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马勃大黄栓对小鼠溃疡性结肠炎的治疗作用及机制研究

郭子霞1，张楠2，邢媛3，李炜1，张丹参4*（1. 河北北方学院药学系，河北　张家口　075000；2. 河北医科大学第

一医院中心实验室、河北省脑科学与精神心理疾病重点实验室，石家庄　050031；3. 河北医科大学第一医院神经内科、河北省脑

老化与认知神经科学实验室，石家庄　050031；4. 河北科技大学化学与制药工程学院，石家庄　050018）

摘要：目的　建立溃疡性结肠炎小鼠模型并探究马勃大黄栓对该模型的治疗作用及机制。方法　

联用噁唑酮（OXZ）和 2，4，6- 三硝基苯磺酸（TNBS）建立溃疡性结肠炎小鼠模型。将造模小

鼠随机分为模型组，柳氮磺胺吡啶栓组，马勃栓组，大黄栓组，马勃大黄栓高、中、低剂量（5 
mg-2.5 mg、2.5 mg-1.25 mg、1.25 mg-0.625 mg）组，正常饲养的小鼠为正常对照组。各组栓剂给

药 14 d。通过记录给药期间各组小鼠疾病活动指数（DAI）、观察结肠黏膜损伤并评分（CMDI）、

HE 染色观察结肠组织病理学变化并评分（HPS）、检测结肠组织中的髓过氧化物酶（MPO）活力，

评价马勃大黄栓对小鼠溃疡性结肠炎的治疗作用；通过 ELISA 法检测血清 IL-1β 及 IL-6 水平、免

疫组织化学染色观察结肠 TNF-α 蛋白表达情况、免疫组织化学染色及 Western blot 法观察测定结

肠 TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白表达情况，探究马勃大黄栓治疗溃疡性结肠炎的作用机制。结果
　与正常对照组小鼠相比，模型组小鼠 DAI、结肠单位长度湿重、CMDI 及 HPS 评分均显著升

高（P ＜ 0.01）。给药 14 d 后各给药组小鼠与模型组相比，其症状及结肠损伤得到不同程度缓解，

DAI、CMDI 及 HPS、MPO 活力均降低（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。与单用马勃、大黄治疗相比，

马勃大黄栓高剂量组小鼠 DAI、CMDI、HPS、MPO 活力、血清 IL-1β、IL-6 及结肠中 TNF-α、

TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白表达水平均降低（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。结论　联用 OXZ 和 TNBS
建立的溃疡性结肠炎小鼠模型具有稳定、迁延性特点；马勃、大黄联用明显改善溃疡性结肠炎小

鼠症状、减轻结肠损伤，其抗炎作用机制可能与抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 通路有关。

关键词：马勃；大黄；溃疡性结肠炎；炎症；TLR4/MyD88/NF-κB 通路 
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Therapeutic effect of Mabo Dahuang suppository on ulcerative colitis in 
mice and related mechanism
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Abstract: Objective  To establish a mouse model of ulcerative colitis and determine the therapeutic 
effect of Mabo Dahuang suppository on the model and its mechanism. Methods  Ulcerative colitis 
mouse model was induced by combining oxazolone with 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid. The 
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　　溃疡性结肠炎是一种慢性肠道炎症疾病，发病
率有逐年增高的趋势。磺胺类药物、糖皮质激素、
免疫抑制剂等治疗药物，因给药周期较长，长期用
药易产生不良反应而限制了其临床应用 [1]，目前临
床采用中药方剂治疗溃疡性结肠炎有一定疗效，但
起效较慢 [2]。大黄具有通经解瘀、收敛、抗炎功
效 [3]，马勃具有抗炎杀菌、外用止血功效 [4]，曾有
报道，两者配伍可用于治疗上消化道出血 [5]，课题
组前期研究证实大黄、马勃单独给药对溃疡性结肠
炎小鼠有保护作用。本研究通过优化前期建立的溃
疡性结肠炎小鼠模型，研究马勃、大黄两药联用对
小鼠溃疡性结肠炎的治疗作用并探讨其作用机制。
1　材料
1.1　实验动物 
　　SPF 级雄性昆明小鼠 [ 斯贝福（北京）生物技
术有限公司，许可证号 SCXK（京）2019-0010]，
25 ～ 30 g，6 周龄，饲养于河北北方学院药学系
屏障动物中心。
1.2　试药
　　马勃、大黄（北京同仁堂药店），经河北北方学
院中医学院赵恒成教授鉴定分别为灰包科真菌脱皮
马勃 Lasiosphaera fenzlii Reich 的干燥子实体和蓼科

植物掌叶大黄 Rheum palmatum L. 的干燥根茎；噁唑
酮（OXZ）、2，4，6- 三硝基苯磺酸溶液（TNBS）、
柳氮磺胺吡啶（SASP）（美国 Sigma 公司，批号分
别为 BCBL9644V、SLCG2384、075M4786）；髓过
氧化物酶（MPO）测试盒（南京建成生物工程研究
所）；HE 染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；
小鼠 IL-1β、IL-6 ELISA 试剂盒（武汉纯度生物科技
有限公司）；SP 试剂盒（北京中杉金桥生物技术有
限公司）；TNF-α 抗体（武汉博士德生物科技有限
公司，批号：B0S2544 ＋ 2545BP450）；TLR4 抗体、
NF-κB 抗体（Abcam 公司，批号分别为 GR247838-
1、GR3236514-1）；MyD88 抗体（Affinity 公司，批
号：7627819）。
1.3　仪器 
　　RBY-4 融变时限检查仪（天津药典标准仪器
厂）；EG1150H 生物组织包埋机、RM2245 轮转
式石蜡切片机、DM3000 成像显微镜（德国 Leica 
公司）；3K30 高速冷冻离心机（美国 Sigma 公
司）；FSH-2A 型可调高速匀浆器（金坛市盛威实
验仪器厂）；735BI 微型紫外分光光度计（上海光
学仪器制造厂）；Infinite M200 PRO Nano Quant
酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；FM0530 多色荧光和

model mice were randomly divided into a model group, a sulfasalazine suppository group, a Mabo 
suppository group, a Dahuang suppository group, and Mabo Dahuang suppository three dose groups 
(5 mg-2.5 mg, 2.5 mg-1.25 mg, and 1.25 mg-0.625 mg). The mice fed normally served as the normal 
control group. The mice were given suppository continuously for 14 days. The therapeutic effect of Mabo 
Dahuang suppository on ulcerative colitis mice was evaluated with recorded disease activity index (DAI) 
during the administration, scores of the colon mucosa damage index (CMDI), histopathological changes 
of colon by HE staining, and the activity of myeloperoxidase (MPO) in the colon tissue. The serum IL-
1β and IL-6 levels were detected by ELISA. TNF-α protein expression in the colon was observed by 
immunohistochemical staining, the protein expression of TLR4, MyD88 and NF-κB in the colon was 
determined by immunohistochemical staining and Western blot. Results  Compared with the normal 
control group, the DAI, colon weight/length ratio, CMDI and HPS in the model group were significantly 
increased (P ＜ 0.01). After 14 days of administration, compared with the model group, the symptoms 
and colon damage of the mice in each administration group were improved to different degrees, and the 
DAI, CMDI, HPS and MPO activity were decreased (P ＜ 0.05 or P ＜ 0.01). Compared with the use 
of Lasiosphaera seu Calvatia or Rhei Radix et Rhizoma alone, the DAI, CMDI, HPS and MPO activity, 
the serum IL-1β and IL-6 levels and the protein expression of TNF-α, TLR4, MyD88 and NF-κB in the 
colon of mice high dose in the combination suppository group were all decreased (P＜0.05 or P＜0.01). 
Conclusion  The mouse model of ulcerative colitis induced by combining OXZ and TNBS is stable and 
persistent. Lasiosphaera seu Calvatia combined with Rhei Radix et Rhizoma can obviously improve 
the symptoms in mice with ulcerative colitis and reduce the colonic damage. The anti-inflammatory 
mechanism may be related to inhibiting TLR4/MyD88/NF-κB pathways. 
Key words: Lasiosphaera seu Calvatia; Rhei Radix et Rhizoma; ulcerative colitis; inflammatory; 
TLR4/MYD88/NF-κB pathway
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化学发光成像系统（Protein Simple 公司）。
2　方法
2.1　栓剂制备及项目检查
　　参考文献报道 [5] 临床上马勃、大黄配伍比为
2∶1。大黄给药剂量参考课题组前期大黄栓治疗
小鼠溃疡性结肠炎的研究 [6] 筛选出小鼠按体质量
给药大黄 100 mg·kg－ 1，马勃给药剂量根据药典
规定用量 [7] 按人与小鼠体质量换算并结合文献报
道马勃大黄配伍比确定为马勃 200 mg·kg－ 1，三
个配比剂量组给药量分别为马勃 200 mg·kg－ 1-
大黄 100 mg·kg－ 1、马勃 100 mg·kg－ 1- 大黄 50 
mg·kg－ 1、马勃 50 mg·kg－ 1- 大黄 25 mg·kg－ 1。
SASP 剂量按人与小鼠体质量换算为100 mg·kg－1。
马勃、大黄粉碎成粉状过六号筛，取 SASP、马
勃、大黄粉，以 36 型混合脂肪酸甘油酯为基质，
使用热熔法按照工艺流程 [6] 制备各类含药栓剂：
SASP 2.5 mg 栓、马勃 5 mg 栓、大黄 2.5 mg 栓、
马勃大黄（5 mg-2.5 mg、2.5 mg-1.25 mg、1.25 mg-
0.625 mg）栓及纯基质的空白栓。制备的栓剂按照
药典规定进行项目检查 [6]，经检查各类栓剂重量
差异及融变时限均符合药典规定。
2.2　动物造模、分组与给药 
　　参考课题组前期联用 OXZ 和 TNBS 的造模方
法 [8] 进行改进：造模分为致敏期和灌肠期，灌肠
期包括三个阶段（P1 ～ P3）。致敏期（d1 ～ d5），
小鼠腹部剃毛暴露皮肤，d1 ～ d2 涂抹 2.4%OXZ
（溶于无水乙醇）0.2 mL，d3 ～ d5 不做处理。灌
肠期各阶段试剂及剂量如下，P1（d6 ～ d8）：
d6、d8 灌肠试剂为 0.4%OXZ（溶于 40% 乙醇），
d7 灌肠试剂为 0.3%TNBS（溶于 40% 乙醇）。P2
（d9 ～ d11）：d9、d11 灌肠试剂为 0.6%OXZ（溶
于 40% 乙醇），d10 灌肠试剂为 0.3%TNBS（溶于
40% 乙醇）。P3（d12 ～ d20）：d14、d18 灌肠试
剂为 0.4%TNBS（溶于 50% 乙醇），其余 7 d 灌肠
试剂为 0.8%OXZ（溶于 50% 乙醇）。灌肠操作如
下：引导小鼠进入自制固定器中，将表面涂有液
体石蜡的聚乙烯管插入小鼠肛门4 cm 处，灌入0.1 
mL 不同浓度的 OXZ 或 TNBS 溶液。造模成功标
准：小鼠出现稀软便血便、粪便黏肛、粪便潜血
阳性 [9]；造模 d14，随机取模型小鼠 2 只，解剖
截取结肠，与正常小鼠相比，肉眼可见模型小鼠
结肠充血水肿、黏膜溃疡出血。
　　造模 20 d 结束后，给予栓剂治疗 14 d。将造模
成功的 70 只小鼠按体质量随机分为 7 组：模型组，
阳性对照 SASP（2.5 mg）栓组，马勃（5 mg）栓组，
大黄（2.5 mg）栓组，马勃大黄栓高、中、低剂量（5 

mg-2.5 mg、2.5 mg-1.25 mg、1.25 mg-0.625 mg）组，
每组 10 只。正常对照组小鼠 10 只。各给药组给予
相应栓剂，正常对照组、模型组给予空白栓，栓剂
直肠给药，塞入小鼠肛门 2 cm 处，给药后用纱布轻
按肛门且保持头低位 10 min，1 次·d－ 1，连续 14 d。
2.3　样本采集
　　小鼠治疗 d14 末次给药后，正常进食进水
2 h，之后 22 h 禁食不禁水。麻醉后心脏取血，
室温静置后 3500 r·min－ 1 离心 15 min 取血清，
于－ 80℃保存备用。处死小鼠后，截取距肛门
2 cm 至盲肠末端结肠并沿肠系膜缘剪开，于冰
上用冰生理盐水冲洗，除去肠内容物及表面残
余血液，一部分用于组织病理学检查，剩余结
肠部分于－ 80℃保存备用。
2.4　检测指标
2.4.1　小鼠疾病活动指数（DAI）　DAI 评分标
准 [10] 为：体质量不变记 0 分，下降 1% ～ 5% 记
1 分，下降 5% ～ 10% 记 2 分，下降 10% ～ 15%
记 3 分，下降 15% 以上记 4 分；粪便干燥坚硬记
0 分，松散不黏肛记 2 分，稀便记 3 分，水泻样
便记 4 分；粪便隐血弱阳性记 1 分，阳性记 2 分，
强阳性记 3 分，肉眼血便记 4 分。DAI ＝（体质
量下降分数＋大便性状分数＋便血分数）/3。给
药期间记录小鼠体质量变化、大便性状及潜血情
况，给药 d1、d7、d14 对小鼠进行 DAI 评分。
2.4.2　小鼠结肠单位长度湿重及黏膜损伤指数
（CMDI）、组织病理学评分　测量结肠长度、湿重，
计算结肠单位长度湿重。肉眼观察结肠并参考文
怀宇等 [11] 标准进行 CMDI 评分：结肠无损伤 0 分；
结肠轻度水肿无溃疡 1 分；结肠充血且黏膜呈颗
粒状 2 分；结肠黏膜溃疡形成，直径约 0 ～ 1 cm，
3 分；结肠黏膜溃疡直径约 1 ～ 2 cm，肠管与外
周脏器无粘连，4 分；结肠黏膜溃疡直径约 1 ～ 2 
cm，肠管增厚，与周围脏器粘连严重，5 分。选取
结肠病变部位将其置于固定液中固定，制作组织石
蜡包埋块进行组织切片 HE 染色，根据镜下染色结
果参考 Kihara 等 [12] 评分标准进行结肠组织病理学
评分（histopathological score，HPS）。
2.4.3　小鼠结肠组织 MPO 活力　按照试剂盒说
明书操作，称取“2.3”项下结肠组织，制备 5%
组织匀浆，使用紫外分光光度计测定吸光度值，
计算 MPO 活力。
2.4.4　小鼠血清 IL-1β、IL-6 水平　取“2.3”项下
血清，采用 ELISA 法，按照试剂盒说明书操作，
使用酶标仪测定 IL-1β、IL-6 含量。
2.4.5　 免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 结 肠 组 织 中
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TNF-α、TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白的表达　对
“2.4.2”项下所制组织石蜡包埋块切片进行免疫
组织化学染色，观察结肠组织中 TNF-α、TLR4、
MyD88、NF-κB 蛋白表达情况，阳性表达呈棕色。
每个切片选取高倍镜下 5 个不重叠视野，利用
Image Pro Plus 6.0 软件计算蛋白平均光密度（积
分光密度 / 选定对象的面积）。
2.4.6　Western blot 法检测结肠组织 TLR4、MyD88、
NF-κB 蛋白表达量　结肠组织加入裂解液后匀浆提
取组织蛋白，进行蛋白 BCA 定量后变性，蛋白样
品经电泳、转膜、封闭、一抗孵育过夜，二抗孵育
后滴加 ECL 显影。利用 Image J 软件测定各条带灰
度值，以各目的蛋白与内参（β-actin）的比值作为
各蛋白的相对表达量。
2.5　统计学处理
　　使用 SPSS 20.0 软件进行数据统计分析，实
验数据以 x±s 表示。各组间比较采用单因素方差
分析，两两比较采用 LSD-t 检验。以 P ＜ 0.05 为
差异有统计学意义。
3　结果
3.1　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠 DAI 评分
的影响
　　正常对照组及模型组给予空白栓，各给药
组给予相应含药栓。与正常对照组相比，给予
空白栓 d1、d7、d14，模型小鼠 DAI 评分均明显
升高（P ＜ 0.01）。给药 14 d 结束后，与模型组
相比，各给药组 DAI 评分均降低（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01）；与马勃栓组、大黄栓组相比，马勃
大黄栓高剂量组 DAI 评分明显降低（P ＜ 0.01）。
结果见表 1。表明马勃大黄栓可改善溃疡性结肠
炎小鼠症状，降低 DAI 评分。
3.2　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠单位长
度湿重、CMDI 及 HPS 的影响
　　模型组小鼠结肠缩短，水肿，单位长度湿重增
加（P＜0.01），黏膜出现溃疡或坏死，上皮被破坏，
固有层隐窝减少、 出现炎症细胞浸润，提示造模成
功。各给药组小鼠的结肠单位长度湿重、CMDI、
HPS 与模型组相比均减小（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。
与马勃栓组和大黄栓组相比，马勃大黄栓高、中剂
量组的结肠损伤减轻（见图 1），CMDI 和 HPS 均减
小（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）（见表 2）。表明马勃大黄
栓可明显减轻溃疡性结肠炎小鼠结肠损伤。
3.3　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中

MPO 活力及血清 IL-1β、IL-6 水平的影响

　　与正常对照组相比，模型组小鼠结肠组织
中 MPO 活力及血清 IL-1β、IL-6 含量均明显升高

（P ＜ 0.01）。与模型组相比，各给药栓组小鼠 MPO
活力及血清 IL-1β、IL-6 含量均降低（P ＜ 0.01）。与
马勃栓、大黄栓组相比，马勃大黄栓高剂量组 MPO
活力及血清 IL-1β、IL-6含量均明显降低（P＜0.01）。
与大黄栓组相比，马勃大黄栓中剂量组 IL-1β、IL-6
含量均降低（P ＜ 0.05）。结果见表 3。表明马勃大
黄栓可明显降低 MPO 活力及炎症因子水平。
3.4　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中
TNF-α、TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白阳性表达的
影响
　　与正常对照组相比，在结肠固有层模型组
TNF-α、TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白阳性表达均增
强（P ＜ 0.01）， 其 中 TNF-α、TLR4、MyD88 主 要
在胞质及胞膜表达，NF-κB 主要在胞质、胞核表达。
与模型组相比，各给药组 4 种蛋白阳性表达均减弱
（P ＜ 0.01）。与马勃栓、大黄栓组相比，马勃大黄栓
高剂量组结肠 4 种蛋白阳性表达均减弱（P ＜ 0.01），
见图 2 ～ 5 及表 4。表明马勃大黄栓可减弱 TNF-α、
TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白的表达。
3.5　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠 TLR4、
MyD88、NF-κB 蛋白表达水平的影响
　　与正常对照组相比，模型组小鼠结肠中
TLR4、MyD88、NF-κB 蛋 白 表 达 水 平 均 显 著
升高（P ＜ 0.01）。与模型组相比，除马勃栓组
MyD88 表达水平与模型组差异无统计学意义外，
其他各给药组小鼠结肠 3 种蛋白表达水平均降低
（P＜0.05或 P＜0.01）。与马勃栓、大黄栓组相比，

表 1　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠疾病活动指数 (DAI)评分的

影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 1　Effect of Mabo Dahuang suppository on the disease activity 

index (DAI) in mice with ulcerative colitis (x±s，n ＝ 10)

组别
DAI 评分

给药 d1 给药 d7 给药 d14
正常对照组 0.07±0.14 0.03±0.11 0.03±0.11
模型组 2.63±0.29** 2.40±0.34** 2.03±0.46**

SASP 栓组 2.76±0.32 1.70±0.33## 0.87±0.39##

马勃栓组 2.76±0.27 2.13±0.17 1.60±0.38# ☆☆

大黄栓组 2.63±0.29 2.03±0.29# 1.57±0.27# ☆☆

马勃大黄栓高剂量组 2.73±0.31 1.87±0.32## 0.97±0.37## △△▲▲

马勃大黄栓中剂量组 2.67±0.38 1.90±0.35## 1.30±0.51## ☆

马勃大黄栓低剂量组 2.67±0.31 2.03±0.46# 1.60±0.54# ☆☆

注：与正常对照组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01；与马勃栓组相比，△△ P ＜ 0.01；与大黄栓组相比，
▲▲ P ＜ 0.01；与 SASP 栓组相比，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01。

Note：Compared with the normal control group，**P ＜ 0.01；
compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；compared 
with the Mabo suppository group， △ △ P ＜ 0.01；compared with the 
Dahuang suppository group， ▲ ▲ P ＜ 0.01；compared with the SASP 
suppository group，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01.
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表 2　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠湿重、黏膜损伤指数（CMDI）及组织病理学评分（HPS）的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 2　Effect of Mabo Dahuang suppository on colon wet weight，colon mucosa damage index (CMDI) and histopathological score (HPS) in 

mice with ulcerative colitis (x±s，n ＝ 10)

组别 结肠单位长度湿重 /（mg·cm－ 1） CMDI HPS
正常对照组 40.97±8.81 0.00±0.00 0.00±0.00
模型组 85.76±10.08** 4.40±0.52** 6.40±0.52**

SASP 栓组 53.40±4.99## 1.70±0.48## 1.80±0.42##

马勃栓组 78.06±9.16# ☆☆ 3.10±0.57## ☆☆ 5.00±0.47## ☆☆

大黄栓组 61.16±8.22## △△☆☆ 3.20±0.42## ☆☆ 5.30±0.67## ☆☆

马勃大黄栓高剂量组 56.06±7.79## △△ 1.90±0.57## △△▲▲ 2.00±0.47## △△▲▲

马勃大黄栓中剂量组 56.81±8.07## △△ 2.60±0.52## △▲▲☆☆ 4.00±0.67## △▲☆☆

马勃大黄栓低剂量组 56.37±4.00## △△ 3.20±0.63## ☆☆ 5.20±0.63## ☆☆

注：与正常对照组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；与马勃栓组相比，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01；与大黄栓组

相比，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；与 SASP 栓组相比，☆☆ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；compared with the 

Mabo suppository group，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01；compared with the Dahuang suppository group，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；compared with 
the SASP suppository group，☆☆ P ＜ 0.01.

表 3　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 MPO活力及血清 IL-1β、IL-6 水平的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 3　Effect of Mabo Dahuang suppository on the colon tissue MPO activity and the serum IL-1β and IL-6 levels in mice with ulcerative 

colitis (x±s，n ＝ 10)

组别 结肠 MPO 活力 /（U·g － 1） 血清 IL-1β/（pg·mL － 1) 血清 IL-6/（pg·mL － 1)
正常对照组 0.13±0.02   76.69±8.06   84.42±8.43
模型组 0.51±0.03** 141.51±13.79** 200.24±10.91**

SASP 栓组 0.20±0.02##   92.15±8.02## 134.32±10.36##

马勃栓组 0.32±0.04## ☆☆ 111.09±7.93## ☆☆ 149.08±9.06## ☆☆

大黄栓组 0.34±0.03## ☆☆ 117.67±9.83## ☆☆ 152.94±10.15## ☆☆

马勃大黄栓高剂量组 0.26±0.03## △△▲▲☆☆   94.16±9.80## △△▲▲ 135.50±4.92## △△▲▲

马勃大黄栓中剂量组 0.31±0.02## ☆☆ 106.39±12.04## ▲☆☆ 143.15±9.00## ▲☆

马勃大黄栓低剂量组 0.33±0.07## ☆☆ 114.74±9.18## ☆☆ 153.66±12.34## ☆☆

注：与正常对照组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，##P ＜ 0.01；与马勃栓组相比，△△ P ＜ 0.01；与大黄栓组相比，▲ P ＜ 0.05，
▲▲ P ＜ 0.01；与 SASP 栓组相比，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01。

Note：Compared with the normal control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01；compared with the Mabo 
suppository group，△△ P ＜ 0.01；compared with the Dahuang suppository group，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；compared with the SASP suppository 
group，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01.

表 4　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 TNF-α、TLR4、MyD88、NF-κB蛋白阳性表达的影响 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 4　Effect of Mabo Dahuang suppository on the positive expression of TNF-α, TLR4, MyD88 and NF-κB protein in the colon tissue of mice 

with ulcerative colitis (x±s，n ＝ 5)

组别 TNF-α 平均光密度 ×100 TLR4 平均光密度 ×100 MyD88 平均光密度 ×100 NF-κB 平均光密度 ×100
正常对照组 3.01±0.50 0.63±0.02 2.38±0.25 1.94±0.20
模型组 10.92±1.46** 1.74±0.14** 9.60±0.47** 4.80±0.58**

SASP 栓组 4.19±0.41## 0.89±0.06## 3.27±0.40## 2.54±0.29##

马勃栓组 6.05±0.67## ☆ 1.37±0.09## ☆☆ 4.61±0.23## ☆☆ 3.67±0.48## ☆☆

大黄栓组 5.65±0.43## ☆ 1.25±0.09## ☆☆ 5.17±0.39## ☆☆ 3.44±0.45## ☆☆

马勃大黄栓高剂量组 3.29±0.37## △△▲▲ 0.83±0.03## △△▲▲ 3.38±0.40## △△▲▲ 2.37±0.56## △△▲▲

马勃大黄栓中剂量组 4.23±0.44## △▲ 1.04±0.06## △△▲▲☆☆ 4.11±0.41## △▲▲☆☆ 2.94±0.61## △

马勃大黄栓低剂量组 4.85±0.35## 1.29±0.07## ☆☆ 4.53±0.32## ▲☆☆ 3.27±0.36## ☆

注：与正常对照组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，##P ＜ 0.01；与马勃栓组相比，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01；与大黄栓组相比，
▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；与 SASP 栓组相比，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01。

Note：Compared with the normal control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01；compared with the Mabo suppository 
group，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01；compared with the Dahuang suppository group，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01；compared with the SASP suppository 
group，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01.

马勃大黄栓高剂量组结肠中 3 种蛋白表达水平均
降低（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），结果见图 6 及表 5。

表明马勃大黄栓可降低 TLR4、MyD88、NF-κB 3
种蛋白表达水平，与免疫组织化学染色结果一致。
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表 5　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 TLR4、MyD88、
NF-κB蛋白相对表达水平的影响 (x±s，n ＝ 3) 

Tab 5　Effect of Mabo Dahuang suppository on the relative 
expression levels of TLR4，MyD88 and NF-κB protein in the colon 

tissue of mice with ulcerative colitis (x±s，n ＝ 3)

组别 TLR4 MyD88 NF-κB

正常对照组 0.64±0.02 0.64±0.09 0.52±0.06

模型组 1.09±0.07** 1.14±0.12** 1.25±0.12**

SASP 栓组 0.68±0.11## 0.78±0.04## 0.61±0.09##

马勃栓组 0.85±0.06# 0.98±0.17 0.94±0.09## ☆☆

大黄栓组 0.77±0.07## 0.83±0.21## 0.74±0.10##

马勃大黄栓高剂量组0.55±0.11## △△▲ 0.57±0.07## △△▲ 0.55±0.05## △△▲

马勃大黄栓中剂量组0.69±0.13## 0.75±0.11## △ 0.61±0.03## △△

马勃大黄栓低剂量组0.78±0.25## 0.90±0.08# 0.80±0.06## △☆

注：与正常对照组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01；与马勃栓组相比，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01；与大黄栓

组相比，▲ P ＜ 0.05；与 SASP 栓组相比，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal control group，**P ＜ 0.01；

compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；compared with 
the Mabo suppository group，△ P ＜ 0.05，△△ P ＜ 0.01；compared with 
the Dahuang suppository group， ▲ P ＜ 0.05；compared with the SASP 
suppository group，☆ P ＜ 0.05，☆☆ P ＜ 0.01.

图 1　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织病理学改变的影响

（HE，×200）
Fig 1　Effect of Mabo Dahuang suppository on the colon histopatholog-
ical changes in mice with ulcerative colitis（HE，×200）

注：箭头表示结肠上皮损伤，固有层隐窝减少，炎症细胞浸润。

Note：The arrows show colon epithelium damage，lamina propria 
crypt reduction and inflammatory cell infiltration.

图 2　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 TNF-α 蛋白阳性

表达的影响（×400）
Fig 2　Effect of Mabo Dahuang suppository on the positive expression of 
TNF-α protein in the colon tissue of mice with ulcerative colitis（×400）

图 3　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 TLR4 蛋白阳性

表达的影响（×400）
Fig 3　Effect of Mabo Dahuang suppository on the positive expression of 
TLR4 protein in the colon tissue of mice with ulcerative colitis（×400）

图 4　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 MyD88 蛋白阳性

表达的影响（×400）
Fig 4　Effect of Mabo Dahuang suppository on the positive expression of 
MyD88 protein in the colon tissue of mice with ulcerative colitis（×400）

图 5　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 NF-κB 蛋白阳性

表达的影响（×400）
Fig 5　Effect of Mabo Dahuang suppository on the positive expression of 
NF-κB protein in the colon tissue of mice with ulcerative colitis（×400）

图 6　马勃大黄栓对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织中 TLR4、MyD88、
NF-κB 蛋白表达水平的影响

Fig 6　Effect of Mabo Dahuang suppository on the expression levels 
of TLR4，MyD88 and NF-κB protein in the colon tissue of mice with 
ulcerative colitis
A. 正常对照组（normal control group）；B. 模型组（model group）；

C. 马勃栓组（Mabo suppository group）；D. 大黄栓组（Dahuang 
suppository group）；E ～ G. 马勃大黄栓高、中、低剂量组（Mabo 
Dahuang suppository high，medium，and low dose group）；H. SASP
栓组（SASP suppository group）
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4　讨论
　　常用的溃疡性结肠炎动物造模方法为饮水中
加入葡聚糖硫酸钠、采用 OXZ 或 TNBS 灌肠等，
这些方法所造的大多数为急性模型，病变维持时
间短，易自愈 [13]，不符合该病病程长难治愈的
特点。有研究者 [14-15] 采用小鼠交替饮用含葡聚糖
硫酸钠水与无菌水来制备慢性模型，但造模周期
长，且小鼠因自由饮用量不同导致所造模型个体
差异较大。本课题组前期联用 OXZ 与 TNBS 制
备的溃疡性结肠炎小鼠模型病症可持续一个月左
右 [8]，但因造模试剂浓度较高影响造模成功率，
因此本研究参考该法并尝试降低造模试剂 OXZ
溶液浓度，优化后的造模方法制备出的溃疡性结
肠炎小鼠模型病变维持时间相对较长，符合临床
上该病迁延难愈的特点。
　　溃疡性结肠炎病理进程的最终阶段为内外
因素使肠道黏膜屏障受损造成机体免疫系统被
过度激活，从而导致一系列炎症反应 [16]，其中
TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路参与了炎症反应的
发生 [17]。阳性对照药 SASP 治疗溃疡性结肠炎主
要发挥抗炎作用，长期应用容易引起不良反应。
马勃大黄两药联合用于治疗上消化道出血早有报
道 [5]。在溃疡性结肠炎治疗中，大黄单独用药其
通经解瘀、抗炎、收敛的作用可能与大黄内蒽醌
类物质、鞣质等成分相关 [18]，马勃单独用药其修
复肠黏膜、止血等作用可能与其中类脂质、氨基
酸及磷酸钠盐等成分相关 [19]。马勃大黄联用药效
与阳性对照药 SASP 相似，但两药联用可多方位、
多靶点发挥协同治疗作用，其作用机制可能与抑
制 TLR4/MyD88/NF-κB 通路减轻炎症反应有关。
马勃大黄联用还具有中药作用温和的特性，在本
研究应用治疗周期内未见明显不良反应。本研究
为中药联合应用治疗溃疡性结肠炎开辟了新的思
路，具有广泛的应用前景。
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基于网络药理学和蛋白验证技术探讨桔梗皂苷 D通过调控
Hippo信号通路对宫颈癌的作用机制

马琳琳1，杨新鸣1，时思毛1，郭滢1，韩凤娟1，杨阳2，李奇玮3*（1. 黑龙江中医药大学附属第一医院，哈

尔滨　150040；2. 哈尔滨医科大学，哈尔滨　150040；3. 黑龙江中医药大学，哈尔滨　150040）

摘要：目的　基于网络药理学、计算机模拟分子对接及蛋白靶向验证揭示桔梗皂苷 D 对宫颈

癌的作用机制。方法　从药物成分入手，基于反向对接及分子对接技术预测桔梗皂苷 D 在体

内可能的作用靶标，同时从疾病入手，以“cervical carcinoma”为关键词汇总致病靶标。对两

者结果取交集处理，获取共有的蛋白成分的潜在靶标成分；对潜在靶标进行体内作用关系分

析（PPI）、基因本体（GO）富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路富集分

析。构建成分 - 靶标 - 疾病的相互作用网络，通过分子对接软件模拟桔梗皂苷 D 与宫颈癌相关

的靶蛋白的分子对接情况，最后以结合能、动物实验及分子生物学技术初步验证预测结果。结
果　桔梗皂苷 D 预测得到 299 个靶标，与宫颈癌相关的疾病靶标 7140 个，同时满足条件的靶

蛋白 48 个，包括骨形态发生蛋白 -2（BMP-2）等。GO 分析显示桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌可能涉

及生物学途径 288 条、细胞组分 11 个、分子功能 31 条。KEGG 信号通路富集筛选得到 181 条

信号通路（P ＜ 0.05），其中主要涉及 Hippo 信号通路、癌症的途径、孕酮介导的卵母细胞成熟

等。分子对接结果显示 Hippo 信号通路中 BMP-2 蛋白成分与桔梗皂苷 D 结合能稳定，小于－ 5 
kcal·mol － 1。动物实验及 Western 结果与网络模拟结果基本一致。结论　桔梗皂苷 D 可能通过

对 Hippo 信号通路中 BMP-2 等蛋白的直接调控发挥药效，同时通过对癌症的途径、孕酮介导的

卵母细胞成熟等过程等生物学过程的调控共同达到干预宫颈癌的目的。

关键词：桔梗皂苷 D；宫颈癌；网络药理学；信号通路；分子对接技术

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2708-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.002

Mechanism of platycodin D on cervical carcinoma by regulating Hippo signal 
pathway based on network pharmacology and targeted protein verification

MA Lin-lin1, YANG Xin-ming1, SHI Si-mao1, GUO Ying1, HAN Feng-juan1, YANG Yang2, LI Qi-
wei3* (1. The First Affiliated Hospital of Heilongjiang University of Traditional Chinese Medicine, 
Harbin  150040; 2. Harbin Medical University, Harbin  150040; 3. Heilongjiang University of 
Traditional Chinese Medicine, Harbin  150040)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of platycodin D on cervical carcinoma based on 
network pharmacology, molecular docking technology and targeted protein verification. Methods  
From the drug structure component, the potential targets of platycodin D in vivo were predicted 
based on reverse docking and molecular docking technology. While cervical carcinoma were used as 
the key word to sort out known targets with of diseases. The intersection of the two potential targets 
was obtained, and analyzed by PPI, GO enrichment and KEGG pathway enrichment. An interaction 
network with components, targets and diseases was built to simulate the molecular docking of 
platycodin D and targets related to cervical carcinoma through molecular docking software. Finally 
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　　宫颈癌是女性第三常见的癌症，每年约有 53
万例新发病例 [1-9]。尽管国内已经实施了宫颈癌筛
查计划和人乳头瘤病毒（HPV）疫苗接种，但宫颈
癌仍然是中国女性生殖系统肿瘤中癌症相关死亡的
最常见原因。HPV 是宫颈癌的必要原因，但不是充
分原因，HPV 感染与从上皮内病变向浸润性癌过渡
之间的确切分子机制尚不清楚，基于病毒感染前后
的内源性代谢成分及主要发病靶标尚不可知。此外，
还需要更多的研究来预测宫颈癌的预后。最新的研
究成果表明 RacGAP1 可能是宫颈癌患者的潜在预
后预测因子 [10]，RacGAP1 在宫颈癌组织中显著过
表达，并且与宫颈癌预后不良有关，其可能是宫颈
癌潜在的新型预后标志物，亦可能是治疗靶点。
　　桔梗皂苷 D 是桔梗的主要活性成分之一，具
有多种生物学和药理学特性，包括抗动脉粥样硬
化、抗病毒、抗炎、抗肥胖、调节免疫、保肝和
抗肿瘤活性 [11-16]。近年来，桔梗皂苷 D 的抗肿瘤
活性得到了广泛的研究，已被证明通过诱导细胞
凋亡、细胞周期阻滞、自噬和抑制血管生成来抗
肿瘤，通过靶向多种信号通路的侵袭和转移在癌
症中经常被解除调控，这表明多靶点活性效应可
能在桔梗苷 D 抗肿瘤过程中发挥重要作用。癌症
是一种多方面的疾病，由遗传、表观遗传、代谢
和信号异常组成，严重破坏细胞生长和死亡的正
常状态。合理开发高选择性药物，特别是精准阻
断其中一条关键信号通路，与抗肿瘤靶向治疗成

功密切相关，除此之外，癌症的多靶点预防已成
为有效抗肿瘤治疗的新范例。本研究探讨对桔梗
皂苷 D 治疗宫颈癌的抗肿瘤活性和分子机制，以
期将其开发为潜在的肿瘤治疗先导药物。
1　材料

1.1　实验动物及细胞

　　30 只 8 周 龄 SD 大 鼠，SPF 级， 雌 性， 体
质量（160±10）g [ 辽宁长生生物技术股份有限
公司，SCXK（辽）2021-0010]，饲养环境温度
（25±5）℃，模拟昼夜光照，自由摄食与饮水；
人宫颈癌细胞株 HeLa 购自于中国科学院上海生
命科学研究所细胞库。
1.2　仪器

　　CO2 恒温细胞培养箱（美国 REVCO 公司）；
低速台式离心机（湖南湘仪公司）；垂直正压式超
净工作台（苏州净化公司）；电热恒温水浴锅（江
苏太仓华利达设备公司）。
1.3　试药

　　DMEM 培养基（美国 Corning 公司）；桔梗
皂苷 D（中国食品药品检定研究院，批号：2011-
11517， 纯 度：98%）；PVDF 膜（德 国 罗 氏）；
ECL 发光液和 RIPA 蛋白裂解液均（上海碧云天
有限公司）；骨形态发生蛋白 -2（BMP-2）抗体、
PPP2CA 抗体、YTAP1 抗体、Smad1 抗体（批号
分别为 D220103、D210901、D210204、D210701，
英国 Abcam 公司）；兔抗β-action 多克隆抗体（bs-

the verification was carried out with binding energy, animal experiments and molecular biology 
technology. Results  Totally 299 potential proteins of platycodin D and 7140 disease targets related to 
cervical carcinoma were obtained. Totally 48 qualified targes, including BMP-2 (bone morphogenetic 
protein-2), were obtained by reverse docking platform Pharmmapper. Go analysis showed that 
platycodin D involved 288 biological pathways, 11 cellular components and 31 molecular functions 
in the treatment of cervical carcinoma. The enrichment and screening of KEGG pathway screened 
181 signal pathways (P ＜ 0. 05), mainly involved in the processes of Hippo signaling pathway, 
pathways in cancer and progesterone mediated oocyte maturation. Molecular docking showed that 
the binding energy between BMP-2 protein and platycodin D in Hippo signaling pathway was stable 
with binding energy less than － 5 kcal·mol － 1. The animal experiment and Western blot analysis 
showed basically consistent network simulation. Conclusion  The mechanism of platycoside D in 
the treatment of cervical carcinoma may be directly related to the Hippo signaling pathway, which 
may exert its effect through the direct regulation of BMP-2 and other proteins in the Hippo signaling 
pathway. While intervention to cervical carcinoma can be achieved through the regulation of pathways 
in cancer and progesterone mediated oocyte maturation. 
Key words: platycodin D; cervical carcinoma; network pharmacology; signal path; molecular docking 
technology
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0061R）、HRP 标记羊抗兔（IgG bs-0295G-HRP）（北
京博奥森生物技术有限公司）；BCA 蛋白定量检
测试剂盒（美国 Thermo 公司）。
2　方法与结果

2.1　桔梗皂苷 D 数据库信息获取及体内作用靶

标预测

　　由于桔梗皂苷 D 的类药性明确 [17]，故将其
英文名称带入 PubChem 数据库下载专属的 SDF
文件，并采用 ChemBio 3D Ultra 14.0 软件将其格
式转换为 Mol2 文件；采用 Pharmmapper（http：//
www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/）数据库对桔梗
皂苷 D 进行数据库匹配及反向对接预测，收集靶
蛋白信息，查找与之对应的靶基因名称。通过检
测 Pharmmapper 数据库获取桔梗皂苷 D 体内预测
靶标共计 299 个，现将前 20 位靶标列在表 1。

表 1　桔梗皂苷 D体内预测的主要靶标成分 (前 20 个 ) 
Tab 1　Main target components predicted by platycodin D in vivo 

(top 20)

序列号 蛋白名称 基因名称

1 galectin-7 LGALS7

2 fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa

3 uridine 5-monophosphate synthase UMPS

4 heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8

5 baculoviral IAP repeat-containing protein 7 BIRC7

6 S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme AMD1

7 pancreatic alpha-amylase AMY2

8 cellular retinoic acid-binding protein 2 CRABP2

9 mothers against decapentaplegic homolog 1 SMAD1

10 ephrin type-B receptor 4 EPHB4

11 transcriptional coactivator YAP1 YAP1

12 tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 PTPN11

13 bone morphogenetic protein 2 BMP2

14 heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1

15 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase HMG2

16 thyroid hormone receptor beta THRB

17 serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic 
subunit

PPP2C

18 baculoviral IAP repeat-containing protein 4 XIAP

19 mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1

20 beta-secretase 1 BACE1

2.2　宫颈癌相关靶点信息获取

　　检索孟德尔遗传数据库 Omim（https：//www.
omim.org/）， 检 索 关 键 词“cervical carcinoma”，
下载整理与宫颈癌发病相关的靶蛋白或基因名称。
共得到已知的宫颈癌相关靶标 7140 个，药物靶点
299 个。其中与桔梗皂苷 D 预测靶标结果一致的
48 个，分别是 BMP-2、丝裂原活化蛋白激酶 1 等
（见表 2）。

表 2　桔梗皂苷 D与宫颈癌预测靶标的共同结果 
Tab 2　Common targets of platycodin D and  

cervical cancer prediction 

序列号 靶蛋白名称 基因名称

1 adenine phosphoribosyltransferase APRT
2 adenosine kinase ADK
3 aldo-keto reductase family 1 member C2 AKR1C2
4 aldo-keto reductase family 1 member C3 AKR1C3
5 androgen receptor AR
6 angiogenin ANG
7 annexin A5 ANXA5
8 arylsulfatase A ARSA
9 beta-secretase 1 BACE1
10 bone morphogenetic protein 2 BMP2
11 bone morphogenetic protein 7 BMP7
12 carbonic anhydrase 12 CA12
13 carbonic anhydrase 2 CA2
14 carnitine O-acetyltransferase CRAT
15 transcriptional coactivator YAP1 YAP1
16 cathepsin F CTSF
17 cathepsin G CTSG
18 cathepsin K CTSK
19 cathepsin S CTSS
20 serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic 

subunit
PPP2C

21 complement factor D CFD
22 deoxycytidine kinase DCK
23 dihydrofolate reductase DHFR
24 dipeptidyl peptidase 4 DPP4
25 epidermal growth factor receptor EGFR
26 eukaryotic translation initiation factor 4E EIF4E
27 fibroblast growth factor receptor 2 FGFR2
28 glucose-6-phosphate isomerase GPI
29 glutathione S-transferase mu 1 GSTM1
30 histone deacetylase 8 HDAC8
31 lanosterol synthase LSS
32 macrophage migration inhibitory factor MIF
33 mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1
34 mitogen-activated protein kinase 10 MAPK10
35 mitogen-activated protein kinase 14 MAPK14
36 mitogen-activated protein kinase 8 MAPK8
37 neuronal calcium sensor 1 NCS1
38 progesterone receptor PGR
39 purine nucleoside phosphorylase PNP
40 renin REN
41 retinoic acid receptor alpha RARA
42 retinoic acid receptor beta RARB
43 thyroid hormone receptor alpha THRA
44 thyroid hormone receptor beta THRB
45 trafficking protein particle complex subunit 3 TRAPPC3
46 mothers against decapentaplegic homolog 1 SMAD1
47 triggering receptor expressed on myeloid cells 1 TREM1
48 uridine-cytidine kinase 2 UCK2
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2.3　构建基于桔梗皂苷 D- 成分预测靶标 - 宫颈

癌病理靶标的网络示意图

　　采用维恩分析法获取同时满足桔梗皂苷 D 预
测靶标结果和宫颈癌相关靶标结果的交集。利用
可视化软件 Cytoscape 构建基于桔梗皂苷 D- 成分
预测靶标 - 宫颈癌病理靶标的网络示意图，明确桔
梗皂苷 D 干预宫颈癌的体内作用网络。结果如图
1 所示，其中绿色代表桔梗皂苷 D、粉色代表桔梗
皂苷 D 与宫颈癌的交集靶标、红色代表宫颈癌。
2.4　潜在靶蛋白互作分析及构建

　　将维恩分析结果以基因名称方式带入 STRING
（https：//string-db.org/）蛋白数据库中，选定研
究范围为人类，进行蛋白互作分析，确定靶基因
之间的调控及生理过程。如图 2 所示，该网络
含有 48 个节点，98 条边，平均节点 degree 值为
4.08，聚类相关性为 0.503，蛋白作用富集 P 值为
10×10－ 16，由此提示各靶蛋白间互作关系显著，
桔梗皂苷 D 可能通过与蛋白的之间关系和蛋白间
的信号传递完成干预宫颈癌的目的。
2.5　GO 富集分析，分子对接验证

　　将潜在的靶蛋白基因名带入 DAVID（https：//
david.ncifcrf.gov/），将靶蛋白基因名转换为相应
的基因 ID 数据，再导入 R 语言进行基因注释分
析，并绘制高级气泡分析图，明确桔梗皂苷 D 治
疗宫颈癌的关键信号通路。
　　采用 Autoduck 软件理论验证计算机模拟配
体受体对接过程，通过评价桔梗皂苷 D 治疗宫颈
癌过程中分子对接结合能大小，达到理论判定药
物配体与蛋白受体结合可能性的目的。普遍认为，
当分子对接分数小于－ 5.0 kcal·mol － 1 时，可认
为配体与受体间可形成稳定结构 [18]。
　　采用 DAVID 平台对桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌
的干预过程进行 GO 富集分析，结果见图 3。得
到 11 个细胞组分（cellular component，CC）信息，
包括内溶酶体腔、细胞器腔、内溶酶体、溶酶体
腔、细胞内细胞器腔、Shc-EGFR 复合物、细胞外
间隙、核质、胞质等；288 条生物过程（biological 
process，BP），包括细胞对激素刺激的反应、免疫
反应的调节、Toll 样受体信号通路、细胞对内源性
刺激的反应、对有机氮化合物的反应、免疫反应
调节信号通路、免疫系统过程的调节、刺激反应
的正向调节、对内源性刺激的反应、对肽类激素
的反应、免疫应答的正向调节、免疫反应、对激
素的反应、细胞对生长因子刺激的反应、酶联受
体蛋白信号通路、Toll 样受体信号通路等；31 条

分子功能（molecular function，MF）过程，包括受
体信号蛋白丝氨酸 / 苏氨酸激酶活性、MAP 激酶
活性、RNA 聚合酶Ⅱ转录因子活性 - 配体激活序
列特异性 DNA 结合、糖蛋白结合、内肽酶活性、
转录因子结合、蛋白多糖结合、类固醇激素受体、
JUN 激酶活性、翻译起始因子结合、受体信号蛋
白活性、碳水化合物衍生物结合。GO 信号通路富
集筛选得到 181 条信号通路（P ＜ 0.05），涉及其
中主要涉及 Hippo 信号通路、癌症的途径、孕酮
介导的卵母细胞成熟过程等（见图 3），其中 Hippo
信号通路 P 值最小，相关性最强。
　　众多靶蛋白成分中，BMP-2 所涉及的 Hippo
信号通路与宫颈癌相关性最高（P 值最小，相关
性最强），通过 Autoduck 软件机模拟分子对接过
程验证理论对接可能，首先从 PDB 中下载蛋白
晶体结构，对受体进行去水、去除不需要的杂原
子等处理，保存为 pdb 文件作为受体结构。对配
体分子进行电荷、质子化状态确认，并保存。然
后启动 AutoDockTools，打开药物成分 pdb 文件，
将药物分子加载到坐标窗口，选择药物成分作为
AutoDock4 对接的配体分子。保存成为 pdbqt 文
件，选择拉马克遗传算法作为对接算法，保存成
为 dpf 文件进行半柔性对接过程。以 BMP-2 与
桔梗皂苷 D 的作用为例，确定结合能为－ 6.58 
kcal·mol － 1，小于－ 5.0 kcal·mol － 1，这证明
BMP-2 与桔梗皂苷 D 可形成稳定结构 [18]。提示
桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌可能通过直接与 BMP-2
的结合完成有效干预宫颈癌的目的（见图 4）。其
他各靶标的对接能如表 3 所示。

表 3　桔梗皂苷 D与 Hippo信号通路各靶标对接能结果 (kcal·mol－ 1) 
Tab 3　Docking energy of platycodin D and Hippo signal pathway 

target (kcal·mol － 1)

成分
靶蛋白

BMP-2 YAP1 SMAD1 PPP2C

桔梗皂苷 D － 6.58 － 6.15 － 5.45 － 5.16

2.6　模型复制、分组及给药

　　大鼠预饲养 1 周后，随机分为空白组、模
型组和给药组，每组 10 只。模型组和给药组采
用左侧腋窝处皮下注射人宫颈癌 HeLa 细胞建立
宫颈癌大鼠模型 [19]，每只大鼠 0.5 mL、1×107 
个·mL － 1，空白组于左侧腋窝处皮下注射等体
积生理盐水，肉眼可见大鼠左腋窝处有明显肿瘤
结节生长即为造模成功。造模第 7 日，给药组灌
胃剂量为 10 mg·kg － 1，1 次·d － 1，空白组和模
型组给予同体积生理盐水，2 周后无菌剥离移植
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瘤组织，用于相关指标的检测。
2.7　各组肿瘤体积、重量与抑瘤率比较

　　比较模型组和给药组肿瘤体积、重量与抑瘤
率。结果显示，与模型组比较，给药组大鼠肿瘤
体积减少，瘤重均显著降低，给药组抑瘤率为
（75.66±9.58）%，见表 4。
2.8　Western blot 测定宫颈癌组织中 BMP-2 及相

关蛋白含量表达

　　取液氮冻存的各组大鼠肿瘤组织 50 g，迅速

研磨至粉末状。以 20 mg 组织加入 100 μL 比例，
加入 RIPA 蛋白裂解液（1 mmol·L － 1），冰上裂
解组织 30 min，4℃ 14 000 r·min － 1 离心 5 min
取上清液。BCA 蛋白定量检测试剂盒测定上清液
的蛋白浓度。各样品取 30 μg 蛋白置于 SDS-PAGE
凝胶加样孔内进行电泳分离和转膜操作。5% 脱脂
奶粉室温封闭 2 h，随后加入一抗，4℃条件下孵
育过夜。二抗（1∶5000）室温条件下孵育 1 h。将
ECL 化学发光检测试剂均匀滴至膜上，将 PVDF
膜放入显色液中显色，待条带显色清晰后用蒸馏
水终止反应。用 ECL 将 PVDF 膜显色，进行 X 线

图 3　桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌的 GO 富集分析结果

Fig 3　GO enrichment analysis of platycodin D for cervical cancer

图 4　桔梗皂苷 D 与靶标 BMP-2 的计算机模拟分子对接结果

Fig 4　Computer simulation molecular docking of platycodin D and 
target BMP-2

表 4　各组肿瘤体积、重量与抑瘤率比较 (x±s) 
Tab 4　Tumor volume，weight and tumor inhibition rate in  

each group (x±s)

组别 n 肿瘤体积 /mm3 瘤重 /g 抑瘤率 /%

模型组 10 171.25±20.65 0.41±0.11 －

给药组 10      60.52±12.68## 0.20±0.01## 75.66±9.58

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

图 1　桔梗皂苷 D、宫颈癌疾病靶标及宫颈癌体内作用网络示意图

Fig 1　Platycodin D，cervical cancer target and cervical cancer in vivo 
action network

图 2　桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌的 PPI 图
Fig 2　PPI of platycodin D for cervical cancer
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曝光，以凝胶成像系统进行结果读取与分析。结
果见表 5，Hippo 信号通路中涉及的关键蛋白在模

型组和给药组都有显著变化（见图 5）。

表 5　大鼠宫颈癌组织中 Hippo信号通路中靶蛋白表达结果 (x±s) 
Tab 5　Expression of target proteins in Hippo signal pathway in cervical carcinoma tissues of rats (x±s)

组别 n BMP-2 YAP1 SMAD1 PPP2C

空白组 10 2.69±0.17 5.64±0.14 1.96±0.11 4.68±0.13

模型组 10   6.69±0.13**  7.64±0.13*   4.96±0.24**   6.85±0.19**

给药组 10  4.01±0.21# 6.19±0.09   1.98±0.16##  4.71±0.21#

注：与空白组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

图 5　Hippo 信号通路中各蛋白表达

Fig 5　Protein expression in Hippo signal pathway

2.9　统计学处理方法

　　数据用均数 ±标准差（x±s）表示，实验结
果用 SPSS 13.0 统计软件进行分析。以 P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。蛋白印迹结果用凝胶成像
分析系统取图，并分析密度，结果以目标条带的
密度与内参条带的密度之比表示。
3　讨论

　　本次基于网络药理学、代谢组学及分子生物
学技术对桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌的作用机制进行
分析和研究，发现多个与桔梗皂苷 D 体内预测靶
标及宫颈癌发病靶标的交集蛋白成分，如 BMP-
2、组织蛋白酶 B（CTSB）和丝裂原活化蛋白激酶
（MAPK）等。其中 BMP-2 是位于 Hippo 信号通路
中关键靶标成分，在 GO 富集分析中该靶标成分与
宫颈癌高度相关，排在首位，由此推断桔梗皂苷 D
治疗宫颈癌过程中与 BMP-2 及 Hippo 密切相关。
　　BMP-2 是在细胞增殖、迁移和分化中发挥
重要作用的生长因子。已有多个人类肿瘤报告显
示，BMP 信号通路的多个成员失调与恶性肿瘤的
生长和转移增强有关 [20-21]。BMP 内皮细胞前体调
控因子（BMPER）是 BMP 发挥其全范围信号活
性所必需的 BMP 调节剂。此外，BMPER 由内皮
细胞及其祖细胞表达，并在这些细胞中具有促血

管生成的特征。有相关实验描述了 BMPER 在人
肺癌、结肠癌和宫颈癌标本以及来源于此类癌的
细胞系中的表达。BMP7 在宫颈癌组织中高表达，
BMP7 可能在宫颈癌的发生发展中发挥作用。敲
低 BMP7 表达后，HeLa 细胞的增殖、侵袭、迁移
能力减弱；这一作用可能是由于 BMP7/Smadl/5/9
信号通路受阻 [21]。
　　丝裂原活化蛋白激酶（MAPK），包括细胞
外信号调节激酶（ERK）、c-Jun 氨基末端激酶
（JNK）和 p38 亚组在细胞存活、增殖、分化、炎
症和凋亡中发挥关键作用 [22]。有相关实验将活化
的 ERK、JNK 和 p38 MAPK 从细胞质转移到细胞
核，随后发现磷酸化转录因子以控制靶向基因表
达 [23]。这证明了其与肿瘤发生和肿瘤治疗的重要
性相一致，MAPK 信号与人类癌症高度相关 [24]。
　　本次网络药理学结合动物实验靶向验证的
方法对桔梗皂苷 D 治疗宫颈癌的作用机制进行
研究。从药物成分及疾病靶标数据库同时预测并
取交集获得同时满足桔梗皂苷 D 及宫颈癌的靶
蛋白基因，通过 GO 富集分析及 KEGG 富集分
析聚焦与上述治疗过程中高度相关的 Hippo 信号
通路及 BMP-2 靶蛋白基因，最终通过体外动物
实验及 BMP-2 靶向验证证实其与宫颈癌结果的
一致性，为后续中药抗肿瘤药物的相关研究奠
定基础。

参考文献

[1] Torre LA，Bray F，Siegel RL，et al. Global cancer statis-
tics [J]. CA Cancer J Clin，2015，65（2）：87-108. 

[2] Crosbie EJ，Einstein MH，Franceschi S，et al. Human 
papillomavirus and cervical carcinoma [J]. Lancet，2013，
382（9895）：889-899. 

[3] 何闰华，詹磊，宋恩学，等 . NLRC5 在宫颈癌中的表

达及与宫颈癌患者预后的相关性研究 [J/OL]. 中华全科

医学，2022（10）：1700-1703. 
[4] 章孟星，张易 . 宫颈癌病人后装治疗真实体验的质性研

究 [J]. 全科护理，2022，20（27）：3844-3847. 



2714

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

[5] Pogoda CS，Roden RB，Garcea RL. Immunizing against 
anogenital cancer：HPV vaccines [J]. PLoS Pathog，2016，
12（5）：e1005587. 

[6] Bray F，Jemal A，Torre LA，et al. Long-term realism and 
cost-effectiveness：primary prevention in combatting can-
cer and associated inequalities worldwide [J]. J Natl Cancer 
Inst，2015，107（12）：djv273. 

[7] Chen W，Zheng R，Baade PD，et al. Cancer statistics 
in China，2015 [J]. CA Cancer J Clin，2016，66（2）：

115-132. 
[8] De Vuyst H，Alemany L，Lacey C，et al. The burden of 

human papillomavirus infections and related diseases in 
sub-saharan Africa [J]. Vaccine，2013，31 Suppl 5（5）：

F32-46. 
[9] Okunade KS. Human papillomavirus and cervical carcino-

ma [J]. J Obstet Gynaecol，2020，40（5）：602-608. 
[10] Zhang T，Wang C，Wang K，et al. RacGAP1 promotes 

the malignant progression of cervical carcinoma by regu-
lating AP-1 via miR-192 and p-JNK [J]. Cell Death Dis，
2022，13（7）：604. 

[11] Li XG，Gao S，Yang WS，et al. Investigation of the in-
hibitory effect of platycodin D in human transitional cell 
carcinoma cell line 5637 [J]. Folia Biol（Praha），2021，
67（1）：37-47. 

[12] Lu Z，Song W，Zhang Y，et al. Combined anti-cancer 
effects of platycodin D and sorafenib on androgen-indepen-
dent and PTEN-deficient prostate cancer [J]. Front Oncol，
2021，11：648985. 

[13] 许严伟，耿胜男，王越华，等 . 桔梗皂苷 D 对阿霉素

治疗小鼠肺癌的导引机制 [J]. 中国中药杂志，2021，46
（6）：1480-1489. 

[14] Chen D，Chen T，Guo Y，et al .  Suppressive ef-
fect of platycodin D on bladder cancer through micro 
RNA-129-5p-mediated PABPC1/PI3K/AKT axis inactiva-
tion [J]. Braz J Med Biol Res，2021，54（3）：e10222. 

[15] Zhang J，Song N，Liu Y，et al. Platycodin D inhibits 

β-amyloid-induced inflammation and oxidative stress in 
BV-2 cells via suppressing TLR4/NF-κB signaling pathway 
and activating Nrf2/HO-1 signaling pathway [J]. Neurochem 
Res，2021，46（3）：638-647. 

[16] Choi YJ，Lee SJ，Kim HI，et al. Platycodin D enhances 
LDLR expression and LDL uptake via down-regulation of 
IDOL mRNA in hepatic cells [J]. Sci Rep，2020，10（1）：

19834. 
[17] 邓杏好，谭梅英，张维彬 . 桔梗皂苷 D 的大鼠血浆药代

动力学研究 [J]. 按摩与康复医学，2018，9（11）：45-47. 
[18] Hsin KY，Ghosh S，Kitano H. Combining machine learn-

ing systems and multiple docking simulation packages to 
improve docking prediction reliability for network pharma-
cology [J]. PLoS One，2013，8（12）：e83922. 

[19] 崔开颖，赵素芬，朱根海 . 姜黄素对宫颈癌大鼠的影

响及作用机制研究 [J]. 中国临床药理学杂志，2019，35
（11）：1142-1145. 

[20] Heinke J，Kerber M，Rahner S，et al. Bone morpho-
genetic protein modulator BMPER is highly expressed in 
malignant tumors and controls invasive cell behavior [J]. 
Oncogene，2012，31（24）：2919-2930. 

[21] Wu CK，Wei MT，Wu HC，et al. BMP2 promotes lung 
adenocarcinoma metastasis through BMP receptor 2-me-
diated SMAD1/5 activation [J]. Sci Rep，2022，12（1）：

16310. 
[22] Johnson GL，Lapadat R. Mitogen-activated protein kinase 

pathways mediated by ERK，JNK，and p38 protein kinas-
es [J]. Science，2002，298（5600）：1911-1912. 

[23] Roux PP，Blenis J. ERK and p38 MAPK-activated protein 
kinases：a family of protein kinases with diverse biological 
functions [J]. Microbiol Mol Biol Rev，2004，68（2）：

320-344. 
[24] Roberts PJ，Der CJ. Targeting the Raf-MEK-ERK mito-

gen-activated protein kinase cascade for the treatment of 
cancer [J]. Oncogene，2007，26（22）：3291-3310. 

（收稿日期：2022-09-03；修回日期：2022-10-14）



2715

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

宽叶重楼的甾体皂苷类成分研究

李天怡，陆云阳，刘杨，曹宇，陈文文，田韵远，胡晋铭，汤海峰*（空军军医大学药学系中药与天然药

物学教研室，西安　710032）

摘要：目的　研究宽叶重楼根茎的甾体皂苷类成分。方法　采用硅胶柱色谱、Sephadex LH-20
凝胶柱色谱、中压制备液相色谱和半制备高效液相色谱等方法，从宽叶重楼根茎 70% 乙醇提

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

7 个甾体皂苷类化合物，分别鉴定为偏诺皂苷元 -3-O-α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃

鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-D- 吡喃葡萄糖苷（1）、17-hydroxygracillin（2）、重楼皂苷 H（3）、重楼

皂苷Ⅶ（4）、薯蓣皂苷元 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -（1 → 4）-β-D- 吡喃葡萄糖苷（5）、重楼皂

苷Ⅴ（6）、重楼皂苷Ⅱ（7）。结论　化合物 2、3、5 和 6 为首次从宽叶重楼中分离得到。

关键词：宽叶重楼；甾体皂苷；化学成分；提取分离；结构鉴定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2715-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.003

Steroidal saponins from rhizomes of Paris polyphylla var. latifolia

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

Abstract: Objective  To determine the saponin constituents from rhizomes of Paris polyphylla var. 
latifolia. Methods  The compounds in the n-butanol fraction of 70% ethanol extract of rhizomes 
of Paris polyphylla var. latifolia were isolated and purified by silica gel, Sephadex LH-20, middle-
pressure liquid chromatography and semi-preparative high pressure liquid chromatography. Their 
structures were identified by spectroscopic analysis and chemical methods. Results  Totally 7 
steroidal saponins were isolated and identified as pennogenin-3-O-α-L-rhamnopyranosyl- (1→4)-[α-L-
rhamnopyranosyl- (1 → 2)] -β-D-glucopyranoside (1), 17-hydroxygracillin (2), paris saponin H 
(3), polyphyllin Ⅶ (4), diosgenin-3-O-α -L-arabinofuranosyl- (1 → 4)-β-D-glucopyranoside (5), 
polyphyllinⅤ (6), and polyphyllin Ⅱ (7). Conclusion  Compounds 2, 3, 5 and 6 have been isolated 
from this plant for the first time. 
Key words: Paris polyphylla var. latifolia; steroidal saponin; chemical constituent; extraction and 
isolation; structure elucidation
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作者简介：李天怡，女，硕士研究生，主要从事天然药物化学研究，email：suchacuteguy@163.com　* 通信作者：汤海峰，男，主任药

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

　　重楼（Paris）是多年生草本植物，归属于百
合科（Liliaceae），共 33 个种及 15 个变种，在中
国约有 27 种及 15 个变种 [1]。2020 年版《中国药
典》收载的药用重楼为百合科植物云南重楼 Paris 
polyphylla Smith var. yunnanensis 或七叶一枝花 Paris 
polyphylla Smith var. chinensis 的干燥根茎 [2]，具有
清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊的功效。据统计，

目前已从重楼属植物中分离出 323 种化学成分，
主要包括甾体皂苷、胆甾醇、C21 类固醇、植物
甾醇、昆虫激素、三萜类和其他次生代谢产物 [1]。
药理学研究表明重楼属植物具有较高的药理活性
和药用价值，如抗肿瘤 [3]、抗感染 [4]、免疫调节 [5]、
抑菌 [6] 等。天然药物化学研究表明其中的主要活
性成分为甾体皂苷，亦称为重楼皂苷 [1]。
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　　宽叶重楼（Paris polyphylla var. latifolia）作
为重楼属南重楼组的一个变种，主要分布于我国
山西、甘肃、安徽等地 [7]，在陕西省华阴市、耀
州区、黄龙、镇巴县和秦岭南北坡也多有分布 [8]。
目前关于宽叶重楼的甾体皂苷类成分研究有限，
课题组前期从陕西省太白县产宽叶重楼中分离得
到 4 个甾体皂苷 [9-10]，为明确宽叶重楼的药效物
质基础，并对其甾体皂苷类成分进一步完善，本
文对陕产宽叶重楼根茎 70% 乙醇提取物的正丁醇
萃取部位进行研究，共分离并鉴定了 7 个甾体皂
苷（见图 1），其中化合物 2、3、5 和 6 为首次从
宽叶重楼中提取得到。

图 1　皂苷 1 ～ 7 的化学结构

Fig 1　Structures of saponins 1 ～ 7

1　材料
　　Quatrro 质谱仪（Waters 公司）；Bruker AVANCE 
800 型核磁共振波谱仪（Bruker 公司）；Gilson 2050 
高效液相色谱仪 [ 配 YMC-Pack R&D ODS-A 半制
备色谱柱（20 mm×250 mm，5 μm）]、ODS C18 柱
（Pharmacia 公司）；Pure C-810 中压快速色谱柱（瑞
士 BUCHI 公司）；Sephadex LH-20 凝胶（GE 公司）；
薄层色谱用硅胶 G、柱色谱硅胶（100 ～ 200 目、
300 ～ 400 目，青岛海洋化工厂）；电子天平（精度：
0.0001 g，赛多利斯科学仪器有限公司）；低温冷却
循环泵（DLSB-40 型，陕西爱信仪器有限公司）；
隔膜真空泵（V-100 型，瑞士 BUCHI 公司）；旋转
蒸发仪（N-1300 型）、电热恒温水浴锅（OSB-2100
型）（上海爱朗仪器有限公司）；电热鼓风干燥箱
（DHG-924OA 型，上海一恒科学仪器有限公司）；
色谱纯乙腈、甲醇（天津科密欧公司）；氘代试剂
（Merck 公司）；显色剂（10% 硫酸 / 乙醇）；其他试
剂均为分析纯。
　　药材于 2021 年 8 月购自陕西省宝鸡市眉县天
源中草药有限公司，产地为陕西省宝鸡市眉县，
经空军军医大学药学系中药与天然药物学教研室

汤海峰教授鉴定为宽叶重楼（Paris polyphylla var. 
latifolia）的根茎，药材标本（编号：20210802）
保存在该教研室标本室。
2　提取与分离
　　取宽叶重楼的干燥根茎 2.8 kg，粉碎后用 70%
乙醇浸泡过夜，70℃加热回流提取 5 次，每次 2 
h，减压回收得浸膏共 611.7 g。将浸膏用适量水
分散后，以等体积石油醚萃取 5 次，再用等体积
水饱和正丁醇萃取 5 次，减压回收得正丁醇层总
皂苷 135.3 g。所得总皂苷经硅胶柱色谱分离，用
V二氯甲烷∶V甲醇∶V水（100∶1∶0.1 ～ 65∶35∶0.35）
为洗脱剂，进行梯度洗脱，合并后得到 19 个组分
（Fr.1 ～ Fr.19）。
　　Fr.6（1.54 g） 经 Sephadex LH-20 凝 胶 柱 色
谱（洗脱剂为纯甲醇）除去杂质，得到 Fr.6-1 ～ 

Fr.6-3。Fr.6-1 经过中压制备液相色谱，V甲醇∶V水

（1∶9 ～ 10∶0）为洗脱剂梯度洗脱，得到 Fr.6-1-
1～Fr.6-1-3。Fr.6-1-1通过半制备高效液相色谱分离
纯化，45% 乙腈洗脱得到化合物 5（8.0 mg，tR ＝

45.5 min）。Fr.11（2.8 g）经 Sephadex LH-20 凝胶
柱色谱（洗脱剂为纯甲醇）除去杂质，得到 Fr.11-
1～Fr.11-3。Fr.11-1经中压制备液相色谱，V甲醇∶V水

（1∶9 ～ 10∶0）为洗脱剂梯度洗脱，得到 Fr.11-1-
1～Fr.11-1-6。Fr.11-1-1通过半制备高效液相色谱分
离纯化（流速 15 mL•min－ 1，检测波长 206 nm；以
下均相同），35% 乙腈洗脱得到化合物 1（20.6 mg，
tR ＝ 18.5 min）。Fr.11-1-2 通过 30% 乙腈洗脱得到
化合物 6（17.3 mg，tR ＝ 20.5 min）。Fr.13（2.1 g）
经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱（洗脱剂为纯甲醇）
除去杂质，得到 Fr.13-1 ～ Fr.13-3。Fr.13-1 经过中
压制备液相色谱，V甲醇∶V水（1∶9 ～ 10∶0）为洗
脱剂梯度洗脱，得到 Fr.13-1-1 ～ Fr.13-1-3。Fr.13-
1-1 通过半制备高效液相色谱分离纯化，30% 乙
腈洗脱得到化合物 2（23.0 mg，tR ＝ 31.5 min）和
化 合 物 3（15.0 mg，tR ＝ 35.5 min）。Fr.13-1-2 通
过 30% 乙腈洗脱得到化合物 4（54.0 mg，tR ＝ 20.5 
min）和化合物 7（50.0 mg，tR ＝ 28.8 min）。
3　结构鉴定
　　化合物 1：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，表明该化
合物可能属于皂苷类化合物。ESI-MS 显示其准
分子离子峰 m/z 907 [M ＋ Na]＋（正离子模式）和
883 [M － H] －（负离子模式），提示其相对分子
质量为 884，结合 13C-NMR 谱确定化合物 1 的分
子式为 C45H72O17。分析化合物 1 的 13C-NMR 和
DEPT 谱，发现在 45 个碳信号中有 27 个碳信号归
属于苷元部分。1H-NMR 谱（800 MHz，CD3OD）
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显示高场区中存在偏诺皂苷元的特征甲基氢信号，
分别为δH 0.80（3H，d，J ＝ 6.45 Hz）、0.83（3H，
s）、0.89（3H，d，J ＝ 7.26 Hz）、1.05（3H，s），
通过 HSQC 谱找到其对应碳信号δC 17.5（C-27）、
17.5（C-18）、9.1（C-21）、19.8（C-19）。此外还存
在着 5 个特征季碳信号：δC 141.9（C-5）、38.0（C-
10）、45.8（C-13）、91.3（C-17）、110.3（C-22），综
合上述数据，结合文献 [11] 可以确定化合物 1 的苷
元为偏诺皂苷元。
　　取化合物 1（1.5 mg）用 2 mL（2 mol • L－ 1）
三氟乙酸溶解，按文献方法 [5] 将所得单糖制备成
三甲基硅醚化 L- 半胱氨酸衍生物，以标准糖衍生
物为对照，进行 GC 分析，表明化合物 1 的单糖
组成为 D- 葡萄糖（D-Glc）和 L- 鼠李糖（L-Rha）
（1∶2）。3 个糖的端基氢信号均位于 1H-NMR 的
低 场 区， 分 别 为δH 4.50（1H，d，J ＝ 7.81 Hz，
Glc H-1），δH 5.20（1H，br s，Rha Ⅰ H-1），δH 

4.84（1H，br s，Rha Ⅱ H-1）。通过 HSQC 谱找到
其对应的端基碳信号为δC 100.4（C-1，Glc），δC 

102.3（C-1，RhaⅠ），δC 103.0（C-1，RhaⅡ）。 在
HMBC 谱中，Glc 端基氢和苷元 C-3 存在远程相
关，RhaⅠ端基氢和 Glc C-2 存在远程相关，Rha 
Ⅱ端基氢和 Glc C-4 存在远程相关，表明 RhaⅠ和
RhaⅡ分别连在 Glc 的 2 位和 4 位上。通过分析葡
萄糖端基氢耦合常数（J ＝ 7.81 Hz ＞ 7.0 Hz）确
定其相对构型为β 构型；通过分析鼠李糖 C-5 化
学位移值（δC 69.8 Rha Ⅰ，δC 70.6 Rha Ⅱ）确定其
相对构型为α 构型 [12-13]。通过综合分析 1H-NMR、
13C-NMR、DEPT、HSQC 和 HMBC 谱图，与文献
中的化合物碳氢信号进行对比 [14]，从而确定了化
合物 1 为已知化合物偏诺皂苷元 -3-O-α-L- 吡喃鼠
李糖基 -（1 → 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1 → 2）]-β-
D- 吡喃葡萄糖苷。
　　化合物 2：白色无定型粉末，Libermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，ESI-MS 显示
其准分子离子峰 m/z 924 [M ＋ Na]＋（正离子模式）
和 900 [M － H]－（负离子模式），提示其相对分子
质量为 901，结合 13C-NMR 谱确定化合物 2 的分
子式为 C45H73O18。通过与化合物 1 进行对照，发
现化合物 2 具有与化合物 1 基本一致的偏诺皂苷
元特征信号，如甲基氢信号δH 0.79（3H，d，J ＝
6.42 Hz）、0.83（3H，s）、0.89（3H，d，J ＝ 7.27 
Hz）、1.05（3H，s），分别与 13C-NMR 中的δC 17.5
（C-27）、17.5（C-18）、9.1（C-21）、19.8（C-19）
信号相关。在 13C-NMR 谱中还存在 5 个季碳信号：
δC 141.9（C-5）、38.0（C-10）、45.9（C-13）、91.3
（C-17）、111.0（C-22），整理上述数据，结合文

献 [11] 可以确定化合物 2 的苷元为偏诺皂苷元。
　　将化合物 2 按照与化合物 1 同样的方法制备
成衍生物，与标准糖衍生物对比，确定结构中
含有 D- 葡萄糖（D-Glc）和 L- 鼠李糖（L-Rha）
（2∶1）。3 个糖的端基氢信号均位于 1H-NMR 的
低 场 区， 分 别 为δH 4.51（1H，d，J ＝ 7.86 Hz，
Glc Ⅰ H-1），δH 4.47（1H，d，J ＝ 7.85 Hz，Glc 
Ⅱ H-1），δH 5.27（1H，br s，Rha H-1）。 其 对 应
的端基碳信号为δC 100.3（C-1，Glc Ⅰ），δC 104.5
（C-1，Glc Ⅱ），δC 102.5（C-1，Rha）。通过结合
1H-NMR、13C-NMR、DEPT、HSQC 和 HMBC 谱
图，与文献中的化合物碳氢信号进行对比 [15]，最
终确定化合物 2 为偏诺皂苷元 -3-O-β-D- 吡喃葡萄
糖基 -（1→ 4）-[α-L- 吡喃鼠李糖基 -（1→ 2）]-β-D-
吡喃葡萄糖苷，即已知化合物 17-hydroxygracillin。
　　化合物 3：白色无定型粉末，Libermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，ESI-MS 显
示其准分子离子峰为 m/z 893 [M ＋ Na] ＋（正离
子模式）和 869 [M － H] －（负离子模式）。结合
13C-NMR 谱（200 MHz，CD3OD）和 DEPT 谱数据
分析确定化合物 3 的分子式为 C44H70O17。将化合
物 3 与化合物 1 进行对照，发现两者具有基本一
致的偏诺皂苷元特征信号，如甲基氢信号分别为
δH 0.80（3H，d，J ＝ 6.47 Hz）、0.83（3H，s）、0.89
（3H，d，J ＝ 7.24 Hz）、1.05（3H，s），并分别与
13C-NMR 中的 δC 17.5（C-27）、17.5（C-18）、9.1
（C-21）、19.8（C-19）信号相关。在 13C-NMR 谱
的 NMR 谱中存在 5 个季碳信号：δC 141.9（C-5）、
38.0（C-10）、45.9（C-13）、91.3（C-17）、111.0（C-
22），整理上述数据，结合文献 [11] 可以确定化合物
3 的苷元为偏诺皂苷元。
　　将化合物 3 按照与化合物 1 同样的方法制备
成衍生物，与衍生化后的标准糖的保留时间进行
对比，确定结构中含有 D- 葡萄糖（D-Glc）、L-
鼠李糖（L-Rha）和 L- 呋喃阿拉伯糖（L-Araf）
（1∶1∶1）。3 个糖的端基氢信号均位于 1H-NMR
的低场区，分别为δH 4.50（1H，d，J ＝ 7.80 Hz，
Glc H-1），5.22（1H，br s，Rha H-1），5.02（1H，
d，J ＝ 1.91 Hz，Araf H-1）。通过 HSQC 谱找到其
对应的端基碳信号为δC 100.4（C-1，Glc），102.1
（C-1，Rha），110.0（C-1，Araf）。通过分析 Glc
端基氢耦合常数（J ＝ 7.80 Hz ＞ 7.0 Hz）确定其
相对构型为β 构型，通过分析鼠李糖 C-5 化学位
移值（δC 69.7）确定其相对构型为α 构型，通过
呋喃阿拉伯糖端基氢偶合常数（J ＝ 1.91 Hz）确
定其相对构型为α 构型 [16]。通过结合 1H-NMR、
13C-NMR、DEPT、HSQC 和 HMBC 谱图，与文献
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中的化合物碳氢信号进行对比 [17]，最终确定化合
物 3 为已知化合物重楼皂苷 H。
　　化 合 物 4： 白 色 无 定 型 粉 末，Libermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，ESI-MS 显示
其准分子离子峰 m/z 1053 [M＋Na]＋（正离子模式）
和 1029 [M － H] －（负离子模式）。结合 13C-NMR
谱（200 MHz，CD3OD）和 DEPT 谱数据分析确定
化合物 4 的分子式为 C51H82O21。通过与化合物 1
对比发现，两者具有相似的特征信号，如高场氢信
号：δH 0.80（3H，d，J ＝ 6.39 Hz）、0.83（3H，s）、
0.89（3H，d，J ＝ 7.20 Hz）、1.05（3H，s），5 个季
碳信号：δC 141.9（C-5）、38.0（C-10）、45.8（C-13）、
91.3（C-17）、111.0（C-22），整理上述数据，结合
文献 [11] 可以确定化合物 4 的苷元为偏诺皂苷元。
　　将化合物 4 按照与化合物 1 同样的方法制备成
衍生物，通过 GC 分析，与标准糖衍生物对比，与
衍生化后的标准糖的保留时间进行对比，确定结构
中含有 D- 葡萄糖（D-Glc）和 L- 鼠李糖（L-Rha）
（1∶3）。4 个糖的端基氢信号均位于 1H-NMR 的
低 场 区， 分 别 为δH 4.50（1H，d，J ＝ 7.80 Hz，
Glc H-1），δH 5.18（1H，br s，Rha Ⅰ H-1），δH 4.83
（1H，br s，Rha Ⅱ H-1），δH 5.17（1H，br s，Rha 
Ⅲ H-1）。通过 HSQC 谱找到其对应的端基碳信号
为δC 100.3（C-1，Glc），δC 102.4（C-1，Rha Ⅰ），
δC 102.5（C-1，Rha Ⅱ），δC 103.2（C-1，Rha Ⅲ）。
通过 HMBC 谱发现，Glc 端基氢和苷元 C-3 存在
远程相关，Rha Ⅰ 端基氢与 Glc C-2 存在远程相
关，Rha Ⅱ 端基氢与 Glc C-4 存在远程相关，Rha 
Ⅲ 端基氢与 Rha Ⅱ C-4 存在远程相关，通过结合
1H-NMR、13C-NMR、DEPT、HSQC 和 HMBC 谱图，
与文献中的化合物碳氢信号进行对比 [18]，最终确
定化合物 4 为已知化合物重楼皂苷Ⅶ。
　　化合物 5：白色无定形粉末，Liebermann-
Burchard 和 Molish 反应呈阳性，表明该化合物可
能属于皂苷类。ESI-MS 显示其准分子离子峰 m/z 
730 [M ＋ Na] ＋（正离子模式）和 706 [M － H] －

（负离子模式），提示其相对分子质量为 707，结
合 13C-NMR 谱确定化合物 5 的分子式为 C38H59O12。
在氢谱高场区存在 4 个薯蓣皂苷元的特征氢信
号，分别为δH 0.79（3H，d，J ＝ 6.59 Hz）、0.81
（3H，s）、0.96（d，J ＝ 7.12 Hz）、1.05（3H，s），
由 HSQC 谱发现上述 4 个氢信号分别与 13C-NMR
中 的δC 17.5（C-27）、16.8（C-18）、14.9（C-21）、
19.8（C-19）相关。在 13C-NMR 谱中存在 4 个特征
季碳信号：δC 142.0（C-5）、38.0（C-10）、41.4（C-
13）、110.6（C-22），整理上述数据，结合文献 [11] 所
以确定化合物 5 的苷元为薯蓣皂苷元。

　　将化合物 5 按照与化合物 1 同样的方法制备成
衍生物，与衍生化后的标准糖的保留时间进行对
比，表明化合物 5 结构中含有 D- 葡萄糖（D-Glc）
和 L- 呋喃阿拉伯糖（L-Araf）（1∶1）。两个糖的
端基氢信号均位于 1H-NMR 的低场区，分别为δH 

4.40（1H，d，J ＝ 7.92 Hz，Glc H-1），δH 5.05（1H，
d，J ＝ 1.90 Hz，Araf H-1）。 通 过 HSQC 谱 找 到
其对应的端基碳信号为δC 102.4（C-1，Glc），δC 

109.8（C-1，Araf）。通过结合 1H-NMR、13C-NMR、
DEPT、HSQC 和 HMBC 谱图，与文献中的化合
物碳氢信号进行对比 [19]，最终确定化合物 5 为已
知化合物薯蓣皂苷元 -3-O-α-L- 呋喃阿拉伯糖基 -
（1 → 4）-β-D- 吡喃葡萄糖苷。
　　化合物 6：白色无定型粉末，Libermann-
Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，ESI-MS 显示
其准分子离子峰 m/z 745 [M ＋ Na]＋（正离子模式）
和 721 [M － H] －（负离子模式）。结合 13C-NMR
谱（200 MHz，CD3OD）和 DEPT 谱数据分析确定
化合物 6 的分子式为 C39H62O12。在 1H-NMR（800 
MHz，CD3OD）谱的高场区中存在薯蓣皂苷元的
特征甲基氢信号，分别为δH 0.79（3H，d，J＝6.49 
Hz）、0.81（3H，s）、0.96（d，J ＝ 7.02 Hz）、1.05
（3H，s），通过分析其 HSQC 谱数据，发现它们分
别与 13C-NMR 中的δC 17.5（C-27）、16.8（C-18）、
14.9（C-21）、19.8（C-19）信号相关。在 13C-NMR
谱的 NMR 谱中还存在 4 个季碳信号：δC 141.9（C-
5）、38.0（C-10）、41.4（C-13）、110.6（C-22），整
理上述数据，结合文献 [11] 可以确定化合物 6 的苷
元为薯蓣皂苷元。
　　将化合物 6 按照与化合物 1 同样的方法制备成
衍生物，与衍生化后的标准糖的保留时间进行对
比，确定结构中含有 D- 葡萄糖（D-Glc）和 L- 鼠
李糖（L-Rha）（1∶1）。两个糖的端基氢信号均位
于 1H-NMR 的低场区，分别为δH 4.47（1H，d，J ＝
7.78 Hz，Glc H-1），δH 5.19（1H，br s，Rha H-1）。
通过 HSQC 谱找到其对应的端基碳信号为δC 100.5
（C-1，Glc），δC102.2（C-1，Rha）。在 HMBC 谱
中，Glc 端基氢与苷元 C-3 存在远程相关，Rha 端
基氢与 Glc C-2 存在远程相关，表明 Rha 连在 Glc 2
位上。通过分析葡萄糖端基氢耦合常数（J ＝ 7.78 
Hz ＞ 7.0 Hz）确定其相对构型为β 构型，通过分析
鼠李糖 C-5的化学位移值（δC69.8）确定其相对构型
为α 构型。通过结合 1H-NMR、13C-NMR、DEPT、
HSQC 和 HMBC 谱图，与文献中的化合物碳氢信号
进行对比 [20]，最终确定化合物 6 为已知化合物重楼
皂苷Ⅴ。
　　化 合 物 7： 白 色 无 定 型 粉 末，Libermann-
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Burchard 和 Molish 鉴定反应呈阳性，ESI-MS 显示
其准分子离子峰 m/z 1037 [M＋Na]＋（正离子模式）
和 1013 [M － H] －（负离子模式）。结合 13C-NMR
谱（200 MHz，CD3OD）和 DEPT 谱数据分析确定
化合物 7 的分子式为 C51H82O20。在 1H-NMR（800 
MHz，CD3OD）谱的高场区中存在薯蓣皂苷元的特
征甲基氢信号，分别为δH 0.79（3H，d，J ＝ 6.50 
Hz）、0.81（3H，s）、0.96（3H，d，J ＝ 7.01 Hz）、
1.04（3H，s），通过分析其 HSQC 谱数据，发现
它 们 分 别 与 13C-NMR 中 的δC 17.5（C-27）、16.8
（C-18）、14.9（C-21）、19.8（C-19）信号相关。在
13C-NMR 谱的 NMR 谱中还存在 4 个季碳信号：δC 
141.9（C-5）、38.1（C-10）、41.4（C-13）、110.6（C-
22），整理上述数据，结合文献 [11] 可以确定化合物
7的苷元为薯蓣皂苷元。化合物 7的 13C-NMR 谱中，
比化合物 6 多出两组甲基五碳糖信号。
　　将化合物 7 按照与化合物 1 同样的方法制备
成衍生物，与衍生化后的标准糖的保留时间进行
对比，确定结构中含有 D- 葡萄糖（D-Glc）和 L-

鼠李糖（L-Rha）（1∶3）。4 个糖的端基氢信号均位
于 1H-NMR 的低场区，分别为δH 4.49（1H，d，J＝
7.9 Hz，Glc H-1），δH 5.18（1H，br s，Rha Ⅰ H-1），
δH 4.83（1H，br s，Rha Ⅱ H-1），δH 5.17（1H，br s，
Rha Ⅲ H-1）。通过 HSQC 谱找到其对应的端基碳
信 号 为δC 100.5（C-1，Glc），δC 102.4（C-1，Rha 
Ⅰ），δC 102.6（C-1，Rha Ⅱ），δC 103.2（C-1，Rha 
Ⅲ）。在 HMBC 谱中，Glc 端基氢与苷元 C-3 存在
远程相关，Rha Ⅰ 端基氢与 Glc C-2 存在远程相
关，Rha Ⅱ 端基氢和 Glc C-4 存在远程相关，Rha 
Ⅲ 端基氢和 Rha Ⅱ C-4 存在远程相关。表明 Rha 
Ⅰ 连在 Glc C-2 位上，Rha Ⅱ 连在 Glc C-4 位上，
Rha Ⅲ 连在 Rha Ⅱ C-4 位上。通过分析葡萄糖端
基氢耦合常数（J ＝ 7.87 Hz ＞ 7.0 Hz）确定其相
对构型为β 构型。通过结合 1H-NMR、13C-NMR、
DEPT、HSQC 和 HMBC 谱图，与文献中的化合
物碳氢信号进行对比 [19]，最终确定化合物 7 为已
知化合物重楼皂苷Ⅱ。7 个化合物的 13C-NMR 和
1H-NMR 数据见表 1、表 2。

表 1　化合物 1 ～ 7 的 13C-NMR数据 (200 MHz，in CD3OD) 
Tab 1　13C-NMR data of compounds 1 ～ 7 (200 MHz，in CD3OD)

编号 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
1 38.5 38.6 38.6 38.5 38.5 38.6 38.6 3-O-sugar Glc Glc I Glc Glc Glc Glc Glc I
2 30.7 30.7 30.8 30.7 30.7 30.8 30.7 1 100.4 100.3 100.4 100.3 102.4 100.5 100.5
3 79.3 78.9 79.3 79.2 79.9 79.2 79.2 2 79.2 78.6 78.8 79.4 75.0 79.0 79.5
4 39.5 39.5 39.5 39.5 39.7 39.5 39.5 3 78.0 88.5 77.8 78.0 76.5 79.4 78.0
5 141.9 141.9 141.9 141.9 142.0 141.9 141.9 4 79.9 77.8 78.6 79.5 78.2 77.7 79.4
6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.7 5 76.6 70.6 76.5 76.7 76.7 71.8 76.7
7 33.2 33.2 33.2 33.2 32.7 32.8 32.7 6 61.8 62.7 61.9 61.9 61.9 62.8 61.9
8 33.2 33.3 33.3 33.3 32.8 33.2 32.8 Rha Ⅰ Glc Ⅱ Rha Rha Ⅰ Araf Rha Rha Ⅰ

9 51.4 51.4 51.5 51.5 51.8 51.7 51.7 1 102.3 104.5 102.1 102.4 109.8 102.2 102.4
10 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0 38.0 38.1 2 72.1 75.1 72.4 72.1 83.1 72.2 74.0
11 21.7 21.7 21.7 21.7 22.0 22.0 22.0 3 72.3 78.2 72.2 72.3 78.1 72.4 72.2
12 32.8 32.9 32.9 32.8 40.9 40.9 40.9 4 73.9 78.3 73.9 73.8 86.1 73.8 72.4
13 45.8 45.9 45.9 45.8 41.4 41.4 41.4 5 69.8 71.5 69.7 69.8 63.0 69.8 69.8
14 53.9 53.9 53.9 53.9 57.8 58.0 57.8 6 18.0 62.6 17.9 17.8 18.0 18.0
15 32.1 32.1 32.1 32.1 32.4 32.7 33.2 Rha Ⅱ Rha Araf Rha Ⅱ Rha Ⅱ
16 90.5 90.5 90.5 90.5 82.2 82.2 82.2 1 103.0 102.5 110.0 102.5 102.6
17 91.3 91.3 91.3 91.3 63.7 63.7 63.7 2 72.4 72.1 83.2 72.9 72.9
18 17.5 17.5 17.5 17.5 16.8 16.8 16.8 3 72.2 72.3 78.1 73.0 72.9
19 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 4 73.7 73.9 85.9 80.8 80.8
20 45.5 45.5 45.5 45.5 42.9 42.9 42.9 5 70.6 69.9 63.0 69.1 69.1
21 9.1 9.1 9.1 9.1 14.9 14.9 14.9 6 17.8 18.1 18.6 18.6
22 110.3 111.0 111.0 111.0 110.6 110.6 110.6 Rha Ⅲ Rha Ⅲ

23 32.5 32.5 32.5 32.5 33.2 32.4 32.4 1 103.2 103.2
24 29.4 29.4 29.4 29.4 29.9 30.0 29.9 2 72.1 72.4
25 31.3 31.3 31.3 31.3 31.4 31.4 31.5 3 72.4 73.8
26 67.7 67.7 67.7 67.7 67.9 67.9 67.9 4 73.9 72.4
27 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 5 70.4 70.4

6 18.0 17.8
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表 2　化合物 1 ～ 7 的 1H-NMR数据 (800 MHz，in CD3OD) 
Tab 2　1H-NMR data of compounds 1 ～ 7 (800 MHz，in CD3OD)

编号 1 2 3 4 5 6 7
1 1.88 m，1.08 m 1.89 m，1.08 m 1.89 m，1.08 m 1.89 m，1.07 m 1.88 m，1.08 m 1.87 m，1.07 m 1.87 m，1.07 m
2 1.92 m，1.29 m 1.90 m，1.28 m 1.92 m，1.29 m 1.91 m，1.29 m 1.92 m，1.29 m 1.92 m，1.29 m 1.91 m，1.29 m
3 3.60 m 3.64 m 3.60 m 3.59 m 3.57 m 3.61 m 3.59 m
4 2.45 m 2.42 m 2.44 m 2.44 m 2.44 m，2.26 m 2.44 m，2.29 m 2.44 m，2.29 m
5 － － － － － － －

6 5.39 br s 5.38 br s 5.38 br s 5.38 br s 5.38 br s 5.38 br s 5.38 br s
7 2.01 m，1.63 m 2.00 m 2.01 m 2.00 m 1.57 m 1.65 m 1.56 m
8 1.64 m 1.64 m 1.64 m 1.64 m 1.98 m，1.28 m 1.98 m 1.28 m 1.98 m，1.28 m
9 0.94 m 0.94 m 0.94 m 0.94 m 0.97 m 0.97 m 0.96 m
10 － － － － － － －

11 1.61 m，1.51 m 1.61 m，1.51 m 1.61 m，1.51 m 1.61 m，1.50 m 1.56 m 1.56 m 1.56 m
12 1.70 m，1.34 s， 1.57 m，1.35 m 1.56 m，1.34 m 1.56 m，1.34 m 1.77 m，1.20 m 1.76 m，1.20 m 1.72 m，1.19 m
13 － － － － － － －

14 1.76 m 1.71 m 1.71 m 1.71 m 1.15 m 1.14 m 1.14 m
15 2.04 m，1.25 m 2.04 m，1.25 m 2.05 m，1.26 m 2.04 m，1.26 m 1.56 m 1.56 m 1.53 m
16 4.00 t 4.00 t 4.00 t 4.00 t 4.39 m 4.39 m 4.39 m
17 － － － － 1.75 m 1.75 m 1.74 m
18 0.83 s 0.83 s 0.83 s 0.83 s 0.81 s 0.81 s 0.81 s
19 1.05 s 1.05 s 1.05 s 1.04 s 1.05 s 1.05 s 1.04 s
20 2.09 m 2.09 m 2.09 m 2.09 m 1.90 m 1.90 m 1.90 m
21 0.89 d（7.26） 0.89 d（7.27） 0.89 d（7.24） 0.89 d（7.20） 0.96 d（7.12） 0.96 d（7.02） 0.96 d（7.01）
22 － － － － － － －

23 1.68 m，1.58 m 1.70 m，1.55 m 1.69 m，1.55 m 1.70 m，1.56 m 1.68 m 1.70 m 1.69 m
24 1.62 m，1.44 m 1.62 m，1.44 m 1.62 m，1.44 m 1.63 m，1.44 m 1.42 m 1.62 m，1.41 m 1.61 m，1.41 m
25 1.60 m 1.60 m 1.60 m 1.60 m 1.59 m 1.59 m 1.59 m
26 3.48 m，3.33 m 3.48 m，3.33 m 3.48 m，3.33 m 3.48 m，3.33 m 3.44 m，3.32 m 3.44 m，3.32 m 3.44 m，3.31 m
27 0.80 d（6.45） 0.79 d（6.42） 0.80 d（6.47） 0.80 d（6.39） 0.79 d（6.59） 0.79 d（6.49） 0.79 d（6.50）

3-O-sugar Glc Glc I Glc Glc Glc Glc Glc I
1 4.50 d（7.81） 4.51 d（7.86） 4.50 d（7.80） 4.50 d（7.80） 4.40 d（7.92） 4.47 d（7.78） 4.49 d（7.87）
2 3.39 m 3.50 m 3.40 m 3.38 m 3.19 m 3.35 m 3.53 m
3 3.59 m 3.68 m 3.62 m 3.57 m 3.49 m 3.46 m 3.56 m
4 3.52 m 3.52 m 3.51 m 3.52 m 3.87 m 3.24 m 3.38 m
5 3.31 m 3.40 m 3.35 m 3.31 m 3.36 m 3.25 m 3.30 m
6 3.79 m，3.64 m 3.85 m，3.64 m 3.82 m，3.70 m 3.79 m，3.64 m 3.83 m 3.84 m 3.78 m

Rha Ⅰ Glc Ⅱ Rha Rha Ⅰ Araf Rha Rha Ⅰ

1 5.20 br s 4.47 d（7.85） 5.22 br s 5.18 br s 5.05 d（1.90） 5.19 br s 5.18 br s
2 3.93 m 3.24 m 3.66 m 3.92 m 3.98 m 3.91 m 3.38 m
3 3.66 m 3.36 m 3.89 m 3.65 m 3.53 m 3.66 m 3.58 m
4 3.39 m 3.36 m 3.38 m 3.39 m 4.09 m 3.39 m 3.92 m
5 4.13 m 3.28 m 4.13 m 4.12 m 3.63 m 4.13 m 4.11 m
6 1.24 d（6.31） 3.89 m，3.65 m 1.23 d（6.31） 1.24 d（6.46） 1.24 d（6.26） 1.24 d（6.32）

Rha Ⅱ Rha Araf Rha Ⅱ Rha Ⅱ
1 4.84 br s 5.27 br s 5.02 d（1.91） 4.83 br s 4.83 br s
2 3.83 m 3.92 m 3.97 m 3.77 m 3.77 m
3 3.62 m 3.64 m 3.86 m 3.75 m 3.74 m
4 3.41 m 3.39 m 4.07 m 3.54 m 3.54 m
5 3.93 m 4.13 m 3.61 m，3.73 m 4.05 m 4.04 m
6 1.24 d（6.31） 1.24 d（6.24） 1.29 d（6.40） 1.29 d（6.19）

Rha Ⅲ Rha Ⅲ
1 5.17 br s 5.17 br s
2 3.92 m 3.64 m
3 3.66 m 3.38 m
4 3.39 m 3.38 m
5 3.70 m 3.69 m
6 1.26 d（6.23） 1.24 d（6.32）
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4　结果与讨论

　　中药重楼由于其良好的药理活性而逐渐受到
重视，市场需求逐渐增大，而其生长缓慢，导致
民间对重楼属南重楼组野生资源进行了过度采掘，
使中药重楼资源遭到严重破坏 [21-22]。因此，有必
要寻找中药重楼基原植物的替代。南重楼组植物
根茎在市场流通中通常被当作中药重楼使用，宽
叶重楼作为重楼属南重楼组的一种变种，在陕西
多地与中药重楼等效替用 [22-23]。鉴于此，有必要
对宽叶重楼进行更为系统的研究，为陕产宽叶重
楼作为药典收录重楼的替代资源提供一定的依据。
　　在重楼皂苷对抗胶质瘤的活性研究方面，本
课题组前期发现重楼皂苷Ⅶ可以影响耐替莫唑胺
胶质瘤细胞增殖、迁移及周期阻滞 [24]，重楼皂苷
H 可以诱导耐替莫唑胺胶质瘤 SHG44R 细胞凋亡
和焦亡 [25]，并通过 A1 和 A3 腺苷受体介导的途
径抑制神经胶质瘤细胞增殖 [26]。本课题分离并鉴
定了 7 个甾体皂苷类化合物，其中化合物 2、3、
5 和 6 为首次从宽叶重楼中分离得到的甾体皂苷
类成分。本课题组 [11] 发现，异螺甾烷型甾体皂
苷 1 ～ 7 对多种胶质瘤细胞都有抑制作用，同时
在宽叶重楼中可能仍存在着一定数目的新化合物，
未来将对其开展进一步的化学和药理活性研究，
以明确宽叶重楼治疗疾病的药效物质基础，为其
开发和代替中药重楼作为基源植物提供更多的科
学依据。
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基于海量文献挖掘的微生物 -药物关系提取研究

肖欣怡，吴诚堃*，杨灿群（国防科技大学计算机学院，长沙　410073）

摘要：目的　对海量文献进行智能挖掘分析，从非结构化文本中提取微生物与药物相互作用关

系。方法　首先，通过命名实体识别方法，定位生物医学文献中的微生物与药物实体，在此基

础上，通过专家标注构建微生物 - 药物相互作用的金标准数据集；其次，构建基于大规模预训

练模型的门控深度学习模型，实现对生物医学文献中句子级别的微生物与药物相互作用关系

的智能识别。结果　本文提出的微生物 - 药物关系提取方法能够在利用少数标注数据的情况下

达到 73.13% 的 F1 分值，以较小的标注代价取得了较好的识别效果。将本文方法应用于大规

模的微生物 - 药物文献集合，并通过实例分析验证了预测结果的有效性。结论　本研究提出基

于文献挖掘的方法，从海量文献中对微生物与药物的关系进行了智能提取，并从模型评估和

实例验证两个方面证明了其有效性。
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Microbe-drug interactions and extractions based on large-scaled  
literature mining

XIAO Xin-yi, WU Cheng-kun*, YANG Can-qun (School of Computer Sciences, National University 
of Defense Technology, Changsha  410073)

Abstract: Objective  To detect the microbe-drug interactions by intelligent mining on massive 
literature. Methods  Firstly, the named entity recognition method was used to locate microbes and drug 
entities from biomedical literatures, and a gold standard data set of microbe-drug interaction was labeled 
manually. Secondly, a deep learning model based on a large-scale pretrained model was constructed 
to achieve intelligent recognition of microbe-drug interactions at the sentence level in biomedical 
literatures. Results  The microbe-drug interaction method proposed in this paper reached 73.13% F1 
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　　微生物在人体内广泛分布，其在人体内的平
衡稳态与人类的健康状况联系紧密 [1]，扮演着营
养资源的供给者 [2] 或代谢者 [3]、病原微生物的防
御者 [4] 等多重角色。微生物与药物的关系是复杂
多样的，一方面，致病菌或病毒可能引起严重的
人类疾病，青霉素、阿司匹林等抗菌药物的出现
和使用为其提供了治疗的手段；另一方面，抗菌

药物的大范围长期使用也引起了耐药性等问题，
出现病菌和病毒对药物的敏感性降低的现象，从
而导致药物疗效的下降。
　　对于微生物的研究，传统生物学方法是由领
域专业人员通过各种生物技术对微生物在人体
内丰度进行研究 [5]。这些技术实验（也称为“湿
实验”）通常操作难度较高、实验周期较长，并
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且对实验环境要求严苛。相关实验的过程、结果
与研究的结论通常以科学文献的形式发表在专业
的学术期刊或学术会议上。因此，有大量的微生
物相关知识以非结构化文本的形式存储在生物医
学文献中。目前主流的生物医学文献数据库主
要包括对生物医学文献摘要进行存档的 PubMed
数据库和记录了生物医学文献全文存档的 PMC
（PubMed Central）数据库。PubMed 中收录了超
过 3 千万篇摘要，PMC 数据库存档了超过 700 万
篇全文。但是，由于这些海量的生物医学文献绝
大部分是以非结构化的文本形式存储的，许多蕴
含在其中的知识尚未得到充分的挖掘。
　　针对微生物 - 药物相关知识，目前的知识提
取方法主要是人工对少量文献进行审编从而提取
相关的知识。有研究收集整理了 1500 篇生物医
学文献中的微生物与药物的关联数据，建立了第
一个微生物 - 药物关联数据库 MDAD[6]。Biofilms
数据库 [7] 采用支持向量机算法进行抑制预测，最
终记录了 5000 多种抗生物膜剂，以及这些药物
靶向的 140 多种微生物。DrugVirus 数据库 [8] 在
免费提供的数据库中总结了靶向人类病毒的药物
信息，构建了用于探索和分析广谱抗病毒药物和
含广谱抗病毒药物 - 药物组合的综合交互式资源。
通过领域专业人士手工从科学文献中收集信息的
方法，虽然可以获取到高质量的生物医学知识，
但通常效率较低，并且对标注者的专业背景和知
识技能要求较高，获取数据的成本较高。总体而
言，前述这些数据库的数据量极为有限，因此，
需要我们探索利用自动化 / 半自动化的方法去获
取更加全面的微生物 - 药物知识。
　　从文献中手动提取信息无法对大量的生物医
学文献快速进行处理，仅仅依靠人工阅读处理
是不现实的。随着人工智能技术的不断发展，计
算机可以高效地对文本或图像中的信息进行提
取。通过自动化的方式对文本中信息收集的必
要性促进了自然语言处理工具的快速发展 [9]，例
如 DNorm[10] 在疾病实体的提取上具有较好的表
现，tmChem[11] 可用于提取文本中的化合物实体，
基于 Web 的 PubTator[12] 综合了多种实体识别工
具并提供了对文本中生物医学实体提取的接口，
PKDE4J[13] 用于对句子中两个实体的关系进行提
取，以及 BioBERT[14] 等新的生物医学文本预训练
模型。Park 等 [15] 基于文本挖掘方法从大量生物医
学文献摘要中提取微生物 - 疾病相互作用关系。该
方法首先判断句子中两实体是否存在关联，然后
对句子中两实体的关系描述词进行识别。另外，
有研究尝试引入迁移学习的思想，利用相关领域

的大量训练数据，通过构建深度学习模型自动挖
掘生物医学文献中的微生物 - 疾病关系，并利用预
测结果构建了微生物 - 疾病关系数据库 MDIDB[16]。
因此，将文献挖掘应用到微生物 - 药物关系的研究
中，可以更好地服务于大数据分析，快速高效地
提取文献中结构化的微生物 - 药物知识。
　　目前，许多研究从图论的视角在现有微生
物 - 药物关系数据的基础上构建异构网络，预测
新的微生物 - 药物关系，例如基于相似性网络和
KATZ 指标计算的 HMDAKATZ[17]，基于多模态
属性图和变分图自动编码器 Graph2MDA[18]。这
些网络通常采用的是二元网络，对于关系的分类
较为简单。因此，通过文献挖掘的方式，不仅拓
展微生物 - 药物关系类别以适用于多元关系预测，
而且增加数据体量从而帮助预测更多未探索的微
生物 - 药物关系，有利于后续的研究工作。
1　数据收集与处理
　　本文采用的数据处理流程主要包括原始文献
收集、文本预处理、文本分析 3 个步骤。
1.1　原始文献收集
　　原始文献收集主要是收集与微生物相关的
生物医学文献，本文采用 PubMed 和 PMC 文献
数据库作为原始文献来源。PubMed 提供对关键
词搜索结果的前一万篇文献的 PMID 列表供用户
下载。在 PubMed 中检索“microorganism”“micr
obe”“microbial”“drug targets”“drug microbe”和
“chemical”六组关键词得到 60 000 个生物医学文
献的 PMID，去重后共 52 987 个 PMID，每一个
PMID 对应一篇文献。
　　通过 NCBI 提供的 ID 转换工具可获得其在
PMC 数据库中有全文记录的文献的 PMCID，并
利用 FTP 工具对摘要和全文的 XML 文件进行下
载和解析。对每篇文献的 PMID、摘要 / 全文进
行存储。
1.2　实体提取
　　从文献中提取相关实体是文本预处理步骤的
重点。本文主要关注微生物和药物实体，并且根
据不同类型实体的特点，采用不同的工具和方法
进行提取。图 1 展示了对微生物 - 药物关系进行
文献挖掘的文本预处理流程。
1.2.1　微生物实体识别　对于微生物的实体提
取，目前还没有微生物相关的实体提取工具，并
且微生物的命名相比其他实体来说更为规范和稳
定，因此采用微生物字典（见表 1）与物种识别工
具 LINNAEUS 相结合的方法提取文献中人体相
关的微生物。本文从现有微生物相关数据库中收
集与整理了共 4277 条微生物信息，并将其作为
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本文中与人体相关微生物的研究范围。

表 1　微生物字典来源数据库 
Tab 1　Source databases of microbe dictionary

数据库 访问网址 微生物数量

HMDAD http：//www.cuilab.cn/hmdad   292

VMH https：//www.vmh.life   819

Disbiome https：//disbiome.ugent.be 1622

MicroPhenoDB http：//www.liwzlab.cn/microphenodb 1782

1.2.2　药物实体识别　对于药物的实体识别，
PubTator 提供了能快速提取文本中化合物和药物
实体及相关归一化 ID 的 API 接口。本文重点关
注已获批的药物，但获取的实体识别结果包含了
药物实体和化合物实体，因此，对于未收录在药
物数据库 DrugBank 中的化合物不予保留。本文
研究的药物范围包括从 DrugBank 数据库中选取
的 14 594 条药物信息。
1.2.3　实体整合　通过上述命名实体识别方法提
取得到文献中的微生物与药物实体，并将其整合
为描述微生物与药物关系的结构化三元组形式。
本文中仅考虑句子级别的微生物 - 药物关系，所
以首先要对文献进行分句。实验中发现，一些带
有句号的缩写例如“spp.”“sp.”以及一些文献撰
写中常用词组的缩写“Fig.”“et al.”等易被误判为
句子结尾。因此，在分句后对句子末尾含有对微
生物后缀“spp.”“sp.”的句子与句子列表中的下
一条句子进行合并。
　　在分句的同时将每篇文献中提取出来的微生
物实体、药物实体按照位置对应到具体的句子当
中，从而获得＜微生物，句子，药物＞三元组。
对于句子长度分布的长尾性，本文中只保留小
于 64 个词的句子的三元组。并且为了更好地追
踪文献和微生物 / 药物实体，将三元组结合文献
PMID，微生物 ID，药物 ID 以 JSON 格式保存。
1.3　数据标注与实体泛化
　　有监督的深度学习模型需要高质量的标注数
据，而目前相关研究缺少对微生物 - 药物相互作
用关系的统一定义以及带标注的标准数据集。本
文从微生物和药物相互之间产生的积极与消极影

响出发，将微生物与药物相互作用关系定义为以
下 5 种类别：
　　① D_POSITIVE：指药物对微生物带来积
极影响，例如药物的服用促进了微生物的丰
度，药物的使用促进了某些微生物的生长等；
② D_NEGATIVE：指药物对微生物带来消极影
响，例如药物的服用对某些致病微生物的抵抗作
用，药物的使用降低了微生物的丰度等；③ M_
POSITIVE：指微生物对药物带来积极影响，例
如微生物可以促进人体对药物的吸收或者在人
体内直接生产具有治疗效果的化合物等；④ M_
NEGATIVE：指微生物对药物带来消极影响，例
如微生物对药物含量的降低作用，微生物对药
物的耐药性增加，微生物的代谢消耗药物等；
⑤ NA：未包含以上 4 种关系。
　　本文采用专家标注的方法构建了数据集大小
为 1531 条数据的微生物 - 药物关系数据集，其
类别分布如图 2 所示。从图中可以看到，5 个类
别中数量最多的是 NA 类别，占比 36%，数量最
少的是药物对微生物的积极影响 D_POSITIVE 类
别，占比 6%，整体看来各个类别的分布是不平
衡的。

图 2　标注数据集类别分布

Fig 2　Distribution of annotated dataset

　　为了保证模型的泛化性，本文对句子中的微
生物、药物实体词用泛化词进行替换。具体是将
一个实例中的目标微生物和药物实体词分别替换
成字符串“＜ MMICRO ＞”和“＜ DDRUG ＞”，
并将句子中出现的非目标微生物 / 药物实体替换
成“MMICROi”和“DDRUGi”，其中 i 表示句子

图 1　文本预处理流程

Fig 1　Process of text preprocessing
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中第 i 个微生物 / 药物实体词。对实例“All Staph-
ylococcus isolates were susceptible to gentamicin，and 
the second and third most susceptible isolate numbers 

were to tobramycin and kanamycin（97.78% each）and 
streptomycin（95.56%），respectively.”中的不同候
选微生物 / 药物实体对的替换如表 2 所示。

2　基于 BioBERT的微生物 -药物关系提取

2.1　模型框架（见图 3）
　　关系提取任务主要是对两个实体之间的关系
进行分类。本文中综合利用大规模预训练模型
BioBERT[14] 和 Gumble Tree-GRU[19] 对上下文语境
以及句子树状语法信息进行编码，并基于深度学
习模型构建微生物 - 药物关系分类器。

图 3　MDrI-BERT 模型结构

Fig 3　Structure of MDrI-BERT

2.1.1　BioBERT 编 码 层　BioBERT 通 过 大 规
模生物医学语料学习得到预训练模型。本文采
用 BioBERT 模型获取句子的特征表示。不同于
常见的词嵌入，BioBERT 中对词的切分采用的
是 WordPiece 分词方式，将词表以外的词分解
成多个由词表内词组成的小单元。本文中修改
了 BioBERT 的词表来避免泛化词被分词，并且
将新定义的类别＜ MMICRO ＞，＜ DDRUG ＞，
DDRUG，MMICRO 加入词表。将句子映射到词表 
id 得到 xinput 后，记录微生物和药物实体词的索引
位置，再输入 BioBERT。为了缓解过拟合的问题，
在 BioBERT 的输出加入 LayerNorm 层进行归一化，
具体公式见式（1）～（2）。

　　LayerNorm（x）＝
[x － E（x）]

√Var（x）＋ ε
　　　　（1）

　　h＝LayerNorm[BioBERT（xinput）]　　　（2）
2.1.2　Gumble Tree-GRU 编码层　为了充分理解
句子的语义信息，本文利用 Gumble Tree-GRU 来
对句子的语法信息进行树状结构编码。Tree-GRU
是利用类似 GRU 的门控机制对树节点之间的信
息传递进行控制，简化 Tree-LSTM，减少了模型
参数量，具体计算公式见式（3）～（7）。

　　其中，hl
t-1 与 hr

t-1 为上一层节点的左子节点
和右子节点表示的向量，σ 表示激活函数，⊙表
示矩阵乘法。Gumble Tree-GRU 的主要思想是利
用贪心算法来选择组合节点。在第（t － 1）层中，
首先对相邻的两个节点进行组合得到第 t 层的候
选节点，随后分别计算每一个组合的分数 π i，公
式见式（8）。
　　π i ＝ Wπtanh（Vπqi）　　　（8）
　　其中，qi 表示 ht 中的第 i 个向量。最后使用
Gumble Softmax 每个节点的概率。在每一层贪
心地选取 y 最大的候选节点作为新的节点，其余
节点保持和第（t － 1）层中一样，计算方式见式
（9），通过多次迭代，最后得到一个句子树的根
节点向量 sentfeat 作为句子的语法树表示。

　　yi ＝
exp[log（π i）＋ gi]/τ

∑ k
j ＝ 1 exp[log（π i）＋ gi]/τ

，i ＝ 1,…, k　（9）

2.1.3　关系分类层　为了更好地捕捉两个实体在
句子之中的关系描述，将微生物实体向量、句子
向量、药物向量进行拼接组合，从而更好地表示

表 2　微生物 /药物实体泛化示例 
Tab 2　Examples of microbe/ drug entity generalization

候选微生物药物对 实体泛化

（Staphylococcus，gentamicin） All ＜ MMICRO ＞ isolates were susceptible to ＜ DDRUG ＞，and the second and third most susceptible 
isolate numbers were to DDRUG0 and DDRUG1（97.78% each）and DDRUG2（95.56%），respectively.

（Staphylococcus，tobramycin） All ＜ MMICRO ＞ isolates were susceptible to DDRUG0，and the second and third most susceptible isolate 
numbers were to ＜ DDRUG ＞ and DDRUG1（97.78% each）and DDRUG2（95.56%），respectively.

（Staphylococcus，kanamyci） All ＜ MMICRO ＞ isolates were susceptible to DDRUG0，and the second and third most susceptible isolate 
numbers were to DDRUG1 and ＜ DDRUG ＞（97.78% each）and DDRUG2（95.56%），respectively.

　　（3）
　　（4）
　　（5）
　　（6）
　　（7）
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微生物实体和药物实体之间的关系，计算方式见
式（10），microfeat 表示 BioBERT 输出向量中微生
物实体所在索引的词向量，drugfeat 表示 BioBERT
输出向量中药物实体所在索引的词向量。

　　（10）

　　最后对拼接向量进行分类，利用 ReLU 作为激
活函数以及 Softmax 作为概率计算函数，具体计算
如式（11）所示，取概率最高的 y 作为最终类别。
　　p（y│x）＝ Softmax[W2RELU（W1r ＋ b1）＋

b2]　　（11）
　　本文中采用真实值与预测值的交叉熵作为损
失函数，对模型参数采用 AdamW 来进行优化，
同时采用线性学习率优化的方式来增加模型训练
时的稳定性。
2.2　实验结果
　　本文使用 PyTorch 框架开发模型代码，模
型的性能表现采用精确率（Precision）、召回率
（Recall）和 F1 值进行评估，其中 F1 表示对精确
率和召回率的调和平均。由于涉及多个类别，因
此计算微平均值来衡量整体性能，计算公式见式
（12）～（14）。

　　模型采用的微生物 - 药物数据集中每一个实
例都有一个特定的关系类别。实验中将数据集划
分为训练集（包含 1000 样本）、验证集（包含 200
样本）和测试集（包含 331 样本）。
　　将模型训练的迭代次数设置成 10 次，模型的
dropout 比率设置为 0.5，L2正则化比率设置为 0.2，
AdamW 优化器学习率设置为 0.0003，BioBERT 层
学习率设置为 0.000 01，模型训练的批大小设置为
8。相关参数通过手动调参和经验确定。
　　将本文模型与面向药物 - 药物关系提取的模
型 BERE[19] 进行比对，Wu 等 [16] 将 BERE 模型应
用到了微生物 - 疾病关系提取中获得了较好的效
果。MDrI 表示模型在微生物药物关系数据集上
的表现。最终得到实验结果如表 3 所示，表中结
果均为在测试集上的结果。
　　表 3 结果显示，从深度学习常用的评估指标
精确率、召回率和 F1 值来看，本文中的微生物 -

药物关系数据集在 MDrI-BERT 上表现要比 BERE
模型更加出色，取得了 71.01% 的精确率，并且
在 F1 值上也比 BERE 高了约 9%。
2.3　错误分析
　　本文利用模型预测结果的混淆矩阵对测试集
中被错误预测的实例进行了检查和分析，如图 4
所示。混淆矩阵的主对角线表示每个类别中分类
正确的实例数量，其他区域表示分类错误的实例
数量分布。
　　从图 4 中可以看到模型在 D_POSITIVE 类别
上的表现较差，可能是由数据不平衡所导致。D_
POSITIVE 类别的实例数量仅占所有数据的 6%，
少量的数据难以符合真实的数据分布，从而导致
模型能学到的信息较少，对该类别的分类能力
较差。图 4 中第一列显示部分其他类别被错误判
断为 NA。我们统计了测试集中的类别数目，测
试集 331 个样本中共包含 195 个非 NA 类别（D_
POSITIVE，D_NEGATIVE，M_POSITIVE，M_
NEGATIVE 类别）的样本，其中 33 个样本被错误
识别为 NA 类别。这是由于训练数据中各个类别
的不平衡，从而降低了模型的召回率。
　　本文检查了 D_NEGATIVE 类别中被错误识
别成 NA 的 26 个实例的句子，发现从句子结构的
角度来看，这些句子大部分具有复杂从句结构并
且包含表达消极影响含义的词汇，或者存在较长
的并列结构，例如：
　　例 1：”A time kill assay was performed as above 
for ＜ MMICRO ＞ exposed to equal concentrations 
of NPBD and ＜ DDRUG ＞ sampled at 0，4，8 and 
24 h.”（消极含义）。
　　例 2：”It has recently proved to destroy the integ-
rity of the cell membrane of carbapenem resistant ＜ M-
MICRO＞，evidenced by a pronounced reduction in the 
intracellular ＜ DDRUG ＞ concentration，membrane 
potential，and pH with concomitant alteration in the 
morphology of the cell.”（并列结构）。
　　例 3：”Moreover，furfural could increase the tox-
icity of ＜ DDRUG ＞ in ＜ MMICRO ＞ and the tox-
icity of phenols in Escherichia coli.”（并列结构）。
　　从关系类别的角度来看，模型不仅需要判断
微生物与药物之间是否产生积极或消极作用，而
且需要进一步判别两者之间的主从关系，即判断

　　（12）

　　（13）

　　（14）

表 3　BERE与 MDrI-BERT性能比较 
Tab 3　Performance comparison of BERE and MDrI-BERT

模型 精确率 /% 召回率 /% F1/%

BERE（MDrI） 60.03 68.72 64.27

MDrI-BERT（MDrI） 71.01 75.38 73.13
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微生物对药物产生影响还是药物对微生物产生影
响，从而大大增加了模型识别的难度。除此之外，
5 个类别在数据中的分布的不平衡性、标注数据
的有限规模也限制了精确率和召回率的提升。
　　从文本长度分布来看，模型在不同长度的句
子上，对关系的识别性能不同。本文对测试集和
验证集 531 个实例的预测结果进行统计，分析模
型 F1 值与句子长度分布的关系，结果如图 5 中
所示。由图 5 可知，模型在处理句子长度处于 40
至 50 个词的样本时表现较差，只取得了 66% 的
F1 值。通过检查发现，这些样本大多句式复杂，
从句数量较多，并且类别大多为 NA，类别特征
不明显，阻碍了模型性能的提升。另外，标注数
量的有限性也对模型性能带来了一定的困难。相
关结果可为后续工作提供良好的基础。

图 5　基于文本长度的结果分布

Fig 5　Distribution of results based on sentence length

3　预测结果实例验证
　　本研究利用 MDrI-BERT 模型对生物医学文
献挖掘所提取的＜微生物，句子，药物＞实例进
行分类得到预测数据共 48 530 条，表 4 中记录了
预测结果中各个关系类别的数量分布。为了验证
预测结果的正确性，从预测数据中抽取了部分数
据进行实例分析。

表 4　预测结果类别分布 
Tab 4　Category distribution of predicted results

类别 数量

NA 25 594
D_NEGATIVE    9314
D_POSITIVE    1230
M_NEGATIVE    5256
M_POSITIVE   7136

　　以药物万古霉素（vancomycin）为例，通过
统计发现，预测结果中 7 次将葡萄球菌（Staphy-
lococcus）与万古霉素的相互作用关系识别为 D_
NEGATIVE 类别。通过检索文献发现，万古霉素
常用于治疗被感染葡萄球菌的患者。此外有 158
个关于金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）
对万古霉素产生消极作用（M_NEGATIVE）的
预测实例。文献检索结果发现，万古霉素原先
被成功用于治疗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
（MRSA），但是近年来，开始发现了耐万古霉素
金黄色葡萄球菌，意味着万古霉素对金黄色葡萄
球菌的治疗作用逐渐下降。
　　新型冠状病毒从爆发以来严重地影响到人们
的生活。本文针对新型冠状病毒，从出现次数大
于 30 次的微生物 - 药物关系中获得了对新型冠
状病毒产生消极影响（D_NEGATIVE）的 5 种药
物：氯喹（chloroquine）、羟氯喹（hydroxychloro-
quine）、利巴韦林（ribavirin）、槲皮素（quercetin）、
洛匹那韦（lopinavir）。
　　为了验证预测结果的正确性，本文以这 5 种
药物和 SARS-CoV-2 作为关键词，在 PubMed 数
据库中检索相关文献，探索其对新型冠状病毒的
治疗作用。表 5 展示了对每种药物的一条验证文
献，且该文献未包含在文献挖掘的原始文献列表
中。其证明了本文所提出模型的预测结果具有一
定的正确性和参考价值。利用文献挖掘可以快速
地将海量生物医学文献中的非结构化的文本转化
为结构化的知识，为科研人员提供高效的信息获
取渠道，从而提高科研的效率。
4　结论
　　目前，大部分微生物 - 药物数据库是以手工方
式构建，覆盖范围有限，为更加全面深入地研究
微生物与药物的相互作用，需要研究从海量相关
文献自动提取微生物 - 药物相互作用知识的方法。
本文的主要目标是利用文献挖掘方法，实现从大
量非结构化生物医学文献自动识别微生物 - 药物
关系。首先，采用命名实体识别方法标注生物医
学文献中的药物和微生物实体，再经过数据清洗、
实体位置对齐等步骤，将文本数据表示为结构化
三元组形式的样本。从领域知识出发，本文对微

图 4　微生物 - 药物关系测试集结果分布

Fig 4　Distribution of microbe-drug interactions on test set 
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生物 - 药物相互作用类别进行了定义，并通过人工
的方式标注了高质量数据集，同时构建了基于大
规模预训练模型的门控深度学习模型有效地从非
结构化的生物医学文献中提取出结构化的微生物 -
药物相互作用知识。另外，通过在线文献检索的
方式对模型预测的微生物 - 药物关系进行验证，证
明了本文提出的微生物 - 药物关系预测方法的有效
性。未来的工作，将考虑引入跨句的关系提取来
扩大两个实体之间关系描述的范围。
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表 5　药物与新型冠状病毒相互作用关系预测结果的文献验证 
Tab 5　Literature validation of drug-SARS-CoV-2 predicted interactions

药物 针对药物与新冠病毒的研究文献标题 PMID 是否在原始文献列表中

氯喹 Review：hydroxychloroquine and chloroquine for treatment of SARS-CoV-2（COVID-19） 32363212 否

羟氯喹 Review：hydroxychloroquine and chloroquine for treatment of SARS-CoV-2 32363212 否

利巴韦林 Ribavirin therapy for severe COVID-19：a retrospective cohort study 32712334 否

槲皮素 Anti-inflammatory potential of quercetin in COVID-19 treatment 33509217 否

洛匹那韦 Lopinavir-ritonavir treatment for COVID-19 infection in intensive care unit 32809882 否
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超声介导载和厚朴酚超声微泡的制备与体内评价

王家玉，李琳，陈琳*（重庆医科大学附属妇女儿童医院药学部，重庆市妇幼保健院药学部，重庆　401147）

摘要：目的　研究超声介导载和厚朴酚超声微泡的体外性质以及对小鼠 H22 皮下移植瘤的抑

制效果。方法　采用机械震荡法制备具有超声响应击破特性的和厚朴酚超声微泡，使用星点

效应面法对其处方进行优化。检测其一般性质，包括载药率、包封率、体外释药性能、显影

性能等。建立小鼠 H22 皮下移植瘤模型，将荷瘤小鼠随机分为给药组和对照组，隔日治疗 1
次，连续治疗 7 d 后，绘制各组小鼠的肿瘤生长曲线并计算肿瘤生长抑制率。结果　优化处方

制备的和厚朴酚超声微泡载药率为（1.09±0.40）%，包封率为（74.02±3.61）%，平均粒径为

（308.6±35.2）nm，水囊实验微泡呈现良好的超声显影特性。治疗期间，对照组的肿瘤体积增

长较快，而超声介导载和厚朴酚超声微泡组小鼠肿瘤增长最为缓慢。与超声处置空白微泡组相

比，超声介导载和厚朴酚超声微泡组小鼠的肿瘤质量显著减小，具有统计学差异。结论　超声

响应和厚朴酚微泡可抑制小鼠 H22 皮下移植瘤的生长，在药物靶向递送方面展现出良好应用

前景。

关键词：和厚朴酚；超声；微泡；体内评价
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Preparation and in vivo evaluation of honokiol loaded ultrasound microbubble

WANG Jia-yu, LI Lin, CHEN Lin* (Department of Pharmacy, Women and Children’s Hospital of 
Chongqing Medical University, Department of Pharmacy, Chongqing Health Center for Women and 
Children, Chongqing  401147)

Abstract: Objective  To determine the in vitro characteristics of honokiol loaded ultrasound 
microbubbles as well as their inhibitory effect on the H22 subcutaneous transplantation tumor in mice. 
Methods  Mechanical shock method was used to prepare the honokiol ultrasound microbubbles. 
The response surface methodology was used to optimize the prescription. General properties were 
detected, including the loading capacity of drug, the encapsulation efficiency of drug, in vitro drug 
release performance and ultrasonic imaging. The H22 subcutaneous implanted tumor mouse model 
was established. The implanted mice were randomly divided into an administration group and a control 
group. The mice were treated every other day for consecutive 7 days. The tumor growth curve of 
each group was obtained and the tumor growth inhibition rate was calculated. Results  The optimized 
prescription of honokiol ultrasound microbubbled was obtained. The loading capacity of drug was 
(1.09±0.40)%, the encapsulation efficiency was (74.02±3.61)%, and the average particle size was 
(308.6±35.2) nm. During the treatment, the tumor volume of the control group increased rapidly, while 
the tumor growth of mice in the honokiol ultrasound microbubble group grew slowly. Compared with 
the blank microbubble group, the weight of tumor in the mice in honokiol ultrasound microbubble group 
were much smaller. Conclusion  Honokiol ultrasound microbubbles can inhibit the growth of H22 
subcutaneous tumor, showing good application prospects in drug targeted delivery. 
Key words: honokiol; ultrasound; microbubble; in vivo evaluation
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　　和厚朴酚（honokiol，HK）是从木兰科植物
厚朴中提取的有效活性成分，属于脂溶性药物，
具有抗炎、抗菌、抗病毒等药理作用 [1]。近年来
多项研究表明，HK 对肿瘤新生血管的多个靶点
具有活性，能够抑制乳腺癌、胃癌、卵巢癌等多
种肿瘤细胞的生长，在抗肿瘤治疗中毒副作用
低，是一种具有开发潜力的抗肿瘤小分子。但其
水溶性低、易被氧化分解、消除半衰期短、生物
利用度差，临床应用受到诸多限制 [2-3]。
　　载气微泡是一种新的药物递送体系，将携载
药物和惰性气体的微泡注射入人体内部，然后在
外部给予超声辐照，使其在靶部位被击破，进而
实现药物在目标组织的靶向聚集，更好地发挥临
床治疗作用。已有大量研究证实，磷脂载气微泡
具有靶向释放药物、超声显影、稳定性高、生物
相容性好以及生物安全性高等特性 [4-7]。
　　本课题组考虑构建一种载 HK 的超声微泡
（honokiol liposome loaded ultrasound microbub-
ble，HKMB）。选用 HK 为模型药物，以脂质微
泡作为一种药物载体，将 HK 包入微泡，制备
HKMB，检测其特性。运用超声靶向微泡破裂使
药物定位释放在靶组织，并通过体外和体内实验
探讨其靶向释药特性。构建小鼠皮下移植瘤模型，
评价 HKMB 在体内对肿瘤生长抑制作用。本研
究为 HK 的靶向治疗提供了新思路。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　UV/Vis-2600 紫外分光光度计（日本岛津公
司）；Sartorius A200S 电子分析天平（德国赛多利
斯公司）；DF-101S 集热式恒温磁力搅拌器（郑
州长城科工贸有限公司）；DKZ-450 型电热恒温
振荡水槽（上海森信实验仪器有限公司）；光学
显微镜（ECLIPSE 50i，日本尼康公司）；多普勒
超声诊断仪 Mylab90（意大利 Esaote 公司）；低
温高速离心机 Fresco21（美国 Thermo Scientific 
Heraeus）；基因转染治疗仪（LIFU 仪，重庆医科
大学超声影像研究所自制，频率 1 MHz，焦距为
160 mm，功率在 1.1 ～ 8.5 W 内可调）。
1.2　试药
　　HK（质量分数≥ 98%，西安昊轩生物科技有
限公司）；磷脂（Lec，质量分数 99%，国药集团化
学试剂有限公司）；甘油（Gly，重庆川东试剂厂）；
氟碳气体（全氟正戊烷，ElfAtochem 公司）；H22 细
胞由重庆医科大学超声影像研究所馈赠；实验用水
为超纯水，其余试剂均为分析纯。雄性 KM 小鼠，
体质量（20±2）g，动物合格证书 SCXK（渝）2014-
0003（重庆医科大学实验动物中心）。

2　方法与结果
2.1　HKMB 的制备
2.1.1　空白微泡（MB）的制备　采取机械震荡
法制备微泡 [8-9]，称取适量 Lec、Gly，加入 0.5 
mLPBS（pH 7.4）溶液，然后将装有氟碳气体的针
管插入液面下层注入其中排出空气，50℃水浴孵
化 2 h 后，迅速涡旋 1 min，放入冰水中固化，2000 
r·min－1离心5 min，弃去下层，上层放入4℃保存。
2.1.2　HKMB 的制备　称取适量 Lec、Gly 和 HK
原料药，按照“2.1.1”项下方法制备。
2.2　HKMB 标准曲线
　　精密称取 HK 原料药 10.0 mg，用无水乙醇定
容至 50 mL 后，分别取 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7 于 5 mL 量瓶中，无水乙醇定容，测定
吸光度值（A）。根据紫外扫描图谱，HK 的最大
吸收波长为 294 nm，该波长处其他辅料对 HK 的
含量测定基本无干扰。以吸光度值对质量浓度
（C，μg·mL－ 1）作线性回归，得到标准曲线方程
A ＝ 0.1216C － 0.0014，r ＝ 0.9998，表明 HK 在
4.0 ～ 28.0 μg·mL－ 1 内吸光度值与质量浓度线性
关系良好。
2.3　HKMB 包封率和载药率的测定
　　取适量 HKMB 混悬液，用 50% 乙醇溶液定
容至 10 mL，在 294 nm 处测定其吸光度值，并计
算出微泡中 HK 含量。按照下列公式计算得包封
率（EE）和载药率（LE）。
　　EE 是微泡中所包载的 HK 含量占投入 HK 总
量的百分比。LE 是微泡中所包载 HK 质量与 Lec
质量的比值，按照下列公式计算。
　　EE（%）＝ W微泡中 HK/W投入 HK 总量×100%
　　LE（%）＝ W微泡中 HK/WLec×100%
2.4　星点设计 - 效应面法处方优化
2.4.1　因素水平及评价指标　选择 Lec（X1）、
Gly（X2）作为考察对象，每个因素均设5个水平，
3 个因素，见表 1。选择 EE 为评价指标。

表 1　星点设计的因素和水平 
Tab 1　Factor and level of the central composite design

因素
水平

－ 1.414 － 1 0 1 1.414
X1（Lec/%）   3   3.59   5   6.41   7
X2（Gly/%） 40 45.86 60 74.14 80

2.4.2　实验设计及结果　实验方案由软件 Design 
Expert 11.0.3 生成 [10]。以表 1 中的 Lec 和 Gly 的
水平制备 HKMB 并计算 EE。具体实验方案及结
果见表 2。
2.4.3　模型拟合　采用 Design Expert 11.0.3 软
件进行回归，以拟合优度（r）和置信度（P）作
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为模型判定标准。以 EE（Y）为评价指标对 Lec
（X1）、Gly（X2）进行拟合，得到 EE（Y）的拟
合 方 程 Y ＝ － 65.30 ＋ 4351.37X1 ＋ 75.38X2 －

555.07X1X2－ 19965.5X1
2－ 265.12X2

2（r＝ 0.9503，
P ＜ 0.05），其中 r 为 0.9699，P 值为 0.0001。通
过软件分别绘制评价指标包封率随因素变化的效
应面图，见图 1。由图可知，通过软件进行预测
分析，获得一组包封率最大的优化条件：X1 为
5.65%，X2 为 63.3%，在此优化条件下，因变量
EE 的预测值为 69.14%。从相关系数 r 可知，采
用二项式方程拟合本研究的效果良好，且该模型
具有显著性，可在一定程度上正确反映 Y 与 X1、
X2 之间的关系。结果表明 X1 和 X2 对 Y 的影响显
著（P＜ 0.05）。综合以上，说明该模型选择合理，
可用二项式回归方程对 HKMB 的处方进行优化。

图 1　包封率的 3D 效应面图

Fig 1　3D surface of encapsulation efficiency

2.4.4　模型验证　使用模型预测的最优处方，
Gly 浓度为 63.3%，Lec 浓度为 5.65%，制备 3 批
样品，进行实验验证，3 批样品的 EE 实测平均
值（74.02±3.61）% 与预测值（69.14%）的偏差较
小，证明预测最佳处方条件在实际实验操作中稳
定可行。而优化处方的 LE 为（1.09±0.40）%。
2.5　HKMB 粒径、微观结构的测定

　　使用 PBS 缓冲液（pH 7.4）对 HKMB 进行稀
释处理，采用粒径分析仪测量 HKMB 的粒径（见
图 2）。HKMB 的粒径是（308.6±35.2）nm。将
得到的 HKMB 混悬液滴加到一 200 目的铜网上，
用滤纸吸去多余液体，放置风干 2 h 后，于透射
电镜观察其外观形态。如图 3 所示，可见 HKMB
为分布较均匀的观圆球形颗粒。

图 2　HKMB 的粒径分布

Fig 2　Diameter of honokiol ultrasound microbubbles

图 3　HKMB 的透射电镜扫描图片

Fig 3　Transmission electron micrograph image of honokiol ultrasound 
microbubbles

2.6　HKMB 稳定性研究
　　为考察 HKMB 的稳定性，将微泡冷冻干燥
后放置一周，分别于第 1、3、5、7 日取样使用
PBS 缓冲液复溶后检测其粒径及 EE。结果表明，
在第 1、3、5、7 日 HKMB 溶液的粒径和 EE 均
未发现明显改变。在第 7 日观察，HKMB 溶液性
状亦无明显改变，无絮状物沉淀等。证明制备的
HKMB 具有良好的稳定性。
2.7　HKMB 体外释放度评价
　　使用透析袋建立体外药物释放评价体系，考
察超声处理后 HK 从 HKMB 中的释放行为。制备
HK 混悬液（精密称量 5 mg 的 HK 原料药，混悬
于 0.5% 羧甲基纤维素钠水溶液中）和 HKMB 混
悬液（按照实测 HK 的量计 5 mg），分别设置超
声处理组（HK ＋ US 组和 HKMB ＋ US 组）和无
超声处理组（HK 组、HKMB 组）。
　　分别将 HK ＋ US 组、HKMB ＋ US 组混悬
液，装入透析袋中，再放置于含 0.5% 十二烷基
硫酸钠的 25 mL PBS 缓冲液（pH 7.4）的具塞瓶

表 2　星点设计的实验与结果 
Tab 2　Design and results of central composite design

序号 X1 X2 EE/%
1 － 1 － 1 28.73
2 － 1 1 33.56
3 1 － 1 39.15
4  1 1 57.99
5 0 － 1.414 23.77
6 0 1.414 50.34
7 － 1.414 0 63.02
8 1.414 0 31.52
9 0 0 62.35
10 0 0 64.25
11 0 0 65.23
12 0 0 63.67
13 0 0 64.11
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中，给予超声处理，将 LIFU 仪的探头浸入混悬
液面下，超声强度设为 2 W·cm － 2，工作 30 s，
间歇 30 s，工作持续 4 min。在超声作用结束后，
将具塞瓶置于恒温 37℃水域振荡器中，转速为
100 r·min － 1。在预定的时间点取样 5 mL，同时
补充等量 PBS 缓冲液（pH 7.4），将获得的释放液
样品适当倍数的稀释后，在 294 nm 处测定样品
的吸光度值，计算 HK 的累计释放情况。分别将
HK 组和 HKMB 组装入透析袋中，操作步骤如超
声处理组，区别在于不给予超声处理，计算无超
声处理组制剂的药物释放情况。
　　如图 4 所示，HK 组和 HK ＋ US 组的释放曲
线没有显著差异，即超声作用不会影响 HK 原料
药的药物释放行为。与 HK 组相比，HKMB 组的
药物释放显著减慢，产生该现象的原因是将 HK
包裹于微泡中，微泡膜的存在可以延迟 HK 从制
剂中释放至介质，从而显著减缓了 HK 的释放速
度，实现了药物的缓慢释放。与 HKMB 组的药
物释放曲线相比，HKMB ＋ US 组中制剂的药物
释放速度明显更快。产生这种现象的原因是微泡
在超声作用下被击破，致使 HK 更快地从微泡中
释放出来，使药物的累计释放程度增加。体外释
放的结果表明 HKMB 具有较好的超声响应击破
特性，可通过超声作用实现微泡中药物的控释，
满足实验设计的要求。并且在超声处理后，在 24 
h 时大多数的 HK 可以从 HKMB 制剂中释放入介
质，保证药物的治疗效用。

图 4　超声处理组和无超声处理组的 HK 及 HKMB 的释放曲线

（n ＝ 3，x±s）
Fig 4　In vitro release curves of HK and honokiol ultrasound 
microbubbles with or without ultrasound（n ＝ 3，x±s）

2.8　HKMB 的水囊显影
　　超声介导的显影特性是超声微泡的一项重要
性质，良好的显影性使微泡可以作为造影剂用于
临床诊断。为了评价制得的空白微泡和 HKMB
的体外显影效果，使用橡胶手套建立了 HK 组、
MB 组和 HKMB 组的水囊模型，用于评价 HK、
MB 和 HKMB 的显影效果。将制备的各种制剂
水囊模型置于超声显影诊断仪上，探头覆盖于表

面，超声强度设为 2 W·cm － 2，工作 30 s，间
歇 30 s，工作持续 4 min，观察并记录结果。结
果如图 5 所示，HK 几乎无超声散射的信号，而
HKMB 和空白微泡具有较显著的超声散射信号，
表明空白微泡和 HKMB 具有良好的超声显影性，
而这种超声回声信号来自微泡自身的结构。同时，
HKMB 和空白微泡的超声散射信号没有显著的差
异，表明将 HK 包裹于微泡中，不会减弱微泡对
超声作用的显影效果。

　　　　HK　　　　　　　　MB　　　　　　　　 HKMB
图 5　水囊显影图

Fig 5　Ultrasound images

2.9　HKMB 的小鼠体内抑瘤实验
　　 将 H22 细 胞 调 整 细 胞 浓 度 至 约 1×107

个·mL－ 1，取 200 μL 接种到 KM 小鼠皮下，待肿
瘤长至 0.5 ～ 1 cm3 左右则用于后续实验。将 20 只
荷皮下移植瘤 KM 小鼠随机分为 4 组，即 MB ＋

US 组、HK 组、HKMB 组、HKMB ＋ US 组， 每
组 5 只，经尾静脉隔日治疗１次，每组的 HK 给药
剂 量 为 20 mg·kg － 1，MB ＋ US 组 与 HKMB ＋

US 组分别注射 MB 混悬液 0.2 mL 和 HKMB 混悬
液 0.2 mL，且注射后立即超声辐照，超声强度设
为 2 W·cm－ 2，工作 30 s，间歇 30 s，工作持续 4 
min。HK 组与 HKMB 组分别注射 HK 混悬液 0.2 
mL 和 HKMB 混悬液 0.2 mL，但不给予超声处理。
每日用游标卡尺测量小鼠右背侧部的皮下瘤长直径
（D）及垂直的短径（M），以下述公式计算皮下肿
瘤的体积（V）：V ＝（D×M2）/2，并以天数为横
坐标，肿瘤体积为纵坐标制作肿瘤体积增长曲线。
实验完毕后，处死老鼠，取肿瘤组织，计算肿瘤生
长抑制率（TGIR），公式计算如下：
　　TGIR（%）＝[（MB＋US 组的肿瘤质量）－

（HKMB ＋ US 组的肿瘤质量）]/（MB ＋ US 组的
肿瘤质量）×100%
　　治疗期间，HKMB 组、MB ＋ US 组、HK 组
的肿瘤体积增长较快，而 HKMB ＋ US 组小鼠的
肿瘤增长最为缓慢，表明 HKMB ＋ US 组具有明
显的肿瘤抑制作用（见图6）。与 MB＋US 组相比，
HKMB ＋ US 组的小鼠肿瘤体积和肿瘤生长抑制
率显著更小（P ＜ 0.05）（见图 7 及表 4）。
3　讨论
　　与受体介导靶向载药体系相比，具有超声响
应破坏特性的微泡递药体系不会出现配体连接效
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率不高、或受体饱和等问题 [11-13] 从而影响靶向递
送效果，常被用来递送药物和基因。传统的超声
微泡因为载体层无法携带大量药物导致载药量太
低，只有少数药效较强，有效血药浓度较低的目
标药物适用于该递送体系 [14]。本次实验中制备的
HKMB 载药量仅为（1.09±0.40）%。如果使用多
层磷脂膜微泡可以提高载药能力，但是这类微泡
的粒径和超声显影特性会发生显著改变 [15]。载药
量过低可通过共同给予微泡和药物克服，但是这
种方法仅仅只能短暂增加超声局部的渗透性，对
增加药物在局部组织的浓度没有帮助 [16]。另外，
将微泡中包裹的氟碳气体改为氟碳液体，也能够
提升其载药能力，但载氟碳液体微泡稳定性不
佳，在体内难以长循环递药 [17]。未来需要制备出
一种新型的载药微泡，不仅能够携带大量药物，
而且不会对其超声显影特性造成任何影响。
　　根据图 6，与 HK 相比，HKMB 组小鼠的肿
瘤生长曲线并没有显著差异。该情况最可能的解
释是 HKMB 载药量率较低，仅为（1.09±0.40）%，
药物难以在肿瘤部位高浓度聚集，肿瘤生长未被

显著抑制。而将 HKMB 与低频聚焦超声联合应用
后，HKMB ＋ US 组小鼠的肿瘤体积相对最低，
肿瘤生长抑制率相对最高，肿瘤增长速度最为缓
慢，结果表明 HKMB 与超声技术联合对肿瘤的治
疗效果较好。经尾静脉注射 HKMB，超声探头经
皮给予肿瘤组织超声处理，当 HKMB 经血液循环
转运至肿瘤组织，微泡遇到超声能量被击破，药
物从微泡中释放出来，在肿瘤部位靶向聚集。同
时，微泡被击破时会产生“空化效应”，会造成肿
瘤组织的细胞膜和微血管通透性增加，更利于药
物渗透进入肿瘤组织。而且，肿瘤组织的高通透
性和滞留（EPR）效应增强了药物在肿瘤组织的滞
留性，延长药物作用时间。基于上述原因，即使
载药量不理想，超声微泡载药系统也能够提升药
物的抗肿瘤作用效果 [17]。
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复方硫酸新霉素温敏凝胶的制备及其对复发性口腔溃疡的作用

王欢，李正伟，杨盟，刘振康*，原永芳（上海交通大学医学院附属第九人民医院药剂科，上海　200011）

摘要：目的　制备复方硫酸新霉素温敏凝胶，并对制备工艺、理化性质进行考察，对凝胶剂
中醋酸地塞米松的含量进行测定。方法　考察不同比例 P407 和 P188 的流变性能，确定温敏
凝胶最优处方。选取健康 SD 大鼠，采用化学法诱导大鼠口腔黏膜溃疡，完成复发性口腔溃疡
（ROU）造模后，将 SD 大鼠随机分为 4 组，空白组（不诱导 ROU，涂抹生理盐水），模型组
（诱导 ROU，涂抹生理盐水），实验组（诱导 ROU，涂抹复方硫酸新霉素温敏凝胶），阳性对
照组（诱导 ROU，涂抹复方硫酸新霉素液），连续给药 20 d，记录溃疡从发生至愈合的时间，
及溃疡发生的间歇时间，测定大鼠组织或血清中的 CD3 ＋、CD4 ＋、CD8 ＋和 CD4 ＋ /CD8 ＋表
达。结果　确定最优处方 P407∶P188 为 18∶2，按照最优处方制备空白凝胶基质并与药液混
合得复方硫酸新霉素温敏凝胶。复方硫酸新霉素温敏凝胶能够有效缩短 SD 大鼠口腔黏膜溃疡
面积，在给药 1 d 后溃疡面即有收缩趋势；给药 3 d 后，溃疡面积缩小；给药 14 d 后，溃疡面
的假膜脱落，溃疡愈合。复方硫酸新霉素温敏凝胶能够促进复发性口腔溃疡大鼠外周血 T 淋
巴细胞亚群 CD3 ＋、CD4 ＋和 CD4 ＋ /CD8 ＋比值升高，修复口腔黏膜蛋白抗原诱导的损伤，促
进口腔黏膜愈合，且较复方硫酸新霉素液有更好的治疗效果。结论　复方硫酸新霉素温敏凝胶
可以为复发性阿弗他溃疡的临床治疗提供一种新的、有效的药物制剂。
关键词：复方硫酸新霉素；温敏凝胶；复发性口腔溃疡；醋酸地塞米松；病理观察
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Abstract: Objective  To prepare compound neomycin sulfate thermosensitive gel, observe the 
prescription screening, preparation process, physical and chemical properties, and determine the 
content of dexamethasone acetate in the gel. Methods  The rheological properties of P407 and P188 
with different ratios were investigated to determine the optimal formulation of thermosensitive gel.
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　　复发性口腔溃疡（recurrent oral ulcer，ROU）
是临床上最常见的口腔黏膜疾病之一，好发于青壮
年，患病率约为 20%[1]。ROU 表现为反复发作的
单个或多发圆形或椭圆形口腔黏膜溃疡，发病时疼
痛感明显，严重时会影响患者进食、交流，对患
者身心造成伤害。但是目前 ROU 的具体发病机制
研究还不明确，有学者认为，ROU 的发作与人类
免疫异常、病毒感染、胃肠功能障碍和遗传因素
有关。另外，有学者发现 ROU 患者外周血 CD3＋、
CD4＋、CD4＋ /CD8＋表达水平均降低，免疫失衡
会通过细胞毒性作用导致溃疡形成 [2-3]。目前还未
有能够根治 ROU 的办法，临床上主要采用西药对
症治疗，用来消除治病诱因、缓解病情、延长间歇
期、促进溃疡面的愈合来缓解局部症状。局部或全
身治疗常用于减轻疼痛和促进溃疡愈合 [4]。全身治
疗一般指采用中医治疗和口服免疫抑制剂来降低
ROU 的复发率，但是中医治疗疗效不确切，免疫
抑制剂又容易诱发黏膜萎缩等一系列并发症，在临
床应用中受到较多限制。因此，亟需找到一种新的
治疗方法来有效缓解这一病症。
　　口腔具有特殊的生理环境，多数研究药物如喷
剂、含漱剂、含片、散剂等在口腔内停留时间较短，
无法在口腔病变部位达到持续有效的药物临床治疗
浓度，疗效较差，亟需开发一种符合口腔生理环

境且能够长时间持续稳定给药的剂型来治疗 ROU。
本项目研发了一种温敏凝胶，其具有温度相变性，
在人口腔温度下即成为凝胶状态，黏附在口腔溃疡
面病变部位，能够使药物浓度平稳且长时间持续释
药，更好地适应口腔特殊生理环境，现报道如下。
1　材料
1.1　仪器
　　高效液相色谱仪（包括 LC-10AT 泵、SPD-10A
紫外检测器、CTO-10A 柱温箱，CLASS vp 色谱工
作站和 SCL-10Avp 系统控制器，日本岛津制作所）；
流变仪（Bohlin Gemini，型号 Gemini 2）；FA-2004
电子天平（精度：0.0001 g，上海精科天平仪器厂）；
5804R 型高速冷冻离心机（美国 Eppendorf）。
1.2　试药
　　复方硫酸新霉素液 [ 自制，主要由硫酸新霉素
（主药含量 0.5%）、醋酸地塞米松、盐酸达克罗宁、
维生素 E、冰片等药物组成，批号：20201209]；
泊洛沙姆 407（P407，德国 BASF 公司，批号：
WPCT509E）；泊洛沙姆 188（P188，德国 BASF
公司，批号：WPOO565B）；乙腈、甲醇（色谱
纯，Fisher 公司）；弗氏免疫佐剂（武汉谷歌生物
科技有限公司）；盐酸氯胺酮注射液（江苏恒瑞医
药股份有限公司）；碘伏（杭州朗索医用消毒剂有
限公司）；1640 培养基（武汉塞维尔生物科技有限

Oral mucosa ulcer was induced by chemical method in healthy SD rats. SD rats were randomly 
divided into four groups: blank group [without inducing recurrent oral ulcer (ROU), smearing normal 
saline], model group (inducing ROU, smearing normal saline), experimental group (inducing ROU, 
smearing compound neomycin sulfate thermosensitive gel), positive control group (inducing ROU, 
smearing compound neomycin sulfate solution), After the ROU modeling was completed, the drug 
was continuously administered for 20 days. The time from the occurrence to the healing and the 
interval between ulcers was recorded and the expression of CD3 ＋ , CD4 ＋ , CD8 ＋ and CD4 ＋ /CD8 ＋

in the tissues or the serum of rats were measured. Results  The optimal prescription was determined 
P407∶ P188 ＝ 18∶2. According to the optimal prescription, the blank gel matrix was prepared and 
mixed with the drug solution to obtain the compound neomycin sulfate thermosensitive gel. Compound 
neomycin sulfate thermosensitive gel effectively shortened the ulcer area of oral mucosa in SD rats, and 
the ulcer surface tended to shrink after 1 day of administration. After 3 days of administration, the ulcer 
area was reduced; after 14 days of administration, the pseudomembrane on the ulcer surface fell off and 
the ulcer healed. Compound neomycin sulfate thermosensitive gel increased the ratio of peripheral blood 
T lymphocyte subsets CD3＋ , CD4＋ and CD4＋ /CD8＋ in rats with ROU, repaired the injury induced by 
oral mucosal protein antigen, and promoted the healing of oral mucosa. Moreover, compound neomycin 
sulfate thermosensitive gel showed better therapeutic effect than its solution. Conclusion  Compound 
neomycin sulfate thermosensitive gel can effectively promote oral mucosal exfoliation, promote the 
healing of erosion and ulcer and shorten the healing time, with a good therapeutic effect. 
Key words: compound neomycin sulfate; temperature sensitive gel; recurrent oral ulcer; 
dexamethasone acetate; pathological observation
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公司）；生理盐水（武汉滨湖双鹤药业有限责任公
司）；蒸馏水（自制）。
1.3　实验动物 
　　32只 SPF 级 SD 大鼠，雄性，体质量（200±20） 
g [ 上海交通大学医学院附属第九人民医院实验动物
中心，使用许可证号：SYXK（沪）2016-0016]。
2　方法与结果
2.1　复方硫酸新霉素温敏凝胶处方筛选 
　　P407 和 P188 为凝胶剂常用辅料 [5]，本研究
选用 P407 和 P188 制备温敏凝胶。首先研究了不
同比例的 P407（18%～ 20%）和 P188（2%～ 6%）
在不同条件下制备的温敏凝胶的流变性能，并记
录了相变温度 T 和口腔温度 37℃所对应的黏度，
绘制流变学曲线，确定最优比例。制备 3 批最优
处方样品，测定样品的平均相变温度。
　　采用流变仪测定复方硫酸新霉素热敏凝胶样
品的流变学参数。样品温度精确控制在 ±0.1℃
内，应变幅度设定为 1.0%，4/20 mm 平板，Gap 
0.5 mm。测定分析样品从 25℃升温至 55℃的
流变学相关参数，震荡频率 0.5 Hz，升温速度
5℃·min － 1。
　　从表 1 可以看出，相变温度取决于 P407 的浓
度，P407 浓度较高时，低温也会发生凝胶化，而
P407 浓度较低时，发生相变所需要的温度较高。
固定 P407 的浓度，加入少量的 P188 即对相变温
度产生较大影响，且 P188 含量越高，相变所需要
的温度就越高。我们综合考虑人体口腔温度、相
变温度及黏度，优选出的处方为 P407∶P188 ＝

18∶2。然后将优选出的凝胶包载复方硫酸新霉素
药液，测得的流变曲线如图 1 所示。

表 1　不同含量的 P407、P188 对流变学参数的影响 
Tab 1　Effect of different contents of P407 and P188 on  

rheological parameters

P407∶P188 相变温度 /℃ 黏度 /ηPas
18∶0 24.2 19.93
18∶2 31.5   3.21
18∶4 35.8   0.25
18∶6 40.1   0.22
19∶0 22.7 24.38
19∶2 28.5 16.73
19∶4 33.0   0.27
19∶6 35.8   0.21
20∶0 21.3 28.33
20∶2 25.6 21.40
20∶4 30.0 13.52
20∶6 31.5   1.14

　　根据流变曲线，复方硫酸新霉素温敏凝胶在
33℃时发生相变，黏度趋于稳定。最佳配方为
P407∶P188（18∶2），平均相变温度为 33.1℃。

2.2　复方硫酸新霉素温敏凝胶的制备 
　　将处方量的 P407 和 P188 加入去离子水置于
4℃冰箱溶胀过夜后得到空白凝胶基质（95.4%）。
将硫酸新霉素（0.5%）、盐酸达克罗宁（0.5%）和
醋酸地塞米松（0.025%）等药品加入已溶胀好的
空白凝胶基质中。然后将水溶性差的药物成分
冰片（1.0%）、维生素 E（0.5%）以及少量防腐剂
（0.05%）加入乙醇（2.0%）溶液中。最后，将预
制备的药物凝胶加入到混合乙醇溶液中，获得复
方硫酸新霉素温敏凝胶。并进行含量测定，结果
见表 2，样品含量均匀。

表 2　复方硫酸新霉素温敏凝胶中醋酸地塞米松的含量 (n ＝ 6) 
Tab 2　Content of dexamethasone acetate in compound neomycin 

sulfate temperature-sensitive gel samples (n ＝ 6)

批号 醋酸地塞米松含量 /% RSD/%
1 0.025 2.1
2 0.025 1.8
3 0.025   0.98

2.3　复方硫酸新霉素凝胶中醋酸地塞米松含量测
定方法的建立
2.3.1　色谱条件　色谱柱：Hypersil ODS-C18（150 
mm×4.6 mm，5 μm），甲醇 - 水（70∶30）为流
动相；检测波长 265 nm，柱温 25℃，流速 1.0 
mL·min － 1，进样量 20 μL。
2.3.2　溶液的配制
　　① 供试品溶液的配制：精密称取 1 g 复方硫
酸新霉素温敏凝胶，用甲醇稀释至 100 mL 量瓶
中，10 000 r·min － 1 进样离心 5 min，取 1 mL 上
清液于 10 mL 量瓶中，用甲醇溶液稀释至刻度，
得供试品溶液。
　　② 对照品溶液的配制：精密量取 5.0 mg 醋
酸地塞米松对照品，用甲醇溶解并稀释至 50 mL
量瓶中，得 100 μg·mL － 1 的对照品溶液。
2.3.3　专属性验证　取对照品和供试品溶液用
0.45 μm 微孔滤膜过滤，进样检测，记录色谱图，
见图 2。从图中可以看出醋酸地塞米松的峰形良
好，供试品凝胶剂中的其他成分对醋酸地塞米松
没有干扰，表明此分析方法专属性良好。

图 1　温敏凝胶流变学曲线

Fig 1　Rheological curve of the thermosensitive gel



2737

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

图 2　醋酸地塞米松色谱图 
Fig 2　Chromatogram of dexamethasone acetate 
A. 对 照 品（standard）；B. 供 试 品（sample）；1. 醋 酸 地 塞 米 松

（dexamethasone acetate）

2.3.4　精密度　取“2.3.2”项下的对照品溶液，
按“2.3.1”项下色谱条件重复进样 6 次，并记录
峰面积。结果峰面积 RSD 值为 1.4%，表明仪器
精密度良好。
2.3.5　重复性　平行配制 6 份复方硫酸新霉素温敏
凝胶的供试品溶液，进样测定。结果醋酸地塞米松
含量 RSD 值为 1.8%，表明该方法重复性良好。
2.3.6　加样回收试验　精密量取低、中、高 3 个浓度
的醋酸地塞米松对照品溶液加入到 10 μg·mL－ 1 的
样品溶液中，进样测定，计算回收率和 RSD 值，低、
中、高 3 个浓度平均回收率分别为（101.9±2.6）%、
（100.4±0.95）%、（101.5±1.3）%，RSD 分 别 为
2.1%、1.7%、2.3%，表明该方法稳定可靠。
2.4　药效学实验

2.4.1　动物实验模型的制备　使用 10% 的水合氯醛
作为麻醉剂对大鼠进行麻醉（3 mL·kg－ 1），再用
35% 的冰醋酸溶液对大鼠口腔内部黏膜进行刺激来
建立口腔溃疡模型。取直径 1 cm 的塑料管，将其
一端插入棉花中以防止溶液渗漏，另一端用冰醋酸
溶液填满塑料管，然后将塑料管的一端放入大鼠的
内唇黏膜，垂直握 1 min，48 h 后，观察到大鼠口
腔黏膜内出现“黄、红、凹、痛”现象的临床溃疡
特征为建模成功 [6]，本研究的造模成功率为 100%。
2.4.2　分组情况　将 32只 SD 大鼠随机分为 4组：
空白组（不诱导 ROU，涂抹生理盐水），模型
组（诱导 ROU，涂抹生理盐水），实验组（诱导
ROU，应用复方硫酸新霉素温敏凝胶），阳性对
照组（诱导 ROU，涂抹复方硫酸新霉素液）。完
成造模后，连续涂药 20 d，最后 1 次涂药 30 min 
后，处死大鼠。实验期间观察大鼠口腔黏膜，毛
色，精神状态以及粪便的情况，每 2 日记录 1 次
体质量并记录溃疡发生的第 1、3、7、14 日溃疡
的面积，用游标卡尺测量溃疡的直径和数目以及
溃疡从发生至愈合的时间。
2.4.3　大鼠的症状与体征变化　实验前，大鼠体毛
鲜亮，性情温顺，食欲较好，排便正常，反应灵
活，体质量增长。造模后大鼠体毛粗糙，性情暴躁，
大便不成形，反应缓慢，食物和水摄入量减少，体
质量减轻。造模48 h 后，大鼠下唇黏膜均出现溃疡，
直径 4 ～ 5 mm，呈圆形或椭圆形，中央凹陷，假
膜覆盖，出现溃疡。溃疡边缘充血、肿胀、发炎。
嘴唇肿胀。嘴唇湿润流口水，吸水性明显。
2.4.4　各组大鼠口腔溃疡的变化　模型组大鼠的
下嘴唇内侧口腔黏膜局部出现红晕，溃疡形成后
口腔表面呈灰白色，周围组织水肿充血，呈凹陷
状，溃疡较为严重，在造模 1 ～ 3 d 后，溃疡面
的直径扩大。不同药物处理组对口腔溃疡面积的
影响结果见表 3。实验组给药 1 d 后，溃疡面有收
缩趋势；给药 3 d 后，溃疡面开始出现假膜覆盖，
直径缩小；给药 14 d 后，溃疡面的假膜脱落，溃
疡面积明显缩小，溃疡持续愈合。与模型组相比，
实验组给药第 1、3、7 和 14 日溃疡面积差异均有
统计学意义（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。

表 3　不同处理方式对大鼠口腔溃疡面积的影响 (mm2，x±s，n ＝ 8) 
Tab 3　Effect of different treatments on oral ulcer area in rats (mm2，x±s，n ＝ 8)

组别 给药前 第 1 日 第 3 日 第 7 日 第 14 日

模型组 12.70±2.12 13.48±2.07 14.42±1.95 10.78±1.83 3.02±0.59

实验组 12.72±3.01  10.73±1.98*    7.03±1.83*    5.93±1.56*   0.33±0.15**

阳性对照组 12.71±2.85 11.79±2.05  10.69±1.74*    6.41±1.28*  2.04±0.39*

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



2738

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

2.4.5　组织病理学考察　给药 7 d 后每组抽取 2
只 SD 大鼠处死，取深达黏膜下层的大鼠下牙唇
侧的口腔黏膜，然后用生理盐水进行冲洗，再用
固定溶液固定和石蜡包埋后进行染色，最后在光
学显微镜下观察黏膜组织的结构和炎性细胞的浸
润情况。
　　给药 7 d 后，模型组溃疡部上皮溶解、破
溃，对照组黏膜上皮内和细胞间水肿，基底膜清
晰，溃疡内有大量炎性细胞浸润，细胞内和细胞
间水肿，上皮组织下方形成空泡，细胞基底膜明
显，而细胞具有固有层被中性粒细胞、浆细胞以
及相关淋巴组织细胞浸润。溃疡组织损伤严重，
组织坏死明显。空白组口腔黏膜上皮层、基底膜
和固有层清晰，结构完整，阳性淋巴细胞和中性
粒细胞占优势，口腔溃疡部位组织损伤较轻，无
坏死。实验组口腔胶原纤维水肿变性上皮溶解形
成溃疡，中性粒细胞浸润，口腔溃疡部位组织愈
合，坏死程度较轻 [7]，结果见图 3。

图 3　各组大鼠口腔病理组织图（×200）
Fig 3　Oral pathology of rats in each group（×200）
A. 模型组（model group）；B. 空白组（blank group）；C. 阳性对照

组（positive control group）；D. 实验组（experimental group）

2.4.6　流式细胞分析　给药 7 d 后从各组实验大
鼠眼眶取血，血液样本将被提取并在 1640 培养
基中培养，加入溶血素，调整细胞浓度至 2×107

个·mL － 1，然后每份取 100 μL 样品加入 CD3 ＋、
CD4 ＋、CD8 ＋等特异性表面抗体，在避光的环境
下在冰上孵育 20 min，最后将样品置于流式细胞
仪进行检测。
　　与空白组大鼠相比，模型组外周血 T 淋巴细
胞亚群 CD3＋、CD4＋ 和 CD4＋ /CD8＋ 比值在给
药 7 d 后明显降低（P ＜ 0.05），ROU 大鼠体内免
疫失衡，验证大鼠口腔溃疡模型构建成功。与模
型组相比，实验组和阳性对照组外周血 CD3＋、
CD4＋、CD4＋ /CD8＋ 比 值 均 有 不 同 程 度 升 高

（P ＜ 0.05）。与阳性对照组相比，实验组外周血
中 CD3＋、CD4＋和 CD4＋ /CD8＋的比例显著增加
（P ＜ 0.05）（见表 4）。实验结果表明，复方硫酸新
霉素可以修复口腔黏膜蛋白抗原诱导的损伤，促
进口腔黏膜愈合，治疗 ROU，且复方硫酸新霉素
温敏凝胶较复方硫酸新霉素液有更好的治疗效果。

表 4　T淋巴细胞亚群指标值分析 (n ＝ 8，%，x±s) 
Tab 4　T lymphocyte subset index value analysis (n ＝ 8，%，x±s)

组别 CD3 ＋ CD4 ＋ CD8 ＋ CD4 ＋ /CD8 ＋

空白组 60.6±2.1 50.2±2.3 21.4±2.8 2.3±1.8
模型组 52.8±1.9a 42.9±3.0a 19.7±2.4 2.2±1.3a

实验组 69.3±2.2a，b，c 60.7±3.0a，b，c 22.5±2.6 2.7±1.2a，b，c

阳性对照组 67.5±2.1a，b 54.6±2.9a，b 22.1±2.0 2.5±1.5a，b

注：与空白组相比，aP ＜ 0.05；与模型组相比，bP ＜ 0.05；与

阳性对照组相比，cP ＜ 0.05。
Note：Compared with the blank group，aP ＜ 0.05；compared 

with the model group，bP ＜ 0.05；compared with the positive control 
group，cP ＜ 0.05.

2.4.7　 统 计 学 处 理　 用 SPSS Statistics 23.0 统
计软件处理数据，数据以平均值 ±标准差表
示单变量方差分析（ANOVA）用于比较各组，
Bonferroni 检验用于组间配对比较，P ＜ 0.05 表
示差异具有统计学意义。
3　讨论
　　复方硫酸新霉素液由硫酸新霉素、醋酸地塞
米松、盐酸达克罗宁、维生素 E 等药物组成，用
于治疗 ROU。硫酸新霉素是一种氨基糖苷类抗菌
药物，具有良好的抗菌作用，但是其全身性药物
治疗有明显的肾毒性和耳毒性，因此目前仅限于
ROU 局部应用，能有效促进溃疡愈合，减轻疼
痛，具有良好的治疗效果 [8]；盐酸达克罗宁为止
痛类成品溃疡药物，多用于黏膜麻醉、局部止痛
止痒以及溃疡的治疗 [9]；醋酸地塞米松能够减少
溃疡所造成的细胞急性损伤，促进溃疡愈合，同
时抑制组氨等有毒物质的形成和释放 [10]；维生素
E 能够使末梢血管进行扩张，改善患者血液系统
循环，促进溃疡愈合 [11]；冰片能够消除炎症，且
具有良好的止疼作用，亦能促进口腔黏膜剥脱，
使溃疡和糜烂面愈合 [12]。P407 和 P188 作为凝胶
剂常用辅料，已经在食品和药品行业广泛应用。
浓度较高的 P407（15% ～ 30%）具有良好的缓释
作用且具有反向热凝胶性质，在低温条件下即可
凝固为半固体状态，加入适量的 P188 调节相变
温度，P407 和 P188 混合制备的凝胶剂具有安全
性高的特点，能够有效降低给药次数，减少给药
剂量，提高患者依从性 [5]，所以本研究采用 P407
和 P188 作为凝胶基质来制备复方硫酸新霉素温
敏凝胶。
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　　本研究发现与模型组比较，阳性对照组及实
验组的溃疡面积均显著减小，溃疡面愈合良好，
表明各给药组对口腔溃疡的愈合有显著促进作用，
且实验组优于阳性对照组。组织病理切片结果表
明阳性对照组及实验组上皮组织愈合良好，周边
黏膜上皮细胞内及细胞间水肿、毛细血管扩张充
血、血管内皮肿胀等情况均有改善，炎症细胞浸
润减少。ROU 大鼠体内免疫失衡，与模型组相
比，实验组、阳性对照组外周血 CD3 ＋、CD4 ＋、
CD4 ＋ /CD8 ＋比值均有不同程度升高，且实验组
升高更显著。实验结果表明，制备的复方硫酸新
霉素温敏凝胶能有效抑制大鼠口腔溃疡处的炎症
发展，促进上皮组织生长，加速溃疡创面的愈合；
能够修复口腔黏膜蛋白抗原诱导的损伤，促进口
腔黏膜愈合，治疗 ROU，且复方硫酸新霉素温敏
凝胶较复方硫酸新霉素液有更好的治疗效果。
　　对于大鼠 ROU 造模部位的选择，本研究选
择了大鼠下唇内部黏膜。该部位为角化黏膜和非
角化黏膜的交界处，在此处进行复方新霉素温敏
凝胶的药效学实验更具有代表性。同时，该部位
与人类频发的口腔溃疡部位颊、舌等非角化黏膜
处外以及牙龈等角化黏膜处的病理特征和临床表
现也极为类似。现有的治疗方法针对人类不同部
位口腔溃疡的治疗并无较大差异，因此采用大鼠
下唇内侧黏膜模型模拟人类口腔溃疡疾病研究更
具有临床意义。除此之外，我们发现，对同一批
大鼠进行二次造模时，会出现溃疡形成率较低、
溃疡面不规则且面积缩小、愈合时间缩短等现象，
推测出现原因可能是由于首次造模成功后，愈合
后的组织对造模剂的耐受程度提高了，后续再进
行 ROU 的研究时还可采用其他造模方法。
　　目前，临床剂型中使用的复方硫酸新霉素液
主要为液体制剂，使用方法为将药液直接喷于溃
疡处，给药不方便，药液容易迅速被清除，作用
时间较短，无法持续稳定地使药物作用于溃疡
面，对口腔深部的溃疡几乎无作用，这大大限制
了其作用效果。为了克服其在临床使用中存在的
缺点和不足，本课题组研发了复方硫酸新霉素温
敏凝胶。温度敏感型凝胶给药时为溶液状态，配
合特定的喷射装置，药液喷射至口腔溃疡处后，
由于口腔的生理温度而发生胶凝，在给药部位立
即转化为非化学交联的半固体凝胶 [13-14]，可以有
效地延长药物的作用时间，使药物持续稳定释

放，提高治疗效果。同时由于给药部位可以长时
间稳定地维持有效药物浓度，还能减少给药次
数，大大提高了患者对药物治疗的依从性 [15]。
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鬼针草化学成分及α-葡萄糖苷酶抑制活性研究
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摘要：目的　研究鬼针草属植物鬼针草的化学成分及其抑制α- 葡萄糖苷酶的活性。方法　采

用硅胶、Rp-18、Sephadex LH-20 等柱色谱方法对鬼针草乙醇提取物化学成分进行分离纯化，

根据理化性质及波谱数据鉴定化合物的结构，并测定其对α- 葡萄糖苷酶抑制活性。结果　从

鬼针草提取物中分离得到 15 个化合物，分别鉴定为莨菪亭（1）、6，7，3'，4'- 四羟基橙酮（2）、

硫黄菊素（3）、海生菊苷（4）、紫铆因（5）、4- 甲氧基紫铆因（6）、3，2'，4'- 三羟基 -4- 甲氧基

查 耳 酮（7）、8，3'-dihydroxy-3，7，4'-trimethoxy-6-O-β-D-glucopyranosyl flavone（8）、8，3'，
4'-trihydroxyflavone-7-O-β-D-glucopyranoside（9）、7-O-β-D-glucopyranosyl-5，3'-dihydroxy-3，

6，4'-trimethoxyflavone（10）、（Z）-6-O-（6-O-p-coumaryoyl-β-D-glucopyranosyl）-6，7，3'，
4'-tetrahydroxyaurone（11）、cycloart-（23Z）-ene-3β，25-diol（12）、 熊 果 酸（13）、（22E）-
ergosta-6，22-diene-3β，5β，8α-triol（14）和 5α，8α-epidioxyergosta-6，22-dien-3β-ol（15）。化
合物 7，8 和 11 对α- 葡萄糖苷酶的抑制率分别为 13.6%，30.1% 和 38.6%。结论　化合物 6，
8 ～ 9，12 ～ 15 为首次从该属植物中分离得到。化合物 7，8 和 11 在酶标法实验中显示对α-
葡萄糖苷酶有较弱的抑制活性，其他化合物无明显抑制活性。

关键词：菊科；鬼针草；化学成分；α- 葡萄糖苷酶
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Chemical constituents of Bidens pilosa and their  
α-glucosidase inhibitory activity

JIANG Li-hong1, ZHANG Sheng-nan1, GONG Gui-fen1, LIU Cai-ping1, FANG Juan1, HE Dong-yi1, 
PAN Zheng-hong2, TAN Qin-gang1* (1. Guilin Medical University, Guilin  Guangxi  541199; 2. Guangxi 
Key Laboratory of Functional Phytochemicals Research and Utilization, Guangxi Institute of Botany, 
Guangxi Zhuang Autonomous Region and Chinese Academy of Sciences, Guilin  Guangxi  541006)

Abstract: Objective  To determine the chemical constituents of Bidens pilosa and their inhibitory 
activities against α-glucosidase. Methods  The chemical constituents of Bidens pilosa were isolated 
and purified by silica gel, Rp-18 and Sephadex LH-20 column chromatography. Their structures were 
identified by physicochemical properties and spectral data. The inhibition of those consitituents on 
α-glucosidase was detected. Results  These compounds were identified as scopoletin (1), 6, 7, 3', 
4'-tetrahydroxyaurone (2), sulfuretin (3), maritimein (4), butein (5), butein-4-methyl ester (6), 3, 2', 
4'-trihydroxy-4-methoxychalcone (7), 8, 3'-dihydroxy-3, 7, 4'-trimethoxy-6-O-β-D-glucopyranosyl 
flavone (8), 8, 3', 4'-trihydroxyflavone-7-O-β-D-glucopyranoside (9), 7-O-β-D-glucopyranosyl-5, 
3'-dihydroxy-3, 6, 4'-trimethoxyflavone (10), (Z)-6-O- (6-O-p-coumaryoyl-β-D-glucopyranosyl)-6, 7, 
3', 4'-tetrahydroxyaurone (11), cycloart- (23Z)-ene-3β, 25-diol (12), ursolic acid (13), (22E)-ergosta-6, 
22-diene-3β , 5β , 8α-triol (14), and 5α , 8α-epidioxyergosta-6, 22-dien-3β-ol (15). The inhibition of 
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　　鬼针草（Bidens pilosa）为菊科（Asteraceae）
鬼针草属（Bidens L.）植物，在我国各地区分布广
泛，多生长于荒地、湿地、路边、山坡以及田间
等 [1]。鬼针草为我国常用民间药，具有清热解毒、
散瘀活血的功效，临床主要用于治疗痢疾、腹泻、
感冒、炎症等 [2]，也被众多少数民族如白族、苗
族、壮族等用来治疗呼吸道感染、咽喉肿痛、风
湿关节痛等疾病 [3]，现代研究表明，该属植物主
要含有黄酮类、苯丙素类、聚炔类以及萜类等多
种成分，其中黄酮类化合物是鬼针草属植物中的
主要有效成分，具有一定的降血压、降血糖、抗
炎、保护肝脏等作用 [4]。为了从鬼针草中找寻具
有良好生物活性的化学成分，本实验对其乙醇提
取物进行了研究，从该植物地上部分共分离得到
15 个化合物，分别鉴定为莨菪亭（1）、6，7，3'，
4'- 四羟基橙酮（2）、硫黄菊素（3）、海生菊苷（4）、
紫铆因（5）、4- 甲氧基紫铆因（6）、3，2'，4'- 三
羟基 -4- 甲氧基查耳酮（7）、8，3'-dihydroxy-3，7，
4'-trimethoxy-6-O-β-D-glucopyranosyl flavone（8）、
8，3'，4'-trihydroxyflavone-7-O-β-D-glucopyranoside
（9）、7-O-β-D-glucopyranosyl-5，3'-dihydroxy-3，6，
4'-trimethoxyflavone（10）、（Z）-6-O-（6-O-p-couma-
ryoyl-β-D-glucopyranosyl）-6，7，3'，4'-tetrahydroxy-
aurone（11）、cycloart-（23Z）-ene-3β，25-diol（12）、
熊果酸（13）、（22E）-ergosta-6，22-diene-3β，5β，
8α -triol（14）、5α，8α -epidioxyergosta-6，22-di-
en-3β-ol（15）（如图 1）。 其 中 化 合 物 6、8 ～ 9、
12 ～ 15 为首次从该植物中分离得到。酶标法 [5] 实
验表明，化合物 7、8 和 11 对α- 葡萄糖苷酶有较
弱的抑制活性，其他化合物无明显抑制活性。
1　材料
　　Bruker DRX-500（500 MHz） 核 磁 共 振 仪
（Bruker，瑞士）；UPLC-IT-TOF 色谱质谱联用仪
（日本岛津制作所）；旋转蒸发仪（上海亚荣生化
仪器厂）；三用紫外仪（ZF-2，上海市安亭电子
仪器厂）；Tecan Infinite F200/M200 型多功能酶标
仪（上海宝特生命科学有限公司）；柱层析及薄层
色谱所用硅胶（200 ～ 300 目，青岛海洋化工厂）；
葡 聚 糖 凝 胶 Sephadex LH-20（瑞 典 Pharmacia 公
司）；Rp-18（10 ～ 65 μm，德国 Merck 公司）；小
孔 树 脂（MCI）CHP20（日 本 Mitsubishi 公 司）；

10% 的硫酸 - 乙醇显色剂、阿卡波糖、磷酸缓冲盐
溶液（北京索莱宝科技有限公司）；α- 葡萄糖苷酶
（美国 Sigma 公司）；4- 硝基苯基α-D- 吡喃葡萄糖
苷（东京化成工业株式会社）。
　　鬼针草于 2018 年 10 月采自四川省邻水县，
由桂林医学院李云秋教授鉴定为菊科鬼针草属植
物鬼针草（Bidens pilosa）的干燥地上部分。植物
标本（凭证编号 Tbp-18）存放于桂林医学院药学院
实验教学中心。
2　提取与分离
　　取干燥的鬼针草 10 kg，粉碎后用 5 倍量 95%
乙醇在室温下提取 3 次，每次 7 d，合并提取液，减
压浓缩得浸膏 537 g。浸膏用蒸馏水分散，依次用等
体积石油醚萃取 4 次得到石油醚部位 290 g，乙酸乙
酯萃取 5 次，回收溶剂得乙酸乙酯浸膏 117 g。
　　乙酸乙酯部位 117 g 经 MCI 柱层析（甲醇，
75% → 90%），得 6 个组分Ⅰ～Ⅵ。Ⅰ部分经硅胶
柱（二氯甲烷 / 甲醇，30∶1 → 4∶1），得到 15 个
部分。Ⅰ-1 和Ⅰ-5 经 Sephadex LH-20（甲醇）并重
结晶（乙酸乙酯）分别得化合物1（40 mg）和5（7.0 
mg）；Ⅰ-7 经 Sephadex LH-20（甲醇）后得到 8 个
组分Ⅰ-7-1 ～Ⅰ-7-8。其中Ⅰ-7-4 经硅胶柱（氯仿 /

图 1　化合物 1 ～ 15 的结构

Fig 1　Chemical structures of compounds 1 ～ 15

compounds 7, 8, 11 against α-glucosidase was 13.6%, 30.1%, and 38.6%, respectively. Conclusion  
Compounds 6, 8～9, 12～15 have been obtained from Bidens genus for the first time. Compounds 7, 
8 and 11 show weak inhibition against α-glucosidase in the ELISA in vitro. 
Key words: Asteraceae; Bidens pilosa; chemical constituent; α-glucosidase
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丙酮，7∶1，2∶1）洗脱得化合物 2（3.2 mg）；
Ⅰ-12 经硅胶柱层析（氯仿 / 甲醇，16∶1，10∶1，
8∶1，5∶1）洗脱，得到 12 个组分Ⅰ-12-1 ～Ⅰ-
12-12。其中Ⅰ-12-5经 Sephadex LH-20（甲醇）得化
合物 11（13.7 mg）；Ⅰ-12-9 经硅胶柱（氯仿 / 甲醇 
8∶1）洗脱后经 Sephadex LH-20（甲醇）进一步纯
化得化合物 9（5.1 mg）；Ⅰ-13 经正相硅胶柱（氯
仿 / 甲醇，10∶1）洗脱分离后得到 5 个流份。其
中Ⅰ-13-5 经 Sephadex LH-20（甲醇）并重结晶（丙
酮）得化合物 8（7.4 mg）和 10（4.3 mg）；Ⅰ-15
经正相（氯仿 / 甲醇，8∶1，7.2∶1，5∶1）洗脱，
得到 6 个部分。其中 I-15-2 经 Sephadex LH-20（甲
醇）得化合物 4（4.4 mg）；Ⅱ部分经硅胶柱（氯
仿 / 丙酮，1∶0 → 2∶1）梯度洗脱得到 10 个流份。
Ⅱ-1 经硅胶柱（石油醚 / 丙酮，5∶1）等度洗脱后
再经 Sephadex LH-20（甲醇）得化合物 7（40 mg）；
Ⅱ-6 经硅胶柱（石油醚 / 丙酮，5∶1）分离后再经
Sephadex LH-20（甲醇）得化合物 3（57.8 mg）。
　　石油醚部分 290 g，经硅胶柱（石油醚 / 丙酮，
1∶0 → 1∶1）得 10 个流份 Fr-1 ～ Fr-10。Fr-5 组
分经 MCI（90% 甲醇水）洗脱，得到 6 个部分 Fr-
5-1～Fr-5-6。Fr-5-2经 Sephadex LH-20（甲醇）后再
经硅胶柱（石油醚 / 丙酮 8∶1）得化合物 15（7.1 
mg）；Fr-6 经 MCI（90% 甲醇）洗脱后再经 Rp-18
柱（80% → 90% 甲醇）梯度洗脱、Sephadex LH-20
（甲醇）得化合物 12（4.8 mg）和 13（3.8 mg）；Fr-
7 ～ Fr-10 合并经 MCI（70% → 90% 甲醇）、硅胶柱
（石油醚 / 丙酮，6∶1，4∶1，2∶1）和 Sephadex 
LH-20（甲醇）得化合物 6（49.4 mg）；Fr-4 除去
谷甾醇后余下母液经硅胶柱（石油醚 / 乙酸乙酯，
6∶1）得化合物 14（9.0 mg）。
3　结构鉴定
　　化合物 1：淡黄色簇状结晶（乙酸乙酯），
C10H8O4，ESI-MS m/z 191 [M － H]－。1H-NMR [500 
MHz，（CD3）2 CO]：δ 3.90（3H，s，OCH3），6.17
（1H，d，J ＝ 9.5 Hz，H-3），6.79（1H，s，H-8），
7.19（1H，s，H-5），7.84（1H，d，J ＝ 9.5 Hz，
H-4）；13C-NMR[125 MHz，（CD3）2CO]：δ 160.8
（C-2），112.8（C-3），144.1（C-4），109.5（C-5），
150.7（C-6），151.3（C-7），103.2（C-8），145.4（C-
9），111.6（C-10），56.2（OCH3）。以上数据与文
献 [5] 的报道基本一致，故鉴定化合物 1 为莨菪亭。
　　化合物 2：橙红色粉末，C15H10O6，ESI-MS m/z 
285 [M － H]－。1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：δ 
6.70（1H，s，H-10），6.72（1H，s，H-4），6.86（1H，
d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'），7.18（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，

H-5），7.39（1H，dd，J ＝ 8.5，1.5 Hz，H-6'），7.61
（1H，d，J ＝ 1.5 Hz，H-2'）；13C-NMR（125 MHz，
CD3OD）：δ 149.4（C-2），185.3（C-3），116.3（C-4），
114.7（C-5），156.1（C-6），131.4（C-7），157.0（C-
8），116.7（C-9），113.6（C-10），126.5（C-1'），119.4
（C-2'），146.7（C-3'），148.0（C-4'），116.9（C-5'），
125.7（C-6'）。以上数据与文献 [6] 的报道基本一致，
故鉴定化合物 2 为 6，7，3'，4'- 四羟基橙酮。
　　化合物 3：黄绿色粉末，C15H10O5，ESI-MS m/z 
269 [M － H]－。1H-NMR[500 MHz，（CD3）2 CO]：δ 
6.62（1H，s，H-10），6.77（1H，dd，J ＝ 8.5，2.0 
Hz，H-6'），6.81（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-7），6.93
（1H，d，J＝8.5 Hz，H-4），7.33（1H，dd，J＝8.0，
2.0 Hz，H-5），7.56（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-2'），
7.60（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'）；13C-NMR[125 
MHz，（CD3）2CO]：δ 148.2（C-2），182.4（C-3），
126.4（C-4），112.2（C-5），166.5（C-6），99.4（C-
7），168.9（C-8），115.1（C-9），113.4（C-10），125.6
（C-1'），116.5（C-2'），146.1（C-3'），147.3（C-4'），
118.7（C-5'），125.7（C-6'）。以上数据与文献 [7] 的
报道基本一致，故鉴定化合物 3 为硫黄菊素。
　　化合物 4：黄色粉末，C21H20O11，ESI-MS m/z 
447 [M － H]－。1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：δ 
3.47 ～ 3.61（4H，H-2'，3'，4'，5'），3.76（1H，
dd，J ＝ 12.0，5.5 Hz，H-6b），3.95（1H，dd，J ＝
12.0，2.0 Hz，H-6a），5.03（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，
H-1''），6.80（1H，s，H-10），6.89（1H，d，J ＝ 8.0 
Hz，H-5'），7.17（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5），7.29
（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-4），7.38（1H，dd，J ＝

8.5，2.0 Hz，H-6'），7.58（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，
H-2'）；13C-NMR（125 MHz，CD3OD）：δ 147.6（C-
2），185.5（C-3），115.9（C-4），113.8（C-5），153.8
（C-6），134.4（C-7），156.2（C-8），119.7（C-9），
115.7（C-10），125.5（C-1'），119.3（C-2'），146.8
（C-3'），149.7（C-4'），116.8（C-5'），126.8（C-6'），
103.4（C-1''），74.8（C-2''），78.6（C-3''），71.2（C-
4''），77.6（C-5''），62.4（C-6''）。以上数据与文献 [6]

报道的基本一致，故鉴定化合物 4 为海生菊苷。
　　化合物 5：黄色粉末，C15H12O5，ESI-MS m/z 
271 [M － H]－。1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：δ 
6.32（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-3'），6.45（1H，dd，
J ＝ 8.5，2.5 Hz，H-5'），6.85（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-5），7.14（1H，dd，J ＝ 8.5，2.5 Hz，H-6），7.21
（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-2），7.57（1H，d，J ＝ 15.5 
Hz，H-α），7.75（1H，d，J ＝ 15.5 Hz，H-β），7.98
（1H，d，J ＝ 9.0 Hz，H-6'）；13C-NMR（125 MHz，
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CD3OD）：δ  128.5（C-1），115.8（C-2），146.9
（C-3），149.9（C-4），116.6（C-5），118.4（C-6），
193.5（C ＝ O），123.6（C-α），146.1（C-β），114.7
（C-1'），166.4（C-2'），103.9（C-3'），167.5（C-4'），
109.2（C-5'），133.3（C-6'）。以上数据与文献 [8] 的
报道基本一致，故鉴定化合物 5 为紫铆因。
　　化合物 6：黄色粉末，C16H14O5，ESI-MS m/z 
285 [M － H]－。1H-NMR[500 MHz，（CD3）2 CO]：
δ 3.91（3H，s，OCH3），6.37（1H，d，J ＝ 2.5 Hz，
H-3'），6.48（1H，dd，J ＝ 9.0，2.5 Hz，H-5'），
7.02（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5），7.27（1H，dd，
J ＝ 8.5，2.0 Hz，H-6），7.40（1H，d，J ＝ 2.5 Hz，
H-2），7.75（1H，d，J＝ 15.5 Hz，H-α），7.79（1H，
d，J ＝ 15.0 Hz，H-β），8.15（1H，d，J ＝ 9.0 Hz，
H-6'）；13C-NMR[125 MHz，（CD3）2CO]：δ 128.3
（C-1），114.0（C-2），146.9（C-3），150.2（C-4），
111.4（C-5），122.6（C-6），191.9（C ＝ O），118.4
（C-α），144.3（C-β），113.6（C-1'），166.3（C-2'），
102.8（C-3'），164.8（C-4'），107.8（C-5'），132.5
（C-6'），55.5（OCH3）。以上数据与文献 [9] 报道的
基本一致，故鉴定化合物 6 为 4- 甲氧基紫铆因。
　　化合物 7：黄色粉末，C16H14O5，ESI-MS m/z 
285 [M － H]－。1H-NMR[500 MHz，（CD3）2CO]：δ 
3.91（3H，s，OCH3），6.36（1H，d，J ＝ 2.5 Hz，
H-3'），6.47（1H，dd，J ＝ 9.0，2.5 Hz，H-5'），
7.02（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5），7.27（1H，dd，
J ＝ 8.5，2.0 Hz，H-6），7.40（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，
H-2），7.75（1H，d，J＝ 15.5 Hz，H-α），7.79（1H，
d，J ＝ 15.5 Hz，H-β），8.16（1H，d，J ＝ 9.0 Hz，
H-6'），13.6（1H，s，2'-OH）；13C-NMR[125 MHz，
（CD3）2CO]：δ 129.2（C-1），114.9（C-2），147.8
（C-3），151.0（C-4），112.3（C-5），123.5（C-6），
192.9（C ＝ O），119.2（C-α），145.2（C-β），114.6
（C-1'），167.6（C-2'），103.8（C-3'），165.6（C-
4'），108.7（C-5'），133.4（C-6'），56.3（OCH3）。以
上数据与文献 [10] 报道的基本一致，故鉴定化合物 7
为 3，2'，4'- 三羟基 -4- 甲氧基查耳酮。
　　化合物 8：黄色粉末，C24H26O13，ESI-MS m/z 
567 [M+HCOO]－。1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：
δ 3.44（1H，m，H-4''），3.54（1H，t，H-5''），3.59
（1H，m，H-2''），3.74（1H，dd，J ＝ 12.0，6.0 
Hz，H-3''），3.84（3H，s，7-OCH3），3.92（3H，
s，3-OCH3），3.97（3H，s，4'-OCH3），4.60（1H，
s，H-6''），5.14（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1''），6.94
（1H，s，H-5），7.09（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'），
7.65（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-2'），7.70（1H，dd，

J ＝ 8.5，2.0 Hz，H-6'）；13C-NMR（125 MHz，
CD3OD）：δ  158.4（C-2），139.9（C-3），180.4
（C-4），95.6（C-5），157.9（C-6），133.9（C-7），
153.8（C-8），153.4（C-9），108.2（C-10），124.1
（C-1'），116.3（C-2'），147.7（C-3'），151.9（C-
4'），112.4（C-5'），122.4（C-6'），102.0（C-1''），
74.8（C-2''），78.0（C-3''），71.3（C-4''），78.5（C-
5''），62.6（C-6''），61.5（7-OCH3），60.6（3-OCH3），
56.4（4'-OCH3）。以上数据与文献 [11] 报道的基本
一致，故鉴定化合物 8 为 8，3'-dihydroxy-3，7，
4'-trimethoxy-6-O-β-D-glucopyranosyl flavone。
　　化合物 9：黄色粉末，C21H20O11，ESI-MS m/z 
285 [M-Glc]。1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：δ 
3.44（1H，m，H-4''），3.50（1H，m，H-2''），3.57
（1H，m，H-3''），3.72（1H，dd，J ＝ 12.0，5.5 
Hz，H-5''），3.92（2H，m，H-6''），4.99（1H，d，
J ＝ 7.5 Hz，H-1''），6.76（1H，s，H-3），6.86
（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-5'），7.14（1H，d，J ＝

8.5 Hz，H-6），7.25（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5），
7.35（1H，dd，J ＝ 8.5，2.0 Hz，H-6'），7.55
（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-2'）；13C-NMR（125 
MHz，CD3OD）：δ  156.3（C-2），113.9（C-3），
185.5（C-4），126.8（C-5），115.6（C-6），153.8
（C-7），134.4（C-8），149.7（C-9），119.2（C-
10），125.5（C-1'），115.9（C-2'），147.6（C-3'），
146.8（C-4'），116.8（C-5'），119.4（C-6'），103.4
（C-1''），74.8（C-2''），77.6（C-3''），71.3（C-
4''），78.6（C-5''），62.4（C-6''）。以上数据与文
献 [12] 报道的基本一致，故鉴定化合物 9 为 8，3'，
4'-trihydroxyflavone-7-O-β-D-glucopyranoside。
　　化合物 10：浅黄色粉末，C24H26O13，ESI-MS 
m/z 557 [M+Cl]－。1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：
δ 3.39（2H，m，H-2''，4''），3.50（1H，t，J ＝ 8.5 
Hz，H-3''），3.56（2H，m，H-6''），3.70（1H，dd，
J ＝ 12.0，6.0 Hz，H-5''），3.81（3H，s，6-OCH3），
3.88（3H，s，3-OCH3），3.94（3H，s，4'-OCH3），
5.11（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1''），6.92（1H，s，
H-8），7.07（1H，d，J＝9.0 Hz，H-5'），7.63（1H，
d，J ＝ 2.0 Hz，H-2'），7.68（1H，dd，J ＝ 8.5，
2.0 Hz，H-6'）；13C-NMR（125 MHz，CD3OD）：δ 
158.0（C-2），139.9（C-3），180.5（C-4），153.8（C-
5），133.9（C-6），158.4（C-7），95.6（C-8），153.5
（C-9），108.2（C-10），124.1（C-1'），116.3（C-
2'），147.7（C-3'），151.9（C-4'），112.4（C-5'），
122.4（C-6'），102.0（C-1''），74.8（C-2''），78.5
（C-3''），71.3（C-4''），78.0（C-5''），62.6（C-6''），
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61.5（4'-OCH3），60.6（3-OCH3），56.4（6-OCH3）。
以上数据与文献 [10] 报道的基本一致，故鉴定化合
物 10 为 7-O-β-D-glucopyranosyl-5，3'-dihydroxy-3，
6，4'-trimethoxyflavone。
　　化合物 11：红色粉末，C30H26O13，ESI-MS m/
z 285 [M-C15H17O7]。

1H-NMR（500 MHz，CD3OD）：
δ 橙 酮 部 分 [6.74（1H，s，H-10），6.88（1H，d，
J ＝ 8.0 Hz，H-5'），7.09（2H，m，H-4，5），7.38
（1H，dd，J ＝ 8.5，2.0 Hz，H-6'），7.60（1H，d，
J ＝ 2.0 Hz，H-2'）]；葡萄糖部分 [3.49（1H，dd，
J ＝ 10.0，8.5 Hz，H-4），3.57 ～ 3.65（2H，m，
H-2，3），3.81（1H，m，H-5），4.39（1H，dd，
J＝ 12.0，7.0 Hz，Hb-6），4.61（1H，dd，J＝ 12.0，
2.0 Hz，Ha-6），5.02（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1）]；
对 -香豆酸部分 [6.37（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-8），
6.83（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-3，5），7.46（2H，
d，J ＝ 8.5 Hz，H-2，6），7.65（1H，d，J ＝ 16.0 
Hz，H-7）]；13C-NMR（125 MHz，CD3OD）：δ 橙
酮部分 [147.6（C-2），185.9（C-3），115.4（C-4），
113.9（C-5），154.4（C-6），129.9（C-7），157.0
（C-8），119.1（C-9），114.9（C-10），125.6（C-1'），
119.2（C-2'），146.9（C-3'），149.7（C-4'），116.7
（C-5'），127.1（C-6'）]；葡萄糖部分 [103.3（C-1''），
74.8（C-2''），77.5（C-3''），71.8（C-4''），75.9（C-
5''），64.6（C-6''）]；酰基部分 [126.8（C-1），131.2
（C-2，6），116.9（C-3，5），161.4（C-4），146.8
（C-7），114.1（C-8），168.9（C-9）]。以上数据与
文献 [13] 报道的基本一致，故鉴定化合物11为（Z）-
6-O-（6-O-p-coumaryoyl-β-D-glucopyranosyl）-6，7，
3'，4'-tetrahydroxyaurone。
　　化合物 12：白色针状结晶（甲醇），C30H50O2，
ESI-MS m/z 475 [M+Cl-2H]3－。1H-NMR（500 MHz，
CDCl3）：δ 0.33（1H，d，J ＝ 4.5 Hz，H-19），0.56
（1H，d，J＝4.0 Hz，H-19），0.77（1H，m，H-6b），
0.81（3H，s，H-29），0.88（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，
H-21），0.89（3H，s，H-30），0.97（3H，s，H-28），
0.98（3H，s，H-18），1.26（3H，m，H-26），1.31
（1H，m，H-1b），1.32（3H，m，H-27），1.35（1H，
m，H-16b），1.51（5H，m，H-20，H-5，H-7a，
H2-15），1.56（2H，m，H-1a，H-8），1.59（2H，m，
H-6a，H-2b），1.62（3H，m，H2-12，H-17），1.75
（2H，m，H-22b，H-2a），1.96（2H，m，H-11a，
H-16a），2.27（1H，m，H-22a），3.28（1H，m，
H-3），5.64（1H，m，H-23），6.12（1H，d，J ＝

16.0 Hz，H-24）；13C-NMR（125 MHz，CDCl3）：δ 
32.0（C-1），30.4（C-2），78.8（C-3），40.5（C-4），

47.1（C-5），21.1（C-6），26.0（C-7），47.9（C-8），
20.0（C-9），26.1（C-10），26.5（C-11），32.8（C-
12），45.3（C-13），48.8（C-14），35.6（C-15），28.1
（C-16），52.0（C-17），18.1（C-18），30.0（C-19），
36.4（C-20），18.3（C-21），39.0（C-22），125.6（C-
23），139.4（C-24），70.7（C-25），29.9（C-26），29.8
（C-27），25.4（C-28），14.0（C-29），19.3（C-30）。
以上数据与文献 [14] 报道的基本一致，故鉴定化合物
12 为 cycloart-（23Z）-ene-3β，25-diol。
　　化合物 13：白色粉末，C30H48O3，ESI-MS m/z 
479 [M+Na] ＋。1H-NMR（500 MHz，DMSO-d6）：δ 
0.68（4H，s，H3-24，H-5），0.75（3H，s，H-26），
0.81（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H-29），0.87（3H，s，
H-25），0.90（3H，s，H-23），0.92（3H，s，H-30），
1.04（3H，s，H-27），1.24 ～ 1.35（6H，H2-7，H2-
21，H-19，H-6b），1.44（2H，s，H-2），1.46（2H，
d，J ＝ 3.5 Hz，H-6a），1.48（2H，d，J ＝ 5.0 Hz，
H-22），1.51（2H，s，H-1），1.54（2H，m，H-16），
1.57（1H，s，H-9），1.82（3H，m，H2-11，H-18），
3.00（1H，s，H-3），4.31（1H，s，3-OH），5.13
（1H，t，J ＝ 7.0 Hz，H-12）；13C-NMR（125 MHz，
DMSO-d6）：δ 36.5（C-1），27.0（C-2），76.9（C-3），
38.3（C-4），54.8（C-5），18.0（C-6），30.2（C-7），
38.5（C-8），47.0（C-9），36.3（C-10），23.8（C-
11），124.6（C-12），138.2（C-13），41.7（C-14），
30.7（C-15），22.9（C-16），46.9（C-17），52.4（C-
18），38.3（C-19），38.4（C-20），27.6（C-21），32.7
（C-22），28.3（C-23），16.9（C-24），16.1（C-25），
15.2（C-26），23.3（C-27），178.3（C-28），17.0（C-
29），21.1（C-30）。以上数据与文献 [15] 报道的基本
一致，故鉴定化合物 13 为熊果酸。
　　化合物 14：白色羽状晶体（丙酮），C28H46O3，
ESI-MS m/z 475 [M+HCOO]－。1H-NMR[500 MHz，
（CD3）2CO]：δ 0.79（3H，m，H-26），0.83（3H，
d，J ＝ 1.5 Hz，H-21），0.85（3H，s，H-18），
0.88（3H，s，H-19），0.92（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，
H-27），1.02（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H-28），1.25
（3H，m，H-12a，2a，16a），1.38～1.44（2H，m，
H-25，16b），1.46 ～ 1.51（3H，m，H2-11，14），
1.70 ～ 1.77（2H，m，H-1b，4b），1.83 ～ 1.90
（3H，m，H-24，20，12b），1.92（1H，m，
H-2b），1.96（1H，m，H-15b），3.76（1H，m，
H-3），5.20（1H，dd，J ＝ 16.5，8.0 Hz，H-22），
5.26（1H，dd，J ＝ 16.5，7.5 Hz，H-23），6.22
（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6），6.48（1H，d，J ＝

8.5 Hz，H-7）；13C-NMR[125 MHz，（CD3）2CO]：
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δ 35.7（C-1），31.1（C-2），66.3（C-3），38.0（C-
4），82.4（C-5），131.2（C-6），136.4（C-7），79.4
（C-8），52.5（C-9），37.8（C-10），21.3（C-11），
40.3（C-12），45.2（C-13），52.7（C-14），27.1（C-
15），24.0（C-16），57.0（C-17），13.2（C-18），
18.5（C-19），40.5（C-20），20.0（C-21），132.9
（C-22），136.4（C-23），43.7（C-24），33.8（C-
25），20.3（C-26），18.0（C-27），21.3（C-28）。以
上数据与文献 [16] 报道的基本一致，故鉴定化合物
14 为（22E）-ergosta-6，22-diene-3β，5β，8α-triol。
　　化合物 15：白色晶体（甲醇），C28H44O3，ESI-
MS m/z 475 [M+HCOOH+H] ＋。1H-NMR（500 MHz，
CDCl3）：δ 0.84（3H，s，H-18），0.85（3H，d，J ＝
1.0 Hz，H-26），0.86（3H，s，H-27），0.91（3H，
s，H-19），0.93（3H，d，J ＝ 7.0 Hz，H-28），1.02
（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H-21），1.46 ～ 1.56（5H，
m，H-9，11a，15b，16b，25），1.57（1H，d，J ＝

7.0 Hz，H-2b），1.63 ～ 1.66（3H，m，H-1b，15a，
14），1.86～1.89（2H，m，H-2a，16a），1.91～2.00
（4H，m，H-1a，12a，4b，24），2.13（2H，m，
H-20，4a），4.00（1H，m，H-3），5.17（1H，dd，
J ＝ 15.5，8.0 Hz，H-22），5.25（1H，dd，J ＝ 15.5，
7.5 Hz，H-23），6.27（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6），
6.53（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-7）；13C-NMR（125 
MHz，CDCl3）：δ 34.7（C-1），30.1（C-2），66.5（C-
3），37.0（C-4），82.2（C-5），135.4（C-6），130.8（C-
7），79.4（C-8），51.1（C-9），37.0（C-10），20.6（C-
11），39.4（C-12），44.6（C-13），51.7（C-14），23.4
（C-15），28.6（C-16），56.2（C-17），12.9（C-18），
18.2（C-19），39.7（C-20），20.9（C-21），135.2（C-
22），132.3（C-23），42.8（C-24），33.1（C-25），19.6
（C-26），19.9（C-27），17.6（C-28）。以上数据与
文献 [17] 报道的基本一致，故鉴定化合物 15 为 5α，
8α-epidioxyergosta-6，22-dien-3β-ol。
4　α-葡萄糖苷酶活性筛选
　　参照文献 [18] 的方法，并适当修改。依次加入
50 μL 0.5 mg·mL － 1 样品（化合物 2 ～ 4、6 ～ 9、
11 和 14，阳性对照阿卡波糖）、50 μL 磷酸缓冲盐
溶 液（0.1 mmol·L － 1、pH 6.8） 和 100 μL α- 葡
萄糖苷酶（0.2 U·mL － 1）后于 37℃ 恒温培养箱
中反应 10 ～ 15 min，再加入 50 μL 4- 硝基苯基
α-D- 吡喃葡萄糖苷（2 mmol·L － 1）在 405 nm 测
定 OD 值，每组设置 3 个复孔，空白组和无底物
对照组分别加入等量磷酸缓冲盐溶液。
　　抑制率（%）＝ [（OD空白－OD给药＋OD无底物）/
OD空白 ]×100%

　　结果化合物 7、8 和 11 对α- 葡萄糖苷酶的抑
制率分别为 13.6%，30.1% 和 38.6%，其他化合
物未见有抑制活性。
5　讨论
　　糖尿病是胰岛素分泌和利用缺陷所引起的以慢
性高血糖为特征的代谢紊乱性临床综合征，多年来
一直是严重威胁人类健康的世界性公共卫生问题 [19]。
本实验对分离得到的化合物进行了α- 葡萄糖苷酶抑
制活性初筛，除化合物 10 和 12 因分离纯化后的量
较少及文献已报道化合物 1、5、13 和 15 具有良好
的抑制α- 葡萄糖苷酶的活性 [20-23] 外，采用酶标法测
试了化合物 2 ～ 4、6 ～ 9、11 和 14 抑制α- 葡萄糖
苷酶的活性，阳性对照阿卡波糖对α- 葡萄糖苷酶的
抑制率为 76.3%，化合物 7、8 和 11 分别为 13.6%，
30.1% 和 38.6%，其他化合物未见有抑制活性。
　　鬼针草属药用植物所含化学成分类型多样，
本实验从鬼针草提取物中分离得到 15 个化合物，
其中 1 个香豆素，2 个三萜类，2 个甾体，10 个
黄酮类化学成分。黄酮类化合物在抗炎、抗肿瘤、
抗氧化、神经保护及降压降糖等多方面具有潜在
的疗效 [24]，具有很好的开发价值。作为治疗糖尿
病的传统草药，鬼针草在墨西哥、夏威夷等地应
用广泛，我国民间也有将该植物全草水煎、口服，
用于治疗糖尿病的历史 [25]。
　　鬼针草属在我国资源丰富，具有一定的生物
活性和临床疗效，今后应加强对其有效成分及有
效成分群的研究，希望能在该属植物中发现活性
更好的先导化合物，为新药研究奠定理论基础。
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秦皮乙素纳米结晶的制备与抗炎活性评价

程雯，朱洁，张永帅，王征，梁艳妮*（陕西中医药大学 陕西中药资源产业化省部共建协同创新中心/秦药特色资源

研究开发国家重点实验室（培育）/陕西省创新药物研究中心，陕西　咸阳　712083）

摘要：目的　优化秦皮乙素纳米结晶的制备工艺并对所得纳米结晶进行初步评价。方法　将适

量秦皮乙素溶于乙醇（良溶剂）并超声助溶，均匀加入到搅拌条件下的水溶液（不良溶剂）中，

使之过饱和而析出结晶。考察良溶剂与不良溶剂比例、稳定剂种类、稳定剂浓度、药物浓度、

冻干保护剂种类对纳米结晶粒径的影响；比较秦皮乙素纳米结晶和秦皮乙素的体外溶出度；利

用小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 分析秦皮乙素纳米结晶的抗炎活性。结果　最优制备工艺为：

以 4 mg·mL － 1 聚乙烯吡咯烷酮作为单一稳定剂；良溶剂与不良溶剂比例为 1∶20，药物质量

浓度为 7 mg·mL － 1，超声 120 min，得到的秦皮乙素纳米结晶粒径为（18.68±0.56）nm，多

分散系数为（0.357±0.008）。冻干保护剂选择 D- 山梨醇制得的 ES-NC 冻干粉效果好，粒径为

（30.74±3.00）nm。体外抗炎实验表明秦皮乙素纳米结晶可以抑制脂多糖诱导 M1 型巨噬细胞

RAW264.7 产生一氧化氮，下调促炎性细胞因子肿瘤坏死因子 -α、白介素 -8 水平，上调抑炎

性细胞因子白介素 -4 水平。结论　秦皮乙素纳米结晶制备工艺简便，可显著提高秦皮乙素的

溶解度和体外溶出度，并具有很好的体外抗炎活性，为其新剂型开发提供理论依据。

关键词：秦皮乙素；纳米结晶；反溶剂沉淀法；体外溶出度；粒径；抗炎
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　　秦皮是一种常用中药，隶属于木犀科植物
白蜡树 Fraxinus chinensis Roxb. 的干燥枝皮或干
皮，为“秦药”大宗道地中药材之一，资源丰富。
秦皮中的秦皮乙素是香豆素的衍生物，为白色
至浅黄色针状结晶，化学名称为 6，7- 二羟基香
豆素（esculetin，ES，见图 1）。秦皮乙素具有抗
肿瘤、抗氧化、抗菌、抗炎、抗阿尔茨海默病等
多种药理作用 [1]，其中抗炎作用研究广泛。秦皮
乙素可以通过抑制白介素（IL）-6、肿瘤坏死因
子 -α（TNF-α）等炎症因子的产生，从而减轻肺
损伤 [2]。但是其水溶性较差，生物利用率低，剂
型研究和临床研究较少。目前关于秦皮乙素制剂
的研究已有微乳、纳米粒等 [3-4]，在改善秦皮乙素
的溶解性和生物利用度等方面取得一定进展 [5]。
　　纳米技术的发展愈加迅速，其在医药领域的
研究和应用也随之变得广泛。纳米技术主要包括
两种：一是将药物本身制成纳米粒，二是将一定

形式的纳米载体与药物相结合，如纳米结晶、纳
米乳、脂质体等 [6]。纳米结晶制剂是一种新兴药
物递送系统，具有制备工艺简单、所用辅料少
等优点 [7]，可以降低药物粒径，增加难溶性药物
的饱和溶解度和溶出速度，进而提高其口服后吸
收和生物利用度。制备方法分为“Top-down”和
“Bottom-up”两种类型。“Bottom-up”技术是将含
有药物的溶剂加入至另一种非溶剂中，使药物浓
度过饱和结晶，包括沉淀法、乳化法等。“Bottom-
up”制备技术的前提是所选良溶剂与不良溶剂对药
物的溶解能力要有一定差距，且良溶剂与不良溶
剂互溶。“Top-down”技术是指将大的药物粒子分

Preparation，characterization and anti-inflammatory of esculetin nanocrystals

CHENG Wen, ZHU Jie, ZHANG Yong-shuai, WANG Zheng, LIANG Yan-ni* (Co-Construction 
Collaborative Innovation Center for Chinese Medicine Resources Industrialization by Shaanxi & 
Education Ministry/State Key Laboratory of Research & Development of Characteristic Qin Medicine 
Resources (Cultivation)/Shaanxi Innovative Drug Research Center, Shaanxi University of Chinese 
Medicine, Xianyang  Shaanxi  712083)

Abstract: Objective  To optimize the preparation of esculetin nanocrystals (ES-NC) and evaluate 
it preliminarily. Methods  An appropriate amount of esculetin (ES) was dissolved in ethanol by 
ultrasonic method. It is uniformly added to the water under stirring conditions to make it supersaturate 
and crystallize. Several factors were optimized, including ratio of good solvent and poor solvent, 
types of stabilizer, concentrations of stabilizer, drug concentrations and types of lyoprptectant. Their 
effect on the nanocrystals was also observed. The dissolution rates in vitro of ES-NC and ES were 
determined. RAW264.7 cells were used to analyze the anti-inflammatory activity of ES-NC. Results  
The optimal conditions for the preparation of ES-NC included 4 mg·mL － 1 polyvinylpyrrolidone as 
a single stabilizer; the ratio of good solvent and poor solvent was 1∶20, the drug concentration was 7 
mg·mL－1 and the ultrasonic time was 120 min. The obtained particle size of ES-NC was (18.68±0.56) 
nm, and the polydispersity index was (0.357±0.008). D-sorbitol as the lyophilized protective agent 
for the preparation of lyophilized powder had good resolubility, and the partical size was (30.74±3.00) 
nm. In vitro anti-inflammatory experiments showed that ES-NC reduced the production of nitric 
oxide, TNF-α  and IL-8, and increased the levels of IL-4 in LPS-induced macrophage RAW264.7. 
Conclusion The preparation process of ES-NC is simple and convenient, which can significantly 
improve the solubility and dissolution in vitro of ES, with fairly good anti-inflammatory effect. This 
study provides a theoretical basis for the development of new dosage forms of ES.
Key words: esculetin; nanocrystal; anti-solvent precipitation; dissolution in vitro； particle size; anti-
inflammation

图 １　秦皮乙素的结构

Fig 1　Chemical structure of esculetin
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散成小的药物粒子，包括介质研磨法、高压均质
法，这两种方式方法是目前我国工业企业生产发
展纳米材料结晶制剂的最主要制备方法 [8]。反溶
剂沉淀法属于“Bottom-up”技术，是制备纳米结
晶的常用方法，实验材料易得，具有工艺简单、
易操作等优点 [9]。本文采用反溶剂沉淀法将秦皮
乙素制备成纳米结晶，通过单因素实验优化秦皮
乙素纳米结晶（esculetin nanocrystal，ES-NC）制
备工艺，提高其溶解性和生物利用度并检测其对
巨噬细胞抗炎活性的影响。
1　材料

　　秦皮乙素（ES，阿拉丁试剂上海有限公司，
纯 度：98%， 批 号：G1731067）； 聚 乙 二 醇 400
（PEG400 分析纯）、聚乙烯吡咯烷酮（PVP K29/32）
（天津市科密欧化学试剂有限公司）；羟丙甲纤维素
（HPMC，上海麦克林生化科技有限公司）；十二
烷基硫酸钠（SDS，安徽山河药用辅料有限公司）；
吐温 -80、D- 山梨醇、无水乙醇（天津市天力化学
试剂有限公司）；PBS（BI，批号：LOT.2138268）；
RPMI1640（BI，LOT. 2049225）；ELISA 试剂盒（欣
博盛生物公司，批号：M210622-102a）；胎牛血清
（AusGeneX，批号：FBSS00321-1）；小鼠单核巨
噬细胞 RAW264.7（吉尼欧生物公司）。
　　EYEA N-1100 旋转蒸发仪（东京理化器械株式
会社）；HJ-6B 六联双数显恒温磁力搅拌器（常州丹
瑞实验设备有限公司）；超声波清洗器（昆山禾创
超声仪器有限公司）；FA21040 型电子天平（德国
赛多利斯公司）；Zetasizer nano zs 纳米粒度分析仪
（英国马尔文仪器有限公司）；JEM-2100 Plus 型透
射电子显微镜 [ 东京理化株式会社（日本）]；UV-
2600 型紫外可见分光光度计 [ 岛津（日本）公司 ]。
2　方法与结果

2.1　纳米结晶的制备

　　将适量的秦皮乙素用无水乙醇（良溶剂）溶
解，超声助溶，作为有机相；另取纯水（不良溶
剂）加入适量稳定剂，作为水相。向搅拌状态下
的水相中先加入适量稳定剂，再缓缓地注入有机
相，继续搅拌，使两相反应析出纳米结晶，旋蒸
除去乙醇，得到 ES-NC。
2.2　良溶剂与不良溶剂比例考察

　　称取 45 mg 秦皮乙素，溶于 9 mL 无水乙醇
中，质量浓度为 5 mg·mL－ 1，作为良溶剂，以 2 
mg·mL－ 1 SDS 作为稳定剂，其余条件不变，调
整良溶剂（无水乙醇）和不良溶剂（水）的比例为
1∶12、1∶14、1∶16、1∶18、1∶20、1∶22， 考

察其对 ES-NC 的粒径及多分散系数（PDI），结果见
表 1。当良溶剂与不良溶剂的比例从 1∶12 到 1∶20，
粒径减小；当比例到 1∶22 时，粒径增大，故选择
良溶剂与不良溶剂的比例为 1∶20 进行后续实验。

表 1　不同比例良溶剂与不良溶剂对 ES-NC的粒径和 PDI的影响

(x±s，n ＝ 3) 
Tab 1　Effect of different ratios of good solvent and poor solvent on 

particle size and PDI of ES-NC (x±s，n ＝ 3)

良溶剂 / 不良溶剂 粒径 /nm PDI
1∶12 267.2±24.84 0.389±0.069
1∶14 190.8±84.50 0.347±0.075
1∶16 192.6±13.11 0.369±0.135
1∶18 221.8±26.85 0.293±0.054
1∶20 134.3±5.69 0.608±0.154
1∶22 302.4±20.36 0.474±0.060

2.3　稳定剂的筛选

　　选择良溶剂与不良溶剂的比例为 1∶20，药
物质量浓度为 5 mg·mL－ 1，稳定剂质量浓度为 2 
mg·mL－ 1，分别考察单一稳定剂（SDS、F-68、
HPMC、PVP）和混合稳定剂（以 SDS 作为主稳
定剂，以 F-68、PVP、HPMC、吐温 -80 作为助稳
定剂，比例为 2∶1）对 ES-NC 的粒径及 PDI 的影
响，结果见表 2、3。使用单一稳定剂 PVP 时粒径
为（29.4±3.86）nm，PDI 为（0.318±0.088）。本研
究首先选用了混合型稳定剂，但是通过考察其粒
径和 PDI 发现存在稳定性不好，PDI 过大，分散
不均匀等问题，使用单一稳定剂时粒径和 PDI 较
混合稳定剂小，分散程度也比混合稳定剂好。可
能是混合稳定剂提供的静电排斥和立体位阻作用
对于该样品不够，导致在制备过程发生聚沉 [10-11]，
因此选用单一稳定剂 PVP 进行后续研究。

表 2　不同单一稳定剂对 ES-NC粒径和 PDI的影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 2　Effect of different single stabilizers on particle size and PDI of 

ES-NC (x±s，n ＝ 3)

稳定剂 粒径 /nm PDI
SDS 144.9±5.87 0.607±0.046
F-68     73.7±11.58 0.305±0.101
HPMC 139.0±4.94 0.413±0.007
PVP   29.4±3.86 0.318±0.088

2.4　稳定剂浓度的考察

　　以 PVP 为稳定剂，良溶剂与不良溶剂比例为
1∶20，药物质量浓度为 5 mg·mL－ 1，调整稳定
剂质量浓度为 2、3、4 mg·mL－ 1，考察 ES-NC
的粒径、PDI 和 Zeta 电位，结果见表 4。当稳定
剂质量浓度为 4 mg·mL－ 1 时溶液更为澄清、均
一。为进一步探索其稳定性随时间周期的延长的
变化，测定其粒径及 PDI 的变化（见图 2），结果
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纳米粒子在 4 mg·mL－ 1 稳定剂下维持稳定。

表 4　不同质量浓度稳定剂对 ES-NC的粒径、PDI和 Zeta电位的

影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 4　Effect of different concentrations of stabilizer on particle 

size，PDI and Zeta potential of ES-NC (x±s，n ＝ 3)

质量浓度 /
（mg·mL － 1）

粒径 /nm PDI Zeta 电位 /mV

2 29.4±3.86 0.318±0.088 － 15.10±2.30

3 26.0±0.23   0.336±0.0003 － 18.04±1.99

4 26.0±0.75 0.335±0.012 － 27.90±2.20

图 2　不同稳定剂浓度下的稳定性考察

Fig 2　Stability at different stabilizer concentrations

2.5　超声时间的考察结果

　　以 PVP 为稳定剂，质量浓度为 4 mg·mL－ 1，
良溶剂与不良溶剂的比例为 1∶20，药物质量浓
度为 5 mg·mL－ 1，分别超声 30、60、90、120 
min，控制温度在 25 ～ 30℃，考察 ES-NC 的粒
径、PDI，结果见表 5，超声 120 min 对其具有较
好的助溶效果，粒径为（15.42±0.59）nm，PDI
为（0.245±0.013）。

表 5　不同超声时间下对 ES-NC粒径和 PDI的影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 5　Effect of different times ultrasonic on particle size and PDI of 

ES-NC (x±s，n ＝ 3)

时间 /min 粒径 /nm PDI

    0 28.67±0.18 0.295±0.004

  30 27.65±0.34 0.310±0.019

  60 28.00±0.20 0.341±0.006

  90 16.62±1.07 0.270±0.053

120 15.42±0.59 0.245±0.013

2.6　药物质量浓度的筛选结果

　　药物质量浓度分别为3、4、5、6、7 mg·mL－1时，
以 4 mg·mL－ 1 PVP 为稳定剂，良溶剂与不良溶剂

的比例为 1∶20，考察 ES-NC 的粒径及 PDI。结果
见表 6。当药物质量浓度为 5 mg·mL－ 1 时，纳米
结晶粒径稳定，粒径为（22.63±0.24）nm，PDI 为
（0.343±0.010）。稳定剂的浓度大小也与稳定性密切
相关，当稳定剂浓度较小时，药物表面不能被稳定
剂完全包裹，导致粒子会出现聚沉的现象；随着稳
定剂浓度增大，其稳定性也越好，而当稳定剂浓度
固定，增大药物浓度时，稳定剂不足以将混悬液中
的所有粒子都包裹起来，制备过程中就容易发生沉
降、体系不稳定的问题，所以药物最大质量浓度选
用 7 mg·mL－ 1，如果需要继续增大药物浓度，需
同时增大稳定剂的浓度。当有机相与水相的比例在
一定的范围内，随着不良溶剂比例增大，其粒径会
有所减小，这是因为在使用反溶剂沉淀法制备秦皮
乙素纳米结晶过程中，有机相和水相发生沉淀时，
药物在单位体积的混悬液中含量较小，在达到过饱
和的情况下，晶体增大的过程比较缓慢。反溶剂沉
淀法制备 ES-NC 的关键是药物晶体的生长速度和晶
体的成核速度需要在一定范围内保持平衡。

表 6　不同药物质量浓度对 ES-NC粒径和 PDI的影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 6　Effect of different drug concentrations on particle size and 

PDI of ES-NC (x±s，n ＝ 3)

药物质量浓度 /（mg·mL － 1） 粒径 /nm PDI
3 16.57±0.78 0.306±0.045
4 19.26±0.36 0.358±0.011
5 22.63±0.24 0.343±0.010
6   32.07±13.61 0.293±0.116
7 18.68±0.56 0.357±0.008

2.7　冻干保护剂的选择

　　以 1% 质量浓度的 D- 山梨醇、葡萄糖、蔗糖、
乳糖分别作为冻干保护剂，添加到 ES-NC 中，充
分混匀后于－ 80℃冰箱中预冻 24 h，移至真空
冷冻干燥机中干燥 72 h，以冻干粉外观，复溶后
状态、粒径及 PDI 为指标筛选出合适的冻干保护
剂。纳米结晶混悬液长期放置不是很稳定，易出
现聚沉，粒径增大等现象，为了使药物在长期储
存过程中更加稳定，选择将其通过真空冷冻干燥
制备成冻干粉 [12]。其原理是通过升华的方式去除
ES-NC 的水分，而且在低温的时候药物中的一些
热敏物质也非常稳定，真空下药物不易氧化，所
以将其制备成冻干粉也有利于储存和运输 [13]。在
冻干过程中常需加入冻干保护剂，从而使得纳米
结晶冻干后复溶时能更好地重新分散。结果见
表 7，冻干后所得冻干粉如图 3 所示，冻干粉使
用超纯水复溶，以 1% D- 山梨醇作为冻干保护
剂，得到的冻干粉细腻光滑，容易复溶，粒径为

表 3　不同混合稳定剂对 ES-NC粒径和 PDI的影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 3　Effect of different mixed stabilizers on particle size and PDI of 

ES-NC (x±s，n ＝ 3)

助稳定剂 粒径 /nm PDI

吐温 -80 54.9±10.25 0.992±0.014

F-68 54.8±14.08 0.863±0.123

PVP 93.2±28.63 0.633±0.282

HPMC 201.9±18.5 0.758±0.155
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（30.74±3.00）nm，有利于长期密封储存。

表 7　不同冻干保护剂冻干粉的复溶状态和粒径 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 7　Reconstituted state and particle size of lyophilized powder of 

different lyophilized protective agents (x±s，n ＝ 3)

保护剂 复溶状态 粒径 /nm

蔗糖 容易复溶 42.60±3.87

葡糖糖 复溶较慢且不完全 40.33±2.01

乳糖 复溶缓慢   65.18±15.53

D- 山梨醇 容易复溶 30.74±3.00

图 3　冻干粉外观

Fig 3　Freeze-dried powder appearance
注：冻干粉所使用冻干保护剂：1. 乳糖；2. D- 山梨醇；3. 蔗糖；

4. 葡萄糖。

Note：Lyophilized protective agents used in lyophilized powder：1. 
lactose；2. D-sorbitol；3. sucrose；4. glucose.

　　纳米结晶冻干粉的制备：药物质量浓度为 7 
mg·mL － 1，良溶剂与不良溶剂比例为 1∶20，
不良溶剂中加入 4 mg·mL － 1 PVP，向水相中加
入有机相，搅拌，再加入 1% 质量浓度的各冻干
剂，搅拌充分，冻干。得到的 ES-NC 冻干粉粒径
为（30.74± 3.00）nm。
2.8　ES-NC 的理化性质

2.8.1　药物的 pH　取 ES-NC 于离心管中，用电
子酸度计在 25℃下测量样品 pH，平行测量 3 次，
取平均值，结果 pH 为（6.16±0.035）。
2.8.2　药物的体外释放度　根据《中国药典》2020 年
版第四部关于释放度的测定 [14]，使用螺旋叶片桨法
对 ES-NC 药物进行溶出度测定。控制搅拌器的转速
一般保持在 100 r·min－ 1，温度控制在（37±0.5）℃，
500 mL PBS 缓冲液作为释放介质，在 1、2、4、6、
8、10、12、24 h 对其分别取样 4 mL，取样后同时向
其中补充相同体积相同温度的 PBS 缓冲液，控制溶
出介质的总量保持不变。于 349 nm 处测定不同浓度
样品的吸光度，绘制标准曲线，计算药物的吸光度
和累计溶出程度，并绘制溶出曲线，累计释放度结
果见图 4。秦皮乙素原药在 24 h 的释放率只有 41%，
而制备成纳米结晶在 24 h 的释放率为 85%，释放率
比原药的高 1 倍之多，所以将其制备成纳米结晶可
以提高秦皮乙素的释放率。
2.8.3　透射电镜观察 ES-NC 外观外貌　取少量样品
置入离心管，用超声波进行样品分散，取样并滴加

在载网支持膜上，晾干，放入透射电镜进行观察。
结果见图 5，纳米结晶的外观呈球形，粒径在 25 
nm 左右，没有发生明显的聚集，分散较为均匀。

图 5　ES-NC 的透射电镜图

Fig 5　Transmission electron microscope (TEM) images of ES-NC

2.9　药物对 LPS 刺激的巨噬细胞抗炎活性影响

　　RAW264.7 细胞在 96 孔板中培养贴壁后，采
用 MTT 法检测细胞存活率，筛选合适的药物浓
度 [15]。用 PBS 溶解 ES-NC 及其冻干粉，细胞在
96 孔板中培养贴壁后加入 ES-NC 药液，1 h 后
除空白组外加入 1 μg·mL－ 1 LPS，20 h 后取细
胞上清液用 Griess 法测定一氧化氮（NO）的产
生 [16]，其他细胞上清液用 ELISA 法检测促炎因
子 TNF-α、IL-8，抑炎因子 IL-4 的水平。
　　 当 ES-NC 药 物 质 量 浓 度 为 2.5、5、10 
μg·mL－ 1 时细胞存活率分别为（105±0.04）%、
（91±0.04）%、（86±0.02）%；ES-NC 冻干粉药
物质量浓度为 250、500、1000 μg·mL－ 1 时细
胞存活率分别为（103±0.04）%、（99±0.02）%、
（82±0.04）%。ES-NC 可以有效抑制 NO 产生，
且呈剂量依赖性。ELISA 法结果显示 ES-NC 及其
冻干粉可以抑制促炎因子 TNF-α、IL-8 的产生，
促进抑炎因子 IL-4 的产生（见图 6）。秦皮乙素可
以通过降低促炎因子的水平抑制炎症损伤 [17]，本
实验结果说明将秦皮乙素制成 ES-NC 冻干粉后增
强其溶剂性的同时没有影响其抗炎活性。

图 4　体外释放度实验结果（n ＝ 3）
Fig 4　In vitro release test（n ＝ 3）
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图 6　NO 和炎症因子含量的变化

Fig 6　Changes in NO and inflammatory factors
注：与 LPS 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 CON 组比较，##P ＜ 0.01，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the LPS group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the control group，##P ＜ 0.01，#P ＜ 0.05.

3　结论

　　本文采用反溶剂沉淀法制备 ES-NC 解决其水
溶性较差、生物利用度低的缺点，优化了制备工
艺，初步评价结果显示 ES-NC 溶解度和溶出度有
所提高，且能抑制 LPS 刺激的巨噬细胞 NO 产生
和促炎因子水平，促进抑炎因子水平增加，未影
响秦皮乙素的抗炎活性，为秦皮乙素新剂型的研
发提供了理论依据。
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刘寄奴化学成分及其水煎液抗菌活性的研究
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摘要：目的　研究刘寄奴的化学成分及其抗菌活性，并探索刘寄奴水煎液对常见致病菌的抗菌

作用。方法　采用多种色谱技术分离纯化刘寄奴的化学成分，根据理化常数和波谱数据鉴定化

合物的结构，并通过控制不同条件制备刘寄奴水煎液，对分离得到的单体化合物和刘寄奴水

煎液采用微孔板法进行体外抗菌活性筛选。结果　从刘寄奴中共分离鉴定了 5 个化合物，分别

为 7- 甲氧基香豆素（1）、异泽兰黄素（2）、奇蒿黄酮（3）、芹菜素（4）和去氢母菊内酯酮（5），

以上 5 个单体化合物对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、福氏志贺菌、痢疾志贺菌和无乳链球菌

均有不同程度的抗菌活性，同时比较了不同条件下制备的刘寄奴水煎液抗菌活性强弱。结论　
奇蒿黄酮和去氢母菊内酯酮对金黄色葡萄球菌抗菌作用均较为显著，且不同条件制备刘寄奴

水煎液的抗菌活性有所差异，增加煎煮水量，延长煎煮时间和增加煎煮次数得到的刘寄奴水

煎液抗菌活性效果更显著。

关键词：刘寄奴；化学成分；水煎液；抗菌活性
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Antimicrobial activity of chemical constituents and water decoction of 
Artemisia anomala S. Moore
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Abstract: Objective  To determine the chemical constituents and antimicrobial activity of Artemisia 
anomala S. Moore, and to explore the antibacterial effect of its water decoction on the clinical 
common pathogens bacterium. Methods  The chemical constituents of Artemisia anomala S. 
Moore were separated and purified by various chromatographic techniques. The structures of the 
compounds were identified according to the physical and chemical constants and spectral data. 
The Artemisia anomala S. Moore water decoction was prepared under different conditions. The 
isolated monomer compounds and the Artemisia anomala S. Moore decoction were detected for 
their antibacterial activities in vitro by microplate method. Results  Totally 5 compounds were 
isolated and identified from Artemisia anomala S. Moore: 7-methoxycoumarin (1), eupatilin (2), 
arteanoflavone (3), apigenin (4) and dehydromatricarin (5). The above 5 monomers had antibacterial 
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　　刘寄奴 Artemisia anomala S. Moore，又名阴
性草、六月霜、苦连婆、野马头兰等，为菊科蒿
属植物奇蒿的地上部分，广泛分布于我国华东、
华南等地区 [1]。经植物草本考证，分布在江苏、
浙江、安徽、福建等地，又俗称南刘寄奴 [2]。刘
寄奴入药具有消肿止血、清热解毒、破血通经、
消食化积之功效，主要用于治疗跌打损伤、闭经
痛经、产后淤滞腹痛、疮痈肿毒以及腹泻痢疾
等 [3]。此前，本课题组分别对刘寄奴 80% 乙醇、
石油醚、氯仿、乙酸乙酯和正丁醇提取部位进行
了纸片扩散法和常量肉汤稀释法，结果显示刘寄
奴不同部位的提取物对临床常见致病菌均有良好
的抗菌活性 [4]，进一步研究发现黄酮类化合物异
泽兰黄素具有抗菌活性 [5]。目前学者对刘寄奴的
化学成分研究较多，主要报道的化合物有黄酮类、
香豆素类和甾体等 [6-7]，但对其单体化合物的抗菌
活性和刘寄奴药材的应用方法研究涉及甚少。
　　鉴于刘寄奴广阔的资源分布和明确的药效作
用，以及前期刘寄奴不同提取部位的抗菌活性，
本课题组进一步明确刘寄奴的抗菌活性成分，对
分离得到的单体化合物进行抗菌活性筛选，预期
得到类抗生素活性的单体化合物以满足需要，并
采用常规中药煎煮方法考察不同煎煮条件对刘寄
奴抗菌药效的影响，为刘寄奴药材的开发利用提
供科学依据。
1　材料
1.1　仪器
　　RE-52 型旋转蒸发仪（上海申生科技有限公
司）；SHZ-Ⅲ型循环水真空泵（上海华琦科学仪
器有限公司）；玻璃中压柱色谱系统（苏州汇通
色谱分离纯化有限公司）；Agilent1260 高效液相
色谱仪（美国安捷伦科技有限公司）；LC-20AP
制备液相色谱仪（日本岛津公司）；Kromasil C18
液相色谱柱（日本大曹株式会社）；柱色谱用硅
胶、硅胶 254 薄层板（青岛海洋化工有限公司）；
葡聚糖凝胶 LH-20（上海国药集团化学试剂有限
公司）；HPLC-TOF-MS 高分辨质谱仪（美国安捷

伦科技有限公司）；X-4 数字显示显微熔点测定
仪器（上海隆拓仪器设备公司）；Bruker AVANCE 
Ⅲ 600 高分辨核磁共振波谱仪（德国布鲁克科技
有限公司）；LDZX-50KB 立式压力蒸汽灭菌器
（上海申安医疗器械厂）；SW-CJ-ID 型单人净化
工作台（苏州净化设备有限公司）；Biotek 酶标仪 
ELX800（美国伯腾仪器有限公司）；HZQ-X100
恒温振荡培养箱（太仓华大实验仪器科技有限公
司）；DHP-022 电热恒温培养箱（上海申贤恒温
设备厂）。
1.2　试药
　　三氯化铁、铁氰化钾、镁粉 [ 中国医药（集团）
上海化学试剂公司 ]；盐酸（江苏彤晟化学试剂有
限公司）。青霉素 G 钠盐、氯霉素和丁胺卡那霉素
无水（上海生工生物工程有限公司）；改良肉汤培
养基和血琼脂培养基（青岛海博生物技术有限公
司）；96 孔板和培养皿（广州洁特生物过滤制品有
限公司）；无水乙醇、乙酸乙酯、三氯甲烷、正丁
醇、甲醇、无水乙醇、甲醇等均为分析纯试剂（江
苏强盛功能化学股份有限公司）；金黄色葡萄球菌
（Staphylococcus aureus，SA-CMCC26003）、大肠埃
希菌（Escherichia coli，EC-CMCC44102）（北京北纳
创联生物技术研究院）；金黄色葡萄球菌（Staphylo-
coccus aureus，SA-ATCC6538）、福氏志贺菌（Shigel-
la flexneri，SF-CMCC51572）、痢疾志贺菌 [Shigella 
dysenteriae，SD-CMCC（B）51252]、无乳链球菌
（Streptococcus agalactiae，SA-CICC10465）、 鼠 伤
寒沙门菌（Salmonella typhimurium，ST-ATCC14028]
（南京便诊生物科技有限公司）。刘寄奴道地药材采
购（采购时间：20140813）自浙江省临安市，经海
军军医大学张汉明教授鉴定为蒿属植物奇蒿 Arte-
misia anomala S. Moore 的干燥地上部分，标本（编
号：20140517）保存于海军军医大学药学院药物化
学教研室。
2　方法与结果
2.1　提取和分离
　　取刘寄奴药材 30 kg 粉碎后，加入 70% 的乙

activities against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae and 
Streptococcus agalactis. At the same time, the antibacterial activity of Artemisia anomala S. Moore 
water decoction prepared under different conditions was compared. Conclusion Artemisia annua 
flavone and dehydroethrinone have significant bactericidal effect on Staphylococcus aureus, and 
the antibacterial activity of Artemisia anomala S. Moore water decoction prepared under different 
conditions is different, increasing the amount of water, prolonging the time and increasing the number 
of decoctions, its antibacterial effect becomes more obvious.
Key words: Artemisia anomala S. Moore; chemical compound; water decoction; antibacterial activity
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醇于 70℃回流提取 2 次，合并 2 次提取液减压回
流至无醇味，得粗提物 5.3 kg；将 5.3 kg 粗提物
加水 10 L 混悬，用石油醚、三氯甲烷、正丁醇分
别萃取 3 次，减压回收溶剂，分别得到石油醚、
三氯甲烷、正丁醇部位浸膏。石油醚部分采用正
相硅胶柱色谱，以石油醚 - 乙酸乙酯系统 15∶1-
0∶1-5∶1-1∶1进行梯度洗脱，得流份 Fra1～Fra7，
对 Fra6（0.8 g）部分继续采用正相硅胶柱色谱，
以石油醚 - 乙酸乙酯 5∶1洗脱，得到化合物 1（约
47 mg）；三氯甲烷部分先经正相硅胶柱色谱，以
石油醚 - 二氯甲烷 - 甲醇 - 甲酸系统 8∶2∶1∶0.1、
6∶2∶1∶0.1、4∶2∶1∶0.1、2∶2∶1∶0.1、
1∶1∶1∶0.1 进行梯度洗脱，得到 Frb1 ～ Frb7；
Frb5（63 g）用 SephadexLH-20 凝胶柱色谱分离，
再采用 0.2% 甲酸水 - 乙腈（45∶55）洗脱高压制
备液相色谱分离，分别得到化合物 2（87 mg）、
化合物 3（60 mg）和化合物 5（52.5 mg）；将正
丁醇部位经正相硅胶柱色谱，用乙酸乙酯 - 甲
醇系统以 8∶1→6∶1→4∶1→2∶1 进行梯度洗
脱，得到流份 Frc1 ～ Frc8；Frc6 再经正相硅胶
柱色谱，以二氯甲烷 - 甲醇 6∶1 ～ 4∶1 进行梯
度洗脱，得到流份 Frc6a ～ Frc6h，Frc6h（15 g）
再过 SephadexLH-20 凝胶柱色谱分离，用甲醇 -
水（70∶30）等度洗脱，再用 0.2% 甲酸水 - 乙腈
（62∶38）高压制备液相色谱分离，获得化合物 4
（130 mg），提取分离流程见图 1。

图 1　刘寄奴化学成分的提取流程

Fig 1　Extraction of chemical components from Artemisia anomala S．

Moore

2.2　结构鉴定

　　化合物 1 ～ 5 的结构式见图 2。

图 2　化合物 1 ～ 5 的结构式

Fig 2　Structure of compounds 1 ～ 5

　　化合物 1：白色针晶，在紫外灯 365 nm 下
显紫色荧光，mp 117 ～ 118℃。分子式 C10H8O3，
m/z 为 177.0532 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（600 MHz，
CDCl3，δ）：6.23（1H，d，J ＝ 6.4 Hz，H-3），
7.61（1H，d，J ＝ 6.4 Hz，H-4），7.35（1H，d，
J ＝ 5.6 Hz，H-5），6.80（1H，dd，J ＝ 1.6，5.6 
Hz，H-6），6.79（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，H-8），
3.86（3H，s，-OCH3）。

13C-NMR（150 MHz，
CDCl3，δ）：162.8（C-2），112.5（C-3），143.3
（C-4），128.6（C-5），100.8（C-6），161.1（C-
7），112.4（C-8），l55.8（C-9），113.0（C-10），
55.7（C4'-OCH3）。以上数据与文献报道 [8] 的 7- 甲
氧基香豆素的数据基本一致，推测化合物为 7- 甲
氧基香豆素（7-methoxycoumarin）。
　　化合物 2：黄色固体。三氯化铁 - 铁氰化钾反
应阳性，提示存在酚羟基。盐酸 - 镁粉反应阳性，
三氯化铝反应阳性，提示该化合物为黄酮类化合
物。化合物分子式 C18H16O7，m/z：345.0969 [M ＋

H] ＋。1H-NMR（600 MHz，CDCl3，δ）：7.34
（1H，s，H-3），6.59（1H，d，J＝ 7.2 Hz，H-8），
7.26（1H，s，H-2'），6.97（1H，d，J ＝ 5.6 
Hz，H-5'），7.51（1H，d，J ＝ 5.2 Hz，H-6'），
4.05（s，6-OCH3），3.98（s，3'-OCH3），3.97
（s，4'-OCH3）；13C-NMR（150 MHz，CDCl3，
δ）：164.0（C-2），104.0（C-3），182.8（C-4），
153.0（C-5），130.3（C-6），155.0（C-7），93.3
（C-8），152.2（C-9），105.6（C-10），123.7（C-
1'），108.8（C-2'），149.3（C-3'），152.0（C-4'），
111.1（C-5'），120.0（C-6'），60.8（C6-OCH3），
56.0（C3'-OCH3），56.0（C4'-OCH3）。以上数据与
文献 [9] 报道的异泽兰黄素（eupatilin）基本一致，
故推测该化合物为 5，7- 二羟基 -6，3'，4'- 三甲
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氧基黄酮，即异泽兰黄素。
　　化合物 3：黄色颗粒状结晶，分子式为
C19H18O8，m/z：375.1079 [M ＋ H] ＋。1H-NMR
（600 MHz，CD3OD，δ）：6.72（1H，s，H-3），
6.60（1H，s，H-8），7.24（2H，s，H-2'，H-6'），
3.88（3H，s，C6-OCH3），3.94（6H，s，C3'，C5'-
OCH3），3.84（3H，s，C4'-OCH3）。

13C-NMR（150 
MHz，CD3OD，δ）：166.0（C-2），106.0（C-3），
184.8（C-4），155.6（C-5），132.2（C-6），158.3
（C-7），96.0（C-8），152.9（C-9），106.7（C-10），
128.5（C-1'），105.8（C-2'），155.6（C-3'），142.1
（C-4'），155.6（C-5'），105.8（C-6'），61.7（C6'-
OMe），61.4（C4'-OMe），57.5（each，C3'-OMe，
C5'-OMe）。HMBC 表示，H-3与 C-10，C-2和 C-1'
相关，H-8 与 C-10，C-6 和 C-7 相关。NOESY 显
示 H-3 和 H-8 相关，以上数据与文献 [10] 报道的
奇蒿黄酮基本一致，故鉴定化合物 3 为 5，7- 二
羟基 -6，3'，4'，5'- 四甲氧基黄酮，即奇蒿黄酮
（arteanoflavone）。
　　化合物 4：黄色针晶，盐酸 - 镁粉反应呈阳
性。分子式 C15H10O5，m/z：271.0600 [M ＋ H] ＋。
1H-NMR（600 MHz，DMSO-d6，δ）：6.73（1H，
s，H-3），6.14（1H，m，J ＝ 0.8，1.2 Hz，H-6），
6.43（1H，m，J ＝ 0.4，1.2 Hz，H-8），7.90（1H，
d，J ＝ 2.4 Hz，H-2'），6.91（1H，d，J ＝ 2.0 
Hz，H-3'），6.89（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-5'），
7.89（1H，d，J ＝ 2.4 Hz，H-6'）。13C-NMR（150 
MHz，DMSO-d6，δ）：165.5（C-2），94.4（C-3），
181.9（C-4），161.7（C-5），103.1（C-6），164.0
（C-7），99.4（C-8），161.8（C-9），103.7（C-10），
121.5（C-1'），128.8（C-2'），116.3（C-3'），157.7
（C-4'），116.3（C-5'），128.8（C-6'）。 以 上 数
据与文献 [11] 报道的芹菜素基本一致，故鉴定该
样品化合物为 4'，5，7- 三羟基黄酮，即芹菜素
（apigenin）。
　　化合物 5：白色粉末，分子式 C17H18O5，m/z：
303.0495 [M ＋ H] ＋。1H-NMR（600 MHz，CDCl3，
δ）：6.19（1H，s，H-3），3.50（1H，d，J ＝ 11.6 
Hz，H-5），3.71（1H，t，J ＝ 10.2 Hz，H-6），3.25
（1H，dt，J ＝ 2.0，10.2 Hz，H-7），4.91（1H，
dt，J ＝ 2.0，10.4 Hz，H-8），2.46（1H，t，J ＝

1.2 Hz，H-9），6.23，5.64（2H，d，J ＝ 3.0 Hz，
H-13），2.28（3H，s，H-14），2.44（3H，s，H-15），
2.15（3H，s，H-17）；13C-NMR（150 MHz，CDCl3，
δ）：133.5（C-1），194.8（C-2），135.9（C-3），
169.1（C-4），51.5（C-5），81.3（C-6），54.9（C-
7），69.2（C-8），44.3（C-9），144.5（C-10），135.9

（C-11），169.2（C-12），121.7（C-13），19.7（C-
14），21.2（C-15），169.5（C-16），20.9（C-17）；根
据 二 维 核 磁 谱 图 HMBC 表 示，C-10 与 H-15 相
关，C-16 与 H-17 相 关，C-4 与 H-14 相 关， 由
COSY 谱图显示，H-5 与 H-6 相关，H-6 与 H-7 相
关，H-7 与 H-8 相 关，NOESY 谱 图 中 H-7 与 H-5
和 H-9 远程相关，通过以上信息得到化合物 5 的结
构，该结构数据与文献 [12] 报道的去氢母菊内酯酮
基本一致，故鉴定该化合物结构为去氢母菊内酯酮
（dehydromatricarin）。
2.3　水煎液的制备
　　方法一：取刘寄奴药材 25 g，加入温水 300 
mL 浸泡 30 min，武火加热煮沸 20 min（中间补
加 50 mL 热水），将药液倾出，再加入 350 mL 水
煮沸 10 min，倾出药液。合并 2 次提取液浓缩得
刘寄奴水煎液 1 浸膏 2.72 g，标记为水煎液 1。
　　方法二：取刘寄奴药材 25 g，加入温水 300 
mL 浸泡 30 min，武火加热煮沸 30 min（中间补
加水 100 mL），倾出药液，再加入 350 mL 水煮
沸 20 min，倾出药液，继续加入 350 mL 水煮沸
10 min，倾出药液，合并 3 次水煎液浓缩得到刘
寄奴水煎液 2 浸膏 3.55 g，标记为水煎液 2。
2.4　抗菌试验
2.4.1　药液配制　化合物 7- 甲氧基香豆素、异泽
兰黄素、奇蒿黄酮、芹菜素和去氢母菊内酯酮，
以 50% 乙醇溶液为溶剂，配成母液浓度分别为
56.82、29.07、26.74、37.04、33.11 mmol·L－ 1

的溶液；刘寄奴水煎液 1 和刘寄奴水煎液 2，
以超纯水为溶剂，均配制成质量浓度为 500 
mg·mL－ 1 的母液；阳性药青霉素 G 钠盐、氯霉
素、丁胺卡那霉素无水，以蒸馏水为溶剂，配制
母液浓度分别为0.28、0.31、0.13 mol·L－1的溶液。
以上药液均稀释到适当浓度供使用。
2.4.2　菌种活化和培养　称取 18 g 改良肉汤培养
基于 300 mL 蒸馏水中，于 121℃灭菌 20 min。无
菌条件下，将培养基分装至 15 mL 的离心管中，
每管 10 mL。取 1 mL 培养基至菌种冻干粉中，吹
打混匀后转移到 15 mL 离心管，于 37℃，150 
r·min－ 1 培养 24 h。取 100 μL 菌悬液涂布于血琼
脂培养基表面，于37℃电热恒温培养箱培养24 h。
挑取单克隆于肉汤培养基中培养 24 h 后备用。
2.4.3　最小杀菌浓度（MBC）和最小抑菌浓度
（MIC）的测定　采用微孔板法测定化合物的抗菌
活性，参考文献 [13] 中的方法，取培养 24 h 后的细
菌种 96 孔板，每孔 100 µL；设置不加药孔，加
药孔和阳性对照药孔。单体化合物加药浓度分别
为化合物 1 从 17.05 mmol·L－ 1 起、化合物 2 从
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11.11 mmol·L－1 起，化合物3从8.02 mmol·L－1 起，
化合物 4 从 11.11 mmol·L－ 1 起，化合物 5 从 9.93 
mmol·L－ 1 起，水煎液测试样品从 50 mg·mL－ 1

起，用培养基 3 倍梯度稀释，共 6 个梯度。阳性
对照药孔青霉素 G 钠盐从 8.43 mmol·L－ 1 起，氯
霉素从 9.29 mmol·L－ 1 起，无水丁胺卡那霉素从
3.94 mmol·L－ 1 起，3 倍梯度稀释，共 6 个梯度。
加完药后于酶标仪上 490 nm 测定 0、2、4、8、24 
h 的光密度（OD）值，计算 MIC。取酶标板中有
抑菌效果的菌液，均匀涂抹于平板培养基上，生
化培养箱中继续培养 24 h，无菌落形成的最小浓
度即为 MBC。
　　结果显示化合物 7- 甲氧基香豆素、异泽兰
黄素、奇蒿黄酮、芹菜素、去氢母菊内酯酮以及
刘寄奴水煎液 1 和刘寄奴水煎液 2 对金黄色葡萄
球菌（SA-CMCC26003）和金黄色葡萄球菌（SA-
ATCC6538）均具有不同程度的抗菌活性（见表
1），其中奇蒿黄酮对金黄色葡萄球菌抗菌效果最
显著，如图 3 所示，奇蒿黄酮对金黄色葡萄球
菌 SA-CMCC26003 的 MIC 为 0.03 mmol·L－ 1，
MBC 为 0.33 mmol·L－ 1，芹菜素的抗菌活性次之。
奇蒿黄酮对痢疾志贺菌和无乳链球菌均具有明显
的抗菌活性。7- 甲氧基香豆素除了对金黄色葡萄
球菌具有杀菌作用以外，对大肠埃希菌、福氏志

贺菌和无乳链球菌也具有一定的杀菌效果，其对
无乳链球菌的抗菌作用较奇蒿黄酮弱。去氢母菊
内酯酮对无乳链球菌的抗菌活性显著，对大肠埃
希菌也具有一定的抗菌能力，对金黄色葡萄球菌
的抗菌活性与奇蒿黄酮的抗菌活性相近。
　　根据表 1 和图 4，刘寄奴水煎液 1 对大肠埃
希菌（EC-CMCC44102）、痢疾志贺菌 [SD-CMCC
（B）51252]、鼠伤寒沙门菌（ST-ATCC14028）
和无乳链球菌（SA ＝ CICC10465）的 MIC 均为
50 mg·mL－ 1，水煎液 2 对以上菌株的 MIC 为
16.67 mg·mL－ 1，即刘寄奴水煎液 1 对以上菌
株的 MIC 均约为水煎液 2 的 3 倍；刘寄奴水煎
液 1 对金黄色葡萄球菌 SA-CMCC26003 的 MIC
为 5.56 mg·mL－ 1， 对 SA-ATCC6538 的 MIC 为
16.67 mg·mL－ 1，水煎液 2 对以上 2 种金黄色
葡萄球菌的 MIC 分别为 1.85 mg·mL－ 1 和 0.61 
mg·mL－ 1，即刘寄奴水煎液 1 对金黄色葡萄球
菌 SA-CMCC26003抑菌浓度是水煎液2的3.01倍；
刘寄奴水煎液 1 对金黄色葡萄球菌 SA-ATCC6538
抑菌浓度是水煎液 2 的 27.33 倍。此外，水煎液 2
制备方法得到的水煎液浸膏较水煎液 1 制备方法
得到的浸膏多 0.83 g（30.52%），推测，水煎液 2
的制备方法得到有效成分的量多，因此抑菌活性
较水煎液 1 显著。

表 1　单体化合物 (mmol·L － 1)和刘寄奴水煎液 (mg·mL － 1)的 MIC和 MBC 
Tab 1　MIC and MBC of compounds (mmol·L － 1) and Artemisia anomala water decoction (mg·mL － 1)

样本
EC-CMCC44102 SF-CMCC51572 SA-CMCC26003 SA-ATCC6538 SD-CMCC（B）51252 ST-ATCC14028 SA-CICC10465
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

化合物 1 5.68 5.68 5.68 5.68 0.06 1.71 1.71 17.05 － － － － 17.05 17.05
化合物 2 － － － － 0.87 2.91 0.87 － － － － － － －

化合物 3 － － － － 0.03 0.33 0.80 2.67 0.27 8.02 － － 2.67 8.02
化合物 4 － － － － 0.04 3.70 0.37 3.70 － － － － － －

化合物 5 3.31 9.93 0.99 3.31 0.33 3.31 0.33 9.93 0.33 0.99
水煎液 1 50 － 16.67 － 5.56 50 16.67 － 50 － 50 － 50 －

水煎液 2 16.67 50 16.67 － 1.85 50 0.61 5.56 16.67 － 16.67 － 16.67 －

注（Note）：“－”表示没有抗菌活性（“－”without antibacterial activity）。

　　综上所述，采用增加煎煮次数、延长煎煮时
间制备得到的刘寄奴水煎液 2 较水煎液 1 抗菌活
性显著，且对金黄色葡萄球菌的抗菌活性尤为
明显。
3　讨论
3.1　单体化合物的制备和活性
　　本研究采用硅胶柱色谱法、凝胶柱色谱法和
高效液相制备色谱法分离纯化得到 5 个单体化合
物，其中化合物 5（去氢母菊内酯酮）为首次从
刘寄奴药材中分离得到的倍半萜类化合物，研究
报道发现该化合物具有抗肿瘤活性 [12]。抗菌活
性研究表明，5 个化合物对临床常见致病菌均具

有一定抗菌活性。化合物 1（7- 甲氧基香豆素）
为苯丙素类化合物，其对大肠埃希菌、福氏志贺
菌、金黄色葡萄球菌和无乳链球菌均具有抗菌作
用；异泽兰黄素、奇蒿黄酮和芹菜素均为黄酮类
化合物，主要对金黄色葡萄球菌发挥抗菌作用。
根据抗菌数据可以发现其对金黄色葡萄球菌的抗
菌强弱为：奇蒿黄酮＞芹菜素＞异泽兰黄素，可
根据抗菌结果进一步探讨黄酮化合物中甲基的数
量和羟基的数量多少对化合物抗菌活性额影响。
以上 5 个化合物中以单体化合物奇蒿黄酮的作用
效果最显著，对金黄色葡萄球菌的 MIC 达到0.03 
mmol·L－ 1，MBC 为 0.33 mmol·L－ 1，该活性
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浓度与临床上使用的抗菌药物作用浓度相当，可
研究开发为目前应用为抗金黄色葡萄球菌类抗菌
药物的替代药物。单体奇蒿黄酮对痢疾志贺菌和
无乳链球菌也表现出显著的抗菌活性，表示奇蒿
黄酮具有一定的广谱抗菌作用。因此，可进一步
研究对奇蒿黄酮进行药效学研究，以期为临床开
发质优廉价的天然抗菌药物提供物质基础。
3.2　刘寄奴水煎液的制备和活性
　　以常规中药煎煮法为基础，通过控制加水
量、煎煮时间和煎煮次数得到两种刘寄奴水煎液。

抗菌活性研究发现，增加煎煮水量，延长煎煮时
间和增加煎煮次数得到的刘寄奴水煎液抗菌活性
较前者效果好，且表 1 数据显示，刘寄奴水煎液
两对金黄色葡萄球菌的抗菌活性显著。该研究表
明刘寄奴可以打破常规的解表药物煎煮法，延长
煎煮时间，增加煎煮次数，有利于其抗菌成分溶
解于水中而充分发挥抗菌活性，该研究为刘寄奴
药材应用于抗菌治疗提供一定数据指导。
3.3　小结
　　本研究对刘寄奴单体化学成分和刘寄奴整体
入药的抗菌活性均进行了探讨，结果表明，单体
化合物和刘寄奴整体用药的水煎液对金黄色葡萄
球菌均具有显著的功效。金黄色葡萄球菌是自然
灾害中最常见且最易感染的细菌，从中药天然产
物的探索发现有效的抗菌药物依然是当前抗菌药
物研究的重要方向。因此，应结合刘寄奴的药理
活性和资源分布，合理开发刘寄奴药材，为自然
灾害发生引起细菌感染提供重要药物资源。
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图 3　两种细菌在不同浓度的奇蒿黄酮中不同时间段的 OD490 增加值

Fig 3　OD490 values of 2 bacteria at different concentrations of 
arteanoflavone at different time points
A. SA-CMCC26003；B. SA-ACTT6538

图 4　两种细菌在不同浓度刘寄奴水煎液不同时间段的 OD490 增加值

Fig 4　OD490 values of 2 bacteria at different concentrations of Artemisia 
anomala water decoction at different time
A. SA-CMCC26003；B. SA-CICC10465
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基于 UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-MS的 
柴胡疏肝丸的化学成分解析

李宇1，张凯2，孙静1，朱博2，徐文娟2*，董玲2*（1.北京中医药大学 中药学院，北京　102488；2.北京中医药大

学 生命科学学院，北京　102488）

摘要：目的　基于超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场离子阱技术（UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-
MS）对柴胡舒肝丸的化学成分进行快速解析。方法　参照药典方法制备柴胡舒肝丸供试品，以

0.1% 甲酸水（A）- 乙腈（B）为流动相进行梯度洗脱。采用热电喷雾离子源（HESI），正、负

离子模式下分别进行一级和二级质谱数据采集，结合文献报道对柴胡舒肝丸的化学成分进行

表征。结果　共检测出 121 种化合物，包括黄酮类、萜类、苯丙素类、蒽醌类、生物碱类等，

并系统总结了主要化学成分的质谱裂解规律。结论　本研究基于 UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-
MS 技术建立了中药成分准确快速的分析方法，明确了柴胡舒肝丸的化学成分组成，为进一步

明确其药效物质基础及建立质量标准提供参考。

关键词：柴胡舒肝丸；UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-MS；化学成分；黄酮类；萜类

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2758-09
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Chemical compositions in Chaihu Shugan pills based on UHPLC-Q-
Exactive-Obitriap-MS

LI Yu1, ZHANG Kai2, SUN Jing1, ZHU Bo2, XU Wen-juan2*, DONG Ling2* (1. School of Chinese 
Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. School of Life Sciences, 
Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine and identify the chemical components in Chaihu Shugan pills 
based on UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-MS. Methods  The test samples of Chaihu Shugan pills were 
prepared according to the method in Pharmacopoeia, and the gradient elution was conducted with 
0.1% formic acid (A) - acetonitrile (B) as the mobile phase. HESI was used to collect the primary 
and secondary mass spectrometry data in both positive and negative ion modes. Finally, the chemical 
components in Chaihu Shugan pills were characterized with the help of literature reports. Results  
Totally 121 components in Chaihu Shugan pills were detected, including flavonoids, terpenoids, 
phenylpropanoids, anthraquinones, and alkaloids, etc. The fragmentation behaviors of the main 
chemical components were systematically summarized. Conclusion  An accurate and rapid analysis 
method of traditional Chinese medicine is established by UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-MS. The 
chemical components in Chaihu Shugan pills have been determined for the first time, which provids a 
reference for further clarifying its pharmacodynamic material basis and establishing quality standards.
Key words: Chaihu Shugan pill; UHPLC-Q-Exactive-Obitriap-MS; chemical component; flavonoid; 
terpenoid
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　　柴胡舒肝丸，原方柴胡疏肝散出自明代张介
宾的《景岳全书》，经现代制剂工艺增加药味制

备而得。多年临床应用表明，柴胡舒肝丸对肝气
不舒所致的失眠、抑郁等症均有较好的疗效 [1-6]。
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方中柴胡、黄芩等药味已有明确的成分研究报道，
然而对于柴胡舒肝丸全方的成分分析，目前仅韩
晓妮等 [7] 对柴胡舒肝丸进行了 HPLC 指纹图谱研
究，2020 年版《中国药典》在柴胡舒肝丸的含量
测定项下仅规定了黄芩苷、厚朴酚、和厚朴酚 3
种成分含量的最低限度 [8]，而用于评判药味组成
丰富的柴胡舒肝丸的质量显得不够充分。因此，
系统分析柴胡舒肝丸的化学成分组成，对明确其
药效物质基础、指导临床有效用药、控制产品质
量等方面均具有重要的意义。
　　Q-Exactive-Obitriap 具备高分辨率、高灵敏
度的特点，是复杂体系定性与定量分析的有力工
具，目前已广泛应用于中药化学成分解析 [9-13]，
可为研究药味来源广泛、化学成分复杂的柴胡舒
肝丸提供可靠的分析手段。本研究采用 UHPLC-
Q-Exactive-Obitriap-MS 技术首次对柴胡舒肝丸化
学成分进行系统分析，结合精准分子离子质量、
质谱裂解规律、文献报道等对柴胡舒肝丸主要化
学成分进行鉴定，初步构建柴胡舒肝丸化学成分
库。该研究结果有效弥补了柴胡舒肝丸化学成分
不清楚现状的短板，可为其药效物质及药理机制
研究提供一定基础。
1　材料
1.1　仪器
　　Q-Exactive-Obitriap-MS 高分辨质谱仪配备
Vanquish 超高效液相色谱 [ 配有热喷雾离子源
（HESI），Xcalibur 4.2 化学工作站，美国 Thermo 
Scientific 公司 ]；超声波清洗仪 SB25-12（宁波新
芝生物科技股份有限公司）；电子分析天平 BT-
25S（北京赛多利斯仪器有限公司）。
1.2　试药
　　柴胡舒肝丸（规格：10 g / 丸，批号：20210605，
北京御生堂集团石家庄制药有限公司）。质谱级乙
腈、质谱级甲酸、色谱级甲醇（美国 Thermo Fishier
公司），蒸馏水（深圳屈臣氏蒸馏水有限公司）。
2　方法
2.1　样品制备
　　样品制备参照 2020 年版《中国药典》一部柴
胡舒肝丸项下供试液制备方法 [8]，取本品一丸剪
碎并混匀，精密称取 2 g 置于具塞锥形瓶中，精
密加入 70% 甲醇 25 mL，密塞后称定，记录重
量，浸泡过夜。再将其振摇溶散，超声处理（功
率 180 W，频率 35 kHz）50 min，放冷后称重，
并以 70% 甲醇溶液补足减失的重量，摇匀过滤后
取续滤液，过 0.22 μm 微孔滤膜即得。
2.2　仪器设置
2.2.1　色谱条件　色谱柱 Waters ACQUITY UPLC 

BEH-C18 柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）； 流 动
相 A 为 0.1% 甲酸水，流动相 B 为乙腈，梯度
洗 脱（0 ～ 15 min，5% ～ 40%B；15 ～ 20 min，
40% ～ 80%B；20 ～ 24 min，80% ～ 100%B），
流速 0.3 mL·min－ 1，进样量 3 μL；柱温 40℃。
2.2.2　质谱条件　采用 HESI 离子源，在正、负离
子两种模式下进行扫描，扫描范围 m/z 100 ～ 1500 
Da；离子源温度 350℃，电离源电压，毛细管电
压，管透镜电压分别为 4 kV、35 V、110 V；辅助
气流速 20 arb，鞘气流速 40 arb，两者均为氮气；
一级质谱采用傅里叶变换高分辨全扫方式，数据
扫描分辨率 30 000，二级质谱扫描分辨率 15 000，
采用数据依赖性扫描方式获取，CID 碎解方式。
2.3　数据处理分析
　　以“2.2”项下条件对柴胡舒肝丸样品溶液
（80 mg·mL－ 1）在正、负离子模式下分别进行
检测，并结合 Xcalibur 4.2 软件对检测结果进行
分析，由得到的一级高分辨图谱可初步判断化合
物可能的分子式，质谱偏差为δ ≤ 5×10－ 6，并
结合二级谱图裂解碎片及质荷比等信息，参考
PubChem 数据库及相关文献，对柴胡舒肝丸的化
学成分进行解析。
3　结果与分析
　　得到正、负离子模式下的 TIC 总离子流图见
图 1，结合文献 [14-44]，共鉴定出柴胡舒肝丸 70%
甲醇提取液中的 121 个化学成分，包括黄酮类化
合物 46 个，萜类化合物 31 个，氨基酸类化合物
3 个，苯丙素类化合物 2 个，苯酞类化合物 3 个，
蒽醌类化合物 6 个，酚酸类化合物 4 个，生物碱
类化合物 6 个，香豆素类化合物 3 个，其他类化
合物 17 个，具体结果见表 1。
3.1　生物碱类化合物
　　柴胡舒肝丸中生物碱类化合物主要来源于
厚朴、槟榔、半夏、乌药，如甜菜碱、乌药碱、
Reticuline、去甲异波尔定碱、槟榔碱等。以化合
物 1 为例，正离子模式下准分子离子（[M ＋ H]＋，
m/z 118.09），推导其分子式为 C5H11NO2，在二级质
谱中丰度最高离子为 m/z 59.07，m/z 58.07，为特征
性碎片离子 [M ＋ H-C2H3O2]

＋，[M ＋ H-C2H4O2]
＋，

结合参考文献 [14]，推断此化合物为甜菜碱，来源于
厚朴。化合物29，正离子模式下准分子离子（[M＋

H]＋，m/z 286.14），推导其分子式为 C17H19NO3，二
级质谱基峰离子为 [C7H7O]＋，m/z 107.05，为化合
物在 C-N 基团发生α- 裂解所产生，为异喹啉类生
物碱的特征性碎片离子，结合文献 [15]，推断此化合
物为乌药碱，来源于乌药，裂解规律见图 2。
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表 1　柴胡舒肝丸的化学成分鉴定结果 
Tab 1　Identification of chemical components in Chaihu Shugan pills

No. ESI
tR/

min
测定值

误差 /
×10 － 6 分子式 二级碎片 鉴定结果 来源

1 [M+H]+ 1.15 118.09 0.634 C5H11NO2 58.07，59.07 甜菜碱 [14] 厚朴

2 [M+H]+ 1.20 136.06 － 0.160 C5H5N5 119.04 腺嘌呤 [42] 半夏

3 [M+H]+ 1.23 182.08 0.221 C9H11NO3 87.04，96.04，111.04 酪氨酸 [26] 紫苏梗 / 三棱

4 [M+H]+ 1.24 156.10 0.159 C8H13NO2 113.06，124.08 槟榔碱 [41] 槟榔

5 [M+H]+ 1.61 268.10 － 0.337 C10H13N5O470.07，133.05，136.06 腺苷 [26] 紫苏梗 / 半夏

6 [M-H] － 1.75 331.07 0.474 C13H16O10 125.02，169.01 没食子酸 -3-O-β-D- 葡萄糖苷 [32] 大黄

7 [M+H]+ 1.79 132.10 － 2.386 C6H13NO2 69.07，72.94，86.10 亮氨酸 [36] 三棱

8 [M+H]+ 1.90 199.06 － 1.456 C9H10O5 154.99，181.10 丹参素 [26] 紫苏梗

9 [M-H] － 2.37 169.01 3.551 C7H6O5 125.02 没食子酸 [32] 大黄 / 白芍

10 [M+H]+ 2.93 127.04 － 1.815 C6H6O3 81.03，109.03 5- 羟甲基糠醛 [21] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

11 [M+H]+ 4.22 205.10 － 2.897 C11H12N2O2 121.03，135.04，149.06 色氨酸 [26] 紫苏梗

12 [M-H] － 4.33 577.13 0.914 C30H26O12 125.02，289.07，407.08 原花青素 B[32] 大黄

13 [M+H]+ 4.93 265.15 － 3.805 C14H20N2O3 145.03，177.05 N-feruloylputrescine[39] 厚朴

14 [M-H] － 4.96 495.15 3.731 C23H28O12 61.99，93.03，137.02 氧化芍药苷 [29] 白芍

15 [M+H]+ 5.01 355.10 － 2.671 C16H18O9 136.02，161.71，163.04 绿原酸 [16] 柴胡 / 山楂

16 [M-H] － 5.21 183.03 2.241 C8H8O5 61.99，103.92，154.91，168.00 没食子酸甲酯 [29] 白芍

17 [M+H]+ 6.24 314.14 － 4.312 C18H19NO4 205.06，237.09，265.08，297.11 去甲异波尔定碱 [15] 乌药

18 [M-H] － 6.29 289.07 3.962 C15H14O6 109.03，123.04，203.07，245.08 儿茶素 [32] 大黄 / 白芍

19 [M+H]+ 6.30 595.16 － 3.539 C27H30O15 295.06，325.07，337.07 木犀草素 -7-O- 芸香糖苷 [18] 黄芩

20 [M+H]+ 6.64 625.17 － 3.969 C28H32O16 317.07，325.07，355.08，367.08，409.09 水仙苷 [16] 柴胡

21 [M+H]+ 7.18 565.15 － 2.870 C26H28O14 271.05 夏佛塔苷 [40] 甘草

22 [M+H]+ 7.20 330.17 － 3.255 C19H23NO4 137.06，192.10，299.13 Reticuline[39] 厚朴

23 [M-H] － 7.43 479.15 － 0.205 C23H28O11 113.02，479.15 芍药内酯苷 [29] 白芍

24 [M+H]+ 8.11 611.16 － 2.325 C27H30O16 71.05，85.03，303.05 芦丁 [16] 柴胡

25 [M-H] － 8.18 431.10 － 0.031 C21H20O10 240.04，269.04 芦荟大黄素 -8-O- 葡萄糖苷 [33] 大黄

26 [M+H]+ 8.36 195.06 － 2.027 C10H10O4 117.03，145.01，177.05 阿魏酸 [28] 当归

27 [M+H]+ 8.38 177.05 － 2.376 C10H8O3 117.03，145.01，149.06 芸香苷 [20] 柴胡

28 [M+H]+ 8.39 286.14 － 2.237 C17H19NO3 107.05，143.05，237.09，269.12 乌药碱 [15] 乌药

29 [M+H]+ 8.44 465.10 － 1.897 C21H20O12 147.04，169.1，289.07，303.05 2'，3，5，6'，7- 四羟基黄酮 -2'-O-
葡萄糖苷 [18]

黄芩

30 [M+H]+ 8.48 257.08 － 2.121 C15H12O4 137.02，147.04，211.07 乔松素 [37] 豆蔻

31 [M+H]+ 8.54 463.09 － 3.439 C21H18O12 269.04，287.05 黄芩素 [18] 黄芩

32 [M+H]+ 8.78 268.13 － 1.474 C17H17NO2 191.09，219.08，251.11 asimilobine[39] 厚朴

33 [M+H]+ 9.02 307.12 － 1.904 C16H18O6 235.06，259.06，274.08，289.11 升麻素 [19] 防风

34 [M+H]+ 9.03 549.16 － 0.978 C26H28O13 279.06，309.08，363.09 8- 阿拉伯糖基 -6- 葡萄糖基 -5，7-
二羟基黄酮 [18]

黄芩

35 [M+H]+ 9.69 453.18 － 0.515 C22H28O10 231.06，273.11，291.12 5-O- 甲基维斯阿米醇苷 [19] 防风

36 [M+H]+ 9.72 579.17 － 1.039 C27H30O14 85.03，271.06，272.06 山柰苷 [20] 柴胡

37 [M-H] － 9.73 631.16 － 1.801 C30H32O15 102.06，121.03，151.00，169.01 没食子酰芍药苷 [29] 白芍

38 [M+H]+ 9.78 273.08 － 1.135 C15H12O5 153.02，147.04，171.03，119.05 柚皮素 [22] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

39 [M+H]+ 9.79 581.19 － 0.881 C27H32O14 273.08，195.03，153.02 芸香柚皮苷 [21] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

40 [M+H]+ 9.91 609.18 － 0.093 C28H32O15 301.07 香叶木苷 [43] 薄荷

41 [M+H]+ 10.05 611.20 － 1.532 C28H34O15 303.09，177.059，195.03 橙皮苷 [21] 枳壳 / 薄荷 / 青皮 /
陈皮

42 [M+H]+ 10.06 517.13 0.556 C25H24O12 163.04，135.04，145.03，129.01 异绿原酸 A/ 异绿原酸 B[16] 柴胡

43 [M-H] － 10.70 509.16 － 1.753 C24H30O12 121.03，129.20，174.95 牡丹皮苷 D[29] 白芍

44 [M+H]+ 10.77 551.17 － 1.247 C26H30O13 257.08 甘草素 -4'- 芹糖苷 [40] 甘草

45 [M+H]+ 11.06 255.06 － 2.216 C15H10O4 93.07，121.10，131.05，137.02 白杨素 / 大豆素 [18] 黄芩

46 [M+H]+ 11.17 449.11 － 2.823 C21H20O11 169.01，187.02，273.07 槲皮苷 [24] 香附 / 六神曲

47 [M+H]+ 11.18 419.13 － 1.572 C21H22O9 137.02，257.08 甘草苷 [40] 甘草

48 [M+H]+ 11.28 347.08 － 2.547 C17H14O8 314.04，317.03，332.05 4- 羟基 -2- 甲氧基黄酮 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

49 [M+H]+ 11.29 507.11 － 1.868 C23H22O13 301.03，316.06，331.08 2，5，6'- 三羟基 -7，8- 二甲氧 
基黄酮 -2'-O- 葡萄糖醛酸 [18]

黄芩
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50 [M+H]+ 11.30 261.11 － 2.166 C15H16O4 131.05，159.04，189.05，243.10 异米拉素 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

51 [M+H]+ 11.44 287.06 － 3.917 C15H10O6 139.00，153.07，223.04，241.05，269.04 木犀草素 [24] 香附 / 桔梗 / 黄芩 /
六神曲

52 [M+H]+ 11.65 417.12 － 2.106 C21H20O9 267.06，297.07，321.07 大豆苷 [20] 柴胡

53 [M+H]+ 12.17 449.11 － 2.823 C21H20O11 169.01，187.02，273.07 木犀草苷 [18] 黄芩

54 [M+H]+ 12.41 303.05 － 2.736 C15H10O7 161.06，169.01，187.02 槲皮素 [20] 柴胡 / 山楂 / 豆蔻 /
六神曲

55 [M+H]+ 12.47 593.18 － 3.021 C28H32O14 285.07 蒙花苷 [43] 薄荷

56 [M+H]+ 12.61 477.10 － 2.939 C22H20O12 286.05，301.07 粗毛豚草素 -7-O-β-D- 葡萄糖醛酸

苷 [18]

黄芩

57 [M+H]+ 12.81 595.20 － 3.364 C28H34O14 287.09 香蜂草苷 [43] 薄荷

58 [M+H]+ 12.87 461.11 － 3.422 C22H20O11 270.05，285.07 汉黄芩苷 [18] 黄芩

59 [M-H] － 13.08 415.10 1.015 C21H20O9 253.05 大黄酚 -8-O- 葡萄糖苷 [32] 大黄

60 [M+H]+ 13.11 247.10 － 2.936 C14H14O4 201.09，214.06，229.09，247.10 异紫花前胡内酯 [21] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

61 [M+H]+ 13.70 839.40 － 2.581 C42H62O17 487.34 甘草皂苷 G[40] 甘草

62 [M+H]+ 13.93 187.04 － 3.532 C11H6O3 131.05，143.05 补骨脂素 [19] 防风

63 [M+H]+ 14.19 445.15 － 3.524 C23H24O9 105.03，407.22 1，3-O-diferuloylglycerol[36] 三棱

64 [M+H]+ 14.51 725.23 － 4.096 C33H40O18 361.09，389.08，404.11，419.13 melitidin[23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

65 [M+H]+ 14.64 217.05 － 3.894 C12H8O4 161.06，174.03，202.02 花椒毒素 [19] 防风

66 [M-H] － 15.02 445.11 2.442 C22H22O10 240.04，283.06 大黄素甲醚 -8-O- 葡萄糖苷 [33] 大黄

67 [M+H]+ 15.21 331.08 － 1.349 C17H14O7 169.01，183.03，298.05，316.06， 7，3'- 二甲氧基槲皮素 [16] 柴胡

68 [M+H]+ 15.56 271.06 － 4.316 C15H10O5 123.01，169.01，253.05 芹菜素 [26] 紫苏梗 / 桔梗

69 [M+H]+ 16.40 269.08 － 3.848 C16H12O4 213.09，254.06 芒柄花素 [36] 三棱

70 [M+H]+ 17.26 823.41 － 2.808 C42H62O16 453.33，471.34 甘草酸 [40] 甘草

71 [M+H]+ 17.27 221.19 － 2.902 C15H24O 95.09，119.09，147.12，203.18 氧化石竹烯 [24] 香附

72 [M+H]+ 17.30 343.12 － 2.666 C19H18O6 135.04 甲基麦冬二氢高异黄酮 B[42] 半夏

73 [M+H]+ 17.47 471.20 － 1.134 C26H30O8 95.01，161.06，425.19 柠檬苦素 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

74 [M+H]+ 17.80 533.24 － 0.270 C28H36O10 95.01，105.07，161.06 诺米林酸 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

75 [M+H]+ 17.92 313.11 － 0.767 C18H16O5 255.06，269.08，270.09，298.08 5，7，4'- 三甲氧基黄酮 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

76 [M-H] － 17.97 283.06 0.071 C16H12O5 163.00，239.03，268.04 大黄素甲醚 [32] 大黄 / 香附

77 [M-H] － 18.10 253.05 0.572 C15H10O4 209.06，225.05，253.05 大黄酚 [32] 大黄

78 [M+H]+ 18.11 403.14 － 0.854 C21H22O8 330.07，355.08，373.09，388.11 川陈皮素 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

79 [M-H]+ 18.14 781.47 － 1.956 C42H68O13 455.32，471.35，617.41，779.46 柴胡皂苷 D/ 柴胡皂苷 A/ 柴胡 
皂苷 B2

[16]

柴胡

80 [M+H]+ 18.17 315.09 － 1.379 C17H14O6 282.05，285.04，300.06 3-O- 乙酰基短叶松素 [38] 豆蔻

81 [M+H]+ 18.24 277.11 － 3.717 C15H16O5 205.05，259.10 亥茅酚 [19] 防风

82 [M+H]+ 18.29 375.11 － 0.544 C19H18O8 327.05，345.06，360.08 迷迭香酸甲酯 [26] 紫苏梗

83 [M+H]+ 18.33 515.23 0.429 C28H34O9 133.06，161.06，205.05 诺米林 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

84 [M+H]+ 18.39 285.08 － 0.456 C16H12O5 168.01，186.02，270.05 汉黄芩素 /7- 甲基芹菜定 [18] 黄芩

85 [M-H]+ 18.62 821.47 － 0.599 C44H70O14 471.35，617.16 2''- 乙酰基柴胡皂苷 A/3''- 乙酰基

柴胡皂苷 A/4''- 乙酰基柴胡皂苷

A/2''- 乙酰基柴胡皂苷 D/6''- 乙酰

基柴胡皂苷 A[16-20]

柴胡

86 [M+H]+ 18.63 433.15 － 0.182 C22H24O9 399.11，403.10，408.18，418.13 3'，4'，3，5，6，7，8- 七甲氧基

黄酮 [23]

枳壳 / 青皮 / 陈皮

87 [M+H]+ 18.64 433.11 － 1.439 C21H20O10 385.09，403.10，418.13 芹菜素 -7-O-β-D- 葡萄糖苷 [18] 黄芩

88 [M+H]+ 18.66 357.13 － 0.406 C20H20O6 301.07 乌拉尔宁 [40] 甘草

89 [M+H]+ 18.71 245.12 － 0.575 C15H16O3 171.12，181.10，245.12 乌药内酯 [15] 乌药

90 [M+H]+ 18.72 318.28 － 0.475 C21H35NO 256.26 丝胶树碱 [42] 半夏

91 [M+H]+ 18.77 359.11 － 0.193 C19H18O7 298.08，326.08，344.09 5- 羟基 -6，7，3'，4'- 四甲氧基黄

酮 [23]

枳壳 / 青皮 / 陈皮

92 [M-H] － 18.80 247.13 4.407 C15H20O3 116.93，203.14，221.15，247.13 木香内酯 [30] 木香

续表 1
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93 [M+H]+ 18.91 193.12 － 0.188 C12H16O2 57.07，129.02，137.06 洋川芎内酯 A[27] 当归

94 [M+H]+ 19.08 455.35 － 0.773 C30H46O3 95.01，105.07，161.06 白桦脂酮酸 [26] 紫苏梗 / 白芍

95 [M+H]+ 19.17 355.12 － 0.520 C20H18O6 299.05 甘草黄酮醇 [40] 甘草

96 [M+H]+ 19.21 249.15 0.156 C15H22O3 152.92，180.91，203.14 莪术二醇 [35] 莪术

97 [M+H]+ 19.44 389.12 － 1.835 C20H20O8 316.06，339.09，341.06，359.08 5-O- 去甲基川陈皮素 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

98 [M-H] － 19.75 269.05 2.565 C15H10O5 197.06，225.06，241.05 大黄素 [31] 大黄

99 [M+H]+ 19.77 189.09 － 2.360 C12H12O2 128.06，143.09，153.07，189.09 丁烯基苯酞 [27] 当归

100 [M+H]+ 19.84 375.14 － 1.785 C20H22O7 247.10，260.07，275.09 ledebouriellol[19] 防风

101 [M+H]+ 19.98 191.11 － 2.544 C12H14O2 117.07，145.10，163.11，173.10 藁本内酯 [27] 当归

102 [M+H]+ 20.39 221.19 － 2.631 C15H24O 57.07，147.04，165.05 β-dictyopterol[25] 香附

103 [M+H]+ 20.45 213.13 － 3.199 C15H16O 180.09，195.12 benzeneethanol[28] 当归

104 [M+H]+ 20.45 231.14 － 2.926 C15H18O2 83.09，143.09，185.13，213.13 银线草内酯 A[15] 乌药

105 [M+H]+ 20.77 219.17 － 2.701 C15H22O 201.16，163.11，135.08，121.06 （＋）- 诺卡酮 [25] 香附

106 [M-H] － 20.80 483.31 － 0.974 C30H44O5 409.27 茯苓新酸 B[44] 茯苓

107 [M+H]+ 20.84 329.10 － 3.266 C18H16O6 329.10，314.08，313.07，299.05，271.06 4'- 羟基 -5，6，7- 三甲氧基黄酮 [23] 枳壳 / 青皮 / 陈皮

108 [M-H] － 20.85 233.15 － 2.687 C15H20O2 215.14，187.15，145.10，119.09 土木香内酯 [30] 木香

109 [M-H] － 21.53 481.33 0.132 C31H46O4 421.31 猪苓酸 C[44] 茯苓

110 [M+H]+ 21.81 273.15 － 4.104 C17H20O3 213.13，171.08，143.08，105.07 乙酸乌药酯 [15] 乌药

111 [M+H]+ 21.83 149.02 － 3.896 C8H4O3 121.03，107.09，93.07 邻苯二甲酸酐 [27] 当归 / 半夏

112 [M+H]+ 21.85 229.12 1.020 C15H18O2 211.13，167.14 莪术呋喃烯酮 [34] 莪术

113 [M+H]+ 21.87 205.19 － 3.545 C15H24 149.13，121.10，109.10，95.09 α- 芹子烯 [24] 香附

114 [M+H]+ 21.89 279.16 － 4.247 C16H22O4 149.02，125.10 邻苯二甲酸二丁酯 [28] 当归

115 [M+H]+ 22.43 353.27 － 3.952 C21H36O4 335.26，261.22 甘油亚麻酸酯 [42] 半夏

116 [M-H] － 22.84 527.37 0.244 C33H52O5 465.34 茯苓酸 [44] 茯苓

117 [M+H]+ 23.13 457.37 － 4.421 C30H48O3 203.18，189.16，163.15 齐墩果酸 [25] 香附

118 [M+H]+ 23.17 439.36 － 4.250 C30H46O2 203.18，189.16，95.09 灵芝醇 A[26] 紫苏梗

119 [M-H] － 24.04 467.35 1.729 C31H48O3 337.26 去氢齿孔酸 [44] 茯苓

120 [M+H]+ 26.15 473.36 － 4.239 C30H48O4 473.36，299.93 朦胧木酸 [26] 紫苏梗

121 [M+H]+ 26.17 122.10 － 0.458 C8H11N 107.54 N- 乙基苯胺 [42] 半夏

续表 1

图 1　正离子（A）、负离子（B）模式下柴胡舒肝丸提取液的总离子

流图

Fig 1　Total ion chromatogram of Chaihu Shugan pills in both positive 
ion（A）and negative ion（B）modes

3.2　酚酸类化合物
　　酚酸类化合物主要来源于柴胡、紫苏梗、大
黄、白芍等。例如绿原酸、丹参素、没食子酸
等，此类化合物在二级质谱图中，主要表现为失
去水分子和羧基，或者是碳氧单键的断裂。以
化合物 15 为例，其保留时间为 5.01 min，准分
子离子（[M ＋ H] ＋，m/z 355.10），推导其分子
式为 C16H18O9，在二级质谱图中显示较高丰度
的 m/z 163.04 的碎片离子，为羧基上的碳氧单键
断裂产生，结合相关文献 [16]，判断此碎片为咖
啡酰基碎片峰，为母离子丢失一个奎宁酸片段获

图 2　甜菜碱、乌药碱可能的裂解途径

Fig 2　Fragmentation pathways of coclaurine and betaine
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得，从而判断化合物 15 为绿原酸，裂解规律见
图 3。化合物 9 在二级质谱图中的高丰度离子碎
片为 m/z 125.02，负离子模式下的准分子离子为
m/z 169.01，故丢失片段可能为羧基，结合参考文
献 [17]，推断化合物 9 为没食子酸。

图 3　绿原酸可能的裂解途径

Fig 3　Fragmentation pathways of chlorogenic acid

3.3　黄酮类化合物
　　柴胡舒肝丸中黄酮类化合物主要来源于柴胡、
枳壳、青皮、紫苏梗、黄芩、甘草。简单取代类
黄酮如芦丁、山柰苷、芹菜素、黄芩素等，其主
要裂解形式见图 4，表现为失去一分子二氧化碳，
或是发生 RDA 裂解 [17]。以化合物 51 为例，其保
留时间为 11.44 min，一级高分辨质谱数据得到准
分子离子（[M ＋ H] ＋，m/z 287.06），推导其化学
式为 C15H10O6，碎片离子检测出 m/z 153.07，此碎
片为木犀草素经 RDA 裂解产生的碎片离子，确定
化合物 51 为木犀草素，其裂解规律见图 5。

图 4　简单取代类黄酮化合物的可能裂解途径

Fig 4　Fragmentation pathways of simple substituted flavonoids

　　黄酮苷类化合物主要包括芦丁、山柰苷、大
豆苷、芸香苷、香叶木苷等。以化合物 20 为例，
保留时间为 6.64 min，一级高分辨质谱数据得到
准分子离子为（[M ＋ H] ＋，m/z 625.17），推导其
化学式为 C28H32O16，二级碎片离子谱图上显示高
丰度的碎片离子 m/z 317.07，参考相关文献 [16]，
此碎片离子为水仙苷失去鼠李糖与葡萄糖片段得

到，确定此化合物为水仙苷。化合物 25 保留时间
为 8.11 min，一级高分辨质谱数据得到准分子离
子为（[M ＋ H] ＋，m/z 611.16），推导其化学式为
C27H30O16，二级碎片离子为 m/z 303.05，为苷发生
水解，丢失糖基所得，结合参考文献 [16]，该裂解
过程类似于水仙苷，是芦丁失去鼠李糖与葡萄糖
片段后得到的苷元离子（[M ＋ H-Glu-Rha] ＋，m/z 
303.05），确定该化合物为芦丁，裂解过程见图 6。

图 6　芦丁可能的裂解途径

Fig 6　Fragmentation pathways of rutin

　　C6 甲氧基取代的黄酮化合物，如 4'- 羟基 -5，
6，7- 三甲氧基黄酮、5- 羟基 -6，7，3'，4'- 四甲
氧基黄酮、3'，4'，3，5，6，7，8- 七甲氧基黄
酮等，裂解规律主要表现为失去甲基和一氧化碳
基团 [17]。C8- 甲氧基取代的黄酮类化合物，较 C6
位取代更易丢失甲基 [17]，检测所得 3'，4'，3，5，
6，7，8- 七甲氧基黄酮、2，5，6'- 三羟基 -7，8-
二甲氧基黄酮 -2'-O- 葡萄糖醛酸，汉黄芩素、汉
黄芩苷等均属于此类黄酮化合物。例如化合物
58，保留时间为 12.87 min，一级高分辨质谱数
据得到准分子离子为（[M ＋ H] ＋，m/z 461.11），
推导其化学式为 C22H20O11，二级碎片离子为 m/z 
285.07、m/z 270.05，即失去一分子葡萄糖醛酸后
再失去甲基所得，结合相关参考文献 [18]，判定化

图 5　木犀草素可能的裂解途径

Fig 5　Fragmentation pathways of luteolin
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合物 58 为汉黄芩苷，裂解规律见图 7。

图 7　汉黄芩苷可能的裂解途径

Fig 7　Fragmentation pathways of baicalin

3.4　蒽醌类化合物
　　蒽醌类化合物主要来源于香附、大黄等药味，
如大黄素、大黄酚、大黄素甲醚及其取代基产物，
裂解规律主要包括甲基、亚甲基、一氧化碳、二
氧化碳基团等常见裂解方式，其中也伴随着双键
的消失与新键的生成，主要裂解规律见图 8。

图 8　蒽醌类化合物可能的裂解途径

Fig 8　Fragmentation pathways of anthraquinones

3.5　香豆素类化合物
　　方中香豆素类化合物主要来源于防风、枳壳、
青皮或陈皮，一类以花椒毒素、补骨脂素为主的
呋喃香豆素，另一类以异紫花前胡内酯为主的异
戊烯基香豆素。在裂解规律上表现为连续失去一
氧化碳，直至分子中的氧原子全部失去 [17]。以化
合物 62 为例，保留时间为 13.93 min，一级高分
辨质谱数据得到准分子离子为（[M ＋ H] ＋，m/
z 187.04），推导其化学式为 C11H6O3，二级碎片离
子 m/z 143.05，m/z 131.05，根据文献报道 [19]，此
碎片离子为补骨脂素的特征性碎片离子 [M ＋

H-CO2]
＋、[M ＋ H-2CO]＋，推断化合物 62 为补骨

脂素，裂解规律见图 9。

图 9　补骨脂素可能的裂解途径

Fig 9　Fragmentation pathways of psoralen

3.6　萜类化合物

　　方中萜类化合物主要来源于茯苓、防风、白

芍、木香、香附等，单萜类、倍半萜类化合物，大
多具有挥发性，组方中不易检测到。检测结果主要
以三萜类化合物为主，以齐墩果烷类三萜化合物为
例，其裂解规律主要表现为双键位置的 RDA 裂解
及部分取代基的脱落。如化合物 117，保留时间为
23.13 min，正离子模式下的准分子离子为（[M ＋

H] ＋，m/z 457.37），推导其化学式为 C30H48O3，二
级碎片离子为 m/z 203.18、m/z 189.16，结合分子量
信息推断为齐墩果酸，m/z 203.18 为分子离子发生
RDA 裂解后丢失醋酸根离子所得，m/z 189.16 为发
生 RDA 裂解再丢失氢原子和水分子所得 [17]，其裂
解规律见图 10。

图 10　齐墩果酸可能的裂解途径

Fig 10　Fragmentation pathways of oleanolic acid

3.7　其他类化合物

　　其他类化合物包括有机酸类、色素类、酯
类、酚类等。以化合物 33 为例，其保留时间为
9.02 min，一级高分辨质谱数据得到准分子离子
为（[M ＋ H] ＋，m/z 307.12），推导其化学式为
C16H18O6，二级碎片离子 m/z 289.11，m/z 259.06，
根据文献报道 [19]，此碎片离子为升麻素的特征性
碎片离子 [M ＋ H-H2O] ＋、[M ＋ H-H2O-2CH3]

＋，
裂解规律见图 11。再如酚类化合物 18，其裂解
规律主要为二氧化碳等基团的丢失、单键的断裂
等，裂解规律见图 12。

图 11　升麻素可能的裂解途径

Fig 11　Fragmentation pathways of cimicifugin

4　讨论

　　本研究首次采用 UHPLC-Q-Exactive-Obitriap 
MS 技术，结合文献报道，对柴胡舒肝丸的化学
成分进行系统分析，共检测出 121 种化学成分。
其中，青皮、陈皮、枳壳各检测出 17 种化学成分；
黄芩检出 13 种；柴胡检出 11 种；大黄检出 10 种；
紫苏梗、半夏各检出 9 种；香附、白芍各检出 8 种；
甘草、当归检出 7 种；防风检出 6 种；乌药、六
神曲、桔梗各检出 5 种；三棱、茯苓、厚朴、薄
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荷各检出 4 种；豆蔻检出 3 种；莪术、木香、山
楂各检出 2 种；槟榔检出 1 种。此外，柴胡疏肝
丸部分组方药材存在共同的化学成分，例如槲皮
素为柴胡、山楂、豆蔻、六神曲共有成分，木犀
草素为香附、桔梗、黄芩、六神曲共有成分。正、
负离子模式下分别检测到 100 种、21 种化学成分，
正离子模式下检测的化合物类型主要包括黄酮、
酚酸、生物碱、萜类、香豆素等类化合物，负离
子模式下主要有萜类、蒽醌等类化合物，正、负
离子模式下均能检测到萜类化合物。
　　相关研究表明，方中君药柴胡所含柴胡皂苷
类成分是发挥抗抑郁作用的主要物质基础，如柴
胡皂苷 A 与柴胡皂苷 D 对于改善慢性不可预见性
应激引起的大鼠抑郁状态有明显改善作用 [45-46]，
柴胡或山楂的绿原酸类成分可通过小鼠海马星
形胶质细胞中的单胺氧化酶 B- 活性氧信号传导，
从而防止应激激素诱导的抑郁行为 [47]。枳壳、青
皮或陈皮中所含的柚皮苷类成分能够通过调控海
马体神经营养因子、细胞生长因子，逆转小鼠认
知及抑郁状态 [48]，通过抗炎及抗氧化作用调控抑
郁小鼠体内色氨酸代谢 [49]，发挥抗抑郁作用。另
据研究报道，没食子酸及其相关衍生物可明显改
善小鼠氧化应激与抑郁状态 [50]。综上，该方药味
所含药效成分抗抑郁症药理作用明确，但考虑到
药物经口服到胃肠道消化吸收后，不排除发挥作
用的为相关代谢产物，因此需要采用网络药理学
及血清药物化学等手段对复方中的药效物质基础
进一步筛选确认。
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大落新妇根、茎、叶挥发油成分的 GC-MS分析 
及抗氧化能力测定

张露，邹娟，叶江海，潘炉台，何康*（贵州中医药大学，贵阳　550025）

摘要：目的　对大落新妇根、茎、叶 3 个部位的挥发油进行成分分析，并测定其抗氧化能力。

方法　采用水蒸气蒸馏法提取挥发油，用 GC-MS 技术与峰面积归一化法对提取的挥发油进

行成分分析；以 L- 抗坏血酸为对照，以 DPPH 清除率及羟基自由基清除率为评价指标，测定

3 个部位挥发油的抗氧化能力。结果　从大落新妇 3 个部位共鉴定出 46 种挥发油成分，分别

是根 41 种、茎 45 种、叶 46 种，各占挥发油总量的 87.88%、81.15% 和 74.74%；3 个部位对

DPPH 清除能力的强弱为 L- 抗坏血酸＞茎＞叶＞根，对羟基自由基清除能力的强弱为 L- 抗坏

血酸＞茎＞根，而当大落新妇叶中挥发油的质量浓度低于 0.25 mg·mL－ 1 时，其羟基自由基

清除率大于 L- 抗坏血酸。结论　大落新妇根、茎、叶各部位挥发油存在成分种类差异小，成

分相对含量差异大的特点，且均具有一定的抗氧化能力。

关键词：大落新妇；挥发油；GC-MS；成分分析；抗氧化
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GC-MS and antioxidant capacity of volatile oil from the roots, stems and 
leaves of Astilbe grandis

ZHANG Lu, ZOU Juan, YE Jiang-hai, PAN Lu-tai, HE Kang* (Guizhou University of Traditional 
Chinese Medicine, Guiyang  550025)

Abstract: Objective  To determine the constituents and antioxidant activity of volatile oil from 
the roots, stems and leaves of Astilbe grandis. Methods  The essential oil was extracted by steam 
distillation and analyzed by GC-MS and peak area normalization method. With L-ascorbic acid as 
control, the antioxidant activity of volatile oil in the 3 parts was determined, with DPPH scavenging 
rate and hydroxyl radical scavenging rate as evaluation indicators. Results  Totally 46 components 
were identified from the 3 parts of Astilbe grandis: 41, 45 and 46 components were identified from the 
roots, stems and leaves, accounting for 87.88%, 81.15% and 74.74% respectively of the total volatile 
oil. The scavenging rate of DPPH showed the order of L-ascorbic acid ＞ stems ＞ leaves ＞ roots, 
and the scavenging rate of hydroxyl radicals showed the order of L-ascorbic acid ＞ stems ＞ roots. 
However, when the mass concentration of the leaves of Astilbe grandis was less than 0.25 mg·mL－ 1, 
the scavenging rate of hydroxyl radical was higher than that of L-ascorbic acid. Conclusion  The 
volatile oil in the roots, stems and leaves of Astilbe grandis shows small difference in components and 
big difference in the relative content of components, but all with certain antioxidant activity. 
Key words: Astilbe grandis; volatile oil; GC-MS; constituent analysis; antioxidant capacity

基金项目：国家自然科学基金地区科学基金项目（No.81860694）；贵州省普通高等学校科技拔尖人才项目（黔教合 KY 字 [2021]034）。
作者简介：张露，女，硕士研究生，主要从事中药民族药资源与化学研究，email：728881987@qq.com　* 通信作者：何康，男，博士，

教授，主要从事中药民族药资源与化学研究，email：hekang0851@163.com 

　　大落新妇 Astilbe grandis Stapf ex Wils. 是虎
耳草科落新妇属的一种多年生草本植物，生长于
海拔 450 ～ 2000 m 的林下、灌木或山谷的阴凉

和潮湿地方，分布于山西、山东、广西、四川、
贵州等地 [1]。在贵州的少数民族地区，大落新妇
主要以根状茎入药，常用于治疗外伤、关节痛、
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风湿、腰腿痛等 [2]。课题组前期从大落新妇中分
离得到了羟基苯乙酸甲酯、黑曲霉糖、鼠李糖、
果糖、邻羟基苯乙酸甲酯、胡萝卜苷、β- 谷甾醇
棕榈酸酯、β- 谷甾醇、对香豆酸甲酯、丁香酸甲
酯、邻苯二甲酸二 -（2- 乙基己基）酯、甲基 -α-D-
呋喃果糖苷、十二烷酸 [3] 等化合物，并且发现其
中大多数为亲脂性化合物；为进一步深入研究大
落新妇化学成分及其活性，本课题在前期对同属
植物落新妇挥发油研究的基础上 [4]，采用 GC-MS
技术及峰面积归一化法对大落新妇根、茎、叶 3
个部位挥发油的成分和含量进行分析，并评价 3
个部位挥发油的体外抗氧化活性，以期为大落新
妇的开发与利用提供参考依据。
1　材料

1.1　试药

　　大落新妇 Astilbe grandis Stapf ex Wils.，药
材采自贵州省六盘水市梅花山，由贵州中医药大
学王泽欢博士鉴定为正品。分别采摘收集大落新
妇的根、茎、叶 3 个部位。L- 抗坏血酸、硫酸亚
铁七水合物、水杨酸、无水硫酸钠（分析纯，上
海麦克林生化科技有限公司）；1，1- 二苯基 -2-
苦肼基自由基（DPPH，上海阿梅克生化有限公
司）；30% 过氧化氢（分析纯，天津市科密欧化
学试剂有限公司）；无水乙醇、正己烷（分析纯，
天津市富宇精细化工有限公司）。
1.2　仪器

　　HP6890/5975C GC/MS 联用仪（美国安捷伦
公司）；移液枪（德国 Eppendorf 公司）；UV-1800
岛津紫外可见分光光度计（岛津仪器苏州有限公
司）；JA2003 十万分之一电子天平（上海浦春计
量仪器有限公司）。
2　方法 
2.1　挥发油的提取

　　取大落新妇根、茎、叶干燥样品，粉碎过 2
号筛后，精密称取各部分样品 100 g 于 2000 mL
圆底烧瓶中，加入 1000 mL 蒸馏水及玻璃珠数
粒，参照《中国药典》2020 年版四部通则 2204 挥
发油测定法甲法 [5]，提取 6 h，所得馏出液用正己
烷萃取，正己烷层再用无水硫酸钠干燥，减压回
收得到具有特殊气味的淡黄色、淡绿色的油状物。
2.2　GC-MS 分析条件

2.2.1　气相色谱条件　色谱柱：HP-5MS 弹性石英
毛细管柱（60 m×0.25 mm×0.25 μm），程序升温，
起始温度 50℃，保持 2 min，以 3.5℃·min－ 1 升
温至 208℃，再以 12℃·min－ 1 升温至 310℃，运

行保持 55.64 min；载气：高纯 He（＞ 99.999%）；
柱前压：16.66 psi，流速：1.0 mL·min－ 1；分流比：
20∶1；溶剂延迟时间：6 min。
2.2.2　质谱条件　EI 源；离子源温度：230℃；
四极杆温度：150℃；电子能：70 eV；发射电
流：34.6 μA；倍增器电压：1682 V；接口温度：
280℃；扫描范围：29 ～ 500 amu。
2.2.3　数据处理　采用质谱计算机数据系统对
离子流图中的各峰进行检索；采用 Nist20 和
Wiley275 标准质谱图对离子流图中的各峰进行核
对，并采用峰面积归一化法测定确定了的 46 种
挥发性化学成分的相对质量分数。
2.3　抗氧化能力测定

2.3.1　样品溶液配制　取大落新妇根、茎、叶挥
发油于 50 mL 量瓶中，用无水乙醇配制成质量浓
度 为 0.031 25、0.062 50、0.125、0.25、0.5、1.0 
mg·mL－ 1 的样品溶液，放于避光低温条件下，
样品溶液需现配现用。
2.3.2　DPPH 自由基清除能力测定　参考文献 [6-8]

的方法。各取 1 mL 上述不同质量浓度的样品溶
液与 1 mL 0.2 mmol·L－ 1 的 DPPH 乙醇溶液混合，
避光静置 30 min 后，用紫外分光光度法于 517 
nm 处重复 3 次（取平均值）测定其吸光度 A1；在
相同条件下，用同体积无水乙醇代替 DPPH 乙醇
溶液测得吸光度 A2，用同体积无水乙醇代替大落
新妇挥发油样品溶液测得吸光度 A0。配制与样品
相同质量浓度的 L- 抗坏血酸溶液作为阳性对照。
按公式计算自由基清除率，清除率（%）＝ [1 －

（A1 － A2）/A0]×100%。
2.3.3　羟基自由基清除能力测定　采用 Fenton 法，
对文献 [9-11] 中的方法稍作修改。取 6 根试管，依
次加入 1 mL 6 mmol·L－ 1 FeSO4 溶液与 1 mL 6 
mmol·L－ 1 H2O2 溶液，然后再分别依次加入 1 
mL“2.3.1”项下不同质量浓度的样品溶液，摇匀，
静置 10 min，然后加入 1 mL 6 mmol·L－ 1 水杨酸
乙醇溶液，摇匀，静置 30 min，在 517 nm 处平行
3 次（取平均值）测量吸光度 Aa；用相同体积的无
水乙醇代替大落新妇挥发油样品溶液测定空白对照
吸光度 A0，并用同体积的无水乙醇代替不含显色
剂 H2O2 的大落新妇挥发油样品溶液，以测量底物
吸光度 Ab。使用与样品质量浓度相同的 L- 抗坏血
酸对照溶液作为阳性对照。按公式计算自由基清除
率，清除率（%）＝ [1 －（Aa － Ab）/A0]×100%。
3　结果

3.1　挥发油收油率



2769

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

　　用水蒸气蒸馏法从大落新妇根、茎、叶 3
个部位提取的挥发油中，根的收油率最高，为
0.31%；其次是茎，收油率为 0.26%；叶的收油率
最低，为 0.06%。
3.2　挥发油成分分析

　　根据大落新妇根、茎、叶中挥发油的总离子
流图鉴定出的 46 种化合物中，大部分化合物是
烷烃类成分，还有少量烯、酮、醇等其他类型的
化合物。其中 1- 十八烯仅在叶中检出；香叶基丙
酮、异香树烯、十七烷和 9，12，15- 十八碳三烯
酸甲酯仅在茎和叶中检出。化合物详见表 1。大
落新妇根、茎、叶中挥发油的总离子流图见图 1。

图 1　大落新妇根（A）、茎（B）、叶（C）中挥发油成分的总离子

流图

Fig 1　Total ion current diagram of volatile oil components in the roots
（A），stems（B） and leaves（C）of Astilbe grandis

　　经质谱计算机数据系统的检索以及 Nist20
和 Wiley275 标准质谱图的核对，从大落新妇
根中鉴定出 41 种化合物，占根挥发油总量的
87.88%。其中主要成分含量由高到低分别是环
己烷、二十四烷、6，10，14- 三甲基 -2- 十五烷

酮、二十五烷、二十二烷、二十三烷等，进一步
分析化合物，发现含量较高的还有甲基环戊烷、
二十一烷、叶绿醇、二十烷、正十八烷、庚烷、
棕榈酸甲酯、3- 甲基己烷、辛烷、十六烷、2，3-
二甲基己烷、顺式，1，3- 二甲基环己烷、α- 松油
醇等，而相对含量均小于 1% 的化合物有 22 种。
　　从大落新妇茎中鉴定出 45 种化合物，占茎
挥发油总量 81.15%。其中主要成分含量由高到
低分别是环己烷、二十四烷、二十二烷、二十五
烷、二十三烷、二十烷、正十八烷、二十一烷等，
进一步分析化合物，发现含量较高的还有 6，10，
14- 三甲基 -2- 十五烷酮、十六烷、叶绿醇、甲基
环戊烷、庚烷、辛烷、3- 甲基己烷、棕榈酸甲酯，
而相对含量均小于 1% 的化合物有 29 种。
　　从大落新妇叶中鉴定出 46 种化合物，占叶
挥发油总量 74.74%。其中主要成分含量由高到低
分别是 6，10，14- 三甲基 -2- 十五烷酮、叶绿醇、
二十四烷、二十二烷、二十三烷、二十五烷、环
己烷等，进一步分析化合物，发现含量较高的还
有正十八烷、二十一烷、十六烷，而剩余相对含
量均小于 1% 的化合物有 35 种。
　　总体来说，大落新妇根、茎、叶各部位挥发
油成分相类似，主要都是含有烷烃类，烷酮类，
酯类以及醇类化合物；但各个不同部位的各成分
相对含量有所差异，根和茎中含量最高的成分均
为环己烷，其次为二十四烷；而叶中含量最高的
成分是 6，10，14- 三甲基 -2- 十五烷酮，其次是
叶绿醇。各成分之间的含量差异见表 1。
3.3　DPPH 自由基清除能力

　　大落新妇根、茎、叶中挥发油和 L- 抗坏血酸
在不同质量浓度（0.031 25、0.0625、0.125、0.25、
0.5、1.0 mg·mL－ 1）的自由基清除率如图 2 所
示。从图 2 可知，3 个部位的挥发油对 DPPH 自
由基的清除能力强弱为茎＞叶＞根。根中挥发油
的 DPPH 清除率在质量浓度为 1.0 mg·mL－ 1 时
最高，为 22.75%；茎中挥发油在质量浓度为 0.125 
mg·mL－ 1 时清除率最高（66.19%）；叶中挥发
油的 DPPH 清除率也随着质量浓度的增加而增
大，当质量浓度为 0.25 mg·mL－ 1 时，最大值为
37.32%。
3.4　羟基自由基清除能力

　　大落新妇根、茎、叶中挥发油和 L- 抗坏血酸
在不同质量浓度（0.031 25、0.0625、0.125、0.25、
0.5、1.0 mg·mL－ 1）下对羟基自由基的清除率如
图 3 所示。从图 3 可知，大落新妇根和茎挥发油
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表 1　大落新妇根、茎、叶中挥发油成分相对含量 
Tab 1　Relative content of volatile oil components in the roots，stems and leaves of Astilbe grandis

编号 化合物名称 分子式 分子量
相对含量 /%

根 茎 叶

1 cyclohexane（环己烷） C6H12 84 21.296 13.451 4.018

2 cis-1，3-dimethyl-cyclopentane（顺式，1，3- 二甲基环戊烷） C7H14 98 0.944 0.573 0.221

3 trans-1，3-dimethyl-cyclopentane（反式，1，3- 二甲基环戊烷） C7H14 98 0.608 0.325 0.148

4 trans-1，2-dimethyl-cyclopentane（反式，1，2- 二甲基环戊烷） C7H14 98 0.907 0.545 0.213

5 methyl-cyclohexane（甲基环戊烷） C7H14 98 2.940 1.947 0.716

6 ethyl-cyclohexane（乙基环戊烷） C7H14 98 0.411 0.315 0.105

7 3-methyl-hexane（（3- 甲基己烷） C7H16 100 2.131 1.330 0.522

8 heptane（庚烷） C7H16 100 2.281 1.572 0.566

9 ethylbenzene（乙苯） C8H10 106 0.133 0.147 0.051

10 o-xylene（邻二甲苯） C8H10 106 0.937 0.767 0.279

11 1，2，4-trimethyl-cyclopentane（1，2，4- 三甲基环戊烷） C8H16 112 0.359 0.252 0.098

12 cis-1，3-dimethyl-cyclohexane（顺式，1，3- 二甲基环己烷） C8H16 112 1.246 0.629 0.315

13 trans-1-ethyl-3-methyl-cyclopentane（反式，1- 乙基 -3- 甲基环己烷） C8H16 112 0.327 0.232 0.087

14 （cis/trans）1，2-dimethyl-cyclohexane（顺 / 反式，1，2- 二甲基环己烷） C8H16 112 0.510 0.384 0.118

15 1，4-dimethyl-cyclohexane（1，4- 二甲基环己烷） C8H16 112 0.327 0.248 0.089

16 ethyl-cyclohexane（乙基环己烷） C8H16 112 0.525 0.412 0.159

17 2，3-dimethyl-hexane（2，3- 二甲基己烷） C8H18 114 1.327 0.983 0.345

18 2-methyl-heptane（2- 甲基庚烷） C8H18 114 0.474 0.305 0.121

19 3-methyl-heptane（3- 甲基庚烷） C8H18 114 0.949 0.745 0.275

20 octane（辛烷） C8H18 114 1.943 1.455 0.512

21 1-ethyl-3-methyl-benzene（1- 乙基 -3- 甲基苯） C9H12 120 0.145 0.118 0.092

22 1，2，3-trimethyl-benzene（1，2，3- 三甲基苯） C9H12 120 0.165 0.141 0.057

23 2，6-dimethyl-heptane（2，6- 二甲基庚烷） C9H20 128 0.413 0.342 0.124

24 3-methyl-octane（3- 甲基辛烷） C9H20 128 0.349 0.258 0.099

25 nonane（壬烷） C9H20 128 0.324 0.258 0.105

26 decane（癸烷） C10H22 142 0.041 0.019 0.021

27 alpha-terpineol（α- 松油醇） C10H18O 154 1.071 0.300 0.025

28 5，9-undecadien-2-one，6，10-dimethyl-，（E）-（香叶基丙酮） C13H22O 194 － 0.278 0.193

29 tetradecane（十四烷） C14H30 198 0.805 0.639 0.559

30 2，4-di-tert-butylphenol（2，4- 二叔丁苯酚） C14H22O 206 0.337 0.938 0.186

31 alloaromadendrene（异香树烯） C15H24 204 － 0.256 0.090

32 hexadecane（十六烷） C16H34 226 1.613 2.433 1.634

33 heptadecane（十七烷） C17H36 240 － 0.337 0.230

34 1-octadecene（1- 十八烯） C18H36 252 － － 0.442

35 octadecane（正十八烷） C18H38 254 2.455 4.027 2.487

36 6，10，14-trimethyl-2-pentadecanone（6，10，14- 三甲基 -2- 十五烷酮） C18H36O 268 6.222 2.511 14.005

37 hexadecanoic acid，methyl ester（棕榈酸甲酯） C17H34O2 270 2.243 1.275 0.903

38 cycloeicosane（环二十烷） C20H40 280 0.589 0.759 0.656

39 eicosane（二十烷） C20H42 282 2.695 4.276 3.640

40 heneicosane（二十一烷） C21H44 296 2.867 3.573 2.253

41 phytol（叶绿醇） C20H40O 296 2.849 2.085 13.989

42 docosane（二十二烷） C22H46 310 5.257 7.084 5.766

43 tricosane（二十三烷） C23H48 324 4.295 5.956 5.007

44 tetracosane（二十四烷） C24H50 338 6.831 9.559 7.887

45 pentacosane（二十五烷） C25H52 352 5.739 6.528 5.002

46 9，12，15-octadecatrienoic acid，methyl ester（9，12，15- 十八碳三烯酸甲酯） C19H32O2 292 － 0.581 0.332

注：“－”表示未检测到或不存在。

Note：“－”means no detection or no presentation.
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的羟基自由基清除率均小于 L- 抗坏血酸。当质
量浓度小于 0.25 mg·mL－ 1 时，大落新妇叶中挥
发油的羟基自由基清除率大于 L- 抗坏血酸，且
当质量浓度为 0.125 mg·mL－ 1 时，清除率最高
（67.66%）。

图 3　大落新妇根、茎、叶中挥发油对羟基自由基清除率的影响

Fig 3　Effect of volatile oil in the roots，stems and leaves of Astilbe 
grandis on hydroxyl free radical scavenging rate

4　讨论

　　挥发油成分分析结果表明，大落新妇根、茎、
叶中有相同成分 41 种，有 4 种成分仅在茎、叶中
出现，有 1 种成分仅在叶中检测到。3 个不同部
位的各成分相对含量有所差异，根和茎中含量最
高的成分均为环己烷，相对含量分别为 21.296%
和 13.451%；其次为二十四烷，分别为 6.831% 和
9.559%；而叶中含量最高的成分是 6，10，14- 三
甲基 -2- 十五烷酮，为 14.005%，其次是叶绿醇，
为 13.989%。研究结果显示，大落新妇根、茎、
叶各部位挥发油存在成分差异小，成分相对含量
差异大的特点。

　　在抗氧化活性测定中，采用 DPPH 清除率及
羟基自由基清除率作为衡量大落新妇根、茎、叶
中挥发油抗氧化活性的评价指标。结果大落新妇
根、茎、叶中挥发油均有一定的抗氧化作用，但
对羟基自由基的清除率随质量浓度的变化更明显
一些。大落新妇根、茎、叶中挥发油及 L- 抗坏血
酸的 DPPH 清除率为 L- 抗坏血酸＞茎＞叶＞根；
羟基自由基清除率为 L- 抗坏血酸＞茎＞根，而当
质量浓度＜ 0.25 mg·mL－ 1 时，大落新妇叶羟基
自由基清除率大于 L- 抗坏血酸。表明大落新妇
根、茎、叶中挥发油都具有一定的抗氧化活性。
　　本研究采用水蒸气蒸馏法对大落新妇根、茎、
叶进行挥发油提取，结合 GC-MS 技术及峰面积
归一化法对其成分和含量进行分析，并研究其抗
氧化能力，为大落新妇的开发与利用提供了理论
依据。
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图 2　大落新妇根、茎、叶中挥发油对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig 2　Effect of volatile oil in the roots，stems and leaves of Astilbe 
grandis on DPPH free radical scavenging rate
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基于网络药理学分析铁皮石斛花总黄酮抑制 
结肠癌作用机制及体外实验验证

梁婉婷1，王新婷1，朱朋艳1，2，张洲2，3，马金蓉2，3，任李玥 4，高文分4，王宣军1，2*，袁文娟1，2*

（1. 云南农业大学理学院，昆明　650201；2.云南农业大学 普洱茶学教育部重点实验室，昆明　650201；3. 云南农业大学食品科学

技术学院，昆明　650201；4. 云南省食品药品监督检验研究院，昆明　650106）

摘要：目的　运用网络药理学和体外生物学实验对铁皮石斛花总黄酮治疗结肠癌的活性成分、

潜在作用靶点和信号通路进行研究，探索其治疗结肠癌的可能作用机制。方法　利用 LC-MS/
MS 对铁皮石斛花黄酮类代谢物进行成分分析。通过 TCMSP 筛选出铁皮石斛总黄酮的活性成

分及靶点基因，GeneCards 数据库及 DisGeNET 数据库筛选出结肠癌的疾病靶点基因，构建

“药物 - 有效成分 - 靶基因 - 疾病”调控网络图，STRING 数据库构建蛋白互作网络图（PPI），

对关键靶点进行 GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析。采用 MTT 法检测铁皮石斛花总黄酮

对 HCT116 细胞的增殖抑制活性，流式细胞术检测细胞凋亡情况，细胞划痕实验观察铁皮石

斛花总黄酮对 HCT116 细胞迁移能力的影响；Western blot 检测相关凋亡蛋白（Bax、Bcl-2、
caspase-3、cleaved-caspase-3）和基质蛋白（MMP-12、MMP-3）的表达。结果　代谢组分析获

得 52 个黄酮类化合物，经过筛选得到 27 个活性成分，通过相关数据库平台预测得到作用靶点

178 个，PPI 网络核心蛋白为丝氨酸 - 苏氨酸蛋白激酶 1（AKT1）、血管内皮细胞生长因子受体

2（VEGFR2）、肿瘤蛋白 P53（TP53）、转录因子 AP-1（JUN）、肿瘤坏死因子（TNF）、雷帕

霉素靶蛋白（MTOR）等；GO 富集分析显示铁皮石斛花总黄酮会影响信号转导、细胞凋亡和

增殖调控等；KEGG 通路富集分析显示铁皮石斛花总黄酮在细胞增殖、凋亡、PI3K-Akt 及肿

瘤等信号通路中发挥作用。实验结果表明，铁皮石斛花总黄酮能抑制 HCT116 细胞的增殖，促

进细胞的凋亡，抑制细胞的迁移；还能上调 Bax/Bcl-2、caspase-3、cleaved-caspase-3 蛋白的表

达，诱导细胞凋亡。结论　铁皮石斛花总黄酮可通过多靶点、多途径发挥抗结肠癌的作用，其

作用机制可能与影响凋亡基因 Bax 及 Bcl-2 的表达有关。

关键词：铁皮石斛花总黄酮；结肠癌；网络药理学；靶点；信号通路；凋亡
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Abstract: Objective  To determine the main active components, the potential targets and molecular 
pathways of total flavonoids in Dendrobium candidum flower (DOPTF) for colon cancer by network 
pharmacology-experimental verification in vitro, and to explore the mechanism of DOPTF treating 
on colon cancer. Methods  The compositions of DOPTF were analyzed by HPLC-MS/MS. The main 
active components and the gene targets were screened with TCMSP. Colon cancer target genes were 
screened by the GeneCards database and DisGeNET database. Cytoscape software was used to construct 
regulatory network diagram of “Chinese herb-active ingredient-target gene-disease”. The STRING 
database was used to construct protein-protein interaction (PPI). GO enrichment and KEGG pathway 
analysis were conducted. MTT assay was used to detect the proliferation inhibition activity of total 
flavonoids in DOPTF on HCT116 cells, the flow cytometry was used to detect the cell apoptosis, and the 
cell scratch assay was used to observe the effect of DOPTF on migration of HCT116 cells. Western blot 
was used to detect the expression of related apoptotic proteins Bax, Bcl-2, caspase-3, cleaved-caspase-3, 
MMP-12 and MMP-3. Results  Totally 52 DOPTF components were obtained by HPLC-MS/MS, and 
27 active components were obtained after screening. Totally 178 DOPTF intervention colon cancer 
related targets were constructed through the relevant database platform. The core genes in PPI included 
AKT1, VEGFR2, TP53, JUN, TNF, MTOR and so on. GO analysis showed that flavonoid active 
ingredients affected the signal transduction, apoptosis and proliferation regulation of colon cancer cells. 
KEGG pathway analysis also showed that flavonoid active ingredients acted on the cell proliferation, 
apoptosis, PI3K-Akt, and tumor signaling pathways of colon cancer cells. DOPTF significantly inhibited 
the proliferation of HCT116 cells, promoted cell apoptosis, and inhibited cell migration. DOPTF also 
significantly up-regulated the expression of Bax/Bcl-2, caspase-3, cleaved-caspase-3, and induced 
cell apoptosis. Conclusion  DOPTF can intervene colon cancer through multiple targets and multiple 
pathways, whose mechanism may be related to affecting the expression of apoptosis-related genes Bax 
and Bcl-2. 
Key words: total flavonoid of Dendrobium candidum flower; colon cancer; network pharmacology; 
target; signaling pathway; apoptosis

　　结肠癌（CRC）是全球常见的第三大恶性肿
瘤，严重威胁人类健康 [1]。由于人们的生活方式
和饮食结构发生了巨大变化，结肠癌发病率和病
死率呈逐年上升趋势，加强对结肠癌防治研究是
我国癌症控制工作的重要内容 [2-3]。从天然资源中
寻找可以靶向清除结肠肿瘤、促进肿瘤细胞凋亡
的先导化合物越来越被人们重视。铁皮石斛花中
活性次生代谢产物主要为黄酮类化合物，有抗氧
化、抗肿瘤等药理活性 [4]。但其黄酮类成分较复
杂、作用通路多，作用机制尚不明确。
　　本文通过网络药理学结合体外细胞实验，分
析铁皮石斛花总黄酮抗结肠癌的有效成分及作用
机制，以期发现治疗结肠肿瘤的新型先导化合物，
为药物的开发提供思路。
1　材料
1.1　细胞
　　人结肠癌细胞（HCT116）（云南农业大学普洱
茶学教育部重点实验室细胞库）。

1.2　试药
　　铁皮石斛花（云南省普洱，批号：20210314）；
RPMI1640 液体培养基（大连美仑生物技术有限
公司）；胎牛血清（上海逍鹏生物科技有限公
司）；Annexin V-FITC/PI 试剂盒、TRIzol Reagent、
MTT、RIPA 裂解液（北京索莱宝科技有限公司）；
BCA 蛋白浓度测定试剂盒（北京酷来搏科技有限
公司）；兔单抗 Bax、兔单抗 Bcl-2、caspase-3、
cleaved-caspase-3、MMP-12、MMP-3（Abcam 公司，
ab32503、ab32124、ab32351、ab32042、ab52897、
ab53015）；小鼠单抗 GAPDH [ 艾比玛特医药科技
（上海）有限公司，M20006]。
1.3　仪器 
　　NovoCyte D2060R 流式细胞仪（美国 BD 公
司）；MF53 倒置荧光显微镜（德国莱卡公司）。
1.4　数据库 
　　中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）
（http：//tcmspw.com/tcmsp.php，Version 2.3）；Swiss 
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TargetPrediction 数据库（http：//www.swisstarget-
prediction.ch/）；GeneCards 数据库（https：//www.
genecards.org/）；STRING 数据库（https：//string-db.
org/，Version 11.0）；David 数据库（https：//david.
ncifcrf.gov/，Version 6.8）；PubChem 数据库（https：//
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）；Cytoscape3.7.1 软件。
2　方法
2.1　铁皮石斛花总黄酮的提取及纯化
　　取铁皮石斛干花 1 kg，粉碎过筛，按照 1∶30
的投料比，加入 50% 甲醇浸泡超声提取 2 h，共 3
次，提取液 60℃以下蒸发浓缩得浸膏。将浸膏装
入大孔树脂的玻璃层析柱中，经 20% 甲醇洗脱，
收集洗脱液，旋蒸后得总黄酮提取物 28.5 g。
2.2　铁皮石斛花总黄酮广靶代谢组分析
　　用 100 µL 乙腈水溶液（乙腈∶水＝ 1∶1）复
溶总黄酮提取物，涡旋，14 000 g、4℃离心 15 
min，取上清液进样分析。样品采用 Agilent 1290 
Infinity LC 超高效液相色谱系统（UHPLC），C18

色谱柱（2.1 mm×150 mm，1.7 μm）进行分离。
柱温40℃，自动进样器4℃，流速0.4 mL·min－1，
进样量 2 µL，流动相：25 mmol·L－ 1 乙酸铵（0.5%
甲酸）（A）- 甲醇（B），梯度洗脱（0 ～ 0.5 min，
5%B；0.5 ～ 10 min，5% ～ 100%B；10.0 ～ 12.0 
min，100%B；12.0 ～ 12.1 min，100% ～ 5%B；
12.1 ～ 16 min，5%B）。采用 AB Triple TOF 6600
质谱仪进行一级、二级谱图的采集。
2.3　应用网络药理学进行靶点预测及网络构建
2.3.1　铁皮石斛花总黄酮靶点预测　基于非靶向
代谢组分析获得铁皮石斛花总黄酮的组分，在
TCMSP 平台对主要化合物分子进行吸收、分布、
代谢、排泄和毒性（ADME/T）预测和评价。对符
合药物口服生物利用度（OB）及类药性值（DL）
的成分进行筛选，获得总黄酮的有效活性成分，
再通过 TCMSP 平台预测有效活性成分的靶点。将
所有靶点通过 STRING 数据库以“Homo sapiens”
（人属）为关键词进行基因 - 蛋白名称转换。
2.3.2　PPI（Protein-protein interaction）网络的构
建　 通 过 STRING 数 据 库， 以“Colorectal Car-
cinoma”“Colon Cancer”为关键词，物种设置为
“Homo sapiens”，检索得到人结肠癌疾病靶点。
将得到的结肠癌疾病靶点与铁皮石斛花总黄酮有
效活性成分作用靶点取交集，筛选总黄酮治疗结
肠癌的共同靶点。之后通过 Cytoscape3.7.1 构建
关键靶点得 PPI 网络。
2.3.3　关键靶点的 GO（Gene Ontology）分析　
将靶点列表导入 David 6.8 数据库进行 GO 分析，

从而得到靶点的功能水平分析结果，P ＜ 0.01 认
为差异具有统计学意义，筛选排名前 20 的结果
进行可视化分析。
2.3.4　关键靶点的 KEGG 通路富集分析　为了说
明靶点如何通过通路发挥作用，进行 KEGG 分
析。使用 Cytoscape3.7.1 的插件 Clue Go 对筛选出
的铁皮石斛花总黄酮对应的靶点行 KEGG 通路分
析，设定阈值为“Homo sapiens”，限定分析类型
为“KEGG”，限定只展示 P ＜ 0.01 的 KEGG 结
果，筛选排名前 20 的结果进行可视化分析。
2.3.5　铁皮石斛花总黄酮 - 靶点 - 通路网络构建　
应用 Cytoscape3.7.1 软件绘制关键靶点 - 通路网络
和铁皮石斛花总黄酮 - 关键靶点网络，合并，建立
总黄酮 - 靶点 - 通路网络，进行网络拓扑分析。
2.4　铁皮石斛花抑制结肠癌的作用机制
2.4.1　细胞培养　HCT116 细胞复苏后加入到 10%
的 RPMI1640 培养基中，置入 37℃、5%CO2 的培
养箱中培养，待细胞进入快速生长期后传代培养。
2.4.2　MTT 实验检测细胞活性　取对数生长期
HCT116 细胞，以 1×104 个 / 孔接种于 96 孔板中，
用无菌水配制不同质量浓度铁皮石斛花总黄酮
（200、300、400、500 µg·mL－ 1）孵育细胞；处
理 24 h 后，每孔加入 20 µL MTT，避光孵育 4 h；
除去培养液，加入 150 µL 二甲基亚砜（DMSO）
低速振动 10 min，酶标仪检测 492 nm 波长处各
孔的 OD 值。按照如下公式计算细胞抑制率，半
数抑制浓度（IC50）值由 GraphPad Prism 8 软件
求得，实验重复 3 次。细胞抑制率（%）＝ [1 －

OD实验组 /OD对照组 ]×100%。
2.4.3　细胞划痕实验　取对数生长期 HCT116 细
胞，以 1.5×106 个 / 孔接种于 6 孔板，用记号笔
在板底划“井”字为标记。待细胞铺满底部后，用
200 µL 无菌枪头在孔底垂直按照记号笔标记线
划痕，PBS 清洗 3 次。给药剂量设置低于 IC50，
约为 IC20 和 IC40，用不同质量浓度（150、300 
µg·mL－ 1）的铁皮石斛花总黄酮干预细胞，记录
划痕初始状态 24 h；培养 24 h 后拍照记录划痕愈
合情况。以不加药作为对照。
2.4.4　流式细胞仪检测细胞凋亡情况　取对数期生
长的 HCT116 细胞，以 1×104 个 / 孔的细胞密度接
种于 6 孔板，贴壁过夜后，用不同质量浓度（200、
300、400、500 µg·mL－ 1）的铁皮石斛花总黄酮
孵育 24 h，胰酶消化、收集细胞后，用 100 µL 的
binding buffer 重悬，先后加入 FITC-Annexin V 和
PI 各 5 µL，室温避光孵育 15 min，流式细胞仪分
析凋亡率。细胞凋亡率＝早期细胞凋亡率＋晚期细
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胞凋亡率。以不加药作为对照。
2.4.5　Western blot 检测 HCT116 细胞中关键靶
点蛋白的表达　取对数生长期 HCT116 细胞，接
种于 60 mm 细胞培养皿中（106 个 / 皿），不同质
量浓度（200、300、400 µg·mL － 1）的铁皮石
斛花总黄酮处理细胞 24 h 后，RAPI 液裂解后提
取总蛋白，BCA 定量法测定蛋白浓度，经 SDS-
PAGE 电泳、转膜后，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST
封闭 PVDF 膜 1 h。Caspase-3、cleaved-caspase-3、
BAX、Bcl-2、MMP-12、MMP-3 一抗（1∶1000）
4℃ 孵育过夜，二抗（1∶1500）室温孵育 1 h，
TBST 洗膜 3 次，5 min/ 次。曝光后，软件统计

处理灰度值。以不加药作为对照。
2.5　统计学处理 
　　采用 SPSS 19.0 软件对实验数据进行统计。数
据以均数 ±标准差（x±s）表示，组间比较采用
单因素方差分析统计，P ＜ 0.05 表示差异有统计
学意义。
3　结果
3.1　铁皮石斛花总黄酮活性成分筛选
　　通过对铁皮石斛花总黄酮提取物进行广靶代
谢组分析，共得到黄酮化合物 52 个，从 TCMSP
获得 27 个活性成分。铁皮石斛花总黄酮活性化合
物的化学信息见表 1。

表 1　铁皮石斛花总黄酮中主要的活性化合物 
Tab 1　Active ingredients of total falvonoids of Dendrobium candidum

分子编号 化合物中文名 化合物英文名 分子量 OB/% DL
MOL003896 5- 甲基 -7- 甲氧基异黄酮 5-methyl-7-methoxyisoflavone 266.31 42.56 0.20
MOL000561 黄芪素 astragalin 448.41 14.03 0.74
MOL011734 升麻素 cimifugin 306.34 13.49 0.29
MOL006599 异脱水淫羊霍素 isoanhydroicaritin 368.41 7.62 0.43
MOL000173 异绿合欢素 isolupalbigenin 406.47 30.68 0.23
MOL012040 凯林苷 khelloside 526.49 31.31 0.84
MOL013083 茵芋苷 skimmin 324.31 38.35 0.32
MOL004928 佛莱心苷 violanthin 578.57 4.17 0.81
MOL004947 异佛莱心苷 isoviolanthin 578.57  18.79 0.81
MOL001689 金合欢素 acacetin 284.28 34.97 0.24
MOL001950 补骨脂宁 corylin 320.34 33.06 0.1
MOL000390 大豆苷元 daidzein 254.25 19.44 0.19
MOL005734 异泽兰黄素 eupatilin 344.34 29.39 0.38
MOL000481 染料木素 genistein 270.25 17.93 0.21
MOL004368 金丝桃苷 hyperoside 464.41 6.94 0.77
MOL000354 异鼠李素 isorhamnetin 316.28 49.60 0.31
MOL012595 异鼠李素 -3-O- 葡萄糖苷 isorhamnetin-3-O-glucoside 478.44 1.17 0.80
MOL011111 异牡荆素 isovitexin 418.38 4.14 0.68
MOL000006 木犀草素 luteolin 286.25 36.16 0.25
MOL003686 水仙素 narcissin 624.60 5.09 0.65
MOL000771 柚皮素 naringenin 164.17 43.29 0.04
MOL002693 莰菲醇 -3-O- 芸香糖苷 nicotiflorin 594.57 3.64 0.73
MOL000098 槲皮素 quercetin 302.25 46.43 0.28
MOL000010 野漆树苷 rhoifolin 578.57 6.68 0.77
MOL000415 芸香叶苷 rutin 610.57 3.20 0.68
MOL011337 皂草苷 saponarin 594.57 3.04 0.77
MOL004925 牡荆素 vitexin 432.41 3.05 0.71

3.2　铁皮石斛花总黄酮抑制结肠癌潜在靶点预测 
　　由上述得到的铁皮石斛花总黄酮 27 个活性
成分从 TCMSP 数据库中获取预测靶点，通过
STRING 数据库进行基因 - 蛋白名称转换并去除
重复的靶基因，共得到化合物靶点 178 个。使用
Cytoscape3.7.1 软件构建铁皮石斛花总黄酮 - 靶点
网络图，结果见图 1。
3.3　铁皮石斛花总黄酮 - 结肠癌 - 靶点网络构建

　　铁皮石斛花总黄酮与结肠癌相关靶点取交集
共得到 24 个关键的靶点蛋白，经 Cytoscape3.7.1
软件中整合铁皮石斛花总黄酮与结肠癌相关靶点
（见图 2），PPI 图中各节点对应靶点，边对应靶点
之间的相互作用关系。可看出 AKT1、VEGFR2、
TP53、JUN、TNF、MTOR 等靶点的 Degree 值较
高，在该网络中可能起主要作用。
3.4　关键靶点的 GO 分析
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　　通过 David 数据库 GO 富集分析获得铁皮石
斛花总黄酮靶点的生物过程，按照显著性程度
P ＜ 0.01 确定了 304 个 GO 条目，按照显著性程度
排列对 GO 分析结果进行部分展示。结果靶点涉及
的生物过程的条目有 304 个，主要富集在信号转
导、药物反应、蛋白质磷酸化、细胞凋亡及细胞增
殖调控、蛋白质自磷酸化、酪氨酸磷酸化、ERK1
和 ERK2 级联调控、血管内皮生长因子受体信号通
路的调节等；靶点涉及的分子功能相关的条目有 76
个，主要富集在蛋白质结合、ATP 结合、蛋白激酶
活性、酪氨酸激酶活性、酶结合、蛋白丝氨酸 / 苏
氨酸激酶活性磷脂酰肌醇 3- 激酶结合等；靶点涉
及的细胞成分相关的条目有 39 个，主要在细胞质、
细胞核、质膜、胞质、蛋白激酶等富集，见图 3。
3.5　关键靶点的 KEGG 通路富集分析

　　KEGG 通路富集分析结果显示，118 个通路
被富集，P ＜ 0.01 的通路有 101 条，依据 P 值大
小，选择 P 值最小即相关度最高的 20 位，疾病类
相关通路主要涉及肝癌（hepatitis B）、前列腺癌

（prostate cancer）、胰腺癌（pancreatic cancer）、非
小细胞肺癌（non-small cell lung cancer）、急慢性
白 血 病（acute myeloid leukemia，chronic myeloid 
leukemia）、膀胱癌（bladder cancer）等；包括由
细菌、病毒引起的感染相关的通路，涉及黑色素
瘤（melanoma）、局灶性粘连（focal adhesion）；
还富集于一些信号转导通路，PI3K-Akt 信号通路
（PI3K-Akt signaling pathway）、HIF-1 信 号 通 路
（HIF-1 signaling pathway）、ErbB 信号通路（ErbB 
signaling pathway）等，此外靶点还富集在与代谢
相关信号通路，VEGFR 信号通路，见图 4。
3.6　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞的生长抑

制作用 
　　MTT 的结果表明铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 
细胞的增殖有显著的抑制作用，且浓度越高对细胞
的增殖抑制作用越强（见表 2）；由 GraphPad Prism 
8 软件计算求出 IC50 值（357.9 µg·mL－ 1）。
3.7　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞迁移的影响

　　细胞划痕后在 0、24 h 分别在镜下观察细胞

图 1　铁皮石斛花总黄酮 - 靶点网络图

Fig 1　Network diagram of total flavonoids of Dendrobium candidum and target 
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图 2　PPI 网络图

Fig 2　PPI network diagram

图 3　铁皮石斛花总黄酮的 GO 分析

Fig 3　GO analysis of total flavonoids of Dendrobium candidum 
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图 4　KEGG 通路分析

Fig 4　KEGG pathway analysis

图 5　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞迁移的影响

Fig 5　Effect of total flavonoids on HCT116 cell migration
A. 对 照 组（control group）；B. 总 黄 酮 150 μg·mL－ 1 组（total 
flavonoids 150 µg·mL－ 1 group）；C. 总黄酮 300 μg·mL－ 1 组（total 
flavonoids 300 µg·mL－ 1 group）

图 6　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞凋亡的影响

Fig 6　Effect of total flavonoids on the apoptosis of HCT116 cells
A. 对照组（control group）；B ～ E. 分别为 200、300、400 and 500 µg·mL－ 1 的总黄酮处理组（200、300、400 and 500 µg·mL－ 1 total 
flavonoids treatment group，respectively）；F. 凋亡率量化表达图（quantitation of apoptosis rates）

划痕宽度愈合的情况，与对照组划痕愈合程度相
比，铁皮石斛花总黄酮处理组划痕愈合明显被抑
制，表明铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞有抑
制肿瘤细胞迁移的能力，见图 5。
3.8　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞凋亡的影响

　　流式的结果表明，与对照组相比，铁皮石斛
花总黄酮处理组明显促进了细胞的凋亡，见图 6。
3.9　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 细胞中关键靶

点蛋白的表达水平的影响

　　与对照组相比，铁皮石斛花总黄酮明显上调
了 Bax/Bcl-2 的比值，caspase-3、cleaved-caspase-3，
随着总黄酮浓度的增大明显上调，MMP-12 和
MMP-3 明显下调，结果见图 7。

表 2　总黄酮对 HCT116 细胞生长的抑制作用 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 2　Inhibition of total flavonoids on HCT116 cells (x±s，n ＝ 3)

组别 细胞抑制率 /%

总黄酮 0  µg·mL － 1 组 0.05±0.03

总黄酮 200 µg·mL － 1 组 40.20±4.92a

总黄酮 300 µg·mL － 1 组 45.32±2.76ab

总黄酮 400 µg·mL － 1 组 67.84±1.37abc

总黄酮 500 µg·mL － 1 组 78.30±0.69abcd

注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与总黄酮 200 µg·mL－ 1 组比

较，bP ＜ 0.05；与总黄酮 300 µg·mL－ 1 组，cP ＜ 0.05；与总黄酮

400 µg·mL－ 1 组比较，dP ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，a P ＜ 0.05；compared 

with the total flavonoids 200 µg·mL－ 1 group，b P ＜ 0.05；compared 
with the total flavonoids 300 µg·mL－ 1 group，cP ＜ 0.05；compared 
with the total flavonoids 400 µg·mL－ 1 group，dP ＜ 0.05.
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图 7　铁皮石斛花总黄酮对 HCT116 中关键靶点蛋白表达的影响

Fig 7　Effect of total flavonoids on the expression of key target proteins in HCT116 cells
注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与总黄酮 200 µg·mL－ 1 组比较，bP ＜ 0.05；与总黄酮 300 µg·mL－ 1 组比较，cP ＜ 0.05；与总黄酮

400 µg·mL－ 1 组比较，dP ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，aP ＜ 0.05；compared with the total flavonoids 200 µg·mL－ 1 group，b P ＜ 0.05；compared with 

the total flavonoids 300 µg·mL－ 1 group，cP ＜ 0.05；compared with the total flavonoids 400 µg·mL－ 1 group，dP ＜ 0.05.

4　讨论 
　　近年来，黄酮类物质被广泛用于肿瘤的治
疗，其存在于各种植物中，对肺癌、乳腺癌、结
肠癌、白血病、肝癌有良好的防治效果 [5-7]，而
且主要通过抗氧化 [8]、诱导肿瘤细胞凋亡 [9]、影
响细胞周期 [10] 等发挥抗肿瘤作用。由于黄酮类
化合物存在多个潜在的靶点，故其作用机制非常
复杂。网络药理学与生物信息学在系统阐明中药
在分子水平上的作用机制以及活性化合物、潜在
靶点和各种途径之间相互作用的表征等方面具有
优势。本研究表明，活性成分分析的潜在靶点显
示染料木素、异绿合欢素、槲皮素、异泽兰黄素、
异脱水淫羊藿素、升麻素、木犀草素、牡荆素和
大豆苷元与网络中的多个靶点相互作用。有研究
表明，这几类黄酮物质可能在肿瘤的治疗中发挥
重要作用。槲皮素是一种黄酮醇类物质，在本研
究中有最多潜在的治疗靶点，可通过诱导细胞凋
亡 [11]、抑制增殖和迁移 [12]，调节炎症过程 [13]，
发挥抗肿瘤作用；此外，槲皮素可以通过 PI3K-
Akt 信号通路影响人胶质瘤细胞 [14]；从甘草中分
离得到的异绿合欢素是一种有效的细胞分化刺激
因子，通过 Notch1 和 Akt 信号通路抑制增殖和
阻断血管生成，对治疗人脑瘤具有潜在的应用价
值 [15-16]；染料木素是豆科和一些天然植物中的异
黄酮化合物，抑制基质金属蛋白酶 2（MMP-2）
和血管内皮生长因子（VEGF）的表达，发挥抗
瘤作用 [17]；木犀草素可以通过抑制 PI3K-Akt 信
号通路中 MMP-2、MMP-9 的表达抑制人黑色
素瘤细胞的增殖，并诱导其凋亡，发挥抗瘤活
性 [18]；牡荆素是黄酮苷类化合物，可以促进非
小细胞肺癌细胞凋亡，伴有 Bcl-2/Bax 比值降低
和 caspase-3 的表达增加，还可以降低 p-PI3K、
p-Akt 和 p-mTOR 的水平 [19]；大豆苷元通过降低

MMP-2 的活性来抑制乳腺癌细胞侵袭 [20]。
　　免疫与肿瘤的发生发展密切相关。在 PPI 网
络中，大多数潜在的靶点与免疫密切相关，包
括 AKT1、TNF、EGFR、VEGFA、MAPK1、
CASP3、MMP9、CCND1、ESR1、HSP90AA1
和 MTOR[21-27]。这些蛋白是此次研究的核心蛋白，
可能在黄酮对结肠癌的治疗作用中发挥重要作
用。最近的研究表明，木犀草素降低了免疫相关
基因包括 MMP9、MAPK1、HSP90AA1、CASP3、
ALB、EGFR、SRC、HRAS 和 ESR1 的表达 [26]。
　　为了进一步揭示铁皮石斛花黄酮类药物治疗
结肠癌的潜在机制，对其进行 KEGG 分析，发现
PI3K-Akt 是主要的信号通路。它是结肠癌中参与
细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭和血管生成的经典
信号转导途径，在结肠癌的发生发展中起着重要
作用。本研究表明，铁皮石斛花总黄酮明显抑制
HCT116 细胞的增殖，促进细胞的凋亡，抑制细胞
的迁移。当细胞内 Bax 高表达时，细胞对死亡信
号敏感，促进细胞发生凋亡。当 Bcl-2 高表达时，
Bcl-2 可以和 Bax 形成异源二聚体，抑制细胞凋亡。
所以胞内 Bax/Bcl-2 的比例对决定细胞凋亡的敏感
性起到重要作用，因此利用 Western blot 在细胞水
平上进行验证，结果表明铁皮石斛花总黄酮明显
上调 Bax/Bcl-2 的比值，促进了 HCT116 细胞的凋
亡。结合网络药理学分析的结果，铁皮石斛花总
黄酮可通过多靶点、多途径发挥抗结肠癌的作用，
其抗肿瘤活性可能与影响凋亡基因 Bax 及 Bcl-2 的
表达有关。
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小柴胡颗粒抗人冠状病毒 229E的活性研究及成分群筛选

余祥翠1，刘宏1，郑如文1，马蓉1，林爱华2，蒋研风羊1，杜海泳1，刘奕明2*，毕聪1*（1.广州白云

山光华制药股份有限公司，广州　510285；2.广州中医药大学第二附属医院，广州　510120）

摘要：目的　筛选小柴胡颗粒抗人冠状病毒 229E（HCoV-229E）的活性成分群并验证。方法
　构建体外 HCoV-229E 感染 Huh-7 细胞模型，计算 TC50、IC50，并采用 RT-qPCR 考察炎症因

子 mRNA 表达水平。利用 Autodock 技术模拟小柴胡颗粒 66 个化学成分与 HCoV-229E 关键

蛋白 S-protein、3CL 水解酶、NSP15、NSP3、NSP9 的分子结合能力。结果　小柴胡颗粒在

HCoV-229E 感染 Huh-7 细胞所致细胞病变具有抑制作用，且可显著抑制炎症因子 IL-6、IL-8、
MCP-1 和 TNF-α 的 mRNA 过表达；小柴胡颗粒中的甘草黄酮类、甘草皂苷类、柴胡皂苷类、

黄芩苷和汉黄芩苷等黄酮类成分等与 HCoV-229E 的关键蛋白有较好的结合能力，小柴胡颗粒

可能通过上述活性成分群抑制 HCoV-229E 的复制、入侵、转录等。结论　本研究初步揭示了

小柴胡颗粒抗 HCoV-229E 的药效作用机制及潜在活性成分，为其临床应用提供依据。
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Abstract: Objective  To screen and verify the active components of Xiaochaihu granule (XCHG) 
against human coronavirus 229E (HCoV-229E). Methods  HCoV-229E-infected Huh-7 cell model in 
vitro was constructed. The TC50 and IC50 were calculated, and the expression level of inflammatory 
factor mRNA was detected by RT-qPCR. The Autodock was used to simulate the molecular binding 
ability of 66 components in XCHG with S-protein, 3CL hydrolase, NSP15, NSP3 and NSP9, which 
were the key proteins of HCoV-229E. Results  XCHG inhibited the cytopathy of Huh-7 cells caused 
by HCoV-229E in vitro, and significantly inhibited the mRNA over expression of inflammation factors 
IL-6, IL-8, MCP-1 and TNF-α . Licorice flavonoids, licorice saponins, saikosaponin, baicalin and 
wogonin in XCHG had good binding ability with the key proteins of HCoV-229E. XCHG inhibited 
the replication, invasion and transcription of HCoV-229E through the above active components. 
Conclusion  This study preliminarily analyzes the pharmacodynamic mechanism and active 
components in XCHG against HCoV-229E, and provides data support for its clinical application. 
Key words: Xiaochaihu granule; human coronavirus 229E; molecular docking

基金项目：广州市重点研发计划（No. 202206010112）。
作者简介：余祥翠，女，制药工程师，主要从事中药新药制剂及机制研究，email：496806245@qq.com　* 通信作者：刘奕明，女，博士，

主要从事中药药代及机制研究，email：lyming2000@163.com；毕聪，女，硕士，主要从事中药药效研究，email：bicong812@126.com

　　冠状病毒（CoV）是有包膜的正链单链 RNA
病毒，迄今为止共发现了 7 种冠状病毒，包括α

群的人冠状病毒 229E（HCoV-229E）和 HCoV-
NL63，β 群的 HCoV-OC43、HCoV-HKU1、严重
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急性呼吸综合征冠状病毒（SARS-CoV）、中东呼
吸综合征冠状病毒（MERS-CoV）和新型冠状病
毒（SARS-CoV-2）[1]。其中 HCoV-229E 是引起普
通感冒的主要病原体之一，大约 90% 的成年人
体内可检测到该病毒抗体，大多数感染者出现轻
度呼吸道感染症状，偶尔也会导致婴儿、老年人
或免疫功能低下的个体出现下呼吸道感染 [2]。当
前研究表明，HCoV-229E 与 SARS-CoV-2 结构相
似，且具有明显的进化性，对其进行深入研究可
加强我们对 SARS-CoV-2 的理解 [3]。
　　小柴胡颗粒是依据张仲景所著《伤寒杂病
论》中的“小柴胡汤”研制而成的颗粒型中药制
剂，具有解表散热，疏肝和胃的功效 [4]。作为抗
疫经典名方，小柴胡颗粒在抗击非典 [5-6]、甲型
流感 [7]、登革热、新型冠状病毒肺炎 [8] 中发挥
了重要作用，具有显著的抗病毒功效 [9]。但其对
HCoV-229E 的防治作用以及对冠状病毒的作用
机制尚不清晰，发挥关键作用的活性成分尚不明
确。本研究基于此，构建体外 HCoV-229E 感染
Huh-7 细胞模型，考察小柴胡颗粒对病毒致细胞
病变的抑制作用以及对细胞中炎症因子 mRNA 表
达的影响，同时结合分子对接技术筛选小柴胡颗
粒防治 HCoV-229E 的活性成分，为其临床应用
及科学内涵的解析提供数据支撑。
1　材料
　　小柴胡颗粒（广州白云山光华制药股份有限
公司，批号：K00078）；Huh-7 细胞（广州呼吸
健康研究院呼吸疾病国家重点实验室病毒室保
存）；人冠状病毒 HCoV-229E（滴度为 TCID50 ＝

10 － 5/100 μL，于广州呼吸健康研究院呼吸疾病国
家重点实验室病毒室－ 80℃保存）；使用病毒滴
度为 100TCID50。二甲基亚砜（DMSO，天津市大
茂化学试剂厂）；PCR 试剂、逆转录试剂（日本
Takara 公司）；PBS、DMEM 培养基（美国 Gibco
公司）。
　　3-18K 冷冻离心机（德国 Sigma 公司）；9700 
PCR 扩增仪、Multiskan Spectrum 酶标仪、CO2 细
胞培养箱（美国 Thermo Fisher 公司）；ABI PRISM 
7500 Real-time PCR 检测系统（美国 Applied Bio-
systems 公司）。
2　方法
2.1　细胞毒性实验（MTT 法）
　　实验分为小柴胡颗粒组、空白对照组及细胞
对照组。无菌 96 孔培养板，每孔加入 100 μL 浓
度为 2×105 个·mL － 1 Huh-7 细胞，37℃、5%CO2

培养 24 h；96 孔板单层细胞用 PBS 洗涤 1 次，每

孔加入 100 µL 2 倍梯度稀释的药物（小柴胡颗粒
5000、2500、1250、625、312.5、156.25、78.13 
μg 生药·mL － 1）。空白对照组和正常细胞组每孔
加入等体积培养液，37℃培养 4 d；每孔加入质
量浓度为 5 mg·mL － 1 的 MTT 溶液 20 µL，继续
孵育 4 h。弃去上清液，每孔加入 100 µL 二甲基
亚砜（DMSO），低速振荡 5 min，使结晶物充分
溶解；在酶联免疫仪上 490 nm 波长测定吸光度值，
计算抑制率。抑制率（%）＝（正常组平均 OD
值－药物组平均 OD 值）/（正常组平均 OD 值－

空白对照组平均 OD 值）×100%。Reed-Muench
法计算药物半数毒性浓度（TC50）。以上实验操作
均在 BSL-2 实验室内完成。
2.2　受试药物抗病毒实验
　　实验分为小柴胡颗粒组、229E 病毒对照组、
细胞对照组及空白对照组。无菌 96 孔培养板，每
孔加入 100 μL 浓度为 2×105 个·mL－ 1 的 Huh-7
细胞，37℃、5%CO2 培养 24 h；小柴胡颗粒实验
组和病毒对照组加入 100 TCID50 病毒液 100 μL/
孔，37℃、5%CO2 培养箱吸附 2 h；2 h 后弃去细
胞培养液。加入受试药物小柴胡颗粒（1250、625、
312.5、156.25 μg 生药·mL － 1），每个质量浓度 3
个复孔，100 μL/ 孔；细胞对照、空白对照（溶剂
对照）和病毒对照（阴性对照）组加入等体积培养
液；细胞 37℃、5%CO2 孵育 3 ～ 4 d；每孔加入
质量浓度为 5 mg·mL－ 1 的 MTT 溶液 20 µL，继
续孵育 4 h。弃上清液，每孔加入 100 µL DMSO，
低速振荡 5 min，使结晶物充分溶解；选择 490 
nm 波长，在酶联免疫仪上测定吸光度值，计算
抑制率。抑制率（%）＝（药物组平均 OD 值－病
毒组平均 OD 值）/（正常组平均 OD 值－病毒组
平均 OD 值）×100%。具有 50% 的抑制病毒致细
胞病变效应（CPE）的浓度视为有效浓度，采用
Reed-Muench 法或 GraphPad Prism8.0 计算半数抑
制浓度（IC50）。以上实验操作均在 BSL-2 实验室
内完成。
2.3　抗病毒药效结果判定标准
　　以选择指数 SI（SI ＝ TC50 /IC50）判定药效标
准，SI＞ 1 表示有效，SI 越大，抗病毒效果越好。
2.4　RT-qPCR 检测炎症因子
　　Huh-7 细胞接种至 6 孔板中，分为小柴胡颗
粒组、229E 病毒对照组、瑞德西韦阳性药物对
照组、细胞对照组。细胞长至单层后，弃去培养
液，用 PBS 洗一次，病毒对照组和小柴胡颗粒组
接种 1000 TCID50 的人冠状病毒（HCoV-229E），
正常组加入无血清培养基，37℃吸附 1 h。弃去
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病毒液，小柴胡颗粒组加入不同质量浓度药物溶
液 1 mL（1250、625、312.5 μg 生药·mL － 1），阳
性药物对照组加入 5 μmol·L － 1 瑞德西韦溶液
1 mL。细胞对照组和病毒对照组加入等体积含
2% 血清培养基。37℃作用 48 h 后，弃上清液，
PBS 洗细胞一次，加入 TRIzol 试剂裂解细胞提取
RNA。RT-qPCR 检测细胞因子。以上实验操作均
在 BSL-2 实验室内完成。
2.5　统计学分析
　　应用 SPSS 18.0 软件处理数据，两组间比较
采用独立样本 t 检验，以 P ＜ 0.05 为差异具有统
计学意义。
2.6　分子对接筛选活性成分
　　项目组前期基于 UHPLC-MS 技术分离鉴定得
到小柴胡颗粒 66 个化学成分 [10]，通过 PubChem
数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）下载
各成分的 mol2 格式分子结构。使用 Chem 3D 构
建化合物 3D 结构并将其能量最小化。通过 PDB
数据库（https：//www.rcsb.org/）下载 HCoV-229E
的 刺 突 糖 蛋 白（S-protein，PDB ID：5ZHY）、
3CL 水解酶（PDB ID：5ZHY）、非结构蛋白 15
（NSP15，PDB ID：4RS4）、非结构蛋白 3（NSP3，
PDB ID：3EJG）以及非结构蛋白 9（NSP9，PDB 
ID：2J97）蛋白的 pdb 格式。使用 PyMOL[11] 提
取各蛋白结构，并进行去水、加氢等处理。使用
AutoDock[12] 将化合物和蛋白转为 pdbqt 格式，设
置活性口袋位置，运行 vina 进行分子对接，计算
结合能，并使用 PyMOL 将分子对接结果可视化。
使用 GraphPad Prism8.0 绘制各成分与蛋白的结合
能热图。
3　结果
3.1　药物毒性
　　MTT 实验结果表明，在 Huh-7 细胞中小柴胡
颗粒半数毒性浓度（TC50）为 3979 μg 生药·mL－ 1

（见图 1），小柴胡颗粒在 0 ～ 1250 μg 生药·mL－ 1

对细胞无毒性。

图 1　小柴胡颗粒细胞毒性检测结果

Fig 1　Cytotoxicity of XCHG

3.2　抗病毒药效

　　通过 MTT 法测试吸光度值并记录实验结果，
采 用 Reed-Muench 法 或 GraphPad Prism8.0 计 算
IC50，小柴胡颗粒在此次实验的治疗模式中 IC50

为 953 μg 生药·mL － 1（见图 2）。

图 2　小柴胡颗粒对人冠状病毒 HCoV-229E 药效检测结果

Fig 2　Pharmacodynamic effect of XCHG on HCoV-229E

　　经计算，选择指数 SI ＝ 4.17 ＞ 1，表明小柴
胡颗粒在体外可以有效抑制人冠状病毒（HCoV-
229E）感染导致的 Huh-7 细胞病变，且其安全范
围较大。
3.3　炎症细胞因子的结果
　　通过 RT-qPCR 检测细胞因子 mRNA 的表
达，采用 GraphPad Prism8.0 分析计算结果见图
3。结果显示，与病毒对照组比较，阳性药瑞德
西韦可以显著降低细胞中白介素 6（IL-6）、IL-8、
MCP-1 和肿瘤坏死因子（TNF-α）的 mRNA 表达
水平；小柴胡颗粒低、中、高剂量组可抑制细胞
中 IL-8、MCP-1 和 TNF-α 的 mRNA 表 达 水 平，
小柴胡颗粒中、高剂量组可降低细胞中 IL-6 的
mRNA 表达水平，该疗效作用与剂量成正相关。

图 3　小柴胡颗粒对炎症因子表达的作用（n ＝ 10）
Fig 3　Effect of XCHG on the expression of inflammation factors（n＝10）

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

**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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3.4　基于分子对接的小柴胡颗粒抗 HCoV-229E
活性成分筛选
　　分别将小柴胡颗粒 66 个化学成分 [10] 与 HCoV-
229E 病 毒 的 S-protein、3CL 水 解 酶、NSP15、
NSP3、NSP9 等关键蛋白进行分子对接，结合能结
果见图 4，分子对接示意图见图 5。结合能越小，
配体与受体之间结合的构象越稳定，认为两者发生
作用的可能性越大。结果表明，小柴胡颗粒中的化
学成分与 HCoV-229E 病毒的关键蛋白均有较强的
结合能力，其中甘草黄酮醇、半甘草异黄酮 B、光
甘草酮等与 S-protein 的结合能力较好；柴胡皂苷 c、
槲皮素 -3-O- 洋槐糖苷等与 3CL 水解酶的结合能力
较好；山柰酚 -3，7- 二鼠李糖苷、水仙苷、甘草皂
苷 B2 等与 NSP15 的结合能力较好；新甘草酚、黄
芩苷、汉黄芩苷等与 NSP3 的结合能力较好；柴胡
皂苷 f、甘草皂苷 A3 等与 NSP9 的结合能力较好。

图 4　小柴胡颗粒化学成分与 HCoV-229E 关键蛋白的分子对接结合

能（kcal·mol － 1）

Fig 4　Molecular docking binding energy between the chemical 
constituents of XCHG and key proteins of HCoV-229E（kcal·mol － 1）

4　讨论
　　当前 SARS-CoV-2 肆虐全球，给人们的生命

健康和世界经济带来了重大危害，同时其极强的
传播性提高了基础研究的难度。与其结构相似、
致病性低的 HCoV-229E 成为了一个较好的替代
选择 [13]。研究小柴胡颗粒对 HCoV-229E 的作用
机制、筛选活性成分不仅有助于其在临床治疗普
通感冒时精准用药，还有助于理解其防治新型冠
状病毒肺炎的作用机制。

图 5　分子对接示意图

Fig 5　Molecular docking diagram
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　　本研究基于体外细胞实验，明确了小柴胡颗
粒在体外对 HCoV-229E 感染 Huh-7 细胞所致细胞
病变具有抑制作用，其机制可能与抑制炎症因子
IL-6、IL-8、MCP-1 和 TNF-α 的 mRNA 过度表达
有关。Sun 等 [14] 研究发现，HCoV-229E 可能是肺
部炎症和广泛肺损伤的重要病原体，严重感染可
能会引起全身炎症反应综合征。SARS-CoV-2 感
染者血清中的炎症因子水平同样出现显著升高的
现象，随着病程的进展，重症患者体内炎症因子
水平出现急剧上升，引发“细胞因子风暴”[15]。本
研究结果表明小柴胡颗粒抑制 HCoV-229E 的机制
可能与抑制炎症因子的表达有关。
　　为进一步探究小柴胡颗粒抗 HCoV-229E 的
机制并筛选其发挥药效作用的主要活性成分，
本研究通过分子对接技术将 66 个化学成分与
HCoV-229E 的 S-protein、3CL 水 解 酶、NSP15、
NSP9、NSP3等关键蛋白进行对接。其中 S-protein
可介导受体结合以及病毒和宿主细胞膜的融合，
被视为中和抗体和疫苗开发的主要目标 [1]。3CL
水解酶是 RNA 病毒复制的核心蛋白酶，抑制其
功能可大概率阻隔病毒复制 [16]。NSP3 对复制 /
转录复合体的形成至关重要，同时可作用于宿
主蛋白的翻译后修饰，拮抗宿主的先天免疫反
应 [17]。NSP9 是冠状病毒复制的必需 RNA 结合
蛋白，是合成机制中重要的 RNA 结合亚基 [18]。
NSP15 作为核糖核酸内切酶可介导病毒逃避宿主
的 dsRNA 传感器，限制巨噬细胞凋亡 [19]。结果
表明，小柴胡颗粒中的甘草黄酮类成分、甘草皂
苷类成分、柴胡皂苷类成分、黄芩苷和汉黄芩苷
等黄酮类成分以及槲皮素 -3-O- 洋槐糖苷、山柰
酚 -3，7- 二鼠李糖苷等成分与上述关键蛋白有较
好的结合能力，小柴胡颗粒可能通过上述主要活
性成分抑制 HCoV-229E 的复制、入侵、转录等。
　　本研究基于体外细胞实验与分子对接技术，
初步揭示了小柴胡颗粒抗 HCoV-229E 的药效作
用机制及潜在活性成分，其抗病毒机制可能与抑
制炎症因子过度表达、抑制病毒复制、入侵、转
录有关。研究对于明确小柴胡颗粒对 HCoV-229E
的防治作用具有积极意义，可为深入了解其对其
他冠状病毒的机制提供参考。
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基于动物实验和网络药理学探讨子芪抑瘤饮治疗 
卵巢癌的潜在机制

耿子翔1，刘莹2，聂小丽3，井方圆3，陈海阳3，张开勇4，刘鹏4，袁龙4，李冰融4，刘特3*，张

必萌4*（1. 上海中医药大学，上海　201203；2. 上海市松江区中心医院皮肤科，上海　201699；3. 上海市中医老年医学研究

所，上海　200030；4. 上海交通大学医学院附属第一人民医院针灸科，上海　200080）

摘要：目的　基于动物实验和网络药理学探讨子芪抑瘤饮治疗卵巢癌的潜在机制。方法　动物
实验观察子芪抑瘤饮对皮下成瘤的影响，利用 HE 染色观察瘤体的形态学改变；通过生物信息
学技术进行基因富集分析；利用免疫组织化学染色检测 Ki67、TP53、ESR1、EGFR、VEGFA
的蛋白表达水平。结果　子芪抑瘤饮能显著减小卵巢癌瘤体的体积和质量（P ＜ 0.05），上皮
细胞异型性和病理性核分裂象减少。通过数据库共检索到子芪抑瘤饮的 154 个活性成分，283
个潜在靶点，药物与疾病交集靶点 38 个。PPI 网络分析以及 GO 和 KEGG 通路富集分析得到
TP53、ESR1、AKT1、EGFR 等 10 个核心靶点，分子功能主要为分子结合、催化活性等，生
物学进程主要为分子代谢、刺激反应等。免疫组织化学染色显示子芪抑瘤饮显著降低了 Ki67、
TP53、ESR1 的表达（P ＜ 0.05）。结论　子芪抑瘤饮可能通过槲皮素、木犀草素、山柰酚等关
键成分作用于 TP53、ESR1 等靶点抑制卵巢癌细胞增殖和耐药，促进凋亡等。
关键词：子芪抑瘤饮；卵巢癌；网络药理学
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2786-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.014

Potential mechanism of Ziqi Yiliu decoction for ovarian cancer based on 
animal experiment and network pharmacology

GENG Zi-xiang1, LIU Ying2, NIE Xiao-li3, JING Fang-yuan3, CHEN Hai-yang3, ZHANG Kai-yong4, 
LIU Peng4, YUAN Long4, LI Bing-rong4, LIU Te3*, ZHANG Bi-meng4* (1. Shanghai University of 
Traditional Chinese Medicine, Shanghai  201203; 2. Department of Dermatology, Central Hospital of 
Songjiang District, Shanghai  201699; 3. Shanghai Institute of Chinese Medicine for Geriatric, Shanghai 
University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai  200030; 4. Department of Acupuncture, Shanghai 
General Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai  200080)

Abstract: Objective  To explore the potential mechanism of Ziqi Yiliu decoction for ovarian cancer 
based on animal experiments and network pharmacology. Methods  Animal experiments were conducted 
to observe the effect of Ziqi Yiliu decoction on subcutaneous tumorigenesis. HE staining was used to 
observe the morphological changes of the tumor. Gene set enrichment analysis was performed with the 
bioinformatics analysis. Immunohistochemical staining was used to detect the expression level of Ki67, 
TP53, ESR1, EGFR, and VEGFA. Results  Ziqi Yiliu decoction significantly decreased the volume and 
mass of the ovarian cancer (P ＜ 0.05), and reduced nuclear atypia and pathological nuclear division. 
Totally 154 active components, 283 potential targets and 38 drug and disease intersection targets of Ziqi 
Yiliu decoction were retrieved through the database. PPI network analysis and GO and KEGG pathway 
enrichment analysis showed that 10 core targets such as TP53, ESR1, AKT1 and EGFR were enriched in 
the cancer signaling pathways. The molecular functions mainly included molecular binding and catalytic 
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　　卵巢癌是女性生殖系统最常见的三大癌症之
一，是妇科癌症死亡的主要原因 [1]。卵巢癌主要
由上皮癌、恶性生殖细胞肿瘤和索间质肿瘤组成。
其中上皮癌占绝大多数 [2]。临床表现为早期症状
外阴及下肢水肿、性激素紊乱引起的性早熟，月
经失调或绝经后阴道流血、腰腹部疼痛、胃肠道
症状，如腹胀、食欲不振等。晚期卵巢癌表现为
肿瘤生长迅速，长到一定大小，超出盆腔外，腹
部可扪及，短期内可有腹胀、腹水或肿块 [3]。目
前卵巢癌的治疗以手术为主，辅以放化疗，但部
分患者易复发并且产生耐药性 [4]。
　　近年来，中药复方、单体等中药对卵巢癌的治
疗越来越多，并且取得了良好的效果 [5-6]。中药复
方药是中华传统医药学的瑰宝，具有作用多、靶点
多、毒副作用小、经济有效等优势 [7]，在卵巢癌治
疗方面具有广阔的发展前景。卵巢癌在中医中可归
为“癥瘕”“积聚”“肠覃”范畴。治疗多以“不外攻
邪、扶正两端”为总治则，活血化瘀、软坚散结为
主，佐以理气或清热，辨证施治。临床实践中发现
以沙苑子、枸杞子、女贞子、黄芪、甘草、半夏、
葛根、黄芩、夏枯草、藤梨根、蛇莓、重楼为配伍
的子芪抑瘤饮针对湿热瘀阻、正气不足之证的卵巢
癌具有较好的治疗效果。研究表明，沙苑子、蛇莓、
半夏可抑制肿瘤的血管生成 [8-10]，枸杞具有抗炎作
用 [11]，女贞子、黄芪、葛根、黄芩、藤梨根、重
楼可抑制肿瘤细胞增殖，诱导凋亡和自噬 [12-16]，甘
草和夏枯草可抑制肿瘤的迁移和浸润 [17-18]。
　　中药复方成分之间相互作用机制复杂，可通过
多靶点多通路发挥治疗作用 [19]。网络药理学具有
系统性和整体性的特点，被广泛用于筛选中药有效
成分、阐释作用机制等 [20-21]，对临床用药具有较大
的指导意义。因此，本文采用网络药理学结合动物
实验验证的方法，分析和探究子芪抑瘤饮治疗卵巢
癌的作用靶点和通路，评价其治疗效果，并对网络
药理学筛选的得到作用靶点进行验证。
1　材料与方法
1.1　主要材料
　　4 ～ 5 周 龄 SPF 级 BALB/C 裸 鼠， 体 质 量
18 ～ 22 g[ 上海中医药大学实验动物中心，SYXK

（沪）-2020-0009]；卵巢癌细胞株（SKVO3）；多
聚甲醛、二甲苯、苏木精 - 伊红染料、中性树脂
（Sigma Aldrich，USA）；沙苑子（10 g）、枸杞子
（10 g）、女贞子（10 g）、黄芪（10 g）、甘草（10 
g）、半夏（10 g）、葛根（10 g）、黄芩（5 g）、夏
枯草（10 g）、藤梨根（10 g）、蛇莓（10 g）、重
楼（10 g）（江阴天江药业有限公司）；柠檬酸钠
抗原修复液（P0081）、免疫染色封闭液（P0260-
QuickBlock）、DAPI 染色液（C1006）（碧云天）；
荧光显微镜（Axioskop 40，Zeiss，Germany）。
1.2　移植模型的建立及给药
　　将处于对数生长期的卵巢癌细胞消化并用 PBS
溶液配制成 1×107 个·mL － 1 的溶液，然后将 0.2 
mL 的细胞悬液注射在 BALB/C 裸鼠右前腋下，在 2
周时选择皮下有明显肿瘤突起的建模成功的小鼠 20
只，分为对照组（WT，n ＝ 10）和子芪抑瘤饮治疗
组（Treatment，n ＝ 10）。治疗组小鼠接受子芪抑瘤
饮灌胃，剂量为 0.2 mL/ 只，每日 1 次，连续 30 d。
1.3　瘤体的尺寸和重量
　　使用直尺测量瘤体的大小（cm3），体重秤测
量瘤体的质量（g）并统计。
1.4　HE 染色
　　取新鲜肿瘤组织浸泡于 10% 甲醛溶液，常规
进行脱水、透明、石蜡包埋并切片。使用二甲苯
对肿瘤的石蜡切片进行脱蜡，乙醇水化后流水冲
洗。经过苏木素浸泡、盐酸乙醇分化、氨水返蓝，
伊红染色后，将切片脱水，透明，封片。
1.5　免疫组织化学染色
　　使用二甲苯对石蜡切片进行脱蜡，乙醇水化，
然后用柠檬酸钠抗原修复液进行抗原修复过程。随
后取出切片自然冷却至室温，用 PBS 清洗 5 min×3
次。用含有 5% 山羊血清的封闭液室温封闭 30 min，
用一抗（Ki67：ab15580，EGFR：ab52894，ESR1：
ab32063，TP53：240362，VEGFA：ab52917，
1∶200）4℃孵育过夜。PBS 清洗 10 min×3 次后用
二抗（ab6721，1∶1000）37℃室温孵育 1 h，PBS
清洗 10 min×3 次。最后滴加 DAPI 染色液，盖玻
片封片后用正置荧光显微镜观察染色情况。
1.6　获取与筛选子芪抑瘤饮的活性成分

activity, and the biological processes were mainly molecular metabolism and stimulation responses. 
Immunohistochemical staining showed that Ziqi Yiliu decoction significantly decreased the expression 
of Ki67, TP53, and ESR1 (P ＜ 0.05). Conclusion  Ziqi Yiliu decoction is effective for ovarian cancer, 
whose mechanism is through the action of key components such as quercetin, luteolin and kaempferol on 
TP53, ESR1 and other targets to inhibit the proliferation and drug resistance, thus promoting apoptosis. 
Key words: Ziqi Yiliu decoction; ovarian cancer; network pharmacology
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　　将子芪抑瘤饮的成分即沙苑子、枸杞子、女贞
子、黄芪、甘草、半夏、葛根、黄芩、夏枯草、藤
梨根、蛇莓、重楼输入中药系统药理学数据库与分
析平台（TCMSP），按照生物利用度 OB ≥ 30%，
类药性 DL ≥ 0.18 筛选活性成分。由于甘草的活
性成分较多，为了最大程度避免干扰和有效成分
遗漏，甘草按照生物利用度 OB ≥ 60%[22]，类药性
DL ≥ 0.18 筛选。对未检索到的成分在网络药理学
在线数据库（TCMID）重新检索并进行文献补充。
1.7　子芪抑瘤饮与卵巢癌靶点筛选
　　使用 TCMSP 数据库对子芪抑瘤饮的靶点基因
进行筛选，使用 Therapeuxtic Target Database（http：//
db.idrblab.net/ttd/） 数 据 库 和 DrugBank（https：//
go.drugbank.com/）数据库对卵巢癌靶点基因进行筛
选。取子芪抑瘤饮和卵巢癌的靶点基因交集并使用
UniProt 数据库（https：//www.uniprot.org/）将获得的
靶点进行基因标准化处理。
1.8　“药物 - 成分 - 靶点 - 疾病”网络构建
　　利用 Cytoscape 3.7.1 软件构建“子芪抑瘤饮 -
活性成分 - 靶点 - 卵巢癌”网络模型。
1.9　蛋白质 - 蛋白质相互作用（PPI）网络构建
　　将得到的子芪抑瘤饮和卵巢癌的共同靶点上
传至 STRING 数据库（http：//string-db.org），物
种定义为“Homo sapiens”，以构建子芪抑瘤饮
治疗卵巢癌的核心靶点 PPI 网络，再将以上所得
数据导入至 Cytoscape 3.7.2 中，利用“Network 
Analyze”从而进行网络拓扑的参数分析。
1.10　基因本体（GO）和京都基因与基因组百科
全书（KEGG）富集分析
　　使用 CTD（http：//ctdbase.org/）数据库导
入核心靶点，依次选择“Enriched GO functional 
annotations”和“Enriched pathways”进行 GO 生物
过程的富集分析和 KEGG 通路分析，设置筛选标
准为 P ≤ 0.01，得到符合条件的前 10 条生物过
程和 KEGG 通路。
1.11　统计方法
　　采用 SPSS 21.0 进行数据的统计分析，数据
以 x±s 表示，采用 t 检验，P ＜ 0.05 代表差异具
有统计学意义。
2　结果
2.1　子芪抑瘤饮对卵巢癌小鼠的治疗作用
　　造模成功后，移植瘤体外观呈乳白色，表面
可见部分血管，质稍硬。子芪抑瘤饮灌胃治疗 30 
d 后，卵巢癌移植瘤体积和质量显著减小（见图
1A、B、C，P ＜ 0.05）。HE 染色可见对照组瘤体
内腺体形态不规则，上皮细胞异型性和病理性核
分裂象易见（黑色方框内），而子芪抑瘤饮治疗后

上述表现明显减少（见图 1D）。对瘤体切片进行
免疫组织化学染色，治疗组 Ki67 表达显著降低
（见图 1E，P ＜ 0.05）。上述结果证明，子芪抑瘤
饮对卵巢癌具有良好的治疗作用。
2.2　子芪抑瘤饮治疗卵巢癌的网络药理学分析
　　网络药理学分析结果表明，子芪抑瘤饮的有
效活性成分共 154 个，活性成分靶点共 283 个，
与卵巢癌靶点取交集并去重后得到 38 个靶点。“子
芪抑瘤饮 - 成分 - 靶点 - 卵巢癌”网络图包括 143
个节点（12 种中药，91 种成分，38 个靶点）和
521 条边（见图 2），用度值的大小代表该节点在网
络中的重要性，接近中心度的大小表示节点在网
络中的中心度。在互作网络中，度值和接近中心
度最大的中药是黄芪（度值＝ 29，接近中心度＝

0.39）和甘草（度值＝ 24，接近中心度＝ 0.36），
度值和接近中心度最大的成分和靶点参见表 1。

表 1　拓扑结构信息 
Tab 1　Topology information

名称 接近中心度 度值

PTGS2 0.636 771 79
PTGS1 0.544 061 60
AR 0.512 635 52
ESR2 0.484 642 46
槲皮素 0.518 248 33
CHEK1 0.421 365 26
木犀草素 0.449 367 17
山柰酚 0.449 367 16
β- 谷甾醇 0.455 128 16
KCNH2 0.404 558 15
异黄酮 0.440 994 11
汉黄芩素 0.432 927 10
黄芩素 0.432 927 10
shinpterocarpin 0.430 303   8
7-O-methylisomucronulatol 0.430 303   8
异鼠李素 0.430 303   8
MAP2 0.389 041   8
GSK3B 0.384 824   8
BCL2 0.384 824   8
TP53 0.380 697   7

2.3　靶点 PPI 网络构建与分析
　　将 38 个共有靶点上传至 STRING 在线数
据库，导出 TSV 文本，利用 Cytoscape 3.7.2 软
件构建可视化 PPI 网络，共 38 个节点，258 条
边。网络拓扑学分析后，将靶点以度值为条
件 排 序， 排 名 前 10 的 靶 点 为：TP53、ESR1、
AKT1、EGFR、VEGFA、ERBB2、PTGS2、AR、
MAPK8、ABCG2（见图 3）。
2.4　GO 和 KEGG 富集分析结果
　　将上述共同靶点导入 CTD 数据库，即可得
到生物过程（BP）、细胞成分（CC）、分子功
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图 1　子芪抑瘤饮对卵巢癌的作用

Fig 1　Effect of Ziqi Yiliu decoction on ovarian cancer
A、B. 肿瘤尺寸（tumor size）；C. 肿瘤质量（tumor mass）；D. HE 染色（HE staining）；E. Ki67 的蛋白表达水平（expression level of Ki67 
protein）

图 2　“子芪抑瘤饮 - 成分 - 靶点 - 卵巢癌”网络图

Fig 2　Network diagram of “Ziqi Yiliu decoction-ingredients-targets-ovarian cancer”
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图 3　共有靶点 PPI 网络图

Fig 3　PPI network diagram of common targets

能（MF）以及 KEGG 信号通路富集信息。设置
P ≤ 0.01 作为筛选条件，取 P 值最小的前 10 个
条目。结果发现子芪抑瘤饮治疗卵巢癌的潜在靶
点可能跟分子结合、催化活性、蛋白激酶等分子
功能和分子代谢、刺激反应、生物调控等生物过
程存在密切联系（见图 4A、B、C）。设置 P≤ 0.01
作为筛选条件，取 P 最小的前 20 个条目得到
KEGG 富集信息。结果发现子芪抑瘤饮治疗卵巢
癌的潜在靶点可能跟癌症通路，miRNA、黏着
斑、蛋白多糖、PI3K-Akt 信号通路，EGFR 酪氨
酸激酶抑制反应等密切相关。其中癌症通路富集
的靶点最多（见图 4D）。
2.5　潜在靶点验证
　　免疫组织化学染色结果显示，子芪抑瘤饮治
疗后，EGFR 和 VEGFA 阳性率无明显差异（P ＞

0.05），ESR1 和 TP53 阳性率明显下降（P＜ 0.05）
（见图 5）。
3　讨论
　　卵巢癌的中医病因病机为正气虚弱，邪毒内
侵，或七情不遂、房事不慎、饮食内伤，致脏腑
功能失调，气机阻滞，血瘀、痰湿、热毒等有形
之邪积聚于冲任胞宫而成 [23]。因此，治疗时以
“不外攻邪、扶正两端”为总治则，根据患者体
质强弱，病程外短，酌用攻补。子芪抑瘤饮组方
遵循“七情配伍”原则，方中沙苑子、枸杞子、
女贞子补肝益肾，益精血；黄芪性味甘温，补脾
肺之气，以实卫气，固肌表；黄芩性味苦寒，常

与半夏配伍，可清热燥湿，化痰；与葛根搭配，
可清湿热，常用来治疗湿泻痢；重楼、夏枯草性
味苦寒，可清热解毒，消肿散结止痛；蛇莓、藤
梨根性味寒凉，搭配使用以清热解毒，凉血消
肿；甘草甘温益气，配黄芪可加强益气补中之力，
又能调和诸药。现代研究中，半夏、重楼、藤梨
根和蛇莓均具有抗癌作用 [9，24-26]。本方攻补兼施，
主治湿热瘀阻、正气不足之证，治以清热解毒，
散结消肿，扶正祛邪。
　　本研究首先对子芪抑瘤饮的治疗作用进行体
内验证，结果发现子芪抑瘤饮可以抑制卵巢癌瘤
体的生长，其体积和质量都明显减小；且可显著
降低 Ki67 的表达。Ki67 是肿瘤细胞增殖的活跃
程度标志物，其低表达表明子芪抑瘤饮可以抑制
卵巢癌的增殖。虽然子芪抑瘤饮的治疗效果已得
到充分证实，但其发挥作用的活性成分及机制尚
不清楚。因此我们利用网络药理学技术，筛选鉴
别出了子芪抑瘤饮的 154 个活性成分，其中活性
成分度值较高的是槲皮素、木犀草素、山柰酚、
β- 谷甾醇、异黄酮等。最新研究表明，槲皮素可
以通过激活 JAK2/STAT3 信号传导通路明显抑制
人卵巢癌细胞增殖，促进其凋亡 [27]。木犀草素可
能通过抑制 AKT/STAT3 通路，进而抑制卵巢癌
细胞增殖及侵袭、迁移能力 [28]。山柰酚可以通过
促使肿瘤细胞内活性氧的生成，干扰肿瘤细胞周
期，诱导细胞发生不同途径的凋亡；山柰酚还可
以抑制肿瘤细胞迁移侵袭以及血管生成，协同提
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高化疗药物疗效、减少不良反应 [29]。由此可见，
子芪抑瘤饮中具有多种抗肿瘤作用显著的活性成
分，而这几种活性成分可能是子芪抑瘤饮发挥治

疗作用的主要药效成分。
　　PPI 结果表明，经筛选得到的主要靶点
有 TP53、ESR1、AKT1、VEGFA、EGFR 等，
KEGG 和 GO 分析也证明这些靶点主要与癌症的
多种通路相关。卵巢癌患者在治疗过程中往往
出现耐药的情况，而促凋亡和抗凋亡途径的失调
是导致化疗耐药的重要因素。在卵巢癌中，关键
的凋亡调节因子包括 TP53、AKT 家族等，这些
基因的失调在诱导卵巢癌产生耐药中具有关键作
用 [30]。此外，雌激素受体也在耐药中发挥了重要
作用 [31]。而 ESR1 作为雌激素受体家族的一员，
其高表达大大促进了肿瘤细胞的增殖和耐药。免
疫组织化学染色结果表明，子芪抑瘤饮可明显抑
制突变型 TP53 和 ESR1 的表达，从而达到促凋
亡和抗耐药效果。血管生成是卵巢癌生长的关键
要求 [32]。一系列生长因子刺激和驱动“血管生成
开关”，促进实体瘤内的血管发育 [33-34]。其中，
血管内皮生长因子（VEGF）是最有效性的促血
管生长因子 [35]。EGFR 和 VEGFA 是 VEGF 家族
中最常见的类型，能够刺激内皮细胞增殖，并且
具有很强的血管渗透性，可以通过增加小静脉血
管的渗透性促使血管壁出现渗漏 [35-37]。但在本研

图 4　靶点的富集分析

Fig 4　Enrichment analysis of targets

图 5　潜在靶点验证

Fig 5　Validation of potential targets
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究的实验验证中，子芪抑瘤饮并没有明显降低
EGFR 家族的表达。由此可见，子芪抑瘤饮主要
是在抗肿瘤耐药和促凋亡方面具有关键作用，这
为卵巢癌的治疗提供了新的方向。
　　综上，本研究证明了子芪抑瘤饮对卵巢癌有良
好的治疗作用，通过网络药理学对子芪抑瘤饮的有
效成分进行了分析并对其治疗机制进行了系统的研
究，为卵巢癌的治疗提供了新思路。但因网络药理
学研究的局限性，本研究不能完全阐述其详尽的机
制，还需进一步深入研究。
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黄芪甲苷纳米结构脂质载体的制备及其对 
肺癌作用的体内外研究

陈敏燕，原永芳，吴飞华，王蓉，杨刚*（上海交通大学医学院附属第九人民医院药剂科，上海　200011）

摘要：目的　制备黄芪甲苷（AST）纳米结构脂质载体（AST-NLCs），探讨 AST 对髓源抑制

性细胞（MDSCs）和 A549 肺癌细胞的生长抑制作用及对荷瘤鼠的抗肿瘤药效。方法　采用高

压均质法，以粒径和多分散指数（PDI）为指标进行单因素实验，考察分散功率、分散时间、

均质压力以及均质次数对 AST-NLCs 粒径的影响从而筛选得到最佳工艺条件，同时评价 AST-
NLCs 的体外溶出行为。采用 CCK-8 法比较 AST 和 AST-NLCs 对 MDSCs 和 A549 细胞的抑制

作用。建立 A549 BALB/c 荷瘤小鼠模型，研究 AST-NLCs 对 A549 荷瘤小鼠的体内抗肿瘤作

用。最后通过病理切片检查，考察制剂的静脉刺激性。结果　优化所得 AST-NLCs 的粒径为

（136.7±5.2）nm，PDI 为（0.162±0.009），Zeta 电位为（－ 21.2±0.7）mV，包封率和载药量

分别达到（83.5±1.57）% 和（12.8±0.89）%。同 AST 原药粉比较，AST-NLCs 的体外溶出明显

提高。CCK-8 测定结果显示 AST-NLCs 对 MDSCs 和 A549 细胞生长具有显著地抑制作用，在

A549 荷瘤鼠的体内实验中，AST-NLCs 的抑瘤效果也显著高于 AST 组。组织病理切片的观察

结果显示，AST 组存在明显的静脉刺激性，NLCs 能够降低 AST 静脉刺激性。结论　高压均质

法制备的 AST-NLCs 粒径大小分布均匀，药物包封率高，能显著提高药物的体外溶出度且具有

明显的缓释效果，在血浆中能稳定存在。AST-NLCs 能够通过抑制 MDSCs 和 A549 细胞达到

抗肿瘤作用，抑瘤效果优于 AST，且降低了 AST 的静脉刺激性。

关键词：黄芪甲苷；纳米结构脂质载体；体外溶出；肿瘤抑制
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Preparation of astragaloside-loaded nanostructured lipid carriers and their 
effects on lung cancer in vitro and in vivo

CHEN Min-yan, YUAN Yong-fang, WU Fei-hua, WANG Rong, YANG Gang* (Department of 
Pharmacy, the Ninth People’s Hospital Affiliated to Medical School of Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai  200011)

Abstract: Objective  To prepare astragaloside-loaded nanostructured lipid carriers (AST-NLCs) and 
investigate their inhibitory effect on the growth of myeloid derived suppressor cells (MDSCs) and 
lung cancer A549 cells and the anti-tumor effect on tumor-bearing mice. Methods  The hot melting 
high-pressure homogenization method was used to conduct single-factor experiments with particle 
size and polydispersity index (PDI) as indicators to determine the effect of stirring power, stirring 
time, homogeneous pressure and cycle times on the particle size to screen the best process conditions. 
The dissolution behavior of AST-NLCs was evaluated in vitro. The effects of AST and AST-NLCs on 
MDSCs and A549 cells were compared by CCK-8 assay. A549 BALB/c tumor-bearing mice model 
was established and the anti-tumor effect of AST-NLCs on A549 tumor-bearing mice in vivo was 
determine. Finally, the venous irritation of the preparation was measured by pathological section 
examination. Results  The optimized particle size of AST-NLCs was (136.7±5.2) nm, the PDI was 
(0.162±0.009), the Zeta potential was ( － 21.2±0.7) mV, and the entrapment efficiency and drug 
基金项目：上海市青年科技英才扬帆计划（No.20YF1424000）。
作者简介：陈敏燕，女，硕士，主管药师，主要从事医院制剂研究，email：mychen1983@163.com　* 通信作者：杨刚，男，博士，主

管药师，主要从事新制剂和医院制剂研究，email：yanggangws@163.com



2794

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

　　肺癌是当今世界上发病率及病死率最高的
恶性肿瘤之一，其中以非小细胞肺癌（non-small 
cell lung cancer，NSCLC）为多见 [1]。与其他恶性
肿瘤相比，非小细胞肺癌的五年生存率较低。目
前，非小细胞肺癌治疗手段包括手术、化疗、免
疫治疗、放疗和靶向治疗等 [2]。虽然标准治疗方
案在不断改进，但患者总体生存率较低，治疗效
果仍不理想。其中，耐药性的产生成为导致治疗
失败和患者死亡的主要原因 [3]。肿瘤微环境的动
态变化、异质性等特点在药物治疗耐药中发挥着
重要作用。肿瘤细胞可以募集大量免疫抑制性
细胞形成免疫抑制微环境，削弱细胞毒性 T 细
胞（cytotoxic T lymphocytes，CTLs）的细胞毒作
用 [4]。其中，髓源抑制性细胞（myeloid derived 
suppressor cells，MDSCs）是造成机体免疫耐受
的主要细胞之一，同时也是诱导肿瘤细胞耐药的
重要因素 [5]。因此，探求新的更有效的治疗方法
具有重要意义。
　　现代药理研究证实，扶正类中药黄芪可通过
改善肿瘤微环境的免疫抑制状态，发挥抗肿瘤作
用 [6-7]。黄芪甲苷（astragaloside，AST）是黄芪药
效物质基础，是其免疫活性最强的一类物质。有
研究表明 [8-9]：AST 对肝癌细胞、胃癌细胞和肺
癌细胞等均有明显的抑制作用，同时能通过抑制
肿瘤浸润 MDSCs，阻断免疫耐受通路，增强 T
淋巴细胞活性，发挥抗肿瘤作用。然而 AST 水溶
性差、脂溶性低，而且作为皂苷类化合物在静脉
注射时存在血管刺激性 [10]。
　　纳米结构脂质载体（nanostructured lipid car-
riers，NLCs）是第二代脂质纳米载体系统，在继
承传统纳米粒能增加难溶性药物的溶解度、降低
药物刺激性、延长药物在体内滞留时间等优点的
同时，通过向固体脂质加入与其空间上不相容的
液体脂质，使药物以结晶缺陷型或无定型结构存

在，增加了对药物分子的包容性，提高药物的载
药量 [11]。
　　因此本研究制备了能够静脉给药的黄芪甲
苷纳米结构脂质载体（astragaloside-loaded nano-
structured lipid carriers，AST-NLCs）， 探 讨 AST-
NLCs 对肺癌 A549 荷瘤鼠的抑瘤效果，为 AST
的临床抗肿瘤应用提供参考。
1　仪器与试药
　　Agilent 1260 infinity 高效液相色谱仪（美国
安捷伦公司）；RC-806 溶出度仪（天津因赛科技
发展有限公司）；NS1001L 高压均质机（意大利
GEA NiroSoavi 公司）；Nano ZS 90 激光粒度仪
（英国 Malvern 公司）；Synergy HT 酶标仪（美国
Biotek 公司）；T25 高度分散仪（德国 IKA 公司）；
细胞恒温培养箱（美国 Thermo Fisher 公司）。
　　AST 原料药（纯度≥ 99%，批号：170614，
成都瑞芬思生物科技有限公司）；单硬脂酸甘油
酯（GMS，国药集团药业股份有限公司）；Glyc-
erylmonolinoleate（Maisine 35-1，法国 Gattefossé
公司）；Oleoylmacrogolglycerides（Labrafil M1944 
CS，法国 Gattefossé 公司）；大豆磷脂（Lipoid S 
100，德国 Lipoid 公司）；吐温 -80（Tween-80，
美国 Sigma 公司）；胎牛血清（美国 Gibco 公司）；
磷酸盐缓冲溶液（PBS，江苏凯基生物股份有限
公司）；乙腈（色谱级，德国 Merck 公司）；其余
试剂均为分析纯。
　　A549 细胞（江苏凯基生物技术股份有限公
司）；SPF 级 BALB/c 雌鼠，（18±2）g；SPF 级新
西兰兔，（3±0.3）kg[ 上海交通大学医学院附属第
九人民医院实验动物中心，许可证编号：SYCK
（沪）2015-0016]，在实验动物中心标准条件下
饲养，每日光照 12 h，温度（22±2）℃，湿度
50% ～ 60%，自由饮水和进食。
2　方法与结果

loading were (83.5±1.57)% and (12.8±0.89)%, respectively. As compared with AST powder, 
AST-NLCs improved drug dissolution in vitro significantly. CCK-8 data showed that AST-NLCs 
significantly inhibited the growth of MDSCs and A549 cells. In the in vivo experiments on A549 
tumor-bearing mice, the antitumor effect of AST-NLCs was also significantly higher than that of 
AST. Histopathological section showed that the AST group had obvious venous irritation, but NLCs  
reduced the AST venous irritation. Conclusion  The particle size of GPS-NLCs prepared by high 
pressure homogenization is uniform, with high drug encapsulation efficiency. The in vitro dissolution 
rate of the drug is significantly improved with obvious sustained release effect. It is stable in the 
plasma. AST-NLCs achieve the anti-tumor effect via inhibiting MDSCs and A549 cells and the effect 
is better than that of AST. It also reduces the venous irritation of AST. 
Key words: astragaloside; nanostructured lipid carrier; in vitro dissolution; tumor inhibition
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2.1　AST-NLCs 的制备
　　采用高压均质法制备 AST-NLCs。将处方
量的混合脂质（固体脂质为 GMS、液态脂质为
Maisine 35-1 和 Labrafil M1944 CS）水浴加热至
68℃，搅拌条件下充分混合熔融得到油相；将处
方量的 AST、乳化剂（大豆磷脂与 Tween-80 混合
物）置于烧杯中混合后，加适量蒸馏水搅拌溶解，
并加热至油相的温度得到水相。在 T25 高度分散
仪高速分散下，将水相加入到油相中，持续搅拌
一段时间，得到初分散体系，再经高压乳匀，即
得 AST-NLCs。
　　以粒径和多分散系数（PDI）为指标，对
T25 高度分散仪的分散功率（W）、分散时间
（min）、均质压力（bar）以及均质次数这 4 个参
数进行筛选。
　　由图 1 可知，随着分散功率、分散时间、均
质压力以及均质次数的增加，AST-NLCs 的粒径
和 PDI 呈先减小后增大的趋势。增大的原因可
能是由于随着分散功率、分散时间、均质压力
以及均质次数的进一步增加，体系温度也在逐渐
升高，从而导致 NLCs 的稳定性下降而发生了团
聚 [12]。高压均质后采用冰浴冷却的方法能够大大
减小所得 NLCs 的粒径及 PDI，增加样品放置的
稳定性。故最终确定最佳工艺参数为：分散功率
6000 W；分散时间 6 min；均质压力 600 bar；循
环次数 6 次，高压均质后冰浴骤冷处理。

图 1　高压均质法制备工艺参数优化

Fig 1　Effect of optimization of the process parameters of high-pressure 
homogenization method

　　最终按照最佳工艺条件制备得到 AST-NLCs，
采用动态光散射法测得平均粒径为（136.7±5.2）

nm，PDI 值 为（0.162±0.009）（见 图 2）。 同 时，
测得其 Zeta 电位为（－ 21.2±0.7）mV。

图 2　AST-NLCs 的粒径分布

Fig 2　Particle size distribution of AST-NLCs

2.2　透射电子显微镜（TEM）分析
　　取制备的 AST-NLCs 用蒸馏水稀释分散后，
采用悬滴法滴加在 200 ～ 400 目铜网上，室温干
燥后，透射电子显微镜观测其粒子形态，电压为
200 kV。AST-NLCs 的 TEM 观察结果见图 3。纳
米粒近球形，分布较均匀，同时可见 NLCs 表面
形成的乳化剂光圈。

图 3　AST-NLCs 透射电镜图

Fig 3　Transmission electron micrograph of AST-NLCs

2.3　包封率（EE）和载药量（DL）测定
2.3.1　色谱条件　色谱柱为 Diamonsil Plus C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相乙腈 - 水（35∶65）；
检 测 波 长 203 nm， 流 速 1.0 mL·min － 1； 柱 温
30℃；进样量 20 μL。
2.3.2　标准曲线的建立　精密称取 AST 对照品
10 mg，甲醇溶解并定容到 50 mL 量瓶中，得到
200 μg·mL － 1AST 母液，用甲醇稀释得到 150、
90、60、30、10、12、2 μg·mL － 1AST 对照品溶液，
进样测定，记录峰面积。以 AST 峰面积（A）对
质量浓度（C）进行线性拟合，得回归方程 A ＝

2.58×104C ＋ 4.09×103（r ＝ 0.9999），表明 AST
在 2 ～ 150 μg·mL － 1 与峰面积线性关系良好。
2.3.3　AST-NLCs 包封率和载药量测定　采用超滤
法测定 AST-NLCs 的 EE 及 DL。精密移取 0.5 mL
制得的 AST-NLCs 混悬液，加入适量甲醇破乳，
超声 30 min 后经 0.45 μm 微孔滤膜过滤，HPLC 测
定 AST 浓度，计算总药量 Wtotal。另取 0.5 mL AST-
NLCs 于超滤离心管中（截留分子量 10 kDa，Pall 
Corporation，美国），5000 r·min － 1 离心 15 min，
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取滤液，经 HPLC 测定，计算游离指标性成分的
含量 Wfree。参照下列公式分别计算 EE 和 DL：
　　EE（%）＝（Wtotal － Wfree）/Wtotal×100%
　　DL（%）＝（Wtotal － Wfree）/Wlipids×100%
　　式中 Wtotal 为总药量；Wfree 为游离药量；Wlipids

为制剂中加入的脂质材料总量。最终测得 AST-
NLCs 包封率和载药量分别为（83.5±1.57）% 和
（12.8±0.89）%（n ＝ 3），表明 NLCs 对药物有较
好的包裹和装载能力。
2.4　血浆稳定性考察
　　取新鲜抗凝大鼠血液 10 mL，3000 r·min － 1

离心 10 min，得到的血浆储存在－ 20℃冰箱备
用。实验前将血浆在室温下解冻，离心除去蛋白
沉淀。取适量血浆，在 37℃条件下水浴 10 min
来平衡介质温度，随后将 AST-NLCs 加到血浆中
孵育 2、4、8、12 h，保持温度为 37℃，振摇速
度为 150 r·min － 1。采用马尔文粒径仪测定粒径，
比较放置前后 AST-NLCs 的粒径和 PDI 变化。
　　对于静脉注射用的纳米粒分散系统，控制粒
子大小，避免纳米粒的聚集变大，保持其稳定性
十分重要。结果如图 4 所示，与血浆孵育后，在
12 h 的考察时间内，AST-NLCs 粒径和 PDI 变化
较小，稳定性良好。

图 4　AST-NLCs 在血浆中孵育（37℃）后平均粒径和多分散系数变

化（n ＝ 3）
Fig 4　Change of mean particle size and PDI of AST-NLCs after 
incubation in the plasma at 37℃（n ＝ 3）

2.5　体外溶出实验
　　本文采用透析袋法对 AST-NLCs 的体外溶出
行为进行考察。将 AST 原药粉、AST-NLCs 加至
处理好的透析袋内，透析袋两端用医用编织线扎
紧，用橡皮筋固定在搅拌浆上，浸没在 100 mL
溶出介质（20%PEG 400 的生理盐水溶液）中，恒
温（37±0.5）℃，搅拌速度为 120 r·min － 1，采
用桨法。分别于特定时间点吸取溶液 1 mL，同时
补充等体积等温度的空白溶出介质，样品经 0.45 
µm 微孔滤膜过滤后，经 HPLC 进样，测定 AST
浓度，每种制剂平行 3 份。
　　如图 5 所示，AST 原药粉的溶出速率要高于

AST-NLCs 组，在 3 h 内就达到了溶出平衡。而 AST-
NLCs 组则在 36 h 后才达到溶出平衡。同时，AST-
NLCs 组平衡时的累积释放率要显著高于原药粉组，
原药粉组为 31.4%，而 AST-NLCs 达到了 72.8%。

图 5　AST 的释药曲线（n ＝ 3）
Fig 5　Drug release profiles of AST（n ＝ 3）

2.6　AST-NLCs 对 MDSCs 和 A549 细胞的增殖抑
制实验
　　分别取对数生长期的 MDSCs 和 A549 细胞于
离心管离心（1000 r·min－ 1 离心 3 min）后弃去原
培养基，再加入适量的新鲜培养基，混匀，计数
后将细胞稀释为 4×105 个·mL－ 1，接种于 96 孔
板（80 μL/ 孔）。弃去培养基，AST 组和 AST-NLCs
组 均 按 照 200、100、50、10、1、0.1 μmol·L － 1

给药 100 μL，平行实验 6 组，以空白培养基为对
照。将 96 孔板放置在培养箱中培养 24 h。随后每
孔加 10 μL（注意避光）CCK-8 溶液，充分振荡，
再继续培养 4 h，于酶标仪中在 450 nm 处测定吸光
度（A），取平均值后根据公式计算药物对 MDSCs
和 A549 细胞的生长抑制率，采用 CompuSyn 软件
计算半数抑制浓度（IC50）值。
　　结果见表 1 和表 2，AST 和 AST-NLCs 对
MDSCs 和 A549 细胞增殖表现出明显的抑制活性，
且在给药浓度范围内呈剂量依赖关系。其中，AST
和 AST-NLCs 对 MDSCs 增殖的 IC50 分别为 68.62 
μmol·L － 1 和 16.24 μmol·L － 1，对 A549 细胞的
IC50 分别为 28.79 μmol·L－ 1 和 10.18 μmol·L－ 1，
表明 AST-NLCs 对 MDSCs 和 A549 细胞的抑制效
果更加显著。
2.7　AST-NLCs 对 A549 荷瘤小鼠肿瘤生长的抑
制实验
2.7.1　A549 肺癌小鼠模型构建　将培养至对数
期的 A549 细胞用含 10% 胎牛血清的 RPMI 培养
基悬浮，调整 A549 细胞浓度至 2×107 个·mL－ 1，
于 BALB/c 小鼠右腋皮下接种 0.2 mL，注射的细
胞数目的为 4×106 个 / 只。在 SPF 级环境下饲养，
并密切关注小鼠的体质量和肿瘤生长情况。
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2.7.2　模型动物的分组和处理　至小鼠肿瘤体积
约为 50 mm3，将所有小鼠随机分成生理盐水组、
AST 组以及 AST-NLCs 组 3 组，每组各 6 只。每组
给药剂量以 AST 计算均为 5 mg·kg－ 1，每只小鼠
通过尾静脉注射 100 μL 对应制剂，每 3 日给药一
次，共给药 6 次。观察实验期间小鼠进食、排便、
精神状态、活动情况。每次给药前称量小鼠体质
量，测量肿瘤长宽，计算肿瘤体积，绘制肿瘤生长
曲线。结束给药后第 3 日，采用颈椎脱臼法处死小
鼠，解剖取出瘤块，并用生理盐水将取出的瘤块清
洗干净，用滤纸吸干表面水分，称取其重量。
　　如图 6 所示，在 18 d 的治疗周期内，各组小
鼠体内肿瘤体积均呈不同程度增大的趋势。其中
生理盐水组肿瘤体积增加最明显，AST 组次之，
而 AST-NLCs 组肿瘤体积增加的趋势最为缓慢。
说明 AST-NLCs 组对于小鼠体内肿瘤的抑制作用
最为显著。从小鼠体质量变化曲线图看，各组别
小鼠体质量略有增加，但无明显变化。
　　图 7 显示，AST 组和 AST-NLCs 组的肿瘤重量
显著小于生理盐水组（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），其中
AST-NLCs 组肿瘤重量最小，说明其对 A549 荷瘤
小鼠的治疗效果更佳。
2.8　静脉刺激性考察
　　对 AST-NLCs 的刺激性进行考察。将新西兰兔
分为 3 组：AST 组、AST-NLCs 组、生理盐水组。
连续给药一周后处死动物，用 10% 甲醛固定血管组
织，然后对器官及组织进行石蜡包埋切片，用苏木
精 - 伊红对切片进行染色，进行组织病理学检查。
　　组织病理切片结果如图 8 所示，AST-NLCs
组和生理盐水组相比无明显变化，说明 AST-
NLCs 并未造成静脉炎症，而 AST 组出现了血管
扩张以及炎性细胞浸润的现象，说明 AST 产生
了静脉刺激性。上述结果也表明 AST-NLCs 能够
起到降低 AST 静脉刺激性的作用，这可能是由于
AST-NLCs 具有较高的包封率，可以避免大量游

离 AST 和血管直接接触，从而降低了刺激性。
3　讨论

　　在体外溶出实验中，AST-NLCs 达到溶出平衡
的时间要大于 AST 原药粉组，在 36 h 后才达到溶

图 6　小鼠肿瘤体积（A）和体质量（B）的变化曲线（*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01）
Fig 6　Tumor volume（A）and body mass（B）of mice（*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01）

图 7　给药治疗 18 d 后各组肿瘤重量（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）
Fig 7　Tumor weight at the end of the 18-day treatment（*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01）

表 1　不同组别对 MDSCs细胞的抑制率 (n ＝ 6) 
Tab 1　Inhibition on MDSCs cells in different groups (n ＝ 6)

组别
不同浓度下抑制率 /%

0.1 μmol·L － 1 1 μmol·L － 1 10 μmol·L － 1 50 μmol·L － 1 100 μmol·L － 1

AST 11.9±1.2 24.6±5.3 33.2±1.4 41.2±0.7 53.9±4.3
AST-NLCs 12.4±1.8 28.1±3.8 37.0±3.6 54.3±3.7 67.8±1.6

表 2　不同组别对 A549 细胞的抑制率 (n ＝ 6) 
Tab 2　Inhibition on A549 cells in different groups (n ＝ 6)

组别
不同浓度下抑制率 /%

0.1 μmol·L － 1 1 μmol·L － 1 10 μmol·L － 1 50 μmol·L － 1 100 μmol·L － 1 200 μmol·L － 1

AST 10.5±3.8 20.6±2.9 34.9±4.2 47.6±6.8 65.7±2.5 73.5±6.0
AST-NLCs 15.5±1.1 24.7±3.8 41.6±4.2 55.3±2.4 76.2±1.1 84.9±0.2
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出平衡，具有明显的缓释效果。纳米粒中药物的
释放一般有以下几种方式 [13]：① 表面吸附的药物
解吸；② 药物从纳米基质中扩散；③ 纳米胶囊中
的药物从聚合物骨架扩散；④ 纳米基质溶蚀；⑤ 
基质的溶蚀和药物扩散。由于 NLCs 对 AST 具有
较好的包封效果，AST-NLCs 的释放是基于纳米基
质的溶蚀和药物从基质中的扩散，故导致释放速
度缓慢持久。同时，NLCs 组的体外累积释放率均
明显高于原药粉组。推测可能是因为经高压均质
制成 NLCs 后，药物以无定型状态存在于脂质纳
米粒中，因此具有更好的体外累积释放率 [14]。
　　AST 对肺癌细胞具有明显的抑制作用，同时
能通过抑制肿瘤浸润 MDSCs，阻断免疫耐受通路，
增强 T 淋巴细胞活性，发挥抗肿瘤作用。本研究
发现 AST 对 MDSCs 和 A549 细胞均有显著的抑制
作用，将 AST 制备成 NLCs 后，其抑制效果更加
显著。在荷瘤鼠体内实验中亦是如此，证明 AST-
NLCs 作为抗肿瘤制剂具有广阔的临床应用前景。
AST-NLCs 抗肿瘤疗效显著优于 AST，其可能原因
如下：① 制备的 NLCs 粒径小，仅为（136.7±5.2）
nm，可由于高通透性和滞留效应（EPR）而较易进
入肿瘤组织，提高了 AST 在肿瘤部位的滞留量 [15]；
② 脂质的包封改变了 AST 的体内代谢行为，使其
更利于抗肿瘤作用的发挥 [16]。
　　综上所述，本研究制备的 AST-NLCs 具有较
小的粒径、较高的包封率和载药量，同时具有较
好的血浆稳定性，NLCs 包封可显著提高 AST 抑
瘤率，降低 AST 的静脉刺激性。本研究结果为
AST-NLCs 对肺癌等肿瘤的治疗提供了参考，在
抗肿瘤研究方面具有良好的应用前景。
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图 8　AST-NLCs 对新西兰兔血管刺激性影响

Fig 8　Effect of AST-NLCs on vascular irritation in New Zealand rabbits
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接骨木有效成分——莫诺苷对成骨细胞活性研究

袁旭2，董培良1*，韩华2*（1. 黑龙江中医药大学中医药研究院，哈尔滨　150000；2. 黑龙江中医药大学药学院，哈尔滨　

150000）

摘要：目的　探究莫诺苷在体外对 MC3T3-E1 成骨细胞增殖、分化、矿化、游离钙的影响。方
法　分别用 MTT 比色法，碱性磷酸酶（ALP）试剂盒，骨钙素（BGP）试剂盒，透射电镜进行

观察，采用 Flou-3 的负载检测不同浓度莫诺苷对成骨细胞增殖、分化、矿化、细胞内游离钙

的影响。结果　MTT 比色法结果表明，2.5、12.5、62.5、125 mg·L － 1 的莫诺苷对 MC3T3-E1
细胞增殖作用不显著（P ＞ 0.05）；与空白组比，2.5、12.5 mg·L － 1 的莫诺苷可明显提高

MC3T3-E1 细胞 ALP 活性，而 62.5 mg·L － 1 的莫诺苷仅在作用 2 d 时明显提高 ALP 活性

（P ＜ 0.05）；2.5 mg·L － 1 的莫诺苷用药 5 d 可显著提高 MC3T3-E1 细胞 BGP 活性（P ＜ 0.05）；

矿化结果显示培养 6 d 的给药组和空白组都没有出现直径大于 200 μm 的矿化结节，培养 12 d
的给药组、空白组均出现直径大于 200 μm 的橘红色矿化结节，给药组矿化结节数高于空白组

（P ＜ 0.05）；电镜观察结果显示用药组细胞外可见密度较大的矿化物质；Flou-3 的负载实验结

果显示 2.5 mg·L － 1 的莫诺苷组使成骨细胞内平均荧光强度明显升高（P ＜ 0.05）。结论　莫诺

苷能够促进 MC3T3-E1 成骨细胞分化、矿化以及内钙释放。

关键词：莫诺苷；MC3T3-E1 成骨细胞；增殖；分化；矿化；内钙释放
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Effect of monosine on the activity of osteoblasts grafting

YUAN Xu2, DONG Pei-liang1*, HAN Hua2* (1. Institute of Traditional Chinese Medicine, 
Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  150000; 2. College of Pharmacy, Heilongjiang 
University of Traditional Chinese Medicine, Harbin  150000)

Abstract: Objective  To determine the effect of monosine on the proliferation, differentiation, 
mineralization and free calcium of MC3T3-E1 osteoblasts in vitro. Methods  MTT colorimetric assay, 
alkaline phosphatase (ALP) kit, osteocalcin (BGP) kit, transmission electron microscopy, and Flou-
3 loading were used to observe the effect of different concentrations of monosine on the proliferation, 
differentiation, mineralization, and intracellular free calcium of osteoblasts. Results  MTT colorimetric 
assay showed monosine at 2.5, 12.5, 62.5, and 125 mg·L － 1  had no significant effect on the 
proliferation of MC3T3-E1 cells (P ＞ 0.05). Compared with the blank group, monosine at 2.5 and 
12.5 mg·L － 1 obviously increased the ALP activity of MC3T3-E1 cells, monosine at 62.5 mg·L － 1 
increased the ALP activity only after 2 days of action (P ＜ 0.05), monosine at 2.5 mg·L － 1greatly 
increased the BGP activity of MC3T3-E1 cells after 5 days of cell administration (P ＜ 0.05). The 
mineralization showed no mineralized nodules with diameter over 200 μm in both the administration 
group and the blank group after 6 days of culture. While orange mineralized nodules were found with 
diameter over 200 μm in both the administration group and the blank group after 12 days of culture, 
statistically different from the blank group (P ＜ 0.05). The electron microscopy showed bigger 
extracellular density of mineralized substances in the drug group. The Flou-3 loading experiment 
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　　接骨木（Sambucus williamsii Hance）为忍冬
科（Caprifoliaceae）接骨木属（Sambucus linn）植
物，又名续骨木、铁骨散、舒筋树、大接骨丹等，
广泛分布于中国、韩国和日本的不同地区 [1]。接
骨木用于治疗骨病在民间已经使用了几千年，可
见其药效稳定，具有接骨续筋、活血止痛、祛风
利湿之功效 [1]。现代药理研究发现接骨木具有抗
病毒、抗炎、抗肿瘤、抗氧化等药理作用 [2]，临
床主要用于治疗骨质疏松 [3]、骨折、跌打肿痛以
及创伤出血等病症 [4-5]。接骨木中化学成分复杂，
经提取、分离、纯化发现莫诺苷为其主要成分，
本研究拟通过利用接骨木中主要成分莫诺苷进行
体外实验，从 MC3T3-E1 成骨细胞的增殖、分化、
矿化以及对细胞内游离钙的影响等多方面考察其
在促进骨折愈合 [6]、骨质疏松等骨病方面病症的
活性，从而确定莫诺苷为接骨木促进骨折愈合、
治疗骨质疏松的活性成分。
1　材料
1.1　成骨细胞株
　　小鼠成骨细胞株 MC3T3-E1（中科院上海细
胞库）。
1.2　试药
　　DMEM 培养基、胰蛋白酶（美国 HyClone
公 司）；10% 胎 牛 血 清（FBS）、MTT 溶 液（美
国 Sigma 公司）；莫诺苷（黑龙江中医药大学药
学院中药化学教研室自行制备，HPLC 检测纯度
达 95%）；氟化钠（天津市天河化学试剂厂，批
号：991218）；碱性磷酸酶（ALP）试剂盒（南京
建成生物工程研究所）；地塞米松（天津药业集团
新郑股份有限公司）；TritonX-100（美国 Amresco
公司）；骨钙素（BGP）试剂盒（原子高科股份有
限公司，批号：200605）；茜素红（天津市新精
细化工开发中心，批号：20041201）；Flou-3/AM
（Molecular Probe Inc）；氯化钙（郑州化学试剂一
厂，批号：990506）。其余试剂均为分析纯。
1.3　仪器
　　HF90 二氧化碳细胞培养箱、BIOsafe12 生
物安全柜（上海力申科学仪器有限公司）；TGL-
20M 高速台式冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器
开发有限公司）；BIO-RAD550 型酶标仪（国产）；
BCD-202T 冰箱（美菱公司）；A-6 型半自动生化

分析测定仪（北京松上技术有限公司）；FJ2003PS
全自动 γ 免疫计数器（国营二六二厂医用核仪器
分厂）；荧光倒置显微镜、olympus Tokyo ck 透射
电镜、LSM510（美国蔡司公司）。
2　方法
2.1　药物制备
2.1.1　莫诺苷溶液的制备　精密称取莫诺苷，加
蒸馏水稀释至 250.0 mg·L － 1，过 0.2 μm 微孔滤
膜除菌后作为母液，给药时用无血清的 DMEM
培养液依次稀释至 125.0、62.5、12.5、2.5、0.5 
mg·L － 1 备用。取莫诺苷母液若干，实验时
用 D-Hanks 依 次 稀 释 成 质 量 浓 度 为 12.5、2.5 
mg·L － 1 的工作液待用。
2.1.2　氟化钠溶液的制备　精密称取氟化钠，加
蒸馏水稀释至 0.42 mg·L － 1，过 0.2 μm 微孔滤
膜除菌后待用。
2.1.3　地塞米松溶液的制备　精密称取地塞米
松，加蒸馏水稀释至 0.5 mg·L － 1，过 0.2 μm 微
孔滤膜除菌后待用。
2.1.4　氯化钙溶液的制备　精密称取氯化钙，加
蒸馏水稀释至 1 mol·L － 1 待用。
2.1.5　D-Hanks 液的配制　分别精密称取氯化钠
两次共 8.0 g，氯化钾 0.4 g，磷酸二氢钾 0.06 g，
十二水合磷酸氢二钠 0.08 g，碳酸氢钠 0.35 g，
置于1000 mL 烧杯中，加入1000 mL 超纯水溶解，
用磁力搅拌器助溶，使用前用蒸馏水和超纯水分
别洗一次磁珠，充分溶解后，用 50 mL 离心管分
装，最后在超净台内用微孔滤膜进行过滤，封口
膜保存待用。
2.1.6　Flou-3/AM 的制备　Flou-3/AM 荧光探针
加二甲基亚砜（DMSO）稀释至 1 mmol·L － 1 待
用，实验时用 D-Hanks 液稀释成 5 μmol·L － 1 的
工作液（所有配制过程在避光条件下进行）。
2.2　对成骨细胞增殖的作用
2.2.1　细胞培养　取培养瓶中处于对数生长期的
MC3T3-E1 成骨细胞，加入胰酶消化后，离心，
弃去上清液，加入 10%FBS 的 DMEM 细胞培养
液，将细胞密度调整为 2×104 个·mL － 1，每孔
100 μL 接种于 96 孔细胞培养板上。
2.2.2　增殖活性检测　培养 24 h 后取出 96 孔板，
更换不含血清的 DMEM 培养液继续培养，第 2

showed that the average fluorescence intensity of osteoblasts in the 2.5 mg·L － 1 monosine group was 
significantly higher than that in the blank group (P ＜ 0.05). Conclusion  Monosine can promote the 
differentiation, mineralization and calcium release of MC3T3-E1 osteoblasts. 
Key words: monosine; MC3T3-E1 osteoblast; proliferation; differentiation; mineralization; calcium 
release
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日更换为经 DMEM 培养基稀释成的不同浓度的
无血清含药培养液与细胞共培养 12、24、36、48 
h，每个浓度设 3 个平行孔。然后弃去含药培养
液，每个孔中加入 5 mg·mL － 1 的 MTT 溶液 50 
μL，在 37℃培养箱中孵育 4 h，有蓝紫色沉淀生
成。吸去 MTT 溶液后，每孔加入 100 μLDMSO，
待沉淀完全溶解后，用酶标仪测定。设置不加
药的细胞孔测得的吸光度值为空白，在 490 nm
波长下测定吸光度值。以吸光度值考察药物对
MC3T3-E1 成骨细胞增殖作用的强弱。
2.3　对成骨细胞分化的作用
2.3.1　细胞培养　取处于对数生长期的 MC3T3-E1
成骨细胞，经胰酶消化后，加入含 10%FBS 的细胞
完全培养液，将细胞密度调整为 8×104 个·mL－ 1，
每孔 100 μL 接种于 12 孔细胞培养板上。
2.3.2　ALP 活性测定　培养 24 h 后更换为不同
浓度的无血清含药培养液与细胞共培养，每日换
液，连续观察 1、2、3、5 d，每个浓度设 3 个平
行孔。弃去含药培养液，每孔用 4℃预冷的 PBS
洗涤 2 次后加入 200 μL 裂解液，反复冻融 3 次后
于－ 70℃保存，用于测定 ALP 的活性。
2.3.3　BGP 活性测定　培养 24 h 后更换为不同
浓度的无血清含药培养液与细胞共培养，每 2 日
换液一次，连续观察 3、5、7、9 d，每个浓度设
3 个平行孔。收集每次更换的培养液，－ 70℃保
存，用来测定 BGP。根据标准品绘制出标准曲
线，由标准曲线计算血清 BGP 浓度。
2.4　对成骨细胞矿化的作用
2.4.1　细胞培养　取处于对数生长期的 MC3T3-E1
成骨细胞，经胰酶消化后，加含 10%FBS 的细胞
完全培养液，将细胞密度调整为 8×104 个·mL－ 1，
每孔 100 μL 接种于 12 孔细胞培养板上（每孔培养
板中预先放一块盖玻片），放入 37℃、5% CO2 的
细胞恒温培养箱中进行培养。
2.4.2　矿化功能的测定　培养 24 h 后更换为用不
含血清的 DMEM 培养基稀释成的不同浓度的含
药培养基与细胞共同培养，每 2 日换液一次，连
续培养 6、12 d。并于第 6、12 日弃去培养液，
用 90% 多聚甲醛固定 10 min，弃去多聚甲醛，再
用 0.1% 茜素红染色 30 min。当出现橘红色结节
边界清晰、直径大于 200 μm 时即为矿化结节的
记数标准。在 40 倍光镜下，记录每孔的矿化结
节数。
2.5　透射电镜观察
2.5.1　细胞培养　用“2.1”项下稀释成的不同浓
度含药培养基与 MC3T3-E1 成骨细胞共培养，每
2 日换液一次，连续培养 5 日。

2.5.2　电镜观察　经胰蛋白酶消化后，收集细胞
悬液，以 800 r·min － 1 的速度低速离心 5 min，
弃去上清液，收集细胞，3% 戊二醛固定，用于
电镜观察。
2.6　对成骨细胞内游离钙的影响
2.6.1　细胞培养　取处于对数生长期的 MC3T3-E1
成骨细胞，经胰酶消化后，加入含 10%FBS 的细
胞完全培养液，调整细胞密度为 1×104 个·mL－ 1，
接种到 96 孔板上，每个孔加入 100 μL 培养 24 h，
使细胞贴壁生长。
2.6.2　Flou-3 的负载　培养 24 h 后弃去培养液，
用 D-Hanks 液洗涤 3 次后，于避光条件下加入
100 μL Flou-3。在细胞培养箱中孵育 1 h，弃去
Flou-3，用 D-Hanks 液再洗涤 3 次，洗去细胞外
残余染料。加入 150 μL 无血清培养液，待测。加
氯化钙观察细胞活性。加待测各药物，迅速以间
隔 6 s 的速度扫描，共扫描 40 次，每一浓度的药
物重复以上操作 6 次。计算机记录储存扫描结果。
2.7　统计学分析
　　选用 SPSS 22.0 统计软件进行数据处理分析，
所有数据以 x±s 表示，各组间采用单因素方差
分析（ANOVA），以 P ＜ 0.05 表示差异有统计
学意义。
3　结果
3.1　对成骨细胞增殖的作用
　　由图 1 可知，与空白组比较，2.5、12.5、62.5、
125 mg·L － 1 的莫诺苷组作用 24 h 和 36 h 时，能
够促进 MC3T3-E1 成骨细胞增殖，作用 48 h 时
抑制了成骨细胞的增殖，但差异均无统计学意义
（P ＞ 0.05）；0.5 mg·L － 1 的莫诺苷组仅作用 24 
h 时，能够促进 MC3T3-E1 成骨细胞增殖，但差异
无统计学意义（P ＞ 0.05）。表明莫诺苷 2.5、12.5、
62.5、125 mg·L－ 1 剂量组作用 24 h 和 36 h 时、0.5 
mg·L－ 1 的莫诺苷组仅作用 24 h 时对成骨细胞有
一定的增殖作用，但增殖作用不显著（P ＞ 0.05），
作用 48 h 时抑制细胞增殖。

图 1　莫诺苷对成骨细胞增殖作用的影响

Fig 1　Effect of monosine on the proliferation of osteoblasts 
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3.2　对成骨细胞分化的作用
3.2.1　莫诺苷对 ALP 活性的影响　由图 2 可知，
与空白组比较，2.5 mg·L － 1 的莫诺苷组作用 1 
d 时能够显著增强 MC3T3-E1 成骨细胞 ALP 活性
（P ＜ 0.05），作用 2 d 时此效果达到高峰，然后
减弱，但仍比空白组高。12.5、62.5 mg·L － 1 的
莫诺苷组作用 2 d 能够明显增强 MC3T3-E1 成骨
细胞 ALP 活性，与空白组比较差异有统计学意义
（P ＜ 0.05）。

图 2　莫诺苷对成骨细胞 ALP 活性的影响

Fig 2　Effect of monosine on the ALP activity of osteoblasts
注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（vs the 

blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

3.2.2　莫诺苷对 BGP 活性的影响　由图 3 可知，
2.5 mg·L － 1 的莫诺苷组作用 5 d 可使 MC3T3-E1
细胞 BGP 活性明显增强，与空白组比较差异有
统计学意义（P ＜ 0.05）。

图 3　莫诺苷对成骨细胞 BGP 活性的影响

Fig 3　Effect of monosine on BGP activity of osteoblasts
注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05（vs the blank group，

*P ＜ 0.05）。

3.3　对成骨细胞矿化的作用
　　经过 6 d 培养，莫诺苷不同剂量组和空白组
都没有出现直径大于 200 μm 的矿化结节。观察
0.1% 茜素红染色结果，发现在成骨细胞内或者细
胞膜处都有橘红色颗粒出现，即此时成骨细胞内
含有细小的钙颗粒。且莫诺苷不同剂量组内的橘
红色颗粒均比空白组多（见图 4A、B）。
　　经过 12 d 的培养，莫诺苷不同剂量组和空白组

都有直径大于 200 μm 的橘红色矿化结节出现（见图
4C、D）。且 2.5 mg·L－ 1 莫诺苷组的矿化结节数与
空白组比较差异有统计学意义（P ＜ 0.05）（见图 5）。

图 4　莫诺苷对成骨细胞矿化结节数的影响（0.1% 茜素红染色，

×40）
Fig 4　Effect of monosine on the number of mineralized nodules in 
osteoblasts（0.1% alizarin red staining，×40）
A. 6 d 莫诺苷组（monosine group for 6 days）；B. 6 d 空白组（blank 
group for 6 days）；C. 12 d 莫诺苷组（monosine group for 12 days）；D. 
12 d 空白组（blank group for 12 days）

图 5　培养 12 d 后莫诺苷对成骨细胞矿化结节数的影响

Fig 5　Effect of monosine on the number of mineralized nodules in 
osteoblasts after 12 days of cultrues

注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05（vs the blank group，
*P ＜ 0.05）。

3.4　透射电镜观察

　　给药组细胞核仁形态呈椭圆形（见图 6A）；
胞浆内富含线粒体、粗面内质网以及溶酶体，状
态活跃（见图 6B，C）；细胞外有密度较深的矿
化物质（见图 6D）。
　　空白组细胞核仁形态呈椭圆形（见图 6E）；
胞浆内线粒体、粗面内质网不丰富，存在大量空
泡，细胞不活跃（见图 6F ～ H）。

图 6　莫诺苷对成骨细胞内细胞器及矿化物质的影响（透射电镜观

察，A，E. ×4200；B，C，F，H. ×20 500；D. ×9900；G. ×16 500）
Fig 6　Effect of monosine on the organelles and mineralization in 
osteoblasts（observed by transmission electron microscope；A，E. 
×4200；B，C，F，H. ×20 500；D. ×9900；G. ×16 500）
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3.5　对成骨细胞内游离钙的影响

　　由图 7 可知，Flou-3/AM 与 MC3T3-E1 成骨
细胞孵育后均能着染细胞。与空白组相比，2.5 
mg·L － 1 的莫诺苷组能够明显增强成骨细胞内平
均荧光强度（P ＜ 0.05）。但作用时间较短，一般
仅为几分钟。

图 7　莫诺苷对荧光强度变化值的影响

Fig 7　Effect of mononoside on change value of fluorescence intensity
注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05（vs the blank group，

*P ＜ 0.05）。

4　讨论
　　随着老龄化人口越来越多，人类步入老龄化
社会，骨质疏松疾病已经成为了常见病、多发
病 [7]。常见的治疗方法大多是服用药物抑制骨吸
收，但此类药物长期大量使用会产生较多的不良
反应，使其在临床应用中受到限制，因此发掘能
够有效预防骨质疏松症的中草药及其活性成分已
经引起了广泛关注 [8]。本实验在前期研究的基础
上探究莫诺苷对成骨细胞增殖、分化、矿化、细
胞内游离钙的影响。
　　莫诺苷是一种环烯醚萜类化合物，是忍冬科
接骨木属植物接骨木的有效成分，经提取、分离、
纯化后得到。具有促进骨折愈合、保护心肌细胞、
抗血小板聚集、保护神经等药理作用 [9]。成骨细
胞 MC3T3-E1 是由新生 C57BL/6 小鼠颅顶骨分离
培养所建立的较为幼稚的一株成骨细胞株，体积
较大，呈梭形、纺锤形等不规则形状 [10]。骨质疏
松、骨折等骨疾病的发病与成骨细胞 MC3T3-E1
密切相关，成骨细胞的骨形成量不足是引起骨质
疏松症的主要因素 [11]，而成骨细胞的大量增殖
能够促进骨折愈合 [12]。MTT 比色法实验结果表
明，2.5、12.5、62.5、125 mg·L － 1 的莫诺苷对
MC3T3-E1 细胞具有增殖作用的趋势，但差异无
统计学意义（P ＞ 0.05）。
　　ALP 是成骨细胞标志性酶，是成骨细胞早
期分化的指标，是骨形成的重要标志 [13]。参与
成熟钙化过程的调节，分解有机磷释放大量无机
磷用于羟基磷灰石的形成，促进钙沉积 [8]。实验
结果表明，2.5、12.5 mg·L － 1 的莫诺苷可明显

提高 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性，提示莫诺苷能
够促进 MC3T3-E1 成骨细胞分化。BGP 是一种
非胶原蛋白，对骨质的钙化、矿化十分重要，同
时也是成骨细胞分化晚期的指标。本实验结果表
明，2.5 mg·L － 1 的莫诺苷作用 5 d 可显著提高
MC3T3-E1 细胞 BGP 活性，表明莫诺苷能够促进
MC3T3-E1 成骨细胞分化。
　　成骨细胞发生矿化，出现矿化结节同样也是
分化晚期的表现，标志着成骨细胞分化成熟。矿
化结果显示，给药后培养 6 d 的成骨细胞没有矿
化结节出现，仅在细胞内出现了橘红色钙结晶；
给药培养 12 d 的成骨细胞出现了明显的矿化结
节，且空白组的结节数显著低于给药组的结节
数，表明莫诺苷能够促进成骨细胞的矿化，推测
可能与给药时间有一定关系。游离钙实验结果显
示，莫诺苷能够明显升高成骨细胞内的平均荧光
强度，表明莫诺苷能够增加细胞内钙的释放，而
细胞内钙离子的增加与成骨细胞的增殖密切相
关，一定程度能够促进成骨细胞的增殖。
　　综上，莫诺苷能够促进成骨细胞的分化、
矿化，并且能够增加细胞内钙的释放，对骨质
疏松和骨折的治疗效果显著。但本实验仅以
MC3T3-E1 成骨细胞为研究对象进行了体外研究，
并不能真正模拟机体的骨质疏松和骨折等疾病，
并且对莫诺苷对成骨细胞的作用机制研究尚不清
楚。因此后续需要进行动物实验补充体内实验，
并且进一步探究其作用机制。
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聚烯丙基胺盐酸盐纳米粒制备工艺的研究与制剂学的初步评价

熊峰1，苏峰2，3，鲁胜男2，曹俊如4，储晓琴1，何广卫1，2*（1.安徽中医药大学，合肥　230012；2.合肥医工

医药股份有限公司，合肥　230088；3.中国药科大学，南京　211198；4.安徽医科大学，合肥　230032）

摘要：目的　以纳米粒粒径及粒度分布为主要考察指标研究聚烯丙基胺盐酸盐（PAH）纳米粒

制备方法，并对制剂学进行初步评价。方法　分别采用涡旋振荡法、微流控技术制备纳米粒，

通过调节磷酸盐（PBS）的浓度、PBS 种类、微流控各通道的流速比等优化纳米粒制备方法；

马尔文粒度电位仪测定粒径、多分散系数（PDI）、Zeta 电位，以姜黄素作为模型药物制备载药

纳米粒，采用超速离心法分离载药纳米粒和游离药物，以紫外分光光度法测定载药纳米粒的

包封率。结果　采用微流控技术在 PBS 浓度为 6 mmol·L － 1，流速比为 36∶8∶36 条件下可

获得较优粒径，其粒径为（127.7±1.92）nm，PDI 为（0.126±0.00），Zeta 电位为（28.4±1.02）
mV，包封率为（85.1±0.09）%，载药量为（30.3±3.9）%。此外，PAH 载药纳米粒具有缓释性

能。结论　微流控技术制备的 PAH 纳米粒工艺简便、参数可控，制备出的载药纳米粒粒径较

小，粒度分布良好，具有优良的载药与包封特性。

关键词：聚烯丙基胺盐酸盐；微流控；纳米粒；姜黄素；包封率；载药量

中图分类号：R943　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2804-09
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.017

Preparation of poly (allylamine) hydrochloride nanoparticles and 
preliminary evaluation of pharmaceutics

XIONG Feng1, SU Feng2, 3, LU Sheng-nan2, CAO Jun-ru4, CHU Xiao-qin1, HE Guang-wei1, 2* (1. 
Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Hefei Industrial Pharmaceutical Institute 
Co., Ltd., Hefei  230088; 3. China Pharmaceutical University, Nanjing  211198; 4. Anhui Medical 
University, Hefei  230032)

Abstract: Objective  To study the preparation of poly (allylamine) hydrochloride (PAH) nanoparticles 
with nanoparticle size and particle size distribution as the main indicators and to evaluate the 
pharmaceutics. Methods  The nanoparticles were prepared by vortex oscillation and microfluidics 
respectively. The nanoparticles were optimized by adjusting the concentration and type of phosphate 
and the flow rate ratio of each channel of microfluidics. The particle size, polydispersity coefficient 
(PDI) and Zeta potential were determined by Malvern particle size potentiometry. Curcumin was used 
as a model drug to prepare drug-loaded nanoparticles. Drug-loaded nanoparticles and free drugs were 
separated by ultracentrifugation, and the encapsulation efficiency of drug-loaded nanoparticles was 
determined by UV spectrophotometry. Results  A superior particle size of (127.7±1.92) nm, a PDI 
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　　聚烯丙基胺盐酸盐 [poly（allylamine）hydro-
chloride，PAH] 是一种被广泛使用的聚电解质，曾
用于构建不同类型的层层自组装膜 [1]。因其生物相
容性 [2]、生物降解性 [3]、低细胞毒性 [4] 等优势在生
物医学领域应用广泛 [5]。PAH 分子带有大量的伯
氨基，其 pKa 约为 8.6，在生理条件下带有正电荷，
可以通过静电作用与基因药物结合，是良好的基因
药物载体 [6]。同时该聚合物具有与疏水性药物通过
络合作用形成纳米粒的能力，从而增加药物的溶解
度，提高其生物利用度 [7]。
　　姜黄素（curcumin，Cur）是一种多酚类物
质，大多从姜科植物的根茎中提取，也可通过化
学合成，来源广泛 [8]。姜黄素具有优秀的抗肿瘤、
抗炎、抗氧化作用，且能够与脑部神经元表面过
表达的β- 淀粉样蛋白（amyloid β-protein，Aβ）结
合并将其清除，具有强大的神经保护作用，因此
在结肠癌、脑胶质瘤、帕金森综合征、阿尔茨海
默病、抑郁症领域有着广泛的研究和应用 [7，9-15]。
姜黄素溶解度低、生物利用度差、代谢较快、稳
定性差等缺点，限制了其在临床方面的应用 [16]。
通过脂质体 [17]、白蛋白纳米粒 [18]、聚合物胶
束 [19]、纳米乳 [20]、固体分散体 [21] 等技术增加难
溶性药物的溶解度和生物利用度的研究已经成为
当今的研究热点。
　　传统制备纳米粒的方法有很多，比如乙醇注
入法 [22]、纳米共沉淀法 [23]、薄膜分散法 [24]、涡
旋振荡法等。但是这些方法普遍存在粒径分布
宽、分散性差、包封率低等缺点，影响纳米粒的
药物释放、胶体稳定性等物理化学特性 [25]，从
而在工业化生产中出现了工艺可行性差、批次间
质量差异大的现象 [26]。微流控技术是一种通过
调节流速大小来控制流体在微米级别通道的混合
时间，来精确控制纳米颗粒尺寸的纳米粒制备技
术 [27]。目前已被广泛应用于脂质纳米粒、聚合物
胶束、聚合物纳米粒、无机纳米粒、杂化纳米粒
等的制备 [28]。尽管微流控技术制备的纳米粒具有
很大优势，但非常消耗微流控芯片，造成试验成

本的增加，因此可以通过涡旋振荡法先进行条件
的筛选，选择最佳的制备工艺进行微流控技术的
研究。
　　本试验以 PAH 作为药物载体，系统探究影响
PAH 纳米粒粒径的因素，并使用微流控技术首次
制备 PAH 纳米粒。以姜黄素作为模型药物，分别
采用旋涡振荡法和微流控技术制备载药纳米粒，
并对粒径、Zeta 电位、包封率、载药量、释药性
能进行初步评价。
1　仪器与试药
　　PAH（批号：J2119655，上海阿拉丁生化科
技股份有限公司）；磷酸二氢钾（KH2PO4，批号：
20210409，上海润捷化学试剂有限公司）；无水
磷酸氢二钠（Na2HPO4，批号：210513055C，南
京化学试剂股份有限公司）；氯化钠（NaCl，批
号：P1403292，GENERAL-REAGENT）； 姜 黄
素（批号：DO517A，美仑生物）；NaOH（批号：
2011072，西陇科学股份有限公司）；冰醋酸（批
号：20210906）、吐温 -80（批号：20201119，国
药集团化学试剂有限公司）；超纯水（自制）。
　　DF101 集热式恒温磁力搅拌器（巩义市高科
仪器厂）；摩尔超纯水机（上海摩勒科学仪器有
限公司）；KQ5200 型超声波清洗器（昆山市超
声仪器有限公司）；AL104 电子天平 [ 梅特勒托
利多仪器（上海）仪器有限公司 ]；UV-2700 型
紫外分光光度计 [ 岛津仪器（苏州）有限公司 ]；
Vortex-2 旋涡混匀仪（上海沪忻实业有限公司）；
WH-SSP-08 分体式注射泵 /50 μm×50 μm 十字形
标准 PDMS 芯片（苏州汶颢微流控技术股份有限
公司）；RG-160AT 台式高速离心机（上海卢湘仪
离心机仪器有限公司）；Zetasizer Nano ZS-90 纳
米粒度电位仪（英国 Malvern 公司）；LYO-0.5 药
用型真空冷冻干燥机（上海东富龙科技股份有限
公司）。
2　方法与结果
2.1　涡旋振荡法制备纳米粒及其稳定性研究
　　按文献方法，采用涡旋振荡法制备纳米

of (0.126±0.00), a Zeta potential of (28.4±1.02) mV, an encapsulation efficiency of (85.1±0.09)% 
and a drug loading capacity of (30.3±3.9)% were obtained with microfluidics at a PBS concentration 
of 6 mmol·L － 1 and a flow rate ratio of 36∶8∶36. In addition, the PAH drug-loaded nanoparticles 
exhibited sustained release properties. Conclusion  The PAH nanoparticles by microfluidics are 
simply prepared, with controllable parameters. The prepared drug-loaded nanoparticles have excellent 
drug loading, encapsulation properties, small particle size and good particle size distribution. 
Key words: poly (allylamine) hydrochloride; microfluidic; nanoparticle; curcumin; encapsulation 
efficiency; drug loading capacity
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粒 [29]。取 PAH（分子量为 15 kDa）200 mg 溶于
20 mL 的超纯水中，超声 2 min，充分溶解，配
制成质量浓度为 10 mg·mL－ 1 的聚合物溶液。
取 Na2HPO4 0.9937 g、KH2PO4 0.3811 g、NaCl 
0.5844 g 溶于 1000 mL 超纯水中，超声 1 min，充
分溶解，配制成 7 mmol·L － 1 PBS 溶液。取 1 
mL 的 PAH 聚合物溶液于 10 mL 离心管中，加入
9 mL 的 7 mmol·L － 1 PBS 溶 液（VPBS∶VPAH ＝

9∶1），涡旋 15 s，即得 PAH 纳米粒，溶液呈蓝
白色混悬液，粒径重复测定 3 次，结果粒径为
（500.83±16.84）nm，PDI 为（0.517±0.01），粒
径偏大，呈明显双峰分布，因此需要进一步优化
粒径。
2.1.1　PBS 溶液对纳米粒粒径的影响　分别配制
浓度为 4、5、6、7 mmol·L － 1 PBS 溶液；PAH
浓度不变，按照上述方法制备 PAH 纳米粒，观
察颜色变化，粒径重复测定 3 次，求均值，结
果 见 图 1。PBS 浓 度 从 4 mmol·L － 1 增 加 到 7 
mmol·L － 1 时，纳米粒溶液的颜色由泛蓝逐渐
变 至 乳 白。PBS 浓 度 在 4 ～ 6 mmol·L － 1 时，
纳米粒的粒径从（70.36±0.52）nm 缓慢增加至
（118.33±0.81）nm，这种缓慢增加的原因可能
是 PAH 分子与更多的磷酸根离子发生静电结合所
致 [6]；PBS 浓度为7 mmol·L－1时，粒径突然增加，
可能是小粒径通过磷酸根离子通过静电作用发生
聚集。但仅有 6 mmol·L － 1 PBS 溶液与 PAH 形
成纳米粒的 PDI 小于 0.2，粒度分布均匀。
2.1.2　NaCl 溶液对纳米粒粒径的影响　分别配制
浓 度 为 0、10、20、30、40、50 mmol·L － 1 的
NaCl 溶液；其中 Na2HPO4 浓度为 6 mmol·L － 1，
KH2PO4 浓 度 为 2.4 mmol·L － 1，PAH 浓 度 不
变，按照上述方法制备 PAH 纳米粒，观察颜色
变化，粒径重复测定 3 次，求均值，结果见图 2。
NaCl 的浓度决定了溶液中的离子强度。离子强
度增加时，PAH 分子链卷曲程度越严重；离子强
度降低时，聚合物分子链越舒展。此外。离子强
度的增加可以减少聚合物分子链之间的斥力，促
进纳米粒的生长 [30]。如图 2 所示，当 NaCl 浓度
从 0 mmol·L － 1 增 加 至 50 mmol·L － 1 时， 纳
米粒溶液的颜色由浅蓝色逐步加深至乳白，粒径
由（104.87±0.65）nm 增加至（249.57±6.66）nm，
PDI 由（0.172±0.01）逐渐降至（0.064±0.00），
粒度分布逐步均一。PAH 在 0 ～ 20 mmol·L － 1

的 NaCl 溶液中，形成的纳米粒粒径小于 200 nm。
2.1.3　单组分磷酸盐溶液（Na2HPO4）对纳米粒
粒径的影响　分别配制浓度为 3、4、5、6、7 
mmol·L－1的 Na2HPO4溶液；NaCl 为10 mmol·L－1，

PAH 浓度不变，并按照上述方法制备 PAH 纳米
粒，观察颜色变化，粒径重复测定 3 次，求均值，
结果见图 3。Na2HPO4 浓度为 3 mmol·L － 1 时，
该溶液澄清透明，说明该浓度下无纳米粒的形成。
Na2HPO4 浓度在 4 ～ 7 mmol·L － 1 内，纳米粒溶
液的颜色从浅蓝逐渐加深至乳白，纳米粒粒径由
（80.69±0.50）nm 增 至（431.23±18.19）nm。 这
种粒径变化的原因与“2.1.1”项下 PBS 溶液类似。
4 ～ 5 mmol·L－ 1 的 Na2HPO4 形成的纳米粒的粒
径小于 200 nm，PDI 小于 0.2，粒度分布均匀。
2.1.4　单组分磷酸盐溶液（KH2PO4）对纳米粒
粒径的影响　分别配制浓度为 30、40、50、60、
70 mmol·L － 1 的 KH2PO4 溶液；NaCl 浓度为 10 
mmol·L － 1，PAH 浓度不变，按照上述方法制
备 PAH 纳米粒将纳米粒溶液，观察颜色变化，
粒径重复 3 次测定，求均值，结果见图 4。30 
mmol·L － 1 KH2PO4 与 PAH 的混合溶液澄清透
明，该浓度下无纳米粒形成。KH2PO4 的浓度在
40 ～ 70 mmol·L － 1 内，纳米粒溶液颜色由泛蓝
加深至乳白，纳米粒粒径由（71.50±2.22）nm 增
至（221.10±6.82）nm。由图 3 得到 Na2HPO4 与
PAH 形成纳米粒的最低浓度是 4 mmol·L － 1，按
照 2∶1 的电荷比，KH2PO4 与 PAH 形成纳米粒的
最低浓度应该是 8 mmol·L － 1，但试验结果表明
40 mmol·L － 1 的 KH2PO4 才是形成纳米粒的最
低浓度。主要原因是 KH2PO4 与 PAH 未解离氨基
发生氢键结合，KH2PO4 浓度越大，与 PAH 结合
的数目越多，导致粒径增大。氢键作用力小于离
子键，也是导致 KH2PO4 形成纳米粒的浓度远大
于 Na2HPO4 的 原 因 [30]。40 ～ 50 mmol·L － 1 的
KH2PO4 形成的纳米粒粒径均小于 200 nm，PDI
均小于 0.2，粒度分布均匀。
　　采用涡旋振荡法筛选纳米粒的最佳粒径并测
定 pH，结果见表 1，只有 6 mmol·L － 1 的 PBS
溶液的 pH 值和人体接近，且粒径较小。绘制 6 
mmol·L － 1 PBS 与 PAH 形成纳米粒的粒径分布
图，结果见图 5，PAH 与 6 mmol·L － 1 PBS 形
成纳米粒的粒径分布均匀，且呈单峰分布，因
此接下来研究该纳米粒的稳定性。
2.1.5　纳米粒的稳定性究　和 PAH 与 6 mmol·L－ 1 
PBS 形成的纳米粒，在（25±5）℃放置 48 h，并在
0、1、2、3、4、5、6、24、48 h 取出样品，测定粒径，
重复测定 3 次，求均值，结果见图 6、7。
　　 如 图 6 所 示， 在 0 ～ 48 h 纳 米 粒 粒 径 由
（110.70±0.59）nm 增至（175.17±0.37）nm，PDI
均小于0.2，并有降低趋势，粒度分布均匀。0～6 
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图 3　不同浓度单组分 Na2HPO4 与 PAH 形成纳米粒的颜色变化（a）
及粒径分布（b）
Fig 3　Colour change（a）and particle size distribution（b）of nanoparticles 
formed by single-component Na2HPO4 and PAH at different concentrations

图 4　不同浓度单组分 KH2PO4 与 PAH 形成纳米粒的颜色变化（a）
及粒径分布（b）
Fig 4　Colour change（a）and particle size distribution（b）of 
nanoparticles formed by single-component KH2PO4 and PAH at different 
concentrations

图 5　PAH 与 6 mmol·L － 1 PBS 形成纳米粒的粒径分布

Fig 5　Particle size distribution of nanoparticles formed by PAH and 6 
mmol·L － 1 PBS

图 1　不同浓度的 PBS 与 PAH 形成纳米粒的颜色变化（a）及粒径

分布（b）
Fig 1　Colour change（a）and particle size distribution（b）of 
nanoparticles formed by different concentrations of PBS and PAH 

图 2　不同浓度的 NaCl 与 PAH 形成纳米粒的颜色变化（a）及粒径

分布（b）
Fig 2　Colour change（a）and particle size distribution（b）of nano-
nanoparticles formed by different concentrations of NaCl and PAH

表 1　采用旋涡振荡法筛选的最佳粒径 
Tab 1　Optimal particle size screening by vortex oscillation

磷酸盐种类
浓度 /

（mmol·L － 1）
粒径 /nm PDI pH

PBS   6 118.33±0.81 0.146±0.00 7.40

单组分 Na2HPO4   4   80.69±0.50 0.179±0.01 8.95

  5 139.03±1.04 0.051±0.02 9.01

单组分 KH2PO4 40   71.50±2.21 0.143±0.02 4.45

50   97.61±1.40 0.078±0.01 4.32

60 148.10±5.11   0.06±0.00 4.39
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h 粒径几乎没有发生多大变化，纳米粒相对稳定。
从图 7 能更直观地发现，虽然粒径在逐渐增大，
48 h 后仍然呈单峰分布，且小于 200 nm，因此 6 
mmol·L － 1 PBS 溶液与 PAH 形成的纳米粒相对
稳定。

图 7　第 48 h 的粒径分布

Fig 7　Particle size distribution at 48 hours

　　如表 1 所示，在单组分磷酸盐溶液中，虽然可
以通过调节其浓度大小来控制纳米粒的粒径，但是
不符合人体 pH 值，若进入人体内，会造成酸中毒
或碱中毒。“2.1.3”和“2.1.4”项下结果显示 PAH 纳
米粒的形成机制为：Na2HPO4 与 PAH 通过静电作
用形成纳米粒，KH2PO4 与 PAH 通过氢键作用形
成纳米粒。PBS 溶液具有缓冲作用以及与人体接
近的 pH 值，安全性高；以氢键和静电双重作用与
PAH 结合，稳定性好。此外，由“2.1.2”项下的结
果可知，NaCl 一方面可以通过调节溶液中的离子
强度，调节粒径大小；另一方面可以维持人体渗透
压，含有 10 mmol·L－ 1 NaCl PBS 溶液可形成最佳
的纳米粒。因此，6 mmol·L－ 1 PBS（6 mmol·L－ 1 
Na2HPO4、2.4 mmol·L － 1 KH2PO4、10 mmol·L － 1 
NaCl）溶液是 PAH 纳米粒形成的最佳条件。
2.2　微流控技术制备纳米粒及其稳定性研究
2.2.1　微流控技术制备纳米粒　选择十字型
PDMS 标准芯片作为溶液混合通道。聚焦流为 10 
mg·mL－ 1 的 PAH 溶液，两端的鞘液流先后为 7 
mmol·L－ 1、6 mmol·L－ 1 PBS 溶液，并分别按照
流速比 PBS∶PAH∶PBS 为 18∶4∶18、27∶6∶27、

36∶8∶36、45∶10∶45、54∶12∶54、90∶20∶90
制备纳米粒，粒径重复 3 次测定，求均值，结果见
图 8。
　　图 8a 中，流速比为 36∶8∶36 粒径最小，为
（133.90±0.51）nm；流速比为 54∶12∶54 粒径最
大，为（173.37±1.69）nm；PDI 均小于 0.2。与图
1 相比，粒径得到很大改善。如图 8b 所示，PBS
溶液为 6 mmol·L － 1，在流速比为 36∶8∶36 的
条件下，可将粒径进一步减小至（87.62±0.34）
nm，且粒度分布良好，在后续的试验中，以该流
速进行载药纳米粒的制备。图 8 中的粒径均呈现
先降低后增加的现象。可能由于流速慢，导致混
合时间延长，纳米粒进一步生长；流速增加时，
纳米粒生长时间短，被快速收集；当流速过快时，
单位时间内相当于增加了混合体积，使得更多
PAH 与 PBS 结合，导致粒径增加。这种粒径变化
与微流控技术制备传统胶束的粒径变化不同 [31-32]。

图 8　微流控技术制备纳米粒

Fig 8　Nanoparticle preparation by microfluidic
a. 7 mmol·L － 1 PBS；b. 6 mmol·L － 1 PBS

2.2.2　微流控技术制备纳米粒的稳定性　根据 
“2.2.1”项下的研究结果，对流速比为 36∶8∶36
形成的纳米粒进行稳定性研究，其中聚焦流为 10 
mg·mL－ 1 的 PAH 溶液，鞘液流为 6 mmol·L － 1 
PBS 溶液，并且按“2.1.5”项下的时间点取样测
定，重复 3 次，求均值，结果见图 9 及图 10。
　　如图 9 所示，48 h 内粒径由（80.95±2.39）

图 6　稳定性研究

Fig 6　Stability study
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nm 不 断 增 至（143.90±0.46）nm，PDI 均 小 于
0.14。如图 10 所示，纳米粒在第 48 h 的粒度分
布良好，没有出现双峰分布的情况。因此，微流
控技术在流速比为 36∶8∶36 制备的空白纳米粒，
在 48 h 内具有较好的稳定性。

图 9　稳定性研究

Fig 9　Stability study

图 10　第 48 h 的粒径分布

Fig 10　Particle size distribution at 48 hours

　　流速是微流控技术制备纳米粒最为关键的因
素 [31-32]。在预试验中我们发现，当鞘液流的流速
大于 100 μL·min－ 1 时，芯片出现严重的漏液现
象，因此本次试验中鞘液流的流速最大设为 90 
μL·min－ 1。除了流速外，芯片形状、通道尺寸、
溶剂种类等均是影响微流控制备纳米粒的重要因
素 [28]。微流控芯片形状主要有 Y 型、T 型、十字
型；Y 型和 T 型芯片只提供一个接触界面，十字
型芯片提供两个接触界面，这使得各通道溶液在
Y 型和 T 型芯片的混合效率小于十字型芯片，容
易产生粒度不均匀等缺点。除此之外，通道尺寸
也是影响混合效率的关键，小于 100 μm 的通道，
会显著提高混合效率，因此本次试验中选择了十
字型、通道尺寸为 50 μm 的微流控芯片。溶剂的
种类是涡旋振荡法和微流控技术制备纳米粒的共
同参数，微流控的方法制备纳米粒虽然在粒径、
稳定性、包封率、载药量都有很大优势，但是非
常消耗芯片，造成试验成本的增加，因此通过涡
旋振荡法先进行条件的筛选，选择最佳制备工艺
进行微流控技术的研究。
2.3　姜黄素载药纳米粒的制备

2.3.1　姜黄素含量测定方法学考察　取 0.1 g 姜黄
素粉末置 50 mL 量瓶中，加入 30 mL 无水乙醇，
超声 3 min 使其充分溶解，加入 20 mL 无水乙醇定
容，稀释 20 倍，得质量浓度为 100 μg·mL－ 1 姜
黄素储备液。取 1 mL 的储备液至 10 mL 的量瓶中，
用无水乙醇稀释定容，得质量浓度为 10 μg·mL－ 1

的稀释溶液，并作为紫外波长扫描溶液。分别取储
备 液 700、600、500、400、300、200、100 μL 置
10 mL 量瓶中，并用无水乙醇定容，最终得到质量
浓度为 1、2、3、4、5、6、7 μg·mL－ 1 的标准溶
液，依次测定，结果姜黄素的紫外最大吸收波长为
427 nm，线性回归方程为吸光度（A）＝0.1853C－

0.024 14，R2 ＝ 0.9993，表明姜黄素溶液在 1 ～ 7 
μg·mL－ 1 与吸光度具有良好的线性关系。
　　配制 1、4、5、7 μg·mL－ 1 姜黄素溶液，以
1、4、7 μg·mL－ 1 为低、中、高 3 种浓度，分别
进行精密度和回收率试验；分别在 0、3、6、12、
24 h 测定溶液的吸光度，进行稳定性试验；取 5 
μg·mL－ 1 的溶液 5 份测定吸光度，进行重复性
试验。结果精密度的 RSD 小于 1.3%，回收率在
97.58% ～ 101.41%，稳定性试验的吸光度 RSD 为
1.3%（n＝5）；重复性试验的吸光度 RSD 为0.75%
（n ＝ 5），方法学考察结果均符合要求。
2.3.2　PAH 载药纳米粒的制备
　　① 溶液的配制：取 0.1 g 姜黄素粉末置于 50 
mL 量瓶中，用 0.1 mmol·L － 1 NaOH 溶解，配
制成质量浓度为 2 mg·mL－ 1 姜黄素溶液。取 0.1 
g PAH 粉末置于 10 mL 量瓶中，用 12% 冰醋酸溶
液溶解，配制成 10 mg·mL－ 1 聚合物溶液。
　　② 涡旋振荡法制备载药纳米粒：改进文献的
方法 [33] 进行制备。将姜黄素溶液与 PAH 溶液按
1∶2 的体积比混合，在 1000 r·min－ 1 条件下，
搅拌 2 min，继续加入 8 mL 6 mmol·L － 1 PBS 溶
液，涡旋 20 s，充分混合。
　　③ 微流控技术制备载药纳米粒：将 PAH 溶
液与姜黄素混合，并将混合溶液作为聚焦流，磷
酸盐溶液作为鞘液流，并按照 36∶8∶36 流速比
混合，收集纳米粒溶液。
　　④ 载药量与包封率的测定：两种方法制备的
纳米粒溶液均于 10 000 r·min－ 1 离心 15 min，并
取上清液，在 427 nm 波长下测定吸光度，同时将
残留物用 5 mL 的超纯水重新分散，冷冻干燥 10 
h，进行包封率（EE，%）和载药量（DL，%）的
测定。EE（%）＝ m1/m2×100%，DL（%）＝ m1/
m3×100%（m1 为包封在 PAH 中的姜黄素质量，
m2 为包封在 PAH 中的姜黄素质量与游离姜黄素质
量总重，m3 为冷冻干燥的重量），结果见表 2。
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　　由表 2 的结果可知，在涡旋振荡法制备载药
纳米粒的过程中，大批量的溶液混合不均匀，导
致粒径大，分布不均匀，Zeta 电位偏大、包封率
及载药量均偏低，由于游离的姜黄素存在，使得
纳米粒溶液呈暗红色（见图 11a）；在微流控制
备载药纳米粒中，十字型芯片提供了微型混合通
道，各组分溶液充分混合，粒径偏小，分布均
一，Zeta 电位偏小，包封率和载药量得到明显改
善，溶液呈橙黄色（见图 11b），说明有更多的药
物被 PAH 包封。涡旋振荡法和微流控技术制备
的空白纳米粒的 Zeta 电位分别为（63.23±0.53）
mV、（48.2±1.21）mV。与空白纳米粒相比，两
种方法制备的载药纳米粒的粒径均有不同程度的
增加，但 Zeta 电位均降低。原因可能是药物的加
入，使得 PAH 与额外 Cur ＋离子通过静电结合，
使得粒径增加，电位降低。电位降低可能会影响
纳米粒的稳定性，因此接下来对微流控技术制备
载药的纳米粒进行稳定性研究。

图 11　涡旋振荡法（a）及微流控技术（b）制备的载药纳米粒的颜色

Fig 11　Colour of drug-carrying nanoparticles by vortex oscillation 
method（a）and microfluidics（b）

2.3.3　微流控技术制备载药纳米粒的稳定性　按照
“2.3.2”项下方法制备纳米粒，并且按“2.1.5”项下
方法进行稳定性研究。粒径重复 3 次测定，求均值，
结果见图 12、13。如图 12 所示，在 0 ～ 24 h 内粒
径在（118.67±0.21）～（186.70±1.48）nm，PDI
小于 0.1，粒径并无多大变化，呈单峰分布，分布均
一。但在第 48 h 时，粒径增加到（1487±5.60）nm，
PDI 增加至 0.3，呈双峰分布（见图 13）。微流控方
法制备的载药纳米粒在 24 h 内能够保持一定稳定性，
但在 48 h 纳米粒发生聚集沉降，稳定性不如空白纳
米粒。Cur＋对纳米粒的粒径、电位、稳定性有一定
的影响。
2.4　PAH 载药纳米粒的体外释放

　　采用动态透析法考察 PAH 载药纳米粒的体外
释药性能 [34]。取 3 mL PAH 载药纳米粒溶液置于

1 kDa 的透析袋中，放入 100 mL 锥形瓶中，加入
80 mL 含有 1%Tween 80 的生理盐水（pH ＝ 7.0）。
将锥形瓶置于水浴恒温振荡器中，37℃、105 
r·min－ 1 条件下释放，试验过程满足漏槽条件。
分 别 在 0.5、1、2、3、4、5、6、8、12、24 h 时
间点取样，并补充等体积的空白介质。以等质量
的姜黄素溶液作为对照，结果见图 5。姜黄素溶
液在前 4 h 的累计释放量为 70.3%，突释效应明
显。微流控技术和涡旋振荡法制备的载药纳米粒
24 h 累计释放量分别为 56.5%、58.3%。与姜黄素
溶液相比，PAH 载药纳米粒具有一定的缓释效应。
　　药物的释药速率可能与纳米粒的半径与致密性
有关，相同致密性的纳米粒，粒径较大的纳米粒具
有较长扩散距离，导致药物离开载体进入溶液的时
间增加。如表 2 所示，采用旋涡振荡法制备的纳米
粒的粒径大于微流控技术制备的纳米粒，应该可以
获得更好的缓释效果，但如图 14 所示，旋涡振荡
法的释药速率却大于微流控技术，缓释效果不如微
流控技术，可能是因为微流控技术制备的纳米粒具
有较好的致密性，因此释药速率更慢 [35]。

图 12　稳定性研究

Fig 12　Stability study

图 13　第 48 h 的粒径分布

Fig 13　Particle size distribution at 48 hours

表 2　载药纳米粒制剂学评价 (n ＝ 3) 
Tab 2　Pharmaceutical evaluation of drug-carrying nanoparticles (n ＝ 3)

方法 粒径 /nm PDI Zeta/mV EE/% DL/%

涡旋振荡法 193.7±2.01 0.248±0.01 41.6±4.12 41.2±3.1   8.5±2.3

微流控技术 127.7±1.92 0.126±0.00 28.4±1.02   85.1±0.09 30.3±3.9



2811

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

图 14　PAH 载药纳米粒的体外释放曲线

Fig 14　In vitro release profile of PAH drug-loaded nanoparticles

3　讨论

　　粒径大于 200 nm 的纳米载体可迅速被肝脏、
脾脏等代谢器官清除，小于 5 nm 的纳米载体又
会被肾脏截留过滤 [36]。目前研究发现，在中风、
阿尔茨海默病、帕金森综合征、肿瘤等疾病的治
疗中，纳米载体通常采用 50 ～ 200 nm 粒径 [37]。
因此，寻求合适的纳米粒径十分重要。
　　PAH 与 PBS 能够形成纳米粒的原因是 PAH
与磷酸根离子之间的静电与氢键作用 [38]。姜黄素
在 0.1 mol·L － 1 的 KOH 溶液中形成 Cur3－，使
得姜黄素带有很强的负电荷，会与 PAH 发生静电
结合，磷酸盐可以使形成的纳米粒更加稳定 [33]。
试验证明，PAH 纳米粒确实可以通过调节 PBS
浓度、单组分 KH2PO4 浓度、单组分 Na2HPO4、
NaCl 浓度来控制纳米粒的粒径。
　　微流控技术可以通过控制流速大小进一步控
制纳米粒的粒径，使得粒度分布更加均一。同时
增加了纳米载体的包封率与载药量，从而提高了
姜黄素的溶解度和生物利用度。除此之外，微流
控技术制备纳米粒的过程中，消耗的耗材极少，
节省聚合物材料，特别适用于新型纳米材料的研
究。但是在纳米粒的制备中发现，微流控技术制
备的纳米粒容易因流速大、芯片堵塞等原因，导
致芯片受损，因此一定要注意流速的控制以及及
时清洗。
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紫花地丁提取物抗红色毛癣菌的作用研究

王桂荣，程丽丽，朱南南，陈莹，孙志蓉*（北京中医药大学 中药学院，北京　102488）

摘要：目的　探究紫花地丁提取物抗红色毛癣菌的作用。方法　采用透射电镜观察紫花地丁

提取物对红色毛癣菌细胞结构的影响，利用高效液相色谱法测定麦角甾醇浓度，利用酶联免

疫法和荧光分光光度法考察角鲨烯环氧化酶、β-1，3-D- 葡聚糖合成酶和琥珀酸脱氢酶的活性。

结果　当质量浓度为 0.781 ～ 12.500 mg·mL－ 1 时，紫花地丁提取物对红色毛癣菌细胞结构具

有破坏作用；随着紫花地丁提取物浓度的增加，红色毛癣菌中的麦角甾醇含量逐渐降低；紫花

地丁提取物以剂量依赖性的方式抑制角鲨烯环氧化酶、β-1，3-D- 葡聚糖合酶和琥珀酸脱氢酶

的活性，在质量浓度为 6.250 mg·mL－ 1 时抑制作用最显著（P ＜ 0.01）。结论　紫花地丁提取

物抗红色毛癣菌的作用可能通过降低角鲨烯环氧化酶、β-1，3-D - 葡聚糖合成酶和琥珀酸脱氢

酶的生物活性，抑制细胞膜麦角甾醇的生物合成，进而破坏细胞膜结构的完整性、影响红色毛

癣菌的能量代谢，最终导致红色毛癣菌细胞死亡，达到杀菌目的。

关键词：抗真菌作用；麦角甾醇；超微结构；紫花地丁；红色毛癣菌
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Antifungal effect of Viola yedoensis Makino extract on Trichopyhton rubrum

WANG Gui-rong, CHENG Li-li, ZHU Nan-nan, CHEN Ying, SUN Zhi-rong* (School of Chinese 
Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the antifungal effect of Viola yedoensis Makino extract on 
Trichopyhton rubrum. Methods  Transmission electron microscope was used to evaluate the 
ultrastructures of Trichopyhton rubrum treated by Viola yedoensis Makino extract. The biosynthesis 
of ergosterol was analysed with HPLC, and the concentrations of squalene epoxidase, β-1, 3-D-glucan 
synthase, and succinic dehydrogenase were determined with enzyme-linked immunosorbent assay and 
fluorescence spectrophotometry. Results  Viola yedoensis Makino extract showed antifungal effect 
on Trichopyhton rubrum at 0.781 － 12.500 mg·mL － 1. The synthesis of ergosterol in Trichopyhton 
rubrum decreased with the content increase of Viola yedoensis Makino extract. The synthesis of squalene 
epoxidase, β-1, 3-D-glucan synthase, and succinic dehydrogenase were attenuated by Viola yedoensis 
Makino extract in a dose-dependent manner, especially at 6.250 mg·mL － 1 (P ＜ 0.01). Conclusion  
Antifungal effect of Viola yedoensis Makino extract on Trichopyhton rubrum may act by decreasing the 
synthesis of squalene epoxidase, β-1, 3-D-glucan synthase, and succinic dehydrogenase to inhibit the 
synthesis of ergosterol, whice further destroys the integrity of cell membrane structure, affects the energy 
metabolism of Trichopyhton rubrum and eventually leads to cell death for sterilization. 
Key words: antifungal effect; ergosterol; ultrastructure; Viola yedoensis Makino; Trichopyhton 
rubrum
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　　红色毛癣菌 Trichopyhton rubrum 是导致慢
性、广泛和浅部皮肤癣菌病的主要致病真菌，
发病率为 20% ～ 25%[1-2]，常见的有足癣、体

癣、股癣等皮肤病，特别是在高危人群中更易
发，包括糖尿病和获得性免疫缺陷综合征的相关
人群 [3-4]。因真菌的耐药性不断增强 [3]，皮肤癣
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菌病发病率也在逐年上升。目前可用于治疗皮肤
癣菌病的药物种类有限，传统的抗真菌药物包括
唑类和多烯类，通常存在耐药性、活性谱窄等问
题 [5-6]。皮肤癣菌的耐药性问题日益严重，已引起
全球研究者的广泛关注 [7]。因此迫切需要寻找和
开发新的有效的药物 [8]。中草药具有疗效好、来
源广泛、不良反应少、耐药性低等优势。紫花地
丁 Viola yedoensis Makino 为堇菜科堇菜属植物，
主要分布在中国、日本和韩国 [9]，以干燥全草入
药，在民间被广泛用于治疗疖病、尿路感染和咽
炎等症 [10]。贵州省东南部的侗医常用紫花地丁粉
剂来治疗足癣和体癣，临床疗效显著 [11]。紫花地
丁中含有黄酮类、黄酮苷类、香豆素类等化学成
分，具有抗菌、抗炎、抗病毒等作用，开发前景
广阔 [12-13]。研究表明，紫花地丁对红色毛癣菌具
有抗真菌活性 [11]，但其作用机制尚不明确。该文
以红色毛癣菌为观测对象，考察紫花地丁提取物
的抗真菌作用，并探讨其作用机制，为紫花地丁
的开发利用提供参考。
1　仪器与试药
1.1　材料
　　紫花地丁植物取自贵州省东南地区黎平县
山区，海拔＞ 600 m，采集时间为 2014 年 11
月，经 DNA 条形码技术识别为紫花地丁 Viola 
yedoensis Makino [11]，用清水冲洗整株植物，干
燥备用。红色毛癣菌 Trichopyhton rubrum（编号
ATCC 4438）由中国医学科学院（南京）皮肤病医
院提供。沙氏培养基：蛋白胨 1%，葡萄糖 4%。
皂化剂：氢氧化钾 25 g，加甲醇溶解，置于 250 
mL 量瓶中，定容。
　　无水乙醇、无水丙酮（北京化工厂）；25% 戊
二醛、1% 锇酸、包埋剂环氧树脂、固化剂十二
烷基琥珀酸（DDSA）、增塑剂邻苯二甲酸二丁
酯（DBP）、加速剂二乙基苯胺（DEA）（北京中
兴百瑞技术有限公司）；麦角甾醇对照品（成都
普菲德生物技术有限公司，HPLC ≥ 98%，批号：
141104）；水为二次蒸馏水，吐温 20、无菌 NaCl 溶
液、PBS 磷酸盐缓冲液（pH ＝ 7.2）（北京索莱宝科
技有限公司）。真菌酵母角鲨烯环氧化酶（squalene 
epoxidase）活性比色法定量检测试剂盒（美国
GENMED）；真菌细胞β-（1，3）-D- 葡聚糖合成酶
活性定量检测试剂盒（美国 GENMED）；真菌 / 酵
母细胞琥珀酸脱氢酶（SDH）活性比色法定量检测
试剂盒（美国 GENMED）；Pierce BCA Protein Assay 
Kit（美国 Thermo Fisher scientific 公司）。
1.2　仪器

　　OHAUS CP224C 型电子分析天平（奥豪斯仪
器有限公司）；XDTD-6000 型恒温水浴锅（上海
仪器仪表有限公司）；RE-52AA 型旋转蒸发仪（上
海亚荣生化仪器厂）；GHP-9080 隔水式恒温培养
箱（上海恒科学仪器有限公司）；LT-CPS 立式压
力蒸汽灭菌器 [ 立德泰勀（上海）科学仪器有限公
司 ]；7800 制刀机（瑞典 LKB 公司）；EMUC6 超
薄切片机 （德国 Leica 公司）；H-7500 型透射电镜
（日本日立公司）；3K15 高速冷冻离心机（德国
SIGMA 公司）；Waters 1525 型液相色谱仪（美国
沃特世公司）；BioTek Synergy2 多功能酶标仪（美
国 BioTek 公司）；Centrifuge 5920 R 低温台式离
心机（德国 eppendorf）；Beckman J-301 低温超速
离心机（德国 Beckman）。
2　方法与结果
2.1　紫花地丁提取物制备
　　取紫花地丁药材粉末 50 g，每次加 50% 乙醇
750 mL，加热回流提取 2 次，每次 180 min，合
并提取液，减压浓缩后干燥粉碎备用，干膏得率
为 23.02%。干膏干燥粉碎，取 5 g，用水定容至
50 mL，制成提取液质量浓度为 0.1 g·mL － 1 的
紫花地丁提取液 [11]。置于冰箱，4℃备用。
2.2　菌接种液制备
　　制备 1% 吐温 20 溶液（0.4 mL 吐温 20 与 40 
mL0.9% 的氯化钠溶液混匀，0.22 µm 微孔滤膜过
滤除菌，备用）。将受试的红色毛癣菌接种于沙
氏固体培养基上，于 30℃培养 7 d。吸取 5 mL
无菌 1% 吐温 20 溶液，冲洗菌落表面的菌丝和
孢子，取冲洗液置于匀浆器中研磨均匀，冲洗液
用血细胞计数板记载，将其浓度调制为 8×105 
cfu·mL－ 1。根据前期研究，将其分为对照组和
紫花地丁提取物处理组。
2.3　样品制备及电镜观察
2.3.1　对照组　135 µL 红色毛癣菌（红色毛癣菌
孢子数为 1×105 cfu）与 2 mL 沙氏培养基在 30℃
下培养 7 d。
2.3.2　处理组　将紫花地丁提取物用沙氏培养基
倍比稀释成不同质量浓度，分别为12.500、6.250、
3.125、1.563、0.781 mg·mL－ 1。分别吸取上述
不同质量浓度的提取液各 2 mL 置于试管，加入
135 µL 红色毛癣菌（即每管中红色毛癣菌孢子数
为 1×105 cfu）在 30℃下培养 7 d。
2.3.3　样品制备和观察　将菌丝转移到 1.5 mL 的
离心管中，在 4℃下用戊二醛（3.5%）固定 2 h。
将混合物浸入 4℃的 1% 锇酸溶液中 2 h，乙醇脱
水。再将切片嵌入环氧树脂中，用醋酸铀酰和柠
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檬酸铅染色，置电子透射显微镜下观察。
　　在对照组中，红色毛癣菌的细胞壁和细胞膜
完整且无损伤（见图 1a）。0.781 mg·mL－ 1 紫花
地丁提取物处理的红色毛癣菌，除细胞壁轻微增
厚和玻璃化外，细胞无明显变化（见图 1b）。在
质量浓度为 1.563 mg·mL－ 1 和 3.125 mg·mL－ 1 时，
细胞质基质随着空泡化的存在而明显减少，形
成高电子密度的颗粒结构，尤其是在质量浓度为
3.125 mg·mL－ 1 时（见图 1c 和图 1d）。当质量
浓度为 6.250 mg·mL－ 1 时，红色毛癣菌的细胞
壁破裂，细胞膜皱缩、破裂，在细胞内可见较多
的泡状结构，几乎没有完整的细胞器结构。质量
浓度为 12.500 mg·mL－ 1 时，细胞壁破裂，细胞
膜皱缩、破裂，细胞质基质几乎完全溶解、消失，
高电子密度凝集块遍布在细胞内外。在质量浓度
为 0.781 ～ 12.500 mg·mL－ 1 时，紫花地丁提取
物抗红色毛癣菌的作用体现在破坏细胞结构，造
成细胞膜损伤、细胞质基质消除、空泡化等，最
终导致细胞坏死。

图 1　不同浓度的紫花地丁提取物处理后红色毛癣菌的形态

Fig 1　Morphology of Trichopyhton rubrum treated with different 
concentrations of the extract of Viola yedoensis Makino
a. 对照组（control group）；b. 0.781 mg·mL － 1 组（0.781 mg·mL － 1 
group）；c. 1.563 mg·mL － 1 组（1.563 mg·mL － 1 group）；d. 3.125 
mg·mL － 1 组（3.125 mg·mL － 1 group）；e. 6.250 mg·mL － 1 组（6.250 
mg·mL － 1 group）；f. 12.500 mg·mL － 1 组（12.500 mg·mL － 1 
group）；比例尺：1 µm（scale：1 µm）。

2.4　统计分析
　　利用 GraphPad Prism 5.0 软件进行数据分析，
组间比较使用 Student t 检验，P ＜ 0.05 为差异有
统计学意义。
2.5　HPLC 测定麦角甾醇的浓度 [12-13]

2.5.1　色谱条件　DIAMONSIL-C18 色谱柱（4.6 
mm×250 mm，5 µm）；甲醇等度洗脱，流速：1 
mL·min－ 1；柱温：30℃；检测波长：282 nm；
分析时间：24 min；进样量：20 µL。
2.5.2　样品制备　将对照组和紫花地丁提取物低、
中、高浓度处理组（1.563、3.125、6.250 mg·mL－ 1）
的红色毛癣菌样品在 30℃下培养 2 h，用 PBS 洗
涤，以 10 000 r·min － 1 的速度将混合物离心 10 

min，去除上清液。精密称取湿菌（0.1 g）转移到
圆底烧瓶中，并在 80℃下与皂化剂混合 90 min，
再添加 15 mL 利格伦，在 60℃水浴锅中孵育后获
得脂质。将混合物过滤膜，采用高效液相色谱法
测定麦角甾醇的浓度。
2.5.3　方法学考察
　　① 线性关系：精密称取麦角甾醇对照品 3.08 
mg，用甲醇定容至 100 mL 量瓶内，得到 0.0308 
mg·mL－ 1 的麦角甾醇对照品溶液。甲醇稀释得
到质量浓度为 0.0154、0.0077、0.003 85、0.001 
925 mg·mL－ 1 的溶液，以质量浓度为横坐标，
峰面积为纵坐标制备标准曲线。得回归方程 Y ＝

2×107X － 2.824×104，R2 ＝ 0.9996，表明麦角
甾醇在 0.001 925 ～ 0.0308 mg·mL－ 1 内与峰面
积线性关系良好，麦角甾醇的保留时间为 16.922 
min。色谱图见图 2。

图 2　麦角甾醇 HPLC 图谱

Fig 2　HPLC chromatogram of ergosterol
A. 对照品（control）；B. 对照组（control group）；C. 紫花地丁提

取液处理组（extract group of Viola yedoensis Makino）；1. 麦角甾醇

（ergosterol）

　　② 稳定性：精密吸取质量浓度为 3.125 
mg·mL－ 1 的样品溶液，在 0 ～ 12 h 内每隔 2 h
进样 20 µL，记录峰面积，计算得样品含量 RSD
值为 1.6%，表明供试液在 12 h 内稳定性良好。
　　③ 精密度：精密吸取 20 µL 麦角甾醇对照品
溶液，连续进样 5 次，测得峰面积的 RSD 值为
1.0%，表明仪器精密度良好。
　　④ 重复性：制备“2.5.2”项下质量浓度为
3.125 mg·mL－ 1 样品共 5 份，按“2.5.1”项下色
谱条件进行测定，得到峰面积的 RSD 值为 1.5%，
表明方法重现性良好。
　　⑤ 加样回收率：精密称取“2.5.2”项下对照
组菌丝 6 份，每份 0.15 g，另精密加入麦角甾醇
对照品 0.18 µg，加入称定的样品中，进行样品制
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备，按“2.5.1”项下色谱条件进行测定。结果麦
角甾醇平均回收率为 96.64%，RSD 为 1.6%，表
明该方法准确度良好。
2.5.4　紫花地丁提取物对红色毛癣菌中麦角
甾醇合成的影响　与对照组相比，紫花地丁
处理组红色毛癣菌中麦角甾醇的浓度显著降低
（P ＜ 0.05）。在处理组中，高浓度组的麦角甾醇
质量浓度显著低于低、中浓度组（P ＜ 0.05）（见
表 1）。以往的研究发现，麦角甾醇合成减少与真
菌细胞膜的异常变化密切相关，并最终导致细胞
破裂 [14]。因此，抑制麦角甾醇的合成已被推荐为
开发新的抗真菌药物的新途径 [15]。本研究结果表
明，紫花地丁提取物能够抑制麦角甾醇的生物合
成，并在 1.56 ～ 6.25 mg·mL－ 1 内以剂量依赖
性的方式引发细胞损伤。

表 1　红色毛癣菌中麦角甾醇的含量 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 1　Ergosterol content in Trichopyhton rubrum (x±s，n ＝ 3)

组别 结果 /（µg·µL － 1）

对照组 （0.0082±8.6352）×10 － 6

紫花地丁低浓度组 （0.0038±5.3489）×10 － 6*

紫花地丁中浓度组 （0.0032±6.6806）×10 － 6*#

紫花地丁高浓度组 （0.0023±2.3845）×10 － 6*# △

注（Note）：与对照组比较，*P ＜ 0.05；与低浓度组比较，
#P ＜ 0.05；与中浓度组比较，△ P ＜ 0.05（Compared with the control 
group，*P ＜ 0.05；compared with the low dose group，#P ＜ 0.05）；

compared with the medium-dose group，△ P ＜ 0.05）。

2.6　酶活性检测

　　在 30℃的沙氏培养基中培养 7 d 后，取对照
组和紫花地丁提取液低（1.563 mg·mL－ 1）、中
（3.125 mg·mL－ 1）和高（6.250 mg·mL－ 1）质量
浓度组红色毛癣菌新鲜溶液（10 mL），使用试剂
盒测定角鲨烯环氧化酶、β-1，3-D- 葡聚糖合成
酶、琥珀酸脱氢酶的活性。按照说明书操作，重
复 3 次。
　　与对照组相比，低浓度组的角鲨烯环氧化酶活
性差异不显著（P ＞ 0.05，见图 3a），但中、高剂
量组的角鲨烯环氧化酶活性明显下降（P ＜ 0.05）。
红色毛癣菌β-1，3-D- 葡聚糖合酶的活性在紫花地
丁提取物处理组中也显著降低，尤其是高剂量组
（P ＜ 0.01，见图 3b）。此外，与对照组相比，紫
花地丁提取物处理组红色毛癣菌中琥珀酸脱氢酶的
活性也显著降低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，见图 3c）。
3　讨论与结论
　　随着真菌感染发病率逐年上升，真菌病已严
重影响到了人们的生活和健康，而真菌对抗某些
抗菌药物的耐药性逐渐增强，人们已经开始从中
草药中寻找高效、低毒、安全的抗真菌药物。紫
花地丁作为少数民族使用的一种治疗脚气的常用
药材，但其作用机制还不明确。本实验结果证明，
紫花地丁提取物在 0.781 ～ 12.500 mg·mL－ 1 下
对红色毛癣菌具有抑制、杀灭的作用。透射电镜

图 3　紫花地丁提取物对 3 种酶的活性的影响

Fig 3　Effect of extract of Viola yedoensis Makino on the activity of three enzymes
a. 角鲨烯环氧化酶（squalene epoxidase）；b. β-1，3-D- 葡聚糖合酶（β-1，3-D-glucan synthase）；c. 琥珀酸脱氢酶的活性（succinic dehydrogenase）

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

观察表明，紫花地丁提取物可以首先穿透红色毛
癣菌的细胞壁和细胞膜，导致细胞质和一些大分
子的渗漏。同时，紫花地丁提取物可以抑制角鲨
烯环氧化酶、β-1，3-D- 葡聚糖合酶和琥珀酸脱氢
酶的活性，从而导致红色毛癣菌细胞膜中麦角甾
醇的合成减弱。越来越多的研究表明，抗真菌药
物的有效性主要取决于抑制其细胞膜中参与麦角
甾醇合成的酶活性，如氟康唑和特比萘芬 [16-17]，
而特比萘芬是通过阻断角鲨烯环氧化酶的环氧化
反应，进而抑制麦角甾醇的合成 [18]。
　　麦角甾醇的合成涉及四个关键步骤，首先在

乙酰辅酶 A 的基础上合成 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰
辅酶 A（HMGCoA），脱去辅酶 A 形成甲羟戊酸。
之后甲羟戊酸会传递给角鲨烯，进而形成羊毛甾
醇，并最终转化为麦角甾醇 [19-20]。在这个过程中，
角鲨烯环氧化酶是将角鲨烯转化为麦角甾醇的关
键酶 [21]。烯丙胺和硫脲同系物通过抑制角鲨烯环
氧化酶的活性显示出抗真菌作用 [22]，阻断麦角甾
醇的合成。此外，β- 葡聚糖是细胞壁的主要成分
之一，占细胞干重的 48% ～ 60%，对于维持渗透
压、生长和细胞分化至关重要 [23]。通过抑制β-（1，
3）- 葡聚糖合成酶，影响β- 葡聚糖的合成，可导
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致真菌细胞壁结构破坏。除此之外，琥珀酸脱氢
酶是线粒体中线粒体内膜的结合酶，参与呼吸和
脂肪酸降解 [24-25]。本研究结果证实了紫花地丁提
取物通过抑制角鲨烯环氧化酶、β-1，3-D- 葡聚糖
合酶的活性诱导膜破裂，并通过抑制琥珀酸脱氢
酶的活性干扰呼吸链电子传递系统。此外，紫花
地丁提取物可引起细胞壁和细胞膜的破裂以及能
量代谢中断，从而导致红色毛癣菌细胞坏死。紫
花地丁提取物作用于红色毛癣菌细胞的多个位点，
破坏并最终导致细胞裂解。紫花地丁抗红色毛癣
菌的作用明显，且资源较丰富，具有开发治疗红
色毛癣菌表面真菌感染药物的潜力。本文研究和
阐述了紫花地丁的抗真菌作用，但其活性成分及
其作用靶点还有待进一步深入研究。
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天南星的化学成分研究
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摘要：目的　研究天南星的化学成分。方法　采用硅胶、ODS、Sephadex LH-20 等柱色谱法

以及制备型 HPLC 对天南星 70% 乙醇提取液进行分离纯化，运用 HR-ESI-MS 和 NMR 等多种

波谱学方法对化合物结构进行鉴定。结果　从天南星中分离并鉴定了 10 个化合物，分别为

cis-coniferin（1），coniferin（2），methylconiferin（3），icarisides F2（4），3-methylbutan-1-ol β-D-
glucopyranoside（5），n-hexyl O-β-D-glucopyranoside（6），apigenin-7-O-neohesperidoside（7），

kaempferol 3-O-rutinoside（8），pinoresinol-4-O-β-D-glucoside（9），pinoresinol（10）。结论　化

合物 1 ～ 8 为首次从天南星科植物中分离得到，其中化合物 7、8 对脂多糖诱导的 BV-2 细胞

的炎症反应具有抑制作用。

关键词：天南星；化学成分；糖苷；黄酮；木脂素
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Chemical constituents of Arisaema erubescens （Wall.）Schott

LUO Yu-meng, SUN Yan-ping, LI Guan-lan, YANG Bing-you, KUANG Hai-xue* (Key Laboratory of 
Basic Research and Application of Northern Medicine, Heilongjiang University of Chinese Medicine, 
Ministry of Education, Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  150040)

Abstract: Objective  To determine the chemical constituents from Arisaema erubescens (Wall.) 
Schott. Methods  Silica gel, ODS, Sephadex LH-20 column chromatography and preparative HPLC 
were used to separate and purify the 70% ethanol extract of Arisaema ammrense （Wall.）Schott. 
HR-ESI-MS, NMR and other spectroscopic methods were used to identify the structure of the 
compounds. Results  Ten compounds were obtained from Arisaema amurense （Wall.）Schott and 
identified as cis-coniferin (1), coniferin (2), methylconiferin (3), icarisides F2 (4), 3-methylbutan-1-
ol β-D-glucopyranoside (5), n-hexyl O-β-D-glucopyranoside (6), apigenin-7-O-neohesperidoside (7), 
kaempferol 3-O-rutinoside (8), pinoresinol-4-O-β-D-glucoside (9), and pinoresinol (10). Conclusion  
Compounds 1 ～ 8 have been isolated from Araceae for the first time. Compounds 7 and 8 can inhibit 
lipopolysaccharide induced inflammation in BV-2 microglial cells.
Key words: Arisaema erubescens（Wall.）Schott; chemical constituent; glycoside; flavonoid; lignan
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　　中药天南星 Arisaema Rhizoma 为天南星科天
南星属植物天南星 Arisaema erubescens（Wall.）
Schott、异叶天南星 A.heterophyllum Bl. 或东北天
南星 A.amurense Maxim. 的干燥块茎，其味苦、
辛，性温，是临床燥湿化痰、祛风止痉、散结消

肿的常用药 [1-3]。为寻找其活性成分，本文对天南
星 70% 乙醇提取物进行了系统研究，从中共分离
并鉴定了 10 个化合物（结构见图 1），包括 6 个
糖苷类化合物，2 个黄酮类化合物，2 个木脂素类
化合物，分别为 cis-coniferin（1），coniferin（2），
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methylconiferin（3），icarisides F2（4），3-meth-
ylbutan-1-ol β -D-glucopyranoside（5），n-hexyl 
O-β-D-glucopyranoside（6），apigenin-7-O-neohes-
peridoside（7），kaempferol 3-O-rutinoside（8），
pinoresinol-4-O-β-D-glucoside（9），pinoresinol
（10），其中化合物 1 ～ 8 为首次从天南星科植物
中分离得到。现报道如下。

图 1　化合物 1 ～ 10 结构图

Fig 1　Structures of compounds 1 ～ 10

1　材料

　　旋转蒸发仪（EYELA 公司）；AV-600 型超
导核磁共振仪（Bruker 公司）；Q-TOF（ESI）高
分辨质谱仪（Waters 公司）；制备型高效液相色
谱（岛津公司）；分析型高效液相色谱（Waters 公
司）；恒温培养箱（美国赛默飞公司）；Sunfire 半
制备色谱柱（10 mm×250 mm，5 μm，Waters）；
Sephadex LH-20（GE Healthcare 公司）；反相
ODS（YMC 公司）；柱色谱硅胶（200 ～ 300 目，
80 ～ 100 目）；薄层色谱硅胶（青岛海洋化工厂）；
色谱甲醇（默克公司）；胰酶细胞消化液（碧云天
公司）；脂多糖（LPS，美仑生物）；BV-2 细胞及
专用培养基（普诺赛）。一氧化氮（NO）检测试
剂盒（碧云天公司）。其余试剂均为分析纯。
　　天南星药材于 2021 年 6 月采收于安徽省亳
州，经黑龙江中医药大学药学院苏连杰教授鉴
定为天南星 Arisaema erubescens（Wall.）Schott.。
原植物标本（20210821）保存于黑龙江中医药大
学中药化学实验室。
2　方法

2.1　提取与分离

　　天南星药材 20 kg（干燥），以 70% 乙醇为溶

剂，加热回流提取 3 次，每次 2 h，减压回收溶
剂，最终得到提取物 1.4 kg。将提取物与水均匀
混悬，采用乙酸乙酯及水饱和正丁醇依次进行萃
取，并将得到的萃取液分别浓缩至浸膏状，最终
得到正丁醇萃取部位浸膏 400 g。取 300 g 的正丁
醇层浸膏经正相硅胶柱色谱进行分离，以二氯甲
烷 - 甲醇（50∶0 → 0∶1）系统为流动相进行梯度
洗脱，经硅胶薄层色谱检识，合并相同斑点的流
份，最终得到 6 个组分即 Fr. A ～ Fr. F。Fr. B 经
ODS 柱色谱，硅胶柱色谱以及制备型 HPLC 分离
得化合物 1（4.6 mg）、2（3.0 mg）、4（3.5 mg）、
10（3.8 mg）。Fr. E 经 ODS 柱色谱，凝胶柱色谱
以及制备型 HPLC 分离得化合物 3（3.0 mg）、5
（5.5 mg）、6（5.2 mg）。Fr. F 经硅胶柱色谱，凝
胶柱色谱以及制备型 HPLC 分离得化合物 7（2.5 
mg）、8（5.6 mg）、9（3.0 mg）。
2.2　化合物细胞毒性实验

　　用二甲基亚砜（DMSO）溶解各化合物至
50 mmol·L － 1，于－ 20℃储存备用，实验时用
DMEM 培养液稀释至 100 μmol·L－ 1。BV-2 细胞经
0.25% 胰蛋白酶消化后，重悬于完全培养基中，以
1×105 个·mL－ 1 细胞（每孔 100 μL）接种于 96 孔
板，置于 37℃、5% CO2 恒温培养箱内培养 24 h 后
换成无血清的新鲜培养液，同时进行加药处理。设
空白对照组，在模型组及各给药组中加入 LPS（1 
μg·mL － 1），每孔 10 μL。继续培养 24 h 后，每
孔取 50 µL 上清与 50 µL Greiss 试剂，室温反应 15 
min。室温反应 15 min，测定上清液中 NO 的含量。
3　结果

3.1　结构鉴定

　　 化 合 物 1： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
343.1386 [M ＋ H] ＋（计 算 值 343.1388）， 分 子
式 为 C16H22O8。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）
δ：7.13（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-2），6.89（1H，
d，J ＝ 1.7 Hz，H-5），6.77（1H，dd，J ＝ 8.3，
1.7 Hz，H-6），6.48（1H，d，J ＝ 12.0，6.4 Hz，
H-7），5.77（1H，dt，J ＝ 12.0，6.4 Hz，H-8），
4.33（2H，dd，J ＝ 6.4，1.6 Hz，H-9），4.90
（1H，J ＝ 7.4 Hz，H-1'），3.49（1H，m，H-2'），
3.40（1H，m，H-3'），3.40（1H，m，H-4'），
3.49（1H，m，H-5'），3.86（1H，m，H-6'a），
3.68（1H，m，H-6'b），3.86（3H，s，3-OCH3）。
13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：133.2（C-1），
117.6（C-2），150.5（C-3），147.3（C-4），114.4
（C-5），122.9（C-6），131.1（C-7），131.9（C-
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8），59.9（C-9），102.7（C-1'），74.9（C-2'），
78.3（C-3'），71.4（C-4'），77.9（C-5'），62.5（C-
6'），56.8（3-OCH3）。以上数据与文献报道 [4] 基本
一致，故鉴定化合物 1 为 cis-coniferin。
　　 化 合 物 2： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
343.1386 [M ＋ H] ＋（计算值 343.1388），分子式
为 C16H22O8。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：
4.23（2H，d，J ＝ 5.6 Hz，H-1），6.27（1H，td，
J ＝ 6.0，15.8 Hz，H-2），6.54（1H，d，J ＝ 15.8 
Hz，H-3），7.09（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-2'），
7.10（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-5'），6.94（1H，dd，
J ＝ 2.0，8.3 Hz，H-6'），4.89（1H，d，J ＝ 7.1 
Hz，H-1''），3.50（1H，m，H-2''），3.48（1H，
m，H-3''），3.40（1H，m，H-4''），3.45（1H，
m，H-5''），3.86（1H，m，H-6''a），3.68（1H，
m，H-6''b），3.87（3H，s，H-OCH3）。

13C-NMR
（CD3OD，150 MHz）δ：63.7（C-1），128.9
（C-2），131.3（C-3），133.7（C-1'），111.4（C-
2'），150.9（C-3'），147.7（C-4'），118.0（C-5'），
120.8（C-6'），102.8（C-1''），74.9（C-2''），77.9
（C-3''），71.4（C-4''），78.2（C-5''），62.5（C-
6''），56.7（3-OCH3）。以上数据与文献报道 [5] 基本
一致，故鉴定化合物 2 为 coniferin。
　　 化 合 物 3： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
357.1546 [M ＋ H] ＋（计算值 357.1544），分子式
为 C17H24O8。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：
7.10（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-2），7.08（1H，d，
J ＝ 1.8 Hz，H-5），6.97（1H，dd，J ＝ 8.3，1.8 
Hz，H-6），6.58（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-1'），
6.22（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-2'），4.06（1H，
dd，J ＝ 6.2，1.3 Hz，H-3'），4.89（1H，d，J ＝

7.4 Hz，H-1''），3.48（1H，m，H-2''），3.45（1H，
m，H-3''），3.35（1H，m，H-4''），3.35（1H，
m，H-5''），3.86（1H，m，H-6''a），3.68（1H，
m，H-6''b），3.88（3H，s，2-OCH3），3.37（3H，
s，3'-OCH3）。

13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：
133.3（C-1），111.4（C-2），150.9（C-3），147.8
（C-4），117.9（C-5），120.9（C-6），133.6（C-
1'），125.6（C-2'），74.9（C-3'），102.7（C-1''），
74.9（C-2''），77.9（C-3''），71.3（C-4''），78.2
（C-5''），62.5（C-6''），56.7（2-OCH3），58.1（3'-
OCH3）。以上数据与文献报道 [6] 基本一致，故鉴
定化合物 3 为 methylconiferin。
　　 化 合 物 4： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
403.1596 [M ＋ H] ＋（计算值 403.1599），分子式

为 C18H26O10。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：

7.24 ～ 7.43（5H，m，H-2 ～ H-6），4.89（1H，
d，J ＝ 12.0 Hz，H-7a），4.65（1H，d，J ＝ 12.0 
Hz，H-7b），4.32（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'），
3.49（1H，m，H-2'），3.40（1H，m，H-3'），3.40
（1H，m，H-4'），3.49（1H，m，H-5'），3.86
（1H，m，H-6'a），3.68（1H，m，H-6'b），5.04
（1H，d，J ＝ 2.5 Hz，H-1''），4.81（1H，m，
H-2''），4.33（1H，d，J ＝ 9.5 Hz，H-4''a），4.65
（1H，d，J ＝ 9.5 Hz，H-4''b），4.20（2H，s，
H-5''）。13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：139.0
（C-1），129.3（C-2），128.7（C-3），128.2（C-
4），128.7（C-5），129.3（C-6），71.2（C-7），
103.2（C-1'），75.0（C-2'），78.1（C-3'），71.8
（C-4'），77.0（C-5'），68.7（C-6'），111.1（C-
1''），78.1（C-2''），80.6（C-3''），75.0（C-4''），
65.6（C-5''）。以上数据与文献报道 [7] 基本一致，
故鉴定化合物 4 为 icarisides F2。
　　 化 合 物 5： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
251.1488 [M ＋ H] ＋（计算值 251.1490），分子式
为 C11H22O6。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：3.66
（1H，m，H-1a），3.94（1H，m，H-1b），1.51
（2H，dd，J ＝ 7.0，7.0 Hz，H-2），1.74（1H，m，
H-3），0.92（6H，s，CH3），4.24（1H，d，J ＝

7.9 Hz，H-1'），3.15（1H，m，H-2'），3.33（1H，
m，H-3'），3.33（1H，m，H-4'），3.55（1H，m，
H-5'），3.86（1H，m，H-6'a），3.68（1H，m，
H-6'b）。13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：69.3
（C-1），39.7（C-2），26.1（C-3），23.0（C-4），
23.1（C-5），104.4（C-1''），75.2（C-2''），78.2（C-
3''），71.7（C-4''），78.0（C-5''），62.8（C-6''）。以
上数据与文献报道 [8] 基本一致，故鉴定化合物 5
为 3-methylbutan-1-ol β-D-glucopyranoside。
　　 化 合 物 6： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
265.1648 [M ＋ H] ＋（计算值 265.1646），分子式为
C12H24O6。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：3.53
（1H，dt，J ＝ 8.8，6.8 Hz，H-1a），3.88（1H，dt，
J＝8.8，6.8 Hz，H-1b），1.61（2H，m，H-2），1.38
（2H，m，H-3），1.33（2H，m，H-4），1.34（2H，
m，H-5），0.90（3H，t，J ＝ 6.7 Hz，H-6），4.23
（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'），3.15（1H，m，H-2'），
3.25（1H，m，H-3'），3.33（1H，m，H-4'），3.52
（1H，m，H-5'），3.87（1H，m，H-6'a），3.65（1H，
m，H-6'b）。13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：70.9
（C-1），30.8（C-2），26.8（C-3），32.9（C-4），23.7
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（C-5），14.4（C-6），104.4（C-1'），75.1（C-2'），
78.1（C-3'），71.7（C-4'），77.9（C-5'），62.8（C-
6'）。以上数据与文献报道 [9] 基本一致，故鉴定化合
物 6 为 n-hexyl O-β-D-glucopyranoside。
　　 化 合 物 7： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
579.1700 [M ＋ H] ＋（计算值 579.1709），分子式
为 C27H30O14。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：
6.67（1H，s，H-3），6.45（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，
H-6），6.78（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，H-8），7.88
（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-2'，6'），6.92（2H，d，
J ＝ 8.5 Hz，H-3'，5'），5.19（1H，d，J ＝ 7.6 
Hz，H-1''），3.48（1H，m，H-2''），3.45（1H，
m，H-3''），3.35（1H，m，H-4''），3.35（1H，m，
H-5''），3.86（1H，m，H-6''a），3.68（1H，m，
H-6''b），5.28（1H，brs，H-1'''），3.34-3.94（5H，
m，H-2''' ～ H-6'''），1.32（2H，d，J ＝ 6.2 Hz，
H-6'''）。13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：164.3
（C-2），102.6（C-3），184.1（C-4），161.4（C-
5），99.8（C-6），163.0（C-7），96.0（C-8），159.0
（C-9），104.2（C-10），123.1（C-1'），129.7（C-
2'），117.1（C-3'），161.4（C-4'），117.1（C-5'），
129.7（C-6'），101.0（C-1''），79.1（C-2''），79.0
（C-3''），71.4（C-4''），78.3（C-5''），62.4（C-
6''），102.6（C-1'''），72.2（C-2'''），72.1（C-3'''），
74.0（C-4'''），70.0（C-5'''），18.3（C-6'''）。以上
数据与文献报道 [10] 基本一致，故鉴定化合物 7 为
apigenin-7-O-neohesperidoside。
　　 化 合 物 8： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
595.1659 [M ＋ H] ＋（计算值 595.1658），分子式
为 C27H30O14。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：
6.21（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，H-6），6.41（1H，d，
J ＝ 1.6 Hz，H-8），8.05（2H，d，J ＝ 8.8 Hz，
H-2'，6'），6.88（2H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-3'，5'），
5.12（1H，d，J ＝ 7.4 Hz，H-1''），3.51（1H，
m，H-2''），3.45（1H，m，H-3''），3.35（1H，
m，H-4''），3.35（1H，m，H-5''），3.79（1H，
m，H-6''a），3.62（1H，m，H-6''b），4.50（1H，
brs，H-1'''）3.34-3.94（5H，m，H-2''' ～ H-6'''），
1.11（2H，d，J ＝ 6.2 Hz，H-6'''）。13C-NMR
（CD3OD，150 MHz）δ：159.5（C-2），135.5（C-
3），179.5（C-4），163.1（C-5），100.0（C-6），
166.1（C-7），94.9（C-8），158.6（C-9），105.7
（C-10），122.8（C-1'），132.4（C-2'），116.2（C-
3'），161.5（C-4'），116.2（C-5'），132.4（C-6'），
104.6（C-1''），75.8（C-2''），78.2（C-3''），72.3

（C-4''），77.3（C-5''），68.6（C-6''），102.5（C-
1'''），71.5（C-2'''），72.1（C-3'''），73.9（C-4'''），
69.8（C-5'''），17.9（C-6'''）。以上数据与文献报
道 [11] 基本一致，故鉴定化合物 8 为 kaempferol 
3-O-rutinoside。
　　 化 合 物 9： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
521.2022 [M ＋ H] ＋（计 算 值 521.2018）， 分 子
式 为 C26H32O11。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）
δ：6.97（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，H-2），7.13（1H，
d，J ＝ 8.4 Hz，H-5），6.91（1H，dd，J ＝ 8.4，
1.6 Hz，H-6），4.68（1H，d，J ＝ 4.0 Hz，H-7），
3.03（1H，m，H-8），4.16（1H，m，H-9a），3.78
（1H，m，H-9b），6.92（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，
H-2'），6.76（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-5'），6.78
（1H，dd，J＝8.4，1.6 Hz，H-6'），4.64（1H，d，
J ＝ 4.0 Hz，H-7'），3.03（1H，m，H-8'），4.16
（1H，m，H-9'a），3.78（1H，m，H-9'b），3.87
（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''），3.15（1H，m，
H-2''），3.25（1H，m，H-3''），3.33（1H，m，
H-4''），3.52（1H，m，H-5''），3.85（1H，m，
H-6''a），3.65（1H，m，H-6''b），3.80（6H，s，
3，3'-OCH3）。

13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：
137.5（C-1），111.7（C-2），147.3（C-3），149.2
（C-4），117.9（C-5），119.9（C-6），87.1（C-7），
55.4（C-8），72.8（C-9），133.9（C-1'），111.2
（C-2'），147.5（C-3'），150.9（C-4'），116.3（C-
5'），120.2（C-6'），87.4（C-7'），55.5（C-8'），
72.8（C-9'），102.8（C-1''），75.0（C-2''），77.9
（C-3''），71.4（C-4''），78.2（C-5''），62.7（C-
6''），57.0（3-OCH3），56.7（3'-OCH3）。以上数据
与文献报道 [12] 基本一致，故鉴定化合物 9 为
pinoresinol-4-O-β-D-glucoside。
　　 化 合 物 10： 白 色 粉 末，HR-ESI-MS m/z：
359.1486 [M ＋ H] ＋（计算值 359.1490），分子式
为 C20H22O6。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：
6.97（1H，d，J ＝ 1.8 Hz，H-2），6.78（1H，d，
J ＝ 8.1 Hz，H-5），6.83（1H，dd，J ＝ 8.1，1.8 
Hz，H-6），4.73（1H，d，J ＝ 4.4 Hz，H-7），3.11
（1H，m，H-8），4.25（1H，dd，J ＝ 9.0，6.8 Hz，
H-9a），3.81（1H，dd，J ＝ 9.0，3.6 Hz，H-9b），
6.97（1H，d，J ＝ 1.8 Hz，H-2'），6.78（1H，d，
J ＝ 8.1 Hz，H-5'），6.83（1H，dd，J ＝ 8.1，1.8 
Hz，H-6'），4.73（1H，d，J ＝ 4.4 Hz，H-7'），
3.11（1H，m，H-8'），4.25（1H，dd，J ＝ 9.0，
6.8 Hz，H-9'a），3.81（1H，dd，J ＝ 9.0，3.6 Hz，
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H-9'b），3.88（6H，s，3，3'-OCH3）。
13C-NMR

（CD3OD，150 MHz）δ：133.8（C-1），111.0
（C-2），149.1（C-3），147.3（C-4），116.1（C-
5），120.1（C-6），87.5（C-7），55.4（C-8），72.6
（C-9），133.8（C-1'），111.0（C-2'），149.1（C-
3'），147.3（C-4'），116.1（C-5'），120.1（C-6'），
87.5（C-7'），55.4（C-8'），72.6（C-9'），56.4（3-
OCH3），56.4（3'-OCH3）。以上数据与文献报道 [13]

基本一致，故鉴定化合物 10 为 pinoresinol。
3.2　化合物生物活性测试结果

　　采用 LPS 诱导 BV-2 小胶质细胞炎症模型，
通过 Griess 试剂法检测细胞上清液炎症因子 NO
的含量，判断单体化合物对 LPS 诱导 BV-2 细
胞炎症的拮抗作用。10 个化合物在终浓度为 10 
µmol·L － 1 时对 LPS 诱导的 BV-2 细胞的炎症
反应进行测试，结果如图 2 所示，发现化合物
7、8 可抑制 LPS 诱导的 BV-2 细胞产生的 NO 的
生成率分别为（76.5±2.93）%、（72.33±2.73）%
（P ＜ 0.01），提示化合物 7、8 具有一定的抗炎
活性。

图 2　化合物对 LPS 诱导的 BV-2 细胞过量生成 NO 的影响

Fig 2　Effect of compounds on No induced by LPS in BV-2 microglial 
cells

注：与空白对照组比较，#P ＜ 0.05；与 LPS 组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，#P ＜ 0.05；compared 

with the LPS group，**P ＜ 0.01.

4　讨论

　　本研究对天南星 70% 乙醇提取物的正丁醇
层进行系统的化学成分分离，共得到 10 个化合
物，包括 6 个糖苷类化合物 cis-coniferin（1）、
coniferin（2）、methylconiferin（3）、icarisides F2
（4）、3-methylbutan-1-ol β-D-glucopyranoside（5）、

n-hexyl O-β-D-glucopyranoside（6），2 个黄酮类化
合 物 apigenin-7-O-neohesperidoside（7）、kaemp-
ferol 3-O-rutinoside（8），2 个木脂素类化合物 pin-
oresinol-4-O-β-D-glucoside（9）、pinoresinol（10）。
其中化合物 1 ～ 8 为首次从天南星科植物中分离
得到。化合物 7、8 能够抑制 LPS 诱导的 BV-2 细
胞产生的 NO 的生成。本文进一步丰富了天南星
植物的化学成分，为深入挖掘天南星的药效物质
基础，合理利用药用资源提供了依据。
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基于肠屏障功能探讨血府逐瘀胶囊防治卒中后抑郁作用研究

郑舒1，金博文1，李东娜1，田悦冬1，王跃飞1，宋纹3，庄朋伟1，韩娟1*，石江伟2*（1.天津中医药大

学，天津　301617；2.天津中医药大学第一附属医院，天津　301617；3.天津宏仁堂药业有限公司，天津　300385）

摘要：目的　明确血府逐瘀胶囊对卒中后抑郁（PSD）的治疗效果，并基于网络药理学线索
利用实验验证其关键作用途径。方法　利用 tMCAO 复合慢性不可预知应激手段复制大鼠
PSD 模型，实验设置假手术组（SHAM 组），模型组（PSD 组），血府逐瘀胶囊高（XFH，2.16 
g·kg － 1）、低（XFL，0.43 g·kg － 1）剂量组，氟西汀（FLU，0.0018 g·kg － 1）组。除 SHAM
组和 PSD 组外其余各组每日灌胃给药，连续 28 d。利用神经行为学评分、糖水偏好实验、旷
场实验、强迫游泳实验、HE 染色技术考察血府逐瘀胶囊防治 PSD 的药效作用，利用网络药
理学技术初步探讨其关键作用环节；基于肠屏障功能，利用 FITC 标记的葡聚糖肠道渗透性、
HE 染色技术验证血府逐瘀胶囊对肠屏障功能的影响；利用 Western blot 技术考察血府逐瘀胶
囊对大鼠结肠组织胞质紧密连接蛋白 1（ZO-1），紧密连接蛋白（Occludin），紧密连接蛋白 1
（claudin-1）表达的影响。结果　药效学结果显示，与 SHAM 组相比，PSD 组大鼠神经行为学
评分显著升高，糖水偏好率、自主活动显著降低，不动时间显著延长，神经元细胞数目减少、
胞核固缩。与 PSD 组相比，XFL 组相关症状逐步改善，神经行为学评分显著降低，糖水偏好
率、自主活动明显增加，强迫游泳的不动时间显著减少，神经元细胞数目增多，核固缩减少。
网络药理学结果显示，血府逐瘀胶囊可调节炎症，抑制 MAPK 信号通路的激活，继而上调紧
密连接蛋白的表达来修复肠屏障，提示其防治 PSD 作用可能与改善肠屏障功能有关。利用整
体动物实验对肠屏障功能进行验证，结果表明与 SHAM 组相比，PSD 组肠道渗透性显著增
加，肠黏膜病理损伤，病理评分明显升高，肠组织 ZO-1、Occludin 与 claudin-1 表达水平显著
下降；与 PSD 组相比，XFL 组的结肠通透性显著降低，肠黏膜病理损伤减轻，肠组织 ZO-1、
Occludin 和 claudin-1 的蛋白表达水平显著升高。结论　血府逐瘀胶囊可通过上调肠组织紧密
连接蛋白表达改善脑缺血导致的肠屏障功能，进而发挥防治 PSD 作用。
关键词：血府逐瘀胶囊；卒中后抑郁；肠屏障功能；网络药理学；作用机制
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Abstract: Objective To evaluate the effect of Xuefu Zhuyu capsules on poststroke depression (PSD), and 
to verify its key pathway by experiments based on network pharmacological clues. Methods The PSD 
model of rats was established by tMCAO combined with chronic unpredictable mild stress. The present 
experiment included a sham group (SHAM), a model group (PSD), a Xuefu Zhuyu capsule high-dose 
group (XFH, 2.16 g·kg － 1), an XFH low-dose group (XFL, 0.43 g·kg － 1), and a fluoxetine (FLU, 
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　　卒中后抑郁（PSD）是脑中风恢复期常见的
并发症。随着卒中患者数量增加，PSD 患者也随
之增多，有研究报道大约三分之一的中风患者罹
患 PSD，抑郁症状与功能结果成正相关，与中风
后长期病死率上升也密切相关 [1-2]。目前，PSD 一
线治疗是基于单胺递质学说的抗抑郁药，如 5- 羟
色氨再摄取抑制药（SSRIs）等，但仍存在缓解率
低等问题 [3]。传统中医药对脑损伤相关疾病具有
丰富的临床经验与理论基础，PSD 属于中医郁证
范畴，脑卒中患者情绪低落，肝气失调，导致气
滞血瘀，治疗应以活血化瘀，行气止痛为原则。
血府逐瘀方由桃仁、红花、枳壳、赤芍等组成，
是行气活血的代表方。有多项研究表明，血府逐
瘀汤能够减轻 PSD 患者的抑郁症状，改善卒中患
者的神经功能，提高其生存质量 [4-5]，然而目前关
于血府逐瘀胶囊防治 PSD 的作用机制尚不深入。
　　PSD 发病机制较为复杂，近年越来越多的研
究表明 PSD 病理状态下肠组织促炎细胞因子分泌
增加，肠道通透性增加，肠屏障功能损伤 [6]。提
示卒中后肠屏障完整性对神经功能的恢复具有
重要影响，药物通过改善肠屏障功能可能是防

治 PSD 的重要作用机制。如有研究报道，逍遥散
不仅可以减轻实验动物的抑郁样症状，还可影响
结肠通透性，上调结肠组织的紧密连接蛋白的表
达，基于肠脑轴改善肠屏障功能而发挥防治 PSD
的作用 [7]。鉴于此，本文通过建立 PSD 模型，拟
首先明确血府逐瘀胶囊对 PSD 的防治作用，在此
基础上利用网络药理学技术初步探讨血府逐瘀胶
囊防治 PSD 的关键作用环节，并利用整体动物实
验进行验证，为血府逐瘀胶囊抗抑郁药效作用的
开发提供了一定实验基础。
1　材料
　　Wistar 大鼠 50 只，雄性，8 周龄，体质量为
260 ～ 280 g [ 北京维通利华生物技术有限责任公
司，许可证编号：Scxk（北京）2016-0006]，动物
实验由天津中医药大学实验动物伦理委员会批准。
　　血府逐瘀胶囊（每粒 0.4 g，天津宏仁堂药业
股份有限责任公司，批号：Z12020223），根据文
献选用临床等效剂量（0.43 g·kg－ 1）和 5 倍临床
等效剂量（2.16 g·kg－ 1）为给药剂量 [8]。氟西汀
（1.8 mg·kg－ 1，山西仟源医药集团股份有限公司，
批号：H20073985）；4% 组织细胞固定液（P1110）、

group and the PSD group. The effect of Xuefu Zhuyu capsules on PSD was determined by neurobehavioral 
tests, sugar water preference experiment, open field experiment, forced swimming experiment and HE 
staining. Network pharmacology was used to explore the key element of Xuefu Zhuyu capsules in the 
prevention and treatment of PSD. FITC dextran gut permeability and HE staining were used to verify 
the effect of Xuefu Zhuyu capsules on the intestine barrier function. Western blot was used to verify 
the effect of Xuefu Zhuyu capsules on the expression of ZO-1, Occludin and claudin-1 in the rat colon. 
Results　Pharmacodynamic findings showed that as compared with the SHAM group, the PSD group’s 
neurobehavioral scores increased, the sugar water preference rate, the autonomous activities were much 
decreased obviously, and the immobility time of forced swimming was significantly prolonged. The 
number of neuron cells was reduced, while nuclear pyknosis appeared. Compared with the PSD group, 
related symptoms gradually improved in the XFL group, sugar water preference rate, autonomous 
activities and the number of neuron cells significantly increased, while the immobility time of forced 
swimming experiment reduced. The network pharmacology showed that Xuefu Zhuyu capsule regulated 
inflammation, inhibited the activation of MAPK pathways, and up-regulated the expression of intestinal 
tight junction protein to repair the intestinal barrier, suggesting that the effect of Xuefu Zhuyu capsules on 
PSD might be related to the improvement in the intestinal barrier function. The animal experiment was 
used to verify the intestinal barrier function. Compared with the SHAM group, the PSD group significantly 
increased the intestinal permeability, pathological score, intestinal mucosa damage, and decreased the 
expression levels of ZO-1, Occludin and claudin-1 in the intestinal tissue. Compared with the PSD group, 
the colonic permeability and intestine damage were reduced in the XFL group, and the expression of ZO-
1, Occludin and claudin-1 in the intestinal tissue was significantly increased. Conclusion Xuefu Zhuyu 
capsules may up-regulate the expression of the intestinal tight junction protein to improve the gut barrier 
dysfunction caused by cerebral ischemia, which further prevents PSD. 
Key words: Xuefu Zhuyu capsule; poststroke depression; intestinal barrier function; network 
pharmacology; mechanism
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RIPA 裂 解 液（R0020）、PMSF（P0100）、BCA 蛋
白测定试剂盒、HE 染色试剂盒（北京 Solarbio 公
司）；Occludin（33-1500，美国 Invitrogen 公司）；
ZO-1（ab276131）、GAPDH（ab18162）、Claudin1
（ab242370）（英国 Abcam 公司）。
2　方法与结果
2.1　PSD 模型的复制
　　采用大脑中动脉梗死（tMCAO）＋慢性不可
预见温和应激法（CUMS）造模 [9-13]。tMCAO 手
术结束，于动物清醒 2 h 后进行神经功能评分 [14]。
初步确定术后第 8 日应激开始，随机接受 7 种不
同方式的应激：① 大鼠禁食 24 h；② 大鼠禁水
24 h；③ 光照时间 17 h；④ 潮湿垫料；⑤ 5 min
水平摇晃；⑥ 45°斜笼 24 h；⑦ 4℃冰水游泳。
2.2　动物分组和给药
　　术后随机分成 5 组：假手术组（SHAM 组）、
卒中后抑郁组（PSD 组）、血府逐瘀低剂量组
（XFL 组，0.43 g·kg－1）、血府逐瘀高剂量组（XFH
组，2.16 g·kg － 1）、 氟 西 汀 组（FLU 组 0.0018 
g·kg－ 1），每组 10 只。术后第 8 日开始应激并灌
胃药物，连续 4 周。
2.3　血府逐瘀胶囊对实验性大鼠 PSD 的药效作用
2.3.1　改善 PSD 大鼠的神经行为学评分　分别在
大鼠脑缺血后 24 h 和应激 28 d 后，采用 Longa 神
经病学评分 [15] 评定大鼠神经功能缺损。结果如表
1 所示，在给药前，与 SHAM 组相比，PSD 组、
XFL 组、XFH 组以及 Flu 组的神经行为学评分显
著升高（P ＜ 0.001），表明术后大鼠的神经功能
有损伤；在给药后，与 SHAM 组相比，PSD 组大
鼠的评分显著升高（P ＜ 0.001），而与 PSD 组相
比，XFL 组、FLU 组的神经行为学评分均明显降
低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），XFH 组有下降的趋势。

表 1　血府逐瘀胶囊对卒中后 PSD神经行为学的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 1　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on neuroethology in rats with 

PSD (x±s，n ＝ 10)

组别 给药前 / 分 给药 28 d/ 分

SHAM 组 0 0

PSD 组 1.67±0.5***      1.7±0.48***

XFL 组   1.63±0.52***     0.9±0.25##

XFH 组   1.69±0.46*** 1.25±0.46

FLU 组   1.67±0.43***    1.1±0.22#

注：与 SHAM 组相比，***P ＜ 0.001；与 PSD 组相比，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01。

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

2.3.2　改善 PSD 大鼠糖水偏好率　各组大鼠在开
始造 tMCAO 模型前 4 d 与 CUMS 后的第 29 日进
行糖水偏好实验 [16]。结果显示，与 SHAM 相比，

PSD 组糖水偏好率显著下降（P ＜ 0.01），提示
PSD 组大鼠存在一定抑郁样症状。与 PSD 组相
比，XFL 组、XFH 组、FLU 组的糖水偏好显著升
高（P ＜ 0.01）（见表 2）。
2.3.3　改善 PSD 大鼠自主活动的作用　在结束
CUMS 后进行旷场实验，采用开口的观察箱，将
大鼠放入箱底中央区域适应周围环境 60 s，适应
后进行测试，记录 5 min 内直立次数、活动的总
距离等。旷场实验开始之前 1 h 将大鼠放入测试房
间内适应。结果显示，与 SHAM 组相比，PSD 组
活动的总距离与直立次数明显减少（P ＜ 0.01）；
与 PSD 组相比，XFL 组活动的总距离与直立次数
明显增加（P ＜ 0.01），XFH 组和 FLU 组活动的
总距离与直立次数增加（P ＜ 0.05）（见表 2）。
表 2　血府逐瘀胶囊对卒中后 PSD行为学的影响 (x±s，n ＝ 10) 

Tab 2　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on behaviors in rats with PSD 
(x±s，n ＝ 10)

组别
糖水偏好

率 /%

旷场实验 强迫游泳不动

时间 /s活动的总距离 /cm 直立次数

SHAM 组 78±8 73.35±12.10 20.75±4.50 122.50±22.75

PSD 组 50±12** 42.36±19.63** 12.50±3.67**191.90±10.10**

XFL 组 76±7## 69.00±15.93## 21.67±3.39##145.17±19.91#

XFH 组 68±12## 65.00±14.38# 17.57±4.83# 139.43±13.44##

FLU 组 72±8## 67.14±8.62# 19.00±4.16# 137.43±19.32##

注：与 SHAM 组相比，**P ＜ 0.01；与 PSD 组相比，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01。

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

2.3.4　减少 PSD 大鼠强迫游泳的不动时间　在开
始 CUMS 后第 29 日进行强迫游泳实验 [17]，记录
6 min 内大鼠在水中静止不动的时间以评估大鼠
是否处于绝望状态。结果如表 2 所示，与 SHAM
相比，PSD 组的不动时间明显延长（P ＜ 0.01）；
与 PSD 组相比，XFL 组、XFH 组以及 FLU 组的
不动时间明显缩短（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
2.3.5　改善 PSD 大鼠脑组织病理形态　在各组大
鼠结束行为学测试后，经麻醉后 PBS 心脏灌流，
接着灌注 4% 多聚甲醛固定，开颅取脑，固定切
片后进行苏木素 - 伊红染色，脱水，封片，光镜
下观察大脑的形态结构。结果如图 1 及表 3 显示，
SHAM 组大鼠脑皮层未见病理改变，神经元形态
正常，结构完整；PSD 组大鼠脑皮层可见明显的
病理损伤，常见细胞坏死，神经元细胞数目明显
减少（P ＜ 0.001），胞核固缩，颜色加深；XFL
组与 FLU 组的病变情况明显减轻，脑皮层神经
元数量显著增多（P ＜ 0.01），细胞核固缩程度减
轻，XFH 组病变情况有所好转，神经元数量有增
加的趋势。
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图 1　血府逐瘀胶囊对 PSD 大鼠脑组织形态的影响（HE，×200）
Fig 1　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on brain histopathology in PSD rats（HE，×200）

表 3　血府逐瘀胶囊对卒中后 PSD皮层存活神经元细胞的影响

(x±s，n ＝ 4) 
Tab 3　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on survival neurons of PSD 

rats cortex (x±s，n ＝ 4)

组别 神经元细胞数 / 个

SHAM 组 57.67±10.07

PSD 组 19.67±5.03***

XFL 组 45.67±8.96##

XFH 组      37±2.65

FLU 组      51±3.61##

注：与 SHAM 组相比，***P ＜ 0.001；与 PSD 组相比，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the SHAM group，***P ＜ 0.001；

compared with the PSD group，##P ＜ 0.01.

　　本研究通过整体动物行为学实验考察了血府逐
瘀胶囊对 PSD 大鼠的治疗效果，结果提示血府逐瘀
胶囊具有明确的改善卒中后抑郁样行为的效果，低
剂量组效果更优，因此选择 XFL 组进行后续实验。
2.4　血府逐瘀胶囊防治 PSD 的作用机制分析
　　在明确血府逐瘀胶囊防治 PSD 药效作用的基
础上，利用网络药理学对其作用机制进行初步研
究，以明确其潜在的作用环节，并利用整体动物
实验进行验证。
2.4.1　PSD 疾病相关靶点的搜集　在 GeneCards
（https：//www.genecards.org），OMIM（https：//
omim.org）数据库搜索 PSD 的相关靶点，关键词
设置为“poststroke depression”，筛选不同数据库
的靶点，去重取交集，得到 170 个靶点。
2.4.2　血府逐瘀胶囊相关靶点的收集　利用
TCMSP（www.tcmspw.com/tcmsp.php）和 TCMID
（47.100.169.139/tcmid）数据库检索血府逐瘀
胶囊化学成分的作用靶点。分别以“桃仁”“桔
梗”“红花”“当归”“川芎”“赤芍”“生地黄”“枳
壳”“柴胡”“甘草”“牛膝”为关键词进行搜索 [ 筛
选条件为类药性（DL）≥ 0.18，口服生物利用
度（OB）≥ 30%]，得到相应靶点，去重后整理
获得血府逐瘀胶囊所有药物的活性成分及靶点信
息，得到 244 个活性成分，共获得有效靶点 606
个。接着将“2.4.1”与“2.4.2”项下得到的靶点取
交集得到 47 个共同靶点，对应 131 个有效成分。
2.4.3　药物 - 成分 - 疾病靶点 - 网络构建和分析　
将交集靶点输入 Cytoscape 3.8.0 软件搭建药物 -

成分 - 疾病靶点图。如图 2 所示，有 189 个节点，
485 条边。
2.4.4　构建蛋白质 - 蛋白质相互作用（PPI）的构建
与分析　将交集靶点输入 STRING 网站（https：//
cn.string-db.org）PPI 网 络。 利 用 Cytoscape 软 件
中的 cytoNCA 插件中的度值（DC）、介数中心性
（BC）、接近中心性（CC）3 个参数对得到的血府
逐瘀胶囊治疗 PSD 的网络进行拓扑特征分析 [18]。
以 DC、BC、CC 均大于 1 倍中位数为筛选标准，
得到网络的关键节点。
　　结果见图 3，最小的互作分数值为 0.4，共
47 个节点，279 条边，平均节点度是 11.9，平均
聚类系数是 0.711，P ＜ 1.0×10－ 16，以上结果
表明交互作用极具显著性。进行网络拓扑分析得
到核心靶点共有 5 个，主要包括 TNF、IL-1β 等。
研究表明，促炎细胞因子如 IL-1β、TNF-α 可引起
肠屏障功能损伤，导致肠道通透性的增加 [19]。
2.4.5　主要通路及 GO 功能富集分析结果　利用
R 4.1.2 软件，结合 Bioconductor 软件，将血府逐
瘀胶囊治疗 PSD 的潜在作用靶点转化为基因 ID
后输入 David 数据库进行在线 GO 功能和 KEGG
通路富集分析，将结果按校正后的 P 值升序排
列，取排名前 30 的 GO 功能条目以及 KEGG 通
路分别绘制条形图（见图 4、5），综合预测血府
逐瘀胶囊防治 PSD 的作用机制及关键病理环节。
　　结果显示，其信号通路主要有 NF-κB 通路，
MAPK 通路以及 IL-17 信号通路等。GO 过程共
得到 1660 个条目，其中 BP 1561 个，CC 37 个，
MF 61 个；对血府逐瘀胶囊改善 PSD 具有显著
影响的通路共 119 条；根据其显著性程度分别列
举了排名靠前的富集分析结果，见图 5。生物过
程富集结果主要涉及氧化应激反应、MAPK 的
正向调节以及 ERK1 和 ERK2 的级联反应等。上
皮细胞 NF-κB 的激活可导致炎症因子如 TNF-α、
IL-1β 的产生，增加肠上皮通透性，从而降低
肠上皮紧密连接蛋白水平 [20]；氧化应激可激活
MAPK 信号通路，主要激活 MAPK 激酶，继而
激活细胞外调节蛋白激酶（ERK）等蛋白，共
同参与肠上皮屏障功能的调控；IL-17 通过上调
紧密连接相关基因的水平，保护肠上皮屏障功
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图 3　血府逐瘀胶囊防治卒中后抑郁潜在靶点的 PPI 网络

Fig 3　Protein-protein interaction network of Xuefu Zhuyu capsule anti-PSD target

图 2　血府逐瘀胶囊药物 - 成分 - 疾病靶点图

Fig 2　Drug-compound-target network of Xuefu Zhuyu capsule
注：圆形节点为药物，长方形节点为成分，菱形节点为靶点，八边形节点为疾病名。

Note：Circular nodes are drugs，rectangular nodes are components，diamond nodes are targets，and octagonal nodes are disease names.

能 [21]。这些信号通路共同调节肠上皮细胞紧密连
接蛋白的表达，对紧密连接蛋白的分布、分解、
磷酸化等进行调控，从而对紧密连接的结构及功
能产生重要的作用。
　　利用网络药理学对血府逐瘀胶囊防治 PSD 的
作用机制及关键作用环节进行了初步探讨，结果
显示血府逐瘀胶囊可以影响 IL-1β、TNF-α 表达，
从而下调 NF-κB，抑制 MAPK 信号通路的激活，
继而增加紧密连接蛋白的表达来修复肠上皮屏障
功能，结果提示其防治 PSD 的作用可能与改善肠
屏障功能有关。
2.5　血府逐瘀胶囊改善 PSD 肠屏障功能的实验
验证
2.5.1　对 PSD 大鼠肠道渗透性的影响　将各组大

鼠禁食 12 h 后，进行腹腔麻醉，打开腹腔，在近
盲端 5 cm 与 15 cm 处结扎，向回肠里注射 4 kDa-
FITC 溶液（40 mg·kg－ 1）0.2 mL，30 min 后取血，
避光静置 2 h，4℃离心 10 min（3000 r·min － 1）
后取血清，测定其吸光度值，计算大鼠血清中所
含 4-kDa FITC 的浓度并以此判断大鼠的肠道渗透
性 [22]。结果如表 4 所示，与 SHAM 组相比，PSD
组的渗透性显著升高（P ＜ 0.05）；与 PSD 组相
比，XFL 组的渗透性则显著降低（P ＜ 0.05）。
2.5.2　对 PSD 大鼠结肠形态的影响　各组大鼠
行为学实验结束后，经麻醉后 PBS 心脏灌流，接
着灌注 4% 多聚甲醛固定，取近盲端结肠，固定
切片后进行苏木素 - 伊红染色，脱水，封片，光
镜下观察结肠组织的形态结构，并根据病理组
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织学 [23] 对结肠进行病理评分。结果如图 6 所示，
SHAM 组大鼠结肠肠腺排列良好，结构较为完
整；与 SHAM 组相比，PSD 组大鼠的固有层黏膜
有炎性细胞浸润，上皮结构与大肠腺被破坏；与

PSD 组相比，XFL 组大鼠减轻了炎性细胞的浸润
程度，改善了腺体的损伤。病理评分见表 5。

图 6　血府逐瘀胶囊对 PSD 大鼠结肠组织病理学的影响（HE，
×400）
Fig 6　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on colonic histopathology in PSD 
rats（HE，×400）

表 5　HE染色结肠组织病理评分 (x±s，n ＝ 4) 
Tab 5　Colonic pathological score of HE staining images (x±s，n ＝ 4)

组别 上皮细胞 / 分 炎性细胞浸润 / 分 HS 评分 / 分
SHAM 组 0.63±0.25 0.88±0.25   1.5±0.41
PSD 组   2.5±0.71** 2.63±0.75** 5.13±1.38***

XFL 组      1±0.41## 1.25±0.29## 2.25±0.65##

注：与 SHAM 组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与 PSD 组相

比，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the SHAM group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；

compared with the PSD group，##P ＜ 0.01.

2.5.3　对 PSD 大鼠结肠 ZO-1，Occludin 和 claudin-1
表达的影响　各组大鼠结束行为学实验后麻醉，用
PBS 心脏灌流，取近盲端结肠组织，制备组织匀
浆液，以 4℃、15 000 r·min － 1 离心，收集上清
液，测定其蛋白浓度，配成每 10 μL 中含 30 μg 蛋
白的样品并煮沸变性，－ 20℃保存，备用。准备
预制胶，进行加样，转膜，封闭，转膜，封闭，加
入 ZO-1、Occludin 与 claudin-1 抗体，于 4℃冰箱孵
育；次日加入二抗孵育 2 h，配置发光液，显影。标
定 Marker，用 Image J 软件进行分析，对各组的蛋
白进行相对表达量比较。结果显示，与 SHAM 组相
比，PSD 组结肠组织 claudin-1、Occludin、ZO-1 的
表达明显下调（P ＜ 0.001，P ＜ 0.01）；与 PSD 组
相比，XFL 组 claudin-1、Occludin，ZO-1 表达显著
上调（P ＜ 0.001）（见表 6 及图 7）。
表 6　血府逐瘀胶囊对 PSD大鼠结肠 ZO-1、Occludin、claudin-1

表达的影响 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 6　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on the expression of ZO-1，

Occludin and claudin-1 in colon of PSD rats (x±s，n ＝ 5)

组别
蛋白相对表达量

ZO-1 Occludin claudin-1

SHAM 组 2.32±0.93 2.42±0.48 2.14±0.44

PSD 组   1.12±0.11**    1.52±0.51***    1.28±0.43***

XFL 组    2.31±0.81###    2.24±0.57###    2.12±0.52###

注：与 SHAM 组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与 PSD 组相

比，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the SHAM group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；

compared with the PSD group，###P ＜ 0.001 .

图 4　血府逐瘀胶囊防治卒中后抑郁的 GO 分析

Fig 4　GO terms of the anti-PSD targets of Xuefu Zhuyu capsule

图 5　血府逐瘀胶囊防治卒中后抑郁的 KEGG 通路分析

Fig 5　KEGG pathways of the anti-PSD targets of Xuefu Zhuyu capsule

表 4　血府逐瘀胶囊对 PSD大鼠肠道渗透性的影响 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 4　Effect of Xuefu Zhuyu capsule on intestinal permeability in 

PSD rats (x±s，n ＝ 6)

组别 大鼠血清中所含 4-kDa FITC 的浓度 /（μg·mL－ 1）

SHAM 组  95.50±24.62

PSD 组 190.70±63.29*

XFL 组   98.91±42.44#

注：与 SHAM 组相比，*P ＜ 0.05；与 PSD 组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the SHAM group，*P ＜ 0.05；compared 

with the PSD group，#P ＜ 0.05.
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图 7　血府逐瘀胶囊对 PSD 大鼠结肠组织紧密连接蛋白的影响

Fig 7　Effect of Xuefu Zhuyu on the intestinal tight junction protein in 
PSD rats

3　讨论
　　中医认为卒中后抑郁为“郁证”与“中风”并
病，“郁证”发生于“中风”之后，属“因病致郁”。
缺血性卒中的病机是以气虚血瘀为主，而郁证的
病机则以气机郁滞为主，因此，PSD 以素体不足，
气滞血瘀病机为主，活血理气是其基本治疗原则。
血府逐瘀方是活血理气的代表方药，其中血府逐
瘀胶囊是经过现代制剂及加工工艺制成的中成药，
制剂工艺和药效物质相对明确。课题研究首先利
用糖水偏好实验 [16]、旷场实验 [24] 与强迫游泳实
验 [17] 对其防治 PSD 的药效学进行了考察，以反
映药物改善实验动物快感缺失、对新环境的好奇
度降低以及绝望心理状态等抑郁样症状，结果发
现与 SHAM 组相比，PSD 组自主活动，糖水偏好
以及强迫游泳不动时间评分显著降低，提示大鼠
处于抑郁状态，血府逐瘀胶囊可改善 PSD 大鼠自
主活动，糖水偏好与强迫游泳不动时间评分，表
明血府逐瘀胶囊对 PSD 有较为显著的防治作用。
其中，低剂量组效果更优。
　　在明确药效的基础上，课题组再利用网络药
理学技术 [25]，围绕血府逐瘀胶囊方药主要化学成
分及 PSD 的关键病理环节进行了初步探讨。在药
物 - 成分 - 疾病靶点网络中，共收集血府逐瘀胶囊
的相关靶点共有 606 个，治疗 PSD 的相关靶点有
47 个，包括 TNF、IL-1β 等核心靶点。GO 分析和
KEGG 分析富集结果发现血府逐瘀胶囊治疗 PSD
的潜在靶点涉及氧化应激反应、MAPK 的正向调
节、调节 ERK1 和 ERK2 的级联等多种生物学过
程，涉及 MAPK 通路、NF-κB 通路等多条信号通
路。有研究报道 IL-1β、TNF-α 等炎性因子可激活
肠上皮 NF-κB 通路，肠上皮紧密连接被破坏，造
成肠屏障功能损伤，而抑制促炎因子则可降低肠
道通透性，保护肠屏障功能 [26-27]。鉴于肠屏障功
能在 PSD 发生发展过程中扮演的重要角色，以上
结果提示血府逐瘀胶囊改善肠屏障功能可能是其
防治 PSD 的关键药效环节。
　　基于网络药理学线索，课题组进一步对 PSD
动物模型肠屏障功能进行了验证，首先利用 FITC
标记的葡聚糖考察了实验动物肠道通透性的变化，

结果发现 PSD 组的肠道渗透性显著增加，并且组
织病理学结果发现 PSD 大鼠结肠组织炎性浸润严
重，而在血府逐瘀胶囊的干预下，结肠组织的肠道
渗透性显著降低，炎症反应明显缓解。此外，紧密
连接蛋白的表达变化在一定程度可以反映肠道通透
性的改变 [6]，实验研究利用 Western blot 检测紧密
连接蛋白的表达，进一步验证了 PSD 模型动物结
肠组织中 ZO-1、Occludin 和 claudin-1 表达显著减
少的现象。血府逐瘀胶囊干预可在一定程度增加紧
密连接蛋白的表达，结果进一步验证了血府逐瘀胶
囊具有改善 PSD 大鼠肠屏障功能的作用。
　　对肠道菌群 - 肠道 - 脑轴的广泛研究发现，肠
道菌群失调可影响中枢神经系统疾病的预后 [28-29]，
而在一些精神疾病中，如焦虑、抑郁症，肠道屏
障完整性可能被破坏。短链脂肪酸作为肠道菌
群主要的代谢产物，被认为可能是参与脑肠轴的
交流的介质，可通过免疫系统，与肠上皮细胞和
免疫细胞进行局部相互作用，这些作用影响肠道
黏膜免疫和屏障功能 [30]。有研究表明，逍遥散
能够调节实验动物的菌群丰度从而改善其抑郁
症状 [31]。本研究结果表明血府逐瘀胶囊能够缓
解 PSD 大鼠的抑郁样行为以及改善肠屏障功能可
能与调节肠道菌群及其代谢产物从而降低炎症反
应有关。因此，我们提出一个假设：血府逐瘀胶
囊可能通过调节肠道菌群及其代谢产物从而改善
PSD 的神经和肠道症状，接着代谢产物在参与肠
脑信号通路的过程可以直接或间接地调节情绪、
认知、神经系统等大脑功能。
　　综上，本研究利用 PSD 大鼠模型证实了血府
逐瘀胶囊具有明确的改善 PSD 行为学症状的作
用，并且其作用机制与改善 PSD 肠屏障功能密切
相关。本研究对丰富血府逐瘀胶囊的现代研究和
指导其临床合理用药具有一定参考价值，并且可
为进一步探索血府逐瘀胶囊防治 PSD 的作用机制
提供线索。
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基于 AHP-熵权法结合指纹图谱优选独活药渣的醇提工艺

陈仕妍1，2，林伟雄1，2，罗毓1，2，李美洲1，2，吴晓英1，2，杨赞1，2，魏梅1，2，刘燎原1，2*（1. 广东

一方制药有限公司，广东　佛山　528244；2. 中药配方颗粒企业重点实验室，广东　佛山　528244）

摘要：目的　以 AHP- 熵权法评价独活药渣醇提物，探究独活药渣利用价值。方法　采用正交

试验，结合 UPLC 指纹图谱，应用 AHP- 熵权法确定各项指标权重系数，对蛇床子素含量、二

氢欧山芹醇当归酸酯含量以及指纹图谱总峰面积进行综合评价，优选独活药渣的醇提工艺。结
果　确定最适工艺为：加入 8 倍量的 60% 乙醇，提取一次，时间 1.5 h。结论　建立的方法可

兼顾不同的质量评价指标，且评价方法客观可靠，可为独活药渣的资源开发提供基本思路。
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Abstract: Objective  To determine the utility value of Angelica Pubscens residue, and to test its 
ethanol extract based on the AHP-entropy coefficient method. Methods  Orthoganol experiment 
design was used, coupled with the founded UPLC fingerprint chromatography to optimize the ethanol-
extraction configuration. Furthermore, AHP-entropy weight was used to determine the weighting 
coefficient for the evaluation indicators, in which the content of osthole and dihydrooxanol angelica 
acid ester, and the total peak areas from fingerprint chromatogram were selected for evaluation. 
Results  The optimal ethanol extraction was to add 8 times of 60% ethanol, and extract for 1.5 h. 
Conclusion  The methed takes account of varied quality evaluation indexes, which is reliable and 
objective providing scientific evidence for the resource exploitation of Angelica Pubscens residue. 
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　　独活（Angelica pubescens Maxim. f. biserrata 
Shan et Yuan）为伞形科植物重齿毛当归的干燥
根，是一味常用的祛风除湿中药，主治风寒湿邪
所致腰膝疼痛、风湿头痛、足跖肿胀等 [1]。研究
指出独活含有的主要化学成分为香豆素类、挥发
油、甾醇以及多糖等 [2]，其中香豆素类以蛇床子
素和二氢欧山芹醇当归酸酯等成分为主。现代药
理研究表明，独活中蛇床子素具有抗炎、保肝、

保护心血管和中枢神经系统的作用，二氢欧山芹
醇当归酸酯与独活提取物的抗炎、修复角质细胞
的紫外损伤等功能有关 [3-4]。
　　近年来，中药废弃物对环境的影响越来越严
重，对药渣的处理和利用逐渐成为包括中药、农
业、环境和能源等领域的热点研究对象 [5-6]。独活
配方颗粒是基于中药配方颗粒的制法，以水为提取
溶媒，对独活饮片经提取、减压浓缩、喷雾干燥、
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制粒等工序制得的颗粒 [7-9]。鉴于有效成分香豆素
类成分如蛇床子素等基本集中在独活脂溶性部位，
经由配方颗粒生产过程而得到的独活水提药渣中存
有一定量的脂溶性成分，应考虑再次利用 [10-11]。
　　本试验利用正交试验优化独活醇提工艺，以
蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯含量、UPLC
指纹图谱总峰面积为考察指标，采用 AHP- 熵权
结合法优化指标权重系数，根据指标的综合评分
选择合适的提取参数，为独活水提药渣的质量研
究提供新的思路。
1　材料

1.1　仪器

　　Waters H-Class 型超高效液相色谱仪（美国
Waters 公司）；ME204E 型万分之一天平、XP26
百万分之一天平（瑞士 METTLER TOLEDO 公
司）；KQ-500DE 型数控超声清洗器（昆山市超声
仪器有限公司）；MiliQ Direct 8 型超纯水机（德
国 Merck 有限公司）；TC-15 型套式恒温器（海宁
市新华医疗器械厂）；DLSB-5L/20 型低温冷却液
循环泵（巩义市予华仪器有限责任公司）。
1.2　试药 
　　独活药渣（广东一方制药有限公司）；对
照品蛇床子素（批号：110822-201710，纯度：
99.5%）、二氢欧山芹醇当归酸酯（批号：111583-
201605，纯度：98.6%）（中国食品药品检定研究
院）；乙腈为色谱级，其余试剂为分析纯，水为
超纯水。
2　方法与结果

2.1　指纹图谱的建立

2.1.1　 色 谱 条 件　 色 谱 柱：Waters CORTECS 
T3 柱（150 mm×2.1 mm，1.6 μm）； 流 动 相：
乙 腈（A）- 水（B）， 梯 度 洗 脱（0 ～ 2 min，
5% ～ 30%A；2 ～ 4 min，30% ～ 31%A；4 ～ 5 
min，31% ～ 32%A；5 ～ 11 min，32% ～ 37%A；
11 ～ 12 min，37% ～ 38%A；12 ～ 13 min，
38% ～ 53%A；13 ～ 24 min，53% ～ 54%A；
24～ 25 min，54%～ 5%A；25～ 30 min，5%A）；
检测波长：325 nm；流速：0.3 mL·min － 1；柱温：
30℃；进样量：1 μL。
2.1.2　对照品溶液的制备　取蛇床子素和二氢欧
山芹醇当归酸酯对照品适量，精密称定，加 50%
乙醇制成蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯质量
浓度分别为 137 μg·mL － 1 和 43 μg·mL － 1 的混
合对照品溶液。
2.1.3　供试品溶液的制备　按表 1 设计正交试验，

制备不同水平的药渣提取物并浓缩至约 100 mL，
取正交和验证试验下的浓缩液 0.2 g，精密称定，
置具塞锥形瓶中，精密加入 50% 乙醇 20 mL，称
定重量，超声（功率 300 W，频率 40 Hz）处理
20 min，取出，放冷，再称重，以 50% 乙醇补足
减失重量，摇匀，用 0.22 μm 滤膜滤过，取续滤
液，即得。

表 1　因素水平表 
Tab 1　Factor and level

水平
因素

乙醇浓度 /% 加液量 / 倍 提取时间 /h 提取次数 / 次

1 40 8 0.5 1

2 60 10 1.0 2

3 80 12 1.5 3

2.1.4　方法学考察 
　　① 稳定性试验：取正交试验编号 4 号（以下
简称 H4）样品 1 份，按“2.1.3”项下方法制备，
分别于室温放置 0、2、4、8、12、24 h 时，进样
测定，记录色谱图。以峰 10（蛇床子素）为参照
峰（S），计算得各峰相对峰面积的 RSD 均小于
2.7%，相对保留时间的 RSD 均小于 0.27%，表明
供试液在室温下 24 h 内稳定。
　　② 精密度试验：取 H4 样品 1 份，按“2.1.3”
项下方法制备，重复进样 6 次，记录色谱图。以
峰 10（蛇床子素）为参照峰（S），得到各峰相
对峰面积的 RSD 均小于 2.1%，相对保留时间的
RSD 均小于 0.060%，表明方法精密度良好。
　　③ 重复性试验：取 H4 样品 6 份，按“2.1.3”
项下方法制备，进样测定，记录色谱图。以峰 10
（蛇床子素）为参照峰（S），计算得各共有峰相
对峰面积的 RSD 均小于 2.8%，相对保留时间的
RSD 均小于 1.4%，表明该方法重复性良好。
2.1.5　UPLC 指纹图谱的建立　取供试品溶液，
进样测定，记录色谱图。采用《中药色谱指纹图
谱相似度评价系统（2012 版）》分析图谱，共指认
12 个共有峰，见图 1A，独活药渣中所含成分的
色谱峰均在 30 min 内洗脱完全，通过与混合对照
品（见图 1B）进行对比指认，共指认两种成分，
10 号峰为蛇床子素，11 号峰为二氢欧山芹醇当
归酸酯，蛇床子素的峰检测响应最高，且分离度
好，选择该峰作为参照峰（S）。
2.2　含量测定方法的建立

2.2.1　线性关系考察　精密称取蛇床子素对照品
11.620 mg 置于 5 mL 量瓶中，加 50% 乙醇溶解并
稀释至刻度，得质量浓度为 2.324 mg·mL－ 1 的



2833

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

蛇床子素储备液；精密称取二氢欧山芹醇当归酸
酯对照品 20.412 mg 置于 10 mL 量瓶中，加 50%
乙醇溶解并稀释至刻度，得质量浓度为 2.0412 
mg·mL－ 1 的二氢欧山芹醇当归酸酯储备液，分
别精密吸取上述储备液 2.0、1.0、0.5、0.2、0.1 
mL 置 于 5 mL 量 瓶 中， 加 50% 乙 醇 定 容 至 刻
度，摇匀，连同储备液，进样测定，以对照品质
量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲
线，结果蛇床子素、二氢欧山芹醇当归酸酯分别
在 46.48 ～ 2324.00 μg·mL － 1、40.82 ～ 2041.20 
μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好，回归方程分别
为 Y ＝ 7.693×103X ＋ 2.671×105（R2 ＝ 0.9999），
Y ＝ 7.916×103X － 4.226×104（R2 ＝ 0.9998）。
2.2.2　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于
室温放置 0、2、4、8、12、24 h 时，进样测定，
计算得到蛇床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯峰面
积的 RSD 分别为 0.99%、0.76%，表明供试品溶
液在室温下 24 h 内稳定。
2.2.3　精密度试验　取同一供试品溶液，重复进
样 6 次，计算得到蛇床子素和二氢欧山芹醇当归
酸酯峰面积的 RSD 分别为 0.14%、0.15%，表明
该方法精密度良好。
2.2.4　重复性试验　取同一供试品 6 份，按
“2.1.3”项下方法制备，进样测定，计算得到蛇

床子素和二氢欧山芹醇当归酸酯峰面积的 RSD 分
别为 1.3%、1.3%，表明该方法重复性良好。
2.2.5　加样回收试验　精密称取已知质量分数的
独活药渣浓缩清膏（H4）6 份，每份 0.1 g，分别
按照 0.5∶1、1∶1、1.5∶1 比例加入对照品（羌
活醇 / 二氢欧山芹醇当归酸酯：2.94 mg/2.22 mg、
5.86 mg/4.44 mg、8.81 mg/6.68 mg），按“2.1.3”项
下方法制备，进样测定，测定得到蛇床子素和二
氢欧山芹醇当归酸酯高、中、低水平的平均加样
回收率在 99.56% ～ 104.14%、95.98% ～ 96.28%，
RSD 在 0.88% ～ 2.8%、2.0% ～ 3.0%。
2.2.6　总固形物质量测定　精密吸取“2.1.3”项
下浓缩液 3 g，置于已恒重的蒸发皿，水浴蒸干
溶液，105℃干燥 3 h，取出迅速置于干燥器中
冷却 30 min，照 2020 年版《中国药典》四部通则
0831 的干燥失重测定法，计算固形物总质量。
2.2.7　样品含量测定　取 9 个独活药渣样品，按
“2.1.3”项下方法制备，进样测定，记录共有峰
的峰面积，结果见表 2；按照“2.2.6”项下的固形
物总量折算蛇床子素含量、二氢欧山芹醇当归酸
酯含量，结果见表 3。
2.3　综合权重计算

2.3.1　AHP 判断矩阵构建　以蛇床子素含量、二
氢欧山芹醇当归酸酯含量以及图谱峰总峰面积 3
个指标作为独活药渣工艺提取结果的衡量指标，
为评价两两指标之间的优先顺序，需对权重进行
量化，对 3 个指标的成对比较采用优先级矩阵的
方式进行判断，结果如表 4 所示。
2.3.2　权重系数计算和一致性检验　初始权重系
数（wj）和归一化权重系数（w'j）分别按照公式
（1）和公式（2）进行计算，其中，j 和 m 均表示 3
个指标数（j 和 m 为表 4 中的行数和列数，即为
指标序号 1 ～ 3）[12-13]。

　　wj ＝√xj1×xj2……xjm         （1）
　　w'j ＝ wj/ ∑m

j ＝ 1 wj                （2）

　　通过计算可得蛇床子素含量、二氢欧山芹醇
当归酸酯含量以及总峰面积的指标权重分别为：
0.5396、0.2907、0.1634；对权重系数 w'j 的逻辑
合理性采用一致性检验，根据公式（3）和（4）计
算最大特征根δm 以及一致性指标 CI，可得 CI ＝
0.0046 ＜ 0.1，说明权重符合逻辑一致性要求。
　　δm ＝∑m

i ＝ 1（∑m
j ＝ 1 xij×w'j/w'i）/3       （3）

　　CI ＝（δm － m）/（m － 1）            （4）
2.3.3　AHP 结合熵权的综合权重确定　对于多

图 1　独活药渣醇提物样品（A）及混合对照品（B）UPLC 图谱

Fig 1　UPLC chromatogram of ethanol extract from Angelica Pubescens 
residues（A）and mixture reference （B）

A

B
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指标的评价体系，需要突出数值变化对系统性质
影响较大的指标项，针对不同数量级和量纲的数
据，可以采用信息熵的概念对指标的影响程度进
行度量，熵越小，则指标的差异贡献度越大，熵
权重的计算步骤如下：① 建立由 xij 组成的 n 行
m 列的原始数据矩阵（n ＝ 9，m ＝ 3，xij 表示第
i 次实验下的第 j 项指标结果）；② 将矩阵标准化
为概率矩阵 Pij（0 ≤ Pij ≤ 1）；③ 计算信息熵 Hj

和熵权重 Wj；④ 将 AHP 法的主观权重 w'j，对客
观熵权重 Wj 进行综合运算，可得综合权重系数
Ω j，各特征值依据公式（5）～（8）进行求解。
　　Pij ＝ xij/ ∑n

i ＝ 1 xij                                   （5）

　　Hj ＝－ 1/lnn（∑n
i ＝ 1 Pij×lnPij）           （6）

　　Wj ＝ Hj/ ∑m
j ＝ 1（1－Hj）                      （7）

　　Ω j ＝（w'j×Wj）/（∑m
j ＝ 1 w'j×Wj）       （8）

　　根据熵权结合的计算公式，可得蛇床子素含
量、二氢欧山芹醇当归酸酯含量以及总峰面积的
Ω j 为 0.366、0.442、0.192，综合评分＝蛇床子素 /
MAX（蛇床子素）×0.366 ＋二氢欧山芹醇当归酸
酯 /MAX（二氢欧山芹醇当归酸酯）×0.442 ＋总
峰面积 /MAX（总峰面积）×0.192。
2.4　正交试验

　　以蛇床子素含量、二氢欧山芹醇当归酸酯含
量以及图谱峰总峰面积所得综合评分作为考察指
标，按照正交试验设计表进行提取，筛选合适
的提取工艺参数：乙醇浓度（A）、加液量（B）、
提取时间（C）、提取次数（D），各因素结果和
综合评分如表 5，方差分析结果如表 6。通过综
合分析正交试验结果的极差和方差，可以发现四
因素的作用主次关系分别为 A ＞ C ＞ B ＞ D，
其中因素 A 和 C 对结果均具有显著性差异，综
合确定最佳组合为 A3B1C3D1；考虑到生产中采用
高比例乙醇提取导致的潜在安全隐患以及较大的
生产成本，实际生产中基本使用 60% 乙醇进行
提取，结合实际生产条件，可见 60% 和 80% 比
例的乙醇均可作为乙醇浓度的参数选项，现对两
种较优组合 A2B1C3D1 和 A3B1C3D1 进行验证和对
比讨论，具体醇提条件为：乙醇浓度分别为 60%
和 80%，加液量为 8 倍，提取时间为 1.5 h，提
取次数为 1 次。
2.5　验证试验

表 2　正交试验供试品共有峰峰面积统计 
Tab 2　Common peak areas of samples for orthogonal experiment

共有峰
正交试验供试品峰面积

1 2 3 4 5 6 7 8 9
峰 1 6188 9826 10 838 6647 9108 9123 8844 7030 6153 
峰 2 4383 7088 7960 5553 6775 6372 6204 5024 5029 
峰 3 4565 7330 11 514 6106 8601 8359 7669 6580 5004 
峰 4 28 430 45 396 56 430 32 988 48 383 45 570 42 440 34 796 27 937 
峰 5 17 088 28 424 36 980 19 597 28 561 27 472 26 157 20 733 17 094 
峰 6 3223 5054 5884 4124 5808 5948 5916 4920 4085 
峰 7 17 465 29 267 36 947 22 163 32 869 31 292 31 510 25 621 21 167 
峰 8 3719 6254 7859 4959 6966 6604 6410 5155 3982 
峰 9 5083 9323 11 933 7363 11 468 11 458 11 740 8646 6974 
峰 10 120 922 215 967 269 362 178 899 267 215 264 354 264 754 213 400 172 181 
峰 11 91 135 162 952 205 317 132 244 200 182 199 263 196 066 153 248 123 153 
峰 12 7209 12 786 15 695 10 083 14 813 14 341 13 810 10 477 8117 
总和 309 408 539 668 676 718 430 726 640 749 630 157 621 519 495 631 400 877 

表 3　指标成分测定结果 
Tab 3　Content of indicator components 

试验号
蛇床子素含量 /
（mg·g － 1）

二氢欧山芹醇当归

酸酯含量 /（mg·g － 1）
总峰面积

1 45.51 35.04 309 408

2 44.74 34.51 539 668

3 42.58 33.18 676 718

4 58.70 44.54 430 726

5 55.20 42.29 640 749

6 49.94 38.44 630 157

7 62.85 47.45 621 519

8 61.68 45.08 495 631

9 69.28 50.22 400 877

表 4　指标成对比较的判断优先矩阵 
Tab 4　Decision priority matrix for pairwise indicators 

指标 蛇床子素 二氢欧山芹醇当归酸酯 总峰面积

蛇床子素 1 2 3

二氢欧山芹醇当归酸酯 2/1 1 2

总峰面积 1/3 1/2 1
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表 5　正交试验结果 
Tab 5　Orthogonal experiment

试验号 A/% B/ 倍 C/h D 蛇床子素 /（mg·g － 1）二氢欧山芹醇当归酸酯 /（mg·g － 1） 总峰面积 综合评分

1 40 8 0.5 1 45.51 35.04 309 408 63.66
2 40 10 1.0 2 44.74 34.51 539 668 69.32
3 40 12 1.5 3 42.58 33.18 676 718 70.89
4 60 8 1.0 3 58.70 44.54 430 726 82.43
5 60 10 1.5 1 55.20 42.29 640 749 84.56
6 60 12 0.5 2 49.94 38.44 630 157 78.09
7 80 8 1.5 2 62.85 47.45 621 519 92.59
8 80 10 0.5 3 61.68 45.08 495 631 86.32
9 80 12 1.0 1 69.28 50.22 400 877 92.17
K1 67.957 79.560 76.023 80.130
K2 81.693 80.067 81.307 80.000
K3 90.360 80.383 82.680 79.880
R 22.403   0.823 6.6570   0.716

表 6　综合评分方差分析结果 
Tab 6　Square deviation for global scoring points

方差来源 偏差平方和 自由度 F 比 显著性

A 765.716 2 739.822 *

B（误差）     1.035 2     1.000
C   74.111 2   71.605 *

D     0.094 2     0.091

注（Note）：F0.05（2.2）＝ 19，*P ＜ 0.05。

　　分别按工艺 A2B1C3D1 和 A3B1C3D1 提取验证，
测定 3 种测定指标和综合评分，由表 7 可知，两
者 3 项指标的 RSD 均＜ 3%，综合评分均值分别
为 84.64 和 91.22，RSD ＜ 1%，表明工艺试验结
果稳定、重复性良好。综合评分差异印证了 A 因

素（乙醇浓度）的显著性，但两者相差不大，均
大于 80 分；同时，造成验证工艺 A2B1C3D1 稍低
于正交 7 和 9 的结果主要在于乙醇浓度，加之加
液量和提取时间的部分影响和提取次数的误差因
素，但较之正交 4 ～ 6 的结果仍具优势。综上，
只考虑提取结果，可采取工艺 A3B1C3D1；考虑实
际成本，80% 乙醇提取的综合评分接近 60% 乙
醇，且进行大规模提取时采用 60% 乙醇的低成
本，可一定程度上弥补两者的提取效益差异，并
降低生产设备中高比例乙醇受热引发的安全隐
患，因此建议考虑工艺 A2B1C3D1。

表 7　独活药渣醇提工艺验证 
Tab 7　Verification of ethanol extraction of Angelica Pubescens residues

验证

60% 醇提 80% 醇提

蛇床子素 /
（mg·g － 1）

二氢欧山芹醇当归

酸酯 /（mg·g － 1）
总峰面积 综合评分

蛇床子素 /
（mg·g － 1）

二氢欧山芹醇当归

酸酯 /（mg·g － 1）
总峰面积 综合评分

1 57.63 46.41 512 382 84.52 60.43 48.50 789 894 91.35
2 56.67 47.44 519 251 84.32 59.90 48.68 768 092 90.60
3 58.49 45.49 524 478 85.06 61.72 47.03 788 238 91.70
均值 57.60 46.45 518 704 84.64 60.68 48.07 782 075 91.22
RSD/% 1.6 2.1 1.2   0.45   1.5 1.9 1.6   0.61

3　讨论

　　本试验利用正交试验设计对影响独活药渣醇
提工艺的关键参数进行优化，得到合理的工艺条
件组合，并通过验证试验进行结果预期，结果显
示各项评价指标和综合评分的偏差值均＜ 3%，
说明所优化的醇提工艺条件可靠稳定。通过提取
发现，各正交表下的醇提物中蛇床子素含量为
4.258% ～ 6.928%，二氢欧山芹醇当归酸酯含量
为 3.318% ～ 5.022%，可见独活药渣中仍含有一
定残存量的香豆素类等生理活性成分，对其进行
有效的开发利用是有必要的。

　　本研究通过对独活药渣剩余价值的初步探究，
以蛇床子素含量、二氢欧山芹醇当归酸酯的含量
以及指纹图谱峰面积为指标，借助兼具主观量化
和逻辑数维的 AHP- 熵权模型，对多指标进行综
合评价，通过挖掘潜在的有效物质的利用价值，
可为后续中药药渣的质量评价开拓思路和方向。
　　据不完全统计，目前全国范围内针对国家和
各省药监部门标准生产的中药配方颗粒品种 400
余个，大多数饮片均含有脂溶性成分，且配方颗
粒按照水提工序进行提取利用，所得药渣目前尚
未得到有效处理，同时对环境造成潜在污染。本
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文主要意在通过正交试验考察醇提工艺，进而对
水提药渣的二次利用的价值进行探究，同时通过
建立含量测定及图谱测定方法对其醇提二次利用
价值进行精准评价，以阐明独活配方颗粒水提药
渣价值及其二次利用提供参考，为资源的可持续
发展和减少资源浪费贡献一份力量。
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含碘中药治疗甲状腺疾病的作用机制探讨
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摘要：含碘中药治疗甲状腺疾病的历史已久，《肘后备急方》就有海藻、昆布治疗瘿病的记载，

海藻玉壶汤、四海舒郁丸、消瘰丸等沿用至今的经典方剂均使用含碘中药。随着人们对疾病病

理机制的深入认识，含碘中药应用于甲状腺疾病的治疗引起一定争议，如何合理使用含碘中

药是亟待解决的问题。在“辨证论治”的指导下，结合现代药理学机制研究结果，可能是较为

合理的途径。本文旨在梳理含碘中药在甲状腺疾病中的机制研究进展，为其进一步研究和临床

应用提供参考。
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【编者按】

含碘中药治疗甲状腺疾病的历史已久，沿用至今的海藻玉壶汤、四海舒郁丸、消瘰丸等治瘿名方
中均使用含碘中药。随着我国人群碘状态的改变、甲状腺疾病谱的变化以及人们对病理机制的深入认
识，含碘中药在甲状腺疾病中的应用逐渐引起争议，如何合理使用含碘中药是亟待解决的临床问题。
“传承精华，守正创新”，我们认为在传承中医经典理论认识和临床实践经验的同时，应该结合现代
药理学研究结果，应用含碘中药治疗甲状腺疾病同样如此。本专题系统梳理临床常用含碘中药、经典
方剂在甲状腺疾病中的药理机制研究进展，旨在为相关领域临床工作者提供“辨证 - 辨病”结合用药参
考，为基础研究工作者提供新的科研思路。
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　　甲状腺疾病属于中医学“瘿病”范畴，早在
战国时代《吕氏春秋·尽数篇》中就有相关记载：
“轻水所，多秃与瘿人”，隋代巢元方在《诸病源
候论》中引言“诸山水黑土中，出泉流者，不可
久居，常食令人作瘿病，动气增患”，清代《杂
病源流犀烛》中也有“西北方依山聚涧之民，食
溪谷之水，受冷毒之气，其间妇女往往生节如
瘿”的论述，均提示瘿病的发生与水土因素密切
相关。关于瘿病的治疗，自《肘后备急方》首次
提出使用海藻、昆布治疗以来，含碘中药的应用
备受推崇，如昆布、羊靥、鹿靥治疗瘿病可见于
《千金翼方》《外台秘要》等书中，《外科正宗》《疡
科大全》《医学心悟》所载海藻玉壶汤、四海舒郁
丸、消瘰丸等方剂均使用了含碘中药，这些方剂
大多沿用至今，且临床疗效确切。
　　20 世纪 80 年代以前，中医治疗瘿病几乎都
会使用含碘中药。后随着我国食盐碘化政策的实
施、强化，在改善群众碘缺乏状态的同时，碘摄
入过量引发的甲状腺疾病也开始逐渐增多，含碘
中药在甲状腺疾病中的应用也逐渐受到争议。有
研究者通过梳理含碘中药治疗甲状腺疾病的文
献，认为应根据不同甲状腺疾病的生理病理情
况，结合现代研究结果，合理使用含碘中药 [1]。
本文系统梳理常用含碘中药在甲状腺疾病中的应
用及作用机制，旨在为含碘中药在相关疾病领域
的深入机制研究及临床合理用药提供参考。
1　碘与甲状腺的关系
　　碘是合成甲状腺激素的必要原料，机体内的
碘含量与甲状腺疾病关系密切。碘的摄入量与甲
状腺疾病的关系呈 U 型曲线，世界卫生组织推荐
成人每日摄碘量为 150 μg，碘缺乏或者碘过量都
会影响甲状腺的形态结构和生理功能，导致甲状
腺疾病的发生 [2]。碘摄入不足导致甲状腺激素合
成减少，激活下丘脑 - 垂体 - 甲状腺的负反馈机

制，垂体大量分泌促甲状腺激素，过量的促甲状
腺激素可刺激甲状腺组织增生肥大，引起单纯性
甲状腺肿；碘摄入过多同样会引起甲状腺功能亢
进症、甲状腺炎、甲状腺结节、甲状腺癌等疾病，
而且长期碘摄入过量还能导致甲状腺功能减退 [3]。
2　治疗甲状腺疾病的常用含碘中药
　　含碘中药治疗甲状腺疾病的历史已久，有研
究者整理历代医家治疗瘿病的 100 余首方剂发现，
使用频率最高前 8 味中药是昆布、海藻、夏枯草、
牡蛎、当归、浙贝母、生地黄和黄药子 [4]，采用
砷铈催化分光光度法测定这些中药中碘的含量，
结果显示昆布（794.69 μg·kg － 1）和海藻（682.46 
μg·kg － 1）饮片的碘含量丰富，属于富碘中药，
夏枯草（38.43 μg·kg － 1）的碘含量居于两者之后，
牡蛎（8.28 μg·kg － 1）、黄药子（4.69 μg·kg － 1）、
浙贝母（2.09 μg·kg － 1）、当归（1.58 μg·kg － 1）
的碘含量相对较少，生地黄（0.10 μg·kg － 1）的碘
含量最少 [5]。另有研究根据文献及临床经验筛选
6 种常用消瘿中药，包括昆布、海藻、牡蛎、香附、
夏枯草及玄参，采用氧化还原滴定法进行碘含量
测定，结果同样显示昆布和海藻的碘含量丰富，
牡蛎、香附次之，夏枯草和玄参碘含量较低 [6]。
　　由此可见，碘含量最为丰富的是藻类药物昆
布和海藻，也被称为“富碘中药”，介类中药牡
蛎在不同研究中的碘含量均相对较高，而植物类
中药的碘含量相对较低，其中夏枯草在不同研究
中的碘含量差异较大，这可能与检测方法的差异
相关。含碘中药临床主要用于单纯性甲状腺肿、
甲状腺功能异常、甲状腺结节、甲状腺炎和甲状
腺癌的治疗，如田甜等 [7] 研究发现海藻玉壶汤能
显著改善单纯甲状腺肿患者的甲状腺激素水平，
保护患者甲状腺功能；张华军等 [8] 应用海藻牡蛎
消瘿汤联合西药治疗甲状腺功能亢进症，可明显
缓解患者症状，调节甲状腺激素水平，降低复发

Abstract: Iodine-containing traditional Chinese medicines have long been used for thyroid diseases. 
In the “Handbook of Prescriptions for Emergencies”, there are records of seaweed and kombu 
for goiter diseases, and classical prescriptions such as Seaweed Yuhu decoction, Sihai Shuyu pills 
and Xiaoluo pills all use iodine-containing traditional Chinese medicine till today. With deeper 
understanding of the pathological mechanism of the disease, the application of iodine-containing 
traditional Chinese medicines for thyroid diseases has caused some controversy, and the rational use 
of iodine-containing traditional Chinese medicine is also a problem. It may be a more reasonable way 
to combine the results of modern pharmacological study. This review aims to sort out the progress 
in the mechanism of iodine-containing traditional Chinese medicine for thyroid diseases and provide 
reference for further research and clinical application.
Key words: iodine-containing traditional Chinese medicine; thyroid disease; goiter disease; mechanism
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率；董玉娟等 [9] 的 meta 分析显示，联合富碘中
药复方应用于甲状腺功能亢进症的治疗，在总有
效率、甲状腺功能、复发率等方面的改善均优于
单纯应用西药治疗，且并未引起病情加重；贾蔓
箐等 [10] 联合使用夏枯草胶囊与甲巯咪唑片治疗
甲状腺功能亢进症患者，与单纯西药比较，可提
高临床疗效，改善甲状腺功能与骨代谢功能；张
微等 [11] 研究发现夏枯草胶囊联合小金丸能够缩
小桥本甲状腺炎伴结节患者的甲状腺体积及结节
大小，改善甲状腺抗体水平，提高甲状腺功能，
抑制炎症反应。
　　参照《中国药典》对治疗甲状腺疾病常用含
碘中药（海藻、昆布、夏枯草、牡蛎、当归、浙
贝母、黄药子、生地黄、玄参和香附）的描述，
药性以寒为主，药味以苦、咸和甘为主，归肝经
和肾经者居多（见图 1）。中医认为瘿病的发生与
肝脾密切相关，肝郁气滞、化火，脾虚痰生，痰
气（火）交阻，血行瘀滞，最终气滞、痰凝、血
瘀相互为患而发为本病 [12-13]。常用含碘中药苦寒
以清热泻火、咸以软坚散结，且主要入肝经，可
谓正中病机。

图 1　常用含碘中药性味、归经分布

Fig 1　Nature，flavor and meridian distribution of commonly used 
iodine-containing traditional Chinese medicines

3　常用含碘中药在甲状腺疾病中的作用机制
　　含碘中药及复方在甲状腺疾病领域的临床研
究颇多，而相关机制研究则较为缺乏，现有研究
以海藻、昆布、夏枯草和玄参为主，其余常用含

碘中药干预甲状腺疾病的研究较少，故本文主要
对上述 4 种含碘中药的相关机制研究进行综述。
3.1　海藻
　　海藻主要包含酮类、萜烯类、多肽、生物碱、
莽草酸类和多糖类褐等活性成分，海藻多糖是研究
最为广泛的活性物质，研究表明海藻多糖具有抗肿
瘤、抗氧化、抗菌、调节免疫和抗炎等药理作用 [14]。
海藻干预甲状腺疾病的研究主要集中于治瘿名方海
藻玉壶汤上，疾病类型以甲状腺肿大为主。综合目
前研究结果，海藻玉壶汤主要通过影响甲状腺细胞
凋亡与增殖来发挥作用。张晨等 [15] 采用两种不同品
种海藻（羊栖菜、海蒿子）的海藻玉壶汤干预甲状
腺肿大鼠模型，结果发现高剂量海藻玉壶汤对大鼠
甲状腺系数及甲状腺组织形态有纠正作用，其作用
机制可能与升高 Bax/Bcl-2 从而促进甲状腺细胞凋亡
相关；葛超冉等 [16] 的研究同样显示，海藻玉壶汤及
其拆方对甲状腺肿模型大鼠的甲状腺系数及甲状腺
组织病理形态有纠正作用，其作用机制可能是通过
mTOR-p70S6K/4E-BP1 信号通路抑制细胞增殖有关。
此外，海藻玉壶汤中虽然包含海藻和甘草的反药组
合，但并未发现明显的毒副作用。李怡文等 [17] 研究
发现，海藻玉壶汤用于甲状腺肿病理模型，在肝脏
系统未发现明显的毒副作用，且不同比例配伍的复
方对大鼠模型的心、肾功能无影响 [18]。还有研究显
示海藻玉壶汤中不同品种海藻与甘草配伍可诱导肝
脏 CYP3A1 mRNA、CYP2E1 蛋白的表达，进而影
响 CYP450 酶系统促进甲状腺肿动物模型肝脏蛋白
合成功能的恢复 [19-20]。
3.2　昆布
　　昆布中主要成分为多糖脂肪、天然蛋白质、
纤维素、矿物质、核酸等，昆布多糖类物质是其
重要的药理活性成分，已证明昆布多糖具有降血
糖、抗肿瘤、抗氧化、肾脏保护和免疫调节等作
用 [21]。昆布干预甲状腺疾病的机制研究也是以复
方为主，除海藻玉壶汤外，昆布散同样是治疗瘿
病的经典名方，昆布散出自《圣济总录》，由昆
布、海藻、松萝、海蛤、木通、白蔹、桂枝组成，
主要用于甲状腺肿疾病的治疗。赵慎非等 [22] 通过
实验研究发现，昆布散可显著改善甲状腺肿大鼠
模型甲状腺激素分泌水平，抑制氧化应激损伤，
其作用机制可能与调控 Keap1/HO-1/NQO-1 通路
有关。昆布、海藻等富碘中药的抗氧化应激作用，
在自身免疫性甲状腺炎（AIT）动物模型中也得
到了证明。Gao 等 [23] 通过动物实验发现，富碘中
药昆布、海藻和海带能明显提高 AIT 动物模型的
抗氧化能力，抑制甲状腺中 Th17 细胞的高分化。
此外，昆布提取液也体现出对甲状腺的保护作
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用，付彦君等 [24] 利用甲硫氧嘧啶构建甲状腺肿
模型，给予昆布提取液干预，结果发现高、中剂
量组的甲状腺滤泡增大、胶质形成均有改善，其
中高剂量组的改善更为明显，提示昆布提取液对
甲硫氧嘧啶引起的大鼠甲状腺肿有保护作用。
3.3　夏枯草
　　夏枯草干预甲状腺疾病的机制研究较为丰
富，疾病类型主要包括 AIT 和甲状腺癌。AIT 主
要包括桥本甲状腺炎、萎缩性甲状腺炎、甲状腺
功能正常的甲状腺炎、无痛性甲状腺炎和桥本甲
亢 5 种类型。现代药理学研究显示，夏枯草中含
有三萜类、黄酮类、甾体类、多糖类等药理成
分 [25]，夏枯草可通过影响免疫相关细胞、因子
和通路来调节 AIT 的免疫反应状态。有研究证明
夏枯草可促进脾脏 T 调节细胞和细胞因子白介素
（IL）-10、肿瘤坏死因子β（TGF-β）的表达，从
而降低实验性自身免疫性甲状腺炎（EAT）模型
的甲状腺球蛋白抗体（TgAb）水平，减小甲状腺
体积。有研究显示，夏枯草能缩小 EAT 大鼠的甲
状腺体积，降低甲状腺炎炎症评分和血清 TgAb
水平，并能减弱 Th1、Th2 和 Th17 细胞的表达，
这与夏枯草通过高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）
降低 TLR9/MyD88 通路和促炎细胞因子活性的
机制相关 [26]。NF-κB 信号通路与炎症和自身免疫
性疾病密切相关，Chen 等 [27] 对桥本甲状腺炎模
型研究发现夏枯草可抑制 NF-κB 和 IRF3 的激活，
并抑制相应的启动子激活，进而抑制先天性、适
应性免疫反应和细胞死亡对甲状腺细胞发挥保护
作用，同时还能保护细胞免受碘相关氧化损伤。
李嫚等 [28] 同样发现夏枯草胶囊对 EAT 大鼠具有
抑制 NF-κB 信号通路活化的作用。除免疫调节作
用外，夏枯草还能通过抑制细胞凋亡以保护甲状
腺滤泡上皮，余欣然等 [29] 研究发现，夏枯草胶
囊可能通过减少 Fas、FasL 的表达，抑制甲状腺
滤泡细胞凋亡，从而减轻 EAT 大鼠模型甲状腺滤
泡上皮的破坏。
　　恶性肿瘤细胞的主要特征是具有无限增殖的
能力，夏枯草干预甲状腺癌主要是以影响细胞增
殖与凋亡为主。Song 等 [30] 通过体内外研究发现，
夏枯草水提液可通过 AMPK/mTOR/ULK1 通路诱
导细胞自噬，从而抑制甲状腺癌细胞的增殖。体
外研究显示，夏枯草可显著提高人类高分化甲状
腺癌细胞系 TPC-1 和 FTC-133 中 Bcl-2 相关蛋
白和 caspase-3 的表达，进而诱导细胞凋亡的发
生 [31]。殷德涛等 [32] 研究发现，夏枯草对甲状腺
癌细胞 TPC-1 的增殖具有显著抑制作用，这可能
与其上调抑癌基因 CCDC67 的表达相关。还有研

究发现夏枯草的提取物熊果酸能抑制 TPC-1 细胞
的增殖，具体机制涉及促进细胞凋亡、阻滞细胞
周期、激活 p53 信号通路和抑制 MAPK 信号通
路 [33]。夏枯草亦可通过降低 microRNA-146b-3p
的表达水平抑制甲状腺乳头状癌细胞 B-CPAP 的
增殖、侵袭及迁移 [34]。
3.4　玄参
　　玄参主要成分为苯丙素苷类、环烯醚萜苷类
和有机酸类等，其中研究较多的主要是环烯醚萜
苷类成分，如哈巴苷、哈巴俄苷、桃叶珊瑚苷等，
这些物质具有抗炎、免疫调节、抗氧化的等多种
药理作用 [35-36]。中医学认为玄参具有凉血滋阴、
泻火解毒的作用，临床常用于甲状腺功能亢进类
疾病。利用组学技术探索中药对微观代谢产物的
研究逐渐增多，张宁等 [37] 通过 iTRAQ 技术的蛋
白质组学分析玄参对阴虚火旺甲状腺功能亢进症
大鼠的影响，结果显示经玄参干预后，纠正了 78
种异常表达蛋白质的趋势，涉及碳代谢、氨基酸
的生物合成、淀粉和蔗糖代谢等代谢途径，与
ErbB 信号通路相关。还通过尿液代谢组学研究
发现，玄参可调节 6 个代谢物包括脯氨酸二甲内
盐、雌酮、胸苷、5- 羟吲哚乙酸、环磷酸腺和左
旋多巴水平，涉及相关性最强的通路有色氨酸代
谢、嘧啶代谢、酪氨酸代谢、嘌呤代谢和甾体激
素类生物合成等 [38]。肝脏代谢组学方面的研究则
提示玄参提取物可显著回调 14 个甲状腺功能亢
进症大鼠模型的肝脏代谢物，涉及糖基磷脂酰肌
醇锚生物合成、花生四烯酸代谢、嘌呤代谢、α-
亚麻酸代谢等通路 [39]。此外，还有研究显示玄参
可抑制甲状腺癌 SW579 细胞增殖，这与玄参可
下调 Bcl-2 与 C-myc 的表达相关，且不同浓度的
玄参与凋亡相关基因 Bcl-2 与 C-myc 表达有量效
关系 [40]。
4　讨论
　　根据不同甲状腺疾病的生理病理情况，结合
现代药理学研究，指导含碘中药在甲状腺疾病中
的应用是较为合理的方式。如单纯性甲状腺肿的
主要病理表现为细胞增生和血管新生，碘摄入不
足或过量均可导致本病发生，对于因碘缺乏引起
的甲状腺肿可予含碘中药治疗，尤其富碘中药海
藻和昆布可通过促进甲状腺细胞凋亡、抗氧化等
机制有效缓解甲状腺肿大。AIT 的发病机制与遗
传因素、免疫失调、细胞凋亡等相关，同时碘摄
入过量也是 AIT 发病的重要因素 [41]，故富碘中药
应谨慎用于 AIT 的治疗，夏枯草是临床治疗 AIT
的主要含碘中药，其能通过调节免疫、抑制凋亡
来改善 AIT 的病理状态。甲状腺癌与碘摄入的关
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系尚存在争议，但国内一项流行病学研究提示高
碘地区甲状腺癌的发病率高于低碘地区和适碘地
区 [42]，谨慎起见，临床治疗甲状腺癌应当避免使
用富碘中药，而适碘中药夏枯草、玄参等则无明
显使用禁忌，相关机制研究还证明这些中药能通
过抑制增殖、促进凋亡等途径干预甲状腺癌。此
外，甲状腺功能亢进症是甲状腺激素合成过多而
引起的甲状腺毒症，其主要原因是弥漫性毒性甲
状腺肿（Graves 病，约占 85%）。尽管含碘中药
治疗 Graves 病的机制研究较为缺乏，但随着近年
来高剂量碘剂治疗 Graves 病的循证证据不断丰
富，并写入 2016 版美国甲状腺协会的指南中 [43]，
国内相关指南也推荐可将海藻、昆布等富碘中
药用于不耐受抗甲状腺药物（antithyroid drug，
ATD）且拒绝接受 131I 或手术治疗的 Graves 病患
者，需要注意的是要定期监测甲状腺功能，及时
调整用量和疗程 [44-45]。
　　中药中的碘与碘化物中的碘是同种元素，但
中药的成分更为复杂，中药还含有蛋白、无机盐、
糖类等成分，而且中药复方通过不同药物配伍综
合发挥作用，这也体现了中药多成分、多靶点的
优势。总体而言，临床应用含碘药物治疗甲状腺
疾病应以辨证论治为主，同时注意结合“辨病论
治”，辨病主要体现在甲状腺功能状态和病理机
制方面，对于碘摄入过多引起的甲状腺肿、甲状
腺炎、甲状腺功能亢进症等疾病，应当慎用昆布、
海藻等富碘中药，必须使用时应当注意剂量、疗
程，并需定期监测甲状腺功能，谨防碘过敏样反
应和碘逃逸现象。而适碘中药治疗甲状腺疾病未
发现明显禁忌，可在“辨证论治”的基础上，结
合现代药理学研究结果合理用药。
　　越来越多的临床研究表明，含碘中药在缓解
症状、提高疗效、降低西药不良反应等方面具有
独特优势 [46]，同时相关机制研究显示含碘中药海
藻、昆布、夏枯草和玄参能通过多种通路和机制
干预甲状腺疾病，这些研究结果为含碘中药在临
床的应用提供了有力参考。中药的特点是以“人
用经验”为主，要实现现代化、全球化，明确中
药的药理及毒理机制是关键。综合当前研究来看，
对含碘中药的机制研究和挖掘仍然不足，缺乏牡
蛎、浙贝母、当归等常用含碘中药的机制研究，
而且多数研究以中药复方、单药为主，中药单体、
有效成分的研究仍不足。在未来的研究中，我们
需进一步探索含碘中药在甲状腺疾病中的作用，
结合新兴的生物信息学、网络药理学等技术对常
用含碘中药及复方进行深入研究，为临床应用及
推广提供支持。
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海藻玉壶汤治疗甲状腺疾病的临床应用与药理作用研究进展

马思懿，杨涛，姜敏*（首都医科大学附属北京世纪坛医院中医科，北京　100038）

摘要：海藻玉壶汤为著名治瘿名方，是治疗诸多甲状腺疾病的重要方剂。在临床应用方面，海

藻玉壶汤及其加减方可治疗甲状腺肿、甲状腺功能亢进症、桥本甲状腺炎和甲状腺癌等甲状腺

疾病。现代药理研究表明海藻玉壶汤具有抗氧化应激、调节甲状腺细胞的增殖与凋亡和调节细

胞因子等作用。本文旨在梳理海藻玉壶汤的临床应用进展及其药理作用研究，探讨海藻甘草反

药组合的研究进展，为海藻玉壶汤的临床应用及其作用机制的深入研究提供参考。

关键词：海藻玉壶汤；甲状腺疾病；瘿病；反药组合；药理作用；临床应用
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Clinical application and pharmacological effect of Haizao Yuhu decoction 
for thyroid diseases

MA Si-yi, YANG Tao, JIANG Min* (Department of Traditional Chinese Medicine, Beijing Shijitan 
Hospital, Capital Medical University, Beijing  100038)

Abstract: Haizao Yuhu decoction is a popular prescriptions for treating gall disease, and it is an 
important prescription for many thyroid diseases. Modified Haizao Yuhu decoction can treat thyroid 
diseases such as goiter, hyperthyroidism, Hashimoto’s thyroiditis and thyroid tumor. Modern 
pharmacological studies have shown that Haizao Yuhu decoction has pharmacological effect such as 
anti-oxidantion, regulation of proliferation and apoptosis of thyroid cells and cytokines. This review 
aimed to sort out the clinical application and pharmacological progress of Haizao Yuhu decoction, and 
discuss the research progress in the sargassum and glycyrrhiza antagonistic medicinal combination, 
provideing reference for further research and application of Haizao Yuhu decoction. 
Key words: Haizao Yuhu decoction; thyroid disease; gall disease; antagonistic medicinal 
combination; pharmacological effect; clinical application
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　　甲状腺疾病是常见的内分泌疾病之一，由于
环境、遗传易感性、肠道菌群等因素导致甲状腺
形态及功能异常。随着人们生活节奏的加快，生
活压力的增大，甲状腺疾病发病率逐年攀升。甲
状腺疾病主要包括甲状腺功能减退症、甲状腺功
能亢进症、甲状腺结节、甲状腺炎、甲状腺癌等
疾病。甲状腺疾病属于中医学“瘿病”范畴。《医
学入门》说瘿“原因忧恚所生，故又曰瘿气，今
之所谓瘿囊者是也”[1]。在《诸病源候总论》中记
载：“诸山水黑土中出泉流者，不可久居，常食令

人作瘿病”[2]。可见，中医学认为甲状腺疾病与体
质、情志郁结、水土失宜等因素相关。对于瘿病
的治疗，自葛洪的《肘后方》中首次提出应用含
碘中药海藻和昆布以来，诸多治瘿方中多含有海
藻和昆布等药，其中以海藻玉壶汤较为经典，疗
效显著，广为流传。
　　海藻玉壶汤首见于陈实功的《外科正宗》，
主要由海藻、昆布、海带、法半夏、浙贝母、青
皮、陈皮、连翘、当归、独活、川芎、甘草组成，
方中海藻味苦咸、性寒，昆布味咸、性寒，共奏
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化痰消肿、软坚散结之功；半夏味辛、性温，浙
贝味苦、性寒，共奏化痰散结之功；青皮、陈皮
可行气化痰；连翘解毒消肿；当归、川芎养血活
血；独活祛风除湿、引药力上行；甘草调和诸药。
诸药共奏化痰软坚、消瘿散结、行气活血之功。
《外科正宗》中记载海藻玉壶汤治疗“瘿瘤初起，
或肿或硬，或赤不赤，但未破者。”近现代医家
多用海藻玉壶汤作为基础方，结合辨证论治，治
疗以肿块、结节或者肿大为主要临床表现的疾
病，例如瘿病、瘰疬和乳癖等。
　　近年来，诸多学者对海藻玉壶汤进行了更深
入的研究，其治疗机制及药理作用也日趋明晰，
本文通过对海藻玉壶汤的临床应用、药理作用和
海藻甘草反药组合进行梳理总结，旨在为今后海
藻玉壶汤的深入研究提供参考。
1　海藻玉壶汤治疗甲状腺疾病的临床应用研究

1.1　治疗单纯性甲状腺肿

　　单纯性甲状腺肿亦称非毒性甲状腺肿，主要
病因是由于缺碘、环境中接触致甲状腺肿物质或
相关酶缺陷等原因导致的甲状腺代偿性肿大，女
性患病率高于男性。目前临床上西医多采用左旋
甲状腺素治疗，但是有复发、长期应用过量及发
生不良反应等风险 [3]。中医学将单纯性甲状腺肿
归为“瘿病”的范畴。海藻玉壶汤可以通过改善
甲状腺激素水平，缩小甲状腺肿体积，降低中医
证候评分满足对单纯性甲状腺肿的治疗要求。
　　田甜等 [4] 将单纯性甲状腺肿患者随机分为
对照组和治疗组，各 68 例，对照组予左甲状腺
素钠片，治疗组在予左甲状腺素钠片的基础上给
予海藻玉壶汤联合逍遥散治疗，治疗时间为 2 个
月。结果治疗组总有效率为 94.12%，高于对照组
的 80.88%；治疗组患者甲状腺激素水平有明显
的改善，且不良反应发生率较低。许华欣 [5] 运用
加减海藻玉壶汤治疗 50 例单纯性甲状腺肿患者，
发现治疗组总有效率为 94.00%，显著高于对照组
（口服西药碘化钾，总有效率 77.78%），加减海
藻玉壶汤在海藻玉壶汤原方的基础上增加了炮山
甲、夏枯草、皂刺、牡蛎、三棱、莪术、苦参等药，
能够更有针对性地治疗单纯性甲状腺肿，临床疗
效较好。
1.2　治疗结节性甲状腺肿

　　单纯性甲状腺肿进展形成结节以后，则为结
节性甲状腺肿。以甲状腺肿和结节为主要表现。
病理上表现为甲状腺上皮细胞通过复制而形成的
新形态及功能各异的滤泡组织。目前临床上西医

多采用手术治疗结节性甲状腺肿，术后复发率为
2.5% ～ 4.5%[6]。
　　陈杨荣 [7] 运用加减海藻玉壶汤治疗结节性甲
状腺肿，与应用左旋甲状腺素片的对照组相比，
两组甲状腺结节均有不同程度缩小，但治疗组缩
小明显，少数病例结节消失，总有效率为 93.9%，
高于对照组的 69.4%。
1.3　治疗甲状腺功能亢进症

　　甲状腺功能亢进症是由多种原因引起的甲状
腺激素分泌过多所致的一组内分泌疾病。临床表
现主要包括甲状腺弥漫性肿、多汗、食欲亢进、
心悸、烦躁、消瘦、易激动等。临床目前多采用
抗甲状腺药物、放射碘治疗或手术治疗，治疗过
程中常伴有粒细胞缺乏、肝功能异常、诱发甲状
腺危象等不良反应且复发率高 [8]。甲状腺功能亢
进症的中医病因多为先天不足、体质虚弱、忧思
多虑、脏腑失濡、感受外邪等 [9]。海藻玉壶汤可
以改善甲状腺功能亢进症患者的临床症状，协同
改善甲状腺激素水平，具有一定的特色及优势。
　　凌珑等 [10] 将 82 例痰结血瘀证瘿病（甲状腺
功能亢进症）患者随机分为治疗组和对照组，对
照组采用甲巯咪唑治疗，治疗组在此基础上加用
海藻玉壶汤治疗，研究表明：治疗组总有效率为
90.47%，显著高于对照组的 70.20%，治疗组在
改善患者临床症状、体征方面优于对照组。黎敏
姬等 [11] 采用海藻玉壶汤联合柴胡疏肝散加西药
甲巯咪唑片治疗 41 例育龄期甲状腺功能亢进症
女性患者，对照组采用甲巯咪唑片治疗，观察组
总有效率为 92.68%，对照组总有效率为 70.73%，
且观察组甲状腺激素等指标改善明显。张立清 [12]

认为气滞、痰结、血瘀为甲状腺功能亢进症三大
基本病机，应采用海藻玉壶汤疏肝理气、活血化
瘀，予治疗组 46 例患者海藻玉壶汤联合他巴唑
10 mg 治疗 2 周，总有效率显著高于对照组（口
服西药他巴唑）（82.61% vs 78.72%），且三碘甲状
腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）恢复程度
明显优于对照组。
　　甲状腺功能亢进症的发生是由于甲状腺激素
合成和分泌增加，碘是合成甲状腺激素的原料之
一，海藻玉壶汤中的海藻、昆布、海带均属于富
碘中药 [13]，尽管有部分医家对应用富碘中药治
疗甲状腺功能亢进症存在疑议，但多数医家认为
可应用且疗效颇佳。近年来运用富碘中药复方治
疗甲状腺功能亢进症的研究不少，富碘中药复方
能显著降低甲状腺功能亢进症大鼠血清总三碘



2845

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

甲状腺原氨酸（TT3）、血清总甲状腺素（TT4）
水平 [14]。且富碘中药复方对于特殊人群如妊娠
期、老年人等的甲状腺功能亢进症均具有治疗作
用 [15]。因此富碘药物治疗甲状腺功能亢进症需合
理应用但不是绝对禁忌。复方中各药物之间相互
作用，治疗甲状腺功能亢进症能否运用富碘中药
不能仅从单味药的含碘量考虑，应发挥中药复方
多途径、多靶点治疗疾病的优势，根据不同病情、
不同阶段区别对待，不可一概而论。
1.4　治疗桥本甲状腺炎（HT）
　　HT 为自身免疫甲状腺炎的经典类型，最为
多见。主要表现为甲状腺球蛋白抗体（TGAb）和
甲状腺过氧化物酶抗体（TPOAb）的过度表达从
而引起甲状腺组织的慢性炎症和损伤 [16]。西医治
疗缺乏有效干预手段，以定期复查甲状腺功能为
主。魏军平教授认为 HT 的病因主要有情志内伤、
饮食及水土失宜，体质因素和外感六淫之邪 [17]。
海藻玉壶汤治疗 HT 可通过调节 T 细胞亚群以及
体内细胞因子比例，降低甲状腺自身抗体水平，
减轻甲状腺组织损伤，保护机体甲状腺细胞，减
少炎症细胞浸润，从而改善 HT 临床症状。
　　王喆等 [18] 将 90 例 HT 合并甲状腺功能减退
症患者随机分为观察组和对照组，各 45 例，对照
组予左甲状腺素钠片和硒酵母片治疗，观察组在
对照组的基础上予加减海藻玉壶汤治疗，其方剂
组成为在原方的基础上加柴胡、夏枯草，减独活、
海带。干预 3 个月后发现观察组治疗总有效率为
93.33%，显著高于对照组的 75.56%，且观察组
TGAb 和 TPOAb 低于对照组，由此可见海藻玉壶
汤可降低甲状腺自身抗体水平。舒阳妹 [19] 采用硒
酵母片联合海藻玉壶汤加减（治疗组）治疗 25 例
HT 患者，总有效率为 88%；对照组为单纯服用
硒酵母片，总有效率为 68%；治疗组降低甲状腺
自身抗体的效果显著优于对照组，且甲状腺峡部
厚度变化更加明显。另有动物实验发现自身免疫
性甲状腺炎大鼠在应用海藻玉壶汤治疗后，血清
TGAb、TPOAb、三碘甲状腺原氨酸（T3）和甲状
腺素（T4）水平均显著下降，并且海藻玉壶汤可
显著降低甲状腺组织学损伤评分 [20]。
1.5　治疗甲状腺癌

　　甲状腺癌是常见的内分泌肿瘤，近年来发病
率明显增高，具有生长速度快的特点 [21]。良性甲
状腺癌可表现为甲状腺结节，多数患者无明显症
状，有些可出现吞咽困难、声音嘶哑等表现以及
类似甲状腺功能亢进症的症状如烦躁、多汗、激

动、失眠等。甲状腺癌可有疼痛、恶心呕吐、呼
吸困难、失眠、便秘、腹泻等症状。外科手术切
除是临床治疗甲状腺癌患者的主要手段。阙华发
认为先天肝肾不足，或久病未复，气血虚弱导
致气血运行失常，气滞痰凝血瘀而形成甲状腺
癌 [22]。海藻玉壶汤可改善甲状腺癌术后症状，促
进术后恢复，提高患者生活质量。
　　甲状腺癌患者多于甲状腺癌切除术后予海藻
玉壶汤治疗。刘海舟 [23] 将 72 例甲状腺癌术后患
者随机分为试验组和对照组各 36 例，对照组予
左甲状腺素钠片，试验组予海藻玉壶汤治疗 2 个
月，试验组总有效率为 91.67%，高于对照组的
66.67%，且不良反应发生率较对照组低。白龙 [24]

收集了 100 例甲状腺癌切除术后气滞脾虚痰浊证
患者，随机分为治疗组和对照组各 50 例，对比
治疗组逍遥散合海藻玉壶汤加减治疗和对照组常
规左甲状腺素钠片治疗临床疗效的区别，治疗 8
周后治疗组总有效率（92.0%）明显高于对照组
（72.0%）。疗效确切且安全性较高。对于甲状腺
良性肿瘤如甲状腺腺瘤可以采用西药联合海藻玉
壶汤治疗。戴卓依等 [25] 针对 50 例甲状腺腺瘤患
者采用左甲状腺素钠片联合海藻玉壶汤治疗，治
疗 1 个月后治疗组患者 TSH、T3、T4 水平显著
低于对照组，甲状腺指标水平波动变化减小。海
藻玉壶汤治疗甲状腺疾病的临床应用情况见图 1。

图 1　海藻玉壶汤治疗甲状腺疾病种类

Fig 1　Types of thyroid diseases that can be treated with Haizao Yuhu 
decoction

2　海藻玉壶汤的药理作用研究

　　海藻玉壶汤治疗甲状腺疾病的药理作用主要
体现在抗氧化应激、调节甲状腺细胞的增殖与凋
亡、调节细胞因子等方面。
2.1　抗氧化应激

　　氧化应激损伤机制被认为是甲状腺损伤的
机制之一，海藻玉壶汤具有抗氧化能力，可促
进甲状腺疾病恢复。甲状腺中４- 羟基壬烯醛
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（4-HNE）是氧化应激的标志物，高天舒等 [26] 从
抗氧化应激角度探讨海藻玉壶汤对碘缺乏甲状腺
肿模型大鼠的干预机制，发现海藻玉壶汤治疗组
4-HNE 明显降低，氧化还原酶５表达明显增高。
李娜等 [27] 研究发现海藻玉壶汤通过激活 Nrf2/
HO-1 通路提高肝细胞的抗氧化能力。
2.2　调节甲状腺细胞的增殖与凋亡

　　广泛的甲状腺上皮细胞凋亡造成的组织损伤
是 HT 发病的重要机制之一，Fas 可以诱导甲状腺
细胞凋亡 [28]。谢东浩等 [29] 研究海藻、甘草不同
比例配伍对甲状腺相关调控因子的影响，发现海
藻比例增加时甲状腺相关调控因子 Fas 的表达减
少，Bcl-2 的表达增加。贾燕丽等 [30] 研究发现，
海藻玉壶汤治疗 HT 可能是通过抑制甲状腺 Fas /
FasL 凋亡蛋白的表达，从而避免细胞凋亡过度导
致的甲状腺组织破坏。张晨等 [31] 应用海藻玉壶汤
治疗甲状腺肿模型大鼠，发现该方可降低甲状腺
Bax mRNA 表达，增强 Bax 蛋白与 Bcl-2 蛋白结
合，升高 Bax/Bcl-2，从而降低 Bcl-2 蛋白对凋亡
的抑制作用，促进甲状腺细胞凋亡。
2.3　调节细胞因子

　　肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素 -4
（IL-4）、白细胞介素 -6（IL-6）等细胞因子在甲
状腺疾病的发生过程中发挥重要作用。张兰等 [32]

研究发现海藻、昆布可通过降低血清自身抗体，
TNF-α、IL-1、IL-4、IL-6 水平有效治疗自身免疫
性甲状腺炎，且剂量在 20 ～ 30 g 疗效最佳。趋
化因子 CXC 趋化因子受体 4（CXCR4）的表达
与多种恶性肿瘤相关，特别是在甲状腺癌中有很
高的强阳性表达率 [33]。张勤良等 [34] 发现海藻玉
壶汤可使甲状腺癌荷瘤小鼠实体瘤上的趋化因子
CXCR4 表达降低，从而减缓小鼠肿瘤生长。王
业生等 [35] 对胸腺淋巴瘤移植小鼠进行海藻玉壶
汤灌胃治疗，发现其能够通过调控转化生长因子
β1（TGF-β1）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）、基
质金属蛋白酶 2（MMP-2）等细胞因子，达到阻
止新生血管在肿瘤内形成、降低肿瘤血流速度和
瘤组织黏度的效果。
3　海藻甘草反药组合的研究

　　海藻玉壶汤中的“反药组合”海藻与甘草配
伍属于中药配伍禁忌“十八反”中药物组合之一，
历来争议颇多。有医家认为会产生毒副作用，有
些则认为海藻与甘草同用后不仅没有产生大的毒
性反而能够达到治疗疾病的目的，甚至运用得当
可获得特殊疗效。有研究报道甘草与海藻、大戟、

甘遂、芫花同用后有一定毒副反应，可导致谷丙
转氨酶（ALT）、磷酸肌酸激酶（CPK）、乳酸脱
氢酶（LDH）等指标升高 [36]，但大多研究证实海
藻与甘草配伍的“反药组合”未发现明显的毒副
作用。不同配伍比例及不同品种的海藻和甘草疗
效存在差异。
3.1　海藻甘草配伍相关急性毒性实验

　　修琳琳等 [37] 研究比较两种不同品种海藻单煎
和与生甘草合煎对小鼠急性毒性的影响，结果显示
海蒿子单煎液毒性大于海蒿子生甘草合煎液毒性，
均属于小毒范畴，余下各组未表现出明显毒性。曹
琰等 [38] 研究发现海蒿子和羊栖菜在药典高限剂量
（6 ～ 12 g）的 19 倍时对小鼠灌胃给药，均表现出
急性毒性，而甘草无明显毒性。
3.2　不同比例海藻和甘草配伍的毒副作用研究

　　赵晶等 [39] 研究发现，甘草与海藻 1∶1 配伍
致使钠离子 - 牛磺胆酸共转运蛋白（Ntcp）的表
达量较正常组下降，同样可观察到肝细胞出现核
固缩、嗜酸粒细胞和脂肪变性；而甘草与海藻 1∶3
配伍对大鼠肝脏 Ntcp 的表达影响不明显且对肝
组织结构和细胞形态均无明显影响。刘云翔等 [40] 
运用累计半数致死量的方法来进行海藻玉壶汤的
毒性评价，用生甘草或炙甘草、去海藻或去甘草
的不同配伍组合，研究各给药组小鼠的肝、肾功
能指标的变化和差异，结果表明各给药组对小鼠
的肝、肾功能均无明显影响，且 ALT、谷草转氨
酶（AST）活性反而低于空白组。李怡文等 [41-42]

观察海藻玉壶汤加减海藻甘草反药组合对甲状腺
肿大鼠的影响，结果发现在心、肝、肾脏系统均
未发现明显的毒副作用，且海藻玉壶汤具有促
进甲状腺球蛋白和甲状腺过氧化物酶转录的作
用，利于甲状腺激素达到正常水平，抑制甲状腺
肿 [43]。宋霄宏 [44] 研究发现海藻玉壶汤加减海藻
甘草组合对 HT 大鼠的肝肾功能未见明显影响。
因此海藻玉壶汤对于生理状态下和甲状腺疾病病
理状态下的模型动物均未有明显毒副作用，但应
用时应注意甘草与海藻的比例。
3.3　不同品种海藻和甘草的研究

　　海藻的品种包括海蒿子与羊栖菜 [37]，《本草
图经》中记载：“今谓海藻者乃是海中所生，根着
水底石上，黑色，如乱发而粗大少许，叶类水藻
而大，谓之大叶藻……又有一种马尾藻生浅水
中，状如短马尾，细，黑色”。可见古代药用海
藻就有两种之分，前者为海蒿子，后者为羊栖
菜。此两者均具有抗甲状腺肿作用，但是两者之
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间的作用存在差异，只有含有羊栖菜的海藻玉壶
汤能够增强 NIS mRNA 表达，提高甲状腺肿大鼠
血清谷胱甘肽过氧化物酶和血清超氧化物歧化酶
的水平 [45]，且羊栖菜的毒性低于海蒿子 [37]。
　　2020 年版《中国药典》记载了甘草的三个品
种：乌拉尔甘草、胀果甘草和光果甘草。三种甘
草均含有多糖类、香豆素类、黄酮类、生物碱类
化学成分，均具有抗肿瘤、降血糖、调血脂、抗
菌、抗炎等作用 [46]。有研究比较了不同品种甘
草的海藻玉壶汤对于甲状腺肿大鼠治疗效果的区
别，不同品种的甘草均具有突出的抗甲状腺肿作
用，且对肝肾功能具有保护作用 [47-48]。
　　综上所述，海藻玉壶汤虽然含有“反药组
合”海藻与甘草，但合理应用对于甲状腺疾病的
治疗具有一定作用。在临床应用中，海藻不宜单
煎，应与甘草配伍使用，且注意两者的应用比
例。海藻品种的选择中，羊栖菜优于海蒿子。
4　总结与展望

　　甲状腺疾病作为内分泌领域第二大疾病，在
人群中的患病率呈明显上升趋势，特别是甲状腺
肿、甲状腺癌等严重影响患者日常生活，因此有
效的治疗手段临床意义重大。
　　 海藻玉壶汤具有化痰软坚、消瘿散结、行气
活血之功，在古今瘿病、瘰疬和乳癖等以肿块、
结节为主要临床表现的疾病治疗过程中具有重要
作用。诸多临床研究表明海藻玉壶汤治疗甲状腺
肿、甲状腺功能亢进症、HT 和甲状腺癌等甲状腺
疾病疗效明确，可对患者自身的机体状态起到积
极作用，复发率较低且不良反应少。若病情较重
的甲状腺疾病，单独应用海藻玉壶汤疗效欠佳时，
可考虑柴胡疏肝散等方联合运用。在海藻玉壶汤
的药理作用主要体现在抗氧化应激、调节甲状腺
细胞的增殖与凋亡和调节细胞因子等方面。海藻
玉壶汤含有“反药组合”海藻与甘草，在临床应用
中与甘草配伍使用时海藻品种宜选用羊栖菜。
　　目前对于海藻玉壶汤的研究多局限于临床应
用方面，作用机制研究和药效学研究相对较少，
以研究海藻与甘草的反药配伍毒副作用较多，复
方研究活性成分较少，希望未来可以结合复方海
藻玉壶汤的化学成分，阐明海藻玉壶汤多途径、
多靶点治疗甲状腺疾病的作用机制。
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扫描电子显微镜在药品质量控制中的应用

徐昕怡，洪小栩*（国家药典委员会，北京　100061）

摘要：扫描电子显微镜（scanning electron microscopy，SEM）是采用高聚焦的高能电子束扫描

样品，利用样品表面的二次电子、背散射电子、特征 X 射线进行成像和元素分析，从而获得

形貌、结构、成分和结晶学等信息的一种仪器分析方法。本文介绍了 SEM 的原理、特点、主

要类型和各国药典标准，综述了国内外 SEM 在药品质量控制中的应用，为 SEM 在制药领域

中的进一步应用和《中国药典》SEM 标准的制订提供参考。
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Application of scanning electron microscopy in drug quality control

XU Xin-yi, HONG Xiao-xu* (Chinese Pharmacopoeia Commission, Beijing  100061)

Abstract: Scanning electron microscopy (SEM) scans a sample with a highly focused and high-
energy electron beam. Its uses secondary electrons, backscattered electrons, and characteristic X-rays 
on the surface of the sample for imaging and elemental analysis to obtain morphology, structure, 
composition, and crystallography, etc. This paper introduces the principle, characteristics, main types 
and pharmacopoeia standards of SEM, and summarized the application of SEM in drug quality control 
at home and abroad. It is hoped that it can provide a reference for the further application of SEM in 
the pharmaceutical field and for the development of SEM standard in Chinese Pharmacopoeia. 
Key words: scanning electron microscopy; pharmacopoeia; drug quality control; application
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　　扫描电子显微镜（scanning electron microscopy，
SEM）是一种用于高分辨率微区形貌分析的大型精
密仪器，采用高聚焦的高能电子束扫描样品，利用
样品表面的二次电子、背散射电子、特征 X 射线
进行成像和元素分析，从而获得形貌、结构、成分
和结晶学等信息。它具有景深大、分辨率高、成像
立体感强、放大倍数宽、无损伤等特点，已成为生
命科学、材料科学、环境科学等领域研究中不可缺
少的检测手段。近年来，随着纳米药物的研发兴起
以及对中药微观鉴定技术要求的提高，SEM 在药
学领域也得到了广泛的应用。SEM 结合其他现代
仪器技术，可揭示药物的物理化学特性，为纯度、
质量标准化、安全性以及毒理和药理学研究提供重

要信息 [1]。本文介绍了 SEM 的原理、特点、主要
类型和各国药典标准，综述了国内外 SEM 在药品
质量控制中的应用，为 SEM 在制药领域中的进一
步应用和《中国药典》SEM 标准的制订提供参考。
1　SEM简介

　　1935 年德国科学家 Knoll M 首次提出了 SEM
的设计理念，并于 1942 年成功研制出第一台
SEM，之后 SEM 向实用化和商品化发展。1965 年
后，SEM 进入精细化发展阶段，主要包括提高分
辨率、真空度，以及防干扰等方面的改进。20 世
纪 70 年代我国第一台 SEM 诞生 [2]。SEM 的工作
原理：首先是电子枪发射电子，再经二级聚光镜和
物镜的进一步缩小成细微电子束，经过扫描线圈驱

综述
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动对试样表面进行扫描，电子束和试样表面进行
相互作用产生二次电子、背散射电子、X 射线等信
息，经过探测器的收集后转化为视频信号，经过
显像管调制后呈现出需要的试样表面微观图像并
提供样品的元素信息 [2-3]。与光学显微观测技术相
比，SEM 分辨率高，物像表面细节丰富，三维立
体效果好，使用简单，无需复杂制样过程，综合
分析能力强，适用于亚微米及以下的微观样品的
尺寸和形态的表征。SEM 可以在不受导电涂层干
扰的情况下观察非导电材料，低电压操作能增强
近表面信息，宽视场图像可以对较大区域进行快

速检查 [4]。但 SEM 也有其局限性，例如表征缺乏
内部细节、分辨率仍然有限以及引起电子束损伤
的风险 [5]。在药品质量控制中，常用的有扫描电子
显微镜结合 X 射线能谱仪 /X 射线波谱仪（scanning 
electron microscopy-energy dispersive X-ray spectros-
copy/wavelength dispersive X-ray spectroscopy，SEM-
EDS/WDS）、环境扫描电子显微镜（environmental 
scanning electron microscopy，ESEM）、冷冻扫描电
子显微镜（cryo-scanning electron microscopy，cryo-
SEM）和场发射扫描电子显微镜（field emission 
scanning electron microscopy，FESEM）等（见表1）。

表 1　不同类型 SEM的比较 
Tab 1　Different types of SEM

SEM 原理 应用 优点 缺点

SEM-EDS/
WDS

SEM 结合功能性配件 EDS 或

WDS 等元素 X 射线微分析系

统

获得样品的形貌信息，并对元素组成进

行定性和定量分析，探测元素范围

Be4 ～ U92[6]

纳米分析中极少数能够分

析单个纳米粒子形态、

尺寸和化学成分的表

征技术 [7]；目前先进的

EDS 探测器系统，如硅

漂移检测器可提高纳米

颗粒表征所需的灵敏度

WDS 对样品特征 X 射线

波长进行测定，一次只

能测定一种元素，需要

操作者对样品有一定的

了解，不常用于药物表

征 [6]

ESEM 基于多孔径和分级真空系统，使

腔室压力保持在 5000 Pa 左右，

可在水蒸气或其他辅助气体下

观察样品；使用抽空程序和珀

耳帖阶段控制温度，可部分抑

制水合样品的脱水 [5]

研究潮湿条件下药物活性成分（active 
pharmaceutical ingredient，API）的微观行

为，识别不稳定的晶体化合物，用于水合

纳米载体动态实验，研究药用辅料的水合

作用，在水合过程中持续观察产品，以确

定溶解模式和溶解时间 [4，6，8]

无需导电涂层，可在自然

状态下对湿样品进行直

接成像 [9]

分辨率相对较低，且不

能显示样品的顶层信

息 [10]

cryo-SEM 制备冷冻样品，然后立即转移到

显微镜内的低温阶段并直接观

察，用金属涂层增强电子的电

导率

分析某些类型的胶体纳米乳液系统以及高黏

度、具有强烈聚集倾向或含有大量油的样

品

样品制备简便快速 [10]；获

得更具代表性和无伪影

的基本结构特性的精确

信息图像

在样品转移过程中可能会

形成冰，冰晶的形态可

能与观测样品的形态相

似，从而发生误判

FESEM 使用场发射电子枪，电子束斑直

径小于 1 nm 
良好的低压高空间分析性能和低压下扫描电

子像相互结合使用，使其应用范围得到扩

展；可以观察和检测生物样品、非均相有

机和无机材料在纳米尺度的表面特征

分辨率高，可进行各种固

态样品表面形貌的二次

电子像、反射电子像及

图像处理

试样必须浸没于物镜的强

磁场中以减少球差的影

响，所以样品的尺寸受

到限制 [11]

2　各国药典中的 SEM标准

　　我国国家标准中已有 17 项 SEM 相关标准，
以材料、环境领域的分析方法标准为主（见表 2），
但 2020 年版《中国药典》中还尚未收载 SEM 技
术标准。美国药典（United States Pharmacopoeia，
USP）45 版通则＜ 1181 ＞、欧洲药典（European 
Pharmacopoeia，EP）10.0 版通则 2.9.52 均收载了
SEM 方法标准。USP 和 EP 的框架稍有不同，但
内容类似，USP 相比 EP 更加详细。USP 介绍了
SEM 的定义、技术功能、原子束产生、样品制备、
X 射线生成与元素组成分析、图像优化方法、粒
子法证分析；EP 介绍了 SEM 的定义、原理、与
样品的相互作用（发射信号类型）、应用、技术特

点、装置、实验步骤、SEM 与 X 射线微分析的
联合应用、性能要求 [3，12]。此外，在 USP 其他
章节中也提到使用 SEM 对药品进行鉴定和分析，
包括＜ 563 ＞鉴定植物来源的药品、＜ 1059 ＞

辅 料 功 能 性、＜ 1153 ＞含 有 纳 米 材 料 的 药
品、＜ 1787 ＞治疗性蛋白质注射液中亚颗粒物的
测量、＜ 1430.6 ＞基于散射现象的分析方法——
通过光散射进行粒子计数（见表 3）。我国 SEM 技
术的研究起步较晚，与国外相比有一定差距。近
年来，随着我国推动重大科学仪器国产替代的各
项政策相继出台，我国 SEM 技术的研发水平正
在不断提高 [13]，研究制订《中国药典》SEM 标准，
将有助于推动国产 SEM 在我国药学领域的应用。
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表 2　我国国家标准中的 SEM标准  
Tab 2　SEM standard in national standards of the People’s Republic of China

标准号 标准名称

GB/T 14593-2008 山羊绒、绵羊毛及其混合纤维定量分析方法 扫描电镜法

GB/T 16594-2008 微米级长度的扫描电镜测量方法通则

GB/T 17722-1999 金覆盖层厚度的扫描电镜测量方法

GB/T 17361-2013 微束分析 沉积岩中自生粘土矿物鉴定 扫描电子显微镜及能谱仪方法

GB/T 17362-2008 黄金制品的扫描电镜 X 射线能谱分析方法

GB/T 18295-2001 油气储层砂岩样品 扫描电子显微镜分析方法

GB/T 20307-2006 纳米级长度的扫描电镜测量方法通则

GB/T 25189-2010 微束分析 扫描电镜能谱仪定量分析参数的测定方法

GB/T 27788-2020 微束分析 扫描电镜 图像放大倍率校准导则

GB/T 28873-2012 纳米颗粒生物形貌效应的环境扫描电子显微镜检测方法通则

GB/T 30834-2014 钢中非金属夹杂物的评定和统计 扫描电镜法

GB/T 31563-2015 金属覆盖层 厚度测量 扫描电镜法

GB/T 33834-2017 微束分析 扫描电子显微术 生物试样扫描电子显微镜分析方法

GB/T 35097-2018 微束分析 扫描电镜 - 能谱法 环境空气中石棉等无机纤维状颗粒计数浓度的测定

GB/T 35099-2018 微束分析 扫描电镜 - 能谱法 大气细粒子单颗粒形貌与元素分析

GB/T 36422-2018 化学纤维 微观形貌及直径的测定 扫描电镜法

GB/T 38783-2020 贵金属复合材料薄层厚度的扫描电镜测定方法

表 3　USP和 EP 有关 SEM的标准  
Tab 3　SEM standard in USP and EP

方法标准 其他标准

USP 45 ＜ 1181 ＞扫描电子显微镜

简介、技术功能 [ 技术的一般描述、传统 SEM、可变

压力或 ESEM、扫描透射电子显微镜 ]、电子束产生

（电子束 - 样品相互作用）、样品制备（样品涂层、样

品制备决策树）、X 射线生成与元素组成分析、图像

优化方法、粒子法证分析（形貌分析）

＜ 563 ＞鉴定植物来源的药品

SEM 用于观察和识别表皮中毛状体结构和特殊元素的差异特征，以及含有

特定化合物的表面颗粒，用于鉴定特定物种；SEM 广泛用于研究各种植

物材料的表面拓扑结构，在鉴定整个植物、粉末形式的植物、区分密切

相关的物种方面发挥重要作用，并可用于检查粉末混合物

＜ 1059 ＞辅料功能性

SEM 有助于确保所选用的成膜剂、释放调节剂和增溶剂功能的一致性

＜ 1153 ＞含有纳米材料的药品

SEM 是测量单个纳米粒子粒径的工具，也可用于形态分析

＜ 1430.6 ＞基于散射现象的分析方法——通过光散射进行粒子计数

在某些影响因素存在的情况下，通过光散射法从样品中观察到的粒子计数

和大小可能需要额外检查，包括使用适当的过滤技术进行分离，并通过

SEM 等正交技术进一步表征，以确认光散射粒子计数器报告的值

＜ 1787 ＞治疗性蛋白质注射液中亚可见颗粒物的检测

SEM 用来检测治疗性蛋白质注射液中亚可见颗粒物的大小和形态

EP 10.0 2.9.52 扫描电子显微镜

介绍、原理、与样品的相互作用：发射信号类型（二级

电子检测器、反向散射电子检测器、阴极射线发光

检测器、元素 X 射线微分析检测器）、应用、技术特

点、装置（样品室真空、电子发射体、检测器）、实

验步骤（样品制备、样品包衣、仪器操作）、SEM 与

X 射线微分析的联合应用、性能要求

／

3　SEM在药品质量控制中的应用

3.1　植物药的形态学鉴定

　　SEM 可获得植物样本的结构细节，帮助解决
植物学中的分类问题，避免过度简化的描述误导
植物鉴定特征 [14]。冯毓秀等 [15] 研究表明 SEM 能

够使物体立体感增强，应用于中药材鉴定上是有
益的。Zafar 等 [16] 采用 SEM 对南亚次大陆使用的
草药 Jadwar（Delphinium denudatum Wall. ex Hook.
f. & Thomson）进行了花粉微观形态特征研究，为
该物种的真伪鉴别奠定了基础。Yoganandam 等 [14]
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采用 SEM 观察落叶乔木 Ailanthus excelsa Roxb.
（Simaroubaceae）茎皮的结构细节，研究数据可
用于制订该植物药的印度药典标准。Serrano 等 [17]

应用 SEM 表征 Hypericum foliosum Aiton（Clusia-
ceae/Guttiferae）干燥的开花地上部分，建立了鉴
定该植物的植物学标准，可收载在 EP 该药用植
物各论标准的鉴定部分中。与传统 SEM 制备方法
相比，cryo-SEM 不会对样品造成破坏，更适合研
究接近天然状态的湿润和水合生物材料样品的表
面形态。Choi 等 [18] 观察了 Aloe vera 内叶中的凝
胶在传统和 cryo-SEM 下的形态，结果表明由于
cryo-SEM 无需去除样品中的水分，是观察高度水
合生物材料最合适的方法。
3.2　样品的物理和化学分析

　　Gnanasundari 等 [1] 利 用 SEM-EDS 定 性、 定
量分析了矿物药 Panchalavana thiraavagam 样品中
颗粒的大小、形状以及 Mg、Ca、Na 和 K 等主要
元素的含量。Anuradha 等 [19] 采用 SEM-EDS 定量
修正方法（ZAF）研究了 Eclipta alba（L）Hussk.
（Fam. Asteraceae）整株汁液提取物——阿育吠陀
药物 Swarasa churna 中微量元素 C、O、Na、Mg、
Al、Si、P、S、Cl、K 和 Ca 的含量，为墨旱莲的
质量控制和标准化提供了参考信息。Silva 等 [20]

研究发现，在 ×45 或 ×300 放大倍率的 SEM 下，
噻苯达唑、非班太尔、托曲珠利和氟唑隆原料药
表面呈现出不同的形态，表明 SEM 可用于 API
的固态分析，可作为评估抗寄生虫原料药质量的
有用工具。Rades 等 [7] 研究表明，SEM-EDS 是
对药用辅料二氧化硅和二氧化钛纳米颗粒进行全
面形态和化学表征的强大工具，有助于分析具有
复杂几何结构的多元素纳米系统。原子发射光谱
（atomic emission spectrometry，AES）作为一种
补充技术，可用于在通过 EDS 批量检测后分析纳
米颗粒的表面。AES 和 SEM-EDS 方法相互补充，
能够根据颗粒大小，区分存在于最上表面和深度
至整个纳米颗粒中的元素。
　　在分析制剂产品时，通常需要评估和控制各
种材料特性，对表面形态和结构进行准确、清晰
的观察。研究制剂各成分在生产过程各个阶段的
混合情况，分析终产品中辅料基质中活性成分的
分布是必要的 [4]。Mura 等 [21] 利用 SEM 研究了异
丁普生与药用辅料的相容性。研究表明，药物和
辅料颗粒均保持其各自形态，且药物晶体均匀且
精细地分散在辅料颗粒表面。SEM 图像反映了聚
合物颗粒的大小、形状和粗糙度在药物 - 聚合物

物理相互作用中所起的重要作用，应用 SEM 有助
于解释利用差示扫描量热法得出的相容性试验结
果并排除药物不相容的假设。Hübner 等 [22] 和 Yu
等 [23] 分别利用 SEM 和 FESEM 分析了纳米颗粒形
式的药物复合物呋塞米和聚乙烯吡咯烷酮（polyvi-
nyl pyrrolidone，PVP）、酮洛芬和 PVP 的形态和
尺寸。Totea 等 [24] 采用 SEM-EDS 研究了盐酸普萘
洛尔（propranolol，PPN）吸附到硅酸铝镁（mag-
nisium aluminometasilicate，MAS）上的过程，并
表征了在络合时形成的 MAS-PPN 颗粒，解释了
MAS-PPN 在药物控制释放方面的潜力。Bawankar
等 [25] 利用 SEM 辅助核磁共振波谱，证实了醋氯
芬酸和牛酥油（Go-Ghrita，GG）中脂肪酸之间可
能的相互作用，阐明了离散和不规则形状的醋氯
芬酸晶体包埋在开放晶格基质或笼状球形晶体的
GG 中，形成包合型复合物，提高了口服生物利
用度。通过多变量分析，SEM-EDS 和共聚焦拉曼
显微镜联合使用可作为表征固态药物制剂的补充
方法，用于片剂的准确定性和定量分析。EDS 可
检测低浓度的片剂成分，可用于提供快速的定量
结果。Scoutaris 等 [26] 采用 SEM-EDS 和共聚焦拉
曼光谱表征了使用热熔挤出、预混热熔挤出和直
接压片三种不同方法生产的片剂中扑热息痛和药
用辅料 Compritol（C-888）的分布，由预混挤出制
成的片剂中扑热息痛的均匀性和分布更好。利用
EDS 和共聚焦拉曼光谱对片剂表面药物成分定量
分析的结果与理论预期值非常吻合。
　　SEM 在包括纳米乳液在内的各种水合材料超
微结构研究方面应用广泛 [5]。Hatziantoniou 等 [27]

的研究表明，SEM 适用于纳米乳液的研究，与
冷冻蚀刻透射电镜（freeze fracture-transmission 
electron microscopy，FF-TEM）相比，检测成本
更低，并可以在短时间内检查大面积的分散颗
粒。基于聚合物的纳米药物递送系统可保护药物
免于降解、调节药物释放曲线并减少毒性或副作
用 [23]。SEM 卓越的分辨率和方法上的多功能性
使其成为分析粒径在亚微米内的脂质药物递送系
统不可或缺的工具 [5]。Bibi 等 [28] 用 ESEM 对脂质
囊泡进行可视化，监测压力变化对囊泡的影响以
及囊泡坍塌的方式。Donald 等 [29] 研究了 ESEM
在三种聚合胶乳中的应用，表明 ESEM 是胶体分
散体和聚集体分析的理想选择。Rizwan 等 [30] 利
用冷冻场发射扫描电子显微镜（cryo-FESEM）表
征了由植烷三醇和水形成的一种新型脂质颗粒递
送系统——双连续立方液晶系统。Krauel 等 [31]
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利用 cryo-FESEM 表征液滴、双连续和溶液三种
类型微乳液，研究表明，由于可以观察到接近自
然状态的样品，cryo-FESEM 是胶体可视化中最
有价值的技术。对控释固体制剂的表征通常发生
在其制备过程中的不同阶段，以及药物测试期间
的体外体内释放，这意味着制剂的成像需要在湿
和 / 或水合的状态下进行。ESEM 可在自然状态
下对湿样品直接成像。Roberts 等 [8] 利用 ESEM
表征了传统 SEM 难以观察的水溶性亲水溶胀聚
合物 Polyox 的颗粒形态差异和水合模式，颗粒在
ESEM 中溶解的速率与由 USP 溶出方法确定的药
物溶出时间之间具有相关性。
3.3　不同来源原材料的比较

　　SEM 是表征不同来源原材料的可靠方法。
SEM 提供的表面细节可以识别材料的差异 [6]。
Peng 等 [32] 采用 SEM 对市场上各品牌的三黄泻心
汤配方颗粒外观和粗纤维进行了检测，发现不同
厂家的药品呈现不同的颗粒状或棒状，该项研究
为中草药制剂的理化检验质量控制提供了参考。
温瑾等 [33] 利用 SEM 观察了用海带渣制备的药用
辅料微晶纤维素的形貌，发现其与市售微晶纤维
素有所差异，形态不同的原因可能是制备原料和
工艺不同。Gámiz 等 [34] 使用 SEM 研究了工业和
药物用途的粉状滑石粉和滑石粉形式的商业制剂
（由滑石和各种添加剂制成）的形态和超微结构，
如层流形态、伪球形层压板、解理面、孔隙度等，
这些特征解释了其具有良好的润滑和吸收能力，
并且对皮肤无刺激性，可用作药品制剂和化妆品
中的辅料。
3.4　支持粒度测定方法的开发

　　除了定性分析外，SEM 在定量分析表征纳米
和亚微米级颗粒系统的尺寸、形状和分布方面发
挥着重要作用，可作为药品质量控制中测定粒度
分布的标准技术 [4，8]。SEM 分析关注纳米粒子整
体形态，即单个颗粒的形状、潜在的其他结构和
尺寸分布，适合作为基于群体的粒度测定方法的
补充，例如动态光散射（dynamic light scattering，
DLS）。DLS 技术不适合分析单个纳米粒子的状
态和纳米粒子 - 蛋白质的相互作用，因此 SEM
与 DLS 结合使用，可获得准确的颗粒形状 [11]。
Masaki 等 [35] 采用 SEM 戊二醛 - 孔雀石绿和四氧
化锇组合的固定技术，分析了添加利多卡因后乳
液液滴与丙泊酚的聚结过程。研究发现最大液滴
尺寸与由 DLS 测定的尺寸存在一定的差异，这可
能是由于 DLS 仅确定所有液滴的平均直径，无法

确定大量小液滴中存在的少数大液滴，但大液滴
的存在不利于纳米乳液的长期稳定性且不适合静
脉应用。该项研究强调了 SEM 在纳米乳液粒度
测定方法开发中的应用需求。药物混悬剂的粒度
分布是一个重要的物理稳定性参数，可以使用激
光光散射法测定。Neuberger 等 [36] 对利用场发射
低压扫描电子显微镜（field emission-low voltage 
scanning electron microscopy，FE-LVSEM） 获 得
的数字显微照片进行图像分析，确定伊曲康唑混
悬剂中大颗粒的大小和体积，结合激光光散射法
准确报告了混悬剂的粒度分布。
3.5　片剂包衣的表征

　　片剂包衣是影响制剂行为的重要因素，检查
包衣表面可以揭示片剂包衣机性能的细节。Neilly
等 [6] 研究表明 SEM 可以显示涂层的应用情况。
表面光滑说明包衣在片剂上干燥之前有足够的水
分铺展，具有球形特征的粗糙涂层则是由于水分
较低且在干燥前无法铺展产生的。当片剂上使用
多个包衣时，SEM 可以揭示各包衣之间的边界，
并显示每层包衣的平均厚度和总包衣厚度。此外，
横截面可以显示气体是否被包裹在涂层中，涂层
是否具有层状结构或颗粒状结构，以及核心是否
与涂层发生反应，这些精细特征是光学显微镜无
法辨别的。Seitavuopio 等 [37] 用 SEM-EDS 观察了
包衣过程中片剂表面粗糙度以及硬脂酸镁和二氧
化钛的变化。结果表明，镁信号在 15 ～ 30 min
内消失，说明片剂在包衣过程中被均匀覆盖，该
方法可对片剂表面薄膜包衣引起的变化进行可
视化分析。Liu 等 [38] 使用 SEM-EDS 观察了涂层
之间水溶性成分的迁移，钠是涂有新型双涂层系
统 EUDRAGIT L 30 D-55 的泼尼松龙微丸中的代
表离子，首先集中在内涂层中，溶解时迁移到外
层，这种迁移有助于双涂层系统的快速溶解。杜
超等 [39] 为筛选包衣材料的种类，观察了四种不
同包衣材料非洛地平缓释片的 SEM 图像，不同
包衣材料的表面呈现不同状态，表面的结合紧密
程度及空隙会对包衣片的释放产生影响。
3.6　解决生产制造过程中的问题 
　　在制药行业，SEM 对材料形状和表面结构的
分析能力对于开发和维护满足 GMP 要求的制造
工艺至关重要。SEM 的高分辨率成像和分析能力
可以提供在工艺开发期间的初始验证和生产测量
异常结果的解释 [4]。SEM 提供的颗粒表面细节，
如细微的裂缝、气孔、圆角和其他特征可揭示颗
粒的历史，纹理信息可用于监测和改进结晶过
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程。高质量的 SEM-EDS 数据可提供带入产品和
生产过程（如混合、研磨和制粒）的详细信息 [6]。
cryo-SEM 可以观察液态胶体系统在压裂和铂涂层
后的自然状态，由于脂质结构的形状和大小都能
被可视化，因此可以通过这种技术检测在生产过
程中可能出现的偏离纳米级的结构 [5]。
3.7　分析和识别颗粒物质污染

　　SEM-EDS 是制药行业中用于识别污染颗粒
及其溯源的有力工具。医药产品的污染颗粒通常
来源于制造领域广泛使用的不锈钢合金等材料，
钢颗粒产生较大的反向散射对比度，使其易于定
位，并且它们的元素组成独特，利用 SEM-EDS
可进行明确的识别 [6]。I 型硼硅酸盐玻璃瓶中产
生的冷凝物可与 API 发生反应，扰乱玻璃网络并
产生微粒。因此，药用玻璃瓶内部的冷凝物可以
作为药品包装敏感性的关键指标。Ma 等 [40] 采用
SEM-EDS 评估了 I 型药用玻璃瓶的注射剂颗粒物
风险。EDS 分析证实了从背散射图像获得的定性
观察，硼硅酸盐玻璃小瓶的冷凝物在冷凝物位置
显示出 Si、B、Na 急剧下降，而对照纯石英玻璃
小瓶则显示均匀表面。
4　小结

　　SEM 具有观察小颗粒所需的分辨率，以及
观察大颗粒所需的动态范围和聚焦深度，不但能
观察样品表面形貌，还能进行成分和元素的分析
以及结晶学分析，在植物药的形态学鉴定、样品
的物理和化学分析、不同来源原材料的比较、支
持粒度测定方法的开发、片剂包衣的表征、解决
生产制造过程中的问题、分析和识别颗粒物质污
染等药品质量控制领域中具有广阔的应用前景。
EDS 可补充通过 SEM 获得的基本形态信息，是
准确表征样品元素组成的重要技术，目前还没有
其他技术可以为从整个到亚微米级颗粒大小的样
品提供元素分析数据的成像分辨率。cryo-SEM
可用于表征如脂质纳米颗粒、微乳液、脂质体或
纳米乳液等的水合胶体药物递送系统。考虑到时
间和统计的限制，使用 SEM 表征时通常仅能表
征单颗或几颗颗粒，因此，使用图像处理软件将
能够使颗粒分析的数量扩展到百颗量级，使载体
颗粒的分析结果更有统计学意义。应用 ESEM 能
够缩短新工艺的开发和验证周期，加快新产品的
上市时间，还可以快速和直观的监测批次间的
变化，快速纠正生产中的问题，提高工艺产量。
SEM 与共聚焦拉曼显微镜、远近场拉曼显微镜等
图像分析相结合，可作为片剂表征的补充工具以

及研究亚微米药物复合粒子的形成机制。目前，
我国尚缺乏适用于药学领域的 SEM 标准，而
USP、EP 均已收载 SEM 作为法定的方法。在国
际合作与交流日益加强的今天，建议我国将 SEM
收载入《中国药典》，建立相应的方法标准，将
有利于规范和指导 SEM 在药品质量控制中的应
用，促进相关药品的微观机理分析和质量标准的
制订。
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头孢他啶阿维巴坦在儿童感染中的应用及研究进展
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研究所，合肥　232000）

摘要：多重耐药菌感染的发生逐年增加，已经成为医疗卫生重大问题。其中影响儿童的主要是

多重耐药革兰氏阴性菌感染，尤其是铜绿假单胞菌、肠杆菌科和不动杆菌。头孢他啶阿维巴坦

是一种新型抗菌药物，被美国食品药品监督管理局批准用于治疗复杂的腹腔内感染和复杂的

尿路感染。但目前在儿童感染患者中使用该药的数据极为有限，其安全性和有效性尚未确定。

本文综述了该药的应用特点及其在儿童感染患者中的潜在用途，为临床应用提供参考。

关键词：头孢他啶阿维巴坦；儿童；多重耐药菌感染
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Application and research progress of ceftazidime-avibactam for  
children's infection
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of Clinical Pharmacy, Anhui Children’s Hospital, Hefei  232000; 2. Anhui Institute of Pediatric 
Research, Hefei  232000)

Abstract: The incidence of multidrug-resistant bacteria infection is increasing year by year, which 
has become a major health care problem. Among them, the main infections affecting children are 
multi-drug resistant Gram-negative bacteria, especially pseudomonas aeruginosa, enterobacteriaceae 
and acinetobacter. Ceftazidime-avibactam is a novel antibiotic approved by the FDA for complex 
intra-abdominal infections and complex urinary tract infections. However, there are very limited data 
on its use in infected child patients, and its safety and efficacy remain unclear. This article reviewed 
the application characteristics and potential use of ceftazidime-avibactam in infected child patients, 
providing reference for its clinical application.
Key words: ceftazidime-avibactam; child; multidrug-resistant bacteria infection
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　　随着抗菌药物的不合理应用增多，细菌的耐
药情况越来越严重。儿童多重耐药菌（multidrug-
resistant，MDR）感染的发病率和病死率逐年上升，
对公共安全造成了严重威胁。儿童多重耐药菌感
染会延长住院时间，增加医疗费用，使治疗变得
更加困难，病死率上升。Meropol 等 [1] 报道美国
患儿中 MDR 肠杆菌感染率在 2007—2015 年间从
0.2% 增加到了 1.5%。景春梅等 [2] 研究发现 2016—
2018 年儿童血培养中耐碳青霉烯肠杆菌科细菌
（carbapenem-resistant enterbacteriaceae，CRE）也逐
年增加。全国细菌耐药监测网（CARSS）2018—
2020 年数据示全国儿童医院（含妇幼保健院）耐头

孢噻肟或耐头孢曲松肺炎克雷伯菌（CTX/CRO-R-
KPN）、耐碳青霉烯类大肠埃希菌（CR-ECO）、耐
碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（CR-KPN）、耐甲氧西
林金黄色葡萄球菌（MRSA）、耐甲氧西林凝固
酶阴性葡萄球菌（MRCNS）和耐青霉素肺炎链球
菌（ERSP）检出率高于三级及二级综合医院，新
生儿和儿童 CTX/CRO-R-KPN 检出率高于成人及
老年人群，其中新生儿 CR-KPN 检出率较高，并
呈逐年上升趋势，可能与治疗儿童及新生儿感染
性疾病时抗菌药物种类选择有限，头孢菌素、碳
青霉素及大环内脂类广泛应用有关 [3-5]。中国儿童
细菌耐药监测组（ISPED）2020 年 CRE 总检出率
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为 4.9%，比 2019 年（8.2%）略低，其中新生儿组
与非新生儿组 CRE 检出率接近，CR-KPN 在 CRE
中构成比最高（占 47.9%），肺炎克雷伯菌（KP）
对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为 11.3% 和
13.4%，相比 2019 年检出率下降趋势较为明显 [6]。
虽然 MDROs 在儿童患者中的总检出率较 2019 年
降低，对多种抗菌药物的耐药率也有所降低，但
CRE 在儿科仍较为普遍，且临床预后较差。因此，
遏制细菌耐药、切实降低患儿感染死亡风险已经
成为全球关注的重要问题。
　　头孢他啶阿维巴坦（CZA）是一种新型β- 内
酰胺酶 /β- 内酰胺酶抑制剂复合制剂，由第三代
头孢菌素头孢他啶与β- 内酰胺酶抑制剂阿维巴坦
组成，2015 年 2 月获 FDA 批准用于治疗革兰氏
阴性菌感染，对多重耐药菌引起的严重感染也有
效果，适用于 18 岁及以上患者的复杂腹腔内感
染（complicated intra-abdominal infection，cIAI）
（联合甲硝唑）、复杂尿路感染（complicated urinary 
tract infection，cUTI）、医院获得性肺炎（hospital 
acquired pneumonia，HAP）及呼吸机相关性肺炎
（ventilator associated pneumonia，VAP）[7]。儿童正
处于生长发育的重要时期，许多器官的生理功能尚
未发育成熟全，不同发育阶段的解剖、生理、生化
特点不同，药物在体内的药动学有其独特的规律，
CZA 目前正开发用于儿童患者，但其安全性和有
效性尚未确定，有研究指出 CZA 对从患儿标本中
分离的革兰氏阴性杆菌非常有效，包括铜绿假单胞
菌（PA）和肠杆菌科菌 [8]；至 2020 年 3 月，CZA
已获批用于治疗 3 个月大儿童的 cIAI 和 cUTI，目
前临床正研究其用于治疗 HAP/VAP 患儿和＜ 3 个
月患儿的安全性及有效性 [9-10]。本文对该药特性及
在儿童感染患者中的应用研究综述如下。
1　作用机制及抗菌活性
　　产β- 内酰胺酶的革兰氏阴性菌会降低头孢他
啶抗菌作用，阿维巴坦是一种新型β- 内酰胺酶抑
制剂，其本身不具抗菌活性，但可恢复或增强头
孢他啶对产β- 内酰胺酶菌的抗菌活性，并扩大抗
菌谱，如对产超广谱β- 内酰胺酶（ESBL）、β- 内
酰胺酶（AmpC 酶）、丝氨酸碳青霉烯酶（KPC）
和 OXA-48（oxacillinase-48-type carbapenemases）
的大肠埃希菌、PA、KPN、肠杆菌等均有效，但
对 IMP、NDM、VIM 或 OXA 等亚型无活性 [11-13]。
　　多项体外研究评估了 CZA 对 PA 等分离株及
其他耐药菌的活性。Huband 等 [14] 发现 CZA 对 PA
显示出最高抗菌敏感率（96%），而其他β- 内酰
胺药物如头孢吡肟、美罗培南和哌拉西林他唑巴
坦对 PA 的敏感率分别为 86.5%、83.0%、83.0%，

头孢他啶单药对 PA 的敏感率仅有 84%，说明
在头孢他啶中添加阿维巴坦可增加其抗菌活性。
Sader 等 [15] 研究示 CZA 对分离的肠杆菌和 PA 有
高度活性（含 MDR 和 XDR），对肠杆菌敏感率
接近 100%，对 CRE（MIC 8 mg·L － 1）敏感率
为 97.5%，对 MDR 和 XDR 肠杆菌的敏感率分别
为 99.3% 和 97.6%； 对 PA（MIC 4 mg·L － 1） 的
敏感率在 97.0%（肺炎）～ 99.4%（尿路感染），对
MDR 的敏感率为 89.3%（易感）、XDR 的敏感率
为 80.4%（易感），但β- 内酰胺耐药（BLM-NS）分
离株敏感率降至 76.0%。同时他还研究了 2014—
2018 年从 33 家美国医疗中心的血流感染患儿
（≤ 17 岁）分离的肠杆菌和 PA 菌株对 CZA 的敏
感性均达到 100.0%[16]。
　　Lin 等 [17] 研究了 2016—2019 年从美国患儿中
分离的 UTI 和 IAI 病原菌，发现 CZA 对肠杆菌及
ESBL 肠杆菌分离株均敏感，其中有 6 种耐美罗培
南肠杆菌（美罗培南 MIC ＞ 1 μg·mL－ 1）对 CZA
敏感（MIC 0.12 ～ 4 μg·mL－ 1），但在尿中分离的
3个 PA 菌株对 CZA 耐药（MIC 均≥32 μg·mL－1）。
张敬霞等 [18] 发现 CZA 对 CRE 表现出明显优于
头孢他啶和其他药物的抗菌活性，但弱于多黏菌
素 B 和替加环素；CZA 对 CR-KP 的体外抑菌活
性明显，尤其对携带 blaKPC-2 基因型的 CRE。王
李等 [19] 研究示 CZA 对 CRE 和 CRPA 的敏感率分
别为 74.5% 和 62.4%。林琳等 [20] 研究显示阿维巴
坦提高了头孢他啶对产 KPC 酶肠杆菌科菌的抗菌
活性，CZA 对产 KPC 酶的 CRE 菌株有较强的抗
菌效果，对产 NDM 金属酶的 CRE 菌株无抑制作
用；在分离的 143 株 CRE 中，CZA 体外抗菌活性
达 54.5%。de Jonge 等 [21] 回顾性分析示 99.5% 肠
杆菌对 CZA（MIC ≤ 8 g·mL－ 1）敏感，CZA 对
83.5% 美罗培南耐药株敏感。CZA 对 MBL、OXA-
48、GES、KPC、ESBL 和 AmpC 酶的耐碳青霉烯
类分离株活性均超 98%。Zalas-Więcek 等 [22] 研究
了 2015—2019 年的相关数据，结果显示在儿童中
CZA 对肠杆菌的敏感性最高（98.9%），对 MDR 的
敏感率为 97.5%、ESBL 为 96.3%，同时对 PA 敏感
性也较高（93.3%），尤其在 PICU 可达 94.2%，对
CRPA 的敏感率达 69.2%。
2　PK/PD及有效性
　　CZA 药代动力学在成人中进行了多项研究，
但在儿童中研究不多。研究者采用蒙特卡罗模拟
法（MCS）对 CZA 不同的给药方案进行研究并评
估其治疗效果，结果示细菌 MIC 值越大，治疗效
果越差 [19-23]。当感染菌 MIC ≤ 8 mg·L－ 1 予 CZA 
2.0 g q8 h 达标概率（PTA）＞ 90%；若肌酐清除
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率（CrCl）在 51 ～ 120 mL·min－ 1，标准剂量
治疗方案（2.5 g iv q8 h）PTA 可达 90%；当 CrCl
在 121 ～ 190 mL·min－ 1 时，仅高剂量给药方
案（3.75 g iv q8 h）PTA 达 90%；CrCl 在 51 ～ 89 
mL·min－ 1 时，低剂量给药（1.25 g iv q8 h）也有
效；当 CrCl ＜ 60 mL·min－ 1，建议 CZA 1.0 g q8 
h。高剂量给药方案（3.75 g iv q8 h）对所有菌株累
积反应分数（CFR）值均超过 90%。当 MIC 为 16 
mg·L － 1 且 CrCl ＞ 120 mL·min－ 1，予 CZA 2.0 
g q8 h，PTA 为 38.6%，而 CZA 增加到 3.0 g q8 h
时 PTA 可达 84.1%；当 CrCl ≤ 120 mL·min－ 1 在
常规剂量时已达最佳给药方案，但因大剂量安全
性未得到验证，不推荐实际应用。对于 MIC ≤ 8 
mg·L－ 1 的 PA 和肠杆菌科菌某些种的血流感染
者，CrCl 为 121 ～ 190 mL·min－ 1，标准剂量治
疗（2.5 g iv q8 h）下 CFR 均小于 90%。Deshpande
等 [24] 研究 CZA 对高耐药结核菌的作用，10 000
例儿童予标准 CZA 剂量 50/12.5 mg·kg－ 1，后又
分 别 每 8 h 予 50、100、150 及 200 mg·kg－ 1 输
注 2 h，并监测暴露目标 %TMIC，其中 90% 儿童予
100 mg·kg－ 1 CZA 具有与一线抗结核药物相同的
杀菌率，且在 60% 儿童中 CZA 具有更高的杀菌
率，建议结核病儿童剂量为 100 mg·kg－ 1。
　　一项Ⅱ期试验 [9] 评估了 CZA 在 3 个月至 18
岁的 cUTI（含急性肾盂肾炎）患儿中的药代动力
学，微型 ITT 分析仪示 72 h 内评估临床反应达
90.7%，治疗随访有效率达 88.9%，生物学有效率
79.6%，建议在肾功能不全的患儿中要调整 CZA
剂量。另一项多中心Ⅱ期试验 [25] 评估了 CZA 在
cIAI 患儿中的 PK，头孢他啶和阿维巴坦的平均血
药浓度在 1 ～ 3 岁队列中相似，显示 CZA 具有良
好的耐受性且对由革兰氏阴性病原体（包括头孢
他啶不敏感菌株）感染导致的 cIAI 儿童患者有效。
Iosifidis 等 [10] 回顾分析了单中心 2013—2018 年 5
岁以下 XDR-KP 或 PDR-KP 感染者使用 CZA 情
况，其中 8 位患儿为重症，接受了 9 个疗程 CZA
静脉滴注 [ 予 62.5 mg·kg－ 1 q8 h，除 1 例肾功能
不全行连续性静脉 - 静脉血液滤过（CVVH），次
剂量减半 ]，所有患者都具有良好的疗效。
3　在感染儿童中应用的案例报道
　　重症感染患儿使用 CZA 的个案报道越来越
多，目前从早产儿到 16 岁的儿童都有涉及，多
用于治疗尿路感染、复杂腹腔内感染、血液感染、
脑膜炎、败血症、骨髓炎等，见表 1。
　　Iosifidis 等 [10] 报道 8 例疑似或确诊为 XDR-
KP 或 PDR-KP 感染者（13 d 至 4.5 岁，平均年龄
53 d）接受 9 个疗程静脉注射 CZA，并首次用于

1 名在儿童重症监护室（PICU）的 2.5 岁女孩。
Tamma 等 [26] 首次报道使用 CZA 成功治疗 1 例 2
个月先天性膈疝女婴持续洋葱伯克霍尔德菌复合
体（Bcc）菌血症，CZA 可被视为 Bcc 感染的潜
在挽救性治疗。Hobson 等 [27] 首次报道使用 CZA
联合氨曲南（ATM）成功治疗携带有 NDM-1 和
头孢菌素酶的摩氏摩根菌感染。Esposito 等 [28] 报
道 1 例 CZA 治疗耐药肺炎克雷伯菌（KPC-KP）
感染败血症的极低出生体质量儿，说明 CZA 在
儿童中使用可能是安全且有效的。Vargas 等 [29]

报道 1 例 14 岁男孩（体质量 50 kg）在 ICU 使用
CZA 成功治疗由 KP 引起的感染性休克，在治疗
期间，未发生肾损伤或其他不良事件。Yasmin
等 [30] 报道 1 例 4 岁患急性 B 淋巴细胞白血病男
孩，用 CZA ＋ ATM 成功治疗肠道细菌分离株
（携带 blaKPC 和 blaNDM）感染，并借助 TDM
调整方案实现 100% fT ＞ MIC 的 PK/PD 目标，治
疗 2 周后，疾病治愈且未复发。Cowart 等 [31] 报
道 1 例患有囊性纤维化（CF）及肝病史的 11 岁
女孩，使用 CZA 联合 ATM 及米诺环素治疗嗜麦
芽单胞菌肺炎，并借助了 TDM 优化个体化用药
方案。但该治疗方案未考虑到患者肺泡上皮衬液
药物浓度，未达到治疗预期目标。Coskun 等 [32]

报道 1 例早产（孕 27 周）、低出生体质量（1000 
g）婴儿使用 CZA 成功治疗 PDR-KP 引起的尿路
感染。Nguyen 等 [33] 报道了 1 例 16 岁女性使用
CZA ＋美罗培南＋妥布霉素成功治疗多耐药洋葱
伯克霍氏菌复合体感染的囊性纤维化患者，但治
疗 14 d 后，洋葱伯克霍氏菌对其 MIC 升高，引
起对该类人群使用 CZA 产生耐药性风险的担忧。
　　Ji 等 [34] 报道了 1 例 45 d 的男婴在进行了心脏
手术后 1 个月继发 CRKP 骨髓炎，使用 CZA 治
疗２周后骨髓炎治愈，用药有效且安全。Tootla
等 [35] 报道 1 例 17 个月基础状况良好的儿童因大
面积热水烧伤（46% 全身表面积），继发持续性耐
碳青霉烯类黏质沙雷氏菌菌血症，使用 CZA ＋

甲氧苄啶 - 磺胺甲噁唑＋阿米卡星，经治疗后病
情稳定，临床反应良好。Almangour 等 [36] 报道了
1 例早产男婴（孕 26 周），予 CZA 静脉滴注，联
合脑室内注射多黏菌素，成功治疗多重耐药铜绿
假单胞菌中枢神经系统感染，且治疗期间无任何
神经功能缺损，同时随访 2 年，患者病情无复发。
Asfour 等 [37] 报道了 2 例极早产婴儿使用 CZA 治
疗，其中 1 例孕 27 周出生（920 g），诊断为脑膜
炎和菌血症，脑脊液培养出多重耐药肺炎克雷伯
菌，予静脉滴注 CZA ＋多黏菌素成功治疗感染，
未发现肾损伤等不良反应；另 1 例孕 28 周出生
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（925 g），诊断为菌血症，血培养出 KPC-KP，予
CZA ＋阿米卡星，经治疗后培养阴性，但患者基
础状况较差最终死亡。Chen 等 [38] 报道 4 名肝移
植患儿（0.5 岁、1 岁、2 岁、12 岁）接受 CZA 治
疗 CRKP 腹部感染，3 例治疗成功，1 例因多器
官衰竭死亡，说明 CZA 可作为肝移植患者 CRKP
感染的一种抢救性治疗。葛洁等 [39] 报道 4 名患
儿使用 CZA 对神经、心脏、肾脏系统疾病合并
CRKP 感染的肺部及泌尿系感染具有良好的临床

效果，说明 CZA 推荐参考剂量用于我国 CRKP
患儿疗效好，安全性高。
4　耐药研究
　　CZA 对耐药革兰氏阴性菌有效，尽管被批准
上市才几年，但一些国家已报告了 CZA 耐药菌，
详见表 2。国际耐药监测（International Network For 
Optimal Resistance Monitoring，INFORM）全球监测
计划，2012—2015年亚太地区对 CZA 耐药率较低，
肠杆菌为 1.0%，PA 为 7.4%，其中在菲律宾肠杆菌

表 1　CZA在儿童感染性疾病中使用的安全性和有效性 
Tab 1　Safety and efficacy of CZA for children with infectious diseases

国家 年龄 感染性疾病 病原学检查 患儿情况 联合用药
使用剂量 /

（mg·kg－1）

用法 /
疗程

不良

反应

是否

进行

TDM
转归

希腊 [10] 13 d 至 4.5
岁

血液感染（8），中枢

神经系统感染（2）
和尿路感染（1）

XDR/PDR-KP 危重，挽救

性治疗

－ 7 例 62.5，1
例因 CVVH
予 31.25 

q8h ivgtt/ 
4 ～ 38 d

2 例低钠血症，

1 例高胆红素

血症，未发生

显著反应

否 微生物和

临床反

应良好

美国 [26] 2 个月 洋葱伯克霍尔德菌复

合体（Bcc）菌血症

洋葱伯克霍尔德菌 危重，挽救

性治疗

－ 50 q8h 持续滴

注 8 h/6 周

－ 否 治愈

法国 [27] 3 岁 淋巴母细胞急性白血

病伴菌血症

NDM-1/ 头孢菌素

酶的摩氏摩根菌

危重 氨曲南 150/d ivgtt，10 d － 否 治愈

意大利 [28] 20 d（极低

出生体重儿）

脓毒症 产 KPC-KP 危重 磷霉素、美

罗培南

75/20 及

25/6.5
tid ivgtt/22 d 中度血小板减少 否 临床情况

良好

意大利 [29] 14 岁 感染性休克 KP 危重 － 2500 q8h ivgtt/ 未发生 否 良好

美国 [30] 4 岁 急性 B 淋巴细胞白血

病继发感染

携带 blaKPC 和

blaNDM 霍氏肠

杆菌 Eh1 菌株

重症 氨曲南 50 q8h 持续滴

注 3 h/14 d
－ 是 治愈

美国 [31] 11 岁 肺炎 嗜麦芽单胞菌 危重 氨曲南、米

诺环素

150 q8h 持续滴

注 3 h/11 d
－ 是 无明显效

果

土耳其 [32] 早产儿

（孕 27 周）

尿路感染 耐碳青霉烯肺炎克

雷伯氏菌

危重，抢救

治疗

－ 50 q8h ivgtt/10 d 短暂性糖尿 否 良好

美国 [33] 16 岁 囊性纤维化肺炎 多耐药洋葱伯克霍

氏菌

危重 美罗培南、

妥布霉素

2500 q8h ivgtt/14 d － 否 良好

中国 [34] 45 d 原发性骨髓炎 CR-KP 正常 － 50 q8h ivgtt/14 d 未发生 否 治愈

南非 [35] 17 个月 大面积热水烧伤

（46% 全身表面积）

继发菌血症

耐碳青霉烯类黏质

沙门氏菌

危重 甲氧苄啶 -
磺胺甲噁唑、

阿米卡星

50 q8h ivgtt/28 d － 否 良好

沙特 [36] 早产儿

（孕 26 周）

中枢神经系统感染 多重耐药铜绿假单

胞菌

危重 脑室内注射

多黏菌素

62.5 q8h ivgtt/21 d 未发生 否 随访 2 年，

无复发

沙特 [37] 极早产儿

（孕 27 周）

败血症和脑膜炎 CR-KP 危重 多黏菌素 62.5 q8h ivgtt/21 d 未发生 否 治愈

极早产儿

（孕 28 周）

败血症 CR-KP 危重 阿米卡星 62.5 q8h ivgtt/4 d 肌酐升高 否 血培养无

菌

中国 [38] 1 岁 肺部感染，腹腔感染 CR-KP 危重 － 300 q8h ivgtt/3 d 无 否 死亡

2 岁 腹腔感染 CR-KP － 氨曲南 － ivgtt/18 d 无 否 好转

12 岁 腹腔感染 CR-KP － 甲硝唑 － ivgtt/14 d 无 否 好转

0.5 岁 腹腔感染 CR-KP － － － ivgtt/7 d 无 否 好转

中国 [39] 7 岁 医院获得性肺炎 CR-KP ＋ MDR-AB 危重 舒巴坦 1500 tid ivgtt/15 d 无 否 好转

3 岁 皮肤软组织感染 CR-KP 危重 － 400 q8h ivgtt/8 d 无 否 好转

15 岁 泌尿系感染 CR-KP ＋ CRPA 正常 阿米卡星 2500 tid ivgtt/9 d 心率增加 否 好转

12 岁 肺部感染 CR-KP ＋ MDR-AB 危重 替加环素 2500 tid ivgtt/11 d 腹泻 否 好转
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　　Dai 等 [23] 报道从血培养中分离出肠杆菌科细
菌和 PA，CZA 总耐药率为 2.31%，其中肠杆菌科

细菌和 PA 耐药率分别为 1.57% 和 14.29%。Zhou
等 [44] 对 2017 年 7 月 —2018 年 6 月 的 NICU 进 行

表 2　CZA对各种细菌的敏感性 (%) 
Tab 2　Antimicrobial susceptibility to CZA (%)

研究者 地区

各检出细菌名称及敏感率

肠杆菌
肠杆菌

（MBL-）
肠杆菌

（MBL+）

耐药肠杆菌 *

（含 OSBL+/
ESBL+/ESBL+ 

AmpC+）

肠杆菌

MDR/
XDR/
CRE

肠杆菌（碳

青霉烯酶

+MBL-）

肠杆菌

耐美罗

培南 +
ECO

ECO
（MBL-）

CRECO
变形

杆菌

变形

杆菌

MBL-

所有

CRE

产酸

克雷

伯菌

[42]CHINET
（2018）

中国 95.5 － － － － － － － － 9.1 － － 69.7 －

[43]CHINET
（2021）

中国 － － － － － － － － － － － － － －

[40]INFORM 全

球监测计划

（2012-2015）

亚太 99.0 99.8 － 97.9/
99.6/
98.9

－ － － 99.9 ＞ 99.9 － 99.5 99.8 － 98.9

[15]INFORM 全

球监测计划

（2015-2016）

美国 99.9 － － － 99.3/
97.6/
97.5

－ － ＞ 99.9 － － － － － －

[41]INFORM 全

球监测计划

（2015-2017）

全球 95.9 1.1 － － 99.8 73 － － － － － － －

研究者 地区

各检出细菌名称及敏感率

产酸克

雷伯菌

MBL-

枸橼

酸杆

菌

枸橼酸

杆菌

MBL-

阴沟肠

杆菌
KP CRKP

KP-
MBL-

AB
CR-
AB

PA

耐药 PA*（含

OSBL+/ESBL+/
GSE+/MBL+/

KPC+）

PA-MDR/
XDR

CR-PA
其他

肠杆

菌属

其他肠

杆菌属

MBL-

[42]CHINET
（2018）

中国 － － － 85.0 94.7 84.6 － 15.1 1.2 86.9 － － 64.3 － －

[43]CHINET
（2021）

中国 － － － － 22.5 11.1 － － － 5.7 － － 23.5 － －

[40]INFORM 全

球监测计划

（2012-2015）

亚太 99.8 98.4 99.5 － 98.3 － 99.7 － － 92.6 96.1/66.7/21.1/
100/1.4/100

－ － 98.1 99.7

[15]INFORM 全

球监测计划

（2015-2016）

美国 － － － 99.8 99.9 － － － － 97.6 － 89.3/80.4 76.0 － －

[41]INFORM 全

球监测计划

（2015-2017）

全球 － － － － － － － － － － － － － － －

耐药率最高达 3%，泰国 PA 耐药率最高为 16.9%，
携带金属β 内酰胺酶（MBLs）菌株对 CZA 耐药率
较高为 98.6%[40]。2015—2017 年对碳青霉烯类耐
药的肠杆菌中，CZA 对美罗培南耐药菌耐药率为
27%，对 MBL 阳性菌株无效。碳青霉烯酶阳性但
MBL 阴性菌株对 CZA 耐药率从 2015 年 0% 上升
到 2017 年 0.6%，碳青霉烯酶阴性且 MBL 阴性菌
株 2017 年对 CZA 耐药率为 6.3%，碳青霉烯酶阳
性且 MBL 阳性菌株 2016 年和 2017 年对 CZA 耐药
率为 100%[41]。我国 2018 年 CHINET 数据示 CZA
耐药率不高，CZA 在 MIC 8 mg·L－ 1 时对 ECO 耐
药率为 4.5%、KP 耐药率为 5.3%、阴沟肠杆菌耐

药率为 85.0%、PA 耐药率为 11.5%、CRE 耐药率
为 30.3%，产 blaKPC 分离株对 CZA 耐药率也较低
（＜ 10%），但大多 blaNDM 分离株对 CZA 耐药率
达 98.2%，CRECO 耐药率为 90.0%，CRPA 耐药率
为 35.7%，鲍曼不动杆菌耐药率为 84.9%，CRAB
耐 药 率 为 98.8%[42]；2021 年 CHINET 数 据 [43] 显
示 CZA 对儿童及成人中分离的 KP 耐药率分别为
22.5% 及 6.7%；对 CRKP 的耐药率为 11.1%，对
产 KPC 或 OXA-48 菌株 100% 敏感，产 NDM 菌株
耐药率 100%，对变形杆菌属的耐药率为 1.7%，沙
雷菌属 3.8%，儿童及成人分离的 PA 耐药率分别为
5.7% 及 5.5%，CRPA 耐药率为 13.9%。
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研究，首次报道在 CZA 获批之前，中国新生儿患
者中 CRKP 对 CZA 的耐药情况，超过 23.3%CRKP
对 CZA 耐药，除多黏菌素 B 和替加环素外，对大
多数受测抗菌药物有高度耐药性，常见于新生儿
肺炎和败血症，大多数检出新生儿与剖宫产、早
产、低出生体质量和曾接受过碳青霉烯类 /β- 内酰
胺类治疗有关。耐 CZA 的 CRKP 组对阿米卡星、
呋喃妥因、左氧氟沙星和环丙沙星的耐药率低于对
CZA 敏感的 CRKP 组。所有耐 CZA 的 CRKP 分离
株均带有耐碳青霉烯酶基因，其中以 blaKPC-2 为
主，其次是 blaNDM-1 和 blaNDM-5。同时采用多
位点序列分型技术（mLST）对所有菌株进行分子
遗传学分析，共鉴出 8 个不同的 STs，KPC-2 阳性
的 CRKP 属于 ST241、ST37 和 ST11，而 NDM-1 有
ST784、ST1710、ST37 和 ST324，NDM-5 阳性有
ST1419。同时还发现了其他β- 内酰胺酶基因，包括
blaSHV 和 blaCTX-M[44]。 但 CZA 在 2019 年 5 月 才
在中国被批准用于临床抗感染治疗，之前无新生儿
接受过 CZA 治疗，因此出现的耐药性不能归因于
CZA 药物使用，患者之间的传播可能是本研究中其
他 CZA 耐药 CRKP 分离株的一个重要因素，有效
的感染控制措施和流行病学监测的重要性，以防止
从新生儿中分离出对 CZA 耐药的 CRKP 继续传播。
5　安全性研究
　　CZA 在儿童中临床研究较少，对于儿童不良
事件（AE）报道不多，常见胃肠道不良反应，如
腹泻、恶心和呕吐。一项Ⅱ期随机对照研究 [25]，
CZA 与甲硝唑联用不良反应发生率为 52.5%，常
见呕吐（14.8%）、输液部位静脉炎（6.6%）、血清
肿（4.9%）；与美罗培南联用不良反应发生率为
59.1%，常见呕吐、咳嗽、腹痛；多数不良反应较轻，
但联合甲硝唑中有 4/61 例（6.6%），美罗培南组
1/22 例（4.5%）发生严重不良反应，但没有因不良
反应导致研究药物死亡或停药。另一项Ⅱ期临床随
机对照试验 [9] 中不良反应发生率 53.7%，其中严重
不良事件（SAE）发生率 9%，如腹部疼痛、便秘、
肾结石、神经系统疾病、心动过速和病毒感染各 1
例，急性肾盂肾炎 2 例。Iosifidis 等 [10] 报道 CZA
总体耐受性良好，未发现 SAE，有 2 例新生儿在
使用 CZA 48 h 内发现有低镁血症发生，予对症治
疗后改善。Esposito 等 [28] 报道 CZA 治疗 8 d 出现中
度血小板减少，降低剂量后未加重。Coskun 等 [32]

报道 CZA 治疗 3 d 后出现尿糖，但血糖水平正常，
未发现其他可引起尿糖的相关疾病，停用 CZA 5 d
内尿糖逐渐消失。姜婷等 [45] 报道 CZA 治疗中相关
的不良反应发生率较低，见肾损伤、胃肠道反应、
肝功能异常。CZA 引起的 AE 病例中，多经减量、

停药或停药后等对症治疗后得到有效缓解。
6　小结与展望
　　新型的非β- 内酰胺酶抑制剂阿维巴坦，与头
孢他啶组合可对包括 ESBL、KPC、AmpC、OXA-
48 在内许多产β- 内酰胺酶的革兰氏阴性菌产生活
性，但 CZA 对 IMP、NDM、VIM 或其他 OXA 碳
青霉烯酶无活性。
　　目前在 3 个月以下的患者中未被批准使用
CZA，但相关数据表明 CZA 可成功治疗早产儿因
PDR-KP 引起的 cUTI。此外，CZA 可与氨曲南联
合使用，治疗由产 MBL 耐药菌引起的感染。CZA
在成人和儿童人群中的安全性、临床反应和生存率
等方面都令人满意。基于以往观察性研究中关于
CRE 感染的数据，对 CZA 进行 PK/PD 优化，可
采用延长输注和联合治疗（使用氨基糖苷、TMP/
SMX、磷霉素、替加环素、多黏菌素），可被认为
是一种潜在的选择，以避免耐药性的出现。我们
可根据药敏试验和感染部位选择 CZA 及联用药物。
因其广泛抗菌谱涵盖了产 ESBL 肠杆菌和 PA，对
于 MDR 革兰氏阴性菌感染危险因素的患者使用
CZA 可成为经验疗法，并且也可作为一种减少碳
青霉烯使用量的目标策略，但还需前瞻性临床试
验尤其是随机对照试验 [27] 以评估 CZA 的安全性、
有效性，以确定在 MDR-GN 感染儿科人群中选择
CZA 治疗是否是最佳经验治疗和靶向治疗方法，
是否可作为儿童 PDR 细菌感染的治疗选择。
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　　布鲁顿酪氨酸激酶（Bruton’s tyrosine kinase，
BTK）是 B 细胞受体信号通路中重要的信号分子，
参与调控 B 细胞生存、分化、增殖、黏附、迁移
和凋亡，其异常激活与多种 B 细胞肿瘤发生有
关。BTK 抑制剂通过与 BTK 共价 / 非共价结合阻
止 BTK 的激活，阻断下游信号，抑制肿瘤细胞生
长。BTK 抑制剂作为新兴的临床治疗药物，改变
了传统对于 B 细胞肿瘤的治疗，但是其在治疗时
产生的毒性也不可忽视，且出现不能耐受毒性是
患者停药的原因之一。
　　结合每位患者不同情况后综合考虑，制订安
全、有效、合理、经济的药物治疗方案，可提高药
物的疗效。目前，个体化给药方案的制订主要依据
治疗药物监测（therapeutic drug monitoring，TDM）
以及基因测定结果等。如今临床开始对越来越多的
靶向药物开展个体化给药，并且取得了良好的效
果。本文拟从 BTK 抑制剂的药动学研究和剂量调
整、血药浓度与疗效和不良反应之间的关系、BTK
目前基于基因的研究进行综述，以期为 BTK 抑制剂
个体化给药方案的制订提供启示。
1　BTK抑制剂的概述
　　BTK 是一种细胞质非受体的无球蛋白血症酪氨
酸激酶，在除 T 细胞外的造血细胞中广泛表达 [1]。
BTK 抑制剂根据其作用机制可以分为两类：① 不
可逆抑制剂：能够与 BTK 的 ATP 结合位点中的
Cys481 残基形成共价键，抑制 BTK 活性；②可逆
抑制剂：通过弱可逆相互作用结合到 SH3 结构域

的特定口袋中，阻止 BTK 的完全激活 [2]。目前上
市的 BTK 抑制剂均为不可逆的 BTK 抑制剂。BTK
抑制剂也能够抑制其他具有 Cys481 样残基的激酶
和缺乏活性半胱氨酸的激酶，这种脱靶效应是 BTK
抑制剂不良反应产生的原因 [3]。2013 年美国食品药
品监督管理局批准了第一代 BTK 抑制剂伊布替尼
作为套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma，MCL）、
慢性淋巴细胞白血病（chronic lymphocytic leuke-
mia，CLL）/ 小淋巴细胞淋巴瘤（small lymphocytic 
lymphoma，SLL）以及瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症
（Waldenström macroglobulinemia，WM）的治疗药
物，随后出现的第二代 BTK 抑制剂阿卡替尼、泽
布替尼和奥布替尼旨在提高药物选择性，减少脱靶
效应以减少不良反应，提高药物疗效。BTK 抑制剂
的出现，改变了 B 细胞淋巴瘤以化学免疫法为主的
传统治疗方案。目前，伊布替尼、泽布替尼和奥布
替尼已被批准用于治疗 MCL、CLL/SLL，伊布替尼
与泽布替尼还可用于治疗 WM，阿卡替尼未在中国
上市 [4]。
2　BTK抑制剂的药动学和剂量调整
2.1　BTK 抑制剂的药动学
　　BTK 抑制剂口服给药后迅速吸收，血浆蛋白结
合率均在 90% 以上，达峰时间在 0.5 ～ 2 h，半衰期
在 1 ～ 6 h，其中伊布替尼的半衰期较长，在 4 ～ 6 
h，受试者服用单剂量（推荐剂量）的 BTK 抑制剂
后，随胆汁通过粪便排泄（大于 80%）。奥布替尼
不同于其他 BTK 抑制剂，其代谢产物主要经粪便

Prospect of individualized administration of Bruton’s tyrosine kinase inhibitors
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Abstract: Bruton’s tyrosine kinase (BTK) inhibitors are new drugs for the treatment of B-cell tumors, 
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（49.4%）与尿液（34.3%）共同排泄 [5-8]。因奥布替尼
可用数据有限，因此本文仅对其进行简略介绍。
　　伊布替尼、阿卡替尼和泽布替尼在健康受试
者中的药动学均能用二室模型进行良好的描述。
BTK 抑制剂的药动学几乎不受性别、年龄、体质
量的影响 [6-8]。有研究表明，进食会使伊布替尼的
药动学发生改变，与禁食后服药相比，高脂饮食
合并服用伊布替尼可使峰浓度（peak concentration，
Cmax）提高 2 ～ 4 倍，血药浓度 - 时间曲线下面积
（area under the concentration time curve，AUC）增
加 2 倍，第二代 BTK 抑制剂的暴露量不会因进食
而改变 [4-6]。肝脏代谢是 BTK 抑制剂的主要代谢途

径，BTK 抑制剂在肝功能不全患者体内的暴露量
增加，因此在进行剂量调整的同时需要对此类患
者进行不良反应监测 [9-11]。对于泽布替尼，健康状
态是影响其药动学的因素之一，健康受试者的 Cmax

和 AUC 分别比 B 细胞恶性肿瘤患者高约 26.8% 和
43.7%[12]。这个现象并不能用药物的代谢进行解释，
因为泽布替尼的主要代谢酶（CYP3A4）的丰度会
在癌症患者中显著降低，具体原因还有待研究 [13]。
另外，生活习惯、合用药物等也可能会对 BTK 抑
制剂的药动学产生影响，使血药浓度发生改变。更
高的体内未结合浓度可能与更长时间的 BTK 抑制
有关 [14-15]。影响 BTK 抑制剂药动学的因素见表 1。

表 1　BTK抑制剂药动学影响因素 
Tab 1　Influence factors for pharmacokinetics of BTK inhibitors 

药动学过程 影响因素 BTK 抑制剂 药动学可能 / 已经发生的变化 参考文献

吸收 饮食 伊布替尼、阿卡替尼 空腹情况下的伊布替尼血浆暴露量约为进食状态的 60%；进食后

阿卡替尼的 Cmax 比禁食状态降低 73% 
[5-6]

胃酸还原剂 阿卡替尼 与抗酸剂（碳酸钙）合用时 AUC 降低 53%；与质子泵抑制剂（奥

美拉唑）合用时 AUC 降低 43%
[4]

分布 血浆蛋白结合 / 与其他药物联用时可能会对暴露量产生影响；低蛋白血症会对药

物的暴露量产生影响

[16]

代谢 肝功能不全 伊布替尼、阿卡替尼、泽布替尼 轻、中和重度肝功能不全会增加药物在患者体内的暴露量 [9-11]

CYP3A 伊布替尼、阿卡替尼、泽布替尼 与 CYP3A 抑制剂（伏立康唑、伊曲康唑等）合用时 Cmax、AUC 升

高；与 CYP3A 诱导剂（利福平等）合用时 Cmax、AUC 降低

[5-7，17]

伊布替尼 吸烟可以诱导 CYP3A4 酶的代谢，使伊布替尼清除率提高约 60% [18]

排泄 胆汁排泄受损 / 胆汁排泄受损减少了药物从体内的清除，增加了药物的吸收 [19]

2.2　肝损伤人群的药动学与剂量调整
　　BTK 抑制剂主要是在肝脏中由细胞色素 P450
（主要是 CYP3A）进行代谢 [14]。因此，根据患者
肝功能进行个体化剂量调整尤为重要。
　　de Jong 等 [9] 将受试者按照肝功能（Child-Pugh 
A、B 和 C 级）分为 3 个治疗组，在禁食 10 h 后单
次口服 140 mg 伊布替尼，结果显示伊布替尼在轻
度、中度和重度肝损伤受试者中的平均暴露量分别
比健康受试者高约 4.10、9.80 和 13.40 倍。根据伊
布替尼说明书，其对于轻度肝损伤患者的推荐剂量
为 140 mg·d－ 1，中度肝损伤患者的推荐剂量为 70 
mg·d－ 1，而对于重度肝损伤患者则不建议使用伊
布替尼 [7]。Xu 等 [10] 对肝损伤人群进行阿卡替尼药
动学研究发现，轻、中和重度肝损伤的阿卡替尼暴
露量分别为健康受试者的 1.90、1.48 和 5.0 倍，阿
卡替尼的暴露量并未因轻、中度肝损伤发生较大的
改变，因此在轻、中度肝损伤患者中的剂量无需调
整，在重度肝损伤患者中暴露量变化较大，故不建
议使用阿卡替尼。Ou 等 [11] 的研究表明，轻、中和
重度肝损伤受试者泽布替尼的平均总暴露量是健康
受试者的 1.10、1.2 和 1.60 倍，因此，在轻、中度

肝损伤的患者中可以维持 160 mg bid 的给药方式，
而重度肝损伤患者建议以 80 mg bid 的方式进行给
药 [6]。目前尚无奥布替尼在肝损伤受试者中的药动
学研究。因 BTK 抑制剂主要通过肝脏代谢，在肝
功能不全的患者中应用 BTK 抑制剂时均需要进行
TDM 及不良反应的监测。
2.3　肾损伤人群的药动学和用药调整
　　BTK 抑制剂主要通过肝脏进行代谢，因此肾
功能的改变对于 BTK 抑制剂的药动学影响较小。
　　轻、中度肾损伤基本不会改变伊布替尼和阿
卡替尼在体内的暴露量，但目前尚未评估重度肾
损伤和血液透析对于伊布替尼和阿卡替尼药动学
的影响 [5，7]。对于泽布替尼，轻、中和重度肾损
伤均不会改变其药动学，但尚无在血液透析受
试者中的药动学数据 [6]。奥布替尼是最新上市的
BTK 抑制剂，相比于其他已上市的 BTK 抑制剂，
其经肾脏排泄的比例最大，约有 34.3% 的代谢产
物经过尿液代谢，但是尚未开展其在肾损伤患者
中的药动学研究 [8]。伊布替尼、阿卡替尼和泽布
替尼在肾损伤患者中不需要进行剂量调整，但是
仍需要进行 TDM 及不良反应的监测。



2866

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

2.4　合并 CYP3A 抑制剂 / 诱导剂的药动学和用
药调整
　　BTK 抑制剂主要由 CYP3A 酶代谢，因此合
用 CYP3A 抑制 / 诱导药物会改变 BTK 抑制剂在
患者体内的药动学，在使用 CYP3A 抑制剂 / 诱导
剂时需格外注意。
　　de Zwart 等 [20] 发现当合用强 CYP3A 抑制剂
酮康唑时，会使健康受试者伊布替尼的 AUC 增加
24 倍，并将这个数据用于预测其他 CYP3A 诱导 /
抑制剂对于伊布替尼的影响，结果发现，当与强
CYP3A 诱导剂（利福平）合用时，伊布替尼的暴
露量下降了约 90%，与中效 CYP3A 诱导剂（依法
韦仑）合用时 Cmax 与 AUC 分别下降了约 58% 和
60%，与轻效 CYP3A 抑制剂（氟伏沙明）合用时，
Cmax 与 AUC 分 别 增 加 了 2.0 倍 和 1.9 倍 [20]。 因
此，合用轻效 CYP3A 抑制剂时，不需要对伊布
替尼的剂量进行调整，而对于中效 CYP3A 抑制
剂，伊布替尼的推荐剂量为 280 mg·d － 1，并避
免强效 CYP3A 抑制剂合并用药 [7]。Zhou 等 [21] 开
发的模型预测显示，阿卡替尼与中效 CYP3A 抑
制剂合用时，阿卡替尼的 AUC 增加 2 ～ 3 倍，与
强 CYP3A 抑制剂（伊曲康唑）合用时，阿卡替尼
的 Cmax 与 AUC 分别增加了 3.9 和 5.1 倍，而与利
福平合用时，阿卡替尼的 Cmax 与 AUC 分别降低了
68% 和 77%。因此，当阿卡替尼与中效 CYP3A
抑制剂合用时，需要减量使用（100 mg qd），且应
避免与强效 CYP3A 抑制剂合用 [5]。在 Mu 等 [22]

的研究中，利福平可使泽布替尼的 Cmax 与 AUC
分别降低 92% 和 93%，伊曲康唑则可使泽布替
尼的 Cmax 与 AUC 分别增加 2.6 和 3.8 倍。在与中
效 CYP3A 抑制剂合用时，泽布替尼的暴露量增
加约 1.5 倍 [14]。因此，在与中效 CYP3A 抑制剂合
用时，泽布替尼需减量使用（80 mg bid），与强效
CYP3A 抑制剂联用时，泽布替尼的推荐剂量为 80 
mg qd[6]。奥布替尼尚未开展药物相互作用的临床
研究。所有 BTK 抑制剂都应避免与强效 CYP3A
诱导剂合用并且在与 CYP3A 抑制剂 / 诱导剂合用
时都应进行 TDM 及不良反应的监测。
3　BTK抑制剂血药浓度与疗效和不良反应
　　BTK 抑制剂与以往治疗相比显著提高了患者的
客观缓解率、延长了患者的无进展生存期，尤其是
对于不能耐受化疗的老年人群，BTK 抑制剂的出现
为其治疗提供了新的可能 [23]。通常认为，血药浓度
与疗效和不良反应息息相关，大部分药物在调整治
疗方案时常常以血药浓度作为参考指标之一。
　　在治疗 CLL/SLL 患者时，更高剂量的伊布替

尼与更高的无进展生存率相关 [24]。在 Gallais 等 [25]

的研究中，MCL 患者与较低的伊布替尼的暴露量
有着明显相关的趋势。通常认为更高的药物浓度
与不良反应的发生相关，BTK 抑制剂也不例外，
因不良反应而中断治疗与较高的药物暴露浓度仍
呈现出显著的相关性 [25]。因不良反应停药是患者
中断伊布替尼治疗的主要原因（50.1%）[26]。在治
疗的第一年停止伊布替尼治疗会降低患者总体生
存率和无进展生存率，因此，减少不良反应的发
生成为影响患者获益的重要因素 [27]。
　　相比于第一代 BTK 抑制剂，以推荐剂量服
用第二代 BTK 抑制剂时，疗效和不良反应与血
药浓度之间的关系并不显著。在一项针对阿卡替
尼的Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期临床试验发现，血药浓度和疗
效、不良反应并未显示出显著的相关性 [28]。Ou
等 [29] 对泽布替尼暴露 - 疗效的研究（纳入一项Ⅰ
期和一项Ⅱ期临床研究）表明，在以推荐剂量给
药时，暴露量与疗效并未呈现显著的相关性，但
无应答患者的中位药物暴露量低于有应答者。
　　在对第一代 BTK 抑制剂的研究中，血药浓度
与疗效和不良反应均显示出了相关的趋势或者相
关性，保证较高的 BTK 抑制剂的血药浓度可能更
有利于疾病的治疗，但也增加了不良反应发生的
风险。在目前的研究中，BTK 抑制剂的耐受剂量
尚不明确，对患者进行 TDM 能够建立更为完整
的量效关系，可能有助于指导临床给药。
4　BTK抑制剂与基因多态性
　　BTK 抑制剂主要由 CYP3A 酶进行代谢，因
此 CYP3A 的基因型会对 BTK 抑制剂的药动学产
生影响。研究发现，携带 CYP3A4*22 患者的伊
布替尼的血药浓度显著高于其他携带基因型的患
者（P ＜ 0.05）[25]。体外实验显示，CYP3A4 的不
同变异株会影响阿卡替尼的药动学，CYP3A4.11
的清除率是 CYP3A4.1 的 5.95 倍，而 CYP3A4.9、
14、16、19、23、24、28、32 变异株会使阿卡替
尼的清除率明显降低 [17]。
　　在近几年围绕 WM 进行的研究中发现，MYD88、
CXCR4 的基因型与 BTK 抑制剂的疗效呈现出明
显的相关性。伊布替尼在治疗携带 MYD88WT 或
MYD88L265P 基因型的患者时，无进展生存期短，携
带 MYD88WT 的患者的无进展生存期仅为 0.4 年，因
此伊布替尼一般不作为治疗携带此基因型患者的首
选药物，建议使用其他 BTK 抑制剂进行治疗 [30]。
BTK 抑制剂与基因多态性之间的关系见表 2。
　　患者的基因型可能会对药物的代谢等产生影
响，且与临床疗效息息相关。在制订给药方案时
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可以根据患者基因型对治疗药物进行初步的判断
和选择，在获得良好治疗结果的同时尽量降低不
良反应发生的风险，提高患者的用药依从性。
5　展望
　　随着医学的不断进步，抗肿瘤治疗逐渐由化学
免疫疗法向靶向治疗转变，高效的靶向药物的出现
给患者带来了新的希望。如何个体化用药是药学研
究者在临床中需要不断研究的课题，大部分的靶向
药物的个体化给药仅限于通过基因型的检测指导药
物的选择，而尚未对患者实施 TDM。目前越来越
多的研究表明，开展靶向药物的 TDM，不仅有助
于准确调整给药剂量，提高治疗的有效率、减轻严
重不良反应的发生率，还能够提高患者的依从性。
　　以往研究表明，第一代 BTK 抑制剂伊布替尼
的不良反应与药物浓度显著相关，这提示或许可
以借助血药浓度监测不良反应，以减少因不良反
应而停药事件的发生。研究显示第二代 BTK 抑
制剂的疗效和不良反应与暴露量无明显相关性，
但有应答的人群中位暴露量仍明显高于无应答人
群 [29]。同时 BTK 抑制剂的疗效和不良反应与患
者的基因型也存在一定的关联，因此对患者进行
基因检测或许有助于临床治疗药物的选择。根据
报道，老年人为 MCL、CLL/SLL 和 WM 的好发
人群，且老年人群属于发生不良反应（主要是出
血事件）的高风险人群，具有较高的个体间变异
性，因此对此类人群进行 TDM 可能更有助于临
床获益 [7，35-37]。虽然目前批准的第二代 BTK 抑制
剂具有较高的选择性，显著延长了患者的生存期、
减少了不良反应的发生，但是目前的研究尚不完
善，仍存在许多问题，如治疗窗尚不明确、疗效
与毒性的影响因素未知等。因此，在临床应用中
对于 BTK 抑制剂仍需谨慎使用，还需要更多的研
究对影响 BTK 抑制剂疗效与不良反应的相关因素
进行探索，从而制订更加合理的给药方案，以保
证用药的有效性、安全性和经济性。
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电化学分析法检测抗坏血酸、多巴胺和尿酸研究进展

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

株洲　421011；3.湖南工业大学生命科学与化学学院，湖南　株洲　412007）

摘要：抗坏血酸（ascorbic acid，AA）、多巴胺（dopamine，DA）和尿酸（uric acid，UA）分

别作为抗氧化剂、神经递质和蛋白质代谢物共存于人体内。体内 AA、DA 和 UA 水平异常可

引发多种疾病，定量检测其水平对相关疾病的预防和诊断具有重要意义。电化学分析法具有成

本低、响应快速、使用方便、灵敏度高、选择性好等突出优点，广泛用于生物活性分子的检测。

AA、DA 和 UA 具有高电化学活性，适合采用电化学分析法进行测定。然而，它们的氧化峰电

位非常相近，在电化学检测中容易产生重叠峰，从而干扰检测结果。针对这一问题，国内外学

者通过发展不同的电极材料以提升检测的选择性和灵敏度。本综述总结了近年来电化学单独或

同时检测 UA、DA 和 AA 的研究进展。

关键词：电化学检测；抗坏血酸；多巴胺；尿酸
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Research progress in electrochemical detection of ascorbic acid,  
dopamine and uric acid 
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Abstract: Ascorbic acid (AA), dopamine (DA) and uric acid (UA) coexist in the human body as 
antioxidants, neurotransmitters and protein metabolites, respectively. Abnormal levels of AA, DA and 
UA may cause many diseases. Quantitative detection of their levels is important in the prevention and 
diagnosis of related diseases. Electrochemical detection has low cost, fast response, convenient use, 
good sensitivity and selectivity, which is widely used in the detection of bioactive molecules. AA, DA 
and UA have high electrochemical activity, and are suitable for electrochemical analysis. However, 
their oxidation peak potentials are very similar, so overlapping peaks are easily generated in the 
electrochemical detection, thus interfering the detection results. To solve this problem, domestic and 
foreign scholars have developed different electrode materials to improve the selectivity and sensitivity. 
This review summarized recent advances in the individual or simultaneous determination of UA, DA 
and AA by electrochemistry.
Key words: electrochemical detection; ascorbic acid; dopamine; uric acid
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　　电化学传感器具有成本低、响应快速、使用
方便、灵敏度高、选择性好等突出优点 [1]，广泛
用于生物活性分子、食品添加剂、环境污染物等
的检测。不同的电活性生物分子氧化电位或还原

电位不同，因此，电化学传感器能用于这些分
子氧化还原反应的电位测定。而且，由于电化
学传感器具有较低的检测限（limit of detection，
LOD），电化学分析法被广泛用于生理液体中微
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量分析物的检测。
　　人体内抗坏血酸（ascorbic acid，AA）、多巴
胺（dopamine，DA）和尿酸（uric acid，UA）水
平异常可能引发肾损伤、坏血病、失眠等疾病。
AA、DA 和 UA 均具有高的电化学活性（见图 1），
非常适合电化学检测，研究人员成功开发了各种
各样的电化学传感器对它们进行定量分析。然而
它们的电化学性质非常相似，电化学检测过程中
可能形成多个异构体产物，而且它们的氧化峰电
位经常重叠 [2]，单独识别并准确测定它们的水平
变得非常复杂。本综述系统总结近年来电化学单
独或同时检测 AA、DA 与 UA 的研究进展，重点
分析了碳纳米材料、金属纳米材料、导电聚合物
等电极修饰材料对 AA、DA 与 UA 的检测性能。

图 1　AA（A）、DA（B）和 UA（C）的氧化还原反应

Fig 1　Redox reaction of AA（A），DA（B）and UA（C）

1　电化学单独检测 AA、DA和 UA
1.1　单独检测 AA
　　人体中高水平的氧化性分子可能损害人体细
胞，进而引发癌症、心脏病、肌肉退化等严重疾
病 [3]。此外，在阳光下过度暴露也会导致人体皮
肤细胞氧化并产生自由基。故人体需要抗氧化剂
中和自由基阻止细胞氧化链反应。AA 是一种常见
的抗氧化剂，天然存在于蔬菜产品中，也存在于
橙子、柠檬、葡萄柚、酸橙等柑橘类水果中，因
此检测 AA 水平对于控制体内 AA 水平至关重要。
　　Song 等 [5] 构 建 了 金 纳 米 离 子 / 氧 化 石 墨
烯复合物（AuNP/GO）的电化学传感平台用于
临床维生素 C 片和血清中 AA 的检测。AA 的
LOD 和灵敏度分别为 0.11 μmol·L － 1 和 101.86 
μA·mol － 1·L·cm － 2，灵敏度高。
　　Puangjan 等 [6] 成功开发了对 AA 氧化具有高
电催化活性聚苯胺 /MnO2-Sb2O3 修饰氟掺杂氧化锡
（PANI/MnO2-Sb2O3/FTO）电极。由于 PANI/MnO2-
Sb2O3 具有优异的导电性能和更高的表面积，PANI/
MnO2-Sb2O3/FTO 具有更高的氧化峰电流，LOD 低

至 0.062 nmol·L － 1。基于硼化镁 / 多壁碳纳米管
复合材料（MgB2-MWCNT）的电化学传感器也能
用于 AA 检测 [7]，LOD 为 1.3 μmol·L － 1，灵敏度
为 76.6 mA·mol － 1·L。Banan 等 [7] 发现随着 pH
持续升高，裸玻碳电极（GCE）和修饰电极峰电流
均会降低，这主要是由于 AA 在高 pH 或碱性溶液
中不稳定所致 [8]。
1.2　单独检测 DA
　　DA 是一种重要的神经递质，在人类的中枢神
经系统、情绪控制和激素平衡的功能调节中发挥
重要作用 [9]。体内 DA 水平低会导致帕金森病、精
神分裂症等神经类系统疾病 [10]。因此，DA 检测对
体内激素平衡控制和预防神经类疾病至关重要。
　　电化学检测 DA 的关键是发展高灵敏、高选
择性的材料修饰电极。导电聚合物具有高导电
性、低成本、高比表面积等特性，且氧化态导
电聚合物对分析物具有高选择性，非常适合传
感器的构建。聚 3，4- 乙烯二氧噻吩（PEDOT）、
聚吡咯（PPy）、聚苯胺（PANI）等导电聚合
物广泛用于构筑 DA 电化学传感器 [11-13]。Yan
等 [14] 报 道 Nafion-AgCl@PANI/GCE 修 饰 电 极
在 1 mmol·L － 1AA 共 存 下 测 得 DA 的 阳 极 峰
电流与 DA 的浓度成正比，其灵敏度为 0.49 
μA·μmol － 1·L。由于氧化石墨烯（GO）的基面
和边缘上存在大量带负电荷的含氧基团，GO 可
以用于电化学聚合或化学聚合导电聚合物的掺杂
剂。然而，GO 存在导电性差的缺陷 [15]。将 GO
还原成还原氧化石墨烯（rGO），可以获得高电导
率、快速电子转移和优异的电化学活性等特性，
从而克服 GO 导电性差的缺陷 [16]。Wang 等 [17] 采
用 PEDOT 掺杂的 GO 和 PEDOT 掺杂的 rGO 检
测 DA。PEDOT/rGO 比 PEDOT/GO 具有更大的表
面积和更高的电催化性能。与 PEDOT/GO 相比，
PEDOT/rGO 可以提供更高的催化活性并增加 DA
氧化峰电流。近年来，电化学还原氧化石墨烯
（ErGO）常与 MnO2

[18]、Fe2O3
[19-20]、ZnO[21] 等过渡

金属纳米材料复合，用于电化学测定 DA。此外，
过渡金属氧化物（如 MnO2

[22]、Fe2O3
[23] 等）与 N-

掺杂石墨烯复合材料也可用于电化学检测 DA。
1.3　单独检测 UA
　　UA 存在于人体尿液、血液等生物体液中。
UA 是一种蛋白质代谢物，大量存在于某些食物
中，由于人体没有任何酶分解 UA，UA 富集会给
人体健康造成危害，关节中形成 UA 结晶会引起
疼痛的炎症反应，进而引发痛风 [24]。总之，体内
UA 水平异常会引发高血压、代谢综合征、肾损
伤等疾病 [25]。因此，检测体内 UA 水平对预防这
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些疾病具有重要意义。
　　石墨烯是一种新型二维碳材料，具有机械
强度高、表面积大、导电性能优异和原料低廉
等优势 [26-27]。Du 等 [28] 利用石墨烯修饰碳纤维电
极（GE/CFE）开发了一种简便、低成本的 UA 电
化学传感器。他们发现石墨烯修饰检测 UA 性
能优异，具有选择性好、灵敏度高、线性范围
宽、制造成本低、简单易用等优点 [28]，线性范
围 为 0.194 ～ 49.68 μmol·L － 1，LOD 为 0.132 
μmol·L － 1。Wu 等 [29] 发展了树突状 CeO2/rGO 复
合修饰玻碳电极，成功实现了血清样品中 UA 的
检测，灵敏度高，线性范围为 0.1～ 20 μmol·L－ 1，

LOD 为 13.2 nmol·L － 1。Batumalay 等 [30] 成 功 构
建了基于塑料光纤（POF）的 UA 电化学传感器平
台。ZnO 修饰锥形 POF 检测 UA 的灵敏度和 LOD
分别为 0.0025 mV·μmol－ 1·L 和 5.6 μmol·L－ 1。
未修饰 ZnO 的 POF 检测 UA 的灵敏度和 LOD 则
分别为 0.0009 mV·μmol－ 1·L 和 18.9 μmol·L－ 1。
2　电化学同时检测 AA、DA和 UA
　　AA、DA 和 UA 通常共存于人体内，它们具
有非常相近的氧化还原电位（0.2 ～ 0.4 V）。近年
来，国内外研究者开发了多种电极修饰材料实现
了 AA、DA 与 UA 的同时检测，本文对其进行汇
总，详见表 1。

表 1　电化学传感器同时检测 UA、DA和 AA同时检测性能对比 
Tab 1　Performance of electrochemical sensors for simultaneous detection of UA，DA，and AA

修饰电极
LOD/（μmol·L － 1） 线性范围 /（μmol·L － 1）

文献
AA DA UA AA DA UA

Pt/GE 0.15 0.03 0.05 0.15 ～ 34.4 0.03 ～ 8.1 0.05 ～ 11 [31]
MNC 0.01 0.001 0.01 1 ～ 700 0.001 ～ 30 0.01 ～ 80 [32]
NrGO/GCE 9.6 0.1 0.2 100 ～ 4000 1 ～ 60 1 ～ 30 [33]
3D-KSC/CCSBP 660 4.6 150 1980 ～ 6000 14.1 ～ 100 450 ～ 1200 [34]
MWCNT/Poly-VA 3.5 4.5 1.5 5 ～ 120 5 ～ 120 5 ～ 120 [35]
SPGNE 0.95 0.12 0.20 4.0 ～ 4500 0.5 ～ 2000 0.8 ～ 2500 [36]
PCF 2.90 0.04 0.03 10 ～ 570 0.1 ～ 9.8 0.1 ～ 9.8 [37]
PANI/rGO 20 0.5 0.2 25 ～ 200 2 ～ 18 2 ～ 18 [38]
Au@Pd-rGO 0.28 0.02 0.02 1 ～ 800 0.1 ～ 100 0.1 ～ 350 [39]
rGO 0.7 0.1 1.0 0.7 ～ 100 0.1 ～ 400 2 ～ 600 [40]
rGO/ZnO 3.71 1.08 0.33 50 ～ 2350 3 ～ 330 1 ～ 70 [41]
Pd/CNFs 15 0.2 0.7 0.05 ～ 4 0.5 ～ 160 2 ～ 200 [42]
CTAB/rGO/ZnS 30 0.5 0.4 50 ～ 1000 1.0 ～ 500 1.0 ～ 500 [43]
NG 2.2 0.25 0.04 5 ～ 1300 0.5 ～ 170 0.1 ～ 20 [44]
MWCNT-FeNAZ-CH 1.11 1.05 0.03 7.77 ～ 833 7.35 ～ 833 0.2 ～ 83.3 [45]
GO-PAN 50 0.5 1 150 ～ 1050 1 ～ 14 3 ～ 26 [46]
HCNTs 0.92 0.8 1.5 7.5 ～ 180 2.5 ～ 105 6.7 ～ 65 [47]
PSFM 0.006 0.08 0.1 0.5 ～ 1300 0.05 ～ 470 0.2 ～ 100 [48]
Ag-PLV 3.0 0.08 0.08 10 ～ 1000 0.5 ～ 10 0.3 ～ 10 [49]
AuNPs-β-CD-GR 10 0.15 0.21 30 ～ 2000 0.5 ～ 150 0.5 ～ 60 [50]
CNT NiNC 2.0 0.1 0.4 1 ～ 45 0.3 ～ 7.0 1 ～ 45 [51]
NiHCF/PDAN 0.04 0.03 0.04 600 ～ 1000 600 ～ 1000 600 ～ 1000 [52]
Au/rGO 53 1.4 1.8 240 ～ 1500 6.8 ～ 41 8.8 ～ 53 [53]
rGO-Ag/PANI 0.5 0.2 0.2 20 ～ 50 5 ～ 200 20 ～ 350 [54]
LaCoO3 － 3.53 － 0.5 ～ 5 5 ～ 50 0.5 ～ 5 [55]
CNF-CPE 2.0 0.04 0.2 2 ～ 64 0.04 ～ 5.6 0.8 ～ 16.8 [56]
CDDA 1.43 0.29 0.02 5 ～ 240 5 ～ 280 0.1 ～ 18 [57]
Nafion/AuNPs/AzA/MWCNTs 6.0 0.01 0.03 300 ～ 10000 0.5 ～ 50 0.5 ～ 50 [58]
Fe3O4/rGO 20 0.08 0.5 160 ～ 7227 0.4 ～ 160 20 ～ 212 [59]
rGO/AuNPs 5.7 0.69 2.2 0.01 ～ 1 0.1 ～ 100 0.1 ～ 100 [60]
Poly-DY/GCE 0.02 0.004 0.05 15 ～ 80 0.035 ～ 2.5 0.2 ～ 2.7 [61]
HNP-PtTi 17.5 2.8 5.7 200 ～ 1000 4 ～ 500 100 ～ 1000 [62]
AuNPs/P（PDA）-GO 1.76 0.02 0.16 6 ～ 2400 0.05 ～ 100 0.5 ～ 150 [63]
PdAu/rGO 12.5 2.5 0.75 12.5 ～ 700 2.5 ～ 66.3 1.25 ～ 73.8 [64]
MoS2/PEDOT 5.83 0.52 0.95 20 ～ 140 1 ～ 80 2 ～ 25 [65]
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2.1　碳纳米材料
　　Joshi 等 [32] 制备了富氮介孔碳材料（MNC），
在 pH 6 条件下成功实现了 DA、AA 和 UA 的同时
检测（见图 2）。MNC 修饰电极对 DA、AA 和 UA
的氧化表现出出色的催化活性，它们的氧化峰电流
相对于未修饰电极显著增大。DA、AA 与 UA 分别
在 276、47 和 395 mV 处出现明显的氧化峰。MNC
具有石墨特性和介孔结构，N 附着在其边缘基面
上 [66]。MNC 主要用作 DA、AA 和 UA 氧化的电活
性表面，其高表面积增加了电子转移速率，并显著
降低了传感性能 [32]。MNC 对 DA、AA 和 UA 氧化
具有高的灵敏度，LOD 分别为 0.001、0.01 和 0.01 
μmol·L － 1，回收率为 98% ～ 105%。Zhang 等 [33]

通过热解聚（对苯二胺）和 rGO 复合物制得氮掺杂
石墨烯（NrGO），NrGO 在同时检测 DA、AA 和
UA 时表现出优异的传感性能，LOD 分别为 0.1、
9.6 和 0.2 μmol·L－ 1。Peng 等 [34] 发展了一种基于
垂直碳纳米片 / 三维多孔碳复合碳材料的电化学
传感器，同时检测 DA、AA 和 UA 的 LOD 分别为
4.6、660、150 μmol·L － 1。Stankovich 等 [26] 以 原
位产生的香草酸高分子功能化多壁碳纳米管为传感
材料，成功实现了 AA、DA 和 UA 的同时检测（在
5 ～ 120 μmol·L－ 1 内），且它们的 LOD 分别为 3.5、
4.5 和 1.5 μmol·L－ 1。

图 2　MNC 复合修饰电极同时检测 AA、DA 和 UA
Fig 2　Schematic representation of MNC sensor for simultaneous 
detection of AA，DA and UA

　　石墨烯及其衍生物如 GO、rGO 作为传感材
料广泛用于电化学同时检测 AA、DA 和 UA 研
究。特别是 rGO，它能够和各种材料复合，显著
提高电化学检测 AA、DA 和 UA 的分析性能。清
华大学李景虹课题组在构建基于 rGO 的电化学
传感器方面做出了开创性工作，并对电化学检测
AA 和 DA 的机制给出了可能的解释。他们利用

Hummers 和 Offeman 法制备了 GO，然后通过水
合肼还原得到 rGO，成功用于选择性测定 DA[67]，
即在过量 AA 存在下，修饰电极仍然能选择性检
测 DA，而不受 AA 的干扰。他们认为石墨烯对
DA 和 AA 的区分效应可能原因是 DA 的芳香结
构和石墨烯的二维平面六角碳结构之间的 π-π 相
互作用促进了电子迁移，而 AA 和石墨烯的作用
弱，其氧化受到抑制。董绍俊等 [68] 制备了化学还
原氧化石墨烯（CR-GO），构建了检测多种目标
物分子的多功能电化学传感平台。其中，与裸电
极相比，CR-GO 修饰电极能够明显降低 AA、DA
和 UA 的电化学氧化过电位，显著提高法拉第电
流，表明 CR-GO 有利于促进电子在传感界面的
转移。
2.2　金属纳米材料
　　金属纳米粒子（MNPs）具有优异的理化性
质，在电分析领域引起了研究人员的广泛兴趣。
MNPs 通常对电极表面惰性化合物或缓慢的电化
学还原过程具有良好的电催化活性，其快速的氧
化还原活性、相互之间干扰小，已成为同时检测
AA、DA 和 UA 的理想材料之一。有研究者基于
负载钯的碳纤维（Pd/CNFs）[42]、多级纳孔 PtTi 合
金（HNP-PtTi）[62]、铂 / 石墨烯（Pt/GE）[31] 等金
属基电化学传感器平台，在 pH 7（0.1 mol·L － 1 
PBS）中同时检测了 AA、DA 与 UA。DPV 结果
表明，AA、DA、UA 在 Pd/CNFs 上响应峰电流
较高，且它们之间的氧化峰相互分离，UA-DA
峰间距（ΔEUA-DA）和 DA-AA 峰间距（ΔEDA-AA）
为 148 和 244 mV[42]。AA、DA 和 UA 的 线 性 响
应 范 围 分 别 为 0.05 ～ 4、0.5 ～ 160 和 2 ～ 200 
μmol·L － 1，相应的 LOD 分别为 15、0.2 和 0.7 
μmol·L － 1。Zhao 等 [62] 将 HNP-PtTi 对 AA、DA
与 UA 高的电化学活性归结为多级纳孔结构 Ti 和
Pt 间的协同作用，从而有效活化了这些分子的羟
基基团并加速这些分子在 HNP-PtTi 表面的电荷
转移速率。HNP-PtTi 的协同效应使得 AA、DA
和 UA 的 LOD 相对较低，分别为 17.5、2.8 和 5.7 
μmol·L － 1。Sun 等 [31] 发现 Pt/GE 复合修饰电极
对 AA、DA 和 UA 的 LOD 更 低， 分 别 为 0.15、
0.03和0.05 μmol·L－1，它们的灵敏度高达0.3457、
0.9695 和 0.4119 μA·μmol － 1·L。实验结果表明，
与 Pd/CNFs 和 HNP-PtTi 相比，均匀分散的 Pt/GE
是一种更具应用前景的传感材料。
　　石墨烯 /ZnO 和石墨烯 /ZnS 复合修饰电极
能在 0.1 mol·L － 1 PBS 中同时检测 AA、DA 和
UA。Zhang 等 [41] 发现 rGO/ZnO 复合电极同时检
测 AA、DA 和 UA，且它们的氧化峰清晰可辨，
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ΔEDA-AA、ΔEUA-DA 和 ΔEUA-AA 分 别 为 236、132
和 368 mV。AA、DA 和 UA 在 1 ～ 70、3 ～ 330
和 50 ～ 2350 μmol·L － 1 内氧化峰电流随浓度呈
线性增加趋势，AA、DA 和 UA 的 LOD 分别为
3.71、1.08 和 0.33 μmol·L － 1。rGO/ZnO 的响应
峰电流高于单独的 rGO，这主要是由于 ZnO 增大
了 rGO 的比表面积，加速了这些电活性分子的电
子转移速率。Yang 等 [43] 发现 CTAB/rGO/ZnS 对
AA、DA 和 UA 具有良好的催化性能，能有效区
分三者的氧化峰，分别在 0.06、0.21 和 0.30 V 处
出现明显的响应峰。AA、DA 和 UA 的 LOD 分
别为 30、0.5 和 0.4 μmol·L － 1。
　　镍基复合物修饰电极也可用于 AA、DA 和
UA 的同时检测。Deng 等 [51] 在碳纳米管（CNT）
中引入耐腐蚀性的镍化合物，加速了 AA、DA 和
UA 在 0.1 mol·L－ 1 PBS（pH 6.5）中的电子转移速
率，它们的 LOD 分别为 2.0、0.1 和 0.4 μmol·L－ 1。
Hathoot 等 [52] 调查了六氰基铁酸镍 / 聚 1，5- 二氨
基萘（NiHCF/PDAN）在 0.1 mol·L － 1 NaCl 中对
AA、DA 和 UA 的氧化性能，其复合修饰电极的
电化学活性面积约为裸电极的 10.98 倍。嵌入铁氰
根配离子离子可以有效增加聚合物的电导率，进
而增强通过薄膜的电荷转移速率。
　　近年来，基于金或石墨烯的材料同时检测
AA、DA 与 UA 吸引了国内外学者的兴趣。例如，
基于 Au/rGO 和金纳米粒子 / 聚多巴胺 - 氧化石墨
烯 [AuNPs/P（PDA）-GO] 的电化学传感器 [55，63]，
并成功用于 AA、DA 与 UA 的同时检测。Wang
等 [53] 认为 Au 纳米结构和 rGO 之间的协同效应
可以从两个因素加以解释：rGO 纳米片的收缩
促进在 GCE 表面形成一层薄而均匀的薄膜，为
AuNPs 的成核和生长提供特定的活性位点 [69]，这
有利于在 rGO 纳米片表面形成分布均匀的针状金
纳米片；针状 Au 纳米片能显著增大 Au/rGO 比表
面积和活性位点，从而增强对 AA、DA 和 UA 氧
化的催化性能；Au/rGO 复合修饰电极同时检测
AA、DA 和 UA 的 LOD 分 别 为 0.51、1.4 和 1.8 
μmol·L － 1[53]。Wang 等 [63] 研究表明，与裸 GCE
相 比，AA、DA 和 UA 在 AuNPs/P（PDA）-GO
复合修饰电极上均表现出更高的氧化峰电流和更
低的氧化峰电位。此外，尖锐的响应峰和过电位
降低表明 AuNPs/P（PDA）-GO 复合材料增强了
AA、DA 和 UA 的电化学氧化反应。AA、DA 和
UA 的氧化峰电流分别在 6.0 ～ 2400、0.05 ～ 100
和 0.5～ 150 μmol·L－ 1 内随浓度呈线性增加趋势，
其 LOD 分别为 1.764、0.017 和 0.160 μmol·L － 1。
尽管 Au、Pt 等贵金属纳米材料对 AA、DA 和

UA 具有优异的电催化活性，但传感器制造成本
高严重限制了实际应用。
2.3　导电聚合物
　　导电聚合物具有类似于金属的电学性质，
广泛用于构建 AA、DA 和 UA 电化学传感器。
Manivel 等 [38] 和 Guo 等 [54] 分别合成了聚苯胺 / 氧
化石墨烯（PANI/GO）和聚苯胺 /Ag/ 还原氧化石
墨烯（rGO-Ag/PANI）复合材料，并将它们成功用
于 AA、DA 和 UA 的同时检测。Manivel 等 [38] 研
究发现，在中性溶液中（pH 7），AA、DA 和 UA
在 PANI/GO 修饰电极的响应峰电流比裸电极高很
多。PANI/GO 具有相当高的比表面积，能有效加
速电子传输速率并增强分析物的响应信号。PANI
和 GO 间的强的π-π 相互作用显著改善了 PANI/GO
纤维的电催化活性 [70]。该电极上，AA、DA 和 UA
分 别 在 25 ～ 200、2 ～ 18 和 2 ～ 18 μmol·L － 1

内具有良好的线性响应，LOD 分别为20、0.5和0.2 
μmol·L － 1。Guo 等 [54] 研 究 rGO-Ag/PANI 对 AA、
DA 与 UA 的传感性能。AgNPs 具有优异的催化
能力和独特的性能，在传感领域受到广泛的关
注。据报道，载银碳纳米材料具有协同效应能显
著增强电催化性能 [71-72]。AA、DA 与 UA 在 rGO-
Ag/PANI 修饰电极上可观察到响应峰电流显著增
加，证实了 rGO、Ag 和 PANI 的协同作用。Zhang
等 [41] 发现 ZnO 和 rGO 复合能显著增大电化学活
性表面积，进而提升 AA、DA、UA 的检测灵敏度。
AA、DA、UA 在 rGO/ZnO 修饰电极的响应主要
是由于 AA 氧化呋喃环上的羟基、DA 中儿茶酚氧
化成与邻醌基团，以及 UA 通过桥接双键产生羟
基然后脱水所致。采用类似方法分别制备了 Fe3O4/
rGO[59]、PdAu/rGO[67] 和 rGO/AuNP[60]。 因 此， 结
合导电聚合物和 rGO 有望实现 AA、DA 与 UA 的
氧化峰的有效分离，获得低的 LOD 和宽的线性范
围。此外，MoS2/PEDOT 修饰电极也能很好地分辨
这 3 种分析物的氧化峰，AA、DA 和 UA 的 LOD
分别为 5.83、0.52 和 0.95 μmol·L－ 1[68]。
2.4　稀土材料
　　近年来，研究人员发现稀土元素也可作为传
感材料实现 AA、DA 和 UA 的同时检测。例如，
Priyatharshni 等 [73] 利用 ABO3 型 LaCoO3 钙钛矿材
料在 pH 4 中同时测定了 AA、DA 和 UA，LaCoO3

修饰电极能有效分离 AA、DA 和 UA 的氧化峰，
对 3 种物质均具有较高的灵敏度，线性响应范围
分别为 0.5 ～ 5、5 ～ 50 和 0.5 ～ 5 μmol·L－ 1。
3　结论与展望
　　近年来，电化学测定 AA、DA 和 UA 已经取
得了一定的研究进展，已经开发各种不同的电化
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学传感器用于单独或同时检测 AA、DA 和 UA。
电极的修饰对改善 AA、DA 和 UA 检测的灵敏
度、选择性、长期稳定性、电位分离和 LOD 具
有重要作用。在电极表面修饰不同的纳米材料加
速电极表面的电子转移，可以增强传感性能。将
石墨烯、碳纳米材料、金属纳米材料、导电聚合
物等材料复合，利用不同材料的协同效应可以增
强传感性能。早期监测和控制体内的 AA、DA 和
UA 的水平进行，对许多疾病的预防和诊断具有
重要意义。
　　单独或同时测定痕量的生物分子（特别是生
物标志物）的电化学传感器应具有成本低、使用
简便、灵敏高、选择性好等特点。其中，电化学
传感器的选择性是走向实际应用的关键。目前提
升同时检测 AA、DA 和 UA 的选择性主要方法是
在电极表面修饰能同时与 AA、DA 和 UA 选择性
结合的官能团或者离子。
　　尽管电化学同时检测 AA、DA 和 UA 已取
得可喜的研究进展，但目前仍处于实验研究阶
段，高通量、高灵敏度、高选择性的在线分析方
法仍然尚缺。目前市场上还没有商用的 AA、DA
和 UA 同时检测的电化学传感器产品。患者在家、
医师在诊所都能方便使用的 AA、DA 和 UA 同时
检测商用电化学传感器对疾病的预防和诊断非常
重要。未来将结合低成本、一次性丝网印刷电极
技术、便携式电化学设备以及智能终端，开发移
动智能、使用友好、性能优异的 AA、DA 和 UA
的电化学传感器，实现居家就能准确监测体内的
AA、DA 和 UA 水平。
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HS-GC-MS结合保留指数法探讨白术麸炒过程中 
挥发性化学成分的变化规律

王凡一，高如汐，郑威，刘想，袁楚，单国顺*，贾天柱（辽宁中医药大学药学院，辽宁　大连　116600）

摘要：目的　对白术和麦麸在麸炒前后的挥发性成分进行分析比较，解析辅料麦麸对麸炒白术

化学成分的影响，并探讨白术麸炒过程中挥发性化学成分的变化规律。方法　采用静态顶空进

样 - 气质联用（HS-GC-MS）结合保留指数法对白术和麦麸在麸炒前后的挥发性成分进行定性

分析，再结合主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA），发现白术和麦

麸在炮制前后差异性化学成分。结果　从生白术、清炒白术、麸炒白术、生麦麸、清炒麦麸和

麸炒白术后的麦麸中分别鉴定出 37、43、37、49、16、44 种，共 116 种挥发性化学成分，涵

盖烷烃类、烯烃类、醇类、醛酮类、酯类、含杂原子类、酸类以及其他类成分。麸炒后麦麸与

麸炒白术共有成分 12 种；麸炒白术后麦麸的成分有 8 种源自白术，共新增 32 种成分。结论　
麦麸可通过吸附作用降低白术的挥发油含量，从而降低其燥性。麦麸与白术间可发生美拉德反

应，其产物可能增强麸炒白术的健脾作用。

关键词：白术；麸炒；麦麸；挥发性成分；HS-GC-MS；保留指数
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HS-GC-MS combined with the retention index method in determining the 
change of volatile components in Rhizoma Atractylodis Macrocephalae  

stir-fried with bran

WANG Fan-yi, GAO Ru-xi, ZHENG Wei, LIU Xiang, YUAN Chu, SHAN Guo-shun*, JIA Tian-zhu 
(College of Pharmacy, Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian Liaoning  116600)

Abstract: Objective  To analyze and compare the volatile components in Rhizoma Atractylodis 
Macrocephalae and wheat bran before and after the bran frying, and to determine the effect of 
wheat bran on the chemical components of Rhizoma Atractylodis Macrocephalae stir-fried with 
bran, and the changes of volatile chemical components in Rhizoma Atractylodis Macrocephalae 
bran frying. Methods  The static headspace sampling gas chromatography-mass spectrometry (HS-
GC-MS) combined with the retention index method was used for the qualitative analysis of volatile 
components in Rhizoma Atractylodis Macrocephalae and wheat bran before and after the processing. 
The differentiation chemical constituents of Rhizoma Atractylodis Macrocephalae and wheat bran 
before and after the processing were found by principal component analysis (PCA) and orthogonal 
partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA). Results  Totally 37, 43, 37, 49, 16, and 44 
species of volatile components were identified from the raw Rhizoma Atractylodis Macrocephalae 
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　　白术为菊科植物白术 Atractylodes macroceph-
ala Koidz. 的干燥根茎，始载于《神农本草经》，
被列为上品，具有健脾益气、燥湿利水、止汗、
安胎等功效 [1]。白术作为中医临床常用的大宗中
药，历代炮制方法众多 [2-3]。但是，目前仅有麸炒
法被 2020 年版《中国药典》收载。然而，有关白
术麸炒前后药效物质基础变化规律的研究尚不深
入，这也使得白术生品、制品的质量控制及临床
疗效受到较大影响。因此，有必要对白术炮制前
后的化学成分变化情况进行深入的研究。
　　事实上，明代陈嘉谟在《本草蒙筌》中提出
“麦麸皮制抑酷性勿伤上膈”的理论。中医传统观
点认为，中药经麸炒能够缓和燥性，还能借麸入
中，增强和中健脾的作用。现代研究表明，白术
富含挥发油类成分，倍半萜类成分苍术酮和白术
内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ是其发挥健脾作用的主要成分 [4]。
麦麸作为炮制辅料，能够吸附饮片的挥发油，令
其药性缓和，降低对胃肠道的刺激性 [5]。因此，
为了探讨麸炒对白术化学成分的影响，本研究拟
采用静态顶空进样 - 气质联用（HS-GC-MS）结合
保留指数法对白术和麦麸在麸炒前后的挥发性成
分进行分析，并结合多元统计分析的方法，确定
白术和麦麸在炮制前后的差异性化学成分，以解
析辅料麦麸对麸炒白术化学成分的影响，并探讨
白术麸炒过程中挥发性化学成分的变化规律。
1　材料
　　7890B 型 GC 气 相 色 谱 仪，5977B 型 MSD
质谱仪和 7697A 型顶空进样器（美国 Agilent 公
司）；FA1004B 型电子天平（上海精密科学仪器
有限公司）。
　　C7 ～ C30 饱和烷烃（美国 Sigma 公司，批
号：49451-U）。白术（四川新荷花中药饮片有限
公司、安徽惠丰国药有限公司、亳州市大西北
药业有限责任公司、湖北圣草堂中药材有限公

司、湖北天济中药饮片有限公司、陕西中天中药
材科技有限公司、西安盛兴中药饮片公司、四川
同创康能药业有限公司、北京康美制药有限公
司和安国市康德瑞琪商贸有限公司，批号分别
为 2021023、21090101、20210223、20210923、
20211514、21080106、20211019、20210702、
210360701、20211012）和麦麸（河北石家庄绿
湾农副产品有限公司、石家庄龙运农业科技有限
公司、临朐县永多饲料厂、山东宏远生物科技有
限公司和郑州牧之森商贸有限公司），经辽宁中
医药大学许亮教授鉴定其分别为菊科植物白术
Atractylodes macrocephala Koidz. 的干燥根茎以及
禾本科植物小麦 Triticum aestivum L. 的干燥种皮。
2　方法
2.1　样品制备 [6-7]

　　麸炒白术：称取大小均等的白术饮片 100 g，
将锅预热至撒入麦麸即刻烟起，均匀撒入麦麸，
“顶烟上”投入白术饮片，迅速拌炒至饮片表面
黄棕色，有焦香气逸出时，取出，分离麸皮及饮
片，放凉。每 100 kg 白术片，用麦麸皮 10 kg。
　　清炒白术：称取大小均等的白术饮片 100 
g，将锅加热至所需温度（约 180℃），投入白术
饮片，快速翻动，炒至饮片表面淡黄，有香气逸
出，取出，放凉。
　　清炒麦麸：取麦麸 5 g，将炒锅加热至撒入
麦麸即刻烟起时，投入麦麸，快速翻动，炒至麦
麸焦黑色时，取出，放凉。
2.2　HS-GC-MS 法测定白术和麦麸麸炒前后的挥
发性成分 [8-11]

2.2.1　顶空进样条件　分别精密称取不同批次白
术、麸炒白术、清炒白术、生麦麸、清炒麦麸和
麸炒白术后麦麸（过 5 号筛）各 0.5 g，放入 20 mL
顶空样品瓶中，密封，置顶空进样器中进样，样
品瓶加热时间：120℃；定量环温度：140℃；传

(AMR), stir-fried Rhizoma Atractylodis Macrocephalae (FAMR), Stir-fried Rhizoma Atractylodis 
Macrocephalae with bran (WAMR), wheat bran (WB), fried wheat bran (FWB) and the wheat bran 
used to stir-fry Rhizoma Atractylodis Macrocephalae (AWB). Totally 116 species of volatile chemical 
components, including alkanes, alkenes, alcohols, aldehydes, ketones, esters, heteroatomic, aromatic, 
acid, and others were identified. There were 12 common components in AWB and WAMR.  8 
components of AWB were derived from AMR. There were 32 new ingredients in AWB. Conclusion  
Wheat bran can reduce the content of volatile oil in AMR by adsorption and reduce the attribute of 
dryness. Furthermore, Maillard reaction may occur between wheat bran and Rhizoma Atractylodis 
Macrocephalae, which products may enhance the spleen function of WAMR. 
Key words: Rhizoma Atractylodis Macrocephalae; stir-fry with bran; wheat bran; volatile component; 
HS-GC-MS; retention index
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输线温度：160℃；GC 循环时间：45 min；平衡时间：
30 min；加压时间：0.15 min；进样时间：0.5 min。
2.2.2　气相色谱和质谱条件　色谱柱为 DB-WAX
石英毛细管柱（0.25 mm×30 m，0.25 μm；美国
Agilent 公司）；进样模式：分流模式，分流比：
10∶1；接口温度：260℃；程序升温：40℃保持
5 min，以 20℃·min－ 1 升至 140℃，保持 5 min，
再以 10℃·min－ 1 升至 240℃，后运行 240℃保
持 10 min；载气为氦气，流量为 1 mL·min－ 1。
　　采用电子轰击型离子源（EI）；离子源温度
为 230℃；四级杆温度为 150℃；电子能量 70 
eV；扫描方式为全扫描（SCAN）模式，扫描范
围 m/z 20 ～ 550；溶剂延迟 1.8 min。
2.2.3　 数 据 处 理　GC-MS 采 集 得 到 的 数 据 经
MassHunter 定性分析软件（Version B.07.00）对总离
子流图（TIC）进行自动解卷积处理，解卷积条件
经正构烷烃混合对照品进行参数优化。最终确定
解卷积条件如下：保留时间窗口比例系数为 195；
信噪比阈值为 2.0；剔除 m/z 为 28，32，44。然
后，对解卷积得到的化合物进行定性分析，先通过
NIST14 质谱数据库比对，选择质谱匹配得分≥ 70
的化合物，再将待鉴定化合物的计算保留指数
（RI）与 NIST 质谱数据库中文献报道的 RI* 进行对
比。最终，结合相似度分析确定化合物种类。保留
指数的计算：精密吸取正构烷烃混合对照品 5 μL，
进样分析，记录各正构烷烃的保留时间，并采用线
性升温公式计算待鉴定化合物的保留指数，RI ＝
100n ＋ 100（tx － tn）/（tn ＋ 1 － tn）

[12]。式中，tx、
tn、tn ＋ 1 分别为被分析组分、含 n 个碳原子、n ＋ 1
个碳原子数正构烷烃的保留时间。
　　同时，制作 Venn 图并将定性后化合物的
保留时间及峰面积结果导入 SIMCA-P（Version 
14.1.0）软件进行主成分分析（PCA）和正交偏最
小二乘法判别分析（OPLS-DA）分析，发现白术
和麦麸在炮制前后的差异性化学成分，解析辅料
麦麸对麸炒白术化学成分的影响，并探讨白术麸
炒过程中挥发性化学成分的变化规律。
3　结果与分析
3.1　白术、麦麸炮制前后挥发性成分鉴定
　　采用 HS-GC-MS 法对生白术、清炒白术、麸
炒白术、生麦麸、清炒麦麸和麸炒白术后麦麸的
挥发性成分进行分析，得到的 TIC 图，见图 1。应
用 AMDIS 纯化色谱峰，并通过质谱匹配度结合保
留指数法进行定性分析，使用峰面积归一化法计算
各化合物的相对含量，化合物相关信息见表 1。结
果显示，白术炮制前后共有 49 种成分，并分别从
生白术、清炒白术、麸炒白术中鉴定出 37、43、37

种成分，各占挥发性成分总量的 62.70%、62.70%
和 43.46%。上述化合物涵盖烷烃、烯烃、醇、醛
酮、酯、含杂原子以及其他类成分。其中，烯烃类
成分（4aR，8aS）-4a-methyl-1-methylene-7-（propan-
2-ylidene）decahydronaphthalene 和 naphthalene，1，
2，3，5，6，7，8，8a-octahydro-1，8a-dimethyl-7-
（1-methylethenyl）-，[1S-（1α，7α，8aα）]- 在白术中
含量较高，在生白术中分别占 12.62% 和 6.64%，在
清炒白术中分别占 14.42% 和 7.24%，在麸白术中分
别占 7.26% 和 4.64%。麦麸炮制前后共有 82 种成分，
生麦麸、清炒麦麸、麸炒白术后麦麸中鉴定出 49、
16、44 种成分，分别占挥发性成分总量的 37.13%、
10.93% 和 88.95%。上述化合物主要包括烷烃、烯
烃、醇、醛酮、酯、含杂原子、芳香族、酸类成分。
其中，杂原子类成分 allophanic acid、phenyl ester 在
生麦麸中含量最高，约占 3.38%；酯类 oxalic acid、
diallyl ester 在清炒麦麸中含量最高，约占 3.00%；酯
类成分 linalyl acetate 以及其他类成分（4aS，8aR）-
3，8a-dimethyl-5-methylene-4，4a，5，6，7，8，8a，
9-octa-hydronaphtho[2，3-b]furan 在麸炒白术后麦麸
中含量最高，约为 8.22% 和 8.02%。

图 1　生白术（A）、清炒白术（B）、麸炒白术（C）、生麦麸（D）、

清炒麦麸（E）和麸炒白术后麦麸（F）的 HS-GC-MS 总离子流图

Fig 1　TIC of AMR（A），FAMR（B），WAMR（C），WB（D），

FWB（E）and AWB（F）by HS-GC-MS

3.2　白术、麦麸炮制前后化学成分比较分析
　　基于表 1 所鉴定化合物的名称及峰面积等结
果，采用 Venn 图、PCA 和 OPLS-DA 的方法，分
析白术和麦麸在炮制前后挥发性成分的差异，并对
其差异性成分的变化规律进行归纳和总结。
3.2.1　主成分分析 [13-14]　为了初步了解炮制前后白
术及麦麸样本的挥发性成分差异，采用 PCA 对其
进行多元统计分析。PCA 得分图（见图 2）显示，
第一主成分 t[1] 贡献率为 66.2%，第二主成分 t[2]
贡献率为 8.06%，第三主成分 t[3] 贡献率为 7.23%，
说明模型建立良好，且所有样本均落在 95% 置信
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表 1　白术和麦麸的挥发性化学成分相关信息 
Tab 1　Information of the volatile chemical composition of Rhizoma Atractylodis Macrocephalae and wheat bran

分类 序号 化合物名称 tR/min CAS 号 RI RI* 鉴定

方法

相对百分含量 /%（n ＝ 10）

AMR
WA
MR

FA
MR

WB FWB AWB

烷烃类 1 1-methyltricyclo[2.2.1.0（2，6）]heptane 6.30 4601-85-8 1312 － MS 0.39 0.23 0.49 － － －

2 pentane，2，3，4-trimethyl- 7.97 565-75-3 1513 － MS － － － － 0.16 0.05
3 hexane，3，3-dimethyl- 9.13 563-16-6 1759 － MS － － － － 0.14 －

4 cyclopentane，1-ethyl-2-methyl-，cis- 9.46 930-89-2 1692 － MS － － － 0.55 － －

5 cis-anti-cis-tricyclo[7.3.0.0（2，6）]dodecane 16.49 30159-15-0 2018 － MS 2.67 0.12 － － － －

烯烃类 6 bi-2-cyclohexen-1-yl 7.36 1541-20-4 1115 － MS － － － 0.35 － －

7 limonene 7.95 138-86-3 1151 1200±7 MS
RI

4.37 3.02 4.82 － － 1.71

8 γ-terpinene 8.54 99-85-4 1179 1246±9 MS
RI

1.66 1.19 0.67 － － －

9 α-phellandrene 8.58 13466-78-9 1180 1167±9 MS － － － － － 1.43
10 bicyclo[3.1.1]hept-2-ene，3，6，6-trimethyl- 8.62 4889-83-2 1182 － MS － 0.08 0.08 － － －

11 1，3-cyclohexadiene，1-methyl-4-（1-methyleth-
yl）-

8.92 99-86-5 1196 1180±8 MS
RI

0.06 － － － － －

12 silphiperfol-5-ene 10.24 138752-24-6 1437 － MS － 0.09 0.17 － － －

13 cyclohexene，4-ethenyl-4-methyl-3-（1-methylethe-
nyl）-1-（1-methylethyl）-，（3R-trans）-

10.63 20307-84-0 1478 1470±9 MS
RI

－ － － － － 0.83

14 cyclopentane，2-methyl-1-methylene-3-（1-methyle-
thenyl）

10.64 56710-83-9 1276 － MS － － 0.13 － － －

15 ylangene 10.89 14912-44-8 1499 1491±3 MS
RI

－ － － － － 0.14

16 modephene 11.21 68269-87-4 1530 1522±11 MS
RI

1.12 0.94 1.12 － － 0.55

17（1R，3aS，5aS，8aR）-1，3a，4，5a-tetrameth-
yl-1，2，3，3a，5a，6，7，8-octahydrocyclo-
penta[c]pentalene

11.34 65372-78-3 1543 1533±13 MS
RI

1.23 1.30 1.75 － － －

18 α-guaiene 11.65 3691-12-1 1594 1598±6 MS
RI

0.23 0.17 0.43 － － －

19 azulene，1，2，3，5，6，7，8，8a-octahydro-1，
4-dimethyl-7-（1-methylethenyl）-，[1S-（1α，
7α，8aβ）]-

11.87 3691-11-0 1593 1624±11 MS
RI

－ 1.03 0.99 － － －

20 cyclohexane，1-ethenyl-1-methyl-2，4-bis（1-meth-
ylethenyl）-，[1S-（1α，2β，4β）]-

11.90 515-13-9 1598 1591±9 MS
RI

1.13 0.79 0.39 － － 4.21

21 caryophyllene 12.07 87-44-5 1613 1595±16 MS
RI

3.93 3.05 3.84 － － 4.65

22 γ-elemene 12.54 29873-99-2 1657 1642±9 MS
RI

5.14 4.45 5.44 － － 5.20

23 naphthalene，decahydro-4a-methyl-1-methylene-7-
（1-methylethenyl）-，[4aR-（4aα，7α，8aβ）]-

12.94 17066-67-0 1699 1717±13 MS
RI

－ 0.22 0.28 － － －

24 cyclohexene，4-[（1E）-1，5-dimethyl-1，4-hexa-
dien-1-yl]-1-methyl-

13.07 25532-79-0 1711 1741±21 MS
RI

1.92 1.61 1.93 － － －

25 humulene 13.08 6753-98-6 1711 1667±14 MS － － － － － 2.69
26（R）-1-methyl-4-（6-methylhept-5-en-2-yl）cyclo-

hexa-1，4-diene
13.28 28976-67-2 1733 1738±7 MS

RI
0.25 0.21 0.29 － － －

27 1，4-methano-1H-indene，octahydro-4-meth-
yl-8-methylene-7-（1-methylethyl）-，[1S-（1α，
3aβ，4α，7α，7aβ）]-

13.60 3650-28-0 1484 － MS － － － － － 0.33

28 germacrene D 13.7 23986-74-5 1774 1710±14 MS
RI

0.49 － － － － 3.52
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分类 序号 化合物名称 tR/min CAS 号 RI RI* 鉴定
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相对百分含量 /%（n ＝ 10）

AMR
WA
MR

FA
MR

WB FWB AWB

29 1，3-cyclohexadiene，5-（1，5-dimethyl-4-hexen-
yl）-2-methyl-，[S-（R*，S*）]-

13.78 495-60-3 1782 1724±9 MS
RI

0.14 0.35 0.35 － － －

30 naphthalene，1，2，3，5，6，7，8，
8a-octahydro-1，8a-dimethyl-7-（1-methyle-
thenyl）-，[1S-（1α，7α，8aα）]-

13.93 10219-75-7 1797 1743±1 MS
RI

6.64 4.64 7.24 － － 7.95

31 valerena-4，7（11）-diene 14.14 351222-66-7 1817 － MS － － 0.83 － － －

32 10S，11S-himachala-3（12），4-diene 14.15 60909-28-6 1818 － MS 0.73 0.03 － － － －

33 naphthalene，1，2，3，4，4a，5，6，8a-octahy-
dro-7-methyl-4-methylene-1-（1-methylethyl）-，
（1α，4aβ，8aα）-

14.20 39029-41-9 1824 1765±11 MS
RI

－ 0.08 0.31 － － －

34 α-farnesene 14.21 502-61-4 1823 1746±9 MS － － － － － 0.40
35（1R，5R）-4-methylene-1-（R）-6-methylhept-5-en-2-

yl）bicyclo[3.1.0]hexane，（relative configuration）
14.83 1000408-90-5 1885 － MS 0.98 0.61 0.72 － － －

36（4aR，8aS）-4a-methyl-1-methylene-7-（propan-2-
ylidene）decahydronaphthalene

15.14 58893-88-2 1913 － MS 12.62 7.26 14.42 － － 7.85

37 1，5-cyclodecadiene，1，5-dimethyl-8-（1-methyle-
thenyl）-，[S-（Z，E）]-

16.12 75023-40-4 2011 － MS 0.08 － 1.83 － － －

38（1R，4R，5S）-1，8-dimethyl-4-（prop-1-en-2-yl）
spiro[4.5]dec-7-ene

16.15 729602-94-2 2007 － MS － － － － － 7.63

39 3-heptene，4-ethyl- 17.23 33933-74-3 1693 － MS － － － 0.42 － －

40 2-nonen-1-ol，（Z）- 10.04 41453-56-9 1296 － MS － － － 0.32 － －

醇类 41 linalool 11.37 78-70-6 1511 1547±7 MS
RI

1.61 0.02 0.15 － － －

42 4a，5-dimethyl-3-（prop-1-en-2-yl）-1，2，3，4，
4a，5，6，7-octahydronaphthalen-1-ol

17.17 61847-19-6 2144 － MS 2.08 1.29 2.21 － － －

43 1，2-propanediol，1-phenyl- 19.92 1855-09-0 1841 － MS － － － 0.45 － －

44 2-（4a，8-dimethyl-2，3，4，5，6，8a-hexahy-
dro-1H-naphthalen-2-yl）propan-2-ol

21.93 1000411-50-1 2580 － MS 0.29 0.22 0.24 － －

45（－）-spathulenol 23.18 77171-55-2 2702 － MS 0.46 0.38 0.37 － － －

46（1R，7S，E）-7-isopropyl-4，10-dimethylenecy-
clodec-5-enol

24.25 81968-62-9 2808 － MS 0.08 － 0.20 － － －

47 3，4-hexanediol，2，5-dimethyl- 28.14 22607-11-0 3943 － MS － － － 1.23 － 0.12
醛酮类 48 2-hexanone，3，4-dimethyl- 2.89 19550-10-8 901 － MS － － － 0.16 0.71 0.64

49 1-pentanone，1-（4-methylphenyl）- 8.84 1671-77-8 1261 － MS － － － 0.23 2.13
50 phenylglyoxal 11.23 1074-12-0 1906 － MS － － － 2.68 0.54 0.47
51 2（1H）-azulenone，4，5，6，7，8，8a-hexahy-

dro-8a-methyl-，（S）-
16.46 55103-73-6 2016 － MS － － － － － 1.12

52 bicyclo[2.2.1]heptan-2-one，1-ethenyl-7，7-dimeth-
yl-

16.5 1782-96-3 1800 － MS － 2.28 3.05 － － －

53 2（1H）-naphthalenone，7-ethynyl-4a，5，6，7，
8，8a-hexahydro-1，4a-dimethyl-，（1α，4aβ，
7β，8aα）-

17.10 55220-87-6 2108 － MS － － － － － 1.22

54 3，5，7-nonatrien-2-one，8-methyl-7-（1-methy-
lethyl）-，（E，E）-

18.62 70372-94-0 2431 － MS 1.68 1.21 1.57 － － －

55 bicyclo[4.3.0]nonan-2-one，8-isopropylidene- 19.06 1000159-42-7 2272 － MS 0.28 － 0.39 － － －

56 cyclopentaneacetaldehyde，2-formyl-3-methyl-α-
methylene-

19.51 5951-57-5 1688 － MS 0.06 － 0.10 － － －

57 4-hydroxy-2-methylacetophenone 21.27 875-59-2 1916 － MS － － － 1.58 － 2.25
58 ethanone，1-（2，4-dihydroxyphenyl）- 21.60 89-84-9 3158 － MS － － － 0.68 － －

续表 1
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分类 序号 化合物名称 tR/min CAS 号 RI RI* 鉴定

方法

相对百分含量 /%（n ＝ 10）

AMR
WA
MR

FA
MR

WB FWB AWB

59（3aR，4R，7R）-1，4，9，9-tetramethyl-3，4，
5，6，7，8-hexahydro-2H-3a，7-methanoazu-
len-2-one

22.58 3466-15-7 2644 － MS 1.04 0.76 0.69 － － 0.17

60 4-hexen-3-one，4，5-dimethyl- 24.30 17325-90-5 3481 － MS － － － 2.50 － －

61 benzaldehyde，3-hydroxy-4-methoxy- 24.86 621-59-0 3548 － MS － － － 1.72 － －

62 3’，5’-dimethoxyacetophenone 24.92 39151-19-4 1941 － MS － － － 0.23 － －

63 ethanone，1-（3-hydroxy-4-methoxyphenyl）- 25.54 6100-74-9 2151 － MS － － － 0.15 － －

64 cycloprop[e]indene-1a，2（1H）-dicarboxaldehyde，
3a，4，5，6，6a，6b-hexahydro-5，5，
6b-trimethyl-，（1aα，3aβ，6aβ，6bα）-（＋）-

25.61 37841-91-1 2942 － MS 1.86 － 1.96 － － －

65 tricyclo[7.2.1.0（3，8）]dodeca-3（8），4，
6-triene-2，12-dione，6-methoxy-9-methyl-

29.64 1000319-33-6 3732 － MS 0.43 0.34 0.29 － － －

酯类 66 oxalic acid，diallyl ester 4.67 1000309-22-9 1116 － MS － － － － 3.00 0.44
67 methoxyacetic acid，hexyl ester 9.13 145747-16-6 1245 － MS － － － 0.37 － －

68 di-tert-butyl decarbonate 9.93 24424-99-5 1244 － MS － － － 0.68 0.64 0.30
69 2-furancarboxylic acid，cyclobutyl ester 11.02 1000282-75-9 1350 － MS － － － 0.62 － 0.05
70 5-azulenemethanol，1，2，3，4，5，6，7，8-oc-

tahydro-α，α，3，8-tetramethyl-，acetate，[3S-
（3α，5α，8α）]-

11.27 134-28-1 1598 － MS
RI

1.52 1.23 1.68 － － 1.71

71 linalyl acetate 11.35 115-95-7 1510 1555±10 MS
RI

－ － － － － 8.22

72 α-terpinyl acetate 13.42 80-26-2 1715 1692±10 MS
RI

－ － － － － 0.17

73 methacrylic anhydride 13.82 760-93-0 2218 － MS － － － 0.21 － －

74 formic acid，2-methoxyphenyl ester 16.54 1000368-70-7 2546 － MS － － － 1.76 － －

75 aristol-1（10）-en-9-yl isovalerate 16.67 1000414-30-6 1837 － MS 2.20 1.21 2.65 － － 1.25
76 3-acetoxy-2-methyl-pyran-4-one 18.34 1000373-04-9 2763 － MS － － － 1.21 － －

77 tetrahydrofuran-5-on-2-methanol，α-[α-methoxy-
（tetrahydrofuran-5-on-2-ylmethoxy）]-

19.48 1000192-28-3 2016 － MS － － － 0.71 － －

78（E）-2-[（8R，8aS）-8，8a-dimethyl-3，4，6，
7，8，8a-hexahydronaphthalen-2（1H）-ylidene]
propyl formate

21.72 352457-47-7 2560 － MS 0.02 0.16 0.11 － － －

79（E）-valerenyl isovalerate 22.03 101527-75-7 2133 － MS － － 0.12 － － －

80 formic acid，2，6-dimethoxyphenyl ester 22.04 1000368-91-0 1959 － MS － － － 0.64 － 0.31
81 2-t-butyl-5-propyl-[1，3]dioxolan-4-one 23.33 157733-17-0 3364 － MS － － － 0.18 － －

82 hexadecanoic acid，2-methylpropyl ester 23.71 110-34-9 2367 2367±N/A MS － － － 0.26 0.17 0.39
83（E）-2-[（8R，8aS）-8，8a-dimethyl-3，4，6，

7，8，8a-hexahydronaphthalen-2（1H）-ylidene]
propyl formate

24.04 352457-47-7 2560 － MS － － － － － 0.20

84 trans-valerenyl acetate 24.06 101527-74-6 2234 － MS 1.10 0.76 0.87 － － －

85 octadecanoic acid，butyl ester 25.5 123-95-5 2598 － MS － － － 0.29 0.57 －

86 octadecanoic acid，2-methylpropyl ester 25.51 646-13-9 2598 － MS － － － － － 0.83
87 2H-1-benzopyran-2-one，3，4-dihydro-6-hydroxy- 28.33 2669-94-5 2306 － MS － － － 0.52 － －

88 3，5-dimethoxy-4-（acetyl）oxybenzaldehyde 29.09 1000395-81-2 2712 － MS － － － 0.18 － －

含杂原

子类

89 ethylamine，2-[（p-bromo-α-methyl-α-phenylben-
zyl）oxy]-N，N-dimethyl-

2.19 3565-72-8 1123 － MS 0.15 － 0.09 － － 0.51

90 diazene，bis（1，1-dimethylethyl）- 3.08 927-83-3 3.08 － MS － － － － 0.73 0.92
91 4-isobutylpyrimidine 8.99 98489-37-3 1636 － MS － 0.06 － － － －

92 3-buten-1-amine，N，N-diethyl- 9.04 15431-05-7 1642 － MS － － － 0.52 － －

93 hydroxylamine，O-decyl- 10.01 124-19-6 1330 － MS － － － － 0.11 0.14

续表 1
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94 2-pyrrolidinone，5-（cyclohexylmethyl）- 10.68 14293-08-4 1378 － MS － － － 1.14 － －

95 1，4-methanocycloocta[d]pyridazine，1，4，4a，
5，6，9，10，10a-octahydro-11，11-dimeth-
yl-，（1α，4α，4aα，10aα）-

11.75 3650-28-0 1603 － MS － － 0.11 － － 0.10

96 2，3-diazabicyclo [2.2.1] hept-2-ene，4-methyl-1-
（pent-4-en-1-yl）-

11.92 150667-99-5 1468 － MS － 0.11 0.38 － － －

97 benzene，1-isocyano-3-methyl- 17.69 20600-54-8 2684 － MS － － － 0.22 － －

98 2-pyrrolidinecarboxylic acid，1，2-dimeth-
yl-5-oxo-，methyl ester

18.13 56145-23-4 2737 － MS － － － 1.01 － 0.04

99 allophanic acid，phenyl ester 18.88 49615-54-5 2828 － MS － － － 3.38 － －

100 sulfurous acid，isohexyl hexyl ester 19.67 1000309-12-8 2334 － MS － － － 0.31 － －

101 sulfurous acid，2-propyl undecyl ester 22.08 1000309-12-2 2831 － MS － － － 0.51 － －

102 2-butanone，（2-ethoxyethyl）methylhydrazone 22.7 75268-06-3 1995 － MS － － － 0.19 － －

103 cyclobutane-1，1-dicarboxamide，N，N’-di-ben-
zoyloxy-

23.61 1000253-25-3 2359 － MS － － － 0.85 0.03 －

104 n-heptyl methylphosphonofluoridate 24.05 162085-82-7 3450 － MS － － － 0.66 － －

105 3-oxo-4-phenylbutyronitrile 24.75 19212-27-2 1933 － MS － － － 0.46 － －

106 conhydrin 25.27 63401-12-7 3598 － MS － － － 0.65 － －

107 propanoic acid，3-chloro-，4-formylphenyl ester 26.94 1000142-41-5 2035 － MS － － － 0.29 － －

酸类 108 butanedioic acid，phenyl- 8.79 635-51-8 1191 － MS － － － 0.48 － －

109 2-methylbutanoic anhydride 24.17 1468-39-9 1906 － MS － － － 0.83 － －

110 valeric anhydride 25.56 2082-59-9 1970 － MS － － － 0.34 － －

111 hexanedioic acid，mono（2-ethylhexyl）ester 27.54 4337-65-9 3481 － MS － － － 0.85 － 0.23
其他类 112 furan，2-pentyl- 8.52 3777-69-3 1212 1231±9 MS

RI
－ － － 0.40 0.21 0.05

113 benzene，（2-methylpropyl）- 9.34 538-93-2 1216 1238±21 MS
RI

－ － － 0.19 0.05 －

114 phenol，4-methoxy-3-methyl- 18.16 14786-82-4 2741 － MS － － － 0.21 － －

115 benzene，1，4-dimethoxy-2-methyl- 19.24 24599-58-4 1803 1795±5 MS
RI

－ － － 0.34 － －

116（4aS，8aR）-3，8a-dimethyl-5-methylene-4，4a，
5，6，7，8，8a，9-octahydronaphtho[2，3-b] 
furan

20.62 6989-21-5 2448 － MS 2.06 1.96 － － 1.93 8.02

注（Note）：AMR. 生白术（raw Rhizoma Atractylodis Macrocephalae）；FAMR. 清炒白术（stir-fried Rhizoma Atractylodis Macrocephalae）；

WAMR. 麸炒白术（stir-fried Rhizoma Atractylodis Macrocephalae with bran）；WB. 生麦麸（wheat bran）；FWB. 清炒麦麸（fried wheat bran）；

AWB. 麸炒白术后麦麸 [wheat bran used to stir-fry Rhizoma Atractylodis Macrocephalae（Same as below）]。

续表 1

区间的椭圆形内，各组间也可以明显分开，说明白
术和麦麸炮制前后的挥发性成分均存在一定的差
异。除此之外，图中可见麸炒白术后麦麸（AWB）
和麸炒白术（WAMR）最为接近，且 Venn 图中显
示其有 12 种共同成分，说明两者挥发性成分组成
较为相似，说明麸炒过程中麦麸与白术之间发生了
化学成分的迁移，使得两者在成分上具有相似性。
3.2.2　正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）和
差异性成分分析　分别对生白术 - 清炒白术、生白
术 - 麸炒白术、麸炒白术 - 清炒白术和生麦麸 - 清炒
麦麸、生麦麸 - 麸炒白术后麦麸、清炒麦麸 - 麸炒

白术后麦麸间进行了 OPLS-DA 分析。由图 3 可知，
生白术 - 清炒白术（R2Y ＝ 0.994，Q2 ＝ 0.973）、生
白术 - 麸炒白术（R2Y ＝ 0.996，Q2 ＝ 0.969）、麸炒
白术 - 清炒白术（R2Y ＝ 0.993，Q2 ＝ 0.975）和生麦
麸 - 清炒麦麸（R2Y ＝ 0.982，Q2 ＝ 0.943）、生麦麸 -
麸炒白术后麦麸（R2Y ＝ 0.998，Q2 ＝ 0.993）、清炒
麦麸 - 麸炒白术后麦麸（R2Y ＝ 0.995，Q2 ＝ 0.996），
表明模型具有良好的可解释度和预测能力。此外，
为了避免 OPLS-DA 模型出现无法有效预测新样本数
据集时的过拟合现象 [15-16]，采用 SIMCA 14.1 中置换
检验和交叉验证分析（CV-ANOVA）功能来验证模



2884

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

型的可靠性。采用置换检验对模型进行 200 次排列
检验，结果如图 3 所示，模型 Q2 回归线与横坐标交
叉，且与纵坐标交叉的截距小于 0，说明模型没有过
拟合。同时，交叉验证分析结果中各组的显著性概
率值 P 均小于 0.05，说明本研究建立的 OPLS-DA 模
型稳定可靠，具有统计学意义。同时，这也证明了
白术、麦麸在炮制前后化学成分发生了明显变化。
　　为进一步筛选白术及麦麸炮制前后的差异性
成分，应用 OPLS-DA 模型中 VIP 值筛选差异化合
物 [17-18]（见图 4），选择 VIP ＞ 1 作为差异性化合
物的筛选条件。结果分种有 15 种、11 种、11 种、
26 种、23 种、23 种挥发性成分在区分生白术和清
炒白术、生白术和麸炒白术、麸炒白术和清炒白
术、生麦麸和麸炒白术后麦麸以及清炒麦麸和麸
炒白术后麦麸中起到重要作用。
　　通过比较白术和麦麸炮制前后差异性挥发性
成分的种类和相对含量发现，麸白术相比于清炒
白术除了减少 10 种挥发性成分之外，还有 24 种
成分的含量降低，其中 8 种成分为麦麸经麸炒后
新增或含量显著升高的成分，推测其为麸炒过程
中麦麸吸附白术的化学成分，这 8 种成分分别为
limonene、5-azulenemethanol，1，2，3，4，5，
6，7，8-octahydro-α，α，3，8-tetramethyl-，ace-
tate，[3S-（3α，5α，8α）]-、aristol-1（10）-en-9-yl 
isovalerate、γ-elemene、（4aR，8aS）-4a-methyl-1-
methylene-7-（propan-2-ylidene）decahydronaphtha-
lene、modephene、naphthalene，1，2，3，5，6，
7，8，8a-octahy-dro-1，8a-dimethyl-7-（1-methyle-
thenyl）-，[1S-（1α，7α，8aα）]- 和 caryophyllene，
主要以烯烃为主，其余为酯、醛酮类。
　　经过麸炒后的白术及麦麸中共有的新增成分
有 4 种，分别为 cyclohexane，1-ethenyl-1-methyl-2，
4-bis（1-methylethenyl）-，[1S-（1α，2β，4β）]-、
（E）-2-[（8R，8aS）-8，8a-dimethyl-3，4，6，7，
8，8a-hexahydronaphthalen-2（1H）-ylidene]prop-
yformate、（3aR，4R，7R）-1，4，9，9-tetramthy-3，

4，5，6，7，8-hexahydro-2H-3a，7-methanoazulen-
2-one 和（4aS，8aR）-3，8a-dimethyl-5-methylene-4，
4a，5，6，7，8，8a，9-octahydronephtho[2，3-b] 
furan。说明麸炒过程中辅料麦麸和饮片白术发生了
化学反应，并有烯烃类等物质生成。
　　白术麸炒后麦麸独有的新增成分有 28 种，包
括α-phellandrene、cyclohexene、4-ethenyl-4-meth-
yl-3-（1-methylethenyl）-1-（1-methylethyl）-，
（3R-trans）- 和 modephene 等，其中大部分为含杂
原子和烯烃类，其余包括酮、酯以及烷烃类。
　　此外，白术清炒后失去 8 种烷烃、其他类成

图 3　生白术 - 清炒白术（A）、生白术 - 麸炒白术（B）、麸炒白术 -
清炒白术（C）和生麦麸 - 清炒麦麸（D）、生麦麸 - 麸炒白术后麦麸

（E）、清炒麦麸 - 麸炒白术后麦麸（F）的 OPLS-DA 得分图（左）和

置换检验（右）

Fig 3　OPLS-DA score plot（left）and permutation test（right）of 
AMR-FAMR（A），AMR-WAMR（B），WAMR-FAMR（C）， WB-
FWB（D），WB-AWB（E），and FWB-AWB（F）

图 2　PCA 得分图

Fig 2　PCA score plot
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分，新增了 8 种烯烃、醛酮以及酯类等成分；白
术麸炒后失去 5 种烯烃、醛酮以及醇类等成分，
新增 11 种烯烃、醛酮以及含杂原子类成分。麦麸
清炒后失去 41 种含杂原子、醛酮以及酯类等成分，
新增 8 种烷烃、含杂原子以及醛酮类等成分；麦
麸经过与白术拌炒后失去 37 种含杂原子、醛酮以
及酯类等成分，新增 32 种烯烃、含杂原子以及醛
酮类成分。综上，白术麸炒过程中，白术饮片和
辅料麦麸的挥发性成分均发生了显著的变化，且
两者间的化学成分存在相互转移的情况。
4　讨论
　　目前，关于中药麸炒的研究大多集中在工艺
优化、炮制前后饮片化学成分以及药理作用的变
化等方面 [19-21]。然而，关于麸炒的炮制机制，尤
其是关于辅料麦麸的作用研究相对较少。因此，
为了深入了解析麸炒白术的炮制机制，本文将对
麦麸在炮制前后的成分变化与白术麸炒前后差异
性物质的分析相结合，探究麦麸在麸炒过程中发
挥的作用。同时，也可为麸炒白术健脾作用、增
强药效物质基础研究提供参考。
　　事实上，中药经过麸炒后，会产生独特的焦
香气味。中医认为“脾为土脏，与胃相表里，脾胃
健运，自能消化饮食水谷”“土爱暖而喜芳香”，且
“脾常为湿困”，芳香药药性偏温燥，善入脾、胃
经，有增强运化、悦脾开胃的功效 [22-24]。对于麸炒
后芳香气味的来源，崔小兵等 [25-26] 提出中药麸炒炮
制中产生的焦香味物质是基于美拉德反应形成。美
拉德反应是含游离氨基的化合物和还原糖或羰基化

合物在常温或加热时发生的聚合、缩合等反应，其
产物除了棕黑色的大分子物质类黑精之外，还有还
原酮、醛和杂环化合物等，这些物质是食品色泽和
风味的主要来源 [27]。事实上，相比于清炒白术和
清炒麦麸，白术、麦麸麸炒后新增的化学成分，如
linalyl acetate（乙酸芳樟酯）和α-terpinyl acetate（α-
乙酸松油酯），两者都具有清香带甜、类似铃兰以及
薰衣草等香精油的幽雅香气，结合文献 [28] 报道对比
确定其为美拉德反应产物。而其余新增成分如（3aR，
4R，7R）-1，4，9，9-tetramethyl-3，4，5，6，7，
8-hexahydro-2H-3a，7-methanoazulen-2-one、2（1H）-
azulenone，4，5，6，7，8，8a-hexahydro-8a-methyl-，
（S）- 和2（1H）-naphthalenone，7-ethynyl-4a，5，6，
7，8，8a-hexahydro-1，4a-dimethyl-，（1α，4aβ，7β，
8aα）- 等酮、杂环类化合物也可能是美拉德反应生
成的中间体还原酮及挥发性杂环化合物，其反应机
制有待进一步研究。
　　本研究采用 HS-GC-MS 对麦麸及白术麸炒前
后的化学成分进行比较分析。与经典的水蒸气蒸
馏法提取挥发油进样 GC-MS 系统进行分析相比，
HS-GC-MS 的样本准备简单方便，不需复杂的前
处理，尤其是对于一些含量较低或低挥发性的组
分来说，能起到富集作用，且测定结果稳定可靠，
在挥发性物质分析中具有独特的优势 [29-30]。此外，
由于部分挥发性成分较为复杂，且色谱分离能力
有限，一些色谱峰会出现部分或完全重叠，使谱
库检索结果的准确性降低。自动质谱解卷积和鉴
定（AMDIS）技术可以有效去除干扰峰，形成相

图 4　生白术 - 清炒白术（A）、生白术 - 麸炒白术（B）、麸炒白术 - 清炒白术（C）和生麦麸 - 清炒麦麸（D）、生麦麸 - 麸炒麦麸（E）、清炒

麦麸 - 麸炒麦麸（F）的 VIP 图

Fig 4　VIP of AMR-FAMR（A），AMR-WAMR（B），WAMR-FAMR（C）and WB-FWB（D），WB-AWB（E），and FWB-AWB（F）
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对纯净的质谱图。保留指数法作为气相色谱中常
用的定性方法，具有重现性好、标准统一以及温
度系数小等优点 [31-34]。因此，本研究采用 AMDIS
和保留指数法可有效提高 GC-MS 定性的准确性。
　　同时，本文还采用 PCA 和 OPLS-DA 法比较
生白术、清炒白术、麸炒白术以及生麦麸、清炒
麦麸、麸炒白术后麦麸之间挥发性成分的差异以
及麸炒后白术与麦麸之间的成分异同，探讨辅料
麦麸对麸炒白术挥发性化学成分的影响，并总结
白术麸炒过程中挥发性成分的变化规律，从而为
解析麸炒白术的炮制原理提供数据支持。结果发
现，麦麸除可通过吸附作用降低白术的挥发油含
量，从而降低麸炒白术饮片的燥性，麦麸与白术
间还可发生美拉德反应，其产物可能是麸炒白术
健脾作用增强的药效物质基础。
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苦皮藤高效液相色谱指纹图谱及多指标成分含量测定

胡家震，赵婷婷，何席呈，唐娟，陈桃香，胡成刚*（贵州中医药大学药学院，贵阳　550025）

摘要：目的　建立苦皮藤高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并对其中儿茶素、表儿茶素和 3，4，
5-trimethoxyphyeny-β-D-glucopyranoside 进行含量测定，为苦皮藤的质量控制提供参考。方法　

运用 HPLC 法构建苦皮藤药材的指纹图谱，并进行相似度评价，确认共有峰，与对照品比对指

认共有峰，结合化学计量学方法对不同产地苦皮藤质量及其控制方法进行分析。采用 HPLC 法

同时测定苦皮藤药材中儿茶素、表儿茶素和 3，4，5-trimethoxyphyeny-β-D-glucopyranoside 的

含量。结果　建立了 12 批苦皮藤的指纹图谱，标定了 22 个共有峰，并指认出 3 个共有峰，12 
批药材的相似度在 0.856 ～ 0.969；聚类分析和主成分分析将 12 批药材聚为 3 类，主成分分析

得到 3 个主成分的累计方差贡献率为 91.009%；正交偏最小二乘法 - 判别分析筛选得到 10 个
差异标志物，其中 2 个 VIP 较大的差异成分为儿茶素和表儿茶素。儿茶素、表儿茶素和 3，4，
5-trimethoxyphyenyl-β-D-glucopyranoside 的平均回收率分别为 97.97%、98.18%、95.72%，含量

分别为 1.076 ～ 2.289、0.835 ～ 2.105、0.337 ～ 0.765 mg·g － 1。结论　建立了苦皮藤的 HPLC
指纹图谱及 3 个有效成分含量的测定方法，可为初步评价苦皮藤药材的质量提供依据。

关键词：苦皮藤；指纹图谱；聚类分析；主成分分析；含量测定
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doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.029

HPLC fingerprint and multi-component determination of Celastrus 
angulatus Maxim. 

HU Jia-zhen, ZHAO Ting-ting, HE Xi-cheng, TANG Juan, CHEN Tao-xiang, HU Cheng-gang* (School 
of Pharmacy, Guizhou University of Traditionnal Chinese Medicine, Guiyang  550025)

Abstract: Objective  To establish an HPLC fingerprint of Celastrus angulatus Maxim., and to 
determine catechin, epicatechin and 3, 4, 5-trimethoxyphyeny-β-D-glucopyranoside for the quality 
control of Celastrus angulatus Maxim.. Methods  HPLC fingerprint of Celastrus angulatus 
Maxim. was established for similarity evaluation on the basis of common peaks through chemical 
pattern recognition. Catechin, epicatechin and 3, 4, 5-trimethoxyphyeny-β-D-glucopyranoside were 
simultaneously determined. Results  In the HPLC fingerprint, 22 common peaks were marked, and 
3 peaks were accurately identified. The similarity of the 12 batches of sample ranged from 0.856 to 
0.969, which were clustered into 3 groups by cluster analysis and principal component analysis. The 
cumulative variance contribution rate of the three principal components was 91.009%. Ten differential 
markers were screened by orthogonal partial least squares-discriminant analysis. Among them, two 
VIP differential components were catechin and epicatechin. The average recoveries of catechin, 
epicatechin and 3, 4, 5-trimethoxyphyeny-β-D-glucopyranoside were 97.97%, 98.18% and 95.72%; 
the content of them was 1.076 ～ 2.289, 0.835 ～ 2.105, and 0.337 ～ 0.765 mg·g － 1, respectively. 
Conclusion  The HPLC fingerprint and the determination of 3 effective components are established, 
providing a scientific basis for the quality evaluation of Celastrus angulatus Maxim..
Key words: Celastrus angulatus Maxim.; fingerprint; cluster analysis; principal component analysis; 
content determination
基金项目：国家中医药管理局项目“中药资源普查”（No.040180043）；2021年国家自然科学基金后补助资金科研创新探索专项（No.04021016107）。
作者简介：胡家震，男，硕士研究生，主要从事中药及民族药资源分类鉴定与质量控制，email：419339189@qq.com　* 通信作者：胡

成刚，男，教授，硕士研究生导师，主要从事中药及民族药资源分类鉴定与质量控制，email：2274547063@qq.com



2888

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

　　苦皮藤（Celastrus angulatus Maxim.）又名有吊
干麻、苦树皮等，是一种多年生藤状灌木，为卫矛
科南蛇藤属植物 [1]，为贵州省苗药，收载于《贵州
省中药材、民族药材质量标准》（2003 版）[2]，分布
广泛，资源量大，药用时常选择根或根皮。苦皮藤
具有祛风除湿、活血通经、解毒杀虫的功效，可
用于治疗风湿痹痛、骨折伤痛、闭经、疮疡溃烂等
疾病 [3]。在民间，苦皮藤单用或配方，可改善类风
湿关节炎的症状体征，具有一定的研究价值。《贵
州草药》中记载，用苦皮藤、藤萝根、白金条各一
两，泡酒服用可以治疗风湿、劳伤、关节疼痛 [4]。
现代研究表明苦皮藤主要含有倍半萜类、生物碱
类、三萜类、二萜类和黄酮类等化学成分 [5-7]，具
有杀虫、抑制巨噬细胞活化、抗肿瘤、对肿瘤细胞
多药抗性有修复作用、抗人类免疫缺陷病毒、抗氧
化活性以及抗生育活性等作用 [8-10]。文献报道，苦
皮藤中黄酮类成分儿茶素、表儿茶素及槲皮素有一
定的抗炎作用 [11-13]，儿茶素可改善佐剂性关节炎大
鼠关节损伤病理变化，并能降低细胞中环磷酸腺苷
（cAMP），升高胃黏膜前列腺素 E2（PGE2）

[14-15]。
表儿茶素可以降低脂多糖（LPS）诱导的小鼠单核
巨噬细胞 RAW264.7 细胞释放炎症因子一氧化氮
（NO）、炎症因子肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细
胞介素（IL）-1 和 IL-6[16]。槲皮素对类风湿关节炎
患者的晨僵、疼痛症状有良好的缓解作用，且可有
效抑制 TNF-α 诱导类风湿关节炎成纤维样滑膜细
胞（MH7A）分泌的血清 IL-1β、IL-6、IL-8、基质
金属蛋白酶（MMPs）的表达和磷酸化 NF-κB p65
（p-NF-κB p65）[17-18]。这与民间常用苦皮藤来改善
类风湿关节炎症状的用途相符，本课题组前期对苦
皮藤进行了化学成分分离，并对其化合物进行了体
外抗炎活性研究，得到儿茶素、表儿茶素、3，4，
5-trimethoxyphyenyl-β-D-glucopyranoside 的含量相对

较高且具有抗炎活性 [19-20]。
　　到目前为止，在苦皮藤药材的质量控制方面，
尚未有完善可行的质量控制体系，且2020年版《中
国药典》中也未收载其质量标准，这阻碍了苦皮藤
的用药安全和资源开发利用的发展。近年来的研
究，很少有文献报道苦皮藤中儿茶素的含量测定方
法 [21]，未见有苦皮藤的指纹图谱和其他指标成分
的含量测定研究，难以科学、全面地对该药的质量
进行控制。因此，本文运用高效液相色谱（HPLC）
技术对不同产地苦皮藤指纹图谱进行研究，指认指
纹图谱中部分化学成分，为苦皮藤药材的鉴定及质
量控制提供参考，同时利用 HPLC 测定苦皮藤中儿
茶素、表儿茶素和 3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-
glucopyranoside 的含量，为其质量评价和深入研究
开发提供依据。
1　材料
1.1　仪器
　　FW135 型中草药粉碎机（天津市泰斯特仪器
有限公司），HWS-24 型电热恒温水浴锅（上海一
恒科学仪器有限公司），KQ-5200DA 型数控超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），配有四元
泵、自动进样器、柱温箱和 DAD 检测器的 DLSB-
10L/25 型高效液相色谱仪（日本岛津）。
1.2　试药
　　儿茶素（批号：110877-202005）、表儿茶素（批
号：110878-201703）（纯度均为 98%，中国食品药
品 检 定 研 究 院）；3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-
glucopyranoside（自制，纯度 98%）。乙腈（色谱
纯，TEDIA COMPANY0）；磷酸（优级纯）、甲酸
（色谱纯）（天津市科密欧化学试剂有限公司）；怡
宝纯净水；12 批苦皮藤药材为课题组采收，信息见
表 1，经贵州中医药大学胡成刚教授鉴定为苦皮藤
（Celastrus angulatus Maxim.）的根或根皮药用部位。

表 1　12 批苦皮藤药材来源信息 
Tab 1　Origin information of 12 batches of Celastrus angulatus Maxim.

编号 产地 采集日期 编号 产地 采集日期

S1 贵州省贵阳市乌当区航天路 2020.11 S7 贵州省贵阳市龙里县流阴洞 2020.11
S2 贵州省贵阳市白云区下水村 2020.11 S8 贵州省清镇市百花湖镇 2020.11
S3 贵州省贵阳市乌当区 2020.11 S9 贵州省贵阳市修文县乌栗乡 2020.11
S4 贵州省安顺市下羊场村 2020.08 S10 贵州省黔西县中山村 2020.11
S5 贵州省贵阳市观山湖区龙井村 2020.11 S11 贵州省贵阳市修文县六厂镇 2017.06
S6 贵州省织金县以那 2020.11 S12 贵州省贵阳市龙里羊场 2017.06

2　方法与结果
2.1　苦皮藤药材的 HPLC 指纹图谱建立
2.1.1　色谱条件　色谱柱为 ChromCore 120 C18
（4.6 mm×250 mm，5 μm），流速 1.0 mL·min－ 1；
检测波长 230 nm；柱温 30℃；进样量 15 μL，以
乙腈（A）-0.1% 磷酸水溶液（B）为流动相，梯

度洗脱（0 ～ 10 min，2% ～ 3%A；10 ～ 20 min，
3% ～ 5%A；20 ～ 90 min，5% ～ 8%A；90 ～ 

105 min，8% ～ 10%A）。
2.1.2　混合对照品溶液的制备　分别精密称取对
照品儿茶素、表儿茶素、3，4，5-trimethoxyphy-
enyl-β-D-glucopyranoside 适量，加 75% 甲醇制成
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0.133、0.121、0.141 mg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.1.3　供试品溶液的制备　精密称取苦皮藤粉末
（过 20 目筛），置具塞锥形瓶中，加入 75% 甲醇
20 mL，超声（功率 200 W，频率 50 kHz）提取 30 
min，滤过，取滤液过 0.45 μm 微孔滤膜滤，备用。
2.1.4　精密度试验　取苦皮藤（编号 S4）粉末 1.0 
g，精密称定，按“2.1.3”项下方法制备成供试品
溶液，连续进样测定 6 次，以表儿茶素为参照进
行计算，结果各峰相对保留时间和相对峰面积
RSD 值均小于 3.0%，说明精密度良好。
2.1.5　重复性试验　按“2.1.3”项下方法制备 6 份
苦皮藤供试品溶液，进样分析，以表儿茶素为参
照进行计算，结果各峰相对保留时间和相对峰面
积 RSD 值均小于 3.0%，说明方法重复性良好。
2.1.6　稳定性试验　取苦皮藤（编号 S4）粉末 1.0 g，
按“2.1.3”项下方法制备成供试品溶液，分别放置于
0、4、8、12、24、36 h 进样测定，以表儿茶素为参
照进行计算，结果各峰相对保留时间和相对峰面积
RSD 值均小于 3.0%，说明样品在 24 h 内稳定。
2.1.7　指纹图谱的建立 [22-23] 　取 12 批苦皮藤药
材，按“2.1.3”项下方法制备成供试品溶液，进
样测定，运用《中药指纹图谱相似度评价系统
（2012 版）》，以样品 S4 色谱图为参照图谱，以
21 号为参照峰，采用中位数法（时间窗口宽度为
0.1），进行自动匹配，建立共有模式，12 批药材
的 HPLC 指纹图谱和对照图谱，见图 1。选择了
22 个共有峰，与对照品图谱比较，通过保留时间
指认其中 14 号峰为儿茶素，保留时间为 49.541 
min；15 号 峰 为 3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-
glucopyranoside，保留时间为 51.925 min；21 号峰
为表儿茶素，保留时间为 87.042 min，见图 2。
2.1.8　相似度评价　如表 2 所示，12 批苦皮藤样
品与对照指纹图谱的相似度在 0.856 ～ 0.969，表
明各产地苦皮藤的指纹图谱具有较好的一致性。
2.2　聚类分析
　　采用 SPSS 21.0 对 12 批样品的共有峰峰面积
进行聚类分析，使用组间联接聚类方法，以余弦
离作为样品间的距离公式，聚类结果见图 3。从图
中可以看出，当类间距离为 15 时，12 批苦皮藤样
品被分为 3 类：1 类包括 S1、S2、S3、S4；2 类
S6、S8、S9、S10、S11、S12；3 类包括 S5、S7。
2.3　主成分分析 [24-28]

　　采用 SPSS 21.0 对共有峰的峰面积进行主成
分分析，设置特征值大于 1，提取得到 3 个主成
分，其累计贡献率达到 91.009%，结果见表 3 及
图 4，第 1 主成分特征值为 10.336，累计贡献率
为 46.983%，其对应载荷量较大的峰为峰 5、峰 4、

图 1　混合对照品溶液（A）和供试品溶液（B）的 HPLC 图谱

Fig 1　HPLC chromatogram of reference solution（A）and sample 
solution（B）

14. 儿茶素（catechin）；15. 3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-glucopy-
ranoside；21. 表儿茶素（epicatechin）

图 2　12 批苦皮藤药材 HPLC 指纹图谱

Fig 2　HPLC fingerprint of 12 batches of Celastrus angulatus Maxim.

图 3　12 批苦皮藤药材聚类分析图

Fig 3　Cluster analysis of 12 batches of Celastrus angulatus Maxim.
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峰 6、峰 1、峰 10、峰 7、峰 13，表明其对第 1
主成分的影响较大，可为苦皮藤的质量评价提供
参考依据。第 2 主成分特征值为 8.014，累计贡
献率为 36.428%，对应载荷量较大的峰为峰 12、
峰 14（儿茶素），表明其对第 2 主成分存在一定
程度的影响。第 3 主成分的特征值为 1.672，累
计贡献率为 7.598%。分析结果表明，苦皮藤的前
3 个主成分可概括原有数据的绝大部分信息。

图 4　12 批苦皮藤主成分分析碎石图

Fig 4　Gravel maps of 12 batches of Celastrus angulatus Maxim.

2.4　正交偏最小二乘 - 判别分析（OPLS-DA）
　　 利 用 SIMCA 13.0 软 件，OPLS-DA 对 22 个
共有峰的峰面积进行分析，结果见图 5，样品可
聚为 3 类，其结果与聚类分析结果一致。提取
OPLS-DA 模型中 22 个变量的 VIP 值并从大到小

排序，结果见图 6。VIP 值大于 1 的分别为峰 14
（儿茶素）、峰 21（表儿茶素）、峰 12、峰 18、峰
13、峰 20、峰 17、峰 3、峰 10、峰 6，以上成分
可能导致苦皮藤质量产生差异的因素，能够为含
量测定指标的选择提供参考。

图 5　12 批苦皮藤 OPLS-DA 得分图

Fig 5　OPLS-DA score of 12 batches of Celastrus angulatus Maxim.

图 6　12 批苦皮藤 VIP 图

Fig 6　VIP plot of 22 common peaks of 12 batches of Celastrus 
angulatus Maxim.

2.5　苦皮藤药材中 3 个有效成分的含量测定

2.5.1　色谱条件　以 ChromCore 120 C18（5 μm，
4.6 mm×250 mm）为色谱柱，以乙腈（A）-0.1%
甲酸水（B）为流动相进行梯度洗脱（0 ～ 10 min，
7.5% ～ 9.5%A；10 ～ 40 min，9.5% ～ 10%A），
进样量 10 μL，流速 0.8 mL·min － 1，柱温 35℃，
检测波长 270 nm。

表 2　12 批苦皮藤药材 HPLC指纹图谱与对照指纹图谱的相似度 
Tab 2　Similarity of HPLC fingerprint of 12 batches samples to the reference

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 R
S1 1
S2 0.929 1
S3 0.885 0.968 1
S4 0.923 0.984 0.963 1
S5 0.642 0.579 0.516 0.584 1
S6 0.939 0.966 0.969 0.960 0.593 1
S7 0.629 0.601 0.551 0.608 0.992 0.616 1
S8 0.888 0.945 0.961 0.941 0.578 0.984 0.615 1
S9 0.894 0.918 0.931 0.894 0.513 0.952 0.531 0.933 1
S10 0.885 0.938 0.960 0.919 0.540 0.965 0.572 0.969 0.975 1
S11 0.908 0.942 0.965 0.925 0.515 0.961 0.533 0.926 0.968 0.952 1
S12 0.894 0.944 0.972 0.928 0.526 0.974 0.554 0.960 0.972 0.968 0.989 1
R 0.930 0.951 0.940 0.944 0.856 0.969 0.876 0.956 0.926 0.945 0.934 0.946 1

表 3　12 批苦皮藤的主成分特征值及方差贡献率结果 
Tab 3　Principal component eigenvalue and variance contribution 

rate of 12 batches of Celastrus angulatus Maxim.

主成分 特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /%

1 10.336 46.983 46.983

2   8.014 36.428 83.411

3   1.672   7.598 91.009
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2.5.2　供试品溶液的制备　精密称取苦皮藤粉末
1.0 g，加入 75% 甲醇 30 mL，超声 40 min，滤液
过 0.22 μm 微孔滤膜，得到供试品溶液。
2.5.3　专属性试验　取空白对照（75% 甲醇），混
合对照品溶液及供试品溶液，按“2.5.1”项下色
谱条件进样。记录色谱图，见图 7。结果表明该
检测方法，空白溶剂在对照品及供试品所需检测
峰保留时间处无干扰，具有较好的专属性。
2.5.4　线性关系考察　 按“2.5.2”项下方法将儿

茶素、表儿茶素、3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-
D-glucopyranosid 制成 1.463 mg·mL － 1、1.320 
mg·mL － 1、1.551 mg·mL － 1 的混合对照品溶
液，精密吸取 0.9、2.7、4.5、6.3、8.1、9.9 mL，
分别置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻
度，摇匀，制成不同质量浓度的系列混合对照品
溶液，进样测定，记录色谱图。以对照品质量浓
度（mg·mL － 1）为 X 轴，峰面积为 Y 轴绘制标
准曲线，结果见表 4。

表 4　3 个成分的线性回归分析结果 
Tab 4　Linear regression of 3 components

成分 回归方程 r2 线性范围 /（μg·mL － 1）

儿茶素 Y ＝ 5.516×105X － 2.081×103 0.9998 0.133 ～ 1.463

表儿茶素 Y ＝ 6.263×105X － 1.114×104 0.9998 0.120 ～ 1.320

3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-glucopyranoside Y ＝ 1.621×105X － 3.291×103 0.9999 0.141 ～ 1.551

图 7　混合对照品溶液 HPLC 图谱

Fig 7　HPLC chromatograms of reference solution
A. 空白对照（blank control）；B. 混合对照品（reference solution）；

C. 供试品（sample）；1. 儿茶素（catechin）；2. 3，4，5-trimethoxy-
phyenyl-β-D-glucopyranoside；3. 表儿茶素（epicatechin）

2.5.5　精密度试验　精密吸取“2.5.2”项下供试
品溶液 10 μL，连续进样 6 次，测得峰面积。计
算得 3 个成分的峰面积 RSD 值均小于 1.0%，表
明仪器精密度良好。
2.5.6　重复性试验　取苦皮藤粉末（S4）6 份，
按“2.5.2”项下方法制备供试品溶液，分别进样
测定，记录各成分的峰面积，测得苦皮藤药材中
3 个成分的峰面积 RSD 值均小于 2.0%，表明本方
法重现性良好。
2.5.7　稳定性试验　取苦皮藤粉末（S4）6 份，
按“2.5.2”项下方法制备，分别在 0、2、4、6、8、
12、24 h 进样，记录各成分的峰面积，测得苦皮

藤药材中 3 个成分的峰面积 RSD 值均小于 1.0%，
表明供试品溶液 24 h 内稳定。
2.5.8　加样回收试验　精密称定 6 份已知含量的
苦皮藤药材粉末（S4）1.0 g，分别加入混合对照
品溶液 1 mL，按“2.5.2”项下方法制备，进样测
定，计算回收率和 RSD 值。结果儿茶素、表儿茶
素和的 3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-glucopyrano-
side 平均回收率分别为 97.97%、98.18%、95.72%，
RSD 值分别为 1.6%、0.85%、0.59%。
2.5.9　样品含量测定　精密称取 12 个产地苦皮
藤药材粉末各 1 份，每份约 1.0 g，按“2.5.2”项
下方法制备供试品溶液，进样测定，记录各色谱
峰面积，计算含量，结果见表 5。

表 5　12 批不同产地苦皮藤药材 3 个成分含量测定 (mg·g － 1) 
Tab 5　Content of 3 components of 12 batches of Celastrus angulatus 

Maxim. (mg·g － 1)

样品 儿茶素 表儿茶素
3，4，5-trimethoxyphye-
nyl-β-D-glucopyranoside

S1 1.089 0.835 0.381
S2 1.076 0.952 0.337
S3 1.820 1.298 0.662
S4 1.872 1.687 0.592
S5 1.977 1.573 0.528
S6 1.532 1.291 0.567
S7 1.880 1.774 0.665
S8 2.069 2.105 0.765
S9 1.450 0.706 0.522
S10 1.471 1.229 0.505
S11 2.117 0.937 0.541
S12 2.289 1.223 0.743

平均含量 1.720 1.301 0.570
SD/% 0.39 0.42 0.13

3　讨论
3.1　指纹图谱的建立及相似度评价
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　　苦皮藤 HPLC 指纹图谱与对照图谱相似度为
0.856 ～ 0.969，标定了 22 个共有峰。通过与分
离得到的化合物保留时间对比，指认了 3 个共有
峰。12 批样品共有峰的保留时间基本一致，表明
所建立的指纹图谱相似度和稳定性较好，但是共
有峰的相对面积差异较大，可能与产地的气候、
土壤等有关。
3.2　化学计量学分析
　　聚类分析显示 12 批苦皮藤样品可聚为 3 大类，
S1、S2、S3、S4 为 第 1 类；S6、S8、S9、S10、
S11、S12 为第 2 类；S5、S7 为第 3 类，贵州贵阳乌
当区、白云区、安顺市的苦皮藤成分较为接近，贵
阳市观山湖区和龙里县的苦皮藤成分较为接近，贵
州织金、清镇、修文、黔西的苦皮藤成分较为接近，
说明药材成分会随着产地和气候而发生变化。根
据 OPLS-DA 中，影响较大的色谱峰有 14、21、12、
18、13、20、17、3、10、6 号峰，其中 14 号峰为
儿茶素、21 号峰为表儿茶素，其他峰暂不明确。
3.3　含量测定结果分析
　　含量测定结果显示，12 个产地苦皮藤药材中
儿茶素和表儿茶素的含量均高于 3，4，5-trime-
thoxyphyenyl-β-D-glucopyranoside。儿茶素的含量
以贵阳市龙里羊场所产苦皮藤最高，表儿茶素和
3，4，5-trimethoxyphyenyl-β-D-glucopyranoside
的含量以贵州省清镇市百花湖镇所产苦皮藤最
高，说明产地不同，化学成分也不同。
3.4　小结
　　综上所述，本研究建立的 HPLC 指纹图谱和
含量测定方法准确性好，同时结合化学模式识别
分析，筛选出了不同产地苦皮藤差异性的标志性
成分，结果可为苦皮藤质量控制和评价提供参考。
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高效液相色谱法测定曲咪新乳膏中硝酸咪康唑有关物质

周天天，张营，谈仲川，张雁淼，胡春玲*（湖北中医药大学药学院，武汉　430065）

摘要：目的　建立高效液相色谱法测定曲咪新乳膏中硝酸咪康唑有关物质。方法　使用 YMC-
Triart C18 柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）；以甲醇 -0.05% 醋酸铵溶液为流动相，梯度洗脱；柱

温 30℃、检测波长 230 nm、流速 1.0 mL·min－ 1。对硝酸咪康唑杂质 A（降解杂质）进行定量

分析，其他杂质作限度检查。结果　系统适用性试验中，硝酸咪康唑 6 个杂质峰均完全分离，

制剂中的主成分和辅料对有关物质测定无干扰。杂质 A 的平均回收率在 89.99% ～ 100.19%
（RSD ＜ 4.1%），硝酸咪康唑的平均回收率在 91.50% ～ 103.02%（RSD ＜ 6.9%）。结论　所

建立的方法重复性好、专属性强，可用于曲咪新乳膏中硝酸咪康唑有关物质的检查。

关键词：曲咪新乳膏；有关物质；硝酸咪康唑；HPLC 
中图分类号：R917，R927　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2893-06
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Determination of related substances of miconazole nitrate in triamcinolone 
acetonide acetate and miconazole nitrate neomycin sulfate cream by HPLC

ZHOU Tian-tian, ZHANG Ying, TAN Zhong-chuan, ZHANG Yan-miao, HU Chun-ling* (Hubei 
University of Chinese Medicine, Wuhan  430065)

Abstract: Objective  To determine the related substances of miconazole nitrate in triamcinolone 
acetonide acetate and miconazole nitrate neomycin sulfate cream by HPLC. Methods  YMC-
Triart C18 column (150 mm×4.6 mm, 5 μm) was used. Gradient elution was conducted with 
methanol-0.05% ammonium acetate solution as the mobile phase. The column temperature was 
30℃ , the detection wavelength was 230 nm, and the flow rate was 1.0 mL·min－ 1. Miconazole 
nitrate impurity A (degradation impurity) was quantitatively controlled and other impurities were 
checked for limits. Results  In the system applicability test, six impurity peaks of miconazole nitrate 
were well separated, and the main components and excipients in the preparation did not interfere with 
the determination of related substances. The average recovery of impurity A was 89.99% ～ 100.19% 
(RSD ＜ 4.1%)，and the average recovery of miconazole nitrate was 91.50% ～ 103.02% (RSD 
＜ 6.9%). Conclusion  The method has good repeatability and strong specificity, and it is suitable for 
the determination of related substances of miconazole nitrate in triamcinolone acetonide acetate and 
miconazole nitrate neomycin sulfate cream. 
Key words: triamcinolone acetonide acetate and miconazole nitrate neomycin sulfate cream; relevant 
substance; miconazole nitrate; HPLC

作者简介：周天天，女，硕士研究生，主要从事药物化学研究，email：2446871810 @qq.com　* 通信作者：胡春玲，女，副教授，主

要从事天然产物的化学合成及结构修饰研究，email：1054681196@qq.com

　　对化学药原料及制剂中的杂质特别是毒性
杂质的控制是药物质量控制的难点 [1-3]。曲咪新
乳膏是由硝酸咪康唑（miconazole nitrate）、硫
酸新霉素（neomycin sulfate）和醋酸曲安奈德
（triamcinolone acetonide acetate）三种原料及相应
辅料制成的一种外用复方制剂，用于皮肤湿疹、
湿疹相关性皮炎、体癣等皮肤病，疗效显著，目

前在临床上已被广泛使用 [4-6]。有文献指出硝酸
咪康唑原料药中可能存在的 6 种毒性杂质（杂质
A ～ F）[7-8]。由于曲咪新乳膏处方中原料药含量
低，制剂中的杂质分析难度大，现有的曲咪新乳
膏质量标准 [WS-10001-（HD-0155）-2002] 中尚
无有关物质检查项。曲咪新乳膏有关物质研究已
有文献报道，王叶子等 [9] 采用 HPLC 法建立了曲
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咪新乳膏中醋酸曲安奈德有关物质检查方法；古
丽霞等 [10] 采用 UHPLC 法检测了曲咪新乳膏中
硝酸咪康唑和醋酸曲安奈德的有关物质，但目前
UHPLC 仪器在我国药品生产企业普及率低；梁秋
霞等 [11] 简述了曲咪新乳膏中 3 种原料及其有关物
质的检测方法，重点分析了国内多个生产厂家的
产品总体质量评估情况。鉴于我国制药企业分析
仪器的普及性，本研究通过杂质谱分析和强制降
解试验优化了色谱条件，采用 HPLC 法建立曲咪
新乳膏中硝酸咪康唑有关物质检查方法，将 6 种
毒性杂质与硝酸咪康唑、醋酸曲安奈德及其他辅
料完全分离，可用于曲咪新乳膏中硝酸咪康唑有
关物质的检测，有利于提高药品的质量和安全性。
1　材料
1.1　仪器
　　LC-20AT HPLC 仪（Shimadzu）；1260-HPLC
仪（Agilent）；AB135-S 型天平（感量：0.01 mg，
Mettler Toledo）；TG16-Ⅱ型医用离心机（长沙平
凡仪器仪表有限公司）；BCD202 冰箱（广东 TCL
集团）；超纯水制备仪（成都优越科技有限公司）。
1.2　试药
　　硝酸咪康唑（纯度：99.6%，批号：100213-
201706）、杂质 B（硝酸益康唑，纯度：99.6%，批
号：10214-201704）、曲安奈德（批号：100055-
201103，纯度：98.8%）（中国食品药品检定研究
院）；杂质 A[（1RS）-1-（2，4-dichlorophenyl）-2-
（1H-imidazol-1-yl）ethan-1-ol，纯度：98.0%，批
号：14691-1508]、杂质 C[（2RS）-2-（2，4-dichlo-
rophenyl）-2[[（2，4-dichlorophenyl）methyl]oxy]ethan-
1-amine，纯度：97.0%，批号：180211-1806]、杂
质 D[1-[（2RS）-2-（2，4-dichlorophenyl）-2-[[（2，
6-dichlorophenyl）methyl]oxy]ethyl]-1H-imidaz-
ole，纯度：98.0%，批号：18024-1901]、杂质
E[2-[1-[（2RS）-2-（2，4-dichlorophenyl）-2-[[（2，
4-dichlorophenyl）methyl]oxy]ethyl]-1H-imidaz-
ol-3-ium-3-yl]-2-methylpropanoate，纯度：97.0%，
批号：18025-1811]、杂质 F[1-[（2RS）-2-（2，
4-dichlorophenyl）-2-[[（3，4-dichlorophenyl）meth-
yl]oxy]-ethyl]-1H-imidazole，纯度：98.0%，批号：
180212-1806）（CATO Research Chemicals Inc）； 羟
苯乙酯（药用辅料，批号：20182012，广州市
汉普医药有限公司）。硝酸咪康唑原料（批号：
20171202，江苏恩华药业，药用级）；曲咪新乳
膏（规格：10 g/ 支，批号：20170302、20170701、
20180501、20190301）、硝酸咪康唑阴性样品（湖
北人福成田药业）；甲醇为色谱纯，其他试剂均为
分析纯，水为纯化水。

2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：YMC-Triart C18（150 mm×4.6 mm，5 
μm）；0.05% 醋酸铵溶液为流动相 A，甲醇为流动
相 B，梯度洗脱（0 ～ 5 min，30%A；5 ～ 6 min，
30% → 24%A；6 ～ 24 min，24%A；24 ～ 25 min，
24% → 30%A）；检测波长 230 nm；柱温 30℃；
流速 1.0 mL·min－ 1；进样量 20 μL。
2.2　溶液的制备
　　空白溶剂：甲醇 -0.05% 醋酸铵溶液（70∶30），
亦用作稀释剂。
　　硝酸咪康唑原料溶液：取硝酸咪康唑原料适
量，加稀释剂溶解并制成 1 mg·mL－ 1 的溶液。
　　供试品溶液：称取本品 2.5 g（相当于硝酸咪康
唑 25 mg），精密称定，置小烧杯中，分次加入稀释
剂 15 mL，置 60℃水浴加热溶解，放冷，溶液全部
移入 25 mL 量瓶中，用稀释剂润洗烧杯，洗液并入
同一量瓶，用稀释剂稀释至刻度，摇匀。置冰浴中
冷却 2 h 后立即离心 5 min（5000 r·min－ 1），取上清
液，微孔滤膜滤过，取续滤液，放至室温，即得。
　　阴性样品溶液：称取不含硝酸咪康唑的阴性
样品 2.5 g，精密称定，照供试品溶液制备方法同
法制备。
　　混合对照品溶液：取杂质 A 对照品、硝酸
咪康唑对照品各适量，用甲醇溶解制成各含 10 
μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
　　加标供试品溶液：称取本品 2.5 g，置 25 mL
量瓶中，加入杂质 A ～ F 对照品各适量，用稀释
剂稀释至刻度，摇匀。按供试品溶液制备方法制
成杂质 A ～ F 各含 2.5 μg·mL－ 1 的混合溶液。
　　系统适用性溶液：精密称取硝酸咪康唑对照
品、羟苯乙酯、杂质 A 对照品、杂质 B 对照品各
适量，加甲醇制成各含 10 μg·mL－ 1 的溶液。
2.3　系统适用性与专属性试验
　　精密量取“2.2”项下空白溶剂、阴性样品溶
液、硝酸咪康唑原料溶液、系统适用性溶液、供试
品溶液、加标供试品溶液各 20 μL，进样分析，结
果见图 1。在系统适用性溶液色谱中，杂质 A 峰与
羟苯乙酯峰的分离度＞ 2.5；杂质 B 峰与硝酸咪康
唑峰的分离度＞ 10。在加标供试品溶液色谱中，杂
质 A ～ F 峰与制剂中其他成分峰均完全分离 [tR 分
别为：2.82 min（杂质 A 峰）、3.44 min（羟苯乙酯
峰）、7.67 min（醋酸曲安奈德峰）、9.37 min（杂质
C 峰）、12.01 min（杂 质 E 峰）、13.31 min（杂 质 B
峰）、15.58 min（杂质 D 峰）、17.47 min（杂质 F 峰）、
20.78 min（硝酸咪康唑峰）]，表明空白溶剂、其他
原料和辅料不干扰硝酸咪康唑有关物质的测定。
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2.4　强制降解试验
　　取本品2.5 g，分别置烧杯中，进行如下处理：
① 加 2 mL 0.1 mol·L－ 1 NaOH 溶液，摇匀，避光
放置 2 h 后，加 2 mL 0.1 mol·L－ 1 HCl 溶液；② 
加 2 mL 0.1 mol·L－ 1 HCl 溶液，摇匀，避光放置
2 h 后，加 2 mL 0.1 mol·L－ 1 NaOH 溶液；③ 光
照（4500±500）lx 12 h；④ 加 2 mL 10%H2O2 溶
液，摇匀，避光放置 2 h；⑤ 避光，60℃放置 12 
h。即分别得到碱、酸、光照、氧化和高温破坏的
样品，再按“2.2”项下供试品溶液制备方法制成
各条件破坏的样品溶液。另取硝酸咪康唑原料 25 
mg，置于 25 mL 量瓶中，同上述方法制成各条件
破坏的原料溶液。
　　吸取各破坏试验溶液进样分析。结果硝酸咪康
唑原料及制剂在各种破坏条件下均未检出硝酸咪康
唑降解杂质，经 DAD 检测器及 Empower 工作站分
析检测，各破坏条件下的试验溶液色谱中主成分峰
纯度符合要求，物料守恒（见图 2）。
2.5　耐用性考察

　　考察色谱条件的变化对测定结果的影响，即
取同一供试品溶液、同一对照溶液和阴性样品溶
液考察不同波长（229、230、231 nm）、流速（0.9、
1.0、1.1 mL·min－ 1）、柱温（25、30、35℃）及
相同品牌不同批号色谱柱对测定结果的影响。结
果显示，波长、流速、柱温在上述范围内发生较
小变动；采用同品牌不同批号色谱柱的试验时，
主成分与杂质、杂质与杂质之间的分离度均符合
要求，空白辅料溶液不干扰供试品中杂质的测
定，且各杂质含量变化的绝对值均＜ 0.03%。表
明本试验色谱条件的耐用性好。
2.6　线性关系考察
　　精密称取杂质 A 对照品、硝酸咪康唑对照品
适量，用甲醇溶解并逐级稀释成一系列浓度的混
合溶液，取 20 μL 进样分析。以峰面积（y）为纵
坐标，溶液质量浓度（x）为横坐标进行线性回
归，定量限、检测限分别以信噪比 S/N ＝ 10、3
计算，结果见表 1。

图 1　系统适用性与专属性试验色谱图

Fig 1　Chromatograms of the system applicability and specificity validation test
A. 空白溶剂（blank solvent）；B. 阴性样品溶液（negative sample solution）；C. 供试品溶液（test sample solution）；D. 加标供试品溶液（standard 
test sample solution）；E. 系统适用性溶液（system applicability solution）；F. 硝酸咪康唑原料溶液（raw materials solution）；1. 羟苯乙酯

（ethylparaben）；2. 醋酸曲安奈德（triamcinolone acetonide acetate）；3. 硝酸咪康唑（miconazole nitrate）；4. 杂质 A（impurity A）；5. 杂质 C
（impurity C）；6. 杂质 E（impurity E）；7. 杂质 B（impurity B）；8. 杂质 D（impurity D）；9. 杂质 F（impurity F）

表 1　线性考察结果 
Tab 1　Linearity

成分 回归方程 相关系数 线性范围 /（μg·mL － 1） 定量限 / ng 检测限 / ng

杂质 A y ＝ 8.259×104x － 4.526×103 0.9985 1.085 ～ 4.746 12.79 3.80

硝酸咪康唑 y ＝ 1.432×105x － 4.901×104 0.9979 1.264 ～ 4.424 15.44 4.37

2.7　精密度试验

2.7.1　重复性　精密称取曲咪新乳膏约 2.5 g，置
小烧杯中，加稀释剂 15 mL，置 60℃水浴加热
溶解，全部移入 25 mL 量瓶中，用稀释剂润洗烧
杯，洗液并入同一量瓶，再加入杂质 A 储备液
（67.8 μg·mL－ 1）1.0 mL，置于 60℃水浴 5 min、

振摇溶解，放冷，加稀释剂稀释至刻度、摇匀。
再在冰水浴中冷却 2 h，立即离心 5 min（5000 
r·min－ 1），取上清液滤过，续滤液放至室温，即
为供试品溶液。平行制备 6 份，进样分析。结果
6 份加标样品中杂质 A 含量的 RSD 值为 2.3%。
2.7.2　中间精密度考察　由不同分析人员在不同
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时间和不同仪器，按重复性项下方法操作，测得
6 份加标样品中杂质 A 含量 RSD 值为 1.3%，表
明中间精密度良好。
2.8　溶液稳定性试验
　　取室温放置的对照品混合溶液、供试品溶液，
分别于 0、3、6、9、12、18、24 h 进样分析。结
果供试品溶液色谱中和对照品混合溶液色谱中，
主成分峰和杂质 A 峰的面积 RSD 值均＜ 2.0%
（n ＝ 7）。表明在室温条件下，对照品混合溶液
和供试品溶液在 24 h 内均稳定。
2.9　回收试验
　　精密称取硝酸咪康唑阴性样品约 2.5 g，置
小烧杯中，加稀释剂 15 mL，置 60℃水浴加热
溶解，移入 25 mL 量瓶中，分别精密加入杂质 A
和硝酸咪康唑的对照品储备液各适量，加甲醇稀
释至刻度，摇匀，制成定量限、80%、100% 和
120% 等 4个不同浓度水平的准确度溶液，计算杂
质 A 和硝酸咪康唑的回收率。结果杂质 A 和硝酸

咪康唑的平均回收率分别在 89.99% ～ 100.19%，
91.50% ～ 103.02%，RSD 分 别 在 0.5% ～ 4.1%，
1.3% ～ 6.9%，表明方法准确可靠。
2.10　样品中硝酸咪康唑有关物质的测定

　　对 4 批样品（批号分别为 20170302、20170701、
20180501、20190301）中有关物质进行检测。杂质
A 含量以外标法按峰面积计算，其他杂质含量采用
主成分自身对照法计算，结果见表 2。

表 2　曲咪新乳膏中硝酸咪康唑有关物质测定结果 (%) 
Tab 2　Determination of related substances in triamcinolone 

acetonide acetate and miconazole nitrate neomycin sulfate cream (%)

批号 杂质 A 含量 其他最大单杂含量 其他杂质总量

20190301 未检出 0.06 0.11

20180501 未检出 0.08 0.15

20170701 未检出 0.04 0.08

20170302 0.03 0.05 0.16

3　讨论

　　曲咪新乳膏处方组成复杂，主成分含量低。

图 2　强制降解试验色谱图

Fig 2　Chromatograms of the forced degradation test
A. 酸破坏样品（destroyed by acid for sample）；B. 碱破坏样品（destroyed by alkali for sample）；C. 氧化破坏样品（destroyed by 10%H2O2 for 
sample）；D. 高温破坏样品（destroyed by high temperature for sample）；E. 光照破坏样品（destroyed by high irradiation for sample）；F. 酸破

坏原料（destroyed by acid for raw materials）；G. 碱破坏原料（destroyed by alkali for raw materials）；H. 氧化破坏原料（destroyed by 10%H2O2 
for raw materials）；I. 高温破坏原料（destroyed by high temperature for raw materials）；J. 光照破坏原料（destroyed by high irradiation for raw 
materials）；1. 羟苯乙酯（ethylparaben）；2. 醋酸曲安奈德（triamcinolone acetonide acetate）；3. 硝酸咪康唑（miconazole nitrate）；10. 曲安奈

德（triamcinolone acetonide）
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本试验建立的曲咪新乳膏中硝酸咪康唑有关物质
测定方法，经方法学验证结果显示，该方法不仅
能使硝酸咪康唑 6 个已知杂质之间完全分离，且
可与制剂中其他原料药、辅料完全分离，表明方
法专属性强；波长、流速、柱温发生较小改变时
不影响测定结果，表明耐用性好，且流动相组成
采用低浓度的醋酸铵溶液，有利于色谱仪器和色
谱柱的保护；重复性、中间精密度和准确度试验
结果表明方法的精密度好，准确可靠。
　　本试验对硝酸咪康唑原料药进行了杂质谱分
析，结果未检测出杂质 A，但在近效期的制剂中
可检出杂质 A，而其他杂质未检出或未增加。表
明杂质 A 为降解杂质，有文献报道在自由基引发
剂存在下硝酸咪康唑被氧化可产生杂质 A[12]。因
此，可将杂质 A 作为已知杂质进行定量控制，其
他杂质只作限度检查。根据样品测定结果，参照
《中国药典》2020 年版二部 [13] 中收载的硝酸咪
康唑原料药标准，暂拟订本品中硝酸咪康唑有关
物质的限度为：杂质 A ≤ 0.25%，其他单个杂
质≤ 0.25%，杂质总量≤ 1.0%。含量小于 0.1%
的色谱峰及硝酸根离子峰忽略不计。
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离子色谱法测定枸橼酸钾缓释片中枸橼酸的含量

王淼1，2，顾小燕1，2，李耕1*，严菲1*，陈民辉1，柯学2（1.江苏省食品药品监督检验研究院，南京　210019；
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摘要：目的　建立离子色谱法测定枸橼酸钾缓释片中枸橼酸的含量。方法　采用 Thermo Dionex 
IonPac AS11-HC（4 mm×250 mm，3 μm）色谱柱，以 35 mmol·L－ 1 KOH 作为淋洗液，流速为 1.0 
mL·min－ 1，进样量为 10 μL；采用抑制电导检测方式，抑制电流：87 mA，电导池温度：35℃。

结果　枸橼酸在 5 ～ 40 μg·min－ 1 内线性关系良好（r ＝ 0.9998），低、中、高水平的枸橼酸平

均回收率分别为 101.3%、101.0% 和 100.4%，RSD 分别为 0.68%、0.60% 和 1.5%。结论　本方法

专属性强，准确可靠，精密度良好，可用于测定枸橼酸钾缓释片中枸橼酸的含量。
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　　枸橼酸钾是一种碱化剂和钾补充剂，其速释
制剂（如枸橼酸钾颗粒、枸橼酸钾口服溶液）难
以确保尿液全天候的持续碱化，因此仅用于防治
各种原因引起的低钾血症，而枸橼酸钾缓释片能
全天碱化尿液达到治疗草酸钙和尿酸性结石的良
好效果 [1-4]。枸橼酸钾缓释片执行标准为国家药监
局标准 [5]，其含量测定方法为紫外 - 可见分光光
度法，此法需经显色处理后测定，操作烦琐，耐
用性差。现有文献对枸橼酸钾溶液和枸橼酸钾缓
释片中枸橼酸含量采用反相色谱法测定，均遇到
枸橼酸在一般反相色谱柱上难以保留及紫外响应
呈末端吸收的问题 [6-7]。离子色谱法作为常规反相
色谱法的补充，能够解决离子性物质的反相色谱
保留差及紫外响应末端吸收的问题，已成为分析
水溶液中离子性物质的首选方法 [8-10]。目前未见
有离子色谱法测定枸橼酸缓释片中枸橼酸含量的
报道。因此，本文拟采用离子色谱法测定枸橼酸
钾缓释片中枸橼酸的含量，旨在为其质量控制提
供更科学的手段。
1　仪器与试药

　　Dionex ICS-6000型离子色谱仪（美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司）；XS205 型电子分析天平
（瑞士 Mettler Toledo 公司）；Milli-Q Integral 型超
纯水器（德国 Merck Millipore 公司）；枸橼酸钾
缓释片（企业 A，批号：200927501、200927502、
200927503，规格：1.08 g）；枸橼酸对照品（中

国食品药品检定研究院，批号：100396-201603，
纯度：100.0%）；试验所用试剂均为色谱纯，水
为超纯水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Thermo Dionex IonPac AS11-HC（4 
mm×250 mm，3 μm）；保护柱：Dionex IonPac 
AG11 柱（4 mm×50 mm，13 μm）； 抑 制 器：
ADRS600 型抑制器（4 mm）；检测器为电导检测器；
淋洗液发生器：Dionex EGC 500 MSARFIC；淋洗液：
35 mmol·L－ 1 KOH；流速：1.0 mL·min－ 1；柱温：
30℃；抑制电流：87 mA；分析时间：15 min；进样量：
10 μL。
2.2　溶液配制

2.2.1　对照品溶液　取枸橼酸对照品 50 mg，精
密称定，置于 50 mL 量瓶中，加水溶解并定容至
刻度，摇匀，即得对照品储备液；精密量取上述
对照品储备液适量，置于 50 mL 量瓶中，制成每
1 mL 约含枸橼酸 20 μg 的对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液　取枸橼酸缓释片 20 片，精密
称定，研细，取细粉（约相当于枸橼酸 20 mg），
精密称定，置于 100 mL 量瓶中，加热水 30 mL，
振摇使完全溶解，放冷，用水稀释至刻度，摇匀，
滤过；精密量取续滤液适量，置于 20 mL 量瓶中，
制成每 1 mL 约含枸橼酸 20 μg 的供试品溶液。
2.2.3　阴性样品溶液　称取处方量的空白辅料，

Determination of potassium citrate sustained-release tablets by  
ion chromatography

WANG Miao1, 2, GU Xiao-yan1, 2, LI Geng1*, YAN Fei1*, CHEN Min-hui1, KE Xue2 (1. Jiangsu 
Institute of Food and Drug Control, Nanjing  210019; 2. China Pharmaceutical University, Nanjing  
211198)

Abstract: Objective  To determine the content of potassium citrate sustained-release tablets by ion 
chromatography. Methods  Thermo Dionex IonPac AS11-HC (4 mm×250 mm, 3 μm) column was 
used with the mobile phase consisting 35 mmol·L－ 1 KOH at the flow rate of 1.0 mL·min－ 1 and 
the injection volume at 10 μL. Suppressed conductivity detector with 87 mA suppression current and 
35℃ conductivity cell temperature. Results  Citrate had a good linearity at 5 ～ 40 μg·min－ 1 (r ＝
0.9998). The average recovery of low, middle, and high level of citrate was 101.3%, 101.0% and 
100.4% with RSD of 0.68%, 0.60% and 1.5%, respectively. Conclusion  The method is highly specific 
and accurate, which is suitable to determine the content of citrate in potassium citrate sustained-
release tablets. 
Key words: ion chromatography; suppressed conductivity detector; potassium citrate sustained-
release tablet; content determination
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按照供试品制备方法制备阴性样品溶液。
2.3　专属性试验

　　精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品
溶液和阴性样品溶液各 10 µL，进样测定，记录
色谱图，详见图 1。结果表明，在该色谱条件
下，理论板数按枸橼酸峰计为 52 547，保留时间
为 11.4 min；且其他成分在枸橼酸峰的保留时间
处无色谱峰出现，目标峰与相邻峰能达到基线分
离，分离度大于 2.0，本方法可满足检测的需要。

图 1　枸橼酸离子色谱图

Fig 1　Ion chromatograms of citrate
A. 阴 性 样 品 溶 液（negative sample solution）；B. 对 照 品 溶 液

（reference solution）；C. 供试品溶液（sample solution）；1. 枸橼酸

（citrate）

2.4　线性范围

　　取“2.2.1”项下对照品储备液适量，用水定
量稀释制成质量浓度分别为 5、10、20、30 和 40 
µg·mL－ 1 的系列对照品溶液。取上述系列对照品
溶液适量，进样测定，记录峰面积。以枸橼酸质
量浓度（x，µg·mL－ 1）为横坐标，峰面积（y）为
纵坐标进行线性回归，得枸橼酸回归方程为 y ＝
0.0319x － 0.0076（r ＝ 0.9998）。结果表明，枸橼
酸检测质量浓度线性范围为 5 ～ 40 µg·mL－ 1。
2.5　定量限与检测限

　　取“2.2.1”项下对照品溶液适量，倍比稀释，
连续进样测定 6 次，记录峰面积。当信噪比为
10∶1 时，得定量限为 0.25 µg·mL－ 1；当信噪

比为 3∶1 时，得检测限为 0.10 µg·mL－ 1。
2.6　进样精密度和重复性试验

　　取“2.2.1”项下对照品溶液 10 µL，连续进样
6 次，记录峰面积。结果枸橼酸峰面积的 RSD ＝

0.14%（n ＝ 6），表明仪器进样精密度良好。取
“2.7”项下低、中、高三个浓度水平的回收率结
果，计算三个浓度水平的 RSD（n ＝ 3），结果如
表 1 所示，表明本方法重复性良好。
2.7　回收试验

　　取处方量的空白辅料和对照品适量，按
“2.2.2”项下方法操作，制成含限度浓度 80%、
100%、120% 的加标供试品溶液，平行制备 3 份。
取上述系列待测溶液适量，进样测定，记录峰面
积并计算回收率，结果如表 1 所示。

表 1　回收率和重复性试验结果 
Tab 1　Recovery and repeatability

浓度

水平 /%
加入量 /

mg
测得量 /

mg
回收率 /

%
平均回收率 /

%
重复性 
RSD/%

  80 17.19 17.29 100.58 101.3 0.68 

16.88 17.14 101.54 

16.74 17.06 101.91 

100 20.40 20.49 100.44 101.0 0.60 

20.90 21.24 101.63 

21.19 21.37 100.85 

120 24.92 25.33 101.65 100.4 1.5 

25.34 25.54 100.79 

26.44 26.09   98.68 

2.8　稳定性试验

　　取“2.2”项下的对照品溶液和供试品溶液，
分别于室温下放置 0、3、6、12、24 h 时，进样
测定，记录峰面积。结果对照品溶液和供试品溶
液的枸橼酸峰面积的 RSD 分别为 1.2% 和 1.4%
（n ＝ 5），表明对照品溶液和供试品溶液在室温
下放置 24 h 均稳定。
2.9　样品含量测定

　　取 3 批枸橼酸钾缓释片，分别采用本法和药监
局标准项下含量测定方法紫外 - 可见分光光度法，
测定枸橼酸的含量，每批制备 3 份，每份测定两
次，取平均值，计算枸橼酸的含量，结果见表 2。

表 2　3 批样品含量测定结果 
Tab 2　Content of 3 batches of sample

批号 紫外 - 可见分光光度法 /% 离子色谱法 /%

200927501
200927502
200927503

100.2
  99.6
  99.0

102.1
101.4
100.9
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3　讨论

3.1　紫外 - 可见分光光度法与离子色谱法的比较

　　原国家食品药品监督管理局标准 [5] 中含量测
定方法为紫外 - 可见分光光度法，为了解决枸橼
酸的紫外响应差和缓释制剂的辅料干扰问题，此
法需经显色处理后（在 31℃水浴温度中反应 33 
min）测定，过程烦琐、自动化程度低，反应条件
苛刻、耐用性差，需使用多种有机试剂，且灵敏
度低。而本方法采用的离子色谱法操作便捷，选
择性好，所用试剂温和，对人体与环境危害小。
两种方法含量测定结果比对发现，紫外 - 可见分
光光度法测定的结果较离子色谱法测得的结果稍
低，可能是因为紫外 - 可见分光光度法需要严格
遵守反应条件的温度和时间，对人为操作要求比
较严格。
3.2　反相色谱法与离子色谱法的比较

　　已有文献 [6-7] 采用反相色谱法对枸橼酸钾溶
液和枸橼酸钾缓释片中枸橼酸进行含量测定，为
了解决枸橼酸在一般反相色谱柱上保留差以及紫
外响应呈末端吸收这两个问题，文献采用流动相
中添加离子对试剂增加保留和采用紫外检测器末
端吸收（215 nm）检测 [6]，或是采用极性端基封
尾的色谱柱、高比例水相的流动相和蒸发光散射
检测器检测 [7]。但离子对试剂会对色谱柱造成损
害；末端吸收会造成背景基线高，从而导致信噪
比下降，灵敏度降低；蒸发光散射检测器的响应
值与样品浓度呈指数关系，测定时需要平行制备
标准曲线，无法通过单一浓度级别的对照计算样
品浓度。而本方法采用的离子色谱法，从色谱分
离原理上解决了枸橼酸难以保留的问题，方法专
属性高，更适合辅料复杂的缓释片中枸橼酸的分
离；方法使用电导检测器，提高了离子性物质的
检测灵敏度。
3.3　离子色谱条件的选择

　　枸橼酸为三元有机酸，三级 pKa 均小于 7，
在电导检测器中响应高且稳定 [10]，因此本法选用
电导检测器。本研究选择 KOH 作为淋洗液 [11]，
考察了 KOH 浓度为 25 ～ 40 mmol·L－ 1 对色谱
分离的影响，结果发现用 35 mmol·L－ 1 的 KOH
淋洗液，枸橼酸峰形良好且能与辅料峰有效分

离。抑制器能够降低高浓度淋洗液背景电导，增
加被测离子的电导值从而提高电导检测器的灵敏
度和稳定性 [12-13]。由于本研究选择了较高浓度的
KOH 作为淋洗液，在优化时发现不采用抑制器时
枸橼酸响应不佳。因此，试验采用了 ADRS600
型抑制器（4 mm）降低背景电导，以获得较好的
色谱响应。
　　本法相较于现行法定标准操作简便，专属性
强，灵敏度高，重复性好，结果准确可靠，可为
枸橼酸钾缓释片质量标准中枸橼酸的含量测定提
供参考。
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高效液相色谱法同时测定甲苯磺酸妥舒沙星中 
4 种遗传毒性杂质的含量

陈鸿玉1，程雪清2*，廖漾3，周碧红3，刘栋华3，刘雁鸣1，李昌亮1（1. 湖南省药品检验检测研究院，湖南

省药品质量评价工程技术研究中心，国家药品监督管理局药用辅料工程技术研究重点实验室，长沙　410001；2. 天地恒一制药股

份有限公司，湖南省骨关节疾病药物工程技术研究中心，湖南省药品质量评价工程技术研究中心，长沙　410331；3. 天地恒一制

药股份有限公司，长沙　410331）

摘要：目的　采用高效液相色谱（HPLC）法同时测定甲苯磺酸妥舒沙星中 4 种遗传毒性杂质

（2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯）的含量。方法　采用

CAPCELL PAK C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）色谱柱；流动相为乙腈 - 水，梯度洗脱；柱温

为 35℃；流速为 0.8 mL·min－ 1；检测波长为 225 nm。结果　2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、

对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯质量浓度分别在 0.0404 ～ 0.6064 μg·mL－ 1（r ＝ 0.9997）、

0.0282～0.6055 μg·mL－1（r＝0.9998）、0.0403～0.6045 μg·mL－1（r＝0.9997）、0.0401～0.6019 
μg·mL－ 1（r ＝ 0.9999）与峰面积呈良好的线性关系，平均加样回收率在 95.9% ～ 101.3%，

RSD 在 0.40% ～ 7.3%。结论　该方法专属性强，重复性好，准确度高，可为甲苯磺酸妥舒沙星

的质量控制及标准研究提供参考。

关键词：高效液相色谱法；甲苯磺酸妥舒沙星；遗传毒性杂质

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2901-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.032

Simultaneous determination of 4 genotoxic impurities in tosufloxacin 
tosylate hydrate by HPLC

CHEN Hong-yu1, CHENG Xue-qing2*, LIAO Yang3, ZHOU Bi-hong3, LIU Dong-hua3, LIU Yan-
ming1, LI Chang-liang1 (1. Hunan Institute for Drug Control, Hunan Engineering ＆ Technology 
Research Center for Pharmaceutical Quality Evaluation, Key Laboratory of Pharmaceutical 
Excipients Engineering Technology of State Drug Administration, Changsha  410001; 2. Hinye 
Pharmaceutical Co., Ltd., Hunan Osteoarthritis Drug Engineering Technology Research Center, 
Hunan Engineering ＆ Technology Research Center for Pharmaceutical Quality Evaluation, 
Changsha  410331; 3. Hinye Pharmaceutical Co., Ltd., Changsha  410331)

Abstract: Objective  To simultaneously determine 4 genotoxic impurities (2, 4-difluoroaniline, 2, 
6-difluoroaniline, methyl p-toluenesulfonate and ethyl p-toluenesulfonate) in tosufloxacin tosylate 
hydrate by HPLC. Methods  The determination was performed on a CAPCELL PAK C18 (4.6 
mm×250 mm, 5 µm) column, and the mobile phase was acetonitrile-water with gradient elution at 
0.8 mL·min－ 1. The column temperature was 35℃ . The detection wavelength was 225 nm. Results  
The concentration of 2, 4-difluoroaniline, 2, 6-difluoroaniline, methyl p-toluenesulfonate and ethyl 
p-toluenesulfonate was 0.0404 ～ 0.6064 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9997), 0.0282 ～ 0.6055 μg·mL－ 1 
(r ＝ 0.9998), 0.0403 ～ 0.6045 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9997), and 0.0401 ～ 0.6019 μg·mL－ 1 (r ＝

0.9999), with a good linearity in the peak area. The average recovery was at 95.9% ～ 101.3% with 
RSD at 0.40% ～ 7.3%, respectively. Conclusion  The method is validated, with strong specificity, 
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　　遗传毒性杂质是能直接或间接损害 DNA，
导致基因突变或癌变的物质。从罗氏制药公司奈
非那韦原料药存储罐中残留乙醇与甲磺酸反应形
成一种有遗传毒性的物质甲磺酸乙酯的事件，到
缬沙坦、尼扎替丁、盐酸雷尼替丁、盐酸二甲双
胍和利福平等原料和制剂中产生遗传毒性物质 N-
亚硝基二甲胺事件后，磺酸烷基酯类和亚硝胺类
遗传毒性杂质倍受关注 [1-4]。
　　甲苯磺酸妥舒沙星为氟喹诺酮类抗菌药物，对
革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌和厌氧菌均具有良
好的抗菌效果，临床上用于呼吸道感染、尿路感
染和五官科感染等治疗 [5-6]。磺酸盐类药物在合成
过程中，甲磺酸、对甲苯磺酸、苯磺酸等磺酸类物
质作为成盐试剂，醇类物质作为溶剂，两者会发生
副反应产生磺酸烷基酯类遗传毒性杂质。甲苯磺酸
妥舒沙星合成工艺过程中使用了溶剂乙醇，而乙醇
可能含有少量甲醇，存在可能产生对甲苯磺酸甲酯
和对甲苯磺酸乙酯的风险，目前磺酸烷基酯类遗
传毒性的分析方法主要有 HPLC、GC、HPLC-MS
和 GC-MS 等 [7-13]。2，4- 二氟苯胺为合成甲苯磺酸
妥舒沙星原料，2，6- 二氟苯胺为副产物，均为遗
传毒性杂质。甲苯磺酸妥舒沙星现行质量标准中没
有检测 2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯
磺酸甲酯、对甲苯磺酸乙酯的项目，本课题组采用
HPLC 法同时测定甲苯磺酸妥舒沙星中 4 种遗传毒
性杂质，为甲磺酸妥舒沙星合理设计生产工艺、贮
存环境、运输条件和包装等提供参考，为保障甲磺
酸妥舒沙星质量控制提供依据。
1　材料

1.1　仪器

　　Waters ARC-2489 型超高效液相色谱仪（UV
检测器，Waters 公司）；MSA3.6P-OCE-DM 电子
分析天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司，百万
分之一）；LabonQ-120CGS 药品稳定性试验箱（北
京兰贝石恒温技术有限公司）。
1.2　试药

　　甲磺酸妥舒沙星（天地恒一制药股份有限公
司，批号：19121301-T、201102、201103、201201，
含量均大于 98%）。
　　2，4- 二氟苯胺（新疆宝隆化工新材料有限公

司，批号：170622，HPLC 法测定纯度为 99.0%），
2，6- 二氟苯胺（阿拉丁，批号：E1818099，GC
法测定纯度为 99.0%），对甲苯磺酸甲酯（北京百
灵威科技有限公司，批号：LJ90R59，HPLC 法测
定纯度为 98.0%），对甲苯磺酸乙酯（阿拉丁，批
号：K1206017，HPLC 法测定纯度为 98.0%）；乙
腈为色谱级；水为超纯水；其余试剂为分析纯。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用 CAPCELL PAK C18（4.6 mm×250 mm，5 
μm）色谱柱，柱温为 35℃，流动相为水（A）- 乙
腈（B），梯度洗脱（0 ～ 5 min，65%A；5 ～ 40 
min，65% → 40%A；40 ～ 41 min，40% → 65%A；
41 ～ 50 min，65%A），检测波长为 225 nm，流速
为 0.8 mL·min－ 1，柱温为 35℃，进样量为 20 μL。
2.2　溶液的配制

2.2.1　空白溶液的制备　空白溶液为乙腈 - 水
（80 ︰ 20）。
2.2.2　对照品溶液的制备　精密称定对照品 2，
4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯
和对甲苯磺酸乙酯各约 50 mg，分别置于 50 mL
量瓶中，加乙腈 - 水（80 ︰ 20）稀释至刻度，摇
匀，得各对照品储备液。分别精密量取上述 4 种
对照品储备液各 1 mL，置 50 mL 量瓶中，加乙
腈 - 水（80 ︰ 20）稀释至刻度，摇匀，作为混合
对照品储备液①；精密量取混合对照品储备液
① 1.2 mL，置 100 mL 量瓶中，加乙腈 - 水（80 ︰
20）稀释至刻度，摇匀，作为混合对照品储备液
②；精密量取混合对照品储备液① 1 mL，置 100 
mL 量瓶中，加乙腈 - 水（80 ︰ 20）稀释至刻度，
摇匀，作为混合对照品溶液，2，4- 二氟苯胺、2，
6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯
均为 0.2 μg·mL－ 1。
2.2.3　供试品溶液的制备　取本品约 25 mg，精
密称定，置 25 mL 量瓶中，用乙腈 - 水（80 ︰
20）溶解并稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
2.3　方法学考察

2.3.1　专属性试验　取“2.2”项下的空白溶液、
混合对照品溶液、供试品溶液各 20 μL，按“2.1”
项下色谱条件进样测定，记录色谱图，结果见图

good repeatability and high accuracy, which can provide reference for the quality control and standard 
research of tosufloxacin tosylate hydrate. 
Key words: HPLC; tosufloxacin tosylate hydrate; genotoxic impurity
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1。2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺
酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯保留时间分别为 13.04、
14.11、20.87、25.12 min，各色谱峰的分离度均
大于 1.5，空白溶液无干扰，表明该方法专属性
较好。

图 1　空白溶液（A）、混合对照品溶液（B）和供试品溶液（C）

HPLC 图

Fig 1　HPLC chromatogram of blank solution（A），reference sub-
stance solution（B）and sample solution（C）

1. 2，4- 二氟苯胺（2，4-difluoroaniline）；2. 2，6- 二氟苯胺（2，
6-difluoroaniline）；3. 对甲苯磺酸甲酯（methyl p-toluenesulfonate）；

4. 对甲苯磺酸乙酯（ethyl p-toluenesulfonate）

2.3.2　线性关系的考察　分别取“2.2.2”项下 4 种
对照品储备液适量，用乙腈 - 水（80 ︰ 20）稀释后
得到不同浓度的线性溶液，进样测定，记录色谱
图，以对照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为
纵坐标（Y），绘制标准曲线，进行线性回归，结
果见表 1。
2.3.3　精密度试验　取“2.2.2”项下混合对照品
溶液，连续进样 6 次，结果 2，4- 二氟苯胺、2，
6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯
的保留时间 RSD 分别为 0.27%、0.27%、0.26%、
0.24%；峰面积 RSD 分别为 1.4%、0.99%、2.0%、
1.6%，表明仪器精密度良好。
2.3.4　定量限和检测限　分别取“2.2.2”项下各
对照品储备液适量，加乙腈 - 水（80 ︰ 20）稀释，
进样测定，当信噪比（S/N）约为 10 时的浓度为
定量限，S/N 约为 3 时的浓度为检测限，结果见
表 1。
2.3.5　重复性试验　取本品（批号：19121301-T）
6 份，每份约 25 mg，精密称定，用“2.2.2”项下
混合对照品溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，制备
供试品溶液，进样测定，记录色谱图，计算各成
分含量的 RSD，分别为 2.5%、1.9%、0.8%、1.3%，
结果表明方法重复性较好。
2.3.6　加样回收试验　取本品（批号：19121301-T）
约 25 mg，精密称定，分别用“2.3.4”项下定量限溶
液、混合对照品溶液、混合对照品储备液②适量使
溶解并稀释至刻度，摇匀，作为低、中、高浓度供
试品溶液，每个浓度平行制备 3 份，进样测定，记
录色谱图，结果 2，4- 二氟苯胺低、中、高浓度平
均回收率分别为 98.5%、101.3%、104.1%，RSD 分
别为 7.3%、2.2%、0.40%。2，6- 二氟苯胺低、中、
高浓度平均回收率分别为 99.8%、100.8%、101.6%，
RSD 分别为 6.1%、1.1%、2.2%。对甲苯磺酸甲酯

表 1　化合物的回归方程、相关系数、线性方法、定量限及检测限 
Tab 1　Regression equation，correlation coefficient，linearity，limit of quantitation  and limit of detection of compounds

化合物 线性方程 相关系数 线性范围 /（μg·mL － 1） 定量限 /ng 检测限 /ng

2，4- 二氟苯胺 Y ＝ 6.656×104X － 23.42 0.9998 0.0404 ～ 0.6064 0.8 0.27

2，6- 二氟苯胺 Y ＝ 1.005×106X － 116.9 0.9999 0.0283 ～ 0.6055 0.6 0.19

对甲苯磺酸甲酯 Y ＝ 9.028×104X － 224.1 0.9998 0.0403 ～ 0.6044 0.8 0.27

对甲苯磺酸乙酯 Y ＝ 9.248×104X － 696.8 0.9999 0.0401 ～ 0.6019 0.8 0.27

低、中、高浓度平均回收率分别为 98.6%、96.4%、
97.7%，RSD 分别为 4.1%、2.7%、0.94%。对甲苯磺
酸乙酯低、中、高浓度平均回收率分别为 100.9%、
95.9%、98.1%，RSD 分别为 4.1%、2.2%、2.1%。
2.3.7　稳定性试验　取混合对照品溶液分别于室

温 放 置 0、2、4、7、12、36、43、49、125 h 后
进样测定，结果 2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯
胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯的峰面积
RSD 分别为 2.0%、1.4%、2.2%、1.6%，表明混
合对照品溶液在 125 h 内稳定。供试品溶液分别
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于室温放置 0、2、4、6、17、51、80 h 后进样测定，
结果 2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺
酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯峰均未检出，表明供试
品溶液在 80 h 内稳定。
2.3.8　样品测定　取甲磺酸妥舒沙星 3 批次（批
号分别为 201102、201103、201201）样品，按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，进样测定，
结果样品中均未检出 2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟
苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯。
2.3.9　强制降解试验
　　① 酸破坏供试品溶液：精密称取本品约 25 
mg，置 25 mL 量瓶中，加 1 mol·L－ 1 的盐酸溶
液 1 mL，放置 24 h，加 1 mol·L－ 1 的氢氧化钠
溶液 1 mL 中和，用乙腈 - 水（80 ︰ 20）使溶解并
稀释至刻度，摇匀，作为酸破坏供试品溶液。
　　② 碱破坏供试品溶液：精密称取本品约 25 
mg，置 25 mL 量瓶中，加 1 mol·L－ 1 的氢氧化
钠溶液 1 mL，放置 24 h，加 1 mol·L－ 1 的盐酸
溶液 1 mL 中和，用乙腈 - 水（80 ︰ 20）使溶解并
稀释至刻度，摇匀，作为碱破坏供试品溶液。
　　③ 氧化破坏供试品溶液：精密称取本品约 25 
mg，置 25 mL 量瓶中，加 30% 的过氧化氢溶液 1 
mL，放置 24 h，用乙腈 - 水（80 ︰ 20）使溶解并
稀释至刻度，摇匀，作为氧化破坏供试品溶液。
　　④ 高温破坏供试品溶液：取本品适量，在
105℃破坏 24 h，精密称取约 10 mg，置 25 mL
量瓶中，加 12 mL 乙腈溶解后，用水稀释至刻
度，摇匀，作为高温破坏供试品溶液。
　　⑤ 光照破坏供试品溶液：取本品适量，在
光照（4500±500）lx 放置 5 d，精密称取约 25 
mg，置 25 mL 量瓶中，用乙腈 - 水（80 ︰ 20）使
溶解并稀释至刻度，摇匀，作为光照破坏供试品
溶液。
　　取酸破坏供试品溶液、碱破坏供试品溶液、
氧化破坏供试品溶液、高温破坏供试品溶液和光
照破坏供试品溶液按“2.1”项下色谱条件进样测
定，记录色谱图，见图 2。结果供试品在酸、碱、
氧化、高温和光照条件下均未检测到遗传毒性杂
质 2，4- 二氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸
甲酯和对甲苯磺酸乙酯。
3　讨论

3.1　波长选择

　　采用二极管阵列检测器在全波长下（200 ～ 

400 nm）进行扫描，2，4- 二氟苯胺、2，6- 二
氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯在

（225±2）nm 处均有最大吸收，峰形较好，灵敏
度高，分离度好，故选择 225 nm 为检测波长。
3.2　色谱条件选择

　　在柱温方面，考察了柱温 33、35 和 37℃对
色谱分离效果的影响，结果表明柱温对分离效果
和峰形影响不大，本试验选择柱温为 35℃。在流

图 2　酸破坏溶液（A）、碱破坏溶液（B）、氧化破坏溶液（C）、高

温破坏溶液（D）、光照破坏溶液（E）HPLC 图

Fig 2　HPLC chromatogram of acid hydrolytic solution（A），base 
hydrolytic solution（B），oxidative degradation solution（C），heat 
degradation solution（D），and photolytic degradation solution（E）
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速方面，考察了流速 0.7、0.8、0.9 mL·min－ 1，
结果表明流速对分离效果和峰形影响不大，本试
验选择流速为 0.8 mL·min－ 1。在色谱柱方面，
考察了型号为 CAPCELL PAK C18（4.6 mm×250 
mm，5 μm）共两根不同序列号的色谱柱，色谱
柱分离效果均较好。
3.3　遗传毒性杂质限度

　　人用药品注册技术要求国际协调会（ICH）
制定了评估和控制药物中 DNA 反应性（致突变）
杂质以限制潜在的致癌风险指导原则 ICH M7
（R1），主要用于致突变杂质的鉴别、分类、界定
和控制，以限制潜在的致癌风险。ICH M7（R1）
中将遗传毒性杂质分为 5 类，计算可摄入量的方
法有 3 种：第 1 种根据毒理学关注阈值（TTC）
计算的可接受摄入量；第 2 种根据化学物特异性
风险评估计算可接受摄入量；第 3 种根据给药周
期调整计算可接受摄入量。甲苯磺酸妥舒沙星的
最大日服用剂量（MDD）为 0.6 g·d－ 1，用药周
期小于 1 个月，单个基因毒性杂质每日最大耐受
量（TTC）为 120 μg·d－ 1，单个基因毒性杂质限
度按照以下公式计算：限度＝ TTC/MDD，根据
公式可计算出甲苯磺酸妥舒沙星中含有 2，4- 二
氟苯胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对
甲苯磺酸乙酯的可接受的限度为 0.02%。
3.4　小结

　　本研究建立了 HPLC 法同时测定甲苯磺酸妥
舒沙星中 4 种遗传毒性杂质含量的方法，专属性
强，灵敏度高，准确度高，能够满足限度要求，
适用于甲苯磺酸妥舒沙星原料药中 2，4- 二氟苯
胺、2，6- 二氟苯胺、对甲苯磺酸甲酯和对甲苯
磺酸乙酯含量的同时测定。
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伏立康唑致肝损伤风险预测模型的构建与验证

刘丽春，杨万枝，彭杰成，胡章海*（安徽医科大学附属安庆第一人民医院，安徽　安庆　246003）

摘要：目的　分析伏立康唑致肝损伤的危险因素并建立预测模型，同时验证该模型的准确率。
方法　回顾分析 2018 年 1 月—2022 年 6 月本院使用伏立康唑治疗的 161 例住院患者信息，按
照 3∶1 的比例随机分配 120 例作为训练集，41 例作为验证集。利用训练集患者临床信息筛选
出伏立康唑致肝损伤的独立危险因素，建立预测模型并利用 ROC 曲线对模型进行评价，再利
用验证集患者信息验证该模型的准确率。结果　120 例训练集患者中共有 17 例（14.17%）发生
了药物性肝损伤。多因素 Logistic 回归分析显示用药前血浆白蛋白浓度（ALB）和估算的肾小
球滤过率（eGFR）是伏立康唑致肝损伤的独立危险因素，利用 ALB 和 eGFR 构建联合预测因
子（Y 联合）计算公式，Y 联合＝ XeGFR ＋ 14.574XALB，计算 120 例患者的 Y 联合值，绘制 ROC 曲线，
其中联合预测因子 ROC 曲线下面积最大（0.848），Youden 指数最大时（0.717），ROC 曲线最
佳临界值为 540.21。利用 41 例验证集患者信息验证该模型准确率为 85.37%。结论　ALB 和
eGFR 是伏立康唑致肝损伤的独立危险因素，临床用药过程中可以通过上述公式计算 Y 联合值，
当其小于 540.21 时，要加强用药期间肝肾功能指标监测，及时优化用药。
关键词：伏立康唑；肝损伤；危险因素；Logistic 回归；预测模型
中图分类号：R969.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2906-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.033

Construction and verification of risk prediction model of liver injury 
induced by voriconazole
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Anhui Medical University, Anqing  Anhui  246003)

Abstract: Objective  To determine the risk factors of voriconazole-induced liver injury, establish a 
prediction model, and verify the accuracy of the model. Methods  The information of 161 inpatients 
treated with voriconazole in our hospital from January 2018 to June 2022 were retrospectively 
analyzed. At the 3∶1 ratio, 120 patients were randomly assigned as the training set and the other 41 
as the validation set. The independent risk factors of voriconazole-induced liver injury were screened 
out with the clinical information of the patients in the training set. A prediction model was established 
and evaluated with ROC curves. The information of validation set was used to verify the accuracy 
of this model. Results  Totally 17 (14.17%) of 120 patients in the training set developed drug-
induced liver injury. Multivariate Logistic regression analysis showed that pre-drug plasma albumin 
concentration (ALB) and estimated glomerular filtration rate (eGFR) were independent risk factors for 
voriconazole-induced liver injury. ALB and eGFR were used to construct the joint predictor (Ycombination) 
calculation formula, Ycombination ＝ XeGFR ＋ 14.574XALB. This formula was used to calculate the 
Ycombination value of the 120 patients and obtain the ROC curves, in which the area of the joint predictors 
under the ROC curves was the largest (0.848). When the Youden index was the largest (0.717), the 
best critical value of the ROC curve was 540.21. The accuracy of the model was 85.37% with the 

基金项目：安徽省卫生健康委科研项目立项项目（No.AHWJ2021b103）；安庆市第一人民医院 2021 年“三新”立项项目（No.Y2021030）。
作者简介：刘丽春，女，主管药师，主要从事医院药学工作，email：1171962563@qq.com　* 通信作者：胡章海，男，副主任药师，主

要从事药事管理与医院药学工作，email：ahaqhzh@sina.com

医院药学



2907

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

　　近年来侵袭性真菌感染呈现逐渐增多趋势，
尤其是侵袭性曲霉病，已成为免疫力低下人群危
及生命的主要并发症之一。伏立康唑作为一种新
型三唑类抗真菌药物，其抗菌谱非常广泛而且抗
菌活性很强，目前已成为侵袭性曲霉菌感染的首
选治疗药物 [1]。随着伏立康唑使用量的增加，其
不良反应也越来越受到关注。国内外已有文献
报道了伏立康唑可引起幻觉、肝毒性、视力模
糊等 [2-3]。肝损伤作为伏立康唑的主要不良反应，
目前少有风险预测模型的构建。本研究采用二元
Logistic 回归和 ROC 曲线来建立伏立康唑致肝损
伤的风险预测模型，同时验证该模型的准确率，
为伏立康唑临床治疗的安全性提供参考。
1　材料与方法
1.1　研究对象
　　通过医院 HIS 系统收集 2018 年 1 月—2022
年 6 月在安徽医科大学附属安庆第一人民医院使
用伏立康唑注射液治疗的住院患者信息。纳入标
准：① 年龄≥ 18 岁；② 微生物培养结果显示真
菌感染或者经验性的使用伏立康唑治疗；③ 用药
时间≥ 3 d。排除标准：① 使用伏立康唑前总胆
红素（TBIL）、谷草转氨酶（AST）、谷丙转氨酶
（ALT）、碱性磷酸酶（ALP）大于正常值上限；
② 入院诊断或影像学检查已有肝损伤的相关诊
断；③ 使用伏立康唑前后相关检查指标不全者。
1.2　方法
1.2.1　收集资料　收集患者的一般资料信息（性
别、年龄）、伏立康唑的用药天数、用法用量、合
并用药情况（与伏立康唑联用≥ 3 d 的药物）、用
药前的化验基线指标 [ 如血浆总蛋白浓度（TP）、
血 浆 白 蛋 白 浓 度（ALB）、ALT、AST、TBIL、
ALP、凝血酶原时间（PT）、血红蛋白（HGB）、
降钙素原（PCT）、纤维蛋白原（FIB）、血清肌
酐（Scr）、国际标准化比值（INR）等 ]、腹部影
像学检查、微生物培养结果、肝炎病史、临床诊
断等基本信息资料。通过简化 MDRD 公式计算
估算的肾小球滤过率（eGFR），eGFR ＜ 90 mL/
（min·1.73 m2）为肾功能不全 [4-5]。
1.2.2　药物性肝损伤的判定标准　按照 2017 年我
国《药物性肝损伤诊治指南》，用药后出现下列

任一情况即可判定为药物性肝损伤：① ALT ≥ 3 
倍正常上限（ULN）；② ALP ≥ 2 ULN[6]。
1.2.3　肝损伤因果关系综合评估　根据上述指南推
荐的 Roussel Uclaf 因果关系评估（RUCAM）量表，
对伏立康唑与肝损伤的因果关系进行评分，＞ 8 分
为极可能；6 ～ 8 分为很可能；3 ～ 5 分为可能。
1.3　统计学方法
　　使用 SPSS 23.0 软件统计分析，对符合正态
性分布的计量资料，组间比较采用 t 检验且以平
均值 ±标准差表示，不符合正态性分布的计量
资料，采用中位数（四分位数间距）表示，组间
比较采用 Man-Whitney U 检验；二分类变量采用
χ2 检验。使用单因素方差分析和二元 Logistic 回
归分析来确定伏立康唑致肝损伤的 OR 值和置信
区间（95%CI），单因素分析中 P ＜ 0.05 的变量，
用二元 Logistic 回归分析来确定伏立康唑致肝损
伤的危险因素，建立预测模型，利用 ROC 曲线
评价预测模型效力，并通过验证集对预测模型进
行外部验证。P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
2　结果
2.1　基本情况
　　共纳入 2018 年 1 月—2022 年 6 月 359 例在
本院使用伏立康唑进行治疗的患者，将符合标准
的 161 例作为研究对象，按照 3∶1 的比例随机
分配 120 例作为训练集，41 例作为验证集。对
于 120 例训练集患者信息进行单因素分析，其
中正常组 103 例（男 67 例，女 36 例），年龄中
位数为 73.00（62.50 ～ 80.00）岁，肝损伤发生
组 17 例（男 12 例，女 5 例），年龄中位数 77.00
（70.00 ～ 82.50）岁，见表 1。
2.2　肝损伤的发生与转归
　　本研究的 120 例训练集患者中，17 例发生了
肝损伤。按照 RUCAM 量表评分，极可能 5 例，
很可能 7 例，可能 5 例。肝损伤发生后 12 例在
继续使用伏立康唑的同时加用保肝药（还原型谷
胱甘肽或者异甘草酸镁），有 10 例恢复正常，1
例较前好转，1 例无效；4 例伏立康唑停药后加
用保肝药，3 例恢复正常，1 例较前好转；1 例换
用卡泊芬净注射液后，肝功能较前有所改善。
2.3　单因素分析

information of the 41 patients in the validation set. Conclusion  ALB and eGFR are independent risk 
factors for voriconazole-induced liver injury. The above formula can be used to calculate Ycombination in 
clinical medication. When less than 540.21, it is necessary to strengthen the monitoring of liver and 
kidney function indicators, and optimize medication scheme in time. 
Key words: voriconazole; liver injury; risk factor; Logistic regression; prediction model
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　　通过比较分析肝损伤发生组和正常组的基本
信息、用药天数、血常规、生化指标、合并疾
病以及联合用药等情况，发现用药前 FIB、TP、

ALB、PT、INR、PCT、eGFR、合用碳青霉烯类
药物共 8 个指标差异有统计学意义（P ＜ 0.05），
另外 19 个指标差异无统计学意义，见表 1。

表 1　伏立康唑致肝损伤发生组与正常组的病例数据比较 
Tab 1　Data of voriconazole induced liver injury group and normal group

项目
肝损伤

否（n ＝ 103） 是（n ＝ 17） χ 2/ t/z P

性别（男）[n（%）] 67（65.05） 12（70.59） 0.199 0.655
年龄 / 岁 73.00（62.50，80.00） 77.00（70.00，82.50） － 1.310 0.190
用药天数 /d 10.00（7.00，14.00） 11.00（6.50，15.00） － 0.423 0.673
用量 /g 0.20（0.20，0.20） 0.20（0.20，0.20） － 0.744 0.457
首剂加量 [n（%）] 33（32.04） 7（41.18） 0.548 0.459
FIB/（g·L－ 1） 3.80±1.49 4.80±1.81 － 2.482 0.014
HGB/（g·L－ 1） 107.65±24.10 101.29±21.12 1.024 0.308
TP/（g·L－ 1） 63.05±8.40 56.94±7.19 2.829 0.005
ALB/（g·L－ 1） 35.00（31.00，37.80） 27.90（25.15，31.25） － 4.369 ＜ 0.001
ALT/（U·L－ 1） 16.00（11.00，26.00） 18.00（11.00，22.50） － 0.105 0.916
AST/（U·L－ 1） 21.00（16.00，31.00） 22.00（17.00，28.50） － 0.128 0.898
ALP/（U·L－ 1） 84.00（72.00，104.00） 91.00（72.50，112.50） － 0.719 0.472
PT/s 11.90（10.75，13.35） 12.80（11.75，15.40） － 2.224 0.026
INR 1.02（0.91，1.13） 1.07（1.00，1.32） － 2.304 0.021
PCT/（ng·mL－ 1） 0.10（0.02，0.47） 0.56（0.13，2.06） － 2.666 0.008
eGFR/ [mL/（min·1.73 m2）] 108.88（75.32，136.84） 70.73（54.01，95.14） － 2.728 0.006
真菌培养结果阳性 [n（%）] 55（53.40） 11（64.71） 0.754 0.385
合并疾病 [n（%）]
高血压 34（33.01） 8（47.06） 1.266 0.261
糖尿病 17（16.50） 4（23.53） 0.131 0.718
心功能不全 21（20.39） 7（41.18） 2.459 0.117

合用药物 [n（%）]
碳青霉烯类 38（36.89） 12（70.59） 6.816 0.009
β- 内酰胺类 43（41.75） 8（47.06） 0.168 0.682
喹诺酮类 19（18.45） 6（35.29） 1.594 0.207
糖肽类 10（9.71） 2（11.76） 0.000 1.000
他汀类 8（7.77） 4（23.53） 2.467 0.116
糖皮质激素 41（39.81） 8（47.06） 0.318 0.573
质子泵抑制剂 44（42.72） 4（23.53） 2.239 0.135

2.4　建立 Logistic 回归模型
　　以 FIB、TP、ALB、PT、INR、PCT、eGFR、
合用碳青霉烯类药物共 8 个指标（P ＜ 0.05）作为
自变量，采用二元 Logistic 回归分析，结果显示
ALB 和 eGFR 是伏立康唑导致肝损伤的独立危险因
素，见表 2。以 ALB、eGFR 两个独立危险因素建
立 Logistic 模型方程，Logit（P）＝－ 0.016XeGFR －

0.228XALB ＋ 4.800。Hosmer-Lemeshow test 检验结
果显示该模型的拟合度较好（χ2 ＝ 6.973，df ＝ 8，
P ＝ 0.539），模型准确度高达 87.5%。
2.5　ROC 曲线的预测分析
　　通过上述回归方程转换得出联合预测因子
（Y联合）的计算公式，Y联合＝ XeGFR ＋ 14.574XALB，
计算 120 例患者的 Y联合值，绘制 ROC 曲线，见
图 1。采用 ROC 曲线计算 ALB、eGFR 和联合
预测因子曲线下面积（AUC），其中联合预测

因子 AUC 最大，预测效果较其他指标高，最大
Youden 指数 0.717，最佳临界值 540.21，敏感度
0.835，特异性 0.882，见表 3。
2.6　预测模型验证
　　依据《个体预后或诊断的多变量预测模型透明
报告》（TRIPOD）[7]，对预测模型进行外部验证。
将 41 例验证集患者的 ALB、eGFR 代入 Y联合＝

XeGFR ＋ 14.574XALB，计算 Y联合值，当 Y联合值小于
540.21 时，发生肝损伤的风险较高。结果发现 35

表 2　伏立康唑致肝损伤分析结果 
Tab 2　Liver injury induced by voriconazole

项目 B S.E Wald DF P OR
95%CI

下限 上限

ALB － 0.228 0.079 8.452 1 0.004     0.796 0.682 0.928

eGFR － 0.016 0.008 4.253 1 0.039     0.984 0.970 0.999

常量      4.800 3.683 1.698 1 0.193 121.515



2909

中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No.12

例预测正确，6 例预测错误（2 例假阴性，4 例假
阳性），准确率为 85.37%。
3　讨论
3.1　肝损伤的发生率与原因
　　赵全凤等 [8] 研究表明伏立康唑致肝损伤的发
生率为 12.35%，魏栋等 [9] 研究显示其发生率为 

13.5%。本研究分析结果表明，伏立康唑致肝损
伤的发生率为 14.17%，与文献研究结果比较接
近。向丽萍等 [10] 研究表明，伏立康唑致肝毒性
主要与氧化应激和脂质代谢异常有关。Wu 等 [11]

应用靶向代谢组学的研究方法，发现在伏立康唑
致肝毒性组中与氧化应激相关的代谢物发生了改
变，谷氨酰胺 / 谷氨酸的比值显著降低，谷氨酰
胺可能转化成谷氨酸用于谷胱甘肽的生物合成，
提示氧化应激增强，最终导致肝细胞功能障碍。
3.2　肝损伤的影响因素分析
　　本研究单因素分析提示 FIB、TP、ALB、
PT、INR、PCT、eGFR、合用碳青霉烯类药物
共 8 个指标在伏立康唑致肝损伤的发生组和正常
组之间差异有统计学意义，但多因素 Logistic 回
归分析表明，只有 ALB 和 eGFR 是独立危险因
素。ALB 作为伏立康唑致肝损伤的独立危险因
素，ROC 曲线分析显示，ALB 等于 32.75 g·L－ 1

是伏立康唑引起肝损伤的临界值。如果患者 ALB
基线值小于 32.75 g·L－ 1，发生肝损伤的风险增
加。Vanstraelen 等 [12] 研究表明伏立康唑的血浆
蛋白结合率随着 ALB 的降低而降低，ALB 每降
低 1 g·L－ 1，伏立康唑的血浆蛋白结合率就降低
0.67%。因此当患者发生低蛋白血症时，游离的
伏立康唑浓度升高，药物组织分布增加，肝损伤

发生的风险亦增加。徐丙发等 [13] 研究证明当患者
ALB 小于 35 g·L－ 1 时，伏立康唑血药谷浓度增
加，不良反应发生率升高。冯婷婷等 [14] 研究了 1
例非霍奇金淋巴瘤行异基因造血干细胞移植后发
生低蛋白血症的患者，在使用伏立康唑治疗第 4 
日发生了肝损伤，分析伏立康唑致肝损伤的可能
原因之一为低蛋白血症。
　　本研究采用简化 MDRD 公式计算 eGFR，
能较准确地反映患者的肾功能。分析结果表
明 eGFR 是伏立康唑致肝损伤的独立危险因
素，ROC 曲 线 分 析 表 明 eGFR 等 于 88.49 mL/
（min·1.73 m2）是伏立康唑引起肝损伤的临界值。
当患者的 eGFR 小于 88.49 mL/（min·1.73 m2）
时，发生肝损伤的风险增加，这可能与伏立康唑
注射液的增溶剂磺丁基 -β- 环糊精钠（SBECD）
在体内累积有关。研究表明 SBECD 的清除率由
eGFR 决定，两者成正相关。当 eGFR 低时，由
于 SBECD 蓄积，引起肾小管空泡形成并激活肺
以及肝脏内巨噬细胞，导致肝毒性 [15-16]。唐嘉曦
等 [17] 研究分析表明由于 SBECD 在肾功能不全的
患者中会有不同程度蓄积，故在此类患者中使用
伏立康唑注射液时应当权衡利弊。
3.3　Logistic 模型联合 ROC 曲线对伏立康唑致肝
损伤的预测与评价
　　目前，少有文献报道构建伏立康唑致肝损伤
的风险预测模型，本研究以 ALB 和 eGFR 构建
Logistic 模型方程，绘制 ROC 曲线，计算出联合预
测因子 ROC 曲线最佳临界值为 540.21，当 Y联合值
小于 540.21 时，提示发生肝损伤的风险较大。通
过验证集验证模型准确率为 85.37%，证明该模型
对伏立康唑致肝损伤有较好的预测价值。对 Y联合

值小于 540.21 的患者，要加强用药期间肝肾功能
监测，及时发现风险优化用药。
　　本研究的不足之处在于使用伏立康唑治疗时，
很多患者未在用药前后做好相关生化监测，导致
纳入样本量有限，另外未对患者进行 CYP2C19 基
因型及血药浓度检测。今后需增加样本量，检测
患者 CYP2C19 基因型及血药浓度，优化预测模
型，进一步提高预测模型的准确度，降低肝损伤
的发生风险，确保患者用药安全。

表 3　各危险因素对肝损伤的预测价值 
Tab 3　Predictive value of various risk factors for liver injury

危险因素 最佳临界值 敏感度 特异性 Youden 指数 AUC（95%CI） P

ALB   32.75 0.650 0.941 0.592 0.832（0.714 ～ 0.949） ＜ 0.001

eGFR   88.49 0.641 0.765 0.405 0.707（0.578 ～ 0.836）      0.006

联合预测因子 540.21 0.835 0.882 0.717 0.848（0.739 ～ 0.956） ＜ 0.001

图 1　联合预测因子的 ROC 曲线

Fig 1　ROC curves of joint predictors
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利伐沙班在老年非瓣膜性房颤患者体内的群体药动学

张瑜1，王鲁君2，朱少静2*，鲁燕侠2*（1. 首都医科大学附属北京友谊医院 西药剂科，北京　100050；2. 解放军总医

院医疗保障中心 药剂科，北京　100039）

摘要：目的　建立利伐沙班在老年非瓣膜性房颤患者体内的群体药动学模型，探索影响药物体

内行为的因素，促进患者的安全用药。方法　回顾性收集某三甲医院长期服用利伐沙班的老年

非瓣膜性房颤患者的血药浓度数据、人口统计学信息（年龄、性别、体质量、体质量指数）和

生化指标（血浆白蛋白、血肌酐、谷丙转氨酶、谷草转氨酶）。采用非线性混合效应模型化方法，

构建利伐沙班在非瓣膜性房颤患者体内的群体模型，采用拟合优度检验（GOF）考察模型的拟

合优劣，Bootstrap 和可视化预测检测（VPC）对模型进行验证。结果　利伐沙班在老年非瓣膜

性房颤患者的体内行为符合一级吸收的单室模型，性别与血清肌酐可显著影响其清除率。纳入

协变量后模型的拟合优度有显著提升，Bootstrap 和 VPC 结果表明最终模型预测准确、结果稳

健。结论　临床用药前应综合考虑患者的性别与血清肌酐水平，选择合理的用药方案。
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　　利伐沙班是一种口服的Ⅹa 因子抑制剂，
可选择性地阻断Ⅹa 因子的活性位点，减少凝
血酶（凝血因子Ⅱ a）生成从而发挥抗凝作用，
不影响已生成的凝血酶活性，对生理性止血功
能影响小。其可用于具有一种或多种危险因素
（例如充血性心力衰竭、高血压、年龄≥ 75 岁、
糖尿病、卒中或短暂性脑缺血发作病史）的非
瓣膜性房颤成年患者，以降低卒中和全身性栓
塞的风险 [1-3]。
　　与其他抗凝药物一样，利伐沙班剂量不足会
导致血栓事件，药物剂量过大容易发生出血事
件。目前，利伐沙班有 10 mg、15 mg 和 20 mg
三种规格可供临床进行剂量调整。基于临床的有
效性和安全性事件进行剂量调整属于事后调整，
用药不当对患者的损伤已经产生。如何基于患者
不同的个体情况，预测患者用药剂量，实施个体
化的用药方案，成为亟待解决的临床问题 [4]。
　　本文采用群体药动学手段，对药动学和患者
的生病理指标数据进行模型化，旨在探索并定量
评估不同的协变量因素对利伐沙班体内行为的影
响，为临床实施个体化的用药提供参考。
1　资料与方法

1.1　信息采集
　　回顾性收集就诊于某三甲医院长期服用利伐
沙班进行抗凝治疗的老年非瓣膜性房颤患者，同
时收集患者的人口统计学资料（年龄、性别、体
质量、体质量指数）和生化指标（血浆白蛋白、
血肌酐、谷丙转氨酶、谷草转氨酶等）。纳入标
准：① 确诊为非瓣膜性房颤，使用利伐沙班作
为唯一的抗凝药物进行抗凝治疗，且连续服用药
物至少３ d；② 服用利伐沙班抗凝治疗期间，未
发生过血栓或出血的不良事件；③ 人口统计学
信息和生化指标数据完整；④ 接受大于１次的
利伐沙班血药浓度测定。排除标准：① 服用利
伐沙班抗凝治疗的依从性不佳；② 患者在抗凝
期间换用了不同品牌的利伐沙班；③ 临床检验
指标不全或信息丢失。
　　利伐沙班的给药方式均为每日１次，最小日
剂量为 15 mg，最大日剂量为 20 mg。服药后择
机采集患者的外周血，最大限度地使采血点均匀
分布于整个给药周期内。采用文献报道的 HPLC-
MS/MS 方法测定患者的血药浓度 [5]。
1.2　群体模型的构建
　　群体模型的构建采用 Phoenix 软件的 NLME

Population pharmacokinetics of rivaroxaban in elderly patients with  
non-valvular atrial fibrillation

ZHANG Yu1, WANG Lu-jun2, ZHU Shao-jing2*, LU Yan-xia2* (1. Department of Pharmacy, Beijing 
Friendship Hospital, Capital Medical University, Beijing  100050; 2. Department of Pharmacy,  
Center of Medical Supplies, Chinese People's Liberation Army General Hospital, Beijing  100039)

Abstract: Objective  To determine the impact factors influencing the in vivo behaviors of rivaroxaban, 
and to promote rational drug use, with population pharmacokinetic model in patients with non-valvular 
atrial fibrillation. Methods  The blood drug concentration data were retrospectively collected from 
elderly patients with non-valvular atrial fibrillation who took rivaroxaban. Patients’ demographic 
information (age, sex, body mass, and body mass index), and biochemical indexes (plasma albumin, 
serum creatinine, glutamic-pyruvic transaminase and glutamic oxalacetic transaminase) were 
also collected. Nonlinear Mixed-Effects Modeling was used to construct rivaroxaban population 
pharmacokinetic model in elderly patients. Goodness-of-fit (GOF) plots were used to assess the base and 
final population pharmacokinetic model, and Bootstrap and Visual Predictive Check (VPC) were used to 
validate the final model. Results  The in vivo behaviors of were described by one-compartment model 
with first-order absorption. The drug clearance was obviously affected by sex and serum creatinine. 
The GOF indicated that the final model was obviously improved after the incorporation of covariates 
(sex and serum creatinine). Bootstrap and VPC showed that the final model prediction was accurate and 
stable. Conclusion  Before the clinical administration, it is recommended to consider the sex and serum 
creatinine level, and choose a reasonable medication regimen.
Key words: rivaroxaban; population pharmacokinetics; sex; serum creatinine
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模 块（Certara，Inc.，Princeton）， 利 用 FOCE-
ELS 方法构建基础和最终模型，分别考察单室、
二室和三室模型拟合药动学数据，基于目标函
数值（objective function value，OFV）和诊断图，
选择最适当的模型来描述药物的体内行为。采用
指数模型描述了总体参数的个体间变异性：
　　Pi ＝ P×eη i     Eq. 1
　　Pi 和 P 分别表示参数的个体值和典型值，η i

用于表征 Pi 和 P 之间的关系，η i 符合均值为 0 方
差为ω2 的正态分布。加和型误差模型描述残差：
　　Ci ＝ C ＋ ε i     Eq. 2
　　其中 Ci 和 C 分别为观察值和预测值。ε i 表示
残留误差，该误差符合均值为 0 方差为σ2 的正态
分布。
　　采用正向加入 - 逆向剔除的方法考察协变量
对模型的影响，正向加入时 P ＜ 0.05，逆向剔除
时 P ＜ 0.01。
1.3　模型评价
　　采用拟合优度（goodness-of-fit，GOF）图评
价最终模型的优劣。GOF 包括了观测值与预测
值的散点图、条件加权残差（CWRES）与预测
散点图、CWRES 与时间之间的散点图，quantile-
quantile（QQ）图用于评估 CWRES 的分布与标准
正态分布的匹配情况。
1.4　模型验证
　　采用可视化预测检验（visual predictive check，
VPC）和 Bootstrap（1000 次）方法检验最终模型
的准确性。VPC 基于 1000 次的蒙特卡洛模拟，
计算模拟数据的 90% 预测区间（90% prediction 
interval，90%PI），与观测数据直接比较，考核模
型预测的准确的。Bootstrap 基于有放回的重采样
技术，生成 1000 套重新组合的数据，对参数进
行拟合，将参与的 95% 置信区间（95% confidence 
interval，95%CI）与最终模型的参数进行比对。
2　结果
2.1　患者信息
　　共纳入 20 例患者的 76 个血药浓度数据，纳
入患者的平均年龄为 80.95 岁，其中男性 6 例，
女性 14 例，详细信息见表 1。
2.2　群体药动学
　　一级吸收的单室开放模型可以较好地描述利
伐沙班的体内药动学行为，选其作为基础模型；
在协变量选择之后，发现药物的清除率（CL）受
性别（SEX）和血清肌酐（CR）的影响显著，最
终模型如下：
　　Ka ＝ 0.52×eη（L·h － 1）     Eq. 3
　　V ＝ 40.49×eη（L）      Eq. 4

　　CL ＝ 9.36×（CR/69.9） － 1.89×e － 0.8SEX×eη

（L·h － 1）         Eq. 5
　　0.52 L·h－ 1 是吸收速率常数（Ka）的群体典型
值，表观分布容积（V）的典型值等于 40.49 L。清
除率 CL 的群体典型值为 9.36 L·h－ 1，受血清肌酐
CR 和性别 SEX 影响，其中 69.9 为 CR 的中位数，
当性别为男性时 SEX ＝ 0，当性别为女性时 SEX ＝

1，根据患者的 CR 和 SEX，可计算对应的 CL。
　　最终的群体药动学的参数、95%CI、个体间
变异和残留误差见表 2。表征参数预测精度的指标
相对标准误（relative standard error，RSE%）均小
于 40%，所有参数的 95%CI 均未出现跨零的情况，
说明参数的拟合可靠。
2.3　拟合优度检验
　　基础和最终模型的清除率个体间变异与性别
和血清肌酐的相关性关系图见图 1。在基础模型
中，清除率的个体间变异与性别有相关性，即女
性的清除率低于男性，同时，清除率会随着血清
肌酐的增加而变小。最终模型中，表明模型中纳
入的协变量的方式是可靠的。
　　基础模型（上）和最终模型（下）的拟合优度
图见图 2，图中显示模型预测不存在系统偏差。
与基础模型相比，最终模型中的 CWRES 更接近
零线，CWRES 均匀地分布在零线周围，更趋于
正态分布。将性别和血清肌酐纳入模型后，预测
结果更加接近观测结果，诊断图均有显著改善。
2.4　模型验证
　　Bootstrap 过程中，模型成功收敛 986 次（成
功率 98.6%），最终药动学参数的典型值接近
Bootstrap 拟合结果，且均包含在其 95%CI 中，表
明了最终模型的稳健性（见表 2）。VPC 图显示了
1000 次模拟药动学数据的中位数和 90%PI 的分布
情况，并将其与观测值进行比较（见图 3）。大多
数观测值位于 90%PI 中，表明模型的预测性很好。
3　讨论
　　本研究采用非线性混合效应模型化的方法，
构建了利伐沙班在非瓣膜性房颤患者体内的群体

表 1　纳入患者的基本信息 (n ＝ 20) 
Tab 1　Demographic information of the included patients (n ＝ 20)

患者信息 均值 ±标准差（范围）

性别（男 / 女） 6/14
年龄 / 岁 80.95±3.43（75 ～ 87）
体质量 /kg 58.82±17.26（48 ～ 85）
体质量指数 /（kg·m － 2） 24.00±3.75（21.33 ～ 27.44）
白蛋白 /（g·L － 1） 40.37±12.32（34.7 ～ 90.8）
肌酐 /（mmol·L － 1） 70.60±12.97（45.8 ～ 97.9）
谷草转氨酶 /（U·L － 1） 31.75±18.77（14 ～ 82）
谷丙转氨酶 /（U·L － 1） 31.10±30.78（9 ～ 139）
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图 1　基础和最终模型的清除率个体间变异与性别和血清肌酐的相关性

Fig 1　Relationship between CL and sex/creatinine in the base and final model

图 2　利伐沙班的基础模型（A）和最终模型（B）的拟合优度图

Fig 2　GOF plots of base（A）and final（B）population pharmacokinetics model 
注（Note）：DV. 观测值（dependents value）；PRED. 预测值（prediction value）；CWRES. 条件加权残差（conditional weighted residuals）。

表 2　最终群体模型的拟合参数与 Bootstrap结果 
Tab 2　Fitting parameters of final population pharmacokinetics model and Bootstrap results

参数
参数拟合 Bootstrap

拟合值 RSE% 95%CI 个体间变异（CV%） 中位值 95%CI
V/L 40.49 28.30  17.62 ～ 63.36 40.12 40.81    7.00 ～ 69.81
CL/（L·h － 1） 9.36 9.24    7.64 ～ 11.09 30.73 8.90    7.31 ～ 11.67
Ka /（L·h － 1） 0.52 36.67  0.14 ～ 0.91 0.59 0.49      0.12 ～ 113.60
fCL-SEX － 0.80 － 18.24 － 1.10 ～－ 0.51 － － 0.77 － 1.12 ～－ 0.49
fCL-CR － 1.89 － 26.65 － 2.89 ～－ 0.88 － － 1.81 － 2.86 ～－ 0.81
残留误差（加和型，SD）

    σ  /（mg·L － 1） 70.50 9.21 57.54 ～ 83.46 － 68.72 57.55 ～ 81.22

注：fCL-SEX 为性别和清除率的相关系数；fCL-CR 为肌酐和清除率的相关系数。

Note：fCL-SEX is coefficient of sex and clearance; fCL-CR is coefficient of creatinine and clearance.

药动学模型。在选择基础模型时，二室模型的目
标函数值（918.266）与单室模型（919.788）无显
著差异；此外，本研究的稀疏采样不能支持复
杂的药动学模型，因此最终选择了一室模型对研
究数据进行药动学拟合。从目前的文献报道来
看 [6-11]，基础模型均为口服一室模型。

　　利伐沙班主要经过肝脏代谢，肾脏排泄，肾
功能可影响利伐沙班的体内过程。从目前发表的
利伐沙班群体药动学模型来看 [6-11]，患者的肾功
能（肌酐清除率、肾小球滤过率或血清肌酐）是利
伐沙班体内清除率的影响因素，本研究也证实药
物的清除率会随着血清肌酐的升高而下降，成明
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显负相关。此外，年龄也是多篇文献共同报道的
影响药物清除率的主要指标 [7-11]，但本研究中患
者人群为老年患者（均大于 75 岁），年龄分布较
窄（75 ～ 87 岁），在模型化的过程中，没有发现
年龄对药物清除率的相关影响。一篇以深静脉血
栓患者为研究对象的群体药动学模型发现，性别
对药物的清除率亦有显著影响，即男性对药物的
清除率要高于女性 [8]，本研究入组的患者虽为老
年的房颤患者，但模型筛选出的协变量是一致的。
　　利伐沙班药品说明书中表述：在中度肝损害
（Child Pugh B 类）的肝硬化患者中，利伐沙班血
药浓度可能显著升高，进而导致出血风险升高。
利伐沙班禁用于伴有凝血异常和临床相关出血风
险的肝病患者。对于中度肝损害的肝硬化患者，
如果不伴有凝血异常，可以谨慎使用利伐沙班。
这表明肝功能受损也是影响利伐沙班体内行为的
重要影响因素，本研究中仅有 3 例患者的谷丙转
氨酶和谷草转氨酶升高（＞ 40 U·L － 1），且肝损
伤程度较低，在模型化过程中未能发现上述两个
指标对药物体内行为的影响。
　　本研究的不足之处在于：仅纳入了 20 位老
年房颤患者，样本量有限，研究结果有待更大的
样本量进行确证；利伐沙班的药效学指标缺失，
如目前国内外研究较多的凝血酶原时间、活化部
分凝血活酶时间、肝素定量和Ⅹa 因子活性等。
4　小结

　　本研究构建了利伐沙班在老年非瓣膜性房颤
患者体内的群体药动学模型，结果发现性别与血
清肌酐可显著影响药物的清除率，提示临床在用
药前应综合考虑患者的性别与血清肌酐水平，选
择合理的用药方案，以确保抗凝治疗的安全性和
有效性。
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图 3　利伐沙班最终群体药动力学模型的可视化预测检验图

Fig 3　VPC plots of final population pharmacokinetics model
注：圆圈为观测值；实线为 50% 预测线，虚线分别为 5% 和

95% 预测线，虚线间的面积为 90%PI.
Note：Circles are observation；solid line is 50% predictive line，

dotted line are 5% and 95% predictive lines，the area between them is 
90% prediction interval.
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发热门诊自助云药房建设与实践

田京辉，张慧丽，陈静静，曹凯，赵亮*，田英娜（许昌市中心医院药学部，河南　许昌　461000）

摘要：目的　评价自助云药房在医院发热门诊的应用效果，为医疗机构发热门诊自助药房的

建设和优化提供参考。方法　通过对自助云药房药品目录制订、药品槽位优化和监控系统建

设的不断探索，使自助云药房得到最大化的应用。结果　经过 6 个月（2021 年 1 月—6 月）

的持续优化，日加药次数由优化前的 1.93 次降低到 0.93 次，每次加药后可调剂处方人次由

（98.58±18.38）人增加到（112.68±11.87）人，患者取药等候时间由（94.56±6.53）s 下降为

（29.44±5.38）s，患者总体满意度（70.0%）高于门诊药房（67.5%），优化前后数值变化均具有

统计学意义（P ＜ 0.05）。结论　发热门诊自助云药房减少了污染区人员管理成本，提高了医

院感染防控水平，同时为探索构建医院规范化、精细化和现代化的智慧药房提供新思路。

关键词：自助云药房；发热门诊；疫情防控
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Construction of self-service cloud pharmacy in fever clinics

TIAN Jing-hui, ZHANG Hui-li, CHEN Jing-jing, CAO Kai, ZHAO Liang*, TIAN Ying-na 
(Department of Pharmacy, Xuchang Central Hospital, Xuchang  Henan  461000)

Abstract: Objective  To determine the application of self-service cloud pharmacy in hospital fever 
clinics. Methods  Through the continuous optimization (January 2021 to June 2021) and exploration of 
the mode of self-service cloud pharmacy, the application of self-service cloud pharmacy was maximized. 
Results  The number of daily dosing was reduced from 1.93 before the optimization to 0.93. After 
each dosing, the number of adjustable prescriptions increased from (98.58±18.38) to (112.68±11.87), 
patients waiting time for prescription filling decreased from (94.56±6.53) s to (29.44±5.38) s, and the 
overall patient satisfaction (70.0%) was higher than that of outpatient pharmacy (67.5%). The changes 
before and after the optimization were significant (P ＜ 0.05). Conclusion  Self-service cloud pharmacy 
in the fever clinics may reduce the cost of personnel management in the polluted area, improve the 
prevention and control of nosocomial infection prevention and control. It also provides new ideas for the 
construction of standardized, refined and modern pharmacies in hospitals. 
Key words: self-service cloud pharmacy; fever clinic; prevention and control of pandemic
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　　新型冠状病毒肺炎发生以来，发热门诊成为
医疗机构防疫抗疫的“前哨阵地”。发热门诊药
房的设置，一方面避免了医疗机构在用药环节产
生交叉感染，同时为发热门诊患者在诊疗过程中
提供专业药事服务 [1-2]。为优化发热门诊取药流
程、减少患者取药环节交叉感染风险、提高了医
院感染防控水平，我院于 2020 年 12 月建立以自
助云药房为载体的发热门诊自助取药模式。

　　自助云药房由储药单元、出药单元、视觉核
对系统、网络通信和电脑端控制系统等模块构成。
① 储药单元：具有 79 个槽位，每个槽位能储存
15 ～ 35 盒药品，总储药量为 1185 ～ 2765 盒；② 
出药单元：借助拨药电机和传输皮带的出药方式；
③ 视觉核对系统：采用视觉图像识别核对出药药
品的正确性，错误的或不确定的药品自动落到回收
站；④ 网络通信：连接医院 HIS 系统，接收医师
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开出的医嘱信息，自动解析处方数据，按照处方内
容发药；⑤ 电脑端控制系统：可控制发药机的数
字化模块核心系统，后台实时监控出药情况、库存
数量以及药品效期等。现就我院发热门诊自助云药
房使用过程中存在的问题和经验进行总结和探讨，
为医疗机构发热门诊自助云药房的建设提供参考。
1　自助云药房的取药流程及双审核制度的建立

　　自助云药房作为新兴的医疗药事服务自动化设
备，已在多家医院运行使用 [3]。医师开具处方后，
HIS 以诊间结算方式完成处方的推送工作，缴费成
功后生成取药码。设备可以通过读取取药码，识别
患者处方信息，通过出药视觉核对功能对药品的图
像进行识别，核对完成后发放药品，并留存图像以
供溯源，随后自动打印药品用法用量指导单，辅助
患者用药。药品用法用量指导单中包含药品用法用
量、服药时间、注意事项等信息，帮助患者正确使
用药物，提高用药依从性，是一个符合规定且人性
化的创新应用 [4]，其具体流程详见图 1。
　　处方合理性方面，通过在前置审方系统对发
热门诊药品设置全面而细致的规则，对医师开具
的不合理处方进行不同信号灯的拦截，并由门、
急诊审方中心进行双重审核，保证患者合理用药。
2　自助云药房应用模式的优化探索

2.1　自助云药房药品目录的制订 
　　若药品品种数量配备不合理，就会出现门、
急诊兼职药师频繁进出发热门诊补充药品的情
况。不但占用了人力资源，同时造成防护服等医
用耗材的浪费，还增加了交叉感染的风险，与云

药房“自助化”和“无人化”的使用理念相违背。
　　为避免频繁出现缺药、减少药师发热门诊药
品配送次数，药学部组织召开专题研讨会，根据
发热门诊开具的处方药品种类，以及与发热门诊
医师协商的结果，决议暂定 47 种符合要求的常用
药品中 37 种由自助取药机进行存发，其余 10 种
注射剂由兼职药师进行配送，目录见表 1。并将
此目录通过 OA 系统共享给发热门诊医师，避免
医师开具的药品超出自助云药房药品目录的范围。

图 1　自助云药房的取药流程

Fig 1　Drug collection from self-service cloud pharmacy

表 1　我院发热门诊药品目录 
Tab 1　Medicine catalogues for fever clinics in our hospital

药品类别 药品名称

解热镇痛抗炎药物 右旋布洛芬混悬液（2 g×100 mL）、对乙酰氨基酚混悬剂（4.22 g×1.25 g×1 瓶）、小儿布洛芬栓（50 mg×6 粒）、复

方锌布颗粒

抗感染药物 头孢克洛咀嚼片（0.125 g×24 片）、头孢地尼胶囊（0.1 g×20 粒）、阿莫西林克拉维酸钾片（0.457 g×12 片）、阿奇

霉素干混悬剂（0.1 g×6 袋）、阿奇霉素胶囊（0.25 g×6 粒）、罗红霉素胶囊（0.15 g×12 粒）、左氧氟沙星片（0.5 
g×10 片）、头孢丙烯分散片（0.25 g×10 片）

抗病毒药物 磷酸奥司他韦胶囊（75 mg×10 粒）、磷酸奥司他韦颗粒（15 mg×10 袋）、盐酸阿比洛尔片（0.1 g×6 片）

消化系统药物 复方消化酶胶囊、蒙脱石散（3 g×12 袋）、凝结芽孢杆菌（350 mg×30 粒）、酪酸梭菌活菌片（0.35 g×24 片）、奥美

拉唑胶囊（20 mg×28 粒）

呼吸系统药物 肺力咳合剂、氨溴特罗口服液（100 mL）、丙卡特罗（80 mL）、复方福尔可定（150 mL）、小儿肺热咳喘颗粒（4 
g×16 袋）、孟鲁司特咀嚼片（5 g×10 片）、黄龙止咳颗粒（3 g×12 袋）

清热解毒药物 连花清瘟胶囊（0.35 g×24 粒）、连花清瘟颗粒（6 g×10 袋）、去感热口服液（10 mL）、四季抗病毒合剂（10 mL）、
小儿豉翘颗粒（2 g×9 袋）、胆木浸膏口服液（10 mL）、开喉剑喷雾剂（30 mL）、小儿青翘颗粒（7.5 g×8 袋）、三

拗片（0.5 g×42 片）、双黄连颗粒（5 g×6 袋）

其他（兼职药师配送） 醋酸地塞米松磷酸钠注射液（5 mg）、复方氨基比林巴比妥注射液（2 mL）、地西泮注射液（10 mg）、注射用苯巴比

妥（0.1 g）、盐酸曲马多注射液（100 mg）、0.9% 氯化钠注射液（500 mL、250 mL）、5% 葡萄糖注射液、水合氯醛

灌肠剂（250 mL）、0.9% 氯化钠注射液（10 mL）
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2.2　自助云药房槽位的优化

　　优化自助云药房的槽位，充分利用机内空间，
保证发热门诊药品供给是一项非常重要的工作。本
文参考沈颖燕等 [5] 报道的方法，对自助云药房的
轨道利用率进行计算，得出自助云药房内药品每日
的最佳存储量，通过调节槽位宽度尽量满足所有药
品的存放，保证每日只需 1 次加药即能满足发热门
诊高峰期用药的需求，从而降低补药次数，提高工
作效率，避免交叉感染风险。优化后，槽位数增加
4 个，总储药量增加 113 盒，很大程度上提高了自
助云药房的空间利用率，具体见表 2。

表 2　优化前后机内槽位及药品的变化 
Tab 2　Changes in the slots and medicines in the machine before 

and after the optimization

阶段 槽位数 / 个 药品品种 / 种 总储药量 / 盒

优化前 79 37 1915

优化后 83 37 2028

2.3　自助云药房监控系统的建设

2.3.1　自助云药房系统端的共享　为加强自助云
药房药品的管理，不但在发热门诊设立独立的二
级库，还将自助云药房的系统端与门、急诊电脑
共享，药师可以在门、急诊药房监控发热自助云
药房，实时查看药品的数量和出药状态。同时完
成库存的查询及补药数量的添加，具体监控内容
见图 2。另外设置有库存及近效期预警机制（见
图 3、4），库存预警是机内药品库存低于警戒线
时就会通过显示不同的颜色提醒上药（红色提示
库存为 0；黄色提示库存低于警戒数量）；近效期
预警是系统通过对药品效期的自动跟踪，对不同
近效期药品显示不同的颜色（红色、橙色、黄色
分别表示失效期为 1、3、6 个月）。
2.3.2　自助云药房设备故障的监控　共享的系统端
可显示自助云药房的出药状态，当提示出药失败
时，由门、急诊药师根据相应处方信息进行调配工
作，将药品打包并在外包装袋上贴上患者信息，送
至发热门诊污染区外，通过专门窗口放置污染区内
部的桌面上，由护理人员进行核对发放给患者，全
过程形成信息化闭环管理，流程可追溯。
3　自助云药房应用模式实施效果

　　自 2020 年 12 月我院发热自助云药房正式投
入使用后，经过 6 个月对其应用模式不断的优化
探索，自助云药房做到了 24 h 无人值守地为患者
进行出药服务，2021 年 7 月使用效果已达预期：
高峰期平均每日处方量可达 300 张，非高峰期平
均每日处方量 86 张。其中自助云药房完成的发药

处方占 99.7%，急诊药房监控发药占 0.3%。
3.1　优化人力资源配置，节约防疫物资

　　在发热门诊建立自助云药房，可以撤去 24 
h 值班的药房工作人员，由原来的 3 名专职药师
变为由 1 名门、急诊药师兼职。将人力资源从发
热门诊处方调剂工作中解放出来，增加药师开展
药学技术服务的时间，提高药学服务质量和可及
性。同时降低医院防疫物资的消耗，为医院节约
人员管理成本和物资耗材成本。
3.2　减少自助云药房的补药次数，提高发药效率

　　自助云药房根据发热门诊需求制订药品目录，
并对槽位进行优化，增加机内药品的储放量，使
自动化设备得到充分利用，减少疫情期间药师的
补药频次，保障药品高效、安全供应，降低交叉
感染风险 [6]。通过对 2021 年 1 月与 2021 年 7 月
前后 1 个月数据的对比发现：日加药次数较优化
前 降 低 [1.93（2.20，2.70）vs 0.93（1.19，1.35），
Z ＝－ 6.696，P ＜ 0.001]，每次加药后可调剂处
方人次数较优化前显著增加 [（98.58±18.38）vs
（112.68±11.87），t ＝－ 3.587，P ＝ 0.001]。
3.3　减少药品调配时间

　　应用模式的持续优化，减少了药师去发热门
诊配送药品的次数，自助云药房的运行只需通
过程序控制完成自动批量快速调配发药，患者
在 20 ～ 40 s 内即能取到药品和用药指导单，配
药过程精准、高效，可显著减少处方调配时间，
降低药师工作量。不仅大大缩短患者等候取药
的时间，减少人员聚集交叉感染的风险，还可
避免在取药高峰期药师受外界及人为因素影响
而出现的调剂差错 [7-8]。通过自助云药房应用模
式优化前后 1 个月数据（2021 年 1 月与 2021 年

图 2　自助云药房系统端的监控内容

Fig 2　Monitoring of the mobile terminal of self-service cloud pharmacy
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7 月）对比发现：患者取药等候时间较优化前显
著降低 [（29.44±5.38）s vs（94.56±6.53）s，t ＝
42.798，P ＜ 0.001]。
3.4　实现全程信息化管理

　　自助云药房系统不仅储存了医师的处方信
息，还能存储药品自动调配过程中取药码扫描出
的药品和患者相关信息，实现药品从自助药房到
患者使用全过程可追溯的管理目标。此外，该自
助云药房能智能管理药品效期以及库存数量，使
药品质控管理更自动化、精细化。
3.5　提高患者就诊满意度

　　患者在医院就诊结束后手机会自动生成一份
满意度调查表，由患者或家属自愿填写。调查内
容包括就诊、缴费、取药等所有环节，其中非
常满意 8 ～ 10 分，满意 5 ～ 7 分，一般 1 ～ 4
分，不满意 0 分。2021 年 7 月，门诊药品调剂
室随机抽取发热门诊患者和门诊患者填写满意度
调查表各 200 份，对取药环节的满意度结果见表
3。自助云药房的总体满意度（非常满意＋满意，
70.0%）高于门诊药房的总体满意度（67.5%），秩
和检验显示自助云药房与门诊药房的总体满意度
差异有统计学意义（Z ＝－ 5.766，P ＜ 0.001）。

图 3　库存预警系统

Fig 3　Early warning system for the inventory

图 4　药品近效期预警系统

Fig 4　Early warning system for near-expiration drugs
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表 3　自助云药房与门诊药房满意度调查情况表比较 [n(%)] 
Tab 3　Satisfaction between self-service cloud pharmacy and 

outpatient pharmacy [n(%)]

药房 非常满意 满意 一般 不满意

自助云药房 45（22.5） 95（47.5） 60（30.0） 0（0.0）

门诊药房 55（27.5） 80（40.0） 57（28.5） 8（4.0）

4　讨论

4.1　自助云药房对疫情防控的重要性

　　国内新型冠状病毒肺炎疫情防治进入持续常
态化防控阶段，发热门诊要充分发挥“哨点”作
用，作为疫情筛查、防治的重要一站，也是感染
风险性最大的部门。到此就诊的患者中，可能携
带或感染新冠肺炎病毒的概率也是最高的，患者
在取药环节滞留时间的长短、所经的区域范围，
以及与药师接触的次数，都有可能造成潜在的交
叉感染 [9]。因此，通过建设自助云药房及优化其
取药流程，患者可在无人药房自助取药，全过程
为单向、无接触式操作，能提升医院感染控制方
面的管理水平，为我院的疫情防控工作起到了积
极作用，对未来将要面对的传染病防疫，值得推
广应用 [10]。
4.2　门、急诊药师监控自助云药房的优势

　　通过自助云药房系统端的共享，门、急诊药
师可及时查看机器内药品的库存情况，做到提前
对发热门诊药品进行补充，避免因缺药而出现患
者聚集现象的发生。另外，可对机器内药品效期
进行监控预警，保证了患者用药安全。
　　在自助取药机无法正常发药时，门、急诊药
师能快速介入，及时为患者发放所需药品，不但
避免患者在发热门诊的滞留时间，还减少了发热
门诊护士、医师打电话至急诊药房的沟通时间，
提高工作效率。
4.3　自助云药房存在的一些问题

　　关于发热门诊药品的配送问题，我院严格按
照防疫要求由门诊兼职人员完成此项工作，但配
送模式存在耗时长、效率低等弊端，已经无法满

足当前信息化时代的发展需求。如果云药房能采
取新配送服务模式，如传送带物流配送方式或智
能机器人 [11-12]，将有助于提高发热自助云药房疫
情防控时期药品供应的效率，并且形成药品流通
全过程闭环管理。
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国家集采背景下的南京某院心血管药物应用情况

张宁，马红，钱巧，王淼晶，张凤怡*（南京医科大学第四附属医院药剂科，南京　210031）

摘要：目的　分析国家集采试点扩围背景下南京某院心血管药品使用情况，为医院药事管理与临

床应用提供参考。方法　通过医院信息系统收集全院执行国家集采前后一年的心血管药品销售金

额、数量，利用药物经济学方法统计药品总消耗量、用药频度（DDDs）、药物利用指数（DUI）、

销售金额、日均费用（DDC）并对比前后差异。结果　执行集采后心血管药品大部分品种总消耗

量及 DDDs 有所增加，幅度分别为－ 25.67% ～ 51.97% 和－ 34.54% ～ 34.20%；DUI 集采前后区

间分别为 0.16 ～ 1.62 和 0.75 ～ 2.09；销售金额均有明显下降，降幅区间为 21.18% ～ 205.65%；

心血管药物的日均费用显著下降，费用节省率为 57.59% ～ 185.14%。结论　某院执行国家集采

后心血管药品费用下降，切实降低部分心血管病患者经济负担，对医改有积极促进作用。

关键词：国家集采；心血管药物；用药频度；药物利用指数；日均费用

中图分类号：R95　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2920-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.036

Use of cardiovascular drugs in a hospital in Nanjing under national 
centralized purchase

ZHANG Ning, MA Hong, QIAN Qiao, WANG Miao-jing, ZHANG Feng-yi* (Department of 
Pharmacy, The Fourth Affiliated Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing  210031)

Abstract: Objective  To analyze the use of cardiovascular drugs under expansion of national 
centralized purchase pilot project, and to provide reference for hospital pharmacy management. 
Methods  Through the hospital information system, the sales data of cardiovascular drugs in the  
hospital before and after the implementation of the national centralized purchase were compared. 
The total drug consumption, defined daily doses (DDDs), drug utilization index (DUI), sales amount 
and daily average cost (DDC) were compared by pharmacoeconomic methods. Results  After the 
implementation of centralized purchase, the total consumption and DDDs of most cardiovascular 
drugs increased by － 25.67% ～ 51.97% and － 34.54% ～ 34.20% respectively; The interval 
before and after the DUI centralized purchase was 0.16 ～ 1.62 and 0.75 ～ 2.09. The sales amount 
decreased with a decrease range of 21.18% ～ 205.65%; The average daily cost of cardiovascular 
drugs decreased obviously, and the cost saving rate was 57.59% ～ 185.14%. Conclusion  After the 
implementation of national centralized procurement, the cost of cardiovascular drugs in this hospital 
is decreased, which effectively reduces the economic burden of patients with cardiovascular diseases. 
Key words: national centralized purchase; cardiovascular drug; defined daily dose; drug utilization 
index; sales amount and daily average cost
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　　随着我国经济高速发展，社会城镇化及人口
老龄化的加速，心血管疾病发病率持续上升，居
我国城乡居民死因首位，卫生经济负担日渐加
重 [1]。为减少药费开支，推动医药卫生体制改革，
2018 年 11 月，中央全面深化改革委员会通过《国

家组织药品集中采购试点方案》，试点范围为 4 个
直辖市和 7 个较大的城市（简称“4 ＋ 7”试点工
作）；“4 ＋ 7”试点工作开展以来，25 种集中采购
药品价格大幅降低，社会舆论良好，进展顺利。
2019 年 8 月，国务院常务会议专门提出“要加快
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推进国家组织药品集中采购和使用试点扩大区域
范围工作”。2019 年 9 月，国家医疗保障局等 9
部门联合印发《关于国家组织药品集中采购和使用
试点扩大区域范围实施意见》（简称“国家集采试
点扩围”）。2019 年 11 月，江苏省医疗保障局等 9
部门联合印发《江苏省推进落实国家组织药品集中
采购和使用试点扩大区域范围工作实施方案》（苏
医保发〔2019〕95 号），南京地区于 2019 年 12 月
23 日执行首批国家集采 25 种药品。为充分了解国
家集采品种中治疗心血管疾病的药品使用情况及
实施现状，探讨国家集采对心血管慢病患者用药
影响，利用南京医科大学第四附属医院（简称“某
院”）医药信息系统采集数据予以回顾性分析。
1　资料与方法
1.1　资料来源
　　2019 年 12 月 23 日零时起南京地区首批国家
集采药品 25 个品种落地，某院执行心血管药物 8
个品种，10 个品规，分别为阿托伐他汀钙片、苯
磺酸氨氯地平片、厄贝沙坦片、厄贝沙坦氢氯噻
嗪片、福辛普利钠片、硫酸氢氯吡格雷片、氯沙
坦钾片、瑞舒伐他汀钙片。
　　利用医院药品信息系统统计执行国家集采前
一年（2018 年 12 月 23 日—2019 年 12 月 22 日）
及国家集采后一年（2019 年 12 月 23 日—2020 年
12 月 22 日）的同品种心血管药物使用情况，包
括药品规格、生产厂家、使用数量、销售金额等。
1.2　方法
　　统计执行国家集采前后某院 8 个心血管药
物品种中原研药品及国家集采中选药品的药品
总消耗量、用药频度（DDDs）、药物利用指数

（DUI）、销售金额、日均费用（DDC）并对比
前后差异。通过世界卫生组织（WHO）提供的
限定日剂量（DDD），参照《新编药物学》[2]（第
18 版）及药品说明书，来制订该药的 DDD 值。
DDD 值为治疗目的成人平均日剂量，DDDs ＝该
药品消耗总剂量 / 该药 DDD 值，DDC ＝该药品
销售金额 / 该药 DDDs。原研药或者国家集采中
标药品的 DDDs、金额占比为同组内对应原研药
或者国家集采药品的 DDDs、金额分别比上同组
内该品种所有药品的总 DDDs 和总金额。金额、
DDDs、DDC 变化幅度等于国家集采前后的两组
药品的金额、DDDs、DDC 比值。DUI ＝ DDDs/
实际用药总天数，DUI 值越接近 1 表示表明处方
日剂量未超过正常用量范围，用药越合理；＞ 1
提示用药剂量高于常用量，DUI 越高用药越不合
理。实际节省费用＝（国家集采前 DDC －国家
集采后 DDC）×国家集采后 DDDs，费用节省率
（%）＝实际费用节省 / 总使用金额 ×100%。
2　结果
2.1　执行国家集采心血管药物品种明细及集采前
后原研药品价格变化情况
　　某院执行国家集采前同品种心血管药物共 16
个品规，其中福辛普利钠片仅一种规格，中标药
品为中美上海施贵宝生产原研药，集采前同品种
为浙江华海药业仿制药。执行国家集采后同品种
原研药价格均所有下降（见表 1），降幅区间为
15.91% ～ 77.10%，其中氯吡格雷原研药（商品名：
波立维）降价幅度最大（77.10%），由 108.29 元 /
盒降为 24.8 元 / 盒，同规格价格接近国家集采中
标品种（商品名：帅信，20.85 元 / 盒）。

表 1　国家集采中标心血管药品种明细及集采前后原研药品价格变化 
Tab 1　Details of the bid winning cardiovascular drugs and the price changes in the original drugs before and after national centralized purchase

类别 通用名

国家集采药品 某院在用原研药品

规格 中标企业
价格 /

（元 / 盒）
规格 厂家

集采前价格 /
（元 / 盒）

集采后价格 /
（元 / 盒）

降价

幅度 /%
调脂药 阿托伐他汀钙片 10 mg*14 乐普制药 4.41 10 mg*7 辉瑞 55.5 25.16 54.67

阿托伐他汀钙片 20 mg*7 乐普制药 3.83
瑞舒伐他汀钙片 10 mg*14 南京正大天晴 4.18 10 mg*7 阿斯利康 46.56 38.8 16.67

抗血小板药 硫酸氢氯吡格雷片 25 mg*20 乐普药业 24.72 75 mg*7 赛诺菲 108.29 24.8 77.10
硫酸氢氯吡格雷片 75 mg*7 乐普药业 20.85

抗高血压药 厄贝沙坦片 75 mg*28 浙江华海药业 5.46 150 mg*7 赛诺菲 28.58 22.24 22.18
苯磺酸氨氯地平片 5 mg*14 国药集团容生制药 0.84 5 mg*7 辉瑞 29.58 24.01 18.83
厄贝沙坦氢氯噻嗪片 150 mg：

12.5 mg*14
浙江华海药业 14.67 150 mg：

12.5 mg*7
赛诺菲 29.22 9.8 66.46

福辛普利钠片 10 mg*14 中美上海施贵宝 11.8 10 mg*21 浙江华海 40.21 / /
氯沙坦钾片 50 mg*14 浙江华海药业 14.7 50 mg*7 默沙东 37.46 31.5 15.91

2.2　国家集采前后心血管药物消耗总量变化与目
标药物占比
　　集采后药品总消耗量变化幅度为－ 25.67% ～ 

51.97%，除福辛普利片外均大幅度提升，总消耗
增加前三的品种为阿托伐他汀钙片、厄贝沙坦氢
氯噻嗪片、厄贝沙坦片。原研药品消耗的变化幅
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度为－ 60.41% ～ 24.77%，消耗量较集采前降低的
均为抗高血压药品种，其中厄贝沙坦氢氯噻嗪片

消耗量集采后降低 60.41%（见表 2）。

表 3　国家集采前后心血管药物 DDDs变化及中标品种、原研药品占比 
Tab 3　DDDs of cardiovascular drugs, bid winning varieties and proportion of original drugs before and after the national centralized purchase

分类 通用名
DDD/

mg
国家集采前 国家集采后 DDDs

变化幅度 /%DDDs 原研药品占比 /% DDDs 中标品种占比 /% 原研药品占比 /%
调脂药 阿托伐他汀钙片 20 241 669.00 32.24 367 255.00 66.84 26.47 34.20

瑞舒伐他汀钙片 10 602 356.50 34.44 666 911.00 52.82 32.96 9.68
抗血小板药 硫酸氢氯吡格雷片 75 193 398.33 42.04 217 176.67 57.44 42.56 10.95
抗高血压药 厄贝沙坦片 150 116 168.00 100.00 154 581.00 46.27 53.73 24.85

苯磺酸氨氯地平片 5 484 672.00 35.27 516 201.00 55.01 29.81 6.11
厄贝沙坦氢氯噻嗪片 162.5 303 613.00 2.09 405 779.00 47.80 0.62 25.18
福辛普利钠片 10 2275.00 / 1691.00 100.00 100.00 － 34.54
氯沙坦钾片 50 127 697.00 31.28 166 065.00 72.26 27.74 23.10

表 2　国家集采前后心血管药物总消耗量变化情况 
Tab 2　Total consumption of cardiovascular drugs before and after the national centralized purchase

分类 通用名

国家集采前 国家集采后
总消耗量变化

幅度 /%
原研药品消耗

量变化幅度 /%总消耗量 /kg
原研药品

消耗量 /kg
总消耗量 /kg

中标药品

消耗量 /kg
原研药品

消耗量 /kg
调脂药 阿托伐他汀钙片 4833.38 1558.13 7345.10 4909.80 1944.12 51.97 24.77

瑞舒伐他汀钙片 6023.57 2074.26 6669.11 3522.78 2198.32 10.72 5.98
抗血小板药 硫酸氢氯吡格雷片 14 504.88 6097.73 16 288.25 9355.25 6933.00 12.30 13.70
抗高血压药 厄贝沙坦片 17 425.20 17 425.20 23 187.15 10 728.45 12 458.70 33.07 － 28.50

苯磺酸氨氯地平片 2423.36 854.76 2581.01 1419.88 769.51 6.51 － 9.97
厄贝沙坦氢氯噻嗪片 49 337.11 1031.39 65 939.09 31 518.50 408.36 33.65 － 60.41
福辛普利钠片 22.75 / 16.91 16.91 16.91 － 25.67 /
氯沙坦钾片 6384.85 1997.15 8303.25 5999.85 2303.40 30.05 15.33

2.3　国家集采前后心血管药物 DDDs 变化与目标
药物占比
　　从集采前后心血管药物 DDDs 变化幅度来看，
执行集采后大部分品种 DDDs 有所增加，变化幅
度为－ 34.54% ～ 34.20%，福辛普利钠片集采后

DDDs 下降 34.54%。集采前后原研药品 DDDs 占比
变化不大，集采后中标药品 DDDs 占比最高前三的
品种为福辛普利钠片、氯沙坦钾片、阿托伐他汀钙
片，原研药品 DDDs 占比较集采前增加的品种为硫
酸氢氯吡格雷片、福辛普利钠片，详见表 3。

2.4　国家集采前后心血管药物品种 DUI 变化
　　集采前药品 DUI 区间为 0.16 ～ 1.62，集采
后为 0.75 ～ 2.09。原研药品集采前后 DUI 值较
为接近，仅阿托伐他汀片原研集采前后 DUI 差值
较大。集采后中标品种 DUI 大部分高于原研药
品，厄贝沙坦片和硫酸氢氯吡格雷片集采后中标
品种略低于原研药品。DUI 最高品种为福辛普利
集采前为 1.62，集采后为 2.09（见表 4）。
2.5　国家集采前后心血管药物金额变化与目标药
物占比
　　执行国家集采后所有品种销售金额均有明显
下降，降幅区间为 21.18% ～ 205.65%。集采后销
售金额降幅前三品种为：福辛普利钠片、硫酸氢
氯吡格雷片、苯磺酸氨氯地平片，原研药品销售
金额占比变化不大，集采中标品种金额占比前三
的为福辛普利钠片、硫酸氢氯吡格雷片、苯磺酸
氨氯地平片，详见表 5。

表 4　国家集采前后心血管药物品种 DUI变化情况 
Tab 4　DUI of cardiovascular drugs before and after national 

centralized purchase

分类 通用名

国家集采前 国家集采后

DUI
原研药

品 DUI
DUI

中标品

种 DUI
原研药

品 DUI
调脂药 阿托伐他汀钙片 0.16 0.06 0.75 1.01 0.57 

瑞舒伐他汀钙片 1.43 1.44 1.29 1.44 1.26 
抗血小板药 硫酸氢氯吡格雷片 1.07 1.09 1.04 1.01 1.13 
抗高血压药 厄贝沙坦片 1.18 1.18 1.16 1.10 1.22 

苯磺酸氨氯地平片 1.62 1.28 1.43 1.42 1.30 
厄贝沙坦氢氯噻嗪片 1.51 1.09 1.58 1.62 1.30 
福辛普利钠片 1.62 / 2.09 2.09 2.09 
氯沙坦钾片 1.46 1.31 1.61 1.78 1.28 

2.6　国家集采前后心血管药物 DDC 变化与费用
节省情况
　　国家集采带来的药品降价显著，因此心血管
药物的日均费用明显下滑，DDC 降幅前三品种：
硫酸氢氯吡格雷片、阿托伐他汀钙片、福辛普利
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表 5　国家集采前后心血管药销售金额变化幅度及中标品种、原研药占比 
Tab 5　Changes in sales amount of cardiovascular drugs, bid winning varieties and proportion of original drugs before and after the national 

centralized purchase

分类 通用名

国家集采前 国家集采后
销售金额变化幅

度 /%
销售总

金额 / 万元

原研药品销售

金额占比 /%
销售总

金额 / 万元

中标品种销售

金额占比 /%
原研药品销售

金额占比 /%
调脂药 阿托伐他汀钙片 259.23   46.53 155.98     7.56   57.88 － 66.19

瑞舒伐他汀钙片 274.36   45.15 178.30     7.59   67.85 － 53.87
抗血小板药 硫酸氢氯吡格雷片 199.76   66.01   78.67   56.87   43.13 － 153.92
抗高血压药 厄贝沙坦片   47.43 100.00   29.46     2.94   97.06 － 61.02

苯磺酸氨氯地平片 112.68   64.47   65.14   29.51   43.87 － 72.97
厄贝沙坦氢氯噻嗪片   78.33     3.11   56.74   13.66     0.66 － 38.04
福辛普利钠片     0.44 /     0.14 100.00 100.00 － 205.65
氯沙坦钾片   40.12   56.70   33.11   35.14   64.86 － 21.18

3　讨论
3.1　执行国家集采后心血管药物用量差异性分析
　　国家集采后某院心血管药物大部分品种总消
耗量有所增加，原研药品消耗量降低的均为抗高
血压药品种。厄贝沙坦是一种长效血管紧张素Ⅱ
受体拮抗剂，其复方制剂厄贝沙坦氢氯噻嗪用于
原发性高血压，改善血流动力学及肾功能水平，
能够治疗高血压合并 2 型糖尿病肾病 [3]。集采
后厄贝沙坦片总消耗量从 17 425.20 kg 增长至 23 
187.15 kg，增幅 33.07%。其原研药品消耗量从 17 
425.20 kg 下降为 10 728.45 kg，降幅 28.50%。总
用药频度增幅 24.85%，但原研药品 DDDs 占比降
至 53.73%，带量采购的“以量换价”得以体现，侧
面反映患者在使用高血压药物时，对于药品厂家
调整接受程度较高。中标品种的用量受政策影响，
执行带量采购临床每月必须要完成医院制订的中
标品种任务量，医保部门定期统计医院集采药品
完成量，未达标则相应扣减下一年度医保费用额
度 [4]。福辛普利是血管紧张素转化酶抑制剂，具
有降压和逆转心肌重构作用 [5]。集采后福辛普利
片 DUI 为 2.09，在后续处方点评中发现因患者大

部分使用剂量为 20 ～ 40 mg，其说明书指出常用
初始剂量为 10 mg。他汀类药物是降低动脉粥样
硬化性心血管事件主要治疗药物，其中阿托伐他
汀降低低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）效果最为
显著，临床应用广泛 [6]。阿托伐他汀钙片集采后
总消耗量增加 51.97%，DDDs 增加 34.20%，DUI
从 0.16 提升至 0.75，原研药品 DUI 从 0.06 增长为
0.57，中标品种 DUI 为 1.01，与研究报道一致 [7]，
表明受价格因素影响，集采降价后他汀类药物利
用提升，中标药品使用趋于合理，在使用过程中
安全性与原研药品无显著差异 [8]。硫酸氢氯吡格
雷片其原研药品 DUI 在集采前后无明显变化，与
中标品种 DUI 也无太大差异，考虑因集采后中
标与原研药品的价格并无太大优势。也有调查表
明，在药品降价幅度太大而宣传力度不够情况下，
患者容易对药品的质量产生怀疑，对政策有抵触
情绪；部分患者认为国产药品的疗效不及原研药
品 [9]。虽中标药品均通过一致性评价，但仅有少
量的真实世界关于疗效、安全性评价研究，在临
床使用过程中医师与患者同样存在顾虑。建议相
关部门鼓励开展基于真实世界仿制药与原研药一

钠片，集采前后原研药品 DDC 均有所下降。除硫
酸氢氯吡格雷片外，中标品种与原研药品 DDC 差
值明显，差值最大排名前三品种为阿托伐他汀钙
片、瑞舒伐他汀钙片、苯磺酸氨氯地平片。费用

节省率为 57.59% ～ 185.14%，其中阿托伐他汀钙
片节省费用 237.96 万元，福辛普利节省费用 0.18
万元，详见表 6。

表 6　国家集采前后心血管药物品种 DDC及费用节省情况 
Tab 6　Changes in DDC of cardiovascular drugs and bid winning varieties before and after the national centralized purchase

分类 通用名
国家集采前 / 元 国家集采后 / 元

节省费用 / 万元 节省费用率 /%
DDC 原研药品 DDC DDC 中标品种 DDC 原研药品 DDC

调脂药 阿托伐他汀钙片 10.73 15.86 4.05 0.59 7.19 237.96 152.56
瑞舒伐他汀钙片   4.52   6.65 2.33 0.30 5.54 125.46   70.36

抗血小板药 硫酸氢氯吡格雷片 10.62 15.47 3.49 3.45 3.54 145.65 185.14
抗高血压药 厄贝沙坦片   4.08   4.08 2.63 0.39 3.18   33.66 114.26

苯磺酸氨氯地平片   2.34   4.23 1.87 0.06 3.43   54.87   84.22
厄贝沙坦氢氯噻嗪片   2.58   4.17 2.11 0.49 1.40   47.94   84.49
福辛普利钠片   1.91 / 0.84 0.84 0.84     0.18 127.19
氯沙坦钾片   3.24   5.35 2.05 1.02 4.50   19.07   57.59
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致性研究，医院制订更完善的奖励机制和具体的
临床应用指南，激励医师优先使用价格便宜的中
标药品 [10]。
3.2　国家集中采购对患者使用心血管药物的药品
费用影响
　　因集采带来降价效应使原研药品价格有不同
程度的下降，这使得原本使用如硫酸氢氯吡格雷
片（波立维）、厄贝沙坦氢氯噻嗪片（安博诺）等
原研药的患者直观感受到国家集采政策带来的
药费降低。数据显示大部分心血管药品 DDC 与
DDDs 之间存在“价降量升”的线性关系。硫酸
氢氯吡格雷片、阿托伐他汀钙片集采前 DDC 为
10.62 元、10.73 元，集采后降为 3.49 元和 4.05
元，如患者使用集采中标品种，则 DDC 仅为 3.45
元和 0.59 元。实施集采后，阿托伐他汀钙片实际
节省费用 237.96 万元，心血管药品费用节省率为
57.59% ～ 185.14%，其中患者使用降压药中标品
种苯磺酸氨氯地平片，DDC 0.06 元，一年药费仅
不到百元，极大减轻了患者的药费负担。本研究
中厄贝沙坦氢氯噻嗪片的中标及原研品种使用金
额占比之和未达到 15%，表明医师在使用该品种
降压治疗时，大多数未选择中标药品或者原研药
品。这种做法并不可取，既不能完成医院约定的
数量，也不利患者血压控制。集采政策实施后药
品利用的经济性方面影响较为积极，患者治疗心
血管疾病的药品费用减低，但选用中标药品替代
原研药品仍然存在较大的费用节省空间，需要配
套政策进一步完善和宣传 [11]。
3.3　国家集中采购政策对公立医院带来的机遇与
挑战
　　药品集中带量采购政策作为促进医药服务供
给侧改革的重要组成部分，具有招采合一、以量
换价的特点和优势 [12]。有研究预测带量采购在公
立医院的实施效果，表明带量采购可以有效降低
药占比，影响医院医疗收入结构变化。但目前国
家集采还存在覆盖药品品种范围窄、市场份额难
以长期有效保障等潜在问题，需要不断的探索和
完善 [13]。医院对于临床科室是否优先使用中标药
品缺乏有效的评价手段，对临床科室优先使用中
标药品的考核流于形式。医师在使用中标药品的
同时更多地考虑用药安全因素，以保证药品疗效。
药师应积极为患者提供专业药学服务，通过宣传
教育和耐心讲解使患者认识到集采中标药品的确
切疗效，定期开展专项处方点评，及时制订相应
干预措施 [14]。医疗机构加强医务人员培训，在
保障中标药品用量的前提下，对不肯接受中标药

品的患者可适量采购价格适宜的非中选药品。同
时，还应通过信息系统，对集采药品及同类品种
使用情况开展监测和分析评价，提升精细化管理
水平 [15]。
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利巴韦林用于慢性丙型肝炎病毒感染者的 
群体药动学文献分析

李国兴1，2，舒家华1，2，陈松1，2，向秋林1，2，余娴2*（1.重庆医科大学药学院，重庆　400016；2.重庆医科大学

附属第二医院Ⅰ期临床试验中心，重庆　400010）

摘要：目的　为利巴韦林用于慢性丙型肝炎病毒感染治疗的临床合理用药及个体化治疗提供参

考。方法　检索 PubMed、Embase、CNKI、万方等数据库中发表的利巴韦林的群体药动学相关

文献，总结其研究特征、模型特征，分析协变量对利巴韦林 CL/F 的影响。结果　共纳入 9 篇文

献，研究人群为 18 ～ 81 岁的慢性丙型肝炎病毒感染者；利巴韦林药动学特征符合二室或三室模

型；CL/F 典型值范围为 13.1 ～ 21.5 L·h－ 1；显著影响利巴韦林 CL/F 的协变量有：性别、体质量、

肾功能以及 ITPA 基因多态性。女性患者相较于男性患者 CL/F 较低；体质量越大的患者表现出更

高的 CL/F；肾功能受损的患者 CL/F 降低；与野生型患者相比 ITPA 基因变异型患者的 CL/F 较低。

结论　利巴韦林用于慢性丙型肝炎病毒感染者的临床用药方案需要考虑的因素包括性别、体质

量、肾功能以及 ITPA 基因多态性，仍需更多研究来考察这些因素对利巴韦林药动学参数的影响。

关键词：利巴韦林；慢性丙型肝炎病毒感染；群体药动学；表观清除率；影响因素

中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2925-06
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Population pharmacokinetics literature analysis of ribavirin in patients 
with chronic hepatitis C virus infection

LI Guo-xing1, 2, SHU Jia-hua1, 2, CHEN Song1, 2, XIANG Qiu-lin1, 2, YU Xian2* (1. College of 
Pharmacy, Chongqing Medical University, Chongqing  400016; 2. Department of Phase I Clinical 
Trial Center, The Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing  400010)

Abstract: Objective  To provide reference for the rational administration and individualized therapy 
of ribavirin for chronic hepatitis C virus infection. Methods  Literatures related to population 
pharmacokinetics of ribavirin in PubMed, Embase, CNKI and WanFang Data were searched. The study 
characteristics and model characteristics were summarized, and the influence of covariates on ribavirin 
CL/F was analyzed. Results  Totally 9 literatures were included. The study population was 18 to 81 years 
old patients with chronic hepatitis C virus infection. The pharmacokinetic characteristics of ribavirin fit 
the two-compartment or three-compartment model. The typical values of CL/F range from 13.1 to 21.5 
L·h－ 1. The covariates that greatly affected ribavirin CL/F included gender, body mass, renal function 
and ITPA gene polymorphism. Female patients had lower CL/F than male patients; heavier patients 
showed higher CL/F; patients with impaired renal function had lower CL/F, while patients with ITPA 
genotype variants had lower CL/F than patients with wild-type. Conclusion  Factors to be considered 
in the clinical dosing regimen of ribavirin for patients with chronic hepatitis C virus infection include 
gender, body mass, renal function, and ITPA gene polymorphism. More studies are needed to detemine 
the effect of population factors on the pharmacokinetic parameters of ribavirin. 
Key words: ribavirin; chronic hepatitis C virus infection; population pharmacokinetics; apparent 
clearance; influence factor
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　　利巴韦林（ribavirin，RBV）作为广谱抗病
毒的核苷类药物，其主要代谢物三磷酸利巴韦林
（RTP）通过结合病毒 mRNA 聚合酶的核苷酸结合
位点进而抑制该酶的活性，从而减少病毒的复制
和蛋白质的合成 [1]。临床上利巴韦林常与直接抗
病毒药物（direct antivirial agents，DAAs）联合用
于丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）感染者
的治疗 [2]，也可用于呼吸道病毒引起的病毒性肺
炎与支气管炎、皮肤疱疹感染以及儿童手足口病
的治疗 [3-5]。
　　利巴韦林的口服生物利用度为 52% ～ 64%[6]，
经胃肠道吸收后，通过核苷转运体广泛分布于
体内的各种细胞。利巴韦林在体内有两种代谢途
径：一种为在有核细胞中可逆性磷酸化，经腺苷
激酶或 5’- 核苷酸酶磷酸化成一磷酸利巴韦林
（ribavirin monophosphate，RMP），再由其他细胞
激酶进一步磷酸化为二磷酸利巴韦林（ribavirin 
diphosphate，RDP）和三磷酸利巴韦林（ribavirin 
triphosphate，RTP）[7]；另一种途径包括脱核糖基
化和胺水解产生一种三吡咯羧酸代谢物 [8]。利巴
韦林及其代谢产物主要经肾脏和消化道排泄，口
服利巴韦林后 72 ～ 80 h 尿排泄率为 30% ～ 55%，
72 h 粪便排泄率约为 15%[8]。由于其具有较长的生
物半衰期，达到稳态浓度需较长时间，且其药动
学受多种因素影响，存在较大个体差异，导致其
安全性和有效性差异较大。
　　以定量药理学为基础的群体药动学（popula-
tion pharmacokinetics，PPK）现已被国内外广泛应
用于新药的研发和临床给药方案设计与调整 [9-10]。
PPK 研究运用经典的药动学原理结合统计学方法，
探究群体中药动学（PK）参数的典型值特征以及
影响 PK 参数的协变量；并根据建立的模型结合患
者自身因素，预测给药后的血药浓度，可定量考
察给药方案的安全性和有效性，从而为患者制订
合理的给药方案 [11-12]。
　　本研究通过检索利巴韦林用于慢性 HCV 感染
者的 PPK 文献，总结其研究特征、模型特征，并
对纳入模型的协变量进行分析，期望为临床合理
用药和个体化治疗提供参考。
1　资料与方法
1.1　检索策略
　　通过检索 Embase、PubMed、CNKI、万方数
据库中建库以来至 2022 年 3 月 31 日公开发表有
关利巴韦林 PPK 研究的相关文献。
　　英文主要检索词：（“ribavirin” OR “tribavir-
in”OR “virazole” OR “ribasphere”）AND（“popula-
tion pharmacokinetics” OR “pharmacokinetics model” 

OR “pop PK” OR “PPK” OR “nonlinear mixed effect 
model” OR “NONMEM” OR “WINNONMIX”），在
“Title”“Title/Abstract”中进行检索。
　　中文主要检索词：“利巴韦林”和（“群体
药物代谢动力学”或“群体药动学”或“群体药
动学”或“非线性混合效应模型”或“PPK”或 
“NONMEM”），在“标题”“摘要”“关键词”中进
行检索。
1.2　排除标准
　　① 非群体药动学研究的文献；② 利巴韦林用
于非慢性 HCV 感染的文献；③ 重复文献；④ 会
议记录、综述类文献。
1.3　数据分析
　　运用 Microsoft Excel 2019 工具，以表格形
式总结了每项研究的研究特征、模型特征、模型
参数和协变量等信息。每项研究中以表观清除率
（apparent clearance，CL/F）的典型值作为参考，
根据每项研究中确定的协变量范围计算人群 CL/
F 的范围，连续协变量使用最大值和最小值计算，
对于分类协变量使用 0 或 1 计算。使用 Graphpad 
Prism 8.0.2 工具绘制森林图描述协变量对利巴韦
林 CL/F 的影响。协变量对 CL/F 的影响按以下公
式计算：
　　协变量 j 对 CL/F 的影响＝（计算出的 CL/F 范
围）/（CL/Fi 典型值）×100%
　　其中，i 表示第 i 个研究，协变量 j 表示在第 i
个研究中确定的第 j 个协变量。
2　结果
2.1　文献检索
　　共检索到相关文章 62 篇，其中 PubMed 数据
库检索到 24 篇，Embase 数据库检索到 38 篇，中
文数据库未检索到相关文献。根据排除标准进行
筛选，最后共纳入 9 篇文献 [13-21]。
2.2　研究特征
　　利巴韦林 PPK 研究的基本情况见表 1。9 项
针对慢性 HCV 感染患者的研究中，患者年龄为
18 ～ 81 岁，体质量为 31.3 ～ 181 kg。研究类型包
括 PPK、PPK/PPD 研究，给药剂量为 200 ～ 1200 
mg·d－ 1，样本采集方式以稀疏采样为主，部分研
究采用稀疏采样与密集采样相结合。1 篇文献 [16]

未记录样本检测方法，其余研究的样本检测分析
方法包括 HPLC（LC）-MS 法、HPLC-UV 法，检
测下限最低为 0.05 μg·mL－ 1。1 篇文献 [13] 未记录
研究数据分析的软件信息，Wu 等 [19] 的研究采用
ADAPT 软件对数据进行拟合分析，其余研究团队
均采用 NONMEM 软件进行数据分析。
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表 1　利巴韦林群体药动学研究的基本情况 
Tab 1　Population pharmacokinetics research situation of ribavirin

研究者 研究类型 例数 年龄 / 岁 体质量 /kg
给药剂量 /

（mg·d － 1）
样本采集 分析方法 分析软件

Jen[13] PPK/PPD 1105 42（19 ～ 76） 78（38 ～ 172） 1000、1200 稀疏采样 HPLC-MS 法，检测下

限 0.05 μg·mL － 1

未记录

Jen [14] PPK/PPD 1367 44（21 ～ 68） 81（38 ～ 181） 800、1000、1200 稀疏采样 LC-MS 法，检测下限 
0.05 μg·mL － 1

NONMEM

Bruchfeld[15] PPK 63 48.6（20 ～ 71）77（46 ～ 125） 200 ～ 1200 密集采样＋

稀疏采样

HPLC-UV 法 NONMEM 
IV

Wade[16] PPK 380 44（18 ～ 71） 80（44 ～ 155） 600、800、1000、
1200

密集采样＋

稀疏采样

未记录 NONMEM 
5.1

Jin[17] PPK/PPD 144 48（41 ～ 55） 黑人：93（74 ～ 112）
白人：89（72 ～ 106）

1000、1200 稀疏采样 HPLC-MS 法 NONMEM 
6.1

Rower[18] PPK/PPD 52 54（25 ～ 78） 85.6（45 ～ 153.4） 1000、1200 稀疏采样 HPLC-MS 法，检测下

限 0.05 μg·mL － 1

NONMEM 
7.2

Wu[19] PPK 36 52（27 ～ 61） 79（56 ～ 128） 1000、1200 密集采样＋

稀疏采样

HPLC-UV 法，检测下

限 0.05 μg·mL － 1

 ADAPT V 

Mensing[20] PPK 1841 54（18 ～ 71） 77（42 ～ 129） 1000、1200 稀疏采样 LC-MS 法，检测下限 
0.098 μg·mL － 1

NONMEM 
7.3

Gopalakrishnan[21] PPK 1405 53.6（18 ～ 81）76.8（31.3 ～ 139） 400 ～ 1200 稀疏采样 LC-MS 法 NONMEM 
7.3

注（Note）：PPD. 群体药效学研究（Population pharmacodynamics）。

2.3　模型特征
　　有 2 篇文献未记录建立的房室模型，1 篇文
献未记录研究模型的公式。6 项研究表明利巴韦
林的药动学特征符合二室模型，而 Wade 等 [16] 的
研究则为三室模型。利巴韦林的 CL/F 典型值范
围为 13.1 ～ 21.5 L·h－ 1；中央室分布体积（Vc/
F）典型值范围为 472 ～ 5130 L；外周室分布体
积（Vp/F）典型值范围为 756 ～ 5400 L。模型中
CL/F 个体间变异类型包括比例型、指数型，估算
值为 6.2% ～ 40%；残差变异包括结合型、比例型、
对数型，估算值为 1.6% ～ 27%。模型协变量的
选取主要是经过嵌套模型中的“前向纳入”和“逆
向剔除”准则来筛选。最终模型的评价方法包括
诊断图、可视化预测检验、预测误差检验、自举
法、jack-knife 法、杠杆分析。利巴韦林的群体药
动学的模型特征和参数如表 2 所示。
2.4　协变量对利巴韦林 CL/F 的影响
　　这些研究从人口统计学、病理生理学、基因
多态性、药物相互作用等多方面综合考察了影响
利巴韦林 PK 参数的协变量。纳入模型的协变量
包括性别、年龄、体质量、肾功能、种族、肌苷
三磷酸酶（inosine triphosphatase，ITPA）基因多
态性、联合特拉匹韦、肝硬化。
　　根据研究中可用的模型数据评价协变量对利
巴韦林 CL/F 的影响，结果如图 1 所示。协变量
对利巴韦林 CL/F 群体典型值的改变值超过 20%
（低于 80% 或高于 125%）被认为显著影响，包

括性别、体质量、肾功能、ITPA 基因多态性。

图 1　协变量对利巴韦林 CL/F 的影响

Fig 1　Effect of covariates on ribavirin CL/F
注：横条表示计算出协变量对应的清除率与群体典型清除

率的比值范围（每个研究中 CL/F 的典型值为 100%）；体质量以

40 ～ 100 kg 计算；肾功能指标以 CrCL 值 30 ～ 120 mL·min－ 1 计算；

阴影部分在 80% ～ 125%。

Note：The horizontal bar represents the ratio range of the 
calculated covariate clearance rate to the population typical clearance rate
（the typical value of CL/F in each study is considered to be 100%）；

body mass is calculated as 40 to 100 kg；the renal function index is 
calculated by CrCL value 30 to 120 mL·min－ 1；the shaded area ranges 
from 80% to 125%. 

　　在 Jen 等 [14] 的研究中，男女性别分别的典型值
差异最为明显，女性和男性典型 CL/F 分别为 13.5 
L·h－ 1 和 18.3 L·h－ 1，男性群体 CL/F 约为女性的
140%。Mensing 等 [20] 的研究中男性群体 CL/F 约为
女性群体的 109%。根据 Bruchfeld 等 [15]、Wade 等 [16]

和 Jin 等 [17] 的研究模型，患者在 40 ～ 100 kg 的
体质量范围对应的 CL/F 与典型值相比较，分别
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表 2　利巴韦林的群体药动学模型特征及参数 
Tab 2　Characteristics and parameters of population pharmacokinetics model of ribavirin

研究者
房室

模型
模型公式 群体典型值

Jen[13] NR 女＜ 40 岁：logCL/F ＝ 2.846 ＋ 0.467 log（WT/72）－ 0.478 log（Scr）；女＞ 40 岁：

logCL/F＝2.846＋0.467 log（WT/72）－0.478 log（Scr）－0.620 log（age/40）；男＜40
岁：log CL/F ＝ 3.027 ＋ 0.540 log（WT/72）－ 0.363 log（Scr）；男＞ 40 岁：log CL/F ＝

3.027 ＋ 0.540 log（WT/72）－ 0.363 log（Scr）－ 0.444 log（age/40）

男 CL/F ＝ 21.5 L·h － 1； 
女 CL/F ＝ 17.9 L·h － 1

Jen [14] NR 女：log CL/F＝ log12.1＋ 0.441×log（WT/72）－ 0.444×log（Scr）－ 0.252×log（age/40）
男：log CL/F＝ log15.4＋ 0.514×log（WT/72）－ 0.428×log（Scr）－ 0.229×log（age/40）

女 CL/F ＝ 13.5 L·h － 1； 
男 CL/F ＝ 18.3 L·h － 1 

Bruchfeld[15] 二室

模型

CL/F ＝ 0.122CrCL ＋ 0.0414WT；Dose ＝ 0.244·Ctarget·dose interval·CL/F CL/F ＝ 13.1 L·h － 1； 
V/F ＝ 690 L

Wade[16] 三室

模型

CL/F ＝ 19.8×[1 ＋ 0.008 69×（LBW － 67）] ；V/F ＝ 4910×[10.011×（LBW-67）] CL ＝ 19.8 L·h－ 1；Vc/F ＝ 472 L；
Vp2/F ＝ 4910 L；Vp3/F ＝ 871 L

Jin[17] 二室

模型

TV CL/F ＝ CL/Fpop×（WT /75）0.75；TV Vp/F ＝ Vp/F pop×（WT /75）1.0×Race CL/F ＝ 19 L·h － 1；Vc/F ＝ 1130 
L；Vp/F ＝ 4020 L

Rower[18] 二室

模型

CL/F ＝ 12.2 ＋ 7.11（MDRD/104.7） CL/F ＝ 19.3 L·h － 1；Vc/F ＝

2960 L（女）；Vc/F ＝ 5130 L
（男）；Vp/F ＝ 2680 L

Wu[19] 二室

模型

CL/F ＝ 17.0·（CrCL/98）0.885·0.853T·0.779ITPA；Vc/F ＝ 756·（WT/79）1.29； 
Vp/F ＝ 3460·（WT/79）0.725 · 0.732SEX · 1.52ITPA；

CL/F＝17.0 L·h－1；Vc/F＝756 L；
Vp/F ＝ 3460 L

Mensing[20] 二室

模型

CL/F ＝ 427（CrCL/105）0.40 ·1.10CRHS · 1.09Male；Vc/F ＝ 1100 · 1.66 Male ； 
Vp/F ＝ 3230· 1.66 Male

CL/F ＝ 17.8 L·h － 1； 
Vc/F ＝ 1100 L；Vp/F ＝ 3230 L 

Gopalakrish-
nan[21] 

二室

模型

NR CL/F ＝ 18.0 L·h － 1；Vc/F ＝

1500 L；Vp/F ＝ 5400 L 

研究者 模型随机效应 模型纳入的协变量 协变量纳入准则 最终模型评价

Jen[13] NR CL/F：体质量、性别、年龄、Scr NR 诊断图

Jen [14] CL/F 个体间变异：24%；残差变

异性：17%
CL/F：体质量、性别、年龄、Scr ΔObj 改变服从 χ2 分布（α ＝ 0.005） 预测误差检验，可

视化预测检验

Bruchfeld[15] CL/F 个体间变异：40%；残差变

异，27%
CL/F：CrCL、体质量 OFV 下降≥ 6.6（df ＝ 1，P ≤ 0.01） NR

Wade[16] CL/F 个体间变异：16%；残差变

异：17%
CL/F：去脂体质量； 

V/F：去脂体质量

逆向剔除协变量，使得参数值变化 
20% 的临床显著性水平

Jack-knife 法

Jin[17] CL/F 个体间变异：指数型，37%；

残差变异：对数型，3%
CL/F：体质量； 

Vp/F：体质量、种族

前向纳入：OFV 下降≥ 3.84（df ＝ 1，
P ＜ 0.05）；逆向剔除：OFV 下降≥ 
10（df ＝ 1，P ＜ 0.001）

杠杆分析，诊断

图，自举法

Rower[18] CL/F 个体间变异：比例型，

35.1%
CL/F：MDRD；V/F：性别 正向纳入：OFV 下降≥ 3.84（P ≤ 

0.05）；逆向剔除：（P ＜ 0.05）
诊断图，预测误差

检验

Wu[19] CL/F个体间变异：比例型，22.9%；

残差变异：比例型，16%
CL/F：CrCL、特拉匹韦、ITPA；
   V/F：WT、性别、ITPA

Akaike 信息准则（AIC），逆向剔除：

（P ＜ 0.01）
诊断图，可视化预

测检验

Mensing[20] CL/F 个体间变异：指数型，6.2%；

残差变异：结合型，1.7%
CL/F：肝硬化、性别、CrCL； 

Vc/F 和 Vp/F：性别

前向纳入：OFV 下降＞ 6.63（df ＝ 1，
P ＜ 0.01）；逆向剔除：OFV 下降＞

10.83（df ＝ 1，P ＜ 0.001）

诊断图，可视化预

测检验，自举法

Gopalakrish-
nan[21] 

CL/F 个体间变异：指数型，6.6%；

残差变异：结合型，1.6%
CL/F：肝硬化、CrCL、种族； 

V/F：性别、体质量、种族

前向纳入：P ＜ 0.01；逆向剔除： 
P ＜ 0.001

诊断图，可视化预

测检验，自举法

注（Note）：NR：未记录；V/F：表观分布体积；TV：群体典型值；CL/Fpop：群体表观清除率平均值；Ctarget：目标药物浓度；WT：体

质量；LBW：去脂体质量；Scr：血清肌酐；MDRD：eGFR 肾小球滤过率（2006 年改良的 IMDS-MDRD）；CrCL：肌酐清除率；ITPA：肌

苷三磷酸酶基因多态性；OFV：模型目标函数值；Race：黑人＝ 1.0，白人＝ 1.5；T：不联合特拉匹韦＝ 0，联合特拉匹韦＝ 1；ITPA：野生

型＝ 0，变异型＝ 1；SEX：男＝ 0，女＝ 1；Male：男＝ 1，女＝ 0；CRHS：代偿性肝硬化患者＝ 1，失代偿性肝硬化患者＝ 0（NR：not 
recorded；V/F：apparent volume of distribution；TV：population typical value；CL/Fpop：mean population apparent clearance；Ctarget：target drug 
concentration；WT：body mass；LBW：lean body mass；Scr：serum creatinine；MDRD：eGFR glomerular filtration rate（2006 modified IMDS-
MDRD）；CrCL：creatinine clearance rate；OFV：model objective function value；Race：black ＝ 1.0，white ＝ 1.5；T：without telaprevir ＝ 0，
with telaprevir ＝ 1；ITPA：wild ＝ 0，variant ＝ 1；Male：male ＝ 1，female ＝ 0；CRHS：patients with compensated cirrhosis ＝ 1，patients 
with decompensated cirrhosis ＝ 0]。
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为 77% ～ 129%、62% ～ 124% 和 73% ～ 104%。
在 Bruchfeld 等 [15]、Rower 等 [18]、Wu 等 [19] 和
Mensing 等 [20] 的 模 型 中，CrCL 在 30 ～ 120 
mL·min－ 1 的范围内对应的 CL/F 与典型值相比较，
分别为 52% ～ 136%、73% ～ 104%、35% ～ 120%
和 61% ～ 105%，均达到显著水平。在 Wu 等 [19] 的
研究模型中，相比于野生型的患者，ITPA 变异型患
者 CL/F 约降低 25%。
3　讨论
　　临床上利巴韦林治疗慢性 HCV 感染的过
程中常发生贫血，且有显著的剂量依赖性；但
剂量不足也会减弱持续病毒应答，甚至后期复
发 [22]。Rower 等 [18] 的群体 PK/PD 研究表明，利
巴韦林给药 14 d 后稳态药物浓度维持在 4.4 ～ 6.1 
pmol/106 细胞的治疗范围，既能带来较好的持续
病毒应答，同时也能减少患者发生溶血性贫血
的风险。本研究根据已发表的利巴韦林用于慢性
HCV 的 PPK 文献，分析了各研究中协变量对利
巴韦林 CL/F 的影响。协变量对利巴韦林 CL/F 的
改变值超过 20%（低于 80% 或高于 120%）被认
为对临床用药剂量调整具有实际意义 [22]。
　　性别对利巴韦林 PK 参数的固有差异可能是
由于激素和其他生理因素对体内代谢转运体途径
的影响所致 [20]。3 项研究 [13，14，20] 中男性的 CL/
F 均高于女性群体典型值，其中 Jen 等 [14] 的研究
结果显示性别影响显著。此外，Shan 等 [23] 基于
FAERS 数据库挖掘利巴韦林联合干扰素治疗新型
冠状病毒相关的不良事件信号的研究中发现：相
比男性患者，女性患者更容易发生贫血、呕吐等
不良事件。这表明在同等的治疗剂量下，女性患
者体内药物暴露量更高，发生不良事件的风险也
相对更大。
　　利巴韦林给药剂量是基于体质量来推荐
的，常见给药剂量包括 600、800、1000、1200 
mg·d－ 1[24]。5 项研究 [13-17] 表明体质量较大的患
者具有更高的 CL/F，其临床给药方案设计往往需
要更大的剂量。体质量还对利巴韦林的 V/F 有较
大的影响，Gopalakrishnan 等 [21] 的研究中显示体
质量每变化 10 kg，相应的 Vc/F 和 Vp/F 也随之改
变约 6%。因此基于患者的体质量来选择给药剂
量依然是合理的。
　　由于利巴韦林主要经肾脏排泄，患者的肾
功能状态也很大程度地影响利巴韦林 CL/F[25]。
Bruchfeld 等 [15] 的研究发现，eGFR 的差异会导致
利巴韦林半衰期的差异较大（100 ～ 500 h），达到
稳态血药浓度的时间差异亦较大。Rower 等 [18] 的

PPD 研究表明 CrCL 越低的患者，体内利巴韦林
的暴露量更高，发生贫血的风险更大。肾功能受
损的患者以及老年患者，其较低的 CL/F 更容易
导致体内药物的蓄积，针对此类人群需要适当减
少剂量，并加强对患者血常规的监护，以减少贫
血的发生。
　　ITPA 基因编码的蛋白可将三磷酸肌苷和脱氧
三磷酸肌苷水解为单磷酸核苷酸和二磷酸，其变
异体会导致人体内的三磷酸肌苷水平升高 [26]。有
研究表明 ITPA 基因的变异可在 HCV 联合治疗
的早期阶段预防贫血，但也与血小板计数降低有
关 [27]。Wu 等 [19] 的研究表明，ITPA 变异型的患
者群体具有较低的 CL/F，可能与利巴韦林代谢过
程中 RDP 逆转化为 RMP 系数升高有关。因此，
ITPA 变异型可能不会加重利巴韦林诱导的贫血，
但仍需要考虑 CL/F 降低导致的其他潜在的影响，
如血小板计数降低。
　　本研究具有一定的局限性：首先，本研究纳
入的均为国外发表的文献，研究的人群特征亦为
国外人群特征，得到的结果可能不完全符合于国
内的人群特征；其次，由于部分文献的数据存在
缺失或未详细记录，无法对研究的每一项协变量
进行分析比较；再次，本研究主要分析了协变量
对利巴韦林 CL/F 的影响，未进一步深入探究协
变量对服药后稳态血药浓度、AUC 以及疗效的影
响。目前我国还尚未开展利巴韦林在国内人群的
相关 PPK 研究，因此仍需更多研究来考察这些人
群因素对利巴韦林 PK 参数的影响，以期为临床
上利巴韦林的个体化治疗提供理论依据。
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支气管哮喘患者 STIP1基因 rs4980524 位点多态性与 
吸入性糖皮质激素疗效关系的研究

冯文玲1，2，李静2，蒲文2，吴洁茹1，2，赵军2*（1. 新疆医科大学药学院，乌鲁木齐　830054；2. 新疆医科大学第

一附属医院药学部，乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　探究支气管哮喘患者 STIP1 基因 rs4980524 位点多态性与吸入性糖皮质激素

（ICS）疗效的关系。方法　选取 2021 年 1 月～ 2022 年 3 月就诊于本院呼吸科的 163 名哮喘

患者作为研究对象，常规给予 ICS 治疗12周。采用 KASP 法检测 STIP1 rs4980524基因多态性。

比较不同基因型患者肺功能和临床疗效。结果　STIP1 基因 rs4980524 位点在本地区存在基因

多态性，包括 TT、TG 和 GG 三种基因型。治疗前三种基因型患者之间 FEV1、FEV1/Pred%、

FVC、FEV1/FVC、PEF 差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。ICS 治疗后 STIP1 基因 rs4980524 位

点 TT 型和 TG 型患者 FEV1、FEV1/Pred%、FVC、PEF 较治疗前显著升高（P ＜ 0.05）；ICS
治疗后，GG 型患者 ΔFEV1 显著低于 TT 型、TG 型（P ＜ 0.05）。163 例患者接受 ICS 治疗后，

疗效良好的患者 110 例（67.5%），疗效不良的患者 53 例（32.5%），STIP1 rs4980524 位点 GG
型在疗效不良组的比例高于疗效良好组。结论　哮喘患者 rs4980524 位点多态性与 ICS 疗效相

关，携带变异性等位基因 G 型会降低 ICS 疗效。

关键词：支气管哮喘；吸入性糖皮质激素；STIP1；多态性；疗效
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Association between rs4980524 locus polymorphism of STIP1 gene and 
effecticacy of inhaled glucocorticoids in patients with asthma

FENG Wen-ling1, 2, LI Jing2, PU Wen2, WU Jie-ru1, 2, ZHAO Jun2* (1. College of Pharmacy, Xinjiang 
Medical University, Urumqi  830054; 2. Department of Pharmacy, The First Affiliated Hospital of 
Xinjiang Medical University, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To determine the association between rs4980524 locus polymorphism of the stress 
induced phosphoprotein 1 (STIP1) gene and the efficacy of inhaled glucocorticoids (ICS) in patients 
with asthma. Methods  From January 2021 to March 2022, 163 asthma patients in the Respiratory 
Department of our hospital were selected as study subjects and were routinely given ICS treatment 
for 12 weeks. The Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) was used to detect the STIP1 rs4980524 
gene polymorphism. The lung function and clinical outcomes of patients with different genotypes were 
compared. Results  The STIP1 gene rs4980524 locus has genetic polymorphism in the region, including 
TT, TG and GG genotypes. The differences in FEV1, FEV1/Pred%, FVC, FEV1/FVC, and PEF among 
patients with the three genotypes before the ICS treatment were not significant (P ＞ 0.05), but after the 
treatment, FEV1, FEV1/Pred%, FVC and PEF were higher in patients with TT and TG types than those 
before the treatment (P ＜ 0.05). After the ICS treatment, ΔFEV1 was lower in patients with GG-type 
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是呼吸系统中常见的
慢性疾病，是以慢性气道炎症和气道高反应为主要
特征的异质性疾病 [1]。吸入性糖皮质激素（inhaled 
glucocorticoids，ICS）是临床上治疗哮喘的一线药
物 [2]，可有效缓解患者的临床症状并改善肺功能。
然而，哮喘患者对 ICS 的反应存在明显的个体差
异 [3-4]，约 5% ～ 10% 的患者经药物治疗后症状并
未缓解或控制 [5]，患者对 ICS 治疗效果的差异除
了与药物依从性或疾病严重程度有关外，还可能
与自身的基因差异相关。研究发现，糖皮质激素
（glucocorticoid，GC）通路中的相关基因与 ICS 的
疗效高度相关 [6]，因此探讨 GC 通路基因多态性与
ICS 的关系对指导哮喘用药具有重要意义。
　　 应 激 诱 导 的 磷 酸 化 蛋 白 1（stress induced 
phosphoprotein 1，STIP1），又称为协调糖皮质激
素受体（glucocorticoid receptor，GR）的伴侣蛋白，
其通过编码参与 GR 激活的热休克组织蛋白，影
响 GC 和 GR 的结合过程，从而影响 GC 的疗效 [7]。
研究发现，STIP1 基因多态性与 ICS 治疗哮喘患者
的肺功能改善有关 [8-10]。但相关研究结论存在争议，
且国内尚未见 STIP1 基因相关的研究报道。因此，
本研究以中国新疆地区成人哮喘患者为研究对象，
探究 STIP1 基因 rs4980524 位点多态性与 ICS 治疗
哮喘之间的关系，为哮喘临床用药方案提供依据。
1　资料和方法
1.1　一般资料
　　选取 2021 年 1 月—2022 年 3 月就诊于新疆
医科大学第一附属医院呼吸科的 163 名哮喘患者
作为研究对象。其中男性 66 例，女性 97 例，年
龄 18 ～ 75 岁，平均年龄（50.44±13.78）岁，身
高（163.11±8.01）cm，体质量（67.29±13.90）kg。
　　纳入标准：① 符合《支气管哮喘防治指南
（2020 年版）》中关于哮喘的诊断标准，均为初诊
病例或既往诊断为哮喘但未进行规范治疗；② 近
4 周内无全身性糖皮质激素用药史。
　　排除标准：① 合并感染性疾病、免疫系统疾
病、恶性肿瘤的患者；② 妊娠期、哺乳期患者；
③ 对糖皮质激素禁忌者。本研究已获得本院伦理

委员会批准（伦理批号：K202103-24），所有患者
均签署了知情同意书。
1.2　方法
1.2.1　治疗方法　入组患者均根据《支气管哮喘防
治指南（2020 年版）》中关于 GC 的用药标准，在
常规对症治疗基础上，给予布地奈德福莫特罗吸
入粉剂（AstraZeneca，1 次 1 吸，每日早晚各一
次，规格：每吸 160 μg/4.5 μg，120 吸 / 支，批号：
H20140457）；连续使用 12 周，在此期间，可根
据病情按需使用硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂（Glaxo 
Wellcome，规格：100 μg/ 揿，200 揿 / 支，批号：
H20150673），以缓解哮喘急性发作期的症状。
1.2.2　基因多态性检测　血液 DNA 提取：采集
患者外周静脉血 2 mL，以 EDTA 抗凝的无菌真
空采集管采集。使用上海百敖科技公司血液 DNA
提取试剂盒（吸附柱法）提取 DNA，取 2 μLDNA
样本经 NaNo Drop 2000 进行浓度及纯度检测，
随后将 DNA 原液稀释至 10 ng·μL－ 1。STIP1 基
因 rs4980524 位点上游引物：5’-GAAGGTGACC
AAGTTCATGCTCAAGTTTGCATTTTCCACATTAA
AT-3’，下游引物：5’-GAAGGTCGGAGTCAACG
GATTAAGTTTGCATTTTCCACATTAAAG-3’。
　　委托浙江欣瑞达康生物医学技术公司采用
竞争性等位基因特异性 PCR（Kompetitive Allele 
Specific PCR，KASP）方法对基因型进行检测。
KASP 反应体系包含 2.5 μL Master Mix、0.07 μL 
Assay mix、2.5 μL DNA 模板。反应条件为：94℃
预变性 15 min，94℃变性 20 s，57℃复性 60 s，
延伸 60 s，循环 48 次。PCR 反应程序结束后将样
本置于测序仪中检测 FAM 及 VIC 荧光信号，检
测程序反应温度 30℃，时间 1 min，收集荧光信
号，仪器根据荧光信号值自动分型。
1.2.3　观察指标　观察患者基因型分布，进行
Hardy-Weinberg 遗传平衡定律检验，比较不同基
因型患者肺功能、临床疗效。
　　肺功能：治疗前和治疗 12 周后进行肺功能检
测，记录患者第一秒呼气容积（FEV1）、第一秒用
力呼气容积占预计值的百分比（FEV1/Pred%）、用

than those with TT-type and TG-type (P ＜ 0.05). After the treatment prognosis of 110 patients (67.5%) 
was good, and that of 53 (32.5%) was poor. In the poor efficacy group, the GG-type distribution at 
STIP1 rs4950928 locus was more frequent than in the good efficacy group. Conclusion  The rs4980524 
locus polymorphism is associated with ICS efficacy in asthmatic patients. The variant allele G-type may 
reduce ICS efficacy. 
Key words: asthma; inhaled glucocorticoid; STIP1; polymorphism; efficacy
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力肺活量（FVC）、第一秒呼气容积占用力肺活量
的百分比（FEV1/FVC%）、呼气流量峰值（PEF），
并计算各指标的改变量。
　　临床疗效：通过电话随访的形式，采用《支
气管哮喘防治指南（2020 年版）》中推荐的哮喘控
制测试表（asthma control test，ACT）评估哮喘
治疗后临床症状改善情况 [11]，该量表包含 5 个条
目，包括活动受限、呼吸困难频率、夜间觉醒、
使用急救药物次数和患者对哮喘控制情况的自我
评估五项内容，分值范围 5 ～ 25 分，25 分为完
全控制，20 ～ 24 分为部分控制，≤ 19 分为未控
制。本研究将未控制定义为疗效不良，将完全控
制和部分控制定义为疗效良好。
1.2.4　统计学分析　采用 SPSS 22.0 统计学软件对
所有数据进行分析。符合正态分布的计量资料以
均数 ±标准差（x±s）表示，非正态分布资料以
中位数和四分位间距表示。多组间比较用方差分
析，两组间比较用 t 检验。相同基因型比较，资

料若符合正态分布采用配对样本 t 检验，否则选
用配对秩和检验；不同基因型野生纯合型（TT）、
突变杂合型（TG）、突变纯合型（GG）三组间比
较资料符合正态分布和方差齐性，则采用单因素
方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 分析，否
则选用成组设计多样本秩和检验；计数资料以构
成比 [n（%）] 表示，比较用 χ2 检验。同时采用 χ2

检验判断基因型频率是否符合 Hardy-Weinberg 平
衡定律，P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
2　结果
2.1　STIP1 不同基因型哮喘患者基线资料比较
　　纳入患者 STIP1 基因 rs4980524 位点在新疆
地区哮喘患者中存在基因多态性，包括 TT 型 59
例（占 36.2%）、TG 型 79 例（占 48.5%）、GG 型
25 例（占 15.3%），基因型分布符合遗传平衡定
律，表明该样本具有群体代表性。三种基因型患
者年龄、体质量指数（BMI）、性别、民族比较差
异无统计学意义（P ＞ 0.05），结果见表 1。

表 1　不同基因型哮喘患者基线资料 
Tab 1　Baseline characteristics of patients with different genotypes of asthma

基因型 例数 年龄 / 岁 BMI/（kg·m － 2）
性别 [n（%）] 民族 [n（%）]

男 女 汉族 维族 其他

TT 59 37.56±21.88 22.37±5.60 28（47.5） 31（52.5） 33（55.9） 16（27.1） 10（17.0）
TG 79 41.29±20.16 23.37±5.72 30（38.0） 49（62.0） 48（60.8） 19（24.0） 12（15.2）
GG 25 46.96±20.79 23.87±4.32 10（40.0） 15（60.0） 19（76.0）   6（24.0）   0（0）

F/χ2 值 1.818 0.857 1.285 5.366
P 值 0.166 0.426 0.526 0.252

2.2　STIP1 不同基因型治疗前后肺功能指标比较

　　 治 疗 前 三 种 基 因 型 FEV1、FEV1/Pred%、
FVC、FEV1/FVC%、PEF 差 异 无 统 计 学 意 义
（P ＞ 0.05）。治疗后 TT 型、TG 型 FEV1、FEV1/
Pred%、FVC、PEF 较治疗前明显升高（P＜ 0.05），
而 GG 型肺功能各项指标较治疗前无明显升高；
治 疗 后 三 种 基 因 型 FEV1、FEV1/Pred、FVC、
PEF 组间比较无差异，而 FEV1/FVC% 存在差异，
TG 型显著高于 TT 型和 GG 型（P ＜ 0.05），结果
见表 2。
2.3　STIP1 不同基因型患者肺功能改变量的比较
　　GG 型 FEV1 改变量显著小于 TT 型和 TG 型
（P ＜ 0.05），FEV1/Pred%、FVC、FEV1/FVC、
PEF 改变量比较无明显差异（P ＞ 0.05），结果见
表 3。
2.4　STIP1 基因多态性与哮喘患者 ICS 疗效的相
关性
　　163 名患者经 ICS 规律治疗后 110 例（67.5%）
患者 ACT 得分≥ 20 分，哮喘获得良好控制，作
为疗效良好组；53 例（32.5%）患者 ACT 得分≤ 19

分，作为疗效不良组。STIP1 rs4980524 位点 GG
型在疗效不良组的比例高于疗效良好（P＜ 0.05），
结果见表 4。以哮喘患者临床疗效为因变量（疗效
不良组＝ 0，疗效良好组＝ 1），校正两组研究对
象的性别、年龄、民族等因素进行 Logistic 回归
分析，发现 GG 型是影响 ICS 疗效良好的危险因
素，结果见表 5。
3　讨论
　　随着对哮喘发病机制的不断研究和认识，大
量研究表明哮喘是由遗传因素和环境相互作用引
起的复杂性疾病。ICS 是临床上控制和治疗哮喘
的主要抗炎药物，但部分患者即使规律用药，症
状并未改善。已有研究表明 GC 通路中的部分基
因多态性对 ICS 疗效发挥重要作用 [12-13]。因此，
探究 GC 通路基因多态性与 ICS 疗效之间的关系，
对哮喘临床用药具有重要的指导意义。
　　STIP1 基因，定位于染色体 11q13.1 上，包含
14 个外显子，编码促进内源性糖皮质激素合成的伴
侣蛋白，是 GC 通路中的重要基因之一 [14]。Hawkins
等 [8] 首次在成年白人中发现 STIP1 基因 rs4980524、
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rs1011219、rs2236647 和 rs6591838 位点的基因多态
性与 ICS 反应有关，提示 STIP1 基因多态性可能是
调节哮喘患者 ICS 反应的关键因素。此外，有研究
报道在中国儿童、突尼斯人以及阿拉伯人群中发现
STIP1 基因 rs2236647 位点基因多态性与哮喘发生
风险相关 [7，9，15]。rs4980524 位于 STIP1 基因的第一

个内含子中，被认为是在转录和蛋白质水平上调节
STIP1 表达的增强子 [16]。全基因组关联研究中发现
rs4980524 基因多态性与 ICS 治疗后肺功能改善相
关，突变型患者肺功能改善显著高于野生型 [9]。上
述研究结果表明 STIP1 基因多态性与哮喘的发生和
ICS 疗效有关，但 STIP1 基因 rs4980524 位点与 ICS
疗效的关系在中国人群中未见报道。因此，本研
究借助 KASP 法，通过比较三种不同基因型患者经
ICS 治疗后肺功能指标及临床疗效，发现该位点的
基因多态性与中国成年哮喘患者对 ICS 反应有关。
　　肺功能指标能够反映哮喘患者的气道阻塞程度
和疾病严重程度，是用于判断哮喘发病及预后的客
观指标 [17]。本研究比较了哮喘患者经 ICS 治疗前后
肺功能指标 FEV1、FEV1/Pred%、FVC、FEV1/FVC、
PEF 及各指标的改变量，经 ICS 治疗 12 周后，TT
型、TG 型患者肺功能指标较治疗前明显升高，GG
型肺功能各项指标较治疗前无明显改变。此外，三
种基因型 ΔFEV1 存在差异，GG 型 ΔFEV1 低于 TT
型和 TG 型。Hawkins 等 [8] 发现 STIP1 基因 rs4980524
位点 GG 型 ICS 治疗后 ΔFEV1 显著高于 TT 型，与
本研究结果不一致，产生这种差异的原因可能与纳

表 2　STIP1不同基因型治疗前后肺功能指标比较 
Tab 2　Lung function indicators before and after the treatment with different STIP1 genotypes

基因型
FVC/L

P 值
FEV1/FVC/%

P 值
PEF/（L·S － 1）

P 值
治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

TT 2.96±1.03 3.15±0.98a 0.001 68.70±14.71 70.33±14.10 0.168 5.25±2.27 5.68±2.15a ＜ 0.001
TG 3.12±0.96 3.24±0.94a 0.002 71.96±11.85 75.30±10.34ab ＜ 0.001 5.62±1.90 6.15±1.86a ＜ 0.001
GG 3.43±1.17 3.48±1.26 0.701 66.66±14.79 69.36±14.10c 0.056 5.99±2.33 6.42±2.38 0.085
F 值 1.840 0.889 1.895 3.698 1.151 1.256
P 值 0.162 0.413 0.154 0.027 0.319 0.288

基因型
FEV1/L

P 值
FEV1/Pred/%

P 值
治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

TT 2.05±0.85  2.22±0.82a ＜ 0.001 81.04±25.72  87.22±22.62a ＜ 0.001
TG 2.25±0.80  2.44±0.78a ＜ 0.001 87.79±20.14  92.45±18.11a 0.003
GG 2.39±0.90 2.42±0.90 0.581 86.08±26.56 86.63±26.71 0.903
F 值 1.670 1.309 1.439 1.321
P 值 0.192 0.273 0.240 0.270

注：与同基因型治疗前比较，aP ＜ 0.05；与 TT 型相比，b P ＜ 0.05；与 TG 型相比，c P ＜ 0.05。
Note：Compared with the same genotype before the treatment，aP ＜ 0.05；compared with the TT-type，bP ＜ 0.05；compared with the TG-

type，cP ＜ 0.05. 

表 3　STIP1不同基因型肺功能指标改变量比较 
Tab 3　Change in lung function indicators with different STIP1genotypes

基因型 ΔFEV1/L ΔFEV1/Pred/% ΔFVC/L ΔFEV1/FVC/% ΔPEF/（L·S － 1）

TT    0.16±0.28 6.17±12.78 0.19±0.42 1.62±8.95 0.42±0.86
TG    0.19±0.29 4.66±13.53 0.11±0.32 3.20±5.87 0.53±1.11
GG － 0.01±0.17ab 0.54±22.15 0.04±0.56 3.50±7.31 0.43±1.20
F 值 5.105 1.256 1.240 0.968 0.221
P 值 0.007 0.288 0.292 0.382 0.802

注：与 TT 型比较，aP ＜ 0.05；与 TG 型比较，bP ＜ 0.05。
Note：Compared with the TT-type，aP ＜ 0.05；compared with the TG-type，bP ＜ 0.05.

表 4　不同疗效患者 STIP1基因型频率比较 [n(%)] 
Tab 4　STIP1 genotype frequencies of patients with different 

treatment outcomes [n(%)]

组别 例数
基因型

TT TG GG
疗效不良组 53 17（32.1） 21（39.6） 15（28.3）
疗效良好组 110 42（38.2） 58（52.7） 10（9.1）
χ2 10.242
P 0.006

表 5　ICS疗效的 Logistic回归分析 
Tab 5　Logistic regression analysis of ICS efficacy

因素 β Wald P 值 OR 95%Cl
TG 型      0.055 0.020 0.888 1.056 0.493 ～ 2.262
GG 型 － 1.438 7.612 0.006 0.237 0.086 ～ 0.659
常量      0.712 1.519 0.218 2.039

注：以 TT 基因型为参照。

Note：TT genotype as a reference.
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入人群的种族、样本量、患病程度以及 ICS 治疗时
间有关。提示 rs4980524 基因型与 ICS 治疗后患者肺
功能变化存在相关性，TT 型与 TG 型患者的肺功能
改善情况高于 GG 型。哮喘控制水平在一定程度上能
够反映药物的治疗反应 [18-19]。为进一步评估 STIP1 基
因 rs4980524 位点多态性对 ICS 疗效的影响，本研究
根据患者控制水平将患者分为疗效良好组和疗效不
良组，比较不同基因型在 ICS 疗效良好组和疗效不
良组基因型分布频率，结果显示 rs4980524 位点 GG
型在疗效不良组的比例高于疗效良好组。此外，在
rs4980524 位点基因型与 ICS 疗效的 Logistic 回归分
析中显示 GG 型是影响 ICS 疗效的危险因素，提示
rs4980524 位点基因型与 ICS 疗效存在相关性，但产
生这种差异的潜在机制目前还不清楚，基于 STIP1
基因的功能及其编码蛋白在糖皮质激素复合物中发
挥的作用，推测 rs4980524 位点突变可能影响 GC 与
GR 的结合过程，从而导致 ICS 疗效差异。
　　本研究仍存在一定的局限性，首先，该研
究患者的治疗药物布地奈德福莫特罗是 ICS 与长
效β 受体激动剂（long acting inhale bete2 agonist，
LABA）的复合制剂，两种药物共同作用降低气
道炎症水平、舒张气管平滑肌，从而提高肺功能、
缓解临床症状 [20]。而 LABA 在哮喘患者中可能存
在疗效差异 [21]，但这种差异是否对研究结果产生
影响暂且未知。其次，本研究的样本量较少，并
且未考虑哮喘其他基因 - 基因相互作用和非遗传
因素对 ICS 反应产生的影响，可能导致结论存在
一定的偏倚。因此在今后的研究中应继续扩大样
本量，同时更加全面地探讨 ICS 疗效产生差异的
原因，为哮喘临床用药提供新思路和方法。
　　综上，本研究结果显示 STIP1 基因 rs4980524
位点基因多态性与 ICS 疗效有关，GG 型患者经
ICS 治疗后临床症状和肺功能改善比 TT 型和 TG
型基因型差。提示 GG 型患者对 ICS 不敏感，可
能需要加大用药剂量或调整用药。
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基于蒙特卡洛模拟探讨两性霉素 B在 
真菌感染患者中的给药方案

马欢，马攀，陈勇川*（陆军军医大学第一附属医院药学部，重庆　400038）

摘要：目的　应用蒙特卡洛模拟探讨两性霉素 B 在真菌感染患者中的给药方案，以最大限度

地提高其疗效，降低毒性，促进临床用药。方法　结合成人患者的药动学参数和 9 种真菌的

最低抑菌浓度（MIC）分布，以 Cmax/MIC 为 PK/PD 模型应用 Oracle Crystal Ball（v11.1）软件

进行蒙特卡洛模拟，得到两性霉素 B 1.0 mg/（kg·d）和 0.6 mg/（kg·d）两种剂量给药方案

对念珠菌属、曲霉菌属、新型隐球菌感染的达标概率（PTA）及累积反应分数（CFR）。结果
　当 MIC ≤ 0.25 µg·mL－ 1 时，两种治疗方案的 PTA 均＞ 90%；当 MIC ≥ 0.5 µg·mL－ 1 时，

两种治疗方案的 PTA 均＜ 90%。1.0 mg/（kg·d）的两性霉素 B 仅对白假丝酵母菌、新型隐球

菌的 CFR ＞ 90%，对其余菌株的 CFR 均＜ 90%；0.6 mg/（kg·d）的两性霉素 B 对所有菌种

CFR 均未达到 90%，对新型隐球菌、白假丝酵母菌 CFR 较高，分别为 84.12%、80.55%，对黄

曲霉菌的 CFR 较低，为 3.05%；两种剂量用药方案对不同菌种的 CFR 相差较大，对念珠菌属、

新型隐球菌的抗菌活性明显优于曲霉菌属。结论　两性霉素 B 用药方案的选择在平衡疗效与

毒性的同时，需充分结合当地病原菌 MIC 分布情况及两性霉素 B 对不同菌种的活性差异。

关键词：两性霉素 B；毒性；真菌感染；蒙特卡洛模拟；药动学 / 药效学
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Amphotericin B dosage regimen for patients with fungal infection by  
Monte Carlo simulation

MA Huan, MA Pan, CHEN Yong-chuan* (Department of Pharmacy, The First Hospital Affiliated to 
Army Medical University, Chongqing  400038)

Abstract: Objective  To discuss into the administration regimen of amphotericin B in patients with 
fungal infection based on Monte Carlo simulation, to maximize its efficacy, reduce the toxicity and 
promote individualized administration. Methods  Based on the pharmacokinetic parameters of adult 
patients and the minimal inhibitory concentration (MIC) distribution of 9 fungi, Monte Carlo simulation 
was conducted with Oracle Crystal Ball (v11.1) with Cmax/MIC as the PK/PD model. The probability of 
target attainment (PTA) and cumulative fraction of response (CFR) of 1.0 mg/ (kg·d) and 0.6 mg/ (kg·d) 
against Candida, Aspergillus and Cryptococcus neoformances infection were obtained. Results  When 
the MIC ≤ 0.25 µg·mL－ 1, the PTA of both regiments was ＞ 90%. When the MIC ≥ 0.5 µg·mL－ 1, 
the PTA of both regiments was ＜ 90%. The CFR of amphotericin B at 1.0 mg/ (kg·d) against Candida 
albicans and Cryptococcus neoformans was greater than 90%, and against other strains was less than 
90%. The CFR of amphotericin B at 0.6 mg/ (kg·d) for all strains did not reach 90%, and the CFR 
Cryptococcus neoformans and Candida albicans was higher (84.12% and 80.55%), the CFR against 
Aspergillus flavus was the lowest at 3.05%. The CFR of amphotericin B at the same dose varied greatly 
for different strains, and the antibacterial activity against Candida and Cryptococcus neoformanis was 
much better than Aspergillus. Conclusion  In the selection of amphotericin B regimen, MIC distribution 

资助项目：重庆市临床药学重点专科建设项目。
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　　由于广谱抗菌药物和免疫抑制剂的广泛使用，
侵袭性真菌感染（invasive fungal infections，IFIs）
的发病率及病死率在世界范围内持续增加 [1]。根
据 2018 年我国真菌病学流行数据 [2]，在过去的 20
年中，我国念珠菌血症的发病率呈翻倍趋势，曲
霉菌病的发病率有所增加且出现了对唑类耐药的
烟曲霉，IFIs 已经成为危及生命的公共卫生问题。
两性霉素 B（amphotericin B，AMB）为多烯类抗
真菌药物，应用于临床已超过 60 年 [3]，至今为止
仍然是治疗真菌疾病的重要选择 [4]。参考目前指
南 [5-6]，AMB 是中枢神经系统真菌感染、念珠菌
心内膜炎和尿路感染的首选药物。
　　AMB 的使用会导致剂量依赖的输液反应和
肾毒性 [7]，促进了两性霉素 B 脂质体等新制剂
的研发应用。多数情况下，脂质体制剂仅能在降
低毒性方面发挥优势，在微生物学疗效方面可能
与 AMB 相当 [8-9]。更有研究显示，在相同剂量下
AMB 的抗菌活性是脂质体制剂的 4 ～ 8 倍 [10]。
虽棘白菌素类、唑类等新药的上市为真菌感染的
治疗提供了新药物，但这些新药成本高，给患
者造成极大的经济负担。基于药物经济学考虑，
AMB 仍然是发展中国家抗真菌治疗的基础药物。
　　AMB 为浓度依赖型抗真菌药物，显示出相关
的抗真菌后效应（post antifungal effect，PAFE），
其峰浓度（maximum plasma concentration，Cmax）
与真菌的最低抑菌浓度（minimal inhibition con-
centration，MIC）之比（Cmax/MIC）是药动学（phar-
macokinetics，PK）/ 药效学（pharmacodynamics，
PD）的最佳预测参数 [11]。蒙特卡洛模拟（Monte 
Carlo simulation，MCS）是基于“随机数”的计算
法，既考虑了体内药物处置过程的差异，又考虑
到不同菌株敏感性的差异，广泛应用于抗菌药物
PK/PD 领域 [12]。本研究结合 PK/PD 理论，应用
MCS 算法，比较了 AMB 基于指南推荐 [13] 及临床
实践中常用的两种剂量方案对真菌感染的达标概
率（probability of target attainment，PTA）和累积
反应分数（cumulative fraction of response，CFR），
以确定可以最大程度提高抗真菌疗效的同时降低
毒性风险的给药策略。
1　材料与方法

1.1　给药方案

　　根据目前指南 [13]，AMB 的推荐剂量范围多
为 0.6 ～ 1.0 mg/（kg·d），故本研究分别纳入了
药品说明书中的较高剂量 1.0 mg/（kg·d）及一
般治疗量 0.6 mg/（kg·d）以评估其临床疗效。
1.2　PK/PD 参数

　　目前文献报道 AMB 在人体内的药动学研究
较少，结合 AMB 的给药方案，AMB 在较高剂量
1.0 mg/（kg·d）及一般治疗量 0.6 mg/（kg·d）
下的 PK 参数分别来源于确诊或疑似真菌感染伴
中性粒细胞减少患者的临床研究 [14]、健康人类志
愿者的Ⅳ期临床研究 [15]（见表 1）。AMB 对临床常
见 5 种念珠菌、3 种曲霉菌及新型隐球菌的 MIC
分布情况来源于欧洲药敏试验委员会（European 
committee on antimicrobial susceptibility testing，
EUCAST）数据库（www.eucast.org），MIC 分布
频率见表 2。

表 1　两性霉素 B不同给药剂量的 PK参数 
Tab 1　PK parameter of different doses of amphotericin B

给药剂量 /
[ mg/（kg·d）]

Cmax/（µg·mL － 1） AUC0 ～ 24/（µg·h·mL － 1）

0.6 1.43±0.20 13.9±2.0

1.0 2.83±1.17 28.98±15.46 

1.3　MCS
　　根据 AMB 的药动学特征 [16]，Cmax/MIC ≥ 

4 ～ 10 时疗效最佳，故以 Cmax/MIC ≥ 4 作为考
察 9 种真菌活性的靶标靶值。当 MIC 为某一特
定值时，可获得靶指数的 PTA；当 MIC 为菌株
群体的分布值时，可计算 PK/PD 指数对于目标的
CFR。本研究应用 Oracle Crystal Ball（v11.1）软件
对 AMB 的两种剂量给药方案进行 MCS。设定 10 
000 次模拟 AMB 在不同剂量给药方案下的 Cmax/
MIC 估值。在模拟过程中，假定 PK 参数 Cmax 遵
循正态分布，PD 参数 MIC 遵循自定义离散分布。
根据 MIC 模拟计算出 PTA，采用菌株 MIC 分布
值获得目标菌株的 CFR。PTA 或 CFR ≥ 90%，提
示为最优选择。
2　结果

2.1　PTA 值

　　当真菌的 MIC ≤ 0.25 µg·mL－ 1 时，两种治

of local pathogenic bacteria and the activity differences of amphotericin B against different strains 
should be fully considered while balancing the efficacy and the toxicity. 
Key words: amphotericin B; toxicity; fungal infection; Monte Carlo simulation; PK/PD
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疗方案的 PTA ＞ 90%；当 MIC ≥ 0.5 µg·mL－ 1 时，
两种剂量给药方案的 PTA 均未达标，AMB 在较
高 剂 量 [1.0 mg/（kg·d）] 下 的 PTA 为 76.44%，
在一般治疗量 [0.6 mg/（kg·d）] 下的 PTA 仅为
0.18%。AMB 的两种剂量给药方案对不同 MIC 在
目标靶值下的 PTA 值见图 1。

图 1　两性霉素 B 两种剂量给药方案对 9 种真菌的 PTA 值

Fig 1　PTA of 2 amphotericin B dosage against 9 fungi

2.2　CFR 值

　　1.0 mg/（kg·d）的 AMB 对白假丝酵母菌的
CFR ＞ 90%，对光滑念珠菌、热带念珠菌、近平
滑念珠菌、克柔念珠菌的 CFR 值由高到低分别为
88.76%、87.28%、81.98%、66.89%；0.6 mg/（kg·d）
的 AMB 仅对白假丝酵母菌的 CFR ＞ 80%，对其
余念珠菌 CFR 均＜ 80%。AMB 两种给药方案对
曲霉菌属的 CFR 均＜ 80%，且对不同曲霉菌差异
较大，对烟曲霉活性最高，但 CFR 仅为 78.31%、
40.10%；对于新型隐球菌 CFR 整体较高（见表 3）。
3　讨论

　　AMB 是已知抗真菌药物中作用范围最广、耐
药率及耐药风险最低的药物 [17]。因 AMB 治疗窗
相对狭窄，不少学者建议以连续输注或改变制剂
工艺来提高耐受性和降低病死率 [18-19]。通过 MCS
建立 AMB 的 PK/PD 模型，预测出评价其临床疗

表 2　两性霉素 B对不同真菌 MIC的分布 (%) 
Tab 2　MIC distribution of amphotericin B to different fungi (%)

菌株
MIC/（µg·mL － 1）

0.008 0.016 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32

白假丝酵母菌 0.07 0.15 0.97 4.40 38.60 37.70 16.62 1.42 0.07 / / / /

光滑念珠菌 / / 0.99 1.43 23.70 45.98 25.36 2.43 0.11 / / / /

热带念珠菌 / / / 1.56 12.06 52.14 31.52 2.72 / / / / /

近平滑念珠菌 / / 1.59 2.55 8.28 36.94 44.90 5.41 / / / / 0.32

克柔念珠菌 / / / / 2.29 13.36 63.74 20.23 0.38 / / / /

烟曲霉 / 0.04 0.04 0.45 15.72 24.28 49.80 9.13 0.49 0.04 / / /

黄曲霉 / / / / / 2.90 20.29 40.10 28.50 7.25 0.48 0.48 /

黑曲霉 / / / 1.65 3.31 6.61 30.58 31.40 16.53 3.31 2.48 4.13 /

新型隐球菌 / 0.10 1.17 8.02 36.30 39.73 12.04 2.45 0.20 / / / /

注：“/”表明该 MIC 值的菌株比例为 0。
Note：“/”indicates that the proportion of strains with MIC value is 0.

表 3　两性霉素 B两种给药方案对不同真菌的 CFR (%) 
Tab 3　CFR of two dosage of amphotericin B against different fungi (%)

剂量 /[ mg/（kg·d）]
CFR

白假丝酵母菌 光滑念珠菌 热带念珠菌 近平滑念珠菌 克柔念珠菌 烟曲霉 黄曲霉 黑曲霉菌 新型隐球菌

0.6 80.55 71.31 65.54 48.94 14.80 40.10   3.05 11.72 84.12

1.0 91.45 88.76 87.28 81.98 66.89 78.31 24.63 38.94 91.46

效的最佳指标 PTA 及 CFR，可从 PK/PD 方面优
化用药方案，为临床提供借鉴参考。
　　本研究显示当 MIC ≤ 0.25 µg·mL－ 1，0.6 
mg/（kg·d）的 AMB 可满足 PTA ＞ 90%；1 mg/
（kg·d）AMB 的 PTA 达100%。因0.6 mg/（kg·d）
的 AMB 与 30% 的肾毒性相关，而 1 mg/（kg·d）
的 AMB 与大于 50% 的肾毒性显著相关 [20-21]，故
MIC ≤ 0.25 µg·mL－ 1 时，0.6 mg/（kg·d）与 1 
mg/（kg·d）的疗效相当但出现毒性的风险更低，
因此可选择一般治疗量 [0.6 mg/（kg·d）]。当

MIC ＝ 0.5 µg·mL－ 1 时，AMB 在较高剂量下的
PTA 仅为 76.44%，增加剂量可提高疗效。但因考
虑毒性发生的风险，建议有必要行治疗药物监测
（therapeutic drug monitoring，TDM）以达到 PK/
PD 目标。
　　AMB 对各种真菌的敏感性不一，对白假丝
酵母菌、烟曲霉及新型隐球菌较敏感。结合念珠
菌属的 MIC 分布，AMB 对白假丝酵母菌、光滑
念珠菌、热带念珠菌的敏感性较高，大部分菌
株分布在 MIC ≤ 0.25 µg·mL－ 1；其次对近平
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滑念珠菌较敏感，但有少部分菌株 MIC 值达 32 
µg·mL－ 1，此时需结合病原学结果谨慎用药。
AMB 对克柔念珠菌的敏感性欠佳，大于 80% 的
菌株分布在 MIC ≥ 0.5 µg·mL－ 1，建议可选用
更优方案。较高剂量的 AMB 对白假丝酵母菌的
CFR ＞ 90%，对光滑念珠菌、热带念珠菌、近平
滑念珠菌的 CFR 值为 88.76%、87.28%、81.98%，
临床上大多数侵袭性真菌感染病例（87.5%）为
侵袭性念珠菌病 [22]，白假丝酵母菌最常见，其次
是光滑念珠菌或近平滑念珠菌 [23]，且国外多中心
的流行病学数据显示出所有临床念珠菌分离株对
AMB 的易感性 [24]。故较高剂量的 AMB 达到的峰
浓度可能足以满足临床常见念珠菌的需求。
　　AMB 对 3 种曲霉菌的 CFR 均未达标。较高
剂量下 AMB 对烟曲霉的 CFR 接近 80%，但对黄
曲霉、黑曲霉的 CFR 仅为 24.63%、38.94%。一
方面，因曲霉菌属独特的生物学特性 [25]，可能需
要更高的药物浓度才能获得足够的杀真菌活性，
故 ABX 指南推荐 AMB 用于治疗侵袭性曲霉菌病
的剂量可增加至 1.5 mg/（kg·d）[13]；另一方面，
根据 AMB 的 MIC 分布，AMB 对曲霉菌属的耐药
性较高，约 90% 的烟曲霉 MIC 均≤ 0.5 µg·mL－ 1，
但超过 90% 的黄曲霉及将近 90% 的黑曲霉的 MIC
均≥ 0.5 µg·mL－ 1，且这两类菌株在 MIC ≥ 4 
µg·mL－ 1 时仍存在一定比例的分布。AMB 对烟
曲霉的快速抑制作用和增加的杀菌效率、对黄曲
霉的较慢抑制作用和降低的杀菌效率导致 AMB
对烟曲霉的抗菌活性最高 [26]，本研究结果与其
一致。与之类似，伏立康唑的体外 PK/PD 模型
对 3 种具有相同 MIC 的曲霉具有不同的抗真菌活
性 [27]。烟曲霉为曲霉菌属中最常见病原体，约占
病例数的 59.3%，其次是黄曲霉、土曲霉和黑曲
霉 [28]，AMB 仍可作为治疗疑似或确诊侵袭性曲
霉病的重要药物。文献报道 AMB 的杀菌作用通
常是在真菌暴露于恒定药物浓度后确定的 [29]，当
药物在体内经历代谢、分布和排泄时，真菌会暴
露于非恒定浓度的 AMB，这将导致抗菌活性的变
化从而引起疗效的差异。
　　美国传染病学会推荐 AMB 治疗隐球菌性脑膜
炎的最佳剂量为 0.7 ～ 1.0 mg/（kg·d）[30]，一般
治疗量的 AMB 对新型隐球菌 CFR 可达 84.12%，
较高剂量的 AMB 对新型隐球菌 CFR ＞ 90%。本
研究证实了指南推荐剂量的科学性。国外一项荟萃
分析显示，AMB 对隐球菌脑膜炎最大抗真菌作用
是在大约 0.7 mg/（kg·d）或稍高的剂量下实现的，

超过该剂量在疗效获益的同时毒性风险增加 [31]。
AMB 具有高相对分子量（924）和复杂的结合特性，
广泛分布于组织中，难以透过血脑屏障，而氟胞
嘧啶容易渗透到中枢神经系统，两药通常联合用
于隐球菌脑膜炎。且两种药物对抗真菌作用不同，
AMB 与真菌细胞膜麦角甾醇相结合，导致细胞膜
通透性增加并致细胞死亡，氟胞嘧啶影响真菌核酸
和蛋白质的合成，通过攻击真菌细胞的不同靶点，
协同效应使抗真菌作用最大化，同时减少剂量以降
低毒性。
　　本研究亦存在局限性：首先，因 AMB 在人
体内缺乏研究数据，目前的 PK 数据来源于国
外研究，故其预测结果可能未完全真实地反映
AMB 在我国人群中的疗效；其次，因各种真菌的
生物学特性的差异，AMB 对不同菌种 Cmax/MIC
的目标靶值不尽相同，仍需进一步明确具体菌种
的 PK/PD 靶值；最后，潜在疾病、免疫状态等因
素影响侵袭性真菌感染的治疗，本研究未充分考
虑患者病理生理状态，其结果仅供临床参考。
　　本研究应用 MCS 初步讨论了两种方案下
AMB 对真菌感染患者的疗效，其研究结果在结
合当地病原菌 MIC 分布的情况下，一定程度上
可指导临床真菌感染经验治疗。为了进一步探
索 AMB 的临床疗效，未来的研究应侧重于 AMB
对不同分离菌株的活性及体外敏感折点，并考虑
AMB 在人体内的分布，以获得当前模型无法获
得的临床相关药物暴露，优化临床给药。
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艾司氯胺酮复合丙泊酚抑制人工流产术体动反应的 
有效剂量研究

李双凤1，黄婷婉1，陈帅1，吴多志2，李娜2*（1. 海口市妇幼保健院，海口市妇女儿童医院，海口　570102；2. 海

南省人民医院，海南医学院附属海南医院，海口　570311）

摘要：目的　探讨艾司氯胺酮复合丙泊酚 2 mg·kg－ 1 抑制人工流产术体动反应的半数有效剂

量（ED50）和 95% 有效剂量（ED95）。方法　选择自愿接受无痛人工流产术的孕早期患者，所有

患者静脉注射艾司氯胺酮，艾司氯胺酮初始剂量为 0.2 mg·kg－ 1，注射 30 s 后，给予丙泊酚 2 
mg·kg－ 1。采用序贯法进行试验，相邻患者艾司氯胺酮剂量公比为 0.9，若患者出现体动反应≥ 2
级，则下一例患者的剂量升高一个梯度，反之则降低一个梯度，出现 9 个交叉拐点则终止该研

究。采用 Probit 概率法计算艾司氯胺酮的 ED50、ED95 及相应 95% 可信区间（CI）。记录生命体

征平均动脉压（MAP）、心率（HR）和血氧饱和度（SpO2）、体动反应级别、手术时间、苏醒时间、

苏醒后 10 min 的 VAS 疼痛评分；记录低血压、呼吸抑制（SpO2 ＜ 90%）、恶心呕吐、苏醒期躁动、

头晕和噩梦等不良反应。结果　艾司氯胺酮复合丙泊酚 2 mg·kg－ 1 时抑制患者人工流产术体动

反应的 ED50 为 0.095 mg·kg－ 1（95%CI 0.088 ～ 0.101 mg·kg－ 1），ED95 为 0.11 mg·kg－ 1（95%CI 
0.103 ～ 0.142 mg·kg－ 1），手术时间为（5.45 ＋ 1.18）min，苏醒时间为（6.39±1.25）min，苏醒

后 10 min 的 VAS 疼痛评分为（1.58±0.79）分。所有患者未发生低血压、呼吸抑制、苏醒期躁动，

5 例出现头晕，1 例出现呕吐，1 例出现噩梦。结论　艾司氯胺酮复合丙泊酚 2 mg·kg－ 1 时抑

制患者人工流产术中出现体动反应的 ED50 及 ED95 分别为 0.095 mg·kg－ 1 和 0.11 mg·kg－ 1。

关键词：艾司氯胺酮；丙泊酚；人工流产；半数有效剂量；剂量效应关系；序贯法
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　　丙泊酚是临床无痛人工流产术中普遍使用的
静脉麻醉药物，在单独使用时不能获得良好的麻
醉效果，并显著抑制呼吸循环系统，易诱发低血
压、呼吸抑制等不良反应 [1]。因此，丙泊酚需与
镇痛药物合用来减少药物用量、提高麻醉效果和
降低不良反应发生率。艾司氯胺酮是氯胺酮的右
旋体结构，其镇痛作用是氯胺酮的两倍 [2]。丙泊
酚联合氯胺酮麻醉不仅可为患者提供有效的镇静
和镇痛作用，还可降低呼吸循环系统不良事件的
发生率 [3-4]。因此，本试验将探究在人工流产术中
艾司氯胺酮复合丙泊酚 2 mg·kg － 1 麻醉时抑制
患者体动反应的半数有效剂量（median effective 
dose，ED50）及 95% 有效剂量（95% effective dose，
ED95），为指导临床用药提供参考。
1　材料和方法
1.1　一般资料 

　　选取 2021 年 12 月～ 2022 年 1 月我院自愿
选择行无痛人工流产术的患者，所有患者均获得
书面知情同意。本试验经我院医学伦理委员会审
核通过（审查批号：院伦理 [2021]03003）。患者
纳入标准：ASA 分级Ⅰ～Ⅱ，18 ～ 45 岁，拟行
门诊人工流产术，需全麻，胎儿年龄＜ 10 周，
初产妇或无经阴道分娩史，手术时间在 10 min
内。排除标准：严重心肺肝肾功能异常，镇静或
镇痛药物的长期使用史，精神疾病史以及对艾司
氯胺酮或丙泊酚有使用禁忌证。
1.2　麻醉方法 
　　患者术前常规禁食禁饮，入室后常规心电监
测，鼻导管吸氧 5 L·min－ 1。手术开始前 3 min，
静脉给予艾司氯胺酮（批号：210827BL，江苏恒
瑞医药股份有限公司）0.2 mg·kg － 1 30 s 后，给予
丙泊酚（批号：10PK7760，北京费森尤斯卡比制
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药有限公司）2 mg·kg－ 1，待患者睫毛反射消失
时开始手术，密切关注生命体征、体动反应（体
动反应分为 3 级：1 级，患者轻微不自主地肢体运
动，不影响操作，无需追加丙泊酚；2 级，患者不
自主地肢体运动，影响操作，需追加麻醉药物抑
制；3 级，患者躁动，完全不能配合，需终止操
作，加深麻醉后继续操作），术中若患者发生体动
反应≥2级，影响手术操作，则追加丙泊酚0.5～1 
mg·kg－ 1，一次静脉推注。采用序贯法进行试验，
艾司氯胺酮初始剂量为 0.2 mg·kg－ 1，相邻患者
艾司氯胺酮剂量公比为 0.9，如患者出现阳性反应
（体动反应≥ 2 级），则下一例患者剂量升高一个
梯度，反之则降低一个梯度，出现 9 个交叉拐点
则终止该研究。所有人工流产术患者由经验高于 5
年的妇科医师完成，麻醉操作由同一位麻醉医师
进行。若术中出现低血压，静脉注射麻黄碱 6 mg；
若出现心动过缓，静脉注射阿托品 0.5 mg；若出
现呼吸抑制，使用面罩正压或置入喉罩维持通气；
若出现恶心呕吐，静脉注射盐酸托烷司琼 2 mg。
1.3　观察指标 
　　记录麻醉诱导前（T1）、睫毛发射消失时

（T2）、扩张宫颈时（T3）、术毕时（T4）、苏醒时
（T5）的平均动脉压（MAP）、心率（HR）和血氧
饱和度（SpO2）；记录体动反应级别、手术时间、
苏醒时间、苏醒后 10 min 的 VAS 疼痛评分；记
录低血压、呼吸抑制（SpO2 ＜ 90%）、恶心呕吐、
苏醒期躁动、头晕和噩梦等不良反应。
1.4　统计分析
　　使用 IBM SPSS Statistics 23.0 进行数据处理，计
量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用方差分
析，不同时间点数据比较采用重复测量方差分析。
采用 Probit 概率法计算艾司氯胺酮 ED50 和 ED95，以
及相应的 95% 可信区间（confidence interval，CI）。
采用 Microsoft Excel 软件绘制序贯图和剂量 - 效应
曲线图。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　一般资料和生命体征变化
　　本研究共纳入女性患者 33 例，ASAⅠ级 28
例，ASAⅡ级 5 例，年龄（29.41±5.25）岁，体质
量指数（BMI）（22.59±3.11）kg·m－ 2。患者在 5
个时间点 T1 ～ T5 的 MAP、HR 和 SpO2 无显著性
变化（见表 1）。

表 1　患者在不同时间点的生命体征比较 (x±s，n ＝ 33) 

指标 T1 T2 T3 T4 T5

MAP/mmHg 89.85±7.15   86.58±10.15   90.06±10.57 88.42±8.72 88.39±7.01

HR/（次·min － 1）   80.06±10.23   82.18±10.15 80.64±8.82 79.45±8.92 79.67±9.31

SpO2/% 98.30±5.64 99.12±0.42 98.94±0.61 98.94±0.56 99.00±0.43

2.2　艾司氯胺酮的 ED50 和 ED95

　　艾司氯胺酮的初始剂量采用 0.2 mg·kg－ 1，
第 8 例患者出现阳性反应，则以第 7 例患者使用
的艾司氯胺酮剂量作为初始剂量纳入研究，其剂
量为 0.105 mg·kg－ 1，纳入第 33 例时出现第 9
个转折点，即终止试验。
　　16 例患者出现“阳性反应”，17 例患者出现
“阴性反应”（见图 1）。联合丙泊酚 2 mg·kg－ 1 行
人工流产术麻醉时，艾司氯胺酮的 ED50 为 0.095 
mg·kg－ 1（95%CI 0.088 ～ 0.101 mg·kg－ 1），ED95

为 0.11 mg·kg－ 1（95%CI 0.103 ～ 0.142 mg·kg－ 1），
艾司氯胺酮抑制人工流产术体动反应的剂量 - 效应
曲线见图 2。
2.3　手术时间、苏醒时间、苏醒后疼痛评分和不
良反应
　　33 例患者手术时间为（5.52±1.25）min，苏
醒时间为（6.42±1.28）min，苏醒后 10 min 的
VAS 疼痛评分为（1.58±0.83）分。所有患者未发
生低血压、呼吸抑制和苏醒期躁动，5 例出现头
晕，1 例出现呕吐，1 例出现噩梦。

3　讨论
　　人工流产术是妇科常见的日间短小手术，无
痛手术时要求安全、舒适和高效，即应用的麻醉

图 1　艾司氯胺酮复合丙泊酚抑制人工流产术体动反应的序贯图

图 2　艾司氯胺酮复合丙泊酚抑制人工流产术体动反应的剂量 - 效应曲

线图
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药物诱导快，术中镇静镇痛充分，术毕苏醒迅
速，不良反应少。临床上常规采用阿片类镇痛药
物与镇静药物丙泊酚配伍，以提高麻醉效果。阿
片类药物在有效镇痛的同时，也会带来不良反
应，如呼吸循环抑制、恶心呕吐、皮肤瘙痒、痛
觉过敏等 [5]。低剂量氯胺酮联合丙泊酚可很好地
稳定心血管张力，减少使用血管活性药物，且不
影响呼吸，比联合阿片类药物更加安全 [6]。在门
诊和急诊接受镇静镇痛的患者中，氯胺酮联合丙
泊酚可以减少呼吸的不良事件发生率，比单独使
用丙泊酚更安全 [7-8]。
　　艾司氯胺酮是氯胺酮的右旋异构体，作用位
点与氯胺酮相似，主要是 N- 甲基 -D- 天冬氨酸
（NMDA）受体，但亲和力是氯胺酮的两倍，具
有拟交感活性，呈现剂量相关性，小剂量就能发
挥一定的镇静镇痛作用，静脉注射 30 s 起效，清
除半衰期短，苏醒迅速，不抑制呼吸且轻度兴奋
循环 [2]。艾司氯胺酮与丙泊酚联合使用，可减少
丙泊酚的用量，患者血流动力学平稳且呼吸抑制
发生率低，可产生更好的麻醉效果 [9-12]。张忠其
等 [9] 将艾司氯胺酮 0.3 mg·kg － 1 联合丙泊酚应
用于胃镜检查，苏醒质量高，且无明显不良反
应。万幸等 [10] 将艾司氯胺酮 0.25 mg·kg － 1 联合
丙泊酚应用于胃镜检查，可以维持稳定的血流动
力学、减少丙泊酚的用量、降低不良反应的发生
率，并提供有效的镇静镇痛麻醉作用。
　　目前，艾司氯胺酮作为一种新型的镇静镇痛
麻醉药物，在无痛人工流产术中的临床研究非常
有限。因此，本试验采用小剂量艾司氯胺酮联合
丙泊酚 2 mg·kg － 1 行无痛人工流产术，艾司氯
胺酮的初始剂量为 0.2 mg·kg － 1，采用序贯法 [13]

和 Probit 概率法，测定艾司氯胺酮的 ED50 为
0.095 mg·kg － 1（95%CI 0.088 ～ 0.101 mg·kg － 1），
ED95 为 0.11 mg·kg － 1（95%CI 0.103 ～ 0.142 
mg·kg － 1），无明显不良反应，在临床上可参考
应用。高长胜等 [14] 采用静脉注射艾司氯胺酮 0.25 
mg·kg － 1 联合丙泊酚用于无痛人工流产术，术
中麻醉效果优于舒芬太尼联合丙泊酚，并且有助
于减轻患者术后短期内的抑郁情绪，提高患者术
后恢复质量。
　　本研究中，33 例患者均未发生低血压和呼吸
抑制，这与艾司氯胺酮的拟交感活性相关，拮抗
了丙泊酚的呼吸循环抑制作用 [12，15-16]。艾司氯胺
酮联合丙泊酚并不增加恶心呕吐等不良反应的发
生率，术后头晕患者较多，程度较轻，于术后 2 
h 左右可自行缓解。头晕原因可能是艾司氯胺酮

激活了丘脑和边缘系统，呈现剂量依赖性，可用
茶苯海明缓解 [17]。有 1 例患者术中出现噩梦，可
能由于艾司氯胺酮兴奋边缘系统，诱发噩梦、幻
觉等精神症状 [18]，其具体机制还需要进一步研
究，虽然发生率低，但在临床上仍需引起重视。
　　本研究仅限于初产妇或无经阴道分娩史，扩
展宫颈时的刺激强度大于有阴道分娩史的患者，
因此，有阴道分娩史的患者行人工流产术时，可
能需要艾司氯胺酮的剂量更小，更小剂量的艾司
氯胺酮可进一步降低不良反应的发生率，具体有
效剂量尚待进一步研究。
　　因此，在无痛人工流产术中，联合丙泊酚 2 
mg·kg－ 1 时，艾司氯胺酮抑制体动反应的 ED50、
ED95 分别为 0.095 mg·kg － 1、0.11 mg·kg － 1，无
明显不良反应，值得临床推广应用。
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甲苯磺酸瑞马唑仑在子宫病损电切术麻醉中的应用研究

张璇1，李亭仪1，郭志佳2，王春燕2*（1.山西医科大学，太原　030001；2.山西医科大学第一医院，太原　030001）

摘要：目的　观察甲苯磺酸瑞马唑仑在宫腔镜下子宫病损电切术去阿片化麻醉中的应用。方
法　对拟行全麻下宫腔镜病损电切术的患者 60 例，按随机数字表法分为瑞马唑仑组（R 组）
和丙泊酚对照组（P 组）。所有患者给予氟比洛芬酯 50 mg 作为镇痛预处理。R 组静脉注射甲
苯磺酸瑞马唑仑注射液 5 mg，追加 2.5 mg/ 次；P 组静脉注射丙泊酚中 / 长链脂肪乳注射液 1.5 
mg·kg － 1，每次追加 0.5 mg·kg－ 1。记录患者基本生命体征：包括入室后（T0），麻醉诱导
后（T1），手术开始（T2），放置扩阴器（T3），手术结束时（T4），手术结束后 1 min（T5）、3 
min（T6）、5 min（T7）的 HR、MAP、SpO2、BIS 值、MOAA/S 评分；主要观察指标：累计使
用药物剂量，术中体动发生次数；次要观察指标：诱导时间，术中知晓发生率，术中镇静深
度，离室时间，自制满意度调查问卷，术前及术后 1 日焦虑评分，不良事件发生率。结果　与
T0 相比，R 组 T2 时 HR、T1 ～ T5 时 BIS，P 组 T2 ～ T4 时 HR、T1 ～ T5 时 MAP、T1 ～ T5
时 BIS 均显著下降（P ＜ 0.05）；R 组 T1 ～ T6 时 SpO2，P 组 T1 ～ T5 时 SpO2 均显著上升
（P ＜ 0.05）。与 R 组相比，P 组 T3 ～ T5 时 MAP，T4 时 SpO2，T1 ～ T7 时 BIS，累计追加
次数≥ 6 次，术中体动发生≥ 3 次，诱导时间，BIS 50 ～ 60 例数，T5 ～ T7 时 MOAA/S 评
分，患者满意度 3 分均显著下降（P ＜ 0.05）；P 组离室时间、不良事件总发生率显著高于 R
组（P ＜ 0.05）。两组术前焦虑评分差异无统计学意义（P ＞ 0.05），术后焦虑评分均显著下降
（P ＜ 0.05），组间差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结论　在宫腔镜下子宫病损电切术的去阿
片化麻醉方案中，与丙泊酚相比，甲苯磺酸瑞马唑仑可提供安全有效的镇静效果。瑞马唑仑剂
量 0.3 mg·kg － 1 优于单次注射 5 mg。
关键词：瑞马唑仑；去阿片化麻醉；丙泊酚；子宫病损电切术
中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2022)12-2944-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2022.12.041

Application of remazolam and propofol in electrotomy of uterine lesions
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　　甲苯磺酸瑞马唑仑是我国自主研发的一种新
上市的超短效苯二氮䓬类药物，具有起效快、恢
复快、血流动力学稳定的优点，低血压、呼吸抑
制等不良反应少，且无注射痛 [1-2]，可被氟马西
尼拮抗 [3]。Ⅱ、Ⅲ期临床试验已经证实其可安全
有效的应用于胃镜检查 [4]、结肠镜检查 [5]、支气
管镜检查 [6]。在前期临床观察中发现，甲苯磺酸
瑞马唑仑说明书的推荐剂量初始剂量 5 mg，追加
剂量 2.5 mg，在无痛胃镜术中患者体动发生次数
较多 [7]。但随着进一步扩展说明书用药适应证的
Ⅳ期临床试验开展，广大临床医师开始关注瑞马
唑仑对其他刺激较强的手术麻醉中的使用的安全
性、有效性及最佳应用剂量。
　　目前我国关于宫腔镜手术麻醉的唯一一份指
南共识《宫腔镜诊疗麻醉管理的专家共识》（中国
心胸血管麻醉学会日间手术麻醉分会）中虽然推

荐使用瑞马唑仑，但没有列出文献证据支持。之
后，有研究报道联合阿片类镇痛药物后，瑞马唑
仑显示出比丙泊酚更大的安全性 [3，8]。但是阿片
类药物因其特有的胸壁强直、呼吸抑制以及增加
恶心呕吐、认知功能障碍风险等不良反应，在门
诊手术麻醉中已经逐渐被去阿片化麻醉（opioid-
free anesthesia，OFA）镇痛技术取代。但在 OFA
模式中，无镇痛作用的瑞马唑仑是否仍然表现出
安全性，以及在减少丙泊酚用量方面是否仍然具
有优势，目前尚无文献报道。本研究旨在观察单
独使用甲苯磺酸瑞马唑仑在子宫病损电切术麻醉
中的效果并探索最优剂量，以期为甲苯磺酸瑞马
唑仑超说明书应用提供一定的临床证据。
1　资料和方法
1.1　研究对象和分组 
　　本研究经山西医科大学第一医院伦理委员会

Abstract: Objective  To observe the use of rimazolam mesylate in opioid-free anesthesia for 
hysteroscopic electrosurgery of uterine lesions. Methods  Sixty patients proposed for hysteroscopic 
lesion electrosurgery under general anesthesia were divided into a rimazolam group (group R) and 
a propofol group (group P) according to the random number table method. All patients were given 
flurbiprofen ester 50 mg as analgesic pretreatment. 5 mg of intravenous rimazolam mesylate injection 
with an additional 2.5 mg/dose was administered to group R; 1.5 mg·kg － 1 of intravenous propofol 
medium/long chain fatty milk injection with an additional 0.5 mg/ (sub·kg － 1) was administered to 
group P. Record the patient’s basic vital signs: HR, MAP, SpO2, BIS values, MOAA/S scores after 
entering the room (T0), after induction of anaesthesia (T1), at the start of surgery (T2), at the placement 
of the dilator (T3), at the end of surgery (T4), and 1 min (T5), 3 min (T6) and 5 min (T7) after the end 
of surgery; primary observations: cumulative dose of drug used, number of intraoperative somatic 
movements occurred; secondary observations: induction time, incidence of intraoperative knowledge, 
depth of intraoperative sedation, time to leave the room, self-administered satisfaction questionnaire, 
preoperative and 1 day postoperative anxiety scores, incidence of adverse events. Results  Compared 
with T0, HR at T2, BIS at T1 to T5 in group R, HR at T2 to T4, MAP and BIS at T1 to T5 in group P 
were significantly lower (P ＜ 0.05); SpO2 at T1 to T6 in group R, SpO2 at T1 to T5 in group P were 
significantly higher (P ＜ 0.05). Compared with the group R, MAP at T3 to T5, SpO2 at T4, BIS at T1 to 
T7, cumulative number of appendages ≥ 6, intraoperative body movements occurring ≥ 3, induction 
time, number of BIS 50 ～ 60 cases, MOAA/S score at T5 to T7, and patient satisfaction score of 3 
were significantly lower in the group P than in the group R (P ＜ 0.05); time to leave the room and total 
incidence of adverse events were significantly higher in the group P than in the group R (P ＜ 0.05). The 
difference between the preoperative anxiety scores of the two groups was not statistically significant 
(P ＞ 0.05). Postoperative anxiety scores were all significantly lower (P ＜ 0.05) and the difference 
between the groups was not statistically significant (P ＞ 0.05). Conclusion  In opioid-free anaesthetic 
regimen for hysteroscopic electrosurgery of uterine lesions, rimazolam mesylate provides safe and 
effective sedation compared to propofol. The dose of 0.3 mg·kg － 1 of rimazolam is superior to 5 mg as 
a single injection. 
Key words: remazolam; opioid-free anesthesia; propofol; electrotomy of uterine lesion
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批准（[2021] 伦理字（K097）号），选取 2021 年
11 月至 12 月在山西医科大学第一医院日间手术
中心拟施宫腔镜下子宫病损电切术的患者 60 例，
在签署知情同意书后，采用随机数字表法将患者
分为瑞马唑仑组（R 组）和丙泊酚对照组（P 组）。
纳入标准：ASA 分级为Ⅰ～Ⅱ级；年龄 18 ～ 60
周岁。排除标准：急性心力衰竭、不稳定型心绞
痛、术前 6 个月内发生心肌梗死、静息心电图心
率＜ 50 次·min － 1、三度房室传导阻滞、严重心
律失常等心脏疾患；对苯二氮䓬类及其成分、丙
泊酚、氟马西尼、大豆、牛奶过敏者；长期服用
麻醉性镇痛镇静药物者；呼吸道管理困难者，如
张口受限、Mallampati 分级≥ 3 级、颈椎病患者、
呼吸功能不全、睡眠呼吸暂停综合征患者；合并
精神障碍者；未经控制的高血压、甲状腺功能亢
进症、哮喘、慢性阻塞性肺疾病等患者，或麻醉
医师认为不宜静脉麻醉的情形；肿瘤疾病、神经
系统疾病、凝血障碍及免疫缺陷者。
1.2　试验方法 
　　所有患者术前常规禁饮、禁食，监测基本
生命体征 [ 心电图（ECG）、心率（HR）、平均
动脉压（MAP）、血氧饱和度（SpO2）]，BIS 值
（bispect ral index，脑电双频指数，型号：186-
0106，柯惠医疗），以汉密尔顿焦虑评定量表
（HAM-A）评估患者术前焦虑评分。
　　OFA 麻醉方案：入室后面罩吸氧（2 ～ 4 
L·min－ 1），建立静脉通道输注复方氯化钠注射
液。所有患者常规给予氟比洛芬酯（北京泰德）
50 mg 镇痛预处理，R 组静脉推注注射用甲苯磺
酸瑞马唑仑（江苏恒瑞）5 mg，P 组静脉推注丙泊
酚中 / 长链脂肪乳注射液（北京费森尤斯卡比）1.5 
mg·kg－ 1，待患者 BIS 值＜ 60、睫毛反射消失、
MOAA/S 评分＜ 1 分后进行手术，并记录患者诱
导时间（从静脉推注镇静药物到手术开始）。术中
若发生体动，影响术者操作，可依据实际情况 R
组追加甲苯磺酸瑞马唑仑 2.5 mg/ 次，P 组追加丙
泊酚中 / 长链脂肪乳注射液每次 0.5 mg·kg－ 1，并
记录患者体动发生次数及累计追加药物次数，若
3 min 内追加超过 3 次，则记录为镇静失败，退
出 OFA 研究方案，按照临床常规改用其他麻醉方
案。手术结束前所有患者给予盐酸托烷司琼注射
液（齐鲁制药）5 mg 预防术后恶心呕吐。若呼吸
抑制，则托下颌面罩加压给氧气辅助通气；若低
血压（下降超过入室 20% 或收缩压≤ 90 mmHg），
给予麻黄碱（东北制药）6 mg 静脉注射；若心率减
慢（HR＜ 50次·min－ 1），给予阿托品（天津金耀）

0.25 mg 静脉注射，并记录相应的不良事件。
　　术后观察患者生命体征、MOAA/S 评分，待
患者清醒后入 PACU，以改良 Brice 调查问卷判
断患者是否发生术中知晓，并让患者填写自制满
意度调查问卷（包括术中感觉睡眠质量好不好、
有无眩晕等不良体验、之后是否期待再次体验此
药物达到睡眠），记录患者离室时间，术后 1 日
再次评估患者焦虑评分。
1.3　观察指标 
1.3.1　 一 般 资 料　 包 括 年 龄、 体 质 量 指 数
（BMI）、文化程度、ASA 分级、手术类型、手
术时间、术中失血量、术中入液量。
1.3.2　基本生命体征指标　分别记录患者入室后
（T0）、麻醉诱导后（T1）、手术开始（T2）、放
置扩阴器（T3）、手术结束时（T4）、术后 1 min
（T5）、3 min（T6）、5 min（T7） 的 HR、MAP、
SpO2、BIS 值、MOAA/S 评分。
1.3.3　主要观察指标　术中体动发生次数，累计
使用药物剂量；次要观察指标：诱导时间、术中
知晓发生率、术中镇静深度、离室时间、满意度
调查问卷、术前及术后 1 日焦虑评分、不良事件
发生率（呼吸抑制、低血压、心动过缓、术后恶
心呕吐、注射痛等）。
　　MOAA/S 评分：5 分，完全清醒，对正常呼
名的反应正常；4 分，对正常呼名的反应迟钝；3
分，仅对大声和 / 或反复呼名有反应；2 分，仅
对轻微推动或轻微晃动身体有反应；1 分，仅对
疼痛刺激（挤压斜方肌）有反应；0 分，对疼痛刺
激（挤压斜方肌）无反应 [9]。
1.4　统计学分析 
　　采用 SPSS 18.0 软件对数据进行统计分析。
计数资料采用中位数 ±四分位距进行样本描述，
组间比较用秩和检验。计量资料用均数 ±标准
差进行统计描述，用卡方检验进行正态性检验。
对于符合正态分布的样本，组间比较采用 t 检验，
生命体征的组内比较采用重复测量的方差分析；
对于不符合正态分布的样本，采用非参数检验方
法——Wilcoxon Signed-Rank Test（Wilcoxon 有符
号秩和检验）。P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
2　结果 
2.1　一般资料 
　　R 组 29 例，有 1 例患者镇静失败退出 OFA
方案；P 组 30 例。两组患者年龄、BMI、文化程
度、ASA 分级、手术类型、手术时间、术中失血
量、术中入液量差异均无统计学意义（P ＞ 0.05，
见表 1）。
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2.2　基本生命体征
　　如表 2 所示，与 T0 相比，R 组 T2 时 HR、
T1 ～ T5 时 BIS 及 P 组 T2 ～ T4 HR、T1 ～ T5 时
MAP、T1 ～ T5 时 BIS 显著下降（P ＜ 0.05），P 组
下降更明显（P ＜ 0.05）。两组 T1 ～ T5 SpO2 均显
著上升（P ＜ 0.05）；与 R 组相比，P 组 T3 ～ T5 
MAP 及 T4 时 SpO2 显著下降（P ＜ 0.05）。

2.3　观察指标
2.3.1　主要观察指标　如表 1 所示，累计追加次
数≥ 6 次，R 组显著高于 P 组（P ＜ 0.05），累计
追加次数≤ 3次，R 组显著低于 P 组（P＜ 0.05）；
R 组的术中体动发生≥ 3 次、发生 2 次明显高于
P 组（P ＜ 0.05），R 组的术中体动发生 1 次、发
生 0 次明显低于 P 组（P ＜ 0.05）。

表 1　患者一般资料及观察指标比较 
Tab 1　General data and observation indicator of patients

项目 R 组（n ＝ 29） P 组（n ＝ 30） 项目 R 组（n ＝ 29） P 组（n ＝ 30）
一般资料 麻醉深度

  年龄 / 岁 42.90±10.90 43.60±7.90 BIS 值 [n（%）]
  BMI/（kg·m － 2） 23.80±2.60 24.00±2.70 50 ～ 60 21（72.41） 2（6.67）*

文化程度 40 ～ 50 6（20.69） 19（63.33）*

  大专及以上 10（34.48） 12（40.00） 30 ～ 40 1（3.45） 3（10.00）
  中学到中专 15（51.72） 16（63.33） ＜ 30 1（3.45） 6（20.00）*

  小学及以下 4（13.79） 2（6.67） 苏醒质量

ASA 分级 MOAA/S 评分

  Ⅰ级 12（41.38） 10（33.33） T5 3.10±0.49 2.47±0.51*

  Ⅱ级 17（58.62） 20（66.67） T6 3.90±0.56 3.20±0.41*

手术类型 T7 4.52±0.51 4.17±0.38*

  子宫内膜息肉切除术 10（34.48） 9（30.00） 离室时间 /min 7.66±1.59 16.23±2.50*

  子宫黏膜下肌瘤切除术 8（27.59） 9（30.00） 满意度调查问卷 [n（%）]
  子宫内膜诊断性刮宫术 11（37.93） 12（40.00） 术中感觉睡眠质量

  手术时间 /min 24.30±10.50 23.70±7.70 1（好） 25（82.21） 23（76.67）
  术中失血量 /mL 13.45±5.10 14.33±6.16 0（不好） 4（13.79） 7（23.33）
  术中入液量 /mL 520.00±89.60 511.67±86.60 眩晕等不良体验

主要观察指标 1（无） 22（75.86） 11（36.67）*

累计追加次数 [（R.2.5 mg/ 次，P.0.5 mg/
（次·kg － 1）] [n（%）]

0（有） 7（24.14） 19（63.33）*

之后是否期待再次体

验此药物达到睡眠10 7（24.14） 0（0.00）*

9 4（13.79） 0（0.00）* 1（是） 20（68.97） 10（33.33）*

8 6（20.69） 0（0.00）* 0（否） 9（31.03） 20（66.67）*

7 4（13.79） 0（0.00）* 总分

6 4（13.79） 0（0.00）* 3 17（58.62） 8（26.67）*

5 0（0.00） 0（0.00） 2 6（20.69） 3（10.00）
4 2（6.90） 0（0.00） 1 4（13.79） 14（46.67）*

3 0（0.00） 2（6.67）* 0 2（6.90） 5（16.67）*

2 0（0.00） 2（6.67）* 焦虑评分 / 分
1 1（3.45） 9（30.00）* 术前焦虑评分 20.62±4.44 20.23±4.46
0 1（3.45） 17（56.67）* 术后 1 日焦虑评分 9.86±3.29# 10.83±2.83#

瑞马唑仑 / 丙泊酚总量 /mg 22.50±5.89 111.28±31.81 不良事件发生率 [n（%）]
瑞马唑仑 / 丙泊酚累计剂量 /（mg·kg － 1） 0.39±0.12 1.82±0.44 注射痛 0（0.00） 20（66.70）*

术中体动发生次数 [n（%）] 呼吸抑制 0（0.00） 16（53.33）*

≥ 3 20（68.97） 0（0.00）* 低血压 1（3，45） 5（16.67）*

2 7（24.14） 1（3.33）* 心动过缓 0（0.00） 2（6.67）
1 1（3.45） 12（40.00）* 术后恶心呕吐 3（10.34） 10（33.33）*

0 1（3.45） 17（56.67）* 总计 4（2.75） 53（35.33）*

麻醉诱导

诱导时间 /s 30.10±5.44 21.23±3.63*

术中知晓发生率 [n（%）] 0（0.00） 0（0.00）

注：与 R 组相比，*P ＜ 0.05；与术前相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the group R，*P ＜ 0.05；compared with before the operative，#P ＜ 0.05.



2948

Central South Pharmacy. December  2022, Vol. 20 No. 12 　中南药学 2022 年 12 月 第 20 卷 第 12 期

2.3.2　诱导时间　如表 1 所示，R 组的诱导时间显
著长于 P 组（P ＜ 0.05），两组均无术中知晓发生。
2.3.3　麻醉深度　如表 2 所示，与 T0 相比，两
组 T1 ～ T3 时刻 BIS 均显著下降（P ＜ 0.05）；与

R 组相比，P 组 T1 ～ T7 时刻 BIS 显著低于 R 组
（P ＜ 0.05），如表 1 示，R 组 BIS 50 ～ 60 例数显
著高于 P 组（P ＜ 0.05），BIS 40 ～ 50、BIS ＜ 30
例数显著低于 P 组（P ＜ 0.05）。

表 2　患者基本生命体征比较 
Tab 2　Basic vital signs of patients

项目 组别 T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
HR/min R 78.10±11.15 71.59±9.62 70.38±8.44* 73.24±8.03 75.07±9.01 77.52±9.40 78.17±8.62 78.28±9.31

P 80.97±14.34 72.63±12.68 69.67±11.33* 70.63±11.14* 71.40±11.59* 73.90±11.86 76.47±12.39 78.40±12.72
MAP/mmHg R 90.13±8.85 80.18±7.44 77.32±7.13 80.95±5.82 83.23±6.34 85.25±8.22 85.57±6.45 86.20±6.39

P 88.20±9.74 75.17±11.42* 73.00±8.17* 74.67±9.25#* 77.17±8.25#* 77.67±9.17#* 82.67±8.42 85.00±7.83
SpO2 R 97.55±1.77 100.00±1.00* 100.00±1.00* 99.00±1.00* 99.00±1.00* 99.00±2.00* 98.00±2.00* 97.00±2.00

P 96.47±2.25 100.00±1.00* 99.00±1.00* 99.00±2.75* 98.00±2.75#* 98.00±2.00* 98.00±2.00 97.00±1.00
BIS R 93.86±4.60 65.00±3.00* 58.00±5.00* 53.00±4.00* 63.00±4.00* 75.00±4.00* 86.00±6.00 95.00±4.00

P 94.17±1.77 56.50±3.25#* 44.00±5.00#* 43.50±3.00#* 55.50±4.75#* 63.50±5.00#* 70.00±3.00# 88.00±6.00#

注：与 T0 相比，*P ＜ 0.05，与 R 组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the T0，*P ＜ 0.05，compared with the group R，#P ＜ 0.05.

2.3.4　苏醒质量　如表 1 所示，R 组术后 T5 ～ T7
时刻 MOAA/S 评分显著高于 P 组（P ＜ 0.05），离
室时间显著低于 P 组（P ＜ 0.05），患者满意度 3
分显著高于 P 组（P ＜ 0.05），患者满意度 1 分、0
分显著低于 P 组（P ＜ 0.05）。两组术前焦虑评分
的比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05），术后焦虑
评分均显著下降（P ＜ 0.05），组间差异没有统计
学意义（P ＞ 0.05）。
2.3.5　不良事件发生率　如表 1 所示，R 组的不
良事件总发生率、注射痛、呼吸抑制、低血压术
后恶心呕吐发生均显著低于 P 组（P ＜ 0.05）。
3　讨论 
　　静脉麻醉下的宫腔镜检查治疗越来越多，目
前几乎 90% 的宫腔镜手术都在日间手术中心进
行，以求快速周转、降低医疗成本及提供安全舒
适的服务体验 [10]。目前宫腔镜手术麻醉多选用丙
泊酚复合非甾体抗炎药物的 OFA 方案。丙泊酚
可广泛抑制中枢神经系统，减少患者的痛苦和焦
虑，增加舒适度，同时起效快、半衰期短，使患
者快速入睡和恢复 [11]。然而丙泊酚的不良反应不
可避免，因其对循环系统的抑制，会引起心肌氧
耗量和血液灌注的下降，导致低血压、心律失常
等；对呼吸系统的抑制，会发生低氧血症等 [12]，
不但增加了日间麻醉风险，也极大限制了患者麻
醉适应证，增加相关辅助检查医疗成本。丙泊酚
还具有注射痛 [13]，会造成不良记忆；且无拮抗药
会导致个别患者术后滞留时间过长；术后头晕、
恶心等症状致使恢复室周转慢。
　　瑞马唑仑作为一种新型苯二氮䓬类药物，作
用于 γ- 氨基丁酸受体亚基（GABAA），可引起细

胞膜通透性增加，细胞内氯离子浓度增加，膜超
极化，从而使兴奋性降低，抑制神经元电活动，
产生抗焦虑、镇静、催眠等作用。瑞马唑仑通过
一级药代动力学消除，长期或大剂量输注，不发
生药物积聚，其不依赖器官代谢，而是被血液中
的非特异性组织酶代谢为无活性的羧酸，即使长
时间输注也能快速消除，并且没有药物蓄积 [14]，
分布容积小、半衰期短、清除率高且与体积无明
显关系，代谢产物无活性，因此起效快、苏醒快、
无药物蓄积、可控性强 [15]，且术后精神意识恢复
快，现已被批准用于全身麻醉和程序性镇静。在
前期Ⅱ、Ⅲ期临床试验中，无痛胃、肠镜，支气
管镜检查方面证明有优势，瑞马唑仑有望成为门
诊短小手术中的新型短效镇静药物，已被《宫腔
镜诊疗麻醉管理的专家共识》列入推荐药物。但
该共识并未给出推荐用药的证据及证据级别，同
时建议使用阿片类药物麻醉。事实上，在临床中，
阿片类药物因其严重呼吸抑制并发症已经不被门
诊及日间手术加速康复外科（ERAS）流程中常规
使用。随着舒适化医疗的提出，OFA 模式是更适
合宫腔镜麻醉的方案。有研究指出 OFA 模式术中
呼吸抑制发生少，术后恶心呕吐的发生率低，周
转快且预后好，同时可减轻患者负担及降低医疗
成本 [16]。因此，本研究首次观察了在 OFA 模式
中，完全没有镇痛作用的瑞马唑仑在宫腔镜下子
宫病损电切术中应该如何更好地应用。
　　本研究结果表明瑞马唑仑在维持镇静深度上
个体差异大，效果劣于丙泊酚，且无镇痛作用。
若按照说明书静脉推注甲苯磺酸瑞马唑仑负荷剂
量 5 mg，不仅诱导时间较丙泊酚长，术中 BIS
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值较高，且术中体动发生率高，需要多次追加药
物，且按说明书每次追加 2.5 mg 后不能满足手
术需求，或仅 30 ～ 40 s 就需要再次追加，因此
对于刺激较强的手术而言，在 OFA 麻醉方案中，
仅靠说明书单次剂量基本不能满足手术要求。本
研究发现，瑞马唑仑追加 2 ～ 3 次，即每次累计
追加 5 ～ 7.5 mg，可延长追加药物间隔；累计
剂量达（0.39±0.12）mg·kg － 1，则基本可满足
手术需求。因此我们认为，诱导负荷剂量为 0.3 
mg·kg － 1 时，可达到较深的镇静深度，满足手
术需求，并可将术中追加次数降至 1 ～ 2 次，与
丙泊酚使用方案接近。该剂量远大于说明书推荐
剂量，与最新公布的Ⅳ期临床研究 [17-18] 结论相
似，但最优剂量的确定仍需要进一步增加样本量
进行多中心研究来验证。
　　与 P 组相比，R 组的患者血流动力学更平稳，
麻醉深度低，苏醒快且苏醒质量好，在术后 5 
min 内即可完成相关的量表及问卷，而 P 组因为
术后头晕、恶心等不适，多在 15 ～ 18 min 时完
成量表及问卷，患者满意度高，不良事件发生率
低，与现有研究 [3，7] 结论一致。因此，掌握合适
的麻醉方案，瑞马唑仑不但可以满足宫腔镜手术
需求，而且表现出比丙泊酚更大优势，舒适性、
安全性提高，满意度高。
　　综上，本研究发现在宫腔镜下子宫病损电切
术的 OFA 麻醉方案中，与丙泊酚相比，甲苯磺
酸瑞马唑仑可提供安全有效的镇静效果，循环稳
定，苏醒快，苏醒质量好，离室时间短，患者
满意度高，不良事件发生率低。负荷剂量为 0.3 
mg·kg － 1 效果优于单次注射 5 mg。
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1　临床资料
　　患者男性，74 岁，体质量 52 kg，因全身红
色皮疹伴瘙痒 10 余日，反复发热 2 d，于 2022
年 6 月 20 日收入我院呼吸内科。患者 6 周前因
肺部感染就诊当地医院（具体用药不详），出院带
药复方磺胺甲噁唑片 0.96 g po tid，出院时肝肾功
能正常。服药 1 周后患者出现发热，体温最高达
39.8℃，伴全身弥漫分布红色粟米状斑丘疹，停
用复方磺胺甲噁唑片，再次于外院就诊，考虑过
敏性皮炎，予地塞米松等抗过敏治疗后，皮肤瘙
痒有所缓解，但皮疹无明显消退。患者既往无肝
炎、疟疾等传染病史，否认食物及药物过敏史。
　　入院查体：体温 39.3℃，脉搏 70 次·min－ 1，
呼吸 17 次·min－ 1，血压 140/70 mmHg（1 mmHg ＝ 
0.133 kPa）。全身多形性红斑，双上肢可见散在红
色丘疹，双下肢可见红色粟米状斑丘疹，听诊双
肺呼吸音粗，心脏和腹部查体无异常。实验室检
查：白细胞计数（WBC）24.43×109·L － 1，嗜酸
性粒细胞计数（EOS）12.56×109·L－ 1，肌酐（Cr）
98.1 μmol·L－ 1，谷丙转氨酶（ALT）65.6 U·L－ 1，
碱性磷酸酶（ALP）193.1 U·L－ 1，谷氨酰转肽酶
（GGT）169.1 U·L － 1，谷草转氨酶（AST）116.4 
U·L－ 1，直接胆红素（DBIL）3.3 μmol·L－ 1，肌
酐清除率 42.76 mL·min － 1。胸部 CT 提示：纵隔
内多发肿大淋巴结，较大者约为 2.0 cm。入院诊
断：① 过敏性皮疹；② 肺气肿。入院后给予注射
用甲泼尼龙琥珀酸钠（MPSS）40 mg ivgtt qd，氯
雷他定片 10 mg po qd，盐酸西替利嗪片 10 mg po 
qn。6 月 24 日实验室检查：WBC 25.96×109·L－ 1，
EOS 16.09×109·L － 1， 血 小 板 计 数（PLT）
58.0×109·L－ 1，肝肾功能仍异常，尿常规：尿白

细胞（±），尿蛋白（＋），尿胆原（＋），肺炎支
原体阴性，肺炎衣原体阴性，红色粟米状斑丘疹未
见明显好转，考虑为复方磺胺甲噁唑片引起的药物
反应伴嗜酸性粒细胞增多和全身性症状（DRESS）
综合征。将注射用甲泼尼龙琥珀酸钠增加至 80 mg 
ivgtt qd，6 月 26 日全身皮疹较入院时减少、躯干皮
疹大部分消退，四肢皮疹多发暗红斑，颜色较前变
淡，部分见脱屑；6 月 29 日开始激素逐渐减量；7
月 6 日停用注射用甲泼尼龙琥珀酸钠，改甲泼尼龙
片 20 mg po qd（出院前用量降至 12 mg po qd，期间
同时给予盐酸奥洛他定片、复方甘草酸苷片，外用
地奈德乳膏，7 月 9 日皮疹逐渐消退，红斑均消失，
没有过度残留的色素沉着和脱屑。7 月 11 日复查实
验室指标基本恢复正常，于当日出院。出院 7 周未复
发，预后良好。患者住院期间治疗药物变化及重要
实验室指标监测如表 1 所示，皮疹情况如图 1 所示。
2　讨论
2.1　不良反应关联性评价
　　根据欧洲药物不良反应登记（RegiSCAR）诊
断 DRESS 综合征评分系统 [1]，患者服用复方磺
胺甲噁唑片前肝肾功能正常，服用后：淋巴结肿
大（1 分）；嗜酸性粒细胞增高（2 分）；伴全身弥
漫分布斑丘疹，且皮疹范围＞ 50% 体表面积（2
分）；ALT、AST 升高，ALP 升高且伴胆红素增
高，判定是肝损伤（1 分）；肌酐清除率下降、尿
常规提示尿白细胞（±）、尿蛋白（＋）、尿胆原
（＋），判定肾功能不全（1 分）。评分 7 分，患者
DRESS 综合征诊断明确，考虑致敏药物为复方磺
胺甲噁唑片。根据国家药品不良反应监测中心推
荐的因果关系评价法 [2]：① 患者在使用复方磺胺
甲噁唑片 1 周后出现 DRESS 综合征，存在合理

药品不良反应
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的时间关系；② 患者出现全身多形性红斑、胆红
素增高、血小板增高符合说明书中记载的不良反
应；③ 本患者停用复方磺胺甲噁唑片后症状未明
显减轻，其抗 EB 病毒（EBV）衣壳抗原 IgG 抗
体 7.46、EBV DNA 测定 6.32×103 IU·mL － 1，
符合 DRESS 综合征伴有 EBV 等病毒再激活导致
临床症状延长和恶化的特点 [3]；④ 患者未再次用
药；⑤ 患者出现皮疹的症状不能用基础疾病肺

气肿或其他短暂使用的合并药品桉柠蒎肠溶软胶
囊、多索茶碱片解释（通过检索中国知网、万方、
维普和 PubMed 等数据库，结合药品说明书未有
相关不良反应的报道）。判定患者服用复方磺胺
甲噁唑与 DRESS 综合征关联为很可能。
2.2　复方磺胺甲噁唑致 DRESS 综合征的相关文
献复习
　　通过检索 PubMed、中国知网、万方医学、
维普等数据库，共得到复方磺胺甲噁唑致 DRESS
综合征的个案报道文献 15 篇（见表 2），涉及 15
例患者，其中男性 9 例，女性 6 例；年龄 3 ～ 74
岁，年龄未知 1 例，其余 14 例的年龄中位数是
19.5 岁；潜伏期在 1d ～ 8 周，潜伏期中位数是
21 d，低于 2 周的 3 例，其余都是 3 周以上。出
现发热症状 14 例；嗜酸性粒细胞增多 11 例；表
现出红斑、皮疹等症状 14 例，其中伴有面部水
肿 7 例；表现出颈部或腹股沟淋巴结肿大等症状
7 例；伴有非典型淋巴细胞增多 4 例；病毒再激
活4例；15例患者中肺部受累1例，眼部受累1例，
肝脏受累 6 例，肾脏受累 1 例，肝肾两个器官受
累 6 例；在采取停用复方磺胺甲噁唑、口服或静
脉注射皮质类固醇、口服抗过敏药等治疗手段后，
好转12例，发生自身免疫性疾病2例，死亡1例。
2.3　药物相关性 DRESS 综合征现状
　　DRESS 综合征发病机制尚未完全清楚，可能
与抗原呈递、特定的人类白细胞抗原 HLA 等位基
因、疱疹病毒再激活、效应 T 细胞激活等相关 [3]。
Sharifzadeh 等 [19] 认为 DRESS 综合征是一种延迟
的、罕见的、可能危及生命的特异性药物反应。
DRESS 综合征通常在暴露于药物后 2 ～ 6 周发
生，并出现高热、广泛的皮疹、面部水肿、淋巴
结病、内脏器官受累和血液学异常 [20-21]。药物是

表 1　患者住院期间治疗药物及重要实验室指标值变化

药物或指标 6 月 21 日 6 月 24 日 6 月 28 日 7 月 3 日 7 月 7 日 7 月 11 日

治疗药物 MPSS 40 mg ivgtt qd，
氯雷他定片 10 mg 
po qd，盐酸西替利

嗪片 10 mg po qn

MPSS 80 
mg ivgtt 
qd

注射用甲

泼尼龙

琥珀酸

钠 80 mg 
ivgtt qd

MPSS 20 mg ivgttt qd，甲泼尼

龙片 12 mg po qn，地奈德

乳膏 20 g 外用，盐酸奥洛

他定片 5 mg po q12h，复方

甘草酸甘片 225 mg po q8h

甲泼尼龙片 20 mg po 
qn，地奈德乳膏 20 
g 外用，盐酸奥洛他

定片 5 mg po q12h，
复方甘草酸甘片 225 
mg po q8h

甲泼尼龙片 16 mg po 
qn，地奈德乳膏

20 g 外用，盐酸奥

洛他定片 5 mg po 
q12h，复方甘草酸

甘片 225 mg po q8h
WBC/（×109·L － 1） 24.43 25.96 8.5 5.55 9 9.24
EOS/（×109·L － 1） 12.54 16.09 0.01 0.01 0.01 0.02
Cr/（μmol·L － 1） 98.1 86.7 65.7 67.7 63.1 59.4
CCr/（mL·min － 1） 42.76 48.39 63.85 61.97 66.49 70.63
ALT/（U·L － 1） 65.6 224.3 280.8 163.5 138.9 98.8
GGT/（U·L － 1） 169.1 120.8 108.5 86 82.3 73.2
AST/（U·L － 1） 116.4 323.5 150.9 53.4 51 38.5
ALP/（U·L － 1） 193.1 174 184.9 140.6 162.9 160.2
DBIL/（mol·L － 1） 3.3 8.1 10.8 7.8 6.1 5

图 1　患者住院期间皮疹情况

注：A ～ B. 6 月 20 日；C ～ D. 6 月 26 日；E ～ F. 7 月 9 日。
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引起 DRESS 综合征的主要因素，其确切发生率
尚不清楚，但估计在 1/1000 ～ 1/10 000，DRESS
综合征常涉及的药物包括芳香族抗惊厥药、抗抑
郁药、非甾体抗炎药、磺胺类和砜类、抗菌药
物、别嘌醇，芳香类抗惊厥药和别嘌呤醇 [19，22]。
Sharifzadeh 等 [19] 收集了 254 例抗菌药物引起的
DRESS 综合征，其中大多数分别与抗结核药物、
万古霉素和磺胺类药物有关，磺胺类抗菌药物
中，复方磺胺甲噁唑与 DRESS 综合征密切相关。

目前，复方磺胺甲噁唑片导致的 DRESS 综合征
在国内未见报道，国外文献报道的主要临床表现
为发热，全身出现斑丘疹、轻度面部水肿、淋巴
结肿大、器官损伤、非典型淋巴细胞和嗜酸性粒
细胞增多等 [4-18]。本例患者服用复方磺胺甲噁唑
片 1 周后出现发热、皮肤瘙痒、全身弥漫分布红
色粟米状丘疹、嗜酸性细胞粒细胞明显增多、纵
隔内多发肿大淋巴结、肝肾损伤等，且病程大于
15 d，符合 DRESS 综合征的临床表现。

表 2　复方磺胺甲恶唑致 DRESS综合征病例资料

文献 性别
年龄 /
岁

基础疾病 合并用药
发生

时间
临床表现

累及

器官
处理措施 转归

[4] 女 15 痤疮 无 8 w 发热、斑丘疹、面部水肿、外周血嗜酸性

粒细胞增多

肝 停药，静脉注射地塞米

松、口服泼尼松龙

好转

[5] 男 15 左拇指周围脓

肿

头孢曲松 13 d 发热、弥漫性瘀点和紫癜性皮疹、面部水

肿、颈部和腹股沟淋巴结肿大、外周血

嗜酸性粒细胞增多 

肝、肾 停药，静脉注射皮质

类固醇

好转

[6] 男 74 急性细菌性前

列腺炎

无 3 w 发热、面部和颈部出现斑丘疹、非典型淋

巴细胞增多、外周血嗜酸性粒细胞增多、

人类疱疹病毒 6 再激活

肝、肾 停药，静脉注射皮质

类固醇

好转

[7] 男 4 造血干细胞移

植后感染

万古霉素、哌拉西

林 - 他唑巴坦

11 d 发热、红斑和丘疹、面部水肿、下颌下淋

巴结肿大和脾肿大、外周血嗜酸性粒细

胞增多

肝 停药，静脉注射皮质

类固醇、口服右氯

苯那敏

好转

[8] 女 8 先天性膀胱输

尿管反流

无 3 w 发热、麻疹样斑块、面部水肿、颈后和耳

后淋巴结肿大、非典型淋巴细胞增多、

外周血嗜酸性粒细胞增多

肝、肾 停药，静脉注射皮质

类固醇

好转

[9] 男 64 干细胞移植后

感染

无 3 w 发热、皮疹、红斑伴有脱屑、面部水肿、

巨细胞病毒再激活

肾 停药，口服和外用皮

质类固醇

好转

[10] 男 59 肺炎 无 5 w 发热、弥漫性斑丘疹，面部水肿、人类疱

疹病毒 6 再激活

肝 停药，口服更昔洛韦、

静脉注射泼尼龙

发生自身免

疫性疾病

[11] 男 6 骨髓炎 无 45 d 发热、躯干和四肢出现红斑、颈部淋巴结

肿大、非典型淋巴细胞增多

肝 停药，口服泼尼松龙、

静脉注射免疫球蛋

白

发生自身免

疫性疾病

[12] 女 51 克罗恩病 美沙拉嗪 6 w 发热、面部、胸部和腹部广泛出现融合红

斑丘疹、外周血嗜酸性粒细胞增多、人

类疱疹病毒 6 再激活

肺 停药，静脉注射泼尼

松龙

好转

[13] 女 3 未知 头孢克肟 3 w 发热、外周血嗜酸性粒细胞增多、单核细

胞增多

肝、肾 停药 好转

[14] 男 17 结节性囊性

   寻常痤疮

异维 A 酸 4 w 发热、躯干、面部、手臂和腿部出现融合

的红斑斑丘疹、双侧颈部和腹股沟淋巴

结肿大、外周血嗜酸性粒细胞增多

肝 停药，体外肝透析 好转

[15] 女 未成年单纯性尿路感

染

无 6 d 发热、麻疹样皮疹、面部水肿、颈部淋巴

结肿大、非典型淋巴细胞增多

肝肾 停药，静脉注射泼尼

松龙

好转

[16] 女 22 尿路感染 无 1 d 皮肤红疹和黏膜病变以及玻璃体视网膜受

累、外周血嗜酸性粒细胞增多

眼部 停药 好转

[17] 男 62 难治性髂腰

   肌脓肿

无 28 d 发热、面部有鳞屑、眼周苍白、弥漫性 
红斑、外周血嗜酸性粒细胞增多

肝、肾 口服皮质类固醇 死亡

[18] 男 24 哮喘、焦虑和

慢性前列

腺炎

孟鲁司特、吸入沙

美特罗 / 替卡松

和溴西泮

30 d 发热、斑丘疹、颈部两侧淋巴结肿大、外

周血嗜酸性粒细胞增多

肝 口服强的松 好转
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　　DRESS 综合征治疗的重点是停用可疑药物、
对症支持治疗、使用类固醇或其他免疫抑制剂以
及根据情况使用抗病毒治疗。使用全身性皮质
类固醇是改善 DRESS 综合征临床症状的标准治
疗 [23]。Isaacs 等 [20] 报告了系统性使用全身性皮质
类固醇是 DRESS 综合征的一线疗法，通常每日
使用 1 ～ 2 mg·kg － 1 的泼尼松，一次或分成两
次使用。但全身性皮质类固醇不是控制 DRESS
综合征的唯一治疗方法，当其治疗失败时，免疫
球蛋白 [24-25]、环孢素 [26]、环磷酰胺 [27]、吗替麦
考酚酯 [28] 和血浆置换 [29] 通常作为二线治疗。对
于确认病毒激活的严重患者，一些专家还提出抗
病毒治疗，如使用更昔洛韦 [30]。本例患者体质量
52 kg，根据文献 [20] 推荐的泼尼松剂量，换算成
甲泼尼龙为 0.8 ～ 1.6 mg·kg － 1，入院初给予注
射用甲泼尼龙琥珀酸钠 40 mg ivgttt qd 治疗，相
关指标和红色粟米状斑丘疹未见明显好转，后将
注射用甲泼尼龙琥珀酸钠调整为 80 mg ivgtt qd，
红色粟米状斑丘疹较入院减少、躯干皮疹大部分
消退，症状及指标明显好转。出院 7 周未复发，
预后良好。
　　该病例提示，DRESS 综合征早期诊断、停药
和足量类固醇治疗可以挽救患者的生命，因此对
DRESS 综合征的总体认识非常重要。临床医师
和临床药师应该加强对复方磺胺甲噁唑可能导致
DRESS 综合征的认识，了解其临床表现、致病特
点和治疗方案。早期识别和治疗这种情况可以改
变疾病的进展并挽救患者生命。
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1　病例资料
　　患者女，47 岁，既往有下肢酸痛无力 5 年，
用药史不详。3 个月前，自感下肢酸痛无力加重
并吞咽困难、复视，于 2020 年 1 月 7 日入某医
院神经内科住院治疗，肌电图：神经肌肉接头突
触后膜病变，诊断“重症肌无力（MG）”。住院
治疗期间给予溴吡斯的明片（60 mg tid）和注射用
甲泼尼龙琥珀酸钠（80 mg，9 d 后减至 40 mg qd 
ivgtt）治疗，1 月 16 日起加用硫唑嘌呤片（浙江

奥托康制药有限公司，批号：H33020153）25 mg 
bid 治疗，病情好转后于 1 月 21 日出院，出院时
血常规检查：白细胞（WBC）15.9×109·L － 1 ↑、
中性粒细胞（NEUT）11.0×109·L － 1 ↑、血小
板（PLT）216×109·L － 1，红细胞计数（RBC）
4.73×1012·L － 1。出院后，继续用溴吡斯的明
片、硫唑嘌呤片，并予醋酸泼尼松片（30 mg qd）
治疗，其中硫唑嘌呤片于 2 月 19 日增加至 50 mg 
bid。2 月 23 日因发热 3 d，舌体溃疡，血常规检
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2　讨论
2.1　关联性评价 
　　本例患者同时使用硫唑嘌呤片、溴吡斯的明
片、醋酸泼尼松片 3 种药物治疗重症肌无力，出
现肺部感染症状后，住院对症治疗期间，停用硫
唑嘌呤，醋酸泼尼松片继续使用，感染症状未
见加重趋势，说明肺部感染与醋酸泼尼松不相
关，查阅溴吡斯的明片说明书及相关文献，未见
其致肺部感染报道，因此考虑不良反应（adverse 
reaction，ADR）与硫唑嘌呤有关。依据诺氏不良
反应评估量表进行关联性分析，结果见表 2。硫
唑嘌呤与此不良反应评分为 7 分，判定本例患者
肺部感染与硫唑嘌呤片“很可能”有关。
2.2　硫唑嘌呤致感染风险分析
　　硫唑嘌呤是较早上市的嘌呤拮抗类免疫抑制
剂，可抑制核酸生物合成，从而抑制免疫细胞及

其他类型细胞增生，临床单独使用或联用皮质类
固醇减量使用防止器官移植患者排斥反应及治疗
重症肌无力等 [1-2]。硫唑嘌呤片不良反应信号前 3
位为血液系统损害、感染及浸染类疾病、胃肠道
反应等 [3]。
　　硫唑嘌呤片致除器官移植外患者感染率在
12% 左右 [4-5]。结合本例患者进行硫唑嘌呤片致
感染风险因素分析：
　　其一，免疫抑制使患者易感染风险增加，接
受硫唑嘌呤片单独治疗或与其他免疫抑制剂（如
激素）联合用药时，会使患者位于较高的免疫抑
制状态，导致免疫力下降，易感染性增加 [6-7]，本
例患者服用硫唑嘌呤片使其处于较高的免疫抑制
状态。其二，骨髓抑制是致感染的另一主要因素，
患者化疗致骨髓抑制时，白细胞、粒细胞数值呈
进行性下降，伴随白细胞、粒细胞严重减少，机

表 1　患者住院期间重要的药物治疗及临床信息

住院时间 临床检查检验结果 治疗药物调整情况

2020-03-03
（d1）

WBC 0.6×109·L － 1 ↓、NEUT 0×109·L － 1 ↓、PLT 26×109·L － 1 ↓、RBC 
2.89×1012·L － 1 ↓；血钾 3.95 mmol·L － 1，血钠 135.3 mmol·L － 1，肝、肾功

能和凝血功能正常，超敏 C 反应蛋白（hs-CRP）190.56 mg·L － 1 ↑；网织红细

胞 0.16% ↓；骨髓检查：无骨髓小粒和巨核细胞；有核细胞增生极度减低；粒

系增生减低占 8%；红系增生减低占 3.5%，以中晚幼红细胞为主，粒红比为

2.29∶1；淋巴细胞相对增多；PLT 少见；胸部 CT 检查：两肺多发炎症

停用硫唑嘌呤片，醋酸泼尼松片继续使用，同

时予重组人粒细胞刺激因子注射液（吉粒

芬）150 μg qd iv；注射用重组人白介素 -11 
1200 万 U qd ih；卡泊芬净 50 mg qd ivgtt；
美罗培南 1.0 g tid ivgtt；替考拉宁 400 mg qd 
ivgtt；伏立康唑 200 mg bid ivgtt；单采血小

板 1 U qd ivgtt
d3 降钙素原 0.057 ng·mL － 1 ↑；WBC 0.7×109·L － 1 ↓、NEUT 0×109·L － 1 ↓、PLT 

40×109·L － 1 ↓、RBC 2.92×1012·L － 1 ↓；血钾 4.03 mmol·L － 1，血钠 138.5 
mmol·L － 1，肝、肾功能和凝血功能正常，hs-CRP 185.32 mg·L － 1 ↑

停用注射用重组人白介素 -11

d9 B 型利钠肽 29.0 ng·L － 1；WBC 0.9×109·L － 1 ↓、NEUT 0.1×109·L － 1 ↓、PLT 
45×109·L － 1 ↓、RBC 2.95×1012·L － 1 ↓；肝、肾功能正常；hs-CRP 154.35 
mg·L － 1 ↑

停用吉粒芬、注射用伏立康唑；改用重组人

粒细胞刺激因子注射液（瑞白）100 μg qd 
iv；伏立康唑片 200 mg po bid

d16 真菌涂片检查有真菌孢子；WBC 1.4×109·L － 1 ↓、NEUT 0.2×109·L － 1 ↓、PLT 
59×109·L － 1 ↓、RBC 2.95×1012·L － 1 ↓

停用卡泊芬净、单采血小板；停用伏立康唑

片，改用氟康唑胶囊 100 mg po qd
d22 1，3-β-D 葡聚糖 294.80 pg·mL － 1 ↑ 停用替考拉宁

d26 CT 检查：两肺多发炎症，伴部分纤维灶，两侧少量胸腔积液，心包少量积液 停用美罗培南，加用替加环素 50 mg bid ivgtt
d32 心包少量积液，双侧胸膜局部增厚，WBC 2.7×109·L－1 ↓、NEUT 1.0×109·L－1 ↓、

PLT 92×109·L － 1 ↓
停用瑞白

d36 WBC 2.5×109·L － 1 ↓、NEUT 0.8×109·L － 1 ↓、PLT 87×109·L － 1 ↓、RBC 
3.13×1012·L － 1 ↓，hs-CRP ＜ 1.36 mg·L － 1

停用替加环素

d42 WBC 2.9×109·L － 1 ↓、NEUT 0.9×109·L － 1 ↓、PLT 86×109·L － 1 ↓、RBC 
3.15×1012·L － 1 ↓，hs-CRP ＜ 1.00 mg·L － 1，病情稳定，准予出院

出院带药，参血胶囊 0.7 g bid

查：WBC 0.5×109·L － 1 ↓、NEUT 0×109·L － 1 ↓、
PLT 21×109·L － 1 ↓、RBC 3.78×1012·L － 1↓；
胸部 CT：右肺下叶背段磨玻璃影，收住某市级
医院血液科，停用硫唑嘌呤片，溴吡斯的明、醋
酸泼尼松继续使用，同时用重组人粒细胞刺激因
子注射液、重组人血小板生成素注射液及注射用
美罗培南治疗，患者自觉反复发热，血常规未见
明显好转，于 3 月 2 日要求出院转上级医院治疗。
　　2020 年 3 月 3 日患者以“肺部感染、全血细

胞减少、口腔溃疡并伴反复发热半月余”转入省
级某医院。入院体检：患者发热最高 39.0℃，心
率 110 次·min － 1， 呼 吸 24 次·min － 1， 血 压
115/83 mmHg（1 mmHg ＝ 133.2 Pa）， 神 志 清。
口腔多处溃疡疼痛明显，影响进食；双肺叩诊清
音，未闻及啰音。入院后硫唑嘌呤片持续停用，
住院期间采用输血、抗感染、升血细胞等对症治
疗，住院期间重要的药物治疗及临床信息见表 1。
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体防御能力降低，极易发生不同部位感染 [8]，回
顾 A 类文献 13 例死亡病例中，血液系统损害致
感染引发死亡 7 例 [9]。本例患者硫唑嘌呤片使用
38 d 后血细胞下降至 WBC 0.5×109·L － 1、NEUT 
0×109·L － 1，机体防御能力下降，引发肺部感染。
其三，患者本身潜在感染因子（如细菌、真菌、
病毒、肝炎等）再激活使患者易感性增加，国家
药品监督管理局在《药物警戒快讯》（总第 135 期）
发布：硫唑嘌呤片巨细胞病毒再激活风险，巨细
胞病毒血症可致患者出现严重肺炎和嗜血细胞综
合征；Pan 等 [10] 曾发现入院前获得潜伏性肺隐球
菌感染患者使用硫唑嘌呤 3 个月后胸部 CT 发现
孤立性肺结节，组织病理学检查结果及血清隐球
菌抗原滴度阳性（1∶8），提示肺隐球菌病。
　　感染与严重骨髓抑制是硫唑嘌呤片相关死亡
报告事件中主要相关因素 [11]，为降低用药风险，
根据上述致感染因素可采取：硫唑嘌呤片使用
前，用巴氏涂片法筛查人乳头瘤病毒，用血清学
方法筛查肝炎病毒、人类免疫缺陷病毒等，根据
情况进行疫苗接种或抗病毒治疗等，使患者尽可
能避免潜在感染因子 [12]；定期血常规检测，根据
各血细胞变化趋势及时调整硫唑嘌呤片剂量，当
WBC 低于 3.0×109·L － 1 应立即停用 [2]，必要时
用重组人粒细胞刺激因子注射液、注射用重组人
白介素 -11 升血细胞。
　　综上，通过本例硫唑嘌呤致肺部感染的不良
反应的案例分析，建议硫唑嘌呤临床使用时应筛
查潜在感染因子；低剂量开始逐渐调整至维持剂
量或根据血药浓度监测调整给药剂量 [13]；用药过
程中定期进行血常规检查；密切关注身体变化情
况，发现头晕、发热、出血、感染等应及时停药
并告知医师，以便医师采取必要的纠正措施或对
症治疗，如感染时应暂停使用，通过细菌培养、
毒素检测等手段确定感染类别，并用敏感抗菌药
物或抗真菌药物治疗 [14]，保障患者用药安全。
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表 2　诺氏药物不良反应评估量表

指标
问题分值

该病例得分情况分析
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物并出现过类似反应？ ＋ 1 0 0 ＋ 0
10. 是否存在任何客观证据证实该反应？ ＋ 1 0 0 ＋ 1
总分值 7 分
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1　病例介绍 
　　患者，女，83 岁，2022 年 1 月 15 日因“头
晕、双下肢乏力 3 年余”入院。患者 3 年前无明
显诱因出现头晕、四肢乏力，此过程中无昏迷、
恶心、呕吐等症状，其他医院头颅 MRI 检查显示
腔隙性脑梗死，当时治疗后好转。现四肢乏力，
不能独立走路，来我院继续治疗。入院时患者精
神、睡眠佳，饮食可，大小便正常。既往无高血
压、糖尿病和肝炎等病史、无药物过敏史但有海
鲜过敏史。查体：体温（T）36.4℃，脉搏（P）
83 次·min － 1，呼吸频率（R）24 次·min － 1，血
压（BP）136/72 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）；
双肺未闻及明显干湿啰音，心脏各瓣膜未闻及明
显杂音，无胸闷、气促等症。辅助检查：头颅
MRI 显示两侧大脑对称，中线结构居中；大脑灰
白质边界欠清，双侧基底节区、放射冠区及半卵
圆区可见斑点状低密度影，双侧侧脑室周边见片
状低密度影，各脑室扩大，脑沟及脑裂增宽，局
部脑回变小，诊断为脑梗死后遗症。入院次日给
予乳果糖口服溶液治疗便秘，血府逐瘀口服液
和注射用血栓通对症治疗。1 月 19 号 10：15 左
右给予注射用己酮可可碱（酒泉大得利制药股份
有限公司，批号：01-210913）100 mg ＋ 0.9% 氯
化钠注射液 250 mL ivgtt qd，要求滴速不超过 2 
mL·min － 1，2 ～ 3 h 输完，改善微循环。约 5 
min 后，患者出现气短、呼吸困难、胸闷、脸色
发白等症状，考虑为药物引起的过敏性休克，立
即停用注射用己酮可可碱。使用异丙嗪 25 mg 肌
内注射，地塞米松 5 mg 静脉推注，吸氧，心电图
监 护：BP 86/57 mmHg，P 124 次·min － 1，R 31
次·min － 1，心率 139 次·min － 1，血氧饱和度下
降至 89%。让患者平躺保持呼吸道畅通，高流量
面罩吸氧，加快补液，继续呋塞米注射液 20 mg
静脉推注，肾上腺素 2 mg 静脉推注，25 min 后，

患者的各项指标逐步恢复，BP 132/68 mmHg，P 
93 次·min － 1，R 27 次·min － 1，血氧饱和度维
持在 94% ～ 97%，心电图正常。
2　讨论

2.1　注射用己酮可可碱与过敏性休克的关联性评价

　　患者入院后加用注射用己酮可可碱出现过敏
性休克，过敏性休克与注射用己酮可可碱的使用
有明确的时间关联性。采用 Naranjo 药物不良反
应评估量表 [1-2] 对本例进行评估，注射用己酮可
可碱引起的过敏性休克得分 8 分，结论为“很可
能”（见表 1）。
2.2　文献检索资料及结果 
　　中文检索 2002 年 1 月 1 日至 2022 年 1 月 1
日期间中国知网、万方医学和维普等数据库收录
的文献，以（“注射用己酮可可碱”或“己酮可可
碱”）和（“过敏性休克”或“过敏”或“休克”）和 /
或（“例”或“致”）等为检索词。仅检索到 1 篇使
用注射用己酮可可碱出现过敏性休克的报道 [3]，
该文中患者为 55 岁男性，给药途径与使用剂量
与本文患者相同，不良反应症状有面色发白、呼
吸急促和血压下降等，与本病例相似。英文检索
2002 年 1 月 1 日至 2022 年 1 月 1 日期间 PubMed
数 据 库 收 录 的 文 献， 以 [（pentoxifylline）OR
（PTX）] AND [（anaphylaxis）OR（shock）OR
（allergy）] 等为检索词，检索到 Carballada 等 [4]

报道了一名 53 岁男性患者，在使用注射用己酮可
可碱 400 mg 后立即出现口咽瘙痒、打喷嚏和咳嗽
异物感，15 ～ 20 min 后，头部和四肢出现严重血
管水肿和红斑，伴有呼吸窘迫、咳嗽和呼吸困难，
使用激素和抗组胺药治疗后症状缓解。
2.3　过敏性休克的防治原则 
　　过敏性休克可导致喉头或气道痉挛、水肿，
造成机体严重缺氧，严重者可因呼吸循环衰竭而
死亡 [5]。应对措施如下：
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　　① 源头上减少过敏性休克的发生，询问过敏
史，避免使用有过敏史的同类药品；严格按照说
明书选择合适的溶媒、浓度和输液速度；认真阅
读说明书注意事项和不良反应。
　　② 及时发现，预先告知患者可能发生不良反
应的症状，如有异常及时告知医务人员；护士加
强巡视、观察和询问，在输液、巡床的过程中如
发现患者异常情况应立即通知医师鉴别诊断。在
不能肯定的时候，可用肾上腺素 0.3 mg（安全剂
量）皮下注射，如果患者症状迅速缓解，就证实
为药物引起的变态反应 [6]。
　　③ 积极抢救，一旦发生过敏性休克，应立即
停止可疑药物，采用扩容、吸氧、心电监护，使
用地塞米松、肾上腺素等药品，必要时行气管插
管、电除颤等治疗手段。
3　小结 
　　己酮可可碱是一种磷酸二酯酶抑制剂，具有
抗炎和抗氧化、抑制炎症递质产生、改善微循环、
阻止血小板聚集、提升记忆等功能，主要用于改
善脑梗死后脑循环及治疗周围血管病 [7-9]。常见
的不良反应有恶心、头晕、消化不良等，较少见
的不良反应表现在心血管系统如血压下降、水肿，
神经系统如焦虑、抑郁等。
　　己酮可可碱发生过敏性休克机制暂不清楚，
临床也不常见，相关报道也极少，但却可能危及
生命，需要足够重视。使用之前需认真查阅说明
书：用药时要求患者平卧位，最大滴速不可超过
2 mL·min － 1，最大剂量每日不得超过 400 mg 等。
为了应对突发状况，有必要准备好抢救药品和急
救器械。临床药师要定期给医师和护士宣讲药品

知识，帮助其提高鉴别不良反应的能力；医师和
护士要注重演练与考核相结合，强化抢救药物的
合理使用和设备操作流程规范。
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表 1　Naranjo 药物不良反应评估量表评分结果

相关问题 是 否 未知 评分依据

1. 该不良反应发生前是否有结论性报告 1 　 说明书提示偶然情况下有发生过敏性休克报道

2. 本不良反应是否发生于可疑药物使用后 2 　 　 过敏性休克不良反应是在使用注射用己酮可可碱之后

3. 停用该药物或应用拮抗药后不良反应是否改善 1 　 　 停药并对症治疗后不良反应消失

4. 重新用药后该不良反应是否重新出现 　 　 0 没有再次使用注射用己酮可可碱

5. 是否存在其他原因引起不良反应 　 2 　 患者入院无此类不良反应，且使用注射用己酮可可碱之前

使用了 3 种药物达 3 d，未出现任何异常

6. 应用安慰剂后该不良反应是否再次出现 　 1 　 停药后患者继续使用其他所有药物未出现类似症状

7. 血药浓度是否达到中毒浓度 　 0 　 注射用己酮可可碱使用常规剂量，未达到中毒浓度

8. 增加或减少药物剂量不良反应是否随之增强或减弱 　 　 0 药物剂量未发生变化 

9. 患者既往应用同样或类似药物是否出现过类似反应 　 　 0 患者既往未应用同样或类似药物

10. 不良反应是否有客观依据证实 1 　 　 不良反应有相关客观检查指标予以确认

得分 8 分


