有机阳离子转运
体 2（organic cation transporter 2，OCT2）与经顺
铂治疗后的癌症患者的疗效和预后有关 [22-23]，但
是其参与细胞产生顺铂耐药的机制仍有待探索，
有研究发现在肺癌中 OCT6 下调与顺铂耐药直接
相关 [24]。不仅仅是转运和代谢的改变会导致顺
铂的药效降低。在癌症中，DNA 损伤修复反应
引起的耐药问题也不容忽视。顺铂诱导产生的
DNA 损伤主要通过核苷酸切除修复（nucleotide 
excision repair）、 同 源 重 组 修 复（homologous 
recombination）和碱基切除修复（base-excision 
repair）等途径修复，主要涉及但不限于核苷酸

切除修复交叉互补组 1/2（excision repair cross 
complementing group 1/2，ERCC1/2）、同源重组
修复蛋白 RAD51 和 X 射线修复交叉互补基因 1
（X-ray repair cross complementing 1，XRCC1）
等，这些蛋白在大多数顺铂耐药细胞中都出现表
达上调的现象 [25-27]。

图 1　肿瘤细胞中顺铂出现耐药的常见原因

Fig 1　Causes of cisplatin resistance in tumor cells

　　在大多数情况下，耐药机制不止一种，近年
来对表观遗传学和肿瘤微环境的研究也为化疗耐
药的产生做出了一些新的解释 [28]。表观遗传学
研究发现，RNA 选择性剪接 [29]、RNA 和 DNA
高甲基化 [30-31] 以及凋亡相关蛋白（如 BIRC3）的
表观遗传学修饰 [32] 均与顺铂耐药的发生有着密
切的关系。而对肿瘤微环境变化的研究也从另一
方面对顺铂耐药做出了解释。肿瘤微环境中包括
除了肿瘤细胞以外的间充质细胞、免疫细胞及其
相关成分等 [33]。研究人员发现，间充质细胞表
型的变化 [34-35]、CD8 ＋ T 细胞活性的降低 [36] 以
及 CD44、CD117 和β- 整合素等分子 [37] 都与顺
铂耐药具有一定的相关性。目前研究人员还在对
因表观遗传学和肿瘤微环境的变化而使细胞产生
顺铂耐药的原因进行更深入的研究，这些研究为
寻找更有效的逆转顺铂耐药的策略提供了更多的
方向。
2　克服顺铂耐药的 Pt（Ⅳ）前药研究现状 
2.1　靶向细胞凋亡及 DNA 损伤修复
2.1.1　细胞凋亡逃逸　p53 在调控细胞凋亡以及
维持基因组稳定等方面发挥着重要作用，其突变
与肿瘤的发生密切相关 [38]。在设计能够逆转顺
铂耐药的 Pt（Ⅳ）前药时，这个靶点也被研究人
员考虑在内。在顺铂耐药的人卵巢癌细胞 A2780
中，Xie 等 [39] 自主合成的 Pt（Ⅳ）前药 DAP（化
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合物 1，见图 2）[40] 不仅可以延长 p53 半衰期，还
可以阻止其由活性状态转化为非活性结合状态，
从而在体外达到良好的抗肿瘤效果。查尔酮与顺
铂结合形成的查尔铂（化合物 2，见图 2）可以激
活 p53 基因，在 A549 及顺铂耐药细胞株中均发
挥了良好的药效，但是进一步的研究结果显示查
尔铂在 p53 缺失的细胞中并不能提高铂类与 DNA
的结合率 [41]，因而查尔铂具体的药理作用机制
仍旧需要进行进一步的探究。以上的研究结果表
明以 p53 为靶点进行 Pt（Ⅳ）前药开发具有可能
性，但需要进一步在体内进行药理药效探究。除
了 p53 以外，caspase 3 以及 bcl-2/bax 在细胞凋亡
中也发挥着重要的作用。研究人员将阿司匹林与
顺铂结合而形成的 Pt（Ⅳ）前药（化合物 3，见图
2）在体外可以抑制抗凋亡基因 bcl-2 的表达，而
促进促凋亡基因 bax 的表达，进而诱导生成更多
的 caspase3 以达到更佳的抗肿瘤效果，但其体内
药效还未被验证 [42]。

图 2　促进细胞凋亡的 Pt（Ⅳ）前药

Fig 2　Pt（Ⅳ）prodrugs that increase cell apoptosis

2.1.2　DNA 损伤修复　DNA 损伤修复反应包括
核苷酸切除修复、同源重组修复和碱基切除修复
等。修复过程涉及多种分子，如共济失调毛细
血管扩张突变基因（ataxia telangiectasia-mutated 
gene，ATM）、XRCC1、检查点激酶 1（checkpoint 
kinase 1，CHK1）、 乳 腺 癌 1 号 基 因（breast 
cancer 1，BRCA1）、酪蛋白激酶 2（caseinkinase 
2，CK2）、ERCC1 和 RAD51 蛋白等 [43-44]，在维
持基因组完整性和调节抗肿瘤药物的药效方面具
有重要意义。如抑制核苷酸切除修复过程是克服
顺铂耐药的策略之一。NERi-Pt（Ⅳ）前药（化合
物 7，见图 3）是在顺铂的轴向位置键合了一种核
苷酸切除修复抑制剂（NERi），该前药在进入细
胞后会释放出顺铂和 NERi，NERi 的存在使得顺
铂可以与更多的鸟苷酸有效结合，从而发挥更佳
的药效。该化合物对顺铂耐药的 A549 细胞的毒
性相较于顺铂提高了约 88 倍，且与顺铂存在较
低的交叉耐药。除此之外，NERi-Pt（Ⅳ）前药的
耐药因子仅为 1.1，表明 NERi-Pt（Ⅳ）前药几乎
不产生耐药性 [45]。同源重组修复在 DNA 损伤修
复反应中也发挥了重要的作用。郭子建课题组设
计合成了同时靶向同源修复相关基因 RAD51 和
BRCA1 及细胞凋亡基因 MCL1 的 Pt（Ⅳ）前药

（化合物 8 和 9，见图 3），两 Pt（Ⅳ）前药对顺铂
耐药的卵巢癌和非小细胞肺癌具有良好的治疗效
果，体内荷瘤鼠肿瘤抑制实验结果显示肿瘤的体
积减少了 80% 以上，不仅如此，两 Pt（Ⅳ）前药
还表现出更低的毒性 [46]。苟少华课题组将生物素
与 Pt（Ⅱ）化合物相连进而形成多功能 Pt（Ⅳ）
前药（化合物 4，见图 3），该化合物有效抑制了
同源重组修复基因 RAD51 和非同源末端连接基因
Ku70 的表达，对顺铂耐药细胞表现出良好的细
胞毒性作用。同时，该化合物利用生物素可以被
恶性肿瘤表面的生物素特异性亲和蛋白结合并摄
取的特性，使其更多地靶向肿瘤细胞，这在一定
程度上降低了铂类化合物的全身毒性 [47]。除此之
外，碱基切除修复通路 JWA-XRCC1 也被当作靶
点来设计合成逆转顺铂耐药的 Pt（Ⅳ）前药（化
合物 5 和 6，见图 3），其对 A2780 顺铂耐药细胞
的毒性相较于顺铂提高了 10 倍左右。DNA 损伤
修复能力评价的实验结果表明，与顺铂相比，使
用该 Pt（Ⅳ）前药的细胞 DNA 修复能力明显降
低。体内肿瘤抑制实验的抑瘤率也达到 60%[48]，
展现出较好的体内药效。虽然 DNA 损伤修复的
途径很多，但是市面上针对该途径的抗肿瘤药物
较少，将参与 DNA 损伤修复相关基因或蛋白为
靶点进行 Pt（Ⅳ）前药的设计开发是一种很有希
望克服顺铂耐药的策略。

图 3　抑制 DNA 损伤修复的 Pt（Ⅳ）前药

Fig 3　Pt（Ⅳ）prodrugs inhibited DNA damage repair

2.2　靶向组蛋白去乙酰化酶
　　 组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶（histone deacelytase，
HDAC）对基因的表达调控发挥了重要作用，其
通过催化组蛋白尾部赖氨酸残基去乙酰化而抑制
转录的进行 [49]，有研究表明 HDAC 的表达增加
会诱导顺铂耐药的产生 [50]。目前顺铂与 HDAC
抑制剂的联合治疗已经展现出逆转顺铂耐药的效
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果 [51]。基于此，开发含 HDAC 抑制剂的单靶向
或多靶向作用的 Pt（Ⅳ）前药也成为研发的热点，
这些 Pt（Ⅳ）前药（化合物 10 ～ 14，见图 4）在
不同的细胞系中均展现出远优于顺铂的细胞毒
性，尤其在耐药细胞系中表现出良好的细胞杀伤
作用。除此之外，在进行 HDAC 活性、细胞凋亡、
DNA 损伤情况等实验探究时，含 HDAC 抑制的
Pt（Ⅳ）前药也表现出较好的效果。这可能是由
于 HDAC 抑制剂可以使更多的核 DNA 与铂类药
物作用，从而提高铂类药物的疗效 [52-54]。但是对
于含 HDAC 抑制剂的 Pt（Ⅳ）前药的开发也需要
进行综合评估，它们在体内是否同样能够拥有令
人满意的药效以及其药效是否会优于联合用药的
效果需要进一步探究。

图 4　靶向 HDAC 的 Pt（Ⅳ）前药

Fig 4　Pt（Ⅳ）prodrugs targeting HDAC

2.3　靶向顺铂代谢

　　顺铂进入细胞后，会与 GSH 结合失去药效，
继而被转运体转出细胞 [55]。谷胱甘肽 -S- 转移酶
（glutathione S-transferase，GSTs） 是 GSH 合 成
过程中的关键酶，其高表达已被证明与顺铂耐药
的产生相关 [56]。抑制 GSTs 的活性可以减少 GSH
合成，进而减少铂类的代谢失活。GSTs 抑制剂
与顺铂结合形成的 Pt（Ⅳ）前药（化合物 15，见
图 5）可以在细胞内稳定释放 GSTs 抑制剂，从
而减少细胞内 GSH 的含量，其体外疗效远优于
顺铂，IC50 值仅为 0.45 μmol·L－ 1（顺铂为 7.65 
μmol·L－ 1）。同时，实验结果显示该 Pt（Ⅳ）前
药还可以阻止肿瘤细胞的迁移和侵袭 [57]。这表
明，在肿瘤产生了顺铂耐药的情况下减少 GSH
对顺铂的解毒作用有望提高药物治疗指数，但其
体内效果需要进一步验证。
2.4　改变 Pt（Ⅳ）前药的摄取过程
　　顺铂在肿瘤细胞中的积累减少是导致患者产
生顺铂耐药的关键原因之一。由于顺铂脂溶性
较差，因而 CTR1 对顺铂的转运在细胞对顺铂的
摄取过程中有着重要的贡献。但在耐药细胞中，

CTR1 表达水平明显降低，耐药细胞中顺铂的摄取
总量显著降低，进而使顺铂无法发挥药效 [13]。基
于此，提高 Pt（Ⅳ）前药的脂溶性可以增加耐药细
胞对其摄取量，有希望克服顺铂耐药。以辛酸酯
为轴向配体的双辛酸 Pt（Ⅳ）前药（化合物 16，见
图 6）就在一定程度上增加了化合物的脂溶性，化
合物 16 在顺铂敏感和耐药的卵巢癌细胞中的 IC50

仅为顺铂的 6% 和 3%，在体外展示了良好的肿瘤
细胞杀伤效果。在转运方式的探究中，与正常细
胞相比，在 CTR1 表达沉默的卵巢癌细胞中，顺
铂的摄取减少了 30%，而化合物 16 的摄取没有显
著差异，这表明化合物 16 的摄取不依赖于 CTR1
而可能更多地依赖于其脂溶性的提高，摄取的增
加提高了化合物 16 的药效 [58]。除此之外，含有苯
基侧链的 Pt（Ⅳ）前药（化合物 17）也展现出良好
的治疗效果，其具有较高的亲脂性和相对较低的
还原性，在体外展现出很好的抗肿瘤作用。在结
肠癌模型小鼠中，化合物 17 以灌胃的方式给药后
可以显著减小肿瘤体积，疗效甚至优于先前已经
进入临床试验的赛特铂。这可能是由于该化合物
在灌胃给药后结肠药物浓度更高而使细胞摄取更
多。这也提示研究人员含有苯基侧链的 Pt（Ⅳ）前
体药物有望被开发为用于治疗结直肠癌的口服 Pt
（Ⅳ）前体药物 [59]。上述结果可以看出，烷基链或
苯基侧链的引入能够增加化合物的脂溶性并改变
Pt（Ⅳ）前药的细胞摄取方式，这种改变提高了铂
类药物的细胞摄取，但是需要综合评估这种没有
选择性的细胞摄取增加是否会对其他正常细胞产
生较大毒性的问题。

图 6　提高脂溶性的 Pt（Ⅳ）前药

Fig 6　Pt（Ⅳ）prodrugs improved fat solubility

2.5　提高 Pt（Ⅳ）前药的靶向性
　　肿瘤细胞与正常细胞的代谢方式不同，其细
胞膜表面蛋白的表达也有所不同。因此除了增加

图 5　靶向 GSTs 的 Pt（Ⅳ）前药

Fig 5　Pt（Ⅳ）prodrugs targeting GSTs
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脂溶性，增加膜蛋白（如葡萄糖转运蛋白、谷氨
酰胺转运蛋白等）靶向基团也是一种设计方向。
根据“瓦伯格效应”，研究人员将六碳糖、五碳
糖或糖类似物与顺铂或奥沙利铂连接形成新的
Pt（Ⅳ）前药（化合物 18、19、20，见图 7），这
些 Pt（Ⅳ）前药可以被葡萄糖转运体转运，在体
外虽表现出较好的效果，但是体内药效不尽如人
意 [60-62]。同样，利用“第二瓦伯格效应”将谷氨
酰胺及其类似物与顺铂连接形成 Pt（Ⅳ）前药，
谷氨酰胺为配体的 Pt（Ⅳ）前药（化合物 21，见
图 7）虽然在转运过程中表现出靶向性，但是其
药效没有明显的提高。而谷氨酰胺类似物为配体
的 Pt（Ⅳ）前药（化合物 22，见图 7）表现出较好
的药效，但是其药效的发挥更多是依赖于化合物
脂溶性的提高而非靶向转运 [63]。因此，虽然设计
开发靶向细胞膜蛋白转运的 Pt（Ⅳ）前药是一种
合理的设想，但是目前的实验结果并不能达到令
人满意的效果。究竟是设计方向本身的问题还是
未寻找到更佳的配体仍需要进一步探究。

图 7　靶向葡糖糖转运体的 Pt（Ⅳ）前药（18、19、20）及靶向谷氨

酰胺受体的 Pt（Ⅳ）前药（21、22）
Fig 7　Pt（Ⅳ）prodrugs targeting glucose transporters（18，19，and 
20）and Pt（Ⅳ）prodrugs targeting glutamine receptors（21 and 22）

　　人血清白蛋白（human serum albumin，HSA）
是循环系统中最丰富的蛋白质之一，在多种内、
外源性物质的运输、分布和代谢中发挥关键作
用 [64]。研究人员也对能够与 HSA 结合的 Pt（Ⅳ）
前药的开发进行了尝试。在体内，Pt（Ⅳ）前药
与 HSA 结合，结合物可以延长 Pt（Ⅳ）前药在
体内的循环时间，同时利用肿瘤细胞营养需求
增加而胞吞率提高和肿瘤的高通透性和滞留效应
（enhanced permeability and retention effect，EPR），
可使到达肿瘤细胞的 Pt（Ⅳ）前药总量增加而提
高药效 [65]。十六烷基链是可以与 HSA 有效结合
的基团，将十六烷基链与顺铂化学键合后形成的
Pt（Ⅳ）前药（化合物 23，见图 8）在顺铂耐药卵
巢癌细胞中的细胞毒性增加了 60 倍左右并诱导产
生了更多的细胞凋亡。与此同时，研究人员通过
计算机分子对接和体外亲和力实验对该 Pt（Ⅳ）

前药与 HSA 的结合能力进行了验证，结果显示该
Pt（Ⅳ）前药可以与 HSA 紧密结合。而后续的体
外透析实验结果显示 90% 的 Pt（Ⅳ）前药可以从
其与 HSA 的结合物中释放。但是该 Pt（Ⅳ）前药
的体内药效仍需要进一步探究 [66]。

图 8　与 HAS 结合的 Pt（Ⅳ）前药

Fig 8　Pt（Ⅳ）prodrug combined with HSA

　　除了合成新的 Pt（Ⅳ）前药，不同制剂也是改
变铂类药物转运方式的策略之一。纳米制剂通常是
研究人员的首选，它通过胞吞的方式进入细胞，在
顺铂耐药的细胞中不受 CTR1 下调的影响。同时配
合 EPR 效应，能够使得纳米颗粒包裹的 Pt（Ⅳ）前
药有效地运送到肿瘤细胞中，从而提高药物的疗效
并克服耐药性。已经有不少纳米载体 -Pt（Ⅳ）前
药在体外表现出良好的效果，其作用靶点也是多种
多样的 [67-68]。具有光激活特性的携带 Pt（Ⅳ）前药
的 HSA 纳米载体系统对 A2780 敏感株和耐药株的
凋亡诱导能力也均有所增强。但是该研究还未进行
体内疗效的验证 [69]。除此之外，研究人员也尝试
利用纳米制剂的方式减少细胞内 GSH 的含量来避
免铂类的代谢性失活。二硫酰胺中二硫键可以结合
GSH，利用这种原理设计的纳米颗粒可以诱导顺铂
耐药的卵巢癌细胞出现明显凋亡。体内药效结果显
示该纳米颗粒能有效抑制顺铂耐药异种移植瘤的生
长，抑瘤率可达到 83.32%[70]。
3　结语
　　虽然顺铂在临床上已经使用了 40 多年，但其
非靶向性和获得性 / 固有耐药严重限制了临床应
用。耐药产生的原因是多方面的，除了细胞转运
和代谢导致的顺铂药效降低，表观遗传学和肿瘤
微环境的变化也是肿瘤对顺铂产生耐药的原因。
Pt（Ⅳ）前药通过一系列配体修饰来改变药物转
运、增加药物的肿瘤细胞靶向性、改变药物代谢
途径或与其他耐药靶点基团发生作用，从而发挥
药效，克服顺铂耐药（见表 1）。除此之外，纳米
系统的应用也为逆转顺铂耐药的 Pt（Ⅳ）前药的
开发提供了更多的可能。从目前的研究情况来看，
以抑制 DNA 损伤修复反应为初衷设计合成的 Pt
（Ⅳ）前药展现出了良好的效果。而以改变药物
转运或增加药物的靶向性为目的合成的 Pt（Ⅳ）
前药虽然数量较多，但大都没有展现出预期的药
效。在其他类型的化合物研发中，以表观遗传学
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和肿瘤微环境中的相关分子为靶点设计开发更有
效的抗肿瘤药物已经受到越来越多的重视，而这
样设计开发的 Pt（Ⅳ）前药还相对较少。随着对
肿瘤细胞产生顺铂耐药原因的深入研究，以表观
遗传学和肿瘤微环境中的相关分子为靶点设计开
发能够逆转顺铂耐药的 Pt（Ⅳ）前药也应该受到
更多的关注。除此之外，虽然目前已有许多的 Pt

（Ⅳ）前药被合成出来，但是对他们的研究大部
分只停留在体外水平，缺少后续的体内药效和安
全性评价。
　　本文基于顺铂耐药的不同分子机制，从多种
途径提供了克服顺铂耐药 Pt（Ⅳ）前药的设计策
略，以期能够为未来逆转耐药 Pt（Ⅳ）前药的设
计和开发提供一定的借鉴。

表 1　不同种类逆转顺铂耐药的 Pt (Ⅳ)前药 
Tab 1　Different Pt (Ⅳ) prodrugs reversing cisplatin resistance

设计思路 化合物 体外 / 体内药效

增加细胞凋亡的 
Pt（Ⅳ）前药 [40-42] 

1、2、3 （1）IC50 ＝（0.19±0.038）μmol·L － 1（A2780CP/Cl-16，24 h）；（2）IC50 ＝（1.6±0.5）
μmol·L － 1（A549/DDP，72 h）；（3）IC50 ＝（4.2±0.6）μmol·L － 1（HeLa，24 h）

靶向 HDAC[52-54] 10、11、12、
13、14

（10）IC50 ＝（0.3±0.1）μmol·L － 1（A2780/DDP，24 h）；（11）IC50 ＝（3.1±1.4）μmol·L － 1

（A2780/DDP，24 h）；（12）IC50 ＝（1.54±0.27）μmol·L － 1（A2780/DDP，72 h）；（13）
IC50 ＝（13.5±3.9）μmol·L － 1（LoVo，72 h）；（14）IC50 ＝（4.8±1.28）μmol·L － 1（A2780/
DDP，72 h）

抑制 DNA 损伤修复 [45-48] 4、5、6、7、 
8、9

（4）IC50 ＝（15.1±0.89）μmol·L － 1（A2780/DDP，48 h）；IC50 ＝（11.6±0.71）μmol·L － 1

（A549/DDP，48 h）；（5）IC50 ＝（2.92±0.07）μmol·L － 1（A2780/DDP，72 h）；ID8 荷瘤

鼠肿瘤抑制率约 66%；（6）IC50 ＝（8.48±0.15）μmol·L － 1（A2780/DDP，72 h）；ID8 荷

瘤鼠肿瘤抑制率约 40%；（7）IC50 ＝（0.3±0.02）μmol·L － 1（A2780/DDP，72 h）；IC50 ＝

（0.29±0.02）μmol·L － 1（A549/DDP，72 h）；（8）IC50 ＝（0.4±0.1）μmol·L － 1（A2780/
DDP，72 h）；IC50 ＝（1.4±0.4）μmol·L － 1（A549/DDP，72 h）；A549 荷瘤鼠肿瘤体

积减少 80%；（9）IC50 ＝（0.7±0.2）μmol·L － 1（A2780/DDP，72 h）；IC50 ＝（0.8±0.1）
μmol·L － 1（A549/DDP，72 h）；A549 荷瘤鼠肿瘤体积减少 93%

靶向 GSTs[57] 15 IC50 ＝（0.45±0.02）μmol·L － 1（U2OS，72 h）
改变脂溶性 [58-59] 16、17 （16）IC50 ＝ 0.01 μmol·L － 1（n ＝ 6；A2780/DDP，24 h）；IC50 ＝ 0.013 μmol·L － 1（n ＝

10；A2780/DDP，24 h）；（17）IC50 ＝（19.09±5.62）μmol·L － 1（A2780/DDP，72 h）；结

肠癌荷瘤鼠的平均肿瘤直径明显减小

靶向膜转运蛋白 [60-63] 18、19、20、
21、22

（18）IC50 ＝（1.10±1.69）μmol·L － 1（A549/DDP）；（19）IC50 ＝（6.18±1.70）μmol·L － 1

（Hela，48 h）；（20）IC50＝（10.32±1.34）μmol·L－1（Hela，48 h）；（21）IC50＝（100.2±8.8）
μmol·L － 1（A549，72 h，培养基中添加 0.5 mmol·L － 1 谷氨酰胺）；（22）IC50 ＝（14.3±2.3）
μmol·L － 1（A549，72 h，培养基中添加 0.5 mmol·L － 1 谷氨酰胺）

与 HSA 结合的 Pt（Ⅳ）前药 [66] 23 IC50 ＝（0.10±0.02）μmol·L － 1（A2780CP70，72 h）
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酵母微胶囊包埋新技术及药效评价的研究进展
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摘要：微囊化是一种固定化技术，通过提供一个物理屏障克服外界环境对包封分子的影响，从

而提高包合物的稳定性。利用酵母细胞作为包埋壁材是靠其自身的吸附性能来完成，无需引入

其他化学试剂，具有安全、无毒的优点，且获得的微胶囊产品大小均一，生物相容性好，易生

物降解。酵母微胶囊法作为微胶囊技术的一种新型制备方法，具有安全有效、易于获取的优点，

故酵母包封技术越来越受到人们的青睐。当前，酵母微胶囊技术应用领域十分广泛，本文主要

从酵母微胶囊技术包埋的不同囊芯以及药效评价方面进行综述，以期为微胶囊技术的进一步发

展提供参考。

关键词：微胶囊技术；酵母；芯材；包埋技术；药效评价
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Research progress of embedding technology，therapeutic efficacy  
in yeast microencapsulation

JIA Li-juan1, DAI Zhi-qiang1, GAO Qing-qing1, LIU Yu-xuan1*, SHANG Xue-liang2, GUO Da-liang1* 
(1. Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. North China University of 
Science and Technology, Tangshan  Hebei  063210)

Abstract: As a pharmaceutical method, microencapsulation promotes the stability of the inclusion 
compound by providing a physical barrier to overcome the influence of the external environment on 
the encapsulated molecules. Yeast is a commonly used food-grade industrial microorganism. The use 
of yeast cells as the embedding wall material is accomplished by its own adsorption performance 
without introducing other chemical reagents. It is safe and non-toxic. The obtained microcapsule 
products have uniform size, good biocompatibility, and easy biodegradation. As a new preparation 
method of microencapsulation, yeast microencapsulation is safe, effective and easy to obtain, for 
which reason it is more and more favored. Currently, yeast microcapsule technology is widely 
used. This article mainly reviewed the different capsule cores embedded in yeast microcapsule 
technology and evaluated the drug efficacy to provide a scientific basis for the further development of 
microcapsulation. 
Key words: microcapsulation; yeast; core material; embedding technology; drug efficacy evaluation
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　　20 世纪 30 年代，美国一家渔业公司首次制备
出鱼肝油明胶微胶囊，从此微胶囊技术正式进入
大众的视野。微胶囊作为一种微型容器，可用来
包封固体、液体和气体。微胶囊包埋是建立芯材
和壁材间功能性障碍的过程，以避免化学和物理
反应，并保持芯材的生物活性和理化性质 [1]。历
经几十年的发展变化，微胶囊技术已日趋成熟，

并已广泛应用在食品、医药、化工、农业等多个
领域。当前，制备微胶囊的方法有很多，文章重
点对微胶囊的新型制备方法——酵母微胶囊法进
行综述，以期为微胶囊技术的后续发展提供参考。
　　曾经对比多种微生物（如霉菌、原生虫、酵
母菌）作为壁材的包埋效果，结果发现采用酵母
微胶囊包埋效果最理想 [2]。对于所有的包封体系，



872

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

包封分子与基质之间的相互作用对其稳定性和生
物利用度都有着重要的影响。而经酵母包埋后的
活性物质稳定性、生物利用度、溶解性和缓释性
均有所提高 [3]。酵母是最常用的食品级工业微生
物之一。酵母细胞以分散的单细胞状态存在，其
完整的细胞壁和细胞膜结构具有一定的强度和通
透性，从而使酵母细胞具有很好的吸附性能，可
作为一种新型的微胶囊壁材。酵母细胞有一层磷
脂膜，因此它可以充当脂质体，既可以封装疏水
化合物，也可以封装亲水化合物 [4]。研究表明香
料、精油、农药、脂溶性维生素和生物活性物质
等成分在加工或储存过程中容易因氧化而失去作
用 [5-6]，采用酵母包封法可有效克服不同种类生
物活性化合物的氧化问题。
1　酵母微胶囊包埋新技术

1.1　酵母微胶囊包埋油脂

　　微胶囊包埋技术有利于控制精油的挥发性，
可以改善油脂的水溶性、化学稳定性和释放特性，
并保持其生物活性。微胶囊化的植物油和精油更
利于加工和储藏，可以延长富含油脂产品的货架
期 [7]。细胞壁作为细胞的保护屏障，可以降低对
药物的敏感性，细胞壁的主要成分和与细胞壁有
关的酶可作为精油活性成分的重要作用位点 [8]。
目前，研究者主要利用酵母微胶囊技术包埋油脂
类化合物，包埋后的油脂从液态转化为粉末状，
挥发性降低，生物稳定性提高。
　　马齿苋籽油是ω-3 脂肪酸的潜在营养来源，
易氧化。Kavosi 等 [9] 采用酵母微胶囊包埋技术
解决此类问题，把马齿苋籽油作为囊芯，将其包
裹在包覆羧甲基纤维素（CMC）的酿酒酵母细胞
中，研究贮藏 30 d 后的氧化稳定性。结果表明制
备酵母微胶囊可增加马齿苋籽油的稳定性。鱼油
富含多种不饱和脂肪酸，有很好的营养价值，但
易氧化，且有强烈刺激性气味，限制了其应用。
Adrian 等 [10] 研究酵母微胶囊包埋鱼油技术，对
酵母细胞预处理的各种方法（自溶预处理、化学
促进自溶、酶促细胞壁消化）进行评价，从温度、
搅拌速度和乳化剂添加量三个方面对酵母细胞中
鱼油的微胶囊化进行研究和优化，并验证其稳定
性。实验表明包封后的鱼油稳定性明显提高，不
良气味被有效掩盖。Karaman 等 [11] 应用酵母细胞
对没食子酸进行包封，并研究质壁分离处理和溶
剂类型的包埋介质对包封性能、生物活性性质、
形态 - 构象特征和在模拟胃和肠介质中的释放行
为的影响。结果表明，包封介质的溶剂类型对包

封率和生物活性参数有显著影响，质壁分离处理
的酵母细胞微胶囊可为食品和制药工业提供控制
释放特性。Karaman 等 [12] 利用酵母细胞抑制了黑
孜然籽油中百里香醌的降解。薄荷精油作为从薄
荷中提取出来的物质，具有很好的抗菌、抗氧化
性能。调查发现，薄荷精油对一些农作物害虫具
有良好的防治效果，基于此，Kavetsou 等 [13] 将
薄荷精油包封在酵母细胞载体中，制备出一种绿
色、环保的杀虫农药。
　　除了上述提到的几种油脂外，近几年来，中
国酵母微胶囊技术也用于包埋其他油脂，部分研
究如表 1 所示。

表 1　酵母微胶囊包埋的油脂 
Tab 1　Yeast microencapsulated oils

文献 芯材 包埋率 /%

王娣等 2013[14] 百里香精油 86.71

刘立志等 2015[15] 石榴籽油 53.35

刘鑫等 2017[2] 花椒精油 68.71

荆佳伊等 2017[16] 野木瓜籽油 39.56

杨军君 2018[17] 红瓜子油 41.42

崔凤烨 2020[18] 蕲艾挥发油 85.71

1.2　酵母微胶囊包埋黄酮

　　槲皮素是从芦丁中提取出的一种多羟基黄酮
类化合物，具有抗氧化及清除自由基的作用，还
具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、降糖及免疫调节等
作用 [19]。但疏水性、在生理介质中不稳定、胃肠
吸收不佳等使其功效受限 [20]。近年来，有学者
使用酵母微胶囊技术对槲皮素进行包埋，以期改
善槲皮素的稳定性。Pham-Hoang 等 [21] 研究酵母
细胞壁包埋槲皮素，在 4 个月贮藏期内的分子稳
定性，并利用紫外 - 可见分光光谱法和时间相关
单光子计数技术评价槲皮素与酵母胶囊之间的相
互作用，证实了酵母包埋的优点。黄秋葵是一种
富含黄酮类化合物的植物，苏平等 [22] 采用酵母
微胶囊技术包封黄秋葵黄酮，并对振荡时间、温
度和芯壁比三个因素进行优化，优化后的包埋率
为 64.2%，抗氧化效果为黄秋葵花黄酮微胶囊＞

BHT ＞纯化后的黄酮，且黄酮微胶囊表现出很好
的缓释效应。
1.3　酵母微胶囊包埋多糖

　　多糖又称为多聚糖，是由 10 个以上的单糖
通过不同类型糖苷键聚合而成的生物大分子，广
泛存在于动植物和微生物中 [23]。已有研究表明植
物多糖具有多种生物活性，如抗氧化、抗炎、免
疫调节、抗肿瘤、降血糖、保肝、降血脂和调节
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肠道菌群 [24-31] 等，且无毒副作用，逐渐成为食品
科学、天然药物、生物化学与生命科学研究的热
点。但多糖易吸湿、对酸碱、金属离子不稳定，
将多糖微囊化是对现有问题的一种潜在解决方
法。洪自兵等 [32] 利用酵母微胶囊技术包埋决明子
多糖，有效延长了其药效，未被包埋的决明子多
糖和包埋后的决明子多糖酵母均可以抑制 HepG2

细胞的生长，但后者比前者抑制效果更好。
1.4　酵母微胶囊包埋生物碱

　　小檗碱，又名黄连素，是从传统中药黄连中
提取出的一种季铵型异喹啉生物碱 [33]。研究表
明，小檗碱具有良好的抗肿瘤、降血脂、治疗糖
尿病、抗动脉粥样硬化、抗脑缺血、神经保护、
抗炎、抗凋亡等作用 [34-38]。然而小檗碱的水溶性
差，对环境条件敏感，使其在许多行业中无法应
用。Salari 等 [39] 以冻干的质壁分离和非质壁分离
的酵母细胞作为载体对小檗碱进行包埋，通过差
示扫描量热法（DSC）、傅里叶变换红外光谱（FT-
IR）和荧光显微镜对微胶囊进行表征，对小檗碱微
胶囊进行研究。结果表明，酵母微胶囊装载有高
达（40.2±0.2）% 的小檗碱且小檗碱主要通过与酵
母细胞膜和细胞壁的疏水相互作用定位于细胞内。
1.5　酵母微胶囊包埋维生素

　　维生素 D3 是一种用于佝偻病、骨软化症与骨
质疏松症等代谢性骨疾病治疗的重要药物，然而，
维生素 D3 化学性质极不稳定，水溶性差，且易受
环境因素影响。Dadkhodazade 等 [40] 利用酵母细胞
壁包封维生素 D3，模拟在胃肠道中的释放研究，
结果表明，载维生素 D3 微囊在胃中表现出持续和
缓慢的释放，并且能克服胃酸介质的影响，提高
了维生素 D3 的稳定性。因此这种酵母微囊包封技
术有望产生一种新型包封维生素的载体。
1.6　酵母微胶囊包埋多酚

　　酚类化合物因其对人类健康的有益影响而受
到关注。白藜芦醇作为纯天然多酚类化合物，以
顺式和反式两种异构体的形式存在。Shi 等 [41] 首
次成功地将白藜芦醇包埋在酵母细胞壁中，并比
较了非包封白藜芦醇和包封后白藜芦醇对 DPPH
自由基的清除能力。结果证明酵母包封的白藜芦
醇具有良好的稳定性，DPPH 自由基清除能力增
强。殷佳雅等 [42] 研究酵母微囊化技术包埋茶多酚，
以避免外界环境影响使茶多酚结构改变或活性消
失。姜黄素作为一种酸性多酚类物质，其水溶性
差，对加工和储存条件要求严格，易降解，药物
利用率低。Medeiros 等 [43] 利用酵母包埋技术缓解

姜黄素的降解，提高其稳定性，结果显示经酵母
包埋后的姜黄素其光化学稳定性提高了 5.7 倍。
2　酵母微胶囊技术的药效评价研究

2.1　降血糖

　　1 型糖尿病是一种与碳水化合物代谢受损相
关的代谢紊乱，可导致慢性高血糖，该疾病的特
征是β 细胞进行性自身免疫破坏，导致胰岛素不
足或胰岛素分泌缺陷。胰岛素皮下注射用于糖尿
病的日常治疗。但是由于胰岛素给药带来的不便，
很难满足患者的依从性。为了克服这个困难，可
优先选择口服胰岛素输送系统。然而，口服胰岛
素必须克服某些生理障碍 [44]。侵入性和强化方法
促使人们需要一种相容的胰岛素给药途径 [45]。酿
酒酵母的微胶囊可以通过静电力介导的自发沉积
结合不同的带电纳米粒子 [46]，长期服用酵母微胶
囊在治疗慢性疾病方面显示出良好的安全性 [47]。
Sabu 等 [48] 首次提出了一种利酵母微胶囊包埋胰岛
素抑制糖尿病的生物激励方法。利用胰岛素和酵
母微胶囊之间的静电相互作用促使酵母微胶囊包
埋胰岛素的形成，并在荧光成像下证实了这一点。
在酵母微胶囊包埋胰岛素的表面装载海藻酸钠涂
层可以保护酵母微胶囊免受恶劣的胃肠道环境影
响，防止胰岛素降解。药理学实验发现，糖尿病
大鼠口服海藻酸钠包覆的酵母微胶囊包埋胰岛素
后血糖明显降低。
2.2　治疗心血管疾病

　　心血管疾病的发生和动脉硬化紧密相关。近
年来，基于纳米粒子的靶向策略被认为是治疗动
脉粥样硬化（AS）的新途径。
　　Zhang 等 [49] 研发了一种用于靶向治疗心血管
疾病的方法，该方法由酵母衍生微胶囊（YC）介
导，利用静电驱动自发沉积的方式使不同带电纳
米颗粒成功负载到 YC 中。口服给药后，包埋纳
米颗粒的酵母胶囊（YDMC）可以优先到达关节
炎和肿瘤的病变部位，并显著降低斑块面积，增
强 AS 斑块的稳定性。最重要的是，实验发现 YC
介导的纳米疗法比未包装的纳米药物更有效，对
毒性测定的结果显示包装后的纳米药物在长期口
服后表现出良好的安全性，因此该方法或可用
于 AS 和其他血管疾病的靶向治疗。单核细胞趋
化蛋白 -1（MCP-1）在 AS 中扮演着关键的角色，
是 AS 发生早期的重要因素。Yin 等 [50] 利用上述
YC 介导的仿生方法成功将一种 MCP-1 的特异性
合成抑制剂靶向输送到 AS 斑块内部，结果显示
这种抑制剂的作用明显增强，有效减少了单核细
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胞在 AS 斑块中的聚集。
2.3　治疗炎症相关疾病

　　胃肠道存在许多生物屏障，即使是当前最先
进的纳米粒子靶向传递系统口服给药后也面临来
自胃肠道障碍的挑战。Zhou 等 [51] 尝试将含有消
炎药吲哚美辛或抗肿瘤药物紫杉醇的纳米粒负载
到酵母胶囊中，口服后经过一系列的体内运输过
程，包埋在酵母胶囊中的纳米粒最终被传递到小
鼠或大鼠炎症或肿瘤的远程病变部位。结果显示，
在该急性炎症模型中，酵母胶囊介导的纳米探针
的靶向效率甚至比静脉注射相同剂量的纳米探针
的靶向效率还要高。口服经酵母胶囊介导的吲哚
美辛或紫杉醇纳米疗法在炎症和肿瘤动物模型中
与单独纳米治疗相比，作用显著增强。Plavcová
等 [52] 利用酵母细胞包封姜黄素研究其在体外的
抗炎作用，发现克服姜黄素生物利用度低、提高
靶向传递主要是酵母细胞中纯化的葡聚糖颗粒发
挥作用。
2.4　抗肿瘤

　　口服是最常见和最有效的给药方式，具有较
高的安全性、方便性和用药依从性。目前，口服
抗肿瘤药物在治疗癌症方面越来越受欢迎。但一
些治疗癌症的口服药物存在亲水性低、对上皮细
胞渗透性差、毒副作用大等问题。卡巴他赛是一
种新型半合成紫杉醇，具有很强的抗肿瘤活性，
与其他紫杉醇类似，卡巴他赛的口服给药仍然受
到限制，Ren 等 [53] 将载药聚合物 - 脂质杂化纳米
粒子（NPs）负载到多孔空心酵母细胞壁微颗粒
（YPs）中，制备了一种载药纳米微载体，用于巨
噬细胞靶向口服卡巴他赛；在模拟胃肠道环境中，
NPs 负载 YPs 的体外释药速度较 NPs 慢，药物稳
定性较高；体内药动学研究中，卡巴他赛溶液的
口服利用度提高了 5 倍。顺铂是当前联合化疗中
最常用的药物之一，Zhou 等 [54] 将制备好的顺铂
衍生的前体纳米粒子（PreCDDP）封装到酵母胶
囊中得到可以口服给药的 PreCDDP/YC，并从其
理化性质、体外药物释放、体外抗肿瘤活性、口
服靶向性、体内药动学和体内药效等方面对酵母
胶囊仿生给药系统进行考察，结果 PreCDDP/YC
在细胞内释放后仍具有抗肿瘤活性，口服载于酵
母胶囊中的 PreCDDP 比口服或静脉注射游离的
顺铂具有更好的安全性和更高的生物利用度。上
述研究表明载药纳米微载体技术是增加小分子药
物口服吸收的一种可能途径。
2.5　潜在的骨组织再生能力

　　已有研究表明，生物医学材料聚磷酸钙掺锶
后能够显著增强成骨细胞的增殖和分化。Huang
等 [55] 利用酵母细胞对某些金属离子的吸附作用，
成功将锶离子富集到多孔聚磷酸钙酵母微胶囊中，
保证了微囊中微量元素的持续缓慢释放。与人骨
髓基质细胞共培养的结果显示，酵母调控法制备
的锶掺杂多孔聚磷酸钙微胶囊对碱性磷酸酶和Ⅰ
型胶原基因的表达均有推动作用，证实了对成骨
细胞的促进作用。其效果明显优于纯聚磷酸钙和
沉淀的锶掺杂聚磷酸钙。这也表明酵母微囊技术
可以通过掺杂微量元素控制其在聚磷酸钙中的渗
入，进一步为骨组织工程开发新型生物材料。
　　目前的研究大多利用酵母微囊化口服给药，
但也可用于全身给药、局部或吸入性黏膜给药 [56]。
3　结语

　　鉴于微胶囊化技术带来的实用价值及其在众
多领域中的应用前景，目前对酵母微胶囊研究越
来越多。酵母细胞是一种绿色、天然、营养丰富、
价格低廉、可大规模培养、安全系数高的可食用
微载体。与传统的微胶囊制备方法相比，以酵母
细胞为囊壁材料制备微胶囊具有以下优势：微胶
囊产品大小均一、无毒、生物相容性好、易生物
降解，制备过程中，不需要或很少引入其他化学
试剂，较少溶剂残留或脱除的问题，非常适合药
物和食品添加剂的包覆。我国研究人员对酵母微
胶囊技术的研究虽然起步较晚，但已取得了较大
的进步，在医药、食品领域进行了一定的实际应
用和深入的研究，不过与国外相比还存在较大差
距，特别是对成囊机制的分析，新技术、新设备
的开发，药物控释、缓释及靶向释放等方面的研
究还很不足。相信不久的将来，随着医药技术的
不断进步，我国在酵母微胶囊的基础研究与应用
研究一定会取得突破。
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药用植物中萜类化合物改善胆汁淤积性肝损伤的 
作用及机制研究进展

袁若兰，张议文，沈佳妍，王丹，陈倩，王涛，刘梦扬*（天津中医药大学中医药研究院，天津　300190）

摘要：胆汁淤积是由于多种因素导致胆汁生成、分泌异常或胆管梗阻引起胆汁流动障碍的一种

病理状态。在胆汁淤积状态下，大量毒性胆汁酸潴留在肝细胞内，如果治疗不及时则会损伤肝

脏和胆管细胞，甚至发展为肝纤维化、肝硬化，最终导致肝功能衰竭。研究发现，萜类化合物

具有抗炎、抗氧化、抗纤维化等多种药理活性，能够有效缓解多种因素导致的胆汁淤积性肝损

伤，有望成为治疗胆汁淤积性肝病的新型药物。本文阐述了近年来药用植物中萜类化合物对胆

汁淤积性肝损伤的治疗作用及相关机制，为萜类化合物治疗胆汁淤积性肝病的临床应用和新

药研发提供参考。
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Research progress in the effect and mechanism of medicinal plants derived 
terpenoids on cholestatic liver injury

YUAN Ruo-lan, ZHANG Yi-wen, SHEN Jia-yan, WANG Dan, CHEN Qian, WANG Tao, LIU Meng-
yang* (Institute of Traditional Chinese Medicine, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, 
Tianjin  300190)

Abstract: Cholestasis is a pathological condition in which the bile production/secretion is reduced 
or the bile duct is obstructed, caused by many factors. In tcholestasis, a large amount of toxic bile 
acids is retained in the liver cells. If not treated promptly, it may damage the hepatocytes and bile 
duct cells, or even develop into fibrosis and cirrhosis, which may ultimately lead to liver failure. 
Studies have found that terpenoids possess various anti-inflammatory, anti-oxidation, and anti-fibrosis 
activities, and can effectively alleviate cholestatic liver damage caused by various factors. Therefore, 
these compounds are expected new drugs for cholestatic liver disease. This paper reviewed research 
progress in the therapeutic effect and related mechanism of medicinal plants derived terpenoids for 
cholestatic liver injury to provide reference for the clinical application and new drug development of 
terpenoids for cholestatic liver disease. 
Key words: cholestasis; terpenoid; liver injury; mechanism; medicinal plants
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　　胆汁淤积（cholestasis）是指肝内外各种原因引
起胆汁生成、分泌和排泄障碍，导致胆汁不能正常
流入十二指肠而逆流回血液循环的一种病理状态。
常见病因有遗传性疾病、药物性肝损伤、病毒性或
酒精性肝炎、胆管缺失综合征、原发性胆汁性肝硬
化（PBC）、原发性硬化性胆管炎（PSC）、胆管系
统损伤、肿瘤等 [1]。临床表现主要为黄疸、皮肤瘙

痒、尿色加深、疲劳乏力等，并伴有血清碱性磷
酸酶（ALP）、γ- 谷氨酰转移酶（γ-GT）、总胆红素
（TBIL）和总胆汁酸（TBA）水平的异常升高。如
果不及时治疗，胆汁会淤积在细胞内，损伤肝脏和
机体。持续性胆汁淤积可能会发展成肝纤维化、肝
硬化，最终导致肝功能衰竭 [2]。
　　生理条件下，肝内胆固醇转化生成初级胆汁
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酸后，随胆汁流入肠道被肠道菌群代谢为次级胆
汁酸，95% 以上的胆汁酸被肠道重吸收后通过门
静脉重回肝脏，剩下的 5% 随粪便排出体外，这一
代谢过程称为胆汁酸的肠肝循环 [3]。当药物、病
毒、遗传性疾病、机械性损伤等多种因素刺激肝
脏时，胆汁酸肠肝循环中断，胆汁流动受阻，大
量毒性胆汁成分（主要为疏水性胆汁酸等）潴留
肝内，形成胆汁淤积。胆汁淤积发生后，损伤的
肝细胞内 ALP、谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶
（AST）、γ-GT、TBIL 等大量外泄，炎性细胞浸润
增加，胆管上皮细胞大量增殖、管壁变厚，肝脏
细胞和胆管上皮细胞的基本结构破坏、功能受损，
引发肝脏大面积坏死 [4-5]。
1　胆汁淤积性肝损伤的病理机制及治疗药物

1.1　胆汁淤积性肝损伤的病理机制

　　目前研究认为，胆汁淤积性肝损伤的发生主要
与胆汁酸稳态失衡、炎症反应、氧化应激三个方面密
切相关。首先，胆汁酸根据分子内基团的不同性质
一般分为亲水性和疏水性两种，亲水性胆汁酸有熊
去氧胆酸（UDCA）、牛磺熊去氧胆酸（TUDCA）等，
疏水性胆汁酸包括胆酸（CA）、石胆酸（LCA）、鹅
脱氧胆酸（CDCA）、脱氧胆酸（DCA）和甘氨鹅脱氧
胆酸（GCDCA）等 [6]。肝脏胆汁酸合成和转运的整
个过程由胆汁酸合成酶胆固醇 7α 羟化酶（CYP7A1）、
胆固醇 8β 羟化酶（CYP8B1）、胆固醇 7β 羟化酶
（CYP7B1）、 胆 固 醇 27α 羟 化 酶（CYP27A1）， 肝
脏基底外侧转运体钠离子 - 牛磺胆酸共转运多肽
（NTCP）、有机阴离子转运多肽（OATPs）、有机溶
质转运体 -α（OST-α）、有机溶质转运体 -β（OST-β）、
多药耐药相关蛋白 3（MRP3）、多药耐药相关蛋白 4
（MRP4）、胆管膜转运体胆汁酸盐输出泵（BSEP）、
多药耐药相关蛋白 2（MRP2）等综合调控。正常情
况下，机体内各类胆汁酸含量相对稳定，但多种因
素诱导引发肝脏胆汁酸代谢失衡时，会造成肝脏内
淤积大量疏水性胆汁酸 CA、DCA、LCA 等，损伤肝
脏和胆管细胞，导致肝脏和胆管内胆汁酸合成、转
运蛋白表达异常，正常代谢受阻，胆汁酸稳态失衡，
进而加重胆汁淤积肝损伤 [7]。
　　胆汁淤积时，源于肠道的革兰氏阴性菌释
放的磷脂多糖（LPS）刺激肝脏细胞、胆管细胞
等释放白介素 6（IL-6）、白介素 8（IL-8）、单核
细胞趋化蛋白 1（MCP-1）等细胞因子。此外，
LPS 能够结合到 LPS 结合蛋白（LBP）上，与分
化抗原簇 14（CD14）和髓样分化蛋白 2（MD2）
形成复合物，再与肝细胞膜上的 Toll 样受体 4

（TLR4）结合，进一步激活核转录因子κB（NF-
κB）、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）等炎症通路，促
进肝脏炎性损伤 [6]。此外，胆汁淤积状态下疏水
性胆汁酸在肝内大量累积，也能直接激活炎症信
号通路及多种促炎介质，损伤肝脏细胞。DCA 和
CDCA 可以通过激活表皮生长因子受体（EGFR）
增加小鼠肝脏内早期生长反应因子（Egr-1）的表
达，进一步上调细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）和
巨噬细胞炎症蛋白 2（MIP-2）、肿瘤坏死因子α
（TNF-α）、白介素 10（IL-10）、白介素 1β（IL-1β）
的表达，并加速中性粒细胞等免疫细胞的激活与
聚集，加重肝脏病理性炎症损伤 [4，8-9]。
　　正常情况下，机体内活性氧（ROS）的生成和
清除处于动态平衡。当机体处于病理状态时，ROS
生成过多导致体内氧化和抗氧化作用失衡，最终引
起氧化应激。胆汁淤积时肝脏内累积大量疏水性胆
汁酸，导致肝脏线粒体功能障碍，产生大量 ROS。
同时显著抑制超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢
酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物（GSH-Px）等抗氧
化酶的活性，过量的 ROS 会破坏肝细胞的基本结
构和功能，进一步加重肝脏氧化损伤 [6，9-10]。
1.2　胆汁淤积性肝病的治疗药物
　　目前，西医临床上用于治疗胆汁淤积的药物
主要有 UDCA、奥贝胆酸（OCA）、贝特类（非
诺贝特、苯扎贝特等）。UDCA 属于亲水性胆汁
酸，是国际批准用于治疗胆汁淤积的唯一的一线
药物，但对 40% 左右的 PBC 患者不应答或应答
较差。OCA 是 CDCA 的衍生物，能激活胆汁酸
受体 FXR，改善应答不佳的 PBC 症状，但使用
时常伴有瘙痒等多种不良反应。贝特类药物属于
过氧化物酶体增殖物激活受体（PPARs）激动剂，
能有效改善 PBC 患者生化指标和远期预后，但存
在肾毒性、肝毒性等风险 [11]。近年来，中医药治
疗胆汁淤积性肝病成效显著。多数保肝利胆的中
药里都含有非常丰富的萜类化合物，且生物活性
强、毒性低。因此，萜类化合物在治疗胆汁淤积
性肝病方面有很大的潜力和研发前景。
　　萜类化合物是指由 1 个或 1 个以上异戊二烯单
位（C5 单位）为基本骨架构成的化合物，按照其分
子中的异戊二烯单位的多少可以分为单萜、倍半萜、
二萜、三萜等。萜类化合物广泛存在于唇形科、伞
形科、樟科、五加科、桔梗科等植物中。萜类化合
物能通过抗炎、抗氧化、抗凋亡和调节胆汁酸代谢
等多种途径改善胆汁淤积性肝损伤。本文对近年来
天然萜类化合物治疗胆汁淤积性肝损伤的研究进展
进行综述，以期为基于萜类化合物治疗胆汁淤积性
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肝病相关药物的研发和临床应用提供参考。
2　单萜
2.1　环烯醚萜类
2.1.1　胡黄连苷Ⅱ　胡黄连苷Ⅱ是从玄参科植物
胡黄连中提取的环烯醚萜类化合物，具有抗炎、
抗氧化、抗凋亡等多种药理作用，在胆汁淤积、
肝脏损伤、器质性缺血再灌注损伤等疾病的防治
中有很好的效果 [12]。Li 等 [13-14] 采用α- 萘异硫氰
酸酯（ANIT）构建体内胆汁淤积模型，并给予小
鼠胡黄连苷Ⅱ进行治疗，结果 ANIT 小鼠血清中
TBIL、TBA、AST、ALT、γ-GT 异常升高，小鼠
肝脏出现局部坏死、炎性因子浸润等组织学明显
改变；胡黄连苷Ⅱ治疗组能显著抑制 ANIT 引起
的血清生化指标的异常升高，改善肝脏组织学损
伤，且呈剂量依赖性；进一步研究发现，胡黄连
苷Ⅱ通过诱导法尼醇 X 受体（FXR）激活，从而
抑制胆汁酸合成酶 CYP7A1、CYP8B1 的表达，上
调胆汁酸转运体 BSEP、NTCP 和胆汁酸代谢酶尿
苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶 1A1（UGT1A1）、胆
盐硫酸基转移酶 2A1（SULT2A1）的表达水平，进
而调节胆汁酸稳态；机制为胡黄连苷Ⅱ通过抑制
ERK1/2-LKB1-AMPK 磷酸化，调节 FXR 及其他胆
汁酸代谢相关基因，减轻胆汁淤积性肝损伤。Piao
等 [12] 研究表明，胡黄连苷Ⅱ还能通过影响 FXR 和
JAK-STAT3 信号通路，降低机体氧化应激、炎症
和细胞凋亡水平，缓解肝损伤。
2.1.2　龙胆苦苷　龙胆苦苷属于环烯醚萜类化合
物，广泛存在于龙胆、秦艽等龙胆属植物中，有
清热利湿、保肝利胆等功效 [15]。研究发现，龙
胆苦苷对肝胆系统保护作用显著。在胆管结扎
（BDL）诱导的大鼠胆汁淤积模型中，龙胆苦苷通
过激活雄甾烷受体（CAR）进一步调控膜转运蛋
白 MRP3、MRP4 的表达，保护肝脏功能 [16]。高
宇 [17] 的实验显示，川西獐芽菜及其主要成分龙胆
苦苷能够通过上调肝细胞毛细胆管膜面的胆汁酸
转运蛋白 BSEP、MRP2，增加肝内胆汁酸和毒素
外排，减缓胆汁淤积，进而保护肝脏。Tang 等 [18]

发现，龙胆苦苷能通过调控 CYP7A1、CYP27A1、
MRP3、顶端钠依赖性胆盐转运体（ASBT）等基因
的表达水平，缓解 ANIT 导致的小鼠胆汁酸代谢
失调。同样，Han 等 [19] 通过蛋白质组学和代谢组
学分析 ANIT 大鼠的血清、肝脏等样本发现，龙
胆苦苷治疗能抑制大鼠胆汁酸代谢物的异常升高，
恢复大鼠肝脏内抗氧化及胆汁酸转运相关蛋白的
表达、减少疏水性胆汁酸的累积，缓解胆汁淤积
性肝损伤。因此，龙胆苦苷的保肝作用可能与其

通过 FXR 调控胆汁酸合成、转运相关基因有关。
2.1.3　獐芽菜苷　獐芽菜苷是环烯醚萜类化合物，
广泛存在于獐芽菜、秦艽等药用植物中。研究发
现，獐芽菜苷具有抗炎杀菌、保护肝脏等多种药
理活性，在胆汁淤积、肝炎等一系列肝胆疾病中
疗效显著 [20-22]。Yang 等 [20] 研究发现，獐芽菜苷
能显著抑制模型组小鼠血清中 ALT、AST、TBA、
TBIL 的异常升高，降低肝内β- 鼠胆酸（β-MCA）、
CA 等 胆 汁 酸 的 含 量， 并 调 节 MRP2、OST-β、
NTCP、有机阴离子转运多肽 1A1（OATP1A1）等
胆汁酸转运相关基因，恢复被破坏的胆汁酸稳
态。此外，獐芽菜苷还显著下调了肝脏促炎因子
TNF-α、IL-6、小鼠角化细胞衍生因子（mKC）、
MIP-2 和 ICAM-1 的表达。因此，獐芽菜苷能够通
过调控胆汁酸循环、抑制炎症反应，缓解 ANIT 诱
导的小鼠胆汁淤积性肝损伤。
2.1.4　獐芽菜苦苷　獐芽菜苦苷大多存在于獐芽
菜、青叶胆等龙胆科植物中，是环氧环烯醚萜苷
类化合物。据报道，獐芽菜苦苷能通过抗炎、抗
氧化、调节脂质代谢等药理活性防治肝炎、脂肪
肝等一系列肝脏疾病 [23]。此外，獐芽菜苦苷对
胆汁淤积也有良好的保护作用。Feng 等 [24] 发现，
给予大鼠獐芽菜苦苷后，血清中结合型胆汁酸
TCA 和 TDCA 含量升高、游离型胆汁酸α-MCA
含量减少，肝损伤指标 ALP 显著下调。肝脏中
与胆汁酸代谢相关的基因 CYP8B1、多药耐药基
因 1（MDR1）、MRP3、尿苷二磷酸 - 葡萄糖醛
酸转移酶 2B（UGT2B）和谷胱甘肽 S 转移酶 A1
（GSTA1）等的表达水平明显升高。因此，獐芽菜
苦苷能够通过调控胆汁酸合成、外排等相关基因，
增加疏水性胆汁酸的水溶性，促进共轭胆汁酸的
清除，降低细胞毒性，进而缓解胆汁淤积。
2.1.5　京尼平苷和京尼平　京尼平苷是从栀子、
牛膝等植物中提取的一种环烯醚萜类化合物，生
物活性广泛，常被用于治疗胆汁淤积等多种肝胆
疾病。京尼平苷是大黄 - 栀子联合用药或者茵栀
黄注射液的主要成分，能显著缓解胆汁淤积，保
护肝脏 [25-26]。Wang 等 [27] 的研究显示，京尼平苷
在调控胆汁酸代谢相关基因，抑制胆汁酸合成和
摄取的同时增加外排，使肝内累积的毒性胆汁
酸明显减少，进而缓解 ANIT 诱导的大鼠胆汁淤
积。此外，Tan 等 [28] 发现，京尼平苷显著抑制了
ANIT 小鼠血清生化指标的异常升高，并调节胆
汁酸代谢相关基因 OATP1、OATP2、NTCP 等的
表达水平，减轻了炎症和肝脏的病理损伤，抗炎
机制可能是通过抑制 STAT3 和 NF-κB 信号通路
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实现的。京尼平是京尼平苷经肠道细菌源酶β-D-
糖苷酶水解后的苷元，研究表明，京尼平对胆汁
淤积的保护作用也同样显著，其作用机制主要是
通过上调肝脏 MRP2 的表达实现的 [29-30]。
2.1.6　京尼平苷酸　京尼平苷酸是一种环烯醚萜
葡萄糖苷化合物，主要存在于茜草科植物中。京
尼平苷酸对胆汁淤积性肝损伤也具有良好的保护
作用。研究显示，京尼平苷酸能剂量依赖性地缓
解急性肝内胆汁淤积，其机制可能是激活 FXR 及
其靶基因 MRP2、BSEP 的表达，增加肝脏胆汁
酸流出量，减轻肝脏毒性 [31]。陈浩等 [32] 研究也
表明，京尼平苷酸能通过激活 SIRT1-FXR 信号通
路，调控胆汁酸代谢基因，恢复完整的胆汁酸肝
肠循环。此外，京尼平苷酸还能激活小分子异源
二聚体伴侣受体 SHP，SHP 通过竞争性结合肝同
源受体 LRH1 的位点，进而下调胆汁酸合成限速
酶 CYP7A1 的表达，抑制胆汁酸的过度合成，发
挥抗胆汁淤积作用 [33]。
2.1.7　梓醇　梓醇是从玄参科植物地黄根部提取的
一种环烯醚萜类化合物，是地黄的主要活性成分之
一。梓醇具有抗炎、抗氧化、抗细胞凋亡等多种药
理活性，在 CCL4、BDL 等诱导的肝纤维化动物模
型中显示出肝脏保护作用 [34-35]。Gao 等 [34] 研究发
现，梓醇能有效抑制 BDL 小鼠血清肝损伤相关指
标的异常升高，并降低 TNF-α、IL-1β、IL-6 等炎
症因子的表达水平，改善肝细胞损伤和炎性细胞浸
润；此外，梓醇治疗组小鼠肝细胞线粒体 ATP 含
量和膜电位显著升高，线粒体损伤得以缓解。研
究发现，给予梓醇后小鼠体内 ROS 生成和丙二醛
（MDA）表达明显减少、谷光甘肽（GSH）含量
升高，Bcl-2 相关 X 蛋白（BAX）、细胞色素 C 和
半胱氨酸蛋白酶 3（caspase 3）表达水平显著下调，
抗凋亡蛋白 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）表达水平显
著上调 [34]。因此，梓醇能够通过恢复线粒体膜电
位、抑制氧化应激和炎症反应相关的细胞凋亡来改
善 BDL 诱导的胆汁淤积性肝损伤。
2.2　双环单萜类——芍药苷
　　芍药苷是赤芍、白芍等药用植物中的一类单萜
类化合物，在非酒精性肝病、缺血再灌注性肝损
伤等多种肝脏疾病中有广泛的药理功效 [36]。报道
发现，芍药苷预处理能增加 ANIT 诱导的胆汁淤积
小鼠体内白蛋白含量，保护肝脏。此外，芍药苷
治疗组小鼠血清肝损伤指标表达水平降低，肝组
织中炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-18 及炎症小体通
路相关蛋白核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白
（NLRP3）、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）和半胱氨

酸蛋白酶 1（caspase 1）表达下调，肝脏病理学损
伤得到明显改善。进一步研究发现，芍药苷能够
通过诱导 SIRT1-FXR 表达调控胆汁酸代谢，并抑
制 NF-κB/NLRP3 炎症通路造成的炎症损伤，从而
缓解胆汁淤积 [37]。此外，芍药苷也能通过减少肝
脏 NF-κB、IL-1β 的表达，抑制肝脏胆汁酸转运体
NTCP、BSEP 以及 MRP2 的异常表达，减轻 ANIT
诱导的大鼠胆汁淤积性肝损伤 [38]。另一项体内实
验发现，芍药苷还能恢复大鼠胆汁流量，并抑制
体内 NO 和 MDA 生成、增加 GSH 含量。进一步
研究发现，芍药苷是通过抑制 NADPH 氧化酶 -4
（NOX4）活性，减轻肝脏氧化应激，从而减轻肝
脏损伤 [37，39]。Chen 等 [40] 的实验表明，芍药苷还能
通过调控 PI3K/Akt 依赖途径激活核因子 E2- 相关
因子 2（Nrf2）表达，促进 GSH 合成，改善胆汁淤
积。综上所述，芍药苷可以通过抗炎、抗氧化、调
控胆汁酸代谢等多途径改善胆汁淤积性肝损伤。
3　倍半萜——青蒿素及其衍生物
　　青蒿素是从蒿属药用植物黄花蒿中提取分离
的一种倍半萜内酯类化合物，具有多种药理活
性，因优异的抗疟特性备受关注 [41]。青蒿素及其
衍生物可通过抗炎、抗氧化途径治疗多种肝脏疾
病 [42]。青蒿素对胆汁淤积性肝损伤具有明显的保
护作用。Alkhedaide 等 [43] 研究发现，青蒿素处理
后小鼠血清 AST、ALP、TBIL 等的表达水平明
显低于石胆酸（LCA）诱导的模型组小鼠，肝脏
病理损伤程度明显减轻：一方面，青蒿素能够增
加抗氧化物质 GSH 的表达，减轻肝脏氧化应激；
另一方面，青蒿素能显著激活 FXR 和 CAR，上
调 MRP4、OATP2、OATP4 等胆汁酸转运体的
表达。恢复胆汁酸代谢，减轻肝毒性。因此，青
蒿素可通过抗氧化应激和调控胆汁酸稳态，缓解
LCA 诱导的小鼠胆汁淤积性肝损伤。
4　二萜
4.1　二萜醌类——丹参酮ⅡA
　　丹参酮ⅡA 是从唇形科植物丹参根部提取的
二萜醌类成分，有抗炎、抗纤维化等多种药理
活性。近年来，丹参酮ⅡA 在药物性肝损伤、胆
汁淤积性肝损伤等一系列肝脏疾病中防治效果
显著 [44-45]。研究表明，丹参酮ⅡA 能显著降低小
鼠血清肝损伤相关指标的水平，通过激活孕烷 X
受体（PXR）进而调控 LCA 代谢相关酶细胞色
素 P450 3A11（CYP3A11）、细胞色素 P450 3A13
（CYP3A13）和 MDR1 的表达水平，剂量依赖性
地缓解胆汁淤积性肝损伤 [46]。Yang 等 [45] 研究发
现，利福平会抑制胆汁酸转运体 NTCP 的正常表
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达，造成胆汁淤积性肝损伤。利福平处理的同时
给予丹参酮ⅡA 治疗，NTCP 水平显著增加，胆
汁酸转运增强，肝损伤减轻。此外，丹参酮ⅡA
还能通过减少氧化应激、抑制 JNK 活化，在体外
抑制甘氨鹅去氧胆酸（GCDC）引起的大鼠原代
肝细胞凋亡 [44]。另有研究证实，丹参酮ⅡA 还可
通过激活 HOTAIR-Nrf2-MRP2/4 信号通路，增加
MRP2 和 MRP4 的表达，进而保护肝脏 [47]。
4.2　双环二萜类——穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯
　　穿心莲内酯是中药穿心莲的主要活性成分，是
一类典型的二环双萜类内酯，对多种胆汁淤积模型
有明显的保护作用。穿心莲内酯预处理能剂量依赖
性地抑制 ANIT 小鼠体内 NF-κB/COX-2 信号通路激
活，减轻炎症反应。此外，穿心莲内酯还能通过上
调肝脏中沉默信息调控因子 1（SIRT1）和 Nrf2 的表
达，调控下游靶点，改善氧化应激 [48]。Wang 等 [49]

研究发现，穿心莲内酯能显著降低 ANIT 诱导的小鼠
血清肝损伤指标和炎性因子的水平，减少肝脏环氧
合酶 -2（COX-2）和 NF-κB 的表达，上调肝脏 SOD、
GSH 和 GSH-Px 的同时减少 MDA 的积累，通过抗炎
和抗氧化缓解小鼠胆汁淤积性肝损伤。此外，ANIT
大鼠经穿心莲内酯治疗后，纤维化相关α- 平滑肌肌
动蛋白（α-SMA）阳性细胞和门静脉区增殖细胞核抗
原（PCNA）阳性细胞数量显著减少。大鼠肝内胆汁
酸合成限速酶 CYP7A1、基底外侧外排转运蛋白 ATP
结合盒转运蛋白 C3（ABCC3）和 ATP 结合盒转运蛋
白 C4（ABCC4）表达水平下调，而 PXR 和细胞色
素 P450 3A2（CYP3A2）的表达增加，胆汁酸代谢和
毒性胆汁成分清除能力增强 [50]。此外，薛莲芳等 [51]

用苯甲酸雌二醇诱导孕鼠发生妊娠期肝内胆汁淤积
（ICP），给予穿心莲内酯治疗后，孕鼠胆汁酸代谢和
肝功能损伤得到显著改善，子代生存率明显提升。
　　脱水穿心莲内酯是穿心莲的另一种二萜内酯
类成分，对 BDL 引起的胆汁淤积也具有保护作
用。Weng 等 [52] 给 BDL 小鼠回盲肠部位静脉注射
脱水穿心莲内酯，模拟胆道梗阻引起的更严重的
胆汁淤积性肝损伤，结果显示，脱水穿心莲内酯
能限制 LPS 和 TLR4 结合并进一步抑制 NF-κB 信
号通路的调控作用，降低模型组小鼠肝脏炎性因
子表达水平，减少胆管增生及胆道坏死，显著缓
解胆汁淤积性肝损伤。另有研究发现，在 BDL 小
鼠和人肝星状细胞（LX-2）中，脱水穿心莲内酯
也能通过抑制肝星状细胞（HSC）激活并阻断转
化生长因子 -β（TGF-β）促纤维化通路，减少 BDL
诱导的胆汁淤积性肝纤维化的形成 [53]。
5　三萜

5.1　四环三萜类
5.1.1　黄芪甲苷　黄芪甲苷属于三萜类皂苷，有
抗病毒、抗炎、抗氧化等多种药理作用，是传统
中药黄芪的主要活性成分。研究表明，黄芪汤对
胆汁淤积性肝病有良好的治疗效果，而其中主要
组分黄芪甲苷也具有一定的抗胆汁淤积作用 [54]。
在 BDL 大鼠胆汁淤积性肝纤维化模型中，给予
黄芪甲苷治疗能够明显抑制胆管细胞的异常增
殖、胶原过度沉积和羟脯氨酸（Hyp）含量的异
常升高，并显著减少造血干细胞的活化，进而减
轻肝脏纤维化程度。作用机制为黄芪甲苷通过增
强 Smad7 表达抑制 TGF-β 信号通路的激活，显著
下调α-SMA、TGF-β1 和 MCP-1 的表达水平，抑
制成纤维细胞的激活和募集。进一步的机制研究
证实，黄芪甲苷能阻断 Notch 信号通路，抑制肝
脏祖细胞（HPC）向胆道上皮细胞的异常分化，
从而有效降低胆道肝纤维化 [55]。另有报道称，黄
芪甲苷Ⅳ和阿魏酸联合使用，可通过抑制 TGF-β
信号通路，激活 Nrf2 途径协同诱导 LX-2 失活，
进而显著降低胆管结扎性肝纤维化 [56]。
5.1.2　人参皂苷　人参皂苷是一类广泛存在于人
参属药材中的四环三萜类皂苷，有抗炎、抗纤维
化等多种药理作用，在 CCl4、LPS 等引起的多
种体外肝细胞或者动物肝脏损伤模型中都具有显
著的肝保护作用 [57-58]。研究表明，给予 ANIT 大
鼠人参皂苷 Rg1 治疗后，血清中胆汁淤积和肝损
伤标志物的异常升高被抑制，炎性因子的表达水
平降低，肝组织病理损伤显著减轻。此外，人参
皂苷 Rg1 还可以恢复 ANIT 大鼠肝脏代谢酶细胞
色素 P450 3A4（CYP3A4）、细胞色素 P450 2B10
（CYP2B10）等的表达水平，调控胆汁酸代谢。进
一步研究发现，人参皂苷 Rg1 通过激活 FXR 增加
其下游靶基因 BSEP、MRP2 和 NTCP 的表达，改
善胆汁分泌，缓解胆汁淤积性肝损伤 [59]。在 BDL
诱导的小鼠肝纤维化模型中，人参皂苷 Rg1 治疗
可显著降低核内 NF-κB 蛋白水平，减弱其对可溶
性血管细胞黏附分子 -1（VCAM-1）的基因表达启
动活性，缓解机体炎性损伤，从而减轻胆汁淤积
性肝纤维化 [57]。Xu 等 [60] 给予大鼠 17- 乙炔雌二
醇诱导肝内胆汁淤积，结果显示，人参皂苷治疗
能显著抑制模型组大鼠肝脏炎性因子的表达、增
加抗氧化酶 SOD 的活性，减轻肝脏炎症反应和氧
化应激损伤，缓解肝内胆汁淤积。此外，人参皂
苷还能调控促凋亡分子 Bax 和抗凋亡分子 BCL-2
的表达平衡，抑制胆汁淤积性肝缺血再灌注损伤
引起的细胞凋亡，进而保护肝脏 [61]。
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5.2　五环三萜类
5.2.1　桔梗皂苷 D　桔梗皂苷 D 是从桔梗科药用
植物桔梗中提取分离的一种五环三萜皂苷类化合
物，具有保肝、抗炎等多种药理活性。研究表明，
桔梗皂苷 D 能剂量依赖性地降低血清 ALT、AST、
TBIL 水平，降低脂质过氧化和氧化应激指标硫代
巴比妥酸活性物质（TBARS）、NO 的表达水平，
抑制胆汁淤积引起的抗氧化酶 GSH、SOD 的耗
竭，机制为抑制 NF-κB 激活下调一氧化氮合成酶
（iNOS）表达，降低肝脏 NO 水平。因此，桔梗皂
苷 D 通过降低氧化应激，改善肝细胞凋亡和组织
纤维化，从而减轻胆汁淤积性肝损伤 [62]。
5.2.2　甘草酸和甘草次酸　甘草酸是中药甘草的主
要有效成分，属于五环三萜类化合物，具有多种生
物活性。沈淑娇等 [63] 发现，甘草水煎液能通过增
加胆汁酸代谢和转运酶 CYP3A11、UGT1A1 等的
表达，降低胆汁淤积小鼠的肝内胆汁酸负荷，减
轻肝内胆汁淤积。甘草次酸由甘草酸经肠道菌群代
谢产生，也是甘草的主要活性成分之一。在 ANIT
诱导的胆汁淤积性肝损伤模型中，甘草酸和甘草
次酸预处理可逆转多种共轭胆汁酸水平的异常改
变，胆汁酸转运和代谢蛋白 CYP7A1、微粒体三酰
甘油转移蛋白（MTTP）、乙酰辅酶 A 乙酰转移酶
2（ACAT2）等的异常表达，恢复胆汁酸循环，减
轻肝损伤 [64]。此外，甘草酸和甘草次酸还能降低
ANIT 大鼠血清胆汁淤积相关指标的水平。通过检
测酮洛酚葡萄糖醛酸结合物（KPI）的累积排泄发
现，甘草酸和甘草次酸能增加胆汁流量，缓解胆
管阻塞引起的肝脏损伤 [65]。另有研究表明，甘草
次酸（β 型）能通过诱导 SIRT1 激活 FXR 及其下游
基因 SHP、BSEP 的表达，上调 Nrf2 及其介导的
MRP2、MRP3 和 MRP4 水平，改善肝细胞内胆酸
稳态失衡，减轻 ANIT 诱导的大鼠胆汁淤积性肝损
伤 [66]。Gumpricht 等 [67] 用 GCDC 诱导离体肝细胞
凋亡模型，同时给予甘草酸和甘草次酸（β 型）处
理。结果发现，两者均能抑制 ROS 生成，减少线
粒体膜通透性转变（MPT）和抑制细胞色素 C 的释
放。而甘草次酸（β 型）能显著抑制半胱氨酸蛋白
酶 10（caspase 10）、caspase 3、聚腺苷二磷酸核糖
聚合酶（PARP）和 JNK 等几种促凋亡信号的激活，
减轻细胞凋亡和坏死。另有研究表明，甘草酸能调
节胆汁的代谢和排泄、抑制炎症，有效缓解 ANIT
诱导的急性胆管消失综合征（AVBDS）的初期损
伤 [68]。此外，甘草酸还能通过 PXR 上调 CYP3A
的表达、激活 SHP，并竞争性抑制 CYP7A1 的转
录，进而调控胆汁酸的生物合成和代谢，有效抑制

LCA 导致的肝损伤 [69]。Zheng 等 [70] 研究发现，甘
草酸衍生物 TY501 能激活 FXR，并上调其介导的
BSEP、MRP2 和 NTCP 的表达，在体内或体外模
型中缓解 LCA 引起的胆汁淤积性肝损伤。
5.2.3　雷公藤红素　雷公藤红素是从传统中药雷公
藤根皮提取分离的一种五环三萜类化合物，具有广
泛的生物活性，在多种胆汁淤积性肝损伤模型中均
显示出保护作用。研究表明，雷公藤红素能抑制血
清生化指标的异常变化，并通过降低基质金属蛋白
酶 MMP-2 和 MMP-9 的表达减轻肝脏毒性、恢复
胆汁酸的正常流动，进而改善大鼠妊娠期肝内胆汁
淤积 [71]。另一项实验也显示，雷公藤红素能降低
ANIT 小鼠血清肝损伤指标的水平，并抑制炎性因
子的异常升高，恢复胆汁酸合成和转运相关基因的
表达，减轻肝脏炎性细胞浸润和坏死，从而缓解胆
汁淤积性肝损伤；此外，雷公藤红素还能下调肝损
伤和炎症相关指标的表达，同时调控肝脏胆汁酸代
谢相关基因 CYP7A1、NTCP、MRP4 等的水平，来
治疗硫代乙酰胺（TAA）引起的小鼠胆汁淤积性肝
损伤；机制研究表明，雷公藤红素可能是通过激
活 SIRT1-FXR 通路，调节 SIRT1 下游靶基因 FXR、
NF-κB、P53 的表达水平，发挥肝保护作用。相同
的调控机制在 DCA 诱导的小鼠原代肝细胞胆汁淤
积模型中也得到了证实 [72]。
5.2.4　齐墩果酸　齐墩果酸是广泛存在于青叶胆、
女贞子、獐芽菜等植物中的一种五环三萜类化合
物，具有抗炎、抗氧化等多种药理作用。齐墩果酸
在石胆酸、乙醇等诱导的多种体内体外肝损伤模型
中均有良好的肝保护作用 [73-74]。研究表明，低剂量
齐墩果酸治疗可提高小鼠存活率，降低血清肝损伤
指标和肝脏 TBA 含量，减轻肝坏死；机制研究表明，
齐墩果酸可能是通过激活 Nrf2，进而上调 MRP2、
MRP3 和 MRP4 的表达，从而缓解 LCA 诱导的小鼠
胆汁淤积性肝损伤 [73]。除此之外，齐墩果酸还能通
过拮抗 FXR 来减轻 BDL 小鼠的梗阻性胆汁淤积 [75]。
Chai 等 [76] 研究发现，口服齐墩果酸可显著增加胆
汁酸合成酶和肝脏代谢酶的表达，上调肝小管膜膜
外排转运蛋白和基底外侧膜转运蛋白的水平，缓解
BDL 大鼠的炎症和胆汁淤积肝损伤。同样的，在
ANIT 诱导的肝内胆汁淤积模型中，齐墩果酸能通过
激活 FXR 和 Nrf2 调控外排转运体的表达，发挥肝脏
保护作用 [77]。然而，有研究显示，高剂量齐墩果酸
反而会加重胆汁淤积，损伤肝脏 [73]。因此，未来齐
墩果酸的应用需要注意使用剂量，避免其潜在毒性。
5.2.5　泽泻醇 B23- 乙酸乙酯（AB23A）　AB23A
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是从传统中药泽泻中提取分离出来的一种五环三
萜类化合物，在药物开发中具有广阔前景。研
究表明，在 ANIT 诱导的胆汁淤积性肝损伤模型
中，AB23A 能剂量依赖性地降低胆汁酸合成酶
CYP7A1 和 CYP8B1、肝脏摄取转运蛋白 NTCP 的
水平，上调外排转运蛋白 BSEP、MRP2 和 MDR2
的表达，减轻肝脏内胆汁酸的过度积累；此外，
AB23A 还能上调 SULT2A1、胆汁酸辅酶 A 连接酶
（BAL）、胆酸辅酶 A（BAAT）的基因表达，增加
胆汁酸代谢；进一步探究发现，AB23A 的肝脏保
护作用主要与 FXR 受体的激活有关 [78]。Meng 等 [79]

研究证实，AB23A 通过激活 FXR 上调叉头框蛋白
M1B（FOXM1B）、细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）
和细胞周期蛋白 B1（Cyclin B1）的表达水平，调
控胆汁酸代谢相关基因，从而促进肝细胞增殖、减
轻肝脏毒性。此外，AB23A 还能诱导 STAT3 磷酸
化，促进 STAT3 靶基因 Bcl-xl 和细胞信号转导抑制
因子 3（SOCS3）的表达，进而抑制肝细胞凋亡。
6　总结与展望
　　胆汁淤积可以发生在胆汁酸代谢过程中的任何
环节，发病机制复杂，影响因素多样。随着胆汁淤
积的加重，多种毒性胆汁成分尤其是疏水性胆汁酸
在细胞内过度堆积，损伤肝脏和胆管。如果不及时
治疗，胆汁淤积会发展为肝纤维化、肝硬化，甚至
导致肝功能衰竭。目前，临床上用于治疗胆汁淤积
的药物主要有 UDCA、OCA、非诺贝特、S- 腺苷

蛋氨酸等。这些药物大多疗效欠佳，且存在应答不
良、肝移植生存率降低、瘙痒等多种不良反应。因
此，寻找和开发治疗胆汁淤积的新药非常有必要。
近年来，药用植物中的萜类化合物因在各种肝脏疾
病中显示出突出的保护作用而备受关注，也为胆汁
淤积相关治疗药物的研发提供了有效潜在的前体药
物。胡黄连苷、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷、京尼平苷
酸、青蒿素、丹参酮ⅡA 等主要通过调节胆汁酸代
谢相关基因，恢复胆汁酸稳态，减轻肝损伤；獐芽
菜苷、雷公藤红素、齐墩果酸、梓醇等则主要够通
过抑制炎症相关通路激活和炎性因子释放，缓解胆
汁淤积；而穿心莲内酯、桔梗皂苷 D、黄芪甲苷等
则具有抗炎、抗氧化、调控胆汁酸代谢等多方面、
多靶点作用，从而减轻胆汁淤积性肝损伤。目前，
萜类化合物改善胆汁淤积肝损伤的具体机制还有待
深入的探究。此外，为避免部分萜类化合物的潜在
不良反应，保证治疗效果的同时也需要在给药剂量
上进一步调整和明确。但鉴于此类化合物有良好的
抗胆汁淤积活性，对近年来天然萜类化合物改善胆
汁淤积性肝损伤的基础研究进行总结和梳理仍具有
重要意义。因此，本文就药用植物中萜类成分（化
学结构式见图 1）对胆汁淤积性肝损伤的改善作用
及相关机制进行归纳（见表 1），综述目前防治胆汁
淤积性肝损伤药物的研究进展，显示了天然萜类化
合物在胆汁淤积性肝病治疗中的广泛应用前景，为
其进一步临床应用和新药研发提供参考。

表 1　药用植物中萜类化合物对胆汁淤积性肝损伤的作用机制及靶点 
Tab 1　Mechanism and targets of medicinal plants derived terpenoids for cholestatic liver injury

种类 名称 分子式 药理活性 分子靶点及通路 参考文献

单萜 胡黄连苷Ⅱ C23H28O13 调节胆汁酸合成、转运、代谢等，

抗氧化，抗炎，抗凋亡

ERK1/2-LKB1-AMPK，JAK-STAT3，FXR，CYP7A1，CYP8B1，
BSEP，NTCP，UGT1A1，SULT2A1

[12-14]

龙胆苦苷 C16H20O9 调节胆汁酸合成、转运 CAR，FXR，MRP2，MRP3，MRP4，BSEP，MDR1，CYP7A1，
CYP8B1，CYP27A1，OST-β，ASBT，STAT3，NQO1

[16-19]

獐芽菜苷 C16H22O9 调控胆汁酸转运，抗炎 MRP2，OST-β，MDR1，NTCP，OATP1A1，OATP1B2，TNF-α，
IL-6，mKC，MIP-2，ICAM-1

[20]

獐芽菜苦苷 C16H22O10 调节胆汁酸代谢 CYP8B1，MDR1，MRP3，MRP4，CYP3A，UGT2B，

SULT2A1，GSTA1
[24]

京尼平苷 C17H24O10 调节胆汁酸合成、转运，抗炎 STAT3，NF-κB，CYP7A1，CYP8B1，NTCP，CYP27A1，
OATP1，OATP2

[28]

京尼平 C11H14O5 调控胆汁酸合成和分泌 MRP2 [29-30]

京尼平苷酸 C16H22O10 调节胆汁酸合成、外排 SIRT1，FXR，SHP，LRH1，CYP7A1，MRP2，BSEP [31-33]

梓醇 C22H26O12 抗炎，抗凋亡，抗氧化应激，恢

复线粒体膜电位

TNF-α，IL-1β，IL-6，BAX，cleaved caspase3，Bcl-2，
Cytochrome C

[34]

芍药苷 C23H28O11 抗氧化，抗炎，调节胆汁酸转运 PI3K/Akt，Nrf2，SIRT1，FXR，NOX4，NLRP3，ASC，

caspase-1，NF-κB，TNF-α，IL-1β，IL-18，NTCP，BSEP，
MRP2

[37-40]

倍半萜 青蒿素 C15H22O5 调节胆汁酸转运、代谢，抗氧化 FXR，CAR，MRP2，MRP4，OATP2，OATP4，SULT2A1 [43]
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种类 名称 分子式 药理活性 分子靶点及通路 参考文献

二萜 丹参酮ⅡA C19H18O3 调节胆汁酸转运、代谢，抗氧化，

抗凋亡

HOTAIR，Nrf2，PXR，MRP2，MRP4，
MDR1，CYP3A11，CYP3A13，NTCP，JNK

[44-47]

穿心莲内酯 C20H30O5 抗炎，抗氧化，抗纤维化，调节

胆汁酸合成、转运

NF-κB，COX-2，SIRT1，Nrf2，PXR，IL-6，TNF-α，α-SMA，

CYP7A1，ABCC3，ABCC4，CYP3A2
[48-51]

脱水穿心莲内酯 C20H28O4 抗纤维化，抗炎 TLR4，TGF-β，NF-κB，IL-6，TNF-α [52-53]

三萜 黄芪甲苷 C28H32O17 抗纤维化，抗炎 Notch，Nrf2，TGF-β，Smad7，α-SMA，MCP-1 [55-56]

人参皂苷 C30H52O2 抗炎，抗氧化，抗凋亡，调节胆

汁酸代谢

FXR，NF-κB，TNF-α，IFN-γ，IL-1β，IL-6，VCAM-1，BAX，

Bcl-2，UGT1A1，SULT2A1，BSEP，MRP2，NTCP，
CYP3A4，CYP2B10

[58-61]

桔梗皂苷 D C57H92O28 抗氧化 NF-κB，iNOS [62]

甘草酸 C42H62O16 调节胆汁酸代谢 PXR，FXR，SHP，CYP3A，CYP3A11，UGT1A1，BSEP，
MTTP，CYP7A1，NPC111，ACAT2，Cytochrome C，MRP2，
NTCP

[65，67-70]

甘草次酸 C30H46O4 调节胆汁酸代谢，抗凋亡 SIRT1，FXR，Nrf2，SHP，BSEP，MRP2，MRP3，MRP4，
CYP7A1，MTTP，ACAT2，JNK，caspase-3，caspase-10，
PARP，Cytochrome C

[64，66-67]

雷公藤红素 C29H38O4 调节胆汁酸合成、转运，抗炎 SIRT1，FXR，NF-κB，P53，MMP-2，MMP-9，CYP7A1，
NTCP，OATP4，CYP8B1，MRP4，BSEP，MRP2，IL-6，
TNF-α

[71-72]

齐墩果酸 C30H48O3 调节胆汁酸转运 FXR，Nrf2，MRP2，MRP3，MRP4，BSEP [73，75-77]

泽泻醇 B23- 乙
酸乙酯

C32H50O5 调节胆汁酸代谢，抗凋亡 FXR，STAT3，FOXM1B，Cyclin D1，Cyclin B1，SOCS3，
Bcl-xl，BAAT，SULT2A1，BAL，CYP8B1，NTCP，BSEP，
MRP2，MRD2，CYP7A1

[78-79]

续表 1

图 1　萜类化合物化学结构式

Fig 1　Chemical structural formula of terpenoids
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胃癌干细胞作为胃癌治疗靶点的研究进展

李扬波，董卫国*（武汉大学人民医院消化内科，武汉　430060）

摘要：胃癌是世界范围内最常见的肿瘤之一，研究胃癌的发病及进展机制对治疗胃癌十分重

要。越来越多的证据表明胃癌的侵袭、转移和化疗耐药与胃癌干细胞有着密切的联系，同时伴

随干细胞相关信号通路的异常，并且胃癌干细胞周围的肿瘤间质细胞参与维持了胃癌干细胞

的干性特征，这可能为以根除胃癌干细胞为目标的治疗方案提供了新思路。本文总结了目前对

胃癌干细胞的认识及研究现状，概述了以胃癌干细胞作为靶点治疗胃癌的研究进展。
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Research progress in gastric cancer stem cells as therapeutic targets of 
gastric cancer

LI Yang-bo, DONG Wei-guo* (Department of Gastroenterology, People's Hospital of Wuhan 
University, Wuhan  430060)

Abstract: Gastric cancer is still one of the most common malignant neoplasms in worldwide, so it is 
of great significance to clarify the mechanism of gastric cancer oncogenesis. It has been proven that 
the invasion, metastasis and chemoresistance of gastric cancer are closely related to gastric cancer stem 
cells, with the dysregulation of relevant signal pathways during the tumor formation. The stromal cells 
surrounding gastric cancer stem cells help maintain the stemness of gastric cancer stem cells, from 
which new therapeutic strategies may be developed to eradicate gastric cancer stem cells. This article 
summarized the current understanding and research status of gastric cancer stem cells, and rerviewed the 
research progress in gastric cancer stem cells as targets in the treatment of gastric cancer. 
Key words: gastric cancer stem cell; gastric cancer; tumor stroma; target therapy
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　　胃癌（gastric cancer，GC）是最常见的胃肠
道恶性肿瘤之一，2020 年全球因胃癌死亡的人数
超过 76.9 万人 [1]。目前，胃癌的主要治疗手段是
放化疗、手术以及综合治疗，然而目前仅有 30%
左右的患者可以获得长期生存，总体病死率依
然很高 [2]。胃癌干细胞（gastric cancer stem cell，
GCSC）可以通过多种机制诱导胃癌细胞的侵袭转
移和对化疗的耐药，而现有的肿瘤治疗手段难以
有效杀伤 GCSC，因此 GCSC 是影响胃癌患者生
存和预后的最主要原因之一，成为肿瘤治疗领域
的研究热点 [3]。本文概述了 GCSC 在胃癌发生发
展过程中的作用并且总结了近年来针对 GCSC 靶
向治疗的研究进展，以期为临床精准化治疗胃癌

提供有效参考。
1　GCSC
　　无限的增殖潜能、自我更新和对凋亡的抵
抗是肿瘤干细胞（cancer stem cell，CSC）反映
出的细胞干性 [4]。自从人类第一次在体外分离
出 CSC 后，CSC 几乎在所有的实体肿瘤中都有
发现，包括 GCSC[5]。目前 GCSC 的起源尚无定
论，部分科学家认为 GCSC 来源于胃腺正常干细
胞恶性转化或者发生致癌突变，激活祖细胞，成
为肿瘤的起始细胞，并促进肿瘤的侵袭、转移和
异质性 [6]。另一部分科学家则认为 GCSC 来源于
骨髓源性细胞，累积的遗传变异足以引起细胞增
殖与突变，促使局部或骨髓来源的成人干细胞
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与分化的细胞融合产生 GCSC[7]。此外，与维持
干细胞特性密切相关的上皮间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT）是 GCSC 形成的
重要环节。EMT 有助于肿瘤细胞的侵袭和转移，
导致其产生具有干性和迁移表型的特殊类型细
胞，即 GCSC[8]。幽门螺杆菌是胃癌的主要致病
因素之一，已有研究证明，幽门螺杆菌感染可促
进 EMT 及 GCSC 的产生，该过程与胃黏膜癌前
病变的进展密不可分 [9]。
　　目前，在胃癌中鉴定 GCSC 的方法主要有
表面标记物检测、成球生长实验和侧群细胞检
测。识别 GCSC 的最佳方法是使用流式细胞
术检测 CD44、CD90、CD133 和乙醛脱氢酶 1
（acetaldehyde dehydrogenase 1，ALDH1）等表面
标记物，为了更方便地在临床通过血液标本识别
GCSC，可以使用微流控平台对循环肿瘤细胞和
GCSC 进行分离，并评估肿瘤的进展 [10]。
2　GCSC与肿瘤间质细胞

　　GCSC 周围的免疫微环境称为“生态位”，
“生态位”包括各种间质细胞，如成纤维细胞、
血管内皮细胞、周细胞、骨髓源性细胞以及脂肪
细胞等 [11]。肿瘤间质细胞可以通过各种相互作
用以及细胞融合与肿瘤细胞形成细胞团来支持
GCSC 的生存，对肿瘤间质细胞的了解有助于认
识其作用于 GCSC 的具体机制 [12]。
2.1　肿瘤相关巨噬细胞

　　已有研究表明，肿瘤周围浸润的巨噬细胞影
响着肿瘤的进展和预后，这些巨噬细胞被称为肿
瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，
TAM），TAM 在多种肿瘤中可促进肿瘤的生长、
细胞外渗和抗肿瘤免疫 [13]。目前认为 TAM 与
GCSC 之间的相互作用是通过血管内皮生长因子、
γ- 干扰素和表皮生长因子等细胞因子的表达介
导 [14]。一项研究发现乳脂球表皮生长因子是一种
影响细胞吞噬、血管生成和免疫耐受的生长因子，
经 TAM 大量表达后，可促进 GCSC 的致瘤性和
耐药性 [15]。而 GCSC 通过分泌趋化因子，招募
TAM 并传递促进肿瘤增殖的信号，进一步增强
胃癌的发生发展 [16]。TAM 还可与 GCSC 的标记
物相互作用，CD44 通过诱导 TAM 抑制 miR-328
进一步上调 CD44 的表达，从而促进肿瘤细胞适
应高氧化应激状态 [17]。TAM 的一个重要特点是，
可在不同条件下分化为 M1 型和 M2 型，而 M2
型细胞可以促进程序性死亡配体 1（programmed 
cell death 1 ligand 1，PD-L1）的表达，促进 T 淋

巴细胞的凋亡，从而抑制细胞毒性 T 淋巴细胞的
抗肿瘤作用 [18]。
2.2　肿瘤相关成纤维细胞

　　 肿 瘤 相 关 成 纤 维 细 胞（cancer-associated 
fibroblasts，CAF）在维持 TAM 特性中起到了重
要作用。CAF 通过细胞之间的相互作用，分泌趋
化因子募集单核细胞，并诱导单核细胞呈现 M2
型来维持 TAM 特性 [19-20]。因此，CAF 可以通过
募集的 TAM 来增强 GCSC 的干性及标记物的表
达，促进胃癌的发生发展。另有研究发现转化生
长 因 子β（transforming growth factor-β，TGF-β）
可以显著增强 CAF 对 GCSC 的促进作用，诱导
胃癌的侵袭和转移，提示 CAF 通过 TGF-β 信号
通路直接增强 GCSC 的干性 [21]。此外，CAF 通
过分泌胞外体来增强 GCSC 的化疗耐药性，该过
程作用机制可能与增强 Wnt 信号通路有关 [22]。综
上，CAF 通过多种途径增强了 GCSC 的干性特
征，导致了胃癌进一步恶化，同时靶向抑制 TAM
和 CAF 可能是更好的治疗方案。
3　GCSC与靶向治疗

　　GCSC 对传统化疗和放疗均呈抵抗状态，传
统的化疗药物难以清除 GCSC，化疗后残留的癌
细胞团中仍有 GCSC 富集，导致了晚期胃癌患者
的预后不良 [23]。因此针对 GCSC 的靶向治疗越来
越受到关注。
3.1　针对 GCSC 表面标记物的靶向治疗

　　CD44 是 GCSC 最 常 见 的 标 记 物 并 且 在
GCSC 高表达，可以作为 GCSC 免疫治疗的有
效靶点 [24]。近年来评估了多种针对 CD44 或
CD44v 亚型的单克隆抗体，如 RG7356 和比伐珠
单抗，作为单一疗法具有较好的抗肿瘤效果 [25]。
CD44v 的高表达与胃癌的治疗及预后相关，其
中 CD44v6 可促进肿瘤增殖与耐药性，是胃癌重
要的预后指标 [26]。此外，在一项动物实验中抗
CD44v6 的单克隆抗体偶联纳米药物 GNS-PEG-
CD44v6 可明显抑制实验动物体内的肿瘤增殖，
并显著延长生存期 [27]。作为另一种 GCSC 高表达
的标记物，CD133 成为了胃癌的靶向治疗研究热
点，目前已经开发了数种针对 CD133 的药物。如
将细胞因子诱导的杀伤细胞与抗 CD133 特异性
抗体结合形成效应细胞群，用于靶向治疗 CD133
高表达的 GCSC[28]。一项Ⅰ期临床试验研究了靶
向 CD133 的嵌合抗原受体修饰 T 细胞（chimeric 
antigen receptor-modified T-cell directed CD133，
CART-133）对消化系统恶性肿瘤的作用，结果显
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示接受 CART-133 治疗的患者胃癌中的 CD133 阳
性细胞完全清除 [29]。GCSC 中标记物常以共表达
的形式存在，因此有学者研发了一种抗 CD44 与
抗 CD133 偶联的纳米药物 CD44/CD133-ATRA-
PLPN 被 研 发 用 于 靶 向 CD44 ＋ /CD133 ＋ 的
GCSC，药效明显高于其他的单靶向药物 [30]。基
于针对 CD44 和 CD133 的研究，GCSC 的其他标
记物也有望成为治疗靶点。GCSC 表面的 CD47
分子会抑制巨噬细胞的吞噬作用，一项临床研究
显示，抗 CD47 抗体可恢复巨噬细胞对肿瘤细胞
的吞噬作用，提示 CD47 也是治疗 GCSC 的有效
靶点 [31]。
3.2　针对 GCSC 相关信号通路的靶向治疗

　　 除 GCSC 标 记 物 外，Hippo、Hedgehog 和
Wnt/β-catenin 等信号通路通过维持 GCSC 的干性
特征，参与了胃癌的发生发展。目前科研人员正
在开发靶向 GCSC 信号通路的药物，通过抑制异
常信号通路的活性，增强 GCSC 的化疗敏感性，
以期改善临床治疗效果。
　　Hippo 信号通路是通过抑制细胞生长调节细
胞数量和组织大小的关键信号通路，在多种癌
症中均检测到了 Hippo 信号通路的转导异常 [32]。
Hippo 通路的异常导致下游分子 Yes 相关蛋白 1
（yes-associated protein 1，YAP1）的激活，使胃
癌细胞具有 GCSC 特性 [33]。目前有研究证实以
Hippo 信号通路为靶点，利用 YAP1 蛋白抑制剂
维替泊芬靶向 YAP1 的转录活性可以抑制 GCSC
的致瘤性，从而抑制胃癌细胞的生长 [34]。
　　Hedgehog 信号通路在胚胎的发育和成体组织
的维持中起着重要作用，胃组织的稳态失调与胃
癌的发生和 Hedgehog 蛋白异常表达有关 [35]。研
究发现，Hedgehog 信号通路抑制剂阿帕替尼干预
阻断 Hedgehog 通路后，GCSC 自我更新的能力降
低，对化疗药物更加敏感 [36]。
　　Wnt/β-catenin 信号通路通过调节细胞周期、
凋亡、血管生成以及肿瘤免疫微环境等参与了胃
癌的发生 [37]。此外，Wnt 通路在癌变过程中增强
了 GCSC 的干性和增殖，促进了 EMT 的形成 [38]。
目前，已有针对β-catenin 依赖的 Wnt 信号级联和
抗 Wnt 抗体的小分子药物开展临床前试验。抗菌
药物沙利霉素是一种基于对 Wnt/β-catenin 信号转
导的抑制剂，能高效抑制 GCSC[39]。有研究显示，
沙利霉素处理胃癌细胞后，ALDH1 ＋细胞数量
显著减少，并且 GCSC 的耐药性明显降低 [40]。
3.3　针对 GCSC 相关间质细胞的靶向治疗

　　GCSC 所处的免疫微环境中，间质细胞对肿
瘤细胞的干性具有重要影响，因此，针对 GCSC
相关间质细胞的靶向治疗也是一种具有潜力的策
略。以 TAM 为靶点的治疗手段主要是减少 TAM
数量和抑制 M2 型的极化。唑来膦酸是一种双膦
酸盐，可诱导巨噬细胞 M2 型向 M1 型极化，即
减少 TAM 的数量。唑来膦酸已被用于治疗多发
性骨髓瘤和骨转移瘤，在一项针对晚期前列腺癌
患者的实验中，唑来膦酸联合化疗组患者的中位
总生存期明显延长 [41]。集落刺激因子 1（colony 
stimulating factor 1，CSF-1）促进单核巨噬细胞
的生长分化，CSF-1 受体激酶抑制剂如 PLX3397
和 BLZ945 可抑制 M2 型的极化，其中 PLX3397
的Ⅰ/Ⅱ期临床研究结果显示，24 例腱鞘巨细胞
瘤患者中有 12 例患者得到部分缓解 [42]。此外，
STAT3 在 GCSC 中高表达，促进了 TAM 向 M2
型 的 极 化，STAT3 抑 制 剂 CA-LCL-αCD163 经
CD163 抗体修饰后可逆转这种过程，抑制 TAM
特性从而发挥抗肿瘤作用 [43]。
　　以 CAF 为靶点的治疗策略主要是降低、消
除 CAF 活性或者逆转为静息态成纤维细胞。白细
胞介素 -6（interleukin-6，IL-6）主要参与 CAF 的
活化过程，美国食品药品管理局已批准 IL-6 单抗
（司妥昔单抗）和 IL-6 受体单抗（托珠单抗）用于
治疗骨髓增生性肿瘤，其中司妥昔单抗联合激素
治疗多发性骨髓瘤的Ⅰ/Ⅱ期临床研究结果显示，
客观缓解率高达 90.9%[44]。伊马替尼临床上常用
于治疗恶性胃肠道间质肿瘤，研究发现，伊马替
尼通过阻断血小板衍生生长因子受体信号通路降
低了 CAF 中细胞因子表达量，从而抑制肿瘤新
生血管生成 [45]。另一项针对 CAF 的动物实验证
明，同时靶向 PD-L1和 TGF-β 的双效蛋白 M7824
可通过抑制 CAF 活性发挥抗肿瘤作用，目前Ⅰ
期临床研究正在进行中 [46]。
3.4　其他靶向治疗

　　端粒缩短会引起细胞凋亡，然而肿瘤细胞可
通过激活端粒酶实现增殖，因此 GCSC 无限增
殖、自我更新的潜在原因可能是端粒酶活性的增
加 [47-48]。端锚聚合酶被认为是有助于维持端粒长
度的端粒特异性结合蛋白之一，体外实验利用端
锚聚合酶抑制剂能够降低端粒酶活性、缩短端粒
长度，因此，抑制干细胞端锚聚合酶以及端粒酶
活性可以获得良好的抑癌效果 [49]。
4　总结与展望

　　在外科治疗的基础上，常规化疗以及分子靶
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向治疗对延长晚期胃癌患者的生存起到了关键作
用，目前大多数针对胃癌的药物因为耐药而不能
很好地清除肿瘤细胞，导致患者预后不良，急需
寻找新的靶向药物。大量的证据表明 GCSC 往往
对常规化疗有耐药性，与癌症的转移和复发密切
相关，另外免疫微环境中的肿瘤间质细胞在维持
GCSC 特性方面发挥着重要作用。因此笔者认为，
GCSC 及其“生态位”可能是针对 GCSC 特性治疗
胃癌、延长患者术后生存期的潜在治疗靶点。通
过进一步的研究识别胃癌免疫微环境中独特的因
子及其信号通路的相互作用，探索 GCSC 的特定
表面标记物，可能会产生新的个性化、精准化治
疗手段来丰富现有的治疗策略，以提高胃癌患者
的总体治疗效果。
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液相色谱 -质谱法分析磷酸芦可替尼中强制降解后的产物

刘发贵1，孙丽霞1，李敏1，刘思光1，李铁健1，张贵民2*（1. 山东新时代药业有限公司，山东　临沂　
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摘要：目的　采用液相色谱 - 质谱法（LC-MS）联用对磷酸芦可替尼强制降解后的产物进行色

谱分离，并对其结构进行鉴定。方法　对各降解杂质进行分离的液相色谱法以 YMC Triart C18

（4.6 mm×150 mm，3 μm）为色谱柱；以甲醇和水为流动相，梯度洗脱；检测波长 230 nm。

同时采用 LC-MS 法，运用 UPLC 串联 6540B Q-TOF 仪器对主要的降解产物进行初步定性研

究。结果　对磷酸芦可替尼各降解产物进行了有效分离，并初步鉴定出 11 个主要降解产物的

结构。结论　本法可用于磷酸芦可替尼有关物质的检测，为其药品质量的控制提供了参考。

关键词：液相色谱 - 质谱法；磷酸芦可替尼；有关物质；降解产物
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Identification of forced degradation compounds in ruxolitinib phosphate by 
liquid chromatography-mass spectrometry

LIU Fa-gui1, SUN Li-xia1, LI Min1, LIU Si-guang1, LI Tie-jian1, ZHANG Gui-min1, 2* (1. Shandong 
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Abstract: Objective  To separate and identify the forced degradation products of ruxolitnib phosphate 
by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS). Methods  The separation was performed on 
a YMC Triart C18 column (4.6 mm×150 mm, 3 μm) by gradient elution with methanol water buffer. 
The UV detection wavelength was 230 nm. The main degradation products were qualitatively studied 
by UPLC in series with 6540b Q-TOF. Results  The degradation products of ruxolitnib phosphate 
were effectively separated and 11 degradation products were preliminarily identified. Conclusion  
The method can be used for the determination of related substances in ruxolitnib phosphate, which 
can provide basis for the drugs quality control.
Key words: LC-MS; ruxolitinib phosphate; related substance; degradation product
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　　骨髓纤维化实质上是一种骨髓增殖性肿瘤 [1]。
磷酸芦可替尼作为一种 JAK 抑制剂 [2-3]，具有潜
在的抗肿瘤和免疫调节活性，用于治疗中间或高
危骨髓纤维化，包括原发性骨髓纤维化，真性红
细胞增多症后骨髓纤维化和原发性血小板增多症
后骨髓纤维化的治疗 [4-5]。磷酸芦可替尼作为首个
骨髓纤维化治疗药物（结构见图 1），也是目前唯
一批准针对其发病机制的靶向药物 [6-7]。

　　本文主要采用高效液相色谱法（HPLC）和
液相色谱 - 质谱联用技术（LC-MS）研究磷酸芦
可替尼的强制降解产物，了解其稳定性及降解途
径 [8-10]，为药品的质量控制提供依据。
1　材料

1.1 　仪器 
　　 安 捷 伦 UPLC 串 联 6540B Q-TOF 色 谱 - 液
质联用仪（安捷伦）；高效液相色谱仪 Thermo 

药物分析与检验
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Ultimate 3000， 配 DAD 检 测 器（Thermo）； 高
效液相色谱仪 Waters ALLIANCE e2695，配 PDA
检测器（Waters）；电子分析天平（XSR105U/A、
XPR10）、pH 计（S210）（Mettler Toledo）。
1.2 　试药
　　 乙 酸 铵（Merck，LC-MS 专 用，50 g， 批
号：A1468804117）；氢氧化钠（批号：2009172）、
盐酸（批号：2103151）、30% 过氧化氢（批号：
190826）（西陇科学，分析级）；乙腈（Merck，色
谱级，批号：I1102930036）；磷酸芦可替尼（佰
麦生物，纯度：99.9%，批号：BM20210111）。
2　方法
2.1　液相色谱条件
　　色谱柱：YMC Triart C18（4.6 mm×150 mm，3 
μm）；以水为流动相 A，甲醇为流动相 B；梯度洗
脱（0 ～ 5 min，45%B；5 ～ 20 min，45% ～ 70%B；
20 ～ 25 min，70% ～ 75%B；25 ～ 26 min，
75% ～ 45%B；26 ～ 35 min，45%B）；柱温 40℃；
流速 1.0 mL·min－ 1；检测波长 230 nm，同时开启
3D 数据采集（190 ～ 400 nm）；进样量 20 μL。
2.2　色谱 - 质谱条件 [11]

　　色谱柱：YMC Triart C18（2.1 mm×150 mm，
1.9 μm）； 以 10 mmol·L － 1 乙 酸 铵 水 溶 液 为
流动相 A，乙腈为流动相 B；梯度洗脱（0 ～ 2 
min，20%B；2 ～ 14.5 min，20% ～ 60%B；
14.5 ～ 14.6 min，60% ～ 20%B；14.6 ～ 20 min，
20%B）；柱温 40℃；流速 0.3 mL·min － 1；检
测波长 230 nm；进样量 10 μL。
　　电喷雾解吸电离源 DESI，正离子检测模式；
离子源雾化温度 300℃；毛细管电压 400 V；锥
孔电压 45 V；裂解电压 60 V（Fragmentor）；干
燥气流量 8 L·min－ 1；MS 扫描范围 50～ 1600 m/z。
2.3　溶液配制
2.3.1　供试品溶液（未破坏溶液）　取本品约 2 mg，
精密称定，置 10 mL 量瓶中，加乙腈 - 水（20∶80）
（以下简称溶剂）溶解，并稀释至刻度，摇匀，即
得供试品溶液（质量浓度为 0.2 mg·mL－ 1）。
2.3.2　强制降解试验　取本品约 2 mg，精密称定，
置 10 mL 量瓶中，高温破坏 24 h（105℃条件下固
体直接暴露）；取供试品溶液直接暴露于 4500 lx 强

度光照 10 d；氧化破坏（1 mL 溶剂溶解后，加 10%
双氧水 1 mL，80℃水浴）2 h；酸破坏（1 mL 溶剂
溶解后，加 2 mol·L－ 1 盐酸溶液 1 mL，80℃水浴）
2 h；碱破坏（1 mL 溶剂溶解后，加 1 mol·L－ 1 氢
氧化钠溶液 1 mL，80℃水浴）5 min。取上述各破
坏样品，加溶剂稀释至刻度（酸碱破坏需中和至中
性），摇匀，滤过，取续滤液，作为各条件下的强
制降解溶液。同时做各条件下的空白试验。
3　结果
3.1　强制降解结果
　　经过液质联用的分析，初步鉴定出 11 个降解
杂质，分别命名为杂质 A ～ K，各破坏条件下降
解杂质及磷酸芦可替尼含量见表 1 及图 2。

表 1　磷酸芦可替尼强制降解试验结果 (%) 
Tab 1　Ruxolitinib phosphate forced degradation test (%)

名称 未破坏
高温固

体破坏

液体光

照破坏

氧化

破坏
酸破坏 碱破坏

杂质 A － － － － 0.202 4.155
杂质 B － 0.027 － － 0.040 0.034
杂质 C － － － － － 0.135
杂质 D － － 0.145 － － －

杂质 E － － － 0.494 － －

杂质 F － － － 0.370 － －

杂质 G － － － 0.283 － －

杂质 H － － － 0.736 － －

杂质 I － － 0.314 1.349 － －

杂质 J － － － 0.328 － －

杂质 K － － － 0.475 － －

物料守恒 \ 98.47 98.70 95.45 103.2 104.7
芦可替尼 a 99.857 99.906 99.207 95.700 99.731 95.282

注（Note）：a. 以芦可替尼形式存在（calculated by ruxolitinib）；

“－”表示在该破坏条件下未生成杂质（“－” means no impurities are 
generated under the destructive conditions）。

3.2　磷酸芦可替尼及降解产物母离子与特征离子

　　通过 ESI ＋ -MS 对上述破坏溶液进行测定，
得到磷酸芦可替尼降解杂质一级质谱图的 [M ＋

H] ＋及主要特征离子，各降解杂质可能的降解途
径及结构推理简要如下。
3.2.1　杂质 A、杂质 B 和杂质 C
　　① 对于杂质 A、杂质 B：ESI ＋ -MS 测得的杂
质 A 的一级质谱图中 m/z 325 为 [M ＋ H] ＋峰，相
对分子质量为 324，比芦可替尼多一个水分子。最
有可能是 -CN 官能团被氧化，成为酰胺键。ESI＋ -
MS 测得的杂质 B 的一级质谱图中 m/z 326 为 [M ＋

H]＋峰，表明其相对分子质量为 325，比芦可替尼
多 19，即 -CN 被氧化成 -COOH。最有可能是在杂
质 A 的基础上，-NH2 被 -OH 取代（见图 3）。
　　② 对于杂质 C：ESI ＋ -MS 测得的杂质 A 的

图 1　磷酸芦可替尼化学结构图

Fig 1　Chemical structure of ruxolitinib phosphate
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一级质谱图中 m/z 186 为 [M ＋ H] ＋峰，相对分子
质量为 185，正好是杂质 C 的一个单元。从芦可
替尼中掉下的另一个五元环单位，紫外响应弱，
本法无法有效检出（见图 3）。

图 3　磷酸芦可替尼降解产生杂质 A、B 和 C 的可能途径

Fig 3　Possible degradation pathways for impurity A， B and C from  
ruxolitinib phosphate degradation 

3.2.2　杂质 D、杂质 E 和杂质 F
　　① 对于杂质 D：ESI ＋ -MS 测得的杂质 D 的一
级质谱图中 m/z 311 为 [M ＋ H]＋峰，相对分子质量
为 310，比芦可替尼多 4。最有可能是结构中含 1 个
氮的五元环发生光自由基反应，从而开环，分别生
成 -NH2 和 -CHO，推测出杂质 D 的结构（见图 4）。
　　② 对于杂质 E 和杂质 F：ESI＋ -MS 测得的杂
质 E 的一级质谱图中 m/z 323 为 [M ＋ H] ＋峰，相
对分子质量为 322，比芦可替尼多 16。可能是芦
可替尼 C14 位和 C15 位形成环氧环，推测出杂质 E。
ESI ＋ -MS 测得的杂质 F 的一级质谱图中 m/z 341

为 [M ＋ H]＋峰，相对分子质量为 340，比杂质 E
多 18。即比杂质 E 的环氧环发生了开环，生成 2
个 -OH，推测出杂质 F 的结构（见图 4）。

图 4　磷酸芦可替尼降解产生杂质 D、E 和 F 的可能途径

Fig 4　Possible degradation pathway for impurity D，E and F from 
ruxolitinib phosphate 

3.2.3　杂质 G、杂质 H 和杂质 I
　　① 对于杂质 G：ESI ＋ -MS 测得的杂质 G 的
一级质谱图中 m/z 305 为 [M ＋ H] ＋峰，表明其相
对分子质量为 304，比芦可替尼少 2。即最有可
能是手性碳原子上形成双键，即 6 号位和 3 号位
形成双键。推测出杂质 G 的结构（见图 5）。
　　② 对于杂质 H 和杂质 I：ESI＋ -MS 测得杂质
H 的一级质谱图中 m/z 373 为 [M ＋ H]＋峰，相对
分子质量为 372，比杂质 A 多 48，可能是 7、9、
17 号位等 3 个位置的氮形成了氮氧键，推测出杂
质 H 的结构。同理分析，ESI＋ -MS 测得杂质 I 的
一级质谱图中 m/z 357 为 [M ＋ H]＋峰，相对分子
质量为 356，比杂质 A 多 32。可能 9 号和 17 号位

图 2　强制降解性试验 HPLC 色谱图

Fig 2　HPLC chromatogram of the forced degradation
a. 供试品（sample untreated）；b. 碱破坏（destruction with base）；c. 酸破坏（destruction with acid）；d. 高温固体破坏（heat destruction）；e. 液
体光照破坏（light destruction）；f. 氧化破坏（oxidative destruction）
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置氮形成氮氧键，但具体位置，目前的研究无法
准确判定，需要进一步试验进行确认。
3.2.4　杂质 J 和杂质 K　ESI ＋ -MS 测得的一级质
谱图中 m/z 323 均为 [M ＋ H] ＋峰，相对分子质量
均为 322，比杂质 A 少 2，可能是手性碳原子位

置脱去 2 个氢形成双键，即 3 号和 6 号位置间，
6 号和 16 号位置间，具体两者如何区分，目前研
究无法确认，有待进一步试验确认，本文将 3 号
和 6 号位置间形成双键的化合物命名为杂质 K，
另一结构命名为杂质 J（见图 6）。

图 6　磷酸芦可替尼降解产生杂质 J 和 K 的可能途径

Fig 6　Possible degradation pathways for impurity J and K from 
ruxolitinib phosphate  

　　综上将磷酸芦可替尼可能的降解途径归纳见
图 7。

图 5　磷酸芦可替尼降解产生杂质 G、H 和 I 的可能途径

Fig 5　Possible degradation pathways for impurity G，H and I from 
ruxolitinib phosphate 

图 7　磷酸芦可替尼可能的降解途径

Fig 7　Possible degradation pathways of ruxolitinib phosphate 

4　结论
　　磷酸芦可替尼在高温和光照条件下，较为稳定，
但是在酸和碱条件下易降解，氧化条件下极易降解。
经过初步鉴定共得到 11 个降解杂质（见表 2 及图

8），其结构还存在不确定性，本文提到的结构仅供
参考 [12-13]。杂质 H 和杂质 I 均为氮氧化合物，由于
结构中存在较多氮原子，在无对照品的基础上，很
难确定其准确的氮氧键的位置，本文列出的结构为



897

中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期　Central South Pharmacy. April  2022, Vol. 20 No.4

理论上最大可能性的结构。同时杂质 J 和杂质 K 为
同分异构体结构，性质类似，目前的研究无法判定
其在本法中的出峰顺序，有待进一步试验证明。
　　综上所述，本文检测方法简便，能够有效分
离各降解杂质，为磷酸芦可替尼的质量控制提供
参考，同时对其降解杂质的研究，也可为其存储
及质量研究提供参考依据。
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表 2　磷酸芦可替尼及其主要降解产物的质谱特征 
Tab 2　Mass spectrometry characteristics of ruxolitinib phosphate and its major degradation compounds

编号 母离子 m/z tR/min 推测的离子式 实测精确质量 质量误差 不饱和度

杂质 A 325 12.107（0.94） C17H21N6O
＋ 325.1774 － 9.2257×10 － 7 11

杂质 B 326   8.733（0.68） C17H20N5O2
＋ 326.1614 － 9.1979×10 － 7 11

杂质 C 186   2.680（0.21） C9H8N5
＋ 186.0777 － 1.0748×10 － 6   9

杂质 D 311   8.651（0.72） C16H19N6O
＋ 311.1620 0 11

杂质 E 323   7.927（0.66） C17H19N6O
＋ 323.1618 － 6.1888×10 － 7 12

杂质 F 341   3.838（0.32） C17H21N6O2
＋ 341.1720 － 1.7586×10 － 6 11

杂质 G 305   8.650（0.72） C17H17N6
＋ 305.1511 － 1.3108×10 － 6 13

杂质 H 373   7.111（0.59） C17H21N6O4
＋ 373.1620 － 1.0719×10 － 6 11

杂质 I 357   4.314（0.36） C17H21N6O3
＋ 357.1676 2.7998×10 － 7 11

杂质 J 323   4.621（0.38） C17H19N6O
＋ 323.1623 9.2833×10 － 7 12

杂质 K 323   5.183（0.43） C17H19N6O
＋ 323.1616 － 1.2378×10 － 6 12

磷酸芦可替尼 307 12.011（1.00） C17H19N6
＋ 307.1667 － 1.3022×10 － 6 12
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图 8　磷酸芦可替尼及其主要降解产物的推测结构

Fig 8　Proposed chemical structures of ruxolitinib phosphate and its major degradation compounds
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基于指纹图谱和多指标成分含量测定的枳壳 
与枳实药材质量差异性研究

童培珍，李国卫*，何嘉莹，邱韵静，王利伟，徐敏，何广铭（广东一方制药有限公司 广东省中药配方颗

粒企业重点实验室，广东　佛山　528244）

摘要：目的　建立测定枳壳与枳实中多指标成分含量及超高效液相色谱（UPLC）指纹图谱的

方法，为枳壳与枳实的质量评价提供依据。方法　采用 Agilent SB C18（100 mm×2.1 mm，1.8 
μm）色谱柱，以乙腈 -0.05% 磷酸为流动相，梯度洗脱，流速 0.4 mL·min－ 1，柱温 30℃，检

测波长 320 nm，对 18 批枳壳、10 批枳实的特征图谱及多个指标成分的含量进行测定，并运用

相关软件进行分析。结果　枳壳及枳实 UPLC 特征图谱中确定 18 个共有峰，聚类分析和主成

分分析可将 28 个样品按枳壳与枳实聚为两类；同时对已归属的 8 个特征峰进行含量测定。结

论　本研究建立的方法简便、快捷、可靠，可为枳壳及枳实的质量评价提供参考。

关键词：枳壳；枳实；聚类分析；主成分分析；偏最小二乘回归分析；多指标含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0898-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.027

Quality difference in Aurantii Fructus and Aurantii Fructus Immatutus 
based on fingerprint analysis and multi-index content determination

TONG Pei-zhen, LI Guo-wei*, HE Jia-ying, QIU Yun-jing, WANG Li-wei, XU Min, HE Guang-ming 
(Guangdong Yifang Pharmaceutical Co., Ltd., Guangdong Key Laboratory of Traditional Chinese 
Medicine Formula Granule, Foshan  Guangdong  528244)

Abstract: Objective  To determine multi-index content and chromatogram for Aurantii Fructus and 
Aurantii Fructus Immatutus by UPLC and to provide reference for their quality control. Methods  Agilent 
SB C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) was used. The mobile phase consisted of acetonitrile-0.05% 
phosphoric acid as the mobile phase with gradient elution at the flow rate of 0.4 mL·min－ 1. The column 
temperature was 30℃ and the detection wavelength was 320 nm. Totally 18 batches of Aurantii Fructus 
and 10 batches of Aurantii Fructus Immatutus were determined and analyzed with related softwares. 
Results  Eighteen common peaks were identified in the UPLC spectra of Aurantii Fructus and Aurantii 
Fructus Immatutus. Cluster analysis and principal component analysis clustered 28 samples into 2 
groups according to Aurantii Fructus and Aurantii Fructus Immatutus. At the same time, the content of 
8 characteristic peaks was determined. Conclusion  The method is simple, rapid and reliable, providing 
reference for the quality evaluation of Aurantii Fructus and Aurantii Fructus Immatutus. 
Key words: Aurantii Fructus; Aurantii Fructus Immatutus; cluster analysis; principal component 
analysis; partial least square method-discriminant analysis; multi-index content determination

基金项目：佛山市核心技术攻关项目（No.1920001000387）；佛山科大专项（No.FSUST19-SRI10）。
作者简介：童培珍，女，主要从事中药配方颗粒质量控制及标准研究，email：229456594@qq.com　* 通信作者：李国卫，男，硕士，

主要从事中药质量评价研究，email：452048107@qq.com

　　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，7 月果皮尚绿时
采收，具有理气宽中，行滞消胀之功效，临床常

用于胸胁气滞、胀满疼痛、食积不化、痰饮内
停、脏器下垂 [1]；枳实为芸香科植物酸橙 Citrus 
aurantium L. 及其栽培变种或甜橙 Citrus sinensis 
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Osbeck 的干燥幼果，5 ～ 6 月收集自落的果实，
具有破气消积、化痰散痞的作用，临床常用于积
滞内停、痞满胀痛、泻痢后重、大便不通、痰滞
气阻、胸痹、结胸、脏器下垂 [1]。《本草纲目》曰：
“枳实、枳壳，气味功用俱同，上世亦无分别，
魏晋以来，始分实、壳之用。洁古张氏，东垣李
氏，又分治高治下之说。大抵其功皆能利气，气
下则痰喘止，气行则痞胀消，气通则痛刺止，气
利则后重除。故以枳壳利胸膈，枳实则利肠胃，
然张仲景治胸痹痞满，以枳实为要药，诸方治下
血诸痢，大肠秘塞，里急后重，又以枳壳为通
用，则枳实不独治下，而枳壳不独治高也 [2]。”
枳实苦重性寒，善于破气消积，枳壳味苦酸性微
寒，善于理气宽中，两者性能各有侧重，不可代
用。研究表明，枳壳与枳实中含量较高的为黄酮
类成分和香豆素类成分，具有调节胃肠道、抗癌
等多种生物活性 [3-7]。目前已有文献报道不同物
候期枳实、枳壳黄酮类和生物碱类成分变化，或
是对枳壳与枳实黄酮类成分进行单一定性定量研
究，无法系统地评价枳壳与枳实的差异 [8-14]。枳
壳和枳实来源几乎相同，化学成分也相似，通过
外观颜色和果实大小只能进行主观评价，可能会
对其鉴别造成误差，难以保证临床药效。现有文
献报道枳实及枳壳的含量或指纹图谱多采用高
效液相色谱法进行测定，耗时长。本研究采用
UPLC 法建立枳实与枳壳的指纹图谱，利用主成
分分析及偏最小二乘法 - 判别分析寻找枳实及枳
壳的主要差异成分；对上述差异性成分进行定量
分析，大大缩短了检测时间，为枳壳和枳实的整
体质量评价提供依据。
1　材料

1.1　仪器 
　　Waters Acquity UPLC H-Class 型超高效液相
色谱仪（四元泵，PDA 检测器）；Mettler-Toledo 
ME204E 型 万 分 之 一 电 子 分 析 天 平、Mettler-
Toledo XP26 型百万分之一电子分析天平（瑞士梅
特勒公司）；HWS28 型恒温水浴锅（上海一恒科
技有限公司）；Milli-Q Direct 超纯水系统（默克
股份有限公司）。
1.2　试药 
　　 柚 皮 苷（批 号：110722-201714， 含 量：
93.4%）、橙皮苷（批号：110721-201818，含量：
96.20%）、新橙皮苷（批号：111857-201804，含
量：99.4%）（对照品，中国食品药品检定研究
院）；芸香柚皮苷（批号：wkq19041908，含量：

98.0%）、水合橙皮内酯（批号：wkq20031904，含
量：98.0%）、川陈皮素（批号：wkq20031701，含
量：98.0%）、橘红素（批号：wkq16011401，含量：
98.6%）（对照品，四川维克奇生物科技有限公司）；
马尔敏（批号：CFS201901，含量：98.0%，Chem 
Face 生物有限公司）。乙腈（默克股份有限公司），
磷酸（天津市科密欧化学试剂有限公司），甲醇
（西陇科学股份有限公司），水为自制超纯水。
　　枳壳与枳实经广东一方制药有限公司质量中
心鉴定：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（编号：ZQ1-
ZQ18）；枳实为芸香科植物酸橙 Citrus aurantium 
L. 及其栽培变种的干燥幼果（编号：ZS1-ZS10），
样品详细信息见表 1。

表 1　样品信息表 
Tab 1　Information source of sample

编号 品种 产地 采集日期经度 / 度纬度 / 度 部位

ZQ1 枳壳 江西省吉安市 2017-07 115.47 27.71 干燥未成熟果实

ZQ2 枳壳 江西省吉安市 2017-07 115.39 27.74 干燥未成熟果实

ZQ3 枳壳 江西省吉安市 2017-07 115.42 27.91 干燥未成熟果实

ZQ4 枳壳 江西省吉安市 2017-07 115.43 27.88 干燥未成熟果实

ZQ5 枳壳 江西省吉安市 2017-07 115.41 27.85 干燥未成熟果实

ZQ6 枳壳 湖南省益阳市 2017-07 112.35 28.79 干燥未成熟果实

ZQ7 枳壳 湖南省益阳市 2017-07 112.59 29.06 干燥未成熟果实

ZQ8 枳壳 江西省九江市 2017-07 116.34 29.58 干燥未成熟果实

ZQ9 枳壳 江西省九江市 2017-07 116.33 29.62 干燥未成熟果实

ZQ10 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.42 28.00 干燥未成熟果实

ZQ11 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.31 27.92 干燥未成熟果实

ZQ12 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.32 28.11 干燥未成熟果实

ZQ13 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.44 28.10 干燥未成熟果实

ZQ14 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.42 28.00 干燥未成熟果实

ZQ15 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.44 28.10 干燥未成熟果实

ZQ16 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.42 28.00 干燥未成熟果实

ZQ17 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.44 28.10 干燥未成熟果实

ZQ18 枳壳 江西省宜春市 2017-07 115.42 28.00 干燥未成熟果实

ZS1 枳实 江西省吉安市 2018-05 115.43 27.93 干燥幼果

ZS2 枳实 江西省宜春市 2018-05 114.51 28.46 干燥幼果

ZS3 枳实 江西省吉安市 2018-05 115.43 27.91 干燥幼果

ZS4 枳实 江西省吉安市 2018-05 115.40 27.94 干燥幼果

ZS5 枳实 湖南省益阳市 2018-06 112.31 28.73 干燥幼果

ZS6 枳实 湖南省益阳市 2018-06 112.36 28.85 干燥幼果

ZS7 枳实 江西省九江市 2018-05 115.12 29.30 干燥幼果

ZS8 枳实 江西省九江市 2018-05 115.12 29.31 干燥幼果

ZS9 枳实 湖南省益阳市 2018-06 112.34 28.82 干燥幼果

ZS10 枳实 湖南省益阳市 2018-06 112.37 28.80 干燥幼果

2　方法与结果

2.1　色谱条件 
　　色谱柱为 Agilent SB C18（100 mm×2.1 mm，1.8 
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μm）；以乙腈为流动相 A，0.05% 磷酸水为流动
相 B，梯度洗脱（0 ～ 7 min，15% → 25%A；7 ～ 8 
min，25% → 40%A；8 ～ 10 min，40% → 45%A；
10 ～ 13 min，45% → 60%A；13 ～ 15 min，
60% → 15%A）；流速为 0.4 mL·min－ 1；柱温为
30℃；检测波长为 320 nm；进样量为 2 μL。
2.2　对照品溶液的制备 
　　精密称取芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新
橙皮苷、水合橙皮内酯、马尔敏、川陈皮素、
橘红素对照品适量，加甲醇制成含芸香柚皮苷
336.6 μg·mL－ 1、柚皮苷 257.4 μg·mL－ 1、橙皮
苷 221.6 μg·mL－ 1、新橙皮苷 105.7 μg·mL－ 1、
水 合 橙 皮 内 酯 69.1 μg·mL－ 1、 马 尔 敏 225.3 
μg·mL－ 1、川陈皮素 219.7 μg·mL－ 1、橘红素
256.4 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备 
　　取枳壳和枳实粉末（过三号筛）约 0.2 g，精
密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 50 mL，
称定重量，加热回流提取 1.5 h，放冷，称定重
量，用甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，精密
量取续滤液 10 mL，置 25 mL 量瓶中，加甲醇定
容，摇匀，即得。
2.4　指纹图谱研究

2.4.1　精密度试验　取枳壳样品（ZQ17）粉末约
0.2 g，精密称定，制备供试品溶液，连续进样 6
次，以新橙皮苷为参照峰，计算各共有峰的相对
保留时间及相对峰面积，结果显示 18 个共有峰
相对保留时间 RSD 在 0.010% ～ 0.040%，相对峰
面积 RSD 在 0.040% ～ 0.89%，均小于 2.0%，表
明仪器精密度良好。
2.4.2　稳定性试验　取枳壳样品（ZQ18）粉末约0.2 
g，精密称定，制备供试品溶液，分别在 0、2、4、
6、8、12 h 进样测定，以新橙皮苷为参照峰，计算
各共有峰的相对保留时间及相对峰面积，结果显示
18 个共有峰相对保留时间 RSD 在 0.040% ～ 0.15%，
相对峰面积 RSD 在 0.120% ～ 0.63%，均小于 2.0%，
表明供试品溶液在 12 h 内稳定。
2.4.3　重复性试验　取枳壳样品（ZQ17）粉末
约 0.2 g，平行 6 份，精密称定，制备供试品
溶液，进样测定，以新橙皮苷为参照峰，计算
各共有峰的相对保留时间及相对峰面积，结果
显示 18 个共有峰相对保留时间相对保留时间
RSD 在 0.020% ～ 0.040%，相对峰面积 RSD 在
0.34% ～ 2.2%，均小于 3.0%，表明该方法重复
性良好。

2.5　指纹图谱测定结果与分析

2.5.1　枳壳与枳实共有峰的确定　取 18 批枳壳样
品和 10 批枳实样品，按“2.3”项下方法制备供试
品溶液，进样测定，结果得到 18 个共有峰，通
过对照品指认了 8 个峰，分别为芸香柚皮苷（峰
1）、柚皮苷（峰 2）、橙皮苷（峰 4）、新橙皮苷（峰
5）、水合橙皮内酯（峰 7）、马尔敏（峰 13）、川
陈皮素（峰 15）、橘红素（峰 18）。其中新橙皮苷
分离度好，保留时间适中，峰形稳定，设为参照
峰（S）。见图 1 ～ 3。

图 1　18 批枳壳指纹图谱叠加图

Fig 1　Fingerprint and chromatogram of 18 batches of Aurantii Fructus 

图 2　10 批枳实指纹图谱叠加图

Fig 2　Fingerprint and chromatogram of 10 batches of Aurantii Fructus 
Immatutus

2.5.2　相似度评价　分别将 18 批枳壳和 10 批
枳实指纹图谱导入“中药指纹图谱相似度评价系
统（2012.0 版本）”，生成枳壳和枳实对照指纹图
谱。结果显示，18 批枳壳与枳壳对照指纹图谱
的相似度在 0.943 ～ 0.998；10 批枳实与枳实对
照指纹图谱相似度在 0.965 ～ 0.998。相似度均
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大于 0.940，说明不同批次同种药材质量大体一
致。18 批枳壳与枳实对照指纹图谱的相似度在
0.843 ～ 0.989；10 批枳实与枳壳对照指纹图谱相
似度在 0.845 ～ 0.996，相似度均大于 0.84，说明
同一基原不同采收期的两种药材相似度较高，仅
通过相似度评价难以区分（见表 2）。
2.5.3　聚类分析　将枳壳与枳实色谱峰峰面积导
入 SPSS 20.0 软件进行聚类分析，采用组间联接
法，选用欧氏距离进行聚类分析，结果见图 4。
由聚类分析结果可知，枳壳与枳实明显地分成两
大类，一类为枳壳样品（Ⅰ），另一类为枳实样品
（Ⅱ），说明枳壳和枳实样品间存在一定的差异。

图 4　枳壳与枳实样品聚类分析结果

Fig 4　Clusster analysis of Aurantii Fructus and Aurantii Fructus 
Immatutus

图 3　对照品、供试品 UPLC 色谱图

Fig 3　UPLC of reference substance and sample
A. 混合对照品（mixed reference）；B. 枳壳对照指纹图谱（contrast 
fingerprints of Aurantii Fructus）；C. 枳实对照指纹图谱（contrast fin-
gerprints of Aurantii Fructus Immatutus）；1. 芸香柚皮苷（narirutin）；

2. 柚皮苷（naringin）；4. 橙皮苷（hesperidin）；5. 新橙皮苷（neohes-
peridin）；7. 水合橙皮内酯（meranzin hydrate）；13. 马尔敏（marmin）；

15. 川陈皮素（nobiletun）；18. 橘红素（tangeretin）

表 2　相似度评价结果 
Tab 2　Similarity evaluation 

编号 与枳壳相似度 与枳实相似度 编号 与枳壳相似度 与枳实相似度 编号 与枳实相似度 与枳壳相似度

ZQ1 0.943 0.843 ZQ11 0.997 0.937 ZS1 0.998 0.965

ZQ2 0.974 0.884 ZQ12 0.992 0.967 ZS2 0.992 0.913

ZQ3 0.998 0.946 ZQ13 0.980 0.971 ZS3 0.978 0.921

ZQ4 0.978 0.885 ZQ14 0.989 0.948 ZS4 0.989 0.898

ZQ5 0.997 0.934 ZQ15 0.995 0.949 ZS5 0.996 0.935

ZQ6 0.954 0.933 ZQ16 0.991 0.941 ZS6 0.967 0.996

ZQ7 0.975 0.989 ZQ17 0.993 0.948 ZS7 0.996 0.934

ZQ8 0.990 0.972 ZQ18 0.994 0.947 ZS8 0.965 0.845

ZQ9 0.993 0.964 / / / ZS9 0.986 0.987

ZQ10 0.990 0.926 / / / ZS10 0.982 0.987

2.5.4　主成分分析　将枳壳与枳实的共有峰峰面
积导入 SIMCA 14.1 软件进行主成分分析。结果
前三个主成分的累积贡献率为 73.1%，说明前三
个主成分基本能反映枳壳与枳实样品的主要特征
（见图 5）。以前三个主成分建立坐标系，构建枳

壳与枳实的主成分分析得分图（见图 6）。由得分
图可知，枳壳与枳实聚为两类。结合聚类分析和
主成分分析结果，表明枳壳与枳实的化学成分含
量存在明显差异。
2.5.5　偏最小二乘法 - 判别分析（PLS-DA）　为
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了进一步比较枳壳与枳实化学成分的差异和寻找
两者之间的差异性化合物，笔者进行了 PLS-DA
建 模 分 析。PLS-DA 模 型 中，R2

Y 为 0.923，Q2
Y

为 0.871，均大于 0.5，说明建立的模型稳定可
靠。由 PLS-DA 得分图可知（见图 7），枳壳与枳
实明显分为两类，与聚类分析和主成分分析结果
一致。通过变量重要性投影值（VIP）筛选出两者
间化学成分差异的主要标志性成分（见图 8）。以
VIP 值大于 1 作为标准筛选，贡献由大到小的 7
个变量依次为：峰 5、峰 6、峰 2、峰 9、峰 10、
峰 4、峰 12。通过对照品指认出 3 个成分，分别
为峰 5 新橙皮苷、峰 2 柚皮苷，峰 4 橙皮苷，其
中峰 5 新橙皮苷的 VIP 值最大，是枳壳与枳实差
异最大的峰。
2.6　含量测定

　　由指纹图谱测定结果可知，枳壳与枳实化学
成分类似，但存在含量间的差异。故采用 UPLC
法对枳壳和枳实的 4 个黄酮类成分（芸香柚皮苷、
柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷）和 4 个香豆素类成
分（水合橙皮内酯、马尔敏、川陈皮素、橘红素）

进行含量测定。
2.6.1　精密度考察　取“2.2”项下混合对照品，
按“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，结果芸香
柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、水合橙皮
内酯、马尔敏、川陈皮素、橘红素 8 个成分峰面
积 RSD 分别为 0.52%、0.83%、1.0%、1.3%、1.1%、
1.2%、1.6%、1.0%，表明仪器精密度良好。
2.6.2　稳定性考察　取枳壳样品（ZQ17）粉末
约 0.2 g，按“2.3”项下方法制备供试品溶液，按
“2.1”项下色谱条件分别于 0、2、4、6、8、12 h
进样测定，计算芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、
新橙皮苷、水合橙皮内酯、马尔敏、川陈皮素、
橘红素 8 个成分峰面积 RSD 分别为 1.6%、1.6%、
1.4%、1.3%、1.6%、1.6%、1.1%、1.7%， 表 明
供试品溶液在 12 h 内稳定性良好。
2.6.3　线性关系考察　精密移取“2.2”项下对照
品溶液，加甲醇稀释成 6 个不同质量浓度的对照
品溶液，以峰面积为纵坐标，质量浓度为横坐
标，绘制标准曲线，结果见表 3。

图 5　主成分方差贡献率

Fig 5　Variance contribution rate of principal components 

图 6　主成分分析得分图

Fig 6　Principal components scores

图 7　PLS-DA 得分图

Fig 7　PLS-DA scores

图 8　枳壳与枳实差异标志物的 VIP 图

Fig 8　VIP value of Aurantii Fructus and Aurantii Fructus Immatutus
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表 3　回归方程及线性范围 
Tab 3　Regression equation and linearity

成分 回归方程 r 线性范围 /μg
芸香柚皮苷 y ＝ 1.390×103x － 1.803×103 1.000 0.671 ～ 335.633
柚皮苷 y ＝ 1.538×103x － 1.184×103 1.000 0.515 ～ 257.410
橙皮苷 y ＝ 1.707×103x － 1.622×103 1.000 0.443 ～ 221.607
新橙皮苷 y ＝ 1.714×103x ＋ 363.6 1.000 0.212 ～ 105.762
水合橙皮内酯 y ＝ 1.467×104x － 4.624×103 1.000 0.138 ～ 69.188
马尔敏 y ＝ 5.349×103x ＋ 141.5 1.000 0.045 ～ 225.302
川陈皮素 y ＝ 1.555×104x － 1.597×104 1.000 0.439 ～ 219.716
橘红素 y ＝ 2.121×104x － 2.460×104 1.000 0.513 ～ 256.438

2.6.4　重复性试验　取枳壳样品（ZQ17）粉末
约 0.2 g，平行 6 份，按“2.3”项下方法制备供试
品溶液，按“2.1”项下色谱条件测定，计算芸香
柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、水合橙皮
内酯、马尔敏、川陈皮素、橘红素 8 个成分含量
RSD 分别为 1.6%、0.82%、0.66%、1.1%、1.3%、
1.6%、1.1%、1.7%，表明该方法重复性良好。
2.6.5　加样回收试验　取已知含量的枳壳样品
（ZQ17）粉末约0.1 g，精密称定，平行6份，1∶1
加入对照品，按“2.3”项下方法制备供试品溶液，

进样测定，计算各成分的加样回收率。结果 8 种
成分的平均回收率在 96.14% ～ 104.88%，RSD
在 0.91% ～ 4.2%。
2.6.6　样品测定结果　精密吸取 18 批枳壳和 10
批枳实供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样
测定，结果见表 4。除川陈皮素外，枳实整体含
量高于枳壳，尤其是柚皮苷和新橙皮苷含量远高
于枳壳含量，说明柚皮苷和新橙皮苷为枳壳与枳
实的差异性化合物，与 PLS-DA 分析结果一致。

表 4　含量测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 4　Content determination (mg·g － 1)

批号 芸香柚皮苷 柚皮苷 橙皮苷 新橙皮苷 水合橙皮内酯 马尔敏 川陈皮素 橘红素

ZQ1 5.611 67.128 4.066 54.345 3.053 0.842 1.736 1.545
ZQ2 5.086 55.007 2.863 35.323 2.798 0.293 1.733 1.560
ZQ3 3.921 40.656 2.690 25.308 1.630 0.247 1.304 1.327
ZQ4 4.062 49.874 2.972 40.833 2.301 0.690 1.421 1.325
ZQ5 4.715 53.469 3.054 39.677 2.113 0.247 1.771 1.515
ZQ6 6.936 44.139 2.468 23.697 2.884 0.436 2.368 1.934
ZQ7 7.515 50.217 2.464 26.076 1.983 0.338 2.124 1.920
ZQ8 4.677 62.903 2.817 39.457 2.070 0.461 1.299 1.158
ZQ9 5.322 67.112 2.758 38.886 2.276 0.372 1.536 1.330
ZQ10 16.109 32.214 7.840 27.795 1.721 0.112 1.403 1.361
ZQ11 3.405 45.650 3.717 47.418 1.873 0.364 1.311 1.269
ZQ12 3.973 60.650 3.281 52.510 2.528 0.211 1.811 1.597
ZQ13 4.846 53.511 3.649 42.136 0.749 0.349 1.170 1.097
ZQ14 4.707 54.550 3.270 35.558 0.982 0.489 1.495 1.157
ZQ15 4.793 52.397 3.279 33.146 1.241 0.548 1.211 1.160
ZQ16 5.110 70.349 3.085 41.396 1.427 0.481 1.155 1.075
ZQ17 4.776 68.358 2.897 42.213 1.440 0.456 1.204 1.094
ZQ18 5.550 69.675 4.190 42.543 1.499 0.621 1.305 1.155
ZS1 10.373 86.001 13.435 93.129 2.269 0.457 1.068 1.338
ZS2 3.214 85.781 6.829 129.622 2.119 0.244 1.016 1.309
ZS3 30.341 79.275 31.168 99.170 2.030 0.543 1.051 1.378
ZS4 11.555 77.499 17.411 125.514 1.871 0.381 0.980 1.211
ZS5 12.467 108.355 26.994 143.349 2.728 1.008 1.364 1.890
ZS6 10.457 131.574 5.599 94.138 3.131 0.953 1.318 1.854
ZS7 6.708 116.664 6.564 149.538 2.310 0.719 1.109 1.325
ZS8 5.425 87.739 8.720 188.421 1.848 1.049 1.166 1.404
ZS9 12.363 165.131 7.861 143.476 3.902 1.316 1.471 2.127
ZS10 9.619 132.602 14.794 106.299 2.765 0.929 1.200 1.631
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2.6.7　结果分析　以上述 8 个含量测定指标为检
验变量，枳壳与枳实作为分组变量，采用 SPSS 
20.0 软件进行独立样本检验分析，由表 5 可知，
芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、水合
橙皮内酯、马尔敏、川陈皮素含量在枳壳与枳实
中差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）；橘红素含量
无显著性差异（P ＜ 0.05）。综上，说明除橘红素
外，枳壳与枳实其余 7 个指标成分含量变化明显。

表 5　独立样本检验分析表 
Tab 5　Independent sample analysis

成分 检验方式 P 值

芸香柚皮苷 Mann-Whitney U 检验      0.005

柚皮苷 Mann-Whitney U 检验 ＜ 0.001 

橙皮苷 Mann-Whitney U 检验 ＜ 0.001 

新橙皮苷 Mann-Whitney U 检验 ＜ 0.001 

水合橙皮内酯 方差方程的 Levene 检验      0.033 

马尔敏 Mann-Whitney U 检验      0.001

川陈皮素 Mann-Whitney U 检验      0.003 

橘红素 Mann-Whitney U 检验      0.098

3　讨论

　　本试验在流动相、检测波长、柱温、流速等
色谱条件优化基础上，采用 UPLC 法对 18 批枳
壳药材和 10 批枳实药材进行研究，建立了指纹
图谱，标定了 18 个共有峰，通过对照品指认出 8
个色谱峰。相似度分析结果表明，枳壳药材与枳
实药材样品相似度均大于 0.90，枳壳药材与枳实
药材指纹图谱共有峰一致，表明两者所含化学成
分基本一致，但两者共有峰峰面积相差较大，表
明枳壳药材与枳实药材某些化学成分含量差异较
大。为寻找枳壳药材与枳实药材差异性化合物，
采用了聚类分析、主成分分析及 PLS-DA 分析等
方法进行分析，均能对枳壳与枳实进行识别与聚
类，并确认了新橙皮苷、柚皮苷和橙皮苷等 7 个
成分是枳壳与枳实质量差异的主要物质。
　　本研究在指纹图谱基础上，对枳壳药材和枳
实药材中 8 个指标性成分进行含量测定，除川陈
皮素外，枳实整体含量高于枳壳，尤其是柚皮苷
和新橙皮苷含量远高于枳壳药材，与文献 [8，14-15]

报道一致。黄酮类成分随着果实成熟而呈下降趋
势，这与其在植物体内的代谢转化过程相关，多
种因素对不同生长发育阶段物质成分的积累具有
一定影响。现代药理研究表明，黄酮类化合物如
橙皮苷、新橙皮苷、柚皮苷可促进胃肠动力，有
明显的促进胃排空、胃肠蠕动作用，这与枳实行

气力量较大，多用于破积导滞，通利大便，而枳
壳作用较缓，长于理气宽胸，消胀除痞的作用
相一致，两者功效性能不一，临床应用也有所侧
重。本试验通过建立指纹图谱和多指标成分含量
测定的方法，可较好地反映枳壳与枳实指纹图谱
的差异，也可为枳壳与枳实药材的鉴别和质量评
价提供依据。
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醋酸钠林格注射液与包材中抗氧剂的相容性研究

邹宇，刘杨，刘亚威，张迪，孙苓苓*（辽宁省检验检测认证中心，辽宁省药品检验检测院，沈阳　110036）

摘要：目的　建立醋酸钠林格注射液与包材中抗氧剂的高效液相色谱测定方法。方法　采用

TechMate C18-STII（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以水 - 四氢呋喃 - 乙腈（1∶3∶6）为流

动相，流速为 1.5 mL·min－ 1，波长为 280 nm，进样量为 20 μL，对包材和注射液进行提取、

迁移试验。结果　抗氧剂 1010、抗氧剂 330、抗氧剂 1076、抗氧剂 168 分别在 0.4596 ～ 459.6 
μg·mL－ 1、0.4594 ～ 459.4 μg·mL－ 1、1.173 ～ 469.2 μg·mL－ 1、1.152 ～ 461.0 μg·mL－ 1

内与峰面积呈良好的线性关系（r ≥ 0.9999）；4 种抗氧剂的平均回收率在 86.4% ～ 107.5%；

检测限分别为 0.011、0.011、0.023、0.046 μg·mL－ 1，均低于对应的分析评价阈值；提取、迁

移试验结果均符合要求。结论　本方法简便快速、准确灵敏，适用于醋酸钠林格注射液包材相

容性抗氧剂研究，同时为其安全性提供数据参考。

关键词：醋酸钠林格注射液；相容性；抗氧剂；提取试验；迁移试验

中图分类号：R917，R927　　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0905-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.028

Compatibility of sodium acetate ringer injection with antioxidants  
in the packing materials

ZOU Yu, LIU Yang, LIU Ya-wei, ZHANG Di, SUN Ling-ling* (Liaoning Inspection, Examination 
and Certification Center, Liaoning Institute for Drug Control, Shengyang  110036)

Abstract: Objective  To develop an HPLC method to determine the content of antioxidant in 
sodium acetate ringer injection and packing materials. Methods  TechMate C18-STII (250 mm×4.6 
mm, 5 μm) chromatographic column was used with water-tetrahydrofuran-acetonitrile (1∶3∶6) 
as the mobile phase at 1.5 mL·min－ 1. The wavelength was 280 nm and the injection volume was 
20 μL. The extraction and migration tests of packaging materials and injection were carried out. 
Results  Antioxidant 1010, 330, 1076 and 168 showed good linearity at 0.4596 － 459.6 μg·mL－ 1, 
0.4594 － 459.4 μg·mL－ 1, 1.173 － 469.2 μg·mL－ 1, and 1.152 － 461.0 μg·mL－ 1 respectively 
(r ≥ 0.9999). The average recovery of the 4 antioxidants was at 86.4% － 107.5%. The limit of 
detection was 0.011, 0.011, 0.023, and 0.046 μg·mL－ 1, respectively, all of which was lower than 
the corresponding analytical evaluation threshold. The test results of extraction and migration all met 
the requirements. Conclusion  The method is simple, rapid, accurate and sensitive, which is suitable 
for the determination of antioxidants in sodium acetate ringer injection with packing materials and 
provides data reference for its safety. 
Key words: sodium acetate ringer injection; compatibility; antioxidant; extraction test; migration test
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师，主要从事药物分析及药品标准研究，email：sunll@vip.163.com

　　醋酸钠林格注射液是一种新型的电解质平衡
液，组成接近细胞外液生理比例，其含有的醋酸
钠盐代谢速率快，可迅速改善微循环，纠正酸中
毒 [1-2]。临床上广泛用于围术期液体治疗，在安全

性、有效性方面优势明显 [3-5]。醋酸钠林格注射液
为五层共挤输液用袋包装，直接接触药品的包材有
五层共挤输液用袋、聚丙烯接口、聚丙烯组合盖，
均为塑料制品。塑料药包材在生产过程中会加入抗
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氧剂来抑制或延缓老化降解，注射液在生产、流通、
储存及使用过程中长时间与药包材接触，抗氧剂可
能溶出、迁移至药液中，影响药物的理化性质和药
理作用，甚至对人体具有一定的毒性 [6-8]。2012 年
9 月，我国药审中心发布了《化学药品注射剂与塑
料包装材料相容性研究技术指导原则（试行）》[9]，
指出包装系统应与药品具有良好的相容性，即不能
引入可引发安全性风险的浸出物，或引入浸出物的
水平应符合安全性要求。欧洲药典中对各种塑料材
料中添加剂的添加量进行了限定，并给出了检验方
法 [10]。有文献对不同塑料材料中的抗氧剂含量、不
同注射液包材相容性进行了研究 [11-20]，但未见醋酸
钠林格注射液包材相容性的相关报道。
　　醋酸钠林格注射液的药包材中使用了抗氧剂
1010、抗氧剂 330、抗氧剂 1076、抗氧剂 168，
本研究参考欧洲药典方法 [10] 和相关文献 [11-20]，
建立了 4 种抗氧剂的测定方法，并对包材和注射
液进行提取、迁移试验，现报道如下。
1　材料

1.1　仪器

　　Waters 2695 高效液相色谱仪（美国 Waters 公
司），Tomy SX-700 型高压灭菌锅（日本 Tomy 公
司），BUCHI 旋转蒸发仪（瑞士 BUCHI 公司），
TechMate C18-STII 色 谱 柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm，北京泰克美公司），Cleanert S C18-SPE 固相
萃取柱（600 mg/6 mL，天津 Agela 公司）。
1.2　试药

　　抗氧剂 1010[ 四（3，5- 二叔丁基 -4- 羟基）
苯丙酸季戊四醇酯，批号：195014-201601，纯
度：98.2%]、 抗 氧 剂 330 [2，2'，2''，6，6'，6''-
己 烷 - 叔 丁 基 -4，4'，4''-（2，4，6- 三 甲 基 -1，
3，5- 苯基）三亚甲基 ] 三苯酚，批号：195007-
201601，纯度：99.6%]、抗氧剂 1076[β-（3，5- 二
叔丁基 -4- 羟基苯基）丙酸十八碳醇酯，批号：
195009-201601，纯度：99.5%]（中国食品药品检
定研究院）；抗氧剂 168[ 三（2，4- 二叔丁基）亚
磷酸苯酯，批号：172881，纯度：98.5%，LGC]；
四氢呋喃、甲醇（色谱纯，Fisher）；乙腈（色谱纯，
Tedia）；二氯甲烷和甲苯（分析纯，国药集团）。
　　 醋 酸 钠 林 格 注 射 液（规 格：500 mL， 批
号：B19041901，B19041902，B19041903，A 公
司），五层共挤输液用袋（批号：2001680853，
2001680898，2001680930，B 公 司）， 聚 丙 烯
接口（批号：1809151）、聚丙烯组合盖（批号：
1811012）（C 公司）。

2　方法与结果

2.1　色谱条件 
　　 采 用 TechMate C18-STII（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱，流动相为水 - 四氢呋喃 - 乙腈
（1∶3∶6），流速为 1.5 mL·min－ 1，检测波长为
280 nm，柱温为 40℃，进样量为 20 μL。
2.2　对照品溶液的制备 
　　称取抗氧剂 1010、抗氧剂 330、抗氧剂 168、
抗氧剂 1076 对照品适量，加入少量二氯甲烷溶
解，以二氯甲烷 - 甲醇（3∶7）稀释至含抗氧剂
1010、抗氧剂 330、抗氧剂 168、抗氧剂 1076 各
约 0.24 mg· mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备

2.3.1　包材提取试验供试品溶液的制备　取包材
样品约 2.0 g，精密称量，置于烧瓶中，加入甲
苯 80 mL，持续搅拌，加热回流 1.5 h，冷却至
60℃，在搅拌下加入甲醇 120 mL，烧结玻璃过
滤器滤过。用甲苯 - 甲醇（4∶6）混合液 25 mL 清
洗烧瓶和滤渣，将清洗液与滤液合并，并用相同
的混合溶剂稀释至 250 mL。取 50 mL 在 45℃真
空蒸干，残渣用二氯甲烷 - 甲醇（3∶7）溶解残留
物并定容至 5 mL，0.45 μm 有机膜过滤，即为包
材提取试验供试品溶液。同法制备空白溶液。
2.3.2　相容性提取试验供试品溶液的制备　模拟
并适当加强灭菌工艺条件，考察目标物的浸出情
况。取五层共挤输液用袋，剪切成 0.5 cm×2 cm
条状，按表面积 6 cm2· mL－ 1 比例加入醋酸钠林
格注射液 100 mL；分别取聚丙烯接口、组合盖，
剪成小块，按 0.2 g·mL－ 1 比例加入醋酸钠林格
注射液 100 mL，置高压蒸汽灭菌器中，121℃浸
提 1 h，取出放冷至室温，作为提取试验供试品
溶液。固相萃取柱使用前分别用 3 mL 甲醇和 3 
mL 水依次活化。量取提取试验供试品溶液 100 
mL，以约 1.5 mL·min－ 1 的流速通过固相萃取柱，
用 6 mL 水淋洗，再分别用 5 mL 甲醇、3 mL 二
氯甲烷依次洗脱，收集洗脱液，用甲醇稀释至 10 
mL，0.45 μm 有机膜过滤后进样测定。同法配制
空白溶液。
2.3.3　相容性迁移试验供试品溶液的制备　固相
萃取柱使用前分别用 3 mL 甲醇和 3 mL 水依次
活化。量取醋酸钠林格注射液 100 mL，以约 1.5 
mL·min－ 1 的流速通过固相萃取柱，用 6 mL 水
淋洗，再分别用 5 mL 甲醇、3 mL 二氯甲烷依次
洗脱，收集洗脱液，用甲醇稀释至 10 mL，0.45 
μm 有机膜过滤后进样测定。同法配制空白溶液。
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2.4　测定方法

　　将对照品溶液、供试品溶液与空白溶液分别
注入高效液相色谱仪，采用外标法定量。要求抗
氧剂对应峰之间的分离度均不小于 2.0，空白溶
液在抗氧剂的出峰位置不得有干扰。
2.5　方法学考察

2.5.1　专属性试验　取制备好的抗氧剂对照品溶
液、空白溶液、供试品溶液，在“2.1”项色谱条
件下进行测定，抗氧剂 1010 的保留时间为 5.3 
min；抗氧剂 330 的保留时间为 6.5 min；抗氧剂
1076 的保留时间为 11.2 min；抗氧剂 168 的保留
时间为 12.8 min，各峰分离良好，醋酸钠林格注
射液及空白溶液无干扰，典型色谱图见图 1。

图 1　典型 HPLC 色谱图

Fig 1　Typical HPLC chromatogram 
A. 对照品溶液（reference substance solution）；B. 空白溶液（blank 
solution）；C. 包材提取试验供品试溶液（test solution of packing 
materials extraction test）；D. 相 容 性 提 取 试 验 供 试 品 溶 液（test 
solution of extraction test）；E. 相容性迁移试验供试品溶液（test 
solution of migration test）
1. 抗氧剂 1010（antioxidant 1010）；2. 抗氧剂 330（antioxidant 330）；

3. 抗氧剂 1076（antioxidant 1076）；4. 抗氧剂 168（antioxidant 168）

2.5.2　线性关系考察　以二氯甲烷 - 甲醇（3∶7）
溶液稀释抗氧剂对照品，制得含抗氧剂 1010 质

量 浓 度 为 0.4596、1.149、2.298、4.596、22.98、
45.96、229.8、459.6 μg· mL－ 1，含抗氧剂 330 质
量 浓 度 为 0.4594、1.148、2.297、4.594、22.97、
45.94、229.7、459.4 μg· mL－ 1，含抗氧剂 1076
质量浓度为 1.173、2.346、4.692、23.46、46.92、
234.6、469.2 μg· mL－ 1，含抗氧剂 168 质量浓度
为 1.152、2.305、4.610、23.05、46.10、230.5、
461.0 μg· mL－ 1 的系列混合对照品溶液，依法测
定，以质量浓度为横坐标，响应值为纵坐标，进
行线性回归，结果见表 1，表明 4 种抗氧剂在各
自质量浓度范围内与峰面积线性关系良好。

表 1　线性关系结果 
Tab 1　Linearity

化合物 回归方程
线性范围 /

（μg·mL － 1）
r

抗氧剂 1010 Y ＝ 4349.7X ＋ 1415.3 0.4596 ～ 459.6 1.000

抗氧剂 330 Y ＝ 6191X ＋ 1860.4 0.4594 ～ 459.4 1.000

抗氧剂 1076 Y ＝ 2527.9X － 2613.5   1.173 ～ 469.2 1.000

抗氧剂 168 Y ＝ 2462.6X － 6222.2   1.152 ～ 461.0   0.9999

2.5.3　精密度试验　取质量浓度均为 0.24 μg·mL－ 1

的 4 种抗氧剂混合对照品溶液，连续进样 6 次，以
峰面积计算 RSD 值，结果抗氧剂 1100、抗氧剂
330、抗氧剂 1076、抗氧剂 168 的峰面积 RSD 分别
为 0.32%、0.16%、0.21%、0.25%，表明仪器精密度
良好。
2.5.4　包材提取试验回收率　取五层共挤输液用袋，
聚丙烯接口、组合盖，剪成小块混合，精密称定（约
2.0 g），按“2.3.1”项下方法制备回收率本底供试品
溶液；同法加入低、中、高浓度的抗氧剂对照溶液，
制备回收率加标供试品溶液，进样测定，计算回收
率，结果见表 2，表明包材提取试验准确度良好。
2.5.5　相容性提取试验和迁移试验回收率　固
相萃取柱使用前分别用 3 mL 甲醇和 3 mL 水依
次 活 化。 分 别 取 24 μg·mL－ 1、46 μg·mL－ 1、
240 μg·mL－ 1 的低、中、高质量浓度对照溶液
1 mL，加入醋酸钠林格注射液至 100 mL，混匀。
溶液以约 1.5 mL·min－ 1 的流速通过固相萃取柱，
用 6 mL 水淋洗，分别用 5 mL 甲醇、3 mL 二氯
甲烷依次洗脱，收集洗脱液，用甲醇稀释至 10 
mL，0.45 μm 有机膜过滤后进样测定，结果见表
2，表明提取迁移试验准确度良好。
2.5.6　检测限和定量限　取抗氧剂对照品溶液用
二氯甲烷 - 甲醇（3∶7）逐步稀释测定，以各抗氧
剂峰信噪比 S/N 为 3 的质量浓度作为检测限，以
S/N 为 10 的质量浓度作为定量限，结果见表 3。
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2.5.7　稳定性试验　将混合对照品溶液分别于 0、
16、24、48、96 h 进样测定，结果抗氧剂 1100、
抗氧剂 330、抗氧剂 1076、抗氧剂 168 的峰面积

RSD 值分别为 1.4%、1.4%、1.1%、0.90%，表明
抗氧剂对照品在二氯甲烷 - 甲醇（3∶7）溶剂中稳
定性良好。
2.6　样品测定

2.6.1　包材提取试验测定结果　取包材样品，照
“2.3.1”项下方法进行制备，按外标法计算五层
共挤输液用袋、聚丙烯接口、聚丙烯组合盖中各
抗氧剂的含量，结果见表 4。

表 4　包材中抗氧剂含量 (%) 
Tab 4　Content of antioxidants in packaging materials (%)

包材 样品批号 抗氧剂 1010 含量 抗氧剂 330 含量 抗氧剂 1076 含量 抗氧剂 168 含量 抗氧剂总量

五层共挤输液袋 2001680898 0.0091 0.0024 0.0026 0.000 89 0.015

2001680930 0.012 0.0027 0.0022 0.000 89 0.018

2001680853 0.0090 0.0024 0.0033 0.0012 0.016

聚丙烯接口 1809151 0.027 0.0022 0.013 0.012 0.054

聚丙烯组合盖 1811012 0.023 0.0019 0.028 0.0046 0.058

2.6.2　相容性提取试验测定结果　取醋酸钠林格
注射液及包材样品，按“2.3.2”项下方法进行制
备，按外标法计算抗氧剂在提取液中的浸出量，
提取液中的抗氧剂含量均低于检测限。
2.6.3　相容性迁移试验测定结果　取醋酸钠林格
注射液 3 批样品，照“2.3.3”项下方法进行制备，
按外标法计算抗氧剂在注射液中的迁移量，注射
液中的抗氧剂含量均低于检测限。
3　讨论

3.1　溶剂的选择

　　欧洲药典方法中使用四氢呋喃 - 乙腈（1∶1）
作为溶剂 [10]。笔者在试验中发现，抗氧剂 168 在
使用该溶剂配制对照品溶液时不稳定，连续进样
6 次，峰面积呈连续下降趋势，1.5 h 峰面积下降
了 22%。经过条件优化，最终选择二氯甲烷 - 甲
醇（3∶7）溶液作为溶剂，4 种抗氧剂峰形良好，
溶液稳定性良好，96 h 内峰面积没有明显变化。
3.2　固相萃取小柱的选择

　　抗氧剂在注射液中的迁移量很小，且不溶于
水，本试验采用 Cleanert S C18 固相萃取柱进行

富集。该固相萃取柱为高纯球型硅胶基质的反相
C18 萃取柱，既通过强疏水作用保留非极性化合
物，又避免了普通 C18 对碱性与极性物质的过度
吸附，更适合用于萃取低浓度分析物。
3.3　分析评价阈值（AET）与方法检测限比较

　　根据《化学药品注射剂与塑料包装材料相容
性研究技术指导原则（试行）》[9] 要求，分析测试
方法应满足待测物 AET 的测定要求，选择可达
到其能灵敏检出的分析方法。AET 计算方法为各
抗氧剂最大日暴露量（PDE）与最大剂量的比值，
醋酸钠林格注射液的最大日剂量为 1000 mL，即
AET ＝ PDE/1000。由文献 [21] 可知，PDE 值有两
种计算方法，可采用口服途径 PDE 数据的 10% 计
算注射途径的 PDE 值，则抗氧剂 1010、抗氧剂
330、抗氧剂 1076、抗氧剂 168 的 PDE 值分别为
15、5、0.5、5 mg·d－ 1，其对应的 AET 值分别
为 15、5、0.5、5 μg·mL－ 1；也可按动物 NOEL
数据计算注射途径的 PDE 值，抗氧剂 1010、抗氧
剂 330、抗氧剂 1076、抗氧剂 168 的 PDE 值分别
为 10、200、0.3、2.5 mg·d－ 1，则其对应的 AET

表 2　回收试验考察结果 
Tab 2　Recovery

化合物
包材提取试验 相容性提取迁移试验

平均回收率 /% RSD/% 平均回收率 /% RSD/%

抗氧剂 1010 低   91.9 1.5   95.7 0.50

中 104.5 1.4   96.2 1.1

高 103.9 1.7   99.6 0.20

抗氧剂 330 低 105.8 2.4   94.2 0.40

中 107.5 0.10   96.7 1.3

高 104.8 0.30   96.8 0.10

抗氧剂 1076 低   98.5 1.7 100.6 3.2

中 104.4 0.70   96.1 1.4

高 104.4 0.90   96.1 2.3

抗氧剂 168 低   98.2 1.2   94.0 6.1

中   86.4 2.0   90.2  1.3

高   97.2 0.90   88.1 2.8

表 3　抗氧剂的检测限与定量限 
Tab 3　LOD and LOQ of different antioxidants

化合物

检测限 定量限

包材提

取试验 /
（μg·g － 1）

提取迁

移试验 /
（μg·mL － 1）

包材提

取试验 /
（μg·g － 1）

提取迁

移试验 /
（μg·mL － 1）

抗氧剂 1010 1.44 0.011   2.87 0.023

抗氧剂 330 1.44 0.011   2.87 0.023

抗氧剂 1076 2.93 0.023   5.86 0.047

抗氧剂 168 5.76 0.046 14.4 0.115
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值分别为 10、200、0.3、2.5 μg·mL－ 1。本方法
抗氧剂 1010、抗氧剂 330、抗氧剂 1076、抗氧剂
168 的提取迁移试验检测限分别为 0.011、0.011、
0.023、0.046 μg·mL－ 1，远低于两种方法对应的
AET 值，灵敏度高，方法可行。
3.4　安全性评估

　　五层共挤输液袋、聚丙烯接口及聚丙烯组
合盖中的抗氧剂单个含量和总含量均小于 0.3%，
符合欧洲药典 [10] 和《化学药品注射剂与塑料包装
材料相容性研究技术指导原则（试行）》[9] 规定的
单个抗氧剂含量不得过 0.3%，总量不得过 0.3%
的限度要求。五层共挤输液袋、聚丙烯接口及聚
丙烯组合盖在醋酸钠林格注射液高压 121℃浸提
1 h 的提取试验及迁移试验中检出量均低于检测
限，试验结果可为其安全性提供数据参考。
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山豆根药材 UPLC-UV指纹图谱及 3 种成分含量测定研究
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滨　150040；2. 广西壮族自治区药用植物园，西南濒危药材资源开发国家工程实验室，南宁　530023）

摘要：目的　建立山豆根药材 UPLC-UV 指纹图谱和同时测定其中三叶豆紫檀苷、高丽槐

素、山豆根素含量的方法。方法　采用 Waters Acquity UPLC HSS T3 色谱柱（2.1 mm×100 
mm，1.8 μm），以乙腈 -0.1% 磷酸水溶液为流动相，梯度洗脱，检测波长为 203 nm，流速

为 0.3 mL·min－ 1，柱温为 25℃，进样量为 1 μL，建立山豆根药材 UPLC-UV 指纹图谱分

析方法及同时测定三叶豆紫檀苷、高丽槐素、山豆根素含量的方法，测定 16 批山豆根药材

的指纹图谱及 3 种成分的含量。结果　指纹图谱及含量测定方法学验证均良好，16 批山豆

根药材 UPLC 指纹图谱的相似度在 0.926 ～ 0.989，确定 10 个共有峰，三叶豆紫檀苷含量为

0.056% ～ 0.226%，高丽槐素含量为 0.04% ～ 0.151%，山豆根素含量为 0.163% ～ 0.585%。结

论　本研究为山豆根整体质量评价提供了新的方法，可用于山豆根药材质量控制。

关键词：山豆根；指纹图谱；含量测定；三叶豆紫檀苷；高丽槐素；山豆根素

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0910-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.029

UPLC-UV fingerprint of Sophora Tonkinensis and content determination 
of three components

NAN Jun-ling1, WANG Chao-zhong1, YAN Guang-li1*, WU Fang-fang2, SONG Zhi-jun2, WANG 
Shuo2, ZHOU Xiao-lei2, MIU Jian-hua2, WANG Xi-jun1, 2* (1. Heilongjiang University of Chinese 
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Evaluation and Industrial Development of TCM Classic Formulae of the Ministry of Education, 
Harbin  150040; 2. Guangxi Botanical Garden of Medicinal Plants, National Engineering Laboratory 
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Abstract: Objective  To establish the UPLC-UV fingerprint of Sophora Tonkinensis and simultaneously 
determine the content of trifolirhizin, sophoranone, and maackiain. Methods  Waters Acquity 
UPLC HSS T3 column (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm) was used with the mobile phase consisting of 
acetonitrile-0.1% phosphoric acid at a flow rate of 0.3 mL·min－ 1 for gradient elution. The column 
temperature was 25℃ . The detection wavelength was 203 nm, and the injection volume was 1 μL. 
The fingerprints of 16 batches of Sophora Tonkinensis and the content of trifolirhizin, sophoranone and 
maackiain were determined. Results  The fingerprints and content determination methods were well 
verified. The similarity of UPLC fingerprints of the 16 batches of Sophora Tonkinensis was between 
0.926 and 0.989, and 10 common peaks were calibrated. The content of trifolirhizin, maackiain, and 
sophoranone was 0.056% ～ 0.226%, 0.04% ～ 0.151%， and 0.163% ～ 0.585%. Conclusion  This 
study provides a new method for the overall quality evaluation of Sophora Tonkinensis, which can be 
used for the quality control of Sophora Tonkinensis. 
Key words: Sophora Tonkinensis; fingerprint; content determination; trifolirhizin; sophoranone; maackiain
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　　山豆根为豆科植物越南槐 Sophora tonkinensis 
Gagnep. 的干燥根和根茎，又名广豆根，主要分布
于广西、贵州等地 [1]，具有清热解毒、消肿利咽
的功效 [2]。现代药理学研究表明，山豆根具有抗
肿瘤 [3]、抗病毒 [4]、镇痛、抗炎 [5]、抗肝损伤 [6]、
抗氧化 [7] 以及增强免疫 [8] 等药理作用。山豆根中
主要含有生物碱类、黄酮类、三萜类成分 [9]，《中
国药典》规定山豆根中含苦参碱和氧化苦参碱的
总量不得少于 0.70%[2]，除药典规定外，也有研究
对山豆根中的金雀花碱、槐果碱、槐醇、芒柄花
素、越南槐醇以及高丽槐素等成分的含量进行检
测 [10-12]，然而仍没有对山豆根各类成分进行整体
分析的质量控制方法。本课题利用超高效液相色
谱 - 紫外光谱法对山豆根药材进行指纹图谱分析，
并同时测定三叶豆紫檀苷、高丽槐素、山豆根素
等 3 个非生物碱活性成分的含量，为山豆根药材
的整体质量控制提供有效方法。
1　材料

　　超高效液相色谱仪（ACQUITY UPLC，美国
Waters 公司）；光电二极管阵列检测器（ACQUITY 
PDA，美国 Waters 公司）；电子分析天平（AE-240，
瑞士梅特勒公司）；数控超声波清洗器（KQ-300DA 
型，中国昆山市超声仪器有限公司）；国家药典委
员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012年版。
　　乙腈（色谱纯，美国 Fisher 公司）；磷酸（色谱
纯，中国科密欧化学试剂公司公司）；甲醇（分析
纯，天津市富宇精细化工有限公司）；水为超纯水。
　　高丽槐素（批号：RFS-M03002005008）、氧化
苦参碱（批号：Y-013-181216）、三叶豆紫檀苷（批
号：RFS-S06111812027）（对照品，纯度均＞ 98%，
成都瑞芬思生物科技有限公司）；山豆根素对照品
（批号：21S059-A2，纯度＞ 95.8%，上海甄准生
物科技有限公司）。16 批山豆根药材产地如表 1 所
示，经鉴定为豆科植物越南槐 Sophora tonkinensis 
Gagnep. 的干燥根和根茎。

表 1　山豆根药材产地 
Tab 1　Origin of 15 batches of Sophora Tonkinensis

编号 产地 编号 产地

S1 广西 S9 广西

S2 广西 S10 广西

S3 广西 S11 广西

S4 广西 S12 广东

S5 广西 S13 贵州

S6 广西 S14 贵州

S7 广西 S15 贵州

S8 广东 S16 广西

2　指纹图谱分析方法与结果

2.1　色谱条件 
　　色谱柱：Waters Acquity UPLC HSS T3 柱（2.1 
mm×100 mm，1.8 μm）；流动相：乙腈为流动
相 A，0.1% 磷酸溶液为流动相 B，梯度洗脱程序
如表 2；检测波长 203 nm；流速 0.3 mL·min－ 1；
柱温 25℃，进样量 1 μL。

表 2　梯度洗脱程序 
Tab 2　Elution gradient

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%

  0 ～ 3   1 → 15   99 → 85

  3 ～ 8 15 → 40   85 → 60

  8 ～ 9 40 → 45   60 → 55

  9 ～ 14   45 → 100 55 → 0

14 ～ 16 100 0

2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液的制备　分别取三叶豆紫檀苷、
高丽槐素、山豆根素、氧化苦参碱的对照品适量，
精密称定，配制成质量浓度分别为 0.9810、0.9810、
0.9580、0.9820 mg·mL－ 1 的对照品溶液，摇匀，
即得。
2.2.2　供试品溶液的制备　取山豆根药材细粉
约 0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
80% 乙醇 50 mL，称定重量，超声处理 30 min，
再称定重量，用 80% 乙醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。
2.3　方法学考察

2.3.1　精密度试验　取山豆根药材细粉 0.5 g，精
密称定，制备供试品溶液，连续进样 6 针，采集
色谱图。以 7 号峰高丽槐素为参照峰，计算 10
个色谱峰的相对峰面积 RSD 在 0.720% ～ 3.4%，
相对保留时间 RSD 在 0.010% ～ 0.11%，表明仪
器的精密度较好。
2.3.2　稳定性试验　取山豆根药材细粉，制备供
试品溶液，分别于制备后 0、2、4、6、8、12、
18、24 h 注入液相色谱仪进行分析，以 7 号峰高
丽槐素为参照峰，计算 10 个色谱峰的相对峰面
积 RSD 为 0.80% ～ 4.2%，相对保留时间 RSD 为
0.010%～ 0.42%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.3.3　重复性试验　取同一批山豆根药材细粉，称
取0.5 g，精密称定，共6份，平行制备供试品溶液，
进样测定。以 7 号峰高丽槐素为参照峰，计算 10
个色谱峰的相对峰面积 RSD 为 0.89% ～ 4.0%，相
对保留时间 RSD 为 0.010% ～ 0.19%。表明供试品
溶液制备方法的重复性较好。
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2.4　山豆根指纹图谱的建立

2.4.1　指纹图谱采集与相似度评价　取 16 批山豆
根药材样品，按照“2.2.2”项下方法制备供试品溶
液，按照“2.1”项下条件建立指纹图谱并进行比
较，共确定 10 个共有峰。山豆根指纹图谱中峰 7
被鉴定为高丽槐素，是山豆根的主要活性成分，在
该指纹图谱中峰面积适中，峰位居中，分离度良
好，保留时间和峰面积稳定，因此选择峰 7 作为参
照峰。对 10 个共有峰进行统一积分后，将所得图
谱以 cdf 格式导入国家药典委员会研制的“中药色
谱指纹图谱相似度评价系统（2012 版）”软件进行处
理，生成对照指纹图谱。运用多点校正方法对 16
批样品的共有峰进行匹配，得到指纹图谱的叠加
图，计算 16 批山豆根的指纹图谱与对照指纹图谱
的相似性，结果见图 1 和表 3。各批次相似度结果
在 0.926 ～ 0.989，表明以该指纹图谱能够有效表
征山豆根药材的整体化学特征，暂定样品指纹图谱
与对照指纹图谱比较，相似度不小于 0.9，用于山
豆根药材的整体质量控制。

图 1　16 批山豆根药材的 UPLC 指纹图谱和对照指纹图谱（R）

Fig 1　UPLC fingerprint and control fingerprint（R）of 16 batches 
of Sophora Tonkinensis

表 3　16 批山豆根药材 UPLC指纹图谱相似度评价结果 
Tab 3　UPLC fingerprint similarity evaluation of 16 batches of 

Sophora Tonkinensis

编号 相似度 编号 相似度

S1 0.964 S9 0.943
S2 0.940 S10 0.962
S3 0.963 S11 0.954
S4 0.969 S12 0.971
S5 0.965 S13 0.987
S6 0.983 S14 0.980
S7 0.989 S15 0.955
S8 0.981 S16 0.926

2.4.2　共有峰相对保留时间和相对峰面积　计算 16
批山豆根指纹图谱中各共有峰的相对保留时间和相

对峰面积的 RSD 值。结果共有峰的相对保留时间的
RSD 值在 0.01% ～ 1.4%，相对峰面积的 RSD 值较
大，说明各批次间成分含量存在较大差异。
2.4.3　指纹图谱共有峰指认　取氧化苦参碱、三叶
豆紫檀苷、山豆根素、高丽槐素对照品溶液以及山
豆根药材供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样
分析，采集色谱图如图 2 所示。通过比较保留时间
和紫外光谱图，鉴定峰 2 为氧化苦参碱，峰 5 为三
叶豆紫檀苷，峰 7 为高丽槐素，峰 9 为山豆根素。

图 2　山豆根 UPLC-UV 指纹图谱

Fig 2　UPLC-UV characteristic spectrum of Sophora Tonkinensis
2. 氧化苦参碱（oxymatrine）；5. 三叶豆紫檀苷（trifolirhizin）；7. 高
丽槐素（maackiain）；9. 山豆根素（sophoranone）

3　含量测定分析方法与结果

3.1　对照品溶液的制备

　　分别取三叶豆紫檀苷、高丽槐素、山豆根素对
照品适量，精密称定，配制成三叶豆紫檀苷、高丽
槐素、山豆根素的质量浓度分别为 9.810、14.71、
47.90 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液，摇匀，备用。
3.2　方法学考察

3.2.1　系统适用性考察　取对照品溶液及供试品
溶液进样检测，记录色谱图（见图 3）。各化合物
峰均能达到良好的分离，分离度均＞ 1.5，理论
塔板数均不低于 100 000。

图 3　山豆根 UPLC-UV 色谱图

Fig 3　UPLC-UV chromatogram of Sophora Tonkinensis
A. 混合对照品溶液（mixed reference solution）；B. 供试品溶液（test 
solution）；5. 三叶豆紫檀苷（trifolirhizin）；7. 高丽槐素（maackiain）；

9. 山豆根素（sophoranone）
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3.2.2　线性关系考察　取对照品储备液适量，配
制成含三叶豆紫檀苷 49.05 μg·mL－ 1、高丽槐素
73.57 μg·mL－ 1、山豆根素 239.5 μg·mL－ 1 的混
合对照品溶液，用甲醇稀释，得到系列浓度的混
合对照品溶液，按“2.1”项下条件测定色谱图，
记录峰面积。以质量浓度为横坐标（x），峰面积
为纵坐标（y）进行线性回归分析，得回归方程、
相关系数及线性范围，见表 4。

表 4　线性关系考察结果 
Tab 4　Linear relationship

化合物 回归方程 R2 线性范围 /（μg·mL － 1）

三叶豆紫檀苷 y ＝ 1580x ＋ 441.7 0.9999 0.9800 ～ 49.05

高丽槐素 y ＝ 4192x ＋ 1068 0.9999   1.470 ～ 73.57

山豆根素 y ＝ 1066x ＋ 5770 0.9999   4.790 ～ 239.5

3.2.3　精密度试验　取“3.1”项下对照品溶液，
连续进样 6 次，计算三叶豆紫檀苷、高丽槐素、
山豆根素峰面积的 RSD 值分别为 0.84%、0.52%、
0.39%，表明仪器精密度良好。
3.2.4　重复性试验　取同一批山豆根药材样品，
称取 0.5 g，精密称定，共 6 份，按“2.2.2”项下
方法平行制备供试品溶液，进样测定。随行测
定对照品溶液计算含量，测得三叶豆紫檀苷、高
丽槐素、山豆根素含量的 RSD 值分别为 2.5%、
1.4%、1.9%，表明该方法重复性良好。
3.2.5　稳定性试验　取同一批供试品溶液，分别
于制备后 0、2、4、6、8、12、18、24 h 进样测定，
计算三叶豆紫檀苷、高丽槐素、山豆根素峰面积
的 RSD 值分别为 4.1%、1.5%、1.3%，表明供试
品溶液在 24 h 内稳定性良好。
3.2.6　加样回收试验　称取山豆根样品共 6 份，
每份约 0.25 g，精密称定，分别按已知成分含量
的 100% 加入三叶豆紫檀苷、高丽槐素、山豆根
素的对照品，按“2.2.2”项下方法平行制备供试品
溶液，进样测定，计算三叶豆紫檀苷、高丽槐素、
山豆根素的平均回收率分别为 95.31%、96.14%、
98.94%，RSD 值分别为 4.4%、1.4%、1.8%，表明
该方法准确度良好。
3.3　山豆根药材含量测定

　　取 16 批山豆根药材样品，按“2.2.2”项下方
法制备供试品溶液，进样测定，计算各成分含
量，结果见表 5。
4　讨论

4.1　提取条件的优化

　　本研究在供试品溶液的制备方面提取溶剂考
察了水、甲醇（25%、50%、80%、100%）以及乙

醇（25%、50%、80%、100%），提取方式考察了
超声提取（30、60、90 min），回流提取（30、60、
90 min）。研究发现利用加热回流方法提取山豆
根药材时，峰 6 随着加热时间延长，其峰面积逐
渐减小，而峰 5 随着加热时间延长，峰面积逐渐
增加，两者总峰面积基本不变，表明峰 6 加热提
取过程不稳定，因此，为真实表征山豆根药材化
学成分，采用超声提取的方法。比较发现，使用
80% 乙醇超声提取 30 min 能够获得更全面的色谱
峰和更高的峰强度，因此，选择 80% 乙醇超声提
取 30 min。
4.2　色谱条件的优化

　　采用 PDA 检测器在 200 ～ 400 nm 波长内
进行扫描，提取不同波长下的色谱图，发现在
203 nm 波长下色谱峰较多，峰强度均匀适中，
且待测物均具有最大吸收。对色谱柱 Acquity 
UPLC BEH C18 柱和 Waters Acquity UPLC HSS T3
柱，流动相甲醇 - 水、乙腈 - 水、乙腈 - 磷酸水
（0.05%、0.1%、0.2%），柱温 23、25、27℃，流
速 0.24、0.3、0.36 mL·min－ 1 进行考察，最终
选择本文的色谱条件。
4.3　用于山豆根药材整体质量控制的分析

　　山豆根含有生物碱、黄酮、三萜、有机酸等
多种活性次生代谢产物，然而目前《中国药典》
仅对其所含有的苦参碱和氧化苦参碱进行控制，
存在专属性差和药效关联性差的不足。苦参碱
和氧化苦参碱具有抗炎镇痛 [13]、抑菌 [14]、抗肿
瘤 [15-16] 等广泛的药理作用，因此传统认为苦参碱
和氧化苦参碱为山豆根的主要有效成分，并规定

表 5　16 批山豆根药材的含量 (%) 
Tab 5　Content of 16 batches of Sophora Tonkinensis (%)

批号 三叶豆紫檀苷 高丽槐素 / 山豆根素

S1 0.194 0.151 0.197
S2 0.107 0.088 0.163
S3 0.140 0.128 0.186
S4 0.174 0.104 0.194
S5 0.049 0.112 0.585
S6 0.162 0.078 0.172
S7 0.135 0.081 0.219
S8 0.134 0.078 0.259
S9 0.226 0.134 0.211
S10 0.180 0.058 0.192
S11 0.164 0.106 0.287
S12 0.101 0.077 0.301
S13 0.118 0.099 0.355
S14 0.101 0.040 0.167
S15 0.056 0.060 0.353
S16 0.059 0.083 0.328
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其在山豆根中含量总和不低于 0.70%。近年来，
山豆根非生物碱类成分受到关注，研究发现山豆
根氯仿部位具有显著的抗鼻咽癌作用，成分分析
表明该部位主要含有三叶豆紫檀苷、高丽槐素、
染料木素等非生物碱类成分 [17]。因此，有必要对
山豆根生物碱、黄酮等成分进行全面分析，建立
整体化学成分表征方法，有效控制山豆根药材质
量。本研究利用超高效液相色谱法，通过优化提
取方法和色谱条件，建立了涵盖氧化苦参碱、高
丽槐素、三叶豆紫檀苷、山豆根素等 10 个共有
成分峰的指纹图谱测定方法，测定了来自广西、
广东、贵州三大产地的 16 批山豆根药材，表明
各产地山豆根相似度较高，有效表征了山豆根药
材的整体物质基础，可以整体化学组成上控制山
豆根药材的质量。
　　《中国药典》规定了山豆根药材中苦参碱和氧
化苦参碱的含量，为进一步控制黄酮类成分的含
量，本研究在指纹图谱测定基础上，选择含量较
高的高丽槐素、三叶豆紫檀苷、山豆根素作为质
控成分建立含量测定方法。苏雯清等 [18] 研究发现
高丽槐素可显著抑制鼻咽癌细胞 CNE-1 的增殖、
克隆与迁移，并且可促进细胞凋亡。Zhang 等 [19]

研究发现三叶豆紫檀苷可以通过抑制 m-TOR/
PI3K/AKT 信号通路，诱导胃癌细胞自噬和线粒
体介导的凋亡。Kajimoto 等 [20] 发现山豆根素可
以诱导人白血病 U937 细胞凋亡。高丽槐素、三
叶豆紫檀苷、山豆根素都有明确的抗肿瘤活性，
可能是山豆根抗肿瘤作用的主要有效成分。因
此，本研究同时测定指纹图谱和高丽槐素、三叶
豆紫檀苷、山豆根素的含量，与《中国药典》含
量测定项相结合，为山豆根药材的整体质量提
供了有效的评价方法。黄乐等 [11] 对 7 个产地的
山豆根成分含量进行测定，发现高丽槐素含量在
0.05% ～ 0.11%，何常明等 [21] 对 17 个批次的山
豆根中的黄酮类成分进行含量测定，发现三叶豆
紫檀苷的含量在 0.05% ～ 0.20%，含量波动范围
与本研究结果基本一致，本研究首次测定了山豆
根药材中山豆根素的含量，以往文献未见报道。
16 批山豆根中 3 种成分的含量有较大差异，可能
与不同产地以及采收日期等因素有关。
　　本试验利用 UPLC-UV 法建立了山豆根药材
的指纹图谱，并测定了高丽槐素、山豆根素以及
三叶豆紫檀苷的含量，为山豆根整体质量评价提
供了新方法，为山豆根的质量控制提供了参考。
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UPLC-PDA测定胆木中异长春花苷内酰胺含量

侯倩煜1，李飞宇1，陈燕艳1，杨美华2，赵祥升1*（1. 中国医学科学院药用植物研究所海南分所，海南省南药资

源保护与开发重点实验室，海口　570311；2. 中国医学科学院＆北京协和医学院药用植物研究所，北京　100193）

摘要：目的　建立超高效液相色谱法测定胆木不同部位（根、枝、皮、叶）中异长春花苷内酰

胺含量。方法　样品采用 75% 甲醇超声提取；选用 Waters BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）；流动相为乙腈（A）- 纯水（B），梯度洗脱；流速 0.4 mL·min－ 1；柱温 40℃；进样

量 3 μL；检测波长 227 nm。结果　异长春花苷内酰胺在 0.11 ～ 85.60 μg·mL－ 1 与峰面积线

性关系良好（R2 ＝ 0.9991），平均加样回收率为 99.77%，RSD 为 0.13%。异长春花苷内酰胺在

根中含量最高（11.42 ～ 13.38 mg·g－ 1），其次为叶（2.03 ～ 5.00 mg·g－ 1），在枝中含量相对

较低（1.57 ～ 3.79 mg·g－ 1）。结论　该方法快捷、灵敏、准确、可靠，可用于胆木中异长春

花苷内酰胺含量的测定，为胆木的质量控制提供参考。

关键词：胆木；异长春花苷内酰胺；超高效液相色谱；含量测定

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0915-04
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Content determination of isovincoside lactone in Nauclea officinalis Pierrc 
ex Pitard by UPLC-PDA

HOU Qian-yu1, LI Fei-yu1, CHEN Yan-yan1, YANG Mei-hua2, ZHAO Xiang-sheng1* (1. Hainan 
Branch Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking 
Union Medical College, Hainan Key Laboratory of Resources Conservation and Development of 
Southern Medicine, Haikou  570311; 2. Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy 
of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing  100193)

Abstract: Objective  To determine the content of isovincoside lactone in the root, branch, bark and 
leaf of Nauclea officinalis Pierrc ex Pitard by UPLC-PDA. Methods  The samples were extracted by 
ultrasound with 75% methanol. The analysis was performed on a Waters BEH C18 chromatographic 
column (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) with gradient elution of acetonitrile-water at the flow rate of 0.4 
mL·min － 1. The column temperature was 40℃ , the injection volume was 3 μL, and the detection 
wavelength was 227 nm. Results  There was a good linear relationship between the peak areas and 
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　　胆木为茜草科乌檀属乔木乌檀（Nauclea 
officinalis Pierrc ex Pitard）的干燥茎、枝、树皮
和根，又称乌檀、药乌檀、黄羊木、熊胆树、山
熊胆等，是一味常用的黎药，收载于《黎族医
药》[1-2]。胆木生于高山近顶或半山腰荫蔽潮湿地
带的杂木林中，分布狭窄且种群数量少，为中海
拔森林中少见的乔木树种，主要分布于广东、广
西和海南等地，为我国重点保护的珍稀野生植物
物种，也是海南省珍贵的南药树种 [3-4]。胆木味
苦、性寒，全株可入药，具有消炎杀菌、清热解
毒、消肿止痛之功效，我国南方民间常用于治疗
感冒发热、肺炎、肠炎、胆囊炎、痢疾、湿疹、
皮疹、泌尿系统感染、脓疡等病症，外用于痈疖
脓肿 [2-3]。国内临床目前有胆木注射液、胆木浸膏
糖浆和胆木浸膏胶囊等中药制剂，主要用于急性
扁桃腺炎、急性咽喉炎、急性结膜炎及上呼吸道
感染等，疗效良好 [4]。
　　胆木中主要有效成分为吲哚类生物碱，其
主要为异长春花苷内酰胺。异长春花苷内酰胺
（isovincoside lactone，又名 strictosamide）具有抗
肿瘤、杀疟原虫等活性，是胆木中药制剂中的主
要有效成分，含量较高，是评价胆木注射液、胆
木浸膏糖浆和胆木浸膏胶囊质量的指标成分 [5-7]。
目前，文献多采用高效液相色谱法测定胆木中药
制剂中异长春花苷内酰胺含量，但对胆木生药中
该成分的含量测定相对较少，且文献中报道主要
用药部位为茎、枝 [8]，根、皮和叶的研究较少。
为充分利用胆木资源，需探索胆木其他部位异长
春花苷内酰胺含量，挖掘胆木新的药用部位。本
文采用超高效液相色谱法（UPLC）对胆木的根、
枝、皮、叶中异长春花苷内酰胺含量进行测定，
并比较各部位含量高低，探讨采集地区、部位、
月份、树龄对胆木中异长春花苷内酰胺含量的影
响，以期为胆木药材的质量控制提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　Waters H-class 型超高效液相色谱仪（美国
Waters 公司，带 PDA 检测器）；XS105DU 型十万

分之一电子天平、LE203E 型千分之一电子天平
（上海托利多有限公司）；KQ-500DE 型数控超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；GL-21B
型低温高速离心机（上海安亭科学仪器厂）；BJ-
800A 型多功能粉碎机（上海拜杰实业有限公司）；
Mili-Q 型纯水仪（美国 Millipore 公司）。
1.2　试药
　　胆木采自海南省五指山、琼中等地，经中
国医学科学院药用植物研究所海南分所南药研
究中心鉴定为茜草科乌檀属乔木乌檀 Nauclea 
officinalis Pierrc ex Pitard 的枝、树皮、根和叶。
异长春花苷内酰胺对照品（中国食品药品检定研
究院，纯度＞ 98%，批号：111778-202003）。色
谱纯的甲醇、乙腈、甲酸、乙酸（Fisher 公司）。
2　方法与结果
2.1　对照品储备液的制备
　　精密称取异长春花苷内酰胺对照品适量，置
于 5.0 mL 的棕色量瓶中，75% 甲醇溶解并定容至
刻度，配成质量浓度为 1070 μg·mL－ 1 的对照品
储备液，4℃保存，备用。不同质量浓度的对照
品溶液由储备液稀释得到。
2.2　供试品溶液的制备
　　称取胆木药材粉末（过二号筛）0.10 g，加入
75% 甲醇 40 mL，称重，超声提取 45 min（功率
500 W，频率 40 kHz），冷却至室温，用 75% 甲醇
补足减失的重量，离心 10 min（3000 r·min－ 1），
取上清液，过0.22 μm 微孔滤膜，即得供试品溶液。
2.3　色谱条件
　　色谱柱：Waters BEH C18（100 mm×2.1 mm，
1.7 μm）；流动相：乙腈（A）- 纯水（B），梯度
洗脱（0 ～ 7 min，20% ～ 40%A）；流速为 0.4 
mL·min－ 1；柱温为 40℃；进样量为 3 μL；检
测波长为 227 nm。在该条件下，对照品及胆木样
品的色谱图见图 1。
2.4　方法学考察
2.4.1　线性关系、检测限与定量限　异长春花苷
内酰胺对照品储备液用 75% 甲醇稀释为不同质量
浓度的对照品溶液，0.22 μm 微孔滤膜过滤，按

the concentration of isovincoside lactone at 0.11 ～ 85.60 μg·mL － 1 (R² ＝ 0.9991). The average 
recovery was 99.77% with the RSD of 0.13%. The content of isovincoside lactone in the root was 
the highest (11.42 ～ 13.38 mg·g － 1), followed by that of the leaf (2.03 ～ 5.00 mg·g － 1), and the 
branch (1.57 ～ 3.79 mg·g － 1) was the lowest. Conclusion  This method is rapid, sensitive, accurate 
and reliable, and can be used to determine the content of isovinoside lactone in Nauclea officinalis 
Pierrc ex Pitard, and provide a reference for its quality control. 
Key words: Nauclea officinalis Pierrc ex Pitard; isovincoside lactone; UPLC; content determination
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“2.3”项下色谱条件测定，记录峰面积。以进样
质量浓度（X，μg·mL－ 1）为横坐标，峰面积
（Y）为纵坐标进行线性回归，得标准曲线 Y ＝

5.298×104X ＋ 3.947×104（R2 ＝ 0.9991），线性
范围为 0.11 ～ 85.60 μg·mL－ 1。取异长春花苷
内酰胺对照品储备液，用 75% 甲醇逐级稀释，测
定异长春花苷内酰胺检测限（S/N ＝ 3）和定量
限（S/N ＝ 10） 分 别 为 53.5 ng·mL－ 1 和 107.0 
ng·mL－ 1。
2.4.2　精密度、稳定性、重复性　取异长春花
苷内酰胺质量浓度为 5.35 μg·mL－ 1 的对照品溶
液，连续进样 6 次，计算得异长春花苷内酰胺色
谱峰峰面积的 RSD 为 0.98%，表明仪器精密度
良好。取同一批胆木（S13）粉末 6 份，按“2.2”
项下方法制备供试品溶液并进样测定，记录峰面
积。计算得异长春花苷内酰胺的平均含量为 3.132 
mg·g－ 1，RSD 为 1.2%，表明该方法重复性良好。
取同一供试品溶液，分别于 0、2、4、8、12、
18、24 h 进样测定，计算异长春花苷内酰胺色谱
峰峰面积的 RSD 为 0.32%，表明样品在 24 h 内稳
定性良好。
2.4.3　加样回收试验　称取 6 份已知含量的同
一批胆木样品（S13）粉末 0.05 g，精密加入适
当浓度的对照品溶液（相当于供试药材原有含量
质量分数的 100%）。按照“2.2”项下方法制备供
试品溶液，进样测定，计算加样回收率，结果异
长春花苷内酰胺的平均加样回收率（n ＝ 6）为
99.77%，RSD 为 0.13%，表明方法准确可靠。
2.5　样品含量测定
　　分别取不同编号的胆木药材粉末，依据
“2.2”项下方法制备供试品溶液，注入 UPLC
进行测定，结果见表 1。胆木不同部位的异长
春花苷内酰胺含量存在差异，根中含量最高
（11.42 ～ 13.38 mg·g－ 1），其次为叶（2.03 ～ 5.00 
mg·g－ 1），枝中（1.57 ～ 3.79 mg·g－ 1）含量相
对较低。该结果在文献报道的胆木异长春花苷内
酰胺含量范围内（1.68 ～ 19.77 mg·g－ 1）[8-10]。
　　此外，不同地区和不同树龄胆木的枝中

异长春花苷内酰胺含量存在差异，海南琼中
胆木枝中异长春花苷内酰胺含量大于海南五指
山（S6 ～ S9），5 年生的胆木枝中异长春花苷
内酰胺含量大于 3 年、7 年和 12 年生胆木枝
（S8 ～ S12）。采集时间对胆木根和枝样品中的异
长春花苷内酰胺含量也存在影响，在 5 月份采集
的胆木根和枝中异长春花苷内酰胺含量大于 1、3
月份（S13 ～ S18）。由此猜测胆木中异长春花苷
内酰胺含量会随地区、植株年龄、采集月份不同
等因素发生波动。

表 1　胆木样品中异长春花苷内酰胺的含量 
Tab 1　Content of isovincoside lactone in Nauclea officinalis Pierrc 

ex Pitard

编号 采集地区 树龄 / 年 部位 采集月份 含量 /mg·g － 1

S1 海南琼中   3 叶 5 月   5.00
S2 海南琼中 10 叶 5 月   4.27
S3 海南琼中 14 叶 5 月   4.23
S4 海南琼中   6 叶 1 月   2.03
S5 海南琼中 15 叶 1 月   2.98
S6 海南五指山   5 枝 5 月   2.87
S7 海南五指山   3 枝 5 月   1.87
S8 海南琼中   3 枝 5 月   3.12
S9 海南琼中   5 枝 5 月   3.79
S10 海南琼中   7 枝 5 月   1.59
S11 海南琼中   7 枝 5 月   2.17
S12 海南琼中 12 枝 5 月   1.57
S13 海南琼中   7 枝 1 月   3.13
S14 海南琼中   7 枝 3 月   3.40
S15 海南琼中   7 枝 5 月   3.72
S16 海南琼中   7 根 1 月 11.42
S17 海南琼中   7 根 3 月 12.89
S18 海南琼中   7 根 5 月 13.38
S19 海南琼中   7 皮 1 月   6.73

3　讨论
　　试验考察了不同流动相（乙腈 - 水、乙腈 -
甲酸水溶液、乙腈 - 乙酸水溶液）、流速（0.2、
0.3、0.4、0.5 mL·min－ 1） 和 柱 温（30、40、
50、60℃）等对目标峰分离度的影响。结果表
明，乙腈 - 水为流动相时分离效果好、保留时间
短且基线稳定。流速为 0.4 mL·min－ 1 可缩短

图 1　对照品（A）和胆木根（B）、叶（C）、枝（D）、皮（E）样品的 UPLC 色谱图

Fig 1　UPLC chromatogram of the reference substance（A）and root（B），leaf（C），branch（D）and bark（E） of Nauclea officinalis Pierrc ex Pitard
1. 异长春花苷内酰胺（isovincoside lactone）
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样品运行时间且柱压适中。温度波动对异长春
花苷内酰胺的色谱峰峰面积无较大影响（RSD ＝

0.62%），本方法优选 40℃柱温，分离度和保留
时间都较好。UPLC 分析结果表明，异长春花苷
内酰胺能在 227 nm 下得到较好吸收，因此，选
择 227 nm 作为检测波长，表观峰度高、峰形较
好且基线稳定。
　　考察了超声提取和回流提取对提取异长春花
苷内酰胺含量的影响。结果显示两种方法差异不
大，但超声提取简便、快速、适合批量提取。试
验中优化了影响目标物超声提取率的因素：提取
溶剂（纯水、25% 甲醇、50% 甲醇、75% 甲醇、
甲醇），料液比（1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、
1∶50）和超声时间（30、45、60、90、120 min）
等，结果见图 2。由图可知，用 40 mL 75% 甲醇
超声提取 45 min 时，异长春花苷内酰胺的提取
效果最好。
　　由于胆木原材料逐渐匮乏，为了更加合理地
利用资源，实现可持续发展，需探索胆木各部位
的药用价值。异长春花苷内酰胺是胆木中药制剂
中主要有效成分，研究结果发现胆木根、茎、皮、
叶中皆含有异长春花苷内酰胺，且含量较大，其
中胆木根中异长春花苷内酰胺含量较高，但采集
树根对胆木树的伤害较大，故不建议根入药，现
阶段运用最多的为胆木枝，胆木叶的运用较少。

胆木叶中异长春花苷内酰胺含量高于胆木茎，且
胆木叶的采收产量较多、对胆木树伤害较小。根
据文献报道，胆木叶醇提物（20 g·kg－ 1）与由
胆木茎皮提取的胆木浸膏片（800 mg·kg－ 1）具
有相同的抗炎镇痛作用，胆木叶提取物有抗氧化
活性且对耐甲氧西林葡萄球菌具有很好的抑菌效
果 [11-13]，但胆木叶的毒理学还有待研究。
　　综上，本研究建立了 UPLC 测定胆木中异长
春花苷内酰胺含量的方法，该方法准确度高，选
择性好，具有较好的重复性和精密度，适用于胆
木中异长春花苷内酰胺含量定量分析，可为相关
检测工作提供参考。
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图 2　提取溶剂、溶剂体积和提取时间对异长春苷内酰胺提取率的

影响

Fig 2　Effect of extraction solvent，volume of solvent and extraction 
time on extraction efficiency of isovincoside lactone in the Nauclea 
officinalis Pierrc ex Pitard.
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化妆品中 10 种α-羟基酸的高效液相色谱检测及质谱确证

郑梅，贾昌平*（苏州市药品检验检测研究中心，江苏　苏州　215104）

摘要：目的　建立同时测定化妆品中 10 种α- 羟基酸（葡糖醛酸、酒石酸、羟基乙酸、苹果酸、
乳酸、柠檬酸、2- 羟基丁酸、扁桃酸、二苯乙醇酸、羟基辛酸）含量的高效液相色谱方法及液
相色谱 - 串联质谱确证方法。方法　色谱柱为 SHISEIDO CAPCELL PAK C18 AQ（4.6 mm×250 
mm，5 μm），流动相为甲醇 -0.1 mol·L － 1 的磷酸氢二铵溶液，梯度洗脱，外标法定量；对疑
似阳性样品，进一步采用液相色谱 - 串联质谱法进行确证，离子源为电喷雾离子源（ESI），在
负离子扫描方式下，以一级和二级全扫描模式进行检测。结果　10 种α- 羟基酸在各自浓度范
围内与峰面积线性关系良好，相关系数均大于 0.9995，检测限为 4 ～ 329 μg·g － 1，平均回收
率在 94.2% ～ 111.9%，RSD 在 0.30% ～ 4.8%。采用该法对 30 批化妆品样品进行检验，其中
1 批检出羟基乙酸，2 批检出乳酸，含量在 0.4% ～ 1.3%。结论　本法简便、快速、准确，适
用于化妆品中 10 种α- 羟基酸测定。
关键词：α- 羟基酸；化妆品；高效液相色谱法；液相色谱 - 串联质谱法
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)04-0919-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.04.031

Determination and verification of 10 α-hydroxy acids in cosmetics by high 
performance liquid chromatography and mass spectrometry

ZHENG Mei, JIA Chang-ping* (Suzhou Institute for Drug Control, Suzhou  Jiangsu  215104)

Abstract: Objective  To simultaneously determine 10 α-hydroxy acids (glucuronic acid, tartaric acid, 
glycolic acid, malic acid, lactic acid, citric acid, 2-hydroxybutyric acid, mandelic acid, benzilic acid and 
hydroxycaprylic acid) in cosmetics by high performance liquid chromatography and mass spectrometry. 
Methods  A SHISEIDO CAPCELL PAK C18 AQ chromatographic column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 
was used with gradient elution of methanol-0.1 mol·L－ 1 diammonium hydrogen phosphate solution as 
the mobile phases. Quantification analysis was performed by the external standard method. Suspected 
positive samples were further confirmed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 
Electrospray ion source was detected in negative ion modes with full scan MS and full scan MS2 mode. 
Results  Good linearity was achieved for all the 10 α-hydroxy acids, and the correlation coefficients were 
all greater than 0.9995. The limits of detection were 4 ～ 329 μg·g－ 1. The average recoveries were 
within 94.2% ～ 111.9%, with RSD of 0.30% ～ 4.8%. Totally 30 batches of cosmetics were detected, 
among which glycolic acid was detected in 1 batch, and lactic acid was detected in 2 batches, with the 
content at 0.4% ～ 1.3%. Conclusion  This method is simple, rapid and accurate for the simultaneous 
determination of 10 α-hydroxy acids. 
Key words: α -hydroxy acid; cosmetics; high performance liquid chromatography; liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry

作者简介：郑梅，女，药师，主要从事化妆品质量研究，email：jiangsuzhengmei@163.com　* 通信作者：贾昌平，男，副主任药师，

主要从事化妆品质量研究，email：jiakane@126.com

　　抗皱、延缓皮肤衰老是大多数亚洲女性一直关
注的美容问题之一。α- 羟基酸，又称果酸，作为
一种能促进皮肤再生的皮肤调理剂广泛用于护肤类

化妆品中 [1-3]。α- 羟基酸是在羧基（-COOH）面第
一个（α）碳原子位置上有一个羟基（-OH）的有机
酸 [4]。近年来α- 羟基酸换肤已成为一种美容护肤
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的新趋势，但诱发的皮肤过敏问题也屡见不鲜 [5]。
美国 FDA 在 2006 年发表了一份关于α- 羟基酸的
研究报告显示，长期使用α- 羟基酸可能会减弱皮
肤对紫外线的抵抗力，使皮肤老化，加速细胞的破
坏或死亡，导致皮肤发红、起泡及灼伤，可能给皮
肤造成永久性的伤害，其长期的安全性无法得到保
障 [6-7]。因此须严格控制α- 羟基酸的含量。
　　我国 2015 年版《化妆品安全技术规范》规定化
妆品配方中α- 羟基酸总量不得大于 6%，但只检测
了酒石酸、羟基乙酸、苹果酸、乳酸和柠檬酸 5 种
成分 [8]。2019 年国家药品监督管理局发布的第 12
号通告中提供了 10 种α- 羟基酸的液相检测方法，
但实际应用中发现，部分样品在待测物出峰位置存
在杂质干扰，这对检测方法的专属性提出了更高的
要求。目前，关于化妆品中α- 羟基酸的检测方法
主要有高效液相色谱法、高效液相色谱 - 串联质谱
法、气相色谱法、离子色谱法等 [9-12]，但仅检测了
酒石酸、羟基乙酸、苹果酸、乳酸和柠檬酸，远不
能满足对化妆品中实际使用的多种α- 羟基酸检测
的需要。考虑到化妆品基质种类较多，成分复杂，
本文采用高效液相色谱法同时测定化妆品中 10 种
α- 羟基酸的含量，并对阳性样品进行液相色谱 - 串
联质谱法确证，避免假阳性结果的产生，以期为化
妆品中 10 种α- 羟基酸的质量监管提供技术参考。
1　材料
1.1　试药
　　 葡 糖 醛 酸（批 号：0610-RA-0001， 纯 度：
99.2%，CATO）；酒石酸（批号：10113600，纯度：
99.5%，CHEM SERVICE INC）；羟基乙酸（批号：
11296KMV，纯度：99%，Sigma-aldrich）；苹果
酸（批号：F20110509，纯度：99%，国药）；乳
酸（批 号：ZZS-20-107-A5， 纯 度：92.1%，ZZ-
standard）；柠檬酸（批号：CFAD310543-1605，纯
度：99.5%，CATO）；2- 羟基丁酸（批号：ZZS-
20-146-A1，纯度：96%，ZZstandard）；扁桃酸
（批号：3047-023A2，纯度：99.9%，TLC）；二
苯 乙 醇 酸（批 号：Y0000432， 纯 度：99.0%，
EDQM）；羟基辛酸（批号：1-GRR-28-1，纯度：
96%，TRC）。样品共 30 批（水剂类、膏霜类、
乳液类各 10 批），均来源于苏州市市场监督管理
局抽查送样。甲醇为色谱纯，水为超纯水，其他
试剂均为国产分析纯。
1.2　仪器
　　Waters e2695 高效液相色谱仪（美国 Waters
公 司）；Agilent 6538 高 效 液 相 质 谱 仪（美 国
Agilent 公司）；KQ-300DA 型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）。

2　方法与结果
2.1　溶液的制备
2.1.1　混合对照品溶液　分别精密称取葡糖醛酸、
酒石酸、羟基乙酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、2-
羟基丁酸、扁桃酸、二苯乙醇酸、羟基辛酸对照
品适量，置于同一 50 mL 的量瓶中，用水溶解并
稀释成质量浓度分别为 4.0、2.0、4.0、4.0、5.0、4.0、
5.0、0.1、0.1、4.0 mg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.1.2　供试品溶液　称取样品约 1 g（精确到
0.0001 g）置于 10 mL 具塞比色管中，置于 90℃
水浴中 30 min 以去除挥发性有机溶剂，加水至 10 
mL，涡旋混合 30 s，60℃超声提取 30 min，取适
量样品在 10 000 r·min－ 1 下高速离心 15 min，上
清液用 0.45 μm 滤膜过滤，作为供试品溶液 [8]。
2.1.3　阴性样品溶液　取空白膏霜剂作为阴性样
品基质，按“2.1.2”项下方法制备阴性样品溶液，
即得。
2.2　色谱与质谱条件
2.2.1　高效液相色谱条件　色谱柱：SHISEIDO 
CAPCELL PAK C18 AQ（4.6 mm×250 mm，5 
μm）；流动相 A 为 0.1 mol·L－ 1 的磷酸氢二铵
溶液（磷酸调 pH 2.45），流动相 B 为甲醇；柱温
30℃；检测波长 214 nm；进样量 5 μL；梯度洗
脱程序见表 1。

表 1　梯度洗脱程序 
Tab 1　Gradient elution program

时间 /min 流速 /（mL·min － 1） 流动相 A/% 流动相 B/%
  0 0.7 100   0
  7 0.7 100   0
  7.1 1.0 100   0
14 1.0   50 50
14.1 1.0   35 65
23 1.0   35 65
23.1 0.7 100   0
28 0.7 100   0

2.2.2　高效液相色谱 - 串联质谱确证条件　色谱
柱：CORTECS UPLC T3（2.1 mm×100 mm，1.6 
μm）；流动相以 0.1% 甲酸水溶液为流动相 A，乙
腈（0.1% 甲酸）溶液为流动相 B，梯度洗脱（0～5 
min，100%A；5 ～ 8 min，100% → 5%A；8 ～ 9 
min，5%A；9 ～ 9.1 min，5% → 100%A；9.1 ～ 10 
min，100%A）；柱温 30℃；流速 0.3 mL·min－ 1；
进样量 5 μL。电离方式：电喷雾离子源（ESI）；
扫描方式：负离子检测；检测方式：一、二级
全扫描；毛细管电压：3.0 kV；脱溶剂温度：
350℃；脱溶剂气流速：600 L·h－ 1。10 种α- 羟
基酸的质谱参数见表 2，二级质谱图见图 1。
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表 2　10 种α-羟基酸的质谱分析参数 
Tab 2　MS/MS parameters for the detection of 10 α-hydroxy acids

成分
保留时间 /

min
母离子 /
（m/z）

子离子 /
（m/z）

碰撞能

量 /eV

葡糖醛酸 0.914 193.0328 113.02，59.01 10

酒石酸 1.013 149.0076 72.99 15

羟基乙酸 0.988   75.0088 47.02，63.77 20

苹果酸 1.207 133.0142 115.00，71.01 10

乳酸 1.440   89.0244 45.00，53.89 20

柠檬酸 1.886 191.0197 111.01，87.01 15

2- 羟基丁酸 2.637 103.0395 57.04，77.51 15

扁桃酸 7.167 151.0401 107.05，77.04 15

二苯乙醇酸 8.134 227.0714 183.08 10

羟基辛酸 7.982 159.1027 113.10 15

2.3　方法学考察

2.3.1　专属性试验　分别取混合对照品溶液、供
试品溶液、阴性样品溶液及空白溶剂（水），按
“2.2.1”项下方法进样 5 μL，结果见图 2。空白溶
剂和阴性样品溶液不干扰待测物的测定，各峰保
留时间适中，分离度良好。

2.3.2　线性关系考察　分别精密吸取“2.1.1”项
下混合对照品溶液 0.25、0.5、1、2、5、10 mL
于 20 mL 量瓶中，加水溶解，稀释至刻度，摇
匀，得到系列对照品溶液，分别按“2.2.1”项下
方法分别测定，记录色谱图。以质量浓度为横坐
标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线，
结果见表 3。
2.3.3　定量限与检测限　取“2.1.1”项下混合对照
品溶液，用水逐级稀释，按“2.2.1”项下方法测
定，以信噪比（S/N）为 3 和 10 分别计算仪器的
检测限（LOD）和定量限（LOQ），结果见表 3。
2.3.4　精密度试验　取“2.1.1”项下混合对照品
溶液，按“2.2.1”项下方法重复进样 6 次，结果
10 种α- 羟基酸峰面积的 RSD 在 0.25% ～ 2.3%，
表明仪器精密度良好。
2.3.5　加样回收试验　以空白水剂、膏霜剂、乳
剂作为基质考察本方法的回收率。精密称取空白
基质 1 g 于 10 mL 具塞比色管中，分别加入 0.5、
2.0、5.0 mL 混合对照品溶液，作为低、中、高浓

图 1　10 种α- 羟基酸的二级质谱图

Fig 1　MS2 spectrum of 10 α-hydroxy acids 
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度的加标溶液，按“2.1.2”项下方法制备，每个浓
度平行配制 3 份，进样测定，计算平均加样回收
率。结果葡糖醛酸、酒石酸、羟基乙酸、苹果酸、
乳酸、柠檬酸、2- 羟基丁酸、扁桃酸、二苯乙醇
酸、羟基辛酸的加样回收率分别在 98.3% ～ 106.5%

（RSD 在 0.40% ～ 4.4%）、100.2% ～ 108.5%
（RSD 在 0.40% ～ 2.2%）、99.6% ～ 108.9%
（RSD 在 0.30% ～ 2.4%）、99.4% ～ 104.6%
（RSD 在 0.30% ～ 3.1%）、102.7% ～ 109.6%
（RSD 在 0.60% ～ 3.0%）、94.7% ～ 105.6%
（RSD 在 1.0% ～ 4.1%）、101.0% ～ 105.3%
（RSD 在 0.60% ～ 4.1%）、94.2% ～ 111.9%（RSD
在 0.60% ～ 4.8%）、97.5% ～ 106.5%（RSD
在 0.80% ～ 3.8%）、96.1% ～ 105.6%（RSD 在
1.1% ～ 4.7%）。
2.3.6　重复性试验　取某批号阳性样品，按“2.1.2”
项下方法制备供试品溶液 6 份，按“2.2.1”项下条
件测定，结果样品中乳酸平均含量为 0.4%，RSD 为
1.4%，表明该方法重复性良好。
2.3.7　稳定性试验　取“2.1.1”项下混合对照品溶
液，于室温下放置 0、1、2、4、8、12、24 h 后进
样分析，结果葡糖醛酸、酒石酸、羟基乙酸、苹
果酸、乳酸、柠檬酸、2- 羟基丁酸、扁桃酸、二
苯乙醇酸、羟基辛酸峰面积的 RSD 分别为 0.33%、
0.25%、2.6%、0.32%、0.47%、0.42%、0.91%、
0.65%、1.8%、1.6%，可满足分析测试要求。
2.3.8　样品测定　采用本文建立的方法对 30 批
化妆品进行检测。经高效液相色谱法初筛，3 批
样品中疑似含有α- 羟基酸，需进行液质确证。当
样品的提取离子流图中出现与标准品溶液保留时
间一致的色谱峰，且色谱峰的一级、二级质谱的
特征离子（m/z）信息均一致时，则可判定样品中
检出相应的α- 羟基酸化合物。结果显示 1 份样品
检出羟基乙酸，含量为 0.6%；2 份样品检出乳酸，
含量分别为 0.4%、1.3%；其余样品未检出α- 羟
基酸。阳性样品液质确证谱图见图 3 和图 4。
3　讨论
3.1　色谱柱的选择
　　本试验检测的 10 种化合物极性均较大，需
要选择耐水相色谱柱。本研究考察了 Agilent 
ZORBAX SB-AQ C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）、

表 3　线性关系、检测限和定量限 
Tab 3　Linearity，limit of detection and limit of quantization

成分 回归方程 线性范围 /（μg·mL － 1） r LOD /（μg·g － 1） LOQ /（μg·g － 1）

葡糖醛酸 Y ＝ 204.7X ＋ 1.321×104 99.22 ～ 3968.79 0.9995   91 329
酒石酸 Y ＝ 697.4X － 3.627×103 50.06 ～ 2002.29 0.9996   50 184
羟基乙酸 Y ＝ 214.0X － 5.242×103 99.06 ～ 3962.57 0.9996 150 450
苹果酸 Y ＝ 266.9X － 4.492×103 99.21 ～ 3968.42 0.9996 155 450
乳酸 Y ＝ 146.7X － 4.278×103 115.32 ～ 4612.83 0.9995 255 603
柠檬酸 Y ＝ 311.9X － 4.252×103 99.83 ～ 3993.33 0.9996 178 527
2- 羟基丁酸 Y ＝ 204.2X － 1.129×103 120.11 ～ 4804.42 0.9995 133 380
扁桃酸 Y ＝ 1.024×104X － 1.130×104 2.50 ～ 100.10 0.9996     4   10
二苯乙醇酸 Y ＝ 1.791×104X － 1.112×104 2.46 ～ 98.51 0.9996     4   10
羟基辛酸 Y ＝ 159.4X ＋ 6.806×103 96.19 ～ 3847.58 0.9995 329 610

图 2　空白溶剂（A）、阴性样品溶液（B）、对照品溶液（C）及供

试品溶液（D）典型色谱图

Fig 2　Chromatogram of blank solution（A），negative sample solution
（B），reference solution（C）and sample solution（D）

1. 葡糖醛酸（glucuronic acid）；2. 酒石酸（tartaric acid）；3. 羟基乙

酸（glycolic acid）；4. 苹果酸（malic acid）；5. 乳酸（lactic acid）；

6. 柠檬酸（citric acid）；7. 2- 羟基丁酸（2-hydroxybutyric acid）；8. 扁
桃酸（mandelic acid）；9. 二苯乙醇酸（benzilic acid）；10. 羟基辛酸

（hydroxycaprylic acid）
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Waters Atlantics T3（4.6 mm×250 mm，5 μm）、
SHISEIDO CAPCELL PAK C18 AQ（4.6 mm×250 
mm，5 μm）三种品牌的色谱柱，以目标化合物分
离度和峰形为选择依据，结果显示，当使用 Agilent 
ZORBAX SB-AQ C18 柱时，苹果酸、乳酸和柠檬酸
稍有拖尾；当使用 Waters Atlantics T3 柱时，10 种化
合物的响应均偏低；而当使用 SHISEIDO CAPCELL 
PAK C18 AQ 柱时，各化合物分离效果较好，峰形对
称，出峰时间适中。SHISEIDO CAPCELL PAK C18 
AQ 柱填料为新型聚合物包被的硅胶，在 100% 的
水系流动相中具有良好稳定性，能有效分离高极性
化合物，因此是最适用的色谱柱。
3.2　流动相 pH 的选择
　　参考文献 [6，10]，考察磷酸氢二铵溶液不同 pH
值（2.3、2.45、3.0）对目标化合物色谱行为的影
响。结果显示，当 pH 值为 3.0 时，酒石酸与羟基
乙酸不能完全分离，色谱峰有重叠现象；当 pH

值为 2.3 时，二苯乙醇酸和羟基辛酸色谱峰前延，
峰形较差；而 pH 值为 2.45 时，各成分色谱峰的
分离度良好，均能达到基线分离。
3.3　提取方法的选择
　　以 10 种α- 羟基酸峰面积大小为考察依据，
考察了不同提取时间（15、30、45 min）、超声温
度（室温、40℃、60℃、80℃）、溶剂用量（10、
20、25 mL）对提取效率的影响，结果表明不同溶
剂用量对检测结果无明显影响，从操作简便性和
成本考虑，最终选择 10 mL 为溶剂用量。当提取
时间 30 min、超声温度 60℃时，10 种α- 羟基酸
峰面积达到最大值，因此选择 30 min 为最佳提取
时间、60℃为最佳超声温度。
3.4　小结
　　本研究建立了化妆品中 10 种α- 羟基酸的高
效液相色谱检测及液相色谱 - 串联质谱确证方法，
该方法快速、简便、准确度高、专属性强，可为
化妆品中α- 羟基酸类化合物的测定提供参考，对
严格规范我国化妆品市场具有重要意义。
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图 3　阳性样品中羟基乙酸的提取离子流图（A）和二级质谱图（B）

Fig 3　Extracted ion chromatogram（A）and MS2 spectrum（B）of 
glycolic acid in the positive samples 

图 4　阳性样品中乳酸的提取离子流图（A）和二级质谱图（B）

Fig 4　Extracted ion chromatogram（A）and MS2 spectrum（B）of 
lactic acid in the positive samples 
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降脂药理学有什么新进展？ 
整合基础研究和临床研究以改善患者治疗结果
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　　自 20 世纪 90 年代以来，使用他汀类药
物（以下简称他汀）一直是降脂治疗的主要方
法。大量大规模随机对照试验表明，使用他汀
疗法一年后，低密度脂蛋白（LDL）每年降低约
1 mmol·L － 1，主要心血管事件的风险降低约
25%[1]。
　　最近降脂领域的讨论集中在新的降脂药上，
尤 其 是 pro-protein convertase subtilisin/kexin type 
9（PCSK9）抑制剂，其降低密度脂蛋白胆固醇
（LDL-C）水平显著优于他汀疗法。PCSK9 是肝
脏 LDL 受体的重要调节剂。当 PCSK9 被单克隆
抗体（MoAbs）（alirocumab 和 evolocumab）灭活
或被小干扰 RNA（inclisiran）抑制时，LDL 受体
会上调，从而使 LDL 更有效地从循环中清除，降
低由 LDL 引起的动脉粥样硬化的发展程度。大规
模临床试验证明了 PCSK9 MoAb 抑制剂对主要心
血管事件的疗效。有研究表明，evolocumab 在白
种人和亚洲人中具有相似的药动学和药效学作用，
表明该药物在广泛的人群类型中有用 [2]。但是，
新药的高成本和他汀疗法的长期临床试验证据意
味着他汀在很多年内将继续成为绝大多数患者的
首选药物。
　　他汀虽然是一种在世界各地广泛使用且已在
专业医学工具箱中使用 30 多年的药物，但还有
很多作用可以发现。与以往一样，药理学引领发
现的道路，这使我们能够改善对患者的治疗。多
年来，对于药物如何起效及剂量 - 反应关系的理
解都是基于 S 函数曲线（刻画在对数表上）得来。
在临床前试验中，对一种药物的生物反应，可以
在模型系统的一系列浓度范围内（通常以分钟或
几小时计算）表征出来。有些临床试验可能需要

数年时间才能获得有意义的临床结果，而根据小
剂量研究和药代动力学模型选择的药物一般为一
剂或两剂，在临床试验中选择错误剂量可能造成
巨大损失，剂量太低，治疗药物可能会失去效
力；剂量太高，药物的效益可能会被毒性所抵消。
　　西澳大利亚大学的 Simon Dimmitt 及其同事
将药理学原理应用于临床数据，并认为目前他汀
的剂量过高，讨论了 ED50（半数有效量，指能引
起 50% 最大反应强度 Emax 的药量）在剂量范围内
的相关性。他们指出，在心脏病学中，药物的给
药剂量通常是其 ED50 的数倍；如氢氯噻嗪以其 
ED50 的 2.5 倍进行定量，其他药物的剂量类似：
氨氯地平 5 倍、美托洛尔 3.3 倍、非诺贝特 1.8
倍和氯吡格雷 2.5 倍。第一代他汀 使用类似的剂
量，如辛伐他汀 0.3 ～ 5.3 倍和普伐他汀 0.25 ～ 2
倍。这与较新的他汀（阿托伐他汀和瑞舒伐他汀）
形成了鲜明的对比，这两种药物的推荐剂量都比
其降低 LDL-C 的 ED50 大 40 倍 [3]。有研究者指出，
将剂量提高到 ED50 以上会产生不良反应，且不会
增加治疗效益。他汀类药物相关不良反应的严重
程度可能被夸大了，由于“Drucebo”（药物安慰
剂）效应，其他药物广为人知的不良反应也被归
因于他汀类药物治疗，即使没有因果关系 [4]。他
汀类药物的长期依从性较差，且不依从性与较差
的临床结果有关 [1，3-4]。Awad 等 [5] 认为可向在使
用更好的他汀类药物治疗但出现肌肉症状的人推
荐较低剂量的阿托伐他汀和瑞舒伐他汀，然而，
这种方法的合理性暂时没有得到高质量随机对照
证据的支持。一项随机对照试验的荟萃分析表明，
阿托伐他汀和瑞舒伐他汀隔日给药对降低 LDL-C
效果与每日给药一样。国际血脂专家组（ILEP）

焦点评论
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是一个由医师和科学家组成的协作小组，已就他
汀类药物不耐受的管理提出了建议，包括将他汀
类药物的剂量降低到患者可以耐受的水平 [6]。
　　无不良反应且可耐受的他汀类药物剂量在患
者间的差异可以反映药物代谢的个体间差异。利
物浦大学的 Turner 及 Pirmohamed 课题组调查了
571 名非 ST 段抬高型急性冠脉综合征的患者血浆
中阿托伐他汀及其代谢产物浓度的影响因素。除
了确认现有的已知因素外，还确定了吸烟（这会减
少阿托伐他汀的羟基化并增加其内酯化）、合用质
子泵抑制和袢利尿剂都与阿托伐他汀浓度增加有
关。虽然这种影响很小并且可能取决于 CYP2C19 
表型，但它们可能在一些服用高剂量他汀的患者
中引起毒性 [7]，研究结果还强调了将药物遗传学
检测作为个体化精准医疗的一个重要方面。
　　肿瘤 - 心脏病学的研究越来越重要，因为近
年来癌症存活率的急剧上升提出了一个问题，即
如何管理以前接受或正在接受恶性肿瘤治疗的个
体的心血管风险，包括观察药物相互作用。奥希
替尼是一种表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂，
用于治疗非小细胞肺癌。基于其已知的作用机
制，已经提出了与辛伐他汀（通过 CYP3A）和瑞
舒伐他汀（通过乳腺癌抗性蛋白底物）的理论相互
作用。一项Ⅰ期临床研究显示未发现临床相关的
药物相互作用，表明与奥希替尼同时使用辛伐他
汀（或其他 CYP3A 底物）或瑞舒伐他汀可能是安
全的 [8]。有研究发现，他汀的使用可能与癌症的
更好结果有关，观察性研究的荟萃分析表明，诊
断后使用他汀类药物与全因死亡率 HR（95%CI）
0.74（0.63 ～ 0.8）成负相关。这些发现将刺激随
机对照试验（以确定是否存在因果关系）和实验药
理学（以研究任何潜在机制）的开展 [9]。
　　长期以来，固有认知觉得：LDL-C 水平越低
越好，且降脂治疗引起的心血管疾病风险降低幅
度随着治疗时间的延长而增加 [10]。但是，与许多
卫生保健预防性干预措施一样，人们最关注的是
如何将临床试验和流行病学研究的结果转化为指
南，仿佛我们是在治疗整个人群，而不是个别患
者。重要的是，即使对于高质量数据结果，也不
应做过分的外推和解读。对于维持正常生理功能
可能有一个必须的 LDL-C 的最低基线值，即便
药物使用的最高剂量下也是如此，虽然药品及说
明书中未提及此点限制。

　　该篇评论的目的是希望帮助我们能够更以
“病人为中心”，考虑降脂药的使用问题，这样我
们才有信心说：“LDL-C 越低越好，对于每个人。”
　　ORCID：Peter E. Penso https：//orcid.org/0000-0001-

6763-1489 
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铬用于 2 型糖尿病辅助治疗的有效性和安全性评价
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摘要：目的　系统评价铬用于 2 型糖尿病辅助治疗的有效性和安全性。方法　计算机检索
Pubmed、The Cochrane Library、EMbase 以及中国期刊全文数据库，收集在标准降糖治疗基础
上添加铬治疗 2 型糖尿病的随机对照试验，同时辅以手工检索，检索时限均从各数据库建库至
2020 年 12 月 31 日。评价纳入研究的质量，并对结果进行 meta 分析。结果　共纳入 23 项试验，
合计患者 1098 例。试验组患者的胰岛素抵抗指数 [SMD ＝－ 1.32，95%CI（－ 2.56，－ 0.09），
P ＝ 0.04]、空腹血糖 [SMD ＝－ 1.93，95%CI（－ 2.69，－ 1.17），P ＜ 0.000 01]、空腹血胰
岛素 [SMD ＝－ 0.83，95%CI（－ 1.53，－ 0.14），P ＝ 0.02]、糖化血红蛋白 [SMD ＝－ 0.71，
95%CI（－ 1.27，－ 0.15），P ＝ 0.01]、总胆固醇 [SMD ＝－ 0.66，95%CI（－ 1.31，－ 0.01），
P ＝ 0.05] 和三酰甘油 [SMD ＝－ 1.80，95%CI（－ 2.50，－ 1.11），P ＜ 0.000 01] 水平均显著
低于对照组患者，铬对 2 型糖尿病患者血糖和血脂的改善效果明显。与对照组比较，试验组患
者在体质量指数 [SMD ＝－ 0.59，95%CI（－ 1.23，0.06），P ＝ 0.08]、收缩压 [SMD ＝－ 0.23，
95%CI（－1.02，0.57），P＝0.58]、舒张压 [SMD＝－0.34，95%CI（－1.00，0.33），P＝0.32]
以及不良反应事件发生数量 [RR ＝ 0.95，95%CI（0.77，1.17），P ＝ 0.61] 方面，差异均无统
计学意义。结论　铬添加在 2 型糖尿病患者的治疗中，可以显著改善患者胰岛素抵抗、血糖和
血脂情况，并且不良反应的发生没有显著增加。
关键词：铬；2 型糖尿病；血糖；血脂；胰岛素抵抗
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Systematic review of the efficacy and safety of chromium for adjuvant 
treatment in type 2 diabetes mellitus

SUN Jie-yu1, WANG Biao1, XU Min2, WU Ya-li2, NI Ming-ming3 (1. The First Affiliated Hospital of 
Nanjing Medical University, Nanjing  210029; 2. The First People’s Hospital of Yinchuan, Yinchuan  
750001; 3. Children’s Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing  210008)

Abstract: Objective  To systematically evaluate the efficacy and safety of chromium for adjuvant 
treatment in type 2 diabetes mellitus (T2DM). Methods   Pubmed, the Cochrane Library, EMbase 
and CJFD database were retrieved, and randomized controlled trials (RCT) on chromium used in the 
adjuvant treatment in T2DM on the basis of standard anti-glycemic therapy were collected. The retrieval 
time was from the establishment of the databases to December 31st, 2020. Quality evaluation and meta-
analysis of included literatures were conducted. Results  Totally 23 RCTs were included, involving 
1098 patients. The insulin resistance index in the test group (chromium supplementation) [SMD ＝ －

1.32, 95% CI ( － 2.56, － 0.09), P ＝ 0.04], the fasting blood glucose [SMD ＝ － 1.93, 95% CI ( －
2.69, － 1.17), P ＜ 0.000 01], the fasting blood insulin [SMD ＝ － 0.83, 95% CI ( － 1.53, － 0.14), 
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　　2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）
仍然是全球公共卫生关注的焦点问题，近年来在
中低收入国家发病率急剧攀升。研究表明，中国
已有近 10% 成年的 T2DM 患者，造成了沉重的
经济和社会负担 [1]。T2DM 是胰腺胰岛素分泌缺
陷或抵抗而致血糖升高的代谢性疾病，而健康的
生活方式和降糖药物对于预防或延缓 T2DM 并发
症的进展至关重要。近几十年来，膳食微量营养
素或天然补充剂干预逐渐被用于改善 T2DM 患者
的血糖水平和控制其他心血管疾病的危险因素 [2]。
铬是一种必需的微量元素，被认为是葡萄糖代谢
和脂质平衡所必需的，有研究表明，严重的铬缺
乏可导致可逆性胰岛素抵抗和糖尿病 [3]。目前铬
补充剂常见的有含铬酵母、烟酸铬、吡啶甲酸铬
等。在临床实践中，一系列试验评估了铬在预
防和治疗胰岛素抵抗及相关心血管疾病方面的益
处 [4-5]，然而，铬对 T2DM 患者心血管危险因素的
确切影响尚有争议 [6-7]，其在 T2DM 临床治疗中的
作用尚未明确。因此本文对随机对照试验（RCT）
进行了系统回顾和 meta 分析，以评估多种临床生
物标记物对铬治疗 T2DM 的反应。
1　方法
1.1　文献检索 
　　通过 PubMed、The Cochrane Library、EMbase
以及中国期刊全文数据库进行系统的文献检索，
检索从各数据库建库起至 2020 年 12 月 31 日已经
发表的关于糖尿病使用铬治疗的临床试验研究。
使用的组合主题词和关键词如下：（chromium OR 
Cr）AND（diabetes mellitus OR diabetes OR type 
2 Diabetes OR type 2 diabetes mellitus OR noninsu-
lin-dependent diabetics OR NIDDM），铬，糖尿病，
T2DM，非胰岛素依赖型糖尿病。
1.2　纳入排除标准
　　纳入符合以下标准的 RCT：研究对象是诊断为

T2DM 的患者 [ 空腹血糖（FBG）＞ 7.0 mmol·L－ 1，
糖化血红蛋白（HbAlc）≥ 7%]；干预措施是铬补
充剂，试验组患者在标准降糖治疗的基础上添加
铬补充剂至少 1 个月，对照组在同样的降糖治疗
基础上添加等量安慰剂；结局指标包含 FBG、空
腹血胰岛素（FBI）、HbAlc、稳态模型 - 胰岛素抵
抗指数（HOMA-IR）、稳态模型 -β 细胞功能指数
（HOMA-β）、体质量指数（BMI）、总胆固醇（TC）、
三酰甘油（TG）、高密度脂蛋白（HDL）、低密度
脂蛋白（LDL）、收缩压（SBP）、舒张压（DBP）
和不良反应事件发生数量。排除以下类型的文献：
综述类、回顾性分析、研究对象不符、干预措施不
符、无对照组、自身前后对照以及重复发表的文献。
1.3　数据提取和质量评估 
　　从单个研究中提取和归纳研究数据，同时将
纳入的研究按照 Cochrane 系统评价员手册 5.1.0 偏
倚风险工具进行质量评价，内容包括随机序列的
产生、分配隐藏、实施者和参与者双盲、结局评
价中的盲法、数据的完整性、选择性报道结局和
其他偏倚来源等。针对每篇纳入的研究，对上述 7
项做出“高风险”“低风险”“未知风险”的判断。
1.4　统计分析 
　　采用 Rev Man 5.3 统计软件进行数据分析。
对于二分类变量，采用相对危险度（RR）为效应
分析统计量，对于连续性变量，采用标准化均数
差（SMD）进行统计分析，区间估计采用 95% 置
信区间（CI），用 I2 评估异质性大小，当异质性
χ2 检验结果为 I2 ＜ 50% 时，采用固定效应模型分
析，反之则采用随机效应模型。
2　结果
2.1　文献检索结果 
　　共检索出 940 篇相关文献，通过阅读文题和
摘要，排除综述、临床前研究，剩余 56 篇文献进
一步阅读，排除分组干预条件不符 15 篇、自身前

P ＝ 0.02], the glycosylated hemoglobin [SMD ＝－ 0.71, 95% CI ( － 1.27, － 0.15), P ＝ 0.01], total 
cholesterol [SMD ＝－ 0.66, 95% CI ( － 1.31, － 0.01), P ＝ 0.05], and triglycerides [SMD ＝－ 1.80, 
95% CI ( － 2.50, － 1.11), P ＜ 0.000 01] all lower than those of the control group, revealing obvious 
effect of chromium on improving blood glucose and blood lipid in T2DM patients. The body mass 
index [SMD ＝ － 0.59, 95% CI ( － 1.23, 0.06), P ＝ 0.08], the systolic blood pressure [SMD ＝ －

0.23, 95% CI ( － 1.02, 0.57), P ＝ 0.58], diastolic blood pressure [SMD ＝－ 0.34, 95%CI ( － 1.00, 
0.33), P ＝ 0.32] and adverse events number [RR ＝ 0.95, 95%CI (0.77, 1.17), P ＝ 0.61] of the test 
group had no significant difference as compared with those of the control group. Conclusion  Chromium 
supplementation for patients with T2DM significantly improves insulin resistance, blood glucose and 
blood lipids, without obvious increase of adverse reactions. 
Key words: chromium; type 2 diabetes mellitus; blood glucose; blood lipid; insulin resistance
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表 1　纳入研究的基本特征 
Tab 1　Basic characteristics of included studies

第一作者
发表

年份

例数 干预措施
持续时间 结局指标

试验组 对照组 试验组 对照组

Yanni[8] 2016 15 15 含铬酵母（99 μg·d － 1） 等量安慰剂 12 周 abdefghijkl
Guimaraes[9] 2013 13 13 烟酸铬（50 μg·d － 1） 等量安慰剂 90 d bcdefghij
Guimaraes[9] 2013 16 13 烟酸铬（200 μg·d － 1） 等量安慰剂 90 d bcdefghij
Sharma[10] 2011 20 20 含铬酵母（42 μg·d － 1） 等量安慰剂 3 个月 adfghijkl
Albarracin[11] 2007 226 122 吡啶酸铬（600 μg·d － 1）＋生物素（2 mg·d － 1） 等量安慰剂 90 d defghijklm
Geohas[12] 2007 20 16 吡啶酸铬（600 μg·d － 1）＋生物素（2 mg·d － 1） 等量安慰剂 30 d deghij
Racek[13] 2005 19 17 含铬酵母（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 12 周 adefghijm
Król[14] 2011 20 20 含铬酵母（500 μg·d － 1） 等量安慰剂 2 个月 abcdefghijm
Esther[15] 1980 12 12 含铬酵母（10.8 μg·d － 1） 等量安慰剂 8 周 gh
Kleefstra[16] 2006 14 17 吡啶甲酸铬（500 μg·d － 1） 等量安慰剂 6 个月 afghijkl
Kleefstra[16] 2006 15 17 吡啶甲酸铬（1000 μg·d － 1） 等量安慰剂 6 个月 afghijkl
Gunton[17] 2005 20 20 吡啶甲酸铬（800 μg·d － 1） 等量安慰剂 3 个月 abdegh
Martin[18] 2006 14 11 吡啶甲酸铬（1000 μg·d － 1） 等量安慰剂 6 个月 df
Dee[19] 2006 30 30 吡啶甲酸铬（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 16 周 bdefm
Sushil[20] 2012 25 25 吡啶甲酸铬（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 3 个月 defm
Sushil[20] 2012 24 25 己二酸半胱氨酸铬 CDNC（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 3 个月 defm
Paiva[21] 2015 39 32 吡啶甲酸铬（600 μg·d － 1） 等量安慰剂 4 个月 dfghij
Gregory[22] 2006 20 16 吡啶酸铬（600 μg·d － 1）＋生物素（2 mg·d － 1） 等量安慰剂 30 d deghij
Fatemeh[23] 2019 23 23 吡啶甲酸铬（500 μg·d － 1） 等量安慰剂 4 个月 abdefghijkl
Aria[24] 2020 22 19 吡啶甲酸铬（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 8 周 bdeghij
Lai[25] 2008 10 10 铬酵母（1000 μg·d － 1） 等量安慰剂 6 个月 adf
Saiyed[26] 2016 12 13 吡啶甲酸铬（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 3 个月 bde
Saiyed[26] 2016 18 13 己二酸半胱氨酸铬 CDNC（400 μg·d － 1） 等量安慰剂 3 个月 bde

注（Note）：a. 体质量指数（body mass index）；b. 稳态模型 - 胰岛素抵抗指数（homeostasis model assessment-insulin resistance）；c. 稳态

模型 -β 细胞功能指数（homeostasis model assessment-β）；d. 空腹血糖（fasting blood glucose）；e. 空腹血胰岛素（fasting blood insulin）；f. 糖化

血红蛋白（haemoglobin A1c）；g. 总胆固醇（total cholesterol）；h. 三酰甘油（triglyceride）；i. 高密度脂蛋白（high-density lipoprotein）；j. 低密

度脂蛋白（low-density lipoprotein）；k. 收缩压（systolic blood pressure）；l. 舒张压（diastolic blood pressure）；m. 不良反应发生次数（number of 
adverse reactions）。

2.3　方法学质量评价 
　　纳入的 23 项研究中有 16 项描述了具体的随
机方法 [ 8，10-12，14，16-18，20-22，24，26]；有 5 项研究未使
用分配隐藏 [10-11，15，21，23]；有 6 项研究未对实施者
和参与者使用双盲 [10-11，15，21-23]，有 2 项研究数据
不完整 [13，15]。23 项 RCT 偏倚风险较低，方法学
质量评价结果见图 1。漏斗图的对称性表明纳入的
研究基本不存在发表偏倚，见图 2。
2.4　Meta 分析结果

2.4.1　血糖改善情况
　　① FBG：有 20 项研究报道了糖尿病患者治疗
后的 FBG[8-14，17-26]，共纳入了 1079 例 T2MD 患者，
其中试验组 606 例，安慰剂对照组 473 例，各研究

间存在异质性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 96%），采用随
机效应模型进行分析，结果见图 3。Meta 分析显
示，糖尿病患者在降糖治疗后，试验组患者 FBG
水平显著低于对照组患者 [SMD ＝－ 1.93，95%CI
（－ 2.69，－ 1.17），P ＜ 0.000 01]。在铬添加剂种

图 1　偏倚风险比例

Fig 1　Ratio of bias risk

后对照 5 篇、研究对象不符 4 篇、结局指标不符 5
篇、非 RCT 5 篇、文献数据重复 3 篇，最终纳入
19 篇（共 23 项 RCT），合计 1098 例患者，其中
包括试验组 647 例，对照组 451 例。纳入的 23 项
RCT 均对两组患者的年龄、性别等基线数据进行

了统计学处理，差异均无统计学意义（P ＞ 0.05）。
2.2　纳入研究基本信息 
　　纳入 19 篇英文文献，涉及的 23 项 RCT 的基
本特征见表 1。
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类的亚组分析中，使用烟酸铬的试验组与对照组
FBG 水平无显著差异 [SMD ＝－ 0.52，95%CI（－

2.28，1.25），P ＝ 0.57]，其余种类的铬添加剂铬酵
母、吡啶甲酸铬、吡啶酸铬与生物素结合物、己二
酸半胱氨酸铬使用后 FBG 水平均显著低于对照组。

图 3　两组患者治疗后空腹血糖的 meta 分析森林图

Fig 3　Forest plot of meta-analysis of the fasting blood glucose in the 
two groups after the treatment

　　② FBI：有 16 项研究报道了糖尿病患者治疗
后的 FBI[8-9，11-14，17，19-20，22-24，26]，共纳入了 923 例
T2MD 患者，其中试验组 523 例，安慰剂对照组
400 例，各研究间存在异质性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝

95%），采用随机效应模型进行分析，结果见图
4。Meta 分析显示，患者在降糖治疗后，试验组患
者 FBI 水平显著低于对照组患者 [SMD ＝－ 0.83，
95%CI（－ 1.53，－ 0.14），P ＝ 0.02]。在铬添加
剂种类的亚组分析中，铬剂为铬酵母、吡啶甲酸
铬、吡啶酸铬与生物素结合物的试验组 FBI 水平与
对照组无显著差异（P＝0.11、P＝0.06、P＝0.09），

而铬添加剂为烟酸铬、己二酸半胱氨酸铬的试验组
FBI 水平均显著低于对照组。

图 4　两组患者治疗后空腹血胰岛素的 meta 分析森林图

Fig 4　Forest plot of meta-analysis of the FBI in the two groups after the 
treatment

　　③ HbA1c：有 16 项研究报道了患者治疗后
的 HbA1c 水平 [8-11，13-14，16，18，19-21，23，25]，共纳入了
933 例 T2DM 患者，其中试验组 523 例，安慰剂
对照组 410 例，各研究间存在异质性（P ＜ 0.000 
01，I2 ＝ 93%），采用随机效应模型进行分析，结
果见图 5。Meta 分析显示，糖尿病患者在降糖治
疗后，试验组患者 HbA1c 水平显著低于对照组患
者 [SMD ＝ － 0.71，95%CI（－ 1.27， － 0.15），
P ＝ 0.01]。但在铬添加剂种类的亚组分析中，只
有己二酸半胱氨酸铬试验亚组的 HbA1c 显著低于
对照组（P ＜ 0.05）。
2.4.2　胰岛素耐受性
　　① HOMA-IR：有 10 项研究报道了患者治疗
后的 HOMA-IR[8-9，14，17，19，23-24，26]，共纳入了 368
例 T2DM 患者，其中试验组 189 例，安慰剂对
照组 179 例，各研究间有异质性（P ＜ 0.000 01，
I2 ＝ 96%），采用随机效应模型进行分析，结果
见图 6。Meta 分析表明，糖尿病患者在降糖治疗
后，试验组患者 HOMA-IR 水平显著低于对照组
患者 [SMD ＝－ 1.32，95%CI（－ 2.56，－ 0.09），
P ＝ 0.04]。在铬添加剂种类的亚组分析中，使
用铬酵母的试验组与对照组 HOMA-IR 无显著差
异 [SMD ＝ 0.90，95%CI（－ 1.83，3.64），P ＝

0.52]，其余种类的铬添加剂吡啶甲酸铬、烟酸铬、
己二酸半胱氨酸铬使用后试验组 HOMA-IR 均显著
低于对照组。

图 2　纳入研究的偏倚漏斗图

Fig 2　Funnel plots of bias risk
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图 6　两组患者治疗后 HOMA-IR 的 meta 分析森林图

Fig 6　Forest plot of meta-analysis of the HOMA-IR in the two groups 
after the treatment

　　② HOMA-β：有 3 项研究报道了糖尿病患者
治疗后的 HOMA-β[9，14]，共纳入了 95 例 T2DM 患
者，其中试验组 49 例，安慰剂对照组 46 例，各
研究间存在异质性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 91%），采
用随机效应模型进行分析，结果见图 7。Meta 分
析显示，患者使用铬剂和不使用铬剂的 HOMA-β
无 显 著 差 异 [SMD ＝ － 0.80，95%CI（－ 2.29，
0.70），P ＝ 0.30]。
　　③ BMI：有 9 项研究报道了糖尿病患者治疗
后 BMI 的改善情况 [8，10，13-14，16-17，23，25]，共纳入
了 315 例 T2DM 患者，其中试验组 156 例，安慰
剂对照组 159 例，各研究间有异质性（P ＜ 0.000 
01，I2 ＝ 86%），采用随机效应模型进行分析，
结果见图 8。Meta 分析显示，患者使用铬剂和不
使用铬剂 BMI 水平无显著差异 [SMD ＝－ 0.59，

95%CI（－ 1.23，0.06），P ＝ 0.08]。 但 是 在 铬
添加剂为铬酵母的亚组，使用铬剂治疗后的患
者 BMI 明显低于对照组患者 [SMD ＝－ 0.96，
95%CI（－ 1.64，－ 0.29），P ＝ 0.005]。

图 8　两组患者治疗后 BMI 的 meta 分析森林图

Fig 8　Forest plot of meta-analysis of the BMI in the two groups after 
the treatment

2.4.3　血脂
　　① TC：有 16 项研究报道了糖尿病患者治疗
后的 TC[8-17，21-24]，共纳入了 906 例 T2DM 患者，
其中试验组 514 例，安慰剂对照组 392 例，各研
究间存在异质性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 94%），采
用随机效应模型进行分析，见图 9。Meta 分析
显示，糖尿病患者在降糖治疗后，试验组患者
TC 水平显著低于对照组患者 [SMD ＝－ 0.66，
95%CI（－ 1.31，－ 0.01），P ＝ 0.05]。在铬添加
剂种类的亚组分析中，铬添加剂为吡啶甲酸铬、
吡啶酸铬和生物素结合物的试验组患者 TC 水平
均显著低于对照组。
　　② TG：有 14 项研究报道了糖尿病患者治
疗 后 的 TG 水 平 [8，10-17，21-24]， 共 纳 入 了 851 例
T2DM 患者，其中添加铬剂治疗的试验组 485
例，安慰剂对照组 366 例，各研究间存在异质
性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 93%），采用随机效应模
型进行分析，结果见图 10。Meta 分析显示，糖
尿病患者在降糖治疗后，试验组患者 TG 水平显
著低于对照组患者 [SMD ＝－ 1.80，95%CI（－

2.50，－ 1.11），P ＜ 0.000 01]。在铬添加剂种类
的亚组分析中，铬添加剂为吡啶甲酸铬、吡啶酸

图 5　两组患者治疗后 HbA1c 的 meta 分析森林图

Fig 5　Forest plot of meta-analysis of the HbA1c in the two groups after 
the treatment

图 7　两组患者治疗后 HOMA-β 的 meta 分析森林图

Fig 7　Forest plot of meta-analysis of the HOMA-β  in the two groups 
after the treatment
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铬和生物素结合物的试验组患者 TG 水平均显著
低于对照组。

图 10　两组患者治疗后甘油三酯的 meta 分析森林图

Fig 10　Forest plot of meta-analysis of the TG in the two groups after 
the treatment

　　③ HDL：有 14 项研究报道了糖尿病患者治
疗后的 HDL 水平 [8-14，16，21-24]，共纳入了 842 例
T2DM 患者，其中试验组 482 例，安慰剂对照
组 360 例，各研究间存在异质性（P ＜ 0.000 01，
I2 ＝ 96%），故选用随机效应模型进行分析，见
图 11。Meta 分析结果显示，糖尿病患者在降糖
治疗后，添加铬剂的试验组患者 HDL 水平与对
照组患者 [SMD ＝ 0.79，95%CI（－ 0.01，1.59），
P ＝ 0.05] 无显著差异。
　　④ LDL：有 13 项研究报道了糖尿病患者治
疗后的 LDL 水平 [9-14，16，21-24]，共纳入了 812 例
T2DM 患者，其中添加铬剂治疗的试验组 467
例，安慰剂对照组 345 例，各研究间存在异质性
（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 97%），采用随机效应模型

进行分析，见图 12。Meta 分析显示，糖尿病患
者在降糖治疗后，添加铬剂的试验组患者 LDL
水平与对照组患者 [SMD ＝－ 0.97，95%CI（－

2.07，0.13），P ＝ 0.08] 无显著差异。

图 12　两组患者治疗后 LDL 的 meta 分析森林图

Fig 12　Forest plot of meta-analysis of the LDL in the two groups after 
the treatment

2.4.4　血压
　　① SBP：有 6 项研究报道了糖尿病患者治疗
后的 SBP[8，10，11，16，23]，共纳入了 527 例 T2DM 患
者，其中试验组 313 例，安慰剂对照组 214 例，
各研究间存在异质性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 91%），
采用随机效应模型进行分析，结果见图 13。Meta
分析显示，糖尿病患者在降糖治疗后，试验组患
者 SBP 与对照组患者无显著差异 [SMD ＝－ 0.23，
95%CI（－ 1.02，0.57），P ＝ 0.58]。

图 11　两组患者治疗后 HDL 的 meta 分析森林图

Fig 11　Forest plot of meta-analysis of the HDL in the two groups after 
the treatment

图 9　两组患者治疗后 TC 的 meta 分析森林图

Fig 9　Forest plot of meta-analysis of the TC in the two groups after the 
treatment
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图 13　两组患者治疗后收缩压的 meta 分析森林图

Fig 13　Forest plot of meta-analysis of the SBP in the two groups after 
the treatment

　　② DBP：有 6 项研究报道了糖尿病患者治疗
后的 DBP[8，10-11，16，23]，共纳入了 527 例 T2DM 患
者，其中试验组 313 例，安慰剂对照组 214 例，
各研究间存在异质性（P ＜ 0.000 01，I2 ＝ 88%），
采用随机效应模型进行分析，结果见图 14。Meta
分析显示，糖尿病患者在降糖治疗后，试验组
患者 DBP 与对照组患者无显著差异 [SMD ＝－

0.34，95%CI（－ 1.00，0.33），P ＝ 0.32]。

图 14　两组患者治疗后舒张压的 meta 分析森林图

Fig 14　Forest plot of meta-analysis of the DBP in the two groups after 
the treatment

2.4.5　 不 良 反 应 发 生 情 况　 有 6 项 研 究 报
道了糖尿病患者治疗后的不良反应发生情
况 [11，13-14，19，20]，主要包括胃肠胀气、消化不良、
便秘、食欲减退、口干、皮疹、神经系统反应、
骨骼肌肉疼痛和泌尿系统反应等。共纳入了 583
例 T2DM 患者，其中试验组 344 例，安慰剂对照
组 239 例，各研究间存在异质性（P ＝ 0.80，I2 ＝

0%），采用固定效应模型进行分析，结果见图 15。
Meta 分析结果显示，糖尿病患者在降糖治疗后，
试验组患者不良反应事件的发生件数与对照组患
者无显著差异 [RR ＝ 0.95，95%CI（0.77，1.17），
P ＝ 0.61]。
3　讨论

　　研究发现糖尿病患者的空腹血清铬显著低于
健康人，说明糖尿病患者可能缺铬 [27]。三价铬是

一种具有生物活性的铬调素复合物，其通过改善
细胞对胰岛素的敏感性，作为在胰岛素抵抗的情
况下诱导糖耐量的辅助疗法上市，然而补充铬是
否会影响内源性胰岛素的分泌或影响胰岛素信号
变化，目前尚不清楚 [28]。有研究表明，三价铬与
一种被称为铬调蛋白的铬聚合物形成寡肽，并结
合胰岛素受体参与胰岛素信号转导，从而发挥降
糖作用 [29-31]。一般来说，很难直观简单地比较单
个不同的铬补充剂临床试验研究的结果。由于铬
水平极低，很难对生物组织和体液中的铬状态进
行可靠的评估，而且不同的研究使用了不同剂量
和类型的铬补充剂，很难界定铬对 T2DM 的确切
影响。
　　本研究对 23 项 RCT 进行了系统评价，结果
显示试验组患者相比对照组患者在胰岛素抵抗、
血糖和血脂等方面均有显著改善，具体来说补充
铬的患者在 HOMA-IR、FBG、FBI、HbAlc、TC
和 TG 水平等指标上均有显著改善，而补充铬对
T2DM 患者的体质量指数、血压和不良反应的发
生均无显著影响。从亚组分析结果来看，铬酵
母的添加可以显著改善 T2DM 患者的体质量指

数，而吡啶甲酸铬是对胰岛素抵抗、血糖和血脂
改善均有显著影响的单一铬剂类型，可能是由于
吡啶甲酸铬吸收率较高，远高于普通铬剂的吸收
率 [32]，因此从亚组分析看，吡啶甲酸铬对各指标
的影响效果显著。对于相同类型的铬制剂，当铬
的剂量为 1000 μg·d－ 1，使用时间为 6 个月时，
试验组空腹血糖的降低效果最为显著 [18，25]。此
外，有 3 项 RCT 的试验组是采用了吡啶甲酸铬
联合生物素，从 meta 分析的结果来看，该试验

图 15　两组患者治疗后不良反应的 meta 分析森林图

Fig 15　Forest plot of meta-analysis of the adverse events in the two 
groups after the treatment
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亚组的空腹血糖水平也显著低于对照组，与总体
研究结果一致，并未造成研究结果的偏倚。所有
RCT 中的患者均未出现低血糖反应，各试验组空
腹血糖值均大于 72 mg·dL－ 1，也未有患者在试
验中出现低血糖反应的报道。
　　本文纳入的 23 项 RCT 中有 12 项为随机、多
中心、双盲试验，纳入的研究整体偏倚风险低。
研究系统评价了 T2DM 患者添加使用铬剂的疗
效和安全性，为胰岛素非依赖型糖尿病的治疗提
供了思路和依据。但本次系统评价存在一些局限
性：① 在疗效的指标分析上，各研究间的同质性
较差，可能影响结果的准确性；② 关于安全性评
价纳入的研究数量较少，还需要更多 RCT 研究数
据进一步验证，同时现有的研究只报道了不良反
应事件发生数量，对于不良反应发生的严重程度、
种类等并没有更细化的报道，因此后期可以及时
跟进，细化安全性分析。
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老年共病多重用药抗胆碱能负担与营养 
不良发生的影响因素分析

徐梦琪，秦侃（安徽医科大学第三附属医院，合肥　230061）

摘要：目的　分析老年共病多重用药患者营养状况与抗胆碱能负担间的关系及发生营养不良的

相关影响因素，促进临床规范使用易增加抗胆碱能负担的药物并关注此类患者营养状况。方

法　分析 2021 年 1 月—2021 年 4 月 89 例在某三甲医院住院的 70 岁及以上年龄的患者的临

床资料，采用 NRS-2002 和 MNA-SF 量表评估患者营养状况，用 ACB 量表量化老年患者的抗

胆碱能负担，通过多元 Logistic 回归分析该类患者使用抗胆碱能药物与营养状况的关系。结

果　89 例老年共病多重用药患者中，61 例有营养风险（68.5%）；发生营养不良者 14 例，发

生率为 15.7%；有营养不良风险者 64 例（占 71.9%）；无营养不良者 11 例（占 12.4%）。多因

素 Logistic 回归分析发现入院 ACB 评分（OR ＝ 1.790，95%CI 1.038 ～ 3.087）、入院体质量

（OR ＝ 0.904，95%CI 0.845 ～ 0.966）均为老年共病多重用药患者有营养不良风险的独立危

险因素（P ＜ 0.05）。结论　老年共病多重用药患者的抗胆碱能负担可能是其发生营养不良的

促进因素，临床营养药师应考虑医嘱中药物对营养状况的影响，帮助临床选择更合适的药物，

进行有效的干预防止营养不良风险患者转为营养不良，减少营养不良的发生率。
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Anticholinergic burden in the elderly with comorbidity and multiple 
medication and influencing factors for malnutrition

XU Meng-qi, QIN Kan (The Third Affiliated Hospital of Anhui Medical University, Hefei  230061)

Abstract: Objective  To analyze the relationship between nutritional status and anticholinergic 
burden of the elderly with comorbidity and multiple medication and related factors for malnutrition, 
and promote rational use of drugs and reduce the anticholinergic burden. Methods  Clinical data of 89 
patients aged 70 or above who were hospitalized in a tier-three comprehensive hospital from January 
2021 to April 2021 were analyzed. The nutritional status of the patients was assessed by MNA-SF 
and NRS-2002 scale, the anticholinergic load of the patients was quantified by ACB scale, and the 
risk factors of malnutrition were analyzed by multiple Logistic regression analysis. Results  Among 
the 89 patients with comorbidity and multiple medication, 61 (68.5%) showed nutritional risk; 14 
(15.7%) had malnutrition; 64 (71.9%) had risk of malnutrition and 11 (12.4%) had good nutrition. 
Multivariate Logistic regression showed that ACB scores at admission (OR ＝ 1.790, 95%CI 1.038 －

3.087) and weight at admission (OR ＝ 0.904, 95%CI 0.845 － 0.966) were independent risk factors 
for malnutrition (P ＜ 0.05). Conclusion  Anticholinergic burden of the elderly with comorbidity 
and multiple medication increases the occurrence of malnutrition. Clinical dietitian and pharmacists 
should consider the influence of drugs on the nutritional status in medical advice and reduce the 
incidence of malnutrition. 
Key words: elderly with comorbidity and multiple medication; nutritional risk; anticholinergic load

　　2021 年 60 岁及以上人口的比重较 2020 年上
升了 5.44%[1]。营养不良在各个年龄段都会存在，
但在老年群体中更易发生，随着年龄的增长，人
体器官功能衰退，老年患者的营养问题越来越突
出。营养不良通常与不良的结局相关，如住院时
间延长、死亡率增加 [2]，以及虚弱和功能状态较
差等 [3]。造成老年患者营养不良状况的因素较为
复杂，包括年龄、饮食、疾病及药物等，需格外
重视。
　　在临床中，老年人常服用抗胆碱能药物，用
于治疗过敏、哮喘、抑郁症、高血压、帕金森病
等 [4]。根据其治疗效果，这些药物可分为两大类：
一类是具有抗胆碱能活性并用于治疗的药物，如
抗帕金森药物、抗痉挛药及抗毒蕈碱药物等；一
类是具有抗胆碱能活性但不作为其主要治疗目的
的药物，如抗组胺药、抗精神病药和抗抑郁药等。
抗胆碱能药物毒性常为多种药物的累积效应，而
非单一药物过量 [5]。在医疗过程中人们常会忽视
这类药物的累积抗胆碱能活性，且国内很少有研
究评估临床环境中药物使用与营养状况的关系，
忽略了药物对营养状况的影响。本文旨在研究老
年共病多重用药患者使用抗胆碱能药物产生的抗

胆碱能负担与其营养状况的关系。
1　资料与方法

1.1　一般资料

　　选取 2021 年 1 月—2021 年 4 月在某三甲医
院住院的 70 岁及以上的患者，入院诊断主要为
高血压、肺炎、脑梗死、糖尿病、冠心病，患
有三种及以上疾病的患者约占 84%。纳入研究
的患者共 89 例，年龄 70 ～ 89 岁，平均年龄
（79.92±0.62）岁，其中男性 54 人，女性 35 人，
入院前约 84.3% 的患者用药≥ 3 种，入院后所有
患者用药均≥ 3 种。纳入标准：① 年龄≥ 70 岁
且＜ 90 岁；② 患者神志清楚、无交流障碍、能
回答问题；③ 住院时间≥ 7 d；④ 临床资料全且
愿意参与本研究。
1.2　评估方法

　　抗胆碱能认知负担（anticholinergic cognitive 
burden）量表是最常用的基于专家的抗胆碱能不
良预后量表 [6]。营养风险筛查表（NRS-2002）是
建立在 128 项随机对照临床研究基础上的营养风
险筛查工具，用于判断本次住院是否存在营养风
险，从而影响疾病转归；微型营养评定表（MNA-
SF）是一种用于老年患者营养评定的工具，它能
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够通过营养不良的生化标志物的变化，在营养问
题出现之前进行诊断，具有较好的灵敏性，两种
量表均被欧洲肠外肠内营养学会和中华医学会肠
外肠内营养学分会推荐使用 [7]。
　　采用 NRS-2002 及 MNA-SF 评估患者营养状
况，问卷调查由同一人完成，NRS-2002 ≥ 3 分，
判定为有营养风险；MNA-SF 评定表满分为 14
分，12 ～ 14 分为营养正常，8 ～ 11 分为有营养
不良风险，0 ～ 7 分则为营养不良。对符合标准
的患者进行抗胆碱能药物评估，并采用 ACB 分
数量化患者的抗胆碱能负担。
1.3　观察指标

　　收集患者的临床资料，主要包括年龄、性
别、入院体质量、出院体质量、入院体质量指数
（BMI）、出院 BMI、白蛋白（ALB）、总胆固醇、
胱抑素 C、入院共病数量、入院药物种类、出院
药物种类、住院时间等。
1.4　统计学方法 
　　采用 SPSS 23.0 统计学软件进行数据分析，
K-S 检验计量资料是否正态，计量资料用均数
±标准差（x±s）表示，组间比较采用 Mann-
Whitney U 检验。计数资料比较采用卡方检验，
入院前和入院后的 ACB 评分用 McNemar 检验进
行比较，采用多因素 Logistic 回归分析筛选独立
危险因素，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　老年共病多重用药患者营养不良的发生情况

　　89 例患者中有营养风险者 61 人，约占 68.5%。
营养不良者 14 人，发生率 15.7%；有营养不良风
险者 64 人，营养正常者 11 人。
　　老年共病多重用药患者抗胆碱能负担情况 
ACB 评分增加患者有 39 人，ACB 评分未增加
患者有 50 人，抗胆碱能负担增加患者占 43.8%。
ACB 等级为 1 的药物具有抗胆碱能活性，但临床
影响尚不明确，ACB 等级为 2 或 3 的药物已产生
明确的临床抗胆碱能作用。ACB 等级越高，临床
相关的抗胆碱能作用越强，见表 1。结果显示抗
胆碱能负担增加的老年患者出院 BMI、总胆固醇
低于抗胆碱能负担未增加的患者，而其年龄、体
质量变化、入院药物种类、出院药物种类、入院
前 ACB 评分、入院后 ACB 评分、入院共病数量、
出院 NRS 评分、住院时长均高于抗胆碱能负担未
增加的患者，见表 2。
2.2　老年共病多重用药患者出院营养状况的多因

素分析

表 1　抗胆碱能药物分级 
Tab 1　Classification of anticholinergic drugs

ACB 等级 抗胆碱能药物

1 美托洛尔；硝苯地平；卡托普利；茶碱；可待因；秋

水仙碱；华法林；地西泮；地高辛；芬太尼；呋塞米；

茶碱；氯雷他定

2 卡马西平；奥卡西平；哌替啶；环苯扎林；金刚烷胺

3 阿米替林；扑尔敏；氯丙嗪；氯氮平；苯海拉明；奥氮平；

帕罗西汀；异丙嗪；苯海索

表 2　不同组别的实验室和临床因素分析 
Tab 2　Laboratory and clinical factors in different groups

因素 ACB 评分增加 ACB 评分未增加 P

年龄 / 岁 81.85±5.85 78.70±5.06 0.009

性别 男 22 32 0.305

女 17 18

入院体质量 /kg 59.89±1.86 59.94±1.24 0.941

出院体质量 /kg 59.30±1.88 59.82±1.25 0.797

体质量变化 /kg 1.5 0 0.002

入院 BMI/（kg·m － 2） 21.24±0.43 22.50±0.30 0.082

出院 BMI/（kg·m － 2） 20.96±0.41 22.46±0.31 0.043

入院药物种类 11.79±4.44 8.20±3.61 ＜ 0.001

出院药物种类 4.97±1.74 3.62±1.69 ＜ 0.001

住院时长 14.10±5.72 11.54±5.81 0.008

入院前 ACB 评分 0.92±0.98 0.20±0.40 ＜ 0.001

入院后 ACB 评分 3.00±1.76 0.52±0.51 ＜ 0.001

入院 NRS 评分 3.18±1.00 2.88±0.98 0.136

出院 NRS 评分 3.77±1.53 3.02±1.20 0.018

ALB 34.95±0.60 35.58±0.72 0.469

总胆固醇 /（mmol·L － 1） 3.68±0.14 4.10±0.14 0.031

胱抑素 C /（mg·L － 1） 1.45±0.06 1.31±0.07 0.004

入院共病数量 6.23±0.42 4.46±0.29 0.002

　　以老年共病多重用药患者出院 NRS 评分为
因变量（赋值 NRS ≥ 3 ＝ 1，NRS ＜ 3 ＝ 0），以
入院后 ACB 评分、ALB、入院体质量、入院共
病数量为自变量进行多元 Logistic 回归分析，结
果显示入院后 ACB 评分、入院体质量是独立危
险因素，结果见表 3。
2.3　住院时 ACB 评分的变化

　　入院前约 59.6% 的患者抗胆碱能评分为 0，
但入院后这一比例降低至 21.3%，与此同时，
ACB 评分为 1 分、2 分及≥ 3 分的患者比例由
23.6%、14.6%、2.2% 增加至 31.5%、29.2%、18%
（见图 1）。
3　讨论

3.1　营养状况分析

　　本研究发现，通过 NRS-2002 评分，入院时约
68.5% 的患者有营养风险，而出院时 73.0% 的患者
有营养风险，可以看出随着老年共病多重用药患者
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的抗胆碱能负担增加，有营养风险的患者数量也有
所增加。营养风险表明患者的营养状况对临床结局
的不利影响较大，但并不能表明患者营养不良情况，
因此又进行了 MNA-SF 评估。结果显示已有营养不
良患者占 15.7%，而营养不良风险患者高达 71.9%。
一项对 12 个国家老年人的回顾性汇总分析报告称，
营养不良的总流行率约为 23%，康复机构营养不良
发生率最高（50.5%），其次是医院（38.7%）、养老院
（13.8%）和社区（5.8%）[8]。国内研究也表示，老年
住院患者普遍存在营养不良风险，尤其是蛋白质能
量营养不良 [9]。营养不良的原因十分复杂，与器官
功能性疾病、老年退行性生理改变、环境因素、不
良饮食习惯等都密切相关 [10]。本研究中营养不良发
生率相比之前的报告较低，可能是因为没有纳入意
识不清的重症患者，且市区人民生活水平较高，物
资丰富，因此本研究中营养不良的总体比例略低于
其他研究，但潜在的营养不良发生率依然较高。
3.2　抗胆碱能药物使用状况

　　本研究结果显示住院时 78.7% 的老年患者至少
使用了 1 种抗胆碱能药物，近 50% 的患者使用联
合处方抗胆碱能药物，营养不良患者的抗胆碱能负
担明显高于非营养不良者。由于大部分老年人同时
合并多种疾病以及使用多种药物，同时衰老伴随着
肝和肾药物代谢能力的下降，血脑屏障通透性增加
以及中枢胆碱能活性降低，老年人更容易受到抗胆
碱能相关作用的影响。抗胆碱能药物的非预期抗胆
碱能效应会导致许多不良反应，包括跌倒、认知功

能障碍、住院时间延长以及各种原因引起的痴呆和
死亡的风险增加等。Fox 等 [11] 报道抗胆碱能药物的
使用与更大的认知能力下降风险相关，还与两年更
高的病死率相关。此外还有分析表明，抗胆碱能药
物的使用与糖代谢降低和脑萎缩增加有关 [12]。认
知功能障碍等疾病很可能与营养不良相关 [13]，抗
胆碱能药物可能因此影响到老年患者的营养状况。
　　在抗胆碱能药物的使用方面，90% 患者使用
了 ACB 分级为 1 的抗胆碱能药物，如茶碱、呋塞
米、异山梨醇、美托洛尔等，使用确定性的抗胆
碱能药物为奥氮平、氯丙嗪、帕罗西汀。奥氮平、
帕罗西汀等药物作用于中枢神经系统，这类药物
不仅能通过诱导镇静和嗜睡降低意识水平，还能
减少唾液分泌量，导致口腔干燥。虽然绝大部分
患者使用单个药物的抗胆碱能效应低，但这些药
物的累积负荷已被证明会增加严重不良事件的风
险，如精神错乱、口干、眼干和便秘等 [14]。先前
的研究表明，≥ 65 岁的患者经常使用多种药物，
年龄相关的药代动力学变化的风险最大，其抗胆
碱能药物不良反应的风险也会随之增加 [15]。
　　本研究最重要的发现是营养状况与 ACB 的评
分密切相关，ACB 评分增加的患者中，37.5% 存在
营养不良，50% 有营养不良风险，这表明抗胆碱能
负担增加的老年住院患者更可能会发生营养不良，
且抗胆碱能负担增加的患者住院时间明显长于未增
加组。据报道，服用抗胆碱能药物的老年人与不服
用抗胆碱能药物的个体相比，外周不良反应风险增
加 [16]，如氯丙嗪等强抗胆碱能药物可导致锥体外
系反应、张口和闭口困难以及舌侧运动受限等不良
反应。有研究报道了羟基嗪的强抗胆碱能作用会减
少唾液分泌，损害食物团形成，并引起味觉障碍，
这表明该类药物对营养状况具有较强作用 [17]。抗
胆碱能负担增加的老年患者住院时间相对更长，用
药种类更多，加重了患者的身体及心理负荷，焦
虑情绪会破坏体内平衡，也会影响患者的食欲 [18]。
此外抗胆碱能负担增加组的体质量降低较明显，这
表明了患者的摄入量与需求的不平衡，这些都可能
增加营养不良的风险。
　　入院后使用的药物种类也与老年共病多重用药
患者出院时的营养状况相关。随着老年人口的增加，
老年人多重用药现象加剧，由于药物的相互作用及
对摄入量的影响等均容易导致营养不良进展 [19]。
　　有效的营养筛查方法能较好地预测临床结
局，了解老年共病多重用药患者的营养状况有助
于减少营养不良的发生，提高他们的生活质量。

表 3　老年患者出院营养状况的多因素分析 
Tab 3　Multivariate analysis of nutritional status in elderly patients 

at discharge

变量 回归系数 标准误 P 值 OR 值 95%CI

入院后 ACB 评分      0.582 0.278 0.036 1.790 1.038 ～ 3.087

ALB － 0.055 0.059 0.358 0.947 0.843 ～ 1.064

入院体质量 － 0.101 0.034 0.003 0.904 0.845 ～ 0.966

入院共病数量      0.162 0.130 0.211 1.176 0.912 ～ 1.517

常量    13.968 5.623 0.013 － －

图 1　入院前和入院后的 ACB 评分比较

Fig 1　ACB score before and after the admission
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因此在老年人入院就进行营养状况评估是十分必
要的，这可以为临床医师开具处方提供参考，在
使用抗胆碱能药物时更加谨慎。
4　结语

　　本研究存在几个局限：首先，无法确定 ACB
评分和营养状况之间的因果关系；其次，本研究
中没有考虑每种药物的剂量；再次，除了 ACB
显示的药物外，其他的抗胆碱能药物并未包含，
未来可以参考一下 Rudolph 等 [20] 开发的根据抗胆
碱能效力区分的抗胆碱能药物清单；最后，本研
究存在样本量较少，研究时间较短等问题，还需
进一步验证。
　　目前研究表明老年共病多重用药抗胆碱能负
担与 NRS-2002 评分相关，通过本研究可能有助
于改善这类患者的营养状况。未来的研究可以调
查通过减少或停止使用抗胆碱能药物，改善老年
共病多重用药患者的营养状况。
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处方前置审核在辅助药临床合理运用中的作用
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摘要：目的　探讨处方前置审核系统协同审方药师在规范辅助用药中的作用，为促进该类药物

临床合理应用提供参考。方法　回顾性分析 2019 年 12 月至 2020 年 11 月，经系统与药师前置

审核且含有此类辅助药的某院门急诊处方，比较审核过程中处方合理率的变化。结果　随着处

方前置审核的推进，与审核首月比较，审核末月的门急诊辅助药处方不合理率由 8.67% 下降

至 1.69%，有效干预率为 91.39%。结论　该院门急诊辅助药处方经前置审核系统与药师实时

审核后，患者用药风险降低，临床用药合理性提高。

关键词：处方前置审核；辅助药；药师干预；合理用药
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use of adjuvant drugs
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Abstract: Objective  To determine the effect of pre-prescription review system combined with 
pharmacist auditors on standardizing the application of adjuvant drugs, and to provide reference for 
rational drug use in clinic. Methods  Retrospective analysis was conducted on prescriptions of the 
outpatient and emergency department in a hospital which contained adjuvant drugs and had been 
pre-reviewed by system and pharmacists from December 2019 to November 2020. The prescription 
qualification rate was compared in the prescription review. Results  With the application of 
prescription auditing, the unreasonable prescription rate of adjuvant drugs decreased from 8.67% to 
1.69%, and the effective intervention rate was 91.39%. Conclusion  After the intervention by review 
system and pharmacists in time, the risk of unreasonable drug utilization is reduced.  
Key words: pre-prescription review system; adjuvant drug; pharmacist intervention; rational drug use
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　　在当今的医疗环境下，优化用药的同时减少
非必要医疗开销是药物管理的关键 [1]，而我国辅
助药的普遍性过度使用问题 [2]，已成为医疗机构
及药事管理部门监管的重点，探索其用药合理性
评价方法及规范化使用策略是药学技术人员的重
要任务。根据国家重点监控合理用药相关政策 [3]，
医疗机构超常规辅助用药使用情况宜进行重点考
察跟踪。

　　合理用药工具与前置审核系统的整合在规范
信息化处方医嘱开具、规避用药错误方面具有
正向作用 [4]，但未见其用于辅助药专项审核的报
道。本研究中，审方药师参考国家重点监控合理
用药目录中该院配备品种及门急诊辅助药具体使
用情况，结合信息化辅助审核系统，针对需要监
控的药物，在其自定义模块设置实时监测内容，
直达侧重点，全面审查相关药品的使用规范性、
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合法性及适宜性。并依据相关要求，对该医疗机
构使用的辅助药的用药合理性展开追踪并予以实
时干预，完善审核系统信息规则库，对出现问题
类型进行回顾性分析，初步观察监控效果，以优
化医师开方行为，提升药师干预技能及药事服务
能力，促进该院辅助药的临床合理运用。
1　资料与方法

1.1　一般资料 
　　回顾性抽取某院门急诊 2019 年 12 月至 2020
年 11 月包含辅助药并经系统及药师二重前置审
核的所有处方进行查看并分析。
1.2　信息技术基础 
　　审核辅助工具为药师前置审方干预系统
PASS pharmReview（美康医药软件公司，版本号
V1.2）。该系统与医师工作站 HIS（东软医疗信息
管理系统 V2）对接，用药信息于处方打印前传输
至审核系统中。
1.3　干预依据 
　　相关法律法规 [5]、药品说明书、国家处方集、

专家共识、临床诊疗指南、文献资料等均作为辅
助用药审核参考依据，主要考察用药合法性、规
范性以及适宜性。审核项目包括诊断用药相符性、
重复给药、给药方式、用量疗程、溶媒配伍、禁
忌证、特殊人群用药等。
1.4　审核方式 
　　设立独立岗位进行前置审方。为考察既定药
物的使用情况，避免漏审假阴性处方，药师将需
要监控的药品手动添加到特殊关注行列，无论系
统预判结果如何，每一张含有辅助用药的处方均
可到达药师处进行实时在线审核，药师可结合系
统提示及警示级别进行干预，选择通过、双签通
过、不通过按键，分别执行通过合理处方、医师
添加通过理由、强制提请医师修改操作，审核流
程见图 1。之后药师做好干预记录，查漏补缺，
医师可在系统预判不合理提示及药师操作后进行
处方修改。在干预的每一环节，药师均可与医师
在线交流及传输资料。干预时间设定为≤ 60 s。

图 1　门急诊辅助药处方前置审核流程

Fig 1　Procedure of pre-prescription review of adjuvant drugs in the outpatient and emergency departments

1.5　完善系统审核规则 
　　源于商业或自主设计的处方前置审核软件均可
通过系统知识库中的药品规则与即时处方进行比对
实现智能化判断 [6]。完善与更新系统规则有助于构
建适合医疗机构个性化的审核方法，降低假阳性与
假阴性率 [7]。药师可透过与临床的互动及反馈，搜
集相关意见及建议，做好干预小结，促进规则完

善。在该项研究中，由于将相关辅助用药设置了
重点关注，无论系统是否自动通过，医师处方协同
系统判定结果均可传输至药师处进行人工审核，因
此，在审核过程中，药学人员可根据系统与人工审
核结果的比对，查漏补缺，实现规则库的维护，在
系统层面上规避“漏审”与“错审”。
1.6　分析方法 
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　　记录并分析审核中拦截的辅助药不合理处
方。计算每月处方不合理率（%）＝系统及人工
拦截的辅助药不合理处方数 / 当月辅助药处方总
数 ×100%，在审核过程中，比较首末月辅助药
临床使用改善效果，计算各辅助用药处方合格率
及有效干预率（%）＝干预后医师修改辅助药处
方数 / 审核干预辅助药处方总数 ×100%。
2　结果

2.1　辅助用药干预基本情况

　　在 12 个月中，人机结合审核辅助药物处方
18 757 份，合理率为 95.17%。在前置审核过程
中，系统审核后医师主动返回修改处方比例为
24.50%，药师进行人工审核后医师修改处方比例
为 66.89%，有效干预率高达 91.39%。采用系统＋

药师对门急诊辅助药处方进行双重审核后，处方
不合理率由首个干预月（2019 年 12 月）的 8.67%
下降至干预末月（2020 年 11 月）的 1.69%，下降
幅度较显著，见图 2。
2.2　辅助用药合理率分析

　　辅助用药前置审核中，各类药物被干预的主要

原因为适应证不适宜，体现为临床诊断与用药不相
符，使用指征不明确。丹参川芎嗪注射液存在主要
问题为重复用药，体现为功能相似的中成药注射液
联用。前列地尔注射液主要问题为遴选药物不适宜，
体现为未考虑患者已有疾病，触犯禁忌证用药。其
余问题包括用法用量不适宜，体现为注射液浓度及
给药方式与剂量不合理等。各辅助药处方合理率及
存在问题见表 1，典型前置审核干预实例见表 2。

表 1　各辅助药处方合理率及存在问题类型 
Tab 1　Rational rate of adjuvant drugs and main problems

品种 处方合理率 /% 被干预主要问题 被干预次要问题

奥拉西坦胶囊 95.98 适应证不适宜（85.71%） 重复用药（7.69%）

奥拉西坦注射液 99.26 适应证不适宜（60.00%） 重复用药（23.33%）

前列地尔注射液 91.55 遴选药物不适宜（45.83%） 适应证不适宜（33.33%）

丹参川芎嗪注射液 95.80 重复用药（64.29%） 用法用量不适宜（14.29%）

依达拉奉注射液 97.10 适应证不适宜（61.29%） 重复用药（35.48%）

注射用长春西汀 90.20 适应证不适宜（80.00%） 用法用量不适宜（16.67%）

注射用鼠神经生长因子 96.43 适应证不适宜（96.00%） 用法用量不适宜（4.00%）

注射用胸腺五肽 99.66 适应证不适宜（45.45%） 用法用量（18.18%）

转化糖电解质注射液 99.27 适应证不适宜（87.72%） 遴选药物不适宜（8.77%）

表 2　门急诊辅助用药处方前置审核干预实例 
Tab 2　Examples of pre-intervened adjuvant drug prescriptions in the outpatient and emergency departments

药物 临床诊断 干预原因 医师处置

奥拉西坦胶囊 焦虑症 诊断与用药不符 提请药师审核后，医师增加血管性痴呆

的诊断

阿尔茨海默病 每次用量超常用量；本品胶囊剂型规格为 400 mg，医师开

具 1.2 g po tid；超过推荐用量：800 mg，2 ～ 3 次·d － 1

系统审核提示后，医师返回修改单次用

量

奥拉西坦注射液 脑血管意外伴意识

障碍

给药方式不适宜；医师开具该药用法为静脉注射，说明书未

推荐此种给药方式

系统审核提示后，医师返回修改给药方

式为静脉滴注

尿毒症、脑卒中伴

认知障碍

禁忌证用药；本品禁用于重度肾功能损害患者 提请药师审核后，医师更改药物为胞磷

胆碱钠片

前列地尔注射液 结缔组织病 诊断与用药不符 提请药师审核后，医师增加系统硬化

症，雷诺现象诊断

急性下肢动脉栓塞 用法用量不适宜；本品规格为 10 μg，医师开具 20 μg ivgtt 
bid；超过推荐用量：5 ～ 10 μg qd

系统审核提示后，医师返回修改用量为

10 μg qd ivgtt

图 2　前置审核中门急诊辅助用药各月处方不合理率变化

Fig 2　Percentage change of pre-audit irrational adjuvant drug 
prescriptions in the department of outpatient and emergency per month
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药物 临床诊断 干预原因 医师处置

丹参川芎嗪注 
射液

冠心病 重复用药；医师同时开具丹参川芎嗪注射液、丹红注射液，

此类药物均为治疗血栓性疾病的药物，主药均为丹参成

分，处方中仅推荐使用 1 种

提请药师审核后，医师删除丹红注射液

腔隙性脑梗死 用法用量不适宜；医师开具 20 mL qd ivgtt，超过推荐量：成

人每次 5 ～ 10 mL
提请药师审核后，医师修改用量为 10 

mL qd ivgtt

依达拉奉注射液 颅内多发缺血灶 超疗程用药；医师开具 30 mg ivgtt bid，共 40 支；超过脑梗

缺血用药疗程：14 d 内

提交药师审核后，医师修改药物总量为

14 d 用药

急性脑梗死 配伍禁忌；医师开具 30 mg ivgtt bid，溶媒为 5% 葡萄糖注射

液 100 mL；不推荐该药与 5% 葡萄糖注射液在大输液中配

伍，可使依达拉奉浓度降低

系统审核提示后，医师返回修改溶媒为

0.9% 氯化钠注射液

注射用长春西汀 眩晕 诊断与用药不符 提请药师审核后，医师增加脑出血诊断

注射用鼠神经生

长因子

青光眼 诊断与用药不符 提请药师审核后，医师增加脑神经萎缩

诊断

注射用胸腺五肽 慢性乙型肝炎 给药方式不适宜；医师开具 1 mg ivgtt qd。推荐为肌内或皮

下注射给药：1 mg/ 次，1 ～ 2 次·d － 1

系统审核提示后，医师返回修改为肌内

注射

肺部恶性肿瘤 重复用药；医师同时开具注射用胸腺五肽与注射用胸腺法新；

两者功能相似，均有提高免疫应答作用

提请药师审核后，医师删除注射用胸腺

法新

转化糖电解质注

射液

高尿酸血症、纳差 禁忌证用药；本品禁用于遗传性果糖不耐受、高尿酸血症或

痛风患者

系统审核提示后，医师返回删除该药物

电解质紊乱 给药方式不适宜；医师开具 500 mL，肌内注射，st。本品用

于静脉滴注，250 ～ 1000 mL/ 次
系统审核提示后，医师返回修改为静脉

滴注

续表 2

2.3　系统规则维护与更进

　　药师在审核过程中发现的部分假阳性处方提
示问题及系统漏洞，可通过启用规则的自主维护
功能完善。在说明书范围内或经 FDA 获批的用
药规则，经讨论后可由处方审核小组修改。例如，
前列地尔注射液被批准用于勃起功能障碍的辅助
治疗；依达拉奉注射液被批准用于肌萎缩侧索硬
化辅助治疗且疗程可达 28 d。在规则库中可将前
列地尔注射液与勃起功能障碍匹配，后者亦然。
注射用长春西汀，用于糖尿病患者，系统提示：
“本品含山梨醇，会引起血糖不稳，使用时注意
监测血糖水平”。系统误将注射用长春西汀粉针
剂与长春西汀注射液辅料成分混淆，此种提示可
由审方药师进行规则修订。对于超说明书药物使
用，需上报并经医院药事管理与药物治疗学委员
会通过后方能修改。基于医药互动沟通与循证结
果查询的动态循环，药师积极更新规则，完善信
息化处方前置审核系统知识库。
3　讨论

　　辅助用药的界定与定义尚未明确。笔者认
为，这类药物于医疗机构中使用，应当有助于患
者疾病及功能紊乱的防治 [8]，预防或缓解相关主
药的毒副作用或通过影响主药代谢途径、作用机
制，提高其生物利用度以增强功效，在肿瘤放化

疗、保肝降酶、活血通络、滋养神经、免疫调节、
术后修复等方面有协同治疗作用。在处方前置审
核中，判断辅助药的应用是否合理应基于“安全、
有效、经济、适当”的原则 [9]。
3.1　辅助药审核切入点分析

　　辅助药审核可从以下几方面思考：（1）药物使
用有无相应适应证。例如诊断为视物模糊，医师
开具注射用鼠神经生长因子，被判断为诊断与用
药不相符，经审核后，医师将诊断修改为左侧外
展神经损伤，符合该药物对应适应证范围。（2）
是否存在超说明书使用情况。例如奥拉西坦用于
一氧化碳中毒。说明书未记载，但依据指南及随
机对照试验结果 [10-11]，奥拉西坦为拟胆碱能促智
药，对恢复神经细胞功能有积极作用，可用于一
氧化碳中毒急性期辅助治疗。（3）给药方式是否
适宜。例如医师开处方时误将静脉滴注录入为静
脉注射；一些药物特殊用法需注意，前列地尔注
射液用于Ⅲ、Ⅳ期慢性动脉闭塞症，可由输液泵
进行动脉滴注。（4）频次剂量是否合理。例如在
处方录入时，奥拉西坦注射液用量“4 g qd”误录
为“4 g tid”；极少数医师以加大用药量或频次的
方式，满足慢性病患者“少就医，多开药”的要
求，此举风险大且不合规，属于硬性拦截范围。
（5）是否超疗程用药。例如奥拉西坦注射液疗程



943

中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期　Central South Pharmacy. April  2022, Vol. 20 No.4

不应超过 3 周；依达拉奉注射液对于不同适应证
疗程也不同，用于改善脑梗死后遗神经症状使用
不宜超过 14 d；注射用胸腺五肽连续使用不宜超
过 30 d。（6）有无用药禁忌。例如具有免疫双向
调节功能的药物不宜用于需要免疫抑制治疗的人
群，包括器官移植初期的患者。（7）特殊人群用
药限制。例如具有活血化瘀功效，用于闭塞血管
疾病的辅助药不宜用于妊娠期妇女及有极大出血
倾向的患者；儿童用药需综合考虑循证的安全性
及有效性。（8）溶媒适当与否。例如依达拉奉注
射液，为维持稳态血药浓度及脑脊液中有效药物
浓度，需在较短时间内（30 min）滴注完毕，因此
溶媒量需控制。前列地尔注射液的配伍溶媒量不
宜过多，以免脂微球结构遭到破坏，影响其分布
到受损血管部位的靶向特性。（9）液体药物浓度
适宜与否。例如丹参川芎嗪注射液配伍浓度不应
高于 4%；奥拉西坦注射液宜溶于不低于 100 mL
的溶媒中。（10）是否重复用药。需注意两种或多
种所含成分相似或为同一种物质的药品联用，特
别是含君药成分相同的中成药注射剂联用。（11）
联用药物是否有不良相互作用；例如前列地尔注
射液与抗凝药或血小板聚集抑制药合用，可增加
患者的出血倾向；依达拉奉注射液与具有肾毒
性抗菌药物如一代头孢合用，导致肾毒性增加。
（12）同一静脉通道内能否混合滴注。例如依达拉
奉注射液不宜与高能量输液、氨基酸溶液同一通
道输注。中成药注射液由于成分辅料较为复杂，
不宜与其他药物在同一通道混合输注 [12]。
3.2　处方前置审核对某院辅助用药的规范作用 
　　前置审核、临床决策支持系统用于抗菌药
物、急诊儿科等临床领域，可减少处方医嘱不
合理率，是规范医师开嘱行为的有效方式 [13-14]。
国内医疗机构可通过行政手段与技术手段相结
合，例如削减辅助药采购量合并处方医嘱前置审
核、处方点评及辅助用药培训等措施来遏制该类
药物的不合理应用，笔者通过 12 个月的处方前
置审核持续考察，门急诊辅助药物处方不合理率
下降幅度为 80.51%[15]。随着信息化审核模式的
推进及规则漏洞动态修补，系统假阳性问题有所
改善，辅助药处方质量得到提升。从本研究结果
看，被干预处方中的 24.50% 由系统提示后医师
主动返回修改。该类问题主要涉及电子化医嘱系
统（CPOE）相关性错误，有研究表明这类差错发
生率为 6.1% ～ 77.7%[16]，包括用法用量录入差
错、剂量单位选择差错、品规选择差错、溶媒体

积选择差错、患者信息抓取不全导致的药物使用
禁忌等。这些问题一旦被系统警示，医师会立即
意识到此类客观差错而选择第一时间更正用药信
息。该研究中，系统提示后医师选择提交药师审
核的处方比例为 75.5%，医师采纳药师审核建议
后的处方修改率为 66.89%，其中大多为提示“诊
断与用药不符”者，提交人工审核后，医师可就
患者个体化用药问题与药师线上交流。医师双签
通过，拒绝修改的处方，部分是有相应指南或专
家共识推荐的非说明书记载用药，例如鼠神经生
长因子用于婴幼儿脑损伤的神经修复，属Ⅱ类推
荐，可通过加强与临床沟通，了解医师诉求并更
新系统规则后改善，同时药师也应与时俱进，研
读专科指南；部分是临床经验性用药，已形成固
有习惯的不合理用药情况的纠正，往往不能立竿
见影，需要加大审核力度并循序渐进地改善，例
如脑部外科手术滥用依达拉奉；部分是由于患者
检验指标缺失而被拦截者，药师未知则难免过度
干预及错误干预，例如前列地尔禁用于严重心功
能不全患者，系统对于分级指标、射血分数的描
述缺失，会影响审核药师对禁忌情况的判断，此
类问题的解决需医疗机构信息部门协助，并督促
门诊病历逐步完善，该类问题是审核中的难点亦
是系统功能改进的重点，此外，审方药师需要提
升自身专业知识水准、循证工具应用能力及综合
审核技术，以契合临床需求。
3.3　信息化辅助用药前置审核中的不足与思考

3.3.1　假阳性、假阴性问题干扰审核　该类情况的
产生与系统对问题处方识别的灵敏度与准确度相
关。警报阈值低则系统灵敏度高，假阳性问题增
多；规则库完善度高，系统准确度则高，假阴性问
题减少。有研究表明，医师对于系统警报建议的接
受与否是一个复杂的利益权衡过程，灵敏度高而警
示级别低的提示，譬如药物相互作用类常被医师视
为证据级别不足继而进行综合思考，若患者治疗方
案利大于弊，医师则会忽略警报，产生假阳性 [17]。
因此，在警报阈值的设定中，应根据医疗机构具体
用药情况、医师开方习惯及审核条目设置不同的警
示级别。用药剂量、给药方式、液体浓度、配伍禁
忌等电子医嘱系统录入相关性错误警报阈值可适度
调低，而容易产生假阳性问题的临床诊断、药物相
互作用等可将警报阈值略微调高。系统预警后人工
“二重审核”是解决假阳性提示的有效途径 [18]。假
阴性漏洞越多，则患者药物使用安全隐患越大。可
通过设置重点关注药品，报警与否都反馈至人工处



944

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

进行前置审核，结合系统建议综合判断，适用于处
方量不大的辅助用药审核；也可在前置审核及回顾
性处方点评当中找问题，不断更进系统规则，运用
质量控制工具，定期开展 PDCA 循环，逐步完善
系统用药知识库。
3.3.2　患者及处方信息采集不全　门急诊患者检
验指标、历史用药、生理病理基本参数等信息若
不能在处方前置审核时被药师全面参考，则会影
响人工判断，产生“误审漏审”“警报疲劳”；处
方规范性问题无法全面识别，例如医师签章留
样、门急诊及儿科处方颜色，则对处方合法性的
审核造成影响。加强审核软件的信息链接及细节
识别功能，与生化指标、基本参数等数据库接壤
且强化信息安全，保障患者隐私是解决该问题的
有效途径。审核药师也可就患者未知的关键指标
与处方医师进行在线沟通交流。
3.3.3　辅助药使用时效性问题易被忽略　部分药物
使用时效需纳入考虑，例如神经营养修复类药物需
要强调受损早期的作用，需在 3 ～ 6 h 保护窗内使
用，以防不可逆神经病变。转化糖电解质等静脉途
径补液类药物，若患者术后 12 ～ 24 h 恢复进食，
则无需长时间使用。针对此类药物，审方药师需加
强医护沟通并做好临床用药宣传指导工作。
　　总而言之，采用处方前置审核系统与人工判
断相结合的干预方式，在促进门急诊辅助药合理
规范使用当中发挥了积极作用，部分规避了因处
方错误带给患者的用药风险。在今后辅助药审核
的探索当中，药师应合理运用审核系统，而不依
赖智能工具 [19]，强化自身专业技能，加强监测力
度，围绕“该不该用”“该怎么用”“该用多久”的
问题，并结合药物自身特点及相关政策法规，制
订统一审核标准，保证辅助药的审核更加高效、
精准地开展。
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受试者用药依从性影响因素及药学干预效果分析

钟绍金1，2，陈晓亮1，邱英麒1，王思琴1，李馥伶1（1. 中南大学湘雅医学院附属海口医院药学部，海口　

570208；2. 上海市第六人民医院——海口市骨科与糖尿病医院药学部，海口　570000）

摘要：目的　探讨受试者用药依从性影响因素及药学干预效果分析。方法　选取 2016 年 7 月至

2019 年 12 月在本院参与临床试验并成功入组的受试者 104 例，作为观察组，再从未进行药学

干预的受试者中随机抽取 80 例，作为对照组。收集所有病例的性别、年龄、体质量指数、所

在区域、文化程度、伴随疾病、用药方式、受试者类型及用药方案复杂程度等基本信息。通过

单因素分析受试者依从性的影响因素，并通过 Logistic 回归筛选出关键影响因素。综合受试者

依从性、不良事件发生情况和受试者对药学服务的满意度评估药学干预效果。结果　单因素分

析结果显示，年龄、所在区域、文化程度、用药方式、受试者类型、用药方案复杂程度、药学

干预及发生不良事件均对受试者用药依从性具有显著影响（P ＜ 0.05）。Logistic 回归分析可知，

年龄（OR ＝ 4.442，95%CI 1.172 ～ 16.831）、文化程度（OR ＝ 3.749，95%CI 1.127 ～ 12.470）、

受试者类型（OR ＝ 3.894，95%CI 1.155 ～ 13.124）、用药方案复杂程度（OR ＝ 4.206，95%CI 
1.117 ～ 15.842）及药学干预（OR ＝ 4.756，95%CI 1.838 ～ 12.304）是影响受试者用药依从性

的独立危险因素。观察组依从性好的受试者比例较对照组高（82.69% vs 66.25%，P ＝ 0.01），其

受试者满意度也较对照组明显提升（99.04% vs 77.50%，P ＜ 0.001），而其不良事件发生率显著

低于对照组（30.77% vs 47.50%，P ＝ 0.02）。结论　高龄、文化水平偏低、门诊患者、用药方

案复杂及药学干预均是影响受试者用药依从性的关键因素；药学干预模式可提升受试者用药依

从性及满意度，减少其不良事件发生，值得在临床研究中推广应用。

关键词：临床研究；用药依从性；影响因素；药学干预
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　　用药依从性问题一直是医疗领域的重点话
题，从多个方面影响患者预后及生命安全 [1]。药
物临床试验是系列试验的统称，旨在考察药物
治疗效果及安全性 [2]，而临床试验本身源于临
床，大多以患者为研究对象，且其药物疗效及安
全性多不确定，受试者的用药依从性问题亟待解
决 [3]。药师是经过系统药学知识学习并具备药学
专业知识的技术人员，多项研究证明，药师的参
与可显著改善患者用药依从性，提升患者治疗效
果并减少用药安全性问题 [4-5]。尽管药师在药物临
床研究的药物管理、GCP 培训、方案设计等多方
面作用已得到证明，但鲜见其改善受试者用药依
从性的相关报道 [6]。故本研究以本院药物临床试
验项目中的受试者为研究对象，初步分析影响其
用药依从性的因素，并探讨药学干预后的药物管
理新型模式对临床试验的影响。
1　对象与方法

1.1　研究对象

　　选取 2016 年 7 月至 2019 年 12 月参与本院
临床试验并成功入组的受试者 104 例，作为观察
组，包括男性受试者 65 例和女性受试者 39 例，
年龄 25 ～ 72 周岁；再从 2016 年 6 月前（未进行
药学干预）的受试者中选取 80 例，作为对照组，
包括男性受试者 49 例和女性受试者 31 例，年龄
24 ～ 70 周岁。入选标准：① 受试者资料完整；
② 符合相应研究方案要求，签署知情同意书并成
功入组。排除标准：① 符合项目排除标准相关要
求；② 缺失随访记录。
1.2　方法

1.2.1　数据收集　包括所有入选受试者的性别、
年龄、体质量指数（BMI）、所在区域（城市 / 农
村）、文化程度、伴随疾病、用药方式（无创 / 有
创）、受试者类型（门诊 / 住院）等基本信息。
1.2.2　用药方案复杂程度评估　参考 Johnson
等 [7] 制订的药物方案复杂性指数（MRCI）条目
设定用药方案评估标准，符合以下一项则认为用
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药方案复杂：① 注射给药或需借助辅助装置给药；
② 用药种类超过 2 种；③ 用药频率每日超过 2 次；
④ 用药操作复杂，如需要多次培训才能掌握，或
需要他人帮助或返院才能完成用药等。
1.2.3　药学干预方法　观察组从药物管理、领药
和发药、用药过程及用药后依从性评估，全程都

有临床药师参与其中，当出现用药依从性问题
时，详细记录其问题情况及原因，评估是否有必
要再次启动针对性干预程序；而对照组未设专人
管理药物，药师仅以发药为主，全程无具体干预
措施，详见表 1。

表 1　两组病例干预措施

组别 药物管理 领药凭证 发药 用药过程 用药访视

观察组 专职药师管理；提前解读

研究方案，启动会时

对研究人员进行用药

培训；跟申办方沟通，

药物标签醒目，早晚

用药分不同颜色

药师根据药品说明

书，制订详细的领

药凭证，内容包括

用药方法、注意事

项、访视日程等

药师送药给受试者或管理

住院患者的研究护士；

根据方案及领药凭证，

当面培训每一例受试者

或家属，请其当面复述

用药方法并签字确认

确保每个受试者发放

用药日记卡和温馨

提示卡，嘱其按要

求用药；增加电话

访视，密切掌握其

用药情况

每次访视时详细清点剩余试

验用药品，发现漏服、错

服、丢失、未按规定带回

剩余药物及其包装、超窗

访视等问题，及时干预后

再发药

对照组 无专人管理，无具体干

预措施

普通处方 简单的用药交代 遵照研究方案，药师

无干预措施

简单清点后发药，无详细记

录，药师不进行干预

1.2.4　用药依从性评估 [8] 　参照 Morisky 用药依
从性评价量表 8 条目（MMAS-8）进行改进，以
适用于受试者用药依从性评估，包括：① 自愿并
按方案要求的剂量和疗程用药；② 用法用量适宜；
③ 无漏服、错服、丢失等情况；④ 按要求访视
并带回剩余试验用药等，见表 2。

　　评价方法：首先，根据受试者的回答及实际
药物统计情况进行计分，所有条目答案均设计为
是（0 分）、否（1 分），根据评分总和评价受试者
用药依从性，分值越高，评分低于 6 分判定为依
从性差，评分≥ 6 分则判定为为依从性好。

表 2　改进版 MMAS-8

序号 条目内容
评分

是 否

1 您遵守现在的治疗方案有困难吗？ 0 1

2 您记住所有试验药物的用法用量有困难吗？ 0 1

3 距上次访视期间，您是否忘记过服用药物？ 0 1

4 距上次访视期间，您是否因其他原因漏服药物？ 0 1

5 感觉病情加重时，您是否在未告知研究者的情况下自行停用或减少服药？ 0 1

6 距上次访视期间，您是否丢失过药物？ 0 1

7 本次随访，您是否忘记带回剩余试验药物？ 0 1

8 感觉病情得到控制时，您是否会自行停止服药？ 0 1

1.2.5　发生不良事件情况　按照对应临床研究方
案记录不良事件发生情况，并计算不良事件发生
率（发生不良事件例数 / 总病例数 ×100%）。
1.2.6　受试者满意度评估 [9]　受试者最后一次访
视结束后，采用本院自制调查表进行满意度评
价，内容涵盖领药流程、持续时间、指导用药
及服务态度等多个方面，共计 20 题，每题均以 
0 ～ 5 分计分，总分 100 分，评分越高代表受试
者越满意。分为 3 个级别：非常满意（≥ 80 分）、
满意（≥ 60 分且＜ 80 分）及不满意（＜ 60 分），
受试者满意度为 60 分及以上所占比例。
1.3　统计学处理

　　采用 SPSS 25.0 软件进行分析，计量资料以
（均数±标准差）方式表示，采用 t 检验进行组间
对比；计数资料以 n（%）表示，经卡方（χ2）检验
分析；以 Logistic 回归筛选影响受试者用药依从性
关键影响因素。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　两组受试者基本情况

　　两组受试者性别、年龄、BMI 值、所在区域、
文化程度、伴随疾病及受试者类型等基本参数差异
均无统计学意义（P ＞ 0.05），结果见表 3。
2.2　用药依从性情况单因素比较

　　将所有受试者按照依从性情况分为依从性好
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和依从性差两类，并通过单因素分析进行比较。
结果发现年龄、所在区域、文化程度、用药方式、
受试者类型、用药方案复杂程度、药学干预及发
生不良事件均对受试者用药依从性具有显著影响
（P ＜ 0.05）。结果见表 4。
2.3　Logistic 回归分析

　　以受试者用药情况（依从性好＝ 1，依从性
差＝ 0）为因变量进行 Logistic 回归分析，自变
量为上述分析中具有明显差异的变量，其赋值见
表 5。结果年龄、文化程度、受试者类型、用药
方案复杂及药学干预是影响受试者用药依从性的
独立危险因素（见表 6）。
2.4　药学干预效果比较

　　观察组的依从性好受试者比例较对照组高
（82.69% vs 66.25%，P ＝ 0.01）， 其 受 试 者 满
意度也较对照组明显提升（99.04% vs 77.50%，
P ＜ 0.001），而其不良事件发生率显著低于对照
组（30.77% vs 47.50%，P ＝ 0.02）。
3　讨论

　　调查称，受试者依从性降低 20% 可能导致样
本量增加超过 50%，极大地增加申办方的经济成
本，因此，作为受试者依从性的关键部分，用药
依从性研究具有重要意义 [6，10-11]。受试者用药依
从性的影响因素涉及多个层面 [12]，本研究发现，
年龄、所在区域、文化程度等多项因素均会影响
受试者用药依从性。年龄较高者往往并发疾病较
多，用药相对复杂，容易忘记用药；长期居住农

表 3　两组受试者基本情况

因素 观察组（104 例）对照组（80例） t/χ2 P

性别（男 / 女） 65/39 49/31 0.030 0.862

年龄 / 岁   56.32±12.34   54.68±11.66 0.915 0.361

BMI/（kg·m － 2） 23.21±2.05 22.81±1.82 1.377 0.170

所在区域 /[n（%）] 1.120 0.290

    城市 69（66.35） 47（58.75）

    农村 35（33.65） 33（41.25）

文化程度 /[n（%）] 0.172 0.678

    高中及以上 54（51.92） 44（55.00）

    初中及以下 50（48.08） 36（45.00）

伴随疾病 /[n（%）] 0.118 0.731

    有 27（25.96） 19（23.75）

    无 77（74.04） 61（76.25）

受试者类型 /[n（%）] 0.061 0.806

    门诊患者 50（48.08） 37（46.25）

    住院患者 54（51.92） 43（53.75）

依从性情况 /[n（%）] 6.617 0.010

    好 86（82.69） 53（66.25）

    差 18（17.31） 27（33.75）

表 4　用药依从性情况单因素比较

因素
依从性好

（139 例）

依从性差

（45 例）
χ2 P

性别 /[n（%）] 2.118 0.146

  男 82（58.99） 32（71.11）

  女 57（41.01） 13（28.89）

年龄 /[n（%）] 7.080 0.008

  ≥ 60 岁 52（37.41） 27（60.00）

 ＜ 60 岁 87（62.59） 18（40.00）

所在区域 /[n（%）] 6.857 0.009

  城市 95（68.35） 21（46.67）

  农村 44（31.65） 24（53.33）

文化程度 /[n（%）] 5.736 0.017

  高中及以上 81（58.27） 17（37.78）

  初中及以下 58（41.73） 28（62.22）

伴随疾病 /[n（%）] 0.480 0.488

  有 33（23.74） 13（28.89）

  无 106（76.26） 32（71.11）

用药方式 /[n（%）] 17.232 ＜ 0.001

  无创 124（89.21） 28（62.22）

  有创 15（10.79） 17（37.78）

受试者类型 /[n（%）] 19.103 ＜ 0.001

  门诊患者 53（38.13） 34（75.56）

  住院患者 86（61.87） 11（24.44）

用药方案复杂 /[n（%）] 13.157 ＜ 0.001

  是 47（33.81） 29（64.44）

  否 92（66.19） 16（35.56）

药学干预 /[n（%）] 6.617 0.010

  是 86（61.87） 18（40.00）

  否 53（38.13） 27（60.00）

发生不良事件 /[n（%）] 7.750 0.005

  发生 45（32.37） 25（55.56）

  未发生 94（67.63） 20（44.44）

表 5　变量赋值

变量 赋值

年龄 ＜ 60 岁＝ 1，≥ 60 岁＝ 0

所在区域 城市＝ 1，农村＝ 0

文化程度 高中及以上＝ 1，初中及以下＝ 0

用药方式 无创＝ 1，有创＝ 0

受试者类型 住院患者＝ 1，门诊患者＝ 0

用药方案复杂 否＝ 1，是＝ 0

药学干预 是＝ 1，否＝ 0

发生不良事件 未发生＝ 1，发生＝ 0

表 6　多元 Logistic回归分析

变量 β S.E. Wald χ2 P OR 95%CI

年龄 1.49 0.68 4.813 0.028 4.442 （1.172，16.831）

文化程度 1.32 0.61 4.645 0.031 3.749 （1.127，12.470）

受试者类型 1.36 0.62 4.809 0.028 3.894 （1.155，13.124）

用药方案复杂 1.44 0.68 4.508 0.034 4.206 （1.117，15.842）

药学干预 1.56 0.48 10.339 0.001 4.756 （1.838，12.304）
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村者，信息相对滞后，对临床研究了解较少，加
上地域限制，更会影响其依从性；文化水平低则
易影响受试者对临床研究的认识和认可度；而用
药方便是影响药品使用的关键因素，无创的口
服用药服用方便，较注射用药等有创方式更易接
受，但多种口服药同时使用也难免会影响其依从
性；住院受试者多在医务人员管控下用药，依从
性相对较高；研究过程中如经常出现不良事件，
受试者从思想和身体都会产生抗拒，其依从性自
然大打折扣 [13]。另外，Logistic 回归分析可知，
年龄超过 60 岁、初中及以下文化水平、门诊患
者及用药方案复杂程度是影响受试者用药依从性
的独立危险因素，提示临床研究时应综合考虑。
　　近年来，国家越来越重视临床研究，势必对
其药物管理提出更高要求 [14]。本研究将合理用药
及药学服务理念融入试验药物管理，以发挥药师
的专业优势，也是药师转型的重要途径 [15]。结果
显示，药学干预已成为本院临床研究中受试者用
药依从性的关键影响因素。尽管部分工作与临床
研究中临床监察员（CRC）工作重合，但其更多
关注的是记录完整性，且多为非药学专业出身，
对复杂用药掌握不够熟练，难以达到预想的效
果。故在此基础上增加药学干预十分必要。另外，
尽管不良事件难以避免，但必要的干预措施仍可
减少其发生 [16]。实施以来，受试者用药依从性和
满意度明显提升，而不良事件发生率显著下降，
提示其应用效果明显，获得了受试者的广泛认
可。专业药师参与并进行充分的用药培训及宣教，
能够消除受试者顾虑，每次回访时清点，发现问
题后再次干预，其依从性问题明显减少；更加配
合并遵从研究方案用药，不良事件自然减少；最
后，药师送药可避免受试者来回奔波，当面的沟
通可加深受试者印象，辅以用药温馨提示及电话
跟踪随访，可明显提升其满意度。
　　综上，除高龄、初中及以下文化水平、门诊
患者、用药方案复杂程度外，药学干预亦是影响
受试者用药依从性的独立危险因素，可明显提升
受试者用药依从性及满意度，减少不良事件的发
生，值得临床研究中推广应用。但是，本研究样
本量相对较小，未能深入考虑到政府政策及其他
因素的影响，存在一定的不足，有待后续更多专
业、更大样本的研究予以确证。

参考文献

[1] Anderson LJ，Nuckols TK，Coles C，et al. A systematic 
overview of systematic reviews evaluating medication ad-
herence interventions [J]. Am J Health Syst Pharm，2020，
77（2）：138-147. 

[2] 徐永素，苏薇，曾尤超，等 . 药物临床试验中受试者服
药依从性影响因素调查及护理对策 [J]. 实用临床护理学
电子杂志，2018，33（3）：29-30.

[3] Pál C，Skolnick P. The Secrets of a successful clinical 
trial：compliance，compliance，and compliance [J]. Mol 
Interv，2011，11（2）：107-110.

[4] 黄敏芳，唐亚芳，张巧真，等 . 临床药师干预对反复发
作的失眠症患者用药依从性和治疗效果的影响 [J]. 中国
医刊，2019，54（6）：667-670. 

[5] 钱华，朱雅芳，王佳良，等 . 新型药学服务模式对患者
用药安全及依从性的干预效果 [J]. 中华全科医学，2019，
17（7）：1218-1221. 

[6] Brown JN，Britnell SR，Stivers AP，et al. Medication 
safety in clinical trials：Role of the pharmacist in opti-
mizing practice，collaboration，and education to reduce 
errors [J]. Yale J Biol Med，2017，90（1）：125-133.

[7] George J，Phun YT，Bailey MJ，et al. Development and 
validation of the medication regimen complexity index [J]. 
Ann Pharmacother，2004，38（9）：1369-1376. 

[8] 俞吉，冉烁，徐玲 . Morisky 用药依从性量表 8 条目在
老年慢性病患者用药评价中的应用 [J]. 临床药物治疗杂
志，2020，18（11）：68-71. 

[9] 应兵红，郑宇龙，刘琼 . 舒适理论对门诊患者药学服
务满意度的影响 [J]. 基层医学论坛，2020，24（25）：
3674-3675. 

[10] 李亚刚，韩铭，姚铭 . 浅谈开展药物临床试验的意义 [J].
中国厂矿医学，2009，22（2）：204-205.

[11] Nakata C，Izberk-Bilgin E，Sharp L，et al. Chronic 
illness medication compliance：a liminal and contextual 
consumer journey [J]. J Acad Mark Sci，2018，47（2）：
192-215.

[12] 周文菁，娄小焕，魏涵，等 . 药物临床试验受试者依从
性的影响因素评估和对策研究 [J]. 药物流行病学杂志，
2020，29（5）：347-351.

[13] 李立红，汪华蓉，文素琪，等 . 药物临床试验中影响受
试者依从性的因素及对策 [J]. 天津药学，2015，27（1）：
30-31. 

[14] 韩珊颖，钟绍金，邱英麒 . GCP 药房试验药品管理模式
介绍 [J]. 药学服务与研究，2018，18（3）：225-228. 

[15] 王世英 . 药师药学服务对药物安全性及患者满意度的影
响 [J]. 临床合理用药杂志，2019，12（12）：172-173. 

[16] 杨凤，黄哲，衡建福，等 . 某肿瘤医院药物临床试验
中 611 例次严重不良事件报告分析 [J]. 中南药学，2021，
185（6）：1254-1258.

（收稿日期：2021-09-05；修回日期：2021-11-05）



949

中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期　Central South Pharmacy. April  2022, Vol. 20 No.4

755 例质子泵抑制剂致新的和严重的药品不良反应报告分析

周秀丽1，刘宝生2*，宫凯凯3，纪强1（1. 阳光融和医院药学部，山东　潍坊　261000；2. 潍坊市中医院临床药学科，

山东　潍坊　261000；3. 滨州医学院附属医院肿瘤研究实验室，山东　滨州　256603）

摘要：目的　了解山东省质子泵抑制剂致新的和严重的药品不良反应（ADR）的发生情况及

特点，为临床安全合理用药提供参考。方法　对山东省 ADR 监测中心 2018 年 1 月—2020 年

9 月收集到的质子泵抑制剂致 ADR 的病例报告进行回顾性分析。结果　共收集到 3925 例质子

泵抑制剂致 ADR 病例报告，新的和严重的 ADR 共 755 例（19.24%），包括严重的 ADR 359 例

（9.15%），新的一般的 ADR 396 例（10.09%）。男性（50.06%）与女性（49.67%）发生率基本接

近，65 岁以上老年人（40.77%）为高发人群；消化系统疾病（58.01%）为主要原患疾病，用药

原因主要为胃炎（22.65%）；引发 ADR 数量最多的药物为奥美拉唑（47.15%），其次为泮托拉

唑（31.52%）；发生 ADR 的主要途径是静脉给药（73.38%），ADR 多发生于用药后 25 min 内，

主要累及全身损害、皮肤及其附件损害、胃肠损害，若用药疗程 7 d 以上发生肝胆、血液系

统损害等罕见 ADR 的数量较多，同时也应警惕循环系统、呼吸系统损害等新的 ADR 的发生。

结论　临床应掌握质子泵抑制剂 ADR 发生特点，加强用药监护，减少 ADR 对患者造成的损

害，保障临床用药安全。

关键词：质子泵抑制剂；新的和严重的药品不良反应；合理用药
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755 new and serious adverse drug reaction reports of proton pump inhibitors

ZHOU Xiu-li1, LIU Bao-sheng2*, GONG Kai-kai3, JI Qiang1 (1. Department of Pharmacy, Sunshine 
Union Hospital, Weifang  Shandong  261000; 2. Department of Clinical Pharmacy, Weifang Hospital 
of Traditional Chinese Medicine, Weifang  Shandong  261000; 3. Cancer Research Institute, Binzhou 
Medical University Hospital, Binzhou  Shandong  256603)

Abstract: Objective  To investigate the occurrence and characteristics of new and serious adverse 
drug reaction (ADR) reports of proton pump inhibitors (PPI) in Shandong province, and provide 
reference for the safety of drug use. Methods  The case reports of PPI induced ADRs collected in 
Shandong ADR Monitoring Center from January 2018 to September 2020 were retrospectively 
analyzed. Results  Totally 3925 PPI induced ADR were reported: 755 (19.24%) were new and severe 
ADR, including 359 (9.15%) severe ADR and 396 (10.09%) new general ADRs. The incidence in 
male (50.06%) and female (49.67%) was almost the same, and the over 65 year olds (40.77%) had the 
highest incidence. Digestive system diseases (58.01%) were the main primary disease, and the main 
reason for drug use was gastritis (22.65%). Omeprazole (47.15%) caused the most ADR, followed 
by pantoprazole (31.52%). Intravenous administration (73.38%) was the main way to develop ADR, 
and ADRs mostly occurred within 25 min after the administration. ADR mainly involved systemic 
damage, skin and accessory damage and gastrointestinal damage. There were many rare ADR in the 
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　　质子泵抑制剂（PPIs）具有强大而持久的抑
酸作用，广泛用于治疗急、慢性消化系统相关性
疾病，例如胃食管反流病（GERD）、卓 - 艾综合
征、消化性溃疡、上消化道出血及相关疾病、根
除幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，H.pylori）感
染以及预防和治疗应激性胃黏膜病变等 [1-2]，这
类药物主要包括奥美拉唑、兰索拉唑、泮托拉唑、
雷贝拉唑、艾司奥美拉唑以及艾普拉唑等。随着
该类药物的普遍应用，逐渐显现出超适应证、超
剂量、超疗程用药以及药物联合使用不当等不合
理用药现象，这可能会增加患者用药的风险以及
经济负担 [3-4]。为了解山东省 PPIs 致 ADR 发生的
情况及特点，笔者对 2018 年 1 月—2020 年 9 月
山东省 ADR 监测中心收集到的 PPIs 致新的 / 严
重的 ADR 病例报告进行统计和分析，为进一步
促进临床安全合理使用 PPIs 提供参考。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　2018 年 1 月—2020 年 9 月山东省医疗机构、
药品生产企业、经营企业、个人向山东省 ADR
监测中心自愿上报，经评估认定有效的所有 PPIs
致 ADR 病例报告，并根据《药品不良反应报告和
监测管理办法》[5] 筛选出符合标准要求的新的和
严重的 ADR 病例报告。
1.2　统计方法

　　对新的和严重的 ADR 报告进行信息提取，包
括患者的性别、年龄、原患疾病、有无既往史或
家族 ADR 史、ADR 的发生对原患疾病的影响及
ADR 转归情况、药品种类、给药途径、用法用量、
用药原因、ADR 发生时间分布、ADR 累及的系
统 / 器官及临床表现等，采用 Excel 电子表格和手
工检索对数据进行回顾性分析与描述。
2　结果

2.1　ADR 基本情况

　　PPIs 致 ADR 共计 3925 例，其中新的和严
重的 ADR 755 例（19.24%），包括严重的 288 例
（7.34%），新的严重的 71 例（1.81%）以及新的
一般的 396 例（10.09%）。在 755 例新的和严重
的 ADR 报告中，关联性评价为可能的 362 例

（47.95%），为很可能的 365 例（48.34%），为肯
定的 28 例（3.71%）。上报单位中医疗机构上报
745 例（98.68%），生产企业上报 8 例（1.06%），
经营企业上报 2 例（0.265%）。
2.2　患者性别、年龄基本情况

　　在 755 例新的和严重的 ADR 报告中，男性
378 例（50.06%），女性 375 例（49.67%），不详
2 例，男女比例为 1∶1.01。≥ 65 岁的患者 ADR
发生例次最多，其次为 45 ～ 64 岁，见表 1。

表 1　发生 ADR患者的年龄分布 
Tab 1　Age distribution of patients in ADR cases

年龄 / 岁 严重的 / 例 新的严重的 / 例 新的一般 / 例 n（%）

1 ～ 4     2 － －     2（0.27%）

5 ～ 14     3   3 －     6（0.8%）

15 ～ 44   54 10   74 138（18.32%）

45 ～ 64 123 28 149 300（39.84%）

≥ 65 105 29 173 307（40.77%）

合计 287 70 396 753（100%）

2.3　患者原患疾病、既往 ADR 史、家族 ADR 史

　　在 755 例新的和严重的 ADR 报告中，原患
疾病以消化系统疾病为主，共 438 例（58.01%）；
其次为心脑血管系统，共 127 例（16.82%），见
表 2。既往出现过 ADR 史患者有 31 例（4.11%），
其中 14 例患者为药物过敏史，包括奥美拉唑 2
例，卡马西平 1 例、磺胺类 2 例、利伐沙班 1
例、热毒宁 1 例、丹参注射液 1 例、左氧氟沙星
1 例、头孢类 1 例、青霉素 3 例以及具体药物不
详 1 例，其余 17 例未记录具体 ADR 原因；无既
往 ADR 史患者 511 例（67.68%），既往 ADR 史
记录不详的患者 201 例（26.62%），未记录既往
ADR 史患者 12 例（1.59%）。无家族 ADR 史患者
478 例（63.32%），家族 ADR 史记录为不详患者
263 例（34.83%），家族 ADR 史未记录患者 14 例
（1.85%）。
2.4　ADR 对原患疾病的影响及 ADR 转归情况分析

　　在 755 例新的和严重的 ADR 报告中，ADR
的发生对原患疾病病程影响不明显的 698 例
（92.45%），致使患者病程延长的 50 例（6.62%），
导致患者病情加重的 7 例（0.93%）。所有患者经
过停药或救治处理后，痊愈 368 例（48.74%），

liver, gallbladder and blood when the treatment course lasted more than 7 days. Attention should be 
paid to the occurrence of new ADR such as in the circulatory system. Conclusion  The occurrence 
characteristics and medication monitoring of PPI induced ADR should be strengthened in clinic to 
reduce the damage caused by ADR to patients and ensure the safety of clinical medications. 
Key words: proton pump inhibitor; new and serious adverse drug reaction; rational use
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病情好转 373 例（49.40%），病情未好转 4 例
（0.53%），转归不详 10 例（1.32%）。
2.5　可疑药品的品种及给药途径

　　ADR 涉及的可疑药品主要包括 6 种 PPIs，剂
型为注射剂型和口服剂型。其中奥美拉唑引起的
新的和严重的 ADR 数量最多（47.15%），其次为
泮托拉唑（31.52%）。静脉给药是引发 ADR 的主
要给药途径，静脉滴注共 554 例（73.38%），其次
为口服给药 123 例（16.29%），见表 3。

表 3　ADR涉及的药品品种及给药途径 
Tab 3　Drug types and administration routes involved in ADRs

药名 总数 / 例 占比 /% 给药途径 数量 / 例
奥美拉唑 356 47.15 口服   70

鼻饲     1
静脉滴注 284
静脉注射     1

泮托拉唑 238 31.52 口服   13
静脉滴注 225

兰索拉唑   81 10.74 口服     9
静脉滴注   72

雷贝拉唑   46   6.09 口服   27
鼻饲     1
静脉滴注   18

艾司奥美拉唑   33   4.37 口服     4
静脉滴注   27
泵内注射     2

艾普拉唑     1   0.13 静脉滴注     1

2.6　质子泵抑制剂用药原因

　　在 755 例 ADR 报告中，用药原因排名前五
的有胃炎（包括急、慢性胃炎）、胃酸分泌过多、
保护胃黏膜、预防应激性溃疡以及消化性溃疡，
此外，其他用药原因的占比（14.05%）也较大，
见表 4。
2.7　质子泵抑制剂的用量分布

　　在 PPIs 用量分布中，奥美拉唑、泮托拉唑以
及艾司奥美拉唑用量为 40 mg qd 所致的 ADR 数

量最多，分别为 198 例、120 例及 14 例。兰索拉
唑所致 ADR 数量最多的用量为 30 mg qd，共涉
及 48 例。雷贝拉唑致 ADR 数量最多的为 20 mg 
qd，共涉及 27 例，见表 5。
2.8　ADR 发生时间

　　从发生时间来看（除去未记录的），主要集中
在 10 ～ 25 min 内，其次是 2 ～ 5 d，最短发生于
0 ～ 5 min，最长可在用药 7 d 后发生，见表 6。
2.9　ADR 累及的系统 / 器官及临床表现

　　在 755 例 ADR 报告中发现 PPIs 导致的 ADR
可同时累及多个系统 / 器官，其临床表现共涉及
1357 例次，主要累及全身系统损害，表现为寒
战、多汗、发热、过敏性休克等；其次累及皮肤
及其附件损害，表现为瘙痒、皮疹、皮肤潮红等，
见表 7。
3　讨论

3.1　基本情况分析

　　在 755 份新的和严重的 ADR 报告中，部分
ADR 会导致患者病程延长或病情加重，对于基础
疾病较多的老年患者或病情较重的患者来说，可
能会增加用药风险。既往有 ADR 史的患者发生
严重的 ADR 的风险较高，临床对患者既往 ADR
史和家族 ADR 史知晓率不高。针对以上问题，
临床药师建议在患者用药前应详细询问患者 ADR
史，同时用药过程中应加强观察与监测，及时与
患者沟通用药反应，避免发生严重的 ADR。总体
来看，各年龄段均有新的和严重的 ADR 的发生，
且无性别差异，65 岁以上老年人发生最多，老年
人 PPIs 药动学与青年人相似，一般无需调整剂

表 2　患者原患疾病分布 
Tab 2　Distribution of primary diseases

原患疾病 总例数 占比 /%
消化系统 438 58.01
心脑血管系统 127 16.82
肿瘤   84 11.13
呼吸系统   71   9.40
骨骼运动系统   44   5.83
泌尿生殖系统   27   3.58
内分泌系统   22   2.91
风湿免疫系统    7   0.93
其他   45   5.96

注（Note）：其中 96 例有 2 种以上原患疾病（96 cases of them 
had more than 2 primary diseases）。

表 4　质子泵抑制剂用药原因 
Tab 4　Reasons for medication of proton pump inhibitors

用药原因
严重的 /

例

新的严重

的 / 例
新的一般

的 / 例
总计 /
例

占比 /%

胃炎 64 18 89 171 22.65
胃酸分泌过多 44 12 97 153 20.26
保护胃黏膜 40 14 79 133 17.62
预防应激性溃疡 35   9 22   66   8.75
消化性溃疡 28   6 30   64   8.48
消化道出血   9   4   7   20   2.65
胃食管反流   9   1   7   17   2.25
急性胃肠炎   9   0   4   13   1.72
抗幽门螺杆菌   2   0   2     4   0.53
急性胰腺炎   2   0   0     2   0.26
急性胆囊炎   1   0   1     2   0.26
急性肠炎   1   1   0     2   0.26
NSAIDs 相关性溃疡   0   0   2     2   0.26
其他 44   6 56 106 14.05
合计 288 71 396 755 100
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量 [6-7]，但老年人生理机能逐渐出现下降且多合
并其他基础疾病，较青年人易发生 ADR[8-9]，故
对于老年患者应严格掌握适应证，从低剂量开始，
考虑短疗程用药。此外，笔者发现有 8 例儿童患
者发生严重的 ADR，值得注意的是该类药物暂未
在中国获批儿童适应证，因此临床药师建议原则
上儿童不使用此类药物，如需使用应向医疗机构
备案超说明书用药，并在患者知情同意下使用。
3.2　ADR 与用药原因的分析

　　该类药物应用涉及多种疾病，以消化系统疾
病为主，如急、慢性胃炎，消化性溃疡，出血等，
但急、慢性胃炎并非药品说明书中明确适应证，
提示超说明书用药的现象比较普遍，但对于由黏

膜糜烂或酸相关症状的慢性胃炎患者，可酌情选
用 PPIs[10-11]，由于报告描述有限，无法进一步判
断应用是否合理。其次为心脑血管系统，如脑梗
死、脑出血、高血压、冠心病等，这类疾病用药
目的多为预防，指南提出当患者存在某些危险因
素时或者出现化疗后上消化道等不适症状时可预
防应用 [2，11]，这进一步增加了该类药物超说明书
用药的数量。另外，不同 PPIs 用于治疗各种酸
相关性胃肠道疾病的适应证有所差异，相较其他
5 种 PPIs，奥美拉唑注射剂适应证说明书规定最
广，因此应用数量最多，可能为其发生 ADR 数
量最多的主要原因。笔者还发现实际用药中存在
泮托拉唑、雷贝拉唑、兰索拉唑注射剂型用于预
防应激性溃疡的现象，这已超出说明书适应证范
围并可能增加 ADR 发生率。以上提示实际用药
中存在一定盲目扩大适应证的情况，因此，临床
药师建议应根据疾病的治疗目标、药物的效应及
患者的意愿，选择适宜的药物，避免盲目扩大适
应证，以减少 ADR 的发生。
3.3　ADR 与用法用量分析

　　雷贝拉唑注射剂型相较于口服剂型其适应证
仅限于上消化道出血，应用范围相对较小，因此
口服给药导致新的和严重的 ADR 例数多。其他
类 PPIs 的两种剂型均存在 2 ～ 3 种相同适应证，
对于住院患者使用静脉给药的人数较多。该类
药物发生 ADR 频率较高的用量均为常规给药剂
量 [1-2]，这与常规用量患者基数较大有一定关系。
有文献提出若患者存在难治性 GERD、非静脉曲

表 5　质子泵抑制剂用量 
Tab 5　Usage for proton pump inhibitors

药名
PPI 用量分布

严重的 ADR 新的严重的 ADR 新的一般的 ADR
奥美拉唑 10 mg qd（1）、10 mg bid（2）、20 mg qd（8）、

20 mg bid（14）、40 mg qd（70）、40 mg bid
（15）、40 mg tid（2）、60 mg qd（6）、60 mg 
bid（3）、60 mg tid（1）、80 mg qd（9）

20 mg qd（2）、20 mg bid（2）、
40 mg qd（24）、40 mg bid
（2）、40 mg tid（1）、60 mg 
qd（1）、80 mg qd（2）

10 mg qd（2）、20 mg qd（13）、20 mg bid
（31）、40 mg qd（104）、40 mg bid（18）、
60 mg qd（6）、60 mg bid（5）、80 mg qd
（12）

泮托拉唑 10 mg qd（1）、20 mg qd（1）、20 mg bid（1）、
24 mg qd（1）、40 mg qd（49）、40 mg bid（8）、
42.3 mg qd（2）、60 mg qd（8）、60 mg bid（1）、
80 mg qd（16）、80 mg bid（3）、120 mg qd（1）

40 mg qd（13）、40 mg bid
（4）、60 mg qd（2）、60 mg 
bid（1）、80 mg qd（5）

30 mg qd（1）、40 mg qd（58）、40 mg bid
（17）、40 mg tid（1）、42.3 mg qd（3）、
42.3 mg bid（2）、60 mg qd（12）、60 mg 
bid（1）、80 mg qd（24）、80 mg bid（1）、
84.6 mg qd（1）

兰索拉唑 15 mg qd（1）、30 mg qd（14）、30 mg bid（17）、
60 mg qd（1）

30 mg qd（5）、30 mg bid（1） 20 mg bid（1）、30 mg qd（29）、30 mg bid
（12）

雷贝拉唑 10 mg qd（3）、20 mg qd（10）、20 mg bid（5）、
20 mg tid（2）

20 mg qd（2） 10 mg qd（7）、10 mg bid（2）、20 mg qd（15）

艾司奥美拉唑 20 mg qd（4）、20 mg bid（2）、40 mg qd（5）、
40 mg bid（1）

20 mg qd（2）、40 mg qd（1）、
40 mg qid（1）

20 mg bid（2）、40 mg qd（8）、40 mg bid
（6）、40 mg tid（1）

艾普拉唑 － － 10 mg qd（1）

表 6　ADR发生时间与例次 
Tab 6　Onset times and numbers of ADRs

发生时间
严重的 /

例

新的严重

的 / 例
新的一般

的 / 例
n（%）

0 ～ 5 min   7   4   6 17（2.25%）

5 ～ 10 min 32   6 27 65（8.61%）

10 ～ 15 min 34 12 61 107（14.17%）

15 ～ 25 min 48 14 68 130（17.22%）

25 ～ 35 min 25   5 33 63（8.34%）

35 ～ 60 min   8   4 12 24（3.18%）

1 ～ 2 h   9   0 11 20（2.65%）

2 ～ 12 h 15   1 10 26（3.44%）

1 ～ 2 d 17   4 34 55（7.28%）

2 ～ 5 d 46   8 52 106（14.04%）

5 ～ 7 d 14   6 14 34（4.50%）

7 d 以上 18   2 16 36（7.91%）

未记录 15   5 52 72（9.54%）
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张性上消化道出血等较严重病情时，往往需加大
剂量或增加给药频率 [12-13]，这势必会增加 ADR
发生的风险。笔者发现超出常规剂量时发生 ADR
的例数也相对较多（237 例，占比 31.39%），因
此，临床药师建议对于轻、中度疾病的患者，首
选口服给药，在治疗卓 - 艾综合征等须增加给药
剂量或频率的情况时，应增加对患者的用药监
护，及时评估治疗效果，一旦达到治疗目标应及
时改口服或逐渐停药，以避免严重 ADR 的发生。
3.4　ADR 发生时间分析

　　该类药物新的和严重的 ADR 主要为速发型
ADR，而用药 2 ～ 5 d 后，发生 ADR 的例次相对
也较高，一方面可能是该类药物用药疗程大多在
这个时间范围内；另一方面也可能在多次给药后
体内药物浓度逐渐趋于稳定，当再次给药时更易
诱发 ADR 的发生。因此建议临床医疗工作者持
续密切观察用药反应，一旦发现严重 ADR，立即
停药并采用积极措施救治患者。
3.5　ADR 的临床表现分析

　　PPIs 具有基本相同的作用机制，故发生 ADR
所累及的系统 / 器官基本相似 [14]，全身系统损害
中过敏性休克最快发生于用药 2 min 后，最晚发
生于用药 4 h 后，但主要集中在用药后 30 min 内，
主要涉及奥美拉唑、泮托拉唑以及雷贝拉唑，注
射剂较口服剂发生迅速，因此在给药后 30 min 内
应严密监测患者的用药反应，一旦发生过敏性休
克，应及时停药并给予抢救。值得注意的是，奥

美拉唑、泮托拉唑、雷贝拉唑以及兰索拉唑均可
引起罕见的血液系统损害，且大多发生在用药后
的 4 ～ 14 d，主要表现为白细胞、中性粒细胞、
血小板以及血红蛋白减少，除有 1 例患者导致病
情延长未好转外，其他 8 例经停药和对症治疗后
均好转。对于该类药物引起白细胞以及粒细胞减
少的机制目前暂无确切研究，有人认为是免疫抑
制机制或者骨髓抑制机制，或者两者混合机制 [15]。
对于血小板减少，有研究认为 PPIs 与血小板表面
糖蛋白 GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb/Ⅸ 特异性表位结合，
引起机体免疫反应，直接或间接破坏血小板、使
血小板生成减少，但当药物清除后，血小板可逐
渐恢复正常 [16-17]。另有研究提出，由于 PPIs 抑制
胃酸分泌，胃内 pH 升高，长期服用后可导致铁吸
收减少，从而诱发血红蛋白合成降低 [18]。近年来
有关 PPIs 致肝胆损害的报道逐渐增多 [19-21]，本研
究中 PPIs 导致肝胆损害的有 27 例，最短的在用药
2 d 后发生，最长的在用药 29 d 后发生，有研究认
为可能是由于 PPIs 经过 P450 酶代谢，与 P450 酶
的基因多态性相关或可能与特异性反应相关 [22]，
但雷贝拉唑、泮托拉唑的代谢并不完全依赖于
P450 酶，因此可能存在其他机制，也可能与患者
的特异质有关 [23]。PPIs 致肝损害以肝细胞损伤型
为主，其恢复时间相对较短，且一般预后良好 [24]。
笔者还发现部分 PPIs 还可引起患者痛风，主要为
艾司奥美拉唑（2 例）和泮托拉唑（2 例）用药后
6 ～ 9 d 引起，有研究指出 PPIs 可能对肾小管 H＋ /

表 7　ADR累及的系统 /器官情况 
Tab 7　Involved organs and systems of ADRs

累及系统 / 器官 临床表现 / 例次 例次 构成比 /%
全身系统 寒战（95）、发热（54）、多汗（30）、过敏性休克（20）、全身无力（20）、肌肉关节痛（17）、高热（16）、

畏寒（14）、局部颤抖（11）、震颤（9）、全身颤抖（5）、抽搐（5）、麻木（3）、喉头水肿（3）、冷汗（2）、
四肢强直（2）、局部僵硬（2）、身体不适（2）、下肢水肿（1）、下肢痉挛（2）、胸痛（1）、晕厥（1）

315 22.91

皮肤及其附件 瘙痒（105）、皮疹（87）、皮肤潮红（36）、过敏反应（16）、面色改变（12）、斑丘疹（9）、面部肿胀（9）、
荨麻疹（8）、紫绀（8）、局部皮肤红肿（5）、皮肤发热（3）、静脉炎（3）、苍白（2）、嘴唇变色（2）、唇

肿胀（1）、丘疹（1）

307 22.33

呼吸系统 胸闷（140）、呼吸困难（36）、憋气（41）、呼吸急促（9）、喘息（5）、气短（5）、咳嗽（5）、干咳（2）、咽

喉异物感（3）、哮喘发作（1）、咽喉不适（1）、胸痛（1）
249 18.11

胃肠系统 恶心（61）、呕吐（27）、腹痛（21）、腹泻（13）、口干（13）、腹胀（12）、烧心（8）、上腹不适（8）、呃逆（6）、
反酸（4）、便秘（3）、口苦（2）、打嗝（2）、嗳气（2）、口腔异味（1）、食欲不振（1）、舌痛（1）、口渴（1）

186 13.53

神经系统 头痛（34）、局部麻木（27）、烦躁（15）、头晕（20）、失眠（9）、意识模糊（6）、眩晕（4）、嗜睡（4）、舌

麻木（3）、头胀（3）、味觉障碍（2）、抑郁（1）、昏迷（1）、言语不清（1）、坐立不安（1）、头部不适（1）
132   9.60

循环系统 心慌（71）、心悸（29）、血压降低（8）、心跳加剧（4）、血压升高（4）、窦性心动过速（3）、心窦性心动过

缓（2）、心区不适（2）、房颤（1）
124   9.02

肝胆系统 肝功能异常（17）、转氨酶升高（10）   27   1.96
眼部系统 视物模糊（10）、视力下降（2）、干眼症（1）、眼痛（1）、飞蚊症（1）、眼睑水肿（1）   16   1.16
血液系统 白细胞减少症（6）、血红蛋白下降（1）、中性粒细胞减少（2）、骨髓抑制（1）、血小板减少（1）   11   0.80
其他 痛风（3）、锂浓度升高（1）、电解质异常（1）、声音嘶哑（1）、肾功能损害（1）、肌酐升高（1）     8   0.58
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K＋ -ATP 酶产生抑制作用，致机体肾小管酸碱平
衡紊乱和 / 或尿酸代谢障碍，进而导致痛风复发或
加重，但具体机制仍待研究 [25-26]。血液系统损害、
肝胆系统损害以及痛风均为相对罕见的不良反应，
虽发生率低，但严重程度较高，临床应重视，在
用药过程中进行监测。
　　此外，笔者通过查阅药物说明书发现不良反
应项下对循环系统以及呼吸系统相关 ADR 的临
床表现缺少相关描述，这类不良反应通常伴发于
其他不良反应的过程中，往往不易引起临床重
视，因此实际应用中应加强对该类 ADR 的分辨，
以便及时采取应对措施。
　　综上所述，临床在应用 PPIs 时存在一定超适
应证、超用法用量等现象，建议临床应严格把握
适应证，按照药品说明书和指南规范用药，同时
对儿童患者应谨慎用药，若必须使用应做好超说
明书用药备案和相关知情同意；对老年患者用药
应遵循低剂量、短疗程原则，必要时加强用药监
护。该类药物致血液系统损害、肝胆系统损害以
及痛风等相对罕见的严重 ADR 数量较多，循环
系统损害和呼吸系统损害等新的 ADR 也时有发
生，因此临床药师应加强用药监护，增强与临床
医师的沟通与交流，同时呼吁各生产厂家及时补
充说明书中 ADR 内容，保障患者安全用药。
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司库奇尤单抗不良反应文献分析

冀召帅，毛乾泰，艾超*（清华大学附属北京清华长庚医院/清华大学临床医学院药学部，北京　102218）

摘要：目的　分析司库奇尤单抗药品不良反应（ADR）的发生情况及相关因素，为临床安全用

药提供参考。方法　检索 CNKI、万方、维普中文数据库以及 PubMed、Embase、Medline 外

文数据库收载的司库奇尤单抗致 ADR 的个案报道，进行分析统计。结果　收集到司库奇尤单

抗致 ADR 的案例报道 22 篇，共 25 例个案，以女性（16 例，64.0%）为主；原患疾病以中 / 重
度斑块性银屑病占比较高（15 例，60.0%），其次为强直性脊柱炎 6 例、银屑病关节炎 2 例、

外周型脊柱关节炎 1 例和滑膜炎 - 痤疮 - 脓疱病 - 骨肥厚 - 骨髓炎综合征 1 例；ADR 表现以皮

肤和软组织症状（13 例，52.0%）和消化系统症状（8 例，32.0%）为主，其他系统症状相对较

少（4 例，16.0%），均为新发不良反应；经停药和 / 或对症处理后，17 例（68.0%）好转，4 例

（16.0%）治愈、4 例（16.0%）效果不明显。ADR 关联性评价结果中肯定 4 例、很可能 20 例、

可能 1 例。结论　临床使用司库奇尤单抗时，应密切监护其发生在皮肤和软组织、消化系统的

不良反应，并做好及时停药和对症治疗的准备。

关键词：司库奇尤单抗；不良反应；文献分析
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Literature analysis of adverse drug reactions induced by secukinumab

JI Zhao-shuai, MAO Qian-tai, AI Chao* (Department of Pharmacy, Beijing Tsinghua Changgung 
Hospital, School of Clinical Medicine, Tsinghua University, Beijing  102218)

Abstract: Objective  To analyze the occurrence and related factors of adverse drug reactions (ADR) 
induced by secukinumab, and to provide references for clinical safe medication. Methods  The case 
reports of ADRs induced by secukinumab in CNKI, Wanfang, VIP Chinese, PubMed, Embase, and 
Medline were retrieved and analyzed. Results  Totally 22 papers of ADRs induced by secukinumab, 
involving 25 patients, 16 of whom were females (64.0%). The primary disease was moderate/severe 
plaque psoriasis (15 cases, 60.0%), followed by ankylosiag spondylitis (6 cases), psoriatic arthritis (2 
cases), peripheral spinal arthritis (1 case) and SAPHO syndrome (1 case). The main manifestations 
of ADRs included skin and soft tissue symptoms (13 cases, 52.0%) and digestive system disorders 
(8 cases, 32.0%). Other systemic symptoms were relatively few (4 cases, 16.0%), all of which were 
new ADRs. After drug withdrawal and/or symptomatic treatment, 17 cases (68.0%) improved, 4 cases 
(16.0%) cured, and the other 4 cases (16.0%) had no obvious effect. There were 4 positive cases, 20 
probable cases and 1 possible case in the ADR correlation evaluation. Conclusion  In clinical use, the 
adverse reactions in the skin, soft tissue and digestive system should be closely monitored, and timely 
withdrawal and symptomatic treatment are necessary. 
Key words: secukinumab; adverse drug reaction; literature analysis
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　　司库奇尤单抗是一种人类免疫球蛋白 G1
（IgG1）单克隆单体，通过选择性与细胞因子

IL-17 结合，抑制该因子与其受体结合。目前在
国外被广泛应用于中重度银屑病、活动性强直性
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脊柱炎、活动性银屑病关节炎、中轴型脊柱关节
炎等的治疗，2019 年在我国上市，被国家药品监
督管理局批准用于治疗符合系统治疗或光疗指征
的中度至重度斑块状银屑病的成年患者。根据说
明书记录，其常见的不良反应（ADR）为上呼吸
道感染（如鼻咽炎、鼻窦炎、扁桃体炎等）、口腔
疱疹、口腔假丝酵母菌病、足癣、中性粒细胞减
少症、结膜炎、腹泻、荨麻疹等。为进一步了解
司库奇尤单抗导致 ADR 的临床特点，本文对国
内外公开发表的司库奇尤致 ADR 的个案进行收
集并分析其临床规律和特点，以期为其在临床使
用的安全性提供参考。
1　资料和方法

1.1　资料来源 
　　在 PubMed、Embase 及 Medline 数据库中以
题目、主题、摘要中含有“secukinumab”“induce
d”“related”“after”“adverse reaction”及“case”等
进行检索；通过 CNKI、万方以及维普等中文数
据库中以题目、主题、摘要中含有“司库奇尤单
抗”“致”“相关”“不良反应”“案例”等进行检索。
收集司库奇尤单抗致 ADR 的相关个案报道。检
索时间为建库以来至 2021 年 8 月。剔除综述性
文献、病例记载不完整的文献，纳入公开发表的
文献记载相关信息完整的个案报道，筛选出司库
奇尤单抗导致 ADR 病例报道 22 篇 [1-22]，共计 25
例病例。
1.2　研究方法

　　详细阅读纳入文献，提取患者的性别、年龄、
原患疾病、既往史、用法用量、ADR、发生时间、
处置、转归等有效信息，采用 WHO-UMC 药物
不良反应因果关系关联性评价标准对 25 例 ADR
进行关联性判断 [23-24]，为避免主观性差异带来的
影响，关联性由 2 名药师分别进行评价，针对不
一致的结果统一讨论后确定。本研究的所有数据
及分析过程通过 Excel 软件进行统计分析。
2　结果

2.1　患者基本情况 
　　共纳入 25 例个案报道，其中男性 9 例（36.0%），
女性 16 例（64.0%），年龄在 18 ～ 70 岁，平均年龄
（43.32±13.30）岁，30～60岁的患者18例（72.0%），
占比最高。
2.2　原患疾病分布 
　　25 例患者中，中 / 重度斑块性银屑病有 15
例（60.0%），强直性脊柱炎 6 例、银屑病关节炎
2 例、外周脊柱关节炎 1 例和滑膜炎 - 痤疮 - 脓疱

病 - 骨肥厚 - 骨髓炎（SAPHO）综合征 1 例。
2.3　用药剂量、疗程 
　　经统计，15 例中 / 重度斑块性银屑病患者
用药方案：初始剂量 300 mg，1 次 / 周，连续 5
周；维持剂量 300 mg，每 4 周 1 次。2 例银屑病
关节炎患者用药方案：1 例常规剂量 150 mg，每
月 1 次；另 1 例首月剂量为 150 mg，因治疗效果
不显著，第 2 个月开始后续增加剂量至 300 mg/
月。6 例强直性脊柱炎患者用药方案：初始剂量
150 mg，每周 1 次，连续 5 周后调整为 150 mg，
每月 1 次。1 例外周型脊柱关节炎患者用药方案：
150 mg，具体用法不详，为超说明书用药。1 例
SAPHO 综合征患者用药方案：初始剂量 300 mg，
每周 1 次，连续 5 周；维持剂量 300 mg，每 4 周
1 次，为超说明书用药。
2.4　ADR 情况 
　　25 例 ADR 累及系统主要以皮肤和软组织为
主（13 例，占总例数 52.0%），其次为消化系统 8
例（32.0%），神经系统 2 例、生殖系统 3 例、循
环系统 1 例。ADR 发生后，采用停药 ±对症
处理的 16 例（64.0%）、减量＋对症处理的 1 例
（4.0%）、未停药仅对症处理的 8 例（32.0%），具
体情况见表 1。
2.5　关联性评价

　　采用 WHO-UMC 标准对 25 例 ADR 进行关
联性评价，结果发现“很可能”20 例（80.0%），
“肯定”4 例（16.0%），“可能”1 例（4.0%）。
3　讨论

3.1　原患疾病与超说明书用药 
　　25 例患者中，中 / 重度斑块性银屑病、强直
性脊柱炎、银屑病关节炎患者的司库奇尤单抗的
用法用量均符合说明书的推荐用法。2 例超说明
书用药患者中，第 1 例患者诊断为外周型脊柱关
节炎，表现为腹泻、结膜炎和右膝和左踝关节
炎，既往接受过非甾体抗炎药、皮质类固醇、柳
氮磺胺吡啶和甲氨蝶呤治疗，症状控制不佳，更
换为英夫利昔单抗（5 mg·kg－ 1），疗效显著，5
年后因英夫利昔单抗引起的不良反应（腿和脚红
斑丘疹）以及停药后的病情复发，更换为司库奇
尤单抗（150 mg，用法不详）；另外 1 例患者诊断
为 SAPHO 综合征，既往接受拉唑吡林、甲氨蝶呤
和英夫利昔单抗等药物治疗，骨关节症状控制不
佳，后开始使用司库奇尤单抗（采用斑块性银屑病
治疗方案）。目前司库奇尤单抗在外周型脊柱关节
炎和 SAPHO 的适应证尚未在国内外批准，但均表
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现出了较好的临床获益，如 van Mens 等 [25] 的一项
纳入 20 例外周型脊柱关节炎患者接受 12 周司库
奇尤单抗的研究结果表明，试验中无严重不良事
件或严重治疗相关不良事件，13 例患者达到 20%
缓解 [ 其中 8 例达到 50% 缓解，5 例达到 70% 缓
解 ]，所有临床疾病活动度均得到快速、显著改善；
Wendling 等 [26] 针对早期治疗无反应的 3例 SAPHO 
综合征患者接受司库奇尤单抗 6 个疗程的靶向治
疗分析的结果显示，1 例改善，1 例缓解。但鉴于
目前司库奇尤单抗在 SAPHO 和外周型脊柱关节炎
的安全性和有效性数据相对不足，建议临床患者
使用时应做好充分的获益和风险评估。
3.2　ADR 临床表现、处置与转归

3.2.1　ADR 类型及发生率　基于司库奇尤单抗
用于治疗斑块性银屑病的四项随机、双盲、安慰
剂对照的Ⅲ期研究（ERASURE[27]、FIXTURE[27]、
FEATURE[28]、JUNCTURE[29]）的安全性数据显
示，其常见的 ADR 包括感鼻咽炎（11% ～ 12%）、

腹泻（3% ～ 4%）、上呼吸道感染（3%）、高胆固
醇血症（≥ 2%）、头痛（≥ 2%）、恶心（≥ 2%）、
皮肤黏膜假丝酵母菌感染（1%）、鼻炎（1%）、咽
炎（1%）、荨麻疹（≤1%）、炎症性肠病（≤1%）、
口腔单纯疱疹感染（≤ 1%）；少见的 ADR 包括
腹痛、尿路感染、超敏反应、葡萄球菌感染、结
膜炎、脓疱、足癣、中性粒细胞减少、口腔假丝
酵母菌感染、外耳炎等。
　　本文共纳入 25 例司库奇尤单抗致 ADR 个案
报告，其中以发生在皮肤和软组织的 ADR 为主、
其次为消化系统。可以看出，本文中各系统 ADR
的发生情况与临床试验 [27-29] 差异较大，可能的原
因为：① 临床试验最常见的 ADR 为上呼吸道感染
（如鼻咽炎、鼻炎），大多数为轻度或中度，通常
不需要停药，患者可耐受或对症治疗好转，本文
纳入的 ADR 个案报道通常为严重级别较高、重视
程度较高、需要停药或更换治疗方案的病例；② 
受目前已公开报道的个案数量的影响，本文纳入

表 1　25 例患者发生 ADR情况汇总 
Tab 1　ADRs in 25 patients

编号 原患疾病 临床表现
出现时

间 / 月
累及系统 处置 转归

关联性

评价

1[22] 重度斑块性银屑病 面部和右肘的皮肤损伤，关节痛，腹部痉

挛，疲劳

2 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能

2[11] 脓疱性银屑病 躯干和四肢荨麻疹 0.5 皮肤和软组织 停药，对症治疗 治愈 肯定

3[19] 银屑病关节炎 上下肢水肿、前臂和双手水肿，无法握拳 22 皮肤和软组织 停药 好转 很可能

4[8] 银屑病 睑缘炎、唇炎、鼻皮炎 6 皮肤和软组织 停药 治愈 很可能

5[1] 银屑病、银屑病关

节炎

颈部、背部、肩膀褐色丘疹 0.5 皮肤和软组织 对症治疗 不明显 很可能

6[15] 银屑病、银屑病关

节炎

肘窝瘙痒性皮疹 3 皮肤和软组织 对症治疗 不明显 很可能

7[13] 外周型脊柱关节炎 腿和脚上出现疼痛的红斑丘疹、溃疡 2 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能

8[20] 银屑病 下肢皮肤紫癜 17 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能

9[2] 慢性斑块性银屑病 皮肤扁平苔藓 6 皮肤和软组织 对症治疗 不明显 很可能

10[17] 斑块性银屑病 双手掌和双脚脓疱 16 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能

11[17] 重度银屑病关节炎 双手掌和双脚脓疱 3.5 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能

12[4] 银屑病 腹部和腿紫色斑丘疹 5 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能

13[3] 重度斑块性银屑病 口腔溃疡、疼痛，舌头两侧和背面黏膜变色 8 消化系统 对症治疗 不明显 很可能

14[6] 银屑病 发热、发冷、腹泻 1.5 消化系统 停药 好转 很可能

15[12] SAPHO 综合征 软腭疼痛的疱疹样溃疡，舌苔变白 1.25 消化系统 剂量减半，对症治疗 好转 肯定

16[12] 斑块性银屑病 嘴唇肿胀，疱疹样溃疡，舌上白色沉积物 1 消化系统 停药 治愈 很可能

17[7] 银屑病 中重度结肠炎 0.25 消化系统 停药，对症治疗 好转 很可能

18[5] 强直性脊柱炎 口腔溃疡 4 消化系统 对症治疗 好转 肯定

19[9] 强直性脊柱炎 口腔溃疡、生殖器溃疡 1 消化系统、生殖系统 停药，对症治疗 好转 很可能

20[9] 强直性脊柱炎 口腔溃疡、生殖器溃疡 0.75 消化系统、生殖系统 停药，对症治疗 好转 很可能

21[10] 强直性脊柱炎 角膜晶体沉积物 6 神经系统 对症治疗 好转 很可能

22[18] 强直性脊柱炎 右眼剧烈疼痛、发红 2 神经系统 对症治疗 好转 可能

23[14] 重度斑块性银屑病 勃起功能障碍 2 生殖系统 停药 治愈 肯定

24[16] 强直性脊柱炎 双手手指的颜色（苍白、发绀和红斑） 3 循环系统 对症治疗 好转 很可能

25[21] 脓疱型银屑病 湿疹样皮炎 0.75 皮肤和软组织 停药，对症治疗 好转 很可能
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的 ADR 发生情况的占比与真实世界研究有差异。
3.2.2　ADR 与性别及年龄的关系　从银屑病及
银屑病关节炎、强直性脊柱炎等流行病学数据来
看，男性银屑病患病率为 0.1% ～ 0.29%，女性为
0.07% ～ 0.21%[30]；发生强直性脊柱炎患者男女
比例约 2∶1[31]，而本文 25 例发生 ADR 的患者女
性有 16 例（64.0%），这可能提示司库奇尤单抗在
应用时，女性较男性患者更易发生 ADR，临床上
应重视。
3.2.3　皮肤和软组织 ADR　司库奇尤单抗导致皮
肤系统的 ADR 最多，共 13 例（52.0%）。发病时
间在 0.5 ～ 22 个月，中位时间为 4.25 个月，发
病时间≥ 2 个月有 10 例（占皮肤系统 ADR 总例
数 76.92%），ADR 出现中位给药次数 6 次，中位
累积给药剂量 1800 mg。13 例患者发生 ADR 后
采用停药 ±局部激素治疗的 10 例，治疗后达到
治愈效果的 2 例，好转的 8 例；未停药仅激素局
部治疗的 3 例，治疗效果均不明显。这表明司库
奇尤单抗致皮肤系统的 ADR 经停药及对症处理
后基本可以治愈或好转，不停药仅采取对症治疗
对皮肤系统的 ADR 效果不大。
　　从 ADR 分布来看，司库奇尤单抗导致的皮
肤软组织的 ADR 多发生在银屑病患者当中；从
原患疾病的分布来看，银屑病 / 银屑病关节炎原
患病与用药后皮肤和软组织的 ADR 可能存在正
相关。研究表明，司库奇尤单抗导致皮肤和软组
织的 ADR 尚未证实，其导致的皮肤黏膜假丝酵
母菌感染可能与 IL-17 通路在机体抗真菌感染中
的重要作用有关 [32]；司库奇尤单抗导致炎症可能
与其选择性地与细胞因子 IL-17 结合，导致 IL-17
上游炎性细胞因子的产生增加，或者含有细胞因
子 IL-12 和 TNF 的辅助 T 细胞 1（Th1）通路上
调，导致基质金属蛋白酶（MMP）的激活，从而
导致皮肤炎症反应、组织破坏等有关 [15，17]。
3.2.4　消化系统不良反应　本文收集的司库奇尤
单抗导致的消化系统 ADR 有 8 例，其中有 2 例患
者同时伴有生殖系统的 ADR[9]，表现为生殖器溃
疡。发生时间在用药后 0.25 ～ 8 个月，中位时间
为 1.12 个月，发病时间≤ 2 个月的有 6 例；中位
给药次数 5 次，中位累积给药剂量 1275 mg。8 例
患者发生 ADR 后停药 ±对症治疗 5 例，治愈 1
例，好转 4 例；减量（剂量减半）＋对症治疗 1 例，
好转；未停药仅对症治疗 2 例，1 例好转，1 例不
明显。表明停药或减量＋对症治疗后，司库奇尤
单抗致消化系统的 ADR 均可以得到治愈或好转；

而仅对症治疗对消化系统 ADR 的改善也有一定的
作用。
　　目前司库奇尤单抗导致口腔溃疡的作用机制
尚不清楚，可能与皮肤黏膜假丝酵母菌病的发生
有关 [33]。
3.2.5　其他系统 ADR　除皮肤和消化系统 ADR
外，本文还发现 4 例其他系统的 ADR，其中神经
系统（眼部）2 例，1 例患者表现为角膜结晶物沉
积 [10]，1 例表现为眼睛剧烈疼痛发红 [18]，经过临
床诊断为葡萄膜炎，2 例患者经眼科医师对症治
疗后均好转；生殖系统 1 例，表现为勃起功能障
碍 [14]，停药后 ADR 消失；循环系统 1 例，表现为
手指颜色变化（雷诺现象）[16]，使用低剂量阿司匹
林和钙通道阻滞剂对症治疗后好转。以上 4 例均
为司库奇尤单抗说明书中未曾记载的 ADR，为新
发 ADR，临床中在使用司库奇尤单抗时应重视。
3.3　关联性评价

　　采用 WHO-UMC 标准对 25 例 ADR 进行关
联性评价，结果发现“很可能”20 例，“肯定”4
例，“可能”1 例。其中 1 例“可能”的患者使用司
库奇尤单抗 2 个月后出现右眼剧烈疼痛、发红，
怀疑为葡萄膜炎，但该症状的出现不能排除是强
直性脊柱炎导致的，所以评价为“可能”。而 4
例“肯定”患者在使用司库奇尤单抗的疗程中均
出现再次或多次使用该药后相关 ADR 重新出现
或加重的情况，且未有其他干扰因素，因此本文
给出的评价为“肯定”。其他 20 例关联性评价为
“很可能”，但需要指出的是因部分文献中给出
的信息有限，本文研究者在作出判断时可能会与
该个案实际关联存在差异。
3.4　合并症与合并用药

　　25 例个案中存在合并症的患者 12 例，合并
症分布相对分散，主要有高血压、高脂血症、糖
尿病、甲状腺功能减退（存在 2 例以上报道）等。
但从个案分析来看，本文发现 1 例既往结肠炎的
患者，在使用司库奇尤单抗 1.5 个月后出现克罗
恩结肠炎 [6]；1 例既往生殖器溃疡患者使用司库
奇尤单抗 1 个月后出现生殖器溃疡症状。12 例个
案中记录合并用药的患者 6 例，合并用药主要为
慢性病长期治疗用药，如美托洛尔、氢氯噻嗪、
缬沙坦、二甲双胍、普伐他汀等药物，从目前的
数据来看，合并用药与司库奇尤单抗不存在相互
作用的影响。
4　结论

　　综上所述，根据司库奇尤单抗 ADR 的发生
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规律及特点，临床应用时应重点监护其发生在皮
肤和软组织系统及消化系统的 ADR，一旦出现应
及时停药并加强对症处理。此外，该药也有导致
角膜结晶沉积、葡萄膜炎、勃起功能障碍、雷诺
现象等新发 ADR，临床上应予以关注和鉴别。
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　　结肠息肉是消化科的常见疾病，一般采用内
镜下黏膜切除治疗 [1]。息肉术后存在迟发性出血风
险，其危险因素包括患者自身因素、息肉相关因
素、外界因素等；与手术者的技术水平也有一定关
系，手术时间超过 75 min 以及术中出现显著的出
血则会增加术后迟发性出血发生率；极少数病例术
后出血是因为服用了硝苯地平。本文总结了 3 例结
肠多发息肉内镜下切除术后迟发出血的病例特点，
并对其发生迟发性出血的可能机制进行分析。
1　病例简介

　　患者 1，女，66 岁，2020 年 9 月因“发现结
肠息肉 6 个月”就诊于青岛大学附属青岛市市立
医院。既往高血压病史 10 余年，规律服用硝苯
地平缓释片（青岛黄海制药）20 mg qd，血压波动
在 110 ～ 140/60 ～ 85 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 
kPa）。入院时查体无阳性体征。血常规、肝肾功
能、凝血功能、肿瘤标志物无异常。术前 6 h 常规
服用硝苯地平缓释片。结肠镜检查见升结肠、横
结肠两个无蒂息肉，大小分别为 0.4 cm×0.3 cm、
0.6 cm×0.7 cm，行内镜下息肉活检钳摘除术，术
中少量渗血，并予凝血酶 5000 iu 喷洒止血，创面

予 4 枚钛夹缝合，无活动性出血。术后病理：管
状腺瘤。术后嘱患者卧床休息，予禁食、止血、
补液及降压治疗，血压维持在 120 ～ 140/75 ～ 85 
mmHg。术后第 4 日，患者出现鲜红色血便 1 次，
约 150 mL。急查凝血功能：凝血酶原时间（PT）
12.60 s，活化部分凝血活酶时间（APTT）30.40 s，
凝血酶时间（TT）15.80 s，凝血功能未见异常。
急诊结肠镜示升结肠、横结肠息肉切除创面钛夹
固定，创面均有弥漫的活动性出血（见图 1A）。
再次给予 2 枚钛夹缝合，术后嘱患者禁食 1 d，降
压药由硝苯地平缓释片更换为缬沙坦胶囊（诺华
制药）80 mg qd，血压控制良好，未再便血。术后
1 个月门诊随访，患者未再便血。
　　患者 2，女，62 岁，2020 年 12 月因“腹部
不适 1 周” 就诊于青岛大学附属青岛市市立医
院。既往高血压病史 20 余年，规律服用硝苯地
平缓释片（青岛黄海制药）20 mg qd，血压维持
在 120 ～ 150/70 ～ 85 mmHg。入院时查体无阳
性体征。血常规、肝肾功能、凝血功能、肿瘤
标志物无异常。术前 6 h 常规服用硝苯地平缓释
片。结肠镜检查示升结肠、结肠肝曲分别有 0.6 
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cm×0.8 cm、0.6 cm×0.5 cm 无蒂息肉，行息肉
黏膜切除术。术中创面少量渗血，未见裸露血
管，予凝血酶 5000 iu 喷洒止血，钛夹缝合。术
后病理：管状腺瘤。术后患者卧床休息，予禁
食、补液、营养支持及降压治疗，血压维持在
120 ～ 140/70 ～ 80 mmHg。术后第 3 日，排暗红
色血便，量约 30 mL，术后第 4 日排血便，量约
120 mL。急查凝血功能：PT 13.80 s，APTT 27.10 
s，TT 18.80 s，凝血功能未见异常。急诊结肠镜
检查示升结肠息肉创面钛夹并覆黑色血痂，结肠
肝曲息肉术后溃疡处有血凝块附着，残基一端见
红色血栓头（见图 1B），予黏膜下注射 1∶10 000
肾上腺素盐水、热活检钳电凝，钛夹缝合术。术
后停用硝苯地平缓释片，给予缬沙坦胶囊（诺华
制药）80 mg qd，降压效果良好，禁食、止血、
补液等对症治疗后，好转出院。术后 1 个月电话
随访，患者未再便血。
　　患者 3，男，50 岁，2021 年 1 月因“腹痛、腹
胀半月” 就诊于青岛大学附属青岛市市立医院。发现

高血压病 1 年，规律服用硝苯地平控释片（德国拜
尔）30 mg qd，平素血压维持在 120 ～ 140/60 ～ 80 
mmHg。入院查体上腹部轻压痛，血常规、肝肾
功能、凝血功能、肿瘤标志物无异常。术前 6 h 常
规服用硝苯地平控释片降压。结肠镜检查示直肠
及乙状结肠分别见大小约 1.2 cm×1.2 cm 亚蒂息
肉、1.2 cm×1.3 cm 亚蒂息肉，行息肉黏膜切除术，
术中创面少量渗血，无裸露血管，予钛夹夹闭创
面，术后病理：管状腺瘤。术后患者卧床休息，予
禁食、补液、营养支持及降压治疗，血压波动在
120 ～ 130/60 ～ 70 mmHg。术后第 5 日出现便血，
急查凝血功能：PT 14.10 s，APTT 33.20 s，TT 19.00 s，
凝血功能未见异常。急诊结肠镜示乙状结肠及直肠
息肉创面多点、弥漫性渗血，血痂附着（见图 1C），
分别喷洒止血药物凝血酶 5000 iu 止血，钛夹缝合，
无活动性出血后退镜。患者停用硝苯地平控释片，
给予缬沙坦胶囊 80 mg qd 控制血压，未再便血，3 d
后患者病情平稳，准予出院。术后 1 个月门诊随访，
患者未再便血。

图 1　3 例结肠息肉患者术后出血急诊电子结肠镜检查

2　讨论

　　消化道出血是内镜下结肠息肉切除后的常见
并发症，研究显示出血危险因素包括年龄、性别、
抗凝药与抗血小板药服用史及息肉数目、大小、
形态、位置、病理类型等 [2-3]。本文报道的 3 例
内镜下结肠黏膜切除术后多发出血病例，手术者
均具有 10 年以上内镜下治疗经验，且息肉切除
操作顺利，息肉小于 1.5 cm、非宽基底、无恶性
肿瘤倾向、术后创面整齐且无血管裸露，患者均
否认抗凝、抗血小板及非甾体抗炎药（NSAIDs）
等药物服用史，否认出血性疾病及家族史。有高
血压病史多年，规律服用硝苯地平，血压控制平
稳，迟发性出血后行急诊内镜检查发现此 3 例患
者均有多处息肉术后，创面多点、弥漫性出血，
非单一部位出血，临床推测硝苯地平导致内镜下
结肠黏膜切除术后创面多发出血可能。此 3 例患
者非手术期长期使用硝苯地平缓释片血压控制理
想，无出血不良反应出现，手术后迟发性出血，

考虑为药品的不良事件。分析原因如下：① 硝苯
地平用药与内镜下结肠息肉术后多发出血有合理
的时间关系；② 杨敬泽等 [4] 报道的个案与本文 3
例个案相似，硝苯地平药理作用之一是可以舒张
血管平滑肌致血管扩张，但此类不良事件未在硝
苯地平药物说明书中提及，故结肠息肉术后多发
出血是否符合硝苯地平不良反应类型的情况尚不
明确；③ 为预防再次出血，均让患者第二次结肠
镜术后停用可疑药物硝苯地平，更换不同类型的
降压药，患者未再便血；④ 3 位患者住院期间未
服用其他特殊药物，无其他特殊治疗，此事件无
法用合并用药的作用、患者病情的进展、其他治
疗的影响来合理解释。
　　硝苯地平是钙通道阻滞剂，广泛用于心绞
痛、高血压病的治疗，其常见不良反应有面部潮
红、窦性心动过速、踝部水肿、头痛等。国产硝
苯地平缓释剂为亲水凝胶型骨架型缓释剂，硝苯
地平控释片为双层渗透泵型控释剂，相比普通剂



962

Central South Pharmacy. April   2022, Vol. 20 No.4 　中南药学 2022 年 4 月 第 20 卷 第 4 期

型的硝苯地平片，缓释及控释药物制剂具有肠道
刺激轻、疗效长、更安全等特点 [5-6]。Kuipers 等 [7]

发现使用钙通道阻滞剂与消化道出血的风险增加
有关，Jalil 等 [8] 根据美国社区病例对照研究发现，
钙通道阻滞剂是下消化道出血的重要危险因素。
钙通道阻滞剂可抑制血小板活化因子与胞质钙离
子反应，刺激内源性血小板聚集抑制剂（一氧化
氮）的合成。此外，钙通道阻滞剂还能抑制血小
板的功能，其作用机制可能为：① 抑制纤维蛋白
原和血小板表面特异性受体结合；② 抑制血小板
磷酸二酯酶活性，使环磷酸腺苷等含量增加，抑
制血小板的形态改变、聚集及释放；③ 促进血管
内皮合成前列腺素 I2 和一氧化氮，并抑制血浆血
栓素 B2 合成。血管扩张、血小板聚集被抑制和血
小板功能下降均会增加出血的风险。徐向艳等 [9]

报道过 1 例患者因心绞痛长期服用硝苯地平出现
急性胃黏膜病变，最终出现上消化道出血。杨敬
泽等 [4] 报道了 1 例硝苯地平控制血压的同时诱发
内镜黏膜下剥离术后出血。本案例内镜下结肠息
肉术后多发出血一方面主要考虑硝苯地平可舒张
血管平滑肌致血管扩张以及抑制血小板聚集和释
放，不仅增加出血风险，而且在发生出血时也会
抑制血管的收缩，不利于创面止血 [10]；另一方面，
高血压患者的血管壁较脆，长期高血压导致动脉
硬化，血液流变率不稳定 [11]。此外，高血压病患
者动脉血管长期处于紧张收缩状态，血管壁增厚，
管径增加，血管弹性差，息肉切除后断端血管收
缩不全，高压血流穿透受损血管易发生出血。
　　He 等 [12] 荟萃分析表明钙通道阻滞剂的使用
与消化道出血风险之间存在边缘性关联，但这一
关联的临床意义尚不十分明确。硝苯地平致内
镜下结肠息肉术后多发出血，由于文献报道数
量有限，发生的规律性还需要更多资料的支持。
Veeravich 等 [13] 通过 meta 分析综合了 12 篇文献
共 14 313 例患者证实高血压能增加息肉切除术后
出血的风险。高血压病是结肠镜息肉摘除术后迟
发性出血的高危因素，术前应积极控制血压，有
助于降低术后迟发性出血风险 [14]。因此，加强对
高血压患者内镜治疗围术期的管理尤为重要，围
术期将硝苯地平替换为有同样降压效果的血管紧
张素转化酶抑制剂（ACEI）/ 血管紧张素Ⅱ受体
拮抗剂（ARB）类药物也许是一个可行的方案。
本文列举的临床病例较少，有一定的局限性，是

否需要术前更换硝苯地平药物、更换为何种降压
药物，仍需大量样本进一步研究。
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1　临床资料

　　患者，男，55 岁，2021 年 7 月 29 日入院。
患者肾功能异常 4 年余，维持性血透 3 年余，此
次因内瘘无震颤入院，考虑人工动静脉内瘘失功
能。根据检查结果及体征，考虑诊断：1. 肾病综
合征；2. 人工动静脉内瘘失功能等。
　　8 月 2 日，该患者拟行动静脉内瘘切除重造术，
术中无特殊不适。8 月 5 日，患者右上肢轻微肿胀，
伤口无血液渗出，震颤明显。8 月 8 日，右上肢轻微
肿胀未见好转，完善彩超提示右颈内静脉下段血栓
形成，引起右上肢血液回流障碍。同时患者原左颈内
静脉长期导管位于右头臂静脉，导管尖端进入右锁
骨下静脉，致静脉管腔狭窄，介入无法复位。患者
既往有“高血压病”病史，血压最高180/100 mmHg（1 
mmHg ＝ 0.133 kPa）左右，8 月 9 日测得血压 140/98 
mmHg。患者术前检查未见明显手术禁忌，能够耐受
手术。8 月 10 日 13：00 － 17：20 行右上肢静脉造
影＋右头臂静脉球囊扩张术＋左锁骨下静脉透析导
管更换术，术中予以肝素钠 12 500 U，并于闭塞处予
以尿激酶共 30 万 U 溶栓治疗，术后 17：30 给予 50 
mg 鱼精蛋白中和肝素。手术顺利，术中术后患者无
特殊不适。后发现患者行左颈内静脉长期导管更换术
后伤口渗血明显，考虑与应用肝素导致凝血功能障
碍有关，18：50 再次静脉注射鱼精蛋白 50 mg 后出
血停止，缝合皮肤切口未见出血，19：00 患者出现
胸闷，出汗，血压下降至 75/54 mmHg，立即静脉推
注 50% 葡萄糖注射液 40 mL，静脉滴注 5% 葡萄糖注
射液 500 mL，吸氧，症状无明显好转，予心电监护，
0.9% 氯化钠注射 100 mL ＋多巴胺 200 mg 静脉滴注
升压，急抽血查血常规，交叉合血，患者血压回升
至 95/60 mmHg，胸闷症状好转。21：20 患者返回病
房后立即予以心电监护，示血压 84/44 mmHg，立即
予以 0.9% 氯化钠注射 100 mL ＋多巴胺 200 mg 静脉
滴注，后血压回升至 152/73 mmHg。

2　讨论

2.1　关联性评价

　　患者术中使用肝素钠，术后给予鱼精蛋白，术
中术后无特殊不适，后发现伤口渗血明显，注射
鱼精蛋白中和肝素后出血停止，患者出现过敏性
休克。从不良反应发生时间和两种药物出现过敏性
休克的发生率综合比较，鱼精蛋白所致的可能性较
大。理由如下：
　　① 术中使用肝素的时间为 13：30，鱼精蛋白
第一次使用时间是术后 17：30，第二次使用时间
是 18：50，患者出现不良反应症状时间是 19：00，
鱼精蛋白过敏反应通常在用药后即可发生或 5～ 15 
min 内出现 [1]，而肝素导致的血压下降等严重过敏
反应多在用药后立即发生 [2]。② 患者在本院规律
进行血液透析治疗，常规使用低分子肝素，两年来
未发生任何不适。目前关于肝素和低分子肝素交叉
过敏的研究较少，但有研究指出，迟发性过敏反应
在肝素及低分子肝素皮下使用时有高度的交叉反
应，即使低分子肝素不耐受肝素也可以耐受 [3]。患
者发生过敏性休克后，继续规律使用低分子肝素进
行血液透析未发生不适，且国内关于肝素致过敏反
应的报道较少 [2，4]，而鱼精蛋白的不良反应发生率
为 2.7% ～ 5.8%[5]，鱼精蛋白所致过敏性休克是已
知的药品不良反应，主要表现为低血压 [6]，本例患
者血压明显下降，予以对症处理后患者症状明显好
转，后未再出现类似反应，因此鱼精蛋白导致过敏
性休克可能性较大，根据国家药品不良反应因果关
系评价，本例关联性评价为“可能”。
2.2　鱼精蛋白不良反应的临床特点

　　鱼精蛋白是肝素唯一的拮抗剂，对肝素术后
抗凝作用的逆转发挥着不可替代的作用。在鱼精
蛋白的不良反应中，中度、重度反应的死亡率
可达 20%，严重毒性反应死亡率升高至 70%[5]。
目前通常对鱼精蛋白引起的不良反应分型可按
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Charles 的总结分为三型 [7]：
　　Ⅰ型为快速给药型低血压，是最常见的类型，
其表现为一过性血压下降，肺动脉压力升高不明显；
根据患者自身情况，血压下降可自行逆转或通过补
液来治疗；发生机制可能与鱼精蛋白通过直接抑制
心肌导致心肌收缩力减弱，直接作用于毛细血管床
导致有效循环血量减少、激活一氧化氮合酶舒张体
循环血管有关 [8]。Ⅱ型为过敏反应型，临床表现为
皮肤、黏膜、内脏水肿，外周血管阻力下降，支气
管痉挛，出现皮肤潮红、荨麻疹等；根据国家药品
不良反应对过敏性休克的判断标准：血压下降为必
需指标，再伴有呼吸系统、心血管系统、神经系统
表现的 1 ～ 2 个指标即可 [9]。患者血压下降至 75/54 
mmHg，同时出现胸闷、出汗等症状，符合过敏性
休克的判定标准。过敏性休克又可分为三种 [7]：真
过敏反应、速发型类过敏反应和迟发型类过敏反应。
真过敏反应是由抗体介导的，即Ⅰ型变态反应，有
文献分析，鱼精蛋白初次进入机体刺激特异性 B 细
胞产生 IgE 抗体 [10]。此类抗体与肥大细胞和嗜碱性
粒细胞表面的受体相结合，使机体致敏。鱼精蛋白
再次进入机体，与致敏的肥大细胞和嗜碱性粒细胞
表面的抗体结合，使细胞释放出组胺等生物活性物
质，引起过敏反应。两种类过敏反应不由抗体介导，
而是通过补体激活，有文献指出，鱼精蛋白可直接
激活补体产生过敏毒素 C5a 和 C3a，发生与过敏反
应症状相似的类过敏反应 [3]。Ⅲ型为严重肺血管收
缩型，表现为肺动脉压力急剧升高，伴随右心室扩
张、左心室充盈压降低，全身性低血压 [11]。这类型
不良反应在低剂量注射鱼精蛋白后可立即发生，好
发于肺循环障碍患者中，发生机制可能与病变的肺
血管内皮对前列腺素 I2 的合成能力减弱，无法抵抗
血浆血栓素 A2 导致肺血管收缩有关 [12]。
2.3　鱼精蛋白不良反应的防治

　　按说明书要求，鱼精蛋白的用量根据最后一次
的肝素用量，1 mg 可中和 100 U 肝素，10 min 内用
量不得超过 50 mg，如临床需要，可重复给药 [13]，2 
h 内用量不宜超过 100 mg。有研究指出鱼精蛋白引
起严重低血压和过敏反应可能与给药速度和给药途
径有关 [14]。可采取以下措施预防鱼精蛋白的不良反
应：血容量偏低的患者，宜纠正血容量后再使用鱼
精蛋白；控制给药速度、采用微量泵法给药，可经
主动脉根部给药 [12]，避免快速大量注射，鱼精蛋白
注射过快易引起严重低血压；用药前详细询问药物
过敏史及鱼虾过敏史，对有风险因素的患者进行获
益评估；尽可能使用同一厂家同一批号的鱼精蛋白。

鱼精蛋白的不良反应发生迅速，在使用过程中必须
加强用药监测，密切监测血压、心肌收缩力及心率、
气道压力等变化，若患者平均动脉压下降幅度超过
10 mmHg，同时伴有心肌收缩乏力、心率改变明显、
气道压力升高等症状 [11，15]，应考虑为鱼精蛋白的不
良反应，立即停止注射。若发生快速给药型低血压
或过敏反应，及时给予多巴胺维持血压，纠正血容
量，必要时给予糖皮质激素和抗组胺药物；若发生
严重肺血管收缩反应，应慎重补充血容量 [13]，先予
以多巴胺或肾上腺素，再给予糖皮质激素强心抗过
敏，必要时给予扩张肺血管药物如硝酸甘油等 [16]。
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