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槲皮素通过抑制 TGF-β/TAK1/JNK和 TGF-β/Smad2 
信号通路发挥抗肝纤维化的作用

王绍展，王媛媛，顾妍秋，陈春，李胜男，王蓉*，原永芳（上海交通大学医学院附属第九人民医院药剂

科，上海　201999）

摘要：目的　探讨槲皮素抗肝纤维化的潜在作用机制。方法　通过腹腔注射 10 mg·kg－ 1 二甲基
亚硝胺构建大鼠肝纤维化模型，于造模第 3 周开始灌胃槲皮素（12.5、25、50 mg·kg－ 1）治疗，
造模第 4 周末处死；对肝组织进行 HE 和胶原染色，检测羟脯氨酸含量；检测肝功能指标和肝纤
维化指标的变化；实时定量 PCR 检测肝星状细胞活化相关因子的表达水平；免疫组织化学法测
定肝组织中 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/Smad2 信号途径相关蛋白表达水平的变化。采用 MTT 法
和 Western blot 法检测槲皮素对大鼠肝星状细胞系 HSC-T6 的增殖的影响以及对 TGF-β1 诱导的

TAK1、JNK、Smad2 蛋白磷酸化的抑制作用。结果　与模型组相比，槲皮素 25 和 50 mg·kg－ 1 组
大鼠肝纤维化程度明显降低；槲皮素（20 和 40 μmol·L－ 1）能显著抑制 HSC-T6 细胞的增殖，并
能有效地降低 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/Smad2 信号途径相关蛋白磷酸化程度。结论　槲皮素可
通过调节 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/Smad2 信号通路影响肝星状细胞活化以发挥抗肝纤维化作用。
关键词：肝纤维化；槲皮素；肝星状细胞；TGF-β/TAK1/JNK 信号通路；TGF-β/Smad2 信号通路
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-0965-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.001

Effect of quercetin on liver fibrosis by inhibiting TGF-β/TAK1/JNK and 
TGF-β/Smad2 signaling pathways

WANG Shao-zhan, WANG Yuan-yuan, GU Yan-qiu, CHEN Chun, LI Sheng-nan, WANG Rong*, 
YUAN Yong-fang (Department of Pharmacy, Shanghai 9th People’s Hospital, School of Medicine, 
Shanghai Jiao Tong University, Shanghai  201999)

Abstract: Objective  To determine the potential mechanism of quercetin on liver fibrosis. Methods  
The SD rat model of liver fibrosis was established by intraperitoneal injection of 10 mg·kg－ 1 
dimethylnitrosamine. Quercetin (12.5, 25, and 50 mg·kg－ 1) was intragastrically used at the third week 
for 2 weeks. The mRNA levels of the liver were detected by real-time PCR, and the protein expression of 
TGF-β/TAK1/JNK and TGF-β/Smad2 signaling pathways were determined by immunohistochemistry. 
The proliferation activity of HSC-T6 cells, the mRNA levels and protein expressing about fibrosis-indexs 
in HSC-T6 cells were determined by MTT, real-time PCR and Western blot, respectively. Results  The 
quercetin groups (25 and 50 mg·kg－ 1) effectively attenuated the progress of liver fibrosis in the rats. 
Quercetin (20 and 40 μmol·L－ 1) significantly inhibited the activation of HSC-T6 cells, and decreased 
the phosphorylation of TGF-β/TAK1/JNK and TGF-β/Smad2 signaling pathways. Conclusion  Quercetin 
has significant effect on liver fibrosis, whose mechanism may relate to inhibition of the activation of 
hepatic stellate cells by regulating TGF-β/TAK1/JNK and TGF-β/Smad2 signaling pathways. 
Key words: liver fibrosis; quercetin; hepatic stellate cell; TGF-β/TAK1/JNK signaling pathway; 
TGF-β/Smad2 signaling pathway 
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　　肝纤维化是各种慢性刺激或病因所致肝组织中
细胞外基质（ECM）的过度增生和沉积，是一种可
逆性的肝损伤修复反应，继续发展可导致肝硬化甚
至肝癌。大量研究表明，肝星状细胞的活化是肝纤
维化发生的中心环节 [1-2]，在促纤维化因子作用下，
激活的肝星状细胞急剧增殖并分泌大量 ECM，胶
原纤维的合成和分解失衡，导致肝组织 ECM 过度
沉积。目前尚无美国食品药品监督管理局（FDA）
批准的特效的抗肝纤维化的化学或生物药物进入临
床应用。槲皮素是一种黄酮类化合物（结构式见图
1），广泛存在于蔬菜、水果、茶等植物的花、叶、
果实中，具有抗氧化、抗炎、免疫调节、抑制新生
血管生成等作用 [3]。研究证实槲皮素对多种实验性
肝纤维化模型具有很好的保护作用 [4-7]，对其抗肝
纤维化作用机制 NF-κB/IκBα、Wnt 等信号传导通路
方面进行了有益的探讨 [4-8]，但仍然不够全面。研
究发现 TGF-β 介导的 TGF-β/Smad 通路和非 Smad
依赖通路（如 TGF-β/TAK1/JNK 信号传导通路）在
肝星状细胞的活化、增殖以及胶原合成的过程中
发挥了非常重要的调控作用 [9-12]。为探讨槲皮素抗
纤维化的作用机制与 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/
Smad2 信号通路之间的关联，本研究构建了二甲基
亚硝胺（DMN）诱导大鼠肝纤维化模型和 TGF-β
诱导 HSC-T6 细胞活化模型，从体内和体外两个方
面，着重考察槲皮素对 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/
Smad2 信号通路的影响。

图 1　槲皮素的结构式

Fig 1　Chemical structure of quercetin

1　材料

　　槲皮素（CAS：117-39-5，上海诗丹德生物
技术有限公司，纯度≥ 98%），DMN（Sigma），
TAK1、Phospho-TAK1、JNK、Phospho-SAPK/
JNK（美国 Cell signaling Technology），Smad2、
Phospho-Smad2 单克隆抗体、α- 平滑肌肌动蛋白
（α-SMA）（美国 Santa Cruz Biotechnology），转化
生长因子β1（TGF-β1）（美国 R&D Systems），免疫
组化试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司），大
鼠肝功能检测试剂盒（南京建成生物工程研究所），
血清肝纤维化指标检测试剂盒（郑州安图生物工程
股份有限公司）。引物序列由上海生工工程技术服

务有限公司合成；其他主要试剂均购自碧云天生
物技术公司。
　　全自动生化分析仪（美国 Beckman LX-2）；
Nanodrop 2000 分光光度计（Thermo Fisher Scien-
tific）；LightCycler 480仪器（Hoffman-La Roche）；
奥德赛红外探测及图像成像分析系统（LI-COR 
Biotechnology，Nebraska）。
　　SPF 级 雄 性 SD 大 鼠 40 只 [6 周 龄，180 ～ 

220 g，上海西普尔 - 必凯实验动物有限公司，许
可证号：SCXK（沪） 2013-0016]，饲养条件为标
准动物实验室：温度 25℃，湿度（55±10）%，
12 h/12 h 明暗循环，给予标准的食物和水。
2　方法

2.1　大鼠分组及给药

　　SPF 级雄性 SD 大鼠 40 只适应性饲养 2 周后，
将大鼠随机分为正常组，DMN 模型组，槲皮素 12.5 
mg·kg－ 1 组、25 mg·kg－ 1 组 和 50 mg·kg－ 1 组，
每组 8 只。除正常组腹腔注射相同剂量生理盐水外，
其余大鼠均腹腔注射 1% DMN（10 mg·kg－ 1），每
周 3 次（每周前 3 日每日一次，连续注射 3 次，后 4
日不给予注射），共 4 周 [13]。造模第 3 周开始灌胃给
予槲皮素治疗，每日一次，治疗 2 周。在第 4 周结
束时，再次称量大鼠体质量（空腹），并用 5% 水合
氯醛麻醉，然后，从腹主动脉快速获取新鲜血液样
本，3000 r·min－ 1、4℃离心 10 min，－ 80℃下储存。
所有肝脏样本获取后迅速称重，部分用 4% 多聚甲
醛固定，进行组织病理学和免疫组化检测。剩余的
肝脏样本液氮速冻后，在－ 80℃下冷冻保存。
2.2　肝功能、肝纤维化指标检测

　　采用全自动生化分析仪测定丙氨酸氨基转移
酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、总胆
红素（TBIL）。采用肝纤维化系列检测试剂盒测
定透明质酸（HA）、血清Ⅲ型前胶原氨基末端前
肽（PⅢNP）、Ⅳ型胶原（Ⅳ-C）和层粘连蛋白
（LN）的水平。采用羟脯氨酸检测试剂盒检测肝
组织中羟脯氨酸的含量。
2.3　肝脏组织病理学观察和免疫组化检测

　　将 4% 多聚甲醛固定 24 h 的肝组织标本，经脱
水，石蜡包埋后，制成 5 μm 厚的切片，再经脱蜡冲
洗，用苏木精伊红（HE）染色、天狼星红（Sirius）
和 Masson 三色染色方法进行切片染色，光学显微镜
下观察肝脏病理情况和胶原沉积的变化，并用 Image 
pro-Plus 6.0 软件计算肝组织中的胶原形成面积（胶
原形成面积＝阳性染色面积 / 总面积×100%）。用
抗α-SMA、p-TAK1、p-JNK、Smad2 的抗体进行免
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疫组化染色，黄色或棕褐色染色显示阳性信号，根
据阳性染色的程度和位置进行评估 [14]。
2.4　肝组织 mRNA 定量 PCR 检测

　　按 QIAGEN 总 RNA 提取试剂盒说明书，称
取约 30 mg 肝组织，用 TRIzol 试剂均质离心提取

mRNA，Nanodrop 2000 分光光度计测定浓度。按照
TaKaRa 逆转录及 PCR 试剂盒说明书，在 LightCycler 
480 仪器上进行逆转录合成 cDNA 并扩增。以β-actin
为内参，用 2－ ΔΔCT 公式对目的基因进行定量分析。
引物序列及扩增产物长度如表 1 所示。

表 1　mRNA扩增的基因引物序列 
Tab 1　Geneprimer sequences for mRNA amplification

基因名称  上游引物序列 下游引物序列 扩增产物长度 /bp
α-SMA ACCATCGGGAATGAACGCTT TTGCGTTCTGGAGGAGCAAT 263
CollagenⅠ CTGACTGGAAGAGCGGAGAG GAGTGGGGAACACACAGGTC 111
CollagenⅢ TGGAGGTGAAAAGTCTGGCG TCTCTGCAATTCCGAGCAGG 168
TIMP-1 ACGCTAGAGCAGATACCACG CCAGGTCCGAGTTGCAGAAA 141
MMP-1 AACAGCAGAAGATTTCCCTGG TTCGGAGGCTAAATCTGCGT 110
E-cadherin CCTCTACAAGCAGGGCTTTG CCGAAAAGACTGGAAAGCAG 150
Snail GAGGACAGTGGCAAAAGCTC TCGGATGTGCATCTTCAGAG 139
β-actin TGTTGCCCTAGACTTCGAGCA GGACCCAGGAAGGAAGGCT 153

2.5　MTT 法检测槲皮素对 HSC-T6 细胞增殖的

影响

　　对数生长期 HSC-T6 细胞消化离心后，用
10% 血清的 DMEM 培养基调成 5×104 个·mL－ 1

的混悬液接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，使细
胞数为 5000 个 / 孔，将细胞分为正常组、槲皮
素 6 个质量浓度梯度（2.5、5、10、20、40、80 
μmol·L － 1），每组 3 个复孔，置于 37℃、5% 
CO2 培养箱培养 24 h。待细胞贴壁后，正常对照
组加 100 μL 培养基，其余各组加相应的药物 100 
μL，继续培养 24 h 后，每孔加入 10 μL MTT 溶
液（5 mg·mL－ 1），4 h 后弃去上清液，加入 150 
μL DMSO，振荡 10 min，用酶标仪在 490 nm 处
测各孔吸光度值（OD），将正常对照组的细胞活
性设为 100%，计算槲皮素各浓度处理组细胞活
性，细胞活性（%）＝（实验组平均 OD 值 / 对照
组平均 OD 值）×100%。
2.6　定量 PCR 检测 HSC-T6 细胞活化相关基因

转录情况 
　　对数生长期 HSC-T6 细胞消化离心后，用无
血清的 DMEM 培养基调成 5×104 个·mL－ 1 混悬
液，接种于 6 孔板中，每孔 2 mL，置于 37℃、5% 
CO2 培养箱培养过夜；将细胞分为正常组、TGF-β1
（2 ng·mL－ 1）组、TGF-β1 ＋槲皮素（10、20、40 
μmol·L － 1）处理组；在 TGF-β1 和槲皮素共同处
理 24 h 后，提取总 RNA，按照 TaKaRa 逆转录及
PCR 试剂盒说明书，在 LightCycler 480 仪器上进
行逆转录合成 cDNA 并扩增。以β-actin 为内参，
用 2－ ΔΔCT 公式对目的基因（α-SMA、CollagenⅠ、
MMP-I、TIMP-1）进行定量分析。

2.7　Western blot 法检测 HSC-T6 蛋白表达

　　取对数生长期 HSC-T6 细胞，按“2.6”项下
方法处理并分组。槲皮素预处理 24 h 后，加入
TGF-β1 刺激 30 min；提取总蛋白，BCA 试剂盒
测定蛋白浓度，加入５×上样缓冲液，沸水浴
变性 15 min，取 30 μg 蛋白上样，待 SDS-PAGE
电泳分离后，转移至 PVDF 膜，用 5% BSA 溶
液 4℃封闭 3 h，加入一抗（1∶1000），4℃过
夜；TBST 洗涤 3 次，5 min/ 次，加入二抗（驴抗
鼠 Alexa Fluor 546 IgG 或驴抗兔 Alexa Fluor 488 
IgG），室温孵育 2 h。采用奥德赛红外探测及图
像成像分析系统进行检测，以 GAPDH 为内参，
计算目的条带的灰度值 [15]。
2.8　统计分析 
　　使用 SPSS 21.0 对数据进行分析，数据以平均
值±标准差（SD）表示，统计分析方法采用单因
素方差分析，P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　槲皮素对 DMN 诱导的大鼠肝脏总体形态及

肝质量的影响

　　DMN 造模期间大鼠体质量增长情况如图 2A
所示，与正常组相比，DMN 模型组大鼠体质量
增长显著下降（P ＜ 0.05），而槲皮素各给药组的
体质量增长情况好于 DMN 模型组，尤其是 25 和
50 mg·kg－ 1 治疗组（P ＜ 0.05）。造模结束时各
组大鼠体质量如图 2B 所示，DMN 模型组大鼠体
质量显著低于正常组（P ＜ 0.05）；而同模型组相
比，槲皮素 25 和 50 mg·kg－ 1 治疗组能剂量依
赖性地提高大鼠体质量（P ＜ 0.05）。
　　图 2B 显示，DMN 模型组大鼠的肝质量同正
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常组相比亦显著下降（P ＜ 0.05），而槲皮素 25
和 50 mg·kg－ 1 治疗组大鼠的肝质量显著高于模
型组（P ＜ 0.05），其中槲皮素 50 mg·kg－ 1 组的
治疗效果最优（P ＜ 0.05）。

图 2　大鼠体质量和肝质量

Fig 2　Body mass and liver mass
A. 造模 4 周期间（4 weeks of DMN modeling）；B. 造模结束后（at 
the end of modeling）

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05；与

槲皮素 12.5 mg·kg－ 1 组相比，aP ＜ 0.05；与槲皮素 25 mg·kg－ 1 组

相比，bP ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the quercetin 
12.5 mg·kg－ 1 group，aP ＜ 0.05；compared with the quercetin 25 
mg·kg－ 1 group，bP ＜ 0.05.

3.2　肝功能及血清肝纤维化的影响

　　槲皮素对肝功能指标 TBIL、ALT 和 AST 的
影响如图 3A 所示。与正常组相比，DMN 模型组
的 ALT、AST 和 TBIL 水平显著升高（P ＜ 0.05）。
与模型组相比，槲皮素组 TBIL、AST 和 ALT 的
水平显著降低（P ＜ 0.05），且呈剂量依赖性，说
明槲皮素能显著改善 DMN 诱导的大鼠肝功能。
　　血清肝纤维化指标 HA、PⅢNP、Ⅳ-C 和 LN
的水平如图 3B 所示。DMN 模型组这四项指标明
显高于正常组（P ＜ 0.05），说明 DMN 造模后，
肝组织中胶原合成增加，发生了显著的肝损伤和
肝纤维化。而槲皮素各给药组与模型组比较，四
项指标含量均下降（P ＜ 0.05），50 mg·kg－ 1 下
调效果最显著（P ＜ 0.05），25 mg·kg－ 1 的治疗
效果也优于 12.5 mg·kg－ 1（P ＜ 0.05）。
　　上述结果表明，槲皮素可有效减轻 DMN

诱导的大鼠肝损伤和肝纤维化，在 12.5 ～ 50 
mg·kg－ 1 给药剂量内，随着给药剂量增加，治
疗效果逐步提升。
3.3　槲皮素对 DMN 诱导的大鼠肝脏组织病理学

变化的影响 
　　采用 HE 染色观察肝组织病理变化，采用
Sirius 和 Masson 染色观察胶原沉积的情况，结果
如图 4A 所示。从图中可见，正常组肝组织中，
肝细胞围绕中央静脉呈放射状整齐排列，肝小叶
结构完整，没有变性或坏死的肝细胞以及其他病
理特征。DMN 模型组肝细胞周围紊乱，胶原明
显沉积，形成宽窄不一的纤维间隔，包绕、分割
肝小叶，小叶结构紊乱，汇管区扩大，小叶内
出现坏死，出现大量炎性细胞浸润。槲皮素各
给药组能不同程度地改善肝组织损伤，减少胶
原生成，降低肝小叶被破坏的程度，尤其在 50 
mg·kg－1 组，肝脏病变和炎性细胞浸润明显减少。
　　如图 4B 所示，与正常组相比，DMN 模型
组胶原面积急剧扩大，羟脯氨酸含量显著升高
（P ＜ 0.05），槲皮素 25 和 50 mg·kg－ 1 治疗 2
周后，能显著抑制胶原的生成，降低羟脯氨酸的
含量，且 50 mg·kg－ 1 的槲皮素治疗效果优于 25 
mg·kg－ 1（P ＜ 0.05）。
3.4　槲皮素对纤维化肝组织中纤维化相关基因转

录水平的影响

　　采用 Real-time PCR 检测肝组织中星状细胞活
化相关基因（α-SMA、E-cadherin、Snail），胶原
合成相关基因（CollagenⅠ和 CollagenⅢ），以及
胶原降解相关基因（TIMP-1 和 MMP-1）的 mRNA
水平，结果如图 5 所示。与正常组相比，DMN
模型组大鼠肝组织中α-SMA、Snail、CollagenⅠ、
Collagen Ⅲ 和 TIMP-1 的 mRNA 水 平 显 著 升 高
（P ＜ 0.05）， 而 MMP-1 和 E-cadherin 的 mRNA
水平显著下调（P ＜ 0.05）；与 DMN 模型组相
比，槲皮素给药组能显著上调 MMP-1 和 E-cad-
herin 的 mRNA 水平，并显著抑制α-SMA、Snail、
CollagenⅠ、CollagenⅢ和 TIMP-1 的 mRNA 水平，
且效果呈剂量依赖性，50 mg·kg－ 1 效果最显著
（P ＜ 0.05）。
3.5　槲皮素对纤维化肝组织中α-SMA、p-TAK1、
p-JNK、Smad2 蛋白表达的影响

　　免疫组织化学检测结果如图 6 所示。与正
常组相比，DMN 模型组大鼠肝组织中α-SMA、
p-TAK1、p-JNK、Smad2 蛋白表达水平明显升高；
槲皮素各给药组肝组织中这些蛋白表达显著降
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低，并且槲皮素 25 和 50 mg·kg－ 1 组降低较明显。
3.6　槲皮素对肝星状细胞 HSC-T6 增殖活性的影响

　　通过 MTT 法检测槲皮素对 HSC-T6 细胞增殖
活性的影响，结果如图 7 所示。低于 10 μmol·L－ 1

的槲皮素处理 24 h，对 HSC-T6 细胞的增殖基
本没有影响；当槲皮素浓度升至 20 μmol·L － 1

时，显示出一定的抑制作用，细胞活性为 84.07%
（P ＜ 0.05）； 随 着 浓 度 继 续 上 升， 槲 皮 素 对
HSC-T6 细胞的增殖抑制作用越来越强，当浓度达
到 80 μmol·L－ 1 时，细胞活性为 70.5%（P＜ 0.01）。
3.7　槲皮素对 TGF-β1 刺激下 HSC-T6 细胞肝纤

维化相关基因转录水平的影响 

  

                                                                                     A                                                                                                   B
图 3　槲皮素对大鼠肝功能（A）及血清肝纤维化（B）的影响

Fig 3　Effect of quercetin on the liver function （A） and serum hepatic fibrosis （B）in rats
注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05；与槲皮素 12.5 mg·kg－ 1 组相比，aP ＜ 0.05；与槲皮素 25 mg·kg－ 1 组相比，

bP ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the quercetin 12.5 

mg·kg－ 1 group，aP ＜ 0.05；compared with the quercetin 25 mg·kg－ 1 group，bP ＜ 0.05.

图 4　槲皮素对 DMN 诱导大鼠肝组织的病理学变化及胶原合成的影响

Fig 4　Effect of quercetin on the pathological changes and collagen synthesis of liver tissues in rats induced by DMN
注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05；与槲皮素 12.5 mg·kg－ 1 组相比，aP ＜ 0.05；与槲皮素 25 mg·kg－ 1 组相比，

bP ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the quercetin 12.5 

mg·kg－ 1 group，aP ＜ 0.05；compared with the quercetin 25 mg·kg－ 1 group，bP ＜ 0.05.
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　　通过 Real-time PCR 评估槲皮素对 HSC 活化
标志物α-SMA 基因，胶原合成与降解相关基因
（CollagenⅠ、MMP-1、TIMP-1）的转录水平的
影响，如图 8 所示。与正常组比较，TGF-β1（2 
ng·mL－ 1）刺激 24 h，除 MMP-1 降低外，α-SMA、
CollagenⅠ、TIMP-1 的 mRNA 水平均显著升高
（P ＜ 0.05）；与 TGF-β1 刺激组相比，槲皮素
（10 ～ 40 μmol·L － 1）处理 24 h，能剂量依赖性
地抑制这些基因的转录变化（P ＜ 0.05）。
3.8　槲皮素对 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/Smad2
信号传导通路相关蛋白表达水平的影响

　　 采 用 Western blot 法 检 测 TGF-β/TAK1/JNK 和
TGF-β/Smad2 信号传导通路相关蛋白在 HSC-T6 细
胞中的变化情况，结果如图 9 所示。与正常组相比，
TGF-β1（2 ng·mL－ 1）刺激 30 min，能显著地升高
p-TAK1、p-JNK 和 p-Smad2 水平（P ＜ 0.05）；槲皮
素（20、40 μmol·L－ 1）预处理 24 h 能剂量依赖性
地下调 p-TAK1、p-JNK 和 p-Smad2水平（P＜0.05）。

图 5　槲皮素抑制 DMN 诱导大鼠肝组织的纤维化相关基因转录

Fig 5　Quercetin inhibits the transcription of fibrosis related genes in rat 
liver induced by DMN

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05；与

槲皮素 12.5 mg·kg－ 1 组相比，aP ＜ 0.05；与槲皮素 25 mg·kg－ 1

组相比，bP ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the quercetin 
12.5 mg·kg－ 1 group，aP ＜ 0.05；compared with the quercetin 25 
mg·kg－ 1 group，bP ＜ 0.05.

图 6　槲皮素对 DMN 诱导的纤维化肝组织表达纤维化相关蛋白的调控作用

Fig 6　Effect of quercetin on the expression of fibrosis related proteins in DMN induced fibrotic liver tissues 

4　讨论

　　肝纤维化是各种慢性肝损伤因素诱发的肝组
织损伤修复反应，是各种慢性肝病向肝硬化进展
的共同病理过程，由于肝纤维化具有可逆性特
点，因此防治肝纤维化对于防治肝硬化具有重要
的临床意义 [16]。
　　DMN 诱导的大鼠肝纤维化模型，是常用的实
验性肝纤维化动物模型 [13，15]。本研究中发现槲皮
素治疗 2 周，能剂量依赖性地下调 DMN 诱导肝

纤维化大鼠血清 ALT、AST 和 TBIL 水平，改善
大鼠肝功能；同时有效抑制血清肝纤维化指标上
升，降低肝组织中羟脯氨酸的含量；对肝组织切
片进行 HE、Sirius 和 Masson 染色，结果同样表
明槲皮素可以有效抑制胶原生成，保护肝小叶的
正常结构。这些结果说明槲皮素能有效缓解 DMN
诱导的大鼠肝损伤，降低胶原的沉积，阻遏肝纤
维化的进程。
　　肝星状细胞的活化并大量合成胶原蛋白是肝



971

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

纤维化发生发展的中心环节 [17]。活化的星状细胞
其特征性表现为：高表达α-SMA、Snail 和 TIMP-
1[18-20]，低表达 E-cadherin 和 MMP-1[21-22]，并且大
量合成Ⅰ、Ⅲ型胶原等 [23]。本研究结果发现，槲
皮素能剂量依赖性地下调肝星状细胞中α-SMA、
Snail、TIMP-1 以及 CollagenⅠ、CollagenⅢ的
mRNA 水平，同时上调 E-cadherin 和 MMP-1 的
mRNA 水平。这表明槲皮素能有效抑制肝星状细
胞的活化及合成胶原蛋白。
　　肝星状细胞的活化机制与 TGF-β 介导的信
号通路密切相关 [24]。TGF-β 首先在细胞表面与
TGF-β Ⅱ型受体（TβRⅡ）结合后，募集并激活
TGF-β Ⅰ型受体（TβRⅠ）；活化的 TβRⅠ进而
招募并磷酸化激活受体 Smad2 和 Smad3；然后
激活的 p-Smad2/3 与胞浆中的共同通路型 Smad4

形成异源复合体，转入胞核，调控肝星状细胞
活化相关靶基因的转录，此为典型的 TGF-β 信
号通路 [25-26]。同样活化的 TβRⅠ也可以激活非
Smad 依赖的 TAK1/JNK 信号传导通路。TAKl 属
于 MAPKKK 家族成员，活化后可以通过激活
MAPKK4/7 而 磷 酸 化 JNK（p-JNK）[27]；JNK 是
MAPK 家族的成员，活化的 JNK（p-JNK）进一
步激活其底物（包括 c-Jun、ATF2、Elk1、p53、
NFAT4 等），从而调控肝星状细胞的活化和增
殖，参与肝纤维化形成 [28]。本研究发现槲皮素能
显著下调 DMN 诱导肝纤维化模型大鼠肝组织中
p-TAK1、p-JNK 以及 Smad2 的水平；能剂量依赖
性地下调 p-TAK1、p-JNK 和 p-Smad2 水平。这
些结果充分说明，槲皮素能通过抑制 TGF-β/Smad
和 TGF-β/TAK1/JNK 信号通路活化，从而抑制星
状细胞活化。

图 7　槲皮素对 HSC-T6 细胞增殖活性的抑制作用

Fig 7　Inhibitory effect of quercetin on the proliferation of HSC-T6 cells
注：与正常组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

图 8　槲皮素对 HSC-T6 细胞肝纤维化相关基因 mRNA 水平的影响

Fig 8　Effect of quercetin on the mRNA levels of fibrosis-related factors 
in HSC-T6 cells

注：与正常组比较，*P ＜ 0.05；与 TGF-β1 组比较，#P ＜ 0.05；
与槲皮素 10 μmol·L－ 1 组比较，aP ＜ 0.05；与槲皮素 20 μmol·L－ 1

组比较，bP ＜ 0.05.
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the TGF-β1 group，#P ＜ 0.05；compared with the quercetin 
10 μmol·L － 1 group，aP ＜ 0.05；compared with the quercetin 20 
μmol·L － 1 group，bP ＜ 0.05.

图 9　槲皮素对 HSC-T6 细胞 TGF-β/TAK1/JNK 和 TGF-β/Smad2 信

号通路的调控作用

Fig 9　Regulation of quercetin on TGF-β/TAK1/JNK and TGF-β/Smad2 
signal pathways in HSC-T6 cells

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与 TGF-β1 组相比，#P ＜ 0.05；
与槲皮素 10 μmol·L－ 1 组相比，aP ＜ 0.05；与槲皮素 20 μmol·L－ 1

组比较，bP ＜ 0.05.
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the TGF-β1 group，#P ＜ 0.05；compared with the quercetin 
10 μmol·L － 1 group，aP ＜ 0.05；compared with the quercetin 20 
μmol·L － 1 group，bP ＜ 0.05.



972

Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No. 5 　中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期

　　综上，本研究证实槲皮素具有显著的抗 DMN
诱导大鼠肝纤维化作用，通过抑制 TGF-β/Smad 
和 TGF-β/TAK1/JNK 信号通路的激活与传导，来
抑制肝星状细胞的活化和增殖，最终逆转肝纤维
化进程。
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重楼皂苷 H诱导耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 
细胞凋亡和焦亡的作用研究

孙光强1，薛玉叶2，陆云阳3，杜洋3，王媛媛1，方菲4，纪玉强4，程光5，汤海峰1，3*，邱鹏程3*

（1. 陕西中医药大学药学院，陕西　咸阳　712046；2. 空军特色医学中心药剂科，北京　100142；3. 空军军医大学药学系中药与

天然药物学教研室，西安　710032；4. 西安市第一医院中心实验室，西安　710002；5. 空军军医大学西京医院神经外科，西安　

710032）

摘要：目的　研究重楼皂苷 H 诱导耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞程序性死亡的途径和初步分

子机制。方法　CCK-8 法检测给药后细胞活力影响，透射电子显微镜（TEM）检测给药后细胞

形态及细胞器变化，流式细胞术检测给药后细胞凋亡率，Western blot 法检测凋亡和焦亡的相关

蛋白表达，RT-qPCR 检测焦亡相关 mRNA 表达水平。结果　CCK-8 法检测结果表明重楼皂苷 H
呈时间剂量依赖性地抑制 SHG44R 增殖；TEM 观察到给药后细胞膜破裂、胞质出现囊泡，提示

具有细胞凋亡和焦亡的表征；流式细胞术检测结果表明重楼皂苷 H 剂量依赖性地介导细胞凋亡；

Western blot 法 检 测 结 果 表 明 Bax、Cleaved-caspase-3、Cleaved-caspase-1、Cleaved-N-terminal-
GSDMD、IL-1β、IL-18和 NLRP3蛋白上调，Bcl-2蛋白下调；RT-qPCR 结果表明，与正常组相比，

给药后 caspase-1、caspase-11、GSDMD、IL-1β、IL-18 和 NLRP3 的 mRNA 表达水平显著上升。

结论　重楼皂苷 H 诱导耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞凋亡与焦亡。
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　　胶质瘤是中枢性恶性肿瘤的一种，目前临床
上主要采用手术联合放化疗治疗，但患者对其一
线化疗药物替莫唑胺的耐药问题不容忽视 [1]。同
时，胶质瘤具有四高一低的发病特点，即高发
病率、高复发率、高死亡率、高致残率和低治愈
率 [2]。因此，寻找一种新型的胶质瘤的化疗药物
具有十分重要的意义。
　　细胞焦亡（pyroptosis）是一种细胞炎性程序性
死亡方式，主要通过炎症小体介导包含 caspase-1 在
内的多种 caspase 蛋白的激活，造成包括 GSDMD 在
内的多种 Gasdermin 家族成员发生剪切和多聚化，造
成细胞穿孔，进而引起细胞死亡 [3-4]。相比于凋亡
（apoptosis），焦亡发生更快，并伴随着大量促炎症
因子的释放 [5]。大量的证据表明细胞焦亡能够影响肿
瘤的发展，可作为潜在的肿瘤治疗策略，为患者开
发基于焦亡的新药提供思路 [6]。
　　重楼皂苷 H（结构式见图 1，paris saponin H，
PSH）属于偏诺皂苷元型甾体皂苷，在百合科重
楼属多种植物中大量存在，本课题组先后从川产
南重楼和陕产具柄重楼、狭叶重楼、云南重楼中
分离鉴定了该化合物。据报道，PSH 具有抗肿
瘤、抗炎、抗凝等作用 [7-8]。课题组前期研究发现
PSH 通过 A1 和 A3 腺苷受体途径，抑制胶质瘤
U251 细胞增殖 [9]，但其对耐替莫唑胺胶质瘤的作
用机制研究尚无报道，尤其未见其诱导细胞焦亡
的报道。故本研究基于细胞凋亡和焦亡对 PSH 抗
耐药胶质瘤机制进行初步探讨。

图 1　重楼皂苷 H 的化学结构式

Fig 1　Chemical structure of paris saponin H

1　材料

1.1　细胞来源

　　耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞株由本课题
组前期研究建立成功 [10]。
1.2　仪器

　　超净工作台（Thermo Fisher），CO2 恒温培
养箱（ESCO 公司），倒置显微镜（Olympus），血
球计数板（上海市求精生化试剂仪器有限公司），
Multiskan FC 酶标仪（赛默飞公司），流式细胞仪
（BD FACSCalibur），透射电子显微镜（JEOL，
JEM-1400），电泳系统（Bio-Rad），凝胶成像系
统（Bio-Rad）， 荧 光 定 量 PCR 仪（BIONEER，
Exicycler 96）， 紫 外 分 光 光 度 计（Thermo，
NANO 2000），真空干燥箱（SYSBERY 公司），
微量移液器（BIOHIT 公司，Proline），超纯水系
统（Heal 公司，NW10LVF），超速冷冻离心机
（湖南湘仪公司）。
1.3　试药

　　重楼皂苷 H（宝鸡翊瑞生物科技有限公司，纯
度：99.45%，批号：JOT-11279），CCK-8 试剂盒
（Elabscience，批号：E-CK-A362），Annexin V-FITC/
PI 双染细胞凋亡检测试剂盒（BD，批号：556547），
DMEM 培养基（Gibco，批号：11965092），胎牛血
清（Biological Industries，批号：04-121-1A），胰蛋
白酶（Solarbio，批号：T1300），青链霉素混合液
（Solarbio， 批 号：P1400），Cleaved-caspase-1 抗 体
（Cell Signaling Technology，批号：4199T）、N-GSD-
MD 抗 体（abcam， 批 号：ab215203）、Cleaved-
caspase-3 抗体（批号：19677-1-AP）、Bax 抗体（批
号：50599-2-AP）、Bcl-2 抗 体（批 号：12789-1-
AP）、IL-1β 抗体（批号：16806-1-AP）、IL-18 抗体
（批号：10663-1-AP）、NLRP3 抗体（批号：19771-
1-AP）、β-actin 抗 体（批 号：20536-1-AP）（Protein-
tech），TRIpure（BioTeke，批号：RP1001），BeyoRT 

SHG44R cells in a time and does-dependent manner. TEM showed that the cell membrane was ruptured 
and vesicles appeared in the cytoplasm in PSH-treated cells, suggesting the signs of apoptosis and 
pyrolysis. The flow cytometry showed that PSH mediated the apoptosis in a does-dependent manner. 
Western blot showed that Bax, Cleaved-caspase-3, Cleaved-caspase-1, Cleaved-N-GSDMD, IL-
1β, IL-18 and NLRP3 proteins were up-regulated, and Bcl-2 protein was down-regulated. RT-qPCR 
showed that the mRNA expression levels of caspase-1, caspase-11, GSDMD, IL-1β, IL-18, and NLRP3 
increased significantly in the PSH-treated cells as compared with those of the control group. Conclusion  
PSH may induce the apoptosis and pyroptosis of temozolomide-resistant glioma SHG44R cells.
Key words: glioma; paris saponin H; apoptosis; pyroptosis; temozolomide; drug resistance
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II M-MLV 反 转 录 酶（碧 云 天， 批 号：D7160L），
RNase inhibitor（BioTeke，批号：RP5602），2×Taq 
PCR MasterMix（Solarbio，批号：PC1150），SYBR 
Green（Solarbio，批号：SY1020），其他试剂均为国
产分析纯，引物由金斯瑞生物科技有限公司合成。
2　方法

2.1　细胞培养

　　将 SHG44R 细胞培养于含 10% 胎牛血清，
1% 青链霉素混合液的 DMEM 高糖培养基中，置
于 37℃、5%CO2 细胞培养箱中培养，取对数生
长期且状态良好的细胞用于后续实验。
2.2　CCK-8 法检测细胞活力

　　取对数生长期的 SHG44R 细胞接种于 96 孔
板中。待细胞贴壁后，加入不同浓度用 DMSO 配
制的 PSH，培养不同时间后，弃上清液，每孔加
入 10 μL CCK-8 溶液，孵育 2 h，用酶标仪在 450 
nm 波长下测量各孔的吸光度（OD）值，计算细
胞存活率。
2.3　透射电子显微镜观察细胞形态变化

　　取对数生长期的 SHG44R 细胞，PBS 洗涤，
加入 6 μg·mL － 1 的 PSH，培养 24 h 后收集细胞，
用 2% 戊二醛溶液固定 2 h，随后 PBS 洗涤 2 次，
每次 10 min。然后在 1% 四氧化锇溶液中固定2 h。
用乙醇梯度脱水后，将细胞包埋在环氧树脂中并
切成 50 ～ 60 nm 的切片。切片用醋酸双氧铀和
柠檬酸铅染色。透射电子显微镜分析切割样品。
2.4　流式细胞术检测细胞凋亡

　　取对数生长期的 SHG44R 细胞，接种于 6 孔
板中，待细胞完全贴壁后，加入不同质量浓度的
PSH（6、12 μg·mL － 1）处理 24 h。收集细胞，
按照 Annexin V-FITC/PI 双染色细胞凋亡检测试剂
盒进行细胞凋亡双染色，流式细胞仪检测细胞凋
亡率。
2.5　Western blot 法检测凋亡相关蛋白表达

　　将细胞消化后接种于 6 孔板中，待细胞贴壁
后，加入不同质量浓度的 PSH（6、12 μg·mL － 1）
处理细胞 24 h。收集细胞制备蛋白样品，10% 聚
丙烯胺 -SDS 凝胶电泳后转至 PVDF 膜上，5% 脱
脂奶粉室温封闭 1 h，加入一抗 4℃孵育过夜，
PBST 洗 3 次，加入二抗室温孵育 1 h，PBST 洗
3 次。加入 ECL 化学发光液后放入全自动化学发
光图像分析系统中曝光。
2.6　RT-qPCR 检测焦亡相关 mRNA 表达

　　取对数生长期的 SHG44R 细胞，接种于 6 孔
板中，待细胞完全贴壁后，加入 3 μg·mL － 1 的

PSH 处理 24 h。收集细胞，加入 Trizol 试剂提取总
RNA。反转录制备 cDNA，除去培养基，PBS 洗 1
次，除去 PBS，每组加入 1 mL Trizol 后放置于冰
面，轻摇使 Trizol 试剂充分接触 5 min。RT-qPCR
检测 PSH 给药组（3 μg·mL－ 1）与对照组 SHG44R
细 胞 caspase-1、caspase-11、GSDMD、IL-1β、IL-
18、NLRP3的 mRNA 的表达，采用2－△△ CT 法计算
mRNA 相对表达量。
　　caspase-1：Forward，ATTACAGACAAGG-
GTGCT；Reverse，CTTTCGGAATAACGGAGT；
　　caspase-11：Forward，GCACAATGGGCTC-
TATCT；Reverse，CAGTCGTTCTATGGTGGG；
　　GSDMD：Forward，GGTTAGGAAGCCCT-
CAAGC；Reverse，CATGGCATCGTAGAAGT-
GG；
　　IL-1β：Forward，TATTACAGTGGCAAT-
GAGG；Reverse，ATGAAGGGAAAGAAGGTG；
　　IL-18：Forward，ATAGCCAGCCTAGAGG-
TA；Reverse，ATCAGGAGGATTCATTTC；
　　NLRP3：Forward，CCCCGTGAGTCCCAT-
TA；Reverse，GACGCCCAGTCCAACAT；
　　β-actin：Forward，GGCACCCAGCACAAT-
GAA；Reverse，TAGAAGCATTTGCGGTGG。
2.7　统计分析

　　所有统计分析均采用 Graphpad prism 8 软件
完成，数据以 x±s 表示，组间差异通过单因素方
差分析检验（One-way ANOVA），P ＜ 0.05 表示
差异有统计学意义。
3　结果

3.1　PSH 对耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞活

力的影响

　　采用 CCK-8 法检测不同剂量 PSH 处理 24、
48、72 h 对细胞存活率的影响，结果表明 PSH
抑制 SHG44R 细胞增殖具有时间和剂量依赖性。
PSH 在 24 h 对 SHG44R 的 IC50＝ 6.986 μg·mL－ 1，
见图 2。
3.2　PSH 对耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞形

态学影响

　　如图 3 所示，与正常组相比，PSH 组出现核
染色质固缩、核膜皱褶，细胞器集中，出现凋亡
小体，表明 PSH 可诱导细胞凋亡。此外，细胞内
容物渗漏，细胞膜有轻微损伤，提示 PSH 可能诱
导耐替莫唑胺胶质瘤细胞焦亡。
3.3　PSH 诱导耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞

凋亡
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　　采用 Western blot 法检测不同剂量 PSH 处
理后细胞凋亡相关蛋白的表达。结果表明，给
予 PSH 可 使 Bax、Cleaved-caspase-3 蛋 白 上 调，
Bcl-2 蛋白下调（见图 5）。
3.5　PSH 诱导耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞

焦亡

　　 如 图 6 所 示， 与 正 常 组 相 比，PSH 组
caspase-1、caspase-11、GSDMD、IL-1β、IL-18
和 NLRP3 的 mRNA 表达量显著增加。进一步采
用 Western blot 法检测不同剂量 PSH 处理后细胞
焦亡相关蛋白的表达。结果表明，给予 PSH 使
Cleaved-caspase-1、Cleaved-N-terminal-GSDMD、

IL-1β、IL-18、NLRP3 蛋白上调（见图 7）。蛋白
表达和基因水平结果一致，说明 PSH 可诱导耐替
莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞焦亡。

图 2　PSH 对 SHG44R 细胞活力的影响

Fig 2　Effect of PSH on the cell viability of SHG44R cells 

图 3　PSH 对 SHG44R 细胞形态学影响

Fig 3　Effect of PSH on the cell morphology of SHG44R cells

　　为了进一步证实 PSH 介导耐替莫唑胺胶质
瘤 SHG44R 细胞凋亡，采用流式细胞术检测给予
PSH 后细胞凋亡率的变化。结果表明 PSH 呈剂量
依赖性地诱导细胞凋亡（见图 4）。
3.4　PSH 对耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞凋

亡的蛋白的影响

图 4　PSH 对 SHG44R 细胞凋亡的影响（n ＝ 3）
Fig 4　Effect of PSH on the cell apoptosis of SHG44R cells（n ＝ 3）

注：与正常组相比，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，***P ＜ 0.001.

图 5　PSH 对 SHG44R 细胞凋亡关键蛋白的影响

Fig 5　Effect of PSH on the key proteins of cell apoptosis in SHG44R cells 
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4　讨论

　　耐药是胶质瘤临床治疗面临的重要问题。天然
产物是抗肿瘤先导化合物的重要来源 [11]，从中药
中寻找具有抗耐药胶质瘤作用的活性成分具有重
要意义。既往研究已报道重楼皂苷抗肿瘤的多种
作用机制，主要包括抑制增殖、凋亡、影响迁移
与侵袭、阻滞细胞周期、联合一线化疗药物辅助治
疗、逆转肿瘤耐药、氧化应激、改变肿瘤细胞膜通
透性、抑制胞内药物外流，抑制血管增生、诱导自
噬等 [7-8，12]。但关于重楼皂苷对细胞焦亡等新型细
胞死亡方式的影响的报道较少。本研究结果显示，
PSH 可抑制耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞增殖，
诱导 SHG44R 细胞凋亡和焦亡。
　　细胞凋亡是一种程序性细胞死亡，是多数重
楼皂苷引起肿瘤细胞死亡的常见机制 [13-14]。其中
内源性通路是由促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白调节，
如 Bcl-2 蛋白家族蛋白 [15-16]，当 Bax/Bcl-2 比值发

生变化，线粒体通透性增加，线粒体破裂，促凋
亡蛋白细胞色素 C 将从线粒体释放到细胞质，激
活下游 caspase 家族 [17-18]。caspase-8 和 caspase-9 作
为 caspase 的启动子，最终激活下游凋亡执行蛋白
caspase-3，通过裂解细胞底物诱导细胞凋亡。本
研究结果显示，与正常组相比，重楼皂苷 H 可
显著上调 SHG44R 细胞中凋亡相关蛋白 Cleaved-
caspase-3、Bax 表达水平，显著降低 Bcl-2蛋白表达
水平，表明重楼皂苷 H 可诱导 SHG44R 细胞凋亡。
　　细胞焦亡在体外抑制肿瘤细胞增殖和体内肿
瘤生长中起着关键作用 [19]。与其他细胞死亡方式
相比，具有独特的形态和机制 [20-21]。Gasdermin 家
族蛋白是细胞焦亡的关键效应分子，其诱导细胞
焦亡的机制比较明确，同时也是其经典途径 [22]。
一方面，在外界的刺激下，细胞内的模式识别受
体（NLR）作为感受器，识别信号，通过接头蛋
白 ASC 与 Pro-caspase-1 结合，形成多蛋白复合
物，激活 caspase-1，活化的 caspase-1 一方面切割
GSDMD，形成含有 GSDM-NT 活性域的肽段，诱
导细胞膜穿孔，细胞破裂，释放内容物，引起炎
症反应；另一方面，活化的 caspase-1 对 IL-1β 和
IL-18 前体进行切割，形成有活性的 IL-1β 和 IL-
18，并释放到胞外，募集炎症细胞聚集，扩大炎症
反应其是由炎性小体组装介导的，伴随着 GSDMD
裂解及 IL-1β 和 IL-18 的释放 [23]。本研究结果显
示，与正常组相比，PSH 可显著上调 SHG44R 细
胞中 caspase-1、caspase-11、GSDMD、IL-1β、IL-

图 6　PSH 对 SHG44R 细胞焦亡 GSDMD 通路相关 mRNA 表达的影响（n ＝ 3）
Fig 6　Effect of PSH on the expression of mRNA related to the GSDMD pathway of pyroptosis of SHG44R cells（n ＝ 3）

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05，*** P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05，*** P ＜ 0.001. 

图 7　PSH 对 SHG44R 细胞焦亡 GSDMD 通路相关蛋白的影响

Fig 7　Effect of PSH on GSDMD pathway pyroptosis-related proteins in 
SHG44R cells 
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18、NLRP3的 mRNA 表达水平，同时上调 Cleaved- 
caspase-1、Cleaved-N-terminal-GSDMD、IL-1β、
IL-18 和 NLRP3，表明重楼皂苷 H 可诱导耐替莫唑
胺胶质瘤 SHG44R 细胞焦亡。
　　综上所述，PSH 能够抑制耐替莫唑胺胶质瘤
SHG44R 细胞增殖，诱导其细胞凋亡与焦亡。

参考文献

[1] Bocangel DB，Finkelstein S，Schold SC，et al. Multifac-
eted resistance of gliomas to temozolomide [J]. Clin Cancer 
Res，2002，8（8）：2725-2734.

[2] Dolecek TA，Propp JM，Stroup NE，et al. CBTRUS sta-
tistical report：primary brain and central nervous system 
tumors diagnosed in the United States in 2005—2009 [J]. 
Neuro Oncol，2012，14（Suppl 5）：v1-49.

[3] Shi JJ，Gao WQ，Shao F，et al. Pyroptosis：gasder-
min-mediated programmed necrotic cell death [J]. Trends 
Biochem Sci，2017，42（4）：245-254.

[4] Cookson BT，Brennan MA，Pro-inflammatory pro-
grammed cell death [J]. Trends Microbiol，2001，9（3）：

113-114.
[5] Tsuchiya K，Switching from apoptosis to pyroptosis：

gasderminelicited inflammation and antitumor immunity [J]. 
Int J Mol Sci，2021，22（1）：426.

[6] Hou JW，Hsu JM，Hung MC，Molecular mechanisms 
and functions of pyroptosis in inflammation and antitumor 
immunity [J]. Mol Cell，2021，81（22）：4579-4590.

[7] Ji Y. A monograph of Paris（melanthiaceae）. Chapter 4. 
Economic importance [M]. Beijing：Science Press，2021.

[8] Zhou N，Xu LF，Park SM，et al. Genetic diversity，
chemical components and property of biomass Paris poly-
phylla var. yunnanensis [J]. Front Bioeng Biotech，2021，
9：713860.

[9] Bi LL，Liu Y，Yang Q，et al. Paris saponin H inhibits the 
proliferation of glioma cells through the A1 and A3 adenos-
ine receptor-mediated pathway [J]. Int J Mol Med，2021，
47（4）：30.

[10] Xue YY，Lu YY，Sun GQ，et al. CN-3 increases TMZ 
sensitivity and induces ROS-dependent apoptosis and auto-
phagy in TMZ-resistance glioblastoma [J]. J Biochem Mol 

Toxic，2022，36（3）：e22973.
[11] Wang Y，Zhong J，Bai JJ，et al. The application of natu-

ral products in cancer therapy by targeting apoptosis path-
ways [J]. Curr Drug Metab，2018，19（9）：739-749.

[12] Xu XH，Li T，Fong CM，et al. Saponins from Chinese 
medicines as anticancer agents [J]. Molecules，2016，21
（10）：1326.

[13] D’Arcy M，Cell death：a review of the major forms 
of apoptosis，necrosis and autophagy [J]. Cell Biol Int，
2019，43（6）：582-592.

[14] Fuchs H，Bachran D，Panjideh H，et al. Saponins as tool 
for improved targeted tumor therapies [J]. Curr Drug Tar-
gets，2009，10（2）：140-151.

[15] Birkinshaw RW，Czabotar PE. The BCL-2 family of 
proteins and mitochondrial outer membrane permeabilisa-
tion [J]. Semin Cell Dev Biol，2017，72：152-162.

[16] Edlich F. BCL-2 proteins and apoptosis：recent insights 
and unknowns [J]. Biochem Biophys Res Commun，2018，
500（1）：26-34.

[17] Pfeffer CM，Singh ATK. Apoptosis：a target for antican-
cer therapy [J]. Int J Mol Sci，2018，19（2）：448.

[18] Kiraz Y，Adan A，Kartal YM，et al. Major apoptotic 
mechanisms and genes involved in apoptosis [J]. Tumour 
Biol，2016，37（7）：8471-8486.

[19] Yu JH，Li S，Qi J，et al. Cleavage of GSDME by 
caspase-3 determines lobaplatin-induced pyroptosis in co-
lon cancer cells [J]. Cell Death Dis，2019，10（3）：193.

[20] Shi J，Zhao Y，Wang K，et al. Cleavage of GSDMD by 
inflammatory caspases determines pyroptotic cell death [J]. 
Nature，2015，526（7575）：660-665.

[21] Chen X，He WT，Hu LC，et al. Pyroptosis is driven by 
non-selective gasdermin-D pore and its morphology is dif-
ferent from MLKL channel-mediated necroptosis [J]. Cell 
Res，2016，26（9）：1007-1020. 

[22] Fischer FA，Chen KW，Bezbradica JS，et al. Posttrans-
lational and therapeutic control of gasdermin-mediated py-
roptosis and inflammation [J]. Front Immunol，2021，12：
661162.

[23] Yu P，Zhang X，Liu N，et al. Pyroptosis：mechanisms 
and diseases [J]. Signal Transduct Tar，2021，6（4）：21.

（收稿日期：2022-01-04；修回日期：2022-03-15）



979

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

矮地茶对刀豆蛋白 A致大鼠免疫性肝损伤的 
保护作用及机制探讨

韩冰1，程栋梁1，林世源1，陈卉1，张玮1，奉建芳2，吴卫1*（1. 桂林医学院药学院，广西　桂林　541199；

2. 广西中医药大学药学院，南宁　530200）

摘要：目的　研究矮地茶对刀豆球蛋白 A（Con-A）诱导的急性免疫性肝损伤大鼠的保护作用

及机制。方法　将大鼠随机分为空白组、模型组及矮地茶低、中、高（10、20、40 mg·kg－1）

剂量组，各组均通过灌胃给药；后尾静脉注射 Con-A（20 mg·kg－1）建立肝损伤模型，测定

肝脏指数，脾脏指数，血清 ALT、AST、ALP 水平及肝组织 MDA、SOD、GSH-Px、CD4 ＋、

CD8 ＋水平，HE 染色观察组织病理变化。结果　与空白组相比，模型组 ALT、AST、ALP、

MDA 水平普遍升高，SOD、GSH-Px 水平显著降低；与模型组相比，矮地茶低、中剂量组肝

脏指数、脾脏指数，AST、ALT、ALP、MDA 水平及 CD4 ＋、CD8 ＋细胞数量均降低，SOD、

GSH-Px 升高。结论　矮地茶对 Con-A 引起的大鼠免疫性肝损伤有一定保护作用，其机制可能

与调节免疫平衡、炎症、氧化应激反应有关。

关键词：矮地茶；刀豆蛋白 A；免疫性肝损伤；作用机制
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Protective effect of Ardisiae japonicae herba on concanavalin A-induced 
immunological liver injury in rats and related mechanism

HAN Bing1, CHENG Dong-liang1, LIN Shi-yuan1, CHEN Hui1, ZHANG Wei1, FENG Jian-fang2, 
WU Wei1* (1. School of Pharmacy, Guilin Medical University, Guilin  Guangxi  541199; 2. School of 
Pharmacy, Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning  530200)

Abstract: Objective  To determine the protective effect of Ardisiae japonicae herba on acute 
immunological liver injury induced by concanavalin A (Con-A) in rats and mechanism. Methods  SD 
rats were randomly divided into a blank group, a model group, and Ardisiae japonicae herba low, 
middle and high dose groups (10, 20, and 40 mg·kg － 1). Intragastric administration was used in each 
group. The rat model of immunological liver injury was established by tail vein injection of Con-A (20 
mg·kg － 1). The liver-spleen coefficient, serum ALT, AST and liver tissue MDA, SOD, and GSH-Px 
were measured. The pathological features of hepatic tissue were observed by HE staining. The CD4 ＋ 
and CD8 ＋ positive cells in the lymphocytes were detected by ELISA. Results  Compared with the 
blank group, the level of ALT, AST, ALP and MDA in the model group generally increased, while the 
level of SOD and GSH-Px in the liver tissues were decreased obviously. Compared with the model 
group, the liver-spleen coefficient, AST, ALT, ALP and MDA levels of rats in the low and middle dose 
groups of Ardisiae japonicae herba were decreased, the levels of SOD and GSH-Px in the liver tissues 
were increased, and the number of CD4 ＋ and CD8 ＋ cells in liver tissue was decreased. Conclusion  
Ardisiae japonicae herba has a protective effect on Con-A-induced immunological liver injury in rats, 
whose mechanism may be related to immunity balance regulation, inflammation and oxidative stress. 
Key words: Ardisiae japonicae herba; concanavalin A; immunological liver injury; action mechanism
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　　据世界卫生组织统计，全球肝脏疾病已达到
13 亿，影响人类健康发展并构成全球主要的公共
卫生问题之一 [1]。病毒性肝炎、自身免疫性肝病、
药物性肝损伤以及遗传性肝脏疾病是导致急性肝
衰竭及死亡的主要病因。肝脏炎症和肝损伤是免
疫细胞和细胞趋化、生长、凋亡因子相互作用的
结果，在肝脏疾病的发展过程中起重要作用 [2]。
由于肝组织血供丰富、流速慢，免疫细胞易停留、
作用于肝脏，释放促炎细胞因子及活性氧簇等分
子，这些细胞因子和免疫应答之间的相互作用决
定了肝脏病理的发展 [3-4]，如不加以干预治疗，会
逐渐演变成肝癌，导致死亡。目前肝脏疾病治疗
方式以对症治疗为主，肝移植逐渐在临床上应用，
但肝源稀少、治疗费用高、技术设备要求高等限
制了其应用 [5-6]，目前尚无特效治疗药物及手段。
　　 矮 地 茶 为 紫 金 牛 科 植 物 紫 金 牛 [Ardisia 
japonica （Thunb）Blume] 的干燥全株，又名平地
木、不出林等，广泛分布于长江流域以南各地 [7]。
《中国药典》2015 年版一部记载矮地茶具有化痰
止咳、清利湿热、活血化瘀的功效，用于新久咳
嗽、湿热黄疸、经闭瘀阻、跌打损伤、风湿痹痛。
矮地茶主要含有皂苷类、香豆素类、苯醌类和黄
酮类等成分，具有止咳平喘、保肝抗炎、抗病毒、
抗肿瘤等药理活性 [8-12]。《本草纲目》记载其有治
疗肝炎、急性肾炎、膀胱炎等功效。在广西、湖
南等地区，民间常用矮地茶来治疗慢性肝炎，取
得了良好的治疗效果。但其抗炎保肝作用机制及
其药效物质基础尚不明确。
　　外界异物（病毒、药物、酒精、化学品）进
入体内，引发机体自身免疫应答机制，分化大量
炎症细胞，浸润肝脏组织是导致肝损伤的主要原
因。刀豆球蛋白 A（Con-A）诱导的肝损伤与病
毒性肝炎、自身性免疫性肝病和肝衰竭病理生理
过程中的肝脏免疫反应极其相似，造模方法已成
熟且应用较为广泛 [13]。本文以 Con-A 诱导的急性
肝损伤 SD 大鼠为病理模型，探究中药矮地茶对
肝损伤的保护作用及机制，为矮地茶进一步开发
及应用提供资料。
1　材料

1.1　动物

　　SPF 级雄性 SD 大鼠 78 只，4 ～ 5 周龄，体
质量 190 ～ 230 g [ 湖南斯莱克景达实验动物有限
公司，许可证号 SCXK（湘）2019-0004]，饲养环
境室温（23±2）℃，湿度 50% ～ 60%。所有大鼠
均自由进食饮水，适应性饲养一周。实验用所有

动物均经桂林医学院实验动物伦理委员会审查批
准（批准号：GLMC201703029）。
1.2　试药

　　矮地茶经桂林医学院吴卫教授鉴定为紫金牛
科植物紫金牛的干燥全株；Con-A 试剂盒（批号：
SLBT3093，美国 Sigma 公司）；血清丙氨酸转
氨酶（ALT）试剂盒（批号：20201015）、天冬氨
酸转氨酶（AST）试剂盒（批号：20201015）、碱
性磷酸酶（ALP）试剂盒（批号：20201015）、丙
二醛（MDA）试剂盒（批号：20200724）、超氧
化物歧化酶（SOD）试剂盒（批号：20200723）、
谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）试剂盒（批号：
20200723）、CD4 ＋试剂盒（批号：E-EL-R2459c）、
CD8 ＋试剂盒（批号：E-EL-R0219c）（南京建成生
物工程研究所）。
1.3　仪器

　　KD-TS3A 全自动封闭式组织脱水机、KD-
BM Ⅱ生物组织冷冻包埋机 KD-BL 冷冻台（浙江
科迪仪器设备有限公司）；生物组织摊片烤片机
（湖北伯纳医疗科技有限公司）；BX-51 正置荧光
显微镜（日本 Olympus 公司）；iMark 酶标仪（美
国 Bio-Rad 公司）；RE52CS-1 旋转蒸发仪（上海
爱朗仪器有限公司）；LC-10N-50A 冷冻干燥机
（上海力辰邦西仪器科技有限公司）；GL-88B 涡
旋混合器（其林贝尔仪器制造有限公司）；ES-A
电子天平（天津德安特有限公司）；UV-1800 PC
紫外分光光度计（上海美普达仪器有限公司）。
2　方法

2.1　干膏制备

　　将中药矮地茶全草研磨成粗粉，干燥通风保
存。精密称定干燥矮地茶粗粉 400 g 4 份，置于
2000 mL 圆底烧瓶内，做好标记。分别分批加入
10 倍量体积的 60%、70%、80%、90% 乙醇，加
热回流提取两次，首次 2.5 h，末次 1.5 h。各提取
液分别减压浓缩，回收乙醇，冷冻干燥得矮地茶
60%、70%、80%、90% 乙醇提取物干膏 40.08 g、
40.26 g、39.86 g、40.38 g。每克干膏相当于生药量
9.98 g、9.94 g、10.03 g、9.91 g。阴凉干燥处保存，
待后续实验使用（给药浓度均以浸膏重量计）。
2.2　造模及给药

2.2.1　矮地茶不同溶剂提取物的药效学考察　将
36 只 SD 大鼠随机分为 6 组，空白组、模型组及
矮地茶干预组（60%、70%、80%、90% 乙醇提
取物），每组 6 只。空白组和模型组灌服等体积
生理盐水，矮地茶干预组分别灌服 60%、70%、
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80%、90% 乙醇提取物干膏（20 mg·kg － 1），1
次·d － 1，连续给药 7 d；末次给药 2 h 后，除空
白组外，各组大鼠均一次性尾静脉注射剂量为 20 
mg·kg － 1 的 Con-A 进行造模。造模结束后的各
组大鼠，均禁食不禁水 12 h，称定大鼠体质量后
取样。
2.2.2　矮地茶不同给药剂量的药效学考察　在确
定矮地茶提取溶剂（80% 乙醇）的基础上，进行
给药剂量的考察。将 30 只 SD 大鼠随机分为 5 组，
空白组、模型组及矮地茶低、中、高剂量组（10、
20、30 mg·kg － 1 3 种给药剂量），每组 6 只。空
白组和模型组灌服等体积生理盐水，矮地茶干预
组分别灌服对应剂量矮地茶，1 次·d － 1，连续给
药 7 d；末次给药 2 h 后，除空白组外，各组大鼠
均一次性尾静脉注射 20 mg·kg － 1 Con-A 造模。
造模结束的各组大鼠，均禁食不禁水 12 h，称定
大鼠体质量后，异氟烷麻醉，开始取样。
2.3　血清 ALT、AST、ALP 水平的测定

　　造模 12 h 后，将各组 SD 大鼠用异氟烷麻醉，
酒精消毒，腹主动脉取血，使用肝素抗凝，3500 
r·min － 1 离心 10 min 后取上清液，－ 20℃冰箱
保存待用。于一周内按试剂盒操作检测血清 ALT、
AST、ALP 水平。
2.4　肝脏指数、脾脏指数的测定

　　造模 12 h 后，将各组大鼠用异氟烷麻醉，酒
精消毒，腹主动脉取血后，取肝脏、脾脏称定质
量，颈椎脱臼处死大鼠，计算肝脏指数、脾脏指
数 [ 肝脏或脾脏质量 / 体质量 ×100%]。
2.5　肝脏组织中 MDA、SOD、HYP、GSH-Px 水

平的测定

　　剪取肝右小叶同一部位组织，于冰浴中用生
理盐水制成 10% 肝组织匀浆并离心，取上清液，
置－ 20℃冰箱保存待用。于一周内按试剂盒操作
检测 MDA、SOD、GSH-Px 水平。
2.6　HE 染色观察肝脏组织病理

　　取肝左叶同一部位组织，修剪为 1 cm3 大小组
织块，中性甲醛固定，脱水、包埋、常规制备切
片，HE 染色，光镜下观察病理切片并拍照。
2.7　ELISA 检测淋巴细胞中的 CD4 ＋、CD8 ＋

　　剪取肝右小叶同一部位组织，于冰浴中用生理
盐水制成 10% 肝组织匀浆并离心，取上清液，置
于－ 20℃冰箱保存待用。根据试剂盒操作要求稀
释成相应浓度肝组织匀浆进行 CD4＋、CD8＋阳性
细胞数量的测定。
2.8　统计学分析

　　应用 GraphPad Prism 8 软件进行分析，血
清与肝脏组织检测指标以（x±s）表示，符合正
态分布且方差齐性资料采用独立样本 t 检验；以
P ≤ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　矮地茶不同溶剂提取物的药效学考察

3.1.1　不同溶剂提取物对肝损伤大鼠肝脾指数的
影响　模型组较空白组肝脏、脾脏指数均显著
升高（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）；与模型组相比，
60%、90% 乙醇提取物肝脏指数均无明显差异。
70%、80% 乙醇组肝脏指数显著降低（P ＜ 0.05）。
矮地茶各个浓度乙醇提物组脾脏指数较模型组均
无明显差异（见表 1）。

表 1　矮地茶不同溶剂提取物对大鼠肝脏、脾脏指数的影响 
Tab 1　Effect of different extraction of Ardisiae japonicae herba on 

liver and spleen index in rats

组别 肝脏指数 脾脏指数

空白组 3.390±0.208 0.235±0.045
模型组 4.257±0.291*** 0.469±0.096**

60% 醇提取物组 4.095±0.144 0.581±0.169
70% 醇提取物组 3.836±0.227# 0.499±0.082
80% 醇提取物组 4.074±0.216# 0.392±0.082
90% 醇提取物组 4.309±0.126 0.439±0.074

注（Note）：与空白组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与模

型组相比，#P ＜ 0.05（Compared with the blank group，**P ＜ 0.01，
***P ＜ 0.001；compared with the model group，#P ＜ 0.05）。

3.1.2　不同溶剂提取物对肝损伤大鼠血清 AST、
ALT 的影响　与空白组相比，模型组大鼠血清
AST、ALT 水平显著升高（P ＜ 0.0001）；与模型
组相比，矮地茶 70%、90% 乙醇提取物对 AST、
ALT 水平无降低作用；60% 乙醇提取物物能够显
著降低 AST 水平但对 ALT 水平无影响；80% 乙醇
提取物组 AST、ALT 水平均显著降低（P ＜ 0.01，
P ＜ 0.001），见图 1。
3.1.3　不同溶剂提取物对肝损伤大鼠肝组织病理
变化的影响　HE 染色结果显示，模型组肝细胞
索断裂且排列混乱，细胞肿胀，细胞膜边缘模
糊，有炎性细胞浸润。80% 乙醇提取物组肝索排
列较模型组整齐，且细胞无明显肿胀（见图 2）。
3.2　矮地茶 80% 乙醇提取物不同给药剂量的药

效学考察

3.2.1　不同给药剂量对肝损伤大鼠肝脾指数的影
响　与空白组相比，模型组肝脏、脾脏指数显著
增大（P ＜ 0.001）。与模型组相比，矮地茶低、
中剂量组能降低大鼠肝脏指数（P ＜ 0.05），高剂
量组肝脏指数虽有降低但差异无统计学意义。矮
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地茶低、中、高剂量组脾脏指数与模型组相比均
无显著差异（见表 2）。

表 2　不同给药剂量对大鼠肝脾指数的影响 
Tab 2　Effect of different doses on liver and spleen index in rats

组别 肝脏指数 脾脏指数

空白组 3.752±0.260 0.266±0.047

模型组 4.469±0.372*** 0.474±0.038***

矮地茶低剂量组 4.306±0.233# 0.460±0.089

矮地茶中剂量组 4.296±0.222# 0.457±0.084

矮地茶高剂量组 4.290±0.435 0.445±0.046

注（Note）：与空白组相比，***P ＜ 0.001；与模型组相比，
#P ＜ 0.05（Compared with the blank group，***P ＜ 0.001；compared 
with the model group，#P ＜ 0.05）。

3.2.2　不同给药剂量对肝损伤大鼠血清 AST、
ALT、ALP 的影响　如图 3 所示，与空白组相
比，模型组血清 AST、ALT、ALP 活性显著升高
（P ＜ 0.001）；与模型组相比，矮地茶低、中、
高剂量组均能降低 AST、ALT 活性（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）；矮地茶低、中剂量组均
能降低 ALP 活性（P ＜ 0.01）。
3.2.3　不同给药剂量对肝损伤大鼠 MDA、SOD、
GSH-Px 的 影 响　 如 图 4 所 示， 与 空 白 组 相
比，模型组肝组织 GSH-Px、SOD 水平显著降低
（P＜ 0.001），MDA 水平显著升高（P＜ 0.0001）；
与模型组相比，矮地茶低、中剂量组均能显著
降 低 MDA 水 平（P ＜ 0.05）， 高 剂 量 组 无 改

图 3　矮地茶不同给药剂量对大鼠血清 AST、ALT、ALP 的影响

Fig 3　Effect of different doses of Ardisiae japonicae herba on the serum AST，ALT and ALP in rats
注（Note）： 与 空 白 组 相 比，***P ＜ 0.001； 与 模 型 组 相 比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001（Compared with the blank goup，

***P ＜ 0.001；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001）。

善；矮地茶低、中、高剂量组能显著升高 SOD
（P ＜ 0.001） 及 GSH-Px 活 力 水 平（P ＜ 0.01，
P ＜ 0.001），中剂量组最为明显。
3.2.4　不同给药剂量对肝损伤大鼠肝组织 CD4 ＋、
CD8 ＋数量的影响　如图 5 所示，与空白组相比，
模型组 T 淋巴细胞 CD4 ＋、CD8 ＋细胞数量均显
著上升（P ＜ 0.05，P ＜ 0.001）。与模型组相比，
矮地茶各干预组 CD4 ＋、CD8 ＋细胞数量显著降
低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
3.2.5　不同给药剂量对肝损伤大鼠肝组织病理变

化的影响　如图 6 所示，模型组肝索排列紊乱，
有肝索断裂迹象。细胞膜边缘模糊，且细胞肿胀
明显，伴有大量炎性浸润。矮地茶各干预组肝索
排列较为整齐，炎性浸润肉眼可见有所减轻，中
剂量组的保护作用较其他组显著。
4　讨论

　　中药矮地茶为南方地区民间草药，常用于
治疗肝炎，但缺乏相应的理论研究。本文通过
Con-A 诱导免疫性肝损伤大鼠动物模型，探讨矮
地茶抗炎保肝的药效及作用机制，为民间用药的

图 1　矮地茶不同溶剂提取物对大鼠血清 AST、ALT 的影响

Fig 1　Effect of different extraction of Ardisiae japonicae herba on the 
serum AST and ALT in rats

注（Note）： 与 空 白 组 相 比，****P ＜ 0.0001； 与 模 型 组 相

比，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001（Compared with the blank goup，
****P ＜ 0.0001；compared with the model group，##P ＜ 0.01，
###P ＜ 0.001）。

图 2　矮地茶不同溶剂提取物对大鼠肝组织病理变化的影响

Fig 2　Effect of different extraction of Ardisiae japonicae herba on 
hepatic tissue pathological features in rats
A. 空白组（blank group）；B. 模型组（model group）；C. 60% 乙醇

提取物组（60% ethnoal extract group）；D. 70% 乙醇提取物组（70% 
ethnoal extract group）；E. 80% 乙醇提取物组（80% ethanol extract 
group）；F. 90% 乙醇提取物组（90% ethanol extract group）
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合理性提供理论依据。
　　本文主要以血清 AST、ALT、ALP 水平和
HE 病理切片以及肝组织 MDA、SOD、GSH-Px、
T 淋巴细胞亚群指标来初步探究矮地茶抗 Con-A
诱导肝损伤药效及保护作用机制。血清 AST、
ALT、ALP 可以反映肝细胞受损程度以及线粒体
损伤的情况 [14]，AST 与 ALT 存在于肝细胞质与
线粒体，并作用于肝脏，当肝细胞受损，这两种
酶便释放到血液中。本研究发现，矮地茶降低血
清中 AST、ALT、ALP 水平效果明显，证明对
Con-A 诱导的肝损伤有一定的保护作用。

图 4　矮地茶不同给药剂量对 MDA、SOD、GSH-Px 的影响

Fig 4　Effect of different doses of Ardisiae japonicae herba on MDA，SOD and GSH-Px
注（Note）：与空白组相比，***P ＜ 0.0001，***P ＜ 0.001；与模型组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001（Compared with the 

blank goup，***P ＜ 0.0001，***P ＜ 0.001；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001）。

图 6　矮地茶不同给药剂量对大鼠肝组织病理变化的影响

Fig 6　Effect of different doses of Ardisiae japonicae herba on hepatic tissue pathological features in rats
A. 空白组（blank group）；B. 模型组（model group）；C. 低剂量组（low dose group）；D. 中剂量组（middle dose group）；E. 高剂量组（high 
dose group）

　　此前，已有研究证明肝损伤过程中氧化应激
指标异常，MDA 为机体脂质过氧化物的最终产
物，可严重破坏细胞膜结构，间接反映肝细胞损
伤程度。SOD 是源于机体的活性物质，能消除
机体在新陈代谢过程中产生的具有氧化性质的一
类物质即活性氧（ROS），降低由 ROS 引起的机
体过氧化产生的肝损伤 [15]。本研究发现大鼠经
Con-A 诱导建模后，模型组肝组织中 MDA 水平
显著升高，SOD 活力水平显著降低，提示 Con-A
可能诱导肝组织细胞一系列氧化应激反应，抑制
SOD 的活力，从而降低机体清除 ROS 的能力，
加重肝细胞损伤。GSH 是细胞抗氧化主要成分，
在肝脏内合成最多，GSH-Px 酶以 GSH 为底物，
限制脂质过氧化，从而预防细胞膜受损，减少
机体氧化反应产生的自由基对 DNA 的损害，从

而对肝脏起到保护作用。结果表明，Con-A 诱导
SD 大鼠造模后，GSH-Px 活力显著降低，矮地茶
干预后，能够有效降低 MDA 水平，升高 SOD 活
力水平，上调 GSH-Px 活力水平，推测矮地茶可
能通过调控氧化应激反应来应对 Con-A 诱导的肝
损伤作用。
　　研究表明，Con-A 诱导肝损伤动物模型主要
是通过活化 T 淋巴细胞致免疫性肝损伤，Con-A
刺激 T 淋巴细胞，激活肝脏组织免疫反应，
CD4 ＋、CD8 ＋两种 T 淋巴细胞集聚肝门区，释放
炎症因子攻击肝组织，致使肝细胞坏死、凋亡，
肝组织受损 [3，13]。CD4＋为辅助 T 细胞（Th 细胞）
的总称，Th 细胞受刺激后会分化成 Th0、Th1、
Th2 等，这些被活化得的淋巴细胞会分泌 IL-6、
IL-10、TNF-α、IFN-γ 等炎症因子，炎症因子浸润

图 5　矮地茶不同给药剂量对 CD4 ＋、CD8 ＋的影响

Fig 5　Effect of different doses of Ardisiae japonicae herba on CD4 ＋ 
and CD8 ＋

注（Note）：与空白组相比，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001；与模

型 组 相 比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（Compared with the blank goup，
*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001；compared with the model group，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01）。
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肝细胞导致损伤产生。本研究发现 CD4 ＋、CD8 ＋

两种 T 淋巴细胞在模型组较空白组表达显著升高，
矮地茶干预组能够降低 CD4 ＋、CD8 ＋ T 淋巴细胞
表达，抑制 T 淋巴细胞分化，调节 T 淋巴细胞亚
群，改善免疫功能紊乱，降低炎症因子对于肝脏
组织的浸润，起到保护肝脏组织的作用。
　　综上，矮地茶 80% 乙醇提取物中 20 mg·kg－ 1

剂量组在降低 AST、ALT、ALP、MDA、CD4＋、
CD8＋水平，在升高 GSH-Px、SOD 水平最为显著。
本文通过 Con-A 诱导免疫性肝损伤大鼠动物模型，
探讨矮地茶抗炎保肝的药效及作用机制，为民间用
药的合理性提供理论依据。
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基于高效液相色谱指纹图谱的天麻饮片 -标准汤剂 - 
配方颗粒对比研究

王辙远1，张璠璠1，王隆隆1，杨忠杰1，陈恒文2，于晓涛1，王瑞1*（1. 漯河市中心医院，河南　漯河　

462300；2. 中国中医科学院广安门医院，北京　100000）

摘要：目的　研究天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒化学成分种类和量的相关性，为天麻配方颗

粒的临床应用和研究提供参考。方法　建立高效液相色谱指纹图谱，从化学成分种类、相似

度、共有峰峰面积、指标性成分含量 4 个方面对天麻饮片（12 批）、标准汤剂、配方颗粒（A～D
厂，各 3 批）进行对比研究。结果　饮片、标准汤剂、配方颗粒的共有峰数目分别为 13 个、

12 个、12 个，与饮片（0.935）相比，标准汤剂（0.972）的相似度较高，配方颗粒（A 厂 0.879，
B 厂 0.866，C 厂 0.854，D 厂 0.863）相似度稍低。以 12 批饮片共有峰总峰面积的均值为基准

1，天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒的相对值为饮片（1.00）、标准汤剂（0.91）、配方颗粒（A
厂 0.62，B 厂 0.47，C 厂 0.52，D 厂 0.65）。测定了天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 A、巴

利森苷 B、巴利森苷 C、巴利森苷 E 共 6 种指标成分的含量，发现与饮片相比，标准汤剂、配

方颗粒中各成分含量均有不同程度降低，成分相对值顺序为天麻素＞巴利森苷 C ＞对羟基苯

甲醇＞巴利森苷 E ＞巴利森苷 B ＞巴利森苷 A。结论　天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒的化

学成分种类和数目基本一致，但含量存在差异，其中配方颗粒中指标成分的含量差异较明显，

说明应建立全面的质量控制体系、调整临床使用当量，以促进天麻配方颗粒的临床合理应用。

关键词：天麻；标准汤剂；配方颗粒；饮片；指纹图谱；相似度

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-0985-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.004

Gastrodia pieces，standard decoction，and formula granules based on 
HPLC fingerprints

WANG Zhe-yuan1, ZHANG Fan-fan1, WANG Long-long1, YANG Zhong-jie1, CHEN Heng-wen2, 
YU Xiao-tao1, WANG Rui1* (1. Central Hospital of Luohe, Luohe  Henan  462300; 2. Guang’anmen 
Hospital, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing  100000)

Abstract: Objective  To determine the correlation between the types and numbers of chemical 
components of gastrodia pieces, standard decoction and formula granules, and to provide references for 
the clinical application and research of gastrodia formula granules. Methods  High performance liquid 
chromatography was used to establish a fingerprint spectrum, to campare gastrodia pieces (12 batches), 
standard decoctions, and formula granules (factory A － D, 3 batches from each factory) from types of 
components, similarity, area of common peaks and index components. Results  The number of common 
peaks were 13 in gastrodia pieces, 12 in standard decoction and 12 in formula granules. Compared with 
the similarity of gastrodia pieces (0.935), that of the standard decoction (0.972) was a bit higher, while 
those of the formula granules (factory A: 0.879, factory B: 0.866, factory C: 0.854, factory D: 0.863) 
were lower. Based on the average value of the total peak area of 12 batches of gastrodia pieces (1), 
the relative values of the gastrodia pieces, standard decoction and formula granules were 1.00 for the 
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　　天麻为兰科植物天麻 Gastrodia elata Bl. 的干
燥块茎，具有息风止痉、平抑肝阳、祛风通络的
功效 [1]。天麻最早记载于《神农本草经》，历代本
草学都把天麻列为“上品”，素有“补益上药，天
麻第一”的美誉 [2]。研究表明天麻化学成分复杂，
主要为天麻素、天麻苷元及其他的酚类、有机酸
类、甾醇糖类和氨基酸，对循环、神经、骨骼、
消化、内分泌、泌尿系统等病症均有潜在的治疗
作用 [3-5]。
　　标准汤剂（standard decoction，SD）是指以
中医理论为指导、临床应用为基础，参考现代
提取方法，标准化工艺制备而成的单味饮片水
煎剂 [6]。标准汤剂是中药研发质量控制及提升的
重要举措 [7]。中药配方颗粒（Chinese medicine 
formula granules，CFG）是指运用现代技术以单
味中药为基础进行提取、浓缩、制粒、分装等工
艺制成的一种粉末或颗粒状制剂 [8-9]。中药配方颗
粒保留了传统中药复方临证加减的特点，又具有
免煎煮、易携带等优势，促进了中药剂型创新的
进程，由于缺少科学统一的质量控制标准，导致
中药配方颗粒质量良莠不齐 [10]。
　　目前，关于天麻的研究较多，但多集中在单独
药材、化学成分或配方颗粒等的研究，没有以天麻
饮片（gastrodia pieces，GP）、标准汤剂、配方颗粒
三者为基础进行的 HPLC 指纹图谱相关性和差异性
的研究 [11-13]。
　　本研究采用 HPLC 法建立天麻饮片、标准汤
剂及配方颗粒的指纹图谱，同时测定多指标成分
含量，比较三者间化学成分种类和量的差异，揭
示三者间联系，为天麻配方颗粒的临床应用和研
究提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国 Agilent
公司）；YRE-2000B 型旋转蒸发仪（河南省予华
仪器有限公司）；SB25-12D 超声波清洗机（宁
波新芝生物科技有限公司）；FW-80 型微型高速
万能试样粉碎机（天津市工兴电器厂）；AUW-
120D 型十万分之一电子天平（日本 SHIMADZU
公司）；Milli-Q 超纯水机（美国 Millipore 公司）；
5810R 高速离心机（美国 Eppendorf 公司）。
1.2　样品

　　12 批天麻饮片均购买于漯河市 4 家医院及 2
家药店，经河南中医药大学苗明三教授鉴定均为
兰科植物天麻 Gastrodia elata Bl. 的干燥块茎。12
批天麻配方颗粒购买于漯河市 4 家医院和郑州市
2 家医院，详情见表 1。

表 1　天麻饮片与配方颗粒信息 
Tab 1　Gastrodia pieces and formula granule information 

天麻饮片 产地 批号 配方颗粒 厂家 浓缩比 批号

GP1 云南 200508 A1 A 1.0∶6.0 20031110

GP2 云南 2007015 A2 20101016

GP3 云南 20180401 A3 21061613

GP4 云南 180501 B1 B 1.0∶6.0 20041102

GP5 云南 191101 B2 20092701

GP6 云南 200201 B3 21032201

GP7 云南 200401 C1 C 1.0∶6.0 19112071

GP8 云南 2011013 C2 20051004

GP9 云南 2011015 C3 21010551

GP10 云南 201201 D1 D 1.0∶6.0 2009001W

GP11 云南 2101097 D2 2101001W

GP12 云南 210601 D3 2105002W

1.3　试药

　　 天 麻 素（批 号：DST190922-062， 纯 度：
99.58%）、对羟基苯甲醇（批号：DSTDD012301，

gastrodia pieces, 0.91 for the standard decoction, and for the formula granules (factory A: 0.62, factory B: 
0.47, factory C: 0.52, factory D: 0.65). The content of 6 index components (gastrodin, p-hydroxybenzyl 
alcohol, parishin A, parishin B, parishin C, and parishin E) were determined. Compared with the 
gastrodia pieces, the content of each component in the formula granules and the standard decoction was 
reduced to different degrees. The relative value of the 6 components followed the order of gastrodin ＞

parishin C ＞ p-hydroxybenzyl alcohol ＞ parishin E ＞ parishin B ＞ parishin A. Conclusion  The 
types and numbers of chemical components of gastrodia pieces, standard decoction and formula 
granules are basically the same, but with difference in the content. The content of index components in 
the formula granules is significantly different, indicating that a comprehensive quality control system is 
needed and clinical dose should be adjusted. 
Key words: gastrodia; standard decoction; formula granule; pieces; fingerprint; similarity



987

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

纯度：99.99%）、巴利森苷 A（批号：DSTDB- 
010201，纯度：98.39%）、巴利森苷 B（批号：
DSTDB006401，纯度：98.87%）、巴利森苷 C（批
号：DSTDB006501，纯度：99.9%）、巴利森苷 E
（批号：DSTDB006601，纯度：98.67%）（对照品，
成都德思特生物科技有限公司）；乙腈、甲醇（色
谱纯，美国 Fisher 公司），磷酸（色谱纯，天津科
密欧化学试剂有限公司）；水为饮用水或超纯水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用 Agilent 1260 高效液相色谱仪，色谱柱
为 Agilent SB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），以
0.1% 磷酸水溶液（A）- 乙腈（B）为流动相进
行梯度洗脱（0 ～ 10 min，5%B；10 ～ 25 min，
5% ～ 40%B；25 ～ 30 min，40%B；30 ～ 31 
min，40% ～ 5%B；31 ～ 36 min，5%B）；进样
量 10 μL；流速 1 mL·min－ 1，柱温 30℃，检测
波长 220 nm[11-12]。
2.2　溶液的配制

2.2.1　对照品溶液　取天麻素、对羟基苯甲醇、
巴利森苷 A、巴利森苷 B、巴利森苷 C、巴利森苷
E 对照品适量，加甲醇分别制成质量浓度为 1.96、
2.01、2.18、3.11、2.88、1.99 mg·mL － 1 的 储 备
液；精密量取上述各储备液适量，混匀，制得含
天麻素、对羟基苯甲醇、巴利森苷 A、巴利森苷 B、
巴利森苷 C、巴利森苷 E 分别为 490.39、138.06、

122.94、120.56、110.71、154.79 μg·mL－ 1 的混合
对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液　参考《中国药典》2020 年版
一部方法，取 12 批天麻饮片各 10 g，加 100 mL 
50% 甲醇，超声 30 min，补足称重，静置，取上
清液，过 0.22 μm 微孔滤膜，得 12 批天麻饮片供
试品（GP1 ～ GP12）[1]。
　　取 12 批天麻饮片各 20 g，置于 250 mL 圆
底烧瓶中，加水 180 mL，充分浸润 30 min，加
热回流 30 min，趁热过滤，收集滤液，药渣加
水 140 mL，回流 20 min，趁热过滤；滤液合
并，降压浓缩至 200 mL，静置，取上清液，过
0.22 µm 微孔滤膜，得 12 批天麻标准汤剂供试品
（SD1 ～ SD12）[11]。
　　 取 相 当 于 10 g 天 麻 饮 片 的 配 方 颗 粒 样
品，加热水（80℃）100 mL，使完全溶解，静
置，取上清液，过 0.22 µm 微孔滤膜，得 12 批
配方颗粒供试品（A 厂：CFG1 ～ CFG3、B 厂：
CFG4 ～ CFG6、C 厂：CFG7 ～ CFG9、D 厂：
CFG10 ～ CFG12）[14-15]。
2.3　方法学验证

2.3.1　线性关系考察　精密取“2.2.1”项下混合
对照品溶液，用甲醇稀释成系列混合对照品溶
液，进样分析。以质量浓度为横坐标（X），峰面
积为纵坐标（Y），得线性回归方程、线性范围及
相关系数，结果见表 2。

表 2　各化学成分的回归方程、相关系数和线性范围 
Tab 2　Regression equation，correlation coefficient and linearity

化合物 线性方程 相关系数 线性范围 /（µg·mL － 1）

天麻素 Y ＝ 6.397×104X ＋ 8.583×104 0.9998 70.056 ～ 490.389

对羟基苯甲醇 Y ＝ 9.289×104X － 6.521×104 0.9999 19.722 ～ 138.056

巴利森苷 E Y ＝ 7.001×104X ＋ 2.677×104 0.9999 17.563 ～ 122.938

巴利森苷 B Y ＝ 1.546×104X ＋ 2.174×104 0.9997 17.222 ～ 120.555

巴利森苷 C Y ＝ 1.629×104X ＋ 4.213×104 0.9999 15.816 ～ 110.710

巴利森苷 A Y ＝ 2.285×104X － 1.562×104 0.9999 22.113 ～ 154.791

2.3.2　精密度试验　取 GP1 供试品溶液，连续进
样 6 次，以巴利森苷 E 为参照峰，计算得各主要
共有特征峰相对保留时间的 RSD 均≤ 1.0%，相
对峰面积 RSD 均≤ 1.6%，表明仪器精密度良好。
2.3.3　重复性试验　取 GP1 样品，平行制备 6 份
供试品溶液，进样测定，以巴利森苷 E 为参照
峰，计算得各主要共有特征峰相对保留时间的
RSD 均≤ 0.9%，相对峰面积 RSD 均≤ 1.2%，表
明方法重复性良好。
2.3.4　稳定性试验　取 GP1 供试品溶液，分别在

0、3、9、24、48 h 测定，以巴利森苷 E 为参照峰，
计算得各主要共有特征峰相对保留时间的 RSD
均≤ 1.0%，相对峰面积的 RSD 均≤ 1.2%，表明
供试品在 48 h 内稳定。
2.3.5　加样回收试验　取已知含量的 GP1 样品
9 份，精密加入各成分质量分数的 50%、100%、
150% 的混合对照品溶液，混匀，制备供试品溶
液，进样分析。结果 6 种成分平均回收率均在
98.08% ～ 102.0%，RSD 均小于 2.0%，表明方法
准确度良好。
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2.4　指纹图谱研究

　　取“2.2.2”项下饮片、标准汤剂及配方颗粒
供试品各 12 批，进样分析，记录色谱图，建立
天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒的指纹图谱。结
果饮片供试品相似度均超过了 0.963，共标定 13
个共有峰；标准汤剂供试品相似度均大于 0.978，
共标定 12 个共有峰，其中相对于饮片样品缺少
了峰 2；配方颗粒供试品相似度均大于 0.899，共
标定 12 个共有峰，其中相对于饮片样品，缺少
了峰 2、峰 8，增加了峰 14（见图 1）。

图 1　天麻指纹图谱结果

Fig 1　Fingerprint of gastrodia
A. 天麻饮片（gastrodia pieces）；B. 标准汤剂（standard decoction）；C. 
配方颗粒（formulated granules）

2.5　化学成分指认

　　取混合对照品溶液、供试品（GP1）适量，
进样分析，记录色谱图。根据化学对照品色谱、
供试品溶液色谱比较，共指认 6 个色谱峰，分别
为峰 6（天麻素）、峰 7（对羟基苯甲醇）、峰 9（巴
利森苷 E）、峰 11（巴利森苷 B）、峰 12（巴利森
苷 C）、峰 13（巴利森苷 A），见图 2。
2.6　样品含量测定

图 2　化学成分指认图

Fig 2　Chemical composition identification
6. 天麻素（gastrodin）；7. 对羟基苯甲醇（P-hydroxybenzyl alcohol）；

9. 巴利森苷 E（parishin E）；11. 巴利森苷 B（parishin B）；12. 巴利

森苷 C（parishin C）；13. 巴利森苷 A（parishin A）

　　按“2.1”项下色谱条件，同时测定天麻饮片、
标准汤剂、配方颗粒供试品中天麻素、对羟基苯
甲醇、巴利森苷 E、巴利森苷 B、巴利森苷 C、
巴利森苷 A 的含量。以 12 批 GP 样品中各成分质
量分数均值为基准 1，计算天麻饮片、标准汤剂、
配方颗粒中各成分质量分数的相对值，见表 3。
2.7　指纹图谱的比较

2.7.1　化学成分种类和数目比较　通过指纹图谱
比较，天麻饮片、标准汤剂、配方颗粒的共有峰
稍有差异，但基本保持稳定，这可能与提取过程
中化学成分间的络合、氧化、分解、成盐等反应
有关 [15]。
2.7.2　指纹图谱相关性比较　采用“中药色谱指
纹图谱相似度评价系统（2012 版）”对天麻饮片、
标准汤剂及配方颗粒色谱图分析。以 S1 为参照
图谱（采用中位数法、时间宽度为 0.2 min），进
行多点校正和峰匹配，评价样品相似度。结果与
饮片（0.935）相比，标准汤剂（0.972）的相似度
较高，配方颗粒（A 厂：0.879、B 厂：0.866、C 厂：
0.854、D 厂：0.863）相似度稍低。说明与配方颗
粒相比，标准汤剂更具有优势；配方颗粒中各厂
家存在较小差异，这可能与各厂家的制备工艺有
关 [16]，提示了统一制备工艺、加强质量管理的重
要性。
2.7.3　共有峰总峰面积比较　以天麻饮片、标准
汤剂及配方颗粒共有的特征峰（11 个，峰 1，峰
3 ～峰 7，峰 9 ～峰 13）为研究对象，计算天麻
饮片、标准汤剂及配方颗粒共有峰总峰面积的均
值。以 12 批饮片共有峰总峰面积的均值为基准 1，
计算标准汤剂及配方颗粒的相对值 [6]。结果天麻
饮片、标准汤剂及配方颗粒共有峰总峰面积的相
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对值为饮片（1.00）、标准汤剂（0.91）、配方颗粒
（A 厂：0.62、B 厂：0.47、C 厂：0.52、D 厂：0.65）。
2.7.4　已知化学成分含量比较　由表 3 可知，以
12 批饮片中各成分质量分数的均值为基准 1，计
算天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒的相对值，结
果与饮片相比标准汤剂中各成分质量分数相对值
除巴利森苷 A（0.654）有所降低外，其余 5 种成
分基本保持一致；配方颗粒中各成分质量分数相

对值均有不同程度的降低，其中天麻素降低不明
显（0.896），巴利森苷 A 降低最为突出（0.204），
6 种成分相对值顺序为天麻素＞巴利森苷 C ＞对
羟基苯甲醇＞巴利森苷 E ＞巴利森苷 B ＞巴利森
苷 A。采用 GraphPad Prism8.0.2（263）软件将表
3 数据生成含量测定结果热图，颜色越深表明相
对值越大；反之颜色越浅相对值越小（见图 3）。
2.7.5　天麻样品聚类分析　将天麻饮片、标准汤
剂及配方颗粒供试品共有特征峰（11 个）峰面积
数据及 6 种指标成分含量测定的数据进行 z-score
标准化处理后，采用 SPSS 20.0 软件分别对样品
进行聚类分析。结果共有峰峰面积及指标成分含
量测定的聚类结果一致，即在欧氏平方距离为 10
时，可将样品分为两类，其中 CFG1 ～ CFG12
聚合为一类，其余样品为一类。采用 SIMCA 
14.1 软件对样品聚类分析和 OPLS-DA 分析，以
特征值＞ 1 为提取标准，共有峰峰面积数据组
共得到 4 个成分，累积方差贡献率 94.6%，指
标成分含量数据组共得到 3 个成分，累积方差
贡献率 93.2%，均能概括色谱图绝大部分信息。
结 果，PCA 和 OPLS-DA 均 将 样 品 分 为 两 类，
CFG1 ～ CFG12 聚合为一类，其余样品为一类，
与聚类分析结果一致，见图 4。
　　根据上述结果，可知以饮片为基准，标准汤
剂相比配方颗粒的优势明显；不同厂家的天麻配
方颗粒间质量基本保持稳定 [16]，这可能与配方颗
粒的制备工艺等差异有关，提示了统一配方颗粒
制备工艺的重要性和建立配方颗粒全面质量控制
体系迫切性 [6]。
3　讨论

3.1　色谱条件的选择

　　本试验考察了不同色谱柱（Phenomenex、
Agilengt、YMC），不同流动相 [（乙腈 -（0.1% 磷
酸 - 水）、乙腈 -（0.05% 磷酸 - 水），不同流速（1、
0.8 mL·min－ 1）]，不同柱温（30、35℃），不同
检测波长（220、270 nm）等对色谱图的影响，最
终确定本研究的色谱方法。
3.2　指纹图谱比较的分析

　　本研究采用指纹图谱法比较了天麻饮片、标
准汤剂及配方颗粒间的差异，发现三者相似度均
大于0.854，说明虽然受制备工艺差异影响，但是
生药来源是基本相同的，所以相似度较高 [6，17]。
共有峰数由饮片的 13 个，标准汤剂的 12 个到配
方颗粒的 12 个，说明三者在化学成分种类上基
本一致，通过共有峰总峰面积的比较，发现与饮

表 3　天麻样品中各成分质量分数相对值结果 
Tab 3　Relative value of the mass of each component in the  

gastrodia  sample

样品 天麻素
对羟基

苯甲醇

巴利森

苷 E
巴利森

苷 B
巴利森

苷 C
巴利森

苷 A

GP DP1 1.077 0.948 1.007 1.167 1.347 1.134 

DP2 1.004 0.797 0.839 0.912 1.034 1.006 

DP3 0.892 0.970 1.108 0.946 0.872 1.101 

DP4 1.077 0.849 0.909 0.898 0.905 1.000 

DP5 0.962 1.250 0.981 1.169 1.092 1.085 

DP6 0.981 1.215 1.159 0.947 0.843 0.645 

DP7 1.021 0.918 0.900 1.014 1.162 1.046 

DP8 0.813 0.887 1.014 0.927 0.895 1.049 

DP9 1.032 1.184 1.068 1.047 0.962 0.894 

DP10 1.064 1.073 1.044 0.997 0.960 0.960 

DP11 1.049 0.912 0.963 0.982 0.935 1.063 

DP12 1.028 0.998 1.010 0.994 0.994 1.017 

SD SD1 1.060 0.817 0.938 0.968 0.851 0.544 

SD2 1.053 0.683 0.923 1.013 0.937 0.664 

SD3 1.069 1.044 0.829 1.183 0.898 0.657 

SD4 1.090 0.716 0.790 1.099 0.839 0.677 

SD5 1.093 1.035 0.895 0.979 0.932 0.689 

SD6 1.035 0.923 0.876 1.206 1.111 0.698 

SD7 1.021 0.738 0.789 0.987 0.886 0.605 

SD8 1.058 0.886 0.814 1.148 0.877 0.616 

SD9 1.171 0.972 0.883 1.093 0.870 0.638 

SD10 1.108 0.948 0.887 1.129 0.960 0.699 

SD11 1.098 0.799 0.768 1.035 0.802 0.674 

SD12 1.076 0.981 0.896 1.070 0.805 0.697 

CFG-A CFG1 1.016 0.551 0.489 0.463 1.101 0.245 

CFG2 1.026 0.544 0.489 0.464 0.900 0.246 

CFG3 1.012 0.553 0.490 0.464 0.936 0.244 

CFG-B CFG4 0.786 0.530 0.447 0.402 0.686 0.110 

CFG5 0.770 0.544 0.355 0.390 0.490 0.113 

CFG6 0.806 0.467 0.373 0.397 0.627 0.107 

CFG-C CFG7 0.821 0.516 0.422 0.547 0.732 0.149 

CFG8 0.824 0.358 0.415 0.445 0.811 0.142 

CFG9 0.818 0.461 0.417 0.403 0.838 0.154 

CFG-D CFG10 0.954 0.621 0.561 0.451 0.925 0.300 

CFG11 0.946 0.640 0.610 0.451 0.897 0.328 

CFG12 0.970 0.587 0.622 0.417 0.992 0.306 
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是天麻重要的活性成分，具有抗惊厥、镇痛、镇
静、祛风通络等多种药理作用 [2-4，18-19]，故本文选
择上述 6 种成分为指标成分研究天麻饮片、标准
汤剂及配方颗粒的相关性和差异。
　　本研究通过对比天麻饮片、标准汤剂及配方
颗粒中 6 种成分的含量测定结果，发现与饮片相
比标准汤剂中各成分质量分数除巴利森苷 A 降低

外，其余 5 种成分基本保持一致；配方颗粒中各
成分质量分数均有不同程度的降低，其中天麻素
降低不明显，巴利森苷 A 降低最为突出。说明与
饮片及标准汤剂相比配方颗粒中各化学成分含量
有不同程度的降低，提示配方颗粒建立全面质量
控制标准的重要性。
3.4　小结

图 4　天麻样品聚类分析结果

Fig 4　Cluster analysis of common peak area of gastrodia
A. 共 有 峰 峰 面 积 分 析 结 果（result of common peak areas）；B. 指 标 成 分 含 量 测 定 分 析 结 果（result of content determination of index 
components）；1. 聚类分析图（cluster analysis）；2. 主成分分析图（principal component analysis）；3. OPLS-DA 得分图（OPLS-DA score）

图 3　天麻样品含量测定相对值结果热图

Fig 3　Heat map of relative value of content in gastrodia sample

片相比标准汤剂及配方颗粒均有不同程度的降
低，天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒的相对值为
饮片（1.00）、标准汤剂（0.91）、配方颗粒（A 厂：
0.62、B 厂：0.47、C 厂：0.52、D 厂：0.65），说
明标准汤剂与饮片相比基本保持一致，而配方颗
粒中各成分的含量相对于饮片均有不同程度降
低，提示了配方颗粒标示量与实际量存在误差，
在临床应用中应进行修正。
3.3　指标成分选定及比较分析

　　天麻中化学成分复杂，以往天麻仅用天麻素
与对羟基苯甲醇为评价指标，不能全面评价天麻
的产品质量，本文增加了巴利森苷 A、巴利森苷 
B、巴利森苷 C、巴利森苷 E 4 个成分，以上均
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　　综上分析，天麻饮片、标准汤剂及配方颗粒
化学成分种类基本保持一致，但各成分质量分数
存在一定差异，其中配方颗粒中含量降低较为突
出，反映了配方颗粒应加强质量控制、调整临床
使用当量，以促进天麻配方颗粒的临床合理应用。
本研究采用指纹图谱和化学模式识别方法，从定
性和定量两个方面，对比天麻饮片、标准汤剂及
配方颗粒的相关性与差异，课题组今后将从临床
疗效和谱效关系继续深入研究，以期为天麻的临
床应用提供参考。
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菟丝子不同炮制品指纹图谱及多指标成分定量研究

李国卫，孙冬梅*，胡绮萍，索彩仙，何嘉莹，童培珍，陈向东，曹斯琼（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　建立菟丝子指纹图谱及多指标含量测定方法探究菟丝子炮制后的变化。方法　以

Agilent SB 柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）为色谱柱，乙腈（A）-0.1% 磷酸（B）为流动相，流

速为 0.3 mL·min－ 1，柱温为 40℃，检测波长为 360 nm。采用相似度评价结合主成分分析、正

交偏最小二乘法 - 判别分析等模式探讨影响菟丝子炮制前后指纹图谱中总体化学成分的变化。

结果　菟丝子生品和炮制品指纹图谱具有一定的差异，菟丝子标定了 10 个共有峰，炒菟丝子

和盐菟丝子标定了 12 个共有峰，其中峰 11、峰 12 为炒菟丝子和盐菟丝子炮制后产生的新成分，

分别为新绿原酸、隐绿原酸。指认了 8 个色谱峰并对其进行定量分析，结果显示，新绿原酸、

绿原酸、隐绿原酸、金丝桃苷和槲皮素含量在炮制后发生了变化。结论　该方法可控制菟丝子

炮制品的质量。

关键词：菟丝子；炮制品；指纹图谱；正交偏最小二乘法 - 判别分析；定量分析

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-0992-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.005

Fingerprints and quantitative analysis of Cuscuta australis R. Br.  
processed products

LI Guo-wei, SUN Dong-mei*, HU Qi-ping, SUO Cai-xian, HE Jia-ying, TONG Pei-zhen, CHEN 
Xiang-dong, CAO Si-qiong (Guangdong Efong Pharmaceutical Co., Ltd., Guangdong Provincial Key 
Laboratory of Traditional Chinese Medicine Formula Granule, Foshan  Guangdong  528244)

Abstract: Objective  To determine the change of Cuscuta australis R. Br. before and after being 
processing by fingerprint and multi-index determination method. Methods  The column was Agilent 
SB (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) and acetonitrile-0.1% phosphoric acid was used as the mobile phase 
with gradient elution. The flow rate was 0.3 mL·min－ 1. The column temperature was 40℃ . The 
detection wavelength was 360 nm. Similarity evaluation, principal component analysis and orthogonal 
partial least squares-discriminant analysis were conducted to explore the changes in total chemical 
ingredients of Cuscuta australis R. Br. before and after the processing. Results  There were some 
differences in the fingerprints of Cuscuta australis R. Br. and its processed products. Totally 10 
common peaks were marked in Cuscuta australis R. Br., while 12 common peaks were marked in 
fried-processed Cuscuta australis R. Br. and salt-processed Cuscuta australis R. Br.. Peak 11 and 
12 (neochlorogenic acid and cryptochlorogenic acid) were the new components generated after the 
processing. Totally 8 peaks were identified and measured. Analysis of variance displayed the changes 
of neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, hyperoside and quercetin after the 
processing. Conclusion  This method can control the quality of processed Cuscuta australis R. Br.. 
Key words: Cuscuta australis R. Br.; processed product; fingerprint; orthogonal partial least squares-
discriminant analysis; quantitative analysis
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　　菟丝子为旋花科植物南方菟丝子 Cuscuta 
australis R.Br. 或菟丝子 Cuscuta chinensis Lam. 的
干燥成熟种子 [1]，其性味甘、温，归肝、肾、脾
经，为常用补益中药。文献研究表明，菟丝子含
有金丝桃苷、槲皮素、异槲皮苷等黄酮类化学成
分，具有改善心肌缺血、调节机体免疫等多种功
效 [2-5]。传统中医认为菟丝子生品可养肝明目，多
用于目暗不明；菟丝子经盐制后可以引药入肾，
能增强补肾固涩作用，常用于阳痿、遗精、胎动
不安等。
　　菟丝子临床使用的饮片有菟丝子、盐菟丝子、
炒菟丝子，其中菟丝子、盐菟丝子为 2020 年版
《中国药典》收载品种，炒菟丝子为地方习用炮制
品。现菟丝子的文献研究大部分集中在药材的化
学成分和质量控制、真伪鉴别等方面 [6-9]，缺乏对
生品及炮制品的系统研究。本研究以菟丝子生品
和盐菟丝子、炒菟丝子两种炮制品进行比较研究，
通过 36 批样品建立了菟丝子药材的超高效液相色
谱（UPLC）特征图谱，结合相似度、主成分分析
（PCA）和正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-
DA）探讨影响菟丝子药材和炮制品的差异成分，
同时建立了菟丝子药材中 8 个指标性成分的含量
测定方法，以期控制菟丝子及其炮制品的质量。
1　仪器与材料

　　Waters H-Class 超高效液相色谱仪（美国 Waters
公司）；Agilent SB 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 
μm）；XP-26 型百万分之一天平、ME204E 型万分
之一天平（瑞士 Mettler 公司）；KQ-500DE 型超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；甲醇、乙
腈为色谱纯（Merk）；水为纯化水；其余试剂为分
析纯。
　　 绿 原 酸（批 号：110753-202018， 含 量：
96.10%）、金丝桃苷（批号：111521-201809，含
量：94.90%）、异槲皮苷（批号：111809-201403，
含量：92.90%）、槲皮素（批号：100081-201509，
含量：96.80%）（对照品，中国食品药品检定研究
院）；紫云英苷（批号：wkq17032404）、异绿原
酸 A（批号：wkq20020403）、新绿原酸（批号：
wkq18030107）（对照品，含量均为 98%，四川省
维克奇生物科技有限公司）；隐绿原酸对照品（批
号：DSTDY003501，含量：98%，成都德斯特生
物技术有限公司）。所用药材经广东一方制药有
限公司魏梅主任中药师鉴定为旋花科植物南方菟
丝子 Cuscuta australis R.Br. 的干燥成熟种子，见
表 1。

表 1　药材信息来源 
Tab 1　Source of samples

菟丝子 炒菟丝子 盐菟丝子 样品来源

T1 CT1 YT1 甘肃酒泉市玉门市

T2 CT2 YT2 甘肃酒泉市玉门市

T3 CT3 YT3 内蒙古巴彦淖尔市

T4 CT4 YT4 内蒙古巴彦淖尔市

T5 CT5 YT5 内蒙古巴彦淖尔市

T6 CT6 YT6 甘肃省酒泉市

T7 CT7 YT7 黑龙江省黑河市

T8 CT8 YT8 黑龙江省黑河市

T9 CT9 YT9 内蒙古赤峰市

T10 CT10 YT10 内蒙古赤峰市

T11 CT11 YT11 内蒙古赤峰市

T12 CT12 YT12 广州清平中药材市场

2　方法与结果

2.1　样品炮制

2.1.1　炒菟丝子　《山东省中药饮片炮制规范》
2012 年版 [10]：“取净菟丝子置热锅内，文火炒至
微黄，有香气逸出时，取出，放凉”。
2.1.2　盐菟丝子　《中国药典》2020 年版 [1]：“取净
菟丝子，照盐炙法（加盐水拌匀，闷透，置炒制
容器内，文火加热，炒至微鼓起，取出，放凉）。”
2.2　色谱条件 
　　以 Agilent SB 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 
μm）为色谱柱；以乙腈（A）-0.1% 磷酸溶液（B）
为流动相，梯度洗脱（0 ～ 9 min，7% → 11%A；
9 ～ 15 min，11% → 14%A；15 ～ 20 min，14%A；
20 ～ 25 min，14% → 25%A；25 ～ 30 min，
25% → 27%A；30 ～ 35 min，27% → 93%A）；流
速为 0.3 mL·min－ 1；柱温为 40℃；检测波长为
360 nm。
2.3　混合对照品溶液制备 
　　取新绿原酸、金丝桃苷、绿原酸、异槲皮苷、
隐绿原酸、异绿原酸 A、紫云英苷和槲皮素对照
品适量，精密称定，加甲醇制成质量浓度分别为
161.112、604.668、200.753、62.798、130.6536、
210.834、60.449、100.128 μg·mL－ 1 的混合对照
品溶液。
2.4　供试品溶液制备 
　　取样品粉末（过四号筛）约 0.5 g，精密称定，
置具塞锥形瓶中，加 70% 甲醇 50 mL，加热回流
30 min，放冷，补重，摇匀，过滤，即得。
2.5　指纹图谱的建立及分析

2.5.1　精密度试验　取同一供试品溶液，连续进
样 6 次，以金丝桃苷为参照峰，计算各特征峰相
对保留时间和相对峰面积的 RSD 均＜ 2.0%，表
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明仪器精密度良好。
2.5.2　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于
0、2、4、6、8、12 h 进样测定，以金丝桃苷为
参照峰，计算各特征峰相对保留时间和相对峰面
积的 RSD 均＜ 2.0%，表明供试品溶液在 12 h 内
稳定性良好。
2.5.3　重复性试验　取样品粉末约 0.5 g，平行 6
份，按“2.4”项下方法制备供试品溶液，进样测
定，以金丝桃苷为参照峰，计算各特征峰相对保
留时间和相对峰面积的 RSD 均＜ 2.0%，表明该
方法重复性良好。
2.5.4　指纹图谱的生成　取 36 批样品，按“2.4”
项下方法制备供试品溶液，进样测定，分别记录
UPLC 特征图谱。采用指纹图谱相似度软件进行
结果分析，菟丝子共确定 10 个共有峰（见图 1），
炒菟丝子和盐菟丝子共确定 12 个共有峰（见图
2 ～ 3），其中峰 11、峰 12 为炮制后产生。5 号峰
（金丝桃苷）分离度好，峰形对称，2020 年版《中
国药典》规定其为评价菟丝子质量的指标性成分，
故以 5 号峰（金丝桃苷）为参照峰（即为 S 峰）。
2.5.5　色谱峰指认　通过各对照品保留时间和紫
外吸收光谱对共有峰的化学成分进行归属，指认
了其中 8 个特征峰，分别为峰 2 绿原酸（最大吸
收波长 325 nm），峰 5（S）金丝桃苷（最大吸收
波长 254 nm），峰 6 异槲皮苷（最大吸收波长 255 
nm），峰 7 紫云英苷（最大吸收波长 264 nm），
峰 8 异绿原酸 A（最大吸收波长 327 nm），峰 10
槲皮素（最大吸收波长 254 nm），峰 11 新绿原酸
（最大吸收波长 325 nm），峰 12 隐绿原酸（最大
吸收波长 323 nm）。结果见图 4。
2.5.6　相似度评价　采用指纹图谱相似度软件对
36 批样品进行相似度评价，结果见表 2。说明同一
工艺的样品之间相似度较高，炮制工艺较为稳定。
2.6　多元统计分析 
　　为研究菟丝子炮制前后指纹图谱中总体化学
成分的变化，统计 36 批样本中 12 个色谱峰的峰
面积，并将其除以每个样品的称样量，以消除称
样量差异造成的影响 [11]。
2.6.1　PCA　将 36 批样品的色谱峰峰面积数据
导入 SIMCA 14.1 软件进行分析。提取到两个主
成分，累积贡献率达到 70.50%，见表 3。提取前
两个主成分做得分图，见图 5。36 批样品得到了
较好的划分，第一类（T1 ～ T12）为菟丝子，主
要分布在第一、四象限，第二类（CT1 ～ CT12）
为炒菟丝子，主要集中在第二、三象限，第三类

图 1　12 批菟丝子 UPLC 指纹图谱共有峰

Fig 1　Common peaks in the UPLC fingerprints of 12 batches of 
Cuscuta australis R.Br.

图 2　12 批炒菟丝子 UPLC 指纹图谱共有峰

Fig 2　Common peaks in the UPLC fingerprints of 12 batches of fried-
processed Cuscuta australis R.Br.
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图 3　12 批盐菟丝子 UPLC 指纹图谱共有峰

Fig 3　Common peaks in UPLC fingerprint of 12 batches of salt-
processed Cuscuta australis R.Br.

图 4　菟丝子及其炮制品 UPLC 色谱图

Fig 4　UPLC chromatograms of Cuscuta australis R.Br. and its processed product
A. 混合对照品溶液（mixed reference solution）；B. 菟丝子供试品溶液（test solution of Cuscuta australis R.Br.）；C. 炒菟丝子供试品溶液（test 
solution of fried-processed Cuscuta australis R.Br.）；D. 盐菟丝子供试品溶液（test solution of salt-processed Cuscuta australis R.Br.）；峰 2. 绿原

酸（chlorogenic acid）；峰 5（S）. 金丝桃苷（hyperoside）；峰 6. 异槲皮苷（isoquercitrin）；峰 7. 紫云英苷（astragalin）；峰 8. 异绿原酸 A
（isochlorogenic acid a）；峰 10. 槲皮素（quercetin）；峰 11. 新绿原酸（neochlorogenic acid）；峰 12. 隐绿原酸（cryptochlorogenic acid）

表 2　36 批样品相似度评价结果 
Tab 2　Similarity evaluation of 36 batches of samples

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

T1 1.0000 CT1 1.0000 YT1 1.0000 

T2 0.9940 CT2 0.9870 YT2 0.9940 

T3 0.9800 CT3 0.9320 YT3 0.9770 

T4 0.9820 CT4 0.9550 YT4 0.9770 

T5 0.9830 CT5 0.9180 YT5 0.9740 

T6 0.9980 CT6 0.9630 YT6 0.9940 

T7 0.9790 CT7 0.9120 YT7 0.9630 

T8 0.9800 CT8 0.9000 YT8 0.9750 

T9 0.9890 CT9 0.9030 YT9 0.9870 

T10 0.9860 CT10 0.9850 YT10 0.9810 

T11 0.9950 CT11 0.8850 YT11 0.8120 

T12 0.9750 CT12 0.8890 YT12 0.9660 

（YT1 ～ YT12）为盐菟丝子，在第一、二、三象
限中均有分布，其中 YT6 散落在第四象限。PCA
结果表明菟丝子生品与炮制品能较好区分，但两
种炮制品分布较为集中，为更好地考察化学计量
学方法能否将菟丝子及两种炮制品完全区分，进
一步采用 OPLS-DA 法对样品进行分析。

2.6.2　OPLS-DA　将 36 批样品数据导入 SIMCA-P 
14.0 软件进行分析，建立 3 组 OPLS-DA 模型，见
图 6。结果显示，菟丝子与炒菟丝子、菟丝子与
盐菟丝子、炒菟丝子与盐菟丝子的 R2X 分别为：

0.970、0.912、0.964，R2Y 分别为：0.924、0.938、
0.842，说明建立的 3 组模型能有效解释 3 种菟丝
子之间的差异；Q2 分别为 0.569、0.890、0.522，
说明模型具有一定的预测能力。通过提取 OPLS-
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DA 模型中 12 个变量的 VIP 值图（见图 7），对 12
个色谱峰峰面积 VIP 值大小进行排列，结果显示
F12、F11、F1、F4 的 VIP 值均大于 1，其中 F12
为隐绿原酸，F11 为新绿原酸，F1 和 F4 为未知成
分，有待进一步指认。上述结果说明以上 4 种化
学成分对菟丝子生品与炮制品分类具有显著的影
响，是区分生品与炮制品质量差异的主要标志物。
2.7　多指标含量测定

　　文献研究发现，菟丝子主要药效成分除常见
的黄酮类化合物外，还有酚酸类等化合物 [12-13]，
具有多种功效，如保肝、抗衰老、抗氧化、免疫
调节等作用 [14]，在进行指纹图谱研究的同时，选
择黄酮类成分中的金丝桃苷、异槲皮苷、紫云英
苷、槲皮素，以及具备抗炎作用的酚酸类物质绿
原酸、新绿原酸、隐绿原酸和异绿原酸 A 作为菟
丝子的质量控制指标，为菟丝子药材和不同炮制
品的质量评价提供参考。

表 3　特征根、各主成分的贡献率 
Tab 3　Contribution rates of characteristic roots and  

principal components

主成分 累积贡献率 /% 特征值

1 46.80 5.61

2 70.50 2.85

图 5　主成分得分分布图

Fig 5　Principal component score distribution

图 6　OPLS-DA 得分图

Fig 6　Chart of OPLS-DA score

2.7.1　系统适用性考察　取“2.3”项下混合对照
品溶液，按“2.2”项下色谱条件进样测定，记录
色谱图。结果新绿原酸、异槲皮苷、绿原酸、紫
云英苷、隐绿原酸、金丝桃苷、异绿原酸 A 和槲
皮素与相邻色谱峰的分离度均大于 1.5，拖尾因
子在 1.00 ～ 1.05。
2.7.2　线性关系考察　取“2.3”项下混合对照品

溶液，加甲醇稀释制得 6 个不同质量浓度的对
照品溶液，以峰面积为纵坐标（Y），质量浓度
（μg·mL－ 1）为横坐标（X）进行线性回归，结果
各个对照品的线性关系良好，见表 4。
2.7.3　精密度试验　取“2.3”项下混合对照品溶
液，连续进样 6 次，8 个成分的峰面积 RSD 分别
为 1.1%、0.98%、0.81%、1.1%、1.2%、1.2%、
0.87%、1.1%（n ＝ 6），表明方法精密度良好。
2.7.4　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别在
室温下放置 0、2、4、6、8、12 h 进样测定，记
录峰面积。8 个成分的峰面积 RSD 分别为 1.0%、
1.1%、0.78%、0.98%、1.3%、1.2%、1.3%、1.8%
（n ＝ 6），表明供试品溶液在 12 h 内稳定性良好。
2.7.5　重复性试验　取样品约 0.5 g，平行 6 份，
按“2.4”项下方法制备成供试品溶液，进样测定，
记录峰面积，按外标法计算含量。结果 8 个成分
的含量 RSD 分别为 0.87%、0.98%、1.0%、1.3%、
1.4%、1.0%、1.9%、1.2%（n ＝ 6），表明方法重

图 7　12 个化学成分的 VIP 值

Fig 7　VIP values of 12 chemical components
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复性良好。
2.7.6　加样回收率考察　精密称取已知含量的炒
菟丝子（CT10）0.25 g，平行 6 份，加入与样品
中含量等量的对照品，按“2.4”项下方法制备供
试品溶液，进样测定，计算加样回收率。新绿
原酸、绿原酸、隐绿原酸、金丝桃苷、异槲皮
苷、紫云英苷、异绿原酸 A、槲皮素平均加样回
收率分别为 95.52%、94.11%、97.24%、93.41%、
93.90%、93.88%、93.92%、96.56%，RSD 分别为
1.5%、0.94%、1.2%、0.47%、2.3%、2.8%、1.3%、
1.7%，符合方法学要求。
2.7.7　含量测定结果　精密称取 36 批样品，按
“2.4”项下方法制备成供试品溶液，进样测定，
结果见表 5。菟丝子生品及两种炮制品的 8 个成
分含量存在差异，RSD 值在 24.9% ～ 92.6%。
2.7.8　方差分析　以上述 8 个含量测定指标为检
验变量，菟丝子、炒菟丝子和盐菟丝子作为分组
变量，通过 Shapiro-Wilk 检验法对 36 批药材样
品的 8 个成分数据进行正态分布验证，结果显示
金丝桃苷、异槲皮苷、紫云英苷和异绿原酸 A 的
sig. 值小于 0.05，不服从正态分布，故采用非参
数检验法（秩和检验）进行分析。对菟丝子生品
和两种炮制品的 8 个指标进行两两比较（Kruskal-
Wallis 法）。新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸和槲皮
素在菟丝子和炒菟丝子以及菟丝子和盐菟丝子间
均有显著差异（P ＜ 0.05），而在炒菟丝子和盐菟
丝子间则无显著差异；金丝桃苷在菟丝子和炒菟
丝子间具有显著差异（P ＜ 0.05）。上述结果说明
菟丝子生品和炮制品含量存在一定差异。
3　分析与讨论

3.1　指纹图谱及多元统计结果分析 
　　菟丝子经加热炮制后特征峰 F11、F12、F1
和 F4 产生了变化，其中，F11 和 F12 为菟丝子
炮制后产生的特有峰，经指认分别为新绿原酸和
隐绿原酸，可作为区分菟丝子生品和炮制品的特

表 4　回归方程及线性范围 
Tab 4　Regression equation and linearity

化合物 回归方程 R² 范围 /（μg·mL － 1）

新绿原酸 y ＝ 1.887×103x － 2.371×103 0.9998 2.6852 ～ 61.1120

绿原酸 y ＝ 1.907×103x ＋ 7.917×102 0.9993 10.0376 ～ 200.7529

隐绿原酸 y ＝ 1.815×103x － 2.213×103 0.9997   2.1776 ～ 130.6536

金丝桃苷 y ＝ 7.652×103x － 1.729×104 0.9999 20.4889 ～ 614.6673

异槲皮苷 y ＝ 7.468×103x － 1.782×103 0.9999 2.0149 ～ 60.4487

紫云英苷 y ＝ 6.725×103x － 1.611×103 0.9999 2.0933 ～ 62.7984

异绿原酸 A y ＝ 3.378×103x － 7.221×103 0.9996   1.0542 ～ 210.8340

槲皮素 y ＝ 1.141×104x － 9.646×103 0.9990   0.2003 ～ 100.1283

表 5　含量测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 5　Content determination (mg·g － 1)

编号
新绿

原酸
绿原酸

隐绿

原酸

金丝

桃苷

异槲

皮苷

紫云

英苷

异绿

原酸 A
槲皮素

T1 / 2.73 / 4.416 0.444 0.324 1.312 0.140
T2 / 1.371 / 2.751 0.142 0.448 0.904 0.119
T3 / 4.139 / 4.171 0.367 0.666 1.034 0.119
T4 / 4.191 / 4.398 0.338 0.692 1.042 0.151
T5 / 3.773 / 4.032 0.382 0.658 1.020 0.166
T6 / 2.275 / 4.243 0.169 0.198 1.167 0.155
T7 / 2.244 / 2.574 0.277 0.335 0.590 0.263
T8 / 2.183 / 2.552 0.306 0.328 0.566 0.247
T9 / 2.436 / 3.332 0.272 0.402 0.672 0.371
T10 / 2.227 / 2.811 0.231 0.348 0.613 0.141
T11 / 2.142 / 3.514 0.177 0.434 0.646 0.196
T12 / 3.02 / 3.153 0.501 0.525 0.968 0.118
CT1 0.990 1.089 1.294 2.727 0.388 0.237 0.755 2.111
CT2 0.609 0.724 0.716 1.999 0.100 0.282 0.556 1.139
CT3 1.016 1.920 1.398 2.843 0.290 0.484 0.837 0.826
CT4 1.061 1.913 1.468 2.756 0.279 0.484 0.837 1.067
CT5 1.089 2.337 1.505 3.402 0.284 0.568 0.916 0.883
CT6 0.895 1.127 1.236 3.392 0.172 0.196 0.936 1.258
CT7 0.559 2.202 0.851 2.459 0.295 0.341 1.048 0.491
CT8 0.551 2.274 0.733 2.589 0.310 0.350 0.699 0.463
CT9 0.648 1.916 0.923 2.677 0.222 0.334 0.692 0.395
CT10 0.611 1.305 0.882 1.784 0.172 0.249 0.554 0.980
CT11 0.629 1.663 0.842 2.876 0.186 0.375 0.607 0.264
CT12 0.884 1.611 1.238 2.241 0.393 0.413 0.837 0.318
YT1 0.975 1.503 1.378 4.265 0.420 0.308 1.137 0.731
YT2 0.505 0.980 0.726 2.814 0.176 0.395 0.745 0.532
YT3 0.731 2.602 1.080 3.492 0.251 0.571 0.885 0.390
YT4 0.851 2.356 1.228 3.038 0.241 0.505 0.790 0.184
YT5 0.820 2.623 1.193 3.368 0.262 0.563 0.893 0.202
YT6 0.543 1.834 0.787 4.369 0.130 0.210 1.148 0.162
YT7 0.313 2.313 0.494 2.517 0.258 0.332 0.661 0.309
YT8 0.453 1.992 0.679 2.276 0.254 0.311 0.610 0.855
YT9 0.521 2.232 0.704 2.943 0.194 0.359 0.669 0.508
YT10 0.479 2.049 0.805 2.603 0.260 0.337 0.633 0.241
YT11 0.623 1.142 0.888 1.509 0.105 0.224 0.379 1.643
YT12 0.739 2.095 1.092 2.610 0.414 0.451 0.743 0.183
RSD/% 30.4 37.0 28.7 24.9 36.9 33.7 26.3 92.6
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征成分，而炒菟丝子与盐菟丝子的指纹图谱则无
明显差异，表明菟丝子生品与炮制品存在一定差
异，建立的方法可对其进行区分。
3.2　多指标含量结果分析 
　　新绿原酸和隐绿原酸为炒菟丝子和盐菟丝子
的特征峰，绿原酸、金丝桃苷、异槲皮苷、紫云
英苷和异绿原酸 A 在三者中的含量大小排序为：
菟丝子＞盐菟丝子＞炒菟丝子，而槲皮素则在炒
菟丝子中占比最高，其次为盐菟丝子、菟丝子。
文献研究表明，绿原酸在加热情况下，容易生成
新绿原酸和隐绿原酸 [15]，这可能是导致炒菟丝子
和盐菟丝子中绿原酸含量降低的主要原因。加热
炮制亦对金丝桃苷含量有显著影响，炮制温度和
时间是关键因素 [16]。菟丝子经炒黄、盐炙后槲皮
素增加，可能是由于以槲皮素为苷元的黄酮苷类
受热易分解生成槲皮素所致 [17]。定量分析结果显
示，菟丝子生品与炮制品在化学成分的含量上存
在较大的差异，这与肖岚等 [18] 的研究结果一致。
3.3　炮制品间差异分析 
　　在含量测定的 8 个成分中，两种炮制品间的
新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、金丝桃苷、异槲
皮苷、紫云英苷以及异绿原酸 A 含量数据差异较
小，而槲皮素含量则相差一半。盐菟丝子炮制方
法比炒菟丝子多了盐水闷润这个环节，炮制受热
温度会存在一定差异，猜测这是导致两者间槲皮
素含量存在差异的主要原因。本研究结果表明炒
菟丝子与盐菟丝子在槲皮素成分上存在较大差异。
　　本研究从定性和定量两个方面对菟丝子、炒
菟丝子和盐菟丝子进行了质量评价，通过多元统
计分析手段研究菟丝子炮制前后指纹图谱中特征
成分的变化，明确区分炮制前后的特征峰，并测
定了 8 个主要药效成分的含量，为优选菟丝子炮
制工艺提供参考。
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布地奈德直肠用脂质体温敏凝胶制备工艺的研究

杨东亮1，2，马瑞丽3，赵宇郁2，滕亮1，马桂芝2*，高晓黎2（1. 新疆医科大学第一附属医院药学部，乌鲁木齐
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摘要：目的　优化布地奈德（Bud）脂质体温敏凝胶的制备工艺。方法　采用逆向蒸发法制备

Bud 脂质体，以包封率、载药量和粒径为评价指标，通过单因素和星点设计 - 响应面法筛选

及优化工艺，继以 Bud 脂质体为中间体，采用单因素和正交试验优化温敏凝胶制备工艺。结
果　Bud 脂质体的最佳制备工艺为膜材比 9∶1、脂药比 4.5∶1、V 有机 /V 水相 4.0∶1、乳化时间

12 min、孵育温度 50℃、分散时间 15 s。Bud 脂质体温敏凝胶的制备工艺为 P407 用量 20%、

P188 用量 4%、HPMC 用量 0.4%、胶凝温度 33℃。结论　制备的 Bud 脂质体温敏凝胶工艺稳

定，成形性良好。

关键词：布地奈德；脂质体；温敏凝胶；星点设计 - 响应面法；正交试验设计
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Preparation of budesonide liposome temperature sensitive gel for rectal use

YANG Dong-liang1, 2, MA Rui-li3, ZHAO Yu-yu2, TENG Liang1, MA Gui-zhi2*, GAO Xiao-li2 (1. 
Department of Pharmacy, the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi  
830054; 2. College of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  830011; 3. Department of 
Pharmacy, Qingyang Hospital of Traditional Chinese Medicine, Qingyang  Gansu  745099)

Abstract: Objective  To optimize the preparation of budesonide (Bud) liposome temperature sensitive 
gel. Methods  Bud liposomes were prepared by reverse evaporation method. With entrapment 
efficiency, drug loading and particle size as the evaluation indexes, prescription were selected and 
process optimized by single factor test and central composite design-response surface methodology. 
Bud liposomes were used as intermediates, single factor and orthogonal experiments were used to 
optimize the preparation of temperature sensitive gel. Results  The optimum preparation of bud 
liposomes was as follows: the membrane material ratio was 9∶1, the lipid drug ratio was 4.5∶1, the 
Vorganic/Vaqueous was 4.0∶1, the emulsification time was 12 min, the incubation temperature was 50℃ , 
and the dispersion time was 15 s. The preparation technology of Bud liposome temperature sensitive 
gel included P407 dosage 20%, P188 dosage 4%, HPMC dosage 0.4%, and gelatinization temperature 
33℃ . Conclusion  The Bud liposome temperature sensitive gel is stable with good mold ability. 
Key words: budesonide; liposome; temperature sensitive gel; central composite design-response 
surface methodology; orthogonal experiment
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　　溃疡性结肠炎（UC）是结直肠的一种慢性免
疫介导的炎症性疾病 [1]，病因尚不明确，且暂无
法治愈，如果不及时治疗，可导致黏膜损伤及结
直肠癌等致命并发症 [2]。在全球范围内，UC 的

发病率呈上升趋势 [3]，近二十余年来，我国 UC
的就诊人数快速增长 [4]。UC 一般均以连续性分
布的方式，从直肠向近端结肠扩展，在中国病变
的主要部位为直肠、直 - 乙状结肠、左侧结肠。
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糖皮质激素是活动期 UC 诱导缓解治疗的重要药
物，临床常口服或静脉给予糖皮质激素，但全身
用药易出现药物不良反应并存在诸多限制，且局
部药物浓度低 [5]。布地奈德（budesonide，Bud）
是第二代皮质类固醇类激素，具有局部抗炎作用
强，全身不良反应少的优点，可有效缓解轻中度
UC 患者的症状 [6]。
　　目前，临床常使用吸入用 Bud 混悬剂灌
肠 [7]，但混悬剂几乎没有生物黏附性，在肠道保
留时间短，且几乎不溶于水、局部吸收差，影响
疗效。故本研究利用脂质体的特性增加药物溶解
度、提高黏膜滞留性能、升高靶部位浓度、减少
药物入血 [8]；同时，利用温敏凝胶常温下为液态、
体温下为凝胶的特点，促进药物的均匀分布、提
高局部黏附性能，以对抗肠道的自蠕动 [9-10]。本
研究将 Bud 制备成脂质体后再进一步制成脂质体
温敏凝胶，使其兼顾脂质体和温敏凝胶的优势：
给药前为液体状态，到达给药部位后均匀分布，
后迅速相变为凝胶黏附于肠黏膜，进一步通过脂
质体实现靶向作用，提高疗效，降低不良反应。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　LC-20AD 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
New Classic MS 分析天平（梅特勒 - 托利多公司，
d ＝ 0.01 mg）；KQ5200DE 型数控超声波清洗
器（昆山市超声仪器有限公司）；Zetasizer Nano 
ZS 纳米激光粒径测定仪（英国马尔文仪器有限
公司）；PS-1000 磁力搅拌器（东京理化器械株
式会社）；3-18KS 台式高速冷冻离心机（SIGMA 
公司）；VCX500 超声波细胞破碎仪（Sonics & 
Materials Inc）；TP-6 智能透皮试验仪（天津市鑫
洲科技有限公司）；PHSJ-3F 雷磁 pH 计（上海仪
电科学仪器有限公司）；NDJ-5S 数字式黏度计（上
海菁海仪器有限公司）；Milli-Q 艾柯超纯水仪（美
国密理博公司）。
1.2　试药

　　Bud 对照品（上海源叶生物科技有限公司，批
号：Y13J7C9082，纯度≥ 98%）；Bud 原料药（山
东泰华生物科技有限公司，批号：20190906，纯
度≥ 99%）；大豆磷脂（批号：SYSO-200401）、胆
固醇（批号：B80859）（上海艾伟拓医药科技有限公
司）；泊洛沙姆 407、泊洛沙姆 188（北京索莱宝科
技有限公司）；羟丙基甲基纤维素（上海麦克林生
化科技有限公司）；醋酸纤维素膜（孔径：0.45 µm，
尺寸：50 mm）（上海市新亚净化器件厂）；甲醇为

色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
2　方法与结果

2.1　Bud 的含量测定

2.1.1　色谱条件　色谱柱为 Agilent SB-C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm），以甲醇 - 水（72∶28）为
流动相等度洗脱，检测波长 260 nm，进样量 10 
µL，流速 1 mL·min－ 1，柱温 25℃。
2.1.2　溶液的配制　取 Bud 对照品适量，精密称
定，置 25 mL 量瓶中，加甲醇超声溶解并定容，
即得质量浓度为 196.4 µg·mL－ 1 的对照品储备液。
精密移取对照品储备液适量，用甲醇依次稀释
为 0.38、0.77、1.53、3.07、6.14、12.28、24.55、
49.1、98.2 µg·mL－ 1 的系列对照品溶液。
　　分别取 Bud 对照品溶液、Bud 脂质体、Bud
脂质体温敏凝胶 1.0 mL，甲醇定容，超声，以
0.22 µm 微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品
溶液。
　　制备不含 Bud 的空白脂质体、空白脂质体温敏
凝胶，各取 1.0 mL，甲醇定容，超声，以 0.22 µm
微孔滤膜滤过，取续滤液，即得阴性样品溶液。
2.1.3　专属性考察　取 Bud 对照品、供试品及阴
性样品溶液各 10 μL，进样分析，记录色谱图，结
果见图 1，基质对 Bud 测定无干扰 [11]。
2.1.4　线性关系考察　测定系列对照品溶液，以
峰面积（Y）对 Bud 质量浓度（X）进行线性回归，
得回归方程 Y ＝ 1.59×104X ＋ 1.993×103（r ＝
0.9999）。结果表明，Bud 在 0.38 ～ 98.2 µg·mL－ 1

与峰面积线性关系良好。
2.1.5　方法学考察　取供试品溶液连续测定 6 次，
测得精密度 RSD 为 0.30%。于常温下供试品分别
放置 0、2、4、6、8、10、12 h，测得稳定性 RSD
为 1.1%。平行制备 6 份供试品溶液，测得重复性
RSD 为 1.7%。精密量取已知浓度样品 9 份，加低、
中、高浓度对照品溶液，测得平均加样回收率在
98.7% ～ 100.2%，RSD 均＜ 2.0%。
2.2　Bud 脂质体的制备

2.2.1　制备工艺优选指标　以包封率、载药量和
粒径作为考察指标，综合分析。结合层次分析法
确定的权重系数，得到综合评分 Y ＝包封率 / 包
封率最大值 ×0.7306 ＋载药量 / 载药量最大值 × 

0.1884 ＋粒径最小值 / 粒径 ×0.0810[11]。
2.2.2　Bud 脂质体的制备工艺　根据 Bud 性质，
采用逆向蒸发法制备 Bud 脂质体。精密称取 Bud
原料药、胆固醇和大豆磷脂适量于 250 mL 圆底烧
瓶中，加入 20 mL 氯仿超声使其溶解，再按有机
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相与水相的体积比加入超纯水，水浴超声 10 min
形成稳定的 W/O 型乳液，40℃下减压蒸发除去有
机溶剂，加入超纯水，继续旋转蒸发，于冰浴条
件下超声，即得 Bud 脂质体，于 3 ～ 5℃保存 [12]。
2.2.3　Bud 脂质体制备工艺单因素的考察　测定
各脂质体包封率、载药量和粒径，以综合评分 Y
为指标，按“2.2.2”项下方法考察膜材比（3∶1、
6∶1、9∶1、12∶1 和 15∶1）、脂药比（2∶1、6∶1、
10∶1、14∶1和 18∶1）、有机相与水相比例（V有机 /
V水相为 2∶1、3∶1、4∶1、5∶1 和 6∶1）、乳化
时间（6、8、10、12 和 14 min）、孵育温度（20、
30、40、50 和 60℃）、分散时间（10、15、20、
25和30 s）等因素对 Bud 脂质体综合指标的影响。
结果，在膜材比为 9∶1、脂药比为 6∶1、V有机 /
V水相为 4∶1、乳化时间 12 min、孵育温度 50℃、
分散时间 15 s 时，所制脂质体包封率较高。
2.2.4　星点设计 - 效应面法优化制备工艺　在单因
素试验的基础上，选取脂药比和 V有机 /V水相两个对
指标影响较大的因素，设计二因素三水平的星点
设计 - 效应面法优化 Bud 脂质体制备工艺。因素水
平见表 1，以综合评分 Y 为考察指标，按照星点设
计 - 响应面法设计进行试验见表 2、图 2，方差分
析结果见表 3。

表 1　星点设计 -效应面法的因素水平表 
Tab 1　Factor and level of central composite design-response  

surface method

因素
水平

－ 1.414 － 1 0 1 1.414

脂药比 0.34∶1 2∶1 6∶1 10∶1 11.66∶1

V有机 /V水相   2.6∶1 3∶1 4∶1   5∶1     5.4∶1

　　采用 Design-Expert 10.0.7 软件对表 2 数据
进行拟合，得到综合评分 Y 的回归方程为 Y ＝

0.8897 － 0.0854A ＋ 0.0527B － 5.9275AB －

0.0874A2 － 0.0902B2，模型 P ＜ 0.01，与数据的
拟合度好，误差低，可用于进一步分析与检测。

通过 Design-Expert 10.0.7 软件对优选的制备工艺
条件进行预测，A ＝ 4.5∶1，B ＝ 4.0∶1，Y 的
预测值为 0.92。应用 Design-Expert 10.0.7 软件
对优选的制备工艺条件进行预测，A ＝ 4.5∶1，
B ＝ 4.0∶1，Y 的预测值为 0.92。结合实际操作
条件，初步确定优选工艺参数为：脂药比 4.5∶1，
V有机 /V水相＝ 4.0∶1，按照优选参数，采用逆向

图 1　Bud 脂质体及 Bud 脂质体温敏凝胶的 HPLC 图

Fig 1　HPLC chromatogram of Bud liposomes and Bud liposome temperature sensitive gel
A. Bud 对照品（Bud reference）；B. Bud 脂质体（Bud liposomes）；C. 空白脂质体（negative liposomes）；D. Bud 脂质体温敏凝胶（Bud 
liposome temperature sensitive gel）；E. 空白脂质体温敏凝胶（negative liposome temperature sensitive gel）；1. Bud

表 2　星点设计 -效应面法的结果 
Tab 2　Central composite design-response surface method

编号 脂药比 V有机 /V水相

包封

率 /%
载药

量 /%
粒径 /nm

综合

评分

1 10∶1 5∶1 66.50 4.56 201.1 0.69

2 6∶1 4∶1 85.41 8.71 154.3 0.94

3 2∶1 5∶1 75.00 9.68 201.6 0.84

4 6∶1 4∶1 78.45 7.71 168.1 0.85

5 0.34∶1 4∶1 72.85 12.45 268.8 0.85

6 6∶1 4∶1 84.52 7.90 188.1 0.90

7 2∶1 3∶1 66.86 6.68 200.3 0.73

8 11.66∶1 4∶1 55.10 2.72 212.5 0.57

9 6∶1 4∶1 78.45 7.81 144.7 0.87

10 6∶1 5.4∶1 74.94 4.75 167.2 0.78

11 6∶1 4∶1 81.32 8.70 182.9 0.89

12 6∶1 2.6∶1 58.41 3.87 162.0 0.63

13 10∶1 3∶1 56.66 2.47 139.1 0.60

图 2　Bud 脂质体制备工艺优化的效应面图

Fig 2　Response surface for optimization of preparation process of 
budesonide liposomes
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蒸发法制备 3 批 Bud 脂质体。结果表明，3 批
样本的包封率为（82.15±0.34）%、载药量为
（12.71±0.34）%、粒径为（273.8±3.4）nm、Y 为
（0.95±0.01），说明工艺稳定可行，重现性好。
2.3　Bud 脂质体温敏凝胶的制备 
　　采用冷溶法制备 Bud 脂质体温敏凝胶。精密
称取泊洛沙姆 407（P407）、泊洛沙姆 188（P188）
和羟丙基甲基纤维素（HPMC）适量，在磁力搅
拌下缓慢加入到一定量的脂质体中，搅拌均匀
后，于 4℃下静置溶胀 24 h，即得。
2.4　Bud 脂质体温敏凝胶工艺优选指标

2.4.1　胶凝温度　采用试管倒置法 [13] 测定胶凝
温度。试管中加 2 mL 凝胶溶液，插入温度计，
置恒温水浴锅中，从 25℃开始缓慢升温，每隔
0.2℃将试管倾斜 180° 以观察溶液的流动情况。
溶液不流动时的最低温度即为胶凝温度，重复 3
次取平均值。
2.4.2　累积释放度的测定　采用 Franz 扩散池对
药物的累积释放度进行测定 [14]。供给池和接收池
间以半透膜隔离。向接收池中加入恒温至 37.5℃
的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）释放介质，将
Franz 扩散池置于 37.5℃恒温水浴磁力搅拌器中。
取 Bud 脂质体温敏凝胶1.0 mL，加入到供给池中，
放置10 min，待凝胶胶凝后开始搅拌。分别于0.5、
1、2、4、6、8、10、12 h 各取样 0.4 mL，同时补
充恒温介质 0.4 mL。按“2.1.1”项下方法测定 Bud
含量。
2.4.3　评价指标——综合评分法　以胶凝温度
（Y1）和累积释放度（Y2）的综合评分（Y）为评价
指标 [15]，其中：
　　Y1 ＝胶凝温度 /32℃，Y1 评分实行分段评分，
即：当 Y1 ≥１时，Y1 评分＝ 1/Y1×80；当 Y1 ＜ 1 时，
Y1 评分＝ Y1×80；

　　Y2 ＝ ∣ Q2h － 20% ∣ ＋ ∣ Q6h － 50% ∣ ＋

∣ Q12h － 80% ∣，Y2 评分＝ Y2min/Y2×20；
　　Y ＝ Y1 评分＋ Y2 评分。Y 值越大指标越好。其中，
Q2h、Q6h、Q8h 分别为 2 h、6 h、8 h 后的累积释放
度；Y2min 为 Y2 最小值。
2.5　单因素对处方用量的考察

2.5.1　P407 用量的考察　固定处方中其他用量，
分 别 加 入 14%、16%、18%、20%、22%、24%
的 P407 制备 Bud 脂质体温敏凝胶，测定胶凝温
度分别为 38.8、36.2、33.5、31.0、30.0、29.0℃。
表明随着 P407 用量的增加，胶凝温度逐渐降低，
当 P407 的用量小于 16% 时，温敏凝胶在 37℃仍
未发生胶凝。
2.5.2　P188 用量的考察　固定处方中其他用量，
分别加入 1%、2%、3%、4%、5%、6% 的 P188
制备 Bud 脂质体温敏凝胶，测定胶凝温度分别
为 28.9、30.8、33.5、35.5、37.2、39.0℃。 表 明
随着 P188 用量的增加，胶凝温度逐渐增大，当
P188 的用量大于 5% 时，温敏凝胶在 37.5℃仍未
发生胶凝。
2.5.3　HPMC 用量的考察　固定处方中其他用
量，分别加入 0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1% 的
HPMC 制备 Bud 脂质体温敏凝胶，测定胶凝温度
分别为 34.3、34.0、33.8、33.6、33.5℃。表明随
着 HPMC 用量的增加，胶凝温度逐渐减小，但减
小的趋势不显著。
2.6　正交试验优选温敏凝胶的处方组成

　　根据单因素试验，确定各因素的水平，以
“2.4.3”项下 Y 为综合评价指标，进行 L16（45）正
交试验，因素水平见表 4，正交试验结果见表 5，
方差分析见表 6。

表 4　正交试验设计的因素水平 (%) 
Tab 4　Factor and level of orthogonal test (%)

因素
水平

1 2 3 4

P407（A） 16 18 20 22

P188（B）   2   3   4   5

HPMC（C）     0.4     0.6     0.8   1

　　由表 5 及表 6 中可知，处方中各因素对 Bud
脂质体温敏凝胶质量的影响程度依次为 AB ＞

A ＞ C ＞ B，优选水平组合为 A3B3C1，即优选处
方 为 P407 用 量 20%、P188 用 量 4%、HPMC 用
量 0.4%。
2.7　最佳工艺的验证 

表 3　方差分析 
Tab 3　Analysis of variance

来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

Model 0.177 753 5 0.035 551 39.057 0.0001

A 0.058 401 1 0.058 401 64.160 0.0001

B 0.022 185 1 0.022 185 24.373 0.0017

AB 0.000 141 1 0.000 141   0.154 0.7061

A2 0.053 135 1 0.053 135 58.375 0.0001

B2 0.056 540 1 0.056 540 62.116 0.0001

残差 0.006 372 7 0.000 910

失拟项 0.002 383 3 0.000 794   0.797 0.5564

纯误差 0.003 988 4 0.000 997

总差 0.184 125 12
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表 5　正交试验设计与结果 
Tab 5　Orthogonal test

No. A B AB C
D

（空白）
Y1 评分 Y2 评分 Y

1 1 1 1 1 1 74.85 8.47 83.32 

2 1 2 2 2 2 69.19 13.02 82.21 

3 1 3 3 3 3 65.64 16.43 82.07 

4 1 4 4 4 4 62.59 20.00 82.59 

5 2 1 2 3 4 78.75 5.21 83.96 

6 2 2 1 4 3 74.42 6.92 81.34 

7 2 3 4 1 2 70.52 12.16 82.68 

8 2 4 3 2 1 67.19 5.22 72.41 

9 3 1 3 4 2 74.75 6.40 81.15 

10 3 2 4 3 1 80.00 6.03 86.03 

11 3 3 1 2 4 75.29 10.49 85.79 

12 3 4 2 1 3 71.11 19.57 90.69 

13 4 1 4 2 3 70.25 4.85 75.10 

14 4 2 3 1 4 74.50 4.97 79.47 

15 4 3 2 4 1 80.00 4.32 84.32 

16 4 4 1 3 2 75.29 5.10 80.40 

K1 82.547 80.882 82.713 84.040 81.520

K2 80.097 82.263 85.295 78.877 81.610

K3 85.915 83.715 78.775 83.115 82.300

K4 79.822 81.523 81.600 82.350 82.953

R   6.093   2.833   6.520   5.163   1.433

表 6　方差分析 
Tab 6　Variance analysis

来源 自由度 离均差平方和 均方 F P

A 3 95.806 31.935 17.831 ＜ 0.05

B 3 17.801   5.933   3.313 ＞ 0.05

AB 3 87.555 29.185 16.295 ＜ 0.05

C 3 60.963 20.321 11.346 ＜ 0.05

误差 3   5.373   1.791

　　按优化的最佳工艺条件平行制备 3 批样品，
平均胶凝温度为（33.1±0.1）℃；平均体外累积释
放度 Q2h（13.6±0.2）%、Q6h（41.6±0.4）%、Q12h

（72.6±1.1）%；平均综合评分（90.12±0.43）；分
别用超纯水将 3 批样本稀释 10 倍，置于 NDJ-5S
数字式粘度计样品池中，通过 Zetasizer Nano ZS 
纳米激光粒径测定仪对其粒径和 Zeta 电位进行测
定，每个样平行测 3 次。分别用超纯水将 3 批样
本稀释 10 倍，置于 NDJ-5S 数字式粘度计样品池
中，通过 Zetasizer Nano ZS 纳米激光粒径测定仪
对其粒径和 Zeta 电位进行测定，每个样平行测 3
次。平均粒径为（285.2±6.7）nm，平均 Zeta 电位
为－（45.8±5.3）mV，分布见图 3。制备的脂质体
的平均粒经和平均 Zeta 电位分别为（273.8±3.4）
nm 和－（31.9±2.16）mV，可知制成脂质体温敏

凝胶后粒径和 Zeta 电位绝对值有增大的趋势，但
影响不明显。经验证该 Bud 脂质体温敏凝胶在体
温条件下能迅速胶凝，且累积释药性能良好。
2.8　稳定性初步考察

　　按最佳处方工艺制备 Bud 脂质体温敏凝胶，
置密闭西林瓶中，于 4℃冰箱避光保存，分别于
第 0、15、30、45、60 日取样，观察外观性状，
测定胶凝温度及药物含量。结果表明在考察的时
间范围内，Bud 脂质体温敏凝胶外观、胶凝温度、
含量、粒径和 Zeta 电位无明显变化，可满足后续
药效学和药动学的研究要求。
3　讨论

　　Bud 为亲脂性药物，几乎不溶于水，难以有效
分散于水溶性凝胶中，故将其包裹于脂质体，以有
效分散于温敏凝胶中，从而发挥缓释、局部靶向作
用 [16]。Bud 脂质体温敏凝胶，在常温下为自由流动
的液体，在灌肠后可快速均匀分布于降结肠、乙状
结肠、直肠，后在体温调节下迅速胶凝，黏度升高
以对抗肠道自蠕动。另外，脂质体还可提高局部黏
膜的滞留量，减少全身作用 [8]。包封率、载药量、
粒径、分散指数、电位等均为评价脂质体制备工艺
的指标，一方面指标过多容易导致试验难度增加；
另一方面，预试验中各考察因素对分散指数和电位
并无显著影响，故选择包封率、载药量和粒径为指

图 3　Bud 脂质体温敏凝胶的粒径（A）和 Zeta 电位分布（B）

Fig 3　Particle size（A）and Zeta potential distribution（B）of Bud 
liposome temperature sensitive gel
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标，采用加权后综合评分进行全面评价，不仅能全
面反映各检测指标对脂质体的重要程度，也能直观
反映整体制备工艺 [11]。
　　胶凝温度是温敏凝胶的一个重要指标，温敏
凝胶灌肠后，若在病灶部位短时间内不能相变，
会因肠道自蠕动作用而漏出，且凝胶所载药物会
发生突释，降低制剂的缓释作用，因此选择胶凝
温度在 30 ～ 34℃为宜 [16]。为保证该直肠给药系
统在室温下为液态，便于给药和分布，进入直肠
后迅速的胶凝，本研究以 32℃为胶凝温度的参考
温度 [17]。然而，制剂质量的好坏不只取决于胶凝
温度，还与合适温度下药物能否充分释放有关。
故本研究在单因素筛选出各基质的合理范围后，
继以胶凝温度和累积释放度的综合评分为指标，
使优选出的 Bud 脂质体温敏凝胶在生理温度下迅
速胶凝，发挥良好的释药作用。
　　在筛选处方时，P407 的质量分数影响最为
显著，这与 P407 在处方中的作用与贡献是一致
的。泊洛沙姆分子是排列整齐的 Z 字形结构。当
温度升高时，Z 字形结构可能转变为缠绕紧密的
折叠结构，而且缠绕越来越紧密，形成更黏稠的
凝胶 [18]。P407 是由聚氧乙烯（PEO）、聚氧丙烯
（PPO）组成的 PEO-PPO-PEO 非离子型三嵌段共
聚物，其中 PEO 与 PPO 的质量比为 7∶3。加入
P188 后，相对增加了 PEO 的比例而降低了 PPO
的比例，升高了体系的胶凝温度。但 P188 的用
量过大时，本身已胶束化的 P188 分子亦可参与
凝胶构成，又导致体系胶凝温度降低。因此要调
节 P407 的胶凝温度需选择 P188 合适的用量 [19]。
本研究还发现 P407 与 P188 存在较为显著的交互
作用，其对指标的影响甚至大于 P407 与 P188 各
自的影响。
　　虽然本研究对该直肠定向给药制剂进行了初
步研究，但对于其生物有效性、安全性尚待进一
步研究，以期为 UC 患者提供可靠的药物制剂。
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响应面法结合熵权法优选麦门冬汤颗粒的干法制粒工艺

莫秋怡，施文婷，徐东婷，严玉晶，崔婷，孙冬梅，梁志毅*（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　优选麦门冬汤颗粒的干法制粒工艺。方法　以颗粒的一次成型率、吸湿率、溶化率

和脆碎度为质量指标，通过熵权法确定各质量指标的权重系数，并计算综合评分。先用单因素试

验筛选出最佳辅料种类及配比，再用 Box-Behnken 试验对干法制粒的压轮压力、送料频率和压轮

频率进行优化，并对优选的工艺参数进行验证。结果　优选的最佳辅料及配比为浸膏粉∶乳糖＝

1∶1，最佳干法制粒参数为压轮压力 15.6 MPa，送料频率 20 r·min－ 1，压轮频率 3 r·min－ 1。

验证试验的综合评分分别为 0.931、0.906、0.912，RSD 为 1.4%。结论　优选的麦门冬汤颗粒干法

制粒工艺稳定可行，颗粒质量属性较好，可为麦门冬汤颗粒的工业化生产提供参考。

关键词：麦门冬汤颗粒；响应面法；干法制粒；熵权法；辅料

中图分类号：R283　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1005-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.007

Optimization of dry granulation technology of Maimendongtang granules by 
response surface methodology combined with entropy weight method

MO Qiu-yi, SHI Wen-ting, XU Dong-ting, YAN Yu-jing, CUI Ting, SUN Dong-mei, LIANG Zhi-
yi* (Guangdong Efong Pharmaceutical Co., Ltd, Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine 
Formula Granules in Guangdong, Foshan  Guangdong  528244)

Abstract: Objective  To optimize the dry granulation of Maimendongtang granules. Methods  The 
particle forming rate, moisture absorption rate, dissolubility and particle friability were used as 
indexes, the weight coefficient of each quality indicator was determined by entropy weight method, 
and the comprehensive score was calculated. The single factor experiment was used to screen the 
best type and proportion of excipient, and then Box-Behnken text was used to optimize the rolling 
pressure, feeding speed, and rolling speed of the dry granulation. Validation test was also performed. 
Results  The optimal excipient ratio was extract powder ∶ lactose ＝ 1∶1, and the optimal dry 
granulation parameters were rolling pressure of 15.62 MPa, feeding speed of 20 r·min － 1, and 
rolling speed of 3 r·min－ 1. The comprehensive scores of the verification test were 0.931, 0.906, and 
0.912, and the RSD was 1.4%. Conclusion  The optimal dry granulation process of Maimendongtang 
granules is stable and feasible, and the granules have good quality attributes, which can provide a 
reference for the industrial production of Maimendongtang granules. 
Key words: Maimendongtang granules; response surface methodology; dry granulation; entropy 
weight method; excipient
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　　麦门冬汤属国家中医药管理局 2018 年 4 月
13 日发布的《古代经典名方目录（第一批）》，始
载于汉代“医圣”张仲景所著《金匮要略 • 卷上 •
肺痿肺痈咳嗽上气病脉证治第七》[1]。该方由麦

冬、半夏、人参、甘草、粳米、大枣组成，具有
滋养肺胃、降逆下气的功效，原治虚热肺痿，后
世亦用于肺阴不足或胃阴不足证 [2]。现代药理临
床应用研究表明，麦门冬汤具有治疗慢性萎缩性
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胃炎、抗呼吸道炎症及镇咳、干预肺纤维化、抗
肿瘤及免疫增强等作用，临床多用于治疗慢性胃
炎、硅沉着病、肺纤维化、肺癌、多病因咳嗽等 [3]。
　　目前，关于麦门冬汤的研究多集中在药理作
用、临床应用等方面 [3-7]，尚未见麦门冬汤相关
制剂研究的报道，面对古今制剂方式的更迭以及
现代市场应用的需求，对麦门冬汤颗粒的成型工
艺进行研究具有重要意义。中药制粒技术主要有
湿法制粒、干法制粒、流化喷雾制粒等，湿法制
粒历史悠久，至今仍被广泛应用；干法制粒则是
近年才出现的新型制粒技术，相比于湿法制粒节
省了软材，简化了干燥过程，具有效率高、制粒
过程不受热、成品不易吸潮、质量稳定，颗粒崩
解性与溶出性好、含药量高等特点 [8-9]，特别适
合以中药浸膏粉直接制粒。麦门冬汤处方中麦冬
和大枣含有大量糖苷类物质，在制粒过程中易黏
机，颗粒一次成型率较低，且易产生花颗粒，造
成资源浪费。辅料是影响颗粒剂质量的重要因
素，辅料的种类选择及配比直接影响颗粒剂的成
型难易、溶出速度等。因此，本研究先通过单因
素试验对辅料种类及配比进行筛选，再通过 Box-
Behnken 试验对麦门冬汤颗粒的干法制粒工艺参
数进行优化，根据熵权法确定各指标权重，并进
行综合评分，优选出干法制粒的最佳工艺参数，
为麦门冬汤颗粒的产业化生产提供数据支持。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　LGS20 型干法制粒机（南京迦南科技有限公
司），TDL-4000C 低速壹式大容量离心机（上海安
亭科学仪器厂），ME204E 型万分之一天平（瑞士
METTLER TOLEDO 公司），DHG-9146A 型电热
恒温鼓风干燥箱（上海精宏试验设备有限公司），
CS-2A ＋型脆碎度测定仪（天津市精拓仪器有限
公司），JJ200B 型电子天平（常熟市双杰测试仪器
厂），CR 不锈钢标准筛（上海宜昌仪器纱筛厂）。
1.2　试药

　　麦芽糊精（批号：2019110751，吉林中粮生
化能源销售有限公司），糊精（批号：190114C，
曲阜市天利药用辅料有限公司），乳糖（批号：
20200112，珠海安宝健药业有限公司），可溶性淀
粉（批号：210108，安徽山河药用辅料股份有限
公司），麦门冬汤浸膏粉（广东一方制药有限公司
制备，纯浸膏粉每克相当于生药 1.92 ～ 2.08 g）。
2　方法与结果

2.1　麦门冬汤颗粒的制备

　　将麦门冬汤浸膏粉与一定比例的辅料混合均
匀，调节压轮压力、压轮频率和送料频率后，将
混匀的物料置于干法制粒机中压成片状物，再破
碎成颗粒，整粒即得 [10]。
2.2　评价指标测定方法

2.2.1　一次成型率 [11]　将颗粒依次通过一号筛
和五号筛，称定能通过一号筛但不能通过五号筛
的颗粒的质量，计算一次成型率。一次成型率
（%）＝通过一号筛但不通过五号筛的颗粒质量 /
送料质量 ×100%。
2.2.2　吸湿率 [12]　参照药物引湿性试验指导原则
（2020 年版《中国药典》四部通则 9103）测定。
2.2.3　溶化率 [13] 　取颗粒约 0.5 g，精密称定，
置 20 mL 离心管中，精密加入 10 mL 沸水，振荡
搅拌 3 min 后，4000 r·min － 1 离心 10 min，弃去
上清液，加入适量水将残渣溶解并转移至蒸发皿
中，水浴蒸干，于 105℃烘箱内干燥 3 h，置干燥
器中冷却 30 min，迅速称定质量，计算溶化率。
溶化率（%）＝（总颗粒质量－残渣质量）/ 总颗
粒质量 ×100%。
2.2.4　脆碎度 [10]　取适量颗粒依次通过二号筛
和四号筛，取能通过二号筛但不能通过四号筛的
颗粒适量，称定质量（m1），置于脆碎度测定仪
中，设定转速为 35 r·min － 1，转动 4 min，取
出，过四号筛，精密称定未过四号筛的颗粒质量
（m2），计算脆碎度。脆碎度（%）＝（m1 － m2）/
m1×100%。
2.3　权重系数的考察 [14]

　　熵权法是根据指标的变异程度来确定客观权
重，若某个指标的信息熵越小，表明该指标值变
异程度越大，能提供的有效信息就越多，其权重
也就相应变大，反之则变小。
　　① 数据标准化：针对定量指标数据，考虑到
数量级不同，对指标进行无量纲化处理。本研究
采用 Hassan 法 [15] 分别对各指标进行数学转换求
“归一值”，计算公式如下：
　　对于取值越大越好的指标：Yij ＝（xij － min 
{xij}）/（max{xij} － min{xij}）
　　对于取值越小越好的指标：Yij ＝（max{xij} －

xij）/（max{xij} － min{xij}）
　　② 对标准化数据进行归一化：即计算第 j 项
指标下第 i 项评价项目指标值所占的比重（fij）。

　　fij ＝ Yij/ ∑
=

n

1i
Yij

　　③ 计算各指标的信息熵：根据信息论中信息
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熵的定义，信息熵 Ej 公式如下：

　　Ej ＝－ ln（1/m）∑
=

n

1i
fijlnfij

　　当 fij ＝ 0，考虑到 lnfij 无意义，因此，对 fij

的计算进行修正，将其定义为l im
fij→0

　　fijlnfij ＝ 0
　　④ 计算各指标的熵权系数：根据 Ej 的计算
公式计算出各个指标的 Ej 为 E1，E2，……，Em。
通过 Ej 计算各指标的权重。

　　Wj ＝（1 － Ej）/（m －∑
=

m

1j
Ej），j ＝ 1，2，…，m

2.4　辅料种类的筛选

　　本试验将对麦芽糊精、乳糖、糊精、可溶性
淀粉进行考察，按浸膏粉和辅料为 3∶1、2∶1、
1∶1 的配比设置了 12 组试验，固定干法制粒参
数（压轮压力 12 MPa，送料频率 16 r·min － 1，
压轮频率 3 r·min － 1），经制粒后整粒成型，分
别测定各组试验的一次成型率、吸湿率、溶化率
和脆碎度。由熵权法计算得到一次成型率、吸湿
率、溶化率和脆碎度的权重分别是 0.35、0.24、
0.26 和 0.15，按综合评分＝一次成型率 ×0.35 ＋

吸湿率 ×0.24 ＋溶化率 ×0.26 ＋脆碎度 ×0.15，
计算各组试验的综合评分。结果见表 1，由表 1
可知，当浸膏粉和乳糖的配比为 1∶1 时，综合
评分最高，故确定最优辅料及加入比例为浸膏
粉∶乳糖＝ 1∶1。

表 1　辅料种类及用量考察结果 
Tab 1　Type and dosage of excipient

序号

物料 /g 颗粒评价指标 /%
综合

评分
浸膏

粉

麦芽

糊精
乳糖糊精

可溶

性淀粉

一次成

型率

吸湿

率

溶化

率

脆碎

度

1 675 225 / / / 36.12 22.01 96.73 8.45 0.474 

2 600 300 / / / 30.86 20.94 97.45 7.24 0.414 

3 450 450 / / / 29.52 19.05 97.83 5.30 0.468 

4 675 / 225 / / 38.64 18.78 96.87 4.60 0.672 

5 600 / 300 / / 36.20 16.84 96.92 4.76 0.676 

6 450 / 450 / / 34.30 13.19 97.69 6.27 0.730 

7 675 / / 225 / 32.33 19.45 82.81 9.53 0.358 

8 600 / / 300 / 46.04 17.87 78.74 13.12 0.622 

9 450 / / 450 / 33.38 15.34 69.62 16.69 0.319 

10 675 / / / 225 45.61 18.93 80.45 7.97 0.657 

11 600 / / / 300 34.64 17.88 74.32 9.01 0.400 

12 450 / / / 450 36.92 14.81 63.83 7.29 0.486 

2.5　Box-Behnken 设计 - 响应面法设计试验

2.5.1　试验设计及结果　本试验选择影响干法制
粒的主要工艺参数压轮压力、送料频率、压轮频

率 [16]，为影响因素，以一次成型率、吸湿率、溶
化率、脆碎度的综合评分作为响应值进行 Box-
Behnken 试验设计。由熵权法计算得到一次成型
率、吸湿率、溶化率和脆碎度的权重分别是 0.38、
0.13、0.24 和 0.25，按综合评分＝一次成型率× 

0.38 ＋吸湿率×0.13 ＋溶化率×0.24 ＋脆碎度× 

0.25，计算各组试验的综合评分，试验设计及结果
见表 2、3。

表 2　Box-Behnken试验设计因素水平 
Tab 2　Factor and level of Box-Behnken test design

水平
A. 压轮压

力 /MPa
B. 送料频率 /
（r·min － 1）

C. 压轮频率 /
（r·min － 1）

－ 1   8 20 3.0

     0 12 30 4.0

     1 16 40 5.0

表 3　Box-Behnken试验设计及结果 
Tab 3　Box-Behnken test design and results

No. A B C
一次成型

率 /%
吸湿

率 /%
溶化

率 /%
脆碎

度 /%
综合

评分

1 12 30 4 32.92 12.50 97.48 6.30 0.517 

2 8 30 3 30.92 12.50 96.76 7.72 0.220 

3 8 30 5 30.40 12.31 97.09 7.26 0.294 

4 16 40 4 30.61 12.30 95.91 5.91 0.321 

5 16 30 3 33.50 12.27 97.25 5.69 0.631 

6 12 30 4 33.36 12.21 96.80 6.10 0.565 

7 16 30 5 30.78 12.49 96.43 7.42 0.213 

8 8 20 4 35.68 12.68 96.54 7.97 0.431 

9 8 40 4 30.10 11.94 96.80 7.50 0.311 

10 12 40 5 31.61 11.86 96.98 6.75 0.497 

11 12 20 5 34.52 11.94 97.19 4.90 0.822 

12 12 30 4 32.90 11.80 96.81 6.50 0.591 

13 12 40 3 30.30 12.40 97.23 6.90 0.311 

14 12 30 4 29.41 12.23 97.17 5.10 0.435 

15 12 30 4 32.95 11.77 96.96 6.90 0.582 

16 16 20 4 35.30 11.66 97.16 6.25 0.818 

17 12 20 3 35.65 11.55 96.29 5.90 0.817 

2.5.2　模型拟合与方差分析　利用 Design Expert 
8.0.6 软件对试验数据进行二次多元回归拟合，得
到综合评分对编码自变量的二次多元回归方程
Y＝ 0.54＋ 0.09A－ 0.18B－ 0.019C－ 0.096AB－

0.12AC ＋ 0.046BC － 0.17A2 ＋ 0.1B2 － 0.028C2，
方差分析结果见表 4。
　　由表 4 可知，模型 P ＝ 0.0061 ＜ 0.01，表明
该方程模型显著性高，拟合度良好；失拟项 P ＝

0.1343 ＞ 0.05，表明失拟项不显著，未知因素对
试验结果干扰小；决定系数 R2 ＝ 0.9108，进一
步表明模型的拟合度和可信度良好；精密度＝

10.153 ＞ 4，说明此模型的精密度较好，因此可
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用此模型对麦门冬汤干法制粒工艺进行分析和预
测。由 F 值可知，各因素对综合评分影响大小顺
序为：送料频率＞压轮压力＞压轮频率，A、B 对
综合评分影响显著；交互项中，仅 AC 交互作用
影响显著；二次项中，仅 A2 影响显著；说明各因
素与综合评分之间并非简单的线性关系。
2.5.3　 响 应 面 各 因 素 交 互 作 用 分 析　 通 过
Design-Expert 8.0.6 软件处理，得到两因素间的交
互作用响应面分析图，如图 1 ～ 3。
　　图 1 响应曲面较平滑，说明 AB 之间交互作
用影响不显著；当送料频率不变时，综合评分随
压轮压力的增大表现为先上升后下降；当压轮压
力不变时，综合评分随送料频率的增大表现为先
下降后上升。
　　图 2 的响应曲面较陡峭，等高线呈椭圆形，
说明 AC 之间交互作用影响显著；当压轮频率较
小时，综合评分随压轮压力的增大而增加；当压
轮频率达到一定值后，综合评分随压轮压力的增

表 4　拟合回归方程的方差分析结果 
Tab 4　Analysis of variance results of the fitted regression equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F P

模型   0.600 9 0.066   7.94 0.0061

A   0.066 1 0.066   7.89 0.0262

B   0.260 1 0.260 31.31 0.0008

C   0.003 1 0.003   0.35 0.5729

AB   0.036 1 0.036   4.25 0.0783

AC   0.061 1 0.061   7.23 0.0311

BC   0.008 1 0.008   0.98 0.3555

A2   0.120 1 0.120 14.54 0.0066

B2   0.044 1 0.044   5.26 0.0555

C2   0.003 1 0.003   0.41 0.5430

残差   0.059 7 0.008

失拟项   0.042 3 0.014   3.29 0.1343

纯误差   0.017 4 0.004

总离差   0.660 16

决定系数   0.9108

校正决定系数   0.7961

精密度 10.153

图 1　压轮压力与送料频率对综合评分的响应面及等高线图

Fig 1　Response surface and contour map of rolling pressure and feeding speed to the comprehensive score

图 2　压轮压力与压轮频率对综合评分的响应面及等高线图

Fig 2　Response surface and contour map of rolling pressure and rolling speed to the comprehensive score

图 3　送料频率与压轮频率对综合评分的响应面及等高线图

Fig 3　Response surface and contour map of feeding speed and rolling speed to the comprehensive score
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加表现为先上升后下降；当压轮压力较小时，综
合评分随压轮频率的增大而增加；当压轮压力达
到一定值后，综合评分随压轮频率的增大而减小。
　　图 3 的响应曲面较平缓，说明 BC 之间交互作
用影响不显著。当压轮频率不变时，综合评分随
送料频率的增大表现为先下降后趋于平缓；当送
料频率不变时，随压轮频率的增大，综合评分变
化不明显。
2.6　验证试验

　　利用 Design Expert 8.0.6 软件，由回归模型
进行预测分析，综合评分最大预测值为 0.997，
最优工艺条件为压轮压力 15.6 MPa，送料频率 20 
r·min － 1，压轮频率 3 r·min － 1。在此条件下，
进行 3 组验证试验，见表 5。3 组验证试验综合
评分均值为 0.916，RSD 为 1.4%，与预测值的偏
差为 8.1%，说明建立的模型预测性良好，优化的
工艺稳定可行。

表 5　验证试验结果 
Tab 5　Verification test

试验号 一次成型率 /% 吸湿率 /% 溶化率 /% 脆碎度 /% 综合评分

1 36.79 11.61 97.98 5.60 0.931 

2 35.94 11.59 97.48 5.01 0.906 

3 36.65 11.65 97.89 5.40 0.912 

RSD/%   1.3   0.16   0.26 2.4 1.4

3　讨论

　　中药制剂常用的辅料有麦芽糊精、可溶性淀
粉等 [17]，本试验通过单因素试验筛选出最佳辅料
配比为浸膏粉∶乳糖＝ 1∶1，乳糖具有良好的流
动性、溶化性、成型性和较弱的吸湿性，使用乳
糖作为辅料可以提高颗粒的成型率、溶出率和降
低颗粒的吸湿性，保证临床疗效。
　　本研究采用 Box-Behnken 试验优选麦门冬汤
颗粒的干法制粒工艺 [18-19]，结果表明，建立的二
次多元回归方程的拟合度和可信度良好，通过回
归方程进行预测，得到最优工艺条件为压轮压力
15.6 MPa，送料频率 20 r·min － 1，压轮频率 3 
r·min － 1。同时，采用熵权法计算各指标的权重
可以使评分结果更科学、合理、接近实际情况，
避免了主观因素对试验结果造成误差。
　　本研究制得的麦门冬汤颗粒外观性状均匀，
流动性、溶化性较好，吸湿性较低，改善了浸膏
粉的流动性、飞散性、吸湿性以及直接应用的局
限性，并通过验证试验确定响应面法优选的干法
制粒工艺稳定可行，可为麦门冬汤颗粒的工业化

生产提供参考。
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苍耳子治疗变应性鼻炎的网络药理学分析及作用机制研究

李丹1，章秀梅1，宣自华1，刘丛彬1，俞年军1，2，3，谢冬梅1，2，3*（1.安徽中医药大学，合肥　230012；2.安

徽省中医药科学院 中药资源保护与开发研究所，合肥　230012；3.中药研究与开发安徽省重点实验室，合肥　230012）

摘要：目的　通过网络药理学分析苍耳子治疗变应性鼻炎（AR）的机制，并通过动物学
实验进行药效部位筛选及治疗活性研究。方法　① 应用 Cytoscape 软件，通过 TCMSP、
GeneCards、Uniprot 数据库构建“活性成分 - 靶点 - 疾病”网络；通过 STRING 数据库构建蛋
白互作网络，推测核心靶点；使用 Metascape 数据库对靶点进行 GO、KEGG 富集分析。② 建
立大鼠 AR 模型，以血清中的免疫球蛋白 E（IgE）、白介素 -4（IL-4）和干扰素（IFN-γ）的含
量为评价指标，比较苍耳子不同提取物治疗大鼠 AR 的效果；采用 Western blot 法检测各组大
鼠鼻黏膜组织中的 PI3K 和 P-AKT 蛋白表达。结果　① 本研究纳入活性成分 19 个，预测靶点
217 个，疾病靶点 2803 个，PPI 筛选核心靶点 108 个；GO 生物功能分析发现：存在神经元迁移、
积极调控细胞迁移、对受伤的反应、对脂多糖的反应等生物过程，膜筏、膜面、细胞外基质
等细胞组成，蛋白酶活性、细胞因子受体结合、蛋白质结构域特异性结合等分子功能；KEGG
信号通路分析发现，乙型肝炎、PI3K-Akt 信号通路、MAPK 信号通路、T 细胞受体信号通路、
Th17 细胞分化、细胞周期等通路参与调控。② 动物大鼠实验表明苍耳子总水提物及正丁醇部
位可改善鼻黏膜病理变化，降低 AR 大鼠血清 IgE 和 IL-4 水平（P ＜ 0.01），升高 IFN-γ 水平
（P ＜ 0.01）；AR 模型大鼠鼻黏膜组织中 PI3K 和 P-AKT 蛋白表达增加。给予药物治疗干预后，
各给药组 PI3K、P-AKT 蛋白表达下调且苍耳子正丁醇组作用最为显著。结论　通过网络药理
学和动物实验发现苍耳子可能通过调控 PI3K/AKT 通路发挥其治疗作用，为更深入研究苍耳子
治疗 AR 提供了依据。
关键词：苍耳子；变应性鼻炎；网络药理学；活性部位；PI3K/AKT 通路
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1010-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.008

Network pharmacology and mechanism of Xanthii Fructus for  
allergic rhinitis

LI Dan1, ZHANG Xiu-mei1, XUAN Zi-hua1, LIU Cong-bin1, YU Nian-jun1, 2, 3, XIE Dong-mei1, 2, 3* 
(1. Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Institute of Traditional Chinese Medicine 
Resources Protection and Development, Hefei  230012; 3. Anhui Key Laboratory of Research & 
Development of Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of Xanthii Fructus for allergic rhinitis (AR) by 
network pharmacology, and verify it with animal experiments. Methods  ① Cytoscape software 
was used to construct an active component-target-disease network through TCMSP, GeneCards and 
Uniprot databases. The protein interaction network was established with the STRING database, and the 
core targets were speculated. GO and KEGG enrichment analysis was performed on the targets with 
Metascape database. ② Rats were intraperitoneal injected with ovalbumin and aluminum hydroxide 
suspension, and local nasal stimulation of aluminum hydroxide drops was used to establish AR model to 
determine the anti-inflammatory activity of Xanthii Fructus. The contents of immunoglobulin E (IgE), 
interleukin-4 (IL-4) and interferon (IFN-γ) in the serum of the rats were used as the evaluation indexes. 

基金项目：国家自然科学基金项目（No.81503190）；安徽中医药大学 2021 年度校级探索性科研项目（No.2021hxts22）。
作者简介：李丹，女，硕士研究生，主要从事中药质量控制与评价研究，email：1062247461@qq.com　* 通信作者：谢冬梅，女，副教
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　　变应性鼻炎（allergic rhinitis，AR）又称过敏
性鼻炎，是特异性个体的鼻黏膜受到过敏原的刺
激后，IgE 的介导功能被激活而引起的鼻腔慢性
炎症性疾病。西医临床常用包括抗组胺药物、糖
皮质激素、口服抗白三烯类等药物进行治疗，但
是不同患者之间可能存在疗效差异，且对持续性
AR 需维持治疗 [1]，因此寻找疗效显著的中药显得
尤为重要。
　　苍耳子（Xanthii Fructus）为菊科植物苍耳
（Xanthium sibiricum Patr.）的干燥成熟带总苞的果
实，具有散风寒、通鼻窍、祛风湿的功效 [2]，为
历代医家常用的鼻科要药。现代研究表明，苍耳
子含有挥发油类、甾醇类、倍半萜内酯类、水溶
性苷类、酚酸及其衍生物、黄酮类、蒽醌类等化
合物 [3-6]，其抗炎作用已得到相关学者的认可 [7]。
但是对苍耳子发挥抗炎活性的机制仍不清晰，因
此本研究通过网络药理学对苍耳子治疗 AR 的主
要化学成分、作用靶点及信号通路进行了预测分
析；同时，通过动物实验对预测得到的通路上的
关键靶点进行检测，探究苍耳子治疗 AR 的活性
成分及其作用机制。
1　资料与方法
1.1　网络药理学
1.1.1　数据库靶点筛选　查阅文献，并搜索中药
系统药理学分析平台数据库（TCMSP，https：// 
tcmspw. com/index. php），整理数据库中苍耳子
的全部成分。对搜索得到的化学成分保存后导入
SwissADME 数据库中，进行预测分析确定出其作

用靶点；按照 Uniprot 编号，在 Uniprot 数据库中
查找对应的 gene offical sympol 格式，将其作为靶
点基因保存。
1.1.2　成分 - 炎症疾病的交集靶点分析　以
“rhinitis”为关键词，在 DisGeNET 相关的数据
库中进行搜索，确定出可能的靶点，接着基于中
位数筛选“Relevance score”值，在此基础上进行
搜索得到满足相关要求的靶点信息。合并处理提
取的信息，删除其中重复项后，将对应的靶点导
入 Venn 工具中进行绘图处理，从而确定出相关
的交集靶点。
1.1.3　靶点的 GO 及 KEGG 通路富集分析　核心
靶点确定后导入 Metascape 数据库中，设定物种
为“人类”，开展 GO 生物功能富集处理，从而确
定出生物过程（biological process，BP）、细胞组
成（cell composition，CC）、分子功能（molecular 
function，MF）富集分析；KEGG 通路在富集研究
时选择同样的数据库，将以上确定出的结果导入
Cytoscape 3.5.1 中进行相关性分析，从而得到成
分 - 靶点 - 通路网络图。
1.2　动物实验
1.2.1　仪器与试药　SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒
（ASPEN 公司）；RIPA 总蛋白裂解液、BCA 蛋白
质浓度测定试剂盒（ASPEN 公司）；ECL 化学发
光检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；
GAPDH 抗体（ab37168）（Abcam 公司）；PI3K 抗
体（CST 4249）；Akt 抗 体（CST 9272）；P-Akt
抗体（CST 4060）；IL-4 ELISA 检测试剂盒（批

PI3K and P-AKT protein expressions in the nasal mucosa of rats in each group were detected by 
Western blot. Results  ① This study included 19 active ingredients, 217 predicted targets, 2803 disease 
targets, and 108 PPI screening core targets. GO biological function analysis found: t biological processes 
such as neuronal migration, active regulation of cell migration, response to injury and response to 
lipopolysaccharide; cell components such as membrane raft, membrane surface, extracellular matrix and 
other; molecular functions such as protease activity, cytokine receptor binding, protein domain specific 
binding and other. KEGG signaling pathway analysis showed that hepatitis B, PI3K-Akt signaling 
pathway, MAPK signaling pathway, T cell receptor signaling pathway, Th17 cell differentiation, 
cell cycle and other pathways were involved in the regulation. ② Rat experiments showed that the 
total water extract of Xanthii Fructus and n-butanol fractions improved the pathological changes in 
the nasal mucosa, reduced the levels of serum IgE and IL-4 in AR rats (P ＜ 0.01), and increased 
the level of IFN-γ  (P ＜ 0.01); The expression of PI3K and P-AKT proteins increased in the nasal 
mucosa of AR model rats. After the drug intervention, the expressions of PI3K and P-AKT proteins 
in each administration group were down-regulated, and the protein expression in the Xanthii Fructus 
n-butanol group was most significantly down-regulated. Conclusion  Xanthii Fructus plays an important 
therapeutic role by regulating the PI3K/AKT pathway, which provides a basis for further research on the 
treatment of AR with Xanthii Fructus. 
Key words: Xanthii Fructus; allergic rhinitis; network pharmacology; active site; PI3K/AKT pathway
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号：05/2021）、IFN-γ ELISA 检测试剂盒（批号：
05/2021）、IgE ELISA 检 测 试 剂 盒（批 号：05/ 
2021）（上海将来实业股份有限公司）。
1.2.2　动物　SPF 级健康 SD 大鼠 60 只，雌雄各
半，体质量 200 ～ 250 g [ 济南朋悦实验动物繁育
有限公司，许可证号：SCXK（鲁）20190003]。
1.2.3　药物的制备　苍耳子药材购于安徽省亳州
药材市场，经安徽中医药大学谢冬梅副教授鉴定
为菊科植物苍耳（Xanthium sibiricum Patr.）成熟带
总苞的果实。取苍耳子药材 500 g，自然干燥后粉
碎，参考文献中的煎煮法进行提取，获得苍耳子
石油醚、乙酸乙酯、正丁醇和水提取部位 [8]。
1.2.4　AR 模型大鼠的复制　参照课题组前期的
造模方法 [9] 制备 AR 大鼠模型。基础致敏阶段：
以 150 mg 鸡卵清蛋白（ovalbumin，OVA）作为
抗原，15 g 氢氧化铝粉末作为佐剂，两者共同混
悬于 50 mL 生理盐水中，作为致敏剂。采用腹腔
注射的方法，每只大鼠注射致敏剂 1 mL，隔日 1
次，共进行 7 次基础致敏，用时 14 d，正常组大
鼠腹腔注射等容积的生理盐水。局部刺激阶段：
第 15 ～ 21 日采用滴鼻法，以 2% OVA 生理盐水
溶液滴入大鼠两侧鼻孔，每侧 50 μL，每日 1 次，
正常组大鼠以等容积的生理盐水进行滴鼻。造模
成功后，需要以 2%OVA 生理盐水溶液隔日滴鼻
维持对鼻部的刺激以及过敏性症状直到实验结束。
1.2.5　实验分组与给药　将造模成功的大鼠重新
随机分成模型组、氯雷他定组、石油醚组、乙酸
乙酯组、正丁醇组和总水提物组。各给药组大鼠
通过灌胃分别给予相应的药物，每日 1 次，共给
药 14 次。氯雷他定给药剂量为 2 mg·kg － 1；石
油醚部位、乙酸乙酯部位、正丁醇部位受试物以
及总水提物的给药剂量为 5 g（生药）·kg － 1，各
组大鼠的给药体系均为 1 mL/100 g。模型组和正
常组大鼠灌胃给予等容积的生理盐水。
1.2.6　鼻黏膜组织病理观察　末次给药 1 h 后，用
10% 水合氯醛麻醉，腹主动脉取血后剥除上颌骨
部的皮肤，取出整个鼻甲后放入 4% 甲醛固定，制
作病理切片，在光学显微镜下观察、拍照、分析。
1.2.7　指标检测　末次给药 1 h 后，用 10% 水合
氯醛麻醉，腹主动脉取血 5 ～ 10 mL，在离心管
中静置 2 h 后，3000 r·min － 1 离心 10 min，收集
血清，于－ 20℃冰箱中储存备用。检测前取出，
室温下放置 1 h 后按照 ELISA 试剂盒说明书进行
操作，分别对大鼠血清中 IgE、IL-4 和 IFN-γ 的含
量进行检测。
1.2.8　Western blot 实验　取大鼠鼻腔黏膜组织，
采用液氮研磨法，以 1∶10 比例（0.1 g 组织∶1 mL

裂解液）进行研磨，12 000 r·min － 1 离心 10 min，
取上清液，用 BCA 试剂盒进行蛋白定量。制备样
品，采用 SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒制备 10% 的
分离胶和 5% 的浓缩胶，上样，电泳，PVDF 转
膜，5% 脱脂奶粉封闭 2 h 后加一抗，其中内参
1∶5000，其他抗体 1∶1000，过夜，TBST 冲洗 3
次，加入二抗 1∶5000，TBST 冲洗 3 次，ECL 发
光液显影。
1.3　统计分析方法
　　在研究过程中基于 SPSS 25.0 软件进行统计
分析，同时利用 GraphPad Prism6.0 软件工具进行
绘图，连续变量用均数 ±标准差表示。组间结果
差异进行单因素方差分析，计数数据通过百分比
描述，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　网络药理学分析
2.1.1　成分库的构建与筛选　搜索苍耳子化学成
分，共得到 138 种化学成分，去掉无对应靶点的
成分，共得到了 23 个潜在有效成分，其中羧基苍
术苷、洋蓟素（1，3- 二咖啡酰奎宁酸）、N- 反式 -
阿魏酰酪胺、噻嗪二酮在 Uniprot 数据库中无对
应靶点信息，故苍耳子最终得到 19 个潜在有效成
分，具体信息见表 1。
2.1.2　化合物靶点的筛选　将搜集到的化学成分
导入 SwissADME 数据库（http：//www.swissadme.
ch），对搜集到的苍耳子活性成分进行筛选，将
筛选得到的化学结构式导入 SwissTargetPrediction
（www.sib.swiss）数据库，预测其作用靶点；按
照 Uniprot 编号，在 Uniprot 数据库中查找对应的
gene offical sympol 格式，将其作为靶点基因保存。
将筛选的各活性成分化合物的靶点与疾病靶点进
行对照，得到各个活性成分的潜在抗炎靶点基因，
综合后获得 217 个苍耳子潜在抗炎靶点基因。
2.1.3　成分 - 疾病的交集靶点分析　以“rhinitis”
为关键词，在 GeneCards 数据库中查询到有关疾
病候选靶点 10 275 个，通过“Relevance score”取
中位数（n ≥ 12.43），筛选得到 2803 个相关疾病
靶点。药物与疾病的交集靶点共 108 个，提示这
些靶点可能是苍耳子抗鼻炎作用的潜在靶点。
2.1.4　成分 - 疾病靶点的 GO 生物功能及 KEGG 信
号通路富集分析　将得到的 108 个核心靶点导入
Metascape 数据库，物种选择为“人类”，共确定
1859 个 GO 条目（P ＜ 0.01），其中 BP 有 1632 个
条目，主要涉及白细胞迁移（leukocyte migration）、
积 极 调 控 细 胞 迁 移（positive regulation of cell 
migration）、对受伤的反应（response to wounding）、
细 胞 对 激 素 刺 激 的 反 应（cellular response to 
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hormone stimulus）；CC 有 99 个条目，主要涉及
膜筏（membrane raft）、膜微结构域（membrane 
microdomain）、膜区域（membrane region）、溶酶

体（lysosome）等；MF 有 128 个条目，主要涉及
蛋白激酶活性（protein kinase activity）、磷酸转移
酶活性（phosphotransferase activity）、生长因子结
合（growth factor binding）、受体配体活动（receptor 
ligand activity）。每项取 P 值前 10 位条目，见图 1。
　　将比对得到的 108 个核心靶点导入 Metascape
数据库，限定物种为“人类”，对其进行 KEGG
信号通路功能富集分析，共确定 292 个条目
（P ＜ 0.01），根据－ log10（P）值的大小取前 20
位 KEGG 信号通路，见图 2。主要涉及癌症通路、
乙型肝炎、MAPK 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、
T 细胞受体信号通路等。以上通路表明，苍耳子
活性成分与抗炎作用密切相关，详见表 2。
2.1.5　成分 - 靶点 - 通路的网络构建　上述的 20
条通路，包含 108 个靶点，涉及 19 个成分，将其
导入 Cytoscape 3.5.1 软件，构建“成分 - 靶点 - 通
路”的网络关系图。红色圆形为中药苍耳子，紫
色正方形为苍耳子的主要活性成分，黄色菱形为
关键靶点，绿色六边形为关键通路，图形面积大
小和颜色深浅与 Degree 值成正比，如图 3 所示。
根据 Degree 值，排名前 5 位的靶点为 CASP3、
TP53、TNF、MYC、PIK3CG。以上信息提示这些
靶点可能是苍耳子发挥抗炎作用的重要靶点。
2.2　动物实验验证
2.2.1　鼻黏膜组织病理变化　各组大鼠鼻黏膜组
织经 HE 染色后在光学显微镜下观察，结果正常
组大鼠鼻黏膜上皮组织结构完整，血管正常，组

表 1　苍耳子潜在有效成分 
Tab 1　Potential active components inXanthii Fructus

序号 化学名
相对分

子质量

1 松脂酚（pinoresinol） 358.40 
2 苍耳明（xanthumin） 306.40 
3 4- 羟基 -3- 甲氧基肉桂醛（ 4-hydroxy-3-methoxy-

cinnamaldehyde）
178.18 

4 对羟基苯甲酸（p-hydroxybenzoic acid） 138.12 
5 穿心莲黄酮（andrographin） 328.30 
6 芹菜素（apigenin） 270.24 
7 咖啡酸（caffeic acid） 180.16 
8 肉桂酸（cinnamic acid） 148.16 

9 过氧麦角甾醇（ergosterol peroxide） 444.60 

10 阿魏酸（ferulic acid） 194.18 
11 刺芒柄花素（formononetin） 268.26 
12 富马酸单乙酯（ethyl fumarate） 144.12 
13 间苯三酚（phloroglucinol） 126.11 
14 槲皮素 （quercetin） 302.23 
15 丁二酸（succinic acid） 118.09 
16 香草酸（vanillic acid） 168.15 
17 香兰素（vanillin） 152.15 
18 （1R- 顺式）-5- 甲基 -α- 亚甲基 -4-（3- 氧代丁

基）-3- 环庚烯 -1- 乙酸 [（1R-cis）-5-methyl-alpha-
methylene-4-（3-oxobutyl）-3-cycloheptene-1-
acetic acid]

250.33

19 绿原酸（chlorogenic acid） 354.31 

表 2　成分 -疾病靶点的 KEGG信号通路 (前 20 条 ) 
Tab 2　KEGG signaling pathways of component-disease targets (top 20 items)

通路 富集倍数 P 值 基因数

hsa05200：Pathways in cancer（癌症通路） 37.3563 4.4023×10－ 38 39
hsa04151：PI3K-Akt signaling pathway（PI3K-Akt 信号通路） 28.8162 1.5270×10－ 29 29
hsa01522：Endocrine resistance（内分泌抵抗） 23.2189 6.0413×10－ 24 17
hsa01521：EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance（EGFR 酪氨酸激酶抑制剂抵抗） 22.8749 1.3337×10－ 23 16
hsa05215：Prostate cancer（前列腺癌） 22.7385 1.8259×10－ 23 17
hsa05205：Proteoglycans in cancer（蛋白多糖与癌症） 21.3506 4.4607×10－ 22 20
hsa05167：kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection（卡波西肉瘤相关疱疹病毒感染） 20.8302 1.4784×10－ 21 19
hsa05161：Hepatitis B（乙型肝炎） 18.5012 3.1537×10－ 19 17
hsa04510：Focal adhesion（黏着斑） 18.4967 3.1865×10－ 19 18
hsa04014：Ras signaling pathway（Ras 信号通路） 18.4299 3.7164×10－ 19 19
hsa04015：Rap1 signaling pathway（Rap1 信号通路） 18.0365 9.1948×10－ 19 18
hsa04917：Prolactin signaling pathway（催乳激素信号通路） 17.6853 2.0641×10－ 18 13
hsa05163：Human cytomegalovirus infection（人类巨细胞病毒感染） 17.6361 2.3114×10－ 18 18
hsa04380：Osteoclast differentiation（破骨细胞分化） 17.1252 7.5121×10－ 18 15
hsa04010：MAPK signaling pathway（MAPK 信号通路） 16.7084 1.9573×10－ 17 19
hsa05162：Measles（麻疹） 16.2741 5.3195×10－ 17 15
hsa05166：Human T-cell leukemia virus 1 infection（人类 T 细胞白血病病毒 1 感染） 16.0425 9.0678×10－ 17 18
hsa04625：c-type lectin receptor signaling pathway（c 型凝集素受体信号通路） 15.5736 2.6692×10－ 16 13
hsa04933：AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications（AGE-RAGE 信号通路在糖尿病并发症中的作用） 15.5736 2.6692×10－ 16 13
hsa05212：Pancreatic cancer（胰腺癌） 15.4162 3.8352×10－ 16 12
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图 2　KEGG 富集分析气泡图

Fig 2　Bubble diagram of KEGG enrichment analysis

织未发生水肿，无浸润的嗜酸性粒细胞（见图
4A）；模型组大鼠鼻黏膜上皮组织发生脱落，血
管扩张充血，组织出现水肿，可见大量的嗜酸性
粒细胞浸润（见图 4B）；氯雷他定组及总水提液
组大鼠鼻黏膜上皮组织基本完整，未见明显扩张
的小血管，有少量浸润的嗜酸性粒细胞（见图 4C
及 4D）；石油醚组大鼠鼻黏膜上皮组织脱落不明
显，小血管充血扩张，伴有大量嗜酸性粒细胞浸
润（见图 4E）；乙酸乙酯组大鼠鼻黏膜上皮组织
脱落，血管扩张，组织水肿，可见大量浸润的嗜
酸性粒细胞（见图 4F）；正丁醇部位组大鼠鼻黏
膜上皮组织结构较为完整，血管无明显扩张的现
象，有嗜酸性粒细胞浸润（见图 4G）。

2.2.2　对大鼠血清中 IgE、IL-4 及 IFN-γ 水平的影响
　各组大鼠血清中 IgE、IL-4 及 IFN-γ 水平见表 3。
模型组大鼠血清中 IgE 和 IL-4 水平均明显高于正常
组，IFN-γ 水平明显低于正常组。与模型组相比，氯
雷他定组、正丁醇组和总水提液组大鼠血清中 IgE
水平均明显低于模型组；石油醚组和乙酸乙酯组无
显著性差异；各给药组大鼠血清 IL-4 水平较模型组

图 3　成分 - 靶点 - 通路网络图

Fig 3　Component-target-pathway network diagram

图 1　成分 - 疾病靶点的 GO 生物功能富集分析

Fig 1　GO biological enrichment analysis of component-disease targets
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含量均显著降低，IFN-γ 水平明显升高。
2.2.3　鼻黏膜组织 PI3K、P-AKT、AKT 蛋白表
达水平　与正常组相比，模型组 PI3K 表达明显
增加；与模型组相比，石油醚组，乙酸乙酯组

与总水提液组 PI3K 表达无显著性差异；正丁醇
组 PI3K 表达显著降低。与正常组相比，模型组
P-AKT 表达显著增加；与模型组相比，石油醚
组、总水提液组和正丁醇组 P-AKT 蛋白表达明显
降低，乙酸乙酯组 P-AKT 蛋白表达无显著性差
异；与正丁醇组相比，总水提液组和氯雷他定组
P-AKT 蛋白表达无显著性差异，石油醚组和乙酸
乙酯组 P-AKT 蛋白表达显著性增加。各组大鼠
AKT 总蛋白表达无明显差异。实验结果见图 5。

3　讨论与结论
　　AR 作为一种常见的免疫异常类疾病，全球
患有 AR 者已超过 5 亿，目前已成为主要的呼吸
道慢性炎性疾病，给患者的生活质量和社会经济
带来了负面影响 [10]。中医认为 AR 属于“鼻鼽”
的范畴，认为正气不足、外邪侵袭是导致鼻鼽发
生的主要原因 [11]。机体免疫系统具有免疫监视、
防御、调控机体的作用，这与“中医正气”抵御
外邪入侵、驱邪外出、修复调节能力及维持脏腑
经络的功能相似。因而治疗 AR 需“扶正祛邪”，
增强机体免疫调节能力。苍耳子作为一味传统中
药材，已在临床上使用上千年，常被广泛用作发

散风寒药，其最主要功效为“通鼻窍”作用，被
称为“鼻科要药”。苍耳子临床常用于治疗鼻塞
流涕、鼻鼽、鼻渊等病症，具有很好的疗效，但
是对其药效作用机制仍需要不断研究。
　　苍耳子临床使用多为水煎煮法，本研究旨在
研究苍耳子水提取部位中的有效成分对 AR 的影
响。苍耳子经过水煎煮法后依次使用石油醚、乙
酸乙酯、正丁醇依次萃取，咖啡酸、肉桂酸、阿
魏酸、香草酸、绿原酸和丁二酸等水溶性成分，
可出现在各个萃取部位中 [8]。本研究通过网络药
理学得到 PIK3CA、AKT1、MAPK1 等 108 个苍
耳子核心治疗 AR 的靶点，GO 分析结果主要涉及

图 5　各组大鼠鼻黏膜组织 PI3K、P-AKT、AKT 蛋白相对表达量

Fig 5　Relative expression levels of PI3K，P-Akt and AKT in the nasal mucosal of the rats in teach group
注（Note）：与正常组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与正丁醇组相比，▲▲ P ＜ 0.01（Compared with the 

normal group，##P ＜ 0.01；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the n-butanol site group，▲▲ P ＜ 0.01）。
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 石油醚组（petroleum ether fraction group）；D. 乙酸乙酯组（acetic acid ethyl ester 
fraction group）；E. 总水提液组（total water extract group）；F. 正丁醇组（n-butanol fraction group）；G. 氯雷他定组（loratadine group）

图 4　各组大鼠鼻黏膜组织形态学变化比较（HE 染色，×200）
Fig 4　Morphological changes in the nasal mucosa of the rats in each 
group（HE staining，×200）
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 氯雷他定

组（loratadine group）；D. 总水提液组（total water extract group）；

E. 石油醚部位组（petroleum ether fraction group）；F. 乙酸乙酯部位

组（acetic acid ethyl ester fraction group）；G. 正丁醇部位组（n-butanol 
fraction group）

表 3　各组大鼠血清中 IL-4、IFN-γ 及 IgE的水平 (n ＝ 8) 
Tab 3　Level of IL-4，IFN-γ and IgE in the rat serum in each group 

(n ＝ 8)

组别 IgE/（μg·mL － 1）IL-4/（pg·mL－1）IFN-γ/（pg·mL － 1）

正常组 4.84±0.39 29.66±1.06 446.20±1.24

模型组 7.17±0.52## 32.57±1.10## 426.24±2.93##

氯雷他定组 4.51±0.06** 28.20±1.29* 440.51±1.52**

石油醚组 6.23±0.54 29.08±2.85* 431.79±1.32**

乙酸乙酯组 5.99±1.06 28.57±1.36** 433.20±1.31**

正丁醇组 5.08±1.17** 28.97±2.49* 442.57±1.94**

总水提液组 4.77±0.98** 28.20±1.81** 445.01±1.80**

注：与正常组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*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.
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磷酸转移酶活性、信号转导、细胞增殖等。KEGG
分析结果得到 292 条通路，主要有涉及癌症通路、
PI3K-Akt 信号通路、乙型肝炎、MAPK 信号通路、
T 细胞受体信号通路等。其中 PI3K-Akt 信号通路
是细胞内重要的信号转导通路之一，广泛存在于
细胞中，调控细胞增殖、凋亡及分化等功能。有
研究表明 PI3K-Akt 信号通路参与了炎性痛的形成
与发展，在炎症部位损失组织及脊髓小胶质细胞
中高表达，阻断或抑制 PI3K/Akt/NF-κB 信号通路
可缓解和减轻炎性痛的发生发展 [12]。
　　本研究通过给予大鼠苍耳子不同提取部位，
探究其作用机制，对网络药理学结果进行验证。
AR 发病机制非常复杂，随着研究的不断深入，发
现 Th1/Th2 平衡与 AR 的发病过程有着密切的联
系，IL-4 和 IFN-γ 等 Th 细胞因子参与了 AR 的发
病过程，并且对 AR 的发生发展具有重要的影响。
IL-4 和 IFN-γ 间存在着拮抗关系，能够互相调节，
Th1 细胞释放的 IFN-γ 可以抑制 Th2 的活化，进
而抑制 IgE 的产生。当 γ- 干扰素的释放量缺少时，
Th2 细胞因子功能亢进，分泌的 IL-4 增多，诱导
B 淋巴细胞释放 IgE，导致 AR 发生 [13]。通过观
察鼻黏膜病理学变化可以科学地反映 AR 的变化
情况，并且可以直接根据 AR 大鼠鼻黏膜组织病
理变化及血清中 IL-4、IFN-γ 及 IgE 浓度判断造模
是否成功。本研究综合分析各种检测指标的结果，
苍耳子水提液经萃取得到的正丁醇部位可以减轻
AR 大鼠打喷嚏、流鼻涕等过敏性症状，改善鼻黏
膜组织形态学的变化，降低血清中 IL-4 和 IgE 的
水平，升高 IFN-γ 的水平，可能是苍耳子发挥治
疗 AR 的作用的活性部位。KEGG 结果表明 PI3K/
AKT 通路为苍耳子治疗 AR 的关键通路。袁家
胜 [14] 研究发现通过敲除小鼠的 CCR3 基因可以降
低 PI3K/AKT 信号通路的激活水平，缓解小鼠 AR
症状。Chen 等 [15] 发现屋尘螨（HDM）提取物刺
激的鼻上皮细胞（NEC）和体外刺激得到的 AR 模
型小鼠鼻黏膜组织中均发现 PI3K/AKT 通路表达
被激活。PI3K/AKT 通路和中性粒细胞关系密切，
其下游因子对中性粒细胞的趋化和存活有重要影
响。PI3K/AKT 通路可以通过活化 HIF-1α，来调节
巨噬细胞和树突状细胞的活性；调节中性粒细胞
的功能；调节Ｔ细胞的发育、分化和功能。本实
验结果表明，AR 模型大鼠鼻黏膜组织中 PI3K 和
P-AKT 蛋白表达增加，AKT 总蛋白含量无明显变
化。给予药物治疗干预后，各给药组 PI3K、P-AKT
蛋白表达下调且正丁醇组的蛋白表达量下调最为

显著。由此推断，苍耳子正丁醇部位可抑制 PI3K
蛋白表达，而使得 AKT 蛋白磷酸化被抑制，减轻
鼻部炎性症状。
　　综上，本研究通过网络药理学预测了治疗
AR 的靶点与通路，通过鼻黏膜组织 HE 染色，血
清炎症因子 IL-4、IFN-γ 及 IgE 及鼻黏膜组织中
PI3K、AKT、P-AKT 蛋白的检测来验证网络药理
学预测结果，初步揭示了苍耳子正丁醇部位治疗
AR 的作用机制，为后期继续探索其治疗 AR 机
制提供理论依据。
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miR-145 通过靶向 ABCE1 发挥抗乳腺癌作用

陈双华1，2，李荣1，3，周玉生1，4*（1. 南华大学药物药理研究所，湖南　衡阳　421001；2. 湖南中医药高等专科学校，

湖南　株洲　412000；3.  南华大学附属第二医院，湖南　衡阳　421001；4. 南华大学附属南华医院，湖南　衡阳　421001）

摘要：目的　探讨 miR-145 靶向调节 ABCE1 的分子机制及其在抗乳腺癌细胞增殖中的作

用。方法　利用生物信息学方法筛选出靶向调节 ABCE1 的 miR-145，取乳腺癌组织和癌旁组

织检测 ABCE1 和 miR-145 的表达水平。通过在乳腺癌细胞 MCF-7 中转染 miR-145 mimic 和

inhibitor，分析 miR-145 对 ABCE1 的蛋白表达及细胞凋亡的影响。采用荧光素酶报告基因实

验验证 miR-145 对 ABCE1 mRNA 的靶向调节作用。结果　在乳腺癌组织中 ABCE1 蛋白的表

达明显高于癌旁组织，同时 miR-145 在癌组织中的含量显著降低。在 MCF-7 细胞中转染 miR-
145 mimic 后能抑制 ABCE1 的表达，同时促进细胞凋亡。此外，在 293T 细胞中共转染 miR-
145 mimic 和 psiCHECK-ABCE1-3'UTR 后，发现荧光素酶活性受到明显抑制。结论　miR-145
可通过靶向沉默 ABCE1 mRNA 来抑制乳腺癌细胞增殖，提示 miR-145 对 ABCE1 的调控可作

为治疗乳腺癌的途径之一。

关键词：miR-145；ABCE1；乳腺癌；乳腺癌细胞

中图分类号：R737.9　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1017-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.009

miR-145 exerts anti-breast cancer effects by targeting ABCE1

CHEN Shuang-hua1, 2, LI Rong1, 3, ZHOU Yu-sheng1, 4* (1. Institute of Pharmacology, University of 
South China, Hengyang  Hunan  421001; 2. Hunan College of Traditional Chinese Medicine, Zhuzhou  
Hunan  412000; 3. The Second Affiliated Hospital, University of South China, Hengyang  Hunan  
421001; 4. Affiliated Nanhua Hospital, University of South China, Hengyang  Hunan  421001)

Abstract: Objective  To determine the molecular mechanism of miR-145 targeting and regulating 
ABCE1 and its role in the anti-proliferation of breast cancer cells. Methods  Bioinformatics methods 
were used to screen out miR-145 that targeted and regulated ABCE1. Breast cancer tissues and 
adjacent tissues were taken to detect the expression levels of ABCE1 and miR-145. By transfecting 
miR-145 mimic and inhibitor into breast cancer cell MCF-7, the effect of miR-145 on ABCE1 protein 
expression and cell apoptosis was analyzed. The luciferase reporter gene experiment was used to 
verify the targeted regulation of miR-145 on ABCE1 mRNA. Results  The expression of ABCE1 
protein in the breast cancer tissues was significantly higher than that in the adjacent tissues, and 
the content of miR-145 in the cancer tissues was reduced. Transfection of miR-145 mimic in MCF-
7 cells inhibited the expression of ABCE1 and promoted the cell apoptosis. In addition, after co-
transfection of miR-145 mimic and psiCHECK-ABCE1-3'UTR in 293T cells, luciferase activity was 
significantly inhibited. Conclusion  MiR-145 can inhibit the proliferation of breast cancer cells by 
targeting ABCE1 mRNA silence, suggesting that the regulation of ABCE1 by miR-145 can be used as 
a treatment for breast cancer. 
Key words: miR-145; ABCE1; breast cancer; breast cancer cell

基金项目：湖南省卫生健康委员会重点指导项目（No.20201914）。
作者简介：陈双华，女，在职硕士研究生，主要从事药学教学与科研，email：26992235@qq.com　* 通信作者：周玉生，男，教授，主

要从事中药药理学、药学教学与科研，email：yszhou08@126.com



1018

Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No. 5 　中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期

　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，病
死率居女性肿瘤首位 [1]。随着诊疗手段的不断发
展，乳腺癌患者的病死率逐渐下降，但即便是在
疾病早期进行治疗，也只能短时间内控制疾病的
发展，大多数患者仍会复发、转移、恶化。因此，
深入了解乳腺癌的发病机制和乳腺癌细胞的分子
生物学特点，寻找乳腺癌新的治疗靶点，对乳腺
癌的防治是非常必要的 [2]。
　　ABCE1 属 ATP 结合盒转运子基因亚家族成
员之一，其编码的 ABCE1 蛋白是一种核糖核
酸酶 L（ribonuclease L，RNase L）抑制因子 [3]。
RNase L 属于 2-5 腺苷酸（2'-5'oligoadenylate，
2-5A）系统，作用于水解磷酸二酯键，水解单链
RNA 分子 [4]。以往研究表明 RNase L 主要与干扰
素抗病毒作用有关，近期研究表明此酶有诱导细
胞死亡的功能 [5-6]。越来越多的研究发现，RNase
不仅具有消化酶的功能，而且还可作为一种有选
择性的细胞毒素，具有抗病毒和抗肿瘤等特殊的
生物学功能 [7]。研究发现，ABCE1 能特异性抑
制 2-5A/RNase L 信号通路，又名 RNase L 抑制因
子，从而增强肿瘤细胞蛋白质合成及细胞增殖，
促进肿瘤的进展 [3]。Huang 等 [2] 研究发现，在人
小细胞肺癌细胞中转染 ABCE1 基因的 siRNA 后
能限制肿瘤细胞的增殖、侵袭与迁移，并促使其
凋亡。使用 ABCE1 特异性 shRNA 的慢病毒载
体感染人肺腺癌细胞后，细胞生长受到显著的抑
制，凋亡率增加 [8]，上述研究均提示 ABCE1 基因
与恶性肿瘤有着较为密切的关系。
　　 微 小 RNA（micro RNA，miRNA） 是 真 核
细胞中一类参与基因转录后调控的非编码小分
子 RNA，是一类近年来新发现的非编码小 RNA
分子，通常成熟 miRNA 通过与 mRNA 完全或
不完全配对，降解靶 mRNA 或阻遏其转录后翻
译 [9]。研究表明，超过 50% 的 miRNA 基因定位
于与肿瘤相关的基因组区域或其脆性位点，认为
miRNA 在肿瘤的发生机制中扮演着重要作用。多
种 miRNA 在乳腺癌中低表达并可作为肿瘤抑制
基因，如 miR-34、miR-125、miR-200、miR-205、
miR-328、miR-30、miR-213 和 miR-203 等 [10-12]。
Cosentino 等 [12] 首次对乳腺癌疾病患者的癌组
织 miRNA 表达谱进行了系统性分析，发现这些
miRNA 表达异常可能诱发乳腺癌，并在肿瘤的分
类及预后评估方面起着重要的作用，如 miR-213
及 miR-203 与乳腺癌的发展相关联。随着越来越
多 miRNA 与乳腺癌相关研究成果的积累，现在

更多的关注于 miRNA 的靶向调控作为乳腺癌治
疗的一个新手段。因此本课题研究 ABCE1 在乳
腺癌发生发展中的作用，并寻找调控其基因表达
的 miRNA，探讨干预 ABCE1 基因表达对乳腺癌
肿瘤细胞的影响及作用机制。
1　材料

1.1　细胞与试药

　　乳腺癌细胞株（MCF-7，中南大学湘雅药学院
馈赠，来源于中国科学院上海细胞库）。β-actin 抗
体（sc-47778）、GAPDH 抗 体（sc-47724）、tubulin
抗体（sc-23950）（美国 santa cruz 公司）；山羊抗兔
IgG（ZB-2301）、兔抗山羊 IgG（ZF-0314）和 DAB
试剂盒（ZLI-9017）（北京中杉金桥生物技术有限
公司）；RNA 提取试剂盒、cDNA 反转录试剂盒、
RIPA 裂解液（CW2333）和 SDS-PAGE 制胶试剂
盒（CW0022）（康为世纪）；蛋白 marker（26616）
（Thermo scientific）；clone1 试 剂 盒（CL001）（湖
南莱拓福生物科技有限公司）。miR-145 mimic 和
miR-145  inhibitor 由吉玛基因（中国）合成；本实
验中所用到的引物均由生工生物工程（上海）股份
有限公司合成。
1.2　仪器

　　生物倒置显微镜（日本 Nikon 公司），高速
冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司），酶标仪（美
国 BioTek 公司），凝胶成像分析系统（美国 Alpha 
Innotech 公司），Q-PCR 仪（美国 Bio Rad 公司）。
2　方法 
2.1　细胞培养和组织样本来源

　　MCF-7 细胞培养于含体积分数为 10% 胎牛
血清、100 U·mL － 1 青霉素和 100 U·mL － 1 链
霉素的 DMEM 高糖培养基中，培养环境为 37℃、
5%CO2 条件。
　　本研究中所用到的组织样本来自南华大学附
属第一医院妇产科，选择 2015 年 1 月至 2017 年 3
月收住院行手术治疗的乳腺癌患者 10 例，术前均
无放疗、化疗及其他治疗史，患者中位年龄 52 岁
（31 ～ 69 岁），均经病理检查确诊。所有患者均为
中国汉族人，无亲缘关系，并签署知情同意书，收
集上述患者术后乳腺病变组织和癌旁组织，－ 86℃
保存。本研究已获得本院伦理委员会的批准同意。
纳入标准：① 乳腺癌患者经病理诊断确诊；② 认知
功能正常；③ 知情同意本研究。排除标准：① 有乳
腺整形病史患者；② 认知功能障碍患者；③ 伴有严
重心肝肾功能不全患者；④ 伴有急性传染病患者。
2.2　Western blot 实验
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　　提取乳腺癌组织和癌旁组织蛋白：将组织称
重，分别取约 100 mg 组织于研磨器内，加入 500 
μL 细胞裂解液 RIPA 研磨。
　　提取乳腺癌细胞蛋白：将乳腺癌细胞 MCF-7
分为 3 组，分别是对照组（转染 miR-NC，序列为
5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'）、miR-145
高表达组（转染 miR-145 mimic，序列为 5'-GU-
CCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-3'）和 miR-145
抑制组（转染 miR-145 inhibitor，序列为 5'-AG-
GGAUUCCUGGGAAAACUGGAC-3'）。用预冷的
PBS 清洗细胞 3 次，小心倾去 PBS，并加入 RIPA
裂解液于冰上孵育 30 min。使用 RIPA 裂解液分
别提取组织和细胞中的总蛋白后，采用 BAD 试剂
盒测定提取液中蛋白浓度，上样蛋白量为 70 μg，
蛋白样本与上样缓冲液以 1∶4 体积混合均匀，置
于 100℃水中煮 10 min，使蛋白充分变性。待蛋
白样本混合物自然冷却后加至凝胶加样孔内，电
泳直至溴酚兰到达凝胶底部。
　　利用转膜装置用湿转法将凝胶上的蛋白质转移
到 PVDF 上，转膜后用丽春红溶液染膜 4 ～ 8 min，
再用去离子水漂洗脱色，观察 PVDF 膜上有无蛋
白条带出现，以明确转膜效果。将已完成转膜的
PVDF 膜浸泡于 1% 脱脂奶粉中室温封闭 1 h。然后
用 TBST 漂洗 PVDF 膜 3 次，每次 5 min，用相应
一抗于 37℃孵育 1 h，然后将 PVDF 膜用 TBST 漂
洗 3 次，每次 5 min，加入辣根过氧化酶标记的 IgG
二抗，于 37℃孵育 45 ～ 60 min，TBST 洗膜 3 次，
每次 5 min，然后取出 PVDF 膜，沥干残余液体，
置于凝胶成像分析系统观察照相并进行灰度扫描。
用β-actin 作标准，来表示目的蛋白的相对含量。
2.3　总 RNA 提取与荧光定量 PCR
　　采用 Trizol 分别提取乳腺组织总 RNA 提取
和 MCF-7 细胞总 RNA 提取，核酸蛋白分析仪
测量样本的 A260 和 A280 值。按逆转录试剂盒说
明合成 cDNA，置于－ 20℃保存备用。采用 10 
μL 反应体系进行目的基因表达分析，实验条件
为：50℃ 2 min；95℃ 5 min；95℃ 30 s；60℃ 
30 s，40 个循环；Melt Curve 55 ～ 95℃。实验
结果由荧光定量 PCR 分析软件自动进行统计和
计算。实验中使用引物如下：ABCE1 上游引物：
5'-GCCCAGTTATGGCAGACAAG-3'，下游引物：
5'-GTGACAACTCCATAGGCGCT-3'；β-actin 上
游引物：5'-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3'，下
游引物：5'-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3'。根
据 miRNA-145 成熟体序列 5'-GUCCAGUUUUC-

CCAGGAAUCCCU-3' 设计如下引物用于检测
细 胞 内 miRNA-145 的 表 达 水 平： 上 游 引 物：
5'-ACACTCCAGCTGGGGTCCAGTTTTCCCAG-
GA-3'；下游引物：5'-CTCAACTGGTGTCGTG-
GAGTCGGCAATTCAGTTGAGAGGGATTC-3'。
以 U6 作为 miR-145 检测的参照 miRNA，U6 上
游引物：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，下游
引物：5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。
2.4　MTT 实验

　　将乳腺癌细胞 MCF-7 分为 3 组，即对照组
（转染 miR-NC）、miR-145 高表达组（转染 miR-
145 mimic） 和 miR-145 抑 制 组（转 染 miR-145 
inhibitor）。收集各组 MCF-7 细胞，用完全培养基
调整细胞悬液浓度为 5×104 个·mL － 1，在 96 孔
板中每孔加入 100 μL 细胞悬液，每个样本设 6 个
复孔，边缘孔用无菌 PBS 充填，细胞培养 24 h 后，
每孔加入 20 μL MTT 工作液（5 mg·mL－ 1），培养
3 ～ 4 h 后，弃去培养液，每孔加入 150 μL DMSO，
继续孵育 15 min 后，酶标仪检测 490 nm 处各孔的
吸光度值（OD）。细胞存活率＝（实验组 OD －空
白组 OD）/（对照组 OD －空白组 OD）×100%。
2.5　psiCHECK-ABCE1-3'UTR 载体构建与鉴定

　　 根 据 clone1 试 剂 盒 设 计 ABCE1 mRNA 3'-
UTR 插入片段引物，序列如下：上游引物：5'-AT
TCTAGGCGATCGCTCGAGTAGACTGACTCTG
AGAATAT-3'（Xhol）；下游引物：5'-TTATTGC
GGCCAGCGGCCGCAGCCATTATTTGCATATT
AA-3'（Notl）。从 MCF-7 细胞中提取总 mRNA，
利用上述引物进行 PCR 扩增出 ABCE1 从终止密
码子到 3500 位的 UTR 序列及两侧 Xhol 和 Notl
的酶切序列区。利用 clone1 试剂盒将 psiCHECK
质粒与 PCR 产物进行连接，培养感受态细胞，提
取菌液，纯化质粒，－ 80℃保存备用。
2.6　miRNA 生物信息学分析

　　通过 Target Scans 靶基因预测软件对 miR-145
的潜在靶基因进行预测，为了降低假阳性，选择
至少 6 种 miRNA 靶标预测工具预测的交集。利
用在线软件 RNAhybrid 预测 miR-145 与 ABCE1 
mRNA 靶序列的结合自由能。通过 TAM 数据库
查询 miR-145 与疾病的相关性。
2.7　荧光素酶报告基因实验

　　采用重组质粒 psiCHECK-ABCE1-3'UTR 转染
HEK293T 细胞，转染前 24 h 在 500 μL 完全培养
基重接种 1×105 个 MCF-7 细胞，待细胞融合度达
80% 时进行转染。转染步骤分别取 1 μg psiCHECK-
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ABCE1-3'UTR 质粒和 psiCHECK 空质粒用 50 μL 无
血清培养基稀释。取 2 μL 脂质体 lipofectamne2000
用 50 μL 无血清培养基稀释，轻轻混匀，室温下静
置 5 min。将含有质粒的培养基和含有脂质体的培
养基混合在一起，室温下静置 20 min。将上述混合
物按 100 μL/ 孔分别加到 24 孔培养板中，轻轻混
匀。将 24 孔培养板在 CO2 培养箱中孵育 24 h，转
染 24 h 后收集细胞采用荧光素酶报告基因检测试
剂盒检测荧光素酶活性。
2.8　统计学方法

　　所有数据采用 SPSS 16.0 软件进行分析，t 检
验用于两个样本间的比较，方差分析用于多个样
本均数差别的显著性检验。P ＜ 0.05 认为差异有
统计学意义。
3　结果

3.1　乳腺癌组织中 ABCE1 蛋白及 mRNA 的表达

　　为了确定 ABCE1 与乳腺癌的相关性，我们
检测乳腺癌组织和癌旁组织中 ABCE1 蛋白及
mRNA 的表达情况。结果显示，10 例乳腺癌组
织样本中 ABCE1 蛋白含量明显高于其癌旁组织
（P ＜ 0.05），但 mRNA 的表达水平在乳腺癌组
织和癌旁组织间并无明显差异（见图 1，2）。

图 1　乳腺癌组织和癌旁组织中 ABCE1 蛋白的表达情况

Fig 1　Expression of ABCE1 protein in the breast cancer and adjacent 
tissues

注：与癌旁组织比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the adjacent tissues，*P ＜ 0.05.

图 2　乳腺癌组织和癌旁组织中 ABCE1 mRNA 的表达情况

Fig 2　Expression of ABCE1 mRNA in the breast cancer and adjacent 
tissues

3.2　生物信息学分析 miR-145 对 ABCE1 mRNA
的靶向作用

　　乳腺癌组织中 ABCE1 蛋白含量明显增加，但
其 mRNA 水平并未明显改变，提示在乳腺癌组织
中可能存在对 ABCE1 的转录后调节机制。笔者
将 ABCE1 mRNA 序列输入 miR Base、miR anda、
TargetScan 和 PicTar 等 miRNA 靶标预测网站，以
预测靶向调节 ABCE1 的 miRNA，得到 miR-135、
miR-29、miR-145 等多个目标 miRNA。同样，检
索疾病数据库发现乳腺癌组织中 miR-145 表达是
明显降低的，并且 TAM 疾病数据库也显示 miR-
145 与乳腺肿瘤和细胞增殖能力密切相关（见图
3）。进一步分析 miR-145 对 ABCE1 mRNA 的 3'-
UTR 序列能较好吻合，且两者结合自由能较低，
提示具有较高亲和力（见图 4）。因此，上述相关
查询结果提示 miR-145 对 ABCE1 的调控机制可
能参与乳腺癌发生发展。

图 3　TAM 数据库显示 miR-145 与乳腺肿瘤和细胞增殖具有明确的

相关性

Fig 3　TAM database shows that miR-145 is clearly associated with 
breast tumors and cell proliferation

注：来源：http：//www.cuilab.cn/tam。

Note：Source：http：//www.cuilab.com cn/tam.

图 4　ABCE1 mRNA 与 miR-145 结合的自由能

Fig 4　Free energy of ABCE1 mRNA binding with miR-145

3.3　miR-145 与 ABCE1 的结合能力

　　为了验证 ABCE1 基因的 3'UTR 是否是 miR-
145 的靶序列，我们将 ABCE1 基因的 3'UTR 片段
克隆到荧光素酶报告基因载体 psiCHECK 中，构
建 miR-reporter 载体 psiCHECK-ABCE1-3'UTR，将
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荧光素酶报告载体 psiCHECK-ABCE1-3'UTR 分别
和 miR-145 mimic（miR-145 高表达组）、miR-NC
（对照组）共转染 HEK 293T 细胞，48 h 后检测荧
光素酶活性。结果表明，共转染 miR-145 mimic 和
psiCHECK-ABCE1-3'UTR 后，荧光素酶活性受到
明显抑制（见图 5）。说明 ABCE1 是 miR-145 的靶
基因。
3.4　miR-145 对 ABCE1 的调节在乳腺癌细胞凋

亡中的作用

　　为明确 miR-145 对 ABCE1 的靶向调节作用
对乳腺癌细胞凋亡的影响，我们检测了乳腺癌组
织和癌旁组织中的 miR-145 的表达情况。结果显
示，乳腺癌组织中 miR-145 表达水平显著降低
（见图 6）。然后，在乳腺癌细胞 MCF-7 中通过外
源 转 染 miR-145 mimic 和 miR-145 inhibitor 分 别
上调或下调细胞内 miR-145 水平。结果表明，与

miR-145 抑制组相比，miR-145 高表达组能够显著
抑制 ABCE1 蛋白表达（见图 7）。此外，MTT 实
验结果表明转染 miR-145 的 MCF-7 细胞存活率显
著低于 miR-145 抑制组细胞（见图 8）。

图 6　乳腺癌组织与癌旁组织中 miR-145 的表达差异

Fig 6　Expression differences of miR-145 in the breast cancer tissues and adjacent tissues
注：与癌旁组织比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the adjacent tissues，*P ＜ 0.05.

4　讨论

　　临床上乳腺癌的治疗主要通过手术、放化疗
等 [13]，但不可避免地给患者带来了极大伤害，且
后续治疗对身心均有不利影响，因此深入研究乳
腺癌的发病机制，从中寻找可供应用的治疗靶点
将有益于临床治疗。
　　肿瘤细胞的代谢过程如转录、翻译都异常亢
进，RNase L 能通过切割 RNA 抑制肿瘤细胞的转

图 5　荧光素酶报告基因实验检测 miR-145 与 ABCE1 的结合能力

Fig 5　Binding ability of miR-145 with ABCE1 by luciferase reporter 
gene assay

注：与对照组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05.

图 7　miR-145 对乳腺癌细胞 MCF-7 中 ABCE1 蛋白表达的影响

（n ＝ 3）
Fig 7　Effect of miR-145 on the expression of ABCE1 in MCF-7 cells
（n ＝ 3）

注：与对照组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05. 

图 8　miR-145 对 MCF-7 细胞增殖能力的影响（n ＝ 3）
Fig 8　Effect of miR-145 on the proliferation of MCF-7 cells（n ＝ 3）

注：与对照组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05.
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录，被认为是肿瘤治疗的重要分子靶点。ABCE1
在多种肿瘤组织中高表达，是肿瘤发生的关键基
因，其编码的 ABCE1 蛋白是一种 RNase L 抑制
因子，通过抑制 RNase L 发挥促肿瘤细胞增殖的
作用。本研究发现，乳腺癌组织中 ABCE1 蛋白
含量明显高于癌旁组织，提示其与乳腺癌的发生
密切相关。然而，ABCE1 mRNA 的表达水平在
两组间并无明显差异，说明在乳腺癌组织中存在
着对 ABCE1 的转录后调节机制。我们通过多种
miRNA 靶标预测软件发现 ABCE1 的 3'-UTR 含有
多个 miR-145 互补的序列，提示 miRNA-145 与
ABCE1 之间可能存在调控关系。应用 miRNA 靶
标预测显示 miR-145 与 ABCE1 mRNA 的 3'-UTR
序列能较好吻合，提示 miR-145 与 ABCE1 mRNA
的结合特异性较高。采用 RNAhybrid 和 PicTar 在
线网站发现 miR-145 与 ABCE1 mRNA 结合自由
能较低，提示两者具有较高的亲和力。这些均说
明 miR-145 对 ABCE1 靶向抑制是一种普遍存在
的生理性调节。我们通过在乳腺癌细胞 MCF-7 中
外 源 转 染 miR-145 mimic 和 miR-145 inhibitor 分
别上调或下调细胞内 miR-145 水平，证实了 miR-
145 mimic 能抑制 MCF-7 细胞中 ABCE1 的表达，
同时促进细胞凋亡。此外，荧光素酶报告基因实
验也显示 miR-145 与 ABCE1 mRNA 具有结合能
力，这些结果进一步证实 miR-145 对 ABCE1 蛋
白表达存在靶向调节作用。
　　综上所述，本研究筛选出乳腺癌组织内能够
有效靶向 ABCE1 mRNA 的 miR-145。通过外源
性增加 miR-145 能够抑制 ABCE1 的表达，进而
取消 ABCE1 对 2-5A/RNase L 信号的阻滞，有利
于 RNase L 促进乳腺癌细胞的凋亡。因此，miR-
145 及其调节的 ABCE1 基因可能作为新的突破
口，为乳腺癌的诊治提供新的作用靶点。

参考文献

[1] Bray F，Ferlay J，Soerjomataram I，et al. Global cancer 
statistics 2018：GLOBOCAN estimates of incidence and 
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries [J]. CA 
Cancer J Clin，2018，68（6）：394-424. 

[2] Huang B，Zhou H，Lang X，et al. siRNAinduced ABCE1 
silencing inhibits proliferation and invasion of breast cancer 
cells [J]. Mol Med Rep，2014，10（4）：1685-1690. 

[3] Barkha R，Praveen M，Sarah J，et al. ABCE1 regulates 
RNase L-induced autophagy during viral infections [J]. Vi-
ruses，2021，13（2）：315. 

[4] Burke JM，Moon SL，Matheny T，et al. RNase L re-
programs translation by widespread mRNA turnover es-
caped by antiviral mRNAs [J]. Mol Cell，2019，75（6）：

1203-1217. e5. 
[5] Manivannan P，Reddy V，Mukherjee S，et al. RNase 

L induces expression of a novel serine/threonine protein 
kinase，DRAK1，to promote apoptosis [J]. Int J Mol Sci，
2019，20（14）：3535. 

[6] Xiang Y，Wang Z，Murakami J，et al. Effects of RNase 
L mutations associated with prostate cancer on apoptosis in-
duced by 2’，5’-oligoadenylates [J]. Cancer Res，2003，
63（20）：6795-801. 

[7] Le Roy F，Silhol M，Salehzada T，et al. Regulation of 
mitochondrial mRNA stability by RNase L is translation-de-
pendent and controls IFNalpha-induced apoptosis [J]. Cell 
Death Differ，2007，14（8）：1406-1413. 

[8] Huang B，Gao Y，Tian D，et al. A small interfering 
ABCE1-targeting RNA inhibits the proliferation and in-
vasiveness of small cell lung cancer [J]. Int J Mol Med，
2010，25（5）：687-693. 

[9] Krasniqi E，Sacconi A，Marinelli D，et al. MicroR-
NA-based signatures impacting clinical course and biology 
of ovarian cancer：a miRNOmics study [J]. Biomark Res，
2021，9（1）：57. 

[10] Williams MM，Christenson JL，O’Neill KI，et al. Mi-
croRNA-200c restoration reveals a cytokine profile to en-
hance M1 macrophage polarization in breast cancer [J]. NPJ 
Breast Cancer，2021，7（1）：64. 

[11] Ding Y，Wu W，Ma Z，et al. Potential value of MicroR-
NA-21 as a biomarker for predicting the prognosis of pa-
tients with breast cancer：a protocol for meta-analysis and 
bioinformatics analysis [J]. Medicine（Baltimore），2021，
100（22）：e25964. 

[12] Cosentino G，Plantamura I，Cataldo A，et al. MicroRNA 
and oxidative stress interplay in the context of breast cancer 
pathogenesis [J]. Int J Mol Sci，2019，20（20）：5143. 

[13] 仲崇柏 . 早期乳腺癌保乳手术与改良根治术联合心理干

预的临床疗效 [J]. 心理月刊，2021，16（15）：98-99，
117. 

（收稿日期：2021-08-17；修回日期：2022-02-23）



1023

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

黄精对原发性痛经大鼠药效作用初步研究
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技开发有限公司，合肥　230093）

摘要：目的　建立原发性痛经大鼠模型，初步研究黄精对原发性痛经大鼠的药效作用。方法　

采用大鼠雌激素与缩宫素联合法建立原发性痛经大鼠模型。通过观察大鼠的扭体反应，判断原

发性痛经大鼠模型是否建立成功；ELISA 法检测大鼠血清中 6-keto-PGF1α 和β-EP 的含量以及

子宫组织中 PGF2α 和 PGE2 的含量；离体组织器官恒温灌流系统测定子宫肌张力。结果　与正

常组相比，模型组大鼠扭体潜伏时间缩短，扭体次数明显增加，表明原发性痛经大鼠模型建

立成功。与模型组相比，各治疗组大鼠血清中 6-keto-PGF1α、β-EP 的含量显著提升，大鼠子宫

组织中 PGF2α 的含量明显降低，PGE2 的含量显著提升，子宫肌张力明显下降。HE 染色结果

表明，治疗组大鼠子宫上皮细胞空泡病变基本消失，充血现象明显改善。结论　黄精对原发性

痛经大鼠具有良好的治疗效果，其可能与大鼠体内 PGE2、PGF2α 等因子有关。

关键词：黄精；原发性痛经；药效学
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Pharmacodynamic effect of Polygonatum on rat with primary dysmenorrhea

LIAO Xiao-yu1, 2, 3, FANG Jing1, 2, 3, FANG Yuan1, 2, 3, GUI Wen-qi1, 2, 3, SUN Ji1, 2, 3, HAN Yan-quan4, 5, 
HAN Lan1, 2, 3*, WU Cun-lin6, LONG Zi-jiang7, SUN Song8* (1. School of Pharmacy, Anhui University 
of Traditional Chinese Medicine, Hefei  230000; 2. Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine 
Compound Prescriptions in Anhui, Hefei  230000; 3. Collaborative Innovation Center for Anhui 
Genuine Traditional Chinese Medicine Quality Improvement, Hefei  230000; 4. The First Affiliated 
Hospital of Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 5. Level Three Laboratory of 
Traditional Chinese Medicine Preparation, State Administration of Traditional Chinese Medicine, 
Hefei  230093; 6. Hefei Qianjincao Biotechnology Co., Ltd., Hefei  230093; 7. Anhui Qianjincao 
Polygonatum Planning Institute, Hefei  230093; 8. Hefei Yuanzhi Pharmaceutical Technology 
Development Co., Ltd., Hefei  230093)

Abstract: Objective  To determine the pharmacodynamic effect of Polygonatum on primary 
dysmenorrhea in rat models. Methods   Estrogen and oxytocin were combined to establish primary 
dysmenorrhea model in rats. By observing the writhing response of rats, we decided whether the 
model of primary dysmenorrhea was established. ELISA was used to detect the serum concentration 
of 6-keto-PGF1α  and β-EP, and that in the uterine tissue PGF2α  and PGE2. The tension of uterine 
muscle was measured by constant temperature perfusion system. Results  Compared with the 
normal group, the writhing latency of the rats in the model group was shortened, and the number of 
writhings were significantly increased, indicating successful establishment of rat model of primary 
dysmenorrhea. Compared with the model group, in the treatment group 6-keto-PGF1α  and β-EP in 
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　　痛经发生在月经前后期或月经期间，痛经发
生时小腹有疼痛、坠胀感，同时还伴有腰酸或其
他疼痛。在临床上，主要将痛经分为两种，一种
是原发性痛经，另外一种是继发性痛经，在这两
者中原发性痛经占 90% 以上。对广大女性朋友来
说，痛经不仅仅伤害了她们的身心健康，还给她
们的工作及学习带来了严重的困扰，因而预防和
治疗原发性痛经已经成为医学界迫切需要解决的
问题。大多数研究者认为原发性痛经的产生与前
列腺素 E2（PGE2）、前列腺素 F2α（PGF2α）、β- 内
啡肽（β-EP）、6- 酮 - 前列腺素 F1α（6-keto-PGF1α）
及其他因素有关 [1-7]。PGF2α 含量升高可引起子宫
平滑肌过强收缩，血管痉挛，造成子宫缺血、乏
氧而出现痛经；PGE2 则能抑制子宫平滑肌的自发
活动，降低 PGF2α/PGE2 比值可在一定程度上缓解
疼痛。β-EP 水平降低可使子宫功能失常，成为疼
痛的原因之一。前列腺环素（PGI2）有扩张血管
和抑制血小板聚集的作用，而 6-keto-PGF1α 作为
PGI2 的代谢产物，性质稳定，可以反映 PGI2 的
含量。因此，本文选择上述代表性生化指标、组
织病理指标以及子宫肌张力对黄精药效学进行初
步评价。
　　黄精是我国常用传统中药之一，用药历史悠
久，同时也是一种药食同源的中药材。具有补肝
益肾、延年益寿等功效，被尊崇为养生之圣药。
黄精的记载始于梁朝陶弘景《名医别录》，并列于
草部的首位。研究表明其具有抗炎 [8-10]、镇痛 [11]、
抗肿瘤 [12-13]、调节血糖血脂 [14-19] 和抗衰老 [20] 等药
理作用。《本经逢原》：“黄精，宽中益气，使五藏
调和，肌肉充盛，骨髓强坚，皆是补阴之功。”一
种具有益肾调经功能的组合物及其应用的专利表
明，该组合物可以用于治疗因肾气虚弱、血亏血
滞导致的卵巢功能早衰、月经不调以及原发性痛
经，其中黄精的补气养阴、健脾润肺益肾作用起
到了很大的作用 [21-25]。
　　基于黄精的“补阴之功”，从原发性痛经的发
病机制出发，为了能更好的挖掘黄精的药用范围，
本文通过建立原发性痛经大鼠模型，初步探究黄

精对原发性痛经的治疗作用。
1　材料
1.1　试药 
　　黄精（采自安徽省池州市青阳县酉华镇，经
安徽中医药大学药学院俞年军教授鉴定为百合
科黄精属植物多花黄精 Polygonatum cyrtonema 
Hua. 的干燥根茎）；戊酸雌二醇片（拜耳医药保
健有限公司广州分公司，批号：492A）；缩宫素
注射液（宁波第二激素厂，批号：201212）；妇
科千金片（株洲千金药业股份有限公司，批号：
20191011）；乐氏液（上海源叶生物科技有限公司，
批号：R20265）；大鼠 PGF2α 酶联免疫试剂盒（批
号：JL13273）、大鼠 PGE2 酶联免疫试剂盒（批号：
JL12636）、大鼠 6-keto-PGF1α 酶联免疫试剂盒（批
号：JL11068）、大鼠β-EP 酶联免疫试剂盒（批号：
JL20852）（上海江莱实业股份有限公司）。
1.2　实验动物 
　　健康 SD 大鼠，雌性，体质量（220±20）
g，购于安徽医科大学动物实验中心 [ 许可证号
SCXK（皖）2017-001；本实验使用所有动物均通
过安徽中医药大学动物伦理委员会批准，动物伦
理编号：AHUCM-rats-2021024]。将购买的大鼠
在实验室动物房适应性饲养一周。饲养期间，正
常喂饲料、喂水，房间温度为 25℃，房间湿度为
60% ～ 65%。
1.3　仪器 
　　恒温平滑肌实验系统（成都泰盟软件有限
公司，HW200S）；BL-420N 信号采集与分析系
统、FT-102 生物张力传感器（成都泰盟软件有
限公司）；离心机（德国 Eppendorf 公司，Centri-
fuge5417R）；多功能酶标仪（美国 MD 公司）；微
量移液器（德国 Eppendorf）；艾科浦超纯水系统
（中国重庆颐洋企业发展有限公司，AD3L）；电
子天平（上海菁海仪器有限公司，FA2004N）；
BHWY-100BC 恒温振荡培养箱（常州杰博森仪器
有限公司）。
2　方法与结果
2.1　黄精水提液的制备

the serum were significantly increased, the PGF2α  content in the rat uterus decreased, while the PGE2 
content was increased, and the uterine muscle tension was decreased. HE staining showed that the 
vacuolation of uterine epithelial cells in the treatment group basically disappeared, and the congestion 
was significantly improved. Conclusion  Polygonatum has a good therapeutic effect on rats with 
primary dysmenorrhea, which may be related to factors such as PGE2 and PGF2α  in rats. 
Key words: Polygonatum; primary dysmenorrhea; pharmacodynamics
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　　根据《中国药典》（2020 年版）黄精临床指导
用药用量 9 ～ 15 g[26]，参考陈奇主编的《中药药理
研究方法学》，查表可得人和大鼠间体表面积的
折算系数为 6.3[27]。按临床指导每年平均用药量 9 
g、12 g、15 g 换算成大鼠的用药量，即大鼠用药
低、中、高剂量分别为 0.945、1.26、1.575 g·kg － 1。
取适量黄精，加入 10 倍总生药量的水，加热提取
两次，每次 2 h，合并浓缩水提物至 0.945、1.26、
1.575 g·kg － 1，灭菌备用。
2.2　模型复制
　　实验采用雌激素与缩宫素联合使用的方法制备
大鼠原发性痛经模型，除了正常组以外，其余各组
的每只大鼠均每日 1 次灌胃给予戊酸雌二醇片，使
各组大鼠子宫处于共情期，提高大鼠子宫的敏感程
度。给药周期为 10 d，其中第 1 日和第 10 日每只
大鼠给药 0.2 mg，第 2日至第 9日每只大鼠给药 0.1 
mg，末次给药 1 h 后，各组大鼠腹腔注射缩宫素 2 
U/ 只 [21]，观察 30 min 内大鼠的疼痛反应。将扭体
反应作为子宫强烈收缩即痛经的指标，同时扭体反
应也可以直观地反映原发性痛经模型建立成功。
2.3　分组与给药
　　采用体质量随机区组的方法将大鼠分为正常
组，阳性对照组（妇科千金片），模型组，黄精水
提物低、中、高剂量组，每组 10 只。从给予戊
酸雌二醇片第 5 日开始，按照各组给药剂量灌胃
给药，其中阳性对照组给药剂量为 0.08 g·kg － 1，
黄精水提物低、中、高剂量组分别给予 0.945、
1.26、1.575 g·kg － 1 黄精水提物，正常组和模型
组均灌胃给予等量大豆油，连续 7 d。
2.4　行为学测试
　　扭体表现为大鼠腹部向内凹陷、躯干和后
肢伸展、臀部和一侧的肢体内旋 [21-23]，有时还有
抱头舔腹的行为。最后一次灌胃给予戊酸雌二醇
片 1 h 后，观察注射完缩宫素后 10 ～ 30 min 内
大鼠的扭体反应情况，记录扭体潜伏时间和扭体
次数。结果与正常组相比，模型组大鼠扭体潜伏
时间显著缩短（P ＜ 0.05），扭体次数显著增加
（P ＜ 0.05）。与模型组相比，黄精低、高剂量组
及阳性对照组均可延长扭体潜伏时间，降低扭体
次数（P ＜ 0.05）（见图 1）。
2.5　大鼠血清中 6-keto-PGF1α 和β-EP 含量以及
大鼠子宫组织中 PGF2α 和 PGE2 含量的测定
　　末次给药后，对各组大鼠进行腹腔注射 2%
戊巴比妥钠（2 mL·kg － 1）麻醉，将大鼠仰卧置
于解剖台上，进行腹主动脉取血，全血室温静置 
10 ～ 20 min 至血液凝固后离心，3000 r·min － 1

离心 15 min 后留取血清。严格按照 ELISA 试剂
盒说明书，测定大鼠血清中 6-keto-PGF1α 和β-EP
的含量。
　　取大鼠子宫组织，按 1∶9 比例加入磷酸盐
缓冲液（PBS），匀浆后离心，取上清液，严格按
照 ELISA 试剂盒说明书，测定大鼠子宫组织中
PGF2α 和 PGE2 的含量。
　　与正常组相比，模型组大鼠血清中 6-keto-
PGF1α 和β-EP 水平均显著降低（P ＜ 0.05）。与模
型组相比，黄精高剂量组、中剂量组、低剂量组
均可显著提升大鼠血清中 6-keto-PGF1α 和β-EP 的
含量（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结果见图 2A、2B。
　　与正常组相比，模型组大鼠子宫组织中
PGF2α 水平显著升高（P ＜ 0.05），PGE2 含量显
著降低（P ＜ 0.05）。与模型组相比，黄精中剂
量组可降低大鼠子宫组织中 PGF2α 的含量，提升
PGE2 的含量（P ＜ 0.001），从而使 PGF2α/PGE2

的比值降低，缓解痛经。结果见图 2C、2D。
2.6　组织病理学检测
　　分离子宫组织，浸泡于 4% 多聚甲醛缓冲液
中，固定。石蜡包埋后，进行常规的 HE 染色，
观察子宫病理变化情况。
　　由图 3 可见，正常组大鼠子宫组织形态正常，
组织平滑形态清晰，而模型组大鼠子宫组织内膜
变薄，上皮细胞空泡样变，子宫肌层有充血现
象。阳性对照组大鼠子宫内膜细胞少量空泡样病
变。黄精高剂量组大鼠子宫上皮细胞空泡病变基
本消失，充血现象明显改善。黄精中剂量组大鼠
子宫内膜相对平整，空泡样病变基本消失。黄精
低剂量组大鼠子宫上皮细胞空泡变化有所改善。
2.7　缩宫素致大鼠离体子宫平滑肌收缩程度的
测定
　　将大鼠麻醉后解剖，完全暴露子宫，快速剪

图 1　黄精对原发性痛经大鼠扭体反应的影响

Fig 1　Effect of Polygonatum on writhing responses in rats with primary 
dysmenorrhe

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.
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取一侧子宫，立即放置在盛有乐氏液的玻璃平皿
中充分清洗干净，仔细清除子宫上残留的结缔组
织和脂肪，用乐氏液冲洗子宫，将子宫内容物充
分洗净，在整个过程中注意不要过分拉伸子宫。
然后剪取中间段子宫平滑肌约 2 cm，注意必须现
取现用，避免时间过长子宫平滑肌失去活性。平
滑肌两端分别系上缝合线，将 HW200S 恒温平滑
肌实验系统的温度调整至 37℃，管内加入足量乐
氏液，将系上缝合线的子宫平滑肌置于该系统内，
使阴道端固定于小钩上并固定在管内，另一端连
接在张力传感器上。实验过程中持续向乐氏液内
通入氧气，速度为每 1 ～ 2 s 一个气泡，使子宫平
滑肌正常自主收缩。通过 BL-420N 信号采集与分
析系统记录大鼠离体子宫平滑肌的收缩曲线，先
稳定半小时至子宫收缩稳定后，先记录一段子宫
正常收缩曲线 6 min，然后向管内加入缩宫素 50 
μL，记录曲线 1 min，随后依次向管中加入各种药
液，分别记录曲线 6 min。最后对曲线进行分析，
得出张力值和频率，并计算活动度（活动度＝平均
张力值×频率）。
　　与模型组大鼠相比，黄精组与阳性对照组的子
宫组织张力，收缩频率及活动度均有明显变化；黄

精高剂量组和阳性对照组大鼠的子宫组织平滑肌
平均张力具有统计学差异（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
黄精高剂量组、黄精中剂量组和阳性对照组大鼠
的子宫组织收缩频率均有统计学差异（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01）。黄精中、高剂量组和阳性对照组大
鼠的子宫组织平滑肌活动度也具有统计学差异
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。其中黄精高
剂量组较黄精组其他两组效果较优。结果见表 1。
表 1　黄精对缩宫素致大鼠离体子宫平滑肌收缩的影响 (n ＝ 6，x±s) 

Tab 1　Effect of Polygonatum on oxytocin induced contraction of 
isolated rat uterine smooth muscles (n ＝ 6，x±s)

组别
终浓度 /

（mg·g－ 1）

平均张力

值 /g
频率 /

（次·min － 1）
活动度

模型组 － 7.37±0.47 34.40±3.82 254.33±39.55

黄精低剂量组 0.21 7.22±0.55 31.70±4.40 230.82±50.50

黄精中剂量组 0.42 6.77±0.65  28.20±2.47* 189.75±11.22**

黄精高剂量组 0.84 6.30±0.74*   25.00±2.10** 158.41±29.25**

阳性对照组 0.08 5.85±0.70**   19.10±2.39** 112.27±22.08***

注：与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001.

2.8　统计学处理
　　实验所有检查结果经 SPSS 25.0 软件进行数据
统计分析，多组间比较用单因素方差分析，组间
两两比较用 LSD 分析，方差不齐时用 Dunnett’s 
方法分析。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　讨论
　　痛经是妇科临床的常见病，症状严重的患者
甚至会昏厥，给广大女性带来诸多困扰。研究原
发性痛经，需要选择合适的动物模型，目前公认
的关于原发性痛经动物模型是用雌激素与缩宫素
联合使用建立 [14]。因此，本研究采取这种方法复
制原发性痛经动物模型，研究黄精对原发性痛经
的药效作用。

图 2　黄精对原发性痛经大鼠生化指标的影响

Fig 2　Effect of Polygonatum on biochemical indexes in rats with primary dysmenorrhea
注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

图 3　黄精对原发性痛经大鼠子宫组织病理变化的影响（HE，
×200）
Fig 3　Effect of Polygonatum on histopathological changes of uterus of 
rats with primary dysmenorrhea（HE，×200）
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　　原发性痛经发病机制复杂，然而大多数研
究者认为原发性痛经的产生与前列腺素、缩宫
素、前列环素及其他一些因素有关。其中 PGE2 和
PGF2α 发挥主要作用。研究表明痛经患者的子宫内
膜和经血中 PGF2α 浓度会远远高于正常女性，痛
经越严重，患者体内的 PGF2α/PGE2的比值越高 [2]。
本实验结果表明，黄精能够降低原发性痛经大鼠
子宫组织中 PGF2α 的含量，提升 PGE2 的含量，降
低 PGF2α/PGE2 的比值，抑制子宫收缩。
　　研究发现，当子宫中β- 内啡肽含量上升时，
其内源性镇痛作用会使子宫疼痛减轻，子宫慢慢
恢复正常，而当子宫中β- 内啡肽含量过低时，会
导致子宫收缩异常，进而导致痛经的产生 [24]。除
此之外，PGI2 含量降低则会造成子宫收缩异常、
肌张力增高、收缩频率增加，从而导致子宫血流
量降低，子宫缺血，痉挛等从而引发痛经。6-keto-
PGF1α 是 PGI2 的代谢产物，其性质稳定，所以可
以测量其代谢产物 6-keto-PGF1α 的含量，以此间接
反应 PGI2 的水平 [7]。实验结果显示，黄精可显著
提升大鼠血清中β-EP 和 6-keto-PGF1α 的含量。
　　以上实验结果提示，痛经大鼠子宫过度收缩，
造成子宫组织损伤，导致炎症反应的发生。黄精
组大鼠子宫内壁空泡变化有所改善、充血现象明
显改善、子宫内膜相对光滑平整。同时，黄精组
能显著降低痛经大鼠子宫收缩频率和收缩张力，
达到缓解痛经的效果。
　　综上，本实验首次在黄精原有的药理作用上，
以黄精的抗炎、镇痛、补阴益肾作用为基础，进
而探究黄精对原发性痛经大鼠模型的药效作用。
本研究结果提示黄精可能对原发性痛经具有药效
作用，为黄精的临床应用提供了实验依据。
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人参皂苷 Rg1 对顺铂损伤大鼠卵巢颗粒细胞的 
保护作用及其分子机制

颜倩，石丹宁，杨佳迪，何悦双，赵丕文*（北京中医药大学 生命科学学院，北京　102488）

摘要：目的　探究人参皂苷 Rg1 对顺铂损伤大鼠卵巢颗粒细胞的保护作用及分子机制。方法
　选取 22 ～ 24 d SD 的大鼠提取卵巢颗粒细胞进行原代培养，应用顺铂诱导建立卵巢早衰模
型。设置正常组，模型组，人参皂苷 Rg1 低浓度组、中浓度组、高浓度组和雌二醇（E2）组。
HE 染色及免疫细胞化学法进行颗粒细胞鉴定；CCK8 法检测人参皂苷 Rg1 作用 24 h、48 h 对
顺铂损伤颗粒细胞的保护作用；Hoechst 33258 染色检测细胞凋亡；Western blot 法检测 FSHR、
PI3K、p-AKT、AKT、Bcl-2 和 Bax 的蛋白表达。结果　细胞形态观察和胞质 FSHR 表达检测
结果均表明所提取细胞为卵巢颗粒细胞；顺铂处理 12 h 后，颗粒细胞增殖率呈剂量依赖性下
降，而给予人参皂苷 Rg1 后，细胞增殖率下降被显著抑制，且呈剂量和时间依赖性；与模型组
比较，人参皂苷 Rg1 和 E2 处理后卵巢颗粒细胞中 FSHR、PI3K、p-AKT/AKT 及 Bcl-2/Bax 蛋
白表达水平显著上升，而 PI3K 抑制剂干预后，Bcl-2 蛋白表达显著下降。结论　人参皂苷 Rg1

对顺铂损伤的卵巢颗粒细胞具有保护作用，该保护作用可能通过激活 FSHR/PI3K/AKT 通路，
抑制卵巢颗粒细胞凋亡实现。
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Protective effect and molecular mechanism of ginsenoside Rg1 on the 
senescence of rat ovarian granulosa cells induced by cisplatin
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Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the effect and molecular mechanism of ginsenoside Rg1 on the 
senescence of rat ovarian granulosa cells induced by cisplatin. Methods  Firstly, primary granulosa 
cells extracted from 22 － 24 d SD rats were cultured. Premature ovarian failure (POF) cell model 
induced by cisplatin was applied for the following experiments. Granulosa cells were divided into a 
normal group, a model group, ginsenoside Rg1 low, medium, high concentration groups, and an estradiol 
(E2) group. The primary granulosa cells were identified by HE staining and immunocytochemistry. 
CCK8 assay was used to detect the protective effect of ginsenoside Rg1 on the granulosa cells injured 
by cisplatin at 24 h and 48 h. The cell apoptosis was detected by Hoechst 33258 staining. The protein 
expression of FSHR, PI3K, p-AKT, AKT, Bcl-2 and Bax were examined by Western blot. Results  
The expression of FSHR in the cytoplasm and cell morphology indicated that the extracted cells were 
granulosa cells. The proliferation rate of granulosa cells decreased in a dose-dependent manner after 
12 h of cisplatin treatment, while the decrease in proliferation rate of granulosa cells was inhibited in a 
dose and time-dependent manner after ginsenoside Rg1 treatment. Compared with the model group, the 
protein expression of FSHR, PI3K, p-AKT/AKT and Bcl-2/Bax in the ovarian granulosa cells increased 
significantly after ginsenoside Rg1 and E2 treatment, while the protein expression of Bcl-2 decreased 
significantly after PI3K inhibitor intervention. Conclusion  Ginsenoside Rg1 can protect cisplatin-injured 
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　　近年来，由于环境污染及生活、工作压力的
日益增加，卵巢早衰（premature ovarian failure，
POF）及其导致的生殖功能障碍发生率明显上
升，引起了大家的普遍关注 [1]。POF 是指在女性
40 岁以前出现卵巢功能衰退的现象，其发病率约
1%[2]。临床特征表现为闭经，伴随高促卵泡激素
（FSH）和低雌激素水平 [3] 等。
　　目前 POF 的发病机制尚不完全明确。临床
上，对 POF 患者常采取的治疗方法是雌激素替代
疗法 [4]，虽然可明显缓解症状，但由于激素治疗
所带来的致癌等不良反应及高复发率等问题，使
患者对激素治疗的依从性普遍较低，在临床应用
中受到一定限制。因此，寻找具有疗效确凿且不
良反应小的抗 POF 药物并揭示其分子机制具有重
要的理论和临床意义。有研究者发现，人参主要
活性成分人参皂苷 Rg1 能明显改善 POF 的症状和
体征 [5]，但其发挥作用的分子机制尚待阐明。近
年来研究发现 FSH 受体（FSHR）可介导激活细
胞内多条信号通路，如 PI3K/AKT 通路，影响生
殖细胞的生长发育 [6]。PI3K/AKT 通路与 POF 发
病机制关系密切，通过激活该通路，可显著抑制
细胞的增殖与凋亡 [7]。此外，本课题组前期研究
中已利用顺铂体外诱导卵巢颗粒细胞损伤，成功
建立了 POF 模型 [8]。因此，本研究利用该模型深
入探讨人参皂苷 Rg1 对 FSHR/PI3K/AKT 通路的
调控作用，揭示人参皂苷 Rg1 对卵巢颗粒细胞保
护作用的可能分子机制，为人参皂苷 Rg1 应用于
POF 临床治疗提供新的理论依据。
1　材料
1.1　动物
　　 健 康 雌 性 SD 大 鼠 16 只，22 ～ 24 d， 体
质量为（55±2）g（北京华阜康生物科技股份
有限公司），饲养在温度为（25±3）℃，湿度
50% ～ 60%，光照 12 h，实验前适应性喂养 7 d。
动物使用许可证：SYXK [ 京 ] 2020-0033。
1.2　试药
　　人参皂苷 Rg1（源叶生物，批号：RSZD-
121106，纯度≥ 98%），β- 雌二醇（E2，批号：
100182-201906，纯度：96.3%，中国食品药品检
定研究院），顺铂（源叶生物，批号：B24462）。
Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium/
Ham’s F-12 50/50 Mix（DMEM/F12）（Cellgro 公

司，货号：10-092-CVR），HE 染色试剂盒（上海
碧云天生物技术有限公司），BCA 蛋白定量试剂
盒、Hoechst33258 试剂盒（北京索莱宝公司），抗
体 FSHR、PI3K、p-AKT、AKT、Bcl-2、Bax、
β -actin、Coralite594-conjugated goat anti-rabbit 
secondary antibody（美国 Proteintech），LY294002
（Abcam，美国 ab146593）。
2　方法
2.1　体外原代卵巢颗粒细胞的提取与培养
　　SD 大鼠适应性喂养结束后，每只注射孕马
血清促性腺激素（PMSG）50 IU，48 h 后，无菌
环境下提取双侧卵巢颗粒细胞进行培养。操作
步骤如下：① 取 SD 雌鼠，经颈椎脱臼处死，于
75% 乙醇中消毒 3 min；② 将 SD 雌鼠放入消毒
托盘中取出双侧卵巢，并加入适量预冷 PBS；③ 
将卵巢表面的脂肪，包膜等处理干净后，放入预
冷 PBS 的消毒托盘中清洗；④ 将卵巢移入无血
清培养基中，并用 1 mL 一次性注射器刺破卵巢
边缘的卵泡，使卵巢颗粒细胞充分释放；⑤ 处理
完毕后，将含有卵巢颗粒细胞的无血清培养基移
入 EP 管，离心（半径 8 cm，1000 r·min － 1）10 
min；⑥ 弃上清液，加入适量的 PBS 冲散细胞，
1000 r·min － 1 离心 5 min；⑦ 再次弃上清液，加
入一定量的含 10% 胎牛血清 DMEM/F12 培养基，
并吹打均匀；⑧ 调整细胞悬液浓度，以 1×105 个 /
孔接种于 96 孔板，于 37℃、5% CO2 培养基中
培养，3 d 后换一次培养基。观察细胞贴壁情况，
待细胞生长至 75% ～ 80% 时用于后续实验。
2.2　卵巢颗粒细胞鉴定
2.2.1　HE 染色　将颗粒细胞接种于含爬片的 24
孔板，培养基体积为 1 mL/ 孔，细胞数量 1×106

个 / 孔，按照 HE 染色试剂盒说明书进行操作，
具体步骤如下：① 移除旧培养基，PBS 洗涤 3 次，
每次 5 min；② 在 37℃下，用 4% 多聚甲醛先固
定 20 min，然后 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min；③ 
苏木素染色 2 min，自来水冲洗 2 min；④ 盐酸乙
醇分色 2 s，快速取出并用自来水小心冲洗 3 min；
⑤ 醇溶性伊红染色 2 min，自来水冲洗；⑥ 无水
乙醇脱水，并用二甲苯透明化处理。封片后镜下
观察细胞形态并拍照。
2.2.2　免疫细胞化学法　以 1×106 个 / 孔的密度
将颗粒细胞接种于含爬片的 24 孔板中，使用免

granulosa cells by activating FSHR/PI3K/AKT pathway and inhibiting the apoptosis of granulosa cells. 
Key words: ginsenoside Rg1; premature ovarian failure; cell apoptosis; FSHR/PI3K/AKT; ovarian 
granulosa cell
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疫细胞化学法测定 FSHR 表达量。具体操作如下：
① 弃培养基后用 PBS 洗涤 3 次，每次 2 min；② 
先用 4% 多聚甲醛于 37℃下固定 15 min，接着
PBS 洗涤 3 次，每次 3 min；③ 每孔加 0.5 mL5% 
BSA 室温封闭 1 h 后弃掉；④ 每孔加 0.5 mL 
FSHR 一抗（1∶250），4℃过夜，次日 PBS 洗涤
3 次，每次 10 min；⑤ 每孔加 0.5 mL 相对应的羊
抗兔二抗（1∶200），室温条件下，避光孵育 1 h，
PBS 洗涤 3 次，每次 10 min；⑥ 将含 DAPI 的抗
荧光淬灭封片剂滴加于载玻片上，盖上爬片，于
荧光显微镜下观察并拍照。
2.3　CCK8 法
2.3.1　实验分组　不同质量浓度人参皂苷 Rg1

（0 ～ 400 ng·mL － 1）处理颗粒细胞 24 h，用于
研究人参皂苷 Rg1 对颗粒细胞的毒副作用，并根
据结果选择人参皂苷 Rg1 低、中、高浓度。不同
质量浓度顺铂（0 ～ 80 μg·mL － 1）处理颗粒细
胞 12 h，用于建立 POF 模型，并选出最佳造模浓
度。然后，将细胞分为正常组、模型组、人参皂
苷 Rg1 低（顺铂＋低浓度人参皂苷 Rg1）、中（顺
铂＋中浓度人参皂苷 Rg1）、高浓度组（顺铂＋高
浓度人参皂苷 Rg1）和 E2 组（顺铂＋β- 雌二醇），
并分别培养 24、48 h，用于研究人参皂苷 Rg1 对
顺铂作用下颗粒细胞的影响，并根据实验结果选
择最佳人参皂苷 Rg1 的浓度。
2.3.2　细胞活力检测　以 1×105 个 / 孔将颗粒细
胞接种于 96 孔板，每组 5 个复孔，药物处理结
束后，将含 10% CCK8 无血清 DMEM/F12 培养
基加入每个孔中，100 μL/ 孔，并在 37℃下继续
培养 2.5 h，于 450 nm 处检测吸光值。
2.4　Hoechst 33258 染色
　　按“2.3.1”项下方法进行细胞的分组与给药，
用 4% 多聚甲醛固定后加入 Hoechst 33258 染色液
反应 5 min。其他操作同“2.2.2”项下⑤⑥的步骤。
2.5　Western blot
　　使用预冷 PBS 清洗细胞后，用含 1% PMSF
和 1% 磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液裂解细胞，提
取总蛋白。离心后吸取上清液，进行 BCA 蛋白
定量。用 12% SDS-PAGE 分离蛋白，将蛋白转
移到 PVDF 膜（100 V 75 min）。然后，室温下封
闭 1.5 h，再将膜与一抗：FSHR 抗体（1∶1000）、
PI3K 抗体（1∶1000）、Akt 抗体（1∶1000）、p-AKT
抗体（1∶1000）、Bax 抗体（1∶1000）、Bcl-2 抗
体（1∶1000）和β-actin 抗体（1∶5000）在 4℃孵
育过夜。用 PBST 洗涤 3 次，每次 10 min 后，加
入对应的二抗（1∶10 000）室温孵育 1 h。再用
PBST 洗涤 3 次，每次 10 min，用 BCL 发光底物

后使用凝胶成像仪显影，通过 Image J 软件统计
条带灰度值。
2.6　统计学分析
　　采用 SPSS 18.0 软件对数据进行统计学分析，
实验结果以均值 ±标准差表示，组间差异用单
因素方差分析检验，两两比较采用独立样本 t 检
验，以 P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　卵巢颗粒细胞的鉴定
　　HE 染色结果显示，细胞贴壁生长，体积较
大，呈多角梭形，细胞核位于细胞中央，为深蓝
色，呈卵圆形或者不规则形；胞质为淡红色，染
色均匀，边缘清晰（见图 1）。免疫细胞化学法结
果显示，卵巢颗粒细胞的特异性标志物 FSHR 在
胞质中大量表达，呈红色，在核呈深蓝色，结果
表明分离到的细胞是卵巢颗粒细胞（见图 2）。
3.2　人参皂苷 Rg1 对卵巢颗粒细胞增殖的影响
　　 应 用 0、12.5、25、50、100、200、300、400 
ng·mL － 1 的人参皂苷 Rg1 作用于颗粒细胞后，
细 胞 存 活 率 分 别 为 100%、100.94%、100.03%、
101.28%、99.86%、100.02%、100.74%、101.78%，
表明在此质量浓度范围内，人参皂苷 Rg1 并未对颗
粒细胞产生毒性作用（见图 3A）。人参皂苷 Rg1 在
100、200、300 ng·mL－ 1 时，细胞的存活率较为稳
定。所以本实验选取 100、200、300 ng·mL － 1 分
别作为人参皂苷 Rg1 低、中、高浓度进行后续实验。
3.3　顺铂诱导的 POF 模型建立
　　如图 3B 所示，与正常组相比，顺铂作用于颗
粒细胞 12 h 后，细胞的存活率随着顺铂质量浓度
的增加而下降。基于顺铂处理卵巢颗粒细胞的半数
抑制浓度（IC50），选取 40 μg·mL－ 1 顺铂处理细
胞 12 h 作为后续 POF 模型建立的条件。
3.4　人参皂苷 Rg1 对卵巢颗粒细胞的保护作用
　　如图3C 所示，40 μg·mL－1 顺铂处理12 h 后，
再使用低浓度、中浓度和高浓度人参皂苷 Rg1 处
理后，其存活率随着人参皂苷 Rg1 质量浓度的增
加显著提高，且高质量浓度对细胞的保护作用最
为明显。以上结果表明，人参皂苷 Rg1 可保护顺
铂诱导的细胞损伤，在高质量浓度时作用效果最
佳。因此，选取高质量浓度人参皂苷 Rg1 用于完
成后续分子机制的研究。
3.5　人参皂苷 Rg1 对卵巢颗粒细胞凋亡的影响
　　与正常组相比，模型组胞核呈亮蓝色荧光，
并出现固缩与破碎现象；与模型组相比，高质量
浓度人参皂苷 Rg1 组和 E2 组胞核荧光强度降低，
且核固缩与破碎现象显著减少（见图 4）。
3.6　Western blot 检测细胞内相关蛋白的变化
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图 1　卵巢颗粒细胞形态（HE 染色，×200）
Fig 1　Morphological of ovarian granulosa cells（HE staining，×200）

图 3　人参皂苷 Rg1 对颗粒细胞增殖的影响

Fig 3　Effect of ginsenoside Rg1 on granulosa cell proliferation
A. 人参皂苷 Rg1 对颗粒细胞的毒性作用（toxicity of ginsenosid Rg1 to granulosa cells）；B. 顺铂对颗粒细胞的抑制作用（inhibition of cisplatin 
on granulosa cells）；C. 人参皂苷 Rg1 对卵巢颗粒细胞的保护作用（protective effect of ginsenosid Rg1 on ovarian granulosa cells）

注：与顺铂 0 μg·mL － 1 组比较，aP ＜ 0.05；与正常组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the 0 μg·mL － 1  cisplatin group，aP ＜ 0.05；compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared with the model 

group，△ P ＜ 0.05.

图 4　人参皂苷 Rg1 对顺铂损伤的颗粒细胞凋亡的影响（Hoechst 33258 染色，×200）
Fig 4　Effect of ginsenosid Rg1 on the apoptosis of cisplatin-injured granulosa cells（Hoechst 33258 staining，×200）
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. 人参皂苷 Rg1 高浓度组（high concentration ginsenosid Rg1 group）；D. E2 组（E2 group）

图 2　免疫荧光检测卵巢颗粒细胞 FSHR 的表达（免疫荧光染色，×200）
Fig 2　Expression of FSHR in ovarian granulosa cells detected by 
immunofluorescence（immunofluorescence staining，×200）

　　 与 正 常 组 相 比， 模 型 组 中 FSHR、PI3K、
p-AKT/AKT 和 Bcl-2 蛋白表达均显著减少，Bax 蛋
白表达均增加；与模型组相比，人参皂苷 Rg1 高
浓 度 组 和 E2 组 中 FSHR、PI3K、p-AKT/AKT 和
Bcl-2 蛋白表达水平均表达增加，Bax 的表达减少
（见图 5 及图 6）；与人参皂苷 Rg1 高浓度组和 E2
组相比，人参皂苷 Rg1 高浓度＋抑制剂组和 E2 ＋

抑制剂组中 Bcl-2 蛋白表达均明显减少（见图 7）。
4　讨论
　　POF 是一种由遗传和免疫等原因引起的发生
于 40 岁以下女性的内分泌紊乱性疾病 [9]，伴有多
组织、器官功能障碍，如心血管、骨骼系统相关
疾病的发生，甚至促使患者提前衰老，影响其寿
命 [10-11]。临床上激素替代疗法虽能明显改善患者

的症状与体征，但也增加了子宫内膜癌、乳腺癌
和静脉栓塞性疾病等发生的风险 [12]。近年来，研
究发现，人参皂苷 Rg1 可显著提高卵巢组织的抗
衰老能力和 POF 小鼠的生育能力 [13-14]。课题组前
期研究也发现，通过激活 PI3K/AKT 通路与抑制
颗粒细胞凋亡可改善 POF，保护卵巢功能 [8，15]。
因此，本研究从体外提取原代卵巢颗粒细胞，探
讨人参皂苷 Rg1 是否通过调控 FSHR/PI3K/AKT 途
径发挥抗 POF 作用。
　　顺铂是临床一线常用化疗药物，其对肿瘤细
胞具有明确的杀伤作用，但其对正常组织细胞
的结构和功能也有损伤，研究表明，顺铂可导
致 POF [16]。另外，在顺铂诱导的 POF 大鼠模型
中，血清 FSH 显著升高，且其卵巢组织衰退性改
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变与化疗药应用于人体导致的 POF 病变过程很相
似 [17]。因此，本实验利用顺铂诱导卵巢颗粒细胞
损伤来建立 POF 模型。
　　FSH 是哺乳动物生殖与发育的重要激素，可促
进卵泡的发育、卵母细胞的成熟和性类固醇激素的
合成 [18]。POF 患者检查结果主要显示为血清 FSH
值增高和卵泡发育不成熟，其原因可能是卵巢组
织上 FSH 受体（FSHR）的功能减弱或受损，导致
对 FSH 刺激不敏感，从而抑制卵泡的发育 [19]。本
研究结果显示，人参皂苷 Rg1 可显著增强细胞中
FSHR 表达，即人参皂苷 Rg1 可通过上调 FSHR 的
表达，促进对卵巢颗粒细胞的增殖生长。

　　FSH 与靶细胞表面 FSHR 结合后，可激活
PI3K/AKT 信号通路 [20]，促进生殖系统的发育与成
熟。在 D- 半乳糖诱导的 POF 模型中，姜黄素可通
过激活 PI3K/AKT 信号通路，有效抑制颗粒细胞
凋亡和卵巢损伤 [21]。在环磷酰胺和白消安诱导的
小鼠 POF 模型中，胚胎干细胞来源细胞外小囊泡
可以通过激活 PI3K/AKT 通路，明显提高血清性
激素水平，增加卵泡数量和减少凋亡细胞数量 [22]。
Wang 等 [23] 研究表明，针刺百会、关元和太冲等
可通过上调 PI3K/AKT 通路关键蛋白的表达，抑
制颗粒细胞凋亡和改善卵泡的发育，从而减轻环
磷酰胺诱导的 POF。本研究结果显示，人参皂苷
Rg1 可明显提高 PI3K 和 p-AKT 的蛋白表达，提示
人参皂苷 Rg1 可通过上调 FSHR 蛋白的表达，激
活下游 PI3K/AKT 途径中关键蛋白的表达。
　　PI3K/AKT 通路不但是影响 POF 的重要途
径，还是影响细胞凋亡的重要途径。在卵巢颗粒
细胞凋亡过程中，Bcl-2 和 Bax 两种调控因子通过
形成同 / 异源二聚体的形式发挥重要作用。Bcl-2
和 Bax 两者互为拮抗作用，当 Bax 蛋白水平表达
上调时，Bax 可与 Bax 结合形成同源二聚体，促
进颗粒细胞的凋亡。反之当 Bcl-2 水平上调时，
Bcl-2 可与 Bax 形成异源二聚体，抑制颗粒细胞
凋亡 [24-25]。本研究结果显示，人参皂苷 Rg1 可显
著增强 Bcl-2 蛋白表达并降低 Bax 表达，而加入

图 5　人参皂苷 Rg1 对顺铂损伤的颗粒细胞中 Bax 和 Bcl-2 表达的影响

Fig 5　Effect of ginsenosid Rg1 on Bax and Bcl-2 expression in cisplatin-injured granulosa cells
注：与正常组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared with the model group，△ P ＜ 0.05.

图 6　人参皂苷 Rg1 对顺铂损伤的颗粒细胞内 FSHR/PI3K/AKT 信号通路关键蛋白表达的影响

Fig 6　Effect of ginsenosid Rg1 on the expression of key proteins in FSHR/PI3K/AKT signaling pathway in cisplatin-injured granulosa cells
注：与正常组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared with the model group，△ P ＜ 0.05.

图 7　PI3K 抑制剂对顺铂损伤的颗粒细胞 Bcl-2 蛋白表达的影响

Fig 7　Effect of PI3K inhibitor on the expression of Bcl-2 protein in 
cisplatin-injur granulosa cells

注：与不加抑制剂组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the without inhibitor group，*P ＜ 0.05.
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PI3K 抑制剂后，Bcl-2 蛋白表达显著降低，即人
参皂苷 Rg1 可通过激活 FSHR/PI3K/AKT 途径，抑
制颗粒细胞凋亡，保护卵巢的功能。
　　综上所述，人参皂苷 Rg1可能通过激活 FSHR/ 
PI3K/AKT 信号通路，抑制顺铂损伤的颗粒细胞凋
亡，从而保护卵巢颗粒细胞免受损伤。该实验结
果或为深入了解中药人参的药理作用机制和 Rg1

的进一步研究提供参考。
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毛白杨雌、雄花蕾总黄酮含量及抗氧化活性的比较

李卓俊，吴翠，徐博，宋平平，刘震营，巢志茂*（中国中医科学院中药研究所，北京　100700）

摘要：目的　比较毛白杨雌、雄花蕾总黄酮含量及体外抗氧化活性。方法　采集毛白杨雌株和雄

株的花蕾作为样品。以儿茶素为对照，采用亚硝酸钠 - 硝酸铝显色法测定总黄酮含量。以 Trolox
为阳性对照，采用 DPPH 和 ABTS 自由基清除法测定体外抗氧化活性。采用 t 检验对雌雄花蕾

之间的差异进行比较。结果　收集毛白杨雌株和雄株的花蕾各 11 株。雌、雄花蕾组总黄酮平

均含量分别为 25.60 mg·g－ 1 和 30.39 mg·g－ 1，DPPH 法的雌、雄花蕾组的平均 TEAC 值分别

为 19.99 mmol·L－ 1 和 23.91 mmol·L－ 1，ABTS 法的雌、雄花蕾组的平均 TEAC 值分别为 19.97 
mmol·L－ 1 和 23.44 mmol·L－ 1，差异均具有统计学意义（P ＜ 0.05）。结论　毛白杨雄花蕾的总

黄酮含量显著高于雌花蕾，雌、雄花蕾均具有良好的抗氧化活性，且以雄花蕾的活性显著。

关键词：毛白杨；雌雄异株植物；总黄酮；含量测定；抗氧化

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-01034-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.012

Total flavonoid content and antioxidant activity of female and male flower 
buds of Populus tomentosa

LI Zhuo-jun, WU Cui, XU Bo, SONG Ping-ping, LIU Zhen-ying, CHAO Zhi-mao* (Institute of 
Chinese Materia Medica, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing  100700)

Abstract: Objective  To compare the total flavonoid content and in vitro antioxidant activity between 
female and male flower buds of Populus tomentosa Carrière. Methods  The flower buds of female and 
male Populus tomentosa were collected as samples. Catechin was used as the control, and the content 
of total flavonoid was determined by the aluminum nitrate colorimetric method. Trolox was used as 
the positive control, and DPPH and ABTS free radical scavenging methods were used to evaluate the 
antioxidant activities in vitro. The content and antioxidant activities were compared between the female 
and male flower buds by Student’s t test. Results  Eleven female flower buds and eleven male flower buds 
of Populus tomentosa were collected. The average content of total flavonoid in the female and male groups 
was 25.60 mg·g－ 1 and 30.39 mg·g－ 1, respectively. The average TEAC values of the DPPH method 
in the female and male groups were 19.99 mmol·L－ 1 and 23.91 mmol·L－ 1. The average TEAC 
values of ABTS method in the female and male groups were 19.97 mmol·L－ 1 and 23.44 mmol·L－ 1, 
respectively. The difference were significant (P ＜ 0.05). Conclusion  The content of total flavonoid in 
male were buds of Populus tomentosa is higher than that in female flower buds. Both have antioxidant 
activity, and the activity of the male flower buds is more obvious than that of the female flower buds. 
Key words: Populus tomentosa; dioecious plant; total flavonoid; content determination; antioxidation
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　　毛白杨（Populus tomentosa Carrière）为杨柳科
杨属落叶大乔木，在华北地区有大量的种植，属
于常见的造林绿化树种，其叶、树皮和雄花序均
可作为中药使用。1977 年版《中国药典》中记载

毛白杨干燥雄花序是中药杨树花的植物来源，具
有化湿止痢的功效，用于治疗细菌性痢疾和急性
肠炎 [1]。在《中药大辞典》中记载，毛白杨树皮具
有清热利湿的功效，主要用于治疗赤白痢疾、日
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久不止、淋浊白带、急性肝炎、支气管炎、肺
炎、蛔虫、习惯性便秘等 [2]。临床上使用毛白杨
花、叶和树皮用于治疗急性菌痢、骨肉瘤、外伤
感染 [3-4]。杨树花目前还用作兽药，用于治疗牛羊
猪等的痢疾、腹泻等疾病，并在山东等地有食用
的历史 [5-7]。毛白杨的化学成分主要有黄酮类、甾
醇类、有机酸类、酚及其苷类 [8-10]，具有抗炎镇痛、
抗腹泻、抑菌、抗氧化等药理活性 [11-13]。
　　雌雄异株植物是指在具有单性花的种子植物
中，雌花和雄花长在不同的植株中 [14]。对于雌雄
异株植物性别之间存在的理化性质和药效活性的
差异的研究，早期仅见极少的报道 [15]。有研究通
过高效液相色谱指纹图谱方法结合多元统计分析
方法对毛白杨的树皮进行雌雄的比较发现，雌株
中 micranthoside 的含量高于雄株，而 siebolside B、
樱花苷、异樱花苷、isograndidentatin A 的含量低
于雄株 [16]。有研究通过顶空进样固相微萃取气质
联用法对毛白杨花蕾的挥发性成分进行比较发现，
雌株中 2- 环己烯 -1- 酮、苯甲酸苄酯和苯甲酸甲
酯的含量高于雄株，而苯甲酸乙酯的含量低于雄
株 [17]。通过磁共振技术结合多元统计分析对毛白
杨雌雄花蕾进行化学成分研究发现，雌雄花蕾间
主要差异成分有胡萝卜苷、β- 谷甾醇、熊果酸和
白桦脂酮酸，均为雄株中的含量高于雌株 [18]。尽
管存在一些成分含量高低不等的现象，但对于雌
雄异株植物毛白杨的花蕾尚未见总黄酮含量及抗
氧化活性差异的研究报道。
　　本文收集了成年毛白杨雌株和雄株的花蕾，
通过亚硝酸钠 - 硝酸铝显色法测定了总黄酮的含
量，通过 DPPH 和 ABTS 自由基清除法评价了体
外抗氧化活性，并进行了雌雄组之间的比较，为
毛白杨的开发利用了提供科学依据。
1　材料

1.1　试药

　　于 2020 年 2 月 23 日至 28 日在北京市东城
区东直门北大街、通教寺、民安小区、安定门
东大街、青龙胡同和朝阳区黄金苑等地点（东
经 116°22'53'' ～ 116°26'57''， 北 纬 39°52'36'' ～ 

39°57'17''）采集了成年毛白杨的花蕾，阴干。性
别是通过该植株之后形成的花序和果实确认。
雌株花蕾标记为 F1 ～ F11，雄株花蕾标记为
M1 ～ M11。经中国中医科学院中药研究所巢志
茂研究员鉴定为杨柳科植物毛白杨的干燥花蕾，
样品贮藏于中国中医科学院中药研究所。
　　亚硝酸钠、氢氧化钠（分析纯，北京化工

厂），硝酸铝 [ 分析纯，福晨（天津）化学试剂有
限公司 ]，儿茶素对照品（批号：154-23-4，纯
度：98%，成都埃法生物科技有限公司），6- 羟
基 -2，5，7，8- 四甲基色烷 -2- 羧酸 [Trolox，货
号：238813，Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公司，
纯度≥ 97%]，2，2- 联苯基 -1- 苦基肼基（DPPH，
批号：D1915107，上海阿拉丁生化科技股份有限
公司，纯度≥ 97%），2，2'- 联氮双（3- 乙基苯并
噻唑啉 -6- 磺酸）二铵盐 [ABTS，货号：A1888，
纯度≥ 98%，Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公
司 ]；无水乙醇（分析纯，天津市鼎盛鑫化工有限
公司），甲醇（分析纯，天津市富宇精细化工有限
公司），纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司）。
1.2　仪器

　　TU-1810 紫外可见分光光度计（北京普析通用仪
器有限责任公司）；Ohaus CP224C 型电子天平 [ 精度：
0.1 mg，奥豪斯（上海）仪器有限公司 ]；ME155DU
型电子天平 [ 精度：0.01 mg，梅特勒 - 托利多仪器
（上海）有限公司 ]；DFT-50A 型手提式高速粉碎机
（温岭市林大机械有限公司）；DFD-700 型双列四孔
电热恒温水浴锅（天津泰斯特仪器有限公司）。
2　方法

2.1　溶液的制备

2.1.1　供试品溶液的制备　将样品粉碎，过 40
目筛。精密称取 2.0 g 粉末，置于 50 mL 具塞锥
形瓶中，精密加入70% 甲醇25 mL，称定质量后，
水浴锅上加热回流 30 min，放置室温后，再次称
定质量，用 70% 甲醇补足减失的质量，摇匀，过
滤，取续滤液即得。
2.1.2　显色溶液的制备　精密称取亚硝酸钠 5.0 
g，加水溶解并定容至 100 mL 量瓶中，摇匀即
得 5%NaNO2 溶液。精密称取硝酸铝 10.0 g，加
水溶解并定容至 100 mL 量瓶中，摇匀即得 10% 
Al（NO3）3 溶液。精密称取氢氧化钠 4.0 g，加
水溶解并定容至 100 mL 量瓶中，摇匀即得 1 
mol·L － 1 NaOH 溶液。精密称取 DPPH 7.00 mg，
加甲醇溶解并定容至 100 mL 棕色量瓶中，摇
匀即得 0.07 mg·mL － 1 DPPH 溶液。精密称取
ABTS 0.10 g，加水溶解并定容至 25 mL 棕色量瓶
中，摇匀即得 7 mmol·L － 1 ABTS 溶液。精密称
取过硫酸钾 0.19 g，加水溶解并定容至 5 mL 棕色
量瓶中，摇匀即得 140 mmol·L － 1 K2S2O8 溶液。
2.2　总黄酮的含量测定

　　参考相关文献 [19-20] 并对测定方法进行优化。
2.2.1　标准曲线的制备　精密称取儿茶素 10.80 
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mg，加水溶解并定容至 100 mL 量瓶中，摇匀，
即得 0.11 mg·mL－ 1 儿茶素对照品溶液。精密吸
取 0.11 mg·mL－ 1 儿茶素对照品溶液 1.4、1.6、
2.0、3.0、4.0、5.0 mL，置于 25 mL 量瓶中，加
入 6 mL 水，摇匀，加入 5%NaNO2 1 mL，摇匀，
静置 6 min，加入 10%Al（NO3）3 1 mL，摇匀，
静置 6 min，加入 1 mol·L－ 1 NaOH 溶液 10 mL，
加水至刻度线，摇匀，放置 10 min 后测定，以
70% 甲醇为空白，在 510 nm 的波长处测定吸光
度，以儿茶素对照品溶液质量浓度（mg·mL－ 1）
为横坐标，以吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。
2.2.2　供试品溶液的测定　精密吸取毛白杨雌、
雄花蕾的供试品溶液 20 μL，按“2.2.1”项下方法
测定吸光度。根据标准曲线计算毛白杨雌、雄花
蕾中总黄酮的含量。
2.3　DPPH 自由基清除能力测定

　　参考相关文献 [21-22] 并对测定方法进行优化。
2.3.1　标准曲线的制备　精密称取 Trolox 对照品
10.14 mg，加甲醇溶解并定容至 50 mL 棕色量瓶
中，摇匀，即得 0.20 mg·mL－ 1 Trolox 对照品溶
液。精密吸取 Trolox 对照品溶液 20、40、60、80、
100、120 μL，置于 5 mL 棕色量瓶中，加入 0.07 
mg·mL－ 1 DPPH 溶液 2 mL，摇匀，加甲醇至刻
度线，摇匀，避光静置 30 min，在 517 nm 波长下
测定吸光度为 A0，计算 DPPH 自由基清除率，以
Trolox 对照品溶液的浓度（μmol·L－ 1）为横坐标，
清除率为纵坐标，绘制标准曲线。
　　DPPH 清除率（%）＝ [1 －（A1 － A0）/A2]× 

100%
　　式中：A1 为 70% 甲醇空白组的吸光度；A2

为 DPPH 溶液对照组的吸光度。
2.3.2　供试品溶液的测定　将“2.1.1”项下供试品
溶液稀释 10 倍，精密吸取 20 μL，按“2.3.1”项下
方法测定吸光度 A0，平行测定 3 次，取平均值，计
算 DPPH 自由基清除率。根据标准曲线结合稀释程
度计算 TEAC 值。TEAC 值是指在对 DPPH 自由基
相同的清除率情况下，样品所对应的 Trolox 浓度。
2.4　ABTS 自由基清除能力测定

　　参考相关文献 [23-24] 并对测定方法进行优化。
精密吸取 140 mmol·L－ 1 K2S2O8 溶液 176 μL 置
于具塞锥形瓶中，加入 7 mmol·L－ 1 ABTS 溶液
10 mL，摇匀，室温且黑暗条件下反应 16 h，即
得 ABTS 储备液。使用前量取一定量的 ABTS 储
备液，加无水乙醇稀释，在 734 nm 波长下测定
吸光度，直至稀释后的吸光度为（0.70±0.02），

即得 ABTS 工作液。
2.4.1　标准曲线的制备　分别精密称取 Trolox 对
照 品 0.24、1.02、1.50、2.14、2.60、3.16 mg 置 于
5 mL 棕色量瓶中，加无水乙醇溶解并定容，摇匀，
即得 0.048、0.204、0.300、0.428、0.520、0.632 
mg·mL－ 1 Trolox 对照品溶液。精密吸取各质量浓
度的 Trolox 对照品溶液 20 μL，置于 5 mL 棕色量
瓶中，加入 ABTS 工作液 3 mL，摇匀，避光反应
4 min，在 734 nm 的波长下测定吸光度为 Aa，计算
ABTS 自由基清除率，以 Trolox 对照品溶液的浓度
（mmol·L－ 1）为横坐标，清除率为纵坐标，绘制
标准曲线。
　　ABTS 清除率（%）＝ [1 －（Ab － Aa）/Ac]× 

100%
　　式中：Ab 为 70% 甲醇空白组的吸光度；Ac

为 ABTS 工作液对照组的吸光度。
2.4.2　供试品溶液的测定　将“2.1.1”项下供试
品溶液稀释 10 倍，精密吸取 20 μL，按“2.4.1”
项下方法测定吸光度 Aa，平行测定 3 次，取平
均值，计算 ABTS 自由基清除率。根据标准曲线
结合稀释程度计算 TEAC 值。TEAC 值是指在对
ABTS 自由基相同的清除率情况下，样品所对应
的 Trolox 浓度。
3　结果

3.1　总黄酮含量测定结果

　　按“2.2.1”项下方法绘制标准曲线，得到线
性回归方程为 Y ＝ 31.50X － 0.01（r2 ＝ 0.9995），
线 性 范 围 为 0.0069 ～ 0.0259 mg·mL－ 1。 按
“2.2.2”项下方法对 22 个毛白杨花蕾样品进行总
黄酮含量的测定，结果见表 1。

表 1　毛白杨花蕾的总黄酮含量的测定结果 (n ＝ 3) 
Tab 1　Total flavonoid content of flower buds of Populus tomentosa 

(n ＝ 3)

编号
总黄酮质量分数 /
（mg·g － 1）

编号
总黄酮质量分数 /
（mg·g － 1）

F1 25.95±0.00 M1 31.99±0.00
F2 25.70±0.00 M2 30.81±0.00
F3 26.07±0.00 M3 29.82±0.00
F4 25.24±0.01 M4 32.55±0.01
F5 24.17±0.00 M5 30.86±0.01
F6 25.06±0.00 M6 36.25±0.00
F7 24.30±0.01 M7 31.69±0.00
F8 27.56±0.01 M8 25.54±0.01
F9 25.75±0.01 M9 26.60±0.01
F10 25.75±0.01 M10 30.10±0.00
F11 26.00±0.00 M11 28.08±0.01
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3.2　DPPH 自由基清除法

　　按“2.3.1”项下方法绘制标准曲线，得到线
性 回 归 方 程 为 Y ＝ 1.187×104X ＋ 2.53（r2 ＝

0.9990），线性范围为 0.0081 ～ 0.0049 mg·mL－ 1。
按“2.3.2”项下方法对 22 个毛白杨花蕾样品的
DPPH 自由基清除能力进行测定，其 TEAC 值结
果见表 2。
3.3　ABTS 自由基清除法

　　按“2.4.1”项下方法绘制标准曲线，得到线性
回归方程为 Y ＝ 105.25X ＋ 1.22（r2 ＝ 0.9998），
线性范围为 0.0480～ 0.6320 mg·mL－ 1。按“2.4.2”
项下方法对 22 个毛白杨花蕾样品的 ABTS 自由基
清除能力进行测定，TEAC 值结果见表 2。

表 2　毛白杨花蕾的体外抗氧化活性 (n ＝ 3) 
Tab 2　In vitro antioxidant activity of flower buds of Populus 

tomentosa (n ＝ 3)

编号
DPPH 法（TEAC 值）/

（mmol·L － 1）

ABTS 法（TEAC 值）/
（mmol·L － 1）

F1 15.62±1.65 19.35±0.23

F2 16.20±1.04 19.51±0.26

F3 16.35±1.17 19.08±0.41

F4 19.90±1.74 20.24±0.38

F5 15.62±0.58 20.21±0.44

F6 21.91±1.04 20.37±0.48

F7 21.25±1.20 19.92±0.47

F8 24.22±1.43 21.61±0.38

F9 22.76±0.87 19.11±0.23

F10 23.14±0.94 20.35±0.36

F11 22.91±1.54 19.86±0.44

M1 28.81±1.41 26.34±0.33

M2 20.33±1.43 24.01±0.18

M3 20.13±1.81 23.75±0.09

M4 21.94±1.51 22.91±0.32

M5 22.49±1.20 23.90±0.21

M6 29.03±0.61 25.59±0.28

M7 25.60±0.89 24.24±0.29

M8 24.74±0.99 20.90±0.38

M9 21.35±0.83 21.52±0.38

M10 24.42±1.12 22.09±0.43

M11 24.19±1.03 22.56±0.41

3.4　总黄酮含量的统计学分析

　　运用 IBM SPSS Statistics 25 对毛白杨花蕾的
总黄酮含量进行统计学分析，结果呈明显的正态
分布（P ＞ 0.05）；对其进行独立样本 t 检验，结
果显示雌雄花蕾之间的总黄酮含量差异具有统计
学意义（P ＜ 0.05）。其中雌花蕾的总黄酮含量为
24.30 ～ 27.56 mg·g－ 1，雄花蕾的总黄酮含量为

25.54 ～ 32.55 mg·g－ 1。雌雄花蕾之间的结果比
较显示，雄花蕾中的总黄酮含量高于雌花蕾，说
明毛白杨的总黄酮含量与性别有关。
3.5　体外抗氧化活性的统计学分析

　　运用 IBM SPSS Statistics 25 分别对毛白杨雌
雄花蕾的 TEAC 值（DPPH 法和 ABTS 法）进行统
计学分析，结果认为均呈明显的正态分布（P ＞

0.05）； 对 DPPH 法 和 ABTS 法 各 自 的 TEAC 值
分别进行独立样本 t 检验，结果显示这两种方法
的 TEAC 值在雌雄花蕾之间差异均具有统计学意
义（P ＜ 0.05）。其中 DPPH 法毛白杨雌、雄花蕾
的 TEAC 值 分 别 为 15.62 ～ 24.22 mmol·L－ 1 和
20.13 ～ 29.03 mmol·L－ 1；ABTS 法毛白杨雌、雄
花蕾的 TEAC 值分别为 19.08 ～ 21.61 mmol·L－ 1

和 20.90 ～ 26.34 mmol·L－ 1。雌雄差异之间的
结果比较显示，雄花蕾的 TEAC 值（DPPH 法
和 ABTS 法）均大于雌花蕾。TEAC 值越大，对
DPPH 和 ABTS 自由基的清除能力越强，抗氧化能
力越强，即雄花蕾的抗氧化活性高于雌花蕾。
3.6　毛白杨花蕾总黄酮含量与其抗氧化活性的相

关性分析

　　运用 IBM SPSS Statistics 25 软件，将 22 个
毛白杨花蕾的总黄酮含量与其对应的 DPPH 法和
ABTS 法所测定的 TEAC 值分别进行相关性分析，
结果见表 3。两种活性方法测定的 TEAC 值均与
总黄酮含量成正相关，说明毛白杨花蕾的抗氧化
活性与其总黄酮含量成正相关。

表 3　毛白杨花蕾总黄酮含量与其抗氧化活性的相关性 
Tab 3　Correlation between total flavonoid content and antioxidant 

activity of flower buds of Populus tomentosa

项目 总黄酮含量
DPPH 法

（TEAC 值）

ABTS 法

（TEAC 值）

总黄酮含量 1

DPPH 法（TEAC 值） 0.605** 1

ABTS 法（TEAC 值） 0.896** 0.665** 1

注（Note）：**P ＜ 0.01，相关性显著（**P ＜ 0.01，significant 
correlation）。

4　讨论

　　本研究通过亚硝酸钠 - 硝酸铝显色法测定了
毛白杨雌雄花蕾的总黄酮含量，结果显示雌花蕾
的总黄酮平均含量为 25.60 mg·g－ 1，雄花蕾的
为 30.39 mg·g－ 1，两者差异有统计学意义，雄
花蕾的黄酮含量高于雌花蕾。黄酮类成分多具有
抗氧化、抗菌、抗炎等活性 [25]，这可能是选择
雄花序入药的理由之一。此外，通过 DPPH 和
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ABTS 自由基清除法评价和比较毛白杨雌雄花蕾
的体外抗氧化活性，认为雌雄花蕾均具有一定的
抗氧化活性，雌花蕾的平均 TEAC 值（DPPH 法
和 ABTS 法） 分 别 为 19.99 mmol·L－ 1 和 19.97 
mmol·L－ 1，雄花蕾的平均 TEAC 值（DPPH 法
和 ABTS 法） 分 别 为 23.91 mmol·L－ 1 和 23.44 
mmol·L－ 1，雌雄花蕾的比较差异均具有统计学
意义，雄花蕾两种方法的 TEAC 值均高于雌花
蕾，表明雄花蕾的抗氧化活性高于雌花蕾。两种
方法测得的毛白杨花蕾的体外抗氧化活性均与其
总黄酮含量成正相关，表明黄酮类成分可能是杨
树花的重要有效成分。
　　与毛白杨一样来源于雌雄异株植物的中药还有
杜仲、天花粉、桑叶等，毛白杨的花蕾入药是有明
确的性别限制，但是，其他品种在实际的中医临床
应用中并未进行性别的区别和限制。毛白杨花蕾的
抗氧化活性与雌雄有关，其他品种的中药是否也存
在性别间活性大小的差异，临床上是否需要进行性
别的区分，本研究的结果给出了一个新的启发。雌
雄异株植物在外观性状上是存在一定差异的，开展
化学成分含量、药效活性以及临床效果的差异的研
究，不仅将揭示雌雄异株植物的性别本质，还将有
可能在提高中医药的临床疗效提供新的思考角度。
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基于网络药理学的山豆根保肝作用药效物质筛选及 
实验验证

秦妍1，包永睿1，2，王帅1，2，李天娇1，2，张秀君3，孟宪生1，2*（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. 丹东药业集团有
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摘要：目的　采用网络药理学方法探讨山豆根治疗肝病的药效物质，并进行初步验证。方
法　检索中药系统药理学数据库以及 TCMSP 分析平台，筛选山豆根中的化学成分。通过

GeneCards、OMIM、PharmGkb 以及 DrugBank 数据库获取肝病相关疾病靶点，运用 Cytoscape 
3.8.2 软件进行网络构建；并基于微流控芯片及酶联免疫吸附法对预测的药效成分展开验证。结
果　山豆根与肝病的靶点取交集后共获得 170 个共同靶点，其中槲皮素富集的靶点最多。验证

结果显示，槲皮素、山柰酚、异鼠李素对 L-02 肝损伤模型、HSC-T6、HepG-2 细胞的侵袭作用

明显，可使 TNF-α 和 IL-6 分泌显著降低（P ＜ 0.05）。结论　基于网络药理学方法实现山豆根

药效物质的筛选及预测，为山豆根治疗肝病的科学解释提供实验数据。

关键词：山豆根；信号通路；网络药理学；保肝；酶联免疫吸附法
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Screening and validation of hepatoprotective substances of Sophorae 
Tonkinensis Radix et Rhizoma based on network pharmacology

QIN Yan1, BAO Yong-rui1, 2, WANG Shuai1, 2, LI Tian-jiao1, 2, ZHANG Xiu-jun3, MENG Xian-
sheng1, 2* (1. College of Traditional Chinese Medicine, Liaoning University of Traditional Chinese 
Medicine, Dalian  Liaoning  116600; 2. Liaoning Innovation Technology Center for Multidimensional 
Analysis of Traditional Chinese Medicine, Liaoning Research Engineering Laboratory of Modern 
Traditional Chinese Medicine, Dalian  Liaoning  116600; 3. Dandong Pharmaceutical Group Co., 
Ltd, Dandong  Liaoning  118303)

Abstract: Objective  To determine the pharmacodynamic substances of Sophorae Tonkinensis 
Radix et Rhizoma for liver diseases based on network pharmacology, and to verify by experiments 
preliminarily. Methods  The pharmacological database of traditional Chinese medicine system and 
TCMSP platform were retrieved to screen the chemical components in Sophorae Tonkinensis Radix 
et Rhizoma. The targets of liver diseases were obtained through GeneCards, OMIM, PharmGkb and 
DrugBank databases, and the network was constructed by Cytoscape 3.8.2 software. The predicted 
pharmacodynamic components were verified by microfluidic chip and enzyme linked immunosorbent 
assay. Results  Totally 170 common targets were obtained after the intersection of Sophorae 
Tonkinensis Radix et Rhizoma and liver disease, of which quercetin enriched the most targets. 
Quercetin, kaempferol and isorhamnetin had obvious invasion on L-02 liver injury model, HSC-T6 
and HepG-2 cells. TNF-α and IL-6 secretion were decreased significantly (P ＜ 0.05). Conclusion  
Based on the network pharmacology, pharmacodynamic substances of Sophorae Tonkinensis Radix 
et Rhizoma are screened and predicted to provide experimental data for the scientific interpretation of 
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　　肝病一直以来都是全球面临的公共问题和社
会问题，包括脂肪性肝病、药物性肝病、自身免
疫性肝病、病毒性肝炎、肝硬化、肝癌等 [1]。目
前，世界卫生组织统计数据表明 [2]，全球约有 2.4
亿慢性乙肝病毒携带者和 1.5 亿慢性丙肝病毒感
染者。其中，慢性乙型肝炎患者中有 10% ～ 20%
进展为肝硬化；2020 年，全球肝癌发病人数高达
90.5677 万人，因肝癌死亡人数为 83.0180 万人。
肝病发病原因众多，氧化应激毒性、胆汁酸异常
代谢、噬肝性病毒、miRNA 调控可能是造成肝脏
疾病主要危险因素 [3]。除此之外，酒精、肥胖、
遗传因素、饮食状况等也与肝病的发生发展有关。
目前，临床上治疗肝病的抗病毒药物层出不穷，
其机制主要为抑制病毒的复制。但对于肝硬化、
原发性肝癌患者，更多的治疗手段也难以控制疾
病的进程，因此迫切需要寻找毒副作用低、安全
有效的治疗药物。
　　山豆根为豆科植物越南槐 Sophora tonkinensis 
Gagnep. 的干燥根和根茎，始载于《开宝本草》，
《植物名实图考》中记载，山豆根解毒功热甚效，
与临床消热解毒的效用一致 [4]。山豆根具有多种
不同生物活性成分，包括生物碱类、黄酮类、多
糖类、酶、核苷酸和微生物等。山豆根具有广泛
的药理作用，如抗肿瘤、保肝、抗病毒、抗氧化、
免疫调节、抗炎、改善心血管系统等 [5-9]。体内外
试验研究表明，山豆根及其主要活性成分在治疗
肝癌、抑制新生血管生成、保护肝损伤方面发挥
着重要作用。本实验采用微流控芯片技术始终保
持给药持续性，更加接近人体真实环境。静态培
养易出现药物蓄积等情况，而微流控芯片采用低
剪切力灌注不会因药物蓄积而影响药物释放，因
而也避免了因侵袭作用结果不准确的问题。酶联
免疫吸附法将抗原抗体亲和反应的高度特异性与
酶催化反应的放大作用相结合，在本实验中通过
颜色反应来进行定量分析，操作简单方便、灵敏
度高、检测结果相对可靠。
　　本实验室前期研究发现，从山豆根中提取的
山豆根生物碱能不同程度地减少肝组织中 VEGF、
PI3K mRNA 的表达，增加 PTEN mRNA 的表达，
其作用机制与环磷酰胺相似 [10]。然而由于山豆根

活性成分的多样和结构复杂，难以获得山豆根保
肝作用的药效物质基础。因此本研究首先通过中
药网络药理学，预测山豆根抗肝炎、肝硬化、肝
癌的潜在药效物质。进一步采用微流控芯片技术
进行验证，以期为山豆根保肝作用的相关靶点及
机制阐述提供理论依据。
1　材料

1.1　试药

　　槲皮素（批号：100081-201509，中国食品药
品检定研究院）；山柰酚（批号：JOT-10193）、异
鼠李素（批号：JOT-10450）（成都普菲德生物技术
有限公司）；脂多糖（批号：HY-D1056，Sigma
公司）。0.1% 结晶紫染色液（北京索莱宝科技有
限公司）；冰醋酸（批号：20181123，分析纯，天
津科密欧有限公司）；Corning Matrigel 基质胶（批
号：6235004，美国 Gibco 有限公司）；胎牛血清
（批号：S0901A，美仑生物技术有限公司）；肿
瘤坏死因子（TNF-α）酶联免疫吸附测定 ELISA
试剂盒（批号：KE00068，Proteintech 公司）；白
介素 -6（IL-6）酶联免疫吸附测定 ELISA 试剂盒
（批号：E-EL-R0015c，武汉伊莱瑞特生物科技有
限公司）。
1.2　细胞株

　　人正常肝细胞（L-02）、小鼠肝星形细胞
（HSC-T6）、人肝癌细胞（HepG-2）[ 赛百慷（上
海）生物技术股份有限公司 ]。
1.3　仪器

　　SUNRISE 酶 标 仪（瑞 士 TECAN 公 司）；
NIKON ECLIPSE TI 荧光倒置显微镜（日本 Nikon
公司）；JKG-2A 型光刻机（上海学泽光学机械
有限公司）；HPDC32G2 型等离子清洗机（美国
Harrick Plasma 公司）；KW-4A 型匀胶机（昆山
力电精密机械有限公司）；LSP04-1A 精密注射泵
（保定兰格公司）。
2　方法

2.1　药理学研究

2.1.1　山豆根有效化学成分与靶点的收集　在
TCMSP（http：//tcmspw.com/tcmsp.php）数据库
中检索山豆根的有效化学成分及成分对应的靶
点，筛选条件为口服利用度（oral bioavailabil-

mountain bean root in the treatment of liver disease. 
Key words: Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma; signal path; network pharmacology; liver 
protection; enzyme linked immunosorbent assay
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ity，OB）≥ 30%，药物相似性（drug likeness，
DL）≥ 0.18，根据筛选所得的山豆根活性成分
获取所对应的靶标，利用 UniProt（https：//www.
uniprot.org）数据库，限定物种为“Homo sapi-
ens”，收集山豆根活性成分对应靶点的基因名。
2.1.2　疾病靶点的收集　利用 GeneCards（https：//
www.genecards.org）数据库（相关性评分≥ 1.0）、
DrugBank（https：//www.drugbank.com） 数 据 库、
TTD（http：//db.idrblab.net/ttd） 数 据 库、OMIM
（https：//omim.org） 数 据 库、PharmGkb（https：//
www.pharmgkb.org）数据库，以“cirrhosis”“chronic 
hepatitis” “liver cancer”作为检索词分别检索。合并
去除重复基因后，收集相关的靶点。
2.1.3　山豆根“化学成分 - 靶点”网络的构建　将
山豆根化学成分与靶点信息导入 Cytoscape 3.8.2
软件中，利用 R 语言获取山豆根和肝病的共同靶
点，同时构建“山豆根 - 成分 - 靶点”网络。
2.2　实验验证

2.2.1　基于细胞侵袭特征的微流控芯片构建　采
用 CorelDraw X7 矢量制图软件进行芯片设计，结
合高分辨率打印机以胶印的方式输出至透明菲林
片上制成掩膜。
2.2.2　脂多糖诱导 L-02 细胞损伤模型的制备　将
细胞随机分为 0（空白对照组）、5、10、15、20、
25 mg·L－ 1 的脂多糖组，每孔 5 个复孔。待细胞
基本完全贴壁后，加入不同质量浓度的脂多糖，于
培养箱中培养 3、6、9、12、24、48 h，用 CCK-8
法检测各组细胞的存活情况，确定肝损伤模型。
2.2.3　体外侵袭药效学评价　根据实验设计，将
基质胶与无血清的 DMEM 混匀后缓慢注入芯片
上层通道内，待基质胶固化后将脂多糖处理的
L-02 肝损伤模型 [11]、HSC-T6、HepG-2 分别接种
于上层通道内，并在芯片下层通入含有 2%FBS
的 DMEM 培养液，待细胞稳定生长后，借助蠕
动注射泵以 0.1 μL·min－ 1 的速度对上层通道通
入含药培养液，以 1 μL·h－ 1 的速度对下层通入
含有 10%FBS 的细胞培养液。
　　给药干预 24 h 后，分离两层通道层，取出微
孔滤膜放置 12 孔板中，使用 0.1% 的结晶紫染色
液对微孔滤膜进行浸泡染色 15 min；使用生理盐
水洗掉多余染料后，置于培养箱内烘干；烘干后
在各个孔内加入 1.5 mL 33% 的醋酸，置于摇床
上进行脱色处理，10 min 后收集洗脱液，借助酶
标仪在 570 nm 下读取 OD 值，以空白组的 OD 值
为参照，计算相对侵袭率。相对侵袭率（%）＝

（OD给药 /OD空白）×100%。
2.2.4　ELISA 法检测上清中 TNF-α及 IL-6 水平
　将处于对数生长期的 L-02、HSC-T6、HepG-2
细胞，以 5×105 个 / 孔接种于 6 孔板中，置于
37℃、5%CO2 细胞培养箱中培养，待细胞生长
至 70% ～ 80% 时，加入终浓度为 0、150、200、
250 μmol·L－ 1 的槲皮素、山柰酚、异鼠李素培
养 24 h 后，收集各组细胞培养上清，严格按照试
剂盒说明书操作，检测 TNF-α 和 IL-6 水平。
2.2.5　统计学处理　采用 SPSS 17.0 软件进行数
据分析，所有数据以均数 ±标准差（x±s）表
示，组间比较采用单因素方差分析，以 P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。
3　结果 
3.1　山豆根药理学研究结果 
3.1.1　山豆根活性成分收集结果　共得到山豆根
的活性成分 21 个。去除无靶点的成分共得到山
豆根活性成分 10 个，主要包括黄酮类化合物（如
槲皮素、山柰酚）、生物碱类（如槐果碱、槐醇）、
异黄酮类（如芒柄花素），以及酮类（如异鼠李
素）。这些主要的活性有效成分均有不同程度的
抗炎、抗肿瘤作用。
3.1.2　肝病潜在靶点的收集　GeneCard 数据库中
检索到与肝炎、肝硬化、肝肿瘤关联基因 12 450
个，DrugBank 数据库中检索到 105 个，TTD 数据
库中检索到 130 个，OMIM 数据库中检索到 167
个关联基因以及 PharmGkb 数据库中检索到 320
个相关基因，删除共有的基因，共得到 12 648 个
疾病关联基因。
3.1.3　山豆根 - 活性成分网络构建　将收集的
174 个山豆根潜在靶点与肝癌的 12 646 个潜在靶
点相匹配，得到山豆根和肝病的共同靶点（170
个），将山豆根药材与其所含有效活性成分及靶
点相互对应，并运用 Cytoscape 3.8.2 软件构建相
互关系，见图 1，其中槲皮素富集的靶点最多。
3.2　细胞侵袭实验验证

3.2.1　构建细胞侵袭特征的微流控芯片　本实验
所用芯片设计为四层，呈现中心对称结构，设计
图及实物图见图 2。该芯片从下至上依次是玻璃
基底层、流体通道层 B、三层微孔滤膜层以及流
体通道层 A，三层微孔滤膜结构单元通过静电吸
附作用键合在一起，PDMS 层通过热键合处理，
实现可逆封接，以便后续去除固定，并且每层都
有独立的药液入口及废液口。
3.2.2　脂多糖处理的 L-02 肝损伤模型的建立　由
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图 3 可知，脂多糖对肝细胞活力的影响具有剂量
依赖性；脂多糖作用 24 h，其存活率接近线性变
化；但时间超过 24 h，各组细胞增殖活力均下降。
15、20、25 mg·L－ 1 脂多糖作用 12、24、48 h
条件下，除 15 mg·mL － 1 作用 12 h 细胞存活率

降低不明显，各组均可明显降低肝细胞活力。质
量浓度为 20 mg·L－ 1，作用 24 h 时，其存活率
为 50.66%，从存活曲线来看，选择接近线性变化
的中间剂量 20 mg·L－ 1 脂多糖，作用 24 h 作为
致肝损伤造模剂量 [12]。

图 3　不同质量浓度脂多糖对各组肝细胞存活率的影响

Fig 3　Effect of different concentrations of lipopolysaccharide on the 
survival rate of hepatocytes in each group

3.2.3　细胞侵袭实验结果　不同质量浓度药效单
体干预下的细胞侵袭活性结果见图 4。与空白对
照组相比，3 种药效单体均能显著抑制细胞侵袭，
呈剂量依赖性，特别是槲皮素（6 μg·mL－ 1）和
异鼠李素（6 μg·mL－ 1）抑制 HepG-2 细胞侵袭作

图 2　细胞侵袭特征微流控芯片设计图及实物图

Fig 2　Design drawing and physical drawing of microfluidic chip with 
cell invasion characteristics

图 1　山豆根 - 活性成分网络构建

Fig 1　 Network construction of active components in Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma
注（Note）：蓝色节点代表靶点，红色节点代表有靶点的活性成分（The blue node represents the target，and the red node represents the 

active component with the target）。
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图 4　槲皮素（A）、山柰酚（B）、异鼠李素（C）对 L-02 肝损伤模型及 HSC-T6、HepG-2 细胞的相对侵袭率

Fig 4　Relative invasion rate of quercetin（A），kaempferol（B）and isorhamnetin（C）on L-02 liver injury model，HSC-T6 and HepG-2 cells
注：与空白对照组比较，**P ＜ 0.01；与阳性药比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank control group，**P ＜ 0.01；compared with the positive drug，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

表 1　L-02 肝损伤模型及 HSC-T6、HepG-2 细胞 ELISA实验结果 
Tab 1　ELISA of L-02 liver injury model，HSC-T6 and HepG-2 cell invasion

组别
剂量 /

（μmol·L － 1）

L-02 肝损伤模型 HSC-T6 HepG-2

IL-6/（pg·mL － 1）TNF-α/（pg·mL－1） IL-6/（pg·mL － 1）TNF-α/（pg·mL－1） IL-6/（pg·mL － 1）TNF-α/（pg·mL－1）

空白对照组     0 271.66±8.84 156.33±8.27 261.25±6.34 176.60±6.33 284.02±6.92 185.78±7.17

槲皮素组 150 241.68±8.30* 129.87±4.79* 253.15±6.49 156.56±5.78* 255.87±5.67* 177.16±7.06

200 211.67±6.52** 105.44±7.85** 245.07±9.82 124.17±5.10** 226.17±4.50** 158.56±6.19*

250 195.64±5.80**   89.02±7.34** 236.08±5.89* 105.54±6.80** 205.26±5.68** 136.93±3.31**

山柰酚组 150 257.45±6.15 134.70±4.61* 256.78±7.87 167.56±6.39 238.35±7.32** 176.42±4.96

200 223.32±3.60** 116.33±4.77** 239.13±5.99* 152.99±3.10** 209.82±4.94** 134.62±3.86**

250 197.70±5.73** 106.21±6.84** 210.71±4.74** 143.99±4.26** 192.88±6.42** 123.87±4.11**

异鼠李素组 150 220.88±9.29** 140.96±3.72 219.33±3.96** 140.50±5.60** 273.95±4.00 141.51±7.90**

200 198.16±8.53** 124.60±4.06** 192.41±3.64** 116.14±4.87** 256.88±5.65* 124.69±11.73**

250   164.5±11.01** 110.23±7.51** 181.11±6.48**   96.56±6.04** 229.09±9.03** 102.26±8.50**

注（Note）：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared with the blank control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

4　讨论

　　肝脏疾病的治疗与预防一直以来都是公共
卫生领域的热点问题，肝脏不仅参与代谢、消
化，在维持机体平衡方面也具有至关重要的作
用。“慢性肝炎 - 肝硬化 - 肝癌”是公认的肝脏疾
病三部曲，抑制疾病的发展进程将可能避免肝
癌的发生。
　　本研究利用“有效成分 - 靶点”网络分析了山
豆根药效物质，进一步明确化学成分与靶点之间
的相互作用关系。其中，药理网络中排名前三位
的化学成分依次为槲皮素、山柰酚、异鼠李素，
均为黄酮类。槲皮素具有抗氧化、抗炎、免疫调节、
抗细胞凋亡等多种药理作用 [13]。Lu 等 [14] 研究显
示，槲皮素可通过调控 PI3K/Akt 信号通路，下调
MMP-2 和 MMP-9D 的表达，进而抑制重组质粒转
染组 HC-CLM3 细胞的迁移和侵袭。Liu 等 [15] 研

究发现槲皮素可显著降低血清转氨酶和总胆汁酸
水平，减少促炎因子及 IL-6 的释放，通过降低氧
化应激、减轻炎症，发挥对肝脏潜在的保护作用。
山柰酚是多种植物性食品中一类主要膳食黄酮，
日常食用富含山柰酚的食物能够降低肝癌、动脉
粥样硬化的发病风险，通过抑制细胞凋亡、下调
上皮 - 间质相关信号，调节 PI3K-PKB 信号通路
而发挥作用 [16]。异鼠李素可以显著阻止四氯化碳
（CCl4）或胆管结扎诱导的肝纤维化，降低磷酸化
Smad 蛋白（Smad3）、减少细胞外基质（ECM）的
形成及自噬、抑制转化生长因子 -β1（TGF-β1）和
p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38MAPK）信号通路
的传导，从而预防肝纤维化 [17]。
　　综上所述，本研究通过网络药理学揭示了山
豆根的药效物质，其可通过调节多个靶点共同作
用实现保肝护肝作用。结合微流控芯片技术及体

用明显。
3.2.4　ELISA 实验结果　与空白对照组比较，
细胞培养上清中 TNF-α 和 IL-6 水平有所降低，
中、高浓度组最为明显，仅有槲皮素中浓度组对

HSC-T6 的 IL-6 的影响无统计学意义，另外槲皮
素、山柰酚、异鼠李素（200、250 μmol·L － 1）
组细胞培养上清中 TNF-α 和 IL-6 水平明显降低
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），见表 1。
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外 ELISA 实验，验证了网络药理学的预测结果，
对于下一步分子机制研究具有重要的意义。
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华中五味子藤茎中苯丙素类化学成分研究
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摘要：目的　研究华中五味子藤茎中的苯丙素类化学成分。方法　采用硅胶柱色谱，葡聚糖

凝胶 LH-20 柱色谱以及半制备高效液相色谱等方法分离化学成分，MS 和 NMR 等数据鉴定化

合物的结构。结果　从五味子藤茎中共分离鉴定了 9 个化合物，分别为肉桂酸（1），3，4，5-
三甲氧基肉桂酸（2），erythro-7-methoxyguaiacylglycerol（3），3-（4-hydroxy-3-methoxy-phenyl）
propan-1，2-diol（4），3- 羟基 -1-（3- 甲氧基 -4- 羟基 - 苯基）- 丙基 -1- 酮（5），对羟基苯丙醇

（6），3- 甲氧基 -4- 羟基苯丙醇（7），1-（3-methoxy-4-hydroxy-phenyl）-propan-1，2-diol（8），

C-veratroylglycol（9）。结论　化合物 1 ～ 6 为首次从该植物中分离鉴定。
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　　华中五味子（Schisandra sphenanthera）为五味
子科（Schisandraceae）五味子属（Schisandra）多
年生落叶木质藤本 [1]，又称“南五味子”。文献报
道其主要化学成分为苯丙素、三萜和黄酮等 [2-4]，
具有保肝、抗炎和抗肿瘤等多种药理作用 [5-7]。目
前关于华中五味子的化学成分研究多集中于果实
和根皮，而关于其藤茎的化学成分研究鲜有报
道 [3-5]，为进一步明确华中五味子藤茎的化学成
分，本文对其 80% 乙醇提取物进行了系统分离纯

化，从中共鉴定了 9 个简单的苯丙素类化合物（结
构见图 1），分别为肉桂酸（1），3，4，5- 三甲氧
基 肉 桂 酸（2），erythro-7-methoxyguaiacylglycerol
（3），3-（4-hydroxy-3-methoxy-phenyl）propan-1，
2-diol（4），3- 羟基 -1-（3- 甲氧基 -4- 羟基 - 苯基）-
丙基 -1- 酮（5），对羟基苯丙醇（6），3- 甲氧基 -4-
羟基苯丙醇（7），1-（3-methoxy-4-hydroxy-phenyl）-
propan-1，2-diol（8），C-veratroylglycol（9），其中，
化合物 1 ～ 6 为首次从该植物中分离鉴定。

Phenylpropanoids from the stems of Schisandra sphenanthera

YANG Jie 1, SUN Chen1, GUO Dong-yan1, LIU Yin-huan2* (1. School of Pharmacy, Shaanxi 
University of Chinese Medicine, Shaanxi Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine Foundation 
and New Drug Research, Xianyang  Shaanxi  712046; 2. Department of Pharmacy, Xianyang Central 
Hospital, Xianyang  Shaanxi  712000)

Abstract: Objective  To determine the phenylpropanoids in the stems of Schisandra sphenanthera. 
Methods  The chemical constituents were studied by chromatography on silica gel, Sephadex LH-20 
and semi-preparative HPLC. The structures were elucidated on the basis of spectroscopic methods, 
including MS and NMR spectral techniques. Results  Nine phenylpropanoids were obtained from the 
stems of Schisandra sphenanthera and identified as cinnamic acid (1), 3, 4, 5-trimethoxy-cinnammic 
acid (2), erythro-7-methoxyguaiacylglycerol (3), 3- (4-hydroxy-3-methoxy-phenyl) propan-1, 2-diol 
(4), β-hydroxypropiovanillone (5), p-hydroxyl-benzyl-propanol (6), 3-hydroxy-1-(4-hydroxy-phenyl)
propan-1-one (7), 1- (3-methoxy-4-hydroxy-phenyl)-propan-1, 2-diol (8) and C-veratroylglycol (9). 
Conclusion  Compounds 1 － 6 have been isolated from this plant for the first time. 
Key words: Schisandra sphenanthera; chemical constituent; phenylpropanoid; cinnammic acid

图 1　化合物 1 ～ 9 的化学结构图

Fig 1　Chemical structures of compounds 1 ～ 9

1　材料

　　Bruker-AVANCE400 型核磁共振仪（布鲁克
公司，400 MHz）；HH-4 型数显恒温水浴锅（江
苏省金坛市环宇科学仪器厂）；BT125D 型赛多
利斯电子分析天平（上海皖衡电子仪器有限公司，
精密度 0.01 mg）；Sephadex LH-20 葡聚糖凝胶
（Pharmacia 公司）；GF254 薄层色谱硅胶、柱色谱
用硅胶（青岛海洋化工厂）；色谱甲醇和色谱乙
腈（科密欧化学试剂有限公司）；甲醇、二氯甲烷、

石油醚、乙酸乙酯等均为分析纯（天津市天力化
学试剂有限公司），水为实验室自制超纯水。
　　华中五味子的藤茎于 2019 年 8 月购于陕
西省眉县天源中草药开发有限公司，经陕西中
医药大学药学院杨洁实验师鉴定为五味子科
Schisandraceae 五味子属 Schisandra 华中五味子
Schisandra sphenanthera Rehd. et Wils 的藤茎，标
本（No. SS2019-2）保存于陕西中医药大学药学院
中药标本馆。



1046

Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No. 5 　中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期

2　提取分离

　　称取干燥的华中五味子藤茎 8.6 kg，粉碎后
经 80% 的乙醇回流提取 3 次，每次 2 h。减压回
收乙醇至浸膏，分散于水中，分别用石油醚和
乙酸乙酯萃取 3 次，得石油醚部位 103.4 g，乙
酸乙酯部位 269.1 g。取乙酸乙酯部位 260 g，经
硅胶柱色谱，以二氯甲烷 - 甲醇 100∶0、80∶1、
60∶1、40∶1、20∶1、10∶1、5∶1、3∶1 和 1∶1
梯度洗脱，TLC 检测，合并相同流分，得到组分
F1 ～ F10。F3（14.2 g）经葡聚糖凝胶柱色谱，二
氯甲烷∶甲醇＝ 1∶1 洗脱，得到化合物 1（30.4 
mg）。F4（10.3 g）经葡聚糖凝胶柱色谱，二氯甲
烷∶甲醇＝ 1∶1 洗脱，TLC 检测，合并相同流分，
得到 F4-1 ～ F4-4；F4-2 经葡聚糖凝胶柱色谱，
二氯甲烷∶甲醇＝ 1∶1 洗脱，得到化合物 2（8.0 
mg）；F4-3（0.6 g）经半制备 HPLC，乙腈∶水＝

38∶62 洗脱，流速 2 mL·min － 1，得到化合物 6
（12.6 mg，tR ＝ 22.2 min）和化合物 7（17.1 mg，
tR ＝ 25.7 min）。F5（22.5 g）经硅胶柱色谱，以
二氯甲烷 - 甲醇 100∶0 ～ 5∶1 梯度洗脱，TLC
检测，合并相同流分，得到 F5-1 ～ F5-8；F5-2
（0.9 g）经半制备液相色谱，乙腈∶水＝ 30∶70
洗脱，流速 2 mL·min － 1，得到化合物 4（12.4 
mg，tR ＝ 28.5 min）和化合物 5（8.3 mg，tR ＝

19.9 min）；F5-3（0.4 g）经半制备液相色谱，甲
醇∶水＝ 35∶65 洗脱，流速 1.5 mL·min － 1 得到
化合物 8（16.9 mg，tR ＝ 30.5 min）；F5-5（0.8 g）
经半制备液相色谱，乙腈∶水＝ 25∶75 洗脱，流
速 2 mL·min － 1，得到化合物 3（6.9 mg，tR ＝

41.1 min）和化合物 9（13.7 mg，tR ＝ 30.7 min）。
3　结构鉴定

　　化合物 1：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
149 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（400 MHz，CD3OD）
δ H：7.61 ～ 7.34（5H，overlap，H-Ar），6.48
（1H，d，J ＝ 15.9 Hz，H-α），7.67（1H，d，J ＝

15.9 Hz，H-β）；13C-NMR（100 MHz，CD3OD）
δC：170.4（-COOH），146.1（C-1），129.0（C-2，
C-6），129.8（C-3，C-5），135.8（C-4），119.5
（C-α），131.1（C-β）。化合物 1 鉴定为肉桂酸 [8]。
　　化合物 2：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
237 [M － H] －。1H-NMR（CD3OD，400 MHz）
δH：6.90（2H，s，H-2，6），7.58（1H，d，J ＝

15.8 Hz，H-7），6.37（1H，d，J ＝ 15.8 Hz，
H-8），3.87（6H，s，3，5-OCH3），3.78（3H，s，
4-OCH3）；13C-NMR（CD3OD，100 MHz）δ C：

126.4（C-1），107.0（C-2，6），149.8（C-3，5），
140.1（C-4），147.2（C-7），115.7（C-8），169.9
（C-9），52.1（3，5-OCH3），57.1（4-OCH3）。化
合物 2 鉴定为 3，4，5- 三甲氧基肉桂酸 [9]。
　　化合物 3：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
229 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（400 MHz，CD3OD）
δH：6.80（1H，d，J ＝ 7.9 Hz，H-2），6.74（1H，
dd，J ＝ 7.9，1.8 Hz，H-5），6.90（1H，d，J ＝

1.8 Hz，H-6），4.07（1H，d，J ＝ 6.7 Hz，H-7），
3.65（1H，dd，J ＝ 6.7，3.8 Hz，H-8），3.40
（1H，dd，J ＝ 11.3，3.8 Hz，H-9a），3.32（1H，
m，H-9b），3.86（3H，s，3-OCH3），3.20（3H，
s，7-OCH3）；13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：
131.4（C-1），111.7（C-2），149.0（C-3），147.4
（C-4），116.1（C-5），121.5（C-6），77.0（C-
7），85.5（C-8），63.8（C-9），56.7（3-OCH3），
56.2（7-OCH3）。 化 合 物 3 鉴 定 为 erythro-7-
methoxyguaiacylglycerol[10]。
　　化合物 4：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
199 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（400 MHz，CD3OD）
δ：6.80（1H，d，J ＝ 1.8 Hz，H-2），6.71（1H，
d，J ＝ 8.0 Hz，H-5），6.64（1H，dd，J ＝ 8.0，
1.8 Hz，H-6），2.72（1H，dd，J ＝ 13.8，5.8 
Hz，H-7a），2.56（1H，dd，J ＝ 13.8，7.4 Hz，
H-7b），3.75（1H，m，H-8），3.47（1H，dd，
J ＝ 11.1，4.5 Hz，H-9a），3.42（1H，dd，J ＝

11.1，6.3 Hz，H-9b），3.82（3H，s，3-OCH3）；
13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：131.2（C-1），
114.0（C-2），148.7（C-3），146.2（C-4），116.0
（C-5），122.6（C-6），40.4（C-7），74.6（C-8），
66.4（C-9），56.2（3-OCH3）。 化 合 物 4 鉴 定
为 3-（4-hydroxy-3-methoxy-phenyl）propan-1，
2-diol[11]。
　　化合物 5：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
195 [M － H] －。1H-NMR（DMSO-d6，400 MHz）
δH：3.80（1H，t，J ＝ 6.2 Hz，H-2a），3.04（1H，
t，J ＝ 6.2 Hz，H-2b），3.72（2H，t，J ＝ 6.2 
Hz，H-3），7.43（1H，d，J ＝ 1.8 Hz，H-2'），
6.85（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-5'），7.50（1H，dd，
J ＝ 8.0，1.8 Hz，H-6'），3.81（3H，s，OCH3）；
13C-NMR（DMSO-d6，100 MHz）δC：197.2（C-1），
40.8（C-2），57.1（C-3），128.8（C-1'），110.9（C-
2'），147.4（C-3'），151.4（C-4'），114.8（C-5'），
123.0（C-6'），55.5（3'-OCH3）。化合物 5 为 3- 羟
基 -1-（3- 甲氧基 -4- 羟基 - 苯基）- 丙基 -1- 酮 [12]。
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　　化合物 6：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
151 [M － H] －。1H-NMR（DMSO-d6，400 MHz）
δH：6.93（2H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-2，6），6.63
（2H，d，J＝8.2 Hz，H-3，5），2.46（2H，t，J＝
6.5 Hz，H-7），1.64（2H，m，H-8），3.38（2H，
t，J ＝ 6.5 Hz，H-9）；13C-NMR（DMSO-d6，100 
MHz）δC：132.1（C-1），129.0（C-2，6），115.1
（C-3，5），155.1（C-4），30.7（C-7），34.6（C-
8），60.0（C-9）。化合物 6 为对羟基苯丙醇 [13]。
　　化合物 7：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
183 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（DMSO-d6，400 MHz）
δH：6.73（1H，d，J ＝ 1.9 Hz，H-2），6.66（1H，
d，J ＝ 7.8 Hz，H-5），6.58（1H，dd，J ＝ 7.8，
1.9 Hz，H-6），2.51（2H，t，J ＝ 7.1 Hz，H-7），
1.66（2H，m，H-8），3.40（2H，t，J ＝ 6.6 
Hz，H-9），3.75（3H，s，3-OCH3）；13C-NMR
（DMSO-d6，100 MHz）δC：133.0（C-1），112.5
（C-2），147.4（C-3），144.4（C-4），115.3（C-
5），120.3（C-6），31.3（C-7），34.7（C-8），60.2
（C-9），55.5（3-OCH3）。化合物 7 为 3- 甲氧基 -4-
羟基苯丙醇 [14]。
　　化合物 8：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
199 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（400 MHz，CD3OD）
δ：4.22（1H，d，J ＝ 7.1 Hz，H-1），3.80（1H，
m，H-2），0.94（3H，d，J ＝ 6.4 Hz，H-3），
6.73 ～ 6.76（2H，overlap，H-2'，H-6'），6.93
（1H，d，J ＝ 1.8 Hz，H-5'），3.82（3H，s，3'-
OCH3）；13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：72.9
（C-1），80.2（C-2），19.2（C-3），134.7（C-1'），
111.5（C-2'），148.8（C-3'），147.1（C-4'），
115.6（C-5'），121.1（C-6'），56.3（3'-OCH3）。化
合物 8 鉴定为 1-（3-methoxy-4-hydroxy-phenyl）-
propan-1，2-diol[15]。
　　化合物 9：白色粉末（甲醇），ESI-MS m/z 
213 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（400 MHz，CD3OD）
δ：5.10（1H，dd，J ＝ 5.4，3.6 Hz，H-2），3.74
（1H，dd，J ＝ 11.7，5.4 Hz，H-3a），3.86
（1H，d，J ＝ 3.6 Hz，H-3b），7.55（1H，d，
J ＝ 1.7 Hz，H-2'），6.87（1H，d，J ＝ 8.1 Hz，
H-5'），7.57（1H，dd，J ＝ 8.1，1.7 Hz，H-6'），
3.90（3H，s，3'-OCH3）；13C-NMR（100 MHz，
CD3OD）δ：199.4（C-1），75.4（C-2），66.1（C-
3），128.0（C-1'），112.3（C-2'），149.1（C-3'），
153.7（C-4'），115.7（C-5'），125.0（C-6'），56.4
（3'-OCH3）。化合物 9 鉴定为 C-veratroylglycol[16]。

4　讨论

　　本试验从华中五味子的藤茎中共分离鉴定了
9 个简单的苯丙素类化合物，其中，化合物 1 ～ 6
为首次从该植物中分离鉴定。目前关于华中五味
子藤茎的化学成分和药理活性研究较少，仅有零
散的文献报道，本研究进一步丰富了华中五味子
藤茎的化学成分，为其药理活性研究的开展提供
了物质基础。
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G试验和 GM试验联合无菌体液真菌培养检测对 
侵袭性念珠菌病的诊断效果评估

杨玉琪1，雷玲玲2，周磊1，周柯1，刘昊1，郑恬1，孔美娟1，刘家云1*（1. 空军军医大学第一附属医院检

验科，西安　710032；2. 延安大学医学院，陕西　延安　716000）

摘要：目的　评估血清 1，3-β-D- 葡聚糖试验（G 试验）和半乳甘露聚糖试验（GM 试验）对

侵袭性念珠菌病（IC）的临床诊断效能。方法　对本院 2019 年 1 月—2020 年 12 月期间临

床怀疑为 IC 且无粒细胞缺乏患者的 G 试验、GM 试验和无菌体液培养结果进行相关回顾性

分析。以无菌体液培养真菌阳性作为 IC 确诊标准，将收集的病例分为 IC 组（49 例）和非 IC
组（152 例），分析评价 G 试验和 GM 试验对 IC 诊断的灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性

预测值、符合率、诊断效能。结果　IC 组和非 IC 组 G 试验的检测结果差异具有统计学意义

（P ＜ 0.001），两组 GM 试验血清学指数差异无统计学意义（P ＝ 0.744）。G 试验和 GM 试

验对 IC 诊断的灵敏度、特异度、阴性预测值、阳性预测值、符合率、最高诊断效能分别为

79.26%、91.45%、93.29%、73.47%、88.38%、0.825 和 8.69%、94.08%、77.29%、30.77%、

74.24%、0.559。G 试验和 GM 试验联合检测可以提高临床对 IC 的诊断效率，G 试验和 GM 试

验结果同为阴性时可拟排除 IC。结论　G 试验和 GM 试验联合检测可以提高诊断 IC 的灵敏度

和特异度，是无菌体液侵袭性真菌感染早期实验室诊断的重要检测指标，可以提高对无菌体

液侵袭性念珠菌感染的早期预警；同时，两者同为阴性时对排除 IC 具有明确的指导意义。综

合分析 G 试验和 GM 试验检测结果，可以为 IC 的早期诊断、早期治疗提供有效的实验室支持。

关键词：侵袭性念珠菌病；G 试验；GM 试验；灵敏度；特异度；诊断效能

中图分类号：R51　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1048-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.015

Evaluation of G test and GM test combined with sterile humoral fungal  
culture in the diagnosis of invasive candidiasis

YANG Yu-qi1, LEI Ling-ling2, ZHOU Lei1, ZHOU Ke1, LIU Hao1, ZHENG Tian1, KONG Mei-juan1, 
LIU Jia-yun1* (1. Department of Clinical Laboratory, The First Affiliated Hospital of Air Force Medical 
University, Xi’an  710032; 2. Medical College of Yan’an University, Yan’an  Shaanxi  716000)

Abstract: Objective  To evaluate the clinical diagnostic efficacy of serum 1, 3-β-D-glucan test (G 
test) and galactomannan test (GM test) in the diagnosis of invasive candidiasis (IC). Methods  A 
retrospective analysis was performed on the results of G test, GM test and sterile humoral fungal 
culture for patients whose were suspected of IC but without agranulocytosis from January 2019 to 
December 2020 in our hospital. Positive sterile body fluid culture fungal was used as diagnostic index 
to confirm IC. All patients were divided into an IC group (n ＝ 49) and a non-IC group (n ＝ 152). 
The sensitivity, specificity, positive prediction value, negative prediction value, coincidence rate and 
diagnostic efficacy of G test and GM test were analyzed. Results  There was a significant difference 
of G test between the IC group and the non-IC group (P ＜ 0.001). There was no statistical difference 
of GM test between the IC group and the non-IC group (P ＝ 0.744). The sensitivity, specificity, 
negative prediction value, positive prediction value, coincidence rate and the highest diagnostic 

基金项目：国家自然科学基金项目（No.81972026）；空军军医大学第一附属医院助推计划项目（No.XJZT19ML08）。
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　　侵袭性真菌病（invasive fungal disease，IFD）
是指真菌侵入人体，在组织、器官或血液中生
长、繁殖，并导致炎症反应及组织损伤的感染性
疾病 [1]。其中，侵袭性念珠菌病（invasive candidi-
asis，IC）的病原菌是以念珠菌为主的酵母样真菌，
可以占到所有 IFD 的 70% ～ 90%。近年来，随着
医疗技术的快速发展、器官移植的增多和抗菌药
物的应用等，IC 的发病率逐渐上升 [2]。IC 因其临
床表现不特异而诊断困难，且治疗周期长，会导
致病情凶险、死亡率高，从而对患者的生命和财
产安全构成很大的威胁，因此早期诊断 IC 对临床
早期干预治疗具有重大意义[3]。
　　近几年，以 1，3-β-D- 葡聚糖（G 试验）和半
乳甘露聚糖抗原（GM 试验）检测为主的血清学
检测方法，因其具有非侵袭性、快速且阳性率高
等特点，已被广泛应用于 IC 感染的早期诊断 [4-6]。
前期调查研究显示，G 试验和 GM 试验对 IC 诊
断的灵敏度和特异度各家报道差异较大 [7-10]，分
析发现其可能与各研究者所选择的研究对象数
量、诊断 IC 的诊断方式和判断标准不同有关。G
试验和 GM 试验诊断 IC 相关研究的重点和难点
在于 IC 确诊标准的选择和确定，为进一步探讨
G 试验和 GM 试验在 IC 早期诊断中的临床价值，
本研究对本院 2019 年 1 月—2020 年 12 月期间
临床怀疑为 IC 且无粒细胞缺乏的患者的 G 试验、
GM 试验和无菌体液真菌培养结果进行回顾性相
关分析。
1　资料与方法

1.1　临床资料

　　收集本院 2019 年 1 月—2020 年 12 月期间临
床怀疑为 IC 且无粒细胞缺乏，同时送检 G 试验、
GM 试验和无菌体液真菌培养的患者共计 201 例。
病例分别来自烧伤科、移植中心、血液科、麻醉

监护室、心血管外科、心血管内科、神经内科、
神经外科、肝胆外科、泌尿外科、呼吸内科、骨
科、老年病科等。根据中国侵袭性真菌感染工作
组 2017 年“血液病 / 恶性肿瘤患者侵袭性真菌病
的诊断标准与治疗原则（第六次修订版）”确诊 IFD
的诊断标准，本研究根据无菌体液（包括血液、脑
脊液及 24 h 内的引流液）是否培养出酵母菌，并
经临床确诊后分为：① 无菌体液真菌培养结果阳
性，临床确诊为侵袭性真菌感染的 49 例（IC 组），
年龄在 22 ～ 87 岁，平均年龄为（52.4±15.3）岁，
男性 32 例，女性 17 例；② 无菌体液真菌培养
结果阴性，临床确诊为非侵袭性真菌感染的 152
例（非 IC 组），年龄在 1 ～ 96 岁，平均年龄为
（50.8±19.0）岁，男性 104 例，女性 48 例。
1.2　仪器与试药

1.2.1　仪器　微生物快速动态检测系统（IGL-800，
北京金山川），全自动细菌培养系统（BACTEC 
FX，美国 BD），全自动微生物鉴定及药敏分析系
统（VITEK 2 Compact）、全自动快速微生物质谱
检测系统（VITEK MS）（法国梅里埃），恒温恒湿
箱（HWS-80B，天津泰斯特），Tol智能恒温仪（D-
91052，德国 Erlangen），低温高速离心机（Micro 
21R）、酶标仪（Multiskan FC）（美国 Thermo）。
1.2.2　试药　GKT 动态真菌检测试剂盒和质控品
（北京金山川，JBGSS8F205Q），GM 检测试剂盒
（美国 Bio-Rad，F92430），酵母菌鉴定卡（法国
梅里埃，21343），血平板和沙保弱平板（郑州安
图生物）。
1.3　方法

　　G 试验：严格按照仪器和试剂盒说明书进
行标准操作，结果参考试剂盒说明书，G ≤ 60 
pg·mL － 1 为 阴 性，G ＞ 60 pg·mL － 1 为 阳 性。
GM 试验：严格按照试剂盒说明书进行标准操作，

efficacy in the IC diagnosis were 79.26%, 91.45%, 93.29%, 73.47%, 88.38%, and 0.825 for the G 
test. While 8.69%, 94.08%, 77.29%, 30.77%, 74.24%, and 0.559 for the GM test respectively. The 
combined detection of G test and GM test improved the diagnostic efficacy for IC, and the negative 
results in both G test and GM test excluded IC. Conclusion  The combined use of G test and GM 
test can improve the sensitivity and specificity in the diagnosis of IC. It is an important detection 
index for the early laboratory diagnosis of IC by sterile body fluids, and also improves the early 
warning IC by sterile body fluids. Meanwhile, negative results in both G test and GM test excluded 
IC. Comprehensive analysis of G test and GM test results provides laboratory support for the early 
diagnosis and treatment of IC effectively. 
Key words: invasive candidiasis; G test; GM test; sensitivity; specificity; diagnostic efficacy
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最后测定每个反应孔的 OD 值，通过换算，将待
测样本的 OD 值转化为血清指数 I（待测样本的血
清指数＝待测样本 OD 值 / 标准对照血清 OD 值），
结果参考试剂盒说明书，血清指数 I≤ 0.5为阴性，
血清指数 I ＞ 0.5 为阳性。真菌培养及鉴定：无菌
体液真菌培养及真菌病原学鉴定按《全国临床检验
操作规程》（第四版）进行，报警阳性后，转种于
血平板、沙保弱平板，采用 VITEK 2 Compact 全
自动微生物鉴定系统、全自动快速微生物质谱检
测分析系统（MS）对真菌菌种进行鉴定。
1.4　统计学分析

　　应用统计学软件 SPSS 23.0 进行数据处理及
分析，以无菌体液真菌培养阳性为金标准，分析
G 试验、GM 试验以及二者联合检测诊断 IC 的
灵敏度、特异度、阳性预测值及阴性预测值、符
合率等指标。数据经检验，计量资料是非正态分
布，因此以 M（P25，P75）对其进行描述；计数资
料“例数（百分比）”以“n（%）”的形式进行统计
学描述。两组间分类资料率的比较使用 χ2 检验，
以 P ＜ 0.05 表明其差异有统计学意义。同时绘制
ROC 曲线，对诊断效能进行分析。
2　结果

2.1　无菌体液标本来源

　　201 例可疑 IC 且无粒细胞缺乏患者，其无菌
体液培养标本主要来源于血液、脑脊液，以及无
菌穿刺抽取的胸腹水、腹透液等无菌体液标本，
具体见表 1。

表 1　无菌体液标本来源 (n) 
Tab 1　Source of sterile body fluid samples (n)

组别 血液 脑脊液 胸水 腹水 腹透液 骨髓 关节液 心包液

IC 组 32   4   4   3   5 0 1 0

非 IC 组 81 10 18 10 23 5 3 2

2.2　菌株分布及报警时间

　　49 例无菌体液真菌培养阳性的 IC 确诊病例，
经鉴定菌株分布为：白色念珠菌 17 株（34.69%），
近平滑念珠菌 14 株（28.57%），热带念珠菌 8 株
（16.33%），光滑念珠菌 6 株（12.24%），新型隐球菌
3株（6.12%），解脂假丝酵母菌 1株（2.04%）。其中，
阳性报警时间最短为 13 小时 5 分钟，最长为 5 天
16 小时，平均阳性报警时间为 1 天 23 小时 24 分钟。
2.3　G 试验和 GM 试验检测值水平

　　IC 组和非 IC 组的 G 试验和 GM 试验其检测
值水平及 P 值，见表 2。
2.4　G 试验和 GM 试验诊断 IC 的临床效能

表 2　IC组和非 IC组 G试验和 GM试验检测值 
Tab 2　Detection value of G test and GM test in the IC group and 

the non-IC group

组别 G 试验结果 /（pg·mL － 1） GM 试验结果（血清指数）

IC 组 189.45（119.30，264.60） 0.23（0.17，0.36）

非 IC 组 7.00（5.00，9.00） 0.21（0.15，0.31）

P 值 ＜ 0.001 0.744

注（Note）：依据指南规定，隐球菌和接合菌感染，其 G 试验

阴性，故 G 试验结果为排除 3 株隐球菌后计算所得（according to the 
guideline，the G test of cryptococcus and conjugated bacteria infection 
was negative，so the G test was calculated after excluded 3 strains of 
cryptococcus）。

　　以 G 试验和 GM 试验检测结果大于阳性判断
值为 IC 实验室指标，以无菌体液培养真菌阳性
结果为 IC 确诊指标，计算 G 试验、GM 试验以及
联合检测诊断 IC 的灵敏度、特异度、阳性预测
值和阴性预测值等指标，见表 3。

表 3　G试验、GM试验诊断 IC的性能指数 (%) 
Tab 3　Performance index of G test and GM test for IC (%)

方法 灵敏度 特异度
阴性

预测值

阳性

预测值
符合率

GM 试验   8.69 94.08 77.29 30.77 74.24

G 试验 79.26 91.45 93.29 73.47 88.38

G ＋ GM 联合   4.35 98.03 77.20 40.00 76.26

G/GM 联合 82.61 87.50 94.32 66.67 86.36

注（Note）：G ＋ GM 联 合：G 试 验 和 GM 试 验 均 为 阳 性；

G/GM 联合：G 试验和 GM 试验中任何一项试验为阳性（G ＋

GM combination：both G test and GM test were positive；G / GM 
combination：any one of G test and GM test was positive）。

2.5　分析不同浓度水平的 G 试验和 GM 试验对

IC 诊断效能

　　将 49例 IC 患者和 152例非 IC 患者作为分组，
绘制 ROC 曲线并计算曲线下面积，见图 1。其中，
G 试验检测质量浓度在 10.18 pg·mL － 1 时，灵敏
度为 87.0%，特异度为 85.5%，诊断最高效能为
AUC ＝ 0.825（95% 的置信区间 72.9% ～ 92%）；
GM 试验血清指数为 0.185 时，灵敏度为 73.9%，
特异度为 40.1%，诊断最高效能为 AUC ＝ 0.559
（95% 的置信区间 46.2% ～ 65.6%）；G/GM 联合
检测，诊断最高效能为 AUC ＝ 0.826（95% 的置
信区间：73.8% ～ 91.5%）。
3　讨论

　　根据中国侵袭性真菌感染工作组 2017 年“血
液病 / 恶性肿瘤患者侵袭性真菌病的诊断标准与
治疗原则（第六次修订版）”的标准，直接针吸或
者活检取材的深部无菌部位标本，通过组织病理
学或者细胞病理学检查是确诊 IFD 的金标准，但
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是因其具有创伤性、耗时长，且其检出阳性率跟
取材相关，易导致漏诊，因此对于诊断 IFD 具有
一定的局限性。而以无菌体液真菌培养阳性作为
IFD 诊断的金标准，可以降低临床诊断的不确定
性所造成的偏差，提高其客观性和准确性。本研
究的阳性无菌体液标本，菌株分离结果最终均以
念珠菌为主，故本文主要探讨 G 试验和 GM 试验
对 IC 早期诊断的效果和临床应用价值。
　　表 2 结果显示，IC 组和非 IC 组 G 试验的检测
结果差异具有统计学意义（P ＜ 0.001）；而两组
GM 试验血清指数差异无统计学意义（P ＝ 0.744）。
提示 G 试验的检测结果可以为 IC 的早期诊断提供
重要的参考，而 GM 试验在两组间的差异无统计
学意义，这与之前报道存在差异 [11-12]。究其原因，
1，3-β-D 葡聚糖是除隐球菌和接合菌外所有真菌
（包括念珠菌属、曲霉、镰孢菌属、酵母菌、毛孢
子菌属、支顶孢属等）细胞壁的特有成分，而半乳
甘露聚糖（GM）是曲霉菌特有的细胞壁多糖，本
研究确诊的 49 例 IC 无菌体液培养真菌阳性菌株均
为念珠菌属，对于念珠菌感染的患者，G 试验可呈
阳性，而 GM 试验为阴性，这可能是造成 IC 组和
非 IC 组 GM 试验检测结果无统计学差异的原因。
表 3 结果显示，G 试验诊断 IC 的特异度，不及
GM 试验高；而 G 试验诊断 IC 的灵敏度明显高于
GM 试验；G ＋ GM 联合（两项试验均为阳性）特
异度可以提高至 98.03%，其均高于 G 试验或 GM
试验单独检测的特异度；而两个试验进行 G/GM 联
合（两项试验中任何一项试验为阳性）灵敏度可以

提高至 82.61%，其也均高于 G 试验或 GM 试验单
独检测的灵敏度。可以看出，G 试验和 GM 试验联
合检测可以提高对 IC 的诊断效率，G 试验和 GM
试验结果同为阴性时可拟排除 IC。且合理设置 G
试验和 GM 试验的临床诊断界值可以提高诊断效
能，G/GM 联合检测可以提高对 IC 诊断的最高诊
断效能，值得注意的是 GM 试验单独用于无菌体
液感染 IC 的诊断其诊断效能较低。
　　G 试验和 GM 试验具有检测速度快，操作简
单，检测范围宽，连续定量检测可以为 IFD 的治
疗效果提供参考依据。文献报道，G 试验因受各
种医疗操作（包括血透、输注免疫球蛋白、凝血
因子等）、使用药物（包括抗肿瘤药物、磺胺类药
物等）、食用蘑菇类食物、细菌感染的白血病等
各种因素的影响造成试验结果出现假阳性 [13-14]，
而影响其出现假阴性的因素较少。GM 试验相对
于 G 试验，其影响因素较少，特异度可以达到
85% 以上 [15]。本研究选用无菌体液真菌培养结
果作为 IFD 诊断的金标准，虽减少了因临床诊断
IFD 导致的不确定性，但也导致针对检测侵袭性
曲霉菌的 GM 试验，其在 IC 组和非 IC 组差异无
统计学意义，同时导致 GM 试验的灵敏度较低，
这是本研究不够全面的地方。
　　通过本研究综合分析，以无菌体液真菌培养
结果作为 IC 诊断的金标准，G 试验和 GM 试验其
特异度均在 90% 以上，G 试验的阴性预测值也达
到 90% 以上，两者联合检测可以提高 IC 的诊断价
值，是无菌体液侵袭性真菌感染早期实验室诊断
的重要检测指标；同时，两者同为阴性时对排除
IC 具有明确的指导意义。合理检测 G 试验和 GM
试验，综合分析两者的检测结果，可以为 IC 的早
期诊断、早期治疗提供有效的实验室支持。
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喀什小檗提取物对动脉粥样硬化大鼠血脂及 
炎症相关指标的影响

艾丽非热·阿布都外力，阿迪力·阿不都热合曼，伊木然江·苏布哈提，阿布来提·阿布力

孜，周文婷，艾尼瓦尔·吾买尔*（新疆医科大学药学院，乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　研究喀什小檗干燥果实提取物对动脉粥样硬化大鼠血脂指标及炎症相关因子水平的影

响。方法　将 60 只雄性 SD 大鼠随机分为两组，分别为空白对照组（n ＝ 10）和模型组（n ＝ 60），

空白对照组大鼠给予普通饲料，模型组大鼠给予高脂乳剂（10 mL·kg－ 1）及维生素 D3（70 U·kg－ 1）

腹腔注射，建立动脉粥样硬化模型。8 周后将模型组 50 只大鼠随机分为 5 组，每组 10 只，即模型

对照组、辛伐他汀阳性对照组 [5 mg/（kg·d）]、喀什小檗提取物低剂量组 [60 mg/（kg·d）]、喀

什小檗提取物中剂量组 [120 mg/（kg·d）] 及喀什小檗提取物高剂量组 [240 mg/（kg·d）]，各组大

鼠连续灌胃给药 6 周后，大鼠腹主动脉取血，检测血清中血脂指标及炎症因子的水平。结果　与模

型对照组相比，辛伐他汀组及喀什小檗提取物高剂量组大鼠血清中 TC、TG、LDL-C、IL-1β、IL-6
及 TNF-α 含量降低，HDL-C 和 IL-10 含量升高，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；喀什小檗提取物

中剂量组大鼠血清中 TC、TG、LDL-C、IL-1β、IL-6 及 TNF-α 含量降低，HDL-C 含量升高，喀什

小檗提取物低剂量组大鼠血清中 TC、TG 及 IL-1β 含量降低，HDL-C 含量升高，差异有统计学意义

（P ＜ 0.05），喀什小檗提取物低剂量组大鼠血清中 LDL-C、IL-6 及 TNF-α 含量降低，喀什小檗提

取物低、中剂量组大鼠血清中 IL-10 含量升高，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结论　喀什小檗果

实提取物可通过调节动脉粥样硬化大鼠血脂及炎症因子的水平，显著预防与改善动脉粥样硬化。

关键词：喀什小檗；动脉粥样硬化；血脂；炎症因子
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　　动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种
常见的慢性心血管系统性疾病，其主要的发病特
点是以动脉内膜中脂质的堆积和炎症的发生、内
皮细胞的损伤、血管平滑肌细胞的迁移和增殖，
进而形成泡沫样细胞、脂质和纤维斑块，最终引
起血管狭窄和血栓形成。随着人们生活条件的改
善和饮食习惯的改变，AS 已成为最常见的致死
因素之一，因此近几年来人们一直致力于其发病
机制及治疗措施的研究 [1-2]。
　　小檗属于小檗科植物，世界上约有 500 种类
型，在中国约有 200 种，主要分布于西部和西
南地区。而新疆小檗的种类主要分为喀什小檗、
黑果小檗以及红叶小檗等 [3]。喀什小檗 Berberis 
kaschgarica Rapr. 隶属小檗科小檗属，在新疆喀

什地区野生生长，偶有栽培，其果实可入药和食
用，具有活血、化瘀、利胆、防治高血压以及
抗炎等作用 [4]。本研究探讨喀什小檗果实水提物
对 AS 大鼠血脂代谢及炎症细胞因子水平的影响，
为其进一步机制研究提供实验研究基础。
1　材料

1.1　实验动物 
　　SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量约 200 g，由新
疆医科大学实验动物中心提供 [ 生产许可证号：
SCXK（新）20200004]。给予普通饲料适应性饲
养 7 d，相对湿度（50±10）%，温度（20±2）℃，
实验进行前大鼠禁食 12 h，不禁水。
1.2　试药

　　喀什小檗干燥果实，采自于新疆喀什，经新

Effect of Berberis Kaschgarica Rapr. extract on serum lipids and 
inflammation-related factors in atherosclerosis rats

Ailifeire Abuduwaili, Adili Abudureheman, Yimuranjiang Subuhati, Abulaiti Abulizi, ZHOU Wen-
ting, Ainiwaer Wumaier* (Department of Pharmacology, College of Pharmacy, Xinjiang Medical 
University, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To determine the effect of dry fruit extract of Berberis kaschgarica Rapr. (BKR) 
on the serum lipids and the level of inflammation-related factors in atherosclerosis rats. Methods  Sixty 
male Sprague Dawley (SD) rats were randomly divided into 2 groups: a normal control group (n ＝ 10) 
and a model group (n ＝ 60). Rats in the normal control group were given normal diet while rats in the 
model group were given high-fat emulsion (10 mL·kg－ 1) with vitamin D3 (70 U·kg－ 1) injections 
(intraperitoneal) to establish atherosclerosis model. After 8 weeks, the 50 rats in the model group were 
randomly divided into 5 groups with 10 rats in each group: a model control group, a simvastatin positive 
control group [5 mg/(kg·d)], a BKR low-dose group [60 mg/(kg·d)], a BKR medium-dose group [120 
mg/(kg·d)], and a BKR high-dose group [240 mg/(kg·d)]. The rats in each group were continuously 
treated with intra-gastric administration for 6 weeks. After blood was drawn from the abdominal aorta 
of the rats, the levels of serum lipids and inflammation factors in the serum were detected. Results  
Compared with the model control group, the serum level of TC, TG, LDL-C, IL-1β, IL-6, and TNF-α in 
the simvastatin group and the BKR high-dose group were decreased, while the levels of serum HDL-C 
and IL-10 were increased, with significant differernce (P ＜ 0.05). The levels of serum TC, TG, LDL-C, 
IL-1β, IL-6, and TNF-α in the BKR middle-dose group rats were decreased, while the level of HDL-C 
was increased. The serum TC, TG, and IL-1β levels in the BKR low-dose group were decreased, while 
the HDL-C level increased, with significant differernce (P ＜ 0.05). In the BKR low-dose group, the 
LDL-C, IL-6, and TNF-α levels were decreased while the IL-10 level increased. In the BKR low- and 
medium- dose groups, the difference was not significant (P ＞ 0.05). Conclusion  Berberis kaschgarica 
Rapr. extract can significantly prevent and improve atherosclerosis by regulating the level of serum 
lipids and inflammation factors in rats with atherosclerosis. 
Key words: Berberis kaschgarica Rapr.; atherosclerosis; blood lipid; inflammatory factor
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疆医科大学药学院天然药物化学与生药学教研室
帕丽达·阿布力孜教授鉴定为小檗科小檗属喀什
小檗 Berberis kaschgarica Rapr. 的果实；高脂乳剂
（配方：猪油、胆固醇、丙基硫氧嘧啶、吐温 -80、
胆酸钠、丙二醇及蒸馏水）；辛伐他汀片剂（批号：
M018303，杭州默沙东制药有限公司）；维生素
D3 注射液（批号：180905，上海通用药业股份有
限公司）；总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、低
密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固
醇（HDL-C）试剂盒（批号分别为：TJYTVSP186、
5P9WGDW747、P3X2EB42XH、N16J14RAIK，
武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）；白介
素（IL）1β、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF-α）、IL-
10 ELISA 试剂盒（批号分别为：VEUV2IXI4Y、
JAKSHFQB9X、WIUSK3NVUV、ERSH5RSLJC，
武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）。
1.3　仪器 
　　Multiskan Go 型酶标仪（美国 Termo Fisher 公
司），XPN-100 型低温超速离心机（德国 Eppendorf
公司），AE-31 显微镜（MOTIC 公司）。
2　方法

2.1　AS 模型的建立 
　　将雄性 SD 大鼠随机分为两组，分别为空白
对照组（n ＝ 10）与模型组（n ＝ 60），均自由饮
水。模型组大鼠灌胃高脂乳剂（10 mL·kg－ 1），
腹腔注射维生素 D3（70 U·kg－ 1），每日 1 次，连
续 3 d，正常对照组大鼠给予普通饲料，造模周期
为８周。第 9 周，模型组组挑选 1 只大鼠，腹腔
注射 3% 的戊巴比妥钠对其进行麻醉，对大鼠主
动脉组织进行病理形态学观察，AS 模型的建立以
血管内形成明显的斑块为准。
2.2　分组与给药 
　　AS 模型建立成功后，开始给各组大鼠灌胃
给药。将模型组 50 只大鼠随机分为 5 组，每组
10 只，即模型对照组、辛伐他汀阳性对照组 [5 
mg/（kg·d）]、喀什小檗提取物低剂量组 [60 
mg/（kg·d）]、喀什小檗提取物中剂量组 [120 
mg/（kg·d）] 和喀什小檗提取物高剂量组 [240 
mg/（kg·d）]。10 只健康小鼠作为正常对照组。
给正常对照组和模型对照组大鼠灌胃等体积生理
盐水，每日 1 次，连续给药 6 周，记录各组大鼠
体质量变化。
2.3　标本采集与处理 
　　各组大鼠禁食 12 h，对其进行麻醉后处死
（3% 戊巴比妥钠），主动脉采血，4000 r·min－ 1

离心 15 min，收集血清，并进行检测。分离主动
脉组织，将组织在 4% 多聚甲醛中固定 24 h，脱
水、包埋并制成切片，随后进行苏木红 - 伊红
（HE）染色实验。
2.4　检测大鼠血脂水平 
　　使用酶标仪检测各组大鼠血清中 TC、TG、
LDL-C 及 HDL-C 的水平，严格按照试剂盒说明
书进行操作。
2.5　血清 IL-1β、IL-6、TNF-α  和 IL-10 水平检测 
　　使用酶标仪在 450 nm 波长处检测血清中 IL-1β、
IL-6、TNF-α 和 IL-10等炎性因子的含量并记录数据，
实验操作严格按照 ELISA 试剂盒说明书进行。
2.6　统计学处理 
　　实验数据采用统计学软件（SPSS 26.0 版）进行
单因素方差分析处理，统计数据的表达用均值±

标准差（x±s），以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　大鼠胸主动脉组织病理变化 
　　正常对照组大鼠主动脉组织形态结构清晰并
完整，无脂质堆积和斑块，中膜区域可发现很典
型的梭形排列的平滑肌细胞，外膜为疏散的结缔
组织结构；模型对照组大鼠的主动脉组织中内膜
的增厚极为严重，可见结构不完整的内皮细胞脱
落，中膜可见炎症细胞的浸润，泡沫细胞和单核
细胞聚集，并伴有斑块形成；与模型对照组相比，
辛伐他汀组和喀什小檗水提物低、中、高剂量组
大鼠主动脉组织的内膜增厚程度较轻，内皮细胞
结构相对完整并清晰，中膜内炎症细胞和泡沫样
细胞浸润较少见，见图 1。

图 1　各组大鼠胸主动脉组织病理图（HE，×200）
Fig 1　Histopathological characteristics of thoracic aorta among the rats
（HE，×200）

3.2　各组大鼠血脂水平的比较 
　　与正常对照组相比，模型对照组大鼠血清中
TC、TG 和 LDL-C 的含量升高，HDL-C 的含量
降低（P ＜ 0.01）；与模型对照组相比，辛伐他
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4　讨论

　　AS 最主要的特点是血脂代谢紊乱并发炎
症 [5-6]。大多数研究表明 [7]，脂代谢紊乱与 AS 的
形成有密切的关系，高脂血症是 AS 产生的重要
因素，可引起内皮血管炎症，进而促进沉积在血
管内膜的 LDL-C 氧化修饰成 ox-LDL，形成泡沫
样细胞，促进血管壁脂质的堆积以及斑块和血栓
的形成 [8]。本研究采用高脂饮食诱导 AS 大鼠模
型，结果表明，喀什小檗果实水提物可降低血清
中 TC、TG 及 LDL-C 水 平， 升 高 HDL-C 水 平，
有效改善血脂的紊乱。
　　炎症在 AS 发生发展过程中起着必不可少的
作用，炎症相关细胞因子在 AS 发生早期导致内
皮功能的损伤，接着促进斑块的形成 [9]。从国内

外众多动物和临床试验中可以发现，促炎细胞
因子的水平增高可诱导 AS 的发生，这会导致抗
炎细胞因子水平的降低 [10-11]。IL-1β 是一种典型
的促炎细胞因子，也是众多细胞因子的中枢，它
不仅促进巨噬细胞从 M2 向 M1 极化 [12]，还可以
刺激细胞间黏附分子的释放，从而促进白细胞迁
移 [13]。IL-1β 除了自身的促炎能力以外，还可以
促进平滑肌细胞分泌 IL-6，进一步加快炎症反应
的发生 [14]。在炎症和损伤发生的早期阶段，IL-6
表达量体现了炎症程度的水平，它由巨噬细胞
和 T 淋巴细胞释放 [15]。AS 斑块不稳定的主要原
因可能是跟 TNF-α 和基质金属蛋白酶（MMPs）
水平的增高，进而促进斑块中 IL-6 的高表达有
关 [16]。TNF-α 也是一种炎性细胞因子，可以促进

表 1　各组大鼠血清血脂水平比较 (n ＝ 10) 
Tab 1　Serum lipid levels among the rats (n ＝ 10)

组别 TC/（mmol·L － 1） TG/（mmol·L － 1） LDL-C/（mmol·L － 1）HDL-C/（mmol·L － 1）动脉硬化指数（AI）

正常对照组 1.79±0.37 1.17±0.29 0.91±0.27 2.36±0.51 0.18±0.25

模型对照组 4.92±1.23## 1.94±0.12## 2.79±1.21## 1.49±0.19## 2.58±1.02##

辛伐他汀组 2.53±1.14** 0.55±0.23** 0.82±0.03** 2.27±0.55** 0.35±0.84**

喀什小檗水提物低剂量组 3.82±0.42* 1.28±0.31** 2.22±0.49 2.09±0.44* 0.83±0.41**

喀什小檗水提物中剂量组 3.00±0.53** 0.89±0.17** 1.22±0.22** 2.27±2.21** 0.41±0.12**

喀什小檗水提物高剂量组 2.54±0.36** 0.71±0.15** 1.20±0.18** 2.19±0.16** 0.21±0.10**

注：与正常对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal control group，##P ＜ 0.01；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

汀组、喀什小檗水提物中、高剂量组大鼠血清中
TC、TG 和 LDL-C 的含量降低，HDL-C 的含量
升高（P ＜ 0.01）；喀什小檗水提物低剂量组大鼠

血清中 TC 和 TG 的含量降低，HDL-C 的含量升
高（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），LDL-C 的含量降低，
但差异无统计学意义（P ＞ 0.05），见表 1。

3.3　各组大鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 和 IL-10
水平变化 
　　与正常对照组相比，模型对照组大鼠血清中
IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量升高，IL-10 的含量
降低（P ＜ 0.01）；与模型对照组相比较，辛伐他
汀组、喀什小檗水提物中、高剂量组大鼠血清中
IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量降低，IL-10 的含量

升高（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），喀什小檗水提物低
剂量组血清中 IL-1β 的含量降低（P ＜ 0.01），喀
什小檗水提物低剂量组大鼠血清中 IL-6 和 TNF-α
的含量降低，喀什小檗水提物低、中剂量组大鼠
血清中 IL-10 的含量升高，但差异无统计学意义
（P ＞ 0.05），见表 2。

表 2　各组大鼠血清 IL-1β、IL-6、IL-10 和 TNF-α 水平比较 (n ＝ 10) 
Tab 2　Serum levels of IL-1β，IL-6，IL-10 and TNF-α among the rats (n ＝ 10)

组别 IL-1β/（pg·mL － 1） IL-6/（pg·mL － 1） IL-10/（pg·mL － 1） TNF-α/（pg·mL － 1）

正常对照组 50.54±10.70 24.83±4.81 666.20±89.60 58.83±21.55

模型对照组 211.10±13.16## 70.26±13.68## 371.05±55.46## 166.82±20.90##

辛伐他汀组 96.81±22.51** 41.09±8.54** 536.36±74.53** 92.94±17.42**

喀什小檗水提物低剂量组 173.40±30.03** 67.93±8.85 353.35±57.68 146.93±18.61

喀什小檗水提物中剂量组 176.25±18.71** 53.39±8.61* 362.15±37.81 139.18±17.70*

喀什小檗水提物高剂量组 142.24±19.09** 49.15±7.93* 457.61±129.60* 111.32±13.26**

注：与正常对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal control group，##P ＜ 0.01；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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炎症的发生与发展，它可能由 AS 斑块中的平滑
肌细胞、内皮细胞及巨噬细胞分泌。有研究发现，
在晚期 AS 和急性中风的患者体内的循环 TNF-α
水平高表达，敲除 TNF-α 基因的小鼠中斑块的面
积会减少 [17-18]。IL-10 由调节性 T 细胞分泌产生，
AS 发生的过程中促炎性细胞因子和趋化因子会
导致内皮细胞损伤，而 IL-10 会抑制它们的过高
表达，从而促进 LDL 被巨噬细胞吞噬，并抑制
其释放 MMPs，进一步促进 M2 型转变过程 [19-21]。
　　综上所述，本研究结果表明，喀什小檗果实
水提物具有调节血脂代谢、降低炎症因子的表达
及抑制血管斑块形成等作用，可有效预防和抑制
AS 的形成。目前，喀什小檗对 AS 的治疗作用仍
处于初步的探索阶段，其作用机制尚需更多的实
验来验证。
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齐墩果酸线粒体靶向脂质体的制备及抗胰腺癌研究

谭晓柯1，武香香2，曾华辉2，朱鑫1*（1. 河南中医药大学药学院，郑州　450046；2. 河南中医药大学中医药科学院，

郑州　450046）

摘要：目的　制备齐墩果酸（OA）线粒体靶向脂质体（α-TOS-TPP-OA），以实现药物的靶向
性并提高其抗胰腺癌的活性。方法　通过两步反应，合成三苯基膦（TPP）修饰的生育酚琥珀
酸酯（α-TOS）得到线粒体靶向载体（α-TOS-TPP）；采用过膜挤压法制备α-TOS-TPP-OA，并
通过超滤法分离α-TOS-TPP-OA 和游离药物，测得其包封率和载药量；通过动态光散射、透射
电子显微镜对α-TOS-TPP-OA 的粒径大小、表面电荷、形态进行表征，并通过线粒体共定位
考察其线粒体靶向性；通过 MTT 法和流式细胞仪考察 OA、α-TOS-TPP、α-TOS-TPP ＋ OA 和
α-TOS-TPP-OA 对胰腺癌细胞（Bxpc-3）增殖的抑制和诱导凋亡的作用。结果　制备的α-TOS-
TPP-OA 平均粒径为（137.01±0.82）nm，PDI 为（0.23±0.01），表面电荷为＋（43.09±1.22）
mV；α-TOS-TPP 的包封率和载药量分别为（76.21±7.74）% 和（39.06±5.51）%，OA 的包封率
和载药量分别为（70.96±9.13）% 和（3.90±0.75）%；能较好地定位于线粒体；α-TOS-TPP-OA
组与其他组相比抗胰腺癌的效果有明显增强。结论　α-TOS-TPP-OA 具有良好的稳定性和线粒
体靶向性，能增强 OA 的抗胰腺癌活性。
关键词：三苯基膦；胰腺癌；齐墩果酸；脂质体；线粒体靶向
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Preparation of oleanolic acid mitochodrial targeting liposome and its  
anti-pancreatic cancer effect

TAN Xiao-ke1, WU Xiang-xiang2, ZENG Hua-hui2, ZHU Xin1* (1. School of Pharmacy, Henan 
University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou  450046; 2. Academy of Chinese Medical 
Sciences, Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou  450046)

Abstract: Objective  To prepare oleanolic acid (OA) mitochondria-targeted liposomes (α -TOS-
TPP-OA) for drug targeting and improve anti-pancreatic cancer activity. Methods  A mitochondrial 
targeting carrier (α-TOS-TPP) was synthesized from tocopherol succinate (α -TOS) modified by 
triphenylphosphine (TPP) by two-step reaction. The α-TOS-TPP-OA was prepared by extrusion 
through the membrane. Free drugs and α-TOS-TPP-OA were separated by ultrafiltration, and 
the entrapment efficiency and drug loading were measured. The particle size, surface charge and 
morphology of α-TOS-TPP-OA were characterized by dynamic light scattering and transmission 
electron microscope. The targeting property of α-TOS-TPP-OA was determined by co-localization 
of mitochondria. The effects of OA, α -TOS-TPP, α -TOS-TPP ＋ OA and α -TOS-TPP-OA on the 
proliferation and apoptosis of pancreatic cancer cells (BxPC-3) were investigated by MTT and flow 
cytometry. Results  The average particle size, PDI and surface charge of α-TOS-TPP-OA were 
(137.01±0.82) nm, (0.23±0.01) and ＋ (43.09±1.22) mV, respectively. The entrapment efficiency 
and drug loading of α-TOS-TPP were (76.21±7.74)% and (39.06±5.51)%, while the entrapment 
efficiency and drug loading of OA were (70.96±9.13)% and (3.90±0.75)%. The anti-pancreatic 
cancer effect of α-TOS-TPP-OA group was much stronger than that of other groups. Conclusion  
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　　胰腺癌（pancreatic cancer，PC）是一种难治性
恶性肿瘤 [1]，预后非常差，通常在确诊后，只有
24% 的人存活 1 年，9% 的人存活 5 年 [2]。预后不
良的主要原因是缺乏早期症状、肿瘤进展迅速以
及局部 / 转移性疾病的有效药物疗效有限 [3]。
　　齐墩果酸（oleanolic acid，OA）是一种五环
三萜类天然产物，广泛存在于多种中药材中，如
三七、怀牛膝、甘草、石斛夹竹桃和女贞等 [4]。
研究发现，OA 具有多种有益的药理学活性，比
如抗氧化作用、抗炎作用、降糖作用、抗病毒作
用、肝功能保护作用、胃黏膜保护作用、抗微生
物作用、抗肿瘤作用等 [5]。虽然 OA 具有一定的
抗肿瘤活性，能够抑制多种肿瘤细胞的增殖 [6]，
但该药物的水溶性较差，在水中的溶解度仅为 1 
µg·mL－ 1，肠黏膜透过性较差且具有较大的首
过效应，致使其生物利用度低且个体间差异较
大，这些性质限制了其临床应用与开发 [7]。目前，
OA 在市场上销售的药物制剂只有片剂和胶囊剂，
国内外有关学者进行了 OA 新剂型的研究，大多
数新型制剂制备工艺较复杂，载药量低，对设备
要求较高，而且存在靶向性较低的问题，使药物
疗效不佳以及易产生不良反应 [8]。因此，我们需
要开发基于脂质体的靶向性制剂来提高 OA 的治
疗效果，并减少毒副作用。
　　α- 生育酚琥珀酸酯（α-TOS）是维生素 E 
最主要的成分α- 生育酚（α-TOH）的一种酯化
衍生物。维生素 E 在储存和应用过程中易被氧
化，因而常将其酯化衍生物作为商业的供应形
式，α-TOS 即是其中的一种 [9]。近年来研究发
现，α-TOS 除作为维生素 E 的供应前体外，还具
有广泛的抗肿瘤活性，可通过多种机制发挥抗肿
瘤作用，如诱导细胞凋亡、抑制 NF-кB 功能、抑
制血管生成等。此外，α-TOS 能选择性杀死肿瘤
细胞而对正常组织无不良反应 [10]。三苯基磷基团
（TPP）中含有 3 个苯基，使得整个分子具有很强
的脂溶性，同时 TPP 中磷原子上的正电荷可以离
域到 3 个苯环上，在更大空间分散正电荷，降低
扩散渗透膜时的自由能，促使 TPP 穿越磷脂膜。
正常细胞的线粒体膜电位为－（130 ～ 150）mV，
远高于内质网、核糖体等细胞器的膜电位，因此
亲脂性阳离子可以很容易地通过脂质双分子层的
疏水屏障并在线粒体中积聚。此外，肿瘤细胞较

正常细胞具有更高的线粒体膜电位（大约为 200 
mV），可将抗肿瘤药物优先靶向肿瘤细胞的线粒
体，诱导肿瘤细胞凋亡 [11]。因此，通过亲脂性阳
离子对抗肿瘤药物进行修饰，可以实现将药物递
送至线粒体的目的。
　　因此，本研究通过 TPP 修饰α-TOS 构成具
有线粒体靶向能力的三苯基磷基生育酚琥珀酸酯
（α-TOS-TPP）偶联物作为线粒体靶向载体，以
期通过静电作用使药物更容易富集于肿瘤细胞线
粒体。此外脂质体表面修饰聚乙二醇（PEG）可
使脂质体清除速率减慢，延长其在血液中的循环
时间，提高 OA 的生物利用度，进而提高其抗肿
瘤活性。
1　材料
1.1　仪器
　　Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国 Agilent 
公司）；手动挤压器（型号：HE8433 Genizer 公
司）；粒径分析仪（型号：250144，Brookhaven In-
struments）；高倍显微镜（型号：TS100，Nikon）；
万分之一电子天平（型号：AL204，梅特勒 - 托利
多仪器上海有限公司）；透射电子显微镜 [ 型号：
JEM-1230（HC）]；UV-2201 紫外分光光度计（日
本岛津公司）；全波长酶标仪（Multiskan GO）；
激光共聚焦显微镜（德国，ZEISS）；流式细胞仪
（美国贝克曼）。
1.2　试药
　　α-TOS（阿拉丁，批号：T109349，纯度＞

98%）；6- 溴正己醇（阿拉丁，批号：B138834，
纯 度 ＞ 97%）； 三 苯 基 膦（阿 拉 丁， 批 号：
T104475，纯度＞ 99.0%）；大豆卵磷脂（阿拉丁，
批号：B1504087，纯度＞ 98%）；胆固醇（北京
百灵威科技有限公司，批号：LK40Q28，纯度：
95%）；PEG（SIGMA，批号：BCBQ6878V）；
二甲基亚砜（Solarbio，批号：710N032，细胞培
养级）；香豆素 6（阿拉丁，批号：12009083，纯
度 ＞ 98.0%）；Mito-Tracker Red（Beyotime， 批
号：062320210302）；DAPI 溶液（Solarbio，批号：
20190923）；Annexin V-FITC/PI apoptosis kid 凋亡
试剂盒（联科生物，批号：A11015）；其他试剂均
为分析纯。
1.3　细胞
　　胰腺癌 BxPC-3 细胞（武汉普诺赛生命科技

α-TOS-TPP-OA has good stability and mitochondrial targeting, which can enhance the anti-pancreatic 
cancer activity of OA. 
Key words: triphenylphosphine; pancreatic cancer; oleanolic acid; liposome; mitochondrial targeting
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有限公司）。
2　方法与结果
2.1　α-TOS-TPP 的合成
　　将 α-TOS（5.0000 g，9.4201 mmol）、6- 溴正
己醇（1938.3 µL，14.1302 mmol）、二环己基碳
二亚胺（2.3307 g，11.3041 mmol）、4- 二甲基吡
啶（0.0575 g，0.4710 mmol）分别用适量二氯甲
烷溶解后，在冰浴条件下，将其混合，搅拌 10 
min 后转至室温，再搅拌 12 h 后加入 6- 溴正己醇
（646.1 µL，4.7101 mmol），继续搅拌 12 h [12]。通
过柱层析分离收集，初始展开剂为石油醚 - 乙酸
乙酯（24∶1），之后适当改变比例增大极性，收
集的预测产物在真空管干燥箱 60℃下减压干燥 5 
h，得到无色或浅黄色油状物化合物 A，收率为
64.56%。经核磁验证，如图 1 所示。
　　 取 化 合 物 A（3.0769 mmol，2.1349 g）、 三
苯 基 膦（6.1538 mmol，1.6141 g）、 无 水 K2CO3

（0.3000 g）在适量乙腈中混合，90℃ 回流 30 h[12]。
过滤除去 K2CO3 后，浓缩滤液，加入石油醚超声，
过滤除去滤液，不溶物经柱层析，初始展开剂为
乙酸乙酯 - 甲醇（20∶1），之后适当改变比例增大
极性，收集的预测产物在真空管干燥箱 60℃ 下减
压干燥 5 h，得到无色或浅黄色油状物化合物 B，
收率为 46%，纯度为 98.53%。经核磁验证，如图
2 所示。
　　通过 1H-NMR 对化合物 A 和 B 进行了表征。
在化合物 A 的 1H-NMR 谱中，在δ ＝ 4.11 ～ 4.14
（2H）和 3.37 ～ 3.41（2H）处出现的三重峰，
在 δ ＝ 1.84 ～ 1.91（2H），1.78 ～ 1.86（2H），
1.74 ～ 1.81（2H），1.64 ～ 1.71（2H）处出现的
多重峰证实了 6- 溴正己醇通过酯键与α-TOS 连
接。δ ＝ 2.92 ～ 2.95（2H）、2.75 ～ 2.80（2H）、
2.58 ～ 2.64（2H）处存在三重峰和代表单线态
峰，δ ＝ 2.09（3H）、2.02（3H）、1.98（3H） 证
实了α-TOS 部分的存在，如图 1。在化合物 B 的
1H-NMR 谱中，δ ＝ 7.6 ～ 7.9（15H）证实了苯基
的存在，剩余特征质子峰与化合物 A 位置相同，
如图 2。经验证化合物 B 为α-TOS-TPP。
2.2　α-TOS-TPP-OA 的制备
　　 精 密 称 取 5.0 mg 卵 磷 脂，10.0 mg α-TOS-
TPP，1.0 mg OA，1.0 mg 胆 固 醇，PEG 1.0 mg
（1∶2∶0.2∶0.2∶0.2）分别溶于 2.0 mL 的二氯
甲烷中，混合上述溶液，20 r·min－ 1、40℃下旋
转蒸发除去二氯甲烷，40℃真空干燥 2 h 以彻底
除去有机溶剂，加入去离子无菌水 2.0 mL，60℃
下磁力搅拌水化 2 h，250 W 水浴超声 5 min，在
60℃下依次挤压通过 200 nm、100 nm 聚碳酸酯

膜，即得α-TOS-TPP-OA，在 4℃下储存备用 [13]。
2.3　形态、粒径和电位
　　在室温下采用粒径分析仪对制备的脂质体的
粒径与多分散系数（PDI）进行表征，结果平均
粒径为（137.0±0.82）nm，PDI 为（0.23±0.01），
PDI 的值较大，可能是因为挤压膜时聚碳酸酯
膜的孔径大小不一所造成的，如图 3A 所示。使
用α-TOS 制备的α-TOS-OA，测得其 Zeta 电位
为 －（31.9±0.97）mV， 将α-TOS 换 成α-TOS-
TPP 后制备的α-TOS-TPP-OA 的 Zeta 电位为＋

（43.09±1.22）mV，Zeta 电位由负电荷转变为正
电荷，见图 3B，说明 TPP 可分散在脂质体表面，
使其具有线粒体靶向的能力，与预期一致。采
用高倍透射电子显微镜观察α-TOS-TPP-OA 的形
貌，形态见图 3C ～ 3E。由电镜照片可以观察到，
脂质体单分散，呈球形，粒度较均一，其结果与
粒径仪所测到的脂质体粒径相吻合。
2.4　包封率和载药量的测定
2.4.1　α-TOS-TPP 标准曲线的建立　配制质量
浓 度 为 10、30、50、80、120 和 150 μg·mL－ 1

的溶液，通过紫外可见光分光光度计在 λ ＝ 287 
nm 检测溶液的吸光度。以吸光度（y）对质量
浓度（x）进行线性拟合，得到回归方程 y ＝

图 1　化合物 A 的氢核磁谱图

Fig 1　1H-NMR spectrum of compound A

图 2　化合物α-TOS-TPP 的氢核磁谱图

Fig 2　1H-NMR spectrum of compound α-TOS-TPP
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10.082x ＋ 0.1995，R2 ＝ 0.997，表明α-TOS-TPP
在 10 ～ 150 μg·mL－ 1 内与吸光度线性关系良好。
2.4.2　OA 标准曲线的建立　采用高效液相色谱法
（HPLC）测定 OA 的含量。采用 ZORBAX SB-C18

色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相：甲
醇 -1% 醋酸水（90∶10，V/V）；柱温：25℃；流
速：1.0 mL·min－ 1；波长：220 nm；进样量：20 
μL。配制质量浓度为 10、50、80、100、150、200
和 300 μg·mL－ 1 的 OA 溶液，进样测定，以峰面
积（y）对质量浓度（x）进行线性拟合，得回归方
程 y ＝ 5495.8x － 34.366，R2 ＝ 0.9991，表明 OA
在 10 ～ 300 μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好。
　　取 1.0 mL α-TOS-TPP-OA 溶液置于超滤离
心管内（截留相对分子质量为 30 000），以 4000 
r·min－ 1 离心 30 min，分离溶液中游离的 OA 及
α-TOS-TPP，截留在离心管内的为α-TOS-TPP-
OA，离心管内加入 5 倍体积的甲醇破坏脂质体结
构，促使 OA 和α-TOS-TPP 从胶束中释放出来，
采用 HPLC 测定脂质体中包封的 OA 质量，离心
管外为游离的 OA，采用同样的方法可测定游离
的 OA 的质量。α-TOS-TPP 的含量则通过紫外可
见光分光光度计在 λ ＝ 287 nm 检测；用以下公式
计算包封率和载药量：
　　包封率＝脂质体内包封的药物质量 /(脂

质体内包封的药物质量＋未包封的游离药物质

量 )×100%
　　载药量＝包封于脂质体内的药物质量 /(载

体的质量＋脂质体包封的药物总质量 )×100%
　　经计算得到α-TOS-TPP 的包封率和载药量分
别 为（76.21±7.74）% 和（39.06±5.51）%，OA
的包封率和载药量分别为（70.96±9.13）% 和
（3.90±0.75）%。
2.5　脂质体的稳定性

　　将α-TOS-TPP-OA 分别在 4℃纯水中和 37℃
的 PBS 环境中分别存放 7 d 和 3 d，模仿存储环境
和体内环境，检测其粒径及 PDI 变化。如图 4 所
示，在 4℃的纯水下储存 7 d 后粒径从（137.0± 

0.82）nm 变为（131.1±0.80）nm，PDI 从（0.227± 

0.005）变为（0.248±0.009）。在 37℃的 PBS 储存
3 d 后，粒径增加到（176.7±3.9）nm，PDI 则变为
（0.257±0.013）。由此表明，该脂质体在 4℃的纯
水中有良好的储存稳定性，且在 37℃的 PBS 中也
有较好的稳定性（见图 4）。

图 4　α-TOS-TPP-OA 的稳定性

Fig 4　Stability of α-TOS-TPP-OA

2.6　线粒体靶向
　　由于 OA 自身不发荧光，因此采用脂溶性的
带绿色荧光的香豆素 6 作为替代 OA 的模型药物，
按“2.1”“2.2”项下方法制备含有香豆素 6（C6）
的脂质体。将 BxPC-3 细胞以 1×104 个的密度
接种于 24 孔培养板内，用血清培养基培养 24 h，
将质量浓度为 100 ng·mL－ 1 的载 C6（显绿色荧
光）的α-TOS-C6 和载 C6 的α-TOS-TPP-C6 加入
其中，再与细胞共同孵育 1、3 h 后，用 37℃的
PBS 洗 涤。 用 100 nmol·L－ 1 的 Mitotracker Red
染线粒体（红色荧光）20 min，10 μg·mL－ 1 的
DAPI 溶液染细胞核（蓝色荧光）5 min，然后在激
光共聚焦显微镜下观察 C6 在细胞内的分布情况。
　　结果如图 5 所示，孵育 1、3 h 后，含有 C6
的脂质体进入肿瘤细胞，且随着孵育时间的延
长，绿色荧光逐渐增强，表明随着孵育时间的
延长，肿瘤细胞对脂质体的摄取增加。带有绿色
荧光的脂质体与呈红色荧光的线粒体重合，会
呈现为黄色。随着孵育时间的增加黄色逐渐变
深，说明脂质体逐步聚集在线粒体周围。脂质体
与线粒体的共定位通过皮尔逊系数（PCC）来体
现，通过 Image J 分析的到共定位散点图及 PCC。
通过共定位散点图表明，随着孵育时间的增加，
α-TOS-TPP-C6 的红色荧光和绿色荧光共定位关

图 3　α-TOS-TPP-OA 的粒径分布（A）、Zeta 电位及透射电子显微

镜图（C ～ E）
Fig 3　Particle size distribution（A），Zeta potential（B），and 
transmission electrons（C ～ E）of α-TOS-TPP-OA microscope picture
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系明显好于α-TOS-C6。PCC 结果如图 6 显示，
α-TOS-TPP-C6 的 PCC 明显高于α-TOS-C6，且存
在显著性差异。由此可知，TPP 阳离子能促进脂
质体聚集在肿瘤细胞的线粒体部位。

图 5　α-TOS-C6 和α-TOS-TPP-C6 孵育 1、3 h 后激光共聚焦显微镜

图片及共定位散点图

Fig 5　Confocal laser confocal microscopy images and colocalization 
scatter plots of α-TOS-C6 and α-TOS-TPP-C6 after incubation for 1 and 
3 h

图 6　α-TOS-C6 和α-TOS-TPP-C6 孵育 1、3 h 后的 PCC 值（x±s，
n ＝ 3）
Fig 6　PCC of α-TOS-C6 and α-TOS-TPP-C6 after 1 and 3 h incubation
（x±s，n ＝ 3）

注：与同等条件下α-TOS-C6 的比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Comparison with α -TOS-C6 under the same conditions，

*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01．

2.7　细胞存活率的测定
　　将胰腺癌细胞株 BxPC-3 复苏传代，在 37℃、
5%CO2 培养箱中培养 24 h，然后分为 OA 组、
α-TOS-TPP 组、α-TOS-TPP ＋ OA 组和α-TOS-TPP-
OA 组，给予对应药物处理，由于不同给药组在
相同浓度时的抑制率相差较大，在计算 IC50 时容
易造成误差，故给药浓度有所不同。其中α-TOS-
TPP ＋ OA 游离药物组和α-TOS-TPP-OA 组的给药
浓度为 1、2、5、10、15、20、25、30 µmol·L－ 1

（以 OA 浓 度 为 准），OA 组、α-TOS 组 和α-TOS-
TPP 组给药浓度为 15、20、25、30、35、40、45、
50 µmol·L－ 1，每个浓度设 6 个复孔，加药后孵
育 48 h 后，取出 96 孔板，避光条件下加入 MTT

溶液 20 µL，继续培养 4 h 后取出，加入 150 µL 二
甲基亚砜，轻微振荡 10 min，在 490 nm 波长下检
测下吸光度，计算 IC50。
　　结果如表 1 所示，通过 TPP 对α-TOS 的修饰，
α-TOS-TPP 对 BxPC-3 的抑制作用较α-TOS 明显增
加。α-TOS-TPP ＋ OA 给药组合对 BxPC-3 的抑制
作用高于α-TOS-TPP 和 OA 单独给药。而α-TOS-
TPP-OA 对 BxPC-3 的毒性高于α-TOS-TPP ＋ OA
的给药组合，其 IC50 明显低于其他给药组。

表 1　OA、α-TOS-TPP、α-TOS-TPP ＋ OA游离药物和α-TOS-
TPP-OA在 48 h的 IC50 

Tab 1　IC50 of OA，α-TOS-TPP，α-TOS-TPP ＋ OA free drugs and 
α-TOS-TPP-OA at 48 h

药物种类 IC50 /（µmol•L － 1）

OA 57.04±1.41
α-TOS 53.41±4.09
α-TOS-TPP 27.51±1.08
α-TOS-TPP ＋ OA 16.84±2.42
α-TOS-TPP-OA   8.65±5.73

2.8　流式细胞仪检测细胞凋亡
　　为检测α-TOS-TPP-OA 诱导 BxPC-3 细胞凋亡
的作用，将 BxPC-3 细胞以 2×106 个每孔加入 6
孔板中，孵育过夜贴壁。孔内分别加入相应 IC50

的α-TOS-TPP-OA，其中 OA、α-TOS、α-TOS-TPP
和α-TOS-TPP ＋ OA 的加入量与α-TOS-TPP-OA
中相应含量相等。孵育 24 h 后，分别收集孔中的
细胞，PBS 洗涤两次后，加入5 µL Annexin V-FITC
和 10 µL PI 标记。通过流式细胞仪分析凋亡情况。
如图 7 所示，α-TOS-TPP-OA 处理的细胞处于早期
和晚期凋亡阶段的分别占 45.34% 和 37.55%，而
α-TOS-TPP ＋ OA 分别诱导 46.74% 和 5.73% 的细
胞进入早期和晚期凋亡阶段。从流式细胞仪分析
可以看出，α-TOS-TPP-OA 比α-TOS-TPP ＋ OA 能
诱导更多的 BxPC-3 细胞凋亡，可能是因为靶向作
用让更多的药物进入线粒体所致。
3　讨论
　　OA 具有潜在的抗肿瘤活性，可诱导许多肿
瘤细胞系凋亡，但 OA 的低水溶性和低渗透性限
制了其使用 [14]。因此，有必要选择合适的纳米
给药系统来增加 OA 的溶解度，减少口服首过效
应，提高生物利用度。近年来，为了克服低溶解
度药物的缺点，目前已有脂质体 [15]、纳米脂质
体 [16]、纳米混悬剂 [17]、口服微乳 [18]、固体分散
体 [19] 等剂型的报道，但存在长期稳定性差、载药
量小、靶向性多、仅依靠通透性保留（EPR）效
应的被动靶向等不足。
　　α-TOS 能与线粒体电子传递链复合物Ⅱ结
合，通过线粒体外膜通透性诱导不同类型肿瘤细
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胞凋亡，从而损伤线粒体 [20]。Mallick 等 [13] 证明
了α-TOS- 化疗药物偶联脂质体可以同时靶向肿
瘤细胞中的线粒体和细胞核。本研究通过酯化反
应将 6- 溴正己醇连接到α-TOS 上，该反应生成化
合物 A，进一步引入线粒体靶向 TPP 基团，得到
α-TOS-TPP。α-TOS-TPP 具有一定的亲脂性，更容
易透过细胞膜，而且肿瘤细胞中的线粒体具有更
高的膜电位，使得α-TOS-TPP 这种离域型亲脂阳
离子（DLC）更容易选择性富集肿瘤细胞线粒体，
因此使其一定程度上具有了线粒体靶向的能力 [21]。
　　以α-TOS-TPP 作为线粒体靶向载体，制备了
具有线粒体靶向性的 OA 脂质体，并且使用 PEG
对脂质体进行表面包覆，以避开单核吞噬系统，
以确保长时间的血液循环。粒径的大小是通过独
特的渗漏血管系统成功积聚到肿瘤组织中的重要
决定因素之一，经证实，粒径为 20 ～ 300 nm 的
胶束的血液循环时间和肿瘤聚集量随其直径的
增大而增加，最佳粒径范围为 100 ～ 160 nm[22]。
该脂质体的粒径为（137.0±0.8）nm，可通过增
强 EPR 效应和减少网状内皮系统（RES）的清除
提高抗肿瘤效果和降低毒性 [23]。此外，α-TOS-
TPP-OA 的表面电荷为＋（43.09±1.22）mV，说
明 TPP 覆盖在脂质体的表面，使得该脂质体表面
带有正电荷，这可以使该脂质体通过胞吞进入细
胞内后依靠静电效应向线粒体聚集，通过线粒体
靶向性考察，证实了这一点。通过 MTT 实验和
流式细胞仪分析发现，α-TOS-TPP-OA 对 BxPC-3
细胞的抑制作用明显增强，这可能与α-TOS-TPP-
OA 增加了药物在线粒体的聚集有关。
　　综上所述，本研究通过 TPP 对α-TOS 的修
饰，合成了一种具有线粒体靶向性的载体，制备

了搭载 OA 的脂质体，并初步评价了其体外抗胰
腺癌作用，为 OA 治疗胰腺癌提供了一种新的思
路，但后续还需要更深入地开展细胞水平研究及
动物体内实验对本结论进一步验证。
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基于网络药理学探讨四臣止咳颗粒治疗慢性支气管炎 
急性发作的作用机制

崔爽，张明倩，梁五林，郭凡帆，欧文静，伍永鸿，贾占红，葛东宇，董瑞娟*，张硕峰*（北京

中医药大学中药学院，北京　102488）

摘要：目的　基于网络药理学和分子对接技术探讨四臣止咳颗粒治疗慢性支气管炎（CB）急性
发作的作用机制，并对其进行实验验证。方法　通过 TCMSP、TCMID 数据库等筛选四臣止咳
颗粒的潜在化学成分，采用 SwissTargetPrediction 数据库预测活性成分的潜在靶点；在 OMIM、
GeneCards 数据库中检索 CB 急性发作的相关靶点，对四臣止咳颗粒与 CB 急性发作的靶点进行
PPI 网络构建，交互处理得到四臣止咳颗粒治疗 CB 急性发作的关键靶点，进行 GO 和 KEGG 分
析；利用分子对接技术对成分与关键靶点蛋白进行分子对接，通过多次气道内雾化给药的方式
建立脂多糖（LPS）致大鼠 CB 急性发作模型加以验证。结果　获得四臣止咳颗粒靶点 823 个，
CB 急性发作潜在靶点 744 个，共同靶点 180 个，关键靶点包括 STAT3、AKT1、NFκB1 等 25 个，
涉及 toll 样受体信号通路、NF-κB 信号通路等。分子对接结果显示，STAT3、AKT1、MAPK1、
NFκB1 等可能为四臣止咳颗粒治疗 CB 急性发作的关键靶点。体内实验验证结果表明，四臣止
咳颗粒可明显减轻大鼠肺组织病理程度，肺泡结构紊乱明显好转，炎症明显减轻，WAm/Pbm、
WAi/Pbm、WAt/Pbm 显著降低（P ＜ 0.01），肺泡灌洗液（BALF）中促炎因子 IL-6 和 TNF-α 含量
显著降低（P ＜ 0.01），肺组织 NF-κB p-p65 蛋白表达均降低。结论　四臣止咳颗粒可能通过下
调炎症信号通路 NF-κB 的激活，减轻炎性细胞浸润和气道重塑程度，调节炎症反应进程，从而
起到抗 CB 急性发作的作用，可为深入四臣止咳颗粒治疗 CB 急性发作分子机制提供理论依据。
关键词：四臣止咳颗粒；慢性支气管炎急性发作；网络药理学；分子对接；作用机制
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　　慢性支气管炎（chronic bronchitis，CB）主
要特征为气道高反应性及变异性炎症，该病病程
长，因受寒、致敏原刺激等易诱发急性发作 [1]。
其急性发作期发病较快，会出现痰量增加的表
现，容易阻塞气道致使感染迁延难愈，一旦发作
会导致机体并发呼吸衰竭、心力衰竭、窒息等症，
甚至可引起重症肺炎、呼吸衰竭等严重并发症 [2]。
四臣止咳颗粒由甘草、岩白菜、螃蟹甲、猪毛蒿
4 味药材组成 [3]，源于藏医经典古方。据《新编
藏药配方》记载其具有“清热养肺、止咳、退烧、
滋补元气的功效，用于感冒发热、止咳、气管炎、
消肿等”[4]。藏医临床上以传统汤剂使用多年，证
明其具有显著的清热解毒、止咳平喘、润喉祛痰
作用，对于多种类型的肺部和支气管相关疾病具

有显著的治疗作用。
　　本研究拟通过网络药理学预测四臣止咳颗粒
治疗 CB 急性发作的作用靶点或通路，并对其进
行体外实验验证，为四臣止咳颗粒在 CB 急性发
作疾病中的临床应用提供实验依据。
1　材料与方法
1.1　网络药理学预测四臣止咳颗粒抗 CB 急性发
作的共同靶点及通路
1.1.1　化学成分收集与活性成分筛选　通过
TCMSP（https：//tcmspw.com/）和 TCMID（http： // 
119.3.41.228：8000/tcmid/）数据库以及相关文献和
书籍获得四臣止咳颗粒的化学成分，筛选出潜在
活性成分，通过 PubChem（https：//pubchem.ncbi.
nlm.nih.gov/）获得化学成分的 Canonical SMILES，

Mechanism of action of Sichen Zhike granules for acute attack of chronic 
bronchitis based on network pharmacology

CUI Shuang, ZHANG Ming-qian, LIANG Wu-lin, GUO Fan-fan, OU Wen-jing, WU Yong-hong, JIA 
Zhan-hong, GE Dong-yu, DONG Rui-juan*, ZHANG Shuo-feng* (School of Chinese Materia Medica, 
Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the molecular mechanism of herbal couple Sichen Zhike (SCZK) 
granules against acute attack of chronic bronchitis (CB) based on network pharmacology and molecular 
docking, and verify the results with experiment. Methods  Potential chemical components of SCZK 
granules were obtained by TCMSP and TCMID. The targets of the active components were predicted by 
SwissTargetPrediction. The targets related to CB acute attack were obtained by OMIM and GeneCards 
databases. The PPI network was constructed with SCZK granules and CB acute attack targets. The 
key targets of SCZK granules for acute attack of CB were obtained by interactive processing, and then 
GO and KEGG analyses were conducted. Moreover, the molecular docking technique was applied to 
validate the compound-target association. Finally, Lipopolysaccharide-induced acute attack of CB in 
rats established by intranasal aerosol administration was used to validate the results. Results  Totally 823 
targets of SCZK granules and 744 potential targets of acute attack of CB, 180 common targets, and 25 
key targets including STAT3, AKT1 and NFκB1 were obtained. Toll-like receptor signaling pathway and 
NF-κB signaling pathway were involved. The molecular docking showed that STAT3, AKT1, MAPK1 
and NFκB1 might be the key targets of SCZK granules for acute attack of CB. In vivo experimental 
verification showed that SCZK granules markedly reduced the histopathological damage of the lung, 
the alveolar structure disorder was improved significantly, inflammation reduced, and WAm/Pbm, WAi/
Pbm, and WAt/Pbm were decreased significantly (P ＜ 0.01). The content of IL-6 and TNF-α in BALF 
was decreased significantly (P ＜ 0.01). The expression of NF-κB p-p65 protein in the lung tissue was 
decreased. Conclusion  SCZK granules many attenuate LPS-induced acute attack of CB responses in 
multiple airway aerosol administration of rats by downregulating the NF-κB signaling pathway, which 
can provide theoretical basis for further research and treatment. 
Key words: Sichen Zhike granule; acute attack of chronic bronchitis; network pharmacology; 
molecular docking; mechanism of action
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通过 admetSAR 数据库（http：//lmmd.ecust.edu.cn/
admetsar2/）按照口服生物利用度、胃肠吸收和类
药性的筛选规则进行筛选，以 OB 和 IA 为＋，类
药性符合 Lipinski 提出的类药分子筛选五规则的化
合物作为候选活性成分。
1.1.2　四臣止咳颗粒作用靶点收集和疾病相关靶
点搜集　通过 SwissTargetPrediction（http：//www.
swisstargetprediction.ch/）和 TCMSP 数据库查找四
臣止咳颗粒活性成分对应的潜在靶点。在 Gene-
cards（https：//www.genecards.org/）和 OMIM 数
据库（http：//www.omim.org/）中以“acute attack 
of chronic bronchitis”为关键词进行检索，去重后，
使用 UniProt（https：//www.uniprot.org/）数据库进
行标准化处理。
1.1.3　“中药 - 活性成分 - 疾病靶点”网络构建及可
视化分析　将活性成分靶点与疾病靶点进行 Venny
分析（https：//bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/）得
到交集作用靶点，利用 Cytoscape 3.7.1 软件构建
“四臣止咳颗粒 - 活性成分 - 疾病靶点”网络图。
1.1.4　构建 PPI 网络图及筛选核心靶点　利用
STRING 平台（https：//string-db.org/）构建蛋白 - 蛋
白相互作用（PPI）网络图，使用 Cytoscape 3.7.1 软
件进行可视化分析，选取同时满足大于平均度值和
平均介数的节点作为核心靶点并绘制 PPI 网络图。
1.1.5　GO 生物信息学分析和 KEGG 信号通路富集
分 析　 利 用 DAVID 6.8（https：//david.ncifcrf.gov/
home.jsp）数据库对潜在靶点进行 GO 富集分析，
选取前 20 个通过 SangerBox（http：//sangerbox.com/
Tool/）进行可视化处理（P ＜ 0.05）。以“P ＜ 0.01”
及“FDR ＜ 0.01”为筛选条件，对潜在靶点进行
KEGG 通路富集分析，保留与 CB 急性发作相关的
通路并进行可视化，通过 Cytoscape 3.7.1 软件构建
四臣止咳颗粒“中药 - 成分 - 靶点 - 通路”网络图。
1.1.6　分子对接　选取 PPI 网络中度值较高的前
8 个靶点并反向寻找四臣止咳颗粒各单药中的潜在
活性成分，利用 PyRx 中的 AutoDock Vina 算法进
行分子对接。
1.2　实验验证
1.2.1　实验动物　SPF 级 SD 大鼠 60 只，体质量
200 ～ 220 g，雌雄各半，购于斯贝福（北京）生物
技术有限公司，许可证号为 SCXK（京）2019-0010。
1.2.2　试药　四臣止咳颗粒（北京中医药大学中药
制药系倪健教授提供，批号：2101003）；复方甘
草口服溶液（批号：2005801，青岛黄海制药有限
责任公司）；脂多糖（LPS，批号：L2630，Sigma
公 司）；NF-κB p-p65 抗 体（批 号：ab194726，
abcam 公司）；小鼠 SAP 试剂盒（SAP-9102，北京

中杉金桥生物技术有限公司）；二抗山羊抗兔免疫
荧光试剂盒（ab150077，abcam 公司）；荧光封片
剂（含 DAPI）（批号：ZLI-9557，北京中杉金桥生
物技术有限公司）；白介素 6（IL-6）检测试剂盒
（批号：SEA079Ra）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）
检测试剂盒（批号：SEA133Ra）（武汉云克隆科技
股份有限公司）；白介素 8（IL-8）检测试剂盒（批
号：MM-0175R1，江苏科特生物科技有限公司）。
1.2.3　仪器　Buxco RC 肺功能仪检测系统（美国
Buxco 公司）；小动物喉镜（型号：HY-SHJ01）、
微量液体气管内雾化器（型号：HY-LWH01）、大
小鼠操作平台（型号：HY-SC01）（北京元森凯德
生物技术有限公司）；小动物吸入式麻醉机（型
号：ZS-M，北京众实迪创科技发展有限责任公
司）；生物显微镜 [ 型号：LH-M100CB-1，尼康
仪器（上海）有限公司 ]；激光共聚焦显微镜 [ 型
号：TCS-SP8，徕卡显微系统（上海）有限公司 ]。
1.2.4　实验方法　将大鼠适应性饲养 5 d 后，随
机分为6组，每组10只，分别为对照组，模型组，
复方甘草组，四臣止咳颗粒 1.8、3.6、7.2 g 生
药·kg－ 1 组。除对照组外各组在异氟烷麻醉状态
下进行 LPS 雾化吸入，对照组雾化给药同体积生
理盐水。待大鼠进入深度麻醉后，将大鼠置于大
小鼠操作平台，将小动物喉镜插入至舌根部，挑
起会厌软骨显露声门，将微量液体气管内雾化器
通过口腔沿声门插入气管，迅速按压液体推送把
手喷入 1 mg·mL－ 1 的 LPS 溶液，第 6、13、20
日雾化给药 25 μL，第 23、27 日雾化给药 50 μL，
进行 CB 急性发作的模型制备。四臣止咳颗粒各
剂量组于第 7 ～ 12 日、14 ～ 19 日、21 ～ 22 日、
24 ～ 26 日、28 ～ 29 日分别灌胃给予相应药物，
1 次·d－ 1。对照组、模型组给予等量饮用水（10 
mL·kg－ 1）。复方甘草组大鼠灌胃给予复方甘草
口服液 3 mL·kg－ 1。实验于第 30 日采集标本。
1.2.5　支气管病理学观察及气道重塑指标的检测
　处死大鼠，打开胸腔暴露心脏，分离右肺取下
叶置于 4% 福尔马林固定，常规脱水包埋，切片
后进行 HE 染色，置于 200 倍镜观察大鼠肺组织
病理损伤情况。每张切片选取 5 个完整的支气
管横断面，结果采用 Image5 软件测量基底膜周
径（Pbm）、平滑肌面积（WAm）、气道内壁面
积（WAi）、支气管总管壁面积（WAt），为消除
管径大小、气道状态和切片方向等造成的误差，
采用 Pbm 将上述测量值标准化，以平滑肌厚度
（WAm/Pbm）、气道内壁内壁厚度（Wai/Pbm）、
总管壁厚度（WAt/Pbm）衡量气道重塑程度。
1.2.6　ELISA 法检测各组大鼠 BALF 中促炎因
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子 IL-6、IL-8、TNF-α 水平　分别采用 2 mL、2 
mL、1 mL PBS 缓冲液灌洗大鼠左肺，回收率＞

90%，回收后的 BALF 置于 4℃、3000 r·min－ 1

离心 10 min，取上清液按照 ELISA 试剂盒说明书
检测 IL-6、IL-8、TNF-α 的含量。
1.2.7　免疫荧光法检测肺组织 NF-κB p-p65 表
达　将切片进行脱蜡、抗原修复后进行山羊血
清封闭，一抗（1∶50）4℃孵育过夜，羊抗兔二
抗（1∶200）室温避光孵育 1 h，DAPI 封片。置
于 400 倍镜激光共聚焦显微镜下进行观察，每张
切片选取 5 个视野，图片采用 Image5 对 NF-κB 
p-p65 蛋白表达进行半定量分析。
1.2.8　统计学分析　采用 SPSS 26.0 软件进行统
计分析，计量资料采用 x±s 表示，所有数据均
进行正态检验，数据满足方差齐时采用单因素方
差分析，组间比较采用 LSD 检验；数据呈非正
态或方差不齐时采用非参数检验或 Welch 检验，

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　四臣止咳颗粒化学成分筛选
　　通过 TCMSP、TCMID 在线数据库平台检索
以及文献分析，共收集到四臣止咳颗粒化学成分
141 个，获得作用靶点 823 个。
2.2　CB 急性发作的疾病靶点筛选
　　在 GeneCards 数据库获得 CB 急性发作靶点
710 个（Relevance score ＞ 10）， 在 OMIM 数 据
库获得靶点 53 个，去除重复靶点 19 个，最终获
得靶点 744 个。
2.3　交集靶点筛选与“中药 - 活性成分 - 药物靶
点”网络图
　　通过在线韦恩图两者取交集，获得四臣止
咳颗粒与 CB 急性发作共同靶点 180 个，利用
Cytoscape 3.7.1 网络可视化软件构建“中药 - 活性
成分 - 药物靶点”网络图（见图 1）。

图 1　四臣止咳颗粒“中药 - 活性成分 - 药物靶点”网络图

Fig 1　Network diagram of “TCM-active component-drug target” of Sichen Zhike granules

2.4　PPI 网络构建及核心靶点的筛选

　　将交集靶点导入 STRING 数据库进行 PPI 分
析（见 图 2）， 平 均 Degree 为 11.181、 平 均 Be-
tweenness 为 0.021，其关键靶点包括 STAT3、PIK-
3CA、PIK3R1、SRC、AKT1、MAPK1、MAPK3、
NFκB1 等 25 个，可能是四臣止咳颗粒治疗 CB 急
性发作的关键靶点。
2.5　GO 生物信息学和 KEGG 信号通路富集分析

　　共获得 GO 条目 729 个（P ＜ 0.05），其中生
物过程（BP）541 条，细胞组成（CC）73 条，分

子功能（MF）115 条，分别选取 P 值排名前 20
位使用 SangerBox 在线作图平台绘制成高级气泡
图（见图 3）。
　　KEGG 通路富集分析共筛选出与 CB 急性发
作相关通路 19 条（见图 4），涉及 NF-κB 信号通
路、toll 样受体信号通路、肿瘤坏死因子信号通
路、HIF-1 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、T 细
胞受体信号通路等。
　　将中药、活性成分和交集靶点以及筛选后的
19 条通路导入 Cytoscape 3.7.1 软件绘制“中药 -
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成分 - 靶点 - 通路”网络图（见图 5）。网络图中包
含 337 个节点，1923 条边线。
2.6　分子对接结果

　　各靶点与其潜在活性成分的结合能绝大部分
小于－ 5 kcal·mol－ 1，表明活性成分与有效靶点
具有较好的结合活性（见图 6）。
2.7　四臣止咳颗粒对 LPS 致 CB 急性发作大鼠肺

组织病理学变化

　　对照组大鼠支气管黏膜上皮基本完整，肺泡呈
空泡状，薄壁结构，未见炎性细胞浸润。模型组大
鼠肺实质破坏，支气管黏膜上皮出现部分脱落坏
死，肺泡壁毛细血管扩张，充血淤血，肺泡间隔断
裂，相邻肺泡融合成较大囊腔，并且气管壁增厚，
气道管腔明显变窄，可见炎性细胞广泛浸润。四臣
止咳颗粒 1.8、3.6、7.2 g·kg－ 1 组大鼠病理结构改

图 2　靶点相互作用网络图

Fig 2　Network diagram of target interaction

图 3　四臣止咳颗粒治疗 CB 急性发作交集基因 GO 功能富集结果

Fig 3　GO enrichment of the intersection genes of acute attack of CB treated by Sichen Zhike granules

图 4　四臣止咳颗粒治疗 CB 急性发作交集基因 KEGG 功能富集结果

Fig 4　KEGG enrichment of the intersection genes of acute attack of CB 
treated by Sichen Zhike granules
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图 7　四臣止咳颗粒对 LPS 致 CB 急性发作大鼠肺组织病理学的影响（HE，×200）
Fig 7　Effect of Sichen Zhike granules on the lung histopathology of LPS-induced CB acute attack in rats（HE，×200）
A. 对照组（control group）；B. 模型组（model group）；C. 复方甘草组（compound glycyrrhiza group）；D ～ F. 分别为四臣止咳颗粒 1.8、3.6、
7.2 g·kg－ 1 组（Sichen Zhike granules 1.8，3.6，7.2 g·kg－ 1 groups）

变明显减轻，支气管上皮细胞偶见脱落坏死，肺泡 结构紊乱明显好转，炎症明显减轻（见图 7）。

图 5　中药 - 成分 - 靶点 - 通路网络图

Fig 5　Network diagram of TCM-component-target-pathway 

图 6　化学成分与靶点的分子对接模式图

Fig 6　Molecular docking pattern of chemical compositions and targets

2.7　四臣止咳颗粒对 LPS 致 CB 急性发作大鼠气
道重塑指标的影响
　　与对照组相比，模型组大鼠平滑肌厚度
（WAm/Pbm）、气道内壁厚度（WAi/Pbm）、气道
总管壁厚度（WAt/Pbm）明显增加（P ＜ 0.01），与

模型组相比，四臣止咳颗粒 1.8、3.6 g·kg－ 1 组大
鼠 WAi/Pbm、WAt/Pbm 显著降低（P ＜ 0.01），四
臣止咳颗粒 7.2 g·kg－ 1 组大鼠 WAm/Pbm、WAi/
Pbm、WAt/Pbm 显著降低（P ＜ 0.01）（见表 1）。
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2.8　四臣止咳颗粒对 LPS 致 CB 急性发作大鼠
BALF 中促炎因子 IL-6、IL-8、TNF-α 水平的影响
　　与对照组相比，模型组大鼠 BALF 中促炎因子
IL-6、IL-8 和 TNF-α 含量显著升高（P ＜ 0.01）；与

模型组相比，四臣止咳颗粒 1.8、3.6、7.2 g·kg－ 1

组大鼠 BALF 中促炎因子 IL-6、IL-8 和 TNF-α 含量
显著降低（P ＜ 0.01）（见表 2）。

图 8　四臣止咳颗粒对 LPS 致 CB 急性发作大鼠肺组织 NF-κB p-p65 免疫荧光表达（IF，×400）
Fig 8　Immunofluorescence expression of NF-κB p-p65 in the lung tissues of LPS-induced acute attack of CB in rats by Sichen Zhike granules（IF，
×400）
A. 对照组（control group）；B. 模型组（model group）；C. 复方甘草组（compound glycyrrhiza group）；D ～ F. 分别为四臣止咳颗粒 1.8、3.6、
7.2 g·kg－ 1 组（Sichen Zhike granules 1.8，3.6，7.2 g·kg－ 1 groups）

表 1　四臣止咳颗粒对 LPS致 CB急性发作大鼠气道重塑指标的影响 (n ＝ 10，μm2·μm － 1) 
Tab 1　Effects of Sichen Zhike granules on airway remodeling indexes in LPS-induced CB acute attack rats (n ＝ 10，μm2·μm － 1)

组别 WAm/Pbm WAi/Pbm WAt/Pbm
对照组   6.67±0.81 30.43±3.46 37.09±3.61
模型组 20.37±4.41** 47.08±4.39** 67.45±7.20**

复方甘草组 10.36±1.51## 27.50±3.60## 37.86±3.83##

四臣止咳颗粒 1.8 g·kg － 1 组 14.58±2.70 30.53±3.42## 45.11±5.00##

四臣止咳颗粒 3.6 g·kg － 1 组 11.60±2.21 27.89±4.57## 39.49±4.30##

四臣止咳颗粒 7.2 g·kg － 1 组   9.84±1.38## 23.79±2.90## 33.63±3.61##

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

3　讨论
　　CB 是指气管、支气管黏膜与周围组织发生
的慢性非特异性炎性疾病，病因机制较为复杂，

其急性发作期会出现咳嗽、喘息及咳痰加重等一
系列症状，同时呼吸系统黏膜存在广泛性的水肿
和充血现象，容易阻塞气道致感染加重，致使机

表 2　四臣止咳颗粒对 LPS致 CB急性发作大鼠 BALF中 IL-6、IL-8、TNF-α 水平的影响 (n ＝ 10，pg·mL － 1) 
Tab 2　Effects of Sichen Zhike granules on IL-6，IL-8 and TNF-α levels in BALF of LPS-induced CB acute attack rats (n ＝ 10，pg·mL － 1)

组别 IL-6 IL-8 TNF-α

对照组   7.60±3.89   44.35±21.76 20.78±5.17

模型组 28.86±7.80** 261.62±55.50** 30.78±2.60**

复方甘草组 11.28±4.14##   47.24±19.65## 19.59±3.46##

四臣止咳颗粒 1.8 g·kg － 1 组 10.36±4.83## 124.16±29.90## 21.58±3.44##

四臣止咳颗粒 3.6 g·kg － 1 组   8.12±2.65##   98.16±36.13## 21.45±3.39##

四臣止咳颗粒 7.2 g·kg － 1 组 10.78±3.90## 100.81±31.79## 21.34±4.70##

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

2.9　四臣止咳颗粒对 LPS 致 CB 急性发作大鼠肺
组织 NF-κB p-p65 免疫荧光表达的影响
　　与对照组相比，模型组大鼠肺组织 NF-κB 

p-p65 蛋白表达显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组
相比，四臣止咳颗粒各剂量组大鼠肺组织 NF-κB 
p-p65蛋白表达显著降低（P＜0.01）（见图8及表3）。
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体出现严重损伤，甚至出现持续性哮喘、呼吸衰
竭等症，对机体生命安全产生严重威胁。CB 急
性发作涉及多种蛋白、基因、致病因素等，因此
研究药物治疗 CB 急性发作的潜在机制和作用靶
点具有重要意义。
　　藏药四臣止咳颗粒中 4 味药材的有效成分对
于多种类型的肺部和支气管相关疾病具有显著的
治疗作用，如甘草及其多种单体成分均具有抗
炎、抗菌 [5]、抗氧化 [6]、抗纤维化 [7]、抗肿瘤 [8]

及调节免疫等作用，还可能通过抑制 NF-κB 向
核内转移，减少炎症介质的转录和合成，拮抗大
鼠哮喘时的氧化应激，从而发挥抗哮喘作用 [9-10]；
岩白菜中的主要有效成分岩白菜素具有抗炎镇
痛 [11]、止咳平喘 [12]、抗肿瘤 [13]、抗氧化 [14] 等
作用，是治疗咳嗽咳血、肺气肿、慢性阻塞性肺
疾病（COPD）、支气管哮喘、CB 等呼吸系统疾
病的特效药物，其另一主要成分熊果苷同样具有
治疗相关呼吸系统疾病的药理作用 [15-16]；藏药螃
蟹甲主要含有黄酮类、环烯醚萜苷类、苯乙醇苷
类、挥发油类等化合物，其水提物、乙酸乙酯部
位和正丁醇部位具有良好的抗炎镇痛活性 [17-18]，
其中镇咳、祛痰作用以正丁醇部位最为明显，平
喘作用以乙酸乙酯部位为佳 [19]；猪毛蒿常用于清
热解毒，消肿，其有效成分绿原酸具有广泛的抗
菌 [20]、抗炎 [21]、抗氧化 [22-23]、抗肿瘤等药理作用，
可用于治疗上呼吸道感染，消炎解热等。
　　本研究共筛选出的共同靶点的通路富集分析
显示主要与 NF-κB 信号通路、toll 样受体信号通
路、肿瘤坏死因子信号通路、PI3K-Akt 信号通路、
B 细胞受体信号通路等相关，PPI 网络分析结果
发 现 STAT3、PIK3CA、PIK3R1、SRC、AKT1、
MAPK1、MAPK3 和 NF-κB1 排 名 靠 前。 其 中，
STAT3 作为重要的转录因子，参与调节肺部炎症，

其活性依赖于巨噬细胞、中性粒细胞和细胞因子
IL-6 等的存在 [24]，同时 IL-6 可通过促进 STAT3
蛋白磷酸化进而激活 NF-κB 通路，提高免疫反
应 [25]；SRC 蛋白不仅能够调控细胞的增殖、发育、
分化等，其产物还能在多种肿瘤细胞中高度活化
和过量表达，同时由肿瘤细胞分离出来的 c-src 基
因具有较强的转化细胞的能力 [26-27]；AKT1 作为
PI3K 下游的关键蛋白，可通过激活 PI3K 募集活
化 AKT1 以促进内皮细胞活化和细胞增殖，促进
上皮细胞间质转化，增加 COPD 的炎症损伤，该
通路的下调会使 NF-κB 抑制蛋白 IKBα 表达下调
并促进 NF-κB 磷酸化，引起 IL-6、TNF-α 等多
种炎症因子的释放 [28-29]；丝裂原活化蛋白激酶 1
（MAPK1）、丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）
在炎症细胞的增殖、分化和产生过程中主要通过
外界刺激使其磷酸化而激活，促进 T 细胞的增殖
能力和分泌水平，致巨噬细胞以及单核细胞等出
现大量的聚集和激活，出现组织炎症的恶化 [30]；
NF-κB1 由经典通路激活，细胞外信号传入胞内可
激活下游 IKK 激酶，诱导 IκB 泛素化、磷酸化或
降解，使 NFκB 解离入核，促使炎性细胞因子转
录与表达，诱发炎症反应 [31]，以上靶点可能作为
关键靶点发挥抗 CB 急性发作的作用。
　　LPS 是一种非常有效的刺激性物质，当吸入
LPS 时，LPS 能够刺激活化巨噬细胞并诱导机体
释放大量的炎症因子，TLR4 在接受到促炎因子
刺激后与相应配体作用，即完成跨膜信号转导，
通过依赖于 MYD88 的 NF-κB 经典信号通路调控
炎症基因的转录翻译和表达，产生和释放 IL-6、
IL-8、TNF-α 等细胞因子及基质金属蛋白酶等多种
蛋白酶 [31-32]。其产生的炎性物质不仅可以直接损
伤细胞、破坏细胞外基质，还可作为内源性配体
与中性粒细胞、NK 细胞等表面的相应受体结合诱
导生成一氧化氮（NO）、前列腺素（PG）等介质，
介导炎症反应。同时，IL-6、IL-8、TNF-α 等细胞
因子可刺激 NF-κB 活化，活化后的 NF-κB 又可进
一步刺激、合成并释放大量炎症介质，募集炎症
细胞，形成一个正反馈循环，最终炎症反应级联
放大并持续存在。实验结果显示，经过四臣止咳
颗粒治疗的大鼠病理结构改变明显减轻，支气管
上皮细胞偶见脱落坏死，肺泡结构紊乱明显好转，
炎症明显减轻，WAm/Pbm、WAi/Pbm、WAt/Pbm
显著降低，BALF 中促炎因子 IL-6 和 TNF-α 含量
显著降低，肺组织 NF-κB p-p65 蛋白表达均降低，
初步推测其可能通过下调炎症信号通路 NF-κB 的
激活，减轻炎性细胞浸润和气道重塑程度，调节
炎症反应进程，从而起到抗 CB 急性发作的作用。

表 3　四臣止咳颗粒对 LPS致 CB急性发作大鼠肺组织 NF-κB 
p-p65 蛋白表达的影响 (x±s)(n ＝ 10) 

Tab 3　Effect of Sichen Zhike granules on NF-κB p-p65 protein 
expression in lung tissues of LPS-induced CB acute attack rats (x±s)

(n ＝ 10)

组别 NF-κB p-p65

对照组 23.v75±6.07

模型组 79.84±13.10**

复方甘草组 34.55±9.29##

四臣止咳颗粒 1.8 g·kg － 1 组 46.71±11.88##

四臣止咳颗粒 3.6 g·kg － 1 组 34.32±9.34##

四臣止咳颗粒 7.2 g·kg － 1 组 35.73±9.42##

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

with the model group，##P ＜ 0.01.
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　　本研究基于网络药理学方法和分子对接技
术，阐明了四臣止咳颗粒通过多成分、多靶点、
多通路发挥作用，并采用四臣止咳颗粒对多次气
道内雾化给药建立 LPS 致大鼠 CB 急性发作进行
实验验证，进一步证实四臣止咳颗粒对 CB 急性
发作具有保护作用，为后续四臣止咳颗粒对提取
中药有效成分治疗 CB 急性发作提供了理论支持。
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基于 P物质和 P-糖蛋白探讨黄芪多糖温敏凝胶 
改善小鼠放射性皮炎的机制

张国荣，张建萍，马小花，周燕，武新安*（兰州大学第一医院药剂科，兰州　730000）

摘要：目的　基于 P 物质（SP）和 P- 糖蛋白（P-gp）探讨黄芪多糖（APS）温敏凝胶对小鼠放

射性皮炎的作用及其机制。方法　小鼠随机分为正常对照组、模型组、APS 温敏凝胶组和空

白温敏凝胶对照组，通过 10 Gy X 线连续照射 5 d 制备放射性皮炎小鼠模型；采用 RT-PCR 考

察 APS 温敏凝胶对 SP mRNA 和炎性因子 mRNA 的影响，采用 Western blot 法测定皮肤 P-gp
的表达；采用 HE 染色、甲苯胺蓝染色和 CD31 免疫荧光染色评价 APS 温敏凝胶对小鼠放射性

皮炎病理学的影响。结果　与模型组比较，0 ～ 5 d 时 APS 温敏凝胶组 SP mRNA 升高，10 d
和 15 d 时 APS 温敏凝胶 SP、IL-6、IL-10 和 IL-12 mRNA 均显著降低， P-gp 的表达升高。结论
　APS 温敏凝胶可增加 SP 和 P-gp 的表达，降低炎症因子的表达，有效缓解小鼠放射性皮炎。

关键词：黄芪多糖；温敏凝胶；P 物质；P- 糖蛋白；放射性皮炎
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Thermosensitive gel of Astragalus polysaccharide improves radioactive 
dermatitis in mice by regulating substance P and P-glycoprotein

ZHANG Guo-rong, ZHANG Jian-ping, MA Xiao-hua, ZHOU Yan, WU Xin-an* (Department of 
Pharmacy, The First Hospital of Lanzhou University, Lanzhou  730000)

Abstract: Objective  To determine the effect and mechanism of thermosensitive gel of Astragalus 
polysaccharides (APS) on radioactive dermatitis in mice based on substance P (SP) and P-glycoprotein 
(P-gp). Methods  The mice were randomly divided into a normal control group, a model group, an 
APS thermosensitive gel group and a blank thermosensitive gel group. The mice model of radioactive 
dermatitis was established by 10 Gy X-ray irradiation for 5 days. RT-PCR was used to determine 
the mRNA expression of SP and inflammatory factors. P-gp expression was evaluated by Western 
blot. HE staining, toluidine blue staining and CD31 immunofluorescence staining were used to 
evaluate the effect of APS thermosensitive gel on the pathology of radioactive dermatitis in mice. 
Results  Compared with the normal control group, SP mRNA of the APS thermosensitive gel group 
was increased on 0 ～ 5 d, and mRNA of inflammatory factors decreased on 10 d and 15 d, and the 
expression of P-gp increased. Conclusion  APS thermosensitive gel can increase the expression of 
SP and P-gp, decrease the expression of inflammatory factors, and effectively alleviate radioactive 
dermatitis in mice. 
Key words: Astragalus polysaccharide; thermosensitive gel; substance P; P-glycoprotein; radioactive 
dermatitis
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　　黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Astragalusmembra-
naceus （Fisch.）Bge. var. mongholicus （Bge.）Hsiao
或膜荚黄芪 Astragalusmembranaceus （Fisch.）Bge.

的干燥根，具有补气升阳、固表止汗、敛疮生肌
等功效 [1]。黄芪多糖（Astragalus polysaccharides，
APS）是黄芪中含量最多的一类物质，是由葡萄
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糖、果糖、木糖、核糖、阿拉伯糖、半乳糖、甘
露糖和鼠李糖组成的酸性多糖 [2-3]。现代药理学研
究发现 APS 具有抗感染、抗氧化、抗自由基和免
疫调节等药理作用，临床广泛应用于皮肤创伤、
疱疹病毒感染、疮疡、过敏性皮肤病和烫伤等 [4-6]。
　　放疗是利用放射线治疗肿瘤的一种局部方
法，是目前治疗恶性肿瘤的重要手段之一，约
70% 肿瘤患者需要接受放疗。然而，95% 的放
疗患者在放疗后均会出现不同形式的放射性皮
炎 [7]，部分患者甚至因出现 3 级和 4 级放射性皮
炎，而不得不进行伤口处理，甚至中断放疗。因
此，缓解或减慢放射性皮炎进展对于确保放疗顺
利进行具有重要的意义。研究表明放射性皮炎与
DNA 破坏，氧化应激和免疫破坏等有关 [7-8]。P
物质（substance P，SP）是参与皮肤局部免疫炎
症反应和促进创面修复的重要介质。P- 糖蛋白
（P-glycoprotein，P-gp）是分布于细胞膜上的外
排转运体，可促进毒性物质的排出。免疫组化研
究显示 P-gp 在表皮、表皮角质形成细胞或真皮成
纤维细胞中的表达较弱，而在人皮肤汗管、血管、
神经鞘和肌肉中有明显表达，其可将表皮细胞吸
收的毒性物质及代谢废物及时分泌到血流和汗管
中，促进皮肤微环境的改善 [9]。为此，本研究基
于 SP 和 P-gp 探讨 APS 温敏凝胶对小鼠放射性皮
炎的作用及其机制。
1　材料
1.1　仪器
　　Western blot 电 泳 仪（DYCZ-24DN）、 湿 转
仪（DYCZ-40D）和水平脱色摇床（WD-9405B）
（北京六一仪器厂）；Unique 型直线加速器（美国
VARIAN 医疗设备有限公司）；罗氏实时荧光定量
PCR 仪（480/480 Ⅱ）（瑞士罗氏公司）；GBS 光学
显微镜（德国 GBS 公司）。
1.2　试药
　　APS （西安明泽生物科技有限公司，纯度＞

90%，批号：89250-26-0）；泊洛沙姆 407（德国
巴斯夫公司，批号：GNC08825B）；泊洛沙姆

188（德国巴斯夫公司，批号：GNC33221B）；
SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒和组织裂解液（碧云
天生物科技研究所）；RNA 提取试剂盒和甲苯胺
蓝染液（北京索莱宝科技有限公司）；苏木素染
液和伊红染液（博士德生物）；ECL 发光液（北京
天能公司）；CD31（武汉塞维尔生物科技有限公
司）；P-gp 抗体（Abcam 有限公司）；双染检测试
剂（抗小鼠 IgG/AP ＋抗兔 IgG/HRP）（北京中杉
金桥生物技术有限公司）；去离子水（自制）。
1.3　动物
　　健康 SPF 级昆明种小鼠，雄性，体质量
18 ～ 22 g，动物许可证书号：SCXK（甘）2019-
0723，由兰州大学实验动物中心提供。所有实验
均按照动物保护法进行，并经兰州大学第一医院
伦理委员会批准。
2　方法
2.1　APS 温敏凝胶的制备
　　将处方量的 APS、1，2- 丙二醇和 0.02% 苯
扎溴铵先溶于适量纯化水中，搅拌加入泊洛沙姆
407 和泊洛沙姆 188，4℃放置 24 h 至泊洛沙姆完
全溶解，最后加水至全量，搅拌混匀，即得。胶
凝温度为（32.3±0.2）℃，pH 值为 7.03。
2.2　小鼠放射性皮炎模型的制备 [10-11]

　　小鼠随机分为正常对照组、模型组、APS 温
敏凝胶组和空白温敏凝胶组，每组 10 只，除正
常对照组，其他组小鼠腹部以8% Na2S 溶液去毛，
将同组 10 只小鼠固定于鼠板上，进行 10 Gy X 线
的照射，每日照射 1 次，连续照射 5 d（如图 1 所
示）。每次照射后，在腹部涂抹 APS 温敏凝胶或
空白温敏凝胶，每日涂抹 2 次，涂抹 15 d。
2.3　RT-PCR 法测定皮肤中 SP 和炎症因子的

mRNA
　　根据 RNA 提取试剂盒说明书提取皮肤组织中
的总 RNA，经总 RNA 浓度测定、反转录、PCR 反
应和 PCR 产物定量分析，考察 APS 对皮肤中 SP
和炎症因子白介素（IL）-6、IL-10、IL-12 mRNA
的影响。SP 和各炎症因子引物序列见表 1[12]。

表 1　引物序列 

Tab 1　Primer paris for RT-PCR

名称 正向引物 反向引物

SP 5'-TGGACATGGCCAGATCTCTCACAA-3' 5'-GCATCGCGCTTCTTTCATAAGCCA-3'

IL-6 5'-TGGCTAAGGACCAAGACCATCCAA-3' 5'-AACGCACTAGGTTTGCCGAGTAGA-3'

IL-10 5'-CCCTTTGCTATGGTGTCCTTTC-3' 5'-ATCTCCCTGGTTTCTCTTCCC-3'

IL-12 5'-CTCAGGATGGAAGAGTCC-3' 5'-CAAGTGGAATGCTAGAATATC-3'

2.4　Western blot 法测定皮肤中 P-gp 的表达

　　称取皮肤组织 0.04 g，加组织裂解液提取蛋
白。然后采用 BCA 蛋白定量检测法测定并计算
蛋白浓度。再采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，依次经
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制胶、上样与电泳、转膜、封闭、抗体孵育和
ECL 发光液显影成像，最后用 Image J 软件对成
像结果进行灰度值统计及分析。
2.5　组织形态学检查
　　将皮肤组织置于 10% 甲醛溶液中固化 48 h，
常规制备石蜡组织切片，经苏木精 - 伊红染色及
甲苯胺蓝染色，于光学显微镜下观察皮肤组织病
理学形态。
2.6　CD31免疫荧光染色 [13]

　　组织切片常规梯度脱蜡后，用抗原修复缓冲
液进行抗原修复、洗涤（5 min×3 次）、封闭液
封闭 30 min、4℃孵育一抗过夜、洗涤（5 min×3
次）、 孵 育 二 抗 50 min、 洗 涤（5 min×3 次）、
加 DAPI 染液避光 - 室温孵育 10 min、洗涤（5 
min×3 次）、抗荧光淬灭封片剂封片，最后于荧
光显微镜下观察并采集图像。
2.7　数据处理
　　数据结果以平均值±标准差表示，采用 IBM 

SPSS21 统计软件进行数据分析，通过单因素方差
进行统计学分析，P ＜ 0.05 为差异具有统计学意
义。采用 Graphpad Prism 软件绘图。
3　结果
3.1　APS 温敏凝胶对放射性皮炎小鼠创面的影响
　　模型组照射 5 d 时，小鼠皮肤开始发红伴轻度
水肿，有少量分泌物渗出，红肿部位向外蔓延趋势；
恢复 5 d 后红肿减轻，无明显分泌物渗出；恢复 10 
d 后无明显红肿，皮毛恢复生长。与模型比较，APS
温敏凝胶组照射 5 d 时，皮肤红肿及分泌物渗出情况
较轻，小鼠抓挠次数较少；恢复 5 d 后可见明显结痂；
恢复 10 d 后无明显红肿，皮毛恢复生长较好（见图
2）。空白温敏凝胶组对小鼠创面无明显影响。

图 2　APS 温敏凝胶对放射性皮炎小鼠创面情况的考察

Fig 2　Effect of APS thermosensitive gel on the wound of radioactive 
dermatitis

3.2　APS 温敏凝胶对放射性皮炎 SP 和炎症因子

的影响

　　0 ～ 5 d 时，模型组和 APS 温敏凝胶组的 SP、
IL-6、IL-10 和 IL-12 mRNA 随照射时间延长而逐
渐升高，且 APS 温敏凝胶组的 SP 高于模型组；10 
d 和 15 d 时 APS 温敏凝胶组的 SP、IL-6、IL-10 和
IL-12 mRNA 较模型组均显著降低，见图 3。

图 3　ASP 温敏凝胶对放射性皮炎 SP 和炎症因子的影响

Fig 3　Effect of APS thermosensitive gel on SP and inflammatory factors of radioactive dermatitis
注（Note）：与正常对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（Compared with the normal control 

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

3.3　APS 温敏凝胶对放射性皮炎 P-gp 的影响

　　如图 4a 所示，放疗后皮肤组织中 P-gp 的表达
显著降低，即使放疗结束 10 d 后，皮肤组织中的
P-gp 仍显著低于正常对照组。在放疗的同时给予

APS 温敏凝胶，可显著增加皮肤组织中的 P-gp 表
达，且放疗后第 5 d 的表达量仍显著高于正常对照
组，直到放疗结束 10 d 后，P-gp 较正常对照组差异
无统计学意义。

图 1　小鼠放射性皮炎模型的制备

Fig 1　Preparation of radioactive dermatitis model in mice
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图 4　放疗（a）及放疗的同时给予 APS 温敏凝胶（b）对皮肤组织

中 P-gp 表达的影响

Fig 4　Effect of radiotherapy（a）and combination with APS 
thermosensitive gel（b）on P-gp in the skin tissue

注（Note）：与正常对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Com-
pared with the normal control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

3.4　APS 温敏凝胶对放射性皮炎病理学改变的影响

　　HE 染色显示正常对照组及空白温敏凝胶组
表皮轻度角化，真皮浅层可见少量淋巴细胞、中
性粒细胞、肥大细胞浸润，毛囊汗腺未见明显异
常。模型组15 d 时可见表皮过度角化伴角化不全，
真皮充血水肿，真皮浅层皮肤附属器周围有较多
淋巴细胞、中性粒细胞、肥大细胞浸润。APS 温
敏凝胶组给药 15 d 时表皮轻度角化，真皮轻度水
肿，真皮浅层皮肤附属器周围有少量淋巴细胞、
中性粒细胞、肥大细胞浸润。甲苯胺蓝染色显示
正常对照组及空白温敏凝胶组真皮浅层有少量肥
大细胞，模型组 15 d 时可见真皮浅层有大量肥大
细胞，APS 温敏凝胶组 15 d 时真皮浅层有少量肥
大细胞，较模型组明显减少，见图 5。
3.5　APS 温敏凝胶对放射性皮炎微血管的影响
　　与正常对照组、模型组和空白温敏凝胶组相
比较，APS 温敏凝胶组的血管损伤最小，见图 6。

图 5　APS 温敏凝胶对放射性皮炎病理学改变的影响

Fig 5　Effect of APS thermosensitive gel on the pathological changes in radioactive dermatitis
A ～ D. 正常对照组、模型组、空白温敏凝胶组和 APS 温敏凝胶组给药 15 d 后皮肤组织切片 HE 染色（×200）[HE staining of skin tissue slice 
of the normal control group， the model group， the blank thermosensitive gel and APS thermosensitive gel 15 d after the adminstration（×200）]；E～H. 
正常对照组、模型组、空白温敏凝胶组和 APS 温敏凝胶组给药 15 d 后皮肤组织切片甲苯胺蓝染色（×400）[Toluidine blue staining of skin 
tissue slice of the normal control group，the model group，the blank thermosensitive gel and APS thermosensitive gel 15 d（×400）]。

图 6　免疫荧光染色检测 APS 温敏凝胶对放射性皮炎微血管的影响（×15）
Fig 6　Effect of APS thermosensitive gel on the microvascular of radioactive dermatitis detected by immunological fluorescence assay（×15）
A. 正常对照组（normal control group）；B. 模型组（model group）；C. 空白温敏凝胶组（blank thermosensitive gel group）；D. APS 温敏凝胶

组（APS thermosensitive gel group）
注（Note）：蓝色荧光表示细胞核着色，红色荧光表示血管内皮细胞 CD31 着色（The blue fluorescence indicated cell nucleus，while the 

red fluorescence indicated CD31 of vascular endothelial cells）。

4　讨论
　　放射治疗中高能 X 线产生大量的自由基，并
导致 DNA 双链断裂，其不仅抑制了皮肤基底角质

形成细胞的增殖和分化，而且还可引起炎性反应，
引发放射性皮炎 [14]。SP 是一种高活性神经肽类物
质，合成于背根神经节的小型神经元胞体中，再
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由轴浆运输至外周神经末梢，储存于皮肤感觉神
经末梢的大囊泡中。当神经末梢受到刺激时，囊
泡中 SP 释放，并与其受体结合后，在皮肤免疫炎
症和创伤修复中扮演重要角色。Kim 等 [15] 研究发
现慢性皮肤损伤如糖尿病大鼠皮肤溃疡因无充足
的血供，使营养物质和生长因子很难达到损伤部
位，导致伤口难以愈合，SP 偶联自组装肽水凝胶
可动员具有修复作用的内源性间充质干细胞归巢，
促进糖尿病大鼠皮肤的伤口愈合。有学者报道生
物活性 SP 和转化生长因子装载的壳聚糖微粒复合
水凝胶可显著增加放射性皮炎的再生修复 [16]。
　　本研究发现，0 ～ 5 d 时小鼠皮肤组织中 SP、
IL-6、IL-10 和 IL-12 mRNA 逐渐升高，且 APS 温
敏凝胶组的 SP 高于模型组，提示 APS 在炎症早
期一定程度可增加 SP 表达以促进皮肤局部免疫
炎性因子参与的修复反应。15 d 时模型组肥大细
胞数目显著增加、病理损伤以及血管丢失最严重，
15 d 时 APS 温敏凝胶组 SP 及炎症因子 mRNA 显
著降低，且可有效缓解肥大细胞数目的增加、改
善病理学损伤和血管丢失。这些结果与文献报道
一致，SP 可增加肥大细胞蓄积 [17]，高浓度 SP 可
诱导肥大细胞脱颗粒 [18]，肥大细胞脱颗粒和组胺
释放的免疫反应进一步加重了急性放射性皮炎 [19]。
与野生型小鼠相比较，敲除外排性转运体 P-gp 和
乳腺癌耐药蛋白的小鼠皮炎及抓挠行为更严重，
代谢组学分析显示皮肤代谢物组胺、尿酸盐和 5-
羟色胺在皮肤中的浓度较高 [20]，提示这两种转运
体可能与皮肤炎症介质有关，二者具有保护作用。
本研究也发现模型组 P-gp 的表达显著降低，APS
温敏凝胶在一定时间内可增加 P-gp 的表达。
　　综上所述，APS 温敏凝胶可增加 SP 和 P-gp
的表达，降低炎症因子的表达，有效缓解小鼠放
射性皮炎，提示 APS 具有一定的皮肤保护作用。
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毛菊苣子 -毛菊苣根配伍的体外抗肝纤维化作用研究

阿达来提·木合塔尔1，臧薇2，李茜1，赵耀1，王杨静楠1，杨建华3*，胡君萍1*（1. 新疆医科大学药学

院，乌鲁木齐　830017；2. 河北廊坊市药品检验所，河北　廊坊　065000；3. 新疆医科大学第一附属医院，乌鲁木齐　830054）

摘要：目的　研究毛菊苣子 - 毛菊苣根配伍前后对 PDGF-BB 诱导的大鼠肝星状细胞 HSC-T6
体外抗肝纤维化活性及其作用机制。方法　采用 PDGF-BB 诱导 HSC-T6 细胞，分别给予毛菊

苣种子和根以及两者配伍的（1∶1、1∶2、2∶1）的水煎液。检测细胞增殖、细胞凋亡和肝纤

维化相关指标，检测 ERK/Ras 信号通路中相关蛋白的表达。结果　与模型组相比，各组均能

显著抑制 HSC-T6 细胞的增殖，促进细胞凋亡，降低肝纤维化指标的表达（P ＜ 0.05），其中

S1R2 组的抑制率和凋亡率最高；各给药组的 Ras、ERK1、ERK2、C-fos、JNK 表达量均有所

下降（P ＜ 0.05）。结论　毛菊苣子 - 毛菊苣根 1∶2 配伍后的体外抗肝纤维化作用强于毛菊苣

子或根，其抗肝纤维化作用机制可能是通过影响 ERK/Ras 信号通路。
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Anti-liver fibrosis activity in vitro of Cichorium glandulosum seed  
and root compatibility
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Abstract: Objective  To determine the anti-liver fibrosis effect of chicory seed root compatibility on 
the hepatic stellate cells HSC-T6 induced by PDGF-BB in vitro and related mechanism. Methods  
HSC-T6 cells were induced by PDGF-BB, and chicory seeds, roots, and compatibity at 3 proportions 
(1∶1, 1∶2, and 2∶1) were given respectively. The related for cell proliferation, apoptosis and 
liver fibrosis were detected, and the expression of related proteins in ERK/Ras signal pathway was 
detected. Results  Compared with the model group, the drug groups significantly inhibited the 
proliferation of HSC-T6 cells, promoted the apoptosis and reduced the expression of liver fibrosis 
indexes (P ＜ 0.05), among which the inhibition rate and the apoptosis rate of the S1R2 group were 
the highest. The expressions of RAS, ERK1, ERK2, C-fos and JNK with 5 seed-root compatibilities of 
the Cichorium glandulosum treatment group were decreased (P ＜ 0.05). Conclusion  Compatibility 
of chicory seed-root at 1∶2 shows stronger anti-liver fibrosis effect in vitro than that of other ratios, 
whose actions may be via influencing the Ras/ERK signal transduction pathway. 
Key words: Cichorium glandulosum; anti-liver fibrosis; compatibility of medicinal material
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　　《中国药典》2020 年版收载的菊苣是指菊科
菊苣属植物菊苣（Cichorium intybus）或者毛菊苣

（Cichorium glandulosum）的干燥地上部分或根，
具有清肝利胆、健胃消食、利尿消肿作用 [1]。毛菊
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苣广泛分布于中国新疆，在新疆地区其根、种子、
全草都可入药 [2]。毛菊苣根具有保肝、降血糖和降
血脂等作用，毛菊苣种子主治湿热性疾病，如肝脏
阻塞、湿热性肾炎、小便不利和全身性水肿等，其
黄酮类成分还具有保肝、抗氧化和抗菌作用 [3]。毛
菊苣根和种子在许多成方制剂中也有应用，其用药
配伍也有独特之处，如毛菊苣子 - 根在护肝布祖热
方、炎消迪娜尔方、复方木尼孜其方中的比例分别
为 2∶1、1∶2 和 1∶1，这种同一植物不同药用部
位以不同比例配伍使用在维吾方剂中较为常见 [4]。
研究显示，毛菊苣子 - 毛菊苣根配伍后的保肝护肝
作用优于单一药材，不同配伍比例的肝保护作用
亦不同 [5-7]；课题组进一步研究发现，毛菊苣根和
种子中所含化学成分及微量元素存在较大差异 [8-9]，
但两者配伍组方治疗肝病的规律和机制尚不明确。
因此本文探讨了毛菊苣子 - 毛菊苣根配伍前后体外
抗肝纤维化活性及其机制，以期为揭示毛菊苣在护
肝方剂中配伍规律提供数据。
1　材料

1.1　药材

　　毛菊苣种子（批号：20171201）、毛菊苣根（批
号：20170704）（新疆和田县中医院）由新疆医科
大学药学院胡君萍教授鉴定为毛菊苣 Cichorium 
glandulosum 的干燥种子和根。
1.2　细胞

　　大鼠肝星状细胞（HSC-T6 细胞）（新疆医科
大学第一附属医院临床研究院惠赠）。
1.3　试药

　　1640 培养基（批号：0013819）、胎牛血清（批
号：1922693）、0.25% 胰 酶 -EDTA 消 化 液（批 号：
0052419）（BI 公司）；磷酸缓冲盐溶液（PBS，北
京全式金生物技术有限公司，批号：N50807）；双
抗（青霉素 - 链霉素）（北京全式金生物技术有限公
司，批号：N20401）；CCK-8 试剂盒（北京博奥森生
物技术有限公司，批号：AI08014117）；碘化丙啶 /
核糖核酸酶染色溶液（批号：9183478）、FITC 偶联
Annexin-V 凋亡检测试剂盒（批号：9154818）（比欧
联科供应链管理有限公司）；PDGF-BB（PeproTech，
批号：101704）；大鼠透明质酸检测试剂盒（批号：
05/2019）、大鼠Ⅳ型胶原检测试剂盒、大鼠层粘连蛋
白检测试剂盒（上海酶联）；大鼠Ⅲ型前胶原检测试
剂盒（上海将来实业股份有限公司）；RIPA 细胞裂解
液、BCA 蛋白测定试剂盒、蛋白上样缓冲液、SDS-
PAGE 凝胶制备试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；
甘氨酸（批号：56-40-6）、SDS（批号：151-21-3）、

Tris（批号：77-86-1）、琼脂糖（批号：1183GR500）
（德国 Biofroxx 公司）；脱脂奶粉（美国 BD 公司，
批号：N/A）；一抗稀释液（Biosharp 生物科技有限
公司，批号：210217）；溴化乙锭（批号：D0129）、
焦炭酸二乙酯（批号：D1135）、Loading buffer（批
号：D0214）、DNA marker DL2000（批号：D0237）（碧
云天生物技术研究所）；荧光定量试剂盒 [TB Green 
RT-PCR Kit II 宝生物工程（大连）有限公司 ]；辣根
过氧化酶标记二抗、JNK（美国 CST 公司）；彩色蛋
白预染 marker（10 ～ 180 kDa）（赛默飞世尔科技有限
公司）；PVDF 膜（美国 Milipore 公司）；ECL 试剂
盒（Biosharp 生物科技有限公司）；DAB 显色试剂盒、
通用 SP 试剂盒、柠檬酸盐、PBS 缓冲盐、中性树胶
（北京中杉金桥生物技术有限公司）。
1.4　仪器

　　DMI6000B 型倒置显微镜（德国 Leica 公司）；
Galaxy-170R 型 CO2 培养箱（英国 New Brunswick 公
司）；KS18 型超净工作台、MuLtiskan-G0 型全波长
酶标仪（美国 Thermo 公司）；KG-SX-500 型高压蒸
汽灭菌锅（日本 TOMY 公司）；EPICS-XL/XL-MCL
流 式 细 胞 仪（美 国 Beckmann 公 司）；MuLtiskan
全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher 公司）；化学
发光成像系统（美国 ProteinSimple 公司）；Mini-
PROTEAN Tetra Cell 系 统（美 国 Bio-Rad 公 司）；
BCD-238WF 型超低温冰箱（中国海尔集团）。
2　方法

2.1　样品制备

　　取毛菊苣种子（S 组）、根（R 组）以及两者
配 伍 1∶1（S1R1 组）、1∶2（S1R2 组） 和 2∶1
（S2R1 组）药材分别以 10 倍量蒸馏水煎煮 2 次，
每次 1.5 h，合并煎煮液，减压浓缩，得到干燥浸
膏，具体信息见表 1。将浸膏研磨成细粉，分别
称取 0.25 g，用 3 mL 的 1640 完全培养基溶解，
再用 0.22 µm 的微孔滤膜过滤除菌，使其成为终
浓度为 83 mg·mL － 1 的样品母液，置于－ 4℃
冰箱保存备用。

表 1　毛菊苣样品分组 
Tab 1　Samples of Cichorium glandulosum at different 

compatibilities seed and root

组别 种子 - 根配比
质量 /g

浸膏质量 /g 浸膏得率 /%
种子 根

S 组 1∶0 30   0 5.65 18.8
R 组 0∶1   0 30 3.81 12.7
S1R1 组 1∶1 15 15 5.49 18.3
S1R2 组 1∶2 10 20 4.74 15.8
S2R1 组 2∶1 20 10 4.88 16.2



1079

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

2.2　细胞培养及体外肝纤维化细胞模型的建立

　　将 HSC-T6 细胞用 1640 完全培养基（含 10%
胎牛血清、1% 双抗）于 37℃、5%CO2、饱和湿度
的培养箱内培养。取对数生长期的 HSC-T6 细胞，
以 5×104 个·mL－ 1 接种于 96 孔板内，待细胞 24 
h 贴壁后，吸弃上清液，设空白组（完全培养基），
对照组（含细胞以及 1640 完全培养基），不同浓
度 PDGF-BB 干预组（将 PDGF-BB 用 1640 完全培
养基进行溶解使其终质量浓度为 5、25、125、250 
ng·mL － 1），每孔加入 100 µL 的 PDGF-BB。每
组设 3 个复孔。置于 37℃、5%CO2 饱和湿度的培
养箱内培养 24 h 和 48 h 后，吸弃旧的培养基，加
入新鲜的 1640 完全培养基，每孔加入 10 µL 的
CCK-8 试剂，放回培养箱避光孵育 1 h 后，在酶
标仪于 450 nm 下测定各孔 OD 值，取其平均值计
算细胞存活率。细胞存活率（%）＝ [（OD给药组－

OD空白组）/（OD对照组－ OD空白组）]×100%。
2.3　不同配比药材对 HSC-T6 细胞增殖的影响

　　取对数生长期的 HSC-T6 细胞，以 5×104

个·mL － 1 接种于 96 孔板内，设空白组（1640 完
全培养基）、对照组（不加任何药物的 HSC-T6 细
胞组）、模型组（含 25 ng·mL － 1 的 PDGF-BB 培
养液）、不同比例药材水提液组（含 25 ng·mL － 1

的 PDGF-BB 培养液和不同配比药材），每组设 3
个复孔，置于 37℃、体积分数 5%CO2 饱和湿度
的培养箱内培养 48 h，每孔加入 10 µL 的 CCK-8
试剂，放回培养箱避光孵育 1 h 后，在全波长酶
标仪上于 450 nm 波长处测定每孔 OD 值，计算细
胞的生长抑制率。抑制率（%）＝ [（OD对照组－

OD加药组）/（OD对照组－ OD空白组）]×100%。
2.4　不同配比药材对 HSC-T6 细胞肝纤维化的影响

　　 取 对 数 生 长 期 的 HSC-T6 细 胞 以 5×104

个·mL － 1 的密度接种于 96 孔培养板内，设空
白组（1640 完全培养基）、对照组（不加任何药物
的 HSC-T6 细胞组）、模型组（含 25 ng·mL － 1 的
PDGF-BB 培养液）、不同比例药材水提液组（含
25 ng·mL － 1 的 PDGF-BB 培养液和不同配比药
材），每组设 3 个复孔，放入 5%CO2 培养箱内培
养 48 h 后，取出 96 孔板，吸出上清液，用试剂
盒测定细胞上清液中透明质酸（HA）、层粘连蛋
白（LN）、Ⅲ型前胶原（PCⅢ）、Ⅳ型胶原（Ⅳ-C）
等肝纤维化指标。
2.5　不同配比药材对 HSC-T6 细胞凋亡的影响

　　将对数生长期的 HSC-T6 细胞，调整浓度
为 5×105 个·mL － 1，接种于 6 孔板内，待细

胞贴壁后，吸弃上清液，实验组分别加入含 25 
ng·mL － 1 的 PDGF-BB 的不同配伍比例药材培
养液 2 mL，对照组加入不含药物的完全培养液 2 
mL，放入培养箱内培养 48 h 后，收集细胞，实
验组细胞加入 100 μL Binding Buffer 和 FITC 标记
的 Annexin-V 和 PI 各 5 μL，室温避光反应 5 min
后加入 400 μL Binding Buffer，滤膜过滤，上流式
细胞仪检测。
2.6　不同配比药材对 HSC-T6 细胞相关蛋白表达

的影响

　　采用 Western blot 法检测各组细胞上清液中
Ras、ERK1、ERK2、C-fos、JNK 蛋 白 的 表 达。
将细胞蛋白裂解后，BCA 法进行蛋白定量。待
测样品蛋白上样总量为 30 μg，上样体积控制在
4 ～ 8 μL，预染蛋白 marker 的上样量为 2 μL，用
于分辨蛋白分子量条带。样品经过 SDS-PAGE 垂
直电泳后进行 PVDF 膜凝胶转移，转膜成功后浸
入 5% 脱脂奶粉的封闭液中 60 min，1×TBST 清
洗 3 次，每次 5 min，加入一抗孵育过夜。次日
用 1×TBST 清洗 3 次，每次 15 min，加入辣根酶
标记二抗（1∶2000 稀释），室温孵育 60 min。二
抗孵育结束后，放入化学发光凝胶成像系统中曝
光，使用 Image J 软件对扫描后的图像进行分析，
通过对目标条带积分来计算积分下面积，并与内
参β-actin 进行比较，结果以相对表达值表示。
2.7　统计学方法

　　采用 SPSS21.0 统计软件进行数据分析，计
量资料以均数 ±标准差表示，先经方差齐性检
验，若方差齐再进行单因素方差分析，P ＜ 0.05
表示差异有统计学意义。
3　结果

3.1　模型建立的浓度和时间筛选

　　PDGF-BB 对 HSC-T6 细胞干预之后，采用
CCK-8 法分别于 24 h 和 48 h 检测细胞增殖情
况。结果显示，加入 PDGF-BB 24 h 后，各组细
胞存活率随着 PDGF-BB 浓度增加而增加；干预
48 h 后，各组细胞虽然呈现增殖，但增殖率较
低，且无剂量依赖性。故选择体外 PDGF-BB 诱
导 HSC-T6 细胞肝纤维化模型建立的剂量和时间
分别为 25 ng·mL － 1 和 24 h。结果见图 1。
3.2　不同配比药材对 HSC-T6 细胞增殖的影响

　　由图 2 可知，与模型组相比，给予不同配
比药物水提液干预对细胞增殖均有不同程度的
抑制作用（P ＜ 0.01），R 组的抑制率高于 S 组
（P ＜ 0.01），说明毛菊苣根对 HSC-T6 细胞增殖
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的抑制活性强于种子。与 S 组相比，S1R1 组、
S1R2 组、S2R1 组的抑制率也较高（P ＜ 0.01），
说明配伍后药物的细胞增殖抑制作用强于单味药
种子。与 R 组相比，S1R2 组和 S2R1 组对细胞增
殖抑制率较高（P ＜ 0.01）。

图 2　不同配伍比例药材对 HSC-T6 细胞增殖的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 2　Effect of different compatibility drug ratios on the proliferation of 
HSC-T6 cells（x±s，n ＝ 3）

注：与模型组比较，#P ＜ 0.01；与 S 组比较，△ P ＜ 0.01；与

R 组相比，▲ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the model group，#P ＜ 0.01；compared 

with the S group， △ P ＜ 0.01；compared with the R group，
▲ P ＜ 0.01.

3.3　不同配比药材对 HSC-T6 细胞肝纤维化指标

的影响

　　与对照组比较，模型组细胞上清液中透明
质酸（HA）、层粘连蛋白（LN）、Ⅲ型前胶原
（PCⅢ）、Ⅳ型胶原（Ⅳ-C）等肝纤维化指标均显
著增高（P ＜ 0.01）。与模型组相比，各给药组肝
纤维化指标均有显著性降低（P ＜ 0.01），其中，
S1R2 组和 S2R1 组降幅更大，说明毛菊苣种子、
根以及两者配伍后均具有体外抗肝纤维化作用，
且配伍后作用更强。结果见图 3。
3.4　不同配比药材对 HSC-T6 细胞凋亡的影响

　　与对照组相比，模型组给予 PDGF-BB 干
预后，其凋亡率降低（P ＜ 0.01）。与模型组
相比，给予不同配伍比例药材水提液后，其凋
亡率均有所增加，其中，S1R2 组的凋亡率最
高 [（46.8±0.15）%]，其次为 S2R1 组，S 组的凋
亡率最低 [（14.8±0.35）%]。结果图 4。
3.5　不同配比药材对 Ras、ERK1、ERK2、C-fos、
JNK 蛋白表达的影响

　　与对照组相比，模型组 Ras、ERK1、ERK2、
C-fos、JNK 的表达较强（P ＜ 0.05）。与模型组相
比，各给药组 Ras、ERK1、ERK2、C-fos、JNK
表达均有所下降（P ＜ 0.05）；其中，S1R2 组和
S2R1 组下降更明显；R 组比 S 组下调蛋白表达更
为明显，说明毛菊苣种子抑制蛋白表达的能力弱
于毛菊苣根。结果见图 5。
4　讨论

　　HSCs 是位于肝间质的肝特异性细胞，也是
肝纤维化的主要细胞类型 [10]。各种病因（如酒精
性脂肪肝、非酒精性脂肪肝、病毒性肝炎等）导

图 1　不同造模浓度和时间下 HSC-T6 的细胞存活率（x±s，n ＝ 3）
Fig 1　Survival rate of HSC-T6 cells induced by different PDGF-BB 
concentrations and time（x±s，n ＝ 3）

注：与对照组比较，#P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，#P ＜ 0.01.

图 3　不同配伍比例药材对 HSC-T6 细胞肝纤维化指标的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 3　Effect of different compatibility drug ratios on the liver fibrosis indexes for HSC-T6 cells（x±s，n ＝ 3）

注：与对照组比较，*P ＜ 0.01；与模型组比较，#P ＜ 0.01；与 S 组比较，△ P ＜ 0.01；与 R 组相比，▲ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.01；compared with the S group，△ P ＜ 0.01；

compared with the R group，▲ P ＜ 0.01.

致肝脏发生损伤时，静息态的 HSC 活化并转分
化为促进瘢痕形成的肌成纤维细胞，并分泌细胞
外基质（extracellular matrix，ECM）促进损伤修
复，但过度的 ECM 累积会导致肝脏纤维化 [11]。

血 小 板 衍 生 生 长 因 子（platelet derived growth 
factor，PDGF）是一种促进 HSC 活化的较强的
有丝分裂因子，A 链和 B 链组成 PDGF 的 3 种形
式， 即 PDGF-AA、PDGF-BB 和 PDGF-AB。 有
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研究表明，PDGF-BB 是最强的刺激 HSC 活化增
殖的因子 [12]。故本实验中采用 PDGF-BB 诱导大
鼠 HSC-T6 细胞活化增殖建立体外肝纤维化模型。
　　ECM 主要由 HSC 活化产生，该活化过程以
及肝纤维化的形成由多种细胞信号转导通路参与

形成 [13]。PDGF-BB 在肝纤维化过程中刺激 Ras/
Raf-1/MEK/ERK 级联反应。在 MAPK 信号转导
途径中，ERK 通路是较为经典的一条，该途径对
细胞形态、迁移、代谢、增殖、分化和存活具有
重要的调控作用，ERK1/2 可以通过磷酸化被一

图 4　不同配伍比例药材对 HSC-T6 细胞增殖凋亡的影响

Fig 4　Apoptosis Effect of different compatibility drug ratios on the proliferation and apoptosis of HSC-T6 cells
A. 对照组（control group）；B. 模型组（model group）；C. S 组（S group）；D. R 组（R group）；E. S1R1 组（S1R1 group）；F. S1R2 组（S1R2 
group）；G. S2R1 组（S2R1 group）

注：与对照组比较，*P ＜ 0.01；与模型组比较，#P ＜ 0.01；与 S 组比较，△ P ＜ 0.01；与 R 组相比，▲ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.01；compared with the S group，△ P ＜ 0.01；

compared with the R group，▲ P ＜ 0.01.

图 5　不同配伍比例药材水提液对 ERK/Ras 信号通路中关键蛋白表达量的影响

Fig 5　Effect of different compatibility of drug water extract on the protein expression in the ERK/Ras signaling pathway of HSC-T6 cells
A. 对照组（control group）；B. 模型组（model group）；C. S 组（S group）；D. R 组（R group）；E. S1R1 组（S1R1 group）；F. S1R2 组（S1R2 
group）；G. S2R1 组（S2R1 group）

注：与对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.
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系列细胞生长因子激活 [14-15]。激活的激酶有助于
调节 HSC 的增殖和 ECM 的产生。此外，在静止
的或激活的 HSC 中抑制 JNK 活性可以阻止 HSC
激活。故本研究采用免疫印迹法检测不同配伍
比例毛菊苣子 - 毛菊苣根对 PDGF-BB 诱导增殖
的 HSC-T6 细 胞 ERK/Ras 通 路 中 Ras、ERK1/2、
C-fos、JNK 相关蛋白的表达情况，结果显示毛菊
苣子 - 毛菊苣根在配伍前后抗肝纤维化作用机制
与下调 Ras、ERK1/2、C-fos、JNK 相关蛋白的表
达和抑制 MAPK 激活有关，并且配伍后对蛋白表
达的影响也更为显著。
　　在中医药领域，经过长期的临床实践和循证
医学研究，已逐步建立起以辨证论治为特征的抗
肝纤维化治疗方案，并产生了许多抗肝纤维化中
成药和经验方，如扶正化瘀片（胶囊）、复方鳖甲
软肝片、安络化纤丸、养血柔肝丸（汤）等 [16]。
在一些新疆地产民族药方中，主药均包含不同比
例的毛菊苣子和毛菊苣根，但其功效不尽相同，
如护肝布祖热颗粒和炎消迪娜尔糖浆临床用于治
疗肝病，而复方木尼孜其颗粒则用于调节体液及
气质 [4]。毛菊苣子和根不同配伍比例与临床适应
证是否存在相关性值得关注。本研究结合肝纤维
化四项指标和细胞增殖、凋亡实验结果综合分析
发现，毛菊苣子 - 毛菊苣根以 1∶2 和 2∶1 配伍
后的抗肝纤维化活性强于单味药材，推测配伍后
药材中的化学成分发生了变化，故其配伍的化学
机制值得进一步研究。
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重组黧豆蛋白酶的制备及其活性研究

王真，吴方晖，阴忆烽，张毅，刘艳丽*，宋云扬*（国民核生化灾害防护国家重点实验室，北京　102205）

摘要：目的　通过基因克隆表达和纯化，获得高纯度的重组黧豆蛋白酶（mucunain，
93 ～ 309，M），并对其生物活性进行研究，为非组胺依赖性痒觉信号通路研究提供模型物

质。方法　将全基因合成的编码 mucunain 活性域（93～309）的基因片段克隆至 pET-28a（＋）-
Sumo 载体中，转入大肠埃希菌 Rosetta（DE3）中进行表达。融合蛋白 His6-Sumo-M 用 SUMO
蛋白酶酶切后使用 Ni-NTA 亲和层析柱纯化，经透析复性得到重组黧豆蛋白酶。分别采用 15% 
SDS-PAGE 和 Edman 降解法对重组黧豆蛋白酶的分子量和 N- 端氨基酸序列进行鉴定。使用

FLIPR 检测技术分析重组黧豆蛋白酶的生物活性。结果　获得了纯度≥ 90% 的重组黧豆蛋白

酶，产量达到 50 mg·L－ 1；FLIPR 检测结果显示，相比于对照组，重组黧豆蛋白酶作用于

Hela 细胞后可以引发明显持续的钙流变化，而半胱氨酸蛋白酶抑制剂 E-64 可以抑制胞质 Ca2 ＋

的变化。结论　通过基因克隆表达技术可以得到具有生物活性的重组黧豆蛋白酶。

关键词：黧豆蛋白酶（93 ～ 309）；瘙痒；重组表达；活性分析

中图分类号：TS201.2；TS210.9　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2022)05-1083-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.021

Preparation and activity of recombinant mucunain

WANG Zhen, WU Fang-hui, YIN Yi-feng, ZHANG Yi, LIU Yan-li*, SONG Yun-yang* (State Key 
Laboratory of NBC Protection for Civilians, Beijing  102205)

Abstract: Objective  To obtain bioactive recombinant mucunain (93 ～ 309, M) in large amounts via 
gene cloning, expression, purification and activity evaluation, and to provide a model substance for the 
research of histamine-independent itch signaling pathway. Methods  The synthetic gene encoding the 
active domain (93 ～ 309) of mucunain predicted was cloned into pET-28a ( ＋ )-Sumo and transformed 
into competent Escherichia coli strain Rosetta (DE3) for expression. After being digested with SUMO 
protease, the recombinant mucunain was obtained, which suffered purification by Ni-NTA affinity 
chromatography column and renaturation by dialysis. Subsequently, the molecular weight and the 
N-terminal amino acid sequence of recombinant mucunain were identified respectively by 15% SDS-
PAGE and Edman degradation. Furthermore, the bioactivity of recombinant mucunain was assessed by 
FLIPR detection technology. Results  Mucunain with purity ≥ 90% was obtained and the yield reached 
50 mg·L－ 1. The recombinant mucunain obviously induced continuous changes in cytosolic Ca2 ＋ were 
Hela cells, whereas the changes of cytosolic Ca2 ＋ was inhibited by the cysteine protease inhibitor E-64. 
Conclusion  Recombinant mucunain with bioactivity is obtained by gene cloning. 
Key words: mucunain (93 ～ 309); itch; recombinant expression; activity
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　　瘙痒是一种可以引起抓挠反应的主观感觉，
大多数的皮肤病以及系统性疾病都伴有瘙痒症状，
长期的慢性瘙痒严重影响人们的生活质量。目前，
由于瘙痒的发生发展机制尚不完全清楚，也因此

缺乏较为有效完善的治疗方法。随着组胺依赖性
和非组胺依赖性痒觉信号通路的发现，表明多种
信号通路参与了痒觉信号的传导 [1]。常见的瘙痒
介质有生物胺类、神经肽类、类花生酸类、蛋白
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酶类及细胞因子类等多种，我们研究的黧豆蛋白
酶属于蛋白酶类致痒介质，它是通过非组胺依赖
性的痒觉信号通路传导瘙痒的。
　　黧豆（Cowhage）是豆科黧豆属植物，多生
在热带、亚热带地区，黧豆豆荚毛刺可以导致瘙
痒。黧豆毛刺在刺入灵长类或啮齿类动物皮肤不
久后可以产生持续几分钟的痒感 [2]。早期的生化
研究表明，黧豆毛刺中含有一种可以引发瘙痒
的蛋白酶，称之为 mucunain[3]。研究人员发现，
mucunain 是通过一群对辣椒素敏感的传入神经纤
维引发瘙痒的，它可以激活所有的机械热敏感的
C 纤维，这与介导组胺诱发瘙痒的机械刺激不敏
感的 C 纤维不同，mucunain 诱导的瘙痒不能被
抗组胺药所阻断 [4-5]。Reddy 等 [6] 从黧豆豆荚毛
刺中分离出天然黧豆蛋白酶并进行了重组表达，
鉴定了 mucunain 是一种半胱氨酸蛋白酶，并发
现 mucunain 是蛋白酶激活受体 2 和 4（proteinase 
activated receptor 2/4，PAR2/4）的配体，而且对
PAR4 的活性大于对 PAR2 的活性。在之后的研究
中，人们发现与组胺引发的瘙痒相比，mucunain
诱导的瘙痒感觉更为强烈，其瘙痒反应与慢性瘙
痒更为类似，因此，mucunain 致痒可作为研究特
应性皮炎（atopic dermatitis，AD）等慢性瘙痒疾
病的理想模型 [7]。
　　在止痒药物研究方面，抗组胺药物并不能有
效解决临床瘙痒问题，而 mucunain 作为一种非
组胺机制的致痒物，常作为与组胺进行瘙痒方面
比较性研究的典型致痒剂。到目前为止，仅有一
篇文献报道了 mucunain 的重组表达 [6]。鉴于从黧
豆毛刺中大量获取 mucunain 比较困难，本研究
主要开展黧豆蛋白酶的基因克隆表达与纯化，采
用 FLIPR 检测技术对重组黧豆蛋白酶的生物活
性进行研究，以期可以高效地获得大量黧豆蛋白
酶，为相关止痒剂的研究提供模型物质。
1　材料
1.1　试药
　　pET-28a（＋）-Sumo 载体（美国 Novagen 公
司）；DH5α 感受态细胞、Rosetta（DE3）感受态
细胞（北京天根生化科技有限公司）。
　　DNA 连接酶，限制性内切酶 XhoⅠ，限制性
内切酶 KpnⅠ，1 kb DNA Ladder，Prestained pro-
tein MW marker 26616（美国 Thermo Fisher Scien-
tific 公司）；卡那抗菌药物（美国 Amersco 公司）；
E-64（德国 Sigma 公司）；Ni-NTA 亲和层析柱（美
国 Cytiva 公司）。
1.2　仪器

　　MillQ-10A 超纯水净化系统（美国 Millipore
公司）；CO2 培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific
公司）；离心机（德国 Sigma 公司，德国 Eppen-
dorf 公司）；FLIPR Penta 高通量实时荧光检测分
析系统（德国 Molecular Devices 公司）。
2　方法
2.1　黧豆蛋白酶的重组构建
　　黧豆蛋白酶全长基因（NCBI：ACB87490.1）
编码整个前体蛋白（前体肽和成熟肽），可分为
I29 抑制肽、C1 半胱氨酸蛋白肽和颗粒蛋白 3 个
部分（见图 1）[8]。

图 1　黧豆蛋白酶的组成

Fig 1　Composition of mucunain

　　根据结构活性预测结果，推测其活性区域位
于氨基酸序列的 93 ～ 309 位，对其进行大肠埃
希菌密码子优化，全基因合成获得质粒 M-pUC57
（南京金斯瑞生物科技有限公司合成）。将
M-pUC57 用限制性内切酶 Kpn Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶
切后，与用同样酶酶切后的线性化表达载体 pET-
28a（＋）-Sumo 在 T4 DNA 连接酶作用下于 25℃
连接 2 h，载体构建如图 2 所示。采用 CaCl2 法进
行转化，将 Escherichia coli DH5α（DE3）感受态
细胞置于冰上孵育30 min，细胞在42℃水浴90 s，
冰上孵育 2 ～ 3 min。加入 900 μL 2×YT 培养基
于 37℃振荡培养箱中孵育 40 ～ 50 min，最后涂
布在含有 50 μg·mL－ 1 卡那抗菌药物的 2×YT 琼
脂平板上，在 37℃孵育 16 h 后，挑取单菌落进
行质粒提取，并通过限制性内切酶 Kpn Ⅰ、Xho 
Ⅰ进行双酶切鉴定和 DNA 测序鉴定。

图 2　M-pET-28a（＋）-Sumo 表达质粒的构建

Fig 2　Construction of M-pET-28a（＋）-Sumo expression plasmid

2.2　黧豆蛋白酶的表达

　　将重组质粒 M-pET-28a（＋）-Sumo 转入大肠
埃希菌 Rosetta（DE3）菌株中进行诱导表达。挑
取单个菌落，在含卡那抗菌药物（50 μg·mL－ 1）
的 10 mL 2×YT 培养基中于 37℃、220 r·min－ 1

条件下培养 12 ～ 16 h。以 1∶100 的比例接种于
新鲜培养基中，37℃、220 r·min－ 1 条件下培养
至 OD600 达 到 0.6 ～ 0.8， 用 0.05 mmol·L－ 1 异
丙基 -β-D-1- 硫代半乳糖苷（IPTG）在 18℃诱导
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48 h。4℃、4500 r·min－ 1 离心 15 min，收集细
胞，将其重悬于 100 mL 冰冷的裂解缓冲液（20 
mmol·L－ 1 PBS，pH 7.4）中，采用低温超高压
细胞破碎仪进行裂解。将裂解液进行 SDS-PAGE
电泳，对其进行表达形式分析。
2.3　黧豆蛋白酶的纯化
　　在室温下，将包涵体用洗涤液（2 mol·L－ 1

尿 素、20 mmol·L－ 1 Tris、5 mmol·L－ 1 咪 唑
和 500 mmol·L－ 1 氯 化 钠） 洗 涤 两 次，9000 
r·min－ 1 离心 10 min，之后溶解在增溶缓冲液
（pH 7.4，8 mol·L－ 1 尿 素、280 mmol·L－ 1 β-
巯基乙醇、20 mmol·L－ 1 Tris、5 mmol·L－ 1 咪
唑和 500 mmol·L－ 1 氯化钠）中室温放置 1 h，
10 000 r·min－ 1 离心 15 min，回收溶解有目的
蛋白 His6-Sumo-M 的上清液。将融合蛋白 His6-
Sumo-M 进行纯化和重折叠复性。融合蛋白用
超滤管浓缩后用 SUMO 蛋白酶酶切，SUMO 蛋
白 酶 与 His6-Sumo-M 以 100∶1 的 比 例 加 入 到
Sumo Protease Buffer（50 mmol·L－ 1 Tris-HCl，1 
mmol·L－ 1 DTT，pH 8.0）中 4℃过夜。然后采
用镍柱亲和层析法（Ni-NTA 亲和层析柱）进行纯
化得到变性蛋白。将纯化的蛋白进行透析重折叠
恢复其活性。重折叠过程分以下三步进行，第一
步透析是用由 1.5 mol·L－ 1 尿素、50 mmol·L－ 1

咪唑、300 mmol·L－ 1 氯化钠、200 mmol·L－ 1

蔗糖、1 mmol·L－ 1 还原型谷胱甘肽（GSH）、
0.2 mmol·L－ 1 氧化型谷胱甘肽（GSSG）和 0.1% 
Triton X-100 组成的溶液（pH 7.4）进行的；使用
由 0.5 mol·L－ 1 尿素、25 mmol·L－ 1 咪唑、300 
mmol·L－ 1 氯 化 钠、200 mmol·L－ 1 蔗 糖、1 
mmol·L－1谷胱甘肽、0.2 mmol·L－1 GSSG 和0.1% 
Triton X-100 组成的溶液（pH 7.4）进行第二步透
析；用 100 mmol·L－ 1 Tris、2 mmol·L－ 1 咪唑、
300 mmol·L－ 1 氯化钠和 200 mmol·L－ 1 蔗糖组
成的溶液（pH 7.4）进行最后一步透析。所有透析
步骤均使用搅拌器在 4℃冰箱内搅拌 6 h，最后用
0.45 μm 滤膜过滤除去沉淀物 [9]。将蛋白溶液进
行超滤浓缩，冷冻干燥，－ 20℃保存。
2.4　黧豆蛋白酶的分子量鉴定
　　经过蛋白表达纯化以及复性得到了重组蛋
白，采用 15% SDS-PAGE 确定其分子量大小是
否与预期一致，并采用 Edman 降解法对表达的
重组黧豆蛋白酶进行 N- 端氨基酸序列分析，将
重组蛋白溶解于 500 μL 含蛋白酶抑制剂的 8 
mol·L－ 1 尿素溶液中，用胰蛋白酶按酶∶底物＝

1∶50 的比例对蛋白进行酶切。将酶切后的多肽

溶于溶剂 A（0.1% 甲酸水），10 000 g 离心 5 min。
取上清液采用 Q Exactive 型液质联用质谱仪检
测，以含 0.1% 甲酸的水（溶剂 A）和含 0.1% 甲
酸的乙腈（溶剂 B）为流动相，梯度洗脱（0 ～ 8 
min，6% ～ 10%B；8 ～ 60 min，10% ～ 30%B；
60 ～ 79 min，30% ～ 42%B；79 ～ 80 min，
42% ～ 95%B；80 ～ 85 min，95%B；85 ～ 86 
min，95% ～ 6%B；86 ～ 90 min，6%B）， 流 速
为 0.6 L·min－ 1，总采集时间为 90 min。喷雾电
压为 2.1 kV，毛细管温度为 320℃；碰撞能量为
27 eV，采集一级质量范围为 300 ～ 1400 m/z，二
级扫描范围为 200 ～ 2000 m/z。使用 MaxQuant 对
液质联用质谱仪（LC/MS）原始数据进行处理。
2.5　黧豆蛋白酶生物活性分析
　　采用 FLIPR 检测 Hela 细胞中胞质 Ca2 ＋ 的
变化，分析重组黧豆蛋白酶的生物活性。使
用 RPMI-1640 完 全 培 养 基， 以（1 ～ 2）×105 
个·mL－ 1 的 密 度 将 Hela 细 胞 接 种 于 96 孔 板
内。培养 24 h 后，弃去培养基，每孔加入 80 
μL Hank’s 缓冲液配制的 calcium 6 染料（10× 

calcium 6 染 料 用 含 20 mmol·L－ 1 HEPES 的
Hank’s 缓冲液以 1∶10 稀释，pH 7.4），37℃避
光孵育。2 h 后，分别加入 20 μL 重组黧豆蛋白酶
（10 μmol·L－1）及重组黧豆蛋白酶（10 μmol·L－1）
与 E-64（20 μmol·L－ 1，半胱氨酸蛋白酶抑制剂）
的混合物至孔中。采用 FLIPR 检测胞质 Ca2 ＋的
变化，应用 Max Pro 软件对数据进行分析和可视
化。所有实验均重复进行三次，采用 GraphPad 
Prism 8.0.1 软件对数据进行统计分析。
3　结果
3.1　黧豆蛋白酶的重组构建与表达
　　将 Kpn Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶切后的 pET-28a（＋）-
Sumo 载体和胶回收纯化的黧豆蛋白酶基因片段
连接，转化 Escherichia coli DH5α 感受态细胞，
提取质粒，经 KpnⅠ和 XhoⅠ双酶切后鉴定得到
约 650 bp 大小的特异条带（见图 3）。DNA 测序
结果表明，与优化后的核苷酸序列一致。
　　实验采用了多种感受态细胞、不同的温度、
不同的时间以及不同的 IPTG 浓度进行诱导条件优
化，发现重组黧豆蛋白酶都能进行表达，但始终
以包涵体的形式存在（结果未列出）。采用 Rosetta
（DE3）感受态细胞，在 18℃时用 0.05 mmol·L－ 1 
IPTG 诱导 48 h，用 20 mmol·L－ 1 PBS 裂解细菌
后蛋白获得量最高，并确定其为最终的表达和裂
解条件，结果如图 4 所示。
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图 4　重组黧豆蛋白酶的表达

Fig 4　Recombinant mucunain expressed in Escherichia coli strain 
Rosetta（DE3）

注：A. 泳道 1 和泳道 2 是融合蛋白 His6-Sumo-M 诱导前后的

全细胞裂解液；B. 泳道 1 和泳道 2 分别为沉淀和上清液中表达的融

合蛋白 His6-Sumo-M；M. Prestained protein MW marker 26 616。
Note：A. Lane 1 and 2 were the whole cell lysate of fusion protein 

His6-Sumo-M before/after the induction；B. Lane 1 and 2 were the 
fusion protein His6-Sumo-M in the precipitation and supernatant，
respectively；M. Prestained protein MW marker 26 616.

3.2　黧豆蛋白酶的纯化与鉴定

　　黧豆蛋白酶纯化时同样进行了条件优化，发
现先将包涵体洗涤后溶解，再进行酶切、纯化和
重折叠复性，这样得到的重组黧豆蛋白酶收率较
大。酶切以及重折叠复性时都应保证溶液中各成
分浓度条件合适，避免沉淀的生成，最终影响复
性及产率。将包涵体进行溶解、酶切、纯化和重
折叠复性后得到重组黧豆蛋白酶，经超滤除盐
和浓缩以及冻干后，得到的重组黧豆蛋白酶纯
度≥ 90%，产量达到 50 mg·L－ 1。
　　纯化复性后的重组黧豆蛋白酶进行 SDS-
PAGE 电泳，结果如图 5 所示。重组黧豆蛋白酶
用 LC/MS 进行鉴定，检测到 18 条肽段，蛋白序

列覆盖率为 68.2%（见图 6，表 1）。

图 5　重组黧豆蛋白酶的纯化结果鉴定

Fig 5　15% SDS-PAGE analysis of recombinant mucunain purified by 
Ni-NTA

注：A. 泳道 1，包涵体 His6-Sumo-M 溶解变性结果；B. 泳道 1，
SUMO 蛋白酶对包涵体 His6-Sumo-M 酶切；C. 泳道 1，重组黧豆蛋

白酶纯化结果；M.Prestained protein MW marker 26 616。
Note：A. Lane 1，denaturation of inclusion body His6-Sumo-M 

dissolved in 8 mol·L － 1 urea；B. Lane 1，the inclusion body His6-
Sumo-M digested with SUMO protease；C. Lane 1，purification of 
recombinant mucunain；M. Prestained protein MW marker 26 616. 

图 6　重组黧豆蛋白酶经胰蛋白酶酶解的肽段质谱 TIC 图

Fig 6　Total ion chromatogram of recombinant mucunain obtained by 
trypsin

3.3　重组黧豆蛋白酶生物活性研究
　　将得到的重组黧豆蛋白酶刺激内源性表达
PAR2 和 PAR4 受体的 Hela 细胞（见图 7），采用
FLIPR 进行了胞质钙流变化的测定，钙流变化如
图 8 所示，发现重组黧豆蛋白酶可以引起胞内
Ca2 ＋浓度升高，持续时间约 20 ～ 30 min，而加
入重组黧豆蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶抑制剂 E-64
后的混合物后胞质 Ca2 ＋无明显的变化，即 E-64
可以抑制重组黧豆蛋白酶引起胞内 Ca2 ＋浓度的变
化，这表明获得的重组黧豆蛋白酶具有生物活性。
4　讨论

　　Mucunain 是黧豆豆荚毛刺中引起强烈瘙痒的
主要成分，是研究慢性瘙痒性疾病的理想模型。
大多数文献报道中使用的黧豆蛋白酶是从黧豆毛

图 3　重组质粒 M-pET-28a（＋）-Sumo 的酶切鉴定

Fig 3　Identify of recombinant plasmid M-pET-28a（＋）-Sumo 
digested by restriction enzyme

注：泳道 1. 重组质粒 M-pET-28a（＋）-Sumo 经 Kpn Ⅰ和 Xho 
Ⅰ双酶切；M.1 kb DNA ladder。

Note：Lane 1. recombinant plasmid M-pET-28a（＋）-Sumo 
digested with Kpn Ⅰ and Xho Ⅰ；M.1 kb DNA ladder.
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刺中提取后直接使用的，其活性效应评价也均是
通过有活性或灭活的毛刺或者制作成嵌刺板形式
将天然黧豆蛋白酶作用于人体或动物体皮肤。到
目前为止，仅有一篇文章报道 mucunain 的重组
表达 [6]。考虑到从黧豆豆荚毛刺中分离提取大量

天然 mucunain 比较困难，本研究将 mucunain 基
因片段克隆到 pET-28a（＋）-Sumo 载体上，其
上带有 -Sumo 和 -His6 标签，以期得到可溶性表
达的目的蛋白，同时便于后续进行蛋白纯化。在
重组黧豆蛋白酶表达的过程中，我们采用了不同
的诱导时间和温度、不同浓度的 IPTG 以及多种
大肠埃希菌表达菌株进行诱导表达，发现融合蛋
白始终以包涵体的形式呈现。我们对包涵体的纯
化和复性条件也进行了适当调整，包括蛋白的溶
解、酶切、纯化以及重折叠的条件和顺序等，最
终得到了重组黧豆蛋白酶，产量达到 50 mg·L－ 1。
　　文献表明，mucunain 激活 PAR2 和 PAR4 受
体，不是通过受体配体占位，而是切割 PAR2
和 PAR4 受体使其产生一个新的栓系配体后，与
细胞外受体外环 -2 相互作用启动自身，活化
的 PAR2 和 PAR4 受 体 激 活 PLC，PLC 继 续 激
活 TRPV1 和 TRPA1 通道引起 Ca2 ＋内流。为了
研究重组黧豆蛋白酶是否具有生物活性，本研究
采用内源性表达 PAR2 和 PAR4 受体的 Hela 细
胞，使用 FLIPR 检测 Hela 细胞胞质 Ca2 ＋浓度变
化。FLIPR 检测结果表明，重组黧豆蛋白酶可以
引起胞质 Ca2 ＋持续变化 20 ～ 30 min，而 E-64 可
以抑制重组黧豆蛋白酶引起的 Hela 细胞胞质中

表 1　重组黧豆蛋白酶的 MaxQuant搜库肽段鉴定结果 
Tab 1　Peptides identification of recombinant mucunain in MaxQuant library 

Sequence of recombinant mucunain Sequence of mucunain（NCBI：ACB87490.1） Mass Score Matching score/%
NESAVLPVK（11 ～ 19） NESAVLPVK（101 ～ 109） 955.53385 207.68 100
NESAVLPVKDQGNCGSCWAFSTIGAVEGINK
（11 ～ 41）

NESAVLPVKDQGNCGSCWAFSTIGAVEGINK
（101 ～ 131）

3307.5602 161.46 100

DQGNCGSCWAFSTIGAVEGINK（20 ～ 41） DQGNCGSCWAFSTIGAVEGINK（110 ～ 131） 2370.0369 302.15 100
AVDGTCDQYR（94 ～ 103） AVDGTCDQYR（183 ～ 193） 1183.4928 202.28 100
AVDGTCDQYRK（94 ～ 104） AVDGTCDQYRK（183 ～ 194） 1311.5877 204.36 100
NAKVVTIDSYEDVPANDELALK（105 ～ 126） NAKVVTIDSYEDVPANDELALK（195 ～ 216） 2403.2169 235.26 100
NAKVVTIDSYEDVPANDELALKK（105 ～ 127） NAKVVTIDSYEDVPANDELALKK（195 ～ 217） 2531.3119 144.5 100
VVTIDSYEDVPANDELALK（108 ～ 26） VVTIDSYEDVPANDELALK（198 ～ 216） 2090.0419 245.03 100
VVTIDSYEDVPANDELALKK（108 ～ 127） VVTIDSYEDVPANDELALKK（198 ～ 217） 2218.1369 271.56 100
KAVANQPVSVAIEGGGR（127 ～ 143） KAVANQPVSVAIEGGGR（217 ～ 233） 1651.9006 212.17 100
AVANQPVSVAIEGGGR（128 ～ 143） AVANQPVSVAIEGGGR（218 ～ 233） 1523.8056 203.51 100
EFQLYVSGVFTGR（144 ～ 156） EFQLYVSGVFTGR（234 ～ 246） 1501.7565 220.1 100
CGTALDHGVVAVGYGSVK（157 ～ 174） CGTALDHGVVAVGYGSVK（247 ～ 264） 1788.8829 347.73 100
CGTALDHGVVAVGYGSVKGHDYWIVR
（157 ～ 182）

CGTALDHGVVAVGYGSVKGHDYWIVR
（247 ～ 272）

2815.3864 282.86 100

GHDYWIVR（175 ～ 182） GHDYWIVR（265 ～ 272） 1044.5141 265.73 100
NSWGASWGEEGYVR（183 ～ 196） NSWGASWGEEGYVR（273 ～ 286） 1596.6957 234.3 100
NSWGASWGEEGYVRLER（183 ～ 199） NSWGASWGEEGYVRLER（273 ～ 289） 1994.9235 161.14 100
CGIAIEPSYPIK（209 ～ 220） CGIAIEPSYPIK（299 ～ 310） 1346.6904 103.7 100

注（Note）：根据肽序列从 N- 末端到 C- 末端的位置对肽序列进行排序。评分值表示二阶碎裂谱和二阶离子匹配，分数值越高，表明二

阶谱匹配效果越好（Sequencing of peptide was sorted by the position of peptides from N-terminal to C-terminal. The score value indicated second-
order fragmentation spectrum and second-order ion matching. The higher the score, the better the matching of second-order spectrum）。

图 7　Hela 细胞中 PAR2 和 PAR4 受体表达情况

Fig 7　Expression of PAR2 and PAR4 receptor in Hela cells

图 8　Hela 细胞中 Ca2 ＋浓度变化曲线

Fig 8　Changes of Ca2 ＋ concentration in Hela cells
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Ca2 ＋的变化，表明重组黧豆蛋白酶具有显著的生
物活性。这与 Reddy 等 [6] 的研究结果并不完全一
致，他们的结果显示在分别外源性表达 PAR2 和
PAR4 受体的 Hela 细胞中，胞质 Ca2 ＋浓度的变化
持续 20 ～ 100 s。而在本研究中使用的是内源性
共表达 PAR2 和 PAR4 受体的 Hela 细胞，这可能
是重组黧豆蛋白酶引发了持续的 Ca2 ＋变化的原
因，也可能是多种信号通路对 Ca2 ＋释放的协同作
用。PAR2 受体下游的 PLC 激活后，不仅可以激
活 TRPV1 和 TRPA1 诱导细胞外 Ca2 ＋的内流 [10]，
而且可以将二磷酸磷脂酰肌醇（PIP2）水解成三
磷酸肌醇（IP3），IP3 能和内质网上的 IP3R 结合
刺激内质网内 Ca2 ＋释放进入胞质中。在 RIN-5F
细胞，饱和浓度的 IP3 对胞质中高浓度的 Ca2 ＋

抑制具有低灵敏度，呈现一个宽峰，称为高原型
钙依赖曲线 [11]。Pierre 等 [12] 的研究显示，PbTx-1
诱导的钙流是多相的和持续的，钙流的变化可以
持续 25 min，PbTx-1 诱导的 Ca2 ＋的增加可能与
偏倚通路和经典的 PAR2 途径有关。目前已经有
研究证实了激活后的 PAR 受体的脱敏、内化和再
敏化的机制 [13]。在大鼠成纤维细胞中，PAR4 受
体可以促进持续的信号转导反应，而且在过表达
时不会出现激动剂促进的磷酸化，活化的 PAR4
受体也表现出缓慢的内化速率 [14]。这说明重组黧
豆蛋白酶激活的 PAR2 和 PAR4 受体的内化过程
较慢也可能是导致 Hela 细胞胞质 Ca2 ＋浓度持续
变化的原因。另外在本研究中，经重组表达获得
的蛋白为黧豆蛋白酶的活性部分——C1A 半胱氨
酸蛋白酶，而 Reddy 等 [6] 获得的是 C1A 半胱氨
酸蛋白酶和颗粒蛋白酶部分，这也可能与重组黧
豆蛋白酶引起的 Ca2 ＋变化不一致有关。
5　结论

　　根据文献对 mucunain 的全长序列进行分析，
发现其活性片段为中间 C1A 半胱氨酸蛋白酶部
分。因此，我们对活性片段进行设计合成、高效
表达及活性验证，获得了具有生物活性的重组黧
豆蛋白酶，为非组胺依赖性痒觉信号通路研究提
供模型物质。
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氮、磷对根瘤菌液处理下甘草根瘤生长及固氮活力的影响

耿业业，王桂荣，张远帆，白钰，陈莹，朱成豪，吴繁琦，侯俊玲*，孙志蓉*（北京中医药大学中药

学院，北京　102488）

摘要：目的　探究不同水平的氮素和磷素对根瘤菌液处理下甘草根瘤生长及固氮活力的影响。方法
　设置甘草播种盆栽试验，对盆栽土壤施加根瘤菌液，播种浸泡根瘤菌液的甘草种子，采用不同水

平的氮素和磷素处理，调查取样，测定甘草生长指标、成分含量及根瘤固氮活力。结果　随着氮素

和磷素水平的增加，甘草根部及根瘤的生长指标呈先升后降的趋势，其中 N2 和 P2 处理的甘草根

长、根粗、根鲜重最大，单株结瘤数最多，分别为对照组的 5.35 倍和 2.14 倍；N1 和 P1 处理的根

瘤单重最高，分别为对照组的 4.49 倍和 5.43 倍。根瘤豆血红蛋白含量随着氮素水平的增加呈先升

后降的趋势，以 N2 处理的含量最高，为对照组的 1.96 倍；随着磷素水平的增加根瘤豆血红蛋白的

含量呈下降趋势。甘草酸和甘草苷含量随着氮素水平的增加先升高后下降，其中 N2 处理的含量最

高；随着磷素水平的增加甘草酸和甘草苷含量呈上升趋势。结论　在施加根瘤菌液的条件下，适量

的氮素、磷素可以促进甘草生物量和活性成分积累，促进甘草结瘤，提高根瘤的固氮活力。

关键词：甘草；氮素；磷素；根瘤；固氮活力；根瘤菌

中图分类号：R28　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1089-06
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Effects of N and P on root nodules growth and nitrogen fixation of 
Glycyrrhiza uralensis Fisch. treated with Rhizobium solution

GENG Ye-ye, WANG Gui-rong, ZHANG Yuan-fan, BAI Yu, CHEN Ying, ZHU Cheng-hao, WU Fan-
qi, HOU Jun-ling*, SUN Zhi-rong* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese 
Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the effect of N and P levels on the growth of root nodules and 
nitrogen fixation of Glycyrrhiza uralensis Fisch. treated with Rhizobium solution. Methods  A pot 
experiment of Glycyrrhiza uralensis Fisch. sowing was set up, Rhizobium solution was added to 
the pot soil. Glycyrrhiza uralensis Fisch. seeds soaked in Rhizobium solution was sowed after they 
were treated with different levels of N and P. The growth index, content of active components of 
Glycyrrhiza uralensis Fisch. and nitrogen fixation index of root nodules were determined. Results  
With the increase of N and P concentration, the growth indexes of Glycyrrhiza uralensis Fisch. roots 
and nodules first increased and then decreased. Glycyrrhiza uralensis Fisch. treated with N2 and P2 
showed longer, thicker and heavier roots, and more nodules, which was 5.35 times and 2.14 times 
of the control group. The nodule unit weight after N1 and P1 treatment was the highest, which was 
4.49 times and 5.43 times of the control group, respectively. The hemoglobin content of nodule beans 
first increased and then decreased with the increase of N level. The hemoglobin content was 1.96 
times of the control group after N2 treatment, but decreased with the increase of P level. The content 
of glycyrrhizic acid and liquirtin first increased and then decreased with the increase of N level, the 
content after N2 treatment being the highest. The content of glycyrrhizic acid and liquirtin increased 
with the P level. Conclusion  When Rhizobium solution is used, an appropriate amount of N and P 

基金项目：国家现代农业产业技术体系资助项目（No. CARS-21）。
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　　甘草（Glycyrrhiza uralensis Fisch.）是豆科
多年生草本植物，以根与根茎入药，具有补脾益
气，清热解毒，祛痰止咳，缓急止痛，调和诸药
之功效，有“十方九草”“国老”的美誉 [1]，在医
药、食品、化工等领域应用广泛，市场需求量大。
目前野生甘草资源逐渐减少，人工栽培甘草成为
解决供需矛盾的有效途径。野生甘草具有根瘤固
氮特性 [2]，是甘草植株氮营养的重要来源之一，
但人工栽培甘草的水肥措施会减少甘草根部结瘤
量 [3]，质量不及野生甘草 [4]。豆科植物氮素来源
有土壤供氮、肥料供氮和根瘤固氮三种。根瘤固
氮在花生、大豆等豆科经济作物的生长中发挥着
重要作用，郑永美等 [5] 研究表明，花生的根瘤固
氮占总氮量的 40% 以上，最高可达 50%。人工甘
草栽培过程中接种根瘤菌剂，能提高 10% ～ 30%
的产量 [6]。根瘤菌剂施入土壤后，土壤中营养元
素的形态和含量会对豆科植物结瘤固氮的效果产
生影响 [7]，其中氮素和磷素对结瘤影响较大。已
有的根瘤固氮研究多集中在大豆、花生、紫花苜
蓿等豆科经济作物 [8-9]。目前甘草根瘤固氮方面根
瘤菌分离鉴定、遗传多样性分析及系统进化分析
的研究较多 [10]，氮素、磷素对甘草结瘤以及固氮
活力的影响还不清楚。本文以盆栽甘草为研究对
象，考察不同浓度的氮素和磷素对施加根瘤菌剂
的甘草结瘤量及根瘤固氮活力的影响，探讨营养
元素对甘草根瘤固氮作用的影响，为甘草栽培措
施选定提供参考。
1　材料

1.1　试药

　　甘草种子由中国中药有限公司提供，经北京
中医药大学中药学院孙志蓉教授鉴定为豆科植物
甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch. 的种子。根瘤菌
购自中国普通微生物菌种保藏管理中心，为天山
中间根瘤菌（Mesorhizobium tianshanense.），菌
株编号“1.2546”。酵母粉（Solarbio）、琼脂粉
（北京奥博星生物技术有限责任公司）；甘露醇
（Beijing Lablead Biotech Co.，Ltd）；硫酸铵（福
晨化学试剂有限公司）；磷酸二氢钾（天津市兴复

科技发展有限公司）；pH 6.8 磷酸缓冲液（国家化
学试剂质检中心）；牛血红蛋白（上海源叶生物科
技有限公司）；甘草酸（批号：P24J10F91300）、
甘草苷（批号：Z10J8X39611）对照品（上海源叶
生物科技有限公司，均供含量测定用）；乙腈和
磷酸（Fisher chemical 美国，均为色谱纯）；乙醇
（北京化工厂，分析纯）；用水为娃哈哈纯净水。
1.2　仪器

　　SQP 型电子分析天平（赛多利斯科学仪器有
限公司）；立式压力蒸汽灭菌器（上海博迅实业
有限公司医疗设备厂）；超净工作台（上海力辰
邦西仪器科技有限公司）；HZQ-QX 全温振荡器；
BY-R20 医用离心机（北京白洋医疗器械有限公
司）；UV-2800 型紫外可见分光光度计（舜宇恒
平）；SP-742D 型高速粉碎机（广州市兆利电器实
业有限公司）；YCD-EL 260 电热鼓风干燥箱（上
海一恒科学仪器有限公司）；KQ-500DE 型数控
超声清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；岛津
LSM 780 型高效液相色谱仪。
2　方法

2.1　根瘤菌液培养

2.1.1　根瘤菌活化　将配制的 YMA 固体培养
基 [11] 放入灭菌锅内灭菌，在超净工作台中趁热
分装，每皿 25 mL，置于室温凝固，然后均匀涂
布菌液，于常温培养箱内活化。
2.1.2　根瘤菌扩繁　将配好的 YMA 液体培养基
倒入锥形瓶中，每瓶 200 mL，放入灭菌锅内灭
菌，移至超净工作台中放至室温。将活化后的根
瘤菌接至液体培养基中，在 25℃、170 r·min－ 1

摇床培养，当 620 nm 下检测吸光度达 0.6 时即得
到根瘤菌液。
2.2　材料培养

　　采用圆形塑料盆（33 cm×22 cm×31 cm），每
盆装混匀的河沙 15 kg。课题组前期在探索根瘤
固氮对甘草根部氮营养吸收的影响时，每盆施加
了 1.5 g 硫酸铵，结果表明此用量下甘草根瘤固氮
占比高于土壤供氮占比，肥料供氮最低，说明在
此用量下甘草可以正常结瘤固氮，据此设置低、

helps promote the accumulation of biomass and active components in Glycyrrhiza uralensis Fisch., 
promote the nodulation of Glycyrrhiza uralensis Fisch., and improve the nitrogen fixation of root 
nodules. 
Key words: Glycyrrhiza uralensis Fisch. ; nitrogen; phosphorus; root nodule; nitrogen fixation 
activity; Rhizobium
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中、高三个水平探索不同氮素水平对甘草根瘤生
长及固氮活力的影响，1.5 g 硫酸铵换算得 0.32 g 
N，以 0.32 g 为 N2 水平，其 0.5 倍量为 N1 水平，
1.5 倍量为 N3 水平；磷素用量参考金燕清 [12] 的
“3414”试验，促进一年生甘草生物量和甘草酸、
甘草苷含量积累的磷（P2O5）用量为 9 g·m － 2、
18 g·m － 2，花盆中装填基质表层直径测量为 28 
cm，根据圆形面积公式计算表面积，得到对应每
盆施加 P2O5 量为 0.54 g、1.08 g，以 0.54 g 为 P1
水平，1.08 g 为 P3 水平，P2 水平为 P1 和 P3 水平
的均值。另设不加氮素及磷素的对照组（即 0 水
平组），不同水平氮素和磷素每盆施肥量见表 1。
在播种前，每盆施入对应量的硫酸铵和磷酸二氢
钾，每盆再施入根瘤菌液 90 mL，甘草种子处理
后在根瘤菌液中浸泡 30 min，于 2021 年 4 月 25
日播种，各重复 3 次。当幼苗长至 5 ～ 6 片真叶
时间苗，每盆留苗 10 株，于甘草出苗后每隔两周
浇灌 1000 mL Hogland 营养液（氮素处理去除氮，
磷素处理去除磷），常规管理。

表 1　氮素和磷素的水平 
Tab 1　N and P level

元素水平 N P2O5

0 （N0）0 （P0）0

1 （N1）0.16 g （P1）0.54 g

2 （N2）0.32 g （P2）0.81 g

3 （N3）0.48 g （P3）1.08 g

2.3　生长指标测定

　　于 9 月 25 日取样，将根部冲净，用滤纸吸
干水分，测定根长、芦头下 1 cm 粗度、根鲜重，
结瘤数、根瘤鲜重，平行 6 次。
2.4　豆血红蛋白含量测定

　　精密称取 120.0 mg 牛血红蛋白，用去离子水
溶解并移至 10 mL 量瓶定容至刻度，配制成质量
浓度为 12.0 mg·mL－ 1 的标准蛋白溶液。按照表
2 添加试剂，混合反应后，在 540 nm 波长下测定
吸光值，建立标准曲线。
　　取 0.2 g 的新鲜根瘤，用去离子水洗净，滤纸
吸干后，加入 5 mL pH 6.8 的磷酸缓冲液，在 4℃
的条件下研磨成匀浆，置于冷冻离心机中 4℃、
3000 r·min － 1 离心 15 min，吸取上清液，4℃、
10 000 r·min － 1 离心 20 min，吸取上清液，紫外
分光光度计下于 540 nm 处测定吸光度，以 pH 6.8
的磷酸缓冲液作为空白对照，平行测定 3 次。
2.5　甘草酸和甘草苷含量测定

2.5.1　甘草供试品溶液的制备　取甘草样品粉末

（干燥，粉碎过 40 目筛）约 0.1 g，精密称定，置
于 50 mL 量瓶中，加入 10 mL 70% 乙醇，称重，密
塞，100 Hz，40℃超声提取 30 min，冷却至室温，
用 70% 乙醇补足损失重量，摇匀，过滤，取续滤
液过 0.45 μm 微孔滤膜备用，即为供试品溶液。
2.5.2　对照品溶液的制备　精密称取 1.94 mg 甘
草酸、2.85 mg 甘草苷置于 10 mL 量瓶中，用
70% 乙醇溶解并定容至刻度，摇匀，即得甘草酸
质量浓度为 0.194 mg·mL－ 1，甘草苷质量浓度为
0.285 mg·mL－ 1 的对照品储备液，各取 2 mL 于
10 mL 量瓶中，用 70% 乙醇溶解并定容至刻度，
摇匀，得到混合对照品溶液。
2.5.3　 测 定 条 件　 参 照 文 献 [13] 的 方 法， 以
Diamonsil-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱
柱，乙腈 - 磷酸水为流动相，流速 0.6 mL·min－ 1，
柱温 30℃，按表 3 中的洗脱程序进行梯度洗脱，
进样量为 10 μL，于 237 nm 下检测。

表 3　流动相梯度条件 
Tab 3　Gradient elution

时间 /min 乙腈 /% 0.05% 磷酸水 /%
  0 ～ 8 20 80
  8 ～ 30 20 → 38 80 → 62
30 ～ 42 38 → 50 62 → 50
42 ～ 45 50 → 95 50 → 5
45 ～ 50 95 → 20   5 → 80
50 ～ 60 20 80

2.6　数据统计与分析

　　采用 Excel 2019 软件进行数据处理，SPSS 
25.0 软件进行统计分析。用 S-N-K 法进行差异显
著性分析。
3　结果与分析

3.1　氮素和磷素对甘草根系生长的影响

　　不同水平氮素、磷素处理下甘草的根长、根粗、
根鲜重（不含根瘤，下同）测定结果见图1。随着氮、

表 2　牛血红蛋白标准曲线制作方法 
Tab 2　Method for making standard curve of bovine hemoglobin

序号
12.0 mg·mL － 1 标准

蛋白溶液 /μL
水 /μL

0.1 mol·L － 1 pH 6.8
磷酸缓冲液 /mL

0     0 300 2

1   20 280 2

2   40 260 2

3   80 220 2

4 120 180 2

5 160 140 2

6 200 100 2

7 250   50 2

8 300     0 2
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磷水平的增加，甘草各指标呈先升后降的趋势，处
理组根鲜重显著高于对照组，各水平中以 N2、P2
处理各指标最高。N2 根长 34 cm、根粗 8.06 mm、
根鲜重 4.13 g，分别为对照组的 1.25 倍、2.01 倍和
4.73 倍；P2 根长 33.6 cm、根粗 7.24 mm、根鲜重 4.11 
g，分别为对照组的 1.17 倍、1.85 倍和 4.07 倍。

图 1　氮、磷对甘草根系生长指标的影响

Fig 1　Effect of N and P on roots growth indexes of Glycyrrhiza 
uralensis Fisch.

注：相同元素不同水平处理间不同小写字母表示差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）。
Note：Lowercase letters for different levels of the same element 

indicate significant differences（P ＜ 0.05）.

3.2　氮素和磷素对甘草结瘤量的影响

　　不同水平氮素、磷素处理下甘草的根瘤单重
测定结果见图 2。随着氮素、磷素水平的增加，根
瘤单重呈先升后降的趋势，氮素各水平中以 N1 处
理组最高，根瘤单重 0.05 g，为对照组的 4.49 倍，
N2、N3 处理组高于对照组，但 N3 与对照组的差
异无统计学意义；磷素各水平（P1、P2、P3）均显
著高于对照组，其中 P1 处理最高，根瘤单重 0.04 
g，为对照的 5.43 倍。

图 2　氮磷对甘草根瘤单重的影响

Fig 2　Effect of N and P on the weight of single nodule of Glycyrrhiza 
uralensis Fisch.

注：相同元素不同水平处理间不同小写字母表示差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）。
Note：Lowercase letters for different levels of the same element 

indicate significant differences（P ＜ 0.05）.

　　不同水平氮素、磷素处理下甘草的单株结瘤数
量测定结果见图 3。随着氮素、磷素水平的增加，单
株结瘤数呈先升后降趋势，氮素各水平中以 N2 处

理最高，单株结瘤 18 个，为对照组的 5.35 倍，N1、
N3 处理与对照组的差异无统计学意义；磷素各水平
中以 P2 处理最高，单株结瘤 9 个，为对照组的 2.14
倍，P1、P3 处理与对照组的差异无统计学意义。

图 3　氮磷对甘草单株结瘤数的影响

Fig 3　Effect of N and P on the number of nodulations of Glycyrrhiza 
uralensis Fisch. per plant

注：相同元素不同水平处理间不同小写字母表示差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）。
Note：Lowercase letters for different levels of the same element 

indicate significant differences（P ＜ 0.05）.

3.3　氮素和磷素对甘草根瘤豆血红蛋白含量的影响

　　按“2.4”项下方法，以标准溶液中的牛血红
蛋白质量（mg）为横坐标，以 540 nm 下吸光度值
为纵坐标绘制标准曲线，得线性回归方程：Y ＝

0.1459X － 0.0097（R2 ＝ 0.9994），牛血红蛋白在
0 ～ 3.6 mg 内与吸光度线性关系良好。
　　将不同氮素、磷素用量下测定的甘草根瘤的豆
血红蛋白吸光度带入回归方程，得到对应的豆血红
蛋白含量，结果见图 4。随着氮素水平的升高，根
瘤中豆血红蛋白含量呈先升后降趋势，N2 处理组
最高，豆血红蛋白含量 18.84 mg·g－ 1，为对照组
的 1.96 倍，N2、N3 处理与对照组差异无统计学意
义；随磷肥水平的增加，根瘤中豆血红蛋白含量呈
下降趋势，P2、P3 处理显著低于对照组。

图 4　氮磷对甘草根瘤豆血红蛋白含量的影响

Fig 4　Effect of N and P on hemoglobin content of nodules of 
Glycyrrhiza uralensis Fisch. 

注：相同元素不同水平处理间不同小写字母表示差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）。
Note：Lowercase letters for different levels of the same element 

indicate significant differences（P ＜ 0.05）.
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3.4　氮素和磷素对甘草酸和甘草苷含量的影响

　　取“2.5.2”项下混合对照品溶液，稀释成
系列浓度，以峰面积为纵坐标（Y），以各对照
品中甘草酸、甘草苷含量为橫坐标（X）绘制
标准曲线，得到线性回归方程：甘草酸：Y ＝

9.542×106X ＋ 1.422×104（R2 ＝ 1.000），线性范
围：0.001 94 ～ 0.031 04 mg·mL－ 1，甘草苷：Y ＝

3.199×107X － 3.511×103（R2 ＝ 1.000），线性范
围：0.002 85 ～ 0.0456 mg·mL－ 1。
　　不同水平氮素、磷素处理下甘草的甘草酸、
甘草苷测定结果见图 5。随着氮素浓度的升高，
甘草酸、甘草苷含量呈先升后降趋势，N1、N2、
N3 均显著高于对照组，其中 N2 处理组最高，甘
草酸含量为 2.99 mg·g－ 1，甘草苷含量为 1.27 
mg·g－ 1，分别为对照组的 7.77 倍、5.62 倍；随
着磷素浓度的升高，甘草酸、甘草苷含量呈上升
趋势，P1、P2、P3 均显著高于对照组，其中 P3
处理最高，但与 P2 处理相比差异无统计学意义，
甘草酸含量为 2.19 mg·g－ 1，甘草苷含量为 0.90 
mg·g－ 1，分别为对照组的 2.24 倍、2.64 倍。

   A

  B

图 5　氮素（A）及磷素（B）对甘草中甘草酸、甘草苷含量的影响

Fig 5　Effect of N（A）and P（B）on the content of glycyrrhizic acid 
and liquiritin in Glycyrrhiza uralensis Fisch.

注：相同元素不同水平处理间不同小写字母表示差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）。
Note：Lowercase letters for different levels of the same element 

indicate significant differences（P ＜ 0.05）.

4　讨论与结论

　　根瘤固氮为豆科植物提供生长所需氮素，豆
科植物为根瘤菌提供碳源，两者互利共生。1947

年 Virtanen 证明了含有豆血红蛋白的根瘤具有固
氮能力 [14]，近年来有研究 [15-16] 以乙炔还原法测定
根瘤固氮酶活性，然后测定该根瘤中豆血红蛋白
含量，研究结果表明不同植物和不同部位个体瘤
中，瘤体的固氮酶活性与豆血红蛋白含量均成正
相关。研究表明外源因素处理通过改变根瘤中豆
血红蛋白含量来改变固氮酶活性 [17-18]，因此本文
以根瘤中豆血红蛋白含量评价根瘤固氮活力，豆
血红蛋白含量越高，结瘤数目越多，说明根瘤固
氮能力越强。
　　在不外施根瘤菌剂的条件下，随着氮素浓度
的增加，大豆、花生的生物量、结瘤量和固氮活
性呈先上升后下降的单峰变化趋势 [19-21]，在伴施
根瘤菌剂的基础上，紫花苜蓿的生物量、结瘤
数量和根瘤重随氮肥施用量的增加先上升后下
降 [22]，说明外源施加根瘤菌不会改变氮素浓度对
豆科植物的生长和结瘤趋势，但根瘤菌对氮素、
磷素敏感，高浓度的氮素、磷素会抑制结瘤 [23]，
所以在外源施加根瘤菌液，增强植株固氮能力的
同时，选择适合根瘤菌存活及侵染的氮素、磷素
浓度至关重要。本文在施加根瘤菌液的基础上，
施用不同水平的氮素、磷素，发现在施加根瘤菌
剂的基础上，施用氮素、磷素能够促进甘草根部
生物量积累，提高根部结瘤数量，增加根瘤单
重，以 N2、P2 处理组最好，说明适量氮素、磷
素会为甘草植株生长提供养分，促进甘草生长，
进而为根瘤提供养分，促进结瘤。豆血红蛋白中
血红素的部分由根瘤菌合成，而球蛋白的部分则
是由寄主（豆科植物）所合成 [24]，在本试验条件
下，豆血红蛋白含量随氮素施用水平的增加先升
后降，与甘草生物量和根瘤数目的变化趋势一
致；随磷素施用水平的增加而下降，可能与磷素
降低植株根部全铁含量有关 [25]。随氮素、磷素水
平的增加，甘草酸、甘草苷含量呈上升趋势，说
明在试验条件下的氮素、磷素浓度不会抑制甘草
酸、甘草苷的积累。基于本研究结果，可以为后
续研究甘草施加根瘤菌剂与肥料提供参考，优选
施肥用量，既能节省成本，又能提高甘草固氮能
力，促进甘草生长和活性成分积累。
　　综上所述，在试验条件下，甘草生物量、根
瘤单重和结瘤数目随氮素、磷素施用水平的增加
先上升后下降，豆血红蛋白含量、甘草酸和甘草
苷含量随氮素施用水平的增加先上升后下降，随
磷素施用水平的增加豆血红蛋白含量呈下降的趋
势，甘草酸和甘草苷含量呈上升的趋势。在施加
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根瘤菌剂基础上，每 15 kg 河沙施 0.32 g N、0.81 g 
P2O5 有利于甘草生物量和活性成分甘草酸、甘草
苷的积累，促进结瘤，可为后续研究外源营养对
甘草根瘤固氮的影响提供参考。
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心肌缺血再灌注损伤及其潜在治疗靶点 LCN2 的研究进展

朱香梅1，2，石雨荷1，2，李晴1，2，朱珏1，2，刘湘丹1，2，3，王智1，2，3，童巧珍1，2，3*（1.湖南中医药大

学药学院，长沙　410208；2. 湘产大宗道地药材种质资源及规范化种植重点研究室，长沙　410208；3. 湖南省普通高等学校中药

现代化研究重点实验室，长沙　410208）

摘要：心肌缺血再灌注损伤（MIRI）是缺血性心脏病患者术后预后不良的关键，同时也是世

界范围内严重的健康问题。该病的发生涉及自噬、坏死、凋亡、焦亡和铁死亡等多种细胞死亡

方式。脂质运载蛋白 -2（LCN2）通过与细菌铁载体结合发挥作用，调节趋化因子及其受体的

表达和凋亡来影响再灌注移植物中的粒细胞浸润。大量文献研究发现 LCN2 可能是心肌梗死、

肝损伤、癌症等疾病的生物标志物，因此，LCN2 可作为 MIRI 的潜在治疗靶点。本文对 MIRI
发生的机制及相关信号通路进行归纳，并对其潜在靶点 LCN2 的结构、受体、表达等研究进行

总结，为探索 MIRI 相关治疗靶点及方法提供新的思路。

关键词：心肌缺血再灌注损伤；脂质运载蛋白 -2；心肌梗死；治疗靶点；肝损伤标志物；抗

癌靶点

中图分类号：R54，R96　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1095-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.023

Research progress in myocardial ischemia reperfusion injury and its 
potential therapeutic target LCN2

ZHU Xiang-mei1, 2, SHI Yu-he1, 2, LI Qing1, 2, ZHU Jue1, 2, LIU Xiang-dan1, 2, 3, WANG Zhi1, 2, 3, TONG 
Qiao-zhen1, 2, 3* (1. College of Pharmacy, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha  410208; 
2. Key Laboratory of Germplasm Resources and Standardized Planting of Bulk Authentic Medicinal 
Materials in Hunan, Changsha  410208; 3. Key Laboratory of Modern Research of Traditional 
Chinese Medicine, Universities and Colleges of Hunan Province, Changsha  410208)

Abstract: Myocardial ischemia-reperfusion injury (MIRI) is not only the key reason for poor prognosis 
of patients with cardiovascular disease, but also a serious health problem globally. At present, the 
occurrence of MIRI involves autophagy, necrosis, apoptosis, pyrosis and iron death. Lipocalin-2 (LCN2), 
through binding with bacterial iron carriers, regulates the expression of chemokines and their receptors 
and the rate of apoptosis to affect granulocyte infiltration in reperfusion grafts. Many studies have found 
that LCN2 may be a biomarker for acute myocardial infarction, liver injury, cancer and other diseases. 
Therefore, LCN2 is a potential therapeutic target of MIRI. This paper summarized the mechanism and 
related signal pathways of MIRI, and research on the structure, receptor and expression of LCN2 to 
provide new ideas for exploring MIRI related therapeutic targets and methods. 
Key words: myocardial ischemia-reperfusion injury; lipocalin-2; acute myocardial infarction; 
therapeutic target; marker for liver injury; anti-cancer target
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　　冠心病（coronary heart disease，CHD），又
称为缺血性心脏病，是最常见的心血管疾病，由
于心肌供血中断而导致冠状动脉阻塞的一种心肌
病变 [1]。目前，在我国心血管病中心发布的《国
家心血管病报告 2018》中，心血管疾病（cardio-
vascular disease，CVD）患病人数已接近 3 亿，
同时死亡率高居首位，远超肿瘤及其他疾病 [2]。
冠心病最直接的后果是急性心肌梗死（acute myo-
cardial infarction，AMI），对于减少心肌梗死面
积最有效的治疗是及时进行再灌注。临床上常采
用再灌注治疗来改善梗死区的血液循环，但往
往会导致心肌缺血再灌注损伤（myocardial isch-
emia-reperfusion injury，MIRI）[3]。MIRI 与 多 种
病理生理特征有关，包括钙超载、氧自由基生成、
内皮功能障碍、免疫反应、线粒体功能障碍、心
肌细胞凋亡和自噬以及血小板聚集 [4]。通过对基
因表达综合数据库的分析，研究者发现脂质运载
蛋白 -2（lipocalin-2，LCN2）是 MIRI 的潜在治疗
靶点 [5]。LCN2 也称为嗜中性粒细胞明胶酶相关
脂质运载蛋白（NGAL）或 24p3，是一种 25 kDa
的分泌蛋白，它可以被许多细胞分泌，如巨噬细
胞、内皮细胞、上皮细胞、心肌细胞、肝细胞和
脂肪细胞 [6]。LCN2 可调节缺血再灌注的心脏功
能，作为显性心脏病的诊断和预后标志物 [7]，并
且 LCN2 在其他疾病中的作用也十分广泛。本文
综述了近几年 MIRI 的发生机制、相关通路及其
潜在治疗靶点 LCN2 相关的研究进展。
1　MIRI发生机制

　　当器官的血液供应中断（缺血）然后重新建立
（再灌注）时，就会发生缺血再灌注损伤，导致线
粒体中活性氧（reactiveoxygen species，ROS）的
“爆发”。MIRI 是引发心肌细胞坏死和凋亡的一
种病理过程，尤其是当冠状动脉灌注恢复时。血
流的重建通过 ROS 的积累、细胞离子稳态的干扰
和细胞死亡的炎症反应触发缺血组织的进一步损
伤，而 ROS 能够刺激组织炎症并诱导 NOD 样受
体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）炎症体激
活，从而引发无菌性炎症疾病 [8]。心肌缺血再灌
注时，氧化能力极强的氧自由基通过攻击膜成分
中的不饱和脂肪酸，生成脂质过氧化物，引起细
胞膜功能单位结构和功能的障碍 [9]。有研究发现
在心肌缺血后，心肌组织中便能观察到少量氧自
由基的产生，而再灌注后数秒钟至一分钟后以后
氧自由基快速增长到 35%[10]。此外，心肌缺血时
心肌膜结构损伤，Na ＋ /Ca2 ＋离子通道异常，细

胞外钙离子呈浓度梯度进入细胞内，引起心肌钙
超载，并且在心肌再灌注时加重，钙超载引发线
粒体膜通透性转换孔（mito-chondria permeability 
transition pore，mPTP）开放、线粒体膜电位异常、
促凋亡因子释放等，最终导致心肌细胞死亡 [11]。
黄艳平等 [12] 研究发现内吗啡肽 -1（EM-1）可能通
过抑制 mPTP 的开放，保持线粒体结构和功能的
完整性，减少线粒体中细胞色素 C（Cyt-C）的释
放，下调相关凋亡蛋白 caspase-3 的表达，减少心
肌细胞凋亡，发挥心肌保护作用。MIRI 的发生一
般由炎性反应、氧化应激、线粒体功能障碍、细
胞内钙超载等多种因素导致。由于 MIRI 的发生
较复杂，还需要对其病理机制进一步深入研究。
2　MIRI的相关信号通路

2.1　促损伤作用相关的信号通路

　　核因子κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）
是一种能调节基因表达的核转录因子，在包括
缺血性病理学在内的许多疾病中的细胞凋亡和炎
症信号传导非常重要。不活跃的 NF-κB 位于细
胞质中，当 NF-κB 被激活时，IκB-α 被 IκB 激酶
（IKKβ）磷酸化，然后降解，导致 NF-κB 亚基从
细胞质转移到细胞核。早期研究证明 NF-κB 通
路在 MIRI 中是诱导心肌细胞氧化应激启动和炎
症反应发生的一个重要途径，而槲皮素、赤芍总
苷、绞股蓝皂苷、红景天苷和三七皂苷 R1 可以
通过抑制 NF-κB 信号通路保护缺血心肌 [13]。Kim
等 [14] 研究发现三白草酮通过丝裂原活化蛋白激
酶（mitogen-activated protein kinases，MAPK） 和
Jun 激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）信号通
路的磷酸化从而保护局部 MIRI。缺血再灌注过程
中，先天免疫的激活是急性炎症反应的重要组成
部分。Toll 样受体（Toll-like receptors，TLRs）是
种系编码的跨膜蛋白，来源于 Toll 基因家族，在
检测许多微生物模式和激活先天免疫系统中起
着至关重要的作用。TLRs 家族成员主要有 13 个
（TLR1 ～ 13），它们在心脏细胞中都会表达，其
中 TLR4 在心肌细胞中表达最高 [15]。缺血再灌注
损伤时的炎症反应与 TLRs 密切相关，TLR4 缺陷
小鼠心肌缺血再灌注时，炎症和组织损伤也明显
减轻，并且吴茱萸次碱可通过抑制 TLR4/NF-κB
信号通路保护缺血心肌 [16]。此外，Wnt 信号在
心脏中是静止的，但受到损伤后会被激活，而在
MIRI 过程中，激活 Rho/Rho 激酶信号通路调节细
胞凋亡途径可促进心肌进一步损伤 [11，17]，目前这
条通路在 MIRI 的机制研究中报道较少。
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2.2　保护作用相关信号通路

　　 磷 脂 酰 肌 醇 三 激 酶（phosphatidylinositide 
3-kinases，PI3K）通过影响下游丝氨酸 / 苏氨
酸激酶（PKB 或称为 Akt）、雷帕霉素靶蛋白
（mTOR）、糖原合成酶 3β（GSK3β）等蛋白通路，
抑制心肌细胞凋亡，减轻氧化应激造成的细胞损
伤，同时有效减少了心肌中的炎症反应，最终在
MIRI 过程对心肌起到保护作用。Liao 等 [18] 研究
发现胰岛素样生长因子 -1（IGF-1）可通过抑制
心肌细胞凋亡来保护缺血再灌注损伤的心脏，且
IGF-1 的抗凋亡作用是通过激活 PI3K/Akt 通路介
导的。GSK3β 是一种丝氨酸 / 苏氨酸激酶，抑制
其磷酸化可激活核因子 E2 相关因子 2（Nrf-2）相
关通路，发挥氧化应激作用，进而改善 MIRI[19]。
Sulaiman 等 [20] 发现对氧磷酶 2（PON2）可通过
激活 PI3K/Akt/GSK-3β 通路，减少心肌细胞线粒
体功能障碍和氧化应激，保护心肌免受急性缺血
再灌注损伤。内皮细胞虽然对缺血不太敏感，但
与心肌细胞相比，它们对心脏缺血再灌注非常
敏感，缺血再灌注通过破坏内皮屏障功能增加
内皮通透性，进而加剧缺血再灌注后心肌的炎
症。Kong 等 [21] 研究结果表明热休克蛋白 A12B
（HSPA12B） 过 度 表 达 可 通 过 激 活 PI3K/Akt/
mTOR 信号来改善内皮完整性减轻急性 MIRI，
而靶向 HSPA12B 表达可能是治疗 MIRI 的另一种
治疗方法。
3　LCN2 的概述

3.1　LCN2 的结构

　　LCN2 是由 198 个氨基酸残基组成的分泌
型糖蛋白，LCN2 老鼠同系物用 Lcn2 或 Ngal 表
示 [22]。与大多数其他蛋白质家族不同，lipocalin
成员是根据其氨基酸序列的相似性来鉴定的，共
享更少的序列同一性。LCN2 作为脂质运载蛋白，
主要功能是运输亲脂性小分子，与脂质运载蛋白
家族成员共享一个二级和三级结构特征——脂质
运载蛋白折叠，这是它们作为各种配体的转运或
载体蛋白的基本功能 [23]。与 lipocalin 家族的其他
成员一样，LCN2 具有 3D 桶状结构，它的结合
位点具有极性，并且它的宽度足以与某些蛋白质
结合 [24]。LCN2 的极性结合位点结合的是硫酸盐
离子或不定共纯化脂肪酸 [25]。Coles 等 [26] 通过核
磁共振阐明了人类 LCN2 的三维结构，结果显示
LCN2 包含 1 个氮端 310 螺旋，然后是 8 个反平
行的β 链，1 个α 螺旋和 1 个碳端β 链，β 链形成
1 个桶状结构，其壁由 2 个β 片组成，第一个由

β2 ～β4 链组成，第二个由β6 ～β8 链组成，另
外还观察到 3 个β 凸起，其中 1 个在第 1β 链和 2
个在第 6β 链。正是这种空腔和结构的多样性导致
了 LCN2 各种不同的结合模式，每种模式都能够
适应不同大小、形状和化学特性的配体。
3.2　LCN2 的受体

　　LCN2 蛋 白 属 于 lipocalin 蛋 白 家 族 的 一
员，被归类为转运蛋白，其结构和功能均具有
多样性 [27]。LCN2 受体有 3 种：黑素皮质素受
体 4（MC4R）、LCN2R、脂蛋白受体相关蛋白
2（LRP2）。MC4R 主要在下丘脑室旁核中表达，
在能量平衡中起着核心作用。LCN2R 是一种内
吞受体，进入细胞参与铁稳态的控制，LRP2 是
一种多配体内吞受体，在多种细胞中表达，已有
研究证实了 LCN2R 在内髓集合管（IMCD）细胞
中的顶端表达 [28]，LCN2 与 LRP2 之间的相关性
具有最高的预测置信度，早期研究认为 LRP2 可
能作为 LCN2 的细胞受体，协助其细胞摄取 [29]。
LRP2 在许多类固醇反应组织中表达，如男性和
女性生殖器官；在非哺乳脊椎动物中，LRP2 在
其生长和发育过程中起着重要作用 [30]。Plieschnig
等 [31] 研究发现 LCN2-LRP2 复合物对人类先天免
疫反应的结构有较大影响。此外，成骨细胞衍生
的 LCN2 还可以穿过血脑屏障，与下丘脑室旁核
和腹内侧神经元中的 MC4R 结合，并激活 MC4R
依赖的厌食（食欲抑制）途径，表明 LCN2 是一
种具有代谢调节作用的骨源性激素，以 MC4R 依
赖的方式抑制食欲 [32]。
4　LCN2 的表达

　　LCN2 具有多种作用，包括铁转运、趋化作
用和抑菌作用。LCN2 作为一种生长因子，可以
促进细胞分化和增殖 [33]。有研究发现糖皮质激
素暴露显著增加绝经前女性皮下和网膜脂肪组织
中 Lcn2 基因的表达，但绝经后女性中 Lcn2 基
因的表达没有增加 [34]。另外，脂多糖（LPS）、
IL-6、IL-17、IFN-γ 等促炎细胞因子可诱导 LCN2
的表达，表明 LCN2 在促炎反应中起重要作
用 [35]。LCN2 在包括血浆、血清、尿液和心包
液在内的样品中以多种变体形式存在。LCN2 可
以以 130 kDa LCN2- 基质金属蛋白酶 9（matrix 
metalloproteinase 9，MMP9）复合物的形式存在，
或者以 25 kDa 单体或 56 kDa 同型二聚体存在于
健康个体中 [36]，临床研究表明，LCN2 表达增加
与异位疾病（心血管疾病、肠道炎症、神经炎症）
以及其他代谢疾病（2 型糖尿病和肥胖）密切相
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关 [37]。因此，LCN2 被认为是许多病理状况的可
靠生物标志物。
4.1　心脏组织

　　心脏是一个新陈代谢高度活跃的器官，其铁
平衡尤为重要。越来越多的证据表明，LCN2 是
一种促炎症因子，与肥胖相关的心血管并发症紧
密相连，被认为是急性心力衰竭患者心肾综合
征早期检测的生物标志物 [38]，可通过升高细胞
内铁水平诱导心肌细胞凋亡，介导对心脏功能
的有害影响 [39]。LCN2 水平升高与心肌肥厚密切
相关，体外研究证明了 LCN2 在心肌细胞肥大
和心肌细胞增殖减少的源头中发挥直接作用 [40]。
Xiong 等 [41] 研 究 发 现 LCN2 是 miR-138 的 直 接
靶点，miR-138 过度表达通过下调 LCN2 的表达
抑制缺氧诱导的心肌细胞凋亡。LCN2 在缺血再
灌注后心脏病变的发展过程也占有重要地位。在
心脏移植后的缺血再灌注小鼠模型中，使用抗
LCN2 抗体可减少巨噬细胞和中性粒细胞向缺血
区的浸润，抑制巨噬细胞的 M1 极化，从而减轻
MIRI[42]。Yang 等 [7] 研究结果表明抑制 LCN2 表
达可改善缺血再灌注小鼠离体心脏的功能，与线
粒体功能恢复和磷脂重塑有关。另外，LCN2 可
通过与含铁细菌铁载体结合，从而限制细菌生
长，在细菌感染的先天免疫反应中发挥关键作
用 [43]。铁参与调节各种细胞机制，包括氧化应
激、线粒体功能障碍、内质网应激和自噬，所有
这些都可能在受到干扰时导致心脏功能障碍，而
LCN2 与铁超载及缺铁性心肌病的关系还在研究
中 [44]。临床研究证实了心肌梗死患者血浆中的
LCN2 水平较正常人明显升高，且敏感性强，推
测其可与心肌酶谱 CK-MB、肌钙蛋白 I（cTnI）
一起作为心肌梗死早期预测和诊断的指标 [45]。
4.2　肝脏组织

　　肝脏是脂肪和碳水化合物代谢的重要器官，
肝脏的功能损害直接影响整个生物体。Xu 等 [46]

研究发现肝细胞是导致细菌感染或肝部分切除术
（PHx）后血清 LCN2 蛋白水平升高的主要细胞类
型。LCN2 过表达可阻止新生脂肪生成、脂质过
氧化和细胞凋亡，从而预防脂肪性肝炎，而促炎
性 TNF-α、IL6 和抵抗素治疗可上调 HepG2 细胞
中的 LCN2，因此，LCN2 被认为是肝脏对炎症的
保护成分 [47]。LCN2 是肝脏脂质稳态的关键调节
剂，通过调节脂滴包被蛋白 5（PLIN5）的表达来
控制细胞内脂滴的形成，用于治疗与脂肪堆积和
脂肪变性相关的肝病 [48]。此外，Alwahsh 等 [49] 的

研究证实了果糖饮食上调肝脏 LCN2 的表达，这
与氧化应激和线粒体功能障碍指标的增加有关，
LCN2 可能参与肝脏保护。在多种肝发病机制模
型中 LCN2 表达水平有明显变化，如急 / 慢性肝损
伤、非酒精性脂肪性肝病、急 / 慢性肝衰竭等病中
LCN2 表达水平升高 [50]，因此，LCN2 是一种值得
信赖的肝损伤生物标志物。
4.3　其他

　　LCN2 开始在胚胎阶段表达，在肾脏、肺、
骨骼、大脑等器官组织中被激活。Karoui 等 [51] 研
究发现白蛋白通过钙依赖性内质网应激激活导致
LCN2 过度表达，进而触发肾小管细胞凋亡和肾
损害。LCN2 在脂多糖诱导的急性肺损伤中具有
诊断作用，小鼠肺和血液中 LCN2 的表达均显著
上调 [52]。Costa 等 [53] 研究发现骨骼中的 LCN2 过
度表达通过调节关键分泌因子和细胞因子的表达
来改变骨髓微环境，从而调节造血干细胞生态位
行为，同时增强幼鼠的造血干细胞定位和老年小
鼠的红细胞产生。当然，LCN2 的不平衡表达也
与一些器官组织中肿瘤的形成和发展有关。有研
究报道 LCN2 的表达与子宫内膜癌侵袭性肿瘤特
征、远处转移扩散和生存率降低有关 [54]，临床研
究表明，MMP-9/LCN2 复合物水平的升高与胃癌
患者生存率的降低相关 [55]。Villodre 等 [56] 首次证
明了 LCN2在乳腺癌患者中的表达水平显著升高，
并且 LCN2 促进了乳腺癌异种移植小鼠模型中的
肿瘤生长、皮肤浸润和转移。LCN2 在多种癌症
中过度表达，通过促进肿瘤细胞生存、生长和转
移加快肿瘤的发展，提示 LCN2 可作为肿瘤化疗
敏感性的潜在靶点。
5　LCN2 与 MIRI相关信号通路的研究

　　随着 MIRI 在分子生物学领域研究的不断
深入，越来越多的细胞信号转导通路被证实在
MIRI 过程中通过影响各种损伤机制发挥着关键
的调控作用，而 LCN2 是许多疾病相关信号通
路的介质。Huang 等 [57] 研究发现维生素 D 促进
LCN2 启动子甲基化以抑制 LCN2 蛋白表达，减
少 LCN2- 核糖体蛋白 S3（RPS3）结合、RPS3-
NF-κB 结合，从而增加了肿瘤对顺铂的化疗敏感
性。Song 等 [58] 发现了 LCN2 在心功能不全发展
中的新机制，LCN2 通过释放危险相关分子模式
（DAMP）高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）和随后
的 TLR4 依赖性信号，诱导 NLRP3 炎症体激活，
而 NLRP3 炎症小体激活会影响糖尿病和心血管
疾病。此外，有研究表明 LCN2 可以通过 PI3K/
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AKT/MTOR 信号通路抑制炎症，揭示了 LCN2 在
肝脏保护中的作用机制、通过激活 ERK/GSK3β/
β- 连环蛋白信号通路促进卵巢癌细胞增殖和迁
移 [59-60]。LCN2 是 Wnt/β-catenin 信号转导的下游
靶点，可能作为一种适应性措施被激活，以应对
高渗压引起的应激 [28]。LCN2/JAK2-STAT3 通路
参与了脊髓损伤后神经毒性小胶质细胞和星形胶
质细胞的激活，已被证实是一种有希望的治疗策
略 [61]。目前，LCN2 在 MIRI 促进损伤、产生保
护作用信号通路的研究较少，尤其是 LCN2 如何
调控各信号通路影响 MIRI 的进展尚不清楚，需
要进一步的实验证明。
6　结论及展望

　　MIRI 的损伤机制主要包括氧化应激、钙超
载、炎症反应、线粒体代谢障碍、血管内皮功
能障碍和细胞自噬。不同细胞信号通路通过调控
不同的 MIRI 机制产生不同的作用，促损伤效应
NF-κB、TLRs、Wnt 信号通路病理生理机制是氧
化应激和细胞凋亡、炎症反应、细胞坏死和细胞
凋亡、钙超载、细胞纤维化和炎症反应。PI3K 的
下游 Akt、mTOR、GSK-3β 等蛋白通路病理生理
机制主要是氧化应激、炎症反应和钙超载。有研
究证明 LCN2 敲除小鼠在心肌梗死后心脏纤维化
和炎症减轻，心脏功能良好 [62]。MIRI 病理机制
研究的不断完善，有助于挖掘更多与其相关的潜
在治疗靶点，为缺血性心脏病相关疾病或其并发
症的治疗提供参考。
　　LCN2 作为心脏缺血再灌注损伤期间炎症的
潜在调节因子，在多种组织中表达上调，如心
脏、肝脏、多种黏膜组织、肺和上皮组织，在这
些组织中，LCN2 表现为急性期蛋白。在首次将
LCN2 作为保证免疫平衡的重要因素后，LCN2
的功能进一步扩展到许多生物过程，包括炎症、
中毒、免疫防御、癌症等。在心肌缺血再灌注的
早期阶段，对心肌细胞自噬的减弱增加了对应激
诱导的细胞死亡的敏感性，而缺乏 LCN2 却能够
在缺血后引发更高的自噬反应，并免受细胞死亡
和心脏功能障碍的影响。LCN2 是否可以作为心
脏相关疾病生物标志物或者作为一个可靠的治疗
靶点，还需要大量研究进一步证明。
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天然小分子化合物抗鼻咽癌活性及机制的研究进展
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摘要：鼻咽癌是一种常见的头颈部恶性肿瘤，由于其位置隐蔽，易转移，单纯放疗和化疗的临

床疗效并不令人满意。天然产物是药物的丰富来源，从天然化合物中发现抗鼻咽癌药物受到了

广泛关注。本文综述了近十年来天然抗鼻咽癌化合物的发现、作用机制及其与化疗药物联用的

研究进展，以期为抗鼻咽癌药物的研发提供更多信息。研究发现，许多天然萜类、黄酮类、多

酚类、酚酸类化合物、醌类、生物碱等对鼻咽癌具有潜在的体内外活性。部分天然产物与化疗

药物联用对鼻咽癌有协同作用，可以提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，进而提高化疗药物

的治疗效果，并在一定程度上有助于克服耐药性。因此，天然产物在鼻咽癌治疗中的应用值得

进一步研究。

关键词：天然化合物；鼻咽癌；作用机制；耐药性；萜类化合物
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Advance in anticancer activity and mechanism of natural small molecule 
compounds for nasopharyngeal carcinoma
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Development, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union Medical College, Beijing  
100193; 2.Three Gorges University of China, Yichang  Hubei  443002)

Abstract: Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a common head and neck malignant tumor. Due to 
its hidden location and easy metastasis, the clinical efficacy of radiotherapy and chemotherapy alone 
is not satisfactory. Natural products are rich sources of drugs. The discovery of anti-NPC drugs from 
natural small molecule compounds has attracted much attention. To provide more information for 
the research and development of anti-NPC drugs, we reviewed and summarized the progress in the 
discovery of natural anti-NPC compounds, their mechanism of action, and their combination with 
other chemotherapy drugs in recent 10 years. Many natural terpenoids, flavonoids, polyphenols, 
phenolic acids compounds, quinones, and alkaloids have showed potential activities on NPC in vitro 
or in vivo. Meanwhile, some natural products in combination with other chemotherapy drugs showed 
synergistic effects on NPC. They improved the sensitivity of tumor cells to chemotherapy drugs, 
hence improving the therapeutic effect of chemotherapy, and overcoming drug resistance to some 
extent. So, natural products are worthy of further study and application in NPC treatment. 
Key words: natural compound; nasopharyngeal carcinoma; mechanism; drug resistance; terpenoid
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　　 鼻 咽 癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）
是一种特殊的头颈部恶性肿瘤，发生于鼻咽顶部
及双侧咽隐窝。流行病学研究表明，NPC 在我国
的发病率居世界之首 [1]。由于其发生部位隐蔽，

早期症状不典型，且绝大多数鼻咽癌属于未分化
鳞状细胞癌，容易发生转移，因此 70% 的患者确
诊时已属于临床中晚期 [2]。近年来，包括免疫治
疗、基因治疗、单克隆抗体治疗在内的生物治疗
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成为抗肿瘤研究的热点，但目前未得到广泛的应
用 [3]。放疗是目前治疗癌症最常用的方法。在放
疗的基础上加以铂类药物化疗是晚期鼻咽癌治疗
的标准方法，这些患者的 5 年生存率可达 90% 以
上 [4]。目前化疗的方法主要有同步化疗、诱导化
疗和辅助化疗，然而化疗药物易出现耐药性和不
良反应等问题。如何减少化疗药物的耐药性并降
低不良反应是鼻咽癌治疗的关键，因此寻找高效
低毒的化合物尤为重要。
　　从 1930 年到 2014 年，被批准的小分子抗癌
药物中约有 60% 是天然产物或其衍生物 [5]。天然
产物的化学结构丰富，不仅可以与化疗药物联用
降低肿瘤细胞对化疗药物的耐药性，还可以单独
用于某些体质较差且不能耐受大剂量抗癌药物的
晚期癌症患者。因此天然产物在新型抗癌药物的
开发中发挥着越来越重要的作用。本文对近十年
治疗鼻咽癌的天然化合物的化学结构、抗癌活性、
抗癌机制和耐药性进行综述，为发现治疗鼻咽癌
的先导化合物提供了新的视角和可能性，也为天
然化合物抗鼻咽癌的机制研究提供了思路。
1　抗鼻咽癌的天然化合物
　　在过去的十年里，发现了许多抗鼻咽癌的天
然产物，主要分为萜类、黄酮类、多酚类、酚酸
类、醌类、生物碱类和其他类化合物。
1.1　萜类化合物
　　近年来发现的具有抗鼻咽癌活性的天然萜类化
合物有倍半萜类，如莪术醇（curcumol，1）、单端
孢菌素（trichothecin，2）、neoalbaconol（3）、山金
车内酯 D（arnicolide D，4），化合物见表 1 和图 1。

图 1　抑制鼻咽癌的倍半萜类化合物的结构

Fig 1　Structure of sesquiterpenoids for nasopharyngeal carcinoma 

　　莪术醇是从中草药莪术 Curcumae Rhizoma 中
分离而来的倍半萜醇类化合物，对多种实体瘤如
肺癌、乳腺癌和胃癌等均具有抗癌作用，其潜在
的作用机制主要与 NF-κB、MAPK 和 PI3K/AKT
信号通路有关 [6]。研究表明莪术醇可显著抑制
CNE2 细胞的增殖并诱导其凋亡，这可能与其下
调 NF-κB 蛋白水平 [7] 和抑制 IGF-1R/PI3K/AKT
信号通路 [8] 有关。莪术醇通过降低细胞周期蛋白
Cyclin 和细胞周期蛋白依赖性激酶 CDK 的表达
诱导细胞周期停滞在 G0/G1 期

[8]。多功能蛋白核

仁素（nucleolin，NCL）在鼻咽癌细胞中显著上
调，进一步研究表明，通过敲除 NCL 可以显著
逆转莪术醇对 CNE2 细胞生长的抑制作用，因此
NCL 可能是莪术醇治疗鼻咽癌的靶标 [9]。
　　单端孢菌素是从草本植物美登木 Maytenus 
hookeri Loes. 的内生真菌中分离出来的倍半萜类
次级真菌代谢产物 [10]。单端孢菌素能显著抑制鼻
咽癌细胞（HK1 和 C666-1 细胞）生长并上调脱
氢酶 / 还原酶家族成员 2（DHRS2）的 mRNA 和
蛋白水平，且敲除 DHRS2 可逆转单端孢菌素的
抗增殖作用 [11]。体内研究发现，在 HK1-CON 细
胞和 HK1-DHRS2 细胞构建的肿瘤异种移植模型
中，相对于接种 HK1 细胞的裸鼠，接种过表达
DHRS2 的 HK1 细胞的裸鼠肿瘤大小和肿瘤质量
均显著减少且体质量没有明显变化 [11]。因此单端
孢菌素可通过靶向 DHRS2 抗鼻咽癌。
　　Neoalbaconol 是 一 种 从 地 花 菌 Albatrellus 
confluens（Alb. & Schw. : Fr.）Kotl. & Pouz. 中分
离的倍半萜类化合物，有抑制 C666-1 和 HK1 细
胞增殖的作用，通过靶向 PDK1 抑制其下游的
PI3K/AKT/HK2 信号通路从而发挥抗鼻咽癌的作
用 [12]。在 C666-1 细胞构建的肿瘤异种移植模型
中，用 100  mg·kg － 1 的 neoalbaconol 处理的裸
鼠肿瘤体积明显较小，且未显示出明显的毒性，
通过免疫组化染色发现肿瘤中 p-mTOR、p-AKT
和 HK2 表达均下调。体内数据与体外数据一致
表明 neoalbaconol 通过抑制 AKT 信号通路抑制肿
瘤生长 [12]。
　　 山 金 车 内 酯 D 是 从 鹅 不 食 草 Centipeda 
minima（L.）A. Br. et Aschers. 中分离得到的倍半
萜内酯，对 CNE2 细胞有显著的抑制作用 [13]。山
金车内酯 D 可诱导细胞周期停滞在 G2/M 期并诱
导其凋亡，可能与其对 PI3K/AKT/mTOR 信号传
导途径和 STAT3 信号通路的抑制以及线粒体凋亡
途径的激活有关 [13]。
　　二萜类化合物有疏展香茶菜宁 E（effusanin 
E，5）、冬凌草素（lasiodin，6）和 11α- 羟基 -15-
氧 -16- 烯 - 对映贝壳杉烷 -19 酸（5F）（7）。化合
物见表 1 和图 2。
　　疏展香茶菜宁 E 和冬凌草素是从溪黄草
Isodon serra（Maxim.）Hara 中提取的二萜类化合
物，均能激活 CNE1 和 CNE2 细胞中的 Caspase
凋亡信号通路 [14-15]。在 CNE2 细胞构建的肿瘤
异种移植模型中，与对照组相比疏展香茶菜宁 E 
[10.0 mg/（kg·d）和 30.0 mg/（kg·d）] 可显著
抑制肿瘤体积和质量，且无明显毒性，此外疏展
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图 3　抑制鼻咽癌的三萜类化合物的结构

Fig 3　Structure of triterpenoids for nasopharyngeal carcinoma 

香茶菜宁 E 处理的肿瘤中 COX-2 和 NF-κB p50
蛋白的表达均下降 [14]。冬凌草素通过调节 Apaf-
1/Caspase、AKT/MAPK 和 COX-2/NF-κB 信 号 通
路抑制人鼻咽癌细胞的增殖 [15]。
　　化合物 7 是从半边旗 Pteris semipinnata L. 中分
离得到的一种二萜类化合物，可通过诱导细胞周
期停滞在 G2/M 期、激活线粒体介导的凋亡途径和
抑制 NF-κB 信号通路来抑制 CNE-2Z 细胞增殖 [16]。
　　综上，目前发现的二萜类化合物均可通过抑
制 NF-κB 和 COX-2 信号通路治疗鼻咽癌，这两
条通路可能是该类化合物抗鼻咽癌的作用通路。
　　 抗 鼻 咽 癌 的 三 萜 类 化 合 物 有 葫 芦 素 E
（cucurbitacin E，8）、人参皂苷 Rg3（ginsenoside 
Rg3，9）和 pinicolol B（10）。化合物见表1和图3。
　　葫芦素 E 是一种从甜瓜 Cucumis melo Linn.
中提取的天然四环三萜类化合物，具有抗鼻咽
癌的作用。用浓度为 0.62525 μmol·L － 1 的葫芦

素 E 处理 HONE1 细胞时，并没有发生明显的坏
死、凋亡或 Caspase-3 的激活，但其 24 h 的 IC50

值小于 2.5 μmol·L － 1 [17]。此外，葫芦素 E 通过
下调 CDC2 基因和细胞周期蛋白 B1 的表达，上
调 GADD45γ 基因的表达，在鼻咽癌细胞系中诱
导 GADD45γ/CDC2 复合物的形成和 G2/M 细胞周
期停滞而发挥有效的抗鼻咽癌作用 [17]。
　　人参皂苷 Rg3 是从人参 Panax ginseng C. A. 
Meyer 中提取的四环三萜皂苷，是广谱抗肿瘤化
合物，其机制主要包括诱导细胞凋亡、抑制细
胞增殖、转移和血管生成以及增强免疫 [18]。用

表 1　治疗鼻咽癌的天然萜类化合物 
Tab 1　Natural terpenoids for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞 IC50/（μmol·L－1） 作用机制 文献

1 莪术醇（curcumol）Rhizoma Curcumae CNE2 － NF-κB ↓，IGF-1R/PI3K/Akt/GSK-3β ↓，NCL*，
Cyclin ↓，CDK ↓，P21 ↑，P27 ↑

[7-9]

2 单端孢菌素

（trichothecin）
Maytenus hookeri Loes. C666-1

HK1
－ DHRS2 ↑ [11]

3 neoalbaconol Albatrellus confluens（Alb. & 
Schw. : Fr.）Kotl. & Pouz.

C666-1
HK1

10
18

PDK1*，PI3K/AKT/HK2 ↓ [12]

4 山金车内酯 D
（arnicolide D）

Centipeda minima（L.）A. Br. et 
Aschers.

CNE2 4.26 PI3K/AKT/mTOR ↓，STAT3 ↓，Cyclin D3 ↓，

CDC2 ↓，cleaved PARP ↑，cleaved Caspase-9 
↑，Bax ↑

[13]

5 疏展香茶菜宁 E
（effusanin E）

Rabdosia serra（Maxim.）Hara CNE1
CNE2

－ NF-κB ↓，COX-2 ↓ [14]

6 冬凌草素

（lasiodin）
Rabdosia serra（Maxim.）Hara CNE1

CNE2
＜ 12.5
＜ 12.5

Apaf-1/Caspase*，AKT/MAPK*，COX-2/NF-κB * [15]

7 5F Pteris semipinnataL. Sp. CNE-2Z － NF-κB ↓，Bax/Bcl-2 ↑ [16]

8 葫芦素 E
（cucurbitacin E）

Cucumis melo Linn. HONE1 ＜ 2.5 GADD45γ  ↑，Cyclin B1 ↓，CDC2 ↓ [17]

9 人参皂苷 Rg3

（ginsenoside Rg3）

Panax ginseng C. A. Meyer HNE1
CNE2

－ MMP-2 ↓，MMP-9 ↓，EMT ↓ [19]

10 Pinicolol B Antrodia cinnamomea TW02
TW04

63.3
115.0

－ [20]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调；* 表示有影响（↑. upregulate；↓. downregulate；*. impact）。

图 2　抑制鼻咽癌的二萜类化合物的结构

Fig 2　Structure of diterpenoids for nasopharyngeal carcinoma
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不同质量浓度的人参皂苷 Rg3（25、50 和 100 
μg·mL － 1）处理 HNE1 和 CNE2 细胞 24 h 发现
MMP-2、MMP-9 和 EMT 的表达降低，因此人参
皂苷 Rg3 通过调节 MMP-2、MMP-9、EMT 的表
达来抑制鼻咽癌细胞的迁移和侵袭 [19]。
　　Pinicolol B 是从中国台湾特有的樟芝 Antro-
dia cinnamomea 中提取的四环三萜类化合物，可
诱导鼻咽癌细胞的凋亡和坏死，对 TW02 和
TW04 细胞有微弱的抑制作用，IC50 值分别约为
63.3 μmol·L － 1 和 115.0 μmol·L － 1[20]。
1.2　黄酮类化合物
　　近年来发现的具有抗鼻咽癌活性的黄酮类化
合物有柳穿鱼黄素（pectolinarigenin，11）、黄芩
苷水合物（baicalin hydrate，12）、伽升沃（cbarci-
none C，13）、槲皮素（quercetin，14）、异甘草
素（isoliquiritigenin，15）和高良姜素（galangin，
16）。化合物见图 4 及表 2。

图 4　抑制鼻咽癌的黄酮类化合物的结构

Fig 4　Structure of flavonoids for nasopharyngeal carcinoma

表 2　抗鼻咽癌的黄酮类化合物 
Tab 2　Flavonoids for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞 [ 对应 IC50/（μmol·L － 1）] 作用机制 文献

11 柳穿鱼黄素

    （pectolinarigenin）
Eupatorium odoratum 

Linn.
C666-1（＜ 512 μg·mL － 1） Caspase-3 ↑，ROS ↑，Bcl-XL/S ↓ [21]

12 黄芩苷水合物

    （baicalin hydrate）
Scutellaria baicalensis 

Georgi
CNE1，HNE3，5-8F，6-10B，

C666-1，HK1（45.93，23.17，
32.89，34.03，19.38，31.22）

p53* [22]

13 伽升沃 C
    （garcinone C）

Garcinia oblongifolia 
Champ. ex Benth.

CNE1，CNE2，HK1，HONE1
（10.68，13.24，9.71，8.99）

ATR/STAT3/4EBP1*，Cyclin B1 ↓，Cyclin 
D1 ↓，Cyclin E2 ↓，CDC2 ↓，CDK7 
↓，STAT3 ↓，4E-BP1 ↑

[23]

14 槲皮素（quercetin） Sesquiterpenes isolated 
from different plants 

NPC-039（＜ 10 mg·mL － 1） EGF ↓，NF-κB ↓ [25]

15 异甘草素

    （isoliquiritigenin）
Glycyrrhizae Radix et 

Rhizoma
C666-1，CNE2（－） miR-32/LATS2/Wnt*，Bax ↑，Caspase-3 

↑，Caspase-9 ↑，Bcl-2 ↓，MMP-2 ↓，

MMP-9 ↓

[26]

16 高良姜素

    （galangin）
Alpinia galanga（Linn.）

Willd.
NPC-TW039，NPC-TW076（60，

60）
P53*，PI3K-AKT* [27]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调；* 表示有影响（↑. upregulate；↓. downregulate；*. impact）。

　　柳穿鱼黄素是从药用植物飞机草 Eupatorium 
odoratum L. 中提取的黄酮类化合物。体外研究发
现柳穿鱼黄素可以通过线粒体相关的凋亡途径和
活性氧（ROS）诱导的凋亡途径诱导 C666-1 细胞
凋亡，通过 Transwell 实验和伤口愈合实验发现
其能抑制 C666-1 细胞的迁移 [21]。在 C666-1 细胞
构建的肿瘤异种移植模型中，柳穿鱼黄素（20.0、
40.0 和 80.0 mg·kg － 1）可显著抑制肿瘤生长且
对心肝肾等器官无明显毒性，此外在肿瘤组织中
Bax 和 Cleaved-caspase-3 表达上调而 Bcl-XL/S 表
达下调 [21]。
　　黄芩苷水合物是从黄芩 Scutellaria baicalensis 

Georgi 中提取具有抗鼻咽癌活性的类黄酮，对
CNE1、HNE3、5-8F、6-10B、C666-1 和 HK1 细
胞具有明显的抑制作用 [22]。在 C666-1 和 HK1
细胞中，黄芩苷水合物通过影响 Cyclin 蛋白水
平诱导细胞周期停滞在 G2/M 期并以 p53 依赖的
方式诱导细胞早期凋亡 [22]。体内研究发现在由
C666-1 细胞构建的肿瘤异种移植模型中，每隔两
日腹腔注射 10 mg·kg － 1 黄芩苷水合物的裸鼠其
肿瘤质量显著降低且体质量没有显著变化，表明
黄芩苷水合物具有显著的抗鼻咽癌活性 [22]。值得
注意的是，黄芩苷水合物虽然提高了 Suv39H1 和
SON 的水平，通过激活 m6ARNA 甲基化促进了
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表 3　治疗鼻咽癌的多酚类化合物 
Tab 3　Polyphenols for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞 [ 对应 IC50/（μmol·L － 1）] 作用机制 文献

17 奇果菌素（grifolin） Albatrellus confluens 和 
Boletus pseudocalopus

CNE1，C666-1（－） DNMT1 * [28]

18 姜黄素（curcumin） Curcuma longa Linn. TW076（＜ 10） ROS ↑，Caspase-3 ↑ [30]
19 白藜芦醇（resveratrol） 多种植物 C666-1，TW076，CG-1，TW04（－） AMPK ↑，p70S6K ↓，s6 ↓，

Bcl-2 ↓，Bax ↑
[31-32]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调；* 表示有影响（↑. upregulate；↓. downregulate；*. impact）。

Suv39H1 的剪接，但没有改变 Suv39H1 DNA 的
甲基化 [22]。
　　伽升沃 C 是从岭南山竹子 Garcinia oblongifo-
lia Champ. ex Benth. 中提取的天然黄酮类化合物，
可显著抑制 CNE1、CNE2、HK1 和 HONE1 细胞
的活力和集落形成能力 [23]。此外，伽升沃 C 能够
通过激活 ATR 下调 Cyclin 和 CDK7 诱导鼻咽癌
细胞 S 期停滞，大剂量的伽升沃 C 还可诱导鼻咽
癌细胞坏死 [23]。
　　槲皮素是具有广谱抗肿瘤活性的黄酮醇类化
合物，大量存在于蔬菜、水果和饮料中，比如羽
衣甘蓝、洋葱、浆果、苹果、红葡萄、西蓝花、
樱桃、茶和红酒等。槲皮素的抗肿瘤作用主要与
诱导肿瘤细胞凋亡和选择性地抑制血管生成因子
VEGF 表达及活性有关 [24]。比如槲皮素可通过调
节 PI3K/AKT/mTOR 和 STAT3 信号通路诱导肿
瘤细胞凋亡和自噬。在 NPC-039 细胞中，用 10 
mg·mL － 1 的槲皮素处理 24 h 后细胞活力降低至
36%[25]。槲皮素还可通过抑制 NF-κB 的磷酸化从
而抑制鼻咽癌细胞的增殖和血管生成 [25]。
　　异甘草素可通过下调 MMP-2 和 MMP-9 的表
达来抑制鼻咽癌细胞的迁移和侵袭 [26]。在由 CNE2
细胞构建的肿瘤异种移植模型中，每日灌胃 12.5、

25、50 mg·kg－ 1 的异甘草素的裸鼠其肿瘤体积显
著降低且体质量没有明显变化。异甘草素可抑制
体内肿瘤细胞增殖、诱导凋亡并降低β-catenin 和
LATS2 蛋白的表达，并通过调节 miR-32/LATS2/
Wnt 抑制鼻咽癌细胞增殖和诱导其凋亡 [26]。
　　高良姜素是从姜科植物红豆蔻 Alpinia galanga
（L.）Willd. 根中提取的黄酮类化合物，对 NPC-
TW039 和 NPC-TW076 细胞有轻度的抑制作用，
其作用机制与抑制 PI3K/AKT 通路、诱导 p53 依
赖的 S 期停滞和凋亡、抑制 PARP 有关 [27]。
1.3　多酚类化合物
　　多酚类化合物的共同特点是具有良好的抗氧化
活性，能够清除游离自由基，对一些肿瘤细胞具有
增殖抑制作用。抗鼻咽癌的多酚类化合物有奇果菌
素（grifolin，17）、姜黄素（curcumin，18）和白藜
芦醇（resveratrol，19）。化合物见图 5 及表 3。

图 5　抑制鼻咽癌的多酚类化合物的结构

Fig 5　Structure of polyphenols for nasopharyngeal carcinoma 

　　奇果菌素是从蕈 Albatrellus confluens 和假美
柄牛肝菌 Boletus pseudocalopus 中提取的天然法
尼基酚类化合物，可以通过靶向 DNA 甲基转移
酶 1（DNMT1）阻碍肿瘤细胞代谢重编程，因此
在高 CpG 岛甲基化表型（CpG island methylator 
phenotype，CIMP）的鼻咽癌中，奇果菌素有希
望作为抗鼻咽癌的先导化合物 [28]。
　　姜黄素是一种从植物姜黄 Curcuma longa Linn
中分离出来的黄色多酚，对乳腺癌、肺癌和头颈部
鳞状细胞癌等均有显著的抗癌作用，抗癌机制主要
是通过抑制多种细胞信号通路诱导癌细胞凋亡并抑
制其增殖和侵袭 [29]。研究表明姜黄素可抑制人鼻
咽癌细胞生长，用 10 μmol·L－ 1 姜黄素处理 NPC-
TW076 细胞 48 h 后，存活率下降 50% 以上。姜黄
素通过线粒体凋亡途径诱导细胞凋亡和细胞周期停

滞在 G2/M 期并通过上调鼻咽癌细胞中 miR-7 的活
性来使 Skp2 失活，从而发挥抗鼻咽癌作用 [30]。
　　白藜芦醇是一种从红葡萄中提取的天然多酚
类化合物，可抑制鼻咽癌细胞增殖并诱导其凋
亡 [31]。在鼻咽癌细胞中，白藜芦醇可破坏线粒体
膜电位，从而引起线粒体中细胞色素 C 的释放、
FasL 和 Bax 的表达上调以及 GRP78 和 Bcl-2 的表
达下调 [32]，这可能与其激活 AMPK 的活性并阻
断 p70S6K 和 s6 的活性有关 [31]。
1.4　酚酸类化合物

　　抗鼻咽癌的酚酸化合物有藤黄酸（gambogic 
acid，20）和没食子酸（gallic acid，21）。化合物
见图 6 及表 4。
　　藤黄酸是藤黄 Garcinia hanburyi Hook. f. 的主
要活性成分，有显著的抗 CNE1 和 CNE2 细胞增
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殖的作用 [33]。藤黄酸诱导细胞凋亡与在缺氧条件
下 Caspasase-3 和 Bax/Bcl-2 的表达相关，此外还诱
导细胞周期停滞在 G2/M 期 [33]。没食子酸抑制人鼻
咽癌细胞中基质侵袭和 AP-1/ETS-1 介导的 MMP-1

转录，可用于开发抗鼻咽癌转移的新化疗药物 [34]。
1.5　醌类化合物

　　大多数醌类药物具有酚类羟基或羟基，这
可能是其具有抗肿瘤作用的原因。抗鼻咽癌的
醌类化合物有紫草素（shikonin，22），大黄素
（emodin，23）和大黄素甲醚（physcion，24）。
化合物见图 7 及表 5。

图 7　抑制鼻咽癌的醌类化合物的结构

Fig 7　Structure of quinones for nasopharyngeal carcinoma

表 5　治疗鼻咽癌的醌类化合物 
Tab 5　Quinones for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞 [ 对应 IC50/（μmol·L － 1）] 作用机制 文献

22 紫草素（shikonin） Lithospermum erythrorhizon 
Sieb. et Zucc.

CNE-2Z（＜ 12.8） ROS ↑，RIP1 ↑，RIP3 ↑ [35]

23 大黄素（emodin） Rheum officinale Baill. CNE-2Z，NP69-SV40T（＜ 50） 氯通道↑ [36]

24 大黄素甲醚（physcion） Rheum officinale Baill. CNE2（＜ 20） ROS ↑，Sp1 ↓，miR-27a ↓ [37]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调（↑. upregulate；↓. downregulate）。

　　紫草素是一种从紫草 Lithospermum eryth-
rorhizon Sieb. et Zucc. 中提取的醌类化合物，在体
内外均对 CNE-2Z 细胞有良好的抑制作用 [35]。紫
草素可通过激活 ROS 并上调 RIP1 和 RIP3 的表
达导致 CNE-2Z 细胞坏死 [35]。
　　大黄素和大黄素甲醚是在中药大黄 Rheum 
officinale Baill. 中发现的活性蒽醌类化合物，可分
别诱导 CNE-2Z 细胞周期停滞在 S 期和 G1 期

[36-37]。
大黄素通过靶向氯通道来抑制鼻咽癌细胞生长，
因此氯通道应可作为鼻咽癌治疗的新靶点 [36]。每
日腹腔注射 10 mg·kg－ 1 的大黄素甲醚可显著减
少肿瘤体积且对体质量无明显影响，此外通过增
加 Cleaved-caspase-3 和 LC3B-Ⅱ的表达诱导体内肿
瘤细胞凋亡和自噬。大黄素甲醚对肿瘤生长的抑
制作用与组织中 Sp1 和 miR-27a 表达的降低相关，
可通过 ROS/miR-27a/ZBTB10 信号靶向 Sp1 从而
诱导人鼻咽癌细胞的凋亡和自噬 [37]。
1.6　生物碱化合物

　　抗鼻咽癌的生物碱有小檗碱（berberine，25），

3，3'- 二吲哚甲烷（3，3'-diindolylmethane，26）和
（vetypyrroloids A，27）。化合物见图 8 及表 6。

图 8　抑制鼻咽癌的天然醌类化合物的结构

Fig 8　Structure of natural alkaloids for nasopharyngeal carcinoma 

　　小檗碱是一种异喹啉生物碱，存在于许多
药用植物的根、根茎和茎皮中，比如黄连 Coptis 
chinensis Franch.。小檗碱是一种广谱的抗癌化合
物，主要通过诱导细胞周期停滞和增加凋亡因
子的表达来抑制肿瘤细胞生长 [38-39]。小檗碱可通
过诱导 STAT3 活化抑制肿瘤相关成纤维细胞从
而对鼻咽癌细胞增殖有一定的抑制作用 [39]。将
C666-1 细胞皮下注射至裸鼠腋下，对照组在约
14 d 出现较大肿瘤，而腹腔注射 5 mg·kg － 1 和
10 mg·kg － 1 的小檗碱分别在 30 d 和 45 d 均未出

表 4　抗鼻咽癌的酚酸类化合物 
Tab 4　Phenolic acids for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞 [ 对应 IC50/（μmol·L － 1）] 作用机制 文献

20 藤黄酸（gambogic acid） Garcinia hanburyi Hook. f. CNE1，CNE2（1.2，1.1） Caspase-3 ↑，Bax ↑，Bcl-2 ↓，

CyclinB1/p-CDC2 ↓
[33]

21 没食子酸（gallic acid） 多种植物 NPC-BM1（－） MMP-1 ↓ [34]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调（↑. upregulate；↓. downregulate）。

图 6　抑制鼻咽癌的天然酚酸类化合物的结构

Fig 6　Structure of natural phenolic acids for nasopharyngeal carcinoma 
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现可测量的肿瘤，表明小檗碱能有效地抑制体内
肿瘤的形成 [39]。
　　3，3'- 二吲哚甲烷在十字花科植物中含量丰
富，如西蓝花和甘蓝，能抑制 5-8F 和 CNE2 细胞
在肿瘤异种移植模型动物中的生长。体外研究发
现 3，3'- 二吲哚甲烷显著抑制 5-8F 和 CNE2 细胞
的活力 60%[40-41]；其还可以同时调节与鼻咽癌相关
的几种信号通路，如 PI3K/AKT、MAPK 和 NF-κB

信号通路，从而有效地诱导鼻咽癌细胞凋亡并诱
导细胞周期停滞在 G2/M 期，在鼻咽癌的发生和发
展中具有预防和治疗作用 [42]。
　　Vetypyrroloids A（27）是一种从植物蔓荆 Vitex 
trifolia Linn. 分离出的新型二萜类生物碱，含有氰
基部分和吡咯环 [42]。Vetypyrroloids A 对 CNE1 细
胞有显著的抑制作用，IC50 值为 8.7 μmol·L － 1，
但作用机制目前尚不清楚 [42]。

表 6　抗鼻咽癌的生物碱 
Tab 6　Alkaloids for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞细胞 [ 对应 IC50/（μmol·L － 1）] 作用机制 文献

25 小檗碱（berberine） Coptis chinensis Franch. HONE1（100），HK1（400），C666-1
（400），NP460（400）

STAT3 ↓ [39]

26 3，3'- 二吲哚甲烷（DIM） Brassicaceae 5-8F（＜ 75），CNE2（＜ 75） PI3K/AKT*，MAPK*，NF-κB* [42]

27 vetypyrroloids A Vitex trifolia Linn. CNE1（8.7） － [42]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调；* 表示有影响（↑. upregulate；↓. downregulate；*. impact）。

1.7　其他类化合物
　　其他抗鼻咽癌的化合物还有三白脂素（manas-
santin B，28）、雷公藤甲素（triptolide，29）、化
合物 30、（cherimolacyclopeptide E，31）、化合物
32 和化合物 33（见图 9 及表 7）。

图 9　抑制鼻咽癌的其他化合物的结构

Fig 9　Structure of other compounds for nasopharyngeal carcinoma 

　　 三 白 脂 素 是 从 三 白 草 Saururus chinensis
（Lour.）Baill. 的根中提取的 [43]，对 Akata-BX1
细胞有较强的抑制作用。三白脂素可通过抑制
AP-1 信号转导来抑制 EB 病毒早期基因 BZLF1 的
表达，从而抑制 EBV 裂解复制；此外 mTORC2
是三白脂素抗 EBV 感染的靶标 [1]。
　　雷公藤甲素是从雷公藤 Tripterygium wilfordii 
Hook. f. 中提取的环氧二萜内酯，对 C666-1、
HONE1/Akata、HK1/Akata、CNE1/Akata 和
CNE1 细胞等多种肿瘤细胞有显著的抑制作用。
体内研究发现，每日腹腔注射 0.4 mg·kg－ 1 雷公
藤甲素对 HONE1/Akata 细胞构建的肿瘤异种移植

模型有显著的治疗作用，且 Cleaved-caspase-3 蛋
白表达增加，但 EBNA1 蛋白表达降低。雷公藤
甲素可诱导细胞周期停滞在 S 期，通过线粒体凋
亡途径诱导 EBV 核抗原 1（EBNA1）降解并促进
鼻咽癌细胞凋亡 [44]。
　　 化 合 物 30 是 从 滇 重 楼 Paris polyphylla var. 
Yunnanensi中提取的甾体皂苷，其对 CNE细胞的抑
制作用比顺铂强，其 IC50 值为 1.50 μmol·L－ 1，作用
机制与诱导凋亡和细胞周期停滞在 G1/S期有关 [45]。
　　Cherimolacyclopeptide E（31）是一种从毛叶
番荔枝 Annona cherimola Mill. 中获得的环六肽，
对 KB 细胞具有显著的细胞毒性，IC50 值为 0.017 
μmol·L － 1[46]。将其 2 位甘氨酸和 6 位甘氨酸用 
Ala 取代得到衍生物 32 和 33，对 KB 细胞表现出
显著的细胞毒性，IC50 值分别为 6.3 μmol·L － 1

和 7.8 μmol·L－ 1[47]，但是作用机制目前尚未明确。
2　用于鼻咽癌联合化疗的天然化合物
　　常见治疗鼻咽癌的化疗药物是顺铂、卡铂、5-
氟尿嘧啶、吉西他滨、紫杉醇、蒽环类药物、博
来霉素、表柔比星和西妥昔单抗等。几十年来顺
铂与 5- 氟尿嘧啶联用一直是鼻咽癌的一线治疗方
案，其应答率为 40% ～ 65%，但单纯化疗容易产
生耐药性，晚期鼻咽癌治疗的主要障碍之一是耐
药性的发展 [48]。
　　研究表明，化疗药物与天然产物联用比单独使
用具有毒性低、疗效高或逆转多药耐药性等优点。
比如槲皮素和顺铂联合使用比单独使用时疗效好，
可协同抑制鼻咽癌细胞的增殖 [49]，且槲皮素可降
低顺铂诱导的猪肾细胞 LLC-PK1 的肾毒性 [50]。
　　天然化合物影响化疗药物对鼻咽癌的耐药
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性主要涉及 EBV 感染、癌症干细胞（cancer stem 
cells，CSCs）形成、miRNA、DNA 修复、EMT 和
凋亡等 [51]。本文将从诱导癌细胞凋亡、清除癌症
干细胞、靶向 EBV 和靶向 miRNA 四个方面讨论
天然化合物如何减少鼻咽癌对化疗药物的耐药性。
2.1　诱导癌细胞凋亡
　　在耐药的鼻咽癌细胞中，高水平的 Survival
和抑凋亡相关蛋白能够抑制细胞凋亡从而降低化
疗药物的疗效。然而，一些天然化合物，如 5F、
槲皮素、积雪草酸（asiatic acid，34）、雷公藤红
素（celastrol，35） 和 虫 草 素（cordycepin，36）
（见图 10）可通过诱导细鼻咽癌胞凋亡从而减少
化疗药物的耐药性。

图 10　抑制化疗药物耐药性的天然化合物的结构

Fig 10　Structure of natural small compounds to reduce cancer 

resistance

　　顺铂可通过增加 ROS 的产生来增加细胞
毒性从而发挥抗癌活性 [52]。有趣的是 5F 与顺
铂联合使用可减少 ROS 产生却通过协同增加
Caspase-3 的活性诱导鼻咽癌细胞凋亡从而提高顺
铂的抗癌作用 [16]。同时积雪草酸、雷公藤红素和
虫草素均可通过增加 p38 和 ERK 蛋白的磷酸化来
诱导对顺铂耐药的人鼻咽癌细胞凋亡 [53-54]。小檗
碱与人参皂苷 Rg3 联合使用可以通过靶向 MAPK/

ERK 信号通路来促进凋亡相关蛋白 Bax 的表达，
并抑制凋亡抑制蛋白 Survivin 和 Bcl-2 的表达，
从而协同抑制 CNE2 细胞增殖并诱导其凋亡 [55]。
　　Wikstroflavone B（37）是从了哥王 Wikstroemia 
indica（Linn.）C. A. Mey. 中分离的双黄酮类化
合物。Wikstroflavone B 和姜黄素通过阻断 FAK/
STAT3 信号通路抑制 Survivin 表达并促进 p53，
MMP-2 和 MMP-9 表达从而协同诱导 NPC 细胞
凋亡并抑制转移 [56]。与单独使用相比，CNE1 细
胞经 10 μmol·L － 1 的姜黄素和 40 μmol·L － 1 的
wikstroflavone B 处理后，可显著抑制细胞伤口间
隙闭合并减少侵袭细胞的数量 [56]。而且姜黄素在
联合方案中可增强放化疗的疗效 [57]。
2.2　清除肿瘤干细胞

　　癌症干细胞是指负责维持肿瘤发生的肿瘤细
胞亚群，具有自我更新、高致瘤性、侵袭性和对
传统化疗和放疗的耐药性等特点 [58]。肿瘤干细胞
的存在是多发性恶性肿瘤进展、复发和转移的罪
魁祸首，想要治愈肿瘤，首先要解决肿瘤干细胞
问题。
　　洛伐他汀（lovastatin，38）在临床上广泛
用于治疗高胆固醇血症，最新研究发现其可通
过抑制 5-8F 和 6-10B 的鼻咽癌干细胞增殖和自
我更新从而诱导其凋亡和细胞周期停滞在 G2/M
期 [59]。此外，洛伐他汀还可以增强鼻咽癌干细胞
对化学疗法和光动力疗法的敏感性 [59]。莱菔硫烷
（sulforaphane，39）可通过 DNMT1/Wnt 抑制因子
1（WIF1）轴抑制鼻咽癌细胞生长，此外通过抑制
肿瘤干细胞而增强顺铂的抗肿瘤作用 [60]。洛伐他
汀和莱菔硫烷都可通过抑制鼻咽癌干细胞来增强
化疗药物的敏感性（见图 10），这证明消除肿瘤干
细胞可以减少化疗药物的耐药性。
2.3　靶向 EBV
　　EBV 病毒与 NPC 的发生发展密切相关 [61]。
越来越多的证据表明 EBV 蛋白和 EBV miRNAs 参

表 7　其他抗鼻咽癌的化合物 
Tab 7　Other compounds for nasopharyngeal carcinoma

化合物 名称 来源 细胞细胞 [ 对应 IC50/（μmol·L － 1）] 作用机制 文献

28 三白脂素

  （manassantin B）

Saururus chinensis
（Lour.）Baill.

Akata-BX1（12.96） BZLF1 ↓ [1]

29 雷公藤甲素

  （triptolide）
Tripterygium wilfordii 

Hook. f.
C666-1（0.055 43），HONE1/Akata（0.076 56），HK1/Akata
（0.001 12），CNE1/Akata（0.011 04），CNE1（0.010 66）

EBNA1 ↓，Cleaved-
caspase-3 ↑

[44]

30 － Paris polyphylla var. 
yunnanensi

CNE（1.50） 诱导 G1/S 期细胞阻

滞和凋亡

[45]

31 cherimolacyclopeptide E Annona cherimola Mill. KB [0.017（天然），＞ 10（合成）] － [46]
32 － Annona cherimola Mill. KB（6.3） － [47]
33 － Annona cherimola Mill. KB（7.8） － [47]

注（Note）：↑表示上调；↓表示下调（↑. upregulate；↓. downregulate）。
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与了鼻咽癌化疗的耐药性。
　　三白脂素 [1] 和虫草素 [62] 可以抑制 EBV 早
期基因 BZLF1 的表达。虫草素和阿霉素通过激
活 PKC-p38 MAPK 信号通路诱导 C/EBPβ 蛋白磷
酸化从而激活裂解性 EBV 感染发挥抗鼻咽癌作
用 [62]。EBNA1 是唯一一个在所有 EBV 阳性细胞
中均表达的病毒蛋白，在 EBV 基因组的维持、复
制和转录中发挥了重要作用，可作为潜在的研究
靶点。敲除 EBNA1 可抑制 EBV DNA 的载量从
而使鼻咽癌细胞对顺铂和 5- 氟尿嘧啶敏感，初步
提示 EBNA1 在鼻咽癌化疗的耐药中发挥潜在作
用 [63]。VK-2019 是目前最先进的直接针对 EBNA1
的化合物 [61]。雷公藤甲素的抗鼻咽癌作用与靶向
EBNA1 有关 [44]。然而，针对 EBNA1 的研究仍处
于早期阶段。
　　在 NPC 中，EBV 编码了超 44 种病毒的 miR-
NA。miR-BARTs 是 EBV 编码的 miRNA，占 NPC
细胞中 miRNA 的三分之一，能促进 NPC 的发
展 [64]。越来越多的证据表明，miR-BARTs 通过参
与 EMT 和抗凋亡等信号通路促进鼻咽癌化疗耐
药的发生 [65]。
2.4　靶向 miRNA
　　最近的研究表明，miRNA 不仅在维持细胞功
能方面起着重要作用，还与肿瘤的发生和耐药性
的产生有关，miRNA 既可以作为肿瘤诊断和预后
的生物标志物，又可以作为治疗靶点 [66]。天然化
合物可以通过调节 miRNA 的表达发挥抗肿瘤作
用 [60-61]。例如，由于 miR-21 在细胞中的异位表
达，槐果碱（sophocarpine）处理头颈部鳞状细胞
癌的细胞后导致磷酸化的 PTEN 和 p38 蛋白表达
增加并逆转 EMT[67]。
　　研究发现 miRNA 在鼻咽癌中的作用涉及到
多个信号通路，比如 NF-κB 信号通路 [68]、PI3K/
AKT 信 号 通 路 [69]、PTEN/AKT 信 号 通 路 [70] 和
Wnt/β-catenin 信号通路 [71]。目前靶向 miRNA 的天
然化合物的研究较少，因此具有广泛研究前景。
3　小结
　　综上，目前关于天然化合物抗鼻咽癌的研究
越来越多，但大多数都停留在活性的研究层面上，
机制研究不够深入，主要围绕 PI3K/AKT/mTOR
和 NF-κB 信号通路展开。其中天然化合物通过靶
向 EBV 和靶向 miRNA 抗鼻咽癌的研究较少，但
具有广泛的研究前景，进一步探讨其作用机制对
天然化合物抗鼻咽癌的研究具有重要意义。此外
治疗晚期鼻咽癌的主要障碍是耐药性的发展，因
此降低耐药性仍是今后研究的重点。
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慢性阻塞性肺疾病患者使用吸入剂用药依从性的研究进展
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摘要：随着人口老龄化的进程，慢性阻塞性肺疾病（简称慢阻肺）的发病率逐年增加。慢阻肺

稳定期药物治疗旨在预防与控制症状，减少急性加重的程度与频率，提高运动耐力与生活质

量。世界卫生组织将吸入治疗推荐为慢阻肺的首选疗法，使用吸入剂的依从性又决定了慢阻肺

稳定期的控制情况。本文就慢阻肺患者使用吸入剂的现状、影响因素及干预措施等进行综述。

关键词：慢性阻塞性肺疾病；吸入剂；用药依从性

中图分类号：R95　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1113-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.025

Advances in medication compliance of inhalers in patients with chronic 
obstructive pulmonary disease

LIU Ji-heng1, XIE Qian2, HUANG Li3, YAN Yu-sheng1, WU Lu1, TANG Yu-ling1, LIU Xiao-hui1* 
(1. First Hospital of Changsha, Changsha  410005; 2. Huaihua Hospital of Traditional Chinese 
Medicine, Huaihua  Hunan  418099; 3. Zhuzhou Central Hospital, Zhuzhou  Hunan  412007)

Abstract: With the aging of the population, the incidence of chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD) is increasing year by year. Drug treatment in the stable stage of COPD is to prevent and control 
symptoms, reduce the degree and frequency of acute exacerbation, and improve exercise endurance and 
quality of life. The World Health Organization recommends inhalation as the first choice for COPD, and 
the compliance of inhalers determines the control of COPD in the stable period. This paper reviewed the 
current situation, influencing factors and interventions of inhalants in patients with COPD. 
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　　随着人口老龄化的进程，慢性阻塞性肺疾病
（简称慢阻肺）的发病率逐年增加。预测到2030年，
慢阻肺将成为全球第三大死因 [1]。2017 年流行病
学调查结果显示，我国慢阻肺患者数接近 l 亿 [2]。
2013 年我国慢阻肺总死亡人数约为 91 万，单病种
排名第三位，并且慢阻肺所致死亡占我国全部死因
的 11%；我国慢阻肺总死亡人数占全球慢阻肺死亡
总人数的 31.1%[3]。慢阻肺患者每年发生 0.5 ～ 3.5
次的急性加重，慢阻肺急性加重是其死亡的重要
因素 [4]。慢阻肺稳定期药物治疗旨在预防与控制症
状，减少急性加重的程度与频率，提高运动耐力
与生活质量。与传统的口服和静脉给药等方式相
比，吸入用药由于直接作用于肺部，起效迅速、疗
效佳、安全性好，具有全身用药不可替代的临床地
位 [5]。慢性阻塞性肺疾病全球倡议（Global Initiative 

for Chronic Obstructive Lung Disease，GOLD）和我
国指南均推荐吸入疗法作为慢阻肺稳定期患者的一
线基础治疗方法 [1，6]。吸入用药虽然有明确的优势，
由于装置复杂、患者的接受程度不一，目前慢阻肺
患者使用吸入剂的用药依从性并不佳。本文就慢阻
肺患者吸入制剂用药依从性现状、影响因素及干预
方法进行综述，旨在为今后临床提高慢阻肺患者吸
入制剂疗效提供依据。
1　慢阻肺患者吸入制剂用药依从性评估方法及
现状
1.1　用药依从性概念
　　依从性是指患者的行为与医嘱的一致性，它
反映了患者和医疗工作者之间的关系 [7]。依从性
主要表现在两个方面，分别为对医疗干预措施的
依从和行为方式改变的依从。
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1.2　用药依从性评估方法
　　目前患者依从性评估方法分为主观和客观监
测评估方法，客观监测评估方法如测量药物及其
代谢物的浓度，推算服用药物量，或利用药物治
疗监测系统等；主观监测评估方法如直接观察药
物治疗效果，自我报告法等 [7-8]。依从性评价指标
接近 100% 表示患者依从性良好，小于 80% 则表
示依从性不佳。国内外针对慢阻肺吸入剂研究主
观评估法包括 Morisky 依从性量表、TAI 依从性
量表，客观评价指标包括计算服用药物量、使用
用药监测器等 [9-15]。
1.2.1　监测药物浓度　Feinstein[9] 提出通过测定药
物及尿液中代谢物的浓度，借以评估患者的用药依
从性。但是浓度测定方法通常分析步骤复杂，费
用高昂，结果易受饮食因素影响，同时部分药物及
其代谢物不易批量监测，其次患者非检测日的用药
无法很好地监测，因此该方法在实际应用中较为局
限，不能准确地反映所有患者的依从性 [10]。
1.2.2　计算药物用量　依从性的公式为：实际服药
量 / 医嘱服药量，通过比较患者服用药物量与医师
处方的日用量及用药周期来计算依从性，如计算患
者一段时间内一瓶吸入剂的剩余量。这种方法可以
定量评估依从性，较为客观准确，但是要求完整保
存医疗档案或服药记录。此外，由于中间环节难以
控制，因此，本法最好实行单盲法，避免患者通过
其他方法自行处理药品从而过高估计依从性 [11]。
1.2.3　药物治疗监测系统　是指应用现代技术，
在药瓶上安装微电子系统，通过记录患者打开
瓶盖取药时间和取药频率来监测患者的依从性。
Andrejak 等 [12] 用电子监测系统比较了高血压患者
每日一次服用群多普利和每日两次服用卡托普利
时漏服药发生情况、降压效果、安全性以综合评
价依从性高低。这种方法简单有效，曾被认为是
依从性评估的金标准，但存在费用较高、不便于
携带、不适合大样本监测的缺点，单盲可以提高
此法的测量准确性。
1.2.4　评价治疗效果　该方法是根据是否达到治疗
目标来评估依从性，治疗后达不到目标即提示依从
性不好。此方法更适合单独用药方案的患者，且这
个评估方法受到个体差异及主观因素影响，药品不
良反应等其他原因可能会导致病情没有改善甚至恶
化，所以不能提供客观准确的信息 [13]。
1.2.5　自我报告法　自我报告法的模式有问卷调
查、电话随访、访谈等，较为简单易行，能快速
评估患者的依从性，并且比较容易找出患者依从
性差的原因，从而及时制订相应的干预方法，使
用最为广泛，但是可能因为患者的回忆偏差、主

观因素（如逃避心理等）高估患者的依从性，因
此沟通技巧极为重要。临床常用评价依从性量表
多参考 Morisky[14-15] 的问卷，即包括 4 个问题：
① 您是否有忘记服药的经历；② 您是否有时不
注意服药；③ 当您自觉症状改善时，是否曾停药；
④ 当您自觉症状恶化时，是否曾停药。当答案全
为肯定时，依从性不好，否则为依从性好。
1.3　用药依从性现状
　　尽管吸入剂对慢阻肺患者的稳定期治疗至关
重要，但临床研究表明患者的依从性普遍较差。
国外研究中患者完全依从率只有 33.6%[16]，国内
研究表明，哮喘或慢阻肺患者吸入剂使用依从率
为 19.83%[17]，院外依从率为 45.57%[18]。王玉等 [19]

调查发现 30 例使用吸入剂的慢阻肺患者中，依从
性好的患者占 63.9%。林小玉等 [20] 调查 60 例使
用吸入剂的患者发现 70% 的患者使用干粉吸入剂
依从性差。李材忠 [18] 对 790 例使用吸入剂治疗的
患者进行分析，发现 45.57% 的患者依从性较差。
2　慢阻肺患者吸入剂用药依从性的影响因素
2.1　疾病因素
　　病程是影响慢阻肺患者治疗依从性的危险因
素。国内研究表明，随着病程延长，慢阻肺患者
对于使用吸入剂改善病情的预期逐渐降低，不断
失去耐心和信心，致使患者停药或不按医嘱剂
量、时间用药，依从性不佳 [19，21]。一项来自越南
的调查结果显示，吸入剂使用不当和依从性差与
慢阻肺患者呼吸困难评分高、住院时间较长和过
去 12 个月内急性加重次数多有关 [22]。
2.2　患者因素
　　研究表明，慢阻肺患者使用吸入剂受到个体因
素影响，如年龄，受教育程度，经济状况，心理因
素，对疾病缺乏认识，与医务人员缺乏信任、沟
通，吸入技术掌握情况等 [11]。一方面，慢阻肺患
者多为老年男性，由于频繁住院存在经济负担，理
解力和记忆力较差，主观认为吸入剂无效或因价格
昂贵而拒绝使用吸入剂，或者自行减少用药次数来
节省药费等；另一方面，吸入剂使用时可能存在上
药操作错误、吸入前未吐气吸力不够导致药粉易沉
积于咽喉部、吸入速度过快以及吸入药物后未屏气
等问题 [17，19]。一项针对哮喘和慢阻肺患者吸入技
术错误的临床荟萃分析显示，50%以上的患者在操
作过程中至少存在一项错误，且慢阻肺患者出现错
误的频次高于哮喘患者 [23]。吸入技术错误不仅会
影响药物疗效，而且会导致并发症的发生，增加患
者计划外医疗活动（如口服激素、使用抗菌药物）
和医疗费用 [24]。GOLD2020 指出吸入装置使用技
术需要定期评估 [1]。
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2.3　药物因素
　　慢阻肺患者使用吸入剂的依从性亦受到复杂
的药物因素影响，如药物与装置、治疗方案复杂
程度、不良反应、可及性等 [25]。① 药物的药理
作用各不相同，在慢阻肺治疗中的应用也有区
别，GOLD 指南指出慢阻肺稳定期患者使用吸入
用糖皮质激素时，需综合考虑患者的急性加重发
作次数、血嗜酸粒细胞计数水平、是否合并哮喘、
分枝杆菌感染等因素，如不加考虑，患者出现了
不良反应没有及时处理或更换药物，都可能影响
患者用药依从性 [1]。② 《稳定期慢性气道疾病吸
入装置规范应用中国专家共识》指出，干粉吸入
剂的药物输出率与吸气的流速有关，因此，对于
吸气流速不足的患者使用干粉剂时疗效会受限，
从而影响吸入的依从性 [26]。有研究表明使用准纳
器的患者依从性高于使用都保吸入装置者，考虑
可能与装置操作的难易程度相关 [27]。③ 使用两
个以上的吸入剂与单一吸入剂相比，治疗中断发
生率更高，患者依从性更差 [28]。
3　提升慢阻肺患者用药依从性的相关研究
　　医务人员在吸入治疗过程中应起主导作用，
包括指导吸入装置的选择、吸入技术的培训和随
访评估以及吸入装置的转换等环节。
3.1　疾病及用药宣教
　　医务人员应该加强对慢阻肺患者及其家属的宣
教，使患者对慢阻肺病情有基本的了解，认识到长
期规律使用吸入剂的必要性及重要性，同时应对患
者进行用药指导。研究结果表明，健康教育讲座对
患者的依从性有显著影响，有利于患者认识到慢
阻肺稳定期的用药控制对疾病症状缓解和预防急性
发作的重要作用，从而提高患者的用药依从性 [27]。
另外，仅在住院期间的宣教作用有限，出院后长期
随访的院外用药教育更有利于患者进一步掌握吸入
制剂使用方法，提高用药依从性 [29]，如定期电话
随访等。
3.2　指导吸入装置的选择
　　GOLD 指南指出，对于不同类型、不同严重程
度的慢阻肺患者推荐使用不同的吸入剂治疗，这对
于慢阻肺患者使用吸入剂的疗效至关重要。《稳定期
慢性气道疾病吸入装置规范应用中国专家共识》亦指
出：吸入剂选择应个体化，需要综合考虑患者的健
康状况、使用装置的能力、最大吸气流速、手口协
调操作能力、可及性、价格等各方面因素。医务人
员在指导吸入剂选择时，首先需告知患者认识疾病，
了解不同吸入剂的作用；其次应结合患者使用装置的
能力、吸气流速和手口协调操作能力选择适宜的吸入
剂：如患者吸气流速足够，手口协调好时不同吸入剂

均可选用，如手口协调不佳时，可选用干粉吸入剂、
软雾吸入剂，此时压力定量气雾剂需连接储雾罐使
用；如患者吸气流速不足，手口协调好时可选用压
力定量气雾剂、软雾吸入剂，手口协调能力不佳时
仍可使用软雾吸入剂，或选择雾化或压力定量气雾
剂连接储雾罐使用；最后应指导患者精确吸入药物，
防止药物量过多或使用不足带来的负面影响 [26]。
3.3　提供用药教育方式
　　国外研究发现，通过进行认知功能评估，选择
合适的吸入剂以及制订教育计划，可以帮助慢阻肺
患者掌握有效的吸入技能，提升治疗依从性 [30-31]。
可以通过口头宣教、操作示范、健康教育视频、信
息回授法等指导方法提高患者的依从性。
3.3.1　口头宣教　以口头语言告知患者吸入剂的
用法，如结合吸入剂说明书进行讲解，这种方法
灵活简便，随时随地都可运用，但是比较抽象，
患者可能难以理解而无法正确掌握用法。
3.3.2　操作示范　由医务人员现场向患者简单地
讲授吸入剂的操作理论与技术规范，然后进行操
作示范，利用演示方法把吸入剂用法的步骤、注
意事项等呈现给患者，患者反复模仿练习，直至
完全掌握吸入剂的用法。医务人员在现场做指导，
可随时纠正患者吸入操作中的错误表现，如果仅
通过一两次的教学，患者可能无法形成深刻的印
象，且出院后无法获得医务人员的操作指导，患
者可能会忘记吸入操作中的一些细节从而影响吸
入剂疗效或者发生不良反应 [27]。
3.3.3　健康教育视频　预先录制规范操作的吸入
剂用药视频，对患者进行教学，这种方法能充分
调动老年患者视、听、感官功能，画面感与动态
感强，易于在老年患者头脑中留下深刻、鲜明的
记忆痕迹，患者下载资料后可反复回放揣摩、模
拟演练、对照修正，解决老年患者技能学习实践
能力退化、遗忘度高的问题 [32]。
3.3.4　信息回授法　信息回授法是指通过让被教
育对象对医务工作者教育信息加以知识复述与行
为回示，以评估其知识技能掌握程度，并将其作
为进一步教育方案的制订和实施依据，是被美国
国家质量论坛认可的 34 种安全有效的教育方式
之一 [33]。这种方法医务人员可依据评估结果，针
对患者模糊、错误、偏差的部分反复进行循环式
指导示范，帮助老年患者在专业人员指导下不断
修正吸入剂使用错误，掌握吸入技巧。
3.4　用药依从性监测
　　定期对患者吸入剂的使用情况进行检查，评估
其用药依从性，对依从性差的患者及时找出其原因
并实施干预。近年来，国内外研究致力于研究改进
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的用药教育模式，利用互联网 APP 小程序、用药
监测器等物联网技术实时监测，以评估患者使用吸
入剂的依从性 [30-31，34-40]。罗艳等 [34] 对 60 例轻、中
度哮喘患者分组，观察组采用都保训练哨联合健康
跟踪干预，对照组采用常规方法，比较两组患者
夜间症状控制情况、最大呼气流量、哮喘控制测
试（ACT）评分、哮喘依从性量表（MARS-A）评
分等来评估疗效、依从性，各指标观察组均优于对
照组，两者的差异有统计学意义。徐钦涛 [35] 通过
对 98 例患者分组，干预组实施药学监护，分析用
药依从性，结果表明干预组患者基础知识、正确用
药、生活方式、运动锻炼方面的认知程度高于对照
组，圣乔治呼吸问卷（SGRQ）评分显著低于对照
组，但两组肺功能差异无统计学意义。
4　小结
　　综上所述，在慢阻肺稳定期管理中，提升慢阻
肺患者使用吸入剂的依从性迫在眉睫。患者依从性
受到包括患者本人、疾病、家庭、医务人员等多方
面因素的影响，各项研究表明慢阻肺患者用药依从
性普遍较低，这需要从患者、患者家属、医务人员
及社会等方面制订干预措施，以便更好地提高患者
的依从性和生活质量。医务人员需要制订切实可行
的用药教育计划，加强健康宣教，开展依从性监测
与随访，从而帮助慢阻肺患者提升吸入剂治疗效果，
降低慢阻肺急性加重发作，使慢阻肺患者获益。
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摘要：万古霉素是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌感染的首选药，但万古霉素导致肾毒性（VIN）

限制了其临床应用。目前依然缺乏可应用于临床的 VIN 保护剂。抗氧化剂及减少万古霉素肾

脏聚集的药物可能具有降低 VIN 的作用。本综述对 VIN 发生机制、降低 VIN 的可能机制及潜

在药物等最新研究进行总结归纳，为促进 VIN 保护剂的研发和临床应用提供参考。
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Abstract: Vancomycin is the first choice for methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections. 
However, vancomycin induced nephrotoxicity (VIN) limits its clinical application. There is still a 
lack of VIN protective drugs in clinical practice. Agents inhibiting oxidative stress and/or reducing 
renal accumulation of vancomycin may be protective. This review summarized the latest research in 
the mechanism of VIN, possible mechanism of drug reducing VIN, and potential protective drugs to 
promote the development and clinical application of drugs against VIN. 
Key words: vancomycin; nephrotoxicity; protective agent; oxidative stress; renal transporter

　　万古霉素为三环糖肽类抗生素，于 1958 年
获批，对多种革兰氏阳性菌有活性，是耐甲氧西
林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant staphylo-
coccus aureus，MRSA）感染的首选药 [1]。但万古
霉素导致的肾毒性（vancomycin induced nephro-
toxicity，VIN）限制了其临床应用 [2]。我国医疗机
构中万古霉素使用比例占万古霉素、利奈唑胺和
替拉考宁总数的 31.4% ～ 94.4%[3]。2021 年一项
中国人群全国多中心药物导致急性肾损伤（acute 
kidney injury，AKI）横断面调查显示：单个药物
排序中，万古霉素是我国第二大致肾损伤药物 [4]。
　　目前降低 VIN 的措施主要为加强抗菌药物管
理和开展治疗药物浓度监测，依然缺乏可应用于临
床的 VIN 保护剂 [5]。了解降低 VIN 的药物及其作
用机制，对 VIN 的防治具有重要意义。VIN 确切
机制尚不明确，大多数研究认为与氧化应激介导的
肾小管损伤以及万古霉素在肾脏聚集有关 [5-6]。因
此，抗氧化剂及减少万古霉素肾脏聚集的药物可能
具有降低 VIN 的作用。笔者对近年来降低 VIN 的
药物及其作用机制研究进展进行综述，以期为促进
VIN 保护药的研发和临床应用提供参考。
1　VIN的定义 
　　大多数研究将 VIN 定义为在没有其他原因
可解释的情况下，血清肌酐（serum creatinine，
Scr）浓度增加≥ 0.5 mg·dL － 1，或连续每日测
得的 Scr 较基线增加 50%，或连续两日肌酐清除
率较基线下降 50%[7]。2004 年急性透析质量方案
开发协作组制定了 AKI 的诊断与分类系统，即
RIFLE 标准（风险 Risk、损伤 Injury、衰竭 Fail-
ure、丧失 Loss 和终末期肾脏病 End-Stage Renal 
Disease）[8]。2007 年急性肾损伤工作组（acute 
kidney injury network，AKIN）对 RIFLE 标准稍
作修改，形成了 AKIN 标准 [9]。2012 年改善全球
肾脏病预后组织对 AKI 定义进行了统一规范，将
RIFLE/AKIN 标准定义为 AKI 诊断的正式标准，
而此前关于 AKI 的定义至少有 35 种 [10]。据此，
目前建议对 VIN 采用敏感性更高的定义，即在无
其他原因可解释的情况下，连续使用万古霉素数

日后 Scr 在 48 h 内升高≥ 0.3 mg·dL － 1[11]。
2　VIN的发生机制

　　VIN 早期主要是由于万古霉素制剂工艺不
佳，杂质含量较高（纯度只有 70% 左右）导致
的 [5]。通过不断地改进纯化工艺，目前制剂中万
古霉素 B（活性部分）的含量达到 90% ～ 95%，
肾毒性显著降低 [1]。我国人群 VIN 横断面调查显
示其发生率在 14.3% ～ 16.2%[12-13]。多种因素会
影响 VIN 的发生，在合并风险因素时，VIN 发生
率高达 43%。发生率差异大可能的原因是不同研
究采用的 VIN 定义、研究人群的疾病严重程度以
及研究人群的合并风险因素存在差异等 [5，14-15]。
VIN 可能是多种因素导致的。根据患者肾脏活
检病理报告显示，VIN 主要为急性肾小管坏死
（acute tubular necrosis，ATN），罕见急性间质性
肾 炎（acute interstitial nephritis，AIN）[16-19]。 万
古霉素导致 ATN 是剂量依赖性的，可能与万古
霉素诱导的肾小管上皮细胞氧化应激损伤 [20]、细
胞自噬 [21] 和阻塞性管型形成 [22] 等机制有关 [23]。
万古霉素导致的 AIN 可能是细胞介导的超敏反
应 [17]。肾活检病理表现为肾间质水肿，嗜酸性粒
细胞、肥大细胞、浆细胞、淋巴细胞和巨噬细胞
浸润 [19，23]。
3　降低 VIN的药物及其机制研究
　　目前对于降低 VIN 药物的探索主要在临床
前研究阶段，包括抑制万古霉素介导的氧化应
激、细胞自噬；减少万古霉素肾脏聚集、促进万
古霉素肾脏排泄；抑制肾脏血管收缩等多种机
制 [21，23-26]。目前对于 VIN 的临床研究以回顾性研
究为主，研究药物均为抗氧化剂。根据文献检索，
已发表的随机对照试验（RCT）仅一项 [27]。
3.1　临床前研究中药物降低 VIN 及其作用机制
3.1.1　VIN 动物及细胞模型　体内实验大多采用
大鼠构建 VIN 模型。万古霉素剂量大多采用 200 
mg/（kg·d）q 12h 或 400 mg/（kg·d）qd；给药
方式以腹腔注射为主；一般连续给药 7 d。给药结
束后收集大鼠血液、尿液、肾组织等样本检测肾
功能指标变化情况，并取大鼠肾组织病理切片观
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察肾脏损伤情况。肾毒性的指标一般为 Scr、血尿
素氮（blood urea nitrogen，BUN），以及肾脏病例
切片中细胞的损伤情况等。体外实验大多采用人
肾小管上皮细胞构建 VIN 模型，给予万古霉素 4 
mmol·L－ 1 处理细胞 24 h，观察肾损伤指标变化
情况及细胞损伤情况。
3.1.2　抑制万古霉素诱导的氧化应激损伤通路　
Nishino 等 [20] 研究表明氧化应激损伤是 VIN 的基
础发生机制，而其合成的具有抗氧化作用的六亚
甲基二胺偶联超氧化物歧化酶（AH-SOD）能够
通过抑制氧化应激降低 VIN[24]。随后，大量研究
表明抗氧化剂能够通过抑制氧化应激而发挥 VIN
保护作用，这些抗氧化剂包括α- 硫辛酸、银杏叶
提取物、褪黑素、氨力农 [28]、厄多司坦 [29]、促红
细胞生成素 [30]、2，3- 二羟基苯甲酸 [31]、咖啡酸
苯乙酯、维生素 C[32-33]、维生素 E[34]、N- 乙酰半
胱氨酸 [35]、1，5- 异喹啉二醇（ISO）[ 一种 ADP
核糖聚合酶（PARP）抑制剂 ][36]、姜黄素 [37-38]、
百里醌 [39]、阿托伐他汀 [40]、碧萝芷、螺旋藻 [41]、
羰基氰化物 -4-（三氟甲氧基）苯腙 [FCCP，一种
线粒体解偶联剂 ] 和 [2-（2，2，6，6- 四甲基哌
啶 -1- 氧基 -4- 基氨基）-2- 氧乙基 ] 三苯基氯化鏻
（MitoTEMPO，一种线粒体靶向抗氧化剂）[34]、
富 含 DHA 的 磷 脂 酰 胆 碱（DHA-PC）[42]、 芦
丁 [43-44]、水飞蓟素 [45-46]、姜油酮 [47]、绿原酸 [48]、
柚皮素 [49]、五酯胶囊 [50] 等。Ocak 等 [35] 比较了
咖啡酸苯乙酯、维生素 C、维生素 E 和 N- 乙酰
半胱氨酸对 VIN 的保护作用，结果显示维生素 E
（脂溶性维生素）降低 VIN 的效果最好，其次是
维生素 C、N- 乙酰半胱氨酸和咖啡酸苯乙酯。维
生素 E 的抗氧化优势在另一项研究中也得到了
验证 [34]。Dalaklioglu 等 [36] 进一步发现，万古霉
素通过诱导氧化应激及随后的 DNA 链断裂，激
活 PARP 通路导致细胞凋亡，而 ISO 通过抑制
PARP 通路发挥 VIN 保护作用。Sakamoto 等 [34]

发现线粒体膜心磷脂过氧化介导了万古霉素诱
导的细胞内活性氧产生和近端肾小管上皮细胞
凋亡的启动。而 FCCP、维生素 E、MitoTEMPO
能够通过去除线粒体活性氧，发挥 VIN 保护作
用。Shi 等 [42] 研究显示 DHA-PC 不仅抑制氧化
应激，还通过上调 Bcl-2 以及下调胱天蛋白酶 
（caspase）-9、caspase-3、 细 胞 色 素 C、p38 和 
JNK 灭活丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路抑
制细胞凋亡，发挥 VIN 保护作用。Qu 等 [43-44] 研
究发现芦丁可通过抑制万古霉素诱导的氧化应
激、线粒体功能障碍、炎症细胞浸润和细胞凋亡
来改善 VIN。水飞蓟素 [45-46]、柚皮素 [49] 也可通

过减少细胞凋亡和氧化应激发挥 VIN 保护作用。
Qu 等 [48] 发现绿原酸通过减轻万古霉素诱导的氧
化应激和亚硝化应激；抑制万古霉素诱导的核因
子 -κB（NF-κB）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、
下游促炎介质肿瘤坏死因子（TNF）-α 和白介素
（IL）1β 及 IL-6 的表达，抑制炎症反应；抑制万
古霉素诱导的细胞凋亡发挥 VIN 保护作用。
3.1.3　抑制细胞自噬通路　自噬是一种溶酶体
降解途径，可分解细胞质组分进行清除和再利
用。然而，肾细胞自噬调控异常可导致多种肾
脏疾病 [51]。Xu 等 [21] 首次发现自噬在 VIN 中的
作用：万古霉素通过抑制细胞外信号调节激酶
（ERK）1/2 和激活哺乳动物类雷帕霉素靶蛋白信
号（mTOR）通路来诱导自噬。此外，自噬相关蛋
白 7 抗体通过激活蛋白激酶 C（PKC）-δ 诱导细胞
凋亡。氯喹能够通过抑制自噬，显著改善肾小管
细胞凋亡而发挥 VIN 保护作用 [21]。自噬抑制可作
为治疗 VIN 的新靶点。Bayomy 等 [41] 也发现螺旋
藻和碧萝芷不仅可以减少肾脏氧化应激，抑制细
胞凋亡，还可以通过上调自噬标志蛋白（LC3/B）
的表达抑制细胞自噬，从而发挥 VIN 的保护作用。
3.1.4　作用于肾脏转运蛋白通路促进万古霉素
肾脏排泄　VIN 与万古霉素在肾小管的聚集有
关 [7]。研究发现磷霉素 [52-54]、氟氧头孢钠 [55]、亚
胺培南西司他丁 [53-54]、西司他丁 [25，56] 等可以通
过降低万古霉素在肾组织中的浓度降低 VIN。西
司他丁是一种脱氢二肽酶 -1（DHP-1）抑制剂，
在临床上与亚胺培南组成复方制剂，以防止亚胺
培南被 DHP-1 水解，延长抗菌作用；并作用于
肾近端小管刷状缘膜以防止亚胺培南的蓄积和毒
性 [56]。Humanes 等 [56] 发现西司他丁可能部分通
过减少万古霉素在肾小管上皮细胞中的积累以减
少细胞凋亡和线粒体损伤，发挥 VIN 保护作用。
Im 等 [25] 进一步研究发现西司他丁的肾脏保护作
用与 P- 糖蛋白 （P-gp）有关。西司他丁可能通过
上调 P-gp 蛋白表达和减弱万古霉素对 P-gp 蛋白
表达的抑制作用，降低肾近端小管细胞中的药物
浓度，从而抑制万古霉素诱导的氧化应激和细胞
凋亡以发挥 VIN 保护作用。
3.1.5　抑制氧化应激及促进肾脏排泄双重机制
　Wen 等 [57] 的研究显示 JBP485（Cyclo-trans-4-
Lhydroxyprolyl-L-serine，一种抗肝炎二肽）能够通
过抑制氧化应激，降低细胞凋亡发挥 VIN 保护作
用；并进一步探索其对肾脏转运蛋白的影响，结
果显示 VIN 的机制可能部分与抑制肾脏有机阴离
子转运蛋白 1（OAT1）、有机阴离子转运蛋白 3
（OAT3）、有机阳离子转运蛋白 2（OCT2）、多药
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耐药相关蛋白 2（MRP2）和 P-gp 蛋白的表达有
关，而 JBP485 可通过上调这些转运蛋白的表达
来加速肾脏内源性毒素（例如硫酸吲哚酚）的排
泄降低 VIN。Kandemi 等 [58] 研究显示姜酮可以通
过抑制万古霉素诱导的肾脏氧化应激、炎症和细
胞凋亡，发挥 VIN 保护作用；此外，该课题组还
探索了姜酮对肾水通道蛋白（aquaporin，AQP）
的影响，发现姜酮可抑制万古霉素诱导的 AQP1 
降低，减少肾小管缺血，发挥 VIN 保护作用。丹
参酮ⅡA 是唇形科植物丹参的脂溶性主要有效成
分之一，具有抗氧化、抗炎、改善微循环等作用，
陈晓宇等 [59] 进一步发现丹参酮可以通过降低万
古霉素肾组织浓度和血清浓度降低 VIN。
3.1.6　舒张肾血管，改善肾脏血供　Bayram 等 [26]

发现右美托咪定可抑制万古霉素诱导的内皮素 1
水平升高和一氧化氮水平降低，抑制肾血管收缩，
降低 VIN，发挥肾脏保护作用。但需注意右美托
咪定可能导致低血压及后续的低灌注风险。
3.2　临床研究中降低 VIN 的药物
　　Badri 等 [27] 开展了一项 RCT 探索 N- 乙酰半
胱氨酸对 VIN 的降低作用，研究共纳入 179 例
患者，其中 84 例患者接受 N- 乙酰半胱氨酸（600 
mg/ 次 q12h）联合万古霉素治疗。结果显示，相
比于单用万古霉素组，联用 N- 乙酰半胱氨组患者
Scr 和 BUN 水平更低，VIN 发生率更低（12.63% 
vs. 4.76%，RR ＝ 0.377，P ＝ 0.066）。该研究提示
N- 乙酰半胱氨酸具有降低 VIN 的潜力。
　　多项回顾性对照研究显示维生素 C[60-61]、还
原性谷胱甘肽 [62]、褪黑素 [63] 等抗氧化剂有助
于降低 VIN。Saagar 等 [61] 的研究显示，与万古
霉素单用相比，联用维生素 C（500 mg/ 次 bid）
的患者发生 AKI 的比例较低（29.2% vs 21.7%，
P ＝ 0.248）。控制协变量的多因素 logistic 回归
分析显示，维生素 C 与 VIN 发生率降低显著相
关（OR ＝ 0.377，P ＝ 0.029）。何娟等 [60] 的研
究显示，相比于单用万古霉素，联用大剂量静
脉维生素 C [50 ～ 200 mg/（kg·d）] 的重症患
者，其肾功能指标（Scr、BUN）显著改善。李娟
等 [62] 研究了还原型谷胱甘肽对重症患者 VIN 的
降低作用，结果显示万古霉素联用还原性谷胱甘
肽后，Scr 值明显改善（102.0 μmol·L － 1 vs 81.0 
μmol·L － 1，P ＜ 0.05）。Hong 等 [63] 研究褪黑素
对 VIN 的作用，结果显示与万古霉素单用相比，
联用褪黑素患者 AKI 发生率显著降低（16.3% vs 
7.9%，P ＝ 0.043）；多因素 logistic 回归分析显
示联用褪黑素有助于 VIN 发生率降低。
4　结语

　　目前降低 VIN 的药物及其作用机制以临床前
研究为主，临床研究缺乏且以回顾性分析为主。
氧化应激可能是 VIN 发生机制的基础，因此，大
量研究聚焦于抗氧化剂对 VIN 的保护作用及机
制，目前 30 多种抗氧化剂显示有降低 VIN 的作
用。体内外实验揭示抗氧化剂可能通过抑制万古
霉素诱导的肾小管上皮细胞氧化应激损伤、线粒
体功能障碍、炎症反应、自噬、细胞凋亡等通路，
从而降低 VIN。此外，VIN 与万古霉素在肾脏聚
集有关。以西司他丁为代表，药物作用于肾脏转
运蛋白，通过增加万古霉素肾脏排泄，降低肾小
管上皮细胞药物浓度发挥 VIN 保护作用。然而，
目前缺乏临床研究证据的支持，仅一项 RCT 研
究显示 N- 乙酰半胱氨酸具有降低 VIN 的潜力。
　　期待更多的随机、多中心临床试验来验证
这些抗氧化剂对 VIN 的作用，包括如α- 硫辛酸、
银杏叶提取物、褪黑素、厄多司坦、促红细胞生
成素、维生素 C、维生素 E、N- 乙酰半胱氨酸、
阿托伐他汀、芦丁、水飞蓟素、五酯胶囊等；此外，
作用于 P-gp 的西司他丁在多项研究中证实有降低
VIN 的作用，具有较大的应用潜力。
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基于尿酸转运蛋白的中药治疗高尿酸血症的研究进展
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摘要：近年来，高尿酸血症及其引发的痛风引起了医药学界的高度重视。随着对高尿酸血症发

病机制研究的不断深入，发现了一系列在体内尿酸转运中发挥重要作用的尿酸转运蛋白，这

些蛋白按照功能分为尿酸分泌蛋白、尿酸重吸收蛋白和其他如骨架蛋白等，以尿酸转运蛋白为

分子靶点开发具有作用机制明确的中药具有重要意义。因此，本文围绕尿酸转运蛋白，对中药

治疗高尿酸血症及其机制的研究进展进行综述，为中药降尿酸研究提供参考。

关键词：中药；高尿酸血症；尿酸排泄；尿酸转运蛋白
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Research progress in traditional Chinese medicine treatment based on uric 
acid transporter for hyperuricemia

ZHANG Feng-yang1, 2, XING Zhi-hua1, 2*, SHEN Guang-huan1, 2, GAO Yuan1, 2, HAN Wei-na3, 
CHENG Mei-chi1, 2, XU Zhi-yuan1, 2 (1. School of Pharmacy, Harbin University of Commerce, Harbin  
150076; 2. Key Laboratory for Drug Research on Prevention and Treatment of Geriatric Diseases of 
Heilongjiang, Harbin  150076; 3. School of Pharmacy, Harbin Medical University, Harbin  150081)

Abstract: In recent years, hyperuricemia and the gout caused by it has attracted much attention. With 
the research on the pathogenesis of hyperuricemia, many uric acid transporter proteins have been 
discovered that play an important role in uric acid transportation in vivo. These proteins can be divided into 
reabsorption proteins, excretion proteins and skeletal proteins. It is important to develop traditional Chinese 
medicine (TCM) with clear mechanism of action using uric acid transporter as the molecular targets. 
Revolving around uric acid transporter, this paper reviewed the research progress in TCM treatment of 
hyperuricemia and its mechanism, and provides reference for reduction of uric acid by TCM. 
Key words: traditional Chinese medicine; hyperuricemia; uric acid excretion; uric acid transporter
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　　近年来，随着国民饮食结构的改变，我国
高尿酸血症（hyperuricemia，HUA）发病率逐年
攀升。研究表明，约 90% 原发性 HUA 跟尿酸
排泄障碍有关，因此促进尿酸排泄是预防和治
疗 HUA 的关键。尿酸的排泄过程包括滤过 - 重
吸收 - 分泌 - 重吸收四个步骤，除滤过外其余步
骤均需要尿酸转运蛋白的参与，尿酸转运蛋白在
尿酸排泄过程中发挥着重要作用 [1-2]。在临床中，

中药用于降尿酸具有疗效明确和毒副作用低的优
点，随着研究深入，其降尿酸机制也受到广泛关
注。本文围绕相关尿酸转运蛋白，在分子水平上，
对中药通过促进尿酸排泄治疗 HUA 的作用机制
及其研究进展加以综述。
1　尿酸转运蛋白

　　肾小管对尿酸的排泄依托于离子通道，这
一过程又依靠尿酸转运蛋白完成。尿酸转运蛋
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白分为重吸收蛋白和分泌蛋白，重吸收蛋白主
要包括葡萄糖转运蛋白 9（glucose transporter 
9，GLUT9）、尿酸阴离子转运体 1（urate anion 
transporter 1，URAT1）和有机阴离子转运体家族
（organic anion transporters，OATs） 中 的 OAT4；
分泌蛋白主要包括有机阴离子转运体 OATs 家族
中的 OAT3 与 OAT1，三磷酸腺苷结合转运蛋白
G2（ATP-binding cassette superfamily G member 
2，ABCG2）以及多药耐药蛋白 4（multidrug re-
sistance protein 4，MRP4）。除这两类以外还有其
他蛋白参与尿酸排泄过程，如支架蛋白 PDZK1
（PDZ domain-containing 1，PDZK1）等。
1.1　尿酸重吸收蛋白

　　URAT1 是在人肾脏发现的尿酸重吸收蛋
白 [3]，由 SLC22A12 基因编码，定位于肾脏近端
小管细胞的顶端（刷状缘）膜，通过介导管腔内
的尿酸与近曲小管上皮细胞内无机阴离子（如
Cl－）和有机阴离子（如乳酸盐）的交换，从而将
尿酸从管腔内进行重吸收，临床上用于促进尿酸
排泄的药物如丙磺舒等即通过与 URAT1 结合从
而促进尿酸排泄，而当 URAT1 基因缺失或发生
突变，会出现肾功能障碍和尿酸排泄异常，证实
URAT1 是参与尿酸排泄的重要靶点 [4]。GLUT9
是一类应用于高尿酸血症的治疗靶点，参与肾脏
近端小管尿酸盐重吸收的葡萄糖转运蛋白，属
于 SLC2A9 家族，由细胞膜胞质面的氨基末端、
羧基末端和 12 个跨膜螺旋环组成，主要分布于
近端小管的上皮细胞基底外侧膜和顶端，由于
氨基末端存在差异性导致有两种不同的异构体
（GLUT9S 和 GLUT9L）[5-6]。有机阴离子转运体
4（OAT4）是已发现的 OATs 中为数不多的介导尿
酸重吸收的蛋白，由 SLC22A11 基因编码，位于
肾小管上皮细胞的顶端，有助于有机阴离子（如
尿酸）从尿液中重吸收返回近端肾小管细胞，发
挥尿酸重吸收作用 [7]。
1.2　尿酸分泌蛋白

　　尿酸分泌蛋白如有机阴离子转运体 OATs 家
族中的 OAT1 与 OAT3，两者在肾脏中都是以α-
酮戊二酸盐作为交换底物（如尿酸）。OAT1 由
SLC22A6 基因编码，大多数表达于肾脏近端小管
的基底膜面上；OAT3 由 SLC22A8 基因编码，主
要在肾脏近端小管以及远端小管表达，约为 OAT1
表达的 3 倍 [8-9]。HUA 发生时，OAT1 与 OAT3 的
表达均有所下降 [10]。另一种尿酸分泌蛋白 ABCG2
也与 HUA 和痛风的发生相关，属于 ABC 转运家

族，表达于肾脏近曲小管上皮细胞顶端膜上 [11]，
研究发现 ABCG2 功能缺失会导致肾功能异常的
慢性肾病患者出现 HUA，证实其是痛风或 HUA
发病的一个重要机制 [12]。MRP4 是多药耐药蛋白
家族一员，由 ABCC4 基因编码，在体内分布广
泛，在转运过程中消耗三磷酸腺苷（ATP），这一
特性类似于 ABCG2，当 MRP4 基因突变时可导致
HUA 的发生，证实这一靶点与体内尿酸水平息息
相关 [13-14]。
1.3　其他参与尿酸排泄的蛋白

　　PDZK1 属于 PDZ 蛋白家族，作为多种转运
蛋白和调控蛋白的支架蛋白，是一种特殊的辅助
蛋白，在人体内表达广泛，通过与其他尿酸转运
蛋白相结合从而参与人体内尿酸转运，间接影响
了 HUA 的发病过程 [15-16]。
2　中药有效成分对尿酸转运蛋白的调控

2.1　黄酮类

　　甘草素通过抑制尿酸转运体 OAT4 和 URAT1
对尿酸的重吸收，从而促进尿酸排泄 [17]。史坤
等 [18] 发现葛根素有抑制尿酸生成和促进尿酸排
泄的双重作用，可促进 HK-2 细胞内 ABCG2 基因
和蛋白表达，从而影响体内尿酸排泄水平 [19]。一
项在人肾小管上皮细胞中对尿酸吸收的考察实验
显示，玉米须总黄酮能够抑制 HK-2 细胞对尿酸
的 吸 收， 上 调 ABCG2、OAT1、OAT3 的 mRNA
表达，下调 URAT1 和 PDZK1 的 mRNA 表达，有
效降低体内尿酸 [20]。在动物实验中，桑黄素通过
下调 URAT1 和 GLUT9 的表达和上调 OAT1 的表
达影响小鼠尿酸排泄水平 [21]。芹菜素能够通过下
调 URAT1 和 GLUT9 的表达促进尿酸排泄，同时
具有改善肾纤维化的保护作用 [22]。白杨素可有效
降低尿酸水平，包括上调 OAT1 和 ABCG2，下
调 GLUT9 和 URAT1 的表达促进尿酸排泄，同时
可影响黄嘌呤氧化酶（XOD）活性抑制体内尿酸
产生 [23]。
2.2　皂苷类

　　卢芳等 [24] 发现穿山龙总皂苷可以促进尿酸
排泄，其机制可能为上调尿酸转运体 OAT1 的表
达，另一项实验也证实了穿山龙总皂苷可通过
回调 ABCG2 蛋白的表达促进尿酸排泄 [25]。实
验发现七叶莲总皂苷通过抑制 URAT1 表达起到
促尿酸排泄作用，并且其降尿酸作用呈现一定
的剂量依赖性 [26]。薯蓣皂苷通过抑制 GLUT9 和
URAT1，上调 OAT1 和 OAT3 的表达水平，达到
增加尿酸排泄的效果 [27]。萆薢总皂苷可以通过
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抑制肾脏尿酸转运蛋白 URAT1 的表达减少尿酸
重吸收，进而促进尿酸排泄 [28]，其降低尿酸水
平与剂量成正比，尿液检测发现给予萆薢总皂苷
后，大鼠尿液中尿酸及尿酸排泄量、尿酸排泄分
数等都有所提高 [29-31]。康乐等 [32] 发现牛膝茎叶总
皂苷有促进尿酸排泄的作用，其可能的机制为上
调尿酸转运蛋白 OAT1 的表达并下调 URAT1 和
GLUT9 的表达。
2.3　多糖类

　　中药茯苓中的茯苓多糖能够上调 OAT1、下
调 URAT1 的表达从而增加尿酸排泄，同时还具
有一定的肾脏保护作用 [33]。枸杞多糖有抑制尿酸
产生和促进尿酸排泄的双重作用，其促进尿酸排
泄的机制为上调 OAT1、OAT3 以及下调 GLUT9
的表达 [34]。浒苔是一种石莼属海洋绿藻，浒苔多
糖是其主要活性成分，有研究表明浒苔多糖可影
响尿酸转运蛋白 ABCG2、OAT1 和 URAT1 的表
达起到降尿酸效果 [35]。
2.4　其他

　　水蛭素通过下调尿酸转运蛋白 GLUT9 而有
效降低血清尿酸水平，并且对肾脏有一定保护作
用 [36]，体内及体外实验也证明其可以促进尿酸
排泄，这一作用是通过上调尿酸转运蛋白 OAT1，
下调 URAT1 和 GLUT9 的表达实现的 [37-38]。栀
子苷既能抑制尿酸的过度生成，又可以通过上调
OAT1、下调 URAT1 和 GLUT9 的 mRNA 及蛋白
表达提升体内尿酸排泄量 [39-40]。白藜芦醇是一种
多酚类化合物，来源广泛，被证实具有调控尿酸
转运蛋白表达的效果，可下调 GLUT9 进而促进尿
酸排泄 [41-42]。中药菊苣中的活性成分菊苣酸能通
过抑制 GLTU9 的表达促进尿酸排泄 [43]（见表 1）。
3　中药对尿酸转运蛋白的调控

3.1　中药醇提物

　　虎杖醇提液对高尿酸血症小鼠有促进尿酸
排泄的作用 [44]，其通过调控 GLUT9、URAT1 和
OAT1 蛋白及其 mRNA 的表达，从而增加机体尿
酸的排泄 [45]。曾金祥等 [46] 发现车前草醇提物可
通过下调肾脏 URAT1 的 mRNA 表达促进高尿酸
血症小鼠的尿酸排泄。近来有研究提出秦皮醇提
物可以降低血尿酸水平，其机制可能与下调尿酸
转运蛋白 URAT1 和 GLUT9 表达相关 [47]。杜仲
醇提物可以上调肾脏有机阴离子转运蛋白 OAT1
和 OAT3 的表达，同时下调 URAT1 和 GLUT9 的
表达，起到促进尿酸排泄的作用 [48]。闫曼等 [49]

对高尿酸血症模型大鼠灌胃益母草醇提物并检测

血清尿酸和肌酐，尿液尿酸以及肾脏中相关尿酸
转运蛋白，结果表明，血清尿酸和肌酐降低，尿
液尿酸水平升高，其促尿酸排泄的机制之一为下
调 URAT1 和 GLUT9 的 mRNA 表达。刘非等 [50]

对鼠麴草的降尿酸活性进行研究，发现其具有促
进尿酸排泄、抑制尿酸生成以及保护肾脏的多重
药理作用，其具体干预靶点有待进一步研究。美
花石斛是常用的药用石斛之一，经动物实验证实
其有促进尿酸排泄的作用，机制为上调 OAT1 表
达，下调 URAT1 和 GLUT9 表达 [51]。铁皮石斛
叶提取物有降低尿酸的功效，包括影响 XOD 活
性抑制尿酸产生，此外可通过上调 ABCG2 及下
调 URAT1 和 GLUT9 的表达促进尿酸排泄 [52]。
3.2　中药水提物

　　菊苣水提物通过下调 GLUT9、上调 OAT1 和
OAT3 蛋白表达，从而增加肾脏尿酸排泄 [53]，还
可以上调 ABCG2 表达 [54]。孙红等 [55] 研究表明，
土茯苓可抑制蛋白 URAT1 的 mRNA 表达，达到
促进尿酸排泄的作用，丁瑞等 [56] 同样证实土茯
苓促进尿酸排泄机制之一为下调肾脏 URAT1 及
GLUT9 的 mRNA 表达。猫须草水提物可以通过
上调 OAT1 以及下调 URAT1 的表达起到促进尿
酸排泄的作用 [57]。茯苓提取物被证实具有降尿

表 1　中药有效成分对尿酸转运蛋白的调控 
Tab 1　Regulation of uric acid transporters by active components of 

traditional Chinese medicine

中药 有效成分 干预靶点

甘草 甘草素 OAT4；URAT1[17]

葛根 葛根素 ABCG2[18-19]

玉米须 玉米须总黄酮 ABCG2；OAT1；OAT3；URAT1；
PDZK1；GLUT9[20]

黄木 桑黄素 URAT1；GLUT9；OAT1[21]

芹菜籽 芹菜素 URAT1；GLUT9[22]

木蝴蝶 白杨素 OAT1；ABCG2；URAT1；GLUT9[23]

穿山龙 穿山龙总皂苷 OAT1；ABCG2[24-25]

七叶莲 七叶莲总皂苷 URAT1[26]

薯蓣 薯蓣皂苷 GLUT9；URAT1；OAT1；OAT3[27]

萆薢 萆薢总皂苷 URAT1[28-31]

牛膝茎叶 牛膝茎叶总皂苷 OAT1；URAT1；GLUT9[32]

茯苓 茯苓多糖 OAT1；URAT1[33]

枸杞 枸杞多糖 OAT1；OAT3；GLUT9[34]

浒苔 浒苔多糖 ABCG2；OAT1；URAT1[35]

金边蚂蟥 水蛭素 OAT1；URAT1；GLUT9[36-38]

栀子 栀子苷 OAT1；URAT1；GLUT9[39-40]

葡萄 白藜芦醇 GLUT9[41-42]

菊苣 菊苣酸 GLUT9[43]
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酸和保护肾脏的作用，其机制可能是上调肾脏内
ABCG2 的表达 [58]。动物实验证实叶下珠提取物
通过下调 URAT1 蛋白的表达有效促进小鼠尿酸
排泄 [59]。此外有学者研究益智仁水提液和醇提液
合并的提取物，发现其可通过下调高尿酸血症大
鼠肾脏中 URAT1 和上调 OAT1 蛋白水平进而促
进尿酸排泄 [60]（见表 2）。

表 2　中药提取物对尿酸转运蛋白的调控 
Tab 2　Regulation of uric acid transporters by extract of traditional 

Chinese medicine

中药 提取物 干预靶点

虎杖 醇提物 GLUT9；URAT1；OAT1[44-45]

车前草 醇提物 URAT1[46]

秦皮 醇提物 URAT1；GLUT9[47]

杜仲 醇提物 OAT1；OAT3；URAT1；GLUT9[48]

益母草 醇提物 URAT1；GLUT9[49]

鼠麴草 醇提物 － [50]

美花石斛 醇提物 GLUT9；URAT1；OAT1[51]

铁皮石斛叶 醇提物 ABCG2；URAT1；GLUT9[52]

菊苣 水提物 GLUT9；OAT1；OAT3；ABCG2[53-54]

土茯苓 水提物 URAT1；GLUT9[55-56]

猫须草 水提物 URAT1；OAT1[57]

茯苓 水提物 ABCG2[58]

叶下珠 水提物 URAT1[59]

益智仁 醇提物和水提物 URAT1；OAT1[60]

4　展望

　　HUA 是痛风最重要的生化基础，也是诱发痛
风最危险的因素，而且与肾脏疾病、高血压、高血
脂症及糖尿病等多种疾病有关，已成为严重威胁人
类健康的代谢性疾病。近年来，基于其发病机制的
深入研究逐渐揭示了参与尿酸重吸收与排泄作用的
相关转运蛋白，并明确其结构与功能。同时，将其
作为药物的干预靶点促进尿酸排泄治疗 HUA 也取
得了一定进展，近年来干预尿酸排泄的蛋白研究主
要围绕 URAT1、GLUT9 和 OAT1 等，见图 1。

图 1　尿酸转运蛋白在文中出现次数

Fig 1　Number of times of uric acid transporters in the text

　　中药在促进尿酸排泄的基础上拥有良好的安
全性，不仅为防治 HUA 及痛风提供了多方面、
多角度的治疗方案，同时发现了一些新的降尿酸
作用靶点，如菊苣提取物及大黄中的有效成分大
黄酸可以有效促进尿酸自肠道排出，对于肾功能
不全的患者治疗有重要的意义。但中药防治 HUA
及痛风也存有不足之处，当下中药用于临床治疗
HUA 主要还是通过方剂形式，由于中药机制及
其作用靶点复杂，多种单味药组合后的具体有效
成分和 / 或作用机制也有待明确，攻克单味中药
及方剂的具体机制仍是当前中药迈向国际化的重
点。随着尿酸转运蛋白的深入研究，将分子生物
学、基因技术等现代医学手段结合传统中医药理
论，相信可以进一步揭示中药防治 HUA 的机制，
为治疗 HUA 及痛风药物的研发提供新思路。
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峻下逐水药与肠道菌群相互作用的研究进展
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摘要：近年来，峻下逐水药由于其重要的临床药用价值和较大的开发前景，引起人们的广泛关注。

虽然其化学成分、药效、毒性作用的相关研究较多，但揭示其与肠道菌群相关性的研究相对较少。

本文结合近年文献从毒性、炮制减毒、药效、配伍禁忌等方面对峻下逐水药与肠道菌群相互作用

的研究进行归纳总结，旨在为该类药物的临床安全合理使用和开展多方向研究提供思路。
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Abstract: In recent years, drastic purgatives have attracted much attention due to their important 
medicinal value and development prospects. Although there are many studies on their chemical 
compositions, efficacy and toxicity, few focus on their correlation with intestinal microflora. This 
paper summarized related literatures in recent years, and interactions between drastic purgatives and 
intestinal microflora from toxicity, processing, efficacy, and incompatibility, to provide ideas for the 
rational use of drastic purgatives and multi-directional research. 
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　　肠道微生物是一个庞大而复杂的微生态系统，
包含数量众多、种类丰富的肠道菌群，它们主要
由细菌组成，其中专性厌氧菌占 70% ～ 90%。人
类肠道中已经发现超过 50 个细菌门，大多属于拟
杆菌门 Bacteroidetes、厚壁菌门 Firmicutes 和放线
菌门 Actinobacteria。肠道菌群与宿主之间是互利
共生的关系，正常情况下，机体与肠道菌群之间
是处于动态平衡的，这种平衡对宿主的健康、消
化吸收、代谢及免疫功能都起着至关重要的作用。
当环境、毒素、药物等因素破坏了肠道微生态结
构，会造成肠道菌群失调，进而影响人体健康。
研究表明，肠道菌群与肿瘤、代谢及免疫性疾病
等都有密切关系 [1-2]。
　　近年来，肠道菌群在中药药效和毒性方面的

作用逐渐受到重视 [3-4]。肠道菌群位于胃肠，中医
认为胃肠是六腑通降的枢纽，腑以通为用，胃肠
以降为顺，胃肠通降则脏安，胃肠不通则脏病，
因此，“通降法”是脏腑疾病的重要治则。研究表
明，泻下药由于具有泻下通便、荡涤肠胃的作用，
能够通过调节肠蠕动，促进消化等功能，调理肠
道微生态平衡 [5-6]。峻下逐水药泻下作用猛烈，归
脾、胃、大肠经，苦能泄降，有毒而力强，善通
利二便、排除肠胃积滞而泻水逐饮，并能攻毒、
消肿、散结，用以治疗邪在肠胃，实热内结，大
便不通或寒积、水结、停痰留饮等 [7-8]。峻下逐水
药药用历史悠久，具有重要的临床药用价值和较
大的开发前景，虽然对其化学成分、药效、毒性
作用的相关研究较多，但揭示其与肠道菌群相关
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性的研究相对较少 [9-13]。本文结合近年文献从毒
性、炮制减毒、药效、配伍禁忌等方面对峻下逐
水药与肠道菌群相互作用的研究进行归纳总结，
旨在为该类药物临床安全合理使用和开展多方向
研究提供思路。
1　肠道菌群与峻下逐水药毒性的相关性

1.1　与甘遂毒性的相关性

　　甘遂始载于《神农本草经》，为大戟科植物甘
遂 Euphorbia kansui 的干燥块根，其性寒、味苦，
具有泻水逐饮、消肿散结的功效，临床常用于治
疗水肿、腹水、哮喘等。《本草纲目》将甘遂归入
毒草类，其对胃肠道黏膜有刺激作用，能引起炎
症、充血、腹泻、腹痛等。药理研究显示，甘遂
能引起肝肾组织病理损伤和生化指标的改变 [14]。
Jiang 等 [15] 研究表明甘遂的毒性与大鼠肠道微生
物 Alpha 多样化的升高有关。在门水平上，甘遂
组大鼠粪便以 Firmicutes 和 Bacteroidetes 为优势
菌群，两者的相对丰度分别为 56.37% 和 38.88%。
进一步研究发现，甘遂给药后大鼠粪便乳酸菌属
Lactobacillus 相对丰度降低，蓝藻属 Blautia 相对
丰度增加，且两者均为属水平上的高表达菌。此
外，甘遂组瘤胃球菌 Ruminococcus 和异普雷沃
菌 Alloprevotella 的相对丰度也降低。Lactobacillus
可通过产生乳酸、过氧化氢、细菌素等抗菌物
质保护肠道、抑制病原菌、增强肠屏障功能 [16]。
Blautia 是肠道产酸菌，能将气体转化成乙酸，临
床研究显示肠易激综合征患者体内的 Blautia 水平
明显升高 [17]。因此，甘遂可影响肠道菌群多样性，
使益生菌的水平降低，有害菌的水平升高。
　　肠道微生物代谢产物是通过微生物 - 微生物
和宿主 - 微生物的相互作用产生的，它们不仅是
维持机体免疫稳态所必需的，而且影响宿主对许
多免疫介导疾病的敏感性，是潜在的重要生理调
节剂 [18]。作为结肠细菌发酵的主要底物，复合碳
水化合物的主要代谢终产物是短链脂肪酸（short-
chain fatty acids，SCFAs）。研究显示甘遂给药后，
大鼠粪便中乙酸、丙酸、丁酸等 SCFAs 的含量均
显著降低 [19]。SCFAs 不仅是肠道微生物本身的重
要能量来源，也是肠道上皮细胞的重要能量来源，
具有多种机体调节功能 [20-21]。此外，甘遂给药后
肝脏合成胆汁酸的能力下降，胆道发生部分阻塞，
排泌的胆汁酸也相应减少 [22]。
　　Tang 等 [23] 研究发现甘遂除了引起大鼠肠道
菌群失调，还使大鼠尿液中牛磺酸、马尿酸、氧
化三甲胺（trimethylamine N-oxide，TMAO）的含

量显著升高。三甲胺（trimethylamine，TMA）是
由肠道微生物从营养物质中合成而来，通过肝脏
宿主酶进一步转化为 TMAO。肠道微生物介导
的磷脂酰胆碱、胆碱或左肉碱代谢最终均会产生
TMAO。TMAO 水平的升高与慢性肾病、糖尿病、
心血管疾病等密切相关，常被认为是肾功能损伤
和心血管疾病的重要生物标志物 [24-25]。马尿酸是
尿液中常见的代谢物，其浓度和肠道微生物结构
组成相关，被认为是有毒溶剂环境暴露的常用指
标 [26]。微生物代谢产物分析表明，氨基酸代谢是
依赖于肠道微生物群功能代谢中最大的一类 [20]。
甘遂给药后能引起机体氨基酸代谢、三羧酸循环
紊乱，使大鼠肾脏中异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸
等支链氨基酸，苯丙氨酸等芳香族氨基酸，以及
丙氨酸、赖氨酸的含量显著增加 [27]。
1.2　与京大戟毒性的相关性

　　京大戟始载于《神农本草经》，为大戟科植物
大戟 Euphorbia pekinensis Rupr. 的干燥根，其性寒、
味苦，具有泻水逐饮、消肿散结的功效，临床用
于治疗水肿、腹水、痰饮积聚、咳喘、二便不利
等。京大戟有毒，使用不当可引起肝脏和肠道毒
性等 [28-29]。
　　二萜类是京大戟的主要化学成分，可引起严重
的肠道毒性，小鼠肠黏膜损伤和肠黏膜屏障功能减
弱 [30]。研究发现，京大戟二萜给药后，小鼠肠道
微生物多样性发生显著变化，其中 Bacteroidetes、
Firmicutes、Actinobacteria、Patescibacteria 为 优 势
菌群，且 Bacteroidetes、Actinobacteria 的相对丰度
均显著降低。此外，京大戟二萜组小鼠粪便中乙
酸、丙酸、丁酸等 SCFAs 的含量和结肠紧密连接
蛋白的表达显著降低，白介素 -1β（IL-1β）、白介
素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）等炎症因
子及内毒素血清磷酸脂多糖（LPS）水平显著升高。
在肠道菌群与代谢物相关性分析中鉴定了京大戟二
萜致结肠损伤的 9 种关键细菌，其中 Barnesiella、
Candidatus Arthromitus、Alistipes、Enterorhabdus、
Muribaculaceae、Alloprevotella 对 结 肠 起 保 护 作
用，它们与炎症因子成负相关，与紧密连接蛋白
和 SCFAs 成正相关，且相对丰度均显著降低；而
Bilophila、Mucispirillum、Ruminiclostridium相对丰
度均显著增加。此外，京大戟二萜引起的肠道微生
物群紊乱还会进一步加重肠黏膜损伤 [31]。京大戟
肾毒性生物标志物主要包括次黄嘌呤、溶血磷脂酰
胆碱、烟酰胺、苯丙氨酸、N，N- 二甲基甘氨酸、
C16- 二氢鞘氨醇以及 C18- 植鞘糖苷 [32]；肝毒性生物
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标志物主要包括磷脂酰胆碱、溶血磷脂酰胆碱、脂
肪酸、神经酰胺 [33]，有关这些内源性毒性代谢物
与肠道菌的相关性还需进一步研究。
1.3　与千金子毒性的相关性

　　千金子为大戟科植物续随子 Euphorbia lathyris 
L. 的干燥成熟种子，性温、味辛，具有泻下逐水、
破血消癥的功效，为利水要药，临床用于二便不
通、水肿、痰饮、积滞胀满、血瘀经闭、顽癣等。
千金子有毒，使用不当可引起胃痛、腹泻等肠道
系统和头痛、头晕、烦躁等神经系统毒性 [34]。
　　研究表明，千金子造成肠道损伤的特征性差
异菌属主要包括梭形杆菌属 Lysinibacillus、嗜胆菌
属 Bilophila 等 [35]。千金子可使肠黏膜损伤，肠屏
障功能标志物血清二胺氧化酶（diamine oxidase，
DAO）、LPS 水平明显升高，使益生菌 Lactobacil-
lus、Bifidobacterium 等水平显著降低 [36-37]。Lactoba-
cillus、Bifidobacterium 在肠黏膜表面发挥抗炎作用，
益生菌水平的增加可消除病原体，减少肠黏膜炎
症，改变肠道菌群的组成 [38]。Lysinibacillus、Bilo-
phila 与氨基酸代谢、糖类分解 [39] 有关，可使结肠
炎发病率增加 [40]。因此，千金子的毒性作用表现
为其通过影响肠道菌群多样性，改变正常肠道菌
群的结构，使益生菌 Lactobacillus、Bifidobacterium
水平降低，致病菌 Lysinibacillus、Bilophila 水平升
高，进而造成肠黏膜损伤、肠屏障功能减弱。
1.4　与芫花毒性的相关性

　　芫花为瑞香科植物芫花 Daphne genkwa Sieb. 
Et Zucc. 的干燥花蕾，性辛、温，味苦，有毒，具
有泻水逐饮的功效，临床用于水肿胀满、胸腹积
水、二便不利等。药理研究表明，芫花可对大鼠
造成明显的肝脏和肠道损伤，使血清谷丙转氨酶、
谷草转氨酶、胆酸、鼠胆酸、熊去氧胆酸水平均
显著升高 [41-42]，改变肠顶端结构域、微绒毛和肠
顶端连接发育所需基因的表达模式 [43]。芫花平是
芫花中的主要活性成分，同时也是毒性成分。研
究表明，芫花平引起的肠道和肝脏毒性可造成肠
道菌群紊乱和体内氨基酸代谢、脂类代谢、碳水
化合物代谢的异常，同时使大鼠尿液中的 14 种内
源性生物标志物也发生了显著变化 [44]。其中，苯
乙酰甘氨酸是苯丙氨酸在肠道菌群作用下的代谢
产物，3- 甲基二氧吲哚是色氨酸代谢产物 3- 甲基
吲哚在结肠细菌作用下产生的体内氧化产物。马
尿酸是苯甲酸和甘氨酸在肠道内由微生物代谢合
成，其变化反映了肠道微生物的代谢能力和组成，
具有重要的毒理学意义 [45]。芫花平给药后，大鼠

尿液中苯乙酰甘氨酸水平的降低和马尿酸、3- 甲
基二氧吲哚水平的升高均与芫花平造成的肠道微
生物群紊乱有关，这说明肠道菌群在芫花平对宿
主的内源性代谢中也发挥了重要作用。
　　峻下逐水类中药甘遂、京大戟、千金子等多
有毒、作用猛烈，使用不当容易引起中毒。以上
研究表明，这类药物的刺激性和毒性能够造成肠
道菌群紊乱，影响肠道微生物多样性，引起肠道
菌群失衡，特征性差异菌属 Lactobacillus、bifido-
bacterium、Barnesiella、Candidatus_Arthromitus、
Alistipes、Enterorhabdus、Muribaculaceae、Allo-
prevotella 等益生菌比例的降低及 Blautia、Lysiniba-
cillus、Bilophila、Mucispirillum、Ruminiclostridium
等条件致病菌比例的增加等。肠道菌群的结构稳
态是机体代谢功能稳态的基础，肠道菌群结构失
调、微生态紊乱会诱发机体产生各种疾病。因
此，峻下逐水药能够影响肠道菌群多样化，改变
其结构数量，进而造成肠黏膜损伤、肠道屏障功
能减弱、肝肾组织损伤等。此外，峻下逐水药使
SCFAs 等代谢产物也发生了改变。代谢物是肠道
微生物（有益的、致病的）与宿主之间相互作用的
主要驱动力，发挥着各种调节机体的功能。微生
物代谢物既可以被宿主直接感知，也可以通过肠
道转运被肠外细胞和组织感知，从而触发宿主的
生理和病理变化 [2]。甘遂、京大戟等引起了肠道
微生物代谢物 SCFAs 的改变、宿主氨基酸代谢紊
乱以及 TMAO、马尿酸、3- 甲基二氧吲哚等内源
性代谢产物含量升高等，这些代谢物的异常变化
会进一步影响宿主与微生物之间的平衡关系，改
变机体生理功能，从而产生毒性作用。
2　肠道菌群与峻下逐水药炮制减毒的相关性

　　峻下逐水药作用猛烈、有毒，易伤正气，使
用时应注意中病即止、不宜久服，确保用药安全。
传统中医药理论认为，炮制能降低该类药物的毒
烈之性，缓和其刺激性和峻下作用。临床上，甘
遂、京大戟、芫花需醋炙，千金子、巴豆需制霜
后使用。
　　毒性研究表明，醋炙后的甘遂给药组小鼠的肠
组织病理学、炎性损伤及黏膜渗透性等损伤指标均
明显减轻 [46-47]。与生品相比，醋炙甘遂给药组肠道
微生物 Alpha 多样化降低，潜在致病菌 Blautia 比
例明显降低，益生菌 Lactobacillus 比例明显升高。
醋甘遂大鼠粪便中乙酸、丙酸盐、丁酸盐、戊酸盐
等 SCFAs 水平也明显升高 [15，48-49]，SCFAs 能够通
过降低趋化因子的产生或支持分子表达等降低肠道



1132

Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No. 5 　中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期

炎症。同时，醋甘遂给药组大鼠肝肾组织损伤较生
品明显减轻，代谢产物马尿酸、TMAO、甜菜碱、
氨基酸、赖氨酸、尸胺、牛磺酸、谷氨酰胺、肌酸、
肌酐等的变化幅度也比生品缓和 [50]。此外，千金
子制霜后对大鼠中 Bifidobacterium、Lactobacillus、
大肠埃希菌、肠球菌等肠道菌群的作用减弱，引起
的肠道菌群紊乱程度较生品降低，与千金子制霜后
较生品泻下作用缓和一致 [37]。
　　以上说明，甘遂、千金子经过炮制后缓和
了生品对肠道微生物多样化的影响，使益生菌
Lactobacillus、Bifidobacterium 水平升高，潜在致病
菌 Blautia 水平降低。同时，炮制缓解了生品对肠
道微生物代谢物 SCFAs、内源性代谢产物 TMAO、
马尿酸以及机体氨基酸代谢，蛋白质合成、糖酵
解、三羧酸循环等的影响。甘遂、千金子炮制前
后对肠道菌群结构、组成及代谢物影响的差异与
传统炮制理论认为甘遂醋炙、千金子制霜能够缓
解生品对机体的刺激性和毒性作用一致。目前，
巴豆、芫花等炮制前后对肠道菌群及代谢产物影
响差异的相关文献还很少，尚需进一步探索。
3　肠道菌群与峻下逐水药药效作用的相关性

　　甘遂、京大戟、芫花等对治疗重症胰腺炎、
肝硬化、乳腺癌、肝癌、肠梗阻等重症恶性疾病
有显著疗效 [11，13]。肠道菌群与便秘、腹泻、肠易
激综合征、肿瘤等多种疾病密切相关，被认为是
治疗肝癌、结肠癌、直肠癌等的潜在作用靶点。
3.1　与泻水逐饮作用的相关性

　　甘遂被历代医家称为“泄水圣药”，是治疗
水肿、腹水的良药。研究发现，醋甘遂能够明显
改善癌性腹水（malignant ascites，MA）大鼠的腹
水病理状态，促进排尿、排泄、水通道蛋白及其
mRNA 的表达，抑制腹水生成，促进腹水排泄，
且甘遂醋炙后发生腹泻、胃肠道损伤等不良反应
的程度也明显降低。醋甘遂给药后，MA 大鼠的
肠道损伤明显减轻，肠道菌群多样性和结构也趋
于正常，益生菌 Lactobacillus 等比例明显增加，潜
在 病 原 菌 Blautia、Anaeroplasm、Lachnospiraceae
等比例明显降低。同时，Lactobacillus 的干预能增
强醋甘遂的逐水作用和对肠道菌群的影响 [51]。此
外，醋甘遂的泻水逐饮作用还与苯丙氨酸、酪氨
酸、色氨酸生物合成，苯丙氨酸代谢、色氨酸代
谢、精氨酸代谢、甘油磷脂代谢等代谢通路相关。
醋甘遂通过这些代谢通路和内源性代谢产物纠正
MA 大鼠的肠道菌群紊乱和肠上皮细胞的通透性，
增强肠道防御的能力，维持肠道细胞结构和功能

的完整性等。内源性代谢产物与肠道菌群相关性
的研究表明，Lachnospiraceae 与 γ- 亚油酸、9- 羟
基十八碳二烯酸、4- 氧 - 视黄酸、磷脂酰乙醇胺水
平成负相关；Alistipes 与苯丙酮酸水平成负相关；
Ruminiclostridium 9 与 γ- 亚 油 酸、4- 氧 - 视 黄 酸、
磷脂酰乙醇胺水平成负相关；Ruminiclostridium 与
4- 氧 - 视黄醇、磷脂酰乙醇胺水平成负相关 [52]。
　　巨大戟烷型和假白榄烷型二萜是甘遂的主要有
效成分，醋甘遂二萜可增加 MA 大鼠的尿量、排
便量，降低 Na ＋、K ＋、Cl－的水平，从而显著减
少腹水形成。甘遂二萜减轻肠黏膜损伤作用的关
键肠道菌群为 Prevotellaceae 和 Bacteroidetes[53]。肠
道菌群 Beta 多样性研究表明，二萜类成分通过
增加有益菌 Lactobacillus相对丰度，降低有害菌
Lachnospiraceae 和 Anaeroplasma相 对 丰 度， 调 节
腹水大鼠肠道菌，发挥泻水逐饮作用 [53]。甘遂大
戟 萜 酯 C（kansuiphorin C，KPC）， 甘 逐 萜 酯 A
（kansuinin A，KA）是甘遂中含量较高的二萜类成
分，可使 Lactobacillus相对丰度增加，幽门螺杆菌
Helicobacter相对丰度降低，并通过调节碳水化合物
和氨基酸代谢等改善大鼠的腹水症状。当剂量为 10 
mg·kg－ 1 时，KPC 对 MA 大鼠腹水的抑制效果明
显优于 KA，且对肝、胃、肠的损伤更小。KPC 对
Helicobacter 水平降低的效果是 KA 的 3.5 倍，说明其
对肠道菌群的调节作用更强。在体内微生物作用下，
KPC、KA 通过氧化、水解、脱水和甲基化转化成小
极性代谢物，其中 KPC 在体内的转化率更高 [54-55]。
3.2　抑菌作用

　　研究表明，商陆皂苷对产气荚膜梭菌、大肠
埃希菌、金黄色葡萄球菌、普通变形杆菌、铜绿
假单胞菌等均有明显的抑制作用 [56-57]。巴豆果壳
和种子提取物均具有一定的抑菌活性 [58]。此外，
芫花对大肠埃希菌抑杀作用较强，而肛管性疾病
的感染以大肠埃希菌为主，提示了其对大肠埃希
菌的抑制和杀灭作用是治疗肛管性疾病（如痔瘘）
的作用机制之一 [59-60]。
　　由此可见，峻下逐水药不仅对生理性肠道菌
群有影响，对病理性肠道菌群也有调节作用。当
肠道菌群失调时，体内的微生态平衡被打破、机
体免疫功能下降，正常菌的定植力下降，致病菌
大量繁殖，导致“邪气”入侵和疾病发生。峻下逐
水药能够直接作用于病理性肠道菌群，调节其多
样性，使益生菌的比例增加、致病菌的比例降低，
从而纠正紊乱的肠道菌群。峻下逐水药对机体正
常菌群“扶正”和对致病菌“祛邪”的过程，体现
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了中医“扶正祛邪”“整体观”的理论基础 [61]。此
外，峻下逐水药还能调节宿主的代谢功能和内源
性代谢产物的水平，改善机体生物学功能，从而
达到治疗疾病的目的。
4　肠道菌群与峻下逐水药配伍禁忌的相关性

　　我国历代医者在不断研究和长期临床实践的
基础上，总结出了以 “十八反”为代表的中药配伍
禁忌理论，药物配伍禁忌的实质是药物与机体的
相互作用。
　　研究表明甘遂、甘草合用可造成肠道菌群失
调， 使 条 件 致 病 菌 Mycoplasma、Desulfovibrio、
Enterorhabdus 的水平显著增加、Prevotellaceae 的
水平显著降低，肠道菌群之间的相关性分析发现
Desulfovibrio、Mycoplasma、Enterorhabdus 主要与
Prevotellaceae 竞争。甘遂、甘草合用还引起了肠
道菌群宏基因组的变化，且该变化与 Mycoplasma
密切相关 [62]。芫花、甘草合用可引起明显的肝肾
损伤和生殖毒性，造成苯丙氨酸、酪氨酸和色氨
酸生物合成及酪氨酸代谢、甘油磷脂代谢中断。
其中，甘油磷脂代谢途径与肝损伤有关，苯丙氨
酸、酪氨酸、色氨酸生物合成和酪氨酸代谢途径
与肾损伤有关 [63]。芫花、甘草合用导致 Desulfo-
vibrio 水平显著增加，结肠硫化氢（H2S）代谢紊
乱，并影响了肠道微生物宏基因组的 1172 个基因。
巴豆霜、甘草合用不仅削弱了巴豆霜的快速利尿
作用，还使小鼠小肠组织的损伤加重，同时肠道
菌群结构和数量均发生显著变化，有害菌属 Strep-
tococcus、Rikenellaceaeukn、Desulfovibrio、Strepto-
coccaceaeukn 水平显著升高，且差异肠道菌属的种
类与给药剂量相关 [64]。以上研究证实，甘遂、芫
花、巴豆霜与甘草合用均会造成 Desulfovibrio 水平
显著升高，Desulfovibrio 参与 H2S 生成，可引起肠
道菌群失调，造成机体氨基酸、胆固醇代谢功能
紊乱和代谢产物 H2S 的异常变化 [65]。
　　京大戟、甘草合用不仅抵消了甘草增加
Lactobacillus 比例的作用，而且使 Akkermansia
和 Butyricimonas 的比例显著降低，链球菌 Strep-
tococcus 和 Prevotellaceae 的比例显著升高。此
外，京大戟、甘草合用还能使大鼠粪便中丁酸等
SCFAs 的含量显著减少，且甘草所占比例越大，
SCFAs 含量下降越明显 [66]。千金子、甘草合用
导致肠道菌群宏基因组结构发生异常变化，其中
98% 显著调节的基因功能是两药合用后产生的。
特征性差异菌属分析表明，千金子、甘草合用使
Enterococcus、S24_7_ukn、Candidatus arthromitus

等 7 个肠道菌属的种类和含量发生了显著变化。
其中，Enterococcus 为肠道致病菌，S24_7_ukn、
Candidatus Arthromitus 与内毒素合成及肠道免疫
相关，这些菌属含量的增加会导致肠道内毒素增
加、肠黏膜损伤、肠道免疫功能被破坏。此外，
两药合用后芳香氨基酸代谢、黏液降解功能紊乱，
入血 LPS、DAO 水平显著升高，肠源尿毒素硫酸
吲哚、硫酸等毒性物质的含量显著增加，进一步
加剧了肠道损伤 [35]。
　　由此可见，甘草与甘遂、京大戟、芫花、巴
豆霜配伍不仅影响了肠道微生物多样性，使益
生菌 Lactobacillus 等减少，致病菌 Enterococcus、
S24_7_ukn、Candidatus Arthromitus、Desulfovibrio、
Streptococcus，Rikenellaceaeukn、Desulfovibrio、
Streptococcaceaeukn 等增加，而且还改变了肠道微
生物宏基因组。相反配伍的增毒作用还会引起氨
基酸、胆固醇、H2S 等代谢功能紊乱，菌群代谢产
物 SCFAs 含量降低和内源毒性代谢产物含量增加
等，而这些代谢的失衡与结肠炎症、肿瘤等多种
疾病都密切相关。
5　展望

　　综上，肠道菌群在峻下逐水药的毒性、药效、
炮制和配伍中均发挥着重要的作用。峻下逐水药对
正常肠道菌群平衡的影响和对病理性肠道菌群紊乱
的纠正体现了其对肿瘤等恶性疾病以毒攻毒、扶正
祛邪的治疗作用。峻下逐水药与肠道菌群的相互作
用（见图 1）体现在两方面：一方面，峻下逐水药
能够通过调节肠道微生物多样性，肠道有益菌 / 条
件致病菌的比例和细菌代谢产物等产生毒性或药效
作用；另一方面，肠道微生态环境的改变会影响宿
主相关代谢功能的稳态和代谢产物的水平，也能发
挥药物本身及药物配伍之后的毒效作用。峻下逐水
药 - 肠道菌群 - 特征差异菌属 - 细菌代谢产物 - 机
体代谢为中药及其配伍作用的研究提供了新模式，
其中特征性差异菌属、代谢产物的鉴别及其相关性
的揭示是研究的关键。目前，峻下逐水药与肠道菌
群相互作用的研究仍处于积累阶段，肠道微生物既
可以作为调节靶点，也可以作为中药与机体相互作
用的媒介，其结构平衡和代谢功能同时受到药物和
肠道微生态的影响。中药 - 肠道菌群 - 代谢产物之
间的相互作用为中药毒效、炮制和配伍机制的研究
开辟了新思路。此外，剂量大小是有毒中药对机体
产生疗效还是毒性的关键，不同剂量的峻下逐水药
与肠道菌群关系的研究对于其临床药效的发挥及不
良反应的降低也具有重要意义。
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乌司他丁在缺血再灌注损伤中的研究进展

赵书馨，张雄，苏晨林，李霁，于锋*（中国药科大学基础医学与临床药学学院，南京　211198）

摘要：缺血再灌注损伤是一种严重的病理事件，是组织缺血所引起的，当血流恢复时，组织损伤

加剧甚至发生不可逆损伤的现象。乌司他丁作为一种丝氨酸蛋白酶抑制剂，其可能通过抗炎、抗

氧化、抗缺血损伤、抗细胞凋亡、调节血脂等作用对缺血再灌注损伤起到潜在的治疗作用，逐渐

成为研究热点。研究表明，乌司他丁对肺、肝、肾、心肌、大脑等器官的缺血再灌注损伤具有保

护作用。本文旨在综述乌司他丁对多种器官缺血再灌注损伤的研究进展，为今后的研究提供启示。
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Progress in the role of ulinastatin in ischemia-reperfusion injury

ZHAO Shu-xin, ZHANG Xiong, SU Chen-lin, LI Ji, YU Feng* (School of Basic Medicine and 
Clinical Pharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing  211198)

Abstract: As a serious pathological event, ischemia-reperfusion injury occurs because of tissue 
ischemia, and when blood flow is restored, tissue damage worsens or irreversible damage occurs. As a 
serine protease inhibitor, ulinastatin plays a potential therapeutic role against inflammation, oxidation, 
ischemic injury, and apoptosis, and regulates the lipid, and thus becoming a hot research topic. Various 
studies have shown that ulinastatin can protect against ischemia-reperfusion injury in the lung, liver, 
kidney, myocardium, brain and other organs. This paper reviewed the research progress in the role of 
ulinastatin in ischemia-reperfusion injury in various organs and to provide insight for future studies. 
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　　组织短暂缺血，恢复血液灌注后，组织损伤不
仅没有得到有效的缓解甚至进一步加重的现象，称
为缺血再灌注损伤 [1]。缺血再灌注损伤几乎发生在
每个器官中，自从 1960 年心肌缺血再灌注损伤的定
义被提及之后，陆续发现了在脑、肾、肺、肠道等
器官中的缺血再灌注损伤 [2]。缺血再灌注损伤涉及
局部和全身作用的病理生理机制，主要是通过两个
阶段发展：在局部缺血期间，主要发生的是缺氧损
伤，能量的消耗，由于能量缺乏直接或间接地导致
细胞内某些状态的改变，例如细胞离子稳态紊乱、
水解酶激活和细胞膜通透性增加等。随后在再灌注
过程中，主要发生炎症因子的释放和细胞凋亡等生
理反应 [3]。近年来研究发现，缺血再灌注损伤涉及
多种生物学过程，主要由自由基产生的增加，细胞
内钙离子（Ca2 ＋）超载和炎症因子的过度激活等原
因造成 [4]。
　　丝氨酸蛋白酶抑制剂是蛋白酶家族的重要成
员，主要参与蛋白的合成和降解过程，并且参与炎
症和肿瘤的抑制等。抑肽酶、rhKD/APP、乌司他
丁等丝氨酸蛋白酶抑制剂具有保护器官缺血再灌注
损伤的能力 [5]。尤其是近几年对于乌司他丁在缺血
再灌注损伤中的研究更为深入，已证实其在心脏、
肾脏和肺等器官的缺血再灌注损伤中具有良好的保
护作用。器官的缺血再灌注损伤有望成为乌司他丁
新的临床适应证。
　　乌司他丁由 143 个氨基酸残基组成，相对分子
量约为 67 000，其序列包括两个 Kunitz 型结构域，
在血浆中主要以中间α- 抑制剂和前α- 抑制剂两种
前体形式存在 [6]。中间α- 抑制剂和前α- 抑制剂的
主要合成部位是肝脏，在肾脏、胰腺、肠和胃中虽
然也会产生，但浓度要低得多 [7]。乌司他丁作为广
谱蛋白水解酶，可在体内外抑制多种丝氨酸蛋白
酶 [8]。临床治疗方面，乌司他丁已被广泛用于治疗
急性胰腺炎、败血性休克、器官衰竭等疾病。乌司
他丁通过抑制炎症反应、抗氧化应激、抗凋亡、调
节酶活性、抗血液凝固等来预防和治疗疾病 [9]。本
文针对乌司他丁通过不同的信号通路缓解不同器官
的缺血再灌注进行系统性的汇总分析，以期望为临
床用药提供参考。
1　乌司他丁与缺血再灌注损伤
1.1　乌司他丁与肺缺血再灌注损伤
　　肺移植等手术和术后环境中常常伴随着肺缺血
再灌注损伤的发生，急性肺损伤、肺部切除和创伤
性休克也可以诱发肺缺血再灌注损伤形成 [10]。肺缺
血再灌注损伤的主要原因之一是氧自由基过剩，而
其根本原因是氧化和抗氧化系统的不平衡致使大量

活性氧和脂质过氧化物产生的增加。实验研究表
明，与肺缺血再灌注损伤模型组相比，乌司他丁
（1.2×104 U·kg－ 1）能够通过调节丙二醛（MDA）
的表达来缓解氧化损伤，进而对肺组织起到保护作
用 [11]。此外，乌司他丁（1×104 U·kg－ 1）能显著
降低肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），白介素 -6（IL-6）
的表达 [12]，表明其通过抑制炎症因子的释放，保护
肺组织免受缺血再灌注的损伤。另有研究表明，乌
司他丁（1×104 U·kg－ 1）能通过抑制 p38 丝裂原
活化蛋白激酶（MAPK）缓解肺缺血再灌注损伤，
使肺血气屏障的通透性降低，肺部组织形态和显微
结构明显好转，相应的肺部检测指标也得到了改
善 [13]。用于肺移植的肺保存液中的成分被认为是在
缺血期间使肺损伤最小化的关键，合理保存肺器官
从而降低肺组织缺血再灌注损伤的发展也是近几年
来探索的热点 [14]。研究表明，往保存液中的添加乌
司他丁能够缓解肺缺血再灌注损伤的发生，实验对
兔子进行原位肺缺血再灌注损伤的造模处理，使用
乌司他丁处理的保存液中用于肺保护，肺部组织的
髓过氧化物酶（MPO）、MDA 水平明显降低，且实
验兔血清中 TNF-α 水平降低，炎症因子的释放和中
性粒细胞的迁移得到了有效的抑制 [15]。以上研究表
明，乌司他丁在肺缺血再灌注损伤中能够通过降低
氧化损伤，抑制炎症反应发挥保护作用。
1.2　乌司他丁与肝脏缺血再灌注损伤
　　造成肝脏缺血再灌注损伤的原因有很多，如钙
稳态失衡，产生过量的活性氧（ROS）和线粒体功
能出现障碍等 [16]。乌司他丁对于肝脏缺血再灌注损
伤的保护目前已有较多的研究。有研究发现，在乳
酸林格保存液中补充乌司他丁（1×103 U·mL－ 1）
可有效降低肝酶释放，其机制是通过增加抗凋亡
基因 B 淋巴细胞瘤 -2 基因（Bcl-2），降低促凋亡基
因半胱氨酸蛋白酶 -3（Caspase-3）和 BAX（Bcl-2 
assaciated X protein）的表达来发挥保护作用，乌司
他丁可使肝脏免受肝脏缺血再灌注损伤的影响，且
呈现剂量依赖性，并能显著延长肝移植中肝供体的
存活时间 [17]。自噬的发生通常是由于蛋白质和细胞
器的过度降解继而引发细胞死亡 [18]。与常见的缺血
再灌注损伤保护机制不同，乌司他丁通过激活张氏
肝细胞的自噬功能，进而起到保护作用。实验通过
对张氏肝细胞进行缺氧复氧处理，发现乌司他丁在
体外以剂量依赖形式抑制缺氧复氧损伤，同时抑制
细胞凋亡和诱导自噬，上调丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激
酶（ULK1）、自噬蛋白 1 和微管相关蛋白 1 轻链 3
（LC‐3）的表达；然而，一旦自噬被抑制，缺氧复
氧损伤将会加重。表明乌司他丁诱导的缺氧复氧损
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伤细胞自噬是保护性代偿反应 [19]。
　　乌司他丁除单独用于肝脏缺血再灌注损伤治疗，
也常与其他药物联用来治疗该疾病，有研究表明乌
司他丁联合粉防己碱、维拉帕米等药物可以对肝脏
缺血再灌注损伤起到较好的保护作用，且联合用药
的作用效果较单用更好 [20-21]。以上研究说明，乌司
他丁单独及联合用药具有治疗肝脏缺血再灌注损伤
的作用。
1.3　乌司他丁与脑缺血再灌注损伤
　　大脑是最容易缺氧的器官，脑组织的缺血再
灌注会加剧神经细胞坏死和脑组织水肿。细胞内
Ca2 ＋超载、自由基产生、兴奋性氨基酸毒性和炎
症反应与脑缺血再灌注损伤密切相关，以上因素
都可能引发细胞凋亡和坏死，进而导致疾病的发
生 [22]。Toll 样受体 4（TLR4）介导的核因子 -κB
（NF-κB）参与触发中枢神经系统疾病的炎症反
应 [23]。乌司他丁（3×103 U/100 g）治疗后脑水肿
和梗死体积显著减少，并抑制 TLR4 和 NF-κB 的
表达，说明乌司他丁可以通过抑制 TLR4/NF-κB
信号通路来发挥稳定有效的神经保护作用 [24]。此
外，乌司他丁（3×105 U·kg － 1）可以重新激活
Nrf2/ 血红素加氧酶 1（HO-1）的表达；从分子
途径可发现，Nrf2 抑制剂的治疗可阻断乌司他
丁对氧化应激、细胞凋亡和炎症的抑制作用，更
加深入地论证了乌司他丁对于氧化应激的治疗
作用；另外，高表达的 ROS、MDA 也被显著抑
制 [25]。然而，乌司他丁对缺血再灌注损伤的改善
并不能归因于单一的分子途径，其还可以通过抑
制凋亡相关信号通路的表达，进而缓解缺血再灌
注损伤诱导的细胞凋亡。实验研究表明，对沙鼠
进行缺血诱导后，乌司他丁的治疗能抑制海马神
经元细胞的凋亡，从而改善缺血诱导的短期记忆
障碍 [26]。另外，乌司他丁还可以下调脑组织 c-Jun
氨基末端激酶（JNK）的表达，抑制细胞凋亡，
这与抑制 JNK 的传导路径有关 [27]。
　　基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）作为 MMPs 的
主要成员之一，其过表达可诱导血脑屏障被破
坏，进而导致脑缺血恶化。脑缺血再灌注损伤
会激活 MMPs 水平，特别表现为 MMP-9 水平升
高 [28]。研究发现乌司他丁（3×103 U/100 g）可
以显著地逆转缺血再灌注损伤诱导的 MMP-9 的
过度表达，减轻紧密连接蛋白 -1 和 occludin 的
降解，表明乌司他丁可促进缺血性脑组织中血脑
屏障完整性的恢复 [29]。研究发现，脑缺血再灌
注模型组大鼠通过伊文思蓝（EB）染色呈现明显
可见的蓝色，再灌注 6 h 可发现 EB 含量显著升

高，并且在 24 h 达到峰值；给予乌司他丁后脑组
织中 EB 染色面积明显减小，说明乌司他丁显著
降低了大鼠脑缺血再灌注损伤中血脑屏障的通透
性 [30]。综上，乌司他丁可以通过抑制细胞凋亡、
降低炎症反应、减轻氧化应激以及改善血脑屏障
的通透性来发挥脑缺血再灌注损伤的保护作用。
1.4　乌司他丁与心肌缺血再灌注损伤
　　心肌缺血再灌注损伤是由再灌注治疗导致的
急性心肌梗死。与其他类型的缺血再灌注损伤类
似，氧自由基的损伤、炎症因子的活化释放及细胞
凋亡损伤等机制皆会导致心肌缺血再灌注损伤的发
生 [31]。研究表明，ERK 信号传导途径在心肌缺血
再灌注引起的损伤中表现出保护性作用，其主要机
制包括激活抗凋亡信号传导途径和抑制促凋亡信号
传导途径。乌司他丁（2.5×103 U·kg－ 1）通过降低
炎症因子的表达，激活 p-ERK 的表达并抑制心肌细
胞凋亡，从而有效地缓解心肌缺血再灌注损伤 [32]。
同为 MAPK 家族的 p38/JNK，在乌司他丁治疗心
肌缺血再灌注损伤中也起着重要的作用。乌司他丁
（1×104 U·kg－ 1）可通过下调 p38 和 JNK 导致凋亡
细胞数量减少，进而提高 Bcl-2 水平，并且使 Bax
和 caspase-3 水平下降 [33]。因此，上述途径的下调可
能有助于抑制心肌缺血再灌注损伤中细胞的凋亡。
另有实验结果证明乌司他丁改善了区域缺血再灌注
损伤后的心功能和降低梗死面积大小可能是通过抑
制 MPO 活性和降低 TNF-α 的表达有关 [34]。自噬在
心肌缺血再灌注损伤中也较为重要。乌司他丁的预
处理可以使小鼠心肌梗死面积减少，LC3-Ⅱ蛋白表
达降低，此外，乌司他丁（1×104 U·kg－ 1）上调了
p-Akt、p-mTOR 和 p-P70S6K 蛋白表达。进一步研
究发现，与模型组相比，在乌司他丁治疗前 30 min
使用 mTOR 抑制剂雷帕霉素处理细胞，可使细胞活
力增加，乳酸脱氢酶表达降低 [35]。由此可以发现乌
司他丁通过 mTOR 激活调节自噬，对心肌缺血再灌
注损伤发挥保护作用。
1.5　乌司他丁与肾脏缺血再灌注损伤
　　肾脏缺血再灌注损伤通常会引起急性肾损伤、
肾衰竭等多种肾脏相关疾病，因此治疗肾脏缺血再
灌注损伤是减少肾脏疾病的重要举措。在肾脏缺血
再灌注损伤期间，乌司他丁可以显著降低尿素氮和
肌酐水平，且 TNF-α、IL-6 mRNA 表达降低等 [36]。
细胞黏附分子的活化，可以通过激活多种信号传导
途径来启动加剧细胞炎症的发生 [37]。研究发现，缺
血再灌注损伤大鼠基础肾脏功能损伤指标皆有所上
升，且对体内细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）表达
的检测能够发现，随着对大鼠再灌注时间的延长，
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ICAM-1 表达也逐渐增加。证明了 ICAM-1 在肾缺
血再灌注损伤中至关重要，乌司他丁（1.25×104 
U·kg－ 1）可显著抑制缺血再灌注损伤后各个阶段
ICAM-1 表达的升高，对肾缺血再灌注损伤有一定
程度的保护作用 [38-39]。实验监测造模组和给药组大
鼠体内 ATP，细胞内 pH（pHi）和细胞内钠（Nai）
的动态变化，发现造模组的 pHi 值呈现出严重的
酸中毒，给予乌司他丁（5×104 U·kg－ 1）后能较
快地恢复 ATP 的供应，且 Nai 的恢复比对照组更
早 [40]。另外，观察肾小管超微结构发现，乌司他丁
给药后能显著减轻线粒体膜和嵴的肿胀程度，且跨
细胞钠梯度得以恢复 [41]，表明乌司他丁可能在缺血
期间保护线粒体构象，并促进再灌注后离子泵的功

能恢复。研究通过对缺血再灌注期间肾皮质和髓质
组织氧分压的测定来验证乌司他丁是否对肾脏缺血
再灌注有保护作用，结果表明与对照组相比，乌司
他丁低剂量组和高剂量组的值完全恢复到缺血前的
值，且各组之间的心肺参数没有差异 [42]。说明乌司
他丁改善了再灌注后的肾脏氧合而没有改变心肺参
数，从而起到对肾脏的保护作用。因此，乌司他丁
能够对肾脏缺血再灌注损伤起到保护作用，但其确
切机制还需要进一步的论证。
2　总结与展望
　　缺血再灌注损伤作为严重的生理疾病，其发病
机制较为复杂。乌司他丁能够通过多种调控途径治
疗器官的缺血再灌注损伤，总结如表 1 所示。

表 1　乌司他丁治疗器官缺血再灌注损伤的剂量及调控机制汇总 
Tab 1　Dose and regulation mechanism of ulinastatin for organ ischemia-reperfusion injury

器官 治疗剂量 治疗机制 参考文献

肺 1.2×104 U·kg － 1

1×104 U·kg － 1 
1×104 U·kg － 1

降低 MDA、MPO 的表达水平，缓解氧化损伤

降低 TNF-α、IL-6 的表达，抑制炎症因子的释放

抑制 p38MAPK，减低肺血气屏障的通透性

[11，15]
[12，15]
[13]

肝脏 1×103 U·mL － 1

1×103 U·mL － 1

通过增加 Bcl-2 的表达，降低 Caspase-3 和 BAX 的表达，减少细胞的凋亡

上调 ULK1、Beclin-1 和 LC-3 的表达，诱导自噬发生，保护性代偿反应

[17]
[19]

脑 3×103 U/100 g
3×105 U·kg － 1

3×103 U/100 g

抑制 TLR4 和 NF-κB 的表达，降低炎症反应

激活 Nrf2/ HO-1 的表达，抑制氧化应激

下调脑组织 JNK 的表达，抑制细胞凋亡

降低 MMP-9 的过度表达，减轻 ZO-1 和 occludin 的降解

[23-24]
[25]
[27]
[29]

心肌 2.5×103 U·kg － 1

1×104 U·kg － 1

1×104 U·kg － 1

激活 P-ERK 的表达并抑制心肌细胞凋亡

下调 p38 和 JNK，凋亡细胞数量减少

上调了 p-Akt、p-mTOR 和 p-P70S6K 蛋白表达，调节自噬

[32]
[33]
[35]

肾脏

1.25×104 U·kg － 1

5×104 U·kg － 1

TNF-α、IL-6 mRNA 表达降低，Bcl-2 蛋白表达增加

抑制 ICAM-1 表达的升高

促进离子泵功能的恢复

[36]
[39]
[40]

　　根据目前的研究可知，TNF-α 和 IL-6 等促炎细
胞因子水平升高导致缺血再灌注损伤的产生，MAPK
和 NF-κB 等分子信号通路介导了缺血再灌注损伤过
程中的炎症和氧化应激，细胞的凋亡和自噬的发生
在缺血再灌注损伤中亦较为常见。乌司他丁通过降
低 TNF-α、IL-6、IL-1β 等细胞因子而抑制炎症反应。
在减轻炎症的信号通路机制方面，乌司他丁通过抑
制 TLR4、NF-κB、HMGB1 等分子通路发挥保护作
用。另外，乌司他丁通过上调 Bcl-2、下调 caspase 和
Bax 抑制缺血再灌注损伤后的细胞凋亡，下调 p38 和
JNK 信号通路的表达发挥保护作用。本文系统性地汇
总了乌司他丁对于缺血再灌注损伤的不同保护机制，
如抑制炎症反应，降低氧化应激，抑制细胞的凋亡
等。每一种作用机制都可以通过多个信号通路来介
导，形成一个巨大的药理学机制网络。在基础实验
研究中，我们发现不同剂量下乌司他丁对器官缺血
再灌注损伤的作用机制不同，这对临床中不同器官

的损伤治疗提供了剂量的参考，用药时应酌情考虑
剂量因素的影响。另外，研究也多涉及乌司他丁的
联合用药对于缺血再灌注损伤的治疗，这为缺血再
灌注损伤提供了新的治疗思路。尽管目前乌司他丁
对器官缺血再灌注损伤的研究已经有了一定的进展，
但仍存在一些问题需进一步的思考和解决。从目前的
研究资料来看，乌司他丁对于肾、肺等器官的研究尚
不深入，相关机制研究较少。而且，目前大部分研
究仍处于动物实验阶段，临床研究较为缺乏。另外，
已有研究表明丝氨酸蛋白酶抑制剂可以通过抑制中
性粒细胞释放出来的丝氨酸蛋白酶来降低炎症反应，
而乌司他丁作为丝氨酸蛋白酶抑制剂，通过维持酶
的平衡来缓解缺血再灌注损伤的报道较为缺乏，这
也为以后乌司他丁更为深入的研究提供了思路和方
向。因此，乌司他丁对缺血再灌注损伤的治疗保护
的机制研究还有很长的路要走，需要更多科学严谨
的实验来进一步探索和证明。然而，不可否认的是，
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乌司他丁是一种非常有前景的药物，有望在器官缺
血再灌注损伤的临床治疗方面发挥重大作用。
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经典名方中旋覆花的本草考证

蔡梦如，王开心，尹东阁，姚宇，胡雪凌，胡盼祥，朱荣玥，杨玉畅，尹兴斌，曲昌海，董

晓旭*，倪健*（北京中医药大学 中药学院，北京　102488）

摘要：中药的本草考证在经典名方的开发中发挥着重要作用。查阅文献发现，现代对旋覆花

的研究多集中在化学成分及药理作用等方面，对其名称、基原、产地变迁、采收加工、炮制、

药用部位及功效的本草考证仍缺乏报道。经查阅历代本草、医籍、方书，古今所用旋覆花均

为菊科植物旋覆花 Inula japonica Thunb. 的干燥头状花序。在历代本草中旋覆花分布广泛，在

明代明确道地产区为河南及湖南，近代在广西、广东等地也有出产。现代资源调查结果发

现，旋覆花生于海拔 150 ～ 2400 m 的山坡路旁、湿润草地、河岸和田埂上。旋覆花极少以生

品入药，多花开后晒干或采用其炮制品入药。根据考证结果，建议旋覆花选取菊科植物旋覆

花 Inula japonica Thunb. 为基原，以其干燥头状花序入药，未注明特殊要求均可参考《中国药

典》处理。

关键词：经典名方；旋覆花；本草考证
中图分类号：R281.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1142-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.030

Textual research on the materia medica of Inula in the prescriptions

CAI Meng-ru, WANG Kai-xin, YIN Dong-ge, YAO Yu, HU Xue-ling, HU Pan-xiang, ZHU Rong-
yue, YANG Yu-chang, YIN Xing-bin, QU Chang-hai, DONG Xiao-xu*, NI Jian* (School of Chinese 
Material Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: The textual research of Chinese herbal medicines plays an important role in the 
development of classic prescriptions. Modern research on Inula mostly focuses on the chemical 
components and pharmacological effects. Reports on the herbal textual research of its name, 
origin, change in producing areas, harvesting, processing, medicinal parts and efficacy are lacking. 
In ancient materia medica, medical books, and prescription books, the Inula used in ancient and 
modern times was all dried capitula of Inula japonica Thunb. Inula has been widely distributed in 
ancient Chinese herbal medicines. In the Ming Dynasty, its best producing areas were Henan and 
Hunan, but it is also produced in Guangxi, Guangdong and other places in modern times. Modern 
resource surveys show that the Inula grows on hillside, roadsides, moist grasslands, river banks and 
ridges at an altitude of 150 ～ 2400 m. Inula’s dried flowers and its processed products are always 
used as medicine rather than its raw products. According to the textual research results, the origin of 
Inula japonica Thunb is recommended to be selected, and its dried capitula is chosen as medicine. 
If there is no special requirement, please refer to Pharmacopoeia of the People’s Republic of China 
for treatment. 
Key words: Chinese classical prescription; Inula; textual research on materia medica
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中药资源的开发与利用
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　　旋覆花又称“金沸草”“金钱花”“六月菊”，
具有降气化痰、降逆止呕等功效，用于治疗寒痰
咳喘，胃气上逆所致的嗳气、呕吐等。《中国药
典》规定旋覆花为菊科植物旋覆花 Inula japonica 
Thunb. 或欧亚旋覆花 Inula britannica L. 的干燥头
状花序 [1]。
　　虽然 2018 年国家中医药管理局同国家药品
监督管理局制定并公布的《古代经典名方目录
（第一批）》[2] 中包含旋覆花的经典名方仅有 1 首
（源自张仲景《伤寒杂病论》的“旋覆代赭汤”），
但 2020 年 9 月 28 日国家药品监督管理局发布《中
药注册分类及申报资料要求》[3] 的通告（2020 年
第 68 号）规定 3.2 类“其他来源于古代经典名方
的中药复方制剂”，不难看出未来含有旋覆花的
经典名方数量可能会有所增加。
　　近代以来，关于旋覆花的本草考证鲜有报
道，而经典名方应用的关键在于本草考证。因此，
本研究对旋覆花不同历史时期的名称、基原、产
地、采收加工、炮制、药用部位及功效进行本草
考证，以期为经典名方的开发利用提供依据。
1　名称
　　旋覆花在历代本草中均有记载，始载于《神
农本草经》[4]，列为下品：“旋覆花，味闲，温。
主治结气，胁下满，惊悸，除水，去五脏间寒
热，补中下气。…一名金沸草，一名盛椹。”此
后，历代本草多沿用此名，医籍初见于《伤寒杂
病论》[5]。在《神农本草经》[4]、《名医别录》[6]、《本
草经集注》[7]、《新修本草》[8]、《证类本草》[9]、《本
草纲目》[10] 等均有记载，至今《中国药典》[1] 仍将
旋覆花定为正名。
　　旋覆花别名众多，大多根据其生长时节及形
态等进行命名。明朝李时珍 [10] 称其为盗庚，对
盗庚的理解为：“盖庚者，金也，谓其夏开黄花、
盗窃金气也”；《神农本草经》[4] 中称为“盛椹”；
《名医别录》[6] 中记载为“戴椹”；在《本草图
经》[11] 中根据其花色金黄，花朵圆而覆下，中央
呈筒状，形如铜钱，因而得名“金钱花”；在《小
儿卫生总微论方》[12] 中也被称为“野油花”，《本
草纲目》[10] 中有“滴滴金”“夏菊”的记载；《群芳
谱》[13] 中有“艾菊”“迭罗黄”的记载；在《岭南
采药录》[14] 中将旋覆花又称为“满天星”。由于
旋覆花分布较广，各地方对旋覆花的别名也各有
差异，例如在《南京民间药草》[15] 中以“黄熟花”
命名，《贵州民间方药集》[16] 中有“水葵花”“金盏
花”的记载，《河北药材》[17] 所描述的“小黄花”
即旋覆花，《山东中药》[18] 将旋覆花称为“猫耳朵

花”“驴耳朵花”，而在《上海常用中草药》[19] 中
又被称为“金沸花”“伏花”“全福花”。
　　此外，旋覆花亦花亦药，因其金花俏丽的色
彩以及较长的花期常被用作观赏植物，可以进行
大面积绿化，也可以种植于庭院、公园等处进行
装饰栽培，不仅增添景色之美，还可醒神消倦。
2　基原考证
　　旋覆花始载于《神农本草经》[4]，尽管书中对
旋覆花的形态等并未进行具体的描述，但其所载
之功效与《中国药典》[1] 记载旋覆花具有降气、消
痰、行水、止呕的作用基本一致。
　　魏晋南北朝时期，陶弘景在《本草经集注》[7]

中最早提及旋覆花的性状：“似菊花而大”。此
时对旋覆花的大小和形状只进行了简单抽象的描
述，即形似菊花但又大于菊花，这也是旋覆花在
众多的别名中习惯以菊命名的原因之一。但此时
对旋覆花的性状细节还未做详细的记载与描述，
后续本草著作均沿用这种描述，并对其性状进行
了更为具体形象的描绘。
　　唐朝苏敬所著的《新修本草》[8] 载：“一名金
沸草，一名盛椹，一名戴椹，……，似菊花而
大。又别有旋覆根，乃出河南来，北国亦有，形
似穹穷，唯合旋覆膏用之，余无所入也，非此旋
覆华根也”，基本沿用了《本草经集注》[7] 中的描
述，此时，又对旋覆花的根进行了适当的描述，
“形似穹穷”，即其根与川穹外形很像。此外，
《千金翼方》[20] 云：“一名戴椹，一名金沸草，一
名盛椹。生平泽川谷，五月采花，日干，二十日
成”。可见在唐朝及以前对于旋覆花的记录比较
统一，大多沿用陶弘景的记载，未出现争议，但
此时对旋覆花形态基原的描述较少，且相对简
单。有关描述旋覆花的诗句有代罗隐的《金钱
花》：“占得佳名绕树芳，依依相伴向秋光”，记
载了金钱花的名称，形态及香气。唐代皮日休
《金钱花》诗云：“阴阳为炭地为炉，铸出金钱不
用模”也提到了金钱花的颜色及形态，即色呈金
黄，花形似钱。
　　到宋朝时期，苏颂等所著《本草图经》[11] 记
载旋覆花：“大似红蓝而无刺，长一、二尺以来，
叶如柳，茎细。六月开花如菊花，小铜钱大，深
黄色；上党田野人呼为金钱花”（见图 1）。至此，
本草著作中对旋覆花的形态特征进行了详尽的描
述。从古籍中可以看出，旋覆花喜湿润环境，似
红蓝但没有刺，长一到两尺，叶如柳，茎细，花
如菊花，深黄色，形如铜钱一般大小，这与《中
国药典》[1]2020 年版一部中“舌状花 1 列，黄色，
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长约 1 cm，多卷曲；管状花多数，棕黄色，长约
5 mm”的描述较为相似。宋代《证类本草》[9] 有
云：“叶似水苏，花黄如菊”，说明旋覆花的叶子
如水苏一样呈现披针形或者是条形，开黄花，形
如菊花。《绍兴本草》[21] 中亦载有旋覆花图，见图
1。《本草衍义》[22] 中详细记载了该花的形态，即：
“旋復花，叶如大菊，又如艾蒿。八、九月有花，
大如梧桐子，花淡黄绿，繁茂，圆而覆下”，与
历代本草描述一致，旋覆花的叶与大菊、艾蒿较
为相似；八、九月开淡黄绿色花，大小与梧桐子
相近，花朵呈圆形向下翻转，这也是旋覆花名字
的由来。宋代诗人方一夔的《秋花十咏 • 其三 •
旋覆花》中载：“一串金铺簇碧丛，野田高低状童
童。凭君洗我读书眼，收入公门药笼中”，描述
了旋覆花的外观性状和生长环境，即黄色，簇
生，生长于湿润的水泽田间，药用。
　　明朝李时珍所著的《本草纲目》除引载上述
本草外，尚载有旋覆花图（见图 1）。《本草品汇
精要》[23] 记载：“类野菊花”，用野菊花来描述旋
覆花的形态。清朝时期吴其濬所著《植物名实图
考》[24] 记载：“旋覆似菊…未秋有黄花”；旋覆花
初秋开黄花，形如菊花；亦载有旋覆花图（见图
1）。《本草述钩元》[25] 载：“二月生苗。长一二尺。
茎柔细。似红兰而无刺。叶如大菊及水苏蒿艾
辈。六月开金黄色花。亦如菊。香亦胜菊。” 旋覆
花一二尺长，其茎细长而柔软，与红兰的茎形态
较为相似，但是没有刺。旋覆花的叶大小与菊花、
水苏、艾叶等相近。花期六月，为金黄色的花，
花与菊花也很相似，但其香味较之更甚。清朝时
期赵瑾叔的《本草诗》云：“旋覆花开洵足珍，别
名金沸草称神。蕊繁最喜生家圃，根细空教产水
滨”，介绍了旋覆花的别名金沸草，其花蕊繁多，
根较细，更喜生长于水边等湿润的环境。
　　历代本草旋覆花图片及现代旋覆花如图 1 所
示，可以发现，除《绍兴本草》外，自魏晋以来历
代本草对旋覆花的描述及附图，与现代《药用植
物学》[26] 对旋覆花的描述基本相符：“多年生草本，
高 30 ～ 70 cm，被伏长毛。叶互生，狭椭圆形，
无叶柄。头状花序直径 2.5 ～ 4 cm，排成疏散的
伞房状；舌状花一轮，黄色，顶端有 3 小齿；盘
花管状”，说明古今所用旋覆花均为菊科植物旋覆
花 Inula japonica Thub. 的干燥头状花序。
3　产地考证
　　东汉时期，《神农本草经》[4] 记载“生川谷”，
并没有具体指出旋覆花在东汉时期的区域产地，
只提到了其大多生于河谷地带。

　　魏晋南北朝时期，陶弘景所著《名医别录》[6]

中记载：“生平泽川谷”，“平泽”为当今山西西南
部。《本草经集注》[7] 曰：“出近道下湿地，似菊花
而大”。据其描述旋覆花多生长于湿润草地、河
岸或田埂上，说明其生长环境对水分的要求较
高，且该植物为头状花序，黄色，形态方面与菊
花非常相似，这两点与现代对旋覆花的描述基本
相同。
　　唐代时期，《新修本草》[8] 载：“出近道下湿
地，似菊花而大”；《千金翼方》[20] 云：“生平泽川
谷”。该时期有关记载旋覆花的产地与《本草经
集注》基本一致，证明旋覆花喜湿，生长在河边、
川谷等阴凉湿润的地方。
　　宋代时期，《证类本草》[9] 记载：“叶似水苏，
花黄如菊。今所在皆有”，说明旋覆花产地分布
广泛。《图经本草》[27] 记载：“生平泽川谷，今所
在有之。二月以后生苗，多近水旁。今近都人家
园圃所莳金钱花，花、叶并如上说，极易繁盛，
恐即经旋覆也”。此时对旋覆花的描述与《本草
经集注》也基本一致，旋覆花各地皆有，产地记
载未有变化。
　　明代时期，《御制本草品汇精要》[28] 记载：
“道地：随州、河南”，即现在的湖北和河南一
带。《本草纲目》[10] 记载：“田野塍堑皆生，逐节
延蔓”，表明旋覆花生长在田野塍堑等地，即阴
凉湿润之地。可见自明代以后，旋覆花的道地产

图 1　历代文献所附旋覆花图

Fig 1　Inula in the documents of various dynasties
a.《图经本草》（Tujing Materia Medica）；b.《绍兴本草》（Shaoxing 
Materia Medica）；c.《本 草 品 汇 精 要》（The Essentials of Materia 
Medica）；d.《本草纲目》（Compendium of Materia Medica）；e.《植

物名实图考》（A Study on the Names of Plants）；f. 菊科植物旋覆花

（Inula japonica Thub .）；g. 欧亚旋覆花（Inula britannica L .）
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区已基本明确，即在今湖北、河南一带。
　　从产地考证来看，宋代以前旋覆花在中原各
处均有分布，但主要分布于湿地河谷等地，明代
开始基本确定了旋覆花的道地产区在河南、湖南
及湖北等地，近代研究发现其在广西、广东皆有

出产。现代研究表明旋覆花产于全国大部分地区，
以东北、华北、华东、华中及广西等地为多（见
表 1）。从历代本草著作来看，自魏晋以来药用旋
覆花产地与现代旋覆花产地无显著区别。

表 1　旋覆花历代产地变迁信息 
Tab 1　Information on the change of the producing areas of Inula in various dynasties

朝代 出处 本草记载 产地

东汉 《神农本草经》 生川谷 生于河谷地带

魏晋南北朝 《名医别录》 生平泽川谷 山西西南部

《本草经集注》 出近道下湿地 生长于湿润草地、河岸或田埂上

宋代 《证类本草》 今所在皆有 分布广泛

《图经本草》 生平泽川谷，今所在有之。二月以后生苗，多近水旁 各地皆有

明代 《御制本草品汇精要》 道地：随州、河南 分布于湖北、河南一带

《本草纲目》 田野塍堑皆生，逐节延蔓 生长于湿润草地、河岸或田埂上

近现代 《药物出产辨》 产广西贺县、钟山、八步，广东下四府，惠州、阳江等

均有出

产地分布极为广泛，由北部地区至今广西

等南部地区均有所分布

4　采收加工炮制考证
　　古时关于旋覆花的采收有较多的论述，陶弘
景《本草经集注》[7] 载：“五月采花，日干，二十
日成”，认为农历 5 月花开采收晒干以用。苏颂
所著《图经本草》[27] 中记载：“七月、八月采花，
曝干，二十日成”，认为应在农历 7 ～ 8 月采收，
在太阳下晒干，20 d 曝干而成。以后诸本草均沿
用了此说法。唐慎微所著《证类本草》[9]：“六月
至九月采花”，认为 6 ～ 9 月皆可采花。北宋寇
宗奭所撰《本草衍义》[22] 中记载：“八、九月有花，
大如梧桐子，花淡黄绿，繁茂，圆而覆下”。明
代李时珍于《本草纲目》[10] 中提出：“至秋开花”，
故应在秋前采花入药。清代杨时泰所著《本草述
钩元》[24] 中记载：“二月生苗。六月开金黄色花”，
现代《中华本草》[29] 记载：“7 ～ 10 月分批采收花
序，晒干。夏、秋采摘即将开放的花序，晒干”。
从上述本草考证中可看出，古人多认为旋覆花农
历二月后种子萌发而生芽，开花时间为农历六月
后，采花时间为六至九月花开均可，即夏、秋二
季，其中八、九月份旋覆花盛放之时，与现代旋
覆花采收花期基本一致。
　　自陶弘景提出“晒干”以来，历代本草多沿
用此说法，至魏晋南北朝时期，雷敩所在《雷公
炮炙论》[30] 中记载：“凡采得后，去裹花蕊壳皮
并蒂子，取花蕊，蒸，从巳至午，晒干用”，具
体为：将采得的旋覆花去掉花萼、花托等，取花
蕊，净制后，从早晨到中午蒸制 4 h 左右，后晒
干以备用，该书首次提出了旋覆花蒸制后晒干的
炮制方法。东汉张仲景所著《伤寒论》[5] 中对旋
覆花并无特殊炮制要求，可以认为仅使用晒干的

旋覆花。宋代《圣济总录》[31] 记载旋覆花的炮制
方式为 “净择去茎叶微炒”，首次提出了“炒制”
的炮制方法，旋覆花应该净制取出茎叶取花微
炒而成；《太平惠民和剂局方》[32] 云：“凡使，须
蒸过入药用”，与《雷公炮炙论》中炮制方法类
似，即旋覆花应蒸制后入药用；《证类本草》[9] 有
云：“洗尘令净，捣末”，旋覆花应净制后捣末入
药；明代《入门》[33] 亦用“蒸制”的方法来炮制旋
覆花：“去梗叶蒸熟晒干，入煎药，用绢滤过”，
文中也明确了入煎药时需要用丝质绢布过滤后再
使用；《通玄》[34] 中记载到：“去皮及蒂，洗净微
焙”。清代《本草害利》总结旋覆花的炮制方式
为“蒸晒干用”[35]，延续了《雷公炮炙论》中的描
述，先蒸后晒干，其目的为方便旋覆花的贮存。
《四要》记载“蒸用，煎剂绢包”[36]，旋覆花应包
煎入药。从上述本草考证中可以看出，古人极少
使用鲜品旋覆花，多采用“晒干”的方式对旋覆
花进行炮制，一方面可以便于贮存，另一方面可
能与增强旋覆花“降气，消痰，行水，止呕”的
功效有关。旋覆花历代采收加工炮制信息见表 2。
　　现代旋覆花炮制多采用晒干和蜜炙的方式，
在《中国药典》[1]、《中药大辞典》[37]、《上海市中
药饮片炮制规范》[38] 及《四川中药志》[39] 中均有
旋覆花蜜炙品的记载。即取炼蜜，加适量开水
稀释，淋入净旋覆花内拌匀，稍闷，置炒制容器
内，用文火加热，炒至不黏手时，取出晾凉。蜜
制后苦辛，降逆止呕作用弱于生品，其性偏润，
作用偏重于肺，长于润肺止咳，降气平喘，多用
于咳嗽痰喘而兼呕恶者。
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表 2　旋覆花历代采收加工炮制信息 
Tab 2　Information about the harvesting and processing of Inula in 

various dynasties

朝代 出处 采收加工、炮制

南北朝

梁代

《本草经集注》 五月采花，日干，二十日成

《雷公炮炙论》 凡采得后，去裹花蕊壳皮并蒂子，取

花蕊，蒸，从巳至午，晒干用

宋 《图经本草》 七月、八月采花，曝干，二十日成

《证类本草》 六月至九月采花。

《圣济总录》 净择去茎叶微炒

《太平惠民和剂局方》凡使，须蒸过入药用

《证类本草》 洗尘令净，捣末

明代 《入门》 去梗叶蒸熟晒干，入煎药，用绢滤过

《药品化义》 去蒂，焙

《通玄》 去皮及蒂，洗净微焙

清 《本草害利》 蒸晒干用

《四要》 蒸用，煎剂绢包

5　药用部位考证
　　历代本草文献记载旋覆花的药用部位多为
其干燥头状花序，如魏晋南北朝时期《本草经
集注》[7] 中记载“五月采花，日干，二十日成”。
唐朝时期的《新修本草》[8] 记载“五月采花，日
干，二十日成”。《千金翼方》[20] 中记载“生平泽
川谷，五月采花，日干，二十日成”。宋朝时期
《本草图经》[11] 记载“七月、八月采花，暴干，
二十日成”。《中国药典》中菊科植物旋覆花 Inula 
japonica Thunb. 干燥地上部分为金沸草，而干燥
头状花序为旋覆花。
　　根据以上本草记载可知，旋覆花药用部位记
载首见于南北朝《本草经集注》，所用为其干燥
头状花序，此后历代记载均为干燥头状花序入
药，这与现行《中国药典》所载旋覆花的药用部
位一致。
6　功效考证
　　《神农本草经》[4] 首次记载了旋覆花的功效主
治：“主结气胁下满惊悸，除水，去五脏间寒热，
补中下气”。旋覆花主治邪气聚积造成的胁下胀
满，惊恐心悸，消除水湿，祛除五脏间的寒热
邪气，补益内脏，使气下行。《名医别录》[6] 中有
云“消胸上痰结，唾如胶漆，心胁痰水，膀胱留
饮，风气，湿痹，皮间死肉，目中眵喊，利大肠，
通血脉，益色泽”。旋覆花治胸中痰结，胁下胀
满，咳喘，呃逆，唾如胶漆，心下痞鞕，噫气不
除，大腹水肿，清热，利尿。唐代甄权所著的《药
性论》[40] 中写道“主肋胁气，下寒热、水肿，主
治膀胱宿水，去逐大腹，开胃，止呕逆不下食”。
总结旋覆花的功效即主治痰结气结，可下气行水。
清代张璐在《本经逢原》[41] 中载“旋覆花升而能
降，肺与大肠药也。其功在于开结下气，行水消

痰，治惊悸，祛痞坚，除寒热，散风湿，开胃气，
止呕逆，除噫气，故肺中伏饮寒嗽宜之”。旋覆
花入肺经、大肠经，开结下气，利水，除痰饮，
主治惊悸，祛除五脏寒热，降逆止呕，肺中寒痰
咳嗽尤其适用。从历代著作来看，旋覆花具“降
气，消痰，行水，止呕”的功效 [1，42]。从旋覆花
的功效来看其作用趋势是向下的，故有“诸花皆
升，旋覆花独降”的说法。但旋覆花质轻而上扬，
其降气、止呕等功效的实现依赖于炮制加工，故
所谓“生升熟降”。
7　结语
　　综上所述，旋覆花既可以作为观赏性植物，
又可以药用，且历代旋覆花基原主流清晰，即为
旋覆花 Inula japonica Thunb. 的干燥头状花序。历
代记载旋覆花的产地也较为广泛，在全国大部分
地区都有分布，其主要分布于湿地、河谷等较为
湿润的环境，其道地产区主要在河南、湖南及湖
北等地，在广西、广东亦有出产。历代本草记载
旋覆花均在夏秋花开后采收，与《中国药典》规
定的旋覆花采收期接近。历代古籍记载大多采用
晒干对旋覆花进行炮制，极少使用生品入药，因
其质轻而上扬，应用“生升熟降”之理对旋覆花
炮制后能使其功效向内向下，增强其“降气，消
痰，行水，止呕”功效。对旋覆花的药用部位进
行考证，《中国药典》中以旋覆花 Inula japonica 
Thunb. 的干燥地上部分入药为金沸草，以旋覆花
Inula japonica Thunb. 的干燥头状花序入药为旋覆
花，古籍中大多以干燥头状花序入药，故应以干
燥头状花序为药用部位。参考经典名方旋覆代赭
汤出处《伤寒论》，此方功效主要依赖于旋覆花
“降气，消痰，行水，止呕”的功效，进一步确
定经典名方中旋覆花入药部位为干燥头状花序方
中对旋覆花并无特殊炮制要求，故采收加工及炮
制方式可依照《中国药典》。

参考文献

[1] 中国药典 2020 年版 . 一部 [S]. 2020：339. 
[2] 国家中医药管理局 . 国家中医药管理局关于发布《古

代经典名方目录（第一批）》的通知 [EB/OL]. http：//
kjs. satcm. gov. cn/zhengcewenjian/2018-04-16/7107. 
html [2018-04-13]. 

[3] 国家药品监督管理局 . 国家药监局关于发布《中药

注册分类及申报资料要求》的通告（2020 年第 68
号）[EB/OL]. http：//www. nmpa. gov. cn/xxgk/ggtg/qtg-
gtg/20200928164311143. html [2020-09-27]. 

[4] 吴普，孙星衍，石学文 . 神农本草经 [M]. 第 3 卷 . 沈阳：

辽宁科学技术出版社，1997：38. 
[5] 李孝波 . 桂林古本伤寒杂病论 [M]. 太原：山西科学技术



1147

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

出版社 . 2018：159. 
[6] 陶弘景，尚志钧 . 名医别录 [M]. 第 3 卷 . 北京：人民卫

生出版社，1986：219. 
[7] 陶弘景，尚志钧，尚元胜 . 本草经集注 [M]. 第 5 卷 . 北

京：人民卫生出版社，1994：333. 
[8] 苏敬，尚志钧 . 新修本草 [M]. 第 10 卷 . 合肥：安徽科学

技术出版社，1981：246. 
[9] 唐慎微，尚志钧 . 证类本草重修政和经史证类备急本

草 [M]. 第 10 卷 . 北京：华夏出版社，1993：289. 
[10] 李时珍 . 本草纲目校点本（第二册）[M]. 第 15 卷 . 北京：

人民卫生出版社，1977：961. 
[11] 苏颂，尚志钧 . 本草图经 [M]. 第 8 卷 . 合肥：安徽科学

技术出版社，1994：254. 
[12] 小儿卫生总微论方 [M]. 第 2 卷 . 2 版 . 上海：上海卫生

出版社，1958：16. 
[13] 王象晋，伊钦恒 . 群芳谱诠释 [M]. 第 10 卷 . 北京：中国

农业出版社，1985：290. 
[14] 萧步丹 . 岭南采药录 [M]. 广州：广东科技出版社，

2009：174. 
[15] 周太炎，丁志遵 . 南京民间药草 [M]. 北京：科学出版社，

1956：122. 
[16] 杨济秋，杨济中 . 贵州民间方药集 [M]. 第 3 卷 . 3 版 . 贵

阳：贵州人民出版社，1978：363. 
[17] 河北省商业厅医药局 . 河北药材 [M]. 石家庄：河北人民

出版社，1959：253. 
[18] 山东卫生干部进修学院 . 山东中药 [M]. 济南：山东人民

出版社，1959：213. 
[19] 上海常用中草药编写组 . 上海常用中草药 [M]. 上海：上

海市出版革命组，1970：288. 
[20] 孙思邈 . 千金翼方 [M]. 第 3 卷 . 上海：第二军医大学出

版社，2008：56. 
[21] （南宋）王继先，尚志钧 . 绍兴本草所有注 [M]. 第 7 卷 . 

北京：中医古籍出版社，2007：178. 
[22] 寇宗奭，颜正华 . 本草衍义 [M]. 第 11 卷 . 北京：人民卫

生出版社，1990：69. 
[23] 刘文泰 . 本草品汇精要 [M]. 第 13 卷 . 北京：人民卫生出

版社，1982：56. 
[24] 清吴其浚著 . 植物名实图考 [M]. 第 11 卷 . 北京：商务印

书馆，1957：283. 

[25] 杨时泰 . 本草述钩元 37 卷 [M]. 第 9 卷 . 北京：科技卫生

出版社，1958：220. 
[26] 艾铁民 . 药用植物学 [M]. 北京：北京大学医学出版社，

2004：336. 
[27] 苏颂，胡乃长，王致谱 . 图经本草辑复本 [M]. 第 8 卷 . 

福州：福建科学技术出版社，1988：234. 
[28] 刘文泰，陈仁寿，杭爱武 . 御制本草品汇精要 [M]. 第 13

卷 . 上海：上海科学技术出版社，2005：449. 
[29] 国家中药学管理局《中华本草》编委会 . 中华本草 [M]. 

上海：上海科学技术出版社，1998：1954.
[30] 雷敩，顿宝生，王盛民 . 雷公炮炙论通解 [M]. 西安：三

秦出版社，2001：261. 
[31] 赵佶敕 . 圣济总录 [M]. 北京：人民卫生出版社，1962：

1180. 
[32] 陈承，彭建中，魏富有 . 太平惠民和剂局方 [M]. 第 10

卷 . 沈阳：辽宁科学技术出版社，1997：123. 
[33] 李挺 . 医学入门 [M]. 第 2 卷 . 南昌：江西科学技术出版

社，1988：343. 
[34] 李中梓，付先军等 . 本草通玄 [M]. 北京：中国中医药出

版社，2015：29. 
[35] 凌奂 . 本草害利 [M]. 北京：中医古籍出版社，1982：

125. 
[36] 雷大震，江诚，程曦 . 医家四要 [M]. 第 4 卷 . 太原：山

西科学技术出版社，2012：179. 
[37] 卫生报馆编辑部编 . 中药大辞典 [M]. 上海：上海交通大

学出版社，2018：2216. 
[38] 上海市药品监督管理局编 . 上海市中药饮片炮制规

范 [M]. 2018 年版 . 上海：上海科学技术出版社，2019：
421. 

[39] 本书协作编写组编 . 四川中药志 [M]. 第 2 卷 . 四川人民

出版社，1980：203. 
[40] 甄权 . 药性论 [M]. 第 2 卷 . 安徽：皖南医学院科研科，

1983：32. 
[41] 张璐，赵小青，裴晓峰 . 本经逢原 [M]. 第 2 卷 . 北京：

中国中医药出版社，1996：75. 
[42] 金锐，王宇光 . 基于“汤液经法图”的新型冠状病毒

肺炎临床各期中药治疗复方的配伍原理及加减原则研

究 [J]. 中南药学，2020，18（3）：340-344. 
（收稿日期：2021-09-08；修回日期：2021-11-10）



1148

Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No. 5 　中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期

基于多波长高效液相色谱指纹图谱和多成分定量分析的 
益肝明目口服液质量标准研究

谢百波1，2，3，里艳茹1，寻园1，臧新钰1，李映1，苏加乐2，3，程林友2，3，周骅1，2，3*（1. 北京慧宝源

生物技术股份有限公司，北京　102206；2. 广西慧宝源医药科技有限公司，广西　钦州　535008；3. 抗肿瘤药物国家地方联合工

程研究中心，广西　钦州　535008）

摘要：目的　建立益肝明目口服液的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并对其中 6 种成分

（芍药苷、绿原酸、木犀草苷、阿魏酸、川陈皮素和橙皮苷）进行定量分析。方法　采用色

谱柱 Inertsil ODS-SP（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为乙腈 -0.05% 磷酸水溶液梯度洗脱，

体积流量 0.8 mL·min－ 1，检测波长 190 ～ 600 nm，柱温 35℃。建立 12 批益肝明目口服液

的 HPLC 指纹图谱，并进行相似度评价；在不同检测波长（230、284、325、348 nm）下，对

6 个指标成分进行含量测定。结果　通过与对照品的保留时间和紫外光谱图对比，指认其中

6 个成分（芍药苷、绿原酸、木犀草苷、阿魏酸、川陈皮素、橙皮苷），并对其进行了定量分

析。结果显示 12 批样品指纹图谱与对照指纹图谱的相似度在 0.916 ～ 0.999。6 个成分的含

量 分 别 为 909.91 ～ 1249.15、38.71 ～ 62.76、13.17 ～ 29.45、27.01 ～ 49.60、2.19 ～ 7.52、
264.97 ～ 496.05 μg·mL－ 1。结论　建立的多波长 HPLC 指纹图谱及定量分析方法稳定性、重

复性好，操作简单，可以为完善益肝明目口服液的质量标准提供参考。

关键词：益肝明目口服液；多波长高效液相色谱指纹图谱；多成分定量分析；质量标准

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1148-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.031

Quality standard of Yigan Mingmu oral liquid by multi-wavelength HPLC 
fingerprint and multi-component quantitative analysis

XIE Bai-bo1, 2, 3, LI Yan-ru1, XUN Yuan1, ZANG Xin-yu1, LI Ying1, SU Jia-le2, 3, CHENG Lin-you2, 3, 
ZHOU Hua1, 2, 3* (1. Beijing Hebabiz Biotechnology Co. Ltd, Beijing  102206; 2. Guangxi Hebabiz 
Pharmaceutical Co. Ltd., Qinzhou  Guangxi  535008; 3. National and Regional Joint Engineering 
Center for Anticancer Drug Development, Qinzhou  Guangxi  535008)

Abstract: Objective  To establish multi-wavelength HPLC fingerprints and simultaneously 
determine the content of 6 components (paeoniflorin, chlorogenic acid, luteoloside, ferulic acid, 
nobiletin, and hesperidin) in Yigan Mingmu oral liquid. Methods  The chromatographic column 
(Inertsil ODS-SP, 4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used. The mobile phase was acetonitrile-0.05% 
phosphoric acid aqueous solution with gradient elution, the volume flow was 0.8 mL·min－ 1, the 
detection wavelength was 190 ～ 600 nm, and the column temperature was 35℃ . The fingerprint 
chromatogram of 12 batches of Yigan Mingmu oral liquid was established. The content of 6 
components was determined at 230, 284, 325, and 348 nm. Results  The similarity of 12 batches 
of samples and the reference fingerprints ranged from 0.916 to 0.999. Six characteristic peaks were 
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　　中药口服液是目前广受欢迎的中成药剂型，
其药效的发挥是多成分共同作用的结果，药效成
分的含量和比例对疗效有重要影响。因此，在评
价其质量时，需采用能更全面反映其内在品质
的方法，比如指纹图谱 [1-7]，结合多指标成分的
含量测定 [8-10]。益肝明目口服液是在古方“固根
汤”[11] 的基础上加味所得，主要由玉竹、当归、
白芍、熟地和麦冬等 12 味中药组成，具有补益
肝肾的作用，适用于肝肾不足症见腰膝酸软、头
晕目糊、记忆力减退、体倦乏力等 [12]。研究表明，
益肝明目口服液对异烟肼联合利福平诱导的大鼠
药物性肝损伤 [13] 和大鼠急性酒精性肝损伤 [14] 均
有较好的保护作用。益肝明目口服液现有标准的
含量测定项仅对芍药苷的含量进行了相应规定，
只能反映药品中药材白芍的情况，比较片面 [15]。
为了更加全面地评价该药品的质量，完善其质量
标准，本研究建立了该产品的多波长 HPLC 指纹
图谱，并对其中 6 个成分（芍药苷、绿原酸、木
犀草苷、阿魏酸、川陈皮素、橙皮苷）进行含量
测定，现报道如下。
1　仪器与试药

　　高效液相色谱仪（包含 Labsolution 工作站，
SIL-20A 自动进样器，SPD-M20A 二极管阵列检
测器，日本岛津公司，型号：20A）；MS105DU
电子天平（Mettler Toledo）；KQ-500DE 超声波清
洗仪（昆山市超声仪器有限公司）。
　　益肝明目口服液（广西慧宝源医药科技有限
公司）；乙腈（Honeywell，HPLC 级）；甲醇、磷
酸、正丁醇（北京化工厂，分析级）。阿魏酸（批
号：12112204）、绿原酸（批号：13031401）、木
犀草苷（批号：13060908）、川陈皮素（批号：
13122311）、橙皮苷（批号：14010315）和芍药苷
（批号：13113009）（对照品，成都曼思特生物科
技有限公司，质量分数均大于 98%）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件 

　　采用 Inertsil ODS-SP 色谱柱（250 mm×46 
mm，5 μm），流动相为乙腈（A）-0.05% 磷酸水
溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 25 min，5% ～ 15%A；
25 ～ 35 min，15% ～ 20%A；35 ～ 55 min，
20% ～ 30%A；55 ～ 70 min，30% ～ 70%A；
70 ～ 90 min，70% ～ 100%A）； 体 积 流 量 0.8 
mL·min－ 1， 检 测 波 长 190 ～ 600 nm， 柱 温
35℃，进样量 10 μL。
2.2　供试品溶液制备 
　　精密量取益肝明目口服液 1 mL，置 10 mL 量
瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，称定重量，超
声处理 10 min（功率 100 W，频率 40 kHz，温度
20℃），静置至室温后，称定重量，甲醇补足损失
的重量，即得供试品溶液（在制备后24 h 内检测）。
2.3　对照品溶液制备 
　　取阿魏酸、绿原酸、川陈皮素、橙皮苷、芍
药苷、木犀草苷对照品各适量，分别置 10 mL 量
瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得阿魏酸 415 
μg·mL－ 1、绿原酸 222 μg·mL－ 1、川陈皮素 192 
μg·mL－ 1、橙皮苷 966 μg·mL－ 1、芍药苷 494 
μg·mL－ 1 和木犀草苷 19.0 μg·mL－ 1 的对照品溶液。
2.4　指纹图谱方法学考察

2.4.1　精密度试验　取批号为 130829 的益肝明
目口服液，按照“2.2”项下方法制备供试品溶液，
连续进样 6 次，使用中药指纹图谱相似度评价系
统（2012）计算相似度，相似度 RSD 为 0.64%，
说明方法精密度良好。
2.4.2　重复性试验　取批号为 130829 的益肝明
目口服液，按照“2.2”项下方法制备供试品溶液，
平行操作 6 份，进样测定，计算相似度 RSD 为
0.17%，说明方法重现性良好。
2.4.3　稳定性试验　取批号为 130829 的益肝明目
口服液，按照“2.2” 项下方法制备供试品溶液，分
别在 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，计算相似
度 RSD 为 0.08%，说明样品在 24 h 内稳定性良好。
2.5　指纹图谱建立及共有峰的指认

identified as paeoniflorin, chlorogenic acid, luteoloside, ferulic acid, nobiletin, and hesperidin, 
whose content was at 909.91～1249.15, 38.71～62.76, 13.17～29.45, 27.01～49.60, 2.19～7.52, 
and 264.97 ～ 496.05 μg·mL－ 1, respectively. Conclusion  The method is simple, accurate and 
reliable, with good reproducibility, which can be used to improve the quality standard of Yigan 
Mingmu oral liquid. 
Key words: Yigan Mingmu oral liquid; multi-wavelength HPLC-fingerprint; multi-component 
quantitative analysis; quality standard
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　　分别取 12 批益肝明目口服液，按照“2.2”项
下方法制备供试品溶液，分别进样测定，将 12
批样品的图谱以 AIA 格式依次导入中药指纹图谱
相似度评价系统（2012）进行分析，采用中位数
法对相关参数进行自动匹配，标定出共有峰，根
据色谱峰共有模式生成对照指纹图谱 R，并生成
12 批益肝明目口服液的指纹图谱，见图 1。通过
谱图对比，选择特征明显的色谱峰进行标定，在
230、284、325、348 nm 波长下分别标定了 22、
20、31、32 个共有峰（见图 1）。
2.6　相似度分析

　　采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》
（2012 版）分析软件，以 130102 批样品的 HPLC
图谱为对照，进行整体相似度评价。结果显示，4
个波长下 12 批益肝明目口服液相似度均大于 0.91，
表明样品批间差异较小，质量稳定，结果见表 1。

表 1　12 批益肝明目口服指纹图谱相似度评价结果 
Tab 1　Similarity of 12 batches of Yigan Mingmu oral liquid

批号
不同波长下的相似度

230 nm 284 nm 325 nm 348 nm

130104 0.941 0.991 0.989 0.988

130106 0.988 0.991 0.995 0.996

130414 0.916 0.981 0.972 0.952

130417 0.970 0.966 0.991 0.970

130418 0.996 0.992 0.989 0.993

130420 0.995 0.986 0.997 0.990

130421 0.995 0.997 0.996 0.997

130505 0.999 0.992 0.996 0.993

130506 0.998 0.983 0.996 0.998

130507 0.999 0.975 0.989 0.992

130829 0.991 0.973 0.987 0.979

130922 0.990 0.977 0.987 0.976

2.7　聚类分析

　　以 12 批益肝明目口服液在 4 个波长下共有
峰的相对峰面积为原始数据，应用 SPSS 22.0 软
件，采用组间平均数联结法进行聚类分析。结果
显示，12 批益肝明目口服液可聚为一大类。
2.8　含量测定方法学考察

2.8.1　专属性试验　精密吸取混合对照品、供试
品、阴性样品（甲醇）溶液各 10 μL，按照“2.1”
项下色谱条件进样分析，结果见图 2。样品在与
对照品阿魏酸、绿原酸、川陈皮素、橙皮苷、芍
药苷和木犀草苷相应的位置上，均有相同保留时
间的色谱峰，而阴性样品（空白溶剂）无对应色
谱峰（图谱未再给出），说明该色谱条件不干扰
测定。

图 1　12 批益肝明目口服液在不同波长下的指纹图谱

Fig 1　Fingerprint of 12 batches of Yigan Mingmu oral liquid at 
different wavelength
R. 对照指纹图谱（reference fingerprint）；10. 芍药苷（paeoniflorin）；

15. 橙皮苷（hesperidin）；9. 绿原酸（chlorogenic acid）；16. 阿魏酸

（ferulic acid）；30. 川陈皮素（nobiletin）；14. 木犀草苷（luteoloside）
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图 2　对照品（A）和供试品（B）HPLC 图谱

Fig 2　HPLC chromatogram of blank solvent，mixed reference （A）

and samples（B）

1. 绿原酸（chlorogenic acid）；2. 芍药苷（paeoniflorin）；3. 阿魏酸

（ferulic acid）；4. 木犀草苷（luteoloside）；5. 橙皮苷（hesperidin）；

6. 川陈皮素（nobiletin）

2.8.2　线性关系考察　根据样品中不同成分的含
量，将对照品分别稀释成适宜的浓度，并配制系
列标准曲线工作液，滤过，分别进样 10 μL，以
质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，建立标准
曲线，进行线性回归，结果见表 2。

表 2　6 种指标成分的线性关系考察结果 
Tab 2　Linearity and ranges of 6 chemical markers

成分 回归方程 相关系数
线性范围 /

（μg·mL － 1）

阿魏酸 Y ＝ 6.99×105X － 2.02×104 1.000   1.66 ～ 8.30

绿原酸 Y ＝ 1.23×106X － 1.50×106 1.000   2.22 ～ 11.10

川陈皮素 Y ＝ 1.10×106X － 1.57×104 1.000 0.192 ～ 0.960

木犀草苷 Y ＝ 6.34×105X － 3.19×104 1.000   0.76 ～ 3.80

橙皮苷 Y ＝ 4.51×105X － 1.47×106 1.000 19.32 ～ 173.88

芍药苷 Y ＝ 2.78×105X － 1.79×106   0.9996   49.4 ～ 247.0

2.8.3　精密度试验　取混合对照品溶液连续进样
6 次，测定其峰面积，结果阿魏酸、绿原酸、川
陈皮素、木犀草苷、橙皮苷、芍药苷的 RSD 分别
为 1.1%、0.72%、0.30%、1.0%、0.84%、1.5%，
表明仪器精密度良好。
2.8.4　重复性试验　取批号为 130420 的益肝明目
口服液，按照“2.2” 项下方法制备 6 份供试品溶
液，进样测定，结果阿魏酸、绿原酸、川陈皮素、
木犀草苷、橙皮苷、芍药苷的 RSD 分别为 1.7%、
2.9%、1.5%、1.0%、2.8%、1.7%，表明方法重现
性良好。
2.8.5　稳定性试验　取批号为 130420 的益肝明
目口服液，按照“2.2” 项下方法制备供试品溶液，
分别在 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，结果阿
魏酸、绿原酸、川陈皮素、木犀草苷、橙皮苷、
芍药苷的 RSD 分别为 0.46%、2.4%、1.9%、1.2%、
0.7%、1.8%，表明样品在 24 h 内稳定。
2.8.6　回收试验　取已知含量的 130420 批次的
益肝明目口服液，按照“2.2”项下方法制备供试
品溶液，加入与样品含量约 1∶1 的对照品溶液，
平行操作 6 份，进样测定，计算回收率。结果阿
魏酸、川陈皮素、绿原酸、木犀草苷、橙皮苷、
芍药苷的平均回收率分别为 99.26%、102.95%、
102.68%、101.66%、101.75%、97.03%，RSD 分
别为 2.4%、2.7%、2.0%、2.1%、0.31%、0.41%，
表明方法准确度良好。
2.9　含量测定结果

　　取 12 批益肝明目口服液，按照“2.2” 项下方
法制备供试品溶液，进样测定，结果见表 3。

表 3　12 批样品中 6 个成分的含量测定结果 (n ＝ 3，μg·mL － 1) 
Tab 3　Contents of 6 markers in 12 batches of samples  

(n ＝ 3，μg·mL － 1)

批号 阿魏酸 川陈皮素 绿原酸 木犀草苷 橙皮苷 芍药苷

130104 34.00 3.92 55.12 29.45 496.05 1249.15

130106 27.01 2.19 38.71 13.17 264.97   909.91

130414 38.37 6.87 52.03 19.33 300.06 1257.33

130417 43.23 7.52 56.96 20.43 304.76 1124.90

130418 49.60 4.50 54.84 18.90 457.57 1200.36

130420 34.34 3.05 42.48 14.55 306.34 1031.98

130421 46.82 5.77 62.76 24.17 469.27 1042.73

130505 35.75 4.60 53.94 19.47 410.34   943.27

130506 31.01 4.15 51.83 17.98 367.71   916.40

130507 31.33 4.56 52.87 19.02 379.76   940.47

130829 43.10 3.74 46.81 15.96 449.57   941.45

130922 36.05 4.14 52.05 19.14 253.46   977.51
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3　讨论

　　本研究比较了水饱和正丁醇萃取法和甲醇提
取法制备供试品溶液。经比较发现，水饱和正丁
醇萃取法中芍药苷的含量高于甲醇提取法，而其
他 5 种成分的含量均低于甲醇提取法，故选择甲
醇超声处理供试品溶液。考察了甲醇 - 水、乙腈 -
水、乙腈 -0.05% 醋酸水溶液、乙腈 -0.05% 磷酸
水溶液和乙腈 -0.05% 甲酸水溶液 5 种流动相系
统，综合考虑峰形、分离度、出峰数等因素选择
乙腈 -0.05% 磷酸水溶液作为流动相。
　　本研究通过二极管阵列检测器（DAD）在
190 ～ 600 nm 波长下对样品进行全波长扫描，并
对各波长下的色谱行为进行分析。结果发现绿原
酸、阿魏酸和川陈皮素在 4 个波长（230、284、
325、348 nm）处均有较强吸收峰，结合供试品图
谱出峰情况，从谱图信息最大化考虑选择 325 nm
作为这 3 个成分含量测定的共同检测波长；芍药
苷在 230 nm 处、橙皮苷在 284 nm 处、木犀草苷
在 348 nm 处有较强吸收峰，在其他波长下吸收
峰较弱，阿魏酸在 4 个波长下都有紫外吸收，在
325 nm 和 348 nm 波长下吸光度较强，在 230 和
348 nm 波长下吸收峰面积较弱，因此选择不同波
长作为相应成分含量测定的检测波长。
　　益肝明目口服液组方包括 12 味药材，成分复
杂，采用单一波长检测会出现色谱峰组成单一，
特征峰信息的丢失或残缺，且难以涵盖全方所有
药味。本试验采用了 230、284、325、348 nm 为
检测波长，建立了多波长指纹图谱和多成分含量
测定方法，使各个色谱峰得到较好的分离，特征
峰明显且峰形较好，尽可能多地获取色谱峰组成
信息以更好地了解益肝明目口服液的化学组成。
同时，方法学考察结果表明，本研究建立的指纹
图谱和含量测定方法，重复性好，方法可靠，可
以为完善该药品质量标准提供依据。
　　对于建立复杂中成药样品的 HPLC 指纹图
谱，可采取多种策略，如多波长融合指纹图谱、
不同极性部位的指纹图谱等 [16-18]。在条件允许的
情况下，将 HPLC-MSn 研究和活性测定结合起
来，对复杂中成药的质量控制更有意义 [19-20]。希
望将来能更加深入地研究益肝明目口服液的谱效
关系，进一步完善该产品的质量标准。
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3 种半夏饮片的微生物污染状况考察

朱文娟1，黎丽敏2，李锦妹1，陈文静1（1. 惠州市食品药品检验所，广东　惠州　516003；2. 嘉应学院医学院，广东

　梅州　514031）

摘要：目的　建立 3 种半夏饮片的微生物限度检查法，通过对 32 批半夏的微生物限度检查，

分析其微生物污染现状，为 3 种半夏饮片微生物的限度检查和限值的制订提供参考。方法　参

考《中国药典》2020 年版 1108 中药饮片微生物限度检查法，测定 3 种半夏饮片中的需氧菌总

数、霉菌和酵母菌总数、耐热菌总数、耐胆盐革兰氏阴性菌数，对大肠埃希菌、沙门菌进行检

查，并采用全自动细菌鉴定实验系统对平板中分离得到的菌株进行鉴定。结果　法半夏、姜半

夏和清半夏中的需氧菌总数和霉菌酵母菌总数值均介于 10 ～ 105 cfu·g－ 1；耐热菌检出率为

46.9%，未检出大肠埃希菌及沙门菌，但其他污染菌有成团泛菌属、非脱羧勒克氏菌、肺炎克

雷伯菌肺炎、赫氏埃希菌和阴沟肠杆菌等 5 类。结论　由于特殊的炮制工艺，半夏饮片的需氧

菌总数较低，但部分样品霉菌和酵母菌总数较高，从安全性角度，建议对通过煎煮、冲泡服用

的半夏应控制耐热菌并制订相关微生物限度标准。

关键词：半夏饮片；微生物限度检查；中药饮片标准；菌株鉴定；方法适用性；耐热菌
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Microbial contamination of 3 kinds of Pinelliae rhizome

ZHU Wen-juan1, LI Li-min2, LI Jin-mei1, CHEN Wen-jing1 (1. Huizhou Institute for Food and 
Drug Control, Huizhou  Guangdong  516003; 2. Medical College of Jiaying University, Meizhou  
Guangdong  514031)

Abstract: Objective  To determine the microbial contamination of Chinese herbal pieces by the 
microbial limit test for 32 batches of Pinelliae rhizome, and to provide a reference for the microbial 
limit standard. Methods  According to the general rules of “1108 Chinese medicine decoction pieces” 
in Chinese Pharmacopoeia (2020 Edition), the herbal pieces were analyzed of the total number of 
aerobic bacteria, yeasts, heat-resistant bacteria, bile-tolerant gram-negative bacteria, Escherichia 
coli, and Salmonella. The bacterial strains were identified by the automatic bacteria identification 
test system. Results  The total aerobic bacteria and total number of molds and ranged 10 ～ 105 
cfu·g－ 1 in Pinelliae rhizoma praeparatum,Pinelliane rhizoma praeparatum cum zingibera et alumine, 
Pinelliae rhizoma praeparatum, and Pinelliae rhizoma praeparatum cum alumine. The detection 
rate of heat-resistant bacteria was 46.9%, while Escherichia coli and Salmonella were not detected. 
Other contaminated bacteria including Pantoea, Leclercia adecarboxylata, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia hermannii and Enterobacter cloacei were detected. Conclusion  Due to the special 
processing technology, the total number of aerobic bacteria is lower in Pinelliae rhizome pieces, 
but the total number of molds and yeasts was higher in some samples. For safety concern, the heat-
resistant bacteria should be controlled and relevant limit standards should be established for Pinelliae 
rhizome pieces. 
Key words: Pinellia rhizome piece; microbial limit test; Chinese herbal piece standard; strain 
identification; method applicability; heat-resistant bacteria
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　　半夏为天南星科植物半夏 Pinellia ternata
（Thunb．）Breit. 的干燥块茎，有降逆止呕、镇咳
祛痰、抗溃疡、抗血栓、抗肿瘤、抗氧化、抗癫
痫、助眠和糖皮质激素样等作用 [1-4]。在抗击新
型冠状病毒肺炎（COVID-19）时，中药汤剂发挥
着重要的作用，其中清肺排毒汤因其良好的治疗
作用备受推崇，而半夏为其组方药之一 [5]。半夏
为临床常用的中药，但生品有毒，故不作内服。
通过炮制降低半夏毒性、增强其药效，有利于临
床应用和储存。常见的半夏炮制品有法半夏、姜
半夏和清半夏，均收载于《中国药典》2020 年版
一部中药饮片部分。饮片的炮制方法为煎煮、浸
泡、晾干等。法半夏炮制过程中需加入甘草和生
石灰，姜半夏需加入白矾和生姜，清半夏需加入
白矾 [6]。半夏和甘草没有明显的抑菌性 [7]；生姜
对革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌均有抑制作用，
对金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌有强烈的抑制
作用 [8]；白矾对白假丝酵母菌、大肠埃希菌和枯
草杆菌有明显的抑制作用 [9]。3 种半夏在炮制过
程中使用不同的辅料，推测其抑菌性可能会有不
同，因而其微生物限度方法适用性实验有差异。
　　2020 年版《中国药典》仅对中药提取物、直接
口服及泡服饮片进行了微生物限度规定，提出了耐
热菌总数的概念和检测方法，但没有对其限值进行
统一规定，其他类型的中药饮片也没有微生物限度
控制的规定，且缺乏针对不同品种饮片的微生物限
度检查法。中药来源主要分为植物、动物和矿物三
大类，大多数中药饮片炮制过程简单，经过净选、
洗润、干燥等过程，所携带的微生物有所降低，但
仍有不同程度的附着和残留，若存放不当，在适宜
的温度和湿度下，微生物很容易生长繁殖 [10]。在
污染严重的情况下，其附带的有害微生物、代谢毒
素等，即使经过生产加工仍无法去除，进入终产品
后将或多或少给患者带来风险 [11]。
　　近年来，中药饮片的微生物污染情况受到越来
越多的关注，张平等 [10] 对 50 种中药煎煮类饮片微
生物污染情况进行了初步探索，范一灵等 [12] 也对
上海地区 10 种中药饮片微生物情况进行研究，结
果发现需氧菌总数（TAMC）最高值可达 107 ～ 108 
cfu·g－ 1，霉菌和酵母菌总数（TYMC）最高值可
达 105 ～ 107 cfu·g － 1，耐热菌检出率高达 50%，
60 种需煎煮类中药饮片，炮制方法为煮制类、炒
制类和蒸制类的只占 22%，切制、净制、敲制等占
78%。切制、净制、敲制等炮制方式并不能降低中
药饮片中的微生物数量，反而可能因为加工过程受

到微生物的二次污染，因此，目前国内研究大多聚
焦在此类中药饮片。而蒸、煮、炒制类的中药饮片
微生物限度检查法和污染情况研究较少，本文选择
半夏的 3 种不同炮制品，炮制方式为加辅料煮制，
同时建立 3 种半夏的微生物限度检查法并对购自全
国 11 家企业 32 批半夏饮片进行微生物污染调查，
数据更有代表性和可比性，在初步探明半夏饮片的
微生物危害因子的基础上，为中药饮片微生物污染
风险评估、蒸煮类炮制方式的中药饮片微生物限度
标准的制订和完善提供数据支持。
1　仪器与材料

1.1　仪器

　　BS-1600Ⅱ级生物安全柜（苏州安泰），BSP-
400 生化培养箱（上海博讯），BMJ-400C 霉菌培
养箱（上海博讯），VITEK 2 Compact 30 全自动微
生物鉴定系统（法国生物梅里埃），Stemi 508 显
微镜（德国蔡司）。
1.2　中药饮片

　　法半夏 13 批、姜半夏 12 批、清半夏 7 批购
自 11 家企业，均由笔者按《中国药典》2020 年版
各药材项下相关要求进行鉴定。
1.3　培养基

　　胰酪大豆胨肉汤培养基（TSB）、麦康凯液体
培养基（MCB）（批号分别为 1080935、K1459Y，
广东环凯生物科技有限公司）；胰酪大豆胨琼脂
培养基（TSA）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（SDA）、
麦康凯琼脂培养基（MCA）、紫红胆盐葡萄糖
琼脂培养基、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养
基（XLD）（批 号 分 别 为 20011411、19121261、
2004282、18062761、190627，北京陆桥技术股份
有限公司）；肠道菌增菌液体培养基（EEB）、RV
沙门菌增菌液体培养基（批号分别为 20201128、
20210108，北京奥博星生物技术有限公司），培
养基适用性检查均符合要求 [13]。
1.4　试剂

　　VITEK 2 革兰氏阴性鉴定卡、革兰氏阳性鉴
定卡、芽孢杆菌鉴定卡（批号分别为 2411302103、
2421137403、2391523503，生物梅里埃美国股份
有限公司）。
1.5　菌种

　　 枯 草 芽 孢 杆 菌（Bacillus subtilis）[CMCC
（B）63501]、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
aureus）[CMCC（B）26003]、 铜 绿 假 单 胞 菌
（Pseudomonas aeruginosa）[CMCC（B）10104]、
白假丝酵母菌（Candida albicans）[CMCC（B）



1155

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

98001]、黑曲霉（Aspergillus niger）[CMCC（F）
98003]，定量菌株（100 ～ 1000 cfu/100 μL）；乙
型副伤寒沙门菌（Salmonella paratyphi）[CMCC
（B）50094]、大肠埃希菌（Escherichia coli）[C-
MCC（B）44102]，定量菌株（10 ～ 100 cfu/100  
μL）；所有菌种均购于杭州微球科技有限公司，
经菌种确认验收合格。
2　方法

　　按 2020 年版《中国药典》四部中药饮片微生
物限度检查项下的相关要求，先进行方法适用性
实验，以符合要求的稀释级供试液作为最低稀释
级的供试液进行供试品检查。耐热菌及控制菌检
查中划线分离到的菌株用 VITEK 2 进行鉴定。
2.1　菌液制备

　　取复溶溶液 1.1 mL，加入菌种冻干西林瓶中，
充分混匀，即得方法适用性实验所需浓度的菌液。
2.2　供试液制备

　　取 25 g 样品，加入 225 mL TSB 中，振荡 15 
min，取其 1∶10 的清液为供试液。
2.3　方法适用性实验

　　法半夏：选取亳州市中药饮片厂（批号：
200701）、北京仟草中药饮片有限公司（批号：
D200601001）、北京本草方源药业集团有限公司
（批号：20200521）各 1 批样品。
　　姜半夏：选取亳州市中药饮片厂（批号：
200202）、北京仟草中药饮片有限公司（批号：
D191116001）、北京本草方源药业集团有限公司
（批号：20200701）各 1 批样品。
　　清半夏：北京仟草中药饮片有限公司（批号：
D200103001）、北京本草方源药业集团有限公司
（批号：20200127）、郑州瑞龙制药股份有限公司
（批号：18020401）各 1 批样品。
　　中药饮片中微生物数量相对较高 [12]，为避免
影响微生物回收结果，先对上述样品各称取 25 g
后，进行 115℃、20 min 灭菌，再进行方法适用
性实验。
2.4　微生物的计数

　　取供试液及 2 个连续 10 倍稀释级，分别于 TSA
和 SDA 中培养，TSA 置 32.5℃下培养 5 d，SDA 置
22.5℃下培养 7 d，分别计数平皿需氧菌落数。
　　取供试液 10 mL 经沸水浴 30 min 处理后迅速
冷却，后续实验步骤和培养条件同 TAMC 计数实
验，测定耐热菌总数。将耐热菌进一步分离纯化，
采用 VITEK 2 进行菌株鉴定。
2.5　控制菌的检查

2.5.1　耐胆盐革兰氏阴性菌　取供试液，于 25℃
下预培养 2 h，取相当于 0.1、0.01、0.001 g 样品
的供试品溶液加入至 10 mL EEB 中，按药典要求
进行实验和培养，并查表得出定量结果 [13]。
2.5.2　大肠埃希菌　取供试液 10 mL，加至 100 
mL TSB 中，混匀，按药典要求进行实验和培
养 [13]，若 MCA 平板上有菌落生长，挑取单菌落
接种至 TSA 平板，32.5℃下培养 24 h 后，采用
VITEK 2 进行菌株鉴定。
2.5.3　沙门菌　取 10 g 供试品，加入 100 mL 
TSB 中，混匀，按药典要求进行实验和培养 [13]，
若 XLD 平板上有菌落生长，挑取单菌落接种至
TSA 平板，32.5℃下培养 24 h 后，采用 VITEK 2
进行菌株鉴定。
3　结果

3.1　微生物限度检查法的建立

　　采用常规平皿法，在供试液浓度为 1∶10 时，
3 种饮片的各菌回收比值均为 0.5 ～ 2.0，结果见
表 1；控制菌检查中，均能检出实验菌。3 种半
夏均无抑菌性，可用常规法进行检验。
3.2　微生物限度检查结果

3.2.1　需氧菌、霉菌和酵母菌、耐热菌数测定　
32 批样品的需氧菌、霉菌和酵母菌计数结果介于
10 ～ 105 cfu·g－ 1，其中需氧菌、霉菌和酵母菌的
主要分布：法半夏在 102 ～ 104 cfu·g－ 1 和 10 ～ 102 
cfu·g－ 1，姜半夏和清半夏在 103 ～ 104 cfu·g－ 1 和
102 ～ 104 cfu·g－ 1，结果见图 1 和图 2。
　　32 批半夏中，共有 15 批检出耐热菌，计数
结果在 10 ～ 550 cfu·g－ 1，检出率为 46.9%。耐
热菌鉴定结果主要为芽孢杆菌属，有地衣芽孢杆
菌、巨大芽孢杆菌、坚固芽孢杆菌和枯草芽孢杆
菌；检出 2 批少动鞘氨醇单胞菌。结果表明，半
夏经过 30 min 煎煮，大部分条件致病菌可得到有
效控制，但仍有不少芽孢杆菌能存活下来。

图 1　TAMC 分布图

Fig 1　TAMC results
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图 2　TYMC 分布图

Fig 2　TYMC results

3.2.2　控制菌检查　3 批耐胆盐革兰氏阴性菌定
量实验呈阳性，污染范围均在 10 ～ 102  cfu·g－ 1，
3 种半夏各占 1 批。结果表明，3 种半夏的耐胆
盐革兰氏阴性菌负载水平较低。32 批半夏饮片均
未检出大肠埃希菌和沙门菌，但有 13 批在控制
菌检查中发现可疑菌落，主要为以下 5 类菌：成
团泛菌属、非脱羧勒克氏菌、肺炎克雷伯菌、赫
氏埃希菌和阴沟肠杆菌，分别占 30.7%、23.1%、
15.4%、15.4%、15.4%。
4　讨论

　　传统的标准冻干菌株在复苏、传代和稀释中
步骤烦琐、操作耗时。工作菌液需稀释多个数量
级，才能达到实验的要求，不仅对实验者的稀释操
作要求较高，对每次传代培养的菌液浓度也有严格
要求；而实际操作中，工作菌液的浓度常因传代菌
株的活性、接种量、培养时间和保存温度及时间而
产生较大的差异，实验者往往会因为培养后菌液组
的数量达不到药典要求而不得不重复方法适用性实

验，费时费力。《中国药典》2020 年版四部 9203 药
品微生物实验室质量管理指导原则里指出，可使用
与标准菌株所有相关特性等效的商业派生菌株作为
工作菌株 [13]。本法适用性实验中，使用的是商品

化定量菌株，只需将定量菌株按操作要求进行复溶
即可，且菌量稳定。定量菌株的使用，既缩短了菌
液的培养和配制稀释的时间，又保证了菌活性和浓
度，省时省力，值得推广。
　　3 种半夏在炮制过程中，使用不同的辅料进
行煎煮、浸泡、洗净及晾干。虽然部分辅料（如
姜、明矾等）存在一定的抑菌性，但经过炮制后，
浓度被稀释，抑菌效力减弱，故 3 种半夏在微生
物限度的方法适用性的结果均无抑菌性，可采用
常规平皿法进行微生物限度检查。也正因为 3 种
半夏炮制过程中使用到含抑菌性的辅料，且在炮
制煎煮过程中灭活部分的微生物，半夏饮片相较
于仅进行简单晾晒切割的中药饮片，如通草 [14]、
红花 [15]，鱼腥草 [16] 等，本底污染微生物的负载
量要少 2 ～ 3 个对数级别。半夏饮片的控制菌污
染主要为成团泛菌属、非脱羧勒克氏菌、肺炎克
雷伯菌肺炎、赫氏埃希菌和阴沟肠杆菌，虽然不
是 2020 年版《中国药典》要求的控制菌，但均为
条件致病菌，在检查中应关注。
　　半夏的耐热菌污染主要来自于两大类，一类是
耐热的革兰氏阳性芽孢杆菌，另一类是革兰氏阴性
条件致病菌。芽孢杆菌属主要源于土壤，枯草芽孢
杆菌虽为常见的环境菌，但仍会导致部分人群感
染 [17]；此次在耐热菌检测中检出少动鞘氨醇单胞
菌，该菌为革兰氏阴性杆菌，是院内感染的致病菌
之一 [18]。半夏常以煎煮后的汤剂形式服用，近几
年流行养生茶直接泡服，参照 2020 年版《中国药
典》，按直接口服及泡服饮片要求，本次实验霉菌
和酵母菌总数中，有 7 批次不符合要求；且从 15
批半夏中检出耐热菌，为了保障群众的用药安全，
应对半夏的上述两项微生物指标进行限值规定。
　　在方法学适用性实验中，对样品先进行
115℃、20 min 灭菌处理以减少本底菌数量过大

表 1　半夏炮制饮片微生物限度方法适用性实验结果 
Tab 1　Applicability test for microbial limit test of Pinelliae rhizome

样品 批号
回收比值 TSA 琼脂平板上回收比值 SDA 琼脂平板上回收比值

金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 枯草芽孢杆菌 白假丝酵母菌 黑曲霉 白假丝酵母菌 黑曲霉

法半夏 200701 1.12 0.94 0.71 1.24 1.21 1.17 1.11
D200601001 1.10 1.05 0.80 1.22 1.07 1.09 1.01

20200521 0.85 1.08 0.78 1.01 1.00 1.03 0.83

姜半夏 200202 1.18 1.14 0.99 0.83 0.93 0.98 1.09
D191116001 1.31 1.11 0.99 0.87 1.03 1.48 0.84
20200701 1.08 1.15 1.10 0.83 1.11 1.18 0.92

清半夏 D200103001 1.16 1.22 1.08 1.00 1.23 1.22 0.99
20200127 1.22 0.94 1.03 0.76 1.20 1.34 1.24
18020401 1.29 1.08 1.02 0.66 1.05 1.11 0.98
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的干扰，摸索出合适的限度方法后，再对未灭菌
的样品进行污染性探究实验。在 TAMC、TYMC
中，相邻 10 倍稀释级别的菌落数均呈现 10 倍数
值左右的比例，再次表明样品不具有抑菌性。若
样品相邻稀释级别的菌落数倍数差异不成比例
时，应考虑样品的抑菌因子被灭菌处理所破坏，
应调整样品前处理的灭菌温度和时间，重新进行
实验，减少对抑菌因子的破坏。
　　本次实验未检出大肠埃希菌和沙门菌，但并
不代表此类致病菌不存在于半夏样品中。本次实
验样本数量偏少，接下来将进一步扩大样本数
量，寻找各地有代表性的样品，同时开展更多炮
制后可降低微生物数量的中药饮片的微生物限度
方法建立和污染调查，为药典制订该类中药饮片
的微生物限值提供数据支持。
　　2020 年版《中国药典》新增了中药材饮片
的微生物限度检查方法，目前仅对中药提取物、
直接口服及泡服饮片的微生物限度标准提出要
求。而欧洲药典 7.0 版（EP7.0）、日本药典 16 版
（JP16）和美国药典 36 版（USP36）早已明确需
煎煮类的中药材饮片的微生物限度标准，包括
TAMC、TYMC 以及控制菌 [19-21]。范一灵等 [12]

的研究表示，炮制过程不涉及热加工和涉及热加
工的中药饮片的需氧菌和耐热菌计数有显著性差
异，热加工处理的中药饮片，需氧菌和耐热菌计
数比不涉及热加工的低。张平等 [10] 分析 50 种药
材饮片，非热加工方式切制净制饮片的微生物负
载最高，热加工方式的煮制、炒制、蒸制饮片次
之，热加工与非热加工的炮制方式对需氧菌、霉
菌和酵母菌有明显差异（P ＜ 0.05），对耐热菌无
显著差异（P ＞ 0.05）。
　　笔者认为，应根据中药材饮片的炮制方式和
服用方式，将中药饮片进行分类，炮制方式分为
炮制或预处理后不能降低微生物数量、炮制后可
降低微生物数量、直接干燥或打粉三类，服用
方式分为不需煎煮和需煎煮两类，根据不同的
炮制方式和服用方式的相互组合，增加 TAMC、
TYMC、耐热菌的限值指标。控制中药材饮片的
微生物指标，降低药材本身的各类污染菌，可以
在一定程度上延长饮片的保存期限，保证药材的
质量和药效。此外，中药材饮片的微生物数量得
到一定的控制后，也可降低下游中成药制剂的微
生物负载量，减少因原材料中药材带来的微生物
污染，在一定程度上减轻制药企业的产品过程控
制和终端灭菌的压力。
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高效液相色谱法测定延龄草中 4 种甾体皂苷的 
油水分配系数及平衡溶解度

左月明，陈林林，张忠立*（江西中医药大学，南昌　330004）

摘要：目的　测定延龄草中 4 种甾体皂苷单体在不同溶剂和不同 pH 缓冲液中的平衡溶解度
及其在正辛醇 - 水 / 缓冲液中的油水分配系数。方法　采用摇瓶法结合高效液相色谱法，以偏
诺皂苷元 -3-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷（简称 Y1T）、偏诺皂苷元 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基（1→2）-β-
D- 吡喃葡萄糖苷（简称 Y2T）、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（简称 Y3T）、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 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷（简称 Y4T）的
含量为指标，考察延龄草中 4 种甾体皂苷的平衡溶解度及油水分配系数。结果　在 25℃下，
Y1T、Y2T、Y3T、Y4T 在 pH 2.0 ～ 7.8 的缓冲液中平衡溶解度为 21.667 ～ 46.869 mg·L－ 1、
18.780 ～ 54.054 mg·L－ 1、17.811 ～ 71.355 mg·L－ 1、26.027 ～ 63.034 mg·L－ 1，油水分配
系数为 0.161 ～ 0.194、0.855 ～ 1.345、0.536 ～ 0.884、0.294 ～ 0.581。结论　本文建立的方
法简单可行，延龄草中 4 种甾体皂苷均属于低溶解度、高透过性的药物，水溶性较差，脂溶性
较好，且 pH 能影响平衡溶解度和油水分配系数。
关键词：延龄草；甾体皂苷；平衡溶解度；油水分配系数
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1158-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.033

Determination of equilibrium solubility and apparent oil-water partition 
coefficient of 4 steroidal saponins in Trillium tschonoskii by HPLC

ZUO Yue-ming, CHEN Lin-lin, ZHANG Zhong-li* (Jiangxi University of Chinese Medicine, 
Nanchang  330004)

Abstract: Objective  To determine the equilibrium solubility in different solvents and pH buffers, 
and the oil-water partition coefficients of 4 steroidal saponins with n-octanol-water/buffer in Trillium 
tschonoskii. Methods  Shaking flask method combined with HPLC was used to determine the 
equilibrium solubility and the oil-water partition coefficient of 4 steroidal saponins with pennogenin-
3-O-β-D-glucopyranoside (Y1T), pennogenin-3-O-α-L-rhamnopyranosyl (1→2)-β-D-glucopyranoside 
(Y2T), pennogenin-3-O-α -L-rhamnopyranosyl- (1 → 4)-[α -L-rhamnopyranosyl- (1 → 2)] -β-D-
glucopyranoside (Y3T) and pennogenin-3-O-α-L-rhamnopyranosyl (1 → 4)-α-L-rhamnopyranosyl 
(1 → 4)-[α -L-rhamnopyranosyl- (1 → 2)] -β-D-glucopyranoside (Y4T). Results  At 25℃ , the 
equilibrium solubility of Y1T, Y2T, Y3T, and Y4T in the buffer with pH 2.0 － 7.8 was at 21.667 －

46.869 mg·L－ 1, 18.780 － 54.054 mg·L－ 1, 17.811 － 71.355 mg·L－ 1, and 26.027 － 63.034 
mg·L－ 1; the of oil-water partition coefficient was at 0.161 － 0.194, 0.855 － 1.345, 0.536 －

0.884, and 0.294 － 0.581. Conclusion  The method is simple and feasible. The 4 steroidal saponins 
in Trillium tschonoskii have low-solubility, high-permeability, poor water solubility and good fat 
solubility. pH can affect the balance of solubility and oil-water partition coefficient. 
Key words: Trillium tschonoskii; steroidal saponin; equilibrium solubility; oil-water partition coefficient
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　　 延 龄 草 为 百 合 科 植 物 延 龄 草（Trillium 
tschonoskii Maxim.）的根及根茎，俗称“地珠”，
味甘、性平，有小毒，具有镇静止痛、活血止血
之功效，主治头晕目眩、跌打损伤、神经衰弱、
脑震荡后遗症等疾病，是恩施土家族著名的民间
药 [1]。延龄草的主要活性成分为甾体皂苷，以 4
种甾体皂苷偏诺皂苷元 -3-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷
（简称 Y1T）、偏诺皂苷元 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖
基（1 → 2）-β-D- 吡喃葡萄糖苷（简称 Y2T）、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（简
称 Y3T）、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 → 4）-[α-L- 吡
喃鼠李糖基（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷（简称
Y4T）为主。现代药理研究表明，甾体皂苷类成
分具有抗肿瘤、抗氧化、抗炎及防治心脑血管疾
病等作用 [2-4]。笔者前期研究发现，延龄草中 4 种
甾体皂苷对心脑血管缺血性疾病具有较强的生物
活性，说明此类皂苷具有成药性的可能。由于这
4 种甾体皂苷的平衡溶解度和油水分配系数未见
相关报道，本文对 4 种甾体皂苷在不同溶剂中的
平衡溶解度以及在不同 pH 缓冲液中的油水分配
系数进行测定，旨在预测其体内吸收状况，为后
续制剂及新药研究提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　Waters2695 高效液相色谱仪（美国沃特世公
司）；HY-5A 振荡器（上海力辰邦西科技有限公
司）；CP225D 十万分之一分析天平（北京赛多利
斯仪器系统有限公司）；KQ-700DE 超声清洗机
（昆山超声仪器有限公司）；NP-30S 涡旋混合器
（常州恩培仪器制造有限公司）；TGL-16C 离心
机（天津广丰科技有限公司）；CT-6023 pH 计（杭
州艾普仪器制造有限公司）。
1.2　试药
　　Y1T、Y2T、Y3T、Y4T 对照品（实验室自制，
纯度均大于 98.0%）。乙腈、甲醇（色谱纯，德国
默克公司）；磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、磷酸氢
二钾、磷酸二氢钾、氢氧化钠、正辛醇、甲醇、
磷酸（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；水
为超纯水。
2　方法与结果
2.1　溶液配制
2.1.1　不同 pH 的缓冲液　按 2020 年版《中国药
典》四部通则 8004 项下方法 [5]，配制不同 pH 值
的磷酸盐缓冲液，使各缓冲液 pH 值分别为 2.0、

3.0、5.0、6.0、7.0、7.8。用 pH 计检测各缓冲液
的 pH 值，并进行校正。
2.1.2　正辛醇水饱和溶液的制备　吸取正辛醇溶
液适量，分别与同体积水混合置于 500 mL 带塞
的锥形瓶中，室温下于恒温振荡器上振荡 24 h，
离心，分取上层和下层，即得水饱和正辛醇、正
辛醇饱和水溶液，备用 [6]。
2.1.3　对照品溶液的制备　精密称取 5.00 mg 
Y1T、Y2T、Y3T、Y4T 对 照 品， 分 别 置 于 5 
mL 量瓶中，加甲醇超声溶解 5 min，定容，摇
匀，即得质量浓度均为 1.00 mg·mL－ 1 的 Y1T、
Y2T、Y3T、Y4T 对照品溶液。
2.2　色谱条件 
　　色谱柱：Waters Symmetry C18 柱（4.6 mm× 

150 mm，5 μm）；流动相：乙腈 - 水（45∶55）；
流速：1.0 mL·min－ 1；检测波长：203 nm；柱温：
30℃；进样量：10 μL。在上述色谱条件下，延
龄草 4 种甾体皂苷 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T 的保
留时间分别为 11.94、6.58、5.39、4.96 min，结
果见图 1。

图 1　4 种甾体皂苷对照品的色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of 4 steroidal saponins reference substance
1.Y4T；2.Y3T；3.Y2T；4.Y1T

2.3　4 种甾体皂苷含量测定的方法学考察

2.3.1　标准曲线的绘制　精密量取“2.1.3”项下
各对照品溶液适量，稀释得最终质量浓度分别为
0.025、0.050、0.100、0.200、0.400、0.600、0.800、
1.000 mg·mL－ 1 的 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T 系
列标准溶液。经 0.45 μm 微孔滤膜过滤后，分别
进样测定，记录峰面积。以药物质量浓度（X，
mg·mL－ 1）为横坐标，峰面积值（Y）为纵坐标，
进行线性回归分析，得回归方程，结果见表 1，
Y1T、Y2T、Y3T、Y4T 在质量浓度 0.025 ～ 1.000 
mg·mL－ 1 内与峰面积呈良好的线性关系。
2.3.2　精密度试验　取 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T
对照品溶液，连续测定 6 次，结果 4 种甾体皂苷
RSD 值分别为 0.32%、0.44%、1.1%、1.7%，表
明仪器精密度良好。
2.3.3　重复性试验　取 pH 值 7.8 缓冲液（为 4 种
物质的最大溶解度）的 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T
水饱和正辛醇溶液 6 份，进样测定其峰面积，计
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算 RSD 值分别为 3.0%、0.39%、1.5%、1.4%，表
明该方法重复性良好。
2.3.4　稳定性试验　取 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T
对照品溶液，于室温下放置 0、2、4、8、16、24 h，
进样测定其峰面积，根据其质量浓度计算出 RSD
值分别为 2.3%、2.2%、2.3%、2.0%，表明 4 种
对照品溶液于室温下放置 24 h 稳定。
2.4　4 种甾体皂苷平衡溶解度的测定

2.4.1　在不同介质中的平衡溶解度　分别取过量
的 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T， 置 2 mL 具 塞 离 心
管中，分别加入 1 mL 水、甲醇、乙醇、正丁醇、
正辛醇超声溶解 10 min，使成饱和溶液后，置于
25℃恒温振荡器中，200 r·min－ 1 振荡 8 h，离
心（12 000 r·min－ 1，10 min），各吸取上清饱和

液，经适当稀释后，过 0.45 µm 的微孔滤膜，进
样测定，记录峰面积，结果见表 2。

表 2　Y1T、Y2T、Y3T、Y4T在不同介质中的平衡溶解度 (n ＝ 3) 
Tab 2　Equilibrium solubility of Y1T，Y2T，Y3T，and Y4T in 

different solvents (n ＝ 3)

溶剂
平衡溶解度 /（mg·mL － 1）

Y1T Y2T Y3T Y4T
水 0.054 0.058   0.222   0.182
甲醇 9.175 92.949 26.592 11.768
乙醇 3.692 53.034 28.739 46.481
正丁醇 1.652 22.477   9.535   7.277
正辛醇 0.750   6.566   3.114   1.327

2.4.2　在不同 pH 溶液中的平衡溶解度　分别取
过量的 Y1T、Y2T、Y3T、Y4T，置 5 mL 具塞离
心管中，分别加入 3 mL 不同 pH 值 2.0、3.0、5.0、
6.0、7.0、7.8 的磷酸盐缓冲液，超声溶解 10 
min，使成饱和溶液后，置于 25℃下恒温振荡器
中，200 r·min－ 1 振荡 8 h，离心（12 000 r·min－ 1，
10 min），分别吸取上清饱和液，经旋转蒸发器适
当浓缩后，过 0.45 µm 微孔滤膜，进样测定，记
录峰面积，结果见图 2。

图 2　4 种甾体皂苷在不同 pH 缓冲液中的平衡溶解度（n ＝ 3）
Fig 2　Equilibrium solubility of 4 steroidal saponins in different pH buffers（n ＝ 3）

2.5　油水分配系数的测定

　　分别取质量浓度为 0.5 mg·mL－ 1 的 Y1T、
Y2T、Y3T、Y4T 水饱和正辛醇溶液 1 mL，分别
加入 pH 值为 2.0、3.0、5.0、6.0、7.0、7.8 的磷
酸盐缓冲液 1 mL，置于 2 mL 具塞离心管中，涡
旋混匀 30 min，置于 25℃下恒温振荡器中，100 
r·min－ 1 振荡 12 h，静置后，3500 r·min－ 1 离
心 10 min，小心吸取上层油相，过 0.45 µm 的微
孔滤膜，精密吸取续滤液 10 µL，进样测定，记
录峰面积，按标准曲线分别计算其浓度，并按下
式计算表观油水分配系数 P ＝（CV － CwVw）/
CwVw，式中 P 为皂苷的表观油水分配系数，C 为
正辛醇中皂苷的初始浓度，V 为水饱和正辛醇的
体积（即 1 mL），Cw 为分配平衡时皂苷在水相中
测得的浓度，Vw 为水相的体积（即 1 mL）。按照
公式计算不同 pH 磷酸盐缓冲溶液中表观正辛醇

缓冲溶液分配系数，结果见表 3。

表 3　4 种甾体皂苷在不同 pH缓冲溶液中的油水分配系数 (n ＝ 3) 
Tab 3　Oil-water partition coefficients of 4 steroidal saponins in 

different pH buffers (n ＝ 3)

甾体皂苷 参数
不同 pH 下油水分配系数

2.0 3.0 5.0 6.0 7.0 7.8

Y1T P 1.535 1.563 1.473 1.45 1.465 1.463

logP 0.186 0.194 0.168 0.161 0.166 0.165

Y2T P 7.163 22.133 9.433 10.913 7.318 8.587

logP 0.855 1.345 0.975 1.038 0.864 0.934

Y3T P 3.877 7.658 6.752 3.439 6.689 4.698

logP 0.589 0.884 0.829 0.536 0.825 0.672

Y4T P 3.813 3.699 3.304 2.812 2.319 1.966

logP 0.581 0.568 0.519 0.449 0.365 0.294

3　讨论

3.1　测定介质的选择

　　目前关于延龄草中 4 种甾体皂苷平衡溶解度

表 1　4 种甾体皂苷的标准方程及线性范围 (n ＝ 8) 
Tab 1　Standard equation and linearity of 4 steroidal saponins (n＝8)

化合物 线性方程 R2 线性范围 /
（mg·mL － 1）

Y1T Y ＝ 4.61×106X － 2.94×104 0.9991 0.025 ～ 1.000
Y2T Y ＝ 4.00×106X － 7.75×104 0.9996 0.025 ～ 1.000
Y3T Y ＝ 3.27×106X ＋ 1.02×104 0.9997 0.025 ～ 1.000
Y4T Y ＝ 2.84×106X － 1.91×104 0.9996 0.025 ～ 1.000
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测定的相关报道较少，本文结合以往的研究经验
选择 4 种甾体皂苷在 5 种常用溶剂介质水、甲醇、
乙醇、正丁醇、正辛醇和不同 pH 溶液的平衡溶
解度进行测定，并对其在不同 pH 溶液中的油水
分配系数进行测定，使研究更加系统和全面，可
为延龄草中 4 种甾体皂苷在药物制剂方面的研究
提供更多参考依据。
3.2　pH 对 4 种甾体皂苷平衡溶解度的测定结果

分析

　　药物溶解是药物在体内吸收的前提，故水溶
性是药物吸收的先决条件 [7]。若溶解速度大于吸
收速度，吸收过程与剂型关系较小；反之，溶解
则会成为药物吸收的限速因素 [8-9]。本研究结果显
示：在 pH 在 2.0 ～ 7.8 时，4 种甾体皂苷的平衡
溶解度总体呈现上升趋势；当 pH 为 7.8 时 4 种甾
体皂苷的平衡溶解度达到最大值分别为 46.869、
54.054、71.355、63.034 mg·L－ 1；而当 pH 在 5 ～ 6
时，4 种甾体皂苷的平衡溶解度出现较低值。结
果说明 4 种甾体皂苷水溶性均较差，其中 Y3T 和
Y4T 的水溶性略大于 Y1T 和 Y2T，后续的剂型设
计中可考虑加入辅料改善其水溶性，增加溶出度，
进而提高其生物利用度。
3.3　pH 对 4 种甾体皂苷油水分配系数的测定结

果分析

　　药物的油水分配系数用于预测膜的通透性，
包括胃肠道吸收、穿过血脑屏障的情况以及与
药动学性质的关系，是药物成药性的考察指标
之一 [10]。由于胃肠道不同位置的 pH 不同，如胃
1.0 ～ 3.0，十二指肠 4.0 ～ 6.0，空肠 6.0 ～ 7.0，
回 肠 7.0， 结 肠 7.8 ～ 8.0[11]， 因 此 选 择 pH 
2.0 ～ 7.8 的缓冲液作为溶剂。若药物的 logP 值
在－ 1 ～ 2 内，则该药物脂溶性和水溶性适中，
具有较好生物膜渗透性，一般认为在胃肠道有较
好吸收的药物 logP ＞ 1[12]。本研究测定了 4 种甾
体皂苷的油水分配系数，结果显示 4 种甾体皂苷
在水饱和正辛醇 - 不同 pH 磷酸盐缓冲溶液体系
中的 logP 具有一定的规律：Y1T 在 pH 2.0 ～ 7.8
内的 logP 值基本趋势保持不变，这说明 Y1T 的
logP 值对 pH 值依赖性不强；Y2T 在 pH 3 和 6 的
缓冲溶液中 logP 值为 1.345、1.038，说明 Y2T 在
胃肠道中有较好的吸收，亲脂性较好，适合口服

给药；Y3T 在 pH 3 的缓冲溶液中 logP 值达到最
大（为 0.884），说明 Y3T 脂溶性较 Y2T 弱；Y4T
在 pH 2.0 ～ 7.8 内 logP 值随着 pH 的升高而减小，
说明随着 pH 的升高其脂溶性减弱，亲水性增强，
口服吸收利用度下降。
3.4　展望

　　综上所述，根据本试验对延龄草 4 种甾体皂
苷的平衡溶解度和油水分配系数的测定结果可
知，机体对延龄草 4 种甾体皂苷的吸收性较好，
按照生物药剂学分类系统分类可知，4 种甾体皂
苷均属于低溶解度、高透过性的药物。所以，研
制 4 种甾体皂苷口服制剂的关键在于增加药物在
体内的溶出度，进而有利于提高其生物利用度，
为 4 种甾体皂苷的成药性以及后续剂型研究奠定
基础。
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离子色谱法测定盐酸二甲双胍药物中二甲胺的含量

储韫婧1，邵方娴2，陈民辉2*，冯芳1（1. 中国药科大学药物分析教研室，南京　211198；2. 江苏省食品药品监督检验

研究院，南京　210019）

摘要：目的　建立离子色谱法测定盐酸二甲双胍药物中二甲胺的含量。方法　采用阳离子交

换柱 Dionex IonPac CS12A（4 mm×250 mm），以甲磺酸溶液为淋洗液进行梯度洗脱，流速 1.0 
mL·min － 1，柱温 30℃，进样体积 25 µL，采用抑制型电导器检测。结果　原料、胶囊及片

剂中的二甲胺在 0.050 ～ 50 µg·mL － 1 与峰面积线性关系良好（r ＝ 1.000），定量限和检测限

分别为 6 ng·mL － 1 和 2 ng·mL － 1。缓释片中的二甲胺在 0.025 ～ 5.0 µg·mL － 1 与峰面积线

性关系良好（r ＝ 0.9990），定量限和检测限分别为 6 ng·mL － 1 和 3 ng·mL － 1。原料及制剂

中二甲胺的回收率在 92.5% ～ 103.5%，RSD ＜ 4.0%。结论　该方法操作简便，准确可靠，可

用于盐酸二甲双胍药物中二甲胺含量的检测。

关键词：离子色谱法；抑制电导；盐酸二甲双胍；二甲胺
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Determination of dimethylamine in metformin hydrochloride by  
ion chromatography

CHU Yun-jing1, SHAO Fang-xian2, CHEN Min-hui2*, FENG Fang1 (1. Department of Pharmaceutical 
Analysis, China Pharmaceutical University, Nanjing  211198; 2. Jiangsu Institute for Food and Drug 
Control, Nanjing  210019)

Abstract: Objective  To determine the dimethylamine (DMA) in metformin hydrochloride by ion 
chromatography method. Methods  The determination was conducted on a Dionex IonPac CS12A 
(4 mm×250 mm) column and a protective column [Dionex IonPac CG12A (4 mm×50 mm)] 
with methanesulfonic acid solution as the eluent. The flow rate was 1.0 mL·min－ 1. The column 
temperature was 30℃ , and the injection volume was 25 µL. Results  In non-sustained released 
dosage forms, the method showed good linearity at 0.050 ～ 50 µg·mL － 1 (r ＝ 1.000) for DMA, the 
limit of quantification and detection were 6 ng·mL － 1 and 2 ng·mL － 1, respectively. In sustained 
released dosage forms, the method showed good linearity at 0.025 ～ 5.0 µg·mL － 1 (r ＝ 0.9990) 
for DMA, the limit of quantification and detection were 6 ng·mL － 1 and 3 ng·mL － 1, respectively. 
The recoveries of raw materials and its preparations ranged from 92.5% to 103.5% with the RSD less 
than 4.0%. Conclusion  The method is simple, accurate and reliable for the determination of DMA in 
metformin hydrochloride and its preparations. 
Key words: ion chromatography method; inhibitory conductance; metformin hydrochloride; 
dimethylamine
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　　盐酸二甲双胍是治疗二型糖尿病的首选
药 [1]，能有效降低患者血糖，改善胰岛素抵抗，
并对糖尿病并发症糖尿病视网膜病变有效 [2-3]，
对糖尿病相关的肾脏并发症也有改善作用 [4-5]。盐

酸二甲双胍由盐酸二甲胺和双氰胺通过加热缩
合反应合成 [6]，二甲胺具有毒性，对皮肤及眼睛
有刺激损伤作用 [6]，易与亚硝酸盐生成基因毒性
杂质 N- 亚硝基二甲胺（N-nitroso dimethylamine，
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NDMA）[7]。控制盐酸二甲双胍药物中二甲胺的
含量，有利于降低患者的用药风险。目前国内外
药典均有盐酸二甲双胍及其制剂的收载，其中美
国药典 43 版 [8]、日本药局方 18 版 [9] 和《中国药
典》2020 年版 [10] 均未对二甲胺杂质进行限度控
制，仅欧洲药典 10.1 版 [11] 和英国药典 2021 版 [12]

中收载了盐酸二甲双胍中二甲胺（杂质 F）的检
测方法及限度，限度均规定为 0.05%。二甲胺没
有紫外吸收，且极性强 [13]，在反相色谱柱上没有
保留，采用柱前衍生化使二甲胺形成具有紫外吸
收的衍生化产物，同时改善二甲胺在反相色谱柱
上的色谱行为，从而满足高效液相色谱法 [6，14] 的
检测要求。欧洲药典和英国药典以 2，4- 二硝基
氟苯为柱前衍生化试剂，采用高效液相色谱法对
二甲胺进行测定。柱前衍生化法前处理过程复杂，
衍生化试剂具有毒性。气相色谱检测法 [15] 和气相
质谱联用法 [16] 可以实现二甲胺的直接检测，但
药物中二甲胺常以盐酸二甲胺形式存在，样品制
备时需要使用强碱性溶液将盐酸二甲胺转化成二
甲胺 [7]，操作烦琐且易损伤色谱柱，定量限只能
达到微克级别 [7，17]。液相质谱联用法 [17] 适用于
二甲胺的检测，操作简便，灵敏度高，但需要使
用特殊的 HILIC 亲水色谱柱以改善二甲胺的保留
行为，过低质量数的分子离子峰易受干扰。近年
来，离子色谱也广泛应用于二级胺和三级胺的检
测 [18]，离子色谱法 [19-21] 测定药物中二甲胺，不
需要进行衍生化，且灵敏度高，但离子色谱法用
于盐酸二甲双胍片剂及缓释制剂中盐酸二甲胺检
测尚未见报道。本研究旨在建立一种简便、准确
且灵敏度高的分析方法用于检测盐酸二甲双胍及
其制剂中盐酸二甲胺的含量。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　ICS-6000 离 子 色 谱 仪（配 有 CDRS-600 4 
mm 阳离子抑制器、ICS-6000 DC-6 电导检测器、
ST16R 型冷冻离心机，美国赛默飞世尔公司）；
XA205 型号电子天平（梅特勒·托利多公司）；
Mili-Q 纯 水 仪（美 国 Millipore 公 司）；IKA MS3 
digital 涡旋振荡器（德国 IKA 公司）、CPX8800H-C
型超声波清洗器（必能信超声有限公司）。
1.2　试药

　　盐酸二甲胺对照品（批号：183726M-YX-
01，纯度：100%，STD）；乙腈（色谱纯，美国
Honeywell 公司）；超纯水（电阻率为 18.2 MΩ，
美国 Millipore 公司）；钾元素标准溶液（GSB1304-

1733-2004，1000 µg·mL－ 1）、钠元素标准溶液
（GSB1304-1738-2004，1000 µg·mL－ 1）、钙元素
标准溶液（GSB1304-1720-2004，1000 µg·mL－ 1），
（国家有色金属及电子材料分析测试中心）；氯
化铵（批号 20190516，国药集团化学试剂有限公
司）；盐酸二甲双胍原料药、胶囊、盐酸二甲双
胍片与缓释片均为市售样品。
2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　对照品溶液　精密称取盐酸二甲胺对照品
90.4 mg（约相当于二甲胺50 mg）置20 mL 量瓶中，
用 10% 乙腈溶液溶解并稀释至刻度，即得对照品
储备液。精密移取对照品储备液适量，用 10% 乙
腈溶液稀释成含二甲胺 5 µg·mL－ 1 的原料、胶囊
及片剂的对照品溶液；用 50% 乙腈溶液稀释成含
二甲胺 2.5 µg·mL－ 1 的缓释片对照品溶液。
2.1.2　系统适用性溶液　分别以 10% 乙腈溶液
和 50% 乙腈溶液作为溶剂，配制含 K ＋、Na ＋、
Ca2 ＋、DMA、NH4

＋各 1 µg·mL－ 1 的混合溶液。
2.1.3　原料、胶囊及片剂系列标准曲线溶液　精
密移取对照品储备液适量，用 10% 乙腈溶液稀释
成含二甲胺分别为 0.050、0.10、1.0、5.0、10 和
50 µg·mL－ 1 的原料、胶囊及片剂的系列标准曲
线溶液。
2.1.4　缓释片系列标准曲线溶液　精密移取对
照品储备液适量，用 50% 乙腈溶液稀释成含二
甲胺分别为 0.025、0.050、0.50、1.0、2.5 和 5.0 
µg·mL－ 1 的缓释片的系列标准曲线溶液。
2.1.5　原料及胶囊供试品溶液　取原料药或胶囊
内容物适量（约相当于盐酸二甲双胍 200 mg），
精密称定，置 15 mL 离心管中，加入 1.0% 乙腈
溶 液 2 mL， 超 声 10 min， 涡 旋 1 min，10 000 
r·min－ 1 离心 5 min，精密量取上清液 1 mL 置
10 mL 量瓶中，加水稀释至刻度，混匀，作为盐
酸二甲双胍原料和胶囊的供试品溶液。
2.1.6　片剂供试品溶液　取本品粉末适量（约
相当于盐酸二甲双胍 200 mg），精密称定，置
15 mL 离心管中，加入 10% 乙腈溶液 2 mL，超
声 20 min，涡旋 10 min，10 000 r·min－ 1 离心 8 
min，精密量取上清液 1 mL 置 10 mL 量瓶中，加
水稀释至刻度，混匀，滤过，取续滤液作为盐酸
二甲双胍片的供试品溶液。
2.1.7　缓释片供试品溶液　取本品粉末适量（约
相当于盐酸二甲双胍 200 mg），精密称定，置 50 
mL 离心管中，加入 5.0% 乙腈溶液 20 mL，涡旋
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30 min，10 000 r·min－ 1 离心 8 min，精密量取
上清液 5 mL 置 10 mL 量瓶中，加水稀释至刻度，
混匀，滤过，取续滤液作为盐酸二甲双胍缓释片
的供试品溶液。
2.2　色谱条件及系统适用性

　　采用阳离子交换柱 Dionex IonPac CG12A（4 
mm×50 mm）为保护柱、Dionex IonPac CS12A（4 
mm×250 mm）为分析柱，甲磺酸溶液为淋洗液，
梯度洗脱：0 ～ 10 min（10 mmol·L－ 1），10 ～ 11 
min（10 → 30 mmol·L － 1），11 ～ 28 min（30 
mmol·L－ 1），28 ～ 29 min（30 → 10 mmol·L－ 1），
29 ～ 35 min（10 mmol·L－ 1），流速 1.0 mL·min－ 1，
柱温 30℃，抑制电导检测，抑制电流 88 mA，检
测器温度 35℃，抑制器温度 20℃，进样体积 25 
µL。理论塔板数按二甲胺峰计大于 5000，各峰之
间的分离度均大于 1.5（见图 1）。出峰顺序为 Na＋

→ NH4
＋→二甲胺→ K＋→ Ca2 ＋。

2.3　专属性

　　将空白溶液、对照品溶液及不同剂型的供试
品溶液注入色谱仪，记录色谱图（见图 2）。二

甲胺峰与相邻色谱峰分离度较好，分离度均大于
1.5，且空白不干扰 DMA 检测，方法专属性良好。

图 2　二甲胺测定的专属性色谱图

Fig 2　Specificity for the determination of DMA
A. 空白溶液（10% 乙腈溶液）（blank solution of 10% acetonitrile）；B. 原料、胶囊及片剂的对照品溶液（reference solution of API，capsule 
and tablet）；C. 原料药供试品溶液（sample solution of API）；D. 胶囊供试品溶液（sample solution of capsule）；E. 片剂供试品溶液（sample 
solution of tablet）；F. 空白溶液（50% 乙腈溶液）（blank solution of 50% acetonitrile）；G. 缓释片对照品溶液（reference solution of sustained 
released tablet）；H. 缓释片供试品溶液（sample solution of sustained released tablet）；1. 二甲胺（dimethylamine）

2.4　检测限、定量限和线性关系

　　分别取原料、胶囊及片剂的系列标准曲线溶
液和缓释片的系列标准溶液，照“2.2”项下色谱
条件进样分析，记录色谱图，以峰面积（Y）对质
量浓度（X）进行回归，绘制标准曲线。将原料、

胶囊及片剂的系列标准曲线溶液和缓释片的系列
标准溶液分别逐级稀释，以信噪比为3（S/N＝3）
和信噪比为 10（S/N ＝ 10）计算二甲胺的检测限
（LOD）和定量限（LOQ）。结果见表 1。

图 1　二甲胺测定的系统适用性色谱图

Fig 1　System suitability for the determination of DMA
A. 10% 乙腈溶液作溶剂（solution with 10% acetonitrile as solvent）；

B. 50% 乙腈溶液作溶剂（solution with 50% acetonitrile as solvent）
1. Na ＋；2. NH4

＋；3. 二甲胺（dimethylamine）；4. K ＋；5. Ca 2 ＋

表 1　二甲胺定量限、检测限和线性范围 
Tab 1　LOD，LOQ and linearity of DMA

剂型 回归方程 r 线性范围 /（µg·mL － 1） LOD/（ng·mL － 1） LOQ/（ng·mL － 1）

原料、片剂和胶囊 Y ＝ 0.1236X － 4.286×10 － 3 1.000 0.050 ～ 50 2 6

缓释片 Y ＝ 0.1191X － 9.375×10 － 4   0.9990 0.025 ～ 5.0 3 6
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2.5　进样精密度试验

　　分别取原料、胶囊及片剂的对照品溶液和缓
释片的对照品溶液，照“2.2”项下色谱条件注入
离子色谱仪并记录色谱图，连续进样 6 次，峰面
积的 RSD 分别为 0.20% 和 0.20%，表明该方法的
进样精密度良好。
2.6　重复性试验

　　制备原料药、胶囊、片剂及缓释片供试品溶
液，平行配制 6 份，按标准曲线法计算二甲胺的
含量和 RSD 值。原料药、胶囊及缓释片中二甲胺
的含量均低于 0.01%，RSD 均小于 4.0%。片剂中
的二甲胺含量小于 0.04%，RSD 小于 2.0%，表明
该方法重复性良好。
2.7　回收试验

　　向不同剂型的供试品中分别加入 50、100 和
150 µg 的二甲胺溶液，制备供试品溶液，得到不同
剂型低、中和高浓度的加标样品，每个浓度平行配
制 3 份，进样分析，计算回收率，结果表明该方法
的准确度良好（见表 2）。

表 2　盐酸二甲双胍原料药及制剂中二甲胺的回收率 (n ＝ 3) 
Tab 2　Recovery of dimethylamine in metformin hydrochloride and 

its preparations (n ＝ 3)

剂型 厂家
本底 / 

µg
加入量 /

µg
测得量 / 

µg
回收

率 /%
平均回收

率 /%
RSD/%

原料 甲 7.846 51.07 59.56 101.26 102.7 0.60

7.846 102.1 113.6 103.58

7.846 153.2 166.3 103.40

乙 2.020 51.07 52.45 98.75 100.0 0.40

2.020 102.1 104.9 100.76

2.020 153.2 155.8 100.38

胶囊 丙 1.114 51.07 49.93 95.59   98.6 3.7

1.114 102.1 103.2 99.96

1.114 153.2 154.9 100.38

片剂 丁 23.66 51.07 76.25 102.98     99.4 0.40

23.66 102.1 125.1 99.35

23.66 153.2 170.7 95.98

戊 65.56 51.07 115.4 97.59   95.6 2.4

65.56 102.1 161.7 94.16

65.56 153.2 211.1 95.00

缓释片 己 3.405 50.40 50.06 92.57   94.9 1.2

3.405 100.8 99.74 95.57

3.405 151.2 149.4 96.56

2.8　稳定性试验

　　取各供试品溶液和对照品溶液，分别在 0、
2、4、6、8、12、24 h 测定。结果各供试品溶液
和对照品溶液二甲胺的峰面积 RSD 均小于 2.0%，
说明溶液稳定性良好。

2.9　样品测定结果

　　对 6 批原料药、3 批胶囊、9 批片剂及 3 批缓
释片进行加速试验考察，结果原料药、胶囊、片
剂及缓释片中二甲胺的含量均不超过 0.05%。其
中原料药及胶囊中二甲胺的含量不超过 0.002%，
片剂中二甲胺的含量在 0.006% ～ 0.045%，缓释
片中二甲胺的含量在 0.002% ～ 0.005%。加速 6
个月内，原料和各剂型中二甲胺含量增加均不超
过 0.01%。
3　讨论

3.1　样品处理方法的优化

　　杨芹等 [20] 将盐酸二甲双胍用水稀释后直接
进样测定，二甲胺能够有效提取，但盐酸二甲双
胍在水中易溶，样品中高浓度的盐酸二甲双胍会
降低柱效。同时盐酸二甲双胍缓释片在水中发生
溶胀，难以获得澄清的供试品溶液。文献报道的
盐酸二甲胺的定量限为 0.0328 µg·mL－ 1，为进
一步提高检测灵敏度，考虑使用一种溶剂降低供
试品溶液中的盐酸二甲双胍含量，而不影响二甲
胺的提取 [20]。盐酸二甲双胍在乙腈中几乎不溶或
不溶，而盐酸二甲胺在乙腈中略溶，能满足试验
要求，因此考虑用含少量水的乙腈溶液作提取溶
剂。比较了不同含水量的乙腈溶液，结果表明 1%
乙腈溶液作为原料及胶囊的提取溶剂，10% 乙腈
溶液作为片剂的提取溶剂，5% 乙腈溶液作为缓释
片的提取溶剂，能完全提取样品中的盐酸二甲胺。
但盐酸二甲胺在乙腈中的稳定性差，室温下 1.5 h
内稳定，试验发现增加溶剂中的含水量能够提高
盐酸二甲胺的稳定性，盐酸二甲胺在 50% 乙腈溶
液和 10% 乙腈溶液中室温放置，24 h 内稳定。考
虑实际试验中操作的便利，将样品用提取溶剂处
理后再用水稀释，增加供试品的稳定性。
3.2　色谱条件的优化

　　Dionex IonPac CS12A 是高容量阳离子交换
色谱柱，该色谱柱的离子交换基团除了羧基还
添加了膦酸基，增加了离子的选择性 [22]，适用
于快速分离一价和二价阳离子以及铵，并且对
0 ～ 100% 乙腈水溶液作溶剂的样品耐受，能够满
足本试验的要求。为了达到最优的分离条件，用
含二甲胺及环境中易存在的阳离子 K ＋、Na ＋、
Ca2 ＋、NH4

＋的混合溶液，考察不同的淋洗液浓
度（10、15、20 mmol·L － 1）、流速（0.8、1、1.2 
mL·min－ 1）及柱温（25、30、35℃）条件下二甲
胺与相邻离子的分离情况，结果表明在各淋洗液
浓度、流速和柱温条件下二甲胺与相邻离子 NH4

＋
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和 K ＋分离度均能满足要求（分离度大于 1.5）。选
择最优条件，淋洗液浓度为 10 mmol·L － 1，流速
为 1 mL·min－ 1，柱温为 30℃。
3.3　盐酸二甲胺限度的制订

　　加速试验研究过程中同时考察了各样品中
NDMA 的检出情况，结果发现二甲胺在加速试验
6 个月内随时间的延长而含量升高，但均不超过
0.05%，除了缓释片中的 NDMA 随二甲胺的增大而
增大，其他样品中均未检出 NDMA，表明二甲胺
并不是 NDMA 产生的单一影响因素，建议参考欧
洲药典 10.1 版中盐酸二甲胺的限度规定，将盐酸
二甲双胍中盐酸二甲胺的限度拟订为 0.05%。
4　结论

　　本文建立了检测盐酸二甲双胍原料药及其制
剂中二甲胺含量的方法，并进行了考察，结果表
明该方法操作简便，灵敏度高，可以准确检测盐
酸二甲双胍原料药及其制剂中二甲胺的含量，可
用于盐酸二甲双胍原料药及其制剂的质量控制。
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一测多评法同时测定不同产地佛手中 6 种化学成分的含量

曹士政，赵登高，马燕燕，张焜*（五邑大学，广东　江门　529020）

摘要：目的　建立测定佛手中 6 种化学成分含量的一测多评法，并验证其可行性和适用性。方
法　采用超高效液相色谱法，以 5，7- 二甲氧基香豆素为内标，计算 6，7- 二甲氧基香豆素、

橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡素和佛手柑内酯的相对校正因子及含量。通过一测多评法和

外标法对 15 批佛手中 6 种化学成分的含量进行比较，以检验一测多评法的适用性、准确性和

可重复性。结合中药指纹图谱系统数据和聚类分析数据，就不同产地佛手间的差异性进行分析。

结果　一测多评法与外标法所测得的结果差异无统计学意义，指纹图谱和聚类分析数据表明分

类情况与药材的产地分布情况基本一致。结论　该方法准确可靠，可用于佛手的质量控制。
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different areas by quantitative analysis of multi-components with single 

marker method
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Abstract: Objective  To establish a quantitative analysis of multi-components with single marker 
(QAMS) method for 6 components in Citrus medica and verify its feasibility and applicability. 
Methods  5, 7-dimethoxycoumarin was used as the internal standard, the relative correction factors 
and contents of 6, 7-dimethoxycoumarin, hesperidin, diosmin, oxypeucedanin hydrate and bergapten 
were calculated by ultra-high performance liquid chromatography. The content of 6 chemical 
components in 15 batches of Citrus medica was compared by QAMS method and external standard 
method. We combined traditional Chinese medicine fingerprint system data and cluster analysis 
data, and analyzed the differences in Citrus medica from different areas. Results  There was no 
significant difference between the results measured by QAMS method and external standard method. 
The fingerprint and cluster analysis data showed that the classification was consistent with the origin 
distribution of medicinal materials. Conclusion  The method is accurate and reliable, which can be 
used for the quality control of Citrus medica. 
Key words: quantitative analysis multi-components by single-marker method; Citrus medica; ultra-
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　　佛手（Citrus medica L. var. sarcodactylis Swin-
gle）为芸香科香橼属植物佛手的果实，具有疏肝
理气、和胃止痛、燥湿化痰的功效，可用于肝胃
气滞、胸胁胀痛、胃脘痞满、食少呕吐、咳嗽痰
多等症状 [1]。佛手在中国长江以南多地有栽种，

主要分为川佛手、广佛手和金佛手，其质量存在
差异。《中国药典》2020 年版采用单一的橙皮苷作
为佛手的质量评价指标，难以对佛手的整体质量
进行全面控制与准确评价。研究表明，除橙皮苷
外，可增加 6，7- 二甲氧基香豆素、香叶木苷、5，
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7- 二甲氧基香豆素、佛手柑内酯和水合氧化前胡
素等 5 个成分作为佛手的质量评价指标 [2-4]。
　　一测多评（QAMS）法通过建立各个组分与
内参物之间的相对校正因子，可实现多组分的一
测多评 [5]。QAMS 法不仅可以同时检测多指标成
分，还能降低实验成本和检测周期 [6]。目前佛手
中化学成分的含量测定大多采用外标法 [7-11]，实
验操作过程烦琐，所需对照品价格昂贵。因此，
本研究基于超高效液相色谱（UPLC）技术，建
立了 QAMS 法，测定佛手中 5，7- 二甲氧基香豆
素、6，7- 二甲氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、
水合氧化前胡素和佛手柑内酯的含量，为提升佛
手的质量控制标准提供理论依据。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　ACQUITY UPLC H-Class 超 高 效 液 相 系 统
（美国 Waters 公司），KQ-500VDB 型超声波清洗
器（昆明市超声仪器有限公司），SQP 电子天平
（赛多利斯公司）。
1.2　试药
　　佛手药材于 2021 年购入，共 15 批，由五邑
大学生物科技与大健康学院马燕燕教授鉴定为芸
香科植物佛手（Citrus medica L.var.sarcodactylis 
Swingle）的干燥果实，详细信息见表 1；6，7- 二
甲氧基香豆素（批号：PS020517）、橙皮苷（批号：
PS011588）、香叶木苷（批号：PS020083）、水合
氧化前胡素（批号：PS001249）、5，7- 二甲氧基
香豆素（批号：PS021023）、佛手柑内酯（批号：
PS002115）（对照品，纯度≥ 98%，成都普思生物
科技有限公司）；甲醇（色谱级，默克），乙腈（色
谱级，赛默飞世尔），水为超纯水。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：Thermo Fisher Scientific HypersII 
GOLD-C18（2.1 mm×100 mm，1.9 μm）， 流 速 0.4 
mL·min － 1，进样量 2 μL，柱温 40℃，检测波
长为 330 nm，流动相：乙腈溶液（A）-0.1% 甲
酸水溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 2 min，10%A；
2 ～ 12 min，10% ～ 15%A；12 ～ 17 min，15%A；
17 ～ 17.5 min，15% ～ 17.2%A；17.5 ～ 33 min，
17.2% ～ 25%A；33 ～ 53 min，25% ～ 75%A；
53 ～ 54 min，75% ～ 95%A；54 ～ 58 min，95%A；
58～59 min，95%～10%A，59～62 min，10% A）。
混合对照品与待测样品的色谱图见图 1。
2.2　对照品溶液的制备
　　取对照品 6，7- 二甲氧基香豆素 1.01 mg，
橙皮苷 1.06 mg，香叶木苷 1.04 mg，水合氧化

前 胡 素 1.03 mg，5，7- 二 甲 氧 基 香 豆 素 1.09 
mg，佛手柑内酯 1.03 mg，分别用甲醇均配成 1 
mg·mL － 1 的对照品溶液。吸取各对照品溶液适
量用甲醇稀释，制成 100、50、20、10、5、2、1、
0.5、0.2、0.1、0.05、0.02、0.01 µg·mL － 1 梯度
浓度的系列线性溶液，4℃冷藏静置备用。
2.3　供试品溶液制备
　　在 25 mL 量瓶中加入佛手果粉末 2 g，加入
25 mL 甲醇后 35℃超声（功率 500 W，频率 45 
kHz）45 min，冷却后定容。
2.4　方法学验证
2.4.1　线性关系考察　将“2.2”项下制备的对照品
梯度系列线性溶液，按照“2.1”项下色谱条件依
次进样，以质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，
绘制各对照品的回归方程，信噪比 S/N ＝ 10 时求
定量限，信噪比 S/N ＝ 3 时求检测限，结果表明，
各化合物在相应质量浓度范围内与峰面积线性关
系良好，结果见表 2。

表 1　样品信息 
Tab 1　Source information of the samples

No. 产地 购买时间 No. 产地 购买时间

S1 浙江金华 2021-10 S9 浙江金华 2021-11
S2 四川安岳 2021-10 S10 云南楚雄 2021-11
S3 广东潮汕 2021-10 S11 广东肇庆 2021-11
S4 云南金边 2021-10 S12 广东揭阳 2021-11
S5 广西玉林 2021-11 S13 广东肇庆 2021-11
S6 广西贵港 2021-11 S14 广东肇庆 2021-11
S7 广西桂林 2021-11 S15 重庆江津 2021-11
S8 四川乐山 2021-11

图 1　混合对照品（A）及待测样品（B）色谱图

Fig 1　Chromatogram of mixed reference substance（A）and sample
（B）

1. 6，7- 二甲氧基香豆素（6，7-dimethoxycoumarin）；2. 橙皮苷（hes-
peridin）；3. 香叶木苷（diosmin）；4. 水合氧化前胡素（oxypeucedanin 
hydrate）；5. 5，7- 二甲氧基香豆素（5，7-dimethoxycoumarin）；6. 
佛手柑内酯（bergapten）
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表 2　佛手中 6 种成分线性方程、线性范围、检测限和定量限 
Tab 2　Linear equation，linearity，detection limit and quantification limit of 6 components in Citrus medica

成分 回归方程 线性范围 /（μg·mL － 1） R2 检测限 /（μg·mL － 1）定量限 /（μg·mL － 1）

6，7- 二甲氧基香豆素 Y ＝ 1.585×104X ＋ 0.474×103 0.05 ～ 100 0.9999 0.025 0.05
橙皮苷 Y ＝ 9.011×103X ＋ 1.546×103 0.10 ～ 100 0.9999 0.050 0.10
香叶木苷 Y ＝ 8.339×103X ＋ 0.276×103 0.10 ～ 100 0.9999 0.050 0.10
水合氧化前胡素 Y ＝ 1.211×104X ＋ 0.918×103 0.05 ～ 100 0.9999 0.025 0.05
5，7- 二甲氧基香豆素 Y ＝ 2.312×104X ＋ 1.640×103 0.05 ～ 100 0.9999 0.025 0.05
佛手柑内酯 Y ＝ 1.569×104X － 0.590×103 0.05 ～ 100 0.9999 0.025 0.05

2.4.2　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液 2 
μL，连续测定 6 次，计算得各样品的日间和日内
峰面积 RSD 均小于 2%，表明仪器精密度良好。
2.4.3　稳定性试验　精密吸取“2.3”项下供试品溶
液，分别在 0、4、8、12、16、24、48 h 进样测定。
6，7- 二甲氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合
氧化前胡素、5，7- 二甲氧基香豆素、佛手柑内酯
峰面积的 RSD 分别为0.69%、0.70%、1.9%、0.62%、
0.40%、1.0%，表明供试品溶液在 48 h 内稳定。
2.4.4　重复性试验　按照“2.3”项下方法制备佛
手供试品溶液 6 份，进样测定，结果 6，7- 二甲
氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡
素、5，7- 二甲氧基香豆素、佛手柑内酯峰面积
的 RSD 分别为 2.0%、2.7%、2.3%、2.9%、1.3%、
2.7%，表明样品重复性良好。
2.4.5　加样回收试验　称量佛手样品 6 份，加入
含量相同的对照品溶液，按“2.3”项下方法制备
供试品溶液，进样测定，求得 6，7- 二甲氧基香
豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡素、5，
7- 二甲氧基香豆素、佛手柑内酯的平均加样回收
率（n ＝ 6）分别为 104.22%、105.36%、100.58%、
102.18%、114.85%、100.06%，RSD 分别为 2.2%、
2.1%、2.6%、2.2%、2.7%、0.38%，表明该方法
回收率良好。
2.5　相对校正因子 fs/i 的建立
　　本试验采用多点矫正法。根据 fs/i ＝ fs/fi ＝

As×Ci/（Ai×Cs）计算 QAMS 的 fs/i，式中 fs/i 为内
标物对待测组分 i 的校正因子，As 为内标物峰面
积，Cs 为内标物浓度，Ai 为待测组分 i 峰面积，Ci

为待测组分 i 浓度。以 5，7- 二甲氧基香豆素为内
参物，根据公式分别计算 6，7- 二甲氧基香豆素、
橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡素、佛手柑内
酯的 fs/i。
2.6　fs/i 耐用性评价
2.6.1　不同高效液相色谱仪和色谱柱对 fs/i 的影响
　　分别考察了 Waters ACQUITY UPLC H-Class、
Aglient 1290 UPLC 两种高效液相色谱仪和 Thermo 
Fisher Scientific HypersII GOLD-C18（2.1 mm×100 
mm，1.9 μm）、Shim pack GLSS C18（2.1 mm×100 

mm，1.9 μm）、Supelco Titan C18（2.1 mm×100 
mm，1.9 μm）三种色谱柱对 fs/i 的影响，结果显示
6，7- 二甲氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合
氧化前胡素、佛手柑内酯在不同高效液相色谱仪
和不同色谱柱上的 fs/i 的 RSD 分别为 1.0%、2.5%、
2.8%、2.6%、1.4%，均小于 3%，单因素 ANOVA
检验显示差异无统计学意义，说明不同高效液相
色谱仪和不同色谱柱对各成分的 fs/i 无明显影响。
2.6.2　不同进样体积对 fs/i 的影响　分别精密吸取
不同体积（0.6、1、1.3、1.6、2 μL）的混合对照品
溶液，依次注入高效液相色谱仪中进行检测，记
录色谱峰峰面积，考察不同进样体积对 fs/i 的影响，
结果表明，进样体积的改变对佛手各成分 fs/i 无明
显影响，6，7- 二甲氧基香豆素、橙皮苷、香叶
木苷、水合氧化前胡素、5，7- 二甲氧基香豆素、
佛手柑内酯 fs/i 的 RSD 依次为 1.2%、1.4%、1.4%、
2.0%、0.94%，均小于 2.5%，单因素 ANOVA 检验
显示差异无统计学意义，说明不同进样体积对各
成分的 fs/i 无明显影响。
2.6.3　 不 同 色 谱 柱 柱 温 对 fs/i 的 影 响　 采 用
Waters ACQUITY UPLC H-Class，Thermo Fisher 
Scientific HypersII GOLD-C18（2.1 mm×100 mm，
1.9 μm），分别使用不同柱温（25、30、35、40、
45℃）对混合对照品溶液进行检测，结果表明，
柱温的改变对佛手 6，7- 二甲氧基香豆素、橙皮
苷、香叶木苷、水合氧化前胡素、5，7- 二甲氧
基香豆素、佛手柑内酯 fs/i 无明显影响，各成分 fs/i

的 RSD 依次为 1.5%、1.7%、2.4%、1.5%、1.0%，
均小于 2.5%，单因素 ANOVA 检验显示差异无统
计学意义，说明不同色谱柱柱温对各成分的 fs/i 无
明显影响。
2.6.4　不同流速对 fs/i 的影响　分别使用不同流速
（0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mL·min － 1）对混合对
照品溶液进行检测，记录色谱峰峰面积，考察不
同流速对 fs/i 的影响。结果表明，流速的改变对佛
手各个成分 fs/i 无明显影响，6，7- 二甲氧基香豆
素、橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡素、5，7-
二甲氧基香豆素、佛手柑内酯 fs/i 的 RSD 依次为
1.8%、2.2%、1.0%、1.9%、1.9%，均小于 2.5%，
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表 3　QAMS法与外标法测得 15 批佛手中 6 种成分的含量 (mg·g － 1，n ＝ 3) 
Tab 3　Contents of 6 components in 15 batches of Citrus medica measured by QAMS method and ESM (mg·g － 1，n ＝ 3)

样品
5，7- 二甲氧

基香豆素

6，7- 二甲氧基香豆素 橙皮苷 香叶木苷 水合氧化前胡素 佛手柑内酯

ESM QAMS RSD/% ESM QAMS RSD/% ESM QAMS RSD/% ESM QAMS RSD/% ESM QAMS RSD/%
S1 5.89 0.19 0.20 2.10 2.48 2.48 0.14 3.12 3.11 0.17 0.24 0.24 0.79 0.05 0.05 2.41
S2 3.74 0.11 0.12 2.55 1.07 1.10 2.36 2.55 2.50 1.42 0.18 0.19 1.03 0.05 0.05 3.01
S3 4.71 0.07 0.07 1.37 1.92 1.91 0.19 2.30 2.30 0.07 0.23 0.24 2.28 0.01 0.01 1.17
S4 3.03 0.18 0.18 2.01 2.99 3.06 1.77 2.79 2.74 1.45 0.19 0.20 1.56 0.04 0.05 2.34
S5 3.21 0.09 0.10 2.84 3.70 3.79 1.72 1.66 1.62 1.40 0.17 0.18 1.43 0.04 0.04 2.22
S6 3.25 0.35 0.36 1.40 3.39 3.40 0.28 2.37 2.37 0.10 0.27 0.28 1.39 0.02 0.02 2.09
S7 3.76 0.11 0.11 2.85 0.48 0.48 0.24 1.38 1.38 0.18 0.15 0.15 1.86 0.03 0.03 2.54
S8 2.88 1.09 1.11 1.00 2.43 2.45 0.53 1.58 1.57 0.24 0.52 0.52 0.11 0.14 0.14 2.43
S9 4.77 0.24 0.25 1.80 2.07 2.13 1.96 2.40 2.35 1.39 0.57 0.59 2.27 0.17 0.17 2.01
S10 3.17 0.05 0.05 1.63 2.72 2.71 0.29 2.47 2.46 0.22 0.06 0.06 2.51 0.03 0.03 1.87
S11 6.11 0.27 0.28 1.75 2.33 2.39 1.93 3.33 3.27 1.40 0.29 0.30 1.06 0.16 0.16 1.67
S12 5.77 0.18 0.19 2.05 3.65 3.74 1.78 2.77 2.72 1.39 0.51 0.52 1.03 0.08 0.08 1.56
S13 5.49 0.12 0.13 2.44 1.91 1.97 2.01 1.77 1.73 1.35 0.24 0.24 1.04 0.05 0.05 2.70
S14 5.16 0.43 0.44 1.51 3.37 3.45 1.79 2.08 2.04 1.37 0.77 0.79 1.84 0.33 0.34 2.64
S15 3.80 0.04 0.04 1.76 2.50 2.57 1.86 1.48 1.45 1.37 1.53 1.54 0.26 0.06 0.06 2.23

2.9　指纹图谱建立及相似度评价
　　为了解这 15 批来源不同的佛手药材的差异，
本研究进行了指纹图谱的考察。将 15 批佛手药
材按“2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”
项下色谱条件进行测定，将 15 批样品指纹图谱
的 CDF 数据文件导入中药指纹图谱相似度评价
系统（2004 版），进行相似度计算，设置样品 S12
图谱为参照图谱，根据中药色谱指纹图谱相似度

评价系统的操作规范 2004A，采用中位数法产生
对照指纹图谱，时间窗宽度为 0.1，由 19 个峰校
正，自动匹配，生成对照指纹图谱（见图 2），其
相似度结果见表 4。15 批佛手的相似度均大于
0.94，这表明不同产地的佛手药材具有较高的一
致性。四川安岳与广西桂林的相似度较差，可能
与药材的质量有关。
2.10　聚类分析

单因素 ANOVA 检验显示差异无统计学意义，说
明不同流速对各成分的 fs/i 无明显影响。
2.6.5　不同检测波长对 fs/i 的影响　分别使用不同
波长（328、329、330、331、332 nm）对混合对
照品溶液进行检测，记录色谱峰峰面积，考察不
同检测波长对 fs/i 的影响。结果表明，检测波长
的改变对佛手各个成分 fs/i 无明显影响，6，7- 二
甲氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前
胡素、5，7- 二甲氧基香豆素、佛手柑内酯 fs/i 的
RSD 依 次 为 2.8%、1.7%、2.7%、2.6%、2.7%，
均小于 3%，单因素 ANOVA 检验显示差异无统
计学意义，说明不同检测波长对各成分的 fs/i 无明
显影响。
2.6.6　不同操作人员对 fs/i 的影响　不同操作人员
按照“2.2”项下方法制备对照品，在“2.1”项色
谱条件下，分别对混合对照品溶液进行检测，记
录色谱峰峰面积，考察不同操作人员对 fs/i 的影
响。结果表明，操作人员的改变对佛手各个成
分 fs/i 无明显影响，6，7- 二甲氧基香豆素、橙皮
苷、香叶木苷、水合氧化前胡素、5，7- 二甲氧
基香豆素、佛手柑内酯 fs/i 的 RSD 依次为 2.2%、
1.1%、2.6%、0.85%、1.9%，均小于 3%，单因素

ANOVA 检验显示差异无统计学意义，说明不同
操作人员对各成分的 fs/i 无明显影响。
2.7　待测成分的色谱峰定位
　　通过计算在不同色谱仪和不同色谱柱中，佛
手各组分的色谱峰与 5，7- 二甲氧基香豆素色谱
峰的相对保留时间（ts/i），对各待测组分进行定
位，结果不同仪器与色谱柱测得的 ts/i 的 RSD 均
小于 2.5%，表明可以以 ts/i 对佛手中各组分的色
谱峰进行定位。
2.8　QAMS 与外标法测定结果的比较
　　取 15 批佛手药材粉末制成样品溶液，精密
吸取 2 µL 注入液相色谱仪进行测定。分别采用
QAMS 法和外标法计算 15 批佛手中 6，7- 二甲
氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡
素、5，7- 二甲氧基香豆素、佛手柑内酯的含量，
每批 3 份，结果见表 3。将 QAMS 法与外标法测
得的各组分含量进行比较，发现两种方法测得的
6 种组分含量基本一致，RSD 均小于 3%。单因素
ANOVA 检验分析结果表明，QAMS 法与外标法
所得结果差异无统计学意义，说明该 QAMS 法可
以替代外标法用于佛手药材的含量测定。



1171

中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期　Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No.5 

图 2　15 批佛手的 UPLC 指纹图谱

Fig 2　UPLC fingerprints of 15 batches of Citrus medica
1. 6，7- 二甲氧基香豆素（6，7-dimethoxycoumarin）；2. 橙皮苷

（hesperidin）；3. 香叶木苷（diosmin）；4. 水合氧化前胡素（oxy-
peucedanin hydrate）；5. 5，7- 二甲氧基香豆素（5，7-dimethoxy-
coumarin）；6. 佛手柑内酯（bergapten）

表 4　不同产地佛手的相似度 
Tab 4　Similarity of Citrus medica from different regious

No. 相似度 No. 相似度

S1 0.981 S9 0.983

S2 0.940 S10 0.997

S3 0.989 S11 0.984

S4 0.998 S12 0.989

S5 0.997 S13 0.997

S6 0.993 S14 0.983

S7 0.947 S15 0.996

S8 0.994

　　以不同产地佛手样品的 19 个峰含量为变量，
采用 SPSS 22.0 统计软件对 15 批佛手药材进行聚类
分析，结果见图 3。采用组间联接的聚类方法，选
取欧式距离平方和作为样本测度。当欧式距离平方
和为 15 时，佛手药材可以分为 3 类，Ⅰ类为 S1，
S11，S12，S14，S3，S9，S13；Ⅱ 类 为 S2，S7；
Ⅲ类为 S4，S10，S6，S5，S8，S15。上述结果与
相似度评价一致，相同产地不同批次样品间差异较
小，浙江金华与广东的佛手比较相似，四川、云南、
广西、重庆的佛手比较相似。推测影响分类的结果
可能与药材产地的纬度、气候及土壤等有一定联系。
3　讨论
　　与 HPLC 法相比，UPLC 法具有灵敏度高、
线性范围宽、分析时间短等优点，本试验的线性
范围达到了 0.05 ～ 100 μg·mL － 1，定量限和检
测限分别达到了 0.05 和 0.025 μg·mL － 1，表明
本方法具有较高的灵敏度和较宽的线性范围。本
试验对样品进行了 190 ～ 400 nm 全波长扫描，
比较各波长下色谱图，各成分在 330 nm 处均有
较大吸收。因此本试验选用 330 nm 为检测波长。

　　钟艳梅等 [4] 研究显示，香豆素类成分的含量
差异是区分佛手药材的关键指标。佛手中的香豆
素类成分具有多种生物活性，水合氧化前胡素具
有抗炎、抗肿瘤等活性、6，7- 二甲氧基香豆素具
有止喘及降血压作用 [12]，佛手柑内酯具有催眠抗
肿瘤等活性 [14]。因此，本试验在橙皮苷的基础上，
增加水合氧化前胡素等香豆素类化合物作为指标，
建立更全面、快速、高效的多组分含量测定方法。
　　佛手在我国南方多地均有栽培，根据产地的
不同，佛手可分为川佛手、广佛手、金佛手。本
研究聚类分析表明，东南地区的广东佛手和浙江
佛手聚为一类，西南地区的四川、云南和广西佛
手聚为一类。说明不同地域的佛手虽有差异，但
亦有相同之处。
　　综上所述，本试验采用 UPLC 技术建立了以
5，7- 二甲氧基香豆素为内参物的 QAMS 法，用
于测定佛手中 5，7- 二甲氧基香豆素、6，7- 二甲
氧基香豆素、橙皮苷、香叶木苷、水合氧化前胡
素和佛手柑内酯等 6 种化学成分的含量，该方法
操作简便，精密度高，稳定性、重复性好，为全
面评价不同产地佛手的质量提供了参考根据。
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UPLC-MS/MS法测定利奈唑胺中的一种基因毒性杂质

李倚天，梅芊，刘英（河南省食品药品检验所，郑州　450018）

摘要：目的　采用 UPLC-MS/MS 法快速测定利奈唑胺中基因毒性杂质 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇

盐酸盐的含量。方法　使用 ACE EXCEL C18-AR（2.1 mm×100 mm，5 μm）色谱柱，以 0.2%
甲酸水溶液 - 乙腈（70∶30）为流动相，流速为 0.3 mL·min－ 1，正离子（ESI ＋）模式下单离

子检测扫描模式（SIM）方式检测。结果　S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐在 3.013 ～ 30.125 
ng·mL－ 1 与峰面积线性关系良好（r ＝ 0.9997），9 批次样品均未检出 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇

盐酸盐。结论　该方法简便快捷，准确可靠，适合利奈唑胺中 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐

的快速检测，可为研究其他药物中此类杂质的检测提供参考。

关键词：UPLC-MS/MS；遗传毒性杂质；利奈唑胺；S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1172-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.036

Determination of genotoxic impurity in linezolid by UPLC-MS/MS 

LI Yi-tian, MEI Qian, LIU Ying (Henan Provincial Institute of Food and Drug Control, Zhengzhou  
450018)

Abstract: Objective  To determine S-1-amino-3-chloro-2-propanol hydrochloride in linezolide by 
UPLC-MS/MS. Methods  The analytes were separated on an ACE EXCEL C18-AR (2.1 mm×100 
mm, 5 μm) column with 0.2% formic acid-acetonitrile (70∶30) as the mobile phase. The flow rate 
was 0.3 mL·min－ 1. The target compound was analyzed by the positive ion single ion monitoring 
(SIM) mode. Results  The linearity of hydrazine was 3.013 － 30.125 ng·mL－ 1 (r ＝ 0.9997). No 
S-1-amino-3-chloro-2-propanol hydrochloride was detected in the samples. Conclusion  This method 
is simple, accurate and reliable, which is suitable for the rapid detection of S-1-amino-3-chloro-2-
propanol hydrochloride in linezolide, which provides a reference for determining S-1-amino-3-chloro-
2-propanol hydrochloride impurities in other drugs. 
Key words: UPLC-MS/MS; genotoxic impurity; linezolide; S-1-amino-3-chloro-2-propanol 
hydrochloride
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　　基因毒性杂质是指能引起 DNA 突变、染色
体断裂或者 DNA 重组的物质，可导致肿瘤的发
生 [1-2]。基因毒性杂质主要来源于原料合成过程中
的起始物料、中间体、试剂及反应副产物，也可
在药物贮存中降解产生 [3]。近年来，随着各国基
因毒性杂质法规的逐步健全和监管要求的日益提
高，基因毒性杂质的研究已成为药物质量研究与
控制的热点与难点。
　　利奈唑胺是第一个由人工合成并应用于临床
的新型噁唑烷酮类抗菌药，2000 年在美国获批上
市，2007 年进入中国市场 [4]。自 2000 年美国 FDA 
批准该药物上市以来，利奈唑胺被广泛用于治疗革
兰氏阳性球菌引起的感染，包括由耐甲氧西林金黄
色葡萄球菌引起的疑似或确诊院内获得性肺炎、社
区获得性肺炎、复杂性皮肤或皮肤软组织感染以及
耐万古霉素肠球菌感染等 [5]。其合成以（S）-N-[2-
（乙酰氧基 -3- 氯丙基）] 乙酰胺（ACPA）为起始物
料，过程中用到了 S- 环氧氯丙烷（ECH）和 S-1-
氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐（结构见图 1） [6]。依照欧
盟基因毒性杂质指导原则及相关文献，这三者的结
构式中均含有基因毒性警示结构 [7]，其中 ECH 与
ACPA 根据文献报道已采用 GC-MS 法进行测定和
控制，而 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐暂无方法
对其进行控制，因此需要建立合适的方法对其进行
测定。考虑到利奈唑胺治疗期为 1 ～ 12 个月，根
据人用药品注册技术要求国际协调会（International 
Conference on Harmonization，ICH）M7 指南规定，
关于遗传毒性杂质基于毒性学关注阈值（threshold 
of toxicological concern，TTC）的治疗期为 1 ～ 12
个月的药品的可接受摄入量为每日 60 µg[8]，S-1- 氨
基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐的限度为 15 μg·g － 1，限
度较低，对测定方法的专属性及灵敏度要求较高，
采用常规的液相色谱紫外检测器检测难以实现，因
此有必要建立一种准确及灵敏度高的分析方法对
其进行控制。液相色谱 - 质谱联用技术具有灵敏度
高、分析速度快、结果准确等特点，能够满足痕量
基因毒性杂质的检测要求 [9-10]。本文建立了液相色
谱 - 四极杆 - 离子肼高分辨质谱法分析利奈唑胺中
S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐的含量，为其质量控
制提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　赛默飞 Q Exactive Plus 超高效液相色谱 - 四
极杆 / 静电场轨道阱高分辨质谱联用仪（美国赛
默飞世尔科技公司），XPE205电子天平 [ 梅特勒 -

托利多仪器（上海）有限公司 ]。
1.2　试药

　　甲醇、乙腈为色谱纯（MERCK 公司），甲
酸（Sigma-Aldrich， 批 号：SHBL0331）， 水 为
MillQ 去 离 子 水。S-1- 氨 基 -3- 氯 -2- 丙 醇 盐 酸
盐（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，纯度：
98.0%，批号：F2002149）；利奈唑胺原料（批
号：27150501、27150601、27150602、27150603，
浙江新塞科药业有限公司；批号：4039190801、
4039190802、4039190803、4039191001， 河 南 华
润双鹤药业股份有限公司）。
2　方法与结果

2.1　测定条件

　　 色 谱 条 件： 采 用 ACE EXCEL C18-AR（2.1 
mm×100 mm，5 μm）色谱柱，流动相为 0.2% 甲
酸水溶液 - 乙腈（70∶30），流速 0.3 mL·min－ 1，
柱温30℃，进样量1 μL，0～5.0 min 进质谱检测。
　　质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI 源），正
离子模式检测，喷雾电压 3.5 kV，离子传输管温
度 350℃，辅助气温度 350℃，辅助气流量 10 
mL·min－ 1，鞘气流量 40 mL·min－ 1，碰撞能量
（NCE）50 eV，扫描范围为 m/z 50 ～ 235，扫描
方式为 SIM 扫描母离子，目标离子精确质量数：
110.036 41，质谱图见图 2。

图 2　S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇质谱图

Fig 2　Mass spectrogram of S-1-amino-3-chloro-2-propanol 

2.2　溶液的制备

2.2.1　供试品溶液　精密称取利奈唑胺原料 50 
mg，置 50 mL 量瓶中，用水溶解并稀释至刻度，
滤过，取续滤液进样。

图 1　S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐化学结构

Fig 1　Chemical structure of S-1-amino-3-chloro-2-propanol 
hydrochloride
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2.2.2　对照品溶液储备液　精密称取 S-1- 氨
基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐对照品约 15 mg，置 100 
mL 量瓶中，用水溶解并稀释至刻度，精密量取 1 
mL 置 200 mL 量瓶中，用水稀释制成每 1 mL 中
约含 0.75 μg 对照品的溶液。
2.3　专属性 
　　按照“2.1”项下条件进样，空白溶剂不干扰
S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐的测定，方法的专
属性较好，色谱图见图 3。

图 3　空白溶剂质谱图

Fig 3　Ion chromatograms of the blank solution

2.4　线性关系、检测限与定量限

　　精密量取“2.2.2”项下对照品溶液储备液适
量，用水分别稀释制成 3、12、15、18、22、30 
ng·mL－ 1 的 S-1- 氨 基 -3- 氯 -2- 丙 醇 盐 酸 盐 对
照品溶液，进样测定，记录色谱图。以质量浓度
（X，ng·mL）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标
进行线性回归，得线性方程：Y ＝ 1.601×105X ＋

1.634×105（r ＝ 0.9997）。
　　S-1- 氨 基 -3- 氯 -2- 丙 醇 盐 酸 盐 在 3.013 ～ 

30.125 ng·mL－ 1 与峰面积线性关系良好。将对
照品溶液逐级稀释，在信噪比（S/N）约为 10.0
时测得定量限为 7.53×10－ 5 ng，在 S/N 约为 3.0
时测得检测限为 7.53×10－ 6 ng。
2.5　进样精密度与重复性试验

　　取“2.4”项下 15 ng·mL－ 1 的对照品溶液连
续进样 6 次，测得 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐
峰面积的 RSD 为 0.50%（n ＝ 6），表明仪器精密
度良好。
　　精密称取利奈唑胺原料（批号：27150501）
约 50 mg 共 6 份，分别按“2.2.1”项下方法制备
供试品溶液，按”2.1”项下条件进行测定，记录
色谱图。结果样品中均未检出 S-1- 氨基 -3- 氯 -2-
丙醇盐酸盐，表明方法重复性良好。
2.6　加样回收试验

　　分别精密称定已知含量（S-1- 氨基 -3- 氯 -2-
丙醇盐酸盐未检出）的利奈唑胺原料（批号：
27150501）9 份，再分别精密称取 S-1- 氨基 -3-
氯 -2- 丙醇盐酸盐对照品适量，用供试品溶液

溶解，分别制成低、中、高浓度（80%、100%、
120% 水平）的溶液分别进样（各 3 份），并作
S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐随行标准曲线，按
“2.1”项下条件进行测定，计算回收率，结果
S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐的低、中、高浓
度的平均回收率分别为 95.8%、94.1%、95.8%，
RSD 分别为 1.8%、1.0%、1.5%。
2.7　稳定性试验

　　取利奈唑胺原料（批号：27150501）约 50 mg
置 50 mL 量瓶中，用“2.4”项下 15 ng·mL－ 1 的
对照品溶液稀释至刻度，于 0、1、2、4、6、8 h
进样测定并记录色谱图，以 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙
醇盐酸盐峰面积为指标考察溶液稳定性。结果原
料及制剂加标供试品溶液中 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙
醇盐酸盐峰面积的 RSD 分别为 1.9%，表明供试
品溶液在 8 h 内稳定性良好。
2.8　样品测定

　　按“2.2”项下方法制备对照品溶液及供试品
溶液，照“2.1”项下色谱条件进样测定，并作随
行标准曲线，采用回归方程计算其含量，结果 8
批次原料均未检出 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐
杂质（见图 4）。

图 4　S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐离子色谱图

Fig 4　Ion chromatogram of S-1-amino-3-chloro-2-propanol 
hydrochloride
A. 利奈唑胺原料（linezolide）；B. 对照品溶液（reference substance）
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3　讨论

3.1　流动相的选择

　　笔者曾用乙腈作为流动相，峰的响应较甲醇
作为流动相时更高，分析原因为乙腈的离子化效
果更好，样品更容易离子化。进一步比较了不同
浓度如 0.1%、0.15%、0.2%、0.25% 甲酸水溶液
作为流动相的峰响应情况，结果甲酸浓度越低，
S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐峰响应越大，基
线噪音越小，但综合考虑保留时间的影响，选择
0.2% 甲酸水溶液为流动相。
3.2　流动相比例的确定

　　分别比较了 0.2% 甲酸水溶液与乙腈在不
同色谱条件下 S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐
峰与利奈唑胺峰的出峰情况，两者比例越接近
（50∶50），S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐峰与利
奈唑胺峰保留时间越近，考虑到利奈唑胺浓度过
大，进入质谱检测器后过载，有可能造成检测器
污染，因此，将比例设定 0.2% 甲酸水溶液 - 乙腈
（70∶30），S-1- 氨基 -3- 氯 -2- 丙醇盐酸盐峰杂质
峰保留时间约为 3.4 min，而主成分利奈唑胺峰约
为 9 min，质谱采集时间设定为 0 ～ 5 min，利奈
唑胺经液相洗脱后直接从废液管排出，以避免污
染质谱。
3.3　检测模式的选择

　　比较了 3 种不同检测模式，即全扫描模式
（Fullscan）、单离子检测扫描（SIM）以及多反
应监测扫描（MRM）模式，其中 MRM 模式基线
噪音最小，干扰最少，SIM 的检测限及定量限最

低，最终从检测能力方面考虑采用 SIM 作为本次

检测方法的扫描模式。
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化疗相关恶心呕吐危险因素的性别差异

孙博1，刘勋2，王会品1，李淑芳1，张二锋1，马换青1，潘丽丽1，刘丹娜1*（1. 郑州市第三人民医院药

学部，郑州　450099；2. 郑州市第二人民医院药学部，郑州　450006）

摘要：目的　探索不同性别患者化疗相关恶心呕吐（CINV）危险因素的差异，为临床用药提供
参考。方法　采用回顾性病例对照研究，以某院 871 例化疗患者为对象，其中男性 448 例，女性
423 例，分别统计人口学数据，病史资料，检查情况，治疗信息等资料共 32 项。以 CINV 为终点，
采用单因素分析、向后似然比逐步回归法进行变量筛选。将筛选后的变量纳入多因素 Logistic 回
归。使用多层感知神经网络预测各危险因素的重要性。结果　结果显示男性独有的独立危险因素
3 项，分别为体表面积、阿片类止痛药应用、首次化疗；女性独有的独立危险因素 1 项，为化疗
前紧张焦虑情绪；男女共有的独立危险因素 6 项，分别为胃肠道疾病史、手术史、电解质紊乱、
化疗前 24 h 恶心呕吐、化疗呕吐史，化疗方案致吐风险等级。男性患者的独立危险因素中，化
疗前 24 h 恶心呕吐（100.0%），体表面积（96.5%），化疗方案致吐风险等级（96.3%）的相对重要
性较高。女性患者的独立危险因素中，化疗方案致吐风险等级（100.0%），化疗前 24 h 恶心呕吐
（78.3%），紧张焦虑情绪（58.8%）的相对重要性较高。结论　CINV 的发生与多种因素相关，不
同性别的患者，CINV 的危险因素有所不同，各危险因素的重要性亦有不同。体表面积更大、使
用阿片类药物、首次化疗的男性更容易发生 CINV；存在紧张焦虑情绪的女性更容易发生 CINV。
医师在化疗前应充分考虑患者的性别差异，有针对性地对 CINV 进行预防。
关键词：化疗相关恶心呕吐；危险因素；性别差异
中图分类号：R453　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1176-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.037

Gender difference in risk factors for chemotherapy-related nausea and vomiting

SUN Bo1, LIU Xun2, WANG Hui-pin1, LI Shu-fang1, ZHANG Er-feng1, MA Huan-qing1, PAN Li-li1, 
LIU Dan-na1* (1. Department of Pharmacy, The Third People’s Hospital of Zhengzhou, Zhengzhou  
450099; 2. Department of Pharmacy, Zhengzhou Second Hospital, Zhengzhou  450006)

Abstract: Objective  To determine the difference in the risk factors for chemotherapy-related nausea and 
vomiting (CINV) in patients of different genders, and to provide references for clinical safe medication 
use. Methods  A retrospective case-control study was conducted involving 871 chemotherapy patients 
in a hospital (448 males and 423 females). The demographic data, medical history, examination 
results, treatment information and other data were recorded with 32 items in total. With CINV as the 
endpoint, single-factor analysis, and backward likelihood ratio stepwise regression were used to screen 
the variables. The selected variables were incorporated into the multivariate Logistic regression. The 
regression model was constructed, and the multi-layer perceptual neural network was used to predict 
the importance of each risk factor. Results  Three independent risk factors unique to males, included the 
body surface area, use of opioid analgesics, and first chemotherapy. The only independent risk factor 
unique to women was anxiety before the chemotherapy. Six independent risk factors for both men and 
women included the history of gastrointestinal diseases, history of surgery, electrolyte disorder, nausea 
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　　化疗所致恶心呕吐（CINV）是化疗时一种
令人畏惧的伴随症状，是化疗常见的不良反应
之一，CINV 的发生会严重影响化疗患者的依从
性 [1]，因此预防 CINV 对于化疗患者具有重要意
义。探究 CINV 发生的危险因素，可使医师对发
生 CINV 的高危患者采用更有针对性的治疗，最
大限度地减少 CINV 的影响。多项研究表明，相
对于男性，女性患者更易发生 CINV[2-4]，2019
版 CSCO 指南也将女性作为 CINV 发生的危险因
素 [5]。目前对于 CINV 危险因素的性别间的差异
尚无相关研究，本研究尝试探索不同性别患者
CINV 危险因素的差异，为临床用药提供参考。
1　材料与方法
1.1　研究对象
　　采用回顾性研究，抽取某院 2016—2020 年
化疗患者 871 例。纳入标准：① 诊断为肿瘤并
接受全身化疗的患者；② 以帕洛诺司琼（0.25 mg 
iv）联合地塞米松（10 mg po）对 CINV 进行预防
的患者。排除标准：① 病历资料不完整者；② 1
个月内接受过放射性治疗或手术的患者；③ 预防
性应用其他止吐药品的患者。
1.2　分组情况
　　以 CINV 为终点根据是否发生 CINV 进行分组，
以未发生 CINV 为对照组。病例组与对照组未进行
匹配，全部纳入分析。根据 CSCO 指南，未发生
CINV 的标准为：化疗开始至化疗结束后 72 h 未发生
呕吐，也不需要解救治疗，无恶心或伴轻度恶心 [5]。
1.3　资料统计
　　分别统计人口学资料，病史资料，化疗前检
查情况，化疗情况等 32 项资料，包括年龄、性
别、体质量、体表面积、KPS 评分、营养情况、
精神状况、过敏史、胃肠道疾病史等。
1.4　性别对 CINV 的影响
　　通过单因素 Logistic 回归，初步探讨性别对

CINV 的影响。采用多因素 Logistic 回归，对最
终筛选出的危险因素进行矫正，以验证性别对
CINV 的影响。
1.5　变量筛选及多因素 Logistic 回归模型的建立
　　各变量进行共线性检验。男、女两组分别对
各因素进行单因素 Logistic 回归，单因素回归结
果以 P ＜ 0.2 为界限。将 P ＜ 0.2 的因素纳入似
然比法向后逐步回归，逐步回归进入阈值设定为
0.05，去除阈值设定为 0.1。将逐步回归筛选出的
因素纳入多因素 Logistic 回归，构建回归模型。
1.6　变量预处理及样本量估计
　　对变量根据数据特征进行分类处理，对肿瘤类
型中数量＜ 2% 的进行合并或去除。Logistic 回归
模型通常要求阳性样本数量是模型所纳入变量数量
的 15 倍以上，本次研究变量经过筛选，最终仅少
量变量纳入模型，故样本量可以满足研究需要。
1.7　独立危险因素重要性
　　将多因素 Logistic 回归得出的独立危险因素
纳入多层感知神经网络，对各危险因素的重要性
进行预测。
1.8　软件处理
　　使用 Excel 2019 进行数据统计，计数资料以
n（%）表示，计量资料以 x±s 表示。使用 SPSS 
25.0 进行 Logistic 回归分析和神经网络预测，
P ＜ 0.05 认为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　纳入病例基本资料
　　本次研究共纳入 871 例，其中男性 448 例，女
性 423 例。单因素回归结果显示，性别对 CINV
有影响，女性更易发生 CINV（52.01% vs 36.38%，
OR ＝ 1.89，P ＜ 0.001）。基本资料详见表 1。
2.2　变量筛选结果

　　体质量 VIF ＝ 8.9 和体表面积 VIF ＝ 10.67 存
在严重共线性，化疗药物剂量是根据体表面积计

and vomiting 24 h before the chemotherapy, history of vomiting during the chemotherapy, and the 
risk level of vomiting caused by chemotherapy. Among the independent risk factors for male patients, 
nausea and vomiting 24 h before chemotherapy (100.0%), body surface area (96.5%), risk level of 
chemotherapy-induced vomiting were relatively important (96.3%). Among the independent risk factors 
for female patients, chemotherapy regimen-induced nemesis (100.0%), nausea and vomiting (78.3%) 
24 h before chemotherapy, and anxiety (58.8%) were relatively important. Conclusion  The occurrence 
of CINV involves many factors. Patients of different genders have different risk factors for CINV, 
and the importance of each risk factor also vary. Men with larger body surface areas, opioids, and first 
chemotherapy are more likely to develop CINV; women with anxiety and tension are more likely to 
develop CINV. Gender differences should be taken into consideration before the chemotherapy. 
Key words: chemotherapy-related nausea and vomiting; risk factor; gender difference



1178

Central South Pharmacy. May  2022, Vol. 20 No. 5 　中南药学 2022 年 5 月 第 20 卷 第 5 期

表 1　基本资料 
Tab 1　Basic information

影响因素
男（n ＝ 448） 女（n ＝ 423）

无 CINV 发生 CINV 无 CINV 发生 CINV

年龄 / 岁 63.03±10.33 62.11±10.23 59.25±12.58 56.45±11.93

体质量 /kg 65.56±10.41 66.66±11.04 59.03±9.89 58.27±10.64

体表面积 /m2 1.74±0.14 1.77±0.16 1.57±0.14 1.57±0.13

KPS 评分 / 分 ≥ 80* 245（85.96%） 138（84.66%） 177（87.19%） 187（85.00%）

＜ 80 40（14.04%） 25（15.34%） 26（12.81%） 33（15.00%）

营养情况 一般 * 272（95.44%） 146（89.57%） 194（95.57%） 193（87.73%）

差 13（4.56%） 17（10.43%） 9（4.43%） 27（12.27%）

精神状况 一般 * 235（82.46%） 133（81.6%） 186（91.63%） 191（86.82%）

差 50（17.54%） 30（18.4%） 17（8.37%） 29（13.18%）

过敏史 无 * 254（89.12%） 144（88.34%） 161（79.31%） 187（85.00%）

有 31（10.88%） 19（11.66%） 42（20.69%） 33（15.00%）

胃肠道疾病史 无 * 227（79.65%） 91（55.83%） 165（81.28%） 140（63.64%）

有 58（20.35%） 72（44.17%） 38（18.72%） 80（36.36%）

高血压史 无 * 211（74.04%） 106（65.03%） 142（69.95%） 151（68.64%）

有 74（25.96%） 57（34.97%） 61（30.05%） 69（31.36%）

高血脂史 无 * 242（84.91%） 125（76.69%） 165（81.28%） 186（84.55%）

有 43（15.09%） 38（23.31%） 38（18.72%） 34（15.45%）

糖尿病史 无 * 245（85.96%） 137（84.05%） 186（91.63%） 189（85.91%）

有 40（14.04%） 26（15.95%） 17（8.37%） 31（14.09%）

手术史 无 * 176（61.75%） 81（49.69%） 92（45.32%） 84（38.18%）

有 109（38.25%） 82（50.31%） 111（54.68%） 136（61.82%）

中枢系统病变史 无 * 245（85.96%） 137（84.05%） 168（82.76%） 181（82.27%）

有 40（14.04%） 26（15.95%） 35（17.24%） 39（17.73%）

饮酒史 无 * 191（67.02%） 109（66.87%） 203（100%） 219（99.55%）

有 94（32.98%） 54（33.13%） 0（0%） 1（0.45%）

晕动症史 无 * 285（100%） 163（100%） 203（100%） 220（100%）

有 0（0%） 0（0%） 0（0%） 0（0%）

焦虑症史 无 * 281（98.6%） 161（98.77%） 203（100%） 216（98.18%）

有 4（1.40%） 2（1.23%） 0（0%） 4（1.82%）

肿瘤类型 肺癌 * 160（56.14%） 68（41.72%） 79（38.92%） 59（26.82%）

肝癌 22（7.72%） 18（11.04%） 6（2.96%） 4（1.82%）

黑色素瘤 9（3.16%） 13（7.98%） 17（8.37%） 35（15.91%）

结直肠癌 12（4.21%） 12（7.36%） 11（5.42%） 12（5.45%）

其他 52（18.25%） 18（11.04%） 58（28.57%） 79（35.91%）

乳腺癌 0（0%） 0（0%） 24（11.82%） 21（9.55%）

胃食管癌 30（10.53%） 34（20.86%） 8（3.94%） 10（4.55%）

确诊时间 ＜ 1 年 * 134（47.02%） 93（57.06%） 77（37.93%） 76（34.55%）

≥ 1 年 151（52.98%） 70（42.94%） 126（62.07%） 144（65.45%）

转移情况 无 * 169（59.30%） 101（61.96%） 107（52.71%） 114（51.82%）

转移 116（40.70%） 62（38.04%） 96（47.29%） 106（48.18%）

肝功能 正常 * 237（83.16%） 142（87.12%） 171（84.24%） 188（85.45%）

异常 48（16.84%） 21（12.88%） 32（15.76%） 32（14.55%）

电解质 正常 * 201（70.53%） 83（50.92%） 162（79.80%） 124（56.36%）

异常 84（29.47%） 80（49.08%） 41（20.20%） 96（43.64%）

肌酐清除率 /（mL·min － 1） 105.82±36.25 109.85±39.18 102.34±34.02 106.28±37.36

血浆白蛋白 /（g·L － 1） 36.36±5.13 35.79±5.07 38.19±5.03 36.98±5.19
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续表 1

算所得，因此保留体表面积，将体质量排除。根
据单因素分析结果，男性组将体表面积、营养情
况、胃肠道疾病史、高血压史、高血脂史、手术
史、肿瘤类型、确诊时间、紧张焦虑情绪、电解质、
化疗前 24 h 恶心呕吐、首次化疗、化疗呕吐史、
化疗方案致吐风险等级、单次化疗时间、止痛药
应用共 16 项纳入逐步回归。女性组将年龄、营养
情况、精神状况、过敏史、胃肠道疾病史、糖尿
病史、手术史、肿瘤类型、白蛋白水平、紧张焦
虑情绪、电解质、化疗前 24 h 恶心呕吐、化疗呕
吐史、化疗方案致吐风险等级、化疗药数量、单
次化疗时间、止痛药应用共 17 项纳入逐步回归。
结果见表 2。
2.3　多因素 Logistic 回归结果
　　逐步回归筛选后，男性组将体表面积、胃肠
道疾病史、高血压史等 11 项影响因素纳入多因素
Logistic 回归。结果显示男性患者中，在矫正了其
他因素后，体表面积越大、存在胃肠道疾病史、存
在手术史、电解质紊乱、化疗前 24 h 出现过恶心呕
吐、首次化疗、存在化疗呕吐史的患者发生 CINV
的概率更高；且患者使用的化疗方案致吐风险等级
越高，CINV 发生的概率越大；同时应用阿片类止
痛药物的患者发生 CINV 的概率更高。详见表 3。
　　逐步回归筛选后，女性组将营养情况、胃肠

道疾病史、手术史等 8 项影响因素纳入多因素
Logistic 回归。结果显示女性患者中，在矫正了其
他因素后，存在胃肠道疾病史、存在手术史、电
解质紊乱、在紧张焦虑情绪、化疗前 24 h 出现恶
心呕吐、存在化疗呕吐史的患者发生 CINV 的概
率更高；且患者使用的化疗方案致吐风险等级越
高，CINV 发生的概率越大。详见表 4。
　　根据 Logistic 回归结果，男、女均有的独立
危险因素 6 项，为胃肠道疾病史、手术史、电解
质紊乱、化疗前 24 h 恶心呕吐、化疗呕吐史、化
疗方案致吐风险等级。男性特有的独立危险因素
3 项，为体表面积、首次化疗、阿片类止痛药应
用。女性特有的独立危险因素 1 项，为化疗前紧
张焦虑情绪。详见图 1。
2.4　性别对于 CINV 的影响
　　在矫正了体表面积、胃肠道疾病史、手术
史、电解质、紧张焦虑情绪、化疗前 24 h 恶心呕
吐、首次化疗、化疗呕吐史、化疗方案致吐风险
等级、止痛药应用等 10 项危险因素后，性别可影
响 CINV 的发生，女性患者相对于男性（男性作
为对照组）更易发生 CINV（OR ＝ 1.68，95%CI：
1.13 ～ 2.48，P ＝ 0.010）。详见表 5。
2.5　危险因素的重要性
　　男性患者的独立危险因素中，化疗前 24 h 恶

影响因素
男（n ＝ 448） 女（n ＝ 423）

无 CINV 发生 CINV 无 CINV 发生 CINV

紧张焦虑情绪 无 * 273（95.79%） 143（87.73%） 196（96.55%） 198（90.00%）

有 12（4.21%） 20（12.27%） 7（3.45%） 22（10.00%）

化疗前 24 h 恶心呕吐 无 * 284（99.65%） 142（87.12%） 198（97.54%） 175（79.55%）

有 1（0.35%） 21（12.88%） 5（2.46%） 45（20.45%）

单次化疗时间 单日 * 123（43.16%） 56（34.36%） 100（49.26%） 93（42.27%）

多日 162（56.84%） 107（65.64%） 103（50.74%） 127（57.73%）

首次化疗 否 * 234（82.11%） 116（71.17%） 168（82.76%） 179（81.36%）

是 51（17.89%） 47（28.83%） 35（17.24%） 41（18.64%）

化疗呕吐史 无 * 215（75.44%） 88（53.99%） 104（51.23%） 76（34.55%）

有 70（24.56%） 75（46.01%） 99（48.77%） 144（65.45%）

化疗方案致吐风险等级 低 * 76（26.67%） 24（14.72%） 58（28.57%） 29（13.18%）

中 170（59.65%） 87（53.37%） 104（51.23%） 81（36.82%）

高 39（13.68%） 52（31.90%） 41（20.20%） 110（50.00%）

化疗药数量 单药 * 70（24.56%） 37（22.70%） 68（33.50%） 59（26.82%）

多药联合 215（75.44%） 126（77.30%） 135（66.50%） 161（73.18%）

单次化疗时间 单日 * 123（43.16%） 56（34.36%） 100（49.26%） 93（42.27%）

多日 162（56.84%） 107（65.64%） 103（50.74%） 127（57.73%）

止痛药应用 未用 * 189（66.32%） 73（44.79%） 144（70.94%） 127（57.73%）

阿片 96（33.68%） 90（55.21%） 59（29.06%） 93（42.27%）

总数 285（63.62%） 163（36.38%） 203（47.99%） 220（52.01%）

注（Note）：* 表示在 Logistic 回归分析中作为对照组（* means that it is used as the control group in Logistic regressiun analysis）。
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心呕吐（100.0%），体表面积（96.5%），化疗方
案致吐风险等级（96.3%）重要性较高。女性患
者的独立危险因素中，化疗方案致吐风险等级
（100.0%），化疗前 24 h 恶心呕吐（78.3%），紧张

焦虑情绪（58.8%）重要性较高。详见表 6。
3　讨论
3.1　研究设计
　　本文研究 CINV 危险因素的性别差异，采用
回顾性病例对照研究，收集某院近 5 年化疗患者
的病历资料，将所有可能与 CINV 相关的资料进
行统计汇总，以 CINV 的发生与否为终点，分为
男性组和女性组，采用多因素 Logistic 回归来控制
混杂因素的影响，将不同性别的危险因素进行对
比分析，使用神经网络预测各危险因素的重要性。
结果表明不同性别患者 CINV 的危险因素有所差
异，胃肠道疾病史、手术史、电解质紊乱、化疗
前 24 h 恶心呕吐、化疗呕吐史、化疗方案致吐风
险等级对于男女均为独立危险因素，这与多个研
究的结果一致 [6-7]。某些因素只对特定性别有所影
响，如体表面积大小、使用阿片类药物、是否首
次化疗对男性 CINV 的发生有影响，化疗前的紧
张焦虑情绪对女性 CINV 的发生有影响。
　　本次研究采用多种方法控制偏倚，通过排除不
完整病历来排除因残缺项而导致的数据偏倚。依
据 CSCO 指南选择帕洛诺司琼联合地塞米松作为
预防止吐方案，以排除因药物不同而造成的偏倚。
Logistic 回归模型对于样本量有一定的要求，通常要
求阳性样本量为纳入因素的 15 ～ 20 倍，为了优化
模型，采用单因素分析、逐步回归的方法对所统计
的变量进行筛选。将单因素分析的 P 值阈值设定为
0.2，以防止误删某些可能的影响因素。筛选后两组
分别纳入 8 项、11 项因素，样本量可以满足要求。
　　神经网络是一种新的预测结果的方法，在预
测性能上与 Logistic 回归相似 [8]，神经网络预测
能以影响因素的重要性和标准化重要性（影响因
素重要性指标值除以该因素最大值）来评价影响
因素的贡献度大小 [9-10]。
3.2　结果分析
　　化疗剂量通常根据患者的体表面积计算所
得 [11]，化疗剂量与临床疗效和毒性之间存在关联，
但目前对于体表面积较大者是否应调整剂量尚有
争议。Schwartz 等 [12] 研究认为，使用紫杉醇治疗
妇科肿瘤体表面积＞ 2 m2 时无须减量，接受全剂
量不会出现过度的毒性。Lyman 等 [13]研究认为体
表面积较大的患者接受全剂量化疗不会承受更大
的毒性，接受低剂量化疗会导致复发率和相关死
亡率的增加。但 Furlanetto 等 [14] 研究认为体表面
积＞ 2 m2 时根据实际体表面积接受足量化疗的患
者发生严重毒性反应的风险较高。本研究结果显
示，男性患者的体表面积是 CINV 的独立危险因
素，体表面积越大发生 CINV 概率越高。本次入

图 1　不同性别独立危险因素对比图

Fig 1　Independent risk factors for different genders

表 2　单因素分析及共线性检验 
Tab 2　Single factor analysis and collinearity test

变量
 男  女 共线性检验

P OR P OR 容差 VIF
年龄 0.362 0.99 0.020 0.98 0.52 1.91 
体质量 0.295 1.01 0.448 0.99 0.11 8.90 
体表面积 0.114 2.80 0.957 0.96 0.09 10.67 
KPS 评分 0.707 1.11 0.516 1.20 0.68 1.47 
营养情况 0.020 2.44 0.006 3.02 0.69 1.45 
精神状况 0.819 1.06 0.115 1.66 0.75 1.33 
过敏史 0.801 1.08 0.127 0.68 0.90 1.11 
胃肠道疾病史 ＜ 0.001 3.10 ＜ 0.001 2.48 0.69 1.45 
高血压史 0.044 1.53 0.770 1.06 0.78 1.28 
高血脂史 0.031 1.71 0.373 0.79 0.68 1.47 
糖尿病史 0.582 1.16 0.067 1.79 0.89 1.12 
手术史 0.013 1.63 0.137 1.34 0.88 1.14 
中枢系统病变史 0.582 1.16 0.895 1.03 0.74 1.35 
饮酒史 0.975 1.01 1.000 ＞ 100 0.76 1.31 
焦虑症史 0.876 0.87 0.999 ＞ 100 0.88 1.13 
肿瘤类型 ＜ 0.001 0.055 0.72 1.38 
确诊时间 0.041 0.67 0.469 1.16 0.74 1.36 
转移情况 0.579 0.89 0.855 1.04 0.76 1.32 
肝功能 0.265 0.73 0.727 0.91 0.95 1.06 
肌酐清除率 0.272 1.00 0.259 1.00 0.50 1.99 
白蛋白水平 0.253 0.98 0.016 0.95 0.71 1.40 
紧张焦虑情绪 0.002 3.18 0.011 3.11 0.94 1.07 
电解质 ＜ 0.001 2.31 ＜ 0.001 3.06 0.81 1.24 
化疗前 24 h 恶心呕吐 ＜ 0.001 42.00 ＜ 0.001 10.18 0.79 1.27 
首次化疗 0.008 1.86 0.709 1.10 0.69 1.45 
化疗呕吐史 ＜ 0.001 2.62 0.001 1.99 0.67 1.49 
化疗方案致吐风险等级 ＜ 0.001 2.09 ＜ 0.001 2.43 0.70 1.44 
化疗药数量 0.657 1.11 0.135 1.37 0.55 1.83 
单次化疗时间 0.068 1.45 0.150 1.33 0.60 1.67 
止痛药应用 ＜ 0.001 2.43 0.005 1.79 0.79 1.26 
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选患者的化疗剂量是根据体表面积计算所得，而
在男性患者中体表面积＞ 2 m2 的较女性更多，男
性 CINV 与体表面积相关性更强可能与此有关。
　　阿片类药物的效果存在性别差异，对于女性
具有更强的镇痛作用 [15]，相对于男性较小的剂量

即可达到镇痛效果。目前已证实阿片类药物是引起
术后恶心呕吐的主要原因 [16]，多项研究表明，帕
洛诺司琼用于预防术后恶心呕吐时，高剂量效果优
于低剂量 [16-18]，帕洛诺司琼的血药浓度越大，对于
阿片类药物引起的恶心呕吐的效果越好。而对于
CINV 的预防均采用静脉滴注 0.25 mg 帕洛诺司琼，
男性较女性体质量大，因此在使用相同剂量的帕洛
诺司琼时体内药物浓度低于女性，同时男性使用阿
片类药物的剂量大于女性，这可能是男性 CINV 的
发生与阿片类药物相关性更强的原因。
　　化疗前紧张焦虑情绪是一种心理因素，即对
化疗有一种畏惧心理，甚至想放弃治疗。Di 等 [19]

研究发现妇科肿瘤中 CINV 的发生与焦虑水平关
系密切，焦虑状态会增加 CINV 的风险。Yap 等 [20]

研究显示医师可用焦虑程度作为 CINV 的预测指
标。肿瘤的确诊会对患者的心理造成冲击，男性
患者高发肺癌和胃癌，确诊时多见于中晚期，而
女性多见于妇科肿瘤，确诊时中晚期较少，有研
究显示，女性患者肿瘤的宣布确诊与 CINV 发作
之间没有关系 [21]。因此肿瘤确诊可能对男性造成
的心理压力更大。这可能导致男性首次化疗时更
为焦虑紧张，从而使男性首次化疗的 CINV 较高，
矫正了首次化疗的因素后，紧张焦虑对于 CINV

表 3　男性多因素 Logistic回归结果 
Tab 3　Multivariate Logistic regression results for men

影响因素 B 标准误差 Wald P OR
95%CI

下限 上限

体表面积 1.74 0.77 5.05 0.025 5.69 1.25 25.92
胃肠道疾病史 0.96 0.27 12.42 ＜ 0.001 2.62 1.53 4.47
高血压史 0.42 0.25 2.73 0.098 1.52 0.93 2.49
手术史 0.54 0.24 5.02 0.025 1.72 1.07 2.77
确诊时间 － 0.44 0.25 3.11 0.078 0.64 0.40 1.05
电解质 0.65 0.25 7.06 0.008 1.92 1.19 3.12
化疗前 24 h 恶心呕吐 3.13 1.08 8.38 0.004 22.78 2.74 189.12 
首次化疗 0.74 0.31 5.72 0.017 2.10 1.14 3.84
化疗呕吐史 1.21 0.27 19.41 ＜ 0.001 3.34 1.95 5.71 
化疗方案致吐风险等级 0.95 0.20 22.87 ＜ 0.001 2.58 1.75 3.81 
止痛药应用 0.86 0.24 12.41 ＜ 0.001 2.37 1.47 3.83 
常量 － 7.35 1.54 22.83 ＜ 0.001 0.01 　 　

表 4　女性多因素 Logistic回归结果 
Tab 4　Multivariate Logistic regression results for women

影响因素 B 标准误差 Wald P OR
95%CI

下限 上限

营养情况 0.87 0.48   3.31 0.069 2.40 0.93   6.14 
胃肠道疾病史 0.92 0.28 10.53 0.001 2.50 1.44   4.36 
手术史 0.57 0.24   5.64 0.018 1.78 1.11   2.85 
电解质 1.03 0.26 15.60 ＜ 0.001 2.80 1.68   4.68 
紧张焦虑情绪 1.27 0.51   6.18 0.013 3.54 1.31   9.61 
化疗前 24 h 恶心呕吐 2.00 0.55 13.20 ＜ 0.001 7.42 2.52 21.85 
化疗呕吐史 0.58 0.24   6.02 0.014 1.78 1.12   2.83 
化疗方案致吐风险等级 1.14 0.17 42.67 ＜ 0.001 3.13 2.22   4.41 
常量 － 3.91 0.49 63.29 ＜ 0.001 0.02 　 　

表 5　性别对 CINV的影响 
Tab 5　Effect of gender on CINV

因素 B 标准误差 Wald P OR
95%CI

下限 上限

单因素 0.64 0.14 21.37 ＜ 0.001 1.89 1.45 2.48

多因素 0.52 0.20   6.67      0.010 1.68 1.13 2.48

表 6　不同性别危险因素重要性 
Tab 6　Importance of risk factors for different genders

危险因素
男 女

重要性 标准化重要性 重要性 标准化重要性

体表面积 0.176 96.5% － －

胃肠道疾病史 0.104 56.9% 0.074 29.5%
手术史 0.038 21.0% 0.042 16.5%
电解质 0.047 26.0% 0.084 33.1%
紧张焦虑情绪 － － 0.149 58.8%
化疗前 24 h 恶心呕吐 0.182 100.0% 0.198 78.3%
首次化疗 0.091 49.8% － －

化疗呕吐史 0.084 46.0% 0.070 27.9%
化疗方案致吐风险等级 0.175 96.3% 0.253 100.0%
止痛药应用 0.063 34.4% － －
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的影响无统计学意义。对于女性患者，化疗前紧
张焦虑情绪是 CINV 发生的独立危险因素。
3.3　不足与改进
　　本次研究存在一定的不足。在研究中，无法
做到将所有与 CINV 可能相关的因素全部纳入分
析，例如本次研究未统计女性患者孕吐史，原因
是病历中未记载。因未发现阳性样本，晕动症史
也未纳入分析。本次研究的变量以二分类为主，
在资料统计归类时，可能会出现因分组不够细致
而导致的信息缺失，这可能导致某些影响因素被
忽视。紧张焦虑方面的数据源于病历中医师对于
有焦虑倾向的患者进行的量表评分记录，并非所
有患者都进行了量表评分，这可能导致一定的偏
倚。本次研究为回顾性病例对照研究，仅可说明
影响因素与结果存在相关性，并不能证明其存在
因果关系，仍需前瞻性试验对结果进行验证。
4　结论
　　性别对于 CINV 的发生有一定的影响，不同性
别患者的危险因素有所不同。体表面积更大、使用
阿片类药物、首次化疗的男性更容易发生 CINV；
存在紧张焦虑情绪的女性更容易发生 CINV。
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基于文献计量学和可视化技术分析恩格列净 
在心血管疾病方面的研究现状及发展趋势

赵福坤1，唐飞2，罗敏1，王远敏1，李美燕1，苏穆1，陈欢1*（1. 遵义市第一人民医院（遵义医科大学第三附

属医院）临床药学部，贵州　遵义　563000；2. 绥阳县中医医院疼痛科，贵州　遵义　563304）

摘要：目的　探讨恩格列净在心血管疾病方面的研究现状及发展趋势。方法　检索 2010 年 1
月 1 日至 2021 年 7 月 1 日 Web of Science 数据库关于恩格列净在心血管疾病方面研究的英文

文献，用计量学方法对文献进行可视化分析。结果　共纳入 1616 篇文献，全球关于恩格列净

在心血管疾病方面的研究呈逐年增长趋势，2016 年开始迅速增长。美国发文量、被引频次及

总联系强度均明显高于其他国家。相关研究热词主要是 heart failure、cardiovascular disease、
blood pressure、cardiovascular outcomes、chronic kidney disease and diabetic kidney diseases 等。

结论　根据目前趋势，关于恩格列净在心血管疾病方面研究的发表量将会增加，美国是该领

域最大的贡献者，“heart failure”为目前恩格列净在心血管疾病方面的主要研究热点，未来的研

究热点可能主要集中在该药对动脉粥样硬化、心肌梗死、心房颤动等疾病的获益情况及作用机

制上。

关键词：恩格列净；2 型糖尿病；SGLT2i；心血管保护；心力衰竭
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 Current status and research progress in empagliflozin for cardiovascular 
diseases based on bibliometrics and visualization technology

ZHAO Fu-kun1, TANG Fei2, LUO Min1, WANG Yuan-min1, LI Mei-yan1, SU Mu1, CHEN Huan1* 
(1. Department of Clinical Pharmacy, Zunyi First People’s Hospital, The Third Affiliated Hospital of 
Zunyi Medical University, Zunyi  Guizhou  563000; 2. Department of Pain, Suiyang County Hospital 
of Traditional Chinese Medicine, Zunyi  Guizhou  563304)

Abstract: Objective  To determine status and research progress in empagliflozin for cardiovascular 
diseases. Methods  English literatures on empagliflozin for cardiovascular diseases in the Web of 
Science database from January 1st, 2010 to July 1st, 2021 were retrieved and visually analyzed 
with metrological methods. Results  Totally 1616 articles were included. The global publication 
on empagliflozin for cardiovascular diseases increased year by year, with a rapid increase since 
2016. The number of publications, citation frequency and total association of the United States 
were obviously higher than those of other countries. The hot words mainly included heart failure, 
cardiovascular disease, blood pressure, cardiovascular outcomes, chronic kidney disease and diabetic 
kidney diseases, etc. Conclusion  There will be an increase in the publication of empagliflozin for 
cardiovascular diseases, with the United States being the largest contributor. “Heart failure” is the 
research hotspot of empagliflozin for cardiovascular diseases currently, and the future research 
hotspot may focus on its benefits and mechanism for atherosclerosis, myocardial infarction and atrial 
fibrillation.
Key words: empagliflozin; type 2 diabetes; SGLT2i; cardiovascular protection; heart failure
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　　心血管疾病（CVD）严重威胁人类健康，大
量研究表明，糖尿病是 CVD 的独立危险因素，
而 CVD 是 2 型糖尿病（T2DM）患者发病和死亡
的主要原因。传统降糖药物如双胍类、磺脲类、
格列奈类、噻唑烷二酮类在单独或联合治疗中都
能有效降低血糖水平，但其并不能减少不良心血
管事件 [1]，甚至可能增加发生 CVD 的风险 [2]。因
此，2008 年开始美国食品药品监督管理局规定对
所有新型降糖药，均需评估其心血管安全性 [3]。
在评估最新一类糖尿病药物钠 - 葡萄糖协同转运
蛋白 2 抑制剂（SGLT-2i）心血管安全性的研究中
发现，该类药物在降低血糖水平的同时兼具良好
的心血管保护作用，可以减少主要不良心血管事
件 [4-5]。目前在中国上市的 SGLT2i 有恩格列净、
达格列净和卡格列净。研究显示，在伴有动脉粥
样硬化性 CVD 的 T2DM 患者中，恩格列净和卡
格列净可降低动脉粥样硬化性 CVD 并发症发生
率和死亡率 [4-5]，但初步分析显示达格列净可能
不会减少动脉粥样硬化性 CVD 并发症发生率和
死亡率 [6]。且卡格列净治疗的患者中，下肢截肢
和骨折的风险增加 [7-10]，而在恩格列净的试验中
没有观察到这些风险 [11-12]。
　　文献计量学是对文献的计量学特点进行量化，
展示某一领域的发展现状，对比不同国家、机构、
期刊、学者间的学术贡献 [13]，进而展示全球的研
究现状和预测未来的发展趋势 [14]。可视化技术能
直观展示研究领域某些具体信息。基于此，笔者
采用文献计量学和可视化技术分析恩格列净自上
市后在心血管保护作用方面的研究现状及趋势，
为临床合理用药选择及今后研究方向提供参考。
1　材料与方法

1.1　数据来源 
　　本研究采用 Web of Science（WOS）核心合
集数据库 [12]，收集关于恩格列净在 CVD 方面的
文献，时间范围为 2010 年 1 月 1 日—2021 年 7
月 1 日，语言不限。检索式为：输入“empagli-
flozin”及其自由词，检索结果保存为“#1”，输入
“cardiovascular disease”及其自由词，检索结果
保存为“#2”，用“or”链接自由词，用“AND”
连接“#1”和“#2”，纳入文献类型为“ARTICLE
和 REVIEW”，得出最终的检索结果。由两名作
者独立整理提取数据，若存在分歧由第三名作者
加入讨论达成共识。
1.2　文献计量学分析

　　导出检索文献的全记录及参考文献，导出

格式为 Excel 和纯文本，采用 Co-Occurrence 9.9
（COOC9.9）对作者关键词进行同义词合并，并
进行频次统计，使用文献计量工具 Bibexcel 提取
题录字段信息，包括年代及发文量、国家、期刊
等，并记录其发文量及被引总频次。
1.3　可视化分析

　　将同义词合并后的纯文本导入 VOS viewer
（1.6.16）软件（https：//www.vosviewer.com/down-
load.）进行文献耦合及关键词共现分析 [15]。
2　结果

2.1　文献检索结果

　　最终获得相关文献 1616 篇，涉及 81 个国家 /
地区，446 份期刊，3061 个机构，8807 位作者。
2.2　关于恩格列净在 CVD 方面的研究现状

　　2013 年开始恩格列净在 CVD 方面的年发文
量呈逐年上升态势，2016 年开始增长迅速（见
图 1）。国家以美国发文量及被引频次最多，机
构以多伦多大学发文量及被引频次最多，期刊
Diabetes Obesity & Metabolism 发 文 量 最 多， 作
者以 Zinman Bernard 发文量（55 篇）最多，而
Broedl Uli C 相关文献的被引频次（9809次）最高；
中国总发文量（151 篇）排第 7 位，被引总频次
（11 408 次）排第 9 位，其中北京大学在该领域的
研究较多，发文量为 19 篇，排第 42 位，被引频
次（2006 次）排第 29 位。相关文献发表量及被引
频次排名前 5 的国家 / 地区、机构、期刊、作者
见表 1。

图 1　恩格列净在 CVD 方面的发文量（2010 年 1 月—2021 年 7 月）

Fig 1　Number publications of empagliflozin in CVD disease（January 
2010—July 2021）

2.3　文献耦合分析

2.3.1　国家 / 地区的文献耦合分析　纳入标准：
① 国家 / 地区最少出版相关文献 5 篇，出版相关
文献被引用至少 50 次；② 排除标准：文献中共
同作者超过 25 位 [16]。81 个国家 / 地区中，最终纳
入 47 个国家 / 地区，其中总联系强度排前 5 位的
国家分别是美国（3 027 742）、德国（1 439 519）、
英国（1 109 144）、加拿大（1 043 144）及日本
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（983 094），中国排第 7 位（658 073）。相互间联系
强度最大的是美国和德国（332 980），其次是美国
和英国（261 866）、美国与加拿大（246 499）、美
国与日本（233 656）等，美国与中国的总联系强
度排第 6 位（155 047）（见图 2）。
2.3.2　机构的文献耦合分析　纳入标准：① 纳
入机构至少发表 10 篇相关文献，文献至少被引
用了 50 次；② 排除标准：文献中的共同作者
超过 25 位 [16]。3061 个机构中，共纳入了 89 个
机构，其中总联系强度排前 5 位的机构分别是：
Univ of Toronto（516 583）、Harvard Medical School
（300 717）、Boehringer Ingelheim Pharma GmbH 
& Co. Kg（289 074）、University of Groningen（272 
128）、Brigham & Womens Hospital（232 834）。 相
互之间联系强度排前 5 位的机构分别是：Univ of 
Toronto 和 Harvard Medical School（21 612）、Univ 
of Toronto 和 University of Groningen（19 076）、Univ 
of Toronto 和 Boehringer Ingelheim Pharma Gmbh 
& Co. Kg（19 073）、Univ of Toronto 和 Brigham & 
Womens Hospital（16 554）、Univ of Toronto 和 Univ 
of Texas South Western Med Ctr，Dallas（15 827）（见
图 3）。
2.4　共现分析 
2.4.1　研究现状　从 1815 个关键词中提取出现频
次在 10 次以上的关键词 75 个进行共现分析，其
球体越大表明出现频次越高，出现频次排前 5 位
的关键词是 type 2 diabetes（539 次）、empagliflozin
（357 次）、heart failure（240 次）、dapagiflozin
（150 次）、cardiovascular disease（138 次）。 图 4A
中，不同的颜色展示不同的研究方向：红色主
要展示 2 型糖尿病治疗药物的相关研究，其中出
现频次较多的关键词是 type 2 diabetes（437 次）、
metformin（48 次）、GLP-1 receptor agonists（42 次）、

antidiabetic drug（37 次）、DPP-4 inhibitors（34 次）；
绿色主要展示 2 型糖尿病并发症的相关研究，其
中关键词出现频次较多的是 heart failure（240 次）、
cardiovascular disease（138 次）、chronic kidney 
disease（83 次）、diabetic kidney disease（78 次）、
blood pressure（47 次）；蓝色主要展示 SGLT2i 一
类药物的相关研究，其中关键词出现频次较多的
是 empagliflozin（357 次）、dapagiflozin（150 次）、
canagliflozin（141 次）、cardiovascular outcomes（79
次）、ertugliflozin（23 次）。
2.4.2　研究热点的演变　文章整理了 2010 年 1 月
至 2021 年 7 月的研究热点，见图 4B，图中右下
角有一颜色从深紫到浅黄排列的刻度线，圆圈的
颜色越深说明关键词越出现在研究早期，越浅则
说明越接近当前的研究热点。从图中可以看出恩
格列净在血糖控制及安全性的相关研究主要出现
在早期，在 2 型糖尿病方面的相关研究大多出现
在中期，而在 CVD 及肾病方面的相关研究为当下
的研究热点，其研究热词主要包含了 heart failure、
cardiovascular disease、cardiovascular outcomes、
chronic kidney disease、diabetic kidney disease、ath-
erosclerosis、albuminuria、inflammation、oxidative 
stress、myocardial infarction、atrial fibrillation 等。
3　讨论

3.1　恩格列净在 CVD 方面研究的全球发展情况 
　　恩格列净在 CVD 方面的研究从 2013 年开始
全球的年发文量呈逐年上升态势，2016 年较 2015
年增长了 55 篇，增长率达 112.2%，2017 年较
2016 年增长了 122 篇，增长率高达 117.3%。整体
分析，2016—2020 年的增长速度明显高于 2010—
2015 年，这表明自 2015 年 EMPA-REGOUTCOME
试验 [5] 发现恩格列净可降低心血管不良事件、改
善心血管预后、降低全因死亡后，该药的心血管

表 1　相关文献发表量及被引频次排名前 5 的国家 /地区、机构、期刊和作者 
Tab 1　Top 5 countries/regions，institutions，journals and authors in terms of published and cited literatures

排名
国家 / 地区 机构 期刊 作者

发表量 被引频次 发表量 被引频次 发表量 被引频次 发表量 被引频次

1 美国 美国 多伦多大学 多伦多大学 Diabetes Obesity 
& Metabolism

New England Journal 
Of Medicine

Zinman Bernard Broedl Uli C.

2 德国 英国 勃林格殷格翰制药两

合公司

勃林格殷格翰制

药两合公司

Cardiovascular 
Diabetology

Diabetes Obesity & 
Metabolism

Wanner Christoph Woerle Hans J.

3 英国 加拿大 哈佛大学医学院 耶鲁大学 Diabetes Therapy Circulation Inzucchi Silvio E. Zinman Bernard

4 加拿大 德国 格罗宁根大学 勃林格殷格翰制

药公司

Diabetes Care Diabetes Care Broedl Uli C. Inzucchi Silvio 
E.

5 日本 荷兰 哈佛大学医学院附属

布列根和妇女医院

格罗宁根大学 Circulation Lancet Diabetes & 
Endocrinology

Woerle Hans J. Zinman B.
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图 4　恩格列净在 CVD 方面研究的研究现状（A）和研究热点 （B）

（2010 年 1 月—2021 年 7 月）

Fig 4　Status（A）and hotspot（B） of research on empagliflozin for 
cardiovascular diseases（January 2010—July 2021）

保护作用开始受到关注，这也是该领域的发文量
于 2016 年开始迅速增长的主要原因。
　　美国发文量及被引频次明显领先其他国家 /
地区，表明其在该领域处于核心地位；中国在该
领域的发文量及被引频次均处于前 10 位，这表
明相关研究在中国也得到一定的重视和关注。从
发文期刊来看，Diabetes Obesity & Metabolism 可
能是该领域的热门期刊。发文量排名前 5 位的作
者 Zinman Bernard、Wanner Christoph、Inzucchi 
Silvio E、Broedl Uli C、Woerle Hans J，其被引频
次也靠前，推测以上作者可能是该领域的权威专
家。文献耦和分析发现，德国、英国、加拿大、
荷兰以及中国与美国之间的合作较紧密，而多伦
多大学在恩格列净对 CVD 方面的研究居首要地
位，其与哈佛大学、格罗宁根大学、勃林格殷格
翰制药两合公司之间的合作密切。

3.2　恩格列净在 CVD 方面的研究热点

　　关键词出现频次最多的是“type 2 diabetes”，其
次是“empagliflozin”，这可能与该药的适应证有关。
而 CVD 中出现频次最多的是“heart failure”，其次
是 cardiovascular outcomes、atherosclerosis、myocar-
dial infarction、atrial fibrillation、inflammation、oxi-
dative stress 等，且以上关键词的球体为黄色，是该
领域近两年的研究热点。EMPEROR-Reduced 研究
表明，对于射血分数降低的慢性心力衰竭患者，无
论有无糖尿病，恩格列净均可显著降低心血管死亡
与因心力衰竭住院复合终点事件风险 25%[17]；EM-
PEROR-Preserved 研究亦表明恩格列净可使射血分

图 2　恩格列净在 CVD 方面的国家 / 地区的文献耦合分析

Fig 2　Coupling analysis of publications on empagliflozin for 
cardiovascular diseases by country/regional

图 3　恩格列净在 CVD 方面的机构的文献耦合分析

Fig 3　Coupling analysis of the organizations of empagliflozin in 
cardiovascular disease
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数保留的心力衰竭患者心血管死亡或因心力衰竭住
院的复合风险显著降低 [18]，但具体数据目前还未公
布。以上 2 项研究证实了恩格列净在各种类型心力
衰竭患者中的疗效。EMPA-REGOUTCOME 研究还
表明在伴显性 CVD 的 2 型糖尿病患者中，恩格列
净可降低动脉粥样硬化性心血管并发症发生率和病
死率 [5]；动物实验显示，恩格列净可以通过影响动
脉粥样硬化危险因素除血糖外的其他危险因素（如
血压、体质量、脂质代谢紊乱）来改善小鼠的动脉
粥样硬化 [19-21]。此外，Oshima 等 [22] 的研究探索了
恩格列净对心肌梗死后糖尿病大鼠病死率的影响，
在心肌梗死面积相当的前提下，恩格列净可使糖尿
病大鼠的生存率由原来的 40% 提升至 70%。因此，
恩格列净可明显改善 2 型糖尿病患者的 CVD 预后，
对于 2 型糖尿病合并心力衰竭的患者，尤其是射血
分数下降的患者，恩格列净是不错的选择，对于伴
动脉粥样硬化性 CVD 的 2 型糖尿病患者也可选择
恩格列净作降糖治疗。然而，对于恩格列净在心肌
梗死和心房颤动的获益上目前还主要停留在小型的
临床试验和动物实验上，希望今后有更多的大型临
床试验能证实该药在心肌梗死及心房颤动上的获益
情况，以期为临床提供用药依据。此外，目前对于
恩格列净在 CVD 获益方面的机制研究较少，相关
学者今后可多关注该药在 CVD 获益方面的作用机
制，为临床合理用药提供更多的理论依据。
3.3　不足及展望 
　　本研究对比了不同国家、机构、作者及期刊的
出版情况，研究相关文献随时间的发表情况，运用
可视化技术对收集的文献进行耦合分析和共现分
析，较直观科学地呈现了相关研究热点。然而，缺
乏对比不同基金的出版情况及国家 / 地区的 H 指数
来评估各国发表该领域文章的学术影响力情况。预
测未来恩格列净在 CVD 方面的研究会继续增加，
相关研究可能会集中在恩格列净对心肾获益的作用
机制及临床研究上。
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26 例抗菌药物联合根治性手术治疗坏死性外耳道炎分析

王维娜，郭恒，邸宣，李哲，沈素*（首都医科大学附属北京友谊医院药学部，北京　100050）

摘要：目的　探讨抗菌药物联合根治性手术治疗坏死性外耳道炎的疗效和预后。方法　收集

2016—2020 年某院抗菌药物联合根治性手术治疗坏死性外耳道炎的病例，对治疗过程和复发

影响因素进行分析。结果　共纳入 26 例患者，耳分泌物病原菌培养阳性率为 65.38%，主要为

铜绿假单胞菌和葡萄球菌。经抗菌药物联合根治性手术治疗后，病情均有所缓解，9 例于术后

1 ～ 5 个月复发。结论　根治性手术对于保守治疗不佳的坏死性外耳道炎患者具有重要作用。

药敏试验阳性率低，临床医师应结合患者临床症状、体征和检查结果等制订抗菌药物治疗方

案。术后复发率高，其影响因素有待进一步研究。

关键词：坏死性外耳道炎；抗菌药物；根治性手术；复发；影响因素

中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1188-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.039

Antibiotics combined with radical operation for necrotizing external otitis: 
a report of 26 cases

WANG Wei-na, GUO Heng, DI Xuan, LI Zhe, SHEN Su* (Department of Pharmacy, Beijing 
Friendship Hospital, Capital Medical University, Beijing  100050)

Abstract: Objective  To determine the curative effect and prognosis of antibiotics combined with radical 
operation for necrotizing external otitis (NEO). Methods  The data of necrotizing external otitis cases from 
2016 to 2020 were collected, and the course of treatment and factors of recurrence were analyzed. Results  
Totally 26 patients were included in the study, 21 with diabetes mellitus. The positive rate of pathogenic 
bacteria culture in the ear secretions reached 65.38%, mainly Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
epidermidis and Staphylococcus aureus. All patients were treated with antimicrobial agents, and otitis 
relieved. The NEO relapsed in 9 patients 1 － 5 months after the radical operation. Conclusion  Radical 
operation plays an important role in the treatment of NEO. Due to low positive rate of drug sensitivity test, 
clinicians should make antibiotic treatment plan based on clinical signs and examination results. Since the 
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　　坏死性外耳道炎（necrotizing external otitis，
NEO），是一种少见且可能危及生命的侵袭性感
染性疾病，通常始发于外耳道软组织，可广泛侵
及周围组织而导致患者颅底蜂窝织炎、骨髓炎、
血栓性静脉炎及脑神经病变，甚至死亡 [1]。NEO
早期没有明显的临床症状，较难与普通外耳道炎
区别，易发生误诊而延迟有效治疗，进而引起严
重后果。目前关于 NEO 的治疗尚无指南推荐，
普遍认为抗菌药物是治疗 NEO 的主要方法，当
药物治疗无效、有死骨或脓肿形成时，可考虑手
术治疗 [2]。近年来，国外对 NEO 的研究逐渐增
多，国内却少见相关报道。本研究对某院 26 例
抗菌药物联合根治性手术治疗 NEO 的病例进行
回顾性分析，为临床治疗 NEO 提供参考。
1　资料与方法

　　利用电子病历系统，调阅某院 2016—2020 年
诊断为 NEO，且行根治性手术治疗的患者资料。
总结分析患者的基本情况、合并症、临床症状和体
征、手术情况、病原菌培养和药敏结果、药物治疗、
疗效和随访结果等，并探讨 NEO 复发的影响因素。
采用 SPSS 25.0 软件对计量学数据进行χ2 检验。
2　结果

2.1　一般情况

　　共纳入 26 例患者，男性 21 例，女性 5 例；
平均年龄（70.50±18.43）岁，最小 32 岁，最大
93 岁；合并慢性病数量≤ 3 种的 18 例，＞ 3 例
的 8 例，构成比较高的 3 种合并症分别是糖尿病、
高血压和冠心病，具体合并症见表 1。18 例患者
行乳突根治术，8 例行颞骨次全切除术，平均住
院时间（22.35±12.40）d。根据临床分期标准 [3]，
Ⅰ期 18 例，Ⅱ～Ⅲ期 8 例。

表 1　26 例 NEO患者合并症分布 
Tab 1　Complications of necrotizing external otitis in 26 patients

合并症 n（%） 合并症 n（%）

糖尿病 21（80.77） 肝囊肿 4（14.29）

高血压 18（69.23） 高脂血症 3（10.71）

冠心病 PCI 术后 10（35.71） 低蛋白血症 3（10.71）

贫血   8（28.57） 高尿酸血症 2（7.14）

脑梗死   8（28.57） 极重度混合型聋 2（7.14）

慢性肾功能不全   6（23.08） 慢性胃炎 2（7.14）

神经性耳聋   5（17.86） 肾移植状态 1（3.57）

2.2　临床表现及检查结果

　　入院时临床表现为耳痛的 26 例，耳道流脓 20
例（伴流水 6 例，伴流血 1 例），听力下降 18 例，
耳鸣和面瘫各 7 例，头痛 6 例，面部疼痛 4 例，
走路不稳 2 例，发热和吞咽困难各 1 例。C 反应
蛋白（CRP）为（31.35±28.60）ng·mL－ 1，其中
表现为升高的 21 例。6 例血沉（ESR）升高，平均
值为（85.50±23.47）mm·h－ 1。
2.3　细菌学检查结果

　　26 例患者均送检耳道分泌物，病原菌培养阳
性 17 例（65.38%），共培养出 21 株病原菌，其中
铜绿假单胞菌 10 例，金黄色葡萄球菌和表皮葡萄
球菌各3例，利泽柠檬酸杆菌、近平滑假丝酵母菌、
纹带棒状杆菌、粪肠球菌和肺炎克雷伯菌各 1 例。
检出 2 种病原菌有 4 例，分别是金黄色葡萄球菌和
肺炎克雷伯菌混合感染，近平滑假丝酵母菌和表皮
葡萄球菌混合感染，金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞
菌混合感染，以及纹带棒状杆菌和铜绿假单胞菌混
合感染，其他 13 例均仅检出 1 种病原菌。
2.4　治疗情况分析

　　26 例患者行根治性手术后，初始治疗方案为
三、四代头孢 9 例，碳青霉烯类 7 例，碳青霉烯
联合万古霉素 6 例，哌拉西林他唑巴坦 3 例，三
代头孢联合万古霉素 1 例。之后根据患者病情变
化、病原菌培养和药敏结果调整用药。18 例患者
出院后口服序贯治疗方案：二代头孢 6 例，左氧氟
沙星 4 例，米诺环素 3 例，利奈唑胺 2 例，头孢
地尼联合利奈唑胺 2 例，左氧氟沙星联合利奈唑胺
1 例。所有患者术后均局部使用氧氟沙星滴耳剂治
疗。静脉用药疗程（17.92±11.03）d，口服用药疗
程（7.65±5.52）d，总疗程（25.58±13.46）d。
2.5　疗效和安全性分析

　　26 例患者经手术和抗菌药物治疗后，病情
均有所缓解。治疗期间未出现药物不良反应。随
访时间至术后 1 年，9 例（34.62%）患者于术后
1 ～ 5 个月复发 NEO，其中 1 例诊断为右外耳道
鳞状细胞癌。
2.6　NEO 患者术后复发影响因素分析 
　　对复发组和未复发组患者的性别、年龄、临
床分期、合并症、空腹血糖、手术类型、住院时
间、经验用药、用药疗程等进行比较，差异无统
计学意义，具体见表 2。

postoperative recurrence rate is high, the influence factors need to be verified. 
Key words: necrotizing external otitis; antibiotics; radical operation; recurrence; influence factor
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3　讨论

　　NEO 是外耳道、颞骨和颅底的一种侵袭性感
染性疾病。未确诊或部分治疗的 NEO 可能引起
侧窦或颈内静脉血栓形成、脑膜炎、颞骨骨膜下
脓肿和脑神经麻痹等并发症，影响患者预后 [4]。
本研究中 80.77% 为糖尿病患者，外耳道血液微
循环功能受损、白细胞对致病菌的免疫应答降低
是导致糖尿病患者 NEO 的主要因素 [5-6]。本研究
中 28.57% 的患者合并贫血，23.08% 合并慢性肾
功能不全（1 例为肾移植患者）。此外，69.23% 的
患者合并高血压，与其他报道相似 [7]。
　　本研究中患者主要临床表现为剧烈耳痛、耳
漏、听力下降、头痛和面部疼痛等，与既往报道
一致 [8]。颅神经麻痹是 NEO 的重要并发症，以
面瘫最多见，可使病死率增加 50%[9]，本研究
中 30.77% 的患者出现周围性面瘫，其炎症指标
如 ESR、白细胞（WBC）和 CRP 有可能升高 [10]。
ESR 和 CRP 水平与疾病转归密切相关，有助于监
测抗菌药物疗效，应在治疗期间和复诊时定期监
测 [11]。本研究中仅 6 例患者入院时检查了 1 ～ 2
次 ESR，均显示升高，检测率和监测频率有待提
高；80.7% 的患者入院时 CRP 升高。
　　NEO 最常见的病原体是铜绿假单胞菌，占
50% ～ 90%，其他致病菌如奇异变形杆菌、烟
曲霉、变形杆菌、克雷伯菌、葡萄球菌等也有
报道 [12]，对于非糖尿病的 NEO 患者也应高度怀
疑耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）等病原
菌 [13]。本研究中患者耳道分泌物病原菌培养阳性
率为 65.38%，检出病原体包括铜绿假单胞菌、葡
萄球菌、假丝酵母菌、棒状杆菌、柠檬酸杆菌、
粪肠球菌和肺炎克雷伯菌等，检出率低可能与前

期局部使用抗菌药物有关。
　　目前对于 NEO 的治疗尚无统一指南，主要
以抗菌药物治疗为主，对于进展性或严重的病
例、面神经麻痹、深层组织感染或难治性 NEO
（常规治疗 6 周后无临床改善），必须考虑手术治
疗 [14]。手术可减少局部感染负荷，移除坏死组
织，促进新组织形成，增加局部血管，使全身抗
菌药物到达所需的区域 [15]。NEO 抗菌药物治疗
的最佳疗程尚未可知，通常持续 4 ～ 6 周 [16]，但
对于复发感染风险高的患者可能是不够的，比如
那些因 MRSA 和终末期肾病而感染的患者 [17]，
建议治疗超过 6 周。NEO 一般在治疗结束一年内
复发，因此应在治疗后至少随访一年 [18]。本研究
中患者均因前期抗菌药物治疗无法有效缓解临床
症状，因此进行了根治性手术。手术切口包括Ⅲ、
Ⅳ类切口，术后有感染金黄色葡萄球菌和凝固酶
阴性葡萄球菌的风险。本研究中患者多为老年人、
多伴糖尿病、免疫力低下，且考虑到氟喹诺酮耐
药菌的增加，术后经验性用药主要为碳青霉烯
类，三、四代头孢和哌拉西林他唑巴坦单药或联
合万古霉素治疗，之后均根据患者病情变化、病
原菌培养和药敏结果调整用药。所有患者治疗后，
病情均缓解，提示根治性手术对于保守治疗效果
不佳的患者具有重要作用。
　　本研究中高达 34.62% 的患者于术后 1 ～ 5
个 月 复 发 NEO。 文 献 报 道 的 NEO 复 发 率 为
9% ～ 27%，低于本院复发率，可能是因为文献报
道的是手术和非手术治疗患者的总体复发率。提示
NEO 手术治疗患者复发率可能更高，这可能与手
术患者病情更重有关。文献报道的 NEO 复发通常
与治疗疗程不足有关，还可能与合并糖尿病、颅神

表 2　26 例 NEO患者术后复发的影响因素分析 
Tab 2　Influence factors of postoperative recurrence in 26 patients 

项目
复发组

（n ＝ 9）
未复发组

（n ＝ 17）
项目

复发组

（n ＝ 9）
未复发组

（n ＝ 17）
性别 男 9 12 住院时间 / 周 ≤ 4 7   9

女 0   5 ＞ 4 2   8
年龄 / 岁 ≤ 75 6 11 经验用药 三、四代头孢单用或联合万古霉素 4   5

＞ 75 3   6 哌拉西林他唑巴坦或碳青霉烯单用

或联合万古霉素

5 12

临床分期 1 8 10 用药疗程 / 周 ≤ 4 7   8 
≥ 2 1   7 ＞ 4 2   9

合并慢病数目 ≤ 3 5 13 空腹血糖 /（mmol·L － 1） ≤ 6.1 4   5
＞ 3 4   4 ＞ 6.1 5 12

手术类型 颞骨切除 2   5 高血压 7 11
乳突根治 7 12 贫血 2   6

糖尿病 7 14 慢性肾功能不全 1   5
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经受累、CT 或 MRI 成像确定的疾病程度有关 [5]。
本研究中患者用药疗程超过 4 周的仅占 42.31%，
疗程普遍不足，颅神经受累患者占近 33.3%。本研
究对 NEO 患者术后复发的影响因素进行了初步探
讨。结果显示 NEO 患者术后复发与患者的性别、
年龄、临床分期、合并症、空腹血糖、手术类型、
住院时间、经验用药和用药疗程无显著相关性。这
可能与本研究纳入病例数较少有关。因此，NEO
复发影响因素有待进行大样本多中心的研究。
4　结论

　　本研究对 26 例抗菌药物联合手术治疗 NEO
的病例进行回顾性分析，结果显示根治性手术对
于保守治疗效果不佳的患者具有重要作用，但复
发率较高，可能与患者用药疗程不足有关，但还
有待进行大规模多中心研究以进一步探讨。
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基于 CiteSpace对红景天研究进展的可视化分析

刘成娟，黄盛洁，杜瑞姣，李彤，姜苗苗*（天津中医药大学组分中药国家重点实验室，天津　301617）

摘要：目的　分析红景天的研究现状及发展趋势，为进一步开展相关研究提供参考。方法　运
用 CiteSpace 5.6.R5 软件分析 2000 年 1 月—2021 年 7 月 CNKI 和 Web of Science 核心合集数据
库检索平台收录的红景天相关文献。结果　本研究最终纳入中文文献 3877 篇，英文文献 957
篇。作者分析结果显示，崔建华和 Skopinska-rosewska EWA 分别是中、英文红景天研究发文
量最多的作者；发文机构分析结果显示，延边大学和中国科学院分别是中、英文红景天研究发
文量最多的机构；中、英文关键词分析结果显示，红景天的研究内容主要涉及红景天化学成分、
药理作用、临床制剂及应用等。结论　大株红景天注射液的临床应用和红景天的抗炎作用及其
对炎症信号转导通路的调控是研究热点，也是未来的研究趋势。
关键词：红景天；CiteSpace；可视化分析；研究进展；研究热点
中图分类号：R259　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1192-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.040

Visual analysis of research progress in Rhodiola based on CiteSpace

LIU Cheng-juan, HUANG Sheng-jie, DU Rui-jiao, LI Tong, JIANG Miao-miao* (State Key 
Laboratory of Component-Based Chinese Medicine, Tianjin University of Traditional Chinese 
Medicine, Tianjin  301617)

Abstract: Objective  To analyze the current status and development of Rhodiola, and provide 
reference for further research. Methods  CiteSpace 5.6.R5 software was used to analyze the literatures 
of Rhodiola collected by CNKI database and the core database of Web of Science from January 2000 
to July 2021. Results  Totally 3877 Chinese literatures and 957 English literatures were included in 
this study. Author analysis showed that CUI Jian-hua and Skopinska-rosewska EWA published more 
papers on Rhodiola in Chinese and English respectively than others. Institutions analysis showed 
that Yanbian University and Chinese Academy of Sciences were the insitutions with most published 
literatures on Rhodiola in Chinese and English. Keywords analysis showed that the research of 
Rhodiola mainly focused on chemical components, pharmacological effect, clinical preparations and 
application. Conclusion  Clinical application of Sofren injection and anti-inflammatory activity and 
regulation on inflammatory signal transduction pathways of Rhodiola are hotspots and future trend. 
Key words: Rhodiola; CiteSpace; visual analysis; research progress; research hotspot
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博士，主要从事中药药效物质基础及质量控制研究，email：miaomiaojiang@126.com

　　中药红景天为蔷薇目（Rosales）景天科
（Crassulaceae）红景天属（Rhodiola L.）多年生开
花植物，素有“西藏人参”和“东方神草”之称，
长期以来，在亚洲和欧洲被用作草药和膳食补充
剂。红景天的首次出现可以追溯到公元前，我国
古代第一部药学专著《神农本草经》将红景天列
为药中上品，服用红景天有理气养血、益气轻身、

活血止血的功效，之后藏药著作《四部医典》《晶
珠本草》都再次肯定了红景天的诸多功效。红景
天于 1977 年首次被列入《中国药典》，现代研究
发现，红景天具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗疲
劳、免疫调节、抗糖尿病等药理作用 [1-6]。目前红
景天研究的中、英文文献数量巨多，但相关文献
计量学统计尚未见报道。
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　　CiteSpace 是美国德雷塞尔大学陈超美教授
开发的一款用于分析文献的信息可视化软件，可
以用来了解某一学科领域的研究热点与前沿 [7-8]。
本研究采用 CiteSpace 对 CNKI 和 Web of Science
（WOS）核心合集数据库中 21 世纪以来红景天的
相关文献进行分析，从宏观上展现红景天研究热
点及动态前沿，为红景天后续研究方向提供可能
的参考依据，以期促进红景天的深入研究，更好
地服务于临床。
1　资料与方法
1.1　数据来源
　　中文文献来源于 CNKI 数据库，检索词选定
“红景天”，检索时间为 2000 年 1 月 1 日—2021
年 7 月 31 日，共检索出 3890 篇中文文献，去除
与主题无关的和重复发表的文献后，最终纳入有
效文献 3877 篇。
　　英文文献来源于 WOS 核心合集数据库，按
主题词“Rhodiola”or“Hong Jing Tian”进行检索，
检索时间为 2000 年 1 月 1 日—2021 年 7 月 31 日，
共检索出英文文献 1163 篇，选择文献类型 article
和 review，除重后最终纳入有效文献 957 篇。
1.2　研究方法
　　将纳入的中、英文文献题录分别以“Ref-
works”和“纯文本”格式导出，并通过 CiteSpace 
5.6.R5 进行转化、分析。时间跨度（time slicing）：
均为 2000—2021 年；时间切片（years per slice）：
1 年；主题词来源（term source）：默认全选；节
点类型中作者、机构、关键词：阈值（top N per 
slice）＝ 50，并对关键词采用“pathfinder”图谱修
剪算法进行修剪使图谱更加清晰，根据各节点参
数设置生成相应的可视化知识图谱。
2　结果
2.1　红景天研究发文趋势
　　年度发文量是衡量相关研究领域的研究热
度、受关注程度和发展趋势的重要指标 [9-10]，以
年份为横坐标，发文量为纵坐标，对中、英文文
献进行分析，见图 1。结果显示，红景天中文文
献的发文大致可以分为两个阶段：第一阶段为
2000—2017 年，年发文量呈波动性逐年快速递
增，且在 2017 年达到峰值 284 篇，提示在 2017
年左右国内对红景天的研究出现高峰；第二阶段
为 2017—2021 年，年发文量呈下降趋势。红景
天英文文献的发文也可以分为两个阶段：第一阶
段为 2000—2009 年，2001 年首次出现英文文献，
之后年发文量呈波动性逐年缓慢递增；第二阶段
为 2009—2021 年，为稳定期，年发文量基本维
持在 50 篇左右。对比中、英文文献发文情况可

以看出，中文文献的年度发文量远高于英文文
献，由于 2021 年文献只收录到 7 月份，总体来
说，在 2017 年后中文文献发文量出现下滑，但
英文文献发文量仍然保持稳定，说明国内外对于
红景天的研究仍处于发展中阶段且已受到国外研
究者持续的关注。

图 1　2000—2021 年中药红景天的发文量

Fig 1　Literatures of Chinese medicine Rhodiola from 2000—2021

2.2　作者合作网络分析
　　研究作者合作共现图谱，可以反映作者在
该研究领域做出的贡献以及合作关系。使用
CiteSpace 5.6.R5，以“Author”为网络节点，分别
对研究纳入的相关文献进行分析，获得红景天研
究作者合作图谱见图 2。
　　中文文献作者合作分析显示，共有 1072 位
作者进行过红景天相关领域研究，发文量排名前
十的作者见表 1。作者之间存在合作关系，并形
成了稳定的合作团队，其中以崔建华、张西洲、
哈振德等为核心的团队是红景天中文文献研究最
多的团队，团队成员合作密切，发文量较多，研
究内容涉及高原脱适应 [11]、高原人体运动 [12]、
急性高原病 [13]、血液流变学 [14] 等，其主要研究
方向是红景天属植物及其制剂防治高原病的作
用与机制。英文文献作者合作分析显示，共有
612 位作者进行过红景天相关领域研究，发文量
排名前十的作者见表 1。高产作者之间形成了以
Skopinska-rosewska EWA 为核心的研究团队，其
发文量较多，文章质量较高，提示国外已经形成
了有影响力的红景天研究团队。该团队的研究主
要涉及淋巴细胞 [15]、免疫系统 [16] 等，其主要研
究方向是红景天的有效成分增加淋巴细胞的转化
率和吞噬细胞能力，从而增强免疫力的功能。
2.3　机构合作网络分析
　　研究机构合作网络图谱可以反映在该研究领
域内机构的发文量、合作关系、科研实力以及做
出的贡献。将节点类型设置为“Institute”，使用
CiteSpace 5.6.R5 对研究纳入的相关文献进行分
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析，获得了红景天研究机构合作图谱，见图 3。
　　本研究的中文文献共有 757 个机构参与红景
天相关领域的研究，发文量排名前十的机构见表
2。其中发文量最多的是延边大学，发文量 72 篇，
远超过排名第二的沈阳药科大学。本研究的英文
文献包含 436 个机构，发文量排名前十的机构见
表 2。其中发文量最多的机构是中国科学院，发
文量 44 篇，其次是华沙医科大学，发文量 34 篇。
由中、英文文献机构合作图谱可知，研究机构间
有合作，但合作较少，与不同团队研究侧重及研
究方向不同有关，提示国内外研究机构应重视科
研合作与交流。

表 2　中药红景天研究高产机构信息 
Tab 2　Productive institution information of Chinese and English 

literatures on Chinese medicine Rhodiola research

序号 中文文献发文机构（发文量） 英文文献发文机构（发文量）

1 延边大学（72） 中国科学院（44）

2 沈阳药科大学（29） Medical University of Warsaw（34）

3 兰州军区兰州总医院（27） 吉林大学（24）

4 东北林业大学（25） Military Institute of Hygiene and 
Epidemiology（21）

5 福建中医药大学（25） 第四军医大学（16）

6 北京中医药大学（24） 复旦大学（16）

7 解放军第十八医院（21） 南通大学（15）

8 中国药科大学（21） 中国医学科学院（14）

9 上海美优制药有限公司（19）Russian Academy of Sciences（14）

10 长春中医药大学（18） Defence Institute of Physiology 
and Allied Sciences（11）

2.4　关键词分析
2.4.1　关键词共现分析　关键词是对论文主题的
高度概括和凝练 [17]，对于深入了解与分析这一领
域的研究具有十分重要的意义。出现频次和中心
性是衡量关键词重要性的两个重要指标 [18]，出现
频次和中心性值越大，该关键词被关注的程度越
高，中心性超过 0.1 则被认为有较高的影响力。
以“Keyword”为网络节点，使用 CiteSpace 5.6.R5

对研究纳入的相关文献进行分析，获得的关键词
共现图谱见图 4。
　　中文文献关键词共现分析得到 960 个节点，
关键词节点越大，说明对应的关键词出现频次越
多，共现频次排名前十的见表 3。结合图谱和关键
词对节点背后信息进一步分析，红景天研究涉及
内容较全面，包括红景天属植物、化学成分、药
理作用、临床制剂及应用等方面（关键词：研究
进展）。红景天属植物种类繁多（关键词：红景天、
高山红景天、大株红景天），分布广，化学成分复
杂，主要采用高效液相色谱法对其进行化学成分
分析及含量测定，红景天苷和酪醇是其代表性化
合物（关键词：红景天苷、酪醇、高效液相色谱
法）。红景天具有多种药理作用，为促进其合理利
用，需运用现代科学技术手段和方法来分析研究
红景天的化学成分、药理作用和机制，进一步研
制、开发以及推广符合国际标准的红景天制剂（关
键词：大株红景天注射液、大鼠、凋亡）。分析高
中心性、高频关键词可知，红景天属植物的有效
成分及其含量测定为红景天研究的重要内容。
　　英文文献关键词共现分析得到 621 个关键词，
其中共现频次排名前十的见表 3，主要研究内容为
红景天有效成分的提取及其抗氧化应激作用。其中
红景天提取物相关研究同样也是中文文献研究的主
要内容（关键词：salidroside、Rhodiola、extract）；
不同于中文文献，英文文献侧重对红景天苷抑制
凋亡细胞相关蛋白表达、抗氧化应激等作用机制
的研究（关键词：oxidative stress、apoptosis、cell、
expression、mice、activation），并使用双盲法对红
景天制剂展开临床试验（关键词：double blind）。

表 3　中药红景天研究中高频关键词信息 
Tab 3　Information of high frequency keywords in Chinese and 

English literatures on Chinese medicine Rhodiola research

序号
中文文献 英文文献

文章数中心性 关键词 文章数中心性 关键词

1 1249 0.52 红景天苷 323 0.09 salidroside
2 1018 0.54 红景天 305 0.09 Rhodiola
3 206 0.09 大株红景天注射液 190 0.11 oxidative stress
4 201 0.19 大鼠 127 0.09 extract
5 198 0.06 高效液相色谱法 116 0.07 apoptosis
6 178 0.13 高山红景天 84 0.09 cell
7 123 0.08 凋亡 78 0.06 expression
8 115 0.04 大株红景天 72 0.06 double blind
9 103 0.03 研究进展 68 0.08 mice
10 101 0.05 酪醇 67 0.05 activation

2.4.2　关键词聚类分析　在共现图谱的基础上，
采用对数似然比对文献中关系紧密的关键词进行
聚类分析，得到关键词聚类图，见图 5。中、英

表 1　中药红景天研究高产作者信息 
Tab 1　Productive author information of Chinese and English 

literatures on Chinese medicine Rhodiola research

序号 中文作者（发文量） 英文作者（发文量）

1 崔建华（33） Skopinska-rosewska EWA（25）
2 张西洲（28） Zdanowski R（14）
3 哈振德（27） Lewicki S（11）
4 王伟（22） Panossian A（10）
5 曾维政（22） Siwicki AK（10）
6 李涛（18） Zhang JIAN-QIANG（9）
7 蒋明德（18） Wasiutynski A（9）
8 马勇（18） Tolonen A（8）
9 阎秀峰（18） Sommer EWA（7）
10 吴晓玲（17） Han FEI（7）
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文文献关键词均形成了 8 个聚类，聚类模块值分
别为 0.5292 和 0.4736，提示聚类的结构显著，是
合理的。导出聚类明细表，提取关键词并对其进
行归纳，结果见表 4 及表 5。对比中、英文关键
词聚类结果发现，中文文献更倾向于红景天有效
成分的提取、含量测定及其制剂的研究，而英文
则集中研究红景天的药理作用及其机制，重点有
所不同。
2.4.3　关键词时间线图分析　在聚类图谱的基础
上，对关键词进行时间线视图可视化，以年份为
横坐标，聚类编号及名称为纵坐标，对中、英文
文献关键词进行分析，得到时间线图。
　　由图 6 可见，中文文献聚类中，凋亡（#0）、
红景天苷（#1）、含量测定（#2）的研究较多，每
个聚类的研究皆从 2000 年延续至今，提示中药
红景天有效成分的含量测定、药理作用及其机制
的研究在红景天领域占有重要地位，并形成稳定
的研究方向。英文文献聚类中，apoptosis（#0）、
rosavin（#1）、salidroside（#2）的研究较多，并持

续至今，研究分布较为集中，提示红景天中有效
成分的药理作用及机制同样是英文文献的重要研
究内容。

图 6　中药红景天研究中、英文文献关键词时间线视图

Fig 6　Timeline view of keywords of Chinese and English literatures on 
Chinese medicine Rhodiola research

2.4.4　关键词突现分析　关键词突现是指关键词
在较短时间内出现频率骤增 [19]，对其分析可以明
确某一时间段内的研究热点，判断潜在的发展趋
势。“begin”和“end”分别表示突变的开始和结束
时间，“strength”表示关键词的突变强度，强度越
高表示影响力越大 [20]。
　　由图 7 可见，在红景天文献关键词分析中得
到 14 个突现词，中、英文文献均以 2014 年为界，
中文文献 2014 年之前红景天研究的前沿主要集
中在红景天属植物及其制剂用于预防和治疗高原
反应的药理作用；2014—2021 年的研究热点主
要集中于大株红景天及其制剂临床用于治疗冠心
病，心力衰竭等。而英文文献 2015 年之前的研

图 5　中药红景天研究中文（左）和英文（右）文献关键词聚类图

Fig 5　Clustering map of keywords of Chinese（left）and English
（right）literatures on Chinese medicine Rhodiola research

图 2　中药红景天研究中文（左）和英文（右）文献作者合作图谱

Fig 2　Collaboration of authors in Chinese（left）and English（right）
literatures on Chinese medicine Rhodiola

图 3　中药红景天研究中文（左）和英文（右）文献机构合作图谱 
Fig 3　Collaboration of institution atlas in Chinese（left）and English
（right）literatures on Chinese medicine Rhodiola

图 4　中药红景天研究中文（左）和英文（右）文献关键词共现关系

Fig 4　Co-occurrence relationship of keywords in Chinese（left）and 
English（right）literatures on Chinese medicine Rhodiola research
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究前沿主要集中在红景天属植物有效部位及其抗
疲劳和细胞凋亡的药理作用；2015—2021 年的研
究热点主要集中于红景天的抗炎作用及其对炎症
信号转导通路的调控。
3　讨论与展望

　　本研究利用软件 CiteSpace 5.6.R5，从发文
量、作者、机构和关键词分析，研究总结了国内
外中药红景天领域研究的论文发表情况、作者机
构合作情况、研究路径演进与重点研究方向。
　　对本文纳入的 2000 年 1 月—2021 年 7 月发
表的红景天相关文献整理分析发现，近年来红景
天领域的研究和发展相对平稳，研究主要集中在
红景天化学成分、药理作用、临床制剂及应用等
方面。作者和机构合作图谱显示，研究团队和机
构应加强合作，共同推动红景天药材的研究与应
用。通过 CiteSpace 软件对红景天相关文献关键
词进行可视化分析发现，红景天的有效成分研究
仍然以苯乙醇类化合物红景天苷和酪醇为主，建
议可以加强对红景天中其他有效成分的探索，例
如苯丙素类化合物络赛维、酚酸类化合物原花青

素等 [21-22]。从中文文献来看，大株红景天注射液
治疗冠心病、心力衰竭等多种心血管疾病是当前
的研究热点。心血管疾病是人类健康的第一杀
手 [23]，而红景天在治疗心血管疾病方面作用突
出，因此，红景天治疗心血管疾病的药理作用及
机制仍然会是未来的研究热点之一。从英文文献
来看，红景天的抗炎作用及其对炎症信号转导通
路的调控是研究热点，炎症是一种多因素的、极
复杂的病理过程，任何能够引起组织损伤的因素
均可导致炎症的发生，红景天的抗炎作用机制虽
取得了一定的进展，但仍处于起步阶段，因此，
还有待进一步从分子水平上揭示。
　　本研究采用 CiteSpace 软件对红景天相关文
献进行可视化分析，与传统的综述相比，基于
CiteSpace 的分析可以更方便、快捷、直观地展现
某一领域内的研究内容和研究热点，并且数据分
析结果可预测未来的研究趋势，进而聚焦并引领
将来的研究。总之，进一步促进各国家、机构间
的资源共享与交流合作，培养相关人才，深入开
展对大株红景天注射液治疗心血管疾病、红景天

表 4　中药红景天研究中文文献关键词聚类信息 
Tab 4　Clustering information of keywords in Chinese literatures on Chinese medicine Rhodiola research

聚类 ID 节点数 轮廓值 聚类标签 标签词 主要内容

0 131 0.781 凋亡 凋亡；大鼠；阿尔茨海默病；炎症 红景天改善大鼠阿尔茨海默病的药理作用及机制

1 120 0.747 红景天苷 红景天苷；动脉粥样硬化；镇静；斑块稳定性 红景天苷改善动脉粥样硬化的药理作用

2 118 0.86 含量测定 含量测定；HPLC；指纹图谱；主成分分析 HPLC 用于红景天有效成分的含量测定和质量控制

3 115 0.841 大株红景天

注射液

大株红景天注射液；冠心病；心绞痛；心力衰竭 大株红景天注射液治疗冠心病、心绞痛等的临床应用

4 111 0.648 红景天 红景天；乳腺癌；肾损伤；宫颈癌 红景天改善乳腺癌、肾损伤等的药理作用

5   58 0.772 研究进展 研究进展；综述；药理作用；活性 红景天中活性成分的药理作用研究进展

6   56 0.886 乙酰唑胺 乙酰唑胺；高原；红景天复方；力竭运动 红景天及其复方能够有效预防和缓解高原反应

7   54 0.847 高山红景天 高山红景天；愈伤组织；氮源；诱导率 氮源对高山红景天种子萌发和愈伤组织生长的影响

表 5　中药红景天研究英文文献关键词聚类信息 
Tab 5　Clustering information of keywords in English literatures on Chinese medicine Rhodiola research

聚类 ID 节点数 轮廓值 聚类标签 标签词 主要内容

0 117 0.639 apoptosis apoptosis；mice；inflammation；Rhodiola；oxidative 
stress

红景天抗炎抗氧化的药理作用

1 106 0.669 rosavin rosavin；rosin；HPLC；antioxidant capacity 采用 HPLC 对红景天中苯丙素类化合物进行含

量测定及抗氧化能力评价

2   83 0.741 salidroside salidroside；adaptogen；dietary supplements；nerve 
regeneration

红景天具有提高适应原能力、神经保护作用等

而被作为膳食补充剂广泛应用

3   72 0.78 mice mice；bacterial infection；immune response；spleen 红景天具有健脾益气、增强机体免疫力、抗菌

等药理作用

4   59 0.867 Rhodiola Rhodiola；alpha-glucosidase；sachaloside；rosiridoside 红景天中活性化合物在糖代谢方面的生理功能

5   51 0.72 hypertension hypertension；angiotensin converting enzyme；enzyme 
inhibitors；type 2 diabetes

红景天在治疗高血压和糖尿病方面的临床应用

6   45 0.777 hairy root hairy root；quality evaluation；characterization；
secondary metabolism

对红景天根部次级代谢产物的化学成分表征以

进行质量评价

7   29 0.937 Qinghai-tibetan 
plateau

Qinghai-tibetan plateau；phylogeography；molecular 
phylogenetics；species distribution models

综合气候，快速辐射等对青藏高原地区红景天

的物种分布及生态适宜性分析
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的抗炎作用及机制的研究可能是未来红景天领域
的主要发展方向。
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图 7　中药红景天研究中文文献（A）及英文文献（B）关键词突现

图谱

Fig 7　Dash forward show map of keywords with shrongest citation 
bursts in Chinese（A）and English literatures（B）on Chinese medicine 
Rhodiola research
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经肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物治疗支气管扩张合并 
肺部感染的文献分析

段曼，孙志猛，汪亚，朱雯雯，陈大奎，唐晓霞*（武汉科技大学附属孝感医院药学部，湖北　孝感　432000）

摘要：目的　对经肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物治疗支气管扩张合并肺部感染的文献进行调查

分析。方法　通过检索国内外文献，对经肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物治疗支气管扩张合并肺

部感染的临床研究的有效性、肺泡灌洗技术参数、局部灌注抗菌药物技术参数进行分析。结果
　目前国内该项技术在肺泡灌洗液的选择、灌洗液总量上差异大；局部灌注抗菌药物的药品类

型、用药剂量、用药浓度、使用疗程不明确。国外未见指南推荐及临床试验报道。结论　肺泡

灌洗并局部灌注抗菌药物的有效性、安全性评价仍不充分，多项技术参数不清晰，临床应慎重

考虑该项技术目前的循证医学证据。

关键词：肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物；支气管扩张合并肺部感染；有效性；安全性；文献调

查分析

中图分类号：R563　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1198-07
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Literature analysis of local application of antibiotics through the 
bronchoalveolar lavage for bronchiectasis with lung infection

DUAN Man, SUN Zhi-meng, WANG Ya, ZHU Wen-wen, CHEN Da-kui, TANG Xiao-xia* 
(Department of Pharmacy, Xiaogan Hospital Affiliated to Wuhan University of Science and 
Technology, Xiaogan  Hubei  432000)

Abstract: Objective  To review the local application of antibiotics through the bronchoalveolar lavage 
for bronchiectasis with lung infection. Methods  Through searching domestic and foreign literatures, 
the effectiveness, technical parameters of bronchoalveolar lavage and local application of antibiotics 
in clinical research were analyzed. Results  Differences existed in the selection of bronchoalveolar 
lavage fluid in China. The type, dose, concentration, and course of local antibacterial drugs were not 
clear. No guidelines or recommendations and clinical trial reports were found in foreign countries. 
Conclusion  The effectiveness and safety of bronchoalveolar lavage and local application of antibiotics 
are insufficient, and many technical parameters are not clear. This technology should be cautiously used 
in clinical practice due to the lack of evidence. 
Key words: local application with antibiotics through bronchoalveolar lavage; bronchiectasis with 
lung infection; efficacy; safety; literature review

基金项目：孝感市自然科学基金项目（No. XGKJ2019010004）。
作者简介：段曼，女，硕士，主管药师，主要从事医院药学临床药学方面的研究，email：demyman@126.com　* 通信作者：唐晓霞，女，

主任药师，主要从事医院药学临床药学方面的研究，email：amyhty@163.com

　　支气管扩张合并肺部感染由于扩张的支气管
病理性不可逆扩张，清除分泌物的功能丧失，容
易同一肺段反复发生感染迁延不愈，临床常规抗
感染疗效差。多篇报道提示，支气管扩张合并肺
部感染患者经支气管镜肺泡灌洗机械排痰，再联

合灌洗区域局部灌注抗菌药物，可达到更好的临
床治疗效果，在临床应用广泛 [1-3]。本文结合目前
国内经外肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物治疗支气
管扩张合并肺部感染的临床相关文献研究，对其
现状进行总结分析。
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1　资料与方法
1.1　资料来源 
　　 检 索 数 据 库： 中 国 知 网、 维 普、 万 方、
PubMed、Web of Science 和 MEDLINE 数据库；
检索词：中文以“肺泡灌洗”“局部灌注”“局部灌
注抗菌药物”“支气管扩张合并肺部感染”“疗效
观察”或“临床分析”；英文以“broncho-alveolar 
lavage”“topical application”“bronchiectasis with 
infection”“effect observation”或“clinical analysis”
等；检索时间：建库起截至 2020 年 12 月。共检
索到相关文献 150 篇，逐篇查阅文章题目及摘要，
排除综述、指南、共识、meta 分析等文献，剔除
局部灌注药物但不含有抗菌药物的临床研究、剔
除局部灌注含有抗菌药物但以评价其他灌注药物
效果为核心（如化痰效果）的临床研究，得到符合
条件的临床研究文献 52 篇 [1-52]。具体文献筛查流
程见图 1。

图 1　临床研究文献筛查流程图

Fig 1　Flow chart of literature screening

1.2　方法 
　　采用回顾性研究方法，由两名中级职称以上
的临床药师独立进行资料提取，详细阅读临床研
究病例，记录第一作者姓名、发表期刊、复合影
响因子、是否核心期刊、发表年限、纳入对照组
和观察组病例数量、对照组和观察组治疗方案、
每次灌洗总量、肺泡灌洗液的选择、单次灌洗量、
灌洗频率、局部灌注抗菌药物的名称、用药剂量、
用药浓度、使用疗程、疗效评价等信息。最终由
两人讨论达成共识后形成正式的临床研究信息提
取表，并采用 SPSS 20.0 版统计软件，对收集到
的数据进行统计分析。
2　结果

2.1　纳入文献描述及质量评价

　　共收集到符合条件的文献 52 篇。总病例数

为 4336 例，其中观察组病例共计 2180 例。纳入
的文献包括前瞻性研究 49 项（前瞻性研究中随机
对照研究 43 项，非随机对照研究 6 项），回顾性
研究 3 项。
　　2004 年国内发表首篇肺泡灌洗并局部灌注
抗菌药物治疗支气管扩张合并肺部感染的随机对
照试验文献 [1]，未见国外文献报道。相关研究在
2014 年（10 篇）、2018 年（10 篇）最多，从 2019
年开始明显下降。具体发表时间及对应的复合影
响因子见图 2。

图 2　中文文献发表时间及对应的复合影响因子

Fig 2　Time and corresponding composite factors of Chinese literature 
注：复合影响因子以中国知网 2020 年为标准；●该文献发表

在中文核心期刊；◆该文献发表在中文非核心期刊。

Note：For composite factors please refer to CNKI 2020；● Papers 
is published in a Chinese core journal； ◆ Papers published in a Chinese 
non-core journal.

2.2　研究的有效性、不良反应及对照组 / 观察组
设定现状
　　52 篇文献均从总体有效率、和 / 或临床
症状缓解有效率、和 / 或血气指标、和 / 或超
敏 C 反应蛋白指标的好转率肯定了肺泡灌洗并
局部灌注抗菌药物治疗支气管扩张合并肺部感
染的有效性，总有效率 95.32%。共有 14 篇文
献 [1，3，5，9，13，17，21，23，38-39，42，44，51-52] 对不良反应的
发生进行了报道，主要表现为心率失常、一过性
血氧饱和度下降和气道刺激，具体见表 1。
　　共有 43 篇研究 [2-16，18-25，27-33，35-37，39-41，45-51] 的
对照组为常规内科治疗，观察组为常规内科治
疗联合肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物；7 篇研
究 [17，26，34，42-44，52] 的对照组为常规内科治疗联合肺
泡灌洗，观察组为常规内科治疗联合肺泡灌洗并
局部灌注抗菌药物；1 篇研究 [1] 对照组为常规内科
治疗联合肺泡灌洗并局部用水剂型抗菌药物（采用
0.9% 氯化钠稀释的抗菌药物），观察组为常规内科
治疗联合肺泡灌洗并局部用凝胶型抗菌药物（采用
羧甲基纤维素钠和 0.9% 氯化钠混合稀释的抗菌药
物）；1 篇研究 [38] 对照组为常规内科治疗联合肺泡
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灌洗并局部灌注氨溴索，观察组为常规内科治疗
联合肺泡灌洗并局部灌注氨溴索＋依替米星。
2.3　实施肺泡灌洗局部灌注抗菌药物的技术现状
　　52 篇研究中，经细菌学培养选择局部灌注的抗
菌药物品种的研究 33 篇，未行细菌学培养经验性
选择抗菌药物品种的研究 18 篇，1 篇研究未提及选
择局部灌注抗菌药物品种的依据，具体见表 1。
　　17 篇 [8，14，17，21，23，29，36，38，40，42-45，48，50-52]

使用氨基糖苷类抗菌药物局部灌注肺部感染
病灶，其中经细菌学培养选择氨基糖苷类的
研 究 6 篇 [14，17，29，40，42，45]， 余 11 篇 未 行 细
菌学培养直接选择氨基糖苷类抗菌药物。10
篇 [8，17，23，29，36，43，45，48，50，52] 使用阿米卡星局部
灌注，阿米卡星单次用量有 0.2 g[17，23，29，50，52]、
0.4 g[8，43，48]、0.8 g[36]，1 篇文献 [43] 用药剂量不
详。阿米卡星单次灌洗浓度和溶媒选择上仅 6 篇
研究有明确描述，阿米卡星单次灌洗质量浓度
有 20 mg·mL － 1[8，48，50，52]、80 mg·mL － 1[36]，
均采用 0.9% 氯化钠注射液作为溶媒，有 1 篇文
献 [17] 0.2 g 阿米卡星采用 5 ～ 10 mL 0.9% 氯化钠
注射液作为溶媒，其余研究中阿米卡星溶媒选择
及浓度均不详。5 篇文献 [14，21，40，44，51] 使用依替
米星局部灌注，单次用量为 0.2 g[44，51]、0.3 g[14]、
0.2 ～ 0.3 g[40]，1 篇文献 [21] 用药剂量不详。依替
米星溶媒选择及浓度均不详；1 篇文献 [38] 使用奈
替米星局部灌注单次用量为 0.2 g，溶媒选择及浓
度均不详。1 篇文献 [42] 使用异帕米星局部灌注单
次用量为 0.4 g，采用 10 mL 0.9% 氯化钠注射液
作为溶媒，质量浓度为 40 mg·mL － 1。
　　2 篇文献单独使用头孢哌酮舒巴坦局部灌注
肺部感染病灶 [15，39]，经细菌学培养选药 [39] 和未
行细菌学培养直接选药 [15] 各 1 篇。药物剂量、溶
媒选择及浓度均不详。1 篇研究使用头孢哌酮
舒巴坦 0.5 g 联合左氧氟沙星 0.2 g，采用羧甲基
纤维素钠 0.5 g、0.9% 氯化钠注射液 10 mL 混合
自制凝胶剂型局部灌注肺部感染病灶 [1]。24 篇
文献 [2，4-6，9-12，16，19-20，24，26-28，30-35，41，46-47] 根据药敏
结果使用敏感抗菌药物局部灌注肺部感染病灶，
具体药物不详；余 8 篇 [3，7，13，18，22，25，37，49] 局部
灌注抗菌药物品种、剂量、浓度、溶媒均不详。
2.4　肺泡灌洗技术的应用调查
　　肺泡灌洗技术中灌洗液的选择不统一，35 篇
研究 [1-6，8-9，11-12，14-17，21，24，26，28，31，33-37，39-42，44-47，49-50， 52]

单独使用 0.9% 氯化钠注射液灌洗，2 篇研究 [43，51]

使用氨溴索的 0.9% 氯化钠注射液配制液灌洗，1
篇研究 [22] 使用甲硝唑的 0.9% 氯化钠注射液配制
液灌洗，1 篇研究 [18] 使用 5% 碳酸氢钠注射液灌

洗，其余 13 篇研究灌洗液不详。灌洗液的总量
差异大，仅 13 篇研究 [1，4，17，23，29，38，40，42-44，50-52]

灌 洗 总 量 明 确， 总 量 在 50 ～ 300 mL， 余 不
详。单次灌洗液的液体量差异较小，38 篇研
究 [2，4-6，9，13-17，19-24，27-30，32-34，36-38，40-47，49-52] 单次灌洗
液在 20 ～ 30 mL，余 14 篇研究单次灌洗液液体体
量不详。肺泡灌洗的治疗频次和疗程差异大，普
遍为每周 2 次，疗程 1 ～ 4 周，且存在灌洗液的
温度控制参数未描述的情况。
3　讨论
　　支气管扩张这类结构性肺病是支气管树的病
理性、永久性扩张，因清除分泌物的功能丧失，
其病原菌往往难以清除，多数患者常常需要反复
住院进行抗感染治疗，细菌耐药多见。导致支扩
并感染治疗难度增加的具体原因有：① 由于肺实
变区域灌注不足，对于耐药菌感染尚敏感、但肺
组织穿透性均较差的多黏菌素、阿米卡星及妥布
霉素等药物，全身抗感染治疗时肺部常难以获得
有效浓度，加大剂量时毒性及不良反应则较多；
② 由于病原微生物的生物膜形成，导致最小抑菌
浓度（MIC）增加 10 ～ 25 倍 [53]，亦降低了全身应
用抗菌药物的疗效；③ 在泛耐药或多重耐药鲍曼
不动杆菌、铜绿假单胞菌和耐碳青霉烯的肠杆菌
等 MIC 升高的革兰氏阴性菌感染的情况下，即便
使用最高剂量及优化给药方案，仍有相当部分的
患者肺部浓度不足。
　　虽然《抗菌药物临床应用指导原则（2015 年
版）》指出 [54] 治疗全身感染或脏器感染时宜尽量
避免局部应用抗菌药物，但是，人们对支气管扩
张合并肺部感染局部灌注抗菌药物应用的态度发
生了转变。继 2004 年国内首篇肺泡灌洗并局部灌
注抗菌药物治疗支气管扩张合并肺部感染的随机
对照试验发表之后，该研究在全国陆续开展和应
用。值得注意的是，根据目前统计的 52 篇研究，
仅 7 篇研究合理证实了增加局部灌注抗菌药物这
一技术对支气管扩张合并肺部感染治疗有效，余
45 篇研究仅能提示肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物
较常规内科治疗有效。肺泡灌洗其技术核心为排
痰，机械清除气管致病菌 [55] 已大大降低肺部带菌
量，局部灌注抗菌药物的必要性还有待进一步论
证。2021 年《成人抗感染药物下呼吸道局部应用
专家共识》（以下简称“共识”）指出，目前尚缺乏
较高质量的临床研究证据支持经支气管镜注入药
物局部治疗的有效性 [56]，不推荐常规应用，未见
该研究的荟萃分析，亦未见多中心、双盲、随机、
平行对照试验对该技术的研究。而且，目前局部
灌注抗菌药物仅在肺曲霉菌感染治疗上有指南的
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表 1　经肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物治疗支气管扩张合并肺部感染总体有效率和不良反应具体表现类型 
Tab 1　Overall effective rate of local application of antibiotics through bronchoalveolar lavage for bronchiectasis with lung infection and types 

of adverse reactions 

治疗方案 病例数

（观察

组 / 对
照组）

药物品种

是否经

细菌学

培养

疗效（观察组 / 对照组） 不良反应（观察组 / 对照组）

文献
观察组 对照组

总体有

效率 /%
临床

症状

血气

指标

细菌清

除率

hs-
CRP

发生

例数
具体表现及例数

CMT ＋ BAL ＋ LAA
（凝胶型）

CMT ＋

BAL ＋ LAA
（水剂型）

30/30 左氧氟沙星＋

头胞哌酮钠

舒巴坦纳

是 93.3%/83.3% NR NR NR NR 0/5 气道刺激反应（0/5） [1]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 36/36 敏感抗菌药物 是 100.0%/88.9% 是 是 NR NR NR NR [2]

CMT ＋ BAL CMT 52/52 敏感抗菌药物 是 82.7%/55.8% NR 是 NR NR 3/10 肺内出血（0/1）；气胸

（1/5）；心率失常（2/4）

[3]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 60/60 敏感抗菌药物 是 93.3%/75.0% NR NR NR NR NR NR [4]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 61/61 敏感抗菌药物 是 96.7%/78.7% 是 是 NR NR 5/17 NR [5]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 47/47 抗菌药物 NR 91.5%/76.6% NR NR NR NR NR NR [6]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 43/43 抗菌药物 是 93.0%/76.8% 是 是 NR NR NR NR [7]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 55/55 阿米卡星＋氨

溴索

否 NR NR 是 NR 是 NR NR [8]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 25/25 敏感抗菌药物 是 96.0%/88.0% 是 NR NR NR 0/2 NR [9]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 22/22 敏感抗菌药物 是 100.0%/81.8% 是 NR NR NR NR NR [10]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 26/26 敏感抗菌药物 是 96.2%/80.8% NR 是 NR NR NR NR [11]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 22/22 敏感抗菌药物 是 100.0%/81.8% 是 NR NR NR NR NR [12]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 23/23 抗菌药物 否 95.7%/60.9% NR NR NR NR 1/8 皮疹（1/3）；短暂低热

（0/5）

[13]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 40/40 依替米星 是 92.5%/70.0% 是 NR NR NR NR NR [14]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 60/60 头孢哌酮钠舒

巴坦钠

否 90.0%/70.0% NR 是 NR 是 NR NR [15]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 62/62 敏感抗菌药物 是 100.0%/85.5% 是 是 NR NR NR NR [16]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 22/20 阿米卡星或敏

感抗菌药物

是 100%/100% NR NR NR 否 0/1 短暂低热（0/1） [17]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 33/33 抗菌药物 否 93.9%/69.7% NR NR NR NR NR NR [18]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 46/41 敏感抗菌药物 是 95.7%/78.1% NR NR NR NR NR NR [19]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 46/41 敏感抗菌药物 是 95.7%/78.1% NR NR NR NR NR NR [20]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 41/41 依替米星 否 100.0%/87.8% NR 是 NR NR 1/0 一过性血氧饱和度下降

（1/0）

[21]

CMT ＋ BAL CMT 33/33 抗菌药物 否 97.0%/81.8% NR NR NR NR NR NR [22]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 41/40 阿米卡星 否 95.1%/77.5% 是 是 NR NR 14/0 气道刺激反应（5/0）；心

率失常（6/0）；一过性

血氧饱和度下降（3/0）

[23]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 40/45 敏感抗菌药物 是 100.0%/80.0% NR 是 95.0%/
75.6%

NR NR NR [24]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 45/45 抗菌药物 否 90.3%/81.3% NR NR NR NR NR NR [25]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 44/44 敏感抗菌药物 是 90.9%/72.7% NR 是 NR NR NR NR [26]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 34/34 敏感抗菌药物 是 97.1%/73.5% NR NR NR NR NR NR [27]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 45/45 敏感抗菌药物 是 93.3%/75.6% NR 是 NR NR NR NR [28]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 24/24 阿米卡星或敏

感抗菌药物

是 95.8%/66.7% NR NR NR NR NR NR [29]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 50/50 敏感抗菌药物 是 96.0%/78.0% NR NR NR NR NR NR [30]
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治疗方案 病例数

（观察

组 / 对
照组）

药物品种

是否经

细菌学

培养

疗效（观察组 / 对照组） 不良反应（观察组 / 对照组）

文献
观察组 对照组

总体有

效率 /%
临床

症状

血气

指标

细菌清

除率

hs-
CRP

发生

例数
具体表现及例数

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 24/24 敏感抗菌药物 是 91.7%/75.0% NR 是 NR NR NR NR [31]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 60/50 敏感抗菌药物 是 100.0%/84.0% NR 是 NR NR NR NR [32]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 52/52 敏感抗菌药物 是 NR NR 是 NR NR NR NR [33]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 15/15 敏感抗菌药物 是 100.0%/60.0% 是 NR NR NR NR NR [34]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 43/43 敏感抗菌药物 是 100.0%/90.7% NR 是 NR NR NR NR [35]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 41/40 阿米卡星 否 100.0%/75.0% NR 是 NR NR NR NR [36]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 51/51 抗菌药物 否 98.0%/88.2% 是 是 NR NR NR NR [37]

CMT ＋ BAL ＋局部灌

注氨溴索＋ LAA
CMT ＋

BAL ＋局部

灌注氨溴索

50/50 奈替米星 否 96.0%/82.0% 是 是 NR 是 4/5 呕吐 / 焦虑 / 头痛（1 /2/1：
2 /1/2）

[38]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 40/40 头胞哌酮钠舒

巴坦纳

是 100.0%/92.5% 是 是 NR 是 9/0 气道刺激反应（4/0）；心

率失常（5/0）

[39]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 39/39 依替米星 是 97.4%/82.1% 是 NR NR NR NR NR [40]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 48/48 敏感抗菌药物 是 87.5%/70.8% NR NR NR 是 NR NR [41]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 42/42 异帕米星 是 NR 是 是 NR 是 5/4 肺内出血（2/1）；心率失

常（2/1）； 短 暂 低 热

（1/2）

[42]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 68/68 阿米卡星 否 98.5%/82.4% 是 是 NR NR NR NR [43]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 85/75 依替米星 否 95.3%/84.0% 是 是 NR NR 7/6 心率失常（1/1）；一过

性 血 氧 饱 和 度 下 降

（2/1）；恶心（4/4）

[44]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 32/30 庆大霉素或阿

米卡星

是 96.9%/76.7% NR 是 NR NR NR NR [45]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 24/28 敏感抗菌药物 是 100.0%/64.3% NR NR NR NR NR NR [46]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 32/32 敏感抗菌药物 是 96.9%/84.4% 是 是 NR NR NR NR [47]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 24/24 阿米卡星 否 NR NR 是 NR 是 NR NR [48]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 57/57 抗菌药物 否 100.0%/89.5% 是 是 NR NR NR NR [49]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 63/63 阿米卡星 否 76.2%/47.6% 是 是 NR 是 NR NR [50]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT 60/60 依替米星 否 98.3%/80.0% 是 是 NR NR 2/12 肺内出血（0/1）；气胸

（1/6）；心率失常（1/5）

[51]

CMT ＋ BAL ＋ LAA CMT ＋ BAL 24/23 阿米卡星 否 95.8%/69.6% NR NR NR 是 12/12 心率失常（5/4）；一过性

血氧饱和度下降（7/8）

[52]

注：CMT. 常规内科治疗（conventional medical treatment）；BAL. 肺泡灌洗（bronchoalveolar lavage）；LAA. 局部灌注抗菌药物（local 
application with antibiotics）；NR. 未报道（not report）。

续表 1

循证支持 [57]，在支气管扩张合并肺部感染治疗上
暂无高级别循证推荐。局部灌注抗菌药物在不同
病原菌感染治疗的有效性仍需探索和验证。
　　临床在进行肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物
这项操作时还存在多项技术参数不明确的现象。
例如灌洗液的选择较为随机，大部分研究选择
0.9% 氯化钠注射液灌洗，小部分研究或使用氨
溴索、甲硝唑、5% 碳酸氢钠注射液的 0.9% 氯化
钠注射液配制液灌洗；灌洗液的总量差异大，在
50 ～ 300 mL；灌洗的疗程差异大，在 1 ～ 4 周；

局部灌注抗菌药物的品种虽多集中在氨基糖苷类、
敏感抗菌药物，但大多存在单次局部灌注抗菌药
物剂量随机、浓度随机的现象。不仅如此，抗菌
药物与中药注射液、祛痰药及支气管舒张剂等药
物联合进行局部灌注使用的不规范情况时有报道，
值得警惕。
　　临床在行肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物存在
诱导细菌耐药的风险。目前，“共识”中经气道局
部雾化的抗感染药物剂型、给药剂量和频次基本
符合抗菌药物 PK/PD 特征，如妥布霉素吸入溶
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液 [56]（不含防腐剂，且 pH 值调为 6.0，对气道的
刺激较注射液小）雾化吸入 300 mg bid，而该研究
气管镜下灌注给药，每周 2 次的治疗频率难以使
药物达到持续稳定的治疗浓度，可能存在耐药风
险。Regan 等 [58] 指出吸入抗菌药物治疗支气管扩
张患者产生耐药风险增加，相较与经气道 / 口腔雾
化给药，肺部局部灌注抗菌药物诱导细菌耐药风
险更甚，可能影响患者的远期预后。
　　临床在行肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物存在
超给药途径用药的医疗机构管理风险和用药安全
风险。除硫酸妥布霉素注射液说明书中列有雾化
吸入给药途径，目前国内无其他经气道局部应用
剂型的抗感染药物上市，肺泡灌洗并局部灌注抗
菌药物属于超给药途径用药，增加了医疗机构管
理用药的难度。52 篇研究中的局部灌注抗菌药物
为静脉注射用剂型，含有依地酸二钠和 / 或亚硫
酸钠等防腐剂、稳定剂，静脉注射用剂型的辅料
使患者气道痉挛、心率失常、一过性血氧饱度下
降、过敏性肺炎的风险增加，存在安全隐患。且
局部用抗菌药物的配制浓度高，还可能直接对肺
上皮细胞产生毒性。动物实验结果显示局部灌注
抗菌药物对气管黏膜和肺组织可造成一过性急性
损伤 [59]，不推荐常规使用。
　　综上，目前肺泡灌洗并局部灌注抗菌药物的
有效性、安全性评价暂不充分，多项技术参数不
清晰，临床应慎重考虑该项技术目前的循证医学
证据。同时，对于支气管扩张合并难治、严重的
肺部感染，期待国内在抗菌药物雾化剂型、局部
灌注剂型上有所突破。
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临床药师对肾移植患者实施药物治疗管理的示例

谢静1，苏妍2，吴琼诗1（海南省人民医院，海南医学院附属海南医院，1. 药学部；2. 肾内科，海口　570311）

摘要：以 1 例肾移植患者的药物治疗管理（MTM）实践为例，介绍了 MTM 的规范化流程。通

过药物治疗回顾、干预 / 转诊、制订用药清单和药物相关治疗计划、记录与随访，临床药师解

决了药物治疗过程中的潜在药物相互作用，改善了患者的血压控制，并协助医师将他克莫司

血药浓度调整至适宜范围。临床药师实施 MTM 服务对肾移植患者的慢病管理起到了积极有益

的作用，可为药学工作者开展 MTM 服务提供参考。

关键词：药物治疗管理；临床药师；肾移植患者
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Medication therapy management services for a renal transplant recipient

XIE Jing1, SU Yan2, WU Qiong-shi1 (1. Department of Pharmacy; 2. Department of Nephrology, 
Hainan General Hospital, Hainan Affiliated Hospital of Hainan Medical University, Haikou  570311)

Abstract: The standard process of medication therapy management (MTM) was introduced in a 
renal transplant patient. Through medication therapy review, intervention and/or referral, personal 
medication list and medication action plan, documentation and follow-up, clinical pharmacists 
addressed potential drug-drug interactions, improved blood pressure control, and assisted the 
physician to adjust tacrolimus concentration to appropriate range. Clinical pharmacists helped manage 
renal transplant patients with chronic disease by offering MTM service. 
Key words: medication therapy management; clinical pharmacist; renal transplant patient
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　　肾移植患者通常需要服用多种药物，涉及的
用药问题复杂，存在较大的相互作用风险；而常
用免疫抑制药物中的钙调磷酸酶抑制剂还有治
疗窗窄、可与多种药物 / 食物发生相互作用的特
点；因此有必要对肾移植患者进行有效、规范的
药物监护 [1]。近年来，药物治疗管理（medication 
therapy management，MTM）的药学监护实践模
式开始崭露头角，其在慢病管理的临床疗效及经
济人文方面均取得了良好的成果 [2-4]。在肾移植
患者的慢病管理方面，也有报道显示药师可通过
MTM 服务有效降低治疗费用，显著改善肾移植
患者血压控制率和他克莫司血药浓度达标率 [5]。
MTM 实质上是“以药师为主导，病人为中心”的
标准化服务，通过提供用药教育、咨询指导等专
业服务，协助患者提高用药依从性、预防用药错

误并最终实现自我管理 [6-7]。本文以 1 例肾移植患
者 MTM 实践为例，介绍了 MTM 的规范化流程，
为药学工作者提供参考。
1　病例简介
　　患者，男，46 岁。身高 173 cm，体质量 64 kg，
BMI 21.38 kg·m－ 2。因“慢性肾脏病 5 期（CKD5
期）慢性肾小球肾炎”于 2015 年 7 月行同种异体肾
移植术，术后以激素联合他克莫司、吗替麦考酚酯
的三联方案免疫抑制治疗；2017 年诊断“移植后糖
尿病”，规律服用二甲双胍片降糖治疗，未规律监
测血糖。有高血压病史 10 余年，收缩压（SBP）最
高达 160 mmHg（1 mmHg ＝ 133.2 Pa），目前规律
服用氨氯地平片控制血压，自诉近期血压控制不
佳；近 2 个月有反酸、嗳气等症状，当地医院就诊
后间断服用奥美拉唑镁肠溶片。患者于 2021 年 3

临床药师在临床
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2　MTM实施流程
2.1　药物治疗评估（medication therapy review，
MTR）
2.1.1　收集患者资料　收集个人信息、疾病、用
药和生活方式的资料，明确患者关于治疗药物、
疾病状况的问题和实施 MTM 的目标。疾病资料
包括病史、查体及检查指标等；用药资料包括处
方药、非处方药、草药及膳食补充剂的用药清单
及用药史。该患者资料见图 1。
2.1.2　评估药物治疗相关问题（medication related 
problems，MRPs）　在 MRPs 的分类上，参照适应
性、有效性、安全性、依从性 4 个维度及其涵盖的
7 类问题：药物治疗不足、药物治疗过度、无效药
物、剂量不足、药物不良反应、剂量过高、用药依
从性差 [8]。该患者药物治疗中涉及的 MRPs 见图 2。
2.2　实施干预计划
2.2.1　干预 / 转诊　针对患者的病情和 MRPs，药师
可实施的干预包括直接干预、合作干预和转诊。直
接干预内容涵盖用药教育、疾病管理教育、生活方
式与饮食指导等内容。而合作干预则是与医师或其
他医务人员合作解决 MRPs；当存在药物治疗方案
调整、其他疾病评估等问题时，药师应及时与医师
沟通并给出干预建议。如患者存在需进一步诊断及
评估、紧急疑难病症、限于专业无法解决的 MRPs
等情况时，应尽快转诊给医师或其他医疗团队。
　　本例患者涉及药物治疗方案调整，因此药师
根据其 MRPs 制订了医师沟通表单，见图 3；并
对该患者进行了用药教育、疾病管理教育和生活
饮食指导，干预记录见图 4。
2.2.2　制作患者个人用药记录（personal medica-

tion record，PMR）　PMR 需包括患者使用的所有
处方药、非处方药、草药及膳食补充剂的详细信
息，如名称、剂量规格、用药目的、具体用法用
量等。药师在患者面诊后应审查 PMR，确保其正
确性和完整性，并提供给患者一份记录，以便于
患者后续的就诊或转诊。该患者就诊后，药师收
集其用药信息和 MTR，制作了 PMR，见图 5。
2.2.3　制订药物治疗行动计划（medication-related 
action plan，MAP）　MAP 旨在帮助患者改善生
活方式和提高用药管理能力，是药师在 MTR 后根
据 MRPs 制订的，能由患者独立完成的行动建议。
MAP 主要服务于患者，应采用通俗易懂的语言，
针对患者现阶段最需解决的问题制订行动计划；在

序号 

MRP

干预计划 优先级
具体问题 维度 分类

确定 /
可能

1 近期他克莫司血药浓度升

高至 10.8 ng·mL － 1，超

出了适宜浓度范围（5 ～ 10 
ng·mL － 1）[9]；他克莫司血药

浓度升高可能导致严重不良反

应，影响患者移植肾的功能

安全性 剂量过高 确定 评估是否需要暂时

调整他克莫司剂量

高

2 他克莫司血药浓度升高，可能

与近期奥美拉唑的使用相关

安全性 剂量过高 可能 评估是否需要停用

奥美拉唑或转换为

其他质子泵抑制剂

高

3 患者血尿酸升高至 442 
μmol·L － 1，需要积极控制尿

酸水平（控制目标 SUA ＜ 360 
μmol·L － 1）[10]

适应性 药物治疗

不足

确定 予以生活饮食指导，

提供宣教资料，后

续再行评估是否需

要额外药物治疗

中

4 近期血压高于血压控制目标

（120 ～ 140/70 ～ 90 mmHg）
适应性 药物治疗

不足

确定 评估是否需要调整

降压药物

中

5 血糖监测依从性不佳。患者复

测 HbA1c 7.2%、随机血糖 6.7 
mmol·L － 1，血糖控制可，但

未规律监测血糖

依从性 用药依从

性差

确定 加强患者教育，可

转介至糖尿病健康

教育门诊或内分泌

临床药师咨询门诊

低

图 2　患者 MRPs 评估表单

Fig 2　MRPs evaluation form for patient’s

个人信息 姓名 谢 ** 性别 男 年龄 46 岁 婚姻状态 已婚 身高 173 cm 体质量 64 kg BMI 21.38 kg·m － 2 主诊医师 **

病史 • 肾移植术后 肾移植状态：患者因“CKD5 期 慢性肾小球肾炎”于 2015 年 7 月行同种异体肾移植术，术后以激素联合他克莫司、吗替麦考酚酯的三联方案免疫抑制治疗；

2017 年诊断“移植后糖尿病”，规律服用二甲双胍降糖治疗，未规律监测血糖

• 高血压：高血压病史 10 余年，SBP 最高达 160 mmHg，目前规律服用氨氯地平控制血压，自诉近期血压控制不佳，波动在 135 ～ 155/80 ～ 95 mmHg
• 消化道症状：近 2 月有反酸、嗳气等症状，当地医院就诊后间断服用奥美拉唑镁肠溶片

用药情况 甲泼尼龙片 10 mg po qd；吗替麦考酚酯分散片 0.25 g po q12h；他克莫司胶囊 1.5 mg po q12h；五酯胶囊 11.25mg po q12h；苯磺酸氨氯地平片 5 mg po qd；二甲双胍片 0.5 
mg po bid（早，晚）；碳酸钙 D3 咀嚼片 1.25 g po qd；奥美拉唑肠溶片 20mg po prn

家族史 父亲患高血压 30 余年（具体情况不详）

生活方式 偶尔饮酒，约一周 2 ～ 3 杯白酒，饮酒约 5 ～ 6 年，10 年前已戒酒

食物 / 药物过敏史 无

查体与检查 查体：T 36.5℃，P 75 次·min － 1，R 20 次·min － 1，BP 144/82 mmHg。神志清，精神可，心肺听诊无异常，腹平软，无压痛及反跳痛，肾区叩击痛（－），双下肢无

明显水肿。辅助检查：2021/3/8：糖化血红蛋白（HbA1c）7.2%，随机血糖 6.7 mmol·L － 1；尿常规：尿蛋白（－），尿潜血（－）；肌酐（SCr）76 μmol·L － 1，估

算肾小球滤过率（eGFR）104 mL/（min1·1.73m2），SUA 442 μmol·L － 1；谷丙转氨酶（AST）31 U·L － 1，谷草转氨酶（ALT）28 U·L － 1，白蛋白（ALB）37.6 g·L － 1；

他克莫司血药浓度 10.8 ng·mL － 1。2020/12/14：随机血糖 7.2 mmol·L － 1；尿常规：尿蛋白（－），尿潜血（－）；SCr 67 μmol·L － 1，eGFR 110 mL/（min1·1.73m2），

SUA 322 μmol·L － 1；AST 29 U·L － 1，ALT 26 U·L － 1，ALB 35.3 g·L － 1；他克莫司血药浓度 7.2 ng·mL － 1

MTM 实施目标 此次监测他克莫司血药浓度偏高，血尿酸高，且近期血压控制不佳；患者想了解是否有未关注的用药注意事项和相互作用，治疗方案是否可以优化

图 1　患者资料

Fig 1　Patient’s information review

月 8 日复诊，监测他克莫司血药浓度偏高，达 10.8 
ng·mL－ 1，血尿酸（SUA）升高至 442 μmol·L－ 1，
且近期血压控制不佳，于 3 月 10 日临床药师咨询

门诊进行用药咨询。患者具体的疾病及用药资料详
见图 1。
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设定过程中，鼓励患者成为积极的 MTM 合作者，
促进 MAP 的顺利实施。该患者的 MAP 见图 6。

图 6　药物治疗行动计划

Fig 6　Medication-related action plan

3　文档记录与随访
3.1　文档记录
　　在完成 MRP 的评估和干预后，药师应完善
相关 MTM 的文档记录，包括依照医疗专业格式
记录的 SOAP 药历 [8]、PMR、MAP 及医师沟通表
单等。规范的文档记录，可提升 MTM 服务质量，
保证患者配合的积极性，加强与医务合作者的沟
通，并有利于评估干预效果、监测与随访。该患
者的 SOAP 药历见图 7。
3.2　随访
　　随访是评估 MTM 服务的干预效果的重要步
骤，在完成 MTM 服务后，药师应与患者商议下
次面诊或电话随访时间，根据发现的 MRPs 进行
目标性的再评估，以明确干预目标是否达到、是
否出现新的 MRPs。
　　患者门诊就诊后，电话与临床药师联系，告
知医师已采纳“医师沟通表单”里提及的药物相
关问题建议，对药物治疗方案进行如下调整：① 
将奥美拉唑肠溶片更换为雷贝拉唑肠溶片（20 mg 
po prn）；② 减少他克莫司剂量至他克莫司胶囊
1.5 mg 早上服用，1.0 mg 晚上服用；③ 苯磺酸氨
氯地平片增加剂量至 10 mg po qd。临床药师通
过电话联系该医师，确认其已采纳全部建议，并
核对了药物治疗方案的调整情况；建议患者调
整药物治疗方案 5 ～ 7 d 后复测他克莫司血药浓
度，最佳抽血时间为他克莫司服用前半个小时至
计划服药时。临床药师 1 周后随访该患者，患者
复测他克莫司血药浓度为 6.7 ng·mL－ 1，已回
落至适宜范围 [9]；高血压控制有所改善，波动在
125 ～ 145/75 ～ 90 mmHg，暂维持目前降压方
案，后续视血压情况调整；已依照药师指导调整

图 3　医师沟通表单

Fig 3　Communication form for doctors

图 4　药师干预记录

Fig 4　Record of pharmacist’s intervention

图 5　个人用药记录

Fig 5　Personal medication record
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了生活方式与饮食。在自我血糖监测方面，患者
于该周内监测了两次空腹血糖，波动在 5.5 ～ 7.5 
mmol·L－ 1，基本达标 [15]。考虑到他克莫司有升
高血糖的作用，近期他克莫司的血药浓度回落可
能影响血糖水平，临床药师建议加强血糖监测，
每周监测 2 ～ 4 次空腹或餐后血糖 [16]，注意预防
低血糖反应。此外，临床药师再次进行用药教育
和疾病管理教育，并预约 1 个月后随访。
4　总结
　　本文通过 1 例肾移植患者的 MTM 实践，详
细介绍了药师的 MTM 服务流程。临床药师全面
收集患者信息，进而评估 MRPs，实施干预，制
订 PML 和 MAP，进行文档记录与随访，解决了
潜在的药物相互作用，使他克莫司的血药浓度调
整至适宜范围，并改善了疾病控制，在肾移植患
者的慢病管理中起到了积极有益的作用。目前我
国的药学服务正在向“以病人为中心”的药学监
护转型，MTM 即是转型过程中具有重要意义的
新兴实践模式 [6，17]。通过借鉴国外成功的 MTM
服务经验，逐步建立适应我国的规范化 MTM 服
务，将有助于体现药师的专业价值，促进药学事
业健康发展，有利于合理用药及慢病管理。
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SOAP 药历

患者姓名：谢 ** 性别：男 年龄：46 岁 门诊号 / 住院号：* 医保：省医保 MTM 日期：2021/3/10

S（主观信息）：患者因“慢性肾脏病 5 期 慢性肾小球肾炎”于 2015 年 7 月行同种异体肾移植术，术后以激素联合他克莫司、吗替麦考酚酯的三联方案免疫抑制治疗（就诊时方案为：甲泼

尼龙片 10 mg po qd，吗替麦考酚酯分散片 0.25 g po q12h，他克莫司胶囊 1.5 mg po q12h）；2017 年诊断“移植后糖尿病”，规律服用二甲双胍片 0.5 mg po bid（早，晚）降糖治疗，未

规律监测血糖。有高血压病史 10 余年，SBP 最高达 160 mmHg，目前规律服用氨氯地平片 5 mg po qd 控制血压，自诉近期血压控制不佳，波动在 135 ～ 155/80 ～ 95 mmHg。近 2 月有

反酸、嗳气等症状，当地医院就诊后间断服用奥美拉唑镁肠溶片。患者近期复诊，监测的他克莫司血药浓度偏高，达 10.8 ng·mL － 1，血尿酸升高至 442 μmol·L － 1，且近期血压控制

不佳。患者父亲有高血压 30 余年（具体情况不详），无食物、药物过敏史。

O（客观信息）：

　生命体征：T 36.5℃，P 75 次·min － 1，R 20 次·min － 1，BP 144/82 mmHg。
　辅助检查：2021/3/10：HbA1c 7.2%，随机血糖 6.7 mmol·L － 1；尿常规：尿蛋白（-），尿潜血（-）；SCr 76 μmol·L － 1 [eGFR 104 mL/（min1·1.73m2）]，SUA 442 μmol·L － 1；AST 31 U·L － 1，

ALT 28 U·L － 1，ALB 37.6 g·L － 1；他克莫司血药浓度：10.8 ng·mL － 1。2020/12/14：随机血糖 7.2 mmol·L － 1；尿常规：尿蛋白（-），尿潜血（-）；SCr 67 μmol·L － 1 [eGFR 110 
mL/（min1·1.73m2）]，SUA 322 μmol·L － 1；AST 29 U·L － 1，ALT 26 U·L － 1，ALB 35.3 g·L － 1；他克莫司血药浓度 7.2 ng·mL － 1。

A（评估情况）：1. 近期他克莫司血药浓度升高至 10.8 ng·mL－ 1，可能与近期奥美拉唑的使用相关。2. 患者血尿酸升高至 442 μmol·L－ 1，不排除有他克莫司浓度升高导致血尿酸升高的影响，

需要积极控制尿酸水平（控制目标 SUA ＜ 360 μmol·L － 1）。3. 近期血压控制不佳，波动在 135 ～ 155/80 ～ 95 mmHg，不排除有他克莫司浓度升高导致血压升高的影响。4. 血糖监测

依从性不佳。患者降糖药物服用方式正确，规律用药，复测 HbA1c 7.2%、随机血糖 6.7 mmol·L － 1，血糖控制可，但未规律监测血糖。

P（干预计划）：1. 建议患者门诊就诊，由专科医师评估是否需要暂时减少他克莫司剂量（他克莫司血药浓度偏高可通过减少他克莫司胶囊或五酯胶囊的剂量进行调整，从经济性上可优先

考虑选取他克莫司减量的方式）。2. 建议患者门诊就诊，由专科医师评估是否需要停用奥美拉唑或转换为其他质子泵抑制剂（奥美拉唑为 CYP 3A4 底物，可能影响他克莫司的代谢，据

文献调研，他克莫司与奥美拉唑的相互作用尚不明确，但有相关报道指出奥美 拉唑可能引起他克莫司血药浓度升高）。3. 建议患者门诊就诊，由专科医师评估是否需要调整降压药物。4. 
嘱咐患者在调整了他克莫司剂量或停用了奥美拉唑 / 更换了改善消化道症状的药物后，联系药师指导他克莫司血药浓度监测（一般方案调整后建议 5 ～ 7 d 后复测）。5. 予以生活饮食指

导，提供宣教资料。6. 加强患者教育，建议患者加强血糖自我监测，可至糖尿病健康教育门诊或内分泌临床药师咨询门诊咨询糖尿病管理与血糖自我监测。7. 提供患者 PMR 和 MAP。

药师签名：* 

图 7　SOAP 药历

Fig 7　SOAP notes form
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1 例剖宫产术后重度疼痛患者的药学监护

赵路1，雷伟1，苗杨2，王玉霞3，马新秀1，姚尧1*（郑州市妇幼保健院，1. 药学部；2. 麻醉科；3. 产科，郑州　

450003）

摘要：临床药师参与 1 例剖宫产术后重度疼痛患者的镇痛治疗，根据患者的疼痛评分和用药方
案，查阅相关文献资料，结合自身药学专业知识，协助医师为该患者制订了以非甾体抗炎药
为基础的镇痛方案，并进行全程药学监护，取得了良好的镇痛效果，保障患者镇痛治疗安全
有效，为临床药师参与剖宫产术后疼痛患者管理的工作模式提供了参考。
关键词：临床药师；剖宫产；术后疼痛；非甾体抗炎药；药学监护
中图分类号：R730.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)05-1209-03
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.05.043

基金项目：河南省医学科技攻关计划项目（No.LHGJ20200741）。
作者简介：赵路，女，主管药师，主要从事临床药学工作，email：zhaolu1202@163.com　* 通信作者：姚尧，女，副主任药师，主要

从事医院药学及药事管理工作，email：yaoy567@163.com

　　有调查研究显示，92.39% 的二胎剖宫产产妇
急需术后疼痛控制相关知识 [1]，剖宫产术后镇痛
已成为医患关注的焦点。剖宫产术后镇痛不足严
重影响产妇恢复和母乳喂养，甚至增加产后抑郁
发生的风险 [2]。前期有临床药师参与关节外科患
者疼痛管理工作，取得了一定的成效 [3]。本文结
合妇幼专科特色，通过临床药师参与１例剖宫产
术后重度疼痛患者的镇痛治疗，协助医师优化剖
宫产术后镇痛方案，进行药学监护，取得了令医
患满意的效果。
1　病例摘要
　　樊某某，女，41 岁，身高 170 cm，孕前体
质量 63 kg，现体质量 78 kg，以“孕 36 周 2 d，
下腹坠胀 4 d”为主诉入院。既往体健，无高血压
病、肾病、糖尿病史；对青霉素过敏；否认肝炎、
结核等传染病史；2008 年因异位妊娠于外院行左
侧输卵管开窗取胚术。2018 年因脊髓性颈椎病于
当地医院行手术治疗，自诉术后疼痛明显，难以
忍受。无其他手术及外伤史；孕 7 产 0。曾孕早
期行人工流产 5 次。因“卵巢功能减退”行体外
受精 - 胚胎移植术。孕 2 ＋月在外院诊断为“易栓
症”，给予依诺肝素钠注射液 4000 IU ih qd 治疗
1 个月，后复查治疗效果欠佳，联合阿司匹林肠

溶片 100 mg po qd 治疗至今。孕晚期无头晕、眼
花等不适。入院查体：体温（T）36.5℃，脉搏
（P）93 次·min － 1， 呼 吸（R）22 次·min － 1，
血 压（BP）127/84 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 
kPa）。专科查体：腹围 105 cm，宫高 33 cm，胎
方位左枕前（LOA），胎心 142 次·min － 1，胎先
露头，宫颈拒查，胎膜未破，偶有宫缩。Bishop
评分法未查。入院诊断：① 先兆早产；② 易栓症；
③ 胚胎移植术后；④ 不良孕产个人史；⑤ 高龄
初产；⑥ 孕 36 周 2 d；⑦ 孕 7 产 0；⑧ LOA。
2　主要治疗经过
　　入院后完善相关检查，于 2021 年 4 月 9 日
10：20 ～ 10：50 在联合麻醉下行新式剖宫产术，
术中以 LOA 位娩出一活婴，手术顺利，术中出
血 200 mL。手术结束，在彩色多普勒超声引导下
给予 0.25% 罗哌卡因 20 mL 于双侧腹横肌平面神
经阻滞（TAP），联合患者自控静脉镇痛（PCIA）
治疗，术后镇痛药物应用见表 1。
　　术后对患者进行疼痛评估 [4]，并监测药物不
良反应，疼痛评估结果见表 2。术后 10 h（4 月 9
日 20：20）患者诉疼痛难忍，临床医师给予布洛
芬缓释胶囊 0.3 g po qd 对症治疗，此时镇痛泵使
用情况：总用药量共 26 mL，有效按压次数 4 次；
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静息状态疼痛评分：NRS 6 分；功能活动 FAS 及
NRS 评分：床上翻身Ⅲ级 7 分，按压子宫Ⅲ级 7
分。术后 22 h（4 月 10 日 8：30）患者再次诉疼
痛难忍，此时镇痛泵使用情况：总用药量 58 mL，
有效按压次数较前增加 3 次，共按压 7 次；静息
状态疼痛评分：NRS 6 分；功能活动 FAS 及 NRS
评分：床上翻身Ⅲ级 8 分，坐起Ⅳ级 8 分。临床
药师探寻患者疼痛为子宫收缩痛，建议停用布
洛芬缓释胶囊，改用氟比洛芬酯注射液 50 mg iv 
q8h。医师接受建议，用药 30 min 后再次进行疼
痛评估，静息状态下疼痛评分 NRS 4 分，功能活
动评分Ⅱ级 6 分，患者疼痛明显缓解。术后第 1
日，患者下床活动前按压镇痛泵 1 次，术后 42 h
镇痛泵药物用完后给予停用，仅静脉注射氟比洛
芬酯。术后第 2 日，患者诉未排气，查体腹胀明
显，给予四磨汤口服液对症治疗。术后第 3 日，
患者诉已排气，便秘严重，查体未见异常，给予
乳果糖口服液治疗，疼痛评分评估为静息状态
NRS 2 分，功能活动 FAS 及 NRS 评分：坐起Ⅱ级
2 分，下床活动Ⅱ级 2 分。术后第 5 日，患者一
般情况好，无不适，给予出院。

表 2　患者住院期间静息状态 NRS评分、功能活动 FAS及 NRS评分

评估时间
静息状态

NRS 评分
床上翻身 按压子宫 坐起 下床活动

术后 6 h 5 分 Ⅱ级 6 分 Ⅲ级 6 分

术后 8 h 4 分 Ⅱ级 6 分 Ⅲ级 6 分

术后 10 h 6 分 Ⅲ级 7 分 Ⅲ级 7 分

术后 18 h 6 分 Ⅲ级 7 分 Ⅲ级 7 分

术后 22 h 6 分 Ⅲ级 8 分 Ⅳ级 8 分

术后 24 h 5 分 Ⅱ级 5 分 Ⅱ级 5 分

术后 30 h 5 分 Ⅱ级 4 分 Ⅱ级 4 分 Ⅱ级 5 分

术后 36 h 4 分 Ⅱ级 4 分 Ⅱ级 4 分 Ⅱ级 5 分

术后 42 h 3 分 Ⅱ级 4 分 Ⅱ级 3 分 Ⅱ级 4 分

术后 48 h 2 分 Ⅱ级 3 分 Ⅱ级 3 分 Ⅱ级 3 分

术后 60 h 2 分 Ⅱ级 2 分 Ⅱ级 3 分 Ⅱ级 3 分

术后 72 h 2 分 Ⅱ级 2 分 Ⅱ级 2 分 Ⅱ级 2 分

注：FAS 评分具体分级为Ⅰ级疼痛，完全没有限制功能活动，

患者能够如常完成某项功能活动；Ⅱ级疼痛，轻度限制功能活动，

患者采用非药物措施（如按压伤口、使用腹带）后能如常开展功能

活动；Ⅲ级疼痛，中度限制功能活动，患者采用非药物措施（如按

压伤口、使用腹带）后能尝试开展功能活动，但因疼痛无法完成；

Ⅳ级疼痛，严重限制功能活动，患者即使采用非药物措施（如按压

伤口、使用腹带）仍无法尝试开展功能活动。

表 1　剖宫产术后镇痛药物组成

术后镇痛模式 药物组成

TAP 药物方案 0.25% 罗哌卡因 20 mL 于双侧腹横肌平面神经阻滞

PCIA 药物方案 酒石酸布托啡诺注射液 12 mg ＋地佐辛注射液 20 mg ＋盐酸右美托咪定注射液 150 μg ＋盐酸托烷司琼注射液 5 
mg，用 0.9% 氯化钠注射液稀释至 100 mL

PCIA 工作模式 负荷量 2 mL 持续输注量 2 mL·h － 1 冲击量 2 mL 锁定时间 15 min 给药总量 100 mL

3　分析和讨论
　　普通外科术后疼痛由多种因素引起，包括机
械损伤、炎症、缺血或其他刺激等。剖宫产术后
人群有其自身的特殊性，就疼痛类型而言，除了
外科手术带来的腹壁切口痛和炎症反应导致的炎
性痛外，还有剖宫产特有的子宫阵发性收缩产生
的宫缩痛，产后胀乳疼痛等，剖宫产术后急性疼
痛 12 h 达到峰值，持续将近 24 h[5]；就该患者而
言，有多次手术史，疼痛阈值较低，是术后疼痛
管理重点关注的对象，且产妇处于哺乳期，镇痛
药物既要兼顾母体自身的有效性又要考虑哺乳的
安全性。
3.1　患者镇痛方案的分析
　　该产妇 PCIA 的药物组分中的地佐辛和布托
啡诺均属于阿片型的受体激动类的拮抗药物，是
术后镇痛药物常用的药物 [6]。然而以非甾体抗炎
药（NSAIDs）为基础，借鉴阿片类药物的多模式
镇痛方案已成为加速康复外科疼痛管理中的主流
趋势，研究表明，NSAIDs 与阿片类药物的联用
可减少大手术后 50% ～ 70% 吗啡用量，从而有
效降低阿片类药物相关的恶心、呕吐、抑制胃肠
蠕动及便秘、新生儿中枢抑制等不良反应的发生
率 [7-8]。2016 年美国疼痛协会指出：排除禁忌证，
所有儿童和成人患者的术后疼痛管理，都应给予
NASIDs 作为多模式镇痛的一部分。该患者的术
后镇痛方案未覆盖 NSAIDs，因此在产妇镇痛效
果不佳时，药师建议医师考虑联合应用 NSAIDs
类药物。
3.2　NSAIDs 的应用
　　NSAIDs 可有效预防手术治疗后炎症相关痛敏
反应，可使外周与中枢敏化得到有效抑制，将术
后慢性疼痛减轻，提升患者舒适度，发挥超前镇
痛作用，且不良反应少 [9]。与阿片类药物按需给
药的原则不同，NSAIDs 类药物是按时给药。
　　NSAIDs 根 据 药 物 作 用 靶 点 不 同， 可 以
分为酮咯酸氨丁三醇、氟比洛芬酯等非选择
性 NSAIDs，塞来昔布、帕瑞昔布等高选择性
NSAIDs 和其他 NSAIDs。氟比洛芬酯是以脂微
球为载体，具有靶向作用，进入体内可靶向分布
至创伤部位后，从脂微球中释放，在羧基酯酶作
用下迅速水解生成氟比洛芬，经氟比洛芬抑制前
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列腺素的合成而发挥镇痛作用。有报道术前、术
中、术后持续输注氟比洛芬酯可发挥抑制中枢敏
化作用，其他非选择性 NSAIDs 术前用药的作用
尚未确定。布洛芬效果不佳的情况下，建议医师
换用氟比洛芬酯。既往研究显示，氟比洛芬酯与
布托啡诺联合应用可降低布托啡诺的不良反应发
生率，并增加镇痛效果，且氟比洛芬酯并没有呼
吸抑制和中枢性镇痛的效果，可以安全地用于剖
宫产术前、术中以及术后 [10]。因此临床药师建议
将氟比洛芬酯作为镇痛泵的组成成分之一，以达
到多模式镇痛的效果，已反馈给麻醉科，相关工
作正在有序开展。
3.3　NSAIDs 哺乳期的安全性
　　剖宫产术后镇痛与其他种类手术术后镇痛另
外的不同之处是选择的药物以及给药方式均要对
母乳影响最小。药物的脂溶性和蛋白结合率会影
响乳汁中的药物浓度，大部分的 NSAIDs 都具有
低脂溶性和高蛋白结合率的特点，不宜通过血乳
屏障。研究发现，剖宫产术后镇痛泵中加入氟
比洛芬酯，用药 24 h 后乳汁中未检测到氟比洛
芬 [11]，可作为哺乳期 NSAIDs 的选择之一 [12]。
3.4　镇痛方案的药学监护
　　NSAIDs 的主要不良反应包括胃肠道、心血
管、血小板计数异常等，临床药师制订了详细的
药学监护计划，关注患者胃肠道不适症状，及时
采取相应措施，并告知患者和家属可能发生的胃
肠道不适的原因，减轻其恐慌和焦虑，该患者镇
痛泵中托烷司琼对预防恶心呕吐也有一定的作
用。术后该患者出现腹胀和便秘，不伴有恶心呕
吐，可能与使用阿片类药物或托烷司琼有关，也
可能与患者因疼痛术后活动受限有关，对症治疗
后，症状缓解。
　　临床药师在药学查房时，了解到该患者因为
疼痛难忍，要求联合应用布洛芬和氟比洛芬酯，
或者增加氟比洛芬酯的剂量。NSAIDs 具有“天花
板”镇痛效应，达到最大效果后，增加剂量镇痛
疗效并不增加，且血浆蛋白结合率高，会导致用
药风险急剧上升 [13]。因此一定要避免超说明书剂
量使用；同类药物勿联合使用；采用最低有效剂
量且不宜长时间使用。经过药师详细讲解药学知
识后，患者最终选择遵医嘱用药，避免了潜在的
用药风险。
4　小结
　　本文通过临床药师参与剖宫产术后重度疼痛
患者的镇痛治疗，从临床药学的角度，合理使
用 NSAIDs，服务于临床，并进行全程药学监护，

取得了令医患满意的效果；同时通过参与临床，
发挥自身的药学知识优势，提升临床药师在医疗
团队中的地位，打开了临床医师对 NSAIDs 在剖
宫产术后疼痛治疗中的新思路，并以此本院也将
逐渐形成临床药师参与剖宫产术后疼痛管理的工
作模式，提升临床药师在医疗团队中的地位，提
高医院的整体医疗水平，使患者得到更专业的医
疗服务。
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基于美国 FAERS数据库的利那洛肽不良事件信号挖掘与分析
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学部，成都　610041；3. 四川大学华西第二医院循证药学中心，成都　610041；4. 出生缺陷与相关妇儿疾病教育部重点实验室，

成都　610041）

摘要：目的　采用美国 FDA 不良事件报告系统挖掘利那洛肽的不良事件信号，为其安全风险

控制和临床合理用药提供参考。方法　采用报告比值比法和综合标准法对美国 FAERS 数据库

中2016年第一季度至2021年第二季度共22个季度的利那洛肽相关不良事件报告进行数据挖掘。

结果　获得利那洛肽报告数 1088 个，不良事件信号 75 个，涉及 11 个系统器官，主要集中在

胃肠系统疾病及全身性疾病及给药部位各种反应；发现了如便秘、大便不规律、胃肠动力障碍、

粪便变色、硬便、便血、胃肠鸣音异常、直肠出血、肠梗阻、尿潴留、憩室炎、嗳气、胃扩张、

尿排出量降低、肾疼痛、皮肤气味异常等多个新的药物不良事件。结论　基于 FAERS 数据库

对利那洛肽上市后的不良事件进行全面的挖掘分析，可对临床安全及合理用药提供参考。

关键词：利那洛肽；不良事件；数据挖掘
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Datamining of adverse event signals of linaclotide based on FAERS database

WANG Hao1, YANG Li1, LIU Xiao-ying1, CHEN Li2, 3, 4* (1. People’s Hospital of Xindu District, 
Chengdu  610500; 2. Department of Pharmacy, West China Second University Hospital, Sichuan 
University, Chengdu  610041; 3. Evidence-Based Pharmacy Center, West China Second University 
Hospital, Sichuan University, Chengdu  610041; 4. Key Laboratory of Birth Defects and Related 
Diseases of Women and Children (Sichuan University), Ministry of Education, Chengdu  610041)

Abstract: Objective  To analyze the adverse event signals of linaclotide with the data from US FDA 
Adverse Event Reporting System (FAERS) to provide guidance for the safe and rational use of linaclotide. 
Methods  Reporting odds ratio and comprehensive Healthcare Products Regulatory method were used to 
analyze the data in FAERS database from the first quarter of 2016 to the second quarter of 2021. Results  
Totally 1088 linaclotide related reports were collected, with 75 adverse event signals, involving 11 system 
sorgans, mainly occurring in the gastrointestinal system, systemic diseases and various reactions at the 
administration sites. Multiple new adverse drug events were also discovered, including iconstipation, 
irregular stool, gastrointestinal motility obstacles, discoloration of stool, hard stool, bloody stool, 
abnormal gastrointestinal sounds, rectal bleeding, intestinal obstruction, urinary retention, diverticulitis, 
belching, stomach distension, decreased urine output, renal pain, and abnormal skin odor. Conclusion  
Based on the FAERS database, the adverse events of linalool peptide after marketing are comprehensively 
analyzed, which provides reference for clinical safety and rational use of linaclotide. 
Key words: linaclotide; adverse event; data mining
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　　肠易激综合征（IBS）是一种全球范围内常
见的、以腹痛 / 腹胀或腹部不适为主要症状的功
能性肠病，排便后症状多有改善，常伴有排便习
惯（频率和 / 或性状）的改变 [1]。若腹部症状＋

便秘反复不断，则很有可能是 IBS 的一种主要亚
型便秘型肠易激综合征（IBS-C）[2]。我国 IBS 患
病率为 6.5%[1]，其中 IBS-C 占比达 15.1%[3]。利
那洛肽是一种鸟苷酸环化酶 C 受体（GC-C）激
动剂，它与肠道 GC-C 结合后，一方面使细胞内
和细胞外环磷酸鸟苷（cGMP）浓度升高，可刺
激肠液分泌，加快胃肠道蠕动，从而增加排便频
率；另一方面细胞外 cGMP 浓度升高可降低痛觉
神经信号传导，缓解腹痛症状 [4-5]。2013 年 2 月，
利那洛肽在美国获批准上市，用于 IBS-C 和慢性
特发性便秘患者的治疗。作为全球首个获批用于
便秘治疗的鸟苷酸环化酶 C 激动剂，它的上市填
补了 IBS-C 患者仅能选择症状改善类药物而无针
对性治疗药物的空白。2019 年 1 月 15 日国家药
品监督管理局（NMPA）批准该药正式在中国上
市。作为我国专门治疗成人 IBS-C 的处方药物，
将填补我国成人 IBS-C 治疗的空白，为广大国内
患者带来福音。随着利那洛肽的广泛使用，真实
世界的药物不良事件（ADE）报告也逐渐增多。
本文通过对美国 FDA ADE 报告系统（FAERS）
收集到的数据进行挖掘和筛选，分析利那洛肽可
疑的 ADE 信号，以期为国内临床安全合理用药
提供参考。
1　资料与方法

1.1　数据来源 
　　选取 FAERS 数据库中 2016 年第一季度至
2021 年第二季度共 22 个季度的数据，用 MySQL
进行分析，去重处理后得到首要怀疑药物为利那
洛肽的 ADE 报告。
1.2　数据筛选 
　　以利那洛肽的通用名“Linaclotide”和商品名
“LINZESS”为关键检索词在数据库中进行检索，
得到包括人员信息、药物信息、ADE 和原发疾
病等数据资料，删除重复和存疑数据，形成研究
ADE 的原始数据。
1.3　数据处理 
　　采用《国际医学用语词典》 MedDRA 23.0 更
新版（MedDRA）中药物不良反应（ADR）术
语集的首选系统器官分类（SOC）和首选术语
（PT）对 ADE 进行分类和表达，并完成相应的中
英文映射。

1.4　数据分析 
　　选用在 ADE 监测中广泛应用的比值失衡测
量法中的报告比值比法（ROR）[6] 和综合标准法
（MHRA）[7] 分别计算 ROR 值和比例报告比值
（PRR），筛选潜在信号（见表 1、2）。目标药物
相关风险信号的检测阈值设定为 ROR 中 95% 的
可信区间（95% CI）下限大于 1 且报告数不少于
3 例，以及 MHRA 中 PRR ≥ 2、χ2 ≥ 4 且报告数
不少于 3 例 [8]。
1.5　严重 ADE 
　　严重 ADE 系指使用药物引起下列情况之一：
导致死亡；危及生命；致畸、致癌、致缺陷；导
致显著或永久的人体伤残或器官功能损伤；导致
住院或住院时间延长；导致其他重要医学事件，
如不进展治疗可能出现上述情况（如成瘾性）。
2　结果

2.1　ADE 报告的基本情况 
　　2016 年第一季度至 2021 年第二季度的 ADE
背景信号共 22 137 402 个，其中经删除重复数据
后得到首要怀疑药物为利那洛肽的 ADE 报告共
16 730 份，报告数 1088 个。在 6560 例患者的报
告中，可发现女性占大多数（61.20%），患者主要
为 18 岁及以上人群（34.59%），而美国是报告数
最多的国家（94.38%），2016 至 2020 年每年报告
数差距不大，具体报告基本信息见表 1。

表 1　利那洛肽相关 ADE报告基本信息 
Tab 1　Basic information of linaclotide ADE reports

信息 分类 报告例数 构成比 /%

性别 男性 1956 29.82

女性 4015 61.20

不清楚 589 8.98

年龄段 ＜ 18 岁 143   2.18

18 ～ 64 岁 1152 17.56

≥ 65 岁 1117 17.03

不清楚 4148 63.23

报告国家（前三） 美国 6191 94.38

日本 193   2.94

加拿大 8   0.12

年份（2016—2021） 2016 1169 17.82

2017 1377 20.99

2018 1610 24.54

2019 1263 19.25

2021 58   0.88

2.2　不良反应信号分析结果 
　　对利那洛肽为首要怀疑药品的 ADE 信号进
行筛选，经 ROR 法和 MHRA 法筛选后最终获得
的利那洛肽 ADE 信号数为 102 个，报告总计数为
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11 623 份，经删除存疑信号后，得到 ADE 相关
信号 75 个，报告总计数为 7577 份。在有信号的
PT 中，以报告数排序的前 50 位如表 2 所示。其

中，较为常见的未在说明书中提及的 ADE 为腹泻
（1943 例）、腹胀（434 例）、腹痛等（318 例）等。

表 2　利那洛肽报告数排名前 50 位的 ADE信号 
Tab 2　Top 50 ADE signals of linaclotide in descending order of reports

序号 首选术语 例数 95%CI 下限（ROR） PRR χ2 序号 首选术语 例数 95%CI 下限（ROR） PRR χ2

1 腹泻 * 1943 12.19 14 831.96 26 胃肠痛 * 19 3.51 69.72 

2 便秘 524 7.83 3201.34 27 憩室炎 19 1.31 10.29 

3 腹胀 * 434 13.69 5269.20 28 嗳气 18 2.47 38.98 

4 腹痛 * 318 4.35 928.37 29 里急后重 * 15 29.47 681.31 

5 上腹痛 * 304 4.50 937.33 30 肛门直肠不适 14 8.49 171.87 

6 肠胃气胀 * 298 16.80 4746.32 31 粪便松软 13 3.24 48.64 

7 腹部不适 139 2.11 121.27 32 功能性胃肠紊乱 12 5.23 87.33 

8 大便不规律 96 32.54 3473.10 33 粪瘤 12 4.13 64.51 

9 脱水 * 85 1.83 59.48 34 肛部痛 11 3.55 50.07 

10 肛门失禁 * 72 14.76 1171.04 35 失禁 * 11 1.98 20.32 

11 排便频率增加 69 6.87 462.88 36 肠易激综合症 11 1.18 6.59 

12 粪便异常 68 21.37 1660.67 37 胃扩张 10 9.44 154.39 

13 胃肠动力障碍 63 27.55 2027.01 38 肠梗阻（机能性） 8 1.18 6.28 

14 粪便变色 62 7.50 471.99 39 尿排出量降低 7 1.36 8.40 

15 硬便 57 37.61 2553.89 40 肾疼痛 7 1.01 4.17 

16 紧急排便感 * 41 16.62 827.53 41 电解质失衡 * 7 1.00 4.04 

17 大便次数少 37 37.14 1750.44 42 皮肤气味异常 6 2.34 20.41 

18 便血 36 1.53 21.38 43 痔疮出血 6 1.47 9.44 

19 胃肠鸣音异常 31 17.21 683.39 44 胃排空障碍 6 1.16 5.77 

20 直肠出血 31 1.55 20.46 45 肠扭转 5 2.72 23.43 

21 排便困难 28 16.60 606.37 46 缺血性结肠炎 5 1.13 5.38 

22 痔疮 27 3.19 76.79 47 胃肠运动过强 4 12.82 126.94 

23 肠梗阻 27 1.59 20.20 48 胃肠道动力不足 4 4.04 35.34 

24 尿潴留 22 1.44 14.04 49 血电解质降低 * 4 3.51 29.79 

25 下腹痛 * 20 1.73 20.98 50 消瘦 4 3.32 27.75 

注：“*”表示在利那洛肽说明书中出现的 PT。
Note：“*” represents PT which appear in the instruction of linaclotide.

2.3　SOC 分类 ADE 报告及信号分类

　　根据 MedDRA 对有信号的 PT 进行 SOC 分类
排序，可发现有信号的 SOC 11 个，具体见图 1。
其中，胃肠系统疾病（64.99%）、全身性疾病及给
药部位各种反应（32.04%）的报告例数相对较多。
2.4　严重的 ADE 
　　严重的 ADE 主要体现在胃肠系统和肾脏及
泌尿系统两大类。其中在胃肠系统主要表现为肛
门失禁、便血、直肠出血、肠梗阻等，而在肾脏
及泌尿系统疾病主要表现为尿潴留、失禁等（见
表 3）。
3　讨论

　　通过 ROR 法和 MHRA 法挖掘到的 ADE 信号
与利那洛肽说明书记录及用药警示信息基本一致，
主要表现为胃肠系统疾病、全身性疾病及给药部 位各种反应。

图 1　各 SOC 项下不良事件信号的报告例数占比

Fig 1　Percentage of ADE signal detection of each SOC
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3.1　常见的 ADE 信号

　　一项关于利那洛肽治疗 IBS-C 的 meta 分析
发现利那洛肽的主要不良反应为胃肠道反应，以
腹痛、腹泻较为常见 [9]。结合表 2 和图 1 可发
现，胃肠系统疾病这一 SOC 的 ADE 报告数占比
最高，主要信号包括腹泻、腹胀、腹痛等。在慢
性便秘患者的两项大型Ⅲ期试验中，最常见和剂
量相关的 ADE 是腹泻，导致两个利那洛肽治疗
组中 4% 的患者停止治疗 [10]。一项利那洛肽在对
合并便秘的 IBS 患者的Ⅱ b 期研究中发现有至少
3% 的利那洛肽使用者发生了腹泻，且腹泻发生
率跟剂量成正相关，大多数为轻度或中度，也有
部分患者出现较为严重的腹泻，从第一次服用研
究药物到首次出现腹泻的中位天数为 4 d [11]，可
能与利那洛肽主要作用于胃肠道有关，提示临床
使用过程中如果发生持续（如超过 1 周）或重度
腹泻，应考虑暂停利那洛肽直至腹泻缓解，同时
因持续性或严重腹泻可能导致水、电解质紊乱，
对有水、电解质紊乱倾向及耐受性差的患者（如
老年人、心血管疾病患者、糖尿病和高血压）应
谨慎使用。一项为期 12 周的临床随机对照试验
发现，有 7 例接受利那洛肽的患者在治疗结束时
血清碳酸氢盐水平低于正常下限，但这些患者均
未报告腹泻为或其他被认为与低碳酸氢盐水平有
关的不良反应 [12]，提示利那洛肽使用者虽未出现
腹泻但依然有酸碱失衡的风险。对于上述情况，

应考虑检查电解质及酸碱平衡。除说明书记载的
常见胃肠道不良反应，此次研究还检测到粪便变
色、胃肠鸣音异常、肠梗阻、便血、肠扭转、胃
肠穿孔等少见的胃肠道 ADE 信号，提示在治疗
过程中发生此类疾病需考虑是否具有相关性，在
存在高危因素尤其有肠梗阻的患者应避免使用。
而仅次于胃肠系统疾病的全身性疾病及给药部位
反应，主要信号包括药物无效、对非适应证用药
无效、治疗反应减弱，提示临床在使用过程中注
意观察药品效应，出现上述情况应考虑重新调整
用药方案。
3.2　其他少见的 ADE 信号

　　虽然在安全性上，利那洛肽几乎不进入血液
循环，与其他药物基本无相互作用 [13]，但在本次
研究中发现尚有少量非胃肠系统的新的 ADE 信
号的报告，主要包括尿排出量降低、肾疼痛、皮
肤气味异常等，具体原理和机制尚不明确。说明
书中病毒性胃肠炎、头晕、头痛是常见的 ADE，
但在本次研究前 50 位中却未被发现，此处与说
明书提示存在差异，临床需注意。
3.3　严重的 ADE 信号

　　通过表 3 可以发现利那洛肽严重 ADE 信号
中肛门失禁、脱水较其他严重 ADE 信号计数多，
可能是因腹泻是利那洛肽常见的 ADE，严重腹泻
及腹泻持续时间较长时容易导致患者肛门失禁、
脱水，且肛门失禁信号强度较大，提示于药物使
用的相关性较强。此外，其他严重 ADE 虽然发
生较少但可能会导致患者住院或危及生命，提示
在使用过程中应密切监测，出现以上严重 ADE 
时应立即停药，并做相应处理。
3.4　小结

　　即使有如此大样本的数据，本研究仍存在一
定的局限性。首先，由于 FAERS 是自发呈报系
统，存在漏报、错报等情况；其次，尽管 ROR 法
和 MHRA 法两种方法同时使用，但仍不能完全
排除假阳性信号的出现；另外，在使用 MedDRA
术语集时，使用比 PT 更高级别的术语可能出现
统计上不同的结果 [14]；最后，定量信号检测方法
产生的 ADE 信号是基于报告的数量关联而非生
物学关联 [15]。综上，本研究无法精确定义利那洛
肽的 ADE 真实发生率，最终结果仍需进一步的
研究证实。
4　结论

　　基于美国 FAERS 数据库，利用 ROR 法和
MHRA 法对利那洛肽上市后的 ADE 进行分析，

表 3　严重的 ADE 信号 
Tab 3　Severe ADE signal

分类 SOC PT
95%Cl

（ROR）下限

肛门失禁 胃肠系统疾病 72 14.76 

便血 胃肠系统疾病 36 1.53 

直肠出血 胃肠系统疾病 31 1.55 

肠梗阻 胃肠系统疾病 27 1.59 

肠梗阻（机能性） 胃肠系统疾病 8 1.18 

肠扭转 胃肠系统疾病 5 2.72 

缺血性结肠炎 胃肠系统疾病 5 1.13 

胃肠穿孔 胃肠系统疾病 4 1.16 

尿潴留 肾脏及泌尿系统疾病 22 1.44 

失禁 肾脏及泌尿系统疾病 11 1.98 

肾疼痛 肾脏及泌尿系统疾病 7 1.01 

间质性膀胱炎 肾脏及泌尿系统疾病 4 3.14 

非心源性胸痛 全身性疾病及给药部位

各种反应

3 1.12 

憩室炎 感染及侵染类疾病 19 1.31 

胆绞痛 肝胆系统疾病 3 1.18 

脱水 代谢及营养类疾病 85 1.83 
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挖掘出更加真实完整的药品安全信息，发现了如
便秘、大便不规律、胃肠动力障碍、粪便变色、
硬便、便血、胃肠鸣音异常、直肠出血、肠梗阻、
尿潴留、憩室炎、嗳气、胃扩张、尿排出量降低、
肾疼痛、皮肤气味异常等新的 ADE，同时还观察
到利那洛肽在胃肠系统、全身性疾病及给药部位
各种反应方面的 ADE 相对较多，这在一定程度
上弥补了药品上市前临床试验的不足，可为临床
合理用药提供参考。当然，利那洛肽的 ADE 还
需在真实世界中不断地被探索和研究，以更好地
为患者的生命健康保驾护航。
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