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中药一致性评价关键技术——中药光谱量子指纹 
评价中药一致性的理论与应用

孙国祥1*，杨婷1*，孙万阳2*，张江镭1，周恺宁1，蒲道俊3，陈振鸿4（1.沈阳药科大学药学院，沈阳 

110016；2.暨南大学药学院，广州　510632；3.西南药业股份有限公司，重庆　400038；4.新疆富沃药业有限公司，新疆　沙雅

　842200）

摘要：目的　提出中药光谱量子指纹图谱理论和数据处理的五种模式，将中药光谱量子指纹图

谱作为中药固体制剂质量一致性评价的关键技术之一。方法　对近红外光谱和中红外光谱的测

定方法和特点进行总结，用流动注射法对中药混合提取液以5 m 空心 PEEK 管（内径0.12～0.18 
mm）在线测定中药全成分紫外光谱（190 ～ 400 nm），从而获得中药紫外量子指纹图谱。以咳

特灵胶囊为例，建立其傅里叶红外光谱（FTIR）、紫外光谱（UV）和差示扫描量热法（DSC）

量子指纹图谱并采用不同整合方法评价其质量。结果　用中药系统指纹定量法的 Sm、Pm 评价

FTIR、UV 和 DSC 量子指纹图谱，评价结果明显不同，这可清晰反映不同厂家生产的咳特灵胶

囊的质量差别。按照 FTIR 联用系数η ≈ 0.8 整合红外和紫外量子指纹图谱的评价结果（IRUV）

更为客观和准确。按照 IRUV-DSC（1∶1）进一步融合会使中药质量评价更为科学和可靠。结论
　中药光谱量子指纹图谱是对传统光谱的数字化赋值处理，充分利用 FTIR 和 UV 对中药进行

整体定性和整体定量的简捷快速分析方法，可为中药复方制剂一致性评价提供新思路。

基金项目：国家自然科学基金项目（No.81573586，No.81703696）。
* 通信作者：孙国祥，男，教授，博士研究生导师，主要从事中药指纹学和中药一致性评价研究，email：gxswmwys@163.com；杨婷，

女，博士研究生，主要从事中药质量控制方法研究，email：17863523526@139.com；孙万阳，男，副研究员，硕士研究生导师，主

要从事中药药理和代谢组学研究，email：wanyangsun@jnu.edu.cn@163.com 

中药一致性评价关键技术——中药光谱技术专题

孙国祥，男，博士，教授，博士研究生导师。核心技术“系统指纹定量法”获
2012 年“中国百篇最具影响国内学术论文”，是中药指纹学奠基人，基于定量指纹图
谱提出和倡导中药标准制剂模式，倡导“指标精准定量和定量指纹检查相结合”的中
药一致性评价方法。2003 年在日本分析科学最早发表定量指纹理论论文。承担国家
自然科学基金重大计划《中药指纹图谱在线专家系统》，研制铁霜安神丸；发表学术
论文 420 余篇，其中 SCI 收载 70 余篇。现任中国色谱学会理事，《中南药学》副主编，
《色谱》《药学学报》等期刊编委。作为首席科学家带领全国复方甘草片厂家开展中药
复方制剂一致性评价，能提供中药一致性评价核心技术和计算机评价软件。

【特邀专家简介】

【编者按】

中药光谱技术是控制中药质量的简便快捷方法之一，信息全面，特征性强。中药紫外光谱指纹
图谱（UVFP）是由π→π*，n →π* 和 n →σ* 化学键的价电子跃迁产生，是不同化合物紫外光谱
（UV）的叠加，主要定性定量评价不饱和化学键和长共轭体系化学物质的整体质量。傅里叶红外光谱
（FTIR）主要反映 C-H、O-H、N-H、C-C 等饱和单键振动信息，不饱和化学键吸收峰信息并不多。中
红外光谱能定量检测中药中饱和与不饱和化学键总信息，表征单键性质约占光谱峰面积的 80% 以上。
因此中药 UVFP 和 FTIR 结合具有互补性，其反映的中药质量信息更可靠。中药光谱量子指纹图谱首
先把 FTIR 和 UV 光谱不同信号点进行量值合并（复量子），让量子指纹峰具备类似色谱峰的定量信息，
实现连续的快速整体定量。中药太赫兹（THz）光谱技术是一种新兴先进控制技术，目前本课题组采
用 UVFP 和 FTIR 及 THz 光谱量子指纹图谱成功评价了 30 多种药材和中成药的质量一致性。
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　　中药是中华民族几千年文化的瑰宝，有着悠
久的历史，经过数千年医疗实践，中药的安全
性、有效性已得到验证，但是在国际上尚未得到
普遍认可，未进入世界主要临床体系。在现有条
件下，采用几个化学成分定量分析的方法无法适
用于成分复杂的中药体系，很难找到中药质量标
志物，也无法代表中药质量。要解决这一难题就
需要建立质量控制新方法和新模式，加强中药质
量评价的科学化与标准化。中药面临着伟大复
兴，开创中药光谱量子指纹评价体系，有望把中
药发展成为世界性医药文化的主体之一。目前，

应用现代仪器分析手段，如 2019 年 4 月孙国祥
教授提出基于中药整体化学成分系统的光谱量子
指纹图谱技术是中药质量一致性评价的一种简捷
新方法。量子指纹图谱概念始于中药的傅里叶红
外光谱（FTIR）研究，其测定快速，指纹特征性
强，是开展中药原料药和中成药质量控制的简单
易行的方法，建立红外量子指纹图谱可使其定性
和定量功能产生质的飞跃 [1-9]，继而用于中药一
致性评价。红外量子化过程本身就是对红外光谱
的色谱化，量子峰参数赋值后具有色谱峰的基本
信息。

关键词：中药光谱量子指纹图谱；红外量子指纹图谱；紫外量子指纹图谱；DSC 量子指纹图谱；

咳特灵胶囊；中药一致性评价

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1468-11
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.001

Key technology of TCM consistency evaluation—— Theory and application 
of spectral quantum fingerprints in quality consistency evaluation of TCM 

SUN Guo-xiang1*, YANG Ting1*, SUN Wan-yang2*, ZHANG Jiang-lei1, ZHOU Kai-ning1, PU Dao-
jun3, CHEN Zhen-hong4 (1. College of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang  
110016; 2. College of Pharmacy, Jinan University, Guangzhou  510632; 3. Southwest Pharmaceutical 
Co., Ltd., Chongqing  400038; 4. Xinjiang Fuwo Pharmaceutical Co., Ltd., Shaya  Xinjiang  842200)

Abstract: Objective  To propose 5 models of spectral quantum fingerprint theory and data processing 
methods of traditional Chinese medicine (TCM), and to evaluate the quality consistency of TCM 
solid formulations with the spectral quantum fingerprints as a key technology. Methods  The methods 
and characteristics of near infrared spectrum and mid-infrared spectrum were summarized. The UV 
spectra (190 ～ 400 nm) of the whole chemical components of TCM were determined online by flow 
injection method in 5 m hollow PEEK tubes (ID: 0.12 ～ 0.18 mm) for the mixed extracts of TCM 
to obtain the UV quantum fingerprints. The FTIR, UV, and DSC quantum fingerprints of Keteling 
capsules were established. Results  The FTIR, UV and DSC quantum fingerprints were evaluated 
with Sm and Pm from TCM systematically quantified fingerprint method, and the evaluation results 
were significantly different. This clearly reflected the difference in the quality of Keteling capsules 
produced by different manufacturers. When the FTIR spectral association coefficient was 0.8, the 
comprehensive evaluation of UV and IR quantum fingerprints (IRUV) were objective and accurate. 
The IRUV-DSC (1∶1) fusion made the results more reliable and scientific in TCM quality evaluation. 
Conclusion  Quantum fingerprints of TCM spectra are a digital assignment of traditional spectra, and 
a simple and rapid analysis of the overall qualification and overall quantification of TCM by making 
full use of FTIR and UV spectra. It provides the comprehensive information of TCM quality and a 
key technology for TCM quality consistency evaluation. 
Key words: traditional Chinese medicine spectral quantum fingerprint; infrared quantum fingerprint; 
ultraviolet quantum fingerprint; DSC quantum fingerprint; Keteling capsule; TCM consistency 
evaluation
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1　中药红外光谱指纹图谱

　　中药具有复杂性，大部分中药材药效成分不明
确，在实际工作中多针对其中含量较多或特征指标
成分定量，而红外光谱能全面有效地反映各类型化
学单键和不饱和化学键的整体信息，因此通过红外
量子指纹图谱能有效地反映中药整体化学成分的质
量 [10-14]。经特殊溶剂提取的红外光谱指纹图谱量子
指纹化后能鉴别药材质量特征，如药材的种属、形
态、产地和采收期等；能对药材重要活性成分进行
识别、定性和定量，它能按照官能团量子指纹特征
峰类型对化合物进行官能团分类的定性和定量分
析，尤其是对能反映中药质量并可作为质量控制的
指标成分的定性和定量，简便快捷，测试成本低。
建立红外量子指纹图谱要进行仪器精密度、方法重
复性、样品稳定性、线性范围、定量限和检测限的
考察，以确保该方法的可靠性和专属性，全面有效
地反映药材的质量和药效。红外量子指纹图谱改变
了红外光谱的连续性特征，变成了分立的量子指纹
峰，为建立中药红外量子指纹图谱提供了大量特征
信息数据，对其精确分析进行评价可揭示数据背后
的质量变异而作为中药进行的质控依据。研究中药
红外量子指纹图谱对中药定性定量能适应中药信息
质控要求，也是数字化中药红外量子化的现代中药
质量控制模式和一种重要技术工具与强有力的技术
载体平台。
1.1　中药红外光谱指纹图谱原理

　　红外光谱主要反映 C-H、O-H、N-H、C-C
等饱和键的结构信息，不饱和化学键所产生的红
外吸收峰信息并不多。几乎所有有机化合物都有
红外吸收信号，因此将中药看成多种有机化合物
构成的简单混合物，红外光谱指纹图谱可以对其
中所含有机化合物进行整体定性定量分析。中红
外光谱分析技术在药物的官能团鉴定方面有着广
泛作用，特征信息丰富使其主要用于定性鉴别，
但实际应用却忽视了其整体定量功能。近红外光
谱应用于定量检测较多，但需要烦琐的数学建模
工作。中药原料药物和制剂中包含上百种化学物
质成分，测定一定波数范围中红外指纹图谱和近
红外指纹图谱能获得其总化学组分叠加信息，可
作为整体定量鉴定中药质量的技术手段。中红外
光谱能定量检测中药中饱和与不饱和化学键的总
信息，尤其是表征单键性质（占光谱的 80% 以
上）。在确定温度条件下，在 400 ～ 4000 cm－ 1

中红外区和 4000 ～ 12 000 cm－ 1 近红外区图谱
能对饱和化学键能产生很好的响应，这为中红外

指纹图谱定量检测中药整体化学物质组分提供了
重要的基础保证。中药红外光谱指纹图谱的特点
有：① 很多物质在近红外区域的吸收系数小，故
样品无需用溶剂稀释即可以直接测定，便于生产
过程的实时监测；② 适用于漫反射技术，近红
外区内光散射效应大，且穿透深度大，使得近红
外光谱技术可以用漫反射技术直接测定样品，中
红外区也可以用漫反射法 ATRS 法测定；③ 近红
外光可以在玻璃或石英介质中穿透；④ FTIR 和
近红外光谱可以用于样品定性，也可以得到精度
很高的定量检测；⑤ 测定中药材及制剂的固体
粉末的中红外光谱，不需用有机试剂提取分离，
与干燥的溴化钾粉末压片后可直接进行检测鉴定
和定量分析。
1.2　中药红外光谱量子指纹化原理

1.2.1　光谱量子指纹概念与特征　记录不同红外
波长（λ）单色光照射物质时对红外光产生的吸光
度（A）则得 A ～ λ 红外吸收连续光谱。因连续
曲线抹杀了红外光量子被吸收的特征，红外量子
指纹图谱把红外吸收光谱看成是依次对红外光子
的吸光点到基线（A ＝ 0）的垂线集合，把连续红
外波长（波数）的对应纵坐标合并成简单线状量
子谱。红外量子指纹图谱的基本属性如下：
　　① 红外量子指纹的平面性：把基线（A ＝ 0）
到吸收顶点连线称为红外单量子指纹谱，红外吸
收光谱则变为顺序排列的基线垂线绘制而成的黑
色平面图；② 红外量子指纹的加和性：把 n ＝ j
个波长对应的吸光度加和赋值到最后一个波长上
的吸光度上，称为红外吸光复量子指纹（峰高不
变或为合并点最大吸光度），则吸收光谱可变成
垂直基线（A ＝ 0）的分散线状或棒状复量子指纹
线谱；③ 红外量子指纹的单一性：红外吸收光谱
用量子指纹线谱表示，不同波长对应的量子指纹
是具有专属性的，其顶点连线为原始吸收光谱；
④ 红外量子指纹的特征性：量子指纹图谱能简单
明确地表达红外光量子被吸收的特征，是吸收光
谱真实的还原表征和简化描述；⑤ 红外量子指纹
的定量性：红外量子指纹峰符合朗伯 - 比尔定律，
无论是单量子指纹还是复量子指纹，因此可进行
定量分析；⑥ 红外量子指纹的拓展性：红外量子
指纹技术可拓展到任何连续信号曲线的量子化处
理，如 NIR、热重分析（TG）、DSC、电化学指
纹图谱等。
1.2.2　红外量子指纹信息化赋值规则　红外量子指
纹是采用不同的吸光度点进行合并的方法，量子指
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纹峰包括：峰号（Pkn），峰位（σ i），半峰宽（W1/2），

峰高（Hi），峰面积（A），峰面积百分比（P%），

能执行峰匹配，能进行整体定性和定量计算，符合

国际通用的 *.cdf 文件特征，b 为合并点总数，见

（1 ～ 3）式。红外量子指纹峰点信息是进行红外量

子指纹一致性评价的物理基础信息，是对光谱连续

信号量子化的物理信号进行数字信息化赋值处理的

结果。红外量子化不单是连续信号进行线状化变化

过程，更重要的是对产生连续信号图谱的物质基础

所反映和表达的物理信息的整合与简化。红外量

子指纹峰信息化是进行红外量子指纹计算的物质基

础，是信息化处理的核心技术。因此红外光谱量子

化是一个数字化赋值过程。红外量子指纹的定性定

量结果基本与合并点数多少无关或影响甚微，原因

在于是对原始信息的并合操作具有加和性。因此红

外量子化是一种把连续信号进行色谱量子峰的变换

过程，红外量子指纹峰点具备国际分析学会定制的
*.cdf 文件的基础信息。红外量子化是一个数字化
赋值过程，是对连续信号数字化、全值信息化、原
始信号完整化的色谱化变换。该方法完全适合于紫
外光谱、DSC 曲线和电化学指纹图谱。
　　Hi ＝ Amax                                                      （1）

　　A ＝
   b

∑
i ＝ 1

Ai ＝ Ab1 ＋ Ab2 ＋ ... ＋ Abn              （2）

　　W1/2 ＝ b/200                                                 （3）
1.2.3　红外量子指纹操作　红外光谱包括紫外光
谱吸收光谱曲线，以及其他连续信号（DSC）的
*.csv 与 *.txt 原始文件导入“中药光谱量子指纹一
致性数字化评价系统 4.0”软件，可执行表 1 中的
量子化操作命令，实现量子指纹化。2019 年 4 月
孙国祥教授提出并开展中药 FTIR、UV 及 DSC
方面的量子指纹方法研究，2020 年 10 月拓展到
中药电化学指纹图谱的评价。

表 1　量子化命令和功能 
Tab 1　Quantized command and function for quantum fingerprints

量子指纹命令 使用“中药光谱量子指纹一致性数字化评价系统 4.0”软件 特征与示例

间隔抹除法

（隔抹谱）

把连续光谱设定简并量子点宽 a 和抹除量子点宽 b，光谱总数据点为 n 则转换为 m
个量子指纹谱。从光谱起始抹除 b 宽度量子线的信号全部简并到紧邻 a 宽度量子

线上，循环抹除 b 和简并操作（a ＋ b），直至最末光谱点信号数。特点：① 运
行极快且不损失数据点信息；② 用简并量子率 K 和特征量子指纹数 m 描述简并

过程，即 n 个数据点被简并为 m 个量子指纹。该方法获得量子隔抹谱，但当 b ＝

0 时获得全息量子基谱（为台阶谱），此时谱图无切割具有全信息。定义简并量子

率 K ＝ a/（a ＋ b）（4）；特征量子指纹数 m ＝ n/（a ＋ b）（5）

用间隔抹除法获得香烟（37 峰）和复方

甘草片量子指纹图谱（45 峰）见图 1，
该法总并合点数为 a ＋ b

定点合并法 是多数据点 b 循环合并在该区间最末一个固定点的光谱量子线上，特点：① 量子

峰高为末位点光谱信号，称末位峰高法；② 峰面积为各合并点的信号总和（信号

负值需先基线校正）；③ 半峰宽为合并总数据点数 b 除以 200；④ 用线状或棒状

图表达红外量子指纹谱线；⑤ 易于量子峰点匹配，当用区间 b 内最大峰高时称

为最大峰高法，最大峰高法与末位峰高法的 Pm 差异不大，建议采用最大峰高法

该法最常用、最好用且信息最全，见图

2A，其中 S1 是末位峰高法，S1-H
是最大峰高法，均获得 56 个量子指

纹峰

特征简并法 设置 p 点构成一个亚区，简并获得 q 个量子峰（棒图），合并点数 b ＝ p/q。特点：

① 量子峰高为简并区内最大峰高，峰位在末点；② 简并点数 p 为特征峰数 q 的
三倍以上为好；③ 量子半峰宽为 b/200；④ 当 P ＝ q 时每点都成量子指纹而得

黑色全息谱；⑤ 在 P ＜ q 时可出现 464 或 931 等全部原始数据点。该法最大峰

数为原始数据点

特征简并法是获得多量子峰的一种好方

法，获得谱图保留原谱特征性很强，

因此称为特征简并法，见图 2B，当

P ＝ 120 和 q ＝ 10 获得 70 个量子指

纹峰

 智能量子化 设置区间起点 x1 和终点 x2 并预设量子指纹合并点数 b，首先：① 设置合并点数 b；
② 设置量子化区间【x1；x2】，其他区间只有量子基线；③ 在【x1；x2】完成定点

合并法。对红外目标化合物定量时可针对特别指纹峰进行红外量子化，精准快捷

智能量子化也称区间量子化，见图 2C，

智能量子化 2000 ～ 4000 cm － 1 区间

时 b ＝ 15 获得 30 个量子指纹峰

导数量子化法 该法可实现：① 转换为 n 阶导数谱，可得正负谱，用于中药种属鉴别；② 转换为 
n 阶导数绝对值谱，全部正谱峰，适于中药指纹量子化运算而不抵消定量信息；

③ n 点移动数据平滑（移动平均线法）；④ 吸光度谱转化为透光率谱；⑤ 透光率

谱转换为吸光度谱；⑥ 导数光谱能消除权重大组分光谱占比大的难题

图 2D 是复方甘草片 FTIR 光谱的四阶

导数绝对值谱，之后用定点合并法

b ＝ 10 获得 83 个量子指纹峰

1.2.4　中药红外指纹图谱的测定　获取中药红外
光谱的方法有：① 溴化钾压片法，中药取样量推
荐为 6 mg（线性范围考虑在 1 ～ 12 mg，取样量
太低，会导致称量误差太大），该法定量准确度
高；② 液体池法，需要扣除溶剂的红外吸收；③ 

ATRS 法，获得红外光谱的定量特征容易产生一
定的误差，需要进一步研究。主要推荐前两种方
法测定中药 FTIR 光谱。
1.2.5　红外量子指纹定性定量计算　连续红外光
谱和连续仪器分析信号经量子指纹变换后获得的
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量子指纹信息能执行符合复杂性科学规律的系统
指纹定量法进行整体定性定量计算。用宏定性相
似度 Sm 对红外量子指纹定性鉴别计算；用宏定量

相似度 Pm（经称样量校正）对红外量子指纹整体
定量计算，见（6 ～ 8）式，其中 yi 代表标准量子
峰积分面积，xi 代表被测量子峰积分面积。光谱
量子指纹图谱实质上是对光谱进行色谱化赋值过
程，是一种数学处理方式，原理是光谱吸光度的
加和性。不同数据点合并量子化后，整体定量误
差的差别很小。
2　中药紫外光谱指纹图谱（UVFP）
　　UVFP 是反映中药化学组分中的 π → π*，
n → π* 和 n →σ* 化学键价电子跃迁信息，是不
同化学物质紫外光谱的叠加，因此 UVFP 能定
性定量评价具有不饱和化学键和长共轭体系化
学物质的整体质量。以 UV 光谱各点为评价单元
（190 ～ 400 nm）对中药进行整体定性定量分析，
由于不同的化学成分体系紫外吸收曲线具有指纹
特征，故 UVFP 可用于中药及其制剂质量鉴定。
在建立对照指纹图谱后用系统指纹定量（SQFM）
法对样品进行质量评级。UVFP 能弥补单一紫外
波长或几个紫外波长检测时对不饱和键的信息缺
失，避开溶剂的末端吸收，UVFP 具有全信息特
征。众多研究人员使用 UVFP 研究各种样品之间
的异同，如半夏药材、丹皮、复方丹参片滴丸、
热毒宁注射液甚至不同种类醋等 [15-20]，均证明
UVFP 对反映样品信息具有特异性。
2.1　中药 UVFP 测定装置

　　使用自动进样 HPLC，管路采用流动注射分
析（FIA）方式采集 UVFP，即用空管路替代色
谱柱（Peek tube 长 5000 mm，i.d.0.12/0.18 mm），
以 DAD 采集在线紫外信号至样品无吸收为止
（通常 190 ～ 400 nm），在 Agilent 1100（1260）高
效液相色谱系统下完成分析。该系统流动相与试
样间混合状态高度重现，具有稳定和极高重现性
的特点。该方法单针测定样品可在 1 min 内完成，
快速、准确。
2.2　标准（对照）UVFP 生成方法

　　标准（对照）UVFP 生成方法有两种：
　　① 平均值法：采用 15 批以上有代表性的中
药原料（药材、提取物、配方颗粒等）或各类中
成药经优化的提取方法获得的供试液所测得紫
外光谱全峰点通过均值法计算得到标准（对照）
UVFP，是一个平均化模式；② 用道地药材（标
准药材）或标准中成药制剂的 2 ～ 6 份供试液直
接进样测定标准（对照）紫外 UVFP，一般为测定 
6 张紫外光谱指纹图谱的平均化模式。第二种方
法更可取，更易实现随行对照定量（随行对照测

图 1　香烟的近红外光谱（A）与量子指纹图谱（B，a ＝ b ＝ 20）
及复方甘草片的 FTIR 光谱（C）与量子指纹图谱（D，a ＝ b ＝ 10）
Fig 1　Near-infrared spectrum（A）and quantum fingerprint of cigarette
（B，a ＝ b ＝ 20）and FTIR spectrum（C）and quantum fingerprint of 
compound licorice tablet（D，a ＝ b ＝ 10）

图 2　复方甘草片的 FTIR 量子指纹图谱

Fig 2　FTIR quantum fingerprint of compound licorice tablets
A. 末位峰高法 S1-H 得 56 峰（the last peak height method S1-H to obtain 
56 peaks）；B. 特征简并法 P ＝ 120 和 q ＝ 10 得 70 峰 [characerized 
method（P ＝ 120 and q ＝ 10 to obtain 70 peaks）]；C. 智 能 量 子

化 2000 ～ 4000 cm － 1（b ＝ 15 得 30 峰）[intelligent quantization 
2000 ～ 4000 cm－ 1（b ＝ 15 to obtain 30 peaks）]；D. 四阶导数绝对值

谱（b＝10得83峰）[fourth-order derivative absolute value spectrum（b＝
10 to obtain 83 peaks）]
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定时为双样双针以上测定）。通过单标或双标校
正法来排除不同仪器间的系统误差，所建立的对
照 UVFP 可作为直接定性定量分析的标准依据，
因此建立紫外指纹系统的单标或双标校正法技术
可实现对紫外光谱指纹在质量控制和一致性评价
的广泛应用。
2.3　紫外指纹定量法（QUFM）

　　QUFM 是以光谱点为计算单元，用宏定性相
似度 Sm 监测紫外指纹数量和分布比例，见（6）
式；用宏定量相似度 Pm 监测紫外指纹含量状况
及多成分紫外吸收叠加状况，见（7）式，同时用
变动系数α 限定紫外指纹变异性，见（8）式，它
代表以 C 计量的 P 的误差大小。xi 与 yi 分别为样
品和对照 UVFP 各峰点吸光度，mRFP 和 mi 分别为
对照 UVFP 和样品的进样质量。用 Sm、Pm 和α 鉴
定中药质量为经典的 8 级质量分类法，也可以用
限度法进行控制。QUFM 能弥补红外指纹法对不
饱和化学键的检测信息缺失，一般不饱和化学键
对红外指纹的贡献率约为 20%。QUFM 适用于红
外和紫外光谱的量子化指纹对中药质量的一致性
评价和控制。
2.4　紫外光谱、红外光谱、色谱联用模型

　　中药中有紫外吸收的化合物总质量约占中
药成分的 20% 左右，因此中药成分的 80% 并未
得到有效检测（单一紫外波长检测的 HPLC 指
纹图谱反映的成分质量则更少）。中药红外光
谱指纹图谱反映的不饱和化学键约占图谱面积
的 20% 左右。紫外（190 ～ 400 nm）和红外光
谱（400 ～ 4000 cm－ 1）联用控制中药质量的一个
基本控制模型见（9 ～ 11）式，其中最常用的红
外光谱联用系数η ≈ 0.8，这一数值也可以通过
HPLC 紫外定量数据和红外光谱的试验数据来测
定后再确定。HPLC 指纹图谱的检测数据本质上
仍然只是对中药中不到 20% 质量的物质组分进
行质量控制。因此用紫外检测的 HPLC 指纹图谱
和紫外全指纹谱及红外光谱指纹图谱三者联用技
术的融合模式见（12 ～ 14）式，其中 Sm、Pm、α
是 HPLC 多波长 HPLC 指纹图谱经 SQFM 评价
后的融合结果参数，紫外和红外光谱总联用系数
仍为 η ≈ 0.8，也可以通过试验数据测定。因此
由 HPLC 控制的中药质量必须补偿 80% 以上光谱
控制的质量份额，才具有整体质量控制的倾向和
科学性意义。色谱和光谱联用建立的基础应该在
HPLC 检测条件的多指标成分的精准定量完成后，
进行综合评价中药质量。

　　中药红外光谱和紫外光谱突出反映了两类宏
观定性定量信息，以红外光谱对紫外光谱检测的
信号信息进行全方位补偿。第一步，以红外光谱
能够检测 80% 单键信息补偿紫外光谱仅检测 20%
不饱和键的单一功能。两者按（9 ～ 11）式 η 权
融合后评价中药光谱指纹反映的整体质量。第二
步，采用多波长 HPLC 综合指纹图谱与光谱指纹
图谱综合整合，即用五波长下三参数平均值 Sm、
Pm 和α值与两类光谱法 Sm-IRUV、Pm-IRUV 和αm-IRUV

按（12 ～ 14）式 η 权融合后重新评价中药质量。
由于红外光谱突出反映化学指纹单键信息，因此
色谱和光谱指纹谱综合定量评价结果更准确。充
分利用平行五波长 HPLC 定量指纹图谱（PFW-
HPLC-FP）和 IRUV 指纹谱联合鉴定中药质量，
具有全面、充分和准确可靠的特点，可为中药质
量控制和一致性评价实践提供重要方法。
2.5　紫外全指纹定量法的双标校正原理（见图 3）
　　在紫外全指纹定量法中双标校正原理为：
　　① 把建立紫外 RFP 系统称为第一色谱系
统（the first chromatographic system，FCS）， 也
称初指纹系统（色谱系统 1）。选择两个固定
浓度的对照品（C1，C2），测定其色谱峰面积
（A1，A2），则分别计算得到（f1，f2，fd1），见式
（15 ～ 17），分别称为标 1，标 2 和双标在初指
纹系统的定量校正系数，三者越大表明灵敏度越
大。建立 RFP 对应测试样品质量或浓度，可用称
样量用 mRFP（g）或质量浓度表示 [CRFP ＝ mRFP/V
（mg·mL － 1）]，这是紫外全指纹定量法的重要
特征质量参数。
　　② 把发生显著变动后的色谱系统称为第二
色 谱 系 统（the second chromatographic system，
SCS），也称新指纹系统。仍然选择前面的两个
固定浓度的对照品溶液分别为 C1’，C2’，测定
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其色谱峰面积分别为 A1’，A2’，分别计算得到
（f1’，f2’，fdi），见式（18～ 20），分别称为标 1，
标 2 和双标在新指纹系统的定量校正系数，三者
越大表明灵敏度越大。
　　③ 双标相对定量校正因子（fqi）把新指纹系
统与初指纹系统的绝对定量校正因子之比称为相
对定量校正因子，见（21 ～ 23）式，一般在 0.97
到 1.03，说明两个系统定量误差基本在 ±3% 以
内，fqi 越接近 1 越好。设立这个相对定量校正因
子的初衷是考虑把 RFP 系统定量性质平移到新
色谱系统。经过双标校正后，在第一个色谱系
统建立的紫外全指纹定量标准就可以直接对校正
后的系统进行定量分析。在新测定色谱系统下，
Pm’＝ Pm/fdi，是用已建立的标准直接计算测定样
品的定量相似度。
　　④ 全紫外光谱校正法，如果使用标 1 和标 2
的全紫外光谱进行校正，应该计算新指纹系统标
1 指纹图谱与初指纹系统标 1 紫外光谱作为标准
指纹的宏定量相似度，并考虑浓度改变 C1，C1

’

校准值，见（24）式，同法处理标 2 并计算双标
校正因子见（25 ～ 26）式。

2.6　UVFP 主要类型和特点

　　依据中药样品提取方法，可建立水溶性成

分 UVFP、脂溶性成分 UVFP、全成分 UVFP 及
特征有效组分群 UVFP。提取方法的恒定性决定
UVFP 的稳定性和重现性特征。UVFP 具有测定
快速（测定中药混合液的 DAD 在线光谱的分析
时间＜ 1 min），稳定性和重现性好，定量信息丰
富（因波长范围宽 190 ～ 400 nm），定量准确度
高和数字化特征显著等特征。因此 UVFP 尽管定
性特征性单一，但所提供峰点的定量信息具有全
面性和整体性，其能全面反映中药中化学成分中
不饱和化学键产生的定量叠加全信息，从整体角
度考虑其比 HPLC 紫外单波长检测的指纹图谱具
有更全面和更准确的特点。其分析方法价廉、数
据信息全面易得。用不同溶剂提取样品，如水、
无水乙醇、甲醇、氯仿、石油醚、环己烷，以及
提取溶剂中加入一定比例的助溶剂十二烷基硫酸
钠（SDS）或者环糊精都是提高提取效率的方法。
测定 UVFP 时最好每 1 nm 或 0.5 nm 波长采集一
个紫外光谱数据点。
2.7　光谱量子指纹图谱评价软件

　　“中药光谱量子指纹一致性数字化评价系统
4.0”是国内外第一个针对红外光谱和紫外光谱以
及 DSC 曲线等连续信号曲线进行量子指纹化操
作的计算机评价软件，导入文件格式为 *.csv 文
件和 *.txt 文件，均能实现“1.2.3”项下的全部量
子指纹操作，这些方法均适用于连续信号文件曲
线的量子指纹信息化的数据赋值处理。能执行量
子指纹的系统指纹定量法对中药进行质量一致性
评价。该软件与 FTIR 和 THz 光谱仪形成整合系
统如下：“LZ9000FTIR 中药红外量子指纹一致性
评价系统”和“LZ9000THz 中药太赫兹量子指纹
一致性评价系统”。主要使用药都（本溪）一致科
技有限公司开发的“中药光谱量子指纹一致性数
字化评价系统 4.0”软件，中药企业可选以上系统
作为中药快速检验和评价综合质量的方法之一。
3　咳特灵光谱量子指纹图谱研究

　　咳特灵原名榕扑慢支合剂，是一种中西复方
制剂，由广州市红十字医院与广州市药检所于 20
世纪 70 年代初发明，是攻克老年慢性支气管炎、
慢性气管炎中的一项重要科研成果，1981 年经广
东省卫生厅批准更名为咳特灵片（胶囊）。尽管
目前有多种评价方法用来控制它的质量，但现有
方法费时费力且成本较高，为了探索更优的评价
方法，本研究采用 FTIR、UV、DSC 进行整合评
价不同来源的 17 批咳特灵胶囊样品质量。咳特
灵胶囊 S1 ～ S2 来自厂家 A，S3 ～ S5 来自厂家

图 3　紫外全指纹定量法双标校正原理图

Fig 3　Schematic diagram of double-standard calibration of UV 
fingerprint quantitative method
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B，S6～ S9 来自厂家 C，S10 和 S11 来自厂家 D，
S12 ～ S13 来自厂家 E、S14、S15、S16、S17 分
别来自厂家 F、G、H、I。光谱级的 KBr 来自大
茂化学试剂（中国天津）。
3.1　仪器和分析条件

3.1.1　FTIR 分析　使用 iCAN-9 傅里叶变换红外
光谱仪（中国天津能谱科技有限公司）、C0-400
液压机（振达工具）进行了 FTIR 光谱实验，波数
范围为 4000 ～ 500 cm－ 1。收集光谱并扫描 32 次，
光谱分辨率为 8 cm－ 1，测量过程室温保持 25℃。
3.1.2　UV 分析　UV 光谱数据由 Agilents 1100
型液相色谱仪（美国安捷伦）获得，该系统配备
DAD 检测器和中空的 PEEK 管（5000 mm×0.12 
mm）。光谱范围设置为 190 ～ 400 nm，间隔
为 2 nm。以流动注射分析法为分析方法，以
乙腈 - 水（50∶50，V/V）溶液为载体，温度
（35±0.15）℃，流速 0.6 mL·min － 1，进样量
3 μL。
3.1.3　DSC 分析　采用 DSC-500B（上海研锦科
学仪器有限公司）进行 DSC 分析，使用铟、锡和
锌标准物质对设备进行校准。将 5 mg 样品放入
坩埚中，在加热速率为 10℃·min － 1 时测量在
40 ～ 500℃的热流率数据。每个样品重复 3 次以
确保准确性。
3.2　样品制备

3.2.1　FTIR 样品　精密称取 6 mg 胶囊内容物和
150 mg 干燥 KBr 超细粉分别放入玛瑙研钵中，充
分混合并研磨。准确称取 100 mg 混合物，转移
到模具中，在 15 MPa 下按压 3 min 使其成均匀薄
片，扣除背景干扰后记录相应的光谱图。
3.2.2　UV 样品　取胶囊内容物混合均匀，然后
精确称取 0.4 g，向其中加入 80% 甲醇 10 mL，超
声 10 min 后得到原液，测定时将原液稀释 50 倍。
3.2.3　DSC 样品　取胶囊内容物混合均匀，精确称
取 5 mg，将其放入铝坩埚中并使其分布平整均匀。
3.3　结果和讨论

3.3.1　FTIR 指纹分析　FTIR 仪器精密度通过对同
一样品连续测试 6 次而获得，重复性通过分析从
一个批次样品制备的 6 份样品提取物来检查。接
着利用样品指纹图谱宏定量相似度 Pm 对方法进行
验证，Pm 的 RSD 值小于 0.44%，表明该方法可行。
　　在 4000 ～ 400 cm－ 1 内检测 17 批咳特灵胶囊
的 FTIR 指纹图谱并进行 9 点平滑，见图 4A。推
断出 2924 cm－ 1 处的峰和 2862 cm－ 1 是脂肪族 -CH3

和 -CH2 的伸缩振动峰，2361 cm－ 1 是脂肪族三键

的伸缩振动峰，1607 cm－ 1 峰归因于 C ＝ O 多酚
羰基和 C ＝ C 芳环的伸缩，1518 cm－ 1 是碳芳香
环骨架的伸缩振动峰。O-C 吸收峰在 1253 cm－ 1 和
1022 cm－ 1，776 cm－ 1 为 -CH 的面外弯曲振动峰。
3.3.2　FTIR-QFP 建立与评价　分别采用 b ＝ 5、
10、20 和 50 点定点合并法生成量子指纹图谱，并
使用 t 检验进行统计分析，发现不同合并点数的
结果差异无统计学意义，最后确定选择 10 点融合
技术（最大峰高法）生成量子指纹图谱得 83 个峰，
见图 4B。结果 17 批咳特灵胶囊的 Sm 高于 0.928，
Pm 范围为 56.2% ～ 51.7%，见表 1。样品被分为
6 个等级，其中 8 个批次（S3、S4、S5、S6、S7、
S10、S12、S13）≤ 4 级，7 个批次（S1、S2、S9、
S11、S14、S15、S17）为 5 ～ 6 级，只有 2 个批次
（S8 和 S16）为 7 级或 8 级，见表 2。从图 4A 可
以看出，同一厂家不同批次的光谱基本相同，而
不同厂家 FTIR 光谱差异较大，这表明 FTIR 及其
量子指纹图谱可用于制剂质量等级评价。

表 2　3 种量子指纹图谱分别评价咳特灵胶囊质量结果 
Tab 2　Three quantum fingerprints in evaluating the quality of 

Keteling capsules

No.
FTIR-QFP UV-QFP DSC-QFP

Sm Pm/% 等级 Sm Pm/% 等级 Sm Pm/% 等级

S1 0.976 67.1 6 0.999 101.9 1 0.973 114.8 3

S2 0.982 64.0 6 0.998 88.2 3 0.955 126.6 5

S3 0.948 93.1 2 0.998 88.1 3 0.954 96.6 2

S4 0.953 94.5 2 0.994 169.0 8 0.972 101.7 2

S5 0.943 90.0 2 0.999 141.2 7 0.982 100.1 2

S6 0.956 101.2 1 0.975 30.2 8 0.959 91.1 2

S7 0.973 98.5 1 0.986 37.6 8 0.973 113.0 3

S8 0.982 151.7 8 0.997 143.9 7 0.784 76.1 5

S9 0.982 123.7 5 0.999 157.1 8 0.969 124.6 5

S10 0.982 101.5 1 0.999 147.4 8 0.958 83.1 4

S11 0.981 122.5 5 0.988 38.8 8 0.971 108.5 3

S12 0.979 94.5 2 0.988 38.8 8 0.930 99.0 2

S13 0.949 102.8 2 0.988 31.1 8 0.965 73.5 5

S14 0.953 73.6 5 0.989 31.3 8 0.963 98.0 2

S15 0.978 132.9 6 0.998 202.0 8 0.958 87.3 3

S16 0.946 56.2 7 0.996 166.9 8 0.863 86.2 3

S17 0.928 120.9 5 0.997 84.6 4 0.961 84.3 4

平均值 0.960 99.3 1 0.993 99.9 1 0.960 97.9 1

RSD/% 1.9 25.8 － 0.70 58.8 － 2.9 16.2 －

3.3.3　UV 指纹分析　精确吸取 3.0 μL 的 S1 供试
品溶液，以 0.6 mL·min － 1 的流速用于紫外检测。
进样 6 次并记录色谱图来评估仪器精密度。平行
制备 6 个 S1 样品供试液，分别测试以评估方法重
复性。在供试品溶液准备后的 0、0.5、1、1.5、2
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和 2.5 h 将 3.0 μL S1 进样并记录色谱图进行稳定
性分析。在 250 nm 处的峰面积和保留时间的 RSD
均小于 1.5%，结果表明本方法符合要求。
3.3.4　UV-QFP 建立与评价　17 批咳特灵胶囊的
UV 见图 5A，使用定点合并法 2 点融合技术获得
紫外量子指纹图 5B（32 个量子指纹峰）。17 批样
品 UV-QFP 在 190 ～ 400 nm 内被清晰区分，尤其
是来自不同厂家的样品指纹信息差异相对较大。
样品分析结果显示 Sm 均高于 0.975，但 Pm 变化
很大，样品分为 5 个等级，其中 13 批样品（S4、
S5、S6、S7、S8、S9、S10、S11、S12、S13、
S14、S15、S16）属于 7 级和 8 级，4 批样品低于
4 级（S1、S2、S3 和 S17）。一方面，质量等级显
示不饱和化合物含量的波动，这可能是由于在检
测波长范围内各种物质的含量明显不同造成的。
另一方面，UV-QFP 评价结果与其他评价结果之
间的差异可能是由于非共有组分、不饱和键和发
色团对 UV 光谱的影响。这进一步说明使用单一
检测技术单方面提供化学模式或特征，会限制中
药整体的综合质量评价结果。
3.3.5　DSC 分析　为了探索合适的咳特灵胶囊
DSC 检测条件，对加热速率和重量分别进行了考
察。首先精密称取 5.0 mg 内容物，加热速率分别
为 5、10、20℃·min － 1 测 定 DSC 谱。 结 果 表
明加热速率过高或过低都会影响峰位的识别。随
着加热速率增加，放热峰形状变大，并向高温区
移动。通过比较不同升温速率曲线，确定选择
10℃·min － 1 作为加热速率。然后分别称量 2.25、
4.09、6.05、8.21、10.17 和 12.07 mg 样品进行测
试，以样品质量为自变量，与 Pm 进行线性回归
得回归方程为 Pm ＝ 8.39m － 42.32，r ＝ 0.9932。
结果表明，在 2.25 ～ 12.07 mg 内样品质量与 Pm

呈现良好的线性关系。通过比较，最终选择峰位
适中、峰形良好的条件（取样 5.0 mg）进行 DSC
试验。
3.3.6　热重变化和状态变化的过程分析　DSC 试
验中 17 批咳特灵胶囊的 DSC 曲线见图 6A，均
有三个阶段，显示一个吸热峰和两个放热峰。吸
热峰 66 ～ 101℃是样品吸附水的蒸发。第一个
放热峰位于 228 ～ 352℃，第二个放热峰位于
359 ～ 496℃区域，两个放热峰都伴随着样品质
量显著下降。结合峰值及样品实时状态显示，均
由样品热分解导致，第一个放热过程产生焦化现
象，第二个放热宽峰是因样品燃烧所致。
3.3.7　DSC-QFP 建立与评价　通过 b ＝ 100 点

的定点合并法得到 17 个样品 DSC 图见图 6A，
其 DSC-QFP 见 图 6B， 并 将 其 划 分 为 5 个 质
量等级，见表 1。其中 Sm ＞ 0.863，Pm 范围为
73.5% ～ 126.6%，结果表明 DSC 揭示的质量等
级跨度反映了所有样品总化学物质的变化特征，
能够反映样品全物质的相似程度。
3.4　FTIR-QFP、UV-QFP 和 DSC-QFP 的整合评价

　　本文按照（9 ～ 11）式采用 FTIR 联用系数
η ≈ 0.8 融合模型评价结果见表 3，以此表征咳特
灵胶囊全物质组分的质量评价。DSC 反映的是全
物质质量的相变过程，所以使用 DSC 和 IRUV 的
结果进行等权融合，从而得到以全物质组分为基
础的两种原理的综合评价结果。

表 3　FTIR ＋ UV融合和 3 种量子指纹整合评价结果 
Tab 3　Integrated evaluation of FTIR ＋ UV and 3  

quantum fingerprints

No.

0.8FTIR ＋ 0.2UV ＝

IRUV
IRUV-DSC（1∶1）

质量

Sm Pm/% Grade Sm Pm/% Grade

S1 0.981 74.1 5 0.977 94.4 2 很好

S2 0.985 68.8 6 0.970 97.7 1 极好

S3 0.958 92.1 2 0.956 94.4 2 很好

S4 0.961 109.4 2 0.967 105.6 2 很好

S5 0.954 100.2 1 0.968 100.2 1 极好

S6 0.960 87.0 3 0.959 89.1 3 好

S7 0.976 86.3 3 0.974 99.7 1 极好

S8 0.985 150.1 8 0.885 113.1 3 好

S9 0.985 130.4 6 0.977 127.5 5 中等

S10 0.985 110.7 3 0.972 96.9 1 极好

S11 0.982 105.8 2 0.977 107.1 2 很好

S12 0.981 83.4 4 0.955 91.2 2 很好

S13 0.957 88.5 3 0.961 81.0 4 良好

S14 0.960 65.1 6 0.962 81.6 4 良好

S15 0.982 146.7 7 0.970 117.0 4 良好

S16 0.956 78.3 5 0.910 82.3 4 良好

S17 0.942 113.6 3 0.951 99.0 1 极好

平均值 0.967 99.4 1 0.963 98.7 1 极好

RSD/% 1.486 25.4 － 2.586 12.8 － －

　　IRUV 整合结果显示所有样品 Sm 高于 0.942，
Pm 分布于 65.1% ～ 150.1%，这表明所有样品的
定性相似度很高，同时 Pm 仍然能够对样品进行
有效地区分质量。3 种光谱量子指纹图谱整合
IRUV-DSC（1∶1） 的 Sm 均 大 于 0.885，Pm 位 于
81.0% ～ 127%，见图 7，3 种量子指纹图谱的融
合 IRUV-DSC（1∶1）评价结果中和了单一或者两
种图谱整合评价结果，具有更科学更准确的特点。
4　结论
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图 6　DSC 指纹图谱（A）和 DSC 量子指纹图谱（B）

Fig 6　DSC fingerprints（A）and DSC quantum fingerprints（B）

图 7　FTIR ＋ UV 整合和 3 个量子指纹图谱的整合的评价等级图

Fig 7　Integrated evaluation ranking of FTIR ＋ UV integration and 3 
quantum fingerprints

　　采用指标化学成分定量分析无法适用于复杂
中药体系，很难找到中药质量标志物，也根本无
法代表中药质量。建立质量控制新方法和新模式，
探寻中药质量评价的科学化与标准化十分重要。

图 4　FTIR 指纹图谱（A）及 FTIR 量子指纹图谱（B）

Fig 4　FTIR fingerprint（A）and FTIR quantum fingerprint（B）

图 5　UV 指纹图谱（A）及 UV 量子指纹图谱（B）

Fig 5　UV fingerprint（A）and UV quantum fingerprint（B）
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应用现代仪器分析手段，基于中药整体化学成分
系统之上的光谱量子指纹图谱技术是中药质量一
致性评价的一种简捷新方法。量子指纹图谱概念
始于中药红外光谱研究，特别是 FTIR 测定快速，
指纹特征性强，是开展中药原料药和中成药质量
控制的简单易行方法，红外量子指纹使其定性和
定量功能产生质的飞跃。UV 只能检测带有长共
轭体系的非饱和化合物含量，但 FTIR 主要揭示
化合物中单键的伸缩振动峰和单键为主的转动能
级跃迁。因此将 UV 指纹图谱与 FTIR 指纹图谱
相结合可以有效相互补充。DSC 主要反映物质相
变，可监测全部物质在相变过程中能量吸收或释
放，补充及弥补 UV 和 FTIR 无法检测到的整体物
质。总之，由于检测角度、范围和化合物的差异，
单一 FTIR、UV、DSC 指纹图谱方法可能会导致
评估结果出现偏差，因此，基于 3 种检测方法获
得量子指纹图谱进行整合策略，是考虑到全部物
质的物理变化和能量变化的总特征，是一种更优
越的全质量控制方法。光谱量子化操作过程本身
就是对光谱连续信号的色谱化处理，是一种观念
和概念创新，中药光谱量子指纹图谱用于中药一
致性评价大有可为。
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中药一致性评价新技术——中药太赫兹光谱发展及其 
量子指纹图谱在中药一致性评价中的应用

杨惠智1，杨婷1，孙万阳2*，郭萍1*，孙国祥1*，李茜3，李晓辉3（1.  沈阳药科大学药学院，沈阳　110016；

2.  暨南大学药学院，广州　510632；3. 江门太赫兹光谱研究院，广东　江门　529000）

摘要：目的　综述太赫兹光谱在中药质量控制中的应用，提出用中药太赫兹光谱量子指纹评价甘草
质量的一致性。方法　依据文献综述太赫兹光谱原理和其在中药质量控制中的实际应用进展，采用
太赫兹量子指纹图谱用系统指纹定量法评价甘草药材质量的一致性情况。结果　太赫兹光谱技术是
近年来新兴光谱分析手段，其具有瞬态性、宽带性、相干性、低能性、强穿透性等独特性质，可直
接、无损害地应用于中药的整体定性和定量分析。太赫兹光谱量子指纹化技术能给出峰号、峰位、
半峰宽、峰高、峰面积和峰面积百分比等符合国际通用的 *.cdf 文件格式，把无序的太赫兹光谱指
纹变成规律化的量子指纹图谱而实现对甘草药材质量的一致性评价。结论　太赫兹光谱量子指纹图
谱技术能有效评价甘草药材质量，其可做为中药质量一致性评价的一种可行技术。
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Key technology of TCM quality consistency evaluation——Development of 
terahertz spectroscopy and evaluation of TCM consistency by  
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Abstract: Objective  To review the application of terahertz spectroscopy in the quality control of 
traditional Chinese medicine (TCM), and to evaluate the quality consistency of licorice by terahertz 
quantum fingerprint (TQFP). Methods  Based on the principle of terahertz spectroscopy and its 
progress in the application in TCM quality control, the TQFP was used to evaluate the consistency 
of licorice quality by the systematically quantified fingerprint method (SQFM). Results  Terahertz 
spectroscopy, as a new spectral method in recent years, has unique properties such as being transient, 
broadband, coherent, low-energy, and penetrating. It could be directly and harmlessly applied in 
the qualitative and quantitative research of TCM. The TQFP provided peak number, peak position, 
half-peak width, peak height, peak area and peak area percentage in accordance with the common  
international *. cdf file format, which turned the disordered terahertz fingerprints into regular quantum 
fingerprints and ensured the consistency evaluation of licorice. Conclusion  TQFP can effectively 
evaluate the quality of licorice, and can be used as a feasible technology for the evaluation of quality 
consistency of TCM. 
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　　中药因其资源丰富、疗效显著而备受关
注 [1-2]，但中药材自身质量不稳定、缺乏药效发挥
机制阐释及相对成熟的质控方法 [3]，其药效和毒
性也一直有争议。因此，为让中药获得国际广泛
认可，中药材鉴别和质控技术变得尤为重要。通
常，中药作为复杂样品体系，其大多数有机分子
化学键振动吸收频率均在普通的红外光谱波段，
但有机分子间弱相互作用等振动的吸收频率却在
太赫兹波段 [4]，即中药可借助太赫兹指纹图谱实
现鉴别的目的，这为中药质控方法提供了一种新
途径。本文将介绍太赫兹光谱技术相关理论和系
统研究技术在中药测量中的应用，主要包括数据
预处理、特征提取、分类器选择和太赫兹量子指
纹化等。最后讨论该技术存在的问题及其在中药
方面的应用前景。太赫兹光谱技术在中药领域中
的应用包括种间鉴定、同种药材规格或产地鉴定、
同种药材不同加工品的鉴别、中药提取物的鉴别
等，在方法上大致分为定性、定量两大方面。孙
国祥教授于 2020 年 11 月提出太赫兹量子指纹图
谱，为太赫兹光谱在中药整体定量方面的应用开
辟了新途径。
1　太赫兹光谱技术用于中药测定的原理
1.1　太赫兹光谱技术相关理论
1.1.1　太赫兹波概述　太赫兹波是一种频率位于
0.1 ～ 10 THz（1 THz ＝ 1×1012 Hz）的电磁波，一
般波长在 30 μm ～ 3 mm，对应波数为 333 ～ 33.3 
cm－ 1，见图 1，具有电子学与光子学双重特性 [5]。
其产生方法为电子学和光学方法两大类，电子学方
法以真空电子学为基础，适用于太赫兹成像技术，
而光电导天线、光学整流以及光泵浦太赫兹波气体
激光器等方法可以产生太赫兹脉冲，在太赫兹光谱
技术应用中较为广泛 [6-7]。近年来，太赫兹硬件技
术突破限制，填补了从微波波段与红外波段之间的
电磁波空白，令太赫兹技术的研究迅速成为热点话
题。太赫兹波探测技术同时可获得相位信息，辅助
红外光谱分析，利用光电导采样和自由空间电光采
样等方式实现 [7]。太赫兹辐射源不仅是太赫兹研究
的基础和核心内容，更是在太赫兹光谱技术在实际
应用中起着决定性作用。根据太赫兹光谱带宽特点，
将太赫兹辐射源化分为宽频带连续太赫兹波辐射源
和窄频带脉冲太赫兹辐射源两类，其光源与传统产
生的光源相比，具有瞬态性、宽带性、相干性、低
能性、强穿透性等独特性质 [8]。

图 1　太赫兹光波数和频段范围图

Fig 1　Wave number and frequency band range of terahertz spectroscopy

1.1.2　太赫兹时域光谱系统　太赫兹时域光谱技
术 [9]（terahertz time domain spectroscopy，THz-TDS）
是太赫兹光谱技术应用在中药鉴定和定量方面具有
代表性的检测手段（结构示意图见图 2）。THz-TDS
是利用透射式或反射式两类方法 [8] 得到携带样品信
息的时域谱，其谱经傅里叶变化，获得样品相关光
学参数。THz-TDS 系统由飞秒激光器、太赫兹发射
装置、太赫兹探测器和时间延迟控制系统组成 [7]。
透射谱在 THz-TDS 鉴定中药领域中被广泛应用，
适于测定吸收太赫兹波较少的固体。其透射式原理
为飞秒激光器产生激光脉冲，利用分束镜分为两个
串列的光路：一路作为抽运光来激发太赫兹发射装
置产生太赫兹波，经透射通过样品到达探测器；另
一光路则作为探测光，在时间延迟系统控制下，与
携带样品信息的太赫兹波共线通过太赫兹探测器，
最后信号输入锁相放大器，进一步由计算机接收处
理。由于单个太赫兹脉冲时间与采样一次时间不在
一个数量级上，需要逐步重复采样，从而获得整个
太赫兹时域波形（见图 3）。
1.1.3　光学参数的获得　一般基于 THz-TDS 系统
来对中药定性或定量时，太赫兹透射光谱提取光学
参数是应用最广泛的方法。其主要提取的思路为
分别测量样品置于光路下得到的太赫兹信号和无样
品下得到的太赫兹信号，分别定义为实测信号和参
考信号 [5]。为获得单独包含样品信息谱线，实测信
号和参考信号常用去卷积运算 [6]。即先利用傅里叶
变换运算方法将直接获得的时域转化成频域，在频
域基础上，比较两者得到包含样品厚度信息的透射
率，再根据相关运算公式得到折射率、吸收系数、
消光系数、介电常数等光学参数 [5，7，9]。
　　折射率、消光系数、吸收系数等参数都受样品
厚度的影响，因此利用太赫兹光谱技术鉴定中药或
是测定中药中成分的含量，都需要先对样品进行处
理。通常，中药固体样品要保持厚度一致，对于中
药的液体制剂每次测量时，取一定的体积，确保太

Key words: terahertz spectroscopy; terahertz spectroscopy quantum fingerprint of traditional Chinese 
medicine; licorice; quality consistency evaluation of traditional Chinese medicine
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赫兹波的光程基本一致。由于中药样品大多数为固
态，一般先将其处理制成固态粉末，再采用压片法
进行样品制备。赵峰等 [10] 研究表明太赫兹光谱技
术在中药鉴别应用上的作用机制表现为一个与中药
种类和样品厚度有关的太赫兹光波低通滤波器。因
中药材样品厚度难标准化，需对厚度进行归一化数
据处理。孙国祥教授提出不充高纯氮气来隔绝水蒸
气的措施，通过使用空气空白校正即可保证太赫兹
光谱峰位的绝对重现性，认为所充氮气流压力会导
致激光束聚焦位置偏移从而使太赫兹峰位偏移，在
不充氮气条件下试验会获得非常好的太赫兹光谱重
现性，这为中药太赫兹量子指纹图谱进行整体定性

和定量分析带来了可能性。由于太赫兹激光光源每
天开机时可能不完全一致，这可能导致太赫兹定性
和定量指纹峰的峰位变化，成为太赫兹光谱定量峰
变动性的一个影响因素。
　　通常，在样品制备过程需要注意以下四点 [5]：
　　① 样品颗粒直径大小是出现散射效应问题的
关键，多数太赫兹吸收谱线的偏移是因散射效应引
起的。当粉末粒径与太赫兹波长相近时，往往会引
发散射效应。因此为防止散射问题出现，一般样品
粉碎处理后，还需过 200 目筛（孔径为 75 μm）。
　　② 水在太赫兹波段敏感，为防止在中药鉴定
时，水对实测信号谱图的影响，制备过程需确保
样片干燥。在中药粉碎前，进行样品干燥操作，
还需注意实验环境的干燥性。样片制备好后，将
其放入真空干燥箱中储存，等待测量。
　　③ 样片的厚度要保持在 1 ～ 1.2 mm（质量
0.2 ～ 0.3 g），样品过厚太赫兹波穿透时信号强度
衰减严重，不易被末端接收器接收；样品过薄，又
会造成太赫兹波在样品内部的反复反射现象，可能
导致与主脉冲信号重叠从而令吸收峰判定为弱峰。
　　④ 因聚乙烯粉末在太赫兹波段信号吸收弱且
具有很好的黏性等性质，可以将其作为压片法中
的黏合剂或分散剂。另外，当聚乙烯粉末作为分
散剂时，其具有稀释样品、扩大太赫兹光谱的有
效范围等作用。
　　液体池法（0.5 mm 光程）适合于中药多组分
定量分析，因为液体的均匀性和可重复性为定性
和定量带来了可行性，但太赫兹光谱定量需要使
用太赫兹量子化指纹软件。药品太赫兹光谱测定
以液体池法测定吸光系数谱最为有效，原理类似
紫外分光光度法。
　　太赫兹光谱采用光谱量子化方法会增加和简
化整体定性和整体定量信息，可使用“中药光谱
量子指纹一致性数字化评价系统 4.0”软件。该软
件可对 UV、FTIR、NIR、拉曼光谱（RAMAN）、
DSC 和电化学等一切连续信号的 *.CSV 文件使用
量子化处理模式。
1.2　太赫兹光谱数据处理方法
1.2.1　预处理　应用太赫兹光谱技术时，为确保
数据的准确性、重复性，一般会在傅里叶计算之
前进行切趾和零填充 [11] 等处理。前者通过降低噪
声和排除信号伪影来改善频谱质量，后者借助增
加更多光谱数据点，来平滑光谱内光谱特征；借
助澄清形状来提高峰值拟合。但随着研究人员对
数学处理方式不断深入探索，为解决太赫兹光谱
图中所存在的与样品无直接关系的信号问题，如
仪器系统本身的噪声、背景噪声、温度变化以及

图 2　LZ9000 THz 中药太赫兹量子指纹一致性评价系统的太赫兹主

机结构示意图

Fig 2　THz host structure of LZ9000 THz quantum fingerprints of TCM 
for the quality consistency evaluation

图 3　中药太赫兹时域光谱（A）和中药太赫兹吸收系数谱（B）

Fig 3　Terahertz time domain spectrum（A）and terahertz absorption 
coefficient spectrum of TCM（B）
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在多次检测过程中样品摆放位置不同引入的无关
信号等，一般采用化学计量法去进行后续光谱特
征的识别和判定，同样为提高后期数学建模的可
靠性，还可采用 Savitzky-Golay 卷积平滑法、标准
正态变量变换、多元散射校正、导数谱、归一化、
波长选取等 [1，4-5，7] 数学处理方法。
1.2.2　太赫兹光谱的理论研究　太赫兹光谱的理
论研究主要包括两个方面：① 采用量子化学计算
方式对研究对象进行仿真，并结合太赫兹光谱的实
验数据，分析吸收峰振动来源；② 数学建模思想，
即化学计量法，对实验数据深度分析，实现研究对
象的定量、定性分析 [12]。
　　① 太赫兹量子化学理论：量子化学是基于量
子计算和信息处理上的基础化学，其本质是借求解
薛定谔方程中的波函数，从微观说明电子 - 原子体
系稳定状态，以达到对物质结构和化学反应理论探
究的目的 [5，7，9，12]。通过量子化学法模拟得到理论
吸收光谱，与实验谱比较并结合可视化软件分析太
赫兹光谱中吸收峰振动模式来指认吸收峰来源。
　　单电子体系可完整表征体系中的电子结构与
相互作用关系，但中药是一个化学成分复杂的混
合物体系，具有多电子原子特点，故计算可能烦
琐。采用不同的近似方法处理，又可能会造成体
系方向和精确度不同等问题 [13]，因此可通过从头
算分子轨道算法、半经验分子轨道理论、密度泛
函理论 [5] 等方式来改进。
　　除计算方法的选择影响着模拟谱图结论，基
组的选择也同样影响模型的准确性和计算的复杂
程度。基组越大越精确，但耗时，通常根据实际
情况具体分析选择性价比高的基组，其类型一般
有斯莱特基型轨道（Slater-type orbital，STO）、
高 斯 型 轨 道（Gaussian-type orbital，GTO）、 压
缩 高 斯 型 轨 道（Contracted GTO）、 最 小 基 组
（minimal basis set）、劈裂价键基组（split-valence 
basis set）、极化函数（polarization function）、弥
散函数（dispersion function）[5] 等。
　　Gaussian 是应用于太赫兹光谱检测领域较为
广泛的量子化软件 [14]，其适用于仿真单分子或多
聚体等有限分子体系，难模拟晶体形态；在计算
晶体结构周期体系时，选用比 Gaussian 软件更有
优势的 Materials Studio 软件中的 CASTEP 模块。
CASTEP 模块以密度泛函平面波赝势方法为理论
基础，不光可优化晶体体系、寻得最低能量，还
可与太赫兹光谱对应，计算吸光度、透射率等
光学参数。通常，两个软件仿真过程都分为构造
模型、分子结构优化、频率计算三个步骤进行。
段瑞鑫等 [15] 基于 THz-TDS，结合泛函密度理论

（DFT）和 HIPHOP 模型，成功对降糖类药物进
行了功能基团的识别和分子结构的解析。
　　② 化学计量学理论：当某些中药材的太赫兹图
谱具有明显的光学特征，某些物质具有固有属性特
点的特征吸收峰时，其可以直接对中药材进行定性。
因此面对简单中药光谱时，可采用传统吸收峰提取
法 [16] 确定吸收峰特征信息，包括寻峰和拟合两个独
立步骤。目前，常用的寻峰算法有简单比较寻峰法、
导数寻峰法、小波变换、对称零面积变换法等。
　　沙琳等 [17] 研究表明天然牛黄和人工牛黄的
太赫兹吸收谱线存在较大差异，可作为直接鉴定
的依据。Li 等 [18] 发现三七与当归、厚朴与百倍
鹅掌柴、川穹与藁本以及当归与毛当归等 4 组中
药材的太赫兹光谱图存在吸收峰重叠无法识别的
情况。当中药光谱差异较小且复杂时，往往需要
采用化学计量法，其基于模式识别方式进行，根
据分类的方式会分为有监督学习和非监督学习方
法 [19]。神经网络和支持向量机 [5]（support vector 
machines，SVM）为典型的有监督学习法，广泛
应用于太赫兹光谱技术鉴定中药，如陈艳江等 [1]

在得到中药炙甘草和生甘草、南柴胡和北柴胡、
山豆根和北豆根等 3 组中药太赫兹谱图后，利用
3 种不同的函数构建 SVM，并同时建立误差反
传神经网络（BP 神经网络）进行中药的定性，结
果表明 SVM 是实现太赫兹光谱技术对中药快速、
精确分类的有效方法之一。而非监督学习方法，
如聚类分析被用来表征中药太赫兹光谱的特征，
借助从高维空间寻得低维流形的降维思想，客观
识别中药 [5]。
　　太赫兹光谱结合化学计量法用于中药的定
性、定量大多都是先将已预处理后的实验数据，
再经特征提取、分类器的选择、评估与优化等几
个步骤来全面分析样本信息。特征提取本质是对
光谱测量数据成分的分解、重组和选择，寻找能
概括数据特点的特征。其主要方法有数据降维
处理的主成分分析（PCA）法和用于非线性特征
的自编器模型法，此外还有独立成分分析模型
（independent componet analysis，ICA）等 [5，7]。杨
玉平等 [20] 利用 THz-TDS 鉴别两类红花和牛黄，
并用 PCA 法对获得的光谱数据进行分类识别，结
果证明主成分得分图可以很好地反映光谱之间的
差异性，分类鉴别准确率几乎都为 100%。
　　SVM 是目前用于太赫兹鉴定方面应用最为广泛
的分类器，具有结构风险最小化的概念，有保障模
型学习能力强且有泛化能力的特点 [1，5，7，9]。简单来
说，SVM 就是基于一组已知样本建立校正模型，对
预测集进行估计的分类技术。随机森林（RF）法还
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可以通过一系列决策树来估计最后的结果，避免过
拟合问题发生。以上方法大多需要经验丰富的实验
工作者自行设计特征提取器等，对变化的数据具有
一定局限性。而深度学习方法利用非线性的结构将
数据变得更为抽象，其自动提取特征的特点，适用
于大样本、非线性的大数据运算，代表方法有卷积
神经网络（CNN）和深度神经网络（DNN）等 [21]，
使太赫兹光谱技术应用于中药鉴别时准确率更高，
测量速度更快。
　　构建的模型常借混淆矩阵或 K 交叉验证法 [5]

来进行评估和优化。前者是一种误差矩阵，可观
察每个类别的预测准确率与混淆的错误类别，除
了准确率外，还将精准率和召回率作为其指标，
更为准确地衡量分类器的准确度。后者作为聚类
分析的算法之一，适用于检验模型泛化能力，即
先将数据分为 K 组，得 k 个子集，再利用子集
分别做一次验证集，以其平均值作为验证方法的
评价指标，衡量分类器的优劣 [8]。太赫兹波谱具
有大量待挖掘的光谱数据点，适合于采用高维数
据的聚类分析法，可利用 t-SNE、K 均值聚类算
法等算法，将高维数据转换成低维，再进行可视
化计算，实现直观化、客观化反映中药的测量结
果 [5-7]。Tang 等 [8] 曾因 t-SNE 具有对不同数据集敏
感性的弊端，提出了改进算法 Large Vis，此方法
既解决大量数据的聚类问题，又解决高维数据聚
类问题。
2　太赫兹光谱技术在中药中的应用前景
2.1　太赫兹光谱技术在中药定性分析中的应用 
　　中药化学成分复杂，长久以来中药质量控制
（包括原材料的识别、鉴定、有效成分确定等）困
扰着中药界的科研人员，阻碍中药现代化进程 [22]。
中药材从来源分类为植物、动物以及矿物质，其中
植物为主要来源，由此可确定大多数中药材成分为
有机物。研究表明，有机分子间弱相互作用、大
分子骨架振动以及晶体或晶格的低频电磁响应等生
物大分子的振动和转动能级都落在太赫兹波段 [23]。
这些反映分子整体结构和相关环境信息的振动模
式，说明太赫兹光谱具有中药这种混合物体系的
“宏观指纹特征”，同时太赫兹光谱技术还可获得
中药的色散信息，可与红外光谱的信息互补，作为
辅助鉴定工具。因为太赫兹辐射的电磁波具有瞬态
性、低能性、宽带性、相干性等特点，不光克服了
传统鉴定方法上过于主观性、片面性的问题，还能
有效抑制背景辐射噪音的干扰，且太赫兹脉冲相干
性可检测样品中不同成分的细微变化，能对样品分
子异构体进行区别。目前太赫兹光谱技术在中药鉴
定领域的应用，分为以下四个方面：不同种类中药

材鉴定、同种药材的规格或产地鉴别、同种药材不
同加工品的鉴别、提取物的鉴别 [8]。
2.1.1　不同种类的中药材的鉴别　张蕾等 [24] 以
当归、茯苓、枳实和板蓝根为检测对象，利用
THz-TDS 得到中药样品的吸收光谱图和色散曲
线，比较发现不同种类的药材吸收峰位置、吸收
系数等光学参数存在差异。寇天一 [25] 根据人参和
西洋参所含人参皂苷在太赫兹光谱上有不同的指
纹特征，利用太赫兹光谱技术进行鉴别，同时结
合 MATLAB 软件识别两者光谱图，通过 PCA 算
法成功分类鉴定了人参和西洋参。证实太赫兹光
谱应用于不同种类中药材鉴定是可行的。赵春喜
等 [26] 测量了中药三七和甘草的太赫兹谱线，两者
的吸收峰差异很大，可作为鉴定方法。
2.1.2　同种药材的规格或产地鉴别　刘丽萍等 [27]

运用太赫兹时域系统，对不同产地的天麻素进行
了鉴别，结果证实了不同产地的天麻素对太赫兹
波谱图影响不大，只导致其特征峰值响应强度的
不同。李瑞凯等 [28] 基于 THz-TDS，结合 PCA 与
K 均值聚类算法分别对来自同一产地、厂家的 3
组中草药（巴戟天、粉防己、猪苓）真伪品药材
进行鉴定。结果表明 3 组真伪中药差别判定率为
100%，说明太赫兹光谱技术能够精准地区分中草
药的真伪，在中草药质量品鉴应用前景巨大。杨
玉平等 [20] 利用 THz-TDS 系统分别对藏红花和草红
花、天然牛黄和人工牛黄两组药材及其伪品进行
测量，结合 PCA 对太赫兹光谱识别分类，红花类
有明显聚类趋势，鉴别准确率都为 100%；而天然
牛黄和人工牛黄判别准确率分别为 100% 和 90%。
研究表明太赫兹光谱技术结合 PCA 可区分种间、
种内的中药，为中草药的质量控制提供新思路。
章龙 [7] 在获得黄连、大黄、蒲黄、人工牛黄、掺
杂牛黄和天然牛黄的 6 种物质 THz-TDS 光谱图后，
构建 RF 模型和 3 种参数优化 SVM 模型，对其吸
收光谱图进行分类鉴别。结果显示，两种模型下
的鉴别准确率均可达到 95%。但由于牛黄药材昂
贵，样品数据量小导致 RF 模型识别精准性下降，
故又提出合成少数类过采样技术（SMOTE）的 RF
模式，解决了数据不平衡导致的识别率低下的问
题，为太赫兹光谱技术对稀有中药的鉴别提供了
新方法。
2.1.3　同种药材不同加工品的鉴别　太赫兹光谱
技术同样能够鉴别同种药材不同加工品，李小霞
等 [29] 通过对同一产地 4 种不同制法工艺的附子片
样品进行 THz-TDS 测量，证实了不同制片方法令
太赫兹折射率存在明显差异，借此能够对其不同
加工品进行定性判别。杨帅等 [30] 利用 PCA 鉴定
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了大黄炮制品的不同性，而胡清宇 [31] 基于太赫兹
光谱技术结合 PCA 对生大黄、熟大黄、大黄炭和
酒大黄进行测量与鉴定，其 4 种物质的太赫兹光
谱反映出中药炮制品中基础物质成分间的相互作
用信息，借此将不同炮制品区分开来。
2.1.4　中药提取物的鉴别　关于太赫兹光谱在中药
提取物鉴别方面的应用较少，张蕾等 [24] 将 5 个不
同厂家生产的银杏叶提取物样本与符合国家标准规
定下的标准银杏叶提取物的太赫兹吸收谱与色散曲
线进行比较，结果发现谱图与色散曲线存在差异。
他们指出这种差异源于生产工艺和提取辅料不同。
从现有的研究成果可以看出，太赫兹光谱技术可以
应用于鉴定中药，为中药质量标准体系的建立提供
一条新途径。
2.2　太赫兹光谱技术在中成药鉴别中的应用
　　随着生产工艺技术的进步，为提高患者用药
依从性和能够自主控制中药发挥疗效，按处方将
中药饮片制成不同剂型的中药制剂，供临床应
用。由于制成中成药后，往往失去了中药材或中
药饮片外观形态，传统“一看，二摸，三品尝”
的鉴别方式明显不适用 [23]。太赫兹的低能性、强
穿透性、瞬态性等特点决定了太赫兹光谱技术可
应用在混合物体系更为复杂的中成药鉴别中，有
着安全检查、无损检测等优势。
　　胡清宇等 [31] 对 4 种中药大黄炮制品做太赫
兹谱线图，结合化学计量学处理得到结果证实太
赫兹光谱技术对中药炮制品成分十分敏感，能够
把基础成分含量不同的炮制品区分出来。江保
峰等 [32] 以百令胶囊和金水宝胶囊两种中成药为
检测对象，用 THz-TDS 系统对 10 批不同批次药
进行检测，采用 PCA 和聚类分析进行识别分类，
结果百令胶囊聚类准确率为 100%，金水宝胶囊
为 90%，由此说明太赫兹光谱技术可作为中成药
鉴别的新兴分析手段。此项研究还呈现同种中成
药不同批次药间的吸收谱图差异性大，故这种差
异性可作为鉴别药品稳定性的指标，太赫兹光谱
技术与其他现代鉴别技术互补，更加完善化合物
整体性信息，为中成药的质量管控体系的建立提
供新途径。
2.3　太赫兹光谱技术在中药定量分析中的应用
　　相对于太赫兹光谱技术在中药领域定性鉴别
的应用，其在定量分析中的应用情况更少。一般
使用太赫兹光谱技术进行定量分析时，分为以下
两种情况：谱图显示明显特征吸收峰，可采用线
性的单变量校准方法；太赫兹光谱图中包含多个
变量参数相关光谱特征时，可结合化学计量法（偏
最小二乘法、最小二乘支持向量机等）进行多元化

分析 [9，19]。马品等 [33] 运用太赫兹光谱技术，利用
天麻药材中含水量与吸收系数成正相关线性关系，
实现对药品水分含量的检测。郭昌盛等 [34] 在折射
率谱的基础上，建立与贝壳粉质量百分比相关的
偏最小二乘回归模型，回归得到结果为贝壳粉含
量的均方误差为 1.2%，说明太赫兹光谱技术可用
于中药定量分析。
2.4　太赫兹光谱技术在中药材中重金属和农药残
留检测中的应用
　　中药中的重金属和农药残留是中药质量控制
重点关注之一，太赫兹波段涵盖着物质丰富的理
化性质信息，太赫兹光谱技术新兴对中药重金
属、农残检测方式带来了新突破。
　　颜志刚等 [35] 利用太赫兹光谱技术对农药残
留进行检测研究。马卿效等 [12] 系统性地阐述太赫
兹光谱技术在农药检测领域的研究进展，通过农
药鉴定和识别、农药指纹数据库的建立、农药的
定量与定性分析、农药理论计算等多方面来证实
太赫兹波段用于中药的农药残留检测的可行性，
可对中药残留农药定性和定量。李斌等 [36] 基于
THz-TDS，以重金属代表的铅为检测对象，结合
区间 - 偏最小二乘法和遗传算法 - 偏最小二乘法
预测建模，用单变量校准法，即重金属铅的含量
与透射光谱的吸收系数关系，对土壤中的重金属
含量定量。为太赫兹光谱技术应用于中药重金属
检测与应用技术的开发提供理论依据。
2.5　太赫兹光谱量子指纹图谱评价中药一致性
　　孙国祥教授在 2019 年 4 月提出中药 FTIR 量子
指纹图谱概念的基础上，于 2020 年 11 月 16 日将
量子指纹图谱技术直接应用于中药太赫兹光谱量子
指纹一致性评价中，并开展了香烟、甘草、陈皮、
砂仁、广藿香和复方甘草片太赫兹光谱量子指纹图
谱一致性评价研究。将“中药光谱量子指纹图谱一
致性数字化评价系统 4.0”软件与华讯方舟科技有限
公司太赫兹光谱仪联用形成“LZ9000 THz 中药太赫
兹量子指纹一致性评价系统”，该系统正成为中药
质量一致性评价的一种可行策略与方法。
3　太赫兹光谱量子指纹图谱评价不同产地甘草
质量一致性
3.1　样品制备
　　精密称取 200 mg 甘草粉末（在 60℃干燥
箱内干燥 2 h），置压片模具中，用 24 MPa 压 1 
min，制成直径为 13 mm 的圆形薄片，记录压片
后的重量以及样品片的厚度。
3.2　测定条件 
　　CCT-1800 太赫兹时域光谱仪（中国深圳华讯
方舟科技有限公司）；DHG-9070A 电热鼓风干燥
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箱（上海一恒科学仪器有限公司）；HY-12 压片机
（天津天光光学仪器有限公司）；LAB 214 i 分析
天平 [ 艾德姆衡器（武汉）有限公司 ]。聚乙烯粉
末（HDPE，粒度 120 μm；上海冠步机电科技有
限公司）。将太赫兹时域光谱仪开启并打开测试
工作站，仪器预热 30 min 后，将测试片放在样品
架上，通入氮气除去样品仓中的水汽后，获取氮
气参考谱线。把制备的样品放置在样品架上进行
扫描测定，每片测定 1 次，平均次数 100。
3.3　数据处理
　　用“LZ9000 THz 中药太赫兹量子指纹一致性
评价系统”进行处理，将太赫兹吸收系数谱导入
系统中，选取 0.2 ～ 10 THz，用定点合并法（最
大峰高法），合并点数 10 个点，转化成 THz 量子
指纹图谱后，再计算其 Pm 值。
3.4　甘草太赫兹量子指纹图谱建立与评价
　　测定 13 产地 85 批次甘草药材太赫兹光谱，
全部用定点合并法（最大峰高法）按 10 点合并成
一个太赫兹量子指纹峰（共 197 个量子指纹峰），

按平均值法生成标准甘草太赫兹量子指纹图谱
RFP，见图 4。采用系统指纹定量法，用 RFP 评
价 85 批甘草质量等级见表 1。除 S6、S12、S70
和 S82 的样品 Sm ≤ 0.950，其余样品的 Sm 波动不
大（0.950 ～ 0.985），并且α 均≤ 0.05，这说明甘
草样品的化学成分种类和分布比例十分相似。样
品的 Pm 相较之下波动略大（98.9% ～ 116.6%），
表明甘草样品整体含量存在差异性，是甘草样品
质量等级划分的主要影响因素。采用系统指纹定
量法，成功将 85 批甘草样品划分成四个等级：
S2、S3、S5、S7、S8、S13、S14、S16、S17、
S20、S24、S26 ～ S36、S38 ～ S40、S42、S45、
S48 ～ S50、S52、S53、S55 ～ S64、S66 ～ S69
和 S71 ～ S85 划 分 为Ⅰ 类；S1、S4、S6、
S9 ～ S12、S15、S18、S19、S21、S22、S25、
S33、S37、S46、S47、S51、S54、S65、S70、
S77 和 S82 划分为Ⅱ类；S23、S41 和 S44 划分为
Ⅲ类；S43 划分为Ⅳ类。

图 4　甘草太赫兹光谱标准量子指纹图谱（A）和 85 批甘草太赫兹光谱量子指纹图谱（B）

Fig 4　Terahertz standard quantum fingerprints of licorice（A）and terahertz quantum fingerprints of 85 batches of licorice（B）

　　利用均值法获得各产地下两种生态模式样品
评价结果，以更清晰地分析产地样品信息，结果
见表 2。值得注意的是，在整体样品 Sm 波动极小
（0.955 ～ 0.982），α 均≤ 0.05 的情况下，哈萨克斯
坦和乌兹别克斯坦人工栽培生长模式下的样品与野
生生长的样品相比较，人工栽培的样品 Pm 值更趋
近于 RFP 的 Pm（100%）。并且这两产地下人工栽培
生长的样品比野生生长的样品质量评价等级高。说
明在哈萨克斯坦和乌兹别克斯坦地区人为控制甘草
生长，可能会使其内在质量更加稳定。在中国产地
野生生长的甘草，除阿克苏地区 Pm 值为 93.5%，余

下地区样品 Pm 均≥ 95.0%，说明在国内产地野生
生长的甘草样品内在物质总含量相似性程度高。然
而，在中国内蒙古地区人工栽培下生长的样品 Pm

为 111.3%，远远超过其他地区，显示出该地区甘
草成分含量的极大差异性。同样，以 Sm、Pm 和α
为指标鉴别各产地甘草样品的质量，将其划分为三
类：野生生长模式下的吉尔吉斯斯坦、土库曼斯坦、
中国内蒙古、中国库尔勒、中国沙雅、中国甘肃、
中国伊犁、中国莎车、富沃和中国喀什地区甘草样
品以及人工栽培生长模式下的哈萨克斯坦、乌兹别
克斯坦和吉尔吉斯斯坦地区的甘草样品被划分为Ⅰ
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表 1　用 THz光谱量子指纹图谱评价 13 个产地 85 批甘草质量的一致性 
Tab 1　Quality consistency evaluation of 85 batches of licorice from 13 origins by THz quantum fingerprints

编号 Sm Pm/% α 等级 编号 Sm Pm/% α 等级 编号 Sm Pm/% α 等级

S1 0.974 93.5 0.007 2 S30 0.976 96.7 0.021 1 S59 0.979 97.4 0.020 1
S2 0.982 95.4 0.004 1 S31 0.974 97.0 0.003 1 S60 0.967 97.6 0.010 1
S3 0.981 95.6 0.011 1 S32 0.978 102.3 0.022 1 S61 0.977 103.8 0.012 1
S4 0.977 94.0 0.013 2 S33 0.975 93.4 0.001 2 S62 0.978 103.3 0.014 1
S5 0.950 97.7 0.017 1 S34 0.971 98.9 0.011 1 S63 0.972 102.5 0.015 1
S6 0.938 99.9 0.019 2 S35 0.974 100.3 0.016 1 S64 0.980 97.1 0.014 1
S7 0.965 101.5 0.007 1 S36 0.982 100.9 0.012 1 S65 0.973 105.0 0.010 2
S8 0.979 98.7 0.006 1 S37 0.963 91.8 0.009 2 S66 0.977 102.6 0.023 1
S9 0.971 106.4 0.012 2 S38 0.961 98.6 0.007 1 S67 0.975 99.9 0.018 1

S10 0.971 90.2 0.023 2 S39 0.974 98.6 0.024 1 S68 0.980 96.4 0.018 1
S11 0.964 94.5 0.024 2 S40 0.974 98.3 0.009 1 S69 0.973 101.4 0.016 1
S12 0.945 96.3 0.024 2 S41 0.982 113.9 0.019 3 S70 0.907 96.8 0.012 2
S13 0.975 96.0 0.016 1 S42 0.983 101.5 0.004 1 S71 0.978 103.0 0.028 1
S14 0.968 98.6 0.017 1 S43 0.973 116.6 0.023 4 S72 0.972 98.7 0.014 1
S15 0.970 94.6 0.015 2 S44 0.966 113.1 0.024 3 S73 0.962 102.1 0.021 1
S16 0.968 96.1 0.025 1 S45 0.981 99.6 0.012 1 S74 0.970 96.3 0.008 1
S17 0.974 97.2 0.010 1 S46 0.974 105.2 0.019 2 S75 0.975 99.7 0.013 1
S18 0.973 94.8 0.012 2 S47 0.958 108.1 0.005 2 S76 0.977 101.0 0.015 1
S19 0.972 94.0 0.021 2 S48 0.982 101.5 0.012 1 S77 0.976 91.1 0.016 2
S20 0.964 98.3 0.026 1 S49 0.974 104.1 0.001 1 S78 0.978 101.5 0.016 1
S21 0.969 93.9 0.003 2 S50 0.980 101.3 0.010 1 S79 0.970 98.5 0.016 1
S22 0.965 91.9 0.010 2 S51 0.978 106.9 0.020 2 S80 0.966 99.3 0.026 1
S23 0.964 89.9 0.009 3 S52 0.982 99.5 0.003 1 S81 0.971 102.8 0.021 1
S24 0.970 98.8 0.017 1 S53 0.974 100.2 0.007 1 S82 0.939 106.5 0.021 2
S25 0.975 94.9 0.008 2 S54 0.981 107.6 0.017 2 S83 0.980 100.4 0.018 1
S26 0.978 97.3 0.013 1 S55 0.980 99.1 0.009 1 S84 0.965 96.4 0.012 1
S27 0.974 98.9 0.007 1 S56 0.981 100.2 0.021 1 S85 0.973 97.8 0.028 1
S28 0.985 96.9 0.003 1 S57 0.982 102.4 0.016 1 RFP 1.000 100.0 0.000 1
S29 0.985 101.7 0.013 1 S58 0.955 96.2 0.017 1 　 　 　 　 　

表 2　不同产地甘草鉴别结果 
Tab 2　Determination of licorice from different producing areas

产地 生长方式 编号 Sm Pm/% α 等级 产地 生长方式 编号 Sm Pm/% α 等级

哈萨克斯坦 野生生长 S1 ～ S3 0.979   94.8 0.007 2 中国新疆伊犁 野生生长 S28 ～ S30 0.982   98.4 0.012 1
吉尔吉斯斯坦 野生生长 S4 ～ S6 0.955   97.2 0.016 1 中国新疆莎车 野生生长 S31 ～ S33 0.976   97.6 0.009 1
土库曼斯坦 野生生长 S7 ～ S9 0.972 102.2 0.008 1 中国新疆喀什 野生生长 S34 ～ S36 0.976 100.0 0.013 1
乌兹别克斯坦 野生生长 S10 ～ S12 0.960   93.7 0.024 2 哈萨克斯坦 人工栽培 S37 ～ S40 0.968   96.8 0.012 1
中国内蒙古 野生生长 S13 ～ S15 0.971   96.4 0.016 1 中国内蒙古 人工栽培 S41 ～ S44 0.976 111.3 0.018 3
中国甘肃 野生生长 S16 ～ S18 0.972   96.0 0.016 1 乌兹别克斯坦 人工栽培 S45 ～ S48 0.974 103.6 0.012 1
中国新疆库尔勒 野生生长 S19 ～ S21 0.968   95.4 0.017 1 吉尔吉斯斯坦 人工栽培 S49 ～ S52 0.979 103.0 0.009 1
中国新疆阿克苏 野生生长 S22 ～ S24 0.966   93.5 0.012 2 中国新疆沙雅 人工栽培 S53 ～ S85 0.971 100.1 0.016 1
中国新疆沙雅 野生生长 S25 ～ S27 0.976   97.0 0.009 1

类；野生生长模式下哈萨克斯坦、乌兹别克斯坦和
中国库尔勒地区的甘草样品被划入Ⅱ类；人工栽培
生长的中国内蒙古地区甘草样品为Ⅲ类。
4　展望与结语
　　目前，太赫兹光谱技术作为一个新兴光谱分
析手段，在药学领域中的应用尚处于起步阶段，
大多数的成果也在实验室研究阶段。除与太赫兹
光谱仪器庞大、成本昂贵等自身发展局限性相关
外，还与试验操作环境的高要求，样品制备条件
的高标准以及中药现阶段缺乏太赫兹标准数据库，

不利于中药的大样本系统研究，相关算法不完善
等因素有关 [7，19，37]。太赫兹光谱技术因自身特殊
性质，可监测中药从中药材制饮片、再制成中成
药的变化过程，实现鉴别中药中有效成分和有害
成分的目的，为完善中药质量标准体系打下基础。
从 2012 年到 2020 年共举办了五届全国太赫兹科
学技术与应用学术交流会，有力推动了太赫兹科
学技术的发展和应用。本文推出的太赫兹光谱量
子指纹图谱技术可在中药一致性评价中使用，可
能会成为一种新策略。
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美洛昔康磷脂复合物过饱和自纳米乳的制备及体外质量评价

王艳艳1，赵文轩2，贾皓月2，宁婧歧2，杨星钢2*（1. 江苏联合职业技术学院连云港中医药分院，江苏　连云港

　222006；2. 沈阳药科大学药学院，沈阳　110016）

摘要：目的　制备美洛昔康磷脂复合物过饱和自纳米乳（MLX-PC-S-SNEDDS），并对其进
行体外质量评价。方法　首先将美洛昔康（MLX）与磷脂制备成美洛昔康磷脂复合物（MLX-
PC），然后将其制成自纳米乳化给药系统，同时加入沉淀抑制剂使体系达到一定过饱和度。以
粒径、粒径分散系数（PDI）与载药量为评价指标，采用星点设计联合归一化法综合优选最
佳处方。并以体外溶出度和稳定性为指标进行体外评价。结果　制备的美洛昔康自纳米乳
（MLX-SNEDDS）、美洛昔康过饱和自纳米乳（MLX-S-SNEDDS）、MLX-PC-S-SNEDDS 均为
黄色透明均一的油状液，乳滴呈类球形且分布均匀，粒径均小于 30 nm，Zeta 电位分别为（－

1.44±0.11）、（－ 5.56±0.61）、（－ 7.07±0.88）mV，制剂的稳定性良好，乳化后粒径无明显变
化。MLX-S-SNEDDS 和 MLX-PC-S-SNEDDS 载药量分别为 4.82 mg·mL－ 1 和 8.73 mg·mL－ 1。
MLX-PC-S-SNEDDS 在提高 MLX 载药量同时显著提高体外溶出速率及溶出程度。结论　成功
制备了粒径均一、载药量较高和稳定性好的 MLX-PC-S-SNEDDS，可提高患者服药顺应性，为
改善难溶性药物水溶性提供了有益参考，在提高药物的生物利用度方面更具潜力。
关键词：美洛昔康；自乳化；纳米乳；过饱和；磷脂复合物；体外质量评价
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自纳米乳技术提高难溶性药物生物利用度专题
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【特邀专家简介】

【编者按】

自乳化释药系统（self-emulsifying drug delivery system，SEDDS）是一种脂质给药系统，它是一种

由无水各向异性的油、表面活性剂和助表面活性剂组成的透明均一、各向同性混合物。SEDDS 在水溶

液中稀释轻度搅拌后，可以自发乳化形成 O/W 或 W/O 乳状液。与传统的亚稳态乳剂相比，SEDDS 是

一种热力学稳定的配方。自乳化制剂容易在胃肠道中扩散，胃和肠的消化运动提供了自乳化所必需的

搅动。目前本课题组已经进行了多种难溶性药物自纳米乳的研究，并针对传统自纳米乳进行优化和改

进，进一步提高了自纳米乳的稳定性和生物利用度。
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　　美洛昔康（meloxicam，MLX）是非甾体抗
炎药（NSAIDs）之一，常用于风湿性关节炎或骨
关节炎等炎症性疾病，是环氧合酶 -2（COX-2）
的选择性抑制剂 [1]，具有抗炎、镇痛和解热的作
用。由于 MLX 属于 BCS Ⅱ类药物，水溶性差，
溶出速率限制了吸收而导致生物利用度过低。
　　自纳米乳给药系统（self-nano emulsifying 
drug delivery systems，SNEDDS）是由油相、表面
活性剂和助表面活性剂组成的各向同性且热力学
稳定的混合体系，在胃肠道的蠕动下自发形成粒
径小于 100 nm 的 O/W 型微乳 [2]。SNEDDS 可以
有效改善难溶性药生物利用度差的问题，但是口
服 SNEDDS 存在药物沉淀和吸收减少的风险。过
饱和自纳米乳（supersaturated self-nanoemulsifying 
drug delivery system，S-SNEDDS）通过使用沉淀
抑制剂可避免药物沉淀 [3-4]，促进其吸收。磷脂复
合物 [2，5]（phospholipid complex，PC）可提高药
物的亲脂性，提高了药物在 SNEDDS 的油相中的
溶解度，从而增加其载药量，同时 SNEDDS 在介

质的自发乳化分散性能也能解决 PC 因黏稠的质
地而不易均匀分散的问题。
　　目前利用沉淀抑制剂使自纳米乳形成过饱
和 [6] 或者将 PC 与自纳米乳体系相结合的研究 [7]

均有不少报道，但将三者相结合的研究鲜有报道，
因此本文考虑将三者相结合制备成美洛昔康磷脂
复合物过饱和自纳米乳（MLX-PC-S-SNEDDS），
以期提高 MLX 的载药量、溶解度和生物利用度。
1　材料
1.1　试药
　　美洛昔康（MLX，纯度：98%，天津希恩
思奥普德科技有限公司）；油酸聚乙二醇甘油
酯（Labrafil M 1944 CS）、二乙二醇单乙基醚
（Transcutol HP）[ 嘉法狮（上海）贸易有限公
司 ]；聚氧乙烯氢化蓖麻油（Cremophor RH40）、
聚乙烯吡络烷酮 -K30（PVP K30）、聚丙烯酸树
脂 L100（Eudragit L100）、共聚维酮 S-630（PS-
630）[ 巴斯夫（中国）有限公司 ]；大豆卵磷脂
（Lecithin High Potency）（山东优索化工科技有限

Preparation and in vitro quality evaluation of meloxicam phospholipid 
complex supersaturated self-nanoemulsion

WANG Yan-yan1, ZHAO Wen-xuan2, JIA Hao-yue2, YANG Xing-gang2* (1. Lianyungang TCM 
Branch of Jiangsu Union Technical Institute, Lianyungang  Jiangsu  222006; 2. School of Pharmacy, 
Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang  110016)

Abstract: Objective  To prepare the meloxicam (MLX) phospholipid complex (MLX-PC) 
supersaturated self-nanoemulsion and evaluate its quality in vitro. Methods  MLX and phospholipid 
were prepared into MLX-PC, which was further made into the nano-emulsifying drug delivery system. 
At the same time, precipitation inhibitor was added to reach a certain degree of supersaturation. Based 
on the particle size, particle size dispersion coefficient (PDI) and drug loading, the optimal formulation 
was evaluated by the central composite design normalization method. The dissolution rate and stability 
in vitro were used as the indexes for in vitro evaluation. Results  The prepared meloxicam self-
nanoemulsion (MLX-SNEDDS), and meloxicam supersaturated self-nanoemulsion (MLX-S-SNEDDS), 
meloxicam phospholipid complex supersaturated self-nanoemulsion (MLX-PC-S-SNEDDS) were all 
yellow, transparent and uniform oily liquids, with spherical emulsion droplets and uniform distribution. 
The particle diameters were all less than 30 nm, and the Zeta potentials were ( － 1.44±0.11) mV, ( 
－ 5.56±0.61) mV, and ( － 7.07±0.88) mV, respectively. The stability of the formulations was well, 
and the particle size hardly changed after the emulsification. The drug loadings of MLX-S-SNEDDS 
and MLX-PC-S-SNEDDS were 4.82 mg·mL－ 1 and 8.73 mg·mL－ 1. MLX-PC-S-SNEDDS could 
significantly increase the dissolution rate and degree in vitro while increasing the MLX drug loading. 
Conclusion  MLX-PC-S-SNEDDS with uniform particle size, high drug loading and good stability 
is prepared, which can improve patients’drug compliance, provide reference for improving the water 
solubility of insoluble drugs and the bioavailability of drugs. 
Key words: meloxicam; self-emulsification; nanoemulsion; supersaturation; phospholipid complex; 
in vitro quality evaluation
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公司）；聚乙烯已内酰胺 - 聚醋酸乙烯酯 - 聚乙二
醇接枝共聚物（Soluplus）、聚氧乙烯 35 蓖麻油
（Kolliphor ELP）、聚氧乙烯蓖麻油（Cremophor 
EL）、脂肪醇聚氧乙烯醚（AEO-9）（德国 BASF
公司）；棕榈酸异丙酯（IPP）（临沂绿森化工有限
公司）；油酸（Oleic acid，天津市恒兴化学试剂
有限公司）；辛酸 / 癸酸甘油三酯（GTCC，KLK
吉隆坡甲洞集团公司）；吐温 80（Tween 80，天
津市恒兴化学试剂有限公司）；肉豆蔻异丙酯
（IPM，广州享安精细化工有限公司）；羟丙甲
纤 维 素 E15LV（HPMC E15LV）、 羟 丙 甲 纤 维
素 K4M（HPMC K4M）（上海卡乐康辅料有限公
司）；聚乙二醇 400（PEG400，天津市光复精细
化工研究所）；β- 环糊精（β-CD，淄博千汇生物
科技有限公司）；异丙醇（分析纯）、甲醇（色谱
级）（山东禹王化学试剂有限公司）。
1.2　仪器
　　ZRS-7G 型药物溶出度仪（天津天大天发科技
有限公司）；XW-80A 旋涡混合器（上海青浦泸西
仪器厂）；XS105 型电子分析天平（梅特勒 - 托利
多仪器有限公司）；UV-8000 紫外可见分光光度计
（上海元析仪器有限公司）；TS-100 恒温摇床（捷
呈实验仪器）；TG16MW 台式高速离心机（湖南赫
西仪器装备有限公司）；SMD200-2 电子分析天平
（奥豪斯国际贸易有限公司）；PB-10 pH 计（美国
Sartorius 公司）；Nano ZS90 粒度测定仪（英国马
尔文公司）；KQ-250DE 型数控超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）；JEM-2100 透射电子显
微镜（日本电子株式会社）；DF-101S 集热式恒温
磁力搅拌器（巩义市予华仪器有限责任公司）。
2　方法
2.1　MLX 在不同辅料中的饱和溶解度测定
　　称取过量的 MLX 置于 EP 管中，分别加
入 2 mL 各辅料，涡旋混匀，（37±0.5）℃、100 
r·min－ 1 恒温振荡 72 h。达到平衡后，12 000 
r·min－ 1 离心 10 min 取上清液，用甲醇稀释到合
适倍数，过滤，用 UV 法在 361 nm 处测定 MLX
在不同辅料中的吸光度，计算其溶解度，平行操
作 3 次。其中，由于 Cremophor RH40 在室温下
为固体，需要先将其在 40℃下水浴加热熔化后再
进行试验。
2.2　三元相图绘制
　　将表面活性剂和助表面活性剂按照一定的质
量比（Km）分别为 4∶1、3∶1、2∶1、1∶1、1∶2、
1∶3 进行混合，再与油相按照比例分别为 1∶9、
2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1
进行混匀，固定体系质量为 1 g，缓慢滴入 37℃

水浴磁力搅拌下 100 mL 蒸馏水中，观察其乳化
状态。以油相、表面活性剂、助表面活性剂分别
为三元相图的三个顶点，用 Origin 8.0 软件绘制
三元相图 [8-10]。以能够形成的微乳区域面积大小
为指标，利用 Image J 软件对三元相图内乳化面
积大小进行相对计算，进而确定适合的三相以及
各组分比例。
2.3　星点设计联合归一化法综合评定进行多指标
处方优化
　　以 Labrafil M 1944 CS 用量百分比（X1）与表
面活性剂与助表面活性剂的比例 Km（X2）作为考
察因素。效应指标分别为粒径（Y1）、粒径分散系
数（PDI，Y2）与载药量（Y3）。采用 Design Expert 
10.0.7 软件进行二因素、五水平星点设计。用归一
化法对数据进行标准化处理，利用熵值法方法计算
得到标准化数据和权重系数，并以综合评分 Y 表
达最终效应，并建立数学模型进行优化与预测分
析 [11-13]，对 MLX-SNEDDS 处方进行优化。
2.4　沉淀抑制剂筛选
2.4.1　沉淀抑制剂种类的筛选精密称 MLX-
SNEDDS 处方中各组分，分别加入 2% 的各类沉
淀抑制剂，超声搅拌使其混合均匀，形成 MLX-
S-SNEDDS。将油状浓缩物分别加入装有 100 mL 
0.1 mol·L － 1 HCl 溶液的锥形瓶中，（37±0.5）℃、
100 r·min － 1 恒温振荡，并于 5、15、30、45、
60、90、120、180、240 min 分别取样 1 mL，不
补液，用甲醇稀释并过滤，在 361 nm 处测定吸
光度，计算其药物浓度，比较加入不同的沉淀抑
制剂后提高和维持药物浓度的能力，筛选出合适
的沉淀抑制剂。
2.4.2　沉淀抑制剂用量的确定　基于“2.4.1”项下
试验结果，固定其他条件不变，分别加入 0.5%、
1%、2%、3% 的 Soluplus，筛选出 Soluplus 的用量。
2.5　MLX-S-SNEDDS 的制备及载药量的测定
　　按优化后的处方比例称取油相、表面活性剂
和助表面活性剂，磁力搅拌使其混匀置于西林瓶
中，得到澄明均一的空白 SNEDDS。按比例精
密称取 Soluplus 加入到空白 SNEDDS 中，超声
搅拌至均匀分散，使其溶解，得到澄清透明的
S-SNEDDS。将过量 MLX 加入 S-SNEDDS，涡旋
充分混匀，得 MLX-S-SNEDDS。于（37±0.5）℃、
100 r·min－ 1 恒温振荡 72 h 后，12 000 r·min－ 1 
离心 10 min，取上清液，用甲醇稀释至合适倍
数，过滤，361 nm 处测定吸光度，计算 MLX-S-
SNEDDS 的载药量。
2.6　MLX-PC 和 MLX-PC-S-SNEDDS 的 制 备 工
艺研究
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　　 经 测 定，“2.5”项 下 MLX-S-SNEDDS 的 载
药量较低，因此考虑将其制成 MLX-PC，以期
提高载药量。磷脂是体内生物膜的主要成分，将
其与药物复合形成药物 -PC，可改善药物的溶解
性和稳定性，提高生物利用度 [14-15]。采用溶剂蒸
发法制备 MLX-PC[16]，精密称取 MLX 与适量的
大豆卵磷脂于四氢呋喃中，水浴磁力搅拌一定时
间，采用旋转蒸发法仪回收溶剂，真空干燥即得
MLX-PC。以载药量为评价指标，对可能影响结
果的药脂比、反应时间、反应温度、药物质量浓
度等反应条件进行单因素考察，确定 MLX-PC 制
备工艺。
　　MLX-PC-S-SNEDDS 的制备及载药量的测定
同“2.6”项下方法，将制得的过量 MLX-PC 加入
至空白 S-SNEDDS 中，计算 MLX-PC-S-SNEDDS
的载药量。
　　MLX-PC 油 / 水分配系数的测定采用经典摇
瓶法，取适量 MLX-PC，加入 2 mL 水相饱和的
正辛醇，再分别加入 18 mL 正辛醇饱和的 pH 7.4 
PBS、pH 6.8 PBS、蒸馏水、pH 4.5 醋酸盐缓冲液、
pH 1.2 HCl，（37±0.5）℃、100 r·min－ 1 恒温振
荡 72 h，平衡后将水层和正辛醇层分离开，测定
正辛醇层和水层中的 MLX 吸光度，计算其浓度，
并与 MLX 的 logP 进行比较。
2.7　三种美洛昔康自纳米乳递药系统的质量评价
2.7.1　 形 态 与 分 布　 分 别 取 MLX-SNEDDS、
MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS 各 1 g，将
其缓慢滴入（37±0.5）℃水浴的 100 mL 蒸馏水中，
缓慢搅拌使其完全乳化。分别取少量乳液喷洒到
铜网上，自然晾干，再滴加 2% 浓度的磷钨酸负染
载药铜网，用滤纸吸去多余负染色液，风干后使
用 JEM-2100 透射电镜观察三种制剂的形态。
2.7.2　粒径与 Zeta 电位的测定　同“2.8.1”项下
方法操作，缓慢搅拌使其完全乳化。经微孔滤膜
过滤（0.45 μm），马尔文粒度分析仪测定其粒径
及 Zeta 电位。
2.7.3　自乳化效率　通过目测法观察自乳化体
系在不同稀释倍数（50、100、200 mL 蒸馏水）
和不同种类分散介质（100 mL 蒸馏水、pH 1.2 
HCl、pH 7.4 PBS）中完全乳化所需的时间，测
定乳化后乳液的粒径及 PDI，以作为评价制剂
自乳化效率的指标。具体操作方法如下：取
MLX-SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-
SNEDDS 各 1 g，分别将其缓慢滴入（37±0.5）℃

水浴的分散介质中，观察成乳时间，测定并记录
其粒径及 PDI。
2.7.4　稳定性考察

　　① 物理稳定性试验：分别取适量 MLX-
SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-
SNEDDS 于 5 mL 离心管中，12 000 r·min－ 1 离
心 15 min，观察制剂外观是否变化，是否出现分
层现象。
　　 ② 冷 热 循 环 试 验： 分 别 取 适 量 MLX-
SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-
SNEDDS 于西林瓶中，密封避光贮存，每 12 h 将
西林瓶交替放置于 37℃和 4℃的条件下，分别在
0、1、5、10 d 时取适量制剂，观察制剂外观是
否变化，并测量其粒径和药物含量的变化情况。
　　 ③ 留 样 观 察 试 验： 分 别 取 适 量 MLX-
SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-
SNEDDS 于西林瓶中，常温避光储存，分别于 0、
1、3、5 个月取样观察外观是否变化，测量其粒
径和药物含量的变化情况。
　　④ 形成自纳米乳后的稳定性：同“2.7.2”项
下方法操作，缓慢搅拌使其完全乳化。室温下放
置 48 h，观察 24 h 及 48 h 时自纳米乳的状态，
是否出现油水分离，是否出现药物析出等现象。
2.7.5　体外溶出度的考察　取一定量的 MLX-
SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS
灌入胶囊中（相当于 MLX 7.5 mg），同时取等剂
量的原料药于胶囊中用作对照，按照 2020 年版
《中国药典》桨法规定测定溶出度，以 900 mL 的
pH 1.2 HCl、pH 7.4 PBS 作为溶出介质，设定温度
为（37±0.5）℃，转速为 100 r·min－ 1，分别于 5、
15、30、45、60、90、120、180、240 min 取 样 5 
mL，同时用等温同体积的相应介质进行补液，过
滤（0.45 μm），取续滤液稀释至合适浓度测定吸光
度值，并计算其累积溶出百分率。
3　结果
3.1　美洛昔康在不同辅料中的溶解度
　　测定 MLX 在不同辅料中的溶解度，结果见
表 1。MLX 在油相油酸和 Labrafil M 1944 CS 中的
溶解度较其他油相中高，在表面活性剂中溶解度
均较好，特别是在 Tween 80、Cremophor RH40、
AEO-9 中，助表面活性剂中，MLX 在 Transcutol 
HP、PEG400 中溶解度较大。选择对药物溶解度
较好的辅料进一步利用三元相图来进行油相、表
面活性剂、助表面活性剂的筛选。
3.2　三元相图绘制
3.2.1　油相的筛选　选择对药物溶解度比较好的
油酸、Labrafil M 1944 CS 作为油相，固定 Tween 
80 为表面活性剂，Transcutol HP 为助表面活性剂，
绘制三元相图。由图 1 可知，当油相为 Labrafil M 
1944 CS 时，三元相图的自乳化面积最大。
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3.2.2　表面活性剂的筛选　选择对药物溶解度前
3 位 的 Tween 80、AEO-9、Cremophor RH40 作 为
表面活性剂，油酸和 Labrafil M 1944 CS 为油相、
Transcutol HP 为助表面活性剂，绘制三元相图。
由图2可知，当表面活性剂为 Cremophor RH40时，
不论油相为油酸或 Labrafil M 1944 CS，相较于其
他表面活性剂，三元相图的自乳化面积最大。
3.2.3　助表面活性剂的筛选　固定 Cremophor 
RH40 为表面活性剂，油酸和 Labrafil M 1944 CS
为油相，以 Transcutol HP、PEG400 为助表面活
性剂，绘制三元相图并观察乳化情况。由图 3 可
知，当油相为 Labrafil M 1944 CS，表面活性剂
为 Cremophor RH40，助表面活性剂为 Transcutol 
HP 时，三元相图的自乳化面积最大。因此确
定最终处方为 Labrafil M 1944 CS、Cremophor 
RH40、Transcutol HP。
3.3　星点设计联合总评“归一值”进行多指标处
方优化
3.3.1　星点设计及结果　运用星点设计进行处方
优化，考察指标的水平见表 2，根据星点设计得
到的处方进行试验，结果见表 3。

表 2　星点设计的自变量水平 
Tab 2　Level of independent variable in the central composite design

因素
水平

－ 1.414 － 1 0 ＋ 1 ＋ 1.414

X1 9.64 20 45 70 80.36

X2 0.38   1      2.5   4   4.62

3.3.2　归一化法综合评定　利用归一化法对数
据进行标准化处理，使得每个指标均标准化为
0 ～ 1 之间的“归一值”，对取值越小越好的因
素（粒径）和取值越大越好的因素（载药量）采用

图 2　不同表面活性剂的三元相图

Fig 2　Ternary phase diagrams of different surfactants

图 3　不同助表面活性剂的三元相图

Fig 3　Ternary phase diagrams of different co-surfactants

  

A                                                        B
图 1　油相为油酸（A）和 Labrafil M 1944CS（B）的三元相图

Fig 1　Tertiary phase diagrams of oleic acid（A）and Labrafil M 
1944CS（B）

表 1　MLX在不同辅料中的溶解度 
Tab 1　Solubility of MLX in different excipients

类别 辅料 溶解度 /（mg·mL － 1）

油相 油酸 2.435±0.03
IPM 0.151±0.09
IPP 0.172±0.10
GTCC 0.244±0.12
Labrafil M 1944 CS 1.072±0.05

表面活性剂 Tween 80 11.902±0.06
Cremophor EL35 4.423±0.15
Kolliphor ELP 1.274±0.06
AEO-9 7.194±0.12
Cremophor RH40 7.188±0.20

助表面活性剂 PEG400 1.765±0.18
Transcutol HP 3.351±0.04
Ethanol 0.278±0.15
Isopropanol 0.215±0.12
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Hassan 方法分别进行数学转换求“归一值”dmin 和
dmax，公式如下：
　　dmin ＝（Ymax － Yi）/（Ymax － Ymin）
　　dmax ＝（Yi － Ymin）/（Ymax － Ymin）
　　选用熵值法对标准化后的效应指标进行权重
计算。熵值是不确定性的一种度量，信息量越大，
不确定性就越小，熵也就越小；信息量越小，不
确定性越大，熵也越大。因而利用熵值携带的信
息进行权重计算，结合各项指标的变异程度 [17]，
利用信息熵这个工具，计算出各项指标的权重，
为多指标综合评价提供依据。
　　使用 SPSS AU 进行计算。使用熵值法对 Y1、
Y2、Y3 等 3 项进行权重计算，权重值分别是 0.251、
0.238、0.511。并且各项间的权重相对较为均匀，
均在 0.333 附近，其中 Y3 权重最大。根据上述方
法计算得到的标准化数据和权重系数，星点设计
各响应值最后得到综合评分，综合评分（Y）＝

Y1×权重系数（Y1）＋ Y2×权重系数（Y2）＋

Y3×权重系数（Y3）。结果如表 4 所示。

表 4　处方的综合评分 
Tab 4　Comprehensive scores of formulations

No. X1 X2 Y1/nm Y2 Y3/（mg·mL － 1） Y
1 80.36 2.50 74.64 0.51 0.77 0.17
2   9.64 2.50 17.83 0.11 4.58 0.94
3 70.00 4.00 95.28 0.23 1.41 0.37
4 45.00 0.38 196.17 0.18 2.77 0.17
5 45.00 4.62 35.03 0.06 2.98 0.74
6 45.00 2.50 35.80 0.10 2.99 0.72
7 20.00 4.00 21.31 0.05 4.83 1.00
8 45.00 2.50 35.36 0.10 2.90 0.71
9 20.00 1.00 22.02 0.06 4.09 0.90
10 70.00 1.00 99.51 0.23 1.20 0.33
11 45.00 2.50 35.53 0.08 3.97 0.85
12 45.00 2.50 35.75 0.09 4.06 0.87
13 45.00 2.50 36.85 0.10 3.31 0.75

3.3.3　数据模型拟合分析及处方优化　使用

Design Expert 10.0.7 软件对试验结果与考察因素
进行分析，对综合评分（Y）进行二项式拟合。经
拟合回归，得到模型方程：Y ＝ 0.78 － 0.29X1 ＋

0.12X2 － 0.015X1X2 － 0.076X1
2 － 0.13X2

2。
　　对模型进行 ANOVA 分析，模型的 P 值小于
0.05，这说明模型参数的显著性检验通过，失拟
值大于 0.05，说明该方程拟合度良好。因此可表
明该模型能够准确预测自纳米乳的处方最佳组成。
3.3.4　处方验证　以载药量最大、粒径和 PDI 最
小为优化目标，预测的最佳处方为：Labrafil M 
1944 CS 20%，Cremophor RH40 40%，Transcutol 
HP 40%。预测综合评分 Y ＝ 0.997。按照优化后
的处方制备 MLX-SNEDDS，对预测处方进行验
证，综合评分 Y ＝ 0.952，偏差值为－ 4.73%，表
明所建拟合的模型具有较好的预测结果。
3.4　沉淀抑制剂筛选
3.4.1　沉淀抑制剂种类　在 MLX-SNEDDS 中分
别加入 2% 不同的沉淀抑制剂，将所制得的不同
MLX-S-SNEDDS 加入介质中，经稀释后形成了澄
清透明，略带微蓝乳光的纳米乳液体。由图 5可知，
MLX-SNEDDS 中药物的质量浓度在 15 min 时就迅
速降到了 23.41 μg·mL－ 1，加入 PVP K30、β-CD、
Eudragit L100、HPMC E15LV 的制剂中 MLX 的浓
度在 15 min 时都迅速沉降到 20.00 μg·mL－ 1 左右，
因此可看出这些沉淀抑制剂对药物没有抑制沉淀的
作用。而加入 HPMC K4M、PS-630 以及 Soluplus
的 SNEDDS 中 MLX 在 60 min 时的质量浓度分别为
36.07、33.72、43.48 μg·mL－ 1，说明 HPMC K4M、
PS-630、Soluplus 对 MLX 有不同程度的抑制沉淀作
用，其中以 Soluplus 的效果最好。

图 5　不同沉淀抑制剂沉淀的效果

Fig 5　Effect of different precipitation inhibitors on inhibition of 
preparation

3.4.2　沉淀抑制剂用量的确定　为了考察沉淀抑
制剂的用量对抑制沉淀的作用的影响，对处方中
的 Soluplus 用量进行进一步试验，结果如图 6 所
示，Soluplus 用量的变化对促过饱和作用没有明
显差异，由于 Soluplus 在制剂中完全溶解所需时
间较长，因此选择 0.5% 的用量。

表 3　星点设计的试验结果 
Tab 3　Central composition design

No. X1 X2 Y1/nm Y2 Y3/（mg·mL－ 1）

1 80.36 2.50   74.64 0.51 0.77 
2 9.64 2.50   17.83 0.11 4.58 
3 70.00 4.00   95.28 0.23 1.41 
4 45.00 0.38 196.17 0.18 2.77 
5 45.00 4.62   35.03 0.06 2.98 
6 45.00 2.50   35.80 0.10 2.99 
7 20.00 4.00   21.31 0.05 4.83 
8 45.00 2.50   35.36 0.10 2.90 
9 20.00 1.00   22.02 0.06 4.09 

10 70.00 1.00   99.51 0.23 1.20 
11 45.00 2.50   35.53 0.08 3.97 
12 45.00 2.50   35.75 0.09 4.06 
13 45.00 2.50   36.85 0.10 3.31 



1493

中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期　Central South Pharmacy.  July 2022, Vol. 20 No.7 

3.5　MLX-S-SNEDDS 载药量的测定
　　 平 均 载 药 量 为 4.82 mg·mL－ 1， 与 MLX-
SNEDDS 一致，沉淀抑制剂能对纳米乳中的 MLX
有沉淀抑制作用，但并不能增加药物载药量。
　　由于 MLX 每日服用量为 7.5 mg，若制成胶
囊，以现在的载药量计算，则需服用约 3 粒 500 
μL 的胶囊，因此应考虑提高载药量以减少服用体
积，增加顺应性。考虑将 MLX 先制成 MLX-PC，
提高其脂溶性，从而提高 MLX 在 S-SNEDDS 给
药系统中的载药量。
3.6　MLX-PC 的制备工艺研究
3.6.1　单因素考察
　　① 药脂比的选择：设定药脂比（MLX 和 PC
的质量比）为 1∶3、1∶2、1∶1、2∶1，药物的
质量浓度为 4 mg·mL－ 1，在 40℃条件下反应 1 h，
载药量分别为 7.80、7.40、6.06、5.46 mg·mL－ 1，
以载药量为评价指标，其他条件不变，药脂比为
1∶3 时，载药量最大。
　　② 反应时间的选择：设定反应时间为 0.5、
1、1.5、2 h，药物的质量浓度为 4 mg·mL－ 1，
药脂比为 1∶3，在 40℃条件下反应至试验设计
的时间，载药量分别为 6.84、6.97、7.43、5.06 
mg·mL－ 1，以载药量为评价指标，其他条件不
变，反应时间为 1.5 h 时，载药量最大。
　　③ 反应温度的选择：设定反应温度为 25、
40、50、60℃，药物的质量浓度为 4 mg·mL－ 1，
药脂比为 1∶3，在各温度条件条件下反应 1.5 h，
载药量分别为 7.93、8.00、8.18、7.61 mg·mL－ 1，
以载药量为评价指标，其他条件不变，反应温度
为 50℃时，载药量最大。
　　④ 药物质量浓度的选择：设定药物质量浓度
分别为 4、6、8、10 mg·mL－ 1，药脂比为 1∶3，
在 50℃下反应 1.5 h，载药量分别为 8.20、8.71、
8.42、7.72 mg·mL－ 1，以载药量为评价指标，其
他条件不变，当药物质量浓度为 6 mg·mL－ 1 时，
载药量最大。

3.6.2　MLX-PC-S-SNEDDS 载药量的测定　
MLX-PC 按自纳米乳的制备方法制成 MLX-PC-S-
SNEDDS，和 MLX-S-SNEDDS 相比，平均载药量
从 4.82 mg·mL－ 1 变成了 8.73 mg·mL－ 1，约提
高了一倍，可以减少服用体积。
3.6.3　油 / 水分配系数的测定　与 MLX 进行对
比，MLX-PC 在正辛醇饱和的 pH 7.4 PBS、pH 
6.8 PBS、蒸馏水、pH 4.5 醋酸盐缓冲液、pH 1.2 
HCl 中 logP 分别由 0.67、0.84、1.26、2.22、2.31
增 大 到 1.62、2.20、2.56、2.73、2.81， 说 明 将
MLX 制备成 MLX-PC 后药物在油相中的溶解度
变大，脂溶性增加，可预期药物在体内的吸收增
加，从而提高生物利用度。
3.7　制剂质量评价
3.7.1　 外 观 与 形 态　MLX-SNEDDS、MLX-S-
SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS 三 种 制 剂 均 为
黄色透明且均一的油状液体，其中 MLX-PC-S-
SNEDDS 颜色会更深，可能是加入了磷脂的缘故。
乳化后的纳米乳，乳液微粒呈类球形。
3.7.2　粒径与 Zeta 电位的测定　MLX-SNEDDS、
MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS 的粒径
分别为（18.71±1.04）、（18.30±0.48）、（23.07± 

0.28）nm，Zeta 电 位 分 别 为（－ 1.44±0.11）、
（－ 5.56±0.61）、（－ 7.07±0.88）mV，PDI 分 别
为（0.086±0.03）、（0.11±0.03）、（0.132±0.03）。
MLX-SNEDDS 和 MLX-S-SNEDDS 乳化后的微粒
粒径相似，MLX-PC-S-SNEDDS 粒径则有所增大。
三种制剂的 Zeta 电位皆为负值，绝对值依次增大。
3.7.3　稳定性考察　观察 MLX-SNEDDS、MLX-S-
SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS乳化后形成的纳米乳
在 24 h 及 48 h 的状态，可看出 MLX-S-SNEDDS、
MLX-PC-S-SNEDDS 到 48 h 时仍然是均一、澄清
透明的状态，无沉淀析出。而 MLX-SNEDDS 在 24 
h 时虽然未出现油水分离现象，但已经出现略微浑
浊，48 h 时在烧杯底部能发现明显沉淀物。

表 5　不同稀释倍数对自乳化效率的影响 (n ＝ 3) 
Tab 5　Effect of dilution multiple on self-emulsification efficiency 

(n ＝ 3)

稀释倍数 制剂 自乳化时间 /s 粒径 /nm PDI
  50 MLX-SNEDDS 25.99±2.81 17.44±0.36 0.177±0.11

MLX-S-SNEDDS 26.28±3.23 17.93±0.23 0.086±0.01
MLX-PC-S-SNEDDS 26.63±0.74 27.36±0.60 0.151±0.02

100 MLX-SNEDDS 25.54±3.12 20.33±0.45 0.062±0.05
MLX-S-SNEDDS 26.80±2.81 17.19±0.48 0.112±0.03
MLX-PC-S-SNEDDS 27.39±1.46 29.23±0.62 0.159±0.03

200 MLX-SNEDDS 25.29±2.48 19.93±0.09 0.081±0.06
MLX-S-SNEDDS 24.21±3.93 19.91±0.61 0.108±0.07
MLX-PC-S-SNEDDS 26.88±2.44 27.90±0.48 0.132±0.07

图 6　沉淀抑制剂的用量对于抑制沉淀的作用的影响

Fig 6　Effect of different amounts of Soluplus on the inhibition of 
preparation
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3.7.4　自乳化效率　稀释倍数的影响：结果如表 5
所示，不同稀释倍数对制剂的自乳化时间以及 PDI
没有显著影响，自乳化时间均小于 30 s，MLX-
SNEDDS 与 MLX-S-SNEDDS 自乳化后的粒径相差
不大，而 MLX-PC-S-SNEDDS 的粒径则明显增大。
　　稀释介质的影响：不同稀释介质下，三种制
剂的自乳化时间以及粒径分布相差不大，且自乳
化时间均小于 30 s，MLX-PC-S-SNEDDS 乳化后
的粒径大于 MLX-SNEDDS 与 MLX-S-SNEDDS，
可能是由于药物与磷脂形成了复合物的缘故。
3.7.5　物理稳定性试验　MLX-SNEDDS、MLX-
S-SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS 经过高速离心
后，未观察到制剂有分层或者析出的现象，外观
依然是黄色透明且均一的油状液体。
3.7.6　冷热循环试验　MLX-SNEDDS、MLX-S-
SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS 经过冷热循环后
仍然为黄色透明的均一油状液。乳化后进行粒径
以及药物含量的测定，结果显示，经过冷热循环
后制剂的粒径、PDI 以及药物含量没有明显变化，
说明所制备的制剂有较好的稳定性，温度变化对
制剂的影响较小。
3.7.7　留样观察试验　经过长期放置以后，制剂的
外观、粒径以及 PDI 均无明显变化，说明制剂经过
长期放置以后，稳定性良好。
3.7.8　体外溶出度的考察　结果如图 7 所示，在
pH 1.2 HCl、pH 7.4 PBS 介质中，三种制剂相比
于 MLX 原药，均明显提高了药物的溶出速率和
溶出程度。在体外溶出结果中，三种制剂的溶出
行为并没有显著区别，但在 pH 7.4 PBS 中三种制
剂的累积溶出百分率大于在 pH 1.2 HCl 中的。这
是由于 MLX 本身的理化性质决定的，在 pH 7.4 
PBS 中溶解度大于 pH 1.2 HCl。
4　讨论
　　促过饱和物质的筛选试验证明，对 MLX 起
抑制沉淀作用的沉淀抑制剂有 HPMC K4M、PS-
630、Soluplus，HPMC 可以与 MLX 上的羟基形成
氢键作用 [18]，但由试验结果可知 HPMC E15LV 对
MLX 没有明显的沉淀抑制作用，说明氢键并不是
HPMC K4M 抑制药物的晶核长大的主要原因。据
有关文献报道 [19]，分子量及黏度大小对沉淀抑制
剂抑制药物沉淀的作用有关，对 HPMC 来说，分
子量越高，黏度越大，这可能对药物晶体的成核
以及长大形成了更多的空间位阻，从而起到抑制
药物沉淀的作用，而 HPMC K4M 的分子量及黏
度均远大于 HPMC E15LV，这可能是 HPMC K4M
能对 MLX 起到沉淀抑制作用的主要原因。
　　PS-630 是乙烯吡咯烷酮和乙烯醋酸酯的共聚

物，相比于 PVP，由于加入了醋酸乙烯酯基团，
PS-630 增加了疏水性，而疏水性可以使 PS-630 能
够对药物的晶体表面的吸附作用更强，从而达到
抑制药物沉淀的作用。这可能是 PS-630 相比于
PVP K30 具有更好的抑制沉淀作用的原因 [20]。
　　Soluplus 是聚乙烯醇己内酰胺 - 聚乙烯醇 - 聚
乙二醇接枝共聚物，其结构中既具有作为其主链的
亲水性的 PEG 6000，又具有侧链中疏水的乙酸乙
烯醋与乙烯基己内酞，因此 Soluplus 具有两亲性，
属于一种非离子表面活性剂 [21]，可能与 MLX-S-
SNEDDS 中的起乳化作用的表面活性剂 Cremophor 
RH40 形成了混合胶束，从而抑制药物晶体的聚集
及晶核的长大 [22]，达到抑制药物沉淀的效果。
　　自乳化后所形成的纳米乳粒径以及 Zeta 电位
是影响自纳米乳化体系稳定性的重要因素，且粒
径大小同时也对溶出速率有影响。可以看出三种
制剂的粒径较小，均小于 30 nm，纳米乳微粒分
散均匀，PDI 均小于 0.200。粒径越小，所形成的
纳米乳油水界面面积越大，乳滴粒子的表面自由
能越大，这时就有降低界面自由能的趋势，驱使
小乳滴聚集形成大乳滴，通过降低比表面积来减
少总油水界面面积。纳米乳微粒带电荷后，由于
带有同种电荷，乳滴间会产生静电斥力，Zeta 电
位绝对值越大，则静电斥力越强，可以阻止乳滴
间的聚集引起沉降，对增强体系稳定性有很大意
义。同时，根据 Stokes 方程，粒径越小，沉降速
度越小，越有利于自纳米乳乳化后体系的稳定。
此三种因素使纳米乳成为动力学稳定系统。MLX-
SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-SNEDDS

图 7　三种制剂在 pH 1.2 HCl（A）和 pH 7.4 PBS（B）中的体外溶出曲线

Fig 7　In vitro dissolution curve of the three preparations in pH 1.2 HCl
（A）and pH 7.4 PBS（B）
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乳化后的 Zeta 电位均为负值，绝对值依次增大。
虽数值均较小，但对制剂形成自纳米乳后的稳定
性进行考察，发现只有 MLX-SNEDDS 在乳化后
24 h 时出现略微浑浊，48 h 时在烧杯底部能发现
明显沉淀物。可能是由于其 Zeta 电位绝对值较低，
乳滴间斥力不足以与降低表面自由能的趋势相平
衡，因此 MLX-SNEDDS 制剂稳定性不够好。
　　体外溶出试验证明在不同 pH 值的介质中，
MLX-SNEDDS、MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-
SNEDDS 均能显著提高 MLX 的溶出度。在 pH 
7.4 PBS 溶 出 曲 线 中，MLX-SNEDDS 在 40 min
时累积溶出百分率开始下降，这可能是由于制剂
在 pH 7.4 PBS 迅速乳化几乎完全溶出后，乳滴粒
子附近药物浓度迅速升高，导致部分药物结晶析
出，表现为溶出度降低。MLX-SNEDDS 乳化后
Zeta 电位绝对值仅为 1.44，体系稳定性不够，微
粒容易聚集沉降，且 MLX 在水中几乎不溶，可
以预见在胃肠道内被大量稀释后，表面活性剂与
助表面活性剂对药物的增溶能力大大下降，容
易形成沉淀。而 MLX-S-SNEDDS、MLX-PC-S-
SNEDDS 中加入了沉淀抑制剂，同时 Soluplus 的
两亲性质可能对 MLX 有一定增溶作用，能在一
定程度下维持过饱和状态，提高了稳定性。
　　此外，载药量方面相较 MLX-S-SNEDDS 的
4.82 mg·mL－ 1，MLX-PC-S-SNEDDS 载 药 量 为
8.73 mg·mL－ 1，结合磷脂本身的性质使得药物
制成 PC 后容易穿过细胞膜，MLX-PC-S-SNEDDS
在提高生物利用度上更有潜力。
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含游离蛋黄卵磷脂的姜黄素自纳米乳的制备及体外质量评价

王艳艳1，赵文轩2，孟丽园2，宁婧岐2，杨星钢2*（1. 江苏联合职业技术学院连云港中医药分院，江苏　连云港
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摘要：目的　制备含游离蛋黄卵磷脂的姜黄素自纳米乳（EP-CUR-SNEDDS），并对其进行体

外质量评价。方法　先将姜黄素（CUR）制备成姜黄素自纳米乳（CUR-SNEDDS），采用星

点设计 - 响应曲面法确定最佳处方。再加入蛋黄卵磷脂（EP）使体系稳定，制备成 EP-CUR-
SNEDDS，以粒径与 Zeta 电位为评价指标确定最优处方，并以溶出度和稳定性为指标进行体外评

价。结果　制备的 CUR-SNEDDS、EP-CUR-SNEDDS 均为澄清透明均一的油状液，乳滴呈类球

形且分布均匀，粒径均小于 30 nm，Zeta 电位分别为（－ 0.97±1.43）mV、（－ 35.63±0.81）mV。

室温长期放置下，CUR-SNEDDS 颜色略有加深、药物少量析出，处于不稳定状态；而 EP-CUR-
SNEDDS 稳定性良好，乳化后粒径无明显变化。EP-CUR-SNEDDS 相较于 CUR-SNEDDS，在显

著提高姜黄素的体外溶出速率及程度的同时制剂更加稳定。结论　成功制备了粒径均一、载药

量较高和稳定性好的 EP-CUR-SNEDDS，在提高药物的生物利用度方面更具潜力。

关键词：姜黄素；自乳化；纳米乳；游离磷脂；体外质量评价
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Preparation of curcumin self-nanoemulsifying drug delivery system 
containing free egg phospholipid and in vitro quality evaluation

WANG Yan-yan1, ZHAO Wen-xuan2, Meng Li-yuan2, NING Jing-qi2, YANG Xing-gang2* (1. 
Lianyungang TCM Branch of Jiangsu Union Technical Institute, Lianyungang  Jiangsu  222006; 2. 
School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang  110016)

Abstract: Objective  To prepare the curcumin self-nanoemulsifying drug delivery system containing 
free egg phospholipid (EP-CUR-SNEDDS) and evaluate its in vitro quality. Methods  First, curcumin 
was prepared into curcumin self-nanoemulsifying drug delivery system (CUR-SNEDDS). The optimal 
formulation was evaluated by central composite design-response surface methodology. EP was added to 
stabilize the system. The particle size and Zeta potential were used as evaluation indexes to determine 
the optimal prescription. The dissolution rate and stability in vitro were used as the indexes for the in 
vitro evaluation. Results  The prepared CUR-SNEDDS, and EP-CUR-SNEDDS were all transparent 
with uniform oily liquids, with emulsion droplets being spherical and uniformly distributed. The 
particle diameters were all less than 30 nm, and the Zeta potentials were ( － 0.97±1.43) mV, and 
( － 35.63±0.81) mV respectively. After long-term storage at room temperature, the color of CUR-
SNEDDS was slightly deepened and a small amount was precipitated, indicating an unstable state. The 
EP-CUR-SNEDDS was stable, and the particle size had no obvious change after the emulsification. 
Compared with CUR-SNEDDS, EP-CUR-SNEDDS had higher dissolution rate and degree of curcumin 
in vitro, and were more stable preparation. Conclusion  EP-CUR-SNEDDS with uniform particle size, 
high drug loading and good stability has been prepared, with better potential in  bioavailability. 
Key words: curcumin; self-emulsification; nanoemulsion; free phospholipid; in vitro quality 
evaluation
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　　姜黄素（curcumin，CUR）是多酚类化合物，
大多存在于姜科植物中，具有抗炎 [1]、抗肿瘤 [2]、
抗氧化 [3] 等多种生物活性 [4]，具有良好的临床应
用前景。目前，对 CUR 的研究主要集中在增加
其溶解度，提高溶出度及渗透能力，以达到提高
其生物利用度的目的，如脂质体、纳米粒 [5]、固
体分散体 [6]。脂质体的缺点是包封率低、存储稳
定性差，纳米粒易出现颗粒 - 颗粒聚集现象，固
体分散体的稳定性不高，在长期贮存过程中经常
出现老化现象。
　　自纳米乳给药系统（SNEDDS）是一种由油
相、表面活性剂和助表面活性剂组成的各向同性
混合物，在胃肠道的蠕动下自发形成粒径小于
100 nm 的 O/W 型纳米乳。SNEDDS 可以有效改
善低溶性药物生物利用度差的问题 [7]，但是口服
SNEDDS 存在药物沉淀和吸收减少的风险。传统
方法通过添加沉淀抑制剂解决药物沉淀的问题，
这些方法能够抑制纳米乳剂的沉淀，但无法改善
药物本身跨膜扩散的问题。本文通过添加游离磷
脂作为联合乳化剂 [8]，既能够增加制剂稳定性，
也能提高生物利用度。
1　材料
1.1　试药
　　姜黄素（CUR，麦克林科技有限公司）；中
链甘油三酯（KLK，吉隆坡甲洞集团公司）；肉
豆蔻酸异丙酯、棕榈酸异丙酯（临沂绿森化工有
限公司）；蓖麻油（印度阿达尼集团）；油酸聚
乙二醇甘油酯、辛酸葵酸聚乙二醇甘油酯、二
乙二醇单乙醚（纯化级）（法国 GATTEFOSSE 公
司）；聚氧乙烯蓖麻油、聚氧乙烯 40 氢化蓖麻
油、聚氧乙烯 35 蓖麻油、脂肪醇聚氧乙烯醚（德
国 BASF 公司）；吐温 80（天津市恒兴化学试剂
有限公司）；聚乙二醇 200（天津市博迪化工有限
公司）；大豆磷脂（大豆磷脂 -A，山东优索化工
科技有限公司；大豆磷脂 -B，德国利宝益公司）；
蛋黄卵磷脂（EP，艾伟拓医药科技有限公司）。
1.2　仪器
　　XPE 分析天平（瑞士梅特勒 - 托利多仪器有
限公司）；DF-101S 型集热式磁力搅拌器（郑州生
化有限公司）；KQ-250DE 型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）；TS-100B 恒温振荡
箱（捷呈试验仪器）；UV-8000 紫外可见分光光度
计（上海元析仪器有限公司）；SMD200-2 电子分
析天平（奥豪斯国际贸易有限公司）；TG16MW
台式高速离心机（湖南赫西仪器装备有限公司）；
Nano ZS90 粒度测定仪（英国马尔文公司）；XW-

80A 旋涡混合器（上海青浦泸西仪器厂）；ZRS-
6G 型药物溶出度仪（天津天大天发科技有限公
司）；KQ-250DE 型数控超声波清器（昆山市超声
仪器有限公司）；透射电子显微镜（日本 Hitachi
公司）。
2　方法与结果
2.1　CUR 在不同辅料中的溶解度
　　分别称取适量的油相、表面活性剂和助表
面活性剂置于离心管中，依次加入过量的 CUR，
涡旋超声直至药物不再溶解，于 37℃、100 
r·min － 1 恒温振荡 72 h 后，12 000 r·min － 1 离
心 10 min，上清液用无水乙醇稀释至适当浓度，
过 0.45 μm 微孔滤膜后在 427 nm 处测定 CUR 在
各辅料中的吸光度，计算其溶解度，平行操作 3
次，结果见表 1。选择对药物溶解能力较好的油
相油酸聚乙二醇甘油酯、蓖麻油，表面活性剂聚
氧乙烯蓖麻油、聚氧乙烯 40 氢化蓖麻油、辛酸
葵酸聚乙二醇甘油酯，助表面活性剂聚乙二醇 
200、二乙二醇单乙醚、异丙醇，利用三元相图
进行筛选。

表 1　CUR在不同辅料中的溶解度 (n ＝ 3) 
Tab 1　Saturated solubility of CUR in different excipients (n ＝ 3)

种类 名称 溶解度 /（mg·mL － 1）

油相 中链甘油三酯 0.690±0.001

肉豆蔻酸异丙酯 0.470±0.001

棕榈酸异丙酯 0.310±0.000

油酸聚乙二醇甘油酯 1.780±0.0031

蓖麻油 1.880±0.003

表面活性剂 聚氧乙烯 35 蓖麻油 2.960±0.004

聚氧乙烯 40 氢化蓖麻油 40.200±0.050

吐温 80 0.690±0.001

聚氧乙烯蓖麻油 147.200±0.042

辛酸葵酸聚乙二醇甘油酯 170.610±0.000

脂肪醇聚氧乙烯醚 31.650±0.000

助表面活性剂 聚乙二醇 200 36.660±0.019

二乙二醇单乙醚 65.360±0.036

异丙醇 1.510±0.001

甘油 0.640±0.000

2.2　辅料的筛选
　　将表面活性剂和助表面活性剂按照质量比
（Km）分别为 3∶1、2∶1、1∶1、1∶2、1∶3 进
行混合，再与油相按照比例分别为 1∶9、2∶8、
3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 进
行混匀，缓慢滴入 37℃水浴磁力搅拌下 100 mL
蒸馏水中，观察其乳化状态。以油相、表面活性
剂、助表面活性剂分别为三元相图的三个顶点，
用 Origin 8.0 软件绘制三元相图。以能够形成的
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微乳区域面积大小为指标，利用 Image J 软件对
三元相图内乳化面积大小进行相对计算，进而确
定适合的三相。
2.2.1　油相的筛选　选择对药物溶解度较好的蓖
麻油、油酸聚乙二醇甘油酯作为油相，固定聚氧
乙烯 40 氢化蓖麻油为表面活性剂，异丙醇为助
表面活性剂，绘制三元相图。由图 1A 与图 1B 可
知，当油相为油酸聚乙二醇甘油酯时，三元相图
的自乳化面积最大。
2.2.2　表面活性剂的筛选　通过预试验结果发现表
面活性剂辛酸葵酸聚乙二醇甘油酯乳化能力差，乳
化过程中会出现白色絮状物且不溶于水，故不对油
酸聚乙二醇甘油酯 - 辛酸葵酸聚乙二醇甘油酯 - 异
丙醇的体系进行考察。选取聚氧乙烯蓖麻油、聚氧

乙烯 40 氢化蓖麻油作为表面活性剂，油酸聚乙二
醇甘油酯固定为油相、异丙醇固定为助表面活性
剂，绘制三元相图。由图 1C 与图 1D 可知，当表
面活性剂为聚氧乙烯蓖麻油时，乳化区域面积最
大，故选择聚氧乙烯蓖麻油为表面活性剂。
2.2.3　助表面活性剂的筛选　固定聚氧乙烯蓖麻
油为表面活性剂，油酸聚乙二醇甘油酯为油相，
以二乙二醇单乙醚、聚乙二醇 200、异丙醇为助
表面活性剂，绘制三元相图。由图 1E、图 1F、
图 1G 可知，当油相为油酸聚乙二醇甘油酯，表
面活性剂为聚氧乙烯蓖麻油，助表面活性剂为异
丙醇时，三元相图的自乳化面积最大。因此最终
确定处方为油酸聚乙二醇甘油酯、聚氧乙烯蓖麻
油、异丙醇。

图 1　三元相图

Fig 1　Ternary phase diagrams

2.3　星点设计法优化处方
　　以油相的比例 X1（%）以及混合表面活
性剂的比例 X2（Km）为自变量，以载药量 Y1

（mg·mL － 1）与乳化后的粒径 Y2（nm）为响应
值，采用 Design Expert 8.0 软件，根据星点设计 -
响应面法进行处方比例的考察。
2.3.1　星点设计及结果　运用星点设计进行处方
优化，考察指标的水平代码值和实际操作值见表
2，根据星点设计得到的处方进行试验，结果如
表 3 所示。

表 2　星点设计的自变量水平 
Tab 2　Levels of independent variable in the central composite design

自变量
水平

－ 1.414 － 1 0 ＋ 1 ＋ 1.414

X1 3.79 10 25 40 46.21

X2 0.17 1 3 5 5.83

2.3.2　数据模型拟合分析及处方优化　使用

Design Expert 8.0软件对试验结果与考察因素进行
分析，以油酸聚乙二醇甘油酯用量百分比（X1）
和表面活性剂与助表面活性剂的比例 Km（X2）作

表 3　星点设计的试验结果 (n ＝ 3) 
Tab 3　Central composition design (n ＝ 3)

No. X1 X2 Y1/（mg·mL － 1） Y2/nm
1 25.00 3.00 23.87±0.021 27.03±0.067
2 10.00 1.00 18.69±0.021 18.54±1.269
3 46.21 3.00 14.47±0.021 53.34±0.289
4 10.00 5.00 29.90±0.000 17.56±0.092
5 25.00 0.17 5.86±0.014 99.86±0.280
6   3.79 3.00 34.18±0.021 16.64±0.917
7 25.00 5.83 20.45±0.021 21.93±0.355
8 40.00 1.00 12.88±0.021 120.54±5.225
9 25.00 3.00 21.43±0.042 30.56±0.478

10 25.00 3.00 19.57±0.000 16.57±0.262
11 25.00 3.00 18.67±0.042 18.96±0.023
12 25.00 3.00 21.40±0.042 22.97±0.133
13 40.00 5.00 17.65±0.000 29.04±0.190
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为考察因素，对饱和载药量（Y1，mg·mL － 1）和
乳化后的粒径（Y2，nm）进行二项式拟合。经拟
合回归，得到模型方程：
　　Y1 ＝ 20.99 － 5.74X1 ＋ 4.58X2 － 1.61X1X2 ＋

1.93X1
2 － 3.66X2

2（R2 ＝ 0.9458，P ＝ 0.0003）
　　Y2 ＝ 23.22 ＋ 20.67X1 － 25.34X2 － 22.63X1X2 ＋

5.51X1
2 ＋ 18.46X2

2（R2 ＝ 0.9526，P ＝ 0.0002）
　　对模型进行 ANOVA 分析，模型的 P 均值小于
0.05，这说明模型参数的显著性检验通过，失拟值
均大于 0.05，说明该方程拟合度良好，该模型能够
准确预测自纳米乳的处方最佳组成。
2.3.3　处方验证　以载药量最大、粒径最小为优
化目标，预测的最佳处方为油酸聚乙二醇甘油酯 
10%，聚氧乙烯蓖麻油 73.67%，异丙醇 16.33%。
预测响应值载药量 Y1 为 31.25 mg·mL － 1，粒
径 Y2 为 16.57 nm。 按 照 优 化 后 的 处 方 制 备
CUR-SNEDDS，对预测处方进行验证，载药量为
（31.31±0.02）mg·mL － 1，粒径为（16.17±0.04）
nm，表明所拟合的模型具有较好的预测结果。
2.4　游离磷脂的种类筛选
　　固定磷脂与 CUR 的质量比为 1∶1，考察不
同种类的磷脂对 CUR-SNEDDS 的影响。
　　含游离磷脂的 CUR-SNEDDS 的制备：称取 2.0 
g CUR-SNDEES 于不同的西林瓶中，分别向西林
瓶中添加大豆磷脂 -a 60 mg、大豆磷脂 -b 60 mg、
蛋黄卵磷脂 60 mg，37℃水浴搅拌，超声使其溶
解得到含游离磷脂的 CUR-SNEDDS，备用。
　　吸取含游离磷脂的 CUR-SNEDDS 500 μL，
缓慢加入 37℃水浴搅拌的 50 mL 纯净水中，得
到其自乳化溶液，用 0.45 μm 的微孔滤膜过滤，
测定乳化后的粒径及电位。
　　由表 4 可知，不同种类磷脂的添加对制剂粒
径的变化基本无影响。蛋黄卵磷脂相比较于大豆
磷脂而言，具有显著提高制剂电位绝对值，增加
其稳定性的作用。

表 4　含游离磷脂的姜黄素自纳米乳的粒径和 Zeta电位 (n ＝ 3) 
Tab 4　Particle size and Zeta potential of CUR-SNEDDS containing 

free phospholipids (n ＝ 3)

种类 粒径 /nm Zeta 电位 /mV

大豆磷脂 -A 13.37±0.52  － 0.24±0.14

大豆磷脂 -B 17.21±0.13  － 1.59±0.53

蛋黄卵磷脂 17.34±0.90 － 25.23±0.38

2.5　游离磷脂用量的确定
　　基于“2.4”项下试验结果，固定其他条件
不变，分别向西林瓶中添加不同质量蛋黄卵磷
脂（分别按磷脂与 CUR 质量比为 0.5∶1、1∶1、

1.5∶1、2∶1），37℃水浴搅拌，超声使其完全
溶解得到含游离磷脂的 CUR-SNEDDS，移取 0.5 
mL 浓缩液缓慢加入 37℃水浴搅拌的 50 mL 蒸馏
水后，测定其粒径及 Zeta 电位。
　　由表 5 可知制剂的粒径随着药脂比的增加无
明显变化，制剂的 Zeta 电位绝对值随着质量比的
增加逐渐增加。当质量比大于 1 时，Zeta 电位显
示出良好的结果；当 EP 与 CUR 质量比为 2∶1 时，
为最优处方。故最终制剂处方确定为 CUR∶油酸
聚乙二醇甘油酯∶聚氧乙烯蓖麻油∶异丙醇∶蛋黄
卵磷脂＝ 2.8%∶9.2%∶ 67.6%∶14.9%∶5.5%。

表 5　磷脂用量对 EP-CUR-SNEDDS粒径和 Zeta电位的影响 (n ＝ 3) 
Tab 5　Influence of phospholipid dosage on EP-CUR-SNEDDS 

particle size and Zeta potential (n ＝ 3)

脂药比（mEP/mCUR） 粒径 /nm Zeta 电位 /mV

0.5∶1 17.19±0.13  － 0.35±0.40

   1∶1 17.80±0.41 － 25.23±0.38

1.5∶1 16.08±1.08 － 28.87±3.49

   2∶1 16.30±0.62 － 32.67±2.05

2.6　制剂质量评价
2.6.1　制备　按优化后的处方分别称取油相油酸
聚乙二醇甘油酯、表面活性剂聚氧乙烯蓖麻油、
助表面活性剂异丙醇于西林瓶中，37℃水浴搅拌
均匀得到空白的 SNEDDS。准确称量 30 mg CUR
加入空白的 SNEDDS 中，水浴搅拌均匀，超声
使药物完全溶解，得到橙黄色澄清透明的 CUR-
SNEDDS。
　　称蛋黄卵磷脂 60 mg 加入 1 g CUR-SNEDDS
（含有 CUR 30 mg）中，水浴搅拌超声使其完全溶
解，得到橙红色澄清透明的 EP-CUR-SNEDDS。
2.6.2　形态与粒径　观察发现制备得到的浓缩液
无异物、不浑浊、呈澄清透明状。将乳化后的浓
缩液稀释至适宜浓度后，滴加到铜网上，自然晾
干后滴加磷钨酸溶液负染，除去多余的染色剂风
干后在透射电镜下观察微乳的形态结构。
　　在透射电镜下观察 EP-CUR-SNEDDS 乳化后
的纳米乳，如图 2 所示，乳液微粒呈类球形，粒
径大小约为 20 nm。
2.6.3　粒径分布与 Zeta 电位的测定　取浓缩液 1 
g，缓慢加入 37℃水浴搅拌的 100 mL 纯净水中，
得到 CUR 自乳化溶液，经 0.45 μm 微孔滤膜过滤
后，测定乳化后的粒径及电位。
　　如图 3 ～ 4 所示，CUR-SNEDDS、EP-CUR-
SNEDDS 的粒径分别为（15.72±0.30）、（16.30± 

0.62）nm，Zeta 电 位 分 别 为（－ 0.97±1.43）、
（－ 35.63±0.81）mV。CUR-SNEDDS 与 EP-
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CUR-SNEDDS 乳化后的微粒粒径相似。两种制
剂的 Zeta 电位皆为负值，EP-CUR-SNEDDS 的电
位绝对值大幅增大。

图 3　CUR-SNEDDS 的粒径分布（A）和 Zeta 电位（B）

Fig 3　Particle size distribution（A）and Zeta potential（B）of CUR-
SNEDDS

2.6.4　稳定性考察
　　① 稀释对微乳稳定性的影响：取 1 g 浓缩液
缓慢匀速的滴加入 50、100、250 mL 蒸馏水后，
测定微乳的粒径，室温下放置 48 h，观察有无出
现分层及药物析出现象。将乳液置于离心管中，
4000 r·min － 1 离心 15 min，观察有无出现分层
及药物析出现象。
　　② 不同分散介质对微乳稳定性的影响：取 1 
g 浓缩液缓慢匀速地滴入 100 mL 蒸馏水、pH 6.8
磷酸盐缓冲液、pH 1.2 HCl 溶液后，用马尔文粒
度分析仪测定微乳的粒径，于室温下放置 48 h，
观察是否出现分层及药物析出现象。随后将乳液
置于离心管中，4000 r·min － 1 离心 15 min，观察
有无出现分层及药物析出现象。

　　 如 表 6 ～ 7 所 示，CUR-SNEDDS、EP-CUR- 
SNEDDS 在不同体积或介质的溶液中乳化后，乳
液粒径未发生明显变化。CUR-SNEDDS 48 h 内出
现少量药物沉淀，离心后药物析出略微增加，表明
CUR-SNEDDS 的稳定性不佳，EP-CUR-SNEDDS
无沉淀产生，稳定性良好。CUR-SNEDDS 48 h 内
在 pH 1.2 HCl 溶液中未见沉淀，离心后不发生分层
现象，而在 pH 6.8 PBS 和水溶液中出现药物析出
现象，说明介质的种类对制剂的稳定性影响较为明
显。EP-CUR-SNEDDS 48 h 内在不同介质均未见沉
淀，离心后不发生分层现象，说明介质的种类对制
剂的稳定性无显著影响。
2.6.5　自乳化效率　通过目测法观察自乳化体系
在不同稀释倍数（50、100、250 mL 蒸馏水）和
不同种类（100 mL 蒸馏水、pH 1.2 HCl、pH 7.4 
PBS）分散介质中完全乳化所需的时间，测定乳
化后乳液的粒径及多分散系数（PDI），以作为评
价制剂自乳化效率的指标。具体操作方法如下：
取浓缩液各 1 g，分别将其缓慢滴入（37±0.5）℃

水浴的分散介质中，观察成乳时间。
　　结果如表 6 ～ 7 所示，不同稀释倍数与介质
对制剂的自乳化时间没有显著影响，自乳化时间
均小于 70 s，CUR-SNEDDS 与 EP-CUR-SNEDDS
自乳化后的粒径相差不大。

图 2　EP-CUR-SNEDDS 透射电镜照片

Fig 2　Transmission electron microscopy of EP-CUR-SNEDDS

图 4　EP-CUR-SNEDDS 的粒径分布（A）和 Zeta 电位（B）

Fig 4　Particle size distribution（A）and Zeta potential（B）of EP-
CUR-SNEDDS
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表 6　不同稀释体积对自乳化效率和粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 6　Effect of dilution solution on self-emulsification efficiency 

and particle size (n ＝ 3)

稀释体积 /mL 制剂 自乳化时间 /s 粒径 /nm

  50 CUR-SNEDDS 65.29±0.06 16.09±0.13

EP-CUR-SNEDDS 62.35±0.87 13.85±0.67

100 CUR-SNEDDS 67.46±0.50 16.71±0.09

EP-CUR-SNEDDS 63.46±0.94 14.67±1.45

250 CUR-SNEDDS 66.63±1.39 16.97±0.49

EP-CUR-SNEDDS 68.44±0.07 16.74±2.24

表 7　不同稀释介质对自乳化效率和粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 7　Effect of dilution medium on self-emulsification efficiency 

and particle size (n ＝ 3)

稀释介质 制剂 自乳化时间 /s 粒径 /nm

蒸馏水 CUR-SNEDDS 67.46±0.50 16.64±0.13

EP-CUR-SNEDDS 63.46±0.94 15.15±1.33

pH 1.2 HCl CUR-SNEDDS 67.91±1.27 17.22±0.16

EP-CUR-SNEDDS 66.41±0.06 15.98±0.47

pH 6.8 PBS CUR-SNEDDS 68.87±0.83 17.29±0.29

EP-CUR-SNEDDS 66.18±1.02 14.89±0.21

2.6.6　留样观察试验　将制备得到的浓缩液于室
温条件下放置 6 个月，观察其是否为均一、澄清
透明的油状液体；是否出现分层、药物析出等不
稳定现象，并在 3 个月及 6 个月时测定其在 37℃
水中乳化效率及乳化后的粒径。
　　结果如表 8 所示，CUR-SNEDDS 在室温长
期放置下粒径和乳化时间未发生明显变化，但其
颜色略有加深、药物少量析出，制剂处于不稳定
状态。EP-CUR-SNEDDS 均无明显变化，说明制
剂长期放置稳定性良好。
2.7　体外溶出度的考察
　　取 1 g 浓缩液灌入 00 号透明胶囊壳中（相当
于 CUR 30 mg），同时取等剂量的原料药于 00 号
透明胶囊壳中用作对照，按照 2020 年版《中国
药典》桨法规定测定制剂的溶出度，以 900 mL
的 pH 1.2 HCl 溶液作为溶出介质，设定温度为
（37±0.5）℃，转速为 50 r·min － 1，分别于 5、
10、15、20、30、45、60 min 取样 5 mL，同时用
等温同体积的相应介质进行补液，0.45 μm 微孔

表 8　留样观察试验结果 (n ＝ 3) 
Tab 8　Retention sample observation experiments (n ＝ 3)

时间 /d 制剂 外观 粒径 /nm 自乳化时间 /s

    0 CUR-SNEDDS 未分层、无析出 16.71±0.09 67.46±0.50

EP-CUR-SNEDDS 未分层、无析出 16.30±0.62 63.46±0.94

  90 CUR-SNEDDS 未分层、析出 16.64±0.13 68.63±1.39

EP-CUR-SNEDDS 未分层、无析出 15.89±0.54 70.68±0.20

180 CUR-SNEDDS 分层、析出 17.30±0.35 72.79±0.33

EP-CUR-SNEDDS 未分层、无析出 14.67±1.45 68.79±0.35

滤膜过滤，取续滤液稀释至合适浓度测定吸光度
值，并计算其累积溶出百分率。
　　结果如图 5 所示，EP-CUR-SNEDDS 和 CUR-
SNEDDS 在 20 min 的累积释放度达到 80% 以上，
而原料药在释放介质中 60 min 内的累积释放度都
不到 20%。由图 5 可知，EP-CUR-SNEDDS 的释
放速度略高于 CUR-SNEDDS 的释放速度，表明
EP-CUR-SNEDDS 和 CUR-SNEDDS 制 剂 均 能 显
著提高 CUR 的溶出速率及溶出度。
3　讨论
　　稳定性试验发现，制剂添加磷脂后处于更加
稳定的状态，无药物析出现象，其原因为磷脂可
作为表面活性剂发挥其增溶作用，增加药物溶解
度 [9-10]；磷脂有可能在溶液中形成脂质体，将药
物包裹其中，抑制药物的析出 [11]；还可能因为
磷脂与纳米乳或药物发生相互作用形成复合物胶
束，抑制药物的沉淀 [12]。
　　制剂 Zeta 电位绝对值越大，表明颗粒带有更

多的负或正电荷，颗粒间的静电斥力越大，颗粒
不易聚集成团，从而使整个体系能够稳定，在提
高药物的生物利用度方面更具潜力。在吸收过程
中，药物的溶出速率和药物在胃肠道壁的透过速
率是影响其吸收的两个限速过程。本文从制剂的

图 5　CUR 及两种制剂在 pH 1.2 HCl 中的体外溶出曲线（n ＝ 3）
Fig 5　In vitro dissolution curve of CUR and two preparations in pH 1.2 
HCl（n ＝ 3）
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角度提高了 CUR 的体外溶出速率，其体内吸收情
况较为复杂 [13-14]，有待进一步研究。
　　磷脂可在磷脂酶的作用下水解产生游离脂肪
酸，而游离脂肪酸被小肠上皮细胞吸收后可以再
合成为甘油三酸酯，并与磷脂、胆固醇、载脂蛋
白等合成肠道脂蛋白。在药物淋巴转运的过程中，
药物可通过与这些脂蛋白的疏水性核心结合而被
摄入肠道淋巴系统。因此，磷脂及其水解产生的
脂肪酸可以通过促进脂蛋白的生成来促进药物的
淋巴转运 [15-17]。此外，磷脂作为细胞膜的重要组
成部分，可提高肠上皮细胞膜的流动性，从而增
加药物或载体的膜渗透性。因此，磷脂作为联合
表面活性剂不仅可以通过提高药物及乳滴的渗透
性改善药物的胃肠吸收，还可以通过增强药物的
淋巴转运，从而提高药物的生物利用度 [8，18]。
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R-CHOP方案序贯自体造血干细胞移植在中高危弥漫 
大 B细胞淋巴瘤中的应用：单中心回顾性分析

贤晓敏1，2，蓝晓凤1，2，刘玄勇1，2，陈丽萍1，2，刘志淑2，谢晶1，2，王月乔2，王强1，郭智1，2*
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院深圳医院，广东　深圳　518116）

摘要：目的　分析 R-CHOP 方案序贯自体造血干细胞移植（Auto-HSCT）治疗初治中高危弥漫大 B
细胞淋巴瘤（DLBCL）的疗效与安全性。方法　回顾性分析接受 R-CHOP 方案化疗后达到完全缓
解（CR）的初治中高危 DLBCL 患者的临床资料，序贯 Auto-HSCT 治疗的为移植组（n ＝ 25），选
择同期不序贯 Auto-HSCT 治疗的为对照组（n ＝ 50），比较两组患者的疗效。结果　移植组 2 年
无复发生存期（RFS）率为 79.1%，2 年总生存期（OS）率为 92%；对照组 2 年 RFS 率为 54.7%，
2 年 OS 率为 89.9%；移植组的 2 年 RFS 率显著高于对照组（P ＝ 0.039），但 2 年 OS 率差异无统
计学意义。结论　对于初治中高危 DLBCL 患者，经过 R-CHOP 方案化疗获得 CR 后，序贯 Auto-
HSCT 巩固治疗可提高患者的 RFS 率，且安全性良好。
关键词：R-CHOP 方案；自体造血干细胞移植；弥漫大 B 细胞淋巴瘤；无复发生存期
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【编者按】

自从利妥昔单抗出现，利妥昔单抗联合 CHOP 作为基础的一线化疗方案显著提高了 B 细胞淋巴瘤
的有效率，但对于存在高危因素的患者而言，仍难以取得满意疗效，这部分患者后期一旦出现复发，
治疗难度将明显增大、生存机会降低，寻找新型治疗药物或治疗手段来提高治疗效果、降低复发率有
重要意义。苯达莫司汀作为一种双功能烷化剂对比传统烷化剂有着高效低毒的特点；阿霉素脂质体是
一种新型蒽环类药物，具有高通透性及强滞留效应，在肿瘤组织中浓度更高，可以更好地杀灭肿瘤细
胞，在降低心脏毒性上更有优势；自体造血干细胞移植在复发难治性淋巴瘤中的地位已得到肯定，在
高危弥漫大 B 细胞淋巴瘤的一线巩固治疗中值得进一步应用。本专题通过回顾性分析探索苯达莫司
汀、阿霉素脂质体以及自体造血干细胞移植在淋巴瘤应用中的价值。

血液肿瘤精准治疗专题
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Sequential autologous hematopoietic stem cell transplantation with R-CHOP 
regimen in medium and high risk diffuse large B-cell lymphoma: a single 

center retrospective study

XIAN Xiao-min1, 2, LAN Xiao-feng1, 2, LIU Xuan-yong1, 2, CHEN Li-ping1, 2, LIU Zhi-shu2, XIE Jing1, 2, 
WANG Yue-qiao2, WANG Qiang1, GUO Zhi1, 2* (1. College of Medicine, Wuhan University of Science 
and Technology, Wuhan  430065; 2. National Cancer Center/ National Clinical Research Cancer for 
Cancer/ Cancer Hospital & Shenzhen Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking 
Union Medical College, Shenzhen  Guangdong  518116)

Abstract: Objective  To determine the efficacy and safety of R-CHOP regimen autologous 
hematopoietic stem cell transplantation (Auto-HSCT) for primary medium and high risk diffuse large 
B-cell lymphoma (DLBCL). Methods  The clinical data of newly treated medium and high risk DLBCL 
patients who received complete remission (CR) after R-CHOP regimen were analyzed retrospectively. 
The sequential Auto-HSCT treatment group served as the transplantation group (n ＝ 25), while the non 
sequential Auto-HSCT treatment group served as the control group (n ＝ 50). The curative effects of the 
two groups was compared. Results  In the transplantation group, the two-year relapse-free survival (RFS) 
rate was 79.1%, and the two-year overall survival (OS) was 92%. In the control group, the two-year 
RFS rate was 54.7%, and the two-year OS rate was 89.9%. The two-year RFS rate of the transplantation 
group was significantly higher than that of the control group (P ＝ 0.039), but no significant difference 
was found in the two-year OS rate. Conclusion  For patients with medium and high risk DLBCL, after 
CR is obtained with R-CHOP regimen, sequential Auto-HSCT consolidation treatment significantly 
improves the RFS rate of patients safely. 
Key words: R-CHOP regimen; autologous hematopoietic stem cell transplantation; diffuse large B-cell 
lymphoma; relapse-free survival

　　弥漫性大 B 细胞淋巴瘤（DLBCL）是一组异
质性很强的肿瘤，为最常见的非霍奇金淋巴瘤类
型，约占成人非霍奇金淋巴瘤病理类型的 30%[1-2]。
R-CHOP 方案（利妥昔单抗、环磷酰胺、阿霉素、
长春新碱、强的松）为初治 DLBCL 患者的一线化
疗方案，5 年生存率为 50% ～ 70%[3]；尽管 R-CHOP
方案极大地提高了 DLBCL 患者的生存率，但仍有
20% 的患者最终会难治，30% 的患者会复发 [3-4]。
目前自体造血干细胞移植（Auto-HSCT）已广泛
应用于 DLBCL 的巩固治疗，无论是在 DLBCL 的
一线巩固治疗，还是在复发难治淋巴瘤的挽救治
疗，均占据了重要地位，能延长患者的无进展生
存 期（progression-free survival，PFS） 及 总 生 存
期（overall survival，OS）[5]。临床上亦已开展了
Auto-HSCT 作为巩固治疗应用于一线化疗达到完全
缓解（CR）的淋巴瘤患者的相关试验，结果表明可
改善患者生存及预后 [6]。2018 版造血干细胞移植
治疗淋巴瘤中国专家共识 [7] 指出，对于治疗后达
到 CR 的年轻高危 DLBCL 患者，推荐 Auto-HSCT
作为一线巩固治疗方案。但到目前为止，美国国

立综合癌症网络（National Comprehensive Cancer 
Network，NCCN）指南尚未推荐 Auto-HSCT 作为
治疗后达到 CR 的 DLBCL 患者的一线巩固治疗
方案。因此，针对化疗后达到 CR 的 DLBCL 患
者，是否采用序贯 Auto-HSCT 巩固治疗尚处于探
索阶段，未形成标准巩固治疗方案。本中心于 2018
年 1 月已开展把 Auto-HSCT 作为一线巩固治疗应
用于经 R-CHOP 方案化疗达到 CR 的初治中高危
DLBCL 患者的工作，现把 25 例序贯 Auto-HSCT 巩
固治疗的患者临床资料进行分析，旨在探讨 Auto-
HSCT 对初治中高危 DLBCL 患者巩固治疗的疗效。
1　资料与方法
1.1　一般资料
　　对 2018 年 1 月至 2021 年 1 月在中国医学
科学院肿瘤医院深圳医院血液肿瘤科既往经过
R-CHOP 方案化疗后达到 CR 的初治中高危（IPI
评分≥ 3 分）DLBCL 患者资料进行回顾性分
析。依据是否序贯 Auto-HSCT 巩固治疗分为移
植组和对照组。所有患者经本院病理科病理组
织活检及免疫组织化学染色确诊为 DLBCL，并
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对肿瘤组织中的 MYC、Bcl-2、Bcl-6 进行检测
（双表达淋巴瘤是指 MYC 和 Bcl-2/Bcl-6 蛋白过
表达，本研究中双表达淋巴瘤的截断值定义为：
MYC ≥ 40%，Bcl-2 ≥ 50%，Bcl-6 ≥ 30%）。所
有患者均行骨髓穿刺及骨髓活检检查明确骨髓是
否受累。所有患者初诊时均进行 Ann Arbor 分期、
ECOG 评分，依据国际预后指数（international 
prognostic index，IPI）进行危险度分层。所有患
者均无重要脏器功能不全，治疗过程中均定期采
用增强 CT 或 PET-CT 检查评价患者的疗效。本研
究排除中枢侵犯患者、“双打击”或“三打击”患者
（即经荧光原位杂交提示 MYC 和 Bcl-2/Bcl-6 重
排阳性）及拒绝随访患者。
1.2　Auto-HSCT 动员前治疗方案
　　R-CHOP 方案化疗后序贯 Auto-HSCT 巩固治
疗的即为移植组；化疗后不序贯 Auto-HSCT 巩固
治疗的即为对照组。移植组所有患者移植前总的化
疗周期数为 163个，中位化疗周期数为 6个（范围：
6 ～ 7 个）；对照组所有患者总的化疗周期数为 345
个，中位化疗周期数为 7 个（范围：6 ～ 8 个），两
组患者的化疗周期数比较差异无统计学意义（P ＝

0.121）。4 个周期 R-CHOP 方案化疗后行外周血干
细胞采集术。R-CHOP 方案为：利妥昔单抗 375 
mg·m－ 2，第 0 日；环磷酰胺（CTX）750 mg·m－ 2，
阿霉素（ADM）50 mg·m－ 2 或阿霉素脂质体 30 
mg·m－ 2，长春新碱（VCR）1.4 mg·m－ 2，第 1 日；
泼尼松（PDN）60 mg·m－ 2，第 1 ～ 5 日。治疗期
间定期监测血常规、肝肾功能、电解质、心肌酶、
心电图等检验检查指标。患者每两周期化疗后均进
行疗效评估。
1.3　Auto-HSCT 的动员

　　所有移植组患者移植前经影像学检查评估
均达到 CR 状态。动员前移植组所有患者造血功
能及心肺肝肾功能均恢复正常。动员方案采用
化疗药物联合粒细胞集落刺激因子（granulocyte-
colony stimulating factor，G-CSF），其中有 15 例
采用单药环磷酰胺化疗；10 例采用 EAC 方案（依
托泊苷＋环磷酰胺＋阿糖胞苷）化疗。皮下注射
G-CSF 的最佳时机为待外周血白细胞降低至最低
值时，剂量为 5～ 10 μg/（kg·d），连续用药 3～ 5 
d 至外周血白细胞超过 5.0×109·L－ 1 时进行造血
干细胞采集。采用外周血细胞分离机进行外周造
血干细胞分离。本研究对每位移植组患者进行外
周血干细胞采集 1 ～ 3 次。造血干细胞采集结束
后放置于－ 80℃的环境保存。
1.4　预处理方案
　　预处理方案为 BUCY 方案或者 BEAM 方案。

其中采用 BUCY 方案 15 例，采用 BEAM 方案 10
例。具体方案如下：
　　① BUCY 方案：白消安 3.2 mg/（kg·d）－6 d～ 

－ 4 d，环磷酰胺 35 mg/（kg·d）－ 3 d ～－ 2 d；
② BEAM 方案：卡莫司汀 300 mg/（m2·d）－ 8 d，
依托泊苷 100 ～ 150 mg/（m2·d）－ 7 d ～－ 4 d，
阿糖胞苷 200 ～ 400 mg/（m2·d）－ 7 d ～－ 4 d，
马法兰 140 mg/（m2·d）－ 2 d。
1.5　造血干细胞回输及支持治疗
　　预处理结束后 24 h 回输自体造血干细胞，回
输后加强支持治疗。所有移植组患者均预防性使
用药物预防常见的感染：左氧氟沙星预防消化道
感染，更昔洛韦预防巨细胞病毒感染，氟康唑预
防真菌感染，复发磺胺甲噁唑预防卡氏肺孢子菌
病。每日密切监测患者体温、血尿常规指标、生
化指标等。血红蛋白＜ 60 g·L－ 1 时予输注红细
胞治疗，血小板＜ 20×109·L－ 1 时予输注血小板
治疗。
1.6　疗效评估及随访
　　通过增强 CT 或 PET-CT 等影像学检查结果，
根据 2014 年 Lugano 修订版淋巴瘤疗效评价标准
判断治疗效果 [8]，分为 CR、部分缓解（PR）、疾
病稳定（SD）和疾病进展（PD）。采用美国国立
癌症研究所常见毒性分级标准 CTCAE 4.0 评价
药物不良反应，分为Ⅰ～Ⅳ级。通过查阅住院病
历、门诊病历或电话等方式进行随访，随访截止
时间为 2021 年 12 月 31 日。第 1 ～ 2 年每 3 ～ 6
个月复查增强 CT 或 PET-CT，第 3 ～ 5 年每 6 个
月复查增强 CT 或每 12 个月复查 PET-CT。主要
研究终点为无复发生存期（relapse-free survival，
RFS）：疾病缓解至初次复发的时间。次要研究终
点为 OS：从随机化开始至（因任何原因）死亡的
时间。
1.7　统计学方法
　　使用 SPSS 25.0 软件进行统计学处理，计量
资料的组间比较采用两独立样本的 t 检验或秩和
检验；计数资料比较采用 χ2 检验；生存分析采用
Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，分析 RFS 及 OS。
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　患者临床特征
　　本研究共筛选出 78 例接受化疗后达到 CR 的
初治中高危 DLBCL 患者，其中 1 例患者继发中
枢神经系统肿瘤，2 例患者拒绝随访，因此经纳
入排除标准共排除 3 例患者，最终 75 例患者纳入
研究分析。75 例患者中，25 例患者化疗后序贯
Auto-HSCT 巩固治疗，即移植组（n ＝ 25），50
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例患者化疗后不序贯 Auto-HSCT 巩固治疗，即对
照组（n ＝ 50）。在移植组中，男性 15 例（60%），
女性 10 例（40%），中位年龄 50 岁（34.5 ～ 60.5
岁），≥ 60 岁 7 例； 在 对 照 组 中， 男 性 21 例
（42%）， 女 性 29 例（58%）， 中 位 年 龄 54 岁
（43.75 ～ 65.25 岁），≥ 60 岁有 22 例。两组在
年龄、性别、细胞起源、B 症状、IPI 评分、Ann 
Arbor 分期、淋巴结及淋巴结外侵犯、骨髓侵犯、
Ki-67、肿瘤大小、是否双表达等分布上差异均无
统计学意义（P ＞ 0.05），见表 1。

表 1　移植组与对照组患者的一般资料 [n(%)] 
Tab 1　General information of patients in the transplant group and 

the control group [n(%)]

项目 特征 移植组（n ＝ 25）对照组（n ＝ 50） P
年龄 / 岁 ≥ 60   7（28） 22（44） 0.180

＜ 60 18（72） 28（56）
性别 男 15（60） 21（42） 0.141

女 10（40） 29（58）
细胞起源 non-GCB 20（80） 39（78） 0.842

GCB   5（20） 11（22）
B 症状 有 17（68） 43（86） 0.066

无   8（32）   7（14）
IPI 评分 / 分 3 19（76） 44（88） 0.181

≥ 4   6（24）   6（12）
Ann Arbor 分期Ⅰ～Ⅱ   8（32） 23（46） 0.246

Ⅲ～Ⅳ 17（68） 27（54）
侵犯部位 淋巴结 10（40） 29（58） 0.141

淋巴结外侵犯 15（60） 21（42）
骨髓侵犯 有   6（24） 13（26） 0.857

无 19（76） 37（74）
Ki-67 ≥ 70% 17（68） 32（64） 0.731

＜ 70%   8（32） 18（36）
肿瘤大小 /cm ≥ 7.5   5（20）   6（12） 0.356

＜ 7.5 20（80） 44（88）
双表达 有   9（36） 16（32） 0.729

无 16（64） 34（68）

2.2　造血干细胞的造血重建
　　25 例移植组患者最终输注的 CD34 ＋细胞中
位 数 为 7.43×106·kg－ 1（1.91×106 ～ 21.16× 

106·kg－ 1），单核细胞中位数为 7.58×108·kg－ 1

（1.37×108 ～ 15.75×108·kg－ 1）。所有移植患者
在移植期间均未发生严重并发症，均获得造血重
建。中性粒细胞＞ 0.5×109·L－ 1 的中位时间为
12 d（5 ～ 19 d），血小板≥ 20×109·L－ 1 的中位
时间为 15.4 d（10 ～ 22 d）。
2.3　两组治疗效果比较及生存分析
　　随访截至 2021 年 12 月 31 日，移植组的中
位随访时间为 26 个月（13 ～ 34 个月），4 例患者
在随访过程中出现疾病复发，复发率为 16%；其
中 2 例患者因疾病进展死亡，病死率为 8%。其

余 21 例移植患者在截至随访终点时均为无复发生
存。对照组的中位随访时间为 24.5 个月（17 ～ 35
个月），截至随访终点，有 21 例患者在观察随访
期间出现疾病复发进展，复发率为 42%；复发患
者均选用后线治疗方案继续治疗，其中 6 例患者
死于肿瘤复发进展导致的多器官衰竭，病死率为
12%。其余 29 例移植患者在截至随访终点时均为
无复发生存。移植组的 2 年 RFS 率显著高于对照
组（79.1% vs 54.7%，P ＝ 0.039），见图 1；而移
植组和对照组 2 年 OS 率差异无统计学意义（92% 
vs 89.9%，P ＝ 0.722），见图 2。进一步对年龄、
性别、细胞起源、骨髓侵犯、B 症状、IPI 评分、
Ann Arbor 分期、淋巴结及淋巴结外侵犯、Ki-67、
肿瘤大小、是否双表达等单因素进行亚组分析，
结果见表 2。两组在不同年龄、性别、骨髓侵犯、
B 症状、IPI 评分、Ann Arbor 分期、淋巴结及淋
巴结外侵犯、Ki-67、肿瘤大小、是否双表达的 2
年 RFS 率差异无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。亚
组分析显示，在 non-GCB 型患者中，移植组 2 年
RFS 率高于对照组（81.8% vs 51.7%，P ＝ 0.021），
见图 3。另外，将 25 例移植组患者根据不同的预
处理方案分为两个亚组，采用 BEAM 方案的为移
植组 1（n ＝ 10），采用 BUCY 方案的为移植组 2
（n ＝ 15），两亚组间进行 RFS、OS 分析，结果
提示移植组 1 与移植组 2 的 2 年 RFS 率、OS 率
差异均无统计学意义（67.5% vs 83%，P ＝ 0.656，
90% vs 93.3%，P ＝ 0.792），分别见图 4、图 5。

图 1　移植组与对照组患者的无复发生存曲线

Fig 1　Relapse-free survival curves of patients in both groups 

2.4　不良反应
　　25 例移植组患者均未发生移植相关死亡事
件，所有患者在移植后均出现血液系统不良反应，
其中粒细胞缺乏伴发热 20 例（80%），肺部感染 6
例（24%），败血症 2 例（8%），上述不良反应经
抗菌药物治疗后感染得到控制；其他不良反应包
括低钾血症 8 例（32%），恶心呕吐 8 例（32%），
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腹泻 4 例（16%），口腔溃疡 2 例（8%），周围神
经炎 2 例（8%），Ⅰ～Ⅱ度肝功能损伤 2 例（8%），
肛周感染 1 例（4%），心功能不全 1 例（4%）；予
对症治疗后均痊愈。对照组在化疗过程中出现粒
细胞缺乏伴发热 14 例（28%），恶心呕吐 26 例
（52%），肺部感染 8 例（16%），Ⅰ～Ⅱ度肝功能
损伤 8 例（16%），皮疹 4 例（8%），胃肠道感染 3
例（6%）；上述不良反应经对症治疗后均痊愈。
3　讨论

　　DLBCL 患者经标准一线 R-CHOP 方案化疗后
存在部分复发难治，虽有挽救治疗方案，如后线
化疗方案、靶向药物联合化疗、程序性死亡受体 -1
（programmed death-1，PD-1）抑制剂等，但效果
均不太理想 [9]。基于 DLBCL 存在着高异质性、
易复发进展等特点 [10]，为进一步减少肿瘤复发进
展，可选用非细胞毒性药物方案对化疗后达到 CR
的 DLBCL 患者进行巩固治疗。但真实世界的研
究结果却不尽如人意，多项研究证实应用利妥昔
单抗、来那度胺或靶向药物对 DLBCL 患者进行
巩固治疗并不能明显改善患者的预后 [11-12]；亦有

图 2　移植组与对照组患者的总生存曲线

Fig 2　Overall survival curves of patients in both groups 

图 3　移植组与对照组 non-GCB 型患者的无复发生存曲线

Fig 3　Relapse-free survival curves of non-GCB patients in both groups 

图 4　移植组 1 与移植组 2 患者的无复发生存曲线

Fig 4　Relapse-free survival curves of patients in the transplantation 
group 1 and group 2

图 5　移植组 1 与移植组 2 患者的总生存曲线

Fig 5　Overall survival curves of patients in the transplantation group 1 
and transplantation group 2

表 2　移植组与对照组患者 2 年 RFS率的比较 (%) 
Tab 2　2-year RFS rates between transplant group and control 

group (%)

项目 特征 移植组（n ＝ 25）对照组（n＝50） P
年龄 / 岁 ≥ 60 85.7 38.5 0.222

＜ 60 79.7 67.7 0.228
性别 男 74.3 53.6 0.262

女 85.7 55.4 0.061
细胞起源 non-GCB 81.8 51.7 0.021

GCB 50.0 81.8 0.840
B 症状 有 87.5 42.9 0.128

无 72.6 61.7 0.138
IPI 评分 / 分 3 79.2 58.7 0.081

≥ 4 83.3 33.3 0.294
Ann Arbor 分期Ⅰ～Ⅱ 80.0 59.8 0.161

Ⅲ～Ⅳ 79.4 50.8 0.125
侵犯部位 淋巴结 83.3 59.7 0.119

淋巴结外侵犯 74.3 46.8 0.131
骨髓侵犯 有 66.7 23.1 0.258

无 82.1 66.9 0.121
Ki-67 ≥ 70% 66.2 47.9 0.163

＜ 70% 98.0 65.7 0.080
肿瘤大小 /cm ≥ 7.5 80.0 16.7 0.124

＜ 7.5 78.9 61.5 0.099
双表达 有 51.9 12.5 0.695

无 81.8 77.1 0.054
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研究表明应用 PD-1 抑制剂对 DLBCL 患者进行巩
固治疗仅在中高危、non-GCB 型 DLBCL 患者时
表现出潜在的优势，但不能改善患者的 OS[13]；且
目前 PD-1 抑制剂应用于 DLBCL 巩固治疗尚处于
初始阶段，无标准治疗方案。目前急需为化疗后
获得 CR 的 DLBCL 患者寻找有效的巩固治疗方
案，以提高患者的生存及预后。
　　Auto-HSCT 为在疾病缓解期采集自身的造
血干细胞，经预处理后回输入患者体内的一种
治疗方法，其能重建患者的免疫功能及造血功
能，进一步杀死肿瘤细胞，提高疾病的治疗效
果 [14]。因 Auto-HSCT 具有快速恢复免疫功能及
造血功能、移植并发症少、安全有效、经济等特
点，近年来 Auto-HSCT 已被广泛应用于 DLBCL
的治疗，尤其是 Auto-HSCT 在 DLBCL 患者巩固
治疗已成为研究的热点。有研究证实 Auto-HSCT
无论在 DLBCL 患者巩固治疗，还是挽救复发治
疗，均获得了较好的疗效 [5，15]。Kim 等 [16] 分析了
Auto-HSCT 应用于高危 DLBCL 患者的疗效，将
高危 DLBCL 患者分为移植组（n ＝ 81）及非移
植组（n ＝ 138），分析结果提示移植组的 PFS 率
与 OS 率均显著优于非移植组（76.6% vs 63.3 %，
P ＝ 0.007；85% vs 75.8%，P ＝ 0.038），进一步
肯 定 了 Auto-HSCT 治 疗 DLBCL 的 疗 效。Yoon
等 [17] 的随机对照研究显示，把 58 例中高危、一
线 R-CHOP 方案化疗 6 周期达到 CR 的 DLBCL
患者随机分为两组，治疗组接受 Auto-HSCT 巩固
治疗，对照组不接受 Auto-HSCT 巩固治疗，结果
提示治疗组的 PFS 率明显较对照组延长（66% vs 
39%，P ＝ 0.004）。周佳思等 [6] 回顾性分析了 40
例初治中高危 DLBCL 患者的临床资料，所有患
者接受 6 周期 R-CHOP 方案化疗均达到 SD，把序
贯 Auto-HSCT 治疗的为移植组（n ＝ 24），不序
贯 Auto-HSCT 治疗的为对照组（n ＝ 16），结果显
示移植组预计 3 年的 PFS 率与 OS 率均高于对照
组（78.8% vs 38%，85.7% vs 50%，均 P ＜ 0.05）。
本研究回顾性分析既往经过 R-CHOP 方案化疗后
达到 CR 的初治中高危 DLBCL 患者，结果显示
移植组 2 年 RFS 率优于对照组（79.1% vs 54.7%，
P ＝ 0.039），移植组获益。虽然上述研究及本
研究均提示对于初治中高危 DLBCL 的患者经过
R-CHOP 方案化疗后序贯 Auto-HSCT 巩固治疗能
使 PFS 或 OS 获益，但均为小样本回顾性分析报
告。然而，一项来自 Schmitz 等 [18] 的前瞻性临床
研究，随机把年轻、中高危的侵袭性 B 细胞非霍
奇金淋巴瘤（non-Hodgkin’s lymphoma，NHL）
患者分为 R-CHOEP-14 组及 R-MegaCHOEP 序贯

Auto-HSCT 组，比较两组的临床疗效，结果提示
两组 3 年的 PFS 率差异无统计学意义（61.4% vs 
69.5%，P ＝ 0.14）。此研究对 Auto-HSCT 作为侵
袭性 B 细胞 NHL 患者巩固治疗提出了质疑，因
此，未来需更多的大规模前瞻性研究评估 Auto-
HSCT 在中高危 DLBCL 患者巩固治疗中的地位。
　　本研究亚组分析显示，对于存在 non-GCB 型
预后不良因素的 DLBCL 患者，化疗后序贯 Auto-
HSCT 巩固治疗更能改善 2 年的 RFS（81.8% vs 
51.7%，P ＝ 0.021）。考虑可能原因为 non-GCB 型
患者肿瘤细胞内信息传导通路被抑制，导致肿瘤
细胞的凋亡受阻，不利于病情的转归 [19]。进一步
表明 non-GCB 型是患者独立的预后不良因素。廖
已函等 [20] 对 80 例 DLBCL 患者进行回顾性分析，
单因素分析结果亦显示 non-GCB 型患者为影响预
后的独立危险因素。因此认为，伴有 non-GCB 型
预后不良因素的 DLBCL 患者较 GCB 型患者更容
易出现复发难治，也可能是序贯 Auto-HSCT 巩固
治疗更容易获益的人群。另外，Kim 等 [21] 分析了
预处理方案采用 BEAM 方案或 BUCY 方案的 65
例接受 Auto-HSCT 的非霍奇金淋巴瘤患者，结
果表明 BEAM 方案与 BUCY 方案的生存结果相
似。本研究对预处理方案分别采用 BEAM 方案或
BUCY 方案的 25 例移植组患者进行 RFS、OS 分
析，结果提示 2 年 RFS 率、OS 率差异均无统计
意义，提示两种预处理方案无明显差别，疗效相
当。与上述的研究结果亦相符。
　　Auto-HSCT 治疗 DLBCL 患者的疗效确切，
安全性相对较好。多项研究提示 Auto-HSCT 的主
要不良反应为Ⅲ～Ⅳ级骨髓抑制、胃肠道反应、
肝功能损伤等，予对症治疗后均好转 [15，22]。本
研究所有移植患者均未发现移植相关死亡，主要
不良反应为粒细胞缺乏伴发热，部分出现了肺部
感染、败血症、胃肠道反应及其他Ⅰ～Ⅱ级比较
轻微的反应，经对症治疗后均痊愈。安全数据与
上述研究安全数据相符，进一步提示序贯 Auto-
HSCT 巩固治疗为安全可控的。本研究总体不良
反应发生率较低、程度较轻，考虑与样本量偏少
有关。
　　本研究存在的局限性：① MYC、Bcl-2 和 /
或 Bcl-6 重排为影响预后的不良因素 [23-24]，本研
究未能把此类 DLBCL 患者纳入分析，而这个预
后不良因素可能会影响 RFS、OS 的分析结果；② 
单因素分析提示两组的 non-GCB 型患者 2 年的
RFS 对比差异有统计学意义，但未能进一步运用
COX 比例风险回归模型校正混杂因素，而这因素
亦可能会影响 RFS、OS 的分析结果；③ 本研究
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为小样本单中心回顾性分析，虽两组患者的基线
水平相当，但因样本量小，随访时间过短，最终
分析的 OS 无明显差异。后续需开展更多的大样
本、多中心前瞻性研究以进一步探讨该方案的疗
效及安全性。
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苯达莫司汀治疗边缘区淋巴瘤的单中心回顾性研究

蓝晓凤1，2，贤晓敏1，2，刘玄勇1，2，陈丽萍1，2，王月乔2，王强1，郭智1，2*（1.武汉科技大学医学院，武

汉　430065；2. 国家癌症中心/国家肿瘤临床医学研究中心/中国医学科学院北京协和医学院肿瘤医院深圳医院，深圳　518116）

摘要：目的　探讨苯达莫司汀治疗边缘区淋巴瘤的有效性及安全性。方法　收集 2020 年 6 月

至 2021 年 12 月在我院接受苯达莫司汀为基础治疗方案的边缘区淋巴瘤患者的临床信息，共

29 例。回顾性分析苯达莫司汀为基础治疗方案在初治及复发难治边缘区淋巴瘤的客观缓解率

（ORR）、安全性及相关预后因素。结果　29 例边缘区淋巴瘤患者接受苯达莫司汀为基础方案

治疗，完全缓解（CR/CRu）14 例（48.3%），部分缓解（PR）10 例（34.5%），疾病稳定（SD）

5 例（17.2%），疾病进展（PD）0 例，ORR 为 82.8%，初治患者客观缓解率为 94.7%，复发难

治患者客观缓解率为 60.0%，接受苯达莫司汀单药治疗（6 例）患者 ORR 达 66.7%；接受苯达

莫司汀联合利妥昔单抗治疗（23 例）患者 ORR 达 87.0%。各亚组间的 ORR 差异有统计学意义

（P ＜ 0.05），主要与年龄（＜ 70 岁、≥ 70 岁）、治疗线数（初治、复发难治）有关。不良反应

主要为骨髓抑制和胃肠道反应，均可控。结论　苯达莫司汀为基础治疗方案在边缘区淋巴瘤患

者中疗效佳，且不良反应可控，可以作为初治及复发难治边缘区淋巴瘤的选择。

关键词：苯达莫司汀；边缘区淋巴瘤；疗效；安全性

中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1510-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.006

Efficacy and safety of bendamustine for patients with marginal zone 
lymphoma: a single center retrospective study

LAN Xiao-feng1, 2, XIAN Xiao-min1, 2, LIU Xuan-yong1, 2, CHEN Li-ping1, 2, WANG Yue-qiao2, 
WANG Qiang1, GUO Zhi1, 2* (1. College of Medical, Wuhan University of Science and Technology, 
Wuhan  430065; 2. National Cancer Center/ National Clinical Research Cancer for Cancer/ Cancer 
Hospital & Shenzhen Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical 
College, Shenzhen  Guangdong  518116 )

Abstract: Objective  To determine the efficacy and safety of bendamustine for patients with marginal 
zone lymphoma (MZL). Methods  The clinical data of 29 MZL patients treated with bendamustine 
in our hospital from June 2020 to December 2021 were collected. The overall objective response 
rate (ORR), disease control rate (DCR), safety and related prognostic factors of bendamustine-based 
were treatment regimens analyzed retrospectively. Results  Among the 29 MZL patients, 14 (48.3%) 
showed complete response (CR/CRu), 10 (34.5%) partial response (PR), 5 (17.2%) stable response 
(SD), and none had progressive response (PD). The ORR was 82.8%. The ORR of newly treated 
patients was 94.7%, and that of refractory patients was 60.0%. The ORR of 6 patients receiving 
bendamustine alone was 66.7%, while the ORR of 23 patients receiving bendamustine combined with 
rituximab reached 87.0%. The difference in ORR among subgroups was significantly related to age 
( ＜ 70 years old, ≥ 70 years old) and the number of treatments (initial treatment, recurrence and 
refractory treatment) (P ＜ 0.05). The main adverse reactions included bone marrow suppression and 
gastrointestinal reaction, which were all controllable. Conclusion  Bendamustine-based treatment has 
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　　 边 缘 区 淋 巴 瘤（marginal zone lymphoma，
MZL）是一种惰性 B 细胞淋巴瘤，起源于淋巴结
和其他淋巴组织中的边缘区 B 细胞 [1-2]。根据 MZL
中引发疾病的 B 细胞的位置不同，世界卫生组织
（WHO）将其分为 3 种亚型，分别为脾脏边缘区淋
巴瘤（SMZL）、黏膜相关淋巴样组织边缘区淋巴
瘤（MALT）和淋巴结边缘区淋巴瘤（NMZL）[3-4]。
其中，最常见的是 MALT，占 MZL 的 70%，而
SMZL 和 NMZL 各 占 MZL 的 20% 和 10%[5]。MZL
是常见的 B 细胞非霍奇金淋巴瘤（non-Hodgkin’s 
lymphoma，NHL），占成人 NHL 的 8% ～ 15%[6]，
MZL 的发病率也随年龄呈指数增长 [7-8]。此外，
MZL 临床表现广泛，发展缓慢，但常常复发，无
法治愈，部分可转变为侵袭性淋巴瘤 [9-10]。因此，
寻找一种疗效好、毒副作用低并可获得较长缓解期
和可耐受的治疗方案尤为重要。苯达莫司汀是一
种氮芥衍生物，兼具烷化剂和抗代谢双重功能 [11]。
2008 年美国食品药品监督管理局（Food and Drug 
Administration，FDA）批准了苯达莫司汀在慢性
淋巴细胞白血病以及惰性 B 细胞 NHL 治疗中的应
用 [12]。随着临床治疗经验的增加，苯达莫司汀逐
渐被应用于淋巴增生性疾病的临床治疗。然而该药
在国内上市时间较短 [13]，其用于 MZL 治疗的有效
性和安全性尚未有多中心、大规模的临床数据和经
验支持。本文就苯达莫司汀在 MZL 治疗的有效性
及安全性进行观察和评价，为该药用于 MZL 的临
床治疗提供数据。
1　材料与方法

1.1　临床资料

　　共纳入 2020 年 6 月至 2021 年 12 月中国医学
科学院北京协和医院肿瘤医院深圳医院血液淋巴
瘤科应用苯达莫司汀单药或联合利妥昔单抗治疗
的 29 例 MZL 患者进行回顾性分析，其中男性 14
例，女性 15 例；中位年龄 57 岁（年龄 35 ～ 84
岁）；≥ 70 岁 11 例，＜ 70 岁 18 例；根据 Ann 
Arbor 临床分期标准，Ⅰ/Ⅱ期 10 例，Ⅲ/Ⅳ期 19
例；其中结外边缘区淋巴瘤 21 例（眼眶 8 例 / 胃
肠 6 例 / 腮腺 4 例 / 鼻咽 2 例 / 舌根 1 例），结内
边缘区淋巴瘤 8 例；初治 19 例，复发难治 10 例；
有大包块 4 例，没有大包块 25 例；IPI 评分≥ 3

分 11 例，＜ 3 分 18 例；乳酸脱氢酶（LDH）正
常 16 例，高于正常 13 例；有 B 症状（不明原因
体质量下降 10%，发热 38℃，盗汗）4 例，没有
B 症状 25 例；骨髓累及 8 例，不累及 21 例；接
受苯达莫司汀单药治疗 6 例，联合利妥昔单抗治
疗 23 例。
　　纳入标准：① 病理诊断明确的 MZL，至少
有 1 个可测量的病灶，符合 RECIST1.1 标准；② 
患者的临床资料、疾病特点、治疗方式等相关
资料能够在该院病历查询系统、影像及检验查
询系统得到详细记录；③ 患者年龄≥ 18 岁；④ 
为初治或复发难治 MZL，接受苯达莫司汀单药
或联合利妥昔单抗治疗；⑤ 全身功能状态评分
（ECOG）≤ 2；⑥ 每例患者至少完成 2 个周期化
疗，至少有 1 次疗效评估。
　　排除标准：① 合并其他恶性肿瘤病史；② 
有肝、肾或其他器官功能性障碍；③ 伴有精神
性疾病；④ 处于妊娠期或哺乳期；⑤ 乙肝病毒
DNA 定量大于 2000 IU·mL－ 1；⑥ 病历资料不
全和随访不到者。
1.2　治疗方案

　　6 例患者接受苯达莫司汀单药治疗，24 例患
者接受苯达莫司汀联合利妥昔单抗治疗，苯达莫
司汀具体剂量为 90 mg·m－ 2，第 1、2 日使用，
利妥昔单抗剂量为 375 mg·m－ 2，第 0 日使用，
每 28 日为 1 个周期。治疗期间监测血常规、肝
肾功能和消化道反应等。每 2 个周期后评估疗效，
若治疗有效可继续用药达 6 ～ 8 个周期，如治疗
无效或毒性不能耐受则按 NCCN 或 CSCO 指南更
换相应的后线治疗方案。
1.3　疗效及不良反应评价

　　每 2 个周期治疗结束后行增强 CT 或 PET-CT
扫描，参照非霍奇金淋巴瘤疗效评价标准，分
为完全缓解（CR）、未确定的完全缓解（CRu）、
部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展
（PD）；以客观缓解率（ORR、CR/CRu ＋ PR）
作为评价近期疗效的主要指标。采用电话或门诊
随访，随访截止至 2022 年 2 月 28 日；无进展生
存期（PFS）定义为从苯达莫司汀治疗开始至 PD
或任何原因导致的死亡；缓解持续时间（DOR）

good efficacy and controllable adverse reactions in MZL patients, which can be an option for initial 
and recurrent refractory MZL.
Key words: bendamustine; marginal zone lymphoma; efficacy; safety
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定义为苯达莫司汀治疗达到 PR 或 CR/CRu 至客
观证据证实疾病进展的时间；评价为 CR/CRu、
PR、SD 的患者还需要经 4 周后的疗效确认，以
后每 2 个月随访 1 次，并行相关检查。不良反应
分级参照美国国立癌症研究所制订的通用不良反
应术语标准（CTC-AE）5.0 版本。
1.4　统计学方法

　　采用 SPSS 25.0 统计软件对研究数据进行统
计处理。计数资料采用频数进行统计描述，非正
态分布的资料以中位数表示，率的比较采用卡方

检验，P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
2　结果

2.1　近期疗效

　　29 例患者共计治疗 120 个周期，中位疗程
为 5 个周期。治疗 2 ～ 4 周期后均可评价，其中
CR/CRu 14 例（48.3%），PR 10 例（34.5%），SD 
5 例（17.2%），PD 0 例，总客观缓解率（ORR）
为 82.8%。卡方检验分析近期疗效与年龄（＜ 70
岁、≥ 70 岁）、治疗线数（初治、复发难治）相
关（P ＜ 0.05），见表 1。

表 1　29 例边缘区淋巴瘤患者的临床特征与疗效分析 
Tab 1　Clinical characteristics and efficacy of 29 MZL patients

特征 n（%） CR/CRu[n（%）] PR[n（%）] SD PD ORR[n（%）] P

总体 29 14（48.3） 10（34.5） 5 0 24（82.8）

性别 男 14（48.3） 6（42.9） 6（42.9） 2 0 12（85.7） 0.684

女 15（51.7） 8（53.3） 4（26.7） 3 0 12（80.0）

年龄 / 岁 ≥ 70 11（37.9） 4（36.4） 2（18.2） 5 0 6（54.5） 0.002

＜ 70 18（62.1） 10（55.6） 8（44.4） 0 0 18（100）

分期 Ⅰ～Ⅱ 10（34.5） 8（80.0） 0 2 0 8（80.0） 0.775

Ⅲ～Ⅳ 19（65.5） 6（31.6） 10（52.6） 3 0 16（84.2）

骨髓累及 累及 8（27.6） 2（25.0） 4（50.0） 2 0 6（75.0） 0.495

不累及 21（72.4） 12（57.1） 6（28.6） 4 0 18（85.7）

B 症状 有 4（13.8） 2（50.0） 0 2 0 2（50.0） 0.658

没有 25（92.6） 14（56.0） 9（36.0） 4 0 23（92.0）

LDH 正常 16（44.4） 10（62.5） 6（0.375） 0 0 16（100） 0.917

高于正常 13（55.6） 4（30.8） 4（30.8） 5 0 8（61.5）

IPI 评分 ≥ 3 11（22.2） 6（54.5） 2（18.2） 3 0 8（72.7） 0.264

＜ 3 18（77.8） 8（44.4） 8（44.4） 2 0 16（88.9）

肿瘤大小 /cm ≥ 7.5 4（14.8） 2（50.0） 0 2 0 2（50.0） 0.620

＜ 7.5 25（86.2） 12（48.0） 10（40.0） 3 0 22（88.0）

Ki-67 ≥ 30% 13（44.8） 6（46.2） 4（30.8） 3 0 10（76.9） 0.453

＜ 30% 16（55.2） 8（50.0） 6（37.5） 2 0 14（87.5）

方案 单药 6（20.7） 0 4（66.7） 2 0 4（66.7） 0.241

BR 23（79.3） 14（60.9） 6（26.1） 3 0 20（87.0）

分型 结外 MZL 21（72.4） 10（47.6） 6（28.6） 5 0 16（76.2） 0.129

结内 MZL 8（27.6） 4（50.0） 4（50.0） 0 0 8（100）

治疗线数 初治 19（65.5） 12（63.2） 6（31.6） 1 0 18（94.8） 0.019

复发难治 10（34.5） 2（20.0） 4（40.0） 4 0 6（60.0）

2.2　随访结果

　　随访截至 2022 年 2 月 28 日，29 例患者中位
随访时间为 12 个月（3 ～ 20 个月），由于随访时
间较短，仅 2 例出现 PFS 终点事件（均为 PD），
PFS 和 OS 结果未成熟。
2.3　不良反应

　　29 例患者主要不良反应为骨髓抑制和胃
肠道反应。最常见骨髓抑制为中性粒细胞减少
（44.8%）、白细胞减少（37.9%）、血小板减少
（34.5%）、贫血（6.9%）；胃肠道反应（26.7%）以

恶心、呕吐、食欲下降为主，均为 1、2 级；其他
为皮疹（3.4%）。3/4 级不良反应为中性粒细胞减少
（20.7%）、白细胞减少（6.9%），未出现 3/4 级非血
液学毒性，详见表 2。
3　讨论

　　MZL 分型较多且具有不同的临床和病理学
特征，病程进展慢，易复发，危害患者的生命安
全。常规治疗方案效果有限，甚至有些治疗药物
容易出现耐药，给临床用药和治疗增加了极大的
难度。
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表 2　苯达莫司汀治疗 MZL不良反应分析 
Tab 2　Adverse reactions of bendamostine for MZL

不良反应 1 级 2 级 3 级 ≥ 4 级 总数 [n（%）]

白细胞减少 3 6 2 0 11（37.9%）

中性粒细胞减少 3 4 4 2 13（44.8%）

血小板减少 4 0 4 2 10（34.5%）

贫血 2 0 0 0 2（6.9%）

恶心 2 1 0 0 3（10.3%）

呕吐 2 0 0 0 2（6.9%）

食欲下降 2 1 0 0 3（10.3%）

皮疹 1 0 0 0 1（3.4%）

　　苯达莫司汀化学名为 4-[5-[ 双（2- 氯乙基）氨
基 ]-1- 甲基苯并咪唑 -2- 基 ] 丁酸盐，它独特的结
构使其兼具了烷化剂和抗代谢双重功能。苯达莫
司汀主要作用机制有以下四个方面：第一，通过
氮芥与其衍生物作用形成亲电子基，这些电子基
团形成共价键和富电子的亲核基，使得 DNA 单
双链交联，最终干扰 DNA 的合成，阻碍其功能
发挥；第二，通过诱导类似 DNA 碱基切除修复的
独特机制，最终达到作用目的；第三，从多方面
诱导细胞凋亡；第四，通过抑制细胞有丝分裂调
控细胞周期点，导致有丝分裂紊乱 [14-16]。国外已
有临床研究提示苯达莫司汀可用于血液系统肿瘤
的治疗，并证实了其在慢性淋巴细胞白血病、霍
奇金淋巴瘤、NHL 和乳腺癌等多种恶性肿瘤治疗
中的疗效 [17-18]。然而该药在国内上市时间还不长，
尚需要更多的临床研究数据来证实其对国内人群
的有效性和安全性。
　　本研究中纳入 29 例以苯达莫司汀单药或苯
达莫司汀联合利妥昔单抗的 MZL 患者，共计治
疗 120 个周期，中位疗程 5 个周期，治疗 2 个
周期以上的患者均纳入统计分析。结果显示 CR/
CRu 占 比 48.3%，PR 占 比 34.5%，SD 占 比
17.2%，PD 为 0，相较于国内较早期报道的临床
研 究 结 果 CR 为 24%，PR 为 52%，SD 为 12%，
PD 为 12%，CR 率、ORR 更高 [19]；其次，本研
究的 ORR 为 86.21%，相较于 Salar 等 [20] 的研究
结果（ORR 为 100%，CR 为 98%）略低，可能是
因为两个研究对于最终纳入统计分析的患者临床
基线等不尽相同；也可能是纳入本研究样本量少
产生的偏差；但本研究结果与 Morigi 等 [21] 报道
的一项单中心回顾性研究结果（65 例，其 ORR
为 89.2%）以及王亚文等 [22] 报道的同类型研究结
果（ORR 为 90.0%，CR 为 60.0%）接近，提示苯
达莫司汀用于 MZL 治疗的有效性。BRIGHT 研
究是一项Ⅲ期的开放标签的非劣研究，研究对比

了苯达莫司汀联合利妥昔单抗（BR）与 R-CHOP
或 R-CVP 标准治疗初治惰性非霍奇金淋巴瘤
（iNHL）或套细胞淋巴瘤的安全性及有效性，初
步研究结果显示，一线使用 BR 方案所取得的 CR
率并不低于 R-CHOP/R-CVP（31% vs 25%），安
全性不亚于标准治疗 [23]。BRIGHT 研究的长期
随访显示，BR 组的 PFS、EFS 和 DOR 显著优于
R-CHOP/R-CVP 组，OS 无显著差异，安全性结
果与之前报道的一致 [24]。本研究初治和复发难治
MZL 患者 CR 率达 63.2% 和 20%，初治患者取得
明显高于 BRIGHT 研究的 CR 率，复发难治患者
亦取得不错的 CR 率。同时，本研究观察到苯达
莫司汀对不同年龄分组（年龄＜ 70 岁、≥ 70 岁）、
治疗线数（初治、复发难治）患者的疗效差异有
统计学意义，后续可考虑入组更多病例，设置对
照组，增加随访时间进行验证。本研究随访时间
较短，PFS 和 OS 结果未成熟，故本次未纳入统
计。
　　本次 29 例患者主要不良反应为骨髓抑制和
胃肠道反应。其中 16 例出现骨髓抑制（55.2%）；
8 例患者出现胃肠道反应（27.60%），1 例患者出
现皮疹（3.4%），3/4 级不良反应主要为中性粒细
胞减少（20.7%）、白细胞减少（6.9%），未出现
3/4 级非血液学毒性，与其他同类型研究一致 [25]，
提示不良反应可控。
　　本研究通过对 29 例以苯达莫司汀为基础治
疗方案的 MZL 患者临床数据进行统计分析，结
果提示该药用于 MZL 的疗效佳、不良反应可控、
安全性高，可以作为初治及复发难治 MZL 的选
择。但由于本研究样本量小，存在一定的局限性，
需要更多的大样本随机对照研究进行验证。
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R-CDOP方案在初治弥漫大 B细胞淋巴瘤的疗效分析

陈丽萍1，2，刘玄勇1，2，贤晓敏1，2，谢晶1，2，蓝晓凤1，2，庄佳玲1，2，王月乔2，王强1，郭智1，2*

（1. 武汉科技大学医学院，武汉　430065；2. 国家癌症中心/国家肿瘤临床医学研究中心/中国医学科学院北京协和医学院肿瘤医院

深圳医院，广东　深圳　518116）

摘要：目的　评价 R-CDOP 方案（利妥昔单抗＋环磷酰胺＋聚乙二醇脂质体阿霉素＋长春新

碱＋泼尼松）在初治弥漫大 B 细胞淋巴瘤（DLBCL）中的有效性及安全性。方法　回顾性分析

某院血液肿瘤科于 2018 年 1 月至 2021 年 12 月收治的 111 例初治的 DLBCL 患者的临床资料，

中位年龄 52 岁（21 ～ 80 岁），R-CDOP 方案化疗（R-CDOP 组）80 例，同期使用 R-CHOP 方

案（利妥昔单抗＋环磷酰胺＋吡柔比星＋长春新碱＋泼尼松）化疗（R-CHOP 组）31 例，主要

研究终点是客观缓解率、无进展生存时间；次要研究终点是一般不良反应以及心脏毒性。结果
　R-CDOP 组和 R-CHOP 组患者的客观缓解率分别为 92.5% 和 83.9%（P ＝ 0.312）；R-CDOP
组和 R-CHOP 组患者的中位无进展生存时间分别为 36 个月和 24 个月（P ＝ 0.111）；但亚组分

析显示在 IPI 评分≥ 3 分、肿块≥ 7.5 cm 的患者中，R-CDOP 组较 R-CHOP 组可看到一定的疗

效优势，中位无进展生存时间分别为 30.6 个月和 16.0 个月（P ＝ 0.039）、33.7 个月和 11.5 个

月（P ＝ 0.027）。主要毒副反应（血液毒性、胃肠道反应、肝功能损伤）两组相近；心脏毒性

的发生率 R-CDOP 组较 R-CHOP 组更少（17.5% vs 48.3%，P ＜ 0.001）。结论　在总体 DLBCL
人群中，R-CDOP 方案与 R-CHOP 方案疗效相当，但在心脏毒性方面前者安全性更高。同时，

对于 IPI 评分≥ 3 分、大包块的 DLBCL 患者，R-CDOP 方案也显示出了一定的无进展生存时

间获益优势。

关键词：聚乙二醇脂质体阿霉素；弥漫大 B 细胞淋巴瘤；无进展生存时间；心脏毒性
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doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.007

Therapeutic efficacy of R-CDOP regimen for diffusive large  
B-cell lymphoma

CHEN Li-ping1, 2, LIU Xuan-yong1, 2, XIAN Xiao-min1, 2, XIE Jing1, 2, LAN Xiao-feng1, 2, ZHUANG 
Jia-ling1, 2, WANG Yue-qiao2, WANG Qiang1, GUO Zhi1, 2* (1. College of Medical, Wuhan University 
of Science and Technology, Wuhan  430065; 2. National Cancer Center/ National Clinical Research 
Cancer for Cancer/ Cancer Hospital & Shenzhen Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences 
and Peking Union Medical College, Shenzhen  Guangdong  518116)

Abstract: Objective  To evaluate the efficacy and safety of R-CDOP regimen (rituximab ＋

cyclophosphamide ＋ pegylated liposomal adriamycin ＋ vincristine ＋ prednisone) for diffusive 
large B-cell lymphoma (DLBCL). Methods  Clinical data of 111 patients with DLBCL were collected 
retrospectively. The median age was 52 (21 － 80 years old), including 80 patients treated with R-CDOP 
regimen (the R-CDOP group), and 31 treated with R-CHOP regimen (the R-CHOP group). The primary 
endpoints included objective response rate (ORR) and progress-free survival (PFS). Secondary endpoints 
covered adverse events and cardiotoxicity. Results  The ORR was 92.5% vs 83.9% for the R-CDOP 
group and the R-CHOP group, without significant difference in both groups (P ＝ 0.312). The median 
PFS was 36 months vs 24 months for the R-CDOP group and the R-CHOP group (P＝ 0.111). Subgroup 
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　　弥漫大 B 细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell 
lymphoma，DLBCL）的发病率约占非霍奇金淋
巴瘤的 30%，是其最常见的亚型。利妥昔单抗
的出现开启了淋巴瘤靶向治疗的新纪元，目前
R-CHOP 方案（利妥昔单抗＋环磷酰胺＋长春新
碱＋阿霉素＋泼尼松）为 DLBCL 的标准一线治
疗方案，5 年生存率可达 60%[1-2]。但 R-CHOP 方
案对部分患者的疗效欠佳，主要是因为 DLBCL
是一种组织学类型、临床表现以及生物学行为有
显著差异的淋巴细胞肿瘤 [3]。目前，国际预后指
数（international prognostic index，IPI）作为最常
用的预后指标 [4]，可以将 DLBCL 进行进一步的
危险分层，对治疗方案的选择亦有一定的指导作
用。但随着研究的不断深入，人们发现 DLBCL
的生物学特性愈加复杂，预后因素除 IPI 之外，
是否合并大包块（d ≥ 7.5 cm）、细胞起源类型
（生发中心型 GCB、非生发中心型 non-GCB）、
有无淋巴结外侵犯（睾丸、乳腺、骨骼、胃肠道）、
免疫组化类型、是否合并双 / 三打击等多种因素
亦明显影响患者的预后 [5]。对于合并高危因素的
DLBCL 患者，R-CHOP 方案难以获得满意的疗
效，因而探讨新型的治疗方案十分必要。此外，
DLBCL 也是一类老年人多见的恶性淋巴瘤，由
于老年患者常伴随一些心脏基础疾病 [6]，而蒽环
类药物又存在心脏限制性毒性，使得这类患者难
以接受足疗程及强度的治疗，进而影响 R-CHOP
方案在这类患者中的最终疗效。因此，寻求安
全、疗效可靠的药物代替常规蒽环类药物对老
年 DLBCL 患者而言尤为重要。聚乙二醇脂质体
阿 霉 素（pegylated liposomal adriamycin，PLA）
以脂质体作为外壳包裹普通阿霉素，具有毒性
小、能够提高药物疗效的优点，前期多项研究已
证实其在治疗获得性免疫缺陷综合征引起的卡波

西肉瘤、卵巢癌、复发或转移性乳腺癌和多发性
骨髓瘤等疾病中的安全性及有效性 [7-10]。PLA 的
亲肿瘤组织，而在心肾分布浓度较低的特点，减
轻了阿霉素在相应脏器的毒性作用，同时增加了
肿瘤组织中阿霉素的浓度，提高了对肿瘤组织的
靶向性，有助于提高药物杀伤肿瘤作用的同时减
轻重要脏器的损伤 [11]。但在非霍奇金淋巴瘤的
治疗中，PLA 的临床应用仍处于探索阶段。本研
究回顾性分析我院血液肿瘤科 R-CDOP 方案对比
R-CHOP 方案治疗初诊的 DLBCL 的疗效及安全
性差异，以期进一步探讨 PLA 在 DLBCL 患者中
的治疗价值。
1　资料和方法

1.1　病例资料

　　回顾性分析我院血液肿瘤科 2018 年 1 月至
2021 年 12 月收治的 111 例初诊的 DLBCL 患者。
纳入标准：经病理诊断的初诊 DLBCL 患者；至
少完成 2 个周期的治疗，有 1 次疗效评价；临床
资料完整。采集的信息主要包括患者的一般临床
资料，包括性别、年龄、细胞起源（生发中心型、
非生发中心型）、基线血生化检查资料、影像学
资料（全身增强 CT 或 PET-CT 检查结果）、IPI 评
分、肿瘤分期、骨髓侵犯情况、B 症状、有无大
包块（定义为病灶长径≥ 7.5 cm）、Ki-67 等。排
除明确有严重冠心病、心律失常的患者。所有患
者均签署知情同意书。
1.2　治疗方案

　　R-CDOP 组 80 例，中位治疗周期为 6 个周期
（2 ～ 8 个周期）；R-CHOP 组 31 例，中位治疗周
期为 6 个周期（2 ～ 8 个周期）。R-CDOP 方案：
利妥昔单抗 375 mg·m － 2，第 0 日；环磷酰胺
750 mg·m － 2，第 1 日；长春新碱 1.4 mg·m － 2（最
大 剂 量 2.0 mg·m － 2）， 第 1 日；PLA 25 ～ 30 

analysis showed the median PFS among patients with international prognostic index (IPI) ≥ 3 and large 
mass (d ≥ 7.5 cm) in the R-CDOP group was better than that in the R-CHOP group. The median PFS 
was 30.6 months and 16.0 months (P ＝ 0.039),  vs 33.7 months and 11.5 months (P ＝ 0.027). There 
were no significant differences in the hematological toxicity, nausea, vomit, and abnormal liver function 
between the two groups. The difference in the incidence of cardiotoxicity was significant between the 
two groups (P ＜ 0.001). Conclusion  R-CDOP regimen has similar efficacy as R-CHOP regimen in the 
overall DLBCL patients, but can reduce cardiotoxicity. In the meanwhile, the R-CDOP regimen shows 
better efficacy in DLBCL patients at IPI ≥ 3 and with large mass. 
Key words: pegylated liposomal adriamycin; diffusive large B-cell lymphoma; progress-free survival; 
cardiotoxicity
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mg·m － 2 或 35 ～ 40 mg·m － 2，第 1 日；泼尼
松 60 mg·m － 2， 第 1 ～ 5 日。R-CHOP 方 案：
利妥昔单抗 375 mg·m － 2，第 0 日；环磷酰胺
750 mg·m － 2，第 1 日；长春新碱 1.4 mg·m － 2

（最大剂量 2.0 mg·m － 2），第 1 日；吡柔比星 50 
mg·m － 2，第 1 日；泼尼松 60 mg·m － 2，第 1 ～ 5
日。患者每 2 周期行全身 CT 平扫＋增强或 PET-
CT 检查。每个治疗周期前后均监测患者的血常
规、肝肾功能等指标、心电图和超声心动图以及
患者治疗后出现的所有不良反应。
1.3　疗效评价及安全性评估

　　根据 2014 年 Lugano 修订版淋巴瘤疗效评
价标准 [12] 进行疗效评价，分为完全缓解（CR）、
部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展
（PD）。随访截止至 2022 年 1 月 31 日。以客观
缓解率（ORR，CR ＋ PR）及无进展生存时间
（PFS）为主要研究终点，其中 ORR 定义为至少
获得 PR 及以上疗效的比例，PFS 定义为初次治
疗至初次复发的时间。根据美国国立癌症研究所
常见毒性分级标准 CTCAE 5.0 版本进行安全性
评估 [13]。
1.4　统计学分析

　　采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析。通过
SPSS 描述中的图形检验进行正态分布性检验，
两组间基线数据的比较采用独立样本 t 检验；将
患者性别、年龄、分期、细胞起源、IPI 评分、大
包块、侵犯部位等纳入单因素分析，采用 Kaplan-
Meier 生存分析。以 P ＜ 0.05 表示差异有统计学
意义。
2　结果

2.1　基线资料特征

　　本研究共纳入 111 例 DLBCL 患者，R-CDOP
组 80 例，R-CHOP 组 31 例。R-CDOP 组中男性 44
例，女性36例，中位年龄53岁（21～80岁），≥60
岁 34 例；R-CHOP 组中男性 19 例，女性 12 例，中
位年龄 52 岁（28 ～ 73 岁），≥ 60 岁 9 例。R-CDOP
组与 R-CHOP 组在性别、年龄、疾病分期、细胞起
源、IPI 评分、淋巴结外侵犯等分布上差异无统计
学意义，见表 1。
2.2　疗效评估

　　80 例患者使用 R-CDOP 方案化疗后，CR 45
例，PR 29 例，SD 5 例，PD 1 例，完全缓解率为
56.3%，ORR 为 92.5%。31 例患者使用 R-CHOP 
方案化疗后，CR 19 例，PR 7 例，SD 4 例，PD 
1 例，完全缓解率为 61.3%，ORR 为 83.9%。两

组患者 ORR 比较，差异无统计学意义（P ＝

0.312），见表 2。

表 2　R-CDOP组与 R-CHOP组的疗效评估 [n(%)] 
Tab 2　Efficacy of the R-CDOP group and the R-CHOP group [n(%)]

指标 R-CDOP 组（n ＝ 80） R-CHOP 组（n ＝ 31）

肿瘤总体评估

完全缓解（CR） 45（56.3） 19（61.3）

部分缓解（PR） 29（36.2）   7（22.6）

稳定（SD）   5（6.3）   4（12.9）

进展（PD）   1（1）   1（3.2）

客观缓解率

CR ＋ PR 74（92.5） 26（83.9）

2.3　无进展生存情况

　　R-CDOP 组中位随访时间为 30 个月（3 ～ 36
个月），R-CHOP 组中位随访时间为 30 个月（4 ～ 

36 个月）。R-CDOP 组和 R-CHOP 组中位无进展
生存时间（mPFS）分别为36个月和24个月（P＝

0.111），见图1。但亚组分析提示，在 IPI 评分≥3
分的患者中，R-CDOP 组 mPFS 高于 R-CHOP 组
（30.6 个月 vs 16.0 个月，P ＝ 0.039），见图 2；在
肿块≥ 7.5 cm 的患者中，R-CDOP 组 mPFS 高于
R-CHOP 组（33.7 个月 vs 11.5 个月，P ＝ 0.027），
见图 3。R-CDOP 组和 R-CHOP 组不同性别、年
龄、疾病分期、侵犯部位患者的 mPFS 差异无统
计学意义（P ＞ 0.05），见表 3。
2.4　安全性评估

　　两组患者主要出现的一般不良反应为血液学
毒性、肝功能异常、胃肠道反应、口腔黏膜炎

表 1　R-CDOP组和 R-CHOP组患者的临床基线特征 
Tab 1　Clinical characteristics of patients in the R-CDOP group and 

the R-CHOP group

特征
R-CDOP 组

（n ＝ 80）
R-CHOP 组

（n ＝ 31）
P

性别 男 44 19 0.184

女 36 12

年龄 / 岁 ≥ 60 34   9 0.206

＜ 60 46 22

分期 Ⅰ～Ⅱ 33 13 0.898

Ⅲ～Ⅳ 47 18

细胞起源 GCB 22 15 0.654

non-GCB 54 15

缺失   4   1

IPI 评分 ≥ 3 28 10 0.576

＜ 3 52 21

肿瘤大小 /cm ≥ 7.5 26   5 ＜ 0.0001

＜ 7.5 54 26

侵犯部位 淋巴结 30 13 0.443

淋巴结外侵犯 50 18
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等，经积极治疗后均好转。无治疗相关死亡事件。
R-CHOP 组的心脏毒性发生率明显高于 R-CDOP

组（P ＜ 0.001），见表 4。治疗前后两组患者均
未出现心脏射血分数＜ 50% 和下降幅度＞ 10%。

表 4　R-CDOP组和 R-CHOP组患者心电图异常比较 
Tab 4　ECG abnormalities in patients in the R-CDOP group and the 

R-CHOP group

心电图异常
R-CDOP 组

（n ＝ 80）
R-CHOP 组

（n ＝ 31）
P

T 波改变 5 10

ST-T 改变 6   2

传导阻滞 3   1

室性早搏 0   1

心律不齐 0   1

心脏毒性发生率 /% 17.5 48.3 ＜ 0.001

3　讨论

　　利妥昔单抗的出现，极大地改善了 DLBCL
患者的生存状态 [14]，但对于高危患者、伴相关预
后不良因素的患者，R-CHOP 方案仍难以满足临
床需求，且心脏毒性也在一定程度上限制了部分
患者的使用。因此对 DLCBL 患者进一步分层治
疗、选择合适的治疗方案（或药物）对于提高部
分有高危因素或伴有预后不良因素的 DLBCL 患
者的疗效是当前探索的热点。
　　在一项Ⅲ期临床研究中，研究团队对 DA-
EPOCH-R 方案和 R-CHOP 方案一线治疗 DLBCL
的 疗 效 和 毒 副 作 用 进 行 了 比 较， 发 现 DA-
EPOCH-R 方案两年的 PFS 率为 75.5% vs 78.9%
（P ＝ 0.65）；两年的总生存率为 85.7% vs 86.5%
（P ＝ 0.65）；3 ～ 4 级的毒副作用 DA-EPOCH-R
组明显升高（P ＜ 0.001）[15]。结果提示，强烈
化疗方案 DA-EPOCH-R 较 R-CHOP 方案不能进

表 3　R-CDOP组和 R-CHOP组患者 mPFS的比较 
Tab 3　mPFS between the R-CDOP group and the R-CHOP group

特征

mPFS/ 月
PR-CDOP 组

（n ＝ 80）
R-CHOP 组

（n ＝ 31）

ITT 36.3 24.1 0.111

性别 男 39.2 23.3 0.274

女 31.8 21.5 0.227

年龄 / 岁 ≥ 60 34.8 24.0 0.201

＜ 60 35.6 21.7 0.379

分期 Ⅰ～Ⅱ 33.4 25.4 0.701

Ⅲ～Ⅳ 36.0 21.9 0.076

IPI 评分 ≥ 3 30.6 16.0 0.039

＜ 3 37.7 26.7 0.519

肿瘤大小 /cm ≥ 7.5 33.7 11.5 0.027

＜ 7.5 36.2 25.8 0.357

侵犯部位 淋巴结 31.8 23.7 0.834

淋巴结外侵犯 37.3 22.1 0.052

图 1　R-CDOP 组和 R-CHOP 组患者的无进展生存曲线

Fig 1　Progress-free survival curve of patients in the R-CDOP group and 
the R-CHOP group

图 2　R-CDOP 组和 R-CHOP 组在 IPI 评分≥ 3 分患者中的无进展生

存曲线

Fig 2　Progress-free survival curve of patients with IPI ≥ 3 in the 
R-CDOP group and the R-CHOP group

图 3　R-CDOP 组和 R-CHOP 组在肿瘤≥ 7.5 cm 患者中的无进展生

存曲线

Fig 3　Progress-free survival curve of patients with tumors larger than 
7.5 cm in the R-CDOP group and the R-CHOP group
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一步提高患者的生存时间，同时还增加了毒副作
用。国内的一项Ⅲ期临床研究结果表明，对比
R-CHOP-14 方案和 R-CHOP-21 方案治疗新诊断
的 DLBCL 患者，两种方案 3 年 PFS 率（63.2% 
vs 66.1%，P ＝ 0.447）和 3 年总生存期（OS）率
（77.5% vs 77.6%，P ＝ 0.903），R-CHOP-21 方案
在 IPI ≥ 3 分的患者预后更差 [16]，提示双周剂量
密集型方案较 R-CHOP-21方案不能进一步提高患
者的生存，而且高危患者的预后更不理想。对于
存在大包块的局限期 DLBCL 患者，目前指南推
荐予以 6 个周期 R-CHOP 方案和受累野放疗，现
有的临床研究也表明该治疗方案可以提高患者的
OS，但随着随访时间的延长，由于放疗导致的第
二肿瘤的发生，使得这种治疗方式的生存优势逐
渐丧失 [17]。一项国内的研究结果显示，对于存在
大包块的 DLBCL，R-CHOP 方案治疗的有效率
低，并且容易复发 [18]。另外，多项 R-CHOP ＋ X
药物临床研究亦未显示出优势。PYRAMID 试验
结果显示硼替佐米联合 R-CHOP 对比 R-CHOP 治
疗 DLBCL，两组的 2 年 PFS 率及 OS 率差异无
统计学意义 [19]；PHOENIX 试验显示伊布替尼联
合 R-CHOP 对比 R-CHOP 治疗初诊的 non-GCB
亚型 DLBCL，两组的无事件生存期（EFS）率差
异无统计学意义 [20]；上海瑞金医院的一项Ⅱ期临
床研究结果显示，西达苯胺联合 R-CHOP 在初诊
老年 DLBCL 患者中的 ORR 为 90.3%，但 3 ～ 4
级的中性粒细胞减少症的发生率高达 60.5%[21]。
从目前的研究结果来看，对于存在高危因素的
DLBCL 患者，强烈化疗方案、双周密集型方案
以及在 R-CHOP 方案基础上加用 X 药物的探索均
以失败告终。
　　 为 了 探 讨 PLA 在 伴 有 不 良 预 后 因 素 的
DLBCL 患者中的治疗价值及优势，本研究回顾
性分析了 111 例初诊 DLBCL 患者的治疗情况，
对比 R-CHOP 方案，选择 PLA 替代普通阿霉素
的 R-CDOP 方 案 在 ORR（92.5% vs 83.9%，P ＝

0.312）上可以看到获益趋势。对比国内其他同行
的研究结果，吴晓爽等 [22] 研究报道 R-CDOP 方
案的 ORR 为 87.0%，考虑结果存在差异的原因可
能是两个研究纳入的研究人群的基线不一致。常
莹莹等 [23] 研究报道的 R-CDOP 方案的 ORR 为
94.6%，与本研究结果比较相近。本研究进一步对
患者的一些临床特征，如年龄、肿瘤分期、大包
块、肿瘤侵犯部位、高 IPI 评分等进行亚组分析，
结果表明在 IPI 评分≥ 3 分的患者中，R-CDOP 组

mPFS 高 于 R-CHOP 组（30.6 个 月 vs 16.0 个 月）
（P＝0.039）；在肿块≥7.5 cm 的患者中，R-CDOP
组 mPFS 高于 R-CHOP 组（33.7 个月 vs 11.5 个月）
（P ＝ 0.027）。对于 IPI 评分≥ 3 分、大包块这两
种预后不良的 DLBCL 患者，R-CDOP 方案延长
了患者的 mPFS。本研究结果提示，在今后的临
床实践中可以对伴有以上这两种预后不良因素的
DLBCL 患者使用 PLA 以提高患者 ORR，延长患
者的 mPFS。在本研究中，PLA 体现出明显治疗
优势的原因可能是因为 IPI 评分较高的患者大多
肿瘤分期较晚、肿瘤负荷较大，并且因包块太大，
普通蒽环类药物难以透入，标准的一线治疗治愈
率相对较低，而 PLA 的平均颗粒直径较小，易透
过肿瘤组织，同时因肿瘤组织中缺乏功能性淋巴
引流，药物可在肿瘤组织中聚集 [24]。
　　除疗效外，不良反应也是化疗过程中特别需
要关注的一个方面。临床研究和实践观察显示，
蒽环类药物导致的心脏毒性往往是不可逆的，这
极大地限制了蒽环类药物的临床应用。有研究显
示，使用阿霉素多程治疗后，当累积剂量达到 550 
mg·m － 2 时，心脏毒性的发生率更高，病死率可
达 48%[25]。PLA 是一种新型的蒽环类药物，具有
高通透性及强滞留效应，因此在肿瘤组织中的浓
度更高，可以达到更好的杀灭肿瘤细胞的作用。
同时研究显示，PLA 在心肌组织中的药物浓度仅
为肿瘤组织中的 1/4，可降低阿霉素的心脏毒性作
用 [26]。在一项 R-CDOP 治疗方案的临床研究中，
研究者纳入 50 例患者（中位年龄 76 岁，其中心肌
缺血占 35%，左室肥厚占 13%），以心脏毒性为主
要研究终点，结果显示未观察到左室射血分数基
线值的显著变化，PLA 的心脏毒性较阿霉素明显
减少 [27]。本研究中 R-CDOP 组有 14 例出现心电图
的改变，其中 5 例是 T 波改变，6 例 ST-T 改变，3
例传导阻滞，无心脏射血分数基线值的显著变化，
均为 1 ～ 2 级毒性，心脏毒性的发生率为 17.5%，
相较于 R-CHOP 组的心脏毒性发生率 48.3% 明显
减少（P ＜ 0.001）。因此，对于老年患者或者有心
脏基础疾病的 DLBCL 患者，PLA 替代普通阿霉素
的 R-CDOP 方案是一种可行的选择。
　　本研究为单中心回顾性分析，虽最终纳入的
两组患者基线水平相当，但随访时间相对较短，
同时样本量较少，未能分析患者的 OS 率。因此，
需要进一步扩大样本量进行多中心的数据分析，
以证实及探索该方案的疗效与安全性。
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养心生脉颗粒对异丙肾上腺素诱导的小鼠心肌缺血及 
焦虑样行为的影响

张明倩1，崔爽1，梁五林1，郭凡帆1，欧文静1，伍永鸿1，张仲毅2，贾占红1，张硕峰1*（1.北京中

医药大学中药学院，北京　102488；2.秦皇岛市山海关药业有限责任公司，河北　秦皇岛　066000）

摘要：目的　探究养心生脉颗粒对异丙肾上腺素（ISO）诱导的小鼠心肌缺血损伤的改善作用

及焦虑样行为的影响。方法　72 只昆明小鼠随机分为空白组，模型组，养心生脉颗粒 3.15、
6.30、12.60 g·kg－ 1 组及阳性药组（复方丹参片 0.432 g·kg－ 1 和地西泮 0.001 g·kg－ 1），连

续灌胃给药 8 d，除空白组外，其余各组小鼠于第 5 日给药 30 min 后，采用首次腹腔注射 ISO
（60 mg·kg－ 1），第 6 ～ 8 日腹腔注射 ISO（50 mg·kg－ 1）法制备小鼠心肌缺血模型，于第 7
日造模 8 h 后进行高架十字迷宫实验、明暗箱实验和旷场实验，于第 8 日灌胃给药 1 h 后，监

测心电图 0.5、5、10、15、20 min ST 段的变化，取各组小鼠血清检测血清乳酸脱氢酶（LDH）、

肌酸激酶（CK）水平。结果　行为学结果显示，与空白组相比，模型组小鼠进入高架十字迷

宫开放臂次数、滞留时间和旷场运动轨迹总路程均显著降低（P ＜ 0.01），在明暗箱中明箱停

留的次数和时间以及进入旷场中心区域的次数和时间均明显减少，但差异无统计学意义；与模

型组相比，养心生脉颗粒各给药组均可明显改善小鼠进入高架十字迷宫开放臂次数、滞留时间

和旷场运动轨迹总路程（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），明箱停留的次数和时间以及进入旷场中心区

域的次数和时间有升高的趋势，但效果均不显著。心电图及心肌酶谱结果显示，与模型组相

比，养心生脉颗粒各给药组均能显著抑制 ISO 诱导的心电图 ST 段抬高以及血清心肌酶 LDH、

CK 活力的升高（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结论　养心生脉颗粒对 ISO 诱导小鼠心肌缺血损伤具

有保护作用，并能够逆转其焦虑样行为。

关键词：心肌缺血；焦虑；养心生脉颗粒
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like behaviors induced by isoproterenol in mice 
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Abstract: Objective  To determine the effect of Yangxin Shengmai granules on isoproterenol-
induced myocardial ischemia and anxiety-like behaviors in mice. Methods  Totally 72 KM mice 
were randomly divided into a blank group, a model group, 3 Yangxin Shengmai granules groups 
at 3.15, 6.30, and 12.60 g·kg－ 1 and a positive group (compound Danshen tablets 0.432 g·kg－ 1 

and diazepam 0.001 g·kg－ 1). The drug were given intragastrically for 8 days continuously. Except 
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　　心血管疾病（cardiovascular disease，CVD）
具有高发病率、高致残率和高病死率的特点，是
世界范围内引起死亡的主要原因 [1]，心肌缺血
（myocardial ischemia，MI）作为冠状动脉疾病谱
系的一部分，是指由于冠状动脉供血和心肌耗氧
量之间供需失衡，导致心脏供氧减少，心肌能量
代谢不正常的一种病理综合征 [2-3]。临床发现，心
肌缺血患者常伴发焦虑抑郁等情绪障碍，其发病
率远高于正常人群，患者长期忧思恐惧、睡眠不
足、紧张焦虑会增加疾病的发病率，影响疾病康
复进程及患者生活质量 [4]。
　　异丙肾上腺素（isoproterenol hydrochloride，
ISO）是一种合成儿茶酚胺，高剂量服用可能会
由于心肌耗氧量增大，冠状动脉强烈收缩，外周
阻力加大，心率加快，导致心肌缺血缺氧及心室
功能障碍 [5-6]。此外，一些临床观察证明，心率
与焦虑或恐慌症存在联系，而恐慌症患者的β- 肾
上腺素受体功能发生了改变。Leo 等 [7] 研究证明，
β- 肾上腺素能受体激动剂 ISO 可升高心率，并且
可能通过调节精神状态的外周信号即细胞外囊泡
诱发类似焦虑样行为，而慢性焦虑又是心律失常
和猝死的独立危险因素 [8]，故本实验采用外源性
儿茶酚胺类药物 ISO 构建小鼠心肌缺血合并焦虑
模型，避免了传统手术造模复合慢性焦虑模型操

作难度大、操作强度无标准等特点，较好的模拟
了临床缺血性心脏病伴焦虑样状态的表现。
　　养心生脉颗粒以生脉散为基础方，由人参、
麦冬、丹参、五味子、龙眼肉等 14 味中药组成，
具有益气养阴、活血祛瘀之效，临床应用该药治
疗冠心病心绞痛取得了良好的效果，该药多味单
药具有镇静安神的作用，在抗焦虑抑郁方面已有
较深入的研究，为养心生脉颗粒临床治疗伴焦虑
抑郁的冠心病患者提供了依据，故本研究观察中
药养心生脉颗粒对 ISO 诱导的小鼠心肌缺血的保
护作用及焦虑样行为的药效学作用，现报道如下。
1　材料

1.1　动物

　　SPF 级 KM 小鼠 72 只，体质量 19 ～ 22 g [ 北
京斯贝福实验动物技术有限公司，动物合格证号：
SYXK（京）2019-0010]，饲养温度为（22±2）℃，
自由获取食物和饮用水，适应性饲养 3 d。
1.2　试药

　　养心生脉颗粒（秦皇岛市山海关药业有限责任
公司，批号：20210206，规格：14 g/ 袋）；盐酸异
丙肾上腺素（上海源叶生物科技有限公司，批号：
K2308B46335，HPLC ≥ 98%）；复方丹参片（上
海凯合荣图们药业有限公司，批号：202010125，
规格：0.32 g/ 片）；地西泮（北京益民药业有限公司，

for the blank group, mice in the other groups were injected isoproterenol hydrochloride (ISO) (60 
mg·kg－ 1) intraperitoneally 30 min after the administration on the 5th day, and ISO (50 mg·kg－ 1) 
intraperitoneally on the 6th － 8th day. The elevated cross maze experiment, light-dark box test and 
open field experiment were conducted 8 h after the modeling on the 7th day. Electrocardiogram (ECG) 
was monitored for 0.5, 5, 10, 15 and 20 min after the intragastric administration on the 8th day. The 
serum of the mice in each group was taken to detect the levels of serum lactate dehydrogenase (LDH) 
and creatine kinase (CK). Results  The behavioral results showed that compared with the blank group, 
the number of open arms and residence time in the elevated cross maze, and the total distance in the 
open field of model group were significantly reduced (P ＜ 0.01). The number of staying in the light 
box and residence time in the light-dark box test and those of entering the central area of the open 
field were reduced, but without significance. Compared with the model group, each dose group of 
Yangxin Shengmai granules significantly improved the number of open arms and residence time in 
the elevated cross maze, and the total distance in the open field (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01); the number 
and time of staying in the lignt box in the light-dark box test and those of entering the central area of 
open field tended to increase without significance. ECG and myocardial enzyme spectrum showed 
that compared with the model group, each dose group of Yangxin Shengmai granules significantly 
inhibited the elevation of ECG ST segment and increased the serum myocardial enzyme LDH and 
CK activities (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01). Conclusion  Yangxin Shengmai granules protect against ISO-
induced myocardial ischemia in mice, and can reverse the anxiety-like behaviors. 
Key words: myocardial ischemia; anxiety; Yangxin Shengmai granule
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批号：20180403，规格：2.5 mg/ 片）。乳酸脱氢酶
测定试剂盒（批号：20210901）、肌酸激酶测定试
剂盒（批号：20210901）（凯基生物技术有限公司）。
1.3　仪器

　　信息化集成化信号采集与处理系统（成都泰
盟软件有限公司，型号：BL-420I），酶标仪（赛
默飞世尔科技有限公司，型号：MuttiSkan Mk3），
低温高速离心机（德国 Eppendorf AG 公司，型
号：Centrifuge 5810），Noldus EthoVision XT9 采
集分析系统（荷兰 Noldus 公司），Milli-Q 超纯水
系统（默克密理博实验室设备有限公司，型号：
Milli-QAdvantage）。
2　方法

2.1　模型建立与给药

　　72 只小鼠随机分为空白组，模型组，阳性药
组，养心生脉颗粒低、中、高（3.15、6.30、12.60 
g·kg－ 1）剂量组，每组 12 只。阳性药组小鼠给
予复方丹参片（0.432 g·kg－ 1）和地西泮（0.001 
g·kg－ 1），剂量为 0.02 mL·g－ 1，养心生脉颗粒
组剂量均为 0.04 mL·g－ 1，各给药组小鼠连续灌
胃给药 8 d。空白组、模型组小鼠给予等量的去
离子水。第 5 日给药 30 min 后，除空白组外其余
各组小鼠腹腔注射 60 mg·kg－ 1 ISO，第 6 ～ 8
日腹腔注射 50 mg·kg－ 1 ISO，构建急性心肌缺
血模型（空白组小鼠腹腔注射等量生理盐水），于
第 7 日造模 8 h 后进行行为学检测，第 8 日造模
后立即监测 20 min 内小鼠心电图 ST 段变化，然
后取血，检测血清心肌酶的变化。
2.2　行为学检测

2.2.1　高架十字迷宫实验　实验开始时，将小鼠面
对开放臂放至迷宫的中心区，用 Noldus EthoVision
摄像并实时跟踪记录小鼠 5 min 内分别进入开放
臂次数（OE）、封闭臂次数（CE）、开放臂滞留时
间（OT）和封闭臂滞留时间（CT），由上述指标计
算出：OT 占比（%）＝ OT/（OT ＋ CT）×100%；
OE 占比（%）＝ OE/（OE ＋ CE）×100%。
2.2.2　明暗箱实验　实验开始时，将小鼠放入
明箱中，使其背朝通道，摄像系统记录下小鼠 5 
min 内的活动情况，并记录小鼠进入明箱的次数
和进入明箱的时间。
2.2.3　旷场实验　将小鼠置于 Nodlus 自主活动
仪中央，规格为 45 cm×45 cm×100 cm，应用
Nodlus EthoVision 动物轨迹与动物行为智能分析
系统观察并记录 5 min 内小鼠进入中心区域的时
间和次数及运动轨迹的总距离。测试完成后用酒

精棉擦拭箱底，以免前一只小鼠遗留气味对下一
只实验小鼠产生影响。
2.3　心电图 ST 段变化

　　各组小鼠末次灌胃给药 1 h 后，10% 水合氯
醛麻醉小鼠，运用 BL-420I 生物功能实验系统，
采用标准肢导联，黑色皮下针头插于右下肢皮下，
白色皮下针头插于右上肢皮下，红色皮下针头插
于左下肢皮下，空白组小鼠腹腔注射生理盐水，
其余各组小鼠腹腔注射 ISO，观测小鼠Ⅱ导联心
电图 20 min，分析 0.5、5、10、15、20 min 时小
鼠心电图，得到各组小鼠各阶段 ST 段变化值。
2.4　血清 CK、LDH 检测

　　上述心电图检测完成后，立即眼球取血，室
温凝置 2 h 后，低温冷冻离心机 3000 r·min － 1，
4℃离心 10 min，取上清液，按 CK 和 LDH 试剂
盒说明书检测其相应水平。
2.5　统计学处理

　　应用 SPSS 23.0 软件进行统计学处理，采用
单因素方差分析（One Way ANOVA），选择最小
显著差法（LSD），对各组均数进行两两比较。结
果用均数 ±标准差（x±s）表示，P ＜ 0.05 为差
异有统计学意义。
3　结果

3.1　养心生脉颗粒对 ISO 致心肌缺血模型小鼠行

为学的影响

　　高架十字迷宫结果显示，与空白组相比，模
型组小鼠进入开放臂次数和滞留时间显著降低
（P ＜ 0.05），而各给药组小鼠较模型组显著升高
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），以养心生脉颗粒中剂量
组升高最为显著（见表 1）。

表 1　养心生脉颗粒对 ISO致心肌缺血模型小鼠高架十字迷宫的影

响 (x±s) 
Tab 1　Effect of Yangxin Shengmai granules on the elevated plus 
maze in myocardial ischemia model mice induced by ISO (x±s)

组别 n OE 占比 /% OT 占比 /%

空白组 12 44.16±12.26 26.09±12.87

模型组 12 28.09±12.56* 11.84±8.36*

养心生脉颗粒低剂量组 12 42.27±17.51# 26.59±13.74#

养心生脉颗粒中剂量组 12 47.45±13.13## 31.88±19.70##

养心生脉颗粒高剂量组 10 43.42±21.40# 23.16±22.04

阳性药组 12 41.76±15.12## 24.30±10.30#

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

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

　　明暗箱实验结果显示，与空白组相比，模型



1524

Central South Pharmacy.  July  2022, Vol. 20 No. 7 　中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期

组小鼠明箱停留的次数和时间均降低，各给药组
较模型组相比有升高的趋势，但效果较模型组均
不显著（见表 2）。

表 2　养心生脉颗粒对 ISO致心肌缺血模型小鼠明暗箱的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of Yangxin Shengmai granules on the light-dark box in 

myocardial ischemia model mice induced by ISO (x±s)

组别 n
进入明箱

的时间 /s
进入明箱的

次数 / 次
空白组 12 159.27±14.35 27.25±6.40
模型组 12 137.70±38.29 24.50±8.29
养心生脉颗粒低剂量组 12 147.58±36.77 22.67±9.79
养心生脉颗粒中剂量组 12 160.01±27.23 26.33±7.37
养心生脉颗粒高剂量组 10 153.96±35.42 22.90±3.65
阳性药组 12 173.34±67.84# 16.00±8.69

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

　　旷场实验结果显示，与空白组相比，模型组
小鼠总路程显著降低（P ＜ 0.01）；与模型组相比，
养心生脉颗粒中剂量组和阳性药组小鼠的总路程显

著升高（P ＜ 0.01），模型组小鼠进入中心区域的
次数和时间较空白组减少，养心生脉颗粒低剂量及
阳性药组小鼠进入中心区域的次数和时间较模型组
增加，但差异无统计学意义（见表 3 及图 1）。

图 1　各组大鼠运动轨迹图

Fig 1　Movement track of all groups
A. 空白组（blank group）；B. 模型组（model group）；C ～ E. 养心

生脉颗粒 2.1、4.2、8.4 g·kg － 1 组（Yangxin Shengmai granules at 2.1，
4.2，and 8.4 g·kg － 1 group）；F. 阳性药组（positive group）

表 3　养心生脉颗粒对 ISO致心肌缺血模型小鼠旷场活动的影响 (x±s) 
Tab 3　Effect of Yangxin Shengmai granules on the open field activity in myocardial ischemia model mice induced by ISO (x±s)

组别 n 总路程 /cm 进入中心区域的时间 /s 进入中心区域的次数 / 次

空白组 12 1906.18±426.06 15.54±8.94 13.92±6.92

模型组 12 1378.07±419.31** 14.59±9.32   9.58±5.28

养心生脉颗粒低剂量组 12 1314.75±302.84 18.64±17.76 11.33±8.27

养心生脉颗粒中剂量组 12 1823.14±302.07## 13.66±8.52 12.50±6.64

养心生脉颗粒高剂量组 10 1648.81±302.09   9.70±8.25   8.50±6.65

阳性药组 12 1807.98±389.37## 15.00±6.73 13.08±5.36

注：与空白组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01.

3.2　养心生脉颗粒对 ISO 致心肌缺血模型小鼠心

电图的影响

　　心电图结果显示，模型组小鼠心电图 ST 段
逐渐增大，15 ～ 20 min 时 ST 段变化值大于 0.05 

mV。在注射 ISO 5 ～ 20 min 时，不同剂量给药
组均能显著抑制 ISO 诱导的心电图 ST 段抬高
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）（见表 4）。

表 4　养心生脉颗粒对 ISO致心肌缺血模型小鼠心电图的影响 (x±s) 
Tab 4　Effect of Yangxin Shengmai granules on ECG in myocardial ischemia model mice induced by ISO (x±s)

组别 n
不同时间 ST 段抬高程度 /mV

0.5 min 5 min 10 min 15 min 20 min
模型组   9 0.0798±0.0384 0.1200±0.0319 0.1478±0.0384 0.1529±0.0438 0.2033±0.0590
养心生脉颗粒低剂量组 12 0.0573±0.0191 0.0750±0.0177** 0.0963±0.0297** 0.1092±0.0362* 0.1223±0.0411*

养心生脉颗粒中剂量组 12 0.0610±0.0149 0.0812±0.0316** 0.0913±0.0374** 0.1043±0.0458* 0.1208±0.0546*

养心生脉颗粒高剂量组 10 0.0752±0.0382 0.0892±0.0442* 0.0972±0.0454** 0.1288±0.0699 0.1629±0.0985
阳性药组 12 0.0567±0.0150 0.0667±0.0142** 0.0810±0.0177** 0.0947±0.0397* 0.1325±0.0866*

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

3.3　养心生脉颗粒对 ISO 致心肌缺血模型小鼠

LDH 和 CK 活力的影响

　　心肌酶谱结果显示，与空白组相比，模型组
小鼠血清 LDH、CK 活力显著升高（P ＜ 0.01），
养心生脉颗粒各给药组小鼠 LDH 均降低，以

养心生脉颗粒低剂量组 LDH 降低最为显著
（P ＜ 0.01），各给药组 CK 活力均显著降低，以
养心生脉颗粒中剂量组 CK 降低最为显著，且与
阳性药组水平相当（P ＜ 0.01）（见表 5）。
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表 5　养心生脉颗粒对 ISO致心肌缺血模型小鼠 LDH和 CK 
活力的影响 (x±s) 

Tab 5　Effect of Yangxin Shengmai granules on the serum LDH and 
CK content in myocardial ischemia model mice induced by ISO (x±s)

组别 n
LDH/

（U·L － 1）

CK/
（U·mL － 1）

空白组 12 3159.92±380.37 2.23±0.73

模型组 12 3732.18±219.85** 5.06±0.66**

养心生脉颗粒低剂量组 12 3144.51±276.89## 3.88±0.60##

养心生脉颗粒中剂量组 12 3483.62±472.04# 2.60±0.87##

养心生脉颗粒高剂量组 10 3410.40±248.65# 2.91±0.76##

阳性药组 12 3344.89±394.46## 2.39±0.96##

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

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

4　讨论

　　近年来，随着生物 - 心理 - 社会医学模式的
发展，焦虑、抑郁等负性情绪障碍在心血管疾病
的发生发展中越来越受到关注。临床上，患者由
于疾病症状反复、长期服药带来的药物不良反应
以及治疗费用高等问题，心理负担加重，长期处
于压力刺激下，容易出现焦虑、抑郁等心理问题。
严重焦虑、抑郁不仅会导致患者病情反复、疗效
欠佳，影响患者生活质量，而且会增加心血管不
良事件发生的风险 [9]。心血管疾病早期自主神经
主要表现为副交感神经兴奋下降，交感神经兴奋
性上升，后期自主神经失衡进展为副交感神经的
慢性、持续性损伤过程，而焦虑可引起交感神经
活动增加，加重平衡向交感系统倾斜，从而使冠
状动脉发生痉挛、狭窄，使心率变异性降低 [10]，
同时焦虑可促使机体处于应激状态，增加儿茶酚
胺类激素的释放，作用于肾上腺素能α和β 受体，
可增加血小板聚集，降低心肌造血能力，而心肌
缺血缺氧可激活交感神经，导致大量儿茶酚胺进
入循环系统，使机体代谢紊乱，神经内分泌失
调 [11-12]。
　　目前建立心肌缺血伴焦虑模型多采用结扎
冠状动脉左前降支结合慢性不可预见性刺激
（chronic unpredicted mild stress，CUMS）的复合
模型，该模型手术操作难度大，病死率高，加之
CUMS 实验方法多样，实际操作困难，方法选择
与实验强度没有统一标准，若强度较大，容易造
成动物物理性损伤，增加模型动物病死率，同时
模型过重，可能影响药物作用效果 [13]。儿茶酚胺
类药物 ISO 诱导小鼠心肌缺血模型是评价药物对
心肌缺血损伤作用的经典模型之一 [14]，此外，据

报道，经过 ISO 刺激，能够模拟慢性压力状态下
儿茶酚胺类激素释放，使小鼠产生焦虑样行为，
其行为学表现与 CUMS 小鼠一致，此造模方法简
单易操作，能够较好地模拟心肌缺血患者伴焦虑
的临床特征，避免复合模型中操作多样化、难度
较大、操作强度无标准等特点 [15]，故采用外源性
儿茶酚胺类药物 ISO 造模，构建心肌缺血伴焦虑
模型，为后续临床及基础研究提供了一种新思路。
　　高架十字迷宫实验、明暗箱实验和旷场实验
是研究动物焦虑样行为较为成熟经典的方法，是
判断焦虑动物模型建立成功的主要手段 [16]。本实
验行为学结果发现，ISO 诱导心肌缺血模型小鼠
在高架十字迷宫中进入开放臂次数和滞留时间，
以及在旷场实验中运动轨迹总路程均显著降低，
且在旷场实验中心区域以及明暗箱实验中明箱停
留的次数和时间均有降低的趋势，表明 ISO 诱导
心肌缺血模型小鼠表现出显著地焦虑样行为，经
养心生脉颗粒预处理后，小鼠进入开放臂、明箱
和中心区域的次数和时间、旷场运动轨迹总路程
的增加均可反映小鼠焦虑水平降低，探究行为活
动增加。
　　ISO 为人工合成的β 受体强效激动剂，大剂
量应用能够使交感神经过度兴奋，增加心脏负荷
和外周阻力，导致心脏供血不足，心肌发生不可
逆性缺血性损伤 [14]。β- 肾上腺素能受体激活不
仅会增加心率，还会增加左心室收缩力，从而刺
激心脏的活动 [17]，通过加速心率，ISO 会引起左
心室心内膜下心肌灌注损伤，导致继发性心内膜
下心肌严重缺血造成心肌细胞损害，心电图表现
为 ST 段抬高或压低及 T 波改变，正常心电等电
位线无明显的正向或负向偏移，而心肌缺血状态
下的异常电流可引起缺血部位 ST 段偏移，因此，
ST 段的偏移程度可以反映心肌缺血及损伤的程
度，是用于评价心肌缺血变化的敏感指标 [18-19]。
本实验结果发现，ISO 组小鼠心电图 ST 段偏移
程度逐渐增大，15 ～ 20 min 时，ST 段变化值大
于 0.05 mV，提示心肌缺血模型建立成功。经养
心生脉颗粒干预后能显著抑制 ISO 诱导的心电图
ST 段抬高，有效改善心肌缺血性损伤。
　　ISO 诱导心肌缺血与心肌细胞膜通透性改变
有关，儿茶酚胺类脂质过氧化产物可对心肌细胞
膜造成不可逆性损伤，使细胞膜的功能和完整性
丧失，导致 LDH 及 CK 等心肌酶从组织渗透到血
液中 [20]，LDH 和 CK 特异性较高，少量心肌组织
损伤或坏死都会引起血清 LDH 和 CK 活性水平
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升高，故血清中 CK 和 LDH 活性增加对评判心肌
损伤具有重要意义 [21]。本研究发现，养心生脉颗
粒预处理可有效逆转 ISO 诱导心肌缺血小鼠血清
心肌酶 CK 和 LDH 的升高，提示养心生脉颗粒对
ISO 所致小鼠心肌缺血损伤具有保护作用。
　　综上，养心生脉颗粒对 ISO 诱导小鼠心肌缺
血具有保护作用，同时能够改善其焦虑样行为。
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基于 UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS技术的 
3 种蒿属植物化学成分比较研究

毕玥琳1，张诗芸1，冯欣1，杜小伟2，瓮学智3*，孙毅坤1*（1. 北京中医药大学中药学院，北京　102400；2. 

北京市丰台区食品药品安全监控中心，北京　100071；3. 北京市药品检验研究院，北京　102206）

摘要：目的　基于 UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS 技术比较 3 种蒿属植物化学成分的差异。

方法　3 种蒿属植物 75% 甲醇提取物分析采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（1.7 
µm，2.1 mm×150 mm）；流动相为 0.1% 甲酸水溶液和乙腈，梯度洗脱；柱温 40℃，电喷雾

离子源在正负离子模式下交替扫描对色谱流出物进行质谱检测，利用相关文献及二级质谱信

息对各植物中化合物进行鉴别。结果　茵陈中共检测出 32 种化学成分，艾叶中共检测出 36
种化学成分，藏龙蒿中共检测出 33 种化学成分，包括黄酮、有机酸、香豆素类成分。结论　
本试验利用 UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS 法对 3 种蒿属植物中的化学成分进行鉴别与区分，

为蒿属植物的开发与利用奠定了基础。

关键词：茵陈；艾叶；藏龙蒿；UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS；化学成分

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1527-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.009

Chemical compounds in Artemisiae scopariae herba, Artemisiae argyi folium 
and Artemisia waltonii based on UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS

BI Yue-lin1, ZHANG Shi-yun1, FENG Xin1, DU Xiao-wei2, WENG Xue-zhi3*, SUN Yi-kun1* (1. 
School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102400; 2. 
Beijing Fengtai Food and Drug Safety Monitoring Center, Beijing  100071; 3. Beijing Institute for 
Drug Control, Beijing  102206)

Abstract: Objective  To compare the chemical conponents in Artemisiae scopariae herba, Artemisiae 
argyi folium and Artemisia waltonii by UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS. Methods  Waters ACQUITY 
UPLC BEH C18 column (1.7 µm, 2.1 mm×150 mm) was used to analyze 75% methanol extracts of 
the three Artemisia plants at 40℃ , the mobile phase was comprised of 0.1% formic acid aqueous 
solution and acetonitrile in the gradient elution. The electrospray ion source alternately scanned the 
chromatographic effluent in the positive and negative ion mode for mass detection. Relevant literatures 
and MS/MS information were used to identify compounds in various plants. Results  Totally 32 chemical 
constituents were identified in Artemisiae scopariae herba; 36 chemical constituents were detected in 
Artemisiae argyi folium; and 33 chemical constituents were found in Artemisia waltonii, including 
flavonoids, coumarins, and organic acids, etc. Conclusion  UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS can identify 
and distinguish the chemical components in the three Artemisia plants, which lays a foundation for the 
development and utilization of Artemisia plants. 
Key words: Artemisiae scopariae herba; Artemisiae argyi folium; Artemisia waltonii; UHPLC-Q-
Exactive-Orbitrap-MS; chemical constituents
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　　蒿属（Artemisia）为菊科（Compositae）春黄
菊族（Anthemideae）蒿亚族（Artemisiinae）植物，
是该族中第一大属。我国蒿属植物分布广泛，在
温带、热带、山区、草原、荒漠等地区均有分布，
种类众多，且大部分均为草本植物，常具有特殊
香气。该属中的许多植物具有抗炎、止血、利尿、
解毒等功效，在医药业具有较高的经济价值。
　　茵陈（Artemisiae scopariae herba）、艾叶
（Artemisiae argyi folium）、藏龙蒿（Artemisia wal-
tonii）同为蒿属植物，形态相似，不易从外表进行
鉴别，且 3 种药材经炮制过后更加难以区分，经
常在中药材市场及临床应用中发生混淆 [1-2]。茵陈
是一种代表性的蒿属植物药，来源于茵陈蒿（Arte-
misia capillaris Thunb.）或滨蒿（Artemisia scoparia 
Waldst.et Kit.）的干燥地上部分，主要分布于陕
西、山西、河北等地，其味微苦微辛，能泄能降，
在治疗肝胆湿热、清利脾胃、通利小便方面疗效
显著，也常用于治疗热结黄疸等症 [3]。艾叶来源
于植物艾（Artemisiae argyi Levl. et Vant.）的干燥
叶，在我国东北、华北、华东、西南等地有广泛
分布，为温性药，可以暖气血、温经脉、散寒湿，
临床上多以复方配伍使用，善于安胎，治疗痛经
等妇科疾病，同时，艾叶也是灸法的主要药用材
料之一 [4]。藏龙蒿是菊科蒿属的植物，与牛尾蒿
和野艾蒿同为野艾蒿的原植物，是中国的一种特
有植物，分布于青海、四川、云南、西藏，其地
上部分可以用来治疗皮肤病、疫疽、炭疽、虫病
等疾病 [5]。近年来的研究表明，3 种药材的功效
有一定程度的相似，但其成分是否存在差异，差
异是否影响到药理作用，尚未见有相关文献报道。
　　UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS 技术具有高
灵敏度、高分离能力的特点，常被用于中药材及
中药复方复杂化学成分的鉴定 [6-7]。
　　目前，蒿属植物之间的差异鉴别研究主要集
中于外观鉴别，本研究采用 UHPLC-Q-Exactive-
Orbitrap-MS 技术，依据相关数据库及相关文献，
结合化合物准分子离子峰、碎片离子及保留时间
分别鉴别 3 种蒿属植物中所含有的化合物，为 3
种蒿属植物之间的鉴别提供了新的思路与方法。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　Thermo Scientific Q Exactive 质谱仪、Xcalibur
工作站、Vanquish Duo UHPLC System for Dual LC 
Workflows 液相系统、Pico 17 高速离心机（美国
Thermo Scientific 公司）；CPA225D 电子天平（德
国 SARTORIUS 公司）；KQ5200DA 超声波清洗机

（中国昆山舒美公司）。
1.2　试药
　　质谱级乙腈（中国赛默飞世尔科技有限公
司）、质谱级甲酸（美国 ROE 公司）；水为屈臣氏
饮用水；茵陈（批号：67248413259）、艾叶（批号：
10036376822278）（北京同仁堂）及藏龙蒿（河北安
国药材市场）均由北京市药品检验研究院常增荣
主任药师鉴定。
2　方法
2.1　样本制备 
　　将 3 种植物样品剪碎（直径 0.1 ～ 0.2 cm），
临用前分别称取 0.2 g，加 75% 的甲醇 10 mL 浸
没，超声 30 min，将提取液于 4828 g 离心 10 min
后取出上清液，将上清液稀释 5 倍后，再次于
4828 g 离心 10 min 后取出上清液，即得。
2.2　检测条件
2.2.1　色谱条件　Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18 色谱柱（1.7 µm，2.1 mm×150 mm，Milford，
MA，USA），柱温 40℃，进样量 5 μL，流速 0.3 
mL·min － 1。流动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）和
乙腈（B），洗脱程序：0 ～ 2 min，5%B；2 ～ 17 
min，5% ～ 98%B；17 ～ 20 min，98%B。
2.2.2　质谱条件　离子源为电喷雾离子化源
（ESI）；正负离子交替扫描；扫描模式为：全扫
描 / 数据依赖的二级扫描（Full scan/ddMS2），扫描
范围为 m/z 100 ～ 1300 Da，毛细管温度为 350℃。
正模式下的喷雾电压为 3800 V，负模式下的喷
雾电压为 3200 V，鞘气为 35 arb，辅助气 15 arb，
MS2 采用低、中、高的 3 种碰撞能量对母离子进
行二级碎裂。考虑到不同结构化合物在正负离子
模式下需要的能量不一样，同时为了增加碎片离
子的多样性，正离子模式碰撞能为 20 V、40 V、
60 V，负离子模式碰撞能为 30 V、50 V、70 V。一
级质谱分辨率：70 000 FWHM（Full Width at Half 
Maximum），二级质谱分辨率：17 500 FWHM。
3　结果
　　3 种蒿属植物样品按照“2.2”项下条件进行
UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS 分析，在正离子
模式下和负离子模式下对其进行检测，得到 3 种
植物在正、负离子模式下的 BPI 图，分别见图 1、
2。将检测所得的准分子离子峰、碎片离子、保
留时间等信息与相关文献数据进行分析和鉴定，
得出茵陈、艾叶、藏龙蒿的化学成分，并对这三
者的化学成分进行比较，若是化合物响应值低于
1×10－ 4，则认定化合物未检出，鉴定结果见表
1、2，图 3 为 3 种蒿属植物中化合物成分差异的
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韦恩图。结果共鉴定出 45 种化合物，包括有机
酸类 17 个，黄酮类 17 个，香豆素类 4 个，氨基

酸类 2 个，萜类 2 个等。

图 1　茵陈（A）、艾叶（B）、藏龙蒿（C）正离子模式下离子流图及其对比图（D）

Fig 1　Total ion current chromatograms of Artemisiae scopariae herba（A），Artemisiae argyi folium（B）and Artemisia waltonii（C）in positive ion 
mode and their comparison（D）

图 2　茵陈（A）、艾叶（B）、藏龙蒿（C）负离子模式下离子流图及其对比图（D）

Fig 2　Total ion current chromatograms of Artemisiae scopariae herba（A），Artemisiae argyi folium（B）and Artemisia waltonii（C）in negative 
ion mode and their comparison（D）

表 1　3 种植物中化学成分的 UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS正离子鉴定结果 [13-20] 
Tab 1　Identified chemical constituents of Artemisiae scopariae herba，Artemisiae argyi folium and Artemisia waltonii by UHPLC-Q-

Exactive-Orbitrap-MS in positive ion mode[13-20]

No.
理论值

（m/z）
碎片离子（m/z） 分子式 化合物名

tR（error）/min（×10 － 6） 

茵陈 艾叶 藏龙蒿

1 116.0706 102.1556，87.1049，70.0659 C5H9NO2 脯氨酸 [13] 1.18（－ 2.58） 1.18（－ 2.58） 1.26（－ 2.58）
2 165.0546 123.0443，119.0494，95.0496 C9H8O3 对香豆酸 [15] 1.64（－ 1.21） － －

3 166.0862 120.0810，103.0546，149.0599 C9H11NO2 苯丙氨酸 [17] 2.82（－ 0.60） 2.84（0.60） 2.80（－ 1.20）
4 207.0652 190.0767，163.0390，135.0442 C11H10O4 滨蒿内酯 [14] 4.95（0.00） 4.96（2.41） －

5 355.1024 163.0390，145.0286，135.0442 C16H18O9 1- 咖啡酰奎宁酸 [13] 5.56（0.28） 5.61（0.00） 5.60（0.28）
6 355.1021 163.0390，135.0442，117.0337 C16H18O9 绿原酸 [14] 5.59（0.00） 5.61（0.00） 5.60（－ 0.56）
7 179.0339 151.0391，135.0441，123.0442 C9H6O4 7，8- 二羟基香豆素 [13] － 6.38（0.51） －

8 177.0546 163.0392，145.0284，135.0443 C10H8O3 7- 甲氧基香豆素 [18] 6.55（－ 1.96） 6.54（0.00） －

9 369.1180 177.0546，161.1324，145.0286 C17H20O9 阿魏酰奎宁酸 [15] － 6.55（－ 1.08） －

10 465.1028 303.0498，285.0389 C21H20O12 金丝桃苷 [14] 6.75（－ 1.08） 6.85（－ 1.51） 6.63（－ 1.51）
11 433.1129 415.1017，397.0920，379.0811，

337.0704，323.0912，313.0706，
295.0603，283.0601

C21H20O10 牡荆素 [14] 6.79（1.15） － －

12 611.1606 345.0605，303.0497，153.0181 C27H30O16 quercetin-3-O-robinoside[17] － － 6.83（－ 1.31）
13 595.1657 287.0549，153.0184，85.0296 C27H30O15 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷 [20] 6.95（－ 1.51） 6.95（－ 0.67） 6.97（－ 1.51）
14 465.1028 303.0498，285.0410，229.0497 C21H20O12 异槲皮苷 [15] 7.01（－ 1.08） 7.06（－ 1.51） 7.05（－ 1.51）
15 625.1763 479.2037，317.0654，302.0420 C28H32O16 水仙苷 [13] 7.29（－ 0.96） 7.32（－ 0.32） 7.32（－ 0.48）
16 517.1341 355.1515，163.0389，135.0441 C25H24O12 二咖啡酰奎尼酸或其同分异构体 [20] － 7.48（－ 0.19） 7.43（0.19）
17 479.1184 317.0653，302.0419，153.0181 C22H22O12 异鼠李素 -3-O- 葡萄糖苷 [15] 7.50（－ 1.46） 7.59（－ 2.09） 7.64（－ 0.42）
18 355.1016 377.0844，163.0391，135.0442 C16H18O9 隐绿原酸 [16] 7.71（0.00） 7.74（0.00） 7.75（－ 2.54）
19 179.0339 135.0438，119.0493，105.0702 C9H6O4 6，7- 二羟基香豆素 [13] － 7.76（0.00） －

20 146.0600 118.0654，117.0571，91.0547 C9H7NO 4- 甲酰基吲哚 [14] 7.94（－ 1.37） 7.95（－ 0.68） 7.95（－ 0.68）
21 317.0652 302.0420，285.0391，168.0054 C16H12O7 茵陈色原酮 [13] 7.98（－ 0.95） 8.03（－ 0.95） 7.98（－ 1.63）
22 593.1865 477.0523，447.1283，285.0755 C28H32O14 genkwanin-4’-O-glucosy-Rhamnoside[19] 8.67（－ 0.51） 8.67（－ 1.52） 8.7（－ 2.87）
23 285.0758 270.0523，242.0547，229.1225，

153.0109
C16H12O5 芫花素 [21] － 11.54（0.35） 11.53（0.70）
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No.
理论值

（m/z）
碎片离子（m/z） 分子式 化合物名

tR（error）/min（×10 － 6） 

茵陈 艾叶 藏龙蒿

24 149.1325 131.0856，121.1014，107.0860 C11H16 Carvacrol 或其同分异构体 [14] 12.91（0.00） 12.91（0.00） 12.91（－ 0.67）
25 279.2319 95.0860，119.0860，105.0703 C18H30O2 亚麻酸或其同分异构体 [13] 14.63（2.15） 14.65（0.00） 14.68（2.15）
26 135.1168 107.0859，105.0703，91.0548 C10H14 p-Cymene[19] － － 20.06（－ 0.74）

表 2　3 种植物中化学成分的 UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS负离子鉴定结果 [13-21] 
Tab 2　Identified chemical constituents of Artemisiae scopariae herba，Artemisiae argyi folium and Artemisia waltonii by UHPLC-Q-

Exactive-Orbitrap-MS in negative ion mode[13-21]

No.
理论值 
（m/z）

碎片离子（m/z） 分子式 化合物名
tR（error）/min（×10 － 6） 

茵陈 艾叶 藏龙蒿

1 191.0561 191.0558，93.0335，87.0077 C7H12O6 奎宁酸 [18] 1.23（2.09） 1.23（2.09） 1.22（1.57）

2 353.0878 191.0558，179.0347，173.0454，
135.0442，85.0284

C16H18O9 新绿原酸 [14] 3.35（－ 4.25） 3.36（－ 3.97） －

3 593.1512 593.1528，473.1101，383.0783，
353.0677，325.0727，297.0774

C27H30O15 apigenin-6，8-Di-C-hexoside[19] 6.03（－ 2.70） 5.98（－ 4.72） 6.07（0.84）

4 353.0878 191.0558，179.0351，173.0088，
161.0244，135.0444

C16H18O9 绿原酸 [14] 6.13（－ 4.25） 6.14（－ 3.97） 6.11（0.28）

5 367.1034 193.0504，191.0558，173.0452 C17H20O9 5-freuoylquinicacid[13] 6.54（－ 2.72） 6.55（－ 1.91） 6.54（－ 2.18）

6 153.0193 109.0286，91.0179，65.0385 C7H6O4 原儿茶酸 [18] 6.83（3.92） － －

7 431.0984 341.0676，311.0569，283.0618，
269.0466，161.0240

C21H20O10 牡荆素 [14] 6.97（－ 2.09） － －

8 463.0882 301.0355，300.0283，271.0257 C21H20O12 quercetin-3-O-glucoside[21] 6.98（－ 2.38） 6.90（－ 2.59） 7.07（－ 3.89）

9 461.0725 341.0669，298.0495，285.0410 C21H18O12 luteolin-7-glycuronicacid[15] － 7.15（－ 2.60） －

10 593.1501 593.1525，285.0410，284.0333 C20H34O20 kaempferol-3-O-rhamnosyhexose[21] 7.24（－ 3.71） － 7.24（－ 4.05）

11 515.1195 353.0892，191.0558，179.0346，
161.0238，135.0444

C25H24O12 异绿原酸 b[17] 7.38（－ 1.36） 7.33（－ 0.97） 7.43（－ 1.55）

12 353.0878 191.0558，179.0345，173.0452，
161.0237，135.0443

C16H18O9 隐绿原酸 [17] 7.47（－ 4.25） 7.47（－ 1.98） 7.49（－ 0.85）

13 515.1196 353.0884，191.0558，179.0346，
173.0451，135.0444

C25H24O12 异绿原酸 a[21] 7.64（－ 1.36） 7.67（－ 0.39） 7.70（－ 1.55）

14 529.1563 179.0347，161.0293，135.0443 C23H30O14 3-caffeoyl-5-feruoylquicinicacid[16] － － 7.79（－ 1.32）

15 187.0976 143.1071，125.0963，97.0648，
83.0491

C9H16O4 壬二酸 [19] 8.04（1.60） － 8.04（2.14）

16 515.1197 353.0884，191.0557，179.0345，
173.0450，161.0238，135.0443

C25H24O12 异绿原酸 c[13] 8.19（－ 1.36） 8.20（－ 1.16） 8.20（－ 1.55）

17 677.1512 515.1190，353.0886，191.0557，
135.0443

C34H30O15 3，4，5- 三咖啡酸奎宁酸 [13] 8.64（－ 1.51） － 8.65（－ 2.66）

18 287.0561 151.0038，135.0443，107.0128 C15H12O6 eriodictyolchalcone[19] － 8.88（－ 1.39） －

19 345.0616 330.0388，315.0147，287.0196，
271.0243，165.9898

C17H14O8 5，7，3’，5’-tetrahydroxy-6，
4’-dimethoxyflavone[14]

－ 8.96（－ 1.74） －

20 345.0616 330.0387，315.0152，287.0201，
259.0252，136.9871

C17H14O8 5，7，4’，5’-tetrahydroxy-6，
3’-dimethoxyflavone[16]

－ 9.28（－ 3.19） 9.30（－ 1.74）

21 329.0667 314.0436，299.0201，271.0252 C17H14O7 棕矢车菊素 [21] － 9.90（－ 1.52） 9.91（0.00）

22 343.0823 328.0595，313.0362，298.0125 C18H16O7 异泽兰黄素 [13] 10.99（0.87） 11.00（－ 1.46）10.98（－ 1.75）

续表 1

3.1　有机酸类化合物

　　3 种植物中均含有大量的有机酸类化合物，
经数据库相关数据比对，发现负离子模式下化
合物 2、4、12 为绿原酸及其同分异构体，经本
课题前期工作及大量文献验证 [14，17]，化合物 2、

4、12 分别为新绿原酸，绿原酸及隐绿原酸。隐
绿原酸由一分子的奎尼酸和一分子的咖啡酸酯化
生成，一级质谱结果显示，在负离子模式下准分
子离子 m/z 353.0878 [M-H]－，二级碎片离子信息
为 m/z 191.0558、179.0345、173.0452、161.0237、
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135.0443，其裂解途径为酯键断裂得到奎尼酸
碎片离子峰 m/z 191.0558 [M-C9H6O3-H]－以及咖
啡酸碎片离子峰 m/z 179.0345 [M-C7H10O5-H]－，
奎尼酸继续脱去一分子 H2O 生成 m/z 173.0452 
[M-C9H6O3-H2O-H]－，而咖啡酸继续脱去 CO2 得
到 碎 片 离 子 m/z 135.0443 [M-C7H10O5-CO2-H]－，
其可能的裂解途径见图 4。

图 4　隐绿原酸的裂解途径

Fig 4　Fragmentation pathways of cryptochlorogenic acid

　　茵陈、藏龙蒿共有的化合物壬二酸是一种有
机酸化合物，分子式为 C9H16O4，其在负离子模
式下准分子离子峰 m/z 187.0976 [M-H]－峰强高
达 1.24×107，二级质谱图中所显示的碎片分别为
m/z 143.1071、125.0963、97.0684、83.0491， 推
测其裂解途径为化合物先脱去一分子 CO2，生成
m/z 143.1071 [M-CO2-H]－，再脱去一分子 H2O 生
成 m/z 125.0963 [M-H2O-CO2-H]－，进而脱去甲基
生 成 m/z 97.0684 [M-C2H4-H2O-CO2-H]－ 以 及 m/z 
83.0491 [M-C3H6-H2O-CO2-H]－。其可能的裂解途
径见图 5。
3.2　黄酮类化合物

　　金丝桃苷是一种黄酮醇类化合物，是 3 种植
物的共有化合物，与异槲皮素苷互为同分异构
体，结合数据库与相关文献 [14-15] 及两峰保留时

间，确定正离子模式下化合物 10 为金丝桃苷，化
合物 14 为异槲皮苷。金丝桃苷在正离子模式下，
准分子离子峰为 m/z 465.1028，其二级碎片离子
信息为 m/z 303.0498、285.0389。推测其裂解途径
为准分子离子 m/z 465.1034 [M+H] ＋失去一个半乳
糖，得到碎片离子 m/z 303.0498 [M-C6H10O5+H]＋，
再 失 去 一 个 羟 基 得 到 碎 片 离 子 m/z 285.0389 
[M-C6H10O5-OH+H] ＋，其可能的裂解途径见图 6。

图 6　金丝桃苷的裂解途径

Fig 6　Fragmentation pathways of hyperoside

　　从 3 种植物中均鉴定出异泽兰黄素，该化
合物二级质谱主要丢失 -CH3，-OCH2 等基团。
负离子模式中的化合物 22 准分子离子峰为 m/z 
343.0823，其脱去一分子的 -CH3生成碎片离子 m/
z 328.0595 [M-CH3-H]－，再脱去一分子 -OCH2 则
生成碎片离子 m/z 298.0125 [M-CH3-OCH2-H]－。
同时，该化合物还可以直接脱去一分子 -OCH2 生
成 [M-OCH2-H]－，其裂解途径见图 7。

图 7　异泽兰黄素的裂解途径

Fig 7　Fragmentation pathways of isozelanthin

　　茵陈特有的牡荆素，其在正离子模式下的准
分子离子峰为 m/z 433.1129，该化合物有 3 种裂
解方向，其一为 A 环上所连接的葡萄糖苷发生裂
解，生成碎片 m/z 313.0706 [M-C4H8O4+H] ＋，再

图 3　茵陈、艾叶、藏龙蒿差异化合物韦恩图

Fig 3　Venn diagram of differential compounds in Artemisiae scopariae 
herba，Artemisiae argyi folium and Artemisia waltonii

图 5　壬二酸的裂解途径

Fig 5　Fragmentation pathways of azelaic acid
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脱去一分子羰基生成黄酮苄基离子 m/z 283.0601 
[M-C4H8O4-CHO+H] ＋， 黄 酮 B 环 发 生 RDA 裂
解，裂解为 m/z 119.0494，165.0184 两个碎片离
子。其二为化合物连续脱掉三分子水，分别生成
碎 片 m/z 415.1017，397.0920 以 及 379.0811。 其
三为化合物 B 环所连接的糖被破坏生成碎片 m/z 
337.0704 [M-C2H8O4+H] ＋，进而失去一个亚甲基
生成碎片 m/z 323.0912[M-C2H8O4-CH2+H] ＋。其裂
解途径见图 8。

图 8　牡荆素的裂解途径

Fig 8　Fragmentation pathways of vitexin

4　讨论

　　本研究从 3 种蒿属植物中共鉴定出 45 种化
学成分，其中 3 种植物的共有成分有 23 种，包
括绿原酸、异泽兰黄素、金丝桃苷等化合物。茵
陈特有成分 3 种（对香豆酸、原儿茶酸、牡荆素），
艾叶特有成分 6 种（阿魏酰奎宁酸、7，8- 二羟
基香豆素、6，7- 二羟基香豆素、luteolin-7-gly-
curonic acid、eriodictyol chalcone、5，7，3’，
5’-tetrahydroxy-6，4’-dimethoxyflavone），藏龙
蒿特有成分 3 种（quercetin-3-O-robinoside、p-cy-
mene、3-caffeoyl-5-feruoylquicinic acid）。3 种蒿属
植物虽为同属，但其基原不同，成分也不相同。
茵陈特有成分对香豆酸可以增加细菌膜外的渗透
性，有利于药物通过细胞膜进入内部，以增强药
物抗菌作用 [22]。近期，有学者证实茵陈与艾叶共
有成分 6，7- 二甲氧基香豆素对苯丙氨酸代谢路
径中的苯丙氨酸羟化酶、氨基酸氧化酶及酪氨酸
转氨酶的活性具有调节作用，从而干预酒精诱导
的原代肝细胞损伤，可能是两种蒿属植物发挥保
肝利胆功效的物质基础 [23]。茵陈色原酮为 3 种蒿
属植物所共有成分，有研究发现，茵陈色原酮可

以通过提高体内肝细胞乙醛脱氢酶（ALDH）水
平，提升肝脏将乙醛降解为乙酸的能力，对急性
肝损伤具有良好的保护作用 [24]。同时，茵陈色
原酮可以通过抑制 MyD88 和 TIRAP 介导的 Akt、
脂多糖（LPS）诱导的核因子 κB（NF-κB）和促
分裂原活化的蛋白激酶（MAP）激活的炎症基因
的表达来发挥抗炎作用 [25]。
　　本试验采用 UHPLC-Q-Exactive-Orbitrap-MS
技术建立了一种快速区别茵陈、艾叶与藏龙蒿的
方法，与传统的色谱方法相比，本方法虽然受提
取方法及质谱检测限的限制而无法鉴别出更多的
化合物，但其用时更短，对碎片离子具有更高的
准确性，更强的灵敏度，常用于中药或复杂物质
中化合物的鉴定、筛选及定量分析，该法可为 3
种蒿属植物的鉴别研究及质量标准的建立提供参
考，同时也为更多蒿属植物的开发以及药源植物
的拓展提供了思路。
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健脾消癌方的 HPLC-Q-TOF/mF指纹图谱分析 
及多指标含量测定

王容容1，柏正平1，杨静1，王其美1，陈林2*，卢林竹3，蒋益兰1*（1. 湖南省中医药研究院附属医院，长沙
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摘要：目的　建立健脾消癌方的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱和多组分含量测定方法，采

用飞行时间质谱对其主要化学成分进行结构鉴定。方法　制备 10 批健脾消癌方冻干粉，采用

指纹图谱相似分析软件，对 10 批次样品指纹图谱的共有峰进行处理，评价不同批次样品间的

质量差异；并采用高效液相色谱法串联飞行时间质谱对其主要化学成分进行结构鉴定，筛选

出 34 种功效成分；最后对芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野黄芩苷、新橙皮苷、甘草酸铵 6
种指标性成分进行定量分析。结果　健脾消癌方的 HPLC 指纹图谱有 10 个共有峰。10 批健

脾消癌方的 HPLC 指纹图谱与对照指纹图谱的相似度均≥ 0.900，说明指纹图谱重复性好，制

备工艺较为稳定。定量分析结果表明 10 批健脾消癌方中芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野黄

芩苷、新橙皮苷、甘草酸铵的质量分数范围分别为 1.80 ～ 2.55、12.90 ～ 17.86、3.49 ～ 5.28、
1.26 ～ 1.82、6.93 ～ 9.47、1.05 ～ 1.51 mg·g－ 1。结论　建立的健脾消癌方指纹图谱和含量

测定方法分离度好、准确度高，可为该经验方制剂的研发及质量控制提供参考。

关键词：健脾消癌方；指纹图谱；高效液相色谱 - 四极杆飞行时间串联质谱；质量控制研究
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HPLC-Q-TOF/mF fingerprints and multi-component determination of 
Jianpi Xiaoai decoction

WANG Rong-rong1, BAI Zheng-ping1, YANG Jing1, WANG Qi-mei1, CHEN Lin2*, LU Lin-zhu3, 
JIANG Yi-lan1* (1. Affiliated Hospital of Hunan Institute of Traditional Chinese Medicine, Changsha  
410006; 2. Institute of Chinese Medicine of Hunan Institute of Traditional Chinese Medicine, Changsha  
410031; 3. Hunan University of Traditional Chinese Medicine, Changsha  410028)

Abstract: Objective  To establish HPLC fingerprints and multi-component content determination 
method for Jianpi Xiaoai decoction, and to identify its main chemical components by time of flight 
mass spectrometry. Methods  Ten batches of reference materials for Jianpi Xiaoai decoction were 
prepared. Fingerprint similarity was analyzed to process the common peaks of the fingerprints of 
10 batches of samples respectively, and to evaluate the quality difference between them. The main 
chemical components were identified by high performance liquid chromatography tandem time of 
flight mass spectrometry, and 34 active components were screened out. Finally, quantitative analysis 
was conducted on 6 indicator components, namely brassicin, naringin, hesperidin, scutellarin, 
neohesperidin and ammonium glycyrrhizinate. Results  There were 10 common peaks in the HPLC 
fingerprints of Jianpi Xiaoai decoction. The similarity between the HPLC fingerprints and the control 
fingerprints of the 10 batches of Jianpi Xiaoai decoction was ≥ 0.900, indicating good reproducibility 
stable preparation. Quantitative analysis showed that the mass fractions of narirutin, naringin, 
hesperidin, baicalin, neohesperidin and ammonium glycyrrhizinate in the 10 batches of Jianpi Xiaoai 
decoction were 1.80 to 2.55, 12.90 to 17.86, 3.49 to 5.28, 1.26 to 1.82, 6.93 to 9.47, and 1.05 to 1.51 
mg·g－ 1, respectively. Conclusion  The established reference fingerprint of Jianpi Xiaoai decoction 
and the content determination are highly accurate and well separated, which can provide experimental 
basis for the development and quality control of the empirical prescription. 
Key words: Jianpi Xiaoai decoction; fingerprint; HPLC-Q-TOF/mF; quality control research

　　健脾消癌方是湖南省名中医蒋益兰教授防治
大肠癌的经验方。全方由人参、白术、枳实、蛇舌
草、半枝莲、重楼、甘草等 13 味药物组成。方中
人参为君，合白术、茯苓、甘草为四君子汤益气健
脾，以健生化之源，而疗诸虚不足，从而达到扶正
固本的目的；黄芪甘温，益气补虚健脾为臣；枳实、
郁金行气除痞，白花蛇舌草、半枝莲、重楼、藤梨
根清热解毒、消痈散结，法半夏燥湿化痰，薏苡仁
健脾渗湿，以上共用之为佐；甘草调和诸药为使。
全方药物配伍精要，攻补兼施，共奏益气健脾、化
瘀解毒之功，顺应了大肠癌患者“虚、瘀、毒”并
存的病机特点。全方扶正祛邪，标本同治，在大
肠癌和大肠癌术后巩固治疗中取得满意的临床疗
效。临床研究表明，本方能降低大肠癌患者术后复
发转移率，提高生存质量，延长生存期 [1-3]。动物
实验研究结果表明，健脾消癌方能有效延长大肠癌
裸鼠生存期，降低裸鼠肝转移率，降低肝组织血管
内皮生长因子（VEGF）和血管内皮生长因子受体

（VEGFR-2）蛋白表达 [4-5]；可通过调节基质金属蛋
白酶（MMP）-9、基质金属蛋白酶抑制剂 -1（TIMP-
1）、VEGF 等因子影响血管生成 [6]；可通过调控
TGF-β 非 Smad 信号通路 PTEN-PI3K/AKt 信号通路
抑制肿瘤血管形成，从而降低结肠癌裸鼠模型转移
率，提高裸鼠体质量，抑制瘤体生长等 [7]；并可通
过逆转转化生长因子 -β（TGF-β）诱导的上皮 - 间
质转化（EMT）过程防治大肠癌转移 [8-10]。中药复
方由多味药物配伍而成，其有效成分多，具有多成
分、多靶点、多途径的作用特点。对中药复方中多
成分及其含量进行分析鉴定是中药复方现代化质量
控制的重要手段和趋势 [11]。鉴于健脾消癌方防治
大肠癌疗效确切，有必要对其进行全面的质量控制
研究。本实验拟对健脾消癌方的指纹图谱和多组分
含量测定进行研究，以全面控制该复方的质量，通
过建立健脾消癌方的高效液相色谱（HPLC）指纹
图谱，并进一步采用高效液相色谱串联飞行时间质
谱对其主要化学成分进行结构鉴定，对其指标成分
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进行定量分析，以期为健脾消癌方制剂的研发和质
量控制奠定基础。
1　材料
　　1290 高效液相串联四极杆飞行时间质谱 6530、
Agilent 1200 高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公
司），XPE105 型析天平（精度：0.01 mg）、AL204
型万分之一电子天平、XPE105 型十万分之一电子
天平（梅特勒 - 托利多仪器有限公司），HH 电热
恒温水浴锅（江苏中大仪器科技有限公司），101-
2AB 电热恒温鼓风干燥箱（北京中兴伟业仪器有
限公司），SJIA-10N-50A 冷冻干燥机（宁波双嘉化
器有限公司），KM-500DB 型超声波清洗器（昆山
美美超声仪器有限公司）。对照品野黄芩苷（批号：
110842-200403，纯度：96.8%）、甘草酸铵（批号：
110731-201720，纯度：97.6%）、毛蕊异黄酮葡萄
糖苷（批号：110920-201606，纯度：95.4%）、新橙
皮苷（批号：11857-201703，纯度：97.6%）、柚皮
苷（批号：110772-202116，纯度：98.5%）、腺苷（批
号：110879-200202，纯度：98.9%）（中国食品药
品检定研究院），芸香柚皮苷（成都克洛玛生物科
技有限公司，批号：CHB180917，纯度：98.1%），
甲醇为色谱纯（安徽天地高纯溶剂有限公司），纯
水（华润怡宝饮料有限公司），甲酸（色谱纯，天
津市科密欧化学试剂有限公司）。
　　人 参（Panax ginseng C. A. Meyer）， 白 术
（Atractylodes Macrocephala Koidz.）， 茯 苓 [Poria 
cocos（Schw.）Wolf]， 甘 草（Glycyrrhiza uralensis 
Fisch）， 法 半 夏 [Pinellia ternata（Thunb.）Breit]，
黄 芪 [Astragalus membranaceus（Fisch.）Bge.]， 白
花蛇舌草（Hedyotis diffusa Willd），半枝莲（Scutel-
laria barbata D.Don），枳实（Citrus aurantium L.），
郁金（Curcuma.wenyujin Y. H. Chen et C.Ling），重
楼 [Paris polyphylla Smith var. chinenisi（Franch）
Hara]，薏苡仁 [Coix lacryma-jobi L.var.mayuen（Ro-
man.）Stapf]，藤梨根（Actinidia chinensis Planchon），
均由湖南省中医药研究院提供，经湖南省中医药研
究院附属医院药剂科田其学主任药师鉴定均符合
2020 版《中国药典》要求。制备 10 批健脾消癌方
冻干粉所用的各饮片均源自道地产地或主产区。
2　方法与结果
2.1　健脾消癌方冻干粉的制备
　　称取人参 10 g，白术 10 g，茯苓 15 g，甘草 6 
g，法夏 9 g，黄芪 15 g，蛇舌草 15 g，半枝莲 16 
g，枳实 10 g，郁金 10 g，重楼 10 g，薏苡仁 30 g，
藤梨根 15 g，按 10 倍生药量加水，煎煮 1 h，保存
药液，药渣再加入 8 倍量水，煎煮 1 h，合并药液，

浓缩成近 2 倍水量时，放置过夜，去沉淀，继续浓
缩成 1.5 g·mL－ 1 备用。将其置于真空冷冻干燥机
中，经预冷、抽真空、一次升华、冻干 72 h，即得
健脾消癌方冻干粉。
2.2　溶液的制备
2.2.1　供试品溶液制备　精密称量健脾消癌方冻干
粉（样品 S1）0.5 g 于 50 mL 具塞锥形瓶中，精密加
入 50% 甲醇 10 mL，称重，超声处理 30 min（功率
400 W，频率 40 kHz），放冷，称重，用 50% 甲醇
补足减少的重量，摇匀，过 0.22 μm 微孔滤膜，取
续滤液，即得。
2.2.2　样品溶液制备　按照“2.1”项下冻干粉制备
方法，分别制备人参、白术、茯苓、甘草、法夏、
黄芪、蛇舌草、半枝莲、枳实、郁金、重楼、薏苡
仁、藤梨根冻干粉。按“2.2.1”项下方法分别制备
对应药材的样品溶液。
2.2.3　对照品溶液　取芸香柚皮苷、橙皮苷、野黄
芩苷、新橙皮苷、柚皮苷、甘草酸铵对照品适量，
精密称定，置于不同量瓶中，加入甲醇稀释至刻
度，摇匀，制成质量浓度分别为 1.09、1.02、1.01、
1.03、1.02、1.02 mg·L－ 1 的单一对照品储备液。
　　分别精密量取各对照品储备液适量，置于同一
20 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，得质量
浓度为 0.05 mg·L－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.4　色谱条件　色谱柱为 Welch UItimate AQ-
C18（5 μm，4.6 mm×250 mm）， 流 动 相 为 甲 醇
（A）0.1% 甲酸水溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 26 
min，5%A；26 ～ 45 min，5% ～ 30%A；45 ～ 63 
min，30% ～ 40%A；63 ～ 78 min，40% ～ 48%A；
78 ～ 93 min，48% ～ 70%A；93 ～ 108 min，
70% ～ 95%A；108 ～ 113 min，95% ～ 100%A），
进样量 5 μL，柱温 30℃，流速 1 mL·min－ 1，检
测波长 254 nm。
2.3　方法学考察
2.3.1　精密度　取健脾消癌方冻干粉（样品 S1）供
试品溶液，连续测定 6 次，以 4 号峰（柚皮苷）为
参照峰，计算各共有峰相对保留时间和相对峰面积
的 RSD 均≤ 10.0%，表明仪器精密度良好。
2.3.2　重复性　取健脾消癌方冻干粉（样品 S1）
适量，按“2.2.1”项下方法平行制备供试品溶液 6
份，进样测定，以 4 号峰（柚皮苷）为参照峰，计
算各共有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD
均≤ 10.0%，表明该方法重复性良好。
2.3.3　稳定性　取健脾消癌方冻干粉（样品 S1）的
供试品溶液适量，分别于制备后 0、3、6、9、12、
15、18、21、24 h 进样测定，以 4 号峰（柚皮苷）
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为参照峰，计算各共有峰相对保留时间和相对峰面
积的 RSD 均≤ 10.0%，表明供试品溶液在 24 h 内
稳定。
2.4　指纹图谱的建立
　　按“2.2.1”项下方法制备 10 批健脾消癌方冻干
粉（样品 S1 ～ S10）的供试品溶液，进样测定，记
录各样品色谱图，见图 1。

图 1　10 批健脾消癌方的 HPLC 指纹图谱

Fig 1　HPLC fingerprint of 10 batches of Jianpi Xiaoai decoction

2.4.1　参照峰的选定　在 10 批健脾消癌方冻干
粉指纹图谱中，柚皮苷色谱峰保留时间适中、峰
面积大且稳定、分离度好，故选用柚皮苷（峰 4）
为参照峰。
2.4.2　相似度评价及色谱峰归属　将 10 批健脾
消癌方（样品 S1 ～ S10）的指纹图谱导入“中药
色谱指纹图谱相似度评价系统”软件（2004 版）
中，以样品 S1 色谱图为参照图谱，利用中位数
法，设置时间窗宽度 0.5 min，进行多点校正并生
成对照指纹图谱（R），计算相似度 [11]。结果共
标记了 10 个共有峰，10 批样品的 HPLC 指纹图
谱与对照指纹图谱的相似度分别为 0.981、0.967、
0.935、0.976、0.987、0.988、0.988、0.981、0.935、
0.987、1.000，表明各批样品之间差异较小，制
备工艺稳定，见表 1。

表 1　10 批健脾消癌方特征谱图相似度 
Tab 1　Similarity of characteristic spectrum of 10 batches of Jianpi Xiaoai decoction

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 对照指纹图谱

S1 1.000 0.945 0.877 0.978 0.964 0.969 0.968 1.000 0.877 0.964 0.981
S2 0.945 1.000 0.880 0.933 0.956 0.961 0.959 0.945 0.880 0.956 0.967
S3 0.877 0.880 1.000 0.884 0.890 0.889 0.887 0.877 1.000 0.890 0.935
S4 0.978 0.933 0.884 1.000 0.956 0.966 0.962 0.978 0.884 0.956 0.976
S5 0.964 0.956 0.890 0.956 1.000 0.987 0.990 0.964 0.890 1.000 0.987
S6 0.969 0.961 0.889 0.966 0.987 1.000 0.997 0.969 0.889 0.987 0.988
S7 0.968 0.959 0.887 0.962 0.990 0.997 1.000 0.968 0.887 0.990 0.988
S8 1.000 0.945 0.877 0.978 0.964 0.969 0.968 1.000 0.877 0.964 0.981
S9 0.877 0.880 1.000 0.884 0.890 0.889 0.887 0.877 1.000 0.890 0.935
S10 0.964 0.956 0.890 0.956 1.000 0.987 0.990 0.964 0.890 1.000 0.987
对照指纹图谱 0.981 0.967 0.935 0.976 0.987 0.988 0.988 0.981 0.935 0.987 1.000

　　将样品 S10 的色谱图与各样品色谱图进行比
较，确定峰 1 为白术、法夏、茯苓、甘草、黄芪、
人参、蛇舌草、藤梨根、薏苡仁、重楼共有峰；
峰 2 为半枝莲、枳实、蛇舌草共有峰；峰 3 归属
于枳实；峰 4 归属于枳实；峰 5 归属于半枝莲；
峰 6 归属于枳实；峰 7 归属于枳实；峰 8 归属于
半枝莲；峰 9 为蛇舌草，重楼共有峰；峰 10 为
法半夏，甘草共有峰。根据对照品信息指认了 6
个色谱峰，分别为 3 号峰（芸香柚皮苷），4 号峰
（柚皮苷），5 号峰（橙皮苷），6 号峰（野黄芩苷），
7 号峰（新橙皮苷），10 号峰（甘草酸铵），见图
2 ～ 3。
2.5　健脾消癌方 LC-MS 分析 
　　液相条件同“2.2.4”项下离子化方式：电喷
雾离子化（ESI）；ESI 源温度 325℃；脱溶剂
350℃；源电压 4.0 kV；检测电压 1.0 kV；碰撞
电压 130 V；雾化气（N2）流速为 8 L·min－ 1。
通过正负模式质谱分析发现，复方在负离子模式

下的质谱信息响应较好，见图 4，根据其质谱信
息和裂解规律，文献数据进行结构鉴定，共确定
34 个化学成分，结果见表 2。
2.6　多指标成分的含量测定
2.6.1　线性关系考察　精密吸取“2.2.3”项下各单
一对照品储备液适量，分别稀释成一系列不同质
量浓度的溶液，按“2.2.4”项下方法进样测定，记

图 2　混合对照品 HPLC 图 
Fig 2　HPLC chromatogram of mixed reference substance 
3. 芸香柚皮苷（brassicin）；4.（S）柚皮苷（naringin）；5. 橙皮苷

（hesperidin）；6. 野黄芩苷（scutellarin）；7. 新橙皮苷（neohesperi-
din）；10. 甘草酸铵（ammonium glycyrrhetate）
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表 2　健脾消癌方的 LC-MS分析结果 
Tab 2　LC-MS of Jianpi Xiaoai decoction

峰号 tR /min 离子模式 实测 m/z 分子式 二级特征碎片 鉴定结果 来源

1   6.750 [M － H] － 191.0198 C6H8O7 111.0103，147.0320 柠檬酸 藤梨根

2   7.660 [M － H] － 989.3359 C34H18N6O3 179.0584，31.1136，503.1683，665.2233，
827.2814

未知

3   8.267 [M － H] － 243.0622 C9H12N2O6 200.0597，152.0383，130.9701，110.0285 尿苷 茯苓 / 法夏

4 11.266 [M － H] － 389.1173 C16H22O11 137.0619，209.0489，323.0327 未知

5 11.300 [M ＋ HCOO] － 312.0989 C10H13N5O4 266.1040，134.0614，117.0347 腺苷 法夏

6 15.478 [M － H] － 282.0918 C10H13N5O5 150.0447 鸟苷 法夏

7 16.961 [M － H] － 344.0516 C16H11NO8 150.0465 未知

8 31.485 [M － H] － 389.1212 C17H18N4O7 101.0280，139.0439，147.0485，165.0620，
183.0726，209.0526，227.0637

未知

10 44.357 [M － H] － 339.0845 C13H16N4O5S 177.0240 未知

11 47.491 [M － H] － 515.1626 C22H28O14 161.0278，469.1511 未知

12 48.300 [M ＋ HCOO] － 531.1551 C21H10O14 177.0243，485.1472 未知

13 55.511 [M － H] － 593.1703 C27H30O15 353.0781，473.1229 维采宁 -2 半枝莲

14 56.387 [M － H] － 163.0443 C9H8O3 119.0532 4- 香豆酸 藤梨根

15 57.702 [M － H] － 649.2748 C38H38N2O8 174.9612，242.9482，347.1954，443.2229，
605.2839

未知

16 59.757 [M － H] － 595.1882 C27H32O15 287.0660，151.0087 圣草次苷 枳实

17 59.858 [M － H] － 741.2534 C38H38N4O10 151.0081，271.0717，339.0842，459.1479，
621.1913

未知

18 61.038 [M － H] － 491.1320 C29H20N2O6 268.0485，283.0715 未知

19 61.341 [M － H] － 417.1367 C21H22O9 255.0747，135.0131，119.0542 甘草苷 法夏 / 甘草

20 62.790 [M － H] － 549.1805 C26H30O13 417.1344，255.0745，135.0132 芹糖甘草苷 法夏

21 63.295 [M － H] － 463.1236 C21H20O12 287.0660，269.0553，243.0729，225.0649，
193.0396，181.0185，167.0037，153.0241，
139.0077

红花素 7-O- 葡糖苷酸 半枝莲

22 64.070 [M － H] － 623.2229 C29H36O15 461.1849，179.0396，161.0295 毛蕊花糖苷 半枝莲

23 66.025 [M － H] － 579.1946 C27H32O14 271.0719，151.0090 芸香柚皮苷 枳实

24 68.114 [M － H] － 579.1911 C27H32O14 271.0698，151.0078 柚皮苷 枳实

25 69.294 [M － H] － 609.2005 C28H34O15 301.0796 橙皮苷 枳实

26 69.664 [M － H] － 623.2199 C29H36O15 461，1813，315.1182，251.1182，179.0396，
161.0290

毛蕊花糖苷异构体 半枝莲

27 70.102 [M － H] － 461.0789 C21H18O12 285.0414，267.0313，239.0358，175.0239，
166.9980，136.9869

野黄芩苷 半枝莲

28 71.383 [M － H] － 609.1992 C28H34O15 301.0796 新橙皮苷 枳实

29 83.413 [M ＋ HCOO] － 639.2017 C27H30O15 593.2018，473.1536，285.0829 山柰酚 -3-O-（6-O-α-L- 鼠李

糖基）-β-D- 吡喃葡萄糖苷

蛇舌草

30 84.997 [M － H] － 461.0829 C21H18O12 285.0463，257.0320，241.0554，213.0591，
175.0296，145.0347

异黄芩素 7-O-β-D- 葡糖苷酸 半枝莲

31 88.266 [M － H] － 1017.4450 C41H14N8O25 277.1021，607.2902，885.3972 未知

32 90.018 [M ＋ HCOO] － 845.5108 C42H72O14 799.5034，637.4463，475.3898，161.0481，
119.0373

人参皂苷 Rg1 人参

33 91.939 [M － H] － 1059.4508 C44H16N6O27 867.3827，927.4046，999.4292 未知

34 102.486 [M － H] － 821.4104 C42H62O16 351.0593，469.3353，627.3578，645.3691，
759.4006

甘草酸铵 甘草

录色谱峰面积，以峰面积为纵坐标，对照品质量
浓度为横坐标，绘制标准曲线，当仪器信噪比（S/
N）＝ 3 时为检测限，S/N ＝ 10 时为定量限。结果
见表 3，6 种成分在相应质量浓度范围内与峰面积
呈良好线性关系。

2.6.2　精密度试验　取混合对照品溶液，连续进
样 6 次，结果芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野
黄芩苷、新橙皮苷、甘草酸铵峰面积的 RSD 分别
为 2.3%、0.67%、6.7%、0.70%、0.19%、4.2%，
表明仪器精密度良好。
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2.6.3　稳定性试验　取同一健脾消癌方冻干粉
（样品 S1）供试品溶液，分别于制备后 0、3、6、
9、12、15、18、21、24 h 进样测定，结果芸香
柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野黄芩苷、新橙皮
苷、甘草酸铵峰面积的 RSD 分别为 2.2%、1.3%、
5.6%、0.80%、0.30%、3.9%，表明供试品溶液在
24 h 内稳定性良好。
2.6.4　重复性试验　取同一健脾消癌方冻干粉（样
品 S1）的供试品溶液 6 份，进样测定，记录色谱
图，结果芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野黄芩苷、
新橙皮苷、甘草酸铵平均质量分数分别为 1.59、
12.97、2.94、1.33、6.96、0.93 mg·g－ 1，RSD 分
别为 4.8%、8.9%、5.2%、5.0%、8.6%、3.7%，表
明该方法重复性良好。
2.6.5　加样回收试验　称取已知各指标成分含量
的健脾消癌方冻干粉（样品 S1）约 0.125 g，精密

称定，平行 6 份，分别按照样品中相对应成分含
量 1∶1 加入各对照品溶液。制备供试品溶液后进
行测定，结果芸香柚皮苷、柚皮苷、新橙皮苷、
甘草酸铵、橙皮苷、野黄芩苷的平均加样回收率
分 别 为 101.58%、102.94%、103.48%、100.05%、
99.32%、100.08%，RSD 分别为 2.2%、2.2%、3.0%、
0.50%、5.3%、4.8%，表明该方法准确可靠。
2.6.6　样品测定　取 10 批健脾消癌方冻干粉（样
品 S1 ～ S10），制备供试品溶液，进行测定，计算
6 个指标成分的含量。结果 10 批健脾消癌方冻干粉
中芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野黄芩苷、新橙
皮苷、甘草酸铵质量分数范围分别为 1.80 ～ 2.55、
12.90～17.86、3.49～5.28、1.26～1.82、6.93～9.47、
1.05 ～ 1.51 mg·g－ 1，见表 4。

表 4　10 批健脾消癌方中 6 个指标成分的含量 (mg·g－ 1) 
Tab 4　Content of 6 components in 10 batches of  

Jianpi Xiaoai decoction (mg·g－ 1)

序号 芸香柚皮苷 柚皮苷 橙皮苷 野黄芩苷 新橙皮苷 甘草酸铵

S1 1.88 15.73 5.03 1.82 8.34 1.05
S2 2.33 17.86 5.28 1.64 9.05 1.43
S3 1.80 12.90 3.49 1.26 6.93 1.13
S4 2.20 16.83 4.61 1.65 9.04 1.51
S5 2.03 14.92 4.14 1.47 8.03 1.28
S6 2.42 17.47 4.85 1.70 9.47 1.46
S7 2.17 16.01 4.53 1.51 8.60 1.22
S8 2.55 16.99 4.79 1.64 9.19 1.28
S9 2.06 14.78 4.14 1.39 7.99 1.15
S10 2.31 16.95 4.60 1.60 9.15 1.29

3　讨论
　　本文首次建立了健脾消癌方中芸香柚皮苷、
野黄芩苷等 6 种活性成分含量的 HPLC-Q-TOF-
mF 法，该方法分离度好、准确度高，对于控制
健脾消癌方配伍前后化学成分性质和含量变化及
作用具有重要意义。6 种活性成分中，野黄芩苷
来源于半枝莲，芸香柚皮苷、柚皮苷、橙皮苷来
源于枳实，甘草苷来源于甘草 / 法夏。研究表明，
野黄芩苷能够抑制结肠肿瘤干细胞的体外和体内
分化，其作用机制在于下调 hedgehog 信号通路活
性 [12]；野黄芩苷与顺氯氨铂（DDP）联用可提高
肺癌 A549/DDP 细胞对 DDP 的敏感性，抑制克隆

表 3　健脾消癌方中 6 种指标成分的线性关系考察 
Tab 3　Linearity of 6 components in Jianpi Xiaoai decoction

成分 线性回归方程 R2 范围 /（mg·mL － 1） 检测限 /（μg·mL － 1） 定量限 /（μg·mL － 1）

芸香柚皮苷 y ＝ 2×106x ＋ 1.66×104 0.9999 0.011 ～ 4.352 0.78 2.72
柚皮苷 y ＝ 2×106x ＋ 3.72×104 0.9995 0.010 ～ 5.105 0.73 2.55
橙皮苷 y ＝ 1×106x ＋ 1.61×104 0.9999 0.010 ～ 4.072 1.02 3.39
新橙皮苷 y ＝ 2×106x ＋ 1.26×104 0.9998 0.010 ～ 4.120 0.74 2.58
野黄芩苷 y ＝ 4×106x － 5.33×104 0.9999 0.010 ～ 4.024 0.50 1.68
甘草酸铵 y ＝ 4×106x ＋ 2.46×104 0.9997 0.020 ～ 3.054 0.51 1.71

图 3　健脾消癌方 HPLC 指纹图谱色谱图

Fig 3　HPLC fingerprint chromatogram of Jianpi Xiaoai decoction
3. 芸香柚皮苷（brassicin）；4（S）. 柚皮苷（naringin）；5. 橙皮苷

（hesperidin）；6. 野黄芩苷（scutellarin）；7. 新橙皮苷（neohesperi-
din）；10. 甘草酸铵（ammonium glycyrrhetate）

图 4　健脾消癌方总离子流色谱图

Fig 4　Total ion flow chromatogram of Jianpi Xiaoai decoction
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形成，其机制可能与下调 c-met 蛋白表达有关 [13]；
熊果酸能抑制结肠癌细胞增殖及诱导结肠癌细胞
凋亡 [14]；β- 谷甾醇通过与大肠癌中的 p53-MDM2
相互作用，抑制多药耐药，还可以协同吉西他滨
调节细胞凋亡和通过抑制 Akt/GSK-3β 信号转导抑
制上皮 - 间质转化发挥抗胰腺癌活性 [15]；人参皂
苷是人参发挥抗癌活性的主要成分，如人参皂苷
Rh2、人参皂苷 -Rh4-qt、人参皂苷 -Rh5-qt 和人参
二醇都具有诱导肿瘤细胞周期停滞，促进肿瘤细
胞凋亡，抑制肿瘤生长，抗肿瘤血管生成的作用，
并在免疫浸润、慢性炎症损伤、肠道菌群、化疗
耐药等研究中展示出良好的潜力 [16]；异甘草素可
抑制骨肉瘤细胞的增殖、凋亡和迁移 [17]。当然，
复方中药配伍后的化学成分并不是单味药物化学
成分的简单相加，其提取过程中各化学成分也会
产生变化，这可能是复方配伍的精髓，也是研究
开发复方新药的有效依据。本课题组后续将尝试
增加皂苷类、酚酸类及多糖类的指标成分，对健
脾消癌方的有效成分和作用机制进一步研究，将
名老中医经验方制备方式、方法标准化。经验方
物质基础的研究对中药复方制剂的开发起着关键
作用 [18]。本研究建立的 10 批健脾消癌方冻干粉
HPLC 指纹图谱相似度高、分离度好，对芸香柚
皮苷、柚皮苷、橙皮苷、野黄芩苷、新橙皮苷、
甘草酸铵 6 种指标性成分进行定性和定量分析，
较为全面地反映了该复方化学成分信息，可为该
复方药效活性物质作用机制研究提供科学依据，
为健脾消癌方复方制剂的研发提供参考。
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猴耳环消炎片指纹谱效学分析
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摘要：目的　研究猴耳环消炎片体外抑制耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）的药效物质基

础。方法　建立并分析 17 批猴耳环消炎片的指纹图谱，研究其体外抑制 MRSA 的药效活性，

采用灰色关联和偏最小二乘回归分析技术建立谱效方程，进行谱效学分析。结果　17 批猴耳

环消炎片的指纹图谱相似度在 0.927 以上，指纹谱效分析表明没食子酸、表没食子儿茶素、儿

茶素、槲皮苷、7- 没食子酰特利色黄烷是猴耳环消炎片抑制 MRSA 的主要成分。结论　建立

的指纹图谱及其谱效学技术为猴耳环消炎片的质量控制提供了理论与实验依据。

关键词：猴耳环消炎片；指纹图谱；谱效学分析；耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
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Fingerprint spectroscopic analysis of Archidendron clypearia  
antiphlogistic tablets
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Abstract: Objective  To determine the pharmacodynamic compounds of Archidendron clypearia 
antiphlogistic tablets. Methods  The fingerprints of 17 batches of Archidendron clypearia 
antiphlogistic tablets were established. The methicillin-resistant staphylococcus aureus (MRSA) 
inhibiting experiments in vitro were conducted. Grey correlation analysis and partial least squares 
regression analysis were used to connect the HPLC fingerprints with the inhibition of MRSA in 
vitro by building spectrum-efficacy equation model. Results  The similarity of the common peaks 
in the 17 batches Archidendron clypearia antiphlogistic tablets was greater than 0.927. Spectrum-
efficacy correlation analysis clarified that gallic acid, epigallocatechin, catechin, quercetin and 
7-O-galloyltricetiflavan were the main pharmacodynamic compounds. Conclusion  The established 
fingerprints and spectrum-efficacy correlation provide theoretical and experimental basis for the 
quality control of Archidendron clypearia antiphlogistic tablets. 
Key words: Archidendron clypearia antiphlogistic tablet; fingerprint; spectrum-efficacy correlation 
analysis; methicillin-resistant staphylococcus aureus 
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　　南药猴耳环 [Archidendron clypearia（Jack）I. 
C. Nielsen] 是豆科含羞草亚科猴耳环属植物猴耳
环的干燥叶，具有消炎镇痛，抑制耐甲氧西林金
黄色葡萄球菌（methicillin-resistant staphylococcus 
aureus，MRSA）、黄嘌呤氧化酶、流感病毒、β-

淀粉样聚集活性，治疗上呼吸道感染、细菌性肠
炎等多种药理作用 [1-4]。猴耳环消炎片是由猴耳环
提取制成的中药制剂，已在临床使用多年，现阶
段在《中国药典》中仅对猴耳环消炎片的没食子酸
（不低于 5.0%）、槲皮苷（不低于 0.20%）含量进
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行控制，无法全面反映猴耳环消炎片的质量情况，
及安全性、有效性。
　　中药指纹图谱是一种基于中药化学成分系统
研究、全面反映药物化学信息的技术，建立猴耳
环消炎片的指纹图谱可较全面地反映猴耳环消炎
片的化学信息。细菌耐药是全球医学界共同关注
的问题，其中 MRSA 是一种临床上常见的多重耐
药菌，威胁人类健康 [5]。本团队前期研究表明猴
耳环可降低 MRSA 的耐药性 [6-7]。因此，本文首
先基于高效液相色谱法（HPLC）构建了猴耳环消
炎片指纹图谱，确证了 14 个共有峰的化学成分，
然后以体外抑菌活性为指标衡量药物有效成分的
抗菌效力。最后采用指纹谱效学分析技术，将其
指纹图谱与体外抑制 MRSA 的药效相关联，确定
了猴耳环消炎片的药效物质基础，为猴耳环消炎
片的质量控制提供了理论与实验依据。
1　材料
1.1　仪器
　　Thermo SCIENTIFIC 液相色谱仪（包括二元
泵、自动进样器、柱温控制模块、UV 检测器均
为 DIONEX Ultimate 3000）；SHIMADZU 超 快
速高效液相色谱仪（包括二元泵 LC-20AD-XR，
自动进样器 SIL-20AD-XR，柱温控制模块 CTO-
20A）；AB SCIEX 高分辨串联质谱（Triple TOF 
5600 ＋）；超纯水机（Millipore Simplicity，美国
密里博公司）；精密移液器（德国 Eppendorf 公
司）；Sartorius 电子天平（十万分之一，BP211D）；
灭 菌 锅（GR 60DA）；DensiCHEK Plus 比 浊 仪
（VITEK2）；恒温培养箱（常州诺基仪器有限
公 司）；C18 色 谱 柱（150 mm×4.6 mm，3.5 μm；
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、Waters Symmetry 
C18、太玮科技 JADE-PAK ODS-AQ）。
1.2　试药
　　 磷 酸（批 号：P1508038，HPLC 级 85% ～ 
90%，阿拉丁）；甲酸（批号：0001408600，UH-
PLC/MS，Sigma）；乙腈、甲醇（HPLC 级，Fisher 
Scientific）；肉汤培养基（OXOID）；无菌 96 孔板
（康宁）；哥伦比亚血平板（广东环凯微生物科技
有限公司）。
　　没食子酸（批号：C13O9C72105，纯度≥98%）、
杨梅苷（批号：D01031EA14，纯度≥ 98%）（上海
源叶生物科技有限公司）；表没食子儿茶素（批号：
MUST-21042810， 纯 度：98.71%）、 没 食 子 儿 茶
素（批号：MUST-21041804，纯度：98.57%）、儿
茶素（批号：DST210225，纯度：98%）（成都德思
特生物科技有限公司）；槲皮素（批号：3467，纯
度：99.3%）、槲皮苷（批号：5634，纯度：98.0%）

（NATURE STANDARD CO.，LTD.）； 金 丝 桃 苷
（批号：11521-201809，纯度：94.9%，中国食品
药品检定研究院）；表儿茶素没食子酸酯（批号：
A1921031，纯度≥ 98%，阿拉丁）。
　　猴耳环消炎片（17 批，S1 ～ S17）由广州
白云山花城药业有限公司提供；MRSA（3 株，
SM1 ～ M3）由中山大学附属第一院临床检验科微
生物检验室鉴定并提供。
2　方法与结果
2.1　猴耳环消炎片指纹图谱的构建
2.1.1　混合对照品溶液的制备　分别精密称取适
量对照品，加 75% 甲醇制成每毫升含没食子酸
450 μg、金丝桃苷 4 μg、表没食子儿茶素 15 μg、
槲皮素 5 μg、没食子儿茶素 15 μg、杨梅苷 5 μg、
儿茶素 10 μg、表儿茶素没食子酸酯 10 μg、槲皮
苷 40 μg 的混合对照品溶液。
2.1.2　供试品溶液的制备　取消炎片 10 片，除
去薄膜衣，研细，精密称取 0.240 g，置 25 mL
量瓶中，用 75% 甲醇溶解，定容至刻度，摇匀，
0.45 μm 滤膜过滤，收集续滤液即得。
2.1.3　色谱条件　C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm，
3.5 μm）；柱温 25℃，流速 1.0 mL·min － 1；流
动相为乙腈（A）和 pH 为 2.00 的磷酸溶液（B），
梯度洗脱：0 → 10 min，5% ～ 10%A，10 → 65 
min，10% ～ 25%A。检测波长：0 → 5.5 min 为
240 nm，5.5 → 65 min 为 208 nm。
2.1.4　方法学考察
　　① 专属性试验：取适量猴耳环消炎片、片剂
辅料（淀粉、滑石粉、硬脂酸镁等按比例复配）
按“2.1.2”项下方法制样分析。如图 1 所示，溶
剂 75% 甲醇和辅料对分析无干扰，专属性较好。

图 1　猴耳环消炎片（S1）和辅料（S2）的指纹图谱

Fig 1　Fingerprints of Archidendron clypearia antiphlogistic tablets
（S1）and excipients（S2）

　　② 精密度试验：取同一供试品溶液连续进样
分析 6 次。采用《中药色谱指纹图谱相似度评价
系统 2012.1 版》进行相似度评价，以槲皮苷（12
号峰）为参照峰（S 峰），计算其他色谱峰的相对
峰面积及其相对保留时间。结果 6 次指纹图谱的
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相似度均为 1.000，且 14 个共有峰的相对保留时
间和相对峰面积的 RSD 值分别在0.030%～0.35%
和 0.84% ～ 2.5%，表明仪器精密度满足要求。
　　③ 方法重复性：取猴耳环消炎片平行制备 6
份供试品溶液并分析，结果 6 次指纹图谱的相似
度均为 1.000，且 14 个共有峰的相对保留时间和
相对峰面积的 RSD 值分别在 0.060% ～ 0.45% 和
1.4% ～ 3.6%，表明方法的重复性满足要求。
　　④ 稳定性试验：取同一供试品溶液，于制备
后 的 0、8、16、24、32、40、48、56、64、72 h
测定，结果 10 次指纹图谱的相似度不低于 0.999，
14 个共有峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 
值分别在 0.21% ～ 0.57% 和 1.8% ～ 4.6%，表明
供试品溶液在 72 h 内稳定性良好。
　　⑤ 耐用性试验：取同一供试品溶液，以来
自不同厂家的 3 种 C18 色谱柱分析，不同色谱柱
间指纹图谱的相似度均为 1.000，且 14 个共有峰
的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 值分别在
0.060% ～ 0.60% 和 0.90% ～ 5.71%。表明 Waters 
Symmetry C18、Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、
太玮科技 JADE-PAK ODS-AQ 3 种色谱柱均满足
分析要求。
2.1.5　猴耳环消炎片指纹图谱共有峰的确证　收
集猴耳环消炎片 17 批制备供试品溶液并分析。采
用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012.1 版》
进行相似度评价，以编号 S1 的指纹图谱为参照
谱，进行峰匹配得到 14 个共有峰，17 批指纹图
谱（见图 2）的相似度在 0.927 ～ 0.995。通过对
照品比较（见图 3），确证了 1 号峰为没食子酸
（C7H6O5），2 号峰为没食子儿茶素（C15H14O7），4
号峰为表没食子儿茶素（C15H14O7），5 号峰为儿
茶素（C15H14O6），9 号峰为杨梅苷（C21H20O12），
10 号峰为金丝桃苷（C21H20O12），11 号峰为表儿
茶素没食子酸酯（C22H18O10），12 号峰为槲皮苷
（C21H20O11），14 号峰为槲皮素（C15H10O7）；利
用 LC-TOF /MS /MS 技术手段 [8-10]，指证了 3 号峰
为木犀草苷（C21H20O11）异构体，6 号峰为 5，7，
3'，4'，5'- 五羟基黄烷（C15H14O6），7、8 号峰为
EGCG（C22H18O11）异构体，13 号峰为 7- 没食子
酰特利色黄烷（C22H18O11）。
2.2　谱效学分析
2.2.1　猴耳环消炎片体外抑 MRSA 活性　菌株复
苏与传代后，选取对数生长期的 MRSA 加入生理
盐水，调整菌液浓度为 0.5 麦氏单位，用 M-H 肉
汤培养基稀释 100 倍，精密移取 50 μL 于 96 孔
板各孔中。将 17 批猴耳环消炎片和空白对照（辅
料）分别用 M-H 肉汤培养基进行倍比稀释，加 50 

μL 至上述含菌液的 96 孔板中，最终 MRSA 接种
量约为 1.0×106 CFU·mL － 1。将 96 孔板于 37℃ 
恒温培养 20 h，取澄清孔及其 2 倍、4 倍、8 倍
浓度孔中溶液，于血琼脂平板上划线涂布。将
血琼脂平板于 37℃培养 24 h 后，血琼脂平板无
菌落生长的浓度，即为最小杀菌浓度（minimum 
bactericidal concentration，MBC），MBC 结果如图
4 所示（处理重复 3 次）。
2.2.2　关联分析
　　① 灰色关联分析：灰色关联分析法分析各成
分对于体外抗 MRSA 活性的影响程度，以 MBC
平均值的倒数为因变量，14 个共有峰峰面积进行
初值化处理后作为自变量，进行分析。针对 14
个评价项，关联结果如表 1 所示，关联度大于
0.8 的成分有 12 个，表明这 12 个成分与体外抑
MRSA 关联度较高。
　　 ② 偏 最 小 二 乘 回 归（partial least squares，

图 2　猴耳环消炎片（S1 ～ S17）及其对照模式（R）的指纹图谱叠

加图

Fig 2　Stacking fingerprint of Archidendron clypearia antiphlogistic 
tablets（S1 ～ S17）and its comparison diagram（R）

图 3　猴耳环消炎片和混合对照品的指纹图谱叠加图

Fig 3　Stacking fingerprint of Archidendron clypearia antiphlogistic 
tablets and mixed reference

注（Note）：1. 没 食 子 酸（gallic acid）；2. 没 食 子 儿 茶 素

（gallocatechin）；4. 表没食子儿茶素（epigallocatechin）；5. 儿茶

素（catechin）；9. 杨梅苷（myricetrin）；10. 金丝桃苷（hyperin）；

11. 表没食子儿茶素（epicatechin gallate）；12. 槲皮苷（quercetrin）；

14. 槲皮素（quercetin）。
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PLS）：由于多元线性回归中，14 个共有峰多重共
线性严重（方差膨胀因子大于 10），因此使用 PLS
回归，建立猴耳环消炎片的谱 - 效关系模型。PLS
回归以 MBC 平均值的倒数为因变量 Y，将共有峰
峰面积初值化处理后作为自变量 X，研究多个自变
量 X 对于因变量 Y 的影响关系。PLS 回归拟合方
程 为 Y ＝ 0.815 ＋ 2.223X1 － 2.143X2 － 0.422X3 ＋

2.285X4 ＋ 0.612X5 － 0.116X6 － 2.937X7 ＋ 0.233X8 －

0.519X9 － 0.616X10 ＋ 0.208X11 ＋ 0.912X12 ＋

2.369X13 － 1.403X14。用 R 方值、预测误差均方根
（the root of mean square error prediction，RMSEP）
对拟合效果进行评价，R 方值为 0.95，RMSEP 值
为 0.038（见图 5），表明该模型拟合效果较好。
PLS 回归方程以各自变量的系数值为权重系数反映
各个自变量所对应的化学成分的相对重要性（见图
6）。猴耳环 PLS 回归方程中系数大于 0.6 的活性成
分为没食子酸（共有峰 1）、7- 没食子酰特利色黄烷
（共有峰 13）、表没食子儿茶素（共有峰 4）、槲皮

苷（共有峰 12）和儿茶素（共有峰 5）。

图 5　RMSEP 评估的拟合图

Fig 5　Fitting diagram of RMSEP evaluation

图 6　PLS 回归方程系数值的柱状图

Fig 6　Histogram of coefficients in PLS regression equation

　　③ 综合分析：综合灰色关联分析及 PLS 回归
分析结果，绘制 Venn 图（见图 7），表明没食子
酸、表没食子儿茶素、槲皮苷、7- 没食子酰特利
色黄烷、儿茶素是猴耳环消炎片抗 MRSA 的主要
药效物质基础。

图 7　灰色关联分析结果和 PLS 回归分析结果的 Venn 图

Fig 7　Venn diagram of analysis results of grey correlation and PLS 
regression

注（Note）：蓝色圆圈表示所有共有成分；红色圆圈表示灰色

关联度大于 0.8 的成分；绿色圆圈表示 PLS 回归方程中系数大于 0.6
的成分；三个圆圈交叠的区域为灰色关联度大于 0.8 且 PLS 回归方

程中系数大于 0.6 的成分（Blue circles indicate all common chemical 
compounds. Red circles represent the compounds with grey correlation 
degree over 0.8. Green circles represent the compounds with coefficient 
value over 0.6 in the PLS regression equation. The overlapping area of 
three circles is the compounds with grey correlation degree value over 0.8 
and coefficient value over 0.6 in the PLS regression equation）。

图 4　17 批猴耳环消炎片体外抑制 MRSA 活性的影响

Fig 4　Inhibition of 17 batches of Archidendron clypearia antiphlogistic 
tablets on MRSA in vitro

表 1　猴耳环消炎片指纹图谱共有峰与体外抗 MRSA活性的关联度 
Tab 1　Correlation between common peaks in the fingerprints of 

Archidendron clypearia antiphlogistic tablets and in vitro inhibition 
of MRSA

峰号 成分 关联度值

  1 没食子酸 0.968
12 槲皮苷 0.951
10 金丝桃苷 0.951
11 表儿茶素没食子酸酯 0.932
  5 儿茶素 0.926
14 槲皮素 0.900
  9 杨梅苷 0.894
  7 EGCG（C22H18O11）异构体 1 0.885
  2 没食子儿茶素 0.852
  4 表没食子儿茶素 0.842
13 7- 没食子酰特利色黄烷 0.830
  3 木犀草苷异构体（C21H20O11） 0.826
  6 5，7，3'，4'，5'- 五羟基黄烷（C15H14O6） 0.758
  8 EGCG（C22H18O11）异构体 2 0.644
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3　讨论
　　中药指纹图谱技术涉及多种方法，其中
HPLC 分辨率高、灵敏度高、色谱柱可反复利用
等优点，是中药指纹图谱的首选方法。本实验建
立的 HPLC 指纹图谱，方法准确灵敏，稳定性和
重复性好，指认和确证了 14 个共有成分，占总
峰面积的 90% 以上，可用于猴耳环消炎片的质量
控制。在此基础上，以体外抑菌活性衡量药物有
效成分的抗菌效力，该方法操作简便、条件易于
控制，已广泛应用于新药研究和指导临床用药。
　　中药谱效学以系统的化学成分研究和药理学
研究为依托，在指纹图谱的基础上对应药效结果
进行综合分析。本文首先通过灰色关联分析从共
有成分中筛选灰色关联度大于 0.8 的化学成分；
然后通过 PLS 回归分析筛选 PLS 回归拟合方程
中系数大于 0.6 的化学成分，最后综合灰色关联
分析和 PLS 回归分析，表明没食子酸、7- 没食子
酰特利色黄烷、儿茶素、槲皮苷、表没食子儿茶
素是主要药效成分，这与文献报道吻合 [11-16]。没
食子酸与儿茶素具有与不同化合物联合增效的潜
在应用。Mehrzadi 等 [17] 研究表明没食子酸（200 
mg·kg － 1）与槲皮素（75 mg·kg － 1）联合给药
治疗博来霉素诱导的肺纤维化大鼠的疗效显著优
于单独给药。Qin 等 [18] 研究表明将儿茶素（128 
μg·mL－ 1）和表儿茶素没食子酸酯（16 μg·mL－ 1）
联合可显著增强体外苯唑西林抗 MRSA 的作用。
7- 没食子酰特利色黄烷为猴耳环的特有成分，是
猴耳环发挥免疫调节和抗炎作用的潜在成分 [19]。
槲皮苷可通过抑制金黄色葡萄球菌 Sortase A 靶点
影响细菌黏附 [20]。
　　据此，阐明了猴耳环消炎片体外抑 MRSA 的
主要药效物质基础。本研究为猴耳环消炎片的质
量控制提供了理论与实验依据。
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金银花提取物增强抗 CD19 CAR-T细胞肿瘤杀伤活性

单贺珍1，董石1，李晓瑞3，董宇曦1，刘秀盈1，何宇1，王建勋1，2*（1. 北京中医药大学生命科学学院，北

京　102488；2. 深圳北京中医药大学研究院，广东　深圳　518172；3. 中国农业大学生物学院，北京　100193）

摘要：目的　探究金银花提取物对抗 CD19 CAR-T 细胞肿瘤杀伤活性以及细胞因子释放的影

响。方法　利用抗 CD19 CAR-T 细胞与肿瘤细胞 Raji 细胞（或 Raji-Luc 细胞）共培养体系，通

过荧光素酶与凋亡检测法测定对照组与金银花处理组的抗 CD19 CAR-T 细胞的杀伤效率；采用

CFSE 染色法检测增殖能力，并通过流式细胞术测定细胞因子的释放水平与 PD-1 蛋白的表达水

平。结果　T 细胞转导组 CD19 CAR 分子的表达率为 65.7%，表明抗 CD19 CAR-T 细胞制备成

功。10 mg·mL－ 1 金银花提取物与抗 CD19 CAR-T 细胞联合组杀伤 Raji 细胞的效力最佳，且优

于 CD19 CAR-T 细胞组、金银花与未转导 T 细胞联合组、未转导 T 细胞组与金银花处理组。并

且在 1∶2、1∶4、1∶8 与 1∶16 效靶比条件下，金银花提取物均可以增强抗 CD19 CAR-T 细胞

的肿瘤杀伤能力，改善抗 CD19 CAR-T 细胞的增殖能力，促进 Granzyme B 的分泌而抑制 IFN-γ
与 IL-10 的释放。进一步研究发现，金银花提取物可以抑制 CD19 CAR-T 细胞表达 PD-1 蛋白。

结论　10 mg·mL－ 1 的金银花提取物可以有效提高抗 CD19 CAR-T 细胞体外杀伤肿瘤的效力，

促进抗 CD19 CAR-T 细胞增殖，并特异性调节细胞因子的释放，下调 PD-1 蛋白的表达。

关键词：金银花；B 细胞淋巴瘤；抗 CD19 CAR-T 细胞

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1545-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.012

Lonicera japonica extract enhances the tumor killing activity of  
anti-CD19 CAR-T cells

SHAN He-zhen1, DONG Shi1, LI Xiao-rui3, DONG Yu-xi1, LIU Xiu-ying1, HE Yu1, WANG Jian-
xun1, 2* (1. School of Life Sciences, Beijing University of Chinese Medicine, Bejing  102488; 2. 
Research Institute of Shenzhen, Beijing University of Chinese Medicine, Shenzhen  Guangdong  
518172; 3. College of Biological Sciences, China Agricultural University, Beijing  100193)

Abstract: Objective  To determine the effect of Lonicera japonica extract on the tumor killing, 
cytotoxicity and cytokine release of anti-CD19 CAR-T cell functions. Methods  Based on the co-culture 
system of successfully prepared anti-CD19 CAR-T cells and Raji cells (or Raji-Luc cells), the killing 
efficiency was determined by luciferase and cell apoptosis detection. And the proliferation ability was 
detected by CFSE staining, while the release level of cytokines and PD-1 expression were detected by 
flow cytometry. Results  The transfection efficiency of CD19 CAR molecules on T cells was 65.7%, 
indicating the successful construction of anti-CD19 CAR-T cells . Under the same effector-target (E∶T) 
ratio, the combination of 10 mg·mL － 1 Lonicera japonica extract and anti-CD19 CAR-T cells was 
more effective against Raji cells than the anti-CD19 CAR-T cell group, Lonicera japonica-treated T cell 
group, T cell group, and Lonicera japonica group. Moreover, Lonicera japonica extract also significantly 
increased the cytotoxicity of anti-CD19 CAR-T cells at E ∶ T of 1∶2, 1∶4, 1∶8 and 1∶16. At the 
same time, the self-renewal ability of anti-CD19 CAR-T cells was improved, and the secretion of 
Granzyme B was promoted and the release of IFN-γ and IL-10 was inhibited by Lonicera japonica. In 
particularly, PD-1 expression in anti-CD19 CAR-T cells was alleviated by Lonicera japonica extract. 
基金项目：北京市双一流高层次人才科研启动经费项目（No.9011451310032）。
作者简介：单贺珍，女，硕士研究生，主要从事中医药抗肿瘤活性研究，email：Pekshan2012@163.com　* 通信作者：王建勋，男，教

授，博士研究生导师，主要从事中医药遗传学与分子生物学机制研究，email：Jianxun.Wang@bucm.edu.cn



1546

Central South Pharmacy.  July  2022, Vol. 20 No. 7 　中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期

　　 嵌 合 抗 原 受 体（chimeric antigen receptor，
CAR）T 细胞免疫疗法是抗肿瘤领域的一种新型
细胞疗法。近年来，多款抗 CD19 CAR-T 细胞产
品陆续获批上市，它对 B 细胞恶性淋巴瘤的疗效
显著，特别是弥漫性大 B 细胞淋巴瘤，完全有效
率可达 54%[1]。然而，抗 CD19 CAR-T 细胞疗法
的不良反应不可忽视，比如神经毒性和细胞因子
综合征（cytokine release syndrome，CRS），严重
者甚至会危及患者的生命 [2]。
　　中药金银花（Lonicera japonica，LJ）具有清
热解毒、抗炎消肿的功效，临床上广泛用于发热、
扁桃体炎、肺炎、鼻炎及皮疹等 [3]。有体外实验
表明，金银花提取物可以阻碍脂多糖诱导神经小
胶质细胞与免疫巨噬细胞分泌炎症因子 [4-5]，抑
制补体活性 [6]。这提示金银花可能有助于缓解抗
CD19 CAR-T 细胞导致的 CRS。
　　因此，本实验将金银花水煎剂与抗 CD19 
CAR-T 细胞联合处理表达 CD19 的 Burkitt’s 淋
巴瘤细胞（Raji 细胞），以探究金银花对抗 CD19 
CAR-T 细胞肿瘤杀伤能力，细胞因子释放以及程
序性死亡蛋白（programmed death-1，PD-1）表达
的影响，以期为恶性 B 细胞淋巴瘤患者提供新的
治疗方案。
1　材料
1.1　仪器
　　流式细胞分析仪（LSRFortessa SORP，BD）；
酶标仪（Epoch 2TC，BioTek）；细胞自动计数仪
（Invitrogen Countess II FL，ThermoFisher）。
1.2　试药
　　RPMI 1640 培养基、AIMV 培养基、胎牛血
清（FBS）（Gibco 公司）；CD3-APC 抗体、PD-1-
PE 抗体、c-Myc-PE 抗体、Human CD8/NK Panel
检测试剂盒、CFSE 荧光染料（Bio-Legend 公司）；
细胞凋亡检测试剂盒（北京金普来生物科技有限
公司）；Bright-LumiⅡ萤火虫荧光素酶报告基因
检测试剂盒（碧云天生物技术公司）；金银花中
药饮片 [ 中国北京同仁堂（集团）有限公司 ]。
1.3　细胞系 
　　Burkitt’s 淋巴瘤细胞（Raji 细胞，美国 ATCC
细胞库）；Raji- 荧光素酶标记细胞（Raji-Luc，北
京维通达公司）；外周血单个核细胞（Peripheral 

blood mononuclear cell，PBMC， 为 健 康 志 愿 者
提供）。本研究获得北京中医药大学医学与实
验动物伦理委员会审理与批准，审批号为 2022 
BZYLL0102。
2　方法 
2.1　金银花提取物的制备 [7]

　　称取金银花 30 g，以 8 倍量去离子水浸泡
30 min，加热煮沸 2 h，以三层纱布过滤。最
后水浴浓缩至 300 mL，即获得质量浓度为 100 
mg·mL－ 1 的金银花水煎剂，0.22 μm 滤膜过滤。
2.2　抗 CD19 CAR-T 细胞的构建与转导率测定 [8]

　　采用 Ficoll 密度梯度离心法分离人外周血中
的 PBMC，以含有 10%FBS 的 AIMV 培养基培
养。T 细胞激活则通过 CD3 单克隆抗体与白介
素 -2（IL-2）刺激处理，继续培养 48 h 后，转导
抗 CD19 CAR 反转录病毒（实验室前期制备并
保存）得到抗 CD19 CAR-T 细胞。48 h 后通过
c-Myc-PE 染色与流式细胞术检测 c-Myc 阳性细
胞，即获得 CD19 CAR 的转导效率。
2.3　荧光素酶检测法测定靶细胞活率
　　将抗 CD19 CAR-T 细胞或 T 细胞依照 1∶8
效靶比与 4×104 个 Raji-Luc 细胞置于 96 孔培养
皿 100 μL 体系中，给药组分别给予 5、10、20 
mg·mL－ 1 金银花水煎剂干预。37℃共同培养
12 h 后，每孔加入 100 μL 荧光素酶底物，孵育
3 min 后使用酶标仪的化学发光模式检测。根据
下列公式计算不同组别的细胞杀伤效率：细胞杀
伤效率（%）＝（靶细胞组检测值－实验组检测
值）/ 靶细胞组检测值 ×100%。
2.4　Annexin V 染色法检测靶细胞凋亡
　　将抗 CD19 CAR-T 细胞依照1∶2、1∶4、1∶8、
1∶16 效靶比与 2.4×105 个 Raji 细胞共同培养 12 
h 后， 以 CD3-APC 抗 体 标 记 T 细 胞，Annexin-
FITC 标记早期凋亡细胞后，通过流式细胞术测定
Raji 细胞的凋亡比例。根据下列公式计算不同组
别的细胞杀伤效率：细胞杀伤效率（%）＝（实验
组 FITC 阳性率－靶细胞组 FITC 阳性率）/（1 －

靶细胞组 FITC 阳性率）×100%。
2.5　CFSE 染色法测定效应细胞增殖
　　将抗 CD19 CAR-T 细胞与 3 μmol·L－ 1 羟基
荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（CFSE）孵育染色

Conclusion   Lonicera japonica extract may at 10 mg·mL － 1 increase the cell killing efficacy of anti-
CD19 CAR-T cells in vitro, improve the self-renewal ability of anti-CD19 CAR-T cells, specifically 
regulate cytokines release and downregulate PD-1 expression level. 
Key words: Lonicera japonica; B cell lymphoma; anti-CD19 CAR-T cell
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30 min，流式细胞术检测 0 h 的 FITC 通道荧光强
度；之后抗 CD19 CAR-T 细胞按照 1∶8 效靶比
与 2.4×105 个 Raji 细胞共同培养 12 h，以 CD3-
APC 抗体标记 T 细胞，检测 12 h 的 FITC 通道荧
光强度。
2.6　CBA 多因子流式细胞术检测细胞因子释放
水平
　　将抗 CD19 CAR-T 按照 1∶8 效靶比与 2.4× 

105 个 Raji 细胞共同培养 12 h 后，收取培养基上
清液，按照 Human CD8/NK Panel 检测试剂盒说
明书操作并检测。
2.7　流式细胞术检测 PD-1 的表达水平
　　将抗 CD19 CAR-T 按照 1∶8 效靶比与 2.4× 

105 个 Raji 细胞共同培养 12 h 后，以 CD3-APC
抗体标记 T 细胞，PD-1-PE 抗体标记 PD-1 蛋白，
抗体孵育 1 h 后采用流式细胞术检测。
2.8　数据统计与分析
　　采用 Graphpad Prism 9 软件进行统计学分析，
两组之间采用 t 检验，P ＜ 0.05 则表明差异有统
计学意义。
3　结果
3.1　抗 CD19 CAR-T 细胞的成功制备
　　抗 CD19 CAR-T 细胞的构建是通过基因重组
技术将载有 CD19 CAR 的反转录病毒转导至 T 细
胞，使其可以识别肿瘤细胞表面的 CD19 从而特
异性杀伤肿瘤，其中 CD19 CAR 的分子结构主要
包括 CD19 的单链可变片段（scFv）、CD8 铰链区、
CD28 共刺激域以及 CD3ζ 结构域（见图 1A）。转
染 48 h 后采用 c-Myc 抗体标记 CD19 CAR 分子以
评估病毒的转导效率，结果发现 T 细胞中 CD19 
CAR 分子的表达率为 65.7%（见图 1B）。

图 1　靶向 CD19 的嵌合抗原受体（CAR）的分子结构（A）及其表

达率（B）

Fig 1　Structure（A）and transduction efficiency（B）of anti-CD19 
chimeric antigen receptor（CAR）

A. 靶 向 CD19 的 CAR 分 子 结 构（anti-CD19 CAR structure）；B. 
CD19 CAR 分子结构的表达率（transduction efficiency of CD19 CAR）

3.2　金银花提取物提高抗 CD19 CAR-T 细胞肿瘤
杀伤活性

　　为了探究金银花提取物是否会影响抗 CD19 
CAR-T 细胞的体外细胞毒性，将效应细胞与
Raji-Luc 共培养，给药组给予金银花提取物干预
12 h，通过荧光素酶检测法测定 Raji-Luc 的存活
率。浓度摸索实验发现，10 mg·mL－ 1 的金银花
提取物可以促进抗 CD19 CAR-T 细胞杀伤肿瘤，
优于 5 mg·mL－ 1 和 20 mg·mL－ 1 两个质量浓
度组（见图 2A）。于是将 10 mg·mL－ 1 作为后续
实验中金银花提取物的最佳干预浓度。此外，还
发现金银花与抗 CD19 CAR-T 细胞联合杀伤 Raji-
Luc 的效果显著优于两者的单独应用，即两者具
有叠加效应，也强于未转导 T 细胞与金银花联用
组以及未转导 T 细胞组（见图 2B）。

图 2　荧光素酶检测法测定抗 CD19 CAR-T 对 Raji-Luc 的杀伤效率

（n ＝ 3）
Fig 2　Killing efficienc of anti-CD19 CAR-T cells against Raji-Luc 
measured by luciferase assay（n ＝ 3）
A. 不同浓度金银花提取物处理的抗 CD19 CAR-T 对 Raji-Luc 的杀伤

效率（the lysis ability of anti-CD19 CAR CAR-T cells treated with LJ at 
different concentrations on Raji-Luc）；B. 1∶8 效靶比时不同处理组

的效应细胞对 Raji-Luc 细胞的杀伤效率（the lysis ability of effector 
cells on Raji-Luc at an E∶T ratio of 1∶8）

注： 与 CD19 CAR-T 组 相 比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001； 与

CD19 CAR-T ＋ LJ 组相比，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the CD19 CAR-T group，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001；compared with the CD19 CAR-T ＋ LJ group，
###P ＜ 0.001.

　　进一步通过流式细胞术的方法检测了不同效
靶比条件下，10 mg·mL－ 1 的金银花提取物是否
均会影响抗 CD19 CAR-T 细胞对 Raji 细胞的促凋
亡作用，结果显示，1∶2、1∶4、1∶8 与 1∶16
效靶比水平下，金银花与抗 CD19 CAR-T 细胞
联合应用组的肿瘤杀伤活性均显著高于抗 CD19 
CAR-T 细胞组（见图 3）。
3.3　金银花提取物促进抗 CD19 CAR-T 细胞的增殖
　　CAR-T 细胞增殖能力同体内抗肿瘤的持久性
密切相关 [9]，于是通过 CFSE 染色法测定了经 10 
mg·mL－ 1 金银花提取物处理的抗 CD19 CAR-T
细胞，结果显示，与靶细胞共培养 12 h 后，同抗
CD19 CAR-T 细胞组相比，金银花联合应用组的
CFSE 荧光峰图向左偏移（见图 4），即金银花提取
物提高了抗 CD19 CAR-T 细胞的增殖能力。
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图 4　CFSE 染色测定抗 CD19 CAR-T 细胞的增殖能力

Fig 4　Proliferation ability of anti-CD19 CAR-T cell measured by CFSE 
staining

3.4　金银花提取物双向调控细胞因子的分泌
　　细胞因子的释放水平是指征 CAR-T 细胞功
能的标志之一，于是对抗 CD19 CAR-T 细胞与
Raji 细胞共培养体系中白介素 -2（IL-2）、白介
素 -6（IL-6）、白介素 -10（IL-10）、肿瘤坏死因
子α（TNF-α）、干扰素 γ（IFN-γ）以及颗粒酶 B
（Granzyme B）的水平进行检测。结果发现经 10 
mg·mL－ 1 金银花提取物处理后，Granzyme B 显
著上调，IL-2 与 TNF-α 有表达升高的趋势；同时
IFN-γ 与 IL-10 显著下调，IL-6 表达有降低的趋势
（见图 5）。
3.5　金银花提取物下调 PD-1 蛋白的表达
　　为了进一步阐明金银花提取物增强抗 CD19 
CAR-T 细胞肿瘤杀伤能力的可能原因，对抗
CD19 CAR-T 细胞活性相关的免疫检查点 PD-1
蛋白进行检测，结果发现，同对照组相比，经 10 
mg·mL－ 1 金银花处理的抗 CD19 CAR-T 细胞的
PD-1 阳性率发生降低（见图 6）。
4　讨论 
　　CD19 是 B 细胞的生物标志物，属于免疫球
蛋白超家族，并在多数慢性淋巴细胞白血病、急
性淋巴细胞白血病以及 B 细胞淋巴瘤病例中高
水平，且为血液肿瘤治疗的潜在靶点 [10]。针对

CD19 靶标设计的抗 CD19 CAR-T 细胞可以特异
性识别高表达 CD19 的 B 细胞淋巴瘤并激活自身
T 细胞的功能，进而精准清除癌变细胞 [2]。Raji
细胞是取自 Burkitt’s 淋巴瘤患者的癌变 B 细胞，
可作为评估靶向 CD19 CAR-T 细胞效力的靶细
胞。基于成功制备的抗 CD19 CAR-T 细胞与 Raji
细胞共培养体系，实验发现 10 mg·mL－ 1 金银
花提取物有助于提高抗 CD19 CAR-T 细胞的细胞
毒性，改善抗 CD19 CAR-T 细胞的增殖，提示金
银花提取物与抗 CD19 CAR-T 细胞的联合疗法具
有良好的抗肿瘤疗效，有可能进一步提高 B 细胞
淋巴瘤的临床治愈率。
　　此外，在体内杀伤靶细胞过程中，抗 CD19 
CAR-T 细胞与自免疫 T 细胞的激活会导致血清中
免疫刺激细胞因子的增加，如 Granzyme B、IL-6、
IL-10、TNF-α、IFN-γ、IFN-β 等 [11]，介导对肿瘤

图 3　细胞凋亡检测法测定抗 CD19 CAR-T 对 Raji 细胞的杀伤效率

（n ＝ 3）
Fig 3　Killing efficiency of anti-CD19 CAR-T cells against Raji cells 
measured by cell apoptosis assay（n ＝ 3）

注：与 CD19 CAR-T 组相比，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the CD19 CAR-T group，***P ＜ 0.001.

图 5　金银花提取物特异性调控细胞因子的分泌水平（n ＝ 3）
Fig 5　Expression level of cytokines regulated by Lonicera japonica 
extract（n ＝ 3）

注：与 CD19 CAR-T 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the CD19 CAR-T group，*P ＜ 0.05，

**P ＜ 0.01.

图 6　流式细胞术检测 PD-1 蛋白表达的阳性率

Fig 6　Expression of PD-1 detected by flow cytometry



1549

中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期　Central South Pharmacy.  July 2022, Vol. 20 No.7 

的杀伤作用。而这些细胞因子过度的级联释放会
导致受试者发生细胞因子风暴，是 CAR-T 细胞
疗法的不良反应之一。研究表明金银花提取物对
细胞因子的调控是双向的，它促进 Granzyme B
的分泌，而抑制 IFN-γ 与 IL-10 的释放，对 IL-2、
TNF-α 与 IL-6 的表达无显著影响。Granzyme B
是丝氨酸蛋白酶家族成员之一，常在效应 T 细胞
中表达并介导对靶细胞的促凋亡作用 [12]，而金
银花提取物的处理促进了抗 CD19 CAR-T 细胞释
放 Granzyme B，进一步揭示了金银花与抗 CD19 
CAR-T 细胞的联合应用具有最佳肿瘤杀伤能力
的原因；有研究表明干扰素 IFN-γ 水平的高低对
CAR-T 细胞的疗效无显著影响，并且抑制 IFN-γ 
不仅可以减轻细胞因子相关的毒性，还能够通
过减少免疫检查点蛋白的表达来增强 T 细胞增
殖 [13]，金银花提取物的干预明显抑制了抗 CD19 
CAR-T 细胞分泌 IFN-γ，说明金银花可能会在不
影响杀伤效果的同时减轻抗 CD19 CAR-T 细胞疗
法引发的 CRS 症状，也解释了经金银花处理的抗
CD19 CAR-T 细胞自我更新能力得到提高的原因。
　　PD-1 是重要的免疫检查点之一，当抗 CD19 
CAR-T 细胞暴露于肿瘤细胞环境时，会诱导自身
PD-1 蛋白的表达上调 [14]，PD-1 信号通路的激活
则会降低抗 CD19 CAR-T 细胞对肿瘤细胞的杀伤
活性以及细胞增殖能力 [15]，导致肿瘤免疫逃逸的
发生。而 10 mg·mL－ 1 金银花提取物处理可以下
调由 Raji 细胞刺激诱发的抗 CD19 CAR-T 细胞中
PD-1 的表达，这说明金银花提取物有可能通过下
调 PD-1 蛋白的表达从而增强抗 CD19 CAR-T 细
胞肿瘤杀伤活性以及细胞增殖能力。
　　综上，本项研究证实了金银花提取物可以提
高抗 CD19 CAR-T 细胞体外杀伤肿瘤的效力，且
特异性调控细胞因子的释放水平并下调免疫检查
点 PD-1 的表达。这一发现将有助于改善抗 CD19 
CAR-T 细胞疗法的效果与降低不良反应的发生
率，也拓展了中药金银花的临床应用范围。然而，
金银花调控抗 CD19 CAR-T 细胞功能的有效成分
与内在分子机制尚不清晰，有待中药物质基础学
研究与生物信息学分析加以阐释，为金银花与抗
CD19 CAR-T 细胞联合疗法的临床转化提供更夯
实的证据。
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摘要：目标　采用网络药理学和分子对接技术预测分析金嗓开音胶囊治疗咽炎的活性成分及作

用机制，并进行初步的体外验证。方法　通过 TCMSP、Swiss TargetPrediction、Uniprot 等数

据库和文献挖掘获取金嗓开音胶囊的活性成分与作用靶点，利用 GeneCards 等数据库检索咽炎

疾病作用靶点，韦恩图分析获得活性成分与疾病靶点交集，应用 STRING 数据库和 Cytoscape 
3.9.1 软件构建蛋白互作网络图，通过拓扑方法分析出关键靶点，对其进行 GO 和 KEGG 通路

富集分析并构建可视化的“药物 - 成分 - 靶点 - 通路”网络图，筛选关键成分、靶点进行分子对

接研究。最后，建立细胞炎性模型，采用 MTT、ELISA、Western blot 法对核心靶点进行验证。

结果　检索到金嗓开音胶囊活性成分共 251 个，靶点 1101 个，咽炎相关疾病靶点 1459 个，筛

选出 PTGS2、TNF、IL-6 等核心靶点 25 个，槲皮素、木犀草素、β- 谷甾醇等关键成分 10 个，

涉及 MAPK 信号通路、TNF 信号通路及 IL-17 信号通路等。分子对接结果表明，金嗓开音胶

囊中的槲皮素、山柰酚、β- 谷甾醇等主要活性成分与 PTGS2、TNF、IL-6 等关键靶点具有较

强结合力，MTT、ELISA 实验结果表明，金嗓开音胶囊对脂多糖诱导的巨噬细胞炎性模型具

有一定的保护作用，并可抑制炎性因子 NO、TNF-α 及 IL-6 的表达，Western blot 实验结果显

示金嗓开音胶囊可抑制 PTGS2、TNF-α 及 IL-6 蛋白的表达。结论　金嗓开音胶囊可能通过多

成分、多靶点、多通路影响炎症和免疫调节，从而发挥治疗咽炎的作用。
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Mechanism of Jinsang Kaiyin capsules for pharyngitis based on 
bioinformatic data and in vitro experimental validation
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Abstract: Obiective  To determine the mechanism of Jinsang Kaiyin capsules for pharyngitis by 
network pharmacology and molecular docking, and to validate in vitro experiments. Methods  The active 
components and corresponding targets were obtained from TCMSP, Swiss TargetPrediction, Uniprot 
and other databases and literature mining. The targets of pharyngitis were searched with GeneCards and 
other databases, and the intersections of active components and disease targets were analysed by Venn 
diagram. The protein-protein interaction network between the active components and the disease targets 
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　　咽炎是一种主要由感染引起的常见自限性疾
病 [1]，包含急性咽炎与慢性咽炎等。急性咽炎为
咽部黏膜及黏膜下组织的急性炎症，常累及咽部
的淋巴组织，随病情进展常可涉及整个咽腔，其
病因多与细菌感染、病毒感染破坏巨噬细胞等免
疫细胞功能有关 [2]。慢性咽炎为咽部黏膜、黏膜
下及淋巴组织的弥漫性炎症，常由急性咽炎迁延
日久而来 [3]。临床上治疗咽炎首选抗菌药物和激
素药物，但此类药物的耐药性及不良反应危害患
者健康。中成药治疗咽炎以其作用温和持久、不
良反应少等特点日益受到广大患者关注。
　　中医学认为，急性咽炎为“急喉痹”，临床
常见风热外袭型急喉痹，症状多为咽喉肿痛、吞
咽不利等 [4]。慢性咽炎被称为“慢喉痹”，归属于
“喉痹”的虚症 [5]，该病以清热解毒，疏风利咽为
治则。金嗓开音胶囊由金银花、连翘、玄参、板
蓝根、赤芍、黄芩、桑叶、菊花、前胡、苦杏仁、
牛蒡子、泽泻、胖大海、僵蚕、蝉蜕、木蝴蝶 16
味中药组成，全方奏以清肺解毒、滋阴泄火、利
喉开音为功效，通过清除肺热、泻火解毒可达治
本之功，通过利喉开音可达治标之用 [6]，临床上
观察发现此药能明显改善咽炎患者机体的炎症反
应 [7]，减轻咽炎疾病症状，效果良好。
　　金嗓开音胶囊药味组成较多，其治疗咽炎的
核心作用成分和作用机制研究复杂。网络药理技
术和分子对接方法对于研究中药多成分、多靶点
整体治疗疾病的机制提供了很好的技术 [8]。因此，

本研究利用网络药理学方法，从“药物 - 成分 - 靶
点 - 通路”复杂网状结构探究金嗓开音胶囊治疗咽
炎的关键作用靶点、药物成分、信号通路等，为
金嗓开音胶囊治疗咽炎提供理论参考。
1　材料
1.1　数据库
　　TCMSP（http：//tcmspw.com/tcmsp.php）、Drug-
bank（https：//www.drugbank.ca/）、化学专业数据
库（http：//www.organchem.csdb.cn.）、SwissTarget 
Prediction（http：//www.swisstargetprediction.ch/）、
Uniprot（https：//www.uniprot.org）、OMIM（https：//
omim.org/）、Genecards（https：//www.genecards.
org/）、STRING（http：//cn.string-db.org）。
1.2　试药
　　金嗓开音胶囊药粉（西安碑林药业股份有限
公司，批号：JD12108004）；RPMI 1640（批号：
2048221）、胎牛血清（批号：1803122）、PBS（批
号：UB150259）（Biological Industries 公 司）； 二
甲亚砜（DMSO，批号：HG/T5345-2018，天津
市科密欧化学试剂有限公司）；无水对氨基苯磺
酸（SUL，批号：DC5BA0731）、N-1- 萘乙二胺
盐酸盐（NED，批号：DC07BA1002）[ 生工生物
工程（上海）股份有限公司 ]；亚硝酸钠（NaNO2，
天津市科密欧化学试剂有限公司）。小鼠 TNF-α 
ELISA 试 剂 盒（批 号：EMC102a）、 小 鼠 IL-6 
ELISA 试剂盒（批号：EMC004）（欣博盛生物科
技有限公司）；BCA 蛋白定量盒（批号：W9219，

was constructed with STRING database and Cytoscape 3.9.1 software. The core targets were identified 
by topological analysis. GO and KEGG pathway enrichment analysis were performed on the core 
targets, and the visualized “drug-ingredient-target-pathway” network map was constructed. The core 
components and targets were screened for molecular docking. Finally, cellular inflammation models 
were established and the core targets were validated by MTT, ELISA and Western blot. Results  Totally 
251 active components, 1101 targets and 1459 pharyngitis-related disease targets were retrieved. Totally 
25 core targets (such as PTGS2, TNF and IL-6) and 10 core components (such as quercetin, luteolin 
and β-sitosterol) were screened, involving MAPK signaling pathway, TNF signaling pathway and IL-
17 signaling pathway, etc. The molecular docking showed that the main active components in Jinsang 
Kaiyin capsules, such as quercetin, kaempferol and β-sitosterol, had stable binding power to core targets 
such as PTGS2, TNF and IL-6. The MTT and ELISA results showed that lipopolysaccharide-induced 
macrophage inflammation model was improved by Jinsang Kaiyin capsules, and the expression levels 
of cytokines NO, TNF-α and IL-6 were significantly decreased by Jinsang Kaiyin capsules. Western blot 
results showed that Jinsang Kaiyin capsules inhibited the expression of PTGS2, TNF-α and IL-6 protein. 
Conclusion  Jinsang Kaiyin capsules are effective for pharyngitis via multiple components, targets and 
pathways to influence the inflammation and immunity regulate. 
Key words: Jinsang Kaiyin capsule; pharyngitis; network pharmacology; molecular docking; cell 
experiment
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天根生化科技有限公司）。COX-2 抗体（批号：
M03101750）、IL-6 抗 体（批 号：M09022841）
（沈阳万类生物科技有限公司），β-actin（批号：
I0004I56）、TNF-α（批号：00101479）、兔二抗（批
号：20000258）、鼠二抗（批号：20000144）（武汉
三鹰技术有限公司）。
1.3　细胞
　　小鼠腹腔巨噬细胞 RAW264.7（中国科学院上
海生命科学院生物化学与细胞生物学研究所）。
2　方法
2.1　网络药理学与分子对接
2.1.1　金嗓开音胶囊成分及作用靶点收集　在
TCMSP[9] 以口服生物利用度（OB）≥ 30% 和类
药性（DL）≥ 0.18 为条件筛选金嗓开音胶囊所含
药物的有效成分，再利用 Drugbank 数据库、化学
专业数据库和文献 [10-11] 进一步完善药物活性成分
和靶点收集，并在 TCMSP、Swiss TargetPrediction
数据库中获取有效成分靶点，筛选后在 Uniprot 数
据库进行靶点矫正。
2.1.2　疾病相关靶点筛选　将急性咽炎（acute 
pharyngitis）、亚急性咽炎（subacute pharyngitis）
和慢性咽炎（chronic pharyngitis）输入 OMIM 数
据库和 Genecards 数据库检索，以“relevance score 
≥ 10”为筛选条件得到疾病靶点，合并后获得咽
炎疾病相关靶点。
2.1.3　交集靶点 Venny 分析　将药物靶点与疾病
靶点输入韦恩图制作软件 Venny 2.1.0，获取交集
靶点。
2.1.4　PPI 网络构建　将交集靶点导入 STRING 数
据库限定物种为 “Homo sapiens”，获取蛋白互作
信息，导入 Cytoscape 中，通过 Network Analyzer
工具进行拓扑分析，以大于 degree 均值为条件筛
选核心靶点。
2.1.5　GO 与 KEGG 通路富集分析　将核心靶
点 导 入 STRING 数 据 库， 限 定 物 种 为“Homo 
sapiens”，经上述数据库转化得到 GO 与 KEGG
通路，并运用微生信进行可视化分析。
2.1.6　“药物 - 成分 - 靶点 - 通路”网络的构建　将
金嗓开音胶囊中药物 - 成分 - 靶点网络与 KEGG
富集的代谢通路的结果相整合，在 Cytoscape 3.9.1
中构建“药物 - 成分 - 靶点 - 通路”网络图。
2.1.7　分子对接　通过 UniProt 数据库检索核心靶
点的三维结构，通过 PDB 数据库下载核心靶点蛋
白的分子结构，在 UCSF Chimera 1.15rc 软件中保
存为 mol2 格式。在 UCSF Chimera 1.15rc 软件中
打开大分子靶点蛋白与小分子配体的 mol2 格式，
通过应用软件中的 AutoDock Vina 板块进行分子

对接获得结合能，并对结合模式进行可视化。
2.2　体外实验
2.2.1　细胞培养与药物配制　RAW264.7 细胞复
苏后置于 37℃、5%CO2 的恒温培养箱中培养，当
细胞增殖到约 80% 时传代。金嗓开音胶囊药粉溶
于 PBS 中配成质量浓度为 10 mg·mL－ 1 的溶液，
过 0.22 μm 微孔滤膜后备用。
2.2.2　细胞毒性　于对数期收集生长状态良好的 
RAW264.7 细胞，以 1×105 个细胞 / 孔铺于 96 孔板
中，培养 4 h 后，进行对照组（培养基培养）和给药
组（金 嗓 开 音 胶 囊 20、50、100、200、400、500 
µg·mL－ 1）分组，培养 24 h。弃去上清液，加入
0.5 µg·mL－ 1 MTT，孵育 4 h；弃去上清液，加入
DMSO 溶解后，用酶标仪于 492 nm 检测吸光度（A）
并计算细胞存活率。
2.2.3　 细 胞 分 组　 基 于“2.2.2”处 理 后， 将
RAW264.7 细胞分为对照组：培养基培养；模型组：
LPS（1 µg·mL－ 1）；给药组：LPS（1 µg·mL－ 1）＋

金嗓开音胶囊 50 µg·mL－ 1；LPS（1 µg·mL－ 1）＋

金嗓开音胶囊 100 µg·mL－ 1；LPS（1 µg·mL－ 1）＋

金嗓开音胶囊 200 µg·mL－ 1。
2.2.4　细胞活力　于对数期收集生长状态良好的 
RAW264.7 细胞，在 96 孔板中铺板密度为 1×105

个细胞 / 孔，培养 4 h 后，按“2.2.3”项下分组处
理，培养 24 h。弃去上清液，加入 0.5 µg·mL－ 1 

MTT，孵育 4 h；弃去上清液，加入 DMSO 溶解
后，用酶标仪于 492 nm 检测 A 值并计算细胞存
活率。
2.2.5　试剂盒检测细胞 IL-6、TNF-α、NO 水平　
于对数期收集生长状态良好的 RAW264.7 细胞，
在 96 孔板中铺板密度为 1×105 个细胞 / 孔，培
养 4 h 后，以“2.2.3”项下分组处理，24 h 后收集
细胞上清液。根据 IL-6、TNF-α ELISA 试剂盒和
Griess 试剂盒说明书操作，分别检测各组细胞上
清中 IL-6、TNF-α 和 NO 的水平。
2.2.6　蛋白免疫印迹（Western blot）实验　于对
数期收集生长状态良好的 RAW264.7 细胞，在 6
孔板中铺板密度为 4×106 个细胞 / 孔。分组设置
与处理同“2.2.3”项下，培养 24 h 后低温下提取
细胞总蛋白。蛋白样品在 SDS-PAGE 凝胶上进行
电泳，后将蛋白从凝胶电转到 PVDF 膜，封闭后
置于一抗中在 4℃冰箱孵育过夜，TBST 洗膜 30 
min 后，将二抗于室温摇床上孵育 1 h，用 TBST
洗膜 30 min 后，于凝胶成像仪（BIO-RAD 化学
发光凝胶成像系统）成像曝光，定量分析。
2.2.7　统计分析　采用 GraphPad Prism 9.0 软件
对数据进行统计分析。实验数据以 x±s 表示，采
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用单因素方差分析（one-way ANOVA），组间比
较采用 t 检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　网络药理学预测研究
3.1.1　金嗓开音胶囊成分获取与筛选　金嗓开音
胶囊药物活性成分中，板蓝根有效成分共有 39
个，蝉蜕有 18 个，赤芍 29 个，黄芩 36 个，僵
蚕 14 个，金银花 23 个，菊花 20 个，苦杏仁 19
个，连翘 23 个，木蝴蝶 18 个，牛蒡子 8 个，胖
大海 5 个，前胡 24 个，桑叶 29 个，玄参 6 个，
泽泻 9 个。活性成分部分结果见表 1。
3.1.2　金嗓开音胶囊成分潜在靶点与咽炎潜在靶
点预测　经 Uniprot 矫正靶点，筛选得到金嗓开
音胶囊有效成分靶点共 1101 个，咽炎去重筛选
后共 1459 个疾病靶点。
3.1.3　金嗓开音胶囊与咽炎核心靶点分析及 PPI 
网络构建　将金嗓开音胶囊成分靶点与咽炎疾病
靶点输入 Venny 2.1.0 中，得到交集靶点 167 个。
将交集靶点导入 STRING 数据库，构建 PPI 网络
后，利用 Cytoscape 3.9.1 软件进行拓扑分析，选
取此条件下 degree ＞ 2median（82）并采用拓扑特
征值中心介度值（Betweenness Centrality）、紧密
度（Closeness Centrality）筛选得到 25 个关键靶点
基因作为核心靶点，可以看出 IL-6、AKT1、TNF、
TP53 等可能为治疗咽炎的核心靶点，见图 1（25
节点 300 条边）。
3.1.4　GO 与 KEGG 通路富集分析　在 GO 富集
分析结果中，总共富集到 888 条生物过程（BP），
67 项分子功能（MF），23 项细胞组分（CC）。以
基因数排名前 10 进行条形图绘制，见图 2。提示
金嗓开音胶囊中的活性成分发挥治疗咽炎作用可
能与调节体内细胞过程、相关蛋白的结合及调控
相关信号受体有关。
　　炎症反应的特征是协调激活各种信号通路，
调节促炎介质和抗炎介质的表达。KEGG 分析后
得到 156 条相关的信号通路，关系最紧密的前
20 条信号通路由气泡图呈现，见图 3。结果显示
MAPK 信号通路、TNF 信号通路、IL-17 信号通路
等可能与金嗓开音胶囊治疗咽炎的作用机制相关。
3.1.5　药物 - 成分 - 靶点 - 通路相互作用网络构
建与关键成分筛选　以金嗓开音胶囊药物、成
分、作用靶点与相关通路为基础，导入 Cytoscape 
3.9.1 中，绘制和构建药物 - 成分 - 靶点 - 通路网
络图，其中黄色为中药，蓝色为中药活性成分，
红色为中药作用于疾病的靶点，绿色为可能与咽
炎治疗相关的通路，图案大小与 degree 值成正相
关，见图 4，degree 值排名前 10 成分，见表 2。

3.1.6　分子对接　根据“3.1.5”项下结果选取
核 心 靶 点 蛋 白 PTGS2、JUN、TNF、AKT1、
MMP9、MAPK8、IL-6 的蛋白受体与度值排名前
十的活性成分槲皮素、木犀草素、β- 谷甾醇、山
柰酚等小分子配体进行分子对接验证。分子对接
结果如表 3。药物分子与靶点结合所需能量越少，
对接分数越小，预测其在体内结合的可能性及稳
定性更大 [12]。由表 3 可知，核心成分与靶点均有

图 1　PPI 网络

Fig 1　Protein-protein interaction network 

图 2　GO 功能富集分析

Fig 2　GO function enrichment analysis

图 3　KEGG 通路富集分析

Fig 3　KEGG pathway enrichment analysis 
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表 1　金嗓开音胶囊药物活性成分 
Tab 1　Active components in Jinsang Kaiyin capsule

中药 有效成分 ID
板蓝根 β- 谷甾醇，谷甾醇，甜橙黄酮，金合欢素，扶桑甾醇，喹叨啉，食脂素，

异牡荆素，高车前苷元，半齿泽兰素

MOL000358，MOL000359，MOL001803，MOL001689，
MOL001800，MOL001756，MOL001792，
MOL002322，MOL001735，MOL001733

蝉蜕 丝氨酸，鸟氨酸，天冬氨酸，苯丙氨酸，异亮氨酸，苏氨酸，氨基丁酸，

赖氨酸，酪氨酸，缬氨酸

CT1，CT2，CT3，CT4，CT5，CT6，CT7，CT8，CT9，
CT10

黄芩 金合欢素，汉黄芩素，黄芩素，红花素，鲨烯，榄核莲黄酮，β- 谷甾醇，

谷甾醇，去甲汉黄芩素，豆甾醇

MOL001689，MOL000173，MOL002714，MOL002910，
MOL001506，MOL002932，MOL000358，
MOL000359，MOL000525，MOL000449

赤芍 鞣花酸，芍药吉酮，芍药新苷，芍药苷，黄芩素，黄芩苷，β- 谷甾醇，

谷甾醇，菠菜固醇，豆甾醇

MOL001002，MOL001918，MOL001921，MOL001924，
MOL002714，MOL002776，MOL000358，
MOL000359，MOL004355，MOL000449

僵蚕 白僵菌素，亮氨酸，羟基犬尿素，棕榈烯酸，十六碳酰胺，赖氨酸，

beauverolide D，beauverolide E，beauverolide F，beauverolide H
JC1，JC2，JC3，JC4，JC5，JC6，JC7，JC8，JC9，JC10

金银花 十八碳二烯，茄红素，黄烷酮，β- 胡萝卜素，金圣草（黄）素，β- 谷甾

醇，山柰酚，豆甾醇，木犀草素，槲皮素

MOL001494，MOL002707，MOL002914，MOL002773，
MOL003044，MOL000358，MOL000422，
MOL000449，MOL000006，MOL000098

菊花 金合欢素，蒙花苷，金圣草（黄）素，异鼠李素，山柰酚，木犀草素，槲

皮素，β- 谷甾醇，鲨烯，半齿泽兰素

MOL001689，MOL001790，MOL003044，MOL000354，
MOL000422，MOL000006，MOL000098，
MOL000358，MOL001506，MOL001733

苦杏仁 雌酮，谷甾醇，豆甾醇，巨头鲸鱼酸，甘草查尔酮 B，光甘草定，苦杏

仁，丁二酸二异辛酯，左旋千金藤啶碱，顺式 -11，14- 二十碳二烯酸

MOL010921，MOL000359，MOL000449，MOL005030，
MOL004841，MOL004903，MOL004908，
MOL010922，MOL012922，MOL002211

连翘 汉黄芩素，连翘苷，贯叶金丝桃素，加贯叶金丝桃素，β- 谷甾醇，山柰

酚，牛蒡子苷，木犀草素，荷包牡丹碱，槲皮素

MOL000173，MOL003305，MOL003347，MOL003348，
MOL000358，MOL000422，MOL000522，
MOL000006，MOL000791，MOL000098

木蝴蝶 鞣花酸，N- 反式阿魏酰酪胺，甲氧基黄芩素，汉黄芩素，黄芩素，金圣

草（黄）素，β- 谷甾醇，豆甾醇，槲皮素 
MOL001002，MOL012101，MOL012108，MOL000173，

MOL002714，MOL002776，MOL003044，
MOL000358，MOL000449，MOL000098

牛蒡子 neoarctin A，牛蒡苷，β- 谷甾醇，山柰酚，鲨烯，β- 胡萝卜素，洋蓟素，

（3R，4R）-3，4-bis[（3，4-dimethoxyphenyl）methyl]oxolan-2-one，
MOL010868，MOL000522，MOL000358，MOL000422，

MOL001506，MOL002773，MOL007326，MOL003290
胖大海 β- 谷甾醇，谷甾醇，sterculin A，flexricin P-1，methyl（E）-nonadec- 

10-enoate
MOL000358，MOL000359，MOL006327，MOL010205，

MOL009729
前胡 葚孢菌素，前胡内酯，异欧前胡素，珊瑚菜素，β- 谷甾醇，谷甾醇，含

白芷灵，紫花前胡苷，丹参酮ⅡA，槲皮素

MOL013095，MOL001941，MOL001942，MOL002644，
MOL000358，MOL000359，MOL004653，
MOL004792，MOL007154，MOL000098

桑叶 东莨菪苷，β- 胡萝卜素，桑呋喃 G，红厚壳（种）内酯，异热马酮，槲皮

素，β- 谷甾醇，山柰酚，豆甾醇，鲨烯

MOL001771，MOL002773，MOL003842，MOL003847，
MOL003851，MOL000098，MOL000358，
MOL000422，MOL000449，MOL001506

玄参 14- 去氧 -12（R）- 磺酸基穿心莲内酯，harpagoside_qt，柳杉酚，β- 谷甾

醇，谷甾醇，scropolioside D，paeoniflorin_qt，scropolioside D_qt
MOL007658，MOL007662，MOL002222，MOL000358，

MOL000359，MOL007659，MOL001925，
MOL007660，MOL007657

泽泻 谷甾醇，泽泻醇 B，泽泻醇 B 单乙酸酯，泽泻醇 B 乙酸酯，16 β- 甲氧基

泽泻醇 B 单乙酸酯，泽泻醇 B，泽泻醇 C，泽泻醇 C 单乙酸酯，1- 亚油

酸甘油酯，[（1S，3R）-1-[（2R）-3，3-dimethyloxiran-2-yl]-3-[（5R，8S，
9S，10S，11S，14R）-11-hydroxy-4，4，8，10，14-pentamethyl-3-oxo-1，
2，5，6，7，9，11，12，15，16-decahydrocyclopenta[a]phenanthren-17-yl]
butyl] acetate

MOL000359，MOL000830，MOL000831，MOL000832，
MOL000849，MOL000853，MOL000854，
MOL000856，MOL002464，MOL000862

注（Note）：有效成分大于 10 个的中药只列出其中 10 个有效成分（Active components are more than 10，only 10 are listed）. 

较好的对接效果，部分结合模式可视化见图 5。
3.2　体外实验
3.2.1　细胞毒性检测结果　MTT 检测结果表明，

金嗓开音胶囊在实验浓度范围内并未对细胞有损
伤，见图 6。最终选择金嗓开音胶囊 50、100、
200 µg·mL－ 1 进行后续实验。
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3.2.2　细胞活力检测结果　模型组细胞活性
较对照组下降，而 LPS ＋金嗓开音胶囊组 200 
µg·mL－ 1 较模型组细胞活性升高，说明金嗓开
音胶囊对 LPS 损伤的细胞有一定的保护作用（见
图 7）。
3.2.3　 金 嗓 开 音 胶 囊 对 RAW264.7 细 胞 NO、
IL-6、TNF-α 的影响　基于活力检测结果，深入
探讨金嗓开音胶囊对炎性因子表达影响，发挥抗
炎作用机制。由表 4 可知，与对照组比较，模型
组 NO、IL-6、TNF-α 水平显著升高，可初步表
明 RAW264.7 细胞炎症模型制备成功。给药后观
察到 NO 水平降低明显，且呈剂量相关性；IL-6、

表 2　Degree值排名前 10 成分 
Tab 2　Top 10 components of degree values

ID  成分 degree BC CC
MOL000098 槲皮素（quercetin） 107 0.0655 0.5074 
MOL000006 木犀草素（luteolin） 58 0.0374 0.4904 
MOL000358 β- 谷甾醇（β-sitosterol） 50 0.0332 0.4680 
MOL000422 山柰酚（kaempferol） 50 0.0152 0.4596 
MOL000173 汉黄芩素（wogonin） 39 0.0170 0.4596 
MOL002714 黄芩素（baicalein） 27 0.0150 0.4596 
MOL002773 β- 胡萝卜素（β-carotene） 24 0.0105 0.4476 
MOL000449 豆甾醇（stigmasterol） 15 0.0076 0.4289 
MOL001689 金合欢素（acacetin） 14 0.0039 0.4253 

MOL001506 鲨烯（supraene） 14 0.0121 0.4576 

表 3　核心成分与各靶点的分子对接分数 
Tab 3　Molecular docking scores

成分
对接分值 /（kcal·mol － 1）

PTGS2 JUN TNF AKT1 MMP9 MAPK8  IL-6
槲皮素（quercetin） － 8.9 － 6.3 － 9.2 － 5.9 － 9.3 － 6.3 － 6.4
木犀草素（luteolin） － 9.3 － 6.4 － 8.6 － 6.0 － 9.2 － 7.4 － 6.8
β- 谷甾醇（β-sitosterol） － 8.7 － 6.9 － 9.1 － 7.1 － 8.0 － 7.2 － 6.1
山柰酚（kaempferol） － 8.1 － 6.3 － 9.1 － 5.7 － 6.0 － 6.4 － 6.1
汉黄芩素（wogonin） － 8.2 － 6.3 － 9.1 － 5.8 － 8.2 － 7.6 － 6.0
黄芩素（baicalein） － 9.1 － 6.3 － 9.3 － 6.5 － 8.4 － 7.8 － 6.4
β- 胡萝卜素（β-carotene） － 6.7 － 5.3 － 7.3 － 6.5 － 7.7 － 7.3 － 6.3
豆甾醇（stigmasterol） － 8.3 － 6.5 － 10.2 － 6.6 － 7.5 － 8.4 － 6.4
金合欢素（acacetin） － 9.4 － 6.1 － 8.6 － 6.0 － 8.8 － 7.8 － 6.2
鲨烯（supraene） － 6.2 － 4.1 － 4.1 － 5.3 － 5.6 － 7.8 － 3.6

TNF-α 与模型组相比，表达量减少。由此可初步
推测金嗓开音胶囊通过抑制炎性因子分泌改善细
胞活力，提高机体免疫力，发挥抗咽炎作用。
3.2.4　金嗓开音胶囊对 LPS 诱导 RAW264.7 细
胞蛋白表达影响　根据分子对接结果，进一步验
证金嗓开音胶囊对 RAW264.7 细胞作用的具体
分子机制，Western blot 法观察金嗓开音胶囊下
调 RAW264.7 细 胞 中 PTGS2（COX-2）、IL-6 及
TNF-α 蛋白表达，结果见图 8。结合上述细胞相
关实验结果，有力证实了金嗓开音胶囊具有抗
炎作用，并且可能是通过降低 PTGS2、IL-6 及
TNF-α 蛋白表达发挥抗咽炎作用。
4　讨论
　　咽炎是各种微生物感染咽部而产生炎症的
统称。中医认为咽炎症候以肺肾阴虚、阳虚、气
滞血瘀痰凝等为主 [3]，治疗应从养阴清肺、行气
健脾、疏肝理气、燥湿化痰功效的中药入手 [13]。
金嗓开音胶囊具有清肺、滋阴等功效，可作为控
制咽腔局部症状且改善机体整体状况的潜在治
疗药物。
　　网络药理学结果显示，金嗓开音胶囊治疗
咽炎的关键化合物包括槲皮素、木犀草素、β- 谷

甾醇等 251 个成分，PPI 网络分析得到 PTGS2、
TNF、IL-6 等 25 个关键咽炎治疗靶点。从 GO 与
KEGG 分析结果看，金嗓开音胶囊通过干预机体
刺激免疫应答、蛋白结合等功能，调控癌症通路、
病毒感染、MAPK 通路、TNF 信号通路、IL-17
信号通路、PI3K-Akt 信号通路等免疫、炎症反应
相关通路，发挥治疗咽炎的作用。癌症通路、病
毒感染等在网络中连接的靶点较多，提示抑制这
些通路对咽炎向咽癌或者病毒感染方向发展有一
定的阻滞作用。咽炎发生与机体内 IL-6、TNF 等
炎症因子释放的增加关系密切，其中 IL-6 联合
转化生长因子（TGF）-β 使 Th17 分化从而分泌
IL-17，上调 Th17/Treg 平衡使其病态导致炎症的
发生 [14]。PTGS2（COX-2）通过协调慢性炎症导
致部分促肿瘤信号通路的激活，如 TNF/TNF-r、
EGF/EGF-r 或 S100/RAGE，也可通过激活 PI3K
信号通路刺激基质金属蛋白酶（MMP）的表达，
诱导肿瘤侵袭，使炎症反应加重 [15]。金嗓开音胶
囊中槲皮素可抑制炎症产生酶（COX 和 LOX）
的产生，阻断 IL-6 的分泌 [16]，减轻炎症症状。金
合欢素可显著降低炎症介质 IL-1β、TNF-α、IL-6、
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图 7　金嗓开音胶囊对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞活力的影响（x±s，
n ＝ 6）
Fig 7　Effect of Jinsang Kaiyin capsules on the viability of RAW264.7 
cells induced by LPS（x±s，n ＝ 6）

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

图 6　金嗓开音胶囊对 RAW264.7 细胞活力影响（x±s，n ＝ 6）
Fig 6　Effect of Jinsang Kaiyin capsules on the viability of RAW264.7 
cells（x±s，n ＝ 6）

注：与对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001.

图 4　“药物 - 成分 - 靶点 - 通路”网络

Fig 4　“Drug-ingredient-target-pathway” network 

图 5　部分金嗓开音胶囊有效成分与核心受体对接

Fig 5　Docking of effective components in Jinsang Kaiyin capsules with core receptors
A. 槲皮素与 IL-6（quercetin and IL-6）；B. 汉黄芩素与 PTGS2（wogonin and PTGS2）；C. 汉黄芩素与 IL-6（wogonin and IL-6）；D. 山柰酚与

TNF（kaempferol and TNF）；E. 豆甾醇与 TNF（stigmasterol and TNF）
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表 4　金嗓开音胶囊对 RAW264.7 细胞 NO、IL-6、TNF-α 的影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 4　Effect of Jinsang Kaiyin capsule on NO，IL-6，TNF-α in RAW264.7 cells (x±s，n ＝ 3)

组别 NO/（pg·mL － 1） IL-6/（pg·mL － 1） TNF-α/（pg·mL － 1）

对照组 0.5967±0.179     12.89±3.66   188.38±8.76
模型组 13.378±0.31### 1266.58±108.98###   4037.2±65.91##

LPS ＋金嗓开音胶囊 50 µg·mL － 1   5.206±0.17###*** 1106.16±39.16###** 3487.53±30.7##**

LPS ＋金嗓开音胶囊 100 µg·mL － 1 2.7039±0.12###*** 1079.04±41.51###*   3243.5±144.5##*

LPS ＋金嗓开音胶囊 200 µg·mL － 1 1.7967±0.23###*** 1072.83±38.16###* 3155.52±38.2##**

注：与对照组比较，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；与模型组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

iNOS mRNA 水平表达以及 PTGS2 蛋白表达 [17]。
β- 胡萝卜素、木犀草素通过调控 MAPK/AP-1 和
JAK-STAT 等信号通路抑制 IL-6、IL-17、TNF-α
等产生，并增加 IL-10 的水平 [18-19]，发挥抗炎作
用。而β- 谷甾醇可明显抑制由炎症诱发巨噬细胞
分泌的 MMP9 蛋白表达 [20]，调节炎症反应，提
高机体免疫力。山柰酚对炎症介质 PTGS1/2 酶有
很强的抑制作用，还可抑制 ERK、p38 和 JNK 通
路的激活，减轻其不良影响 [21]。金嗓开音胶囊治
疗咽炎主要通过抑制炎症因子的表达及相关通路
的调控来发挥药理作用，而这些炎症因子及通路
在治疗咽炎的关键靶点及主要通路中均有体现。
　　分子对接结果显示槲皮素、木犀草素等作用
成分与靶点 PTGS2、JUN、TNF、AKT1、MMP9、
MAPK8、IL-6 等有着良好的结合活性，反映了金
嗓开音胶囊治疗咽炎的主要机制可能与以上作用
成分和靶点关系密切。木犀草素、黄芩素、金合
欢素均与 PTGS2 强烈结合，即与 PTGS2 靶点形
成稳定的复合物，Western blot 实验结果显示金嗓
开音胶囊可下调 PTGS2 蛋白表达，推测上述成分
很有可能是金嗓开音胶囊作用于此靶点的药效物
质。JUN（c-jun）为 AP1 蛋白产物，AP1 被激活
后的表达与免疫炎症疾病的发生发展有着密切的
关系 [22]，β- 谷甾醇等稳定结合 JUN 后可能参与
调控咽炎的发生发展。TNF、IL-6 与槲皮素、木
犀草素、β- 谷甾醇、山柰酚、汉黄芩素、黄芩素、
豆甾醇等结合牢固，说明金嗓开音胶囊关键成分

可能通过影响 TNF、IL-6 的促炎因子表达，发
挥治疗咽炎作用，在细胞实验中证实了金嗓开音
胶囊可抑制 TNF、IL-6 表达。AKT1 是 AKT 的
主要亚型之一，是调节细胞存活信号通路的中心
节点，PI3K 为 AKT 上游蛋白，两者组成 PI3K-
Akt 信号通路，其持续激活会导致细胞异常增殖
和恶性转化 [23]，槲皮素、木犀草素等作用成分与
AKT1 结合后可能参与此信号通路调节，影响咽
炎疾病相关免疫细胞生长。
　　综上所述，本研究基于网络药理学和分子对
接方法，对金嗓开音胶囊多成分、多靶点、多途
径、多效应的抗咽炎机制进行了分析，并在体外
进行实验验证，结果表明金嗓开音胶囊可能通过
抑制 PTGS2、IL6、TNF-α、NO 等炎性介质表达
调控免疫细胞发挥抗咽炎作用。本研究初步为金
嗓开音胶囊在咽炎的治疗中提供了理论支持。后
续将进行动物咽炎模型实验相关机制探究。
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多糖类肝素湿品沉淀可保存时长的研究
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摘要：目的　研究多糖类肝素湿品可允许的保存时长，以解决企业生产过程中遇到的产品因滞
留和冻干设备故障中间产品无法保存的问题。方法　以公司自产的肝素钠、达肝素钠、依诺肝
素钠为原料，分别使用乙醇将产品从溶液中沉淀出来的湿样固体样品为样本，与对应干品进
行对比，考察这几类肝素在湿样固体状态下保存 10 日、20 日、30 日、3 个月、6 个月、9 个
月、12 个月产品质量是否产生变化。结果　与固体粉末样品比，多糖类肝素湿品沉淀的分子
量、效价、双糖等没有发生变化。结论　肝素钠及低分子肝素在以湿样固体状态下存放 12 个
月，其分子量、效价、双糖结果不发生变化。
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　　肝素钠，作为一种抗凝血、抗血栓的药物已
存在百年之久，其中低分子肝素作为抗凝血剂，
是最常用于血栓栓塞的预防和治疗药物 [1]。2020
年世界卫生组织在“疑似新型冠状病毒感染时针
对严重急性呼吸道感染的临床处理临时指导”中
曾建议，可通过给予肝素以预防新型冠状病毒肺
炎患者的静脉血栓栓塞。2022 年最新的研究表明
使用高于预防剂量的依诺肝素治疗新型冠状病毒
肺炎患者，可将其住院时间缩短 20% 以上，缓解
超过 65% 病例的症状。
　　肝素的粗品通常来源于猪肠黏膜（牛源和羊
源肝素与猪源肝素同样有着类似的理化性质和结
构 [2-3]）。肝素粗品经过盐解，热变性，提纯，氧化
得到肝素钠精品。肝素平均分子量约 16 000 道尔
顿（Da），并且有相似的抗Ⅹa 与抗Ⅱa 因子活性。
低分子量肝素（LMWH）重均分子量通常在 8000
以下，小于 8000 的级分不少于 60%，且抗Ⅹa 因
子大于抗Ⅱa 因子活性。两者皆通过结合 ATⅢ抑
制凝血酶的活性，达到抗凝血、抗血栓的作用 [4-7]。
　　目前对于肝素类原料产品的保存方式仅限于
固体干燥粉末，且需要密封置于阴凉，干燥处存
放。而将肝素钠、达肝素钠、依诺肝素钠以溶液
状态存放，存在染菌风险，随着时间的延长，产
品会有一个自然分解过程，重均分子量逐渐变
低，低分子组分逐渐增多。本文用到的肝素钠
及两种代表性低分子量肝素产品（达肝素钠、依
诺肝素钠）均为我公司自制。达肝素钠为亚硝酸
降解法制备 [8]，依诺肝素钠为β- 消除降解法制
备 [9]。通过将多糖类肝素产品从其溶液中分离，

加乙醇进行液封保存，并将此法长期保存的样品
与干燥粉末的分子量、效价、双糖进行对比，考
察肝素产品的质量变化，以提供一种新的保存方
式和可存放的时限，解决企业生产过程中遇到的
产品因滞留和冻干设备故障中间产品无法保存的
问题。
1　材料
1.1　试药
　　肝素钠、达肝素钠、依诺肝素钠（原料
药，河北常山生化药业股份有限公司）；依诺肝
素钠对照品（批号：6.0，欧洲药品质量管理局
EDQM）；氯化钠（河北华晨药业）；乙醇（梅
河口市阜康酒精有限公司）；醋酸铵、亚硝酸
钠、三羟甲基氨基甲烷、硫酸、氢氧化钾（分析
纯，天津永大化学试剂有限公司）；乙二胺四乙
酸二钠、硫酸钠、磷酸二氢钾、醋酸钙（分析
纯）、牛血清白蛋白（含量≥ 98%，Vetec Sigma-
Aldrich）；硝酸锂（分析纯，Aladdin 试剂）；抗凝
血酶 ATⅢ、FⅩa 因子、发色底物 S-2765，发色
底物 S-2238（意大利 Chromogenix）；乙腈（色谱
纯，美国 Merck）；肝素酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ（含量＞

99%，北京艾德豪克）。
1.2　仪器
　　OS20-S 数显顶置电子搅拌器（大龙兴创实验
仪器）；FE28 型 pH 计、PL602-L 电子天平（Mettler 
Toledo）；DZF-6210 真空干燥箱（上海一恒）；
U3000 高效液相色谱仪（美国 Thermo Scientific）；
2414 示差折光检测器（美国 Waters）；384 DMS
酶标仪（美国美谷分子仪器）；S2 型 96 孔通道紫

Research on the storage time of wet solid heparin 

TIAN Zhi-peng1, 2, DU Xi1, 2*, WANG Liang1, LAN Fang1, ZHANG Can1 (1. Hebei Changshan 
Biochemical Pharmaceutical Co., Ltd, Shijiazhuang  050800; 2. Hebei Research Center for 
Polysaccharide Drug Engineering Technology, Shijiazhuang  050800)

Abstract: Objective  To determine the permissible storage time for polysaccharide heparin to solve the 
problem that the intermediate products cannot be saved due to the product retention and freeze-drying 
equipment failure. Methods  Heparin sodium, dalteparin sodium, and enoxaparin sodium produced by 
our company were used as raw materials. Wet solid samples separately precipitated from the solution 
by ethanol were used as samples and compared with solid powder samples to determine whether the 
qualities of the samples changed when heparins was stored in wet solid state after 10, 20, and 30 days, 
3, 6, and 9 months. Results  The molecular weight, potency, disaccharide and other results of wet solid 
heparin didn’t change. Conclusion  When heparin sodium and low molecular weight heparin are stored 
in wet solid state, their molecular weight, potency and disaccharide do not change within 12 months. 
Key words: heparin sodium; dalteparin sodium; enoxaparin sodium; storage method; storage time
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外检测器（上海美杏高德生物）；色谱柱（Waters 
Xbridge Beh 200A Sec，Waters Spherisorb Sax）；
UV-8000 紫外可见分光光度计（上海元析仪器）。
2　方法
2.1　试验步骤
　　分别取一定量肝素钠、达肝素钠、依诺肝素
钠样品，加入纯化水搅拌溶解（1∶10 以内），并
补加溶液体积 1% 的氯化钠，以模拟生产过程中
产品溶液状态。加入 4 倍以上 95% 乙醇进行搅拌
沉淀，边加入边快速搅拌。加入完毕继续搅拌 15 
min，随后静置 8 h 以上，分离底部沉淀并将上清
溶液除尽。沉淀使用少量乙醇进行液封保证完全
隔离空气，置于 15～ 25℃保存。分别于第 10 日、
20 日、30 日、3 个月、6 个月、9 个月、12 个月
取样，检测分子量、效价、双糖。
2.2　检测方法
2.2.1　分子量及效价　肝素钠分子量、效价检测
方法参照《中国药典》2020 年版 [10-11]；达肝素钠
及依诺肝素钠分子量、效价检测方法参照欧洲药
典 EP10.5[12] 并进行优化。
2.2.2　双糖　依诺肝素钠双糖检测方法参考欧洲
药典 EP 10.5[12]：
　　① 色谱条件：流动相 A 为磷酸二氢钠溶液
（取磷酸二氢钠 0.280 g，加水 950 mL 使溶解，用
磷酸调节 pH 值至 3.0，加水稀释至 1000 mL），流
动相 B 为高氯酸钠磷酸二氢钠溶液（取高氯酸钠
140 g，加流动相 A 950 mL 使溶解，用磷酸调节
pH 值至 3.0，用流动相 A 稀释至 1000 mL）；柱温：
50℃；流速：0.8 mL·min－ 1；进样量：10 μL；
检测器：紫外检测器，检测波长：234 nm。
　　② 溶液配制
　　肝素酶溶液：取肝素酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ适量，分
别加 pH 7.0 磷酸钾缓冲液制成 0.4 IU·mL－ 1 的
溶液。将其按 1∶1∶1 的体积比混合，得到混合
肝素酶溶液。
　　供试品溶液（酶解）：取供试品适量，加水
制成 20 mg·mL－ 1 的溶液，取 20 μL，加入 pH 7.0
醋酸钙溶液 70 μL 和肝素酶混合液 100 μL 混匀，
置 25℃恒温环境中放置 48 h 以上。
　　对照品溶液（酶解）：取对照品适量，加水
制成 20 mg·mL－ 1 的溶液，取 20 μL，加入 pH 7.0
醋酸钙溶液 70 μL 和肝素酶混合液 100 μL 混匀，
置 25℃恒温环境中放置 48 h 以上。
　　空白溶液：取水 20 μL，与供试品溶液同时
同法进行酶解，作为空白溶液。
　　取空白溶液、供试品溶液（酶解）、对照品溶液
（酶解）各 10 μL，注入液相色谱仪，进行测定。

　　肝素钠、达肝素钠双糖检测方法参考依诺肝
素钠双糖检测方法。
3　结果与讨论
3.1　肝素钠检测结果
3.1.1　肝素钠分子量结果　肝素钠分子量检测
结果见表 1，根据《中国药典》2020 版肝素钠分
子量与分布检测描述，重均分子量应在标示值
±500 范围内，肝素钠长期的检测结果 RSD 为
0.50%，可认为分子量未发生较大波动，测量结
果有较高准确度。肝素钠以本文方式存放，分子
量 12 个月内不会发生变化。

表 1　肝素钠分子量及分布检测结果 
Tab 1　Molecular weight and distribution of heparin sodium

肝素钠 重均分子量 ＞ 24 000/%

干品 17 133 14.6

保存 10 日 17 112 14.2

保存 20 日 17 187 14.5

保存 30 日 17 109 14.0

保存 3 个月 17 123 15.0

保存 6 个月 17 128 14.3

保存 9 个月 17 148 14.3

保存 12 个月 16 919 14.1

平均值 17 104 14.3

RSD/%               0.50   2.3

3.1.2　肝素钠效价结果　肝素钠效价检测结果
见表 2，肝素钠的效价检测属于生化药品的检测
范围，存在较大的波动，根据《中国药典》2020
版肝素钠生物测定法描述，我们把效价的 RSD
值＜ 5.0% 认为样品稳定未发生较大变化。肝素
钠长期存放后的效价检测结果 RSD 值为 1.6%，
可认为肝素钠以本文方式保存 12 个月，效价不
会发生变化。

表 2　肝素钠效价检测结果 
Tab 2　Heparin sodium potency

肝素钠 抗Ⅱa 因子效价 /（IU·mg － 1）

干品 218.4

保存 10 日 225.7

保存 20 日 219.2

保存 30 日 219.8

保存 3 个月 227.2

保存 6 个月 225.0

保存 9 个月 227.5

保存 12 个月 221.0

平均值 223.6

RSD/%     1.6

3.1.3　肝素钠双糖结果　肝素钠双糖检测结果见
表 3。肝素钠的双糖重复单元由己糖醛酸（HexA）
和葡萄糖胺（GlcN）组成。己糖醛酸（HexA）包
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3.2　达肝素钠检测结果
3.2.1　达肝素钠分子量结果　达肝素钠分子量检
测结果见表 4，我国对达肝素，依诺肝素这两种
低分子肝素品种暂未收录，低分子量肝素的分子
量测定误差较大，对其分子量及分布的检测测定
值应在标示值 ±3.3%，达肝素钠重均分子量应在
标示值 ±200[12]。达肝素钠长期的检测结果 RSD
为 1.0%，可认为分子量未发生较大波动，测量
结果有较高准确度。达肝素钠以本文方式存放 12
个月，分子量不会发生变化。
3.2.2　达肝素钠效价结果　达肝素钠效价检测结
果见表５，达肝素钠的效价检测属于生化药品的
检测范围，存在较大的波动，所以我们定义效价
的 RSD 值＜ 5.0% 认为样品是稳定未发生较大变
化的。根据达肝素钠长期的效价检测结果，其抗
Ⅹa 因子效价，抗Ⅱa 因子效价，抗Ⅹa∶抗Ⅱa 因
子 RSD 值分别为 2.0%、2.9%、2.6%。认为达肝
素钠长期以本文方式保存，效价 12 个月内不会
发生变化。
3.2.3　达肝素钠双糖结果　达肝素钠双糖检测结
果见表 6。达肝素钠非还原端（NRE）的主要结
构为 2-O- 硫酸 -α-L- 艾杜糖醛酸，还原端主要结
构为 6-O- 硫酸 -2，5- 内醚 -D- 甘露糖醇。使用肝

素酶Ⅰ、Ⅱ 和Ⅲ 的联合降解可将达肝素完全酶
解为二糖基本组成单元。我们把含量较少的来源
于肝素和蛋白质连接域的寡糖结构△ Glyserox1，
糖醛酸 2-O 脱硫酸翻转产物△ⅣSgal（含量不
足 1%）认为存在即可。其他组分 RSD 值不大于
10%，我们认为样品双糖结构未发生较大变化。
由表 6 达肝素钠长期的双糖检测结果，主峰糖结
构△ⅡA-ⅣSglu ＋ⅠS；8 种基础二糖组成单元
△ⅣA、△ⅣS、△ⅡA、△ⅢA、△ⅡS、△ⅢS、
△ⅠA、△ⅠS，特征双糖△ⅡM、△ⅠM，特

表 3　肝素钠双糖检测结果 
Tab 3　Heparin sodium disaccharide

肝素钠 △ⅣA △ Glyserox1 △ⅣSgal △ⅣS △ⅡA △ⅢA △ⅡSgal △ⅡS △ⅢS △ⅠA △ⅠS

干品 3.77 1.64 0.07 3.05 3.40 1.74 0.52 10.71 7.12 1.51 61.86

保存 10 日 3.68 1.61 0.10 3.19 3.44 1.81 0.54 10.79 7.09 1.51 62.04

保存 20 日 3.70 1.62 0.07 3.12 3.45 1.76 0.53 10.87 7.10 1.51 62.15

保存 30 日 3.37 1.56 0.11 2.79 3.03 1.63 0.61 10.04 6.87 1.49 63.31

保存 3 个月 3.40 1.51 0.09 2.82 3.12 1.62 0.54 10.06 7.30 1.52 62.87

保存 6 个月 3.24 1.45 0.07 2.79 3.12 1.56 0.46 10.68 7.33 1.49 63.65

保存 9 个月 3.66 1.51 0.08 3.10 3.63 1.80 0.69 10.91 7.11 1.56 62.87

保存 12 个月 3.84 1.54 0.07 3.10 3.60 1.79 0.66 10.91 7.11 1.54 62.96

平均值 3.56 1.54 － 2.99 3.34 1.71 － 10.61 7.13 1.52 62.84 

RSD/% 6.1 3.9 － 6.0 7.4 6.0 －   3.7 2.1 1.7   0.92

表 4　达肝素钠分子量及分布检测结果 
Tab 4　Molecular weight and distribution of dalteparin sodium

达肝素钠 重均分子量 ＜ 3000/% ＞ 8000/%

干品 6189 11.0 22.0

保存 10 日 6064 10.9 21.7

保存 20 日 6131 10.8 22.5

保存 30 日 6210 10.3 22.7

保存 3 个月 6239 10.1 23.3

保存 6 个月 6126 10.5 23.0

保存 9 个月 6156 10.2 22.3 

保存 12 个月 6189 10.0 22.7 

平均值 6159 10.4 22.6 

RSD/% 1.0 3.3 2.3

括β-D- 葡萄糖醛酸（GlcA）和α-L- 艾杜糖醛酸
（IdoA），可以发生 2-O- 硫酸基（2S）取代。葡萄
糖胺（GlcN）可发生 N- 乙酰化（GlcNAc）、N- 硫
酸化（GlcNS），3-O- 硫酸化（3S）和 6-O- 硫酸化
（6S）修饰。生化药品由于其本身的特殊性、双糖
检测的复杂性，以及受肝素酶的裂解程度差异等
因素的影响较大，易存在较大的分析方法检测误
差。通过肝素酶Ⅰ、Ⅱ 和Ⅲ 的联合酶解可将肝素
钠完全降解为二糖基本组成单元，其中糖醛酸变
为不饱和糖醛酸（∆ UA）。我们把含量较少的糖醛
酸 2-O 脱硫酸翻转产物△ⅣSgal、△ⅡSgal（含量

不足 1%）认为存在即可。RSD 值不大于 10%，认
为样品双糖结构未发生较大变化。由表 3 肝素钠
双糖检测结果可知，8 种基础二糖组成单元△ⅣA
（∆ UA-GlcNA）、 △ⅣS（∆ UA-GlcNS）、 △ⅡA
（∆ UA-GlcNAc6S）、 △ⅢA（∆ UA2S-GlcNAc）、
△ⅡS（∆ UA-GlcNS6S）、△ⅢS（∆ UA2S-GlcNS）、
△ⅠA（∆ UA2S-GlcNAc6S）、△ⅠS（∆ UA2S-
GlcNS6S），丝氨酸氧化 1 形态△ Glyserox1，其检
测结果 RSD 值均＜ 10%，可认为其结构组成均未
发生明显变化。即肝素钠以本文方式保存 12 个月，
双糖结构不会发生变化。
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征四糖△ⅠS-ⅠM；糖醛酸 2-O 脱硫酸翻转产物
△ⅡSgal 检测结果 RSD 值均＜ 10%，可认为其结
构组成均未发生变化。所以达肝素钠以本文方式
保存 12 个月，双糖结构不会发生变化。
3.3　依诺肝素钠检测结果
3.3.1　依诺肝素钠分子量结果　依诺肝素钠分子
量检测结果见表 7，依诺肝素钠重均分子量应在
标示值 ±150 范围内 [13]，而依诺肝素钠长期的分
子量及分布检测结果 RSD ＜ 1.2%，我们认为分
子量未发生较大波动，测量结果有较高准确度。
依诺肝素钠以本文方式存放 12 个月，分子量不
会发生变化。

表 6　达肝素钠双糖检测结果 
Tab 6　Dalteparin sodium disaccharide

达肝素钠 △ⅣA
△ Glyse-

rox1
△ⅣSgal △ⅣS △ⅡM △ⅡA △ⅢA △ⅡSgal △ⅡS △ⅢS △ⅠM △ⅠA

△ⅡA-ⅣSglu
＋ⅠS

△ⅡA-
ⅡSglu

△ⅠS-
ⅠM

干品 2.01 0.56 0.20 1.65 1.99 3.38 1.24 2.64 8.05 4.48 1.01 1.47 57.41 3.11 6.48

保存 10 日 1.70 0.47 0.21 1.36 2.06 3.19 1.17 2.62 8.10 4.25 0.92 1.41 57.35 3.35 6.74

保存 20 日 1.87 0.54 0.24 1.51 2.13 3.50 1.24 2.60 8.38 4.39 0.96 1.47 56.31 3.41 6.56

保存 30 日 2.13 0.58 0.20 1.64 1.95 3.21 1.21 2.43 7.57 4.32 1.11 1.59 58.88 3.24 6.09

保存 3 个月 1.94 0.49 0.21 1.68 1.96 3.35 1.33 2.65 7.88 4.11 1.10 1.54 57.74 3.43 5.81

保存 6 个月 1.96 0.58 0.22 1.48 1.93 3.05 1.18 2.94 7.99 3.93 1.13 1.52 57.57 3.72 5.99

保存 9 个月 2.27 0.76 0.10 1.60 1.69 3.45 1.49 2.96 7.74 4.54 1.07 1.55 56.88 3.01 5.59

保存 12 个月 2.02 0.51 0.23 1.58 1.74 3.35 1.3 2.38 8.09 4.31 1.07 1.53 55.81 3.28 5.58

平均值 1.98 － － 1.55 1.92 3.30 1.27 2.65 7.96 4.26 1.05 1.52 57.22 3.35 6.05 

RSD/% 9.2 － － 7.0 8.3 4.8 8.8 8.5 3.3 4.6 7.6 3.9 1.8 6.5 7.5

表 5　达肝素钠效价检测结果 
Tab 5　Dalteparin sodium potency

达肝素钠
抗Ⅹa 因子 /

（IU·mg－ 1）

抗Ⅱa 因子 /
（IU·mg－ 1）

抗Ⅹa∶抗Ⅱa

干品 135.1 62.2 2.2

保存 10 日 134.2 61.1 2.2

保存 20 日 133.4 62.1 2.1

保存 30 日 134.1 61.3 2.2

保存 3 个月 133.1 61.0 2.2

保存 6 个月 131.2 60.4 2.2

保存 9 个月 127.4 59.1 2.2

保存 12 个月 129.1 57.0 2.3

平均值 131.8 60.3 2.2

RSD/%     2.0   2.9 2.6

表 7　依诺肝素钠分子量及分布检测结果 
Tab 7　Molecular weight and distribution of enoxaparin sodium

依诺肝素钠 重均分子量 ＜ 2000/% 2000 ～ 8000/% ＞ 8000/%

干品 4410 16.4 72.8 10.8

保存 10 日 4440 16.4 72.5 11.1

保存 20 日 4411 16.6 72.5 10.8

保存 30 日 4428 16.4 72.7 10.9

保存 3 个月 4436 16.5 72.5 11.0

保存 6 个月 4464 16.2 72.6 11.2

保存 9 个月 4437 16.3 72.7 11.0 

保存 12 个月 4451 16.3 72.6 11.1 

平均值 4438 16.4 72.6 11.0 

RSD/% 0.40 0.80 0.10   1.2

3.3.2　依诺肝素钠效价结果　依诺肝素钠效价检
测结果见表 8，依诺肝素钠的效价检测属于生化药
品的检测范围，存在较大的波动，所以我们定义
效价的 RSD 值＜ 5.0% 认为样品是稳定的。根据
依诺肝素钠长期的效价检测结果，其抗Ⅹa 因子效
价，抗Ⅱa 因子效价，抗Ⅹa ∶抗Ⅱa 因子 RSD 值
分别为 1.0%、1.3%、0.0%。我们认为依诺肝素钠
以本文方式保存 12 个月，效价不会发生变化。

表 8　依诺肝素钠效价检测结果 
Tab 8　Enoxaparin sodium potency

依诺肝素钠
抗Ⅹa 因子 /

（IU·mg － 1）

抗Ⅱa 因子 /
（IU·mg － 1）

抗Ⅹa ∶抗Ⅱa

干品 99.0 27.7 3.6 

保存 10 日 100.3 27.8 3.6 

保存 20 日 99.3 27.4 3.6 

保存 30 日 102.1 28.1 3.6 

保存 3 个月 99.4 28.5 3.5 

保存 6 个月 99.8 27.7 3.6 

保存 9 个月 101.1 28.3 3.6 

保存 12 个月 99.6 27.9 3.6 

平均值 100.2 28.0 3.6 

RSD/%     1.0   1.3 0.0

3.3.3　依诺肝素钠双糖结果　依诺肝素钠双糖检测
结果见表 9。肝素酶Ⅰ，Ⅱ和Ⅲ联合酶切依诺肝素
钠的 1，4- 糖苷键，并在二糖和寡糖的 NRE 处留下
不饱和的 Δ4，5- 糖醛酸残基（△ UA）。但是其中
一些特殊结构，如 GlcN 残基上的3-O- 磺基和1，6-
脱水衍生物，可能会阻碍肝素酶的活性使其生成不
饱和四糖而不是二糖。除依诺肝素钠的原始 NRE
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和 RE 以外，其大多数结构特征均可从酶解产物中
推导出。我们把含量较少的糖醛酸 2-O 脱硫酸翻转
产物△ⅣSgal，丝氨酸氧化 1 形态△ Glyserox1，四
糖△ⅡA-ⅣSglu（含量不足 1%）认为存在即可，其
余组分 RSD 值不大于 10%，认为样品双糖结构未
发生较大变化。由表 9 依诺肝素钠长期的双糖检测
结果可知，8 种基础二糖组成单元△ⅣA、△ⅣS、

△ⅡA、△ⅢA、△ⅡS、△ⅢS、△ⅠA、△ⅠS，
含 1.6 结构组分△ⅠS（1，6），△ⅠS-ⅠSid（1，6），
三糖结构△ⅠS-ⅠdoA2S，四糖结构△ⅡA-ⅡSglu，
糖醛酸 2-O- 脱硫酸翻转产物△ⅡSgal 检测结果 RSD
值均＜ 10%，认为结构组成均未发生变化。所以依
诺肝素钠以本文方式常温保存 12 个月，双糖结构
不会发生变化。

表 9　依诺肝素钠双糖检测结果 
Tab 9　Enoxaparin sodium disaccharide

依诺肝素钠 △ⅣA
△ Gly-
serox1

△Ⅳ

Sgal
△ⅣS △ⅡA △ⅢA

△Ⅱ

Sgal
△ⅡS △ⅢS

△ⅠS
（1，6）

△ⅠA
△ⅡA-
ⅣSglu

△ⅠS
△ⅡA-
ⅡSglu

△ⅠS-
ⅠdoA2S

△ⅠS-
Ⅰsid（1.6）

干品 2.27 0.45 0.36 3.05 3.81 1.88 1.35 10.61 6.72 1.36 1.53 0.42 59.45 2.22 1.05 1.18

保存 10 日 2.43 0.39 0.29 2.76 3.58 1.57 1.29   9.80 6.82 1.24 1.56 0.46 62.38 2.49 1.01 1.20

保存 20 日 2.26 0.41 0.34 2.81 3.79 1.82 1.23 10.18 6.30 1.32 1.56 0.45 62.23 2.48 1.02 1.06

保存 30 日 2.42 0.41 0.33 2.65 3.76 1.64 1.49 10.60 6.89 1.37 1.56 0.53 60.83 2.42 1.12 1.29

保存 3 个月 2.33 0.42 0.34 2.72 3.76 1.69 1.37   9.90 6.50 1.37 1.57 0.50 61.23 2.46 1.18 1.41

保存 6 个月 2.24 0.40 0.34 2.70 3.42 1.81 1.26 10.02 6.83 1.32 1.63 0.51 62.18 2.48 1.08 1.28

保存 9 个月 2.19 0.42 0.22 2.70 3.81 1.61 1.29 10.04 6.49 1.31 1.72 0.46 62.94 2.45 0.99 1.30 

保存 12 个月 2.13 0.10 0.28 2.60 3.35 1.59 1.45 10.78 6.94 1.39 1.58 0.52 61.98 2.49 1.24 1.11 

平均值 2.29 － － 2.71 3.64 1.68 1.34 10.19 6.68 1.33 1.60 － 61.97 2.47 1.09 1.24 

RSD/% 5.0 － － 2.5 5.2 6.1 7.4   3.6 3.7 3.8 3.7 － 1.2 1.0 8.6 9.8

4　结论
　　本文提供了一种新的多糖类药物保存方式，
并研究了产品在此状态下允许的保存时限问题，
解决了企业生产肝素钠及低分子肝素过程中产品
因突发事件或设备故障导致滞留而又无法以干燥
固体粉末状态进行储存和转运的问题。取 12 个
月内样品，检测其分子量、效价及结构双糖方面，
并与相应干燥粉末状态检测数据进行对比，我们
确认将多糖类肝素产品使用有机溶剂（甲醇、乙
醇、丙酮）从其溶液中分离，除尽上清并使用乙
醇进行液封，隔离空气，15 ～ 25℃环境下进行保
存，12 个月内其分子量、效价及双糖结构不会发
生变化。但是在考察过程中发现，6 个月后，肝素
钠、达肝素钠和依诺肝素钠有轻微程度的颜色加
深现象，如果后续工艺没有氧化步骤，建议将保
存时间控制在 6 个月内。本文考察的保存温度在
15 ～ 25℃，接近车间真实生产环境温度，增加了
此保存方式的适用性。不同肝素制剂的保存通常
建议在 30℃以下或阴凉处，较低的温度能增加产
品的稳定性。如果条件允许，将肝素湿品沉淀贮
藏于 2 ～ 8℃环境低温冷藏库，将更有益于产品
的长时间保存。
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孟鲁司特钠片酸降解未知杂质结构及来源分析
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摘要：目的　对孟鲁司特钠片酸降解试验中出现的两个未知杂质峰进行结构及来源分析，以保

证药品质量与安全。方法　采用 Waters XBridge phenyl 柱（4.6 mm×150 mm，3.5 μm），以0.01 
mol·L － 1 醋酸铵（用冰醋酸调节 pH 值至 5.5）- 乙腈（45∶55）为流动相对孟鲁司特钠片酸降

解未知杂质进行分离，电喷雾离子源正负离子模式测定未知杂质分子量，进行结构鉴定；通过

高效液相色谱进一步确认未知杂质结构和来源。结果　2 个未知杂质为同一分子结构的两种存

在型式，且为孟鲁司特钠与溶剂甲醇反应所得，并非孟鲁司特钠片自身酸降解产物。结论　通

过对孟鲁司特钠片酸降解未知杂质进行研究，为后续质量控制提供参考和指导。

关键词：高效液相色谱串联质谱法；高效液相色谱法；孟鲁司特钠片；酸降解试验；未知杂质
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Structure and source analysis of unknown impurities from acid degradation 
of montelukast sodium tablets

ZHANG Lin-lin1, 2, 3, LIU A-li1, 2, 3, ZHANG Ji-huan1, 2, 3, WANG Xue1, 2, 3, ZHANG Gui-min2, 3* (1. 
Lunan Better Pharmaceutical Co., Ltd., Linyi  Shandong  276006; 2. National Engineering and 
Technology Research Center of Chirality Pharmaceutics, Linyi  Shandong  276006; 3. Shandong 
Technology Innovation Center of Chirality Pharmaceutics, Linyi  Shandong  276006)

Abstract: Objective  To analyze the structure and source of unknown impurities in the acid degradation 
test of montelukast sodium tablets to ensure drug quality and safety. Methods  A Waters XBridge phenyl 
column (4.6 mm×150 mm，3.5 μm) was used to separate unknown impurities of montelukast sodium 
tablets in the acid degradation with 0.01 mol·L － 1 ammonium acetate (adjusted to pH 5.5 with glacial 
acetic acid)-acetonitrile (45∶55) as the mobile phase. The molecular weight of the unknown impurities 
were determined in the positive and negative ion mode by electrospray ionization, and the structures 
were identified.  The structure and source of the unknown impurities were further confirmed by high 
performance liquid chromatography. Results  The two unknown impurities were different forms of the 
same molecular structure, which were formed by the reaction of montelukast sodium with methanol, not 
the acid degradation products. Conclusion  Reference and guidance are provided for the quality control 
of the unknown impurities from acid degradation of montelukast sodium tablets.
Key words: high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry; high performance 
liquid chromatography; montelukast sodium tablet; acid degradation test; unknown impurity
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　　 孟 鲁 司 特 钠（montelukast sodium）， 化 学 名
1-[[[（R）-3-[（E）-2-（7- 氯 -2- 喹啉基）乙烯基 ]-
α-[2-（1- 羟基 -1- 甲基乙基）苯乙基 ] 苄基 ] 硫基 ] 甲
基 ] 环丙乙酸钠盐，是一种广泛应用的选择性白三烯
受体拮抗剂。该药物具有高效、低毒、安全性好的优

点，主要应用于成人和儿童哮喘的预防和长期治疗，
能够缓解哮喘急性发作，减少激素用量，提高患者
用药的依从性 [1-2]。孟鲁司特钠还可用于治疗儿童急
性呼吸道感染后咳嗽，可以有效减轻咳嗽症状，降
低炎症反应程度，具有较好的应用价值 [3]。近年来，
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由于口服有效、毒副作用小，孟鲁司特钠在临床上单
独或与其他药物联合应用治疗多种呼吸系统疾病 [4]。
　　孟鲁司特钠最早由默克公司于 1998 年在
美国申请上市，商品名 SINGULAIR（顺尔宁），
1999 年在中国上市 [5]。目前国内有关孟鲁司特钠
片降解产物的研究较少，主要对其中 4 种杂质进
行了测定 [6]。在孟鲁司特钠一致性评价研究过程
中发现，除文献 [7] 中报道的特定杂质峰（杂质 B，
BP2020）外，其酸降解色谱图中又出现了 2 个未
知杂质峰，此前并未有相关报道。随着人们对药
物安全性的日益关注，药物中的杂质研究已成为
药品质量控制的重要环节。因此，为保证用药安
全，本文采用高效液相色谱串联质谱法（HPLC-
MS/MS）和高效液相色谱法（HPLC）对酸降解
试验中产生的未知杂质进行初步的结构解析与来
源分析，为后续相关质量控制研究提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Waters ACQ-2489高效液相色谱仪（美国 Waters），
高效液相色谱 - 质谱联用仪（高效液相色谱仪：
Thermo-vanquish flex；质谱仪：Thermo-Q Exactive），
XS105 电子天平、S 210K pH 计（梅特勒 - 托利多）。
1.2　试药

　　孟鲁司特钠片（批号：200401，自制），甲醇、乙
腈 （色谱纯，英国莱德化学有限公司或默克公司；默
克公司的甲醇和乙腈仅在未知杂质来源分析中使用，
其他试验中均使用英国莱德化学有限公司的甲醇和乙
腈），磷酸、醋酸铵、盐酸、氢氧化钠、磷酸氢二钾、
冰醋酸（分析纯，国药集团），纯化水（自制）。
2　方法

2.1　HPLC 条件

　　色谱柱：采用 Waters XBridge phenyl 柱（苯基
键合硅胶为填充剂，4.6 mm×150 mm，3.5 μm）；
流动相 A：0.02 mol·L － 1 磷酸氢二钾溶液（用
磷酸调节 pH 值至 5.5），流动相 B：甲醇 - 乙腈
（1∶1），梯度洗脱（0 ～ 20 min，50% ～ 30%A；
20 ～ 25 min，30%A；25 ～ 30 min，30% ～ 50%A；
30 ～ 35 min，50%A）；检测波长：254 nm；流速：1.0 
mL·min－ 1；柱温：30℃；进样量：10 μL。
2.2　HPLC-MS/MS 条件 
2.2.1　色谱条件　采用 Waters XBridge phenyl 柱（苯
基键合硅胶为填充剂，4.6 mm×150 mm，3.5 μm）；
流动相：0.01 mol·L－ 1 醋酸铵（用冰醋酸调节 pH
值至 5.5）- 乙腈（45∶55）；检测波长：254 nm；流速：
0.3 mL·min－ 1；柱温：30℃；进样量：10 μL。

2.2.2　质谱条件　电喷雾离子源（ESI）；正负
离子模式；雾化电压：＋ 3.8 kV；鞘气流速：30 
mL·min－ 1；辅助气流速：8 mL·min－ 1；毛细管
温度：320℃；辅助气温度：310℃；扫描模式：
Full mass-dd MS2；扫描范围（m/z）：200 ～ 2000。
2.3　溶液配制 
2.3.1　供试品溶液　避光操作，取本品粉末适量
（约含主成分 10 mg），精密称定，置 10 mL 量瓶
内，加 6 mL 稀释剂 [ 甲醇 - 水（9∶1）] 超声使溶
解，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，离心后取上清
液滤过，取续滤液作为供试品溶液。
2.3.2　酸降解样品溶液　避光操作，取本品粉末
适量（约含主成分 10 mg），精密称定，置 10 mL
量瓶内，加 6 mL 稀释剂超声溶解，再加入 1 mL 
1 mol·L－ 1 的盐酸溶液，50℃加热 5 min 后，冷
却，加入 1 mol·L－ 1 的氢氧化钠溶液中和，用稀
释剂稀释至刻度，摇匀，离心后取上清液滤过，
取续滤液作为酸降解样品溶液。
3　结果与讨论

3.1　HPLC 分析

　　取“2.3”项下供试品溶液和酸降解样品溶液分
别注入高效液相色谱仪，按“2.1”项下条件检测，
色谱图见图1。未破坏的孟鲁司特钠样品色谱图（见
图 1A）中只有一个响应极高的主峰 1，其保留时
间为 15.007 min，为孟鲁司特峰；酸降解后的孟鲁
司特钠色谱图（见图 1B）显示，除了主峰 1 外，还
出现 3 个比较明显的色谱峰。其中峰 4 为已知孟鲁
司特钠特定杂质峰（杂质 B，BP2020）。在 20.570 
min、24.508 min 处的杂质峰 2 以及杂质峰 3 为新出
现的未知杂质峰，分别命名为杂质 1、杂质 2。

图 1　孟鲁司特钠片高效液相色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of montelukast sodium tablets
A. 未破坏（undegraded）；B. 酸降解（acid degradation）；1. 孟鲁司

特（montelukast）；2. 杂质 1（impurity 1）；3. 杂质 2（impurity 2）；

4. 杂质 B（impurity B）
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3.2　未知杂质结构解析

3.2.1　未知杂质质谱信息　为分析２个未知杂质
可能的结构及其生成路线，取“2.3”项下酸降解

样品溶液，采用“2.2”项下 HPLC-MS/MS 条件获
得未知杂质母离子（[M ＋ H] ＋）与二级碎片离子
信息，结果见表 2 及图 2。

表 2　孟鲁司特钠片酸降解未知杂质质谱结果 
Tab 2　Mass spectra of unknown impurities from acid degradation of montelukast sodium tablets 

杂质 保留时间 /min 母离子 [M ＋ H] ＋ /（m/z） 主要碎片离子 /（m/z）

杂质 1 28.45 600.233 89 454.1935、422.1667、380.1204、292.0884、278.0731、131.0856

杂质 2 42.10 600.235 72 454.1439、422.1668、380.1211、292.0886、278.0732、131.0857

图 2　孟鲁司特钠片酸降解未知杂质质谱图

Fig 2　Mass spectra of unknown impurities in the montelukast sodium tablets under acid degradation
A1. 杂质 1 母离子（impurity 1 parent ion）；A2. 杂质 1 碎片离子（impurity 1 fragment ion）；B1. 杂质 2 母离子（impurity 2 parent ion）；B2. 
杂质 2 碎片离子（impurity 2 fragment ion）

　　孟鲁司特钠片酸降解后出现的 2 个未知杂质
分子量相同，均为 599.2，较孟鲁司特（585.2）大
14，与亚甲基（-CH2-）分子量相当，初步推测两
者可能为孟鲁司特在酸性条件下与溶剂甲醇的反
应产物，可能的反应机制见图 3；而且 2 个未知
杂质的碎片峰离子丰度相当，分子峰及碎片峰峰
形均相似，杂质峰的分子量与分子碎片分子量均
高度吻合，初步判断两者为同一结构，色谱图中
显示双峰可能为结构中的羧酸基团不完全解离所
致，即 2 个未知杂质可能为同一结构的两种存在
型式（酸型和解离型），两种型式之间存在解离平
衡，见图 4。
3.2.2　未知杂质质谱解析　假设未知杂质为孟鲁
司特与甲醇在酸性条件下反应脱水生成，可能
的结构如图 3 所示，对其进行质谱解析。因其在
结构上与孟鲁司特相近，结合孟鲁司特的裂解规
律 [8]，推断其可能的裂解途径如图 5 所示。由图
中 A 线断裂后，失去 A 线右侧 C12H18O 基团后生

成碎片 m/z 422.1，元素组成为 C24H21ClNO2S
＋，该

碎片脱去 C6H10O2S 基团后继续丢失两个氢生成碎
片 m/z 278.1。由图中 B 线断裂后，失去 C6H10O2S
基团后生成碎片 m/z 454.2，进而失去一分子甲醇

图 3　未知杂质可能的反应机制

Fig 3　Possible reaction mechanism of unknown impurity

图 4　未知杂质之间可能存在的解离平衡

Fig 4　Possible dissociation equilibrium between the unknown impurities 
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得到碎片 m/z 422.2，元素组成为 C29H25ClN＋，一
方面可能按照途径 a 进行碎裂，失去 C10H12 基团
后生成碎片 m/z 292.1，元素组成为 C19H15ClN ＋；
另外可能按照途径 b 生成碎片 m/z 157.1，进一步
丢失 C2H2，生成碎片 m/z 131.1。从图中可以看出，

未知杂质可能的裂解碎片分子量与质谱图中二级
碎片分子量相当，具有较高的吻合度，因此推断 
2 个未知杂质确为孟鲁司特与甲醇在酸性条件下的
反应产物。

图 5　未知杂质可能的裂解途径

Fig 5　Possible fragmentation pathway of unknown impurities 

3.2.3　未知杂质存在型式确认　由于 2 个未知杂
质的分子量和质谱碎片高度吻合，推测两者可能
为同一结构的两种存在形式，若推测成立，则在
不同 pH 值的酸性条件下，两种形式存在解离平
衡，通过调节流动相的 pH 值，2 个未知杂质的比
例可能会发生变化。因此通过试验进一步验证上
述解析的合理性。
　　用磷酸调节流动相 A 的 pH 值分别为 3.0、
4.5、4.8、5.0、5.5、5.7、6.0、6.5、6.8，其余色
谱条件均同“2.1”项下 HPLC 条件，取“2.3.1”项
下酸降解样品溶液，依次进样，记录色谱图。通
过调节流动相 pH 值，液相色谱图杂质 1 和杂质 2
峰的峰面积比例发生显著变化，见表 3。
　　当流动相 A 的 pH 值在 3.0 时，色谱图中两
个未知杂质中只有杂质 1 峰，说明 2 个未知杂质
在低 pH 环境中只有未解离型式稳定存在；当流
动相 A 的 pH 值在 3.5 ～ 6.0 时，色谱图中始终存
在杂质 1 和杂质 2，并随着 pH 值的升高，杂质 2
峰的峰面积相对增大，而杂质 1 峰的峰面积相对
减小；当流动相 A 的 pH 值≥ 6.5 时，色谱图中
未知杂质峰完全转变成杂质 2 峰，说明未知杂质
的羧酸根已完全解离，此时主要以解离型存在。
在不同的 pH 值环境中，两个杂质比例不同，出

峰时间也略有差异，因此，判断杂质 1 与杂质 2
之间存在解离平衡，在一定 pH 条件下可以相互
转化，即杂质 1 与杂质 2 为同一分子结构的两种
存在型式，杂质 1 以酸的型式存在，杂质 2 以解
离的型式存在。
3.3　未知杂质来源分析

　　为进一步验证酸降解试验中产生的未知杂质
为孟鲁司特在酸性条件下与溶剂甲醇反应所得，
分别使用来自不同厂家的甲醇和乙腈配制甲醇 -
水（9∶1）、乙腈 - 水（9∶1）作为溶剂，按“2.3”

表 3　不同 pH值流动相条件未知杂质峰面积 
Tab 3　Peak area of unknown impurity under different pH 

conditions of the mobile phase

流动相

pH 值

峰面积

杂质 1 杂质 2 杂质 1∶杂质 2 杂质 1 ＋杂质 2

3.0 2 211 181 0 100∶0 2 211 181

4.5 1 205 732 1 120 855 52∶48 2 336 587

4.8 1 217 034 1 169 259 51∶49 2 376 293

5.0 1 200 161 1 197 320 50∶50 2 397 481

5.5 1 195 602 1 217 187 50∶50 2 412 789

5.7 1 190 161 1 260 161 49∶51 2 450 322

6.0 1 160 855 1 295 732 47∶53 2 456 587

6.5 0 2 556 307 0∶100 2 556 307

6.8 0 2 568 923 0∶100 2 568 923
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4　结论

　　本文采用 HPLC-MS/MS 法对孟鲁司特钠片酸
降解试验中出现的未知杂质进行定性分析，推测其
结构以及可能的反应机制；通过调节流动相的 pH
值进行液相分析，确定 2 个未知杂质为同一结构的
两种存在型式（酸型和解离型）；进一步来源分析
表明未知杂质为孟鲁司特钠在酸性条件下与溶剂甲
醇的反应产物，并非孟鲁司特钠片自身的酸降解产
物。本品在加速和长期试验考察过程中均未检出此
未知杂质，说明此杂质不影响产品质量，且在制剂
生产、储存、运输过程中不会接触到强酸和高温环
境，因此在后续的质量控制研究中无需关注。
　　值得注意的是，现行 USP43 和 BP2020 收载
的孟鲁司特钠片质量标准中有关物质检查项下，
使用的溶剂为甲醇 - 水（3∶1），流动相为乙腈 - 甲
醇（2∶3），都涉及甲醇。建议在试验中应注意避
免高温及强酸环境，供试品溶液临用配制，以免
引入其他杂质。
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图 6　孟鲁司特钠片酸降解高效液相色谱图

Fig 6　HPLC chromatogram of montelukast sodium tablets under the acid degradation
A1. 甲醇（methanol，莱德化学）；A2. 甲醇（methanol，默克）；B1. 乙腈（acetonitrile，莱德化学）；A2. 乙腈（acetonitrile，默克）

项下制得酸降解样品溶液，同“2.1”项下 HPLC
条件进行检测，见图 6。图 6A1 与图 6A2 中均存
在 4 个明显的色谱峰，分别为主峰、杂质 B 峰和
19.3 min、25.6 min 的 2 个未知杂质峰，使用不
同厂家的甲醇的酸降解色谱图无明显差异；而图

6B1 与图 6B2 中仅存在主峰和杂质 B 峰，在 19.3 
min 和 25.6 min 的两个未知杂质峰均未出现，而
且使用不同厂家的乙腈的酸降解色谱图也无明显
差异。因此进一步确认未知杂质为孟鲁司特钠在
酸性条件下与溶剂甲醇的反应产物。
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UPLC-MS/MS法快速测定多效唑在麦冬中的残留 
及其对麦冬化学成分的影响

俞磊明1，张娜2，李琦1，朱光明1，黄维1，王卫华3，姜云耀2*（1. 上海市药材有限公司，上海　200082；2. 
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摘要：目的　建立超高效液相色谱质谱联用（UPLC-MS/MS）技术快速测定麦冬中多效唑的残

留，研究多效唑对麦冬整体化学成分、总皂苷、总黄酮的影响，为麦冬多效唑残留检测及麦冬

药材质量控制提供参考。方法　采用 UPLC-MS/MS 技术快速测定麦冬中多效唑的含量，色谱

柱为 Waters Acquity UPLC BEH C18 色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.7 µm）；流动相为乙腈（A）和

0.1% 的甲酸水溶液（B），洗脱梯度（0 ～ 3 min：20% ～ 100%A；3 ～ 5 min：100%A；5.1 ～ 8 
min：20%A）；流速为 0.2 mL·min － 1；柱温为 30℃；电喷雾正离子电离模式，多反应监测

法测定；采用 UPLC-QTOF-MS 植物代谢组学技术测定多效唑对麦冬整体化学成分的影响；采

用紫外分光光度计测定多效唑对麦冬总皂苷和总黄酮的影响。结果　多效唑在 0.002 ～ 5 ng 与

峰面积线性关系良好，平均加样回收率为 97.80%，RSD 为 1.8%；14 个川麦冬药材样品中均检

出多效唑残留，残留量在 0.002 ～ 0.05 mg·kg － 1；UPLC-QTOF-MS 代谢组学结果显示多效唑

施用后麦冬整体化学成分与清水对照组不同，总皂苷和总黄酮定量结果显示，多效唑施用组

总黄酮含量降低。结论　该方法简便、快速，可用于检测麦冬中多效唑的残留，多效唑施用后

对麦冬整体成分及总黄酮含量有一定的影响。

关键词：麦冬；多效唑；残留检测；UPLC-MS/MS；化学成分
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Rapid determination of paclobutrazol residues by UPLC-MS/MS and their 
effect on chemical constituents in Ophiopogonis Radix

YU Lei-ming1, ZHANG Na2, LI Qi1, ZHU Guang-ming1, HUANG Wei1, WANG Wei-hua3, JIANG 
Yun-yao2* (1. Shanghai Traditional Chinese Medicine Co., Ltd, Shanghai  200082; 2. School of 
Pharmaceutical Sciences, Tsinghua University, Traditional Chinese Medicine Institute, Beijing  
100084; 3. Drug Metabolism Platform,  School of Pharmaceutical Sciences, Tsinghua University, 
Engineer Center of Pharmaceutical Technology, Beijing  100084)

Abstract: Objective  To rapidly determine paclobutrazol residues in Ophiopogonis Radix by UPLC-
MS/MS, to determine the effect of paclobutrazol application on the whole chemical compositions, 
total saponins and total flavonoids of Ophiopogonis Radix, and provide reference for the detection 
of paclobutrazol residues and quality control of Ophiopogonis Radix. Methods  The analysis was 
performed on a Waters Acquity UPLC BEH C18 analytical column (50 mm×2.1 mm, 1.7 µm). Mobile 
phase A was acetonitrile, and mobile phase B was 0.1% formic acid-water. The gradient elution 
was 0 － 3 min: 20% － 100%A, 3 － 5 min: 100%A, and 5.1 － 8 min: 20% A. The flow rate was 
0.2 mL·min－ 1. The column temperature was 30℃ . Electrospray positive ion mode was used for 
multi-reaction monitoring, UPLC-QTOF-MS was used to determine the effect of paclobutrazol on 
the chemical compositions of Ophiopogonis Radix. The effect of paclobutrazol on total saponins 
and flavonoids of Ophiopogonis Radix was determined by UV spectrophotometer. Results  Good 
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　　 中 药 麦 冬 为 百 合 科 沿 阶 草 属 植 物 麦 冬
Ophiopogon japonicus（L.f）Ker-Gawl. 的 干 燥 块
根 [1]，在《神农本草经》中被列为上品。麦冬味甘、
微苦、性凉，有养阴生津、清心除烦的功效，且有
抗血栓、抗衰老、降血糖、免疫调节、心肌保护等
药理活性 [2]。近年来，麦冬市场需求不断扩大，为
确保产量，麦冬栽培品中农药、植物生长调节剂的
使用越来越频繁。据报道，四川栽培的麦冬（川麦
冬）植物生长调节剂用量较大 [3-4]，过度使用植物
生长调节剂影响麦冬的品质和安全性。多效唑是麦
冬种植中广泛应用的三唑类植物生长延缓剂，对
麦冬块根增产效果显著 [5]，目前已成为麦冬药材种
植中普遍施用的生长激素。本研究建立了 UPLC-
MS/MS 法测定麦冬中多效唑残留情况，同时采用
UPLC-QTOF-MS 及紫外分光光度法对麦冬进行整
体成分分析、总黄酮及总皂苷含量测定，探讨多效
唑对麦冬化学成分的影响，以期为麦冬药材的质量
控制及多效唑残留检测提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　超高效液相色谱仪（ACQUITY UPLC，美国
沃特世公司）；三重四极杆质谱仪（Qtrap 4500，
美国 AB SCIEX 公司）；分析天平（BSA224S，
赛多利斯科学仪器有限公司）；超声波清洗器
（SB25-12DTD，宁波新芝生物科技股份有限公
司）；中草药粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公
司）；离心机（美国赛默飞世尔科技公司）；超
高效液相 - 串联四极杆飞行时间高分辨质谱仪
（Waters Synapt G2 Si，美国沃特世公司）；UV-
2600 紫外分光光度计（岛津仪器苏州有限公司）。
1.2　试药 
　　所有麦冬药材由上海市药材有限公司提供，

经清华大学中药研究院特聘研究员陈军力鉴定为
百合科沿阶草属植物麦冬 Ophiopogon japonicus
（L.f）Ker-Gawl. 的干燥块根；多效唑对照品（纯
度≥ 95%，批号：Q21M9F61825，上海源叶生物
科技有限公司）；鲁斯可皂苷元（纯度≥ 98%，批
号：111909-201906，中国食品药品检定研究院）；
橙皮苷（纯度≥ 98%，批号：K09S11L123847，
上海源叶生物科技有限公司）；甲醇、乙腈、甲酸、
异丙醇（均为质谱纯，美国 Thermo Fisher 公司）；
水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
2　方法与结果

2.1　UPLC-MS/MS 快速测定麦冬中多效唑的残留

2.1.1　对照品溶液的制备　精密称取多效唑对照
品适量，置 25 mL 量瓶中，用甲醇定容至刻度，
配制成 1 µg·mL－ 1 的多效唑对照品储备液，4℃
冷藏待用。
2.1.2　供试品溶液的制备　精密称取麦冬药材
粉末 0.2 g，加 1.5 mL 异丙醇，超声提取 30 min
（功 率 50 kHz，100 W），13 000 r·min － 1 离 心
10 min，取上清液 1 mL，浓缩至干，加入 100 µL 
50% 的甲醇复溶，13 000 r·min － 1 离心 10 min，
取上清液，作为供试品溶液备用。
2.1.3　色谱和质谱条件　色谱柱：Waters Acquity 
UPLC BEH C18 色 谱 柱（50 mm×2.1 mm，1.7 
µm）；流动相：乙腈（A）-0.1% 的甲酸水溶液
（B），梯度洗脱（0 ～ 3 min：20% ～ 100%A；3 ～ 5 
min：100%A；5.1 ～ 8 min：20%A）， 流 速 0.2 
mL·min－ 1，柱温 30℃，进样量 10 µL。电喷雾
正离子电离模式，多反应监测法测定，参数如
下：气帘气（CUR）30 psi，离子源温度（TEM）
500℃；锥孔电压（IS）5500 V；辅助气（GS1、
GS2）50 psi。质谱采集参数见表 1，色谱图见图 1。

linearity was showed at 0.002 － 5 ng for paclobutrazol. The average recovery of paclobutrazol was 
97.80%, and the RSD was 1.8%. The residues of paclobutrazol were detected in 14 cultivated products 
of Ophiopogonis Radix, and the residues ranged from 0.002 － 0.05 mg·kg－ 1. UPLC-QTOF-
MS metabolomics showed that the overall chemical compositions of Ophiopogonis Radix after the 
paclobutrazol treatment were different from those in the water control group. Quantitative results of 
total saponins and total flavonoids showed that the content of total flavonoids in the paclobutrazol 
treatment group was decreased. Conclusion  This method is rapid and simple, which can be used for 
the determination of paclobutrazol residues in Ophiopogonis Radix. Paclobutrazol may affect the 
compositions of Ophiopogonis Radix and the content of total flavonoids. 
Key words: Ophiopogonis Radix; paclobutrazol; residue determination; UPLC-MS/MS; chemical 
composition
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表 1　目标化合物质谱检测离子和采集参数 
Tab 1　Spectrum acquisition parameters for target compound 

参数 值

Q1    294.3

Q3      70.1

DP/V 120

CE/V   46

CXP/V   11

图 1　多效唑对照品（A）和麦冬样品（B）的 UPLC-MS/MS 色谱图

Fig 1　UPLC-MS/MS chromatograms of paclobutrazol（A）and 
Ophiopogonis Radix（B）

1. 多效唑（paclobutrazol）

2.1.4　线性关系考察　精密吸取多效唑对照品储
备液，用 50% 甲醇稀释成质量浓度为 500、200、
50、10、2、0.5、0.2 ng·mL－1的多效唑对照品溶液，
按“2.1.3”项下色谱条件测定。以多效唑对照品进
样量（ng）为横坐标，定量离子对峰面积为纵坐
标进行线性回归，得到多效唑的回归方程为 Y ＝

87.02X ＋ 5.354（r ＝ 0.9973）。结果表明，多效唑
在 0.002 ～ 5 ng 与峰面积呈良好的线性关系。
2.1.5　精密度试验　精密吸取多效唑对照品溶液
10 µL，按“2.1.3”项下色谱条件连续进样 6 次，
记录对照品峰面积。结果多效唑峰面积的 RSD 值

为 0.80%，表明仪器精密度良好。
2.1.6　稳定性试验　取 11 号麦冬药材样品，按
“2.1.2”项下方法制备供试品溶液。分别于 0、2、
4、8、12、24 h 按“2.1.3”项下色谱条件测定。结
果显示，多效唑峰面积的 RSD 值为 1.4%，表明
供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.1.7　重复性试验　取 11 号麦冬药材样品，按
“2.1.2”项下方法平行制备 6 份供试品溶液。按
“2.1.3”项下色谱条件测定，计算质量分数。结
果显示，多效唑峰面积的 RSD 值为 1.1%，表明
该方法重复性良好。
2.1.8　加样回收试验　取 11 号麦冬药材样品 6
份，每份约 0.1 g，精密称定，分别加入相当于供
试品中多效唑含量 100% 的对照品。按“2.1.2”
项下方法制备成供试品溶液，进样测定，并计
算回收率和 RSD 值。结果多效唑平均回收率为
98.0%，RSD 值为 1.8%，表明该方法的加样回收
率良好。
2.1.9　样品含量测定　取 16 批麦冬药材样品，按
“2.1.2”项下方法制备成供试品溶液，按“2.1.3”
项下色谱条件测定，计算各样品中多效唑的含
量。结果见表 2，在四川栽培的麦冬药材样品中
全部检测到多效唑的残留，而在湖南和上海的野
生麦冬样品中均未检测到多效唑的残留。

表 2　麦冬样品中多效唑残留情况 
Tab 2　Content of paclobutrazol in Ophiopogonis Radix

样品编号 产地 多效唑含量 /（mg·kg － 1）

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

四川绵阳三台县

四川绵阳三台县

四川绵阳三台县

四川绵阳三台县

四川绵阳

四川绵阳

四川绵阳

四川绵阳

四川绵阳

四川（万仕城 1 号）

四川（万仕城 2 号）

四川（代代为本特级）

四川（代代为本一级）

四川（代代为本一级）

湖南（野生）

上海（野生）

0.006
0.012
0.013
0.015
0.015
0.015
0.049
0.016
0.019
0.007
0.027
0.005
0.002
0.014
未检出

未检出

2.2　多效唑对麦冬整体化学成分的影响研究

2.2.1　供试品溶液的制备　采用 UPLC-QTOF-
MS 植物代谢组学法初步研究多效唑施用与否对
麦冬整体化学成分的影响，麦冬样品信息见表 3。
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取麦冬药材样品粉末 0.2 g 于 15 mL 离心管中，
加入 5 mL70% 甲醇溶液，超声提取 30 min，混
匀，取 1 mL 超声提取液 12 000 r·min－ 1 离心 15 
min 后，取上清液备用。另等量吸取各供试品溶
液 100 µL，混匀，制成质量控制（quality control，
QC）样品，用于监测分析系统和方法的稳定性。

表 3　施用不同浓度多效唑的麦冬样品信息 
Tab 3　Information of Ophiopogonis Radix samples treated with 

different concentrations of paclobutrazol

样品编号 多效唑施用量 /（g·m － 2）

D0
D1
D2
D3

0
1.0
4.0
8.0

2.2.2　检测条件　色谱条件：Waters ACQUITY 
BEH C18 色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，1.7 µm），
流 动 相 为 0.1% 的 甲 酸 水 溶 液（A）-0.1% 的
甲 酸 乙 腈 溶 液（B）， 梯 度 洗 脱（0 ～ 5 min，
2% ～ 40%B；5 ～ 17 min，40% ～ 98%B；
17 ～ 20 min，98%B；20.1 ～ 21 min，2%B），
流速为 0.3 mL·min － 1，柱温 40℃，进样量 2.0 
µL。质谱条件：离子源为电喷雾（electrospray 
ionization，ESI）源；采用 MSE 负离子扫描模式，
毛细管电压 2.0 kV，离子源温度 120℃，脱溶剂
气温度 450℃，脱溶剂气流速 800 L·h － 1，锥
孔电压 40 V，锥孔气流速 50 L·h － 1，采集模式
质量范围 m/z 50 ～ 1500，扫描时间 0.2 s，高能
通道碰撞电压 10 ～ 75 V，亮氨酸 - 脑啡肽 m/z 
556.2615[M-H]－作质量实时校正。
2.2.3　数据采集与分析
　　① 数据采集：分析样品前测试空白溶剂样品，
扣除色谱柱和系统中的残留污染干扰。连续进样
10 次 QC 样品，待仪器检测稳定后，进行实际样
品检测。实际样品随机排列，并按采样数量等间
隔插入 QC 样品。
　　② 数据分析：将 LC-MS 的原始数据导入
Progenesis QI 软件（Version 2.0，Waters）进行预
处理，得到包含保留时间、质荷比和峰强度的二
维数据矩阵，保存为 .csv 格式，MetaboAnalyst 
4.0（https：//www.metaboanalyst.ca） 网 站 有 监
督的偏最小二乘判别分析（partial least square 
discriminant analysis，PLS-DA），通过多元统计
分析判断多效唑施用对麦冬整体化学成分的影
响。多元统计分析结果见图 2，结果中清水对照
组麦冬与多效唑不同浓度的麦冬分布在不同区

域，可见，施用多效唑对麦冬整体化学成分存在
显著的影响。

图 2　多效唑对麦冬整体化学成分影响的多元统计分析（PLS-DA）

Fig 2　Multivariate statistical analysis of the effect of paclobutrazol on 
the whole chemical constituents of Ophiopogonis Radix（PLS-DA）

2.3　多效唑对麦冬总皂苷和总黄酮的影响

　　采用紫外分光光度法对“2.2.1”项下的麦冬
药材进行总皂苷和总黄酮的含量测定，分析多效
唑施用对麦冬总皂苷和总黄酮的影响。总皂苷样
品制备及检测方法参照 2020 年版《中国药典》，
总黄酮样品制备及检测方法参考文献报道 [6]，采
用橙皮苷为对照品进行测定。结果见表 5，施用
多效唑后麦冬总黄酮含量明显降低，而麦冬总皂
苷含量无变化。

表 5　多效唑施用量对麦冬总皂苷、总黄酮的影响 (n ＝ 3) 
Tab 5　Effect of paclobutrazol on total saponins and flavonoids of 

Ophiopogonis Radix (n ＝ 3)

样品编号 总皂苷含量 /% 总黄酮含量 /%

D0
D1
D2
D3

0.40
0.40
0.40
0.40

0.021
0.014
0.014
0.014

3　讨论

3.1　测定方法的考察

　　本研究前期采用液相方法检测麦冬药材中多
效唑残留情况，发现色谱峰无法准确定量，故
选择采用质谱仪建立麦冬多效唑残留的检测方
法。考察了甲醇、80% 甲醇、异丙醇 3 种不同提
取溶剂对麦冬中多效唑残留提取效率的影响，结
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果发现异丙醇提取效率最高，故提取溶剂选择异
丙醇。多效唑残留在果蔬和土壤中的检测报道较
多，近几年，中药材尤其是川麦冬中多效唑残留
检测方法研究增多，大都采用液相色谱 - 质谱联
用方法。由于样品中多效唑残留量较低，文献报
道的麦冬多效唑检测方法多采用液液萃取法和
QuEChERS 法提取 [7-8]，方法复杂，且耗时长。本
研究采用异丙醇为溶剂，直接超声提取，浓缩富
集后测定，方法更加简便、快捷。
3.2　麦冬药材中多效唑残留分析

　　多效唑是一种三唑类植物生长调节剂，20
世纪 80 年代研制出后被广泛用于块根类植物增
产，其机制是通过抑制植物内源性激素赤霉素的
合成提高植物组织中吲哚乙酸氧化酶活性，从而
减弱植物顶端分裂活性，促进植物块根形成 [9]。
多效唑具有低毒性，人体每日允许摄入量为 0.1 
mg·kg－ 1，我国规定部分果蔬中多效唑检出限量
为 0.05 mg·kg－ 1[10-11]。中药材中尚无相关限量标
准，据报道，多效唑施用后在土壤中残留情况较
为严重，残留年限可达 2 年，对土壤微生物及后
茬作物均有影响 [12-14]。因此，加快建立中药材多
效唑残留限量标准，对中药材安全性控制和土壤
环境安全保护均有一定的价值。本研究检测结果
中四川麦冬栽培品普遍可检出多效唑残留，残留
量在 0.002 ～ 0.05 mg·kg－ 1，而湖南和上海的
野生麦冬则无多效唑残留检出。这说明，川麦冬
药材栽培品施用多效唑情况较为普遍，药材种植
过程中多效唑施用量各不相同。据文献报道，川
麦冬种植过程存在多效唑滥用情况，有学者采用
质谱法测定了 60 批川麦冬中 108 种植物生长激
素残留，其中多效唑检出率高达 100%，检出质
量 浓 度 在 0.004 18 ～ 0.0639 mg·kg－ 1， 在 108
种激素中施用情况最为严重 [15]。也有学者采用
QuEChERS 提取与反相色谱 - 质谱联用方法测定
麦冬药材中多效唑和烯效唑的残留，在 33 批药
材样品中多效唑的检出率为 94%，而烯效唑的
检出率仅为 27%，多效唑残留量在 0.02 ～ 0.208 
mg·kg－ 1[7]。本研究结果与文献报道具有高度一
致性。因此，本研究建立的快速测定麦冬多效唑
残留的方法可为中药材生长调节剂限量评估提供
研究基础，为国家监管部门形成针对中药材生长
激素残留限量的标准提供一定参考。
3.3　施用多效唑对麦冬成分的影响

　　本试验通过 UPLC-QTOF-MS 植物代谢组学
技术和多元统计分析方法研究多效唑施用对麦冬
整体化学成分的影响，发现多效唑施用后对麦冬
的化学成分存在影响，通过测定麦冬总皂苷、总
黄酮的含量，初步判断施用多效唑后麦冬总黄酮
含量下降。
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甘肃黄芪种植区根际土壤固氮细菌群落结构特征及多样性考察
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摘要：目的　考察甘肃 6 个黄芪种植区黄芪根际土壤微生物固氮细菌群落结构特征。方法　采

用高通量测序技术对 nifH 基因进行测序，分析黄芪根际土壤固氮细菌群落结构及多样性。结
果　甘肃黄芪的 6 个种植区根际土壤固氮细菌分属于 2 个域、2 个界、7 个门、12 个纲、20
个目、28 个科、36 个属，共 51 个种，结构特征主要为变形菌门（Proteobacteria）和蓝藻菌门

（Cyanobacteria），其中变形菌门为优势菌门，相对丰度在 74.3% ～ 98.3%。在纲分类水平上，

陇西、漳县、渭源和通渭 4 个地区采集的样本中以α- 变形菌纲为优势菌纲，相对丰度分别为

93.0%、85.4%、71.2% 和 97.2%；靖远采集的样本为 γ- 变形菌纲和α- 变形菌纲，相对丰度为

56.6% 和 31.7%，宕昌采集的样本为 Unclassified-p-Proteobacteria 和δ- 变形菌纲，相对丰度分

别为 44.4% 和 30.3%。结论　甘肃 6 个黄芪种植区根际土壤中，靖远和宕昌根际土壤固氮细菌

群落多样性和丰度与其他 4 个地区有明显的差异，宕昌的固氮细菌多样性和丰度差异性最大。

关键词：黄芪；根际土壤；nifH 基因；固氮细菌多样性；高通量测序
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Structural characteristics and diversity of rhizosphere soil nitrogen-fixing 
bacterial community in Astragalus membranaceus  

cultivation area in Gansu

MU Jian-ping1, 2, TENG Bao-xia1, 2*, SHI Zhong-fei1, 2, MA Shang-xian3, HE Xiao-wen1, 2, LAI Jing1, 2, 
ZHU Ling1, 2, XIAO Jing1, 2, ZENG Xiao-mei1, 2 (1. Gansu Institute for Drug Control, Lanzhou  
730060; 2. NMPA Key Laboratory for Quality Control of Traditional Chinese Medicine and Prepared 
Slices, Lanzhou  730060; 3. Guanghe People’s Hospital, Linxia  Gansu  731300)

Abstract: Objective  To examine the structural characteristics of the rhizosphere soil microbial nitrogen-
fixing bacterial community of Astragalus membranaceus in Astragalus membranaceus growing areas in 
Gansu. Methods  The nifH gene was sequenced by high-throughput sequencing technology to determine 
the community structure and diversity of nitrogen-fixing bacteria in rhizosphere soil of Astragalus 
membranaceus. Results  The rhizosphere soil nitrogen-fixing bacteria in the 6 cultivation areas of 
Astragalus membranaceus in Gansu fell under 2 domains, 2 kingdoms, 7 phyla, 12 orders, 20 classes, 
28 families, 36 genera, and 51 species.Then structural characteristics were maily Proteobacteria and 
Cyanobacteria, of which Proteobacteria was the dominant phylum with relative abundance at 74.3% －

98.3%. At the phylum level, Alphaproteobacteria were the dominant phylum in the samples collected 
from Longxi, Zhangxian, Weiyuan and Tongwei, with relative abundance of 93.0%, 85.4%, 71.2%, and 
97.2%, respectively; Gammaproteobacteria and Alphaproteobacteria were collected from Jingyuan, with 
relative abundance of 56.6% and 31.7%, respectively; samples from Dangchang were Unclassified-
p-Proteobacteria and DeltaProteobacteria, with relative abundance of 44.4% and 30.3%, respectively. 
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　　黄芪在我国广泛种植使用，多数中成药以黄
芪作为君药。《中国药典》2020 年版一部收载黄
芪为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus
（Fisch.）Bge.var. mongholicus（Bge.）Hsiao 或膜
荚黄芪 Astragalus membranaceus（Fisch.）Bge. 的
干燥根 [1]。黄芪药材的质量不仅与药材的基因型
有关，还会受到特定生态环境的影响，根际微生
物群落在植物和土壤之间发挥着重要作用，良好
的根际微生物多样性能够维持土壤微生态的平
衡，保证植株正常生长，土壤微生物作为评估土
壤生态系统的重要指标，对植物生长具有重要意
义 [2]。近年来对药用植物与根际微生物关系的研
究得到了高度重视，不仅有助于分析并阐明药用
植物与根际有益微生物及有害微生物相互作用的
机制等基础理论 [3]，而且也有助于解决药用植物
病害防治、连作障碍等生产实际问题，从而提高
药用植物的产量和品质 [4]。本文基于高通量测序
技术，测定了甘肃 6 个黄芪产区的黄芪根际土壤
固氮菌多样性，分析根际土壤固氮菌群落结构和
组成，为进一步分析根际固氮菌种群结构影响土
壤养分释放和黄芪生长提供资料。
1　材料与方法

1.1　样本收集

　　选择甘肃省陇西县、漳县、靖远县、渭源县、
通渭县和宕昌县 6 个黄芪广泛的种植区，均为蒙
古黄芪，于黄芪开花生长时期，收集其根际土壤，
先挖出根系，抖掉与根系松散结合的土壤，将与
根系结合的土壤使用无菌刷子刷下来作为根际土
壤，装入无菌封口袋，标记，采样信息见表 1。
1.2　DNA 抽提和 PCR 扩增

　　 根 据 E.Z.N.A. soil DNA kit（Omega Bio-tek，
Norcross，GA，U.S.）说明书进行微生物群落总
DNA 抽提，使用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA
的提取质量，使用 NanoDrop2000 测定 DNA 浓度
和纯度；固氮菌使用引物：nifH F（5'-AAAGGYG
GWATCGGYAARTCCACCAC-3'）和 nifH R（5'-TT
GTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT-3'）进行 PCR

扩增，扩增程序如下：95℃预变性 3 min，40 个
循环（95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸
45 s），然后 72℃稳定延伸 10 min，最后在 4℃进
行 保 存（PCR 仪：ABI GeneAmp 9700 型）。PCR
反应体系为：5×FastPfu 缓冲液 4 μL，dNTPs（2.5 
mmol·L － 1）2 μL，上下游引物（5 μmol·L － 1）
各 0.8 μL，FastPfu DNA 聚 合 酶 0.4 μL， 模 板
DNA 10 ng，补足至 20 μL。每个样本 3 个重复。
1.3　IlluminaMiseq 测序

　　将同一样本的 PCR 产物混合后使用 2% 琼脂
糖凝胶回收 PCR 产物，利用 AxyPrep DNA Gel 
Extraction Kit（Axygen Biosciences，Union City，
USA）进行回收产物纯化，2% 琼脂糖凝胶电泳检
测， 并 用 Quantus Fluorometer（Promega，USA）
对回收产物进行检测定量。使用 NEXTFLEX 
Rapid DNA-Seq Kit 进行建库。利用 Illumina 公司
的 Miseq PE300/NovaSeq PE250 平台进行测序。
1.4　数据处理

　　使用 fastp（https：//github.com/OpenGene/fastp，
version 0.20.0）软件对原始测序序列进行质控 [5]，使
用 FLASH（http：//www.cbcb.umd.edu/software/flash，
version 1.2.7）软件进行拼接 [6]；使用 UPARSE 软
件（http：//drive5.com/uparse/，version 7.1）[3]，根
据 97% 的相似度对序列进行 OTU 聚类并剔除嵌
合体 [7-8]。利用 RDP classifier（http：//rdp.cme.msu.
edu/，version 2.2）对每条序列进行物种分类注释 [9]，
比对 Silva 16S rRNA 数据库（v138），设置比对阈值
为 70%。

Conclusion  Among the samples  from 6 Astragalus membranaceus planting areas in Gansu, the 
diversity and abundance of nitrogen-fixing bacteria in rhizosphere soil of Jingyuan and Dangchang are 
significantly different from those in the other 4 areas, and the diversity and abundance of nitrogen-fixing 
bacteria in Dangchang are the highest. 
Key words: Astragalus membranaceus; rhizosphere soil; nifH gene; nitrogen-fixing bacterial 
diversity; high-throughput sequencing

表 1　样品采集信息 
Tab 1　Sample collection information

样品编号 采集地点 经度 纬度 海拔 /m

LX 陇西县菜子镇 104° 28' 14'' 35° 8' 42'' 2153

ZX 漳县殪虎桥镇 104° 15' 6'' 34° 47' 42'' 2269

JY 靖远县北湾镇 104° 38' 42'' 36° 34' 44'' 1373

WY 渭源县会川镇 103° 58' 37'' 35° 7' 11'' 2235

TW 通渭县陇山镇 105° 40' 68'' 35° 29' 8'' 1986

TC 宕昌县南阳镇 104° 20' 21'' 35° 55' 47'' 2318
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2　结果与分析

2.1　序列统计和微生物多样性分析

　　通过对样品高通量数据统计，甘肃 6 个黄芪
种植区样品（LX、ZX、JY、WY、TW、TC）的
nifH 基因测序分别得到 17 047、20 428、15 599、
19 898、12 494、15 854 条序列；从稀释曲线（见
图 1）可以看出，6 个黄芪种植地区样品的稀释曲
线均趋于平缓，说明测序趋于饱和，取样基本合
理，能够比较真实地反映出这 6 个地区土壤样品
中的固氮菌微生物群落，结合各样品覆盖率，覆
盖度均高于 99%，测序结果包含了大多数固氮
菌微生物类群，能够反应固氮菌微生物群落结构
组 成。ACE 指 数、Chao 指 数、Shannon 指 数 和
Simpson 指数代表了菌群的丰度和微生物多样性，
从表 2 可以看出，TC 固氮菌的 ACE 指数、Chao
指数和 Shannon 指数最大，说明 TC 黄芪根际土
壤固氮菌群落丰富度和多样性高于其他样本。

图 1　固氮菌多样性指数稀释曲线图

Fig 1　Dilution curve of nitrogen-fixing bacterial diversity index

表 2　不同黄芪种植地区土壤固氮菌多样性指数分析 
Tab 2　Diversity index of soil nitrogen-fixing bacteria in different 

Astragalus membranaceus planting areas

样品 Shannon 指数 Simpson 指数 ACE 指数 Chao 指数 覆盖度 /%

WY 2.5427 0.1302   88.703   87.6 99.98

LX 2.2575 0.1968   84.629   84.1 99.99

TW 2.0419 0.1943   45.034   44.5 99.97

TC 2.7987 0.1919 185.618 185.5 99.96

ZX 2.2908 0.1858   78.606   77.6 99.98

JY 1.8843 0.3355   76.157   74.5 99.95

2.2　土壤细菌群落结构分析

　　6 个甘肃黄芪种植区域根际土壤中固氮细菌
分属于 2 个域、2 个界、7 个门、12 个纲、20 个目、
28 个科、36 个属，共 51 个种。6 个不同地区根
际土壤中固氮菌的分布情况见表 3。

表 3　不同种植区土壤根际固氮菌在分类水平上的物种分布 
Tab 3　Species distribution of rhizosphere nitrogen-fixing bacteria 

in different planting areas

样品 域 界 门 纲 目 科 属 种

LX 2 2 6 11 14 16 18 21

ZX 2 2 6 10 14 15 19 23

JY 1 1 5 9 13 15 19 22

WY 1 1 4 7 12 15 21 27

TW 2 2 4 7 10 12 13 16

TC 2 2 7 12 18 24 30 37

　　甘肃黄芪的 6 个种植区其根际土壤固氮
菌群落在门类水平上主要类群为变形菌门
（Proteobacteria）和蓝藻菌门（Cyanobacteria）。
其中变形菌门的相对丰度分别为 LX（97.2%）、
ZX（86.8%）、JY（98.3%）、WY（74.3%）、TW
（98.0%）和 TC（91.1%）；蓝藻菌门的相对丰度
分别为 LX（0.2%）、ZX（12.8%）、JY（0.4%）、
WY（25.4%）、TW（1.8%）和 TC（2.0%）；6 个
种植区的优势菌门均为变形菌门，其中 3 个地区
ZX、WY 和 TW 的第二优势菌门为蓝藻门，其
他 3 个地区以未知菌门 Unclassified-k-norank-d-
Bacteria 为第二优势菌门，见图 2。
　　由图 3 可知，甘肃黄芪的 6 个种植区其根
际土壤固氮细菌群落在纲类水平上主要类群为
α- 变形菌纲（Alphaproteobacteria）、γ- 变形菌纲
（Gammaproteobacteria）、Unclassified-p-Proteo-
bacteria 和δ- 变形菌纲（DeltaProteobacteria）等，
在 6 个种植区中 LX、ZX、WY 和 TW 4 个地区
的优势菌纲均为α- 变形菌纲，相对丰度分别为
93.0%、85.4%、71.2% 和 97.2%；JY 的优势菌纲
为 γ- 变形菌纲和α- 变形菌纲，相对丰度为 56.6%
和 31.7%，TC 的 优 势 菌 纲 为 未 知 的 Unclassi-
fied-p-Proteobacteria 和δ- 变形菌纲（DeltaProteo-
bacteria），相对丰度为 44.4% 和 30.3%。
　　由图 4 可知，甘肃 6 个主要的黄芪种植区黄芪
根际土壤固氮细菌群落在属水平上包括斯科曼氏球
菌属（Skermanella）、念珠藻属（Nostoc）、地杆菌
属（Geobacter）、氮氢单胞菌属（Azohydromonas）、
Unclassified-c-Gammaproteobacteria、Unclassi-
fied-p-Proteobacteria、Unclassified-k-norank-d-Bacteria、
Unclassified-c-Alphaproteobacteria、Unclassified-f-Rho-
dospirillaceae、Unclassified-Opitutaceae 等， 相 对 丰
度最高的菌属为斯科曼氏球菌属（Skermanella），4
个种植区 LX、ZX、WY 和 TW 的占比均在 75% 以
上，JY 以未知属 Unclassified-k-norank-d-Bacteria 为
优势菌，TC 以未知菌属 Unclassified-p-proteobacteria
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为优势菌。其中，LX 的优势菌为斯科曼氏球菌属
（Skermanella，91.1%）、Unclassified-p-Proteobac-
teria 属（3.2%） 和 Unclassified-f-Rhodospirillaceae
属（2.5%）；ZX 的优势菌为斯科曼氏球菌属（Sker-
manella，84.1%）和念珠藻属（Nostoc，11.3%）；
JY 的优势菌为 Unclassified-c-Gammaproteobacteria
（56.4%）、斯科曼氏球菌属（Skermanella，22.5%）
和氮氢单胞菌属（Azohydromonas，8.6%）；WY 优
势菌为斯科曼氏球菌属（Skermanella，67.5%）、念
珠藻属（Nostoc，23.9%）和 Unclassified-c-Alphapro-

teobacteria 属（3.0%）；TW 的优势菌为斯科曼氏球
菌属（Skermanella，94.5%）和 Unclassified-f-Rho-
dospirillaceae 属（2.5%）；TC 优势菌为 Unclassi-
fied-p-proteobacteria 属（44.4%）、地杆菌属（Geo-
bacter，29.4%）和斯科曼氏球菌属（Skermanella，
10.9%）。
2.3　固氮菌群落的相关性分析

　　根际土壤微生物的 OTU 韦恩图，LX、ZX、
JY、WY、TW、TC 土壤样本中分别检测到固氮
菌 84、77、71、87、43 和 184 个 OTU，其中共
有的 OTU 为 12 个，特有的 OTU 依次为 23、16、
31、23、6 和 135 个，见图 5。

图 5　根际土壤固氮菌 OTU venn 图

Fig 5　OTU venn diagram of rhizosphere soil nitrogen-fixing bacteria

　　根际土壤微生物的属水平韦恩图，LX、ZX、
JY、WY、TW、TC 土壤样本中分别检测到固氮
菌 18、19、19、21、13 和 30 个属，其中共有的
属为 8 个，TC 特有的属为 6 个，WY 和 JY 特有
的属各有 1 个，其余 3 个地区为 0 个，见图 6。

图 6　根际土壤固氮菌属水平 venn 图

Fig 6　Genus venn diagram of rhizosphere soil nitrogen-fixing bacteria

2.4　基于种水平的主坐标分析

图 2　门水平的优势固氮菌相对丰度

Fig 2　Relative abundance of dominant nitrogen-fixing bacteria at the 
phylum level

图 3　纲水平的优势固氮菌相对丰度

Fig 3　Relative abundance of dominant nitrogen-fixing bacteria at the 
class level

图 4　属水平的优势固氮菌相对丰度

Fig 4　Relative abundance of dominant nitrogen-fixing bacteria at the 
genus level
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　　分析 6 个不同黄芪种植地区根际土壤微生物
群落组成，分别对根际土壤样品的种水平的固氮
菌群落进行主坐标分析。不同种植区分散或聚集
的分布情况，结果见图 7。6 个不同黄芪种植区
根际土壤固氮菌主要在 PC1（贡献率为 74.55%）
上分离，其中 JY 和 TC 两个黄芪种植地区的固氮
菌群落结构组成与其他 4 个地区的差异较大。

图 7　根际土壤中细菌群落主成分分析图

Fig 7　Principal component analysis of nitrogen-fixing bacterial 
community in rhizosphere soil

3　讨论

　　豆科作物根际固氮细菌种类丰富 [10]，生物
固氮是豆科植物的一个重要特性，通过生物固氮
可以利用自然界的氮气提高中药材的氮素供应需
求，从而有效地避免因不合理的人工施肥对黄芪
等豆科中药材质量的不利影响 [11]。相关研究表
明，固氮菌能够固氮是因为其体内含有一种具有
特殊功能的蛋白质固氮酶，能够大量定殖在植物
组织内部，固定的氮可以直接被植物吸收和利
用 [12]；固氮菌能够产生植物激素类物质，如分泌
刺激植物生长的激素类物质吲哚乙酸、细胞分裂
素等 [13]；固氮菌还具有促进植物根际的生理变化
和对植物病害的防治作用 [12]。
　　甘肃黄芪的 6 个主要种植区的根际土壤固氮
细菌群落在门类水平上主要类群为变形菌门和蓝
藻菌门，优势菌群均为变形菌门，变形菌门可以
通过同化根系分泌物中的碳水化合物，为自身生
长提供碳源，结果变形菌门相对丰度最高，说明
这类固氮细菌可以利用根系土中的碳源并与黄芪
形成一定的共生关系，促进蒙古黄芪的生长 [14]。
对 6 个地区采集的样本的结果比较发现，在靖远
县和宕昌县采集的样本中微生物群落结构与其他
4 个地区的差异较大，靖远县海拔较其他地区低，
而宕昌县的土壤以暗棕壤、黑钙土、红褐土、高

山草甸土为主，属湿凉半干旱和温寒半湿润区，
固氮细菌的群落差异可能与海拔、土壤类型及气
候特点相关。生物固氮菌的应用可以显著提高豆
科类中药材的质量，利用豆类植物与根瘤菌的共
生固氮效应满足黄芪对氮素的需求，对提高药材
质量以及生态的发展可持续性具有重要意义 [15-16]。
　　本文初步探讨甘肃黄芪种植根际土壤固氮细
菌的群落结构和多样性，为黄芪根际固氮微生物
调节土壤养分的策略，提升黄芪产量和药用成分
的研究提供基础。从黄芪的品质与固氮菌的互作
角度思考，筛选出能够提高黄芪品质的固氮微生
物，优化黄芪种植生产的管理措施及施肥方式，
平衡微生物固氮作用与施肥措施的高效协同作
用，通过改变黄芪根系分泌物的组成，改善黄芪
生长土壤的理化性质，提高黄芪的产量和品质，
为黄芪的高效栽培和绿色种植提供一定的基础，
提高黄芪的栽培经济效益 [17]。
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热毒宁注射液速发型过敏反应机制研究

袁东琴1，2，姜康3，张宇1，李冬1，2，贺佳敏1，2，范广俊1，2，孙娜1*（1.大连医科大学附属第二医院药学

部，辽宁　大连　116023；2.大连医科大学药学院，辽宁　大连　116044；3.复旦大学附属金山医院，上海　200540）

摘要：目的　探讨热毒宁注射液诱导的速发型过敏反应的特点，并初步探究其致敏机制。方
法　以大鼠嗜碱性细胞白血病细胞（RBL-2H3）作为热毒宁注射液诱发速发型过敏反应的评价

模型。采用中性红染色法观察致敏时细胞脱颗粒的形态变化，测定β- 氨基己糖苷酶（β-hex）
的释放率来反映细胞的脱颗粒程度，MTT 法评价致敏时的细胞活力；ELISA 法测定白介素 -4
（IL-4）含量的变化，Fluo-3 AM Ca2 ＋荧光探针探究 Ca2 ＋荧光强度的变化。结果　热毒宁注射

液可以引起 RBL-2H3 脱颗粒，剂量依赖性地增加细胞内β-hex 以及 IL-4 的释放率，但是对细

胞活力并没有影响；同时，热毒宁注射液作用于 RBL-2H3 后，Fluo-3 AM Ca2 ＋荧光探针的荧

光强度先增加后减弱，细胞内 Ca2 ＋浓度呈现先增加后减少的趋势。结论　热毒宁注射液通过

调节细胞内 Ca2 ＋的浓度引起 RBL-2H3 脱颗粒，诱导β-hex 以及 IL-4 等相关炎性介质的产生，

从而引发速发型过敏反应。

关键词：热毒宁注射液；大鼠嗜碱性细胞白血病细胞；脱颗粒；速发型过敏反应
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Mechanism of rapid allergic reaction induced by Reduning injection

YUAN Dong-qin1, 2, JIANG Kang3, ZHANG Yu1, LI Dong1, 2, HE Jia-min1, 2, FAN Guang-jun1, 2, 
SUN Na1* (1. Department of Pharmacy, the Second Affiliated Hospital of Dalian Medical University, 
Dalian  Liaoning  116023; 2. College of Pharmacy, Dalian Medical University, Dalian  Liaoning  
116044; 3. Jinshan Hospital Affiliated to Fudan University, Shanghai  200540)

Abstract: Objective  To determine the characteristics and allergy mechanism of rapid allergic 
reactions induced by Reduning injection. Methods  Rat basophil leukemia cells (RBL-2H3) 
was used as the evaluation rat model of anaphylaxis induced by Reduning injection. Neutral 
red staining was used to observe the morphological changes in cell degranulation. The release 
rate of β-hexosaminidase（β-hex） was used to reflect the degranulation degree of the cells. The 
cell viability was evaluated by MTT assay. The content of IL-4 was measured by ELISA, and 
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the fluorescence intensity of Ca2 ＋ was detected by Fluo-3 Am Ca2 ＋ fluorescent probe. Results  
Reduning injection induced the degranulation of RBL-2H3, increased the release rate of β-hex 
and IL-4, but had no effect on the cell viability. When Reduning injection acted on RBL-2H3, the 
fluorescence intensity of Ca2 ＋ increased first and then decreasd, indicating that the intracellular 
Ca2 ＋ concentration increased first and then decreased. Conclusion  Reduning injection can induce 
the degranulation of RBL-2H3 by regulating the concentration of intracellular Ca2 ＋ , and induce the 
production of inflammatory mediators such as β-hex and IL-4, leading to rapid allergic reactions. 
Key words: Reduning injection; rat basophil leukemia cells; degranulation; rapid allergic reactions

　　中药注射剂因起效快、生物利用度高，被广
泛应用于临床治疗中，但是相关不良反应的报道
也逐年增加。不良反应病例报告调查结果显示，
中药注射剂引起的不良反应占中药引起的所有不
良反应的 40% 以上 [1]，过敏反应是其中占比较高
的一项不良反应 [2]。目前，中药注射剂的过敏反
应已成为我国公众关注的主要问题之一，但是由
于中药注射剂成分复杂，对于其引发的过敏反应
的特点及其机制研究并没有形成统一的定论，因
此，建立一种简单、可靠的方法来预测中药注射
剂的过敏反应具有广泛应用前景。
　　热毒宁注射液是目前常用的一类清热解毒类
中药注射液，由青蒿、金银花和栀子 3 味常用中
药精制而成，具有清热、疏风、解毒的功效，临
床主要用于治疗外感风热所致的感冒、咳嗽及急
性支气管炎等 [3]，目前已将热毒宁注射液加入到
新型冠状病毒肺炎（COVID-19）的诊疗方案中 [4]。
　　随着热毒宁注射液临床应用范围的扩大，有关
不良反应的研究报道也逐渐增多。热毒宁注射液
最常见的不良反应是过敏反应，临床表现主要为
皮肤瘙痒和斑丘疹等，大多数不良反应发生在用药
后 30 min 内 [5-6]；且血清免疫毒理学研究表明，热
毒宁注射液过敏反应可能是由免疫球蛋白 E（IgE）
介导的Ⅰ型过敏反应 [7]，但也有研究显示临床使用
剂量下，热毒宁注射液及其主要成分绿原酸单次
给药不会诱导大鼠嗜碱性粒细胞白血病细胞（RBL-
2H3）释放组胺 [8]。因研究方法和手段的单一性导
致热毒宁注射液过敏反应的研究并没有形成统一的
定论，因此本研究以 RBL-2H3 作为评价模型，探
讨热毒宁注射液对 RBL-2H3 的影响及其可能的致
敏机制，为进一步的基础研究及临床安全用药提供
参考。
1　材料

1.1　细胞和试药

　　RBL-2H3（武汉普诺赛生命科技有限公司）。

热毒宁注射液（批号：200714，江苏康缘药业
股份有限公司），钙离子载体 A23187（批号：
128M4161M）、β- 氨基己糖苷酶（β-hex）底物溶液
（批 号：SLBR7548V）（美 国 Sigma 公 司），0.33% 
中性红染料（批号：201904216，北京索莱宝科技
有限公司），MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒
（批号：SC122-01，北京赛文创新科技有限公司），
大鼠白介素 4（IL-4）ELISA 试剂盒（批号：E-EL-
R0014c，武汉伊莱瑞特生物科技有限公司），Fluo-3 
AM Ca2 ＋荧光探针（批号：S1056，上海碧云天生
物技术有限公司）。
1.2　仪器

　　CO2 培 养 箱 MCO-20AIC（日 本 Sanyo 公 司），
多 功 能 酶 标 仪 SpectraMax190（美 国 Molecular 
Devices 公司），倒置显微镜 DMI1（中国 Leica 公
司），倒置荧光显微镜 Leica DMI8（德国徕卡公司）。
2　方法

2.1　细胞培养及分组

　　RBL-2H3 采用含 10% 胎牛血清、1% 青 - 链
霉素双抗的 DMEM 培养基，于 37℃、5%CO2 培
养箱中培养，传代比例为 1∶3，每 2 ～ 3 日传代
一次。实验分组为：对照组（正常细胞未加药处
理），热毒宁注射液（25、50、100、200 μL·mL－ 1）
处理组，阳性对照组（钙离子载体 A23187，1 
μmol·L－ 1）。
2.2　细胞脱颗粒

2.2.1　β-hex 释放率的测定　取对数期的 RBL-
2H3，以1×105/ 孔接种于24孔板孵育过夜，弃上
清液，用 Tyrode’s buffer 溶液洗涤细胞两次，在
室温下加入 Tyrode’s buffer 溶液、不同浓度的
热毒宁注射液和 1% Triton X-100、钙离子载体
A23187 孵育 1 h，冰浴 10 min 终止反应，取 50 
μL 上清液于 96 孔板中，同时加入 50 μL 的β-hex
底物溶液孵育 1 h，加入 Na2CO3/NaHCO3 缓冲液，
5 min 内于酶标仪上 405 nm 处检测各组 OD 值。
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2.2.2　中性红染色　取“2.2.1”项下 24 孔板，用
Tyrode’s buffer 溶液洗涤细胞两次，加入中性红
染色（0.33%）孵育 5 min，弃上清液，倒置显微
镜下观察脱颗粒的 RBL-2H3 并拍照。
2.3　细胞活力测定

　　取对数期的 RBL-2H3，以 1×104/ 孔接种于
96 孔板孵育过夜，每孔加入不同浓度的热毒宁注
射液孵育 1 h，每孔加入 20 μL MTT 工作液，孵
育 4 h，弃上清液，加入 100 μL DMSO 孵育 15 
min，待结晶全部溶解时于酶标仪上 570 nm 处检
测各组 OD 值。
2.4　ELISA 法检测 IL-4 的释放量

　　取对数期的 RBL-2H3，以 1×106/ 孔接种
于 6 孔板，孵育过夜，每孔加入 Tyrode’s buffer
溶液、不同浓度的热毒宁注射液和钙离子载体
A23187 孵育 1 h。使用 ELISA 试剂盒检测上清液
中 IL-4 的含量。
2.5　细胞内 Ca2 ＋浓度测定

　　取对数期的 RBL-2H3，以 5×104/ 孔接种于
24孔板，孵育过夜，用 PBS 洗涤细胞两次，加入
3.5 mmol·L－ 1 Fluo-3 AM Ca2 ＋孵育 30 min，用
PBS 清洗两次，加入 1 mL PBS 孵育 20 min，热
毒宁注射液在初始成像后 10 s 加入到孔中，在倒
置荧光显微镜下拍摄不同时间（0、30、50、70、
90 s）的荧光图片。
2.6　统计分析

　　所有计量资料均以均数 ±标准差（x±s）表
示，采用 SPSS 20.0 统计学软件，组间比较采用
单因素方差分析，P＜ 0.05 为差异有统计学意义；
其中 Ca2 ＋相对荧光强度曲线运用 Image J 软件分
析 90 s 内的细胞荧光图片，以 F/F0 为纵坐标，绘
制相对荧光强度变化曲线图。
3　结果

3.1　热毒宁注射液引起 RBL-2H3 脱颗粒

3.1.1　热毒宁注射液对β-hex 释放的影响　如
图 1 所示，与对照组相比，随着热毒宁注射
液浓度的增加，β-hex 的释放率显著增加，且
呈剂量依赖性，其中热毒宁注射液浓度在
100、200 μL·mL－ 1 时，β-hex 的释放率分别为
（17.39±2.464）%，（26.39±4.391）%（P ＜ 0.01）。
由此可见，热毒宁注射液可剂量依赖性地引起
β-hex 的释放率增加。
3.1.2　RBL-2H3 脱颗粒后的细胞形态变化　如图
2 所示，用中性红染液对处理之后的细胞进行染
色，从倒置显微镜中可以观察到，正常的 RBL-

2H3 呈梭形，细胞膜完整（见图 2A）；而用热毒
宁注射液处理的细胞出现脱颗粒现象（见图 2B），
细胞体积变大，细胞膜破裂，细胞内有空泡产
生；图 2C 为 1% Triton X-100 裂解的细胞，细胞
已无清晰形态，细胞内颗粒变少，而细胞外可看
到一些被染色的颗粒。
3.2　热毒宁注射液对细胞活力的影响

　　采用 MTT 法检测热毒宁注射液对 RBL-2H3
活力的影响，结果如图 3 所示，热毒宁注射液在
25、50、100、200 μL·mL－ 1 时，对细胞的活性
无明显影响。
3.3　热毒宁注射液对 IL-4 释放的影响

　　如图 4 所示，随着热毒宁注射液浓度的增
加，IL-4 的释放浓度与对照组相比显著增加，且
呈剂量依赖性，其中热毒宁注射液浓度在 50、
100、200 μL·mL－ 1 时，IL-4 的释放浓度分别为
（8.009±1.1）pg·mL－ 1、（12.62±0.88）pg·mL－ 1、
（15.13±1.1）pg·mL－ 1，与对照组比较差异均有
统计学意义（P ＜ 0.01）。
3.4　热毒宁注射液对细胞内 Ca2 ＋的影响

　　从图 5 中，可以明显观察到，RBL-2H3 在不同
浓度的热毒宁注射液作用下，细胞内荧光强度发生
明显改变，在热毒宁注射液作用细胞 30 s 时，Ca2 ＋

荧光强度明显增强，而随着作用时间的推移，Ca2 ＋

荧光强度呈现降低的趋势。
　　运用 Image J 软件分析 90 s 内记录的各细胞荧
光图片的荧光强度，以 F/F0 为纵坐标，绘制 RBL-
2H3 在热毒宁注射液作用下细胞的相对荧光强度
变化曲线。如图 6 所示，细胞在作用 30 s 内有一
定荧光强度增加的趋势，随着作用时间的推移，
细胞的荧光强度开始逐渐降低，表明胞内 Ca2 ＋浓
度在升高之后逐渐降低。
4　讨论

图 1　热毒宁注射液对β-hex 释放率的影响

Fig 1　Effect of Reduning injection on the releasing rate of β-hex
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01.
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　　中药注射剂诱发的过敏反应已引起广泛关
注，虽然目前已有大量研究探索中药注射剂过敏
反应的特点及其致敏机制，如有关双黄连注射

液 [9-10]、清开灵注射液 [11] 的研究，但是由于中药
注射剂成分以及制备工艺等的复杂性，对于其引
发的过敏反应的特点及其机制研究并没有形成统
一的定论，目前通过检测相关炎性介质的含量变
化，并深入探究其致敏机制已成为研究的趋势。
　　自从 1981 年以来，RBL-2H3 已被广泛用作
肥大细胞模型，RBL-2H3 易培养且对 FcεRI 介导
的机制具有特异性反应等特点 [12]，近些年兴起的
检测药物致敏性的体外模型 [13]，为了探究热毒宁
注射液引起的速发型过敏反应的特点及其机制，
本研究选用 RBL-2H3 作为细胞模型，研究发现
在用不同浓度的热毒宁注射液与 RBL-2H3 孵育
30 min，通过中性红染色可明显看出细胞出现脱

图 3　热毒宁注射液对细胞活力的影响

Fig 3　Effect of Reduning injection on cell viability

图 4　热毒宁注射液对 IL-4 释放的影响

Fig 4　Effect of Reduning injection on IL-4 release
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01.

图 6　RBL-2H3 相对荧光强度变化曲线 
Fig 6　Change curve of relative fluorescence intensity of RBL-2H3

图 5　热毒宁注射液对 RBL-2H3 荧光强度的影响（×10）
Fig 5　Effect of Reduning injection on the fluorescence intensity of RBL-2H3（×10）

图 2　RBL-2H3 脱颗粒后的细胞形态变化（×10）
Fig 2　Morphological change of RBL-2H3 after degranulation（×10）
A. 正 常 的 RBL-2H3（normal RBL-2H3）；B. 200 μL·mL－ 1 热 毒 宁 注 射 液 处 理 的 细 胞（RBL-2H3 treated with 200 μL·mL－ 1 Reduning 
injection）；C. 1% Triton X-100 裂解的细胞（RBL-2H3 treated with 1% Triton X-100）
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颗粒现象。脱颗粒是肥大细胞发生过敏反应时的
重要现象，细胞脱颗粒之后，由中性红染色法或
者甲苯胺蓝染色法可以明显看出细胞有空泡形
成，由此可见，热毒宁注射液引起 RBL-2H3 脱
颗粒，推断热毒宁注射液可能会引起速发型过敏
反应。
　　同时选用过敏反应的重要标志物β-hex、IL-4
作为释放介质的检测指标 [14]，对热毒宁注射液引
发的速发型过敏反应进行综合评价。研究发现随
着热毒宁注射液浓度的升高，β-hex 以及 IL-4 的
释放率明显增加，且呈剂量依赖性。研究表明热
毒宁注射液可引起 RBL-2H3 的脱颗粒，但是如果
实验所设置的药物浓度对细胞有毒性作用，影响
细胞的活力，同样会使细胞出现脱颗粒现象，为
排除此影响因素，选用 MTT 法探究所设置浓度下
热毒宁注射液对细胞活力的影响，研究表明在热
毒宁注射液所设置浓度下对细胞活力并没有影响，
进一步证实热毒宁注射液可引起 RBL-2H3 的脱颗
粒，引发速发型过敏反应。
　　钙运动与肥大细胞脱颗粒的机制密切相关，
当肥大细胞被激活时，细胞间 Ca2 ＋浓度增加，释
放细胞质颗粒中包含的炎症介质，引起肥大细胞
脱颗粒 [15]。本研究用 Fluo-3 AM Ca2 ＋荧光探针
探究热毒宁注射液作用于 RBL-2H3 时，细胞内
Ca2 ＋浓度变化，结果细胞均在作用 30 s 内有一定
荧光强度增加的趋势，随着作用时间的推移，细
胞的荧光强度开始逐渐降低，表明胞内钙离子浓
度在致敏 90 s 内逐渐升高之后逐渐降低，提示热
毒宁注射液可能通过调节 Ca2 ＋内流而引起 RBL-
2H3 的脱颗粒。
　　综上所述，热毒宁注射液可剂量依赖性地引
起 RBL-2H3 脱颗粒，其机制可能是通过调节细
胞内 Ca2 ＋浓度而发挥作用，本研究进一步证实了
热毒宁注射液过敏反应患者的血清免疫毒理学研
究结果，为探究热毒宁注射液诱发的速发型过敏
反应提供一定的实验依据，其具体的作用机制，
需要进一步深入研究。
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蒙药醋浸甘草对四氯化碳联合高脂饮食诱导的 
大鼠肝纤维化的改善作用

萨出拉1，2，包书茵1，那生桑3*，奥乌力吉1*（1.内蒙古民族大学，内蒙古　通辽　028000；2. 内蒙古中蒙医药研究

院，呼和浩特　010020；3. 内蒙古医科大学，呼和浩特　010059）

摘要：目的　探讨醋浸甘草对四氯化碳（CCl4）联合高脂饮食诱导的大鼠肝纤维化的改善作

用。方法　采用皮下注射 40% ～ 60% CCl4 橄榄油溶液（0.3 mL/100 g）联合高脂饮食，持续 5
周，建立大鼠肝纤维化模型。造模结束后，大鼠分为醋浸甘草低剂量（0.8 g·kg－ 1）、中剂量

（2.5 g·kg－ 1）、高剂量（5 g·kg－ 1）给药组，阳性组 [ 秋水仙碱（1.5 mg·kg－ 1）] 及醋液组（2 
mL·kg－ 1），连续给药 4 周。通过全自动化仪检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天门

冬氨酸氨基转氨酶（AST）水平，通过放射免疫分析法检测血清透明质酸（HA），采用酶联免

疫法（ELISA）测定血清层粘连蛋白（LN）和Ⅲ型前胶原肽（PⅢP）水平；通过 HE 和 Masson
染色法观察肝组织病理学形态变化及免疫组化法检测肝组织细胞色素 CYP2E1 及转录因子

Nrf2 表达。结果　第 6 周时大鼠肝纤维化模型建立成功。与模型组相比，给药组的各检测指标 
ALT、AST、HA、LA、PⅢP 及 CYP2E1、Nrf2 水平均有所降低（P ＜ 0.05）；肝脏病理组织切

片图片显示，阳性组和给药组（低、中、高）的肝纤维化明显减轻。结论　醋浸甘草对四氯化

碳联合高脂饮食诱导的大鼠肝纤维化具有明显改善作用，并且高剂量组与阳性组疗效相近。

关键词：蒙药；醋浸甘草；四氯化碳；高脂饮食；肝纤维化
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Effect of Mongolian vinegar soaked licorice on liver fibrosis induced by 
carbon tetrachloride combined with high fat diet in rats

SA Chu-la1, 2, BAO Shu-yin1, NA Sheng-sang3*, AO Wu-li-ji1* (1. Inner Mongolia Minzu University, 
Tongliao  Inner Mongolia  028000; 2. Mongolian Medicine Research Institute of Inner Mongolia 
Autonomous Region, Hohhot  010020; 3. Inner Mongolia Medical University, Hohhot  010059)

Abstract: Objective  To determine the improve effect of vinegar soaked licorice on liver fibrosis 
induced by carbon tetrachloride (CCl4) combined with high fat diet in rats. Methods  Subcutaneous 
injection of 40% － 60% CCl4 olive oil solution (0.3 mL/100 g) combined with a high fat diet was 
used for 5 weeks to establish the rat model with liver fibrosis. After the modeling, the rats were 
divided into a low dose (0. 8 g·kg－ 1), a medium dose (2. 5 g·kg－ 1), a high dose (5 g·kg－ 1) 
group, a colchicine (1.5 mg·kg－ 1) positive group, and a vinegar group (2 mL·kg－ 1). The serum 
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels in the rats were 
measured automatically. The serum hyaluronic acid (HA) was detected by radioimmunoassay, the 
serum laminin (LN) and procollagen type Ⅲ peptide (PⅢP) levels were measured by enzyme-linked 
immunoassay. Liver histopathological morphological changes were observed by HE and Masson 
staining, and expressions of cytochrome CYP2E1 and transcription factor Nrf2 were detected by 

基金项目：内蒙古蒙药标准化项目（No. MB2019）；蒙医防治优势病种经典方药研发平台及质量体系建设和示范研究（No. 
2018YFC1708200）。
作者简介：萨出拉，女，博士研究生，主要从事蒙药质量标准研究，email：1432177058@qq.com　* 通信作者：那生桑，男，教授，主

要从事蒙药质量标准及现代化研究，email：nasang56@sina.com；奥乌力吉，男，教授，主要从事质量标准及创新研发研究，email：
wuliji@126.com



1585

中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期　Central South Pharmacy.  July 2022, Vol. 20 No.7 

　　肝纤维化主要表现为肝内细胞外基质增生
或过度沉积，随着病情的发展演变为肝硬化，
在此进程中及时介入治疗、去除刺激因素则可逆
转肝纤维化的发展，因此通过抗纤维化来阻断
肝硬化 [1]。据文献报道甘草活性成分能够有效防
治肝纤维化 [2]，且国内对甘草酸代谢产物的研究
成为热点。口服甘草酸后，由胆汁排泄进入肠
道，一部分被排泄，另一部分甘草酸经肠道菌
群作用水解为甘草次酸；甘草次酸经肠肝循环再
次进入肝脏发挥药效。而患者肠道菌群混乱，甘
草酸不能被正常水解，从而药效降低。因此，通
过蒙药炮制甘草，将促进甘草次酸的水解，从
而提高药效，可为研发有效治疗肝纤维化的药
物奠定基础。
　　醋浸甘草为豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralen-
sis Fisch.、胀果甘草 Glycyrrhiza inflata Bat. 或光
果甘草 Glycyrrhiza glabra L. 的干燥根和根茎的炮
制加工品；其具有抗炎、抗氧化、免疫调节、抗
病毒及保肝作用等生物活性 [3]。在老蒙医专著
《蒙药医语》中记载“甘草主治肝硬化，颇有疗
效”[4]，经了解关键技术在于独特的蒙医炮制；在
《内蒙古蒙药炮制规范》地方标准已起草醋浸甘
草质量标准草案。因本实验通过四氯化碳（CCl4）
联合高脂饮食诱导肝纤维化，初步验证蒙药醋浸
甘草对肝纤维化改善作用。
1　材料
1.1　实验动物
　　SPF 级雄性 SD 大鼠（220 ～ 250 g）（上海斯
莱克实验动物有限公司；动物合格证号：2017000 
5049408）。在正常光周期环境中（昼夜交替 12 h），
温度（24±2）℃，湿度（50±5）%，对大鼠供应
正常饲料和饮用水，置于笼内适应性饲养 7 d。
1.2　试药
　　甘草药材（共 3 批次，批号：181113，甘肃
岷县，批号：181210，新疆伊犁，批号：181211，
内蒙古包头，均购自亳州康美中药城），经内蒙

古医科大学药学院教授渠弼鉴定为豆科科植物甘
草（Glycyrrhiza uralensis Fisch.）的根，种植品，
蒙药名希和日 - 额布斯。
　　CMC-Na、CCl4（货号：30036328、10006464，
国药集团）；橄榄油、白酒、食用醋（超市采购）；
高脂饲料（货号：D12492，华雅思创生物有限公
司）；秋水仙碱（货号：C90102-1g，上海吉至生
化科技有限公司）；谷丙转氨酶（ALT）、谷草转
氨酶（AST），血清透明质酸（HA）、层粘连蛋
白（LN）和Ⅲ型前胶原肽（PⅢP）检测试剂盒
（ELK Biotechnology）；4% 多聚甲醛、Masson 三
色染色液（武汉谷歌生物科技有限公司）；苏木精
染液、伊红染液（珠海贝索生物技术有限公司）；
封闭用羊血清、DAB 显色液（北京中杉金桥）；
CYP2E1 抗 体、NRF2 抗 体（Affinity）； 无 水 乙
醇、二甲苯、中性树胶、戊巴比妥钠（国药集团）；
Goat Anti-Rabbit IgG HRP（H ＋ L）二抗（货号：
111-035-045，Jackson ImmunoResearch）。
1.3　仪器
　　分析天平（美国 OHAUS）；离心机（Eppen-
dorf）；酶标仪（Thermo）；石蜡包埋机、冷却台（浙
江科迪仪器设备）；石蜡切片机（Thermo scien-
tific）；展片机、烤片机（天津天利航空机电）；恒
温培养箱（上海精宏）；倒置显微镜（Olympus 公
司）；雪花制冰机（雪科）；漩涡混合器（齐林贝
尔）；烘箱（上海精宏）。
2　方法
2.1　甘草炮制方法与给药液的制备
2.1.1　甘草的炮制方法　取甘草药材，除去杂
质，水浸泡 2 d，切厚片，干燥，食醋浸泡 1 d 冷
透，趁湿加压蒸煮 20 h，干燥；用时碎成粉末；
品名为醋浸甘草，在内蒙古蒙药炮制规范（2020
年版）载入。
2.1.2　醋浸甘草（给药液）制备　取醋浸甘草粉
末（过三号筛）约 0.2 g，精密称定，置具塞锥形
瓶中，精密加入 70% 乙醇 100 mL，密塞，称定

immunohistochemistry. Results  The rat liver fibrosis model was established successfully at the 6th 
week. Compared with the model group, the levels of ALT, AST, HA, LA, PⅢP, CYP2E1 and Nrf2 of 
all the examined indexes in the dosing group were decreased (P ＜ 0.05). As shown in the pictures of 
liver pathological tissue sections, the liver fibrosis was significantly alleviated in the positive group 
and the 3 administration groups. Conclusion  Vinegar soaked licorice can significantly improve the 
liver fibrosis induced by carbon tetrachloride combined with high-fat diet in rats, and the effect of the 
high-dose group is similar to that of the positive group. 
Key words: Mongolian medicine; vinegar soaked licorice; carbon tetrachloride; high-fat diet; liver 
fibrosis
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重量，超声处理（功率 250 W，频率 40 kHz）30 
min，放冷，再称定重量，用 70% 乙醇补足减失
的重量，摇匀，滤过，取续滤液；按照 2020 年版
《中国药典》甘草项下的方法测定 3 批醋浸甘草
含甘草次酸（C30H46O4）含量为均不少于 0.90%。
将炮制品粉碎，临用时用 0.5% CMC-Na 溶液研
磨，制成一定黏度的混悬液，备用（灌胃）。
2.2　大鼠造模、分组及给药
2.2.1　大鼠肝纤维化造模　随机将大鼠分为 2 组，
对照组（control）13 只，模型组 69 只。模型组
大鼠皮下注射 40% ～ 60% CCl4 橄榄油溶液，0.3 
mL/100 g，首剂加倍，每周２次，连续注射 5 周，
同时给予高脂饲料和 10% 乙醇，第 5 周时成功
肝纤维化造模。对照组大鼠供应正常饲料和饮用
水，第 2、4、5 周的时候，随机选择 3 只大鼠处
死，病理染色判断模型进展。在注射后第 5 周，
眼眶取血，转入无抗凝剂的管子，室温静置 30 
min，然后 4℃ 静置 3 ～ 4 h，用移液器吸取上
层淡黄色血清，转入离心管中，4℃条件下离心
（3000 g，15 min），小心取上清液转入新的管子，
ELISA 检测 ALT、AST、HA、LN 和 PⅢP。
2.2.2　分组及给药　随机将造模成功大鼠分为 6
组，分别为模型组（model）、阳性组（Col）、醋
液组（Vin）、给药组（低、中、高）。阳性组给予
秋水仙碱 1.5 mg·kg－ 1，皮下注射；醋液组给予
醋液 2 mL·kg－ 1，灌胃给药；给药组（低剂量 0.8 
g·kg－ 1、中剂量 2.5 g·kg－ 1、高剂量 5 g·kg－ 1）
灌胃给药，持续 4 周。
2.3　样本收集
　　给药 4 周后，大鼠禁食水 16 h，先给予大鼠麻
醉，腹主动脉取血，转入无抗凝剂的管子，室温静
置 30 min，然后 4℃静置 3 ～ 4 h。吸取上层淡黄
色血清，转入新的离心管中，4℃条件下离心（3000 
g，15 min），小心取上清液转入新的管子。取肝脏，
用 4% 多聚甲醛固定保存，观察肝脏变化。
2.4　肝功能及肝纤维化指标测定 
　　血清全自动生化分析仪测定肝功能指标
ALT、AST、HA、LN 和 PⅢP 水平。
2.5　肝组织病理学检测 
　　取各鼠相同部位肝叶，10% 甲醛固定进行
HE 和 Masson 染色，光学显微镜下观察肝组织纤
维化程度。
2.6　肝组织中 CYP2E1 和 Nrf2 的测定 
　　取材，选取待染色切片，烤片，62℃ 1 h；
切片脱蜡，复水；抗原修复；封闭内源性过氧化
物酶；孵育抗体；DAB 显色 1 min，自来水终止
显色，镜检；苏木素复染；脱水，透明；中性树

胶封片；进行 200 倍视野采集图片。
2.7　统计分析
　　实验结果采用 SPSS 19.0 软件分析数据进行
单因素方差分析，作图软件为 Graphpad prism 5，
P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　大鼠肝纤维化造模结果
　　给药前大鼠血清检测结果表明，与对照组比
较，模型组的大鼠血清 ALT、AST、HA、LN 和
PⅢP 均显著升高（P ＜ 0.05）（见图 1）。

图 1　给药前大鼠血清 ELISA 检测结果

Fig 1　ELISA detection in rat serum before the administration
注：与对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

　　大鼠肝纤维化造模 HE 染色结果见图 2，大
鼠肝纤维化模型组第 2 周空泡变性较多（大空泡
为主），因脂肪变受压致使结构变形（大致轮廓可
见），大量炎症细胞浸润；第 4 周炎症细胞浸润，
纤维沉淀清晰可见；第 5 周结构紊乱，边界不清
晰，肝细胞坏死严重，纤维沉淀较多。对照组结
构清晰，形态正常，肝索间隙扩张。
　　大鼠肝纤维化造模 Masson 染色结果所示，
大鼠肝组织模型组第 2 周中央静脉和汇管区有较
淡的蓝色（纤维化沉淀），大空泡变性为主，较多
炎症细胞浸润；第 4 周空泡变性严重，有炎症细
胞浸润，有较多纤维化增生和沉淀，肝细胞坏死
较多；第 5 周肝细胞之间的桥接和肝中央静脉部
分纤维化增生明显，空泡变小，变多，肝细胞有
大量死亡。空白对照组无特殊性变化，结构和形
态基本正常，少量肝索间隙增大。
3.2　大鼠肝功能及肝纤维化指标的影响
　　与对照组比较，模型组大鼠血清 ALT、AST、
HA、LN及 PⅢP水平均显著升高；与模型组比较，
阳性组大鼠血清 ALT、AST、HA、LN及 PⅢP的
水平均显著降低，给药组 SD大鼠血清 ALT、AST、
HA、LN及 PⅢP的水平均显著降低（见图 3）。
3.3　肝病理组织形态观察
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图 2　给药前大鼠肝纤维化造模后 HE 染色和 Masson 染色（×200）
Fig 2　HE staining and Masson staining after hepatic fibrosis modeling in rats before the administration（×200）

图 3　大鼠肝纤维化肝功能及肝纤维化指标影响

Fig 3　Effect of hepatic fibrosis on liver function and indexes of hepatic fibrosis in rats 
注：与对照组比较，**P ＜ 0.05；与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.05；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

　　HE 结果显示（见图 4）：对照组肝索间隙增大；
模型组有肝细胞增生和纤维化增生，结构紊乱，
肝索间隙增大；醋液组和模型组的病理变化相似；
阳性组结构基本正常，有少量肝细胞和纤维增生；
低、中、高浓度组的样本结构逐渐好转，胶原纤
维增生，随着浓度的增加，逐渐减少。Masson 结
果显示（见图 5）：对照组门静脉区有少量蓝色（显
示有少量的纤维存在），模型组汇管区和中央静脉
有粗大的纤维化着色（蓝色），醋液组和模型组几
乎无差别（有较多的蓝色存在）；秋水仙碱组肝索
间隙增大，结构有点紊乱，有少量纤维存在（蓝色
区域）；低、中、高浓度甘草浸液存在一定的量效
关系，随剂量增大，组织间隙减小，桥接纤维着
色变淡、变细。根据上述说明，醋浸甘草对大鼠
纤维化模型具有治疗效果。
3.4　肝组织 CYP2E1 和 Nrf2 水平的影响
　　如图 6 ～ 7 所示，模型组大鼠 CYP2E1 和
Nrf2 阳性表达明显为棕色；且位于细胞胞浆中。
秋水仙碱组大鼠组织中少见棕色；不同剂量给药
后，肝组织中 CYP2E1 和 Nrf2 的表达不同程度地
减少。定量分析结果如图 8 所示，与对照组相比，
模型组大鼠肝组织的 CYP2E1 和 Nrf2 水平显著升
高（P ＜ 0.05）；与模型组相比，阳性组大鼠肝组
织的 CYP2E1 和 Nrf2 水平显著下降（P ＜ 0.05），
给药组大鼠肝组织 CYP2E1 和 Nrf2 的水平有所

下降（P ＜ 0.05）；而醋液组几乎没变化。给药组
高剂量效果略等同于阳性组，说明醋浸甘草有明
显改善肝纤维化作用，且呈剂量依赖性。
4　讨论
　　蒙医药是我国传统医药学的重要组成部分，
是蒙古族人经验的积累，将有毒、锐性强等药物，
经炮制后可降低或消除药物的毒副作用、改变或
缓和药性，提高药物疗效 [5-6]，蒙药炮制在保证蒙
药疗效、用药安全等方面发挥重要作用 [7]。《蒙药
医语》中记载“甘草具有抗肝硬化作用”[2]，可应
用蒙医炮制方法炮制甘草，从而治疗肝纤维化 [8]。
肝纤维化是临床多发的疾病，也是慢性肝病进展
为肝硬化的必要环节，可常规中西药治疗肝纤维
化临床效果不显著，本研究为研发具有独特的蒙
药醋浸甘草有效治疗肝纤维化的药物奠定基础。
　　甘草是蒙医常用的药材，具有抗炎、抗肿瘤、
抗氧化、降血脂、改善胰岛素抵抗以及调节免疫
功能等诸多作用 [9-12]；尤其在国内外抗纤维化方
面研究的较多；有文献报道表明，利用多种方法
改造或修饰化学结构获得甘草次酸及其衍生物，
从而提高甘草次酸的生物利用度 [13-18]。也有研究
报道 [19]，甘草酸由于肠道菌群紊乱不能被正常水
解，在临床上出现假醛固酮增多症，应用被限制。
根据实验结果初步推测蒙医炮制醋浸甘草可减少
假醛固酮增多症，从而有效改善肝纤维化。本实
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图 4　大鼠肝纤维化造模后 HE 染色图（×200）
Fig 4　HE staining after the modeling of hepatic fibrosis in rats（×200）

图 5　大鼠肝纤维化造模后 Masson 染色图（×200）
Fig 5　Masson staining after the modeling of hepatic fibrosis in rats（×200）

图 6　大鼠肝纤维化造模后肝组织 CYP2E1 免疫组化染色图（×200）
Fig 6　Immunohistochemical staining of CYP2E1 in liver tissue of rats with hepatic fibrosis（×200）

图 7　大鼠肝纤维化造模后肝组织 Nrf2 免疫组化染色图（×200）
Fig 7　Immunohistochemical staining of Nrf2 in liver tissue of rats with hepatic fibrosis（×200）
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验采用化学毒性的 CCl4 与高脂饮食联合诱发肝纤
维化动物模型，此造模方法应用广泛，费用低，
操作简易，造模成功率较高 [20-23]。结果表明，与
对照组相比较，模型组肝功能指标（ALT、AST）
显著增加，肝纤维化指标（HA、LA、PⅢP）明显
升高；通过观察 HE 和 Masson 染色发现第 5 周时
模型组大鼠肝细胞坏死严重，肝纤维化明显增生；
说明 CCl4 与高脂饮食联合成功诱导大鼠肝纤维化
模型。与模型组对比，给药组肝功能和肝纤维化
（ALT、AST、HA、LA、PⅢP）等指标显著降低；
肝组织细胞色素 CYP2E1 与转录因子 Nrf2 水平显
著降低，说明给药后大鼠肝纤维化明显改善；与
模型组对比，醋液组差异无统计学意义，说明醋
液对肝纤维化无明显影响。
　　综上，本研究蒙药醋浸甘草饮片与修饰甘草
衍生物化学结构相比操作简单、费用低，且蒙
医临床实践发现疗效较好 [8]，具有鲜明的民族特
色。并初步验证醋浸甘草能有效改善 CCl4 高脂联
合诱导的大鼠肝纤维化作用，为研发有效治疗肝
纤维化的蒙药醋浸甘草提供理论依据。
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图 8　大鼠肝纤维化造模后肝组织 CYP2E1 和 Nrf2 水平的影响

Fig 8　Effect of hepatic CYP2E1 and Nrf2 in rats with hepatic fibrosis
注：与对照组比较，**P ＜ 0.05；与模型组比较，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.
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玄归滴丸联合布洛芬治疗痛经的药效作用特点

胡静，孟凡钰，王彬，李雪丽，张琳，庄朋伟*（天津中医药大学中药学院，天津市中药药理学重点实验室，天

津301617）

摘要：目的　探讨玄归滴丸联合布洛芬治疗痛经的药效作用特点和安全性。方法　利用小鼠热

板实验、缩宫素诱导的小鼠痛经模型以及大鼠离体子宫平滑肌收缩实验进行药效评价，通过考

察痛阈值、扭体次数、扭体潜伏期、子宫收缩张力、收缩频率等指标比较实验各组药效特点；

通过大体形态观察以及 HE 染色方法考察小鼠肠道出血及病理变化，比较单独应用与联合用药

对肠道损伤的差异，采用实时荧光定量 PCR 检测肠道内白介素 -1β（IL-1β）、白介素 6（IL-6）、

肿瘤坏死因子（TNF-α）的 mRNA 水平，初步探讨肠道出血机制。结果　药效实验结果显示，

联合用药低剂量组与单用高剂量布洛芬相比，热板实验痛阈值差异没有统计学意义，均在给药

后 0.25、0.5、1、2 h 痛阈值显著升高；小鼠扭体实验中，与模型组相比，各给药组扭体次数、

子宫系数均显著降低，联合用药低剂量组子宫壁厚度减轻，炎性细胞减少；离体子宫平滑肌实

验表明，与单独应用相比，联合用药显著改善子宫收缩张力、收缩频率、活动力。用药安全方

面，玄归滴丸单独应用对小鼠肠道无明显影响，而高剂量布洛芬组黏膜受损，产生大量杯状细

胞，联合用药则明显减轻。与布洛芬高剂量相比，联合用药组炎症细胞因子的表达水平均显著

下调。结论　玄归滴丸联合布洛芬具有显著治疗痛经的作用，并可能通过抑制炎症反应降低肠

道出血风险，为其临床增效减毒作用提供一定的数据支撑。

关键词：玄归滴丸；布洛芬；联合应用；痛经；药效；安全性

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1590-07
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Efficacy of Xuangui dripping pills combined with ibuprofen for dysmenorrhea

HU Jing, MENG Fan-yu, WANG Bin, LI Xue-li, ZHANG Lin, ZHUANG Peng-wei* (Tianjin State 
Key Laboratory of Modern Chinese Medicine, College of Chinese Materia Medica, Tianjin University 
of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617)

Abstract: Objective  To determine the efficacy and safety of Xuangui dripping pills (XGDP) combined 
with ibuprofen (IBU) for dysmenorrhea. Methods  The efficacy was evaluated with mouse hot plate 
test, oxytocin-induced mouse dysmenorrhea model, and rat isolated uterine smooth muscle contraction 
test. The pain threshold, number of writhings, writhing latency, uterine contraction tension, contraction 
frequency, and other indicators were compared in the experiment groups. The intestinal hemorrhage 
and pathological changes of mice were recorded by gross morphological observation and HE staining 
to compare the difference in intestinal damage by single application and combination medication. The 
mRNA levels of interleukin-1β  (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor (TNF-α) in 
the intestine were detected by real-time fluorescence quantitative PCR to determine the mechanism 
of intestinal bleeding. Results  Pharmacodynamic experiments showed no significant difference in 
the pain threshold between the low-dose combination group and the high-dose IBU alone group. 
After the administration, the pain thresholds were significantly increased at 0.25, 0.5, 1, and 2 h. The 
mouse writhing experiment showed that compared with the model group, the number of writhings 
and uterine coefficients in each administration group were significantly decreased. In the low-dose 
combination group the uterine wall was thiner and inflammatory cells decreased. The isolated uterine 
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　　原发性痛经是青春期女性的常见病和多发病，
常伴随痉挛性、阵发性疼痛，临床常用非甾体抗
炎药（NSAIDs）治疗，其中布洛芬（IBU）最为常
用，尽管治疗效果显著，但布洛芬引起胃肠道并发
症的风险不容忽视。临床调查显示，定期服用治疗
剂量布洛芬的人发生消化道出血的可能性是不服用
的 3 倍 [1-2]。中药也常用于痛经的治疗，如由当归、
延胡索、干姜组成的玄归滴丸，具有温经散寒、化
瘀止痛功效，可用于治疗寒凝血瘀引起的经期小腹
疼痛，伴月经量少、有血块、畏寒肢凉等症状 [3-4]。
有研究发现玄归滴丸的有效成分可以有效降低子
宫缩宫素受体的表达 [5]，具有良好的镇痛、抗炎作
用 [6]，且文献报道玄归止痛滴丸对大鼠、小鼠均无
明显的急性、长期毒性作用 [7]。但中药往往存在起
效慢、作用缓和等缺点，因此中西药联合应用在
临床防病治病过程中展现了巨大优势。基于上述问
题，从中西药联合应用出发，通过比较玄归滴丸、
布洛芬与联合用药在镇痛效果、缩宫素致小鼠扭体
反应、离体子宫平滑肌收缩的抑制作用，明确联合
用药与单独用药治疗痛经作用的优势与特点，通过
比较玄归滴丸、布洛芬和联合用药对肠道出血风险
的安全性，明确联合用药是否具有降低 NSAIDs 肠
道出血风险的潜在作用，为临床中西药联合应用、
增效减毒提供数据支撑。
1　材料

1.1　实验动物

　　ICR 小鼠，雌性，体质量（20±2）g；SD
大鼠，雌性，体质量（200±10）g [ 北京维通利
华实验动物技术有限公司，许可证号：SCXK
（京）2016-0006]。饲养于天津中医药大学动物
中心动物屏障系统，温度 20 ～ 26℃，相对湿度
40% ～ 70%，气压恒定，昼夜 12 h 交替。
1.2　试药

　　玄归滴丸（天津中新药业第六中药厂，批号：
609002，每丸 40 mg）；布洛芬（福建太平洋制药

有限公司，批号：190317、201216，规格：0.3 g）；
缩宫素注射液（上海全宇生物科技动物药业有限公
司，批号：200407）；苯甲酸雌二醇注射液（宁波
第二激素厂，批号：200804）；醋酸地塞米松（天
津力生制药股份有限公司，批号：1710043）；4%
组织固定液（Solarbio，P1110）；Eastep Super 总
RNA 提取试剂盒（上海普洛麦格生物产品有限公
司）；FastKing gDNA Dispelling RT SuperMix、Su-
perReal PerMix Puls（SYBR Green）（天根生化科技
北京有限公司）；引物委托上海生工生物工程股份
有限公司合成。
1.3　仪器

　　热板仪（淮北正华生物仪器设备有限公司）；
DZKW-D-2 电热恒温水浴锅（北京市永光明医疗仪
器有限公司）；张力换能器（规格：0 ～ 50 g；批号：
MLTF050/ST）；分析天平（上海精密科学仪器有
限公司天平仪器厂）；离心机（Eppendorf 5424R，
made in Germany）；Scientz-48L 冷冻型高通量组织
研磨器（宁波新芝生物科技股份有限公司）；核酸
分析仪（基因有限公司，NanoDrop One）；PCR 扩
增仪（Bio-rad T100 Thermal Cycler）；实时荧光定
量 PCR 仪（Bio-rad CFX96 Real-time System）。
2　方法

2.1　玄归滴丸联合布洛芬的药效作用

2.1.1　对小鼠镇痛效果的影响　智能热板仪的温
度调节为（50±0.5）℃，ICR 小鼠置于智能热板
仪上，小鼠足底在接触热板至因痛出现舔后足的
时间定为痛阈值。筛选反应潜伏期在 10 ～ 30 s 内
的合格小鼠 48 只，随机分为 6 组，正常对照组，
玄归滴丸组（4 倍临床等效剂量，624 mg·kg－ 1），
布洛芬高剂量组（200 mg·kg－ 1），布洛芬低剂量
组（100 mg·kg－ 1），联合用药高剂量组（布洛芬
200 mg·kg－ 1 ＋玄归滴丸 624 mg·kg－ 1），联合
用药低剂量组（布洛芬 100 mg·kg－ 1 ＋玄归滴丸
624 mg·kg－ 1），每组 8 只。预先测试小鼠痛阈值，

smooth muscle experiment showed that combined medication decreased the isolated uterus contraction 
tension, frequency, and activity in rats. Medication safety test showed that XGDP had no significant 
effect on the intestinal tract of the mice, while high-dose IBU caused mucosal damage and produced 
many goblet cells. Compared with high-dose IBU group, the expression of inflammatory cytokines in 
the combination group was significantly down-regulated. Conclusion  XGDP combined with IBU has 
obvious therapeutic effect on dysmenorrhea and may reduce the risk of intestinal bleeding by inhibiting 
the inflammation, which provides data support for its clinical efficacy and toxicity reduction. 
Key words: Xuangui dripping pill; ibuprofen; combination application; dysmenorrhea; efficacy; safety
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连续灌胃给药 3 d，末次给药后，分别测定给药
后 0、0.25、0.5、1、2 h 各小鼠的痛阈两次，比
较各组给药后不同时间点痛阈值差异。
2.1.2　对缩宫素所致小鼠痛经的影响　将 48 只
小鼠随机分成 6 组，正常对照组、模型组、玄归
滴丸组、布洛芬高剂量组、布洛芬低剂量组、联
合用药低剂量组。灌胃给予相应药物（剂量同
“2.1.1”项下）连续 7 d，同时第 5、6 日腹腔注射
苯甲酸雌二醇 20 mg·kg－ 1（0.1 mL/10 g），第 7 日
灌胃给药 30 min 后，腹腔注射缩宫素（0.1 mL·10 
g－ 1）。测定并记录注射缩宫素后 30 min 内小鼠的
扭体次数、扭体潜伏期。观察结束后，处死并解
剖小鼠取子宫，精确取各组动物同侧同位段的新
鲜子宫，生理盐水冲洗 2 次，拭干，称取子宫的
质量，计算子宫系数 [ 子宫系数（%）＝子宫质
量 / 体质量×100%]，取另一侧子宫置于 4% 组织
固定液中固定，进行石蜡包埋，HE 染色，分析各
组之间的病理差异。
2.1.3　对大鼠离体子宫平滑肌的影响　取未孕健
康雌性 SD 大鼠，于实验前 24 h 腹腔注射苯甲酸
雌二醇（2 mg·kg－ 1），以增加子宫平滑肌对药物
的敏感性。迅速剖腹，取出子宫，立即置于盛有
台式液的玻璃皿中。取一侧子宫的中段 1 cm，轻
柔剥离结缔组织和脂肪组织，一端固定于盛有台
式液 45 mL 的麦氏浴槽的钩上；另一端与张力
换能器相连，下为（37±1）℃的恒温浴箱。进入
LabChart 生物信号采集系统，选择张力通道，待
标本稳定后，在浴槽中加入缩宫素 0.2 mL，诱发
子宫平滑肌痉挛性收缩。
　　将大鼠随机分为 4 组，正常对照组，玄归滴
丸组（0.3789 mg·mL－ 1，试药均为蒸馏水配制），
布洛芬高剂量组（0.1754 mg·mL－ 1），联合用药
低剂量组（0.5495 mg·mL－ 1）。加入缩宫素 15 
min 后，从麦氏浴槽上方加入各组受试液 0.4 mL，
观察并记录 10 min 时子宫收缩幅度（最大值）和
频率变化。记录离体子宫平滑肌收缩频率、收缩
张力，计算离体子宫活动力，分析联合用药后对
子宫痉挛性收缩的影响（子宫活动力＝子宫平均
收缩张力 ×子宫收缩频率）。
2.2　玄归滴丸联合布洛芬对肠道出血风险的影响

2.2.1　分组及给药　ICR 小鼠 60 只，依据文献方
法 [8] 和前期预实验结果，随机分为 5 组，分别为正
常对照组、玄归滴丸组、布洛芬高剂量组、布洛芬
低剂量组、联合用药低剂量组，受试药物以蒸馏水
为溶剂配制成对应浓度的混悬液。各组小鼠腹腔注

射地塞米松（75 mg·kg－ 1）连续 4 d，最后一次注
射地塞米松 1 h 后各组小鼠灌胃给予相应药物（剂
量同“2.1.1”项下）。给药 8 h 后处死小鼠，分离出
整个肠道，观察肠道是否有出血点。取小鼠部分结
肠病变组织，在 4% 组织固定液中固定，石蜡包埋，
HE 染色，分析各组之间的病理差异。
2.2.2　肠道组织生化指标检测　按照试剂盒要求提
取小鼠结肠病变组织样本中的 RNA，利用核酸分
析仪检测总 RNA 的浓度，对 RNA 进行反转录合
成 cDNA，以 cDNA 为模板进行 RT-qPCR 反应，扩
增条件如下：95℃预变性 15 min；95℃变性 10 s，
60℃退火 30 s，循环反应 40 次；循环完成后，将
温度升至 95℃，持续 30 s，然后升至 65℃，持续
5 s，最后加热至 95℃。以 GADPH 作为内参，使
用 2－ ΔΔCt 方法进行数据的相对定量分析，比较各
组炎性细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 表达的差异。
内参与目的基因引物序列如表 1 所示。

表 1　引物序列 
Tab 1　Primer sequence

引物 序列

GADPH F：TGCACCAACTGCTTAGC
R：GGCATGGACTGTGGTCATGAG

TNF-α F：ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC
R：GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

IL-1β F：TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG
R：AGGTCCACGGGAAAGACACAGG

IL-6 F：CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC
R：AGGTCTGTTGGGAGTGGTATCCTC

2.3　统计学处理

　　所有数据用 x±s 表示，实验数据采用 SPSS 
26.0 和 GraphPad Prism 8.0.2 统计软件进行单因素
方差分析，多组间两两比较进行多重比较 t 检验，
P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
3　结果

3.1　对小鼠痛阈值的影响

　　如图 1 所示，正常对照组各个时间点及各
组 0 h 痛阔值均无显著差异；与正常对照组相
比，玄归滴丸给药后 0.5 h、1 h 痛阈值显著升高
（P ＜ 0.01），其他各组给药后各时间点痛阈值均
显著升高（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），并且联合用药
低剂量组与布洛芬高剂量组相比，差异没有统计
学意义（P ＞ 0.05）。结果提示玄归滴丸与布洛芬
联合用药提高了痛阈值。
3.2　对缩宫素所致小鼠痛经模型的影响

3.2.1　对小鼠扭体反应和子宫质量的影响　如图 2
所示，与正常对照组比较，模型组小鼠扭体次数明
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显增多（P＜0.01），子宫系数显著变大（P＜0.01），
说明模型制备成功。与模型组比较，玄归滴丸组扭
体次数显著减少（P ＜ 0.01），潜伏时间、子宫系数
差异不明显（P ＞ 0.05）；布洛芬高、低剂量组和联
合用药低剂量组扭体次数均显著减少（P ＜ 0.01），
子宫系数均显著变小（P ＜ 0.01）。各组扭体发生率
由高到低排序为：玄归滴丸组＞布洛芬组＞联合用
药低剂量组。表明联合用药对缩宫素所致小鼠的疼
痛具有明显的抑制效果。
3.2.2　子宫病理结果　如图 3 所示，与正常对照组
相比，模型组子宫壁增厚，腺体内有中性粒细胞团，
炎性细胞浸润，说明模型制备成功；与模型组相比，

玄归滴丸组，布洛芬高、低剂量组和联合用药低剂
量组子宫壁厚度减轻，炎性细胞减少。

图 1　玄归滴丸与布洛芬镇痛效果比较研究（x±s，n ＝ 8）
Fig 1　Analgesic effect of XGDP and IBU（x±s，n ＝ 8）

注（Note）：与正常对照组相比，*P ＜ 0.05，*P ＜ 0.01（vs the 
normal control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

图 2　药物对小鼠扭体反应的影响（x±s，n ＝ 8）
Fig 2　Effect of drugs on the writhing responses of mice（x±s，n＝8）

注（Note）：NC. 正 常 对 照 组（normal control group）；M. 模
型组（model group）；XG. 玄归滴丸组（XGDP group）；H. 布洛芬

高剂量组（high-dose IBU group）；L. 布洛芬低剂量组（low-dose 
IBU group）；XG ＋ L. 联合用药低剂量组（low-dose combination 
group）；与模型组相比，*P＜ 0.05，**P＜ 0.01，与正常对照组相比，
#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（vs the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
vs the normal control group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

图 3　子宫病理图（HE 染色，×10）
Fig 3　Pathology of uterus（HE staining，×10）

注（Note）：①子宫壁（uterine wall）；②子宫腺（uterine gland）。

3.3　对离体子宫平滑肌的影响

3.3.1　对大鼠离体子宫收缩张力的影响　与正常
对照组比较，加入缩宫素后，子宫平滑肌呈现
强烈且持续的收缩，各组大鼠子宫平均收缩张
力、张力最大值与最小值均较造模前显著提高
（P ＜ 0.001），表明缩宫素能够引起离体子宫的
痉挛性收缩（见表 2）。与造模后比较，正常对照

组对子宫收缩张力无明显变化（P ＞ 0.05），而
单独给予布洛芬、玄归滴丸以及联合用药均可显
著降低子宫平均收缩张力、张力最大值和最小值
（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001），且联合用药降低大鼠离
体子宫收平均缩张力的作用比玄归滴丸降低更明
显（P ＜ 0.001）（见表 3）。
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3.3.2　对大鼠离体子宫收缩频率与活动力的影
响　由表 4 可见，正常对照组大鼠离体子宫收
缩频率与活动力在给药前后无显著变化（P ＞

0.05）；玄归滴丸组与布洛芬组给药后小鼠子宫
收缩频率、子宫活动力均显著降低（P ＜ 0.01，

P ＜ 0.001），且与玄归滴丸相比，联合用药对降
低大鼠离体子宫收缩频率和活动力具有统计学意
义（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），与布洛芬相比，联合
用药低剂量无统计学意义（P ＞ 0.05）。

3.4　玄归滴丸联合布洛芬对肠道出血风险的影响

3.4.1　对肠道出血发生率的影响　取肠道组织进
行观察，结果见图 4，与正常对照组相比，玄归
滴丸对小鼠肠道没有产生宏观损伤；布洛芬高
剂量组小鼠下消化道出现了严重出血和宏观病
变，而联合用药组减轻了肠道出血风险。肠道
出血发生率由低到高：正常对照组≈玄归滴丸组
（0%）＜联合用药组（25.00%）＜布洛芬低剂量组
（41.67%）＜布洛芬高剂量组（100%）。
3.4.2　对小鼠肠道病理的影响　肠道病理切片
HE 染色结果如图 5，正常组小鼠的肠组织结构
清晰，黏膜完整。玄归滴丸组的肠组织黏膜上皮
细胞完整，绒毛清晰；布洛芬高剂量组小鼠肠道
组织病变明显，主要表现为局部黏膜层丢失，杯

状细胞增多；而联合用药组的肠组织黏膜层损伤
减轻。
3.4.3　对肠道组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 的影响
　肠道的炎性细胞因子 mRNA 水平表达结果如图
6 所示，与正常对照组相比，玄归滴丸组 TNF-α、
IL-1β、IL-6 的表达水平无显著变化（P ＞ 0.05），
布洛芬低、高剂量组和联合用药组中 TNF-α、
IL-6 的表达水平均有不同程度的升高（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01），联合用药组中 IL-1β 的表达有上升趋
势，但差异无统计学意义；与布洛芬高剂量组相
比，联合用药组中 TNF-α、IL-1β、IL-6 的表达水
平均显著下降（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结果表明
玄归滴丸与低剂量布洛芬联合应用会显著减轻布
洛芬高剂量所带来的肠道出血炎性症状。

表 2　缩宫素对大鼠离体子宫收缩张力的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of oxytocin on the contraction tension of rat uterus in vitro (x±s)

组别
平均收缩张力 /g 最大张力值 /g 最小张力值 /g

造模前 造模后 造模前 造模后 造模前 造模后

正常对照组 3.19±0.17 6.17±0.05** 4.95±0.34 6.42±0.09** 1.43±0.14 5.93±0.04**

玄归滴丸组 1.05±0.37 4.11±0.17** 1.61±0.65 4.63±0.18** 0.50±0.06 3.59±0.16**

布洛芬高剂量组 2.19±0.34 5.62±0.15** 4.36±0.68 5.87±0.16** 0.02±0.17 5.38±0.05**

联合用药低剂量组 1.75±0.12 4.06±0.13** 2.19±0.23 4.61±0.12** 1.32±0.09 3.51±0.14**

注：与造模前比较，**P ＜ 0.001。
Note：vs before the model，**P ＜ 0.001.

表 3　玄归滴丸联合布洛芬对大鼠离体子宫收缩张力的影响 (x±s) 
Tab 3　Effect of XGDP combined with IBU on contraction tension of rat uterus in vitro (x±s)

组别
平均收缩张力变化值 /g 最大张力值变化值 /g 最小张力值变化值 /g

造模前后差值 给药前后差值 造模前后差值 给药前后差值 造模前后差值 给药前后差值

正常对照组 2.98±0.16 － 0.01±0.10 1.47±0.39      0.02±0.15 4.50±0.18      0.01±0.09
玄归滴丸组 3.06±0.36 － 2.73±0.22** 3.03±0.69 － 2.71±0.36** 3.09±0.15 － 2.75±0.29**

布洛芬高剂量组 3.43±0.22 － 3.39±0.19** 1.50±0.72 － 3.29±0.20** 5.36±0.32 － 3.50±0.19**

联合用药低剂量组 2.31±0.07 － 3.35±0.10**## 2.42±0.16 － 3.64±0.17**## 2.20±0.10 － 3.06±0.13**##

注：与正常对照组比较，**P ＜ 0.001；与玄归滴丸组比较，##P ＜ 0.01。
Note：vs the normal control group，**P ＜ 0.001；vs the XGDP group，##P ＜ 0.01.

表 4　玄归滴丸联合布洛芬对大鼠离体子宫收缩频率和活动力的影响比较 (x±s) 
Tab 4　Effect of XGDP on the contraction frequency and activity of the rat uterus in vitro (x±s)

组别
收缩频率 /（次 /10 min） 活动力 /（次 /10 min）

造模前后差值 给药前后差值 造模前后差值 给药前后差值

正常对照组 12±2.12 － 2±6.29  112.64±17.44 － 12.47±38.38
玄归滴丸组   8±1.48 － 5±3.83* 67.23±5.35 － 58.95±9.42**

布洛芬高剂量组 10±2.68 － 7±3.80*   90.15±14.55 － 83.44±15.23**

联合用药低剂量组   9±3.23 － 9±3.35**# 62.79±7.82 － 73.69±7.13**##

注：与正常对照组比较，*P ＜ 0.01，**P ＜ 0.001；与玄归滴丸组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：vs the normal control group，*P ＜ 0.01，**P ＜ 0.001；vs the XGDP group，#PP ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.
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4　讨论

　　原发性痛经的主要病理过程为子宫平滑肌、
血管痉挛，子宫腔压力增大，血流量减少，子宫
进一步缺血缺氧加剧挛缩状态，引起剧烈疼痛 [9]。
玄归滴丸源于古方玄归汤，是治疗妇女痛经之良
药。前期对月舒滴丸（玄归滴丸）治疗实验性痛
经模型进行了药效学研究，发现月舒滴丸对子宫
收缩具有明显的缓解作用，同时具有良好的镇痛、
抗炎作用 [6]。布洛芬可明显抑制子宫内膜前列腺
素的合成，减少子宫平滑肌收缩，达到缓解疼痛
的效果。临床上常采用中西医结合或联合疗法治
疗原发性痛经，可增加疗效，减少不良反应，提
高治愈率。如在临床研究上，元胡止痛滴丸、温
经散寒活血方、少腹逐瘀颗粒等中成药联合布洛
芬共同治疗原发性痛经均具有明显的疗效，有一
定的临床推广应用价值 [9-11]。
　　在前期预实验中，为确定玄归滴丸镇痛效果

的最佳量效关系，设置玄归滴丸低（临床等效剂
量，156 mg·kg－ 1）、中（312 mg·kg－ 1）、高（624 
mg·kg－ 1）3 个剂量组，最终选择玄归滴丸临床等
效 4 倍剂量组进行后期实验。利用热板实验确定玄
归滴丸、布洛芬和联合用药具有显著的镇痛效果，
利用缩宫素诱导的痛经模型和离体子宫平滑肌实验
对治疗痛经药效进行了进一步研究，实验得出高剂
量布洛芬与低剂量布洛芬联合玄归滴丸的镇痛效果
相比没有显著差异。玄归滴丸和布洛芬联合用药能
显著升高机体痛阈值，降低痛经模型扭体次数，舒
张子宫平滑肌，从而治疗痛经。
　　在确定药效的基础上，研究联合用药的安全
性。高剂量布洛芬（200 mg·kg－ 1）在抗炎镇痛的
同时有明显的胃肠道不良反应（胃溃疡、十二指肠
溃疡、小肠炎症、出血等）。根据文献，高剂量地
塞米松（75 mg·kg－ 1）通过诱导小鼠 GR 信号，可
明显加重布洛芬在小鼠小肠中的急性毒性所诱导的

图 4　玄归滴丸对小鼠肠道出血的影响（n ＝ 12）
Fig 4　Effect of XGDP on the intestinal bleeding in mice（n ＝ 12）

图 5　玄归滴丸与布洛芬对小鼠肠道病理的影响（HE 染色，×10）
Fig 5　Effect of XGDP and IBU on the intestinal pathology in mice（HE staining，×10）

注：① 杯状细胞（goblet cell）；② 黏膜层（mucous layer）。

图 6　玄归滴丸对肠道组织中 TNF-α，IL-1β 及 IL-6 表达的影响

Fig 6　Effect of XGDP on the expression of TNF-α，IL-1β，and IL-6 in the intestinal tissues
注（Note）：与正常对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与布洛芬高剂量组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（vs the normal control group，

*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the high-dose ibuprofen group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。
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小肠损伤，而本身没有明显的不良反应，更方便观
察小肠发生病变的宏观现象 [8]。目前，在肠道出血
风险分析中，引起肠道损伤的原因主要围绕在氧化
损伤、炎症介质、微生态平衡失调、胃肠道黏膜免
疫功能受损等方面 [12]。通过 HE 染色结果可知，肠
道出血伴随着炎症的发生，细胞因子是炎症发生的
主要参与者，所以检测肠道组织中炎症细胞因子在
肠道出血时的变化情况，可以进一步说明玄归滴
丸、布洛芬以及联合用药在肠道出血风险上的差异。
IL-1β 由巨噬细胞产生，能够引起炎症介质和蛋白的
释放，进而引起肠道炎症反应和局部组织的损伤，
并与 IL-6，TNF-α 有协同作用 [13]。IL-6 是细胞因子
的核心成员，能促进 T 淋巴细胞增殖，刺激细胞毒
性 T 细胞反应，同时还能间接促进单核细胞和巨噬
细胞的增殖，加剧机体炎症反应 [14-15]。研究发现，
TNF-α 的表达上调，可以破坏肠道上皮细胞进而造
成组织病理损伤 [16]。本研究结果表明，高剂量布洛
芬通过激活 IL-1β、IL-6、TNF-α 的高表达，引起较
为严重的肠道出血，而联合用药后的肠道出血症状
较之减轻。
　　综上，玄归滴丸联合低剂量布洛芬应用可以达
到增强疗效的作用，且在此基础上可以显著降低肠
道出血的发生率，显示出中西药联合应用的安全性
和潜在的增效减毒作用，为临床联合用药实现增效
减毒作用提供一定的实验数据支撑，但本文未深入
探究所其涉及的机制问题，还需进行后续研究。
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黄芪及其复方制剂减轻抗肿瘤药物毒副作用的研究进展

袁霞1，黄敏2，张尊建1*，黄寅1*（1. 中国药科大学药物质量与安全预警教育部重点实验室，南京　210009；2. 南通大

学附属医院中医科，江苏　南通　226000）

摘要：药物治疗是目前应对肿瘤的有效手段之一，但在获得疗效的同时往往也会引发多种毒

副作用，制约了其临床应用。黄芪为传统补益中药，主要含皂苷、黄酮及多糖等成分，具有

提高免疫力、抗氧化、抗炎等作用，在肿瘤的中医治疗中应用广泛。现代医学和药理学研究

发现，黄芪的单体成分、注射液及复方在减轻抗肿瘤药物的毒副作用方面效果显著。本文综

述了近年来黄芪及其复方制剂在预防和治疗化学制剂、免疫抑制剂等抗肿瘤药物诱导的胃肠

道、肝、肾、心脏等靶器官毒性中的作用及机制研究进展，以期为黄芪的深入开发和临床合

理应用提供参考。

关键词：黄芪；抗肿瘤；药物毒性；中西药联用；减毒
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Research progress in Astragali Radix and its compound preparations in 
alleviating antitumor drugs-induced toxicity

YUAN Xia1, HUANG Min2, ZHANG Zun-jian1*, HUANG Yin1* (1. Key Laboratory of Drug Quality 
Control and Pharmacovigilance, Ministry of Education, China Pharmaceutical University, Nanjing  
210009; 2. Department of TCM, the Affiliated Hospital of Nantong University, Nantong  Jiangsu  226000)

Abstract: Pharmacotherapy is effective for tumors. Unfortunately, antitumor drugs often cause various 
side effects, thereby limiting their clinical applications. Astragali Radix (AR) is a traditional Chinese 
medicine (TCM), which mainly contains saponins, flavonoids, and polysaccharides, and possessed 
such biological functions, as immune-enhancing, antioxidant, and anti-inflammatory. AR is widely 
used in TCM treatment of tumors. Modern medical and pharmacological studies had demonstrated that 
AR components, injections, and formulations play essential roles in reducing the toxicity induced by 
antitumor drugs. This paper reviewed the research progress in the effect and mechanism of AR and its 
compound preparations in the prevention and treatment of antitumor drugs-induced multi-organ toxicity, 
including gastrointestinal reactions, hepatotoxicity, renal injury, and cardiotoxicity. We aim to provide 
reference for the in-depth development and clinical rational application of AR. 
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　　恶性肿瘤是严重危害人类健康的常见病。
2020 年全球新增肿瘤病例 1930 万，死亡近 1000
万，预计到 2040 年全球病例将达 2840 万 [1]。在
我国，形势也不容乐观，新增肿瘤病例占全球的

24%，而死亡人数占 30%[1]。药物治疗仍是目前
最有效的抗肿瘤疗法之一，包括传统的细胞毒性
药物和新型分子靶向药物。但是，常用的抗肿瘤
药物均会引起不同程度的不良反应，如肠炎、腹

综述
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泻、心律不齐等，不仅降低了患者的生活质量，
也限制了药物的临床使用 [2-6]。因此，采用有效
方法预防和治疗抗肿瘤药物的不良反应具有重要
的临床意义。
　　近年来，随着中医药的发展，中西药联用实
现减毒增效的肿瘤治疗方案已得到广泛应用 [7-8]。
黄芪是益气扶正之要药，能使有形之血生于无形
之气，强肝肺而健脾胃 [9]。现代药理学研究表明，
黄芪有增强机体免疫力、抗肿瘤、保护心血管等
活性 [10]。临床研究发现，黄芪能有效减轻多种
抗肿瘤药物的不良反应，如黄芪注射液能防治肺
癌、胃癌等化疗的毒副反应，明显降低白细胞下
降、贫血、血小板下降、胃肠道反应、肝肾功能
损伤等不良反应的发生率 [11]。廖开莲等 [12] 发现
黄芪注射液可减轻顺铂化疗的肾毒性，提升患者
生存质量。本文对黄芪防治抗肿瘤药物毒副作用
的研究进展进行综述，以期为黄芪的深入开发和
临床应用提供参考。
1　黄芪主要成分及复方制剂
　　黄芪（Astragali Radix）为豆科植物蒙古黄
芪 Astragalus membranaceus（Fisch.）Bge. var. 
mongholicus（Bge.）Hsiao 或膜荚黄芪 Astragalus 
membranaceus（Fisch.）Bge. 的干燥根，始载于
《神农本草经》，具有补气固表、利水消肿、托毒

排脓生肌等功效 [13]。黄芪的主要化学成分有皂苷、
黄酮、多糖、氨基酸、生物碱、有机酸以及多种
微量元素 [14-15]，其中，皂苷、黄酮和多糖类物质
是其主要活性成分，临床广泛用于心血管、肾脏、
消化道等疾病的治疗 [16-17]。黄芪的皂苷类成分主
要为黄芪皂苷Ⅰ～Ⅷ，具有抗氧化、抗纤维化、
降脂和降血糖等活性 [18]；黄芪多糖具有免疫调节、
抗病毒、抗炎和抗氧化等功效，已被开发为黄芪
多糖注射液 [19]；黄芪的黄酮类成分包括毛蕊异黄
酮苷、山柰酚、毛蕊异黄酮和芒柄花素等，可直
接清除羟自由基和超氧阴离子自由基，发挥抗肿
瘤、抗突变、抑制动脉粥样硬化等作用 [20]。
　　《古代经典名方目录（第一批）》[21] 中共有名方
100 首，其中包含黄芪的有 11 首（见表 1）。黄芪
在制剂中多发挥补气升阳、益气补血等作用，可
用于治疗血痹虚劳、肺肾阴亏、脾胃虚弱等多种
病症 [22-23]。其在中西药联用抗肿瘤方面也发挥着
重要作用 [24-28]，如黄芪桂枝五物汤辅助铂类、紫
杉醇类药物治疗恶性肿瘤，能显著减轻化疗诱导
的神经毒性，改善患者的中医证候疗效 [29]；当归
补血汤可减轻原发性恶性骨肿瘤化疗所致的骨髓
抑制，在一定程度上升高血细胞数，提高患者免
疫力 [30]；圣愈汤能明显改善晚期结肠癌化疗相关
性中度贫血，改善患者生存质量 [31]。

表 1　《古代经典名方目录 (第一批 )》中含有黄芪的经典名方 
Tab 1　Prescriptions containing Astragali Radix in the Catalogue of Ancient Classical Prescriptions (the first batch)

方名 处方 功效 黄芪作用

黄芪桂枝五

物汤

黄芪三两，芍药三两，桂枝三两，生姜六两，大枣十二枚 益气温经，和血通痹 君药，甘温益气，补在表

之卫气

清心莲子饮 黄芩、麦门冬（去心）、地骨皮、车前子、甘草（炙）各半两，石莲肉（去心）、白茯

苓、黄芪（蜜炙）、人参各七钱半

清心利湿，益气养阴 君药，健脾补气，生津止

渴

三痹汤 川续断、杜仲（去皮，切，姜汁炒）、防风、桂心、细辛、人参、茯苓、当归、白芍药、

甘草各一两，秦艽、生地黄、川芎、川独活各半两，黄芪、川牛膝各一两

益气活血，补肾散

寒，祛风除湿

君药，益气生津，虚热，

清除烦渴

升阳益胃汤 黄芪二两，半夏（汤洗）、人参（去芦）、甘草（炙）各一两，防风、白芍药、羌活、

独活各五钱，橘皮（连穰）四钱，茯苓、泽泻、柴胡、白术各三钱，黄连二钱

益气升阳，清热除湿 君药，补脾益气，升举阳

气

当归补血汤 黄芪一两，当归二钱（酒洗） 补气生血 君药，大补肺脾之气，以

资生血之源

托里消毒散 人参、川芎、白芍、黄芪、当归、白术、茯苓、金银花各一钱，白芷、甘草、皂角

针、桔梗各五分

清热解毒，益气养血 君药，托里排毒，消肿敛

疮

升陷汤 生黄芪六钱，知母三钱，柴胡一钱五分，桔梗一钱五分，升麻一钱 补益肺气，举陷升提 君药，大补元气，升阳

当归饮子 当归（去芦）、白芍药、川芎、生地黄（洗）、白蒺藜（炒，去尖）、防风（去芦）、荆

芥穗各一两，何首乌、黄芪（去芦），甘草（炙）各半两

养血润燥，祛风止痒 臣药，益气实卫固表

保元汤 人参一钱，黄芪二钱，甘草五分，肉桂二分 益气温阳 臣药，固腠理而补元气，

增强补气之功

当归六黄汤 当归、生地黄、熟地黄、黄柏、黄芩、黄连各等分，黄芪加一倍 滋阴泻火，固表止汗 佐药，益气实卫固表，固

未定之阴

圣愈汤 生地黄、熟地黄、川芎、人参各三分，当归身、黄芪各五分 益气，补血，摄血 佐药，益气生血，益气活血

2　抗肿瘤药物的毒副作用
　　传统抗肿瘤药物以细胞毒性药物为主，选择
性差且毒性大 [32-33]；其在抑制肿瘤细胞的同时，

也对健康细胞造成一定程度损伤，进而伤及人体
重要系统和器官，引发胃肠道反应、肝肾毒性
等 [34-36]。新型分子靶向药物具有选择性高和疗效
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好等特点，临床优势明显，但仍会引起心血管损
伤、皮肤毒性等不良反应 [37-39]。目前临床常用的
抗肿瘤药物及相关不良反应主要如下。
2.1　骨髓抑制
　　骨髓抑制是抗肿瘤药物常见的毒副反应，发
生率高达 79.2%[40]，由于抗肿瘤药物常影响骨髓
造血干细胞的增殖与分化，导致外周血细胞凋亡，
使患者出现血红蛋白、白蛋白或血小板减少等症
状 [41]。一项接受化疗的患者骨髓抑制发生率与其
所用抗肿瘤药物相关性的调查研究显示，临床上
易引起骨髓抑制的抗肿瘤药物有烷化剂、抗代谢
抗肿瘤药物和铂类药物等 [42]。
2.2　胃肠道反应
　　抗肿瘤药物能刺激胃肠道或大脑呕吐中枢，
引起胃肠道不良反应，约 87.7% 的患者会同时出
现食欲下降、咽喉干燥、恶心、呕吐、腹泻、便
秘等两种或多种症状 [43]。其中，蒽环类药物、顺
铂常引起患者恶心和呕吐，而腹泻则常见于伊立
替康、氟尿嘧啶等药物的治疗中 [44-45]。
2.3　神经系统损伤
　　化疗造成的神经毒性则可引起神经功能紊乱，
主要表现为痒感和尖锐痛感、麻木、平衡感减弱等，
常与氧化应激、炎症、凋亡及离子通道的变化等相
关 [46]。据澳大利亚一项肿瘤患者健康状况调查显
示，在 2016 年 5 月至 2019 年 3 月期间接受药物治
疗的肿瘤患者中，神经毒性发生率达 76.5%[47]。其
中，神经系统损伤高发生率的抗肿瘤药物有紫杉烷
类药物、长春碱类药物和铂类药物等 [48]。
2.4　肝毒性
　　肝脏作为药物代谢的主要器官，抗肿瘤药物
引起的肝损伤较常见，肝脏毒性与线粒体功能受
损、药物代谢失调、异常信号转导通路的激活等
因素有关，主要表现为血清转氨酶、胆红素等指
标显著升高 [49]。临床上，拉帕替尼（57.9%）[50]、
阿霉素（30.4%）[51]、他莫昔芬（24.7%）[52]、阿那
曲唑（24.6%）[53] 等药物肝毒性的发生率较高。
2.5　肾毒性
　　肾脏是大部分药物排泄的重要器官，易受高
浓度抗肿瘤药物及其代谢物的损伤 [54]。由于患者
肾小球滤过率下降、肾小管功能障碍，常出现蛋
白尿、少尿、血尿等症状，甚至发展为肾衰竭，
主要由氧化应激失衡、肾小管上皮细胞内钙超载
引起 [55]。肾毒性是顺铂、奈达铂化疗时常见的不
良反应，发生率分别约为 37.5% 和 35.1%[56]。
2.6　心脏毒性
　　心脏毒性常见于蒽环类、烷化剂及部分靶向
药物治疗中，包括心律失常、心室射血分数降低，

甚至心力衰竭，其机制涉及氧化应激、能量代谢
和细胞损伤等方面 [57]。蒽环类药物、酪氨酸激酶
抑制剂舒尼替尼等药物心脏毒性的发生率较高，
约为 8.6%[58] 和 9.7%[59]。
2.7　肺毒性
　　肺毒性是抗肿瘤药物治疗的毒副作用之一，发
生率约为 2.8%[60]。抗肿瘤药物及其代谢产物可通
过血行经过肺脏，引起相关性肺损伤，导致肺部间
质性炎症和肺纤维化，表现为咳嗽、胸闷、呼吸衰
竭和急性呼吸窘迫综合征等 [61]，常见于卡莫司汀、
博来霉素、甲氨蝶呤、吉他西滨等药物 [62]。
2.8　其他

　　此外，化疗还会引起脱发、过敏反应、皮肤毒
性等 [63-65]。因此，加强其不良反应监测并采取有效
防治措施，对保障临床用药安全具有重要意义。
3　黄芪及其复方制剂对抗肿瘤药物的减毒作用
　　现有临床和药学研究已提供诸多证据（见表
2）表明黄芪的活性成分、黄芪注射液、黄芪复方
制剂可有效预防或缓解多种抗肿瘤药物诱导的骨
髓抑制、胃肠道不良反应以及心脏和肝肾毒性等。
3.1　黄芪减轻抗肿瘤药物致胃肠道不良反应
　　中医学观点认为，抗肿瘤药物属“外邪”之
物，为苦寒之品，会攻伐脾胃 [66]；同时，肿瘤患
者体内的瘀血痰浊等病理产物也严重阻碍了脾胃
的升清降浊，导致出现恶心呕吐、食欲不振、腹
泻等症状 [67]。有临床试验证实，黄芪注射液能明
显减轻乳腺癌患者化疗引起的恶心、呕吐等胃肠
道不良反应，改善患者生活质量 [68-69]。黄芪多糖
可显著提升结直肠癌患者化疗后淋巴细胞的转化
率，改善胃肠道功能，提高治疗效果 [70]。黄芪多
糖与长春瑞滨和顺铂等联用，也能有效缓解晚期
非小细胞肺癌患者因化疗引起的疲劳、恶心呕吐、
食欲不振等症状，并维持营养状态 [71]。此外，以
黄芪为主药的药膳，如芪药鸡金粥，也被报道对
胃肠黏膜损伤有治疗作用 [72]。以上研究表明，黄
芪具大补脾肺之气、健运脾胃之功效，能有效防
治抗肿瘤药物所致胃肠道不良反应 [73]。
3.2　黄芪减轻抗肿瘤药物致肝毒性
　　肝主疏泄，维持气血津液运行。当药物性肝
损伤发生时，肝气疏泄功能失常，津液输布和代
谢平衡受阻 [74]。黄芪具有益气固表、补气护肝的
作用 [75-76]。有临床研究发现，对接受化疗的肿瘤患
者辅助给予黄芪注射液 4 周，其肝脏损伤情况得到
明显的缓解 [77]。黄芪多糖也被证明能有效防治乳
腺癌患者因长期使用他莫昔芬引起的非酒精性脂肪
肝，减轻肝脏氧化应激反应，进而恢复肝功能 [78]。
在正常小鼠体内，黄芪多糖可显著降低血清 ALT、
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表 2　黄芪及其复方制剂减轻抗肿瘤药物的毒副作用 
Tab 2　Astragali Radix and its compound preparations in alleviating antitumor drugs-induced toxicity

药物 毒副作用 化疗药物 干预对象 作用与机制 文献

黄芪甲苷 肾损伤 顺铂 BALB/c 小鼠 通过激活 FXR 途径抑制 NLRP3 蛋白表达，减轻炎症反应从而减轻小鼠

肾毒性

[87]

心脏损伤 氟尿嘧啶 SD 大鼠 降低大鼠 Bax 和半胱氨酸蛋白酶 -3（Caspase-3）的表达，升高 Bcl-2 的

表达，改善凋亡，减轻氟尿嘧啶诱导的心脏损伤

[91]

骨髓抑制 环磷酰胺 昆明小鼠 使小鼠血清白介素（IL）-2、IL-4 的含量增加，改善环磷酰胺所致小鼠

的免疫力低下和骨髓抑制

[104]

黄芪总黄酮 肾损伤 顺铂 喉鳞状细胞癌

荷瘤小鼠

减少荷瘤小鼠皮质髓质区域中的透明管型的数量，减轻肾小管的坏死程

度，减轻顺铂致肾毒性

[88]

黄芪多糖 胃肠道不

良反应

奥沙利铂、氟尿嘧

啶

结直肠癌患者 辅助化疗，降低结直肠癌患者恶心呕吐、食欲不振、腹胀、腹痛、腹泻

等胃肠道不良反应的发生率

[70]

肝损伤 环磷酰胺、多西紫

杉醇和表柔比星

昆明小鼠 降低小鼠血清转氨酶谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）的活性，

降低 Caspase-3 蛋白的表达，拮抗肝损伤

[79]

肝损伤 阿霉素 乳腺癌荷瘤小鼠提高乳腺癌荷瘤小鼠免疫力，抑制氧化应激水平，改善肝功能 [80]
心脏损伤 阿霉素 C57BL/6J 小鼠 通过激活 PI3k/Akt 信号通路，抑制 p38MAPK 信号通路降低炎症因子的

表达，减轻阿霉素造成的心脏毒性

[92]

心脏损伤 化疗药物 乳腺癌及恶性

淋巴瘤患者

降低患者血浆脑钠肽（BNP）和血小板α 颗粒膜蛋白 -140（GMP-140）水

平，升高左室射血分数（LVEF）和血浆一氧化氮（NO）水平，发挥心

脏保护作用

[90]

骨髓抑制 环磷酰胺 BALB/c 小鼠 上调 FOS 的表达，增加小鼠的骨髓细胞、外周红细胞和白细胞数，减轻

环磷酰胺诱导的骨髓抑制

[102]

注射用黄芪

多糖

胃肠道不

良反应

长春瑞滨、顺铂 非小细胞肺癌 
患者

改善非小细胞肺癌患者因化疗引起的胃肠道不良反应，如恶心、呕吐和

食欲不振等

[71]

肝损伤 他莫昔芬 乳腺癌患者 抑制乳腺癌患者氧化应激水平，改善肝功能和脂质代谢 [78]
骨髓抑制 紫杉醇、顺铂 宫颈癌患者 增加宫颈癌患者白细胞、红细胞和血小板数，减轻化疗所致的骨髓抑制 [100]

黄芪注射液 肝损伤 化疗药物 恶性肿瘤患者 降低恶性肿瘤患者血清 ALT、AST 活性，减轻肝脏受损程度 [77]
肾脏损伤 化疗药物 恶性肿瘤患者 减轻恶性肿瘤患者蛋白尿的增高程度，降低尿素氮（BUN）、肌酐（Scr）

水平，减轻化疗所致肾损伤

[84]

胃肠道不

良反应

环磷酰胺、甲氨蝶

呤和氟尿嘧啶

乳腺癌患者 减轻乳腺癌患者的胃肠道不良反应，如腹泻、便秘、恶心、呕吐、食欲

不振等症状

[68]

胃肠道不

良反应

环磷酰胺、甲氨蝶

呤和氟尿嘧啶

乳腺癌患者 改善乳腺癌患者的胃肠道功能，提升患者食欲，缓解乏力 [69]

肾损伤 顺铂 恶性肿瘤患者 降低恶性肿瘤患者的 BUN、Scr 水平，改善肾功能 [85]
骨髓抑制 紫杉醇 胃癌患者 降低胃癌患者白细胞、血红蛋白抑制的发生率，减轻紫杉醇诱导的骨髓

抑制

[99]

黄芪水煎剂 肝损伤 顺铂 H22 肝癌荷瘤 
小鼠

上调 NF-κB、Caspase-3 的表达，降低小鼠的血清 ALT、AST 活性，发挥

保肝作用

[81]

芪药鸡金粥 胃肠道不

良反应

氟尿嘧啶 Wistar 大鼠 上调化疗后大鼠胃肠道 Claudin-1 及 JAM-1 蛋白水平，抑制 IκBα 蛋白的

表达，减轻大鼠的胃肠黏膜损伤程度

[72]

健脾解毒汤 肾损伤 奥沙利铂 胃癌患者 降低胃癌患者的 BUN、Scr 水平，提高机体免疫力，防治奥沙利铂致肾

损伤

[86]

芪附汤 心脏损伤 阿霉素 SD 大鼠 提高阿霉素致心脏毒性大鼠的超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧

化物酶（GSH-Px）活性，降低丙二醛（MDA）含量，减少氧化应激，

保护心脏

[93]

当归补血汤 心脏损伤 阿霉素 S180 肉瘤荷瘤 
小鼠

提高小鼠心肌 SOD 活力，降低 MDA 含量，减轻阿霉素引起的心脏损伤 [94]

AST、Caspase-3 水平，有效改善环磷酰胺、多西紫
杉醇和表柔比星诱导的肝损伤，发挥保肝作用 [79]。
此外，黄芪多糖还能通过抑制机体氧化应激，减轻
阿霉素对乳腺癌荷瘤小鼠肝脏引起的损伤 [80]。在
H22 肝癌荷瘤小鼠模型中，与单用顺铂化疗相比，

联用黄芪水煎剂可上调小鼠核因子 -κB（NF-κB）和
Caspase-3 的表达，诱导肿瘤细胞的凋亡，并显著降
低 ALT、AST 水平，减轻小鼠的肝损伤程度 [81]。
3.3　黄芪减轻抗肿瘤药物致肾毒性
　　抗肿瘤药物易损伤肾脏或留滞于肾，导致肾脏
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亏虚 [82]。黄芪具有益气补肾、利水脱毒之功效 [83]，
研究表明黄芪可有效保护肾细胞的结构与功能 [84]。
临床上铂类药物的肾毒性较为常见。研究表明，黄
芪注射液能有效防治顺铂引起的肾毒性，降低肿瘤
患者的血清 BUN、Scr 水平，提高患者免疫力 [85]。
黄芪复方健脾解毒汤与奥沙利铂联用治疗胃癌患
者，可以减轻奥沙利铂诱导的肾毒性，改善患者预
后 [86]。有研究认为，黄芪甲苷能通过激活法尼醇
X 受体（FXR）途径，抑制 NLRP3 炎症体信号通
路分子的表达，减轻炎症反应，从而防治顺铂诱导
的肾损伤 [87]。Cui 等 [88] 以喉鳞状细胞癌荷瘤小鼠
为研究对象，对刺芒柄花素、芒柄花苷、毛蕊异黄
酮、毛蕊异黄酮苷等 8 种黄酮类成分防治顺铂所致
肾损伤作用进行药效学评价，并结合网络药理学发
现黄酮类成分通过调控氧化应激、肿瘤和代谢相关
通路发挥肾脏保护作用。
3.4　黄芪减轻抗肿瘤药物致心脏毒性
　　多种常用抗肿瘤药物具有心脏毒性。这类药物
性多温燥，易耗伤人体气血津液，导致心血不足 [89]。
临床上，黄芪多糖辅助蒽环类药物治疗乳腺癌及恶
性淋巴瘤患者时，联用组患者的血浆 BNP、GMP-
140 水平明显低于常规组，而血浆 NO 和 LVEF 水
平则高于常规组，表明黄芪多糖可有效防治蒽环类
药物引起的心脏损伤 [90]。基于动物模型的研究也证
实，黄芪甲苷可通过抑制心肌细胞凋亡，进而减轻
氟尿嘧啶引起的心脏损伤 [91]；黄芪多糖可通过激活
磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）- 蛋白质丝氨酸苏氨酸激
酶（Akt）信号通路减少细胞凋亡，并抑制 p38 丝裂
原活化蛋白激酶（p38MAPK）信号通路降低炎症因
子的表达，减轻阿霉素所致小鼠心力衰竭 [92]。此外，
以黄芪为主药的复方制剂芪附汤 [93]、当归补血汤 [94]

均能提高心肌细胞的 SOD 和 GSH-Px 的活性，降低
MDA 的含量，减少氧化应激而减轻阿霉素所致的心
脏毒性。总之，黄芪能通过抗氧化应激、抗凋亡等
多种机制，减轻抗肿瘤药物诱导的心脏损伤，保护
心血管系统，提高治疗的总体效果 [95-96]。
3.5　黄芪减轻抗肿瘤药物致骨髓抑制
　　骨髓抑制根据病机要素可归于“疲劳”“血虚”
的范畴，因此补虚化瘀是其有效的治疗策略 [97]。
黄芪能益气养血、扶正祛邪，改善药物所致骨髓
抑制，促进骨髓造血，提高机体免疫力 [98]。临床
上，在给予胃癌患者紫杉醇联用黄芪注射液治疗
中，发现黄芪注射液可在一定程度上调节患者外
周血 T 淋巴细胞亚群的比例，提高血红蛋白水平
和白细胞数，防治Ⅱ度及Ⅱ度以上骨髓抑制 [99]。
宫颈癌患者在给予紫杉醇和顺铂化疗的基础上，
加以黄芪多糖辅助治疗，患者的白细胞数、红细

胞数和血小板数明显增加，骨髓抑制的发生率显
著降低 [100]。动物研究发现，黄芪中的有效成分可
从多个角度恢复并促进骨髓的造血功能，增加白
细胞数，抑制骨髓抑制 [101]。例如黄芪多糖能上调
环磷酰胺所致骨髓抑制小鼠凋亡基因 FOS 的表达，
增加骨髓细胞数、外周红细胞数和白细胞数，有
效抑制细胞凋亡并恢复小鼠的骨髓造血功能 [102]。
白细胞介素可与造血细胞表面的受体结合，调控
造血细胞的增殖分化 [103]；黄芪皂苷能提高环磷酰
胺诱导的贫血小鼠血清中的 IL-2 和 IL-4 含量，并
促进造血干细胞的生长和骨髓造血，有效改善环
磷酰胺诱导的免疫失调和骨髓抑制 [104]。
4　小结与展望
　　随着中医药的发展，黄芪的药效作用及机制得
到不断的探索，关于黄芪对抗肿瘤药物减毒作用的
研究也逐渐增多。已有的动物和临床研究均证实黄
芪的活性成分、黄芪注射液及黄芪复方制剂可通过
降低炎症因子的表达、抗氧化、抗细胞凋亡等机制，
多靶点、多途径地预防或治疗抗肿瘤药物所致的不
良反应，对多系统、多脏器发挥功能调节和保护作
用。黄芪与化疗药物联合使用能增强抗肿瘤效果、
改善临床症状，具有广阔的研究前景。
　　目前，黄芪与抗肿瘤药物联用的研究仍处于
起步阶段，还有诸多问题有待深入探索，如黄芪
减毒作用的分子靶点及相关证据尚不充足，尽管
一些经典的途径被认为是可能相关的机制，但仍
需要进一步完善和探索，为治疗提供更多的理论
依据；发挥药效作用的活性成分及其有效剂量亦
不明确，中药多靶点的作用特点也使药效指标不
清楚；证据多为经典方的临床应用经验及小样本
的试验设计，尚缺乏规范、系统的大样本、多中
心的临床试验证据。未来应进一步结合临床试验，
借助网络药理学、分子生物学以及药物代谢组学、
基因组学、蛋白组学等现代研究理念和技术手段，
对黄芪的活性成分及药效作用机制进行更深入的
研究，以更好地发挥中西药联用减毒增效的优势。
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糖皮质激素在重型及危重型 COVID-19 患者中的应用进展

王蒙蒙1，任戎1，李丽1，任萌1，李虎玲1，延阔1，耿彤1，李汉卿1，章彦文3，喻雨3，孙双勇1*，
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摘要：新型冠状病毒（SARS-CoV-2）导致的肺炎（COVID-19）疫情给人类健康带来了严重威

胁，已成为国际突发公共卫生事件。目前尚无治疗 COVID-19 的特效药物。细胞因子风暴、急

性呼吸窘迫综合征（ARDS）和脓毒症是导致 COVID-19 患者死亡的主要原因。糖皮质激素常

用于治疗急性呼吸窘迫综合征和脓毒症患者，已被广泛应用于重症 COVID-19 患者。但糖皮质

激素在 COVID-19 患者中的应用仍存在争议。本文综述了糖皮质激素治疗 COVID-19 的临床应

用，以期为合理使用糖皮质激素治疗 COVID-19 患者提供临床依据。
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Application of glucocorticoids in severe and critical COVID-19 patients

WANG Meng-meng1, REN Rong1, LI Li1, REN Meng1, LI Hu-ling1, YAN Kuo1, GENG Tong1, 
LI Han-qing1, ZHANG Yan-wen3, YU Yu3, SUN Shuang-yong1*, WANG Yu-li2, 4, 5* (1. Research 
Institute of Tianjin Pharmaceutical Group Co., Ltd., Tianjin  300171; 2. Key Laboratory of Systems 
Bioengineering (Ministry of Education), School of Chemistry Engineering and Technology, Tianjin 
University, Tianjin  300072; 3. School of Graduate, Tianjin Medical University, Tianjin  300070; 
4. State Key Laboratory of Drug Delivery Technology and Pharmacokinetics, Tianjin  300463; 5. 
Research Unit for Drug Metabolism, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing  100730)

Abstract: The corona virus disease 2019 (COVID-19) caused by the severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) had posed a serious threat to the health of people around 
the world and had become an international public health emergency and presented an unprecedented 
challenge. At present, no specific drugs were very effective. Cytokine storm, acute respiratory distress 
syndrome and sepsis are the main causes of death among COVID-19 patients. Glucocorticoids are 
commonly used for acute respiratory distress syndrome and septic people and are also widely used 
for patients with severe COVID-19. The use of glucocorticoids in COVID-19 treatment remains 
controversial. This article reviewed the clinical application of glucocorticoids for COVID-19 to 
provide reference for rational application of glucocorticoids in the future. 
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　　新型冠状病毒（SARS-CoV-2）感染所致的肺
炎（COVID-19）为新发急性呼吸道传染病，已
在 200 多个国家和地区迅速蔓延，目前已成为

全球性重大公共卫生事件，迄今尚无特效治疗方
法 [1-3]。人类感染了 SARS-CoV-2 后常见体征有
呼吸道症状、发热、咳嗽、气促和呼吸困难等。
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在较严重的病例中，感染可导致肺炎、严重急性
呼吸综合征、肾衰竭，甚至死亡。SARS-CoV-2
是β 属的冠状病毒，由于β 属冠状病毒不是人类
的常见病原体，人类缺乏对 SARS-CoV-2 的天然
免疫力。目前还没有特异性抗病毒药物，最新报
道的默克与 Ridgeback 公司开发的口服抗 SARS-
CoV-2 药 molnupiravir 在Ⅲ期临床试验中降低住
院率或死亡风险率约 50%[4]；辉瑞研制的口服
药 Paxlovid 在临床试验中显示在出现症状后 3 d
内服用可将住院率或病死率降低 89%[5]。目前对
患者进行的辅助性治疗方法主要是糖皮质激素
（glucocorticoids，GCs）、抗细胞因子、免疫调节
剂和康复者血浆疗法，迄今为止，糖皮质激素是
治疗严重急性 COVID-19 患者的最佳疗法 [6]。
　　糖皮质激素是机体内极为重要的一类调节分
子，它对机体的发育、生长、代谢以及免疫功能
等起着重要调节作用，是机体应激反应最重要的
调节激素，药理剂量糖皮质激素主要有抗炎、免
疫抑制、抗毒和抗休克等作用 [7]。糖皮质激素具
有强大的免疫抑制和抗炎作用，在紧急或危重情
况下，糖皮质激素往往为首选，但其不良反应较
多，会引起血糖升高、皮疹、感染、骨质疏松、
股骨头坏死和向心性肥胖等不良反应 [8]。《新型冠
状病毒肺炎诊疗方案（试行第八版修订版）》中指
出对于氧合指标进行性恶化、影像学进展迅速、
机体炎症反应过度激活状态的患者，可酌情短期
内使用糖皮质激素 [9]。但目前糖皮质激素用于治
疗 COVID-19 患者仍存在争议，应严格掌握适应
证，权衡利弊，合理选择用药时机，保证患者安
全、科学用药 [10]。本文综述了糖皮质激素在重型
及危重型 COVID-19 患者中的临床应用，以期为
临床用药提供参考。
1　糖皮质激素治疗 COVID-19 的药理作用 
　　SARS-CoV-2 通过病毒表面刺突蛋白与人类
血管紧张素转换酶 2（ACE2）受体结合进入细胞，
感染肺上皮细胞，经复制在人体扩散，免疫系统
被过度激活，免疫系统失衡，引起多种组织和器
官损伤。免疫系统被激活到极限程度或者失去控
制，淋巴细胞和巨噬细胞持续被激活和扩增，分
泌大量的炎症细胞因子，导致机体出现“细胞因
子风暴”[11]。
　　SARS-CoV-2 通过与人体细胞表面的 ACE2 相
结合而感染人体细胞。而 ACE2 在生理情况下是维
持呼吸系统、心血管系统以及重要器官功能平衡的
保护酶。大量 SARS-CoV-2 入侵机体时，ACE2 在
短时间内被消耗，丧失了对机体呼吸系统、心血

管系统等重要器官的保护作用，患者病情可能迅速
恶化并出现多器官功能衰竭，因此，对患者给予
ACE2 激活可能成为有效的治疗方式之一。瑞金医
院的科研人员发现低剂量的糖皮质激素对人上消化
道上皮细胞系（GES-1）和人单核细胞系（THP-1）
中的 ACE2 均有激活作用，对细胞因子白介素 6
（IL-6）有抑制作用，临床常用的糖皮质激素能显
著激活 ACE2 表达并且抑制巨噬细胞分泌 IL-6，其
中氢化可的松作用最强，其次是泼尼松龙、地塞米
松和甲泼尼龙，中、低剂量糖皮质激素可以激活
ACE2 并降低 IL-6 的水平，抑制细胞因子风暴，在
呼吸系统和消化系统中发挥保护作用 [12]。
2　糖皮质激素在 COVID-19 治疗中的应用
　　COVID-19 可能包括两个主要阶段：第一个
阶段为病毒复制高峰期，此阶段病毒对肺部有直
接损伤（主要但不限于）；第二个阶段为炎症反应
失调，可能导致全身性影响和预后恶化 [13]。所有
支持糖皮质激素用药的证据都是在第二阶段发现
的，此时炎症反应失调可导致器官损伤。当先天
免疫反应对抗病毒复制阶段早期使用糖皮质激素
可能是有害的，因为它会延长 SARS-CoV-2 的复
制时间，增加病毒载量，使正常的先天免疫失调，
从而可能导致更严重的肺损伤，即使在没有合并
症的年轻受试者中都可能导致住院率和需要呼吸
支持的重症病例数量增加 [14]。因此，仅在重症或
危重症 COVID-19 患者中推荐使用糖皮质激素，
本文综述了在治疗重症 COVID-19 患者过程中应
用较多的两种糖皮质激素：甲泼尼龙和地塞米松。
2.1　甲泼尼龙在 COVID-19 治疗中的应用
　　文献报道使用甲泼尼龙治疗可明显降低感染
SARS-CoV-2 合并急性呼吸窘迫综合征（ARDS）
患者的死亡风险 [15]。李威等 [16] 回顾性分析了发
热病区 288 例 COVID-19 患者中 112 例由轻型、
普通型转重型、危重型患者使用小剂量甲泼尼龙
琥珀酸钠治疗的情况。87 例患者在加重 48 h 内
（Ⅰ组）使用甲泼尼龙琥珀酸钠治疗，治愈率为
96.55%，病死率为 3.45%；25 例患者在加重在
48 h 后（Ⅱ组）使用甲泼尼龙琥珀酸钠治疗，治
愈率为 20%，病死率为 80%，由此可知，小剂量
甲泼尼龙琥珀酸钠治疗 COVID-19 最佳窗口期为
轻型、普通型转重型、危重型后 48 h 内。日本的
Juntendo University 团队回顾性分析甲泼尼龙治
疗重型 COVID-19 患者的疗效，发现血浆置换联
合甲泼尼龙是治疗老年重症患者的有效方法 [17]。
研究表明，高剂量（80 mg）甲基强的松龙治疗
COVID-19 患者可延长 SARS-CoV-2 的转录时间
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（调整后的 HR ＝ 0.67，95%CI：0.46 ～ 0.96，P ＝

0.031）；低剂量（40 mg）甲基强的松龙治疗则不
然（调整后的 HR ＝ 0.72，95%CI：0.48 ～ 1.08，
P ＝ 0.11）[18]。据报道，重症 COVID-19 患者病
死率的增加与使用高剂量而非低剂量糖皮质激素
治疗有关 [19]。
2.2　地塞米松在 COVID-19 治疗中的应用 
　　研究发现早期使用地塞米松治疗可以改变患
者系统免疫反应，减少中度至重度 ARDS 患者
的机械通气时间和总病死率 [20]。牛津大学纽菲
尔德人口健康学系在英国 176 家医院开展了针
对 COVID-19 疗法的大规模随机、对照开放性临
床试验（RECOVERY 试验），共纳入 6425 例患
者 [21]，其中 2104 例患者接受口服或者静脉注射
地塞米松治疗（6 mg·d － 1，最长 10 d），4321 例
患者作为对照组，接受常规治疗。地塞米松组
共有 482 例（22.9%）患者、对照组共有 1110 例
（25.7%）患者在分组后 28 d 内死亡。在接受有
创机械通气的患者中，地塞米松组（29.3%）的
病死率低于常规治疗组（41.4%）；在接受氧疗
而非有创机械通气的患者中，地塞米松组的病死
率（23.3%）同样低于对照组（26.2%）。而未接
受任何呼吸支持的患者中，两组的病死率差异
无统计学意义，分别为 17.8% 和 14.0%。结果表
明，使用地塞米松可降低接受有创机械通气或仅
接受吸氧治疗患者的 28 d 病死率，而未接受呼
吸支持的患者则没有获益。自 RECOVERY 试验
发布以来，糖皮质激素药物的使用已在全球范围
内广泛用于治疗严重的 COVID-19。然而，地塞
米松在接受机械通气或补充氧气治疗的患者中获
益最大，而在无低氧血症的患者中未见获益。世
界卫生组织（WHO）对 RECOVERY 试验以及其
他 6 项试验数据进行了荟萃分析，其中一些试验
由于 RECOVERY 数据的公布而取消，荟萃分析
显示仅推荐在需要补充氧气（常规氧疗和机械通
气）的重症或危重症 COVID-19 患者中使用糖皮
质激素。WHO 发布了关于 COVID-19 治疗的两
项建议：对于重症和危重症 COVID-19 患者，应
开始全身糖皮质激素治疗，推荐每日口服或静脉
注射 6 mg 地塞米松或每 8 h 静脉注射 50 mg 氢化
可的松，持续 7 ～ 10 d；其次，不建议在非重症
COVID-19 患者中使用糖皮质激素 [22-23]。
3　糖皮质激素联合中药在 COVID-19 治疗中的
应用
　　在我国抗击 COVID-19 的疫情过程中，中医
药起到了至关重要的作用。中医药具有多成分、

多靶点、多环节等优势，中医认为感染 SARS-
CoV-2 属于“湿毒”，采用“泻下通腑法”，可减
轻重症患者炎症反应，提高免疫力，保护重要脏
器 [24]。例如《新型冠状病毒肺炎诊疗方案（试行
第八版修订版）》中推荐使用的中成药血必净注射
液可降低重症肺炎患者血浆中 IL-6 和肿瘤坏死因
子 -α（TNF-α）水平，用于重症 COVID-19 患者
的辅助治疗 [25-26]。中西医结合疗法是目前较高效
的一种方法，使用糖皮质激素治疗的同时，合理
运用中药，在增强疗效的同时还能减少激素的用
量及不良反应 [27-29]。董红建等 [30] 选取重症社区获
得性肺炎导致 ARDS 患者 63 例，观察组（31 例）
在常规治疗基础上采用甲泼尼龙（100 mg·d － 1 
ivgtt）联合参芪扶正注射液（250 mL·d － 1 ivgtt）
治疗，对照组在常规治疗基础上采用甲泼尼龙
（100 mg·d－ 1 ivgtt）治疗，疗程均为 3 d。治疗后，
两组血清白介素 1β（IL-1β）、IL-6、C 反应蛋白
（CRP）、TNF-α 及动脉血二氧化碳分压（PaCO2）
水平均较治疗前降低，观察组均低于对照组；动
脉血氧分压（PaO2）和血氧饱和度（SpO2）水平
均较治疗前升高，观察组均高于对照组，差异有
统计学意义，总有效率观察组（80.65%）高于对
照组（68.75%）。参芪扶正注射液主要成分为党参
和黄芪。现代药理学研究证明黄芪具有增强机体
免疫力、保肝、利尿、抗应激、降压和广泛抗菌
作用 [31]；党参具有增强机体免疫力、抗氧化、自
由基消除能力等作用 [32]。秦娅蓝等 [33] 纳入在重
庆市收治的 COVID-19 重症（重型和危重型）患
者 47 例，在常规治疗基础上，A 组（21 例）给予
热毒宁注射液（10 mL·d － 1 ivgtt，5 ～ 7 d）联合
甲泼尼龙治疗（1 ～ 2 mg/（kg·d）ivgtt，3 ～ 5 
d），B 组（26 例）给药甲泼尼龙治疗，用法用
量同 A 组。治疗后 A 组患者氧合指数和白细胞
（WBC）、IL-6、IL-17、CRP 等炎症指标水平较
B 组明显降低（P ＜ 0.05），IL-4 水平明显升高
（P ＜ 0.05），并且住院时间、入住 ICU 时间明显
缩短（P ＜ 0.05）。
4　使用糖皮质激素治疗存在的问题
　　糖皮质激素治疗相关的不良反应通常取决于
治疗的剂量和持续时间 [23-34]。常见的不良反应包
括体质量增加、糖尿病、肌肉减少症、骨质疏松
症，并可能导致高血压、动脉粥样硬化、心血管
疾病和血栓栓塞发病率的增加。此外，治疗剂量
的糖皮质激素会增加继发感染风险，并可能导致
伤口愈合受损、精神障碍和下丘脑 - 垂体 - 肾上
腺轴（HPA）受抑制，从而有继发肾上腺功能不
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全的风险 [35]。因此，糖皮质激素用于治疗 SARS-
CoV-2 感染仍存在争议。WHO 的相关重症感染
临床指南 [36] 建议，非特殊原因，严重急性呼吸
道感染患者应避免常规使用糖皮质激素。
　　在 COVID-19 患者中使用糖皮质激素的其他
临床研究尚无定论，并存在一些局限性，包括效
力不足、缺乏明确的临床进展指标或对潜在不良
反应的调查不足等 [37]。控制病毒感染需要充分的
免疫反应，而糖皮质激素具有免疫抑制作用，可
能会延缓机体对病毒的清除和存在继发感染风
险，特别是在免疫功能低下的患者中，会增加继
发感染和其他并发症的风险。有研究表明，持续
使用中高剂量糖皮质激素进行慢性治疗可能会增
加感染风险 [38]。在一项对 399 名住院 COVID-19
患者的研究中，49.6% 有细菌重复感染，主要是
克雷伯菌和金黄色葡萄球菌，用糖皮质激素治疗
的患者重复感染的风险几乎增加了 3 倍 [39]。在
患有类风湿关节炎、炎症性肠病、慢性阻塞性
肺疾病和哮喘的 COVID-19 患者中，长期使用
糖皮质激素与住院率或病死率增加有关 [40-42]。糖
皮质激素治疗应局限于已证实免疫系统过度激
活的重症 COVID-19 患者，回顾性研究表明，
19% ～ 26% 的 COVID-19 患 者（45% 的 重 症 患
者）使用了糖皮质激素，目前存在滥用糖皮质激
素的风险 [43-44]。总之，目前的研究证据不支持
COVID-19 患者常规全身使用糖皮质激素，特别
不建议在儿童患者中全身使用糖皮质激素。
5　讨论
　　近期发现 SARS-CoV-2 的阿尔法、德尔塔、拉
姆达、奥密克戎等变异病毒的传染力和致病力增
强。目前对 COVID-19 的治疗仍然是一种挑战，临
床实践中已经显示小剂量糖皮质激素在 COVID-19
救治中的有效性和安全性 [45]。瑞金医院团队开展
的基础研究为糖皮质激素用于重症 COVID-19 患
者的治疗提供了重要的数据支持 [12]。但是糖皮质
激素用于治疗 COVID-19 合并糖尿病或其他疾病
（如肥胖、高血压和心血管疾病）时，仍需进一步
的临床试验评估。我国对糖皮质激素在 COVID-19
中的应用一直保持谨慎态度，糖皮质激素的不良
反应与应用糖皮质激素的剂量及周期成正相关。
糖皮质激素联合中药治疗严重急性 COVID-19 患
者可减少糖皮质激素的用量，提高患者的治愈率，
减轻不良反应。时间是糖皮质激素治疗 COVID-19
有效性的关键因素，充分准确判断窗口期、及时
干预，合理使用糖皮质激素以及联合中药优势，
可以降低危重症患者病死率，提高治愈率。
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菟丝子的研究进展及质量标志物（Q-marker）的预测分析
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摘要：菟丝子作为传统补益肝肾类中药，在历代中药文献中常用于肾虚引起的各种生殖系统疾

病。现代药理学研究表明，菟丝子中含有多种化学成分，主要有黄酮类、酚酸类、多糖类以及

微量元素等，并具有广泛的药理作用，对于男女生殖系统、内分泌系统、免疫系统疾病具有良

好的防治作用。本文对近些年来关于菟丝子化学成分与药理作用的研究进展进行概述，并从成

分特有性、传统药效相关性、传统药性相关性、化学成分可测性等几个方面对菟丝子质量标志

物进行预测分析，最终得出可将菟丝子中金丝桃苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素等黄酮类成分，

绿原酸等酚酸类成分以及多糖类成分作为菟丝子的质量标志物，为菟丝子今后的质量标准研

究与开发提供参考。

关键词：菟丝子；化学成分；药理作用；质量标志物
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Research status of Cuscuta semen and the prediction of quality markers

XU Chang-li1, SHI Yun2, LIANG Yu-sha1, JIN Jun-jie3, ZHOU Yue4, LI Wei-dong2, QIN Kun-ming1* 
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Abstract: Cuscuta semen is a traditional Chinese medicinal material that nourishes the liver and 
kidneys. It is most often for reproductive system diseases caused by kidney deficiency in traditional 
Chinese medicine books in many dynasties. Modern pharmacology shows that Cuscuta semen 
contains many chemical components, mainly flavonoids, phenolic acids, polysaccharides and some 
trace elements, with wide range of pharmacological effects and good prevention and treatment effects 
in male and female reproductive disorders, endocrine system diseases, and immune system diseases. 
This article summarized the research on the chemical compositions and pharmacological mechanism 
of Cuscuta semen in recent years from component specificity, correlation of traditional medicinal 
effects, correlation of traditional medicinal properties, and component measurability. It is concluded 
that flavonoids such as hyperoside, quercetin, kaempferol, and isorhamnetin, and phenolic acids such 
as chlorogenic acid and polysaccharides may serve as quality markers for Cuscuta semen. Prediction 
of the quality markers for Cuscuta semen provides references for future research and development of 
Cuscuta semen. 
Key words: Cuscuta semen; chemical composition; pharmacological; mechanism; Q-marker
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　　菟丝子为旋花科植物南方菟丝子 Cuscuta aus-
tralis R.Br. 或菟丝子 Cuscuta chinensis Lam. 的干燥
成熟种子，在我国大部分地区都有分布，为寄生
植物。菟丝子最早记载于《神农本草经》[1]，被列
为上品，现收载于《中国药典》2020 年版一部 [2]。
菟丝子作为临床常用的补益类中药，具有滋补肝
肾、固精缩尿、安胎、明目等功效，常用于治疗
阳痿遗精、腰膝酸软、目昏耳鸣、肾虚胎漏、脾
肾虚泻等病症，外用还可以治疗白癜风。现代药
理研究证实，菟丝子中黄酮类成分对于卵巢损伤、
少弱精子等生殖系统疾病有确切疗效；多糖类成
分具有降血糖、抗衰老等作用 [3]。
　　基原不同、产地不同的同一种中药材在质量
上存在一定差异，这在一定程度上影响中药材疗
效的发挥。《中国药典》2020 年版一部中对于菟丝
子仅以金丝桃苷作为检测指标，不能充分为菟丝
子药材质量标准的建立提供支持，需进一步建立
科学、可靠的质量评价方法。基于此，刘昌孝院
士 [4] 提出了质量标志物（Q-marker）概念，以进
一步规范中药材及中药产品质量标准及评价。本
文对近些年来关于菟丝子化学成分以及药理作
用机制进行综述，并从菟丝子成分特有性、传
统药效、传统药性和化学成分可测性对菟丝子
Q-marker 进行预测分析，为揭示菟丝子药效物质
基础，建立专属性质量标准奠定了基础。
1　菟丝子化学成分

1.1　黄酮类成分

　　菟丝子中黄酮类成分是含量最高且种类最多
的一类活性成分。目前，已从菟丝子的提取物中
分离并鉴定出多种黄酮类成分，主要有金丝桃
苷、紫云英苷、异槲皮苷、异鼠李素、山柰酚、
槲皮素及其衍生的苷元等。张燕丽等 [5] 通过 RP-
HPLC 法同时测定了菟丝子中金丝桃苷、异槲皮
苷、紫云英苷、山柰酚、槲皮素和异鼠李素 6 种
活性成分的含量，结果表明 9 个不同产地的菟
丝子中均含有以上 6 种成分，但各成分含量之
间差异较大。孙向明等 [6] 采用 UPLC-Q-TOFMS/
MS 技术得到 10 种与菟丝子雌激素样作用相关的
Q-marker，并对金丝桃苷、槲皮素、芹菜素、山
柰酚、异鼠李素 5 种成分进行了含量测定。菟丝
子中主要黄酮类成分可见表 1。
1.2　酚酸类成分

　　菟丝子中酚酸类成分主要发挥抗炎、抗菌、
提高免疫力的作用，包括绿原酸、异绿原酸、咖
啡酸、对 - 香豆酸、隐绿原酸、肉桂酸等 [7-11]。

陈蕾等 [8] 采用 HPLC 法对菟丝子中酚酸类成分
进行定量分析，结果测得菟丝子中咖啡酸平均含
量为 0.0733 mg·g－ 1、对 - 香豆酸的平均含量为
0.0907 mg·g－ 1。王亚楠等 [10] 采用全时段多波长
融合指纹图谱方法，对不同产地的菟丝子中酚酸
类和黄酮类成分进行测定，得到绿原酸的平均含
量为 1.1188 mg·g－ 1、异绿原酸 C 的平均含量为
0.0610 mg·g－ 1。
1.3　多糖类成分

　　菟丝子中多糖类成分含量也较高，通过对菟
丝子提取物中几种多糖结构进行分析，发现这些
多糖均是由葡萄糖、半乳糖、鼠李糖、甘露糖以
及葡萄糖醛酸等组成的杂多糖 [12]。徐丽媛等 [13]

采用 PMP 衍生化结合 HPLC 法测定菟丝子多糖中
单糖的组成，发现菟丝子多糖中的主要单糖成分
为甘露糖、葡萄糖、半乳糖、半乳糖醛酸、木糖、
阿拉伯糖等。王展等 [14] 采用离子交换色谱法与凝
胶层析法对菟丝子多糖进行分离纯化，后通过光
谱分析等方法研究其结构特征，首次在菟丝子提
取物中得到 H6、H8 两个多糖类化合物。
1.4　木脂素类成分

　　菟丝子中含有多种木脂素类成分，包括菟丝
子苷 C（cuscutoside C）[15]、D- 松脂素（D-pinores-
inol）、D- 芝麻素（D-sesamin）[16] 等。He 等 [17] 采
用 HPLC-DAD-MS 以及 HPLC-UV 对菟丝子和南
方菟丝子进行成分鉴定，最后得到两者共有的木
脂素类成分：菟丝子苷 A（cuscutoside A）、菟丝
子苷 D（cuscutoside D）、D- 松脂醇 -4-O- 吡喃葡
萄糖（D-pinoresinol-4-O-glucoside）以及新菟丝
子苷 C（neocuscutoside C）。
1.5　其他化学成分

　　菟丝子还含有β- 谷甾醇、胡萝卜苷等甾体
类成分 [17]；含有 2- 戊基呋喃、十二烷、冰片

表 1　菟丝子中主要的黄酮类成分 
Tab 1　Main flavonoids in Cuscuta semen

序号
化合物

化学式
平均含量 /

（mg·g － 1）

参考

文献中文名称 英文名称

1 金丝桃苷 hyperoside C21H20O12 0.4105 [4]

2 槲皮素 quercetin C15H10O7 0.1815 [4]

3 山柰酚 kaempferol C15H10O6 0.0436 [4]

4 异槲皮苷 isoquercitrin C21H20O12 0.1985 [4]

5 异鼠李素 isorhamnetin C16H12O7 0.0515 [4]

6 紫云英苷 astragalin C21H20O11 0.2864 [4]

7 芹菜素 apigenin C15H10O5 0.1104 [5]

8 槲皮苷 quercitrin C21H20O11 0.6333 [6]

9 芦丁 rutin C27H30O16 0.2929 [7]
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等挥发性成分 [18]。Wang 等 [19] 从菟丝子原植物
的 95% 乙醇提取物中分离获得菜豆酸（phaseic 
acid）、松脂醇（pinoresinol）、7α- 羟基谷甾醇
（7-hydroxysitosterol）等萜类化合物。此外，菟丝
子中还含有生物碱类、脂肪酸、氨基酸类以及一
些微量元素 [20]。
2　菟丝子主要药理作用机制研究

　　现代药理学研究发现，菟丝子中所含有的黄
酮类成分、酚酸类成分、多糖类成分对生殖系统、
心血管系统、内分泌系统、免疫系统等疾病具有
多种药理作用 [3]。多项动物实验均表明菟丝子在
雄性生殖系统疾病、肾虚型排卵障碍、绝经后骨
质疏松、肝损伤、糖尿病等疾病中均具有较好的
干预作用。
2.1　对生殖系统的作用

　　苗明三等 [21] 通过实验探讨了菟丝子总黄酮对
多囊卵巢大鼠的卵巢保护功能，结果表明菟丝子
总黄酮能明显升高多囊卵巢大鼠卵泡刺激素的分
泌，同时降低其睾酮、雌激素、促黄体生成素的
分泌，从而通过抑制卵巢颗粒细胞的异常凋亡，
改善多囊卵巢综合征模型大鼠的卵巢功能。
　　朱晓南等 [22] 对肾虚排卵障碍模型大鼠分别
给予菟丝子和菟丝子黄酮进行实验观察。结果表
明：在反应卵泡发育、生长和排卵的性激素指标
上证实了两者均可在一定程度上逆转羟基脲导致
的肾虚排卵障碍，且菟丝子黄酮的促排卵作用可
能优于菟丝子。马红霞等 [23] 通过检测促分裂原
活性蛋白激酶（MAPK）下游分子 ERK1/2 的磷
酸化水平，发现菟丝子总黄酮能刺激滋养细胞信
号通路的活化，促进早孕期人细胞滋养细胞的增
殖，进一步证明了菟丝子总黄酮是发挥补肾安胎
作用的主要药效成分。
　　菟丝子总黄酮能明显改善大鼠的体质量、脏
器指数，提高精子数量与活动率 [24]。对于氢化可
的松通过增强大鼠体内氧化应激而出现少弱精子
症，菟丝子总黄酮可以提升大鼠体内氧化自由基
的清除能力，减轻大鼠体内氧化应激损伤；促进
睾酮的分泌、提高睾丸内酸性磷酸酯酶、乳酸脱
氢酶、琥珀酸脱氢酶的活性；降低丙二醛（MDA）
的含量、提高谷胱甘肽（GSH）和总超氧化物歧
化酶（T-SOD）的水平，并下调 Fas 和 Fasl 的基
因表达，从而减少精细胞的凋亡，增加精子的数
目，提高精子的活性 [25]。
2.2　对内分泌系统的作用

　　有研究报道菟丝子总黄酮通过上调下丘脑 -

垂体 - 性腺轴中雌激素受体（ER）的表达以及卵
巢中促黄体生成素受体（LHR）的表达以调控下
丘脑 - 垂体 - 性腺轴的功能紊乱，但对卵巢中的
卵泡刺激激素受体基因（FSHR）表达没有影响，
说明菟丝子黄酮类成分在调节内分泌功能障碍时
发挥了一定的作用 [26]。彭申明等 [27] 研究了菟丝
子总黄酮对内分泌衰退痴呆模型小鼠学习记忆功
能的影响，结果显示雌激素和菟丝子总黄酮具有
良好的抑制神经细胞凋亡的作用，表明菟丝子总
黄酮可能通过促进或增强下丘脑 - 垂体 - 性腺轴
功能，达到增加雌激素水平和改善内分泌系统功
能的目的。
　　李道中等 [28] 将菟丝子多糖静脉注射入四氧嘧
啶致糖尿病模型小鼠体内后，观察小鼠的血糖、
体质量、肝糖原含量、游泳时间、免疫器官的质
量情况，发现菟丝子多糖能显著降低模型小鼠的
血糖、增加体质量、增加肝糖原含量、延长游泳
时间、增加脾脏和胸腺质量，这说明菟丝子多糖
对糖尿病小鼠具有良好的治疗作用。
2.3　对免疫系统的作用

　　通过现代药理学理论建立衰老模型小鼠，研
究菟丝子多糖对衰老模型小鼠血清、肝、肾组织
中 MDA、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物
酶以及脑组织中脂褐质的影响，结果表明，菟丝
子多糖能提高衰老模型小鼠的免疫功能，对氧自
由基、活性氧、脂质过氧化具有清除作用，同时
增强体液免疫功能 [29]。
　　徐何方等 [30] 以菟丝子乙醇提取物（即以黄
酮类化合物为主的提取物）给药，观察其对肾阳
虚证模型大鼠免疫功能的影响，结果发现菟丝
子醇提物不仅增加了模型大鼠的胸腺、脾脏质
量，还增强了其体内巨噬细胞的吞噬功能。这表
明菟丝子醇提物可以改善肾阳虚证模型大鼠的免
疫功能，具有显著的免疫调节作用。金丝桃苷作
为菟丝子黄酮类主要成分，不仅在化学性肝损伤
中起到关键作用，在免疫性肝损伤中也具有一定
疗效，其作用机制可能与其清除自由基、增强机
体抗脂质过氧化能力、抑制炎症因子的释放以及
调节 T 细胞亚群使其平衡从而减轻肝细胞的损
伤有关 [31]。
2.4　对心血管系统的作用

　　动脉粥样硬化是一种慢性炎症反应，其发生
机制主要是由于血管内皮的损伤，而血管内皮损
伤是导致内皮细胞功能障碍的主要原因。刘海云
等 [32] 比较了菟丝子黄酮对损伤血管及正常血管
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内皮细胞增殖活性的影响，证实了菟丝子黄酮能
够保护受损伤的血管内皮细胞，并通过对受损的
内皮细胞合成分泌一氧化氮、一氧化氮合酶和内
皮素的影响研究，进一步揭示了菟丝子黄酮保护
血管内皮细胞可能的作用机制。研究发现黄酮类
成分异鼠李素是通过抗炎、抗氧化应激以及抗细
胞凋亡等多因素共同发挥作用从而实现对血管内
皮细胞的保护 [33]。
2.5　对骨与软骨的作用

　　胡晓梅等 [34] 探讨了局部使用菟丝子总多糖
对家兔关节软骨全层缺损Ⅱ型胶原表达的影响，
采用多种方法进行评估后表明：菟丝子总多糖凝
胶发挥了促进软骨修复与临时基质结合体的作
用，使家兔缺损的关节软骨得以修复，其机制可
能是菟丝子总多糖促进了Ⅱ型胶原的表达。另有
研究证明，菟丝子总多糖可促进 TGF-β1 参与调
节骨折修复 [35]。
　　绝经后骨质疏松症是生殖激素水平的变化引
起的一种疾病，其发病机制是由于雌激素水平降
低，使得成骨细胞的活性降低、破骨细胞的活性
增加，导致骨密度下降，进而发生脆性骨折。菟
丝子提取物能够促进小鼠成骨细胞 MC3T3-E1 增
殖，提高碱性磷酸酶活性和钙盐沉积，并上调
Col-I、BMP2 和 Smad4 蛋白表达，其作用机制可
能与调节 BMP2/Smad4 信号通路有关 [36]。有研究
人员通过建立去卵巢大鼠导致的骨质疏松模型，
证明了菟丝子多糖可以通过促进骨形成和抑制骨
吸收，从而治疗雌激素缺陷性骨质疏松症 [37]。
2.6　保肝明目作用 
　　菟丝子作为传统的明目中药，在治疗眼科疾
病的组方中应用颇多且效果显著，主要是通过补
益肝肾的作用发挥明目功效。临床常组方用于治

疗黄斑变性 [38]、糖尿病性视网膜病变 [39]、白内
障 [26] 等眼科疾病。从现代药理学研究来看，菟丝
子在眼科疾病的作用主要是通过其黄酮类成分发
挥的。Du 等 [40] 研究发现山柰酚通过抗氧化途径发
挥保护视网膜色素上皮的作用，从而预防黄斑变
性的发生。槲皮素通过抑制丝裂原活化蛋白激酶
和蛋白激酶 B 使核因子 -κB 信号失活，以此来抑
制视网膜血管内皮生长因子（VEGF）诱导的视网
膜感光细胞过度炎症反应 [41]。有报道在降糖药物
的基础上加用菟丝子组方治疗单纯型和增殖型糖
尿病视网膜病，结果表明：菟丝子组方对患者视
力、眼底微血管瘤、眼底出血和渗出均有改善 [42]。
　　采用雷公藤多苷构建慢性肝损伤模型大鼠，
在给予其菟丝子醇提物后，结合动物行为学、血
清学、肝组织病理学对模型大鼠进行评价，结果
表明雷公藤多苷与菟丝子醇提物配伍后能显著降
低雷公藤多苷的肝毒性，其减毒作用的机制是菟
丝子能够抵抗雷公藤多苷引起的诱导细胞大量
凋亡，继而导致肝细胞凋亡、坏死，保护肝损
伤 [43]。酚酸类成分绿原酸也具有抗炎、抗氧化和
肝保护作用，有研究表明绿原酸可通过增强 Nrf2 
介导的抗氧化作用以及抑制 NLRP3 炎性体的激
活对急性肝损伤产生保护作用 [44]。
　　此外，菟丝子还具有治疗尿频、小儿遗尿症、
痛经 [45] 及保护小脑神经元 [46] 等作用。在外用功
效上，菟丝子可使白癜风受损区酪氨酸酶活性升
高，单胺氧化酶活性降低，血清胆碱酯酶活性增
加，从而刺激黑色素细胞合成，恢复白癜风病损
区功能，使其色素再生，证实了菟丝子在白癜风
治疗中的功效 [47]，菟丝子主要成分与药理作用机
制如图 1 所示。

图 1　菟丝子主要成分与药理作用机制

Fig 1　Main components and pharmacological mechanism of Cuscuta semen
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3　菟丝子 Q-marker预测分析

3.1　基于植物近缘及其成分特有性的 Q-marker
预测分析

　　据统计菟丝子属 Cuscuta Linn. 植物约有 170
种，广泛分布于全世界暖温带，我国有 8 种，南北
均产 [48]。之前的研究证实了菟丝子属植物中共同
含有黄酮类、多糖类、木脂素类等多种化合物 [49]。
在贵州省、四川省的地方炮制标准中，曾收载以菟
丝子属植物金灯藤（Cuscuta japonica Choisy）为菟
丝子品种基原，功效等同菟丝子。贵州省、重庆市、
四川省、河北省的炮制标准单独收载以金灯藤为基
原的药材称为大菟丝子 [50]。2020 年版《中国药典》
收载的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。菟丝子中成分多样，含有黄酮
类、多糖类、酚酸类、木脂素类等成分，以黄酮类
成分种类与含量最多。林慧彬等 [51] 测定了不同寄
主条件下菟丝子与南方菟丝子的化合物差异，结果
表明菟丝子与南方菟丝子中均含有金丝桃苷、槲皮
素、山柰酚、异鼠李素这几种黄酮类化合物，但成
分含量与比例有一定差异。
　　有研究在菟丝子醇提物中得到菟丝子苷 C
（cuscutoside C）和菟丝子苷 D（cuscutoside D），并
进一步通过光谱分析阐明了其结构 [14]。在之后的
研究中，研究者从定性定量方面分析了菟丝子与南
方菟丝子成分的差异，通过 HPLC-DAD-MS 得到
两者的木脂素类成分，包括其特有成分菟丝子苷 A
（cuscutoside A）和菟丝子苷 D（cuscutoside D）[16]。
但目前对于这几种菟丝子中特有木脂素类成分只在
结构鉴别方面有报道，在成分活性方面研究尚浅，
对于能否纳入菟丝子 Q-marker 的筛选范围还有待
进一步探索。通过以上文献分析可将菟丝子中金丝
桃苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素等黄酮类成分作
为筛选菟丝子 Q-marker 的重要参考。
3.2　基于传统药效相关性的 Q-marker 预测分析

　　菟丝子具有补益肝肾、固精缩尿、安胎、明
目、止泻等功效，外用可消风祛斑，临床上常用
于肝肾不足、腰膝酸软、阳痿遗精、遗尿尿频、
肾虚胎漏、胎动不安、目昏耳鸣、脾肾虚泻等症。
现代药理学研究表明，菟丝子中黄酮类成分在改
善女性卵巢功能、男性生殖障碍、眼部疾病方面
具有显著疗效 [20-25，39]；菟丝子中多糖类成分在改
善绝经后骨质疏松、促进软骨修复、治疗糖尿病
等方面的作用机制已有报道 [28，30]；菟丝子中酚酸
类成分可提高免疫力、抗菌、抗病毒。由此可见，

菟丝子中黄酮类、多糖类、酚酸类成分现代药效
作用与传统药效相符合，可考虑将含量较高的黄
酮类成分如金丝桃苷、槲皮素、紫云英苷、芦丁、
山柰酚以及酚酸类成分绿原酸、多糖类成分作为
筛选菟丝子 Q-marker 的关键成分。
3.3　基于传统药性相关性的 Q-marker 预测分析

　　中药性味归经是中药的基本属性，也是临床处
方开药的重要依据，因此与中药 Q-marker 密切相
关。菟丝子性辛、味甘，平，归肝、肾、脾经。辛
味药的成分多为挥发油类、苷类和生物碱类，归
肝、心、脾、肺经，其功效表现为能够散表邪、散
里寒、散结滞，行气、行血、润燥 [52]。甘味药多
入肾经，滋补肾脏，既可以滋补阳气，又能补益阴
气，其成分多以糖类、蛋白质、氨基酸等居多。辛、
甘两性药性集于菟丝子一身，“辛甘化阳”，辛主通
阳，甘主益气，两者相伍主要用于男性阳气不足之
症，在妇科、眼科等疾病治疗上亦有一定成效 [53]，
这与菟丝子现代药效学研究结果相符合。通过以上
对菟丝子药性的分析上来看，可将黄酮类成分中金
丝桃苷、紫云英苷、槲皮素、山柰酚以及多糖类成
分作为菟丝子 Q-marker 的筛选参考。
3.4　基于化学成分可测性的 Q-marker 预测分析

　　通过单个色谱方法或多种色谱方法联用的方法
对中药化学成分进行质量评价已较为普遍。在《中
国药典》2020 年版一部中采用 HPLC 对菟丝子进行
含量测定，以金丝桃苷含量为质量评价指标。胡丽
萍等 [7] 利用 HPLC-UV-MS 法同时测定了菟丝子中
绿原酸、金丝桃苷、槲皮苷、山柰酚、异鼠李素 5
种化合物。高智席等 [9] 利用（HPLC-CL）测定菟
丝子中芦丁、山柰素、槲皮素和异鼠李素含量，方
法简便，重复性好。谭喜莹等 [54] 对 15 个产地的菟
丝子药材进行 HPLC 检测并建立指纹图谱，结果显
示：15 个产地的菟丝子有 18 个共有峰且相似度较
好，但各谱峰峰面积有一定差异，最终通过对照品
叠加法，确认了绿原酸、对 - 香豆酸、槲皮素、山
柰酚等 4 个主要共有成分。孟蔚等 [55] 研究不同寄
主的菟丝子指纹图谱，通过对比发现各指纹图谱相
似度较高，进一步分析得到不同寄主的菟丝子中均
具有金丝桃苷、槲皮素、山柰酚、异鼠李素等 10
种共有成分，但在成分含量上有所差异。综合现有
的文献数据，基于菟丝子中化学成分的可测性，可
将绿原酸、对 - 香豆酸、金丝桃苷、槲皮素、山柰
酚纳入菟丝子 Q-marker 的筛选范围。
4　结语

　　随着现代科学技术的发展，对菟丝子化学成
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分和药理作用机制的研究不断深入，发现菟丝子
在内分泌系统、心血管系统、骨及软骨等方面的
疾病治疗中具有一定的作用。本文在对菟丝子化
学成分与药理作用研究现状进行综述的同时，结
合 Q-marker 研究的核心内容，通过对其成分特有
性、传统药效相关性、传统药性相关性以及成分
可测性进行系统分析，为菟丝子 Q-marker 的筛选
及确定提供了依据（见图 2）。最后得出可考虑将
菟丝子中金丝桃苷、槲皮素、山柰酚等成分作为

菟丝子 Q-marker。但是，这些成分并不是菟丝子
的特征性成分，金丝桃苷等黄酮类成分在野马追、
黄蜀葵花、山楂叶等中药中均有分布；绿原酸在
金银花、菊花、蒲公英等中药中也广泛存在。因
此，对于菟丝子 Q-marker 的研究，还需要在此基
础上，对黄酮类、酚酸类、多糖类以及一些菟丝
子特有木脂素类化合物进行进一步的成分 - 药效
相关性研究，建立更加科学、合理的菟丝子质量
标准，以使菟丝子更好地发挥临床疗效。

图 2　菟丝子 Q-marker 的预测分析

Fig 2　Predictive analysis of Cuscuta semen Q-marker
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生物胺类物质药理及理化测定方法研究进展
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摘要：生物胺广泛存在于食品及动植物体内，具有一定的生物学活性，适量生物胺在体内具有

调节人体新陈代谢的功能，摄入过量则会产生不良反应。药品中许多复杂基质药物如中药、抗

菌药物、生化药物等都提取自动植物体或通过发酵生产，且其制备、储存过程中可能引入或产

生生物胺，因此其安全性及测定方法的研究具有重要意义。考察生物胺含量和不良反应之间的

量效关系，建立简便高效的生物胺检测方法以控制其含量，探究其与临床用药安全性的相关

性可为临床安全用药提供依据。故本文根据生物胺的生物学活性和理化性质，综述了近年来国

内外生物胺的药理和理化分析方法，为确定生物胺的测定方法和限量标准提供参考。

关键词：生物胺；药理研究；理化测定方法
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Pharmacological and physicochemical determination of biogenic amines

LIN Xin-li1, 2, WU Yin-nan3, TAN Li1, MENG Chang-hong1, WANG Yu-xin1*, SHI Qing-shui1* (1. 
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Abstract: Biogenic amines exist in food, animals and plants widely, demonstrating certain biological 
activities. Metabolism in the human body can be regulated by an appropriate amount of biogenic 
amines while excessive intake may cause adverse reactions. Many complex matrix drugs, such 
as traditional Chinese medicine, antibiotics and biochemical drugs, are extracted from animals 
and plants, or produced by fermentation, and biogenic amines may be introduced or produced in 
the process of preparation or storage. So research on their safety and determination is important. 
To determine the dose-response relationship between the content of biogenic amines and adverse 
reactions, and explore clinical drug safety,  a simple and efficient detection method of biogenic amines 
to control their content in drugs was established to provide evidence for clinical safe usage. According 
to the biological activity and physicochemical properties of biogenic amines, this study summarized 
the pharmacological and physicochemical determination of biogenic amines home and abroad in 
recent years, to provide reference for the analysis methods and limit standards of biogenic amines. 
Key words: biogenic amine; pharmacological research; physicochemical determination
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　　生物胺广泛存在于自然界中，其可由游离氨
基酸经脱羧酶催化脱羧产生，也可以由醛酮类化
合物氨基化脱氨基产生 [1-3]。内源性生物胺在体内
发挥着基本的生理功能，如参与免疫炎症反应，

调节血压，调控血糖，促进遗传物质的合成等，
但其在体内过度蓄积则会损害人体神经系统及心
血管系统，引起不良反应。同时由于许多复杂基
质药物如中药、抗菌药物、生化药物等都提取自
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动植物体，其生产、发酵和储藏过程中可能引入
或分解产生生物胺，如在体内叠加或蓄积，均有
可能对临床用药安全造成风险 [4]，因此需通过建
立可靠的检测方法，对药物中的生物胺类物质进
行质控，明确各生物胺的量效关系，拟订适宜的
控制策略，从而提高临床用药的安全性。
1　生物胺的研究概况

　　从生物胺的来源可知，其结构由上级化合物
决定，具有多样性，不同结构的生物胺具有不同
的功能，其中组胺的研究最受关注，其他种类的
生物胺研究报道较少。相较而言，生物胺在食品
领域研究较多，而在药品领域相关研究较少，故
亟需在药品领域建立适宜的分析测定方法，并进
行质量控制及研究。为了更好地了解各类生物胺
的研究现状，本文先对不同种类生物胺的特性进
行汇总。
1.1　生物胺的分类及质量控制

　　生物胺可被看作氨分子上的氢被不同基团取
代，如脂肪基团、芳香基团或杂环烃基团等 [5]。
根据结构分类，常见的组胺属于杂环胺类；酪胺、
苯乙胺、章鱼胺等被列为芳香族胺；腐胺、尸胺、
精胺、亚精胺等被列为脂肪族胺。根据其构成分
类，组胺、酪胺、苯乙胺等被列为单胺；胍丁胺、
尸胺、腐胺及亚精胺等被列为多胺，见表 1。
　　研究表明，部分食源性疾病的公共卫生问题
与生物胺类物质有关，在欧洲和美国多达 40%
的病例报告可归因于组胺过量 [6]，表 1 所列几种
常见的生物胺均可在食品中检出，其含量是评价
食物新鲜度的指标之一 [7]。因此，不同国家和地
区对食品中的部分生物胺含量制订了限值，以保
障食品的安全 [8]，特别是生鲜鱼类、罐头及发酵
产品等，还明确了生产过程和终产品中生物胺的
含量限值。但是不同地区限值标准差异显著，标
准中，组胺限值最低为 50 μg·g － 1，最高可达
400 μg·g － 1，甚至同种食品不同地区的组胺限
值差距较大，例如金枪鱼中的组胺限值最低为 50 
μg·g － 1，限值最高为 200 μg·g － 1[9]。
　　当然，生物胺限值制订存在一定困难，影响
因素较多，比如肠道分解生物胺的效率、耐受性
等均存在个体差异性，不同生物胺协同作用从而
存在毒性叠加的可能性等。因此，有必要对多种
生物胺的不良反应进行深入研究，明确其药理活
性与不良反应的量效关系，从而为其限值的制订
提供基础和佐证。
1.2　生物胺类物质的不良反应

　　虽然生物胺在调节神经系统、控制生长代谢
和稳定生物膜等方面具有积极作用，但其也可引
起如心悸、腹泻、偏头痛等不良反应。其中杂环
胺类化合物组胺的不良反应最为常见，其可激动
受体亚型（H1、H2 和 H3 受体）进而引起全身效
应。H1 受体的激活会导致过敏反应，发作迅速；
H1、H2 受体的激活会扩张小动脉和小静脉，外周
阻力降低，外周血管和毛细血管扩张，回心血量
减少，血压快速下降，常见表现即为低血压 [10]；
H3 受体的激活则会促进中枢神经系统的神经递质
释放，与多种中枢神经疾病联系密切，严重时可
损伤中枢神经 [11]，表现为恶心、呕吐和头痛。
　　部分芳香族生物胺具有血管收缩作用，酪胺、
苯乙胺、色胺和章鱼胺能够使交感神经系统释放
去甲肾上腺素，刺激血管平滑肌，血压上升 [12]。
高水平的酪胺可引起的中毒症状与组胺类似，具
体表现为心律加快、呼吸频率增加和偏头痛，长
期摄入会干扰葡萄糖稳态，从而升高血糖水平，
甚至中毒性肿胀。苯乙胺毒性较强，易引发偏头
痛和精神类疾病。色胺促进 5- 羟色胺和多巴胺释
放，5- 羟色胺具有升压作用，可引起高血压。

表 1　几种常见的生物胺 
Tab 1　Several common biogenic amines

名称 分子式 结构式
相对分

子质量

苯乙胺 C8H11N

NH2

121.18

酪胺 C8H11NO

NH2

HO 137.18

组胺 C5H9N3

NH2

HN

N 111.14

色胺 C2H12N2
H2N

N
H

160.21

章鱼胺 C8H11NO2

HO

HO

NH2

153.17

尸胺 C5H14N2 H2N NH2
102.18

腐胺 C4H12N2
H2N

NH2   88.15

亚精胺 C7H19N3 H2N N
H

NH2 145.20

精胺 C10H26N4
H2N N

H

H
N NH2 202.34

胍丁胺 C5H14N4

NH2N
H

H2N

NH 130.79
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　　同属脂肪族胺的尸胺和腐胺，较组胺和酪胺
的生物活性低，具有刺激生长发育的作用，但均
有一定的腐蚀性和毒性，高水平腐胺和尸胺的中
毒症状主要有低血压、心动过缓、呼吸困难和四
肢轻微麻痹瘫痪。尸胺和腐胺还可增加其他生物
胺的毒性，组胺本身在低水平下可能不会造成毒
性，但在高浓度的腐胺和尸胺存在的情况下，组
胺相关代谢酶的活性降低，毒性增强，可致呼吸
系统受损，严重时危害生命 [13]。胍丁胺随环境的
变化会分解，在胍丁胺酶催化作用下分解为腐胺，
腐胺是精胺和亚精胺的前体 [14]，存在潜在危害。
　　低剂量的精胺和亚精胺不会引起人体的中毒反
应，中剂量精胺会使心肌变性，降低血浆钾水平，
高剂量精胺会使肾功能受损，高剂量亚精胺会降低
体内的血浆肌酐、无机磷酸盐和钙，另外，精胺、
亚精胺还能与亚硝酸盐反应生成致癌物质 [15]。
1.3　药物中的生物胺来源

　　药物（如抗菌药物、中药注射剂和多肽类生
化药等）中由于物料的来源多提取自动植物体，
或通过生产、发酵、储存过程存在引入生物胺类
杂质的可能性 [16]。虽然人体肠道可分解一定量的
生物胺，但生物胺类物质蓄积过量会产生不良反
应。苏喆等 [17] 检测了三家企业的鹿瓜多肽注射
剂，检出组胺、苯乙胺、腐胺和尸胺，其中尸胺
的浓度较高，范围在 0.265% ～ 0.333%，超过毒
性学关注阈值（TTC）2 类遗传毒性杂质的限值。
Li 等 [18] 检测了 84 批牛或猪胸腺中提取的胸腺多
肽注射剂，所有样品中均存在腐胺和亚精胺，多
数样品中检出色胺、苯乙胺、尸胺、组胺、酪胺
和精胺，少量样品中检出多巴胺，其中，组胺含
量高的样品降压效应的不合格率较高，故组胺含
量与降压物质密切相关。牛慧玲等 [19] 在疏血通注
射液中检出腐胺、尸胺和酪胺，疏血通注射液是
以动物提取制成的中药材为原料，动物体内的组
织器官中含有氨基酸，氨基酸脱羧形成生物胺，
引起急性降压的不良反应。因此有必要建立生物
胺类杂质的检测方法，对可能含有或产生生物胺
类杂质的药物开展安全性筛查，控制生物胺类杂
质的限值，以提高此类药物质量，减少不良反应
的发生，保证用药的安全。
2　生物胺类物质的药理学测定方法

　　目前在药品质量控制中，《中国药典》2020 年 
版 [20] 针对组胺类物质，设置降压物质检查项，
通过判断制剂引起麻醉猫血压下降的程度或其引
起豚鼠离体回肠收缩的程度来考察并控制组胺类

物质。除此之外，国内外研究者还采用了药理学
测定方法进行生物胺类物质量效关系的测定，并
比较了不同种属动物模型的灵敏度及重现性。
2.1　颈动脉直接测压法

　　颈动脉直接测压法用于降压物质检查，动物
麻醉状态下在血管内插入压力传感器测量血压，
比较组胺对照品与供试品引起猫的血压变化程
度，判定降压物质是否符合标准。该方法普遍以
猫为实验对象，但猫的来源、遗传背景和寄生虫
携带等情况复杂，近年来有研究者探索其他实验
动物在降压物质检查中应用的可行性。
　　嵇扬等 [21] 以比格犬为实验对象，比较了猫和
比格犬对降压物质的灵敏度和重现性，结果表明
比格犬的灵敏度不符合规定且重现性较猫差，无
法用于降压物质检查；黎家敏等 [22] 以实验兔为实
验对象，比较了不同品种的实验兔和猫对降压物
质的反应，结果表明实验兔对降压物质不敏感，
不同品种的实验兔降压作用存在差异，无法用于
降压物质检查。从实验准确性和经济角度考虑猫
更适用，猫较小动物更接近人体，较大动物更方
便操作，麻醉期间可以保持一定的灵敏度，血管
壁坚韧不易损坏，便于手术操作，可反复使用，
适用于对药物体内作用的分析，心搏力强，血压
恒定，能获得完好的血压曲线。
　　颈动脉直接测压法优点在于是在动脉内直接
进行血压测定，压力传感器插入动物血管内测量
血压，所以测得值准确性更高；不足之处在于麻
醉对实验结果有影响：不仅麻醉程度具有个体差
异性，麻醉期间动物的多项生理指标也会改变，
因此，需设立灵敏度检测来衡量在该麻醉条件下
实验动物是否达到灵敏度要求。
2.2　豚鼠离体回肠法

　　豚鼠离体回肠法作为颈动脉直接测压法的补
充方法，收录于《中国药典》[23]2015 年版，通过
豚鼠离体回肠给药，比较组胺对照品与供试品引
起收缩的程度，判定降压物质是否符合标准。
　　近年来有研究者通过上述两种方法对生化药
中的降压物质检查进行比较。王婷婷等 [24] 以不同
浓度组胺对照品模拟不同水平的样品，采用猫和
豚鼠进行实验，两种方法均有较高的灵敏度和准
确度，供试品注射用糜蛋白酶在一定浓度范围内
对豚鼠离体回肠的收缩反应无干扰作用，与颈动
脉直接测压法相比，专属性和重复性良好。吴贤
生等 [25] 分别用两种方法进行注射用促肝细胞生
长素的安全性检查，根据《中国药典》2020 年版
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判定标准，豚鼠离体回肠法检查组胺类物质符合
规定，但是颈动脉直接测压法检查却发生了明显
降压反应，结果表明，组胺类物质检查合格仍可
能会出现降压物质检查不符合规定的情况。比较
两种方法，豚鼠离体回肠法准确度良好，且灵敏
度更高，可作为颈动脉直接测压法的补充方法，
但不能简单以豚鼠离体回肠法来替代颈动脉直接
测压法结果。
　　豚鼠离体回肠法优点在于专属性高、反复给
药重现性较好，豚鼠为常规实验动物，易于购
得；但其操作复杂，耗时较长，对实验条件温度
和通气要求严格，以此方法考查降压物质需用颈
动脉直接测压法复检。
2.3　尾动脉间接测压法

　　颈动脉直接测压法不能满足长时间和反复多
次的慢性实验，尾动脉间接测压法则可以克服这
个难题。通过实验大鼠尾部或肢体动脉处装备压
脉套，连接可以检测出动脉收缩压和舒张压的检
测器，可直接测定血压值。
　　随着研究的深入，该方法得到进一步优化，
Daugherty 等 [26] 开发了多通道高通量血压计，可
同时测量多达 8 只小鼠或大鼠的血压，通过体积
压力记录仪测定鼠尾收缩压、舒张压、心率、平
均血压、尾血流量和尾血容量，可以获得更准确
的血压参数，弥补原方法上的不足。
　　尾动脉间接测压法不会对动物造成损伤，动
物在无麻醉状态下测定各项生理指标，避免了麻
醉和应激反应对实验结果的干扰，并且可以连续
长时间的实验 [27]；但血压值为间接获得，灵敏度
低，血压若急剧变化可能检测不到，因此不适用
于血压变化反应灵敏的药物实验。
2.4　植入式遥感监测系统

　　植入式遥感监测系统是在动脉中植入传感器，
通过传感器装置直接测量动脉血压的技术，目前
用于动物研究的血压感应装置有生理盐水填充导
管、传感器导管、血压遥测系统等，这些装置可
远程监测血压变化量 [28]，与尾动脉间接测压法一
样都是在动物有意识的情况下测定血压变化。
　　梁月琴等 [29] 对比了尾动脉间接测压法和植
入式遥感监测大鼠血压的差别，前者具有操作简
便且适用范围广的优点，但动物生理状况及环境
因素对结果有较大影响，难以精确测量及动态观
察血压，数据准确性较低；后者遥测系统设备昂
贵，大部分实验室不具备相适应的硬件，但是能
够检测出更详尽的数据供参考，例如监测动物的

即时血压情况等，动态数据更能反映真实的药理
作用。
　　植入式遥感监测系统优点在于实时获取准确
的数据，能够捕获血压的快速变化；缺点在于传
感器植入动物的手术难度高，为防止手术部位感
染，对手术环境及术后护理要求很高，导致实验
周期变长。
3　生物胺类物质的理化测定方法

　　药理学测定方法虽能从整体角度评估生物
胺类物质的药理学效应，但由于动物实验存在
实验对象稳定性难以保证，实验技术要求高、过
程复杂、耗时长等问题，且无法明确不良反应的
物质基础，因此有必要建立灵敏、高效、快速的
生物胺检测方法，为生物胺类物质的快速筛查，
生成过程监测及与不良反应相关性的探究提供
技术手段。
　　由于生物胺是一类可见及紫外光吸收度低、
化合物极性大的小分子化合物，药品中少量生物
胺的测定容易受多种因素干扰，难以进行直接检
测，因此，常采用提取效率高、消除基质干扰的
前处理方法，通过对少量的分析物富集从而提高
信号强度，再配合快速便捷、灵敏度高的分析方
法进行定量测定。本文对目前生物胺含量测定的
前处理方法和仪器分析方法进行总结。
3.1　样品前处理方法

3.1.1　固相萃取（SPE）　SPE 是以固相物作为
萃取剂将目标化合物从样品中吸附出来，从而使
目标物与基质分离，再通过洗脱剂使得目标物与
固相萃取剂分离，最终获得富集的目标物。王芳
等 [30] 建立了 SPE 结合气相色谱法测定腌肉中 5 种
生物胺，在选择固相萃取柱时，比较了强阳离子
交换柱（SCX）、强阴离子交换柱、C18 固相萃取
柱的萃取效果，结果发现 SCX 固相柱萃取生物胺
萃取效果好，有较高的回收率，样品前处理步骤
简单，灵敏度高，结果重现性好。郑捷等 [31] 以固
相萃取作为前处理，与高效液相色谱法联用检测
了羊肉风干肠中的 6 种生物胺，对比液液萃取和
固相萃取，发现固相萃取更适用于样品前处理，
回收率更高，符合生物胺简便高效的检测要求。
3.1.2　基质固相分散萃取（MSPD）　MSPD 适用
于固体、半固体的前处理，该方法样品与有机物
使用量少、萃取剂及目标物接触面积大。MSPD
虽与 SPE 的填料相似，但分离原理不同，MSPD
主要是根据目标物在基质中的分散情况与溶剂的
极性不同分离目标物，其中样品基质、洗脱剂与
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萃取剂是 MSPD 的重要影响因素。Calbiani 等 [32]

比较了 SPE 和 MSPD 两种技术，SPE 法使用了两
种固定相的固相萃取柱，分别为 C18 和 -CN，结
果表明，以 -CN 为固定相的 SPE 法和 MSPD 法净
化效果良好，生物胺与杂质分离效果显著，回收
率相当，MSPD 技术优势在于耗时更短，还可用
于黏性样品（生物组织等）的前处理。
3.1.3　液液萃取与液相微萃取　液液萃取根据物
质在两相中的分配系数不同的原理，将目标物从
一相转移到另一相而达到分离。成本低是液液萃
取的优势，但由于萃取液用量大，处理废液是液
液萃取需要解决的难题之一，萃取过程中费时费
力，损耗样品，回收率和重复性不尽如人意，常
规的液液萃取在生物胺检测过程中不作为首选考
虑。Ramos 等 [34] 利用盐析辅助液液萃取制备样
品，盐析可以将水与水混溶的有机溶剂分离，有
益于有机化合物与无机化合物的萃取，保证了高
回收率。相比常规的液液萃取程序，盐析辅助液
液萃取溶剂消耗少，操作步骤简易，能够有效避
免目标物的流失，实验的关键因素是萃取前 pH
与提取时间的准确控制。
　　液相微萃取的提出弥补了液液萃取的不足之
处，该方法采用微量溶剂置于溶液中，实现对于
目标物的微萃取，萃取过程中采用一次性纤维
膜，可避免交叉污染，达到高度净化样品的效
果 [33]。韦彩云等 [35] 利用超声辅助分散液相微萃
取分离生物胺，优化萃取和分析条件，用于检测

米酒中生物胺的含量，该方法萃取使用有机溶剂
较少，回收率良好。
3.1.4　离子对萃取　离子对萃取是在适宜的
pH 条件下，生物胺与其带相反电荷的离子对
试剂反应生成疏水性离子对，极性变小，进入
有机相，经反萃取将生物胺阳离子释放到酸
性溶液中 [36]。采用离子对萃取与液质联用法，
Chatzimitakos 等 [37] 等通过使用离子对试剂将生物
胺萃取到有机溶剂中，然后进行反萃取获得 NMR 
光谱，定量不同基质样品中生物胺的准确性和重
现性良好。Ochi 等 [38] 定量测定了鲭鱼片中的生物
胺，采用离子对固相萃取纯化样品，无需衍生化
和 pH 调节，通过 C18 色谱柱分离直接检测 8 种生
物胺，方法经过验证显示出良好的准确性。
3.2　仪器分析方法

　　由于生物胺类物质是强极性化合物，使用常规
色谱柱分析时无法有效保留且分离能力差，同时部
分生物胺不具备紫外或者荧光发色基团，使用紫外
检测器或荧光检测器无法检测，因此，直接使用高
效液相色谱法（HPLC）对生物胺进行检测的难度
较大，需要通过衍生化试剂处理后进行测定。目前
文献中常见的衍生化试剂有丹磺酰氯 [39]、邻苯二
甲醛 [40] 等，本文按照衍生化方法反应原理、实验
条件、实验样品、优势及不足对研究进行分类，见
表 2。这些衍生化方法适用的化合物范围不同，每
种方法都有其相对的优势和不足，实际应用中需根
据目标物特性评估最佳衍生化策略。

表 2　常见衍生化试剂及其实验方法 
Tab 2　Common derivatization reagents and experiment methods

衍生化试剂 衍生化原理 检测方法 反应 pH
反应时

间 /min
样品基质 优势 不足

丹磺酰氯 [41-42]

（DNS-Cl）
DNS-Cl 可与伯胺和仲胺上的活泼

氢反应，与生物胺的氨基反应

生成荧光产物

LC-MS/MS、
HPLC-UV

弱碱性 30～ 60 补气中药

材、黄连

提取物

国标规定可使用的衍生化试

剂，可降低生物胺极性，

稳定性高，应用广泛

操作过程耗时耗

力

邻苯二甲醛 [40，42]

（OPA）

OPA 在还原剂巯基乙醇存在下与

生物胺迅速反应产生具有很强

荧光的异吲哚衍生物

LC-MS/MS、
HPLC

弱碱性 1 ～ 2 发酵酒、黄

连提取物

是一种通用的荧光试剂，

衍生化反应过程时间短

衍生化产物稳定

性低

芴甲氧羰酰氯

（Fmoc-Cl）[42]

Fmoc-Cl 对碱性比较敏感，与生物

胺的氨基反应生成荧光产物

LC-MS/MS 酸性 60 黄连提取物 酸性条件下具有一定优势 衍生化过程中副

反应较多，易

产生干扰物质

4- 二甲胺偶氮

苯磺酰氯 [42]

（Dabsyl-Cl）

Dabsyl-Cl 与生物胺的氨基反应生

成稳定的荧光产物

LC-MS/MS 弱碱性 60 黄连提取物 反应过程操作简单 衍生化反应不稳

定，产物随反

应物比例的变

化会不同

Marfey 试剂 [42] 与手性分子中的氨基发生取代反

应，衍生化得到含两个或以上

手性中心的光学异构体

LC-MS/MS 弱碱性 60 黄连提取物 适用于分离对映异构体 衍生化效果通常

不理想
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表 3　联用检测技术在生物胺测定中的应用 
Tab 3　Application of joined detection technology in the determination of biogenic amines 

检测方法 预处理方法 分析条件
检测时

间 / min
生物胺种类 检测范围（r2） 优势

UHPLC-
FLD[43]

经丹磺酰氯衍生

化后过滤进样

分析

流动相 A 为 0.01 mol·L－ 1

甲酸铵溶液，B 为乙腈，

梯度洗脱，FLD 激发波长

330 nm，发射波长 520 nm

18 色胺、苯乙胺、腐胺、尸

胺、组胺、酪胺、亚精

胺、精胺

0.06 ～ 0.59 
μg·mL－ 1

（0.984 ～ 0.999）

使用粒径更小的色谱柱，配合耐

高压的色谱仪，大大减少分析

时间，高效便捷，是分离复杂

基质中生物胺的理想选择 [44]

HPLC-MS/
MS[45-46]

经苯甲酰氯衍生

化后过滤进样

分析

流动相 A 为水，B 为乙腈

（0.1% 甲酸），梯度洗脱，

以同位素标记为内标

48 酪胺、色胺、组胺、苯乙

胺、尸胺、腐胺、乙醇

胺、精胺、亚精胺、β-
丙氨酸、甲基丙基胺、3-
甲基丁胺、2- 甲基丁胺、

3-（甲基硫）丙胺

检测限 0.05 
μg·kg－ 1

可以避免常规色谱技术的主要缺

点，对色谱无法准确分离的生

物胺进行定量，具有广泛的分

析物相容性和高分析性能，是

目前直接检测生物胺普遍的选

择 [47-48]

超纯水稀释后过

滤，进样分析

流动相 A 为 0.1% 甲酸溶液，

B 为甲醇，梯度洗脱

4.1 组胺、5- 羟色胺、多巴

胺、肾上腺素、去甲

肾上腺素

0.5 ～ 1000 
ng·mL－ 1

（＞ 0.998）

SFC-DAD[49] 经丹磺酰氯衍生

化后过滤进样

分析

流动相 A 为 CO2，B 为正

己烷 - 异丙醇 - 氢氧化铵

（70∶30∶15，V/V/V），梯

度洗脱，检测波长 254 nm，

背压 2000 psi

7 苯乙胺、酪胺、色胺、精

胺、尸胺、腐胺、组胺、

亚精胺

72 ～ 224 
ng·mL－ 1

（0.9995 ～ 1.0000）

采用超临界流体作为流动相，介

质黏度小，传质速率高，结合

液相色谱的硬件设施和控制软

件，更好地控制检测过程的稳

定性，缩短了分析时间，消耗

的溶剂更少，可作为液相色谱

法检测生物胺的一种补充方法

GC-MS[50] 经 IBCF 衍生化

后用聚丙烯酸

酯 S P M E 纤

维萃取，直接

进样分析

GC 进样口温度 250℃，载气

为氦气，程序升温

25 甲胺、二甲胺、丙胺、丁

胺、异丁胺、苯乙胺、

腐胺、尸胺、酪胺、组

胺

0.1 ～ 1 μg·mL－ 1

（0.991 ～ 0.999）
可供选择的固定相较多，不同的

生物胺挥发性存在差异，经衍

生化后可选择兼容多种生物胺

衍生化物的固定相进行分离，

具有分析时间短、分离效果好、

灵敏度高的特点

CE-MS[50] 将样品超声过滤

后进样分析

在毛细管中进行分离生物胺，

电解质为 100 mmol·L－ 1

甲酸，分离电压 30 kV

15 精胺、亚精胺、腐胺、组

胺、尸胺、乙醇胺、三

乙胺、苯乙胺、酪胺

0.075 ～ 2.500 
μg·mL－ 1

（＞ 0.99）

样品无需衍生化，预处理方法更

便捷

CE-UV[51] 经三次液液萃取

后，氮气吹

干，复溶进样

分析

在毛细管中进行分离生物胺，

电解质为 12 mmol·L－ 1 Im
和 10 mmol·L－ 1 α-CD，分

离电压 15 kV，检测波长

200 nm 

10 苯乙胺、组胺、色胺、5-
羟色胺、章鱼胺、多巴

胺、去甲基肾上腺素、

肾上腺素、肌肽、腐胺、

尸胺、精胺、亚精胺

1 ～ 150 
μmol·L－ 1

通过样品离子与背景离子 UV 性
质的差异，能同时检测脂肪族、

芳香族和杂环族生物胺。适合

组分简单和基质纯净度高的样

品及热不稳定性的分析物 [52]

　　样品经衍生化后使用 HPLC 检测分析，虽
然可以通过降低生物胺极性改善色谱分离情况，
提高检测的灵敏度，但存在衍生化过程复杂、衍
生化反应可产生未知杂质等缺点而影响生物胺
检测的准确性，表 3 列举了目前成功应用于生物

胺检测的 6 种检测方法。多种方法联用为生物胺
的检测提供了选择和参考，但实际应用中某一种
方法并非适合所有样品，需根据实际待测样品选
择适宜的组合进行生物胺类物质检测。

4　结论与展望

　　复杂基质药物如中药、抗菌药物、生化药物
等原料取自动植物体机体、组织或体液，来源复
杂、提取物不明确、稳定性差、易腐败，部分药
物产生涉及微生物发酵或动物源性原料贮存，游
离氨基酸均极易通过脱羧反应降解为生物胺，且

其种类较多，故建立高效简便的检测方法用于生
物胺类物质的定性定量测定是有效控制生物胺含
量的前提。在此基础上，进一步探究生物胺种类、
浓度与不良反应的相关性，明确各生物胺类物质
剂量 - 效应关系变化，可以为临床不良反应的分
析控制提供科学的参考数据。因此，根据样品类
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型与所测生物胺的特点选取适宜的前处理与检测
方法进行系统研究，并结合临床应用探究各种生
物胺类物质的不良反应发生的可能性，进一步明
确原料及制剂工艺及存在条件的影响和质控要
求，可以为药物的安全性评估、风险因素排查分
析、临床安全用药提供支持和保障。
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LC-MS/MS检测尿液类固醇激素在疾病研究中的应用

张潇莉1，杨娜2，葛佳佳2，朱怀军2，何骏1，葛卫红1，2*（1. 南京中医药大学中西医结合鼓楼临床医学院，南

京　210008；2. 南京大学医学院附属鼓楼医院药学部，南京　210008）

摘要：内源性类固醇激素具有维持新陈代谢、调节性功能等多种生理作用。其种类较多，且相

关标志物的精确定量在内分泌及相关代谢性疾病的筛查与诊断中具有重要意义。液相色谱串联

质谱（LC-MS/MS）技术因灵敏度高、特异性强、可同时检测多种物质等特点在临床类固醇激

素检测领域显示极大潜力。尿液区别于其他复杂生物基质，具有无创收集、前处理简单、代谢

产物丰度较高、24 h 尿排泄浓度稳定等优势。相比于临床应用较为广泛的血清类固醇激素定量

研究，尿液类固醇激素的临床定量研究正逐步展开，尚缺少整体性综述。本文简要综述了近年

来尿液类固醇激素测定领域的 LC-MS/MS 技术及临床应用，旨在进一步揭示基于 LC-MS/MS
技术的尿液类固醇激素检测在临床研究中的意义。

关键词：LC-MS/MS；尿液；类固醇激素；疾病
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Detection of steroid hormones in the urine by LC-MS/MS
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Abstract: Endogenous steroid hormones have important functions such as maintaining the 
metabolism and regulating sexual functions. There are many types of endogenous steroid hormones, 
and the accurate quantification of related markers is important in the screening and diagnosis of 
endocrine and related metabolic diseases. Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) has shown great potential in clinical steroid hormone detection due to its high sensitivity, 
strong specificity, and the ability to detect multiple substances simultaneously. Urine is different from 
other complex biological substrates. It has unique advantages such as non-invasive collection, simple 
pre-processing, high concentration of metabolites, and stable 24-hour urine excretion concentration. 
Unlike the widely used quantitative study of blood steroid hormones in clinical practice, the clinical 
quantitative study of urine steroid hormones is lacking. This article briefly reviewed the clinical 
application of LC-MS/MS in urine steroid hormone determination in recent years, aiming to reveal the 
significance of urine steroid hormone detection by LC-MS/MS in clinical research. 
Key words: LC-MS/MS; urine; steroid hormones; disease 
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　　类固醇激素是一类由胆固醇经一系列酶催化
代谢产生的脂溶性小分子化合物，主要包括性
激素和皮质激素 [1]。内源性类固醇激素的变化在
内分泌疾病及相关代谢性疾病的筛查与诊断中
具有重要参考价值，其精确定量分析对于临床研

究是十分必要的。目前，临床常用检测类固醇
激素的方法主要是免疫分析法 [2]，但随着液相色
谱串联质谱（liquid chromatography tandem mass 
spectrometry，LC-MS/MS）技术的不断发展，其
因高通量、高灵敏度和高特异性，适用范围广、
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检测周期短，并且具有同时定性定量分析多种激
素的优势 [3]，已逐渐替代免疫分析方法，成为临
床检测与疾病筛查及诊断中重要的新技术。
　　与血清、血浆样本相比，尿液样本可以被非
侵入性地连续收集，患者更易接受，且尿液前处
理相对简单 [4]。尿液排泄作为人体排泄的重要途
径，尿液中涵盖大量内源性极性代谢产物。通过
对尿液样本进行定量，可提供一个较为完整的代
谢概况。例如，24 h 尿儿茶酚胺的结果可比血儿
茶酚胺更加精准地反映交感神经和肾上腺髓质的
功能 [5]。临床诊断库欣综合征时，24 h 尿游离皮
质醇能够避免皮质醇的瞬时变化，避免血中皮质
醇结合球蛋白浓度改变而影响皮质醇测定结果，
且在大剂量地塞米松抑制试验中 24 h 尿游离皮质
醇对库欣综合征诊断的灵敏度和特异性都高于血
皮质醇 [6]。5- 羟吲哚乙酸的定量检测可用于神经
内分泌肿瘤患者的监测和诊断，虽然其可以在血
样中被定量分析，但临床通常采用尿液样本进行
检测 [7]。因此，利用 LC-MS/MS 技术检测尿液样
本中的内源性物质具有一定优势，且已成为临床
检测的一个重要方向。本文主要就 LC-MS/MS 技
术在尿液类固醇激素测定中的研究及临床应用进
行综述。
1　基于 LC-MS/MS技术的尿液类固醇激素定量
方法的研究现状 
　　LC-MS/MS 技术是一种结合液相色谱与质谱
的定性和定量的分析技术。该技术具有液相色谱
的高效分离性能和串联质谱的高灵敏度、高特异
性检测的特点，可实现多种成分的同时测定，适
用于血清、尿液等复杂生物样本的分析检测 [8]。
目前，利用 LC-MS/MS 技术在尿液中检测内源性
类固醇激素正在迅速发展，其前处理不断优化，
灵敏度不断提高，检测数量也逐渐增多。
　　尿液中涵盖大量的内源性极性代谢产物，在
分析检测前通常需要进行前处理以去除干扰性小
分子。常用的前处理方法主要有蛋白质沉淀法、
液液萃取法和固相萃取法，但上述方法均存在操
作时间长，处理步骤复杂等缺点 [9]。随着尿液前
处理方法的不断优化，出现并行样品处理、柱交
换和在线固相萃取等技术。这些技术可提高检测
灵敏度，增加检测种类，缩短处理时间，提高效
率且不影响检测质量，已在生物分析应用中获得
认可。例如 Naldi 等 [10] 开发并验证了一种基于全
自动的在线固相萃取进行样品提取和定量的 LC-
MS/MS 法，能同时检测尿液和水样中多种类固醇
激素，分离分析只需 10 min，节省大量时间并减
少流程错误。Son 等 [11] 建立了一种新的 LC-MS/

MS 方法，使用β- 葡萄糖醛酸苷酶和固相萃取进
行处理并提取，可用于检测和分析尿液中的 39
种类固醇激素。
　　新色谱技术的应用促进了 LC-MS/MS 技术
检测类固醇激素的发展，例如超高效液相色谱法
（UPLC）、整体色谱法及亲水相互作用色谱法等，
不仅能提供更高的灵敏度和分离效率，运行时间
缩短，同时能最大限度地减少基质效应。传统色
谱柱采用 3 μm 或 5 μm 的颗粒进行填充，而超
高效液相色谱法的引入使高效小颗粒色谱柱应用
于检测，其通常填充＜ 2 μm 的颗粒。与传统色
谱柱相比，高效小颗粒色谱柱能提供更高的稳定
性，减少溶剂使用量，增加灵敏度 [12]。如 Zhou
等 [13] 采用 UPLC-ESI-MS 法同时检测尿液样本中
14 种类固醇激素，该方法经过全面验证，各激素
提取回收率均大于 87%，灵敏度更高。Dmitrieva
等 [14] 利用 UPLC-HRMS 技术检测 9 种尿类固醇
激素，采用分散液液微萃取法提取，该方法容易
操作且不需大量有毒有机溶剂。
　　质谱电离技术的发展可以提高 LC-MS/MS 技
校检测的特异性、灵敏度和稳定性。其中大气压
光化学电离技术作为大气压化学电离、电喷雾电
离技术的补充，是更具有选择性，在类固醇激素
分析中展现出优势，能减少基质效应、提高灵敏
度 [15]，但电喷雾电离技术在检测尿类固醇激素方
面的应用更广泛，其与三重四极杆仪相结合测定
类固醇激素有着更高的灵敏度与特异性，且化学
衍生化可以提高类固醇激素的电离效率，提高灵
敏度，并有助于适合的监测模式。如 Berg 等 [16]

开发建立的 LC-ESI-MS/MS 法可检测尿液中 27
种雌激素相关代谢物，该方法经过验证，定量检
测灵敏度可达到 pg 级。Dai 等 [17] 建立了新的 LC-
ESI-MS/MS 法，使用氘 4-（二甲氨基）- 苯甲酸衍
生化试剂，提高电离效率与检测灵敏度，能检测
到 24 种尿类固醇激素。
　　综上，样品前处理的优化，色谱条件的发
展，灵敏准确的质谱仪都在加快 LC-MS/MS 技术
的发展，也使尿液类固醇激素的检测有了更大的
进步。这些应用均表明 LC-MS/MS 技术具有准确
可靠的多分析物分析的潜力。
2　尿液类固醇激素检测的临床应用及研究进展
2.1　皮质激素
　　皮质激素来源于肾上腺皮质，包括糖皮质激
素和盐皮质激素，其在许多生理过程中起到至关
重要的作用。皮质激素代谢的改变是引起盐皮质
激素过多综合征、先天性肾上腺皮质增生症和肾
上腺功能不全的原因。研究发现，库欣综合征、
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多囊卵巢综合征、甲状腺功能亢进、妊娠高血压、
先兆子痫及抑郁症 [18-22] 等疾病也与体内这种改变
有关。
　　先天性肾上腺皮质增生症是一种常染色体隐
性疾病，体内 21 羟化酶缺乏会导致皮质醇和醛
固酮合成受阻，两者体内代谢的改变引起疾病的
发生。利用 LC-MS/MS 法对尿液中的皮质醇及
其代谢物进行定量分析，可有效降低诊断假阳性
率，提高筛查诊断准确性。如 Pussard 等 [23] 建立
的 LC-MS/MS 法成功检测尿液中内源性皮质醇、
雄激素及 17- 羟孕酮等，其结果可用于诊断先天
性肾上腺皮质增生症，并能应用于患者激素替
代治疗的定期监测。Kosicka 等 [24] 利用新建立的
LC-MS/MS 法对尿皮质醇和可的松及其代谢物进
行定量，该方法经过充分验证，符合欧洲药品管
理局的要求，可用于先天性肾上腺皮质增生症、
库欣综合征等临床样本的分析。
　　人体内缺乏 11β- 羟基类固醇脱氢酶，无法
将皮质醇转化为皮质酮，导致皮质醇在体内蓄积
而引起库欣综合征。24 h 尿游离皮质醇是皮质醇
综合分泌的指标，也是库欣综合征的合理筛查
标志物 [6]。灵敏准确的 LC-MS/MS 法检测尿游离
皮质醇对于库欣综合征的筛查诊断十分有利。最
近的一项研究发现，通过 LC-MS/MS 法测定的
24 h 尿游离皮质醇在临床实践中具有优越的诊断
性能，其准确度与内分泌学会指南建议的诊断方
法的准确度相同 [25]，这表明测定 24 h 尿游离皮
质醇能够更加方便准确地鉴别库欣综合征。例
如，Ceccato 等 [26] 建立了标准化的 LC-MS/MS 分
析方法测定尿液中游离皮质醇的浓度，并评估该
方法用于诊断库欣综合征的灵敏度及特异性，通
过实验得到了库欣综合征患者不同发病阶段的皮
质醇水平参考范围，该范围为库欣综合征的对症
治疗提供了一些参考。LC-MS/MS 法可以避免免
疫分析法检测皮质醇时的干扰问题。LC-MS/MS
法在尿液中检测皮质醇的假阴性率较免疫分析法
低，能更加方便、快速地获得结果。Bianchi 等 [27]

利用 LC-MS/MS 法检测库欣综合征患者的尿液
样本，其皮质醇检测结果能满足临床医师对患者
实验室数据的要求，且准确度更高。因此，利用
LC-MS/MS 法检测尿液皮质激素在体内水平的变
化，对库欣综合征的筛查与诊断十分有利。
　　慢性压力和重度抑郁症与皮质醇代谢有关，
为了更好地了解抑郁症，Zhai 等 [22] 利用 LC-MS/
MS 法定量分析健康成人和抑郁症患者尿液中的 5
种皮质激素（皮质醇、可的松、四氢皮质醇、异
源四氢皮质醇和四氢可的松），结果表明糖皮质

激素水平在抑郁症患者中产生了显著变化，并发
现了患者体内 11β- 羟基类固醇脱氢酶Ⅱ型活性降
低，5α- 还原酶途径出现功能障碍。体内皮质醇
代谢的变化以及酶活性的改变为寻找抑郁症的潜
在病因提供了新的想法。
　　多囊卵巢综合征与雄激素和皮质醇代谢物排
泄增强以及 5α- 还原酶活性增加有关，皮质激素
生成增多是其重要的致病途径。Cuzzola 等 [28] 基
于新开发的 LC-MS/MS 法测定多囊卵巢综合征患
者的游离总糖皮质激素，激素定量分析结果可用
于支持与皮质醇代谢相关病理的临床诊断。
　　上述疾病均可以通过监测皮质醇、可的松及
相关代谢物在体内的水平变化来筛查诊断，因此
利用灵敏、准确、高效的 LC-MS/MS 法用于检测
尿液皮质激素水平变化，对先天性肾上腺皮质增
生症、库欣综合征等疾病进行方便筛查、及早诊
断与治疗十分重要。
2.2　性激素
2.2.1　雌激素　雌激素是体内常见的甾体类固醇
激素，包括雌酮、雌二醇、雌三醇等，主要由卵
巢产生，也可由雄激素经芳香化转化产生。雌激
素具有广泛而重要的生理作用，不仅作用于女性
生殖系统，而且对内分泌、心血管、中枢神经系
统、骨骼、皮肤及附属物等均有明显的影响 [29]。
内源性雌激素的定量分析在多种疾病的诊断治疗
中至关重要，包括女性生殖器模糊、多囊卵巢综
合征、卵巢癌、乳腺癌、子宫内膜癌和前列腺癌
等 [30-33]。最近的研究发现雌激素及代谢物在女性
盆底功能障碍性疾病，中枢神经系统疾病（如阿尔
茨海默病、帕金森病），骨质疏松等骨骼疾病以及
糖尿病 [34-36] 等疾病病因解释中起到很大作用。
　　考虑到儿童和老年人体内雌激素浓度较低，
临床诊断和流行病学研究都需要高灵敏度和高特
异性的方法，且检测样本应具有方便采集、非侵
入性特点，为此研究者们进行了一系列研究。例
如，Coburn 等 [37] 利用 LC-MS/MS 法检测血清、
血浆和尿液中雌激素水平，该研究发现血清和尿
液中雌激素及其代谢物测定值之间具有一致性，
且单个代谢物的尿液浓度与血清浓度相关，并证
明了尿液和血清中雌激素图谱的一致性，结果
证实尿液是流行病学研究中的一种适合替代物。
Faupel 等 [38] 对比了 LC-MS/MS 法、放射性免疫
分析法和酶相关免疫吸附剂检测法测定尿液中雌
激素及代谢物水平，其结果表明 LC-MS/MS 法更
适合于测定绝经后女性的雌激素及代谢物绝对或
相对数量或水平变化，还能更全面地了解雌激素
代谢物的特征。综上，与血清相比，尿液中雌激
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素的浓度相对较高，并且其采集是无创性的，参
与研究者更容易接受。因此，选择尿液样品测定
雌激素及其代谢物具有明显优势。
　　对雌激素及其代谢物进行定量分析对于阐明
其致癌机制以及在子宫内膜癌和乳腺癌的早期诊
断、筛查、预防和治疗领域的进一步应用具有重
要意义。例如，Zhao 等 [39] 利用 LC-MS/MS 法检
测子宫内膜癌患者与健康女性尿液中 7 种内源性
雌激素代谢物（2- 羟基雌二醇、2- 羟基雌酮、4-
羟基雌二醇、4- 羟基雌酮、16α- 羟基雌二酮、2-
甲氧基雌二醇和 2- 甲氧基雌酮），发现与健康女
性相比，子宫内膜癌患者体内 4- 羟基雌二醇增
多，2- 甲氧基雌酮和 2- 甲氧基雌二醇减少，其中
4- 羟基雌二醇在体内的高表达可能成为子宫内膜
癌高危人群的筛查指标。这为子宫内膜癌患者尿
液生物标志物的发现提供了独特的见解，为子宫
内膜癌的早期筛查提供了新的方法，该结果还需
要广大研究者进一步研究确认。
　　乳腺癌患者体内雌激素代谢物同样失衡。
Berg 等 [40] 建立了一种新的 LC-MS/MS 法在极少
量尿液中检测 27 种雌激素及其代谢物，对该方
法进行充分验证后用于检测乳腺癌患者的尿雌激
素及代谢物浓度。结果表明内源性雌激素代谢的
不平衡与乳腺癌发展风险增加有关，这为临床寻
找评估乳腺癌风险的潜在生物标志物，尽快实现
早期发现和治疗乳腺癌提供了新的思路。这些研
究对于加快 LC-MS/MS 法应用于临床检测提供了
更加令人信服的证据。阐明雌激素及其代谢物在
体内的变化特征对于上述疾病的临床研究与诊断
十分关键，因此，利用准确特异的 LC-MS/MS 法
来评估体内雌激素及代谢物浓度有利于及早发现
各种疾病，进而进行积极有效的临床干预。
2.2.2　雄激素　雄激素又称为男性激素，包括睾
酮、二氢睾酮、雄烯二酮等，主要是由睾丸合成
和分泌，肾上腺和卵巢也分泌少量。其主要功能
为促进男性性器官与精子发育成熟，促进蛋白质
合成，加快骨骼肌生长，抑制体内脂肪增加等。
人体内雄激素代谢紊乱会引起肥胖、代谢综合征、
2 型糖尿病和骨质疏松，也会增加心血管、脑血
管（如中风和短暂性缺血发作）和动脉粥样硬化
等疾病的风险 [41-44]。监测尿液雄激素代谢物水平
变化对于研究激素替代疗法对骨质疏松症和性腺
功能减退的影响以及前列腺癌等癌症早期预后的
潜在生物标志物十分重要。
　　人体内 5α- 还原酶可催化睾酮转化为二氢睾
酮，当二氢睾酮在前列腺和皮肤内积累到一定程
度，会引起许多病理改变，如前列腺增生症、痤

疮、女性多毛、男性脱发等 [45]。进一步明确雄
激素水平变化与不同疾病之间的关系，有助于及
早预防并对症治疗。例如，Im 等 [46] 通过监测尿
液内源性雄激素浓度研究非那雄胺治疗脱发的
疗效，其开发建立一种高灵敏度高特异性的 LC-
MS/MS 法，同时定量分析尿雄激素和前列腺素，
并测定男性脱发组和正常对照组患者尿液中两种
激素的浓度差异，从而分析该药物的治疗效果。
该定量分析方法在雄激素代谢相关的炎症疾病中
的应用也具有巨大潜力。
　　精确检测内源性雄激素有助于我们进一步了
解并更好地治疗代谢紊乱。对此，Wang 等 [47] 开
发了同时量化尿液中 15 种类固醇激素葡萄糖醛
酸苷的 LC-MS/MS 法，结果发现尿液中脱氢表雄
酮排泄增加后，患者开始出现肾上腺功能亢进症
状（如多毛、脱发、痤疮、高血压等），这一发现
为肾上腺功能亢进的早期鉴别诊断提供了新的思
路，加快了临床尿液样本检测雄激素及其代谢物
的进展，也为肾上腺功能亢进与多囊卵巢综合征
区分鉴别提供了思路。多囊卵巢综合征患者体内
睾酮和孕酮增多，产生与肾上腺功能亢进相似症
状，仅通过临床症状无法准确鉴别，因此对疑似
人群进行内源性雄激素和孕激素定量检测，有助
于该疾病的鉴别诊断 [48]。利用 LC-MS/MS 技术
对多囊卵巢综合征患者尿液中睾酮、脱氢表雄酮、
雄烯二酮等雄激素进行定量能将多囊卵巢综合征
与其他疾病区分开，提高诊断准确性。
　　有研究表明，类固醇激素如硫酸和葡萄糖醛
酸的结合形式，在尿液中的浓度要比血浆或血清
中的更高 [45]。内源性雄激素硫酸和葡萄糖醛酸结
合物可作为控制兴奋剂滥用的指标。因此，Strahm
等 [49] 开发了一种快速灵敏的 LC-MS/MS 法，用于
同时分离和量化尿睾酮、还原胆烷醇酮及脱氢表
雄酮等的硫酸和葡萄糖醛酸结合物，该方法适用
于检测运动员尿液中雄激素结合物，以检验其是
否服用兴奋剂。尿液的快速获取与简单处理缩短
了获知检测结果的时间，因此，采用 LC-MS/MS
法检测尿液中雄激素水平是大型赛事的最佳选择。
3　总结与展望
　　目前，LC-MS/MS 法已成为临床实验室用于
临床疾病诊断标志物测定的有力武器之一。深入
了解人体内源性类固醇激素的变化将有助于更
好地筛查和诊断相关疾病。LC-MS/MS 法因其高
灵敏度和高特异性等特点，使同时监测多种内源
性物质成为可能，在多种内分泌和代谢疾病的早
期诊断和监测中具有重要意义。利用准确特异
的 LC-MS/MS 法检测尿液样本中类固醇激素能
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全面阐述其整体代谢轮廓，也使研究者们更加关
注尿类固醇激素与临床疾病的关联。本文中提及
的方法均经过充分验证，但较多研究在临床相关
疾病诊疗中的实际应用还需在大规模人群中验
证，且方法提供的参考价值等问题有待进一步确
定。LC-MS/MS 技术测定尿类固醇激素正在发展
中，很多色谱、质谱技术并未应用检测，本综述
仅简要介绍了近年来应用于检测尿类固醇激素的
方法。由于 LC-MS/MS 技术检测尿液样本中内源
性孕激素的研究极少，且未应用于临床，因此本
文并未涵盖所有类固醇激素，尿液孕激素的检测
未过多阐述。相信随着 LC-MS/MS 技术检测尿液
类固醇激素的不断完善，研究者们将开发建立更
多方法用于检测尿液中的所有类固醇激素，为内
分泌及代谢相关疾病寻找潜在的生物标志物，加
快 LC-MS/MS 技术检测尿液类固醇激素在临床中
的应用。
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鞘脂代谢与肿瘤免疫治疗研究的新进展
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摘要：免疫治疗用于肿瘤治疗取得了十分显著的成就，近年来肿瘤相关巨噬细胞与免疫治疗相

结合治疗肿瘤是国内外研究的热点，尤其是 T 细胞，其在肿瘤免疫方面新的作用机制非常值

得研究。鞘脂作为一种重要的脂质成分，其在肿瘤免疫治疗方案中的地位越来越受关注。本文

就鞘脂代谢在肿瘤免疫治疗中对肿瘤相关巨噬细胞、T 细胞的作用进行综述，以便更加清晰地

将鞘脂代谢与肿瘤微环境相关细胞群结合，为肿瘤提供新的治疗方向。

关键词：鞘脂类；肿瘤相关巨噬细胞；T 细胞；免疫治疗；肿瘤
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Research advances in sphingolipid metabolism and tumor immunotherapy
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Abstract: Immunotherapy has been used in tumor treatment with remarkable achievements. In 
recent years, combination of tumor-associated macrophages and immunotherapy in cancer treatment 
is a hot research topic home and abroad. The new mechanism of action T cells in tumor immunity 
is worth studying. As an important lipid component, sphingolipids in the immune regimens for 
tumor therapy are gaining attention. This paper reviewed the effect of sphingolipid metabolism in 
tumor immunotherapy on tumor-associated macrophages and T cells to better integrate sphingolipid 
metabolism with tumor microenvironment-related cell populations and provide new therapeutic 
approaches for tumors. 
Key words: sphingolipid; tumor-associated macrophage; T cell; immunotherapy; tumor
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　　2018 年诺贝尔医学奖或生理学奖颁给了免
疫检查点，极大地推动了免疫治疗在治疗肿瘤之
中的进程。肿瘤细胞与免疫系统之间具有十分复
杂的联系，肿瘤的增殖、侵袭与迁移均受到免疫
系统的控制，而肿瘤细胞可以通过促进免疫抑制
微环境的形成而获得逃避这种控制的能力。为了
突破免疫耐受性的局限，深入发掘肿瘤引起的免
疫抑制机制，近年来，人们聚焦于肿瘤微环境
（tumor microenvironment，TME）中的多种抑制性
细胞群。在免疫系统中，各种参与免疫的细胞都
具有各自的作用，首先，抗原呈递细胞（antigen-

presenting cells，APC）保留肿瘤抗原并将其呈递
给 T 细胞效应器，激活 T 细胞使肿瘤细胞死亡。
CD8 ＋记忆 T 细胞能够作用于肿瘤细胞，导致其
被免疫系统杀灭，而负责自我耐受的调节性 T 细
胞（regulatory T cell，Treg）能够阻断 CD8 ＋ T 细
胞、B 细胞、APC 和自然杀伤细胞（natural killer 
cell，NK），并在很大程度上受到肿瘤细胞和巨噬
细胞释放的趋化因子的引诱（见图 1）。
　　T 细胞在肿瘤、自身免疫以及感染中激活免
疫反应，其作为抗肿瘤功能的关键媒介，能特
异性地识别和反应肿瘤表达的抗原。在 CD4 ＋
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Thelper（Th）和 CD8 ＋ T 细胞引起的效应性反应
往往受到 Treg 细胞抑制。因此，确定哪些因素能
够刺激 T 细胞起到肿瘤抗原反应常作为肿瘤免疫
治疗的长期目标，而在 TME 中，能够使肿瘤特
异性细胞溶解的 CD8 ＋ T 细胞往往代表不足或者
功能失调，因此，无法消除恶性细胞。此外，由
于 Treg 细胞在肿瘤中累积，并且功能成熟度低，
进而支持免疫抑制性 TME。
　　肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated mac-
rophages，TAMs）是 TME 中重要的细胞群，在
TME 中被积极招募，并发挥双重作用：M1 巨
噬细胞释放 Th1 细胞因子，包括白介素（inter-
leukin，IL）-12 和肿瘤坏死因子（tumor necrosis 
factor，TNF）-α，抑制肿瘤的发展和转移等，而
M2 巨噬细胞释放 Th2 细胞因子，如 IL-6、IL-10
和 转 化 生 长 因 子（transforming growth factor，
TGF）-β，有利于肿瘤扩张，促进血管生成并抑
制 T 细胞活化 [1-3]。近年来，TAMs 在肿瘤发生发
展过程中的相关研究火热，但其具体的作用机制
依然需要进一步研究。近期对于 TAMs 的研究聚
焦于促进 TAMs 使其从抑制炎症性 M2 极化到促
进炎症性 M1 从而发挥抗肿瘤作用。此外，TAMs
在免疫抗肿瘤作用已有相关研究与报道，提示
TAMs 在肿瘤治疗中具有良好的前景。
　　鞘脂类（sphingolipids）是脂质的重要组成
部分，其在细胞膜上调控许多生理功能。鞘脂组
学的研究已成为研究热点，鞘脂类物质代谢密切
参与炎症反应及调控细胞凋亡、增殖，其代谢组
学能够为多种疾病从生理及病理方面研究提供依
据。鞘脂代谢组学在细胞信号传导中是一个必不
可少的部分，在调节细胞增殖、分化和凋亡的动
态平衡中具有举足轻重的地位 [4]。肿瘤细胞具有
免疫逃逸的能力，能够通过诱导肿瘤相关炎性细
胞增殖、募集和浸润等功能，避开免疫系统的监
视，而鞘脂类能够通过其代谢产物发挥促进肿瘤
细胞凋亡和抑制肿瘤细胞增殖、提升免疫系统功
能的作用。鞘脂在 TME 中的细胞群具有不同于
正常细胞的高表达，在 TAMs 与 T 细胞中异常表
达的鞘脂类具有提高免疫治疗靶向性的潜力，但
国内外针对于鞘脂调控 TAMs 与 T 细胞在肿瘤免
疫治疗中的文献尚未有系统性的报道，因此，本
文对鞘脂代谢在肿瘤免疫治疗中对肿瘤相关巨噬
细胞、T 细胞的作用进行综述。
1　肿瘤与 T细胞、TAMs及鞘脂的机制研究
1.1　肿瘤与 T 细胞
　　免疫抑制性 TME是肿瘤的特征之一，是肿瘤
免疫逃避的基础 [5]。T细胞是免疫系统的核心细胞，

对于免疫系统抵抗肿瘤的发生发展具有十分重要的
作用。T细胞通过其 T细胞受体（T-cell receptors，
TCRs）识别肿瘤相关的抗原并产生反应，从而发
挥杀伤肿瘤细胞的作用。Wei等 [6] 发现效应 T细
胞在 TME中具有促进免疫反应从而杀伤肿瘤的作
用，而在 TME中的 Treg细胞对免疫反应发挥抑制
作用，这往往与肿瘤的进展有关。效应 T细胞和 T
细胞之间的功能平衡是决定免疫控制肿瘤有效性的
一个关键因素。细胞表面 CD8 表达的 T细胞是抗
癌免疫反应中最强大的效应器，是目前肿瘤免疫疗
法的骨干。T淋巴细胞能有效地浏览和扫描身体几
乎所有的部位，并能够识别出体内不需要的或外来
的物质。效应 T细胞是高度熟练的迁移者，对免
疫监视和对适应性免疫的发展至关重要。T细胞浸
润的程度和 TME的构成相关，肿瘤的特点研究指
出 CD8＋T细胞的高度浸润，对肿瘤细胞的杀伤作
用更好。T细胞在体内稳态中的代谢对抗肿瘤具有
促进作用，葡萄糖代谢调节细胞信号和合成代谢程
序，以支持肿瘤特异性 T细胞功能，因此葡萄糖
代谢是 T细胞发挥功能的重要调节因素之一。在
肿瘤中，包括葡萄糖在内的营养物质的竞争常常发
生，对于 T细胞的功能具有竞争调节作用 [7]。如果
限制效应器 CD8＋T细胞中的葡萄糖或糖酵解代谢
物磷酸烯醇丙酮酸（phosphoenolpyruvate，PEP）则
会抑制抗肿瘤反应的发生 [8-10]（见图 1）。不仅如此，
CD8＋T细胞还可以利用肌酐作为碳源来支持细胞
增殖 [11]。多年来，人们致力于研究通过激活自身
免疫系统的 T细胞以杀伤肿瘤，但是 T细胞对肿
瘤的效果并不像预期的那样好，有研究认为是 T
细胞进入功能失调或衰竭状态，导致出现持久的抑
制性受体表达、功能性效应或记忆 T细胞（memory 
T cells）不定的转录状况 [12]。因此，如何更好地
激活 TME中的 T细胞或者逆转其受体抑制性表
达还需要进一步研究和探索。自然杀伤性 T细胞
（natural killer T cell，NKT）是先天性 T细胞的一个
亚群，它表达某些自然杀伤性细胞受体，在治疗过
程中发挥重要作用，并充当先天以及适应性免疫系
统的桥梁。NKT作为大量 Th1、Th2 和 Th17 细胞
因子的早期产生者，能直接介导细胞毒性 [13-15]（见
图 1），此外，NKT被证明在肿瘤监视、血癌、炎
症性疾病中起到重要作用。NKT与传统的 CD4＋ T
和 CD8＋ T细胞不同，其是由在非经典的Ⅰ类主要
组织相容性复合的背景下呈现的糖脂抗原激活的，
类似组织相容性复合体（histocompatibility complex，
MHC）的分子 CD1d，能够作为 NKT的有效激活
剂。人类 NKT激活后可对许多肿瘤表现出强大的
抗肿瘤活性。
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1.2　肿瘤与 TAMs
　　营养缺乏、酸性和缺氧环境等是 TME 的主
要特征，对肿瘤的发生发展具有推动作用。此外，
TME 中免疫细胞失去了抗肿瘤的能力，并拮抗抗
肿瘤的活性。肿瘤基质（tumor stroma，TS）包含
多种细胞集团，而巨噬细胞作为构成 TS 的重要
细胞集团之一，发挥着重要作用。TAMs 往往指
的是 TME 中的巨噬细胞，是 TME 的重要组成部
分，在多种肿瘤的 TME 中都能够检测到，且细
胞群数量占整个 TME 中细胞数量的一半 [16]，被
认为是“肿瘤前巨噬细胞”，发挥纽带作用将炎
症和肿瘤联系起来，参与多种生理调控过程。不
仅如此，TAMs 还发挥着促进持续的基质转换以
及抑制适应性免疫等，最终对疾病进展产生重要
影响。近年来，越来越多的证据表明 TAMs 和肿
瘤的不良预后相关 [17-18]。在不同的治疗方法或肿
瘤类型中，TAMs 可起到增强或拮抗治疗方法的
效应，也可在治疗后驱动机体修复起到一定作
用。M0 是静息状态下巨噬细胞的表型，其通过
诱导可以转化为两种极化表型：一种为 M1 型巨
噬细胞，在干扰素 -γ（interferon-γ，IFN-γ）联合
脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）共同的刺激
下诱导极化而来，能够分泌 IL-1、IL-6、TNF-α、
一氧化氮合酶（induced NOS，iNOS）等促进炎
症反应的因子，并激活 Th1 型免疫反应，特点是
表 达 IL-12 及 IL-23， 而 低 表 达 CD163 及 IL-10
（经典型活化）[19]；另一种是 M2 型巨噬细胞，
具有免疫抑制功能，并能释放抗炎细胞因子增
强 Th2 型免疫反应，特点是高表达 CD163、IL-
10 及 arginase-1（ARG-1）， 低 表 达 IL-12 及 IL-
23[1-3]。巨噬细胞的不同极化类型能够发挥不同的
生理作用，因此，逆转 TAMs 中极化表型是免疫
抗肿瘤的新思路。尽管人们对于 M1 型与 M2 型
巨噬细胞产生条件开展了广泛的研究，但是对于
M1 型与 M2 型巨噬细胞极化的下游分子及调控
机制仍不够深入，尤其是 M1 型与 M2 型巨噬细
胞之间的转换机制，因此对于相关机制存在进一
步研究的价值（见图 2）。
1.3　肿瘤与鞘脂代谢
　　细胞内的信号转导分子有很多种，其中鞘
脂代谢产物是细胞膜上的一类特殊的信号分
子，参与调控细胞生长等各个阶段。鞘脂类作
为生物活性分子，在肿瘤细胞的死亡和存活中
发挥着关键作用。同时鞘脂类也参与其他的细
胞反应，如慢性炎症、保护肠道病原体等，肠
道病原体的保护以及肠道内容物的内在保护都
与肿瘤发生有关 [20]。鞘脂代谢是细胞的一种代

谢形式，其产物有神经酰胺（ceramide，Cer）、
鞘氨醇（sphingosine，SPH）和 1- 磷酸鞘氨醇
（sphingosine-1-iphosphate，S1P）等，这些物质
往往表现为相对平衡的状态 [4]。许多炎症介质都
参与了肿瘤发生发展的过程，除了细胞因子和趋
化因子外，脂质介质作为与炎症有关的信号分子
也引起了人们的注意。S1P 是一种多变的脂质介
质，可调节细胞生存和迁移、免疫细胞招募、血
管生成和淋巴管生成，同时在炎症和肿瘤中也
发挥着重要作用。血液和淋巴组织中的 S1P 浓
度调节着淋巴细胞的贩运，参与炎症反应过程。
此外，在 TME 中往往伴随着高浓度的 S1P，这
也表明鞘脂组学与免疫的关联性。鞘氨醇激酶
（sphingosine kinase，SphK）分为两种亚型，即
SphKl 和 SphK2[21]，均出现于哺乳动物体内。前
者通过作用于 SPH 从而提升 S1P 的浓度，对细
胞生长起到促进作用，同时还能够减弱细胞凋亡
的发生；后者则能够催化 S1P 生成从而提升 SPH
浓度，其调控的生理作用也与之相反 [22]。越来
越多的证据表明，SphK1 作为细胞内合成 S1P 的
关键酶，被公认是细胞增殖和存活的重要信号分
子 [23]，对肿瘤的发展过程具有促进作用。
2　鞘脂在肿瘤中的作用
2.1　鞘脂代谢、T 细胞与 TAMs 在肿瘤中的相互
作用
　　随着研究的深入，发现不同的肿瘤 TME 中
浸润的 T 细胞和 TAMs 与鞘脂代谢组学之间具有
一定的关联性，因此深入研究三者在不同肿瘤中
的相互作用能够为免疫治疗肿瘤提供新的思路。
Vaena 等 [24] 研究了鞘脂代谢产物 Cer 的水平与 T
细胞之间的关系，通过遗传和药物手段来调控
Cer 的代谢，以控制 Cer 的表达水平，Cer 可以防
止有丝分裂并恢复衰老的中央记忆 T 细胞，恢复
效应性 T 细胞的功能，抑制肿瘤的生长和 CD8 ＋

T 细胞转移。近年来聚焦于逆转 TME 中 TAMs 
M2 表型以破除 TME 中的免疫抑制状态对于预
防肿瘤免疫逃逸、转移和重启巨噬细胞 M1 表型
的抗肿瘤功能是一个良好的策略，且在肝癌中已
经得到了证明 [25]。SPHK1/S1P 能够参与免疫炎
症反应，并发挥调控作用，巨噬细胞等免疫细胞
群体对其具有感知能力，从而激活免疫系统发
挥免疫作用 [26-27]。S1P 通常传递到细胞外发挥作
用，其调控的生理作用往往需要结合其受体后发
生 [28-29]。而细胞内 S1P 通过 SphK1 合成，当细胞
发生凋亡，依赖 caspase 的途径将会刺激 SphK1，
从而介导凋亡发生的细胞分泌出大量 S1P 作为募
集巨噬细胞等吞噬细胞的“find me”信号分子。
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研究表明 S1P 从凋亡细胞释放后不仅能够调控巨
噬细胞的极化作用，还能发挥多种生理作用，例
如降低炎症因子水平等 [30]。不仅如此，S1P 还可
以通过作用于 S1PRl 从而诱导巨噬细胞中抗凋亡
蛋白 Bcl-2 和 Bcl-X 的表达，从而发挥减少巨噬
细胞凋亡的作用。巨噬细胞相关炎症因子的表达
和释放也被发现可以通过 S1P 作用于 S1PR1 后所
抑制，并由此诱导巨噬细胞向抵御炎症的表型或
者向 M2 型极化 [31-32]。
2.2　鞘脂代谢在不同肿瘤中的作用
2.2.1　细胞淋巴瘤　套细胞淋巴瘤（mantle cell 
lymphoma，MCL）是非霍奇金淋巴瘤的一种侵
袭性亚型，尽管临床上使用联合化疗治疗 MCL
取得了不错的疗效，但由于其复发率高，中位生
存期仍为 5 年左右。Lee 等 [33] 研究发现 S1P 是
MCL 的重要组成部分，且在 MCL 细胞中是上调
的。SphK1 通过靶向 S1PR1 受体作为治疗靶点或
敲除负责生成 S1P 的 SphK1，能够在人类 MCL

中显著增加 NKT 的激活，由此证明 S1P 信号能
够改变 CD1d 依赖性的抗原处理和呈递，从而减
少 MCL 的免疫反应。同时，阻断 S1P 信号或敲
除 SphK1 会导致 NKT 介导的 MCL 杀伤。此外，
SphK1 的活动和 B 细胞淋巴瘤发出的 S1P 信号
有助于逃避淋巴瘤的检测。S1P 通过 5 个不同的
G 蛋白偶联受体（S1PR1-5）发出的信号，已成
为致癌的一个重要调节因素正在被广泛地研究。
TAMs 虽然已被认为是某些实体癌的标志和预后
不良的预测因素，但在血液系统肿瘤，如在淋巴
性恶性肿瘤（包括 B 细胞淋巴瘤）中是有利于肿
瘤还是杀灭肿瘤的作用还不清楚。因此，在 MCL
的发展过程中的 TAMs 具有深入研究的价值。Le
等 [34] 通过研究鼠源 MCL 细胞系与人源 MCL 细
胞系发现，MCL 的微环境中存在 TAMs 的浸润，
并且 MCL 细胞能促使单核细胞衍生的巨噬细胞
向 M2 样表型极化，不仅如此，被 MCL 极化的
M2 样巨噬细胞分泌的 IL-10 通过激活 STAT1 信
号来促进 MCL 的生长，而使用 IL-10 中和抗体、
氟达拉滨或通过短发夹 RNA 干扰技术来抑制
STAT1 的生长信号，从而抑制 MCL 的生长。由
此可见，TAMs 在干预治疗中的重要性。
2.2.2　乳腺癌　乳腺癌（breast cancer，BC）是
在女性高发的恶性肿瘤，据世界卫生组织国际癌
症研究中心（International Agency for Research on 
Cancer）统计，其发病率占女性发病的 23%。每

图 1　肿瘤中 T 细胞作用

Fig 1　Role of T cells in tumors

图 2　肿瘤中 TAMs 极化机制图

Fig 2　Mechanism of TAMs polarization in tumors

图 3　TME 中鞘脂、T 细胞及 TAMs 相互作用机制图

Fig 3　Mechanism of interaction between sphingolipids，T cells and 
TAMs in TME
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年有 46 万女性因患乳腺癌而死亡，占所有女性恶
性肿瘤死亡的 13.7%[35]。对于乳腺癌的研究一直
是国内外的热点，随着科技与医疗的进步，乳腺
癌已能够尽早的进行诊断并通过治疗干预，但是
对其高的发病率以及乳腺癌的一种分型：三阴性
乳腺癌（triple negative breast cancer，TNBC）[36]

的治疗，除手术以外，没有更好的治疗方法。随
着研究的深入，发现在乳腺癌肿瘤组织中 SphKl 
的 mRNA 水平要远远高于正常组织 [37]。而 SphKl 
蛋白水平也与肿瘤的发展级别相关，是潜在的肿
瘤恶性分级指标，同时也能通过 S1P 及其下游
信号激活 ERK 和抑制 p38-MAPK 通路而参与调
控乳腺癌细胞的病理生理过程。Olesch 等 [38] 研
究发现，在乳腺癌小鼠模型中，增加 CD8 ＋ T 细
胞的丰度，延迟了肿瘤的发展并提高了治疗成
功率；研究还发现 S1PR4 能够促进乳腺癌的进
展，限制 CD8 ＋ T 细胞的数量并影响 CD8 ＋ T 细
胞的增殖和生存。S1P 通过 S1PR4 限制 CD8 ＋ T
细胞的扩增，发挥促进肿瘤进程的作用。不仅如
此，S1P 和 S1P 受体（S1P receptors，S1PRs）还
能调节淋巴细胞从胸腺向血液和淋巴结（lymph 
nodes，LNs）的迁移，选择性地增强了人类和
鼠类 CD4 ＋ T 细胞穿过淋巴内皮细胞（lymphatic 
endothelial cells，LECs） 的 迁 移。T 细 胞 的
S1PR1 和 S1PR4 以及 LECs 的 S1PR2，都是跨越
LEC 和进入 LECs 所需的，迁移穿过 LECs 并进
入淋巴管和 LNs，S1PR1 和 S1PR4 对 T 细胞的运
动性有不同的调节作用。S1P 梯度不仅能作为 T
细胞的趋化信号还能够调节 LECs 以促进 T 细胞
在 TME 中的募集。S1P 信号的作用还能够使 T 细
胞和 LECs 共同参与免疫反应，并且 S1PR1 促进
CD4 ＋ T 细胞传入的淋巴 TME，而下调 S1P 则能
够阻止这一点 [39]。除此之外，TAMs 能够介导多
种机制对乳腺癌的发生、发展、转移和对治疗药
物的反应发挥调控作用，在一项乳腺癌流行病学
研究中发现，TME 中 TAMs 的数量与临床预后成
负相关 [40]。乳腺癌中的 TAMs 包括几个亚群，显
示出肿瘤内的异质性。具有 M1 样表型的 TAMs
是位于血管周围的迁移性 TAMs，显示出促进转
移的特征。然而，M2 样 TAMs 是位于侵袭边界
和缺氧区，显示促进血管生成的特征 [41]。乳腺癌
中的 M1 巨噬细胞与肿瘤细胞凋亡增加、转移减
少和肿瘤侵袭有关 [42-43]，而 M2 型则与侵袭、转
移等有关。在乳腺癌 TME 中，TAMs 常以 M2 型
存在，并发挥促进乳腺癌进程的作用。关于乳
腺癌中基因表达分析数据显示其浸润的 TAMs 为
M2 特征 [44-46]。随着研究深入，发现乳腺癌细胞

能够分泌相关分子诱导 TAMs 的 M2-like 表型，
特别是在基底型乳腺癌中。对于 TAMs 极化机制，
研究发现 miRNA 的调节也能够促进 TAMs 极化，
其中 miR-146a 促进 M2 表型 [47-48]，而在乳腺癌的
脑转移中同样也观察到 M2 样极化的发生 [49]。
2.2.3　 肝 细 胞 癌　 肝 细 胞 癌（hepatocellular 
carcinoma，HCC）具有发现迟、死亡多的特点，
到目前为止治疗方案依旧非常有限。因此，迫切
需要新的治疗方法和手段来延长患者生命。操纵
免疫系统来治疗肿瘤已成为一些肿瘤的标准且最
有效的治疗方法。肝脏是巨噬细胞的主要聚集部
位，受到骨髓细胞的监督，包括血液中的单核
细胞，它们扫描肝脏血管，并最终浸润到肝脏。
TME 中浸润白细胞的重要构成为 TAMs，其主导
了与肿瘤相关的炎症 [50]，从而导致肝纤维化及肝
癌的发生。Huang 等 [51] 发现巨噬细胞在协调免
疫反应方面发挥着重要作用，其功能失调牵涉到
HCC 以及其他实体恶性肿瘤。巨噬细胞在 HCC
的 TME 中含量很高，其通过调节免疫反应来控
制肿瘤的发生。TAMs 已被证明可以通过促进免
疫抑制来促进 HCC 的发展并具有推动肿瘤细胞
的增殖、侵袭、转移和维持肿瘤细胞的干性的作
用。因此，更好地了解 TAMs 调控 HCC 的机制
将有助于开发新的和更有效的针对 TAM 的 HCC
治疗方法。HCC 患者在传统的肝切除术或肝移植
术后，用靶向 TAMs 的药物进行辅助治疗，可能
对患者的预后发挥积极作用。Cer 是鞘磷脂信号
转导途径的生物递质，具有促凋亡和抑制肿瘤活
性，作为鞘脂代谢中心分子在调节肿瘤细胞生长
和死亡方面具有至关重要的作用。Li 等 [52] 制备
了纳米脂质体负载 C6 Cer（nanoliposome-loaded 
C6-ceremide，LipC6），发现 LipC6 能够通过活
性氧（ROS）信号转导以 TAMs 为靶点激活抗肿
瘤免疫；减少 TAMs 数量，诱导其从 M2 向 M1
的转变，并降低 TAMs 抑制抗肿瘤免疫反应的能
力，同时增加 CD8 ＋ T 细胞的活性；结果还表明
注射 LipC6 能有效阻断效应性 CD8 ＋ T 细胞的脱
敏作用，使免疫反应重新对肿瘤细胞发挥细胞毒
性作用。这种对肿瘤抗原特异性（tumor antigen 
specificity，TAS）CD8 ＋ T 细胞的免疫调节功能
可能是由 LipC6 间接作用产生的，因为在给予
LipC6 干预后的 TAS T 细胞中没有检测到 TAS 
T 细胞受体 -Ⅰ（T-cell receptor-Ⅰ，TCR-Ⅰ）的
直接激活。因此，LipC6 不仅是一种杀伤性试
剂，也是一种强有力的免疫调节因子。不仅如此，
LipC6 还能作为活性氧清除剂在 TME 中改变巨噬
细胞功能。Li 等 [52] 研究为鞘脂类靶向作用于肝
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癌 TME 中的 TAMs 和 T 细胞提供了新的治疗策
略，也为鞘脂代谢组学与免疫抗肿瘤疗法的结合
奠定了基础。
2.2.4　肺癌　肺癌 5 年内的生存率不足 20%，通
常由小细胞肺癌（small cell lung cancer，SCLC）
和非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NS-
CLC）两类组成。SCLC 约占肺癌的 15%，可以通
过其神经内分泌特征来识别。NSCLC 是指包括
除 SCLC 以外的任何类型的肺癌，约占所有肺癌
类型的 85%。目前还不清楚是否能通过以 NSCLC
的分类方法有效地将异质性的肿瘤亚群进行区分，
并在此基础上指导相应的治疗策略 [53]，因此寻
找新的 NSCLC 肿瘤标志物或药物靶点十分重要。
神经酰胺合成酶（ceramide synthase，CerSs）是一
组调控 Cer 合成的酶，在鞘脂代谢组学中具有重
要的意义。到目前为止，在哺乳动物中已经发现
了 6 种 CerSs（CerS1 ～ CerS6）。作为鞘脂代谢的
关键调节者，CerSs 突出了其独特的特征，并在调
节细胞程序性死亡、抑制肿瘤和调节生物体生物
学的许多方面具有作用。Qian 等 [54] 通过数据库分
析了 CerS1 ～ CerS6 在 NSCLC 中的作用，发现
CerS3 可能具有抑制 NSCLC 细胞生长的能力。与
正常细胞相比，CerS6 在 NSCLC 中过度表达。在
移植的 NSCLC 细胞中，下调 CerS6 水平后发现，
其肺部转移有了明显改善。此外，CerS2、CerS3、
CerS4 和 CerS5 的高 mRNA 表达水平与 NSCLC
的预后改善相关。由此看来，CerSs 可能能够作为
NSCLC 肿瘤检测和治疗的新思路。在肺癌 TEM
中 T 细胞与 TAMs 是两个庞大的免疫细胞群，因
此聚焦于探究 T 细胞与 TAMs 在肺癌中的相互作
用可能是一个具有治疗前景的方向。基质金属蛋
白酶（matrix metalloproteinases，MMPs）是一组
内肽酶，通过依赖于锌离子（Zn2 ＋）而发挥作用。
MMPs 具有降解细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）中的各种蛋白质的能力，在许多生物学
过程中发挥着组织重塑和生长，创伤修复、组织
防御机制和免疫应答等作用 [55]。Xu 等 [56] 研究发
现 TAMs 通过产生 MMPs（包括 MMP-9 和 MMP-
2）和降解 ECM 从而促进肺癌细胞的侵袭性，而
MMP-9 的表达与淋巴结转移、肿瘤的发展和预
后有关。源自 TAMs 的趋化因子（包括 CCL18、
MIP-3α、CCL5、CXCL8 和 CCL22）通过与肿瘤
细胞中的同源受体结合，在肿瘤进展中发挥关键
作用。TAMs 还可以通过产生 IL-8、血管内皮生
长因子（VEGF）等促血管生成因子，促进肺癌
周围血管的生成。不仅如此，肺癌化疗耐药性
与 TAMs 之间已被证明有很强的相关性。顺铂或

卡铂治疗诱导肿瘤细胞分泌 IL-6 和 / 或前列腺素
E2（prostaglandin E2，PGE2），通过激活 STAT3、
STAT1 和 STAT6 信号通路介导 M2 巨噬细胞极化，
并抵抗细胞毒性化疗。在 TME 中，巨噬细胞不仅
失去了抗肿瘤特性，而且还阻碍了其他免疫细胞
的免疫调节功能。TAMs 上调 PD-L1 的表达，以
抑制 T 细胞的毒性和吞噬作用。CD8 ＋ T 细胞受
到 TAMs 的驱赶，因此不能在肿瘤细胞附近活动。
此外，TAMs 产生细胞因子和其他蛋白质来维持
免疫抑制，包括 CCL-22、CCL-17 等。因此，靶
向 TAMs 可能是肺癌研究的前沿，也是肺癌治疗
的一种新策略。
3　鞘脂代谢在肿瘤免疫治疗中的应用前景
　　鞘脂生物学和代谢的相关机制已有研究，并
将其初步运用于免疫抗肿瘤，鞘糖脂是鞘脂组学
成员之一，鞘糖脂能够在质膜上形成功能簇，与
受体、黏附分子和信号分子结合，从而干扰免疫
细胞的激活。在不同的肿瘤中鞘糖脂的表达均有
所不同，特别是神经节苷脂的代谢和表达的深度
异常，针对这一特征，能够使其作为免疫反应的
理想潜在靶点。鞘糖脂在正常的组织中也有表
达，在一些肿瘤中，神经节苷脂总水平高于相应
健康组织（如乳腺肿瘤组织和正常乳腺组织），特
定的鞘糖脂会在特定类型的癌症中积累，如黑色
素瘤中的 GD3、GD2 和 GM3，神经母细胞瘤中
的 GD2。来源相似但在侵袭性 / 转移潜能（以及
人类癌症的预后）方面具有不同表型的肿瘤或肿
瘤细胞系的鞘糖脂水平差异很大。已有报道发现，
GM3（Neu5Gc）在健康细胞中罕见，但在肿瘤
细胞中高表达，因此被认为具有开发成疫苗的潜
力。同时，神经节苷脂 GD2 已经被确定为神经母
细胞瘤免疫治疗的主要靶点。CAR-T 细胞对于血
液系统的肿瘤的治疗取得了很好的成效，但依然
面临着一些问题，主要有两个：选择最佳的抗原
靶点和避免副作用，由于神经节苷脂在实体瘤中
的异常表达，且 GD2-CAR-T 细胞在体外被证实
具有良好的杀伤视网膜母细胞的作用，因此认为
神经节苷脂是 CAR-T 治疗的抗原，GD2-CAR-T
细胞已被建议作为转移性视网膜母细胞瘤 CAR-T
细胞治疗的靶点 [57]。
　　鞘脂代谢在肿瘤免疫治疗中已取得了不错的
成绩，而 TAMs 与 T 细胞在肿瘤发展过程中的相
关机制研究也渐渐清晰，是否能够将鞘脂组学运
用到肿瘤的免疫治疗中值得进一步探索。TME 中
所募集的免疫相关细胞群体的作用十分复杂，导
致其浸润的相关免疫细胞群体的复杂性，肿瘤细
胞是“十分聪明”的细胞，其通过运用免疫逃逸
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机制来逃避免疫系统的检查。因此，运用 TME
中 TAMs 以及 T 细胞来杀伤肿瘤十分关键，如
何更好地运用这“两把武器”值得思考，而鞘脂
及其代谢产物与两者的相关性为肿瘤靶点治疗
提供了更多的选择，也为更好地使用这“两把武
器”提供了新的思路，越来越多研究证明鞘脂与
TAMs 或 T 细胞的结合运用于抗肿瘤免疫治疗中
取得了良好的进展，为靶向肿瘤药物的研发开拓
了新的方向。
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基于高效液相色谱指纹图谱及一测多评法的复方 
珍珠解毒口服液质量评价

谢百波1，2，3，苏加乐2，3，里艳茹1，臧新钰1，李映1，寻园1，周骅1，2，3，程林友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. 抗肿瘤药物开发国家地方联

合工程研究中心，广西　钦州　535008）

摘要：目的　建立复方珍珠解毒口服液的高效液相色谱指纹图谱，并采用一测多评法（QAMS）

测定样品中绿原酸、甘草苷、落新妇苷的含量，为完善该药品的质量标准提供依据。方法　采用

Agilent 5TC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以乙腈 -0.5% 磷酸水溶液为流动相进行梯

度洗脱，检测波长220 nm，体积流量0.8 mL·min－1，进样量10 μL，柱温30℃。测定10批次样品，

得到指纹图谱并进行相似度评价。采用 QAMS，以绿原酸为参照物，计算甘草苷、落新妇苷的相

对校正因子及含量，与外标法测定结果进行比较，验证 QAMS 的准确性。结果　10 批次样品的

指纹图谱的相似度在 0.990 ～ 0.999，共标定 10 个共有峰，并指认了 3 个成分。建立的 QAMS 重

现性好，计算值和实测值之间无明显差异。结论　本研究建立的检测方法准确可靠、简便快捷、

重复性和稳定性良好，可应用于复方珍珠解毒口服液整体质量评价。

关键词：复方珍珠解毒口服液；HPLC 指纹图谱；一测多评法；绿原酸；甘草苷；落新妇苷

中图分类号：R927.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1639-05
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Quality evaluation of compound Zhenzhu Jiedu oral liquid by HPLC fingerprints 
and quantitative analysis of multi-components with single marker

XIE Bai-bo1, 2, 3, SU Jia-le2, 3, LI Yan-ru1, ZANG Xin-yu1, LI Ying1, XUN Yuan1, ZHOU Hua1, 2, 3, 
CHENG Lin-you2, 3* (1. Beijing Hebabiz Biotechnology Co., Ltd., Beijing  102206; 2. Guangxi 
Hebabiz Pharmaceutical Co., Ltd., Qinzhou  Guangxi  535008; 3. National and Region Joint 
Engineering Center for Anticancer Drug Development, Qinzhou  Guangxi  535008)

Abstract: Objective  To establish an HPLC fingerprint for compound Zhenzhu Jiedu oral liquid (CPDOL) 
and determine the contents of chlorogenic acid, liquiritin and astilbin in the samples with quantitative 
analysis of multi-components with single marker (QAMS) to provide a scientific basis for quality 
standard improvment. Methods  Agilent 5TC-C18 (2) (250 mm×4.6 mm, 5 μm) column was used. 
Acetonitrile-0.5% phosphoric acid aqueous solution was used as the mobile phase with gradient elution. 
The detection wavelength was 220 nm, the flow rate was 0.8 mL·min－ 1, the injection volume was 10 μL, 
and the column temperature was 30℃ . The HPLC fingerprints of 10 batches of samples were obtained 
and the similarity was evaluated. The relative correction factors of liquiritin and astilbin were determined 
with chlorogenic acid as the internal standard. The content of each component was calculated in CPDOL. 
At the same time, the accuracy of QAMS method was investigated by comparing the results with those 
of traditional external standard method. Results  The similarity between the fingerprints of 10 batches of 
samples and the reference fingerprints ranged from 0.990 to 0.999. Ten mutual peaks were marked. Based 
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　　目前，中药指纹图谱已广泛应用在中药的质
量评价和控制中 [1-5]。指纹图谱因模糊性、整体
性的双重特点在中药质量控制中具有很高的应用
价值 [6-7]。多指标成分的含量测定和“一测多评
法（quantitative analysis of multi-components with 
single marker，QAMS）”则为中药的整体质量研究
提供了更多的选择，此方法已被《中国药典》收载
用于多种提取物或制剂的质量控制，进一步验证
了 QAMS 的应用价值 [8-10]。因此，将指纹图谱、
多指标成分含量测定和 QAMS 结合起来，将更能
反映药品的整体质量 [11-13]。
　　复方珍珠解毒口服液（compound Zhenzhu 
Jiedu oral liquid，CPDOL）主要由珍珠层粉、地
黄、土茯苓、金银花、龟甲、甘草等 6 味中药组
成，具有清热凉血、养阴解毒的作用，适用于因热
毒淤阻肌肤所致的轻型粉刺，症见皮疹，以红色丘
疹、黑头或白头粉刺为主，伴有少量脓头 [14]。复
方珍珠解毒口服液药效的发挥是多成分共同作用的
结果，而现行的药品质量标准 [ 国家食品药品监督
管理总局 WS-5267（B-0267）-2014Z] 仅以金银花
中的绿原酸的含量作为质控指标，不能实现对药品
的整体质量评价，无法保证产品的质量可控性和一
致性。
　　本研究利用 HPLC 法建立复方珍珠解毒口服
液的指纹图谱，同时采用 QAMS 测定绿原酸（金
银花）、甘草苷（甘草）、落新妇苷（土茯苓）3 种
有效成分的含量，为复方珍珠解毒口服液的整体
质量评价和标准完善提供依据。
1　仪器和试药
　　安捷伦 1260 infinit Ⅱ高效液相色谱仪 [ 安
捷伦科技（中国）有限公司 ]、岛津 LC20A 高效
液相色谱仪 [ 岛津企业管理（中国）有限公司 ]、
KQ-500DA 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司）、RE52AA 型旋转蒸发仪（郑州长城
科工贸易有限公司）、GH-202 型分析天平（A&D 
Company，Limited）。
　　乙腈、甲醇（色谱级，赛默飞世尔科技中
国有限公司）；纯净水（杭州娃哈哈集团有限公
司）。绿原酸对照品（批号：110753-201716，纯度：
99.3%）、甘草苷对照品（批号：111610-201607，

纯度：93.1%）、落新妇苷对照品（批号：111798-
201504，纯度：93.9%）（中国食品药品检定研究院）；
复方珍珠解毒口服液（批号：181001、180602、
180901、180902、181101、181102、181103、
181201、181202、190302，广西慧宝源医药科技有
限公司，规格：10 mL/10 支）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：Agilent 5TC-C18（2）（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.5% 磷酸水溶
液（B），梯度洗脱（0 ～ 10 min，10% ～ 20%A；
10 ～ 15 min，20% ～ 30%A；15 ～ 30 min，
30%A；30 ～ 40 min，30% ～ 10%A）；检测波长：
220 nm；流速：0.8 mL·min－ 1；进样量：10 μL；
柱温：30℃；理论塔板数按绿原酸峰计算不低于
50 000，结果见图 1，空白溶液无干扰。

图 1　混合对照品（A）、复方珍珠解毒口服液样品（B）和空白溶液

（C）的 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of mixed reference substance（A），

CPDOL sample（B），and blank solution（C）

1. 绿原酸（chlorogenic acid）；2. 甘草苷（liquiritin）；3. 落新妇苷

（astilbin）

2.2　溶液的制备

on the identification of the common peaks, 3 components [chlorogenic acid (peak 1), liquiritin (peak 4), 
and astilbin (peak 5)] were identified and quantified by QAMS. Conclusion  The method is simple, rapid, 
accurate, reliable, reproducible and stable, which can be used to improve the quality standard of CPDOL. 
Key words: compound Zhenzhu Jiedu oral liquid; HPLC fingerprint; quantitative analysis of multi-
components with single marker; chlorogenic acid; liquiritin; astilbin



1641

中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期　Central South Pharmacy.  July 2022, Vol. 20 No.7 

2.2.1　混合对照品溶液　分别精密称取对照品绿
原酸 5.13 mg、甘草苷 1.74 mg、落新妇苷 3.94 
mg，置于 100 mL 量瓶中，加 50% 甲醇溶解并稀
释至刻度，摇匀，得绿原酸为 51.3 μg·mL－ 1、
甘 草 苷 为 16.2 μg·mL－ 1、 落 新 妇 苷 为 37.0 
μg·mL－ 1 的混合对照品溶液，4℃下保存，备用。
2.2.2　供试品溶液　精密量取复方珍珠解毒口服
液 5 mL，用 50% 甲醇定容至 100 mL 的量瓶中，
摇匀，即得。
2.3　指纹图谱的建立
2.3.1　精密度试验　取“2.2.1”项下的混合对照
品溶液，重复进样 6 次，记录绿原酸、甘草苷、
落新妇苷的峰面积积分值，计算相对峰面积 RSD
值，结果依次为 0.36%、0.38%、0.41%，表明仪
器的精密度良好。
2.3.2　稳定性试验　取样品（批号：190302）按
“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分别于 0、4、
8、12、24 h 后精密吸取 10 μL，按“2.1”项下色
谱条件测定。结果绿原酸、甘草苷、落新妇苷峰
面积积分值的 RSD 依次为 1.7%、1.9%、1.4%，
表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.3.3　重复性试验　取样品（批号：190302），按
“2.2.2”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按
“2.1”项下色谱条件进样测定，计算绿原酸、甘
草苷、落新妇苷峰面积积分值的 RSD，结果分别
为0.77%、1.1%、0.98%，表明方法的重复性良好。
2.3.4　指纹图谱的建立、相似度评价及共有峰指
认　取 10 批样品（S1 ～ S10），按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测
定，并将其指纹图谱导入国家药典委员会《中药色
谱指纹图谱相似度评价系统 2012 版》，以 S1 为
参照，使用平均数进行自动匹配，加以多点校正，
生成指纹图谱共有模式。10 批样品均具有基本一
致的特征峰，共标定出 10 个共有峰。精密吸取混
合对照品溶液进样测定，通过与对照品的保留时
间进行比对，指认了绿原酸（1 号峰）、甘草苷（4
号峰）、落新妇苷（5 号峰）。色谱分析结果见图 2。
　　以共有模式作为对照指纹图谱，采用《中药
指纹图谱相似度评价系统 2012 版》对复方珍珠解
毒口服液样品指纹图谱进行相似度的评价。结果
10 个批次样品的相似度均大于 0.990，表明 10 批
样品具有良好的一致性，本方法可用于综合评价
复方珍珠解毒口服液的整体质量（见表 1）。

图 2　10 批复方珍珠解毒口服液样品的 HPLC 的指纹图谱及其对照

指纹图谱（R）

Fig 2　HPLC fingerprint of 10 batches of CPDOL samples and reference 
fingerprint（R）

1. 绿原酸（chlorogenic acid）；4. 甘草苷（liquiritin）；5. 落新妇苷

（astilbin）

表 1　10 批复方珍珠解毒口服液样品指纹图谱相似度 
Tab 1　Fingerprints similarity of 10 batches of CPDOL samples

批号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 对照峰

S1 1.000 
S2 0.999 1.000 
S3 0.997 0.998 1.000 
S4 0.995 0.996 0.999 1.000 
S5 0.996 0.997 0.999 1.000 1.000 
S6 0.998 0.999 0.998 0.997 0.998 1.000 
S7 0.993 0.995 0.992 0.991 0.992 0.994 1.000 
S8 0.993 0.993 0.991 0.990 0.990 0.993 0.999 1.000 
S9 0.987 0.988 0.991 0.991 0.991 0.988 0.995 0.995 1.000 
S10 0.993 0.993 0.990 0.990 0.991 0.993 0.999 0.999 0.996 1.000 

对照峰 0.998 0.998 0.998 0.997 0.998 0.998 0.998 0.997 0.995 0.997 1.000 

2.4　QAMS 测定 3 种成分含量

2.4.1　线性关系考察　吸取“2.2.1”项下混合对照
品溶液 5、4、3、2、1、0.5 mL，分别置于 10 mL
量瓶中，用 50% 甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，过
0.45 μm 滤膜后，按照“2.1”项下色谱条件分别进
样，记录峰面积。以质量浓度（X）为横坐标，峰

面积（Y）为纵坐标绘制标准曲线，对其进行线性
回归，得回归方程。绿原酸：Y ＝ 8.993X ＋ 0.3042，
r ＝ 0.9997，线性范围为 2.547 ～ 25.471 μg·mL－ 1；
甘 草 苷：Y ＝ 29.70X ＋ 0.0413，r ＝ 0.9999， 线
性范围为 0.810 ～ 8.100 μg·mL－ 1；落新妇苷：
Y ＝ 24.08X ＋ 0.0499，r ＝ 0.9998，线性范围为
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1.662 ～ 16.621 μg·mL－ 1。结果表明各成分在各
自的质量浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系。
2.4.2　加样回收试验　分别精密量取已知含量的
供试品溶液（批号：190302）9 份，每份取 5 mL，
分别加入相当于绿原酸、甘草苷、落新妇苷含量
的 150%、100%、50% 倍的各对照品溶液，按照
“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按照“2.1”
项下色谱条件进样测定，计算加样回收率，结
果绿原酸低、中、高浓度的平均回收率分别为
107%、105%、105%，RSD 分别为 0.49%、0.82%、
0.36%；甘草苷低、中、高浓度的平均回收率分
别为 99%、93%、104%，RSD 分别为 1.7%、1.8%、
1.2%；落新妇苷低、中、高浓度的平均回收率分
别 为 93%、106%、102%，RSD 分 别 为 0.85%、
0.74%、0.43%；表明方法的回收率较好。
2.4.3　相对校正因子的计算 [15]　吸取“2.2.1”项
下混合对照品溶液 8、10、15、20、25 μL，按
“2.1”项下方法测定，记录峰面积，以绿原酸为
参照物，计算甘草苷、落新妇苷的相对校正因子
（RCF）。计算公式为 fs/i ＝ AsCi/AiCs，其中 As 为
绿原酸对照品峰面积，Ai 为待测成分对照品峰面
积，Cs 为绿原酸对照品质量浓度，Ci 为待测成分
对照品质量浓度。结果甘草苷、落新妇苷的相对
校正因子分别为 0.2798 和 0.3160，RSD 分别为
0.53% 和 0.34%。结果见表 2。

表 2　以绿原酸为参照对其余 2 个成分的相对校正因子 
Tab 2　RCF for the two components with chlorogenic acid as reference

进样体积 /μL f绿原酸 / 甘草苷 f绿原酸 / 落新妇苷

  8 0.2798 0.3158 

10 0.2805 0.3160 

15 0.2817 0.3172 

20 0.2779 0.3144 

25 0.2789 0.3167 

均值 0.2798 0.3160 

RSD/% 0.53 0.34

2.4.4　方法耐用性考查及待测成分峰的定位　按
“2.2.2”项下方法处理样品，进样检测，考查不
同柱温 [ 室温（26.9℃）、30℃、40℃ ]，不同规
格的色谱柱及不同品牌的高效液相色谱仪（见表
3）的变化来测定样品。结果显示，柱温对样品的
检测没有明显的影响，不同色谱柱以及不同色谱
仪不影响样品的分离，方法耐用性好。
　　QAMS 能否有效应用的关键在于待测成分色
谱峰的定位是否准确。本试验采用相对保留值定位
方法考察不同色谱柱及高效液相色谱仪各成分之间
相对保留值的重现性。结果显示在不同的仪器和色
谱柱中，各指标成分相对保留时间的 RSD 均小于

2%，色谱峰定位准确，重现性良好（见表 3）。
表 3　不同仪器和色谱柱相对保留时间的比较 

Tab 3　Relative retention time of different instruments and 
chromatographic columns

仪器 色谱柱
相对保留时间

绿原酸 甘草苷 落新妇苷

安捷伦 1260 Agilent 5TC-C18（2） 1 0.658 0.632
Xselect HSS C18 SB 1 0.659 0.634

岛津 LC20A Agilent 5TC-C18（2） 1 0.659 0.633
Xselect HSS C18 SB 1 0.657 0.632

均值 1 0.658 0.633
RSD/% 0 0.15 0.15

2.4.5　外标法与 QAMS 的含量测定结果　分别精
密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液，10 批复方
珍珠解毒口服液样品（S1 ～ S10）按照“2.2.2”项
下方法制备，注入高效液相色谱仪，按照“2.1”
项下色谱条件测定。采用外标法测定复方珍珠解
毒口服液中绿原酸、甘草苷、落新妇苷 3 种成分
的含量；以绿原酸为参照物，采用 QAMS 测定甘
草苷和落新妇苷 2 种有效成分的含量。结果表明，
使用外标法和 QAMS 测定复方珍珠解毒口服液中
3 种成分的含量基本一致，说明 QAMS 在复方珍
珠解毒口服液多指标成分质量控制中的应用是可
靠、稳定、准确的。结果见表 4。
表 4　QAMS法与外标法测定复方珍珠解毒口服液中 3 种成分的含

量 (mg·mL－ 1) 
Tab 4　Determination of 3 components in 10 batches of CPDOL by 

QAMS and external standard method (mg·mL－ 1)

批次 绿原酸
甘草苷 落新妇苷

QAMS 外标法 RSD/% QAMS 外标法 RSD/%

S1 0.818 0.229 0.234 0.68 0.617 0.623 0.65

S2 0.831 0.233 0.236 0.77 0.616 0.628 1.35

S3 0.838 0.230 0.233 1.05 0.608 0.615 0.77

S4 0.823 0.234 0.236 0.52 0.613 0.622 0.98

S5 0.833 0.228 0.234 1.90 0.610 0.620 1.10

S6 0.834 0.234 0.237 0.98 0.625 0.635 1.13

S7 0.845 0.238 0.240 0.72 0.635 0.646 1.27

S8 0.822 0.240 0.240 0.47 0.615 0.606 1.03

S9 0.824 0.238 0.237 0.22 0.612 0.625 1.45

S10 0.837 0.240 0.236 1.20 0.619 0.623 0.51

3　讨论
　　本研究在进行 HPLC 分析时，比较了水饱和正
丁醇萃取法和甲醇提取法制备供试品。经比较发现，
甲醇提取法所得图谱出峰数量多、信息量较大，成
分干扰少，故选择甲醇超声处理供试品溶液。
　　 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，发
现在 220 nm 波长下，图谱基线平稳、色谱峰较
多、峰形较好，所提供的信息最丰富，因此选择
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220 nm 作为指纹图谱的检测波长。
　　考察甲醇 - 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。最后，综合考虑峰
形、分离度、出峰数等因素选择乙腈 -0.5% 磷酸
水溶液作为流动相。
　　复方珍珠解毒口服液组方包括 6 味药材，成
分复杂，采用 220 nm 作为检测波长建立指纹图谱，
虽然信息量较其他波长更为丰富，但仍难以涵盖全
方所有药味。本研究建立的 QAMS，在原有质量
标准控制绿原酸含量的基础上，拟最大限度选择合
适的标志性成分，尽量涵盖组方中大多数药味。在
组方的 6 味药材中，珍珠层粉 [16] 和龟甲 [17] 的主要
标志性成分利用 HPLC 方法难以检识；地黄的主要
成分梓醇等在本研究中未能检测到。上述成分的检
测或需要更精确的检测仪器比如 HPLC-MS。因此，
本研究选择了绿原酸（金银花的标志性成分）[18]、
甘草苷（甘草的标志性成分）[19] 和落新妇苷（土茯
苓的标志性成分）[20] 作为研究对象，建立的 QAMS
涵盖了组方中的 3 味药材。在今后的研究中，应对
珍珠层粉、龟甲、地黄等进行深入研究，优化检测
方法，必要时采用 HPLC-MS 方法，或进一步开发
多波长指纹图谱 [21]、不同极性部位指纹图谱 [22-23]

等方法，并深入研究其谱效关系 [24-25]。在此基础上，
将谱效关系和分子对接方法结合起来 [26-27]，研究并
确认其与功能主治相关的有效成分，将对该药品的
质量控制研究起到更好的指导作用，以期全面控制
该药品的质量一致性，保证用药安全。
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高效液相色谱法测定盐酸可乐定中有机杂质的含量

刘慧颖，张耀文，蒋丹丹，隋晓璠*，孙苓苓（辽宁省药品检验检测院，辽宁省检验检测认证中心，化学药品质

量研究与评价国家重点实验室，沈阳　110023）

摘要：目的　对盐酸可乐定有机杂质进行分析和测定，对两家企业的原料质量进行考察。方
法　结合工艺和影响因素试验结果，建立适合分析有机杂质的 HPLC 方法，并进行验证。确

定选用 Waters C8 色谱柱，0.22% 辛烷磺酸钠 - 甲醇 - 磷酸（600 ∶ 400 ∶ 1，用 1 mol·L － 1 氢

氧化钠溶液调节 pH 值至 3.0）为流动相，紫外检测波长为 220 nm。结果　杂质 A、杂质 B、2，
6- 二氯苯胺的线性范围分别为 2.29 ～ 18.29 ng（r ＝ 1.000）、2.22 ～ 17.79 ng（r ＝ 1.000）和

2.29 ～ 18.33 ng（r ＝ 1.000）；平均回收率分别为 96.51%、100.31% 和 91.29%，重复性考察的

RSD 分别为 1.5%、1.0% 和 2.8%。两家企业原料药均未检出有机杂质。结论　该方法可用于盐

酸可乐定的药品质量控制。

关键词：有机杂质；杂质 A；杂质 B；2，6- 二氯苯胺；盐酸可乐定

中图分类号：R927.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1644-05
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Determination of organic impurities in clonidine hydrochloride by HPLC

LIU Hui-ying, ZHANG Yao-wen, JIANG Dan-dan, SUI Xiao-fan*, SUN Ling-ling (Liaoning Institute 
for Drug Control, Liaoning Inspection, Testing and Certification Center, State Key Laboratory of 
Chemical Drug Quality Research and Evaluation, Shenyang  110023)

Abstract: Objective  To determine and analyze the organic impurities in clonidine hydrochloride, and 
investigate the quality of raw materials from two manufacturers. Methods  A suitable HPLC method 
for analyzing organic impurities was established and verified based on the synthesis process and 
influence factor investigation. Organic impurities were separated on a Waters C8 column, the ternary 
mobile phase consisting of 0.22% sodium octane sulfonate-methanol-phosphoric acid (600∶400∶1, 
pH was adjusted to 3.0 with 1 mol·L － 1 sodium hydroxide solution), and the detection wavelength 
was 220 nm. Results  The linear calibration curves were obtained at 2.29 ～ 18.29 ng for impurity A, 
2.22 ～ 17.79 ng for impurity B, and 2.29 ～ 18.33 ng for 2, 6-dichloroaniline, respectively. The mean 
recoveries of the three compounds were 96.51%, 100.31% and 91.29%, and the RSDs of repeatability 
were 1.5%, 1.0% and 2.8%, respectively. No organic impurities were detected in the raw materials 
from two manufcturers. Conclusion  This method can be used for the quality control of clonidine 
hydrochloride.
Key words: organic impurity; impurity A; impurity B; 2, 6-dichloroaniline; clonidine hydrochloride
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　　盐酸可乐定，化学名为 2-[（2，6- 二氯苯基）
亚氨基 ] 咪唑烷盐酸盐，又名氯压定，被广泛用
于抗高血压。现行质量标准《中国药典》（ChP）
2020 年版二部中采用 TLC 法对有关物质进行检
查 [1]，但该法操作较烦琐，灵敏度低，显色不明

显且维持时间短，无法确切反映该药的杂质情
况。因此，为保证本品的安全性，有必要建立灵
敏度和准确度更高的有机杂质检测方法 [2-4]。
　　原料药的有机杂质可能来源于起始原料、副
反应产物、中间体、降解产物及反应中使用的有
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机试剂等 [4]。生产企业提供的资料显示，盐酸可
乐定的合成工艺为 1- 乙酰基 -2- 咪唑啉酮（简称
杂质 B）与 2，6- 二氯苯胺进行缩合反应，生成
中间体 1- 乙酰基 -2-（2，6- 二氯苯胺）-2-（4，5-
二氢咪唑）（简称杂质 A），经氯化氢乙醇溶液成
盐后，再以醇解反应生成盐酸可乐定。因此，本
文以 2 个起始原料和中间体（结构见图 1）为研究
目标，结合影响因素试验，探寻盐酸可乐定的稳
定性和降解途径。

图 1　杂质 A（a）、杂质 B（b）和 2，6- 二氯苯胺（c）的化学结构

Fig 1　Chemical structures of impurity A（a），impurity B（b）and 2，
6-dichloroaniline（c）

　　美国药典 [5]（USP）和英国药典 [6]（BP）均
以 HPLC 法对盐酸可乐定的有机杂质进行检查。
其中，BP 对杂质 A 和 2，6- 二氯苯胺进行了定
位，USP 则按外标法对杂质 A 和 2，6- 二氯苯胺
进行限度控制。本研究将综合考察不同条件的
色谱行为，优化检测条件，依据相关的指导原
则 [7-9] 建立有机杂质的检测方法，并对两家生产
企业提供的药品质量进行评价。
1　仪器与试药

1.1　仪器 
　　Waters e2695 高效液相色谱仪配备 2489 UV
检测器和 2998 PDA 检测器（美国 Waters 公司），
AS10200AD 超声波处理器（Auto Science 公司），
XP205 天平、S400 Seven excellent 型 pH 计（瑞士
Mettler Toledo 公司）。
1.2　试药

　　盐酸可乐定对照品（批号：100071-201607，
纯度：100%，中国食品药品检定研究院），杂质
A 对照品（批号：R148AD，纯度：99%，USP），
杂质 B 对照品（批号：H1929181，纯度：98%，
Aladdin），2，6- 二 氯 苯 胺（批 号：SJGSF-YT，
纯度：99.9%，TGI），盐酸可乐定（企业 A，批
号：170502、191101；企业 B，批号：20180401、
20180402、20191101），甲醇、乙腈为色谱纯，其
他试剂均为分析纯，水为超纯水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　 色 谱 柱：Waters C8（4.6 mm×250 mm，5 

μm），流动相：0.22% 辛烷磺酸钠 - 甲醇 - 磷酸
（600∶400∶1，用 1 mol·L－ 1 氢氧化钠溶液调
节 pH 值至 3.0），检测波长：220 nm，流速：1.0 
mL·min－ 1，进样量：50 μL。记录色谱图至主成
分峰保留时间的 4 倍。
2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液的制备　取杂质 A、杂质 B、2，
6- 二氯苯胺和盐酸可乐定对照品各约 18 mg，精
密称定，置100 mL 量瓶中，加乙腈1 mL 使溶解，
加水稀释至刻度，摇匀。精密量取 1 mL 置 100 
mL 量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，精密量取
1 mL 置 20 mL 量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，
制成含各对照品均为 90 ng·mL－ 1 的溶液。
2.2.2　灵敏度溶液的制备　精密量取对照品溶液
3 mL，置 10 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀
即得。
2.2.3　供试品溶液和对照溶液的制备　取本品约
18 mg，精密称定，置 200 mL 量瓶中，加水溶解
并定容至刻度，摇匀，作为供试品溶液。精密量
取供试品溶液 1 mL 置 100 mL 量瓶中，用水稀释
至刻度，摇匀，精密量取 1 mL 置 10 mL 量瓶中，
用水稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液。
2.3　系统适用性试验

　　取对照品溶液进样测定，可乐定与杂质 A、
杂质 B、2，6- 二氯苯胺的分离度均大于 1.5；取
灵敏度溶液进样测定，杂质 A、杂质 B、2，6- 二
氯苯胺和可乐定色谱峰的信噪比均大于 10，符合
要求。
2.4　专属性试验和影响因素试验

　　取空白溶剂（水）进样，结果对已知杂质和
可乐定的检出均无影响。
　　取盐酸可乐定样品（企业 A，批号：170502）
进行酸、碱、氧化、光照、高温破坏，配制过程
具体如下：
　　① 酸破坏：称取样品约 11.5 mg，置 25 mL
量瓶中，加 2 mol·L－ 1 盐酸溶液 2 mL，放置 24 h，
加 2 mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 2 mL 中和，加水溶
解并稀释至刻度，摇匀即得。
　　② 碱破坏：称取样品约 11.5 mg，置 25 mL
量瓶中，加 2 mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 2 mL，放
置 24 h，加 2 mol·L－ 1 盐酸溶液 2 mL 中和，加
水溶解并稀释至刻度，摇匀即得。
　　③ 氧化破坏：称取样品约 11.5 mg，置 25 mL
量瓶中，加 30% 过氧化氢溶液 1 mL，放置 24 h，
加水溶解并稀释至刻度，摇匀即得。
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　　④ 高温破坏：取样品适量，置 120℃加热 4 h，
称取约 11.5 mg，置 25 mL 量瓶中，加水溶解并
稀释至刻度，摇匀即得。
　　⑤ 光照破坏：取样品置日光下照射 5 d，称
取约 11.5 mg，置 25 mL 量瓶中，加水溶解并稀
释至刻度，摇匀即得。
　　取各破坏溶液 10 μL，按拟订的方法进样测
定，结果除在氧化条件下有较大降解外，在酸、
碱、高温和光照条件下均较稳定。降解产物均能
与主峰较好的分离，均无杂质 A、杂质 B 和 2，6-
二氯苯胺产生，结果见图 2。

图 2　影响因素试验的色谱图

Fig 2　HPLC chromatogram of influencing factors test
1. 氧化破坏（oxidation destruction）；2. 光照破坏（light destruction）；

3. 高温破坏（heat destruction）；4. 碱破坏（alkali destruction）；5. 酸
破坏（acid destruction）

2.5　检出限和定量限

　　取对照品溶液，用水逐步稀释，测得盐酸可
乐定的检测限（以 3 倍信噪比计）为 0.223 ng，杂
质 A、杂质 B、2，6- 二氯苯胺的定量限（以 10 倍
信噪比计）分别为 0.185 ng、0.236 ng 和 0.687 ng。
2.6　线性关系考察

　　精密称取杂质 A 18.66 mg、杂质 B 18.15 mg、
2，6- 二氯苯胺 18.33 mg 和盐酸可乐定对照品
17.86 mg，分别置 100 mL 量瓶中，加乙腈 1 mL
使溶解，加水稀释至刻度，摇匀，作为储备液。
精密量取 1 mL 储备液置 100 mL 量瓶中，加水定
容至刻度，摇匀。分别精密量取 0.5、1.0、1.5、
2.0、4.0 mL 置 20 mL 量瓶中，加水定容至刻度，
摇匀，进样测定，记录色谱图。以绝对进样量为
横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，结果
见表 1，可乐定和各已知杂质在试验范围内与峰
面积线性关系良好。
2.7　准确度和重复性

　　取盐酸可乐定（企业 A，批号：170502）约
18.5 mg，精密称定，置 200 mL 量瓶中，精密加
入“2.6”项下杂质 A、杂质 B 和 2，6- 二氯苯胺
的储备液 0.1 mL，加水溶解并定容至刻度，摇
匀，得供试品溶液。精密量取 0.1 mL 置 100 mL

量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得对照溶
液。同法制备 6 份，进样测定，计算杂质 A、
杂质 B 和 2，6- 二氯苯胺的平均回收率分别为
96.51%、100.31% 和 91.29%， 重 复 性 的 RSD 分
别为 1.5%、1.0% 和 2.8%，供试品溶液中均未检
出未知杂质，表明方法的准确度和重复性良好。
2.8　中间精密度

　　按“2.7”项下方法配制供试品溶液和对照溶
液，分别由不同分析人员在不同时间于 3 台仪
器上按“2.1”项下方法测定，结果杂质 A、杂质
B 和 2，6- 二氯苯胺测得量的 RSD 分别为 1.4%、
2.0% 和 2.8%，均未检出未知杂质。
2.9　溶液稳定性

　　取供试品溶液，分别于 0、5、10、20 h 测定，
结果表明供试品溶液在 20 h 内稳定，均未检出未
知杂质；杂质 A、杂质 B 在 20 h 内均较稳定（峰
面积的 RSD 分别为 2.8% 和 1.8%），但 2，6- 二
氯苯胺随放置时间延长而减少（峰面积的 RSD 为
8.6%），稳定性较差。为保证 2，6- 二氯苯胺定
量的准确性，进一步考察了该杂质在 6 h 内的峰
面积，计算峰面积的 RSD 为 2.7%，表明该杂质
在 6 h 内是稳定的，因此，试验溶液应在 6 h 内
测定。
2.10　耐用性

　　取盐酸可乐定（企业 A，批号：170502），按
照拟订的标准制备供试品溶液、对照溶液和杂质
对照品溶液，改变流动相 pH 值（2.8、3.0、3.2）
和色谱柱 [Waters SunFire C8（250 mm×4.6 mm，5 
μm）、Agilent Zorbax Eclipse Plus C8（250 mm×4.6 
mm，5 μm）和 Agela Venusil XBP C8（200 mm×4.6 
mm，5 μm）] 分别进样测定，结果各已知杂质与
可乐定均有较好的分离效果，供试品溶液均未检
出杂质。
2.11　测定结果

　　对 5 批盐酸可乐定样品的有机杂质进样测定，
结果均未检出杂质，表明两家企业对该药的质量
控制较好（见图 3）。

表 1　盐酸可乐定已知杂质线性关系考察 (n ＝ 5) 
Tab 1　Linearity of identified impurities in clonidine hydrochloride 

(n ＝ 5)

化合物 回归方程 r 线性范围 /ng

可乐定 y ＝ 2.911×103x － 94.14 1.000 2.23 ～ 17.86

杂质 A y ＝ 5.176×103x ＋ 916.9 1.000 2.29 ～ 18.29

杂质 B y ＝ 4.654×103x － 1.430×103 1.000 2.22 ～ 17.79

2，6- 二氯苯胺 y ＝ 3.246×103x － 586.3 1.000 2.29 ～ 18.33
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图 3　样品测定代表性色谱图

Fig 3　Representative chromatogram of sample determination
A. 水（water）；B. 对照溶液（control solution）；C. 对照品溶液

（reference solution）；D. 供试品溶液（sample solution）
1. 杂 质 B（impurity B）；2. 杂 质 A（impurity A）；3. 可 乐 定

（clonidine）；4. 2，6- 二氯苯胺（2，6-dichloroaniline）

3　讨论

3.1　检测波长的选择

　　选用二极管阵列检测器，分别对破坏试验样
品溶液和杂质对照品溶液进行紫外光谱扫描，发
现各已知杂质和降解产物在紫外末端均有较大吸
收，为了减少流动相中有机溶剂的影响，同时保
持与 ChP 中盐酸可乐定品种相关检测方法的统
一，方便日常操作，故选择在 220 nm 波长处进
行检测。
3.2　流动相的选择

　　本文比较了盐酸可乐定在 ChP（盐酸可乐定
片的含量测定）和 USP 不同色谱条件下已知杂
质和降解产物的检出情况，因丙基硅基凝胶色谱
柱应用较少，故未对 BP 条件进行试验。结果：
① USP 流动相：杂质 B 出峰时间较快（3 min 以

前）；可乐定出峰时间较快，随流动相 pH 值的增
大（3.0、6.9、7.6）而略有增加（2.5 min、4.5 min、
5.2 min）；降解杂质几乎在主峰前集中出峰，分
离度差，不利于定量检查；杂质 A 的出峰时间
受流动相 pH 值的影响较大，随 pH 的增大（3.0、
6.9、7.6）而增加（2.8 min、24.6 min、28.5 min）。
② ChP 流动相：杂质 B 出峰时间在 3 min 左右，
调整流动相比例为水相 - 甲醇（60∶40）时，各已
知杂质和降解产物能完全分离，且不受溶剂干扰，
故本文最终采用 ChP 方法，并对其进行优化。
3.3　已知杂质的定量方法

　　结合各已知杂质的线性试验结果，计算杂质
A、杂质 B 和 2，6- 二氯苯胺相对可乐定的校正
因子分别为 0.57、0.64 和 0.90，为保证结果的准
确性，未采用自身对照法定量。耐用性试验表明，
在不同色谱柱上 3 个杂质的相对保留时间略有不
同，易造成定位不准。故最终选择外标法分别对
杂质 A、杂质 B 和 2，6- 二氯苯胺定位和定量。
3.4　其他

　　本文分别考察了混合杂质对照品溶液和盐
酸可乐定对照品溶液在 C8（Waters C8 和 Agilent 
C8）和 C18（Agilent Zorbax SB C18 和 Agilent SB-
Aq）色谱柱上的检出情况，结果 C8柱有更佳的分
离效果和出峰时间。故选择 C8 色谱柱进行样品检
测。基于可乐定和各杂质限度的响应值，为保证
定量的准确性和满足灵敏度的要求，确定供试品
质量浓度为 90 μg·mL－ 1。氧化破坏试验中，在
相对可乐定保留时间约 3.5 倍时，有降解产物检
出，因此，采集样品时在此基础上适当延长记录
时间，记录色谱图至主峰保留时间的 4 倍。考察
杂质 A 在不同溶剂中的稳定性，结果表明，杂质
A 在甲醇 - 水混合溶剂中不稳定，逐渐转化为可
乐定，易造成结果偏低，无法反映原料中该杂质
的真实量值；杂质 A 在水和乙腈中相对稳定，为
避免乙腈干扰杂质 B 的检出，最终选定水作为供
试品制备的溶剂。
　　本文建立的盐酸可乐定有机杂质的测定方法
操作简便，为其质量标准的提升提供了参考。
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盐酸曲美他嗪原料药中有关物质测定方法的研究

杨西邈1，2，孙国祥1*，产运霞2（1. 沈阳药科大学药学院，沈阳　110016；2. 北京福元医药股份有限公司，北京　

101104）

摘要：目的　建立测定盐酸曲美他嗪原料药中有关物质的方法。方法　采用高效液相色谱法，

色谱柱为 Phenomenex Gemini C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为 0.287% 庚烷磺酸钠

溶液（用 10% 磷酸调节 pH 值至 3.2）- 甲醇，梯度洗脱；流速为 1.2 mL·min － 1；检测波长为

240 nm；柱温为 30℃；进样量为 10 μL。结果　在选定的色谱条件下，曲美他嗪主峰与各杂

质峰分离度均良好；有关物质 A、B、C、D、E、F、H、J 和 K 在质量浓度 0.4 ～ 8 mg·L － 1

内与峰面积均呈良好的线性关系（r 在 0.9998 ～ 1.000，n ＝ 7）；采用外标法和一线多评法计

算有关物质回收率均在 90% ～ 108%（n ＝ 3）。结论　该方法准确、专属性强，可为盐酸曲美

他嗪原料药的质量控制提供依据。

关键词：高效液相色谱法；一线多评法；有关物质；方法学验证

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1648-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.029

Determination of related substances in the raw materials of  
trimetazidine dihydrochloride

YANG Xi-miao1, 2, SUN Guo-xiang1*, CHAN Yun-xia2 (1. College of Medicine, Shenyang 
Pharmaceutical University, Shenyang  110016; 2. Beijing Fuyuan Pharmaceutical Co., Ltd, Beijing  
101104)

Abstract: Objective  To determine the related substances in the raw materials of trimetazidine 
dihydrochloride. Methods  High performance liquid chromatography was used. A Phenomenex 
Gemini C18 (150 mm×4.6 mm, 5 μm) column was used at 30℃ . The mobile phase was 0.287% 
sodium heptanesulfonate solution (adjusting pH to 3.2 with 10% phosphoric acid)-methonal with 
gradient elution at a flow rate of 1.2 mL·min－ 1. The detection wavelength was 240 nm and the 
injection volume was 10 μL. Results  The peak of trimetazidine and each impurity was well separatd 
under this condition. The standard curves of impurity A, B, C, D, E, F, H, J, and K were linear at 
0.4 ～ 8 mg·L－ 1 (r between 0.9998 and 1.000, n ＝ 7). The recoveries calculated by the external 
standard method and multi-markers assay with monolinear method ranged 90% ～ 108% (n ＝ 3). 
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Conclusion  The method is accurate and specific, which provides a reference for the quality control of 
trimetazidine dihydrochloride. 
Key words: high performance liquid chromatography; multi-markers assay by monolinear method; 
related substance; method validation

　　曲美他嗪（trimetazidine），化学名为 1-（2，
3，4- 三甲氧基苄基）哌嗪，结构式见图 1[1-2]，是
近年来发现的抗心肌缺血药物，可优化心肌细胞
的能量代谢，改善患者心功能，同时能抑制氧自
由基，使缺血心肌细胞维持正常活动，在心力衰
竭患者的治疗中发挥着重要作用 [3-4]。本文根据合
成工艺和降解机制 [5-6]，选择 9 种 [7-8] 主要的有关
物质 A、B、C、D、E、F、H、J、K（结构见图 1），
建立盐酸曲美他嗪有关物质的测定方法，并采用
一线多评法 [9] 对方法进行验证和评估 [10]。为盐酸
曲美他嗪原料药的质量控制提供依据。

图 1　曲美他嗪及有关物质的化学结构式

Fig 1　Chemical structures of trimetazidine and its related substances

1　材料

1.1　仪器与试药

　　高效液相色谱仪（型号：LC-2010CHT 及
LC-20AT，日本岛津公司）；电子分析天平（型
号：MS105DU 及 ML204，梅特勒 - 托利多仪器
有限公司）；pH 酸度计（型号：FE20，梅特勒 -
托利多仪器有限公司）；电热鼓风干燥箱（型号：
DHG101-1A，郑州长城科工贸易有限公司）；药
品光照试验箱（型号：SHH-300GD-2，重庆市永
生试验仪器厂）。
　　甲醇（色谱纯，Burdick & Jackson）；庚烷磺
酸钠（色谱纯，Fisher Chemical）；氢氧化钠（分

析纯，北京市光复科技发展有限公司）；磷酸、
盐酸、30% 过氧化氢（分析纯，北京化工厂）；
盐酸曲美他嗪对照品（批号：100889-201302，质
量分数 99.9%，中国食品药品检定研究院）；有
关物质 A（批号：35069，质量分数 94.9%）、B（批
号：35343，质量分数 99.7%）、C（批号：45715，
质量分数 99.9%）、D（批号：41708，质量分数
99.0%）、E（批 号：23180， 质 量 分 数 99.9%）、
F（批号：27212，质量分数 99.2%）、H（批号：
25681，质量分数 98.2%）对照品（LGC），有关
物质 J（批号：QM-6A01，质量分数 96.7%）、K
对 照 品（批 号：QM-6A03， 质 量 分 数 99.6%）
（北京福元医药股份有限公司）。盐酸曲美他嗪
原 料 药（批 号：QM0171101、QM0171102 和
QM0171104，北京福元医药股份有限公司）。
2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　稀释溶液　以体积分数为 40% 的甲醇水溶
液为稀释溶液。取稀释溶液作为空白对照溶液。
2.1.2　对照品溶液　取盐酸曲美他嗪对照品约 10 
mg，精密称定，置 25 mL 量瓶中，用稀释溶液溶
解并稀释至刻度；精密量取 1 mL 置 100 mL 量瓶
中，加稀释溶液稀释至刻度，摇匀，即得。
2.1.3　杂质对照品定位溶液　分别精密称取杂质
A ～ F、H、J 和 K 对照品适量，用稀释溶液溶解
并稀释制成质量浓度均为 400 mg·L－ 1 的溶液，
即得。
2.1.4　杂质混合溶液　精密量取上述各杂质对照
品定位溶液 5 mL 置同一 250 mL 量瓶中，用稀释
溶液稀释至刻度，摇匀，即得。
2.1.5　系统适用性溶液　取盐酸曲美他嗪对照品
约 40 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶中，用适量
稀释溶液溶解，加入杂质混合溶液 5 mL，用稀释
溶液稀释至刻度，摇匀，即得。
2.1.6　原料药供试品溶液　取盐酸曲美他嗪原料
药约 40 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶中，用稀
释溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。
2.2　色谱条件 [11-12]

　　 色 谱 柱 为 Phenomenex Gemini C18 柱（150 
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mm×4.6 mm，5 μm）；以 0.287% 庚烷磺酸钠溶
液（用 10% 磷酸调节 pH 值至 3.2）- 甲醇（体积
比为 643∶357）为流动相 A，甲醇为流动相 B，
梯度洗脱（0 ～ 50 min，95% ～ 75%A；50 ～ 52 
min，75% ～ 95%A；52 ～ 60 min，95%A）；流
速为 1.2 mL·min－ 1；检测波长为 240 nm；柱温
为 30℃；进样量为 10 μL。
2.3　方法学考察

　　分别取“2.1”项下空白对照溶液和系统适用
性溶液进样测定，记录色谱图。曲美他嗪峰与相
邻杂质峰的分离度大于 1.5，色谱图见图 2。

图 2　空白对照溶液（A）和系统适用性溶液色谱图（B）

Fig 2　Chromatograms of blank control solution（A）and system 
suitability（B）

1. 杂质 D（impurity D）；2. 杂质 J（impurity J）；3. 杂质 C（impurity 
C）；4. 杂 质 H（impurity H）；5. 杂 质 A（impurity A）；6. 杂 质 K
（impurity K）；7. 杂质 E（impurity E）；8. 曲美他嗪（trimetazidine）；

9. 杂质 F（impurity F）；10. 杂质 B（impurity B）

2.4　专属性试验

2.4.1　酸破坏试验　取盐酸曲美他嗪原料药
约 200 mg，精密称定，置 50 mL 量瓶中，加 1 
mol·L－ 1 盐酸溶液 5 mL，室温放置 24 h，加 1 
mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 5 mL 中和，用稀释溶液
稀释至刻度，摇匀，即得。
2.4.2　碱破坏试验　取盐酸曲美他嗪原料药
约 200 mg，精密称定，置 50 mL 量瓶中，加 1 
mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 5 mL，室温放置 24 h，
加 1 mol·L－ 1 盐酸溶液 5 mL 中和，用稀释溶液
稀释至刻度，摇匀，即得。

2.4.3　氧化破坏试验　取盐酸曲美他嗪原料药约
200 mg，精密称定，置 50 mL 量瓶中，加 30% 过
氧化氢溶液 5 mL，60℃放置 1 h，取出，放冷，
用稀释溶液稀释至刻度，摇匀，即得。
2.4.4　高温破坏试验　取盐酸曲美他嗪原料药适
量，置量瓶中，在 105℃放置 6 h，取出，放冷，
精密称取 200 mg 置 50 mL 量瓶中，用稀释溶液
溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。
2.4.5　光照破坏试验　取盐酸曲美他嗪原料药适
量，置透明量瓶中，在 5000 lx 条件放置 5 d，取
出，放冷，精密称取 200 mg 置 50 mL 量瓶中，
用稀释溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。
　　上述处理方法均平行配制空白对照溶液。将破
坏后的样品溶液和空白对照溶液分别进样测定，色
谱图见图 3。盐酸曲美他嗪在酸、碱、高温和光照条
件下稳定性均良好，仅在氧化破坏条件下发生降解，
所产生的降解产物在选定的色谱条件下与主峰达到
良好的分离，空白无干扰，说明该方法专属性良好。
2.5　线性关系考察

　　分别精密量取“2.1.4”项下杂质混合溶液 1、
2、4、5、8、10、16 mL，置 20 mL 量瓶中，用
稀释溶液稀释至刻度，摇匀，即得质量浓度约为
0.4、0.8、1.6、2.0、3.2、4.0 和 6.4 mg·L－ 1 的
对照品溶液。将上述对照品溶液与“2.1.4”项下
的杂质混合溶液进样测定，记录色谱图。以各成
分质量浓度（C，mg·L－ 1）为横坐标，峰面积
（A）为纵坐标，用加权最小二乘法进行线性回归
运算，得回归方程、相关系数及线性范围见表 1；
采用一线多评法 [9] 进行评估，结果见表 2，可靠
度 R（i）均大于 96.2%，表明有关物质 A ～ F、H、
J 和 K 在质量浓度 0.4 ～ 8 mg·L－ 1 与峰面积呈
良好线性关系。

表 1　有关物质的回归方程、相关系数和线性范围结果 
Tab 1　Regression equation，correlation coefficient and linear 

range of related substances

化合物 回归方程 相关系数 r
线性范围 /

（mg·L － 1）

曲美他嗪 A ＝ 7.719×103C － 322.4 0.9999 0.408 ～ 8.160
杂质 A A ＝ 7.531×103C － 200.5 1.0000 0.381 ～ 7.615
杂质 B A ＝ 1.235×104C － 574.2 1.0000 0.469 ～ 9.386
杂质 C A ＝ 2.437×104C － 699.4 1.0000 0.418 ～ 8.360
杂质 D A ＝ 4.973×103C ＋ 100.5 1.0000 0.511 ～ 10.214
杂质 E A ＝ 1.086×104C － 642.0 0.9999 0.397 ～ 7.944
杂质 F A ＝ 1.015×104C － 6 09.4 0.9998 0.398 ～ 7.968
杂质 H A ＝ 9.793×103C － 57.9 1.0000 0.451 ～ 9.022
杂质 K A ＝ 1.172×104C ＋ 94.5 1.0000 0.457 ～ 9.137
杂质 I A ＝ 1.006×104C － 334.0 1.0000 0.451 ～ 9.017
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图 3　专属性试验降解产物 HPLC 色谱图

Fig 3　HPLC of destruction products of specificity test
A. 未破坏（undestroyed）；B. 酸破坏（destroyed by acid）；C. 碱破坏（destroyed by alkali）；D. 氧化破坏（destroyed by oxidization）；E. 高
温破坏（destroyed by high temprature）；F. 光照破坏（destroyed by light）；4. 杂质 H（impurity H）；5. 杂质 A（impurity A）；8. 曲美他嗪

（trimetazidine）；9. 杂质 F（impurity F）；10. 杂质 B（impurity B）

表 2　有关物质一线多评法各项参数值 
Tab 2　Related substances by multi-markers assay by monolinear method

化合物 C0 bai ＝ a/C0 fi fsi RE（b）/% 1%bi f ''si 可靠度 R（i）/%

曲美他嗪 4.2840   75.2568 7794.26 1.0000 0.98 77.19 1.0000 －

杂质 A 3.9980   50.1251 7581.13 1.0281 0.67 75.31 1.0250 96.45

杂质 B 4.9275 116.5297 12 462.53 0.6254 0.95 123.46 0.6252 96.39

杂质 C 4.3890 159.3529 24 532.35 0.3177 0.66 243.73 0.3167 96.45

杂质 D 5.3625   18.7413 4991.74 1.5614 0.38 49.73 1.5522 96.50

杂质 E 4.1705 153.9384 11 017.94 0.7074 1.44 108.64 0.7105 96.24

杂质 F 4.1830 145.6610 10 298.66 0.7568 1.46 101.53 0.7603 96.23

杂质 H 4.7365   12.2327 9805.23 0.7949 0.13 97.93 0.7882 96.51

杂质 K 4.7970   19.6998 11 739.70 0.6639 0.17 117.20 0.6586 96.51

杂质 J 4.7340   70.5534 10 132.55 0.7692 0.71 100.62 0.7671 96.45

2.6　重复性试验

　　精密称定同一批盐酸曲美他嗪原料药 6 份，
每份约 40 mg，按“2.1.6”项下方法制备供试品溶
液，进样测定，按外标法和一线多评法分别计算
有关物质的含量，结果见表 3，两种方法计算结

果差异小，结果表明方法重复性良好。
2.7　回收试验

　　取盐酸曲美他嗪原料药 9 份，每份约 80 mg，
精密称定，平均分成 3 组，分别置于 20 mL 量瓶
中，每组分别加入杂质混合溶液 5、10 和 15 mL，

表 3　有关物质重复性试验结果 
Tab 3　Repeatability of related substances with different methods

序号
化合物峰面积 一线多评法 /% 外标法 /%

杂质 A 杂质 B 未知杂质 杂质 A 杂质 B 未知杂质 杂质 A 杂质 B 未知杂质

1 2441 9725 1071 0.008 0.022 0.003 0.009 0.024 0.003

2 2802 9120 1112 0.010 0.020 0.004 0.010 0.022 0.004

3 2641 9463 1078 0.009 0.021 0.004 0.010 0.023 0.004

4 2459 9385 1142 0.009 0.021 0.004 0.009 0.023 0.004

5 2519 9757 1002 0.009 0.022 0.003 0.009 0.024 0.003

6 2223 8875 1155 0.008 0.020 0.004 0.008 0.022 0.004

平均值 2514 9388 1093 0.009 0.021 0.004 0.009 0.023 0.004

RSD/% 7.8 3.7 5.1 － － － － － －
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2.8　稳定性试验

　　取盐酸曲美他嗪对照品约 10 mg，精密称定，
置 25 mL 量瓶中，用稀释溶液溶解并稀释至刻
度；精密量取 1 mL 置 100 mL 量瓶中，用适量稀
释溶液溶解，加入杂质混合溶液 50 mL，用稀释
溶液稀释至刻度，摇匀，即得对照品混合溶液。
将此溶液在室温下放置，分别于 0、3、8、12、
16、20 和 24 h，分别按“2.2”项下色谱条件进样
分析，记录有关物质 A、B、C、D、E、F、H、J、
K 及曲美他嗪的色谱峰面积，计算 RSD 分别为
1.5%、1.1%、1.0%、0.50%、0.60%、0.40%、1.1%、
1.1%、1.3% 和 0.6%，表明对照品混合溶液在 24 
h 内稳定性良好。
　　取盐酸曲美他嗪原料供试品溶液，在室温下
放置，分别于 0、3、8、12、16、20 和 24 h，分
别按“2.2”项下色谱条件进样分析，样品中均未检
出杂质峰，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.9　样品测定

　　取盐酸曲美他嗪对照品溶液 10 μL，注入液
相色谱仪，调节检测灵敏度使曲美他嗪的色谱峰
高约为满量程的 20%，再取盐酸曲美他嗪供试品
溶液，进样测定，3 批样品均未检测到有关物质。
3　讨论

　　试验过程中发现，盐酸曲美他嗪及各杂质峰
的保留时间容易随室温的变化而发生漂移，在试
验进行中应尽量控制实验室的温度，并使用柱温
控制效果较好的高效液相色谱仪进行分析。用加

校正因子的主成分外标法和一线多评法分别计算
重复性和回收率结果，结果表明两种方法测定的
有关物质基本一致。为节省对照品用量，并减少
标准曲线配制过程，同时使计算结果更加准确可
靠，可采用一线多评法作为盐酸曲美他嗪有关物
质的计算方法。
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表 4　有关物质回收试验计算结果 (%) 
Tab 4　Recovery of related substances with different methods (%)

化合物
一线多评法 外标法

低 中 高 均值 RSD 低 中 高 均值 RSD

杂质 A 102.0 101.6 100.4 101.3 1.1 102.5 102.1 100.9 101.8 1.1

杂质 B 101.0   99.6   99.7 100.1 0.81   99.6   98.2   98.3   98.7 0.81

杂质 C   97.1   97.4   97.8   97.4 0.96   98.7   99.1   99.5   99.1 0.96

杂质 D 101.2   99.7   99.8 100.2 0.96   99.8   98.3   98.4   98.8 0.96

杂质 E 105.1 102.6 105.0 104.2 1.3 100.9   98.6 100.8 100.1 1.3

杂质 F 103.7   98.6 100.2 100.8 2.6 101.9   97.1   98.6   99.2 2.6

杂质 H 102.9 103.4 103.2 103.1 0.65   98.6   99.0   98.8   98.8 0.65

杂质 J 105.9 104.9 106.2 105.6 2.0   98.9   98.0   99.2   98.7 2.0

杂质 K   98.0   97.9   97.2   97.7 1.2 102.5 102.1 100.9 101.8 1.2

用稀释溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成相
当于有关物质限度质量浓度 50%、100% 和 150% 

的溶液，进样测定，按加校正因子的主成分外标
法和一线多评法计算回收率，结果见表 4。
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4 种常见碳青霉烯类耐药革兰氏阴性杆菌检出率与 
抗菌药物使用强度的相关性研究

王广钊1，蒙光义1*，林传钟2，李杨1，韦凤华1，丘丹萍3（1. 玉林市第一人民医院药学部，广西　玉林　

537000；2. 广州市花都区人民医院药学部，广州　510800；3. 玉林市第一人民医院检验科，广西　玉林　537000）

摘要：目的　探讨本院 4 种常见碳青霉烯类耐药革兰氏阴性杆菌（CRO）检出率与抗菌药物使

用强度（AUD）的相关性，为降低其耐药性和促进临床合理使用抗菌药物提供参考。方法　

收集和统计 2012—2019 年度广西某综合性三级甲等医院住院病区抗菌药物的使用情况，监测

4 种常见革兰氏阴性杆菌对碳青霉烯耐药率的变迁情况，采用 Pearson 相关方法分析 4 种常见

CRO 检出率与抗菌药物使用强度的相关性。结果　2012—2019 年 4 种常见 CRO 的各年度检出

率均无明显变化趋势。其中耐碳青霉烯大肠埃希菌（CRECO）的检出率与莫西沙星、多西环

素的使用强度成正相关（P 均＜ 0.05）；耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌（CRKPN）的检出率与环丙

沙星的使用强度成负相关（P 均＜ 0.05）；耐碳青霉烯铜绿假单胞菌（CRPAE）的检出率与亚

胺培南和头孢哌酮舒巴坦的使用强度成正相关（P 均＜ 0.05），而与环丙沙星的使用强度成负

相关（P 均＜ 0.05）；耐碳青霉鲍曼不动杆菌（CRAB）的检出率与亚胺培南、头孢哌酮舒巴坦

和多西环素的使用强度成正相关（P ＜均 0.05）。结论　CRO 的检出率与抗菌药物使用强度息

息相关，临床诊治中需要加强抗菌药物合理使用的管控，减少细菌耐药性的产生，改善不断

恶化的临床多重耐药菌或广泛耐药菌感染形势。

关键词：碳青霉烯类耐药；革兰氏阴性杆菌；检出率；抗菌药物使用强度；相关性
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Correlation between detection rate of 4 common carbapenem-resistant 
organism and antimicrobial use density

WANG Guang-zhao1, MENG Guang-yi1*, LIN Chuan-zhong2, LI Yang1, WEI Feng-hua1, QIU Dan-
Ping3 (1. Department of Pharmacy, First People’s Hospital of Yulin, Yulin  Guangxi  537000; 2. 
Department of Pharmacy, People’s Hospital of Huadu District, Guangzhou  510800; 3. Department 
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Abstract: Objective  To determine the correlation between detection rate of 4 common carbapenem-
resistant organism (CRO) and antimicrobial use density (AUD) to reduce drug resistance and provide 
reference for reasonable antibiotics use. Methods  AUD of antibacterial drugs commonly used in the 
inpatient sections of a comprehensive 3A hospital in Guangxi from 2012 to 2019 was collected. The 4 
common CROs were constantly monitored, and Pearson correlation was used to analyze the correlation 
between the dection rate of 4 common CRO and AUD. Results  The annual detection rates of 4 common 
CRO showed no significant change from 2012 to 2019. The detection rate of carbapenem resistant 
Escherichia coli was positively correlated with the AUD of moxifloxacin and doxycycline (P ＜ 0.05). 
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　　CHINET 中国细菌耐药监测网 2005—2019
年数据 [1-4] 显示大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、铜
绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌是医院感染中最常见
的 4 种革兰氏阴性杆菌，虽然铜绿假单胞菌对碳
青霉烯的耐药率呈平稳下降趋势、大肠埃希菌对
碳青霉烯的耐药率仍处于较低水平，但肺炎克雷
伯菌和鲍曼不动杆菌对碳青霉烯的耐药率均呈上
升趋势，给临床抗感染治疗带来了巨大挑战。本
文通过研究分析 2012—2019 年广西某综合性三
级甲等医院住院病区中 4 种常见碳青霉烯类耐药
革兰氏阴性杆菌（CRO）的检出率变化趋势，探
讨其与各品种抗菌药物使用强度（AUD）的相关
性，从而为临床诊治和防控广泛耐药菌株的感染
和规范抗菌药物的合理使用提供参考依据。
1　资料与方法

1.1　菌株来源

　　4 种常见 CRO 来源于 2012—2019 年该院住院
病区临床科室送检的各种标本，主要包括痰、气
管抽吸物、伤口分泌物、血液、尿液、肺泡灌洗液、
胸腹水等，剔除同一患者相同部位的重复菌株。
1.2　菌株分离及药敏试验

　　细菌培养和鉴定参照《全国临床检验操作
规程》（第 3 版），使用法国生物梅里埃公司的
VITEK2-compact 自动细菌鉴定仪和 VTIKE GP
鉴定卡进行病原菌鉴定及微量稀释法进行药敏分
析。药敏试验及结果判断标准参考美国临床实验
室标准化协会（CLSI 2011—2019 年）制定的标
准进行评定，将药敏试验结果判定为耐药、中
介、敏感。质控菌株：大肠埃希菌 ATCC25922、
肺炎克雷伯菌 ATCC700603 和铜绿假单胞菌
ATCC27853（国家卫生计生委临床检验中心）。
1.3　抗菌药物 AUD
　　从医院信息系统中提取 2012—2019 年医院
住院患者常用抗菌药物的年消耗量，根据世界卫

生组织（WHO）制定的 Guidelines for Anatomical 
Therapeutic Chemical（ATC）classification and 
DDD assignment 23rd edition（2020）推荐的日限
定剂量（DDD）来计算用药频度（DDDs），用药
频度（DDDs）＝某药年销售总量 / 该药的 DDD
值，抗菌药物 AUD ＝ DDDs×100/（同期出院患
者人数 ×同期患者平均住院天数）。
1.4　统计学处理

　　运用 WHONET 5.5 软件分析细菌耐药监测数
据，采用 SPSS Statistics 17.0 统计软件对数据进行
统计学分析。采用线性回归分析（linear regression）
评估 4 种常见 CRO 对碳青霉烯的耐药率、抗菌药
物 AUD 随时间的变化趋势。数据资料符合双变
量正态分布，细菌耐药率与抗菌药物 AUD 的相
关性采用 Pearson 相关分析，检验水准α ＝ 0.05，
P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
2　结果

2.1　4 种常见 CRO 检出率的变化趋势

　　2012—2019 年共检出大肠埃希菌 15 116 株、肺
炎克雷伯菌 7412 株、铜绿假单胞菌 7583 株和鲍曼
不动杆菌 4936 株，4 种主要 CRO 的各年度检出率
均无明显变化趋势（P ＞ 0.05）。其中耐碳青霉烯
大肠埃希菌（CRECO）、耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌
（CRKPN）、耐碳青霉烯铜绿假单胞菌（CRPAE）和
耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌（CRAB）的检出率分别
为 0.7% ～ 2.1%、2.0% ～ 15.3%、10.9% ～ 28.9%
和 18.3% ～ 67.3%；CRAB 检出率最高，除 2012 年
和 2013 年外其他年度均大于 50%。结果见表 1。
2.2　常用抗菌药物 AUD 的变化趋势

　　2012—2019 年医院住院病区常用的 17 种抗
菌药物中，哌拉西林他唑巴坦、阿莫西林克拉维
酸钾、头孢曲松、美罗培南、莫西沙星和多西环
素的 AUD 基本呈逐年升高趋势（P 均＜ 0.05）；
而哌拉西林、头孢西丁、头孢他啶、磷霉素的

The detection rate of carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae was negatively correlated with the 
AUD of ciprofloxacin (P ＜ 0.05). The detection rate of carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa 
was positive correlated with antimicrobial use density of imipenem and cefoperazone/sulbactam 
(P ＜ 0.05), but negatively with that of ciprofloxacin (P ＜ 0.05). The detection rate of carbapenem 
resistant Acinetobacter baumannii was positively correlated with the AUD of imipenem, cefoperazone/ 
sulbactam and doxycycline (P ＜ 0.05). Conclusion  The detection rates of CRO are closely related to 
the AUD. It is necessary to control the use of antibiotics, to reduce antimicrobial resistance. 
Key words: carbapenem-resistant organism; gram-negative bacillus; detection rate; antimicrobial use 
density; correlation
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AUD 基本总体呈逐年下降趋势（P 均＜ 0.05）；
其余抗菌药物 AUD 呈现平稳趋势。结果见表 2。
2.3　4 种常见 CRO 检出率与抗菌药物 AUD 的相

关性

　　Pearson 相关分析结果显示，CRECO 的检出
率与莫西沙星、多西环素的使用强度成正相关
（P ＜ 0.05）；CRKPN 的检出率与环丙沙星的使
用强度成负相关（P ＜ 0.05）；CRPAE 的检出率
与亚胺培南、头孢哌酮舒巴坦的使用强度成正相
关（P ＜ 0.05），而与环丙沙星的使用强度成负
相关（P ＜ 0.05）；CRAB 的检出率与亚胺培南、
头孢哌酮舒巴坦、多西环素的使用强度成正相关

表 2　2012—2019 年住院病区常用抗菌药物 AUD 
Tab 2　AUD of commonly-used antibacterial drugs in hospital inpatient wards from 2012—2019

抗菌药物
AUD 变化趋势

2012 年 2013 年 2014 年 2015 年 2016 年 2017 年 2018 年 2019 年 β 值 P 值

哌拉西林 0.115 0.055 0.077 0.065 0.088 0.041 0.004 0.000 － 0.014 0.009

哌拉西林他唑巴坦 5.022 4.505 5.906 7.304 9.129 11.053 10.529 10.913 1.055 ＜ 0.001

阿莫西林克拉维酸钾 1.209 0.924 1.271 2.777 3.320 3.027 3.844 5.243 0.579 ＜ 0.001

头孢哌酮舒巴坦 1.944 3.171 4.003 4.927 6.454 3.099 3.421 3.208 0.106 0.653

头孢西丁 2.595 2.782 3.311 3.239 3.470 1.313 0.456 0.380 － 0.392 0.033

头孢呋辛 5.843 7.125 6.524 6.474 7.086 6.391 6.684 7.050 0.077 0.288

头孢他啶 2.372 2.709 2.092 2.097 0.588 0.880 0.971 1.049 － 0.275 0.010

头孢曲松 0.311 0.322 0.639 0.949 1.632 2.999 2.744 2.125 0.388 0.003

亚胺培南 0.344 0.314 0.582 0.749 0.832 0.445 0.346 0.445 0.006 0.850

美罗培南 0.113 0.239 0.429 0.776 1.341 1.602 1.356 1.609 0.240 ＜ 0.001

庆大霉素 0.066 0.362 0.096 0.059 0.059 0.284 0.047 0.685 0.040 0.291

阿米卡星 0.369 0.295 0.227 0.311 0.319 0.318 0.219 0.227 － 0.013 0.132

环丙沙星 0.098 0.081 0.056 0.034 0.029 0.020 0.058 0.095 － 0.003 0.565

左氧氟沙星 9.425 7.679 8.538 8.644 10.603 8.724 4.814 3.675 － 0.620 0.083

莫西沙星 0.496 0.391 0.445 0.432 0.619 1.616 1.434 1.617 0.200 0.006

多西环素 0.050 0.216 0.278 0.384 0.210 0.438 0.442 0.556 0.072 0.003

磷霉素 0.693 0.575 0.468 0.673 0.552 0.188 0.296 0.378 － 0.054 0.036

（P ＜ 0.05）。结果见表 3。
3　讨论

　　CHINET 中国细菌耐药性监测数据 [1-4] 显示，
2012—2019 年 CRECO 的检出率为 1.0% ～ 3.0%，维
持在相对较低的耐药率水平（P ＝ 0.444）；CRPAE
的检出率为 23.6% ～ 30.7%，呈现平稳趋势（P ＝

0.778）； 但 CRKPN 的 检 出 率 为 11.8% ～ 29.5%、
CRAB 的检出率为 61.4% ～ 79.0%，均呈现逐年
上 升 趋 势（P ＜ 0.001）。 而 该 院 2012—2019 年
CRECO、CRKPN、CRPAE 和 CRAB 的检出率分别
为 0.7% ～ 2.1%、2.0% ～ 15.3%、10.9% ～ 28.9% 和
18.3% ～ 67.3%，4 种常见 CRO 的各年度检出率均
无明显变化趋势。与 CHINET 中国细菌耐药监测网

监测结果相比，该院 4 种常见 CRO 的整体检出率相
对低，特别是 CRKPN、CRPAE 检出率在 2015 年分
别达到峰值 15.3%、28.9% 后，在 2016 年出现拐点
逐步降低，2019 年分别低至 3.0%、17.0%。可能与
该院为了提高抗菌药物的合理使用水平，2016 年起
成立了由传染病专家、微生物专家、临床医师和临
床药师组成的多学科抗感染团队，开展抗菌药物医
嘱专项点评、多学科进入临床宣讲以及加强感控管
理等有关。因此，减少抗菌药物的不合理使用可能
是减少 CRO 传播的有效措施。
　　国内相关研究 [5-7] 发现 CRO 主要来源于重症
医学科、呼吸内科、神经外科和神经内科等科室
患者所送检的呼吸道标本、血标本、尿液标本，

表 1　2012—2019 年 4 种常见 CRO检出率的变化趋势 (%) 
Tab 1　Change in the detection rate of 4 common CROs from 2012 

to 2019 (%)

年份 CRECO CRKPN CRPAE CRAB

2012 年 1.0（10/1040） 2.0（8/401） 10.9（51/466） 18.3（32/175）

2013 年 0.8（7/923） 5.5（21/385） 11.6（45/389） 29.0（123/424）

2014 年 1.2（15/1293） 5.1（44/868） 21.2（179/843）54.1（322/595）

2015 年 1.3（17/1340）15.3（152/994）28.9（331/1145）67.3（457/679）

2016 年 0.7（11/1624） 11.0（91/824） 27.6（357/1295）64.0（309/483）

2017 年 2.1（40/1916）11.6（116/1001）26.3（230/873）54.8（306/558）

2018 年 1.0（19/1928）5.2（69/1315） 19.0（212/1115）51.7（403/780）

2019 年 2.0（45/2253）3.0（46/1549） 17.0（263/1545）60.0（573/955）

β 值 0.123 0.247 1.112 4.813

P 值 0.137 0.762 0.338 0.062
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以 50 岁以上的男性患者检出比例最高，可能与
这些科室患者病情比较严重、住院时间长、免疫
力低下、使用抗菌药物种类繁杂及时间长、且较
多接受气管插管、气管切开和动静脉置管等侵袭
性操作有关。
　　CRO 通常对临床常见的抗菌药物高度耐
药，大部分是仅对多黏菌素和替加环素敏感的广
泛耐药菌株 [4]。有研究显示 [5-6]，4 种常见 CRO
仅对多黏菌素 B、替加环素、米诺环素、阿米
卡星敏感。其中 CRE 和 CRAB 对头孢菌素类
及其加酶抑制剂类、喹诺酮类等抗菌药物耐药
率 均≥ 76.9% [7]，CRECO 和 CRKPN 对 临 床 大
多数常用抗菌药物如第三、四代头孢菌素类、
β- 内酰胺类 / 酶抑制剂类、喹诺酮类等耐药率
均≥ 90%[8]，CRO 耐药问题异常严重。CRO 对
碳青霉烯耐药机制较复杂，由多种耐药机制共同
发挥作用，主要由产碳青霉烯酶引起，可能同时
合并产超广谱β- 内酰胺酶（ESBLs）和 / 或头孢
菌素酶（AmpC 酶）、外排泵过度表达、膜孔蛋
白突变或者缺失、细胞膜通透性降低等 [8-10]。其
中大肠埃希菌、铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗
菌药物耐药以产 B 类的金属酶为主，而产 A 类
KPC 酶、D 类 OXA-23 酶分别是介导肺炎克雷伯
菌、鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的
主要机制 [10-11]。
　　本次研究发现，哌拉西林他唑巴坦、阿莫西林

克拉维酸钾、头孢曲松、美罗培南、莫西沙星、多
西环素的使用强度呈逐年升高趋势；而哌拉西林、
头孢西丁、头孢他啶、磷霉素的使用强度总体呈逐
年下降趋势，侧面说明了随着细菌耐药性的增加、
新型广谱抗菌药物的普及，医师在治疗感染患者中
更倾向于选择加酶的或者能够覆盖厌氧菌的广谱抗
菌药物，因此个体化治疗重要性凸显。
　　细菌耐药水平与抗菌药物的使用量存在宏观
的量化关系，两者息息相关，抗菌药物的选择性
压力加速了细菌耐药性的产生 [12-13]。此次研究发
现，CRPAE、CRAB 的检出率与亚胺培南的使
用强度均成正相关（r ＝ 0.815，P ＜ 0.05；r ＝
0.723，P ＜ 0.05），与美罗培南的使用强度无明
显相关性；CRECO、CRKPN 的检出率与亚胺
培南、美罗培南的使用强度无明显相关性；提
示高强度使用亚胺培南可能会导致铜绿假单胞
菌、鲍曼不动杆菌对碳青霉烯的耐药率不断升
高。国内陈泳伍等 [14] 的研究也表明 CRPAE 检出
率与碳青霉烯类抗菌药物、美罗培南、亚胺培南
AUD 成中度正相关。有研究表明 CRAB 检出率
与碳青霉烯类抗菌药物 AUD 成正相关 [15-16]。一
项重症监护病房（ICU）大数据分析显示，碳青
霉烯类药物 AUD 分别与鲍曼不动杆菌、铜绿假
单胞菌对亚胺培南 / 西司他丁的耐药性成显著正
相关，但与肺炎克雷伯杆菌对亚胺培南 / 西司他
丁的耐药性无相关性 [17]。李新芳等 [18] 研究也表

表 3　抗菌药物 AUD与 4 种常见 CRO检出率的 Pearson相关分析 
Tab 3　Pearson correlation analysis between AUD and the detection rate of 4 common CROs

抗菌药物
CRECO CRKPN CRPAE CRAB

r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值

哌拉西林 － 0.521 0.185 0.090 0.831 － 0.026 0.951 － 0.391 0.338

哌拉西林他唑巴坦 0.603 0.113 0.230 0.583 0.485 0.224 0.645 0.084

阿莫西林克拉维酸钾 0.519 0.188 0.106 0.803 0.348 0.399 0.651 0.081

头孢哌酮舒巴坦 － 0.305 0.463 0.657 0.077 0.752 0.031 0.722 0.043

头孢西丁 － 0.583 0.129 0.356 0.386 0.214 0.611 － 0.064 0.881

头孢呋辛 － 0.094 0.824 0.070 0.870 0.096 0.821 0.397 0.331

头孢他啶 － 0.347 0.399 － 0.239 0.569 － 0.539 0.168 － 0.630 0.094

头孢曲松 0.570 0.141 0.214 0.611 0.424 0.296 0.516 0.191

亚胺培南 － 0.133 0.754 0.702 0.052 0.815 0.014 0.723 0.043

美罗培南 0.575 0.136 0.296 0.476 0.534 0.173 0.698 0.054

庆大霉素 0.615 0.104 － 0.322 0.437 － 0.306 0.460 0.037 0.931

阿米卡星 － 0.208 0.621 0.291 0.484 0.008 0.985 － 0.409 0.314

环丙沙星 － 0.105 0.805 － 0.877 0.004 － 0.915 0.001 － 0.657 0.077

左氧氟沙星 － 0.406 0.318 0.454 0.259 0.326 0.431 － 0.120 0.777

莫西沙星 0.727 0.041 － 0.099 0.816 0.107 0.800 0.309 0.456

多西环素 0.737 0.037 0.223 0.596 0.497 0.210 0.746 0.034

磷霉素 － 0.622 0.100 0.018 0.967 － 0.208 0.622 － 0.331 0.423
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明 CRECO、CRKPN 的检出率与碳青霉烯的使用
强度无相关性，与本研究结果相似。而本研究发
现 CRPAE、CRAB 的检出率与亚胺培南的使用
强度成正相关，但与美罗培南的使用强度无相关
性，可能与亚胺培南特异性诱导铜绿假单胞菌的
微孔蛋白 OprD 基因表达下降，阻碍亚胺培南进
入铜绿假单胞菌菌体内，特异性引起菌株对亚胺
培南耐药，而美罗培南与微孔蛋白 OprD 基因表
达无明显相关性有关 [13，19-20]；亚 MIC 浓度的亚
胺培南诱导鲍曼不动杆菌 ponA 基因表达下降的
幅度较美罗培南、多尼培南大 [21]，鲍曼不动杆菌
对亚胺培南的特异性外膜孔蛋白 CarO 基因 [22]、
43 kDa OMP 基因 [23] 的表达缺失或下调等综合因
素导致亚胺培南更容易诱导鲍曼不动杆菌对碳青
霉烯耐药有关。但郑伟等 [12]、毛东阳等 [24] 研究
显示 CRKPN、CRECO 的检出率与碳青霉烯类抗
菌药物使用强度显著相关，与本文研究结果有差
异。虽然国内外大量研究表明既往使用碳青霉烯
类抗菌药物是诱导产生 CRO 超级细菌的独立危
险因素 [25-27]，但细菌耐药率与抗菌药物 AUD 相
关性的研究结果差异性较大，与细菌耐药机制复
杂，受多种因素综合影响有关，提示不同种类抗
菌药物 AUD 对 CRO 影响各不相同。
　　本研究还发现，CRECO 的检出率与莫西沙
星、多西环素的使用强度成正相关，CRPAE 的
检出率与头孢哌酮舒巴坦的使用强度成显著正相
关，CRAB 的检出率与头孢哌酮舒巴坦、多西环
素的使用强度成显著正相关。提示高强度使用莫
西沙星、多西环素、头孢哌酮舒巴坦等抗菌药
物可能会增加 CRECO、CRPAE、CRAB 的检出
率，因此临床诊疗中需要规范合理使用莫西沙
星、多西环素、头孢哌酮舒巴坦等抗菌药物以延
缓 CRECO、CRPAE、CRAB 的产生。
　　CRO 通常是广泛耐药菌株，可供选择的抗菌
药物较少，治疗非常棘手。因此针对 CRO 感染
的抗菌治疗首先应该结合患者临床症状、体征和
辅助检查来区分是感染还是定殖，然后根据药敏
结果、抗菌药物的 PK/PD、患者肝肾功能等多种
因素综合分析，选取合适的抗菌药物治疗 [9]。然
而对于采用联合多种抗菌药物治疗 CRO 感染的
临床疗效和病原微生物学是否更佳，尚缺乏充分
的循证依据 [28]，但相关专家共识更倾向于推荐
采用以多黏菌素或替加环素为基础的联合用药方
案 [9-10，29]。多黏菌素雾化吸入联合全身静脉用药
治疗 CRO 肺部感染，可以改善临床治愈率，减

少病死率 [30]；替加环素鞘内 / 脑室内给药联合全
身静脉给药对 CRAB、CRKP 引起的颅内感染显
示出了良好的治疗效果 [31]；头孢他啶阿维巴坦、
亚胺培南雷巴坦、美罗培南瓦博巴坦等新研发的
药物，在治疗 CRE 感染的部分研究中有不错疗
效，有待进一步研究 [32]。
　　本研究仍存在一定的局限性。首先，该研究
仅在一家三级医院开展，而 CRO 的检出率和抗
菌药物 AUD 在各医院之间可能差异很大，因此
需要多中心研究来进一步证实。此外，本研究的
菌株来自 2012 ～ 2019 年该院住院病区临床科室
送检的各种标本，未能很好地区分是社区获得性
的菌株还是医院获得性的菌株。最后，引起革兰
氏阴性杆菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的发生与
多种因素有关，抗菌药物的选择性压力只是其中
之一，其他因素有待进一步研究。
　　CRO 的检出率与抗菌药物 AUD 息息相关，
面对 CRO 感染的严峻挑战，临床诊治中需要通
过开展抗菌药物科学化管理和多学科联合诊疗模
式，规范合理使用抗菌药物，控制耐药菌株的产
生及传播 [14，33]。
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基于分子连接性指数的高频抗新型冠状病毒肺炎 
中药物质基础研究
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摘要：目的　基于分子连接性指数（MCI）探讨临床高频使用的治疗新型冠状病毒肺炎

（COVID-19）中药的物质基础。方法　利用中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）建

立高频抗 COVID-19 中药化学成分数据库，将成分分为 9 类，分析成分信息，统计成分出现频

次。计算各成分（群）0 ～ 8 阶平均 MCI。根据夹角余弦法计算成分（群）MCI 相似度。计算

12 味抗 COVID-19 中药 0 ～ 8 阶物芯指数（CI），对 12 味中药的 CI 值进行聚类分析。结果　
将豆甾醇 3-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷、β- 桉叶醇、β-daucosterol 等 86 个高相似度的成分作为潜在

的抗 COVID-19 药效成分。成分群与总成分之间的相似度在 0.685 ～ 1.000；根据 CI 值，12 味

中药可以很好的分为 4 组。结论　初步推测高频抗 COVID-19 中药的有效成分以有机酸、萜

类、糖及苷类和黄酮为主；通过 CI 进一步分析各组高频中药的配伍规律，可以提炼出“厚朴 -
苦杏仁 - 麻黄 - 生姜 - 陈皮”复方、“草果 - 葶苈子 - 广藿香” 复方、“赤芍 - 甘草 - 苍术”复方治

疗 COVID-19。这为治疗 COVID-19 的药物筛选提供了参考依据。

关键词：新型冠状病毒肺炎；高频；中药；物质基础；分子连接性指数；物芯指数
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Material basis of high frequency Chinese medicine for anti-COVID-19 
based on molecular connectivity index
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Abstract: Objective  To determine the material basis of traditional Chinese medicine with high 
frequency for COVID-19 based on molecular connectivity index (MCI). Methods  Traditional Chinese 
medicine database and analysis platform (TCMSP) were used to establish the chemical composition 
database of traditional Chinese medicine against COVID-19 with high frequency. The components 
were divided into 9 categories, and the frequency was analyzed. The average MCI of each component 
(group) in 0 ～ 8 order was calculated. MCI similarity of component (group) was calculated according 
to the angle chord method. The core index (CI) at 0 ～ 8 order of the 12 herbs was calculated, and the 

基金项目：国家自然科学基金项目（No.81903759）；湖南省教育厅科学研究项目（No.21A0256，No. 20C1408）；湖南省自然科学基金

青年项目（No.2021JJ40398）；长沙市科学技术局项目（No.kq2004059，No. kq2014085）；湖南省研究生科研创新项目（No.2020CX37）。
作者简介：吴月峰，男，在读硕士研究生，主要从事中药质量分析与评价研究，email：yuefen_g@163.com　* 通信作者：周晋，女，

博士，副教授，主要从事药物制剂质量评价研究与中医药超分子与数理特征化的研究，email：hnzhoujin@sina.com；贺福元，男，博士，

教授，主要从事中药药理学、中药药剂学、中医药超分子与数理特征化的研究，email：pharmsharking@tom.com



1660

Central South Pharmacy.  July  2022, Vol. 20 No. 7 　中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期

　　新型冠状病毒肺炎（coronavirus disease 2019，
COVID-19）[1] 是由严重急性呼吸综合征冠状病
毒 2（severe acute respiratory syndromecoronavirus 
2，SARS-CoV-2）引起的急性传染病，主要通过
呼吸道传播，人被感染后常出现呼吸道症状、发
热、咳嗽、气促和呼吸困难等体征，严重可致死
亡，即使是无症状患者同样具有隐蔽的传染能力，
且病毒变异迅速，这使得 COVID-19 在全球快速
蔓延。而中药（复方）通过多成分 - 多靶点 - 多通
路发挥作用，在改善症状、缩短病程、延缓疾病
进展和降低病死率等方面体现出明确疗效和独特
优势 [2]。探寻中药抗 COVID-19 的物质基础是战
胜 COVID-19 的一种有效手段，值得深入研究。
本文旨在通过计算高频抗 COVID-19 单味中药成
分（群）的 0 ～ 8 阶 MCI 及 MCI 相似度，筛选潜
在的抗 COVID-19 的有效成分（群），为高频抗
COVID-19 中药的物质基础研究提供依据。
1　资料与方法
1.1　资料纳入与排除
　　统计《COVID-19 诊疗方案（试行第八版）》
（简称《诊疗方案》）中药频次，其中高频中药包
括广藿香（7 次）、甘草（7 次）、生石膏（6 次）、
苍术（5 次）、麻黄（5 次）、草果（4 次）、厚朴（4
次）、苦杏仁（4 次）、葶苈子（4 次）、茯苓（3 次）、
赤芍（3 次）、生姜（3 次）、陈皮（3 次），把这
13 味高频中药纳入资料，排除生石膏（TCMSP
库没有收集成分），在中药数据库及分析平台
（TCMSP）检索其余 12 味中药所含成分信息，
共检索到 1526 个成分，剔除 372 个重复成分后，
一共得到 1154 个成分。
1.2　原理
　　分子连接性指数（MCI）是一种将成分结构

用数值表示的拓扑指数，把 MCI 与药理活性相关
联，可定量描述分子结构信息和分子结构与理化
性质、生物活性之间的构效关系 [3-5]，具有分子
结构数字化、构效关系定量化、数值可加和性和
MCI 相似度可识别性（筛选质量标志物）等特点。
基于 Kier 等学者提出的 MCI 理论 [6]，目前团队
已有的软件程序可计算到 26 层级 0 ～ 8 阶 MCI。
　　在前期研究中，本团队通过分析鱼腥草挥发油
的气质联用图谱和计算鱼腥草挥发油成分的 1 阶
MCI 找寻质量标志物 [7]，基于 MCI 与脑梗死面积
关联性研究治疗脑梗死的药物 [8]，并基于 MCI 探寻
了归肝经中药的“印迹模板”特征 [9]。综上，笔者
拟用 MCI 研究高频抗 COVID-19 中药的物质基础。
1.3　方法
1.3.1　MCI 和物芯指数（CI）计算　MCI 是为隐
氢分子图中（在结构式中去掉氢原子）单个原子
或相邻原子间成键原子点价（δ）的乘积平方根倒
数的总和 [10]。MCI 通式可表示为 [8]：
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　　式中，m 代表不同的阶项，δ 表示构成键的
原子的点价，i 表示分子中依次排列的非氢原子，
j 为 m 阶项下 m ＋ 1 非氢原子的组合形式，n 为
m 阶项下 m ＋ 1 非氢原子的所有组合形式。计算
项目可分为 0 阶项 MCI（0χ）、1 阶项 MCI（1χ）、
m 阶项 MCI（mχ）。
　　多成分体系的中药则用 CI 来表征，表示中
药所含成分（群）的 MCI 与其对应质量百分数的
几何平均，CI 用公式可表示为 [11]：

　　CI ＝ （mχ l·Pl）

CI values of 12 herbs were clustered. Results  Totally 86 components with high similarity, such as 
stigmasterol 3-O-β-D-glucopyranoside, β-eudesmol, and β-daucosterol were used for COVID-19. The 
similarity between component groups and total components was 0.685 ～ 1.000. According to cluster 
analysis of CI values, the 12 herbs were well divided into 4 groups. Conclusion  Effective components 
in high-frequency Chinese medicines for COVID-19 mainly include organic acids, terpenoids, sugars, 
glycosides and flavonoids. The potentials of decoctions for COVID-19 are found by analyzing the CI 
values of high frequency Chinese medicine in each group, such as decoction of Magnoliae Officinalis 
Cortex, Armeniacae Semen Amarum, Ephedrae Herba, Zingiberis Rhizoma Recens and Citri Reticulatae 
Pericarpium, decoction of Tsaoko Fructus, Descurainiae Semen Lepidii Semen and Pogostemonis Herba, 
and decoction of Paeoniae Radix Rubra, Glycyrrhizae Radix Et Rhizoma and Atractylodis Rhizoma. 
This study provides a reference for drug screening against COVID-19. 
Key words: COVID-19; high frequency; Chinese medicine; material basis; molecular connectivity 
index; core index
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　　其中 mχ l 表示 l 化合物的 m 阶项 MCI，Pl 表
示 l 化合物的占比，p 为中药中化合物总数。
1.3.2　高频抗 COVID-19 中药成分划分及频数百
分比分布　根据中药有效成分的特征，将成分划
分为黄酮类、有机酸类、萜类、甾体类、苯丙素类、
生物碱类、糖类及苷类、酚类和其他类等 9 类成
分群，统计 12 味中药各类成分频数百分比分布。
1.3.3　高频抗 COVID-19 中药成分 MCI 及其与总
成分相似度计算　先计算高频抗 COVID-19 中药
各个成分的 0 ～ 8 阶 MCI，再根据夹角余弦法，
计算抗 COVID-19 中药各个成分的 0 ～ 8 阶 MCI
矩阵与总成分 0 ～ 8 阶 MCI 矩阵的相似度。根据
相似度，筛选苍术、草果、葶苈子、茯苓、广藿
香和陈皮等中药（成分数量≤ 100）相似度居前
10% 的成分，筛选赤芍、厚朴、苦杏仁、麻黄、
甘草和生姜等中药（成分数量＞ 100）相似度居
前 5% 的成分。用 Chem 3D 19.0 软件打开（成分）
在 TCMSP 数据库的 .MOL2 格式文件，得到成分
的分子式、结构式、InChI 编号，将 InChI 编号导
入 Scifinder 数据库中，核实成分英文名称及其对
应的中文名称。
1.3.4　高频抗 COVID-19 中药成分群 MCI 及与总
成分 MCI 相似度计算　计算高频抗 COVID-19 中
药各个成分群的 0 ～ 8 阶平均 MCI，再根据夹角

余弦法，计算高频抗 COVID-19 中药各个成分群
的 0 ～ 8 阶 MCI 矩阵与总成分 0 ～ 8 阶 MCI 矩
阵的相似度。
1.3.5　 高 频 抗 COVID-19 中 药 CI 分 析　 计 算
12 味中药的高频抗 COVID-19 中药各个成分群
的 0 ～ 8 阶 CI 及 平 均 CI 值， 运 用 IBM SPSS 
Statistics 26 进行聚类分析，把“苍术”“赤芍”“草
果”“厚朴”“苦杏仁”“麻黄”“葶苈子”“茯苓”“广
藿香”“甘草”“生姜”和“陈皮”选入变量中，选
择个案分析，进行 Q 型聚类分析。最小聚类数为
2，最大聚类数为 4，聚类方法选择瓦尔德法，测
量区间选择平方欧氏距离，根据相似性对中药进
行分类。
2　结果
2.1　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药各类
成分占总成分的比例统计
　　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药所含各
类成分出现频次占总成分频数的比例见表 1。在 12
味高频抗 COVID-19 中药中，共有的成分群为有机
酸、其他类，黄酮出现频次比大小前三排序为甘
草＞广藿香＞陈皮，有机酸出现频次比大小前三排
序为茯苓＞葶苈子＞苦杏仁，萜类出现频次比大小
前三排序为生姜＞广藿香＞厚朴，糖及苷类出现频
次比大小前三排序为赤芍＞草果＞苍术。

表 1　《诊疗方案》高频抗 COVID-19 中药各类成分占总成分的比例 
Tab 1　Proportion of components in total components of the traditional Chinese medicine with high frequency for COVID-19

中药 黄酮 /% 有机酸 /% 萜类 /% 甾体 /% 苯丙素 /% 生物碱 /% 糖及苷类 /% 酚类 /% 其他类 */% 成分总数 / 个
苍术 2.04 4.08 26.53 16.33 － － 16.33 2.04 32.65 49
赤芍 3.36 9.24 7.56 5.04 － 0.84 21.01 18.49 34.45 119
草果 8.47 8.47 18.64 10.17 － － 18.64 20.34 15.25 59
厚朴 0.72 4.32 41.01 0.72 0.72 － － 5.04 47.48 139
苦杏仁 1.77 18.58 8.85 6.19 1.77 5.31 5.31 4.42 47.79 113
麻黄 5.79 8.26 28.37 1.65 0.55 4.96 2.75 1.93 45.73 363
葶苈子 4.48 28.36 － 10.45 － 14.93 11.94 5.97 23.88 67
茯苓 － 29.41 11.76 38.24 － 2.94 11.76 － 5.88 34
广藿香 13.83 1.06 44.68 － － 2.13 8.51 4.26 25.53 94
甘草 53.57 1.43 14.64 0.36 0.36 1.07 1.43 4.64 22.50 280
生姜 0.38 4.91 57.36 1.13 0.38 1.51 0.75 10.57 23.02 265
陈皮 9.52 6.35 19.05 14.29 1.59 1.59 6.35 3.17 38.10 63

注（Note）：* 主要指小分子烷烃、烯烃、酯类、醚类（* mainly refers of small molecular alkanes，alkenes，esters，ethers）。

2.2　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药所含

成分 MCI 计算及其 MCI 相似度计算

　　通过 MCI 相似度的筛选，得到了与总成分
MCI 相似度高的成分共 100 个，剔除重复的成分
后，共有 86 个成分，列出高相似度成分的 MOL
编号、成分名称、分子式、部分 MCI、MCI 相似
度及来源，见表 2。
　　 在 高 频 抗 COVID-19 中 药 中， 豆 甾 醇

3-O-β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷、β- 谷 甾 醇 和 3-O- 葡
萄糖苷等成分 0 ～ 8 阶 MCI 矩阵相似度较高，
可能是潜在的抗 COVID-19 药效成分。其中
β-daucosterol、桉叶油醇、9-epi-β-caryophyllene、
α- 松 油 醇、（R）-p-menth-1-en-4-ol、4- 萜 烯 醇、
isocaryophyllene、β- 紫罗兰酮、光甘草定、二
氢 -β- 紫罗兰酮和α- 布藜烯等 11 个成分是高相似
度且多个中药所共有的成分。
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表 2　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药所含成分的分子式、部分 MCI及其相似度 
Tab 2　Molecular formulas，partial MCI and similarity of components of the traditional Chinese medicine with high frequency for COVID-19

MOL 编号 成分名称 分子式
MCI MCI 相似度

及来源0 阶 1 阶 2 阶

MOL000185 豆甾醇 3-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷 C35H58O6 29.690 19.439 18.470 0.998（苍术）

MOL000032 β- 桉叶醇 C15H26O 11.975 7.328 7.967 0.997（苍术）

MOL000087 β- 谷甾醇 3-O- 葡萄糖苷 C35H60O6 29.690 19.439 18.470 0.997（苍术）

MOL000183（2R，4aR，8aR）-decahydro-α，α，4a-trimethyl-8-methylene-2-
naphthalenemethanol

C15H26O 11.975 7.328 7.967 0.997（苍术）

MOL000084 β-daucosterol C35H60O6 29.690 19.439 18.470 0.997（苍术）

0.973（草果）

MOL006990（1S，2S，4R）-trans-2-hydroxy-1，8-cineole-β-D-glucopyranoside C16H28O7 16.991 10.676 10.965 0.995（赤芍）

MOL007009 4-O- 没食子酰白芍苷 C30H32O15 32.474 21.280 20.681 0.994（赤芍）

MOL006993 1-O-β-D-glucopyranosyl-8-O-benzoylpaeonisuffrone C23H28H10 23.596 15.678 15.151 0.993（赤芍）

MOL006995（1R，3R，6S，8S，9S）-9-[（benzoyloxy）methyl]-1-（β-D-glucopy-
ranosyloxy）-8-methoxy-6-methyl-7-oxatricyclo[4.3.0.03，9]nonan-4-one

C24H30H11 25.173 16.637 15.844 0.992（赤芍）

MOL007004 芍药内酯苷 C23H28O11 24.466 16.099 15.640 0.992（赤芍）

MOL007023 没食子酰芍药苷 C30H32O15 32.104 21.250 21.427 0.992（赤芍）

MOL000121 正癸醛 C10H20O 8.113 5.019 5.750 0.982（草果）

MOL000122 桉叶油醇 C10H18O 8.113 5.019 5.750 0.982（草果）

0.981（生姜）

MOL000088 β- 谷甾醇 C29H50O 29.690 19.439 18.470 0.973（草果）

MOL000091 daucosterin C35H60O6 29.690 19.439 18.470 0.973（草果）

MOL000093 daucosterol C35H60O6 29.690 19.439 18.470 0.973（草果）

MOL000193 9-epi-β-caryophyllene C15H24 7.682 5.360 4.723 0.992（厚朴）

0.986（麻黄）

MOL005968 neoisodihydrocarveol acetate C12H20O2 8.975 5.774 4.613 0.989（厚朴）

MOL005948 1，3，5- 三异丙基苯 C15H24 8.431 5.109 4.772 0.986（厚朴）

MOL000118 α- 松油醇 C10H18O 7.397 4.826 3.915 0.983（厚朴）

0.967（苦杏仁）

0.982（陈皮）

MOL000922（R）-p-menth-1-en-4-ol C10H18O 6.690 4.343 3.430 0.983（厚朴）

0.980（陈皮）

MOL000608 4- 萜烯醇 C13H20O 8.594 5.037 4.768 0.981（厚朴）

0.978（陈皮）

MOL003535 1，1，6- 三甲基 -1，2- 二氢萘 C13H16 14.535 9.651 8.208 0.977（厚朴）

MOL001556 isocaryophyllene C15H24 19.292 12.901 12.290 0.988（苦杏仁）

0.986（麻黄）

0.983（生姜）

MOL002363 β- 紫罗兰酮 C13H20O 17.715 11.952 11.549 0.983（苦杏仁）

0.988（麻黄）

0.977（生姜）

MOL007207 衡州乌药碱 C17H19NO3 15.405 10.024 8.821 0.979（苦杏仁）

MOL004908 光甘草定 C20H20O4 8.975 5.774 4.613 0.964（苦杏仁）

0.990（甘草）

MOL006221 野黑樱苷 C14H17NO6 13.828 9.059 8.240 0.963（苦杏仁）

MOL006312 guaiazulene C15H18 11.000 7.092 6.677 0.992（麻黄）

MOL005110 香堇酮 C13H18 9.475 6.094 6.166 0.992（麻黄）

MOL010789 1，2- 二氢 -1，5，8- 三甲基萘 C13H16 9.422 6.198 5.681 0.991（麻黄）

MOL010742 2，3，4- 三甲基 -5- 苯基噁唑烷 C12H17NO 10.129 6.698 5.993 0.990（麻黄）

MOL001772 二氢 -β- 紫罗兰酮 C13H22O 10.768 6.432 6.436 0.988（麻黄）

0.985（生姜）

MOL010787 反式 -β- 紫罗兰酮 C13H20O 10.768 6.432 6.436 0.987（麻黄）

MOL011855 schizonol C10H16O2 9.353 5.410 5.868 0.987（麻黄）
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MOL 编号 成分名称 分子式
MCI MCI 相似度

及来源0 阶 1 阶 2 阶

MOL003573 A- 二去氢菖蒲烯 C15H20 11.000 7.092 6.708 0.986（麻黄）

MOL003594 2- 甲基 -5-（2- 丙烯基）-2- 环己烯 -1- 醇乙酸酯 C12H18O2 10.715 6.503 6.184 0.984（麻黄）

MOL003520 β-damascenone C13H18O 10.768 6.487 6.150 0.984（麻黄）

MOL000677（＋）- 菖蒲烯 C15H22 11.000 7.092 6.708 0.984（麻黄）

MOL002526 α- 布藜烯 C15H24 11.000 7.092 6.677 0.983（麻黄）

0.979（生姜）

MOL002207 新蛇床内酯 C12H18O2 9.966 6.826 5.727 0.983（麻黄）

MOL010780 麻黄嗯唑酮 C11H13NO2 10.129 6.698 5.993 0.982（麻黄）

MOL010766 3- 甲基菲 C15H12 10.251 7.343 6.628 0.980（麻黄）

MOL002092 2，4- 二叔丁基酚 C14H22O 11.259 7.223 5.675 0.979（葶苈子）

MOL001760 β-D-Glucopyranose，1-thio-，1-[（1E，3E）-N-（sulfooxy）-3-
butenimidate]，potassium salt（1∶1）

C10H17NO9S2·K 6.690 4.326 3.534 0.968（葶苈子）

MOL000295 alexandrin C35H60O6 11.853 6.621 7.826 0.963（葶苈子）

MOL003907 erysimoside C35H52O14 9.845 6.223 4.941 0.953（葶苈子）

MOL003905 毒毛花苷 K C36H54O14 16.723 10.918 10.228 0.953（葶苈子）

MOL003913 helveticoside C29H42O9 15.598 10.308 7.252 0.952（葶苈子）

MOL002035 山柰酚 7-O- 葡萄糖苷 C21H20O11 15.598 10.308 7.252 0.947（葶苈子）

MOL000300 ergosta-7，9（11），24（28）-trien-21-oic acid，3-hydroxy-4，
4-dimethyl-，（3α，5β）-

C30H45O3 8.853 5.113 4.112 0.996（茯苓）

MOL000298 麦角固醇 C28H44O 12.768 7.390 6.398 0.968（茯苓）

MOL000279 啤酒甾醇 C28H46O3 12.577 8.041 7.345 0.966（茯苓）

MOL002524（－）-β- 榄香烯 C15H24 8.975 5.774 4.613 0.987（藿香）

MOL000204 cis-β-elemene diastereomer C15H24 12.724 7.032 8.381 0.986（藿香）

MOL003937 γ- 杜松烯 C15H24 10.008 6.058 5.494 0.983（藿香）

MOL002835（±）-δ- 杜松烯 C15H24 18.845 12.532 10.823 0.983（藿香）

MOL005899 γ-himachalene C15H24 14.983 10.080 9.289 0.981（藿香）

MOL001606 valencene C15H24 17.430 11.456 10.397 0.981（藿香）

MOL000035 β- 桉叶烯 C15H24 16.723 10.918 10.206 0.981（藿香）

MOL005895 rel-（1R，2S，5S，6S，10R）-3-（1-methylethyl）tricyclo [4.3.1.12，
5] undec-3-en-10-ol

C14H22O 18.845 12.532 10.801 0.980（藿香）

MOL000170 反式 -β- 愈创木烯 C15H24 16.560 11.045 9.867 0.976（藿香）

MOL002850 2，6- 二叔丁基 -4- 甲基苯酚 C15H24O 8.431 5.109 4.772 0.993（甘草）

MOL004823 licoagropin C22H24O2 5.983 3.805 3.239 0.991（甘草）

MOL004833 phaseolinisoflavan C20H20O4 5.983 3.788 3.365 0.989（甘草）

MOL004978 4'-O-methylglabridin C21H22O4 8.483 4.999 5.323 0.989（甘草）

MOL005003 licoagrocarpin C21H22O4 16.305 10.770 7.839 0.989（甘草）

MOL004974 3'- 甲氧基光甘草定 C21H22O5 13.974 10.293 9.829 0.989（甘草）

MOL004966 3'- 羟基 -4'-O- 甲基光甘草定 C21H22O5 30.618 19.903 18.633 0.989（甘草）

MOL004874 甘草宁 V C19H20O4 11.268 6.828 7.608 0.988（甘草）

MOL004872 甘草宁 T C24H30O5 22.499 14.570 14.738 0.988（甘草）

MOL004911 光甘草素 C20H18O4 8.552 5.788 5.194 0.987（甘草）

MOL004811 粗毛甘草素 C C21H24O5 13.828 9.059 8.240 0.987（甘草）

MOL004812 粗毛甘草素 D C22H26O5 13.405 9.131 8.571 0.987（甘草）

MOL004891 shinpterocarpin C20H18O4 7.776 4.495 5.019 0.987（甘草）

MOL000209（1R，3aR，4R，7R）-1，2，3，3a，4，5，6，7-octahydro-1，
4-dimethyl-7-（1-methylethenyl）azulene

C15H24 11.121 7.792 7.005 0.986（生姜）

MOL000169 α- 愈创木烯 C15H24 45.341 29.785 29.308 0.985（生姜）

MOL003393 β- 愈创木烯 C15H24 15.665 10.062 8.344 0.981（生姜）

MOL004581 myrtenyl acetate C12H18O2 14.795 9.668 7.710 0.980（生姜）

MOL012774 4-[（1R）-2，6，6-trimethyl-2-cyclohexen-1-yl]-2-butanone C13H22O 14.795 9.668 7.710 0.980（生姜）

MOL010947 cis-calamenene C15H22 10.552 6.630 5.796 0.979（生姜）

续表 2
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MOL 编号 成分名称 分子式
MCI MCI 相似度

及来源0 阶 1 阶 2 阶

MOL000615（＋）-δ- 杜松烯 C15H24 19.811 12.922 11.250 0.978（生姜）

MOL000474 caryophyllene oxide C15H24O 17.079 11.062 9.051 0.977（生姜）

MOL000696 β- 松油醇 C10H18O 14.276 9.542 9.120 0.977（陈皮）

MOL002138 p-cymen-8-ol C10H14O 15.853 10.490 9.819 0.977（陈皮）

MOL002944（E）-linalol pyranoxide C10H18O2 22.706 15.001 12.270 0.974（陈皮）

续表 2

2.3　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药各类

成分 0 ～ 8 阶平均 MCI 及 MCI 相似度分析

　　通过公式计算高频抗 COVID-19 中药各类成
分 0 ～ 8 阶平均 MCI，见表 3。在 12 味高频抗
COVID-19 中药中，黄酮 0 ～ 8 阶平均 MCI 大小排
序前三为赤芍＞甘草＞葶苈子，有机酸 0 ～ 8 阶平

均 MCI 大小排序前三为茯苓＞广藿香＞苍术，萜
类 0～ 8阶平均 MCI 大小排序前三为茯苓＞赤芍＞

草果，甾体 0 ～ 8 阶平均 MCI 大小排序前三为甘
草＞葶苈子＞赤芍，糖及苷类 0 ～ 8 阶平均 MCI
大小排序前三为茯苓＞甘草＞赤芍，酚类 0 ～ 8 阶
平均 MCI 大小排序前三为广藿香＞赤芍＞甘草。

表 3　《诊疗方案》高频抗 COVID-19 中药各类成分 0 ～ 8 阶 MCI平均值统计 
Tab 3　Mean MCI at 0 ～ 8 order of components of the traditional Chinese medicine with high frequency for COVID-19

中药 黄酮 有机酸 萜类 甾体 苯丙素 生物碱 糖及苷类 酚类 其他类 *

苍术 3.077 5.531 2.813 3.847 － － 4.074 2.752 3.913
赤芍 4.964 1.771 4.357 4.337 － 1.068 4.447 3.510 2.461
草果 2.787 3.022 3.478 2.479 － － 2.645 2.871 1.637
厚朴 0.279 1.860 1.134 1.027 0.862 － － 1.133 1.601
苦杏仁 0.732 2.417 1.758 3.604 1.000 2.133 1.473 1.473 1.937
麻黄 1.394 1.706 1.265 1.706 2.013 1.208 2.247 1.566 1.583
葶苈子 3.394 1.591 － 6.109 － 3.406 1.364 2.422 1.541
茯苓 － 7.111 5.487 3.727 － 6.097 7.529 － 8.085
广藿香 2.573 5.974 2.628 － － 3.216 2.056 4.044 2.909
甘草 3.819 2.905 3.371 6.196 2.619 3.873 4.503 3.335 3.667
生姜 1.607 1.995 1.434 1.107 0.605 2.103 2.056 2.085 2.283
陈皮 1.976 0.819 1.280 1.262 0.594 0.957 2.046 0.686 1.775

注（Note）：* 主要指小分子烷烃、烯烃、酯类、醚类（*mainly refers of small molecular alkanes，alkenes，esters，ethers）。

　　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药成分
群 0 ～ 8 阶 MCI 相似度结果见图 1，黄酮、有机
酸、萜类、甾体、苯丙素、生物碱、糖及苷类、
酚类与总成分之间的相似度分别在0.754～1.000，
0.853 ～ 0.999，0.932 ～ 1.000，0.748 ～ 0.996，
0.764 ～ 0.975，0.685 ～ 0.997，0.820 ～ 0.998，
0.787 ～ 1.000。
2.4　《诊疗方案》中高频抗 COVID-19 中药 CI 分析
　　《诊疗方案》高频抗 COVID-19 中药各类成分
0～8阶 CI 值分析见表4，苍术、赤芍和甘草0～8
阶 CI 及 CI 平均值较为接近，0 ～ 8 阶 CI 平均值
分别为 3.662、3.319、3.698；草果、葶苈子和广
藿香 0 ～ 8 阶 CI 及 CI 平均值较为接近，0 ～ 8
阶 CI 平均值分别为 2.723、2.426、2.752；厚朴、
苦杏仁、麻黄、生姜和陈皮 0 ～ 8 阶 CI 及 CI 平
均值较为接近，0 ～ 8 阶 CI 平均值分别为 1.378、
1.947、1.495、1.735、1.517。
　　对表 4 内的数据进行聚类分析，结果见图 2。

如图所示，12味中药可以较好的分为4组，麻黄、
陈皮、厚朴、苦杏仁和生姜分为一组（1 组），草
果、广藿香和葶苈子分为一组（2 组），赤芍、甘
草和苍术分为一组（3 组），茯苓单独为一组（4
组）；2 组和 3 组也可以进一步聚为一类。
3　讨论
　　本文计算了高频抗 COVID-19中药成分 0～ 8
阶 MCI 和 MCI 矩阵相似度，筛选出 MCI 相似度
高的有 86 个成分，其中相似度高的成分包括β-
桉叶醇、β- 石竹烯、山柰酚 7-O- 葡萄糖苷、β- 谷
甾醇和豆甾醇等。药理研究显示，β- 桉叶醇具有
抗炎、镇静、镇痛等药理作用 [12]，通过 p38 丝
裂原活化蛋白激酶（MAPK）和核因子活化 B 细
胞 κ 轻链增强子（NF-κB）通路对抗肥大细胞介
导的炎症反应 [13]，同时有抑制新型冠状病毒活
性的作用 [14]。β- 石竹烯具有抗炎、局麻、抗焦虑
等药理作用 [15]，还可作为新型冠状病毒 SARS-
CoV-2 蛋白酶抑制剂 [16]。山柰酚 7-O- 葡萄糖苷
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具有抗氧化、抗炎、抗菌等 [17-19] 药理作用，β- 谷
甾醇具有抗菌、抗炎、抗氧化等 [20] 药理活性，豆
甾醇具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化等 [21] 药理活性，
山柰酚 7-O- 葡萄糖苷的苷元及β- 谷甾醇和豆甾
醇是化湿败毒方的主要活性成分，涉及肿瘤坏死
因子（TNF）、磷脂酰肌醇 3- 激酶（PI3K）- 蛋白
激酶 B（Akt）、MAPK 等信号通路 [22]；它们也
是柴苓汤中与血管紧张素转化酶Ⅱ亲和力最高的
前三位候选药物 [23]。光甘草定 [24] 具有抗炎、抗
氧化、神经保护等药理活性，野黑樱苷 [25] 是清
肺排毒汤主要的有效成分，它们也可作为潜在的
抗 COVID-19 活性药物，潜在靶点为白细胞介素
（IL）-6、MAPK1、MAPK8、IL-1β 和 NF-κB 的
p65 亚单位（RELA）[26]，涉及 TNF、Toll 样受体
（TLR）、缺氧诱导因子 -1（HIF-1）等信号通路。

表 4　《诊疗方案》高频抗 COVID-19 中药各类成分 0 ～ 8 阶 CI值分析 
Tab 4　CI at 0 ～ 8 order of components of the traditional Chinese medicine with high frequency for COVID-19

药材 0 阶 CI 1 阶 CI 2 阶 CI 3 阶 CI 4 阶 CI 5 阶 CI 6 阶 CI 7 阶 CI 8 阶 CI 0 ～ 8 阶 CI 平均值

苍术 3.607 2.272 2.190 2.295 2.584 2.988 3.512 4.163 9.345 3.662
赤芍 3.756 2.373 2.078 2.090 2.286 2.659 3.270 4.066 7.289 3.319
草果 3.406 2.121 1.903 1.875 1.976 2.160 2.415 2.712 5.935 2.723
厚朴 2.378 1.461 1.230 1.094 1.056 1.047 1.081 1.073 1.984 1.378
苦杏仁 3.466 2.221 1.743 1.457 1.330 1.328 1.428 1.621 2.929 1.947
麻黄 2.543 1.566 1.308 1.152 1.101 1.099 1.155 1.224 2.310 1.495
葶苈子 3.422 2.176 1.768 1.625 1.641 1.794 2.054 2.462 4.891 2.426
茯苓 5.047 3.102 2.988 3.221 3.790 4.664 5.890 7.657 14.959 5.702
广藿香 3.098 1.912 1.759 1.788 1.963 2.274 2.676 3.165 6.132 2.752
甘草 4.226 2.612 2.383 2.391 2.579 2.970 3.567 4.380 8.177 3.698
生姜 2.581 1.572 1.395 1.290 1.298 1.345 1.461 1.544 3.126 1.735
陈皮 2.635 1.590 1.320 1.168 1.115 1.103 1.138 1.174 2.408 1.517

中药材成分群往往是同一母核的多成分衍生物
类，其药理作用有规律可循，MCI 相似度（成分
群与总成分相似度）高则表示成分群的作用趋势
与整体成分一致；反之则表示作用趋势相对独立，
那么相似度高的成分可能为中药的质量标志物。
　　MCI 相似度（总成分群和总成分）高的成分
群包括有机酸、萜类、其他类，有机酸类，例如
广藿香的酚酸类有抗病毒的活性 [27]，葶苈子的异
硫氰酸、酚酸类和脂肪酸等活性成分具有止咳祛
痰和抗炎活性 [28]。香草酸、原儿茶酸、迷迭香酸、
丁香酸、没食子酸等有机酸类成分均可作为潜在
的治疗 COVID-19 的药物 [29-31]。萜类如苍术的β-
桉叶醇、苍术醇、苍术酮等成分具有抗病毒的活
性 [32]。赤芍的芍药内酯苷、芍药苷等单萜苷类
成分可作为赤芍清热凉血、散瘀止痛的质量标志
物（Q-marker）[33]，茯苓的茯苓酸等三萜类成分
是其发挥利水渗湿、安神定志、止渴化痰功效的

Q-marker[34]。甘草酸、甘草次酸等三萜类化合物
可作为甘草解毒、祛痰、止痛的 Q-marker，其中
甘草酸可作为新的抗 COVID-19 的药物 [35-36]。其
他类，如生姜的挥发油（姜精油、姜醇、姜油树
脂）和二苯基庚烷类成分有抗炎镇痛、提高免疫
的功效 [37]，陈皮的挥发油能止咳平喘 [38]。有机
酸类、萜类重要靶点为环氧合酶 1、人酪氨酸激
酶蛋白、一氧化氮合酶、聚 [ADP- 核糖 ] 聚合酶
1 等，多调控抗病毒通路、抗炎通路、免疫通路
和神经中枢通路 [39]。
　　MCI 高相似度的成分群其次是糖及苷类、黄
酮、酚类，然后是生物碱、甾体成分。糖及苷类
如葶苈子的糖及苷类成分（强心苷类、硫苷类）
等活性成分具有较好的止咳平喘、强心和抗炎活
性 [28，40]，茯苓多糖是茯苓发挥利水渗湿、安神
定志、止渴化痰等传统功效的 Q-marker[34]，苦杏
仁苷等苷类成分是苦杏仁发挥止咳平喘、抗炎等

图 1　《诊疗方案》高频抗 COVID-19 中药各类成分与总成分的 MCI
相似度的热图分析

Fig 1　Heat map analysis of MCI similarity between components 
and total components for the traditional Chinese medicines against 
COVID-19 with high frequency in ‘ Diagnosis and treatment plan’
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药效作用的指标性成分 [41]。黄酮类成分如广藿香
的黄酮类具有较好的抗病毒活性 [27]。甘草的甘草
苷、异甘草苷、甘草素、异甘草素、光甘草定和
查耳酮 A 等黄酮类作为甘草抗炎、抗病毒、调节
免疫等药理活性的物质基础 [35，42]。生姜的姜辣素
（姜黄酮、姜酚、姜烯酮）有抗炎镇痛、提高免疫
的功效 [37]。赤芍的山柰酚、山柰酚 -3，7- 二 -O-
β-D- 葡萄糖苷、二氢芹菜素等黄酮类化合物可作
为赤芍活血化瘀的物质基础 [43]。陈皮的柚皮素和
陈皮素等黄酮类成分与 SARS-CoV-2 C30 内肽酶、
SARS-CoV-2 主要蛋白酶和血管紧张素转化酶Ⅱ
受体有结合潜力，通过抗病毒、抗炎、调控细胞
凋亡、调节免疫等途径，发挥抑制肺纤维化的作
用 [44]。酚类物质如厚朴的厚朴酚、和厚朴酚等酚
性化合物具有明显的抗炎、镇痛、抗病原微生物
等药理活性 [45]。赤芍的 1，2，3，4，6- 五没食
子酰基葡萄糖（PGG），丹皮酚，原儿茶酸等酚
类物质有抗血栓作用 [43，46]。Elmi 等 [47] 研究表明
槲皮素、儿茶素、芦丁、山柰酚等黄酮多酚化合
物对 SARS-CoV-2 主蛋白酶、SARS-CoV-2 受体
结合结构域、人型弗林蛋白酶这三个靶点有很好
的亲和力。生物碱类如麻黄的麻黄碱类生物碱类
成分具有发汗、平喘、利尿作用 [48]。甾体类如麻
黄和生姜的β- 谷甾醇、谷甾醇可能为抑制 SARS-
CoV-2 的主要成分 [49]。
　　中药多成分是一个有机整体，CI 反映了中
药多成分体系特征。通过对 CI 值进行聚类分析，
可以得到治疗 COVID-19 潜在的药对配伍，为临

床用药提供依据。CI 聚类分析结果表明，12 味
高频抗 COVID-19 中药可以很好地分为 4 类：其
中组 2（草果、葶苈子和广藿香）与组 3（苍术、
赤芍和甘草）可以进一步聚为一类，组 1（厚朴、
苦杏仁、麻黄、生姜和陈皮）与组 2、组 1 与组
3 之间 CI 值具有较大差异。通过进一步分析各组
中药的配伍规律，可以提炼出“厚朴 - 苦杏仁 - 麻
黄 - 生姜 - 陈皮”复方、“草果 - 葶苈子 - 广藿香” 
复方和“赤芍 - 甘草 - 苍术”复方，从 CI 聚类分
析的角度反映高频抗 COVID-19 中药的用药与配
伍特点。这可为中医药治疗疫病提供资料及依据。
　　组 1 中药主要作用在肺、脾胃、大肠部位，
功效以辛温解表、理气止咳为主。麻黄厚朴汤由
厚朴、麻黄、杏仁、陈皮、生姜、甘草和半夏组
成，其中组 1 中药是麻黄厚朴汤的重要组成。该
方主治“咳而脉浮”者，对缓解患者咳嗽、咳痰
的症状有积极的作用 [50]。方中厚朴为君药，能降
肺气，而麻黄解表散寒为臣药，苦杏仁化痰并助
厚朴降气平喘，生姜辛温以助通降肺气，陈皮理
气健脾，调中。有研究表明麻黄能通过减轻细胞
因子风暴，缓解患者由于细胞因子风暴所导致的
急性呼吸窘迫综合征和多器官衰竭的症状 [51]。苦
杏仁能抑制肺部炎症以减少肺上皮分泌并预防肺
阻塞 [52]。陈皮可能通过抗病毒、抗炎、调控细胞
凋亡、调节免疫等途径，发挥抑制肺纤维化的作
用 [44]。麻黄常配伍苦杏仁，代表方如麻杏石甘
汤，是抗病毒的基础方剂。厚朴与苦杏仁配伍使
厚朴酚、和厚朴酚和苦杏仁苷在大鼠体内吸收均
增加 [53]，生姜 - 陈皮药对配伍前后可提高指标性
成分的含量 [54]，这与厚朴 - 苦杏仁、生姜 - 陈皮
配伍发挥协同作用是一致的。
　　组 2 中药主要作用在肝、肺、脾胃部位，功
效以化湿行气，泻下为主。组 2 的草果常配伍
藿香以芳香化湿，治疗中焦湿浊不化 [55]，代表
方如草果饮（治脾寒疟疾）、木香流气饮（诸气
痞滞不通、喘急咳嗽）；咸味药葶苈子和辛味
药藿香、草果配伍能从“咸辛泻肺脾”的角度治
疗 COVID-19，这符合“汤液经法图”的配伍规
律 [56]。此外，组 2中的藿香芳香化浊，和中止呕，
是藿香正气散的君药，该方适用于 COVID-19 患
者湿温初起，发热倦怠，乏力伴胃肠不适的症
状 [57]。葶苈子是葶苈大枣泻肺汤的君药，用于泄
肺去痰、利水平喘，治疗肺痈，通过抑制细胞因
子风暴和炎症损伤治疗 COVID-19[58]。通过对藿
香正气散、葶苈大枣泻肺汤和麻杏石甘汤等方剂
的合并重组得到了抗 COVID-19复方化湿败毒方。
　　组 3 中药也作用在肝、肺、脾胃部位，功效

图 2　《诊疗方案》高频抗 COVID-19 中药各类成分 0 ～ 8 阶平均

MCI 聚类分析

Fig 2　Cluster analysis of 0 ～ 8 order MCI average values for the 
components of traditional Chinese medicines against COVID-19 with 
high frequency in ‘ Diagnosis and treatment plan’



1667

中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期　Central South Pharmacy.  July 2022, Vol. 20 No.7 

主要为清热化痰、活血止痛、补气。组 3 的苍术
常常配伍甘草 [59]，代表方如平胃散（功效为燥湿
运脾，行气和胃），平胃散中的苍术燥湿运脾为君
药，甘草为使药，甘草能助脾运化，调和诸药，益
气健脾和中。研究表明，平胃散合并麻杏石甘汤
对 COVID-19 有良好的疗效 [60]；组 3 的苍术、赤
芍是苍术芍药汤的重要组成，该方能治痢疾痛甚
者；组 3 的赤芍、甘草组成芍药甘草汤，赤芍养血
敛阴，柔肝止痛；甘草健脾益气，缓急止痛，两者
配伍发挥调和肝脾，缓急止痛的作用。他们对于
COVID-19 患者“血瘀”“气虚”的症状也能有一定
的作用，有学者研究表明，赤芍有效降低血黏度，
抑制 D- 二聚体水平上升，进而改善 COVID-19 患
者“血瘀”情况 [61-62]。甘草可增强患者免疫力，预
防肺纤维化 [63]。因此，综合组 3 三味药材的两两
配伍组方功效，可以挖掘出“赤芍 - 甘草 - 苍术”
复方是潜在的治疗 COVID-19 的复方。
4　结论
　　本研究建立了基于 MCI 的抗 COVID-19 中
药的物质基础研究方法，并应用这一方法于治
疗 COVID-19 的药物筛选研究中，结合已有文献
研究，笔者发现抗 COVID-19 作用显著的成分
（群）以及潜在的抗 COVID-19 复方。中药通常
以复方的形式治疗 COVID-19，而中药复方治疗
COVID-19 的物质基础尚未得到充分的阐明，中
药新靶点的发现（中药复方是否作用于与西药不
同的新靶点）、药物网络代谢动力学（中药如何通
过多成分 - 多靶点发挥作用）、中药方剂的配伍原
理及中药药理学等领域是中医药现代化的亟需突
破的地方。接下来我们会结合药物网络代谢动力
学、中药配伍、中药药理来探讨抗 COVID-19 中
药（复方）的物质基础，阐明中药有效成分群在
人体的网络代谢规律及协同作用，揭示中药作用
的物质基础，再根据这些研究基础开发新型的治
疗 COVID-19 的药物。
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基于知信行模式的院外延伸药学服务对糖尿病患者 
用药依从性及血糖控制水平的影响

周君1，万树平2*（1. 常州市武进人民医院药学部，江苏　常州　213004；2. 常州市武进中医医院药学部，江苏　常州　

213000）

摘要：目的　探究基于知信行模式的院外延伸药学服务对糖尿病患者用药依从性及血糖控制

水平的影响。方法　自本院 2018 年 1 月—2020 年 1 月收治的 2 型糖尿病患者中选取符合纳入

排除标准的患者 150 例，分为研究组、对照组，各 75 例，对照组行常规药学干预，研究组接

受基于知信行模式的院外延伸药学服务。两组患者干预均持续 1 年。对比两组患者干预前后

用药依从性及血糖控制水平变化，以及糖尿病相关知识、信念、行为变化。结果　研究组失

访 1 例、退出 2 例，对照组失访 3 例、退出 2 例，其余患者均顺利完成研究。实施 1 年后，研

究组用药依从性优良率较实施前提高，且高于对照组同期水平（P ＜ 0.05）。实施 1 年后，两

组患者 FPG、2 hPG、HbA1c 水平均较实施前下降，研究组实施 1 年后 FPG、2 hPG、HbA1c
水平低于对照组（P ＜ 0.05）。实施 1 年后，两组患者糖尿病知信行调查表各项目评分及总

分均较实施前升高，研究组实施 1 年后糖尿病知信行调查表各项目评分及总分均高于对照组

（P ＜ 0.05）。结论　基于知信行模式的院外延伸药学服务不仅能够提高糖尿病患者对血糖管

理的知识、信念及行为，还可改善其用药依从性并提高血糖控制水平。
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　　糖尿病是威胁人类生命健康的第三大疾病，
目前，全球范围内糖尿病患者数量超过 4.15 亿，
而我国糖尿病患者占全球患者总数的 1/3 以上，
同时，随着我国经济的发展、老龄化的加剧与居
民生活习惯的改变，我国糖尿病患者数量呈逐
年上升趋势 [1]。与糖尿病严峻流行现状相对应的
是我国较低的糖尿病控制率，流行病学调查结果
显示，我国糖尿病患者糖化血红蛋白（HbA1c）
达标率仅为 30% ～ 35%，血糖控制不良率高达
41.35%[2]。血糖控制不佳不仅是导致患者糖尿病
相关并发症发生风险上升的重要危险因素，也是
导致患者年诊疗次数增加、年医疗费用上涨的主
要原因。因此，对于糖尿病患者而言，开展药学
服务尤其是院外延伸药学服务以提高其用药依从
性，是保证血糖控制效果的重要手段，在此基础
上，结合知信行模式，自知识、信念、行为三个
层次提高糖尿病患者自我管理能力，也是改善患
者血糖控制水平的有效方法 [3-4]。本研究旨在明确
基于知信行模式的院外延伸药学服务对糖尿病患
者用药依从性及血糖控制水平的影响。

1　资料与方法

1.1　一般资料

　　筛选本院 2018 年 1 月—2020 年 1 月收治的 2
型糖尿病患者。纳入标准：① 参照我国 2 型糖尿病
防治指南中相关标准，明确 2 型糖尿病诊断 [5]；② 
接受 2 型糖尿病药物治疗或胰岛素治疗时长≥ 1 个
月；③ 年龄≥18岁；④ 意识清，能够良好配合研究；
⑤ 居住于医院周边，能够满足≥ 1 年的随访需求。
排除标准：① 合并严重肝肾功能不全；② 合并心
脑血管、神经系统重大疾病；③ 合并意识障碍或精
神异常；④ 合并 1 型糖尿病。共选取符合条件的患
者 150 例，在征得其知情同意后，使用随机数字表
法将患者分别纳入研究组、对照组，各 75 例，两
组一般资料比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05），具
有可比性，见表 1。本研究已征得本院医学伦理委
员会审核批准（批准号：武医伦理委〔2020〕74 号）。
1.2　干预方法

　　两组患者均由同组内分泌科医师开具治疗处
方，包括单用二甲双胍、单用胰岛素注射、二甲
双胍联合胰岛素注射等。

Abstract: Objective  To determine the influence of out-of-hospital pharmaceutical care on 
medication compliance and blood glucose control in diabetic patients based on knowledge-attitude-
practice (KAP) model. Methods  Totally 150 patients who were admitted to our hospital from January 
2018 to January 2020 and met the inclusive criteria for type 2 diabetes were selected. They were 
divided into a study group and a control group, 75 patients in each group. The patients in the control 
group received routine pharmaceutical intervention, while those in the study group received out-
of-hospital pharmaceutical service based on KAP model. Patient intervention in both groups lasted 
one year. The changes in medication compliance and blood glucose level as well as the changes in 
diabetes mellitus-related knowledge, belief and behaviors before and after the intervention were 
compared. Results  One patient was lost to the follow-up and 2 withdrew from the study group, 
while 3 in the control group lost to the follow-up and 2 withdrew. All other patients completed the 
study. One year after the implementation, the excellent and good rate of medication compliance in 
the study group was improved compared with that before the implementation, higher than that of the 
control group in the same period (P ＜ 0.05). The levels of FPG, 2 hPG and HbA1c in both groups 
were decreased compared with those before the implementation. The levels of FPG, 2 hPG and 
HbA1c in the study group were lower than those in the control group (P ＜ 0.05). The scores and 
total scores of each item in the diabetes KAP questionnaire of the two groups were higher than those 
before the implementation. The scores and total scores of the study group were higher than those of 
the control group (P ＜ 0.05). Conclusion  The out-of-hospital pharmaceutical care based on KAP 
model not only improves the knowledge, belief and behaviors of diabetic patients as to blood glucose 
management, but also improves their medication compliance. 
Key words: knowledge-attitude-practice model; pharmaceutical service; diabete mellitus; compliance; 
blood glucose control
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　　对照组接受常规药学服务：
　　① 用药合理性评估：根据患者个体情况及用
药情况评估糖尿病处方的合理性，重点关注联合
用药及药物相互作用，若发现不合理处方则交由
内分泌科医师重新开具；② 用药指导：发放药物
时同步向患者介绍用药方法及注意事项，嘱患者
定期复查；③ 定期随访：通过电话随访或即时通
信软件随访等模式，每季度随访 1 次，重点调查
患者用药情况，随访时强调定期复查、遵医嘱用
药的重要性，并建议患者重视血糖监测。
　　研究组在常规药学服务的基础上接受基于知
信行模式的院外延伸药学服务：
　　① 知识服务：向患者详细介绍糖尿病的病因、
症状、诊治、并发症、注意事项等相关知识，提高
患者对疾病的认知，同时发放糖尿病宣传教育手册、
视频等，嘱患者居家自行阅读或与他人分享，强化
患者记忆；同时耐心讲解药学服务的内容、药师在
用药管理中扮演的角色等，使患者逐步接受临床药
师这一角色，并了解药学服务的重要性与必要性。
此外，知识服务以电话沟通、微信推送等多种形式
进行院外延伸，电话沟通频次≥ 1 次 / 月，微信推
送≥ 1 条 / 周，以巩固患者对糖尿病、糖尿病用药及
药学服务的认知。② 信念服务：通过语言鼓励、讲
解成功病例等形式提高患者战胜糖尿病、有效血糖
管理的信心，同时鼓励患者家属共同参与患者用药
管理及血糖管理，帮助患者更好地控制血糖。此外，
每月组织糖尿病患者血糖管理经验交流分享会≥ 1
次，嘱患者积极分享自身血糖控制的经验、心得，
药师根据患者分享情况查漏补缺，同时及时纠正患
者不良用药习惯及血糖控制思路。③ 行为服务：帮
助患者建立健康的饮食食谱、运动计划，并建议患
者建立用药记录手册、血糖记录手册、随访手册，
鼓励患者自行记录每日运动情况、饮食情况、用药
情况及血糖水平，以建立良好的自我血糖管理习惯。
根据患者血糖控制情况设定门诊复诊周期，1 周～ 1
个月不等，每次复诊时药师根据患者自身记录情况
及血糖水平，协助医师调整血糖管理用药方案。
　　两组药学服务均持续 1 年。

1.3　观察指标

　　分别于药学服务实施前、药学服务实施 1 年
后，评价两组患者用药依从性、血糖控制水平变
化，并比较两组患者糖尿病相关知识、信念、行
为变化。用药依从性评价标准 [6]：① 有无忘记服
药；② 有无未按剂量服药；③ 病情缓解时是否
自行停药；④ 病情加重时是否自行停药；≥ 2 项
为肯定回答则判定为依从性差，1 项肯定回答、
0 项肯定回答分别判定为依从性良、优，依从性
优良率＝（优＋良）/ 总例数 ×100%。血糖控制
水平根据患者空腹血糖（FPG）、餐后 2 h 血糖
（2 hPG）、HbA1c 水平变化予以分析。糖尿病相
关知识、信念、行为变化调查采用自制糖尿病患
者知信行调查表，知识调查表包括是否知晓空腹
及餐后血糖正常范围、是否知晓糖尿病仅可控制
不可根治等 7 项内容，知晓计 1 分，不知晓计 0
分，总分 0 ～ 7 分；信念调查表包括是否相信自
己能够有效血糖管理、是否相信自己能够有效控
制饮食等共 5 项内容，相信计 1 分，不相信计 0
分，总分 0 ～ 5 分；行为调查表包括是否定量进
食、是否定期锻炼、是否每周监测血糖等共 6 项
内容，肯定回答计 1 分，否定回答计 0 分，总分
0 ～ 6 分；知信行调查表总分越高则表明患者对
糖尿病的知识了解、信念及健康行为越佳。
1.4　统计学分析

　　使用 SPSS 22.0 统计学软件分析本研究相关
数据，计数资料以百分比表示，并采用卡方检验
（χ2 检验），计量资料均符合正态分布，以（平均
数 ±标准差）即（x±s）表示，采用双侧 t 检验，
当 P ＜ 0.05 时，认为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　研究完成情况

　　研究组失访 1 例、退出 2 例，对照组失访 3
例、退出 2 例，其余患者均顺利完成研究。
2.2　用药依从性

　　实施 1 年后，研究组用药依从性优良率较实
施前提高，且高于对照组同期水平（P ＜ 0.05）。
见表 2。

表 1　患者一般临床资料比较 (x±s) 
Tab l　Baseline clincal characteristics of patients (x±s)

组别 n 年龄 / 岁 病程 / 年 BMI/（kg·m － 2）
性别 [n（%）]

男 女

研究组 75 55.71±9.42 3.61±0.75 22.65±1.37 47（62.67） 28（37.33）
对照组 75 56.03±9.95 3.54±0.69 22.81±1.42 44（58.67） 31（41.33）
t/c2 0.202 0.595 0.702 0.251 0.251
P 0.840 0.553 0.484 0.616 0.616



1672

Central South Pharmacy.  July  2022, Vol. 20 No. 7 　中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期

表 3　研究组与对照组药学服务实施前后血糖控制水平比较 (x±s) 
Tab 3　Blood glucose and glycosylated hemoglobin levels of both groups before and after the implementation (x±s)

组别 时期 FPG/（mmol·L － 1） 2 hPG/（mmol·L － 1） HbA1c/%

研究组（n ＝ 72） 实施前 12.75±1.94 17.61±2.15 10.83±1.54

实施 1 年后   7.11±1.36* 11.23±1.47*   7.49±1.22*

对照组（n ＝ 70） 实施前 12.81±2.04 17.43±1.96 10.74±1.61

实施 1 年后   9.50±1.62*# 14.59±1.68*#   7.97±1.31*#

注：与实施前比较，*P ＜ 0.05；与研究组比较，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with before the implementation，*P ＜ 0.05；compared with the study group，#P ＜ 0.05.

2.3　血糖控制水平

　　实施 1 年后，两组患者 FPG、2 hPG、HbA1c
均较实施前下降，实施 1 年后研究组 FPG、2 
hPG、HbA1c 低于对照组（P ＜ 0.05）。见表 3。
2.4　知信行调查评分

　　实施 1 年后，两组患者糖尿病知信行调查表
各项目评分及总分均较实施前升高，研究组实施
1 年后糖尿病知信行调查表各项目评分及总分均
高于对照组（P ＜ 0.05）。见表 4。

表 2　研究组与对照组药学服务实施前后用药依从性变化比较 
Tab 2　Medication compliance between the study group and the 

control group

组别 时期
依从性（n） 优良

率 /%优 良 差

研究组（n ＝ 72） 实施前 11 26 35 51.39
实施 1 年后 44 24   4 94.44*

对照组（n ＝ 70） 实施前 12 28 30 57.14
实施 1 年后 21 27 22 68.57#

注：与实施前比较，*P ＜ 0.05；与研究组比较，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with before the implementation，*P ＜ 0.05；

compared with the study group，#P ＜ 0.05.

表 4　研究组与对照组药学服务实施前后糖尿病知信行调查评分比较 (分，x±s) 
Tab 4　KAP scores of both groups before and after the implementation (分，x±s)

组别 时期
评分项目

总分
知识 信念 行为

研究组（n ＝ 72） 实施前 3.64±0.37 1.95±0.16 2.31±0.25   7.90±0.99

实施 1 年后 6.23±0.51* 4.18±0.22* 4.81±0.39* 15.22±1.24*

对照组（n ＝ 70） 实施前 3.52±0.41 1.97±0.15 2.40±0.23   7.89±1.05

实施 1 年后 4.45±0.42*# 2.83±0.21*# 3.52±0.29*# 10.80±1.13*#

注：与实施前比较，*P ＜ 0.05；与研究组比较，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with before the implementation，*P ＜ 0.05；compared with the study group，#P ＜ 0.05.

3　讨论

　　糖尿病相关并发症是影响患者生活质量乃至
生存质量的重要因素，合理控制患者血糖水平
是控制病情进展、预防糖尿病并发症的重要手
段 [7-8]。然而，超过 60% 的糖尿病患者血糖水平
控制不佳，较低的用药依从性被认为是影响患者
血糖控制水平的重要原因 [9]。
　　临床实践中，部分糖尿病患者血糖水平稳定后
常自行停药，另有部分患者对药物治疗期望较高，
一旦短期内血糖控制水平未达理想范围，即有可能
自行提高药物用量或改用其他药物，上述行为不仅
会导致血糖控制水平不佳，还有可能增加低血糖等
糖尿病并发症风险，从而威胁患者生命安全 [10-11]。
目前临床药师未能充分地在糖尿病患者随访管理
中发挥重要作用 [12]。为解决传统药学服务的弊端，
本研究尝试采用知信行模式的院外延伸药学服务，
一方面旨在提高健康教育的科学性，强化患者对疾

病的认知、观念，提升患者自我管理意识；另一方
面旨在发挥临床药师的主观能动性，将药师转变为
糖尿病患者血糖控制环节中的重要角色，通过定期
随访、监督乃至调整药物剂量，为患者血糖水平的
有效控制做出重要贡献 [13-14]。
　　通过 1 年的实践，笔者发现研究组用药依从
性显著提高，而接受常规药学服务的对照组用药
依从性则未见明显变化。这一结果在进一步印证
了常规药学服务局限性的同时，体现了出院外延
伸药学服务的明显优势，这一模式强调院外药学
服务的持续提供，定期监测血糖、定期随访监督
等环节能够使患者获得被动管理，而被动管理的
落实也有助于患者主动自我管理意识及能力的提
升 [15-16]。同时，具备专业药学知识的临床药师能
够为患者提供详细的用药指导、联合用药评估、
药物疗效监测等服务，能够增加患者对药物的了
解、提高患者对用药重要性的认知，且有助于降
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低药物不良反应发生风险 [17-18]，也有助于患者用
药依从性的提升。随着患者用药依从性的提高，
1 年后研究组 FPG、2 hPG 及 HbA1c 水平较对照
组降低更为明显，意味着研究组患者血糖控制水
平更为理想，显现出院外延伸药学服务在改善糖
尿病患者血糖控制效果方面的积极作用。此外，
1 年后研究组知信行调查表各项目评分及总分均
更高，而这一变化也有助于患者长期自我管理能
力的提高，以及远期糖尿病相关并发症的预防。
　　综上所述，基于知信行模式的院外延伸药学
服务不仅能够提高糖尿病患者对血糖管理的知
识、信念及行为，还可改善其用药依从性并提高
血糖控制水平，有望降低患者远期糖尿病并发症
发生风险，值得进一步关注及推广。
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某院 453 份口服药品说明书和循证数据库中 
药物 -酒精相互作用信息比较分析

徐哲，王文沛，刘悦，刘一*，张斌，黄琳，封宇飞（北京大学人民医院 药剂科，北京　100044）

摘要：目的　了解北京大学人民医院住院药房口服药品与酒精相互作用（DEI）的信息，为促

进 DEI 信息完善及临床合理用药提供建议。方法　收集 453 份口服药品说明书中的 DEI 信息，

对含 DEI 信息的药品分类统计，并整理 DEI 信息标注位置和警示程度。同时，在 Lexicomp、
Micromedex 数据库中检索药物 DEI 警示信息。对说明书和循证数据库中 DEI 信息进行比较分

析。结果　453 份说明书中含 DEI 信息的药品有 91 种，说明书 DEI 信息标注在注意事项、药

物相互作用的一个或多个项目下。在 Lexicomp 和 Micromedex 数据库中检索到含 DEI 信息的药

品分别有 107 种和 55 种。剔除在说明书和两个数据库中重复的药品，共检索到含 DEI 信息药

品 137 种。在说明书及 Lexicomp 和 / 或 Micromedex 数据库同时存在 DEI 信息药品有 61 种，说

明书无 DEI 信息而在数据库检索到含 DEI 信息药品46种，仅在说明书存在 DEI 信息药品30种。

结论　说明书和循证数据库 DEI 警示信息存在差异、互为补充，说明书 DEI 信息标注的规范性

和完整度有待提高。医师和药师应辨证参考，尽量规避 DEI 用药风险，促进临床合理用药。

关键词：口服药品说明书；循证数据库；药物 - 酒精相互作用信息

中图分类号：R95　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1674-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.033

Comparison of drug-ethanol interactions in 453 oral drug instructions and 
evidence-based databases

XU Zhe, WANG Wen-pei, LIU Yue, LIU Yi*, ZHANG Bin, HUANG Lin, FENG Yu-fei (Department 
of Pharmacy, People’s Hospital of Peking University , Beijing  100044)

Abstract: Objective  To study the information of oral drug ethanol interactions (DEI) in inpatient 
pharmacy of People’s Hospital of Peking University, and to provide suggestion for improving DEI 
information and rational drug use. Methods  DEI information in 453 oral drug instructions was 
collected, drugs containing DEI information were classified, and DEI information labeling location 
and warning degree was sorted out. Drug DEI warning information was retrieved in Lexicomp and 
Micromedex databases. Results  DEI information from instructions and evidence-based databases 
was compared. Totally 91 out of the 453 drugs contained DEI information in the instructions, and the 
DEI information was labeled under one or more items of cautions and drug interactions. Totally 107 
and 55 drugs containing DEI information were retrieved from Lexicomp and Micromedex databases, 
respectively. Totally 137 drugs containing DEI information were retrieved excluding the duplicated 
drug instructions in both databases. There were 61 drugs with DEI information in the manuals and 
Lexicomp and/or Micromedex databases, 46 drugs with DEI information in the databases but not in 
the instructions, and 30 drugs with DEI information in the manuals alone. Conclusion  The warning 
information in the manual and in evidence-based database is different and complementary. The 
standardization and integrity of DEI information in drug labels need to be improved. Physicians and 
pharmacists should avoid the risk of DEI medication and promote rational drug use. 
Key words: oral drug instruction; evidence-based database; information of drug-ethanol interaction
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　　用药安全一直是临床和监管部门高度重视的
问题之一，影响用药安全的因素有很多，包括
药品质量、用法用量、药物不良反应和药物相
互作用等。然而，药物与非药物的相互作用容
易被忽略，由药物与酒精相互作用（drug-ethanol 
interaction，DEI）导致的药品安全事件时有发
生 [1-2]。有关 DEI 的研究尚不充分，刘雅娟等 [3] 对
药品说明书的 DEI 信息标注情况进行了调研，但
并未结合循证数据库进行相关分析。Lexicomp[4]

和 Micromedex[5] 是 两 个 常 用 的 循 证 数 据 库，
Beckett 等 [6] 的研究发现 Lexicomp 和 Micromedex
数据库中 Drug Interaction 模块是获取药品 DEI 信
息的有效来源。本研究对北京大学人民医院住院
药房口服药品说明书中的 DEI 信息标注情况进行
调研分析，并将药品说明书 DEI 信息与 Lexicomp
和 Micromedex 数据库中 DEI 信息进行对比，以
期为完善说明书 DEI 信息和临床用药提供参考，
为促进合理用药提供依据。
1　资料与方法

1.1　资料

　　收集我院口服药品说明书中的 DEI 信息，包
括药品通用名称、商品名称、规格、厂家、DEI
信息标注位置、DEI 信息表述语和 DEI 警示分级
等。同时，检索并获取 Lexicomp 及 Micromedex
数据库中的 DEI 信息。
1.2　方法

1.2.1　药品说明书中 DEI 警示分级　鉴于目前药
品说明书中无 DEI 分级标准，参考 Lexicomp 和
Micromedex 数据库 DEI 分级标准，将说明书 DEI
信息警示程度由高到低分为 4级。若表述中有“禁
止、不得、严禁”字样，DEI 警示分级为 1 级；
若表述中有“谨慎、慎用、不建议”字样，DEI 警
示分级为 2 级；若表述中提示可能会对机体产生
影响，但并未明确提出能否与酒精同服建议时，
其 DEI 警示分级为 3 级；若表述中包含 DEI 信
息，但提示酒精对药物无药动学和药效学影响的
情况，其 DEI 警示分级为 4 级。
1.2.2　循证数据库中 DEI 警示分级　Lexicomp 数
据库的 DEI 警示分级包括禁用、考虑修改方案、
监测治疗、无需改变。Micromedex 数据库的 DEI
警示分级包括禁止、严重、中等、微弱。两个数
据库中 DEI 警示程度由高到低分别用 1、2、3、4
表示。
1.2.3　统计方法　参考《新编药物学》[7]、《中
国药典·临床用药须知》[8]（2015 年版）对药

物进行分类，再将药品说明书、Lexicomp 及
Micromedex 数 据 库 中 获 取 的 DEI 信 息 录 入
Microsoft Excel 2019 软件中，进行统计分析。
2　结果与分析

2.1　药品说明书中 DEI 信息标注情况和警示分级

　　共收集口服药品说明书 453 份，其中含 DEI
信息的药品有 91 种，无 DEI 信息的药品 362 种。
在 91 份含 DEI 信息的药品说明书中，DEI 信息
单独标注在注意事项 47 份、药物相互作用 32 份、
禁忌 3 份、警告 1 份、药物代谢动力学 1 份，有
4 份 DEI 信息同时出现在药物相互作用、注意事
项 2 个项目下，2 份 DEI 信息出现在药物相互作
用、注意事项和禁忌 3 个项目下，1 份 DEI 信息
同时出现在药物相互作用、注意事项和药物过量
3 个项目下。
　　91 份含 DEI 信息的药品中，DEI 警示分级
为 1、2、3、4 的药品分别有：22 种、21 种、45
种和 3 种。我们发现，同一通用名称、不同剂
型的药物 DEI 警示程度存在不一致情况（如帕罗
西汀、布洛芬）；同一通用名称及厂家，不同规
格的药物 DEI 警示程度存在不一致情况（如喹硫
平）；同一通用名称及剂型，不同厂家药物 DEI
警示程度也存在不一致现象（如硝酸异山梨酯、
氯沙坦钾）。
2.2　循证数据库中 DEI 信息

　　453 种 口 服 药 品 中， 有 392 种 药 品 可 在
Lexicomp 数据库中检索到，其中含 DEI 信息药品
有 107 种，DEI 警示分级为 1、2、3、4 的依次有：
13 种、17 种、76 种和 1 种。在 Micromedex 数据
库中，可检索到药品 354 种，其中含 DEI 信息的
药品有 55 种，DEI 警示分级为 1、2、3、4 的依
次有：2 种、22 种、27 种和 4 种。
2.3　药品说明书与循证数据库中 DEI 信息对比分析

　　由图 1 可知，Lexicomp 中含 DEI 信息的药品
最多，其次是药品说明书，Micromedex 中最少。
删除药品说明书与循证数据库中重复的药品后，
含 DEI 信息的药品共 137 种。Lexicomp 中含 DEI
信息的 107 种药品中，有 41 种可同时在说明书
及 Micromedex 中检索到，有 20 种仅可在说明书
检索到，有 14 种仅在 Micromedex 中检索到，其
余 32 种在说明书或 Micromedex 中未检索到。说
明书中含 DEI 信息的 91 种药品中，有 41 种可同
时在 Lexicomp 及 Micromedex 中检索到，有 20
种仅可在 Lexicomp 中检索到，其余 30 种在两个
循证数据库中均未检索到。Micromedex 中含 DEI
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信息的 55 种药品，有 41 种可同时在 Lexicomp
及说明书中检索到，有 14 种仅可在 Lexicomp 中
检索到。
　　说明书及 Lexicomp 和 / 或 Micromedex 中均
包含 DEI 信息的 61 种药品，说明书无 DEI 信息、
Lexicomp 和 / 或 Micromedex 中包含 DEI 信息的
46 种药品，及仅在说明书中包含 DEI 信息的 30
种药品，详见表 1 ～ 3。
3　讨论

3.1　药品说明书 DEI 信息标注规范性有待提高

　　由本研究结果可知，药品说明书对于 DEI 信
息标注位置缺乏统一标准，且存在同一通用名
称，不同厂家、规格或剂型的药物说明书 DEI 警

图 1　说明书和循证数据库中纳入含 DEI 信息药品数量

Fig 1　Number of drugs containing DEI information in both instructions 
and evidence-based databases

表 1　说明书及 Lexicomp和 /或 Micromedex中均包含 DEI信息的药物列表 
Tab 1　List of medications with DEI information in both the manuals and Lexicomp and/or Micromedex

药物类别 通用名称
警示分级

说明书 Lexicomp Micromedex
抗精神病及抗抑郁药 文拉法辛、帕罗西汀（2 种缓释规格） 1 2 4
　 喹硫平（25 mg） 1 3 3
　 西酞普兰片（3 个厂家） 2 2 3
　 度洛西汀 2 2 2
　 帕罗西汀 2 2 4
　 喹硫平（200 mg） 2 3 3
　 氯米帕明 3 3 3
　 曲唑酮 3 3 2
　 氟哌噻吨 / 美利曲辛 3 3 无

心血管系统药物 阿司匹林、硝酸甘油 3 3 3
氯沙坦钾 / 氢氯噻嗪、厄贝沙坦 / 氢氯噻嗪（国产）、氯沙坦钾（进口）、单硝酸异山

梨酯（3 个厂家）、硝酸异山梨酯（厂家 1）、硝苯地平（控释）、复方盐酸阿米洛利

3 3 无

镇静催眠抗惊厥药 佐匹克隆 1 1 无

唑吡坦 2 2 2
　 阿普唑仑、地西泮 2 3 3
　 艾司唑仑 2 3 无

　 劳拉西泮 3 3 3
　 氯硝西泮 3 3 2
降糖药 二甲双胍（3 个厂家） 1 1 3
　 格列美脲（2 个厂家）、格列吡嗪、格列齐特 3 3 2
解热镇痛抗炎药 对乙酰氨基酚（2 种规格） 1 3 2
　 尼美舒利、布洛芬（胶囊）  1 3 无

　 布洛芬（混悬液） 3 3 无

抗帕金森药 司来吉兰 1 1 无

金刚烷胺 3 1 3
　 巴氯芬 3 3 无

　 溴隐亭 3 3 3
抗癫痫药 奥卡西平 1 3 无

苯妥英钠 2 3 3
　 左乙拉西坦 4 3 无

抗感染药 替硝唑 1 1 2
　 甲硝唑 1 2 1
　 异烟肼 1 3 2
中枢镇痛药 曲马多 2 2 2
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药物类别 通用名称
警示分级

说明书 Lexicomp Micromedex
　 氨酚羟考酮 3 2 2
免疫抑制药 他克莫司（2 种规格） 3 2 2
抗组胺药 西替利嗪 2 3 2
　 氯雷他定 4 3 无

骨骼肌 替扎尼定 3 3 3
抗代谢药 甲氨蝶呤 3 2 3

注：无 DEI 信息，用“无”表示。

Note：No DEI information is displayed，the value is none.

表 2　说明书无 DEI信息、Lexicomp和 /或 Micromedex含 DEI信息药品列表 
Tab 2　Drugs in Lexicomp and/or Micromedex containing DEI information but not in the instruction

药物类别 通用名称
警示分级

Lexicomp Micromedex
心血管系统药物 厄贝沙坦氢氯噻嗪（进口）、氯沙坦钾（国产）、硝酸异山梨酯（厂家 2）、硝

苯地平（2 个厂家）、吲达帕胺（2 个厂家）
3 无

维拉帕米 3 3
抗精神病及抗抑郁药 利培酮（2 个厂家）、曲唑酮 3 2
　 奥氮平 3 3
　 米氮平 1 3
　 舍曲林 2 3
　 氟西汀 2 无

　 阿立哌唑 3 无

解热镇痛抗炎药 布洛芬混悬液、美洛昔康、布洛芬胶囊、塞来昔布（2 个厂家）、双氯芬酸钠 3 无

　 洛索洛芬 3 /
抗癫痫药 托吡酯 1 1
　 加巴喷丁、拉莫三嗪、左乙拉西坦（2 个剂型） 3 无

抗感染药物 泊沙康唑 1 2
　 复方磺胺甲噁唑 4 2
　 米诺环素 3 无

　 利奈唑胺 1 无

　 沙利度胺 1 无

抗组胺药 依巴斯汀 3 /
　 异丙嗪 3 无

周围血管扩张药 西地那非 3 无

　 吡贝地尔 1 /
中枢性镇痛药 洛芬待因 3 3
抗凝血药 华法林钠（2 种规格） 3 3
利尿剂 氢氯噻嗪（2 个厂家） 3 无

骨骼肌松弛药 乙哌立松 3 /
平喘药 茶碱 3 无

抗眩晕药 氟桂利嗪 3 无

镇静催眠抗惊厥 苯巴比妥 3 3

注：数据库中检索不到的药品，用“/”表示；无 DEI 信息，用“无”表示。

Note：Drugs that cannot be retrieved in the database are represented by “/”；No DEI information is displayed，the value is none.

表 3　仅在说明书中含 DEI信息药品不同警示分级列表 
Tab 3　Drugs with DEI information of warning grades in the instructions

药品说明书 DEI 警示分级 药物名称

1 多烯磷脂酰胆碱、复方益肝灵、美敏伪麻、复方盐酸伪麻黄碱、氨酚伪麻美芬（日）/ 氨麻美敏（夜）

2 氟伐他汀、瑞舒伐他汀（2 个厂家）、辛伐他汀（国产）、丙戊酸钠口服液、利福平、琥珀酸亚铁、左卡尼汀

3 匹伐他汀、辛伐他汀（进口）、替米沙坦、氨氯地平（进口）、卡维地洛、普罗帕酮、比索洛尔（2 个厂家）、

阿卡波糖、恩格列净、瑞格列奈、那格列奈、丙戊酸钠缓释片、维生素 B2（2 个厂家）、别嘌醇

4 氨氯地平（国产）

续表 1
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示信息不一致的情况。和 Lexicomp、Micromedex
数据库中明确的 DEI 分级标准不同，说明书中并
无统一的 DEI 警示分级标准。因此，建议监管部
门参考美国现行《人用处方药和生物制品说明书
的用法用量部分形式和内容规范化指南》[9]，制
定药品说明书 DEI 信息标注项目规范，并参考循
证数据库 DEI 警示分级情况，建立 DEI 警示分级
标准，以便药品生产企业在说明书中明确标注药
物 DEI 分级，为临床用药提供参考。
3.2　药物在说明书和循证数据库中 DEI 警示信息

存在差异

　　说明书及 Lexicomp 和 / 或 Micromedex 数据
库均含有 DEI 信息的药物有 61 种，DEI 警示情
况存在差异。如表 1 所示，对乙酰氨基酚在说明
书、Lexicomp 和 Micromedex 中 DEI 警示分级依
次为 1、3、2。说明书中的 DEI 警示级别最高，
明确表示禁止该药物与酒精同服。酒精可增加对
乙酰氨基酚的肝毒性，使对乙酰氨基酚更多转化
为其毒性代谢物，导致肝细胞坏死 [10]。再如，他
克 莫 司 在 说 明 书、Lexicomp 和 Micromedex 中
DEI 警示分级依次为 3、2、2。循证数据库中的
DEI 警示级别最高。酒精可增加他克莫司的全身
吸收，使血药浓度增高；他克莫司与视觉及神经
系统紊乱有关，这种情况因喝酒而加重 [11]。
　　若药物在说明书和循证数据库 DEI 警示程度
存在差异，建议以最高警示程度为准，这样可以
最大程度避免 DEI 用药风险。
3.3　部分药品仅在数据库中含 DEI 信息

　　表 2 中有 46 种药物在说明书中未标注 DEI 信
息，而在 Lexicomp 和 / 或 Micromedex 中有 DEI 信
息。利培酮、米氮平、托吡酯、泊沙康唑、利奈唑
胺和吡贝地尔等药物在数据库中有较高的 DEI 警
示分级，应当引起重视。例如，由于酒精可增加包
括利奈唑胺在内的单胺氧化酶抑制剂的毒副作用，
利奈唑胺在 Lexicomp 中 DEI 警示分级为 1 级 [12]。
4　小结

　　本研究发现药品说明书 DEI 信息标注规范性
和完整性还有待完善，药品说明书与循证数据库
DEI 信息存在差异、互为补充。建议监管部门完

善药品说明书和标签的管理规定，定期组织专家
结合循证证据完善药物 DEI 信息，药品生产企业
及时更新完善药品说明书。医师诊疗和药师发药
交代过程中，更要辨证参考药品说明书和循证证
据，尽量规避 DEI 用药风险。
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益肺养阴方治疗肺结核合并 2 型糖尿病患者的临床疗效分析

施利，裴异*（南华大学附属长沙中心医院，长沙　410007）

摘要：目的　分析中药益肺养阴方联合常规西医化疗治疗肺结核合并 2 型糖尿病患者的临床疗
效及安全性。方法　纳入 2018 年 1 月至 2020 年 3 月就诊的肺结核合并 2 型糖尿病的患者，分
为试验组及对照组，试验组予益肺养阴方＋标准化疗方案治疗，对照组单纯使用标准化疗方案，
比较两组患者的临床疗效及安全性。结果　试验组及对照组各纳入 36 例患者，两组患者治疗前
基线资料无明显差异。在临床疗效方面，两组患者治疗后总有效率无明显差异（χ2 ＝ 0.116，P＝

0.773），但试验组 1 月末痰菌阴转率高于对照组（84.4% vs 60%，χ2 ＝ 4.623，P ＝ 0.032），3 月
末及 6 月末空洞闭合率高于对照组（3 月末χ2 ＝ 4.246，P＝ 0.039；6 月末χ2 ＝ 4.112，P＝ 0.043），
3 月末平均糖化血红蛋白改善水平优于对照组（t ＝－ 2.182，P ＝ 0.032）。在安全性方面，试
验组患者总不良反应发生率（Z ＝－ 2.181，P ＝ 0.029）、肝功能异常（13.88% vs 30.55%，P ＝

0.012）和胃肠道反应发生率（11.11% vs 33.33%，P ＝ 0.047）均低于对照组。结论　益肺养阴方
加减联合常规西医标准方案可提高初治肺结核合并 2 型糖尿病患者早期的痰菌阴转率、肺部空
洞闭合率，降低糖化血红蛋白水平、减少不良反应发生率，值得临床推广应用。
关键词：肺结核；糖尿病；益肺养阴方；临床疗效
中图分类号：R286　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)07-1679-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.07.034

Clinical effect of Yifei Yangyin prescription for patients with pulmonary 
tuberculosis complicated with type 2 diabetes

SHI Li, PEI Yi* (Changsha Central Hospital Affiliated of University of South China, Changsha  
410007)

Abstract: Objective  To determine the clinical efficacy and safety of Yifei Yangyin prescription combined 
with conventional western medicine chemotherapy for type 2 diabetic patients with tuberculosis. 
Methods  Clinical data of type 2 diabetic patients with tuberculosis were collected from January 2018 
to March 2020. The patients were divided into an experimental group and a control group according to 
inclusion and exclusion criteria. The experimental group was treated with Yifei Yangyin prescription ＋

standard chemotherapy, while the control group was treated with standard chemotherapy alone. The 
clinical efficacy and safety of both groups were compared. Results  Thirty-six patients were enrolled in 
the experimental and control groups respectively, and there was no significant difference in the baseline 
data before the treatment between the two groups. In terms of clinical efficacy, there was no significant 
difference in the total effective rate between the two groups after the treatment (χ2 ＝ 0.116, P ＝ 0.773). 
The negative transformation rate of sputum bacteria in the experimental group was higher than that in 
the control group after one month treatment (84.4% vs 60%, χ2 ＝ 4.623, P ＝ 0.032). The cavity closure 
rate was higher than that in the control group 3 and 6 months after the treatment (χ2 ＝ 4.246 after 3 
month treatment, P ＝ 0.039; χ2 ＝ 4.112 after 6 month treatment, P ＝ 0.043), the average improvement 
level of glycated hemoglobin was better than that of the control group after 3 month treatment (t ＝ －

基金项目：湖南省中医药管理局项目（No. 201890）。
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　　近年来，全球肺结核与糖尿病疾病负担日趋严
重，在中国，这两种疾病形势更为严峻。2020 年
我国糖尿病患者数量接近 1.3 亿，居全球第一 [1]，
肺结核患者数量达 84.2 万，居全球第二 [2]。糖尿
病与肺结核两者相互影响，促进发病，给社会带来
严重的经济负担，为公共医疗卫生事业发展面临的
严峻挑战之一 [3]。一方面，糖尿病是肺结核的高危
因素，可导致机体免疫系统功能下降，神经 - 内分
泌功能紊乱，为结核分枝杆菌在机体内的定居、生
存、增殖继而形成结核病灶创造条件，使空洞形成
多，痰菌阳性率高，病程进展快，容易复发及形成
耐药，治疗难度大，预后差 [4-6]。另一方面，活动
性肺结核可以诱导出现胰岛素抵抗和应激性高血
糖，加重糖尿病代谢紊乱，促使糖尿病患者机体免
疫进一步低下，增加糖尿病并发症发生风险，明显
升高致死率、致残率 [7]，故肺结核合并糖尿病是临
床结核科医师面临的棘手问题之一。
　　肺结核属于中医“肺痨”范畴，糖尿病属于中
医“消渴”范畴。中医治疗肺结核和糖尿病历史悠
久。益肺养阴方为我院中西医结合治疗肺结核合
并糖尿病的有效经验方，结合西医化疗，效果良
好。本研究拟探讨益肺养阴方加减治疗肺结核合
并糖尿病的疗效，现报道如下。
1　资料与方法
1.1　研究对象 
　　选取在 2018 年 1 月至 2020 年 3 月于南华大
学附属长沙中心医院就诊的肺结核合并 2 型糖尿
病并服用中药益肺养阴方治疗的患者为试验组，
采用倾向性评分按照年龄 ±2 岁条件匹配同期就
诊的肺结核合并 2 型糖尿病但未服用中药治疗的
患者为对照组，根据纳入和排除标准，纳入试验
组和对照组患者各 36 例。
1.2　纳入排除标准 
　　纳入标准：① 2 型糖尿病诊断标准符合《中
国２型糖尿病防治指南（2017 年版）》诊断标准 [8]。
② 初治肺结核诊断标准符合我国《WS288-2017 肺
结核诊断》[9] 诊断标准，且分枝杆菌快培阳性。③ 
试验组使用西医标准方案联合中药益肺养阴方随

症加减方案治疗，且中药益肺养阴方服药疗程不
短于 1 个月；对照组仅使用西医标准化初治方案，
治疗期间未服用任何中药。
　　排除标准：① 孕妇和哺乳者；② 合并严重的心、
肝、肾疾病及肺尘埃沉着病、精神病、癫痫病、获
得性免疫缺陷综合征；③ 合并肿瘤、免疫功能低下
疾病及近 3 个月内服用免疫抑制剂者；④ 合并糖尿
病视网膜病变者；⑤ 合并肺外结核者；⑥ 临床资
料不全，对结果判定有影响者；⑦ 治疗期间服用其
他中药方剂者。
　　退出标准：① 发现有耐药者；② 同时合并非
结核分枝杆菌感染者；③ 治疗中出现重要器官功
能异常或严重不良反应无法耐受标准方案或需要
停药者。
1.3　治疗方案 
　　对照组给予标准化初治方案 3HR（L2）
ZE/9HR（L2）E 治疗（强化期治疗 3 个月，巩固
期治疗 9 个月；H：异烟肼，R：利福平，L：利
福喷丁；Z：吡嗪酰胺，E：乙胺丁醇）。试验组
在标准化初治方案基础上加用益肺养阴方（随症
加减）。抗结核药物剂量根据患者体质量及血药浓
度是否达标而调整。糖尿病的降糖治疗包括口服
降糖药或注射胰岛素，采取个体化降糖方案，使
血糖尽量控制在理想水平。
1.4　观察指标 
　　每月复查一次血常规、肝肾功能、电解质及
痰分枝杆菌培养，每三个月复查一次糖化血红蛋
白（HbA1c）、肺部高分辨 CT。
1.5　治疗结果评估
1.5.1　有效性评估　以痰培养阴转率为主要疗效指
标，以肺部空洞闭合率及 HbA1c 改善水平为次要疗
效指标。培养阴转定义为治疗基线时痰培养阳性，
治疗期间至少连续两次痰培养为阴性，且间隔 28 d
以上。培养阴转时间定义为患者出现培养阴转后从
基线到首次阴转的时间。肺部病灶转归评估：① 完
全吸收；② 显著吸收指病灶吸收面积≥原病灶 1/2；
③ 吸收指病灶吸收面积＜原病灶 1/2； ④ 不变指病
灶无明显改变；⑤ 恶化指病灶扩大或播散。治疗结

2.182, P ＝ 0.032). In terms of safety, the incidence of total adverse reactions (Z ＝ － 2.181, P ＝

0.029), abnormal liver function incidence rate (13.88% vs 30.55%, P ＝ 0.012) and gastrointestinal 
reactions incidence rate (11.11% vs 33.33%, P ＝ 0.047) in the experimental group was all lower than 
that in the control group. Conclusion  Yifei Yangyin prescription combined with conventional western 
medicine standard regimen can improve the rate of negative transformation of sputum bacteria and the 
rate of pulmonary cavity closure, reduce the level of glycated hemoglobin and the incidence of adverse 
reactions in the early stage of tuberculosis in type 2 diabetic patient. 
Key words: tuberculosis; diabetes mellitus; Yifei Yangyin prescription; clinical curative effect
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局包括，① 治愈：治疗结束后连续两次痰培养阴性，
间隔至少 28 d，无治疗失败证据；② 完成疗程：完
成治疗结束后无治疗失败证据；③ 治疗失败：在治
疗 5 月末痰菌未阴转或阴转后再次出现细菌学阳性
（复阳）；④ 死亡：在治疗过程中由于各种原因所致
的死亡；⑤ 丢失：患者未治疗或者治疗过程中由于
任何原因中断治疗连续 2 个月以上；⑥ 退组：因不
良反应需要更改治疗方案或中断治疗 2 个月以上者。
1.5.2　安全性评估　收集患者血常规、尿常规、
肝肾功能、电解质、心电图、不良事件（adverse 
event，AE）及治疗过程中出现相关的不适主诉。
AE 定义为患者开始治疗后出现的与治疗有因果关
系的相关不良医学事件，AEs 的严重程度按照美国
传染病研究所修改的《关于成人和儿童不良事件严
重程度分级表》最新版本进行分级。其中 1 ～ 2 级
为轻度 AE，3 ～ 5 级为严重 AE，严重 AE 指治疗
过程中发生危及生命或死亡、需要住院治疗、延长
住院时间、伤残、导致畸形等的事件。
1.6　数据管理和分析 
　　收集患者的人口学及临床数据，包括年龄、性
别、身高、体质量指数（BMI）、病史、实验室检
测结果、病原学和影像学结果等信息。采用 SPSS 
21.0 软件进行数据处理和统计学分析。计数资料以
构成比（%）表示，计量资料根据数据是否呈正态
分布以“x±s”或中位数（四分位数）[M（Q1，Q3）]
表示。分类变量的比较采用卡方检验或 Fisher’s 确
切概率检验，连续变量的比较采用 Wilcoxon 秩和检
验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　患者基线资料
　　本研究共纳入 72 例患者，对照组与试验组各 36
例，两组患者一般基线特征无明显差异（见表 1）。
2.2　患者疗效分析
　　两组患者中，试验组有 32 例完成治疗并治
愈停药，2 例退组（1 例药物过敏，1 例并发肝功
能损伤），2 例治疗失败（2 例痰菌复阳），总有
效率 88.89%。对照组有 30 例完成治疗并治愈停
药，4 例退组（1 例合并非结核分枝杆菌，1 例合并
视力下降，2 例合并肝功能损伤），2 例治疗失败
（1 例痰菌复阳，1 例出现利福平耐药），总有效率
83.33%。两组患者治疗总有效率差异无统计学意义
（χ2 ＝ 0.116，P ＝ 0.773）。对完成治疗的患者痰菌
阴转率、肺部空洞闭合率及糖化血红蛋白情况进一
步分析结果显示，试验组患者 1 月末痰菌阴转率高
于对照组（χ2 ＝ 4.623，P ＝ 0.032）；从第 2 月末
开始两组患者痰菌阴转率差异无统计学意义（见表
2）。在空洞闭合方面，试验组患者 3 月末及 6 月

末空洞闭合率高于对照组（3 月末χ2 ＝ 4.246，P ＝

0.039；6 月末χ2 ＝ 4.112，P ＝ 0.043），但在 12 月
末两组患者空洞闭合率无明显差异（χ2 ＝ 0.955，
P ＝ 0.329）（见表 3）。在血糖控制方面，试验组患
者 3 月末平均糖化血红蛋白改善水平优于对照组
（t ＝－ 2.182，P ＝ 0.032），但在 6 月末和 12 月末
两组患者比较差异无统计学意义（见表 3）。

表 2　两组患者痰培养阴转情况 
Tab 2　Sputum culture conversion in both groups during the treatment

组别
痰菌阴转率 /%

1 月末 2 月末 3 月末 * 4 月末 5 月末 12 月末

试验组（n ＝ 21） 84.4 90.6 96.9 100 100 100
对照组（n ＝ 22） 60 75 90 100 100 100
χ2 4.623 0.683 1.193 － － －

P 0.032 0.409 0.275 － － －

注（Note）：* 表示采用 Fisher 检验（* represents Fisher’s test）。

2.3　患者不良反应分析
　　在安全性方面，试验组 36 例患者发生了 64 次
AE，其中 2 例患者发生了 2 次 3 级及以上 AE（1
例为过敏性皮炎，1 例为肝功能损伤），余 62 次 AE
均为 1 级或 2 级；对照组 36 例患者中发生了 79 次
AE，3 例患者发生了 3 次 3 级及以上 AE（1 例为视
神经炎，2 例为肝功能损伤），余 76 次 AE 均为 1
级或 2 级。对照组总不良反应发生率明显高于试验
组（Z ＝－ 2.181，P ＝ 0.029）；同时对照组肝功能
异常发生率（13.88% vs 30.55%，P ＝ 0.012）和胃肠
道反应发生率（11.11% vs 33.33%，P ＝ 0.047）均高
于试验组，余不良反应发生率无明显差异。
3　讨论
　　现代中医学家认为肺痨的致病因素有内因和
外因，外因系指感染痨虫，痨虫入侵为患，内因

表 1　两组患者基线资料比较 (n ＝ 36) 
Tab 1　Baseline data between the two groups (n ＝ 36)
变量 试验组 对照组 χ2/t P

男性 23（63.89） 24（66.67） 0.091 0.763
年龄 / 岁 45（38 ～ 59） 46（37 ～ 58） 1.355 0.179
BMI/（kg·m － 2） 21.73±2.25 22.17±3.07 － 2.13 0.832
吸烟 19 17 0.222 0.637
饮酒   5   8 0.845 0.358
合并乙肝 *   1   2 0.343 0.558
糖尿病病程 / 月 43（13 ～ 79） 36（12 ～ 96）－ 1.257 0.212
周围神经炎 *   3   2 0.212 0.645
降血糖方案

口服降糖药

胰岛素

口服降糖药＋胰岛素

16
11
  9

15
10
11

0.057
0.067
0.277

0.812
0.795
0.599

糖化血红蛋白 /% 8.94±1.11 8.74±2.38 0.227 0.821
肺部空洞

无空洞

合并空洞

14（38.89）
22（61.11）

12（33.33）
24（66.67）

0.241 0.624

注（Note）：* 表示采用 Fisher 检验（* represents Fisher’s test）。
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表 4　两组患者治疗期间不良反应分类 (n ＝ 36) 
Tab 4　Classification of AE in the two groups during treatment (n ＝ 36)

组别 肝功能异常 肌酐升高 * 高尿酸血症 * 胃肠道反应 周围神经炎 过敏性皮炎 骨髓抑制 视神经炎 * 电解质紊乱 * 精神症状 *

试验组 [n（%）] 5（13.88） 4（11.11） 33（91.67） 4（11.11） 3（8.33） 6（16.67） 4（11.11） 2（5.56） 2（5.56） 1（2.78）
对照组 [n（%）] 11（30.55） 3（8.33） 34（94.44） 12（33.33） 5（13.88） 3（8.33） 8（22.22） 1（2.78） 2（5.56） 0（0.00）
χ2/t 6.368 0.156 0.212 3.938 0.141 0.508 0.900 0.343 0.000 1.000
P 0.012 0.693 0.645 0.047 0.708 0.476 0.343 0.558 1.000 0.317

注（Note）：* 表示采用 Fisher 检验（* represents Fisher’s test）。

系指先天禀赋不足，后天失于调养，正气不足，
抗病能力低下，其病位在肺，病机为阴虚，并确
立了杀虫补虚的两大治疗原则，即“一则杀其虫，
以绝其根本，一则补其虚，以复其真元”，立意
“补虚培元”以固本、“治痨杀虫”以祛邪 [10-11]。
对于消渴病，历来医家认为，消渴病之本在于阴
虚，素体阴虚，阴津亏损，五脏虚弱是消渴病发
生的基本病理 [12]。冷雪等 [13] 通过对 2 型糖尿病
中医证型的流行病学调查研究和分析同样发现，
2 型糖尿病患者以气阴两虚型最为常见，故养阴
补虚同样是消渴病的重要治疗原则之一。益肺养
阴方由黄芪、黄精、白术、百部、丹参、白及、
玉竹、沙参、麦冬组成。方中黄芪补益肺气、益
卫固表、生肌敛疮；黄精补气养阴，润肺益肾；
白术健脾益气，止汗；三药配伍共为君药，彰显
补气益肺、化腐生新之功。百部温润肺气、杀虫
疗疮；丹参活血祛瘀，凉血消痈；白及收敛止血，
消肿生肌；三药合奏达杀虫化瘀、止血之功。玉
竹、沙参、麦冬养阴生津润燥，清热化痰润肺，
三药携手可达养阴清肺生津之效。上述诸药合用，
共奏益气养阴、补肺杀虫之功，令气阴两复，润
肺生津，痨虫诛灭，诸证可平。近年来，已发表
的现代药理研究结果表明，中药在加强西药对结
核杆菌的杀菌抑菌作用之外，可同时增强肺结核
患者的免疫功能 [14]，具有促进病灶吸收及空洞闭
合、缓解临床症状、减轻化疗副作用等疗效 [15-17]。
黄芪是最常用的补气、调节免疫的中药之一，可
通过调节活性氧磷代谢、免疫细胞的生长、分化
过程、抗氧化等，在信号分子、转录因子、受体
和酶等多种化合物的参与下共同发挥免疫调节功
能 [18]。黄精具有调节免疫、抗氧化、保护肝脏、
降血糖、调血脂等多种药理作用 [19]。白术主要提
取物白术多糖具有免疫调节、胃肠黏膜保护、肝

脏保护以及抑菌、降血糖、抗氧化等药理作用 [20]。
百部可能通过调控结核病信号通路，激活细胞凋
亡进程，干预细胞凋亡通路中的多种蛋白的表
达，诱导含结核分枝杆菌巨噬细胞和树突状细胞
的自主凋亡进程，降低结核分枝杆菌活性，清除
机体受损组织 [21]。丹参提取物丹参酮Ⅱ磺酸钠可
通过抑制炎症反应、细胞凋亡及氧化应激降低糖
尿病大鼠血糖水平和改善肾组织损伤 [22]。
　　在本研究中，笔者通过观察益肺养阴方联合
化疗治疗初治肺结核合并糖尿病患者，结果显示
虽两组患者总治疗有效率无明显差异，但试验组
患者在 1 月末的痰菌阴转率、3 月末和 6 月末的
空洞闭合率均高于对照组，同时 3 月末的糖化血
红蛋白的控制优于对照组。早期的痰菌阴转可降
低结核病传播风险，对控制结核意义重大，而痰
菌阳和肺部空洞患者是结核传播的主要人群。肺
结核合并糖尿病患者具有痰菌阳性率高、空洞形
成多等临床特点。本研究结果显示试验组患者 1
月末的痰菌阴转率、3 月末和 6 月末的空洞闭合
率均高于对照组，可减少患者结核传播风险，对
结核防控意义深远。高血糖与结核病预后不良有
关，血糖越高，越有利于结核分枝杆菌生长 [23]。
Yoon 等 [24] 研究显示，血糖控制差的患者在 2 个
月的强化期治疗后痰培养未阴转的可能性是血糖
控制良好的结核病患者的两倍。因此，更好地控
制血糖水平有利于加速痰菌阴转。本研究结果显
示，试验组患者 3 月末的糖化血红蛋白控制优于
对照组，可促进患者早期的痰菌阴转。分析试验
组患者血糖控制优于对照组的原因，考虑可能与
黄精、白术及丹参等药的降血糖作用有关 [19-20，22]。
　　抗痨药物不良反应发生率高，临床中以高尿酸
血症、药物性肝损伤、胃肠道反应、药物性皮炎
及骨髓抑制等多见。降低药物不良反应可减少患

表 3　两组患者肺部空洞闭合及糖化血红蛋白控制情况 
Tab 3　Pulmonary cavity closure and glycosylated hemoglobin control in 2 groups

组别
空洞闭合率 /% 糖化血红蛋白 /%

3 月末 6 月末 * 12 月末 3 月末 6 月末 * 12 月末

试验组（n ＝ 21） 76.2 100 100 7.79±0.82 8.07±1.19 7.96±0.90
对照组（n ＝ 22） 45.5 81.8 95.5 8.33±0.79 8.37±1.55 8.09±1.93
χ2/t 4.246 4.112 0.955 － 2.182 － 1.304 － 0.594
P 0.039 0.043 0.329      0.032      0.196      0.555

注（Note）：* 表示采用 Fisher 检验（* represents Fisher’s test）。
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者中断治疗的发生，从而提高患者依从性和治愈
率 [25-27]。二甲双胍和α- 糖苷酶抑制剂是治疗 2 型
糖尿病的常用药，两者的常见不良反应均为胃肠道
反应。研究显示，二甲双胍与抗结核药物联用时约
30% 的患者会出现胃肠道反应 [6]，因此减轻合并 2
型糖尿病的肺结核患者胃肠道反应发生具有积极的
临床意义。本研究中，两组均有一定比例患者使用
口服降糖药物，可能增加了患者胃肠道反应的发生
率，但两组患者治疗基线时降糖方案无明显差别，
不影响两组患者安全性评估。本研究结果显示，试
验组患者胃肠道反应发生率低于对照组，提示益肺
养阴方可减少患者胃肠道反应发生率。抗结核药物
性肝损伤是抗结核治疗过程中最常见的不良反应，
发生率约为 2% ～ 28.0%[28]，严重影响患者的依从
性及愈后，增加患者疾病负担。本研究中试验组患
者肝功能异常发生率低于对照组，提示益肺养阴方
可降低患者肝功能异常发生率。
　　本研究存在一定的不足。首先，因本研究为
回顾性研究，病例中未详细记录患者的中医症
状，故无法评估两组患者中医症候改善情况；其
次，随访时间较短，无法评估两组患者两年内结
核复发率有无异同；最后，入组病例偏少，需扩
大样本量进一步证实研究结果。
　　综上，益肺养阴方加减联合常规西医标准方案
可提高初治肺结核合并 2 型糖尿病患者早期痰菌阴
转率、肺部空洞闭合率及降低糖化血红蛋白水平，
减轻不良反应发生率，值得临床推广应用。
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溴隐亭及多巴丝肼对颅脑损伤长期昏迷患者的 
促醒治疗临床观察

黄云峰，向鹏，梅敏，樊天禹（南华大学附属长沙中心医院，长沙　410004）

摘要：目的　观察在常规治疗基础上联合溴隐亭和多巴丝肼对颅脑损伤长期昏迷微意识状态患

者的促醒治疗效果。方法　以 2010 年 1 月－ 2021 年 5 月在我院进行治疗的 48 例颅脑损伤术

后 1 月仍昏迷、评估为微意识状态患者进行随机分组研究，分为观察组与对照组，对照组患者

接受营养支持、扩血管、高压氧以及功能锻炼等常规治疗，观察组患者接受与对照组相同的常

规治疗，并加用溴隐亭和多巴丝肼联合治疗。结果　治疗 3 个月后，观察组与对照组格拉斯哥

（GCS）评分分别为（10.86±2.43）、（8.49±3.06），差异具有统计学意义（P ＝ 0.021），两组分

别与治疗前比较 GCS 评分差异均具有统计学意义（P ＜ 0.05）。治疗 6 个月后，观察组与对照

组患者 GCS 评分分别为（11.97±3.69）、（9.87±3.56），差异具有统计学意义（P ＝ 0.005），并

且观察组与治疗前比较 GCS 评分差异具有统计学意义（P ＜ 0.01）。治疗 6 个月后观察组患者

意识恢复 7 例（25.93%），而对照组患者仅有 2 例（9.52%），差异具有统计学意义（P＝ 0.004）。

治疗后对照组重残率为 33.33%，明显比观察组（14.81%）高，差异具有统计学意义（P ＝

0.022）。治疗后观察组与对照组中持续性植物状态的患者分别为5例（18.52%）、9例（42.86%），

差异具有统计学意义（P ＝ 0.030）。两组均死亡 1 例。结论　在常规治疗的基础上联用溴隐亭

和多巴丝肼对颅脑损伤后长期昏迷微意识状态患者有良好促醒作用，可改善患者预后。

关键词：溴隐亭；多巴丝肼；长期昏迷；颅脑损伤；促醒
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Clinical observation of patients with long-term coma due to craniocerebral 
injury treated with bromocryptotine and doserazid

HUANG Yun-feng, XIANG Peng, MEI Min, FAN Tian-yu (Changsha Central Hospital, University of 
South China, Changsha  410004)

Abstract: Objective  To observe the effect of bromocryptotine and doserazid combination on patients 
with long-term coma and micro-consciousness after brain injury. Methods  Totally 48 patients with 
long-term coma after craniocerebral injury treated in our hospital from January 2010 to May 2021 
were selected as the subjects. They were randomly divided into an observation group and a control 
group. Patients in the control group received nutrition support, blood vessel expansion, hyperbaric 
oxygen therapy and functional exercise routine treatment, while patients in the observation group 
received bromocriptine and benserazide combination therapy besides the same routine therapy. 
Results  After 3 months of treatment, the GCS scores of the observation group and the control group 
were (10.86±2.43) and (8.49±3.06) with significant difference (P ＝ 0.021). The differences as 
compared with those before the treatment in both groups were significant (P ＜ 0.05). After 6 months 
of treatment, the GCS scores of the observation group and the control group were (12.97±3.69) and 
(9.87±3.56) with significant difference (P ＝ 0.005). The difference in the observation group before 
and after the treatment was significant (P ＜ 0.01). After 6 months of treatment 7 patients in the 
observation group recovered consciousness(25.93%), while in the control group had only 2 (9.52%) (P 
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　　颅脑创伤昏迷主要源于致伤因素对脑干网状
结构及其投射纤维的损伤或对皮质的弥散性损伤，
患者出现认知、觉醒及知觉丧失被称为昏迷，持
续 1 个月以上的患者称为长期昏迷，重型颅脑创伤
导致长期昏迷的发生率为 0.52% ～ 7.33%，平均为
2.90%[1]，若不采取及时的救治措施，患者往往因
神经损伤而导致预后不佳，甚至危及生命。本研究
以 2010 年 1 月—2021 年 5 月在我院进行救治的 48
例颅脑损伤长期昏迷患者为对象，探讨在常规治疗
基础上联合溴隐亭和多巴丝肼对颅脑损伤长期昏迷
微意识状态患者的促醒作用。现报告如下。
1　资料与方法
1.1　一般资料
　　纳入的 48 例患者为我院 2010 年 1 月—2021
年 5 月所收治的颅脑损伤后（车祸伤 34 例，坠
落伤 14 例）所致长期昏迷的患者，男性患者共
计 30 例，女性患者共计 18 例，男女患者比例为
1∶0.6。患者的年龄为 22 ～ 67 岁，平均年龄为
（40.8±13.4）岁。患者初次入院时经头颅 CT 或
MRI 检查和神经外科医师证实颅脑损伤，脑挫裂
伤伴硬膜下血肿 23 例，脑干损伤 9 例，基底节
区损伤 10 例，弥漫性轴索损伤 6 例，格拉斯哥
（GCS）评分在 3 ～ 9 分，入院后患者处于昏迷
状态，接受常规治疗后未见苏醒，患者的心、肺、
肝、肾功能基本正常、生命体征正常，根据标
准 [2] 评估为微意识状态方纳入本研究。
　　将纳入患者随机分为观察组与对照组，观
察组患者男性 17 例，女性 10 例，平均年龄
（41.2±12.6） 岁，GCS 评 分 为（6.24±2.67）
分，脑挫裂伤伴硬膜下血肿 13 例，脑干损伤 5
例，基底节区损伤 6 例，弥漫性轴索损伤 3 例。
对照组患者男性 13 例，女性 8 例，平均年龄
（42.1±11.8）岁，GCS 评分（6.31±2.54）分，脑
挫裂伤伴硬膜下血肿 9 例，脑干损伤 4 例，基底
节区损伤 5 例，弥漫性轴索损伤 3 例。两组患者
的性别、年龄、GCS 评分等差异无统计学意义
（P ＞ 0.05），具体见表 1。
1.2　方法

　　入院时患者接受开颅手术、清除血肿并减压，
术后运用适量脱水剂、护胃等治疗，生命体征稳
定，患者术后 1 个月仍昏迷则开始进行分组研
究，GCS 评分基线以入组时间的 GCS 评分为准，
经评估为微意识状态 [2]。对照组患者进行肠外营
养支持治疗，使用胞磷胆碱、神经节苷脂等营养
脑神经，使用适量尼莫地平等扩血管，对患者采
取高压氧吸入治疗并运用神经电刺激结合针灸进
行康复性治疗，由康复科医师协助对患者进行肢
体活动康复治疗。观察组患者在接受与对照组患
者相同的治疗外加用溴隐亭和多巴丝肼进行促醒
治疗：采用鼻饲管注入，初始剂量：溴隐亭 1.25 
mg/ 次（1/2 片）和多巴丝肼 125 mg/ 次（1/2 片），
3 次·d － 1，7 d 为 1 个疗程，每下一疗程增加溴
隐亭 2.5 mg、多巴丝肼 125 mg，逐渐增至最高剂
量溴隐亭 7.5 mg/ 次、多巴丝肼 250 mg/ 次。维持
最高剂量 2 个疗程后逐渐减量（一周每次剂量减
1/2 片）至初始剂量，再维持治疗 4 周再停药，总
疗程一般为 15 周，患者若出现血细胞减少、低
血压、胃肠道出血等严重不良反应则立即停药。
1.3　疗效评定
　　参照微意识状态评分标准 [2]，主要依据 1995
年全国脑血管疾病学术会议修订标准联合 GCS
评分标准进行疗效评定。
1.4　统计学方法
　　将数据录入统计学分析软件 SPSS 25.0 进行
统计学分析与处理。计数资料均采用 χ2 检验，计
量资料用均数 ±标准差表示，采用 t 检验，以
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。组间比较采用方
差分析，相关分析采用 Spearman 直线相关检验。
2　结果
　　治疗 1 个月后，观察组患者的 GCS 评分与
对照组比较，差异无统计学意义（χ2 ＝ 2.216，
P ＝ 0.075），与治疗前比较差异具有统计学意义
（P ＜ 0.05）。干预治疗 3 个月和 6 个月后，观察
组与对照组 GCS 评分比较差异具有统计学意义，
并且两组分别与治疗前比较差异均具有统计学意
义（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。具体结果见表 2。

＝ 0.004). After the treatment, the disability rate in routine treatment group was 33.33%, much higher 
than that of the observation group (14.81%) (P ＝ 0.022). After the treatment, 5 patients (18.52%) and 
9 patients (42.86%) were in persistent vegetative state with significant difference (P ＝ 0.030). One 
patient died in both groups. Conclusion  Besides routine treatment, the combination of bromocystine 
and doserazid has a good effect on awakening and improving the prognosis of patients with long-term 
coma and micro-consciousness after brain injury. 
Key words: bromocriptine; benserazide; long-term coma; craniocerebral injury; awaking effect
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表 1　对照组与观察组患者一般情况比较 
Tab 1　Basic informantion of patients in the control group and the 

observation group

组别
病例

数 /n

性别 [n（%）]
年龄 / 岁

GCS 评

分 / 分男 女

观察组 27 17（62.96）10（37.04） 41.2±12.6 6.24±2.67

对照组 21 13（61.90） 8（38.09） 42.1±11.8 6.31±2.54

t 或 χ2 － 0.006 2.371 1.673

P － 0.940 0.587 1.427

表 2　对照组与观察组治疗后 GCS评分情况比较 (分 ) 
Tab 2　GCS score between the control group and the observation 

group after the treatment (score)

组别 治疗前 治疗 1 个月 治疗 3 个月 治疗 6 个月

观察组 6.24±2.67 8.04±2.78* 10.86±2.43* 11.97±3.69**

对照组 6.31±2.54 7.86±2.57   8.49±3.06*   9.87±3.56*

χ2 1.673 2.216 2.913 3.875

P 1.427 0.075 0.021 0.005

注：与治疗前比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with before the treatment，*P ＜ 0.05，

**P ＜ 0.01.

　　参照 1995 年全国脑血管疾病学术会议修订
标准联合 GCS 评分标准进行疗效评定，结果见
表 3。治疗 6 个月后观察组患者意识恢复 7 例
（25.93%），而对照组患者仅有 2 例（9.52%），两
组比较差异具有统计学意义（χ2 ＝ 8.202，P ＝

0.004）。对照组重残率、持续性植物状态明显比
观察组高，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）。此
外，两组治疗中均死亡 1 例。

表 3　对照组与观察组患者治疗后疗效比较 [n (%)] 
Tab 3　Post-treatment efficacy of the control group and the 

observation group [n (%)]

组别 意识恢复 中残 重残 植物状态 死亡

观察组 7（25.93） 10（37.04） 4（14.81） 5（18.52） 1（3.70）

对照组 2（9.52）   2（9.52） 7（33.33） 9（42.86） 1（4.76）

χ2 8.202 2.895 5.212 4.704 1.313

P 0.004 0.089 0.022 0.030 0.252

3　讨论
　　重型颅脑损伤的患者由于原发性脑组织损伤
导致昏迷，而继发性血肿压迫脑组织带来二次损
伤，及时解除血肿、降低颅内压、保持脑灌注对
降低患者病死率有重要作用；有些因素如低血糖
也可导致昏迷 [3]；对于长期昏迷的患者，常规治
疗包括吸氧、营养支持、扩血管以及功能锻炼等，
伤后行高压氧可缓解脑部缺氧、减轻脑水肿、减
小脑梗死面积并减轻自由基对脑的损伤和抑制神
经细胞凋亡的作用 [4]；通过声光电等康复手段刺
激网状结构的上行激活系统，使外周传入的感觉
形成新的神经传导通路 [5-6]。
　　重型颅脑损伤的未苏醒患者 3 ～ 4 周后需进

行综合性治疗，以促进患者脑组织和神经功能的
恢复并预防并发症的发生，此后可加用儿茶酚胺
类等促醒治疗药物 [7-8]。有学者提出，颅脑损伤
部位远离胞体处损伤轴突，一般不会引起神经元
死亡，而且有机会发生轴突再生，因此在患者病
情基本稳定后尽早进行促醒治疗有助于患者预
后 [9-10]。溴隐亭是一种多巴胺受体激动剂，能作
用于脑内多巴胺受体突触后膜，增加其敏感性，
多巴丝肼为左旋多巴与苄丝肼混合而成，苄丝肼
和左旋多巴能阻止外周多巴脱羧成多巴胺，提高
中枢多巴胺水平 [11-12]。溴隐亭联合多巴丝肼，可
以促进患者意识恢复，并一定程度上改善言语肢
体功能 [13]。在本研究中，对照组患者治疗 1 个月
疗效并不显著，治疗 6 个月后 GCS 评分有所改善
（P ＜ 0.01），但治疗 6 个月观察组与对照组比较，
差异有统计学意义（P ＝ 0.005）；观察组患者治
疗 1 个月后，GCS 评分与治疗前比差异有统计学
意义（P ＜ 0.05），并且改善了 6 个月后 GCS 评
分。在本研究中，溴隐亭联合多巴丝肼促醒治疗
效果较佳，一定程度改善了患者的预后。
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不同剂量阿托伐他汀治疗慢性硬膜下血肿的 
疗效和安全性的 meta分析

甘雄1，王文茜1，潘国洪1，吴玥2，严军平3*（1. 汉川市人民医院临床药学部，湖北　汉川　431600；2. 武汉大学

人民医院药学部，武汉　430060；3. 汉川市人民医院儿科，湖北　汉川　431600）

摘要：目的　探讨不同剂量阿托伐他汀治疗慢性硬膜下血肿（CSDH）的疗效和安全性，为临

床治疗提供循证参考。方法　计算机检索 PubMed、Embase、Web of Science、Cochrane Library、
CBM、CNKI、维普和万方等数据库，收集不同剂量阿托伐他汀治疗慢性硬膜下血肿的随机对

照试验，检索时限均为从建库至 2022 年 1 月。对纳入研究的质量进行评价，然后使用 RevMan 
5.4 软件和 GEMTC 软件进行直接和网络 meta 分析。结果　共纳入有效文献 14 篇，累计 1519
名患者，直接 meta 分析的结果显示：① 治疗后日常生活活动能力（ADL）评分方面，40 mg 较

20 mg 阿托伐他汀疗效更显著（P ＜ 0.05），而 20 mg 较 10 mg 阿托伐他汀疗效无明显差异（P ＝

0.57）；② 复发率方面，40 mg 较 20 mg 阿托伐他汀更低（P ＝ 0.008）；③ 神经功能恢复方面，

20 mg 阿托伐他汀组较未使用阿托伐他汀组疗效更显著（P ＝ 0.006），阿托伐他汀网状 meta 分

析的结果显示：在总有效率方面，40 mg 最佳，其次为 20 mg，最后是 10 mg；在不良反应发生

方面 40 mg 最高，其次为 20 mg，最后是 10 mg。结论　在不同剂量的阿托伐他汀中，40 mg 在

有效性、ADL 评分、复发率方面均优于其他低剂量，但药物不良反应发生率也更高。

关键词：阿托伐他汀；不同剂量；慢性硬膜下血肿；meta 分析
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Meta-analysis of the efficacy and safety of different doses of atorvastatin 
for chronic subdural hematoma
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Pharmacy, Hanchuan People’s Hospital, Hanchuan Hubei  431600; 2. Department of Pharmacy, 
Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan  430060; 3. Department of Pediatrics, Hanchuan 
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Abstract: Objective  To determine the efficacy and safety of different doses of atorvastatin for chronic 
subdural hematoma (CSDH), and to provide evidence-based reference for clinical treatment. Methods  
The databases of PubMed, Embase, Web of Science, Cochrane Library, CBM, CNKI, VIP and Wanfang 
were searched. The randomized controlled trials of different doses of atorvastatin for chronic subdural 

基金项目：孝感市自然科学计划项目（No.XGKJ2021010078）。
作者简介：甘雄，男，硕士，主管药师，主要从事循证药学、药物经济学研究，email：1329173587@qq.com　* 通信作者：严军平，男，

副主任医师，主要从事儿科疾病诊疗与合理用药研究，email：819653582@qq.com



1688

Central South Pharmacy.  July  2022, Vol. 20 No. 7 　中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期

　　慢性硬膜下血肿（chronic subdural hematoma，
CSDH）一般指患者头部外伤 3 周后，硬脑膜与蛛
网膜之间出现的包膜血肿现象，是神经外科的常见
疾病，其发病率呈逐年上升的趋势，这与老年社会
的到来和预期平均寿命提高有关 [1]。一般人群每年
的估计发病率为 13.5/100 000 人，65 岁以上的老年
人每年可达 58.1/100 000 人，CSDH 多发于老年人，
偶见部分年轻人 [1-2]。目前 CSDH 的治疗效果仍不
理想，对老年人 CSDH 的长期随访研究发现，即
使在标准治疗后 1 年，这种疾病的病死率也可以达
到 32%[3]。随着老年人结构比例的逐年增加，心脑
血管疾病患者的数量也在不断增加，因此抗凝剂的
使用非常普遍，难治性或复发性 CSDH 的数量正
在增加。根据近年来的文献研究结果，CSDH 的形
成主要包括硬脑膜局部炎性出血、局部高纤溶、血
肿腔内高渗压、血肿囊反复再出血等理论 [4]。
　　近年来，他汀类药物被用于调节血管生成
和修复神经损伤 [5-6]。阿托伐他汀可激活 Akt 途
径、Notchl 途径和内皮型一氧化氮合酶，提高外
周血内皮祖细胞和血管生成因子水平，促进血管
生成和功能性血管的形成 [6-7]，改善 CSDH 预后。
Wang 等 [8] 认为阿托伐他汀能通过促进血肿包膜新
生血管形成，从而改善 CSDH 的血液引流，减少 
CSDH 的炎症反应，有效降低 CSDH 的复发；Li 
等 [9] 提出阿托伐他汀不仅可以调节炎症细胞因子，
也能促进血管生成，大大降低肿瘤坏死因子 -α、
IL-6 水平以及 VEGF 基因的表达，使血肿缩小。
　　目前 CSDH 的药物治疗主要以他汀类药物和
地塞米松的循证依据较为充足，且他汀类药物治
疗 CSDH 的循证报道为阿托伐伐他汀，鲜有其他
种类的他汀类药物。虽然国内外有关于阿托伐他汀

治疗 CSDH 效果的系统评价，但尚无不同剂量给
药在疗效和安全性方面的评价。故他汀类药物在治
疗 CSDH 患者中的具体剂量尚未统一，虽然 Wang
等 [10] 研究表明与接受高剂量阿托伐他汀相比，低
剂量阿托伐他汀能更有效促进血管生成和血管成
熟，降低硬膜下血肿和改善大鼠模型的神经功能缺
陷，但是仅仅局限于动物实验。本文通过检索国
内外相关研究，采用 meta 分析方法评价不同剂量
阿托伐他汀治疗 CSDH 的临床的有效性和安全性，
旨在为临床治疗 CSDH 提供新的循证医学证据。
1　资料与方法
1.1　文献检索
　　运用计算机检索 Web of Science、PubMed、
Cochrane Library、Embase、CNKI、维普和万方
等数据库，检索时限为从建库至 2022 年 1 月。
检索词包括 “阿托伐他汀” “硬膜下血肿” “硬膜
下出血” “剂量” “随机临床试验” “Atorvastatin” 
“Subdural hematoma” “Dose” “Randomized clinical 
trial”中英文主题词，同时结合各自相关自由词进
行检索。纳入所有随机对照试验（RCT）文献。
1.2　纳入标准
　　① 研究类型：RCTs；② 研究对象：患者均
经头颅 CT 或 MRI 检查，符合 CSDH 的诊断标
准 [11]；③ 干预措施：不同剂量的阿托伐他汀之
间对比以及阿托伐他汀组与常规治疗组对比；④ 
主要结局指标：总有效率，次要结局指标：日常
生活活动能力（ADL）评分、复发率、神经功能
恢复、不良反应。
1.3　文献筛选以及数据提取
　　剔除重复发表的文献，首先阅读文题和摘要排
除不相关文章，然后阅读全文检出符合纳入标准的

hematoma were collected from the establishment of the databases to January 2022. The quality of the 
included research was evaluated. RevMan 5.4 software and GEMTC software were used for the direct 
and network meta-analysis. Results  Totally 14 valid literatures involving 1519 patients were included. 
The direct meta-analysis showed that： ① 40 mg atorvastatin had better effect than that of 20 mg in 
activities daily living (ADL) after the treatment, but there was no significant difference between 20 mg 
and 10 mg atorvastatin (P ＝ 0.57). ② In terms of recurrence rate, 40 mg atorvastatin was lower than 
20 mg , and the difference was significant (P ＝ 0.008). ③ In terms of neurological recovery, the 20 
mg atorvastatin group had a more significant effect than the non-atorvastatin group, with significant 
difference (P ＝ 0.006). The network meta-analysis showed that atorvastatin had a significant effect on 
the total effective rate: 40 mg was the best, followed by 20 mg, and 10 mg respectively. As to adverse 
reactions, 40 mg was the highest, followed by 20 mg, and 10 mg respectively. Conclusion  Among 
different doses of atorvastatin, 40 mg is better than other lower doses in effectiveness, ADL score and 
recurrence rate, but the incidence of adverse drug reactions is also higher. 
Key words: atorvastatin; different dose; chronic subdural hematoma; meta-analysis
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文献。提取数据并进行质量评价由两位研究者交叉
核对，如有分歧应讨论或由第三位研究者协助解决。
1.4　文章质量的评价
　　对符合纳入标准的文献使用 Cochrane 协作网
的风险偏倚评估工具进行文献质量评价，包括随
机序列产生、分配隐藏、对研究者和受试者施盲、
研究结局的盲法评价、结果数据的完整性、选择
性报告研究结果和其他偏倚等方面内容。
1.5　数据处理
　　采用 Cochrane 协作网提供的 Revman 5.4 软
件进行 meta 分析。采用 Cochrane Q 检验评估各
项随机对照的异质性，若研究结果 P ＞ 0.1 且
I2 ＜ 50% 表明研究间的异质性较低，采用固定效
应模型；反之，采用随机效应模型，并分析研究
间存在异质性的原因，制作漏斗图进行发表偏倚
的分析。二分类变量资料采用优势比（RR），连
续性变量则使用加权均数差（WMD）来表示，各
效应量均以 95% 的置信区间（CI）来表示。
　　其次，采用 GEMTC 软件 [12] 进行网状 meta
分析，通过 DerSimonian-Laird 随机效应模型和蒙
特卡罗马尔科夫模型（Monte Carlo MarkovChain，
MCMC）进行合并。对于二分类变量，使用 OR/
RR 及 95%CI 为疗效分析统计量；对于连续性变
量，使用 MD 及其 95%CI 为统计量。并且采用等
级概率图（rank probability plot）对有效性、药物
不良反应进行排序。
2　结果
2.1　文献纳入的流程
　　本文通过数据库检索得到 622 篇相关发表文
献，排除 344 篇重复发表的文献，得到 278 篇初
筛合格的文献，进一步阅读文章题目和摘要，不
符合标准文献有 90 篇，对剩余的 188 篇文献进
行全文浏览，根据本文纳入的标准排除文献 174
篇，最终得到可用于 meta 分析的有效文献 14 篇。
2.2　文献一般情况与质量评价
　　纳入的 14 篇文献有 9 篇 [13-21] 为中文文章，5
篇 [22-26] 为外文文章，均为 RCTs，其中受试者有
1519 例（治疗组 763 例，对照组 756 例），其中 7
篇 [15-17，19-20，23，26] 文章采用随机数字表法，1 篇 [13]

采用数字奇偶法，其余 6 篇 [14，18，21-22，24-25] 未提
及具体分配方法；1 篇 [23] 提及双盲法，其余研究
均未提及盲法未描述受试者的失访或退出情况，
均无选择性报道研究结果；方法学具体纳入文献
的资料见表 1，对文献使用 Cochrane 质量评价标
准进行评价，结果见图 1。
2.3　直接比较 meta 分析
2.3.1　ADL 评分　有 6 篇文献 [13，15，17，19-21] 报道了

ADL 评分，分析 6 项研究统计学异质性明显（P ＝

0.03，I2 ＝ 95%），对其进行敏感性分析发现剔除张
亮亮 [13] 的研究，进行亚组分析异质性明显降低，采
用固定效应模型对其进行 meta 分析，结果显示 40 
mg 阿托伐他汀较 20 mg 阿托伐他汀改善 ADL 评分
效果更显著（WMD ＝ 5.17，95%CI：3.49 ～ 6.85），
P ＜ 0.000 01]，另外 20 mg 阿托伐他汀较 10 mg 阿
托伐他汀改善效果无明显差异（WMD ＝－ 0.27，
95%CI：－ 1.21 ～ 0.67，P ＝ 0.57），见图 2。

图 2　两组患者 ADL 评分比较的森林图

Fig 2　Forest plot of ADL scores of both groups

2.3.2　复发率　有 7 篇文献 [15，17，22-26] 报道了复
发率，分析 7 项研究统计学无明显异质性（P ＝

0.86，I2 ＝ 0%），采用固定效应模型对其进行
meta 分析，结果显示治疗后，40 mg 阿托伐他汀
比 20 mg 阿托伐他汀复发率更低（OR ＝ 0.22，
95%CI：0.07 ～ 0.68，P ＝ 0.008）， 而 20 mg 阿
托伐他汀较常规治疗复发率更低（OR ＝ 0.31，
95%CI：0.19 ～ 0.49，P ＜ 0.000 01），见图 3。
2.3.3　神经功能恢复　有 4 篇文献 [22-24，26] 报道了
神经功能恢复，分析 4 项研究统计学无明显异质
性（P ＝ 0.36，I2 ＝ 7%），采用固定效应模型对
其 meta 分析，结果显示 20 mg 阿托伐他汀比常规

图 1　纳入文献的质量评价

Fig 1　Quality evaluation of the included literature
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治疗神经功能恢复更明显（OR ＝ 1.84，95%CI：
1.19 ～ 2.84，P ＝ 0.006），见图 4。
2.4　网状 meta 分析

图 4　两组患者神经功能恢复比较的森林图

Fig 4　Forest plot of neurological recovery of both groups

2.4.1　总有效率　有 11 篇文献 [13-22，25] 报道了总有效
率，结果只有 10 mg 阿托伐他汀的总有效率与常规
治疗相比差异无统计学意义（OR ＝ 2.37，95%CI：
0.47 ～ 13.22），而 20 mg 阿托伐他汀和 40 mg 阿托
伐他汀总有效率均显著优于常规治疗（见表 2），等
级排名中，40 mg 阿托伐他汀效果最佳，其次为 20 
mg 阿托伐他汀，最后为 10 mg 阿托伐他汀，见图 5。

2.4.2　不良反应发生率　有 7 篇文献 [15-21] 报道了阿
托伐他汀不良反应发生率，结果 10 mg 阿托伐他汀
与 20 mg 阿托伐他汀相比差异无统计学意义（OR＝

0.32，95%CI：0.09 ～ 1.03）， 与 40 mg 阿 托 伐 他
汀相比差异具有统计学意义（OR ＝ 0.18，95%CI：
0.04 ～ 0.76）（见表 3），而等级概率排名中显示 40 

表 1　纳入文献的基本特征 
Tab 1　Basic characteristics of the included literature

纳入研究
研究时

间 / 周
年龄 / 岁

样本量 干预措施
结局指标

试验组 对照组 试验组 对照组

张亮亮 2018[13] 12 67.15±5.32 50 50 40 mgA ＋常规治疗 20 mgA ＋常规治疗 ①②

杨治涛 2019[14]   4 67.6±6.5 63 63 40 mgA ＋常规治疗 20 mgA ＋常规治疗 ①

周宇 2017[15] 12 67.2±7.3 60 60 40 mgA ＋常规治疗 20 mgA ＋常规治疗 ①②④⑤

赵英歌 2017[16]   4 57.52±3.41 41 41 20 mgA ＋常规治疗 10 mgA ＋常规治疗 ①⑤

潘文 2017[17] 12 67.5±7.0 58 48 40 mgA ＋常规治疗 20 mgA ＋常规治疗 ①②④⑤

宋艳艳 2018[18]   4 62.5±8.3 32 32 20 mgA ＋常规治疗 10 mgA ＋常规治疗 ①⑤

金菊庆 2018[19] 12 70.4±3.1 48 48 40 mgA ＋常规治疗 20 mgA ＋常规治疗 ①②⑤

杨晓清 2017[20] 12 66.8±6.7 15 15 20 mgA ＋常规治疗 10 mgA ＋常规治疗 ①②⑤

徐叶 2018[21] 12 66.8±6.7 30 30 20 mgA ＋常规治疗 10 mgA ＋常规治疗 ①②⑤

David 2016[22] 12 79.5 12 12 20 mgA ＋常规治疗 常规治疗 ①③④

Jiang 2018[23]   8 67 98 98 20 mgA ＋常规治疗 常规治疗 ③④

Tang 2018[24] 12 59.7±15.4 125 120 20 mgA ＋常规治疗 常规治疗 ③④

Xu 2016[25] 24 96.59±28.59 39 63 20 mgA ＋常规治疗 常规治疗 ①④

Liu 2016[26] 24 63.33±10.08 92 76 20 mgA ＋常规治疗 常规治疗 ③④

注（Note）：A. 阿托伐他汀（atorvastatin）；常规治疗（conventional treatment）：甘露醇脱水降颅压（dehydration of mannitol），抗癫痫

治疗（antiepileptic therapy），糖皮质激素治疗（glucocorticoid），血管紧张素转化酶抑制剂（ACEI/ARB），手术治疗（surgical treatment）等；

结局指标（primary outcome）：① 总有效率（total effective rate），② 日常生活能力量表评分（ADL score），③ 神经功能恢复（neurological 
recovery），④ 复发率（recurrence rates），⑤ 不良反应（adverse events）。

图 3　两组患者复发率比较的森林图

Fig 3　Forest plot of recurrence rates of both groups

表 2　总有效率的网状 meta 分析结果 
Tab 2　Network meta-analysis of total effective rate

A（n ＝ 118） 2.88（1.31，6.52） 10.16（3.73，29.09） 0.42（0.08，2.12）
0.35（0.15，0.76） B（n ＝ 387） 3.53（1.96，6.76） 0.15（0.03，0.57）
0.10（0.03，0.27） 0.28（0.15，0.51） C（n ＝ 279） 0.04（0.01，0.19）
2.37（0.47，13.22） 6.69（1.76，32.38） 23.66（5.37，134.58） D（n ＝ 369）

注（Note）：A. 10 mg 阿托伐他汀＋常规治疗（10 mg atorvastatin ＋ conventional treatment）；B. 20 mg 阿托伐他汀＋常规治疗（20 
mg atorvastatin ＋ conventional treatment）；C. 40 mg 阿托伐他汀＋常规治疗（40 mg atorvastatin ＋ conventional treatment）；D. 常规治疗

（conventional treatment），字母以下的单元格数据表示两种治疗措施比较的 OR（95%CI），当 95%CI 不包含 1 时，表明两种治疗措施之间

比较具有统计学意义，n 为每种治疗措施的病例数（The cell data under the capital letters represents the OR（95%CI）of the comparison between 
the two treatment measures. When the 95%CI does not contain 1，shows that the comparison between the two treatment measures is statistically 
significant；"n" represents the number of cases of each treatment measure）。
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mg 阿托伐他汀不良反应发生率最高，其次为 20 mg
阿托伐他汀，最后为 10 mg 阿托伐他汀，见图 6。

表 3　不良反应的网状 meta 分析结果 
Tab 3　Network meta-analysis of adverse reaction

A（n ＝ 118） 3.08（0.97，11.39） 5.48（1.32，25.96）
0.32（0.09，1.03） B（n ＝ 274） 1.84（0.78，4.04）
0.18（0.04，0.76） 0.54（0.25，1.29） C（n ＝ 166）

注（Note）：A.10 mg 阿托伐他汀＋常规治疗（10 mg atorvasta-
tin ＋ conventional treatment）；B.20 mg 阿托伐他汀＋常规治疗（20 
mg atorvastatin ＋ conventional treatment）；C.40 mg 阿托伐他汀＋常

规治疗（40 mg atorvastatin ＋ conventional treatment）。

图 6　不良反应的等级概率图

Fig 6　Graded probability of adverse events

2.5　发表偏倚分析
　　选取不同剂量阿托伐他汀在总有效率方面对
比的 11 项研究进行漏斗图的绘制，以检验本研
究是否存在发表偏倚，漏斗图的结果见图 7。图
形以 OR 为中心，结果显示样本图形各点较为对
称，无明显发表偏倚。
3　讨论
　　CSDH 的发生、发展及吸收的机制尚不十分清
楚。研究显示 CSDH 患者多为颅脑损伤后桥静脉
或静脉窦、蛛网膜颗粒损伤所致的硬膜下腔出血。
当出血持续 3 周以上时，血肿会被包膜包围形成
血肿 [27]。其中继发性炎症、血肿形成、外膜血管
生成和反复再出血是 CSDH 发生发展的关键因素。
　　阿托伐他汀是一种他汀类药物，能抑制 3- 羟
基 -3- 甲基戊二酰辅酶 A 还原酶，并通过降低低
密度脂蛋白胆固醇水平发挥作用。阿托伐他汀已
被证明不仅是局部炎症抑制剂，也是血管生成成
熟剂 [28-29]，在动物实验中发现阿托伐他汀可以增
加血管生成素和血管内皮生长因子的表达，从而
促进血管成熟，修复受损的血管内皮细胞 [30-31]。
但目前对于他汀类治疗 CSDH 患者的具体剂量尚
未统一，本文通过 meta 分析比较不同剂量阿托

伐他汀治疗 CSDH 的疗效，进一步探讨 10 mg、
20 mg 与 40 mg 阿托伐他汀对 CSDH 患者总有效
率、ADL 评分、神经功能恢复和复发率以及不良
反应的影响，以更好地指导临床用药。
　　本研究共纳入 14 项 RCT 研究，涉及 1519 名
患者，对不同剂量阿托伐他汀从有效性和安全性
对比发现：① 在 ADL 评分方面，40 mg 阿托伐
他汀改善效果更好，20 mg 阿托伐他汀较 10 mg
阿托伐他汀改善效果无明显差异；② 在复发率方
面，40 mg 阿托伐他汀较 20 mg 阿托伐他汀治疗
后复发率更低；③ 神经功能恢复方面，20 mg 阿
托伐他汀与常规治疗神经功能恢复更明显；④ 总
有效率方面，通过网络 meta 分析的等级排名中，
40 mg 阿托伐他汀效果最佳，其次为 20 mg 阿托
伐他汀，最后为 10 mg 阿托伐他汀；⑤ 不良反应
发生率方面，40 mg 阿托伐他汀不良反应发生率
最高，其次为 20 mg 阿托伐他汀，最后为 10 mg
阿托伐他汀。大剂量的阿托伐他汀可能会增加不
良反应，主要为消化道不良反应和肝功能异常，
消化道不良反应表现为恶心呕吐、腹泻、腹胀、
便秘等，肝功能异常表现为转氨酶升高，不良反
应多发生在开始用药后 3 个月之内并且呈剂量依
赖性，通过降低用药剂量或停药，转氨酶可以恢
复至用药前水平。如转氨酶升高水平超过正常上
限3 倍，应立即停药，必要时给予护肝对症治疗。
　　本研究仍然存在局限性：① 纳入的文献质量
不足，高质量研究不多，文章质量低产生偏倚和误
差的可能性较大；② 由于纳入研究的治疗周期不
等且都较短，多数研究未进行长期随访观察，因此
不同剂量阿托伐他汀治疗 CSDH 临床获益以及安
全性需要更长周期跟踪随访；③ 各研究的研究对
象也有差异，如年龄、体质量指数、是否手术也增
加了偏倚风险；④ 考虑阳性结果文章相对容易发
表的情况，故可能存在对真实值的过高估计。
　　综上所述，40 mg 阿托伐他汀高剂量在有效性、
ADL 评分和复发率方面，优于低剂量，但不良反

图 7　总有效率发表偏倚的漏斗图

Fig 7　Total efficiency publication bias

图 5　总有效率的等级概率图

Fig 5　Grade probability plot of total effective rate
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应发生率高于低剂量组。1519 名患者发生 67 例不
良反应，其中胃肠道不良反应有 29 例次，最为常
见，其次肝功能异常为 16 例次，大多无需特殊处
理，安全性可控。目前，关于阿托伐他汀高剂量选
择的研究并不多，临床大多数 CSDH 患者应用剂量
为 20 mg，阿托伐他汀的安全剂量可以高达每日 80 
mg，而且 CSDH 患者多为老年人常常伴有高血脂，
多数服用他汀类药物降脂，从长期获益角度来进行
剂量的选择，可考虑在临床开展更多不同剂量阿托
伐他汀治疗 CSDH 的有效性和安全性的研究。
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临床药师参与 1 例妊娠期乳腺癌新辅助化疗的病例分析
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摘要：临床药师参与并分析和讨论 1 例妊娠期乳腺癌患者新辅助治疗全过程，为此类特殊患者

提供用药参考。本案例中，临床药师根据循证医学证据，考虑患者耐受和胎儿安全，建议采用

白蛋白结合型紫杉醇联合阿霉素脂质体和环磷酰胺作为新辅助化疗方案，并在整个治疗过程

对患者可能出现的药物不良反应进行监护并实时关注胎儿健康状态。最终患者在整个新辅助化

疗过程未发生明显不良反应，于妊娠晚期顺利剖宫产一活婴，婴儿情况良好。
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　　世界卫生组织癌症研究机构（IARC）发布的
数据显示，2020 年乳腺癌新发病例高达 226 万
例，占比 11.7%，其发病率和病死率在女性恶性
肿瘤中均列榜首 [1]。妊娠相关乳腺癌（pregnancy 
assisted breast cancer，PABC）是乳腺癌的特殊
类型，包括妊娠期间确诊的乳腺癌即妊娠期乳
腺 癌（breast cancer in pregnancy，BCP） 及 产 后
1 年内确诊的乳腺癌，约占所有乳腺癌患者的
0.2% ～ 3.8%。对于肿块较大（＞ 5 cm）、腋窝淋
巴结转移、有保乳意愿但肿瘤大小与乳房体积比
例大难以保乳等患者可实施新辅助化疗，目的在
于通过全身化疗使肿瘤缩小，为后续手术或放疗
创造有利的条件。由于妊娠的特殊性，目前对于
妊娠期行新辅助化疗的报道较少。对于 BCP 患者，
临床上医师既要考虑患者因素，如临床获益和耐
受程度，也要兼顾胎儿安全，如化疗药物暴露是
否会增加胎儿致畸、胎儿生长受限、胎死宫内等
风险，诊疗难度明显增大。本文报道了 1 例妊娠
18 周＋ 5 初诊断为乳腺癌的患者在接受了 5 个周期
新辅助化疗后，在妊娠 35 周＋ 4 顺利行剖宫产一
活婴的病例。临床药师从循证学出发，查阅大量
资料，对其化疗方案、药物剂型、药物剂量、辅
助用药等进行深度分析讨论，并密切关注患者妊
娠情况，监护药物对母体及胎儿的不良反应，为
该类患者的临床决策提供了参考依据。

1　病例概况
　　患者，女，30 岁，身高 155 cm，体质量 58 
kg，体质量指数 24.1 kg·m － 2，体表面积 1.59 
m2，以“发现左侧乳房肿块 6月余，妊娠 18周＋ 5，
确诊左侧乳腺癌 7 d”主诉入院。患者 2020 年 12
月无意中发现左侧乳房外上限肿块，外院行左侧
乳腺穿刺活检，未发现肿瘤细胞。2021 年 1 月患
者妊娠。2021 年 5 月患者自觉肿块进行性增大，
外院行左侧乳腺及左腋窝淋巴结穿刺活检，病理
示浸润性导管癌，淋巴结见肿瘤组织。2021 年
6 月患者就诊于本院。入院体格检查：两侧乳房
不对称，左乳外上限肿块，直径约 9 cm，皮肤
红肿，皮温高；左腋窝淋巴结肿大，大小约 2.5 
cm×1.5 cm。于本院再行左侧乳腺肿块及左腋窝
淋巴结穿刺活检，经病理学会诊后确诊为左乳浸
润性导管癌，左侧腋窝淋巴结转移。免疫组化结
果显示：雌激素受体（ER）（弱＋，约 3%）、孕激
素受体（PR）（弱＋，约 2%）、HER-2（0）、Ki-67
（＋ 80%）。心脏彩超及心电图无异常，Barthel
指数 100 分。产科超声：孕 18 周＋ 5。否认家族
性遗传病史，否认家族性肿瘤病史。否认食物药
物过敏史及烟酒史。
　　经多学科联合会诊后，于患者妊娠 19 周予
TAC（紫杉类＋蒽环类＋环磷酰胺）方案化疗，
具体药物见表 1。

临床药师在临床



1694

Central South Pharmacy.  July  2022, Vol. 20 No. 7 　中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期

　　期间患者未诉特殊不适，出院后复查血常
规、肝肾功能均无明显异常。患者于妊娠 22 周、
25 周、28 周、31 周按期复查心脏彩超及胎儿二
级产科彩超，均无异常，遂按原方案进行第2～5
周期化疗，在完成第 5 周期化疗出院后，患者偶
感咳嗽、胸闷，无发热，返院完成相关检验检查，
肿瘤科医师综合呼吸科及产科意见，暂停化疗，
予头孢呋辛抗感染治疗并择期行剖宫产手术。最
终患者在妊娠 35 周＋ 4 行剖宫产一活婴，胎儿
Apgar 评分 9 ～ 10 分，一般情况好。
2　分析
2.1　化疗指征判断 
　　患者入院时妊娠 18 周＋ 5，属于妊娠中期，
左乳浸润性导管癌诊断明确。根据肿瘤大小、淋
巴结转移情况及现有的影像学检查，分期为局部
晚期，但不能排除有远处转移（Ⅳ期），乳腺外
科评估不适宜手术治疗，肿瘤科评估具有术前新
辅助化疗适应证。患者为首次妊娠，有强烈生育
意愿，治疗目标为尽可能地控制肿瘤病情，同时
尽量减少胎儿损伤。临床药师查阅相关指南和共
识：专家组建议孕周＜ 13 周的 BCP 患者考虑终
止妊娠，而对于孕 13 周～ 34 周的 BCP 患者可根
据病情实施手术或化疗，胎儿重要器官的发育在
妊娠中晚期基本已经完成，此时进行细胞毒药物
治疗不会增加先天性畸形的发生率，考虑骨髓抑
制可能增加分娩后母亲及新生儿的感染和出血风
险，最后一个化疗周期和分娩之间应留出 3 周的
时间窗 [2-4]。
2.2　化疗方案选择 
　　对于“HER-2 阴性乳腺癌术前化疗”，指南推
荐蒽环联合紫杉方案：TAC（1A），AT（2A）[5]。
蒽环类对于 BCP 患者具有相对充足的循证学依
据，紫杉醇获得欧洲肿瘤内科学会（ESMO）推
荐，而环磷酰胺早期使用致畸率为 18%，中晚期

使用致畸率为 1%[4]。该患者心脏彩超及心电图均
显示其左心功能正常，既往无心血管疾病史，家
族无心脏病史，无使用蒽环类药物禁忌，医师和
临床药师充分告知患者妊娠期间接受抗肿瘤治疗
可能存在的风险后，确定采用 TAC 方案。
2.3　化疗药物剂型选择 
　　白蛋白结合型紫杉醇及阿霉素脂质体用于乳
腺癌新辅助化疗有较多的循证学证据。在国外开
展的两项研究表明阿霉素脂质体用于局部晚期乳
腺癌新辅助化疗有效 [6-7]，我国一项对比研究也
表明阿霉素脂质体与表柔比星在乳腺癌新辅助化
疗中的疗效相当且毒性较小 [8]。基于这些研究，
我国有专家共识阐述阿霉素脂质体作为新辅助化
疗的短期应用可取，其在早期乳腺癌的应用也将
越来越明确 [9]。而白蛋白结合型紫杉醇用于乳腺
癌新辅助治疗已获得指南推荐 [5]，虽然其周围神
经病变的发生率较高，但毒性具剂量依赖性，若
治疗期间患者出现不可耐受的周围神经毒性，可
根据《紫杉类药物相关周围神经病变规范化管理
专家共识》进行调整剂量等干预措施，且有研究
表明剂量下调可降低毒性而不会影响病理学完全
缓解（pCR）率 [10]。
　　对于新型制剂用于 BCP 患者，没有指南或
共识给出明确的意见。医师倾向于使用循证学依
据较多的溶液型制剂，但有研究显示新辅助治疗
中白蛋白结合型紫杉醇比溶液型紫杉醇有更高的
pCR 率，尤其是对三阴性乳腺癌患者 [10]。阿霉素
脂质体是将阿霉素包封于聚乙二醇化脂质体中的
制剂，具有靶向性、缓释作用、良好的组织相容
性及低心脏毒性等优点。鉴于白蛋白结合型紫杉
醇及阿霉素脂质体这两种新型制剂上市时间相对
较短，暂未找到其用于 BCP 患者的相关报道。阿
霉素及紫杉醇均为 P- 糖蛋白（P-gp）底物，胎盘
中 P-gp 通常高表达，游离的阿霉素及紫杉醇具

表 1　患者所用具体药物 
Tab 1　Specific medicine used by the patient

化疗周期（Q3W） 所用药物及剂量 给药途径 妊娠期用药安全

D1 注射用紫杉醇（白蛋白结合型）300 mg ＋ 0.9% 氯化钠注射液 100 mL 静脉滴注 孕妇慎用

D1 盐酸阿霉素脂质体注射液 40 mg ＋ 5% 葡萄糖注射液 250 mL 静脉滴注 孕妇慎用

D1 注射用环磷酰胺 0.8 g ＋ 0.9% 氯化钠注射液 100 mL 静脉滴注 孕妇慎用

D1 盐酸帕洛诺司琼注射液 0.25 mg ＋ 0.9% 氯化钠注射液 20 mL 静脉推注 可能安全

D1 地塞米松磷酸钠注射液 5 mg 静脉推注 可能有害

D1 ～ 2 地塞米松片 3.75 mg 口服 可能有害

D1 ～ 2 艾司奥美拉唑镁肠溶片 20 mg 口服 可能有害

D1 ～ 2 注射用还原型谷胱甘肽 1 g ＋ 0.9% 氯化钠注射液 250 mL 静脉滴注 无

D1 美司钠注射液 0.4 g ＋ 0.9% 氯化钠注射液 100 mL 静脉滴注 可能安全

D2 聚乙二醇化重组人粒细胞刺激因子注射液 6 mg 皮下注射 无
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有高蛋白结合力，可受到 P-gp 外排 [11-12]。有离
体双灌注人胎盘子叶模型实验比较了三种紫杉
醇制剂 Taxol（溶液型）、Abraxane（白蛋白结合
型）和 Genexol-PM（聚合物胶束）进入胎儿循环
的速率，以及在胎盘中的累积程度，结果表明仅
在用 Genexol-PM 灌注时胎盘有更高的紫杉醇吸
收，而用 Abraxane 灌注的紫杉醇吸收与 Taxol 相
当 [13]。有实验比较溶液型阿霉素及其两种脂质体
制剂（pH 敏感型 [L-DOX] 和聚乙二醇化型 [PL-
DOX]）在人胎盘绒毛膜癌细胞中的细胞摄取和毒
性，结果表明 PL-DOX 的毒性明显低于其他制剂，
且在整个灌注过程中基本保持在母体循环中。PL-
DOX 在表面形成空间屏障并阻碍其与细胞表面分
子的非特异性相互作用，以及随后的内吞作用，
使其具有更低的胎盘透过率 [14]。
　　基于以上研究，临床药师建议使用白蛋白结
合型紫杉醇及阿霉素脂质体，最终，医师采纳临
床药师建议，化疗方案使用白蛋白结合型紫杉醇
和阿霉素脂质体。
2.4　化疗药物剂量确定 
　　3 周方案的新辅助化疗研究中白蛋白结合型
紫杉醇以 260 mg·m － 2 给药 [15]，阿霉素脂质体
以 35 mg·m － 2 给药 [6-8]，指南推荐环磷酰胺以
500 mg·m － 2 给药 [5]。医师倾向于对妊娠患者实
施初始剂量减少作为胎儿保护措施，临床药师意
识到妊娠期间，患者的表观分布容积、细胞色素
酶 P450 酶活性、血浆白蛋白浓度、血浆容量等
都会发生变化，不应该事先减少剂量。研究显示
娠娠期间阿霉素的浓度 - 时间曲线下面积（AUC）
降低了 5.2%，阿霉素暴露量下降可能获得更低
的心脏毒性风险，但随着孕周的增加，胎儿逐渐
发育，氧耗逐渐增加，相应加重心肺负荷，这是
否会抵消妊娠期间阿霉素暴露量下降带来的心
脏获益未知。而对于紫杉醇，娠娠期间 AUC 下
降达 27.4%，而血药浓度超过阈值的时间降低了
10.9%，峰浓度（Cmax）降低了 36.8%[16]。紫杉醇
的药代动力学行为是非线性的，有文献认为其药
代动力学参数的变化可能不会改变疗效，而是对
不良反应有影响，较低的 Cmax 和 AUC 意味着妊
娠人群与未妊娠人群相比毒性风险更低，但这是
否会转化为疗效下降尚不清楚 [17]。最终医师权
衡获益与风险，选择白蛋白结合型紫杉醇以 185 
mg·m － 2 给药，阿霉素脂质体以 25 mg·m － 2 给
药，环磷酰胺以 500 mg·m － 2 给药。
2.5　辅助用药选择 

　　恶心、呕吐是化疗药物常见的不良反应。根
据指南，含蒽环类和环磷酰胺的化疗方案具有高
致吐风险，发生恶心呕吐的概率＞ 90%，可选
NK-1 受体拮抗剂＋ 5-HT3 受体拮抗剂＋地塞米
松 ±奥氮平作为预防方案 [18-19]。上市后有阿瑞匹
坦与异环磷酰胺合用出现了神经毒性的报道 [20]，
环磷酰胺为异环磷酰胺的同分异构体，不确定阿
瑞匹坦与其是否存在相互作用，在获得更多安
全性数据之前，临床药师不推荐使用这类药物。
5-HT3 受体拮抗剂已被广泛用于妊娠导致的恶心
和呕吐。对于必须接受医源性早产的胎儿，产前
应用地塞米松可促胎肺成熟，提升新生儿 Apgar
评分 [21]，最终医师选择 5-HT3 受体拮抗剂＋地塞
米松作为止吐方案。临床药师查阅文献发现，与
1 代相比，2 代 5-HT3 受体拮抗剂帕洛诺司琼与
5-HT3 受体结合能力更强，预防化疗所致急性恶
心呕吐的疗效更好 [22]。医师接纳临床药师建议，
选用帕洛诺司琼。
　　还原型谷胱甘肽是谷胱甘肽主要的活性状
态，能与亲电子基与自由基等有害物质结合，从
而产生解毒和保护细胞的作用 [23]。在一项还原
型谷胱甘肽治疗妊娠期肝内胆汁淤积症的效果
观察研究中，研究组早产、羊水污染、新生儿
Apgar ≤ 7 分发生率均显著低于对照组，表明孕
期使用还原型谷胱甘肽是安全的 [24]。美司钠具有
巯基可与环磷酰胺有毒代谢物丙烯醛结合形成无
毒的化合物，也可与 4-OH- 环磷酰胺和 4-OH- 异
环磷酰胺结合，从而避免膀胱炎的发生，静脉使
用后，仅少量药物以硫化物的形式存在于全身血
液循环中，故临床药师认为其在妊娠期使用是安
全的。另外一项质子泵抑制剂（PPI）对孕妇体
外子宫肌层的松弛作用的研究表明 PPI 会减少子
宫肌层平滑肌的自发收缩 [25]，因此临床药师建议
分娩前 3 周停止使用艾司奥美拉唑。化疗进行到
第 4 周期时医师咨询临床药师是否可以使用右雷
佐生作为预防蒽环类心脏毒性的药物。右雷佐生
有潜在遗传毒性，2014 年英国药品与保健品管理
局（MHRA）警示右雷佐生的使用限制：乳腺癌
患者在开始使用右雷佐生前，应已累积接受至少
300 mg·m － 2 阿霉素的剂量，该患者整个新辅助
治疗期间接受阿霉素的剂量不会超过此剂量，因
此药师不推荐患者此阶段使用右雷佐生。
　　患者每个化疗周期结束 24 h 后均预防性皮
下注射聚乙二醇重组人粒细胞集落刺激因子注射
液（PEG-rhG-GSF）。尽管粒细胞集落刺激因子
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（G-CSF）在妊娠期间的有效性和安全性尚未确
立，但有研究称 G-CSF 的使用不会影响新生儿
的结局 [26]，且有共识指出对于接受粒细胞减少
性发热（FN）高危化疗方案的患者推荐预防性使
用 G-CSF，而患者所使用的 TAC 方案，为常见的
可引发高 FN 发生风险的化疗方案，可使用 PEG-
rhG-GSF 预防中性粒细胞减少的发生 [27]。临床药
师和医师认为该患者使用 G-CSF 潜在获益大于对
胎儿的潜在危险，予以使用。
3　小结
　　随着乳腺癌的高发，BCP 发病率也随之增
加，与分娩后再对病情进行评估和治疗相比，妊
娠期间接受任何有效干预都显示出总体生存率提
高的趋势 [28]，因此妊娠期接受细胞毒药物治疗
也越来越常见。阿霉素脂质体及白蛋白结合型紫
杉醇用于乳腺癌新辅助治疗已多有研究 [6-8，10，15]，
但用于 BCP 患者的新辅助化疗鲜有报道。虽有证
据证明在妊娠中晚期使用化疗药物相对安全，但
妊娠期接受化疗仍有风险，如可能导致胎儿宫内
发育受限、神经系统发育迟缓以及不得不接受医
源性早产导致胎儿出生体重过轻等问题，故化疗
期间需密切监测母亲及胎儿各项指标，临床药师
要对不良反应进行监控，发现异常及时处理，以
减少不良事件的发生。
　　在本例患者的新辅助治疗过程中，临床药师
查询国内外指南共识及相关文献，参与治疗方案
的制订，对使用中的药物实施药学监护并记录用
药日志，积极与患者沟通，对患者进行用药教育，
以保证患者用药安全，并从循证学方面对患者实
施化疗的指征、方案、剂型、剂量以及辅助用药
进行分析讨论。BCP 的治疗难点在于必须兼顾患
者治疗的有效性及胎儿的安全性，随着药物纳米
制剂载体的问世，化疗过程中药物的选择尤为关
键，需要临床药师积极参与，为临床医师提供建
议，实施个体化治疗。特殊人群如儿童、老人、
妊娠妇女等是临床药师在临床工作中需要重点监
护的对象，临床药师须不断学习，与时俱进，不
断提高自身业务水平，才能在多学科诊疗中发挥
作用，为患者提供更全面的药学服务。
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采用 PDCA循环管理规范重点监控药品合理使用的实践

陈刚，袁玉丽，黄秋明（武汉科技大学附属孝感医院 孝感市中心医院药学部，湖北　孝感　432000）

摘要：目的　促进医院重点监控药品临床合理使用。方法　采用 PDCA 循环对重点监控药品

的使用进行管理，并对 PDCA 循环管理前（2018年4月—2018年9月）、管理后（2018年10月—

2019 年 3 月）我院重点监控药品使用情况进行分析，评价管理效果。结果　采取 PDCA 循环

管理后，我院重点监控药品使用金额下降幅度达 32.37%，重点监控药品金额占比由 19.83% 降

至 13.12%；全院药占比降幅达 3.83%，患者人均重点监控药品费用下降 35.71%；使用金额排

名前 20 的重点监控药品总使用金额下降幅度达 42.18%；大部分临床科室重点监控药品占比下

降比例在 3.63% ～ 81.51%，重点监控药品占比达标科室由 2 个增加到 16 个。结论　PDCA 循
环管理能有效减少重点监控药品的使用，明显降低药品费用，促进临床合理用药。

关键词：重点监控药品；PDCA 循环管理；合理用药
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Practice of standardizing rational use of key monitoring drugs by  
PDCA cycle management
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　　随着医改的逐渐深入和医保控费压力的增
大，切实加强重点监控药品的管理、减轻患者的
药品费用负担和降低医保的不合理支出已成为

医疗机构管理中的重点。国家卫健委和各省（自
治区、直辖市）卫健委相继出台要求做好重点监
控药品管理工作的政策文件 [1-2]。2019 年 7 月，

药事管理
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国家卫健委会同国家中医药局关于印发《第一批
国家重点监控合理用药药品目录（化药及生物制
品）》的通知中要求医疗机构制订本机构重点监
控合理用药药品目录和重点监控合理用药药品
管理制度，对纳入目录中的全部药品开展处方
点评 [3]。
　　为做好重点监控药品的管理工作，促进临床
合理用药，我院采用 PDCA 循环对重点监控药品
的合理使用进行管理。本文重点介绍了 PDCA 循
环在我院重点监控药品规范化管理中的应用，通
过对实施 PDCA 循环管理前后的重点监控药品使
用情况进行回顾性分析，评价管理成效，以期为
医疗机构规范重点监控药品合理使用提供借鉴，
亦可为药师参与临床治疗团队，充分发挥其在药
物治疗学中的作用提供契机，促进药学服务转型。
1　资料与方法

1.1　数据收集

　　通过医院信息管理系统（HIS 系统），提取我
院 2018 年 4 月—2018 年 9 月（PDCA 循环管理前）
与2018年10月—2019年3月（PDCA 循环管理后）
重点监控药品使用情况，包括药品名称、数量、
销售金额等信息。我院重点监控药品目录主要包
括中药注射剂、质子泵抑制剂、营养支持类药、
维生素类药、神经营养类药、免疫调节剂和其他
等七大类。运用 Excel 2010 软件对 PDCA 循环管
理前后我院重点监控药品使用金额、重点监控药
品金额占比、全院药占比、人均住院重点监控药
品费用、人均住院药品费用、人均住院重点监控
药品占比、重点监控药品单品种使用金额和重点
监控药品使用科室情况等指标进行统计分析 [4]。
药占比（%）＝全院药品使用总金额 / 全院医疗总
收入×100%；重点监控药品占比（%）＝重点监
控药品使用金额 / 全院药品使用总金额×100%。
1.2　计划阶段（Plan）
1.2.1　 现 状 调 查　 我 院 2018 年 4 月 —2018 年
9 月药占比为 32.89%，重点监控药品占比为
19.83%，进入全院药品使用金额前 20 位的重点
监控药品品规数有 9 个，重点监控药品使用金额
为 3492.39 万元，住院人均药品费用为 3578.26
元，其中住院人均重点监控药品占比为 25.74%，
重点监控药品占比达标的科室仅有 2 个。
1.2.2　原因分析　采用头脑风暴法 [5]，从人、
机、物、法和环等五个方面进行原因分析，绘制
鱼骨图 [6-11]，见图 1。通过绘制柏拉图 [12]，筛选
出重点监控药品不合理使用的主要原因为管理

组织和制度不健全、未拟订考核奖惩制度、未开
展专项点评、医师合理用药意识不强以及信息系
统不完善等，见图 2。针对不合理使用的主要原
因制订质量改进计划和对策，以半年度为时间
节点，进行效果确认。

图 1　重点监控药品不合理使用的鱼骨图分析

Fig 1　Fishbone analysis of irrational use of key monitoring drugs

图 2　重点监控药品不合理使用主要原因的柏拉图分析

Fig 2　Plato analysis of main causes of irrational use of key monitoring 
drugs

1.3　执行阶段（Do）
1.3.1　健全重点监控药品管理组织和管理制度　
在药事管理与药物治疗学委员会下设立重点监控
药品管理小组，负责制订重点监控药品管理制
度、政策与措施。在临床科室设立由主任、医师
和护士组成的药事管理小组，负责科室内药事管
理的督查、反馈与整改，构建了重点监控药品的
三级质控体系。并根据国家相关文件精神，制订
《重点监控药品临床使用管理细则》。
1.3.2　建立重点监控药品预警监控机制　通过建立
重点监控药品监测、评价和超常预警制度，对其临
床使用的安全性、有效性、合理性和经济性进行监
测、分析、评估，并定期对使用异常的重点监控药
品按使用数量和使用金额分别进行排名公示，充分
发挥监督作用。根据临床使用情况，对用量异常和
点评使用不合理的品种及时采取限停限控措施，并
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“约谈”相关重点监控药品供应商。
1.3.3　实行重点监控药品目标值管理　根据各临
床科室既往重点监控药品使用金额占比和全院总
体监控目标值，结合临床科室的疾病覆盖范围和
重点监控药品的绝对适应证，按层级划分临床科
室重点监控药品使用金额占比目标值，并与临床
科室负责人签订责任状。药学部定期统计分析临
床科室重点监控药品使用情况，上报评审评价办
进行绩效考核，并及时在医院 OA 网和《用药安
全时讯》上发布，由医务部牵头对连续不达标的
科室进行重点督查，并制订整改方案。
1.3.4　开展重点监控药品处方（医嘱）专项点评
　利用临床药师工作站系统，点评小组按照《处
方管理办法》和《医疗机构处方审核规范》的要
求，每月对重点监控药品处方（医嘱）开展专项
点评，重点关注适应证不适宜或超适应证用药、
用法用量不适宜、溶媒及给药浓度不适宜、疗程
过长、有用药禁忌、联合用药及重复给药等现象。
针对使用数量和金额排名前 10 位的重点监控药
品，全部纳入点评范围，并覆盖到全院临床科室
和处方（医嘱）医师。例如，在开展的质子泵抑
制剂专项点评中，随机抽取 100 份病历进行点评，
结果发现不合理病历 18 份，合理率为 82%，其
中适应证不适宜 16 份（88.89%），疗程过长及用
法用量不适宜 2 份（11.11%）。点评结果和整改意
见及时反馈给临床科室，并与医师绩效考核、评
先评优和职称晋升挂钩。
1.3.5　建立重点监控药品替代目录　在保证临床
治疗需要的前提下，基于药品说明书、相关诊疗
指南、专家共识以及临床路径等证据，临床药师
充分发挥专业优势，积极挖掘可替代重点监控药
品的药品，首选国家基本药物，建立替代目录，
并推送给医师。
1.3.6　推进重点监控药品管理信息化　积极推进
信息化建设，HIS 系统中对重点监控药品进行标
记，医师站开具重点监控药品时弹出警示框。依
据医师和临床药师达成的共识，及时在合理用药
监测系统中进行内规则修订，调整警示信号。根
据药品绝对适应证，选择性开放专业科室使用，
严格控制证据级别不高的相对适应证。通过临床
药师工作站系统，对用量异常的药品、科室和医
师实现精准点评，并随时与医师线上交流，及时
反馈点评结果。
1.3.7　完善重点监控药品绩效考核机制　将药占
比和重点监控药品金额占比纳入综合目标考核，
分月和季度对科室进行绩效考核。对于不达标的

科室，将当月绩效工资按照医院绩效考核相关规
定扣减相应比例，用于奖励改进效果明显的科室。
1.4　检查阶段（Check）
　　成立了以医务部、门诊办公室、药学部和评
审评价办多方合作的督查小组，药学部组织专项
点评并形成负面清单，医务部和门诊办公室根据
负面清单对医师个人进行约谈、扣罚绩效、暂停 /
取消处方权、取消评先评优和延迟晋升资格等措
施，评审评价办将负面清单纳入综合目标考核。
定期统计分析重点监控药品的使用情况，及时了
解执行措施的有效性，以便适时调整执行措施，
在 PDCA 循环管理结束后，整体分析我院重点监
控药品的使用情况，评价 PDCA 循环管理的效果。
1.5　处理阶段（Action）
　　对有效的执行措施进行标准化，并建立了一
套标准化管理流程。每月由处方点评小组负责专
项点评并形成负面清单，上报医务部、门诊办公
室和评审评价办，分别对医师和所在科室进行惩
罚和绩效考核，并及时将整改意见反馈给临床科
室药事管理小组。根据临床药师和医师达成的共
识，及时进行内规格修订，完善信息管理系统。
在满足临床治疗的前提下，组织临床药师挖掘可
替代重点监控药品的药品，并及时推送给临床医
师。虽然取得了明显的成效，大部分科室的重点
监控药品占比呈大幅下降，但未完全达标，且有
个别品种使用金额和个别科室重点监控药品占比
不降反升，在下一轮 PDCA 循环管理中应重点关
注以期得到解决。
2　结果
　　经过 PDCA 循环管理后，我院重点监控药品
使用金额下降幅度达 32.37%，重点监控药品金
额占比降幅达 33.85%。进入全院药品使用金额
排名前 20 位的重点监控药品品规数从 9 个降至 3
个，排名前 10 位的重点监控药品使用金额下降
23.97%。全院药占比降幅达 3.83%。住院人均药
品费用下降 7.89%，住院人均重点监控药品费用
下降 35.71%。使用金额排名前 20 位的重点监控
药品总使用金额降幅达 42.18%，8 个品种降幅大
于 50%。绝大部分临床科室的重点监控药品占比
呈明显下降趋势，重点监控药品占比达标科室由
2 个增加到 16 个。具体见表 1 ～ 3。
3　讨论
　　PDCA 循环管理是一种科学、全面、有效的
质量管理方法。我院将其引入到重点监控药品的
管理中，通过根因分析，制订行政干预和技术干
预相结合的对策，两者相辅相成，对重点监控药



1701

中南药学 2022 年 7 月 第 20 卷 第 7 期　Central South Pharmacy.  July 2022, Vol. 20 No.7 

表 1　我院药品及重点监控药品使用情况 
Tab 1　Drugs and key monitoring drugs in our hospital 

项目 管控前 管控后 变化幅度 /%

重点监控药品使用金额 / 万元 3492.39 2361.86 － 32.37 

药品使用总金额 / 万元 17 612.24 18 005.56 2.23 

进入全院药品使用金额前 20 位的重点监控药品品规数 / 个 9 3 － 66.67 

排名前 10 位的重点监控药品使用金额 / 万元 1392.75 1058.86 － 23.97 

重点监控药品金额占比 /% 19.83 13.12 － 33.85 

全院药占比 /% 32.89 31.63 － 3.83 

出院人数 / 人 36 478 38 652 5.96 

住院人均重点监控药品费用 / 元 921.16 592.21 － 35.71 

住院人均药品费用 / 元 3578.26 3296.04 － 7.89 

住院人均重点监控药品占比 /% 25.74 17.97 － 30.21 

表 2　使用金额排名前 20 位的重点监控药品使用情况 
Tab 2　Top 20 key monitoring drugs 

排序 药品名称 规格 管控前金额 / 万元 管控后金额 / 万元 变化金额 / 万元 变化幅度 /%

1 奥拉西坦注射液 5 mL∶1 g 206.33 147.43 － 58.90 － 28.54

2 丹红注射液 20 mL 170.26 37.31 － 132.95 － 78.09

3 注射用艾司奥美拉唑钠 40 mg 165.47 96.56 － 68.91 － 41.64

4 单唾液酸四己糖神经节苷脂注射液 2 mL∶40 mg 133.69 55.28 － 78.41 － 58.65

5 注射用丹参多酚酸盐 100 mg 130.34 18.70 － 111.64 － 85.66

6 复方氨基酸注射液（15AA） 250 mL∶20 g 130.11 140.99 10.88 8.36

7 参芎葡萄糖注射液 100 mL∶0.1 g 124.18 35.76 － 88.42 － 71.20

8 丙氨酰谷氨酰胺注射液 50 mL∶10 g 112.42 59.15 － 53.27 － 47.39

9 脑苷肌肽注射液 5 mL 111.22 77.96 － 33.26 － 29.91

10 舒肝宁注射液 2 mL 108.70 12.44 － 96.26 － 88.55

11 注射用骨肽 25 mg 100.12 101.12 1.00 1.00

12 注射用兰索拉唑 30 mg 96.14 98.88 2.74 2.85

13 血必净注射液 10 mL 96.07 6.27 － 89.80 － 93.47

14 单唾液酸四己糖神经节苷脂钠注射液 2 mL∶20 mg 94.33 66.24 － 28.09 － 29.78

15 注射用泮托拉唑钠 60 mg 94.30 82.12 － 12.18 － 12.92

16 谷红注射液 5 mL 92.25 114.54 22.29 24.16

17 氨基酸注射液 250 mL∶12.5 g 91.10 83.76 － 7.34 － 8.06

18 痰热清注射液 10 mL 89.91 18.51 － 71.40 － 79.42

19 注射用小牛血去蛋白提取物 0.4 g 89.33 66.23 － 23.10 － 25.86

20 注射用丹参多酚酸盐 50 mg 80.42 20.27 － 60.15 － 74.79

合计 2316.73 1339.54 － 977.19 － 42.18 

品实行“多管齐下”的管理，取得了一定的成效，
现将我院重点监控药品管理经验总结如下。
　　依据国家政策和相关治疗指南，组织临床药
师和临床专家对我院原辅助用药目录进行了修订，
经药事管理与药物治疗学委员会讨论通过，确定
将 58 种药品（89 个品规）纳入我院重点监控药品
目录并对目录实施动态调整，目录中药品主要分
为中药注射剂、质子泵抑制剂、营养支持类药、
维生素类药、神经营养类药、免疫调节剂和其他
等七大类。为加强重点监控药品管理，适时将
2016 年制定的《辅助用药管理规定》修订为《重点
监控药品临床使用管理细则》，完善了我院重点监

控药品管理制度。同时充分运用临床科室副主任 /
护士长、医师和护士构成的三级质控体系和临床
科室药事管理小组微信群，适时推送国家相关政
策文件，保证国家政策下达的时效性。
　　将重点监控药品纳入月度和季度综合目标考
核，与绩效挂钩。根据医院整体监控目标，结合
疾病覆盖范围和重点监控药品绝对适应证，划定
各临床科室重点监控药品使用金额占比目标值。
药学部按月和季度对临床科室重点监控药品占比
进行分析，上报评审评价办进行绩效考核，并在
医院 OA 网和《用药安全时讯》上及时发布分析
报告，对于持续不达标的科室进行重点督查。
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　　为了提高处方点评质量和同质化，组织临床
药师和临床专家根据药品说明书、相关诊疗指
南、专家共识以及临床路径制订点评标准。加强
处方点评人员的业务学习，对点评人员进行集中
培训，选送青年药师参加湖北省医院药师处方审
核能力培训班。对于临床医师有异议的点评结果，
提交药事管理与药物治疗学委员会进行讨论，形
成院内共识。
　　提升药师在临床治疗团队中的影响力，在保
证临床治疗需要的前提下，基于药品说明书、相
关诊疗指南、专家共识以及临床路径等证据，临
床药师发挥自身专业优势，积极挖掘可替代重点
监控药品的药品，首选国家基本药物，建立替代
目录，并推送给医师。
　　借助医院信息化建设，在信息系统中标记重
点监控药品，医师站开具处方（医嘱）时弹出警
示框。依据医师和临床药师达成的共识，及时进
行内规则修订，调整警示信号。根据药品绝对适
应证，选择性开放专业科室使用，严控证据级别
不高的相对适应证，避免了对重点监控品的“一
刀切”式管控，保证了临床的治疗需要。
　　经过 PDCA 循环管理后，取得了一定成效，
但是由于制订对策的局限性，仍存在一些不足，
下一轮 PDCA 将从以下方面进行改进：① 通过
总体药占比控制，进一步优化药品结构，帮助临
床科室确定用药目录，纳入临床路径管理，增强
医师参与重点监控药品管控的主动性和积极性；
② 加大支持药师参与医药护治疗团队的力度，充
分发挥药师在药物治疗学中的作用，变“事后干
预”为“事前预防”，使药师成为临床药物治疗中
促进合理用药、控制医药费用不合理增长不可缺
少的专业队伍；③ 我院是三级综合医院，西医占
据主导位置，大部分医师对中医理论认知缺乏，
导致中药注射剂滥用严重，点评难度大，亟需进
一步规范；④ 重点监控药品的合理使用离不开医
师、患者及家属的参与和配合，发挥药师在合理
用药中的专业优势，加大对医师、患者及家属的
宣传教育力度。
　　重点监控药品管理是三级公立医院绩效考核
的重要组成部分 [13]，我院采用 PDCA 循环管理有
效减少了重点监控药品的使用，明显降低了患者
药费负担。但如何借助药师的专业优势，充分发
挥医药护治疗团队的作用，让重点监控药品发挥
治疗作用的同时又避免滥用，仍是医疗机构药事
管理工作中的重点。

表 3　临床科室重点监控药品占比变化情况 
Tab 3　Changes in the proportion of key monitoring drugs in  

clinical departments 

科室名称
重点监控药品占比 /% 变化幅

度 /%
目标值 /%

管控前 管控后

口腔科 30.46 5.63 － 81.51 10

肛肠科 46.24 9.44 － 79.58 10

儿科Ⅱ 6.01 1.24 － 79.32 10

耳鼻喉科 18.81 5.35 － 71.57 10

内分泌科Ⅰ 19.43 6.45 － 66.79 10

呼吸内科Ⅱ 17.07 5.68 － 66.75 10

呼吸内科Ⅰ 15.49 5.49 － 64.60 10

心内科Ⅰ 23.37 9.01 － 61.46 10

心内科Ⅱ 38.38 17.18 － 55.23 10

呼吸内科Ⅲ 13.68 6.47 － 52.69 10

感染科Ⅰ 22.04 11.78 － 46.55 10

普外科Ⅲ 22.97 12.74 － 44.54 10

骨科Ⅰ 29.76 16.74 － 43.75 15

眼科 48.94 27.77 － 43.26 15

妇科Ⅱ 11.19 6.48 － 42.11 10

妇科Ⅰ 11.67 7.19 － 38.38 10

急诊儿科 12.62 7.92 － 37.24 10

内分泌科Ⅱ 26.98 17.03 － 36.87 10

中医科、老年医学科 31.56 20.06 － 36.43 10

新生儿科 23.45 15.20 － 35.17 10

普外科Ⅰ 34.29 22.23 － 35.17 15

皮肤科 29.57 19.90 － 32.69 10

儿科Ⅲ 0.44 0.30 － 30.56 10

骨科Ⅱ 35.09 24.64 － 29.78 15

感染科Ⅱ 13.45 9.57 － 28.81 10

综合 ICU 19.34 13.81 － 28.63 10

儿科Ⅰ 10.72 7.68 － 28.38 10

消化内科Ⅰ 35.47 26.46 － 25.39 15

急诊内科 27.18 20.33 － 25.19 10

产科 15.11 11.57 － 23.45 15

骨科Ⅲ/ 手外科 46.83 36.71 － 21.61 15

普外科Ⅱ 27.16 21.36 － 21.35 15

肾内科 14.99 11.79 － 21.32 10

康复科 63.38 50.33 － 20.58 25

泌尿外科 18.21 14.57 － 20.01 10

急诊外科 / 整形外科、

烧伤科

54.92 45.00 － 18.05 25

消化内科Ⅱ 26.74 22.42 － 16.16 15

肿瘤科Ⅱ 24.45 20.54 － 15.98 15

肿瘤科Ⅰ 18.40 15.53 － 15.60 15

胸心外科 / 血管外科 20.15 17.29 － 14.19 15

神经内科Ⅰ 37.37 32.21 － 13.80 25

神经内科Ⅱ 43.48 40.32 － 7.27 25

神经外科 34.22 32.97 － 3.63 25

血液内科 21.92 23.63 7.80 15
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药师医师双点评模式在重点监控药品监管中的实践

陈学增，刘嘉欣，刘云娣，吴衡*（广州中医药大学第一附属医院，广州　510405）

摘要：目的　探讨医疗机构药师医师双点评模式的构建及其在重点监控药品的监管效果。方
法　在药事管理与药物治疗委员会下设处方点评专家组（负责对处方点评工作提供专业技术咨

询并负责处方终评）和处方点评工作小组。工作小组由药师组（临床药师、门诊和住院高年资

药师）和医师组（高年资临床主治医师）组成，建立药师医师双点评模式。采用回顾性对比分

析方法，考察实施双点评模式前后，本院重点监控药品的使用情况与医嘱合理性。结果　实

施双点评模式后，本院重点监控药品金额占比从 4.89% 下降至 4.00%，人均重点药品费用下降

14.39%；重点监控药品不合理用药医嘱比例由 38.49% 下降至 5.63%（P ＝ 0.013）。结论　本

院构建的药师医师双点评模式在重点监控药品监管中成效显著，促进了临床合理用药，降低

了医疗成本，具有可行性。

关键词：药师医师双点评模式；重点监控药品；合理用药
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主要从事医院药学和临床药学研究，email：531081647@qq.com

　　随着药品零加成、“两票制”等以“控费”为核
心思想的政策落地，中国医疗卫生体制改革进入
“深水区”，如何减轻患者经济负担，缓解“看病
贵”，促进合理用药，已成为医疗行业关注的焦

点 [1]。2019 年 7 月，国家卫健委和国家中医药局
发布了《第一批国家重点监控合理用药药品目录
（化药及生物制品）》，自此重点监控药品的监管
成为各级医疗机构的重要药事管理内容 [2-4]。
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　　本院依据国家政策要求，并结合医院实际情
况建立了本院的重点监控药品目录，并进行动态
监管和开展处方医嘱专项点评。目前普遍认为处
方点评有利于促进合理用药和提升药师能力 [5-8]。
传统的点评模式由药师单独对处方医嘱进行点
评，实践发现药师临床思维局限，点评结果与医
师意见常存在争议，对规范医师处方行为的效果
并不令人满意 [9-10]。近年来，部分医疗机构已经
看到上述问题，对重点监控药品和其他特殊药品
的专项点评模式及方法进行改变和探索 [11]，如沈
爱宗 [2] 和王英等 [12] 开展的多部门协作的处方点
评模式。然而，上述模式涉及的部门和人员较多，
对于部分医院来说操作流程烦琐，可行性不高。
基于“以病人为中心”和“控费”的理念，为进一
步加强重点监控药品的管理，促使药学工作更加
贴近临床，同时不断提高临床医师的合理用药水
平，实现医药知识相长，本院药学部开展“药师
医师双点评模式”，以期为丰富医疗机构处方专
项点评模式，完善重点监控药品的监管体系提供
参考。
1　资料与方法

1.1　机构设置

1.1.1　双点评模式处方点评小组　由药师和医师
组成点评小组。临床药学组组长担任处方点评小
组组长，临床药师，门诊和住院药房高年资药师
作为固定成员。以取得主治医师 3 年以上的各级
临床科室医师作为纳入处方点评小组条件，并按
专业和业务类别分为 3 类：西医内科、西医外科
和中医科。每月开展处方点评前由医务科按人名
循环抽取各类别临床医师 1 名，作为机动成员，
共同组成当月的处方点评小组。
1.1.2　处方点评专家组　专家组由本院的处方点
评专家小组成员组成，负责为处方点评工作提供
专业技术咨询。处方点评专家组包括组长、副组
长和组员。其中组长由医务科科长担任，副组长
由药学部副主任担任，组员包括院感科主任、微
生物室主任、质管科主任以及临床科室高级职称
人员等，共计 20 人。
1.1.3　监管和考核部门　医务科为医院行政干预
部门，负责全院医务人员处方权的培训和考核，
并监管不合理用药医师的处方权；质管科负责对
每月不合理处方医师和科室的绩效进行处罚。
1.2　处方点评流程（见图 1）
　　 ① 双点评模式的抽样方法：各门、急诊和
住院科室按重点监控药品使用金额的比例来抽取

相应的处方和病例数，比如肿瘤科本月重点监控
药品使用金额占所有门诊科室的 15%，占所有住
院科室的 20%，重点监控药品每月门急诊点评处
方数和医嘱点评数为 100，则肿瘤科本月处方抽
取数为 15 份，病历抽取数为 20。② 处方点评小
组人员分组方法：将处方点评小组中的中药师和
中医师组成中药点评组，西药师和西医内科、外
科医师组成西药点评组，两组点评人员对各组处
方逐一点评，填写处方点评表。③ 重点监控药品
分组：将医院的重点监控药品目录按药品属性分
为中药类和西药类重点监控药品，如将大株红景
天、艾迪注射液、康艾注射液等药品纳入中药重
点监控药品组，将《关于印发第一批国家重点监
控合理用药药品目录（化药及生物制品）的通知》
中的 20 个药品纳入西药重点监控药品组，按不
同药品类别分别抽取处方和病历，若该病历和处
方同时有两类药物，则由中药组和西药组同时点
评该病历和处方。
　　处方点评工作小组对重点监控药品处方和医
嘱进行初点，并将初点结果及时在处方点评工作
微信群里发布，对处方出点评结果有异议的相关
科室（医师）应在 1 周内填写处方申诉表。处方
点评专家组结合处方点评初评结果和相关科室
（医师）反馈意见进行综合评价，形成终评报告。
处方终评结果交予医务科进行公示（院内网 OA）
并在院周会上通报，同时质管科对当月不合格处
方医师和科室进行绩效考核。

图 1　本院处方点评工作流程

1.3　资料来源及分组

　　本院于 2019 年 11 月开展重点监控药品监管并
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进行药师医师双点评模式。本研究利用医院信息管
理系统（HIS 系统）、药师工作站和合理用药监测
系统，回顾性分析 2019 年 7—9 月临床科室重点监
控药品使用金额、数量情况并抽取 278 份住院患者
病历作为干预前资料，抽取 2020 年 7—9 月重点监
控药品数据以及 284 份病历作为干预后资料。
1.4　统计学方法

　　应用 Excel 建立干预前和干预后数据库，以
SPSS 25.0 统计软件对数据进行处理，计数资料比
较采用 χ2 检验。P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
2　结果

2.1　双点评模式实施前后重点监控药品销售金

额、品种及占比情况

　　双点评模式实施后，本院重点监控药品金
额、排名前 10 位重点监控药品情况、人均重点
监控药品金额等均较实施前显著下降，详见表 1
和表 2。

表 1　本院药品及重点监控药品在双点评模式实施前后的使用情况

项目 实施前 实施后
变化幅

度 /%

重点监控药品金额 / 元 7 652 537.11 6 449 611.39 － 15.72

所有药品金额 / 元 156 389 728.20 161 385 772.70        3.19

重点监控药品占比 /% 4.89 4.00 － 18.33

出院人数 10 994 10 823 － 1.56

人均重点监控药品金额 / 元 696.06 595.92 － 14.39

进入全院药品金额前 30 位

的重点监控药品数 / 个
8 5 － 37.50

表 2　金额排名前 10 位的重点监控药品在双点评模式 
实施前后的使用情况

药品名称 规格 实施前 / 元 实施后 / 元
变化幅

度 /%

大株红景天注射液5 mL 1 049 568 793 208 － 24.43

注射用红花黄色素50 mg 878 837.32 794 463.63 － 9.60

康艾注射液 20 mL 785 801.25 697 869.12 － 11.19

参芪扶正注射液 250 mL 685 602.28 663 156.34 － 3.27

奥拉西坦注射液 20 mL∶4 g 439 488.00 266 744.80 － 39.31

艾迪注射液 10 mL 408 234.43 347 208.56 － 14.95

康艾注射液 10 mL 325 150.00 316 400.00 － 2.69

前列地尔注射液 2 mL∶2 μg 320 106.69 202 415.49 － 36.77

长春西汀注射液 5 mL∶30 mg 244 517.60 231 325.60 － 5.40

依达拉奉注射液 10 mL∶15 mg 201 713.61 166 480.23 － 17.47

合计 5339 019.18 4479 271.77 － 16.10

2.2　双点评模式实施前后重点监控用药不合理医

嘱点评结果及分析

　　开展双点评模式后，重点监控药品不合理用药
医嘱比例由 38.49% 下降至 5.63%（P ＝ 0.013），各
类不合理用药问题均明显下降，具体情况见表 3。

表 3　重点监控药品不合理用药医嘱使用情况

问题类型
实施前（n ＝ 278） 实施后（n ＝ 284）

医嘱数 占比 /% 医嘱数 占比 /%

适应证不适宜     7   2.52   2 0.70

药品品种不适宜     5   1.80   0 0.00

用法用量不适宜   32 11.51   4 1.41

联合用药不适宜   14   5.04   1 0.35

给药途径不适宜   10   3.60   3 1.06

溶媒选择不适宜   25   8.99   4 1.41

用药疗程不适宜   14   5.04   2 0.70

合计 107 38.49 16 5.63

3　讨论

3.1　双点评模式有助于加强药师和医师沟通，提

升专业技水平，实现优势互补

　　以往由药学部单一点评的传统模式，存在药
师与医师沟通不足。药师点评处方和病历，属于
事后点评，由于专业背景和临床思维的差异，其
观点很容易让医师排斥，难以有效合作，而医师
点评则往往流于形式，尺度把控不严，达不到提
升合理用药的预期效果。双点评模式的开展，能
使医师和药师实现有效沟通，在交流过程中，药
师能跳出说明书的局限和滞后性，通过积极查阅
文献，最新诊疗指南、专家共识等权威资料，并
结合临床病情变化，打破以“药”为中心的传统
思维视角；医师能够发挥临床专长，从临床角度
看待问题，弥补处方点评的局限性。同时医师也
能拓宽专科诊疗规范以外的其他疾病用药认知
度，规避常见药物在某些疾病或病情中的使用禁
忌，更加关注药物之间的相互作用，有助于提升
安全合理用药知识和非专科用药水平。双点评模
式能够实现优势互补，扬长避短，最终实现医、
药知识相长。
3.2　双点评模式有助于降低医疗支出，保障用药

安全，促进合理用药

　　双点评模式通过提高医师的参与度来提升处
方和医嘱点评质量。在实施前，本院重点监控药
品的不合理用药问题较为突出，通过医师参与点
评后，重点监控药品使用不合理的问题显著改
善。尤其是中药注射剂类药物的不合理率下降明
显，如注射用红花黄色素配置时溶媒体积过低，
大株红景天注射液用于非心血淤阻冠心病，香菇
多糖每日一次等不合理用药情况明显下降。在上
述中药注射剂类药物用药日趋规范的同时，其用
量也明显下降，如大株红景天注射液和注射用
红花黄的用量较双点评模式实施前分别下降了
24.23% 和 9.6%。中药注射剂用量下降后，其相
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关药物不良反应上报例数，由实施前的 15.6 例 /
月，下降至 9.86 例 / 月，减少了用药风险，保障
了用药安全。然而不足的是，实施后部分医嘱中
仍存在用法用量不适宜等问题，接下来本院将在
各个科室逐步推广处方前置审核系统，利用信息
化手段进一步规范医嘱开具的规范性。
　　双点评模式在改善医师处方习惯、规范医师
用药行为以及控制医疗成本上发挥了重要作用。
实施双点评模式后，本院重点监控药品支出同期
减少 1 202 925.72 元，人均重点监控药品费用首
次下降至 600 元以内。由于医师团队的加入，医
师对自身的用药行为也有评判权利，点评结果在
执行时，临床也更容易接受。同时在点评过程中，
由双方共同制订的合理用药原则逐渐渗透到医
师的日常诊疗过程中，临床用药行为趋于规范合
理。加之有处方点评专家组的保障，处方点评在
讨论、沟通、学习和提升的氛围中开展，医、药
有效结合，促进了医院的合理用药，提高了医疗
质量安全，保障了广大患者的利益。
4　结论

　　药师医师双点评模式的建立是对传统以药学
部和药师为主导的点评模式的突破和创新。该模
式能真正将医药融合，让药师深入到临床药物治
疗实践工作中，让医师了解并参与药事管理工
作，不断提高药师的审方能力及医师的合理用药
水平，真正体现“以病人为中心”的药学服务价
值。在该模式基础上，后续我们将进一步通过信
息化手段，实行重点监控药品使用超常预警与动
态监测制度，对不合理用药中的用法用量、溶媒
选择、用药疗程等通过人工智能实现快速审核，
减少人工审核工作量，保证点评工作精准、快速、

高效地开展。
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　　雷珠单抗注射液是重组人源化抗血管内皮生长
因子（VEGF）单克隆抗体，能抑制 VEGF-A 受体
从而阻断眼底新生血管生成，这正是其用于治疗湿
性（新生血管性）年龄相关性黄斑变性（AMD）的
关键因素 [1]。目前，雷珠单抗已在各大眼底病指南
中作为眼底新生血管性疾病的推荐用药 [2]。
　　既往观点认为眼部使用抗 VEGF 药物的剂量
极小，产生的不良反应也多为注射操作引起，且
由于血眼屏障的存在，药物不会进入体循环引起
多系统不良反应 [3]。但近年来越来越多的研究表
明，局部注射抗 VEGF 药物可导致全身血浆游离
VEGF 的水平大大降低，并有可能持续至治疗后
一个月 [4]。全身性抑制作用是导致抗 VEGF 药物
全身不良反应的重要因素。
　　本文结合 1 例糖尿病黄斑水肿患者玻璃体内注
入雷珠单抗注射液后出现锥体外系反应，回顾国内
外文献并进行分析，以期为临床安全用药提供参考。
1　病例资料

　　患者，男，44 岁，因“血糖高 10 年，视物模
糊、手足麻木 3 年，加重伴胸闷 10 d”入住本院，
先后入住内分泌代谢科、肾内科、眼科，于 2021 年
1 月 16 日行双眼玻璃体腔注药术，于颞上侧角膜缘
后约 4.0 mm 处垂直巩膜进针注入雷珠单抗注射液
0.5 mg，术后生命体征稳定。玻璃体腔注药后约 6 h，
患者出现头部不自主抖动，神经内科会诊建议完善
头颅磁共振成像（MRI）、磁共振血管成像（MRA）。
术后第 1 日，头颅 MRI 回示：双侧额叶皮层下区、
侧脑室旁、右侧半卵圆中心、双侧放射冠区散在缺
血灶改变。头部不自主抖动无缓解，再次请神经内

科会诊。术后第 2 日神经内科会诊考虑锥体外系反
应，原因待查：药物性？代谢性？建议转科，明确
锥体外系反应原因。当日转入神经内科，转入后查
体：患者头部及双上肢不自主抖动，可间断出现双
手舞动。四肢肌力 5 级，双上肢肌张力稍高，双下
肢肌张力正常，腱反射（＋＋），双侧巴氏征阴性。
神经内科医师向药师发来咨询：患者目前的锥体外
系症状是否和药物有关？药师查阅相关资料，考虑
雷珠单抗与锥体外系发生具有时间逻辑关系，药物
相关因素不能排除，建议积极完善检查，排除疾病
相关因素，必要时给予对症治疗。医师拟完善脑电
图检查，排除癫痫，患者及家属拒绝。给予改善循
环、控制血压、肾保护等对症支持治疗。术后第4日，
患者头部及双上肢不自主抖动较前减轻，无双手不
自主舞动。术后第 5 日头部及双上肢不自主抖动基
本消失。术后第 6 日转入肾内科继续治疗。之后未
再出现头部及双上肢不自主抖动及双上肢舞动。药
师和医师讨论后，考虑该患者锥体外系反应与雷珠
单抗使用关系较大，为药物性锥体外系反应。
2　分析与探讨

2.1　雷珠单抗与锥体外系反应的关联性评价

　　首先，经询问，患者无帕金森病家族史及相
关环境因素，既往糖尿病 10 年余，发现高血压、
糖尿病黄斑水肿 3 个月，无双上肢及头部不自主
抖动史。其次，患者发病前应用的药物为既往长
期使用的降糖药物，一直以来并未出现类似不良
反应。再次，除雷珠单抗外，其他药物（包括入
院后新加的妥布霉素地塞米松滴等滴眼剂）均在
发病时至症状缓解后仍然使用。最后，玻璃体内

药品不良反应
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注入雷珠单抗后，约 6 h 出现锥体外系反应，未
进行对症治疗，该反应持续 5 d 消失（期间未再次
使用雷珠单抗），这既符合药物与不良反应出现的
时间顺序，也符合药物代谢规律。对上述病例采
用“诺氏评估量表法”[5] 和“国家药品不良反应监
测中心不良反应因果关系判断标准”进行不良反
应因果关系评价，诺氏评估量评分为 5 分，国家
国家药品不良反应监测中心不良反应因果关系判
断标准结果为很可能，考虑该患者发生锥体外系
反应与雷珠单抗的因果关系是很可能，见表 1、2。

表 1　诺氏药物不良反应评估量表

相关问题
问题分值

得分
是 否 未知

1. 该 ADR 先前是否有结论性报告 ＋ 1 0 0 0
2. 该 ADR 是否在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 0 2
3. 该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂后得

到缓解

＋ 1 0 0 1

4. 该 ADR 是否在再次使用可疑药物后重

复出现

＋ 2 － 1 0 0

5. 是否存在其他原因引起该 ADR － 1 ＋ 2 0 2
6. 该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0 0
7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性

浓度

＋ 1 0 0 0

8. 该 ADR 是否随剂量增加而加重，或随

剂量减少而缓解

＋ 1 0 0 0

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药并出现

过类似反应

＋ 1 0 0 0

10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1 0 0 0

注：总分≥ 9 分为肯定；5 ～ 8 分为很可能；1 ～ 4 分为可能；≤ 
0 分为可疑。

表 2　药品不良反应因果关系评价结果

 内容 结果

用药与不良反应 / 事件的出现有无合理的时间关系 是

反应是否符合该药已知的不良反应类型 是

停药或减量后，反应 / 事件是否消失或减轻 是

再次使用可疑药品后是否再次出现同样反应 / 事件 未再使用

反应 / 事件是否可用并用药的作用、患者病情的进展、

其他治疗的影响来解释

否

2.2　雷珠单抗不良反应报道情况

　　目前，雷珠单抗仅供眼玻璃体内注射使用，以
玻璃体出血、视网膜色素上皮撕裂及视网膜色素上
皮脱离等眼部不良反应报道最多，这也是抗 VEGF
类药物眼部注射不可避免的不良反应类型；其他系
统不良反应以心血管意外、神经系统尤其是脑血管
意外（脑缺血、脑梗死等）报道较多，是说明书外信
号强度及报告数目最多的严重不良反应信号。其中，
神经系统不良反应还有血管性痴呆、偏头痛等 [6]。
雷珠单抗的全身不良反应与药物进入血液循环引起

全身 VEGF 水平下降有关。例如，抗 VEGF 药物导
致血管内一氧化氮耗竭、血小板聚集及前列环素水
平降低进而导致血管内皮的再生能力被抑制 [6]。
　　笔者以雷珠单抗、锥体外系、震颤 / 抖动等
为关键词，在万方、中国知网、PubMed 等数据库
进行检索，仅查找到 1 例怀疑雷珠单抗导致帕金
森病（锥体外系疾病）的报道。该病例为一名 72
岁的年龄相关性黄斑变性患者，每月接受 0.5 mg
雷珠单抗的玻璃体内给药治疗，为期 3 个月，随
访 2 个月，未发现异常。2 年后由于疾病进展，
患者再次接受每月 0.5 mg 雷珠单抗的玻璃体内给
药治疗，为期 6 个月。第二周期治疗停药后 3 个
月，患者因左手间歇性震颤就诊于运动障碍诊所，
之后因震颤和运动迟缓加重导致步态障碍和疲劳，
使用左旋多巴 / 卡比多巴改善症状。雷珠单抗的
强化玻璃体内给药与帕金森相关症状和体征的发
作之间存在很强的生物学合理性和时间关系，这
表明抗 VEGF 药物可能作为额外的危险因素，加
速帕金森病相关神经变性进程，持续而强烈给予
VEGF 抑制会导致患者多巴胺能神经元退化 [7]。
　　以其他 VEGF 抑制剂如贝伐单抗、阿柏西普，
锥体外系反应、神经退行性疾病等进行检索发现
一项来自意大利 ADR 自发报告系统研究，报告了
3 例玻璃体内注射贝伐单抗及 1 例阿柏西普导致的
锥体外系综合征病例 [8]。同样，在美国食品药品
监督管理局的不良事件报告系统中，也报告了 3
例使用贝伐单抗后发生神经退行性疾病的病例 [9]。
2.3　锥体外系反应可能的发生机制

　　有研究证据表明，VEGF 信号途径可以直接
和间接改善多巴胺神经元的存活 [10-12]。在实验模
型中，VEGF 的给药可抑制帕金森模型中多巴胺
神经元的丢失，尤其是在黑质和纹状体中多巴胺
神经元的丢失 [13]，这也可能是预防多巴胺神经元
死亡和帕金森进展的潜在治疗靶点。
　　血浆游离 VEGF 水平的降低也导致色素上皮
衍生因子（PEDF）的降低，PEDF 是一种神经保
护蛋白，可促进细胞存活 [14]。此外，低水平的
VEGF 可能会损害神经组织的灌注，导致局部缺
血和自由基产生 [13]。抑制 VEGF 还会导致神经
元突触功能和可塑性下降，从而导致神经元信号
传导受损 [15]。VEGF 具有神经保护作用，可抑制
细胞凋亡，刺激神经发生并激活抗氧化剂 [12，16]。
吴玉斌等 [17] 研究发现 VEGF 基因表达的功能多
态性与中国汉族人群发生帕金森病的风险增加
相关。具体而言，雷珠单抗与 VEGF-A 结合，
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VEGF-A 是 VEGF 家族的五种亚型之一，也是血
管通透性最强的诱导剂之一，在几种体外和体内
帕金森病模型中均显示出神经保护作用 [10，18-19]。
两者结合后，增加神经退行性疾病的风险。
　　Sultana 等 [1] 通过对世界卫生组织（WHO）国
际自发报告 VigiBase 数据库中 VEGF 相关不良反应
数据进行分析，指出目前的研究提示玻璃体内使用
雷珠单抗与帕金森氏病存在潜在信号。玻璃体内长
期使用抗 VEGF 药物可能会导致 VEGF 水平持续而
持久的抑制，而这又可能在具有较高基线此类事件
风险的人群中触发了神经退行性事件。目前观察到
的可疑神经系统事件的发作可能与患者暴露的高累
积剂量抗 VEGF 药物有关，这也支持了抗 VEGF 药
物增加这类人群神经退行性疾病风险的论点。本报
道中患者仅使用一次就发生锥体外系反应，可能与
其糖尿糖长期控制不佳有关。
3　结语

　　尽管目前这些发现似乎都表明玻璃体内使用抗 
VEGF 药物可能会增加神经退行性疾病的风险，但
这种风险很可能主要与基线神经退行性疾病风险
较高的人有关（如阿尔茨海默病的家族史，帕金森
病，无法控制的糖尿病等）以及正常剂量下有过度
抑制 VEGF 风险的人 [1]。但目前报道病例数较少，
仍需要大型药物流行病学研究予以证实。鉴于玻璃
体内抗 VEGF 药物对于预防或减慢视网膜新生血
管疾病患者的失明非常有效，若证实玻璃体内抗 
VEGF 药物增加潜在的神经退行性疾病的风险，对
于有任何潜在神经退行性疾病的风险患者，在使用
此类药物时均应进行预期益处与风险的权衡。
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　　阿托伐他汀钙片是临床常用的他汀类药物，
国内外指南均推荐他汀类药物作为治疗动脉粥样
硬化性心血管疾病（ASCVD）及血脂管理的一线
药物 [1-3]。通常阿托伐他汀钙片引起的不良反应
症状较轻，如皮疹、肝功能异常、肌肉疼痛等。
而阿托伐他汀钙片致溶血性贫血发生率低，早期
表现缺乏特异性，临床对其普遍认识不足，易误
诊、漏诊而延误治疗。本文通过对 1 例应用阿托
伐他汀钙片后出现药物性溶血性贫血（DHA）的
病例进行分析讨论，总结 DHA 的发病机制及监
护要点，提高临床对该类不良反应的认识，保障
患者安全用药。
1　病例资料

　　患者，男性，57 岁，因口干、多饮、多尿，
视力模糊半个月伴体重下降，于 2021 年 9 月 29
日至本院门诊就诊，查随机血糖 27 mmol·L－ 1↑，
予阿卡波糖片 100 mg tid 口服联合德谷胰岛素
注射液 14 U 睡前皮下注射。微量法自测空腹血
糖（FBG）8 mmol·L－ 1↑， 餐 后 2 h 血 糖（2 h 
PBG）13 mmol·L－ 1↑，为求进一步控制血糖于
9 月 30 日入院。体格检查：体温 36.1℃，心率
77 次 •min－ 1， 呼 吸 18 次 •min－ 1， 血 压 113/58 
mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）。身高 173.5 cm，
体质量 69.9 kg，体质量指数 23 kg•m－ 2。患者神
志清楚，回答切题，全身皮肤黏膜未见异常，无
肝掌，全身浅表淋巴结无肿大。余未见明显异常。
既往史及用药史：平素体健，否认高血压、冠心
病等疾病，初发糖尿病，既往未曾服药。过敏史：
否认食物、药物过敏史。
2　治疗经过

　　入院第 1 日（9 月 30 日）查血常规：血红蛋
白 125.0 g·L－ 1 ↓，生化常规：总胆红素 44.7 

μmol·L－ 1 ↑，乳酸脱氢酶 174.0 U·L－ 1，血肌
酐 65.4 μmol·L－ 1，余指标正常。血管超声提示
动脉粥样硬化，予阿托伐他汀钙片 20 mg qn po 调
脂稳定斑块治疗。心电图提示房颤，心超显示右
房左心室增大，射血分数 55%。予达比加群酯
胶囊 110 mg bid po 抗凝治疗。入院微量法测中
餐后血糖 14.2 mmol·L－ 1 ↑，晚餐前血糖 17.5 
mmol·L－ 1 ↑，目前血糖较高，降糖方案调整为
德谷门冬双胰岛素注射液早 10 U 晚 8 U，餐前皮
下注射联合阿卡波糖片 50 mg tid、二甲双胍片 500 
mg bid、达格列净片 10 mg qd、维格列汀片 50 mg 
bid 口服控制血糖。根据血糖水平调整用药方案。
　　入院第 9 日（10 月 8 日），患者出现头晕、视
物模糊、乏力等症状，测血压 95/59 mmHg，心
率 86 次 •min－ 1，皮肤轻度黄染，查血常规：血
红蛋白 88.0 g·L－ 1 ↓，红细胞平均体积 108.8 
fL ↑，网织红细胞计数 0.35×1012·L－ 1 ↑，网
织红细胞百分比 13.65% ↑，生化常规：总胆红
素 52.3 μmol·L－ 1 ↑，乳酸脱氢酶 198.3 U·L－ 1，
血肌酐 59.3 μmol·L－ 1，余指标正常。凝血常
规：凝血酶原时间 13.1 s ↑，凝血酶时间 41.8 
s ↑，纤维蛋白原浓度 4.79 g·L－ 1 ↑。查抗核抗
体抗可提取核抗原抗体（ANA ＋ ENA）等自身
免疫抗体均阴性。患者出现高胆红素血症并伴有
凝血功能异常，血红蛋白较前明显下降，结合用
药史及血常规、肝功能表现，考虑溶血性贫血可
能，予停用达比加群胶囊及阿托伐他汀钙片，并
予维生素 K1 注射液对症治疗。同时行抗人球蛋
白（Coombs）试验明确诊断。患者红细胞平均体
积升高，加用复合维生素 B 片 1 片 tid、叶酸片 5 
mg tid 治疗。
　　入院第 12 日（10 月 11 日），患者病情尚稳
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定，皮肤仍轻度黄染，血压 101/64 mmHg，心率
76 次 •min－ 1，未诉特殊不适。查血常规：血红蛋
白 88.0 g·L－ 1 ↓，红细胞平均体积 110.5 fL ↑，
网织红细胞计数 0.33×1012·L－ 1 ↑，网织红细
胞百分比 12.87% ↑，生化常规：总胆红素 28.90 
μmol·L－ 1 ↑，乳酸脱氢酶 160.80 U·L－ 1，血
肌酐 53.80 μmol·L－ 1 ↓，余指标正常。凝血常
规：凝血酶原时间 12.4 s，凝血酶时间 25.5 s ↑，
纤维蛋白原浓度 5.22 g·L－ 1 ↑。
　　入院第 15 日（10 月 14 日），查血浆游离血
红蛋白浓度 65.1 mg·L－ 1 ↑，Coombs 试验阴
性，血红蛋白 93.0 g·L－ 1 ↓，红细胞平均体积
110.5 fL ↑，网织红细胞计数 0.287×1012·L－ 1 
↑，网织红细胞百分比 10.92% ↑，提示停药
后贫血有所好转。生化常规：总胆红素 13.4 
μmol·L－ 1 ↑，乳酸脱氢酶 149.7 U·L－ 1，血肌
酐 54.9 μmol·L－ 1，余指标均正常。患者降糖方
案调整为德谷门冬双胰岛素注射液早 10 U 晚 6 U 
皮下注射，西格列汀 100 mg qd。目前血糖控制
较平稳，血红蛋白较前回升，总胆红素恢复至正
常水平，一般情况可，予出院。
　　10 月 22 日门诊随访，复查血红蛋白 127.0 
g·L－ 1 ↓，红细胞平均体积 106.6 fL，网织红
细胞计数 0.15×1012·L－ 1，网织红细胞百分比
3.93%，生化常规：总胆红素11.2 μmol·L－1↑，乳
酸脱氢酶 141.4 U·L－ 1，血肌酐 61.3 μmol·L－ 1，
余指标均正常。考虑患者房颤病史，加用达比加
群胶囊 110 mg bid 抗凝治疗，11 月 5 日复查生化
常规：总胆红素 9.10 μmol·L－ 1 ↑，乳酸脱氢酶
148.1 U·L－ 1，血肌酐 52.1 μmol·L－ 1，余指标
均正常。11 月 6 日复查血红蛋白 137.0 g·L－ 1，
红细胞平均体积 101.7 fL ↑。
3　讨论

3.1　关联性评价

　　患者为中年男性，入院第 1 日，血红蛋白
125.0 g·L－ 1 ↓，总胆红素 44.7 μmol·L－ 1 ↑，
在加用阿托伐他汀钙片调脂稳定斑块、达比加群
胶囊治疗房颤的第 9 日，出现了血红蛋白的明
显下降及总胆红素的进一步升高，结合患者血浆
游离血红蛋白浓度的升高及服药后出现头晕、视
物模糊、乏力等临床症状，考虑 DHA 可能性较
大。由于其他药物均为既往使用，阿托伐他汀钙
片及达比加群胶囊为该不良反应的怀疑药物。在
停用两药后患者血红蛋白升高，总胆红素下降。
达比加群胶囊，患者门诊随访再次使用后未出现

DHA，因此考虑阿托伐他汀钙片的关联性更大，
使用诺氏（Naranjo’s）评估量表对药物不良反应
关联性进行评价 [4]，评分为 8 分，关联性为很可
能有关，具体评分见表 1。

表 1　诺氏药物不良反应评估量表

相关问题
问题分值

评分
是 否 未知

1. 该 ADR 先前是否有结论性报告 ＋ 1 0 0 ＋ 1

2. 该 ADR 是否是在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 0 ＋ 2

3. 该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂后得到

缓解

＋ 1 0 0 ＋ 1

4. 该 ADR 是否在再次使用可疑药物后重复

出现

＋ 2 － 1 0 0

5. 是否存在其他原因能单独引起该 ADR － 1 ＋ 2 0 ＋ 2

6. 该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0 0

7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性

浓度

＋ 1 0 0 0

8. 该 ADR 是否随着剂量的增加而加重，或

随剂量减少而缓解

＋ 1 0 0 0

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并出

现类似反应

＋ 1 0 0 0

10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1 0 0 ＋ 1

总分 8

注：总分值≥ 9 分为肯定；总分值 5 ～ 8 分为很可能有关；总

分值 1 ～ 4 分为可能有关；总分值≤ 0 为可疑的。

3.2　阿托伐他汀钙片不良反应情况

　　阿托伐他汀钙能显著抑制羟甲基戊二酰辅酶
A（HMG-CoA）还原酶从而有效降低总胆固醇和
低密度脂蛋白。其主要不良反应有肝功能异常、
肌痛和皮疹，其他不良反应还包括瘙痒、头晕、
肌酸激酶升高、恶心呕吐、胃不适、腹痛等 [5]。在
国内外指南、专家共识及药品说明书中未提及他
汀类药物导致的 DHA，仅有少量的个案报道 [6-8]。
3.3　阿托伐他汀钙片致 DHA 的机制

　　该患者在服用阿托伐他汀钙片第 9 日出现头
晕、视物模糊、乏力等临床症状，血红蛋白降至
88 g·L－ 1 ↓，达贫血标准，结合网织红细胞计
数及百分比、血胆红素的升高，符合《自身免疫
性溶血性贫血诊断与治疗中国专家共识》（2017
年版）相关诊断标准 [9]，因此考虑为药物免疫性
溶血性贫血。
　　药物免疫性溶血目前按发生机制主要分为四
类，即免疫复合物机制、药物吸附、非免疫性蛋
白吸附和药物诱导的自身免疫性溶血 [10]。阿托伐
他汀钙片引起 DHA 的免疫机制属于免疫复合物
型。有文献报道阿托伐他汀钙片可引起线状 IgA
大疱病 [11]。与该药诱发 DHA 的机制类似，均和
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自身免疫因素有关。阿托伐他汀钙片首次进入机
体后与血清蛋白结合形成抗原，刺激机体产生相
应的抗体，一般是 IgG、IgM 型抗体。再次使用
该药时，药物与抗体形成免疫复合物非特异性吸
附到红细胞膜上并激活补体，破坏红细胞，引起
红细胞溶解，从而导致血管内溶血 [12-13]。
3.4　不良反应的监护

　　阿托伐他汀钙片是临床常用的调脂药物，目
前，国内外报道阿托伐他汀钙引起 DHA 的案例
很少，不易引起临床的重视。一旦发生 DHA，应
立即停用可疑药物，在无肾上腺皮质激素使用禁
忌情况下首选激素治疗，每日的常用剂量为口服
泼尼松 1 mg·kg－ 1[14]。对于激素治疗效果不佳、
重型的 DHA 可静脉用丙种球蛋白，同时输注洗
涤红细胞纠正贫血，必要时可行血浆置换。对于
使用阿托伐他汀钙片后发生 DHA 的患者，若需
服用调脂药物时不宜选用他汀类药物，建议选用
依折麦布，该药为胆固醇吸收抑制剂，目前尚无
诱发 DHA 的报道。本例患者在服用阿托伐他汀钙
片后出现了头晕、视物模糊、乏力等症状，皮肤
轻度黄染，第 9 日复查血常规及生化常规时出现
了血红蛋白的明显下降、红细胞平均体积升高及
胆红素的升高。由于在停药、给予复合维生素 B，
叶酸纠正贫血后患者血红蛋白明显提升，红细胞
平均体积及胆红素均恢复正常水平，本例患者未
给予糖皮质激素、丙种球蛋白及血浆置换治疗。
4　小结

　　阿托伐他汀钙片引起的 DHA 发生率低，早
期症状不典型，容易漏诊、误诊。本次病例报道
提示，临床在使用阿托伐他汀钙时，应注意以下
几点：① 初次使用阿托伐他汀钙片时应关注患者
的临床表现，出现头晕、视物模糊、乏力等不典
型症状时应予以重视，特别是皮肤、巩膜等出现
黄染时应特别重视，分析原因并给予及时处理；
② 用药过程中定期监测血常规及生化常规，及时
发现可能存在的不良反应；③ 一旦考虑阿托伐他
汀钙片引起的 DHA，应立即停药，根据病情需
要给予激素、输血等治疗。如需再次服用调脂药
物时可选用依折麦布进行治疗。
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