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盐酸纳美芬鼻喷剂在大鼠体内的药动学及纤毛毒性研究

张婷1，2，李蒙2，范冉冉2，孙文军2，王荣荣2，高静2，聂广军1*，郑爱萍2*（1. 郑州大学基础医学院，

郑州　450001；2. 军事科学院军事医学研究院毒物药物研究所，北京　100850）

摘要：目的　建立 LC-MS/MS 法测定大鼠血浆中盐酸纳美芬的浓度，研究盐酸纳美芬鼻喷剂

在大鼠体内的生物利用度及纤毛毒性。方法　以盐酸纳美芬静脉注射为对照组，大鼠经鼻腔

给药后，采用 LC-MS/MS 法测定血药浓度，并使用 WinNonlin 5.2.1 软件计算主要药动学参数。

以离体蟾蜍上颚和大鼠鼻黏膜为模型，考察盐酸纳美芬经鼻给药后纤毛持续摆动时间及黏膜

形态的变化。结果　盐酸纳美芬在 0.05～ 2.5 μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好（r＝ 0.9999），

定量下限为 0.05 μg·mL－ 1；回收率在 96.81% ～ 102.55%；日间和日内精密度的 RSD 分别在

3.7% ～ 5.5% 和 0.99% ～ 7.0%，准确度（RE）在 1.51% ～ 7.13%；血浆样品稳定性良好。盐

酸纳美芬鼻喷剂起效迅速，tmax 约为 1 min，绝对生物利用度可达 81.64%。在蟾蜍上颚模型中

观察到纤毛排列整齐，呈流水状摆动，相对运动百分率为 66.52%，纤毛停止摆动后经生理盐

水冲洗又可恢复摆动；在大鼠鼻黏膜模型中观察到，与生理盐水组相比，仅有少量纤毛出现簇

状聚集和脱落现象。结论　建立的 LC-MS/MS 法快速高效、专属性强、灵敏度高。盐酸纳美

芬鼻喷剂在大鼠体内起效迅速、生物利用度高；其对离体蟾蜍上颚和大鼠鼻黏膜纤毛毒性小。

关键词：盐酸纳美芬；鼻喷剂；药动学；纤毛毒性；绝对生物利用度
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Pharmacokinetics and ciliary toxicity of nalmefene hydrochloride  
nasal spray in rats

ZHANG Ting1, 2, LI Meng2, FAN Ran-ran2, SUN Wen-jun2, Wang Rong-rong2, GAO Jing2, NIE 
Guang-jun1*, ZHENG Ai-ping2* (1. School of Basic Medical Sciences, Zhengzhou University, 
Zhengzhou  450001; 2. Institute of Pharmacology and Toxicology, Academy of Military Medical 
Sciences, Academy of Military Sciences, Beijing  100850)

Abstract: Objective  To establish an LC-MS/MS method to determine the concentration of nalmefene 
hydrochloride in rat plasma, and the bioavailability and ciliary toxicity of nalmefene hydrochloride 
nasal spray in rats. Methods  Intravenous injection of nalmefene hydrochloride was used as the control. 
After the intranasal administration, the plasma concentration was determined by LC-MS/MS method, 
and main pharmacokinetic parameters were calculated by WinNonlin 5.2.1 software. With the isolated 
toad upper jaw and rat nasal mucosa as models, the continuous oscillation time of cilia and the changes 
of mucosal morphology after nasal administration of nalmefene hydrochloride were measured. Results  
The linear relationship of nalmefene hydrochloride was good at 0.05 ～ 2.5 μg·mL － 1 (r ＝ 0.9999), 
and the lower limit of quantification was 0.05 μg·mL － 1. The recovery rate was between 96.81% 
and 102.55%. The RSD of inter-day and intra-day precisions were 3.7% ～ 5.5% and 0.99% ～ 7.0%, 
respectively, and the accuracy was between 1.51% and 7.13%. The stability of plasma samples was 
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　　阿片类药物是治疗疼痛最有效的药物之一 [1]，
然而，其非法供应以及滥用造成死亡人数的增加已
经引起了全世界的关注，这种现象在美国尤为严
重，其合成物及半合成物的出现进一步加剧了这一
公共卫生挑战 [2]。目前，FDA 已批准上市的用于
治疗疑似或确诊阿片类过量的药物为纳洛酮和纳美
芬，纳洛酮作用持续时间短 [3]，在应对长效阿片类
过量时作用有限；而研究表明，与纳洛酮相比，纳
美芬起效迅速，对天然和重组 μ阿片受体（与阿片
类药物结合的主要受体）的亲和力比纳洛酮高约 5
倍 [4-5]，半衰期（8 ～ 9 h）[6] 与芬太尼（8 ～ 10 h）
和舒芬太尼（6 ～ 9 h）等合成药物相当 [7]，这些优
势在合成阿片类药物过量的抢救中至关重要。盐酸
纳美芬（nalmefene hydrochloride）注射液于 1995 年
在美国上市，但由于商业原因于 2008 年退出美国
市场（没有出现重大安全问题）[8]。
　　近年来，鼻腔给药由于起效迅速、给药方
便、无肝首过效应、生物利用度高以及脑靶向作
用等特点 [9-11]，成为国内外制剂领域研究的热点。
因此，本课题组参考 EP3793558 专利 [12] 制备了
一种盐酸纳美芬鼻喷剂，并建立了高效、灵敏的
LC-MS/MS 测定方法，研究了该鼻喷剂在大鼠体
内的生物利用度及其对离体蟾蜍上颚和大鼠鼻黏
膜的纤毛毒性，为新型制剂的研发以及临床应用
提供参考。
1　材料

1.1　试药

　　盐酸纳美芬原料药 [ 批号：200501，四川海
思科制药有限公司 ]，盐酸纳美芬对照品（纯度：
95.3%，批号：171272-201501，中国食品药品检定
研究院），盐酸纳美芬鼻喷剂（批号：20210223，规
格：3 mg，100 µL/ 喷，实验室自制），地西泮（内
标，批号：140708，山东信谊制药有限公司），乙
酸铵（批号：10001218）、甲酸（批号：80065518）

（国药集团化学试剂有限公司），去氧胆酸钠（批
号：D1203A，大连美仑生物技术有限公司），乙腈
（色谱纯，美国 Fisher 公司）。
1.2　仪器

　　Aglilent 1260 液 相 色 谱 -Agilent G6460 质 谱
联用仪（美国 Agilent 公司），涡旋振荡器（美国
Scientific industries 公司），高速冷冻离心机（美国
sigma 公司），BX53F 光学显微镜（日本 Olympus
公司），A650 数码相机（日本 Canon 公司）。
1.3　实验动物

　　Sprague-Dawley（SD）大鼠，雄性，SPF 级，
200 ～ 220 g；蟾蜍，雄性和雌性，30 ～ 40 g [ 北
京科宇动物养殖中心，许可证号：SCXK（京）
2018-0010]。
2　方法与结果

2.1　LC-MS/MS 方法的建立

2.1.1　色谱条件　色谱柱：Kromasil 100-5-C18
（2.1 mm×50 mm，5 μm）；流动相：乙腈 -10 
mmol·L－ 1 乙酸铵（含 0.1% 甲酸）（50∶50），等度
洗脱；流速：0.15 mL·min－ 1；柱温：30℃；进样量：
5 μL；运行时间：4.5 min。
2.1.2　质谱条件　离子源：电喷雾离子源（ESI）；
离子极性：正离子模式；离子检测模式：多反应
监测（MRM）；喷雾电压：3000 V；离子源温度：
300℃；气流速度 6 L·min－ 1；雾化压力：50 
psi；离子反应：纳美芬（m/z，340.1 → 268.3），
碎裂电压 120 eV，碰撞能量 40 V；地西泮（m/z，
285.2→193.1），碎裂电压70 eV，碰撞能量35 V。
2.1.3　溶液配制　盐酸纳美芬系列标准溶液和质
控溶液的配制：精密称取 2 份盐酸纳美芬对照品
适量于 10 mL 量瓶中，分别用 50% 的乙腈水溶液
溶解，配制成 1.5 mg·mL－ 1 的储备液，用乙腈
稀释得到质量浓度为 2.5、1.5、1.25、0.625、0.5、
0.25 和 0.05 μg·mL－ 1 的系列标准工作液及 0.05、

good. Nalmefene hydrochloride nasal spray has a rapid onset of action, and tmax was 1 min and absolute 
bioavailability was 81.64%. In the toad upper jaw model, the cilia were neatly arranged and swayed 
like flowing water. The relative movement percentage was 66.52%. If the cilia stopped swinging, they 
were restored to swing after being washed with saline. In the rat nasal mucosa model, compared with 
the saline group, only a few cilia clustered and fell off. Conclusion  The LC-MS/MS method is fast, 
efficient, specific and sensitive. Nalmefene hydrochloride nasal spray has a rapid onset of action with 
high bioavailability in rats. Its toxicity to isolated toad palate and rat nasal mucociliary is small. 
Key words: nalmefene hydrochloride; nasal spray; pharmacokinetics; ciliotoxicity; absolute 
bioavailablity
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0.1、0.4、2 μg·mL－ 1 的定量下限、低、中、高
浓度的质控溶液，备用。
　　内标溶液的配制：精密称取地西泮原料药适
量于 100 mL 量瓶中，加 50% 的乙腈水溶液溶解
并稀释至刻度，得 0.1 mg·mL－ 1 的储备液，再
用乙腈逐级稀释至质量浓度为 100 ng·mL－ 1，即
得内标溶液。
2.1.4　血浆样品处理　40 µL 血浆样品加入到 EP
管中，再加入 10 µL 内标溶液及 200 µL 乙腈，涡

旋混合 1 min，于 4℃、14 000 r·min－ 1 离心 10 
min，取上清液进行 LC-MS/MS 分析。
2.1.5　专属性　以 6 只大鼠的空白血浆为基质，
按照“2.1.4”项下的方法操作，制备空白血浆混
内标样品，同时制备大鼠给药后 30 min 时的血
浆样品，进样分析。结果如图 1 所示，血浆样品
中内源性物质不干扰盐酸纳美芬及内标的定量分
析，且盐酸纳美芬与内标相互无干扰，表明该方
法特异性良好。

图 1　纳美芬与内标的代表性色谱图

Fig 1　Representative MRM chromatograms of nalmefene and internal standard
A. 空白血浆样品（blank plasma sample）；B. 空白血浆混内标（blank plasma mixed with internal standard）；C. 给药30 min 时的血浆样品（plasma 
sample at 30 min after administration）；1. 盐酸纳美芬（nalmefene hydrochloride）；2. 内标（IS）

2.1.6　基质效应　分别取 6 个不同来源的大鼠空
白血浆，配制质量浓度分别为 0.1、2 μg·mL－ 1 低、
高浓度的质控样品，按“2.1.4”项下操作，每个浓
度平行 6 份，记录盐酸纳美芬和内标的峰面积比
A；同时，以乙腈代替空白血浆，配制相同浓度
的含有盐酸纳美芬和内标的溶液，每个浓度平行
6 份，记录盐酸纳美芬和内标的峰面积比 B，两
者峰面积的比值即为基质效应值。结果表明，低、
高浓度质控样品的基质效应在 92.95% ～ 99.60%，
RSD 在 4.1% ～ 4.4%，表明盐酸纳美芬和内标在
血浆中不受电离增强或抑制现象的影响，符合生
物样品定量分析相关指导原则要求。
2.1.7　标准曲线与定量范围　取“2.1.3”项下的
各系列标准工作液 10 µL，氮气下吹干，加入大
鼠空白血浆 40 µL，按“2.1.4”项下的方法处理
后，进样分析。以盐酸纳美芬与内标峰面积之比
（y）对药物浓度（x）作线性回归，且以标准曲线
的最低点作为定量下限。所得回归方程为：y ＝

1.0247x － 0.0203（r ＝ 0.9999），表明盐酸纳美
芬在 0.05 ～ 2.5 μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系
良好。定量下限为 0.05 μg·mL－ 1。
2.1.8　回收试验　按照“2.1.4”项下的方法制备
低、中、高 3 个浓度的质控样品，每个浓度平行
6 份，记录盐酸纳美芬和内标的峰面积比 C；同时，
另取空白血浆，按质控样品同法处理，在离心后
加入 10 μL 标准工作液和 10 μL 内标溶液，涡旋

混合，取上清液进样分析，每个浓度平行 6 份，
记录盐酸纳美芬和内标的峰面积比 D，两者峰面
积比的比值 ×100% 即为提取回收率。结果低、
中、高 3 个浓度质控样品的提取回收率分别为
96.81%、98.09%、102.55%，RSD 值分别为 6.2%、
5.0%、2.7%，回收率符合要求。
2.1.9　准确度和精密度　按照“2.1.4”项下的方法
分别制备低、中、高浓度及定量下限的质控样品，
每个浓度平行 6 份，考察 3 个分析批次，连续测
定 3 d，使用随行标准曲线的回归方程计算质控
样品的实际浓度。结果如表 1 所示，盐酸纳美芬
日间和日内精密度的 RSD 分别在 3.7% ～ 5.5% 和
0.99% ～ 7.0%，准确度（RE）在 1.51% ～ 7.13%，
符合生物样品定量分析相关指导原则要求。

表 1　准确度和精密度考察结果 (n ＝ 6) 
Tab 1　Accuracy and precision (n ＝ 6)

质控样品 /
（μg·mL － 1）

精密度 /% 测定值

（x±s）
准确度

（RE）/%日间 RSD 日内 RSD

0.05 5.2 3.5 0.054±0.003 7.13 

0.1 4.6 6.1 0.098±0.005 1.97 

0.4 5.5 7.0 0.393±0.024 1.67 

2 3.7   0.99 1.970±0.081 1.51 

2.1.10　稳定性　按照“2.1.4”项下的方法制备低、
高浓度的质控样品，考察其在室温放置 12 h、4℃
放置 24 h、－ 20℃放置 7 d 以及－ 20℃反复冻融 3
次的稳定性，每个浓度平行 6 份，记算测得浓度与
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标示浓度的偏差。结果如表 2 所示，盐酸纳美芬在
不同储存条件下的准确度（RE）在0.46%～4.13%，
表明样品在上述条件下稳定。

表 2　不同条件下盐酸纳美芬的稳定性考察结果 (n ＝ 6) 
Tab 2　Stability of nalmefene hydrochloride under various conditons 

(n ＝ 6)

放置条件
质控样品 /

（μg·mL － 1）

测定值

（x±s）
准确度

（RE）/%
精密度

RSD/%

室温，12 h 0.1 0.10±0.002 2.92 1.8 

2 1.99±0.065 0.67 2.9

4℃，24 h 0.1 0.10±0.002 1.19 2.0

2 1.97±0.031 1.49 1.4

－ 20℃，7 d 0.1 0.10±0.004 4.13 4.1

2 1.98±0.022 1.20   0.99

－ 20℃，3 次冻融 0.1 0.10±0.003 3.02 3.0

2 2.01±0.066 0.46 2.9

2.2　体内药动学研究

2.2.1　给药方案　取 SD 大鼠 12 只，给药前禁食
12 h，自由饮水，随机分为 2 组，每组 6 只，编
号，称重，用异氟烷麻醉。一组通过尾静脉注射
1.2 mg·mL－ 1 的盐酸纳美芬溶液（加生理盐水配
制）；另一组用平头微量注射器通过滴鼻法给予
盐酸纳美芬鼻喷剂，给药剂量均为 1.2 mg·kg－ 1，
分 别 于 给 药 后 1、3、5、10、15、20、30、60、
120、180、240 min 从大鼠颈静脉取血约 0.4 mL
于肝素钠抗凝管中，并在 4℃、5000 r·min－ 1 离
心 10 min，血浆样品储存于－ 20℃待分析。
2.2.2　数据处理　用 WinNonlin 5.2.1 软件根据非

房室模型计算药动学参数，数据以均值 ±标准
差（x±s）表示。并根据以下公式计算绝对生物
利用度（F）：
　　F ＝ [AUC（nasal）×Dose（iv）]/[AUC（iv）× 
Dose（nasal）]×100%
2.2.3　绝对生物利用度评估　盐酸纳美芬鼻腔和静
脉注射给药后的平均血药浓度 - 时间曲线及主要药
动学参数如图 2 和表 3 所示，静脉给药后，AUC0 ～∞

约为 67.44 µg·min·mL－ 1；鼻腔给药后，药物
迅速吸收，约 1 min（可能更短）到达血药浓度峰
值，Cmax 约为 1.13 µg·mL－ 1，AUC0 ～∞ 约为 55.06 
µg·min·mL－ 1，绝对生物利用度可达 81.64%。

图 2　盐酸纳美芬鼻内及静脉给药后的平均血药浓度 - 时间曲线

（n ＝ 6）
Fig 2　Mean plasma concentration-time curve of nalmefene 
hydrochloride after the intranasal and intravenous administration （n＝6）

2.3　纤毛毒性评估

表 3　盐酸纳美芬鼻内和静脉给药后的主要药动学参数 (n ＝ 6，x±s) 
Tab 3　Main pharmacokinetic parameters of nalmefene hydrochloride after the intranasal and intravenous administration (n ＝ 6，x±s)

给药途经 tmax/min
Cmax/

（µg·mL － 1）

AUC0 ～ t/
（µg·min·mL － 1）

AUC0 ～∞ /
（µg·min·mL － 1）

t1/2/min Vz/F/L
CL/F/

（mL·min － 1）
F/%

鼻喷 1.00   1.13±0.25 49.66±5.12 55.06±4.57 46.58±6.85 1.49±0.36 21.93±1.94 81.64

静脉注射 － － 61.07±8.50 67.44±9.51   49.55±10.76 1.28±0.27 18.11±2.68 －

　　评价鼻黏膜纤毛毒性的方法主要有离体动物模
型法、在体动物模型法和体外细胞培养法 [13]。离
体法操作简便，一只动物可同时制备多个标本，且
可以进行自身对照；在体法由于接近实际给药情
况，结果更加可靠，缺点是操作较烦琐，不便进行
自身对照，且动物与人鼻黏膜也存在一定差异；体
外法虽然可以直接培养人鼻黏膜纤毛细胞，但不能
反映人体真实的生理状态，实验结果也存在一定的
差异。本研究中采用离体蟾蜍上腭模型和大鼠鼻黏
膜模型考察盐酸纳美芬鼻喷剂的纤毛毒性。
2.3.1　离体蟾蜍上颚模型　以生理盐水为阴性对
照，1% 去氧胆酸钠为阳性对照，捣毁蟾蜍的脑脊

髓后，用止血钳分开口腔，取其上颚黏膜，用生
理盐水清洗血块及杂物，分割成约 3 mm×3 mm
的小块，黏膜面向上平铺于载玻片上，滴加 0.1 
mL 测试药液，轻轻盖上盖玻片，于光学显微镜
下（40×10）观察纤毛摆动情况，若摆动，则置
于水蒸气饱和的层析缸中（温度为 20 ～ 25℃），
每隔一段时间取出观察纤毛摆动情况，直至纤毛
停止摆动，记录从开始给药到纤毛停止摆动的时
间，即纤毛持续运动时间（lasting time of ciliary 
movement，LTCM），当纤毛停止摆动时，立即用
生理盐水清洗黏膜表面的药液，盖上盖玻片，继
续观察纤毛是否恢复摆动，如果恢复摆动，则记
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录恢复摆动后的 LTCM，每个测试药液的纤毛持
续运动总时间为 2 次测得的 LTCM 之和 [14]。不同
测试药液组的纤毛相对运动百分率计算公式为：
相对运动百分率（%）＝ LTCM药液组 /LTCM生理盐水组

×100%。测定结果如表 4 所示，与阴性对照组相
比，盐酸纳美芬鼻腔给药后纤毛相对运动百分率
为 66.52%，同时，在实验过程中发现，阴性对照

组和盐酸纳美芬鼻腔给药组纤毛排列整齐，呈流
水状摆动，且盐酸纳美芬鼻腔给药组纤毛停止摆
动后经生理盐水冲洗后又可恢复摆动，而阳性对
照组的相对运动百分率为 2.96%，给药后出现明显
的纤毛脱落现象，且纤毛持续摆动时间极短，用
生理盐水冲洗后不可恢复摆动。

表 4　盐酸纳美芬鼻喷雾剂对蟾蜍上颚纤毛运动的影响 (n ＝ 3，x±s) 
Tab 4　Effect of nalmefene hydrochloride nasal spray on the ciliary movement of the palate of toad (n ＝ 3，x±s)

组别 LTCM/min 恢复后 LTCM/min 总 LTCM/min 相对运动百分率 /%

阴性对照组（生理盐水） 607.33±5.31 － 607.33±5.31 100.00

阳性对照组（1% 去氧胆酸钠）   18.00±4.55 －   18.00±4.55     2.96

给药组（鼻喷剂） 284.67±6.55 119.33±6.13 404.00±6.53   66.52

2.3.2　大鼠鼻黏膜模型　9 只 SD 大鼠随机分为 3
组，每组 3 只，分别为生理盐水组（阴性对照）、
1% 去氧胆酸钠组（阳性对照）、盐酸纳美芬鼻喷
剂组，每只大鼠每次每个鼻孔给予 100 μL 测试
药液，每日 2 次，连续给药 7 d，于第 8 日处死，
取下含有鼻黏膜的鼻中隔，用生理盐水清洗干
净，再用 2.5% 戊二醛固定，然后制备电镜样品，
在扫描电镜下观察黏膜形态的变化 [15]。结果如图
3 所示，生理盐水组纤毛浓密，排列整齐有序；
1% 去氧胆酸钠组纤毛严重受损，几乎完全脱落；
盐酸纳美芬鼻喷剂组纤毛仍然比较浓密，只有部
分纤毛出现簇状聚集和脱落的现象。

图 3　大鼠鼻黏膜扫描电镜图

Fig 3　Scanning electron microscope image of rat nasal mucosa
A. 生理盐水组（saline group）；B. 1% 去氧胆酸钠组（1% sodium de-
oxycholate group）；C. 盐酸纳美芬鼻喷剂组（namefen hydrochloride 
nasal spray group）

3　讨论

　　以乙腈 -10 mmol·L－ 1 乙酸铵（含 0.1% 甲酸）
为流动相时，乙酸铵可一定程度地改善盐酸纳美
芬色谱峰拖尾的现象，甲酸能够提高化合物质子
化能力并增强响应，但甲酸的加入量不宜过高，
否则会损伤仪器寿命，增加信噪比 [16]，故本文加
入 0.1% 甲酸。
　　纳美芬游离碱不易溶于水，而易溶于乙腈、二
氯甲烷等有机溶剂，国内外报道的文献中多采用有
机溶剂萃取法 [17-20]，但该方法有机溶剂耗量大，需

要挥干、复溶，而且提取回收率较低。因此，本研
究采用乙腈蛋白沉淀法处理样品，该方法操作简
单、提取回收率较高、基质效应较低、分析物峰形
良好 [21]，方法学验证结果符合相关指导原则的标
准，适用于大鼠体内血药浓度的定量分析。
　　合成阿片类药物的亲脂性比吗啡和相关的半
合成阿片类药物（如羟考酮）高几个数量级 [22]，
这种高亲脂性有利于药物在血浆和脑脊液之间的
快速平衡，快速起效 [23]。虽然这种特性在镇痛中
受到高度重视，但它也会导致呼吸抑制的快速发
作，缩窄救援窗口 [24-25]。因此，在药物过量的救
援中，最初的几分钟至关重要，当涉及快速起效
的合成类药物时更是如此。
　　鼻腔给药具有吸收快、生物利用度高、给
药方便以及脑靶向性递药等特点，在中枢神经
系统疾病药物治疗中已显示良好的临床应用前
景 [26]。本研究中，盐酸纳美芬鼻喷剂大鼠体内
药动学结果表明，鼻喷制剂经鼻腔给药后起效迅
速，约 1 min 即到达血药浓度峰值，Cmax 约为 1.13 
µg·mL－ 1，其绝对生物利用度可达 81.64%，充分
体现了鼻腔给药起效迅速、生物利用度高的特点，
其与脑内阿片受体的结合率还有待进一步研究。
　　鼻腔给药存在的最大问题是其对鼻黏膜纤毛
的毒性，轻度的刺激可能导致鼻炎，损伤内鼻，
严重时还会造成出血鼻窦炎、鼻中隔穿透、嗅觉
丧失等 [27]。在本研究中，离体蟾蜍上颚模型及大
鼠鼻黏膜模型结果均表明该制剂的纤毛毒性较小，
在离体蟾蜍上颚模型中，当给予药物后纤毛停止
摆动时，用生理盐水冲洗后又可迅速恢复摆动，
表明药物对纤毛的损伤是可逆的；同时在大鼠鼻
黏膜模型中观察到，鼻喷剂给药后鼻黏膜纤毛仍
然浓密，只出现部分纤毛脱落和聚集现象，而且
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盐酸纳美芬属于短期用药，在鼻腔中停留时间较
短，因此可认为盐酸纳美芬鼻喷剂对离体蟾蜍上
颚和大鼠鼻黏膜的纤毛毒性较小。
　　盐酸纳美芬鼻喷剂在大鼠体内表现出较高的
生物利用度和较低的纤毛毒性，可为该制剂的研
发以及临床应用提供参考，但其在人体中的生物
利用度及安全性还有待进一步研究。
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3 种心血管类中药注射液对人肝微粒体 CYP450 酶的 
体外抑制作用

刘艳文，刘黎*（湖南省脑科医院/湖南省第二人民医院药学部，长沙　410007）

摘要：目的　研究冠心宁注射液、心脉隆注射液和丹红注射液对人肝微粒体细胞色素 P450
（CYP450）酶 3 种亚型（CYP1A2、CYP2C19、CYP3A4）的体外抑制作用。方法　3 种中药注

射液 6 个不同体积分数的工作液分别与 CYP1A2、CYP2C19、CYP3A4 对应的混合探针药物

在人肝微粒体中共同孵育，采用超高效液相色谱 - 串联质谱（UPLC-MS/MS）法同时测定探针

药物的代谢产物，即对乙酰氨基酚（CYP1A2）、5- 羟基奥美拉唑（CYP2C19）、6β- 羟基睾酮

（CYP3A4）的生成量，计算半数抑制浓度（IC50）。结果　在设定的浓度范围内，3 种中药注射

液对 CYP1A2、CYP2C19、CYP3A4 的抑制作用存在浓度依赖性；冠心宁注射液对 CYP2C19、
CYP3A4 的 IC50 分 别 为 3.76%、9.87%； 心 脉 隆 注 射 液 对 CYP1A2、CYP2C19 的 IC50 分 别

为 4.81%、2.65%； 丹 红 注 射 液 对 CYP1A2、CYP2C19 和 CYP3A4 的 IC50 分 别 为 16.74%、

11.10% 和 9.84%。结论　在临床使用剂量下，冠心宁注射液、心脉隆注射液和丹红注射液对

CYP1A2、CYP2C19、CYP3A4 有一定的抑制作用。

关键词：中药注射液；人肝微粒体；细胞色素 P450；抑制作用；药物相互作用

中图分类号：R965，R285　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0007-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.002

Inhibition of 3 cardiovascular traditional Chinese medicine injections on 
human cytochrome P450 in vitro

LIU Yan-wen, LIU Li* (Department of Pharmacy, Hunan Brian Hospital/Second People’s Hospital of 
Hunan, Changsha  410007)

Abstract: Objective  To determine the inhibitory effect of 3 cardiovascular traditional Chinese 
medicine injections (TCM injections) on 3 cytochrome P450 (CYP450) enzymes (CYP1A2, 
CYP2C19, CYP3A4), in human liver microsomes in vitro. Methods  Totally 3 cardiovascular TCM 
injections with 6 concentrations were incubated with human liver microsomes in the presence of 
CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4. UPLC-MS/MS method was used to simultaneously determine the 
3 probe substrate-derived metabolites, that was acetaminophen (CYP1A2), 5-hydroxy omeprazole 
(CYP2C19) and 6β-hydroxytestosterone (CYP3A4). The half maximal inhibitory concentration 
(IC50) values were calculated. Results  The 3 cardiovascular TCM injections showed concentration-
dependent inhibition on CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4 in the present concentration range. The IC50 
of Guanxinning injection of CYP2C19 and CYP3A4 was 3.76% and 9.87%; the IC50 of Xinmailong 
injection of CYP1A2 and CYP2C19 was 4.81% and 2.65%; and the IC50 of Danhong injection 
of CYP1A2, CYP2C19 and CYP3A4 was 16.74%, 11.10% and 9.84% respectively. Conclusion  
Guanxinning injection, Xinmailong injection and Danhong injection have inhibitory effect on 
CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4 at the clinical dosage in vitro. 
Key words: TCM injection; human liver microsome; cytochrome P450; inhibitory effect; drug 
interaction
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　　中药注射液是以中医药理论为指导，采用现
代科技和方法，从中药或其他天然药物中提取有
效物质制成的可供注入人体内的各种无菌制剂，
在临床治疗中起着不可替代的作用 [1]。中药注射
液常与化学药联合使用治疗各种复杂疾病，临床
应用愈趋广泛，中药 - 药物相互作用（herb-drug 
interactions，HDIs）引起的不良反应也日渐受到
关注。HDIs 主要发生在药代动力学和药效学水平
上，大量的研究集中于药代动力学相互作用 [2]。
　　细胞色素 P450（cytochrome P450，CYP450）
酶是人体内主要的代谢酶系统之一，由基因超家
族编码的酶蛋白所组成，参与各种外源性和内源
性物质的生物转化。CYP450 酶中的 1/2/3 亚族
主要分布于肝脏，占肝脏中所有 CYP450 含量的
75% 以 上 [3-4]。CYP1A1 和 CYP1A2 是 人 CYP1A 
亚族的两个主要酶，其中 CYP1A2 占总 CYP450
酶的 13% ～ 15%；CYP2C 亚族占人肝脏 CYP450
酶的 30% 左右，主要包括 CYP2C8、CYP2C9、
CYP2C19，其中 CYP2C19 能参与临床上 10% 左
右的药物代谢；CYP3A 亚族为肝内数量最多的
CYP450 酶，CYP3A4 约占肝脏总 CYP450 酶含量
的 50%，已有超过 50% 的治疗药物被 CYP3A4 代
谢 [5-6]。引起代谢性药物相互作用的主要原因是对
CYP450 酶的抑制或诱导作用，而酶抑制作用约
占其中的 70%[7]。因此，研究药物对 CYP450 酶
的抑制作用，对临床合理用药、避免潜在的药物
相互作用具有重要意义。2021 年全国药品不良反
应 / 事件报告中，中药不良反应占 13.0%，其中活
血化瘀类药品的报告数量居首位 [8]。临床观察发
现，我院治疗心血管疾病，常单用或联用冠心宁
注射液、心脉隆注射液和丹红注射液，也有过敏
等相关不良反应的报道。如何安全、有效、合理
使用中药注射液并预防不良反应的发生已成为临
床亟需解决的问题。
　　本研究拟通过 Cocktail 探针底物法，选择
CYP450 酶中具有代表性的 3 种酶（CYP1A2、
CYP2C19、CYP3A4）及经典的 3 种探针药物（非那
西丁、奥美拉唑、睾酮）分别作为其对应的特异性
底物，测定 3 种心血管类中药注射液对人肝微粒体
CYP450 酶活性的影响，以期为临床合理用药提供
参考，减少药物相互作用引起不良反应的发生。
1　材料

1.1　仪器

　　NexeraUHPLC/HPLC 型超高效液相色谱 -Triple 
Quad 6500型三重四极杆串联质谱（美国 AB SCIEX

公司）；Centrifuge 5810R 型高速离心机（德国 Ep-
pendorf 公司）；THC-5B 型数控超声波清洗器（济
宁天华超声电子仪器有限公司）；AB265-S 型十万
分之一电子天平（梅特勒 - 托利多公司）；DW-
86L486 型超低温保存箱（海尔集团公司）。
1.2　试药

　　冠心宁注射液（神威药业集团有限公司，规
格：10 mL，批号：211214A1）；心脉隆注射液（云
南腾药制药股份有限公司，规格：2 mL/100 mg，
批号：20181226）；丹红注射液（山东丹红制药有
限公司，规格：10 mL，批号：22022004）；地西
泮（批号：171225-200903，纯度：99.9%）、奥美
拉唑（批号：100367-201305，纯度：99.9%）、酮
康唑（批号：100294-201904，纯度：99.8%）对照
品（中国食品药品检定研究院）；还原型烟酰胺腺
嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH，武汉普莱特生医药
技术有限公司，批号：NRS0012022001）；非那西
丁（批号：AK201107-20，纯度：98.12%）、睾酮
（批号：ML191227-13，纯度：99.59%）、对乙酰
氨基酚（批号：L210507-22，纯度：99.12%）、α-
萘黄酮（批号：0611-RC-0014，纯度：99.40%）
（北京北方伟业计量技术研究院）；噻氯匹定（批
号：20161201，纯度：99.0%，上海珞珐生化科技
有限公司）；5- 羟基奥美拉唑（批号：7-AKS-23-2，
纯度≥ 98%）、6β- 羟基睾酮（批号：21A065-A7，
纯度≥ 98%）（加拿大 TRC 公司）。磷酸盐缓冲
液（PBS， 浓 度 0.01 mol·L－ 1，pH 7.4， 批 号：
BB01255016，北京博奥森生物技术有限公司）；
其他试剂（德国 CNW 或默克公司）。混合人肝微
粒体（批号：M10001.2018001，武汉普莱特生物
医药技术有限公司）。
2　方法与结果

2.1　冠心宁注射液、心脉隆注射液、丹红注射液

和内标溶液的制备

　　精密称取地西泮对照品适量，用甲醇溶解并
定容，配制成质量浓度为 318 μg·mL－ 1 的内标
溶液，于 4℃下保存，备用。冠心宁注射液、心
脉隆注射液和丹红注射液分别用 PBS 以 3 倍稀释
倍数逐步稀释 5 次，各自配得包括原溶液在内的
6 个体积分数的实验溶液，分别为 0.41%、1.23%、
3.70%、11.11%、33.33%、100.0% 的溶液。
2.2　混合探针药物溶液的制备

　　分别精密称取非那西丁、奥美拉唑、睾酮
（分别为 CYP1A2、CYP2C19、CYP3A4 的探针
药物）对照品 9.92、5.12、13.2 mg，用甲醇溶解
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并定容至 10 mL，配制得质量浓度分别为 0.992、
0.512、1.32 mg·mL－ 1 的探针药物储备液。临用
前用 PBS 逐步稀释，最终制得非那西丁、奥美
拉唑、睾酮质量浓度分别为 165、85.33、146.67 
μg·mL－ 1 的混合探针药物溶液。
2.3　特异性抑制剂溶液的制备

　　分别精密称取α- 萘黄酮、噻氯匹定、酮康唑
（分别为 CYP1A2、CYP2C19、CYP3A4 的特异
性抑制剂）对照品 10.64、11.14、5 mg，用甲醇
溶解定容，配制得质量浓度分别为 1.064、1.114、
5 mg·mL－ 1 的抑制剂储备液。临用时，用 PBS
稀释上述单一储备液，配制成质量浓度分别为
106.4、222.8、250 μg·mL－ 1 的溶液，备用。
2.4　代谢产物标准溶液的制备

　　分别精密称取对乙酰氨基酚、5- 羟基奥美拉唑、
6β- 羟基睾酮（分别为非那西丁、奥美拉唑、睾酮的
代谢产物）3 种对照品 13.9、1.44、4.56 mg，用甲醇
溶解定容，配制得质量浓度分别为 1.39、1.44、0.456 
mg·mL－ 1 的代谢产物储备液。临用时，用甲醇将
上述单一储备液稀释至相应质量浓度，备用。
2.5　体外人肝微粒体孵育体系

　　取人肝微粒体适量，用 PBS 稀释至0.5 g·L－1。
于冰浴条件下，依次加入人肝微粒体溶液 20 μL、
PBS 110 μL（浓度 0.01 mol·L－ 1）、相应体积分数
的冠心宁注射液、心脉隆注射液、丹红注射液或
特异性抑制剂溶液 20 μL、NADPH 辅酶溶液 30 μL
（A 液 25 μL，B 液 5 μL），置于 37℃生化培养箱

中孵育 3 min；然后加入混合探针药物溶液 20 μL
开始反应，反应时间为60 min。每个浓度平行3份。
孵育体系总体积为 200 μL，其中溶解探针药物的
甲醇含量不超过 1%。
2.6　UPLC-MS/MS 法的建立

2.6.1　样品处理　于体外孵育体系中加入冰乙腈
（含 318 ng·mL－ 1 地西泮）200 μL 终止反应，涡
旋 120 s 后，14 000 r·min－ 1 离心 10 min，取上
清液进行 UPLC-MS/MS 分析。
2.6.2　色谱与质谱条件　① 色谱条件：色谱柱为
ACE Excel 5 Super C18（150 mm×2.0 mm，5 μm），
流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液，流动相 B 为甲醇，
梯度洗脱（洗脱程序见表1），柱温40℃，流速0.3 
mL·min－ 1，进样量 10 μL。② 质谱条件：电喷
雾电离源（ESI），多反应监测（MRM）模式，正
离子扫描，源喷射电压 5500 V，入口电压 10 V，
离子源温度 450℃，碰撞气 9 psi，气帘气 35 psi，
离子源气体 1 为 50 psi，离子源气体 2 为 55 psi，
3 种探针药物代谢产物及内标的质谱参数见表 2。

表 1　UPLC-MS/MS法的流动相梯度洗脱程序 
Tab 1　Gradient elution procedure of mobile phase of UPLC-MS/

MS method

时间 /min 0.1% 甲酸水 /% 甲醇 /%

0.8 50 50

2.9   5 95

3.4   5 95

3.6 50 50

4.5 50 50

表 2　3 种探针药物代谢产物及内标的质谱条件参数 
Tab 2　Parameters of mass spectrometry for 3 substrates probes and internal standards

酶 代谢产物 / 内标 探针药物 母离子 子离子 扫描时间 /ms 去簇电压 /V 碰撞能量 /eV

CYP1A2 对乙酰氨基酚 非那西丁 152.0 110.0 150   80 23

CYP2C19 5- 羟基奥美拉唑 奥美拉唑 362.1 214.1 150   19 18

CYP3A4 6β- 羟基睾酮 睾酮 305.4 269.3 150 107 20

内标地西泮 285.5 154.1 150   93 36

2.6.3　专属性考察　取肝微粒体溶液，不加探针
药物（用 PBS 补足体积）；取肝微粒体溶液，不
加探针药物，加入代谢产物混合标准溶液；取肝
微粒体溶液，均按“2.5”及“2.6.1”项下方法处
理，进样测定，记录色谱图。结果显示，空白肝
微粒体对对乙酰氨基酚、5- 羟基奥美拉唑、6β-
羟基睾酮和内标的测定均无干扰，专属性良好，
详见图 1。
2.6.4　线性关系考察　分别吸取对乙酰氨基酚、5-
羟基奥美拉唑、6β- 羟基睾酮储备液适量混合，用
PBS 稀释，配制成对乙酰氨基酚、5- 羟基奥美拉

唑和 6β- 羟基睾酮质量浓度分别为 1.08 ～ 463.33、
0.83 ～ 360 和 3.52 ～ 1520 ng·mL－ 1 的 系 列 溶
液，按“2.5”项下方法配制孵育体系（不加入探
针药物，改为加入代谢产物混合系列溶液），照
“2.6.1”项下方法处理后，进样测定，记录峰面
积。分别以代谢产物与内标峰面积的比值（Y）为
纵坐标，以代谢产物的质量浓度（X）为横坐标，
采用加权最小二乘法（权重因子 1/χ2）进行线性回
归，分别得到代谢产物的标准曲线方程。结果显
示，人肝微粒体孵育体系中对乙酰氨基酚、5- 羟
基奥美拉唑、6β- 羟基睾酮的线性关系良好，定量
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下限分别为 1.08、0.83、3.52 ng·mL－ 1，结果见
表 3。

表 3　3 种探针药物代谢产物的回归方程与线性范围 
Tab 3　Standard curve equation and linear range for  

3 substrate probes

代谢产物 线性方程 R2 线性范围 /
（ng·mL － 1）

对乙酰氨基酚 Y ＝ 0.008 21X － 0.0032 0.9964 1.08 ～ 463.33

5- 羟基奥美拉唑 Y ＝ 0.1797X ＋ 0.0027 0.9948 0.83 ～ 360

6β- 羟基睾酮 Y ＝ 0.003 81X － 0.0018 0.9988 3.52 ～ 1520

2.6.5　准确度、精密度考察　按“2.5”项下方法
分别配制定量下限和低、中、高浓度的对乙酰氨
基酚、5- 羟基奥美拉唑、6β- 羟基睾酮的孵育体
系，每个浓度平行 5 份，按“2.6.1”项下方法处
理样品后进样测定，考察准确度和日内精密度；
每日测定 1 次、连续测定 3 d，考察日间精密度。
结果显示，人肝微粒体孵育体系中对乙酰氨基
酚、5- 羟基奥美拉唑、6β- 羟基睾酮的准确度为
（88.29±2.21）% ～（110.51±4.91）%，日内、日
间精密度的 RSD 均小于 12.0%，表明该方法准
确、可靠、重现性好，结果见表 4。

表 4　3 种代谢产物的准确度和精密度 (%) 
Tab 4　Accuracy and precision for 3 substrate probes (%)

代谢产物
质量浓度 /

（ng·mL － 1）
准确度 日内 RSD 日间 RSD

对乙酰氨基酚 1.08 105.78±8.88 2.3 8.3

2.15 98.54±8.02 7.5 8.1

17.16 94.52±2.38 1.2 2.5

154.44 88.29±2.21 2.0 2.5

5- 羟基奥美拉唑 0.83 106.31±12.32 0.88 11.7

1.67 108.02±8.97 0.57 8.2

13.33 110.51±4.91 0.49 4.5

120.00 98.52±6.97 2.1 7.1

6β- 羟基睾酮 3.52 104.26±9.48 4.3 9.1

7.04 99.78±8.20 4.9 8.2

56.30 104.86±6.85 2.1 6.5

506.67 102.85±4.82 0.87 4.7

2.6.6　稳定性和基质效应　按“2.5”项下方法分别
配制定量下限和低、中、高浓度的孵育体系，置
于 37℃生化培养箱中 60 min，每个浓度平行 5
份，然后按“2.6.1”项下方法处理样品后进样测
定。另配制定量下限和低、中、高浓度的孵育体
系，每个浓度平行 5 份，按“2.6.1”项下方法处理

图 1　典型色谱图

Fig 1　Typical chromatogram
A. 空白孵育体系（blank incubation system）；B. 空白孵育体系加入代谢产物对照品及内标（对乙酰氨基酚：154.44 ng·mL－ 1，5- 羟基奥美拉唑：

120 ng·mL－ 1，6β- 羟基睾酮：506.67 ng·mL－ 1，内标：318 ng·mL－ 1）（blank incubation system with reference substance，acetaminophen：
154.44 ng·mL － 1，5-hydroxy omeprazole：120 ng·mL － 1，6β-hydroxytestosterone：506.67 ng·mL － 1，internal standards：318 ng·mL － 1）；C. 探
针药物孵育样品（probe drug incubation sample）
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后室温放置 6 h 后测定。配制空白肝微粒孵育体系
200 μL，加入冰乙腈（含 318 ng·mL－ 1 地西泮）
200 μL， 涡 旋 120 s 后，14 000 r·min－ 1 离 心 10 
min，取上清液至另一干净 2 mL EP 管中，再分别
加入定量下限和低、中、高浓度的质控溶液，涡
旋混匀后进样分析，得到相应峰面积。同时以甲
醇配制相应浓度的代谢产物标准溶液（不含辅酶
溶液），按上述方法处理后测得相应峰面积。以每

一浓度两种处理方法的峰面积比值计算基质效应，
并以分析物和内标的比值计算内标归一化的基质
效应。结果见表 5，样品处理后 6 h，对乙酰氨基
酚、5- 羟基奥美拉唑、6β- 羟基睾酮的准确度为
（99.85±7.67）% ～（112.63±3.43）%；基质效应
为（99.73±5.43）% ～ （108.5±4.63）%。在本方法
的色谱和质谱条件下，可忽略基质效应的影响。

表 5　3 种代谢产物的稳定性和基质效应 (x±s，n ＝ 5，%) 
Tab 5　Stability and matrix effect for 3 substrate probes (x±s，n ＝ 5，%)

代谢产物 质量浓度 /（ng·mL － 1） 生化培养箱 60 min 的准确度 样品处理后 6 h 的准确度 基质效应

对乙酰氨基酚 1.08 105.2±2.36 99.85±7.67 105.7±9.38

2.15 105.9±6.30 102.5±3.81 102.9±9.35

17.16 109.4±3.74 106.8±4.10 108.5±4.63

154.44 111.48±1.16 108.0±1.20 103.7±3.29

5- 羟基奥美拉唑 0.83 104.9±1.06 101.4±4.63 100.7±3.87

1.67 107.1±2.33 106.3±2.79 103.5±4.56

13.33 111.14±1.33 104.4±1.30 104.0±2.46

120 108.6±5.01 106.9±4.56 101.9±4.55

6β- 羟基睾酮 3.52 102.13±11.22 112.63±3.43 106.9±7.37

7.04 101.9±6.60 100.3±6.91 105.1±8.76

56.3 103.4±2.16 107.1±3.81 103.3±1.60

506.67 101.4±1.31 105.0±0.99 99.73±5.43

2.7　体外孵育试验

　　体外孵育试验设试验组、空白组、阳性对照
组，每组平行 3 次。按“2.5”项下方法制备孵育体
系，试验组中分别加入体积分数为 0.41%、1.23%、
3.70%、11.11%、33.33%、100.00% 的冠心宁注射
液、心脉隆注射液和丹红注射液，阳性对照组中
分别加入“2.3”项下的α- 萘黄酮、噻氯匹定、酮康
唑溶液，空白组中加入等体积的 PBS。按“2.6.1”
项下方法处理后，分析并计算各探针药物对应
的代谢产物的含量。以空白组代谢产物生成量为
V0，其余不同体积分数试验组各代谢产物生成量
为 Vx，剩余酶活性（%）＝ Vx/V0×100%。以剩余
酶活性为纵坐标，冠心宁注射液、心脉隆注射液
和丹红注射液体积分数的对数值为横坐标，使用
Graphpad Prism 5.0 软件进行非线性回归分析并计
算半数抑制浓度（IC50）。结果如表 6 所示。阳性
抑制剂α- 萘黄酮、噻氯匹定、酮康唑对人肝微粒
体 中 CYP1A2、CYP2C19 和 CYP3A4 的 IC50 分 别
为 0.96、1.46、0.08 µmol·L－ 1，与文献结果基本
一致 [7，9]，表明测试系统符合该评价研究。冠心宁
注 射 液 对 CYP1A2、CYP2C19 和 CYP3A4 的 IC50

分别为 83.12%、3.76%、9.87%；心脉隆注射液对
CYP1A2、CYP2C19 的 IC50 分别为 4.81%、2.65%；

丹红注射液对 CYP1A2、CYP2C19 和 CYP3A4 的
IC50 分别为 16.74%、11.10% 和 9.84%，且存在浓度
依赖性。
3　讨论

　　目前 CYP450 酶的诱导或抑制是体内外 HDIs
研究的热点。中药注射液对 CYP 酶活性的研究大
多采用动物为实验对象 [10]，而 CYP 酶有较大的
种属差异，同种药物在不同种属体内的代谢途径
和代谢产物可能不同，因此动物模型不足以精确
推测中药注射液对人体的作用。本实验采用人肝
微粒体探针法，是将肝微粒体置于类似人生理环
境的条件下，进行生物代谢研究，易于操作，速
度快，重现性好 [11]。Cocktail 法比普通探针药物
法省时、经济，可同时获得多个代谢途径的信息，
减少个体间的影响，既可作为药物筛选工具，又
可预测临床联合用药产生的相互作用 [12]。本研究
采用快速、灵敏的 UPLC-MS/MS 法测定探针药
物的代谢产物，通过专属性、线性关系、日内及
日间精密度、稳定性和基质效应的考察，表明本
方法合理可行。
　　用探针代谢产物生成量来表示剩余酶活性，
较探针底物原型减少量的方法更科学，能直接表
示酶剩余活性，应用也越来越广泛 [13-15]。中药注
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射液抑制作用的判定尚未有统一的评判标准，查
阅文献，有多项研究将中药注射液在血液中的
体积分数换算成临床剂量，评价其对 CYP450 酶
的抑制作用 [16-17]。据报道，丹红注射液的临床使
用剂量为 0.4% ～ 1.6%；冠心宁注射液的日用量
为 20 ～ 40 mL，一般正常成人血液总量有 4 ～ 5 
L，相当于临床使用剂量为 0.4% ～ 1%；心脉隆
注射液日用量为 8 ～ 16 mL，临床使用剂量为
0.16% ～ 0.4%[18]。本实验设置的 6 个体积分数
（0.41% ～ 100.0%），显示冠心宁注射液、心脉
隆注射液和丹红注射液对 CYP1A2、CYP2C19 和
CYP3A4 酶的 IC50 值在 2.65% ～ 16.74%，均大于
临床使用剂量。提示在临床正常用量下，冠心宁
注射液对 CYP2C19、CYP3A4 酶存在一定的弱抑
制作用；心脉隆注射液对 CYP1A2、CYP2C19 酶
有弱抑制作用；丹红注射液对 3 种 CYP450 酶均
有弱抑制作用。
　　有多项研究表明，丹红注射液呈浓度依赖
性 地 抑 制 人 肝 微 粒 体 中 CYP1A2、CYP2A6、
CYP3A4、CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19 及

CYP3A4[18-19]，与本实验结果一致。而关于冠心
宁注射液、心脉隆注射液对人肝微粒体 CYP450
酶活性的影响未见报道。近年来，对于慢性疾
病如高血压、冠心病等的治疗，常采用中西药
联合使用。普萘洛尔、维拉帕米、哌唑嗪等主
要经 CYP1A2 代谢，抗血小板药物氯吡格雷主
要经 CYP2C19 代谢，已知 CYP3A4 可代谢超过
50% 的治疗药物 [4]。当冠心宁、心脉隆及丹红注
射液与上述药物，特别是与治疗窗较窄的药物联
用时，应注意代谢性药物相互作用的发生。另有
研究发现 [20]，多种中药注射液对 CYP450 酶的
影响呈时间和剂量相关性，虽然短期使用未对
CYP450 酶有明显抑制作用，但长期大剂量或超
剂量使用时，则可能产生 CYP450 酶抑制或诱导
作用，应注意长期联合使用时引起的 HDIs。
　　肝微粒体属于脱离人体内环境的独立体
系，由于研究条件、方法等差异及实验用药物剂
型、批次等不同，同种药物实验结果可能会有偏
差 [21]，其体外预测在一定的研究阶段能起到预
警、预测的作用，但还需结合体内实验深入探究

表 6　3 种中药注射液对 3 种 CYP酶的抑制作用 (%，n ＝ 3，x±s) 
Tab 6　Inhibitory effect of 3 traditional Chinese medicine injection on 3 CYP450 enzymes (%，n ＝ 3，x±s)

组别
剩余酶活性

CYP1A2 CYP2C19 CYP3A4
阴性对照 －    100±0.99    100±1.15      100±4.00
冠心宁注射液 0.41% 94.03±6.03 91.54±1.73   98.15±1.47

1.23% 95.49±2.43 82.55±0.91 100.07±2.21
3.70% 90.65±0.16 50.67±1.67   78.17±0.93

11.11% 65.34±2.04 18.83±0.21   46.06±0.26
33.33% 47.43±1.57   5.77±0.03   13.38±0.41

100.00% 59.42±2.74   1.66±0.05   10.26±0.25
    IC50/% 83.12 3.76 9.87
    95% 置信区间 /% 38.88 ～ 177.70 3.58 ～ 3.95 8.90 ～ 10.95
心脉隆注射液 0.41% 66.71±4.25 88.06±4.83 105.51±0.75

1.23% 57.47±1.00 60.10±0.52 103.24±1.10
3.70% 50.29±0.89 36.37±2.26 102.20±3.56

11.11% 43.37±0.98 26.52±1.45   94.67±2.95
33.33% 38.29±2.57 20.66±1.66   92.37±2.68

100.00% 34.35±2.36 12.18±0.20   77.97±1.28
    IC50/% 4.81 2.65 ＞ 300
    95% 置信区间 /% 3.84 ～ 6.02 2.03 ～ 3.45 NA
丹红注射液 0.41% 88.71±4.61 97.17±4.77 101.29±2.13

1.23% 87.58±3.23 96.09±2.41 101.26±1.65
3.70% 77.20±2.89 87.44±4.24   83.41±3.65

11.11% 48.64±3.08 51.22±0.57   44.48±0.80
33.33% 30.37±1.28 10.00±0.58   10.95±0.18

100.00% 37.55±0.89   1.26±0.05     6.17±0.53
    IC50/% 16.74 11.10 9.84
    95% 置信区间 /% 11.50 ～ 24.37 10.36 ～ 11.89 9.12 ～ 10.61



13

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

其作用机制，减少中药注射液与 CYP450 酶相互
作用引起的药物不良反应，保障其使用的安全、
有效，促进中医药的现代化发展。
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Graves病气阴两虚型病证结合模型的建立与评价

丁崧1，高长久1，柳长凤2，卢芳2，刘树民2*（1. 黑龙江中医药大学研究生院，哈尔滨　150040；2. 黑龙江中医药

大学中医药研究院，哈尔滨　150040）

摘要：目的　建立 Graves 病气阴两虚型病证结合动物模型及评价方法，为病证结合动物模型

提供借鉴。方法　BALB/c 小鼠 60 只，随机分为 4 组，其中对照组、气阴两虚组各 10 只，腺

病毒组、病证结合组各 20 只。腺病毒组、病证结合组于 1、4、7 周注射带有促性腺激素受体

（TSHR）的 A 亚单位的重组腺病毒，对照组、气阴两虚组分别于 1、4、7 周注射等量 PBS 进

行 Graves 病造模。同时，病证结合组与气阴两虚组采用睡眠剥夺加热药灌胃耗气伤阴。造模

第 10 周，记录各组小鼠证候积分相关指标；采用 ELISA 试剂盒检测血清 TT3、TT4、TSH、

TRAb 含量；记录各组小鼠心脏、脾脏、胸腺的重量，计算脏器指数；HE 染色观察小鼠甲状

腺 Masson 染色观察小鼠心脏病理状态。结果　与对照组相比，腺病毒组的心脏指数增加，血

清 TT3、TT4 和 TRAb 增加，TSH 降低（P 均＜ 0.01），证候积分增加（P ＜ 0.05），有 1 只小

鼠符合 Graves 病气阴两虚证成模标准，成模率 5%；病证结合组心脏指数增加，脾脏指数降

低，血清 TT3、TT4 和 TRAb 增加，TSH 降低，证候积分增加（P 均＜ 0.01），有 12 只小鼠

符合 Graves 病气阴两虚证成模标准，成模率 60%；气阴两虚组脾脏指数与胸腺指数降低（P
均＜ 0.01）。结论　本研究建立的 Graves 病气阴两虚型病证结合动物模型有一定的可行性，为

病证结合模型的建立与评价提供了思路。

关键词：Graves 病；气阴两虚；病证结合模型；重组腺病毒；动物模型

中图分类号：R332，R581　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0014-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.003

Establishment and evaluation of the combination model of Qi and Yin 
deficiency syndrome in Graves’ disease

DING Song1, GAO Chang-jiu1, LIU Chang-feng2, LU Fang2, LIU Shu-min2* (1. Graduate School 
of Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  150040; 2. Institute of Chinese Medicine, 
Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  150040)

Abstract: Objective  To establish and evaluate the mouse model of combination of Qi and Yin 
deficiency syndrome in Graves’ disease. Methods  Totally 60 BALB/c mice were randomly divided 
into 4 groups: a control group (n ＝ 10), a Qi and Yin deficiency group (n ＝ 10), an adenovirus group 
(n ＝ 20) and a disease-syndrome combination group (n ＝ 20). The adenovirus group and the disease-
syndrome combination group were injected TSHR subunit A recombinant adenovirus at the 1st, 4rd, 
and 7th week, while the control group and the Qi and Yin deficiency group were injected the same 
amount of PBS at the 1st, 4rd, and 7th week to establish Graves’ disease model. At the same time, the 
combination of disease and syndrome group and the Qi and Yin deficiency group were deprived of sleep 
given hot drug by gavage to damage Qi and Yin. At the 10th week of modeling, the syndrome score 
related indexes of mice in each group were recorded. The content of TT3, TT4, TSH and TRAb in the 
serum was detected by ELISA. The weight of the heart, spleen and thymus was recorded, and the organ 
index was calculated. The pathological status of the thyroid was observed by HE staining while that of 
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　　Graves 病（Graves’ disease，GD）是一种自
身免疫性疾病，占甲状腺功能亢进症所有临床类
型的 85% 以上 [1]，典型表现有高代谢症候群、弥
漫性甲状腺肿大、心律失常、眼球突出、腹泻
等。其发病有严重的性别倾向，多见于 20 ～ 40
岁的成年女性 [2-3]。Graves 病属于中医的“瘿病”
范畴，根据证候状态一般分为气郁痰阻、痰瘀互
结、阴虚火旺、气阴两虚四种类型。其中气阴两
虚型 Graves 病患者多本虚而标实，其自身正气不
足，又因肝气郁滞，郁久而化热，耗气伤阴，最
终气、血、痰、瘀郁结于颈部，进而发病 [4-5]。目
前，尚未有 Graves 病气阴两虚型病证结合模型的
造模方法。本研究使用目前较为公认的表达促甲
状腺激素受体（TSHR）的 A 亚单位的重组腺病毒
免疫法，得到 Graves 病模型 [6]，同时以“劳则气
虚，饥则损气，热则伤阴”[7] 的原理，耗气伤阴，
加重小鼠因疾病导致的自身气与阴的损耗，制备
Graves 病气阴两虚型病证结合小鼠模型。
1　材料

1.1　仪器

　　ZH-YLS-13A 大小鼠抓力测定仪（安徽正华
生物仪器设备有限公司）；SY-5000 型旋转蒸发器
（上海亚荣生化仪器厂）；Alpha1-4LDplus 型冻
干机（德国 Christ 公司）；Super Maze XR-XM101
动物行为视频分析软件；Anthos2010 酶标仪（奥
地利安图斯公司）；KQ-250DE 型数控超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司）；KDC-160HR
型高速冷冻离心机（安徽科大创新股份有限公司
中佳分公司）；AB265-S 型万分之一天平（梅特
勒 - 托利多仪器有限公司）；BL-420S 生物机能实

验系统（成都泰盟科技有限公司）。
1.2　试药

　　带有 TSHR 的 A 亚单位的重组腺病毒 AV-
CMV ＞ TSHR289/6xHis/IRES/EGFP[ 批号：210821 
AVK502，赛业（苏州）生物科技有限公司 ]；戊巴
比妥钠（批号：6902018，国药集团化学试剂有限公
司）；小鼠血清总三碘甲状腺原氨酸（TT3）、血清
总四碘甲状腺原氨酸（TT4）、促甲状腺激素受体抗
体（TRAb）、促甲状腺激素（TSH）ELISA 试剂盒
（货号：CK-E20591、CK-E20401、CK-E21239、CK-
E20237，上海酶联生物科技有限公司）。肉桂 Cin-
namomum cassia Presl.、干姜 Zingiber officinale Rosc.、
花椒 Zanthoxylum bungeanum Maxim.、辣椒 Capsicum 
annuum L.（批 号：20210121、20210913、20201211、
20190129，哈尔滨盛泽生物技术有限公司）。
　　热药制备：取肉桂、干姜、花椒、辣椒各 125 g，
于圆底烧瓶中，加 10 倍蒸馏水浸泡 30 min，煎煮
50 min，滤出煎液，再次加入 10 倍蒸馏水煎煮 40 
min，合并滤液，浓缩至生药质量浓度为 1 g·mL－ 1。
1.3　动物

　　健康雌性 SPF 级 BALB/c 小鼠60只，8周龄，
体质量 17 ～ 20 g[ 北京维通利华实验动物技术有
限公司，许可证号 SCXK（京）2021-0006]。小鼠
在温度 20 ～ 24℃、湿度 40% ～ 50% 条件下适
应性饲养 1 周，自由进食饮水。动物实验在黑龙
江中医药大学中医药研究院完成，动物使用许可
证号：SYXK（黑）2018-007，本研究经黑龙江中
医药大学实验动物福利与伦理委员会批准（批准
文号 2021030605）。
2　方法

the heart by Masson staining. Results  Compared with the control group, the cardiac index, serum TT3, 
TT4 and TRAb were increased, TSH was decreased (P＜0.01), and the syndrome score was increased (P 
＜ 0.05) in the adenovirus group. One mouse in this group met the modeling criteria of Graves’ disease 
with both Qi and Yin deficiency, and the modeling rate was 5%. The heart index was increased, the 
spleen index was decreased, serum TT3, TT4 and TRAb were increased, TSH was decreased, and the 
syndrome score was increased (P ＜ 0.01) in the disease-syndrome combination group. Twelve mice met 
the modeling criteria of Graves’ disease with deficiency of Qi and Yin in this group, and the modeling 
rate was 60%. The spleen index and thymus index were decreased in the Qi and Yin deficiency group 
(P ＜ 0.01). Conclusion  The combined mouse model of Qi and Yin deficiency syndrome of Graves’ 
disease established in this study is feasible, which provides ideas for the establishment and evaluation of 
the combined model. 
Key words: Graves’ disease; Qi and Yin deficiency; disease-syndrome combination model; 
recombinant adenovirus; animal model
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2.1　病证结合判定标准的建立

　　本研究以中医理论为指导，参考《甲状腺疾
病病证结合治疗学》《中医病证诊疗标准》（ZY/
T001.1-94）、《中药新药临床指导原则》《甲状腺功
能亢进症病证结合诊疗指南》（2021-01-2）、《中医
证候规范》《中医临床诊疗术语》拟订证候诊断标
准，并采用分级赋分的方法，制订 Graves 病气阴
两虚证中医证候积分表。同时查阅文献，搜集相
关生物学指标 [8]，建立 Graves 病气阴两虚证动物
模型判定标准。
2.2　病证结合动物模型的建立

2.2.1　实验动物分组　将 60 只 BALB/c 小鼠分
随机为 4 组，其中对照组、气阴两虚组各 10 只，
腺病毒组、病证结合组各 20 只。
2.2.2　Graves 病模型的建立　实验第 1、4、7 周，
腺病毒组、病证结合组用 PBS 对带有 TSHR 的
A 亚单位的重组腺病毒进行稀释，于胫前肌注射
（每只每次免疫剂量为 1.878×109 PFU/60 μL）；
对照组、气阴两虚组注射等量 PBS 缓冲液。
2.2.3　气阴两虚模型的建立　每日 8：00 ～ 

20：00 将小鼠放入自制睡眠剥夺箱（62 cm×49 
cm×40 cm；底部固定有 15 个小圆柱，小圆柱直
径 1.9 cm×4 cm；睡眠剥夺箱中水面高度 3 cm）
进行睡眠剥夺，同时禁食禁水。20：00 后将小鼠
取出擦干，对小鼠进行热药 [7] 灌胃，给药剂量为
每日给药 0.01 g 生药·g－ 1。灌服热药后，自由
饮食饮水。
2.3　指标检测

2.3.1　证候相关指标检测
　　① 一般状态观察。通过触摸与观察，记录造
模第 10 周末各组小鼠颈前肿大状态、眼球突出
状态、四爪震颤状态和抓取激惹的程度，并测量
其体重、腋温。
　　② 神疲乏力程度。抓力：造模第 10 周运用
大小鼠抓力测定仪测量小鼠的抓力。每只小鼠测
量 3 次，取均值作为小鼠抓力。
　　旷场实验：造模第 10 周，进行旷场实验检测。
将小鼠置于检测房间，适应 30 min 后，进行实验。
实验时间 8：00 ～ 11：00。小鼠背对实验人员放入
旷场，记录小鼠运动，时间 300 s，人工记录小鼠
双脚紧贴周围墙壁的次数。将小鼠取出，清理粪便
和尿液，用 75% 乙醇祛除小鼠留下的气味，等待乙
醇挥发，将下一只小鼠放入其中重复上述操作。
　　神疲乏力程度的计算：神疲乏力程度＝旷场
实验活动总距离 / 对照组活动平均距离 ×0.3＋旷

场实验站立次数 / 对照组平均站立次数 ×0.2 ＋

抓力 / 对照组平均抓力 ×0.5[9]。
　　③ 唾液流率。记录造模第 10 周末的唾液流
率。用镊子 [10] 持滤纸在小鼠舌面停留 5 s，记录
滤纸湿润前的干重与湿润后的湿重，每 2 h 重复
一次，测量 3 次，取均值。唾液流率（%）＝（滤
纸湿重－滤纸干重）/5 s。
　　④ 粪便含水率。记录造模第 10 周末的粪便
含水率。小鼠单笼放置 1 h，用冻存管及时收集
每只小鼠的粪便防止水分流失，称重，记录为
粪便湿重，放入烘箱 105℃，5 h，拿出记录干
重 [11]。粪便含水率（%）＝（粪便湿重－粪便干
重）/ 粪便湿重 ×100%。
　　⑤ 心率。造模第 10 周，用 1% 戊巴比妥钠
（40 mg·kg－ 1）对小鼠进行腹腔注射麻醉小鼠，
待小鼠昏迷，置于实验台上，与 BL-420S 生物
机能实验系统相连接，记录Ⅱ导联心电图 5 min。
选择心电图的 2 min 后的平稳期进行自动测量，
得到小鼠的心率。
2.3.2　血清指标的检测　造模结束后，摘小鼠眼
球取血，于 EP 管中静置 2 h，3500 r·min－ 1 离心
15 min。检测血清 TT3、TT4、TSH、TRAb 的含量。
2.3.3　病理染色　造模结束后，取小鼠甲状腺、
心脏进行固定、脱水、包埋、切片、染色、中性
树脂封片，之后于光镜下镜检。其中甲状腺用
HE 染色，心脏用 Masson 染色。
2.3.4　脏器指数　造模结束后，称取小鼠体重。摘
取小鼠脾脏、胸腺、心脏，生理盐水冲洗后用滤纸
吸干水分，称取重量。胸腺指数（%）＝胸腺重量 /
小鼠体质量×100%；脾脏指数（%）＝脾脏重量 /
小鼠体质量×100%；心脏指数（%）＝心脏重量 /
小鼠体质量×100%。
2.4　证候积分及成模率的计算

　　记录并计算各组小鼠证候指标对应分值即证
候积分。
　　Graves 病模型成功率（%）＝ Graves 病模型
建立成功的小鼠数 / 每组小鼠总数 ×100%。
　　病证结合模型成功率（%）＝ Graves 病气阴
两虚型病证结合模型建立成功的小鼠数 / 每组小
鼠总数 ×100%。
2.5　统计学分析

　　采用 SPSS 25.0 对数据进行统计分析，计量
资料以（x±s）表示，数据进行正态分布检验与
方差齐性检验，符合正态分布且方差齐者采用单
因素方差分析，不符合正态分布或方差不齐者采
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用非参数检验，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意
义。
3　结果

3.1　Graves 病气阴两虚型病证结合模型判定标准

的建立

　　根据重要程度对证候进行了赋分，得到
Graves 病气阴两虚证动物模型中医证候积分表，
见表 1。本次研究从两个方面判定模型是否建立
成功：

　　① Graves 病模型建立成功标准：同时满足
TT3、TT4 和 TRAb 的含量大于对照组的均值加 3
倍标准差 [8]，TSH 的含量小于对照组的均值减 3
倍标准差；② Graves 病气阴两虚证中医证候评判
标准：满足 Graves 气阴两虚证中医证候积分表中
的主证的气虚相关、阴虚相关两个部分中各 1 个
指标超出正常，以及次证中的 1 个指标超出正常。
同时满足以上两个标准，则判定小鼠的 Graves 气
阴两虚证造模成功。

表 1　Graves病气阴两虚证动物模型中医证候积分表 
Tab 1　TCM syndrome score of Graves’ disease mouse model of Qi and Yin deficiency syndrome

　 证候项目 小鼠宏观表征 检查项目 评分标准 评分

主证 疾病相关 颈前肿大 颈部形态 颈部触感 正常 0
可触及或吞咽时可见 2
非吞咽时可见 4
颈部外形已变化 6

眼球突出 眼睛形态 眼睛状态 正常 0
眼裂增宽 2
水肿及眼睑肥厚 4
突出明显 6

心悸 心率 心电图 （x对照组－ 3s对照组）≤ x ≤（x对照组＋ 3s对照组） 0
（x对照组－ 4s对照组）≤ x ＜（x对照组－ 3s对照组） 2
（x对照组－ 5s对照组）≤ x ＜（x对照组－ 4s对照组） 4
x ＜（x对照组－ 5s对照组） 6

阴虚相关 口干咽燥 口渴程度 唾液流率 （x对照组－ 3s对照组）≤ x ≤（x对照组＋ 3s对照组） 0
（x对照组＋ 3s对照组）＜ x ≤（x对照组＋ 4s对照组） 2
（x对照组＋ 4s对照组）＜ x ≤（x对照组＋ 5s对照组） 4
x ＞（x对照组＋ 5s对照组） 6

五心烦热 体温 腋温 （x对照组－ 3s对照组）≤ x ≤（x对照组＋ 3s对照组） 0
（x对照组＋ 3s对照组）＜ x ≤（x对照组＋ 4s对照组） 2
（x对照组＋ 4s对照组）＜ x ≤（x对照组＋ 5s对照组） 4
x ＞（x对照组＋ 5s对照组） 6

消瘦 [9] 体质量 体质量 0.85 ≤ x ≤ 1.2 0
0.7 ≤ x ＜ 0.85 2
0.6 ≤ x ＜ 0.7 4
x ＜ 0.6 6

气虚相关 神疲乏力 精神状态与体力 旷场实验＋抓力 0.75 ≤ x ≤ 1.25 0
0.5 ≤ x ＜ 0.75 2
0.25 ≤ x ＜ 0.5 4
x ＜ 0.25 6

次证 烦躁易怒 性情 抓取反抗 躲藏不反抗 0
偶尔挣扎 1
持续挣扎 2
有咬人倾向 3

便溏 粪便 粪便含水率 （x对照组－ 3s对照组）≤ x ≤（x对照组＋ 3s对照组） 0
（x对照组＋ 3s对照组）＜ x ≤（x对照组＋ 4s对照组） 1
（x对照组＋ 4s对照组）＜ x ≤（x对照组＋ 5s对照组） 2
x ＞（x对照组＋ 5s对照组） 3

手指震颤 四爪 四爪状态 无震颤 0
偶有震颤 1
经常发作 2

　 　 　 　 　 持续震颤 3
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3.2　证候相关指标

　　实验结束，对照组小鼠精神状态正常，性格
温顺。腺病毒组小鼠较对照组小鼠唾液流率显著
降低（P ＜ 0.01），抓力显著降低（P ＜ 0.05），
体温和粪便含水率显著增加（P ＜ 0.05），心率显
著增加（P ＜ 0.01）。病证结合组小鼠在实验过程
中有 3 只小鼠死亡，较对照组小鼠体质量、抓力、

旷场行动距离、旷场站立次数、气虚指数和唾液
流率显著降低（P ＜ 0.01），体温和粪便含水率显
著增加（P ＜ 0.05），心率显著增加（P ＜ 0.01）；
气阴两虚组小鼠较对照组小鼠体质量显著降低
（P ＜ 0.01），气虚指数、抓力和唾液流率显著降
低（P ＜ 0.05），见表 2。

表 2　各组证候相关指标 (x±s) 
Tab 2　Syndrome related indexes in each group (x±s)

组别 n 体质量 /g 抓力 /g
旷场行动

距离 /mm
旷场站立

次数 / 次
气虚指数 体温 /℃

粪便含水

率 /%
唾液流率 /

（mg·s － 1）

心率 /
（次·min － 1）

对照组 10 22.01±1.24 259.98±39.76 29 132.87±3259.83 17.5±4.58      1±0.13 37.19±0.06 60.31±2.48 252.67±39.43   324.4±39.07

腺病毒组 20 22.22±1.03 223.21±56.12* 33 907.61±5882.04 22.1±8.40 1.03±0.15 37.44±0.19* 67.20±6.91* 193.00±58.18** 399.65±49.00**

病证结合组 17 17.95±1.17** 193.82±38.54** 12 035.93±6339.06** 8.71±7.49**   0.6±0.15** 37.43±0.23* 67.50±7.17* 166.67±46.96** 417.65±43.44**

气阴两虚组 10 19.86±1.22** 216.87±34.99* 24 886.92±4426.16 15.2±8.02 0.85±0.16* 37.18±0.12 58.19±10.01 203.33±42.66*   336.4±28.66

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01. 

3.3　血清指标

　　腺病毒组和病证结合组的 TT3、TT4 和 TRAb
较对照组显著性增加（P ＜ 0.01），TSH 较对照组显

著性降低（P ＜ 0.01）；气阴两虚组较对照组 TT3、
TT4、TRAb 和 TSH 差异无统计学意义，见表 3。

表 3　各组血清 TT3、TT4、TSH、TRAb含量比较 (x±s) 
Tab 3　Serum TT3，TT4，TSH and TRAb contents in each group (x±s)

组别 n TT3/（ng·mL － 1） TT4/（ng·mL － 1） TSH/（mU·L － 1） TRAb/（U·L － 1）

对照组 10 2.59±0.31 53.54±5.27 12.54±0.73 39.34±6.68

腺病毒组 20 4.11±0.75** 89.49±21.17**   8.70±2.17** 69.62±9.38**

病证结合组 17 4.14±0.69** 87.53±23.18**   7.86±1.75** 66.42±4.93**

气阴两虚组 10 2.66±0.23 53.82±4.57 13.02±1.02 41.98±6.91

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

3.4　脏器指数

　　腺病毒组和病证结合组较对照组显著增加
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），气阴两虚组较对照组无明
显差异；胸腺指数方面，气阴两虚组较对照组显著
降低（P ＜ 0.01），腺病毒组和病证结合组较对照
组无明显差异；脾脏指数方面，气阴两虚组和病证
结合组较对照组显著降低（P ＜ 0.01），腺病毒组
较对照组无明显差异，见表 4。

表 4　各组脏器指数比较 (x±s) 
Tab 4　Organ index in each group (x±s)

组别 n 心脏指数 /% 胸腺指数 /% 脾脏指数 /%

对照组 10 0.42±0.02 0.13±0.01 0.31±0.04

腺病毒组 20 0.46±0.05* 0.12±0.02 0.33±0.05

病证结合组 17 0.51±0.08** 0.13±0.03 0.23±0.03**

气阴两虚组 10 0.45±0.03   0.1±0.01** 0.26±0.03**

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

3.5　病理染色

　　对照组和气阴两虚组的小鼠甲状腺由大小不
等的滤泡组成，滤泡呈球形或椭圆形，滤泡壁由
单层的滤泡上皮细胞围成，滤泡腔内充满胶质，
呈均质状嗜酸性，着深浅略有不同的红色，滤泡
间有少量结缔组织、丰富的毛细血管网和成群的
滤泡旁细胞；腺病毒组和病证结合组甲状腺滤
泡形态不规则，滤泡腔内大量胶质丢失（黄色箭
头），部分滤泡上皮细胞向滤泡腔内增生（绿色箭
头），腺病毒组可见部分滤泡上皮细胞脱落（蓝色
箭头），见图 1。
　　对照组和气阴两虚组心肌间质纤维组织（蓝
色条带）较少，心肌间裂隙较少；模型组和病证
结合组心肌纤维化面积增加，心肌间裂隙增多，
见图 2。
3.6　证候积分及成模率
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对照组                                      腺病毒组                              病证结合组                           气阴两虚组

图 1　各组甲状腺病理图（HE，×200）
Fig 1　Pathological images of thyroid glands in each group（HE，×200）

     对照组                                      腺病毒组                            病证结合组                               气阴两虚组

图 2　各组心脏病理图（Masson，×200）
Fig 2　Pathological images of heart in each group（Masson，×200）

　　造模结束，腺病毒组证候积分较对照组显著
增加（P ＜ 0.05），病证结合组证候积分较对照
组显著增加（P ＜ 0.01），见表 5。腺病毒组符合
Graves 病模型成功标准的有 13 只小鼠，疾病模
型成功率是 65%；有 1 只小鼠符合 Graves 病气
阴两虚证成模标准，腺病毒组成功率 5%。病证
结合组符合 Graves 病模型成功标准的有 12 只小
鼠，疾病模型成功率 60%；且这 12 只鼠都符合
Graves 病气阴两虚证成模标准，病证结合模型成
功率 60%。

表 5　各组证候积分比较 (x±s) 
Tab 5　Syndrome scores in each group (x±s)

组别 n 证候积分

对照组 10     0.4±0.52
腺病毒组 20   7.65±6.54*

病证结合组 17 11.88±8.12**

气阴两虚组 10     2.8±3.01

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

4　讨论

　　Graves 病是一种自身免疫性疾病，目前公认
的发病原因是机体免疫失调分泌大量 TRAb，这
些抗体结合并长期刺激 TSHR[12]，导致甲状腺素
大量分泌，进而发病。此时血清中 TT3、TT4 含
量增加，TSH 则由于被下丘脑 - 垂体 - 甲状腺轴
负反馈调节所抑制，血清含量降低。从病理图片
可以看到，为了合成过量的甲状腺素，腺病毒组
和病证结合组小鼠的滤泡腔内储存的合成甲状腺
素的原料被大量消耗，导致部分滤泡腔内胶质丢
失，同时参与甲状腺素合成的甲状腺滤泡上皮细

胞不断增殖，以便产生更多甲状腺素。而大剂量
甲状腺素的存在，加重了心脏的负荷，影响钙通
道，最终导致腺病毒组和病证结合组小鼠的心肌
间质的纤维化与心脏重构 [13]。
　　病证结合动物模型是现代医学和传统中医碰
撞结合的产物，是“病”与“证”在实验动物上的
结合体现，是适应当今以现代医学辨病与传统中
医辨证的临床现状的实验室模拟 [14-15]。本研究在
重组腺病毒免疫造模的基础上，使用水平台睡眠
剥夺、饥饱失常与热药灌胃的方法耗气伤阴，赋
予小鼠气阴两虚的因素，建立 Graves 气阴两虚
证病证结合动物模型。《素问·举痛论》言：“劳则
气耗。”《灵枢·五味》言：“谷不入，半日则气衰，
一日则气少矣。”《李氏医鉴》言：“饥饱劳役，伤
其阴血。”又有《何氏虚劳心传》言：“劳倦伤脾，
最能生热，热则内伐真阴。”《医宗金鉴·删补名
医方论》记载：“大热则伤阴。”因此，长达 10 周，
每日 14 h 水平台的站立与食物和睡眠的缺失会导
致身心俱疲 [16]、饥饱失常，进而耗气伤阴，而每
日热药灌胃也会加重阴的损耗，最终人为的加快
小鼠气与阴的消耗，建立气阴两虚模型。
　　本研究以血清 TT3、TT4、TRAb 和 TSH 作为
疾病成功判断依据，以颈部状态、眼睛状态、粪
便状态、心率、体温、体质量、口渴程度、烦躁
程度、手颤抖状态、精神状态和体力作为中医证
候表征依据。结果显示，和对照组相比，腺病毒
组和病证结合组的血清 TT3、TT4、TRAb 显著
升高，TSH 显著降低，表明小鼠 Graves 病模型建
立成功，但 Graves 病模型的成功率较以往文献稍
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低 [17]。同时，与对照组比较，腺病毒组会出现口
干舌燥、便溏、五心烦热、心悸的症状，表明腺
病毒组气虚相关表征较少，可能更偏向于疾病早
期的阴虚火旺；病证结合组会出现消瘦、神疲乏力、
口干舌燥、便溏、五心烦热、心悸的症状，表明
病证结合组气与阴的消耗都较为严重，Graves 病
气阴两虚型病证结合动物模型制作成功；气阴两
虚组出现消瘦、神疲乏力、口干舌燥的症状，表
明也出现了一定的气与阴的损耗。
　　《素问遗篇·刺法论》言：“正气存内，邪不可
干”。气阴两虚同样会引起身体的虚弱，与免疫功
能的紊乱 [18]。本研究对小鼠胸腺、脾脏进行称重，
计算免疫器官的脏器指数，发现与对照组相比，只
有气阴两虚组的胸腺、脾脏指数降低，病证结合组
只有脾脏指数下降，胸腺指数无显著差异，腺病毒
组两脏器指数均无显著差异。这可能是 Graves 病
作为自身免疫性疾病引起胸腺增大而导致的 [19]。
　　本研究在表达 TSHR 的 A 亚单位的重组腺病
毒免疫诱导的 Graves 病的基础上，参照 Graves
病气阴两虚证的证候特点，运用“劳则气虚，饥
则损气，热则伤阴”的理论方法建立了 Graves 病
气阴两虚型病证结合动物模型，并从宏观的证
候、微观的血清指标以及显微病理观察对模型进
行了评价，发现该模型在一定程度上符合气阴两
虚型 Graves 病患者的临床指征，同时，该方法
存在造模时间长，部分气阴两虚相关证候如舌淡
白、脉细弱、出汗等难以检测的缺点。综上所述，
Graves 病气阴两虚型病证结合小鼠模型在一定程
度上符合患者临床状态，有一定的参考价值。
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苯并芘通过 AhR影响肝脏脂质合成的分子机制研究
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摘要：目的　研究苯并芘（BaP）对肝脏脂质合成的影响及其分子机制。方法　用低、中和
高剂量的 BaP 给小鼠灌胃，检测谷草转氨酶（AST）、谷丙转氨酶（ALT）的水平，油红 O 染
色法检测脂质含量，qPCR 法和 Western blot 法检测脂肪生成及转运相关基因过氧化物酶体增
殖剂激活受体 γ（PPARγ）、硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1（SCD1）和脂肪酸转运酶（CD36）的
mRNA 和蛋白表达。在 HepG2 细胞中加多环芳经受体（AhR）抑制剂 CH223191 观察 BaP 对
以上各指标的影响。结果　与溶剂对照组相比，低、中和高剂量组的 BaP 可以显著升高小鼠
肝脏中 ALT 水平（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，P ＜ 0.001），中、高剂量组的 BaP 可以升高 AST 水
平（P ＜ 0.05，P ＜ 0.001）；中、高剂量组的 BaP 能够显著增加小鼠肝脏脂质聚集（P ＜ 0.01，
P ＜ 0.001）；三种剂量的 BaP 均可使 HepG2 细胞中脂质聚集增加（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）；
三种剂量的 BaP 均可使小鼠肝脏的 PPARγ、SCD1 和 CD36 的蛋白表达和 CD36 的 mRNA 表
达升高（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）；中、高剂量组的 BaP 均可使小鼠肝脏的 PPARγ、
SCD1 的 mRNA 表达升高（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。中、高剂量的 BaP 均可使 HepG2 细胞中
的 PPARγ、SCD1 和 CD36 的 mRNA 和蛋白表达增加（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。加
AhR 抑制剂后，脂质含量明显降低，并可显著降低 PPARγ、SCD1 和 CD36 的 mRNA 和蛋白
表达（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结论　BaP 可能通过 AhR 促进肝脏组织中脂肪生成及转运相关
基因的表达进而促进肝脏脂质合成。
关键词：苯并芘；过氧化物酶体增殖剂激活受体 γ；硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1；脂质合成；分
子机制
中图分类号：R966　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0021-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.004

Molecular mechanism of BaP affecting liver lipid synthesis via AhR

SU Min1, ZHANG Meng-di1, 2, BAI Tu-ya1, 2, HU Yu-xia1, 2, 3, LI Jun1, 2, 3, WANG Lei1, WANG Chao-
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Abstract: Objective  To determine the effect of Benzo[a] pyrene (BaP) on liver lipid synthesis and its 
molecular mechanism. Methods  Mice were gavaged with low, medium and high dose BaP. The levels of 
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were detected. The lipid content 
was detected by oil red O staining. The mRNA and protein expression of adipogenesis and transport 
related genes Peroxisome proliferators activated receptor γ  (PPARγ), stearoyl-coA desaturase 1 (SCD1) 
and fatty acid translocase (CD36) were detected by qPCR and Western blot. AhR inhibitor CH223191 
was added to HepG2 cells to observe the effect of BaP on the above indexes. Results  Compared with the 
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　　脂质代谢紊乱是导致很多代谢性疾病的原因
之一，如非酒精性脂肪肝病（nonalcoholic fatty liv-
er disease，NAFLD），其特征是从简单的肝脏脂肪
积累进一步演变为肝脂肪变性，进而进展为更严
重的疾病，如非酒精性脂肪性肝炎、肝硬化和肝
细胞癌 [1-2]。导致肝脏脂质合成及代谢紊乱的因素
很多，如不健康的生活方式、环境污染等，均能加
剧 NAFLD 的发生发展 [3]。流行病学调查显示吸烟
是导致肝脏脂质代谢紊乱的主要危险因素 [4]，香烟
烟雾中多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons，
PAHs）具有潜在的干扰肝脏脂质代谢的作用，其
暴露可以引起肝脏三酰甘油堆积 [5]。BaP 是多环芳
烃受体（aryl hydrocarbon receptor，AhR）的经典外
源性配体，在没有配体存在的情况下，AhR 和分
子伴侣 HSP90、p23、XAP2 形成无活性的复合物
存在于细胞浆内 [6]。当 BaP 和 AhR 结合后，AhR
与 ARNT 形成二聚体，转移到细胞核内，诱导其
启动子中含有异生素反应元件（XRE）序列的基
因的转录，例如细胞色素氧化酶 P4501A1（cyto-
chrome P450 1A1，CYP1A1）等基因的激活 [7-8]。目
前关于 BaP 对肝脏脂质代谢影响的研究较少，所
以本研究将探讨 BaP 对肝脏脂质合成的影响，明
确 BaP 通过 AhR 影响肝脏脂质合成的分子机制。
　　在肝脏脂质代谢过程中，PPARγ 通过调控脂质
代谢相关基因的表达，如 SCD1 和 CD36 进而影响
肝脏脂肪变性 [9]。CD36 易位到肝细胞质膜可能是
肝脏脂肪变性的决定因素之一 [10]。CD36 基因中含
有 PPAR 反应元件，其中 PPARγ 作为脂肪生成过程
中的“主要调节剂”，以特异性的方式调节游离脂

肪酸转运体 [11-13]。PPARγ、SCD1 和 CD36 在脂质
合成中发挥重要作用，有研究显示 SCD1 和 CD36
基因上调会导致肝脏脂肪合成增加 [14-15]，PPARγ 通
过其对脂肪细胞活性的转录控制来调节全身脂质代
谢和胰岛素敏感性 [16]。本研究以上述三个基因作为
脂肪生成及转运关键调控基因，研究 BaP 对肝脏脂
质合成的影响，为寻找预防与治疗肝脏脂质代谢紊
乱相关疾病的新靶标提供实验依据。
1　材料与方法
1.1　动物与细胞株
　　C57BL/6 雄性小鼠 60 只，4 ～ 6 周龄，体质
量（20±3）g [ 北京维通利华实验动物技术有限公
司，实验动物质量合格证编号：SCXK（京）2020-
0006，饲养于内蒙古医科大学新药安全评价研究中
心 ]。人肝癌细胞株（HepG2，北京协和医科大学
基础医学研究所）。
1.2　试药与仪器
　　苯并芘（BaP，美国 Sigma 公司）；谷草转氨
酶（AST）、谷丙转氨酶（ALT）试剂盒（南京建成
生物工程研究所）；过氧化物酶体增殖剂激活受体 γ
（PPARγ 抗体）、硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1（SCD1）
抗体、脂肪酸转运酶抗体（CD 36 抗体）、细胞色素
氧化酶 P4501A1 抗体（CYP1A1 抗体）、β-actin [Ab-
cam（上海）]；AhR 抑制剂 CH223191 [MCE（中国）]；
反转录试剂盒 Rever Tra Ace qPCRRT Kit[ 天根生化科
技（北京）有限公司 ]；Nanodrop 超微量分光光度计、
Pikoreal 96 qPCR（美国 Thermo Scientific）。
1.3　实验分组及给药
　　普通饲料喂养一周后，将 60 只小鼠随机分为

solvent control group, the level of ALT in the mice liver in the low, medium and high BaP dose groups 
was significantly increased (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01, P ＜ 0.001), and the level of AST in the mice liver 
in the medium and high BaP dose groups was significantly increased (P ＜ 0.05, P ＜ 0.001). The lipid 
accumulation in the medium and high BaP dose groups was obvious increased in the mice liver (P ＜ 0.01, 
P ＜ 0.001), and lipid aggregation in HepG2 cells in three doses of BaP was significantly increased (P ＜ 
0.01, P ＜ 0.001). The protein expression of PPARγ, SCD1 and CD36 and mRNA expression of CD36 in 
mice livers in the three doses BaP groups were significantly increased (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01, P ＜ 0.001). 
Administration of medium and high BaP dose groups significantly increased the mRNA expression 
of PPARγ  and SCD1 in the mice liver (P ＜ 0.01, P ＜ 0.001). The mRNA and protein expressions of 
PPARγ, SCD1 and CD36 were significantly increased in HepG2 cells in the medium and high BaP dose 
groups (P ＜ 0.01, P ＜ 0.001). After adding AhR inhibitors, the lipid content was decreased significantly, 
and the mRNA and protein expressions of PPARγ , SCD1 and CD36 were decreased significantly (P 
＜ 0.05, P ＜ 0.01). Conclusion  BaP may promote the expression of adipogenesis and transport related 
genes in the liver tissue through AhR and further affect liver lipid synthesis. 
Key words: Benzo[a] pyrene; peroxisome proliferator activated receptor γ; stearoyl-CoA desaturase 1; 
lipid synthesis; molecular mechanism
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空白组、溶剂对照组 [0.1 mL/（10 g·d）玉米油溶
液 ]、BaP 低剂量组 [0.45 mg/（kg·d）BaP- 玉米油
溶剂 ]、BaP 中剂量组 [0.9 mg/（kg·d）BaP- 玉米
油溶剂 ]、BaP 高剂量组 [1.8 mg/（kg·d）BaP- 玉
米油溶剂 ]，灌胃 12 周后进行取材及相关实验。
　　将 HepG2 细胞培养于含 10%FBS 的 DMEM 中，
放置于 37℃、5% 的 CO2 培养箱中培养。当细胞生
长达到 80% ～ 90% 时，分别在各组加入 0.1、1、10 
µmol·L － 1 BaP；1 μmol·L － 1 BaP ＋ 1 μmol·L － 1 
AhR 抑制剂（CH223191）、1 μmol·L－ 1AhR 抑制剂，
作用 24 h 后进行后续实验 [17]。
1.4　小鼠肝脏 ALT、AST 水平检测
　　取肝脏组织精确称量后放入匀浆机中研磨，匀
浆机置于冰浴生理盐水中，然后 5000 r·min－ 1 离

心 15 min，取上清液，使用试剂盒分别测定 ALT、
AST 水平。
1.5　油红 O 染色法检测脂质含量
　　制备 8 μm 厚度肝脏冷冻切片，异丙醇清洗后
使用油红 O 染色 10 min，Mayer 苏木素染核，封片
观察，随后用 HALO 数字病理图像分析平台进行分
析，根据肝组织的腺泡结构测算脂肪变的肝细胞百
分比：5% ～ 33% 为轻度脂肪变，34% ～ 66% 为中
度脂肪变，＞ 66% 为重度脂肪变 [18]。
1.6　qPCR 法 测 定 PPARγ、SCD1、CD36、CYP1A1、
β-actin mRNA的表达

　　使用 Trizol 试剂从肝脏和 HepG2 细胞制备总
RNA，合成 cDNA，按试剂盒说明进行 PCR，相
对表达量采用 2－△△ CT 法处理。引物序列见表 1。

表 1　引物序列 
Tab 1　Primer sequences

基因 上游引物 下游引物

PPARγ 5'-GCAGCTACGCTCCTTTCTTG-3' 5'-GCCCCTCTTTAGTGTCATGGATG-3'

SCD1 5'-ACTGTGGAGACGTGTTCTGGA-3' 5'-ACGGGTGTCTGGTAGACCTC-3'

CD36 5'-ATGGGCTGTGATCGGAACTG-3' 5'-GTCTTCCCAATAAGCATGTCTCC-3'
CYP1A1 5'-ACCCTTACAAGTATTTGGTCGT-3' 5'-GTCATCATGGTCATAACGTTGG-3'
β-actin 5'-CTACCTCATGAAGATCCTGACC-3' 5'-CACAGCTTCTCTTTGATGTCAC-3'

1.7　PPARγ、SCD1、CD36、CYP1A1、β-actin 蛋
白的表达
　　提取各组肝脏组织及细胞总蛋白，定量后进
行 SDS-PAGE 凝胶电泳，再将蛋白进行转膜，封
闭，分别加入一抗和二抗孵育，结束后用红外荧
光扫描成像系统进行扫膜，结果用 Image J 软件分
析，以目标蛋白与内参β-actin 条带的灰度值比值
作为目标蛋白的相对表达水平。
1.8　统计学分析
　　采用 SPSS 26.0 和 Graphpad Prism 7.0 对数据进
行统计分析并作图。计量资料组间差异采用单因素
方差分析法或非参数秩和检验法进行检验，数据采
用（x±s）表示，P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
2　结果
2.1　BaP 对肝脏脂质合成的影响
2.1.1　BaP 对小鼠肝脏组织中 ALT 和 AST 的影响
　与空白组比，溶剂对照组中 ALT 和 AST 含量差
异无统计学意义。与溶剂对照组相比，BaP 低、中
和高剂量组中 ALT 含量显著升高；BaP 中、高剂量
组中 AST 含量显著升高，见表 2。
2.1.2　BaP 对小鼠肝脏及 HepG2 细胞脂质聚积的影
响　小鼠肝脏组织中 BaP 低、中和高剂量组的脂质
聚集随着浓度的增加而增加。溶剂对照组与空白组
相比，脂质聚集差异无统计学意义。与溶剂对照组
相比，BaP 中、高剂量组脂质聚集明显（见图 1）。

　　观察不同浓度的 BaP 对 HepG2 细胞中脂质
聚集的影响。发现与空白组相比，随着 BaP 浓度
的升高细胞脂质呈聚集状态，表明 BaP 会导致
HepG2 细胞中脂质的聚集（见图 2）。
2.1.3　BaP 对肝脏脂肪生成及转运相关基因影响
　与空白组相比，溶剂对照组中 PPARγ、SCD1
和 CD36 的 mRNA 及蛋白表达差异均无统计学意
义；BaP 低、中和高剂量组中 CD36 的 mRNA 及
PPARγ、SCD1 和 CD36 的蛋白表达升高，BaP 中、
高剂量组中 PPARγ、SCD1 的 mRNA 表达升高。
结果表明，BaP 可以促进小鼠肝脏组织中 PPARγ、
SCD1 和 CD36 的表达，进而使肝脏脂肪变性，增
加脂肪在肝脏的聚集（见图 3）。
　　如图 4 所示，与空白组相比，给予中、高剂

表 2　不同剂量 BaP对小鼠肝脏中 ALT和 AST含量的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of different doses of BaP on ALT and AST content in 

the mice liver (x±s)

组别 ALT/（U·L － 1） AST/（U·L － 1）

空白组 55.42±9.68 54.12±8.028

溶剂对照组 68.97±5.987 63.42±4.609

低剂量 BaP 组 101.8±11.07* 71.36±3.945

中剂量 BaP 组 135.7±22.77** 94.45±17.77*

高剂量 BaP 组 176.6±27.58*** 134.6±19.54***

注：与溶剂对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the solvent control group，*P ＜ 0.05，

**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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量 BaP 均 可 促 进 HepG2 细 胞 中 PPARγ、SCD1 和
CD36 的 mRNA 及蛋白表达增加。结果表明，BaP
可以促进 HepG2 细胞中 PPARγ、SCD1 和 CD36 的
表达，进而促进 HepG2 细胞中脂肪生成及转运，使
脂质聚集。
2.2　BaP 通过 AhR 对肝脏脂质合成的影响
2.2.1　BaP 对 CYP1A1 表达的影响　本研究通过检
测 CYP1A1 的表达观察 BaP 是否激活 AhR，进而
引起小鼠肝脏组织中 CYP1A1 表达，结果如图 5 所
示。与空白组相比，溶剂对照组 CYP1A1 mRNA 和

蛋白表达差异无统计学意义。与溶剂对照组相比，
BaP 低、中和高剂量组 CYP1A1 mRNA 表达显著升
高，蛋白表达情况与 mRNA 的表达相似。
　　在 HepG2 细胞中，与空白组比较，中、高
剂量 BaP 组 CYP1A1 mRNA 及蛋白表达显著升高
（见图 6）。说明给予 HepG2 细胞中、高剂量 BaP
刺激可以激活 AhR 进而引起 CYP1A1 的表达。
2.2.2　抑制 HepG2 细胞中 AhR 后 BaP 对 CYP1A1
表达的影响　根据文献选定 AhR 抑制剂浓度为 1 
μmol·L － 1[19]。根据本课题组前期研究结果采用

图 1　BaP 对小鼠肝脏组织中脂质聚集的影响

Fig 1　Effect of BaP on lipid aggregation in mice livers
注：与溶剂对照组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the solvent control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

图 2　BaP 处理 HepG2 细胞后油红 O 染色结果

Fig 2　Oil red O staining of HepG2 cells treated with BaP
注：与空白组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

图 3　不同剂量的 BaP 对小鼠肝脏组织中 PPARγ、SCD1 和 CD36 的 mRNA 及蛋白表达的影响

Fig 3　Effect of different doses of BaP on mRNA and protein expression of PPARγ，SCD1 and CD36 in the mice livers
注：与溶剂对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the solvent control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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1 μmol·L － 1 BaP 进行后续实验。结果如图 7 所
示，与空白组相比，BaP 组的 CYP1A1 mRNA 及
蛋白表达均升高；BaP ＋ CH223191 组与 BaP 组相
比，CYP1A1 表达降低。因此，采用 1 μmol·L－ 1 
CH223191 与 1 μmol·L－ 1 BaP 进行后续实验。
2.2.3　抑制 HepG2 细胞中 AhR 后 BaP 对脂质聚集
的影响　如图 8 所示，与空白组相比，BaP 组脂质
含量显著升高。BaP ＋ CH223191 组与 BaP 组相比，
脂质含量明显降低。结果表明 BaP 通过 AhR 影响
HepG2 细胞中脂质聚集。
2.2.4　抑制 HepG2 细胞中 AhR 后 BaP 对脂肪生成
及转运相关基因的影响　如图 9 所示，与空白组相
比，BaP 组 的 PPARγ、SCD1 和 CD36 mRNA 及 蛋
白表达显著升高。BaP ＋ CH223191 组与 BaP 组相
比，PPARγ、SCD1 和 CD36 表达显著降低。结果表
明 BaP 通过 AhR 影响 HepG2 细胞中脂肪生成及转
运相关基因的表达。

图 4　不同剂量的 BaP 处理 HepG2 细胞后对 PPARγ、SCD1 和 CD36 mRNA 和蛋白表达的影响

Fig 4　Effect of different doses of BaP on mRNA and protein expression of PPARγ，SCD1 and CD36 in HepG2 cells
注：与空白组相比，* P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the blank group，* P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001. 

图 5　不同剂量 BaP 对小鼠肝脏中 CYP1A1 表达的影响

Fig 5　Effect of different doses of BaP on expression of CYP1A1 in 
mice livers

注：与溶剂对照组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the solvent control group，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001.

图 6　不同剂量 BaP 对 HepG2 细胞中 CYP1A1 表达的影响

Fig 6　Effect of different doses of BaP on expression of CYP1A1 in 
HepG2 cells

注：与空白组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001.

图 7　抑制 HepG2 细胞中 AhR 后 BaP 对 CYP1A1 mRNA 及蛋白表

达的影响

Fig 7　Effect of BaP on CYP1A1 mRNA and protein expression after 
the inhibition of AhR in HepG2 cells

注：与 BaP 组相比，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the BaP group，**P ＜ 0.01.
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图 8　抑制 HepG2 细胞中 AhR 后油红 O 染色结果

Fig 8　Oil red O staining result after the inhibition of AhR in HepG2 cells
注：与 BaP 组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the BaP group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

图 9　抑制 HepG2 细胞中 AhR 后 BaP 对 PPARγ、SCD1 和 CD36 mRNA 及蛋白表达的影响

Fig 9　Effect of BaP on PPARγ  and SCD1 and CD36 expressions after the inhibition of AhR in HepG2 cells 
注：与 BaP 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the BaP group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

3　讨论
　　肝脏中脂质代谢的改变是肝脏疾病发展的关
键，随着肥胖症和相关代谢综合征发病率的增加，
NAFLD 已成为慢性肝病的重要病因 [20]。本研究中
发现 BaP 可引起小鼠肝脏组织 ALT、AST 的显著
升高，ALT、AST 水平是肝脂肪变性的最佳生化相
关因素 [20]。同时有研究表明，吸烟人群患 NAFLD
的风险增加并且吸烟导致 AST、ALT 升高 [21-22]。
BaP 是烟草烟雾中的 PAHs 之一 [23]，具有致畸、致
癌、致突变等特性，是日常生活中常接触到的环境
污染物，因此明确其对肝脏脂质合成的影响及作
用机制对降低 NAFLD 发病率至关重要。
　　本实验采用 qPCR 法、Western blot 法检测小鼠
肝脏组织及 HepG2 细胞中脂肪生成及转运相关基
因 PPARγ、SCD1 和 CD36，结果显示给予 BaP 刺
激可以促进 PPARγ、SCD1 和 CD36 的 mRNA 和蛋
白的表达，结合体内外实验结果发现 BaP 通过诱
导 PPARγ、SCD1 和 CD36 的 mRNA 和蛋白的表达
进而使脂质聚集。PAHs 通过促进血液摄取或肝脏
中的脂质合成及转化来诱导肝脂质的改变，可能

导致 NAFLD、肝细胞膜损伤、炎症和信号传导紊
乱 [24]。有研究显示，PAHs 可以上调小鼠肝脏脂肪
中转录相关基因表达如 PPARγ [25]，PAHs 中 BaP 是
AhR 的配体，AhR 与 PPARγ 之间存在串扰且 AhR
过表达能够降低 PPARγ 的稳定性并抑制脂肪细胞
的分化 [26-27]。另有研究显示，吸烟能够使 CD36
和 SCD1 表达水平升高 [28-29]，CD36 的表达在肝脏
中具高诱导性且与肝组织中 TG 含量增加成正相
关 [30-31]，另外 SCD1 过表达也可使 TG 合成增加，
SCD1 的缺失可加重肝细胞凋亡及肝损伤 [32]，与
本研究结果一致。本研究通过检测 CYP1A1 的表
达来观察 BaP 影响脂质合成的同时是否激动 AhR，
进一步证实 AhR 在这些过程中的重要作用，明确
了 BaP 通过 AhR 影响肝脏脂质合成的分子机制。
　　综上，本实验通过研究 BaP 对肝脏脂质合成
的影响，以一个全新的角度解释了肝脏脂质聚集
等代谢疾病与 BaP 之间的联系，为治疗由 BaP 引
起的 NAFLD 提供了实验依据，对于预防及治疗肝
脏脂质代谢紊乱等相关疾病具有重要意义。
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基于 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS的 
桃核承气汤化学成分快速鉴定

张瑶1，葛飞1，申冰清2，罗亚敏1，侯鉴宸1，潘菽弢1，王春国2*，邱月华1，陶晓华1*（1.北京中医

药大学中医学院，北京　102401；2.北京中医药大学北京中医药研究院，北京　102401）

摘要：目的　通过 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS 技术联合分子网络方法快速鉴定桃核承气汤
的化学成分。方法　采用 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱，以 0.1% 甲酸水 - 乙腈为流动相进行
梯度洗脱，采集正负离子模式下高分辨质谱数据，并根据 MS/MS 碎片模式相似性创建分子网
络。依据保留时间、高分辨精确分子量、MS/MS 碎片等信息，结合对照品数据鉴定桃核承气汤
全方化学成分。结果　桃核承气汤中共鉴定出 83 种化学成分，黄酮类 23 种，有机酸类 12 种，
蒽醌类 10 种，皂苷类 10 种，苯丙素类 8 种，生物碱类 7 种，氨基酸类 4 种，其他 9 种。其中，
穿心莲内酯、大豆苷元、淫羊藿素、矢车菊素 -3-O- 葡萄糖苷 4 种成分为桃核承气汤复方中首次
发现的化合物。结论　桃核承气汤成分多样，主要含有黄酮类、蒽醌类、皂苷类、有机酸类等
成分，该研究可为桃核承气汤成分分析、质量控制、临床应用等提供参考。
关键词：桃核承气汤；化学成分；超高效液相色谱串联四极杆轨道阱高分辨率质谱
中图分类号：R284.1，R932　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0028-09
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Rapid identification of chemical constituents in Taohe Chengqi decoction 
based on UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS

ZHANG Yao1, GE Fei1, SHEN Bing-qing2, LUO Ya-min1, HOU Jian-chen1, PAN Shu-tao1, WANG 
Chun-guo2*, QIU Yue-hua1, TAO Xiao-hua1* (1. School of Traditional Chinese Medicine, Beijing 
University of Traditional Chinese Medicine, Beijing  102401; 2. Beijing Research Institute of Chinese 
Medicine, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102401)

Abstract: Objective  To rapidly identify the chemical constituents in Taohe Chengqi decoction by 
UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS combined with molecular network. Methods  ACQUITY UPLC 
HSS T3 column was used. Gradient elution was performed with 0.1% formic acid water-acetonitrile as 
the mobile phase. High-resolution mass spectrometry data were collected in the positive and negative 
ion modes, and molecular networks were created based on the similarity of MS/MS fragmentation 
modes. Based on the retention time, high-resolution accurate molecular weight, MS/MS fragmentation 
and other information, combined with reference substance data, the chemical components in Taohe 
Chengqi decoction were identified. Results  Totally 83 chemical components were identified, including 
23 flavonoids, 12 organic acids, 10 anthraquinones, 10 saponins, 8 phenylpropanoids, 7 alkaloids, 4 
amino acids, 9 kinds of others. Four compounds (andrographolide, daidzein, icaritin, and kuromanin) 
were discovered for the first time in Taohe Chengqi decoction. Conclusion  Taohe Chengqi decoction 
consists of various components, mainly flavonoids, anthraquinones, saponins, organic acids and others. 
This study provides reference and scientific basis for the component analysis, quality control and 
clinical application of Taohe Chengqi decoction. 
Key words: Taohe Chengqi decoction; chemical constituent; UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS

基金项目：国家“重大新药创制”科技重大专项（No. 2018ZX09721005-007-015）；北京中医药大学科研横向发展基金课题（No. 
2021-HXFZJJ-008）。
作者简介：张瑶，男，在读硕士研究生，主要从事《伤寒论》病证辨证规律研究，email：yaozhang1861@126.com　* 通信作者：陶晓华，

男，教授，博士研究生导师，主要从事《伤寒论》病证辨证规律研究，email：xhtao1963@126.com；王春国，男，实验师，主要从事中

药药效物质和作用机制研究，email：wangcg1119@126.com



29

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

　　桃核承气汤出自东汉时期《伤寒论》，由桃
仁、大黄、桂枝、芒硝和炙甘草组成，国家中医
药管理局将其列为推动复方制剂的首批古代经典
名方之一 [1]。该方作用广泛，疗效突出，临床常
被用于糖尿病及其并发症、中风、慢性肾衰竭、
消化系统、骨伤科、妇科、五官科、皮肤科等疾
病的治疗和研究 [2]。现代药理研究证明该方具有
降低血糖和血脂 [3]、抗炎、抗氧化、抗纤维化、
保护血管、改善血液流变 [4-5] 等作用。方中所含化
学成分复杂，分析鉴定其化合物有助于明确该方
药效物质，为中药复方制剂、质量控制等研究奠
定基础。目前，该方化学成分的研究多为其核心
成分的指认和单味药成分的鉴定 [6-7]，而全方成分
研究中仅鉴定出 26 种物质 [8]，有待进一步研究。
　　UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS 技术具有高
分辨率、高灵敏度、高分离度等优异性能，可同
时快速分辨物质裂解的一级质谱和二级质谱信
息，能有效应对复杂方药化学成分定性定量研
究 [9-10]。全球自然产物社会分子网络平台可基于
化合物碎片模式相似性创建分子网络，对化合
物进行聚类和可视化分析，有助于更快更全面
地推测未知化合物的结构类型 [11]。本研究联合
UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS 技术和分子网络
建立桃核承气汤提取物中化学成分快速鉴定的方
法，并对其成分进行全面表征。
1　材料
1.1　仪器
　　高效液相色谱与质谱联用仪（UHPLC-Q-
Exactive Orbitrap MS，配有热喷雾离子源（HESI）、
Xcalibur 4.1 质谱工作站、Vanquish 超高效液相
色谱系统（含二元梯度泵、自动进样器、柱温
箱、DAD 检测器）（美国 Thermo Scientific 公司）。
Millipore Synergy UV 型超纯水机（美国 Millipore
公司）；十万分之一电子分析天平 [ 赛多利斯科学
仪器（北京）有限公司 ]；KQ-500DE 型数控超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Centrifuge 
5420 型微量离心机（德国 Eppendorf 公司）。
1.2　试药
　　甲酸、甲醇、乙腈（质谱级美国 Thermo Fisher
公司）；桃核承气汤配方颗粒 [ 北京康仁堂药业有
限公司，大黄（批号：21028091）、桃仁（批号：
21005872）、桂枝（批号：21029481）、炙甘草（批号：
21025481）、芒硝（批号：21027551）]；柚皮素（批号：
Y03001908013）、大黄酚（批号：D01711806020）、
肉桂酸（批号：R00311812016）、甘草酸（批号：
G00402007002）、原儿茶素（批号：Y03111812016）、
白杨素（批号：B00111804027）对照品（成都瑞芬

思生物科技有限公司，纯度≥ 98%）。
2　方法
2.1　色谱条件
　　ACQUITY UPLC HSS T3 色 谱 柱（2.1 mm× 

100 mm，1.8 μm）；流动相：0.1% 甲酸水溶液（A）-
乙腈溶液（B），梯度洗脱（0～7 min，1%B；7～20 
min，1% ～ 22%B，20 ～ 35 min，22% ～ 60%B；
35 ～ 45 min，60% ～ 95%B；45 ～ 46 min，
95% ～ 1%B；46 ～ 50 min，1%B）；流速：0.3 
mL·min－ 1；柱温：35℃；进样量：5 μL。
2.2　质谱条件
　　正负离子同时扫描：HESI 离子源；离子源温
度：400℃；电离源电压：3.5 kV（正离子模式）、
3 kV（负离子模式）；毛细管温度：320℃；管透
镜电压：55 V；鞘气和辅助气均为高纯氮气（纯
度＞ 99.99%），鞘气流速：35 arb，辅助气流速：
10 arb；扫描模式 Full MS/dd-MS2：Full MS 分辨
率 70 000，dd-MS2 分辨率 17 500；扫描范围设为
m/z 120 ～ 1800 Da；碰撞能 30、35、40 eV。
2.3　供试品溶液制备
　　精确称量桃核承气汤颗粒 4 g，移入具塞 100 
mL 锥形瓶中，加入 50% 甲醇，定容到 100 mL，
封口，超声处理 30 min。提取液静置放凉，取适
量溶液 12 000 r·min － 1、4℃离心 10 min，取上
清液，过 0.22 μm 微孔滤膜，取滤液放置于进样
小瓶中，即得供试品溶液。
2.4　对照品溶液制备
　　精密称取柚皮素、大黄酚、肉桂酸、甘草酸、
原儿茶素、白杨素对照品各 1 mg，加甲醇配制成
2 mL 混合对照品溶液，离心后取上清即得。
2.5　质谱分析
　　采用 Xcalibur 4.1 软件对质谱原始数据进行处
理。通过分析化学成分保留时间、高分辨精确分子
量、MS2 二级碎片等信息，结合对照品相关数据、
Chemspider 数据库及相关文献，对成分进行指认。
2.6　分子网络构建方法
　　 使 用 MsConvert 软 件 将 UHPLC-Q-Exactive 
Orbitrap MS 所测原始数据转换为 mzXML 格式，
并上传至 GNPS 生成分子网络，运用 Cytoscape 
3.7.2 软件将分析结果可视化。
3　结果
　　桃核承气汤提取物正、负离子总离子流图见
图 1A、B。对其成分进行指认，共鉴定出 83 种
化学成分，包含 4 种在桃核承气汤中首次发现的
成分：穿心莲内酯、大豆苷元、淫羊藿素、矢车
菊素 -3-O- 葡萄糖苷，详细信息见表 1。其中，黄
酮类、蒽醌类、皂苷类和有机酸类化合物为该方
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主要成分，详见图 1C。正负离子模式分别检出
72 种和 48 种化合物，见图 1D。

图 1　桃核承气汤化学成分鉴定结果

Fig 1　Chemical components of Taohe Chengqi decoction
A. 正离子模式下总离子流图（total ion current map in positive ion mode）；

B. 负离子模式下总离子流图（total ion current map in negative ion mode）；

C. 化合物类型（chemical type）；D. 正负离子检测模式下化合物数目

（number of compounds in positive or negative ion detection mode）
注（Note）：正（A）、负（B）离子模式下的峰号与表 1 序号

中完全对应（The peak number in the positive and negative ion modes  
corresponds to the serial number in Table 1）。

3.1　黄酮类成分鉴定
　　黄酮类成分共指认出 23 种，正离子模式下
鉴定出 22 种，负离子模式下鉴定出 16 种。其中，
柚皮素、甘草素分别为桃仁、炙甘草的主要黄酮
类成分之一，本文以柚皮素和甘草素为例，详细
介绍黄酮类成分鉴定过程。
　　峰 18 在负离子模式下，保留时间为 27.61 min，
显示准分子离子峰为 m/z 271.0613 [M-H]－，元素
组成为 C15H12O5（质量误差 2.44×10 － 6）。在 MS/
MS 中 产 生 m/z 271.06、177.02、151.00、109.03、
107.01、93.03 等 碎 片 离 子， 见 图 2A。 其 中 m/z 
151.00、119.05 离子碎片为黄酮苷元 RDA1，3A－裂解
生成的典型互补离子对，因此推测峰 18 为黄酮类化
合物。m/z 151.00 脱去一分子 CO2 形成 m/z 107.01 特
征碎片离子。通过分析对照品柚皮素在 HESI 负离
子模式的准分子离子峰、MS/MS 离子碎片和保留时
间（见图 2B），发现峰 18 与该对照品一致，由此鉴
定峰 18 为柚皮素，其裂解过程见图 2C。

图 2　峰 18（A）、柚皮素对照品（B）的 MS/MS 质谱图及质谱裂解

行为（C）

Fig 2　MS/MS mass spectra and mass spectrometry fragmentation 
behavior（C）of peak 18（A）and naringenin reference substance（B）

　　峰 27 在负离子模式下，保留时间为 37.98 min，
显示准分子离子峰为 m/z 255.0652 [M-H]－，元素组
成为 C15H12O4（质量误差－ 2.17 ×10 － 6）。在 MS/MS
中产生 m/z 153.02、135.01、119.05、91.02 等碎片离
子，见图 3A。母核 m/z 255.0652 进行 RDA1，3A－裂
解，产生 m/z 135.01 和 119.05 离子碎片，其中母核
m/z 135.01 再丢失一分子 CO2，可产生 m/z 91.02 碎
片，其裂解过程见图 3B。通过与文献中甘草素 [12]

准分子离子峰、MS/MS离子碎片进行对比，发现峰
27 与该化合物一致，由此鉴定峰 27 为甘草素。

图 3　峰 27 的 MS/MS 质谱图（A）及甘草素质谱裂解行为（B）

Fig 3　MS/MS mass spectrum of peak 27（A）and mass spectrometry 
fragmentation behavior（B）of liquiritigenin

3.2　蒽醌类成分鉴定
　　蒽醌类成分共指认出 10 种，正负离子模式
下各鉴定出 8 种，以大黄主要成分大黄酚和大黄
酸为例介绍蒽醌类化合物的详细鉴定过程。
　　峰 20 在负离子模式下，保留时间为 29.44 min，
显示准分子离子峰为 m/z 253.0506 [M-H]－，元素组
成为 C15H10O4（质量误差 2.15 ×10－ 6）。在 MS/MS
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中产生 m/z 253.05、225.06、182.99、153.02、119.05
等碎片离子，见图 4A。母离子 m/z 253.05 失去一分
子 CO，形成 m/z 225.06 碎片离子，再失去一分子
CH3CO，形成 m/z 182.99 碎片离子，再失去一分子
CO，形成 m/z 153.02 碎片离子。通过分析对照品大
黄酚在 HESI 负离子模式的准分子离子峰、MS/MS
离子碎片（见图 4B），发现峰 20 与该对照品一致，
由此鉴定峰 20 为大黄酚，其裂解过程见图 4C。

图 4　峰 20（A）、大黄酚对照品（B）的 MS/MS 质谱图及质谱裂解

行为（C）

Fig 4　MS/MS mass spectrum and mass spectrometry fragmentation 
behavior（C）of peak 20（A）and chrysophanol reference substance（B）

　　峰 24 在负离子模式下，其保留时间为 31.10 
min，显示准分子离子峰为 m/z 283.0254 [M-H]－，元
素组成为 C15H8O6（质量误差 2.04×10 － 6）。在 MS/
MS 中 产 生 m/z 283.03、257.05、239.04、227.04、
211.04、183.05 等碎片离子，见图 5A。其母离子 m/z 
283.02 失去一分子 CO2 生成 m/z 239.04 的离子碎片，
再失去一分子 CO，生成碎片 m/z 211.04，再失去一
分子 CO，生成碎片 m/z 183.05。通过与文献中大黄
酸的特征碎片对比 [13]，发现峰 24 与大黄酸一致，由
此鉴定峰 24 为大黄酸，其裂解过程见图 5B。
3.3　皂苷类成分鉴定
　　皂苷类成分共指认出 10 种，正离子模式下
鉴定出 10 种。其中，皂苷类成分主要来源于炙
甘草，而甘草酸是其主要成分之一，本文以甘草
酸为例，详细介绍皂苷类成分鉴定过程。
　　峰 44 在正离子模式下，其保留时间为 29.95 
min，显示准分子离子峰 m/z 823.4127 [M ＋ H] ＋，
元素组成为 C42H62O16（质量误差 0.42×10 － 6），在
ESI-MS/MS 显示的碎片离子主要有 m/z 471.35、
453.34、407.33、357.24、311.24 等，见图 6A。其
中碎片离子 m/z 471.35 为甘草酸准分子离子峰丢

失 2 分子葡萄糖醛酸（2GlcA），进一步丢失分
子 H2O 形成碎片离子 m/z 453.34，再丢失一分子
COOH2 形成碎片离子 m/z 407.33。而 m/z 357.24
为甘草酸脱去苷元后葡萄糖醛酸残基形成的碎片
离子，进一步丢失一分子 COOH2 形成碎片离子
m/z 311.24。通过分析对照品甘草酸的 MS/MS 离
子碎片（见图 6B），发现峰 44 与该对照品一致，
由此鉴定峰 44 为甘草酸，其裂解过程见图 6C。

图 6　峰 44（A）和甘草酸对照品（B）的 MS/MS 质谱图及质谱裂

解行为（C）

Fig 6　MS/MS mass spectrum of peak 44（A）and glycyrrhizic acid 
reference substance（B）and its mass spectrometry fragmentation 
behavior（C）

3.4　基于 MS/MS 关联的分子网络补充鉴定桃核
承气汤化学成分
　　在上述化合物质谱裂解规律的基础上，采用
基于 MS/MS 关联的分子网络进一步分析桃核承
气汤的化学成分。基于 MS/MS 碎片模式的相似
性，桃核承气汤化学成分聚集数目最高的分子网
络多具有皂苷类化合物的碎片特征。以标准品甘
草酸为种子节点，通过 MS/MS 碎片和节点间质

图 5　峰 24 的 MS/MS 质谱图（A）及大黄酸质谱裂解行为（B）

Fig 5　MS/MS mass spectrum of peak 25（A）and mass spectrometry 
fragmentation behavior of rhein（B）
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表 1　UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS鉴定的桃核承气汤化学成分 
Tab 1　Compounds of Taohe Chengqi decoction identified by UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS

No.
tR/

min
分子式

离子

模式
实测值 理论值

误差 /
×10－ 6 二级碎片（MS/MS）

推测成分
分类 中药

英文 中文

1   0.84 Na2O4S ＋ 141.9314 141.9312 1.34 131.97、113.96、90.95、72.94 sodiumsulfate 硫酸钠 [14] 其他 芒硝

2   1.03 C6H11NO2 ＋ 129.0792 129.0789 1.79 130.09、112.09、84.08、70.07 3-pyrrolidineaceticacid3- 吡咯烷乙酸 [15] 有机酸 桃仁

3   1.14 C6H14N4O2 ＋ 174.1118 174.1116 0.73 175.12、158.09、130.10、116.07、
70.07、60.06

arginine 精氨酸 [16] 氨基酸 桃仁

4   1.73 C8H9NO ＋ 135.0685 135.0684 0.97 136.06、119.05、91.05、 glicophenone 甘苯酮 [17] 生物碱 炙甘草

5   2.15 C6H13NO2 ＋ 131.0948 131.0946 1.46 132.10、87.10、86.10、70.53 isoleucine 异亮氨酸 [16] 氨基酸 桃仁

6   2.22 C9H11NO3 ＋ 181.0740 181.0738 1.11 165.05、147.04、136.08123.04、
119.05

tyrosine 酪氨酸 [16] 氨基酸 桃仁

7   2.49 C8H8O ＋ 120.0578 120.0575 2.71 121.07、103.05、93.07、91.05 acetophenone 苯乙酮 [18-19] 其他 桂枝、

炙甘草

8   3.35 C10H13N5O4 ＋ 267.0969 267.0967 0.70 268.10、136.06 adenosine 腺苷 [16] 生物碱 桃仁

9   5.59 C9H11NO2 ＋ 165.0791 165.0789 1.12 166.09、131.05、120.08 N-methoxy-N-methyl-
benzamide

N- 甲基 -N- 甲基苯甲

酰胺 [20]

生物碱 桂枝

10 12.70 C20H29NO12 ＋ 475.1694 475.1689 0.94 152.07、134.06、106.07、85.03 mandelicacidamide- 
β-gentiobioside

扁桃酸酰胺 -β- 龙胆

二糖苷 [15]

生物碱 桃仁

11 14.05 C7H6O3 ＋ 138.0319 138.0316 1.52 147.42、139.04、138.05、20.04、
111.04、94.07

4-hydroxybenzoicacid 对羟基苯甲酸 [20] 有机酸 桂枝

12 15.46 C30H26O12 ＋ 578.1429 578.1424 0.82 287.05、271.06、163.04、139.04、
127.04、123.04

procyanidin B1 原花青素 B1
[21] 其他 大黄

13 16.20 C15H14O6 ＋ 290.0792 290.0790 0.59 165.05、147.04、136.08、123.04、
119.05

catechinhydrate 儿茶素 [21] 黄酮 大黄、

桂枝

14 16.48 C20H27NO11 ＋ 457.1579 457.1584 － 0.95 296.11、158.06、145.04、127.03、
85.02

amygdalin 苦杏仁苷 [8] 生物碱 桃仁

15 19.37 C21H20O9 ＋ 416.1096 416.1107 － 2.73 303.09、255.06、151.04、139.04、
127.04

chrysophanein 大黄酚 -1-O- 葡萄糖

苷 [21]

蒽醌 大黄

16 20.03 C15H10O7 ＋ 302.0414 302.0426 － 3.85 261.07、193.04、163.03、137.02、
123.04

quercetin 槲皮素 [22-23] 黄酮 大黄、

桃仁

17 20.77 C15H10O5 ＋ 270.0534 270.0528 2.32 271.06、253.05、241.05、225.05 genistein 金雀异黄酮 [24] 黄酮 炙甘草

18 20.78 C22H28O8 ＋ 420.1785 420.1784 0.26 259.10、249.11、217.05、189.05 lyoniresinol 南烛木树脂酚 [25] 苯丙素 桂枝

19 21.54 C9H8O2 ＋ 148.0527 148.0524 1.84 149.02、131.05、103.05 cinnamicacid 肉桂酸 [20] 苯丙素 桂枝

20 21.54 C15H18O7 ＋ 310.1053 310.1052 0.20 275.09、149.06、131.05、81.03 cinnamoyl-glucose 桂皮酰葡萄糖 [26] 有机酸 大黄

21 22.78 C21H20O11 ＋ 448.1005 448.1005 0.05 287.05、163.04、127.04、85.03 kuromanin 矢车菊素 -3-O- 葡萄

糖苷 [27]

其他 首次发

现

22 22.99 C9H6O2 ＋ 146.0370 146.0367 1.75 147.04、103.05、91.05 coumarin 香豆素 [20] 苯丙素 桂枝

23 24.09 C26H30O13 ＋ 550.1690 550.1686 0.65 257.08、239.07、147.04、137.02、
69.03

liquirtinapioside 芹糖甘草苷 [28] 黄酮 炙甘草

24 24.29 C22H22O9 ＋ 430.1267 430.1263 0.89 269.08、254.06、68.84 ononin 芒柄花苷 [17] 黄酮 炙甘草

25 24.50 C21H22O9 ＋ 418.12596 418.1258 0.32 137.02、147.04、257.08 liquiritin 甘草苷 [8] 黄酮 炙甘草

26 24.67 C15H14O4 ＋ 258.0895 258.0892 1.36 259.10、217.05、189.05 rhapontigenin 丹叶大黄素 [29] 有机酸 大黄

27 25.17 C16H14O5 ＋ 286.0845 286.0841 1.65 287.13、245.08、193.05、151.04、
121.03、107.05

homobutein 高紫柳查尔酮 [17] 黄酮 炙甘草

28 25.91 C20H22O8 ＋ 390.1315 390.1314 0.21 325.11、313.11、285.11、271.10、
259.10、229.09

polydatin 虎杖苷 [29] 其他 大黄

29 25.91 C20H24O9 ＋ 408.1440 408.1420 4.92 247.10、229.09、205.09、97.03、
85.03

torachrysone 8-O-glu-
copyranoside

芦荟大黄素 8- 葡萄

糖等 [21]

蒽醌 大黄

30 26.01 C21H20O10 ＋ 432.1057 432.1056 0.14 287.05、85.03、71.05 vitexin 牡荆素 [30] 黄酮 大黄

量差异对化合物进行注释，主要簇被注释为甘草
皂苷 B2、甘草皂苷 E2、甘草皂苷 J2、甘草皂苷
G2、22- 羟基甘草皂苷 G2、乌拉尔甘草皂苷 D、
乌拉尔甘草皂苷 F 和甘草皂苷 A3，见图 7。将所

鉴定成分作为“种子”进一步对其他未知成分进
行推测和鉴定，最终在桃核承气汤中共鉴定到 10
种皂苷化合物，见表 1[14-45]。
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No.
tR/

min
分子式

离子

模式
实测值 理论值

误差 /
×10－ 6 二级碎片（MS/MS）

推测成分
分类 中药

英文 中文

31 26.24 C15H10O4 ＋ 254.0581 254.0579 1.10 255.07、227.07 chrysin 白杨素 [31] 黄酮 炙甘草

32 26.29 C15H10O4 ＋ 254.0583 254.0579 1.66 256.07、255.07、227.07 daidzein 大豆苷元 [32] 黄酮 首次发

现

33 26.82 C44H64O19 ＋ 896.4048 896.4041 0.79 545.35、527.34、509.33、467.32、
141.02

uralsaponin F 乌拉尔甘草皂苷 F[33] 皂苷 炙甘草

34 26.84 C42H62O18 ＋ 854.3942 854.3936 0.68 503.34、485.33、467.32、233.15、
187.15、141.02

22-hydroxy-licoricesa-
ponin G2

22- 羟基甘草皂苷

G2
[33]

皂苷 炙甘草

35 26.87 C16H10O7 ＋ 314.0435 314.0426 2.7 297.04、315.05、153.02 laccaicacid D 蟲漆酸 D[34] 蒽醌 大黄

36 27.09 C48H72O21 ＋ 984.4582 984.4566 1.66 615.39、453.34、435.33、407.33、
149.13、141.02

licoricesaponin A3 甘草皂苷 A3
[28] 皂苷 炙甘草

37 27.21 C10H10O3 ＋ 178.0632 178.0630 1.09 179.06、161.06、137.06、105.07 methoxycinnamicacid 甲氧基肉桂酸 [35] 苯丙素 桂枝

38 27.48 C42H62O17 ＋ 838.3992 838.3987 0.62 469.33、451.32、233.15、217.16、
187.15、149.13

licoricesaponin G2 甘草皂苷 G2
[8，33] 皂苷 炙甘草

39 27.62 C20H30O5 ＋ 350.2071 350.2093 － 6.24 351.21、281.14、229.29、210.55、
188.97、87.88

andrographolide 穿心莲内酯 [36] 其他 首次发

现

40 27.72 C16H14O4 ＋ 270.0896 270.0892 1.39 271.06、229.05、177.05、121.03、
107.05

retrochalcone 刺甘草查尔酮 [37] 黄酮 炙甘草

41 27.81 C44H64O18 ＋ 880.4097 880.4092 0.50 511.34、451.32、405.31、149.13 uralsaponin M 乌拉尔甘草皂苷

M[17]

皂苷 炙甘草

42 28.93 C21H20O6 ＋ 368.1263 368.1259 0.90 369.13、205.09、193.05、189.09、
177.09、167.03

glicoricone 甘草瑞酮 [33] 黄酮 炙甘草

43 29.05 C42H60O16 ＋ 820.3883 820.3881 0.19 469.33、451.32、433.31、141.02 licoricesaponin E2 甘草皂苷 E2
[28] 皂苷 炙甘草

44 29.95 C42H62O16 ＋ 822.4041 822.4038 0.42 471.35、453.34、407.33、357.24、
311.24

glycyrrhizic acid 甘草酸 [8，33] 皂苷 炙甘草

45 29.96 C30H46O4 ＋ 470.3398 470.3396 0.47 471.35、453.34、407.33、317.21、
235.17、217.16

18-β-glycyrrhetinicac-
id

甘草次酸 [8] 皂苷 炙甘草

46 30.57 C42H64O15 ＋ 808.4253 808.4250 0.35 457.37、439.36、421.35、149.13 licoricesaponin B2 甘草皂苷 B2
[28，33] 皂苷 炙甘草

47 30.65 C21H20O6 ＋ 368.1261 368.1259 0.42 313.07、285.08、271.06、243.07、
177.06

icaritin 淫羊藿素 [38] 黄酮 首次发

现

48 31.50 C42H64O16 ＋ 824.4199 824.4194 0.65 455.35、437.34、189.16、141.02、
85.03

licoricesaponin J2 甘草皂苷 J2
[28] 皂苷 炙甘草

49 32.24 C20H16O6 ＋ 352.0952 352.0946 1.51 353.1、335.09、311.06、299.05、
283.06、193.05

licoisoflavone B 甘草异黄酮 B[33] 黄酮 炙甘草

50 33.98 C20H18O6 ＋ 354.1111 354.1103 2.22 355.12、337.11、299.06、201.09、
189.09、179.03

licoisoflavone A 甘草异黄酮 A[39] 黄酮 炙甘草

51 34.01 C22H22O6 ＋ 382.1419 382.1416 0.88 327.09、312.06、299.09、191.07、
178.06

glycyrin 格里西轮 [17] 苯丙素 炙甘草

52 34.27 C21H22O4 ＋ 338.1523 338.1518 1.53 339.12、297.15、271.1、245.12、
229.09、121.03

licochalcone A 甘草查尔酮 A[37] 黄酮 炙甘草

53 35.19 C20H20O4 ＋ 324.1367 324.1361 1.81 203.11、189.09、149.06、147.08、
123.04

glabridin 光甘草定 [39] 黄酮 炙甘草

54 35.20 C20H16O5 ＋ 336.1003 336.0997 1.81 337.11、295.06、283.06、137.02、
109.07

glabrone 光果甘草酮 [40] 黄酮 炙甘草

55 36.85 C21H22O6 ＋ 370.1418 370.1416 0.69 315.09、297.08、205.09、193.05、
123.04、68.79

glyasperin B 粗毛甘草素 B[17] 黄酮 炙甘草

56 44.67 C18H35NO ＋ 281.2721 281.2718 0.88 282.28、163.10、153.11、128.12、
124.09

oleamide 油酸酰胺 [41] 生物碱 桃仁

1 0.94 C6H12O6 － 180.0637 180.0633 1.87 101.02、89.02、71.01、59.01 dextrose 无水葡萄糖 其他 炙甘草

2 1.37 C4H6O5 － 134.0217 134.0215 1.63 133.01、115.00、89.02、71.01 malicacid 苹果酸 [30] 有机酸 大黄

3 1.56 C6H8O7 － 192.0273 192.0270 1.77 191.02、111.01、87.03、85.03 citricacid 柠檬酸 [15，30] 有机酸 大黄、

桃仁

4 4.13 C7H6O5 － 170.0217 170.0215 1.47 169.01、126.03、125.02 gallicacid 没食子酸 [29] 有机酸 大黄

续表 1



34

Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1 　中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期

No.
tR/

min
分子式

离子

模式
实测值 理论值

误差 /
×10－ 6 二级碎片（MS/MS）

推测成分
分类 中药

英文 中文

5 4.69 C13H16O10 － 332.0743 332.0743 － 0.11 331.07、271.05、221.03、169.01、
125.02

glucogallin 没食子酸葡萄糖

苷 [29]

有机酸 大黄

6 10.08 C7H6O4 － 154.0269 154.0266 1.89 153.02、109.03、89.02、71.01、
59.01

protocatechuicacid 原儿茶酸 [20] 有机酸 桂枝

7 11.72 C14H19NO7 － 313.1161 313.1161 － 0.01 169.01、150.06、125.02、112.99 mandelic acid am-
ide-β-D-glucopyra-
noside

扁桃酸酰胺 -β-D- 吡
喃葡萄糖苷 [15]

生物碱 桃仁

8 13.23 C11H12N2O2 － 204.0900 204.0898 0.64 161.05、112.99、89.02、61.99 tryptophan 色氨酸 [15-16，22] 氨基酸 桃仁

9 13.42 C7H6O3 － 138.0319 138.0316 1.52 137.02、61.99 salicylicacid 水杨酸 [42] 有机酸 桂枝

10 13.61 C14H18O8 － 314.1006 314.1001 1.53 161.05、146.94、112.99、101.02、
85.03、71.01

mandelic acid-β-D- 
glucopyranoside

扁桃酸 -β-D- 吡喃葡

萄糖苷 [15，22]

其他 桃仁

11 16.11 C7H6O2 － 122.0370 122.0367 1.81 121.03、102.95、93.03、61.99 benzoicacid 苯甲酸 [43] 有机酸 桃仁

12 19.33 C9H8O3 － 164.0476 164.0473 2.13 163.04、119.05、112.99、89.02、
71.01、59.01

O-hydroxycinnamicac-
id

邻羟基肉桂酸 [20] 苯丙素 桂枝

13 20.37 C9H8O － 132.0578 132.0575 2.51 134.87、111.01、102.95、61.99 cinnamaldehyde 肉桂醛 [20] 苯丙素 桂枝

14 20.95 C15H12O4 － 256.0736 256.0735 0.51 255.07、153.02、146.94、135.01、
119.05、102.95

emodinanthrone 大黄素蒽酮 [44] 蒽醌 大黄

15 22.20 C10H10O2 － 162.0684 162.0680 2.00 131.04、112.99、89.02、85.03、
73.03、59.01

O-methoxycinnamal-
dehyde

邻甲氧基肉桂醛 [45] 苯丙素 桂枝

16 22.90 C9H16O4 － 188.1052 188.1048 1.85 161.05、146.94、112.99、103.98、
102.95、61.99

azelaicacid 壬二酸 [15] 有机酸 桃仁

17 23.10 C16H12O6 － 300.0638 300.0633 1.63 299.06、255.07、199.04、175.04、
147.01、112.99

fallacinol 迷人醇 [30] 蒽醌 大黄

18 27.61 C15H12O5 － 272.0691 272.0684 2.44 271.06、177.02、151.00、109.03、
107.01、93.03

naringenin 柚皮素 [16，22] 黄酮 桃仁

19 27.73 C16H12O5 － 284.0688 284.0684 1.41 268.04、243.07、240.04、177.02、
109.03、61.99

physcione 大黄素甲醚 [21] 蒽醌 大黄

20 29.44 C15H10O4 － 254.0584 254.0579 2.15 253.05、255.06、182.99、153.02、
119.05

chrysophanol 大黄酚 [21] 蒽醌 大黄

21 29.61 C16H12O4 － 268.0738 268.0735 0.90 267.07、252.04、192.99、112.99、
61.99

formononetin 刺芒柄花素 [33] 黄酮 炙甘草

22 30.07 C15H10O5 － 270.0530 270.0528 0.69 269.05、225.06、192.99、112.99、
61.99

emodin 大黄素 [21] 蒽醌 大黄

23 30.39 C15H10O5 － 270.0540 270.0528 4.57 269.05、240.04 aloeemodin 芦荟大黄素 [21] 蒽醌 大黄

24 31.10 C15H8O6 － 284.0326 284.0320 2.04 283.03、257.05、239.04、227.04、
211.04、183.05

rhein 大黄酸 [21] 蒽醌 大黄

25 31.10 C14H10O5 － 258.0533 258.0528 2.12 257.05、239.04、146.94、112.99、
93.00

2-（3，4-dihydroxy-
phenyl）-1，3-benzo-
dioxole-5-carboxal-
dehyde

2-（3，4- 二羟苯

基）-1，3- 胡椒

环 -5- 醛 [25]

其他 桂枝

26 32.95 C21H24O5 － 356.1630 356.1623 1.92 355.12、337.11、299.06、201.09、
189.09、179.03

glyasperin C 粗毛甘草素 C[17] 黄酮 炙甘草

27 37.98 C15H12O4 － 256.0729 256.0735 － 2.16 153.02、135.01、119.05、91.02 liquiritigenin 甘草素 [17，37] 黄酮 炙甘草

续表 1

3.5　其他类成分鉴定
　　另外，在正负离子模式下，共有 12 种有机酸
类，8 种苯丙素类，7 种生物碱类、4 种氨基酸类和
9 种其他类化合物在桃核承气汤中得以鉴定和表征。
4　结论
　　通过 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS 技术和分
子网络方法，本研究快速鉴定出桃核承气汤中的

83 种化合物。其中，黄酮类和皂苷类成分主要来
源于炙甘草，蒽醌类来源于大黄，苯丙素类和有
机酸类主要来源于桂枝，生物碱类主要源于桃仁，
所鉴定化合物较好地表征了桃核承气汤药效物质
基础。黄酮类成分具有降糖、抗氧化、抑制炎症
反应、细胞凋亡和自噬等作用 [46-47]；蒽醌类化合
物多被用作抗糖尿病、抗病毒、抗纤维化、杀真
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菌和抗炎剂 [48]；皂苷类成分具有降糖、护肝、抗
炎、抗心肌缺血以及抗纤维化作用 [49]；而 4 种在
桃核承气汤中首次发现的化合物如大豆苷元、矢
车菊素 -3-O- 葡萄糖苷、穿心莲内酯、淫羊藿素具
有降糖、调节脂质代谢、抗炎、抗氧化等作用 [50-54]。
这可为桃核承气汤用于糖尿病及其并发症、中风、
慢性肾衰竭、骨伤科等疾病治疗提供参考。
　　本研究成果进一步丰富和细化了桃核承气汤
的药效物质信息特征，可为该方化学成分的快速
鉴定、质量控制、体内药物代谢等研究提供参考，
并且为中药复方的物质基础研究提供一种快速有
效的分析方法。
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超微粉碎对七味广枣散体外溶出度及 
大鼠体内药动学的影响

李书迪1，张一凡2，齐和日玛2，郭慧卿2，成日青2*（1. 内蒙古自治区人民医院药学处，呼和浩特　010017；2. 

内蒙古医科大学药学院，呼和浩特　010110）

摘要：目的　研究超微粉碎对七味广枣散中没食子酸、原儿茶酸和丁香酚的体外溶出度及其

在大鼠体内药动学的影响。方法　采用高效液相色谱（HPLC）法测定没食子酸、原儿茶酸和

丁香酚 3 种指标成分含量，以普通粉为对照，对七味广枣散超微粉中指标成分在水、人工胃

液和人工肠液 3 种溶出介质中的溶出性能进行评价；SD 大鼠灌胃给予七味广枣散普通粉或超

微粉（用 0.5% CMC-Na 混悬），给药后眼眶取血，采用 HPLC 法测定血浆中丁香酚的质量浓

度，LC-MS 法测定没食子酸和原儿茶酸的血药浓度，使用 DAS 3.0 软件计算药动学参数，利

用 SPSS 19.0 软件进行统计学分析，以普通粉为参比，评价七味广枣散超微粉中 3 种指标成分

在大鼠体内的药动学特性。结果　七味广枣散超微粉中丁香酚在 3 种溶出介质中的溶出度始

终高于普通粉，而没食子酸和原儿茶酸在溶出开始的短时间内不同程度地高于普通粉，但随

着时间的延长，累积溶出率与普通粉趋于一致；七味广枣散超微粉组丁香酚的 AUC0 ～ 720 min 和

AUC0 ～∞分别为普通粉组的 1.76 倍和 2.56 倍（P ＜ 0.05），没食子酸和原儿茶酸的各药动学参

数在七味广枣散超微粉组和普通粉组间差异不具有统计学意义。结论　超微粉碎对药材中不同

理化性质成分影响不同，难溶性成分所受影响较水溶性成分可能更为显著。

关键词：七味广枣散；超微粉；体外溶出度；药动学；没食子酸；原儿茶酸；丁香酚
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Effect of ultrafine grinding on the in vitro dissolution and pharmacokinetics 
of Qiwei Guangzao powder in rats

LI Shu-di1, ZHANG Yi-fan2, Qiherima2, GUO Hui-qing2, CHENG Ri-qing2* (1. Department of 
Pharmacy, Inner Mongolia People’s Hospital, Hohhot  010017; 2. College of Pharmacy, Inner 
Mongolia Medical University, Hohhot  010110)

Abstract: Objective  To determine the effect of ultrafine grinding on the in vitro dissolution and 
pharmacokinetics of gallic acid, protocatechuic acid and eugenol in Qiwei Guangzao powder in rats. 
Methods  The content of gallic acid, protocatechuic acid and eugenol was determined by HPLC, 
and the dissolution of the index components in water, artificial gastric juice, and artificial intestinal 
juice was evaluated. SD rats were given common powder or ultrafine powder (suspended with 0.5% 
CMC-Na) by gavage, and blood was taken from the orbit after the administration. The concentration 
of eugenol in the plasma was determined by HPLC, and the plasma concentration of gallic acid and 
protocatechuic acid were determined by LC-MS. The pharmacokinetic parameters were calculated by 
DAS 3.0 software, and the statistical analysis by SPSS 19.0 software. With common powder as the 
reference, we evaluated the pharmacokinetics of 3 index components in the ultrafine powder in rats. 
Results  The dissolution rate of eugenol in the ultrafine powder in the 3 dissolution media was much 
higher than that of the common powder; while the dissolution of gallic acid and protocatechuic acid in 
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　　传统蒙药方剂多数是以全粉入药，用药剂量
大且服用不便，患者顺应性差，极大地限制了其
临床应用。中药或蒙药的超微粉碎技术是以植物
药材的细胞破壁为目的进行粉碎。虽然目前对于
中药超微粉的定义尚无统一定论，但普遍认为中
药超微粉碎应以细胞破壁为界定标准，粒径控
制在 75 μm 以下的中药粉体可以被称为超微粉
体 [1-2]。借助超微粉碎技术，在不改变全成分入药
特点的前提下达到提高疗效和减小剂量的目的，
对于蒙药的临床应用推广具有重要的现实意义。
七味广枣散为临床常用的蒙古族验方，最早收载
于 1977 年版《中国药典》，具有养心益气、安神
之功效，用于胸闷疼痛、心悸气短、心神不安、
失眠健忘等症 [3-4]。本课题组前期通过单因素试验
对七味广枣散超微粉的制备工艺进行了优化，并
通过指纹图谱研究确定了没食子酸、原儿茶酸和
丁香酚 3 种成分为体外溶出与大鼠体内药动学研
究的指标成分 [5]。本文拟通过研究超微粉碎对七
味广枣散中上述 3 种指标成分体外溶出度和大鼠
体内药动学的影响，为超微粉碎技术更加合理地
应用于中药或蒙药制剂提供参考依据。
1　材料
1.1　仪器
　　800Y 型多功能粉碎机（永康市铂欧五金制
品有限公司），BFM-6A 型贝利微粉机（济南倍
力粉技术工程有限公司），Winner3003 激光粒
度分析仪（济南微纳颗粒仪器股份有限公司），
LC-2030C3D 高效液相色谱仪（日本岛津公司），
UltiMate 3000 型快速超高效液相色谱仪（包括
二极管阵列检测器、双三元梯度泵、在线脱气
机、自动进样器、柱温箱，美国 Thermo Fisher 公
司），四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱系统（包
括 ESI 离子源及 Thermo Xcalibur3.1.66.10 数据处
理系统，美国 Thermo Fisher 公司），RC806 溶出

试验仪（天津市天大天发科技有限公司），MX-S
型涡旋仪（美国 SCILOGEX 公司），H1850 型医
用离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），
AB135-S 型电子天平（德国 Sartorius 公司）。
1.2　试药
　　广枣（湖南，批号：C16121702）、丁香（广西，
批号：151101）、木香（云南，批号：160201）、沉香
（海南，批号：181411101）、肉豆蔻（广西，批号：
180921001）、枫香脂（福建，批号：1811010589）、
牦牛心（西藏，批号：1604001）（内蒙古天康蒙中
医药有限责任公司，并经内蒙古医科大学渠弼副教
授鉴定）；丁香酚对照品（中国食品药品检定研究
院，批号：110725-201716，纯度：99.6%），没食子
酸对照品（北京中科质检生物技术有限公司，批号：
181208，纯度≥ 98%），原儿茶酸对照品（北京中科
仪友化工技术研究院，批号：181007，纯度≥ 98%）；
3，4- 二甲氧基苯乙烯（ARK，批号：AK553994，
纯度≥ 97%）；β- 葡萄糖醛酸苷酶（SIGMA 试剂有
限公司，批号：G0876，效价≥ 85 000 U·mL－ 1）；
乙腈为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
1.3　动物
　　SD 大 鼠（SPF 级）， 雌 雄 各 半， 体 质 量
（300±20）g [ 内蒙古医科大学实验动物中心，许
可证号：SCXK（蒙）2015-0001]。
2　方法与结果
2.1　七味广枣散普通粉与超微粉的制备
　　取广枣、丁香、枫香脂、肉豆蔻、沉香、牦牛
心、木香 7 味药材，分别粉碎，过 100 目筛，得各
单味药材普通粉，按处方比例（广枣 450 g，其余
药材各 75 g）混匀 [4]，得七味广枣散普通粉。取广
枣普通粉，超微粉碎 60 min，得广枣超微粉。取广
枣超微粉与丁香、沉香、肉豆蔻、木香、牦牛心 5
味药材普通粉，按处方比例混匀，超微粉碎 20 min
后，加入枫香脂普通粉，混匀，得七味广枣散超微

the ultrafine powder in the 3 dissolution media was higher than that of the common powder to various 
degrees shortly after the dissolution, but with time, the cumulative dissolution rate tended to be 
consistent with that of the common powder. The AUC0 ～ 720 min and AUC0 ～∞ of eugenol in the ultrafine 
powder group were 1.76 times and 2.56 times higher than those in the common powder group, 
respectively (P ＜ 0.05). The pharmacokinetic parameters of gallic acid and protocatechuic acid had 
no significant difference between the two groups. Conclusion  Ultrafine grinding affects components 
with different physical and chemical properties in medicinal materials. Insoluble components are more 
easily affected than the water-soluble ones.
Key words: Qiwei Guangzao powder; ultrafine powder; in vitro dissolution; pharmacokinetics; gallic 
acid; protocatechuic acid; eugenol
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粉。两种粉体样品粒径测定结果见表 1。
表 1　七味广枣散粉体粒径测定结果 (x±s，n ＝ 3) 

Tab 1　Particle size of Qiwei Guangzao powder (x±s，n ＝ 3)

样品 D50/μm D90/μm

普通粉 132.864±1.720 229.183±1.734

超微粉   24.418±0.145   52.773±0.301

　　分别取七味广枣散超微粉和普通粉样品适
量，置于离心管中，加入水合氯醛，超声，使粉
体分散均匀。吸取样品液，装片，置于显微镜下
观察，采集视野图片，见图 1。由图可见，普通
粉中呈现出明显的细胞结构，而超微粉中细胞结
构基本被破坏，显微结构不明显，说明基本达到
细胞完全破壁。

图 1　七味广枣散粉体显微结构图（×10）
Fig 1　Microstructure of Qiwei Guangzao powder（×10）
A. 超微粉（ultrafine powder）；B. 普通粉（common powder）

2.2　七味广枣散超微粉体外溶出度的测定
2.2.1　对照品溶液的制备　精密称取没食子酸、
原儿茶酸、丁香酚适量，用 70% 甲醇溶解，制成
质量浓度分别为 191、101、6700 μg·mL－ 1 的混
合对照品储备液，稀释至所需浓度，即得。
2.2.2　供试品溶液的制备　取七味广枣散粉体约
1.0 g，精密称定，置于 50 mL 具塞锥形瓶中，加入
70% 甲醇 20 mL，称定重量，超声处理（温度 50℃，
频率 100 Hz）1 h，放冷，再次称重，用 70% 甲醇补
足失重，10 000 r·min－ 1 离心 5 min，取上清液，经
0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，作为供试品溶液。
2.2.3　色谱条件　以 SHIMADZU Shim-pack GIST
（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以乙腈（A）-
0.5% 乙酸水（B）为流动相，梯度洗脱（0 ～ 5 
min，5% ～ 6%A；5 ～ 10 min，6% ～ 11%A；
10 ～ 20 min，11% ～ 44%A；20 ～ 31 min，
44% ～ 55%A）；流速为 1.0 mL·min－ 1；柱温为
30℃；检测波长为 254 nm；进样量为 10 μL。
2.2.4　专属性考察　分别取混合对照品溶液及供
试品溶液，进样测定，色谱图见图 2。由图可见，
供试品溶液中没食子酸、原儿茶酸、丁香酚 3 种
成分色谱峰峰形良好，保留时间与相应的对照品
一致，且与相邻色谱峰之间的分离度均大于 1.5，
表明本方法专属性良好。

图 2　七味广枣散 HPLC 色谱图

Fig 2　HPLC chromatogram of Qiwei Guangzao powder
A. 混合对照品（mixed reference）；B. 供试品（sample）；C. 空
白溶液（solvent blank）；1. 没食子酸（gallic acid）；2. 原儿茶酸

（protocatechuic acid）；3. 丁香酚（eugenol）

2.2.5　线性关系考察　取混合对照品储备液，用
70% 甲醇稀释并配制成 6 个不同质量浓度的混合
对照品溶液，进样测定，以对照品质量浓度为横
坐标（x），峰面积为纵坐标（y），进行线性回归，
回归方程见表 2。

表 2　线性关系考察结果 
Tab 2　Linearity

成分 回归方程 r
线性范围 /

（μg·mL － 1）

没食子酸 y ＝ 1.410×104x ＋ 2.86×103 0.9994 0.382 ～ 38.2
原儿茶酸 y ＝ 2.610×104x ＋ 228.7 0.9997 0.202 ～ 20.2
丁香酚 y ＝ 1.663×103x － 560.7 1.000 13.40 ～ 1340

2.2.6　精密度试验　取七味广枣散超微粉样品，
按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，连续进
样 6 次，记录峰面积。结果没食子酸、原儿茶
酸、丁香酚峰面积的 RSD 分别为 0.30%、0.34%、
0.080%，表明仪器精密度良好。
2.2.7　稳定性试验　取七味广枣散超微粉样品，
按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分别于制
备后 0、1、2、4、8、12、24 h 进样测定，记录
峰面积。结果没食子酸、原儿茶酸、丁香酚峰面
积的 RSD 分别为 0.22%、0.25%、0.30%，表明供
试品溶液在 24 h 内稳定。
2.2.8　重复性试验　取同一批七味广枣散超微粉
样品 6 份，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品
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溶液，进样测定，记录峰面积，根据回归方程计
算 3 种成分的含量。结果没食子酸、原儿茶酸、
丁香酚含量的 RSD 分别为 1.0%、1.7%、2.1%，
表明方法重复性良好。
2.2.9　回收试验　取已知含量的七味广枣散超微
粉样品，每份约 0.5 g，平行取 6 份，精密称定，
加入与样品中没食子酸、原儿茶酸、丁香酚含量
相当的对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品
溶液，进样测定，计算加样回收率。结果没食子
酸、原儿茶酸、丁香酚的平均加样回收率分别为
99.52%、99.39%、100.81%，RSD 分 别 为 1.2%、
1.6%、0.21%，表明本方法准确度良好。
2.2.10　体外溶出度测定　采用 2020 年版《中国
药典》四部通则“0931 溶出度与释放度测定法”
第二法（桨法）测定 3 种成分的溶出度。取七味

广枣散超微粉约 5 g，精密称定，置于溶出杯，
加入经脱气处理的水 500 mL，转速 100 r·min－ 1、
温度（37±0.5）℃。分别于 1、3、5、7、10、15、
20、30、60、120、180、240 min 时取样，每次
取样 1 mL，同时补充同温度的溶出介质 1 mL。
取出的样品液用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤
液，进样测定，计算累积溶出率，平行测定 3 份。
同法测定七味广枣散超微粉在人工胃液和人工肠
液中的溶出度。同法测定七味广枣散普通粉在以
上 3 种溶出介质中的溶出度，绘制溶出曲线，结
果见图 3。超微粉中没食子酸和原儿茶酸在 3 种
溶出介质中的溶出速率和累积溶出率在溶出开始
后的短时间内均不同程度地高于普通粉，但随着
时间的延长，累积溶出率与普通粉趋于一致；超
微粉中丁香酚的累积溶出率始终高于普通粉。

图 3　七味广枣散不同粉体中 3 种指标成分在水、人工胃液、人工肠液中的体外溶出曲线（x±s，n ＝ 3）
Fig 3　In vitro dissolution curves of 3 index components in different powders of Qiwei Guangzao powder in water，artificial gastric juice and artificial 
intestinal juice（x±s，n ＝ 3）

2.3　七味广枣散超微粉中丁香酚的药动学分析
2.3.1　色谱条件　以 Thermo C18（2.1 mm×100 
mm，1.7 μm）为色谱柱；以乙腈 -0.1% 甲酸水溶液
（40∶60）为流动相；流速为 0.2 mL·min－ 1；检测

波长为 281 nm；柱温为 30℃；进样量为 4 μL。
2.3.2　对照品溶液与内标溶液的制备　精密称
取丁香酚对照品 3.16 mg，置于 10 mL 量瓶中，
加入乙腈溶解并定容，配制成质量浓度为 316 
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μg·mL－ 1 的丁香酚储备液，于冰箱中 4℃冷藏
备用。精密称取 3，4- 二甲氧基苯乙烯对照品
10.70 mg，置于 10 mL 量瓶中，加入乙腈溶解并
定容，配制成质量浓度为 1.07 mg·mL－ 1 的内标
储备液，于冰箱中 4℃冷藏备用，使用时稀释至
42.8 μg·mL－ 1。
2.3.3　动物给药及血浆样品采集　选取 SD 大鼠
30 只，雌雄各半，适应性饲养 1 周后，随机分
为空白对照组、七味广枣散普通粉组和七味广枣
散超微粉组，每组 10 只。实验前 12 h 大鼠禁食
不禁水。空白对照组灌胃给予 0.5% CMC-Na 15 
mL·kg－ 1，另外两组分别灌胃给予普通粉和超微
粉 3 g·kg－ 1（药物用 0.5% CMC-Na 均匀混悬）。
分别于给药后 5、10、15、20、30、45、60、90、
120、180、240、360、720 min 经大鼠眼底静脉
丛取血约 0.5 mL，置于含肝素钠的离心管中。血
样以 4500 r·min－ 1 离心 10 min，取上层血浆置
于 1.5 mL 离心管中，－ 20℃保存，备用。
2.3.4　血浆样品处理 [6] 　取血浆样品 100 μL 置
于 1.5 mL 离心管中，加入醋酸钠缓冲溶液（pH 
6）100 μL，振摇。加入 β- 葡萄糖醛酸苷酶 10 
μL，振摇。37℃温育 1 h，取出，放至室温，加
入 100 μL 内标溶液、100 μL 乙腈溶液，涡旋 2 
min，静置 5 min，12 000 r·min－ 1 离心 10 min，
取上清液，进样分析。
2.3.5　专属性考察　取空白对照组血浆，按
“2.3.4”项下方法处理，用 100 μL 乙腈代替 100 
μL 内标溶液，其他操作方法相同，进样分析，得
空白对照血浆色谱图（见图 4A）；用 100 μL 丁香
酚对照品溶液代替 100 μL 内标溶液，其他操作方
法相同，进样分析，得空白对照血浆加丁香酚对
照品的色谱图（见图 4B）；取空白对照血浆，按
“2.3.4”项下方法处理，进样分析，得空白对照
血浆加内标色谱图（见图 4C）；取给药大鼠血浆
样品，按“2.3.4”项下方法处理，进样分析，得
给药血浆加内标色谱图（见图 4D）。结果显示，
丁香酚和内标色谱峰峰形良好，血浆内源性物质
对测定无干扰，方法的专属性良好。
2.3.6　线性关系考察　取 6 份 100 μL 空白血
浆，按“2.3.4”项下方法处理，分别加入一定量
的丁香酚对照品溶液，使丁香酚质量浓度分别为 
0.16、1.58、3.16、6.32、10.54、15.8 μg·mL－ 1，
进样测定，以对照品质量浓度为横坐标（x）、丁
香酚和内标的峰面积比值（y）为纵坐标，进行线
性回归，得回归方程 y ＝ 0.0406x ＋ 0.0005（r ＝
0.9990），血浆中的丁香酚质量浓度在 0.16 ～ 15.8 
μg·mL－ 1 与丁香酚和内标的峰面积比值呈良好

的线性关系。
2.3.7　精密度与准确度试验　取空白血浆 100 μL，
按“2.3.4”项下方法分别配制低、中、高 3 个质
量浓度（1.58、6.32、10.54 μg·mL－ 1）的丁香酚
血浆样品，进样测定，各质量浓度同日内分别连
续进样 6 次，计算日内精密度及准确度；另每日
测定 1 次，连续测定 5 d，计算日间精密度及准
确度。结果低、中、高 3 个质量浓度样品的日内
精密度 RSD 分别为 0.59%、3.6%、2.7%，准确度
分别为 96.89%、104.60%、105.85%；日间精密度
RSD 分别为 0.79%、1.6%、2.6%，准确度分别为
97.10%、101.74%、101.09%，符合方法学要求。
2.3.8　提取回收试验　取空白血浆 100 μL，按
“2.3.4”项下方法分别配制低、中、高 3 个质量
浓度（1.58、6.32、10.54 μg·mL－ 1）的丁香酚血
浆样品，每一质量浓度平行 6 份，进样测定，记
录丁香酚峰面积与内标峰面积比值（S），另取对

图 4　丁香酚与内标的高效液相色谱图 
Fig 4　HPLC of eugenol and internal standard
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 空白血浆加丁香酚对照品（blank 
plasma with eugenol）；C. 空 白 血 浆 加 内 标（blank plasma with 
internal standard）；D. 给药血浆加内标（administration of plasma with 
internal standard）；1. 丁香酚（eugenol）；2. 内标（internal standard）
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应质量浓度的丁香酚对照品溶液和内标溶液，进
样测定，记录丁香酚峰面积与内标峰面积比值
（A），以 S/A×100% 计算提取回收率。结果低、
中、高 3 个质量浓度样品的提取回收率分别为
96.84%、105.12%、107.53%，RSD 分别为 2.3%、
2.8%、3.2%，符合方法学要求。
2.3.9　稳定性试验　取空白血浆 100 μL，按
“2.3.4”项下方法分别配制低、中、高 3 个质量
浓度（1.58、6.32、10.54 μg·mL－ 1）的丁香酚血
浆样品，分别在室温放置 8 h、自动进样器内放
置 24 h、冰箱冷藏 3 d，进样分析。结果 3 种条
件下，各浓度样品的 RSD 均小于 6%（n ＝ 6），
表明样品在上述条件下稳定性良好。
2.3.10　数据处理　采用 DAS 3.0 软件计算相关
药动学参数，并利用 SPSS 19.0 软件对所得药动
学参数进行统计学分析，数据以 x±s 表示，采用
t 检验进行组间比较，P ＜ 0.05 表示差异具有统
计学意义。
2.3.11　药动学参数的测定　采集的血样按
“2.3.4”项下方法处理，进样测定，计算各时间点
对应的丁香酚血药浓度，所得血药浓度 - 时间曲
线见图 5，药动学参数见表 3。灌胃给药后丁香
酚在大鼠体内的过程符合二室模型，权重为 1/c2。
统计学分析结果表明，超微粉组和普通粉组丁香
酚的 Cmax、tmax 及 t1/2 差异不具有统计学意义；超
微粉组的 MRT0 ～ 720 min 和 MRT0 ～∞分别为普通粉组
的 1.47 倍和 3.47 倍（P ＜ 0.05），表明超微粉碎
后丁香酚在体内的平均滞留时间延长；超微粉组
的 AUC 0 ～ 720 min 和 AUC 0 ～∞分别为普通粉组的 1.76
倍和 2.56 倍（P ＜ 0.05）。超微粉组和普通粉组均出
现双峰现象，可能是由于丁香酚的肝肠循环所致。

图 5　丁香酚血药浓度 - 时间曲线（x±s，n ＝ 10）
Fig 5　Plasma concentration-time curve of eugenol（x±s，n ＝ 10）

2.4　七味广枣散超微粉中没食子酸和原儿茶酸的
药动学分析
　　采用 LC-MS 法同时测定大鼠血浆样品中没
食子酸和原儿茶酸的含量。液相条件：色谱柱为
Thermo C18 柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）； 流
动相由甲醇 -0.1% 甲酸水组成（12 ∶ 88）；流速：0.2 

mL·min－ 1；柱温：35℃；进样量：4 μL。质谱条
件：ESI 离子源，负离子检出模式，离子源喷雾电
压：3000 V；离子传输管温度：410℃，鞘气流量：
30 unit，辅助气体：N2，辅助气体流速：2 unit，辅
助器温度：250℃。方法学考察结果表明，内源性
物质不干扰测定，线性关系、精密度、稳定性、回
收率等均符合生物样品含量测定要求。按“2.3.3”
项下方法给药并采集血样，测定各样品中没食子酸
与原儿茶酸的血药浓度，所得血药浓度 - 时间曲线
见图 6，药动学参数见表 4。

  A

  B

图 6　大鼠体内没食子酸（A）及原儿茶酸（B）血药浓度 - 时间曲

线图（n ＝ 10）
Fig 6　Plasma concentration-time curve of gallic acid（A）and 
protocatechuic acid（B）in rats（n ＝ 10）

　　结果表明，灌胃给药后没食子酸和原儿茶酸
在大鼠体内的过程符合二室模型，超微粉组没食
子酸和原儿茶酸的 Cmax 较普通粉组分别提高了
47.2% 和 47.6%；超微粉组没食子酸和原儿茶酸的
AUC0 ～∞为普通粉组的 1.21 倍和 1.25 倍。但统计

表 3　七味广枣散超微粉和普通粉中丁香酚在大鼠体内的药动学 
参数 (n ＝ 10) 

Tab 3　Pharmacokinetic parameters of eugenol in ultrafine powder 
and common powder in rats (n ＝ 10)

参数 普通粉 超微粉

AUC 0 ～ 720/[mg/（min·L）] 779.093±336.290 1403.066±395.211*

AUC 0 ～∞ /[mg/（min·L）] 812.447±319.721 2078.263±608.119*

t1/2α/min   59.505±10.623     57.082±20.732
t1/2β/min   63.941±9.932     69.315±0.000
tmax/min   19.000±2.108     22.000±7.888
Cmax/（mg·L － 1）     4.716±0.573       5.172±1.297
MRT 0 ～ 720/min 179.394±55.802   263.660±44.888*

MRT 0 ～∞ /min 218.737±96.580   759.052±644.249*

注：与普通粉组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the common powder group，*P ＜ 0.05．
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学分析结果表明，以上药动学参数在超微粉组和
普通粉组间差异不具有统计学意义。该结果说明，
超微粉碎后，酚酸类成分没食子酸和原儿茶酸在
大鼠体内的吸收率虽有所增加，但口服生物利用
度并未发生明显变化。
3　讨论
　　七味广枣散方中的主药广枣为全果入药，其
果核质硬且体积大，故而采用预先单独超微粉
碎后再与其他几种药材普通粉混合进行二次超
微粉碎的方法；枫香脂为金缕梅科植物枫香树
Liquidambar formosana Hance 的干燥树脂，不具
有细胞结构，且受热时变软发黏不利于超微粉
碎，故采取将其他 6 种药材先行超微粉碎后再将
枫香脂普通粉混入的方法。
　　本研究体外溶出度测定结果表明，七味广枣
散经超微粉碎后，丁香酚的体外溶出度显著提
高，而没食子酸和原儿茶酸在溶出开始的短时间
内溶出度有所提升，但随着时间的延长，累积溶
出率与普通粉趋于一致。该研究结果提示，难溶
性成分在超微粉和普通粉中的溶出行为差异与水
溶性成分不同。体外溶出度测定结果中，偶有累
积溶出率降低的现象，这可能是由于所测成分被
吸附至粉体粒子表面所致。药动学研究结果显示，
超微粉碎对七味广枣散中 3 种指标成分口服生物
利用度的影响与体外溶出度测定结果具有较好的
相关性。对于难溶性成分丁香酚，粉体经超微粉
碎后，因可改善其溶出而使口服生物利用度得到
显著提升；而对于水溶性成分没食子酸和原儿茶
酸，超微粉碎对其口服生物利用度的影响并不显
著，这与体外溶出度的测定结果具有一定的一致
性。丁香酚属于生物药剂学分类系统（BCS）Ⅱ
类 [7]，即为低溶解性、高渗透性成分，口服生物
利用度主要受溶出的影响而受肠吸收影响较小，
对于这一类成分，粉体经超微粉碎后，因可改善
溶出而可以较好地提高其口服生物利用度；而没
食子酸和原儿茶酸则属于 BCS Ⅰ类 [8-9]，即为高

溶解性、高渗透性成分，该类成分的口服生物利
用度原本就较高，超微粉碎对此类成分的影响并
不显著，本研究结果亦证实了这一点。由此还可
推知，超微粉碎对 BCS Ⅱ类和 BCS Ⅳ类（低溶
解性、低渗透性）成分的影响相对于其他两类成
分的影响更显著。
　　本研究结果提示，将药材制备成超微粉时，
由于不同性质有效成分的生物利用度与普通粉比
较具有不同的变化规律，因此有时还需考虑原处
方配比的调整问题，如七味广枣散中的丁香酚主
要源于丁香药材，因超微粉碎后丁香酚的生物利
用度显著增加，故可考虑适当减少处方中丁香药
材的比例。本研究因条件所限，仅选定了 3 种指
标成分，且只包含了 1 种难溶性成分，并不能广
泛代表处方中难溶性成分的药动学性质变化规律，
还需进一步开展更为全面和深入的研究。
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表 4　七味广枣散超微粉和普通粉中没食子酸和原儿茶酸的药动学参数 (n ＝ 10) 
Tab 4　Pharmacokinetic parameters of gallic acid and protocatechuic acid in ultrafine powder and common powder (n ＝ 10)

参数
没食子酸 原儿茶酸

普通粉 超微粉 普通粉 超微粉

AUC 0 ～ 720[μg/（L·min）] 21 291.808±4110.279 22 764.262±5444.188 5960.836±1800.702 5925.611±1223.594
AUC 0 ～∞ [μg/（L·min）] 27 838.362±7762.742 33 804.129±11 569.686 6310.874±1629.42 7889.711±3362.209
t1/2α/min 64.266±8.287 53.256±14.034 58.964±21.906 42.517±27.361
t1/2β/min 69.315±0.000 69.315±0.000 69.315±0.000 69.315±0.000
t max/min 58.333±37.914 52.222±36.238 13.000±5.869 14.000±4.595
Cmax/（μg·L － 1） 67.104±23.662 98.757±56.469 42.573±23.006 62.824±43.617
MRT0 ～ 720/min 280.333±38.500 266.374±57.677 225.166±41.117 220.245±78.167
MRT0 ～∞ /min 491.046±152.734 685.609±251.112 387.173±165.278 393.394±216.142
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土牛膝的不同种质来源的差异性比较研究

张云坤1，2，3，欧阳文2，3，王智2，3，李娟2，3，姚蓉1，3，唐纯玉4，5，李顺祥2，3*（1. 湖南食品药品职
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中心，长沙　410208；4. 湖南时代阳光药业股份有限公司，湖南　永州　425007；5. 湖南省抗感染中药工程研究中心，湖南　

永州　425007）

摘要：目的　从植物形态学、药材性状特征、薄层色谱、有效成分含量、指纹图谱等方面对

3 种不同种质来源的土牛膝的差异性进行比较，为土牛膝质量标准提升及合理应用提供科学

依据。方法　在植物分类学鉴定的基础上，对采集的样本进行植物形态学观察；采用传统药

材性状鉴别方法对药材性状特征进行比较；通过 TLC 法比较不同药材粉末薄层色谱图；采用

HPLC 法测定药材中β- 蜕皮甾酮的含量；通过指纹图谱比较不同来源土牛膝药材相似度差异。

结果　3 种不同种质来源土牛膝的植物形态、药材性状特征、薄层色谱图均存在一定差别；土

牛膝指纹图谱标定了 11 个共有峰，不同来源土牛膝药材中β- 蜕皮甾酮含量及指纹图谱存在显

著差异。结论　3 种不同种质来源土牛膝在植物形态学、药材性状特征、薄层色谱、有效成分

含量及指纹图谱方面均存在较大差异，应加以甄别利用。

关键词：土牛膝；植物形态学；性状鉴别；薄层色谱；含量测定；指纹图谱

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0044-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.007

Differences in Achyranthes bidentata from different germplasm sources

ZHANG Yun-kun1, 2, 3, OU-YANG Wen2, 3, WANG Zhi2, 3, LI Juan2, 3, YAO Rong1, 3, TANG Chun-
yu4, 5, LI Shun-xiang2, 3* (1. Institute of Bioengineering, Hunan Food and Drug Vocational College, 
Changsha  410208; 2. School of Pharmacy, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha  
410208; 3. Hunan Engineering Technology Research Center of Bioactive Substance Discovery of 
TCM, Changsha  410208; 4. Hunan Timesun Pharmaceutical Co. Ltd., Yongzhou  Hunan  425007; 
5. Hunan Research Center for Anti-infection Chinese Medicine Engineering Technology, Yongzhou  
Hunan  425007)

Abstract: Objective  To compare the differences in Achyranthes bidentata from 3 germplasm sources 
on plant morphology, medicinal material characteristics, thin layer chromatography (TLC), content 
of active ingredients, fingerprint, etc., to provide scientific basis for quality standard and rational 
application of Achyranthes bidentata. Methods  On the basis of plant taxonomic identification, we 
observed the plant morphology of collected samples. Traditional identification methods were used 
to compare the characters of medicinal materials. TLC method was used to compare the medicinal 
powder. The content of β-ecdysterone was determined by high performance liquid chromatography 
(HPLC). The similarity of Achyranthes bidentata from different sources was compared by fingerprint. 
Results  There were some differences in the plant morphology, medicinal material characters and TLC 
of Achyranthes bidentata from 3 germplasm sources. HPLC method for the content determination 
and fingerprint analysis of Achyranthes bidentata was established. Totally 11 common peaks were 
demarcated and β-ecdysterone content was determined in the 11 batches of Achyranthes bidentata of 
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　　土牛膝，别名杜牛膝，其植物来源于苋科牛
膝属植物牛膝 Achyranthes bidentata Blume 的野
生种及柳叶牛膝 Achyranthes longifolia（Makino）
Makino、粗毛牛膝 Achyranthes aspera L.、钝叶土
牛膝 Achyranthes aspera L. var. indica L. 的根及根
茎 [1-2]。土牛膝属于地方习用药材，在许多民间复
方中应用广泛，特别是在瑶族药中应用更多 [3-5]，
但目前各省份药材标准或炮制规范中收载的植物
种质来源并不一致 [6-9]，例如湖南、贵州等地方标
准收载品种为粗毛牛膝，江苏、上海等地收载品
种为牛膝野生种，而湖北等地收载品种为粗毛牛
膝或柳叶牛膝，尚未见不同种质来源土牛膝的差
异性比较的文献报道。此外，各地方质量标准的
内容均较为简单，如无含量测定方法，也无法对
不同种质来源土牛膝进行有效区分，市场上存在
相互混用的情况。鉴于此，本研究拟从植物形态
学、药材性状特征、薄层色谱、药材有效成分含
量测定及指纹图谱等方面对不同种质来源土牛膝
进行比较，系统分析不同种质来源土牛膝的差异
性，为今后该药材基原确定、质量标准修订及合
理应用提供科学依据。
1　材料

1.1　仪器

　　COODLOOK-1000 型薄层色谱成像系统（上

海科哲生化科技有限公司）；1525 型 Waters 高效
液相色谱仪（美国 Waters 公司）；BSA124S-CW
万分之一电子天平（北京赛多利斯科学仪器有限
公司）；SY-1200 金利牌超声波提取器（上海宁商
超声仪器有限公司）；Master-S 超纯水机（深圳市
三利化学品有限公司）。
1.2　试药

　　乙腈（德国默克股份有限公司，色谱纯）；无
水甲醇、甲酸（天津市光复精细化工研究所，分
析纯）；对照品β- 蜕皮甾酮（上海源叶生物科技
有限公司，批号 B21268，纯度 98.0%）；自制超
纯水（电阻率 18.2 Ω）。
　　分别于湖南永州、湖南道州、湖南江华、湖南
桃江等地（属亚热带气候环境），收集不同来源土
牛膝药材样品 11 批，具体信息见表 1，经湖南中医
药大学中药资源中心王智老师鉴定，其中 S1 ～ S6
为苋科牛膝属植物粗毛牛膝 Achyranthes aspera L.，
S7～ S8 为苋科牛膝属植物牛膝 Achyranthes bidentata 
Blume 的野生种，S9 ～ S11 为苋科牛膝属植物柳叶
牛膝 Achyranthes longifolia Makino，以上 3 个基原
的植物标本均保存在湖南省中药活性物质筛选工程
技术研究中心。另外，因钝叶土牛膝 Achyranthes 
aspera L. var. indica L. 非常少见，课题组未能采集到
相关样本，因此该种暂未纳入研究范围。

different sources. There were significant differences in the content of β-ecdysterone and fingerprints 
of Achyranthes bidentata from different sources. Conclusion  Totally 3 Achyranthes bidentata 
germplasm show great differences in the plant morphology, medicinal material characters, TLC, 
content determination and fingerprint, etc., which should be identified. 
Key words: Achyranthes bidentata; phytomorphology; morphological identification; thin layer 
chromatography; content determination; fingerprint

表 1　土牛膝样本来源 
Tab 1　Sample sources of Achyranthes bidentata

编号 采集地 地理位置 海拔高度 /m 药材基原 采样时间

S1 湖南永州马鞍岭基地 111.8ºE，26.2ºN 165 粗毛牛膝 2018-07-23

S2 湖南道州道州南路 111.6ºE，25.5ºN 189 粗毛牛膝 2018-07-23

S3 湖南江华县政府 111.6ºE，25.2ºN 218 粗毛牛膝 2018-07-24

S4 湖南永州马鞍岭基地 111.8ºE，26.2ºN 165 粗毛牛膝 2018-09-26

S5 湖南道州道州南路 111.6ºE，25.5ºN 189 粗毛牛膝 2018-09-26

S6 湖南江华县政府 111.6ºE，25.2ºN 218 粗毛牛膝 2018-09-26

S7 湖南永州马鞍岭基地 111.8ºE，26.2ºN 165 野生牛膝 2018-07-23

S8 湖南江华县政府 112.1ºE，28.5ºN 218 野生牛膝 2018-07-23

S9 湖南永州鹿鸣塘村 111.5ºE，26.1ºN 196 柳叶牛膝 2018-07-23

S10 湖南桃江药铺子村 112.1ºE，28.5ºN 125 柳叶牛膝 2018-11-09

S11 湖南桃江药铺子村 112.1ºE，28.5ºN 125 柳叶牛膝 2018-11-09
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2.2　不同种质来源土牛膝药材性状特征比较

　　采集不同种质土牛膝样本，除去茎叶、须根，
洗净，鲜用或晒干，切斜薄片或不规则的段状，
干燥，筛去灰屑。采用传统的药材性状鉴别方法，
即眼看、手、摸、鼻、闻、口尝等方法对牛膝药
材及饮片进行性状鉴别，同时取干燥好的土牛膝
根置于标准比色卡上，比对药材色泽，并利用标
准度量尺测量药材根的长度与直径，测量完毕后
于体视显微镜下观察表面特征及切面。3 种来源
的土牛膝根性状鉴别见表 3。3 种不同种质来源
的土牛膝药材及饮片经炮制加工后，粗毛牛膝与
野生牛膝在药材性状特征比较接近，从性状上难
以区分；而柳叶牛膝由于其根及根茎断面呈淡粉
色，可与另外 2 个基原较好地区分。
2.3　不同种质来源土牛膝药材薄层色谱比较

　　分别取野生牛膝、柳叶牛膝和粗毛牛膝药

材粉末各 1 g，加甲醇 50 mL，超声提取 30 min，
滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇 1 mL 使溶解，作
为供试品溶液。另取β- 蜕皮甾酮对照品，加甲
醇制成每 1 mL 含 1 mg 的溶液，作为对照品溶
液。照薄层色谱法（通则 0502）试验，吸取供试
品溶液各 10 μL、对照品溶液 5 μL，分别点于同
一硅胶 GF254 薄层板上，以三氯甲烷 - 甲醇 - 甲
酸（10∶2∶0.05）为展开剂，展开，取出，晾干，
置紫外光灯（254 nm）下检视，再喷以 5% 香草醛
硫酸溶液，在 105℃加热至斑点显色清晰。3 种
种质来源的土牛膝药材薄层色谱结果见图 3。
　　从图 3 可知，3 种不同种质来源的土牛膝均
含有β- 蜕皮甾酮，喷以 5% 香草醛硫酸溶液显色
后，不同来源的土牛膝薄层色谱斑点存在一定差
异，其中柳叶牛膝与其他种质来源差异较大。

表 2　3 种种质来源的土牛膝原植物形态学比较 
Tab 2　Morphological comparison of the original plants from 3 germplasm sources of Achyranthes bidentata

部位 粗毛牛膝 野生牛膝 柳叶牛膝

植株 高 20 ～ 120 cm 高 70 ～ 120 cm 同野生牛膝

根 细长，直径 3 ～ 5 mm，黄褐色 圆柱形，直径 5 ～ 10 mm，黄褐色 同野生牛膝

茎 茎四棱形，有柔毛，节部稍膨大，分枝对生 茎有棱角或四方形，绿色或带紫色，有白色贴生或开展柔

毛 或近无毛，分枝对生

同野生牛膝

叶 宽卵状倒卵形或椭圆状矩圆形，长 1.5 ～ 7 cm，

宽 0.4 ～ 4 cm，顶端圆钝，具突尖，基部楔形

或圆形，全缘或波状缘，两面密生柔毛，或近 
无毛，叶柄长 5 ～ 15 mm，密生柔毛或近无毛

椭圆形或椭圆披针形，少数倒披针形，长 4.5 ～ 12 cm，宽

2 ～ 7.5 cm，顶端尾 尖，尖长 5 ～ 10 mm，基部楔形或

宽楔形，两面有贴生或开展柔毛，叶柄长 5 ～ 30 mm，

有柔毛

披针形或宽披针形，

长 10 ～ 20 cm，

宽 2 ～ 5 cm，顶

端尾尖

花 穗状花序顶生，直立，长 10 ～ 30 cm，花期后反

折；总花梗具棱角，粗壮，坚硬，密生白色伏

贴或开展柔毛；花长 3 ～ 4 mm，疏；苞片披针

形，长 3 ～ 4 mm，顶端长渐尖；花后变硬且锐

尖，具 1 脉；雄蕊长 2.5 ～ 3.5 mm，退化雄蕊

顶端截状或细圆齿状，有具分枝流苏状长缘毛

穗状花序顶生及腋生，长 3 ～ 5 cm，花期后反折；总花梗

长 1 ～ 2 cm，有白色柔毛；花多数，密生，长 5 mm；

苞片宽卵形，长 2 ～ 3 mm，顶端长渐尖；小苞片刺状，

长 2.5 ～ 3 mm，顶端弯曲，基部两侧各有 1 卵形膜质小

裂片，长的 1 mm；花被片披针形，长 3 ～ 5 mm，光亮，

顶端急尖，有 1 中脉，雄蕊长 2 ～ 2.5 mm，退化雄蕊顶

端平圆，稍有缺刻状细锯齿

小苞片针状，长

3 ～ 5 mm，基部

有 2 耳状薄片，

仅有缘毛；退化

雄蕊方形，顶端

有不显明牙齿

果实 胞果卵形，长 2.5 ～ 3 mm 胞果矩圆形，长 2.5 ～ 3 mm，黄褐色，光滑 同野生牛膝

种子 种子卵形，不扁压，长约 2 mm，棕色 种子短矩形，长约 1 mm，黄褐色 同野生牛膝

图 1　3 种来源土牛膝植物分类检索表

Fig 1　Identification key of 3 germplasm sources of Achyranthes bidentata

2　方法与结果

2.1　不同种质来源土牛膝植物形态学比较

　　课题组多次赴湖南永州马鞍基地、道州、江
华、益阳桃江等地采集新鲜土牛膝样本，并结合
文献参考资料 [10]，仔细观察原植物的花穗、果实、
茎秆、叶、根、茎等，比较并区分粗毛牛膝、牛

膝野生种、柳叶牛膝的植物形态。3 种来源土牛
膝原植物形态描述见表 2。柳叶牛膝叶片呈明显披
针形或宽披针形，较易区分；而粗毛牛膝与牛膝
野生种的根、茎、叶形态特征相近，很容易混淆，
但从花的形态结构上可以明显区分（见图 1 ～ 2）。
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图 3　3 种种质来源的土牛膝药材薄层色谱

Fig 3　TLC of Achyranthes bidentata from 3 germplasm sources
1. β- 蜕皮甾酮（β-ecdysterone）；2. 野生牛膝（Achyranthes bidentata 
Blume）；3. 柳叶牛膝（Achyranthes longifolia Makino）；4. 粗毛牛

膝（Achyranthes aspera L.）

2.4　不同种质来源土牛膝药材中β- 蜕皮甾酮含

量比较

2.4.1　对照品溶液的制备　取β- 蜕皮甾酮对照品适
量，精密称定，加甲醇定容至 5 mL 量瓶中，制成
1 mg·mL － 1 的溶液，再精密量取 1 mL，稀释至
10 mL 量瓶中，制成 0.1 mg·mL － 1 的溶液。

2.4.2　供试品溶液的制备　取药材粉末（过三号
筛）约 1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加
入甲醇 50 mL，称定重量，超声处理（功率 300 
kW，频率 40 kHz）30 min，放冷，再称定重量，
用甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，精密量取
续滤液 25 mL 于蒸发皿中，蒸干，残渣用甲醇溶
解，定容至 5 mL 量瓶中，摇匀，即得。
2.4.3　色谱条件　YMC-Pack ODS-A-C18 色谱柱
（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1%
甲酸水（B），梯度洗脱（0 ～ 10 min，5% ～ 15%A；
10 ～ 25 min，15% ～ 17%A；25 ～ 30 min，
17% ～ 20%A；30 ～ 40 min，20% ～ 32%A；
40 ～ 50 min，32% ～ 40%A；50 ～ 65 min，
40% ～ 60%A；65 ～ 75 min，60% ～ 70%A；
75 ～ 80 min，70% ～ 80%A）；流速：1.0 mL·min－ 1；
柱温：40℃；检测波长：250 nm；进样量：10 μL；
对照品及供试品溶液（S1）色谱图如图 4 所示。

图 4　对照品溶液（A）和供试品溶液（B）的 HPLC 图

Fig 4　HPLC chromatogram of reference substances（A）and test 
solution（B）

4. β- 蜕皮甾酮（β-ecdysterone）

表 3　3 种种质来源的土牛膝药材性状比较 
Tab 3　Characters of Achyranthes bidentata from 3 germplasm sources

性状 粗毛牛膝 野生牛膝 柳叶牛膝

形状 主根较短，分枝较多，圆柱形，微弯曲， 
少见微扭曲状

主根较短，具有较多分枝，圆柱形，上段较粗 根粗短呈圆柱形

大小 直径 0.2 ～ 0.5 cm 直径 0.1 ～ 0.5 cm 直径 0.7 ～ 1.2 cm

颜色 黄褐色或灰黄色 灰黄色 红棕色

表面特征 具有细顺纹、侧根痕及横长皮孔样突起 具有细顺纹及侧根痕 具有侧根痕

质地 坚韧，不易折断 柔韧，不易折断 柔软，不易折断

断面 纤维性强，有小点状维管束排成数个轮环 纤维性强，小点状维管束排成数个轮环 淡粉色，有异型维管束散在

气味 气微，味淡 气微，味涩而淡 气微，味微甜

图 2　3 种种质来源的土牛膝原植物形态学比较

Fig 2　Morphological comparison of the protoplants from 3 germplasm 
sources of Achyranthes bidentata
A. 粗毛牛膝穗状花序（spike of Achyranthes aspera L.）；B. 野生牛

膝穗状花序（spike of Achyranthes bidentata Blume）；C. 柳叶牛膝地

上部分（aerial parts of Achyranthes longifolia Makino）；D. 野生牛膝

地上部分（aerial parts of Achyranthes bidentata Blume）；E. 粗毛牛膝

地上部分（aerial parts of Achyranthes aspera L.）
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2.4.4　方法学考察
　　① 线性关系考察：取“2.4.1”项下对照品溶
液适量，用甲醇稀释成不同质量浓度的系列溶
液，0.45 µm 微孔滤膜滤过，按“2.4.3”项下色谱
条件测定，以峰面积为纵坐标（A），进样量为横
坐标（W），进行回归处理，回归方程为：A ＝

1.20×105W ＋ 3.64×104，r ＝ 0.9995。结果表明，
β- 蜕皮甾酮在 19.96 ～ 199.60 µg·mL － 1 与峰面
积线性关系良好。
　　② 重复性试验：精密称定 S1 号样品粉末 6
份，分别按“2.4.2”项下方法制备成供试品溶液，按
“2.4.3”项下色谱条件测定。计算得β- 蜕皮甾酮的含
量为 0.05%，RSD 为 0.90%，表明方法重复性较好。
　　③ 精密度试验：精密称定 S1 号样品粉末约 1 g，
按“2.4.2”项下方法制备成供试品溶液，按“2.4.3”
项下色谱条件连续进样 6 次，计算得β- 蜕皮甾酮峰
面积的 RSD 值为 0.50%，表明仪器精密度良好。
　　④ 稳定性试验：精密称定 S1 号样品粉末约
1 g，按“2.4.2”项下方法制备成供试品溶液，分
别于 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，计算得β-
蜕皮甾酮峰面积的 RSD 值为 0.80%，表明供试品
溶液在 24 h 内稳定。
　　⑤ 加样回收试验：精密称定已知含量的样品
（β- 蜕皮甾酮含量为 0.42 mg·g － 1）0.5 g，置锥
形瓶中，精密加入质量浓度为 0.004 mg·mL － 1

的β- 蜕皮甾酮对照品溶液 50 mL，按“2.4.2”项
下方法平行制备 6 份样品溶液，进样测定，计算
得β- 蜕皮甾酮的平均加样回收率为 99.90%，RSD
为 1.8%，表明方法准确度良好。
2.4.5　含量测定结果　取 11 批不同来源土牛膝
样品，每批平行制备 3 份供试品溶液，进样测定，
计算样品中β- 蜕皮甾酮的含量（见表 4）。结果表
明，不同来源土牛膝中β- 蜕皮甾酮含量存在较大
差异。其中产自湖南桃江产柳叶牛膝中β- 蜕皮甾
酮含量最高（达到 0.098%），其次为湖南道州产
粗毛牛膝（0.084%），而湖南江华牛膝野生种中
β- 蜕皮甾酮含量最低（0.034%）。
2.5　不同种质来源土牛膝药材指纹图谱比较

　　选取 11 批样品，处理后进样分析得到 HPLC 
色谱图，建立指纹图谱，见图 5。标定了 11 个共
有峰。由于 4 号峰（β- 蜕皮甾酮）峰面积较大且为
所有样品共有，分离度较好，故确定 4 号峰作为参
照峰。结果表明，各色谱峰相对保留时间变化不
大，其 RSD 均在 5% 以内，各色谱峰相对峰面积
的 RSD 有较大差异，但其谱图轮廓一致。

图 5　11 批土牛膝 HPLC 指纹图谱

Fig 5　HPLC fingerprints of 11 batches of Achyranthes bidentata

　　对本研究中收集的 11 批不同来源的土牛膝
药材的指纹图谱通过“中药色谱指纹图谱相似度
评价系统”进行相似度分析（见表 5）。结果表明，
湖南永州马鞍岭基地与湖南道州产粗毛牛膝相似
度较高（均在 0.936 以上），湖南江华产粗毛牛
膝相似度偏低（均在 0.850 ～ 0.866）；湖南永州
马鞍岭基地及湖南江华产牛膝野生种相似度较低
（均在 0.492 ～ 0.520）；湖南永州鹿鸣塘村、益
阳桃江产柳叶牛膝相似度最低（均低于 0.204），
说明不同种质来源的土牛膝药材之间存在明显的
差异，应加以甄别利用。

表 5　11 批土牛膝的指纹图谱相似度 
Tab 5　Similarity of 11 batches of Achyranthes bidentata

样本编号 相似度 样本编号 相似度

S1 0.936 S7 0.520

S2 0.966 S8 0.492

S3 0.850 S9 0.190

S4 0.948   S10 0.199

S5 0.976   S11 0.204

S6 0.866

3　讨论

3.1　土牛膝基原鉴别

　　土牛膝由于种质来源较为复杂，不同省份药

表 4　11 批土牛膝中β-蜕皮甾酮的含量测定 (n ＝ 3) 
Tab 4　Content of β-ecdysterone content in 11 batches of of 

Achyranthes bidentata (n ＝ 3)

样品编号 含量 /% RSD/%

S1 0.050 1.5

S2 0.082 1.3

S3 0.052 1.5

S4 0.069 1.4

S5 0.084 1.3

S6 0.056 1.5

S7 0.076 1.2

S8 0.034 1.8

S9 0.042 1.7

  S10 0.098 1.0

  S11 0.095 1.1
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材标准收载范围不一致，需对其进行基原考证，
并加以甄别利用。通过植物形态学比较发现，柳
叶牛膝原植物较易区分，而粗毛牛膝与野生牛膝
很容易混淆，但从花的形态结构上可以明显区分。
土牛膝经炮制加工后，粗毛牛膝与野生牛膝药材
或饮片在性状特征方面更加接近，难以区分，而
柳叶牛膝由于其根及根茎断面呈淡粉色，可与另
外 2 个基原较好地区分。薄层色谱显示，三者薄
层色谱斑点存在一定差异，其中柳叶牛膝与其他
种质差异较大。此外，要准确鉴定土牛膝这味药
材，还可配合相应的显微特征图进一步比较。
3.2　土牛膝物质基础及质量指标选择

　　目前土牛膝物质基础研究表明，其主要含有
昆虫变态激素类（如β- 蜕皮甾酮）、三萜皂苷类
（如竹节参皂苷Ⅳa）、黄酮类、多糖类等化学成
分 [11-13]。其中，β- 蜕皮甾酮作为土牛膝的主要有
效成分之一，在促进核酸及蛋白质的合成、调整
体内新陈代谢、抗炎、提高身体免疫力等方面起
重要作用 [14-15]，因此选择β- 蜕皮甾酮作为薄层色
谱、含量测定的指标，相对于采用齐墩果酸作为
质量指标成分，更具有药材特征性。
　　比较了不同浸提方法，如浸渍法、回流法、
超声法提取药材有效成分的效果。结果超声提取
法在 30 min 左右提取率最好，提取时间较短，比
其他提取方法高效。尝试了 6 种提取溶剂：50%
乙醇、甲醇（50%、70%、100%）、正丁醇，发现
采用 50% 乙醇、50% 甲醇和 70% 甲醇作为提取
溶剂时，虽得到的β- 蜕皮甾酮含量与无水甲醇提
取的并无太大差异，但过滤时，多糖物质易堵孔，
致过滤时间长。在进行含量测定时发现无水甲醇
提取β- 蜕皮甾酮比正丁醇提取更完全，且色谱峰
更丰富，因此，最后选取无水甲醇为提取溶剂。
3.3　高效液相色谱条件的优化

　　曾考察了 Agilent ZORBX SD-Aq 柱（4.6 mm× 
250 mm，5 μm）、CAPCELL PAKC18 柱（4.6 mm× 
250 mm，5 μm）和 YMC-Pack OS-A-C18 柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）3 种色谱柱，30℃、35℃、
40℃ 3 种柱温，比较了等度洗脱和梯度洗脱，最终
确定采用 YMC-Pack OS-A-C18（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱，柱温为 40℃，采用乙腈 -0.1% 甲
酸水梯度洗脱，色谱峰信息更丰富，分离情况较
好，峰形对称。

　　将对照品溶液在 190 ～ 400 nm 波长内进行扫
描，得到全波长紫外扫描图，β- 蜕皮甾酮的最大
吸收波长为250 nm，因此选择250 nm 为检测波长。
4　小结

　　本研究从土牛膝原植物入手，从植物形态、
性状特征、薄层色谱、含量测定、指纹图谱等方
面对不同种质来源的土牛膝进行了系统比较。结
果表明，3 种不同种质来源土牛膝存在较大差异，
应加以甄别利用。本研究对于今后药材基原控制、
质量标准修订及合理应用提供了科学依据，为我
省土牛膝大宗药材的培育提供了技术支持。
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雷公藤红素纳米结构脂质载体的抗肿瘤作用研究

陈铭1，张翔珂1，董雨萌1，张新宇1，王雪莹2，苏慧1，阎雪莹1*（1.黑龙江中医药大学药学院，哈尔滨　
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摘要：目的　对雷公藤红素（Cel）纳米结构脂质载体（Cel-NLC）进行体外释放动力学、大鼠

体内药动学、体外抗肿瘤作用及对细胞周期和细胞凋亡的影响的影响，并对相关参数进行科学

分析。方法　采用透析法考察 Cel-NLC 的体外释放行为；通过大鼠体内药动学研究绘制血药

浓度 - 时间曲线，并对药动学参数进行分析；以 MTT 法考察 Cel-NLC 对 A549 细胞、SMMC-
7721细胞、MCF-7细胞的毒性，计算半数致死量（IC50）；采用 Annexin V-FITC/PI 双染试剂盒法，

通过流式细胞仪检测 Cel-NLC 对肿瘤细胞凋亡的影响；采用 PI 单染细胞仪检测 Cel-NLC 对肿

瘤细胞周期阻滞的影响。结果　Cel-NLC 在 4%SDS 释放介质中 48 h 内累积释放率为 66.98%。

Cel-NLC 的消除半衰期是其注射乳的 3.9 倍，血药浓度 - 时间曲线下面积是注射乳的 2.4 倍，而

血浆清除率仅为注射乳的 0.41 倍，差异有统计学意义。雷公藤红素单体及其纳米结构脂质载

体对 SMMC-7721 细胞抑制作用 48 h 的 IC50 分别为 6.197 μg·mL－ 1、2.433 μg·mL－ 1，诱导

SMMC-7721 细胞凋亡并呈剂量依赖性，阻滞 SMMC-7721 细胞周期于 S 期，抑制 DNA 合成。

结论　Cel-NLC 较游离雷公藤红素体外释放缓慢，具有一定的缓释效果，无突释现象；可显著

延长大鼠的体内滞留时间；可更好地促进人肝癌 SMMC-7721 细胞的凋亡，阻滞细胞 DNA 合成。

关键词：雷公藤红素；纳米结构脂质载体；体外释放；药动学；细胞凋亡；细胞周期
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Antitumor effect of celastrol nanostructured lipid carriers

CHEN Ming1, ZHANG Xiang-ke1, DONG Yu-meng1, ZHANG Xin-yu1, WANG Xue-ying2, SU Hui1, 
YAN Xue-ying1* (1. School of Pharmacy, Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  
150040; 2. First Affiliated Hospital, Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  150040)

Abstract: Objective  To determine the in vitro release kinetics, pharmacokinetics in rats, anti-tumor 
effect in vitro and effect on the cell cycle and apoptosis of the celastrol (Cel) nanostructured lipid 
carriers (Cel-NLCs) preliminarily, and to analyze the related parameters. Methods  The in vitro drug 
release behaviors of nanostructured lipid carriers were determined by dialysis method. The plasma 
concentration-time curves were obtained through the study of pharmacokinetics in rats and the 
pharmacokinetic parameters were analyzed. The toxicity of Cel-NLCs to A549 cells, SMMC-7721 
cells and MCF-7 tumor cells was detected by MTT, and the median lethal dose (IC50) was calculated. 
Annexin V-FITC/PI double staining kit was used to detect the effect of NLCs on the apoptosis of 
tumor cells by flow cytometry. The effect of compound liposomes on the blocking of tumor cell 
cycles was detected by PI single staining cytometry. Results  The cumulative release rate of Cel-
NLCs in 4% SDS release medium within 48 h was 66.98%. The elimination half-life of Cel-NLCs 
was 3.9 times that of the propofol injectable emulsion, the area under the plasma concentration-time 
curves was 2.4 times that of propofol injectable emulsion, while the plasma clearance rate was only 
0.41 times that of propofol injectable emulsion, all of which showed significant difference. The IC50 
of celastrol monomers and the Cel-NLCs on SMMC-7721 cells for 48 h were 6.197 μg·mL－ 1 and 
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　　雷公藤红素（celstrol，简称 Cel）是中药雷
公藤根皮部提取得到的天然活性成分 [1]，具有抗
病毒、抗炎、抗肿瘤、免疫调节等药理活性，且
对多种肿瘤细胞具有抑制作用，如卵巢癌、乳腺
癌、肺癌、肝癌、胃癌、结肠癌等 [2]。然而，Cel
具有毒副作用较强、水不溶性、生物利用度低、
体内消除快等缺点，限制了其临床应用 [3]。在纳
米给药系统中，脂质纳米粒是目前新剂型研究的
前沿领域，广泛应用于透皮给药研究，以及肺部
和眼部给药研究。脂质纳米粒包括固体脂质纳米
粒和纳米结构脂质载体（NLC），NLC 是在固体
纳米颗粒基础上发展起来的新型纳米脂质载药体
系，由液体油脂、固体油脂和乳化剂构成。继承
了固体脂质纳米粒的优点，并且解决了其粒径
大，凝胶化趋势，以及由于固体脂质的晶体结构
而导致的包封率低等问题 [4-6]。且 NLC 具有良好
的生物相容性、生物利用度、缓释特性 [7]，可以
作为水不溶性抗肿瘤药物载体，当静脉或肌内注
射进入机体后，由于具有被动靶向性，大大增加
了其在肿瘤部位的分布 [8]。例如，Wang 等 [9] 为
探讨 NLC 在姜黄素（Cur）高效靶向给药方面的
潜力，研究了 Cur-NLC 单次腹腔注射给药后的药
动学参数，发现与 Cur 相比，Cur-NLC 具有更明
显的肺靶向性，且 Cur-NLC 处理的肺腺癌细胞凋
亡率明显高于 Cur 处理的 A549 细胞；韩翠艳等 [10]

制备了具有丙氨酸 - 谷氨酸 - 酪氨酸 - 亮氨酸 - 精
氨酸（aeylr）序列小肽修饰的紫杉醇（PTX）纳
米结构脂质载体（a-p-NLC），并进行体内外抗肿
瘤作用实验，发现其对 NCI-H1299 细胞、S180
细胞和小鼠 S180 实体瘤的抑制作用均优于游离
PTX 和 p-NLC。故本课题在前期研究基础上针对
雷公藤红素纳米结构脂质载体（Cel-NLC），开展
体外释放特性、大鼠体内药动学性质等考察，研
究 Cel-NLC 的体外抗肿瘤作用，为进一步研究和
开发雷公藤红素新型递药系统并提升其临床治疗
效果提供相关实验基础。

1　材料
1.1　仪器
　　LC-2010A 高效液相色谱仪（日本岛津公
司）；W202B 数控恒温水浴锅（上海申胜生物有
限公司）；UV9100 紫外分光光度计（北京莱伯泰
科仪器有限公司）；Unique-R20 多功能超纯水机
（厦门锐思捷水纯化技术有限公司）；Scientz-ⅡD
超声波细胞破碎机（宁波新芝生物科技股份有限
公司）；KQ5200DB 数控超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）；HZS-HA 恒温水浴振荡器
（东联电子技术开发有限公司）；BT25S 分析天平
（德国赛多利斯公司）；HJ-6A 数显恒温磁力搅拌
器（金坛市荣华仪器制造有限公司）；Alpha 1-2 
LD 冷冻干燥机（德国 Christ 公司）；Allegra 64R 
低温高速离心机（贝克曼公司）；HSC-12B 氮吹
仪（天津恒奥科技有限公司）；QL-901 涡旋仪（其
林贝尔仪器制造公司）；IX73 倒置显微镜（奥林
巴斯公司）；WT-1ND 超净工作台（Heal Force
公司）；超低温冰箱（中科美菱公司）；HF90 二
氧化碳培养箱（Thermo 公司）；YDS-30 液氮生
物容器（四川亚西低温设备公司）；高压灭菌锅
（ZEALWAY 公司）；MK3 酶标仪（美国热电仪器
有限公司）。
1.2　试药
　　Cel 对照品（成都普菲德生物技术有限公司，
批号：34157-83-0，纯度＞ 98%）；肉豆蔻酸异
丙酯（上海源叶生物科技有限公司，批号：110-
27-0，纯度：98%）；维生素 E 聚乙二醇琥珀酸
酯（TPGS）、双硬脂酸甘油酯、嵌段式聚醚 F-68
（上海源叶生物科技有限公司，批号：9002-96-4、
1323-83-7、9003-11-6）；SephadexG-50 葡聚糖凝
胶（瑞典法玛西亚公司，批号：17-0033-01）；胎
牛血清（FBS，杭州四季青生物材料工程公司）；
双抗（BiLLab 公司）；四甲基偶氮唑蓝（MTT，
华美生物工程有限公司）；胰蛋白酶（BiLLab 公
司）；Hoechst 33342 荧光染色液（碧云天生物技

2.433 μg·mL－ 1 respectively. Cel-NLCs induced SMMC-7721 cell apoptosis in a dose-dependent 
manner, blocked SMMC-7721 cell cycled at S phase, and inhibited the DNA synthesis. Conclusion  
The release of Cel-NLCs is slow as compared with dissociation celastrol in vitro, which shows a 
certain sustained-release effect without initial burst release. Cel-NLCs can extend the retention time in 
rats significantly better promote the apoptosis of human liver tumor SMMC-7721 cells and block the 
DNA synthesis. 
Key words: celastrol; nanostructured lipid carrier; in vitro release; pharmacokinetics; apoptosis; cell 
cycle
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术有限公司）；磷酸盐缓冲液（PBS，北京中杉金
桥有限公司）；二甲基亚砜（DMSO，北京化工
厂）；1640 培养基（赛默飞世尔生物化学制品有
限公司）；复方脂质体（本实验室自制）；油酸、
硬脂酸、单硬脂酸甘油酯、卵磷脂（天津市科密
欧化学试剂公司）；甲醇为色谱纯，其他试剂均
为分析纯。
1.3　实验动物
　　SPF 级 SD 大鼠，雌雄各半，体质量（200± 

20）g；健康昆明小鼠 15 只，雌雄各半，体质量
（20±0.2）g [ 黑龙江中医药大学 GLP 实验室，实验
动物生产许可证号分别为 SYXK（黑）2018-003]。
2　方法与结果
2.1　雷公藤红素纳米结构脂质载体的制备
　　本课题组前期采用熔融乳化超声法制备 NLC，
优化了 Cel-NLC 的制备工艺，并对其进行了表
征 [11]。最优处方的液态脂质比例为 39%，复合
乳化剂用量为 196 mg，主药用量为 8 mg。所制 3
批 Cel-NLC 的平均包封率为 87.22%、平均粒径为
（41.2±1.1）nm、平均 Zeta 电位为（－ 18.4±0.2）
mV（n ＝ 3）。具体操作为：称取 72 mg 双硬脂酸
甘油酯、28 mg 肉豆蔻酸异丙酯、8 mg Cel 于 20 
mL 烧杯中，加适量甲醇，70℃恒温水浴使其充分
熔融作为油相；取 196 mg 的嵌段式聚醚 F-68 和
TPGS 于 50 mL 烧杯中，加适量蒸馏水 70℃恒温
水浴搅拌，待完全溶解后作为水相。将水相加入
到油相中，在恒温磁力搅拌器下保持 70℃条件下
1500 r·min－ 1 搅拌乳化 60 min，趁热将制得的初
乳转移至细胞破碎机中 600 W 下探头超声 10 min，
冷却后 0.22 μm 微孔滤膜过滤，即得 Cel-NLC，按
最优处方制备 Cel-NLC 后，加入同体积的 10% 甘
露醇作为冻干保护剂，－ 78℃预冻 24 h 后迅速转
入冻干机中干燥 48 h，既得 Cel-NLC 冻干粉。
2.2　脂质体初步安全性评价
2.2.1　溶血性实验　健康 SD 大鼠腹主动脉取血，
5000 r·min－ 1 离心 10 min，弃去上层血浆，加
三倍量生理盐水冲洗血细胞，5000 r·min－ 1 离
心 10 min，弃去上清，继续冲洗，离心，直至上
层生理盐水不显红色，制备 2% 的红细胞悬液，
37℃水浴静置保温观察溶血情况。将各管样品溶
液置于干燥离心管中 2000 r·min－ 1 离心 10 min，
取上清液 2 mL 于 545 nm 处测定吸光度，计算溶
血率。实验发现，1 ～ 6 号试管红细胞全部沉淀，
肉眼观察无溶血，1 ～ 5 号试管内样品溶血率均
小于 5%，说明制剂安全性较好，符合注射剂要
求，结果见表 1 及图 1。

表 1　纳米结构脂质载体溶血实验结果 
Tab 1　Hemolysis test of NLCs

组别
红细胞

悬液 /mL
生理盐

水 /mL
蒸馏水 /

mL
Cel-NLC/

mL
结果

溶血

率 /%
1 2.5 2.4 － 0.1 未溶血 1.42
2 2.5 2.3 － 0.2 未溶血 1.58
3 2.5 2.2 － 0.3 未溶血 2.13
4 2.5 2.1 － 0.4 未溶血 2.36
5 2.5 2.0 － 0.5 未溶血 2.19
6 2.5 2.5 － － 未溶血 0.00
7 2.5 － 2.5 － 溶血 100.00

2.2.2　异常毒性　精密称取 Cel 对照品适量，转移
至 10 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度，混匀，得
到 520 μg·mL－ 1 的 Cel 对照品溶液，储存备用。
取健康昆明小鼠 10 只，分为游离药 Cel 组和 Cel-
NLC 组，按体表面积法换算给药量后从尾静脉注
射 Cel 对照品溶液和 Cel-NLC 分散液各 0.1 mL，
观察 48 h 内动物病死率，结果两组小鼠均无死亡，
证明 Cel-NLC 分散液异常毒性检查合格。
2.3　脂质体体外释放研究
2.3.1　释放介质的选择　由于 Cel 不溶于水，考
虑漏槽条件，向透析外液中加入适量表面活性剂
十二烷基硫酸钠（SDS）。本实验考察了 Cel 在
2%SDS，4%SDS，pH7.4 的 PBS-2%SDS，pH 7.4
的 PBS-4%SDS 溶液中的溶解度，结果表明，在
4%SDS 中 Cel 溶解度最佳，为（981.53±3.18）
μg·mL－ 1，故选用 4%SDS 作为释放介质。
2.3.2　体外释放度的测定　分别取 2 mL Cel 溶液
（含 Cel 2 mg）、2 mL Cel-NLC 纳米结构脂质载
体冻干粉复溶液（含 Cel 2 mg）转移至透析袋中，
除净气泡，夹紧透析袋两端，置于盛有 50 mL 透
析外液的广口瓶中，恒温水浴振荡器 37℃下 100 
r·min－ 1 振摇。分别在 0.25、0.5、1、2、4、6、8、
10、12、24、48 h 吸取 1 mL 透析外液，同时向广
口瓶中补充 1 mL 透析外液，HPLC 法测定透析外
液中 Cel 含量，计算累积释放百分率，公式为：

　　
1

1
0

1
(%) ( ) 100%

t

t t
n

Q V C V C W
−

−

=
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　　式中 V 为每次的取样体积，V0 为释放介质
总体积，Ct 为各时间点释放介质中 Cel 质量浓度
（μg·mL－ 1），W 为投入的 Cel 的总质量（μg）。Cel
原料药和 Cel-NLC 的累积释放百分率数据见图 2。
从累积释放百分率看，Cel-NLC 在 30 min 内累积释
放 6.48%，小于 40%，符合《中国药典》规定，不
存在突释现象；Cel 溶液在 12 h 内释药量即达到了
96.42%， 而 Cel-NLC 在 48 h 的 释 药 量 为 66.98%，
说明 NLC 对 Cel 起到了较为明显的缓释作用。
2.3.3　数据拟合　将累积释放量结果与数学模型
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进行拟合，可知，Cel-NLC 的体外释放机制符合
Weibull 方程（R2 ＝ 0.9818）和 Ritger-peppas 方程

（R2 ＝ 0.9748），结果见表 2。

表 2　Cel累积释药曲线的拟合方程 
Tab 2　Fitting equation of the accumulative release percentage of Cel

数学模型 方程式 拟合度（R2）

一级动力学方程 ln（100 － Q）＝－ 0.0225t ＋ 4.4122 0.8138
Higuchi 方程 Q ＝ 7.290t1/2 ＋ 18.457 0.9180
Niebergull 方程 （100 － Q）1/2 ＝ 0.084t ＋ 9.0681 0.7658
Hixcon-crowell 方程 （100 － Q）1/3 ＝ 0.0286t ＋ 4.3493 0.7823
Weibull 方程 ln[ln100/（100 － Q）] ＝ 0.6611ln（t）－ 2.2238 0.9818
Ritger-peppas 方程 ln（Q）＝ 0.5652ln（t）＋ 2.3144 0.9748

2.4　方法学验证
2.4.1　色谱条件　色谱柱：Dikma Di-amonsil（钻
石一代）C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动
相：甲醇（A）- 水（B），梯度洗脱（0 ～ 12 min，
85%A；12 ～ 20 min，85% → 90%A；20 ～ 30 
min，90%A）； 流 速：1.0 mL·min－ 1； 柱 温：
30℃；检测波长：426 nm；进样量：20 μL。
2.4.2　血浆样品处理方法　吸取 200 μL 血浆样品
置于 1.5 mL 离心管中，加甲醇 1 mL，涡旋混合 1 
min，5000 r·min－ 1 离心 10 min，沉淀血浆蛋白。
取上清液于 40℃水浴条件下氮气吹干，残留物加
200 μL 甲醇溶解，涡旋混匀，5000 r·min－ 1 离心
10 min，取上清液过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。
2.4.3　专属性验证　取大鼠空白血浆、加入一
定浓度的 Cel 对照品的大鼠血浆各 200 μL，按
“2.4.2”项下方法进行操作，按“2.4.1”项下色谱
条件进行 HPLC 分析得到色谱图见图 3，由图可
见，Cel 保留时间为 19.83 min，血浆代谢物及其
他内源性物质对 Cel 特征峰无干扰，说明本方法
具有较好的专属性。
2.4.4　标准曲线的建立　分别制备质量浓度为
0.5、2.0、10.0、20.0、30.0、40.0 μg·mL－ 1 的
Cel 血浆样品供试液，按“2.4.1”项下色谱条件进
行分析。以质量浓度（C）为横坐标，峰面积（A）
为纵坐标，得线性回归方程：A ＝ 1.09×104C －

1.40×103（R2 ＝ 0.9991），表明 Cel 在 0.5 ～ 40.0 

μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好。
2.4.5　精密度实验　分别制备质量浓度为 0.5、
20.0、40.0 μg·mL－ 1 的 Cel 血浆样品供试液，1 d
内连续测定 5 次，计算得日内 RSD 分别为 2.4%、
1.4%、1.3%；连续测定 5 d，计算得日间 RSD 分
别为 2.6%、2.2%、2.3%，表明仪器精密度良好。
2.4.6　回收实验　分别制备质量浓度为 0.5、20.0、
40.0 μg·mL－ 1 的 Cel 血浆样品供试液，每个浓度
3 份样品，按“2.4.1”项下色谱条件进行 HPLC 分
析，记录峰面积，将峰面积代入标准曲线中，计
算样品浓度，与加入浓度进行比较，计算得方法
回收率分别为 98.7%、99.6%、99.5%，RSD 分别

图 3　血浆样品 HPLC 色谱峰

Fig 3　Chromatograms of plasma
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 含 Cel 血浆（plasma with Cel）

图 2　Cel 和 Cel-NLC 溶液的体外释放曲线

Fig 2　Release curve of Cel and Cel-NLC

图 1　溶血性实验结果图

Fig 1　Hemolytic experiment
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为 1.5%、2.4%、2.1%，表明该方法稳定可靠。
2.5　Cel 纳米结构脂质载体大鼠体内药动学研究
2.5.1　供试品的制备　按“2.1”项下最佳处方和
工艺制备 Cel-NLC 冻干粉末，备用。由于 Cel 难
溶于水，故将其制备成注射乳。
　　① 油相的制备：吸取肉豆蔻酸异丙酯 0.5 
mL、注射用大豆油 5 mL 置于烧杯中，60℃恒温
搅拌约 20 min，加入 Cel 100 mg，加热至 70℃并
保持恒温，继续搅拌。
　　② 水相的制备：吸取医用甘油 1 mL，称取
0.50 g Poloxamer188 于烧杯中，加入 45 mL 注射
用水，加热搅拌使之澄清，加热至 70℃并保持恒
温，继续搅拌。
　　③ 静脉注射乳的制备：在 70℃恒定温度下，
将油相逐滴加入到水相中 500 r·min－ 1 不断搅拌，
继续搅拌 20 min，制得初乳。初乳用超声细胞粉
碎机冰水浴探头超声 10 min，功率 700 W，制得
Cel 静脉注射乳剂。并对乳剂初步质量进行考察，
发现制得的 Cel 静脉注射乳剂呈淡黄色，外观
均一，未出现挂壁现象，没有粒子及沉淀析出，
4℃冰箱冷藏保存，半个月内未见有分层或变质
现象，状态良好。
2.5.2　给药方案及血液样品的采集处理　SD 大
鼠 16 只，雌雄各半，随机分为两组，分别为 Cel-
NLC 组和 Cel 注射乳组。两组 SD 大鼠给药前 12 h
禁食，自由饮水，根据文献及预实验，给药剂量确
定为 10 mg·kg－ 1，尾静脉注射给药后分别在 0.083、
0.167、0.25、0.5、1、2、4、6、8、10、12、24 h
于眼眶后静脉丛取血 0.5 mL，置于肝素预处理的离
心管中，5000 r·min－ 1 离心 10 min，取上清液 200 
μL，按“2.4.2”项下方法进行操作。
2.5.3　血药浓度 - 时间曲线　对处理后的血浆样
品按“2.4.1”项下色谱条件进样分析，以时间为
横坐标，血药浓度为纵坐标，绘制血药浓度 - 时
间曲线。各时间点的血药浓度见图 4。
2.5.4　数据处理分析　将所得平均血药浓度 - 时间
数据用 DAS 2.0 软件进行统计矩分析，结果发现，
相比于 Cel 注射乳组，Cel-NLC 组的消除半衰期
是其 3.9 倍，血药浓度 - 时间曲线下面积（AUC）
是 Cel 注射乳组的 2.4 倍，而血浆清除率仅为 Cel
注射乳组的 0.41 倍，差异均有统计学意义。这些
药动学参数显示，与 Cel 注射乳组相比，Cel-NLC
组尾静脉注射后体内滞留时间延长，清除率降低，
半衰期延长，对机体作用时间延长，具有长效作
用。主要药动学参数见表 3。
2.6　细胞毒性实验
2.6.1　空白 NLC 的细胞毒性实验　分别取对

数生长期的 SMMC-7721 细胞、MCF-7 细胞和
A549 细胞接种于 96 孔板中，置于细胞培养箱中
培养 24 h 后，一组加入培养液作为对照组，其余
加入不同质量浓度（0.1、0.5、5.0、20 μg·mL－ 1）
含有空白纳米粒的培养液作为实验组。继续培养
48 h 后，MTT 法检测细胞活性，并根据公式计算
3 种细胞的抑制率，抑制率（%）＝ [1 －加药组
OD 值 / 对照组 OD 值 ]×100%，结果，当空白
NLC 质量浓度为 20 μg·mL－ 1 时，最大抑制率为
6.273%，对 3 种细胞的抑制率均小于 10%，无细
胞毒性。通过换算说明当 Cel-NLC 中 Cel 的质量
浓度小于 125 μg·mL－ 1 时，辅料对细胞无抑制
作用。
2.6.2　雷公藤红素、雷公藤红素纳米结构脂质载体
的细胞毒性实验　细胞培养 24 h 后，取出 96 孔板
吸弃旧培养液，分别加入含 Cel 质量浓度为 0.25、
0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、15.0、30.0 μg·mL－ 1 的
Cel 培养基溶液、Cel-NLC 冻干粉的培养基溶液
200 μL，阴性对照组加等体积培养基溶液，阳性对
照药为阿霉素溶液（4.0 μg·mL－ 1，培养基配制）。
运 用 SPSS19 软 件 计 算 Cel、Cel-NLC 对 SMMC-
7721 细胞 MCF-7 细胞和 A549 细胞的 IC50，发现
肝癌 SMMC-7721 对 Cel 和 Cel-NLC 细胞最敏感，

图 4　Cel 血药浓度 - 时间曲线

Fig 4　Cel concentration-time curve in rat plasma

表 3　大鼠药动学参数 (n ＝ 6) 
Tab 3　Pharmacokinetic parameters of rats (n ＝ 6)

参数 Cel Cel-NLC
t1/2 α/h   0.464±0.066     2.176±0.123**

t1/2 β/h   2.958±0.271   11.645±4.03**

V1/（L·kg － 1）     0.11±0.003     0.126±0.003**

CL/[L/（h·kg）]     0.44±0.14       0.18±0.01**

AUC（0 ～ t）/[mg/（L·h）] 41.801±1.756     87.12±5.967**

AUC（0 ～∞）/[mg/（L·h）] 45.401±2.224 108.997±6.38**

K10/h
－ 1   0.401±0.031     0.146±0.006

K12/h
－ 1   0.666±0.218       0.15±0.054*

K21/h
－ 1   0.838±0.162     0.126±0.047**

注（Note）：与 Cel 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared 
with the Cel group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。



55

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

而且在 3 种细胞中，Cel 和 Cel-NLC IC50 的差异以
肝癌 SMMC-7721 细胞表现最明显，分别为 0.355
倍（24 h）、0.393 倍（48 h）、0.481 倍（72 h），结
果见表 4。综上所述，选择肝癌 SMMC-7721 细胞
继续进行细胞凋亡和细胞周期实验。

表 4　Cel、Cel-NLC对 SMMC-7721 细胞 MCF-7 细胞和 A549 细
胞的 IC50 (μg·mL － 1) 

Tab 4　IC50 (μg·mL － 1) of Cel and Cel-NLC on SMMC-7721 MCF-
7 and A549 cell

细胞
24 h 48 h 72 h

Cel Cel-NLC Cel Cel-NLC Cel Cel-NLC
SMMC-7721   9.016 3.197   6.197 2.433 4.568 2.196
MCF-7   9.397 8.035   8.298 6.148 7.062 5.277
A549 12.435 9.694 11.014 7.941 9.319 8.263

2.7　细胞凋亡分析
2.7.1　流式细胞仪检测细胞凋亡　取对数期
SMMC-7721 细胞，以 5×105 个·mL－ 1 的密度每
孔 2 mL 接种于 6 孔板中。培养 24 h 后，含药组分
别加入含 Cel 质量浓度为 1.0、2.0、4.0 μg·mL－ 1

的 Cel、Cel-NLC 的培养基 2 mL，对照组加入同
体积的空白培养基溶液，培养 48 h 后，细胞计数
板计数并染色。将处理好的细胞样品用铝箔包裹，
在室温（20 ～ 25℃）条件下孵育 20 min，随后置
于冰浴中，进行流式细胞仪检测。流式细胞仪检
测结果显示，相比于 Cel 组处理的 SMMC-7724 细
胞，Cel-NLC 组诱导细胞凋亡的能力显著增强并
呈剂量依赖关系，见表 5 及图 5。
表 5　Cel、Cel-NLC诱导 SMMC-7721 细胞凋亡的检测结果 (n ＝ 6) 

Tab 5　Cel and Cel-NLC induced apoptosis in SMMC-7721 cells 
(n ＝ 6)

药物质量浓度 /
（μg·mL － 1）

检测方法
细胞凋亡率 /%

Cel Cel-NLC
1.0 Annexin V － /PI － 64.8±3.5 53.8±4.2

Annexin V ＋ /PI － 28.0±2.6 33.2±1.6
Annexin V ＋ /PI ＋   7.1±3.4 12.9±1.2

2.0 Annexin V － /PI － 50.5±4.9 42.6±2.5
Annexin V ＋ /PI － 40.0±2.8 52.8±2.9*

Annexin V ＋ /PI ＋   8.4±1.6   4.3±0.8
4.0 Annexin V － /PI － 37.1±2.7 22.2±1.8

Annexin V ＋ /PI － 53.2±4.1 73.0±4.3**

Annexin V ＋ /PI ＋   8.9±2.3   4.8±0.6

注（Note）：与 Cel 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared 
with the Cel group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

2.7.2　Hoechst 33342 染 色　 取 对 数 期 SMMC-
7721 细胞接种于 96 孔板中，培养 24 h，分别加
入含质量浓度为 1.0、2.0、4.0 μg·mL－ 1 的 Cel、
Cel-NLC 的培养基 200 μL，对照组加入 200 μL
空白培养基，继续培养 48 h，用预冷的 PBS（pH 
7.4）清洗两次，避光条件下加入 Hoechst 33342

染色液，随即放置在荧光显微镜下以紫外光源观
察染色情况，凋亡细胞的细胞核呈致密浓染，或
呈碎块状致密浓染。Hoechst 33342 染色法检测结
果表明，同浓度的 Cel-NLC 相比于 Cel，凋亡的
细胞明显增多。这种作用可能是由于 NLC 增加
了细胞对药物的摄取，使细胞中药物浓度增加，
从而提升了细胞的凋亡比例 [12]，见图 6。
2.8　细胞周期分析
2.8.1　流式细胞仪检测　取对数期 SMMC-7721
细胞接种于 6 孔板中。培养 24 h 后，分别加入
含质量浓度为 1.0、2.0、4.0 μg·mL－ 1 Cel、Cel-
NLC 的培养基 2 mL，对照组加入同体积的空
白培养基，继续培养 48 h，加入 PBS 清洗细胞
后，消化细胞，1000 r·min－ 1 离心 5 min，重复
该操作 2 ～ 3 次。每管加入预冷的 70% 乙醇 1 
mL，重悬细胞，转移至 4℃冰箱中固定过夜，12 
h 后加碘化丙啶（PI）染色液，重悬细胞，转移
至 CO2 培养箱中孵育 20 min，随后用流式细胞
仪检测。流式细胞仪检测结果显示，相比于对照
组，Cel 和 Cel-NLC 均阻滞细胞于 S 期，且组间
差异有统计学意义；同时，随着给药浓度的增加，
阻滞在 S 期的细胞比例显著性增多，证明 Cel 和
Cel-NLC 对 SMMC-7721 细胞的作用呈现剂量依
赖性，并且与 Cel 组相比，同浓度的 Cel-NLC 能
显著提高其阻滞 SMMC-7721 细胞在 S 期的能力
（P ＜ 0.05）。见图 7 及表 6。
3　结论
　　本文建立了 Cel-NLC 体外释放的检测方法，
为满足漏槽条件，考察了 Cel 在不同浓度 SDS
溶液中的溶解度，最终选用 4%SDS 作为释放介
质，并对其体外释药行为进行初步考察。实验表
明 Cel-NLC 体外释放速率较 Cel 原料药明显变缓，
前 6 h 释放较快，达到 30%，48 h 达到 66.98%，
并且曲线趋于水平，而 Cel 原料药 12 h 释药量即
已达到 95.12%，实验结果表明，Cel-NLC 具有一
定的缓释作用。并对 Cel-NLC 的体外释放行为进
行数学公式拟合，结果发现其体外释放机制符合
Weibull 方程（R2 ＝ 0.9818）和 Ritger-peppas 方程
（R2 ＝ 0.9748），说明 Cel-NLC 中 Cel 的释放是一
个双相过程 [13]，首先包裹在固体脂质中的 Cel 随
着固体脂质的溶解不断渗出，其次随着液态油纳
米隔室的不断释放，液态脂质中的药物进一步释
放，初始时释放较为快速，但是随着药物释放与
液态脂质的逐渐溶解，药物的释放逐渐呈现平缓
的趋势，这也佐证了 NLC 的结构特点 [14-15]。
　　通过大鼠体内药动学实验比较 Cel-NLC 和普
通 Cel 注射乳在大鼠体内的动力学性质，与普通
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图 7　Cel、Cel-NLC 作用 48 h 对 SMMC-7721 细胞周期的影响

Fig 7　Effect of Cel、Cel-NLC on SMMC-7721 cycle after 48 h
A、B. 对照组（control）；C、E、G. 1、2、4 μg·mL－ 1 Cel；D、F、H. 1、2、4 μg·mL－ 1 Cel-NLC

表 6　不同浓度的 Cel、Cel-NLC作用 48 h对 SMMC-7721 细胞周期的影响 (n ＝ 3) 
Tab 6　Effect of different concentrations of Cel and Cel-NLC on SMMC-7721 cycle after 48 h (n ＝ 3)

组别
1 μg·mL － 1 2 μg·mL － 1 4 μg·mL － 1

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
对照组 67.8±3.7 10.2±3.3   6.3±1.2 69.8±5.2 11.6±3.1 5.4±2.6 68.3±3.2 10.3±1.6 3.4±0.9
Cel 组 39.6±1.2 27.3±1.8** 25.1±1.5 59.8±3.6  36.1±4.2* 2.0±0.5 36.0±1.0   60.8±2.7** 1.7±1.1
Cel-NLC 组 39.2±2.7 45.1±1.9**# 12.5±1.4 43.6±4.9    52.8±2.9**# 1.9±0.6 20.4±1.0   77.4±4.8*# 1.1±0.8

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

图 6　Cel 及 Cel-NLC 对 SMMC-7721 细胞凋亡的影响

Fig 6　Effect of Cel and Cel-NLC on the apoptosis of SMMC-7721 cells 
A、D、G. 对照组（control）；B、E、H. 分别为 1、2、4 μg·mL－ 1

的 Cel（1，2，and 4 μg·mL－ 1 Cel respectively）；C、F、I. 分别为 1、2、
4 μg·mL－ 1 的 Cel-NLC（1，2，and 4 μg·mL－ 1 Cel-NLC respectively）

Cel 注射乳相比，尾静脉注射 Cel-NLC 后，血药
浓度 - 时间曲线较平稳，体内作用时间延长，主

要药动学参数均与 Cel 注射乳有明显差异，表明
NLC 与普通注射乳相比更有利于解决难溶性药物

图 5　Cel 和 Cel-NLC 对 SMMC-7724 细胞凋亡的影响

Fig 5　Effect of Cel and Cel-NLC on the apoptosis of SMMC-7724 cells
A、D、G. 对照组（control）；B、E、H. 分别为 1、2、4 μg·mL－ 1

的 Cel（1，2，and 4 μg·mL－ 1 Cel respectively）；C、F、I. 分别为 1、2、
4 μg·mL－ 1 的 Cel-NLC（1，2，and 4 μg·mL－ 1 Cel-NLC respectively）
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体内存留时间的问题，改善难溶性药物的药动学
性质，进而提升生物利用度。
　　对 Cel 和 Cel-NLC 的细胞毒作用进行了初步研
究，通过 MTT 实验考察其对肝癌 SMMC-7721 细
胞、乳腺癌 MCF-7 细胞和肺癌 A549 细胞的细胞毒
作用，计算 IC50，结果显示肝癌 SMMC-7721 细胞
对于 Cel 和 Cel-NLC 较其他两种细胞敏感，乳腺癌
MCF-7 细胞对于 Cel 的敏感度近似于肝癌 SMMC-
7721 细胞，而对 Cel-NLC 的敏感度远远低于肝癌
SMMC-7721 细胞，故而选择肝癌 SMMC-7721 细
胞对其细胞凋亡、细胞周期的影响进一步研究。
　　通过流式细胞技术考察 Cel、Cel-NLC 对肝癌
SMMC-7721 细胞的细胞凋亡、细胞周期的影响，
细胞凋亡结果显示，Cel、Cel-NLC 均能呈剂量依
赖性地诱导细胞早期凋亡，而 Cel-NLC 比 Cel 作
用更强。Hoechst 33342 染色法检测结果也验证了
Cel、Cel-NLC 对细胞凋亡的诱导作用，这种作用
可能是由于 NLC 增加了细胞对药物的摄取，使
细胞中药物浓度增加，从而提升了细胞的凋亡比
例。细胞周期结果表明，Cel 和 Cel-NLC 对肝癌
SMMC-7721 细胞的阻滞都出现在 S 期，并且呈剂
量依赖作用，证明 Cel 和 Cel-NLC 对细胞的 DNA
合成存在抑制，从而具有较强的细胞毒作用。
　　综上，本研究制备的 Cel-NLC 较游离 Cel 体
外释放减慢，具有一定的缓释效果，无突释现象；
可显著延长大鼠的体内滞留时间，减小清除率，
增加血药浓度 - 时间曲线下面积；可促进人肝癌
SMMC-7721 细胞的凋亡，阻滞细胞 DNA 合成，
为 Cel 的后续开发及研究拓展了思路并提供了实
验依据。
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纳米雄黄诱导 B细胞非霍奇金淋巴瘤 
Raji细胞凋亡和自噬的研究

李旭1，鲍蕾蕾1，姜爽2*，王晓波2*（1. 海军军医大学第三附属医院药剂科，上海　200438；2. 中国人民解放军联勤保

障部队第967医院药剂科，辽宁　大连　116021）

摘要：目的　探究纳米雄黄引起 B 细胞非霍奇金淋巴瘤 Raji 细胞凋亡和自噬的作用机制。方
法　将细胞设为对照组和给药组（给药组分为水飞雄黄组和纳米雄黄组），进行 CCK-8 细胞活

力检测、荧光显微镜观察、流式细胞术检测以及 Western blot 实验。结果　与对照组相比，水

飞雄黄组和纳米雄黄组均会抑制 Raji 细胞的增殖，且呈浓度依赖性，其中，纳米雄黄组的抑

制作用更为显著。Western blot 结果表明，纳米雄黄药物处理 Raji 细胞 24 h 后，凋亡相关蛋白

Bax 表达升高，Bcl-2 蛋白表达下降；自噬相关蛋白 Beclin-1 表达升高，p62 蛋白表达下降。结
论　纳米雄黄可以通过线粒体途径诱导 Raji 细胞发生凋亡，且能够诱导 Raji 细胞发生自噬，

有效抑制细胞增殖从而发挥抗肿瘤作用。

关键词：雄黄；水飞雄黄；纳米雄黄；B 细胞非霍奇金淋巴瘤；细胞凋亡；细胞自噬
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Apoptosis and autophagy of B cell non-odgkin's lymphoma: Raji cells  
in vitro induced by nano-realgar

LI Xu1, BAO Lei-lei1, JIANG Shuang2*, WANG Xiao-bo2* (1. Department of Pharmacy, The Third 
Affiliated Hospital of Naval Medical University, Shanghai  200438; 2. Department of Pharmacy, The 
967th Hospital of Joint Logistics Support Force of the Chinese People’s Liberation Army, Dalian 
Liaoning  116021)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of nano-realgar on the apoptosis and autophagy 
of B cell non-Hodgkin’s lymphoma Raji cells. Methods  The cells were divided into a control 
group, a crude realgar group and a nano-realgar group. The CCK-8 cell viability assay, fluorescence 
microscopy, flow cytometry and Western blot were performed. Results  Compared with the control 
group, the proliferation of Raji cells was inhibited in a concentration-dependent manner in both 
the crude realgar group and the nano-realgar group. The inhibition effect in the nano-realgar group 
was more obvious. Western blot showed that Bax expression was increased and expression of Bcl-
2 protein decreased after the treatment with Raji cells for 24 h. The expression of autophagy-related 
protein Beclin-1 was elevated, while p62 protein expression decreased. Conclusion  Nano-realgar can 
inhibit the proliferation of Raji cells, and induce their apoptosis and autophagy, which may be related 
to the inhibition of the expression of related pathway proteins. 
Key words: realgar; crude realgar; nano-realgar; B cell non-Hodgkin’s lymphoma; apoptosis; 
autophagy
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　　淋巴瘤是一种恶性克隆性疾病，对人类健康危
害极大，传统上，按病理学分类，将淋巴瘤分为霍
奇金淋巴瘤和非霍奇金淋巴瘤，其中非霍奇金淋巴
瘤占淋巴瘤病例总数的 90%，发病率和病死率位居
恶性肿瘤前五位，其发病率的 85% 均来源于 B 细
胞淋巴瘤 [1-2]。中国的淋巴瘤发病率远高于西方国
家，淋巴瘤预后恢复差，复发率高，严重危害着人
类的健康。雄黄是一种含硫和砷的矿石，二硫化二
砷（As2S2）或四硫化四砷（As4S4）是其主要成分。
雄黄作用广泛，可以抗菌、抗病毒、抗肿瘤，近年
来，雄黄抗肿瘤的作用机制引起了大家的关注 [3]，
相关实验表明，雄黄对于血液肿瘤，尤其是白血病
的疗效颇为显著 [4]，而广义的淋巴瘤又包括了白血
病，这为雄黄抗淋巴瘤的研究提供了基础。在前期
研究中，本课题组仅初步探讨了纳米雄黄引起 Raji
细胞的形态学等细胞水平作用的研究，在此基础
上，本研究对纳米雄黄引起 Raji 细胞分子学变化
的作用机制进行深入的研究，为纳米雄黄治疗淋巴
瘤提供理论基础。
1　材料
1.1　实验细胞株
　　人 Burkitt 淋巴瘤 Raji 细胞（中国科学院细
胞库）。
1.2　仪器
　　GS-15R 低温高速离心机（美国 Beckman 公
司）；Multiskan Mk3 酶 标 仪（美 国 Thermo 公
司）；Accuri C6 流式细胞仪（美国 Bio-Rad 公司）；
IX71 倒置式荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；
DYY-6B 型电泳仪（北京六一仪器厂）。
1.3　试药
　　水飞雄黄（批号：140408，纯度：98%，湖
北中药研究所），经解放军联勤保障部队第 967
医院药剂科主任药师王晓波鉴定为真品；纳米
雄黄（解放军联勤保障部队第 967 医院自制）；
Cell Counting Kit-8、Hoechst 33258 细 胞 核 染 液、
Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒（碧云天
生 物 技 术 研 究 所）；GAPDHS Rabbit Polyclonal 
antibody IgG（bc004109）、Bax Rabbit Polyclonal 
antibody IgG（bc014175）、Bcl-2 Rabbit Polyclonal 
antibody IgG（bc027258）、p62 Rabbit Polyclonal 
antibody（bc017222）、Beclin-1 Rabbit Polyclonal 
antibody（bc010276）（美国 Proteintech Group 公司）。
2　方法
2.1　纳米雄黄的制备
　　按照文献 [5] 的制备方法，采用温度可控的机
械高能球磨法，球磨时间为 9 h，球磨转速为 38 
r·min － 1，球磨温度－ 20℃，获得平均粒径为

（78±83）nm 的纳米雄黄。
2.2　纳米雄黄和水飞雄黄溶液的制备
　　分别称取已灭菌的纳米雄黄与水飞雄黄 5 mg
置于离心管中，加入已灭菌的 PBS 10 mL 溶解，
超声震荡 30 min 使其混匀，配制成质量浓度均为
500 μg·mL－ 1 的混悬液。取上述混悬液用 PBS 分
别稀释至不同质量浓度（100、50、20、10、5、1、0.1 
μg·mL－ 1，以 As2S2 计），于 4℃下保存，备用。
2.3　Raji 细胞的培养
　　将 Raji 细胞培养于 RP-MI1640 培养液（90% 
1640、10%FBS、1% 青霉素与链霉素）中，置于
37℃，5%CO2 的细胞培养箱中培养，每两日传代
一次，待细胞增殖到对数生长期，用于以下实验
的研究。
2.4　CCK-8 法检测 Raji 细胞增殖活力
　　将 Raji 细胞每孔 90 μL 接种于 96 孔板中，
每孔细胞数为 5000 个，向各孔中加入 10 μL 水飞
雄黄或纳米雄黄混悬液，使药物终质量浓度分别
为 0.1、1、5、20、50 μg·mL － 1。24 h 后，向每
孔加入 10 μL 的 CCK-8 溶液，置于 37℃、5%CO2

培养箱中继续培养 1 ～ 4 h，用酶标仪测定在波
长 450 nm 的光密度（OD）值，并根据 OD 值绘
制细胞生长曲线，实验重复 3 次。
　　细胞活力（%）＝ [OD加药－ OD空白 ]/[OD对照－ 

OD空白 ]×100%
　　抑制率（%）＝ 100% －细胞活力（%）
2.5　荧光显微镜观察 Raji 细胞的细胞核凋亡
　　将处于对数生长期的 Raji 细胞接种于 6 孔板
中，每孔接种 1.8 mL，向各孔中加入 200 μL 水
飞雄黄或纳米雄黄混悬液，使药物终质量浓度分
别为 1 μg·mL － 1 和 5 μg·mL － 1，并设置对照
组，置于 37℃、5%CO2 条件下培养 24 h。离心，
PBS 洗涤细胞两次，浓缩至 100 μL，加入 100 μL 
Hoechst 33258 染液，10 min 后，将各组细胞用
PBS 洗涤两次，将细胞悬液滴至载玻片上，用甘
油进行封片，置于荧光显微镜下观察细胞的凋亡
情况。
2.6　流式细胞术检测 Raji 细胞的凋亡率
　　细胞样品的制备以及给药方法与“2.5”项下
相同，将细胞离心，PBS 洗涤细胞两次，弃去上
清液，加入 195 μL Annexin V-FITC 结合液轻轻重
悬细胞，再加入 5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，
加入 10 μL 碘化丙啶染色液，轻轻混匀。室温避
光孵育10～20 min，立即用流式细胞仪进行检测。
2.7　Western blot 法检测细胞蛋白的表达水平
　　细胞样品的制备以及给药方法与“2.5”项下相
同，离心，弃上清液，用 PBS 重悬细胞，再离心，
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弃上清液，向下层沉淀中加入 1×loading buffer，于
沸水中煮 8 min，制成蛋白样品，于－ 20℃保存。
　　根据实验检测相关蛋白分子量的大小，配制
相应比例的凝胶，向凝胶中加入 Marker 和实验量
的蛋白样品进行电泳，根据相关蛋白分子量大小
调整相应的转膜时间，将转好的 PVDF 膜置于牛
奶中，于摇床上室温封闭 1.5 h，随后，于 4℃环
境孵育一抗过夜。将 PVDF 膜用 PBS 洗涤 3 次，
于摇床上室温孵育二抗 1.5 h，再将 PVDF 膜用
PBS 洗涤 3 次，显影。
2.8　统计学分析
　　所有实验均重复 3 次，实验数据采用 SPSS 
20.0 软件进行统计学分析，细胞的增殖和凋亡实
验采用 ANOVA 进行分析，其他采用 t 检验进行
分析，以 P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　纳米雄黄对 Raji 细胞增殖的影响
　　如图 1 所示，Raji 细胞的增殖抑制呈浓度依
赖性，随着药物质量浓度的增加，纳米雄黄组作
用的 Raji 细胞生长活力受到的抑制作用较水飞雄
黄显著，综合选择质量浓度为 1 μg·mL － 1 和 5 
μg·mL － 1 的纳米雄黄进行后续实验。

图 1　水飞雄黄、纳米雄黄对 Raji 细胞增殖的影响

Fig 1　Effect of crude realgar and nano-realgar on the proliferation of 
Raji cells

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

3.2　纳米雄黄诱导 Raji 细胞凋亡

3.2.1　荧光显微镜观察 Raji 细胞的细胞核凋亡　对
照组（见图 2A、F）的 Raji 细胞，可以观察到细胞
核没有呈现出高亮的现象，细胞核呈圆形形态；水
飞雄黄组（见图 2B、C、G、H）的 Raji 细胞，在
数量上有增加的现象，说明细胞的增殖没有受到抑
制，细胞核高亮的现象不明显；纳米雄黄组（见图
2D、E、I、J）的 Raji 细胞，随着给药浓度的增加，
细胞的增殖受到明显抑制，细胞发生皱缩，体积变
小，细胞核呈高亮现象，细胞凋亡较显著。
3.2.2　流式细胞术检测 Raji 细胞的凋亡率　如图

3 所示，对照组的 Raji 细胞总凋亡率为 5.0%；水
飞雄黄组的 Raji 细胞，1 μg·mL － 1 作用的 Raji
细胞总凋亡率为 6.7%，5 μg·mL － 1 作用的 Raji
细胞总凋亡率为 7.5%；与对照组和水飞雄黄组相
比，纳米雄黄组的 Raji 细胞凋亡现象更为显著，
1 μg·mL － 1 作用的 Raji 细胞总凋亡率为 8.6%，
5 μg·mL － 1 作用的 Raji 细胞总凋亡率为 22.6%。
3.2.3　Western blot 检测相关凋亡蛋白　如图 4
所示，与对照组相比，随着药物质量浓度的增
加，促凋亡蛋白 Bax 的表达逐渐升高，抗凋亡蛋
白 Bcl-2 的表达逐渐降低，具有浓度依赖性。其
中，纳米雄黄组较水飞雄黄组蛋白表达含量变化
更明显。
3.3　纳米雄黄诱导 Raji 细胞自噬
　　如图 5 所示，与对照组相比，随着药物质量
浓度的增加，自噬相关蛋白 Beclin1 的表达呈逐
渐升高的趋势，p62 的表达逐渐降低，具有浓度
依赖性。其中，纳米雄黄组较水飞雄黄组蛋白表
达含量变化更明显。
4　讨论
　　近年来，非霍奇金淋巴瘤作为一种恶性肿
瘤，受到国内外的广泛关注，一些砷化合物，如
三氧化二砷（As2O3）、有机砷化合物、砷酸钠等
在治疗淋巴瘤方面有了新的进展，但砷制剂在一
定程度上具有毒性，在临床上不能被广泛的使
用。一些体外实验证实雄黄对肝癌、肺癌、乳腺
癌、肠癌、宫颈癌等具有抑制肿瘤细胞生长的作
用 [6-8]，并且可以引起肿瘤细胞的凋亡，治疗白
血病的疗效显著，但雄黄同时也具有生物利用度
低的缺点，而纳米雄黄因粒径较小，生物利用度
高，在治疗上可以给予很小的剂量，从而降低雄
黄的毒性。为此，我们采用颗粒更为细小的纳米
雄黄药物，来探究纳米雄黄对淋巴瘤的治疗作
用。本实验采用人 Burkitt 淋巴瘤 Raji 细胞系作为
实验对象，通过 CCK-8 实验、光镜及荧光显微镜
等研究、流式细胞术检测来探究纳米雄黄对 Raji
细胞增殖产生的影响。结果显示，纳米雄黄能够
抑制 Raji 细胞的增殖，且具有浓度依赖性。此
外，本研究结果还显示，与相同浓度的水飞雄黄
相比较，纳米雄黄表现出的抑制细胞增殖的作用
更强，具有更好的抗肿瘤作用。
　　在诱导细胞凋亡的内源性途径中（线粒体
信号途径），应激信号引起胞质 Bcl-2 相关蛋白
（Bax）/Bcl-2 同源拮抗剂杀伤细胞（BAK）寡聚
化，BAK 与线粒体的外膜结合形成 BAK/BAK 复
合物，此复合物通过 PT 孔（permeability transition 
pore）引起细胞色素 C 释放 [9-10]。Bcl-2 家族蛋白
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图 2　水飞雄黄、纳米雄黄诱导 Raji 细胞凋亡的情况

Fig 2　Apoptosis of Raji cells induced by crude realgar and nano-realgar
A、F. 对照（control）；B、G. 水飞雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 crude realgar）；C、H. 水飞雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 crude realgar）；D、

I. 纳米雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 nano-realgar）；E、J. 纳米雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 nano-realgar）

图 3　水飞雄黄、纳米雄黄诱导 Raji 细胞凋亡的情况

Fig 3　Apoptosis of Raji cells induced by crude realgar and nano-realgar
A. 对照（control）；B. 水飞雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 crude realgar）；C. 水飞雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 crude realgar）；D. 纳米

雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 nano-realgar）；E. 纳米雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 nano-realgar）

图 4　相关凋亡蛋白的表达情况

Fig 4　Expression of related apoptotic proteins 
A. 对照（control）；B. 水飞雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 crude realgar）；C. 水飞雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 crude realgar）；D. 纳米

雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 nano-realgar）；E. 纳米雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 nano-realgar）
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）。

图 5　相关自噬蛋白的表达情况

Fig 5　Expression of related autophagy proteins
A. 对照（control）；B. 水飞雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 crude realgar）；C. 水飞雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 crude realgar）；D. 纳米

雄黄 1 μg·mL － 1（1 μg·mL － 1 nano-realgar）；E. 纳米雄黄 5 μg·mL － 1（5 μg·mL － 1 nano-realgar）
注（Note）：与对照组比较，**P ＜ 0.01（Compared with the control group，**P ＜ 0.01）。
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影响着 PT 孔的开放和关闭，促凋亡蛋白 Bax 等
可以通过与腺苷转位因子（ANT）或电压依赖性
阴离子通道（VDAC）的结合介导 PT 孔的开放，
而抗凋亡类蛋白如 Bcl-2、Bcl-xL 等则可通过与
Bax 竞争性地与 ANT 结合，或者直接阻止 Bax
与 ANT、VDAC 的结合来发挥其抗凋亡效应。本
实验通过 Western blot 检测了凋亡相关蛋白 Bcl-
2、Bax 的表达情况，结果表明，纳米雄黄上调了
Bax 蛋白的表达，同时，下调了 Bcl-2 蛋白的表
达，且蛋白表达呈浓度依赖性，表明纳米雄黄可
能是通过线粒体途径来诱导 Raji 细胞凋亡的。
　　纳米雄黄并非仅仅通过细胞凋亡这一种途径
来诱导 Raji 细胞死亡，纳米雄黄的作用机制除细
胞凋亡外，还有细胞自噬 [11]。自噬是维持细胞内
环境平衡所需的一种自我降解过程，涉及许多病
理生理学疾病，包括癌症 [12]。最初，自噬被认为
是一种肿瘤抑制因子，因为它的缺陷会导致氧化
应激、DNA 损伤和基因组不稳定，某些情况下，
这些都与肿瘤的发生有关 [13]。目前，大量证据表
明，自噬通过抑制肿瘤细胞存活和诱导细胞死亡
来抑制肿瘤的发生 [13-14]。作为关键的自噬调节剂，
Beclin1 在自噬反应中起着不可或缺的作用 [15]，
不仅参与自噬体的形成，还可通过调节自噬活性
对肿瘤发生发展起着重要的作用。p62 作为自噬
的另一个标志物，发挥自噬体与底物之间衔接蛋
白的作用，p62 缺失可显著抑制肿瘤细胞生长或
诱导细胞死亡，而 p62 过度表达可促进某些类型
癌细胞的生存或生长 [16-18]。在目前的研究中，通
过 Western blot 检测了自噬相关蛋白 Beclin1、p62
的表达情况，发现在纳米雄黄的作用下，Beclin1
蛋白的表达呈上调趋势，同时，p62 蛋白的表达
呈下调状态，且蛋白表达呈浓度依赖性，表明纳
米雄黄可能诱导 Raji 细胞发生了自噬反应。
　　综上，纳米雄黄可以通过线粒体途径诱导
Raji 细胞发生凋亡，且能够诱导 Raji 细胞发生自
噬，有效抑制细胞增殖从而发挥抗肿瘤作用。
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基于 OATP1B3 转运体活性与表达研究黄芩 -黄连药对 
中黄连对黄芩黄酮肝脏分布的影响及其机制

梁燕1，崔馨戈1，訾苗苗1，汪杰1，刘艳1，彭灿1，2，3，4*，王茜1，2，3，4*（1.安徽中医药大学药学院，合肥

　230012；2.中药复方安徽省重点实验室，合肥　230012；3. 药物制剂技术与应用安徽省重点实验室，合肥　230012；4. 安徽省

中医药研究院，中药资源保护与开发研究所，合肥　230012）

摘要：目的　探究在连续给药过程中，黄连对黄芩黄酮在大鼠肝组织中分布的影响机制。方
法　大鼠灌胃给药黄芩、黄连 - 黄芩药对提取物 14 d 后，LC-MS/MS 分析肝脏中黄芩苷、黄

芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素的含量；采用稳定转染 OATP1B3 的 HEK293 细胞，以黄芩苷和汉

黄芩苷为底物，小檗碱作为抑制剂，进行药物转运实验；大鼠灌胃给药黄芩、黄连 - 黄芩药对

提取物 14 d 后，取肝脏进行 Western blot 实验，验证 Oatp4 的蛋白表达水平。结果　连续给药

后，在肝脏中，黄连仅降低汉黄芩素的含量。小檗碱可抑制 OATP1B3 对黄芩苷和汉黄芩苷的

转运功能；黄连可上调 Oatp4 的蛋白表达水平。结论　在连续给药过程中，黄连可通过影响

OATP1B3 转运体活性和蛋白水平共同影响黄芩黄酮在肝脏中的转运过程。

关键词：黄芩；黄连；配伍；OATP1B3 转运体；黄芩苷；黄芩素；汉黄芩苷；汉黄芩素
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Effect of Rhizoma Coptidis on the liver distribution of Radix Scutellaria flavones 
in Radix Scutellaria-Rhizoma Coptidis herb couple based on the activities of 

OATP1B3 transporters and expression and related mechanism

LIANG Yan1, CUI Xin-ge1, ZI Miao-miao1, WANG Jie1, LIU Yan1, PENG Can1, 2, 3, 4*, WANG 
Qian1, 2, 3, 4* (1. School of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Anhui 
Province Key Laboratory of Chinese Medicinal Formula, Hefei  230012; 3. Anhui Key Laboratory 
of Pharmaceutical Preparation Technology and Application, Hefei  230012; 4. Institute of TCM 
Resources Protection and Development, Anhui Academy of Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To determine the effect of Radix Scutellaria-Rhizoma Coptidis herb couple on 
the distribution of flavonoids of Radix Scutellaria in rat liver tissue during continuous administration. 
Methods  After 14 days of intragastric administration of Radix Scutellaria and Rhizoma Coptidis-
Radix Scutellaria extracts respectively, LC-MS/MS was used to analyze the content of baicalin, 
baicalein, wogonoside and wogonin in the liver. HEK293 cells stably transfected with OATP1B3 were 
used in drug delivery experiments. Baicalin and wogonoside were used as substrates, and berberine  
as the inhibitor. LC-MS/MS method was used to analyze the content of baicalin and wogonin in 
the cells. After 14 days of intragastric administration of Radix Scutellaria and Rhizoma Coptidis-
Radix Scutellaria extracts, the livers were taken to verify the protein expression level of Oatp4 by 
Western blot. Results  After continuous administration, Rhizoma Coptidis only reduced the content 
of wogonin in the liver. Berberine inhibited the uptake of baicalin and wogonoside via OATP1B3. 
Rhizoma Coptidis up-regulated the protein expression level of Oatp4. Conclusion  During continuous 
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　　药对是中药配伍应用的基本形式，是中药方
剂的重要组成部分 [1-2]。黄芩 - 黄连常作为药对
配伍使用，是泻心汤等众多复方的重要组方成
分。黄连可引起黄芩黄酮类物质药动学特征的变
化 [3-5]，影响黄芩黄酮的肠道跨膜转运过程 [3]。目
前对于黄芩 - 黄连药对的研究多局限在临床观察或
单用 / 合用后的药效差异 [3，5-6]。对于连续给药后，
黄连是否会影响肝脏内黄芩黄酮含量及其相关机
制尚不明确。有机阴离子转运多肽 OATP1B3 特
异性表达在肝脏基底膜，在药物体内吸收、分布、
排泄、相互作用中扮演关键角色。同时，黄芩黄
酮的体内转运与 OATP1B3 转运体息息相关 [7]。
　　因此本实验通过研究 OATP1B3 转运体的活
性和蛋白表达，探究黄连对黄芩黄酮的肝转运过
程的影响机制，旨在为传统方剂研究及中医药理
论研究提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　AB SCIEX 4500 三重四极杆串联质谱仪（美
国 ABSCIEX 公司），旋转蒸发仪（德国 heidolph
公司），超声波清洗仪（常丰市万丰仪器制造有限
公司），BT25S 型电子分析天平（精度：十万分之
一，赛多利斯科学仪器有限公司），涡旋混匀机
（上海越众仪器设备有限公司），－ 80℃冰箱（日
本 Sanyo/ 合肥美菱公司），Centrifuge 5430R 4℃
离心机（上海迪图生物科技有限公司），减压干燥
箱（上海越众仪器设备有限公司），Bioprep-24 生
物样品均质仪（杭州奥盛仪器有限公司），垂直电
泳系统（BIO-RAD）。
1.2　试药
　　对照品黄芩素（批号：C20M8Y31962）、汉
黄芩素（批号：P11M9F61014）、黄芩苷（批号：
P20A9F59353）、汉黄芩苷（批号：R31M9F62605）、
利胆酚（批号：J10M8Y35798）、小檗碱（批号：
P02A7F12369）（上海源叶科技有限公司，纯度
均≥ 98%），黄连药材（批号：180919，苏州市天
灵中药饮片有限公司），黄芩药材（批号：180710，
南通三越中药饮片有限公司），DMEM 培养基、
胎牛血清、双抗、胰酶、T25 培养瓶（Gibco）。
HBSS 缓冲液（索莱宝）。甲酸、乙腈、甲醇（LC/
MS 级）[ 赛默飞世尔科技（中国）有限公司 ]，超
纯水（自制，Millipore 超纯水系统）。鼠抗 GAPDH

单克隆抗体（北京中杉金桥）。兔抗小鼠 Oatp4 单
克隆抗体（Santa Cruz Biotechnology）。
1.3　实验动物及细胞株
　　雄性 SD 大鼠（200±20）g，普通级 [ 山东省实
验中心，许可证号：SCXK（鲁）2019-0003]。动物
常规饲养于安徽中医药大学恒温（25±2）℃、恒
湿（55±5）%、12 h 明暗交替、可自由饮水及摄
取饲料的动物房中，适应性饲养 7 d。所有动物于
实验开始前 12 h 禁食，期间自由饮水。HEK293-
OATP1B3 细胞购自上海吉凯基因。OE 细胞为
HEK-293 细胞加目的基因过表达病毒感染的细胞。
2　方法
2.1　分析条件 [8-9]

2.1.1　色谱条件　色谱柱：Thermo GOLD 色谱
柱（2.1 mm×100 mm，3 μm）；柱温为 30℃；流
动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液，B 为乙腈；进样量 2 
μL；流速 0.2 mL·min－ 1。动物样品洗脱条件：0 ～ 6 
min，70% ～ 30%A；6 ～ 7.5 min，30%A；7.5 ～ 8.5 
min，30% ～ 70%A；8.5 ～ 10 min，70%A。细胞
样品洗脱条件：0 ～ 4 min，60% ～ 30%A；4 ～ 4.5 
min，30% ～ 60%A；4.5 ～ 5 min，60%A。
2.1.2　质谱条件　离子源：电喷雾电离源（ESI）；
扫描方式：MRM（多反应离子检测）模式，正离
子模式下测定；离子化电压为 5500 V；离子源温
度：400℃；去溶剂化温度：500℃。利胆酚为正
离子模式下的内标物。各化合物离子对、去簇电
压、碰撞电压参数见表 1。
表 1　黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、汉黄芩素和利胆酚的质谱参数 

Tab 1　MS/MS conditions of baicalin，baicalein，wogonoside，
wogonin and osalmide

成分 母离子 /（m/z）子离子 /（m/z）去簇电压 /V 碰撞电压 /V

黄芩苷 447.1 271.1   35.0 26.0

黄芩素 271.0 123.0 211.0 41.0

汉黄芩苷 461.1 270.2 123.0 50.3

汉黄芩素 285.0 270.0   90.0 32.0

利胆酚 230.3 121.0   87.0 27.0

2.2　动物实验

2.2.1　样本采集　24 只健康雄性 SD 大鼠随机分
为黄芩组（A）、黄芩 - 黄连药对组（B）、黄连组
（C）、空白组。每组 6 只大鼠，连续灌胃给药 14 
d[10]（生药量：A 组为黄芩 10 g·kg － 1，B 组为黄
连 10 g·kg － 1- 黄芩 10 g·kg － 1，C 组为黄连 10 

administration, Coptis chinensis can affect the transport of flavonoids in the liver by affecting the 
activity of OATP1B3 transporters and protein levels. 
Key words: Rhizoma Coptidis; Radix Scutellaria; compatibility; OATP1B3 transporters; baicalin; 
baicalein; wogonoside; wogonin
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g·kg － 1）[11]，给药结束后收集肝脏于－ 80℃冰
箱保存备用。
2.2.2　生物样品前处理　取肝脏 100 mg，剪碎，加
入超纯水 200 μL，连续 3 次用组织匀浆机匀浆 1 
min，得组织匀浆液，取匀浆液 100 μL，加入 20 μL
内标溶液（利胆酚），加入 280 μL 乙腈沉淀蛋白，
涡旋振荡 2 min，15 000 r·min－ 1 在 4℃下离心 15 
min，取上清液，于 0.22 μm 微孔滤膜过滤备用。
2.3　细胞实验
2.3.1　细胞样品前处理　取细胞破碎液 100 μL，
加入 100 μL 含内标（利胆酚）甲醇溶液，涡旋
振荡 2 min，在 15 000 r·min－ 1、4℃下离心 15 
min，取上清液，于 0.22 μm 微孔滤膜过滤备用。
取细胞破碎液适量用 BCA 试剂盒进行蛋白定量，
测定蛋白含量。
2.3.2　细胞毒性实验（MTS 法）　MTS 是一种四
唑类化合物，它与 MTT 的应用原理相同，即被活
细胞线粒体中的多种脱氢酶还原成有色的水溶性产
物，其颜色深浅与细胞数量和活性成高度正相关。
　　取生长良好的 HEK293-OATP1B3 细胞，细
胞以 5×104 个·mL－ 1 接种于 96 孔板中，设置空
白组、对照组、实验组（小檗碱浓度梯度为 200、
160、120、100、80、60、40、30、20、10、5 
μmol·L－ 1），每组 6 个复孔。于培养箱中静置
培养 24 h 后取出，每孔加入 20 μL 的 MTS 溶液，
随后放回培养箱中温孵 1 h，最后用酶标仪（波长
490 nm）检测各孔的吸光度值（A），根据下列公
式计算细胞存活率。
　　 细 胞 存 活 率（%）＝（A实 验 组 － A空 白 组）/
（A对照组－ A空白组）×100%
2.3.3　细胞摄取实验　取处于对数生长期的 OE
细胞，以细胞密度为 5×105 个·mL－ 1，每孔加 1 
mL，接种于 24 孔板中，培养 24 h，吸弃旧培养
基，加入 37℃预热的 HBSS 缓冲液清洗细胞 2～ 3
次，然后加入 200 μL 37℃预热的 HBSS 缓冲液预
孵育 10 min。预孵育结束后，取出 24 孔板，每孔
加入 0.2 mL 含药 HBSS 溶液 [ 底物浓度：黄芩苷（5 
μmol·L－ 1）、汉黄芩苷（5 μmol·L－ 1）；抑制剂浓度：
小檗碱（10、30、100 μmol·L－ 1）] 进行摄取实验
（孵育时间：15 min）。摄取结束后，吸弃孔中液体，
加入预冷的 HBSS 缓冲液终止摄取，并清洗细胞
2 ～ 3 遍，最后吸尽孔中液体，每个孔中加入 200 
μL 无菌水，放置于－ 80℃冰箱反复冻融 3 次。
　　NC 组为 HEK293 细胞，除不加小檗碱，细
胞每孔加入 0.2 mL 含药 HBSS 溶液底物浓度：黄
芩苷（5 μmol·L－ 1）、汉黄芩苷（5 μmol·L－ 1），
其余操作同上。

2.4　Western blot
　　取肝脏组织，剪碎，加入含 PMSF 的 RIPA
裂解液，提取总蛋白。BCA 蛋白定量试剂盒测
定蛋白浓度，加入上样缓冲液（Loading buffer），
沸水浴变性。取适量蛋白样品进行 SDS-PAGE 电
泳分离，转至 PVDF 膜上，封闭。加入稀释后的
Oatp4（1∶500）；GAPDH（1∶1000），4℃孵育
过夜。加入稀释后的二抗（1∶5000），室温孵育 2 
h，显影。用 Image J 软件分析目的条带灰度值。
2.5　数据处理与统计分析
　　 采 用 GraphPad 8.0、IBM SPSS Statistics 21、
Image J 等软件对实验结果进行分析、处理并作
图，数据以 x±s 表示，通过独立样本 t 检验进行
比较，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　方法学考察及结果
　　在本文的分析条件下，动物组织样品中黄芩
苷、黄芩素、汉黄芩素、汉黄芩苷与内标利胆酚
峰形良好，分离完全，表明杂质峰对各化合物和
内标测定没有干扰，专属性良好，见图 1；细胞
样品中黄芩苷、汉黄芩苷、内标利胆酚分离良好，
无杂质峰干扰，专属性良好，见图 2。
　　精密吸取 100 μL 空白组织匀浆、空白细胞
破碎液，分别加入 20 μL 系列浓度混标（含内标，
用甲醇配制）、100 μL 系列浓度混标（含内标，用
甲醇配制），分别按“2.2.2”“2.3.1”项下方法进行
前处理后进行 LC-MS/MS 分析。纵坐标为各黄芩
黄酮物质峰面积与内标物峰面积的比值，横坐标
为浓度，采用 1/χ2 加权方法，求得的直线回归方
程见表 2、3。

表 2　肝脏中 4 种黄酮物质的线性方程 
Tab 2　Linearity of 4 flavonoids in the liver

化合物 范围 /（ng·mL － 1） 回归方程 R2

黄芩苷 0.10 ～ 1000.00 Y ＝ 0.015 14X ＋ 2.32×10 － 4 0.995

汉黄芩苷 0.10 ～ 1000.00 Y ＝ 0.015 54X ＋ 8.02×10 － 4 0.993

黄芩素 0.10 ～ 1000.00 Y ＝ 5.330×10－ 3X ＋ 2.98×10－ 4 0.996

汉黄芩素 0.10 ～ 1000.00 Y ＝ 0.037 51X ＋ 4.70×10 － 3 0.990

表 3　细胞中黄芩苷、汉黄芩苷的线性方程 
Tab 3　Linearity of baicalin and wogonin in cell

化合物 范围 /（ng·mL － 1） 回归方程 R2

黄芩苷 0.15 ～ 156.25 Y ＝ 0.083 73X － 4.91×10－ 3 0.996

汉黄芩苷 0.15 ～ 156.25 Y ＝ 0.053 58X ＋ 4.12×10－ 3 0.993

　　动物组织样品低、中、高浓度的各质控（QC）
样品中 4 种物质精密度、准确度、提取回收率及在
24 h 内的稳定性的考察结果见表 4。细胞样品低、
中、高浓度的各 QC 样品精密度、准确度（RE）、
提取回收率及在 24 h 内的稳定性考察结果见表 5。
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表明该方法对于动物样品的精密度、准确度良好、
样品 24 h 内稳定性良好，提取回收率稍低，但是
提取回收率的重复性良好，亦可满足测定要求；对
于细胞样品的精密度、准确度、提取回收率良好，
并且样品 24 h 内稳定性良好，满足测定要求。
3.2　动物样本含量测定

　　由图 3 可见，在肝脏中，黄芩组的汉黄芩素
的含量高于药对组（P ＜ 0.01）。

图 3　大鼠分别灌胃给药 14 d 后肝脏中 4 种黄酮成分的分布特征

（n ＝ 6）
Fig 3　Distribution of 4 flavonoids in the liver after 14 days of 
intragastric administration（n ＝ 6）

注：与黄芩组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the RS group，**P ＜ 0.01.

3.3　细胞毒性实验

　　 由 图 4 可 见， 当 小 檗 碱 浓 度 在 0 ～ 120 
μmol·L － 1 时，细胞存活率均保持在 90% 以上，
当小檗碱浓度高于 120 μmol·L － 1，细胞存活率
低于 90%。因此本实验选择 0 ～ 100 μmol·L － 1

作为给药区间。

表 4　肝脏中 4 种成分的精密度、准确度、提取回收率、稳定性 
Tab 4　Precision，accuracy，extraction recovery and stability of 

the 4 components in liver

化合物
质量浓度 /

（ng·mL－1）

精密度 RSD/% 准确度

RE/%
提取回

收率 /%
稳定性

RSD/%日内 日间

黄芩苷 3.90 2.1 0.05 3.52 121.75±6.07 2.4

100.00 2.5 1.5 14.44 104.16±1.39 2.1

2000.00 1.7 0.59 5.05 96.96±1.23 0.62

黄芩素 3.90 1.5 1.5 － 14.97 120.07±4.06 1.7

100.00 1.2 0.5 0.04 98.86±1.26 1.4

2000.00 3.1 0.60 13.61 94.98±2.68 0.97

汉黄芩苷 3.90 1.7 0.62 5.15 99.57±1.58 1.8

100.00 1.9 0.25 8.48 103.27±1.61 1.6

2000.00 1.7 2.0 8.83 100.32±1.92 2.2

汉黄芩素 3.90 1.1 2.3 － 9.55 107.28±2.43 0.75

50.00 1.7 0.41 4.23 99.06±1.84 0.89

800.00 3.5 0.31 5.26 92.31±1.20 1.5

表 5　细胞中 2 种成分的精密度、准确度、提取回收率、稳定性 
Tab 5　Precision，accuracy，extraction recovery and stability of 

the 2 components in cell

化合物
质量浓度 /

（ng·mL－ 1）

精密度 RSD/% 准确度

RE/%
提取回

收率 /%
稳定性

RSD/%日内 日间

黄芩苷     1.00 4.3 1.4    10.82   99.63±3.79 3.2

  20.00 5.3 1.2    12.05   93.37±2.09 4.7

125.00 3.2 3.2      2.41 101.12±2.01 3.7

汉黄芩苷     1.00 7.3 1.4    10.24 103.05±3.13 2.3

  20.00 2.1 2.4 － 0.98   98.36±0.90 3.2

125.00 3.3 2.2 － 4.00 100.74±0.79 3.3

图 1　空白肝脏（A）、QC 样品（B）、肝脏样品（C）的典型 MRM
色谱图

Fig 1　MRM chromatograms of the blank liver（A），QC sample of  
the liver（B），and test sample of the liver（C）

1. 利胆酚（osalmide）；2. 汉黄芩素（wogonin）；3. 黄芩苷（baicalin）；

4. 黄芩素（baicalein）；5. 汉黄芩苷（wogonoside）

图 2　空白细胞（A）、细胞 QC 样品（B）、细胞样品（C）的典型色

谱图

Fig 2　MRM chromatograms of blank cell（A），QC sample of cell
（B），and test sample of cell（C）

1. 利胆酚（osalmide）；2. 黄芩苷（baicalin）；3. 汉黄芩苷（wogonoside）
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图 4　不同浓度小檗碱对细胞存活率的影响（n ＝ 6）
Fig 4　Effect of different concentration of berberine on cell viablity
（n ＝ 6）

3.4　细胞摄取实验
　　细胞摄取实验选取了黄连中的主要成分小檗
碱作为抑制剂，选择了 3 个浓度梯度进行考察。
由图 5 可知，OE 组对黄芩苷（BG）和汉黄芩苷
（WG）的摄取量远高于 NC 组，表明黄芩苷和汉
黄芩苷均为 OATP1B3 的底物。小檗碱可以显著
抑制 HEK293-OATP1B3 细胞对黄芩苷和汉黄芩
苷的摄取（P ＜ 0.001）。

图 5　小檗碱对 HEK293-OATP1B3 细胞摄取黄芩苷（BG）、汉黄芩

苷（WG）的影响（n ＝ 3）
Fig 5　Effect of berberine on the uptake of baicalin（BG）and 
wogonoside（WG）by HEK293-OATP1B3 cells（n ＝ 3）

注：与 NC 组比较，###P ＜ 0.001；与 OE 组比较，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the NC group，###P ＜ 0.001；compared 

with the OE group，***P ＜ 0.001.

3.5　Western blot
　　结果如图 6 所示，黄芩组与 Control 组无明
显差异；与黄芩组相比，黄连组和药对组 Oatp4
蛋白表达呈上调趋势。因此，黄连可上调 Oatp4
的蛋白表达。
4　讨论

　　近年来研究表明黄连与黄芩合用时黄芩苷、
黄芩素和汉黄芩素等成分口服生物利用度均呈不
同程度的降低 [5]。这可能与黄芩黄酮的肝脏转运
有关。黄芩素和汉黄芩素通常以被动扩散的方式
进入肝脏，因此，黄连素和汉黄芩素在肝脏内的
含量差异可能与黄连影响肝脏中的尿苷二磷酸葡
萄糖醛酸转移酶（UGTs）对两者的葡萄糖醛酸化
有关 [12]。而黄芩苷和汉黄芩苷由于其渗透性差而

不被直接吸收，在肝脏 OATP1B3 和 OATP2B1 的
介导下摄取入肝细胞 [9]。经课题组前期细胞摄取
动力学研究表明，OATP1B3 在黄芩苷和汉黄芩苷
的肝脏转运过程中起主导作用 [9]。同时，黄连中
主要成分小檗碱也为 OATP1B3 的底物 [13]，能引
起其他 OATP1B3 转运体底物的相互作用。因此，
基于本文动物整体实验结果提出假说：在连续给
药一段时间后，黄连引起黄芩黄酮在肝脏中的含
量变化的机制与 OATP1B3 有关。
　　本文进行 HEK293-OATP1B3 细胞实验，验证黄
连是否影响 OATP1B3 对黄芩苷和汉黄芩苷的转运
功能。HEK293-OATP1B3 细胞实验结果验证了小檗
碱可以抑制 OATP1B3 对黄芩苷和汉黄芩苷的转运
活性，但是这一结果与动物整体实验结果不一致。
我们推测在连续给药后，黄连还可能影响 OATP1B3
的蛋白表达。因此，我们进一步进行 Western blot 实
验。由于 OATP1B3 只在人体肝脏基底膜中特异性
表达，大鼠 Oatp4 为人类 OATP1B3 的直系同源物，
具有相似的功能学特性 [14]，并且由于 Oatp4 在大
鼠肝脏中高度表达，因此本实验选取了大鼠肝脏中
Oatp4 作为目的蛋白进行验证。通过 Western blot 实
验，我们发现黄连可上调大鼠 Oatp4 蛋白表达。
　　综上所述，黄连可以通过影响 OATP1B3 的
转运活性与蛋白表达，共同影响黄芩黄酮在大鼠
肝脏中的分布特征。
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UPLC-MS/MS法测定人血浆中丙卡特罗的浓度

赵想1，杨亚楠2，许杨2，李玮1，3，陶春蕾1，2*（1. 安徽中医药大学 药学院，合肥　230012；2. 安徽万邦医药科技

股份有限公司，合肥　230011；3. 安徽省食品药品检验研究院，合肥　230051）

摘要：目的　建立超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）法测定人血浆中丙卡特罗的浓

度，并研究丙卡特罗与原研制剂的人体生物等效性。方法　采用固相萃取法处理血浆样品，

内标为替硝唑，色谱柱为 Hypersil GOLD C18（100 mm×2.1 mm，1.9 μm），流动相为 0.02%
乙酸水溶液（含 5 mmol·L－ 1 甲酸铵）-80% 甲醇水溶液（含 5 mmol·L－ 1 甲酸铵），流速

为 0.30 mL·min－ 1，柱温为 40℃，进样量为 5 μL。32 例健康受试者参加空腹试验，32 例

健康受试者参加餐后试验，均采用自身两交叉试验设计。采用 WinNonlin 8.1 软件计算得

到药代动力学参数，并进行统计分析。结果　丙卡特罗质量浓度在 2.00 ～ 500 pg·mL－ 1

与测定值线性关系较好。空腹给药后参比制剂与受试制剂的 Cmax 分别为（154±50.0）和

（157±53.1）pg·mL－ 1，tmax 分别为（1.01±0.38）和（1.17±0.54）h，t1/2 分别为（7.07±2.07）
和（7.53±2.06）h，AUC0 ～ t 分别为（719±194）和（724±168）pg·h·mL－ 1。餐后给药后

参比制剂与受试制剂的 Cmax 分别为（54.0±17.6）和（52.3±16.2）pg·mL－ 1，tmax 分别为

（1.73±0.97）和（1.94±1.01）h，t1/2 分别为（5.26±1.42）和（5.48±1.28）h，AUC0 ～ t 分别为

（295±76.9）和（307±74.3）pg·h·mL－ 1。结论　本方法可用于测定人血浆中丙卡特罗的浓度，

两种片剂在空腹和餐后条件下均生物等效。

关键词：UPLC-MS/MS；丙卡特罗；固相萃取；生物等效性
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　　盐酸丙卡特罗为β2 受体激动剂，对支气管平滑
肌的β2 肾上腺素受体有较高的选择性，可以舒张气
道平滑肌和促进呼吸道的纤毛运动，增加呼吸道的
防御功能，起到止咳平喘的作用 [1-3]。根据文献报
道，丙卡特罗也具有一定的抗过敏作用，能抑制哮
喘患者乙酰胆碱喷雾剂诱发的支气管收缩反应，对
速发型和迟发型气道反应增高都具有很好的抑制作
用 [4-6]。临床上主要用于支气管哮喘、喘息性支气
管炎、慢性阻塞性肺疾病等。丙卡特罗片剂于 1980
年在日本上市，由于治疗剂量低，采用气相色谱串
联质谱（GC-MS/MS）的方法很难准确测定丙卡特
罗在人体内的药代动力学数据。本文采用固相萃取
技术结合 UPLC-MS/MS 的方法，对人血浆中丙卡
特罗的浓度进行测定，此方法快速灵敏，定量下限
可以达到 2.00 pg·mL－ 1，且成功应用于中国健康
受试者体内研究。目前国内外关于丙卡特罗的药代
动力学研究报道较少 [7-9]，生物等效性研究尚未见
发表，本研究可以为丙卡特罗制剂的临床应用和生

物等效性试验研究提供参考，现报道如下。
1　材料
　　赛默飞世尔 TSQ Altis 质谱仪、VANQUISH Pump
液相色谱系统（美国赛默飞世尔科技公司），XP6
百万分之一电子天平（梅特勒 - 托利多仪器有限公
司），台式高速冷冻离心机 4-16KS 型（美国西格玛公
司），固相萃取装置 MULTI-SPE-M96 型、氮吹装置
Cleanert V96 型（天津博纳艾杰尔科技有限公司）。
　　受试制剂（T）：盐酸丙卡特罗片（某公司，
规格：25 μg/ 片，批号：210415），参比制剂（R）：
Meptin-mini（大冢制药公司，规格：25 μg/ 片，
批号：OC95M1），盐酸丙卡特罗对照品（批号：
100275201903，纯度：96.6%）、替硝唑对照品（批
号：100336201704，纯度：100.0%）（中国食品药
品检定研究院）。甲醇（色谱级，美国西格玛公
司），甲酸铵、甲酸、乙酸（色谱级，上海阿拉丁
生化科技有限公司），水为超纯水。
2　方法与结果

Determination of procaterol in human plasma by UPLC-MS/MS

ZHAO Xiang1, YANG Ya-nan2, XU Yang2, LI Wei1, 3, TAO Chun-lei1, 2* (1. School of Pharmacy, Anhui 
University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Anhui Wanbang Pharmaceutical Technology Co., 
Ltd., Heifei  230011; 3. Anhui Provincial Institute for Food and Drug Control, Heifei  230051)

Abstract: Objective  To establish an ultra-high performance liquid chromatography-mass 
spectrometry tandem (UPLC-MS/MS) method for the determination of the concentration of procaterol 
in human plasma, and to study the bioequivalence of procaterol and the original preparation meptin-
mini. Methods  The plasma samples were processed by solid phase extraction method. The internal 
standard was tinidazole, the column was Hypersil GOLD C18 (100 mm×2.1 mm, 1.9 μm), and 
the mobile phase was 0.02% acetic acid aqueous solution (containing 5 mmol·L－ 1 ammonium 
formate)-80% methanol aqueous solution (containing 5 mmol·L－ 1 ammonium formate). The flow 
rate was 0.30 mL·min－ 1, the column temperature was 40℃ , and the injection volume was 5 μL. 
Totally 32 healthy subjects participated in the fasting test, and another 32 healthy subjects participated 
in the postprandial test. Both groups adopted their own two-crossover experimental design. 
Pharmacokinetic parameters were analyzed by WinNonlin 8.1 software. Results  The standard curve 
of procaterol was good at 2.00 ～ 500 pg·mL－ 1. The pharmacokinetic parameters for procaterol 
of reference and test preparation under fasting condition were as follows: Cmax was (154±50.0) 
and (157±53.1) pg·mL－ 1, tmax was (1.01±0.38) and (1.17±0.54) h, t1/2 was (7.07±2.07) and 
(7.53±2.06) h, and AUC0 ～ t was (719±194) and (724±168) pg·h·mL－ 1. The pharmacokinetic 
parameters for procaterol of reference and test preparation under postprandial condition were as 
follow: Cmax was (54.0±17.6) and (52.3±16.2) pg·mL－ 1, tmax was (1.73±0.97) and (1.94±1.01) h, 
t1/2 was (5.26±1.42) and (5.48±1.28) h, and AUC0 ～ t was (295±76.9) and (307±74.3) pg·h·mL－ 1. 
Conclusion  This method can be used to determine the concentration of procaterol in human plasma, 
and both tablets are bioequivalent under fasting and postprandial condition. 
Key words: UPLC-MS/MS; procaterol; solid-phase extraction; bioequivalence
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2.3　溶液的制备
　　精密称取盐酸丙卡特罗对照品适量，经质量
校正系数校正后，用甲醇溶解并稀释得到质量浓
度为 1.00 mg·mL－ 1 的待测物储备液。将待测物
储备液用 50% 甲醇定量稀释，最终得到质量浓度
为 0.04、0.08、0.20、0.40、1.00、4.00、8.00、10.0 
ng·mL－ 1 的标准曲线工作液和 0.04、0.12、0.60、
3.00、7.50 ng·mL－ 1 的质控工作液。用同样的方
式制备内标工作液，质量浓度为 5.00 ng·mL－ 1。
上述溶液均置于－ 20℃冰箱中保存，备用。
2.4　血浆样品处理方法
　　将室温下解冻的样品或新配制的样品，涡旋混
匀，在 96 孔板中加入样品 200 μL 和内标工作溶液
50 μL，在每一个样品孔中加入纯水 100 μL，封膜，
涡旋振荡 10 min。移取 250 μL 混匀后的样品置预先
用纯甲醇 1200 μL 和纯水 1200 μL 活化过的 SPE 柱
中，样品以约 0.2 mL·min－ 1 的流速通过 SPE 柱，
保持 1 ～ 2 min，依次用纯水 300 μL 和 10% 甲醇 600 
μL 淋洗，最后加入纯甲醇 400 μL 洗脱，收集洗脱液
至新的 96 孔板中，氮气（40℃）吹干已收集的洗脱
液，加入 5 mmol·L－ 1 甲酸铵 200 μL 进行复溶，混
匀 10 min，样品在 4℃，2623 g 离心 10 min，取 5 
μL 进样分析。上述操作均在室温、黄光下进行。

2.5　方法学考察
2.5.1　选择性　制备来源于 6 个不同健康人体的
空白血浆样品、一个来源的模拟空白高脂血浆样
品和一个来源的模拟空白溶血样品，按“2.4”项
下方法进行样品处理，配制每个不同来源的空白
基质和配制的添加内标的定量下限样品，结果显
示，丙卡特罗和内标色谱峰峰形均良好，不同
来源的空白基质对分析物和内标的检测无明显干
扰，不影响定量分析，内标与分析物之间也互不
干扰。其典型色谱图如图 2 所示。
2.5.2　标准曲线　分别精密量取 475 μL 空白基质和
25 μL 丙卡特罗工作液，依次制备质量浓度为 2.00、
4.00、10.0、20.0、50.0、200、400、500 pg·mL－ 1

的血浆样品，按“2.4”项下方法进行样品处理，进
样测定。以丙卡特罗质量浓度为横坐标，丙卡特罗
色谱峰面积与内标物替硝唑色谱峰面积的比值为纵
坐标，得丙卡特罗的回归方程为 y ＝ 0.009 43x －

0.002 21（r ＝ 0.9954）， 线 性 范 围 为 2.00 ～ 500 
pg·mL－ 1，其定量下限为 2.00 pg·mL－ 1。
2.5.3　精密度和准确度　分别精密量取适量空
白血浆和丙卡特罗工作液，配制 5 个质量浓度
水平（定量下限、低、中 1、中 2、高）的质
控血浆样品，丙卡特罗的质量浓度分别为 2.00 

图 1　丙卡特罗（A）和替硝唑（B）的二级质谱图

Fig 1　MS spectra of procaterol（A）and tinidazole（B）

2.1　色谱条件
　　 色 谱 柱：Hypersil GOLD C18（100 mm×2.1 
mm，1.9 μm）；流动相 A：0.02% 乙酸水溶液
（含 5 mmol·L－ 1 甲酸铵），流动相 B：80% 甲
醇水溶液（含 5 mmol·L－ 1 甲酸铵），梯度洗脱
（0.00 min， 8.0%B，3.50 ～ 5.00 min，40.0%B，
5.01 ～ 6.50 min，8.0%B）；流速：0.30 mL·min－ 1；
柱温：40℃；进样量：5.0 μL。

2.2　质谱条件
　　ESI 正离子检测模式，选择反应监测（SRM）扫
描；丙卡特罗（PCT）射频透镜电压：46 V，碰撞能
量：12 V，Q1 和 Q3 分辨率分别为 0.4 和 1.2；内标
替硝唑（TIN）射频透镜电压：68 V，碰撞能量：17 V，
Q1 和 Q3 分辨率均为 0.4；丙卡特罗的离子对：m/z 
291.2 → 273.2，内标离子对：m/z 248.1 → 121.1。丙
卡特罗和内标的二级质谱图如图 1 所示。
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pg·mL－ 1（LLOQ）、6.00 pg·mL－ 1（LQC）、
30.0 pg·mL－ 1（M1QC）、150 pg·mL－ 1（M2QC）、
375 pg·mL－ 1（HQC）。按“2.4”项下方法处理进
样分析，连续在 2 d 内处理 3 个批次，每个浓度
水平的质控样品同时处理 6 个样品。结果显示丙

卡特罗 LQC、M1QC、M2QC、HQC 样品的准确
度均在 98.4% ～ 104.9%，丙卡特罗 LLOQ 样品批
间准确度为 98.2%，批内、批间精密度（CV%）
均≤ 7.5%，说明该方法重复性较好，结果见表 1。

图 2　丙卡特罗的典型色谱图

Fig 2　Typical LC-MS/MS chromatogram of procaterol
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 空白血浆＋ 40 pg·mL－ 1 丙卡特罗＋ 5 ng·mL－ 1 替硝唑 [blank plasma matrix ＋ 40 pg·mL－ 1 procaterol ＋
5 ng·mL－ 1 tinidazole]；C. 受试者空腹口服盐酸丙卡特罗片后 0.75 h 的血浆样本（plasma sample after oral procaterol hydrochloride tablets under 
fasting condition for 0.75 h）；1. 丙卡特罗（procaterol）；2. 替硝唑（tinidazole）

表 1　丙卡特罗的精密度和准确度 (x±s) 
Tab 1　Precision and accuracy of procaterol (x±s)

分析物
理论浓度 /

（pg·mL － 1）

批内（n ＝ 6） 批间（n ＝ 18）
实测浓度 /（pg·mL － 1） 精密度 /% 准确度 /% 实测浓度 /（pg·mL － 1） 精密度 /% 准确度 /%

丙卡特罗     2.00   1.98±0.116 5.9   98.8   1.96±0.129 6.6   98.2 
    6.00   6.13±0.162 2.6 102.2   5.98±0.328 5.5   99.6
  30.0 29.5±2.21 7.5   98.4 29.3±1.20 4.1   97.7
150 156±3.51 2.2 104.2 149±3.03 2.0   99.1
375 393±23.5 6.0 104.9 380±20.3 5.4 101.2

2.5.4　提取回收率　按“2.4”项下方法处理 LQC、
M2QC、HQC 浓度的质控样品，进样分析，记录峰
面积。取空白血浆按“2.4”项下方法处理样品，最
终样品复溶前加入相同浓度水平待测物含内标的
纯溶液，每个浓度平行测定 6 次，记录峰面积。通
过比较正常提取样品峰面积和提取基质后样品峰面

积比值，计算提取回收率。结果显示，丙卡特罗
LQC、M2QC、HQC 浓度水平的提取回收率分别为
（80.5±0.43）%、（80.6±0.60）%、（82.5±0.48）%，
替硝唑提取回收率为（75.3±1.27）%，丙卡特罗及
其内标替硝唑在基质样品中的提取回收率均满足生
物样品分析要求。
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2.5.5　基质效应　使用 6 个不同来源的空白基
质，按“2.4”项下方法进行处理，最终复溶前加
入待测物含内标的纯溶液，使其最终浓度分别与 
LQC、M2QC、HQC 样品的进样浓度一致，进样
分析，记录峰面积。另外配制相同浓度水平待测
物含内标的纯溶液，每个浓度平行测定 6 次，记
录峰面积。通过比较提取基质后样品峰面积和纯
溶液样品峰面积的比值，计算其内标归一化基质
效应因子。结果显示，LQC、M2QC、HQC 浓
度水平样品的内标归一化基质效应因子分别为
0.893、0.916、0.923，CV% 均不超过 5%，符合
基质效应考察要求。
2.5.6　血浆样品稳定性　将配制完成后放置在不
同条件下 LQC、HQC 的质控样品与新鲜配制的
标准曲线样品一同测定。通过考察样品前处理过
程中室温条件下放置 15 h、处理后样品放置操作
台 1 h、处理后样品自动进样器温度下放置 127 h、
样品 5 次反复冻融、样品在－ 70℃冰箱中长期储
存 61 d。结果表明，丙卡特罗每一浓度水平的均
值均在标示浓度的 ±15% 内，CV% 均小于 10%，
在各种考察环境下稳定性均较好，见表 2。

表 2　丙卡特罗基质中稳定性考察结果 (n ＝ 6) 
Tab 2　Stability of procaterol in matrix (n ＝ 6)

处理方式

丙卡特罗

 6.00 pg·mL － 1 375 pg·mL － 1

实测浓度 /
（pg·mL － 1）

CV/%
实测浓度 /

（pg·mL － 1）
CV/%

样品前处理过程中放

置室温 15 h
5.65±0.326 5.8 340±9.44 2.8

样品处理后放置操作

台 1 h
5.34±0.138 2.6 345±0.946 0.30

样品处理后放置自动

进样器 127 h
5.24±0.101 1.9 341±2.41 0.70

样品 5 次冻融循环 
（－ 70℃）

5.75±0.163 2.8 357±10.7 3.0

样品在－ 70℃冰箱中

长期储存 61 d
5.51±0.223 4.0 375±4.92 1.3

2.5.7　高脂效应和溶血效应　高脂效应和溶血
效应属于基质效应的一种，可能会对分析物的测
定产生影响。通过使用高脂血浆和溶血血浆配
制 LQC、HQC 浓度水平的高脂样品和溶血样品，
每个浓度水平平行配制 6 份，并随行正常空白基
质配制的标准曲线样品和质控样品。结果显示，
高脂效应和溶血效应平均值的准确度偏差均不超
过 ±15.0%，CV% 均小于 15%，即高脂及溶血
效应不影响本次试验的含量测定。
2.5.8　其他　分别考察了储备液、工作液室温放

置 23 h 稳定性和－ 30 ～－ 15℃条件下放置 35 d
的稳定性、全血稳定性、稀释可靠性、人员和仪
器耐用性等，其结果均在合格范围内。
2.6　生物等效性试验
2.6.1　受试者筛选　本试验经蚌埠医学院第一附属
医院伦理委员会审查通过（[2021]164 号），招募 64
例健康受试者（男女均有），年龄（30.03±7.24）岁，
体质量指数（BMI）（22.92±1.87）kg·m－ 2，空腹和
餐后受试者人数均为 32 例，然后再采用区组随机
方法，让每位受试者随机分配至 T-R 组或 R-T 组，
每组 16 例。参与试验的健康受试者均通过人口学
资料检查（如姓名、性别、出生日期等）；生命体征、
体格检查；个人疾病 / 手术史检查，是否曾经历或
正在经历相关的急性或慢性疾病或其他任何可能影
响研究结果的疾病、手术等；临床实验室检查包括
血常规、尿常规、血生化、妊娠试验（女性）、心电
图（标准 12 导联）等。试验开始前，所有参与本研
究的健康受试者均签署知情同意书。
2.6.2　给药方案与样品采集　空腹试验和餐后试
验均采用两交叉试验设计，分别于两个周期口服
某厂家生产的盐酸丙卡特罗片和原研制剂，剂量
均为单剂量口服 2 片，其中餐后试验有一位受试
者因个人原因，在第 2 周期退出，其余受试者均
参与试验。本次试验清洗期为 5 d，受试者在试
验第 5 日返回临床试验中心，参与第 2 周期试验，
两周期操作程序一致。空腹给药试验：给药前（给
药前 1 h 内采集）及给药后 0.25、0.50、0.75、1.00、
1.25、1.50、1.75、2.00、2.50、3.00、3.50、4.00、
5.00、6.00、8.00、10.00、12.00、14.00、16.00、
24.00 h 采集静脉血。餐后给药试验：给药前（进
食高脂餐前 30 min 内采集）及给药后 0.25、0.50、
0.75、1.00、1.33、1.67、2.00、2.33、2.67、3.00、
3.50、4.00、4.50、5.00、6.00、8.00、10.00、
12.00、14.00、16.00 h 采集静脉血。健康受试者
每周期服药前 1 日晚上禁食 10 h 以上，第 2 日早
上送服 2 片盐酸丙卡特罗片，餐后试验所有受试
者须在次日早上进食高脂餐，然后送服 2 片盐酸
丙卡特罗片。每个时间点约采集 4 mL 全血，加
入至含抗凝剂的采血管中，置于冰水浴中暂存，
2 ～ 8℃以 2500 g 离心 10 min，储存于－ 70℃的
冰箱中以供生物样本分析。
2.6.3　血药浓度 - 时间曲线　丙卡特罗的药代动
力学参数均采用 WinNonlin 8.1 软件进行计算并
统计分析。32 名健康受试者空腹及餐后给药盐酸
丙卡特罗片后的平均血药浓度 - 时间曲线见图 3。



73

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

A

B
图 3　空腹（A）和餐后（B）口服 50 μg 盐酸丙卡特罗片的平均血

药浓度 - 时间曲线

Fig 3　Mean concentration-time curve of oral 50 μg procaterol hydro-
chloride tablets under fasting（A）and postprandial（B）condition

2.6.4　生物等效性评价　32 例健康受试者空腹和
餐后给药盐酸丙卡特罗片受试制剂和原研制剂后丙
卡特罗的关键药代动力学参数见表 3，空腹和餐后
给药条件下丙卡特罗的 90% 置信区间结果见表 4。
　　结果显示，空腹试验条件下受试制剂和参比制
剂的吸收速度（Cmax 和 tmax）及吸收程度（AUC0 ～ t）
相当。tmax 采用非参数检验，在给药序列、药物和
周期间两制剂间无显著性差异，经自然对数转换后
空腹和餐后条件下（受试制剂 / 参比制剂）的 Cmax、
AUC0 ～ t 和 AUC0 ～∞的几何均值比及其 90% 置信区
间均在 80.00% ～ 125.00%，并经双单侧 t- 检验分析
后 P 值均小于 0.05，即本试验在空腹和餐后给药条
件下受试制剂与原研参比制剂均具有生物等效性。
2.6.5　安全性评价　采用 CTC AE 5.0 标准评价安
全性，观察并记录所有受试者在临床研究期间发生
的不良事件。本次试验共有 13 例受试者发生了 16
次不良事件，其中空腹试验共发生 7 例 9 次不良事
件，餐后试验共发生 6 例 7 次不良事件，受试制剂
和参比制剂不良事件发生情况总体相似，主要包括

表 3　空腹和餐后给药 50 μg盐酸丙卡特罗片后的主要药代动力学参数 (x±s) 
Tab 3　Main pharmacokinetic parameters after oral administration of 50 μg procaterol hydrochloride tablets under fasting and postprandial 

condition (x±s)

 时间 制剂 Cmax/（pg·mL － 1） tmax/h t1/2/h AUC0 ～ t/（pg·h·mL － 1） AUC0 ～∞ /（pg·h·mL － 1）

空腹 参比制剂（n ＝ 32）  154±50.0 1.01±0.38 7.07±2.07 719±194 764±200

受试制剂（n ＝ 32）  157±53.1 1.17±0.54 7.53±2.06 724±168 772±169

餐后 参比制剂（n ＝ 31） 54.0±17.6 1.73±0.97 5.26±1.42 295±76.9 340±94.5

受试制剂（n ＝ 32） 52.3±16.2 1.94±1.01 5.48±1.28 307±74.3 335±89.6

表 4　空腹和餐后给药条件下丙卡特罗的 90%置信区间结果 
Tab 4　90% confidence interval for procaterol under fasting and postprandial condition

药代动力学参数
空腹（n ＝ 32） 餐后（n ＝ 31）

（T/R）% CV/% 90% 置信区间 （T/R）% CV/% 90% 置信区间

Cmax/（pg·mL － 1） 101.84 27.8 90.70 ～ 114.35   97.38 24.3   87.88 ～ 107.91

AUC0 ～ t/（pg·h·mL － 1） 101.98 17.6 94.71 ～ 109.81 103.38 7.3 100.18 ～ 106.69

AUC0 ～∞ /（pg·h·mL － 1） 102.42 16.9 95.37 ～ 110.00 103.74 8.6   99.83 ～ 107.81

头晕、γ- 谷氨酰转移酶升高、血胆红素升高等，无
严重不良事件发生，且都在较短时间内恢复。
3　讨论
3.1　分析方法优化
　　丙卡特罗用药量小，血药浓度低，对分析方法
的灵敏度要求较高。之前的文献报道所采用的样
品处理方法，并不能满足本试验的测定需求，因
此需要进行不断优化。本试验采用固相萃取技术结
合 UPLC-MS/MS 法测定人体血浆中丙卡特罗的浓
度，结合预试验数据，线性范围设定为 2.00 ～ 500 
pg·mL－ 1，定量下限为皮克数量级，因此方法建
立难度较大。本试验首先采用蛋白沉淀法处理样

品，尝试采用不同沉淀剂处理血浆样品，例如甲
醇、乙腈等，但是蛋白沉淀方法达不到灵敏度的要
求。考察了固相萃取法以及液 - 液萃取样品处理方
法，液 - 液萃取方法考察了乙酸乙酯、甲基叔丁基
醚作为萃取剂，但是液 - 液萃取后的回收率达不到
要求且响应太低，不能满足本试验的测定要求。因
此，选择固相萃取技术作为样品的前处理方法，而
固相萃取技术相比液液萃取方法操作方便，萃取时
间短，同时减少乙酸乙酯、甲基叔丁基醚等有机试
剂的用量，具有较高的回收率和选择性。固相萃取
法与蛋白沉淀法相比，可以减少血浆中内源性杂质
的干扰，且能够起到富集、浓缩的效果，灵敏度更
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高 [10-11]。在选择流动相时，通过加入甲酸铵作为流
动相添加剂，这样可增加样品的离子化程度，另外
在 A 相中加入少量乙酸，可以降低基线、提高信
号强度，也有助于改善峰形 [12]。
3.2　方法学验证讨论
　　国内外主要采用高效液相色谱串联质谱
（HPLC-MS/MS）法测定丙卡特罗的血药浓度，
但是对于方法学验证内容，国内外尚未有文献报
道，本试验采用固相萃取技术结合 UPLC-MS/MS
法测定人体血浆中丙卡特罗的浓度，参考 2020
年版《中国药典》中生物样品定量分析方法验证
指导原则 [13]，对方法学内容进行全面的验证，保
证生物样品分析的方法的精密可靠性，同时也为
丙卡特罗临床药代动力学研究提供参考。本试验
考察了提取回收率和基质效应，并对其进行了详
细的描述，还考察了不同放置条件下储备液、工
作液及血浆样品的稳定性。试验结果显示，本方
法能够准确测定人血浆中丙卡特罗的浓度。
3.3　关于研究结果分析
　　本研究发现，在餐后给药条件下，受试制剂中
丙卡特罗的末端消除相 t1/2 约为 5.26 h，根据《以药
动学参数为终点评价指标的化学药物仿制药人体
生物等效性研究技术指导原则》，要求 AUC0 ～ t 至
少应覆盖 AUC0 ～∞的 80%，从受试制剂和参比制
剂药代动力学残留面积来看，都小于 20%，故本
次餐后试验采血点设计到 16 h，能够满足法规要
求。空腹给药后参比制剂与受试制剂的 Cmax 分别为
（157±53.1）和（154±50.0）pg·mL－ 1，餐后给药
后参比制剂与受试制剂的 Cmax 分别为（54.0±17.6）
和（52.3±16.2）pg·mL－ 1，说明食物会降低丙卡特
罗的吸收，因此在服用药物的过程中，应该严格遵
循医嘱。对比空腹和餐后试验中的药代动力学参数，
可知丙卡特罗片受试制剂与原研参比制剂的 Cmax、
tmax、t1/2、AUC0 ～ t、AUC0 ～∞数据整体相当，药代动
力学特征基本一致。本试验测定了中国健康受试者，
男性和女性均有，相比文献 [8] 报道只测定了日本男
性健康受试者，结论更可靠。综上所述，本方法能
准确定量人血浆中丙卡特罗的浓度，同时也可为我
国患者的临床合理用药提供参考。

参考文献

[1] Nojiri M，Mizuno S，Nishiki K，et al. ADRB2 gene 
polymorphism and emphysema heterogeneity can modulate 
bronchodilator response in patients with emphysema [J]. 
Pulm Pharmacol Ther，2018，48：80-87. 

[2] 任燕，陈颖，蔡强，等 . 丙卡特罗辅助治疗儿童哮喘对

气道炎性反应、小气道功能的影响 [J]. 解放军预防医学

杂志，2019，37（8）：103-109. 
[3] 胡玲，林秋玉，黎小年，等 . 丙卡特罗口服溶液联合孟

鲁司特片治疗儿童支气管哮喘的临床研究 [J]. 中国临床

药理学杂志，2020，36（11）：1437-1439
[4] 张建梅，张粉霞，加妍，等 . 支原体肺炎患儿接受顺尔

宁联合丙卡特罗治疗后的气道重塑、炎症反应的评估 [J]. 
海南医学院报，2016，22（17）：1983-1988. 

[5] 冯文，傅萍，刘峰，等 . HPLC 测定盐酸丙卡特罗片

中有关物质的含量 [J]. 中国现代应用药学，2021，38
（18）：2239-2244. 

[6] Kong D，Hu F，Jiang L，et al. Exploring the electroche-
miluminescent behavior of procaterol hydrochloride in the 
presence of Ru（bpy）3

2 ＋ and its analytical application in 
pharmaceutical preparation [J]. Luminescence，2017，32
（5）：745-750. 

[7] Kusano K，Nomura M，Toju K，et al. Pharmacokinetics 
of procaterol in thoroughbred horses [J]. J Vet Pharmacol 
Ther，2016，39（3）：264-270. 

[8] Kobayashi H，Masuda M，Kashiyama E，et al. Pharma-
cokinetic study of the oral administration of procaterol hy-
drochloride hydrate 50 µg in healthy adult Japanese men [J]. 
Int J Clin Pharmacol Ther，2010，48（11）：744-750. 

[9] Krogh N，Backer V，Rzeppa S，et al. Pharmacokinetics 
of nebulized and oral procaterol in asthmatic and non-asth-
matic subjects in relation to doping analysis [J]. Drug Test 
Anal，2016，8（10）：1056-1064. 

[10] Goryński K，Kiedrowicz A，Bojko B. Development of 
SPME-LC-MS method for screening of eight beta-block-
ers and bronchodilators in plasma and urine samples [J]. J 
Pharm Biomed Anal，2016，127：147-155. 

[11] 曹靖，曾欣，王婷 . 固相萃取 LC-MS/MS 法测定人

血浆中头孢呋辛的浓度 [J]. 中南药学，2015，13（7）：

732-735. 
[12] 胡岚岚，张乐，汤建林 . 固相萃取结合 UPLC-MS/MS

法测定人血浆中克拉霉素浓度及其药代动力学研究 [J]. 
中国测试，2020，46（10）：43-53. 

[13] 中国药典 2020 年版 . 四部 [S]. 2020：466.
（收稿日期：2022-06-17；修回日期：2022-07-20）



75

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

黄芪多糖通过调节细胞自噬来增强胃癌 
BGC823 细胞对紫杉醇的敏感性

郝艳娇，李志宇，常明智，张晓丽*（河北北方学院基础医学院，河北　张家口　075000）

摘要：目的　探究黄芪多糖（astragalus polysaccharides，APS）作用于胃癌 BGC823 细胞的

机制及其对紫杉醇（paclitaxel，PTX）的药物敏感性。方法　MTT 法检测 BGC823 细胞的活

性，利用 CompuSyn 软件计算药物联合指数，伤口愈合实验和 Transwell 实验检测细胞的迁

移、侵袭能力，Hoechst 染色法检测细胞的凋亡水平，通过扫描电子显微镜观察细胞的表面结

构，利用免疫荧光法检测 LC3 的相对表达量，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Becline-1、
Bax、LC3、p62、Bcl-2 蛋白的表达水平。结果　APS、PTX 均使 BGC823 细胞增殖受到抑制，

CompuSyn 软件分析显示 APS 和 PTX 存在协同抑制作用，且联合用药组效果更为显著。与对

照组比较，APS 和 PTX 能显著抑制细胞的迁移、侵袭能力。形态学观察显示各给药组细胞表

面形态和结构均受到破坏。Western blot 结果显示各给药组 Becline-1、Bax 蛋白表达水平升高，

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值增加，p62、Bcl-2 蛋白表达水平下降。结论　APS 联合 PTX 能够抑制细胞

的增殖、迁移和侵袭能力，其机制可能与诱导细胞自噬和凋亡有关。

关键词：黄芪多糖；紫杉醇；侵袭；凋亡；自噬

中图分类号：R735.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0075-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.012

Astragalus polysaccharide enhances the sensitivity of gastric cancer 
BGC823 cells to paclitaxel by regulating the cellular autophagy

HAO Yan-jiao, LI Zhi-yu, CHANG Ming-zhi, ZHANG Xiao-li* (College of Basic Medicine, Hebei 
North University, Zhangjiakou  Hubei  075000)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of astragalus polysaccharides (APS) action on 
gastric cancer BGC823 cells and its sensitivity to paclitaxel (PTX). Methods  MTT assay was used to 
detect the activity of BGC823 cells. CompuSyn software was used to calculate the drug combination 
index. Wound healing assay and Transwell assay were used to detect the changes of migration and 
invasion ability of cells. Hoechst staining was used to detect the apoptosis level of cells. The surface 
structure of cells was observed by scanning electron microscope, and the relative expression of LC3 
was detected by immunofluorescence assay. The expression levels of Becline-1, Bax, LC3, p62 
and Bcl-2 were detected by Western blot. Results  Both APS and PTX inhibited the proliferation of 
BGC823 cells, and the analysis by CompuSyn software showed that APS and PTX had a synergistic 
inhibitory effect, and the effect was more significant in the combination group. Compared with the 
control group, APS and PTX significantly inhibited the migration and invasion ability of the cells. 
Western blot showed that the expression levels of Becline-1 and Bax increased, LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio 
increased, and p62 and Bcl-2 decreased in each administration group. Conclusion  APS combined 
with PTX can inhibit the cell proliferation, migration and invasion ability, and the mechanism may be 
related to the induction of cell autophagy and apoptosis. 
Key words: astragalus polysaccharide; paclitaxel; invasion; apoptosis; autophagy
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　　胃癌是一种严重威胁人类健康的常见疾病。
据统计，全世界每年有 100 多万人被诊断为胃癌，
相关死亡病例约 78 万 [1]。临床上，化疗是治疗胃
癌的主要手段，然而，许多胃癌患者对当前的化
疗药物具有一定的耐药性 [2]。因此，研发新型辅
助治疗药物并探究药物作用于胃癌的作用机制是
临床上治疗胃癌和改善患者预后的有效策略。
　　天然中草药中富含多种有效的活性成分，已
被证明具有抗肿瘤的作用 [3]。研究显示，中药及
其提取物能够有效抑制胃癌的增殖，改善患者预
后 [4-5]。黄芪是我国传统的中草药，为临床上常
用的中药之一 [6]。黄芪多糖（astragalus polysac-
charides，APS）是黄芪的重要成分之一，能够直
接、间接杀伤肿瘤或协同化疗发挥多重抗肿瘤作
用，因而在肿瘤领域备受关注 [7]。有研究通过微
阵列测试细胞 miRNA 表达谱等方法来探究 APS
对卵巢癌的影响，结果显示，APS 在体外可能通
过 miR-27a/FBXW7 轴抑制了卵巢癌细胞的增殖
并诱导细胞凋亡 [8]。此外，另一项在 APS 与宫颈
癌的研究中显示，APS 可增强宫颈癌细胞的化疗
药物的敏感性，其机制可能与诱导细胞自噬活性
的增强相关 [9]。但是，关于 APS 联合紫杉醇（pa-
clitaxel，PTX）对胃癌的作用研究尚未见报道。因
此，本研究通过探讨 APS 联合紫衫醇对 BGC823
细胞的影响，旨在初步探讨 APS 对 PTX 产生增
敏作用和降低毒副作用的机制，进而为 APS 应用
于临床治疗提供相应的理论依据。
1　材料

1.1　细胞株

　　BGC-823 细胞（中科院细胞库），保存于河
北北方学院生命科学研究中心。
1.2　试药

　　黄芪多糖（天津赛诺制药有限公司，批号：
210202），紫杉醇（四川汇宇制药有限公司，批
号：2412110042），DMEM 培 养 基（美 国 Corning
公司），胎牛血清（美国 Gegrogen 公司），Matrigel
基质胶（美国 BD 公司），Hoechst（33258）细胞染
色液（北京碧云天公司），噻唑蓝（MTT）、0.1%
结晶紫染色液（北京索莱宝公司），Transwell 小室
（美国 CORNING 公司）。微管相关蛋白 1 轻链 3
（LC3B 抗体）和 p62 抗体（美国 CST 公司），自噬
效应蛋白 Beclin1抗体（美国 Abcam 公司），β-actin、
Bcl-2、Bax 抗体（北京中杉金桥有限公司）。
1.3　仪器

　　细胞超净工作台、HEPA 100 级恒温培养箱

（美国 Thermo 公司），酶联免疫分析检测仪（美
国 MD 公司），电泳仪和全能型蛋白转膜仪（美
国 Bio-Rad 公司），荧光显微镜（日本 Olympus 公
司），扫描电子显微镜（日本日立公司）。
2　方法

2.1　细胞培养

　　BGC823 细 胞 复 苏 后 加 入 含 10% 胎 牛 血
清、0.1% 青链霉素的 DMEM 培养基，置于含
5%CO2、37℃的恒温培养箱中，细胞每日换液一
次，待细胞生长至 70% ～ 80% 时进行胰酶消化，
分瓶传代。传代 2 ～ 3 次后取对数生长期细胞分
组进行后续实验。
2.2　MTT 法测定细胞的生长活性

　　将细胞用胰酶消化后置于 96 孔板中（2×104

个 / 孔），恒温培养箱孵育 24 h，设置为空白对照组
（control，完全培养基）、黄芪多糖组（APS 组，质
量浓度为 0、5、10、20 mg·mL－ 1）、紫杉醇组（PTX
组，质量浓度为 0、5、10、15 μg·mL － 1）、黄芪
多糖＋紫杉醇组 [（APS ＋ PTX）组，质量浓度为
5 mg·mL － 1 ＋ 5 μg·mL － 1、10 mg·mL － 1 ＋ 10 
μg·mL－ 1、20 mg·mL－ 1 ＋ 15 μg·mL－ 1]，每组
6 个复孔，培养 24 h 后，加入 MTT（5 mg·mL－ 1），
继续培养 4 h，加入 DMSO 溶液，避光振摇 10 min
后，在 490 nm 处用酶标仪测定各孔的吸光度（OD
值）。计算细胞的抑制率。
2.3　联合指数（CI）的测定

　　根据 MTT 实验数据，将各组细胞的抑制
率 输 入 CompuSyn 软 件 中 计 算 其 CI 值， 其 数
值＜１表示协同作用、＝１表示加性效应、＞１
表示拮抗作用。根据计算结果，我们选择 APS 组
（10 mg·mL－ 1），PTX 组（10 μg·mL－ 1）和联合
组（10 mg·mL－ 1 ＋ 10 μg·mL－ 1）进行后续实验。
2.4　伤口愈合实验测定细胞的迁移能力

　　将细胞制成细胞悬液接种于 6 孔板中（4×105

个 / 孔），当细胞融合率达到 90% 时，用无菌枪
头在孔板底部划出一道伤痕，然后用磷酸盐缓冲
液（PBS）清洗破碎细胞，按上述分组加入对应
浓度的药物，然后置于恒温箱中孵育 24 h。在 0 
h 和 24 h 时使用倒置显微镜在同一区域拍摄向划
痕间隙内运动的细胞的图像。
2.5　Transwell 法测定细胞侵袭能力

　　在小室的上层中加入 1 mg·mL－ 1 的 Matrigel
基质胶 60 μL，置于培养箱中 4 h 使其固化，在无
血清的培养基将饥饿 12 h 的细胞制备为悬液，按
“2.2”项下方法分为 4 组，接种于上室中（4×105
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个 / 孔），在下室中添加 600 µL 含有血清的培养基
诱导细胞，置于恒温箱中孵育 24 h，用棉签轻轻擦
去上室中未侵袭的细胞，用多聚甲醛固定，在新的
24 孔板中加入 500 µL 的 0.1% 的结晶紫，染色 15 
min，PBS 清洗，在每个孔的 5 个随机视野中进行
拍照，分析各组细胞的侵袭数量。
2.6　Hoechst 进行染色观察 BGC823 细胞的凋亡

情况

　　取生长良好的 BGC823 细胞按 2×104 个 / 孔
接种于铺好爬片的 24 孔板中，待细胞贴壁后，弃
旧培养基，将细胞按“2.2”项下方法分为 4 组，按
分组加入不同浓度的药物，作用 24 h 后，用 4%
多聚甲醛固定，滴加 Hoechst 33258（10 μg·mL－ 1）
染色 15 min，取出爬片，置于载玻片上，避光，
荧光显微镜下进行观察拍照。
2.7　扫描电子显微镜观察细胞的表面结构和形态

　　将无菌盖玻片置于 24 孔板中，细胞按 4×105

个 / 孔接种于含盖玻片的 24 孔板中，待细胞贴壁
后，按“2.2”项下方法进行分组，培养 24 h 后，
PBS 缓慢清洗，2.5% 的戊二醛固定样本于 4℃
冰箱 6 h，用乙醇进行梯度脱水（30% ～ 100%），
叔丁醇置换 2 次，放入冷冻干燥仪中干燥，离子
溅射仪喷镀，扫描电子显微镜观察细胞的表面结
构变化。
2.8　激光共聚焦显微镜检测 BGC823 细胞的 LC3
荧光表达强度

　　将细胞置于共聚焦小皿中培养，贴壁后按
“2.2”项下方法分组培养 24 h，用 4% 多聚甲醛
固定，0.1% Triton X-100 孵育 10 min，1%BSA 封
闭 30 min，最后在一抗 LC3 中 4℃过夜，次日室
温避光孵育相对应的二抗 2 h，PBS 清洗，DAPI
室温染色 5 min，滴加防淬灭封片液，激光共聚
焦显微镜下进行观察并拍照。
2.9　Western blot 检测细胞自噬和凋亡相关蛋白

表达

　　提取各组细胞蛋白，测蛋白浓度，制备分离
胶和浓缩胶，在凝胶上进行电泳，然后将其转
移到 PVDF 膜上，将膜在快速封闭液下封闭 15 
min，4℃下与一抗（1∶1000）孵育过夜，加入对
应的二抗（1∶5000），室温下置摇床 2 h，TBST
清洗后用超敏 ECL 化学发光底物试剂盒检测目标
蛋白，使用凝胶成像仪获得图像，并通过 Image J
软件分析。
2.10　统计学处理

　　实验结果采用 SPSS 25 分析数据，结果采用 

Graph Pad Prism 软件进行方差分析和绘图。多组之
间的比较应用单因素的方差统计分析，两组间比较
采用 t 检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　对细胞活力的影响

　　MTT 实验初步评估 APS、PTX 和联合用药
对细胞活力的影响，结果提示细胞经不同质量浓
度的药物处理 24 h 后，均可抑制细胞的生长活
力，且具有浓度依赖性，并且联合用药时效果比
单独用药更佳（见表 1）。基于 CompuSyn 软件
对不同药物浓度所对应的抑制率和 CI 值的分析，
我们采用细胞抑制率适中且协同作用较强的浓度
（APS 10 mg·mL － 1，PTX 10 μg·mL － 1）作为
联合组进行后续实验（见表 2）。

表 1　黄芪多糖联合紫杉醇对 BGC823细胞增殖的影响 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 1　Effect of astragalus polysaccharide combined with paclitaxel 

on the proliferation of BGC823 cells (x±s，n ＝ 5)

组别 剂量 OD 值
抑制

率 /%

control 组 0 1.021±0.03 —

APS 组 5 mg·mL－ 1 0.841±0.02* 17 

10 mg·mL－ 1 0.672±0.02* 34 

20 mg·mL－ 1 0.465±0.02* 54 

PTX 组 5 μg·mL－ 1 0.747±0.03* 26 

10 μg·mL－ 1 0.479±0.02* 53 

15 μg·mL－ 1 0.341±0.02* 66 

APS ＋ PTX 组 5 mg·mL－ 1 ＋ 5 μg·mL－ 1 0.538±0.03*^ 47 

10 mg·mL－ 1 ＋ 10 μg·mL－ 1 0.331±0.01*^ 67 

20 mg·mL－ 1 ＋ 15 μg·mL－ 1 0.209±0.02*^ 80 

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，与紫杉醇组相比，^P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，compared 

with the paclitaxel group，^P ＜ 0.05.

3.2　对细胞迁移、侵袭能力的影响

　　伤口愈合实验结果显示，药物组的伤口闭合
间隙明显大于对照组，药物组的细胞运动性显著
减弱（见图 1）。Transwell 分析表明，与对照组相
比，药物组中穿膜细胞数量逐渐减少，表明细胞
的侵袭受到了抑制（见图 2）。
3.3　对细胞凋亡能力的影响

　　如图 3 所示，对照组中活细胞核内多呈均匀
荧光，单独用药组及联合组表现出明显的核浓
缩，呈亮蓝色荧光信号等，表明 APS 和 PTX 联
合使用可以促进细胞凋亡。
3.4　对细胞表面结构的影响

　　如图 4 所示，对照组中的细胞，呈三维立体
椭圆形结构，表面可以看到丰富的微绒毛和伪
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足，且伪足与其他细胞表面相互连接，APS 组和
PTX 组，细胞表面的微绒毛和伪足减少，且形态
较对照组相比，呈不规则改变，联合组可见细胞
膜皱缩明显，表面无微绒毛和伪足。说明 APS、
PTX 通过破坏细胞的表面结构而进一步抑制细胞
的增长，且联合应用效果更为显著。
3.5　对细胞 LC3 荧光强度的影响

　　如图 5 所示，对照组中 LC3 荧光强度较弱，
单独用药组及联合组 LC3 荧光强度升高，联合组
更为明显。此外，经药物处理后，活细胞数量明
显减少，形态发生明显改变。表明 APS、PTX 及
联合使用可以通过诱导 LC3 蛋白的表达进而诱导
细胞发生自噬。
3.6　黄芪多糖联合紫杉醇对细胞自噬和凋亡相关

蛋白的影响

　　如图 6 所示，与对照组相比，各药物组 p62
蛋白表达逐渐下降，Becline-1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
蛋白表达水平升高，促凋亡蛋白 Bax 的表达量显
著升高，而抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达量显著降低，
联合组效果更为显著，表明 APS 联合 PTX 可以
诱导细胞发生自噬。

图 1　黄芪多糖、紫杉醇及联合用药对 BGC823 细胞迁移能力的影响

Fig 1　Effect of astragalus polysaccharide，paclitaxel and combination on the migration ability of BGC823 cells
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与紫杉醇组相比，^^P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the paclitaxel group，^^P ＜ 0.01。

图 2　黄芪多糖、紫杉醇及联合用药对 BGC823 细胞侵袭能力的影响

Fig 2　Effect of astragalus polysaccharide，paclitaxel and combination on the invasion ability of BGC823 cells
注：与对照组相比，**P ＜ 0.01，与紫杉醇组相比，^^P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the paclitaxel group，^^P ＜ 0.01.

表 2　黄芪多糖和紫杉醇联合用药的 CI值 
Tab 2　CI values for the combination of astragalus polysaccharide 

and paclitaxel

Fa CI Value Total Dose

0.05 0.986 32 1.119 44

0.1 0.920 95 1.973 29

0.15 0.883 44 2.802 94

0.2 0.856 59 3.650 68

0.25 0.835 26 4.541 07

0.3 0.817 23 5.494 91

0.35 0.801 33 6.533 81

0.4 0.786 84 7.683 06

0.45 0.773 29 8.974 48

0.5 0.760 33 10.4502

0.55 0.747 68 12.1686

0.6 0.735 08 14.2140

0.65 0.722 26 16.7142

0.7 0.708 90 19.8742

0.75 0.694 60 24.0488

0.8 0.678 74 29.9142

0.85 0.660 22 38.9616

0.9 0.636 74 55.3427

0.95 0.601 30 97.5551

0.97 0.577 81 146.022

4　讨论 
　　胃癌是一种高度异质性的肿瘤，其病死率仅

次于肺癌和肝癌 [10]。目前，对于胃癌的治疗主要
是手术切除、化疗、放疗等综合治疗。然而，胃
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癌早期特异性临床表现不明显，大多数患者确诊
时病情已是晚期甚至转移，中晚期胃癌患者手术

治疗后生存率较低，而单纯使用化疗药物，具有
一定的耐受性和毒副作用 [11]。因此，开发新的更

图 3　黄芪多糖、紫杉醇及联合用药对 BGC823 细胞凋亡的影响

Fig 3　Effect of astragalus polysaccharide，paclitaxel and combination on the apoptosis of BGC823 cells
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，与紫杉醇组相比，^^P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the paclitaxel group，^^P ＜ 0.01.

图 4　黄芪多糖、紫杉醇及联合用药对 BGC823 细胞表面结构的影响

Fig 4　Effect of astragalus polysaccharide，paclitaxel and combination on the surface structure of BGC823 cells

图 5　黄芪多糖、紫杉醇及联合用药对 BGC823 细胞 LC3 荧光表达的影响

Fig 5　Effect of astragalus polysaccharide，paclitaxel and combination on LC3 fluorescence expression in BGC823 cells
注：与对照组相比，**P ＜ 0.01，与紫杉醇组相比，^^P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the paclitaxel group，^^P ＜ 0.01.

图 6　黄芪多糖、紫杉醇及联合用药对 BGC823 细胞自噬和凋亡相关蛋白的影响

Fig 6　Effect of astragalus polysaccharide，paclitaxel and combination on the autophagy and apoptosis-related proteins in BGC823 cells
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，与紫杉醇组相比，^P ＜ 0.05，^^P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the paclitaxel group，^P ＜ 0.05，^^P ＜ 0.01.
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有效的治疗方案和手段对胃癌的治疗具有非常重
要的意义。
　　我国一些传统中草药可通过多靶点、多层次
发挥抗肿瘤作用 [12]。近年来对于中草药抗肿瘤
作用的研究已成为新的热点。APS 是一种具有生
物活性的水溶性杂多糖，是黄芪中最重要的天然
活性成分之一，具有多种药理特性 [13]。研究发
现 APS 通过介导细胞增殖发挥抗肿瘤作用 [14]。Li
等 [15] 报道 APS 能够抑制卵巢癌的增殖，并提高
顺铂的敏感性，降低 Bcl-2 的表达，促进促凋亡
因子 Bax 的表达。目前 APS 对胃癌细胞的机制
尚不完全明确，与 PTX 联合应用治疗胃癌的研究
也未见相关文献报道。在本研究中，笔者对 APS
联合 PTX 对胃癌细胞的抑制作用及分子机制展
开研究，为进一步研究药物治疗胃癌提供理论依
据。MTT 检测发现，与对照组相比，不同浓度
的 APS、PTX 及 APS 联合 PTX 应用，均可抑制
BGC823 细胞活力，且联合应用效果更为显著。
同时笔者通过扫描电子显微镜评估细胞的形态和
增殖。结果表明，与对照组相比，各药物组细胞
形态不完整，且细胞数量明显减少，说明 APS 联
合 PTX 对胃癌具有协同抑制的作用，该发现可能
为研发胃癌治疗新方案提供新思路。
　　转移是恶性肿瘤的标志，迁移和侵袭是肿瘤
转移的重要前期过程，已成为各种肿瘤临床治疗
的巨大障碍 [16-17]。因此，降低细胞迁移、侵袭行
为可有效限制肿瘤细胞转移。研究者通过构建小
鼠模型，发现 APS 能够显著抑制肝癌细胞的迁移
和侵袭 [18]。此外，APS 联合顺铂通过降低鼻咽癌
细胞系 MMP-9 表达水平和增加 p53 表达量协同
抑制了细胞的迁移和侵袭 [19]。
　　近年来，凋亡和自噬之间关系的研究在癌症
的治疗中引起了广泛关注。细胞凋亡是最著名的
程序性细胞死亡形式，是限制细胞群扩增的关键
生理机制，用于维持组织稳态或去除潜在的有害
细胞，也是机体的一个基本生理过程，在细胞和
组织中起着关键作用，许多靶向药物、化疗药等
均能诱导细胞凋亡进而抑制肿瘤生长 [20]。Bcl-2
家族成员对细胞凋亡的调节具有重要作用 [21-22]，
其中抗凋亡蛋白 Bcl-2 和促凋亡蛋白 Bax 被认为
是确定凋亡过程是否发生的关键。据报道，APS
与纳米颗粒联合应用使细胞中 Bax/Bcl-2 和裂解
半胱天冬酶 9/ 半胱天冬酶 9 的比例升高，进而
诱导细胞发生凋亡 [23]。在本研究中，笔者通过
Hoechst 染色发现，APS、PTX 及联合应用均使细

胞亮蓝色荧光信号逐渐增强。Western blot 结果提
示，Bax 的蛋白表达水平增加，Bcl-2 的蛋白表达
水平降低，这可能是 APS、PTX 及联合用药促进
细胞发生凋亡的机制之一。
　　自噬和凋亡是生物体内稳态所必需的分解代
谢途径，两者都参与肿瘤细胞的调节。恶性肿瘤
的发生发展过程中常伴随着自噬活性的改变，自
噬是一种在进化上古老且高度保守的分解代谢
过程，在应激条件下对维持细胞内稳态至关重
要 [24]。许多研究发现，自噬在包括能量代谢、细
胞器更新、生长调节和衰老在内的病理生理反应
中，以及在心血管疾病和神经退行性疾病等人类
疾病中发挥着重要作用，并可缓解肿瘤治疗时发
生的药物抵抗、不敏感、耐药等现象，故调节和
改变肿瘤细胞自噬活性可有效防治肿瘤，提高肿
瘤治疗过程中的放化疗敏感性，为肿瘤治疗和预
防提供新的思路和方向 [25]。p62、Becline-1、LC3
是标志性的自噬蛋白，为许多疾病和癌症的重要
标志物，其中 p62 是一种多结构域蛋白，与 LC3
相互作用形成自噬小体。Becline-1 是一种与自
噬有关的抑癌基因，是自噬体形成的关键基因，
LC3 是最早发现的自噬小体膜蛋白 [26-28]。由于
LC3 的数量和自噬水平相对应，因此可以通过检
测 LC3 水平从而监测细胞的自噬活性 [29]。田丽
等 [30] 发现，萜类化合物 Telekin 能够升高 L3C- Ⅱ
的表达，起到诱导自噬，抑制胃癌细胞增殖的作
用。Yuan 等 [31] 发现天然化合物那昔卡辛可提高
自噬蛋白 LC3- Ⅱ和 Beclin-1 的水平，降低自噬
转运体 p62 的表达，并增加自噬通量，诱导胃癌
细胞自噬依赖性凋亡，从而减少胃癌细胞的增
殖。笔者通过 Western blot、激光共聚焦显微镜观
察发现，与对照组相比，各药物组 p62 蛋白表达
逐渐下降，Becline-1、LC3- Ⅱ /LC3-I 蛋白表达水
平升高，各药物组 LC3 荧光强度不断增强，且联
合组效果更为显著。说明 APS 联合 PTX 能够调
控自噬相关蛋白的表达从而诱导细胞发生自噬。
4　结论

　　APS 联合 PTX 可以显著抑制胃癌细胞的增
殖、迁移、侵袭能力，促进细胞发生凋亡，诱导
细胞自噬，进而起到抑制肿瘤进程的作用，为
进一步开发临床新型抗胃癌药物提供一定的理
论依据。
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注射用哌拉西林钠舒巴坦钠对中硼硅模制注射剂瓶中 
铝、硅、硼元素迁移量及其表面脱片趋势的影响

吴统选1，吴秋蓉2，张聪1，祝宇欣3，赵龙山3*（1. 天圣制药集团药物研究院有限公司，重庆　401120；2. 重庆圣

华曦药业股份有限公司，重庆　400072；3. 沈阳药科大学药学院，沈阳　110016）

摘要：目的　研究注射用哌拉西林钠舒巴坦钠与中硼硅模制注射剂瓶中铝（Al）、硅（Si）、

硼（B）元素的迁移量及其内表面脱片的趋势。方法　用电感耦合等离子体发射光谱仪（ICP-
OES）考察 Si、B 和 Al 等元素的迁移量及变化趋势，并通过亚甲蓝染色法与扫描电子显微镜

（SEM）观察中硼硅模制注射剂瓶被侵蚀后的脱片情况，根据迁移量的变化及脱片的趋势确定

药物对中硼硅模制注射剂瓶的影响。结果　经加速与长期试验处理后，电感耦合等离子体发射

光谱法测定的 Al 元素在一定范围内波动，但未见明显迁移，B 元素的测定值小于检测限，而

Si 元素的迁移量有上升趋势，但仍明显低于 PDE 限值；相对于阳性试验采用的碱性溶液，通

过染色和 SEM 扫描显示中硼硅模制注射剂瓶内表面平整，未出现明显被侵蚀和染色现象。结
论　注射用哌拉西林钠舒巴坦钠对中硼硅模制注射剂瓶中 Al、Si、B 元素的迁移量及其表面脱

片无明显影响。

关键词：包材相容性；中硼硅模制注射剂瓶；电感耦合等离子体发射光谱仪；脱片
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Effect of piperacillin sodium and sulbactam sodium for injection on the 
migration amount of aluminum, silicon and boron elements in medium 

borosilicate injection bottle and surface erosion

WU Tong-xuan1, WU Qiu-rong2, ZHANG Cong1, ZHU Yu-xin3, ZHAO Long-shan3* (1 . 
Pharmaceutical Research Institute of Tiansheng Pharmaceutical Group Co., Ltd., Chongqing  401120; 
2. Chongqing Shenghuaxi Pharmaceutical Co., Ltd., Chongqing  400072; 3. School of Pharmacy, 
Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang  110016)

Abstract: Objective  To determine the effect of piperacillin sodium and sulbactam sodium for 
injection on the migration amount of aluminum (Al), silicon (Si) and boron (B) elements and the inner 
surface delamination in medium borosilicate injection bottle. Methods  Inductively coupled plasma 
optical emission spectrometer (ICP-OES) was used to determine the migration amount and variation 
trend of Si, B and Al elements. In addition, methylene blue staining and scanning electron microscope 
(SEM) were used to observe the erosion of the medium borosilicate molded injection bottle, and the 
effect of drugs on the medium borosilicate injection bottle was determined according to the migration 
amount and the trend of stripping. Results  After accelerated and long-term experimental treatment, 
the content of Al measured by ICP-AES fluctuated within a certain range, but no significant migration 
was observed. The content of B was smaller than the detection limit, while the content of Si was 
obviously lower than the PDE limit. Compared with the alkaline solution used in the positive test, 
the inner surface of the medium borosilicate injection bottle was smooth and no obvious erosion 
and staining were observed by staining and scanning electron microscopy. Conclusion  Piperacillin 
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　　注射用哌拉西林钠舒巴坦钠（piperacillin 
sodium and sulbactum sodium，PIP/SBT）是我国
首创青霉素类广谱抗菌药物哌拉西林钠与辅助性
药物舒巴坦钠按一定比例混合而成的注射用粉末
状药物 [1]，采用对耐药菌作用更好的舒巴坦钠取
代化学成本高、青霉素过敏反应发生率高的他唑
巴坦钠，作为β- 内酰胺酶抑制剂而制得的新配
方 [2]。临床上用于各种革兰氏阳性菌、革兰氏阴
性菌及厌氧菌引起的中、重度感染。
　　药品的包装材料和包装形式，对保证药品稳
定性、安全性起着至关重要的作用，如果选用不
当可能导致药物受到污染或有效成分降解，使药
效降低，甚至产生有毒物质 [3-6]。玻璃制品盛装的
药品可能会与玻璃容器内表面相互作用，导致脱
片或微粒的产生 [7-8]，进入患者体内后易引起血
管堵塞，中风甚至死亡 [9-12]。本文作者采用碱性
溶液进行阳性试验的方法 [13]，考察玻璃内表面的
耐受性，通过比较玻璃内表面形貌与亚甲蓝染色
情况，分析预测玻璃内表面的脱片风险并对稳定
性试验样品中硅（Si）、铝（Al）和硼（B）等元
素进行检测，为进行包材与药物相容性试验奠定
基础，为药品的质量研究以及检验监督提供方法
借鉴和理论支持。
1　材料

　　Optima 2100DV 电感耦合等离子体发射光谱
仪（美国珀金埃尔默有限责任公司），GS25 石墨
赶酸器（成都奥普乐仪器有限公司），DHG-9146A
电热恒温鼓风干燥箱（上海龙跃仪器设备有限公
司），AUW120D 电子分析天平（日本岛津公司），
扫描电子显微镜（日立科学仪器有限公司）。
　　注射用哌拉西林钠舒巴坦钠（济南名冠医药
有限公司），硝酸（优级纯，69% ～ 70%，德国
CNW 公司），氢氧化钠（分析纯，天津市恒兴化
学试剂制造有限公司），Al 标准溶液、Si 标准溶
液、B 标准溶液（1000 μg·mL－ 1，国家有色金属
及电子材料分析测试中心）。
2　方法与结果

2.1　溶液配制与样品制备

2.1.1　Al、Si、B 混合标准溶液的配制　精密量
取 Al、Si、B 标准溶液各 0.5 mL，用 2% 硝酸稀

释成含各元素质量浓度为 10 μg·mL－ 1 对照品储
备液。精密量取对照品储备液 0.10、0.50、2.50、
5.00 mL，用 2% 硝酸分别稀释到 50 mL，分别作
为 S1、S2、S3、S4 线性溶液，精密量取对照品储
备液 5 mL，用 2% 硝酸稀释到 10 mL，作为 S5 线
性溶液。
2.1.2　阳性脱片样品的制备　配制浓度为 0.01 
mol·L－ 1 的氢氧化钠溶液（pH 12.1），分别灌装
至注射剂瓶中，密封后，于 121℃下，分别加热
0、1、2、4、8、12 h，作为系列阳性脱片样品。
2.1.3　Al、Si、B 供试品溶液的制备
　　① 阳性样品供试品溶液：取阳性脱片样品溶
液，加入 2% 硝酸稀释至 10 mL 作为阳性样品供
试品溶液。
　　② 药液供试品溶液：用 10 mL 灭菌注射用水
溶解注射用哌拉西林钠舒巴坦钠，精密量取 2 mL
置于微波消解管中，加入 6 mL 浓硝酸，进行消
解：在 5 min 内将温度升至 120℃，保持 5 min 后，
在 5 min 内将温度升至 160℃，并保持 30 min。
消解结束后，放至室温后，置于石墨赶酸器中，
120℃下赶酸至1 mL，加水定容到10 mL 量瓶中，
作为药液供试品溶液。
2.2　仪器条件

　　ICP-OES 工作参数额定电压：220 ～ 230 V；
功率：50/60 kHz，2800 W（max）；氩气分压表
压力：0.6 ～ 0.8 Mpa；蠕动泵流速：1.5 mL·min－ 1；
空气压缩机输出压力：65 psi；循环水机：恒定
温度（20±2）℃；检测波长：Si 251.611 nm；Al 
396.153 nm；B 249.677 nm。
2.3　Al、Si、B 含量检测分析方法验证

2.3.1　线性、灵敏度、精密度、重复性试验　取
系列质量浓度在 0.02 ～ 5.0 μg·mL－ 1 的 Al、Si、
B 的混合标准溶液注入 ICP-OES 中分析，以各元
素质量浓度为横坐标，仪器响应值为纵坐标，绘
制标准曲线，计算回归方程。取空白溶液，连续
测定 11 次，计算信号强度的标准偏差（SD），以
3 倍的 SD 为检测限（LOD），以 10 倍的 SD 为
定量限（LOQ）。取混合标准溶液（质量浓度为 1 
μg·mL－ 1），连续进样 6 次，根据结果计算响应
值的 RSD。取供试品溶液，用 2% 硝酸稀释适当

sodium and sulbactam sodium for injection has no significant effect on the migration of Al, Si and B 
in medium borosilicate injection bottle and its surface erosion. 
Key words: package compatibility; medium borosilicate injection bottle; ICP-OES; erosion
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倍数，平行制备 6 份，检测元素浓度，计算 RSD。
结果见表 1，各元素在 0.02 ～ 5.0 μg·mL－ 1 的
线性范围内线性关系良好，相关系数 r 均高于

0.999，3 种待测元素的 LOD，LOQ，精密度试验
RSD，重复性 RSD 均符合方法学试验要求。

表 1　线性、检测限、定量限、精密度、重复性试验结果 
Tab 1　Lineary，LODs，LOQs，precision and repeatability

元素
线性范围 /

（μg·mL － 1）
回归方程 r

LOD/
（μg·mL － 1）

LOQ/
（μg·mL － 1）

精密度

RSD /%
重复性

RSD /%

Al 0.02 ～ 5.0 y ＝ 2.519×105x － 2.516×103 0.9999 0.0012 0.0040 0.78 1.0

Si 0.02 ～ 5.0 y ＝ 6.400×104x － 1.085×102 0.9999 0.0030 0.0100 0.41 0.26

B 0.02 ～ 5.0 y ＝ 9.355×104x － 3.819×102 0.9999 0.0015 0.0050 0.52 0.89

2.3.2　回收试验　精密量取供试品溶液，分别
加入 5、10、15 μg mL－ 1 的混合对照品溶液，每
个水平平行制备 3 份，混匀。按“2.1.3”项下方
法制备供试品溶液，经 ICP-OES 测定，计算 Al、
Si、B 3 种元素的回收率。结果 3 种元素回收率
在 95.89% ～ 117.68%，RSD 在 0.46% ～ 2.1%，
表明方法准确性良好。
2.4　玻璃内表面稳定性测试结果

　　取阳性脱片样品的侵蚀液，用 2% 硝酸适当
稀释，经 0.22 μm 滤膜滤过，进行元素检测。Al、
Si、B 测定结果见图 1。

图 1　0.01 mol·L－ 1 NaOH 侵蚀液中元素迁移量测定结果

Fig 1　Determination results of released elements content in 0.01 
mol·L－ 1 NaOH

　　取阳性脱片样品，倾倒侵蚀液，用蒸馏水将
注射剂瓶清洗干净。晾干后，灌装 0.5% 的亚甲
蓝溶液，静置 20 min 后倒出，用低流速水灌入瓶
内再倒出，反复冲洗 5 ～ 10 次，至样品内表面
的蓝色不变为止，晾干后，观察中硼硅模制注射
剂瓶内壁亚甲蓝挂壁现象。染色结果见图 2。
　　取阳性脱片样品，倾倒侵蚀液，切割制取长

宽 0.5 cm 的玻璃片，清洗后晾干。取制备空白玻
璃片样品，应用扫描电镜进行观察，结果见图 3。
　　结果表明，随着时间的变化，侵蚀溶液中的
Al、Si、B 元素浓度逐渐上升；经侵蚀液浸泡 2 
h 以上的阳性样品注射剂瓶，呈现亚甲蓝挂壁现
象；同样，SEM 结果显示，相对于空白样品内表
面的光滑、无突起，经 NaOH 溶液侵蚀 2 h 以上
的注射剂瓶，内表面开始逐渐出现突起、白色的
麻点等被侵蚀的现象，且随着时间延长，麻点越
多越密集，预示玻璃内表面脱片趋势加剧。尽管
中硼硅玻璃具有较好的耐腐蚀性，但玻璃产品在
一定程度上仍具有反应性。
2.5　稳定性试验样品中 Al、Si、B 的迁移及脱片

情况

　　将注射用哌拉西林钠舒巴坦钠药品置于
（40±2）℃、RH（75±5）% 条件下进行加速试
验，置于（25±2）℃、RH（60±5）% 条件下进行
长期试验 [14]。取 0 月、稳定性试验 3 个月及 6 个
月的注射用哌拉西林钠舒巴坦钠样品各 3 批，每
批 2 个，按“2.1.3”项下方法制备药液供试品溶
液，采用 ICP-OES 分析 Al、Si、B 的迁移情况，
并通过亚甲蓝染色及 SEM 扫描观察玻璃内表面
受侵蚀情况。结果见表 2、3 及图 4、5。
　　由表 2、3 结果可以看出，经加速与长期试验
处理后，药品中 Al 元素在一定范围内波动，但未
见明显迁移，B 元素的测定值小于检测限，而 Si
元素迁移量有上升趋势，但仍明显低于 PDE 限值
（PDE：Al 50 μg·d － 1；Si 3428.6 μg·d － 1；B 10 
000 μg·d－ 1）。由图 4、5 可以看出，注射用哌拉
西林钠舒巴坦钠所使用的中硼硅模制注射剂瓶内
表面平整，未出现明显的麻点或突起等被侵蚀的现
象。经亚甲蓝染色，注射剂瓶内表面也未发现明显
的染色现象。哌拉西林钠舒巴坦钠对注射剂瓶内表
面稳定性略有影响，但相对于阳性试验中采用的碱
性溶液，由于药品呈粉末状，固体状态下，分子间
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的相互作用较弱，对玻璃内表面的侵蚀能力较弱。
3　讨论

　　注射剂被认为是风险最高的药物剂型之一，
也是药品抽检中不合格率最高的剂型。注射剂药
品分为液体与固体两种状态，为方便贮存与流通，
其包装多采用安瓿瓶、西林瓶、预灌封注射器、
输液袋等形式。常用于注射剂的包装材料包括橡

图 2　中硼硅模制注射剂瓶的亚甲蓝染色结果

Fig 2　Methylene blue staining results of medium borosilicate injection 
bottle

图 3　空白玻璃片样品的扫描电镜结果

Fig 3　Element mapping of blank glass sample

表 2　加速试验样品中 Al、Si、B的迁移量 (μg) 
Tab 2　Released content  of Al，Si，B in accelerated testing samples (μg)

样品 批号 Al Si B
0 月样品 200401 0.4818 12.4296 －

200402 0.5016 13.3178 －

200403 0.5188 13.0731 －

加速 3 个月正置样品 200401 0.7085 19.3988 －

200402 0.7324 20.0088 －

200403 0.6999 19.5811 －

加速 3 个月倒置样品 200401 0.6405 17.6023 －

200402 0.6501 18.8559 －

200403 0.6411 17.3091 －

加速 6 个月正置样品 200401 0.5224 23.6875 －

200402 0.6545 21.3697 －

200403 0.7267 22.4634 －

加速 6 个月倒置样品 200401 0.5337 18.3317 －

200402 0.6607 19.8561 －

200403 0.5377 18.5299 －

注：“－”表示未检出。

Note：“－” means not detected.

表 3　长期试验样品中 Al、Si、B的迁移量 (μg) 
Tab 3　Released content of Al，Si，B in long-term testing samples (μg)

样品 批号 Al Si B
0 月样品 200401 0.4818 13.4296 －

200402 0.5016 13.3178 －

200403 0.5188 13.0731 －

长期 3 个月正置样品 200401 0.5595 16.3976 －

200402 0.4995 15.7079 －

200403 0.5862 14.2775 －

长期 3 个月倒置样品 200401 0.5842 15.7663 －

200402 0.5870 12.6746 －

200403 0.5809 15.7699 －

长期 6 个月正置样品 200401 0.5018 16.0995 －

200402 0.7012 18.8202 －

200403 0.4018 17.3951 －

长期 6 个月倒置样品 200401 0.4462 14.6774 －

200402 0.5293 15.3875 －

200403 0.5997 15.1882 －

注：“－”表示未检出。

Note：“－” means not detected.

图 4　不同处理下注射用哌拉西林钠舒巴坦钠样品的亚甲蓝染色结果

Fig 4　Methylene blue staining of piperacillin sodium and sulbactam sodium for injection under different condition

图 5　不同处理下注射用哌拉西林钠舒巴坦钠样品的扫描电镜结果

Fig 5　Element mapping of piperacillin sodium and sulbactam sodium for injection under different condition
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胶、塑料、玻璃、金属等。药物对中硼硅模制注
射剂瓶 Al、Si、B 元素迁移量及其表面脱片趋势
的影响试验结果，可以反映药物是否使中硼硅模
制注射剂瓶元素迁移、脱片，甚至发生化学反应。
　　有研究表明，玻璃的耐酸碱侵蚀的能力与其
结构有关 [15-16]。硅氧四面体 [SiO4] 构成了中硼硅玻
璃的基本骨架，添加的 B2O3 形成 [BO4]，与 [SiO4]
紧密相连，生成 B-O-Si 键，构成结构稳定的网络
结构 [17-18]，此外还存在 Si-O-Al、Si-O-Al-O-B 等连
接键 [19]。尽管玻璃的结构稳定，溶液中的水分子
仍能以分子形式进入硅酸盐骨架，破坏其结构 [20]。
另一方面，碱性溶液中的离子也可直接破坏 Si-O
键，使其形成硅酸盐不断被溶解 [20-21]。
　　本文结合亚甲基蓝染色、SEM 和 ICP-OES
检测 Al、Si、B 元素的迁移量和脱片情况，判断
药物对中硼硅模制注射剂瓶的影响。该方法可有
效判断中硼硅模制注射剂瓶是否发生脱片或是否
存在脱片趋势，并评估由此造成的风险。利用该
方法，考察了一批灌装侵蚀液的中性硼硅玻璃安
瓿的脱片情况及元素迁移量趋势。结果显示，在
碱性条件下，所选用的中硼硅模制注射剂瓶内表
面存在脱片的可能。但经稳定性试验处理的样
品，玻璃内表面受侵蚀而迁移的 Al、Si、B 等元
素与 0 月样品相比，几乎没有明显增加，亚甲蓝
染色结果与 SEM 扫描结果，也未见明显染色与
脱片现象，说明该药品对所选注射剂瓶内表面无
影响，以固体粉末状态贮存的哌拉西林钠舒巴坦
钠，相较于液体的侵蚀液，与玻璃内表面相互作
用较弱，证明该药品对中硼硅模制注射剂瓶无明
显影响。
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富马酸喹硫平缓释片的体内外相关性溶出方法研究

范诗雨1，刘芳伶1，贺劲杰2，周群2，3，程泽能1*（1. 中南大学湘雅药学院，长沙　410013；2. 湖南慧泽生物医药

科技有限公司，湖南　长沙　410000；3. 自乳化技术创新制剂湖南省工程研究中心，长沙　410000）

摘要：目的　通过流通池法模拟富马酸喹硫平缓释制剂的体内动力学过程，建立具有体内外相

关性的溶出方法，并进行体内外相关性模型预测能力的评估。方法　采用 HPLC-MS/MS 法测

得 T1、T2 和 R 制剂的血药浓度数据，通过 WinNonlin 软件的非房室模型和反卷积模块解析参

比制剂的体内特征，依据参比制剂的体内特征指导溶出方法的设计，用 3 种释放速率不同的制

剂的体内和体外数据建立体内外相关性模型，并进行模型预测能力验证。结果　建立了具有 A
级相关性（R2 ＝ 0.967）和 C 级相关性（R2 ＝ 0.996）的溶出方法，内部制剂预测和外部制剂预

测的预测误差 PE% ＜ 10%，符合标准。结论　本方法具有良好的体内外相关性，其体内外相

关性模型经验证预测误差符合标准，对于吸收速率不同的制剂均具有良好的区分力，可以为

富马酸喹硫平缓释片的制剂评价提供参考。

关键词：富马酸喹硫平缓释片；体内外相关性模型；流通池法
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In vitro-in vivo correlation of dissolution method for quetiapine fumarate 
sustained-release tablets

FAN Shi-yu1, LIU Fang-ling1, HE Jin-jie2, ZHOU Qun2, 3, CHENG Ze-neng1* (1. Xiangya School of 
Pharmaceutical Sciences, Central South University, Changsha  410013; 2. Hunan Huize Biopharma 
S&T Co., Ltd., Changsha  410000; 3. Hunan Research Center for Self-Emulsification Technology 
Innovative Formulations, Changsha  410000)

Abstract: Objective  To simulate the in vivo kinetics of quetiapine fumarate sustained-release 
preparations by flow cell method, to establish a dissolution method with in vitro and in vivo correlation, 
and to evaluate the predictive ability of the in vivo and in vitro correlation model. Methods  The blood 
concentration data of T1, T2 and R preparations were measured by HPLC-MS/MS method. Then, the 
in vivo characteristics of the reference preparation were analyzed by the non-compartmental model 
and deconvolution module of WinNonlin software. Finally, the dissolution was guided according to the 
in vivo characteristics of the reference preparation. The in vitro and in vivo correlation models were 
established with in vivo and in vitro data from the 3 formulations with different release rates, and the 
model predictive proficiency was validated. Results  A dissolution method with A-level correlation 
(R2 ＝ 0.967) and C-level correlation (R2 ＝ 0.996) was established. The prediction error PE% 
was ＜ 10% for both the internal formulation prediction and external formulation prediction, in line 
with the standard. Conclusion  The dissolution method established in this study has good in vitro and 
in vivo correlation. The correlation model has been verified to meet the standard prediction error, has 
good discrimination power for various preparations with different rates, and can provide reference for 
the formulation evaluation of quetiapine maleate sustained-release tablets. 
Key words: quetiapine fumarate sustained-release tablet; in vitro-in vivo correlation model; flow cell 
method
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　　富马酸喹硫平是英国 AstraZeneca 制药公司新
开发的第二代非典型抗精神病药（second genera-
tion antipsychotics，SGA）。其缓释制剂可以延长
药物治疗作用持续时间，降低毒副作用，减少用
药次数，改善用药的依从性 [1]。该药物于 2013 年
在中国上市，由于其仿制难度较大，目前国内仅
有 3 家仿制制剂为在售状态。体内外相关性（in 
vitro-in vivo correlation，IVIVC）模型是一种用于
描述口服剂型体外特性（药物溶解或释放的程度）
与体内性能（血浆药物的溶度和吸收量）之间相关
性的数学模型 [2]。依据 IVIVC 模型对药物体内时
间 - 血浆药物浓度曲线的拟合程度，FDA 指南将
IVIVC 划分为 A、B、C 和多重 C 级 4 个级别。
　　本研究以富马酸喹硫平缓释片为研究对象，
依据体内药动学特征来设计体外溶出方法，并初
步建立和评估了该药物的体内外相关性模型。基
于新型流通池法建立富马酸喹硫平缓释片具有体
内外相关性的溶出方法，依据药物体外溶出行为
来模拟预测药物的体内性能，这不仅有助于提高
该制剂的生物等效性试验的成功率、节约仿制药
研发成本、节省注册时间，还可以被用于建立体
外溶出度标准，进行药品批间质量控制等 [3-4]。
1　仪器与试药

　　HS-R660 型全自动流通池型溶出仪（湖南慧
泽生物医药科技有限公司）[5]；高效液相色谱仪
（Agilent1260，配有 DAD 检测器）；UX6200H 型
百分之一电子天平 [ 岛津企业管理（中国）有限
公司 ]；十万分之一电子天平 [ 赛多利斯科学仪
器（北京）有限公司 ]；HH-6 型电热恒温水浴锅
（天津市泰斯特仪器有限公司）；Vortex-5 型可调
式涡旋混合器（山海嘉鹏科技有限公司）；TG20-
WS 台式低速离心机（湖南迈克尔实验仪器有限公
司）；FE28 型 pH 计 [ 梅特勒 - 托利多国际贸易（上
海）有限公司 ]，Eco-S15UVFV 型实验室纯水系
统（上海和泰仪器有限公司）。
　　受试制剂 T1、T2（某公司自研产品，规格：
200 mg）；受试制剂 T3（某市售制剂，规格：200 
mg）；受试制剂 T4（某市售制剂，规格：200 
mg）；富马酸喹硫平缓释片（R，阿斯利康制药
有限公司，批号：MM2654、MK2374）；富马
酸喹硫平原料药（浙江苏泊尔制药有限公司，批
号：011-180305U），磷酸二氢钾（上海沪试，批
号：20220110），氢氧化钠（上海沪试，批号：
20210107），磷酸（天津市科密欧化学试剂有限公
司，批号：20210710）；三乙胺（广州光华科技股

份有限公司，批号：20200809）；盐酸（成都市
科隆化学品有限公司，批号：2020112502）；富
马酸喹硫平对照品（纯度：96.2%，批号：2413-
025A2）、富马酸喹硫平内标（纯度：95.7%，批号：
3298-096A6）（TLC pharmaceutical Standards）；甲
醇、乙腈、乙腈均为色谱纯。
2　方法和结果

2.1　药物体内试验

2.1.1　T1 与 R 的人体生物等效性试验　采用随
机、开放、两制剂、两周期（T-R、R-T）、自身
交叉试验设计，周期间的洗脱期为 7 d。试验方
案经海口市人民医院生物医学伦理委员会 [ 伦理
批准号：2021-（伦审）-172] 批准，受试者均签署
知情同意书。48 例受试者在试验当日早上空腹口
服 T1 或 R 一片，于给药前（0 h）及给药后 0.5、
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、
14、15、16、18、20、24、28、32、36、48 h 分
别采集静脉血 4 mL，血样置于肝素钠抗凝剂真空
采血管中，1 h 内离心分离血浆，血样放于超低
温冰箱（低于－ 60℃）中储存待分析，采用高效
液相 - 质谱联用（HPLC-MS/MS）测定人体血浆
喹硫平浓度，采用 WinNonlin 软件非房室模块计
算富马酸喹硫平的药动学参数。
2.1.2　T2 与 R 的人体生物等效性试验　采用随
机、开放、两制剂、两周期（T-R、R-T）、自身
交叉试验设计，周期间的洗脱期为 7 d。试验方
案经南华大学附属第二医院药物临床试验伦理委
员会 [ 伦理批准号：【202106-03】药伦审字（191）
号 ] 批准，受试者均签署知情同意书。48 例受试
者在试验当日早上空腹口服 T2 或 R 一片，于给
药前（0 h）及给药后 0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、16、18、20、24、
28、32、36、48 h 分别采集静脉血 4 mL，血样置
于肝素钠抗凝剂真空采血管中，1 h 内离心分离
血浆，血样放于超低温冰箱（低于－ 60℃）中储
存待分析，采用 HPLC-MS/MS 测定人体血浆喹
硫平浓度。
2.1.3　生物样本检测　① 色谱条件。色谱柱：
Waters XBridge C18（4.6 mm×50 mm，3.5 μm），
流速：0.6 mL·min－ 1；进样量：10 µL；柱温：
35℃；流动相：0.1% 甲酸水溶液为 A 泵，甲醇
为 B 泵； 梯 度 洗 脱：0.00 ～ 1.00 min，80%A；
1.00 ～ 1.5 min，80% → 10%A；1.5 ～ 4.5 min，
10%A；4.5 ～ 4.6 min，10% → 80%A。
　　② 质谱条件。离子源：电喷雾离子源 ESI；
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检测方式：正离子 MRM 模式；离子源喷雾电压：
4000 V；离子源温度：300℃；碰撞能：喹硫平
内标和喹硫平的碰撞能均为 25 V；监测离子对：
喹硫平内标的检测离子为 m/z 392.2 ～ 258.1，喹
硫平的检测离子为 m/z 384.2 ～ 253.1。
　　HPLC-MS/MS 法测得各制剂单位时间的平均
血药浓度检测结果见图 1a、图 1b，将各制剂的血
药浓度 - 时间曲线数据代入 WinNonlin 软件中的反

卷积模块可求得各制剂的各时间点的吸收百分数
图（见图 1c），各制剂的吸收速度和吸收程度差异
明显，T1 ＞ R ＞ T2。采用非房室模块计算富马
酸喹硫平的药动学参数，比较 T1、T2 和 R 制剂的
Cmax、AUC0 ～ t 和 AUC0 ～∞的几何均值比 Ratio（T2/
R）和 Ratio（T1/R），结果也说明在体内试验中 T1
的吸收程度比 R 高、吸收速度比 R 快，T2 的吸收
程度比 R 低、吸收速度比 R 慢（见表 1、2）。

图 1　平均血药浓度 - 时间曲线图（a 和 b）和体内累积吸收百分数图（c）
Fig 1　Mean plasma concentration-time plot（a and b）and in vivo cumulative percent absorption plot（c）

表 1　T1 和 R的人体试验药动学参数 
Tab 1　Human trial pharmacokinetic parameters for T1 and R

参数
受试制剂

（T1）（n ＝ 46）
参比制剂

（R）（n ＝ 44）
比值

（T1/R）/%

Cmax/（ng·mL － 1） 268.54 251.80 106.65

AUC0 ～ t/（ng·h·mL － 1） 3049.89 2975.50 102.50

AUC0 ～∞ /（ng·h·mL － 1） 3139.01 3042.42 103.17

tmax/h 5.00 5.00 /

t1/2/h 7.76 7.27 /

λ z/h
－ 1 0.11 0.11

表 2　T2 和 R的人体试验药动学参数 
Tab 2　Human trial pharmacokinetic parameters for T2 and R

参数
受试制剂

（T2）（n ＝ 47）
参比制剂

（R）（n ＝ 48）
比值

（T2/R）/%

Cmax/（ng·mL － 1） 168.70 193.20 85.00

AUC0 ～ t/（ng·h·mL － 1） 2246.99 2316.41 97.40

AUC0 ～∞ /（ng·h·mL － 1） 2327.97 2409.07 97.12

tmax/h 4.99 7.49 /

t1/2/h 7.71 8.21 /

λ z/h
－ 1 0.10 0.09 /

2.2　药物体外溶出试验

2.2.1　药物溶出度测定　由参比制剂体内药动学
参数可知，富马酸喹硫平缓释片的体内吸收速率
常数 Ka 约为 0.27，3 倍吸收半衰期 3 t1/2 约为 8 h，
该数据提示富马酸喹硫平参比制剂 8 h 的累积吸
收超过 85%。以此为依据，采用流通池法，溶出
介质前 3 h 为 pH 1.2 的盐酸溶液，3 h 后为纯化水

介质，流速 20 mL·min－ 1，温度（37±0.5）℃，
分 别 于 0.5、1、2、3、4、5、6、7、8 h 接 取 1 
mL 左右的溶出液，进行 10 000 r·min－ 1，3 min
的离心后，取上清液，采用 HPLC 法进行检测，
得到的喹硫平的微分溶出曲线通过数值积分法转
换为累积溶出百分数曲线，转换公式如下：
　　Diss ＝ ∑n

i ＝ 1 [（Ci ＋ Ci）（ti － ti － 1）× 
Flowrate/（2×dosage）]
　　其中，Diss 为累积溶出百分数，dosage 为药
物活性成分总含量，Ci 为 ti 时间点的药物浓度，
Flowrate 为溶出介质流速 [6]。
2.2.2　样本检测　使用 HPLC 检测样品中药物浓
度，色谱柱：Agilent 5 TC-C18（2）（150 mm×4.6 
mm）；流动相：甲醇 - 水 - 三乙胺（600∶400∶4），
调 节 pH 至 4.5； 检 测 波 长：289 nm； 流 速：1 
mL·min－ 1；柱温：30℃；进样量：10 μL[7]。
　　结果 R、T1、T2 的 8 h 体外累积溶出曲线和
溶出速度具有明显的差异，T1 比 R 的溶出速率
快，但 T2 比 R 的溶出速率略慢（见图 2），该试
验结果与各制剂体内试验不同时间的吸收百分数
呈相同趋势（见图 1c）。
2.2.3　体内外相关性的建立和评估　依据体内
外相关性模型计算体内预测累积吸收百分数，
再根据卷积分法计算体内预测血药浓度，具体
公式如下：
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图 2　T1、T2 和 R 的 8 h 体外累积溶出百分数图（n ＝ 6）
Fig 2　8-hour cumulative in vitro percent dissolution profile of T1，T2 
and R（n ＝ 6）

　　Ct ＋ 1 ＝ [（2× ∆ F×D）/Vd ＋ Ct（2 －

Ke× ∆ t）]/（2 ＋ Ke× ∆ t） 
　　其中，∆ F 是两个连续的取样时间点之间的
累积溶出分数差，∆ t 是两个连续的取样时间点之
差，D 是药物活性成分总含量，Vd 是药物的表观
分布容积，Ke 是消除速率常数 [8]。
　　 采 用 WinNonlin 软 件 计 算 累 积 吸 收 分 数
（Abs，%），以三个制剂各时间点的体外累积溶
出百分数（Diss，%）为横坐标，以对应时间点
的体内累积吸收数据（Abs，%）为纵坐标进行
线性分析，可得到 T1、T2 和 R 的体内外 A 级
相关性模型（Abs ＝ 0.945×Diss ＋ 0.337，R2 ＝

0.967）。该结果表明该溶出方法具有 A 级体内外
相关性（见图 3a）。
　　使用 DDsolver 程序对富马酸喹硫平缓释片
的溶出数据进行分析可知其体外溶出特征符合
Weibull 模型，并得到各制剂累积溶出 80% 的时
间 T80，以 T80 为横坐标，体内实测的 AUC0 ～ t

为纵坐标进行相关性分析，可得到三个制剂的 C
级相关图（见图 3b）。

图 3　T1、T2 和 R 的 A 级（a）及 T1、T2 和 R 的 C 级体内外相关

性图（b）
Fig 3　A-level in vitro-in vivo correlation plot of T1，T2 and R（a），
and C-level in vitro-in vivo correlation plot of T1，T2 and R（b）

　　依据模型 Abs ＝ 0.945×Diss ＋ 0.337，R2 ＝

0.967，由 T1、T2 和 R 的体外累积溶出百分数可
预测三个制剂的体内吸收百分率，由体内吸收百
分率通过卷积法可得到制剂的时间 - 血药浓度数

据，进而得到 Cmax 和 AUC0 ～ t 预测的几何均值比
Ratio（T/R），并分别计算 Ratio（T1/R）和 Ratio
（T2/R） 的 预 测 误 差 率，T2 制 剂 Cmax 的 Ratio
（T2/R）为 12.7% ＞ 10%（见表 3），需继续进行
外部制剂预测能力评估 [9]。

表 3　T1、T2 模型预测值与实测值的比较 
Tab 3　Model predicted value and measured value of T1 and T2

参数
Ratio（T1/R） Ratio（T2/R）

实测值 /% 预测值 /% PE/% 实测值 /% 预测值 /% PE/%

AUC0 ～ t 102.5 100.0 2.4 97.4 100.0   2.7

Cmax 106.7   97.8 8.3 85.0   95.8 12.7

　　为进一步评估模型的可预测能力，使用市
售制剂 T3、T4 进行模型外部制剂预测能力评
估。 依 据 T1 和 T2 建 立 的 IVIVC 模 型（Abs ＝

0.945×Diss ＋ 0.337，R2 ＝ 0.967）， 由 制 剂 T3、
T4 的体外数据各时间点的 Diss（见图 4）预测制剂
T3、T4 体内各时间点的体内吸收百分率 Abs%，
进而得到 Cmax 和 AUC0 ～ t 预测的几何均值比 Ratio
（T3/R）、Ratio（T4/R），将市售制剂 T3、T4 的
实测值默认为 100%，计算预测误差率 PE%，结
果见表 4。两制剂 Cmax 和 AUC0 ～ t 预测误差率均小
于 10%，说明该模型的预测能力良好。

图 4　参比制剂 R 和受试制剂 T3、T4 的体外累积溶出图（n ＝ 6）
Fig 4　In vitro cumulative dissolution profiles of reference formulation 
R and test formulation T3 and T4（n ＝ 6）

表 4　受试制剂 T3、T4 的模型预测值与实测值的比较 (%) 
Tab 4　Model predicted value and measured value of T3 and T4 (%)

参数
Ratio（T3/R） Ratio（T4/R）

实测值 预测值 PE 实测值 预测值 PE

AUC0 ～ t 100.0   99.9 0.0 100.0   99.9 0.0

Cmax 100.0 101.2 1.2 100.0 100.3 0.3

3　讨论

　　文献报道富马酸喹硫平原料药溶出呈现明显
的 pH 依赖性 [10]，溶解度随着 pH 值的降低而增
大，而人体胃肠道存在由酸性胃液到碱性肠液的
过渡过程，考虑到胃肠道 pH 变化可能对药物溶
出速率产生的影响，本研究选择了 pH 1.2 的溶液
和纯化水作为溶出介质，并且在 3 h 的时间点进
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行了介质的转换。相比经典的篮法和桨法，本研
究选用的为流通池法，流通池的动力学过程与体
内的流体动力学过程更为相似，对于需要进行介
质转换的试验，流通池的仪器构造比起篮法和桨
法有更多的可操作性 [11-12]。对体内吸收数据的解
析也验证了上述设计的必要性，将体内数据和体
外数据进行线性拟合后，A 级相关和 C 级相关的
拟合优度 R2 均大于 0.9，也说明了该溶出设计的
合理性。
　　本研究的体内试验分为两个独立的试验进行，
虽然各试验使用的参比制剂的厂家和批号相同，
但在不同的试验中得出的药动学参数的具体数值
仍差异较大，如参比制剂 R 在“T1 与 R 的人体生
物等效性试验”中的 AUC0 ～ t 和 Cmax 值均比“T2
和 R 的人体生物等效性试验”中的参数值大，为
了减少误差，在进行内部预测和外部预测时选用
的药动学参数是几何均值比 Ratio（T/R）这类比
率值；在进行 C 级体内外相关性分析时使用的 T2
制剂的 AUC0 ～ t 也通过 Ratio（T2/R）进行了换算。
　　目前，文献关于 IVIVC 研究偏重于其所建
立的溶出方法与体内数据的相关性，以线性相
关方程和拟合优度 R2 作为 IVIVC 研究的结果指
标 [13-15]。实际上，IVIVC 模型作为一种预测性的
模型，其预测能力的评估也是 IVIVC 研究的重
点，FDA 建议对于三种释放速率不同的制剂建立
的 IVIVC 模型至少应进行建模制剂内部预测能力
的评估，对于两种释放速率不同的制剂进行模型
外部制剂预测能力的评估。本研究以三种释放速
率不同的制剂建立 IVIVC 模型，进行内部制剂评
估后发现 T2 制剂 Cmax 的 Ratio（T2/R）的预测误
差为 12.7%，略微超出 10% 的评价标准，进一步
用外部制剂 T3 和 T4 对模型进行了评估，外部制
剂预测误差均小于 10%，符合评价标准，说明模
型具有良好的预测性。
4　结论

　　本研究依托流通池法创建富马酸喹硫平缓释
片体内外相关性良好的体外溶出方法，对于吸收
速率不同的制剂均具有良好的区分力，可为富马
酸喹硫平缓释片质量标准的建立提供依据。建立
的 IVIVC 模型经内部验证和外部验证显示其具
有良好的可预测性，可通过富马酸喹硫平缓释片

制剂的体外特征预测制剂的体内特征，在制剂评
价、处方优化等方面都有重要的应用价值。
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来那替尼自微乳的制备、表征及生物利用度研究

张雪1，2，张强2，3，程泽能1，2，3*（1. 中南大学湘雅药学院，长沙　410013；2. 湖南慧泽生物医药科技有限公司，长沙

　410000；3. 徐州医科大学药学院，江苏　徐州　221000）

摘要：目的　制备来那替尼自微乳并对其进行体内外质量评价。方法　通过辅料溶解度和混合

油相与表面活性剂相容性选择处方所用辅料；通过三元相图和星点设计 - 效应面法确定处方各

辅料的比例；对来那替尼自微乳的粒径分布、Zeta 电位、微观形态及稀释稳定性进行体外质量

评价；通过比格犬体内药动学实验计算来那替尼自微乳的相对生物利用度。结果　来那替尼自

微乳处方：来那替尼 35 mg，油酸 200 mg，玉米油 200 mg，RH40 255 mg，Transcutol HP 345 
mg。来那替尼自微乳加水稀释后，平均粒径为（33.45±1.38）nm，Zeta 电位为（－ 29.5±9.40）
mV，透射电镜下为规则的球状且分布均匀，室温可保持 6 h 稳定。与原料药的混悬液相比，来

那替尼自微乳在比格犬体内相对生物利用度为 315%。结论　来那替尼自微乳制剂可以显著提

高生物利用度，有望成为来那替尼的新型给药制剂。

关键词：来那替尼；自微乳给药系统；生物利用度
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Preparation, characterization and bioavailability of neratinib self-microemulsion

ZHANG Xue1, 2, ZHANG Qiang2, 3, CHENG Ze-neng1, 2, 3* (1. Xiangya School of Pharmaceutical 
Sciences, Central South University, Changsha  410013; 2. Hunan Huize Biopharma S&T Co., Ltd., 
Changsha  410000; 3. School of Pharmacy, Xuzhou Medical University, Xuzhou  Jiangsu  221000)

Abstract: Objective  To prepare neratinib self-microemulsion and evaluate its quality. Methods  The 
formulation of neratinib self-microemulsion was selected by the solubility, compatibility, ternary 
phase diagram, and central composite design-response surface methodology. The assessment of 
the prepared neratinib self-microemulsion in-vitro mainly covered particle size distribution, Zeta 
potential, micromorphology and dilution stability. Besides, the relative bioavailability of neratinib 
self-microemulsion was also evaluated by the pharmacokinetic test in Beagle dogs. Results  The 
optimized formulation was composed of 35 mg neratinib, 200 mg oleic acid, 200 mg corn oil, 255 
mg RH40, and 345 mg Transcutol HP. After water dilution, the mean particle size was (33.45±1.38) 
nm and the Zeta potential was ( － 29.5±9.40) mV. The transmission electron microscope indicated 
a regular spherical shape and uniform distribution. There was no significant change in particle size 
after 6 h at room temperature. Compared with the suspension, the relative bioavailability of self-
microemulsion was 315%. Conclusion  Neratinib self-microemulsion can significantly improve the 
bioavailability, which is likely to be a new drug delivery agent for neratinib. 
Key words: neratinib; self-microemulsifying drug delivery system; bioavailability
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　　来那替尼（neratinib）于 2017 年在美国上市，
被批准用于人表皮生长因子受体 -2（HER2）阳性乳
腺癌的延长性辅助治疗 [1]。它的主要作用靶点是人
的表皮生长因子受体 [2]，特别是对 HER2 选择性强，

它可以通过氢键可逆地结合到 HER2 酪氨酸激酶区
的腺苷三磷酸（ATP）结合位点，阻止 ATP 的结合，
抑制酪氨酸激酶的自磷酸化和激活，从而抑制细胞
增殖 [3]。因此，它与传统化疗药物相比治疗效果更



93

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

为理想。同时，来那替尼属于 BCSⅡ类化合物，其
口服生物利用度低 [4]，限制了其临床应用 [5]。目前
有关来那替尼剂型改良的研究仅有胃漂浮片 [6]，但
此研究并没有证明其生物利用度有所改善。
　　自微乳给药系统（self-microemulsifying drug 
delivery system，SMEDDS）作为基于脂质的新型药
物递送系统，由疏水性药物、油相、表面活性剂和
助表面活性剂组成，在胃肠道蠕动的内环境条件下
自发乳化形成粒径小于 250 nm 的水包油（O/W）型
乳剂。SMEDDS 通过提高难溶药物的溶解度、促进
淋巴转运，以提高药物口服生物利用度 [7-8]。本文
旨在研究来那替尼的 SMEDDS，以期提高其生物
利用度，为来那替尼后续剂型开发提供参考。
1　材料
1.1　仪器 
　　SQP QUINTIX224-1CN 型万分之一天平（德
国赛多利斯）；UltiMate 3000 型高效液相色谱
仪（赛 默 飞）；FE28 型 pH 计（瑞 士 梅 特 勒）；
VX-Ⅱ型气浴振荡器（北京踏锦）；Vortex-5 型涡
旋混合仪（上海嘉鹏）；BT-50 型超声波分散器
（丹东百特）；TG20-WS 型高速离心机（湖南迈
克尔）；激光粒度仪（英国马尔文）；Tecnai 12 型
透射电子显微镜（荷兰飞利浦）；API 5500 型三
重四极杆液质联用仪（爱博才思），配有电喷雾电
离源及 Analyst（Version1.6.3）数据处理系统，配
有 AB Sciex ExionLC AD 液相色谱仪（含自动进
样器、柱温箱等）；L3-5KR 台式低速冷冻离心机
（湖南可成）。
1.2　试药
　　来那替尼（原料药，湖北威德利，批号：
210923，纯度：99%）；来那替尼 -d6（内标物，安
耐吉化学，批号：390092，纯度：99%）；辛酸癸
酸聚乙二醇甘油酯（Labrasol）、二乙二醇单乙醚
（Transcutol HP）、丙二醇单辛酸酯（Capryol 90）
（法国 Gattefosse 公司）；辛酸癸酸单双甘油酯
（Capmul MCM）、三辛酸甘油酯（Captex 8000）（美
国 ABEITEC 公司）；聚乙二醇 400（PEG 400）、玉
米油（江西益普生公司）；中链甘油三酯（MCT，
荣佰生物）；聚氧乙烯氢化 40 蓖麻油（RH40，德
国 BASF）；油酸（湖南尔康制药）；吐温 80（Tween 
80，山东瑞生）；丙二醇（湖北葛店人福）；甲醇
（HPLC 级，美国 ACS）；磷酸二氢钾、磷酸（AR
级，国药集团）。
1.3　实验动物 
　　比格犬（Beagle），体质量 10 kg，雌雄各 2 只，
许可证号：SYXK（湘）2020-0015，湖南普瑞玛公司。
2　方法与结果

2.1　色谱条件
　　 色 谱 柱：Shim-pack GWS C18 柱（4.6 mm× 

250 mm，5 μm）；流动相：水相 - 有机相（40∶60）（水
相：2.72 g 磷酸二氢钾溶于 1.0 L 超纯水中，磷酸调
pH 至 3.0；有机相：甲醇）；检测波长 260 nm；流
速 1.0 mL·min－ 1；柱温 30℃；进样量 10 μL。
2.2　辅料溶解度筛选
　　称取 1 g 辅料于离心管中，投入过量来那
替尼药物，涡旋使药物充分分散后置于气浴振
荡器（37℃，100 r·min － 1）平衡 48 h。10 000 
r·min － 1 离心 10 min，取上清液适量置量瓶，用
甲醇稀释后按“2.1”项下方法测定来那替尼含量，
计算其在不同油相、表面活性剂、助表面活性剂
中的溶解度。
　　由表 1 可知，来那替尼在油酸中溶解度最高，
故选择油酸作为油相。助表面活性剂选择溶解度
较高的 Transcutol HP，而表面活性剂的选择需进
一步进行乳化能力的评价。

表 1　来那替尼在各辅料中的溶解度 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 1　Dissolution of neratinib in various excipients (x±s，n ＝ 3)

辅料类型 名称 溶解度 /（mg·g －１）

油相 油酸 207.39±2.62
Maisine CC     5.82±0.64
MCT     0.35±0.06
Capmul MCM   20.95±0.82
Capryol 90   11.87±0.34
玉米油     0.19±0.02

表面活性剂 RH40     2.96±0.10
Tween 80     3.48±0.69
Labrasol   16.50±1.12

助表面活性剂 Transcutol HP   18.61±0.98
PEG 400   10.85±0.35
丙二醇     2.98±0.08

2.3　混合油相与表面活性剂相容性

　　通过预实验可知油酸作为单一油相乳化效果
并不好，因此为了同时兼顾载药量和乳化效果，
拟采用混合油相。取油酸与其他油相辅料各 0.5 g
混合均匀作为混合油相，分别称取混合油相与相
应表面活性剂按照 1∶1 和 1∶2 的质量比混合均
匀后，吸取 50 μL 上述混合物，滴入 5 mL 的纯化
水中，搅拌（37℃，100 r·min－ 1）使乳化，计时，
观察并记录实验现象。待乳化完全后，溶液室温
静置 2 h，以纯化水为参比，用紫外分光光度计
测定乳液在 600 nm 处的吸光度，并计算透光率
（T，%）。结合各实验组的透光率和乳化等级选
择混合油相和表面活性剂。
　　五个自乳化等级标准如下 [9]：A. 迅速乳化，
时间＜ 1 min，澄清透明或淡蓝色乳光；B. 迅速
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乳化，时间＜ 2 min，比 A 略浊，蓝白色；C. 时
间＜ 3 min，呈奶白色液体状；D. 乳化缓慢，时
间＞ 3 min，呈灰白色，半固态凝块；E. 时间＞ 3 
min，分散不均一，液面一直有油滴漂浮。
　　由表 2 可知油酸单独作为油相，与各种表面
活性剂以各种比例混合都不能达到较好的乳化效

果，但当与其他油相混合后乳化效果有所改善。
其中，油酸和玉米油是所有混合油相中表现最
好的。在表面活性剂的选择中，RH40 显示出最
强的乳化能力。至此，确定了混合油相为油酸与
玉米油，表面活性剂为 RH40，助表面活性剂为
Transcutol HP，但它们的具体用量需进一步考察。

表 2　混合油相与表面活性剂的相容性 
Tab 2　Compatibility of mixed oil phase with surfactant

序号 油相 表面活性剂 油相∶表面活性剂 吸光度 透光率（T）/% 乳化等级

1 油酸 RH40 1∶1 0.600 25.12 E

2 油酸 RH40 1∶2 0.142 72.11 D

3 油酸∶MCT ＝ 1∶1 RH40 1∶1 0.112 77.27 E

4 油酸∶MCT ＝ 1∶1 RH40 1∶2 0.008 98.17 A

5 油酸∶玉米油＝ 1∶1 RH40 1∶1 0.065 86.10 B

6 油酸∶玉米油＝ 1∶1 RH40 1∶2 0.002 99.54 A

7 油酸∶Capryol 90 ＝ 1∶1 RH40 1∶1 0.208 61.94 D

8 油酸∶Capryol 90 ＝ 1∶1 RH40 1∶2 0.004 99.08 A

9 油酸∶Maisine CC ＝ 1∶1 RH40 1∶1 0.440 36.31 E

10 油酸∶Maisine CC ＝ 1∶1 RH40 1∶2 0.168 67.92 D

11 油酸∶Captex 8000 ＝ 1∶1 RH40 1∶1 0.096 80.17 E

12 油酸∶Captex 8000 ＝ 1∶1 RH40 1∶2 0.009 97.95 A

13 油酸∶Capmul MCM ＝ 1∶1 RH40 1∶1 0.078 83.56 C

14 油酸∶Capmul MCM ＝ 1∶1 RH40 1∶2 0.040 91.20 B

15 油酸 Tween 80 1∶1 0.410 38.90 E

16 油酸 Tween 80 1∶2 0.260 54.95 D

17 油酸∶MCT ＝ 1∶1 Tween 80 1∶1 0.788 16.29 E

18 油酸∶MCT ＝ 1∶1 Tween 80 1∶2 0.364 43.25 D

19 油酸∶玉米油＝ 1∶1 Tween 80 1∶1 0.804 15.70 C

20 油酸∶玉米油＝ 1∶1 Tween 80 1∶2 0.654 22.18 C

21 油酸∶Capryol 90 ＝ 1∶1 Tween 80 1∶1 0.340 45.71 E

22 油酸∶Capryol 90 ＝ 1∶1 Tween 80 1∶2 0.163 68.71 D

23 油酸∶Maisine CC ＝ 1∶1 Tween 80 1∶1 0.298 50.35 E

24 油酸∶Maisine CC ＝ 1∶1 Tween 80 1∶2 0.178 66.37 D

25 油酸∶Captex 8000 ＝ 1∶1 Tween 80 1∶1 0.820 15.14 D

26 油酸∶Captex 8000 ＝ 1∶1 Tween 80 1∶2 0.469 33.96 D

27 油酸∶Capmul MCM ＝ 1∶1 Tween 80 1∶1 0.294 50.82 D

28 油酸∶Capmul MCM ＝ 1∶1 Tween 80 1∶2 0.089 81.47 C

29 油酸 Labrasol 1∶1 0.414 38.55 E

30 油酸 Labrasol 1∶2 0.840 14.45 E

31 油酸∶MCT ＝ 1∶1 Labrasol 1∶1 1.766   1.71 D

32 油酸∶MCT ＝ 1∶1 Labrasol 1∶2 1.862   1.37 D

33 油酸∶玉米油＝ 1∶1 Labrasol 1∶1 1.224   5.97 C

34 油酸∶玉米油＝ 1∶1 Labrasol 1∶2 1.672   2.13 C

35 油酸∶Capryol 90 ＝ 1∶1 Labrasol 1∶1 0.430 37.15 E

36 油酸∶Capryol 90 ＝ 1∶1 Labrasol 1∶2 1.274   5.32 E

37 油酸∶Maisine CC ＝ 1∶1 Labrasol 1∶1 0.672 21.28 E

38 油酸∶Maisine CC ＝ 1∶1 Labrasol 1∶2 1.002   9.95 E

39 油酸∶Captex 8000 ＝ 1∶1 Labrasol 1∶1 1.832   1.47 D

40 油酸∶Captex 8000 ＝ 1∶1 Labrasol 1∶2 1.828   1.49 C

41 油酸∶Capmul MCM ＝ 1∶1 Labrasol 1∶1 0.574 26.67 E

42 油酸∶Capmul MCM ＝ 1∶1 Labrasol 1∶2 1.080   8.32 E
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2.4　三元相图绘制

　　将油酸和玉米油先按照质量比 1∶3、1∶2、
1∶1、2∶1、3∶1 混匀作为混合油相，再将表
面活性剂 RH40 与助表面活性剂 Transcutol HP 按
质 量 比 1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、
7∶3、8∶2、9∶1 混匀作为混合表面活性剂，然
后分别将混合油相与混合表面活性剂按质量比
1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4 进行复配。
分别移取 50 μL，缓慢加入 5 mL 纯化水中（37℃，
100 r·min － 1）进行乳化，目测记录乳化时间，

取乳化后的溶液，用激光粒度仪测定乳滴的平均
粒径。
　　分别以混合油相（油酸和玉米油）、表面活性
剂（RH40）、助表面活性剂（Transcutol HP）作
为三元相图的三个顶点，以成乳后的色泽（澄清
透明）、乳化时间（＜ 2 min）和平均粒径（＜ 250 
nm）作为考察指标，绘制三元相图，结果见图 1。
从图 1 可以看出，当油酸∶玉米油＝ 1∶1 时微乳
区域面积最大，故选择油酸∶玉米油＝ 1∶1 的比
例作为混合油相。

图 1　油酸和玉米油以不同比例混合的三元相图

Fig 1　Ternary phase diagram of oleic acid and corn oil mixed in different ratios

2.5　星点设计 - 效应面法优化处方

2.5.1　实验设计　在三元相图所得结果的基础上，
选择对来那替尼自微乳性质影响最显著的两个因
素：混合油相的质量百分比 Woil（X1）和表面活性
剂与助表面活性剂的质量比 Km（X2）为考察因素；
选取对自微乳质量评价比较重要的三个因素：平
均粒径（Y1）、乳化时间（Y2）和饱和载药量（Y3）
为评价指标。根据三元相图和预实验得出的初
步范围，X1 的范围为 10% ～ 40%，X2 的范围为
0.42 ～ 4，采用 Design Expert 12.0 软件，以两因
素五水平进行星点设计，因素和水平见表 3。

表 3　星点设计的因素水平表 
Tab 3　Variables of central composite design

因素
水平

－α － 1 0 ＋ 1 ＋α

Woil/%（X1） 10 14.4 25 35.6 40

Km（X2） 0.42 0.95 2.225 3.48   4

　　根据星点设计表生成的 13 项实验，按比例
精密称取油相、表面活性剂、助表面活性剂，投
入过量药物，涡旋使药物充分分散后置于气浴振
荡器（37℃，100 r·min － 1）平衡 48 h，10 000 
r·min － 1 离心 10 min，精密称取上清液于量瓶中，
用甲醇稀释后按“2.1”项下方法测定来那替尼含
量，计算饱和载药量。取上清液 50 μL，缓慢加
入 5 mL 纯化水中（37℃，100 r·min － 1），目测
法测定乳化时间，激光粒度仪测定平均粒径。
2.5.2　实验结果及模拟拟合　星点设计实验结果

见表 4。在 Design Expert 12.0 软件中输入对应结
果，根据软件对平均粒径、乳化时间、饱和载药
量进行线性或多项式模型拟合，其中校正相关系
数 R2 和显著性水平（P）均满足要求，结果具有
统计学意义（P ＜ 0.05），对应的拟合方程如下：
　　Y1 ＝ 24.65 ＋ 4.93X1 － 3.04X2 － 1.18X1X2 －

0.857X1
2 ＋ 3.46X2

2 ＋ 2.58X1
2X2 ＋ 3.95X1X2

2，
R2 ＝ 0.9029，P ＝ 0.0079；
　　Y 2 ＝ 123.43 ＋ 0.6576X 1 ＋ 24.58X 2 －

2.60X1X2 － 17.13X1
2 － 11.81X2

2 － 9.68X1
2X2 －

20.06X1X2
2，R2 ＝ 0.9973，P ＜ 0.0001；

　　Y3 ＝ 27.80 ＋ 9.17X1 ＋ 0.4424X2，R2 ＝

0.9897，P ＜ 0.0001。
2.5.3　响应面分析与预测　在软件上，将混合油
相的质量百分比 Woil（X1）和表面活性剂与助表面
活性剂的质量比 Km（X2）分别对平均粒径、乳化
时间和饱和载药量进行三维效应面图绘制，相应
结果见图 2。
　　由图 2 可知，Km（X2）一定时，平均粒径随
Woil（X1）增大而增大，乳化时间随 Woil（X1）增
大先增大后减小；Woil（X1）一定时，平均粒径随
Km（X2）的增大先减小后增大，乳化时间在 Woil

（X1）＜ 30% 时随 Km（X2）增大而增大，而当 Woil

（X1）＞ 30% 时乳化时间随 Km（X2）增大先增大
后减小；饱和载药量与 Km（X2）基本无关，仅随
Woil（X1）增大而增大，这是因为来那替尼在油相
中的溶解度远大于在表面活性剂和助表面活性剂
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中的溶解度。
　　综上，以平均粒径最小、乳化时间＜ 1 min、
饱和载药量最大为标准，进行最优处方筛选，除
去近似的预测，得到两个较理想的优化处方：
　　① X1 ＝ 40，X2 ＝ 0.689，Y1 ＝ 35.891，Y2 ＝

30.000，Y3 ＝ 41.295；
　　② X1 ＝ 40，X2 ＝ 3.921，Y1 ＝ 34.962，Y2 ＝

21.073，Y3 ＝ 40.174。
　　考虑到表面活性剂用量太高会刺激胃肠道，
使胃黏膜的渗透性发生可逆性转变 [10-11]，故选择
处方①作为最优处方，即混合油相（油酸∶玉米
油＝ 1∶1）的质量百分比为 40%，RH40 为 25.5%，
Transcutol HP 为 34.5%，进行预测验证。
　　 按 照 筛 选 出 的 最 优 处 方（油 酸∶玉 米
油∶RH40∶Transcutol HP ＝ 20%∶20%∶25.5%∶ 

表 4　星点设计表及响应值 
Tab 4　Central composite design，factors and response

序号 X1/% X2 平均粒径 /nm 乳化时间 /s
饱和载药量 /
（mg·g － 1）

1 14.4 0.95 19.18 94.90 20.52

2 35.6 0.95 32.68 61.30 37.11

3 14.4 3.48 21.17 129.90 18.18

4 35.6 3.48 27.42 85.88 36.59

5 10 2.225 18.12 89.73 14.21

6 40 2.225 32.03 91.59 41.33

7 25 0.42 38.52 66.55 27.14

8 25 4 28.91 136.07 26.66

9 25 2.225 24.43 124.14 26.77

10 25 2.225 23.92 123.76 28.72

11 25 2.225 24.68 123.96 27.80

12 25 2.225 25.37 122.28 28.25

13 25 2.225 24.84 122.99 28.11

图 2　平均粒径（A）、乳化时间（B）、饱和载药量（C）的效应面三维图

Fig 2　3D response surface plot of particle size（A），time of self-emulsification（B）and maximum drug loading（C）

34.5%），投入过量药物，平行制备 3 份来那替
尼自微乳制剂，置于气浴振荡器（37℃，100 
r·min － 1）平衡 48 h，10 000 r·min － 1 离心 10 
min 后取上清液，按“2.5.1”项下方法测定其平均
粒径、乳化时间与饱和载药量，考察实测值和预
测值是否相近，结果见表 5。结果表明，处方测
定值与软件的预测值相比差距较小，说明所建立
的数学模型具有良好的预测性。

表 5　预测值与实际值 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 5　Predicted values and actual values (x±s，n ＝ 3)

项目 平均粒径 /nm 乳化时间 /s 饱和载药量 /（mg·g － 1）

预测值 35.89 30.00 41.29
实际值 36.08±0.2 31.53±3.2 42.35±2.1
偏差 /% 0.61 5.1 2.57

2.6　来那替尼自微乳（NER-SMEDDS）的制备

　　按上述饱和载药量的 80% 投药，即精密称取
35 mg 来那替尼原料药，先加 200 mg 油酸超声溶
解，溶解完全后依次加入 345 mg Transcutol HP、

255 mg RH40 以及 200 mg 玉米油涡旋超声混匀即

得，载药量为 33.8 mg·g － 1。

2.7　NER-SMEDDS 的表征

2.7.1　粒径分布与 Zeta 电位　取“2.6”项下 NER-
SMEDDS 50 μL，缓慢加入 5 mL 纯化水中（37℃，

100 r·min－ 1），用激光粒度仪测定其平均粒径和

Zeta 电位，见图 3。粒径呈正态分布，平均粒径为

（33.45±1.38）nm，多分散指数 PDI 为 0.124。Zeta
电位值为（－ 29.5±9.40）mV，说明乳滴表面带有

较大的电荷，由于电荷的静电排斥作用，阻碍了

乳滴之间的相互碰撞聚集，使 NER-SMEDDS 乳化

后的乳滴具有较高的稳定性 [12]。

2.7.2　透射微观形态　取“2.6”项下 NER-SMEDDS 
50 μL， 缓 慢 加 入 5 mL 纯 化 水 中（37℃，100 
r·min－ 1），形成澄清透明的乳液。取适量，滴在

覆有支持膜的铜网上，静置 10 min 后用滤纸吸去多

余液体，再滴加 2% 的磷钨酸溶液，负染 5 min，自
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然挥干，在透射电镜下观察。NER-SMEDDS 经稀
释后的乳滴呈圆球形，没有聚集（见图 4）。
2.7.3　稀释后稳定性　分别考察 NER-SMEDDS
在不同分散介质（pH 1.0 稀盐酸溶液、pH 4.5 醋

酸盐缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液、pH 7.0 纯化
水）中的稀释后稳定性。按“2.7.1”项下方法将
NER-SMEDDS 分散在不同的介质中，考察其在
各分散介质中 0、3、6 h 的外观状态及平均粒径 [13]

（见表 6）。在上述分散介质中，NER-SMEDDS
稀释后形成的乳液在 6 h 内稳定，粒径大小没有
明显变化、外观颜色不变、没有药物析出。

图 4　NER-SMEDDS 的透射电镜图

Fig 4　Transmission electron microscopy of NER-SMEDDS

表 6　NER-SMEDDS在不同介质中的稀释后稳定性 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 6　Post-dilution stability of NER-SMEDDS in different dispersion media (x±s，n ＝ 3)

时间 /h 指标 pH 1.0 稀盐酸溶液 pH 4.5 醋酸盐缓冲液 pH 6.8 磷酸盐缓冲液 pH 7.0 纯化水

0 平均粒径 /nm 48.48±0.94 46.88±1.86 39.22±0.45 37.31±1.38
药物是否析出 未析出 未析出 未析出 未析出

外观颜色 澄清透明 澄清透明 澄清透明 澄清透明

3 平均粒径 /nm 52.17±0.93 50.56±0.37 43.45±0.54 40.60±0.30
药物是否析出 澄清透明 澄清透明 澄清透明 澄清透明

外观颜色 未析出 未析出 未析出 未析出

6 平均粒径 /nm 51.91±0.43 50.07±0.54 44.15±1.09 40.97±0.64
药物是否析出 未析出 未析出 未析出 未析出

外观颜色 澄清透明 澄清透明 澄清透明 澄清透明

2.8　NER-SMEDDS 比格犬体内生物利用度研究 
2.8.1　实验设计及采血　采用两周期交叉实验设
计。将 4 只比格犬（雌雄各半）随机分为两组，每
组 2 只（一雌一雄），A 组给予 NER-SMEDDS，剂
量为 8 mg·kg－ 1；B 组给予来那替尼混悬液，剂
量为 8 mg·kg－ 1。7 d 后 A、B 两组交换给药。给
药前禁食一晚，并在服药后禁食 4 h，自由饮水。
　　给药前 0 h 及给药后 0.25、0.5、0.75、1、1.5、
2、3、4、6、8、12、24 h 在前肢隐静脉采血 1 
mL，采集的血液样本使用 EDTA-K2 抗凝剂抗凝，
3500 r·min － 1 离心 10 min，分离血浆样品，置
于－ 80℃冰箱中保存待测。
2.8.2　检测方法　色谱及质谱条件条件：色谱
柱：Waters XBridge C18 柱（4.6 mm×50 mm，3.5 
µm）；流动相 A：5 mmol·L － 1 乙酸铵 -0.1% 甲
酸水溶液，流动相 B：5 mmol·L － 1 乙酸铵 - 含

0.01% 甲酸乙腈∶水＝ 95∶5，梯度洗脱：0 ～ 2.5 
min，95%B；2.51 ～ 3.5 min，35%B； 流 速 0.5 
mL·min － 1；进样体积 2 μL，柱温 40℃。
　　离子源：离子喷雾离子化（ESI）源，正离子
方式检测，离子源电压（IS）：5500 V；离子源
温度（TEM）：550℃；气帘气（CUR）：35 psi；
雾化气（GS1）：40 psi；辅助加热气（GS2）：45 
psi；扫描方式：多重反应监测（MRM）；定量离
子对：来那替尼 557.2 /112.1（DP 100 V，CE 32 
eV），来那替尼 -d6 563.3 /118.4（DP 100 V，CE 
32 eV）扫描时间：100 ms。
　　样品前处理：取血浆样本 50 µL，加入内标
储备液 50 µL（来那替尼 -d6，180 ng·mL － 1），再
加入 300 µL 乙腈沉淀蛋白，在 4℃条件下 2450 g
离心 10 min，取上清液。
2.8.3　实验结果　上述检测方法经过方法学验

图 3　NER-SMEDDS 的粒径分布（A）与 Zeta 电位（B）

Fig 3　Particle size distribution（A）and Zeta potential（B）of NER-
SMEDDS
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证，专属性良好，准确度在 92.6% ～ 107.5%，线
性范围为 3.0 ～ 600.0 ng·mL－ 1，标准曲线为 y ＝
0.008x － 0.0079（r ＝ 0.9988），定量下限为 3.0 
ng·mL － 1，满足样品测定要求。
　　采用 Phoenix 软件分别计算 NER-SMEDDS
和混悬液的药动学参数（见表 7）；采用 Graph-
pad-Prism 6.0 版统计学软件，绘制平均血药浓度 -
时间曲线图（见图 5）。

表 7　药动学参数 (x±s，n ＝ 4) 
Tab 7　Main pharmacokinetic parameters (x±s，n ＝ 4)

参数 自微乳组 混悬液组

tmax/h   3.5±0.58 1.375±0.25

Cmax/（µg·L － 1） 74.40±23.67 28.05±3.81

AUC0 ～ t /（μg·h·L － 1） 843.79±123.35 267.86±54.03

图 5　来那替尼平均血药浓度 - 时间曲线（x±s，n ＝ 4）
Fig 5　Mean serum concentration-time curve of neratinib（x±s，n＝4）

　　由表 7 结果可知，自微乳的 tmax 为 3.5 h，较
混悬液的 1.375 h 长，Cmax 是混悬液的 2.65 倍，血
药浓度 - 时间曲线下面积 AUC0 ～ t 也有明显提高。
由公式 F ＝ AUC0 ～ t（自微乳）/ AUC0 ～ t（混悬液）
×100%，算出相对生物利用度 F ＝ 315%。
3　讨论

　　通过辅料溶解度实验发现，来那替尼仅在油
酸中有较好的溶解度，但实验证明油酸作为单一
油相与表面活性剂混合后乳化效果较差。因此，
为了兼顾载药量和乳化效果，使用油酸和玉米油
作为混合油相。玉米油是从禾本科的玉米粒胚中
提取的脂肪油，安全性高，在自微乳制剂方面的
应用潜力巨大 [14]。本研究将油酸与玉米油混合作
为油相，既保证了载药量又优化了乳化效果，这
为 SMEDDS 中油相的选择提供了更多思路。
　　有文献报道，载药量的大小会对自微乳的
粒径产生影响 [15]。辛伐他汀自微乳制剂的研究
显示，载药量越高乳滴的粒径越大 [16]。本文中，
NER-SMEDDS 的载药量为 33.8 mg·g － 1，粒径
为 33.45 nm；而其饱和载药量为 42.35 mg·g － 1，
粒径为 36.08 nm，说明载药量确实会影响乳滴粒
径。但是由于药物性质不同，对自微乳产生的影

响也相去甚远 [17]。并且本文可参考的样本量太
少，尚不能定论此研究中载药量的大小对粒径的
具体影响，后续本课题组将会进行深入研究。
　　本研究结果显示，NER-SMEDDS 乳化后 Zeta
电位为（－ 29.5±9.40）mV，乳滴表面带有大量的
负电荷，一方面表明体系比较稳定，不易聚集和破
乳；另一方面，由于人体肠黏膜顶端与腔内的黏液
带有负电荷，乳滴带过高的负电可能会影响药物在
人体内的吸收 [18]。本文对 NER-SMEDDS 在各种介
质中乳化后形成的乳滴在6 h 内稳定性进行了考察，
进而模拟预估 NER-SMEDDS 在胃肠道不同 pH 环
境中乳滴的稳定性 [19]。其中，pH 7.0 纯化水为体
外研究的常用介质，pH 1.0 稀盐酸溶液模拟人胃液
pH 环境，pH 4.5 醋酸盐缓冲液模拟人十二指肠 pH
环境，pH 6.8 磷酸盐缓冲液模拟人小肠 pH 环境。
这证明了 NER-SMEDDS 在进入体内后不会因 pH
环境的变化而出现破乳、聚集等现象。
　　 本 文 从 体 内 外 两 方 面 对 制 备 的 NER-
SMEDDS 进行了评价。结果表明其乳化后乳滴
粒径较小且形状规则，表面带电荷量高，不易聚
集，即使在复杂的 pH 环境中也可保持稳定状态。
比格犬药动学实验证明，与混悬液相比，NER-
SMEDDS 可以显著提高来那替尼的生物利用度。
综上所述，本研究制备的 NER-SMEDDS 可显著
提高其生物利用度有望减少用药量，提高患者用
药依从性，为来那替尼临床应用问题的解决与新
剂型的研发提供新思路。但是关于制剂的稳定性
问题还需进一步考察。
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不同链长油相葛根素 W/O型微乳在体肠吸收的研究

唐甜甜1，2，3，吴军勇1，2，3，胡旖耘1，2，3，刘新义1，2，3，胡雄彬1，2，3*，向大雄1，2，3*（1. 中南大学

湘雅二医院药学部，长沙　410011；2. 湖南省转化医学与创新药物工程技术研究中心，长沙　410011；3. 中南大学临床药学研究

所，长沙　410011）

摘要：目的　研究不同链长油相对葛根素 W/O 型微乳口服吸收的影响。方法　采用在体单向

肠灌流法考察不同链长油相葛根素 W/O 型微乳的肠吸收行为。以吸收速率常数（Ka）和表观吸

收系数（Papp）为评价指标，分析不同链长油相对葛根素 W/O 型微乳在大鼠不同肠段的吸收特

性。结果　葛根素 W/O 型微乳在大鼠整个肠段的吸收均显著高于葛根素混悬液，不同链长油

相 W/O 型微乳的肠吸收有差异。此外，葛根素 W/O 型微乳在大鼠整个肠段的肠吸收与微乳的

油相链长在一定程度上成正相关，其中长链油微乳肠吸收最佳。结论　长链油微乳能增强葛根

素的肠吸收，从而进一步提高葛根素的口服生物利用度。
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Effect of oil with different chain lengths on intestinal absorption of  
puerarin W/O microemulsion

TANG Tian-tian1, 2, 3, WU Jun-yong1, 2, 3, HU Yi-yun1, 2, 3, LIU Xin-yi1, 2, 3, HU Xiong-bin1, 2, 3*, XIANG 
Da-xiong1, 2, 3* (1. Department of Pharmacy, Second Xiangya Hospital, Central South University, 
Changsha  410011; 2. Hunan Key Laboratory of New Technology for Chinese Medicine Preparations, 
Changsha  410011; 3. Institute of Clinical Pharmacy, Central South University, Changsha  410011)

Abstract: Objective  To determine the effect of oil with different chain lengths on the oral absorption 
of puerarin W/O microemulsions. Methods  The intestinal absorption behavior of puerarin W/O 
microemulsions with different chain length oils was studied by single-pass intestinal perfusion in vivo. 
The absorption rate constant (Ka) and apparent absorption coefficient (Papp) were used as the evaluation 
indexes. The absorption characteristics of puerarin W/O microemulsion were analyzed in different 
intestinal segments of rats. Results  The absorption of puerarin W/O microemulsion was significantly 
higher than that of puerarin suspension in the whole intestinal segment of rats. The intestinal absorption 
of puerarin W/O microemulsion varied with the oil chain length. In addition, the absorption of W/
O microemulsion in the whole intestinal segment of rats was positively correlated with the oil phase 
chain length of the microemulsion. The microemulsion with long chain oil presented the best intestinal 
absorption. Conclusion  Microemulsion with long chain oil can enhance the intestinal absorption of 
puerarin, which further improves its oral bioavailability. 
Key words: puerarin; W/O microemulsion; oil phase chain length; in vivo single-pass intestinal 
perfusion; intestinal absorption

　　葛根素（puerarin，Pue）是从豆科植物野葛
Pueraria lobata（Willd.）Ohwi 或甘葛藤（Puerar-
ia thomsonii Benth）的干燥根中分离出的一种异黄
酮类衍生物，已被广泛应用于多种心血管疾病，
如高血压、冠心病、心绞痛等 [1]。然而葛根素的
水溶性较差，渗透性较低，口服生物利用度低 [2]，
严重影响了药物的治疗效果，因此，为提高患者
顺应性，有必要通过制剂手段改善葛根素的口服
生物利用度。
　　微乳（microemulsion，ME）能显著提高难溶
性药物的生物利用度，降低药物不良反应，是继
胶束、固体脂质纳米粒、脂质体等发展起来的新型
递药系统 [3]。微乳从结构上主要分为水包油型（O/
W）、油包水型（W/O）和双连续型，由于具有热力
学稳定、溶解度高、粒径小且渗透力强等优点，有
较好的应用前景 [4]。本课题组前期制备了葛根素 O/
W 型和 W/O 型微乳，发现 W/O 型微乳在提高葛根
素的口服生物利用度方面更优 [5]。因此，为了进一
步探索影响 W/O 型微乳的促进葛根素口服吸收的
影响因素，本研究通过在体单向肠灌流实验，比较
不同链长油相 W/O 型微乳对葛根素肠吸收的影响，
为筛选出更优的葛根素口服微乳制剂提供参考。
1　材料

1.1　仪器
　　Agilent 1200 高效液相色谱仪（美国 Agilent 公
司）；BT100-2F 电子恒流泵（保定兰格恒流泵有限
公司）；HH 恒温水浴锅（江苏金坛市中大仪器厂）；
101A-2 型干燥箱（上海理光仪器厂）；AG285 电子
分析天平（瑞士 METTER-TOLEDO 公司）；DDS-
11A 型电导仪（上海理达仪器厂）；NANO-ZS90 纳
米粒度分析仪（英国马尔文公司）；JEM 1230 型透
射电子显微镜（日本电子株式会社）；Thermo BR4i
多功能离心机（赛特湘仪离心机仪器有限公司）。
1.2　试药
　　葛根素对照品（中国食品药品检定研究院，
批号：1502-200101）；葛根素原料药（南京泽
朗医药科技有限公司，批号：ZL20110110，纯
度＞ 99.2%）；卵磷脂（上海太伟药业有限公
司）；大豆油、油酸（OA）（上海太达贸易合作公
司）；油酸乙酯（EO，上海飞祥化工厂）；中链脂
肪酸甘油酯（Labrafac CC）、辛酸癸酸三甘油酯
（Labrafac Lipophile wL1349）（佳法赛公司赠送）；
肉豆蔻酸异丙酯（IPM）、乙酸乙酯、正丁酸乙酯
（国药集团化学试剂有限公司）；甲醇（色谱纯，
美国 TEDIA 天地试剂公司）。
1.3　实验动物
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图 1　以卵磷脂和无水乙醇为混合表面活性剂、不同油相与其混合的伪三元相图

Fig 1　Pseudo ternary phase diagrams composed of oil，surfactant and co-surfactant for all the microemulisons
A. 大豆油（soybean oil）；B. 油酸（oleic acid）；C. 油酸乙酯（ethyl oleate）；D. 肉豆蔻酸异丙酯（isopropyl myristate）；E. 中链脂肪酸甘油

酯（glycerides of medium chain fatty acids）；F. 辛酸癸酸三甘油酯（caprylic capric triglyceride）；G. 乙酸乙酯（ethyl acetate）；H. 正丁酸乙酯

（ethyl n-butyrate）

　　健康 SD 大鼠，雄性，体质量（250±25）g，
由中南大学湘雅二医院动物部提供，生产许可证
号：SCXK（湘）2009-0004；实验动物合格证：
HNASLKJ20120720。
2　方法与结果
2.1　含不同链长油相葛根素 W/O 型微乳处方的

筛选

2.1.1　油相的筛选　大豆卵磷脂具有较好的生物
相容性和乳化性能，可与多种油相形成稳定的微
乳。同时，研究发现以卵磷脂 - 无水乙醇配伍可
与不同油相形成更高载水量的 W/O 型微乳。因
此，本文以卵磷脂作为表面活性剂，无水乙醇为
助表面活性剂，制备不同油相与卵磷脂 - 无水乙
醇混合形成的 W/O 型微乳 [6]。本研究分别以短链
油：乙酸乙酯和正丁酸乙酯，中链油：肉豆蔻酸
异丙酯（IPM）、中链脂肪酸甘油酯和辛酸癸酸三
甘油酯，长链油：大豆油、油酸（OA）和油酸乙

酯（EO）为油相；以卵磷脂为表面活性剂（SA）；
以无水乙醇为助表面活性剂（Co-SA）制备微乳。
称取处方量的油相、表面活性剂和助表面活性剂，
磁力搅拌混合，同时逐滴加入双蒸水，制得不同
链长油相空白微乳。
2.1.2　伪三元相图的绘制　用水滴定法绘制伪三
元相图，确定不同链长油相葛根素微乳各组分的
用量范围。按 Km（表面活性剂与助表面活性剂质
量比）为 2∶1、1∶1、1∶2，分别制备混合表面
活性剂。将不同油相与混合表面活性剂（卵磷脂
和无水乙醇）以质量比分别为 1∶9、2∶8、3∶7、
4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 混合均匀，
于室温中磁力搅拌下用水滴定法制备微乳，并记
录临界点时各组分的用量百分比。应用 Origin 8.1
软件绘制伪三元相图，结果见图 1，比较微乳区
域面积大小确定 Km 值。

　　综合伪三元相图面积、表面活性剂用量等因
素，最终确定用于制备不同链长油相葛根素 W/
O 型微乳的长链、中链、短链油分别为 EO、IPM
和乙酸乙酯。长链油微乳（L-W/O-ME）处方比例
为 EO- 卵磷脂 - 无水乙醇 - 水（35.65%∶26.91%∶ 
26.75%∶10.69%），中链油微乳（M-W/O-ME）处
方比例为 IPM- 卵磷脂 - 无水乙醇 - 水（45.33%∶ 
22.70%∶22.69%∶9.28%），短链油微乳（S-W/
O-ME）处方比例为乙酸乙酯 - 卵磷脂 - 无水乙
醇 - 水（58.88%∶26.17%∶13.09%∶1.86%）。
2.1.3　载药微乳的制备
　　① 微乳的制备：分别按比例精密称取处方量

的油相和混合表面活性剂共 8.0 g，200 r·min－ 1

磁力搅拌下混合均匀，用双蒸水缓慢滴定至形
成澄清透明的微乳，加入适量的葛根素原料药，
3000 r·min－ 1 离心 10 min 后取上清液，制得不
同链长油相的葛根素 W/O 型微乳。
　　② 微乳的形态：分别取少量的葛根素 W/O
型微乳，滴至覆盖碳膜的铜网上，用滤纸吸去多
余的液滴，自然干燥后，置透射电镜（TEM）下
观察拍照，见图 2，微乳的形态规则，微乳液滴
之间界限清晰。透射电镜结果显示不同油相与混
合表面活性剂（卵磷脂 - 无水乙醇体系）形成的微
乳形态差异不显著）。



102

Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1 　中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期

图 2　微乳的透射电镜照片

Fig 2　Transmission electron microscope photo of microemulsion

　　③ 含量测定：参照已建立的葛根素微乳测定
方法 [7]，以质量浓度 C（μg·mL－ 1）为横坐标，
峰面积 A 为纵坐标进行线性回归，得回归方程为
A ＝ 56.46C － 66.97（R2 ＝ 0.9992）。结果葛根素
在 2.25 ～ 45.00 μg·mL－ 1 与峰面积呈良好的线

性关系。以此方法测得，L-W/O-ME 的载药量为
（17.87±0.45）mg·mL－1，包封率为（83.2±1.4）%，
M-W/O-ME 的载药量为（12.83±1.00）mg·mL－ 1，
包封率为（78.4±1.9）%，S-W/O-ME 的载药量为
（25.09±1.09）mg·mL－1，包封率为（80.7±2.1）%。
　　④ 初步稳定性考察：将葛根素 W/O 型微乳
样品分装于西林瓶中，分别置于室温下于第 0、
5、10 日取样测定电导率、ζ 电位、黏度、粒径和
载药量。稳定性考察结果见表 1，随着放置时间
的延长，3 种微乳的粒径略有增加，电导率、ζ 电
位、黏度及载药量基本无变化，表明葛根素 W/O
型微乳在室温下基本稳定。

表 1　葛根素 W/O型微乳室温下初步稳定性考察 (n ＝ 3，x±s) 
Tab 1　Stability of puerarin W/O microemulisons at room temperature (n ＝ 3，x±s)

类别 时间 /d 电导率 /（μs·cm － 1） ζ 电位 /mV 黏度 /（mPa·s） 粒径 /nm 载药量 /（mg·mL － 1）

L-W/O-ME   0 44.18±2.32  － 9.21±2.12 24.3±1.2 24.04±1.02 17.87±0.45
  5 43.12±1.28  － 9.14±1.96 28.6±0.8 24.80±0.98 17.67±0.67
10 40.21±1.49  － 9.19±2.08 25.9±1.0 25.41±0.77 17.55±0.35

M-W/O-ME   0 14.10±0.90  － 8.54±1.94 25.8±0.9 15.77±0.58 12.83±1.00
  5 14.19±1.56  － 8.63±1.78 29.3±0.4 16.40±0.66 12.37±0.88
10 15.25±1.08  － 8.50±1.85 28.1±0.7 16.09±0.64 13.70±0.39

S-W/O-ME   0   6.42±0.56 － 10.31±2.07   6.3±0.2 11.91±0.35 25.09±1.09
  5   6.41±0.98 － 10.12±2.14   7.0±0.3 11.86±0.49 24.73±1.20
10   6.67±0.32 － 10.27±2.11   6.9±0.3 12.02±0.81 23.10±0.79

2.2　葛根素 W/O 型微乳的大鼠在体单向肠灌流实验
2.2.1　肠循环液中药物浓度的测定　精密称取葛根
素对照品适量于 100 mL 量瓶中，用肠灌流液稀释
至刻度，摇匀，制成质量浓度为 100.0 μg·mL － 1

的葛根素对照品肠灌流液。分别精密量取 L-W/
O-ME、M-W/O-ME、S-W/O-ME 和葛根素原料粉末
适量，用肠灌流液稀释成葛根素质量浓度为 100.0 
μg·mL－ 1 的葛根素微乳及混悬液肠灌流供试液。

采用 HPLC 法。供试液经 0.45 μm 滤膜过滤，取过
滤液，用 2 倍体积的甲醇稀释，涡旋 2 min，13 000 
r·min－ 1 离心 5 min，取上清液测定葛根素的浓度。
色 谱 柱：Diamonsil C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；流动相：甲醇 - 水溶液（35∶65，V/V）；流
速为 1.0 mL·min－ 1；柱温为 30℃；检测波长为
250 nm；进样量为 10 μL。在此色谱条件下，空白
肠灌流液对葛根素的含量测定无干扰，见图 3。

图 3　肠灌流液中葛根素的 HPLC 图

Fig 3　HPLC chromatogram of puerarin in intestinal perfusate 
A. 空白肠灌流液（blank intestinal perfusate）；B. 含葛根素对照品的肠灌流液（intestinal perfusate with puerarin standard）；C. 样品（sample）

　　以流动相溶解葛根素对照品配制系列浓度的
对照品溶液，绘制标准曲线。结果表明，葛根素
在 1.875 ～ 80.0 μg·mL－ 1 与峰面积呈良好的线
性关系。线性方程为 A ＝ 36.16C ＋ 0.8180（R2 ＝

0.9999）。检测限为 0.54 ng，定量限为 3.78 ng，
低、中、高（3.75、15.0、60.0 μg·mL－ 1）3 种不

同质量浓度的平均回收率分别为 90.7%、101.1%、
101.2%，RSD 分别为 0.85%、0.22%、0.32%。日
内 RSD 分别为 2.37%、0.48%、0.52%，日间 RSD
分别为 2.2%、0.82%、0.71%。含葛根素肠灌流
液室温放置 12 h、37℃水浴 3 h 的稳定性 RSD 分
别小于 1.7% 和 2.3%，表明该方法的稳定性较好。
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2.2.2　各肠段肠壁对葛根素物理吸附的影响　
分别取大鼠十二指肠、空肠、回肠和结肠各 10 
cm，用玻璃棒将黏膜层翻出，置于 10 mL 已知葛
根素质量浓度为 100.0 μg·mL－ 1 的肠灌流液中，
37℃恒温水浴中孵育 2 h，取出肠段，测定各孵
育液中葛根素的浓度。结果显示，2 h 后，十二
指肠、空肠、回肠和结肠孵育液中的葛根素回收
率分别为 97.8%、99.6%、98.1% 和 96.8%，表明
各肠段肠壁对葛根素基本无吸附作用。
2.2.3　不同链长葛根素 W/O 型微乳的分段肠吸收　
取健康 SD 大鼠 20 只，随机分为 4 组，分别为
EO-W/O-ME 即葛根素 W/O 长链油微乳组（L-W/
O-ME），IPM-W/O-ME 即葛根素 W/O 中链油微乳组
（M-W/O-ME），乙酸乙酯 -W/O-ME 即葛根素 W/O 短
链油微乳组（S-W/O-ME）和葛根素混悬液组，每组
5 只。分别精密量取 L-W/O-ME、M-W/O-ME 和 S-W/
O-ME 各 2 mL，用适量 Krebs-Ringer 营养液 [8] 稀释
成葛根素质量浓度为 100.0 μg·mL－ 1 的葛根素微乳
肠灌流供试液。精密称取葛根素原料药粉末适量，用
Krebs-Ringer 营养液稀释成浓度为 100.0 μg·mL－ 1 的
混悬液，混匀制成葛根素混悬液组供试液。
　　选取禁食 24 h 的雄性 SD 大鼠，实验前 24 h 禁
食不禁水，腹腔注射 10% 水合氯醛（0.4 mL/100 g）
麻醉，背部固定于手术台上，腹部用红外灯维持体
温（37±0.5）℃，延腹中线切开腹部约 3 cm，选择肠
段，缓缓注入 37℃生理盐水将肠道内容物冲净，再
用空气将生理盐水排净。上端插管，手术线结扎固
定，再将伤口用浸有生理盐水的纱布覆盖保湿。十二
指肠自幽门 1 cm 处开始取 10 cm，空肠段距幽门 15 
cm 开始取 10 cm，回肠段距离盲肠上行处 20 cm 处开
始取 10 cm，结肠段从盲肠后段开始取 10 cm。
　　实验前用供试液将管道饱和一段时间，使得
管道出口的药物浓度与供试液浓度相等，以消除
管道对药物吸附的影响。将 37℃恒温的供试液以
全速泵入肠段，使肠段内快速充满供试液，再将
流速调至 0.25 mL·min－ 1 平衡 0.5 h。之后进口
处用已知质量的装有葛根素 W/O 型微乳供试液的
小瓶进行灌流，出口处用已知质量的小瓶每隔 15 
min 分段收集流出液，共收集 4 次流出液（同时迅
速更换下一个供试液小瓶和收集液小瓶），每一次
收集迅速精确称定供试液小瓶和收集液小瓶质量。
　　在肠灌流实验结束后，剪下所灌流的肠段，
用细线测量其长度（l）和内径（r）。对照组葛根
素混悬液组的大鼠在体肠灌流实验也按以上操作
进行。取各时间点肠循环液 2 mL，用 0.45 μm 的
微孔滤膜过滤后，用 2 倍体积的甲醇稀释，涡
旋 2 min，13 000 r·min－ 1 离心 5 min，取上清

液制得供试品液。供试品液按 HPLC 法测定葛根
素含量，按照下列公式计算葛根素吸收速率常数
（Ka）和表观吸收系数（Papp），实验结果见图 4。

  A

  B

图 4　不同链长油相葛根素 W/O 型微乳在不同肠段的吸收速率常数

（A）及药物表观吸收系数（B）（*P ＜ 0.05）
Fig 4　Absorption rate constants（A）and apparent permeability 
coefficients（B）obtained for in situ perfusion in the SPIP model for 
the suspension，L-W/O-ME，M-W/O-ME and S-W/O-ME in different 
intestinal segments（*P ＜ 0.05）

　　Ka ＝（1 － CoutVout/CinVin）Q/V
　　Papp ＝－ Qln（Cout/Cin）（Vout/Vin）/2πr1
　　由图 4 可以看出，微乳在 4 个肠段的 Ka 和
Papp 均高于混悬液组，表明不同链长油相的葛根
素 W/O 型微乳在整个小肠段均有不同程度的吸
收，且优于混悬液组。
　　通过不同链长 W/O-ME 组间的比较，可以发现
L-W/O-ME 及 M-W/O-ME 在十二指肠、空肠、结肠
的 Ka 及 Papp 均 高 于 S-W/O-ME；L-W/O-ME 在 十 二
指肠、空肠、结肠的 Ka 及 Papp 均显著高于 M-W/
O-ME（P ＜ 0.05）。通过比较回肠段的 Papp，发现
M-W/O-ME 组的数值最大，差异具有统计学意义
（P ＜ 0.05）。结果表明，不同链长油相的 W/O-ME
能不同程度地促进葛根素在大鼠各肠段的吸收，其
中微乳的肠吸收大致与油相链长成正相关（L-W/
O-ME＞M-W/O-ME＞S-W/O-ME）（P＜0.05）。因此，
油相长度可能是影响 W/O 型微乳肠吸收的因素之一。
3　讨论与结论
　　本研究发现，与混悬液组相比，葛根素 W/O
型微乳不仅可以显著提高葛根素的溶解度，还可
以提高葛根素在肠道的 Ka 和 Papp，可能是由于微
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乳将药物包裹在乳滴内，保护药物免受胃肠的降
解，克服了酶屏障和膜屏障，同时微乳较低的表
面张力可延长与胃肠道黏膜接触的时间，增加葛
根素的跨膜转运。
　　从整个肠道的吸收情况来看，不同链长油相
微乳在肠道的吸收特征为长链油具有明显的肠道
吸收促进作用，中链油、短链油微乳其促吸收作
用依次次之，整体表现为葛根素微乳的肠吸收与
油相的碳链长度成正相关。理化性质结果显示，
所制备的不同链长微乳其 ζ 电位、粒径等无显著
差异，提示油相链长是影响 W/O 型微乳肠吸收的
重要因素之一，油相链长度的增加与更高的药物
转运效率密切相关。课题组前期研究也证实了含
长链油的微乳能更好地促进药物的淋巴转运，且
淋巴转运的比例与油相的链长成正相关 [7，9]，这
一结论也在其他的研究中得到了证实 [10-11]。
　　药物的肠吸收主要受淋巴转运的影响，目前
研究证实明确的肠道淋巴转运的主要通路为乳糜
微粒（CM）途径 [12]。其中，药物的肠吸收与其脂
质载体脂质消化吸收方式密切相关，一般来说，短
链脂肪酸经肠上皮细胞吸收后主要通过门静脉转
运，而中链、长链脂肪酸主要的转运途径是淋巴转
运 [11，13-15]。文献报道 [13，16-17] 长链油具有较好的肠
吸收促进作用，有以下原因：① 长链油具有更高
的亲脂性，因此其对细胞内的 CM 和脂蛋白具有较
好的亲和力；② 长链脂肪酸经肠吸收后，可在内
质网中重新酯化为三酰甘油，然后组装成淋巴脂蛋
白可以减少肝脏的首过效应，进一步增强药物的吸
收；③ 长链油微乳具有较强的黏附性，可较长时
间地与肠道黏膜紧密接触，促进药物的肠吸收。
　　本研究结果表明，葛根素 W/O 型微乳经肠吸
收与油相相关，选择合适类型的油相是微乳提高
药物肠吸收的影响因素，但不同链长油相促进药
物肠吸收的具体吸收转运机制还有待进一步研究。
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HPLC-UV-CAD串联指纹图谱应用于黄芪的质量评价
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摘要：目的　建立黄芪药材的 HPLC-UV-CAD 串联指纹图谱，对 24 批不同产地的黄芪药材进行质
量评价。方法　通过 HPLC 串联指纹图谱检测，并结合相似度计算和主成分分析（PCA）进行研
究。结果　由黄芪指纹图谱相似度计算可知，黄芪药材相似度范围为 0.822 ～ 0.992（UV 检测器），
0.916 ～ 0.995（CAD 检测器）；由 PCA 结果可知，3 个主成分的总累积方差贡献率为 85.953%，主
成分综合得分模型为 F＝0.477f1＋0.253f2＋0.130f3，由此对24批黄芪药材的综合质量进行了排名，
从而对其质量进行评价。结论　该 HPLC-UV-CAD 串联指纹图谱方法较全面准确，能反映黄芪药
材化学成分分布的总体质量特征，并为黄芪或含黄芪的复方汤剂以及中成药的质控提供参考。
关键词：黄芪；HPLC-UV-CAD 串联指纹图谱；相似度计算；主成分分析
中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0105-05
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Quality evaluation of Astragali Radix based on HPLC-UV-CAD fingerprint

CHEN Shu-na1, FENG Bing-wei1, CHENG Qiu-xiang1, YANG Liu1, 2, XU Shun-jun1, 2* (1. Zhuhai 
College of Science and Technology, Zhuhai  Guangdong  519041; 2. Yunnan Jinbi Pharmaceutical 
Co., Ltd., Chuxiong  Yunnan  675499)

Abstract: Objective  To evaluate the quality of 24 batches of Astragali Radix from different origins 
by establishing the HPLC-UV-CAD fingerprints. Methods  Combination of similarity analysis and 
principal component analysis (PCA) was used to study the HPLC-UV-CAD fingerprints. Results  The 
similarity of the HPLC-UV-CAD fingerprints was 0.822 ～ 0.992 (UV detector) and 0.916 ～ 0.995 
(CAD detector). The PCA showed that the total cumulative variance contribution rate was 85.953%, 
the principal component comprehensive score model was F ＝ 0.477f1 ＋ 0.253f2 ＋ 0.130f3. The 
comprehensive quality of the 24 batches of Astragali Radix was ranked to evaluate their quality. 
Conclusion  The HPLC-UV-CAD fingerprints of Astragali Radix are comprehensive and accurate, 
which can reflect the overall characteristics of chemical composition distribution and facilitate the 
quality control of Astragali Radix, traditional Chinese medicine compound decoction and Chinese 
patent medicine containing Astragali Radix.
Key words: Astragali Radix; HPLC-UV-CAD fingerprint; similarity analysis; principal component 
analysis
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　　中药指纹图谱技术是评价中药质量优劣和确
保中药产品批次稳定性、一致性的有效方法，它
可分析中药成分的种类和含量分布信息，从整体上
反映中药的化学特征全貌，符合中医中药整体性和
模糊性的特点，已成为国际公认的天然药物质控手
段 [1-3]。某些中药的有效成分如黄芪中的皂苷类成
分，其本身结构不存在或存在极弱的紫外吸收，很
难反映在以紫外检测手段为主的指纹图谱中。而电

喷雾检测器是一种新型的通用型检测器，在 2020
年版《中国药典》四部通则当中，也首次增加了电
喷雾检测器 CAD 的内容。相对于同是通用质量型
检测器的蒸发光散射检测器来说，CAD 具有灵敏
度高，重现性好，线性范围宽等优势 [4-5]。经文献
检索，黄芪药材尚未有串联紫外检测器和电喷雾检
测器建立指纹图谱的报道，本研究作者首次尝试串
联紫外和电喷雾检测器，通过梯度洗脱，对比各成
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分在黄芪药材中的分布情况，反映黄芪药材化学成
分分布的总体质量特征。本实验通过优化检测方法，
提高方法的稳定性及准确性，并结合多元统计分析
方法 [6-11]，为黄芪的质量评价研究 [12-16] 提供思路。
1　材料
1.1　试药
　　对照品毛蕊异黄酮葡萄糖苷（批号：111920-
201606，纯度：97.6%）、黄芪甲苷（即黄芪皂苷
Ⅳ，批号：110781-201717，纯度：96.9%）（中国食
品药品检定研究院）；毛蕊异黄酮（批号：M-021-
180614）、刺芒柄花素（批号：C-018-181217）、黄芪
皂苷Ⅱ（批号：H-037-181216）（成都瑞芬思生物科
技有限公司，纯度均＞ 98%）；刺芒柄花苷（批号：
M02A11S120167），黄芪皂苷Ⅰ（批号：Y23N10H- 
104072）、黄芪皂苷Ⅱ（批号：Y22D9H78342）、黄
芪皂苷Ⅲ（批号：P22D11F135291）、异黄芪皂苷
Ⅰ（批号：P24J10F80493）、异黄芪皂苷Ⅱ（批号：
P22D9F78337）（上海源叶生物科技有限公司，纯
度均≥ 98%）。乙腈（色谱纯，德国 Merck 公司），
甲酸（色谱纯，天津科密欧公司），水为市售纯净
水（屈臣氏），其余试剂均为分析纯。
　　黄芪药材或饮片由云南金碧制药有限公司提
供并鉴定，来源于内蒙古、甘肃等产地，各样品
编号和来源见表 1。

表 1　样品来源 
Tab 1　Information of samples

样品编号 产地 来源 样品编号 产地 来源

  1 内蒙古 市售饮片 13 内蒙古 市售饮片

  2 甘肃 市售饮片 14 内蒙古 市售饮片

  3 内蒙古 原药材 15 内蒙古 市售饮片

  4 甘肃岷县 市售饮片 16 内蒙古 市售饮片

  5 甘肃岷县 市售饮片 17 内蒙古 市售饮片

  6 甘肃陇西 市售饮片 18 内蒙古 市售饮片

  7 内蒙古 市售饮片 19 内蒙古 市售饮片

  8 内蒙古 市售饮片 20 内蒙古 市售饮片

  9 贵州 原药材 21 内蒙古 市售饮片

10 内蒙古 原药材 22 甘肃 市售饮片

11 山西 原药材 23 内蒙古 原药材

12 甘肃 原药材 24 内蒙古 原药材

1.2　仪器
　　UltiMate 3000 高效液相色谱仪（配有 DGP-
3600SDN 双三元梯度泵；WPS-3000 自动进样
器；TCC-3100 柱温箱；VWD-3100 紫外检测器；
Corona Veo 电喷雾检测器；Chromeleon 7.2 色谱
工作站）（美国赛默飞世尔公司）；Corona1010 氮
气发生器（英国毕克公司）；CPA225D 电子天平
（精度：0.01 mg，德国赛多利斯公司）；HWS-26
电热恒温水浴锅（上海一恒公司）；TDL-320 离
心机（山东百欧公司）。

2　方法与结果
2.1　色谱条件 
　　色谱柱为 Agilent Eclipse XDB-C18 柱（150 mm× 

2.1 mm，5 μm）；以 0.1% 甲酸 - 乙腈为流动相
A，0.1% 甲酸为流动相 B，梯度洗脱（0 ～ 30 min，
10% ～ 32%A；30 ～ 40 min，32%A；40 ～ 65 min，
32% ～ 80%A；65 ～ 85 min，80% ～ 90%A）；UV
检测器：检测波长为 203 nm；CAD 检测器：雾化器
温度为 50℃，雾化压力为 62.8 psi；柱温 40℃；流
速 0.4 mL·min－ 1；进样量 10 μL。
2.2　对照品溶液的制备 
2.2.1　混合黄酮类对照品溶液　取毛蕊异黄酮葡
萄糖苷、毛蕊异黄酮、刺芒柄花苷、刺芒柄花素
对照品适量于量瓶中，加 80% 甲醇制成每 1 mL
含毛蕊异黄酮葡萄糖苷 526.5 μg、毛蕊异黄酮
531 μg、刺芒柄花苷 526.5 μg 和刺芒柄花素 503.5 
μg 的混合对照品溶液。
2.2.2　混合皂苷类对照品溶液　取黄芪甲苷，黄
芪皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，异黄芪皂苷Ⅰ、Ⅱ对照品
适量于量瓶中，加甲醇制成每 1 mL 含黄芪甲苷
725.3 μg、黄芪皂苷Ⅰ 850 μg、黄芪皂苷Ⅱ 468 
μg、黄芪皂苷Ⅲ 295.6 μg、异黄芪皂苷Ⅰ 239 μg
和异黄芪皂苷Ⅱ 242.5 μg 的混合对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备 
　　取黄芪药材（过四号筛）约 1 g 于圆底烧瓶
中，精密称定，精密加入80% 甲醇50 mL，称重，
加热回流 1 h，用 80% 甲醇补足减失重量，转移
至离心管中，3500 r·min － 1 离心 5 min，圆底烧
瓶与离心管药渣用甲醇 20 mL 淋洗，收集离心后
上清液和淋洗液，蒸至近干，残渣加 80% 甲醇溶
解，转移至 5 mL 量瓶中，加 80% 甲醇至刻度，
摇匀，滤过，取续滤液即得。
2.4　方法学考察
2.4.1　精密度试验　精密吸取对照品溶液，连续
进样 6 次，各特征峰的相对保留时间和相对峰面
积的 RSD（UV 检测器、CAD 检测器）均＜ 3%，
表明仪器精密度良好，符合指纹图谱技术要求。
2.4.2　重复性试验　取同一批供试品 6 份，精密
称定，按“2.3”项下方法制备并测定，各特征峰
的相对保留时间和相对峰面积的 RSD（UV 检测
器）均＜ 3%，RSD（CAD 检测器）均＜ 5%，符
合指纹图谱技术要求。
2.4.3　稳定性试验　精密吸取同一批次的供试品
溶液，分别在 0、4、8、12、24、48 h 进样，测
得各特征峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD
（UV 检测器、CAD 检测器）均＜ 3%，表明供试
品溶液在 48 h 内稳定。
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2.4.4　加样回收试验　取已知含量的同一批黄芪
药材粉末 6 份，精密称定，精密加入配好的混合
对照品溶液，按“2.3”项下方法制备，并按“2.1”
项下色谱条件进行 HPLC-CAD 测定，每份样品
进样 3 次。经计算得 10 个成分平均回收率均在
95% ～ 105%，RSD（CAD 检测器）均＜ 5%。
2.5　样品含量测定结果

　　将 24 批不同产地的黄芪药材，分别按“2.3”
项下方法制备并进行 HPLC-CAD 测定，结果见表
2。由含量结果可知，黄酮类成分中毛蕊异黄酮
葡萄糖苷含量较多，其含量范围在 0.176 ～ 1.654 
mg·g－ 1；皂苷类成分中黄芪皂苷Ⅰ成分较多，
其含量范围在 0.896 ～ 2.860 mg·g－ 1。

表 2　黄芪黄酮类成分及皂苷类成分含量 (mg·g － 1) 
Tab 2　Content of flavonoids and saponins in Astragali Radix (mg·g － 1)

No.毛蕊异黄酮葡萄糖苷刺芒柄花苷 毛蕊异黄酮 刺芒柄花素 黄芪皂苷Ⅳ 黄芪皂苷Ⅱ 黄芪皂苷Ⅲ 异黄芪皂苷Ⅱ黄芪皂苷Ⅰ 异黄芪皂苷Ⅰ

1 0.862 0.278 0.595 0.376 0.100 0.698 0.098 0.156 1.195 0.235 
2 0.798 0.319 0.475 0.285 0.183 1.336 0.207 0.277 2.483 0.316 
3 1.166 0.512 0.263 0.327 0.078 0.755 0.155 0.243 1.592 0.272 
4 1.174 0.484 0.263 0.210 0.065 0.861 0.141 0.153 1.738 0.255 
5 0.307 0.356 0.346 0.379 － 0.471 － 0.154 0.955 0.185 
6 0.570 0.219 0.648 0.516 0.173 0.951 0.165 0.190 1.741 0.330 
7 1.259 0.639 0.276 0.226 0.077 0.533 0.101 0.129 1.163 0.169 
8 1.102 0.564 0.230 0.145 0.060 0.451 0.088 0.187 1.055 0.128 
9 1.654 0.716 0.744 0.287 0.163 0.422 0.117 0.402 2.222 0.128 
10 0.769 0.280 0.446 0.255 0.145 0.947 0.189 0.236 1.862 0.243 
11 1.335 0.581 0.122 0.176 0.056 0.474 0.122 0.099 1.367 0.176 
12 0.940 0.510 0.343 0.299 0.108 0.869 0.164 0.212 2.437 0.161 
13 1.178 0.558 0.253 0.149 0.201 1.273 0.224 0.187 2.405 0.264 
14 1.175 0.523 0.389 0.169 0.211 1.342 0.238 0.269 2.593 0.327 
15 1.107 0.478 0.347 0.178 0.219 0.812 0.222 0.300 2.860 0.277 
16 0.552 0.592 0.340 0.160 0.159 1.427 0.172 0.242 2.702 0.336 
17 1.261 0.435 0.353 0.180 0.253 1.402 0.192 0.255 2.603 0.264 
18 1.254 0.532 0.324 0.123 0.232 1.338 0.236 0.266 2.397 0.287 
19 0.807 0.350 0.150 0.127 0.086 0.705 0.130 0.143 1.515 0.226 
20 0.891 0.428 0.230 0.232 0.073 0.522 0.081 0.131 1.155 0.144 
21 1.018 0.452 0.581 0.443 0.062 0.385 0.083 0.172 0.896 0.148 
22 1.134 0.530 0.195 0.093 0.175 1.250 0.175 0.339 2.015 0.356 
23 0.907 0.545 0.509 0.483 0.121 1.040 0.108 0.269 1.674 0.270 
24 0.176 － 0.607 0.359 0.075 0.708 0.194 0.203 1.672 0.294 

注：“－”为该批次黄芪样品无此成分或此成分含量低于检测限度。

Note：“－” means that the sample does not contain this chemical composition or the content is below the detection limit.

2.6　指纹图谱的建立
2.6.1　指纹图谱的制备　分别精密吸取黄芪供试
品溶液各 10 μL，进样测定，记录其 HPLC-UV-
CAD 色谱图，黄芪 HPLC 色谱图和 24 批黄芪药
材样品 HPLC 指纹图谱见图 1 ～ 2。
2.6.2　峰的归属　取混合对照品溶液 10 μL，注入
HPLC 仪，进样测定，对比各吸收峰的相对保留
时间可知，指纹图谱中 1 ～ 10 号峰分别为毛蕊异
黄酮葡萄糖苷、刺芒柄花苷、毛蕊异黄酮、刺芒
柄花素、黄芪皂苷Ⅳ、黄芪皂苷Ⅲ、黄芪皂苷Ⅱ、
异黄芪皂苷Ⅱ、黄芪皂苷Ⅰ和异黄芪皂苷Ⅰ。
2.7　相似度计算
　　本研究通过将 24 批黄芪药材液相指纹图谱导
入中药色谱指纹图谱相似度评价系统2012A 版（国
家药典委员会）软件，根据中位数 Mark 峰匹配，
计算出相似度结果（UV）为：0.822 ～ 0.992；相

似度结果（CAD）为：0.916 ～ 0.995，具体见表 3。
2.8　主成分分析
　　利用 SPSS 26.0 软件将原始变量，即用 CAD 检
测器测定的 10 个黄芪成分，通过提取特征值大于
1 的因子作为主成分，并用最大方差法进行因子旋
转，将 24 批黄芪经标准化处理后的 10 个原始变量
（X1 ～ X10）降维成 3 个主成分：f1，f2 和 f3，它们的
总累积方差贡献率为 85.953%，总累积方差贡献率
越高，说明这 3 个因子对总体的解释度越高，具体
特征值和贡献率见表 4。根据因子载荷分布可知，f1

与黄芪中的皂苷成分显著相关，而 f2 主要反映了黄
酮苷的含量情况，f3 反映的是黄酮苷元的含量情况，
其因子载荷矩阵见表 5。根据主成分载荷与因子载
荷和特征值的关系，可算得如下主成分的表达式：
　　主成分 f1 ＝ 0.424X1 ＋ 0.422X2 ＋ 0.415X3 ＋

0.410X 4 ＋ 0.371X 5 ＋ 0.355X 6 ＋ 0.181X 7 －
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0.016X8 ＋ 0.034X9 － 0.135X10；
　　主成分 f2 ＝ 0.008X1 － 0.056X2 － 0.029X3 ＋

0.190X 4 ＋ 0.092X 5 － 0.298X 6 ＋ 0.585X 7 ＋

0.552X8 － 0.069X9 － 0.222X10；
　　主成分 f3＝－ 0.159X1－ 0.127X2－ 0.142X3＋

0.085X 4 ＋ 0.177X 5 － 0.117X 6 － 0.122X 7 －

0.217X8 ＋ 0.841X9 ＋ 0.701X10。
　　以各主成分的方差贡献率为权数进行线性组
合，可得到主成分综合得分模型 F ＝ 0.477f1 ＋

0.253f2 ＋ 0.130f3，综合得分的高低反映了不同黄芪
药材的质量情况，主成分得分、综合得分及排名见
表 6，为评价黄芪药材的质量提供了量化依据。
3　讨论
　　本实验考察了乙腈 - 水、乙腈 -0.1% 甲酸水、
乙腈 -0.1% 磷酸水、含 0.1% 甲酸乙腈 -0.1% 甲酸水
在黄芪供试品梯度洗脱时的效果，结果表明在水相
加酸能明显促进部分成分的洗脱，而磷酸虽在紫外
末端吸收能保持较平直的基线，但考虑到要串联电
喷雾检测器，不适合添加不挥发的无机酸，最终选
择含 0.1% 甲酸乙腈 -0.1% 甲酸水，它能满足在梯
度洗脱的条件下，各目标成分的分离效果较好，在
紫外末端吸收条件下，基线不发生大幅度的漂移。
同时，还考察了黄芪供试品在 30、35、40℃柱温
下的影响，结果表明，随着温度升高，洗脱加快，
分离度提高，40℃时能满足目标成分的分离要求。
　　经过与化学对照品比对，指认并鉴定出其中
的 4 个黄酮类成分：毛蕊异黄酮葡萄糖苷、毛蕊异
黄酮、刺芒柄花苷、刺芒柄花素；指认并鉴定出其
中的 6 个皂苷类成分：黄芪甲苷、黄芪皂苷Ⅰ、黄
芪皂苷Ⅱ、黄芪皂苷Ⅲ、异黄芪皂苷Ⅰ、异黄芪皂
苷Ⅱ。《中国药典》以毛蕊异黄酮葡萄糖苷和黄芪甲
苷作为质量指标成分对黄芪药材进行含量质控，其
中，黄芪甲苷中的大部分是由黄芪中能被碱化脱
乙酰基的其他皂苷成分转化而来的，以此增加被检

图 1　黄芪的 HPLC-UV（A）及 HPLC-CAD（B）色谱图

Fig 1　HPLC-UV（A）and HPLC-CAD（B）chromatogram of 
Astragali Radix 

图 2　24 批黄芪药材样品的 HPLC-UV（A）及 HPLC-CAD（B）色谱图

Fig 2　HPLC-UV（A）and HPLC-CAD（B）fingerprints chromato-
gram of 24 batches of Astragali Radix samples

表 3　相似度结果 
Tab 3　Similarity analysis

样品

编号

相似度

（UV）

相似度

（CAD）

样品

编号

相似度

（UV）

相似度

（CAD）

  1 0.965 0.972 13 0.968 0.990
  2 0.981 0.989 14 0.982 0.993
  3 0.954 0.977 15 0.985 0.975
  4 0.991 0.979 16 0.966 0.985
  5 0.986 0.961 17 0.987 0.995
  6 0.930 0.973 18 0.975 0.992
  7 0.982 0.984 19 0.970 0.993
  8 0.927 0.981 20 0.973 0.983
  9 0.944 0.950 21 0.992 0.964
10 0.976 0.985 22 0.907 0.937
11 0.925 0.916 23 0.949 0.972
12 0.946 0.934 24 0.822 0.952

表 4　特征值和贡献率 
Tab 4　Eigen value and contribution

主成分 特征值 方差贡献率 /% 累积方差贡献率 /%
f1 4.767 47.670 47.670
f2 2.527 25.266 72.936
f3 1.302 13.017 85.953

表 5　旋转后因子载荷矩阵 
Tab 5　Load matrix after rotation transform
因子 f1 f2 f3

黄芪皂苷Ⅰ 0.926 0.013 － 0.181
黄芪皂苷Ⅱ 0.922 － 0.089 － 0.145
黄芪皂苷Ⅲ 0.906 － 0.046 － 0.162
黄芪皂苷Ⅳ 0.895 0.302 0.097
异黄芪皂苷Ⅱ 0.811 0.146 0.202
异黄芪皂苷Ⅰ 0.776 － 0.473 － 0.134
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 0.075 0.930 － 0.139
刺芒柄花苷 － 0.036 0.878 － 0.248
毛蕊异黄酮 0.075 － 0.110 0.960
刺芒柄花素 － 0.294 － 0.353 0.800
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表 6　主成分分析结果 
Tab 6　Principal component analysis

样品编号 f1 f2 f3 F 排名 样品编号 f1 f2 f3 F 排名

1 8.29 1.55 2.49 4.67 19 13 14.11 3.29 － 2.05 7.30 5
2 14.37 1.57 － 0.07 7.24 6 14 15.19 3.04 － 1.46 7.82 2
3 10.20 2.82 0.02 5.58 14 15 14.48 3.14 － 1.28 7.53 4
4 10.51 2.87 － 0.83 5.63 13 16 14.63 1.72 － 1.64 7.20 7
5 5.50 0.49 2.11 3.02 24 17 15.13 3.23 － 1.44 7.85 1
6 11.01 0.41 2.70 5.71 12 18 14.76 3.43 － 1.78 7.68 3
7 7.70 3.67 0.09 4.61 20 19 9.29 2.11 － 1.07 4.83 16
8 7.08 3.48 － 0.04 4.25 21 20 7.25 2.52 0.32 4.14 22
9 8.12 4.91 2.53 5.44 15 21 6.16 2.45 3.18 3.97 23

10 11.53 1.64 0.51 5.98 10 22 13.61 3.09 － 2.00 7.01 8
11 8.11 3.76 － 1.10 4.68 18 23 10.92 2.09 1.74 5.96 11
12 12.18 2.68 － 0.43 6.43 9 24 9.74 － 0.90 2.43 4.73 17

出的黄芪甲苷的含量 [17-18]。从 6 个皂苷类成分的测
定结果可以看出，黄芪甲苷（黄芪皂苷Ⅳ）含量较
少，但本实验的制备方法无需碱化即可检定，能反
映出黄芪原药材化学成分的真实组成和含量。
　　从不同产地黄芪的相似度结果来看，紫外检测
器与电喷雾检测器的相似度评价结果不尽相同，UV
指纹图谱中，有一批黄芪样品（No.24）的相似度低
于 0.900，而 CAD 指纹图谱中，所有黄芪样品的相
似度都在 0.900 以上；黄芪样品在两种检测器中的
相似度没有明显规律。因为皂苷类成分表现为弱紫
外吸收，在常用的紫外检测器中很难有检测峰响应，
即使将供试品浓度尽可能浓缩，由于含量甚少，也
难见理想的效果，反而会导致强紫外吸收的成分超
载，影响图谱质量。而强紫外吸收的诸如黄酮类的
成分，在紫外检测器下检测灵敏，有利于节省对照
品等试药，降低检测成本。由此可见，不同类型的
检测器聚焦药材不同化学层面的成分面貌，只用单
一检测器或许在中药材的质量研究中只能得到较为
片面的结果。串联不同的检测器，在研究中针对不
同化学成分进行综合比较，有利于分析药材不同维
度的质量特征，进一步提升中药质量评价研究。
　　本实验通过对 24 批不同产地的黄芪进行检
测，建立了 HPLC-UV-CAD 串联指纹图谱，指认
并测定了黄芪药材中的 10 个化学成分，结合相似
度分析和主成分分析对黄芪药材的内在质量进行
综合评价，为黄芪质量评价研究提供了参考。
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桔梗多糖对 CCl4 诱导的小鼠急性肝损伤的 
保护作用及机制研究

宋婧1，郝梦奇1，翟晓虎1，陈娟1，2，3*，桂双英1，2，3（1. 安徽中医药大学药学院，合肥　230012；2. 安徽省药

物制剂技术与应用重点实验室，合肥　230012；3. 省部共建安徽道地中药材品质提升协同创新中心，合肥　230012）

摘要：目的　探讨桔梗多糖对 CCl4 诱导的小鼠急性肝损伤的保护作用及其调控机制。方法　
C57BL/6小鼠预先给予桔梗多糖（200、400 mg·kg－1）共21 d，腹腔注射0.5% CCl4（10 mg·kg－1）
诱发急性肝损伤模型。生化试剂盒测定血清中谷草转氨酶（AST）和谷丙转氨酶（ALT）活力，
肝组织中的丙二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）水平；HE 染色法评价肝脏病理组织学情
况；免疫组化法（IHC）检测肝脏中内质网应激（ERS）标志性蛋白葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）
的表达；酶联免疫吸附（ELISA）法测定各组小鼠肝组织中的肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细
胞介素 -6（IL-6）和白细胞介素 1β（IL-1β）的含量；Western blot 法检测肝组织中蛋白激酶 RNA
样内质网激酶（PERK）、人转录激活因子 5（ATF5）、硫氧还蛋白互作蛋白（TXNIP）和 NOD
样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）的表达情况。结果　桔梗多糖可改善 CCl4 诱导的肝
损伤小鼠的肝细胞多发坏死，大量炎性细胞浸润，细胞边界模糊不清现象；有效改善血清转氨
酶的异常情况；显著提高 SOD 活力（P ＜ 0.01），显著降低 MDA 水平（P ＜ 0.01）；桔梗多糖
高剂量组（400 mg·kg－ 1）显著抑制肝组织中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 表达（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，
P＜0.001）；桔梗多糖干预后小鼠肝组织中 ERS 相关蛋白 GRP78表达水平显著降低（P＜0.01），
其 高 剂 量 组（400 mg·kg－ 1） 相 关 PERK、ATF5、TXNIP 和 NLRP3 的 表 达 得 到 有 效 抑 制
（P ＜ 0.01）。结论　桔梗多糖预处理可明显保护 CCl4 诱导的小鼠急性肝损伤，改善炎性损伤
和 ERS，这种保护作用可能与调控 PERK/TXNIP/NLRP3 通路有关。
关键词：桔梗多糖；急性肝损伤；炎症反应；内质网应激
中图分类号：R285.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0110-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.018

Protective effect of polysaccharides from Platycodon grandiflorum on CCl4-
induced acute liver injury in mice and its regulatory mechanism

SONG Jing1, HAO Meng-qi1, ZHAI Xiao-hu1, CHEN Juan1, 2, 3*, GUI Shuang-ying1, 2, 3 (1. College of 
Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Anhui Province Key Laboratory 
of Pharmaceutical Preparation Technology and Application, Hefei  230012; 3. MOE-Anhui Joint 
Collaborative Innovation Center for Quality Improvement of Anhui Genuine Chinese Medicinal 
Materials, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To determine the protective effect of Platycodon grandiflorum polysaccharide 
on CCl4-induced acute liver injury in mice and its regulatory mechanism. Methods  C57BL/6 mice 
were given Platycodon grandiflorum polysaccharides (200, 400 mg·kg－ 1) for 21 days. The acute 
liver injury in mice was created by intraperitoneal injection of 0.5% CCl4 (10 mg·kg－ 1). The levels 
of AST, ALT in the serum, SOD and MDA in the liver tissue were measured via biochemical kits. The 
pathological condition of liver tissue was evaluated by HE staining. The expression of ERS marker 
protein GRP78 was detected by immunohistochemistry. The levels of TNF-α , IL-6 and IL-1β in the 
liver tissue was detected by ELISA. The expression levels of PERK, ATF5, TXNIP, and NLRP3 
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　　外源性物质如酒精、药物、有毒化学物质等
危险因素可诱发化学性肝损伤，是肝硬化和肝癌
发生发展的始动环节，早期干预和有效修复对慢
性肝病的防治具有积极意义。有研究表明，内质
网应激（ERS）级联炎症反应是化学性肝损伤的
重要病理机制 [1]。ERS 本身是一种内源性保护机
制，与氧化应激等多条信号途径偶联，调控下游
信号分子介导生理病理活动。适度的 ERS 可以保
护细胞功能，而持续的 ERS 可诱导细胞发生病理
性损伤。基于内质网稳态调控效应的干预方式或
将成为有效防治化学性肝损伤的新思路。
　　大量研究表明，中药多糖对化学性肝损伤具
有良好的防治和改善作用，如茯苓多糖 [2]、灵芝多
糖 [3] 和石斛多糖 [4] 等。多糖是一种天然的生物大
分子，具有广泛的药理活性，如抗肿瘤 [5]、免疫调
节 [6]、抗氧化 [7] 和抗炎作用 [8] 等，在多种慢性疾
病的预防和治疗中发挥重要作用。桔梗是桔梗科植
物 Platycodon grandiflorum 的干燥根，为安徽省道
地药材之一。多糖是其主要活性成分之一，具有显
著的免疫调节 [9] 和抗氧化 [10] 作用。已有研究表明
桔梗多糖对 CCl4 诱导的肝损伤具有较好的保护作
用，但其具体作用机制尚不明确 [11]。本研究将基
于与肝损伤相关的 ERS 效应器及其下游信号转导，
通过 CCl4 诱导的小鼠肝损伤模型进行药效学评价
和分子调控机制研究，旨在阐明桔梗多糖保护化
学诱导肝损伤的作用，为桔梗的开发利用提供参
考依据。
1　材料
1.1　动物
　　C57BL/6 小 鼠， 雄 性，SPF 级，6 周 龄， 体

质量（18±2）g，由安徽中医药大学实验动物中
心提供，许可证号为 SCXK（浙）2019-0004，在
安徽中医药大学动物房饲养，标准饲料喂养，自
由饮水，取材前 12 h 禁食不禁水。动物实验经安
徽中医药大学伦理委员会批准（编号：AHUCM-
mouse-2022062）。
1.2　试药
　　桔梗（批号：200401，产自安徽，购自合肥
曼迪新药业有限责任公司，经安徽中医药大学谢
冬梅教授鉴定为桔梗的干燥根）。水飞蓟素胶囊
（MADAUS GMBH，批号：B2001370）；CCl4（批号：
C12227796，上海麦克林生化科技有限公司）；桔梗
多糖（实验室自制，多糖含量 92%）；谷草转氨酶
（AST）、谷丙转氨酶（ALT）、肝组织中的丙二醛
（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒（南京
建成生物工程研究所）；肿瘤坏死因子α（TNF-α）、
白细胞介素 -6（IL-6）、白细胞介素 1β（IL-1β）试
剂盒（北京冬歌博业生物科技有限公司）；苏木
素 - 伊红（HE）染液、GRP78（武汉塞维尔科技
有限公司）；肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介
素 -6（IL-6）、白细胞介素 1β（IL-1β）和β- 肌动
蛋白（β-actin）（ZENBIO，批号分别为：R23549、
382206、381207 和 R23613）。
1.3　仪器 
　　YRE2000B 旋转蒸发仪（浙江予华仪器有限责任
公司）；C Max plus 酶标仪（美国 Molecular Devices）；
Alpha 1-4 LSC plus 冷冻干燥机（北京博劢行仪器有
限公司）；病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）；
E100 显微镜（日本 Nikon）；KE0003087/KA0056573
移液枪（Dragon）；mini protean 3 cell 垂直电泳仪

were measured by Western blot. Results  Compared with the model group, Platycodon grandiflorum 
polysaccharide ameliorated the multiple necrosis of hepatocytes in mice with CCl4-induced liver 
injury, infiltration of many inflammatory cells, and blurred cell boundaries. The abnormality of serum 
transaminase was effectively improved. The activity of SOD was obviously increased (P ＜ 0.01), 
and the level of MDA was significantly decreased (P ＜ 0.01). In the high-dose group of Platycodon 
grandiflorum polysaccharide (400 mg·kg － 1), the levels of TNF-α , IL-6 and IL-1β  in the tissues 
of mice were effectively down-regulated (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01, P ＜ 0.001). After Platycodon 
grandiflorum polysaccharide treatment, the expression level of ERS-related protein GRP78 was 
significantly decreased in the liver tissue (P ＜ 0.01). The protein expression of PERK and its 
downstream signaling pathway PERK, ATF5, TXNIP, and NLRP3 were effectively controlled in high 
dose group (400 mg·kg － 1) (P ＜ 0.01). Conclusion  Platycodon grandiflorum polysaccharide can 
protect against CCl4-induced acute liver injury in mice and the regulation on inflammatory injury and 
ERS, which may be related to the regulation of PERK/TXNIP/NLRP3 pathway. 
Key words: Platycodon grandiflorum polysaccharide; acute liver injury; inflammation; endoplasmic 
reticulum stress
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（BIO-RAD）；研磨仪（上海净信，JXFSTPRP）。
2　方法
2.1　桔梗多糖的制备 
　　取桔梗饮片粉碎至颗粒状后获得桔梗颗粒，
经过脱脂，水提，获得桔梗多糖水提物。向桔梗
多糖水提物中加入 95% 乙醇使醇浓度至 80%，4℃
静置过夜后进行离心，除去上层溶液获得桔梗多
糖 - 蛋白混合物 [12]；利用 Sevag 法除蛋白，将水相
溶液进行冷冻干燥 48 h，获得桔梗粗多糖；配制
10 mg·mL－ 1 的桔梗粗多糖溶液，并缓慢滴加于
DEAE-52 纤维素柱填料表面，使其充分贴合填料
后，开始以 2 倍柱体积的蒸馏水来洗脱；将所收集
的所有糖溶液混合后浓缩并冷冻干燥，获得桔梗
多糖。采用苯酚 - 浓硫酸法测定糖含量，得桔梗总
多糖质量分数为 92%。
2.2　实验动物分组造模及给药 
　　C57BL/6 小鼠适应性饲养 7 d 后，随机分成
5 组，分别为正常组，模型组，水飞蓟素组（100 
mg·kg－ 1），桔梗多糖低、高剂量组（200、400 
mg·kg－ 1），每组 5 只。连续给药 21 d，正常组和
模型组小鼠灌胃等体积的生理盐水溶液。末次给药
12 h 后，正常组腹腔注射橄榄油（10 mg·kg－ 1），
其他各组腹腔注射 0.5% CCl4（10 mg·kg－ 1）进行
造模。造模完成后 16 h 禁食不禁水，小鼠经戊巴
比妥钠麻醉后摘眼球取血，3000 r·min－ 1 离心 10 
min 分离血清，摘取小鼠肝脏，置于－ 80℃保存。
2.3　生化指标的测定 
　　严格按照试剂盒说明书，用酶标仪测定血清
中的 AST、ALT 及肝组织中的 SOD、MDA 含量。
2.4　酶联免疫分析 
　　将小鼠肝组织和生理盐水（1∶9）用组织匀浆
器进行研磨，严格按照试剂盒说明书测定组织匀
浆中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平。
2.5　HE 染色观察肝脏组织病理变化
　　取新鲜肝组织，用生理盐水洗去表面血液，
剪取小块置于 4% 多聚甲醛中固定，脱水后石蜡
包埋，切成 4 ～ 5 μm 的薄片，然后将切片入苏木
素染液中染 3 ～ 5 min，入伊红染液中染色 5 min。
最后显微镜镜检，图像采集分析。
2.6　免疫组化（IHC）分析 
　　取肝组织石蜡切成厚度为 5 μm 的切片进行
脱蜡处理，严格按照免疫组化试剂盒说明书检测
GRP78 的表达。利用苏木素对细胞核进行复染，
最后采用梯度乙醇进行脱水封片，显微镜镜检，
采用 Image-Pro plus 图像采集分析。
2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）分析 
　　通过 Western blot 分析肝组织中的 PERK、ATF5、

TXNIP 和 NLRP3 的蛋白表达。在肝匀浆中加入 10
倍体积的裂解缓冲液。置于冰上充分分解 30 min，
以 12 000 r·min－ 1 离心 10 min，取上清液，即为总
蛋白溶液。一部分使用 BCA 试剂盒测定总蛋白浓度。
另一部分以 4∶1 的体积比加入 5×还原性蛋白上
样缓冲液，沸水浴 15 min，－ 20℃保存备用。根据
调节好的各组体积上样，通过电泳在 SDS-PAGE 胶
中装载和分离，并通过电印迹转移到聚偏二氟乙烯
（PVDF）膜上。然后用脱脂牛奶室温下封闭 30 min，
并与一抗在 4℃孵育过夜，然后回收一抗，然后与
相应的辣根过氧化物酶偶联的二级抗体孵育。配制
ECL 发光液，根据用量，取 ECL 发光液 A 和 B 等量
混匀，加在膜的正面暗室避光 5 min。倒掉显色液，
用纸小心吸取显色液，在上面盖上一层平整的透明
纸。将其放入成像系统中进行扫描。使用 Image Pro 
plus 软件读取灰度值。
2.8　数据统计学分析 
　　 本 研 究 的 所 有 数 据 均 以 均 数 ±标 准 差
（mean±SD）表示。数据统计分析采用 SPSS 20.0
统计软件包进行单因素方差分析。组间比较采用 t
检验方法，P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　桔梗多糖对肝组织病理学的影响 
　　如图 1 所示，正常组的肝组织病理切片显示，
肝小叶细胞排列有序，大小均匀，细胞核清晰，
结构形态正常。而模型组的小鼠肝细胞多发坏死，
存在大量炎性细胞浸润，细胞边界模糊不清。予
桔梗多糖干预后，炎性浸润减少，细胞边界清晰
明显，结构形态有明显改善。结果表明，桔梗多糖
（400 mg·kg－ 1）预处理具有保护 CCl4 诱导的肝组
织病理损伤的作用。
3.2　桔梗多糖改善 CCl4 诱导的血清中 AST、ALT
异常
　　如图 2 所示，与正常组相比，模型组小鼠
的血清中 AST、ALT 水平显著提高（P ＜ 0.01，
P ＜ 0.001）。桔梗多糖（400 mg·kg－ 1）干预后，小
鼠血清中 AST、ALT 含量得到有效下调（P ＜ 0.01，
P ＜ 0.001），提示桔梗多糖可改善 CCl4 诱导的小鼠
血清转氨酶异常情况。
3.3　桔梗多糖抑制 CCl4 诱导的氧化应激 
　　如图 3 所示，与正常组相比，模型小鼠肝组织
中 SOD 的活力明显下降（P ＜ 0.001），MDA 含量
显著升高（P ＜ 0.001）。与模型组相比，水飞蓟素
组小鼠的肝脏中 SOD 活力显著提高（P ＜ 0.001），
MDA 指标的下调作用不显著。桔梗多糖处理后
小鼠肝脏内 T-SOD 活力的抑制情况得到有效改
善（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001），MDA 水平有效下调
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图 2　桔梗多糖对血清中 AST 和 ALT 的水平的影响（n ＝ 5）
Fig 2　Effect of Platycodon grandiflorum polysaccharides on the serum 
levels of AST and ALT（n ＝ 5）

注：与正常组相比，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；与模型组相比，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。

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

图 1　桔梗多糖对肝损伤小鼠肝脏组织病理变化的影响（×400）
Fig 1　Effect of Platycodon grandiflorum polysaccharides on the histopathological changes of liver tissue in mice with acute liver injury（×400）

（P ＜ 0.01）。表明桔梗多糖对 CCl4 诱导的肝脏氧
化应激具有抑制作用。
3.4　桔梗多糖减轻 CCl4 诱导的炎症反应 
　　结果如图 4 所示，与正常组相比，模型小鼠
的肝组织中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平均显著升高
（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）；水飞蓟素干预可有效下
调肝组织中上述炎症因子的阳性表达（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。桔梗多糖（400 mg·kg－ 1）
对 TNF-α（P ＜ 0.05）、IL-6（P ＜ 0.01） 和 IL-1β
（P ＜ 0.001）水平均有抑制作用，其中 IL-1β 的下
调效果最为显著。IL-1β 作为一种重要的促炎因子，
是炎症反应加剧的关键因素，并与肝损伤成正相
关，推测桔梗多糖对 CCl4 诱导的肝脏炎性损伤的
改善作用可能与 IL-1β 的显著下调相关。
3.5　桔梗多糖对 CCl4 致急性肝损伤小鼠肝组织
GRP78 蛋白表达水平的影响 
　　结果如图 5 所示，与正常组相比，模型小鼠肝
脏中 ERS 标志因子 GRP78 蛋白阳性表达显著升高

（P ＜ 0.001）。水飞蓟素对肝脏中 GRP78 蛋白表达
具有抑制作用（P＜0.01）。桔梗多糖（400 mg·kg－1）
能够显著下调 GRP78 蛋白表达（P ＜ 0.01）。以上
结果提示，桔梗多糖可能通过调控 ERS 级联炎性反
应保护化学性肝损伤。
3.6　桔梗多糖对 PERK、ATF5、TXNIP 和 NLRP3 
蛋白表达的影响 
　　如图 6 所示，与正常组相比，模型小鼠肝组
织中 PERK、ATF5、TXNIP 和 NLRP3 蛋白表达水
平显著提高（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。桔梗多糖可
逆转上述蛋白的异常表达（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
PERK 是恢复内质网平衡的关键蛋白，可介导
ATF5 活化 TXNIP 和 NLRP3 诱导 IL-1β 表达，推测
桔梗多糖保护 CCl4 诱导的小鼠急性肝损伤的活性
可能与调控 PERK/TXNIP/NLRP3 通路有关。
4　讨论 
　　化学性肝损伤是导致肝功能衰竭的关键因素，
病理机制复杂，转氨酶指标异常和强烈的氧化应

图 3　桔梗多糖对肝脏 T-SOD 和 MDA 的水平的影响（n ＝ 5）
Fig 3　Effect of Platycodon grandiflorum polysaccharides on hepatic 
levels of T-SOD and MDA（n ＝ 5）

注：与正常组相比，###P ＜ 0.001；与模型组相比，**P ＜ 0.01，
***P ＜ 0.001。

Note：Compared with the control group，###P ＜ 0.001；compared 
with the model group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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图 4　桔梗多糖对肝脏 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的水平的影响（n ＝ 5）
Fig 4　Effect of Platycodon grandiflorum polysaccharides on hepatic levels of TNF-α，IL-6 and IL-1β（n ＝ 5）

注：与正常组相比，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

激是其主要的临床特征。CCl4 是诱导急性肝损伤
的经典造模剂，自由基攻击细胞膜导致脂质过氧
化，损伤的肝星状细胞和纤维细胞加剧肝功能障
碍和肝硬化。本研究发现，桔梗多糖可显著降低
血清中 AST 和 ALT 水平，提高 SOD 的活力，抑
制 MDA 的产生，减少氧自由基的侵害，具有改善
氧化应激损伤的活性。肝脏在对外源性物质进行解
毒和排泄的过程中，处于抗炎和免疫耐受的动态
平衡中 [13]。化学物质诱导的肝损伤机制中，炎症
反应是促进病程发展的关键环节。目前普遍认为，
IL-6、TNF-α、IL-1β 等炎症细胞因子水平对肝损伤
患者肝功能的恢复具有诊断和预测价值 [14]。本研
究中，桔梗多糖显著抑制了小鼠肝组织中 TNF-α、
IL-6 和 IL-1β 的异常表达，说明其可能通过调控炎

症反应保护肝细胞损伤。
　　现有研究证明，ERS 与多种肝脏疾病相关，
在肝脏炎症性疾病、急性肝损伤中扮演重要角
色 [15]。药理研究发现，多种中药成分可通过调
节 ERS 发挥防治肝损伤的作用。例如，虎杖苷通
过抑制氧化应激、ERS 和细胞凋亡从而改善肝损
伤 [16]。丹参酮ⅡA 通过调控 GRP78/caspase-12 通
路改善小鼠 ERS 性肝损伤 [17]。但是，关于中药多
糖介导 ERS 级联炎症反应的报道甚少。GRP78 是
ERS 反应的标志性蛋白。研究表明，在化学性肝损
伤的 SD 大鼠肝脏中 ERS 标志物人 X 盒结合蛋白 1
（XBP-1）和 GRP78 显著增加，伴随着炎症介质如
TNF-α、IL-6 的水平聚集 [18]。本研究结果表明，桔
梗多糖预处理后模型小鼠的肝脏中 GRP78 显著下

图 5　桔梗多糖对小鼠肝组织 GRP78表达水平的影响（x±s，n＝5）
Fig 5　Effect of Platycodon grandiflorum polysaccharide on expression 
of GRP78 in liver tissue（x±s，n ＝ 5）

注：与正常组相比，###P ＜ 0.001；与模型组相比，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，###P ＜ 0.001；compared 

with the model group，**P ＜ 0.01.

图 6　桔梗多糖对小鼠肝组织 PERK、ATF5、TXNIP 和 NLRP3 蛋
白表达的影响

Fig 6　Effect of Platycodon grandiflorum polysaccharide on expression 
of PERK，ATF5，TXNIP and NLRP3 protein in liver tissue

注：与正常组相比，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；与模型组相比，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。

Note：Compared with the control group，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001；
compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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调，说明调控 ERS 级联炎症反应的机制可能与桔
梗多糖的保肝活性有关。
　　PERK 是 ERS 的效应器之一，密切参与细胞
的炎症、凋亡和自噬等生理活动。已有研究表明，
PERK 介导的 eIF2a 磷酸化调控 ATF5 蛋白翻译以
及 ATF5 mRNA 转录 [19]。ATF5 是 ATF/cAMP 反应
元件结合蛋白转录因子家族的一个成员，在细胞
生理功能的维持和调控中起到重要作用 [20]。同时
TXNIP 是连接 ERS 和炎症的关键信号节点，研究
表明在 ERS 条件下，ATF5 在上调 TXNIP 中发挥
关键作用。同时，活化的 PERK 能够介导 TXNIP
激活 NLRP3 炎症小体产生 IL-1β[21]。有研究报道
龙胆苦苷可通过巨噬细胞中的 NLRP3 炎症小体通
路从而抑制 IL-1β 的产生，进而阻碍巨噬细胞与脂
肪性肝细胞之间的交互作用，改善肝细胞损伤 [22]。
基于此，我们推测 ERS 介导 PERK 调节 IL-1β 的调
控机制可能参与了桔梗多糖的保肝作用，研究结
果发现桔梗多糖保护 CCl4 诱导肝损伤的机制，可
能是通过抑制 PERK 蛋白表达水平，干预 ATF5/
TXNIP/NLRP3 信号途径，减少 IL-1β 的产生，进
而改善化学物质诱导的肝组织病理损伤。
　　综上所述，桔梗多糖对 CCl4 诱导的小鼠急性
肝损伤具有保护作用，其机制可能与调控 ERS 信
号级联炎症反应，介导 PERK/TXNIP/NLRP3 信号
转导有关。本研究可为桔梗多糖作为护肝活性物质
进一步研究开发提供理论和实验依据。
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不同年限黄芩根结构及黄酮类物质变化特征研究
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摘要：目的　建立快速鉴定黄芩生长轮数目的方法，探明其黄酮类物质的含量变化特征，为中

药黄芩质量控制奠定基础。方法　采用石蜡切片法、徒手切片法对 1 ～ 3 年生黄芩根中的生长

轮现象观察研究，高效液相色谱法对 2 ～ 4 年黄芩根中不同组织部位 7 种黄酮类成分黄芩苷、

野黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、白杨素、千层纸素 A 进行含量测定。结果　不同

年限黄芩根、同一年限黄芩主根从上至下生长轮数目与黄芩实际种植年限一致；枯芩的年限

鉴别中，由于上部有木间木栓，可以取根中部或下部的材料。4 种黄酮类成分黄芩素、汉黄芩

素、白杨素、千层纸素 A 的含量随年限的延长而增加，7 种黄酮类成分的总含量为 4 年生＞ 2
年生＞ 3 年生。结论　徒手切片法结合间苯三酚 - 浓盐酸染色简单、快速，可用于实际生产中

黄芩实际生长年限的鉴别，其木间木栓的形成对根中黄酮类物质的积累具有一定的影响，4 年

生黄芩的木间木栓中含有丰富的黄酮类物质，在使用过程中建议保留使用。

关键词：黄芩；生长轮；子芩；枯芩
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doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.019

Changes in root structure and flavonoids of Scutellaria baicalensis Georgi 
in different years 

WEI Yao, WANG Juan, ZHANG Gang, PENG Liang, YAN Yong-gang, CHEN Ying* (College of 
Pharmacy, Shaanxi University of Chinese Medicine, Shaanxi Qinling Application Development 
and Engineering Center of Chinese Herbal Medicine, Shaanxi University of Chinese Medicine/Key 
Laboratory for Research and Development of ‘‘Qin Medicine’’ of Shaanxi Bureau of Traditional 
Chinese Medicine, Xianyang  Shaanxi  712046)

Abstract: Objective  To identify the number of growth rings of Scutellaria baicalensis Georgi by observing 
the growth rings in different years, find out the changes in characteristics of flavonoids content, and lay a 
foundation for the quality evaluation of Scutellaria baicalensis Georgi. Methods  The growth rings of 1～3 
years old Scutellaria baicalensis Georgi root were observed by paraffin section and freehand section. The 
content of 7 flavonoids (baicalin, scutellarin, baicalein, wogonoside, wogonin, chrysin and melaleuca A) 
in different tissues of 2 ～ 4 years old Scutellaria baicalensis Georgi was determined by HPLC. Results  
The main root and number of growth rings from top to bottom of the root of Scutellaria baicalensis Georgi 
in different years were consistent with the actual planting years of Scutellaria baicalensis Georgi. In the 
identification of the age of pith-decayed Scutellaria baicalensis, due to a wooden cork in the upper part, the 
material in the middle or lower part of the root was taken. The content of 4 flavonoids (baicalein, wogonin, 
chrysin and myricetin A) increased with the number of years, and the total content of 7 flavonoids were 
4 year old ＞ 2 year old ＞ 3 year old. Conclusion  The freehand slicing combined with phloroglucinol-
concentrated hydrochloric acid staining is simple and rapid, which can be used to identify the actual growth 
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　　中药黄芩为唇形科黄芩属多年生草本植物黄
芩 Scutellaria baicalensis Georgi 的干燥根，其性寒
味苦，具有清热燥湿、泻火解毒，止血、安胎等功
效 [1]。黄芩的主要活性成分为黄酮类化合物，包括
黄芩苷、野黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩
素、白杨素等 [2-3]。现代研究表明黄芩有抗炎、抗
肿瘤、抗菌、治疗糖尿病等作用 [4-8]。《神农本草经》
中最早记载黄芩，并有别名腐肠 [9]，历代本草中均
以“黄芩”为正名，并以条芩（子芩）、枯芩（宿芩、
片芩）细分老根和新根，其他别名鲜少使用。
　　目前黄芩多以栽培为主，实际栽培过程中黄
芩药材的生长年限从外观难以区分。近年来“草
本植物生长轮”得到越来越多的关注，研究发现
黄芪根、芍药根茎等都存在生长轮，可作为鉴定
年限的依据 [10-12]，而黄芩根中也有有关生长轮的
报道 [13]。随着栽培年限的增加，黄芩根逐渐加
粗，产量增大，其活性成分随着生长年限呈现不
同的变化 [2]，陶弘景根据黄芩生长年限的不同，
将药材分为条芩和枯芩两种，认为“深色坚实者
好”[14]。黄芩药材中 2 ～ 3 年质实者称为子芩，3
年以上黑心或中空者称为枯芩。枯芩是由于黄芩
生长年限较久，根中出现了异常结构——木间木
栓所造成的。因此枯芩的形成与黄芩根中木间木
栓发育关系密切 [15]。本研究利用切片及显色技术
对黄芩根中的生长轮现象进行细致观察，以确定
不同年限黄芩根及同一年限黄芩根上、下段生长
轮数目，进而建立快速鉴定黄芩根实际生长年限
的方法。同时针对不同年限、不同部位黄芩根（子
芩皮部和木质部，枯芩皮部、木质部和木间木栓）
中的 7 种黄酮类成分的含量进行测定，分析木间
木栓、子芩及枯芩中活性成分的含量差异，旨在
为黄芩的质量控制以及子芩与枯芩的区别使用提
供依据。
1　材料

1.1　试药

　　对照品黄芩苷（批号：110715-201611）、千层纸
素 A（批号：110796-201615）（纯度：99.8%，中国
食品药品检定研究院）；汉黄芩苷（批号：110796-

201615）、黄芩素（批号：10217-201611）、汉黄芩素
（批号：10184-201702）、野黄芩苷（批号：10513-
201610）、 白 杨 素（批 号：10150-201508）（纯 度：
99.8%，南昌贝塔生物科技有限公司）。色谱甲醇、
乙腈（上海泰坦科技有限公司）；其他试剂为分析纯。
　　采集陕西咸阳市淳化县车坞镇黄芩种植基地
1 ～ 4 年生黄芩，每个年限各采 30 株，经陕西
中医药大学药学院颜永刚教授鉴定为唇形科黄芩
属植物黄芩。黄芩隔水蒸后，去掉根茎，按有无
木间木栓分为枯芩与子芩，子芩分为皮部和木质
部，枯芩分为皮部、木质部和木间木栓（见图 1）。
将分离好的样品编号放入烘箱烘干，粉粹，过
筛，备用，样品信息详见表 1，所有样品均来自
陕西咸阳市淳化县车坞镇黄芩种植基地。

图 1　枯芩（左）与子芩（右）样品横切面图

Fig 1　Cross-sectional view of samples of pithnodecayed Scutellaria 
baicalensis（left）and pith-decayed Scutellaria baicalensis（right）

表 1　子芩与枯芩不同组织部位样品采集信息 
Tab 1　Sample information of different tissue parts of pithnodecayed 

Scutellaria baicalensis and pith-decayed Scutellaria baicalensis

样品编号 组织部位 年限 分类

S1 木质部 2 年生 子芩

S2 皮部 2 年生 子芩

S3 木质部 3 年生 子芩

S4 皮部 3 年生 子芩

S5 木质部 4 年生 子芩

S6 皮部 4 年生 子芩

S7 木质部 3 年生 枯芩

S8 皮部 3 年生 枯芩

S9 木质部 4 年生 枯芩

S10 皮部 4 年生 枯芩

S11 木间木栓 4 年生 枯芩

1.2　仪器

　　Waters-e2695 高效液相色谱仪（Waters2998 紫外
检测器，Empower 色谱工作站）；FA2004 型电子分

years of Scutellaria baicalensis Georgi. The formation of its interxylarycork affects the accumulation of 
flavonoids in the root. The interxylarycork of 4 year old Scutellaria baicalensis Georgi is rich in flavonoids, 
and suitable for use. 
Key words: Scutellaria baicalensis Georgi; growth ring; pithnodecayed Scutellaria baicalensis; pith-
decayed Scutellaria baicalensis
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析天平（上海民桥精密科学仪器有限公司）；GB204
型电子分析天平（北京赛多利斯有限公司）；KH-
400KDE 型超声波清洗机，功率为 500 W，频率为
80 kHz（昆山市超声仪器有限公司）；WGL-230B 型
电热鼓风干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公司）。
2　方法 
2.1　石蜡切片法 
　　取新鲜健康 1 ～ 3 年生黄芩主根上部，切成
0.5 cm 左右的小段，标准固定液固定，梯度乙醇
脱水，二甲苯透明、浸蜡、包埋、Leica RM 2335
切片机切片，厚度为 10 µm，番红 - 固绿染色，
中性树胶封片，Leica DMBL 显微镜观察并拍照。
2.2　徒手切片法 
　　选取健康的 1 ～ 4 年生黄芩主根，由根上至
下进行徒手切片，切片厚度为 3 mm，盐酸 - 间苯
三酚可以使木质素染红，使用间苯三酚 - 浓盐酸
法对黄芩样品染色用于生长轮鉴别，并在光学显

微镜 Nikon SMZ745T 下观察，拍照。
2.3　含量测定方法

2.3.1　色谱条件　色谱柱：C18 色谱柱（4.6 mm× 
250 mm，5 µm）；流动相：乙腈为流动相 A，0.1%
甲酸水为流动相 B，按表 2 的程序进行梯度洗脱；
检测波长为 274 nm；柱温为 30℃，流速为 1.0 
mL·min－ 1，进样量为 10 µL。理论塔板数以黄芩
苷峰计算不低于 25 000。混合对照品溶液和供试
品溶液色谱图见图 2。

表 2　梯度洗脱程序 
Tab 2　Gradient elution procedure

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%
  0 ～ 10 10 → 15 90 → 85
10 ～ 20 15 → 20 85 → 80
20 ～ 30 20 → 25 80 → 75
30 ～ 60 25 → 45 75 → 55
60 ～ 70 45 → 60 55 → 40
70 ～ 75 60 → 10 40 → 90

图 2　混合对照品溶液（A）及样品溶液（B）的色谱图

Fig 2　HPLC chromatogram of mixed reference substances（A）and samples（B）

1. 野黄芩苷（scutellarin）；2. 黄芩苷（baicalin）；3. 汉黄芩苷（baicalein）；4. 黄芩素（wogonoside）；5. 汉黄芩素（wogonin）；6. 白杨素

（chrysin）；7. 千层纸素 A（melaleuca A）

2.3.2　混合对照品溶液的配制　分别精密称定对
照品野黄芩苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉
黄芩素、白杨素、千层纸素 A 适量，用甲醇配制
成质量浓度分别为 51.2、626、266、42.2、42.0、
31.6、38.8 µg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.3.3　供试品溶液的制备　取黄芩样品粉末，精
密称取 0.5 g，置 100 mL 的锥形瓶中，精密加入
70% 乙醇 50 mL，称重，超声处理（500 W，80 
kHz）30 min，放至室温，称重，用 70% 乙醇补
足减失的重量，摇匀，用滤纸过滤，取续滤液用
0.45 µm 微孔滤膜过滤，即得供试品溶液。
2.4　方法学考察

2.4.1　进样精密度考察　精密吸取混合对照品溶

液 10 µL，连续进样 6 次，测定野黄芩苷、黄芩
苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、白杨素、千
层纸素 A 的峰面积，结果各成分峰面积 RSD 值
分别为 1.2%、1.5%、1.0%、1.4%、1.0%、1.0%、
1.7%。表明仪器精密度良好。
2.4.2　重复性考察　取同一黄芩样品 S1 适量，
精密称取 0.5 g，平行 6 份，按“2.3.3”项下方法
分别制备供试品溶液，进样测定，计算各成分的
含量，结果野黄芩苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩
素、汉黄芩素、白杨素、千层纸素 A 含量的 RSD
值分别为 1.7%、1.3%、1.2%、1.0%、1.0%、1.3%、
1.1%。表明方法重复性良好。
2.4.3　稳定性考察　分别于 0、2、4、8、12、16、
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24 h 精密吸取黄芩样品（S1）10 µL，进样测定，
计算得野黄芩苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、
汉黄芩素、白杨素以及千层纸素 A 含量的 RSD 值
分别为 1.1%、1.3%、1.6%、1.0%、1.4%、1.7%、
1.1%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.4.4　加样回收考察　精密称取已知含量黄芩样
品 0.25 g，6 份，分别置 100 mL 的锥形瓶中，精
密称取与该样品中等量的野黄芩苷、黄芩苷、汉
黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、白杨素和千层纸
素 A 对照品，混合后再按“2.3.3”项下方法制备，
进样 10 µL，测定其含量，计算各成分的回收率
及 RSD，结果野黄芩苷、黄芩苷、汉黄芩苷、黄
芩素、汉黄芩素、白杨素和千层纸素 A 的平均加
样回收率分别为 99.0%、98.1%、98.9%、99.2%、
99.9%、98.0%、99.4%，RSD 分别为 1.9%、1.7%、
1.9%、1.0%、1.5%、1.9%、0.90%。
2.4.5　线性关系　精密吸取混合对照品溶液制备
系列浓度的对照品溶液，按照“2.3.1”项下色谱条
件进样测定，以峰面积值为纵坐标（Y），以进样
量（µg）为横坐标（X），绘制标准曲线，得到黄芩
苷、汉黄芩苷、野黄芩苷等 7 种黄酮类成分的线性
回归方程、线性范围、相关系数（R2），见表 3。

表 3　7 种黄酮类成分回归方程及线性范围 
Tab 3　Regression equation and linear range of 7 flavonoids

成分 回归方程 R2 线性范围 /µg
野黄芩苷 Y ＝ 1.394×106X ＋ 9.289×104 0.9996 0.10 ～ 1.02
黄芩苷 Y ＝ 3.480×106X ＋ 6.465×104 0.9995 1.25 ～ 12.52
汉黄芩苷 Y ＝ 3.037×106X ＋ 4.516×104 0.9989 0.53 ～ 5.32
黄芩素 Y ＝ 6.754×106X ＋ 1.892×104 0.9992 0.08 ～ 0.84
汉黄芩素 Y ＝ 2.562×106X ＋ 6.272×104 0.9993 0.08 ～ 0.84
白杨素 Y ＝ 4.106×106X － 7.521×104 0.9982 0.06 ～ 0.63
千层纸素 A Y ＝ 3.879×106X － 8.916×104 0.9970 0.08 ～ 0.78

2.4.6　数据处理　使用 Excel 2016 和 Graphpad 
prism 8 对不同年限黄芩根指标成分的含量进行数
据整理、统计分析及图表绘制；SPSS 25.0 进行
差异性显著分析，各个不同因素组间比较采用单
因素方差分析（ANOVA），以 P ＜ 0.05 表示差异
有统计学意义。
3　结果与分析 
3.1　不同年限黄芩根上部生长轮的数目 
　　对 1 ～ 3 年生黄芩主根横切面观察，黄芩根的结
构主要由周皮、皮层、形成层、次生木质部以及初生
木质部构成。其中次生木质部呈明显的同心圆环排
列，具有明显的生长轮结构。徒手切片染色其木质
部的导管逐渐变为红色，可观察到生长轮。1 年生黄
芩主根次生木质部导管呈辐射状排列，具有 1 个生长
轮（见图 3A、3B）。2 年生黄芩主根次生木质部的导
管具有 2 个生长轮（见图 3C、3D）。3 年生黄芩主根
次生木质部的导管具有 3 个生长轮（见图 3E、3F）。
3.2　黄芩主根上下段生长轮的数目 
　　徒手切片可观察到与石蜡切片一致的结果，
具有简单快速的优点，因此，选用该法对 1 ～ 4
年生黄芩主根上、下段的生长轮数目进行研究。
在黄芩主根各位置的横切面中观察到：1 年生 1 个
生长轮（见图 4A），2 年生 2 个生长轮（见图 4B），
3 年生 3 个生长轮（见图 4C），4 年生 4 个生长轮
（见图 4D）。由此可见，同一年限黄芩主根上、下
段生长轮的数目一致并与其实际生长年限一致。
3.3　黄芩根中黄酮类成分的含量测定

3.3.1　不同生长年限黄芩根活性成分测定　取
2 ～ 4 年生黄芩根样品，分别测定皮层和木质部
及木间木栓中 5 种活性成分的含量，结果见表 4
及图 5。

表 4　黄芩不同组织部位 7 种黄酮类成分含量 
Tab 4　Contents of 7 flavonoids in different tissues of Scutellaria baicalensis Georgi

部位 年限
质量分数 /（mg·g － 1）

野黄芩苷 黄芩苷 汉黄芩苷 黄芩素 汉黄芩素 白杨素 千层纸素 A 总含量

子芩木质部 2 年生 5.70±0.01 142.60±0.09 28.43±0.09 0.72±0.02 0.13±0.02 0.09±0.01 0.06±0.01 177.72±0.02

3 年生 5.71±0.07 135.35±0.15 27.66±0.14 0.75±0.02 0.21±0.02 0.09±0.01 0.11±0.01 169.89±0.11

4 年生 6.21±0.05 146.14±0.05 26.42±0.09 0.94±0.02 0.18±0.02 0.08±0.01 0.07±0.01 180.04±0.06

子芩皮部 2 年生 6.44±0.09 145.09±0.04 26.83±0.03 1.45±0.03 0.36±0.01 0.63±0.02 0.43±0.03 181.23±0.03

3 年生 6.38±0.08 138.70±0.13 26.76±0.06 1.73±0.03 0.83±0.02 0.62±0.01 0.56±0.06 175.58±0.02

4 年生 6.37±0.01 148.09±0.07 24.39±0.10 3.17±0.03 1.25±0.03 0.61±0.02 0.92±0.02 184.79±0.06

枯芩皮部 3 年生 5.65±0.10 131.08±0.04 22.42±0.10 2.25±0.02 0.93±0.02 0.74±0.04 0.62±0.03 163.70±0.11

4 年生 6.19±0.04 125.87±0.03 20.09±0.06 3.38±0.07 1.52±0.02 0.71±0.01 1.18±0.02 158.94±0.01

枯芩木质部 3 年生 5.08±0.04 128.67±0.08 22.30±0.06 0.53±0.01 0.21±001 0.13±0.01 0.10±0.01 157.02±0.01

4 年生 5.42±0.03 119.42±0.13 20.75±0.11 0.82±0.02 0.15±0.02 0.26±0.02 0.15±0.02 146.97±0.64

木间木栓 4 年生 6.46±0.06   25.44±0.08   5.61±0.03 63.08±0.04 22.79±0.02 4.55±0.03 20.73±0.03 148.67±0.01
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图 4　1 ～ 4 年生黄芩根中的生长轮

Fig 4　Growth ring in the root of 1 ～ 4 year old Scutellaria baicalensis Georgi
A. 1 年生（1 year old）；B. 2 年生（2 year old）；C.3 年生（3 year old）；D. 4 年生（4 year old）

注（Note）：不同字母表示差异有统计学意义（There is statistical significance in different letters）。

　　中药材主要以植物的根、根状茎、茎、花、
果实、种子等各组织作为临床药用。其中多年生
木本植物茎类药材的生长年限可根据年轮来判
别 [16]。但绝大多数来源于多年生草本植物的根及
根状茎类药材，其生长年限的鉴别仍缺少科学的
判断依据。有研究表明在中药芍药 [12]、黄芪 [17-18]、
丹参 [19]、人参 [20]、川续断 [21] 等植物的根中有生
长轮的存在。在实际生产中，黄芩从外观上很难
判断生长年限。而黄芩中生长年限是子芩和枯芩
形成的关键，与活性成分的积累有着密切关系，

生长年限可以作为黄芩质量评价的初步依据。杨
冬野 [13] 提出黄芩的年轮即生长轮，可以根据年
轮个数区别不同生长年限的黄芩根。本文采用石
蜡切片法及徒手切片法观察 1 ～ 4 年生黄芩中的
生长轮，结果表明不同年限黄芩根、同一年限黄
芩主根从上至下生长轮数目与黄芩实际种植年限
一致。且间苯三酚 - 浓盐酸可以使木质素染红，
使用间苯三酚 - 浓盐酸法对黄芩样品染色可快速
鉴别生长轮。而枯芩的年限鉴别中，由于根部有
木间木栓，在同一条主根中木间木栓在近根茎处

图 3　黄芩根的解剖结构

Fig 3　Anatomical structure of Scutellaria baicalensis Georgi root
P. 周皮（periderm）；SP. 次生韧皮部（secondary phloem）；VC. 形
成 层（cambium）；SX. 次 生 木 质 部（secondary xylem）；V. 导 管

（vessel）；IXC. 木间木栓（interxylarycor）；黑线 . 1 ～ 3 年生黄芩

根中生长轮（1 ～ 3 growth ring in the root of Scutellaria baicalensis 
Georgi）；A、B. 1 年生（1 year old）；C、D. 2 年生（2 year old）；E、
F. 3 年生（3 year old）

3.3.2　子芩不同组织部位中 7 种黄酮类成分的含
量比较　由图 5 及表 4 可看出，4 年生黄芩根中
黄芩苷在木质部和皮部的含量较 2 ～ 3 年生黄芩
含量高。黄芩素、汉黄芩素、白杨素和千层纸素
A 主要分布在皮部，野黄芩苷、黄芩苷、汉黄芩
苷在子芩皮部与木质部分布较均匀。
3.3.3　枯芩不同组织部位中 7 种黄酮类成分的含
量比较　由图 5 可知，枯芩皮部和木质部中 7 种
黄酮类成分含量差异显著。黄芩素、汉黄芩素、
白杨素和千层纸素 A 主要分布在枯芩皮部，较木
质部多。木间木栓在黄芩苷和汉黄芩苷的含量明
显低于木质部和皮部中的含量，在黄芩素、汉黄
芩素、白杨素和千层纸素 A 的含量显著高于木质
部和皮部中的含量。
3.3.4　相同年限子芩与枯芩中 7 种黄酮类成分含
量的比较　野黄芩苷在子芩与枯芩各组织部位中
的分布比较均匀，相同年限子芩不同组织部位中
黄芩苷和汉黄芩苷较枯芩不同组织部位含量多。
黄芩素、汉黄芩素、白杨素和千层纸素 A 主要分
布在木间木栓中。
4　结论与讨论

4.1　黄芩根中生长轮可作为实际生长年限的鉴别

依据
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的面积最大，其面积由根的上向下逐渐减小，根
的下部一般无木间木栓存在，因此可选取根中段
或下段的材料用于年限鉴别（见图 6）。该方法能
够快速准确地区分不同生长年限的黄芩，可为实
际生产中黄芩年限的识别提供依据。
4.2　木间木栓的形成对黄芩根中黄酮类物质的积

累的影响

　　药用植物体内次生代谢产物的含量会随着植
物生长年限的增加，发生一定程度的波动，使得
中药材采收具有一定的时效性 [22]。黄芩根中主要
生物活性物质为黄酮化合物，其中黄芩素、汉黄
芩素及其苷类，具有抗肿瘤、抗血栓、抗病毒、
抗炎、抗氧化及神经保护等药理活性 [23-24]。王
丹等 [25] 研究发现木间木栓部位黄芩素与黄芩苷
的比值高于正常部位，宋亚芳等 [26] 研究发现子
芩与枯芩的化学成分存在明显差异，枯芩中黄芩
素、千层纸素 A 和黄芩新素的含量要明显高于子
芩。刘林等 [27] 对子芩与枯芩中 6 种黄酮类含量测
定表明，子芩中苷类成分含量显著高于枯芩。目
前国内外主要集中于对子芩和枯芩中不同成分含
量的测定，本研究将黄芩按有无木间木栓分为枯
芩与子芩，子芩分为皮部和木质部，枯芩分为皮
部、木质部和木间木栓，对不同年限黄芩这些组
织部位 7 种黄酮类成分含量测定发现，2 ～ 4 年
生黄芩根在木质部中有效成分的含量依次为黄芩
苷＞汉黄芩苷＞野黄芩苷＞黄芩素＞汉黄芩素，
7 种黄酮类成分的总含量为 4 年生＞ 2 年生＞ 3
年生。
　　我们对 2 ～ 4 年生子芩皮部、木质部，3 ～ 4

年生枯芩皮部、木质部及木间木栓中 7 种黄酮
类物质的分布及动态变化进行研究，结果显示：
2 ～ 4 年野黄芩苷在子芩皮部与木质部分布较均
匀，黄芩素、汉黄芩素、白杨素和千层纸素 A 在
皮部中的含量大于木质部中的含量；枯芩中，7
种黄酮类成分含量差异显著，4 年生枯芩木质部
和皮部中野黄芩苷、黄芩素及千层纸素 A 的含量
较 3 年生黄芩含量高。木间木栓中黄芩苷和汉黄
芩苷的含量低于子芩与枯芩皮部、木质部含量，
但黄芩素、汉黄芩素、白杨素和千层纸素 A 的含
量显著增加；黄芩苷与汉黄芩苷在子芩和枯芩中
均有分布，且含量较多；相同年限子芩中黄芩苷
和汉黄芩苷较枯芩中多。黄芩素、汉黄芩素、白
杨素和千层纸素 A 主要分布在木间木栓中。由此

图 6　黄芩根中木间木栓的特征 [15]

Fig 6　Characteristics of interxylarycork in the root of Scutellaria 
baicalensis Georgi[15]

图 5　子芩与枯芩不同组织部位中 7 种黄酮类成分的含量

Fig 5　Content of 7 flavonoids in different tissues of Scutellaria baicalensis Georgi
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可见，木间木栓的形成对黄芩根中黄酮类物质的
积累有一定影响，进而造成了子芩和枯芩的成分
变化，建议子芩和枯芩在临床上分开使用，充分
发挥枯芩的作用。随着黄芩生长年限的不断增加，
木间木栓对黄芩的进一步影响有待后续研究。
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黄芩提取物制备过程的关键工段辨识研究
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物信息学研究所，杭州　310058）

摘要：目的　辨识黄芩提取物制备工艺的关键工段。方法　首先对液相色谱分析方法进行了方法学验

证，然后采用多批次黄芩药材进行水煎、酸沉、碱溶、乙醇洗涤和干燥等工艺制备黄芩提取物。将

制备工艺分为 8 个工段，分别检测了药材、中间体和黄芩提取物中总固体、黄芩苷、汉黄芩苷和黄芩

素的含量，并根据结果计算总固体产量、黄酮产量和纯度。计算了过程中间体和黄芩提取物的组成相

似度变化情况，提出采用一致性变化量（TVC）作为指标定量表征制药工艺对批次间一致性影响。结
果　欧氏距离是较灵敏的相似度指标。根据 TVC 和相似度变化大小确定了关键工段为工段 1、工段 2
和工段 4，其对应的工艺包括水煎、酸沉和乙醇洗涤等。结论　综合考虑相似度变化和 TVC 可以用

于辨识中成药生产关键工段，该方法适合用于分析流程较长的中成药生产工艺。

关键词：黄芩提取物；关键工段；工艺优化；一致性变化；相似度变化
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Identification of critical sections in the preparation of  
Scutellaria baicalensis extract

ZHANG Xue-can1, MENG Qing-fen2, GUAN Jian-li2, WANG Yi3, 4, GONG Xing-chu1, 3, 4* (1. College of 
Pharmaceutical Engineering of Traditional Chinese Medicine, Tianjin University of Traditional Chinese 
Medicine, Tianjin  300000; 2. Henan Fusen Pharmaceutical Co., Ltd., Nanyang  Henan  474450; 3.  
State Key Laboratory of Component-Based Chinese Medicine, Innovation Center in Zhejiang University, 
Hangzhou  310058; 4. Institute of Pharmaceutical Informatics, Zhejiang University, Hangzhou  310058)

Abstract: Objective  To identify the critical sections in the preparation of Scutellaria baicalensis extract. 
Methods  First, liquid chromatography analysis was verified. Then, different batches of Scutellaria 
baicalensis were used to prepare Scutellaria baicalensis extract with water decoction, acid precipitation, 
alkali dissolution, ethanol washing and drying. The preparation process was divided into 8 sections. The 
content of total solid, baicalin, wogonoside and baicalein in multiple materials was analyzed. The total solid 
yield, flavonoid yield, and flavonoid purity were calculated according to the results. The similarity changes of 
the intermediates and Scutellaria baicalensis extract in the process were measured. A quantitative indicator, 
namely total variation change (TVC) was proposed, and used to characterize the impact of pharmaceutical 
processes on batch-to-batch consistency. Results  Euclidean distance is a more sensitive indicator of 
similarity. According to total variation change and similarity, the critical sections included section 1, section 2, 
and section 4. The corresponding processes included water decoction, acid precipitation, and ethanol washing. 
Conclusion  Comprehensive consideration of similarity changes and consistency changes helps identify the 
critical sections of Chinese medicines, which is suitable for analyzing Chinese medicine production with 
many procedures. 
Key words: Scutellaria baicalensis extract; critical process section; process optimization; consistency 
change; similarity change
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　　黄芩提取物收录于《中国药典》一部。以黄
芩提取物为重要中间体的中成药有银黄颗粒、双
黄连胶囊和双黄连片等超过 160 种。黄芩有抗菌、
抗病毒 [1]、抗炎、抗过敏、抗肿瘤 [2]、抗氧化 [3]

和清除自由基等功效 [4]。周锡钦等 [5] 研究了黄芩
提取物化学成分及生物活性，认为黄芩提取物的
主要活性成分包括黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素
A、野黄芩苷等。
　　本研究以《中国药典》一部中注射用双黄连
（冻干）的黄芩提取物制备工艺为研究对象，首先
进行液相色谱方法学验证。然后以黄芩苷、汉黄芩
苷和黄芩素为指标成分，研究其在黄芩提取中从黄
芩药材、中间体到提取物工艺过程中的产量和纯度
变化。提出了定量表征制药工艺对批次间一致性影
响的新指标，并尝试将其用于辨识关键工段。
1　材料
　　1100 型高效液相色谱仪（Agilent 科技有限
公 司）；SevenMulti pH 计（瑞 士 Mettler-Toledo
公 司）；Milli-Q 超 纯 水 机（Millipore 公 司）；
XMTD-8222烘箱（上海精宏实验设备有限公司）；
85-2 恒温加热磁力搅拌器（杭州仪表电机有限公
司）；5804R 冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；
Centrifuge5424 高 速 离 心 机（德 国 Eppendorf 公
司）；XS105 分析天平（上海梅特勒 - 托利多仪
器有限公司）；FreeZone2.5 冷冻干燥机（美国
LABCONCO 公司）；DZF6053 真空干燥箱（上海
一恒科学仪器有限公司）。
　　甲醇、乙腈（色谱纯，德国默克公司）；甲
酸（色谱纯，美国 ROE Scientific 公司）；对照品
黄芩素（批号：200928，纯度≥ 97.9%）、汉黄芩
苷（批号：191103，纯度≥ 98.5%）、黄芩苷（批
号：200823，纯度≥ 94.2%）（中国食品药品检定
研究院）；乙醇、氢氧化钠、盐酸（分析纯，国
药集团化学试剂有限公司）。6 批不同批号和来源
的黄芩药材信息见表 1。

表 1　6 批黄芩药材的厂家和产地 
Tab 1　Manufacturer and origin of 6 batches of Scutellaria 

baicalensis

编号 生产厂家 产地 生产日期

YP1 渭源县会川世鸿中药材 甘肃 2021.11.25
YP2 亳州市松草堂药业有限公司 内蒙 2021.11.12
YP3 亳州市慈济堂中药饮片有限公司 山西 2020.02.01
YP4 河北楚风中药饮片有限公司 内蒙 2020.08.19
YP5 河北林益堂药业有限公司 陕西 2020.06.30
YP6 安徽道源堂中药饮片有限公司 山西 2020.11.20

2　方法与结果

2.1　黄芩提取物的制备

　　黄芩提取物制备工艺流程图见图 1。

图 1　黄芩提取物制备工艺流程图

Fig 1　Flow chart of Scutellaria baicalensis extract preparation

　　黄芩水煎液制备（工段 1）：黄芩加水煎煮两
次，每次 1 h，滤过，得到合并滤液。
　　黄芩沉淀 1 制备（工段 2）：2 mol·L － 1 盐
酸 溶 液 调 pH 值 至 1.0 ～ 2.0， 在 80℃ 保 温 30 
min，静置 12 h，滤过，用水洗去沉淀表面酸，
抽真空干燥或冷冻干燥，得到沉淀 1。
　　黄芩滤液 1 制备（工段 3）：沉淀 1 加 8 倍量
水搅拌，用 10% 氢氧化钠溶液调节 pH 值至 7.0，
加入等量乙醇，搅拌使沉淀溶解，滤过，得到滤
液 1。
　　黄芩沉淀 2 制备（工段 4）：用 2 mol·L － 1

盐酸溶液调节滤液 1 的 pH 值至 2.0，60℃保温
30 min，静置 12 h，沉淀用乙醇洗至 pH 值为 4.0。
抽真空干燥，得到沉淀 2。
　　黄芩溶液 1 制备（工段 5）：沉淀 2 加 10 倍
量水，搅拌，用 10% 氢氧化钠溶液调节 pH 值至
7.0，得到溶液 1。
　　黄芩溶液 2 制备（工段 6）：每 1000 mL 溶液
1 中加入 5 g 活性炭，充分搅拌，在 50℃保温 30 
min，得到溶液 2。
　　黄芩滤液 2 制备（工段 7）：往溶液 2 加入等
量乙醇，搅拌均匀，滤过，得到滤液 2。
　　 黄 芩 提 取 物 制 备（工 段 8）： 滤 液 2 用 2 
mol·L － 1 盐酸溶液调节 pH 值至 2.0，在 60℃保
温 30 min，静置 12 h，滤过，沉淀用少量乙醇洗
涤，于 60℃以下干燥，得到最终提取物。
2.2　色谱条件
　　参考文献 [6]，采用 Waters XBridge TMShield 
Rp18（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱，流动相
为：0.1% 甲酸水溶液（A）- 乙腈（B）；梯度洗
脱：0 ～ 10 min，10% ～ 15%B；10 ～ 20 min，
15% ～ 20%B；20 ～ 30 min，20% ～ 25%B；
30 ～ 60 min，25% ～ 45%B；60 ～ 70 min，
45% ～ 60%B；70 ～ 75 min，60% ～ 10%B；流
速 0.8 mL·min － 1，检测波长 274 nm，进样量 10 
μL，柱温 28℃。所得典型色谱图见图 2。
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图 2　对照品及样品 HPLC 色谱图

Fig 2　HPLC chromatogram of control and sample
A. 混合对照品溶液（mixed reference solution）；B. 水煎液供试品（water decoction solution sample）；C. 中间体沉淀 1 供试品（intermediates 
precipitate 1 sample）；D. 中间体滤液 1 供试品（intermediate filtrate 1 sample）；E. 中间体溶液 1 供试品（intermediate solution 1 sample）；F. 
黄芩提取物供试品（Scutellaria baicalensis extract sample）；1. 黄芩苷（baicalin）；2. 汉黄芩苷（wogonoside）；3. 黄芩素（baicalein）

2.3　对照品溶液的制备
　　精密称取经真空干燥 24 h 的汉黄芩苷、黄芩
素和黄芩苷对照品粉末适量，置量瓶中，加入甲
醇超声溶解，并稀释至刻度，摇匀，制成质量浓
度分别为 0.532 mg·mL－ 1、0.55 mg·mL－ 1 和 0.538 
mg·mL － 1 的单一对照品储备液，备用。分别精
密量取汉黄芩苷、黄芩素和黄芩苷对照品储备液
各适量，置同一量瓶中，定容，摇匀，即得汉黄
芩苷 0.106 mg·mL － 1、黄芩素 0.11 mg·mL － 1

和黄芩苷 0.269 mg·mL － 1 的混合对照品溶液，
逐级稀释上述混合对照品溶液获得一系列不同浓
度的混合对照品溶液，备用。
2.4　供试品溶液的制备
　　精密称取适量黄芩提取物及各步骤工艺中间体
至适合规格的量瓶，其中水煎液、溶液 1 和溶液 2
用超纯水进行稀释定容，沉淀 1、沉淀 2 和黄芩提
取物使用碱溶液进行稀释定容，滤液 1 和滤液 2 用
乙醇 - 水进行稀释定容。上述样品定容后，充分摇
匀，用孔径 0.22 μm 滤膜过滤，取续滤液，即得。
　　取黄芩药材中粉约 0.3 g，精密称定，加 70%
乙醇 40 mL，加热回流 3 h，放冷，滤过，滤液
置 100 mL 量瓶中，用少量 70% 乙醇分次洗涤容
器和残渣，洗液滤入同一量瓶中，加 70% 乙醇至
刻度，摇匀。精密量取 1 mL，置 10 mL 量瓶中，
加甲醇至刻度，摇匀，即得。
2.5　方法学验证
2.5.1　线性关系考察　精密量取“2.3”项下的混合
对照品溶液适量，进样测定。以对照品溶液质量
浓度（X）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，绘制
标准曲线，结果见表 2，各成分在各自线性范围内
与峰面积呈良好的线性关系。

表 2　线性范围考察 
Tab 2　Linear range investigation

化合物 回归方程 线性范围 /（μg·mL － 1） R2

黄芩苷 Y ＝ 4.115×104X － 51.79 13.45 ～ 269.0 0.9996
汉黄芩苷Y ＝ 4.835×104X － 40.03 5.316 ～ 106.3 0.9999
黄芩素 Y ＝ 5.829×104X － 4.526 5.500 ～ 110.0 1.000

2.5.2　检测限和定量限　基于响应值标准偏差和
标准曲线斜率法，按照 LOD ＝ 3.3σ/S 公式计算，
黄芩苷、汉黄芩苷和黄芩素的检测限分别为 5.36、
1.13、0.369 μg·mL － 1。按照 LOQ ＝ 10σ/S 公式
计算，黄芩苷、汉黄芩苷和黄芩素的定量限分别
为 16.24、3.424、1.118 μg·mL － 1。
2.5.3　精密度考察　取黄芩水煎液，连续进样 6
次，记录色谱图，其中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩
素的峰面积 RSD 分别为 0.72%、0.26% 和 1.2%，
表明仪器精密度良好。
2.5.4　重复性考察　平行制备 6 份黄芩水煎液，
进样分析，计算黄芩提取液中黄芩苷、汉黄芩苷
和黄芩素含量 RSD 分别为 1.5%、0.70% 和 1.3%，
表明该方法具有良好的重复性。
2.5.5　稳定性考察　取黄芩水煎液，分别在室温
放置 0、2、4、8、12 和 24 h 后进样分析，黄芩苷、
汉黄芩苷和黄芩素 RSD 分别为 2.0%、0.31% 和
1.4%，表明该供试品溶液在室温放置 24 h 内稳定
性良好。
2.5.6　加样回收率考察　按加样回收率实验方法，
将对照品加入量与黄芩水煎液中待测定成分量之
比为 1.0∶1.0、1.5∶1.0、0.5∶1.0 的方式加入对照
品溶液，制成高、中、低各3份的加样回收率溶液。
按照“2.2”项下色谱条件进样分析，结果黄芩苷、
汉黄芩苷和黄芩素高、中、低浓度水平的平均加
样回收率分别为 100.3%、99.65% 和 99.81%，RSD
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分别为 2.8%、2.0% 和 2.6%。
2.5.7　本法与药典规定标准比较　对比了本文方
法和药典中规定方法检测药材中黄芩苷含量的差
别，所得平均结果见表 3。采用配对 t 检验，P 值
为 0.429。差异无统计学意义，所以认为本文方
法检测药材中黄芩苷含量是可靠的。

表 3　HPLC法与药典规定方法比较 
Tab 3　HPLC method with the method from Pharmacopoeia

编号
黄芩苷含量 /%

HPLC 方法 药典方法

YP1 10.56 11.96
YP2 11.66 10.43
YP3 11.15 10.97
YP4 12.40 11.07
YP5   9.72   9.51
YP6 10.12   9.59

2.6　总固体含量测定
　　取称量瓶放置于 105℃烘箱中预先烘干 1.5 h
至恒重，取出放入干燥器中，冷却至室温，称定
称量瓶质量。取适量样品，置于已恒重的称量瓶
中，称定称量瓶和样品溶液的质量，加入超纯水
轻轻晃动，使样品均匀分散开，于瓶底形成一层
均匀的薄膜，将称量瓶置于 105℃干燥箱中，烘
干 5 h 以上，取出放入干燥器中，冷却至室温，
称定称量瓶和样品固体的质量。根据烘干前后质
量变化及样品溶液的质量计算其对应总固体含量。
2.7　数据处理
2.7.1　产量　本研究将各单元工艺前后黄酮各成
分产量、总固体产量作为工艺评价指标，用于评
价各单元工艺对物质总质量的影响大小，其计算
公式见式（1）、（2）。
　　黄酮成分（i）的产量＝ [ 样品中黄酮成分
（i）的质量 ×样品总质量 ]/ 药材质量 （1）
　　总固体产量＝（样品中体总固体的质量 ×样
品总质量）/ 药材质量 （2）
　　其中，i（i ＝ 1，2，3）分别表示黄芩苷、汉
黄芩苷、黄芩素。
2.7.2　纯度　为从化学组成的角度评价黄芩提取物
制备工艺的影响，本研究考察了黄芩药材及中间体
中黄酮纯度的变化，纯度 P 计算公式见式（3）。
　　Pk，i ＝样品中黄酮成分（i）的质量 / 样品中
总固体含量 ×100% （3）
　　其中，下标 k（k ＝ 1，2，…，9）分别代表
不同的物料，分别为黄芩药材、水煎液、沉淀 1、
滤液 1、沉淀 2、溶液 1、溶液 2、滤液 2、黄芩
提取物。
2.7.3　相似度　中药成分复杂，随着工艺的进行，
各黄酮成分也会发生不同程度的转移和转化，导

致中间体物质组成比例发生变化。因此，本研究
采用相似度计算来衡量中间体与最终提取物组成
比例的相似性，以相似度变化量为指标考察工艺
对产品物质组成比例的影响 [7]。相似度计算采用
了 Pearson 相关系数（r）、夹角余弦值（cosθ）和
欧氏距离（D），计算公式见式（4）～（6）。

 （4）

 （5）

 （6）

　　其中，n 为黄酮成分或大类成分，本文中分
别为黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素和未检测成分之
和；Pk，i 为第 k 个中间体中黄酮成分 i 纯度，Pk

为第 k 个中间体所有黄酮成分纯度的均值，Sk 为
第 k 个中间体所有黄酮成分纯度的标准差，Pf，i

为最终产品中黄酮成分 i 的纯度，Pf 为黄芩提取
物中所有黄酮成分纯度的均值，Sf 为黄芩提取物
中所有黄酮成分纯度的标准差。
　　所得相关系数、夹角余弦值越接近 1，则该
样品组成比例与最终提取物越接近；欧氏距离值
越大，相似性越差。相关系数、夹角余弦值和欧
氏距离变化量越大，则表示该步工艺对产品的组
成比例影响越大。
2.8　黄芩提取物制备工艺中的产量变化
　　6 批不同黄芩提取物制备工艺中的黄酮产量
变化见图 3。总体来看，黄芩苷产量最大，汉
黄芩苷次之。经过水煎，汉黄芩苷和黄芩素的
产量有明显下降，平均分别损失了约 18.73% 和
56.09%。水煎液加酸沉淀后，汉黄芩苷的产量平
均下降约 27%。加入氢氧化钠溶解沉淀 1，并且
再加入乙醇后，黄芩苷产量平均下降 3.7%。滤液
1 加入盐酸产生沉淀 2 的过程中，3 种黄酮的产量
都有明显下降。黄芩苷、汉黄芩苷和黄芩素分别
平均损失了 52.34 mg·g － 1 药材，14.47 mg·g － 1

药材和 1.270 mg·g － 1 药材。沉淀 2 后续滤液 2
等工艺，并没有显著影响 3 种黄酮的产量。黄芩
提取物中黄芩苷产量在 13.87 ～ 39.42 mg·g － 1 药
材之间，显著高于汉黄芩苷和黄芩素。
　　图 4 为总固体在制备工艺中的产量变化。黄
芩药材由于含水，所以烘干后测定其总固体质量
的值低于 1000 mg·g－ 1，平均值约为 900 mg·g－ 1。
黄芩药材从工段 1 到工段 2 的过程中，图 4 中总
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固体质量值迅速降低，平均总固体质量的值约
139.30 mg·g － 1，约为黄芩药材质量的 1/6。在工
段 4 过程，总固体产量有显著降低的趋势。工段
4 之后总固体产量也有小幅变化，但并不显著。
2.9　黄芩提取物制备工艺中的黄酮成分纯度变化
　　由图 5 可知，黄芩苷从纯度约 10% 的黄芩药
材中经过工段 1 到工段 2 精制后纯度约 61%，汉
黄芩苷相对应纯度提升约 8% 左右，黄芩素纯度
提升约 1%，可以确定此过程对中间体纯度的提
升贡献较大。在工段 4 中，其中沉淀 2 经过酸沉、
醇洗极大地除去了中间体的杂质，使得汉黄芩苷
纯度下降 10% ～ 12%，黄芩苷纯度从 60% 提升
至 80% 左右，对黄芩苷和汉黄芩苷的纯度影响较
大。黄芩素纯度受乙醇洗涤影响较小。因此，从
纯度的变化规律、黄芩工艺中间体及黄芩提取物
化学组成变化角度，可以看出沉淀 1 和沉淀 2 的
制备过程中，黄芩苷的纯度得到了极大提升。
2.10　黄芩提取制备工艺过程中的相似度变化
　　Pearson 相关系数值、夹角余弦值和欧氏距离
变化见图 6。药材经过水煎煮提取后，相关系数值
和夹角余弦值变化量均有明显上升。在水煎煮到工
段 2 的沉淀 1 制备过程中，相关系数值和夹角余弦
值上升至超过 0.8，是中间体与黄芩提取物组成比
例相似度提升最高的工艺环节。与夹角余弦值和
Pearson 相关系数比较，欧氏距离更灵敏地反映出
对工段 4 后续工艺中间体产物的差异。总体来看，
欧氏距离比相关系数和夹角余弦值更灵敏，更适用
于表征黄芩提取物制备中间体和产物组成的相似程
度。欧氏距离越远即差异越大，黄芩药材欧氏距离
最大，相似度最差；黄芩药材经过工段 1 的酸沉精
制，欧氏距离下降一半左右，变化量最大。水煎煮
液与获得的黄芩提取物的欧氏距离在 0.60 ～ 0.83。
沉淀 1 加入乙醇溶解后，中间体与黄芩提取物的差
异增大，欧氏距离在 0.11 ～ 0.45。第一次调酸所
得沉淀 1 与黄芩提取物的欧氏距离在 0.12 ～ 0.41，
第二次调酸并醇洗沉淀所得沉淀 2 与黄芩提取物的
欧氏距离在 0.037 ～ 0.23，说明调酸工艺和乙醇洗
涤沉淀可以大幅度降低中间体与终产品黄芩提取物
的差异性。
2.11　制药工艺对产物一致性的影响
　　本研究用不同批次黄芩药材所得总固体产量、
黄酮成分产量、黄酮成分纯度等指标的离散程度来
表征制备工艺对黄芩提取物的质量一致性的影响。
离散程度可以有变异系数（RSD）、极差（Range）、
四分位数间距等多种可能指标。由于本研究中药材
批次数量较少，所以选择极差值作为一致性的表征
指标，计算时采用上述指标的最大值减去最小值获

得。表 4 为总固体产量和黄酮成分产量的极差值。
从表 4 中可知，随着制备工艺进行，黄芩苷产量的
极差相比药材有小幅缩小，汉黄芩苷和黄芩素产量
极差有明显下降，但总固体产量极差略有增加。表
5 为黄酮类各成分纯度极差值。经过制备，黄芩苷
纯度极差值有所增加，其他两种黄酮的则下降。

2.12　关键工段辨析
2.12.1　基于产物相似度变化量辨识关键工段　
在“2.10”项下发现相关系数和夹角余弦值的灵敏
度不如欧氏距离，所以采用各工段前后欧氏距离
变化表征相似度的变化。以 Da 表示各工段产物
欧氏距离的平均值，那么平均欧氏距离的变化值
△D 就可以表示工段对产物相似度的影响，其计
算公式见式（7）。
　　△D ＝｜ Da+1 － Da ｜    （7）
　　其中下标 a（a ＝ 1，2，3…8）为各工段，如
水煎液、调酸、调碱等。各工段后的△D 值见表 6。
本研究将△D 的阈值设为 0.15，大于该值就认为
是关键工段。工段 2 和工段 4 引起的△D 变化值
均超过该阈值，那么从相似度变化的角度，认为
工段 2 和工段 4 是黄芩提取物制备的关键工段。
2.12.2　基于一致性变化辨识关键工段　考虑到
各黄酮成分产量等于总固体产量乘以各黄酮成分
纯度，所以基于一致性变化辨识关键工段时仅考
虑总固体产量的变异和黄酮成分纯度变异。首先

表 4　各黄酮类成分产量及总固体产量的极差值 (g·g － 1) 
Tab 4　Extreme differences in flavonoid production and total solid 

yield (g·g － 1) 

物料名称 汉黄芩苷产量 黄芩素产量 黄芩苷产量 总固体产量

黄芩药材 1.20×10 － 2 2.19×10 － 3 3.16×10 － 2 2.28×10 － 2

水煎液 5.95×10 － 3 9.18×10 － 4 6.09×10 － 2 0.108
沉淀 1 5.31×10 － 3 3.72×10 － 4 5.22×10 － 2 2.59×10 － 2

滤液 1 6.68×10 － 3 6.96×10 － 4 2.59×10 － 2 3.12×10 － 2

沉淀 2 1.72×10 － 4 2.77×10 － 4 3.08×10 － 2 3.09×10 － 2

溶液 1 1.69×10 － 4 1.25×10 － 4 2.84×10 － 2 3.22×10 － 2

溶液 2 1.39×10 － 4 2.85×10 － 5 2.76×10 － 2 3.39×10 － 2

滤液 2 1.24×10 － 4 1.87×10 － 5 2.74×10 － 2 2.96×10 － 2

黄芩提取物 3.01×10 － 5 3.73×10 － 5 2.83×10 － 2 2.79×10 － 2

表 5　3 种黄酮成分纯度极差值 
Tab 5　Extreme differences in purity of three flavonoids

物料名称 汉黄芩苷纯度 /% 黄芩素纯度 /% 黄芩苷纯度 /%
药材 1.37 0.25   3.10
水煎液 1.95 0.20 16.75
沉淀 1 5.00 0.36 20.01
滤液 1 4.41 0.40 19.50
沉淀 2 0.37 0.66 17.27
溶液 1 0.28 0.33 24.33
溶液 2 0.27 0.05 32.12
滤液 2 0.29 0.05 18.63
黄芩提取物 0.03 0.12 25.34
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图 5　各黄酮成分纯度变化图

Fig 5　Variation in the purity of flavonoid component

图 6　黄芩药材、中间体与最终产品组成相似度变化图

Fig 6　Variation in the similarity of Scutellaria baicalensis，intermediates and final products

图 3　各黄酮成分产量变化图

Fig 3　Variation in the yield of flavonoid component

图 4　总固体在过程中的产量变化

Fig 4　Content change of total solid yield in the process

计算各工段前后总固体产量和黄酮成分纯度的离
差变化值△ Range，体现出各工段对一致性的影
响，计算公式见式（8），所得结果见表 7。

表 6　单个工段的相似度变化 
Tab 6　Similarity changes for individual sections

工段 △D 工段 △D
1 0.1166 5 0.0368
2 0.3383 6 0.1219
3 0.0221 7 0.0879
4 0.1862 8 0.0985

　△ Range ＝工艺后 Range －工艺前 Range （8）
　　然后再采用公式（9）综合考虑不同批次药材
所得总固体产量和黄酮成分纯度的在不同工段后
的一致性变化量（TVC）。
　TVC ＝ |∆Range总固体产量 |×（∑n

i ＝ 1 |∆Range黄酮纯度 |）
（9）
　　公式中总固体产量和黄酮类成分纯度均为无

量纲数值，本研究对△Range 值取绝对值，公式
（9）计算结果见表 8，得到不同工段一致性变化
的影响，以 TVC ≥ 0.005 作为阈值，工段 1 和工
段 2 总变化最大，可作为关键工段。
3　讨论
　　根据前面的研究，认为工段 1、工段 2 和工
段 4 是关键工段。其中主要涉及的是水煎、2 次
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调酸沉淀和乙醇洗涤等工艺。后续参数优化研究
中应该重点考察这几个工段。黄芩苷在上述工段
中存在产量下降的情况，有可能是因为沉淀过程
中未充分进入沉淀，乙醇洗涤时溶解于乙醇，或
者是过滤等步骤中残留于滤纸或漏斗表面等。虽
然有文献报道黄芩苷在一定条件下水解成黄芩素
（见图 7）[8-10]，但并未观察到黄芩素产量明显提
高。所以我们推测在黄芩提取物制备工艺中，降
解并非是导致黄芩苷产量下降的主要因素。

图 7　黄芩苷转化黄芩素的过程 [9]

Fig 7　Process of baicalin conversion of baicalein

　　从黄芩饮片制备为黄芩提取物，活性物质汉黄
芩苷和黄芩素含量明显下降，甚至检测不到。考虑
到该黄芩提取物是用于中药注射剂，成分简单有利
于确保安全性，所以虽有损失，但也有一定合理性。
4　结论
　　ICH Q8 文件中指出应该建立过程参数的设计
空间，使制药过程控制更为灵活 [11]。但部分中成
药制药工艺流程较长，直接对生产全流程的参数进
行优化难度较大，所以有必要先确定关键工段，再
优化对应的过程参数 [12]。本研究将黄芩提取物的
制备过程分为 8 个工段，测定了各工段产物对应的
黄酮成分含量和总固体量，计算了纯度等指标。进
一步提了量化表征各工艺对批间一致性影响的定量
指标 TVC，根据 TVC 和相似度变化确定了关键工

段为工段 1、工段 2 和工段 4，其对应的工艺包括
水煎、调酸沉淀和乙醇洗涤等。本研究所提方法
为定量考察制药工艺对批间一致性的影响提供了思
路。但仍有不足之处，比如药材批次还不够多，阈
值大小的设置主观性强，采用极差表征变异未必最
佳等。今后可以尝试将本文方法应用于更多中药工
艺研究上，进一步总结得出更为合理的阈值。本研
究结果提示，后续工艺参数优化研究应该将重点放
在工段 1、工段 2 和工段 4 上。如果企业中进行数
字化车间改造，也应该重点考虑上述工段。
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表 7　各黄酮类成分纯度和总固体产量△ Range值 
Tab 7　△ Range values for the flavonoid purity and total solid yield

工段
黄芩苷

纯度 /%
汉黄芩苷

纯度 /%
黄芩素

纯度 /%
总固体产量 /
（g·g － 1）

1 13.65 0.59 － 0.05 8.47×10 － 2

2 3.26 3.04 0.16 － 8.15×10 － 2

3 － 0.51 － 0.59 0.04 5.26×10 － 3

4 － 2.23 － 4.03 0.26 － 2.90×10 － 4

5 7.06 － 0.09 － 0.33 1.25×10 － 3

6 7.79 － 0.01 － 0.27 1.71×10 － 3

7 － 13.49 0.02 0.00 － 4.26×10 － 3

8 6.71 － 0.26 0.07 － 1.71×10 － 3

表 8　不同工段一致性变化值 
Tab 8　Total variation change for different sections

工段 TVC 工段 TVC

1 0.0121 5 0.0001

2 0.0053 6 0.0001

3 0.0001 7 0.0006

4 0.0000 8 0.0001
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一种盐酸普拉克索新晶型的制备及表征

刘旭，尹利献，戴华山，施晓枫，朱晶，翟佳平，罗宏军，梁慧兴（扬子江药业集团有限公司，江苏　

泰州　225321）

摘要：目的　制备一种盐酸普拉克索新晶型（半水合物）。方法　利用粉末 X 射线衍射法、差

示扫描量热法、热重法和红外光谱法分别对半水合物晶型和原研一水合物晶型进行表征分析，

并通过加速 6 个月试验分别考察了半水合物晶型、一水合物晶型及无水物晶型的稳定性。结果
　表征分析确认了两种晶型存在明显的差别，加速 6 个月试验显示半水合物晶型有关物质稳定

性最佳。结论　半水合物晶型有很大潜力成为盐酸普拉克索的一种优势药用晶型。

关键词：盐酸普拉克索；晶型；半水合物；表征；稳定性
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Preparation and characterization of a new crystal form of  
pramipexole hydrochloride 

LIU Xu, YIN Li-xian, DAI Hua-shan, SHI Xiao-feng, ZHU Jing, ZHAI Jia-ping, LUO Hong-jun, 
LIANG Hui-xing (Yangtze River Pharmaceutical Group Co., Ltd., Taizhou Jiangsu  225321)

Abstract: Objective  To prepare a new crystal form of pramipexole hydrochloride (hemihydrate). 
Methods  The crystal forms of hemihydrate and original monohydrate were characterized and 
analyzed by powder X-ray diffraction, differential scanning calorimetry, thermogravimetry and 
infrared spectroscopy. The stability of hemihydrate crystal form, monohydrate crystal form and 
amorphous crystal form was investigated by 6-months acceleration tese. Results  The characterization 
confirmed that there were obvious differences between the two crystal forms, and the 6-months 
acceleration test showed that the stability of the related substances with the hemihydrate crystal form 
was the best. Conclusion  The hemihydrate crystal form may become the dominant pharmaceutical 
crystal form for pramipexole hydrochloride. 
Key words: pramipexole hydrochloride; crystal form; hemihydrate; characterization; stability

作者简介：刘旭，男，硕士研究生，工程师，主要从事化学药物研发，email：liuxu@yangzijiang.com

　　化学药物一般是由晶态物质与非晶态物质组
成，由于其分子内部的堆积与排列方式的不同，
其固体物质状态可以存在多样形式，也就形成了
药物的多晶型现象 [1-2]。理化性质不同的多晶型药
物，在临床上可能会表现出不同的疗效，这直接
影响着药物的应用和临床价值。新晶型的发现是
研究优势药物晶型的基础，因此发现化学药物的
多晶型现象有着十分重要的价值 [3-5]。
　　盐酸普拉克索是由德国勃林格英格翰公司研
制的一种新型治疗帕金森病的药物，于 1997 年
在美国和欧洲上市，并于 2005 年在中国上市，
商品名为森福罗 [6-8]。其作用靶点为多巴胺系统的
D2 和 D3 受体亚型，通过兴奋纹状体的多巴胺受

体减轻帕金森病患者的运动障碍，同时缓解伴发
的抑郁症状，保护神经、延缓疾病进展 [9-13]。目
前原研报道的盐酸普拉克索为一水合物晶型，此
外 Kanwar 等 [14] 报道了盐酸普拉克索无水物晶型
A 和 B，制备方法为向普拉克索游离碱溶液中滴
加盐酸而得，该方法得到的为无水物晶型 A 和 B
的混合晶型，工艺稳定性差，原料药质量无法得
到保障，且对成品制剂质量以及人体生物利用度
可能会产生一定的影响 [15]。
　　本研究报道了盐酸普拉克索一种全新的晶
型，即半水合物晶型（见图 1）。通过控制干燥温
度可成功制备出半水合物晶型，再通过粉末 X 射
线衍射法（powder X-ray diffraction，PXRD）、差
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示扫描量热法（differential scanning calorimetry，
DSC）、热重法（thermogravimetry，TGA）和红
外光谱法（infrared spectroscopy，IR）分别对半水
合物晶型和原研一水合物晶型进行表征分析。同
时还对比分析了半水合物晶型、一水合物晶型及
无水物晶型的稳定性。

图 1　盐酸普拉克索半水合物结构式

Fig 1　Structure of pramipexole hydrochloride hemihydrate

1　仪器与试药

　　BRUKER AV-500 型核磁共振仪（瑞士 Bruker
公司）；Agilent 1260-6230 TOF LC-MS 质谱仪（美
国 Agilent Technologies 公司）；XD-6 型 X 射线
粉末衍射仪（北京普析通用仪器有限责任公司）；
TGA4000 型热重分析仪、DSC8000 型差示扫描量
热仪（美国 Perkinelmer 公司）；Thermo Nicolet is5
傅里叶变换红外光谱仪（Thermo Fisher Scientific
公司）。
　　盐酸普拉克索（扬子江药业集团江苏海慈
生物药业有限公司，批号：18032201，纯度：
99.9%）。
2　方法与结果
2.1　盐酸普拉克索多晶型的制备
2.1.1　无水物晶型的制备　参考专利 WO2006/ 
117614[14] 制备。
2.1.2　一水合物晶型制备　向 1 L 三口烧瓶中加
入盐酸普拉克索（50 g）和纯化水（50 mL），开启
搅拌，控制温度 20 ～ 30℃，待体系溶清后，缓
慢加入丙酮（500 mL），1 h 加入完毕，冷却降
温至 0 ～ 5℃，保温搅拌 2 ～ 2.5 h，抽滤，收
集滤饼。将滤饼置于真空干燥箱中，控制温度
50～60℃，真空干燥12 h，得白色固体（47.3 g）。
2.1.3　半水合物晶型制备　向 2 L 三口烧瓶中加
入盐酸普拉克索（100 g）和纯化水（100 mL），开
启搅拌，控制温度 20 ～ 30℃，待体系溶清后，
缓慢加入丙酮（1000 mL），冷却降温至 0 ～ 5℃，
保温搅拌 2 ～ 2.5 h，抽滤，收集滤饼。将滤饼置
于真空干燥箱中，控制温度 80 ～ 90℃，真空干
燥 9 h，得白色固体（92.3 g）。
2.2　盐酸普拉克索多晶型的表征
2.2.1　PXRD 表征分析　盐酸普拉克索的多晶型
粉末制样后，置于粉末 X 射线衍射仪上测定。测
试 条 件：Cu Kα1 靶，λ ＝ 1.540 56 Å， 电 压 36 
kV，电流 20 mA，扫描范围 3° ～ 40°，扫描速度
4°·min － 1。

　　采用 PXRD 法获得盐酸普拉克索的一水合物
晶型和半水合物晶型的衍射叠加图（见图 2）。可
见，两种晶型的 PXRD 特征峰有显著差异，其中，
一水合物晶型的典型特征吸收峰 2θ 分别为 11.8°、
13.1°、13.7°、17.1°、19.3°、21.2°、24.0°、24.5°、
28.3°、34.8°；而半水合物晶型的典型特征吸收峰
2θ 分别为 6.4°、11.8°、12.6°、13.0°、13.4°、15.3°、
17.0°、17.7°、19.2°、21.1°、24.0°、24.5°、25.5°、
26.3°、28.2°、34.8°。粉末衍射特征吸收峰的差异
表明这两种晶型的晶体结构存在差异。

图 2　一水合物晶型（A）与半水合物晶型（B）的 PXRD 图

Fig 2　PXRD patterns of monohydrate crystal form（A）and 
hemihydrate crystal form（B）

2.2.2　DSC 表征分析　取样品 5 mg，压制成片
置于差示扫描量热仪中。氮气保护下，在 30℃保
持 1 min，再以 10℃·min － 1 升温至 400℃，测
定 DSC 数据。盐酸普拉克索一水合物晶型和半水
合物晶型 DSC 图谱见图 3。结果显示，两种晶型
在 300℃附近均出现明显的熔融吸热峰，此外半
水合物晶型在 130 ～ 136℃还出现了一个明显的
相变峰。DSC 结果表明两种晶型存在差异。
2.2.3　TGA 表征分析　取样品 5 mg，置于热重
分析仪中。氮气保护下，在 30℃保持 1 min，再
以 10℃·min － 1 升温至 400℃，测定 TGA 数据。
盐酸普拉克索一水合物晶型和半水合物晶型 TGA
图谱见图 4。结果显示，一水合物晶型失重为
6.00%，与水分理论含量 5.95% 一致；半水合物
晶型失重为 3.16%，与水分理论含量 3.07% 一致。
TGA 结果表明两种晶型结晶水含量存在差异。
2.2.4　IR 表征分析　红外吸收光谱是晶型物质鉴
别与分析的一种辅助手段，不同晶型物质分子间
作用力不同，共价键弯曲与伸缩振动可能存在差
异，因此可利用红外吸收峰的差异分析不同晶型
物质的氢键等分子间作用力 [16]。
　　取样品约 1 mg，加入干燥的溴化钾粉末约
200 mg，在红外灯下用研钵研磨使混合均匀，置
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压片装置中压成薄片。将薄片置红外光谱仪中在
400 ～ 4000 cm－ 1 内扫描，记录色谱图。
　　盐酸普拉克索一水合物晶型和半水合物晶型
IR 图谱见图 5。结果显示，两者吸收峰数量存在
一定的差异，一水合物晶型（见图 5A）中 1665 
cm－ 1，1651 cm－ 1 和 1628 cm－ 1 为 -NH3

＋弯曲振
动，而在半水合物晶型（见图 5B）中 -NH3

＋弯曲
振动只存在 1630 cm－ 1 吸收峰，这进一步说明了
半水合物晶型与一水合物晶型存在差异。

图 5　一水合物晶型（A）与半水合物晶型（B）的红外光谱图

Fig 5　Infrared spectrogram of monohydrate crystal form（A）and 
hemihydrate crystal form（B）

2.2.5　加速试验　将盐酸普拉克索半水合物晶
型、一水合物晶型和无水物晶型进行加速试
验 [（40±2）℃，RH（75±5）%] 考察，并分别在
0、1、2、3 和 6 个月时取样进行有关物质检测。
　　① 色谱条件：以十八烷基硅烷键合硅胶为填
充 剂（Inertsil ODS-2 C18，4.6 mm×15 mm，5.0 
μm），以磷酸盐缓冲液（取辛烷磺酸钠 5.0 g 和磷
酸二氢钾 9.1 g 加水 1000 mL 使溶解，用磷酸调
节 pH 值至 3.0）为流动相 A；以乙腈 - 流动相 A
（50∶50）为流动相 B；按表 1 进行线性梯度洗脱；
流速为 1.5 mL·min － 1；柱温为 40℃，检测波长
为 264 nm。

表 1　HPLC梯度洗脱程序 
Tab 1　Program of HPLC gradient elution

时间 /min A/% B/%
  0 60 40
15 20 80

   15.1 60 40
20 60 40

　　② 测定法：取本品 15 mg，精密称定，置 10 
mL 量瓶中，用乙腈 - 磷酸盐缓冲液（20∶80）溶
解并稀释至刻度，作为供试品溶液。精密量取适
量，用乙腈 - 磷酸盐缓冲液（20∶80）定量稀释
制成每 1 mL 中含 1.5 μg 的溶液，作为对照溶液。
照上述色谱条件，精密量取供试品溶液与对照
溶液各 5 μL 分别注入液相色谱仪，记录色谱图。
HPLC 检测结果见表 2。

表 2　不同晶型加速 6 个月总杂统计结果 (%) 
Tab 2　Statistical results of total impurities of different crystal forms 

accelerated for 6 months (%)

晶型 0 月 加速 1 个月 加速 2 个月 加速 3 个月 加速 6 个月

半水合物 0.08 0.09 0.09 0.10 0.12

一水合物 0.09 0.11 0.13 0.14 0.21

无水物 0.11 0.14 0.18 0.20 0.39

　　结果表明，半水合物晶型加速 6 个月后杂质
变化最不明显，说明其稳定性优于一水合物晶型
和无水物晶型。
3　结论

　　药物多晶型现象对于药物的研发和应用具有
极其重要的意义，约 50% 以上固体药物都存在着
多晶型现象。不同的晶型对药物的稳定性和安全
性产生较大影响。因此固体药物选择一种合适的
晶型对于临床应用尤为重要 [17]。
　　本研究采用不同的方法分别制备了盐酸普拉克
索半水合物、一水合物及无水物三种晶型。使用
PXRD、DSC、TG 及 IR 等多个手段对盐酸普拉克

图 3　一水合物晶型（A）与半水合物晶型（B）的 DSC 图

Fig 3　DSC diagram of monohydrate crystal form and hemihydrate 
crystal form（B）

图 4　一水合物晶型（A）与半水合物晶型（B）的 TGA 图

Fig 4　TGA diagram of monohydrate crystal form（A）and hemihydrate 
crystal form（B）
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索一水合物及半水合物进行了表征对比，可以直观
地看出表征数据存在较大的区别，充分说明了两种
晶型的差异性。将盐酸普拉克索半水合物、一水合
物及无水物分别进行加速 6 个月试验，HPLC 检测
结果表明三种晶型有关物质均存在着一定的增长，
但是半水合物杂质增长最不明显，说明其稳定性优
于其他两种晶型。
　　盐酸普拉克索半水合物晶型的发现不仅对晶
型质量控制提供了帮助，而且其稳定性表现更
好，有很大潜力成为该药物的一种优势药用晶
型，可以更好地控制药品质量。

参考文献

[1] 吕扬，张丽，杨世颖，等 . 多晶型药品的质量控制技术与

方法应用要求 [J]. 中国新药杂志，2014，23（7）：759-763. 
[2] 闫富龙，祝宇龙，彭灿 . 盐酸小檗碱多晶型的制备、表征

及其对自制片剂溶出行为的影响 [J]. 中南药学，2021，19
（9）：1786-179. 

[3] 张燕，龚宁波，吕扬 . 阿达帕林的多晶型筛选和制备与表

征研究 [J]. 中国新药杂志，2016，25（10）：1108-1113. 
[4] 杜冠华，吕扬 . 固体化学药物的优势药用晶型 [J]. 中国药

学杂志，2010，45（1）：5-10. 
[5] 郝超，王国海，陈亮，等 . 一种盐酸卡利拉嗪的新晶

型 [J]. 中国医药工业杂志，2018，49（6）：830-834. 
[6] 汪文婷，宁剑波，王凌云，等 . 盐酸普拉克索的合成 [J]. 

中国医药工业杂志，2012，43（7）：524-526. 
[7] 宋波，张志伟，李日东，等 . 盐酸普拉克索降解杂质 BI-

IO460BS 的合成 [J]. 中国医药工业杂志，2015，46（1）：

17-19. 
[8] 曹丽丽，郑忠辉，李进都，等 . 盐酸普拉克索的合成工艺

研究 [J]. 中国药物化学杂志，2014，24（3）：201-204. 
[9] 王艳峰，张丽华，赵宏伟，等 . 盐酸普拉克索中间体的合

成方法：中国，CN105936629 [P]. 2016-09-14. 
[10] 金华，李建其 . 盐酸普拉克索的合成 [J]. 中国药物化学杂

志，2011，21（6）：430-432. 
[11] 赵孝杰，刘远慧 . 一种关于普拉克索杂质 C 的合成方法：

中国，CN105481792 [P]. 2016-04-13. 
[12] 魏曼，胡霞敏 . 盐酸普拉克索缓释骨架片的制备 [J]. 中南

药学，2016，14（11）：1198-1201. 
[13] 李景，赵娟芝，黄斌，等 . 顶空毛细管气相色谱法测定

盐酸普拉克索原料药中有机溶剂残留量 [J]. 中南药学，

2018，16（11）：1608-1611. 
[14] Kanwar S，Patel K，Deo K，et al. Process for the prepara-

tion of pramipexole and new anhydrous forms of its dihydro-
chloride：欧洲，WO2006/117614 [P]. 2006-11-09. 

[15] 刘旭，徐镜人，施晓枫，等 . 盐酸普拉克索半水合物及其

制备方法：中国，CN110698429 [P]. 2020-01-17. 
[16] 房政钰，邢逞，邢文慧，等 . 伊马替尼草酸盐多晶型的

制备、表征、转化规律及溶解性能研究 [J]. 药学学报，

2021，56（11）：3153-3158. 
[17] 陈建 . 药物多晶型转变因素的研究进展 [J]. 天津药学，

2018，30（6）：44-48. 
（收稿日期：2022-09-02；修回日期：2022-10-01）

麦考酚钠肠溶片体外溶出曲线方法研究
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摘要：目的　建立麦考酚钠肠溶片体外溶出曲线试验方法，评价自制制剂与原研制剂溶出曲

线的一致性。方法　分别在 pH 1.0 盐酸溶液、pH 4.0 醋酸盐缓冲液中耐受 2 h 后，以 pH 6.0、
pH 6.8 磷酸盐缓冲液为溶出介质，采用紫外 - 可见分光光度法测定自制制剂与原研制剂溶出

度，绘制溶出曲线，采用非模型依赖的相似因子法评价溶出曲线相似性。结果　3 批自制制

剂在 4 种溶出介质中的溶出曲线与原研制剂相比，f2 值均大于 50，与原研制剂溶出曲线相似。

结论　建立的方法适用于麦考酚钠肠溶片自制制剂的溶出曲线测定，为麦考酚钠肠溶片处方

工艺优化及一致性评价提供参考。
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　　麦考酚钠是一种新型抗代谢免疫抑制剂，临
床多用于对接受同种异体肾移植成年患者急性排
斥反应的预防 [1]。麦考酚钠在体内代谢生成的麦
考酚酸（mycophenolic acid，MPA）是一种可逆的
非竞争性次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶（hypoxanthine 
nucleotide dehydrogenase，IMPDH）抑制药，可抑
制鸟嘌呤核苷酸的经典合成途径，而人体 T、B 淋
巴细胞主要依赖于从头合成途径合成鸟嘌呤，因
此 MPA 能够抑制 T、B 淋巴细胞的增殖而发挥免
疫抑制作用 [2]。体外溶出是评价口服固体制剂处
方及工艺的重要手段，建立具有适度区分力的溶
出方法是评估仿制药与原研制剂体外溶出行为相
似的有效途径。目前，国内外对麦考酚钠肠溶片
的研究主要集中在临床方面，体外研究较少。本
研究通过对 Myfortic 的研究，建立具有适度区分
力的麦考酚钠肠溶片的溶出方法，为仿制药开发
时处方工艺优化及一致性评价提供参考。
1　 仪器与试药
　　UV-2600 紫外 - 可见分光光度计（日本岛津
公司），BSA223S 电子分析天平、SECURS225D-
1CN 电子分析天平、PB-10 pH 计（北京赛多利斯
仪器系统有限公司），RT612-AT 溶出试验仪（深
圳锐拓科技有限公司）。
　　Myfortic（规格：180 mg，批号：WPC03，诺
华制药有限公司），麦考酚钠对照品（批号：1.0，
EDQM，纯度：100.0%），麦考酚钠原料药（批

号：07S620204，Concord Biotech Limited， 含 量：
99.1%）， 空 白 辅 料（批 号：20210401， 自 制）。
十二水磷酸钠、盐酸、冰醋酸、醋酸钠、氢氧化
钠均为分析纯，甲醇为色谱纯，水为超纯水。
2　 方法与结果
2.1　 光谱条件
　　检测波长：190～ 600 nm，吸收池：1.0 cm（吸
光度 0.3 ～ 0.7）。
2.2　 溶液配制
　　pH 1.0 盐酸溶液：取浓盐酸 9 mL，用水稀释
至 1000 mL，摇匀即得，浓度为 0.1 mol·L－ 1。
　　0.2 mol·L－ 1 磷酸钠溶液：取十二水磷酸钠
76.0 g，用水稀释至 1000 mL，即得。
　　pH 4.0 醋酸盐缓冲液：取 114 mL 冰醋酸
用水稀释至 1000 mL，即得 2 mol·L－ 1 醋酸溶
液；另取醋酸钠 1.22 g，加水使溶解，加入 2 
mol·L－ 1 醋酸溶液 20.5 mL，加水溶解稀释至
1000 mL，摇匀，即得。
　　pH 5.0 磷酸盐缓冲液：取 0.1 mol·L－ 1 盐酸
溶液 375 mL 与 0.2 mol·L－ 1 磷酸钠溶液 125 mL
混合，用盐酸溶液调节 pH 值至 5.0±0.05，即得。
　　pH 6.0 磷酸盐缓冲液：取 0.1 mol·L－ 1 盐酸
溶液 375 mL 与 0.2 mol·L－ 1 磷酸钠溶液 125 mL
混合，用盐酸溶液调节 pH 值至 6.0±0.05，即得。
　　pH 6.5 磷酸盐缓冲液：取 0.1 mol·L－ 1 盐酸溶
液 375 mL 与 0.2 mol·L－ 1 磷酸钠溶液 125 mL 混合，

In vitro dissolution curve of mycophenolate sodium enteric-coated tablets 

YU Bo-Han1, 2, JIANG Wen-min3, LI Zhen3*, WU Huan1* (1. Anhui University of Chinese Medicine, 
Hefei  230012; 2. Yangtze Delta Pharmaceutical College, Nantong  Jiangsu  226133; 3. Guangzhou 
Michelangela Biomedical Research Institute Co., Ltd., Guangzhou  510000)

Abstract: Objective  To establish the dissolution curve of mycophenolate sodium enteric-coated 
tablets in vitro, and to evaluate the consistency of dissolution curve between self-made preparations 
and original preparations. Methods  After acid resistance in pH 1.0 hydrochloric acid solution and 
pH 4.0 acetate buffer solution for 2 h, pH 6.0 and pH 6.8 phosphate buffer solution were used as the 
dissolution media, respectively. The dissolution curves were determined by UV-vis spectrophotometric 
method to determine the dissolution of the homemade preparations and the original preparations. 
The similarity of the dissolution curves was evaluated by the non-model-dependent similarity 
factor method. Results  The dissolution curves of the 3 batches of homemade preparations in the 
4 dissolution media were similar to those of the original formulations with f2 values greater than 
50. Conclusion  The established method is suitable for the determination of dissolution curves of 
homemade mycophenolate sodium enteric-coated tablets, and provides a reference for prescription 
optimization and consistency evaluation. 
Key words: mycophenlate sodium enteric-coated tablet; dissolution curve; moderate distinguish 
ability; similarity
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用氢氧化钠溶液调节 pH 值至 6.5±0.05，即得。
　　pH 6.8 磷酸盐缓冲液：取 0.1 mol·L－ 1 盐酸溶
液 375 mL 与 0.2 mol·L－ 1 磷酸钠溶液 125 mL 混合，
用氢氧化钠溶液调节 pH 值至 6.8±0.05，即得。
　　对照品溶液：取麦考酚钠对照品约 19.3 mg，
精密称定，置 50 mL 量瓶中，加入适量甲醇使溶
解，分别加入上述对应 pH 介质稀释至刻度，作
为对照品储备液。精密移取对照品储备液 1 mL
置 20 mL 量瓶中，加入对应溶剂稀释至刻度，作
为对照品溶液。
2.3　 麦考酚钠在不同介质中紫外吸收情况
　　精密称取麦考酚钠原料药适量，空白辅料适
量，置于 20 mL 量瓶中，分别加入 pH 1.0 盐酸溶
液，pH 4.0 醋酸盐缓冲液，pH 5.0、pH 6.0、pH 6.8
磷酸盐缓冲液稀释至刻度，使麦考酚钠质量浓度约
为 19 μg·mL－ 1，同时以水作为对照，参照《中国
药典》2020 年版四部通则 0401 紫外 - 可见分光光度
法，按“2.1”项下光谱条件全波长进样测定，当麦
考酚钠溶液质量浓度为 19 μg·mL－ 1，采用紫外分
光光度法时，可以得到最大吸收波长约为 250 nm。
2.4　麦考酚钠在不同介质中溶解度
　　取过量的麦考酚钠原料药置于 30 mL 试管中，
分别加入 pH 1.0 盐酸溶液，pH 4.0 醋酸盐缓冲液，
pH 5.0、pH 6.0、pH 6.5、pH 6.8 磷酸盐缓冲液，
以水作为对照，在 37℃恒温水浴振荡器中振摇 18 
h，过滤，取续滤液，作为供试品溶液。按“2.1”
项下光谱条件，在 250 nm 最大吸收波长处进样测
定，计算溶解平衡时各介质中麦考酚钠原料药的
质量浓度，以质量浓度的均值为纵坐标，结果如
图 1 所示，麦考酚钠原料药在生理 pH 范围内的
溶解度呈依赖性。

图 1　 麦考酚钠的 pH- 溶解度曲线

Fig 1　 pH-solubility curve of mycophenolate sodium

2.5　 有适度区分力溶出度方法的建立 [3]

2.5.1　 溶出介质的选择　 参照《普通口服固体制
剂溶出曲线测定与比较指导原则》、麦考酚钠进
口注册标准 JX20180223[4] 及美国药典（USP41）[5]

推荐的溶出方法，选择 pH 1.0 盐酸溶液、pH 4.0
醋酸盐缓冲液耐受 2 h 后，在 pH 6.0、pH 6.8 磷酸
盐缓冲液进行溶出考察。

2.5.2　溶出方法的选择　根据欧洲药典 10.3 版
2.9.3 第二法方法 A、麦考酚钠肠溶片进口注册标
准中溶出度方法及《中国药典》四部通则 0931 溶
出度与释放度测定法 [6]，对不同溶出装置进行考
察。由于 pH 6.8 磷酸盐缓冲液溶出介质是溶出曲
线测定推荐介质之一且与肠道环境相似，故将溶
出度方法测定所用溶出介质确定为 pH 6.8 磷酸盐
缓冲液 [7]。以 0.1 mol·L－ 1 盐酸溶液 750 mL 为溶
出介质，转速为 50 r·min－ 1，依法操作，2 h 时
取溶液 5 mL，滤过，取续滤液作为供试品溶液 1，
并即时在操作容器中补充溶出介质 5 mL 与 37℃
的 0.2 mol·L－ 1 磷酸钠溶液 250 mL，混匀，使溶
液的 pH 值为 6.8，继续依法操作，10、20、30、
45、60、90 min 时分别取溶液 10 mL，滤过，精密
量取续滤液 1 mL，置 10 mL 量瓶中，用 pH 6.8 磷
酸盐缓冲液稀释至刻度，作为供试品溶液 2。另取
按“2.2”项下方法制备的对照品溶液。按照紫外 -
可见分光法在 250 nm 波长处测定供试品溶液 1、
2 和对照品溶液吸光度，结果如图 2 所示，桨法、
篮法和桨法＋沉降篮法分别于 60 min、45 min、45 
min 时到达溶出平台。根据《普通口服固体制剂溶
出曲线测定与比较指导原则》，溶出曲线较平缓，
60 min 到达溶出平台，具有适度的区分力，选择
桨法用于评价原研制剂及自制制剂的溶出特性。

图 2　 不同溶出方法测定麦考酚钠肠溶片溶出曲线

Fig 2　 Dissolution curves of mycophenolate sodium enteric-coated 
tablets by different dissolution method

2.5.3　转速选择　转速可以显著影响制剂的溶出
速率，本文比较了 50 r·min－ 1 和 100 r·min－ 1

不同转速下麦考酚钠肠溶片的溶出行为。采用桨
法，按“2.5.2”项下溶出度方法，分别在 50、100 
r·min－ 1 转速条件下，于 20、25、30、40、50、
60 min 时取溶出液 10 mL，制备供试品溶液。按
照紫外 - 可见分光法在 250 nm 波长处测定各供
试品和对照品溶液吸光度。结果见图 3，原研制
剂在 100 r·min－ 1 条件下溶出速率较快，40 min
即达溶出平台，区分力可能较差，当转速为 50 
r·min－ 1 时，溶出速率明显减慢，说明转速 50 
r·min－ 1 能更好地反映出肠溶制剂的溶出行为。
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图 3　 麦考酚钠肠溶片在不同转速下的溶出曲线

Fig 3　 Dissolution profiles of mycophenolate sodium enteric-coated 
tablets at different dissolution rotating rates

2.6　 方法学验证

　　综上各因素考察，确定麦考酚钠肠溶片溶出度
试验条件为：分别在 pH 1.0 盐酸、pH 4.0 醋酸盐缓
冲溶液 750 mL 耐受 2 h 后以 pH 6.0、pH 6.8 磷酸盐
缓冲液 1000 mL 为溶出介质，选择桨法，转速为 50 
r·min－ 1，对建立的溶出度方法进行方法学验证 [7-8]。
2.6.1　专属性　称取空白辅料 4 份，每份约 16 mg，
置 50 mL 量瓶中，分别加入溶出介质（pH 1.0 盐酸
溶液、pH 4.0 醋酸盐缓冲液、pH 6.0 磷酸盐缓冲液、
pH 6.8 磷酸盐缓冲液）溶解并稀释至刻度，作为空白
辅料供试品溶液。按“2.2”项下制备麦考酚钠对照品
溶液，按照紫外 - 可见分光法在 200 ～ 400 nm 波长
处进样测定供试品溶液和对照品溶液，如图 4 所示，
空白辅料在 pH 1.0、pH 4.0 介质中，均无紫外吸收；
在 pH 6.0、pH 6.8 介质中吸光度值占对照品溶液吸
光度值的百分比 1.8%，该方法专属性良好。
2.6.2　线性关系试验　精密称取麦考酚钠对照品
5 份，每份约 38 mg，分别置 100 mL 量瓶中，以

甲醇溶解并用水稀释至刻度，取上述各溶液分别
加入溶出介质（pH 1.0 盐酸溶液、pH 4.0 醋酸盐
缓冲液、pH 6.0 磷酸盐缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓
冲液）稀释制成麦考酚钠质量浓度约为 3.8、7.6、
11.4、15.2、19、22.8 μg·mL－ 1，作为各线性浓
度梯度溶液，按照紫外 - 可见分光法在 250 nm 波
长处进样测定，由溶液质量浓度 C 对吸光度 A 进
行线性回归，得回归方程，结果见表 2。

表 2　 麦考酚钠在不同溶出介质中的回归方程、相关系数和线性范围 
Tab 2　 Regression equation，correlation coefficient，and linear range of mycophenolate sodium in the different dissolution media

溶出介质 回归方程 r 线性范围 /（μg·mL － 1）

pH 1.0 盐酸溶液 A ＝ 30.055C ＋ 0.002 1.000 0.7249 ～ 21.75
pH 4.0 醋酸盐缓冲液 A ＝ 30.098C ＋ 0.003 1.000 0.7249 ～ 21.75
pH 6.0 磷酸盐缓冲液 A ＝ 29.418C ＋ 0.014 1.000   3.624 ～ 21.75
pH 6.8 磷酸盐缓冲液 A ＝ 29.705C ＋ 0.001 1.000   3.624 ～ 21.75

2.6.3　滤膜吸附试验　经筛选确定 pH 6.0 磷酸盐
缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液，使用 0.45 μm 水相
滤膜，考虑到滤膜可能对不同浓度药物的吸附作
用不同，设计使用 20% 及 100% 浓度水平的样品
进行考察。分别称取麦考酚钠原料药 38 mg、190 
mg，置 1000 mL 烧杯中，分别加入 pH 6.0 磷酸盐
缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液溶解以及水，分别取
上述 20% 及 100% 溶出度溶液的上清液，即得浓
度水平为 20% 及 100% 的麦考酚钠原料药供试品
溶液，分别向上述溶出度溶液加入 163 mg 空白辅
料，取上清液 1 mL 于 10 mL 量瓶中，即得浓度水
平为 20% 及 100% 的麦考酚钠原料药＋空白辅料供
试品溶液，分别取上述溶液，经 0.45 μm 水相滤膜

过滤，分别弃去初滤液 1、2、3、5 mL 后，取续滤
液 1、2、3、5 mL，按照紫外 - 可见分光法在 250 
nm 波长处进样测定供试品吸光度，计算回收率及
吸附率。结果显示，在 pH 6.0 磷酸盐缓冲液、pH 
6.8 磷酸盐缓冲液及水中，麦考酚钠原料药剂麦考
酚钠原料药供试品溶液及麦考酚钠原料药＋空白辅
料溶液在使用 0.45 μm 水相滤膜过滤后，回收率均
在 98% ～ 102%，且吸附率在±2% 内，可见 0.45 
μm 水相滤膜对麦考酚钠无吸附作用。
2.6.4　准确度　精密称定麦考酚钠对照品 5 份，每
份 38 mg，加甲醇使溶解并用纯水稀释至刻度，作
为对照品储备液，另精密称定空白辅料 32 mg 置
200 mL 量瓶中，分别加入溶出介质（pH 1.0 盐酸溶

图 4　 供试品溶液、对照品溶液、空白辅料溶液分别在 pH 1.0 盐酸

溶液（A）、pH 4.0 醋酸盐缓冲液（B）、pH 6.0 磷酸盐缓冲液（C）、

pH 6.8 磷酸盐缓冲液（D）的紫外吸收

Fig 4　 UV absorption of test solution，control solution and blank excipient 
solution in pH 1.0 hydrochloric acid solution （A），pH 4.0 acetate buffer 
（B），pH 6.0 phosphate buffer （C）and pH 6.8 phosphate buffer （D）
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液、pH 4.0 醋酸盐缓冲液、pH 6.0 磷酸盐缓冲液、
pH 6.8 磷酸盐缓冲液）至刻度，作为空白辅料储备
液。分别按照 20%、100%、120% 3 个不同浓度水
平量取空白辅料储备液适量、对照品储备液适量于
同一量瓶中，并分别用上述经筛选确认的溶出介质
及水稀释至刻度，各浓度水平平行制备 3 份，作为
20%、100%、120% 准确度溶液。在 250 nm 波长处
进样测定吸光度，按照外标法计算回收率与 RSD。
结果表明，本品不同质量浓度水平的回收率均在
98.0%～102.0%，RSD＜2.0%，本方法准确度良好。
2.7　溶出曲线相似性评价
　　采用非模型依赖的相似因子（f2）法比较原研
制剂和自制制剂溶出曲线相似性：若 f2 ≥ 50，可
认为两条溶出曲线相似，即两者溶出量平均差
异＜ 10%[9-10]。取 3 批麦考酚钠肠溶片自制制剂
和 1 批原研制剂在上述溶出介质中测定溶出曲
线。结果见图 5，表 3。原研制剂和自制制剂在
pH 1.0 盐酸溶液 -pH 6.0 磷酸盐缓冲液、pH 1.0 盐
酸溶液 -pH 6.8 磷酸盐缓冲液、pH 4.0 醋酸盐缓
冲液 -pH 6.0 磷酸盐缓冲液、pH 4.0 醋酸盐缓冲
液 -pH 6.8 磷酸盐缓冲液中溶出曲线间的 f2 值均大
于 50，具有与原研制剂相似的溶出特性 [11-12]。

表 3　 不同溶出介质中的 f2 值 
Tab 3　 f2 values in different dissolution media

溶出介质
f2 值

M20220314 M20220517 M20220520
pH 1.0 盐酸溶液 -pH 6.0

磷酸盐缓冲液

52.7 88.2 67.8

pH 1.0 盐酸溶液 -pH 6.8
磷酸盐缓冲液

52.4 65.3 64.5

pH 4.0 醋酸盐 -pH 6.0 磷

酸盐缓冲液

75.0 74.1 71.1

pH 4.0 醋酸盐 -pH 6.8 磷

酸盐缓冲液

72.8 62.3 61.5

3　 结论
　　麦考酚钠在 pH 值越大的条件下溶解度越高，
在 pH 1.0 条件下几乎不溶，通过溶解度试验结果
可知，麦考酚钠属于易溶性药物且具有 pH 依赖
性。《中国药典》对肠溶制剂有耐酸性的要求，考
察符合胃肠道 pH 条件下的溶出条件，通过 pH 6.8
磷酸盐溶出介质模拟人工肠液环境，考察不同溶
出度方法及不同转速，最终得到具有适度区分力
的溶出度方法。溶出曲线相似性试验结果表明，
在不同条件下自制制剂与原研制剂相比，f2 均大于
50，且在各溶出介质中溶出行为基本相似。此外，
本试验对麦考酚钠的溶出度检查方法进行了验证，
各项验证结果均符合规定，表明该方法良好。本
次试验结果可为后续麦考酚钠肠溶片仿制药开发

时处方工艺优化及一致性评价提供参考 [12]。
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图 5　 麦考酚钠肠溶片在 pH 1.0 盐酸溶液 -pH 6.0 磷酸盐缓冲液

（A）、pH 1.0 盐酸溶液 -pH 6.8 磷酸盐缓冲液（B）、pH 4.0 醋酸盐

缓冲液 -pH 6.0 磷酸盐缓冲液（C）、pH 4.0 醋酸盐缓冲液 -pH 6.8 磷

酸盐缓冲液（D）的溶出曲线

Fig 5　 Dissolution curves of mycophenolate sodium enteric-coated 
tablets in pH 1.0 HCL-pH 6.0 phosphate buffer （A），pH 1.0 HCL-
pH 6.8 phosphate buffer （B），pH 4.0 acetate buffer-pH 6.0 phosphate 
buffer （C），and pH 4.0 acetate buffer-pH 6.8 phosphate buffer （D）
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摘要：口服给药是肽类药物递送未来的发展趋势之一。本文以糖肽类抗菌药物万古霉素为研究

对象，通过数据库检索，首先分析该药物口服递送所面临的挑战，随后对其口服递送相关纳

米制剂的结构特点与作用方式进行综述，最后对相关药物口服递送所需关注的载体构建、药物

担载、吸收转运速率、组织分布问题进行评述，提出了低药物泄漏、高载体稳定与完整性的载

体设计方案，也指出了万古霉素口服递送后续研究需关注的关键科学问题与共性问题，以期

为相关研究带来启发。
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Research progress on the nano-formulations for the oral delivery of vancomycin
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Abstract: Oral administration is a future trend for the delivery of peptide drugs. This review focused 
on vancomycin (VAN), a glycopeptide antibiotic. By database retrieval, the challenges in the oral 
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【编者按】

万古霉素（vancomycin，VAN）是一种三环糖肽类抗菌药物，主要通过抑制细菌细胞壁的合成、
改变细胞膜通透性、阻碍细菌 RNA 合成来发挥抗菌作用，目前广泛应用于临床耐甲氧西林金黄葡萄
球菌（MRSA）、耐甲氧西林表皮葡萄球菌（MRSE）等β- 内酰胺类耐药菌所致严重感染的治疗。由于
VAN 本身分子量大、水溶解度高、透膜性差，其临床应用受到了一定的限制，而新型的递送系统或方
式可有效提高 VAN 的生物利用度。本专题从不同的临床应用角度对 VAN 的递送研究进展进行综述。
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　　万古霉素（vancomycin，VAN）是一种三环
糖肽类抗菌药物，该药物可抑制细菌细胞壁的合
成、改变细胞膜通透性、阻碍细菌 RNA 合成，
通过三重机制实现抗菌作用 [1-2]，现广泛应用于
耐药性革兰氏阳性菌所致的严重感染，如败血
症、感染性心内膜炎、骨髓炎、关节炎与胃肠道
细菌感染等。目前国内上市的 VAN 制剂为注射
剂（注射用盐酸万古霉素），国外有 VAN 口服胶
囊剂与溶液剂应用于临床，但仅限于肠道细菌感
染的治疗。近年来，由于抗菌药物的滥用，耐甲
氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）感染、耐甲氧
西林表皮葡萄球菌（MRSE）感染及假膜性小肠
结肠炎病例日渐增多，如 MRSA 在医院感染病原
菌中的检出率在 15 年内增加了近 10%[3-4]，使得
VAN 再次在临床上获得重视。
　　问世近 70 年来，VAN 注射剂的不良反应已较
为明确，其中过敏反应较为常见 [2]，主要包括与输
注速度相关的速发型反应 [5]（红人综合征，因肥大
细胞脱颗粒造成血浆组胺水平升高导致）和迟发性
反 应 [ 包 括 DRESS（drug reaction with eosinophilia 
and systemic symptom）、 线 状 IgA 大 疱 性 皮 病、
Stevens-Johnson 综合征、中毒性表皮坏死松解症
等 ][6]。除过敏反应外，VAN 还存在包括注射部位
疼痛、静脉炎在内的血管反应，以及肾毒性、耳毒
性、中性粒细胞减少及血小板减少等不良反应 [7]。
此外，有 VAN 引发多种基础疾病（冠心病、肺癌）
患者心搏骤停致死的案例报道，表明给药速率与血
药浓度监控对 VAN 的安全使用具有重要意义 [8]。
　　口服给药经济安全，可免除因注射疼痛、恐
针 [9] 等带来的患者顺应性问题，通常是首选的给
药方式。但部分药物因理化性质与生物药剂学性
质缺陷而造成口服生物利用度低下，限制了其临
床应用。2019 年，索马鲁肽片（Rybelsus®）的上
市成为肽类药物口服制剂研发的里程碑事件。该
品种以具有多重功能的 8-（2- 羟基苯甲酰胺基）
辛酸钠（SNAC）为关键辅料，通过调节胃液 pH
值以降低胃蛋白酶活性，与索马鲁肽形成表面疏
水复合物以提高生物膜透过效率，调节生物膜流

动性，改变胃上皮细胞膜渗透性，一举解决了索
马鲁肽胃内降解与透膜困难两大难题，实现了索
马鲁肽的口服递送 [10]。更早的例子还有基于自微
乳递送技术的环孢菌素口服制剂 [11]。上述实例表
明在递送策略适宜的前提下，肽类药物口服给药
并非无法实现。本文通过文献梳理，对目前用于
VAN 口服递送的载体构建策略进行综述分析，以
期为 VAN 及类似药物的口服制剂研发提供一定的
参考。
1　万古霉素的生物药剂学性质与口服递送挑战
　　目前国外虽有 VAN 口服制剂应用于临床，但
相关制剂仅用于假膜性小肠结肠炎等肠道内细菌感
染的治疗，并未解决其口服吸收问题。目前，也未
见关于可经肠道吸收的 VAN 新型口服制剂的临床
研究报道，这一现状可能与 VAN 特殊的生物药剂
学性质有关：VAN 相对分子质量 1449.2，水中溶解
度大于 100 mg·mL－ 1，略溶于甲醇和乙醇，不溶
于高级醇、丙酮与醚，油水分配系数－ 3.1，其盐
酸盐的等电点在 pH 5 左右 [1]，属于典型的 BCS Ⅲ
类药物。且 VAN 结构中的肽键存在被消化酶水解
的风险，导致可被吸收的药物量进一步下降，影响
其口服吸收。因此，根据理论分析，VAN 因同时
具备水溶性高、相对分子量大、生物膜亲和力低以
及易被消化酶降解的特点而难以口服吸收。结合一
些口服实验数据，则可更加深入地了解 VAN 的生
物药剂学特性。Sauter 等 [12] 以比格犬为模型动物，
以静脉注射给药为参比，对比了口服溶液与口服
肠溶胶囊的绝对生物利用度（Fabs），肠溶胶囊组的
Fabs 仅为（0.27±0.12）%，而溶液组的 Fabs 则达到
（1.66±0.31）%，表明肠溶胶囊虽将药物与胃内不
利因素隔绝，但并未能提升其吸收效果。考虑到肠
溶胶囊在十二指肠与空肠上端溶散不完全的特性，
该研究为“VAN 的吸收部位可能在肠道上端”的论
断提供了依据。Fukushima 等 [13] 在对长期营养脂肪
乳静脉注射致大鼠肠萎缩研究中发现，伴有肠黏膜
屏障损伤的肠萎缩大鼠在十二指肠注射给予 VAN
后，血药浓度与药时曲线下面积分别提升至正常鼠
的 2.4 倍与 2.6 倍。类似的，患有假膜性小肠结肠

delivery of this drug were analyzed, and then the structural characteristics and way of actions of 
related nano-formulations for VAN oral delivery were reviewed. Finally carrier construction, drug 
loading, absorption/transportation rate and tissue distribution as the focus in the oral delivery of 
related drugs were evaluated. A designing scheme concerning low drug leakage, high carrier stability 
and integrity was proposed. The key scientific and general problems on future VAN oral delivery that 
need attention were discussed to inspire related research.
Key words: vancomycin; oral drug delivery; nano-carrier; overall absorption
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炎或克罗恩病的患者在大剂量口服 VAN 后也可能
出现血浆 VAN 水平升高的现象 [14]，提示肠黏膜损
伤为 VAN 吸收提供了通路。因此，可以确定胃肠
道上皮细胞的屏障作用（见图 1）以及药物的胃肠
道内降解是限制 VAN 口服吸收的主要原因 [15]。

图 1　口服药物递送的胃肠道屏障

Fig 1　Gastrointestinal barrier by oral drug delivery

2　口服蛋白 /多肽类药物递送策略

　　口服蛋白 / 多肽类药物递送是近年药剂学
研究的热点，但该研究领域却已有近百年的历
史 [15]，并形成了基于药物稳定化、黏液层渗透 /
黏附、药物吸收促进的三大策略体系（见表 1）。
三个体系各有侧重，但都服务于蛋白 / 多肽类药
物的吸收：药物稳定化策略主要关注药物在胃肠
道内的结构维持，是后续药物吸收的物质基础；
黏液层渗透 / 黏附策略则关注制剂分散于胃肠液
后到胃肠道上皮细胞接触前的阶段，与药物稳定
化策略共同决定可被吸收的药物量及药物吸收的
时间窗口；药物吸收促进策略则重点关注如何提
高药物跨过吸收屏障的速度与程度，是递送过程
中的重要环节。因此，上述体系可分别作用于药
物从口服到吸收的不同阶段，各自独立但也存在
相互交叉（见图 2），而将各体系优势的有机结
合，则可进一步提升口服递送效率，如纳米载体
的药物包裹稳定化作用与主动靶向策略提升上皮
细胞摄取作用以及与载体表面修饰提升黏液层渗
透作用结合构建的纳米蛋白 / 多肽药物递送系统
就是目前研究最为广泛的集成化载体。
3　万古霉素口服递送系统研究进展
　　针对 VAN 肠道吸收的研究目前已有诸多报道，
如 Bowe 等 [30] 通过空回肠给药的方式考察了不同
胆盐衍生物对 VAN 的吸收促进效果，并发现在胆
酸的 C7、C12 位点进行糖基化修饰后得到的两亲
性衍生物具有更好的 VAN 吸收促进效果，相对生
物利用度提升至药物溶液的 440%。Prasad 等 [31] 则
考察了非离子表面活性剂型吸收促进剂 Labrasol 和

维生素 E 聚乙二醇琥珀酸酯（TPGS）在不同配比
下对 VAN 的口服递送效果，并发现在特定配比下
VAN 可达到较高的生物利用度（回肠给药）。Kajita
等 [32] 以 W/O/W 复乳为载体，通过监控结肠 / 直肠
给药后血药浓度变化，证实了向复乳中引入不饱和
脂肪酸（油酸、亚油酸、亚麻酸、二十二碳六烯酸）
对 VAN 肠道吸收的必要性。上述研究并未采用灌
胃给药，故无法获取胃液对相关制剂与药物影响的
程度。同时，由于研究手段的局限性，上述研究并
未在吸收机制方面进行深入探讨。
　　目前，用于蛋白 / 多肽药物口服递送的纳米
载体种类繁多，结构与组成各异，但各类载体均
通过担载药物、上皮细胞摄取、转胞运输的方式
实现吸收。因此，本部分将以载体组成与结构为
线索，对目前有报道用于 VAN 口服递送的纳米
载体进行综述。
3.1　脂质体
　　脂质体是由磷脂双分子层包裹形成的封闭囊
状体系，其水性内腔可用于水溶性肽类药物的担
载，而磷脂双分子层则起到阻滞药物泄漏的作用，
同时可在表面进行功能化修饰以提高吸收效率。
脂质体在肽类及 BCS Ⅳ类药物的口服递送中的应
用已有广泛报道 [33-35]，而 Diasome Pharma 公司开
发的用于胰岛素口服递送肝靶向脂质体已进入Ⅲ
期临床研究 [15]，表明相关制剂技术已较为成熟。
　　VAN 因其良好的水溶性，可被装载于脂质体
的内水相中，进而实现药物与胃肠道酸、酶等不
利于药物稳定的因素的隔绝，从而提升可被吸收
的药物量。Anderson 等 [33] 采用薄膜水化法制备
空白脂质体，并合成了叶酸 - 聚乙二醇 - 胆固醇
（Fol-PEG-Chol），通过冻干 - 复溶法完成载药与
脂质体的叶酸靶向修饰。制得的主动靶向脂质体

图 2　现有口服蛋白 / 多肽类药物递送策略体系交互情况

Fig 2　Interplay between current strategies for oral protein/peptide drug 
delivery
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平均粒径为（291.7±20.0）nm，包封率在 33% 左
右。以 Caco-2 细胞单层为模型对 VAN 溶液、普
通脂质体与叶酸修饰脂质体的表观渗透系数进行
测定，孵育 2 h 后，三组样品的基底侧液中均未
检出药物，但以顶端侧药物减失量为指标对不同
制剂的摄取行为进行对比，发现 Caco-2 细胞对叶
酸修饰脂质体的摄取更高。这一特性也在口服药
动学实验中得到证实：叶酸修饰脂质体、普通脂
质体和 VAN 溶液的口服 Fabs 分别为 21.8%、6.7%
和 1.74%。上述结果表明，采用适宜的载体装载
药物，可实现药物在胃肠道内的保护，并提高消
化道上皮细胞对药物的摄取。
　　对于 VAN 这种无法自行透过上皮屏障的药

物，载体的完整性对其口服递送具有重要意义。
脂质体中的磷脂在胃肠道内化学稳定性不佳，可
能导致脂质体结构破坏进而影响口服吸收 [36]。四
醚脂质是从生活在高温环境中的古核生物中提取
的脂质，其亲脂部分由异戊二烯饱和侧链组成，
2 个亲脂头部则可能为磷酸、甘油、多羟基化合
物或氨基结构（见图 3）[37]。
　　目前，已有研究人员借助醚键在胃肠道内的
天然稳定性，将四醚脂质体用于口服药物递送载
体构建 [36-38]。例如，Uhl 等 [36] 使用卵磷脂、胆固
醇与以甘油为亲水基团的四醚脂质（GCTE）为
膜材，采用薄膜水化联合双不对称离心技术制
备 VAN 脂质体（平均粒径为 134.0 nm，包封率

表 1　现有克服蛋白 /多肽药物口服吸收与降解屏障策略 
Tab 1　Strategies currently available for protein/peptide drugs to overcome the absorption and degradation barriers in oral administration

策略体系 具体策略 实现方式 优势 不足 文献

稳定化 
策略

pH 调节 使用有机酸或有机酸盐调节胃肠道

pH，降低酶活性以保护药物

制剂工艺简单，易于放大 未能提升药物吸收的速率与程度 [16]

酶抑制 直接抑制消化酶活性以保护药物 制剂工艺简单，易于放大 长期使用可能造成消化酶不足；未

能提升药物吸收的速率与程度

[15，17]

肠溶包衣 借助肠溶胶囊防止药物的胃内破坏 制剂工艺简单，易于放大 单独使用无法提升药物吸收的速率

与程度，需与其他策略联用

[17]

微纳米 
包埋

借助微纳米颗粒装载药物实现与胃肠

道不利因素的隔绝

可利用上皮细胞对载药颗粒的

摄取提升药物的吸收效率

制剂工艺相对复杂 [18]

药物 PEG
化

以 PEG 对药物进行化学结构修饰，

实现水解位点与消化酶的空间阻隔

修饰后药物的血浆清除速率降

低，具有长效作用

分子体积增大，增加吸收难度；

PEG 修饰可能造成药物活性下降

[19]

环肽化 通过成环反应遮蔽 C、N 末端，降低

对酶的敏感性

环化可降低极性基团的暴露，有

利于口服生物利用度的提升

适应面相对较窄 [20]

黏液层穿

透与黏

附策略

黏液层 
穿透

利用黏液溶解剂破坏黏液层结构，或

使用非离子型高分子或净电中性材

料修饰纳米载体表面，实现纳米颗

粒的高效黏液层穿透

防止黏液层对载药颗粒的捕获

与清除，提升可抵达上皮细

胞表面的药物量

非离子型高分子修饰的纳米粒与细

胞膜亲和力较差，可能对细胞摄

取产生影响

[15，21]

黏膜黏附 使用黏液层黏附材料、肠道贴片、肠

黏附水凝胶等手段提高制剂在肠内

的滞留时间

吸收时间窗口延长，有利于生

物利用度的提升

需平衡黏液层滞留与黏液层穿透间

的矛盾，过度滞留不利于生物利

用度的提升

[22-24]

吸收促进

策略

制备前药 将药物进行脂肪酸酰化，提高药物疏

水性

可提升药物的胃肠道稳定性及

对生物膜的亲和性，进而提

升吸收效率

有降低药物活性、改变药物药动学

行为的风险

[25]

吸收促进

剂

利用金属离子络合剂、表面活性剂、

聚合物等对药物吸收具有促进作用

的物质降低胃肠道上皮的屏障特性

可提高药物吸收的速度与程度 非选择性打开吸收屏障引发安全性

隐患

[10-11]

主动靶向 通过化学键合将特定配体修饰于纳米

载体表面，借助受体介导胞吞实现

药物吸收

吸收效率高，选择性强 载体构建难度大；部分配体对应的

细胞受体在肠道内分布区域有

限，缩小了吸收的空间窗口

[15]

离子液体 将药物溶解或分散于离子液体中用于

口服递送，可与肠溶包衣或吸收促

进剂联用

离子液体具有降低黏液层黏

度，打开旁细胞通路的作

用，进而实现吸收促进

离子液体的吸收促进作用可能被水

影响而降低

[26-27]

肠道微针

装置

采用仿生学或机械原理确保含药微针

对胃肠道的有效刺入并递送药物

直接破坏吸收屏障，吸收效果

好

药物递送时产生创口，有感染隐患 [28-29]

纳米载体

递送

将药物以适宜的方式装载于纳米载体

中，并对纳米载体进行适当稳定化

与功能化，从而满足口服递送需求

吸收效率高，载体材料与载药

形式多样，可满足不同药物

需求

递送效率受载体自身稳定性与载药

牢固程度影响，部分基于无机材

料的载体存在安全性隐患

[15，21]
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为 58.53%），该脂质体在人工胃液与人工肠液中
的药物泄漏程度均低于不含 GCTE 的脂质体，且
GCTE 脂质体的 VAN 口服吸收程度比普通脂质体
高约一倍，表明药物递送载体消化道稳定性的提
升有利于药物口服吸收。
3.2　自乳化体系
　　自乳化体系（self-emulsifying drug delivery sys-
tem，SEDDS）由油相、乳化剂、助乳化剂 / 潜溶剂
组成的均相体系，该体系在遇到胃肠道液后可自
发形成细小的含药乳滴，提高胃肠液中表观药物
浓度，并借助消化道上皮细胞对含药乳滴的广泛
摄取实现药物吸收 [34，39]。作为一种均相混合物，
SEDDS 的放大与生产相较其他纳米载体更为简单，
故在生产上更受青睐 [40]。
　　通常 SEDDS 遇水形成 O/W 乳液，故常应用
于难溶性药物的口服递送，如目前已上市的环孢
菌素自微乳制剂。VAN 水溶性强，通常情况下不
适于自乳化体系，但可采用离子对技术对其进行
疏水化处理，在不影响药物化学结构的前提下提
高药物的脂溶性，进而提升包封率。VAN 结构中
含 2 个碱性基团与 4 个酸性基团，因此可使用酸
性或碱性试剂制备离子对。Zaichik 等 [41] 以药物沉
淀效率为指标对比了 5 种阴离子表面活性剂（多库
酯钠、十二烷基硫酸钠、亚油酸钠、牛磺胆酸钠、
胆酸钠）和 2 种阳离子表面活性剂 [ 十二胺、十六
烷基三甲基溴化铵（CTAB）] 对 VAN 的疏水化修
饰能力，发现 CTAB 对 VAN 在物质的量比为 4∶1
时沉淀效率最高。随后 Zaichik 等 [41] 以离体肠黏膜
渗透能力为指标对 SEDDS 的配方进行考察，发现
粒径最大的 3 号配方（约 110 nm）拥有最高的黏
膜渗透效率，而其他粒径较小的配方（约 15 nm）
的渗透效率显著偏低。造成这一现象的原因可能
是：① 3 号配方中含有 P 糖蛋白（P-gp）抑制作用
的 Cremophor EL，通过降低药物外排提高黏膜渗
透效率；② 3 号配方乳剂粒径最大，药物释放速
率最低且单个乳滴中含药量最高，即可被吸收的
药物量更高。小粒径样品虽更易被肠上皮细胞摄
取 [42]，但细胞外快速的药物释放使得药物摄取并
未因载体摄取受益。
　　通过功能化修饰提升递送效率是近年来

SEDDS 领域的研究热点。SEDDS 的功能化可分
为配方功能化与化学功能化两大类：配方功能化
指在 SEDDS 的配方中引入功能化成分，如 Efiana
等 [43] 将木瓜蛋白酶棕榈酸酯引入 SEDDS 配方以
水解黏液层，降低其对含药乳滴的屏障作用以辅
助 VAN 跨膜吸收；而化学功能化指对乳化剂进
行化学结构改造以赋予 SEDDS 相应的功能，如
Friedl 等 [44] 对比 PEG、聚甘油（PG）与聚葡萄糖
苷（APG）作为乳化剂亲水基团时制备的 SEDDS
的黏液层渗透能力、细胞摄取与细胞内分布行为，
并发现不同表面材质对黏液层渗透的影响几乎无
差异，但多羟基表面 SEDDS 的细胞摄取与内涵体
逃逸效果均优于 PEG 表面 SEDDS。
3.3　聚合物纳米粒
　　聚合物纳米粒是一系列由不同聚合物材料经
不同制备工艺制得的具有不同结构特征的纳米颗
粒的统称，是目前研究最为广泛的药物递送载
体 [15]。因聚合物化学结构的多样性与进一步结构
修饰的便利性，聚合物纳米粒的功能化（如主动
靶向修饰、黏液层渗透、黏膜黏附、紧密连接打
开等）及其对药物的包裹与稳定作用，是确保此
类纳米粒口服递送效率的重要措施，也使其成为
广受关注的口服药物递送载体 [34，45]。根据组成，
聚合物纳米粒可分为纯聚合物纳米粒与聚合物 -
脂质杂化纳米粒两大类，部分纳米粒拥有疏水载
药环境，故多需对蛋白 / 多肽类药物进行疏水化
处理 [46]。而近年来出现了一类拥有水性内核与聚
合物交联囊壁结构的聚合物纳米囊 [47-48]，该类水
核纳米囊可通过溶解直接载药，且基于化学交联
的囊壁在胃肠道内较基于疏水相互作用的其他类
型载体更为稳固，有望应用于蛋白 / 多肽类药物
的口服递送。
　　微囊化封闭是 VAN 口服纳米颗粒构建方式之
一，Loveymi 等 [49] 以尤特奇 RS-100 为载体材料，
通过两步乳化法制备内含 VAN 的纳米囊，并通过
改变药物 - 聚合物比例调节囊壁厚度，进而控制释
药速率。该纳米囊表面吸附有 PVA 结构，因而具
有一定的生物膜黏附性，其可在不影响肠壁屏障
功能的前提下，通过生物膜黏附拓宽纳米囊细胞
摄取时间窗口，从而将 VAN 的渗透系数提升 4.29

图 3　四醚脂质化学结构（R1 和 R2 代表极性头部）

Fig 3　Chemical structure of tetraether lipid（R1 and R2 represent polar head groups）
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倍。Zakeri-Milani 等 [50] 则以 PLGA 为载体材料，
采用两步乳化法制备 PLGA 纳米囊，该纳米囊的
体外释药行为受药辅比影响较低，采用在体肠灌
流实验对纳米囊的肠道吸收进行考察，发现各浓
度下纳米囊可将 VAN 的渗透系数提升约 5 倍，但
各浓度组间的渗透系数异不大。Zhang 等 [51] 以聚
乙二醇共聚乳酸 - 羟基乙酸共聚物（PEG-PLGA）
与（2，3- 二油酰基 - 丙基）- 三甲胺（DOTAP）为
载体材料，采用两步乳化法构建载药纳米粒，借
助阳离子脂质提升纳米粒的黏液层渗透能力；以
葡萄糖为主动靶向基团靶向小肠上皮细胞表面高
表达的 Na ＋依赖型葡萄糖转运体并介导胞吞以实
现 VAN 的近端肠道吸收，从而降低抗菌药物对结
肠菌群的影响。
3.4　介孔二氧化硅纳米粒
　　介孔二氧化硅是近年来广受关注的纳米药物
递送载体构建材料，生物相容性良好。由介孔二
氧化硅制备的纳米粒（MSN）具有孔径可控的多
孔结构，比表面积大，可通过物理吸附或化学键
合载药在胃肠道内保护所担载的药物 [15]。与此同
时，MSN 也拥有良好的表面修饰特性，可通过多
种手段调控 MSN 表面亲疏水性、荷电性或对其进
行主动靶向修饰，从而满足不同需求 [52-54]。此外，
MSN 还拥有有机材料无法比拟的化学惰性，故可
在胃肠道环境内更好地维持结构完整性，以满足
口服递送需求。目前，已有基于 MSN 的胰岛素口
服制剂处于Ⅱ期临床研究阶段：以色列 Oshadi 公
司采用粒径约 100 nm 的 MSN 颗粒吸附药物与多
糖，该载药颗粒被混悬于油中并最终以肠溶胶囊
包封以实现对药物的多重保护 [45]。
　　MSN 在 VAN 口服递送领域也有一定应用，
Ndayishimiye 等 [55] 采用模板法构建具有不同孔径
（2 nm 与 9 nm）和不同表面修饰基团（羟基、氨
基、磷酸酯基、烃链）的介孔二氧化硅纳米粒，然
后以 Caco-2 细胞单层为模型，考察不同孔径及表
面性质介孔硅纳米粒的表观渗透系数（Papp），发
现表面羟基修饰的大孔纳米粒对 VAN 的渗透促进
作用最强，孵育 3 h 后 Papp 可达 VAN 溶液的 6 倍
左右。在对摄取过程中跨膜电阻（TEER）的监控
中，发现给药后约 15 min 跨膜电阻可下降至给药
前的 20% 左右并维持在该水平，并在将细胞单层
两侧液体替换为培养液后的 4 h 内，TEER 逐步恢
复。但需要注意的是，氨基修饰纳米粒组的 TEER
在 4 h 内只能恢复至初始的 90% 左右，完全恢复
需要 12 h，而其他样品组的 TEER 在 4 h 左右即可
恢复至初始水平。表明该介孔硅体系可通过打开
紧密连接促进 VAN 的摄取，但阳离子颗粒对吸收

屏障的潜在破坏也值得关注。
4　讨论与展望
　　随着材料科学与纳米技术的发展，近年来涌
现出一系列用于口服药物递送的纳米载体 [34，56]，
其生物相容性好、递送效率高的特性使其成为新
型药物递送系统研究中的热点领域，并积累了大
量关于纳米颗粒粒径、形貌、表面性质、载药
方式等剂型因素对药物递送效率影响的研究资
料 [35，57]。与其他递送载体相比，纳米颗粒在组成
上更为灵活多变，因而在载药方式 [58]、载体功能
化 [59] 与表面修饰 [46] 等方面赋予相关递送体系更
高的多样性。
　　借助纳米载体促进 BCS Ⅲ/Ⅳ类药物口服吸收
的实质为利用胃肠道上皮细胞对纳米载体的整体
摄取与转运作用实现药物的跨吸收屏障递送 [35]。
但在被摄取进入胃肠道上皮细胞之前，纳米载体
需应对消化道内酸、盐、酶、黏液层等不利因素
的挑战，若在抵达上皮细胞表面之前失去了载体
结构的完整性或对药物的有效担载，则势必会造
成递送效率的下降。因此，笔者认为在胃肠道内
有效维持载体结构完整性以及药物担载状态是确
保口服递送效果的必要条件。纳米载体对高水溶
性药物的担载通常可采用静电复合 [60]、疏水复
合 [46]、沉淀包埋 [58] 与微囊化封闭 [49-50] 的方案，其
主要目的为借助适宜的相互作用提升药物与载体
载药模块间的亲和力，阻止药物泄漏以提升可被
吸收的药物量。而载体结构的改变则会导致其无
法正常发挥设计功能，进而影响吸收效果。目前
载体结构的稳定方法包括外部稳定、内部稳定及
内外双重稳定。外部稳定即采用保护性材料对纳
米载体进行包裹以防止载体结构破坏，如采用肠
溶材料尤特奇 L100-55对不同类型纳米载体的包裹
实现了多西他赛 [61]、拉洛他赛 [62]、姜黄素 [63]、艾
塞那肽 [58] 等药物口服生物利用度的大幅提升。内
部稳定则为采用交联的方式对纳米载体进行结构
强化，提升载体对胃肠道不利因素的耐受能力的
同时降低药物泄漏的速度与程度，如 Zhang 等 [64]

联合静电 - 共价双重交联策略构建的叶酸靶向果胶
纳米粒，有效提升了胰岛素的口服吸收效率。内
外双重稳定即同时采取外部保护材料对结构强化
纳米载体进行保护，如 Benita 等 [58] 采用反溶剂沉
淀结合相界面化学交联法制备了一种更为稳固的
艾塞那肽纳米载体，并将其包裹于肠溶微囊中用
于口服递送。结果表明，该体系的 Fr（对比皮下注
射）可达 77%，有效地提升了艾塞那肽的口服递
送效率，从而体现出载体结构完整性与药物担载
状态维持对递送效果的重要意义。
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　　作为一种治疗严重感染的抗菌药物，给药后
迅速达到较高的血药峰浓度是 VAN 口服递送体系
需要实现的目的，即药物的吸收速率与程度问题。
基于纳米载体的胃肠道吸收过程包括黏液层渗透、
上皮细胞摄取、胞内转运、基底侧（或顶端侧）外
排、毛细血管 / 淋巴管转运等过程 [65]，涉及一系
列生物学过程，且相较分子型药物的扩散吸收更
为耗时。我们曾构建基于聚乙二醇共聚己内酯纳
米粒的纳米药物载体，并将其分散于尤特奇 L100-
55 中用于拉洛他赛和姜黄素的口服递送 [62-63]，两
种药物可在灌胃后 1 h 左右达峰，基本可满足需
求。但是，纳米载体性质与消化道上皮层透过速
率间关系的研究却鲜有报道。
　　在担载 VAN 的纳米载体进入血液或淋巴循
环后，其组织分布行为，特别是向感染组织中的
分布，是决定其疗效的重要因素。纳米载体包裹
可有效改变所担载药物的组织分布特征 [66]。因
此，可以结合感染器官及组织的生理特性设计纳
米载体，从而实现 VAN 在感染部位的蓄积以及
对致病菌亲和力的提升 [67]，进而实现对 VAN 的
“减毒增效”。
　　综上，在纳米技术蓬勃发展的今天，借助纳
米载体实现 VAN 的高效口服递送存在良好的可行
性，后续研究中还应重点关注药物担载状态维持
能力、载体吸收过程与机制、口服生物利用度、
口服药物组织分布等关键科学问题。VAN 的口服
递送面临着其他肽类药物乃至 BCS Ⅳ类药物同样
的问题，这些问题的解决将推动一系列药物口服
制剂的发展。
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摘要：万古霉素是治疗感染性眼内炎最常用的糖肽类抗菌药物，然而由于眼球结构特殊，常规

的眼部给药生物利用度往往极低（＜ 5%）。而通过玻璃体腔注射药物，是目前解决这一难题的

最好方式。最新的研究表明，纳米载体非常适合将亲水性或亲脂性药物递送至眼部组织，它可

以克服眼部的多重屏障，延长药物在眼部组织中的驻留时间。纳米载体为万古霉素治疗感染性

眼内炎提供了一种新的思路。本文综述了如何利用纳米载体提高药物在眼后段的渗透性和生物

利用度，并阐明万古霉素纳米制剂在玻璃体内注射中的应用前景。
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　　眼睛是人类最重要的器官之一。据最新世界
卫生组织统计，目前全球共有 21 亿眼部疾病患
者，且患者数量还在不断增加，眼部疾病会导致
视力受损甚至失明，因此亟需开发更多安全有效
的眼部用药，改善全球公众眼部健康问题。
　　眼球结构特殊，存在三道生理屏障，包括
泪液屏障、结膜角膜屏障及血眼屏障，其中血眼
屏障又由血 - 房水屏障和血 - 视网膜屏障两部分
组成（见图 1），这三道屏障可以有效抵御外来
病原体的入侵，但也阻止了外来药物的进入。因
此，使用口服、静脉注射、滴眼药水和涂抹眼膏
等常规给药途径，在治疗某些眼科疾病时无法
达到治疗所需的血药浓度，从而使治疗效果甚
微或者根本无法起治疗效果。利用注射器将药物
直接注入眼球玻璃体腔中，使药物跨越三道生
理屏障直接到达眼后组织，是目前解决生物利
用度低这一难题的最好方式之一 [1-3]。玻璃体手
术起源于 20 世纪 60 年代末，随着近年来科研人
员在给药途径、药物制剂方面的不断创新，使得
玻璃体相关手术快速发展，其中玻璃体注射是
将药物运送至眼后组织的最直接方法，可以快
速达到较高血药浓度。但目前玻璃体注射用药物
仍然存在一些临床不良反应，玻璃体注射用药
物的研发是一个重大的挑战。

图 1　眼球结构、眼部生理屏障及眼部给药方式示意图

Fig 1　Eye structures，eye physiological barriers and ophthalmic 
administration

1　万古霉素

　　在人类的医疗发展史中，治疗金黄色葡萄球
菌感染一直是世界公共卫生所面临的难题，是造
成 20 世纪全球感染高发病率和病死率的一个重
要原因。金黄色葡萄球菌是一种革兰氏阳性菌，
因其能逃避免疫系统导致全身感染而闻名 [4-5]，
并且金黄色葡萄球菌菌株具有形成生物膜组织的
能力，形成生物膜的金黄色葡萄球菌具有高耐药
性，使根除这类感染极其困难 [6-8]。
　　万古霉素（见图 2）是一种糖肽类抗菌药物，
20 世纪 80 年代，由于β- 内酰胺类抗菌药物的滥
用，导致大量耐药菌出现，如耐甲氧西林金黄葡
萄球菌（methicillin-resistant staphylococcus aureus，
MRSA）[9-10]、耐甲氧西林表皮葡萄球菌（meticillin-
resistant staphylococcus epidermidis，MRSE）[11-12]、
难辨梭菌（clostridium difficile，CD）[13-15]，万古
霉素是临床上用于治疗由 MRSA、MRSE 与 CD
导致的严重感染疾病的一线药物，因其不易产生
细菌抗药性，被科研人员称为“人类对付耐药菌
株的最后一道防线”[16-17]。

图 2　万古霉素结构式

Fig 2　Chemical structure of vancomycin

　　目前，万古霉素在眼科疾病的治疗中被广泛
使用，在感染性眼内炎的治疗中最为常见 [18]。感
染性眼内炎又称玻璃体炎症，是眼科最严重的并

Abstract: Vancomycin is a glycopeptide antibiotic commonly used for infectious endophthalmitis. 
However, the conventional ocular delivery strategies often have poor bioavailability ( ＜ 5%) due to 
the particular structure of eyeball, and the consequent drug deliver showed barriers. At present, the 
best solution is intravitreal injection. Latest studies, showed nanocarriers could deliver hydrophilic 
or lipophilic drugs to the ocular tissues, prolong the retention time and enhance the bioavailability. 
Nanocarriers provide a new idea for the treatment of infectious endophthalmitis with vancomycin. 
This study reviewed the current research progress in the role of ocular nanoparticle delivery in 
improving the drug penetration and bioavailability to the posterior segment of the eye, and elucidated 
the prospect of vancomycin nanocarriers in intravitreal injection. 
Key words: intravitreal injection; vancomycin; nanocarrier; bioavailability; infectious endophthalmitis
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发症之一，感染性眼内炎的病情发展迅速，治疗
十分棘手，由微生物入侵眼部组织造成 [19]，微生
物在眼内产生的毒素和代谢物，炎症细胞和炎症
因子会对眼部神经系统造成严重损伤。如果眼内
炎感染得不到有效的控制，最终可能导致双目失
明，甚至将眼球摘除以防止感染进一步扩散 [20-21]。
所以探讨感染性眼内炎处理的最佳手术时机及手
术方式，一直是诸多眼科医师所关注的问题。感
染性眼内炎可发生在任何内眼手术后，发生率为
0.07% ～ 0.34%，在白内障手术后最为常见，占发
生眼内炎患者的 90%[22]。临床研究发现多种微生
物可导致感染性眼内炎 [23]，但绝大多数病例是由
细菌感染造成的 [24]，据统计约 80% 的感染性眼内
炎由革兰氏阳性球菌引起，其中最常见的是凝固
酶阴性葡萄球菌和金黄色葡萄球菌。然而，上述
微生物几乎都对万古霉素敏感 [24]。
2　万古霉素在眼科的应用
　　万古霉素作为治疗感染性眼内炎首选药物
之一 [25-26]。在治疗过程中，先对患者眼球进行表
面麻醉，后在玻璃体腔内注射盐酸万古霉素（1 
mg/0.1 mL），注射完成后在局部和静脉全身给
广谱抗菌药物（如氟喹诺酮类和氨基糖苷类等药
物），进行综合治疗，杀灭对万古霉素不敏感的
革兰氏阴性菌。但由于血 - 视网膜屏障及血 - 房
水屏障的存在，全身给药的抗菌药物在眼内难以
达到有效的浓度。全身用药只能作为感染性眼内
炎的辅助治疗，主要用以阻止炎症眼外蔓延。通
过大量临床研究发现，在角膜移植、白内障、晶
状体植入等眼内科手术中使用万古霉素可明显降
低术后感染眼内炎的风险 [27-28]。
　　玻璃体腔注射抗菌药物是针对疑似病例、早
期病例的治疗方法或在实施玻璃体切除手术前的
初期治疗措施，综合治疗方案中，早期玻璃体腔
内注射盐酸万古霉素，能迅速在眼内达到有效的
药物浓度。通过与形成细胞壁的蛋白质前体结合，
抑制细胞壁合成，迅速分解细菌。但盐酸万古霉
素有视网膜毒性，对视网膜感光层和色素上皮细
胞会产生不可逆性的损伤。因此，万古霉素在玻
璃体注射时浓度应严格控制低于 1 mg/0.1 mL，该
浓度在临床运用中也被普遍认同 [29]。在感染性眼
内炎的治疗过程中不必连日给药，建议 2 ～ 3 d
注射 1 次。虽然在大多数情况下只需在玻璃体中
注射一次万古霉素即可以控制感染 [30]，但依旧要
观察患者在术后的最佳矫正视力、眼压、前房闪
辉及玻璃体混浊等情况。如尚未控制住眼内炎症
需要再次注射给药，确保眼内炎感染被完全控制。
3　万古霉素临床用于眼部疾病治疗的局限

3.1　稳定性差
　　万古霉素分子结构中存在酚羟基及二酚基，暴
露在空气中易发生水合和氧化反应，对产品的外观
和纯度均会产生影响，药物不良反应发生率也随
之增加 [31]。临床治疗通常使用万古霉素冻干粉针
剂。注射用盐酸万古霉素冻干粉针剂（稳可信 ®）
的说明书中指出：临用前，将 10 mL 注射用蒸馏水
加入到 500 mg 万古霉素无菌干粉小瓶中，配成 50 
mg·mL－ 1 的母液，配制后的溶液应贮存于冰箱内，
且必须再稀释。含有 500 mg 万古霉素的溶液，须
再用 100 mL 或 100 mL 以上 0.9% 氯化钠或 5% 葡
萄糖注射液稀释 [32]。我们可以发现，万古霉素配
制完的母液保存条件比较苛刻且保存时间较短，在
使用时需要现配现用，面对突发状况时无法快速使
用，临时配制对医护人员也造成了一定的压力。
3.2　并发症和视网膜毒性
　　此前，临床流行术前在前房注射低浓度万
古霉素溶液用于预防和治疗术后感染性眼内炎
的 发 生。Witkin 等 [33] 在 2015 年 报 道 了 6 例 极
为罕见且破坏性极强的白内障术后并发症：出
血性闭塞性视网膜血管炎（hemorrhagic occlusive 
retinalvasculitis，HORV）[34]，认为 HORV 可能与
白内障术毕前房注射万古霉素有关，这一致盲的
灾难性的并发症，瞬间在国际上引起广泛关注。
根据美国视网膜专家协会（ASRS）和美国视网膜
协会（ASCRS）报道，HORV 预后不良，61% 的
患者（22/36）视力低于 20/200，22% 的患者（8/36）
失去所有光感 [35-36]。随着万古霉素预防眼内炎的
使用常规化，万古霉素良好的预防和治疗眼内炎
作用和可能导致 HORV 的发生，致使其成为眼科
医师手中的一把“双刃剑”。基于目前的临床数据，
推断 HORV 的发生主要归结于万古霉素所致的 3
型迟发性超敏反应，并认为 HORV 的发生与万古
霉素的使用剂量相关 [35]。但万古霉素玻璃体腔注
射治疗感染性眼内炎仍是首选且切实有效的方法。
因此，面对上述状况，眼科医师在使用万古霉素
时应保持严谨的态度，为避免 HORV 的发生，目
前最佳的治疗方案是将万古霉素进行小剂量玻璃
体注射，从而起到预防和治疗眼内炎的作用。
　　有学者对万古霉素玻璃体内注射的安全剂量
范围进行了研究，发现玻璃体腔内注射 2 mg 万古
霉素是没有毒性的，小于 2 mg 是安全剂量；当
注射剂量大于 5 mg 会对视网膜的感光层及色素
上皮细胞产生非常明显且不可逆的损害 [37]。由于
视网膜组织对外来药物十分敏感，对药物的理化
作用几乎没有抵抗力，在治疗完成后其视网膜的
形态会有所改变，即使完全恢复视力功能也较正
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常人及未发生眼内炎的患者差 [38]。同时临床用万
古霉素治疗眼内炎时还观察到一系列并发症：角
膜水肿、高眼压、虹膜炎症等，主要由角膜外伤、
术后高眼压、玻璃体中的万古霉素渗透入房水后
刺激角膜内皮的生理代谢所致。但此类并发症均
能自行消失，不影响治疗后的最佳矫正视力。因
此，临床在治疗眼内炎时需要在保证抑菌效果的
同时尽可能减小万古霉素溶液的浓度，最大程度
减轻万古霉素对视网膜及其他眼部组织的损伤。
3.3　生物利用度低
　　由于万古霉素的相对分子质量较大（分子量：
1485.723），并且呈疏水性，即便采用玻璃体注射，
万古霉素在眼内的生物利用度也极低。面对上述情
况，为确保整个治疗过程中眼内万古霉素均能达到
一定的药物浓度，彻底清除玻璃体腔及前房房水中
残留的致病菌，控制炎症，有部分患者需要进行二
次注射或静脉滴注来抑制残留的致病的革兰氏阳性
菌，给患者带来了反复进行手术的痛苦，同时也增
大了手术中眼内出血、视网膜脱落和引起眼中枢系
统并发症的风险 [39]。大剂量使用万古霉素还会对
患者的肾脏、耳神经等组织器官造成严重损伤。
4　万古霉素新型制剂
　　如何有效地递送药物至靶部位，在高效释放
药物治疗疾病的同时对其他邻近组织无毒性作
用，这仍然是眼部给药体系面临的重要挑战。面
对万古霉素注射液稳定性差，玻璃体注射时生物
利用度低，需要反复注射，对眼球有一定的伤害
和毒副作用等问题，亟需使用现代药剂学手段提
高万古霉素在眼部组织的渗透性，延长万古霉素
在眼内的滞留时间，利用最小的药物剂量达到最
有效的治疗，避免进行二次注射，提高患者对玻
璃体注射万古霉素治疗方案的顺应性。
4.1　新型即用型万古霉素注射液
　　面对万古霉素稳定性差这一问题，国内外众
多科研团队在对万古霉素分子结构稳定性进行了
深入研究，发现采用单个氨基酸或多肽作为配体
与万古霉素结合时，能够阻止万古霉素构型的转
变，从而提高万古霉素的稳定性 [40-41]。
　　Xellia 制药公司将万古霉素的活性部位与某些
氨基酸和多肽进行结合，通过大量的试验和尝试，
最终发现 N- 乙酰 -D- 丙氨酸和 L- 赖氨酸盐酸盐与
万古霉素的活性部位进行结合可以有效提高万古
霉素溶液的稳定性（见图 3），以此作为处方成功
研发了一种在室温下能够稳定保存的即用型预混
万古霉素注射液（Van-RPI）[42]。Van-RPI 在 25℃
下的有效期长达 16 个月，在患者紧急情况下，
Van-RPI 可立即注射使用，大大提高了万古霉素注

射液使用的便利性，减轻了医护人员的操作负担，
为患者争取更多救治时间，克服现有万古霉素注
射剂在使用方面的不足。目前，Van-RPI 已获得美
国食品药品监督管理局（FDA）批准。

图 3　万古霉素与 N- 乙酰 -D- 丙氨酸和 L- 赖氨酸结合示意图（A）

及万古霉素与 N- 乙酰 -D- 丙氨酸和 L- 赖氨酸计算机辅助分子对接

模拟（B）

Fig 3　Vancomycin combined with N-acetyl-D-alanine and L-lysine
（A）and computer-aided molecular docking simulation of vancomycin 
with N-acetyl-D-alanine and L-lysine（B）

4.2　万古霉素纳米制剂
　　克服现有万古霉素注射剂在使用方面的不
足，提高万古霉素的稳定性仅完成了第一步。万
古霉素通过生物膜的渗透性低和感染部位的低蓄
积水平大大降低了其治疗效果，治疗过程中需要
长期多次给药，面对上述问题，亟需开发一种可
以提高万古霉素穿透性能力和其在眼部停留时间
的新型药物递送系统，将万古霉素与纳米制剂相
结合是目前最具吸引力和最具成本效益的方法。
4.2.1　脂质体　脂质体（liposome）是由磷脂等
类脂为基本物质构建而成具有类似生物膜双分子
层结构的封闭囊泡（见图 4），脂质体的粒径范围
通常在 0.08 ～ 10.00 μm[43]。脂质体是近年来最为
广泛应用的新型药物传递系统，它可以提高药物
的稳定性，调节或改变药物的释放特性和方式，
延长药物的作用时间，降低毒副作用，在生物体
内可降解，安全性高，易于制备，是理想的药物
载体系统 [44-45]。且脂质体的特征恰恰可以解决玻
璃体注射万古霉素后生物利用度低、药物作用时
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间短、需要反复注射给药和万古霉素对视网膜会
产生损伤的问题。
　　脂质体用于治疗细菌感染的一个最主要的优点
是磷脂膜之间可以相融合，在细胞内释放高浓度抗
菌药物，从而极大地改善感染部位的抗菌药物的传
递。当抗菌药物以溶液形式进行便无法达到该效
果 [46-47]。已有研究报道将更昔洛韦装载在脂质体中
用于玻璃体注射，结果表明药物的清除速率变慢，
并且可以保护药物不受代谢酶影响。
　　Scriboni 等 [48] 已尝试将万古霉素制备成脂质体
制剂，用于治疗金黄葡萄球菌感染，并对其理化性
质进行检测，脂质体组成及其理化性质如表 1。对
万古霉素脂质体进行抗菌效果检测，相关结合参数
表明该类脂质体，特别是带负电荷脂质体的纳米技
术策略具有很大的治疗潜力。对金黄葡萄球菌进
行单次给药，相比于万古霉素溶液，万古霉素脂质
体能更有效长时间杀灭金黄葡萄球菌，抑制菌株生

长 [49]。虽然 Scriboni 等 [48] 的实验制备的万古霉素
脂质体目前主要用于外科治疗中，而非用于眼科玻
璃体注射治疗感染性眼内炎。但该成果对今后的类
似抗菌药物类药物设计具有十分重要的指导意义，
在今后的研究可以在这个方向上不断进行尝试，采
用毒性更小、生物亲和性更高的辅料替换，制备可
用于眼科注射的万古霉素脂质体。

表 1　万古霉素和脂质组成对脂质体理化性质的影响 
Tab 1　Effect of vancamycin and lipid composition on the physicochemical properties of liposome

药物 脂质成分（摩尔比） 药物装载量（µg·µmol － 1） 载药量 /% 粒径 /μm Zeta 电位 /mV

万古霉素 DPPC-DOPE-CHEMS（4∶4∶2） 45±3 19±4 0.17（＜ 0.10） － 30±1

万古霉素 DPPC-DPPG（8∶2） 23±2 32±8 0.15（＜ 0.15） － 23±1

注（Note）：DPPG. 二棕榈酰甘油（dipalmitoyl phosphatidyl glycerol）；CHEMS. 胆固醇琥珀酸单酯（cholesteryl hemisuccinate）；DOPE. 油磷

脂酰乙醇胺（dioleoyl phosphatidyl ethanolamine）。

4.2.2　纳米胶束　纳米胶束（micelle）是最常用
的药物载体系统，近年来逐步获得关注，纳米胶
束由两性分子形成，含有疏水核和亲水壳，适合
跨越各种眼屏障递送疏水药物（见图 5）。在眼
科药物传递应用中，球形聚合物胶束由于具有穿
透眼部组织的能力而显示出巨大的治疗潜力。通
过高渗透长滞留效应（enhanced permeability and 
retention effect，EPR）在相应靶器官组织中积累，
正常组织中的非特异性药物累积可以被最小化，
大大降低药物的毒副作用 [50]。
　　刘勇等 [51] 在研究抗菌自适应纳米递送系统
时发现，相比单纯的抗菌药物治疗，自适应纳米
递送系统在人体内具有良好的生物相容性，通过
微环境响应，纳米制剂可以在生物被膜附近富集
并穿透生物被膜，被生物被膜中的酯酶降解，在
细菌周围快速释放负载的抗菌药物，高浓度的抗
菌药物可以快速杀灭细菌。值得一提的是，针对
多重耐药病原菌，该团队还设计了载有光敏剂的
混合壳层胶束，在胶束中装载多种抗菌药物，并
在小鼠体内构建了多重耐药细菌感染模型，通过
实验证明该体系能够通过血液循环，靶向性地在
感染部位富集，通过光信号的指导，可以有效杀
灭感染部位的细菌，治疗效率高于单纯的万古霉

素溶液，并且在治疗完成后，胶束能够快速地从
体内清除 [52]，为日后抗菌药物纳米胶束递送系统
的研发打下了基础，也展示了载有多种抗菌药物
的混合壳层胶束在治疗细菌感染方面的优势。
4.2.3　聚合物纳米颗粒　聚合物纳米颗粒（poly-
mer nanoparticles）通常由生物可降解高分子聚合
材料制备，常见的材料有明胶、壳聚糖、聚乙二
醇（PEG）、聚乳酸（PLA）等，纳米粒子可以通
过包埋、聚合、共轭等方式可以携带 RNA、抗体、
药物等物质 [53-55]（见图 6），因此纳米颗粒在眼部
疾病等众多领域备受关注。有研究表明，纳米颗
粒在眼部组织的滞留时间与纳米颗粒的粒径有关，
200 ～ 2000 nm 的纳米颗粒可以在眼部组织停留超

图 4　脂质体结构示意图（A）及脂质体与细胞膜融合过程（B）

Fig 4　Structure of liposome（A）and liposome membrane fusion 
process（B）

图 5　胶束结构示意图 
Fig 5　Structure of micelle
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过 2 个月，可以起到良好的贮存和缓释的作用 [56]。
此外，纳米颗粒的表面很容易进行额外的修饰，
从而起到靶向、提高生物相容性的作用 [57-58]。

图 6　聚合物纳米颗粒结构示意图 
Fig 6　Structure of polymer nanoparticles

　　先前已有学者证明将万古霉素与聚己内酯
（PCL）等聚合物直接结合制成纳米粒可以起缓释
作用 [59-60]，为万古霉素纳米粒制剂的研发打下了
基础。但万古霉素单纯与聚合物结合的控释性较
差，且在眼内会引起轻微的炎症反应。于是，在
此基础上研究人员研发了靶向控释万古霉素纳米
粒，并且提高了聚合物纳米粒的生物相容性。
　　Chen 等 [61] 尝试使用光敏纳米颗粒治疗感
染性眼内炎，用骨架材料沸石咪唑的 8- 聚丙烯
酸酸酯（ZIF-8-PAA）先装载光敏剂甲基苯铵蓝
（MB），随后再与银纳米颗粒（AgNPs）和万古霉
素 / 氨基 - 聚乙二醇（Van/NH2-PEG）聚合物进行
分子结合，组合形成一种新型复合纳米材料 ZIF-
8-PAA-MB-AgNPs-Van-PEG，将其制成纳米粒后用
于眼部抗菌治疗。用家兔进行模拟试验发现上述
制备的光敏纳米颗粒在光照的作用下能够快速有
效地释放出药物和活性氧治疗感染性眼内炎。虽
然该制剂仅用在动物实验中，但提示了光敏纳米
颗粒具有将药物快速靶向递送至眼部组织的潜力。
　　Cardoso 等 [62] 将万古霉素和十二烷基甲基聚
乙烯亚胺（DMPEI）先制成 VCM-DMPEI 纳米颗
粒，后将玻璃体主要组成物质透明质酸（HA）[63]

静电包裹在 VCM-DMPEI 纳米颗粒表面，制备了
一种全新的 VCM-DMPEI/HA 纳米颗粒。该纳米
颗粒中的万古霉素和 DMPEI 具有协同杀菌作用，
包覆在表面的 HA 具有缓释作用，在模拟实验中
96 h 内释放了 58% 的药物。在 HA 的修饰下该颗
粒还表现出了良好的理化性质，粒径为（154±3）
nm， 包 封 率 为 93%，Zeta 电 位 为（26.4±3.3）
mV。值得一提的是，在动物玻璃体中注射 VCM-
DMPEI/HA 纳米颗粒后眼后段不存在炎症、免疫
和血管生成等常见不良反应，并且没有诱导视网
膜功能的改变。这表明 HA 包裹的 VCM-DMPEI
纳米颗粒在具有优异的眼生物相容性，在今后感

染性眼内炎的治疗中具有巨大的潜力。而 HA 的
低毒性和高生物相容性也为眼部药物递送系统的
开发带来了启示。
4.2.4　脂质纳米颗粒　脂质纳米颗粒（lipid 
nanoparticles）（见图 7）主要由固体脂类、乳化剂
和原料药（如药物、基因、DNA、质粒和蛋白质）
组成，原料药被包裹或镶嵌于脂质内核中，粒径
在 10 ～ 1000 nm，常见的制备方法有水化法、均
质法和挤出法等 [64]。脂质纳米颗粒拥有脂质体和
聚合物颗粒的优点 [65]，具有与眼膜相容的特性，
提高了药物在眼中的渗透性和生物利用度，在眼
内有良好的耐受性 [66-67]。纳米颗粒携带和释放的
药物剂量比传统药物剂型更低，可以减少不良反
应和对视网膜的毒性。若将万古霉素制备成上述
脂质纳米颗粒，就可以大大提高万古霉素在眼内
的治疗效果。

图 7　脂质纳米颗粒结构示意图

Fig 7　Structure of lipid nanoparticles

　　Sandeep 等 [68] 将万古霉素制成脂质树状杂
化纳米粒（LDHNs）用于对抗 MRSA 感染，制
得 LDHNs 的粒径为（52.21±0.22）nm，Zeta 电位
为－（14.2±1.49）mV，该实验主要研究了万古霉
素 LDHNs 在体外的抗菌疗效，结果表明在体外
释放 72 h 后仍具有抗菌活性，证明了将万古霉素
制成脂质纳米颗粒具有长期抗菌作用。若将其用
于玻璃体注射可以长期维持抗菌活性，用于治疗
或预防感染性眼内炎，是一种非常有前景的制剂
策略。
　　Jounaki 等 [69] 利用冷均质技术成功制备了负载万
古霉素的阳离子脂质纳米颗粒，制备的脂质纳米颗
粒在显微镜观察下呈圆球形，粒径为（96.4±0.71）
nm，粒径分布非常集中，包封率为（74.8±4.3）%，
Zeta 电位为（29.7±0.47）mV，48 h 缓释率达到了
67%，在稳定性试验中该脂质体在 4℃和 25℃条件
下均能稳定保存 12 周，具有良好的理化性质和稳定
性；将制备的万古霉素纳米颗粒直接滴注在感染眼
内炎的兔眼角膜上，每 5 min 滴两滴（50 µL），持续
0.5 h，然后每 30 min 滴注一次，持续 3 h，后续还需
要不断进行滴注，次日滴注完成后发现在眼内也可
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以达到较高的药物浓度，且无没有流泪、眨眼增加、
发红或发炎的不良症状 [70]。但该万古霉素纳米颗粒
属于外眼给药系统，在使用时需要长时间不间断滴
注给药才能在眼后达到有效药物浓度，若用于临床
治疗该制剂无法快速到达急重症感染性眼内炎患者
眼后部位，致使其可能错过最佳治疗时机，并且治
疗过程中长期不间断给药给患者和医护人员带来了
极大的不便，不同患者的眨眼、泪液引流等因素也
会对疗效产生不可控的影响。
　　基于万古霉素脂质纳米颗粒的优点与缺点，
如将上述万古霉素纳米颗粒通过玻璃体注射直接
到达眼后组织，快速突破眼球的三道生理屏障，
保留万古霉素纳米颗粒在眼内优良特性的同时克
服了药物起效缓慢的缺点。
5　总结与展望
　　在研究万古霉素治疗眼内炎的过程中深刻地
体会到，如何有效地递送药物至靶组织，在高效
释放药物治疗疾病的同时减轻对邻近组织的损
伤，仍然是当下眼部给药体系面临的重要挑战。
纳米递送系统可以根据环境的变化而改变制剂本
身的物理行为或化学结构，从而实现定点、定量
和定时的药物释放，达到药物高效靶向的治疗效
果。利用纳米制剂有望打破这一瓶颈，药学工作
者们后续还需要对纳米制剂的毒性、稳定性、生
物相容性、安全释放及生物可降解性等方面开展
进一步的探索。相信今后抗菌药物纳米制剂势必
日趋完善，可以快速高效地将药物送至靶目标治
疗区域。
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基于代谢组学的中医药防治肝纤维化的研究进展
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摘要：代谢组学可以定性和定量地研究机体在内部和外部因素作用下，代谢物质的动态变化与

病理生理之间的相关性。近年来，中药通过多靶点和多通路在预防和治疗肝纤维化方面具有明

显优势，已成为预防和治疗肝纤维化的研究热点。本文总结了近年来代谢组学在中医药抗肝纤

维化领域的研究实例。
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Abstract: Metabolomics can qualitatively and quantitatively examine the correlation between the dynamic 
changes of metabolic substances and pathophysiology of the organism with internal and external factors. In 
recent years, Chinese medicine has obvious advantages in the prevention and treatment of hepatic fibrosis, 
and can treat liver fibrosis through multi-targets and multi-pathways. It has become a research hotspot 
in the prevention and treatment of hepatic fibrosis. This paper summarized examples of metabolomics 
research in the field of traditional Chinese medicine against hepatic fibrosis. 
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　　肝纤维化（hepatic fibrosis，HF）是在慢性肝
脏疾病发展过程中肝细胞被反复破坏后再生，胶
原、糖蛋白等细胞外基质在肝脏中过度沉积，导
致汇管区大量纤维组织异常增生，是肝脏对慢性
损伤的病理性修复。HF 进一步发展，可引起肝
脏结构紊乱，肝细胞结节样再生，形成假小叶
结构，即肝硬化。HF 是各种慢性肝病发展为肝
硬化，最终恶化为肝癌的共同病理变化和必经路
径，是影响慢性肝病预后的重要环节 [1]。
　　HF 是一个现代医学概念，中医对 HF 并没
有明确的概念 [2]，但认为 HF 可归属“胁痛”“黄

疸”“积聚”“臌胀”等不同中医病证阶段，HF 的
内因是正气虚弱，外因是肌体皮肤受到湿、热、
毒的侵邪；病理是内有湿热，脾不能化湿，气血
凝滞，肝肾亏虚 [3-4]。王云宝等 [5] 认为 HF 的病因
表现为湿热内蕴、痰瘀互结、肝肾不足，早中期
HF 体现在实证，晚期则表现为虚实夹杂。王继
萱等 [6] 认为 HF 的病因表现是正虚血瘀，毒瘀内
蕴，轻者在气，重者在血。可见，HF 的中医病
症都离不开气虚、湿热、血瘀等。
　　现代医学认为，病毒性肝炎、酒精性肝炎、脂
肪肝均可引起 HF[7]。目前，HF 的评估主要基于肝

综述
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活检，这是最可靠、最灵敏的方法，但是这种方
法的侵入性使其具有风险。此外，HF 在肝脏中的
分布并不均匀，而且通过穿刺获得的组织量也很
少，容易出现采样误差 [8]。因此，迫切需要在以侵
入性较小或非侵入性的方式获得准确的生物标记物
方面取得进展。代谢组学可以定性和定量地研究生
物体系中的代谢物在受到刺激后的动态变化 [9]，更
好地以较小的侵入性或非侵入性的方式评估和诊断
HF，了解与 HF 有关的病理生理学过程，对研究肝
脏疾病具有重要意义。近年来，中医药在治疗 HF
方面取得了显著的效果，其通过多靶点、多途径治
疗 HF 的能力，为寻找治疗 HF 的药物带来了新的
研究方向。本文总结了近年来代谢组学在中医药抗
HF 领域的研究实例。
1　代谢组学的相关介绍

1.1　代谢组学的概念及其主要研究内容

　　代谢组学就是通过定性、定量分析生物体中
相对分子质量低于 1000 的小分子代谢产物来发
现疾病生物标记物并以此来分析代谢产物与其生
理病理变化之间的相关关系的一门新兴学科 [10]。
　　代谢组学主要研究的是作为各种代谢路径的
底物和产物的小分子代谢物。其常用的生物体液
有尿液、血液和唾液。常用的器官组织有心、肝、
肾及其提取物、细胞混悬液等 [10]。生物样本采集
后，经过一系列的预处理，上清液可以被提取出
来进行分析。
　　血液具有重要的生理功能，它在心血管系统
中循环，遍布全身，维持各个组织、器官之间的
联系。血液的成分和含量在一定程度上与器官的
活动密切相关。人体血液循环中包含一些从不同
组织释放出来的化合物及代谢产物，血液中代谢
物的种类及浓度的变化能直接或间接地反映出机
体代谢的情况及生理变化 [11]。血液样本主要来
源于人体采血和动物实验，虽然收集和处理血样
看起来很简单，但这一过程涉及许多细节。在给
动物采血时，应使用麻醉药物，以减少动物应激
反应引起的代谢物变化，减少采血时动物的疼痛
和不适，采血时间应尽可能短，采血后应尽快
分离血细胞，减少离体血细胞代谢造成的影响。
Shanmuganathan 等 [12] 分别对 20 名丙型肝炎病毒
（hepatitis C virus，HCV）患者和 14 名健康对照
者进行血清代谢组学分析，确定了组氨酸、2- 羟
基丁酸、脯氨酸、胆碱这 4 种生物标记物。
　　因尿液易于收集且对动物或人体无创、代谢物
较多，所以常常是检测样品的首选。尿液需采集空

腹、晨起中段尿，女性需要避免生理期采样，采集
后立即液氮速冻处理 15 min 后，－ 80℃保存，但
要避免反复冻融，因为微生物代谢速度快，反复
冻融会很大程度影响代谢水平。龙富立等 [13] 通过
液相色谱 - 质谱（liquid chromatography-mass spec-
trometry，LC-MS）技术对急性肝衰竭大鼠的尿液进
行代谢组学分析，研究解毒化瘀颗粒的疗效及作用
机制；给予解毒化瘀颗粒干预后，治疗组大鼠体内
的溶血磷脂酰胆碱、谷氨酸的含量显著降低，黄嘌
呤核苷、苯乙酰甘氨酸、烟酰胺核糖、缬氨酸、高
肌肽等的含量升高，共筛选出 8 个贡献最大的生
物标记物。Hong 等 [14] 利用高效液相色谱法（high 
performance liquid chromatography，HPLC）分析经
四氯化碳（CCl4）诱导的 HF 大鼠的尿液和血清，
鉴定出尿液中包括 L- 色氨酸、犬尿酸、5- 羟基吲
哚乙酰甘氨酸、3- 甲基二氧吲哚、顺乌头酸和异柠
檬酸、L- 亮氨酸和甲基丙二酸等 9 种关键代谢物，
为早期发现 HF 提供诊断信息。
1.2　代谢组学常用的分析技术

　　样品采集和预处理后，需要通过适当的方
法测定代谢物。代谢组学的分析技术包括色
谱、质谱、红外光谱、毛细管电泳等。最常见
的代谢组学方法包括核磁共振（nuclear magnetic 
resonance，NMR）、LC-MS、气相色谱 - 质谱（gas 
chromatography-mass spectrometry，GC-MS）等 [15]。
　　NMR 适用于亲水性代谢物的分析，可同时
测定样品中所有可检测的分子，避免漏检；此外，
不需要对样品进行复杂的预处理，一般不会破坏
样品原始成分 [16]。常规 NMR 只需要几分钟就能
给出定性和定量的信息，方便快捷，但灵敏度
低。Biliotti 等 [17] 基于核磁共振代谢组学，比较了
23 名 HCV 患者和 20 名年龄匹配的健康男性对照
的尿代谢组学特征，发现 HCV 患者的尿液中 N，
N- 二甲基乙酰胺、谷氨酸、酪氨酸酶和次黄嘌呤
水平均不同程度升高，提示这些变化可能与晚期
肝病背景下的氧化应激有关。
　　GC-MS 适用于亲水性和中性代谢物的分析 [16]，
经常被用来测量包括氨基酸、嘌呤、糖磷酸、嘧啶、
脂肪酸、芳香族等众多化合物 [18]。在使用 GC-MS
技术分析生物体中的代谢物时，需要对样品进行预
处理和衍生化，这可能会导致样品产生一定的变
化。Moolla 等 [19] 在 275 名受试者中收集临床数据
和尿样；其中，169 名患者被诊断为肝病（非酒精
性脂肪肝病患者 121 名；酒精性脂肪肝患者 48 名）
以及 106 名无已知肝病的对照；数据显示，非酒精
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性脂肪肝病患者的 11β- 羟基类固醇脱氢酶和 5α- 还
原酶活性均升高。
　　LC-MS 适用于大部分疏水及中性代谢物的 
分析 [16]。LC-MS 相对于 GC-MS 更具优势，其
不需要复杂的衍生化预处理，非常适用于热不稳
定、难挥发、不易衍生和高分子量物质 [20]。Pan
等 [21] 使用 LC-MS 方法来区分慢性乙型肝炎、肝
硬化和肝癌患者的血清特征；研究发现了甘草酸
（GA）、2- 二酰基 -3-β-D- 半乳糖基 -sn- 甘油和 5-
羟基 -6E、8Z、11Z、14Z、17Z- 二十碳五烯酸这
几种生物标记物是从慢性乙型肝炎到肝硬化再到
肝癌的肝病进展最密切的相关代谢物。选择代谢
物的分析技术通常需要同时考虑仪器和相应技术
的速度、选择性和敏感性，以便找到最适合目标
化合物的方法。
1.3　代谢组学数据分析方法

　　研究人员可以根据不同的样品和分析方法来
选择恰当的数据分析方法 [22]。代谢组学的数据
分析较为复杂，一般包括原始数据预处理、数
据质控、代谢物定性定量、生信分析这几个步
骤。生信分析又包括重要的五大类方法：聚类分
析、多元统计分析、差异分析、差异 KEGG 富集
分析和趋势分析。聚类分析包括聚类树状图和热
图；多元统计分析又分为了无监督分析和有监督
分析两类 [23]，主成分分析（principal components 
analysis，PCA）是最实用的无监督分析法 [24]，
其次还有分层聚类分析（hierarchical clustering 
analysis，HCA）[25]；偏最小二乘判别分析（partial 
least-squares discrimination analysis-discriminant 
analysis，PLS-DA）[26] 和正交偏最小二乘判别分
析（orthogonal partial least-squares discrimination 
analysis，OPLS-DA）[27] 可识别出不同样本间的
差异化合物，是主流的有监督分析法；差异分析
常用的图形包括差异火山图、ROC 图等；差异
KEGG 富集分析常见的包括富集柱状图、通路图
等；趋势分析针对至少 3 个连续样本对代谢物表

达模式进行聚类。
2　代谢组学在中药抗 HF方面的应用

　　代谢组学可以帮助人们提高对体内物质的病
理过程、代谢途径和代谢状态的理解，促进疾病
生物标记物的发现和诊断，并实现个性化的诊
疗 [28]。以下总结了近年来代谢组学在中药提取
物、单味中药以及中药复方在抗 HF 领域的研究。
2.1　代谢组学在中药提取物抗 HF 领域的应用

　　陶朝阳等 [29] 采用 LC-MS 技术对硫代乙酰胺
诱导 HF 小鼠的肝脏进行代谢组学分析，研究二
氢丹参酮 I（dihydrotanshinone I，DHI）治疗 HF
的作用效果，筛选出与 HF 密切相关的 38 种差异
代谢产物，主要涉及谷胱甘肽代谢、褪黑素代谢、
氨基酸代谢、脂质代谢、三羧酸循环等途径；经
过 DHI 干预后，治疗组小鼠体内天冬氨酸、甘油
磷酸、褪黑素等 34 种代谢物回调，提示 DHI 可
调节部分失衡代谢通路，发挥抗 HF 作用。钮敏
洁等 [30] 应用 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 技术分析山
茱萸生品以及制品水煎液对 CCl4 诱导 HF 小鼠的
疗效及保护机制，结果共鉴定出 24 个潜在的与
HF 相关的生物标记物；在使用山茱萸生品、制
品水煎液后，生化指标谷丙转氨酶（alanine ami-
notransferase，ALT）、谷草转氨酶（aspartate ami-
notransferase，AST）、羟脯氨酸（hydroxyproline，
HYP）表达均有所下调，对包括视黄醇酯、甘油
磷脂在内的 10 种生物标记物有一定的回调作用，
且山茱萸制品的回调作用优于其生品；提示山茱
萸生品、制品水煎液可通过回调溶血磷脂酰胆碱、
视黄醇酯、花生四烯酸等多种生物标记物干预
HF 的过程，从而发挥抗 HF 的作用。上述研究表
明，DHI、山茱萸生品以及制品水煎液这些中药
单体对 HF 具有一定程度的抑制作用。山茱萸制
品在调节视黄醇酯代谢、花生四烯酸代谢方面效
果更佳，DHI 则调节天冬氨酸、甘油磷酸、褪黑
素等部分失衡代谢通路从而发挥抗 HF 作用（见
表 1）。

表 1　代谢组学在中药提取物抗 HF领域的应用 
Tab 1　Metabolomics in the field of herbal extracts against hepatic fibrosis

作者 研究发现 代谢组学方法 结论

陶朝阳等 [29] DHI 可调节谷胱甘肽、褪黑激素、氨基酸和脂质代谢等

不平衡的代谢途径

LC-MS DHI 具有抗 HF 的作用

钮敏洁等 [30] 山茱萸生品、制品水煎液可通过回调溶血磷脂酰胆碱、

视黄醇酯、花生四烯酸等多种生物标记物

UHPLC-Q-TOF-MS/MS 山茱萸生品、制品水煎液具有抗

HF 的作用

2.2　代谢组学在单味中药抗 HF 领域的应用

　　Sheng 等 [31] 通 过 UPLC-MS/MS 技 术 探 讨 沙
棘甾醇（SBS）对经 CCl4 诱导引起急性肝损伤大
鼠的疗效和保护机制；代谢组学结果显示，SBS
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能降低细胞色素 P450 1A 的过表达，增加微管蛋
白 B6 的表达；同时 SBS 还可以降低大鼠血液中
的 ALT、AST、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
AKP）、肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis factor-α，
TNF-α）和白细胞介素 -6（interleukin 6，IL-6）水
平。刘旭文 [32] 利用 UPLC-Q-TOF/MS 技术对 CCl4

诱导的 HF 大鼠肝组织进行代谢组学分析，发现了
6 个潜在的生物标记物；在使用岩黄连干预后，大
鼠肝脏中的磷酸胆碱、氧化型谷胱甘肽 N- 丙烯酰
甘氨酸均有下调的趋势；尿酸、核黄素和泛酸上
调；提示岩黄连可通过减少脂质过氧化以及氧自
由基的生成、保护肝脏细胞、调节肝脏功能来达
到抗 HF 的作用。冯欣 [33] 使用 1H-NMR 技术探讨

波棱瓜子对 CCl4 诱发 HF 大鼠的疗效及作用机制；
其血清代谢组学显示，波棱瓜子组与模型组相比，
丙氨酸、甘氨酸、葡萄糖等含量显著升高；肝脏
代谢组学显示，波棱瓜子能回调黄嘌呤、肌酐、
丙氨酸、天冬氨酸等的表达水平，提示波棱瓜子
抗 HF 可能与调节能量代谢和氧化应激有关。基于
代谢组学的分析方法，上述研究表明，SBS、岩
黄连以及波棱瓜子这些单味中药对 HF 具有一定程
度的抑制作用。SBS 可以降低 ALT、AST、AKP、
TNF-α 和 IL-6 的水平；岩黄连可以减少脂质过氧
化以及氧自由基的生成，从而保护肝脏细胞；波
棱瓜子则是调节能力代谢来达到抑制 HF 的目的，
汇总结果见表 2。

表 2　代谢组学在单味中药抗 HF领域的应用 
Tab 2　Metabolomics in the field of single herbs against hepatic fibrosis

作者 研究发现 代谢组学方法 结论

Sheng 等 [31] SBS 能降低细胞色素 P450 1A 的过表达，增加微管蛋白 B6 的表达； 
降低大鼠血液中的 ALT、AST、AKP、TNF-α 和 IL-6 水平

UPLC-MS/MS SBS 具有抗 HF 的作用

刘旭文 [32] 岩黄连可下调大鼠肝脏中的磷酸胆碱、氧化型谷胱甘肽 N- 丙烯酰 
甘氨酸尿酸、上调核黄素和泛酸

UPLC-Q-TOF/MS 岩黄连具有抗 HF 的作用

冯欣 [33] 波棱瓜子能回调黄嘌呤、肌酐、丙氨酸、天冬氨酸等的表达水平 1H-NMR 波棱瓜子具有抗 HF 的作用

2.3　代谢组学在中药复方制剂抗 HF 领域的应用

　　Zhang 等 [34] 应用 1H-NMR 和 UPLC-MS 技术
分析中药名方银尘五苓散（YCWLP）对 CCl4 诱
导肝损伤小鼠的作用机制，发现使用 YCWLP 后
小鼠血浆中的 7 种代谢物、尿液中的 28 种代谢
物和肝脏中的 6 种代谢物发生了显著变化，提示
YCWLP 可通过促进尿素循环、减少血氨积累和
改善糖代谢等途径来治疗 HF。张春艳等 [35] 利用
UHPLC-TOF-MS 技术研究蒙药七味清肝散对 HF
小鼠的作用，共鉴定出包括黄酮、生物碱等在内
的 45 种成分；与模型组相比，实验组小鼠中α-

平滑肌肌动蛋白和重组人胶原蛋白 -1 表达量降
低，肝细胞坏死和变性均有所减少，这表明七味
清肝散通过调节 PI3K-Akt 信号通路中的关键靶
点发挥抗 HF 作用。上述研究表明，中药复方制
剂 YCWLP 和蒙药七味清肝散对 HF 具有一定的
抑制作用。YCWLP 通过促进尿素循环、改善糖
代谢来治疗 HF；蒙药七味清肝散则能降低α- 平
滑肌肌动蛋白和重组人胶原蛋白 -1 表达量，调节
PI3K-Akt 信号通路来发挥抗 HF 作用。汇总结果
见表 3。

表 3　代谢组学在中药复方制剂抗 HF领域的应用 
Tab 3　Application of metabolomics in the field of herbal compounds against hepatic fibrosis

作者 研究发现 代谢组学方法 结论

Zhang 等 [34] YCWLP 可使小鼠血浆中的 7 种代谢物、尿液中的 28 种代谢物和肝脏中的 
6 种代谢物发生显著变化，也能促进尿素循环、减少血氨积累和改善糖代谢

1H-NMR 和 UPLC-MS YCWLP 具有抗 HF
的作用

张春艳等 [35] 蒙药七味清肝散能降低α- 平滑肌肌动蛋白和重组人胶原蛋白 -1 表达量， 
调节 PI3K-Akt 信号通路

UHPLC-TOF-MS 蒙药七味清肝散具有

抗 HF 的作用

3　HF的预防

　　研究表明，HF 的进展是可以延缓的，早期
HF 甚至可以通过适当和及时的治疗而逆转，预防
HF 可以有效抑制肝硬化和肝癌的发展 [36-37]。管
玘 [38] 利 用 UPLC-Q-TOF-MSE 技 术 检 测 NAFLD
大鼠血清和肝脏组织，结果从大鼠血清代谢物中

共筛选出 23 种差异代谢物，主要包括磷脂酰胆
碱、鞘氨醇等；与模型组相比，实验组大鼠体重
减轻，且肝脏 TG、TC 的含量均降低，提示发酵
黑大麦汁能发挥一定的预防作用。黄辉等 [39] 的研
究发现，预先使用扶正化瘀方组小鼠的肝细胞变
性、坏死程度较模型组均有所减轻，这与扶正化
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瘀方诱导小鼠肝脏 CD8 ＋ T 淋巴细胞抑制 JS 1 的
活化有关。邹荣 [40] 的研究发现，预先使用白芦藜
醇制剂的小鼠血清中 ALT、AST、球蛋白（GLB）、
总蛋白（TP）、HYP、丙二醛（MDA）的含量均
降低，且以白芦藜醇靶向脂质体的预防效果最佳。
上述研究表明，在造模前对小鼠进行预防用药，
能减轻小鼠的病理损伤，对 HF 具有一定的预防
作用。
4　小结

　　HF 是一种病因复杂的疾病，需要有效控制
并促进其消退，若病情未得到有效控制很可能并
发其他症状，甚至发展为肝癌 [41]。为了有效防治
HF，应加快新药的开发。从中医药的角度，利用
中医的整体观念和中药多途径、多层次、多靶点
的药理作用优势，开发治疗 HF 的新药具有很大的
潜力。大量研究发现，诸如大黄素、莪术、荔枝
核总黄酮、白首乌姜黄素、苦杏仁苷等中药及中
药单体，以及桃红四物汤、芪术颗粒、加味茵陈
四逆汤、香参抗纤颗粒等中药复方制剂均具有抗
HF 的作用 [42-51]。此外，中医理论的整体视角与代
谢组学所研究的整体观不谋而合，这使得代谢组
学在现代中医药研究中得到广泛的应用。代谢组
学虽是近年来发展起来的一门新兴学科，但它正
处于一个重要的发展阶段。随着代谢组学的深入
发展及其在疾病诊断和治疗中的深入应用，相信
未来代谢组学将为中医药抗 HF 提供强大助力。
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植物雌激素类中药诱导白色脂肪组织棕色化的研究进展

于澄元1，樊薛津1，庄朋伟1，张密霞1*，张艳军1，2，3*（1. 天津中医药大学中药学院，天津　301617；2. 天津中

医药大学第一附属医院，天津　300193；3. 国家中医针灸临床医学研究中心，天津　300193）

摘要：当前全球范围内肥胖率急剧上升，并可诱发多种急慢性疾病，然而尚缺少安全有效的控制肥
胖手段。通过减少机体的能量摄入或者促进能量消耗是控制体重增长的主要治疗方法与策略。作为
调节能量平衡的主要器官，白色脂肪组织（WAT）负责储存机体摄入的多余能量，而棕色脂肪组织
（BAT）则负责以适应性产热的方式消耗能量。当机体受到某些外部信号的影响时，如交感神经受
到刺激、β3 肾上腺素能受体（β3-ARs）被激活后，WAT 中会出现功能与棕色脂肪细胞类似的脂肪细
胞群，称为米色脂肪细胞，这一过程则称为 WAT 棕色化。通过激活 BAT 产热或促进 WAT 棕色化
成为了目前预防和改善肥胖状态的重要途径之一。目前，有多项研究报道了具有雌激素样活性的中
药单体及含有植物雌激素的中药提取物可以改善代谢综合征的各种症状。因此，本文就植物雌激素
类中药通过激活 BAT 及促进 WAT 棕色化在预防或治疗肥胖及相关病理状态的研究展开综述，以期
为今后探究植物雌激素类中药预防和治疗肥胖及相关代谢疾病的机制提供新的研究思路。
关键词：白色脂肪组织棕色化；脂肪组织；中药；植物雌激素；肥胖
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Research progress in browning of white adipose tissue induced by 
phytoestrogens in traditional Chinese medicine

YU Cheng-yuan1, FAN Xue-jin1, ZHUANG Peng-wei1, ZHANG Mi-xia1*, ZHANG Yan-jun1, 2, 3* (1. 
College of Chinese Materia Medica, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. 
First Teaching Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  300193; 3. National 
Clinical Research Center for Chinese Medicine Acupuncture and Moxibustion, Tianjin  300193)

Abstract: The obesity rate is rising rapidly worldwide, and can cause many acute and chronic diseases. 
However, safe and effective means to control obesity is still lacking. Reducing the body’s energy 
intake or increasing energy expenditure is the main treatment strategy for weight gain. As the main 
organ for regulating energy balance, white adipose tissue (WAT) is responsible for storing excessive 
energy intake, while brown adipose tissue (BAT) is responsible for the expenditure of energy via 
adaptive thermogenesis. When the body is affected by some external signals, such as sympathetic nerve 
stimulation and β3-adrenergic receptors (β3-ARs) activation, groups of adipocytes that function similarly 
to brown adipocytes, called beige adipocytes will appear in WAT, which is called the browning of 
WAT. Activating BAT to generate heat or promoting the browning of WAT has become an important 
way to inhibit obesity. At present, many studies have reported that traditional Chinese medicine (TCM) 
monomers with estrogen-like activity and herbal extracts containing phytoestrogens can improve 
various symptoms of metabolic syndrome. This article reviewed the research on the prevention or 
treatment of obesity and related pathological states by activating BAT and promoting the browning of 
WAT to provide new research ideas for the mechanism exploration of phytoestrogenic TCM. 
Key words: browning of white adipose tissue; adipose tissue; traditional Chinese medicine; 
phytoestrogen; obesity
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　　肥胖是指由于能量摄入与消耗之间不平衡而
致使机体出现以脂质沉积过多为主要特征的慢性
代谢性疾病 [1]，并与骨骼肌及肝脏等组织中胰岛
素抵抗的发展密切相关 [2]。由于过量脂肪蓄积所
带来的质量或代谢效应，肥胖的发生发展会与诸
多健康问题密切相关，并伴随多种代谢性疾病，
如非酒精性脂肪肝、糖脂代谢紊乱和胰岛素抵抗
等 [3]。2015—2019 年，我国有超过 30% 的成年人
处在超重的状态，有近 20% 的成年人处在肥胖的
状态，而 17 岁以下的青少年及儿童的超重 / 肥胖
率则达到了近 30%[4-5]。
　　由于调整饮食习惯和增加身体锻炼的方法减
肥往往收效甚微，因此手术或药物干预成为了治
疗肥胖的方法之一。手术干预对于肥胖的治疗效
果较为显著，但其存在一定的风险并可能会伴随
一些长期或短期的术后并发症 [6-7]。目前，临床上
用于治疗肥胖的药物主要通过减少脂肪吸收和抑
制食欲以达到减轻体重的目的，然而，上述药物
往往会涉及到胃肠道及心血管系统等相关不良反
应的发生 [8]。
　　随着棕色脂肪组织（brown adipose tissue，
BAT）在成人体内的发现，激活其产热以及促进
白色脂肪组织（white adipose tissue，WAT）棕色
化成为了预防和治疗肥胖及相关代谢疾病的热
点 [9-10]。通过靶向激活β3-ARs，增加交感神经系
统活性已被证实是激活 BAT 并改善机体代谢的有
效途径之一，但临床上尚未有靶向激活棕色脂肪
或促进脂肪转化的新药研制成功 [11]。
　　作为维持能量稳态的关键因子，腺苷酸活化
蛋白激酶（AMP-activated protein kinase，AMPK）
可以通过下调其在下丘脑中的表达以及激活其在
棕色 / 米色脂肪细胞中的表达，进而促进能量消
耗 [12]。研究表明，抑制下丘脑中 AMPK 的表达
会诱导去甲肾上腺素（norepinephrine，NE）的分
泌，其后 NE 与棕色 / 米色脂肪细胞膜上的β3-ARs
结合会上调胞内环磷酸腺苷（cyclic adenosine mo-
nophosphate，cAMP）的表达水平从而激活蛋白激
酶 A（protein kinases A，PKA），并最终激活胞内
AMPK 的表达 [13]。
　　有研究发现，女性体内雌二醇水平的降低往
往会导致能量消耗减少并造成体重增加 [14]。雌二
醇可以抑制卵巢切除大鼠下丘脑中 AMPK 的活
性，并上调 BAT 中的产热基因，这表明雌二醇能
够通过调控 AMPK 的表达，激活 BAT 的产热并最
终促进能量消耗 [15-16]。然而，由于雌激素替代疗
法所带来的诸多不良反应及致癌风险，作用较温
和的植物雌激素成为了替代雌激素的不二之选 [17]。

　　近年来，中医药愈发广泛地被应用于肥胖及
相关代谢性疾病的预防和治疗 [18]。结合近些年来
的研究，本文主要从具有植物雌激素样活性的中
药单体和提取物，通过激活 BAT 产热或促进 WAT
棕色化进而预防或治疗肥胖及相关代谢疾病展开
综述，以期为肥胖的中医药干预提供一定参考。
1　肥胖与脂肪组织
　　哺乳动物体内主要存在两种主要的脂肪组织，
WAT 和 BAT。WAT 可以将机体从食物中摄取的
多余能量储存起来，其中的白色脂肪细胞将大量
的三酰甘油以化学能的形式储存在单房脂滴中，
并根据需要释放游离脂肪酸参与全身循环 [19-20]。
与负责储存多余能量的 WAT 不同，BAT 可以通
过解偶联蛋白 -1（uncoupling protein-1，UCP-1）
进行适应性产热，并将能量以热能的形式耗散。
UCP-1 为平衡机体能量稳态的重要调控因子，提
高其在棕色脂肪细胞的表达水平可以改善机体的
能量代谢 [21]。
1.1　WAT
　　作为机体最大的能量储存库及内分泌器官，
WAT 可通过分泌脂肪因子（如脂联素、瘦素）、炎
症因子等调控因子进而影响周围组织器官的功
能，最终调节全身能量平衡并维持糖脂代谢稳
态 [22-23]。WAT 根据解剖位置主要可以分为内脏
WAT 和皮下 WAT，并主要由大量的脂肪细胞、巨
噬细胞、免疫细胞、成纤维细胞和脂肪祖细胞组
成 [24-25]。其中，WAT 中的白色脂肪细胞呈圆形或
椭圆形，具有一个大的单房脂滴并分布少量线粒
体，当机体摄入过量能量时，其能通过肥大和增
生使得 WAT 不断扩张膨胀，并最终造成肥胖及代
谢紊乱 [26]。同时，有研究表明，当机体能量过剩
时，适当的皮下 WAT 扩张会在一定程度上减轻内
脏 WAT 扩张所带来的罹患代谢综合征的风险，这
表明不同分布的 WAT 存在一定的异质性 [27-28]。
1.2　BAT
　　作为机体进行非颤抖性产热的主要器官，
BAT 存在于啮齿类动物和哺乳类动物中 [29]。在
啮齿类动物中，BAT 主要分布于肩胛和肾周，并
通过一层结缔组织与 WAT 分离 [30]。在婴儿体内，
BAT 亦分布于这两个部位，且其介导的产热对维
持婴儿体温尤为重要。而对于成人来说，肩胛部
位的 BAT 随着年龄的增长逐步消失，但在颈部、
锁骨和椎旁等区域仍有 BAT 的存在 [31]。BAT 由棕
色脂肪细胞和许多其他细胞类型组成，因其需要
交换大量氧气为机体供热且受交感神经支配，故
BAT 周围布满了大量的毛细血管及神经网络 [32]。
BAT 中的棕色脂肪细胞呈多边形外观，其内部含
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有大量多房性小脂滴、丰富的线粒体并表达 UCP-
1、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅激活因子 -1α
（peroxisome proliferators-activated receptor γ coacti-
vator-l α，PGC-1α）和锌指转录因子 PR 结构域包
含 子 16（positive regulatory domain containing 16，
PRDM-16）等特征基因 [33]。与白色脂肪细胞不同，
棕色脂肪细胞与骨骼肌细胞有着相似的起源，均
来自于表达生肌调节因子 5（myogenic factor 5，
MYF5）的前体细胞 [34]。由于其出色的产热作用，
BAT 在平衡调节体温中起着至关重要的作用。作
为棕色脂肪的特征基因，UCP-1 可以通过消除线
粒体内膜电位差，使线粒体氧化呼吸链与氧化磷
酸化发生解偶联，抑制三磷酸腺苷（adenosine tri-
phosphate，ATP）的合成，进而以热能的形式释放
能量 [35]。然而，肥胖状态可以影响 BAT 的结构，
造成其表型的部分丢失，甚至还会导致产热功能
的丧失 [36]。
2　WAT棕色化

　　最近，在人类和动物模型中都发现了第三种
类型的脂肪细胞——米色脂肪细胞。当机体受
到某些外部信号的刺激，如交感神经受到刺激或
白色脂肪细胞膜上的β3（β3-ARs）被激活时，皮
下 WAT，特别是腹股沟旁 WAT（inguinal white 
adipose tissue，iWAT）中会零星地出现一些有益的
脂肪细胞亚群，这些细胞称为米色脂肪细胞，而
这一过程被称为 WAT 棕色化。而与此相对，内脏
WAT 中几乎没有这些细胞的出现 [37]。
　　与棕色脂肪细胞相似，米色脂肪细胞同样具
有丰富的线粒体并表达 UCP-1 及其他棕色脂肪
细胞特征基因 [38]。此外，这些细胞亦具有其特异
性，即能通过 UCP-1 非依赖性途径进行产热进而
改善机体代谢状态 [39]。Kazak 等 [40] 发现了一条
存在于鼠类米色脂肪细胞中，且不由 UCP-1 所介
导的产热途径——肌酸底物循环途径，其能刺激
线粒体呼吸进而增强米色脂肪细胞的能量消耗。
Ikeda 等 [41] 研究发现，米色脂肪细胞还可以通过
肌肉 / 内质网 Ca2 ＋ -ATP 酶 2b（Sarco/endoplasmic 
reticulum Ca2 ＋ -ATPase 2b，SERCA2b）介导的钙
离子循环途径进行产热，并维持机体全身能量及
葡萄糖稳态。尽管 WAT 棕色化可以不由 UCP-1
介导而增加产热，但由于米色脂肪细胞均可进行
UCP-1 依赖性产热，因此 UCP-1 的高表达仍被普
遍用于评价 WAT 是否发生了棕色化 [42]。
3　植物雌激素类中药通过作用于脂肪组织改善肥
胖状态
　　作为一种具有雌激素样活性的非甾体天然化
合物，植物雌激素按化学结构主要可以分为黄酮、

香豆素、木脂素和萜类等物质。因其结构与 17-β-
雌二醇相似且活性较低，植物雌激素可与雌激素
受体（ERα、ERβ）结合发挥双重调节作用，即拟 /
抗雌激素样效应 [43]。
　　有研究表明，ERα 可以调控 WAT 和 BAT 中
的线粒体功能和能量稳态 [44]。选择性激活 3T3-L1
脂肪细胞中的 ERα 可以激活 AMPK，上调 UCP-1
的表达，并促进 WAT 棕色化 [45]。此外，ERα 可
以激活 AMPK 并上调沉默调节蛋白 1（sirtuin 1，
SIRT1）的表达，促进 WAT 和 BAT 中的线粒体生
物合成，使得其胞内线粒体丰度升高 [46]。以上研
究表明，ERα 可以通过激活其下游的 AMPK 从而
激活 BAT 产热并促进 WAT 棕色化。
3.1　中药单体
3.1.1　染料木黄酮　染料木黄酮又称金雀异黄
酮、染料木素，是一种主要存在于淡豆豉、葛
根、鸡血藤等中药中的异黄酮类化合物。染料木
黄酮可以发挥多种生物学效应，如雌激素样作
用、抗雌激素作用、抗氧化作用，并能抑制蛋白
酪氨酸激酶（PTK）的活性 [47]。用染料木黄酮治
疗高脂诱导的去卵巢大鼠，发现该成分可以通过
调节 ERα 抑制大鼠的体重增长和胰岛素抵抗，并
上调 iWAT 中线粒体生物合成相关基因（NRF1、
TFAM）及棕色脂肪特征基因（UCP-1、PRDM-
16、PGC-1α、CIDEA）的表达 [48]。体外实验表明，
染料木黄酮可以通过刺激 AMPK 磷酸化并介导其
下游的棕色 / 米色脂肪相关蛋白（UCP-1、PGC-
1α、TBX1）的表达 [49]。此外，在阻断 ERα 的情况
下，将染料木黄酮作用于 3T3-L1 前脂肪细胞，发
现其脂质分布由单房脂滴转变为多房性小脂滴并
伴随线粒体耗氧量的升高。同时，该单体降低了
3T3-L1 细胞中白色脂肪特征基因（ACC、FASN、
FABP4）的表达，并升高了棕色 / 米色脂肪特征基
因（UCP-1、PGC-1α、CD137）以及棕色 / 米色脂
肪分化相关转录因子（CEBPβ、SIRT1）的表达。
而当给予 SIRT1 抑制剂后，UCP-1 的表达亦受到
了抑制 [50]。以上研究表明，染料木黄酮可以通过
多种途径，如靶向 ERα、刺激 AMPK 磷酸化以及
激活 SIRT1，介导其下游产热基因的表达，进而
激活 BAT 以及促进 WAT 棕色化。
3.1.2　人参皂苷　人参皂苷是存在于人参（Panax 
ginseng C. A. Meyer） 和 三 七 [Panax notoginseng
（Burk.）F. H. Chen] 中的三萜皂苷类成分，具有
抗肿瘤和保护心血管等作用 [51]。在人参总皂苷
中，人参皂苷 Rd 可以直接激活 ERα 而发挥雌激
素样作用 [52]，而人参皂苷 Rg1 和 Rb1 可以通过促
进内源性雌激素与 ER 结合并表现出拟雌激素样活
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性 [53-54]。研究表明，人参皂苷 Rd 可以改善高脂饮
食诱导小鼠的肥胖以及胰岛素抵抗，并通过激活
cAMP/PKA 通路促进产热相关基因的转录 [55]。体
外实验表明，人参皂苷 Rg1 可以通过激活 AMPK
通路，上调 3T3-L1 和 C57BL/6 小鼠皮下白色脂肪
细胞中的棕色脂肪特征基因（UCP-1、PRDM-16、
PGC-1α）、棕色脂肪细胞分化相关转录因子（CEB-
Pβ、PPARγ、CPT-1）的表达，并增强线粒体活
性 [56]。Park 等 [57] 研究发现，人参皂苷 Rb1 可以通
过激活 AMPK 进而诱导 PPARγ 以及棕色脂肪特征
蛋白（UCP-1、PRDM-16、PGC-1α）的表达。Mu
等 [58] 研究发现，人参皂苷 Rb1 可以通过直接激活
PPARγ，上调 UCP-1、PGC-1α 和 PRDM-16 的表达
量，并显著增加 3T3-L1 细胞的基础呼吸和解偶联
作用。Lim 等 [59] 用人参皂苷 Rb1 治疗 db/db 小鼠，
发现该成分可以减少小鼠的体重和白色脂肪的含
量，并通过激活β3-ARs 诱导了 AMPK 和 SIRT1 的
磷酸化，进而上调 UCP-1 的表达。以上研究表明，
人参皂苷 Rb1 可以通过直接激活β3-ARs、AMPK
或 PPARγ，介导其下游产热相关基因的表达从而
激活 BAT 及促进 WAT 棕色化。
3.1.3　虫草素　长期以来，冬虫夏草 [Cordyceps 
sinensis（BerK.）Sacc.] 一直被用作滋补品和兴奋
剂，并表现出增强能量代谢的潜力 [60]。虫草素是
存在于冬虫夏草中的一种腺苷的天然衍生物，具
有抗炎、抗氧化、抗肿瘤以及预防动脉粥样硬化
等多种药理活性 [61-62]。虫草素已被证实可以通过
诱导内源性雌激素催化酶的表达，调节体内激素
水平而显示出拟 / 抗雌激素样效应 [63]。有研究表
明，虫草素可以抑制高脂饮食诱导的 C57BL/6 小
鼠的体重和白色脂肪含量的增长，改善血脂代谢
紊乱和葡萄糖耐量，并通过激活 AMPK 通路以上
调 WAT 和 3T3-L1 前脂肪细胞中 UCP-1 及其他产
热蛋白的表达 [64]。
3.1.4　补骨脂异黄酮　补骨脂异黄酮是从补骨脂
（Psoralea corylifolia L.）中分离出的一种天然黄
酮类化合物，具有抗炎、抗氧化活性、抑制肝癌
以及诱导成骨细胞分化等多种药理活性 [65]。Xin
等 [66] 研究发现，补骨脂异黄酮对于雌激素样受体
（ERα、ERβ）均具有一定的活性。有研究表明，
补骨脂异黄酮可以减少高脂饮食诱导下肥胖小鼠
的体重增加及脂质累积，改善胰岛素敏感性，增
加耗氧量及能量消耗 [67]。同时，补骨脂异黄酮可
以通过激活 SIRT1 的表达及调控β3-ARs 通路，上
调 WAT、BAT 和 3T3-L1 前脂肪细胞中参与脂肪
分解、β 氧化和产热相关基因的表达量从而促进
脂肪分解、WAT 棕色化并激活 BAT[67]。

3.1.5　丹参酮ⅡA　作为从丹参（Salvia miltiorrhi-
za Bunge.）中提取分离出的一种亲脂性二萜类化
合物，丹参酮ⅡA 可以直接与 ERα 和 ERβ 结合，
并呈现出一定的雌激素样活性 [68-69]。有研究表明，
丹参酮ⅡA 可以减轻肥胖和糖尿病小鼠的体重，
改善胰岛素敏感性，并通过激活 AMPK/PGC-1α
通路，增加 WAT 中的线粒体含量，上调脂肪细胞
中 UCP-1 和其他产热蛋白的表达从而促进 WAT
棕色化并促进能量消耗 [70]。
3.1.6　甘草查尔酮 A　甘草查尔酮 A 是一种来源
于甘草（Glycyrrhiza uralensis Fisch.）的具有拟雌
激素类活性的查尔酮类化合物，并具有抗炎、抗
氧化、保肝、免疫调节等多种药理活性 [71]。研究
表明，甘草查尔酮 A 不仅能显著降低高脂饮食诱
导的肥胖小鼠的体重增加和白色脂肪含量，还改
善了肥胖小鼠代谢紊乱，同时，该成分还上调了
iWAT 中棕色脂肪特征基因（UCP-1、PRDM-16、
PGC-1α）的表达 [72]。以上结果提示，甘草查尔酮
A 可能通过促进 WAT 棕色化以此发挥减肥作用并
恢复代谢稳态。
3.1.7　芒柄花素　芒柄花素是一种存在于黄芪、
鸡血藤、葛根等中药中的异黄酮类化合物，具有
抗氧化、抗炎和雌激素样活性 [73]。研究表明，芒
柄花素可以直接激动 PPARγ，进而激活其通路下
游产热蛋白 UCP-1 的表达，提高小鼠的产热能力
并抑制其体重增长 [74]。
3.2　中药提取物 
3.2.1　枸杞提取物　枸杞子为茄科多年生灌木宁
夏枸杞（Lycium barbarum L.）的干燥成熟果实，
其富含多糖、生物碱和黄酮等活性成分。现代研
究表明枸杞子具有包括免疫调节、抗氧化、调节
糖脂代谢紊乱在内的多种药理学作用 [75]。Li 等 [76]

研究发现，枸杞提取物可以通过调控调节 2- 羟雌
酮与 16α- 羟雌酮的比例进而表现出雌激素样效应。
有研究表明，枸杞提取物可以通过调节 AMPK 通
路，下调体内外 WAT 基因和蛋白的表达，从而减
少肝脏的脂质累积并改善高脂饮食诱导的脂肪肝。
此外，枸杞提取物还显著上调了 BAT 中 UCP-1 和
PGC-1α 的表达 [77]。这表明枸杞提取物可能通过激
活 BAT，增加能量消耗，进而预防肥胖及其相关
代谢性疾病。
3.2.2　葛根提取物　葛根为豆科植物野葛 [Pueraria 
lobata（Willd.）Ohwi] 或甘葛藤（Pueraria thomsonii 
Benth.）的干燥根，临床常用以治疗腹泻、心血管
系统疾病以及2型糖尿病。葛根中主要含有异黄酮、
三萜、香豆素类化合物，目前已经鉴定出包含具有
雌激素样活性的葛根素、大豆苷元和染料木黄酮在
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内的 70 余种化合物 [78]。Buhlmann 等 [79] 研究表明，
葛根提取物可以减轻肥胖小鼠的体重并改善其糖脂
代谢，并上调 UCP-1 的表达量，激活棕色脂肪细
胞并诱导 iWAT 中米色脂肪细胞的生成。Jung 等 [80]

研究发现，葛根提取物可以通过提高骨骼肌能量
代谢，上调 PGC-1α 表达水平并促进 AMPK 磷酸化
以降低高脂饮食诱导小鼠的体重增加和脂质累积，
并改善其糖脂代谢。
3.2.3　鸡血藤提取物　鸡血藤为豆科植物密花豆
（Spatholobus suberectus Dunn）的干燥藤茎，具有
抗氧化、抗肿瘤和抗炎等药理学活性，并能影响
酪氨酸磷酸化的双向调节。鸡血藤中主要存在黄
酮、三萜、蒽醌和酚类物质，其中芒柄花素、异
甘草素、甘草查尔酮 A 等化合物均具有雌激素样
活性 [81-82]。Zhang 等 [83] 研究发现，鸡血藤提取物
可以通过上调 AMPK 通路，增强 BAT 线粒体功
能，进而激活 BAT 并诱导 iWAT 棕色化，最终抑
制高脂饮食诱导小鼠的体重增长、脂质累积并改

善其葡萄糖和胰岛素耐受。
4　讨论与展望
　　当机体长期处于能量失衡的状态，即能量摄
入大于能量消耗，多余的能量会以三酰甘油的形
式储存在 WAT 细胞的单房脂滴中，造成 WAT 的
过量累积，最终导致肥胖。虽然预防和减轻肥胖
的最直接方法是控制饮食限制能量摄入以及通过
锻炼燃烧更多能量，但大部分肥胖患者往往无法
达成。近年来，随着对 BAT 及 WAT 棕色化的深
入研究，通过直接靶向作用于脂肪组织进而改变
代谢效率，增加能量消耗并最终改善肥胖状态成
为了学术界的研究热点。作为机体中负责产热消
耗能量的两种细胞，棕色脂肪细胞和米色脂肪细
胞如何激活或诱导其增多成为了预防和治疗肥胖
及其相关并发症的潜在靶点。本文重点介绍了在
动物模型和细胞培养中可以促进 WAT 棕色化或激
活棕色脂肪产热的植物雌激素类中药，并对其相
关作用及机制进行归纳，结果见表 1、表 2 和图 1。

表 1　植物雌激素类中药单体激活 BAT或促进 WAT棕色化研究 
Tab 1　Study on activation of BAT or promoting of browning WAT by Chinese medicine monomers

中药单体 来源 相关作用 机制 文献

染料木黄酮

人参皂苷 Rd
人参皂苷 Rg1

人参皂苷 Rb1

虫草素

补骨脂异黄酮

丹参酮ⅡA
甘草查尔酮 A
芒柄花素

葛根

人参

人参

人参

冬虫夏草

补骨脂

丹参

甘草

黄芪

大鼠体重增长 ↓，iWAT 中棕色 / 米色脂肪特征基因表达 ↑

改善高脂饮食诱导小鼠的肥胖及胰岛素抵抗

白色脂肪细胞中的棕色脂肪特征基因和分化因子的表达 ↑，线粒体活性 ↑

3T3-L1 细胞基础呼吸 ↑，db/db 小鼠的体重和白色脂肪的含量 ↓，棕色脂肪

特征基因 ↑

小鼠体重增长和脂肪含量 ↓，TG、TC↓，改善葡萄糖耐量，产热基因表达 ↑

小鼠体重及脂质累积 ↓，改善胰岛素敏感性，耗氧量、能量消耗 ↑

小鼠体重 ↓，改善胰岛素敏感性，线粒体含量 ↑

小鼠体重增加和脂肪含量 ↓，改善代谢紊乱，iWAT 中棕色脂肪特征基因 ↑

小鼠体重增加 ↓，产热能力 ↑，UCP-1 表达 ↑

激活 ERα，AMPK，SIRT1
激活 cAMP-PKA
激活 AMPK
激活β3-ARs，AMPK，

PPARγ
激活 AMPK
激活β3-ARs，SIRT1
激活 AMPK 
尚不明确

激活 PPARγ

[48-50]
[55]
[56]
[57-59]

[64]
[67]
[70]
[72]
[74]

表 2　植物雌激素类中药提取物激活 BAT或促进 WAT棕色化研究 
Tab 2　Study on activation of BAT or promoting of browning WAT by Chinese medicine extract

中药提取物 植物雌激素类成分 相关作用及机制 文献

枸杞提取物

葛根提取物

鸡血藤提取物

枸杞多糖

葛根素、大豆苷元、染料木黄酮等

芒柄花素、甘草查尔酮 A 等

激活 AMPK 通路，WAT 特征基因表达 ↓，脂质累积 ↓，UCP-1、PGC-1α 表达 ↑

激活 AMPK 通路，小鼠体重 ↓，改善糖脂代谢紊乱，UCP-1、PGC-1α 表达 ↑

激活 AMPK 通路，BAT 线粒体功能 ↑，小鼠体重增长 ↓，脂质累积 ↓

[77]
[80]
[83]

　　虽已有文献证实，ERα 的激活可以通过促进
WAT 棕色化和激活 BAT 来增加产热并维持体内
的能量稳态，但大多研究均围绕植物雌激素治疗
骨质疏松、肿瘤、认知功能障碍和心血管系统疾
病等展开，而鲜有学者就其预防或治疗肥胖及相
关代谢性疾病展开深入研究 [84-85]。染料木黄酮是
目前唯一被研究证实可以通过激活脂肪细胞核中
的 ERα 进而发挥促进能量消耗等生物学效应的
植物雌激素类中药单体成分，而大部分的植物雌
激素类中药单体或提取物均被证实可以通过激活
AMPK，介导 UCP-1 的表达并促进产热发生。然

而，包括染料木黄酮和补骨脂异黄酮在内的黄酮
类成分因较差的水溶性和较低的口服生物利用度
严重影响了其临床疗效并限制了其应用价值 [86]。
近年来，药学工作者通过生物催化，药物共晶和
“药物代谢酶 - 外排转运体偶联”等手段不断改
善了其水溶性和生物利用度 [87-89]，并取得了较好
的成果。此外，相较于啮齿类动物，人类的 BAT
往往含量较低，Blondin 等 [90] 亦表明与啮齿类动
物不同，人类主要通过β2- 肾上腺素能受体（β2-
ARs）而非β3-ARs 以激活 BAT 的产热，这也解释
了为何临床针对激活β3-ARs 所研制的药物往往疗
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效甚微。因此，直接激活β3-ARs 的下游靶点——
AMPK 以调节能量代谢并促进脂肪转化和棕色脂
肪产热彰显出了植物雌激素类中药在预防和治疗
肥胖中的广泛应用前景。总而言之，作为一类潜
在的脂肪转化激动剂，植物雌激素类中药为今后
研制和开发新的预防和治疗肥胖及相关代谢疾病
的中药制剂提供了思路与参考。

参考文献

[1] Haslam DW，James WP. Obesity [J]. Lancet，2005，366
（9492）：1197-209. 

[2] Gavaldà-Navarro A，Villarroya J，Cereijo R，et al. The en-
docrine role of brown adipose tissue：an update on actors and 
actions [J]. Rev Endocr Metab Disord，2022，23（1）：31-41. 

[3] 中国超重 / 肥胖医学营养治疗指南（2021）[J]. 中国医学前沿

杂志（电子版），2021，13（11）：1-55. 
[4] 中国居民营养与慢性病状况报告（2020 年）[J]. 营养学报，

2020，42（6）：521. 
[5] Pan XF，Wang L，Pan A. Epidemiology and determinants of 

obesity in China [J]. Lancet Diabetes Endocrinol，2021，9（6）：

373-392. 
[6] Sinclair P，Brennan DJ，Le Roux CW. Gut adaptation after met-

abolic surgery and its influences on the brain，liver and cancer [J]. 
Nat Rev Gastroenterol Hepatol，2018，15（10）：606-624. 

[7] Nudel J，Sanchez VM. Surgical management of obesity [J]. Me-
tabolism，2019，92：206-216. 

[8] Son JW，Kim S. Comprehensive review of current and upcom-
ing anti-obesity drugs [J]. Diabetes Metab J，2020，44（6）：

802-818. 
[9] van Marken Lichtenbelt WD，Vanhommerig JW，Smulders 

NM，et al. Cold-activated brown adipose tissue in healthy men [J]. 
N Engl J Med，2009，360（15）：1500-1508. 

[10] Rosina M，Ceci V，Turchi R，et al. Ejection of damaged mi-
tochondria and their removal by macrophages ensure efficient 
thermogenesis in brown adipose tissue [J]. Cell Metab，2022，
34（4）：533-548. e12. 

[11] Ma P，He P，Xu CY，et al. Recent developments in natural 

products for white adipose tissue browning [J]. Chin J Nat Med，
2020，18（11）：803-817. 

[12] van der Vaart JI，Boon MR，Houtkooper RH. The role of 
AMPK signaling in brown adipose tissue activation [J]. Cells，
2021，10（5）：1122. 

[13] Mottillo EP，Desjardins EM，Crane JD，et al. Lack of 
adipocyte AMPK exacerbates insulin resistance and hepatic ste-
atosis through brown and beige adipose tissue function [J]. Cell 
Metab，2016，24（1）：118-129. 

[14] Mauvais-Jarvis F，Clegg DJ，Hevener AL. The role of estro-
gens in control of energy balance and glucose homeostasis [J]. 
Endocr Rev，2013，34（3）：309-338. 

[15] Torres Irizarry VC，Jiang Y，He Y，et al. Hypothalamic estro-
gen signaling and adipose tissue metabolism in energy homeosta-
sis [J]. Front Endocrinol（Lausanne），2022，13：898139. 

[16] Martínez de Morentin PB，González-García I，Martins L，et 
al. Estradiol regulates brown adipose tissue thermogenesis via 
hypothalamic AMPK [J]. Cell Metab，2014，20（1）：41-53. 

[17] 李从文，魏云林 . 植物雌激素的特性及其应用研究进展 [J]. 
基因组学与应用生物学，2020，39（3）：1264-1269. 

[18] 吴正雪，闫文月，刘维，等 . 近 10 年中药治疗肥胖症作

用机制的实验研究进展 [J]. 中医儿科杂志，2022，18（3）：

95-100. 
[19] Montanari T，Pošćić N，Colitti M. Factors involved in white-

to-brown adipose tissue conversion and in thermogenesis：a 
review [J]. Obes Rev，2017，18（5）：495-513. 

[20] Tran TT，Kahn CR. Transplantation of adipose tissue and stem 
cells：role in metabolism and disease [J]. Nat Rev Endocrinol，
2010，6（4）：195-213. 

[21] Hirschenson J，Melgar-Bermudez E，Mailloux RJ. The un-
coupling proteins：a systematic review on the mechanism used 
in the prevention of oxidative stress [J]. Antioxidants（Basel），
2022，11（2）：322. 

[22] Liu Z，Wu KKL，Jiang X，et al. The role of adipose tissue 
senescence in obesity and ageing-related metabolic disorders [J]. 
Clin Sci（Lond），2020，134（2）：315-330. 

[23] Wang X，Xu M，Li Y，et al. Adipose tissue aging and met-
abolic disorder，and the impact of nutritional interventions [J]. 
Nutrients，2022，14（15）：3134. 

[24] Ibrahim MM. Subcutaneous and visceral adipose tissue：struc-
tural and functional differences [J]. Obes Rev，2010，11（1）：

11-18. 
[25] Shen W，Wang Z，Punyanita M，et al. Adipose tissue quan-

tification by imaging methods：a proposed classification [J]. 
Obes Res，2003，11（1）：5-16. 

[26] Torres IVC，Jiang Y，He Y，et al. Hypothalamic estrogen sig-
naling and adipose tissue metabolism in energy homeostasis [J]. 
Front Endocrinol（Lausanne），2022，13：898139. 

[27] Vishvanath L，Gupta RK. Contribution of adipogenesis to 
healthy adipose tissue expansion in obesity [J]. J Clin Invest，
2019，129（10）：4022-4031. 

[28] Kusminski CM，Holland WL，Sun K，et al. MitoNEET-driven 
alterations in adipocyte mitochondrial activity reveal a crucial 
adaptive process that preserves insulin sensitivity in obesity [J]. 
Nat Med，2012，18（10）：1539-1549. 

[29] Gavaldà-Navarro A，Villarroya J，Cereijo R，et al. The en-

图 1　植物雌激素类中药单体（提取物）激活 BAT 或促进 WAT 棕色

化的途径

Fig 1　Pathway of phytoestrogen ingredients from Chinese medicine 
monomers（extract）to activate BAT or promote browning of WAT



167

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

docrine role of brown adipose tissue：an update on actors and 
actions [J]. Rev Endocr Metab Disord，2022，23（1）：31-41. 

[30] Lidell ME，Betz MJ，Dahlqvist LO，et al. Evidence for two 
types of brown adipose tissue in humans [J]. Nat Med，2013，19
（5）：631-634. 

[31] Heaton JM. The distribution of brown adipose tissue in the hu-
man [J]. J Anat，1972，112（Pt 1）：35-39. 

[32] Bargut TC，Aguila MB，Mandarim-de-Lacerda CA. Brown ad-
ipose tissue：updates in cellular and molecular biology [J]. Tissue 
Cell，2016，48（5）：452-460. 

[33] Gaspar RC，Pauli JR，Shulman GI，et al. An update on brown 
adipose tissue biology：a discussion of recent findings [J]. Am J 
Physiol Endocrinol Metab，2021，320（3）：E488-E495. 

[34] Long JZ，Svensson KJ，Tsai L，et al. A smooth muscle-like 
origin for beige adipocytes [J]. Cell Metab，2014，19（5）：

810-820.
[35] Guillen C，Bartolome A，Vila-Bedmar R，et al. Concerted 

expression of the thermogenic and bioenergetic mitochondrial 
protein machinery in brown adipose tissue [J]. J Cell Biochem，

2013，114（10）：2306-2313. 
[36] Bargut TC，Silva-e-Silva AC，Souza-Mello V，et al. Mice fed 

fish oil diet and upregulation of brown adipose tissue thermogenic 
markers [J]. Eur J Nutr，2016，55（1）：159-169. 

[37] Sidossis L，Kajimura S. Brown and beige fat in humans：ther-
mogenic adipocytes that control energy and glucose homeosta-
sis [J]. J Clin Invest，2015，125（2）：478-486. 

[38] Chondronikola M，Volpi E，Børsheim E，et al. Brown adipose 
tissue improves whole-body glucose homeostasis and insulin sen-
sitivity in humans [J]. Diabetes，2014，63（12）：4089-4099. 

[39] Ikeda K，Yamada T. UCP1 dependent and independent thermo-
genesis in brown and beige adipocytes [J]. Front Endocrinol（Lau-
sanne），2020，11：498. 

[40] Kazak L，Chouchani ET，Jedrychowski MP，et al. A cre-
atine-driven substrate cycle enhances energy expenditure and 
thermogenesis in beige fat [J]. Cell，2015，163（3）：643-655. 

[41] Ikeda K，Kang Q，Yoneshiro T，et al. UCP1-independent sig-
naling involving SERCA2b-mediated calcium cycling regulates 
beige fat thermogenesis and systemic glucose homeostasis [J]. Nat 
Med，2017，23（12）：1454-1465. 

[42] Bertholet AM，Kazak L，Chouchani ET，et al. Mitochondri-
al patch clamp of beige adipocytes reveals UCP1-positive and 
UCP1-negative cells both exhibiting futile creatine cycling [J]. 
Cell Metab，2017，25（4）：811-822. e4. 

[43] Yamagata K，Yamori Y. Potential effects of soy isoflavones on 
the prevention of metabolic syndrome [J]. Molecules，2021，26
（19）：5863.

[44] Zhou Z，Moore TM，Drew BG，et al. Estrogen receptor α 
controls metabolism in white and brown adipocytes by regulating 
Polg1 and mitochondrial remodeling [J]. Sci Transl Med，2020，
12（555）：eaax8096. 

[45] Santos RS，Frank AP，Fátima LA，et al. Activation of estro-
gen receptor alpha induces beiging of adipocytes [J]. Mol Metab，
2018，18：51-59. 

[46] Kim SN，Ahn SY，Song HD，et al. Antiobesity effects of 
coumestrol through expansion and activation of brown adipose 

tissue metabolism [J]. J Nutr Biochem，2020，76：108300. 
[47] Sharifi-Rad J，Quispe C，Imran M，et al. Genistein：an inte-

grative overview of its mode of action，pharmacological prop-
erties，and health benefits [J]. Oxid Med Cell Longev，2021，
2021：3268136. 

[48] Shen HH，Huang SY，Kung CW，et al. Genistein ameliorated 
obesity accompanied with adipose tissue browning and attenu-
ation of hepatic lipogenesis in ovariectomized rats with high-fat 
diet [J]. J Nutr Biochem，2019，67：111-122. 

[49] Palacios-González B，Vargas-Castillo A，Velázquez-Villegas 
LA，et al. Genistein increases the thermogenic program of sub-
cutaneous WAT and increases energy expenditure in mice [J]. J 
Nutr Biochem，2019，68：59-68. 

[50] Aziz SA，Wakeling LA，Miwa S，et al. Metabolic program-
ming of a beige adipocyte phenotype by genistein [J]. Mol Nutr 
Food Res，2017，61（2）：1600574. 

[51] Zhu GX，Zuo JL，Xu L，et al. Ginsenosides in vascular re-
modeling：cellular and molecular mechanisms of their therapeutic 
action [J]. Pharmacol Res，2021，169：105647. 

[52] Yan X，Hu G，Yan W，et al. Ginsenoside Rd promotes 
non-amyloidogenic pathway of amyloid precursor protein pro-
cessing by regulating phosphorylation of estrogen receptor al-
pha [J]. Life Sci，2017，168：16-23. 

[53] Wang Y，Shou X，Fan Z，et al. A Systematic review and 
meta-analysis of phytoestrogen protects against myocardial isch-
emia/reperfusion injury：pre-clinical evidence from small animal 
studies [J]. Front Pharmacol，2022，13：847748. 

[54] 朱迪娜，王磊，王思彤，等 . 植物雌激素的研究进展 [J]. 中
草药，2012，43（7）：1422-1429. 

[55] Yao L，Han Z，Zhao G，et al. Ginsenoside Rd ameliorates high 
fat diet-induced obesity by enhancing adaptive thermogenesis in 
a cAMP-dependent manner [J]. Obesity（Silver Spring），2020，
28（4）：783-792. 

[56] Lee K，Seo YJ，Song JH，et al. Ginsenoside Rg1 promotes 
browning by inducing UCP1 expression and mitochondrial activ-
ity in 3T3-L1 and subcutaneous white adipocytes [J]. J Ginseng 
Res，2019，43（4）：589-599. 

[57] Park SJ，Park M，Sharma A，et al. Black ginseng and ginse-
noside Rb1 promote browning by inducing UCP1 expression in 
3T3-L1 and primary white adipocytes [J]. Nutrients，2019，11
（11）：2747. 

[58] Mu Q，Fang X，Li X，et al. Ginsenoside Rb1 promotes brown-
ing through regulation of PPARγ  in 3T3-L1 adipocytes [J]. Bio-
chem Biophys Res Commun，2015，466（3）：530-535. 

[59] Lim S，Park J，Um JY. Ginsenoside Rb1 induces beta 3 adren-
ergic receptor-dependent lipolysis and thermogenesis in 3T3-
L1 adipocytes and db/db mice [J]. Front Pharmacol，2019，10：
1154. 

[60] Radhi M，Ashraf S，Lawrence S，et al. A systematic review 
of the biological effects of cordycepin [J]. Molecules，2021，26
（19）：5886. 

[61] Tan L，Song X，Ren Y，et al. Anti-inflammatory effects 
of cordycepin：a review [J]. Phytother Res，2021，35：
1284-1297. 

[62] Chen YY，Chen CH，Lin WC，et al. The role of autophagy in 



168

Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1 　中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期

anti-cancer and health promoting effects of cordycepin [J]. Mole-
cules，2021，26（16）：4954. 

[63] Huang BM，Hsiao KY，Chuang PC，et al. Upregulation of 
steroidogenic enzymes and ovarian 17beta-estradiol in human 
granulosa-lutein cells by Cordyceps sinensis mycelium [J]. Biol 
Reprod，2004，70（5）：1358-1364. 

[64] Qi G，Zhou Y，Zhang X，et al. Cordycepin promotes brown-
ing of white adipose tissue through an AMP-activated protein 
kinase（AMPK）-dependent pathway [J]. Acta Pharm Sin B，

2019，9（1）：135-143. 
[65] Yu AX，Xu ML，Yao P，et al. Corylin，a flavonoid derived 

from Psoralea Fructus，induces osteoblastic differentiation via 
estrogen and Wnt/β-catenin signaling pathways [J]. FASEB J，
2020，34（3）：4311-4328. 

[66] Xin D，Wang H，Yang J，et al. Phytoestrogens from Psoralea 
corylifolia reveal estrogen receptor-subtype selectivity [J]. Phyto-
medicine，2010，17（2）：126-131. 

[67] Chen CC，Kuo CH，Leu YL，et al. Corylin reduces obesity 
and insulin resistance and promotes adipose tissue browning 
through SIRT-1 and β3-AR activation [J]. Pharmacol Res，2021，
164：105291. 

[68] Hwang SL，Yang JH，Jeong YT，et al. TanshinoneⅡA im-
proves endoplasmic reticulum stress-induced insulin resistance 
through AMP-activated protein kinase [J]. Biochem Biophys Res 
Commun，2013，430（4）：1246-1252. 

[69] Fan GW，Gao XM，Wang H，et al. The anti-inflammatory 
activities of tanshinone ⅡA，an active component of TCM，

are mediated by estrogen receptor activation and inhibition of 
iNOS [J]. J Steroid Biochem Mol Biol，2009，113（3-5）：

275-280. 
[70] Ma L，Zhao Z，Guo X，et al. Tanshinone ⅡA and its deriva-

tive activate thermogenesis in adipocytes and induce “beiging” 
of white adipose tissue [J]. Mol Cell Endocrinol，2022，544：
111557. 

[71] Kang TH，Seo JH，Oh H，et al. Licochalcone A suppresses 
specificity protein 1 as a novel target in human breast cancer 
cells [J]. J Cell Biochem，2017，118（12）：4652-4663. 

[72] Lee HE，Yang G，Han SH，et al. Anti-obesity potential of 
glycyrrhiza uralensis and licochalcone A through induction of 
adipocyte browning [J]. Biochem Biophys Res Commun，2018，
503（3）：2117-2123. 

[73] Machado DJ，Espitia PJP，Andrade BR. Formononetin：bio-
logical effects and uses-a review [J]. Food Chem，2021，359：
129975. 

[74] Nie T，Zhao S，Mao L，et al. The natural compound，for-
mononetin，extracted from Astragalus membranaceus increases 
adipocyte thermogenesis by modulating PPARγ  activity [J]. Br J 
Pharmacol，2018，175（9）：1439-1450. 

[75] 宋艳梅，张启立，崔治家，等 . 枸杞子化学成分和药理作

用的研究进展及质量标志物的预测分析 [J]. 华西药学杂志，

2022，37（2）：206-213. 
[76] Li G，Sepkovic DW，Bradlow HL，et al. Lycium barbarum 

inhibits growth of estrogen receptor positive human breast cancer 
cells by favorably altering estradiol metabolism [J]. Nutr Cancer，
2009，61（3）：408-414. 

[77] Li W，Li Y，Wang Q，et al. Crude extracts from Lycium bar-
barum suppress SREBP-1c expression and prevent diet-induced 
fatty liver through AMPK activation [J]. Biomed Res Int，2014，
2014：196198. 

[78] Bharti R，Chopra BS，Raut S，et al. Pueraria tuberosa：a re-
view on traditional uses，pharmacology，and phytochemistry [J]. 
Front Pharmacol，2021，11：582506. 

[79] Buhlmann E，Horváth C，Houriet J，et al. Puerariae lobatae 
root extracts and the regulation of brown fat activity [J]. Phyto-
medicine，2019，64：153075. 

[80] Jung HW，Kang AN，Kang SY，et al. The root extract of puer-
aria lobata and its main compound，puerarin，prevent obesity 
by increasing the energy metabolism in skeletal muscle [J]. Nutri-
ents，2017，9（1）：33. 

[81] Wang Z，Wang D，Han S，et al. Bioactivity-guided identi-
fication and cell signaling technology to delineate the lactate 
dehydrogenase A inhibition effects of Spatholobus suberectus on 
breast cancer [J]. PLoS One，2013，8（2）：e56631. 

[82] Lee MH，Lin YP，Hsu FL，et al. Bioactive constituents of 
Spatholobus suberectus in regulating tyrosinase-related proteins 
and mRNA in HEMn cells [J]. Phytochemistry，2006，67（12）：

1262-1270. 
[83] Zhang C，Liu J，He X，et al. Caulis spatholobi ameliorates 

obesity through activating brown adipose tissue and modulating 
the composition of gut microbiota [J]. Int J Mol Sci，2019，20
（20）：5150. 

[84] Liu J，Wang Y，Lin L. Small molecules for fat combustion：
targeting obesity [J]. Acta Pharm Sin B，2019，9（2）：220-236. 

[85] Chen LR，Chen KH. Utilization of isoflavones in soybeans for 
women with menopausal syndrome：an overview [J]. Int J Mol 
Sci，2021，22（6）：3212. 

[86] Hostetler GL，Ralston RA，Schwartz SJ. Flavones：food 
sources，bioavailability，metabolism，and bioactivity [J]. Adv 
Nutr，2017，8（3）：423-435. 

[87] 师少军 . 肠道“药物代谢酶 - 外排转运体偶联”对黄酮类化

合物生物利用度影响的研究进展 [J]. 中国医院药学杂志，

2019，39（20）：2107-2112. 
[88] 王雪凝，孔建强 . 生物催化介导的葛根素衍生化研究进

展 [J]. 药学学报，2020，55（7）：1590-1603. 
[89] 黄珊，蔡挺 . 黄酮类化合物共晶的研究进展 [J]. 现代医药卫

生，2019，35（24）：3791-3795. 
[90] Blondin DP，Nielsen S，Kuipers EN，et al. Human brown 

adipocyte thermogenesis is driven by β2-AR stimulation [J]. Cell 
Metab，2020，32（2）：287-300. e7. 

（收稿日期：2022-09-08；修回日期：2022-10-27）



169

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

酮体在心力衰竭治疗中的潜在作用

孔倩倩，郝琨，何华*（中国药科大学，南京　211198）

摘要：心力衰竭是一种高发病率和高致死率的心脏疾病，但现有抗心力衰竭药物治疗效果不

佳，亟待开发新的治疗药物。能量代谢紊乱是心力衰竭发生的一种重要机制。近年来，研究发

现心力衰竭患者体内的酮体水平升高，这可能是心力衰竭发生发展过程中机体的一种代偿性

调节，改善心脏能量代谢以维持心脏泵血功能。采用生酮饮食、酮体输注、口服酮剂及药物调

节等方式提高体内酮体水平后心功能得到改善，表明酮体水平的提高具有心功能保护作用。此

外，酮体也可能通过抗炎、抗氧化以及保护内皮功能等其他机制发挥心血管保护作用。本文对

酮体的体内生成代谢及其与心力衰竭的发生发展和治疗之间的关系进行综述。

关键词：心力衰竭；酮体；能量代谢；SGLT2 抑制剂
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Potential role of ketone bodies in the treatment of heart failure

KONG Qian-qian, HAO Kun, HE Hua* (China Pharmaceutical University, Nanjing  211198)

Abstract: Heart failure is a heart disease with high morbidity and mortality but the existing anti-
heart failure drugs are not effective enough, so it is urgent to develop new drugs. Energy metabolism 
disorder is an important mechanism of heart failure. In recent years, increased ketone body level in 
patients with heart failurehas been found, which may be a compensatory regulation of the body during 
the heart failure to improve the cardiac energy metabolism and maintain cardiac pumping function. 
After increasing the level of ketone body by ketogenic diet, ketone body infusion, oral ketone agent 
and drug regulation, the improvement in the cardiac function indicated a protective effect of ketone 
body level on the cardiac function. In addition, ketone bodies might also play a cardiovascular 
protective role through other mechanisms such as anti-inflammation, antioxidation and protection of 
the endothelial function. This paper reviewed the production and metabolism of ketone bodies in vivo 
and how it influenced the occurrence, development and treatment of heart failure. 
Key words: heart failure; ketone body; energy metabolism; SGLT2 inhibitor
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　　心力衰竭是一种临床综合征，表现为心脏结
构、功能异常引起的心输出量减少、心内压升
高，是多种心血管疾病的晚期阶段。近年来，我
国心力衰竭患病率显著增加，过去 15 年心力衰
竭患者增加了 900 多万，患病率增加了 44%[1]，
给社会和家庭带来了沉重的经济负担。目前心力
衰竭治疗药物主要包括血管紧张素转化酶抑制剂
（ACEI）、血管紧张素Ⅱ拮抗剂（ARB）、醛固酮
受体拮抗剂（MRA）、β 受体阻滞剂（BB）、利
尿药以及强心苷类。这些药物主要是针对肾素 -

血管紧张素 - 醛固酮系统（RAAS）和交感神经
系统（SNS）进行调节，通过强心、利尿和扩血
管改善血流动力学缓解临床症状（见图 1）。这
种对症治疗虽然短期内可以改善患者症状，但
心力衰竭的疾病进程并未受到影响，不仅患者
的病死率与再住院率没有得到有效改善，随着
用药时间延长其不良反应发生的风险还大大增
加。此外，这些药物主要是针对射血分数下降型
心力衰竭（HFrEF），对射血分数保留型心力衰竭
（HFpEF）效果不佳。因此，探索心力衰竭发病
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机制、找寻新的靶点是治疗心力衰竭亟待解决的
关键问题。

图 1　传统抗心力衰竭药物及酮体机制图

Fig 1　Mechanism of traditional anti-heart failure drugs and ketone 
bodies

　　心脏每日要消耗大量三磷酸腺苷（ATP）为
机体供能，心脏出现病变时，能量供应不足、
代谢发生紊乱，进而诱导病情恶化引发心力衰
竭 [2]。因此，在能量代谢方面入手治疗心力衰竭
具有重要意义。健康心脏的 ATP 来源主要是脂肪
酸和葡萄糖的氧化，而在衰竭心脏中脂肪酸氧化
降低，葡萄糖由有氧氧化大幅转为糖酵解 [3]，同
时观察到酮体氧化比例上升 [4]。衰竭心脏对酮体
利用增加可能是机体的一种代偿反应，相关研究
表明提高体内酮体水平对于心力衰竭具有改善作
用，这一现象也被认为是钠 - 葡萄糖协同转运蛋
白 2（SGLT2）抑制剂发挥心血管保护作用的机制
之一 [5]。因此，本文通过综述酮体代谢以及在正
常和心力衰竭疾病状态下其对心脏能量代谢的影
响，探讨酮体对心力衰竭疾病的作用。
1　酮体体内过程

1.1　酮体生成

　　酮体是β- 羟丁酸（β-HB）、乙酰乙酸（AcAcOH）
和丙酮的统称。其中，β-HB 大约占 78%，AcAcOH
占 20%，由 AcAcOH 脱羧而来的丙酮大约占
2%。酮体主要来源于肝脏中的脂肪酸氧化，此
外约 4% 来源于氨基酸 [6]。在禁食、饥饿以及血
糖浓度较低时，三酰甘油在激素敏感性脂肪酶
（HSL）作用下生成脂肪酸，脂肪酸活化为脂酰
辅酶 A 后，在肉碱脂酰转移酶 1、2（CPT1、2）
的作用下进入肝脏线粒体，此过程中 CPT1 为限
速酶 [7]。进入线粒体后，脂酰辅酶 A 通过β- 氧化
生成乙酰辅酶 A（Ac-CoA），两分子 Ac-CoA 生
成乙酰乙酰辅酶 A（AcAc-CoA），然后在 3- 羟
甲基戊二酰辅酶 A 合酶（HMGCS2）的催化下，
AcAc-CoA 和 Ac-CoA 缩合生成 3- 羟基 -3- 甲基
戊二酸单酰辅酶 A（HMG-CoA）；HMG-CoA 裂

解酶（HMGCL）裂解 HMG-CoA 释放 Ac-CoA 和
AcAcOH，AcAcOH 在β-HB 脱氢酶（BDH1）还
原下生成β-HB 或自由脱羧生成丙酮 [8]，酮体生
成过程见图 2A。
1.2　酮体转运

　　肝脏缺乏酮体代谢的关键酶——琥珀酰辅酶
A 转移酶（SCOT），因此，酮体需要输送到其他
部位发挥作用。AcAcOH 和β-HB 在单羧酸转运
蛋白（MCT）的介导下从肝细胞中释放出来，目
前大多数学者认为这一过程由 MCT1 与 MCT2 介
导 [8]，但也有报道称 MCT7 在其中也发挥着关键
作用，编码 MCT7 蛋白基因突变的斑马鱼在禁食
后产生脂肪肝，可能是由于禁食产生的高水平酮
体因缺乏转运体而进入脂质合成途径 [9]。血液中
酮体的浓度高于肝外组织，因此酮体以单纯扩散
或在 MCT 介导下以易化扩散的方式进入肝外组
织 [10]。虽然 MCT 在细胞膜表面广泛表达，但在
能量匮乏状态下，酮体主要为高能量消耗器官心
脏、大脑和骨骼肌等提供能量。
1.3　酮体的利用和消除

　　正常情况下，心脏和骨骼肌主要利用葡萄
糖和脂肪酸氧化供能，大脑主要利用葡萄糖提
供能量，酮体氧化产生的 ATP 只占很少一部分。
但在代谢紊乱情况下，酮体作为替代能量发挥
重要作用，供能比例大幅上升。在长时间禁食
的情况下，酮体对大脑的能量贡献甚至达到了
60%[11]。酮体进入肝外组织后，β-HB 被 BDH1 转
化为 AcAcOH，AcAcOH 在 SCOT 的作用下生成
AcAc-CoA。与其他器官相比，心脏的 SCOT 表
达水平最高 [12]。因此，大量酮体进入心脏氧化分
解为心脏供能后，心脏内外浓度差又会促进更多
的酮体进入心脏，循环往复地给心脏提供能量。
AcAc-CoA 在 Ac-CoA 乙酰基转移酶（ACAT）的
催化下发生硫解反应，分解为两分子 Ac-CoA，
随后进入三羧酸循环（TCA）[7]。除氧化供能外，
酮体还可以通过转化为脂质、随尿液或肺呼气排
出的方式来消除，酮体的代谢过程见图 2B。
2　心脏能量利用

2.1　健康状况下心脏能量代谢

　　心脏是身体中能量消耗和氧化需求最高的器
官，心肌细胞具有代谢适应性的优点，可以灵活
利用不同的能量底物，以满足心脏的高能量需求
并维持收缩功能。在健康状况下，心脏能量主要
来源于线粒体氧化磷酸化产生的 ATP，其中脂肪
酸对其贡献最大，能产生 60% ～ 70%ATP；其
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次是葡萄糖，产生 30% ～ 40%ATP；剩余 ATP
由乳酸、氨基酸和酮体提供。虽然酮体对健康心
脏能量代谢贡献比较小，但在产能效率方面，脂
肪酸 P/O 比为 2.33，葡萄糖 P/O 比为 2.58，酮体
P/O 比为 2.5，酮体优于脂肪酸，与葡萄糖相似，
且其燃烧热比糖酵解终产物丙酮酸高出 31%[13]，
因此，在心脏受损不能正常利用代谢底物的情况
下，酮体是一个很好的替代能源。
2.2　心功能受损时酮体氧化增加

　　衰竭心脏丧失了代谢灵活性，氧化脂肪酸和
葡萄糖的能力下降，处于能量匮乏状态。一方面，
在病理条件下，心脏代谢重编程，编码脂肪酸代
谢酶的基因下调 [14-15]；另一方面，虽然脂肪酸氧
化降低，但心肌对其摄取并没有减少，脂肪酸蓄
积在心肌细胞中，造成脂毒性 [16]，可能会进一步
恶化心力衰竭。在心力衰竭早期阶段，葡萄糖心
肌摄取增加，但葡萄糖氧化能力下降 [4]，糖酵解
限速酶表达增加 [17]，葡萄糖的利用途径由高产能
氧化转为低产能糖酵解；心力衰竭患者晚期心肌
细胞胰岛素敏感性降低，葡萄糖进入心脏的水平
降低，进一步减少了葡萄糖的氧化 [18-19]。衰竭心
脏逐渐失去氧化脂肪酸和葡萄糖的能力，而酮体
作为优秀替代“燃料”，能在衰竭心脏的代谢过
程中发挥重要作用。
　　早期研究已经发现，HFrEF 患者的血酮水平
升高且与心脏受损程度相关 [20]。最新代谢组学也
发现，衰竭心脏消耗的酮体显著上升且与循环酮
体水平成正比 [21]。研究发现，参与酮体代谢的关
键酶在衰竭心脏中表达上升，在心力衰竭小鼠中
发现 BDH1 的蛋白水平升高了 2 ～ 3 倍，酮体转
运蛋白 MCT 表达也增加了 [22]；终末期心力衰竭
患者体内的 SCOT 表达上调，生酮β- 羟基丁酰辅

酶 A 水平也提高，进一步说明了酮体的生成在心
力衰竭疾病状态下有所提高 [23]。
　　现有研究结果表明，酮体水平在衰竭心脏中
的上升是对受损心脏的一种保护性机制，而非引
发或恶化心力衰竭的原因。SCOT － / －的心力衰竭
小鼠相较于对照组，左心室容积显著增加，射血
分数降低，表明酮体缺乏与病理性心脏重塑加速
有关 [24]。Horton 等 [25] 研究发现，BDH1 缺乏的
心力衰竭小鼠表现出更严重的症状；而与之相反，
BDH1 过表达的心力衰竭小鼠心肌纤维化、收缩
功能障碍及氧化损伤程度均低于对照小鼠。对心
力衰竭小鼠采用生酮饮食饲养方案及对心力衰竭
犬输注酮酯均改善了心力衰竭症状，减轻了心脏
病理重塑 [26]。同时，在人体中的研究表明酮体具
有剂量依赖性的改善血流动力学、缓解心力衰竭
症状的作用 [27]。近期 Monzo 等 [28] 研究发现，酮
体利用率在心力衰竭初期就已经升高并为心脏提
供额外能量，这是酮体对心脏保护的又一有力证
据。因此，心功能受损下酮体的增加是对心脏的
一种保护性机制。
3　酮体增加策略及对心脏保护作用

　　生理条件下，人体内酮体水平在 0.05 ～ 0.1 
mmol·L － 1，大于 0.5 mmol·L － 1 即被认为达
到酮症，禁食、长时间运动等可使酮体升至 1 
mmol·L － 1 以上，在糖尿病酮症酸中毒等病理
条件下体内酮体可达 20 mmol·L － 1 [29]。有研究
者提出酮体的整体生理影响遵循倒 U 形曲线，酮
体的轻度和间歇性升高是有益的 [30]，酮体浓度过
低达不到治疗效果，过高则会导致酮症酸中毒。
因此，对于改善心力衰竭，酮体的剂量范围十分
重要。Chu 等 [31] 提出，酮体较为理想的治疗浓
度 为 1 ～ 3 mmol·L － 1， 高 于 3 mmol·L － 1 可
能会对机体产生不利影响（临床中血酮浓度＞ 3 
mmol·L － 1 即对酮症酸中毒有诊断意义）。
　　增加衰竭心脏中酮体的方法主要有以下几
种：生酮饮食、酮体输注和口服酮剂。这些增酮
方法使体内酮体水平轻度增高，可改善心力衰
竭，且随着给药时间的延长，酮体对心血管的保
护作用也逐渐增强。表 1 总结了不同增酮方法及
对心血管的作用。
3.1　生酮饮食
　　生酮饮食是一种由高脂肪、低碳水化合物及
其他适量比例营养素组成的饮食，曾用于治疗儿
童难治性癫痫。它是通过限制碳水化合物的摄入
达到禁食状态，在体内低糖状态下，胰岛素水平

图 2　酮体在体内的生成、转运、利用和消除图

Fig 2　Generation，transport，utilization and elimination of ketone 
bodies in vivo
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降低、胰高血糖素水平上升，进而刺激脂肪分解、
氧化生酮 [8]。动物研究表明，喂食生酮饮食的心
力衰竭小鼠心肌肥大状况和收缩功能障碍得到改
善 [33]，Mccommis 等 [36] 的研究也得出类似的结
论。在一项小样本临床试验中，两位左心室肥厚
的心力衰竭患者在生酮饮食治疗一年后，心力衰
竭标志物含量显著下降，心功能得到改善 [37]。生
酮饮食通过调整饮食结构刺激内源性产酮，并对
受损心脏表现出保护作用。
　　经典的生酮饮食侧重于增加长链脂肪的摄入
量，但此种方法存在一些问题，可能会导致肥
胖 [38]。因此，现在多采用由中链脂肪酸组成的
生酮饮食。较短的脂肪酸可以更快速生酮，而且
与长链三酰甘油相比，中链脂肪酸饮食还具有减
轻体重的特点。现在生酮饮食正在成为减肥的一
种新兴趋势，但它不适于长期使用，患者依从性
差，且长期低碳水化合物饮食可能导致病死率增
加 [39]，摄入脂肪酸过多也可能导致血脂异常，对
动脉粥样硬化患者存在很大风险，甚至造成非酒
精性脂肪肝和胰岛素抵抗 [40]。因此，通过生酮饮
食来维持体内高酮体水平不是一个可以长期使用
的方案。
3.2　酮体输注
　　酮体输注是向体内直接补充酮体的一种方
法，它不同于生酮饮食，独立于体内脂肪酸和
葡萄糖，不经过脂肪酸β 氧化可迅速提高机体酮
体水平。研究表明，酮体输注可显著减少缺血
再灌注损伤的大鼠心肌梗死面积，降低细胞凋
亡率 [41]；Horton 等 [25] 研究发现，对犬长期输注
β-HB，可以显著增加犬的 LVEF、降低 LVEDD
等，改善心脏受损状况；同时人体研究表明，对
心力衰竭患者输注酮体使得循环酮体水平增至3.3 
mmol·L － 1 时，在不增加心肌能量的消耗下，患
者的心功能得到改善。
　　酮体输注相对于生酮饮食，缺点更少，更为
可控，可以快速提升体内酮体水平。其因治疗方

式的局限性并不适用于慢性心力衰竭患者，但对
于急性心力衰竭患者不失为一个良好的治疗方式。
3.3　口服酮剂
　　口服酮剂包括酮盐和酮酯，但由于酮盐含有
大量钠，并不适于长期口服，相比较之下，酮酯
对于慢性心力衰竭更具有治疗意义。酮酯包括
（R）-1，3- 丁二醇和（R）-3- 羟基丁酸乙酯。一
项针对心力衰竭老鼠的研究发现，酮体可以恢
复受损心脏的 ATP 水平，改善心力衰竭症状 [34]，
这说明酮体通过给衰竭心脏提供能量缓解了心功
能受损状况。Takahara 等 [42] 通过长时间给心力
衰竭小鼠补充酮酯，发现小鼠体内循环酮体水平
显著升高，心肌肥大得到改善，心输出量显著
上升，进一步说明酮体具有治疗心力衰竭的作
用。酮酯试验目前多在健康人群中进行 [32]，对心
力衰竭患者研究较少，Monzo 等 [28] 的研究表明
HFrEF 患者服用酮酯后心脏的酮体摄取增加，酮
体利用率增加。但尚未有长期酮酯饮食对心力衰
竭影响的研究，仍需进一步探索。
　　酮酯饮食作为目前最先进的补充体内酮体的
方法，安全性和有效性均优于其他方法，且缺点
较少，（R）-1，3- 丁二醇可能会引起欣快感和眩
晕 [43]，另一个不良反应为胃肠道反应，但并不常
见 [44]。因此，未来可以研究酮酯饮食对于心力衰
竭的保护作用。
4　影响体内酮体水平的药物
4.1　SGLT2 抑制剂
　　SGLT2 抑制剂是一种新型降糖药，通过抑
制肾近曲小管对葡萄糖的重吸收，增加尿糖排
出，发挥降糖作用（已上市药物见表 2）。在治疗
过程中人们发现 SGLT2 抑制剂对心血管具有一
定的保护作用 [45]，恩格列净和达格列净在中国已
获批用于心力衰竭治疗。目前人们还没有完全了
解 SGLT2 抑制剂对于心力衰竭的保护机制，但这
种益处不太可能用改善血糖来解释，因为并没有
观察到其他降糖药对受损心脏具有保护作用，且

表 1　不同增酮方法及对心血管的作用 
Tab 1　Different ketogenic methods and their cardiovascular effects

给药时长 增酮方法 研究对象 实验方法 对心血管影响

短期给药 酮体输注 慢性 HFrEF 患者 [27] 对心力衰竭患者输注β-HB[0.18 g/（mg·h）] 3 h 酮体水平在一定范围内，剂量依赖式增加

心输出量，降低全身血管阻力；增加左

心室射血分数（LVEF）及降低左室舒

张末压（LVEDP）；增加心脏能量供应

口服酮剂 健康受试者 [32] 受试者服用口服酮剂前后超声心动图比较

长期给药 生酮饮食 心肌肥大小鼠 [33] 喂食心力衰竭小鼠 4 周高脂 - 低碳水饮食 减轻心脏病理性肥大和心肌纤维化，改善

心脏收缩功能障碍，减缓心脏病理性重

塑，包括增加 LVEF；减轻左心室扩张；

抑制心肌细胞肥大；增强心肌细胞收缩

能力；增加心脏线粒体数量等

酮体输注 扩张型心肌病犬 [25] 对心力衰竭犬输注β-HB 14 d

口服酮剂 心力衰竭大鼠及小鼠 [34] 喂食心力衰竭老鼠酮酯饮料 4 ～ 6 周

生酮饮食 全身缺血性损伤大鼠 [35] 不同饮食的大鼠饲养 19 周后，造模缺血性损伤，

比较心脏功能
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SGLT2 抑制剂在非糖尿病的心力衰竭动物或患者
身上也表现出对受损心脏的保护作用 [46-47]。另外，

SGLT2 受体在心脏中几乎没有表达，其通过受体
配体直接发挥心脏保护作用的可能性也不大 [48]。

表 2　已上市 SGLT2 抑制剂药物 
Tab 2　Marketed SGLT2 inhibitor drugs

药物名称 适应证 对心血管影响

卡格列净 糖尿病 降低心力衰竭住院率和心血管病死率 [49]

恩格列净 糖尿病、心力衰竭 无论患者是否患有糖尿病，对心力衰竭均有显著效果；第一个被 FDA 批准用于心力衰竭的 SGLT2 药物 [50]

达格列净 糖尿病、心力衰竭 无论患者是否患有糖尿病，均可降低 HFrEF 恶化风险 [47]

伊格列净 糖尿病 降低年龄≥ 70 岁患者的左心室质量分数，降低 NT-proBNP 水平 [51]

鲁格列净 糖尿病 显著降低 T2DM 和 HFpEF 患者的血浆容积，减少血管内容量和心脏前负荷 [52]

托格列净 糖尿病 显著降低左心室舒张末期尺寸，改善心脏负荷，恢复血管内皮功能 [53]

埃格列净 糖尿病 降低心力衰竭首次和总住院率及心力衰竭死亡风险 [54]

索格列净 糖尿病 降低失代偿期心力衰竭患者的心血管住院率、病死率及急性就诊率 [55]

　　目前很多学者倾向于 SGLT2 抑制剂通过增加
酮体发挥心脏保护作用，研究发现使用 SGLT2 抑
制剂的患者体内的循环酮体水平上升 [56]。SGLT2
抑制剂升酮机制可能涉及以下两个方面：一方面，
通过增加尿糖排出模拟饥饿状态，提高体内胰高
血糖素水平，降低胰岛素 / 胰高血糖素比值，进
而促进脂肪分解，增加体内酮体水平 [57]；另一方
面，它可直接作用于胰岛α 细胞，促进胰高血糖
素分泌 [58]。已有研究证明 SGLT2 抑制剂可以通
过增加酮体代谢来发挥心脏保护作用，在一项针
对心肌梗死的非糖尿病大鼠研究中，恩格列净增
加了大鼠体内循环酮体水平，且参与酮体代谢的
关键酶表达水平增加 [46]；另一项研究结果更为直
观，使用恩格列净治疗的心肌梗死猪，心脏酮体
摄取率与酮体代谢酶水平均增加，而葡萄糖摄取
率下降，这说明恩格列净将心脏能量底物由葡萄
糖转为酮体，进而改善能量不足，缓解心力衰竭
症状 [59]。
　　理想的酮体治疗浓度为 1 ～ 3 mmol·L － 1，
而 SGLT2 抑制剂升酮水平就在这个范围内 [31]。
因此，SGLT2 抑制剂通过升高酮体治疗心力衰竭
这一机制具有重要探索意义。
4.2　其他药物 
　　除 SGLT2 抑制剂外，临床上也观察到一些药
物能够不同程度地改变患者体内酮体水平。他汀
类药物通过抑制 HMG-CoA 还原酶竞争性阻断细
胞内羟甲戊酸代谢途径，减少胆固醇合成，进而
增加酮体合成原料，提高体内酮体水平。但其对
心力衰竭的作用存在很大争议，迄今为止尚未有
他汀类药物可以改善心力衰竭的明确报道。两项
大型临床试验研究表明，尽管瑞舒伐他汀降低了
心力衰竭住院率，但并不会降低心血管疾病的病
死率 [60-61]。Okuyama 等 [62] 提出他汀类药物具有
线粒体毒性，可能会恶化心力衰竭。临床研究发

现，患者服用他汀类药物 3 个月后，体内酮体从
0.16 mmol·L － 1 增加到 0.26 mmol·L － 1 [63]，而
这远达不到理想酮体治疗水平。虽然从作用机制
推断他汀类药物具有升高酮体的作用，但在实际
应用中由于其升高酮体水平的能力较弱，并未达
到酮体的心脏保护有效浓度范围，因此并未表现
出心脏保护作用。
　　沙库巴曲缬沙坦是一种新型抗心力衰竭药物，
其机制为通过抑制脑啡肽酶和血管紧张素受体，
增加心房利钠肽和血管紧张素水平，提高肾素活
性，发挥利尿、降血压和舒张外周血管的作用，
进而改善受损心脏的病理性重塑来缓解心力衰
竭 [64]。传统抗心力衰竭药物也作用于 RAAS，但
治疗效果与沙库巴曲缬沙坦相差甚远。研究发现，
沙库巴曲缬沙坦可以升高体内胰高血糖素，甚至
达到 2 倍之多 [65]，而胰高血糖素可以升高酮体，
因此，沙库巴曲缬沙坦可能通过升高胰高血糖素
进而升高酮体从而改善心力衰竭。然而，目前并
没有关于这一假想的研究，未来可以进一步探索。
　　曲美他嗪是一种抗心绞痛药物，其通过调节
脂肪酸β 氧化改善心脏能量代谢来发挥心脏保护
作用。Li 等 [66] 经过实验验证，曲美他嗪增加了
心力衰竭大鼠体内酮体代谢相关蛋白水平且治疗
后酮体水平降低，病理性心脏重塑得到改善，因
此，认为曲美他嗪通过提高心力衰竭大鼠的酮体
利用率改善了心力衰竭。关于曲美他嗪与酮体的
研究比较少，但作为能量调节药物，进一步探索
其与酮体的关系具有重要意义。
5　酮体保护心脏的非代谢机制
　　虽然大量研究支持酮体代谢对受损心脏的保
护作用，但也有研究显示酮体的心脏保护作用可
能独立于能量代谢。一项针对离体小鼠肥大型心
脏的研究表明，提高心脏的酮体水平后，虽然酮
体氧化率显著增加，但是心脏的工作效率并没有
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增加 [67]，这提示了酮体在改善心脏能量代谢之外
可能还有其他的心脏保护作用机制，如抗炎、抗
氧化以及改善内皮功能等。
　　β-HB 可与许多免疫细胞大量表达的 G 蛋白偶
联受体 GPR109A 结合发挥抗炎作用 [68]；β-HB 也能
与 NLRP3 炎性小体结合以抑制其活性，同时限制
促炎细胞因子 IL-1β 和 IL-18 的释放 [69]。但 AcAcOH
却被认为具有促炎作用。AcAcOH 浓度升高，尤其
在高葡萄糖水平下，会通过氧化应激加剧内皮细胞
损伤，且其与人单核细胞中 TNF-α、MCP-1 表达，
活性氧（ROS）积累和 cAMP 水平降低有关 [70]。因
此，酮体在抗炎方面的机制还有待进一步研究。
　　在氧化应激心肌细胞模型中，β-HB 的积累使
得 FOXO3a 增加（FOXO3a 具有调节细胞周期、
凋亡，抑制肿瘤细胞生长以及抗氧化应激等多种
功能），而 FOXO3a 诱导的抗氧化酶、超氧化物
歧化酶和过氧化氢酶的蛋白水平也提高了 [71]。酮
体还被认为是Ⅰ类组蛋白去乙酰化酶（HDAC）
的重要内源性抑制剂，Ⅰ类 HDAC 与心肌肥大有
关，还与编码抗氧化应激因子 FOXO3a 和 MT2
的基因相关 [72]。因此，酮体也可能发挥抗氧化应
激作用。
　　有研究发现酮体具有内皮依赖性血管扩张作
用。用（R）-1，3- 丁二醇治疗会增加 Dahl 盐敏
大鼠阻力动脉中的一氧化氮合酶活性 [29]，生酮饮
食喂养的小鼠一氧化氮合酶的蛋白表达水平也上
升 [73]，在临床上给患者输注酮体也观察到血管扩
张、血流量增加 [27]，心力衰竭状况得到缓解。
　　因此，酮体对受损心脏的益处并不仅仅局限
于能量代谢，多方面探索酮体的保护机制对于进
一步治疗心力衰竭以及其他疾病也具有深远意义。
6　总结与展望
　　心力衰竭作为发病率和病死率高的一种疾病，
迫切需要新的治疗方法来改变目前治疗效果不佳的
状况。在心力衰竭疾病进程中，代谢底物组成比例
发生改变，而越来越多的证据表明，升高的酮体对
衰竭心脏具有改善和保护作用。不同于传统抗心
力衰竭药物的对症治疗，酮体可以改善心力衰竭状
况，延缓疾病进程。但值得注意的是，治疗时的酮
体水平需维持在一定范围内，过高或过低都不合
适，SGLT2 抑制剂维持的酮体浓度范围具有参考
意义。目前酮体对于改善心力衰竭的研究尚在发
展阶段，未来需要进一步研究酮体对心脏的保护机
制、更加安全的酮体给药方式以及长期酮体给药的
安全性和有效性。总而言之，酮体对于心血管的保
护作用在未来会得到进一步阐述，其很有可能是心
力衰竭治疗的一个新的重要靶点。
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匙羹藤属植物化学成分及药理活性研究进展
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摘要：匙羹藤属植物资源分布广泛，民间药用历史悠久，其全株均可入药，嫩叶亦可作茶饮。

该属植物化学成分多样，包括三萜及其苷类、C21 甾体皂苷类、木脂素类、酚苷类等多种结构，

具有降血糖、抗肿瘤、免疫调节、抗菌、愈合伤口、保肝等生物活性。本文通过检索中国知网、

PubMed 等数据库，对近十年国内外有关匙羹藤属植物化学成分及药理作用的最新研究进展进

行综述，以期为该属植物资源的合理开发和利用提供参考。
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Research progress in the chemical constituents from Gymnema R. Br. plants 
and their pharmacological activities
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Abstract: The plant resources of Gymnema R. Br. are widely distributed and have a long history of 
folk medicinal use. The whole plant can be used as medicine, and the young leaves can be used as 
tea. The chemical constituents of this genus are diverse, including triterpenes and their glycosides, 
C21 steroidal saponins, lignans, phenolic glycosides and others. It has hypoglycemic, anti-tumor, 
immunomodulatory, antibacterial, wound healing, liver protection and other biological activities. 
In this paper, the latest research progress in the chemical constituents and pharmacological effect 
of Gymnema R. Br. at home and abroad in the past ten years was reviewed by searching databases 
such as CNKI and PubMed, to provide reference for the rational development and utilization of plant 
resources of this genus. 
Key words: Gymnema R. Br.; chemical constituent; pharmacological activity; research progress
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　　萝藦科（Asclepiadaceae）匙羹藤属（Gymne-
ma R. Br.）植物全球约有 25 种，主要分布于亚洲
热带和亚热带地区、非洲南部及大洋洲；我国有
8 种，分别为匙羹藤 Gymnema sylvestre、宽叶匙
羹藤 Gymnema latifolium、云南匙羹藤 Gymnema 
yunnanense、广东匙羹藤 Gymnema inodorum、大
叶匙羹藤 Gymnema tingens、海南匙羹藤 Gymne-
ma hainanense、华宁藤 Gymnema foetidum 和会东
藤 Gymnema longiretinaculatum，主产于广西、云

南、广东、福建及海南等南部各省区 [1]。匙羹藤
属植物多具有解毒、消肿、止痛功效，民间主要
用于治疗风湿、跌打肿痛等症。匙羹藤药用历史
悠久，传统医学认为其性凉、味微苦，具祛风止
痛、解毒消肿之功效，主要用于治疗风湿痹痛、
咽喉肿痛、无名肿毒、虫蛇咬伤等 [2]。广东匙羹
藤药用部位为其根和嫩枝叶；根能消肿解毒、清
热凉血，用于多发性脓肿、乳腺炎等治疗；嫩枝
叶能止痛、消肿、生肌，用于治疗枪弹创伤、跌
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打肿痛 [3]。大叶匙羹藤别名猪罗摆，始载于《海
南植物志》，性微温、味苦，归肝肾经；具祛风
通络功效，民间用于治疗风湿痛，全株亦可用于
治疗肺结核及小儿麻痹症 [1]。华宁藤性温、味辛
涩，药用部位为其根，具舒筋活血、安胎止痛
功效，可用于风湿骨痛、腰痛、骨折、寒凝冲任
之胎动不安、闭经、痛经诸证 [4]。会东藤止血效
果良好，其种毛可作刀伤药，根煎服可治心口
痛 [1]。宽叶匙羹藤叶片具有抑制甜味的功能 [5]。
云南匙羹藤民间多用于治疗风湿性关节炎 [6]。现
代药理研究表明该属植物生物活性多样，如降血
糖、抗肿瘤、抗疟、免疫调节等 [7-8]，开发潜力巨
大。目前国内外学者对该属植物的研究主要集中
在匙羹藤、宽叶匙羹藤、广东匙羹藤和大叶匙羹
藤，而其他植物的研究较少。笔者检索国内外文

献发现，田晋等 [9] 对 2013 年以前有关该属植物
的化学成分及药理活性进行了系统总结。而此后
针对该属植物的化学成分、药理活性、作用机制
等方面的研究又有许多新的进展。基于此，本文
对近十年匙羹藤属植物化学成分及药理活性的最
新研究进展进行综述，以期为该属植物资源的合
理开发和利用提供参考。
1　化学成分
　　2013 年以来，国内外学者从该属植物中分离
并鉴定了 150 个化合物，包括三萜及其苷类、C21

甾体皂苷类、木脂素类、酚苷类和其他类化合物。
目前该属植物中匙羹藤和大叶匙羹藤化学成分研
究较多，宽叶匙羹藤、广东匙羹藤和云南匙羹藤
的化学成分亦有研究，而其他植物未见有化学成
分报道。本文所涉及化合物的取代基结构如图 1。

图 1　本文所涉及化合物中取代基结构

Fig 1　Substituent structure in the compounds involved in this paper

1.1　三萜及其苷类 
　　三萜类化合物在匙羹藤属植物中含量最为丰
富，从该属植物中分离得到的三萜均为五环三
萜，结构类型大多为齐墩果烷型，少量羽扇豆烷
型。大部分齐墩果烷型五环三萜以与糖成苷的形
式存在，是该属植物降血糖的主要活性成分。化
合物信息见表 1 和图 2。
1.1.1　齐墩果烷型　齐墩果烷型三萜及其苷类化
合物的结构特点为：① 苷元 C3 位上通常有β-OH，
C12、C13 位和 C15、C16 位通常有双键；② 糖链通
常与苷元 C3 位的 -OH 相连，糖与糖之间的连接
通常发生在 C1 和 C3 位、C1 和 C6 位；③ 糖的类
型主要有葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、葡萄糖醛
酸和木糖等；④ 苷元上取代基种类多，如乙酰基、
苯甲酰基等。
1.1.2　羽扇豆烷型　羽扇豆烷型与齐墩果烷型的
区别在于其 E 环由 C-19 和 C-21 组成五元环。目
前仅从匙羹藤中分离得到 3 个羽扇豆烷型五环三
萜，为3β，16β，23，28-tetrahydroxylup-20（29）-
en（63）、3β，16β，29-trihydroxylup-20（30）-
ene（64）和（3β，16β）-lupane-3，16，20，23，
28-pentol（71），其中化合物 63、64 具有∆ 20（29）

双键。
1.2　C21 甾体皂苷类
　　C21 甾体皂苷类成分是匙羹藤属植物中又一
主要活性成分，其结构均以孕甾烷衍生物为基

本骨架，C10、C13 位多有角甲基取代，双键多在
C5、C6 位或 C6、C7 位，个别化合物 C20 位有羰基
取代，所有糖链都与 C3 位上 -OH 相连，最多可
达 5 个糖，多为 2，6- 二去氧糖，其连接顺序多
以 1 → 4 直链相连。化合物信息见表 2 和图 3。
1.3　酚苷类 
　　酚苷类化合物是苷元分子上的酚羟基与糖端
基碳上的半缩醛羟基脱水形成的苷，广泛存在于
自然界中。研究人员从该属植物中共分离得到 9
个酚苷类化合物，包括 6 个新的酚二苷化合物
（116 ～ 121）。化合物具体信息见表 3 和图 4。
1.4　木脂素类 
　　该属植物中木脂素类化合物较少，目前仅从
大叶匙羹藤中共分离得到 8 个木脂素类化合物，
包括 2 个新的苯骈呋喃型木脂素 gymnefuranol A
（125）、gymnefuranol B（126）和另外 6 个单环氧
木脂素。化合物具体信息见表 4 和图 5。
1.5　其他类 
　　除上述成分外，匙羹藤属植物中还含有植物
甾醇、脂肪酸、黄酮等类型的化合物。化合物信
息见表 5。
2　药理活性
　　现代研究表明，匙羹藤属植物粗提物或单体
成分具有抗糖尿病、抗肿瘤、抗辐射、抗疟、抗
菌、免疫调节和保肝等药理活性。该属植物中匙
羹藤和广东匙羹藤药理作用研究较多，对大叶匙
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表 1　匙羹藤属植物三萜及其苷类化合物 
Tab 1　Triterpenes and their glycosides in Gymnema R. Br. plants

编号 化合物名称 来源 文献

1 23-O-β-D-glucopyranosyl-21-O-tigloyl-28-O-benzoyl-16，22-dimethoxygymnemagenin Gymnema sylvestre [10]
2 3-O-β-D-glucuronopyranosyl-16-O-acetyl-21-O-hydrocoumaroyl-16β，21β，23，29-tetrahydroxyoleanolic 

acid-28-O-β-D-glucopyranosyl ester
Gymnema sylvestre [10]

3 3-β-O-D-glucopyranosyl-21-O-hydrocinnamoyl-16β，21β，23，29-tetrahydroxyoleanolic acid-28-O-β-D-
glucopyranosyl ester

Gymnema sylvestre [10]

4 3-O-β-D-glucuronopyranosyl-21-O-hydrocinnamoyl-7β-hydroxygymnemagenin Gymnema sylvestre [10]
5 3-β-O-D-glucopyranosyl-3β，16β，23，28-tetrahydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [10]
6 3-O-β-D-glucopyranosyl-（1→ 6）-O-β-D-glucopyrasyl-erythrodiol-28-O-β-D-glucopyranosyl-（1→ 6）-O-β-D-

glucopyranoside
Gymnema sylvestre [11]

7 3-O-β-D-xylopyranosyl-（1→6）-O-β-D-glucopyranosyl-（1→6）-O-β-D-glucopyranosyl-erythrodiol-28-O-β-D-
glucopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranoside

Gymnema sylvestre [11]

8 28-O-benzoylchichipegenin-3-O-β-D-glucuronopyranoside Gymnema sylvestre [11]
9 28-O-（3-nicotinoyloxy）-chichipegenin-3-O-β-D-glucuropyranoside Gymnema sylvestre [11]
10 21-O-tigloylsitaskisogenin-3-O-β-D-glucuronopyranoside Gymnema sylvestre [11]
11 maniladiol-3-O-β-D-glucuronopyranoside Gymnema sylvestre [11]
12 3α，21β，22α-trihydroxy-21，22-bis（2-methyl-1-oxobutoxy）-olean-15-en-23-methyl-carboxylate-3yl-3-O-β-

D-glucopyranosyl（1 → 3）-O-β-D-glucuronopyranoside
Gymnema sylvestre [12]

13 3α，7β，21β，22α-tetrahydroxy-21，22-bis（2-methyl-1-oxobutoxy）-olean-15-en-3-yl-3-O-β-D-
glucopyranosyl（1 → 3）-O-β-D-glucuronopyranoside

Gymnema sylvestre [12]

14 3α，7β，21β，22α-tetrahydroxy-21-（2-methyl-1-oxobutoxy）-22-[（2-methyl-1-oxobutenyl）oxy]-olean-15-
en-3-yl-3-O-β-D-glucopyranosyl（1 → 3）-O-β-D-glucuronopyranoside

Gymnema sylvestre [12]

15 3β，7β，21β，22α，23，28-hexahydroxy-21-（2-methyl-1-oxobutoxy）-22-[（2-methyl-1-oxobutenyl）oxy]-
olean-15-en-3-yl-3-O-β-D-glucopyranosyl（1 → 3）-O-β-D-glucuronopyranoside

Gymnema sylvestre [12]

16 3α，7β，21β，22α-tetrahydroxy-olean-15-en-23，29-dioicacid-3-yl-3-O-β-D-glucopyranosyl-（1 → 3）-O-β-D-
glucuronopyranoside

Gymnema sylvestre [12]

17 ～ 23 gymlatinoside GL1 ～ GL7 Gymnema latifolium [13]
24 匙羹藤酸 IX（gymnemic acid IX） Gymnema latifolium [13]
25 匙羹藤新苷元（gymnemagenin） Gymnema latifolium [13]
26 （3β，16β，22α）-22-（N-methylanthraniloxy）-16，28-dihydroxy-olean-12-en-3-yl-3-O-β-D-glucopyranosyl-

β-D-glucopyranosiduronic acid
Gymnema inodorum [14]

27 （3β，16β，22α）-22-（N-methylanthraniloxy）-16，23，28，29-tetrahydroxyolean-12-en-3-yl-O-β-D-
glucopyranosiduronic acid

Gymnema inodorum [14]

28 （3β，16β，22α）-22-benzoyloxy-16，23，28-trihydroxy-olean-12-en-3-yl-O-β-D-glucopyranosiduronic acid Gymnema inodorum [14]
29 （3β，16β）-16，23，28-trihydroxy-olean-12-en-3-yl-2-O-β-D-glucopyranosyl-β-D-glucopyranosiduronic acid Gymnema inodorum [14]
30 （3β，16β）-16-hydroxy-olean-12-en-3-yl-2-O-β-D-glucopyranosyl-β-D-glucopyranosiduronic acid Gymnema inodorum [14]
31 （3β，16β）-16，28，29-trihydroxy-olean-12-en-3-yl-2-O-β-D-glucopyranosyl-β-D-glucopyranosiduronic acid Gymnema inodorum [14]
32 （3β，16β）-16，29-dihydroxy-olean-12-en-3-yl-2-O-β-D-glucopyranosyl-β-D-glucopyranosiduronic acid Gymnema inodorum [14]
33 （3β，16β，22α）-22-（N-methylanthraniloxy）-16，23，28-trihydroxy-olean-12-en-3-yl-O-β-D-

glucopyranosiduronic acid
Gymnema inodorum [14]

34 （3β，16β，22α）-22-（N-methylanthraniloxy）-16，23，28-trihydroxy-olean-12-en-3-yl-3-O-β-D-
glucopyranosyl-β-D-glucopyranosiduronic acid

Gymnema inodorum [14]

35 ～ 40 匙羹藤酸Ⅰ～ⅩⅤ（gymnemic acid Ⅰ～ⅩⅤ） Gymnema sylvestre [15]
41 匙羹藤酸ⅩⅩ（gymnemic acid ⅩⅩ） Gymnema sylvestre [15]
42 匙羹藤酸ⅪⅩ（gymnemic acid ⅪⅩ） Gymnema sylvestre [15]
43 匙羹藤酸ⅩⅪ（gymnemic acid ⅩⅪ） Gymnema sylvestre [15]
44 3β，16β，28-trihydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
45 3β，16β，21β，28-tetrahydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
46 3β，16β，22α，28-tetrahydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
47 3β，23，28-trihydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
48 3β，16β，21β，23-tetrahydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
49 3β，16β，21β，23，28-pentahydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
50 3β，16β，21α，23，28-pentahydroxy-olean-12-ene Gymnema sylvestre [16]
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编号 化合物名称 来源 文献

51 3β，16β，23，28-tetrahydroxy-olean-13（18）-ene Gymnema sylvestre [16]
52 16β，23，28-trihydroxy-olean-12-en-3-one Gymnema sylvestre [16]
53 16β，21β，23，28-tetrahydroxy-olean-12-en-3-one Gymnema sylvestre [16]
54 16β，21β，22α，23，28-pentahydroxy-olean-12-en-3-one Gymnema sylvestre [16]
55 3β，16β，23，28-tetrahydroxylup-20（29）-en Gymnema sylvestre [16]
56 3β，16β，29-trihydroxylup-20（30）-ene Gymnema sylvestre [16]
57 （3β，16β）-olean-12-ene-3，16，23，28-tetrol Gymnema sylvestre [17]
58 （3β，16β，21β，22α）-olean-12-ene-3，16，21，22，23，28-hexol Gymnema sylvestre [17]
59 （3β，16β，21β，22α）-3，16，22，23，28-pentahydroxy-olean-12-en-21-yl（2S）-2-methylbutanoate Gymnema sylvestre [17]
60 （3β，16β，21β，22α）-28-（acetyloxy）-3，16，22，23-tetrahydroxy-olean-12-en-21-yl-（2S）-2-

methylbutanoate
Gymnema sylvestre [17]

61 （3β，16β，21β，22α）-3，16，22，23，28-pentakis-（acetyloxy）-olean-12-en-21-yl（2S）-2-
methylbutanoate

Gymnema sylvestre [17]

62 （3β，16β，21β，22α）-3，16，22，23，28-pentahydroxyolean-12-en-21-yl（2E）-2-methylbut-2-enoate Gymnema sylvestre [17]
63 （3β，16β）-lupane-3，16，20，23，28-pentol Gymnema sylvestre [17]
64 3β-O-β-D-glucopyranosyl（1 → 6）-β-D-glucopyranosyl oleanolic acid 28-O-β-D-glucopyranosyl ester Gymnema sylvestre [19]
65 3β-O-β-D-xylopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranosyl oleanolic acid 28-O-β-

D-glucopyranosyl ester
Gymnema sylvestre [19]

66 gymnemoside W1 Gymnema sylvestre [19]
67 alternoside XIX Gymnema sylvestre [19]
68 3β-O-（β-D-glucopyranosyl-（1→3）-α-L-rhamnopyranosyl-（1→2）-α-L-arabinopyranosyl）-hederagenin-28-O-

β-D-glucopyranosyl ester
Gymnema sylvestre [32]

69 灰毡毛忍冬皂苷甲（macranthoidin A） Gymnema sylvestre [32]
70 灰毡毛忍冬皂苷乙（macranthoidin B） Gymnema sylvestre [32]
71 lonimacranthoide Ⅲ Gymnema sylvestre [32]

表 2　匙羹藤属植物 C21 甾体皂苷类化合物 
Tab 2　C21 steroidal saponins in Gymnema R. Br. plants

编号 化合物名称 来源 文献

72 ～ 79 gymnemogriffithoside A ～ H Gymnema griffithii [18]

80 ～ 82 gymsylvestroside A ～ C Gymnema sylvestre [19]

83 gymsylvestroside E Gymnema sylvestre [19]

84 gymsylvestroside D Gymnema sylvestre [19]

85 ～ 86 gyminoside A ～ B Gymnema inodorum [20]

87 ～ 88 tinctoroside B ～ C Gymnema inodorum [20]

89 gymnepregoside F Gymnema inodorum [20]

90 ～ 94 gymsyloside A ～ E Gymnema sylvestre [21]

95 ～ 98 gymlatifoside A ～ D Gymnema latifolium [22]

99 verticilloside J Gymnema latifolium [22]

100 ～ 101 gymnepregoside R ～ S Gymnema sylvestre [23]

102 12-O-（E）-cinnamoylgymnepregoside F Gymnema sylvestre [23]

103 stephanoside I Gymnema sylvestre [23]

104 gymnepregoside T Gymnema sylvestre [23]

105 12β-acetyloxy-3β，8β，14β，17β-tetrahydroxypregn-5-en-20-one 3-O-β-D-glucopyranosyl-
（1 → 4）-6-deoxy-3-O-methyl-β-D-allopyranosyl-（1 → 4）-β-D-oleandropyranosyl-（1 → 4）-β-D-
cymaropyranosyl-（1 → 4）-β-D-cymaropyranoside

Gymnema sylvestre [23]

106 gymnepregoside H Gymnema sylvestre [24]

107 gymnepregoside G Gymnema sylvestre [24]

108 deacetylkidjoladinin Gymnema sylvestre [24]

109 gymnepregoside I Gymnema sylvestre [24]

110 ～ 113 sylvepregoside A ～ D Gymnema sylvestre [24]

114 ～ 115 gymsyloside F ～ G Gymnema sylvestre [25]

续表 1
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图 2　匙羹藤属植物中三萜及其苷类化合物结构

Fig 2　Structures of triterpenes and their glycosides in Gymnema R. Br. plants

图 3　匙羹藤属植物中 C21 甾体皂苷类化合物结构

Fig 3　Structures of C21 steroidal saponins in Gymnema R. Br. plants
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研究表明匙羹藤属植物提取物或单体化合物具
有显著降糖作用。α- 葡萄糖苷酶是一种位于小
肠上皮壁上的肠道酶，对其进行抑制会延迟碳
水化合物的消化和吸收，从而抑制血糖水平升
高。Alkefai 等 [10] 测试了从匙羹藤中得到的化合
物 1 ～ 4 对α- 葡萄糖苷酶的抑制活性，结果表
明所有化合物均显示出与阳性药阿卡波糖（IC50

值为 265 μg·mL－ 1）相当的α- 葡萄糖苷酶剂量
依赖性抑制作用，其中化合物 2（IC50 值为 145 
μg·mL－ 1）有最大抑制活性；随后对分离得到
的 化 合 物 12 ～ 16 在 31.25 ～ 500 μg·mL－ 1 内
筛选α- 葡萄糖苷酶抑制活性，结果显示所有化
合物都以剂量依赖性的方式抑制酶活性，其中化
合物 15（IC50 值为 57 μg·mL－ 1）有最大抑制活
性 [12]。Trang 等 [20] 对从广东匙羹藤中获得的化合

物 85 ～ 89 进行了α- 葡萄糖苷酶抑制活性测试，
化合物 89 在 200 μmol·L－ 1 浓度下表现出最强酶
抑制活性，抑制率为 63.7%；化合物 85 ～ 88 表
现出中等酶抑制活性，抑制率为 40.0% ～ 52.1%。
Srinuanchai 等 [35] 发现广东匙羹藤叶 50% 乙醇提
取物能显著降低α- 葡萄糖苷酶活性，但活性成分
需进一步研究。
　　蛋白酪氨酸磷酸酶（PTPs）由于其在调节靶
蛋白的酪氨酸磷酸化中的作用而被认为是治疗
2 型糖尿病的药物靶标，蛋白酪氨酸磷酸酶 1B
（PTP1B）是 PTPs 家族的成员，已被证明是通过
调节胰岛素和瘦素信号通路治疗 2 型糖尿病的有
潜力的治疗靶点。Pham 等 [13] 评价了从宽叶匙羹
藤中分离得到的化合物 17 ～ 25 对 PTP 1B 的抑
制活性，结果表明化合物 18、19 有较优的抑制活

图 4　匙羹藤属植物中酚苷类化合物的结构

Fig 4　Structures of phenolic glycosides in Gymnema R. Br. plants

表 4　匙羹藤属植物中的木脂素类化合物 
Tab 4　Lignans in Gymnema R. Br. plants

编号 化合物名称 来源 文献

125 gymnefuranol A Gymnema tingens [27]
126 gymnefuranol B Gymnema tingens [27]
127 （7'S，8S，8'R）-4，4'-dihydroxy-3，3'，5，5'-tetramethoxy-7'，9-epoxylignan-9'-ol-7-one Gymnema tingens [27]
128 海藻糖苷 D（alangilignoside D） Gymnema tingens [27]
129 （－）- 落叶松树脂醇 9-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷 [（－）-lariciresinol 9-O-β-D-glucopyranoside] Gymnema tingens [27]
130 （－）- 落叶松树脂醇 [（－）-lariciresinol] Gymnema tingens [27]
131 5'- 甲氧基落叶松脂素（5'-methoxylariciresinol） Gymnema tingens [27]
132 5，5'- 二甲氧基落叶松树脂醇（5，5'-dimethoxylariciresinol） Gymnema tingens [27]

图 5　匙羹藤属植物中木脂素类化合物的结构

Fig 5　Structures of lignans in Gymnema R. Br. plants

表 3　匙羹藤属植物酚苷类化合物 
Tab 3　Phenolic glycosides in Gymnema R. Br. plants

编号 化合物名称 来源 文献

116～ 121gymnetinoside A ～ F Gymnema tingens [26]

122 sequinoside K Gymnema tingens [26]

123 khaephuoside B Gymnema tingens [26]

124 白菜素内酯 A（albibrissinoside A） Gymnema tingens [26]

羹藤和宽叶匙羹藤中得到的部分单体化合物进行
了体外活性测试，其他植物尚无相关药理活性研
究报道。
2.1　抗糖尿病
　　糖尿病是一种高发病率的代谢性疾病，寻找
安全有效的治疗药物为研究热点 [34]。现代药理
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性，IC50 分别为 28.7 μmol·L－ 1 和 19.8 μmol·L－ 1。
　　α- 淀粉酶在小肠消化道降解葡萄糖过程中
发挥关键作用，抑制其活性能延缓淀粉水解，从
而控制血糖水平升高。Kiem 等 [21] 测试了来自匙
羹藤中的化合物 90 ～ 94 的α- 淀粉酶抑制活性，
化合物 91 ～ 93 抑制活性显著，IC50 值范围为
113.0 ～ 176.2 μmol·L－ 1。Yen 等 [25] 测试在 200 
μmol·L－ 1 浓度下从匙羹藤中得到的化合物 114
和 115 对α- 淀粉酶的抑制活性，结果显示有中等
抑制活性，抑制率分别为 27.8%、34.5%。
　　Li 等 [36] 对匙羹藤酸改善糖尿病大鼠高血糖
的作用机制进行了探究，结果表明其降血糖机制
可能与促进胰岛素信号转导，激活 PI3K/Akt 和
AMPK 介导的信号通路有关。Majeed 等 [37] 发现
匙羹藤复方对糖尿病大鼠模型的降糖作用十分显
著，但其作用机制仍需进一步研究。
　　此外，大量研究发现匙羹藤能显著改善糖尿病
并发症。Sandech 等 [38] 研究匙羹藤皂苷对糖尿病大
鼠血管保护作用，结果表明给药后，糖尿病大鼠
血管内皮生长因子和血管生成素 Ang-1 表达减少，
提示其能显著改善糖尿病引起的脑血管损伤。El 
Shafey 等 [39] 研究匙羹藤叶提取物对糖尿病大鼠一
些生理参数的影响，结果表明其对糖尿病引起的高
脂血症、氧化应激等并发症改善显著。
2.2　辐射防护作用 
　　当前电离辐射严重危害人类的身体健康，化
学药物虽能起到一定防护作用，但对人体的副作
用也十分明显 [40]。天然来源的中草药以其作用
温和、毒性低等特点引起人们广泛关注。研究人

员发现匙羹藤提取物及其活性单体化合物具有
显著抗辐射作用。Sinha 等 [41] 采用不同剂量的伽
马射线（60Co）照射淡水鱼模型 Pangasius sutchi，
照射前给予肌内注射匙羹藤叶提取物（GS，25 
mg·kg－ 1）、匙羹藤新苷元（GG，0.3 mg·kg－ 1）
和氨磷汀（83.3 mg·kg－ 1），接着通过测定不同时
间点血液中的微核数和红细胞异常率来评价它们
的防护效果。结果表明 GS 的辐射防护效果与阳
性药氨磷汀相似且其优于单体化合物 GG。基于
此，该课题组又深入研究了 GS 发挥辐射保护的
作用机制，发现其能通过抑制电离辐射产生的活
性氧（ROS）毒性攻击发挥潜在的防护作用 [42]。
2.3　抗疟活性 
　　Ounjaijean 等 [43] 对广东匙羹藤叶水提物的抗疟
活性进行了研究，结果发现提取物给药浓度与疟
原虫抑制率呈剂量依赖关系。当水提物给药剂量
为 100 mg·kg－ 1 时，对疟原虫抑制率最高。急性
毒性试验未观察到疟原虫感染小鼠有任何中毒迹象
发生，表明其安全性良好。Ounjaijean 等 [44] 研究证
明广东匙羹藤叶水提物能显著改善疟原虫感染小鼠
的低血糖、血脂异常和肝肾损伤等症状，且剂量在
500 mg·kg－ 1 保护作用最强。Boonyapranai 等 [45]

也发现当水提物剂量为 500 mg·kg－ 1 时能显著恢
复疟疾小鼠的血液异常。上述研究为广东匙羹藤在
民间治疗疟疾的合理性提供了有力证据。
2.4　免疫调节作用 
　　Singh 等 [46] 研究发现当匙羹藤酸质量浓度
为 20 μg·mL－ 1 时，在体外能够显著刺激大鼠脾
淋巴细胞的增殖。Ahirwal 等 [47] 研究了匙羹藤叶
甲醇提取物对瑞士白化病小鼠的体内免疫调节作
用，结果表明其能够发挥免疫调节活性。
2.5　抗菌活性 
　　Ghous 等 [48] 对匙羹藤叶不同溶剂提取物进行
抗菌活性研究，结果表明其甲醇和水提取物对铜
绿假单胞菌、大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的抑
制作用最强。Arora 等 [49] 发现匙羹藤叶提取物对各
种病原菌展现广谱活性。此外，Chodisetti 等 [50] 研
究发现匙羹藤地上部分的氯仿提取物具有较强的
抑菌活性，最低抑菌浓度和最小杀菌浓度分别在
0.04 ～ 1.28 mg·mL－ 1 和 0.08 ～ 2.56 mg·mL－ 1。
2.6　抗肿瘤活性
　　癌症是目前威胁人类健康的最大杀手之一，
目前的放化疗虽有一定效果但副作用太大，因此
寻找高效低毒的药物成为研究热点 [51]。研究发现
匙羹藤具有很好的抗肿瘤活性，对多种肿瘤具有
杀伤作用。Chakraborty 等 [52] 研究发现匙羹藤叶
乙醇提取物对人黑色素瘤 A375 细胞具有显著的

表 5　匙羹藤属植物中的其他类化合物 
Tab 5　Other compounds in Gymnema R. Br. plants

编号 化合物名称 来源 文献

133 十八烷酸 Gymnema tingens [28]
134 油酸 Gymnema tingens [28]
135 β- 谷甾醇 Gymnema tingens [28]
136 豆甾醇 Gymnema tingens [28]
137 胡萝卜苷 Gymnema tingens [28]
138 植醇 Gymnema sylvestre [29]
139 （Z）-9- 二十三烯 Gymnema sylvestre [29]
140 二十一烯 Gymnema sylvestre [29]
141 （E）-3- 二十碳烯 Gymnema sylvestre [29]
142 （Z）-2- 甲基 -2- 二十二烷 Gymnema sylvestre [29]
143 正十六烷酸 Gymnema sylvestre [30]
144 十八烷 Gymnema sylvestre [30]
145 硬脂酸 Gymnema tingens [31]
146 棕榈酸 Gymnema tingens [31]
147 油酸乙酯 Gymnema tingens [31]
148 亚油酸乙酯 Gymnema tingens [31]
149 朝霍定 C Gymnema sylvestre [32]
150 正二十九烷 Gymnema sylvestre [33]
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细胞毒活性，其作用机制可能为通过激活 caspase 
3 和 PARP 途径诱导肿瘤细胞死亡。Pon 等 [53] 用
二羟基匙羹藤酸三乙酸酯处理前列腺癌 PC-3 细
胞，结果发现经处理后肿瘤细胞周期停滞于 G2/
M 期且有大量细胞凋亡，其作用机制可能与促凋
亡蛋白 Bax、Bad 的水平升高及抗凋亡蛋白 Bcl-2、
Bcl-xl 和 Mcl-1 的水平降低有关。Ramkumar 等 [54]

研究发现匙羹藤通过改变线粒体膜电位、细胞周
期停滞诱导 HL-60 细胞凋亡。研究表明匙羹藤
乙醇提取物能抑制 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate（TPA）诱导的小鼠皮肤癌变 [55]。此外，
Arunachalam 等 [56] 研究发现纳米材料包裹的匙羹
藤药物对 HT29 人腺癌细胞具有较强体外抗肿瘤
活性。Ahamed 等 [57] 用匙羹藤叶提取物合成 CuO
纳米粒子并测试其抗肿瘤活性，结果表明其能显
著抑制 MCF-7 肿瘤细胞增殖。Srisurichan 等 [18]

对从匙羹藤果实甲醇提取物中分离得到的化合物
72 ～ 79 进行体外抗肿瘤活性测试，结果显示化合
物 74、77 较其他化合物具有更强的细胞毒性。上
述研究为匙羹藤属植物在临床抗肿瘤应用中提供
了参考。
2.7　愈合伤口作用 
　　研究发现通过使用现代材料搭载匙羹藤药物
的方式敷于患者伤口处，能加速伤口愈合。Daisy
等 [58] 将姜黄素和匙羹藤药物加入氧化石墨烯 - 聚
羟基丁酸酯 - 海藻酸钠复合材料中，通过对正常
细胞和糖尿病成纤维细胞的体外研究表明，搭
载药物的氧化石墨烯 - 聚羟基丁酸酯 - 海藻酸钠
复合材料能增加受伤细胞的细胞活力且不产生
细胞毒性，提示其可作为创面敷料应用于临床。
Subramanian 等 [59] 将匙羹藤叶提取物加入聚己内
酯（PCL）纳米纤维中，经 γ 射线灭菌后作为伤
口敷料应用，结果表明其对伤口病原体具有抗菌
活性且促进了成纤维细胞的增殖。上述研究为伤
口愈合治疗提供了新的思路。
2.8　保肝作用 
　　肝脏是人体最重要的代谢器官，感染、药物、
酒精等因素均能导致肝脏细胞的损伤，从而影响
肝脏正常的生理功能 [60]。研究发现从大叶匙羹藤
中分离得到的木脂素、酚苷类化学成分具有保肝
活性。Tian 等 [26] 采用 D- 半乳糖胺诱导 HL-7702
细胞损伤模型评价从大叶匙羹藤中分离得到的酚
苷类化合物的保肝活性，结果表明化合物 116、
120、121 的抑制活性（IC50 值分别为 9.1、11.1 和
9.1 μmol·L－ 1）与阳性药双环醇（IC50 值为 11.6 
μmol·L－ 1）相当或更优；随后又对从该植物中
分离得到的木脂素类成分的保肝活性进行研究，

建立与上述相同的细胞损伤模型评价，结果表明
化合物 130 具有显著的保肝活性，经其处理的细
胞存活率高达 97.7%[27]。
2.9　其他作用 
　　除上述药理活性外，匙羹藤属植物提取物还
具有抗肥胖、杀虫、抗铀损伤、抗炎等作用 [61-64]。
研究表明，匙羹藤水提物可通过提高多种抗氧化
酶活性降低高脂饮食诱导肥胖大鼠的氧化应激水
平，从而发挥减肥作用 [61]。钟婷婷等 [62] 采用浸渍
法研究匙羹藤甲醇粗提物对莴苣指管蚜虫的触杀
活性，结果表明其在 10 mg·mL－ 1 质量浓度下有
较好的杀虫活性。Joseph 等 [63] 发现匙羹藤水提物
可以以剂量依赖的方式减轻金属铀对人外周血单
核细胞的 DNA 损伤，表明其可作为抗铀损伤的保
护剂，但其活性成分尚不明确，有待进一步研究。
此外，Dunkhunthod 等 [64] 建立了以脂多糖（LPS）
加 γ 干扰素（IFN-γ）诱导的 RAW264.7 细胞模型
评价广东匙羹藤提取物的抗炎活性，结果表明
其通过抑制一氧化氮、促炎细胞因子白细胞介
素 6（IL-6）的产生，以及下调细胞内环氧化酶 -2
（COX-2）和 IL-6 mRNA 的表达发挥抗炎活性。采
用 GC-MS 对提取物主成分进行分析，发现挥发性
成分居多，提示其抗炎活性的物质基础可能为挥
发性成分。
3　结语
　　匙羹藤属植物分布广泛、资源丰富，民间药
用历史悠久。迄今已从该属植物中分离得到多种
化学成分，涵盖三萜及其苷类、C21 甾体皂苷类、
酚苷类和木脂素类等，且发现其具有降血糖、抗
肿瘤、抗菌、免疫调节和保肝等多种生物活性，
表明该属植物具有广阔的开发应用前景。
　　综上，虽然针对该属植物的研究已经取得了
长足进展，但仍然存在一些不足亟待解决：① 目
前针对匙羹藤、大叶匙羹藤、宽叶匙羹藤和广东
匙羹藤的化学成分研究较多，关于该属其他植物
的化学成分研究较少；② 针对匙羹藤属药理活性
的研究多集中在总提取物或者萃取物层面上，分
离得到的单体化合物活性评价报道较少，且相关
作用机制研究尚无深入、详实的报道；③ 中药质
量的优劣对于是否发挥药效至关重要，目前尚无
对该属植物质量控制的标准，使得临床用药的安
全性难以保证。因此，今后应该加强该属植物资
源化学成分的深入系统研究，采用网络药理学及
多组学技术对单体化合物发挥药理活性的机制作
深入探索，结合质量标志物原则制定药材的质量
控制标准，为临床用药的有效性提供保障。
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口腔局部用药防治造血干细胞移植致口腔黏膜炎的 
临床研究进展
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摘要：造血干细胞移植致口腔黏膜炎（HSCT-OM）临床治疗棘手，目前国内对其相关的临床研究

较少，本文从生物制剂、镇痛药、消毒剂、天然药物提取物和其他等分类对 HSCT-OM 局部用药防

治的国外临床研究进行综述。基于目前的临床研究证据，透明质酸酶喷雾剂、氯己定含漱液、洋甘

菊提取物含漱液、茶叶提取物含漱液、薄荷胡椒草本含漱液、海藻酸钠悬浮液、过饱和磷酸钙含漱

液、亚甲蓝含漱液、辛烯醇含漱液等有防治 HSCT-OM 的作用，但大部分药物都缺少循证医学证据

支持，未来需更多的多中心大样本的随机对照临床试验来验证这些药物的安全性和有效性。

关键词：造血干细胞移植；口腔黏膜炎；局部用药
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Clinical research progress of topical oral drugs in prevention and treatment 
of oral mucositis caused by hematopoietic stem cell transplantation

CHEN Wei-min1, ZHANG Zhang1, XIE Hui1, 2*, GUO Jin-cai1, 3, 4* (1. School of Stomatology, Hunan 
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Abstract: It is difficult to treat the oral mucositis caused by hematopoietic stem cell transplantation 
(HSCT-OM). At present, there are few related clinical studies in China. The research progress of 
topical treatment of HSCT-OM abroad was reviewed from biological agents, analgesics, disinfectants, 
natural drug extracts and other categories. Based on the current clinical research evidence, some 
drugs can prevent and treat HSCT-OM, such as hyaluronidase spray, chlorhexidine gargle, chamomile 
extract gargle, tea extract gargle, peppermint pepper herb gargle, sodium alginate suspension, 
supersaturated calcium phosphate gargle, methylene blue gargle, and octenol gargle. However, most 
of them lack the evidence support. In the future, more multicenter large sample randomized controlled 
clinical trials are needed to verify their safety and efficacy. 
Key words: hematopoietic stem cell transplantation; oral mucositis; topical drug
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　　造血干细胞移植（hematopoietic stem cell trans-
plantation，HSCT）是血液恶性肿瘤重要的治疗方
式，但该治疗方法常出现口腔黏膜炎（oral mucosi-

tis，OM）的并发症，并发症的发生率高达86.5%[1]，
HSCT-OM 表现为口腔黏膜溃疡、疼痛、水肿、糜
烂、进食困难、味觉异常等，临床治疗棘手，而
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口腔局部用药具有药物浓度高、作用强、不良反
应少等优势，在 HSCT-OM 治疗中广泛应用，但
国内相关临床研究较少，且目前尚无文献对其进
行系统的综述。故本文就防治 HSCT-OM 的口腔
局部用药的国外临床研究进展，以生物制剂、镇
痛药、消毒剂、天然药物提取物等分类进行综述，
为 HSCT-OM 临床治疗和研究提供参考。
1　生物制剂

　　生物制剂可以促进细胞增殖分化、加快创面
修复愈合，对 OM 的治疗效果好。目前已有多
种生物制剂在临床上以局部用药用于防治 HSCT-
OM，主要有粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子（GM-
CSF）、重组人表皮生长因子（rhEGF）、促红细胞
生成素、透明质酸钠等。
1.1　GM-CSF 
　　GM-CSF 防治 HSCT-OM 的作用目前尚有争
议。据 Dazzi 等 [2] 报道，90 例化疗后接受自体
外周血干细胞移植的实体瘤患者，随机分为安慰
剂组与 GM-CSF 含漱液组（150 μg·d － 1），GM-
CSF 含漱液组和安慰剂组严重 OM（≥ 3 级）发生
率（30% vs 36%）、OM 持续时间 [（4.8±4.7） d vs
（4.4±2.7）d）] 差异无统计学意义。另一 2%GM-
CSF 甲基纤维素凝胶的临床试验，同样发现 GM-
CSF 不能降低 HSCT-OM 的严重程度和发生率 [3]，
故目前指南不推荐进行自体或同种异体 HSCT 的
患者局部使用 GM-CSF 来预防 HSCT-OM[4]。
1.2　rhEGF 喷雾剂 
　　与安慰剂组相比，rhEGF 口腔喷雾剂（50 
μg·mL － 1，2 次·d － 1）不能降低 OM（≥ 2 级）
的发生率，但可降低 HSCT-OM 患者的吞咽困难程
度和饮水的限制 [5]。另一随机双盲安慰剂对照Ⅱ期
临床研究的结果同样显示，rhEGF 口腔喷雾剂治疗
不能降低患者 OM 的患病率和持续时间，但可减
少患者阿片类镇痛药使用的总时间和总剂量 [6]。
1.3　透明质酸酶喷雾剂 
　　两项含透明质酸钠与胶原蛋白喷雾剂预防
HSCT-OM 的病例随机对照研究显示：HSCT 后至
出院，实验组每日喷透明质酸酶喷雾剂 3 ～ 4 次，
对照组每日用 0.2% 氯己定含漱 3 ～ 4 次，结果显
示透明质酸酶喷雾剂组比氯己定含漱液组 OM 的
严重程度更低（76.6% vs 90.6%），OM 持续时间小
于 7 d 的患者比例更大（70.3% vs 37.6%）[7-8]。
1.4　促红细胞生成素含漱液 
　　Hosseinjani 等 [9] 的一项随机双盲安慰剂临
床对照试验，患者从高剂量化疗开始到移植后
第 14 日或到出院当日接受促红细胞生成素含漱
液（50 IU·mL － 1，4 次·d － 1）（n ＝ 40）或安慰

剂（n ＝ 40）治疗，结果含漱液组和安慰剂组 OM
的发生率为（27.5% vs 77.5%），OM 最大强度评分
为 [（0.60±1.06）vs（1.67±1.27）]，OM 平均强度
评分为 [（0.47±0.80）vs（1.28±0.86）]。结果显示
促红细胞生成素含漱液干预的 HSCT 患者与安慰剂
组相比，OM 发生率、严重程度和持续时间更低。
2　镇痛药

　　疼痛是 HSCT-OM 患者常见的并发症，有些
患者甚至会出现严重疼痛，影响日常生活。对疼
痛的治疗可以改善 HSCT-OM 患者生活质量，提
高治疗的依从性。此外，疼痛症状缓解后，有利
于患者饮食，从而改善患者营养状况。因 HSCT-
OM 是持续性疼痛，镇痛药常用贴剂，如芬太尼透
皮贴剂、丁丙诺啡透皮贴剂。
2.1　芬太尼透皮贴剂 
　　有些 HSCT-OM 患者会出现严重疼痛，常需
用镇痛药。Kim 等 [10] 研究发现 HSCT-OM 患者经
皮给药，给予 25 μg·h－ 1 的芬太尼透皮贴剂，既
能有效缓解 OM 的疼痛，又能提高 HSCT-OM 患
者的睡眠和生活质量。黄慧强等 [11] 的研究也得到
了相似的结果，该研究对 22 例恶性肿瘤 HSCT 引
起的严重 OM 患者给予 25 μg·h－ 1 芬太尼透皮贴
剂，每 72 h 更换一次贴剂，并根据患者疼痛变化
情况调整芬太尼剂量，疼痛缓解的总体有效率为
100%，完全缓解率为 45.5%，患者的生活质量显
著提高（P ＜ 0.01）。
2.2　丁丙诺啡透皮贴剂 
　　Meyer 等 [12] 关于 54 名 3 HSCT-OM（3 级）患
者回顾性队列研究显示，其中 24 名为普通镇痛
对照组，30 名为丁丙诺啡透皮贴剂镇痛组，两
组患者的阿片类药物总需求量为 [（1961±1365）
mg vs（928±625）mg，P ＝ 0.02]，吞咽疼痛评分
为 [（54±24）vs（41±18），P ＜ 0.001]，结果显示
严重 HSCT-OM 患者使用丁丙诺啡透皮贴剂镇痛，
可显著降低阿片类药物的使用和患者吞咽疼痛感。
3　消毒剂

　　因 HSCT-OM 患者一般机体抵抗力差，易继
发细菌感染，而氯己定含漱液、聚维酮碘含漱液
等消毒剂价格便宜、杀菌消毒效果好，临床上常
用于预防和治疗 HSCT-OM。
3.1　氯己定含漱液 
　　一项回顾性研究报道，HSCT 患者在住院期
间，B 组患者（35 人）使用软毛牙刷用牙膏每日清
洁口腔两次，A 组患者（38 人）在此基础上，加用
不含乙醇的 0.12% 氯己定溶液每日含漱 3 次。结
果发现用氯己定溶液含漱可有效预防 HSCT 链球
菌菌血症的发生 [13]。一项临床实践指南建议，氯
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己定联合口腔护理方案，可以降低 HSCT-OM 的
严重程度和持续时间 [14]。
3.2　聚维酮碘含漱液 
　　Vokurka 等 [15-16] 将 132 例患者随机分为两组，
整个 HSCT 住院期间分别用生理盐水（n ＝ 65）或
1% 聚维酮碘溶液（n ＝ 67）每日含漱 4 次，每次
含漱 2 min，结果两组 HSCT-OM 平均持续时间都
为 5 d，HSCT-OM 发病率分别为 71% vs 70%，差
异无统计学意义。
4　天然药物提取物

　　天然药物提取物具有效果好、不良反应少等
优势，是近年来开发口腔局部治疗 HCST-OM 药
物的热点方向，目前已开展治疗 HCST-OM 临床
试验的天然药物提取物有洋甘菊提取物含漱液、
茶叶提取物含漱液、薄荷胡椒草本含漱液、海藻
酸钠悬浮液、芦荟含漱液等。
4.1　洋甘菊提取物的含漱液

　　一项Ⅱ期临床随机对照试验显示，与安慰剂
组相比，一日含漱两次 10 mL 1% 洋甘菊提取物试
验组的 HSCT-OM 发生率、严重程度和持续时间更
低，且没有发现中度或重度不良反应 [17]。
4.2　茶叶提取物含漱液

　　据一项前瞻性临床随机对照研究报道，试验
组 28 例接受 HCST 患者从术前第 1 日到术后第
30 日在标准预防的基础上每日使用茶叶提取物含
漱液漱口 3 次，对照组 32 例仅接受标准预防，试
验组 OM 的发生率为 50%，而对照组为 82%。此
外，试验组中 2 ～ 4 级 OM 发生率更低（25% vs 
56.2%）。结果表明，茶叶提取物含漱液漱口可以
显著降低 HCST-OM 的发生率、严重程度和持续时
间。该结果可能是由于茶多酚化合物的抗氧化特
性对口腔黏膜有保护作用 [18]。
4.3　薄荷胡椒草本含漱液

　　一项一日含漱 3 次 1% 薄荷胡椒草本含漱液
组（n ＝ 27）和安慰剂组（n ＝ 33）的随机对照
试验显示，薄荷胡椒草本含漱液组 OM 的持续
时间 [（5.67±5.00）vs（11.27±6.73）]、严重程
度 [（1.44±1.09）vs（2.18±1.01）] 均更低，且 HCST
患者的疼痛强度 [（1.79±1.99）vs（3.23±2.03）]、
口腔干燥 [（1.33±2.03）vs（2.29±2.11）] 和吞咽困
难 [（1.44±2.27）vs（2.89±2.47）] 等改善效果更
好。此外还可以减少麻醉镇痛药使用率（14.81% vs 
42.42%）、全胃肠外营养率（14.81% vs 42.42%）和平
均使用时间 [（0.52±1.45）d vs（2.18±3.54）d]，结
果表明接受薄荷胡椒草本含漱液治疗的 HCST 患者
OM 相关的并发症更少 [19]。
4.4　海藻酸钠悬浮液

　　研究发现海藻酸钠悬浮液漱口可以显著缓解
与 HCST-OM 相关的疼痛，且可以减少镇痛药的
使用，降低口腔干燥症和味觉障碍的发生率，海
藻酸钠悬浮液漱口在预防 HCST-OM 方面非常
有效 [20]。另一研究也显示海藻酸钠悬浮液漱口，
HSCT 患者的 OM、口腔疼痛和味觉障碍等并发症
的严重程度显著降低，并可以减少移植物抗宿主
病的全身并发症 [21]。
4.5　芦荟含漱液

　　据一项Ⅱ期临床研究显示，HCST 患者每日使
用含有牛初乳和芦荟的含漱液漱口 3 次预防 OM，
出现 OM 后增加到 5 次，OM 平均发病时间为预处
理开始后（9.1±3.5）d，平均持续时间为（10.4±4.3）
d，平均最大疼痛评分为（3.7±2.7）。但其安全有效
性还有待随机对照临床研究试验验证 [22]。
5　其他类

5.1　过饱和磷酸钙含漱液

　　临床研究显示，每日含漱 4 次过饱和磷酸钙
溶液可降低 HCST-OM 的严重程度（0.9 d vs 1.8 d，
P ＝ 0.02）和持续时间（3.2 d vs 7.1 d，P ＝ 0.02），
并可以减少对阿片类药物（1.1 d vs 3.4 d，P ＝

0.047）和全胃肠外营养的需求（0 d vs 1.9 d，P ＝

0.009）[23-24]。另一项前瞻性双盲随机临床对照试
验发现，整个住院期间每日含漱 4 次饱和磷酸钙
含漱液与氟化物含漱液，每次 30 mL，OM 持续
天数（3.72 d vs 7.22 d，P ＝ 0.001）、疼痛持续时
间（2.86 d vs 7.67 d，P ＝ 0.0001）、吗啡使用剂量
（34.54 mg vs 122.78 mg，P ＜ 0.0001）、吗啡使用
天数（1.26 d vs 4.02 d，P ＝ 0.0001）都优于单独
使用氟化物含漱液 [25]。
5.2　米索前列醇含漱液

　　Lalla 等 [26] 的随机双盲安慰剂临床对照试验显
示，每日含漱 3 次米索前列醇溶液 15 mL（含米
索前列醇 200 μg）或 15 mL 水，含漱 60 s 后咽下，
米索前列醇含漱液组和安慰剂组的 HCST-OM 严
重程度（OM 指数评分，P ＞ 0.05）和疼痛严重程
度（VAS 评分，P ＞ 0.05）差异无统计学意义。
5.3　亚甲蓝含漱液

　　临床研究发现 HSCT 患者用足量的 0.5% 亚
甲蓝水溶液含漱 5 min，每 6 h 含漱 1 次，结果发
现 60% 患者第一次含漱 0.5% 亚甲蓝溶液后疼痛缓
解，其余第二次含漱后疼痛缓解，从而可降低阿
片类药物的使用量。0.5% 亚甲蓝含漱液漱口是一
种有效且廉价的方式，可以安全地用于缓解与癌
症治疗相关的 OM 患者的顽固性口腔疼痛 [27]。
5.4　辛烯醇含漱液

　　一项前瞻性双盲随机临床对照试验结果表明，
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每次含漱 50 mL 0.1% 辛烯醇溶液或 0.1% 氯己定溶
液，每日 4 次，都对降低 HCST-OM 严重程度 [OM
评分（1.24±0.79）vs（1.30±0.80）] 有效果，但预
防作用差异无统计学意义，辛烯醇含漱液对口咽部
细菌杀菌效果 [ 降低（5.0±8.3）vs（1.0±6.3）CFU]
更有优势，对院内感染的预防作用可能更好 [28]。
5.5　亚叶酸含漱液

　　Sugita 等 [29] 回顾性分析了 118 例 HCST 患者的
数据。多因素分析结果显示，全身性亚叶酸给药显
著降低了重度 OM 的发生率（OR ＝ 0.13，95%CI：
0.04 ～ 0.73，P ＝ 0.014），单独使用 13% 的亚叶酸
含漱液（每日 4 次）的患者重度 OM 发生率也有降
低 趋 势（OR ＝ 0.39，95%CI：0.15 ～ 1.00，P ＝

0.051），全身性亚叶酸和含漱液给药均有助于降低
接受 HCST 患者严重 OM 的发生率。
6　总结与展望

　　据报道在接受放射治疗的患者中，OM 的增加
成本为5000～30 000美元，在接受化疗的患者中，
每个周期的增加成本约为 3700 美元，HCST-OM
总住院治疗的成本增加超过 7 万美元 [30]。一项
222 名接受造血干细胞移植的患者临床回顾性研究
显示，OM（Ⅱ级及以上）患病率为 69.8%；且发
现 OM 增加了住院天数，使用抗菌药物的天数以
及镇痛药的数量和剂量 [31]。HCST-OM 的危险因素
为较小的年龄、较低体质量指数、近期吸烟、近
期抗菌药物暴露史、甲氨蝶呤的使用等，且 OM
会导致住院时间延长、中性粒细胞移植延期及胃
肠道感染 [32]，故临床医师越来越重视 HCST-OM。
　　本文从生物制剂、镇痛药、消毒剂、天然药
物提取物等分类就 HSCT-OM 的口腔局部用药防
治的国外临床研究进行综述，文献研究显示透明
质酸酶喷雾剂、氯己定含漱液、洋甘菊提取物含
漱液、茶叶提取物含漱液、薄荷胡椒草本含漱液、
海藻酸钠悬浮液、过饱和磷酸钙含漱液、亚甲蓝
含漱液、辛烯醇含漱液等有防治 HSCT-OM 的作
用，但目前未发现 GM-CFS 含漱液、米索前列醇
含漱液、聚维酮碘含漱液有防治 HSCT-OM 的作
用。故基于目前的国内外临床研究证据，较多的
局部用药有防治 HSCT-OM 的作用，但基本上都
缺少循证医学证据支持，未来需更多的多中心大
样本随机对照临床试验来验证这些药物的安全性
和有效性。
　　口腔局部用药防治 HSCT-OM 的药物较多，
含漱液使用方便且安全经济，目前以含漱液为主，
但由于其易受口腔内环境和饮食影响，作用时间
相对短，疗效欠佳。已有循证医学研究证据证实
冷冻疗法治疗 HSCT-OM 安全有效 [33]，也有学者

探索性研究发现一些含漱液冷冻后用于漱口可增
强治疗 HSCT-OM 疗效，故含漱液的冷冻疗法可
能是以后提高局部治疗 HSCT-OM 疗效的一种经
济的方法；另一方面开发乳膏、凝胶等作用时间
长的局部制剂，治疗 HSCT-OM 也是以后的研究
方向。此外，用好局部药物的同时，还要勤刷牙，
注意口腔卫生，避免食用刺激性食物，防止 OM
继发感染；提供足够的营养支持，才能有利于干
细胞移植后身体恢复，加快 OM 口腔黏膜的愈合，
这些方面也需引起重视。
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中药及民族药治疗类风湿关节炎的代谢组学研究进展
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摘要：类风湿关节炎（RA）是一种发病机制复杂的慢性自身免疫性疾病。现代医学主要以口

服或外用非甾体抗炎药、手术等进行治疗，但不良反应明显、后期易复发。随着我国中医药

事业的不断发展，中药在 RA 治疗方面的作用已愈发重要。基于代谢组学技术探讨中药药效机

制，研究潜在生物标志物和治疗机制，更符合中医药的整体观，对于促进中医药防治 RA 的临

床应用具有重要意义。因此，本文将基于代谢组学技术探讨 RA 的发病机制，并对中药及民族

药中活性物质、单味药及复方干预 RA 的潜在生物标志物及相关代谢通路进行总结，旨在为今

后中药及民族药防治 RA 的深入研究和临床应用提供参考。
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Research progress in metabolomics of traditional Chinese medicine and 
ethnic medicine for rheumatoid arthritis
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Abstract: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease with complex pathogenesis. 
Treatment mainly include oral or topical nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), surgery, 
etc., but the adverse reactions are common and tend to recur. Traditional Chinese medicine (TCM)  
has become increasingly important in the treatment of RA. Metabolomics is in line with the holistic 
view of TCM in determining the efficacy and therapeutic mechanism of TCM, and potential 
biomarkers. It is of great significance to promote the clinical application of TCM in the prevention and 
treatment of RA. This paper discussed the pathogenesis of RA based on metabolomics technology, 
and summarized the potential biomarkers and related metabolic pathways of active substances, single 
drugs and formula of TCM and ethnic medicine, aiming provide reference for the further research and 
clinical application of TCM and ethnic medicine for RA. 
Key words: metabolomics; traditional Chinese medicine; ethnic medicine; rheumatoid arthritis; 
biomarker; action mechanism
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　　类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是
一种以关节滑膜炎症和软骨损伤为病理特征的慢
性自身免疫性疾病，发病率和致残率高，且无法
治愈，多见于 35 ～ 50 岁成年人 [1]。现阶段临床
上西医常以非甾体抗炎药、糖皮质激素、生物制

剂等进行治疗，治疗方式单一，并且伴随着胃肠
道损伤、肝肾功能异常等不良反应 [2]。中医则多
将 RA 分期分型辨证论治，且中药具有安全性高、
整体调节等特点，在 RA 的临床治疗上具有显著
优势。但中药成分复杂、靶点多样，还需对其作
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用机制等问题进行深入研究和不断完善。
　　代谢组学是对受病理影响或药物干预后的复
杂生物体中内源性代谢物的整体研究，结合代谢
组学数据库对相关代谢物信息进行整合，提供生
命系统代谢网络的变化。代谢组学的研究思路与
中医药的整体思维不谋而合，可作为一种用于发
现疾病生物标志物及探索生命系统与药物之间复
杂效应关系的有效工具 [3]。近年来，代谢组学已
广泛应用于中医药防治 RA 的研究中，为更清晰
地反映经中药治疗后生命体内代谢物的变化特点，
本文基于代谢组学的研究方法，对 RA 的发病机
制、中药及民族药治疗 RA 的潜在生物标志物及相
关代谢通路进行总结，旨在为今后中药及民族药
防治 RA 的深入研究和临床应用提供更多参考。
1　RA发病机制的代谢组学研究
1.1　RA 发病与氨基酸代谢异常
　　氨基酸代谢紊乱和相关衍生物的异常表达可能
导致炎症加重和关节滑膜增生的恶性循环。Li 等 [4]

应用基于液相色谱 - 质谱联用（LC-MS）的代谢组
学技术，发现 RA 患者血清中色氨酸、精氨酸的含
量显著减少，谷氨酸、L- 亮氨酸、L- 苯丙氨酸和
L- 脯氨酸的含量显著增加。色氨酸可以参与犬尿氨
酸的代谢，犬尿氨酸可直接作用于成纤维样滑膜细
胞（FLS）上的芳香烃受体从而诱导 FLS 异常活化，
加重关节滑膜炎症 [5]。精氨酸可在一氧化氮合酶
（NOS）的催化下产生一氧化氮（NO），调节免疫并
参与关节软骨病变，NO 含量过高可诱导肿瘤坏死因
子α（TNF-α）和白细胞介素 1β（IL-1β）等促炎因子
释放，加重 RA 炎症反应，导致关节软骨受损 [6]。另
有研究表明，谷氨酸可能是一种与早期骨侵蚀相关
的 RA 的新预测因子 [7]。由此可见，RA 的发病机制
可能与氨基酸代谢异常密切相关。
1.2　RA 发病与脂质代谢异常
　　脂质能够广泛参与营养调节、能量存储、信
号转导等生理过程，是软骨细胞所需营养的重要
来源 [8]。Wang 等 [9] 采用胶原诱导性关节炎（CIA）
大鼠进行血浆代谢组学的研究，发现 CIA 大鼠体
内花生四烯酸、油酸、亚油酸和胆固醇含量均有
所减少。其中花生四烯酸作为生物体内分布最广
泛的内源性活性物质，可与环氧合酶或脂氧合酶
反应，生成具有促炎作用的类花生酸，使局部组
织产生或加重炎症反应。而胆固醇可通过 Toll 样
受体（TLR）3 或者 TLR4 途径激活 p38 丝裂原活
化蛋白激酶信号通路诱发炎症反应 [10]。Luan 等 [11]

通过脂质组学研究，发现与健康受试者相比，RA
患者血清中 1- 磷酸鞘氨醇（S1P）、2- 羟基二十碳

四烯酸（12-HETE）、溶血磷脂酰胆碱（LPC）和
溶血磷脂酰乙醇胺（LPE）的含量相对增加，其
中 LPC 可诱导血管内皮细胞中的环氧合酶 2 表达，
发挥促炎作用；12-HETE 作为花生四烯酸的代谢
产物，亦可发挥促炎作用。因此脂质代谢异常在
与 RA 相关的慢性炎症过程中发挥重要作用。
1.3　RA 发病与能量代谢异常
　　葡萄糖有氧氧化为正常滑膜细胞产能的主要
途径，但 RA 患者体内 FLS 的产能代谢途径发生
了改变。Shan 等 [12] 发现，CIA 大鼠血清中丙酮酸、
乳酸、6- 磷酸葡萄糖水平显著增加，柠檬酸的水
平下降。其中丙酮酸、乳酸为糖酵解的重要产物，
含量增加表明 CIA 大鼠体内糖酵解活性增强，糖
酵解活性的上调可导致 RA 患者关节滑膜增生、血
管翳的形成，同时加剧炎症和骨质破坏 [13]。柠檬
酸是三羧酸循环（TCA 循环）中重要的中间代谢
产物，柠檬酸含量减少，表明 CIA 大鼠体内糖的
有氧分解代谢受到抑制。Yun 等 [14] 采用基于核磁
共振氢谱（1H-NMR）的代谢组学研究方法，发现
CIA 大鼠尿液中肌酸和肌酐的含量较对照组升高，
肌酸及其磷酸化形式的磷酸肌酸是能量代谢的关
键中间体，其水解后将产生的能量转移给腺苷二
磷酸（ADP）再生成腺苷三磷酸（ATP），从而为
机体供能，而肌酐是由肌酸和磷酸肌酸代谢产生
的，肌酸和肌酐水平升高，表明 CIA 大鼠的能量
需求增加，体内存在着一定程度的能量代谢紊乱。
2　中药及民族药治疗 RA的代谢组学研究
　　针对 RA 引起的机体代谢紊乱，近年来一些
研究表明，中药及民族药的活性物质、单味药及
复方可有效调控机体内源性代谢物变化，改善
RA 代谢紊乱状态，进而发挥治疗 RA 的作用。
2.1　活性物质治疗 RA（见表 1）
2.1.1　苍术挥发油　苍术挥发油具有降血糖、保
肝、抗炎和抗菌等药理作用。徐依依 [15] 采用基于
气相色谱 - 质谱联用（GC-MS）的代谢组学技术，
在佐剂关节炎（AA）大鼠血清中共检测鉴定出
12 种潜在生物标志物，涉及 6 条代谢途径，结果
表明苍术挥发油可下调脯氨酸、牛磺酸、半乳糖、
谷氨酸等水平，从而抑制关节中胶原蛋白降解，
改善机体氨基酸、能量代谢紊乱，缓解关节疼痛，
进而发挥治疗 RA 的作用。
2.1.2　栀子苷　栀子苷具有抗炎、抗血管生成和
抗氧化等药理作用。占翔 [16] 采用基于 UPLC-Q-
TOF-MS 的代谢组学方法，发现栀子苷可通过干
预精氨酸和脯氨酸代谢紊乱调节机体免疫，并通
过干预鞘脂类代谢有效抑制血管内皮细胞中 S1P
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的产生及其相关信号通路激活，减轻炎症。此外，
栀子苷还能调节 ATP 等代谢物参与嘌呤代谢，抑
制尿酸合成，减轻骨组织损伤。
2.1.3　龙胆苦苷　龙胆苦苷具有抗炎、保肝、抗
氧化等药理作用。赵传怡 [17] 在 CIA 大鼠中进行
了龙胆苦苷对 RA 炎症抑制作用的代谢组学研究，
发现龙胆苦苷能够使 CIA 大鼠体内紊乱的 LPC
（20∶2）、天门冬氨酸等 10 个生物标志物回调，提
示龙胆苦苷能够调节苯丙氨酸代谢、不饱和脂肪酸
的生物合成和胆汁分泌等治疗 RA。另外，龙胆苦
苷能够调节辅助性 T 细胞 17/ 调节性 T 细胞（Th17/
Treg）的平衡，抑制促炎因子释放缓解 RA 症状。
2.1.4　牛膝总皂苷　牛膝总皂苷具有抗炎、抗肿
瘤、调节免疫等药理作用。张衡等 [18] 运用微透析
技术采集纯净度较高的 AA 大鼠关节腔透析液，
分析发现 AA 大鼠经牛膝总皂苷干预后，腺苷一
磷酸（AMP）、胞苷、硬脂酸、皮质醇等代谢物
回调，表明牛膝总皂苷能够调控嘌呤代谢、脂肪
酸和类固醇激素合成等，起到调节免疫、抑制炎
症、改善代谢紊乱的作用，同时还可以改善机体
血脂异常，降低引发心血管疾病的风险。
2.1.5　威灵仙总皂苷　威灵仙总皂苷具有调节免
疫、抗炎镇痛等药理作用。柳清等 [19] 在 AA 大
鼠血清中发现并鉴定出了 17 个潜在生物标志物，
这些生物标志物经威灵仙总皂苷治疗后均得到回
调。其中棕榈油酸、花生四烯酸、肉豆蔻酸等含
量升高，天冬氨酸、α- 酮异己酸、肌醇等含量下
降，表明威灵仙总皂苷能够调节紊乱的脂代谢、
能量代谢以及氨基酸代谢，抑制机体炎症反应，

减轻软骨和骨质损伤从而发挥防治 RA 的作用。
2.1.6　铁线莲三萜皂苷　铁线莲三萜皂苷具有抗炎
镇痛、抗氧化、抗肿瘤等药理作用。Li 等 [20] 研究
发现，CIA 大鼠经铁线莲三萜皂苷干预后，血清和
尿液中多种甘油磷脂和氨基酸含量发生明显变化，
推测铁线莲三萜皂苷可以通过干预甘油磷脂代谢影
响中性粒细胞活化，减少中性粒细胞向 RA 炎症部
位的迁移和聚集，改善氨基酸代谢紊乱，抑制滑膜
增生。此外，铁线莲三萜皂苷还能够干预类固醇激
素代谢从而抑制免疫反应和炎症过程。
2.1.7　汉防己甲素　汉防己甲素具有抗肿瘤、保护神
经和心血管、抗肝纤维化等药理作用。Yun 等 [14] 通
过尿液代谢组学研究，在 CIA 大鼠尿液中检测鉴定
出 23 种潜在生物标志物，并发现汉防己甲素可降低
丙酮酸、肌酸和肌酐水平从而恢复能量代谢稳态，并
通过调节甘氨酸和牛磺酸等含量减轻氧化应激损伤
和炎症反应。此外，还能够改善脂质代谢和肠道菌群
代谢紊乱，在一定程度上保护关节，缓解 RA 症状。
2.2　单味药治疗 RA（见表 2）
2.2.1　刺山柑　维药刺山柑富含黄酮、脂质和生物
碱等化学成分，具有祛风除湿、止痛活血的功效。
蒋思思 [5] 采用柱前衍生 -HPLC-UV 技术对大鼠血
清和尿液中多种氨基酸进行检测，发现 CIA 大鼠
连续给予刺山柑水提物后，RA 症状得到明显改
善，血清和尿液中 10 种氨基酸水平得到恢复，其
中精氨酸和谷氨酰胺呈现相同趋势，丙氨酸含量在
血清中减少、尿液中增加，表明刺山柑水提物可
能通过调节机体内分泌激素、促进糖代谢为机体供
能，从而加强自身免疫，发挥抗炎保护作用。

表 1　基于代谢组学的中药及民族药活性物质治疗 RA 
Tab 1　Treatment for RA with active substances of TCM and ethnic medicine based on metabolomics

名称 技术 样本 潜在生物标志物 代谢途径

苍术挥发油 [15] GC-MS 大鼠血清 L- 苏氨酸、牛磺酸、D- 半乳糖、半乳糖、 
谷氨酸等

精氨酸和脯氨酸代谢，氨酰基 -tRNA 的生物

合成，半乳糖代谢，牛磺酸和次牛磺酸代

谢，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，D-
谷氨酰胺和 D- 谷氨酸代谢

栀子苷 [16] UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠血液、

滑膜液

血液：L- 精氨酸、乙酰谷氨酸、L- 组氨酸等；滑膜 
液：棕榈酰乙醇胺、ATP、ADP、（R）-3- 羟基 -
十八烷酸、苯乙酸等

血液：鞘脂代谢、组氨酸代谢、甘油磷脂代

谢、精氨酸和脯氨酸代谢；滑膜液：甘油

磷脂代谢、鞘脂代谢、嘌呤代谢

龙胆苦苷 [17] LC-MS 大鼠血浆 棕榈酰乙醇胺、水杨酸、羟基肉桂酸、溶血磷脂

酸（20∶4）、LPC（20∶2）、天门冬氨酸等

苯丙氨酸代谢、半乳糖代谢、不饱和脂肪酸

的生物合成、胆汁分泌、磷酸肌醇代谢

牛膝总皂苷 [18] UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠关节腔

透析液

胞苷、AMP、硬脂酸、棕榈酸皮质醇等 嘌呤代谢、嘧啶代谢、脂肪酸和类固醇激素

合成

威灵仙总皂苷 [19] GC-TOF-MS 大鼠血清 2- 羟基丁酸、柠檬酸、棕榈油酸、花生四烯酸等 脂质代谢、氨基酸代谢、能量代谢

铁线莲三萜 
皂苷 [20]

UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠血清、

尿液

血清：9，11- 十八碳二烯酸、21- 脱氧皮质醇、

花生四烯酸等；尿液：缬氨酸、马尿酸、泛酸、

假尿苷、四氢皮质醇

甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、花生四烯酸代谢、

类固醇激素生物合成、氨基酸代谢、泛酸

和辅酶 A 生物合成

汉防己甲素 [14] 1H-NMR 大鼠尿液 甘氨酸、牛磺酸、肌酸、肌酐、黄尿酸、 
丙酮酸等

能量代谢、氨基酸代谢、脂质代谢、肠道微

生物代谢
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表 2　基于代谢组学的单味中药及民族药治疗 RA 
Tab 2　Treatment for RA with single TCM and ethnic medicine based on metabolomics

药材 技术 样本 潜在生物标志物 代谢途径

刺山柑 [5] PITC-HPLC-
UV

大鼠血清、

尿液

血清：丙氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺、赖氨酸、色氨酸、

精氨酸；尿液：丙氨酸、甘氨酸、精氨酸、蛋氨酸、

亮氨酸、谷氨酰胺、犬尿氨酸

氨基酸代谢

翼首草 [21] UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠血清 二十碳五烯酸、L- 缬氨酸、LPC（20∶5）、色氨酸、

胆汁酸等

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解，花生四烯

酸代谢，精氨酸和脯氨酸代谢，甘油磷脂

代谢，胆汁酸生物合成

苍术 [22] UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠血浆 4- 羟基肉桂酸、L- 哌啶酸、3- 磷酸甘油酸、11- 脱
氧皮质醇、牛磺鹅去氧胆酸、水杨酸、牛磺胆酸、

24，25- 羟基维生素 D3、L- 天门冬酰胺

胆汁酸生物合成、类固醇激素生物合成

类叶牡丹 [23] UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠血浆、

尿液

血浆：对苯二酚、2- 吲哚羧酸、胆甾烷醇、三羟基胆

甾烷等；尿液：11β- 羟基孕酮、3，4- 二氢呋喃酮、

四氢叶酸等

血浆：氨基酸代谢、脂肪酸代谢；尿液：氨

基酸代谢、维生素代谢、能量代谢、脂质

代谢

黄芪 [24] UPLC-Q-
TOF-MS

大鼠血清、

尿液

血清：犬尿酸、维生素 B6、黄尿酸、辛二酸等；尿液：

胆酸、L- 乙酰基肉碱、棕榈酸等

色氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、TCA 循环、脂

肪酸代谢、维生素 B6 代谢

2.2.2　翼首草　藏药翼首草具有镇静、抗炎、抗
肿瘤等药理作用。唐策等 [21] 通过血清代谢组学的
研究方法，在 AA 大鼠血清中分析鉴定出 21 种潜
在生物标志物，翼首草提取物可以使缬氨酸、花
生四烯酸和脯氨酸等 19 种标志物恢复到对照组
水平，而阳性药组（醋酸地塞米松）仅可对 10 种
标志物进行回调，提示翼首草提取物可以改善机
体免疫紊乱、抑制机体炎症反应，且较阳性药有
更为广泛的代谢调控作用。
2.2.3　苍术　苍术具有燥湿健脾、祛风散寒、明
目的功效，常用于治疗脘腹胀满、风湿痹痛等。
张北雪 [22] 研究发现 4 种苍术（朝鲜苍术、关苍术、
北苍术、茅苍术）能够通过调控核转录因子 κB
（NF-κB）通路，下调促炎细胞因子水平，抑制
滑膜细胞增生和血管翳生成，保护关节软骨。此
外，AA 大鼠经苍术提取物干预后，体内牛磺胆
酸、牛磺鹅去氧胆酸和 11- 脱氧皮质醇含量降低，
推测苍术可能通过影响原代胆汁酸生物合成和类
固醇激素生物合成提高机体免疫功能。
2.2.4　类叶牡丹　类叶牡丹主含三萜皂苷和生物
碱成分，具有理气止痛、祛风活血的功效。许
丹 [23] 利用 CIA 大鼠进行尿液、血浆代谢组学的
研究，发现类叶牡丹可使 16 种尿液代谢标志物和
13 种血浆代谢标志物恢复到正常水平，这些标志
物主要涉及脂质代谢、能量代谢和氨基酸代谢等
途径。研究表明，给予不同剂量类叶牡丹提取物
均可减轻 CIA 小鼠滑膜组织损伤，且在安全范围
内的高剂量具有显著的抗炎和免疫抑制作用。
2.2.5　黄芪　中药黄芪具有补中益气、利水消肿
的功效。Xu 等 [24] 采用基于 UPLC-Q-TOF-MS 的
代谢组学技术，发现 AA 大鼠经黄芪提取物干预

后，尿液和血清中分别有 13 个和 21 个代谢物受
到调控，主要涉及色氨酸代谢、脂肪酸代谢等 5
条代谢途径，表明黄芪提取物具有抑制炎症反应
和改善氧化应激状态的作用。
2.3　中药复方治疗 RA（见表 3）
2.3.1　川乌 - 白蔹药对　川乌与白蔹为“十八
反”中“半蒌贝蔹及攻乌”的相反药，两者配伍
可用于治疗跌打损伤、风寒湿痹。Jin 等 [25] 采用
GC-MS 的代谢组学研究在 CIA 大鼠尿液中发现
21 种 RA 的潜在生物标志物，并发现 CIA 大鼠经
给药后，尿液中 D- 半乳糖、丙醛含量显著升高、
肌醇和甘油含量减少，表明 RA 引起的半乳糖代
谢紊乱、甘油和脂肪酸的相互转化平衡得到改善
和恢复。此外，川乌和白蔹提取物还可以通过控
制肌醇含量，介导磷酸肌醇代谢途径，调节中性
粒细胞内钙离子浓度抑制炎症反应，从而干预
RA 疾病进程。
2.3.2　乌头汤　乌头汤由麻黄、黄芪和川乌等 5 味
中药组成，具有温经散寒、除湿宣痹的功效。Xu
等 [26] 通过尿液代谢组学的研究方法，发现 26 个与
乌头汤发挥治疗 RA 作用的潜在生物标志物，主要
涉及苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，牛磺
酸和亚牛磺酸代谢等途径，表明乌头汤可通过降
低机体氧化应激水平、抑制滑膜增生等方式防治
RA，并通过促进毒素排放减轻肾损伤。
2.3.3　复方祖师麻　复方祖师麻由祖师麻和甘草
两味中药配伍而成，具有祛风除湿、活血止痛的
功效。彭琳秀等 [27] 通过血浆代谢组学研究在 AA
大鼠中鉴定出 30 种潜在生物标志物，并发现复方
祖师麻可调控苯丙氨酸、LPC、肉豆蔻酸等 12 种
异常代谢物水平，介导炎症因子产生，缓解关节



196

Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1 　中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期

疼痛；对血清进行非靶标脂质代谢轮廓分析，发
现复方祖师麻可对磷脂酰丝氨酸、酰基肉碱和三
酰甘油等多种内源性脂质代谢物水平进行调控，
从而减轻关节炎症和氧化应激损伤 [28]。
2.3.4　黄连解毒汤　RA 活动期多具有热证表现，
热邪侵蚀可致关节红肿热痛、骨质破坏 [29]。黄连
解毒汤作为具有清热解毒作用的经典名方，还具
有显著的抗炎活性。章华伟 [30] 通过血浆、尿液
代谢组学研究发现黄连解毒汤可调控柠檬酸、琥
珀酸等 6 种潜在标志物恢复到正常水平，说明黄
连解毒汤可通过影响 TCA 循环来调节炎性环境
下软骨细胞的代谢水平，减轻骨质损伤从而改善
RA 症状。此外，黄连解毒汤还可抑制体内氧化
应激反应，调控苯丙氨酸、色氨酸、不饱和脂肪
酸代谢，从而达到治疗 RA 的效果 [31]。
2.3.5　当归四逆汤　当归四逆汤出自《伤寒论》，
具有温经散寒、养血通脉的功效。程邦 [32] 利用
1H-NMR 技术，发现当归四逆汤能够回调 CIA 大

鼠尿液中牛磺酸、甜菜碱和丙酮酸等 7 个生物标
志物水平，表明当归四逆汤可介导氨基酸代谢，
恢复肠道微生物代谢平衡，抑制脂质过氧化从而
减轻软骨损伤。这与网络药理学的分析结果部分
一致，表明将代谢组学结合网络药理学的方法对
中药药效机制的预测和研究具有一定的可信度。
2.3.6　秦艽地黄通痹汤　秦艽地黄通痹汤以桂枝
芍药知母汤和大秦艽汤为基础加减化裁而成，具
有清热解毒凉血、化湿通络止痛的功效。刘欢欢
等 [33] 对经秦艽地黄通痹汤治疗前后的 RA 患者的
血清进行代谢组学分析，发现 RA 患者经治疗后，
血清中 D- 甘露糖、棕榈酸和油酰磷酸胆碱等 6
种代谢物含量发生显著变化，并涉及 7 条代谢通
路，其中与差异代谢物相关性最强的为半乳糖代
谢，表明秦艽地黄通痹汤可以通过激活肝脏中的
半乳糖代谢间接改善能量代谢，从而治疗 RA 活
动期湿热蕴毒症。
2.3.7　清络饮　清络饮以苦参、青风藤等寒凉药

表 3　基于代谢组学的中药及民族药复方治疗 RA 
Tab 3　Treatment for RA with TCM and ethnic medicine formula based on metabolomics

中药复方 技术 样品 潜在生物标志物 代谢途径

川乌 - 白蔹 [25] GC-MS 大鼠尿液 丙醛、甘油、肌醇、D- 半乳糖等 半乳糖代谢、甘油脂代谢、肌醇磷酸代谢

乌头汤 [26] UPLC-Q-TOF-
HDMS

大鼠尿液 苯丙氨酸、马尿酸、对甲酚、犬尿酸等 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，牛

磺酸和亚牛磺酸代谢

复方祖师

麻 [27-28]

UPLC/LTQ-
Orbitrap-MS

大鼠血浆、

血清

血浆：L- 乙酰肉碱、肉豆蔻酸、L- 苯丙氨酸、LPC
（16∶1）等；血清：磷脂酰丝氨酸、神经酰胺、

酰基肉碱、磷脂酰胆碱、三酰甘油等

血浆：脂类代谢、氨基酸代谢、嘧啶代谢、

烟酰胺代谢；血清：脂质代谢

黄连解毒汤 [30] LC-Q-TOF-MS 大鼠血浆、

尿液

血浆：D- 脯氨酸、苯基丙酮酸、L- 苯丙氨酸、L-
色氨酸；尿液：马尿酸、肌酸酐、尿囊素、尿苷、

柠檬酸、琥珀酸、泛酸

血浆：能量代谢，苯丙氨酸代谢、色氨酸代

谢；尿液：抗氧化、能量代谢

黄连解毒汤 [31] RRLC-Q-TOF-
MS

大鼠血浆、

尿液

血浆：肉碱、脱氧胞苷、马尿酸等；尿液：犬尿酸、

3- 吲哚乙酸、磷二甲基乙醇胺等

苯丙氨酸代谢、色氨酸代谢、不饱和脂肪酸

代谢

当归四逆汤 [32] 1H-NMR 大鼠尿液 马尿酸、甜菜碱、牛磺酸、丙酮、尿素、丙酮酸、

琥珀酸

氨基酸代谢、肠道微生物代谢、糖酵解 / 糖
异生、TCA 循环、脂质代谢

秦艽地黄通痹

汤 [33]

UPLC-Q-TOF-
MS

RA 患者 
血清

D- 甘露糖、L-（－）- 阿卓糖、硬脂酰胺、棕榈酸、

半乳糖醇、油酰磷酸胆碱

半乳糖代谢、甘油脂代谢、果糖和甘露糖降

解、线粒体中的脂肪酸延伸、脂肪酸生物

合成、脂肪酸代谢、胆汁酸生物合成

清络饮 [34] UPLC-Q-TOF-
MS

RA 患者 
血清

PC、磷脂酰乙醇胺、二酰甘油等 甘油磷脂代谢，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代

谢，精氨酸和脯氨酸代谢，糖基磷脂酰肌

醇的生物合成，脂肪酸代谢

甘草附子汤 [35] UPLC-Q-TOF-
MS

大鼠尿液 对甲酚、硫酸对甲酚、尿酸、7- 甲基鸟嘌呤等 色氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、TCA 循环、牛

磺酸和亚牛磺酸代谢通路、能量代谢、肠

道菌群代谢

芍甘附子汤 [36] UPLC-HRMS/
MS

大鼠血清 亚精胺、组胺、2'- 脱氧胞苷、犬尿酸、胆酸、

20α，22β- 二羟基胆固醇等

组氨酸代谢、甘油磷脂代谢

二妙散 [37] UPLC-Q-TOF-
MS

大鼠尿液 亚麻酸、花生四烯酸、α- 半乳糖、蔗糖等 花生四烯酸代谢、淀粉和半乳糖代谢、亚油

酸代谢、鞘脂类代谢

三妙丸 [38] LC-MS 大鼠血清 L- 苏氨酸、L- 天冬氨酸、胆固醇、二十烷酸等 甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，氨酰 tRNA
生物合成，亚油酸代谢，丙氨酸、天门冬

氨酸和谷氨酸代谢，花生四烯酸代谢

四妙丸 [9] GC-MS 大鼠血浆 L- 天冬氨酸、L- 丙氨酸、丁酸、L- 亮氨酸等 氨基酸代谢、脂质代谢、能量代谢
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物组方而成，可有效抑制滑膜血管新生，减少关
节腔积液。殷丽茹 [34] 采用 UPLC-Q-TOF-MS 的
代谢研究发现 RA 患者在给药后血清中 29 种代谢
物发生了显著变化，这些代谢物主要通过影响甘
油磷脂代谢、氨基酸代谢和脂肪酸代谢等途径调
节机体免疫、缓解关节疼痛，进而起到治疗 RA
的作用。
2.3.8　甘草附子汤　甘草附子汤具有温阳散寒、
祛湿止痛的功效，为临床上治疗风湿之良方。刘
媛媛 [35] 基于大鼠尿液代谢组共检测鉴定出 26 个
与 RA 相关的潜在生物标志物，这些潜在标志物
主要涉及色氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、亚牛磺酸
和牛磺酸代谢、TCA 循环等代谢途径。并且甘
草附子汤中生物碱组分及其与黄酮、皂苷组分配
伍后，均可对这些生物标志物进行不同程度的调
节，这表明甘草附子汤可通过调节机体免疫、改
善大鼠肠内菌群结构发挥治疗 RA 的作用。
2.3.9　芍甘附子汤　芍甘附子汤由白芍、炙甘草
和炮附子 3 味中药组方而成，具有温经通络、和
营止痛、强筋健骨的功效。赵一颖等 [36] 基于血清
代谢组学检测发现，芍甘附子汤可以通过调控组
氨酸代谢通路中组氨酸脱羧酶等基因，上调 CIA
大鼠血清中组胺含量，促进抗炎细胞因子分泌；
还可以调控甘油磷脂代谢减少磷脂酰胆碱（PC）、
LPC 等含量，下调内皮细胞炎症趋化因子的表
达，改善大鼠关节炎症及足跖肿胀度发挥治疗
RA 的作用。
2.3.10　二妙散、三妙丸和四妙丸　二妙散记载
于《丹溪心法》，其中黄柏清热，苍术燥湿，用
于治疗风湿痹痛效果显著，徐红丹等 [37] 研究发
现，二妙散可通过调节花生四烯酸代谢，抑制促
炎脂质释放、促进抗炎介质产生，并通过调节亚
油酸和鞘脂代谢减轻 RA 大鼠的炎性肿胀，抑制
关节炎症发生。三妙丸在前者基础上增加牛膝，
可补肝肾、强筋骨，引药下行。石爱华等 [38] 发
现，RA 大鼠经三妙丸干预后，血清中 L- 苏氨
酸、L- 天冬氨酸等浓度降低，胆固醇含量增加，
表明三妙丸可以通过增强免疫、抑制细胞因子增
殖、恢复胆固醇的合成和运转等，发挥防治 RA
的作用。四妙丸在三妙丸基础上又加入薏苡仁，
祛湿热、通筋利痹力道更强。Wang 等 [9] 研究发
现，四妙丸可通过降低 RA 大鼠血浆中支链氨基
酸水平，抑制关节胶原蛋白降解、保护关节软骨，
并使亚油酸、油酸含等脂肪酸水平升高，进而抑
制花生四烯酸代谢，减轻炎症反应。
3　结语与展望

　　RA 是一种发病机制复杂的自身免疫性疾病，
经多项研究发现，RA 发病会导致机体内色氨酸、
苯丙氨酸、丙酮酸、花生四烯酸、胆固醇等代谢
物发生变化，并涉及氨基酸代谢、能量代谢、脂
质代谢等途径。中药及民族药可对以上代谢途径
进行调控：改善氨基酸分解代谢异常，恢复机体
免疫平衡；抑制 RA 机体糖酵解活性，改善关节
滑膜酸性和缺氧微环境，减轻炎症反应，延缓骨
破坏；维持机体脂质代谢平衡，从而抑制炎症细
胞的浸润，缓解关节肿胀；此外，还能够通过减
少机体关节处尿酸沉积，逆转嘌呤代谢异常，恢
复肠道菌群稳态等，进而改善 RA 病情。由此发
现，基于 LC-MS、GC-MS、NMR 等技术的代谢
组学是临床诊断 RA、阐释中药及民族药治疗 RA
机制的有力工具。
　　然而，代谢组学应用于中药及民族药药效机
制的研究仍存在许多问题和不足。现阶段代谢组
学技术存在着前期处理烦琐、对低丰度代谢物敏
感度较低、数据库尚不健全等局限性；其模型的
差异对相关代谢物影响较大，进一步筛选得到的
生物标志物和代谢通路较少，难以通过几个生物
标志物作为潜在生物标志物为 RA 的诊断和治疗
提供依据；同时代谢组学筛选得到的生物标志物
特异性较低，容易受到遗传、环境等因素影响，
仍需进一步验证。因此，未来在代谢组学分析检
测和数据处理技术方面还需进一步完善。针对这
些问题和不足，近年来，将代谢组学与转录组
学、基因组学、蛋白质组学等技术结合的新方法，
可有效减少干扰因素，提高数据的多样性和准确
性；同时研究代谢物变化与肠道微生物和免疫调
节的相互作用也成为一个新的方向。因此代谢组
学可与其他学科结合，为临床上 RA 的治疗提供
更多的可能和依据。
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高效液相色谱法测定司美格鲁肽原料药中 
游离脂肪酸侧链的含量

杨庆1，马鲁南1，刘忠1，曹宇1，张贵民2*（1.山东新时代药业有限公司，山东省蛋白类药物工程实验室，山东　临

沂　273400；2.鲁南制药集团股份有限公司，哺乳动物细胞高效表达国家工程实验室，山东　临沂　276006）

摘要：目的　建立高效液相色谱法检测司美格鲁肽原料药中的游离脂肪酸侧链 [（S）-9，18，
23- 三氧代 -2，5，11，14- 四氧杂 -8，17，22- 三氮杂三十九烷 -1，21，39- 三羧酸 ] 的含量。

方法　采用 Kinetex C8（4.6 mm×150 mm，2.6 μm）色谱柱；流动相 A 为 0.1% 三氟乙酸 - 水

溶液；流动相 B 为 0.1% 三氟乙酸 - 乙腈溶液；洗脱梯度（0 min，30%B；20 min，70%B；21 
min，30%B；30 min，30%B），流速 0.7 mL·min－ 1；柱温 35℃；检测波长 210 nm。考察

方法的专属性、线性范围、定量限与检测限、准确度和耐用性等。采用该方法检测 3 批司美

格鲁肽原料药中的游离脂肪酸侧链含量。结果　脂肪酸侧链与司美格鲁肽的分离度为 4.05，
在 1.00 ～ 50.15 μg·mL－ 1 与峰面积呈良好的线性关系，回归方程为 Y ＝ 0.2584X － 0.0936，
R2 ＝ 0.9999；检测限和定量限分别为 0.392 μg·mL－ 1 和 0.784 μg·mL－ 1。结论　建立的方法

具有良好的专属性和准确度，可用于司美格鲁肽原料药中游离脂肪酸侧链含量的测定。

关键词：高效液相色谱法；司美格鲁肽；游离脂肪酸侧链

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)01-0199-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.031

Content determination of free aliphatic side-chain in semaglutide by high 
performance liquid chromatography

YANG Qing1, MA Lu-nan1, LIU Zhong1, CAO Yu1, ZHANG Gui-min2* (1. Shandong New Times 
Pharmaceutical Co., Ltd., Shandong Engineering Laboratory of Protein Pharmaceutics, Linyi  
Shandong  273400; 2. Lunan Pharmaceutical Group Co., Ltd., State Engineering Laboratory of High 
Expression of Mammalian Cells, Linyi  Shandong  276006)

Abstract: Objective  To determine the content of free aliphatic side-chain [ (S)-9, 18, 23-trioxo-2, 5, 
11, 14-tetraoxa-8, 17, 22-triazanonatriacontane-1, 21, 39-tricarboxylic acid] in semaglutide by HPLC. 
Methods  Kinetex C8 column (4.6 mm×150 mm, 2.6 μm) was used. Mobile phase A was water with 
0.1% TFA and mobile phase B was acetonitrile with 0.1% TFA, with gradient elution (0 min, 30%B; 
20 min, 70%B; 21 min, 30%B; and 30 min, 30%B). The flow rate was 0.7 mL·min－ 1. The detection 
wavelength was 210 nm; the column temperature was 35℃ . The established method was verified 
its for specificity, linearity, detection limit, quantitative limit, accuracy and durability. The method 
was used to detect the content of free aliphatic side-chain in three batches of semaglutide. Results  
The resolution between the aliphatic side-chain peak and semaglutide peak was 4.05. The content of 
aliphatic side-chain at 1.00 ～ 50.15 μg·mL－ 1 showed good linearity with the peak area, and the 
regression equation was Y ＝ 0.2584X － 0.0936, with R2 of 0.9999. The detection limit and quanti 
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fication limit were 0.392 μg·mL－ 1 and 0.784 μg·mL－ 1, respectively. Conclusion  The established 
method shows high specificity and accuracy, which can be used for the determination of free aliphatic 
side-chain content in semaglutide. 
Key words: high performance liquid chromatography; semaglutide; free aliphatic side-chain 

　　司美格鲁肽注射液是丹麦诺和诺德公司研发的
一种长效胰高血糖素样肽 -1（glucagon-like peptide-1，
GLP-1）类似物，其作用机制是激活胰岛素受体，促
进胰岛素分泌，减少胰高血糖素分泌，主要应用于
2 型糖尿病的治疗，也有研究显示可以用于肥胖的控
制 [1-5]。司美格鲁肽在结构上将 GLP-1（7-37）第 8 位
的丙氨酸替换为α- 氨基异丁酸，第 34 位的赖氨酸替
换为精氨酸，在肽链第 26 位的赖氨酸上酰化修饰了
一个脂肪酸侧链 [6]。经过这些改进后不但可以掩盖
二肽基肽酶（DPP-4）的水解位点，而且能与白蛋白
紧密结合，降低肾排泄，延长半衰期 [7]。
　　司美格鲁肽的制备方法主要分为生物发酵法和
固相合成法，其中生物发酵法中的肽链是由酵母发
酵产生，然后在肽链第 26 位的赖氨酸上酰化修饰
了一个脂肪酸侧链，该侧链结构中包含 2 个 8- 氨
基 -3，6- 二氧杂辛酸基团，1 个 γ- 谷氨酸基团，1
个 1，18- 十八烷脂肪二酸 [8]。在司美格鲁肽酰化
修饰反应过程中，加入了过量的脂肪酸侧链，后续
工艺过程中未完全去除的侧链将会残留在司美格鲁
肽原料药中，成为一个工艺杂质。目前，该工艺杂
质的毒理学作用尚不明确，因此有必要对其进行深
入研究，并对其在产品中的残留量进行控制。
　　有文献报道采用电喷雾检测器检测利拉鲁肽
中游离棕榈酸侧链的含量 [9]，而司美格鲁肽中游
离侧链的检测方法未见相关报道。本文根据司美
格鲁肽侧链的性质，采用紫外检测器，建立了司
美格鲁肽原料药中游离脂肪酸侧链的检测方法，
并进行了全面的验证。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　U3000 高效液相色谱仪 [ 美国 Thermo Fisher
公司，配有四元泵（LPG-3400DN）、自动进样器
（WPS-3000TSL）、柱温箱（TCC-3000RS）、紫
外检测器（VWD-3100）]；XS105DU 分析天平
（美国 Mettler Toledo 公司）。
1.2　试药

　　脂肪酸侧链对照品 [（S）-9，18，23- 三氧
代 -2，5，11，14- 四 氧 杂 -8，17，22- 三 氮 杂
三十九烷 -1，21，39- 三羧酸，纯度：99.5%，批

号：YM2112001130001，厦门赛诺邦格有限公
司 ]；司美格鲁肽原料药（批号：F027211201、批
号：F027211202、批号：F027211203，山东新时
代药业有限公司）；三氟乙酸、乙腈（色谱纯，德
国 Merck 公司）；磷酸二氢钠（分析纯，国药集
团化学试剂有限公司）。
2　方法与结果

2.1　溶液的配制

2.1.1　对照品溶液　精密称取脂肪酸侧链 10.06 
mg，置于 100 mL 量瓶中，用 0.02 mol·L－ 1 的
磷酸二氢钠溶液（简称稀释液）溶解并稀释至刻
度，摇匀，作为对照品储备液。精密量取对照品
储备液 2.5 mL，置于 50 mL 量瓶中，用稀释液稀
释至刻度，摇匀，作为对照品溶液。
2.1.2　供试品溶液　精密称取司美格鲁肽原料药
约 50.0 mg，置于 25 mL 量瓶中，用稀释液溶解
并稀释至刻度，摇匀，制成每 1 mL 中约含 2.0 
mg 的溶液，作为供试品溶液。
2.2　色谱条件 
　　 采 用 Kinetex C8（4.6 mm×150 mm，2.6 
μm）色谱柱；流动相 A 为 0.1% 三氟乙酸 - 水溶
液；流动相 B 为 0.1% 三氟乙酸 - 乙腈溶液；洗
脱梯度（0 min，30%B；20 min，70%B；21 min，
30%B；30 min，30%B）， 流 速 0.7 mL·min－ 1；
柱温 35℃；检测波长：210 nm；进样量 50 μL。
2.3　方法学验证

2.3.1　系统适用性试验　取对照品储备液 2.5 
mL，置于 50 mL 量瓶中，用稀释液稀释至刻度，
摇匀，制成每 1 mL 中约含 5 μg 的溶液，作为系
统适用性溶液，连续测定 5 次，记录主峰保留时
间和峰面积，并计算其 RSD。结果显示主峰保留
时间的 RSD 为 0.090%，峰面积的 RSD 为 0.12%。
2.3.2　专属性试验　将供试品溶液与对照品溶液
等体积混合作为专属性溶液。分别取稀释液、对
照品溶液和专属性溶液适量，进样测定，记录色
谱图。由图 1 结果可知，脂肪酸侧链保留时间约
为 10.8 min，对称性良好，拖尾因子为 0.96，侧
链峰与司美格鲁肽峰之间的分离度为 4.05，空白
溶剂对脂肪酸侧链测定无干扰。
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2.3.3　线性关系考察　精密量取对照品储备液适
量，分别置于 10 mL 量瓶中，加稀释液稀释至刻
度，摇匀，得到质量浓度分别为 50.15、20.06、
10.03、5.01 和 1.00 μg·mL－ 1 的 对 照 品 溶 液，
进样测定，记录色谱图。以对照品质量浓度 X
（μg·mL－ 1）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，
进行线性回归。结果显示，对照品在 1.00～ 50.15 
μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好，回归方程为
Y ＝ 0.2584X － 0.0936，R2 ＝ 0.9999。
2.3.4　定量限与检测限　取对照品储备液适
量，用稀释液逐步稀释后进样分析，记录主峰的
信噪比（S/N）。当 S/N 约为 3 时检测限为 0.392 
μg·mL－ 1，S/N 约为 10时定量限为 0.784 μg·mL－ 1。
2.3.5　重复性　精密称取司美格鲁肽原料药 200 
mg，置于 100 mL 量瓶中，加稀释液溶解并定容至
刻度，作为供试品储备液。精密量取供试品储备
液 5 mL 和对照品储备液 0.5 mL，置于 10 mL 量瓶
中，加稀释液稀释至刻度，摇匀，即得重复性试
验用供试品溶液，平行配制 6 份。按“2.2”项下色
谱条件进样测定，结果显示，脂肪酸侧链含量的
RSD 为 0.9%，表明方法的重复性良好。
2.3.6　中间精密度　精密称取司美格鲁肽原料药
适量，用稀释液溶解并配制成约 2.0 mg·mL－ 1

的司美格鲁肽样品溶液；精密量取对照品储备液
10 mL，置于 100 mL 量瓶中，用稀释液稀释至
刻度，摇匀，作为对照品溶液。取司美格鲁肽样
品溶液和对照品溶液等体积混合，作为中间精密
度供试品溶液，平行配制 6 份，进样测定，记录
峰面积，按外标法计算供试品中脂肪酸侧链的含
量。由另一名实验人员于不同时间采用不同仪器
重复以上实验，结果显示，两名实验人员侧链含
量测定结果的 RSD 为 1.3%，表明方法的中间精
密度良好。
2.3.7　准确度　精密称取司美格鲁肽原料药（批

号：F027211201）适量，用稀释液溶解，制成每
1 mL 约含 2.0 mg 的供试品溶液。取供试品溶液 7 
mL，置于 10 mL 量瓶中，分别加入对照品储备液
2.0、1.0、0.5 mL，用稀释液稀释至刻度，摇匀，
制成质量浓度约为 20、10 和 5 μg·mL－ 1 的加样
回收率样品，每个浓度平行配制 3 次，依法测定。
结果脂肪酸侧链在不同浓度水平下的回收率均在
97.33% ～ 99.75%，RSD 均在 0.36% ～ 1.1%，表
明方法的准确度良好。
2.3.8　溶液稳定性　取司美格鲁肽原料药（批号：
F027211201）供试品溶液，加入侧链对照品储备
液适量，制成含侧链约为 5.0 μg·mL－ 1 的供试
品溶液，置于 2 ～ 8℃条件下，在 0、3、6、9 和
12 h 时进样测定。结果显示，在 12 h 内供试品溶
液中脂肪酸侧链峰面积的 RSD 为 0.82%，表明在
12 h 内样品溶液稳定。
2.3.9　耐用性　精密称取司美格鲁肽原料药适
量，用稀释液溶解并配制成约 2.0 mg·mL－ 1 的
司美格鲁肽样品溶液；精密量取对照品储备液
10 mL，置于 100 mL 量瓶中，用稀释液稀释至刻
度，摇匀，作为对照品溶液。取司美格鲁肽样品
溶液和对照品溶液等体积混合，作为耐用性供试
品溶液，同时按照“2.1.1”项下方法配制一份对
照品溶液。依次改变色谱条件（不同批次色谱柱、
流速 ±0.1 mL·min－ 1、柱温 ±5℃和三氟乙酸
含量 ±0.01%），记录脂肪酸侧链含量检测结果，
计算不同色谱条件下检测结果的 RSD。结果显示，
在色谱条件发生微小变化时，耐用性供试品溶液
中脂肪酸侧链含量检测结果的 RSD 为 1.1%，表
明此方法耐用性良好。
2.4　样品测定

　　取 3 批司美格鲁肽原料药（批号：F027211201、
F027211202 和 F027211203），按“2.2”项下色谱条
件进样分析，计算样品中游离脂肪酸侧链的含量。
检测结果显示，3 批司美格鲁肽原料药中均未检出
游离脂肪酸侧链。
　　目前，该脂肪酸侧链的毒理学作用尚不明
确，也未被国内外药典所收载。参考 ICH M7
（R1）指导原则 [10]，对于治疗期在 1 ～ 10 年的
药物，其单个杂质的可接受摄入量为 10 μg·d－ 1，
结合司美格鲁肽的临床给药方案，每日最大剂量
为 2 mg，依此推算，初步确定该杂质的限度为 5 
μg·mg－ 1。下一步还需对脂肪酸侧链的毒理作用
进行研究，并以此为基础建立更为科学合理的限
度标准。

图 1　专属性试验色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of specificity test
A. 空白溶液（blank solution）；B. 对照品溶液（control solution）；C. 
专属性溶液（specific solution）
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3　讨论

　　本研究采用乙腈 - 水体系（含 0.1% 三氟乙

酸）作为流动相，调整方法的洗脱梯度，分别考察

了 Phenomenex Kinetex C8（4.6 mm×150 mm，2.6 
μm）和 Phenomenex Luna C8（4.6 mm×150 mm，5 
μm）色谱柱对样品的分离效果。结果显示，Luna 
C8 色谱柱未能将侧链和司美格鲁肽完全分离（分

离度小于 1.5）；Kinetex C8 色谱柱可以实现侧链和

司美格鲁肽的基线分离（分离度大于 3.0）。Kinetex 
C8 柱为核壳型色谱柱，采用表面多孔型填料，可

以减小涡流扩散，降低峰展宽，尤其适用于生物

大分子的分离 [11]。经全波长扫描发现脂肪酸侧链

的最大吸收波长在 210 nm 左右，故选择 210 nm
作为方法的采集波长。对进样体积进行考察，当

进样量为 20 μL 时，方法的定量限不能满足限度要

求，当进样量增加到 50 μL 时，可以满足检测要

求。此外还考察了柱温对分离效果的影响，结果

发现，柱温对样品的分离效果影响较小。综合考

虑以上因素确定了最终的检测方法，并对其进行

了较全面的方法学验证。经验证，本方法具有专

属性强、灵敏度高、准确性好等特点，可以用来

检测司美格鲁肽原料药中游离脂肪酸侧链的含量。
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基于液相指纹图谱结合多成分含量测定的 
小儿肺热咳喘颗粒质量评价

倪文琳1，汤瑜晨3，韩玉涛1，胡云飞2，3*（1.安徽省铜陵市妇幼保健院，安徽　铜陵　244000；2.亳州学院中药学

院，安徽　亳州　236800；3.天津中医药大学中药制药工程学院，天津　300193）

摘要：目的　采用指纹图谱结合多组分含量测定方法对市售小儿肺热咳喘颗粒进行质量评价。方
法　采用 Waters Sunfire C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）以乙腈 -0.1% 磷酸水溶液梯度洗脱，

流速 1.0 mL·min－ 1；柱温 55℃；检测波长 254 nm。采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012 
版）》对 24 批小儿肺热咳喘颗粒样品进行相似度评价，确定共有峰，使用 SIMCA-P（V 14.1）软件

对 24 批样品数据进行偏最小二乘判别分析（PLS-DA）和正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）。

结果　不同厂家小儿肺热咳喘颗粒指纹图谱上存在差异，总体相似度 0.889 ～ 0.985。采用 PLS-
DA、OPLS-DA 可明显区分，8种组分平均加样回收率在95.57%～103.97%，RSD 在1.0%～2.7%。

结论　指纹图谱结合多组分含量测定可用来评价不同来源小儿肺热咳喘颗粒质量，方法准确可

靠，重现性良好，可为一致性评价与生产工艺均一性研究提供理论依据。

关键词：小儿肺热咳喘颗粒；高效液相色谱法；指纹图谱；含量测定

中图分类号：R286.2，O657.3　　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2023)01-0203-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.01.032

Quality evaluation of Xiaoer Feire Kechuan granules based on liquid fingerprint 
combined with multi-component content determination

NI Wen-lin1, TANG Yu-chen3, HAN Yu-tao1, HU Yun-fei2, 3* (1. Tongling Maternal and Child Health 
Hospital, Tongling  Anhui  244000; 2. School of Chinese Medicine, Bozhou University, Bozhou  
Anhui  236800; 3. College of Pharmaceutical Engineering, Tianjin University of Traditional Chinese 
Medicine, Tianjin  300193)

Abstract: Objective  To evaluate the quality of Xiaoer Feire Kechuan granules by fingerprint and multi-
component content determination. Methods  Waters Sunfire C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 
was used. Gradient elution was performed with acetonitrile-0.1% phosphoric acid aqueous solution at 
the flow rate of 1.0 mL·min － 1. The column temperature was 55℃ ; and the detection wavelength 
was 254 nm. The similarity evaluation system of TCM Chromatographic Fingerprint (2012 edition) 
was used to evaluate the similarity of 24 batches of test granules to determine the common peaks. 
Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) and orthogonal partial least squares discriminant 
analysis (OPLS-DA) were performed on 24 batches of sample data with SIMCA-P (V 14.1) software. 
Results  There were differences in the fingerprints of granules from different manufacturers, and the 
overall similarity was 0.889 ～ 0.985. PLS-DA and OPLS-DA clearly distinguished the difference, and 
the average recoveries were 95.57% ～ 103.97%, with RSD of 1.0% ～ 2.7%. Conclusion  Fingerprint 
combined with multi-component content determination can be used to evaluate the quality of Xiaoer 
Feire Kechuan granules from different sources. The method is accurate, reliable and reproducible, which 
provides theoretical basis for the consistency evaluation and uniformity of production. 
Key words: Xiaoer Feire Kechuan granule; high performance liquid chromatography; fingerprint; 
content determination
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　　小儿肺热咳喘颗粒由麻黄、苦杏仁、金银花、
板蓝根、连翘、甘草、知母、鱼腥草、黄芩、麦冬、
生石膏组成，具有清热解毒、散肺化痰的功效，
用于发热、出汗、微邪风寒、黄痰、咳嗽 [1]。该
方是由经典方麻杏石甘汤、银翘散的加减研制而
成的现代中药制剂，麻黄长于宣肺平喘；石膏长
于清气分实热、清中有热，具有泄热生津的功效；
苦杏仁具有降肺气，止咳喘的功效；甘草为佐使
药，具有清热解毒，润肺止咳，调和药性之功
效；诸药合用，共奏清热解毒、宣肺平喘、化痰
止咳之效 [2]。同时，小儿肺热咳喘颗粒属于多成
分、多靶点组成的复杂体系 [3]，其质量稳定性与
一致性评价一直是制约其发展的关键问题。现行
标准载于卫生部药品标准中药成方制剂 18 册 [4]，
仅有鉴别、检查项，已然无法满足小儿肺热咳喘
颗粒的现代工艺与临床要求，亟待进行补充性质
量评价体系研究。
　　近年来，随着中药质量评价体系的不断发
展，指纹图谱、特征图谱等技术得到了广泛运用，
特别是指纹图谱结合多组分含量测定解决了中药
整体性与特异性、准确性与模糊性等问题，能够
全面评价中药的药效物质基础，已成为中药质量
评价的常用手段。化学计量学凭借其丰富的数学
建模方法以及开源的程序编辑，将中药的复杂成
分通过色谱、光谱、质谱等分析手段转化成多维
分析数据 [5]。通过数据建模、判别分析等一系列
方法深入挖掘有效数据信息，找出相关性。近年
来，该方法在中成药十三味和中丸 [6]、甘草泻心
汤 [7]，中药材陈皮 [8]、川射干 [9]、白芍 [10] 等中得
到很好应用。
　　本试验采用 HPLC 法建立 24 批小儿肺热咳
喘颗粒指纹图谱，对绿原酸、芒果苷、苦杏仁苷、
连翘酯苷 A、异绿原酸 C、黄芩苷、汉黄芩苷、
甘草酸等 8 个指标成分进行含量测定。在此基础
上，采用主成分分析、偏最小二乘法 - 判别分析
法（PLS-DA）以及正交偏最小二乘法 - 判别分析
法（OPLS-DA）进行分析，以期为小儿肺热咳喘
颗粒的质量评价提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　LC 2030C 型高效液相色谱仪（日本 Shimadzu
公司）；AX523ZH 型分析天平（奥豪斯仪器有限
公司，精度：0.1 mg）；ME55 型分析天平（瑞
士 METTLER TOLEDO 公 司， 精 度：0.01 mg）；
1598441 型超声清洗器（合肥金尼克机械制造有限
公司）；XMTD-7000 型电热恒温水浴锅（上海科
恒实业发展有限公司）；DZF-6020 型真空干燥箱；

HWS-28型水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）；
A11 型粉碎机（德国 IKA 公司）。
1.2　试药
　　异绿原酸 C（批号：110753-201817，纯度：
96.80%）、 汉 黄 芩 苷（批 号：MUST-21120601，
纯 度：99.06%）、 苦 杏 仁 苷（批 号：MUST-
21052507，纯度：99.20%）（成都曼斯特生物科技
有限公司）；绿原酸（批号：110753-200413，纯度：
98.80%）、芒果苷（批号：111607-201503，纯度：
98.40%）、连翘酯苷 A（批号：111810-201707，
纯度：97.20%）、黄芩苷（批号：110715-201619，
纯 度：93.50%）、 甘 草 酸 铵（批 号：110731-
201317，纯度：92.60%）（中国食品药品检定研究
院）；甲醇、乙腈均为色谱纯（美国 Thermo 公
司）；磷酸为分析纯（天津市大茂化学试剂厂）；
水为纯净水（杭州娃哈哈集团公司）。
　　24 批样品购自于安徽合肥、铜陵零售药店及
电商平台采购。信息见表 1。

表 1　样品信息 
Tab 1　Information of samples

厂家 编号 批号
规格 /

（g/ 袋）
厂家 编号 批号

规格 /
（g/ 袋）

A A-001 20211118 3 C C-001 20211005 4

A A-002 20210834 3 C C-002 20212011 4

A A-003 20211117 3 C C-003 20215443 4

A A-004 20210012 3 C C-004 20216651 4

A A-005 20216542 3 D D-001 210610 4

A A-006 20211111 3 D D-002 211112 4

B B-001 21111003 3 D D-003 211065 4

B B-002 21120133 3 D D-004 211541 4

B B-003 21103212 4 E E-001 2101000 3

B B-004 21153262 4 E E-002 2100089 3

B B-005 22114628 4 E E-003 2111007 3

B B-006 22113523 4 E E-004 2001586 3

2　方法与结果
2.1　溶液的制备
2.1.1　供试品溶液制备　取小儿肺热咳喘颗粒研
磨成细粉（过 3 号筛），精密称取 0.20 g，置具
塞锥形瓶中，加入 50% 甲醇 10 mL，超声提取 5 
min，放冷后补重，经 0.22 μm 滤膜滤过，取续滤
液，即得。
2.1.2　对照品溶液制备　分别精密称取绿原酸、
苦杏仁苷、芒果苷、连翘酯苷 A、异绿原酸 C、
黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸铵（甘草酸重量＝甘
草酸铵重量 /1.0207）对照品适量，置 50 mL 量瓶
中，加入 50% 甲醇，配制成质量浓度分别为 75、
600、25、250、60、275、175、250 µg·mL － 1

的混合对照品储备液。
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2.1.3　阴性样品溶液制备　按照小儿肺热咳喘
颗粒处方及工艺制备缺主药的阴性样品，按照
“2.1.1”项下方法制备缺主药的阴性样品溶液。
2.2　色谱条件
　　Waters Sunfire C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，
5 μm）；流动相 0.1% 磷酸（A）- 乙腈（B），梯
度洗脱，洗脱程序见表 2；柱温 55℃；流速 1.0 
mL·min － 1；波长 254 nm；进样量 10 μL。取阴
性样品溶液、混合对照品溶液、供试品溶液进样，
色谱图见图 1。

表 2　梯度洗脱程序 
Tab 2　Gradient elution programs

时间 /min 乙腈 /% 时间 /min 乙腈 /%

0 5 70 15

8 5 80 16

12 5 85 22

16 6 104 29

25 7 121 35

40 13 127 42

43 14 137 100

67 15 140 100

图 1　小儿肺热咳喘颗粒液相色谱图

Fig 1　HPLC of Xiaoer Feire Kechuan granules sample
1. 绿原酸（chlorogenic acid）；2. 苦杏仁苷（amygdalin）；3. 芒果

苷（mangiferin）；4. 连翘酯苷 A（forsythin A）；5. 异绿原酸 C（iso-
chlorogenic acid C）；6. 黄芩苷（baicalin）；7. 汉黄芩苷（wogono-
side）；8. 甘草酸（glycyrrhizin）

2.3　方法学考察

2.3.1　线性范围考察　精密吸取混合对照品溶液
1、2、4、8、10 mL，置 10 mL 量瓶中，用 50%
甲醇定容至 10 mL，混匀，得到一系列不同质量
浓度的混合对照品溶液，进样测定，以峰面积为
纵坐标，对照品质量浓度为横坐标进行回归。结
果见表 3。

表 3　各成分线性关系 
Tab 3　Linearity of various constituents

成分 回归方程 R2 范围 /
（µg·mL － 1）

绿原酸 y ＝ 7.242×103x － 4.719×103 0.9997   7.5 ～ 75

苦杏仁苷 y ＝ 5.036×102x ＋ 1.419×104 0.9993    60 ～ 600

芒果苷 y ＝ 2.125×104x ＋ 1.005×104 0.9993   2.5 ～ 25

连翘酯苷 A y ＝ 5.265×103x － 1.132×104 0.9996    25 ～ 250

异绿原酸 C y ＝ 5.985×103x － 9.249×103 0.9997      6 ～ 60

黄芩苷 y ＝ 1.223×104x － 1.583×104 0.9998 27.5 ～ 275

汉黄芩苷 y ＝ 7.908×103x － 5.862×103 0.9995 17.5 ～ 175

甘草酸 y ＝ 2.820×103x － 3.910×103 0.9995    25 ～ 250

2.3.2　精密度　精密称定 B-001 样品粉末约 0.20 
g，按“2.1.1”项下方法制备成供试品溶液，连续
进样 6 次，测得绿原酸、苦杏仁苷、芒果苷、连
翘酯苷 A、异绿原酸 C、黄芩苷、汉黄芩苷、甘
草酸的峰面积 RSD 分别为 1.4%、0.83%、0.49%、
0.24%、0.51%、0.36%、0.43%、1.3%，表明仪器
精密度良好。
2.3.3　稳定性　精密称定 B-001 样品粉末约 0.20 
g，按“2.1.1”项下方法制备成供试品溶液，分别
于 0、2、4、8、12、24、48 h 进样测定，测得绿
原酸、苦杏仁苷、芒果苷、连翘酯苷 A、异绿原
酸 C、黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸的峰面积 RSD 
分别为0.91%、1.3%、1.5%、0.65%、0.64%、1.5%、
0.39%、1.3%，表明该方法在 48 h 内稳定性较好。
2.3.4　重复性　取 6 份 B-001 样品粉末约 0.20 
g，分别按“2.1.1”项下方法制备，进样测定，记
录绿原酸、苦杏仁苷、芒果苷、连翘酯苷 A、异
绿原酸 C、黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸的相对保
留时间与峰面积，结果显示，相对保留时间 RSD 
均小于 0.20%，峰面积 RSD 分别为 2.5%、1.6%、
1.9%、1.0%、2.3%、1.4%、2.6%、1.3%， 表 明
该方法重复性良好。
2.3.5　加样回收试验　取已知含量的样品 B-001
约 0.20 g，按照对照品量 - 样品中含量约 1∶1
的比例，加入对照品，平行制备 6 份样品溶液，
进样测定，计算回收率。结果绿原酸、苦杏仁
苷、芒果苷、连翘酯苷 A、异绿原酸 C、黄芩
苷、汉黄芩苷、甘草酸的回收率分别为 96.65%、
95.98%、96.79%、96.66%、103.97%、95.86%、
95.57%、96.05%，RSD 分别为 1.6%、2.3%、1.0%、
2.7%、2.1%、2.4%、1.7%、1.5%。
2.4　样品中各成分含量的测定 
　　取 24 批小儿肺热咳喘颗粒样品约 0.20 g，按
“2.1.1”项下方法平行制备供试品溶液，进样测
定，测定峰面积，采用外标法计算各化合物含
量，结果见表 4。



206

Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1 　中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期

表 4　各成分含有量测定结果 (n ＝ 3，mg·g － 1) 
Tab 4　Content of various constituents (n ＝ 3，mg·g － 1)

编号 绿原酸
苦杏

仁苷
芒果苷

连翘

酯苷 A
异绿

原酸 C
黄芩苷

汉黄

芩苷
甘草酸

A-001 2.3162 19.9813 0.6587 1.7538 1.2918 12.9001 4.7233 2.2298
A-002 2.1955 17.7935 0.6461 1.7726 1.2991 11.7023 4.7755 2.2437
A-003 2.5045 21.3977 0.5502 1.2663 1.3136 15.8564 5.8948 1.9044
A-004 2.5815 23.2125 0.5469 1.2730 1.5214 16.3354 6.0504 1.9164
A-005 2.4346 19.0168 0.7700 1.8778 1.3682 12.9548 4.8781 2.2468
A-006 2.4262 19.0983 0.7927 1.9029 1.5070 12.2206 4.9596 2.2744
B-001 1.0060 7.4834 0.1162 2.1964 0.7199 4.0720 1.6554 0.4428
B-002 1.0451 8.0016 0.1135 2.2052 0.6963 4.1269 1.6690 0.5046
B-003 1.1235 7.8824 0.1202 2.1937 0.6948 4.4886 1.8316 0.4572
B-004 1.0910 7.9748 0.1201 2.2039 0.7402 4.5237 1.8555 0.4624
B-005 1.0068 7.1820 0.1143 2.2157 0.6731 4.0788 1.6658 0.4391
B-006 1.0451 7.6058 0.1162 2.2259 0.6913 4.1654 1.6825 0.4437
C-001 2.2461 20.8940 0.6330 2.1588 1.0540 14.9613 5.7074 2.2687
C-002 2.2204 21.0845 0.6535 2.2052 1.2194 15.4638 5.7953 2.3164
C-003 2.6886 23.7363 0.5180 1.2458 1.5264 13.4327 5.8179 2.5987
C-004 2.5985 21.5299 0.4864 1.4271 1.6839 13.8108 5.9322 2.6143
D-001 0.5305 5.1619 0.5954 1.3899 0.2440 10.9381 4.6091 1.6730
D-002 0.5317 5.1482 0.5990 1.3146 0.2769 11.4913 4.5957 1.1766
D-003 0.8594 6.1335 0.5383 1.2592 0.3995 8.0213 3.3082 1.8722
D-004 0.8482 6.4535 0.5700 1.2697 0.4273 8.2316 3.3651 1.7761
E-001 5.0459 30.0486 0.5632 10.5114 2.3050 19.5527 7.4500 2.7620
E-002 5.1378 30.6138 0.5728 10.6692 2.3329 19.7713 7.5357 3.0140
E-003 5.0510 29.9291 0.5402 10.5074 2.2314 20.0700 7.2346 2.7465
E-004 4.8949 29.0892 0.5039 10.4589 2.3198 19.3661 7.2061 2.9028

2.5　化学计量学分析
2.5.1　相似度分析　在小儿肺热咳喘颗粒的 24
批样品中，黄芩苷峰（6 号峰）峰面积大、分离度
较好，为所有样品共有，确定为参考峰。将获得
的小儿肺热咳喘颗粒液相色谱数据导入 2012 版
“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”软件，建
立小儿肺热咳喘颗粒的指纹图谱的共有模式图，
确定了 29 个共有峰，并对 24 批样品图谱的相似
度进行评估，不同厂家小儿肺热咳喘颗粒指纹图
谱上存在差异，总体相似度 0.889 ～ 0.985，24
批样品液相图谱如图 2 所示。
2.5.2　多元数据分析　PLS-DA 通常用于多变量统
计的判别分析 [11]，为了区分和比较来源于 5 个厂
家 24 批小儿肺热咳喘颗粒样品，筛选产生差异的
主要化学成分，以指纹图谱中 243 个峰面积为变
量，采用 SIMCA-P（V 14.1）软件进行 PLS-DA 分
析。从图 3 可以看出，来自不同厂家的小儿肺热咳
喘颗粒样品存在一定的差异，其中来源于 A 厂家
的样品均分布在 Y 轴中心的右侧，B、E 厂家的样
品均聚集在 X 轴附近，D 厂家的样品分布在 X 与 Y
轴中心附近，C 厂家的样品分布在 Y 轴的上方。从
95% 置信区间来看，24 批样品区分程度明显。
　　OPLS-DA 是在 PLS-DA 的基础上，通过一定

的变换得到的分析方法 [12-13]。与 PLS-DA 相比，
OPLS-DA 将 X 变量中的系统标量分为两部分（Y
正交和同 Y 线性相关），提高了模型的解析能力
和有效性，可增加组间差异信息。将小儿肺热
热咳喘颗粒样品按厂家分类后进行 OPLS-DA 分
析，并优化分析结果，发现使用 5 个主成分时所
得 OPLS-DA 结果最好，不同厂家该样品聚类趋
势明显，相同厂家不同批次的样品有所差异，也
可聚为一类。不同厂家样品 OPLS-DA 的分类变
量 Y 的解释程度参数（R2Y）为 0.981，模型预测
参数（Q2）为 0.677，数值均大于 0.5，代表该模
型的拟合效果和预测能力较好，见图 4。
　　使用 SIMCA-P（V 14.1）软件得到不同厂家的
小儿肺热咳喘颗粒 OPLS-DA 的 VIP 值条形图。通
过 VIP 值可以分析和筛选影响小儿肺热咳喘颗粒
样品成分差异的主要成分，VIP 值越大表明该成
分对不同厂家产生的差异贡献越大，如图 5 所示，
以 VIP ＞ 1 为筛选标准，一共筛选出 34 个成分，
是区分不同厂家样品间的主要差异性成分。由
图 5 可知，不同厂家小儿肺热咳喘颗粒判别分析
VIP 值中，结合本试验 8 个成分，其中保留时间
为 38.58 min（111 号峰芒果苷），91.93 min（184 号
峰黄芩苷），103.70 min（204 号峰汉黄芩苷），129 
min（227 号峰甘草酸）4 个峰可考虑作为小儿肺热
咳喘颗粒质量评价的指标性成分，这也与小儿肺
热咳喘颗粒相关文献报道相吻合 [14-16]。
3　讨论与结论
3.1　提取方法考察
　　本研究考察了提取方式、提取时间、提取溶
剂对提取效果的影响，根据色谱峰的数量、峰形
等综合考虑，最终选择以超声提取 5 min、50%
甲醇为溶剂制备供试品溶液。
3.2　色谱方法考察
　　比较了不同比例的流动相系统（甲醇 - 水、
乙腈 - 水、乙腈 -0.1% 磷酸水溶液、乙腈 -0.05%
磷酸水溶液）、柱温（45 ～ 60℃）、进样量（5 ～ 20 
µL）、不同类型的色谱柱以及不同检测波长。经
过反复梯度洗脱，优化色谱条件，最终确定以
乙腈 -0.1% 磷酸水和 Waters Sunfire C18 色谱柱
（4.6 mm×250 mm，5 μm），进样量 10 µL，柱温
55℃，检测波长 254 nm 为色谱分析方法。
3.3　结果分析
　　《中国药典》2020 年版尚未收录小儿肺热咳
喘颗粒，现行标准卫生部药品标准中药成方制剂
18 册中也未涉及含量测定项。本试验对市售小
儿肺热咳喘颗粒成方制剂的质量现状进行初步探
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究，建立了 24 批小儿肺热咳喘颗粒样品的指纹
图谱，选取绿原酸、苦杏仁苷、芒果苷、连翘酯
苷 A、异绿原酸 C、黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸
进行含量测定，进一步利用 PLS-DA、OPLS-DA
法筛选出对 24 批样品差异产生贡献较大的 4 个
特征峰，分别是芒果苷、黄芩苷、汉黄芩苷、甘
草酸。本研究对小儿肺热咳喘颗粒的质量标准提
升与修订，全面控制该制剂质量具有指导意义。
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图 2　小儿肺热咳喘颗粒液相色谱指纹图谱

Fig 2　Fingerprint of Xiaoer Feire Kechuan granules samples
1. 绿原酸（chlorogenic acid）；2. 苦杏仁苷（amygdalin）；3. 芒果

苷（mangiferin）；4. 连翘酯苷 A（forsythin A）；5. 异绿原酸 C（iso-
chlorogenic acid C）；6. 黄芩苷（baicalin）；7. 汉黄芩苷（wogono-
side）；8. 甘草酸（glycyrrhizin）

图 3　不同厂家小儿肺热咳喘颗粒 PLS-DA 得分图

Fig 3　PLS-DA score plot of Xiaoer Feire Kechuan granules from 
different manufacturers

图 4　不同厂家的小儿肺热咳喘颗粒样品 OPLS-DA 得分图

Fig 4　OPLS-DA score of Xiaoer Feire Kechuan granules from different 
manufacturers

图 5　不同厂家的小儿肺热咳喘颗粒样品 OPLS-DA 的 VIP 图

Fig 5　VIP score of OPLS-DA of Xiaoer Feire Kechuan granules from 
different manufacturers 
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药典分析方法确认指标的确定

杨芝博（沈阳药科大学工商管理学院，沈阳　110016）

摘要：目的　对药典分析方法确认的指标进行评估。方法　结合国内外相关技术文件的指导

意见，总结并分析药典分析方法确认的指标选择，并对其合理性进行评估。结果　分别从药

典“通用检测方法”“鉴别检查法”“低浓度定量 / 限度检查法”和“高浓度定量 / 限度检查法”四

个方面对不同类型检查法的确认指标进行了归纳、总结与论述，确定了药典分析方法确认的指

标。结论　明确了药典分析方法确认指标的选择依据，为制药行业的分析方法确认工作提供参

考及借鉴。

关键词：药品；分析方法；确认指标；药典
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Verification of characteristics of analytical-method 

YANG Zhi-bo (College of Business Administration, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang  
110016)

Abstract: Objective  To verify the characteristic indexes of analytical method. Methods  We 
summarized and analyzed the characteristic indexes of analytical method based on domestic and foreign 
documents, and assessed their rationalization. Results  We analyzed the indexes of different analytical 
methods from “general procedures”“identification procedures”“quantitative/limit test at a low 
concentration” and “quantitative/limit test at a high concentration”, and verified the characteristics 
of the analytical methods. Conclusion  The selection of characteristic indexes of analytical methods 
verified, providing reference for the verification of  analytical methods in pharmaceutical industry.  
Key words: drug; analytical method; verification index; pharmacopoeia
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　　近年来，国内制药行业发展迅速，伴随着药
品上市许可持有人（MAH）制度的推出，持有人
变更的情况大量出现，随之而来的是药品技术转
移工作大量增加。在药品技术转移的过程中，分
析方法转移是其中的一项重要内容，而在分析方
法转移的过程中，“药典分析方法的转移”是其中
最为常见的情况，根据目前国内外对于分析方法
转移的相关指导原则，药典分析方法的转移采用
分析方法确认的方式，因此，科学、合规地对分
析方法确认指标进行评估、确认是药品生产企业
最为关心的问题。
1　药典分析方法确认概述
　　分析方法确认概念的提出最早起源于国际人
用药品注册技术协调会（International Council for 
Harmonisation of Technical Requirements for Phar-
maceuticals for Human Use，ICH）2000 年发布的
ICH Q7A[1]，该指导原则对分析方法验证的描述

为“分析方法必须验证，除非是使用药典或是其
他已知的标准文献的方法”。很显然，这句话将
“非药典分析方法”与“药典分析方法”的验证区
别对待，传统的“非药典分析方法”的验证对于
已经成熟并且纳入药典的分析方法似乎过于严格
和刻板，并且某些确认指标似乎必要性不大，因
此，有必要将其区别对待。
　　基于此概念的提出，美国药典委员会发布了
USP ＜ 1226 ＞分析方法确认 [2] 和 USP ＜ 1224 ＞

分析方法转移 [3] 两份指导文件，而《中国药典》
也在 2020 年版中新增了《9099 分析方法确认指导
原则》[4] 与《9100 分析方法转移指导原则》[4] 两个
相关章节，同时，修订《9101 药品质量标准分析
方法验证指导原则》名称为《9101 分析方法验证
指导原则》[4]。对比美国药典相关章节的内容，其
指导思想基本一致。对于药品生产企业来说，以
上指导原则的提出，为企业的药典分析方法确认
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提供了依据，企业不必再按照复杂、常规的分析
方法对验证指标进行一一确认，只要确认操作人
员有能力成功操作药典分析方法，即达到了分析
方法确认的目的 [5]。但是，在实际执行过程中，
根据指导原则的要求，企业明确药典分析方法的
确认指标可以少于分析方法验证的指标，而对于
少到什么程度，指导原则中并未明确 [6-7]，而是需
要根据实际情况进行评估，这也为药典分析方法
的确认提出了挑战——如何能够正确地评估药典
分析方法的确认指标。
2　现行的指导原则
　　对于药典分析方法确认指标评估的指导性文
件相对较少，此类指导性文件一般都要求企业
根据实际情况自行评估。典型的具有可操作性
的指导性文件有欧洲药品质量控制实验室联盟
（European Official Medicines Control Laboratories，
OMCLs）发布的质量管理文件《分析方法验证与
确认》[8]，该文件于 1999 年首次发布，最新版的
更新日期为 2020 年，该文件指出：药典各论中
描述的分析方法应认为是已经经过验证的方法，
因此只需要对分析方法的适用性进行确认，技
术文件中详细地列出了不同检验类型以及方法
确认需要执行的内容 [9]。另一份具有实际指导意
义的文件为美国农业部下属的美国分析化学家
协会（Association of Official Analytical Chemists，
AOAC）2007 年发布的《如何达到 ISO17025 对方
法确认的要求》[10]，该份指导原则中，一方面明
确了分析方法确认指标的选择，另一方面给出了
指标选择的理由，具有很好的指导意义。
　　美国药典委员会在 2022 年 1 月份发布的
USP ＜ 1220 ＞分析方法生命周期 [11] 引起了业界
的广泛关注，但是该文件重点对分析方法开发作
了比较详尽的阐述，对于分析方法确认并未提出
新的建设性意见，文件中提到对于分析方法转
移或者确认，其确认的程度应当基于分析目标
（analytical target profile，ATP）和分析方法性能
的风险评估，其本质还是基于风险评估来确定确
认指标，并未明确、具体地对确认指标予以表述。
　　基于以上原则，药典方法都是经过验证的分析
方法，无需进行全部指标的验证 [12]，仅需实验人员
在规定条件下能够重复操作，即可达到分析方法确
认的目的 [13-14]。本文以上述指导性文件为基础，对
分析方法确认指标的选择依据进行梳理与归纳，以
期对药品生产企业在进行药典分析方法确认时，对
于确认指标的选择，提供具有指导性的建议。
3　分析方法确认指标选择的适用范围
　　根据《中国药典》中《9101 分析方法验证指

导原则》[4]、《9099 分析方法确认指导原则》[4]、
《9100 分析方法转移指导原则》[4] 的指导思想，
分析方法确认适用于全部《中国药典》收载的分
析方法，但不适用于“微生物分析方法的确认”
与“生物学测定方法的确认”。其原因在于对于
“微生物分析方法”与“生物学测定方法”存在更
多的生物学方面的影响因素，因此，这类分析方
法的验证、确认、转移不在指导原则的范围内，
本文不对这类分析方法的确认指标进行论述。
4　药典中的通用检测方法
　　无论是美国药典还是《中国药典》，对于通
用检测方法的规定比较明确，如果没有特别说
明，这些通用检测方法无需确认。通用检测方法
通常包括但不限于干燥失重、炽灼残渣、多种化
学湿法和简单的仪器测试（如 pH 值测定法）等。
　　由此可以看出，对于药典中的通用检测方
法，指导思想还是非常明确的，即无需进行分析
方法确认。那么对于非通用检测方法，如“鉴别
检查”“低浓度定量 / 限度检查法”和“高浓度定
量 / 限度检查法”则需要进一步评估其确认指标，
以开展分析方法的确认工作。
5　药典中的鉴别检查
　　鉴别检查是药典收载分析方法中最为常见的
一个检验项目，鉴别检查是根据药物组成、分子
结构、理化性质，采用化学、物理或生物方法
判断药物是否为“目标药物”[15]。关于 AOAC 与
OMCLs 对药典方法鉴别检查确认指标的具体要
求，AOAC 鉴别检查确认指标参见表 1，OMCLs
鉴别检查确认指标参见表 2。
　　由此可以看出，鉴别试验的方法确认只需要确
认其专属性。那么以 2022 年发布的 USP ＜ 1220 ＞

分析方法生命周期的评估观点来看，仅确认其专属
性是否违背其分析目标（ATP）呢？首先，对于分析
方法验证来说，鉴别检查是需要对“专属性”和“耐
用性”指标进行确认的，对于药典方法而言，其耐
用性已经进行了充分的考虑。以利福平为例，在其
紫外鉴别中，药典中明确规定了样品用量、溶剂用
量、缓冲液 pH 值、最大吸收波长、最小吸收波长等
参数，对于此类可能影响耐用性的测定条件，药典
方法已经给予了充分考虑，规定了相关范围，因此，
鉴别试验的方法确认不必对“耐用性”指标再次进行
确认，仅确认其“专属性”，是符合 USP ＜ 1220 ＞

分析方法生命周期的评估观点的。
6　药典中的低浓度定量 /限度检查法
　　对于药典方法中收载的限度、含量检查来说，
大致可以分为两种情况：第一种情况为被测物浓
度在定量限或检测限附近的检测，样品浓度较
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低；第二种情况为被测物浓度远高于定量限或检
测限。低浓度定量 / 限度检查法这类检测中最为

常见的一类就是残留溶剂检测法，各国药典附录
中都收载有残留溶剂检测法。AOAC 与 OMCLs
对低浓度定量 / 限度检查法确认指标作出了具体
要求，AOAC 低浓度定量 / 限度检查确认指标参
见表 3，OMCLs 有关物质检查确认指标参见表 4。

表 1　AOAC鉴别检查确认 [10] 

Tab 1　Verification of identification of AOAC[10]

确认指标 评估 方法学确认内容 方法学确认理由

专属性 不需要：如果检验样品与药典方法样品相同，

并且检验仪器之间的差异不会影响专属性

— 检验样品与药典方法样品有相同的结构，

且检验方法基于化学反应的原则，那么

专属性就不会受到影响

需要：如果检验样品与药典方法样品不同 与方法学验证中的要求相同 —

需要：如果不同的检验仪器对专属性产生影响 仅需针对样品或检验仪器之间的

差异开展确认活动

不同的检验仪器会对专属性产生影响

表 2　OMCLs鉴别检查确认 [8] 
Tab 2　Verification of identification of OMCLs[8]

检查方法 确认项目

鉴别 不需要正式的验证

表 3　AOAC低浓度定量 /限度检查确认 [10] 

Tab 3　Verification of quantitative/limit test at a low concentration of AOAC[10]

确认指标
评估

方法学确认内容 方法学确认理由
定量 限度

准确度 需要 不需要 如果检验的浓度范围较窄（小于 1 个数

量级），需要测试1个浓度样品；否则，

测试高、中、低 3 个浓度样品

在较窄的范围内，准确度和精密度不会发生较大变化，1 个浓度

的确认是比较充分的；在较宽的范围内，准确度和精密度是

会发生变化的，因此，需要在不同的浓度水平进行确认

精密度 需要 不需要 执行 1 次重复性测试；如果方法覆盖的

浓度范围大于 1 个数量级，重复测试

必须包括高、中、低 3 个浓度

在较窄的范围内，准确度和精密度不会发生较大变化，1 个浓度

的确认是比较充分的；在较宽的范围内，准确度和精密度是

会发生变化的，因此，需要在不同的浓度水平进行确认；需

要执行中间精密度确认，以保证不同检验人员经过培训并且

有能力正确的操作方法

专属性        参见表 1
检测限（LOD） 需要 需要 1 份检测限浓度附近的样品 检测限很容易受到样品结构和分析仪器的影响

定量限（LOQ） 需要 需要 1 份定量限浓度附近的样品 定量限很容易受到样品结构和检验仪器的影响

表 4　OMCLs有关物质检查确认 [8] 
Tab 4　Verification of related substances of OMCLs[8]

检查方法
确认项目

原料药 制剂

限度检查 不需要正式的验证 专属性

限度值

　　通过以上 AOAC 与 OMCLs 对于定量 / 限度检
查确认指标的对比可以看出，确认指标的要求是存
在一定差异的。AOAC 对于定量检测，确认指标
包括“准确度”“精密度”“专属性”“检测限”“定量
限”；对于限度检测，确认指标包括“专属性”“检测
限”“定量限”。而 OMCLs 中对于有关物质检查仅要
求“专属性”和“限度值”。其主要区别在于定量检
测中是否需要对“准确度”“精密度”进行确认。而
造成这种差异的本质原因是两份指导原则的分析方
法分类差异造成的，AOAC 是按照“低浓度检测”和
“高浓度检测”进行的分类，而 OMCLs 是按照“有
关物质检测”和“含量检测”进行的分类，并且药典
中“有关物质检测”通常是采用“限度检测”方式，

因此，OMCLs 在此处的规定相当于 AOAC 的“限度
检测”部分，而“定量检测”部分，归类在了“含量
检测”的确认部分。因此，本质上 AOAC 与 OMCLs
对于定量 / 限度检查确认指标的要求是一致的。
　　而对于“检测限”和“定量限”AOAC 的要求是
全部确认，这样规定可能会产生一些误解，因为对
于“定量检测”其限度值定义为“定量限”；对于“限
度检测”其限度值定义为“检测限”，这里 OMCLs
定义为“限度值”是比较合理的。因此，此部分建议
按照《中国药典》的指导原则，对于“定量检测”只
确认“定量限”；对于“限度检测”只确认“检测限”。
7　药典中的高浓度定量 /限度检查法
　　对于高浓度定量 / 限度检查法，其浓度相对
较高，而含量检查，大多数情况下与此种情况类
似，因此，将 OMCLs 对于含量检查方法的确认
在本部分一并论述。AOAC 高浓度定量 / 限度检
查确认指标参见表 5，OMCLs 含量测定确认指标
参见表 6。
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表 5　AOAC高浓度定量 /限度检查法确认 [10] 

Tab 5　Verification of quantitative/limit test at a high concentration of AOAC [10]

确认指标 评估 方法学确认内容 方法学确认理由

准确度 需要 如果是限度测试或者检验的浓度范围较窄

（小于 1 个数量级），需要测试 1 个浓度样

品；否则，测试高、中、低 3 个浓度样品

在较窄的范围内，准确度和精密度不会发生较大变化，1 个浓度的确认是比

较充分的；在较宽的范围内，准确度和精密度是会发生变化的，因此，需

要在不同的浓度水平进行确认

精密度 需要 执行 1 次重复性测试。如果方法覆盖的浓度

范围大于 1 个数量级，重复测试必须包括

高、中、低 3 个浓度

在较窄的范围内，准确度和精密度不会发生较大变化，1 个浓度的确认是比

较充分的；在较宽的范围内，准确度和精密度是会发生变化的，因此，需

要在不同的浓度水平进行确认；需要执行中间精密度确认，以保证不同检

验人员经过培训并且有能力正确的操作方法

专属性 参见表 1

表 6　OMCLs含量测定确认 [8] 
Tab 6　Verification of assay test of OMCLs[8]

检查方法
确认项目

原料药 制剂

含量检查 不需要正式的验证 专属性

准确度

精密度

线性

　　AOAC 规定，此种情况需要对“专属性”“准确
度”和“精密度”三个指标进行确认，而 OMCLs 规
定除以上三个指标外，还需要进行“线性”指标的
确认。首先，对于浓度远高于“检测限”或“定量
限”的情况，其“检测限”或“定量限”的确定，基
本是没有意义的。其次，“线性”指标是定量检测的
一个确认指标（限度检测不涉及），由于分析方法
针对的是较高浓度的检测或含量检测，样品浓度相
对较高，样品的浓度范围变化也相对较大，因此，
对于此种情况“线性”指标的确认还是有必要的。
　　综上，高浓度定量 / 限度检查法（包括含量检
测）确认指标选择时，对于定量检测，包括“准确
度”“精密度”“专属性”“线性”；对于限度检测，
包括“准确度”“精密度”“专属性”。
8　结论
　　分析方法确认是企业在使用药典分析方法时，
在实际使用条件下，为了确定方法的适用性所开
展的确认工作。本文分别从“通用检测方法”“鉴
别检查法”“低浓度定量 / 限度检查法”和“高浓度
定量 / 限度检查法”四个方面对不同类型分析方法
的确认指标进行了归纳、总结与论述，即“通用
检测方法”无需确认；“鉴别检查法”需要确认专
属性；“低浓度定量 / 限度检查法”的定量检测需要
确认“准确性”“精密度”“专属性”“定量限”；“低
浓度定量 / 限度检查法”的限度检测需要确认“专
属性”“检测限”；“高浓度定量 / 限度检查法”的定
量检测需要确认“准确度”“精密度”“专属性”“线

性”；“高浓度定量 / 限度检查法”的限度检测需要
确认“准确度”“精密度”“专属性”。本文以行业
内技术指导性文件的指导原则为基础进行评估与
论述，以期为相关行业在分析方法确认工作中提
供参考及借鉴。
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ICP-MS法测定贡菊不同提取液中无机元素的浸出率

张美皖，胡丹，李娜，饶瑛捷，张玲*，薛璇（安徽中医药大学药学院，合肥　230012）

摘要：目的　测定贡菊药材和贡菊不同提取液中无机元素的含量，比较不同提取方法所得贡

菊提取液中无机元素浸出率的差异。方法　根据含菊花中药制剂中菊花的常用提取方法（水

煎煮、水热浸和 70% 乙醇回流）分别制备贡菊提取液，以 Rh 和 Re 两种元素作为内标，采用

ICP-MS 法测定贡菊不同提取液中 20 种无机元素的含量，计算不同元素的浸出率。结果　贡菊

水煎煮提取液中 Al、Fe、Zn、Mo 等 13 种无机元素的浸出率高于水热浸和 70% 乙醇回流提取

液；70% 乙醇回流提取液中 Co、Cd、Cr 浸出率高于水煎煮和水热浸提取液；除 Ni、Ba、Se、
Pb、As、Hg 外，水热浸 1.5 h 提取液中无机元素浸出率高于水热浸 1 h 提取液。结论　中药制

剂中菊花的提取方法影响其提取液中无机元素的含量和浸出率。

关键词：贡菊；提取方法；无机元素；浸出率；电感耦合等离子体质谱法
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Leaching rate of inorganic elements in extracts of Gongju by ICP-MS

ZHANG Mei-wan, HU Dan, LI Na, RAO Ying-jie, ZHANG Ling*, XUE Xuan (School of Pharmacy, 
Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To determine the content of inorganic elements in Gongju medicinal 
materials and extracts of Gongju, and to compare the leaching rates of inorganic elements in the 
extracts of Gongju by different methods. Methods  According to the common extraction methods 
of Chrysanthemi Flos in traditional Chinese medicine preparations containing Chrysanthemi Flos, 
Gongju was extracted by boiling water, hot dipping in water and refluxing with 70% ethanol. Rh and 
Re were used as the internal standards, and the content of 20 inorganic elements in the extracts was 
determined by ICP-MS. Results  The leaching rates of 13 inorganic elements such as Al, Fe, Zn and 
Mo in water decoction extracts of Gongju were higher than those in hot water dip and 70% ethanol 
reflux extract, while the leaching rates of Co, Cd, and Cr in 70% ethanol reflux extract were higher 
than those in water decoction and hot water dip extract. Except for Ni, Ba, Se, Pb, As and Hg, the 
leaching rates of inorganic elements in the extract of 1.5 h hot water dip were higher than those of 
1 h hot water dip. Conclusion  The extraction methods of Chrysanthemi Flos in traditional Chinese 
medicine preparations affect the content and leaching rates of inorganic elements in its extracts. 
Key words: Gongju; extraction method; inorganic element; leaching rate; ICP-MS

基金项目：安徽省高校自然科学研究重点项目（No.KJ2020A0442）；安徽中医药大学校级科研项目（No.2020zryb08）；安徽中医药大学

校级探索性项目（No.2021hxts23；No.2021zxts16）。
作者简介：张美皖，女，在读硕士研究生，主要从事中药质量控制与评价研究，email：767009711@qq.com　* 通信作者：张玲，女，

教授，主要从事中药质量控制与评价研究，email：zhangling407@sina.com

　　2020 年版《中国药典》一部收载含有菊花的
中药制剂共 54 个，制剂中菊花除粉末直接入药和
水蒸气蒸馏法收集蒸馏液外，其余均采用溶剂提
取，提取方法包括水煎煮、水热浸和 70% 乙醇回
流等。如参乌健脑胶囊、辛夷鼻炎丸、障眼明片、

清热银花糖浆和山菊降压片等制剂中菊花的提取
方法为水煎煮，小儿感冒茶、牛黄上清片、芎菊
上清片中菊花的提取方法为水热浸，黄连上清片
中菊花的提取方法为 70% 乙醇回流提取后药渣加
水煎煮，而杞菊地黄丸（浓缩丸）和明目地黄丸
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（浓缩丸）中菊花则采用 70% 乙醇浸渍提取 [1]。
　　菊花不仅含有有机酸、黄酮、挥发油等次生
代谢产物 [2-3]，还含有人体所必需的无机元素 Se、
Fe、Mn、Ni、Zn 等 [4]， 同 时 还 含 有 Pb、Cd、
As、Hg、Cu 等对人体有害的元素 [5]。费毅琴等 [6]

发现菊花经水煎煮后 21 种金属元素残留量明显
降低。权春梅 [7] 研究发现菊花经乙醇回流提取后
重金属元素中 Cu 的含量最高，Hg 和 Cd 的含量
较低。目前有关菊花茶水冲泡或加水煎煮后无机
元素含量的变化研究较多 [8-12]，但未见中药制剂
中菊花不同提取方法对无机元素浸出率影响方面
的报道。
　　本研究以贡菊为研究对象，采用中药制剂中
菊花常见的提取方法：水煎煮、水热浸和 70% 乙
醇回流制备贡菊不同提取液，运用电感耦合等离
子体质谱法（ICP-MS）测定贡菊药材和贡菊提取
液中 20 种无机元素的含量，计算不同元素的浸
出率，分析不同提取方法对无机元素浸出率的影
响，为进一步研究制剂中菊花的制法和临床功效
之间的关系提供参考依据。
1　材料

1.1　仪器

　　ICS900-iCAPQ 型电感耦合等离子体质谱仪
（美国赛默飞世尔上海有限公司）；ME104E/02
型电子天平（梅特勒 - 托利多仪器上海有限公司，
精度：0.1 mg）；NBH-L 型恒温电热板（苏州九
联科技有限公司）；DW-250 型调温电热器（通州
市申通电热器厂）；FW80 型高速粉碎机（天津市
泰斯特有限公司）。
1.2　试药

　　Pb、Cd、As、Cu、Se、Fe、Zn、Ni、Al、
Cr、Co、Mn、Ba、Sr、V 多元素混标储备液（10 
μg·mL－ 1， 批 号：19D3018），Y、Dy、Ce 混 标
储备液（100 μg·mL－ 1，批号：20D8221），Rh、
Re 内标标准储备液（1000 μg·mL－ 1，批号分别
为：192016、192004）均购于国家有色金属及电
子材料分析测试中心；Hg、Mo 单元素标准储
备液（100 μg·mL－ 1，批号分别为：B1804095、
B1810046）、茶叶成分分析标准物质 GBW10016a
（GSB-7a）（国家标准物质中心）；硝酸（优级纯，
批号：20200825）、无水乙醇（优级纯，批号：
20200716）、过氧化氢（优级纯，批号：20200923）
（国药集团化学试剂有限公司）；水为超纯水。
1.3　样品

　　贡菊药材样品于 2020 年 10 月采集自安徽歙

县，经安徽中医药大学药学院张珂老师鉴定为菊
科植物贡菊 Dendranthema morifolium（Ramat.）
Tzvel. “Gongju” cv. nov. 的干燥头状花序。
2　方法与结果

2.1　仪器条件

　　射频功率：1550 W；蠕动泵转速：40 r·min－ 1；
雾化室温度：2.7℃；冷却气流速：14 L·min－ 1；
采样深度：5 mm；辅助气流量：0.8 L·min－ 1；
载气流量：1.2 L·min－ 1；数据采集模式：跳峰
采集模式；重复次数：3 次。
2.2　元素标准溶液的制备

　　精密量取各元素标准储备液适量，加水制成
不同浓度的元素标准待测液，即 Pb、Cd、As、
Cu、Se、Fe、Zn、Ni、Al、Cr、Co、Mn、Ba、
Sr、V 混标待测液（0、1、5、10、50、100、200 
ng·mL－ 1）；Y、Dy、Ce 混标待测液（0、0.1、0.5、
1、2、5、10 ng·mL－ 1）；Mo 单标待测液（0、0.1、
1、5、10、50、100 ng·mL－ 1）；Hg 单标待测液
（0、0.1、0.2、0.5、1 ng·mL－ 1）。精密量取 Rh、
Re 内标标准储备液适量，加水制成 Rh、Re 均为
10 ng·mL－ 1 的内标待测液。
2.3　贡菊提取液的制备

2.3.1　水煎煮提取液　取贡菊药材约 5 g，精密
称 定， 加 入 60 mL 水， 浸 泡 30 min 后 煎 煮 30 
min，滤过，药渣再加 50 mL 水煎煮 30 min，滤
过，合并滤液。
2.3.2　水热浸 1.5 h 提取液　取贡菊药材约 5 g，
精密称定，加入 110 mL 沸水，浸泡 1.5 h，滤过，
收集滤液。
2.3.3　水热浸 1 h 提取液　取贡菊药材约 5 g，精
密称定，加入 110 mL 沸水，浸泡 1 h，滤过，收
集滤液。
2.3.4　70% 乙醇回流提取液　取贡菊药材约 5 g，
精密称定，加入 60 mL 70% 乙醇，浸泡 30 min 后
加热回流 30 min，滤过，药渣再加 50 mL 70% 乙
醇，加热回流 30 min，滤过，合并滤液。
2.4　贡菊待测液的制备

2.4.1　贡菊提取液待测液　不同提取方法制备的
贡菊提取液置电热板上 180℃加热 1 h，150℃
加热 1 h，120℃加热浓缩至约 5 mL。再加入 10 
mL 硝酸和 2.5 mL 过氧化氢，静置过夜，次日置
电热板上 120℃加热 1 h，150℃加热 1 h，180℃
加热至液体呈澄清透明状态，120℃赶酸至近干，
冷却后用水定容至 25 mL，过 0.22 μm 微孔滤膜，
即得。同法制得空白样品溶液。
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2.4.2　贡菊药材待测液　取贡菊药材粉末（过 5 号
筛）约 0.2 g，精密称定，置聚四氟乙烯烧杯中，
自“加入 10 mL 硝酸和 2.5 mL 过氧化氢”起，按
“2.4.1”项下方法制备贡菊药材待测液。
2.5　方法学考察

2.5.1　线性关系考察　取“2.2”项下制备的标准
待测液进样测定。以元素的质量浓度（ng·mL－ 1）
为横坐标（X），响应值为纵坐标（Y），绘制标准

曲线，结果见表 1。20 种元素标准曲线的相关系
数（r）均在 0.9990 ～ 1.000。
2.5.2　检测限和定量限　取空白样品溶液连续进
样 11 次，以空白样品溶液响应值的 3 倍标准偏差
所对应的待测元素质量浓度作为检测限（LOD），
10 倍标准偏差所对应的待测元素质量浓度作为定
量限（LOQ）。结果见表 1，20 种元素的 LOD 和
LOQ 均能满足分析要求。

表 1　20 种无机元素的线性关系、检测限和定量限 
Tab 1　Linearity，limit of detection and limit of quantification of 20 inorganic elements

元素 回归方程 r 线性范围 /（ng·mL － 1） LOD/（ng·mL － 1） LOQ/（ng·mL － 1）
27Al Y ＝ 3.788×105X ＋ 1.000×106 0.9994 0 ～ 200 2.16 7.20
51V Y ＝ 3.316×105X ＋ 4.933×104 0.9990 0 ～ 200 0.0140 0.0467
52Cr Y ＝ 3.627×105X ＋ 6.426×105 0.9996 0 ～ 200 0.153 0.510
55Mn Y ＝ 4.979×105X － 3.125×105 0.9999 0 ～ 200 0.0270 0.0900
57Fe Y ＝ 1.155×104X ＋ 4.644×105 0.9997 0 ～ 200 11.6 38.7
59Co Y ＝ 3.786×105X ＋ 7.916×103 0.9999 0 ～ 200 0.005 00 0.0167
60Ni Y ＝ 8.629×104X ＋ 7.968×104 0.9995 0 ～ 200 0.0220 0.0733
63Cu Y ＝ 2.209×105X － 1.622×105 0.9998 0 ～ 200 0.0360 0.120
66Zn Y ＝ 7.763×104X ＋ 9.188×105 0.9990 0 ～ 200 2.66 8.87
75As Y ＝ 5.181×104X ＋ 5.249×104 0.9990 0 ～ 200 0.142 0.473
82Se Y ＝ 7.369×103X ＋ 3.435×103 0.9998 0 ～ 200 0.129 0.430
88Sr Y ＝ 5.010×105X － 4.620×105 0.9999 0 ～ 200 0.0210 0.0700
89Y Y ＝ 6.189×105X － 1.296×103 1.000 0 ～ 10 0.001 00 0.003 33
95Mo Y ＝ 6.238×104X ＋ 4.688×104 0.9997 0 ～ 100 0.0140 0.0467
111Cd Y ＝ 4.322×104X ＋ 1.899×103 0.9992 0 ～ 200 0.0130 0.0433
137Ba Y ＝ 5.152×104X － 8.474×103 0.9999 0 ～ 200 0.155 0.517
140Ce Y ＝ 3.811×105X ＋ 1.366×105 0.9993 0 ～ 10 0.0240 0.0800
163Dy Y ＝ 1.479×105X ＋ 3.256×102 0.9999 0 ～ 10 0.001 00 0.003 33
202Hg Y ＝ 1.719×104X ＋ 1.475×104 0.9994 0 ～ 1 0.172 0.573
208Pb Y ＝ 1.383×105X ＋ 1.573×104 0.9996 0 ～ 200 0.689 2.30

2.5.3　精密度试验　取“2.2”项下某一质量浓度
的各元素标准待测液适量，连续测定 6 次。结果
20 种元素的 RSD 值均小于 3.0%，表明仪器的精
密度良好。
2.5.4　重复性试验　取贡菊药材粉末约 0.2 g，
精密称定，按“2.4.2”项下方法平行制备 6 份贡
菊药材待测液，测定 20 种元素的含量。结果除
Hg 未检出外，其余各元素的含量的 RSD 值均在
0.59% ～ 2.8%，表明方法的重复性良好。
2.5.5　稳定性试验　取“2.5.4”项下制备的贡菊
药材待测液，分别于制备后 0、2、4、8、12、24 
h 进样测定，计算 20 种元素的含量。结果各元素
的含量的 RSD 值均小于 3.0%，表明待测液在 24 
h 内稳定性良好。
2.5.6　准确度试验　将茶叶成分分析标准物质
GBW10016a（GSB-7a）按“2.4.2”项下方法制备

待测液，进样测定，结果见表 2。20 种元素含量
测定值均在标准值范围内，表明方法准确度良好。
2.6　贡菊药材和提取液中无机元素的含量测定

　　贡菊药材和不同提取方法制备的提取液中 20
种无机元素含量测定结果见表 3。以贡菊不同提
取液中 20 种无机元素含量为变量，采用 TBtools
软件进行热图分析，结果见图 1A。
　　从表 3 可以看出，贡菊药材经水煎煮、水热
浸和 70% 乙醇回流后的提取液中 20 种无机元素含
量明显降低。贡菊药材中的 20 种元素以 Fe 含量最
高，达到 145 mg·kg－ 1；其次是 Mn 和 Al，分别为
135 mg·kg－ 1 和 95.1 mg·kg－ 1。贡菊不同提取液
的 20 种元素中，Al 含量均为最高，在 5.52 ～ 10.8 
mg·kg－ 1；其次是 Fe，含量在 1.70 ～ 5.36 mg·kg－ 1；
Ba、Ce、Y、Dy 在 70% 乙醇提取液中未被检出，在
水煎煮和水热浸提取液中的含量范围在 0.000 110 ～ 
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0.248 mg·kg－ 1；Pb、Se 仅在水煎煮提取液中被检出；
As 和 Hg 在 4 种提取液中均未被检出。
　　贡菊不同提取液中无机元素的含量存在明显
差异。从表 3 和图 1A 看出，水煎煮提取液中 13
种无机元素 Al、Fe、Zn、Mo、Cu、Sr、Ni、Ba、
V、Ce、Se、Dy、Pb 的含量均高于水热浸和 70%
乙醇回流提取液；水热浸 1.5 h 提取液中 Mn、Y
含量高于水煎煮和 70% 乙醇回流提取液；70% 乙
醇回流提取液中 Co、Cd、Cr 含量高于水煎煮和
水热浸提取液。除 Ni、Ba、Se、Pb、As、Hg 外，
水热浸 1.5 h 提取液中无机元素含量均高于水热
浸 1 h 提取液。

图 1　贡菊不同提取液中 20 种无机元素含量（A）、浸出率（B）及

12 种共有元素浸出率（C）热图

Fig 1　Heatmap of the contents（A）and leaching rates（B）of 20 
inorganic elements and 12 common elements（C）in different extracts of 
Gongju

注：S1 为水煎煮，S2 为水热浸 1.5 h，S3 为水热浸 1 h，S4 为

70% 乙醇回流；从蓝色到红色，颜色越红，数值越大。

Note：S1 refers to water decocting，S2 refers to hot water dipping 
for 1.5 h，S3 refers to hot water dipping for 1 h，S4 refers to 70% 
ethanol refluxing. The transition from blue to red，the redder the color，
the greater the value.

2.7　无机元素的浸出率

　　按照无机元素浸出率（%）＝ [（提取液的浓度
×样品量）/（药材中的浓度×样品量）]×100%
进行计算。贡菊经不同提取方法所得提取液中无
机元素浸出率结果见表 4。以贡菊不同提取液中 20
种无机元素的浸出率为变量，采用 TBtools 软件进
行热图分析，结果见图 1B。
　　从表 4 可知，20 种无机元素浸出率差异较
大，在0.108%～34.9%。结合图1A 和图1B 发现，
不同提取方法对贡菊中无机元素浸出率的影响与
其对含量的影响趋势相同，即提取液中无机元素
含量高的，浸出率也高。
　　20 种无机元素在不同提取液中均可以测出
浸出率的仅有 12 种元素。以贡菊不同提取液中
12 种共有元素浸出率为变量，采用 TBtools 软件
进行热图分析，结果见图 1C。结合图 1C 进一

表 2　GBW10016a(GSB-7a)茶叶成分分析标准物质的标准值与测定

值 (mg·kg － 1，n ＝ 6) 
Tab 2　Standard value and measurement value of GBW10016a 

(GSB-7a) CRM tea (mg·kg － 1，n ＝ 6)

元素 标准值 测定值
27Al 940±90 926
51V 0.17±0.03 0.164
52Cr 0.45±0.10 0.485
55Mn 500±20 507
57Fe 242±18 238
59Co 0.22±0.02 0.232
60Ni 3.4±0.3 3.35
63Cu 18.6±0.7 19.1
66Zn 51±2 50.7
75As 0.09±0.01 0.0824
82Se 0.098±0.008 0.0921
88Sr 9.1±1.2 8.86
89Y 0.23±0.03 0.214
95Mo 0.040±0.012 0.0366
111Cd 0.062±0.004 0.0597
137Ba 9.6±0.5 9.52
140Ce 0.39±0.05 0.419
163Dy 0.025±0.006 0.0282
202Hg 0.0038±0.0008 0.003 04
208Pb 1.5±0.2 1.43

表 3　贡菊药材和不同提取液中无机元素含量 (mg·kg － 1，n ＝ 3) 
Tab 3　Contents of inorganic elements in Gongju and its different 

extracts (mg·kg － 1，n ＝ 3)

元素 药材

提取液

水煎煮 水热浸 1.5 h 水热浸 1 h
70%

乙醇回流
27Al 95.1 10.8 9.19 8.74 5.52
57Fe 145 5.36 4.63 4.29 1.70
55Mn 135 4.65 4.84 3.59 1.70
66Zn 34.1 0.791 0.511 0.491 0.730
63Cu 2.21 0.686 0.649 0.553 0.451
88Sr 16.8 0.591 0.251 0.247 0.0181
60Ni 3.16 0.101 0.0844 0.0858 0.0433
95Mo 0.383 0.009 49 0.008 69 0.006 34 0.008 84
111Cd 0.374 0.004 39 0.004 16 0.003 78 0.006 05
59Co 0.244 0.0103 0.0100 0.009 80 0.0134
51V 0.150 0.0156 0.0145 0.0141 0.003 20
52Cr 0.0166 0.004 20 0.003 50 0.003 09 0.005 79
137Ba 7.85 0.248 0.0257 0.0348 －
140Ce 0.170 0.004 09 0.003 52 0.002 97 －
89Y 0.0448 0.000 460 0.001 37 0.001 34 －
163Dy 0.0162 0.000 170 0.000 140 0.000 110 －
208Pb 0.533 0.001 99 － － －
82Se 0.0257 0.001 01 － － －
75As 0.0125 － － － －
202Hg － － － － －

注：“—”表示未检出。

Note：“—” means not detected.
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步分析发现，此 12 种元素中 Al、Fe、Cu、Sr、
Ni、V 的浸出率均为水煎煮＞水热浸＞ 70% 乙醇
回流；Zn、Mo 的浸出率由大到小为：水煎煮＞

70% 乙醇回流＞水热浸；Co、Cd、Cr 的浸出率
为 70% 乙醇回流＞水煎煮＞水热浸。将贡菊 4 种
提取方法的浸出率进行比较，结果见表 5。

表 5　贡菊不同提取方法浸出率的统计分析 (%) 
Tab 5　Statistical analysis on the leaching rates of different 

extraction methods of Gongju (%)

提取方法 浸出率范围 均值 中位值

水煎煮 0.373 ～ 31.0 5.71 3.18

水热浸 1.5 h 0.327 ～ 29.4 4.80 2.17

水热浸 1 h 0.443 ～ 25.0 4.30 1.71

70% 乙醇回流 0.108 ～ 34.9 3.93 1.22

　　贡菊水煎煮提取液中 20 种无机元素浸出率
均值明显高于水热浸和 70% 乙醇回流，其中 70%
乙醇回流提取液元素浸出率均值最小，但元素浸
出率范围最大，说明 70% 乙醇回流提取液中多数
元素的浸出率偏低，不同元素之间的浸出率差异
较大。
3　讨论

3.1　制剂中菊花的制法不同则无机元素的含量不同

　　2020 年版《中国药典》一部收载以菊花提取
液入药的中药制剂共 28 个，其中 19 个制剂中菊
花的提取方法为加水煎煮法，煎煮次数 1 ～ 3 次，
每次 1 ～ 3 h，剂型包括胶囊剂 7 个，片剂 6 个，
颗粒剂 2个，丸剂、口服液、糖浆剂、合剂各 1个；
6 个制剂中菊花的提取方法为加水热浸法，热浸
2 ～ 3 次，每次 0.5 ～ 2 h，剂型包括片剂 3 个，
胶囊剂、搽剂、颗粒剂各 1 个；黄连上清片中菊
花用 70% 乙醇回流提取 2 h，药渣再加水煎煮 2
次；2 个浓缩丸中菊花提取方法为 70% 乙醇浸渍
24 h。
　　贡菊水煎煮提取液中 Al、Fe、Zn、Mo、Se
等 13 种无机元素含量均高于水热浸和 70% 乙醇
回流提取液，此 13 种元素中，多数为人体有益
元素。且 Zn、Se 是影响菊花内在品质的重要微
量元素，对提高菊花花序中总黄酮、绿原酸含量
的作用显著 [13]。水热浸 1.5 h 提取液中 Mn、Y 的
含量高于水煎煮和 70% 乙醇回流提取液，而 70%
乙醇回流提取液中 Co、Cd、Cr 的含量高于水煎
煮和水热浸提取液。
3.2　无机元素的浸出率高低与其在贡菊中的存在

形态有关

　　水煎煮提取液中无机元素的浸出率普遍高于
水热浸和 70% 乙醇回流。熊冬梅等 [8] 通过研究
不同品种菊花茶中重金属溶出特性，推测出溶出
率的差异可能取决于元素在菊花中的存在形态，
游离态或无机态元素溶出率高，有机态的元素难
溶于水所以溶出率低。贡菊中 Al、Fe、Cu、Sr、
Ni、V 这 6 种元素经水煎煮和水热浸的浸出率明
显高于 70% 乙醇回流，原因可能是此 6 种元素在
贡菊中主要以易溶于水的形式存在 [14]；水煎煮的
浸出率高于水热浸可能是这 6 种元素在高温时更
易溶出 [15]。水热浸 1.5 h 的贡菊提取液中无机元
素浸出率高于水热浸 1 h，此结果与徐世伟等 [12]

研究不同浸泡时间下黄山贡菊中微量元素的溶出
试验结果一致，原因是延长浸泡时间会有助于无
机元素的溶出。
3.3　有害元素和有益元素含量及浸出率情况分析

　　贡菊提取液中无机元素含量与其药材相比有
很大程度的降低，6 种重金属及有害元素（Pb、
Cd、Hg、As、Cu、Cr）的含量均集中在较低范围
（0 ～ 0.686 mg·kg－ 1）内。参考 WM/T 2-2004《药
用植物及制剂外经贸绿色行业标准》[16]，Pb、Cd、
Hg、As、Cu 的限量值分别为 5.0、0.3、0.2、2.0、
20.0 mg·kg－ 1。Cr 元素在 2020 年版《中国药典》[17]

表 4　贡菊不同提取液中 20 种无机元素浸出率 (%) 
Tab 4　Leaching rates of 20 inorganic elements in different extracts 

of Gongju (%)

元素
提取液

水煎煮 水热浸 1.5 h 水热浸 1 h 70% 乙醇回流
63Cu 31.0 29.4 25.0 20.4
52Cr 25.3 21.1 18.6 34.9
51V 10.4 9.67 9.40 2.13

27Al 11.4 9.66 9.19 5.80
60Ni 3.20 2.67 2.72 1.37
57Fe 3.70 3.19 2.96 1.17
88Sr 3.52 1.49 1.47 0.108

55Mn 3.44 3.59 2.66 1.26
95Mo 2.48 2.27 1.66 2.31
66Zn 2.32 1.50 1.44 2.14
59Co 4.22 4.10 4.02 5.49
111Cd 1.17 1.11 1.01 1.62
137Ba 3.16 0.327 0.443 －

89Y 1.03 3.06 2.99 －
140Ce 2.41 2.07 1.75 －
163Dy 1.05 0.864 0.679 －
82Se 3.93 － － －

208Pb 0.373 － － －
75As － － － －

202Hg － － － －

注：“－”表示未检出。

Note：“－” means not detected.
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和 WM/T 2-2004《药用植物及制剂外经贸绿色行
业标准》中暂无相关限量规定。因菊花为药食同
源中药 [18]，故 Cr 元素限量值参考 GB 2762-2022
《食品安全国家标准食品中污染物限量》[19] 为 0.5 
mg·kg－ 1。本研究所测贡菊提取液中 6 种重金属
及有害元素的含量均在限量值以下，除 Cu 和 Cr
的浸出率水平在 30% 上下浮动，其他重金属及有
害元素浸出率均不超过 2%。提取液中人体必需的
有益元素 V、Ni、Fe、Mn、Co、Zn、Se、Mo 含
量在较小范围内（0 ～ 5.36 mg·kg－ 1）波动，有
益元素除 V 的浸出率最高达 10% 外，其他元素的
浸出率均低于 5.5%。总体来说，重金属及有害元
素浸出率差异比有益元素大，也比有益元素更难
溶出，但是 Cu 和 Cr 的浸出率相对较高，对于菊
花提取液中重金属及有害元素含量问题仍需重点
关注。
4　结论

　　本研究根据含菊花中药制剂中菊花的主要提
取方法，制备贡菊水煎煮、水热浸 1.5 h、水热浸
1 h 和 70% 乙醇回流提取液，运用 ICP-MS 法测
定不同提取液中 20 种无机元素的含量，并计算
其浸出率。本研究发现，制剂中菊花的提取方法
会影响其提取液中无机元素的含量和浸出率。总
体来说，无机元素的含量和浸出率由高到低的顺
序为：水煎煮提取液＞水热浸提取液＞ 70% 乙醇
回流提取液。无机元素的含量与中药中有效成分
的含量密切相关，影响中药的有效性和安全性。
不同制剂中菊花的不同提取方法是否影响菊花的
临床功效，有待进一步研究。
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卫生技术评估为 4 种生物制剂在炎症性肠病快速遴选中 
提供循证医学证据的应用与实践

彭苗苗1，2（1.南京大学医学院附属鼓楼医院药学部，南京　210008；2.南京临床药学中心，南京　210008）

摘要：目的　为医疗机构合理采购及炎症性肠病（IBD）患者合理选择生物制剂提供循证医学

证据。方法　依据《中国医疗机构药品评价与遴选快速指南》制订评估体系，查阅相关药品说

明书、临床指南、国家基本药物目录、国家医保目录及 Drugbank 等相关网站信息，并检索中

国知网、PubMed、万方、维普等数据库中相关文献，收集英夫利西单抗、阿达木单抗、维得

利珠单抗和乌司奴单抗 4 种生物制剂在 IBD 治疗方面的相关信息，从药学特性、有效性、安

全性、经济性、其他属性五个方面进行量化评分，并依据评分结果划分推荐级别。结果　4 种

生物制剂的评分分别为：英夫利西单抗 71.5 分，阿达木单抗 77.75 分，维得利珠单抗 76.5 分，

乌司奴单抗 85 分，4 种生物制剂评分均在 70 分以上，较强推荐进入医疗机构目录。英夫利西

单抗和阿达木单抗在药学特征方面较有优势，评分均为 19 分；英夫利西单抗、阿达木单抗、

维得利珠单抗和乌司奴单抗在有效性方面均有较强优势，评分均为 18 分；乌司奴单抗在安全

性方面和经济性方面均较有优势，评分分别为 16.5 分和 20 分；阿达木单抗在其他属性方面较

有优势，评分为 12.75 分。结论　本次卫生技术评估可为医疗机构开展药品评价与遴选提供实

践经验，同时为临床在 IBD 患者选择生物制剂时提供循证依据。

关键词：卫生技术评估；药品遴选与评价；英夫利西单抗；阿达木单抗；维得利珠单抗；乌司

奴单抗；炎症性肠病
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Health technology assessment of evidence-based medical evidence for the 
rapid selection of four biologics for inflammatory bowel disease

PENG Miao-miao1, 2 (1. Department of Pharmacy, Affiliated Drum Tower Hospital of Nanjing 
University, Nanjing  210008; 2. Nanjing Center for Clinical Pharmacy, Nanjing  210008)

Abstract: Objective  To provide evidence-based medical evidence for rational procurement in medical 
institutions and rational selection of biological agents for patients with inflammatory bowel disease 
(IBD). Methods  The evaluation system was established according to the “Quick Guide for Drug 
Evaluation and Selection in Chinese Medical Institutions”. By referring to drug specifications, clinical 
guidelines, National Essential Medicine Directory, National Medical Insurance Directory, Drugbank 
and other related websites. We searched related literatures in CNKI, PubMed, Wanfang and VIP 
databases, and collected information about infliximab, adalimumab, vedolizumab and ustekinumab 
for IBD. Quantitative scoring was used for five aspects of pharmaceutical characteristics, efficacy, 
safety, economy and other attributes, and recommendation levels were divided according to the scoring. 
Results  The scores of the four biological agents were: 71.5 for infliximab, 77.75 for adalimumab, 
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　　炎症性肠病（IBD）常用治疗药物为 5- 氨基水
杨酸、糖皮质激素、免疫抑制剂、生物制剂。生
物制剂包括抗肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），目前全
球已经批准上市的 TNF-α 共 4 种，分别是英夫利
西单抗、阿达木单抗、戈利木单抗和赛妥珠单抗。
在美国，英夫利西单抗和阿达木单抗均获批治疗
溃疡性结肠炎（UC）和克罗恩病（CD），戈利木
单抗仅获批用于治疗 UC，赛妥珠单抗仅获批用于
治疗 CD。在国内，英夫利西单抗获批用于治疗
UC 和 CD，阿达木单抗仅获批用于治疗 CD。戈利
木单抗在国内未获批用于治疗 IBD，赛妥珠单抗
在国内还未上市 [1]。IL-12/23 单克隆抗体中的乌司
奴单抗，美国分别于 2016 年及 2019 年批准其用
于 CD 及 UC 治疗，我国于 2020 年 5 月 20 日批准
其用于成人 CD 治疗。生物制剂还包括新型整合素
拮抗剂维得利珠单抗，该药是一种具有器官靶向
性的人源化单抗，可选择性结合淋巴细胞表面整
合素α4β7，从而抑制淋巴细胞向肠黏膜迁移和聚
集，减轻肠道局部炎症反应。美国于 2014 年批准
维得利珠单抗用于 UC 和 CD 治疗，我国于 2020
年 11 月 23 日批准维得利珠单抗用于成人 UC 和
CD 治疗。
　　因此本文主要分析目前在国内上市，且在中
国获批 IBD 适应证的 4 种原研的生物制剂（英夫
利西单抗、阿达木单抗、维得利珠单抗和乌司奴
单抗），从药学特征、有效性、安全性、经济性
及其他属性五个方面对治疗 IBD 的生物制剂进行
卫生技术评估，以期对医疗机构遴选、合理应用
IBD 生物制剂提供依据。
1　资料与方法
1.1　药品遴选卫生技术评估技术
　　依据《中国医疗机构药品评价与遴选快速指
南》（以下简称指南）[2]，对英夫利西单抗、阿达
木单抗、维得利珠单抗和乌司奴单抗 4 种生物制
剂在 IBD 中的适应证进行卫生技术评估。从药学

特征、有效性、安全性、经济性及其他属性五个
方面进行综合评估，评分依据参照药品说明书、
国内外炎症性肠病指南 / 规范、国家基本药物目
录、国家医保目录、中国知网、万方数据、维普网、
Embased、PubMed 等中外文数据库及 Drugbank 等
相关网站信息。具体评分细则见表 1。
2　结果
2.1　药学特性
2.1.1　适应证 [3-4] 　英夫利西单抗是一种人鼠嵌
合型 IgG1 单克隆抗体，其适应证为成人及 6 岁
以上儿童 CD、瘘管型 CD、成人 UC。阿达木单
抗是完全人源化的 TNF-α 单抗，适应证为充足皮
质类固醇和 / 或免疫抑制剂治疗应答不充分、不
耐受或禁忌的中重度活动性 CD 患者。维得利珠
单抗作为一种具有器官靶向性的人源化单抗，适
应证主要为对传统治疗或 TNF-α 抑制剂应答不充
分、失应答或不耐受的中重度活动性 UC 和 CD
的成年患者。乌司奴单抗是抗白细胞介素 12 和
23 的全人源化 IgG1 单抗，在国内的适应证为对
于传统治疗或 TNF-α 拮抗剂应答不足、失应答或
无法耐受的成年中重度活动性 CD 患者。因此英
夫利西单抗为 IBD 一线治疗药物，适应证得分为
3 分，乌司奴单抗、阿达木单抗和维得利珠单抗
均为二线治疗药物，得分均为 2 分。
2.1.2　药理作用　在治疗 IBD 的药物中，生物制
剂通过不同的靶点和作用机制在 IBD 的治疗中发
挥了良好的作用，且安全性较高，已经成为治疗
IBD 的主流药物。4 种生物制剂中，英夫利西单
抗和阿达木单抗为 TNF-α 制剂，英夫利西单抗是
一种人鼠嵌合型 IgG1 单克隆抗体，阿达木单抗
是一种全人源化 IgG1 单克隆抗体，免疫原性相
对较低，过敏反应、输液反应的发生率也相对较
低。TNF 具有多种生物学效应的炎性介质，在炎
症反应早期出现，可通过刺激细胞间黏附分子表
达，增加白细胞在炎症局部的聚集和活化；刺激

76.5 for vedolizumab, and 85 for ustekinumab. The scores of the four agents were all above 70, 
suggesting inclusion in the list of medical institutions. Infliximab and adalimumab had advantages in 
pharmaceutical characteristics with score of 19. Infliximab, adalimumab, vedolizumab and ustekinumab 
all had strong advantages in effectiveness with the scores of 18. Ustekinumab had advantages in both 
safety and economic burden with scores of 16.5 and 20 respectively. Adalimumab was superior to 
other attributes with score of 12.75. Conclusion  Health technology assessment can provide practical 
experience for medical institutions to evaluate and select drug, and provide evidence-based medical 
evidence for selection of biological agents for IBD patients. 
Key words: health technology assessment; drug selection and evaluation; infliximab; adalimumab; 
vedolizumab; ustekinumab; inflammatory bowel disease 
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表 1　医疗机构药品评价与遴选量化记录表 
Tab 1　Quantitative record form for drug evaluation and selection in medical institutions

指标体系及权重系数 细则（指标信息和数据来源）

一、药学特性（20）
适应证（3） □ 3 临床必需，首选 / 一线用药

□ 2 临床需要，次选 / 二线用药

□ 1 可选 / 替代药品较多

药理作用（3） □ 3 疗效确切，作用机制明确

□ 2 疗效确切，作用机制尚不十分明确

□ 1 疗效一般，作用机制不明确

体内过程（3） □ 3 体内过程明确，药动学参数完整

□ 2 体内过程基本明确，药动学参数不完整

□ 1 体内过程尚不明确，无药动学相关研究

药剂学和使用方法（6）（可多选） □ 1 主要成分及辅料明确

□ 2 剂型适宜

□ 1 给药剂量便于掌握

□ 1 给药频次适宜

□ 1 使用方便

一致性评价（5） □ 5 原研药品 / 参比药品

□ 3 通过一致性评价的仿制药品

□ 1 非原研或未通过一致性评价药品

二、有效性（20） □ 20 诊疗规范推荐（国家卫生行政部门）

□ 18 指南Ⅰ级推荐（A 级证据 18，B 级证据 17，C 级证据 16，其他 15）
□ 14 指南Ⅱ级及以下推荐（A 级证据 14，B 级证据 13，C 级证据 12，其他 11）
□ 10 专家共识推荐

□ 6 以上均无推荐

三、安全性

不良反应分级或 CTCAE 分级（7） □ 7 症状轻微，无需治疗或 CTC 1 级

□ 6 症状较轻，需要干预或 CTC 2 级

□ 5 症状明显、需要干预或 CTC 3 级

□ 4 症状严重，危及生命或 CTC 4 ～ 5 级，发生率＜ 0.1%
□ 3 症状严重，危及生命或 CTC 4 ～ 5 级，发生率（0.1% ～ 1%）

□ 2 症状严重，危及生命或 CTC 4 ～ 5 级，发生率＞（1% ～ 10%）

□ 1 症状严重，危及生命或 CTC 4 ～ 5 级，发生率＞ 10%
特殊人群用（可多选）（7） □ 2 儿童可用

□ 1 老人可用

□ 1 孕妇可用

□ 1 哺乳期妇女可用

□ 1 肝功能异常可用

□ 1 肾功能异常可用

药物相互作用所致不良反应（3） □ 3 轻中度：一般无需调整用药剂量

□ 2 重度：需要调整剂量

□ 1 禁忌：禁止在同一时段使用

其他（可多选）（3） □ 1 不良反应均为可逆性

□ 1 无致畸致癌

□ 1 无特别用药警示

四、经济性（20）
同通用名药品（5） □ 5 日均治疗费用最低

□ 4 日均治疗费用低于中位数

□ 3 日均治疗费用居中

□ 2 日均治疗费用高于中位数

□ 1 日均治疗费用最高

主要适应证可替代药品（15） □ 15 日均治疗费用最低

□ 13 日均治疗费用低于中位数

□ 11 日均治疗费用居中
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指标体系及权重系数 细则（指标信息和数据来源）

□ 9 日均治疗费用高于中位数

□ 7 日均治疗费用最高

五、其他属性

国家医保（5） □ 5 国家医保甲类，且没有限制条件

□ 4 国家医保甲类，有支付限制条件

□ 3 国家医保乙类 / 国家谈判药品，且没有支付条件限制

□ 2 国家医保乙类 / 国家谈判药品，有支付条件限制

□ 1 不在国家医保目录

基本药物（3） □ 3 在《国家基本药物目录》，没有△要求

□ 2 在《国家基本药物目录》，有△要求

□ 1 不在《国家基本药物目录》

贮藏条件（3） □ 3 常温贮藏

□ 2.5 常温贮藏，避光或遮光

□ 2 阴凉贮藏

□ 1.5 阴凉贮藏，避光或遮光

□ 1 冷藏 / 冷冻贮藏

药品有效期（3） □ 3 ＞ 36 个月

□ 2 24 ～ 36 个月

□ 1 ＜ 24 个月

全球使用情况（3） □ 3 美国、欧洲、日本均已上市

□ 2 美国或欧洲或日本上市

□ 1 美国、欧洲、日本均未上市

生产企业状况（3） □ 3 生产企业为世界销量前 50 制药企业（美国制药经理人）

□ 2 生产企业在国家工业和信息化部医药工业百强榜

□ 1 其他企业

续表 1

促炎细胞因子生成以增强、放大炎症级联反应；
刺激成纤维细胞和巨噬细胞释放组织降解酶；诱
导上皮间紧密连接分解和肠上皮细胞凋亡，破坏
肠黏膜的屏障作用，增加肠黏膜在固有免疫和获
得性免疫中暴露于促炎因子的机会，导致肠黏膜
损害 [5]。TNF-α 最主要的作用机制是与可溶性和
跨膜性 TNF 结合，以抑制其与 TNF 受体（p55/
p75 亚单位）结合，阻断其生物学活性，达到抗
炎、保护肠黏膜的效果 [6]。该类药物在提高 IBD
患者的临床缓解率、促进黏膜愈合及瘘管闭合等
方面疗效显著，并能有效改善 IBD 患者疾病活动
度，降低住院率和手术率，降低患者类固醇类药
物的用量，提高患者的生存质量 [7-8]。
　　整合素是由α 和β 亚基组成的一种异二聚体
糖蛋白跨膜受体，可介导细胞的黏附、信号转导
和迁移。整合素受体拮抗剂在 IBD 的运用中是通
过拮抗 a4β7 整合素与肠黏膜血管地址素细胞黏附
分子 1 相结合，从而抑制炎性细胞聚集活化，防
止其迁移至肠道组织，减轻炎症反应。维得利珠
单抗是重组人源化免疫球蛋白 G1 单克隆抗体，
独特作用机制在于阻断α4β7 T 细胞的肠道运输，
从而抑制肠道炎症反应 [9]。有研究表明维得利珠
单抗在中重度 UC 患者诱导和维持治疗期临床疗

效显著优于安慰剂组（P ＜ 0.01），其维持治疗可
以使患者长期获益 [10-11]。
　　白介素（IL）-12 和 IL-23 能够通过刺激辅助
性 T 细胞增殖从而导致肠黏膜及全身多个组织器
官急性炎性损伤，还可促进 IL-C1 和 IL-C3 互相
转化，导致肠道慢性炎性损伤。乌司奴单抗是抗
IL-12/23 因子制剂的代表药物，能够通过与两者
共有的 p40 亚单位结合，阻止 IL-12/23 与细胞表
面的相应受体结合而拮抗肠内外炎症反应 [9]。乌
司奴单抗在 UC 患者诱导缓解、CD 合并肛瘘患者
的诱导缓解肛周病变疗效显著，并且能有效提高
患者的生存质量、缓解 IBD 患者的临床疗效，减
少住院率和手术率 [12-14]。因此，4 种生物制剂的
疗效确切，作用机制明确，均为 3 分。
2.1.3　体内过程　英夫利西单抗治疗 UC 和 CD 的
给药方法为第 0、2、6 周以 5 mg·kg－ 1 静脉输注
作为诱导缓解，以后每隔 8 周以相同剂量给药一
次，其终末半衰期为 7.7 ～ 9.5 d，使用 3 ～ 10 mg
维持剂量治疗 8 周后，英夫利西单抗中位血清质
量浓度为 0.5 ～ 0.6 μg·mL－ 1。英夫利西单抗单次
给药剂量达 20 mg·kg－ 1 时未出现直接的毒性反应，
但应密切监测患者不良反应。英夫利西单抗体内
过程明确，药动学参数完整，得分为 3 分 [15]。
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　　阿达木单抗治疗 CD 的使用方法为：首次治
疗剂量为皮下注射 160 mg，2 周后改为 80 mg 皮
下注射，之后每 2 周皮下注射 1 次，每次 40 mg，
诱导缓解后每 2 周皮下注射 1 次，每次 40 mg 作
为维持缓解。阿达木单抗的平均末相消除半衰
期约为 2 周，稳态表观分布容积为 5 ～ 6 L，平
均绝对生物利用度为 64%，稳态平均谷浓度为 5 
μg·mL－ 1，单次给药后 7 d 可达到血清峰浓度。
阿达木单抗遗传毒性试验未发现其可能对人体产
生特殊的危害；围产期发育毒性研究中，阿达木
单抗剂量达 100 mg·kg－ 1 时，没有对短尾猴胎
仔造成危害 [16]。阿达木单抗体内过程明确，药动
学参数完整，得分为 3 分。
　　维得利珠单抗治疗 UC 和 CD 的给药周期为
第 0、2、6 周，以后每隔 8 周给药一次，单次剂
量为静脉输注 300 mg，第 6 周时平均血清浓度约
为 27.01 μg·mL－ 1，每 8 周给药 1 次维持治疗稳
态谷浓度在 UC 和 CD 患者中分别为 11.2 和 13.0 
μg·mL－ 1[17-18]，分布容积约为 4.84 L，消除半衰
期（t1/2）为 25.5 d。临床试验给予维得利珠单抗
高达 10 mg·kg－ 1 剂量（大约为建议剂量的 2.5
倍），未观察到剂量限制性毒性 [19]。维得利珠单
抗体的体内过程明确，药动学参数完整，得分为
3 分。
　　乌司奴单抗治疗 CD 给药方法为首次静脉
输注 390 mg（55 ～ 85 kg），第 8 周给予 90 mg
皮下注射，之后每 12 周 90 mg 皮下注射（如果
每 12 周给药 1 次期间失应答，缩短至每 8 周注
射一次），首次静脉诱导后，乌司奴单抗血清峰
浓 度 中 位 数 是 126.1 μg·mL－ 1， 每 12 周 1 次
90 mg 的稳态谷浓度中位值范围为 0.61 ～ 0.76 
μg·mL－ 1。单次皮下注射 90 mg 后，血清浓度
达峰时间（tmax）的中位值为 8.5 d，生物利用度为
57.2%，清除半衰期中位值约为 3 周，表观分布
容积为 15.7 L[20]。动物体内每周两次给予乌司奴
单抗最高剂量达人给药暴露量的 100 倍以上，未
见生殖毒性，尚未进行其致癌性和遗传毒性的试
验。乌司奴单抗的体内过程明确，药动学参数完
整，得分为 3 分。
2.1.4　药剂学和使用方法及一致性评价　注射用
英夫利西单抗的主要成分是英夫利西单抗，辅料
包括蔗糖、吐温 -80、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，
主要成分及辅料明确，得 1 分；剂型适宜得 2 分；
给药剂量明确便于掌握，得 1 分；给药频次适宜
得 1 分；需要在医师和护士监护下静脉输注，输
注过程中需要严密观察患者是否有输液反应和过
敏反应，使用方便得 0 分。该项总得分为 5 分。

阿达木单抗注射液主要成分是阿达木单抗，辅料
包括甘露醇、柠檬酸 - 水合物、柠檬酸钠、磷酸
二氢钠二水合物、磷酸氢二钠二水合物、氯化钠、
聚山梨醇 80、氢氧化钠、注射用水，主要成分及
辅料明确，得 1 分；剂型适宜得 2 分；给药剂量
明确便于掌握，得 1 分；给药频次适宜得 1 分；
该药为皮下注射，使用方便得 1 分。该项总得分
为 6 分。注射用维得利珠单抗的主要成分是维得
利珠单抗，辅料包括 L- 组氨酸、L- 组氨酸盐酸
盐、L- 精氨酸盐酸盐、蔗糖和聚山梨酯 80，主要
成分及辅料明确，得 1 分；剂型适宜得 2 分；给
药剂量明确便于掌握，得 1 分；给药频次适宜得
1 分；需要在医师和护士监护下静脉输注，输注
过程中需要严密观察患者是否有输液反应和过敏
反应，使用方便得 0 分。该项总得分为 5 分。乌
司奴单抗注射液的主要成分为乌司奴单抗，辅料
包括蔗糖、L- 组氨酸、L- 组氨酸盐酸盐 - 水合物、
聚山梨酯 80、注射用水，主要成分及辅料明确，
得 1 分；剂型适宜得 2 分；给药剂量明确便于掌握，
得 1 分；给药频次适宜得 1 分，仅首次用药需要
在医师和护士监护下静脉输注，第二次开始皮下
注射即可，使用方便，取平均值 0.5 分。该项总
得分为 5.5 分。
　　一致性评价方面，本文分析的英夫利西单
抗、阿达木单抗、维得利珠单抗和乌司奴单抗均
为原研药品，得分均为 5 分。
　　药学特性总得分情况，英夫利西单抗为 19
分，阿达木单抗为 19 分，维得利珠单抗为 18 分，
乌司奴单抗为 18.5 分。
2.2　有效性
　　查阅国内外炎症性肠病相关指南和共识共 10
个，每个指南和共识对英夫利西单抗、阿达木单
抗、维得利珠单抗和乌司奴单抗有不同程度的推
荐，综合来看，每种生物制剂都有指南 Ι级推
荐的适应证，A 级证据，因此该项得分均为 18
分。详见表 2。
2.3　安全性
2.3.1　不良反应分级或 CTCAE 分级　《指南》指
出，应当对待遴选药品不良反应及重度不良反应
发生率进行评分，英夫利西单抗总体耐受性良
好 [21]，主要不良反应包括输液反应（3% ～ 10%），
多数为轻中度反应，严重输液反应的发生率约
为 0.1% ～ 1%，主要临床症状包括过敏反应、惊
厥、红斑和低血压 [22]，需要停药并使用药物干
预；迟发性变态反应（1% ～ 2%），可表现为关
节痛、肌肉痛、荨麻疹、面部水肿等，症状多可
自行消退；出现自身抗体（40%），一般无需停



223

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

表 2　IFX、ADA、VDZ和 UST治疗 IBD的国内外诊疗规范、指南及专家共识推荐情况 
Tab 2　Domestic and international diagnosis and treatment norms，guidelines and expert consensus for infliximab，adalimumab，

vedolizumab and ustekinumab

年份 文献标题 制订组织 IFX ADA VDZ UST

2022 Use of biologics and 
small molecule drugs 
for the management 
of moderate to severe 
ulcerative colitis：IG-
IBD clinical guidelines 
based on the GRADE 
methodology（使用

生物制剂和小分子

药物治疗中重度溃

疡性结肠炎的临床

指南）

意大利炎

症性肠

病研究

组

对于未接受过生物制剂

治疗且常规治疗难治

的中重度 UC 成人患

者，推荐使用 IFX 诱

导缓解（强烈推荐，

高质量证据），与

ADA 相比，建议使

用 IFX（有条件推荐，

低质量证据）；使用

IFX 诱导缓解的，继

续维持治疗（强烈推

荐，高质量证据）

对于未接受过生物

制剂治疗且常规

治疗难治的中重

度 UC 成人患者，

推荐使用 ADA
诱导缓解（强烈

推荐，高质量证

据）；使用 ADA
诱导缓解的，继

续维持治疗（强

烈推荐，中等质

量证据）

对于未接受过生物制剂治疗

且常规治疗难治的中重度

UC 成人患者，推荐使用

VDZ 诱导缓解（强烈推荐，

中等质量证据），与 ADA
相比，建议使用 VDZ（有

条件推荐，诱导缓解低质

量证据，维持缓解中等质

量证据）；使用 VDZ 诱

导缓解的，继续维持治疗

（强烈推荐，中等质量证

据）

对于未接受过生物制剂治疗且常

规治疗难治的中重度 UC 成人

患者，推荐使用 UST 诱导缓解

（强烈推荐，低质量证据）；对

于至少一种生物制剂难治的中重

度 UC 成人患者，推荐使用 UST
来诱导缓解治疗（强烈推荐，低

质量证据），与 ADA 或 VZD 相

比，建议使用 UST（有条件推

荐，极低质量证据）；使用 UST
诱导缓解的，继续维持治疗（强

烈推荐，中等质量证据）

2021 ECCO Guidelines on 
Therapeutics in 
Ulcerative Colitis：
Medical Treatment
（ECCO UC 治疗指

南：药物治疗）

ECCO 建议 IFX 诱导对常规治

疗反应不足或不耐受

的中重度 UC 患者缓

解（强烈推荐，中等

质量证据），有应答

者继续用于维持治疗

（强烈推荐，高质量

证据）

建议使用 ADA 来

诱导对常规治疗

反应不足或不耐

受的中重度 UC
患者缓解（强烈

推荐，中等质量

证据），有应答

者继续用于维持

治疗（强烈推荐，

高质量证据）

建议使用 VDZ 治疗对常规治

疗反应不足或耐受不良的

中重度活动性 UC 患者的

诱导缓解（强烈推荐，低

质量证据），有应答者继续

用于维持治疗（强烈推荐，

中等质量证据）；建议使

用 VDZ 诱导和维持中度至

重度活动性 UC 患者的缓

解（弱推荐，低质量证据）

推荐 UST 治疗对常规治疗反应不

足或不耐受的中重度活动性 UC
患者诱导缓解（强烈推荐，中

等质量证据），有应答者继续用

于维持治疗（强烈推荐，中等

质量证据）

年份 文献标题 制订组织 IFX ADA VDZ UST

2021 AGA Clinical 
Practice 
Guidelines on 
the Medical 
Management 
of Moderate to 
Severe Luminal 
and Perianal 
Fistulizing 
Crohn’s 
Disease（AGA
中重度管腔和

肛周瘘性 CD
医疗管理临床

实践指南）

AGA 对于中重度门诊 CD 患者，建议 
使用 IFX 诱导缓解并维持治疗

（强烈推荐，中等质量证据）；

对于合并肛瘘的活动性门诊 CD
患者，推荐使用 IFX 诱导和维

持瘘管愈合（强烈推荐，中等质

量证据）；对于未使用过生物制

剂的中度至重度门诊 CD 患者，

建议使用 IFX 诱导缓解（强烈推

荐，中等质量证据）

推荐 ADA 用于中重度门

诊 CD 患者诱导缓解

并维持治疗（强烈推

荐，中等质量证据）；

推荐其用于未使用过

生物制剂的中重度门

诊 CD 患者诱导缓解

（强烈推荐，中等质量

证据）；推荐其用于合

并肛瘘的活动性门诊

CD 患者诱导和维持瘘

管愈合（有条件推荐，

低质量证据）；推荐

用于肿瘤坏死因子继

发无应答的中重度 CD
患者诱导缓解（强烈

推荐，中等质量证据）

中重度门诊 CD 患者，建议使

用 VDZ 诱导缓解（有条件

推荐，低质量证据）并维持

治疗（有条件推荐，中等质

量证据）；伴活动性肛瘘的

中重度门诊 CD 患者，使

用 VDZ 诱导缓解并维持治

疗（有条件推荐，低质量证

据）；对于未使用过生物制

剂的中度至重度门诊 CD 患

者，建议使用 VDZ 诱导缓

解（有条件推荐，低质量证

据）；对 TNF-α 初始或继发

无应答的中重度 CD 患者，

建议使用 VDZ 诱导缓解导

和维持瘘管愈合（有条件推

荐，低质量证据）

中重度门诊 CD 患者，建

议使用 UST 诱导缓解

并维持治疗（强烈推荐，

中等质量证据）；未使

用过生物制剂的中重度

门诊 CD 患者，建议使

用 UST 诱导缓解（强烈

推荐，中等质量证据）；

TNF-α 初始或继发无应

答的中重度 CD 患者，

建议使用 UST（强烈推

荐，中等质量证据）诱

导缓解；对于合并肛瘘

的活动性门诊 CD 患者，

可以选择 UST 诱导和维

持瘘管愈合（有条件推

荐，低质量证据）

2020 AGA Clinical 
Practice 
Guidelines 
on the 
Management 
of Moderate 
to Severe 
Ulcerative 
Colitis（AGA
中重度 UC 的

临床实践指南）

AGA 门诊中重度 UC 患者，推荐使用

IFX 诱导缓解并维持治疗（强烈

推荐，中等质量证据），并推荐

早期使用（有条件推荐，低质量

证据）；门诊中重度 UC 患者，

如果既往未使用过生物制剂，

推荐 IFX 诱导缓解（有条件推

荐，中等质量证据）；住院的急

性重症 UC 患者如果对激素不应

答，建议选择 IFX 转换治疗（有

条件推荐，低质量证据）

中重度 UC 的成人门诊患

者，推荐使用 ADA 诱

导缓解并维持治疗（强

烈推荐，中等质量证

据），并推荐早期使用

（有条件推荐，低质量

证据）

中重度 UC 的成人门诊患者，

推荐使用 VDZ 诱导缓解并

维持治疗（强烈推荐，中

等质量证据），并推荐早期

使用（有条件推荐，低质

量证据）；门诊中重度 UC
患者，如果既往未使用过

生物制剂，推荐 VDZ 诱导

缓解（有条件推荐，中等

质量证据）

对于中重度 UC 的成人门

诊患者，推荐使用 UST
诱导缓解并维持治疗

（强烈推荐，中等质量

证据），并推荐早期使

用（有条件推荐，低质

量证据）；对于初始使

用 IFX 诱导缓解无应答

的 UC 患者，建议 UST
诱导缓解（有条件推

荐，低质量证据）
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年份 文献标题 制订组织 IFX ADA VDZ UST
2019 ECCO 

Guidelines on 
Therapeutics in 
Crohn’s

Disease：Medical 
Treatment
（ECCO 治疗

指南：CD 的

医学治疗）

ECCO 推荐 IFX 用于对常规治疗无

效的中至重度 CD 患者诱

导缓解（强烈推荐，中等

质量证据），并继续维持治

疗（强烈推荐，中度等质

量证据）；对常规治疗反

应不充分的中度至重度 CD
患者，建议使用 IFX 联合

硫唑嘌呤诱导缓解（强烈

推荐，中等质量证据）；推

荐 IFX 用于 CD 复杂肛周

瘘的诱导和缓解维持（强

烈推荐，低质量证据）

推荐 ADA 用于对常规治

疗无效的中度至重度

CD 患者诱导缓解（强

烈推荐，中等质量证

据），并继续维持治疗

（强烈推荐，中等质量

证据）；推荐 ADA 联

合硫唑嘌呤诱导 CD 缓

解（弱推荐，中等质量

证据）；建议 ADA 用

于 CD 复杂肛周瘘的

诱导和缓解维持（弱推

荐，低质量证据）

推荐 VDZ 用于对常规治疗和 / 或
抗肿瘤坏死因子治疗反应不足的

中重度 CD 患者诱导反应和缓解

（强烈推荐，中等质量证据），并

继续维持治疗（强烈推荐，中等

质量证据）；建议使用 VDZ 治疗

肿瘤坏死因子治疗失败的中重度

活动性腔内 CD（弱推荐，低质

量证据）

对于对常规治疗和 / 或抗

TNF 治疗反应不足的

中度至重度活动性管腔

CD 患者，我们推荐使

用 UST 诱导缓解（强烈

推荐，高质量证据）；

推荐 UST 用于对常规

治疗和 / 或 TNF-α 治疗

反应不充分的中重度

CD 患者诱导缓解（强

烈推荐，高质量证据），

并继续维持治疗（强烈

推荐，中等质量证据）

2019 ACG Clinical 
Guideline：
Ulcerative 
Colitis in 
Adults（ACG 
临床指南：成

人 UC）

ACG 对于中度至重度活动期 UC
患者，建议使用 IFX 诱导

缓解（强烈推荐，高质量

证据），并维持治疗（强烈

推荐，中等质量证据）；糖

皮质激素治疗 3 ～ 5 d 无应

答的 UC 患者，建议使用

IFX 挽救治疗，诱导缓解

后继续维持治疗（强烈推

荐，中等质量证据）

对于中度至重度活动期

UC 患者，建议使用 
ADA 诱导缓解（强烈推

荐，高质量证据），并

继续维持治疗（强烈推

荐，中等质量证据）

对于中重度活动性 UC 患者，推荐

使用 VDZ 诱导缓解，并继续维

持治疗（强烈推荐，中等质量证

据）；对于 TNF-α 治疗失败的中

重度活动性 UC 患者，推荐 VDZ
诱导缓解，并继续维持治疗（强

烈推荐，中等质量证据）；环孢

素诱导缓解的 UC 患者，建议使

用 VDZ 维持治疗（有条件推荐，

低质量证据）

无推荐

年份 文献标题 制订组织 IFX ADA VDZ UST

2019 CD 肛瘘诊断与

治疗的专家共

识意见

CD 肛瘘

共识专

家组

建议在肛周脓肿充分引流的前提下使用

IFX 治疗活动性肛瘘 CD 以诱导临床缓

解；对有临床应答者继续使用 IFX 以维

持临床缓解，等级判定：推荐

无推荐 无推荐 无推荐

2019 儿童炎症性肠病

诊断和治疗专

家共识

中华医学

会儿科

学分会

消化学

组

IFX 可用于中重度活动期 CD 的诱导和维持

缓解治疗；激素耐药的活动性 CD 的诱

导缓解治疗；瘘管性 CD；有严重肠外表

现（如关节炎、坏疽性脓皮病等）的 CD，

有效者，继续维持治疗；可用于有重度

UC 患者激素治疗无效后转换治疗 

无推荐 无推荐 无推荐

2018 ACG Clinical 
Guideline：
Management 
of Crohn’s 
Disease in 
Adults（ACG
临床指南：成

人 CD的管理）

ACG 推荐 IFX 可用于常规治疗无效的 CD
患者（强烈推荐，中等质量证据）；并推荐

用于治疗有肛周瘘管、直肠阴道瘘的 CD
患者（强烈推荐，中等质量证据）；可用

于重度活动性 CD（强烈推荐，中等质量证

据），及暴发性 CD（有条件推荐，低质量

证据）的治疗；应继续用于其诱导缓解后

的维持治疗（强烈推荐，高质量证据）

推荐 ADA 用于常规治疗无效的

CD 患者（强烈推荐，中等质

量证据）；对有肛周瘘管的

CD 可能有效（强烈推荐，低

质量证据）；可用于重度活动

性 CD（强烈推荐，中等质量

证据）；应继续用于其诱导缓

解后的维持治疗（强烈推荐，

高质量证据）

中重度活动性 CD
患者，推荐使

用 VDZ 诱导缓

解（强烈推荐，

高质量证据），

并继续用于维

持治疗（有条

件推荐，中等

质量证据）

UST 可用于传统治

疗或 TNF-α 治疗

失败的中重度 CD
患者的诱导缓解

（强烈推荐，高质

量证据）；并继续

用于维持治疗（有

条件推荐，中等

质量证据）

年份 文献标题 制订组织 IFX ADA VDZ UST

2018 炎症性肠病诊断与治

疗的共识意见

中华医学会消

化病学分会

炎症性肠病

学组

IFX 可用于激素和免疫抑制剂治疗无效或激素依赖者或不能耐受

以上治疗药物的中度活动期 CD 患者；对于重度 CD 患者，可

在激素无效时应用，亦可一开始就应用；诱导缓解后应继续维

持治疗。可用于激素和免疫抑制剂治疗无效或激素依赖或不能

耐受上述药物的中度活动期 UC 患者，及重度 UC 患者较为有

效的挽救治疗措施，抗诱导 UC 缓解后应继续维持治疗

无推荐 无推荐 无推荐

续表 2



225

中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期　Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1

药，出现药物性红斑狼疮（1%），停药后 1 ～ 2 周
可缓解；出现各种机会性感染比较常见，多数较
轻，出现严重感染时宜先停药，控制感染。说明
书指出其上市后发现恶性肿瘤的发生频率为罕见
（≥ 0.01%，＜ 0.1%），因此，英夫利西单抗常见
不良反应分级为“症状轻微，无需治疗”，得7分，
其严重不良反应分级属于“症状严重，危及生命，
发生率＜ 0.1%”，得 4 分，该项得分取常见不良
反应和严重不良反应得分的平均值为 5.5 分。
　　阿达木单抗总体安全性和患者耐受性良好，不
良反应比较轻微，常见不良反应包括感染、头痛、
皮疹和注射部位反应等，其严重不良反应包括心搏
骤停、血管性水肿等，发生频率为罕见；其常见
不良反应分级为“症状轻微，无需治疗”，得 7 分，
严重不良反应恶性肿瘤发生率约为 0.27%，其严重
不良反应分级属于“症状严重，危及生命，发生率
（0.1% ～ 1%）”，得 3 分，该项得分取常见不良反
应和严重不良反应得分的平均值为 5 分。
　　维得利珠单抗在上市后的临床应用显示了其良
好的安全性。常见不良反应为疲劳、鼻咽炎、头痛
和关节痛，输液反应发生率大约为 4%，仅 1% 导
致治疗中断。机会性感染在所有不良反应中的占比
小于 1%，发生率与安慰剂相似，多数轻到中度，
机会性感染中常见的严重不良反应包括艰难梭菌和
肺炎，接受标准抗感染治疗后可好转，未观察到
进行性多灶性白质脑病的不良反应 [23]，因此维得
利珠单抗常见不良反应分级为“症状轻微，无需治
疗”，得 7 分，严重不良反应分级属于“症状较轻，
需要干预”，得 6 分，该项得分取常见不良反应和
严重不良反应得分的平均值为 6.5 分。
　　乌司奴单抗上市后的不良反应监测结果表明患
者对该药的总体耐受性良好，常见不良反应为鼻咽
炎和头痛，多数为轻度，免疫原性较低，药物抗体
发生率很低（小于 3%）[24]。因此乌司奴单抗常见
不良反应分级为“症状轻微，无需治疗”，得 7 分，
最严重的不良反应为严重超敏反应（包括速发过敏
反应、血管性水肿），发生频率为罕见，分级属于

“症状严重，危及生命，发生率＜ 0.1%”，得 4 分，
该项得分取常见不良反应和严重不良反应得分的平
均值为 5.5 分。
2.3.2　特殊人群用药　英夫利西单抗可用于儿童
和青少年 CD 患者，得 2 分；老人可用，得 1 分；
英夫利西单抗妊娠风险分级为 B 级（低风险），
ECCO 共识推荐 [25] 妊娠早期可以使用，妊娠中晚
期（22 ～ 24 周）暂停使用，得 1 分；哺乳期患者
使用该药品对婴儿是安全的，得 1 分 [26-27]，肝功
能异常可用，得 1 分；肾功能异常可用，得 1 分。
英夫利西单抗该项得分共 7 分。
　　阿达木单抗儿童患者可以使用，目前国际上
已有 86 个国家或地区批准用于儿童 IBD 患者的
治疗，得 2 分；老年患者无需调整剂量，得 1 分；
阿达木单抗在妊娠期风险级别为 B 级（低风险），
妊娠晚期胎盘通过率明显低于英夫利西单抗，可
在妊娠全程使用 [28]，得 1 分；哺乳期 IBD 患者也
可以使用，得 1 分；肝功能异常可用，得 1 分；
肾功能异常可用，得 1 分。阿达木单抗该项得分
共 7 分。
　　维得利珠单抗在儿童患者中的安全性数据尚
未建立，不可用；老人可用，无需调整剂量，得
1 分；妊娠期安全性数据尚未建立，不可用；哺
乳期安全性数据尚未建立，不可用；肝功能异常
可用，得 1 分；肾功能异常可用，得 1 分，维得
利珠单抗该项得分共 3 分。
　　乌司奴单抗目前在中国没有获批儿童用药的
适应证，但是 FDA 及欧盟委员会批准其可以用于
6 岁及以上的患者 [29]，所以可用于儿童患者，得 2
分；老人可用，无需调整剂量，得 1 分；乌司奴单
抗的妊娠风险分级为 B 级（低风险），可在妊娠末
期通过胎盘，所以对于使用乌司奴单抗维持治疗的
IBD 患者，妊娠全程可继续使用该药品，应在预产
期前 6 ～ 8 周使用最后一次，得 1 分 [1]；哺乳期妇
女使用乌司奴单抗可能安全，但是证据不足，暂不
推荐使用；肝功能异常可用，得 1 分；肾功能异常
可用，得 1 分。乌司奴单抗该项得分共 6 分。

年份 文献标题 制订组织 IFX ADA VDZ UST

2017 抗肿瘤坏死因子 - 单
克隆抗体治疗炎症

性肠病的专家共识

中华医学会消

化病学分会

炎症性肠病

学组

中重度的活动性成人或 6 ～ 17 岁儿童 CD（非狭窄非穿透型、瘘

管型）患者，对糖皮质激素治疗无效或激素依赖者，和 / 或免

疫抑制剂治疗无效者，或不能耐受上述药物治疗者；复杂肛瘘

经充分外科引流和抗感染治疗后，建议早期应用 IFX；肠切除

术后的 CD，可早期使用 IFX 静脉激素抵抗的重度活动性 UC；

激素依赖的活动性 UC 及免疫抑制剂无效或不耐受者；活动性

UC 伴突出肠外表现者，推荐 IFX

无推荐 无推荐 无推荐

注（Note）：IFX. 英夫利西单抗（infliximab）；ADA. 阿达木单抗（adalimumab）；VDZ. 维得利珠单抗（vedolizumab）；UST. 乌司奴单

抗（ustekinumab）。

续表 2
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2.3.3　药物相互作用及其他　英夫利西单抗与阿
那白滞素或阿巴西普可能会导致严重感染的危险
增高，不建议联用；与托珠单抗联合使用，潜在
发生免疫抑制的可能和感染风险会增高，避免联
用；与甲氨蝶呤联用会减少英夫利西单抗抗体产
生，使其浓度升高；与免疫抑制剂联用，可减少
英夫利西单抗的输液反应；与 CYP450 底物药物
联用，需要调整此类药物剂量，但是禁忌证中无
相关药物联用信息。因此英夫利西单抗该项得分
为 2 分。阿达木单抗与甲氨蝶呤联用会减少英夫
利西单抗抗体产生，使其浓度升高，虽然如此，
并不建议调整两者剂量；不建议与阿那白滞素或
阿巴西普及其他生物类抗风湿药物联合用药，可
能会增加感染或其他潜在相互作用的风险；避免
与活疫苗同时使用；与 CYP450 底物药物联用，
需要调整此类药物剂量，但是禁忌证中无相关药
物联用信息。因此阿达木单抗该项得分为 2 分。
维得利珠单抗避免与 Natalizumab 及 TNF-α、活
疫苗合并使用，但是禁忌证中无相关药物联用信
息，该项得分为 2 分。乌司奴单抗不应与活疫苗
同时使用；与 CYP450 底物药物联用，需要调整
此类药物剂量，但是禁忌证中无相关药物联用信
息。因此乌司奴单抗该项得分为 2 分。
　　其他方面，英夫利西单抗有致恶性肿瘤的风险，
不良反应不可逆，并且有警示语：严重感染和恶性
肿瘤，该项得分为 0 分；阿达木单抗有致恶性肿瘤
的风险，不良反应不可逆，并且有警示语：严重感
染和恶性肿瘤，该项得分为 0 分；维得利珠单抗不
良反应均为可逆性，无致癌致畸，无特别用药提示，
该项得分为 3 分；乌司奴单抗不良反应均为可逆性，
无致癌致畸，无特别用药提示，该项得分为 3 分。
　　安全性总得分情况，英夫利西单抗为 14.5
分，阿达木单抗为 14 分，维得利珠单抗为 14.5
分，乌司奴单抗为 16.5 分。
2.4　经济性

2.4.1　同通用名药品　通过江苏省阳光采购平台
查询这 4 种生物制剂，目前维得利珠单抗和乌司
奴单抗只有原研药品，没有国内仿制药品，因此
两者该项得分均为 5 分。英夫利西单抗和阿达木
单抗，均有国内仿制药品，且原研药品价格高于
所有仿制药品，因此两者该项得分均为 1 分。
2.4.2　主要适应证可替代药品　每种生物制剂的给
药频次不一样，所以治疗费用按照 IBD 患者首年
的治疗费用来做比较误差较小，英夫利西单抗单价
每 100 mg 为 2006.8 元，按照给药方法及 60 kg 体
质量计算，每次给药 3 支，首年给药 8 次，首年治

疗费用为 48 163.2 元。阿达木单抗单价每 40 mg 为
1290 元，首年共需给药 25 次，首年治疗费用为 37 
410 元。维得利珠单抗单价每 300 mg 为 4980 元，
首年治疗费用约为 39 840 元；乌司奴单抗静脉用
药规格单价每 130 mg 为 2531 元，皮下注射规格单
价每 90 mg 为 7340.6 元，首年共需给药 5 次，首
年治疗费用为 36 955.4 元。因此，4 种生物制剂首
年治疗费用中位数为 38 625 元，英夫利西单抗首
年治疗费用最高，得分为 7 分，乌司奴单抗首年治
疗费用最低，得分为 15 分，维得利珠单抗首年治
疗费用高于中位数，得分为 9 分，阿达木单抗首年
治疗费用低于中位数，得分为 13 分。
　　该项总得分，英夫利西单抗为 8 分，阿达木
单抗为 14 分，维得利珠单抗为 14 分，乌司奴单
抗为 20 分。
2.5　其他属性

　　英夫利西单抗为国家医保乙类药品且为国家
谈判药品，有支付条件限制（CD 患者的二线治
疗、中重度 UC 患者的二线治疗），该项得分为 2
分；不在《国家基本药物目录》内，得分为 1 分；
贮藏条件为 2 ～ 8℃避光保存，得分为 1 分；有
效期为 36 个月，得分为 2 分；全球使用情况，
在美国、欧洲、日本均已上市，得分为 3 分；生
产企业为瑞士知名企业 Cilag AG，生产企业销量
在 2021 年销售前 50 的排行榜，得分为 3 分。该
项总得分为 12 分。
　　阿达木单抗为国家医保乙类药品且为国家谈
判药品，有支付条件限制（对糖皮质激素或免疫
调节剂应答不足的 6 岁及以上的中重度活动性
CD 的患儿减轻症状和体征，诱导和维持临床缓
解），该项得分为 2 分；不在《国家基本药物目录》
内，得分为 1 分；贮藏条件为：运输过程中需要
2 ～ 8℃冷藏，使用过程中可在常温下避光保存
14 d，该项得分取平均值为 1.75 分；有效期为 24
个月，得分为 2 分；在欧洲、美国、日本均已上市，
得分为 3 分；生产企业为 Abbvie Ltd（艾伯维），
生产企业销量在 2021 年世界销售前 50 的排行榜，
得分为 3 分。该项总得分为 12.75 分。
　　维得利珠单抗为国家医保乙类药品且为国家
谈判药品，有支付条件限制（限中度至重度活动性
UC 的二线用药或中度至重度活动性 CD 的二线用
药），该项得分为 2 分；不在《国家基本药物目录》
内，得分为 1 分；贮藏条件为 2 ～ 8℃冷藏，得
分为 1 分；有效期为 36 个月，得分为 2 分；在欧洲、
美国、日本均已上市，得分为 3 分；生产企业为
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日本 Takeda（武田制药），生产企业销量在 2021 年
世界销售前 50 的排行榜，得分为 3 分。该项总得
分为 12 分。
　　乌司奴单抗为国家医保乙类药品且为国家谈
判药品，有支付条件限制（适用于对传统治疗或
TNF-α 拮抗剂应答不足、失应答或无法耐受的成
年中重度活动性 CD 患者），得分为 2分；不在《国
家基本药物目录》内，得分为 1 分；贮藏条件为
2 ～ 8℃避光冷藏，得分为 1 分；有效期为 36 个
月，得分为 2 分；在欧洲、美国、日本均已上
市，得分为 3 分；生产企业为瑞士知名企业 Cilag 
AG，生产企业销量在 2021 年世界销售前 50 的
排行榜，得分为 3 分。该项总得分为 12 分。
　　按照上述细则进行评估后，4 种生物制剂的
总评分分别是：英夫利西单抗为 71.5 分，阿达木
单抗为 77.75 分，维得利珠单抗为 76.5 分，乌司
奴单抗为 85 分。
3　讨论

　　本文采用卫生技术评估对 IBD 治疗中的 4 种
生物制剂进行评分，评估结果显示，总评分最高的
是乌司奴单抗，其次是阿达木单抗、维得利珠单
抗，评分最低的为英夫利西单抗。4 种生物制剂的
评分均在 70 分以上，根据《指南》推荐，均属于较
强推荐进入医疗机构目录的药品；当临床选择用药
时，可以参考本研究中各生物制剂的评分情况、总
结的国内外指南推荐意见，结合患者临床诊断及临
床表现合理选择用药。需要注意的是，特殊人群用
药方面，能用于妊娠期妇女的生物制剂为英夫利西
单抗、阿达木单抗和乌司奴单抗，其中英夫利西单
抗仅可在妊娠早期使用，中晚期暂停使用，而阿达
木单抗和乌司奴单抗可以妊娠全程使用；目前在中
国能用于哺乳期妇女和儿童患者的生物制剂为英夫
利西单抗和阿达木单抗。
　　4 种生物制剂中英夫利西单抗是最早上市的，
是目前使用经验最丰富的生物制剂，各指南中对
该药的推荐级别及证据级别均优于其他 3 种生物
制剂，属于一线治疗药物，总评分却最低，评分
较低的项目是安全性和经济性。安全性方面，英
夫利西单抗和阿达木单抗同为 TNF-α，上市以来
有导致恶性肿瘤发生的报道 [30-31]，说明书有警示
语（严重感染和恶性肿瘤），导致其安全性方面的
“其他”项得分较低，而维得利珠单抗 [32] 和乌司
奴单抗 [33] 目前研究显示不增加肿瘤发生率，可能
是因为这两种药物上市时间较短，临床证据尚不
充分，长期用药过程中其是否会增加肿瘤发生率

不得而知，需要时间验证。经济性方面，由于其
上市最早，国内仿制技术成熟，目前国内有两家
仿制企业，因仿制药品价格低，导致其“同通用
名药品”项得分仅 1 分；并且其首年治疗费用高
于其他生物制剂，故药物经济学不占优势，所以
“主要适应证可替代药品”项得分仅 7 分。
　　卫生技术评估起源于 20 世纪 70 年代的美国，
作为卫生政策和管理决策的基础工具和方法，广泛
应用于临床指南制订、医疗保险政策、药品价格谈
判、新技术准入等领域。在公立医院药品“零加成”
的背景下，药品加成取消，医保支付模式改革，卫
生技术评估能帮助医院基于循证证据作出符合本院
情况的药品采购和使用决策，从而促进药物合理使
用、缓解医保经费压力 [34]。今后，医院药品管理
会对卫生技术评估产生更大的需求。考虑到新上市
药品在适应证、指南推荐、特殊人群、医保等方面
的评分可能处于劣势，因此医疗机构在药品遴选时
除了参考本文评估方法中的五个方面，还可以结合
其他可得到的药学信息综合考虑。
　　本研究结果具有一定的时效性，随着药品更
多临床研究的循证依据、长期用药的安全性观察
及药品价格等相关信息的变更、国家政策的变化，
4 种生物制剂的评分可能会有变动。
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老年患者含雷公藤饮片中药处方用药规律分析
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摘要：目的　分析老年患者含雷公藤饮片中药处方的用药情况及特点，促进临床安全合理用

药。方法　收集某中医院 2018—2021 年含雷公藤饮片的老年患者中药处方，对患者性别、年

龄、用药剂量、科室等进行频数统计，对含雷公藤饮片的老年患者和非老年患者处方中的用药

疗程、用药剂量和处方味数进行 t 检验，并对高频配伍药物进行因子分析、关联规则和聚类分

析。结果　共纳入 1040 张处方。患者平均年龄为（68.48±6.01）岁；处方主要用于治疗肾脏

及癌症方面的疾病；中医证型主要是脾肾亏虚证；老年患者平均用药疗程为（24.32±10.80）d；
雷公藤饮片平均用药剂量为（9.65±2.09）g；处方平均味数为（18.44±3.31）味；与非老年患者

含雷公藤饮片的中药处方相比，老年患者处方的疗程、剂量和味数都比较大（P ＜ 0.05）；有

485 张处方未标注雷公藤饮片的特殊煎煮方法，属于不规范处方；配伍药物主要类别为补虚药

和清热药；关联度较高的药对有“黄芪 - 雷公藤”“鸡内金 - 雷公藤”“山药 - 雷公藤”和“白术 -
雷公藤”等；聚类分析得到 6 个常用药物组合。结论　中药临床药师应开展针对使用雷公藤饮

片老年患者的用药监护，完善处方审核，针对老年患者含雷公藤不同组方进行个体化用药监

护及用药指导，保证老年患者用药安全。

关键词：雷公藤；老年人；处方分析；合理用药；用药监护
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Summary of traditional Chinese medicine prescriptions containing tripterygium 
wilfordii decoction pieces in elderly patients

ZHANG Wei-feng1, 2, LI Ying1, LIN Meng-lu1, 2, GUO Yan-yan2, GAO Jia-rong1* (1. the First 
Affiliated Hospital of Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230031; 2. School of Pharmacy, 
Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To analyze the medication use and characteristics of traditional Chinese 
medicine prescriptions containing tripterygium wilfordii decoction pieces in elderly patients, and to 
promote safe and rational clinical use of medication. Methods  The prescriptions of Chinese medicine 
for elderly patients containing tripterygium wilfordii decoction pieces in a Chinese hospital from 2018 
to 2021 were collected, and patient gender, age, medication dose, and department were analyzed. 
Student’s t test was performed for medication regimen, medication dose, and number of flavors 
in prescriptions for elderly and non-elderly patients containing tripterygium wilfordii decoction 
pieces. Factor analysis, association rules, and cluster analysis were performed for high-frequency 
dispensed drugs. Results  Totally 1040 prescriptions were included. The average age of patients was 
(68.48±6.01) years. The prescriptions were mainly used for kidney diseases and cancer, and the 
traditional Chinese medicine evidence type was mainly spleen and kidney deficiency. The average 
duration of medication was (24.32±10.80) d. The average dose of tripterygium wilfordii decoction 
pieces was (9.65±2.09) g. The average number of flavors in the prescriptions was (18.44±3.31). 
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　　雷公藤（Tripterygium wilfordii Hook. f.）是卫矛

科植物雷公藤的根，主要有祛风除湿、活血通络、

消炎解毒等功效 [1]。课题组前期对某中医院含雷公

藤的特色中药制剂“芪藤消浊颗粒”研究发现该制

剂可通过调节 CircRNA 的表达对慢性肾小球肾炎、

慢性肾脏病等有很好的治疗作用 [2]。然而现代研究

发现雷公藤对肝脏、肾脏、心脏、生殖器及免疫系

统均有毒副作用，尤其对于机体衰弱的老年患者，

会导致机体产生更严重的伤害 [3-4]。而老年患者是

使用雷公藤中药饮片的重要人群。随着我国人口老

龄化进程加快，老年人用药安全问题日益受到关

注 [5]。为了保障老年患者雷公藤中药饮片用药安全，

本文采用回顾性分析，探究某中医院老年患者含雷

公藤饮片的中药处方的用药规律，分析用药情况及

特点，为中药临床药师开展药学监护提供参考。

1　资料与方法

1.1　数据来源

　　通过医院信息管理系统收集某中医院 2018—
2021 年口服雷公藤饮片的中药门诊处方，排除不

含雷公藤、非口服、信息不全的门诊处方，共收

集到 7470 张。筛选出年龄为 60 岁及以上的老年

患者，最后纳入 1040 张含雷公藤饮片的老年患

者中药门诊处方。

1.2　方法

　　将老年患者处方中的相关信息，如患者性别、

年龄、科室、用药剂量、配伍药物等信息用 Excel 
2019 软件进行频数统计。将 7470 张含雷公藤的中

药处方筛选出患者年龄小于 60 岁的非老年患者处

方，得到含雷公藤饮片的非老年患者处方 6430 张，

通过 SPSS Statistics 25.0 软件将老年患者处方与非

老年患者处方的用药疗程、雷公藤饮片用药剂量

和处方味数分别进行独立样本 t 检验，计量资料用
（x±s）表示，当 P ＜ 0.05 时，说明差异有统计学
意义。含雷公藤饮片老年患者处方中频数＞ 150 的
药物称为高频配伍药物（共 36 种）[2]，通过 SPSS 
Statistics 25.0 对高频配伍药物（除雷公藤）进行因
子分析。将高频配伍药物导入 SPSS Modeler 18.0 软
件中，使用 Apriori 算法模型，设置支持度＞ 30%，
置信度＝ 100%，最大前项为 3，进行关联规则分
析。通过 Cytoscape 3.9.1 绘制关联规则复杂网络图。
将高频配伍药物导入 SPSS Statistics 25.0 软件中，
对雷公藤高频配伍药物进行系统聚类分析。
2　结果

2.1　患者的性别和年龄

　　1040 张处方中 69 岁及以下的患者数量较多，
其中年龄最大为 90 岁，平均年龄为（68.48±6.01）
岁，男女比例为 1.068∶1，如表 1 所示。

表 1　性别和年龄分布 
Tab 1　Gender and age distribution

年龄 / 岁 男 / 例 女 / 例 处方数 / 张 构成比 /%
≤ 69 299 361   660   63.46 
70 ～ 79 189 131   320   30.77 
≥ 80   49   11     60     5.77 
总计 537 503 1040 100.00 

2.2　科室分布

　　老年患者处方应用排名前 5 位的科室如表 2
所示，其中肾病科门诊和肿瘤科门诊应用最多。
2.3　疾病和中医证型

　　1040 张处方中，处方数排名前 5 位的疾病
及患者的中医证型如表 3 所示，可见雷公藤饮片
老年患者处方主要用于治疗肾脏及癌症方面的疾
病，且大多为慢性疾病；患者的中医证型主要是
脾肾亏虚证。

Compared with the prescriptions for the elderly patients, the duration of treatment, dose and number 
of flavors were larger in the prescriptions for the elderly patients (P ＜ 0.05). Totally 485 prescriptions 
were not labeled with the special decoction method of tripterygium wilfordii decoction pieces, which 
was not standardized. The main categories of drugs used in the prescriptions were tonic and heat-
clearing drugs. The drug pairs with high correlation were “astmgali radix-tripterygium wilfordii”, 
“galli gigerii endothelium corneum-tripterygium wilfordii”, “dioscoreae rhizoma-tripterygium 
wilfordii” and “macrocephalae rhizoma-tripterygium wilfordii”, etc. The cluster analysis came 
up with six common drug combinations. Conclusion  Clinical pharmacists of traditional Chinese 
medicine should monitor tripterygium wilfordii decoction pieces for elderly patients, improve 
prescription check, and provide individualized guidance for elderly patients to ensure the safety of 
medication use.
Key words: tripterygium wilfordii; elderly; prescription analysis; rational drug use; pharmaceutical care
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表 3　疾病及中医证型分布 
Tab 3　Distribution of diseases and traditional Chinese medicine 

evidence types

疾病
处方

数 / 张
构成

比 /%
中医证型

处方

数 / 张
构成

比 /%

慢性肾脏病 552 53.08 脾肾亏虚证 387 37.21 

肺癌   95   9.13 湿热内蕴证 157 15.10 

乳腺癌   29   2.79 肝血亏虚证 155 14.90 

胃癌   20   1.92 气滞血瘀证 123 11.83 

高血压   19   1.83 冲任失调证   31   2.98 

2.4　用药疗程、剂量和味数

　　对 1040 张老年患者处方的用药信息进行分
析，分别对处方的用药疗程、用药剂量（雷公藤
饮片）和处方味数进行频数统计，如表 4 所示。用
药疗程最短为 1 d，最长为 60 d，平均用药疗程为
（24.32±10.80）d。雷公藤饮片用药剂量最少为1 g，
最多为 30 g，平均用药剂量为（9.65±2.09）g。处
方味数中最少有 1 味药，最多有 29 味药，平均处
方味数为（18.44±3.31）味。
　　对 6430 张非老年患者处方的用药疗程、用药
剂量（雷公藤饮片）和处方味数进行频数统计，如
表 4 所示。用药疗程最短为 1 d，最长为 60 d，平
均用药疗程为（21.53±10.26）d。雷公藤饮片用药
剂量最少为 1 g，最多为 100 g，平均用药剂量为
（9.27±6.45）g。处方味数中最少有 1 味药，最多
有 38 味药，平均处方味数为（17.79±2.66）味。

表 4　老年患者及非老年患者处方的用药疗程、剂量和味数分布 
Tab 4　Distribution of medication duration，dose and number of flavors prescribed to elderly patients and non-elderly patients

组别 用药疗程 /d 处方数 / 张 构成比 /% 用药剂量 /g 处方 / 张 构成比 /% 处方味数 / 味 处方数 / 张 构成比 /%

老年患者 ≤ 20   382   36.73 ＜ 10   272   26.15 ≤ 10     18     1.73

21 ～ 40   609   58.56 10 ～ 25   762   73.27 11 ～ 20   776   74.62 

≥ 41     49     4.71 ＞ 25       6     0.58 ≥ 21   246   23.65 

非老年患者 ≤ 20 3250   50.54 ＜ 10 2136   33.22 ≤ 10     28     0.44

21 ～ 40 2955   45.96 10 ～ 25 4274   66.47 11 ～ 20 5582   86.81

≥ 41   225     3.50 ＞ 25     20     0.31 ≥ 21   820   12.75

2.5　老年患者与非老年患者用药信息的比较

　　对含雷公藤饮片的老年患者处方与非老年患
者处方的用药疗程、用药剂量（雷公藤饮片）和
处方味数进行独立样本 t 检验，结果如表 5 所示。
与非老年患者相比，老年患者含雷公藤饮片中药
处方的特点是疗程长、剂量大、味数多。

表 5　老年患者与非老年患者的比较 (x±s) 
Tab 5　Information of elderly patients and non-elderly patients (x±s)

用药信息 老年患者 非老年患者 t P

用药疗程 /d   24.32±10.80   21.53±10.26 8.103 ＜ 0.001

用药剂量 /g   9.65±2.09   9.27±6.45 3.638 ＜ 0.001

处方味数 / 味 18.44±3.31 17.79±2.66 6.056 ＜ 0.001

2.6　超剂量分析

　　根据 2019 年版《安徽省中药饮片炮制规范》[6]

规定雷公藤饮片的用药剂量为 10 ～ 25 g，1040
张处方有 6 张处方的雷公藤饮片超剂量使用，用
药剂量均为 30 g，疗程均不超过 7 d。雷公藤饮片
属于毒性中药，某中医院规定使用雷公藤饮片时
需要双签及特殊煎法的操作，在 6 张超剂量处方
中，1 张处方双签和特殊煎煮标注完整，4 张雷公

藤超剂量处方双签明确但缺少特殊煎法的标识，1
张处方特殊煎法标注完整但缺少双签。1040 张老
年患者处方中，共有 485 张处方未标注雷公藤饮
片的特殊煎煮，属于不规范处方。
2.7　配伍药物的类别

　　将配伍药物按照功效分为以下 19 种药物类
别，如表 6 所示，可知补虚药和清热药的出现频
数较多，与雷公藤常配伍使用。
2.8　因子分析

　　将高频配伍药物（除雷公藤）导入 SPSS 
Statistics 25.0 中，进行因子分析。分析可知 KMO
值为 0.884 ＞ 0.5，P ＜ 0.001，说明变量之间存在
良好的相关关系，可进行因子分析。从图 1 可以看
出在第 9 个公因子之后，线条开始平缓，此时公因
子累计贡献率为 65.11%，通过最大方差法和旋转
分析法可得旋转后的空间成分图，如图 2 所示，因
子分析组合如表 7 所示，得到常用药物组合。
2.9　关联规则

　　关联规则分析结果得到关联度较高的药对
有“黄 芪 - 雷 公 藤”“鸡 内 金 - 雷 公 藤”“山 药 -

表 2　科室分布 
Tab 2　Distribution of department

科室 处方数 / 张 构成比 /%

肾病科门诊 382 36.73 

肿瘤科门诊 298 28.65 

名医堂 225 21.63 

便民门诊   84   8.08 

全科门诊   10   0.96 
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雷公藤”和“白术 - 雷公藤”等，见表 8。使用
Cytoscape 3.9.1 作出复杂网络图见图 3，其中节
点颜色越深，面积越大表示该药物使用的频数越
高，药物之间连接线越粗，颜色越深表示药物之
间的关联度越大。
2.10　高频药物的聚类分析

　　将高频配伍药物导入 SPSS Statistics 25.0 软
件来进行聚类分析，当高频药物分成 6 组时，此
时分类较为稳定，且组内的味数与平均处方味
数最接近合适。组 1：雷公藤；组 2：黄芪、蝉

蜕、苍术、玉米须、地龙、全蝎、土茯苓、僵蚕、
三七、佛手、莪术、砂仁、大黄；组 3：鸡内金、
山药、白术、芡实、金樱子、薏苡仁、茯苓、丹
参、益母草、山茱萸、地黄、桑螵蛸、桃仁；组 4：
太子参、甘草、瓦楞子、白花蛇舌草、黄连、蒲

表 7　因子分析组合 
Tab 7　Factor analysis combination

公因子 药物组合 累计贡献率 /%

F1 蝉蜕、苍术、玉米须、地龙、全蝎、土

茯苓、僵蚕、三七、莪术、砂仁

20.00

F2 太子参、甘草、瓦楞子、白花蛇舌草、

蒲公英、栀子

28.74

F3 鸡内金、山药、芡实、金樱子、桑螵蛸 37.09

F4 丹参、益母草、桃仁 42.65

F5 白术、薏苡仁、茯苓 48.10

F6 黄芪 52.84

F7 牡丹皮、山茱萸、地黄 57.27

F8 黄连、佛手 61.36

F9 泽泻、大黄 65.11

图 3　高频药物复杂网络图

Fig 3　Complex network diagram of high frequency drugs

表 8　高频药物关联分析 
Tab 8　High frequency drug association analysis

后项 前项 支持度 /% 置信度 /% 提升度

雷公藤 黄芪 70.10 100.00 1

雷公藤 鸡内金 46.06 100.00 1

雷公藤 山药 42.21 100.00 1

雷公藤 白术 42.12 100.00 1

雷公藤 芡实 37.88 100.00 1

雷公藤 地黄 35.96 100.00 1

雷公藤 金樱子 33.75 100.00 1

雷公藤 薏苡仁 31.92 100.00 1

表 6　配伍药物的类别分布 
Tab 6　Distribution of classes of drugs in combination

类别 频数 / 次 频率 /% 类别 频数 / 次 频率 /%

补虚药 3477 18.09 化湿药 596 3.10 

清热药 3044 15.84 止血药 538 2.80 

活血化瘀药 2064 10.74 理气药 489 2.54 

利水渗湿药 1820   9.47 安神药 306 1.59 

祛风湿药 1753   9.12 泻下药 170 0.88 

收涩药 1546   8.04 开窍药   44 0.23 

平肝熄风药 1182   6.15 温里药   29 0.15 

化痰止咳平

喘药

  740   3.85 攻毒杀虫止

痒药

  26 0.14 

解表药   740   3.85 驱虫药     9 0.05 

消食药   645   3.36 

图 1　高频配伍药物碎石图

Fig 1　Gravel map for high frequency compatibility

图 2　旋转后的空间成分图

Fig 2　Spatial component map after rotation
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公英、栀子；组 5：牡丹皮；组 6：泽泻。系统
聚类分析树状图见图 4。

图 4　聚类分析

Fig 4　Cluster analysis

3　讨论

　　雷公藤饮片属于疗效强毒性强的中药，胃肠
道不良反应、肝损伤、肾毒性等都是雷公藤较为
常见的不良反应。由科室和疾病分布可知，某中
医院老年患者含雷公藤饮片中药处方大多用于治
疗慢性肾脏病和癌症等。而且与非老年患者相比，
老年患者处方的用药疗程长、雷公藤用药剂量大
和用药味数多是其用药特点，加之老年患者各项
生理功能减退，解毒与排泄能力降低，导致药物
在体内停留时间延长，药物代谢减慢，容易在体
内蓄积 [7]，发生不良反应。因此，中药临床药师
可以将服用雷公藤中药饮片的老年患者纳入药学
监护对象。
　　根据《处方管理办法》[8] 和《长期处方管理
规范（试行）》[9] 规定一般处方不得超过 7 d，对
于某些慢性病或长期处方疗程一般在 4 周内，最
长不得超过 12 周。本调查显示：老年患者处方
的平均用药疗程为（24.32±10.80）d，大多数处
方超过了 7 d，但很少超过 4 周，没有超过 12 周
的处方。大多数处方用量均符合规范，但有 6 张

处方超剂量使用。提示中药临床药师要关注处方
疗程与使用剂量，建议若慢性疾病老年患者使用
含雷公藤饮片的处方超过 4 周，需要通知医师重
新评估患者病情。雷公藤饮片使用剂量宜控制在
10 ～ 25 g，若超剂量使用，需要医师双签确认，
并与患者及家属说明相关注意事项及用药风险，
定期随访。
　　研究发现可以通过炮制和煎煮等方法来增加
雷公藤的疗效，减小毒副作用。如宋玲玲等 [10] 发
现经过炒制以后可明显降低雷公藤的肝、肾毒性。
蒋且英等 [11] 指出经过煎煮以后雷公藤的急性毒
性明显降低，且仍具有较强的抗炎活性。所以在
临床使用雷公藤饮片时，可以先将雷公藤饮片先
煎再与其他药物混合，达到增效减毒的作用 [12]。
某中医院规定雷公藤宜先煎，但实际约有 46.63%
的处方未标注雷公藤饮片的特殊煎煮方法，提示
中药临床药师应加强处方审核规范，并指导患者
如何正确煎煮中药。
　　由关联规则分析得到的四个关联度较高的药
对：“黄芪 - 雷公藤”“鸡内金 - 雷公藤”“山药 - 雷
公藤”和“白术 - 雷公藤”等。补虚药黄芪能减轻
雷公藤的毒性作用，补气升阳、行滞通痹，并增
加抗炎能力 [13]。消食药鸡内金健胃消食、消化瘀
积，能降低雷公藤的胃肠道毒副作用，保护肾组
织 [14]。山药多糖是补虚药山药的重要活性成分之
一，研究发现山药多糖能减少肾组织纤维化，改
善肾功能，对肠道的微生态也有良好的调节作
用 [15-16]，山药与雷公藤合用时能健脾益肾、消肿
益气、清热解毒，减轻慢性肾脏病的临床症状，
增加雷公藤的治疗作用 [17]。补虚药白术与雷公藤
合用时，可健脾益气，增强对胃肠道和肝细胞的
保护作用 [18]。雷公藤可以通过与药物配伍来达到
增效减毒的作用 [19]。
　　因子分析和聚类分析可得雷公藤配伍药物的
常用药物组合，F1 和组 2 的药物组成与某中医
院名老中医曹恩泽治疗慢性肾炎的常用组方相
似 [20]，通过健脾益肾、祛风通络，行“清补法”
治疗慢性肾炎，其中全蝎是毒性中药，提示中药
临床药师应加强使用多种毒性中药老年患者的药
学监护。F3 和组 3 中的药物组成与李顺民教授治
疗慢性肾脏病的常用组方部分相似 [21]，能健脾益
气、收敛固涩，与雷公藤合用能减小胃肠道不良
反应，加强对肾小球细胞的保护作用。组 3 中部
分药物如丹参、益母草和桃仁，有活血化瘀的功
效，提示中药临床药师应注重患者出血风险方面
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监护。F2 和组 4 与徐景藩教授治疗胃部疾病的药
方相似 [22]，调中理气、兼清郁热，加上清热药白
花蛇舌草、栀子和黄连等，可清热燥湿、泻火解
毒，在治疗癌症方面也有一定的作用，但清热解
毒药物过多使用容易引起胃肠道不良反应，提示
中药临床药师应加强监护此类老年患者胃肠道不
良反应，或建议医师配伍护胃中药使用。
　　综上所述，雷公藤饮片既有较好的治疗作用
也有较大的毒副作用，临床医师须谨慎使用，中
药临床药师应对老年患者进行药学监护。使用前
应明确患者肝肾功能情况，肝肾损伤患者应谨慎
使用；在使用过程中，观察患者有无恶心、呕吐、
胸闷、尿少、头昏等情况，定期监测患者肝、肾
功能和血液常规指标；完善审方制度，严格控制
使用疗程，并提醒患者及时复诊；叮嘱严格按医
嘱用药，如不适及时就医；此外中药临床药师应
对组方进行整体评估，针对不同疾病老年患者使
用雷公藤不同方剂特点制订个体化的用药监护高
风险患者可定期随访，提高毒性中药使用风险防
控意识 [23]，保障老年患者用药安全。
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布地奈德气管内滴入对胎粪吸入综合征气道 
总氧化剂状态和抗氧化能力的影响

周利1，潘兆军2*（1. 徐州医科大学附属淮安医院，江苏　淮安　223002；2. 徐州医科大学淮安妇幼临床学院，江苏　淮安

　223002）

摘要：目的　研究布地奈德气管内滴入对胎粪吸入综合征新生儿气道灌洗液总氧化剂状态

（TOS）和抗氧化能力（TAC）的影响。方法　将符合研究条件的 62 例胎粪吸入综合征新生

儿随机分成对照组和研究组，每组 31 例。对照组给予患儿气管内滴入 9 g·L－ 1 氯化钠溶液 2 
mL，研究组给予患者气管内滴入布地奈德 2 mL，其他治疗一致。观察两组患者临床结局、并

发症、氧疗时间、氧合指数、入院及 72 h 后气道灌洗液 TOS、TAC 和氧化应激指数（OSI）。

结果　研究组患者病死率、并发症、总吸氧时间和氧合指数低于对照组患者，差异没有统计

学意义；研究组有创呼吸支持时间显著低于对照组（P ＝ 0.031）。入院时两组患者气道灌洗液

TOS、TAC 和 OSI 差异没有统计学意义。72 h 后，对照组患者气道灌洗液 TOS 较入院时显著

升高（P ＝ 0.022），研究组患者灌洗液 TOS 较入院时显著升高；两组患者气道灌洗液 TAC 无

明显差异；对照组患者 OSI 显著高于研究组（P ＜ 0.001）。结论　布地奈德气管内滴入治疗对

胎粪吸入综合征可减轻患者气道灌洗液总氧化剂状态和 OSI，缩短有创通气时间。

关键词：胎粪吸入综合征；布地奈德；总氧化剂状态；抗氧化能力
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Effect of intratracheal infusion of budesonide on total antioxidant capacity 
and oxidant status in airway lavage fluids in neonates with meconium 

aspiration syndrome

ZHOU Li1, PAN Zhao-jun2* (1. The Affiliated Huai’an Hospital of Xuzhou Medical University, 
Huai'an  Jiangsu  223002; 2. Huai’an Maternity and Child Care Clinical College of Xuzhou Medical 
University, Huai'an  Jiangsu  223002)

Abstract: Objective  To determine the effect of intratracheal infusion of budesonide on the total 
antioxidant capacity (TAC) and total oxidant status (TOS) of airway lavage fluids in infants with 
meconium aspiration syndrome (MAS).  Methods  Sixty-two neonates with MAS were randomly 
assigned to a study group (intratracheal infusion of 2 mL budesonide, n ＝ 31) and a control group 
(intratracheal infusion of 2 mL of 9 g·L － 1 sodium chloride solution, n ＝ 31). The airway lavage 
fluids were obtained both at the admission and 72 hours after the treatment to evaluate the TAC and 
TOS. Clinical outcomes, complications, the time of oxygen therapy, oxygenation index, TAC and TOS 
of airway lavage fluid, and oxidative stress index (OSI) in the newborns with MAS in both groups were 
compared. Results  The mortality, total oxygen inhalation time and oxygenation index between the 
two groups were not significantly different. The invasive respiratory supporting time of the study group 
was shorter than that of the control group (P ＝ 0.031). The TOS, TAC of airway lavage fluids and OSI 
between the two groups were not significantly different at the admission, while 72 h after the admission, 
the TOS of airway lavage fluids in the control group was higher than that at the admission (P ＝ 0.022). 
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　　胎粪吸入综合征（meconium aspiration syndrome，
MAS）是新生儿出生时吸入胎粪污染的羊水引起的
以呼吸衰竭为特征的临床疾病，3%～ 12% 的合并胎
粪污染羊水的新生儿发生 MAS[1]，约三分之一需要
气管插管和机械通气 [2]，MAS 病死率 5% ～ 12%[3-4]，
存活后大约有 21% 婴儿出现神经系统并发症 [5]。胎
粪引起的肺部细胞因子释放和补体激活为特征的炎
症在 MAS 的发病过程中起着重要作用，吸入的胎
粪通过 TLR4/MD-2 CD14 信号复合物触发炎症，导
致核因子κB（NF-κB）增加 [6-7]。增高的 NF-κB 诱发
促氧化和炎症级联反应。炎症细胞如中性粒细胞的
过度活化会通过氧化系统释放细胞毒性因子和免疫
活化剂如活性氧、阳离子多肽等物质。过度的氧化
应激和炎症的综合作用导致肺泡毛细血管渗漏增加，
肺泡表面活性物质灭活增加，最终导致肺泡塌陷 [8]。
MAS 动物模型气道内滴入布地奈德可以改善动物模
型的呼吸功能、减轻炎症及氧化应激作用 [9]。新生
儿气管内滴入布地奈德未出现明显不良反应 [10]，并
减少雾化吸入治疗的非沉积损失 [11]。本研究对 MAS
新生儿气管内滴入布地奈德进行治疗，观察气道灌
洗液总氧化剂状态（total oxidant status，TOS）、抗氧
化能力（total antioxidant capacity，TAC）变化及临床

疗效、氧需求等情况。
1　资料与方法
1.1　一般资料 
　　选取 2018 年 1 月至 2020 年 6 月徐州医科大
学淮安妇幼临床学院收治的 MAS 患者作为研究
对象。纳入标准：① 孕周≥ 37 周且体质量≥ 2.5 
kg 胎粪样羊水出生的新生儿；② 气管插管后在
声带以下检测或吸引到胎粪；③ 出生后 6 h 内需
要有创呼吸支持；④ 胸部 X 光检查出现浸润、过
度充气或肺不张等征象。排除标准：① 严重先天
性畸形；② 24 h 内死亡的新生儿，或放弃治疗的
新生儿；③ 其他原因引起的新生儿呼吸窘迫；④ 
父母不愿参加本研究。
　　本研究为单盲试验，同期共收治 MAS 患儿 88
例，排除 26 例不符合条件的，共 62 例 MAS 患儿
纳入研究，按照纳入研究组时间顺序编号，按照随
机数字表法分为对照组 31 例和研究组 31 例。两组
患儿一般临床特征比较无明显差异，见表 1。本研
究通过徐州医科大学淮安妇幼临床学院伦理委员会
批准（批准号：201715），为单盲研究。布地奈德
气管内滴入治疗，属超说明书用药，在徐州医科大
学淮安妇幼临床学院药学部备案后获准使用。

There were no significant changes in the TOS and TAC of airway lavage fluids between the two groups 
72 h after the admission. OSI in the control group was higher than that in the study group at 72 h after 
the admission (P ＜ 0.001). Conclusion  The TAC of airway lavage fluids, OSI, and the time of invasive 
ventilation may be reduced in infants with MAS after intratracheal infusion of budesonide. 
Key words: meconium aspiration syndrome; budesonide; total antioxidant capacity; total oxidant 
status

表 1　两组患儿一般资料比较  
Tab 1　General data of infants between the two groups

组别 男 / 女
分娩方式（剖宫

产 / 阴道分娩）

产房插管

（有 / 无）
胎龄 / 周

Apgar 评分

（5 min）
pH BE/（mmo·L － 1） 乳酸 /（mmol·L － 1）

对照组 18/13 17/14 11/20 39.17±0.83 4.42±0.62 7.30（7.18 ～ 7.35） 7.72±5.36 5.71±3.20
研究组 15/16 14/17   8/23 39.23±0.81 4.54±0.61 7.23（7.19 ～ 7.32） 5.71±4.63 4.95±3.74
t/χ2/Z 0.583 0.581 0.683 0.292 0.673 0.721 1.580 0.861
P 0.445 0.446 0.409 0.771 0.505 0.470 ＃ 0.119 0.393

注（Note）：＃为采用 Mann-Whitney U test 分析（# is analyzed by Mann-Whitney U test）。

1.2　治疗方法

　　研究组患者予以布地奈德 2 mL（1 mg）
（AstraZeneca，批号：H20140475）气管内滴入，
对照组患者予以 9 g·L－ 1 氯化钠溶液 2 mL（上
海大冢制药有限公司，批号：H12020024）气管
内滴入。两组患者均予以机械通气（根据血气分
析结果调整呼吸机参数，维持 pH 在 7.35 ～ 7.45，
PO2（60 ～ 80）mmHg，PCO2（35 ～ 55）mmHg，
必要时予以一氧化氮吸入治疗，按照正常撤机流

程过渡至无创通气模式（鼻塞持续正压通气或经
鼻高流量吸氧），逐步降低吸入氧浓度并直至停
止吸氧。予以相同的抗感染、改善微循环、镇静
及液体治疗策略。密切监测患者生命体征，维持
患儿电解质以及血糖正常范围。在入院时、72 h
留取气道灌洗液 1 mL，2000 r·min－ 1 离心 10 
min 后上清液分装置入－ 80℃冰箱保存待检。
1.3　观察指标
　　临床疗效；有创呼吸支持时间；总吸氧时间；
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氧合指数（oxygenation index，OI，OI ＝ FiO2× 

MAP×100/PaO2）；入院时和 72 h 气道灌洗液 TOS、
TAC；氧化应激指数（oxidative stress index，OSI）：
TOS 与 TAC 的比值 [12]。按照 ELISA 试剂盒（上海
康朗生物科技有限公司）说明书进行检测。
1.4　统计学处理
　　SPSS 17.0 软件进行统计分析，符合正态分布
计量资料采用平均数±标准差（x±s）描述，两组
间比较采用 t 检验；偏态分布计量资料采用中位数
（四分位间距）描述，采用 Mann-Whitney U 检验；
率比较采用χ2 检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　临床疗效

　　研究组发生 3 例死亡病例 [3 例均并发新生儿持
续肺动脉高压（persistent pulmonary hypertension of 
newborn，PPHN）、1 例并发肺出血、1 例并发气胸 ]，
其他病例中并发 2 例气胸、3 例 PPHN；对照组发生
6 例死亡病例（5 例 PPHN、2 例肺出血、2 例气胸），
其他病例中并发2例气胸、4例 PPHN，两组病死率、
并发症发生率差异没有统计学意义（见表 2）。
2.2　两组患儿氧需求
　　入院时及 72 h 时研究组 OI 与对照组比较，
差异没有统计学意义。研究组 OI 在 72 h 时低于
入院时（P ＝ 0.003）。研究组有创呼吸支持时间
比对照组低（P ＝ 0.031）；总吸氧时间差异没有
统计学意义。具体见表 2。

表 2　两组患儿临床疗效及氧需求比较 (n ＝ 31) 
Tab 2　Clinical efficacy and oxygen therapy of infants between the two groups (n ＝ 31)

组别 气胸 肺出血 PPHN 死亡 OI OI（72 h） 有创呼吸时间 /h 总吸氧时间 /h

对照组 4（12.90%） 2（6.45%） 9（29.03%） 6（19.35%） 11.25±7.43 5.00（3.20 ～ 10.20） 126.23±80.72 279.10±169.92

研究组 3（9.68%） 1（3.22%） 6（19.35%） 3（9.68%） 11.71±8.00 5.10（4.00 ～ 8.30） 111.77±38.29 245.25±148.36

t/χ2/Z 0.791 1.170 0.238 0.014 4.733 0.195

P 1.000* 1.000* 0.374 0.279 0.812 0.989 ＃ 0.031 0.662

注（Note）：* 为采用 Fisher’s exact test 分析；# 为采用 Mann-Whitney U test 分析（* is analyzed by Fisher’s exact test；# is analyzed by 
Mann-Whitney U test）。

2.3　气道灌洗液 TOS、TAC 和 OSI
　　入院时两组气道灌洗液 TOS1、TAC1、OSI1

差异没有统计学意义。72 h 时研究组气道灌
洗液 TOS3 高于入院时气道 TOS，差异没有统

计学意义；对照组高于入院时气道 TOS（P ＝

0.022）；与对照组相比，研究组气道灌洗液
TOS3、TAC3 差异没有统计学意义。OSI3 显著降
低（P ＜ 0.001）。见表 3。

表 3　两组 TAC、TOS和 OSI比较 (x
_

±s，n ＝ 31) 
Tab 3　TAC，TOS and OSI of the two groups (x±s，n＝ 31)

组别 TAC1/（103 u·L － 1） TOS1/（103 u·L － 1） OSI1 TAC3/（103 u·L － 1） TOS3/（103 u·L － 1） OSI3

对照组 26.89±4.55 193.67±29.32 7.16±0.55 27.56±7.99 211.78±42.51# 8.01±0.84

研究组 27.11±4.98 186.60±21.77 6.97±0.51 27.20±5.43 201.69±22.50* 7.22±0.56

t 0.182 1.078 1.384 0.211 1.169 4.341

P 0.851 0.292 0.172 0.809 0.251 0.000

注：TOS1，TAC1，OSI1 为入院时；TOS3，TAC3，OSI3 为入院 72 h；# 为与对照组入院时相比，P ＝ 0.022；* 为与研究组入院时相比，P ＝ 0.080。
Note：TOS1，TAC1，OSI1 were at admission；TOS3，TAC3，OSI3 were at 72 h after admission；# meas compared with the control group at 

admission，P ＝ 0.022；* meas compared with the study group at admission，P ＝ 0.080. 

3　讨论 
　　尽管新生儿复苏技术在不断推广和普及，分娩
后的任何干预措施（口、鼻和气管内吸引）均未证
明可有效预防 MAS[13]，MAS 仍然是足月新生儿呼
吸窘迫的主要原因之一，并有较高的病死率。朱
建幸等 [14] 报道 20 世纪 90 年代重症 MAS 患者的
病死率近 40%，重庆医科大学附属儿童医院报道
21 年内（1993 ～ 2014 年）MAS 患者的病死率为
29.25%[15]。随着肺泡表面活性物质、高频震荡通
气和一氧化氮吸入等治疗的广泛应用，MAS 病死
率逐渐下降。本研究中 MAS 患者的病死率仍高达

14.52%，高于 Thornton 等 [16] 报道的美国 MAS 患儿
病死率（5.67%），可能与本研究医疗机构尚不能开
展 ECMO 等治疗有关。研究组病死率较对照组下
降，但差异没有统计学意义；其他并发症如肺出血、
气胸和 PPHN 的结果差异也没有统计学意义，可能
和研究病例数相对较少有关。虽然两组患儿总吸氧
时间没有差异，但气管内滴入布地奈德可以显著降
低 OI 和有创通气时间，说明布地奈德气道内滴入
可以改善 MAS 患者急性期的呼吸功能。
　　胎粪吸入后最初阻塞气道，导致通气 - 灌注
不匹配和低氧血症，在随后几小时内，严重的肺
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部炎症反应出现并逐渐加重 [17]。胎粪吸入后中性
粒细胞大量涌入气道及肺泡，激活肺泡巨噬细胞
产生氧自由基，引起强烈的炎症和肺损伤，并诱
导肺泡上皮细胞死亡及凋亡 [18]。过激的氧化应激
和炎症反应加快肺泡表面活性物质的消耗，进一
步加重肺损伤。气道内应用布地奈德可减少 MAS
动物模型中性粒细胞向肺的迁移、减少炎症反应
和氧化，改善肺功能 [19]。布地奈德通过抑制血管
细胞黏附分子 -1 的表达、抑制中性粒细胞趋化和
促炎蛋白的产生 [20]。布地奈德添加到表面活性剂
可减少胎粪诱导的中性粒细胞向肺的迁移，抑制
促炎细胞因子产生和蛋白质和脂质的氧化修饰，
减少肺部氧化损伤，减轻肺水肿 [21]。
　　两组 MAS 患者入院时气道灌洗液 TOS、TAC
和 OSI 无明显差异。72 h 时，两组患儿 TAC 水平
和入院时类似；两组患儿 TOS 均较入院时增高，
对照组 TOS 升高更明显；两组患儿 OSI 较入院时
升高，对照组 OSI 显著高于研究组。气管内滴入布
地奈德虽然没有降低 MAS 患儿气道的 TAC，但可
能减轻气道的 TOS，从而降低 MAS 患儿气道灌洗
液 OSI，并减少有创呼吸机使用时间。
　　综上所述，布地奈德气管内滴入治疗胎粪吸
入综合征新生儿可减少气道灌洗液 TOS 和 OSI，
并缩短有创呼吸支持时间。
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纳武利尤单抗和帕博利珠单抗方案一线治疗转移性 
肾细胞癌的成本效益分析
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摘要：目的　从医疗保健角度评价纳武利尤单抗与帕博利珠单抗相较舒尼替尼在治疗晚期肾细

胞癌的成本效益。方法　基于多中心随机对照的Ⅲ期随机临床试验，建立三状态分区生存模

型。对模型进行为期 20 年的模拟，对结果进行敏感性分析。结果　目前对于中国晚期肾细胞

癌患者，纳武利尤联合卡博替尼、帕博利珠单抗联合仑伐替尼相较舒尼替尼的增量成本效果比

（ICER）分别为 1 518 045 元 /QALY、925 930 元 /QALY。结论　在中国当前的 GDP 情况下，

纳武利尤单抗、帕博利珠单抗两种治疗方案并不具备经济学效益。
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Cost-effectiveness of nivolumab and pembrolizumab as first-line treatment 
for metastatic renal cell arcinoma

WANG Ye1, CUI Jia2* (1. Nanjing Drum Tower Hospital, China Pharmaceutical University, Nanjing  
211198; 2. Center for Food and Drug Inspection of Jiangsu, Nanjing  210008)

Abstract: Objective  To evaluate the cost-effectiveness of nivolumab and pembrolizumab for 
advanced renal cell carcinoma in China. Methods  A three-state partitioned survival model was 
established based on a multicenter randomized controlled clinical trial. The model was simulated 
for 20 years， and the sensitivity of results was analyzed. Results  For Chinese patients with 
advanced renal cell carcinoma， the incremental cost-effectiveness ratios (ICERs) of nivolumab plus 
cabozantinib， pembrolizumab plus lenvatinib versus sunitinib were 1 518 045 yuan/QALY and 925 
930 yuan/QALY， respectively. Conclusion  In the current GDP situation， the two treatment regimens 
of nivolumab and pembrolizumab are not cost-effective.
Key words: cost-effectiveness; nivolumab; pembrolizumab; partitioned survival; renal cell carcinoma 
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　　肾细胞癌简称肾癌，是常见的癌症之一，其
发病率和病死率一直在上升。在中国，肾癌对人
们的健康影响不可低估 [1-2]。据中国癌症数据统
计，每年约有 6.68 万肾癌新发病例，2.34 万死亡
病例 [3]。2019 年全球疾病负担数据表明，以伤残
调整生命年（DALYs）为指标时，肾癌在中国引
起的 DALYs 计数高达 64.3 万年，占 DALYs 总数
的 0.17%[4]，转移性肾细胞癌在肾癌中占 90% 以
上。转移性肾细胞癌患者在初始阶段通常无症状，
预后较差，5 年存活率仅有 11%[5]。
　　舒尼替尼是一种血管内皮生长因子受体抑制
剂，在 2018 年之前为治疗转移性肾细胞癌的标准

疗法，现已被新型免疫检查点抑制剂药物所取代。
在 2021NCCN 指南 [6]、2021CSCO 指南 [7] 中，帕博
利珠单抗联合仑伐替尼、纳武利尤单抗联合卡博替
尼已经被批准用于转移性肾细胞癌的一线治疗。这
项批准主要是基于 CLEAR、CheckMate9ER 两项试
验：Ⅲ期临床试验 CLEAR[8] 显示，与舒尼替尼相
比，帕博利珠单抗联合仑伐替尼可延长患者疾病无
进展期（中位数，23.9 vs 9.2 个月；HR 0.39；95%CI 
0.32 ～ 0.49）。CheckMate9ER[7] 显示，与舒尼替尼
相比，纳武利尤单抗联合卡博替尼在中位无进展生
存期为 16.6 个月，舒尼替尼组为 8.3 个月（中位数，
16.6 vs 8.3 个月；HR 0.51；95%CI 0.41 ～ 0.64）。
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　　帕博利珠单抗联合仑伐替尼、纳武利尤单抗联
合卡博替尼两组方案均提高晚期肾癌患者的生活质
量，延长患者的生存周期，但其在为患者带来健康
获益的同时，也带来巨大的药物治疗成本，因此有
必要评估纳武利尤单抗加卡博替尼与帕博利珠单抗
加仑伐替尼在治疗转移性肾细胞癌的经济性。
1　资料与方法
1.1　模型结构
　　从中国卫生健康系统的角度，采用成本效用
法，评估纳武利尤单抗联合卡博替尼与帕博利珠
单抗联合仑伐替尼一线治疗肾细胞癌的经济效益。
在 TreeageProSuit 2020 中构建三状态分区生存模
型（见图 1），各状态成员由生存曲线确定。在模
拟开始时所有患者均处于疾病无进展状态，随模
型运行患者逐步转移至疾病进展和死亡状态 [9-11]。
在疾病进展后患者接受后续治疗直至死亡。模型
循环周期 6 周，研究时限为 20 年。模型主要计算
直接医疗保健成本，不良事件（AE）发生率取自
CheckMate9ER、CLEAR 随机对照试验研究。效
用值来源于以往的文献研究 [12-14]。根据中国药物
经济性评价指南 [15]，对成本和效用值进行了每年
5% 的贴现。2021 年 3 倍人均 GDP 作为意愿支付
阈值。模型结果表述为累计成本、质量调整生命
年（QALYs）以及增量成本效果比（ICER）。

图 1　三状态分区生存图

Fig 1　Three-state partition model

1.2　目标人群

　　研究目标人群的入选标准和治疗方案与
CheckMate9ER 及 CLEAR 试验一致。模型纳入
患者均为病理学确诊且尚未治疗的肾细胞癌患
者，接受以下治疗之一：① 口服卡博替尼 40 
mg·d － 1 联合静脉注射纳武利尤利单抗 240 mg/2
周；② 口服仑伐替尼 20 mg·d － 1 联合静脉注射
帕博利珠单抗 200 mg/3 周；③ 口服舒尼替尼 50 
mg·d － 1，连续服用 4 周停用 2 周；治疗措施以
42 d 为一个周期。患者在一线治疗失败后，后续
治疗与随机对照临床试验一致，最常见的后续治
疗是采用酪氨酸激酶抑制剂免疫检查点抑制剂。
1.3　数据与统计分析
　　使用 Engauge Digitizerversion 从试验中提取生
存曲线数据点。根据 Guyot 等 [16] 的研究，使用 R
软件（版本 4.0.4）中的“survHE”包，对 Kaplan-

Meier 曲线重构个体患者数据，并进行生存分布
拟合。帕博利珠单抗联合仑伐替尼、纳武利尤
单抗联合卡博替尼并不是头对头对照，故采用
“netmeta” 包进行荟萃统计分析，采用固定效应模
型得出不同组别疾病无进展生存期（PFS）阶段以
及总生存期（OS）阶段的风险比（HR）。帕博利
珠单抗联合仑伐替尼组、纳武利尤单抗联合卡博
替尼组阶段的 PFS、OS 生存分布参数根据荟萃分
析结果 HR 进行调整，模型参数见表 1。
1.4　医疗成本
　　本研究从中国卫生角度出发，仅计算直接医疗
成本：药物治疗方案成本、不良事件管理成本 [17]、
随访成本、医院服务项目成本，见表 1。药品成本
来自于中国医药信息网 - 米内网（www.menet.com）
的中标价格。
1.5　敏感性分析
　　为了检验模型的稳健性，对参数模型进行单
因素敏感性分析和概率敏感性分析。在单因素敏
感性分析中，考虑到每个参数的变化对结果产生
的独立影响。如果上下限变化不可用，那么设定
成本的参数 ±20% 为变动范围，AE 发生率和效
用值 ±10%。贴现率的合理范围是 0 ～ 8%。此
外采用二阶蒙特卡洛模拟进行概率性敏感性分析，
成本参数设置 Gama 分布，效用值设置 Beta 分布，
所有模型参数在各种分布中随机取值，运行 5000
次，结果以成本效果可接受曲线形式展示。
2　结果
2.1　基础分析
　　在基础分析结果中，舒尼替尼、纳武利尤单抗
联合卡博替尼、帕博利珠单抗联合仑伐替尼组分别
可以获得 2.98、4.67、5.22 个 QALYs。纳武利尤单
抗联合卡博替尼、帕博利珠单抗联合仑伐替尼相比
较舒尼替尼组的 ICER 分别为 1 518 045 元 /QALY、
925 930 元 /QALY（见表 2）。
2.2　敏感性分析
　　单因素敏感性分析结果见图 2、3。在纳武利
尤单抗联合卡博替尼治疗策略的比较中对于整个
模型结果影响最为显著的是 PFS 阶段的 HR，其
次是卡博替尼价格、PFS 阶段的效用值。在仑伐
替尼相比舒尼替尼组中对于 ICER 影响较大的是
帕博利珠单抗的成本价格。在其他的变量中，随
访成本、药品不良反应的效用值与药品不良反应
处理成本对于增量成本效果比也存在一定影响。
　　运行 5000 次蒙特卡罗模拟得到总人群的成本 -
效果接受曲线（见图 4）。成本效果可接受性曲线显
示，在三组用药策略中，纳武利尤单抗联合卡博替尼
具有成本效益的概率是 0%，具有绝对劣势。以 2021
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年人均 GDP 的3倍为阈值，意愿支付值为242 928元 /
QALY 的情况下，最优用药方案仍是舒尼替尼。
3　讨论
　　随着新型抗肿瘤药物的广泛使用，患者和公

共卫生系统的经济负担显著增加，已成为发达国
家和发展中国家关注的主要问题 [18]。特别是在中
国，解决过高的医疗费用已成为一项紧迫的问题。
　　免疫检查点抑制剂的出现为转移性肾细胞癌患
者带来了新的选择。相对于传统的标准治疗（舒尼
替尼单药治疗），酪氨酸酶抑制剂与免疫检查点抑
制剂联合治疗可以延长晚期肾细胞癌患者生存时
间。CheckMate9ER[9] 试验结果显示，与舒尼替尼相
比，纳武利尤单抗和卡博替尼的组合可以改善 PFS 
和 OS。同样在 CLEAR 试验中 [8]，帕博利珠单抗联
合仑伐替尼也明显改善了 PFS 和 OS。我们通过间
接比较两组试验的结果，建立一项三状态的分区生

表 1　主要医疗成本、效用值和其他参数汇总 
Tab 1　Summary of main medical costs，utility values，and other 

clinical data 

主要参数 理论值
范围

分布 来源
下限 上限

拟合参数分布

舒尼替尼 PFS_Shape 1.1785 1.0814 1.2844 Weibull [6-7]
舒尼替尼 PFS_ Scale 17.7601 16.1880 19.4849 Weibull [6-7]
舒尼替尼 OS_Shape 1.0937 0.9536 1.2545 Weibull [6-7]
舒尼替尼 OS_ Scale 65.9446 53.5242 81.2471 Weibull [6-7]
HR
纳武利尤单抗＋卡博

替尼组 _PFS_HR
0.42 0.34 0.52 Beta [6-7]

仑伐替尼＋帕博利尤

单抗组 _PFS_HR
0.52 0.42 0.64 Beta [6-7]

纳武利尤单抗＋卡博

替尼组 _OS_HR
0.59 0.43 0.80 Beta [6-7]

仑伐替尼＋帕博利尤

单抗组 _OS_HR
0.68 0.51 0.92 Beta [6-7]

药物成本 / 元
纳武利尤单抗 /mg 92.5 74 111 Gamma MENET
卡博替尼 60 mg 3131.8 2505.4 3758.2 Gamma MENET
帕博利珠单抗 /mg 179.18 143.3 215 Gamma MENET
仑伐替尼 / 片 108 86.4 129.6 Gamma MENET
舒尼替尼 / 片 98 78.4 117.6 Gamma MENET
阿昔替尼 / 片 30.85 24.67 37.02 Gamma MENET
培唑帕尼 / 片 160 128 192 Gamma MENET

随访成本 /（元 / 周期）462 370 555 Gamma Local 
market

药物管理成本 /（元 /
周期）

296 236 355 Gamma Local 
market

不良事件处理成本 /（元 / 周期）

腹泻 276 220.8 331.2 Gamma [15]
高血压 80.4 64.32 96.48 Gamma [15]
谷丙转氨酶升高 160 127 191 Gamma [15]
蛋白尿 775 620 930 Gamma [15]
掌跖红肿疼痛 651 521 781 Gamma [15]
皮疹 294 235 352 Gamma [15]

红斑综合征 102 81.7 122.6 Gamma [15]
药物不良反应发生比例（等级≥ 3）

舒尼替尼 0.75 0.602 0.903 Beta [7]
仑伐替尼＋帕博利

珠单抗

[7]

纳武利尤单抗＋卡

博替尼 
0.71 0.564 0.847 Beta [7]

效用值

无进展 0.82 0.73 0.90 Beta [10]
舒尼替尼 0.73 0.657 0.803 Beta [10]
进展 0.66 0.726 0.594 Beta [10]

不良事件（等级≥ 3） 0.157 0.127 0.188 Beta [10]
贴现率 /% 5 0 8 Fixed

图 2　纳武利尤单抗联合卡博替尼对比舒尼替尼龙卷风图

Fig 2　Tornado diagram of nivolumab plus cabozantinib versus sunitinib

图 3　帕博利珠单抗联合仑伐替尼对比舒尼替尼龙卷风图

Fig 3　Tornado diagram of pembrolizumab plus lenvatinib versus 
sunitinib

图 4　成本效果可接受曲线

Fig 4　Cost-effectiveness acceptable curve
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存模型评估纳武利尤单抗联合卡博替尼、帕博利珠
单抗联合仑伐替尼一线晚期肾细胞癌的成本效益。
　　在中国目前的药品价格下，纳武利尤单抗每
个疗程花费超过 150 000 元，与舒尼替尼相比，一
线纳武利尤单抗联合卡博替尼并不具有成本效益，
ICER 为 1 518 045 元 /QALY。单向敏感性分析表
明，患者开始治疗的效用值对模型的影响最大。
概率敏感性显示，在 WTP 为 242 928 元 /QALY 的
一线环境中，纳武利尤单抗联合卡博替尼具有成
本效益的概率为 0%。这种不确定性分析表明，纳
武利尤单抗联合卡博替尼的用药策略所带来的成
本效益已经远远超过目前医保可以接受的范围。
与纳武利尤单抗联合卡博替尼的用药策略相比，
帕博利珠单抗联合仑伐替尼用药的策略为患者带
来 5.22 QALYs 高于 4.67 QALYs，并且具有较低的
成本。然而帕博利珠单抗联合仑伐替尼用药策略
的 ICER 值同样远远超过目前的意愿支付值。
　　尽管本研究结果显示，在目前中国的意愿支付
阈值下，纳武利尤单抗联合卡博替尼、帕博利珠单
抗联合仑伐替尼两种免疫抑制剂的组合都不太可能
具有成本效益，但在临床上仍有相当大的价值。抗
肿瘤药物的高价会给患者带来一定的经济压力，对
于无法承担自付费用的患者，通常会延迟、中断和
放弃治疗。所以，医疗保健系统需要确保患者能够
获得和负担得起新颖且有效的治疗策略，并将其经
济负担降至最低。目前中国政府通过推广全民健康
保险、扩大对仿制药的投资和进行集中带量采购，
进行医药行业的改革。国产程序性死亡受体（PD-
1）抑制剂药品已经全部进入 2021 年国家医保目录
中，价格不到 2000 元 / 疗程。国产 PD-1 抑制剂药
物价格远远低于帕博利珠单抗、纳武利尤单抗，但
是尚无晚期肾细胞癌的适应证。
　　这项研究有几个亮点：我们的模型是根据多中
心、随机、Ⅲ期临床试验的结果进行荟萃分析，比
较了纳武利尤单抗联合卡博替尼、帕博利珠单抗联
合仑伐替尼与舒尼替尼在一线环境中的疗效，考
虑了药品不良反应的处理事件，例如由于药品不良
事件导致的治疗中止，以及与药物毒性相关的成本
和负效用。这项研究也有一些不足之处：首先，本
研究是从中国医疗保健角度进行的，而不同国家的
成本、医疗政策和医疗保健系统存在差异，本研究
的结果无法应用于其他国家；其次，虽然我们从已

发表的晚期肾细胞癌的成本效益分析中收集了健康
效用值，但它并不能准确反映中国人群的效用，如
果能够纳入中国人群免疫抑制剂治疗晚期肾细胞癌
的效用评估，结果的准确性将会提高。
　　综上所述，对于转移性肾细胞癌患者，在中
国目前意愿支付阈值为 242 928 元的情况下，与
舒尼替尼相比，纳武利尤单抗联合卡博替尼、帕
博利珠单抗联合仑伐替尼两种用药方案不能被视
为具有成本效益的策略。
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吡非尼酮治疗肺纤维化血药浓度与不良反应监测
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摘要：目的　研究吡非尼酮治疗肺纤维化患者的稳态谷浓度的分布情况并探索其与不良反应（ADR）

的关系。方法　选用 Agilent ZORBAX SB-C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以乙腈 -0.2% 磷酸水

溶液为流动相，对长期服用吡非尼酮的患者进行稳态谷浓度检测，并收集 ADR 信息，采用受试者

工作特征曲线（ROC 曲线）分析稳态谷浓度预测 ADR 发生的效能。结果　吡非尼酮在 0.15 ～ 37.44 
μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好（r ＝ 0.999）。共纳入 30 名长期服用吡非尼酮的肺纤维化患者，

各剂量下稳态谷浓度水平均值在 0.62 ～ 3.57 μg·mL－ 1，稳态谷浓度高是吡非尼酮发生 ADR 的危险

因素（OR：1.800，95%CI：1.044 ～ 3.101，P ＝ 0.034）。ROC 曲线显示，吡非尼酮稳态谷浓度预测

ADR 的曲线下面积为 0.738，截断值 3.1449，对应特异度 94.10%，灵敏度 46.20%。结论　吡非尼酮

稳态谷浓度和 ADR 存在显著相关性，有望作为临床调整用药、不良反应预测和事后确认的依据。
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　　肺纤维化是一种常见的间质性肺疾病，患病后
患者肺功能逐渐丧失，病程不可逆转，最终导致呼
吸衰竭，以特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary 
fibrosis，IPF）最为常见。吡非尼酮（pirfenidone，
PFD）能有效延缓肺纤维化疾病进展，已得到多个
国家指南的认可 [1-2]。目前国内外关于 PFD 血药浓度
的研究主要为药代动力学研究，集中在动物和健康
人群，对患者群体关注很少 [3-5]。PFD 用于治疗各类
肺纤维化疾病的血药浓度如稳态谷浓度水平等未知。
研究表明食物可降低 PFD 峰浓度，且与较低的不良
反应（adverse reaction，ADR）发生率相关 [3]。但谷
浓度和 ADR 之间的关系尚不清楚，两者是否有明显
的相关性尚待研究。然而，PFD 的 ADR 发生率高，
患者停药后可选择的抗纤维化药物有限，仅尼达尼
布可供选择，迫切需要某种检测指标来明确或预测
ADR 的发生，为用药方案调整提供依据。因此，本
文拟建立一种测定 PFD 血浆浓度的高效液相色谱
法，通过测定患者的稳态谷浓度，收集患者的疾病
和 ADR 信息等，探索 PFD 治疗各类肺纤维化时的
稳态谷浓度水平，明确稳态谷浓度和 ADR 的关系，
为临床合理、安全使用 PFD 提供一定的数据支持。
1　材料 
1.1　仪器
　　Vanquish Core 高效液相色谱仪 [ 赛默飞世尔科
技（中国）有限公司 ]；BP211D 电子分析天平 [ 精
度：0.01 mg，赛多利斯科学仪器（北京）有限公

司 ]；Vortex Mixers 涡旋混合器（杭州米欧仪器有限
公司）；HC-2518R 高速冷冻离心机（安徽中科中佳
科学仪器有限公司）；DW-86L626 冰箱（海尔公司）。
1.2　试药
　　对照品 PFD（纯度：99.8%，批号：101276-
202102）、对氨基苯甲酸甲酯（纯度≥98%，批号：
T11M10 Y82635）（中国食品药品检定研究院）；
磷酸和高氯酸为分析纯；甲醇和乙腈为色谱纯；
纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司）。
2　方法和结果 
2.1　色谱条件
　　色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18 柱（4.6 
mm×250 mm，5 μm）；流动相：乙腈 -0.2% 磷酸
溶液＝ 30∶70；柱温：35℃；流速：1.0 mL·min－ 1；
进样量：80 μL；检测波长：314 nm。
2.2　溶液配制
　　精密称取 PFD 对照品 18.72 mg，对氨基苯甲酸
甲酯对照品 19.59 mg，分别置于 50 mL 量瓶中，用
甲醇溶解，纯净水定容，得到 374.40 μg·mL－ 1 的
PFD 储备液和 391.80 μg·mL－ 1 的内标储备液。使
用时用 10% 甲醇逐级稀释，得到 374.40、124.80、
93.60、41.60、13.87、4.62 和 1.54 μg·mL－ 1 的
PFD 工作溶液，以及 39.18 μg·mL－ 1 的内标稀释液。
于 4℃冰箱保存。
2.3　血浆样品处理
　　精密吸取血浆样本 200 μL 置 2 mL 离心管中，

Abstract: Objective  To determine the distribution of steady-state trough concentrations of 
pirfenidone in patients with pulmonary fibrosis and the relationship with adverse reactions (ADR). 
Methods  An Agilent ZORBAX SB-C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) with acetonitrile-0.2% 
phosphoric acid aqueous solution as the mobile phase was selected to determine steady-state trough 
concentrations and collecte ADR information in patients on long-term pirfenidone administration. 
Receiver operating characteristic curves (ROC curves) were used to analyze the efficacy of steady-
state trough concentrations in predicting the occurrence of ADRs. Results  Pirfenidone showed good 
linearity at 0.15 ～ 37.44 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.999). Totally 30 patients with pulmonary fibrosis on long-
term pirfenidone administration were included. The mean value of steady-state trough concentrations 
at each dose was at 0.62 ～ 3.57 μg·mL－ 1, with higher steady-state trough concentrations being 
a risk factor for ADR with pirfenidone (OR: 1.800, 95%CI: 1.044 ～ 3.101, P ＝ 0.034). And the 
ROC curve showed that the area under the curve for the prediction of ADR by the steady-state trough 
concentrations of pirfenidone was 0.738, with a cut-off value of 3.1449, corresponding to a specificity 
of 94.10% and a sensitivity of 46.20%. Conclusion  There is a significant correlation between steady-
state trough concentrations of pirfenidone and ADR, which serves as a basis for clinical adjustment of 
dosing, ADR prediction and post hoc confirmation. 
Key words: pulmonary fibrosis; pirfenidone; steady-state trough concentration; high performance 
liquid chromatography; adverse reaction
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加入 20 μL 内标稀释液，涡旋 30 s 后加入 25 μL 
20% 高氯酸溶液，涡旋 3 min，12 000 r·min－ 1

离心 6 min，取上清液 170 μL 待进样。
2.4　方法学验证
2.4.1　专属性考察　随机取 6 个不同来源的空白
人血浆，按照“2.3”项下方法处理后进样分析。
配制 PFD 0.15 μg·mL－ 1 和内标 2.88 μg·mL－ 1

的血浆样本，按照“2.3”项下方法处理后进样分
析。PFD 的保留时间为 8.075 min，与内标和血浆
样本中的内源性物质分离度高，无杂质干扰，色
谱峰峰形较好，见图 1。

图 1　PFD 的 HPLC 图

Fig 1　HPLC chromatogram of PFD
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 对照品溶液（reference solution）；

C. 吡非尼酮和内标（pirfenidone and internal standard）；D. 患者血

浆（patient’s plasma）；1. 内 标（internal standard）；2. 吡 非 尼 酮

（pirfenidone）

2.4.2　线性关系考察　取 PFD 系列工作溶液各 27 
μL，加入到 200 μL 空白血浆中，按照“2.3”项下
方法加入内标和 20% 高氯酸溶液，得到质量浓度
为 37.44、12.48、9.36、4.16、1.39、0.46、0.15 

μg·mL－ 1 的系列血浆药品，处理后进样分析。采
用加权最小二乘法，用待测物与内标峰面积之比
（Y）对待测物浓度（X）进行线性回归分析，得到
回归方程 Y ＝ 17.11X － 0.1259（r ＝ 0.999）。PFD
在 0.15 ～ 37.44 μg·mL－ 1 与峰面积呈良好线性关
系，定量下限（LLOQ）为 0.15 μg·mL－ 1。
2.4.3　溶剂残留　在连续测定标准曲线最高浓度
（37.44 μg·mL－ 1）3 次后测定 10% 甲醇样品，结
果发现 PFD 响应低于 LLOQ 响应的 20% 和对氨
基苯甲酸甲酯响应的 5%。
2.4.4　精密度和准确度考察　PFD 储备液用 10% 甲
醇逐级稀释成 PFD 质量浓度为 0.15、0.46、18.72 和
28.82 μg·mL－ 1 的 LLOQ 及低（LQC）、中（MQC）、
高（HQC）浓度质控样品，每日每个浓度测定 5 个
样本，连续分析 3 d，根据当日标准曲线计算各样
本浓度，结果发现 PFD 在 4 个浓度水平下，批间
（n ＝ 15）和批内（n ＝ 5）准确度均在 96.74% ～ 

106.24% 内，精密度 RSD ＜ 5.7%。
2.4.5　回收试验　LQC、MQC、HQC 样品各 5 份按
“2.3”项下方法处理并进样分析得 PFD 峰面积 A1，
计算相对回收率。另取 10% 甲醇 200 μL，按“2.3”
项下方法处理后加入适量 PFD 的 QC 样品，制成相
应浓度的 LQC、MQC、HQC 样品，各 5 份进样分析，
得峰面积 A2。用（A1/A2）×100% 的值表示绝对回收
率，相同方法测定内标的绝对回收率。结果 PFD 的
相对回收率在 97.16% ～ 104.75%，RSD ＜ 4.4%；绝
对回收率在 57.04% ～ 57.75%，RSD ＜ 1.6%；内标
的绝对回收率为 95.64%，RSD 为 2.7%。
2.4.6　稳定性考察　取 LQC 和 HQC 血浆样品各浓
度 5 个样本，考察 4℃冰箱放置 2、9、16 d 的样品
的稳定性。结果显示 PFD 于 4℃冰箱放置 16 d 稳
定性仍然良好，准确度为 102.95%，RSD 为 3.5%。
2.5　PFD 稳态谷浓度测定
2.5.1　纳入与排除　纳入临床诊断为肺纤维化或
间质性肺疾病并长期规律服用 PFD 的患者（同一
剂量每日 3 次，至少规律服用 2 d），病例信息完
整，患者知情同意。排除病例数据不完整（如缺
失 PFD 用药信息、ADR 信息等）、妊娠或哺乳女
性、儿童（＜ 18 周岁）、严重肝肾功能不全、血
检存在问题或极端异常以及患者不配合等的病例。
2.5.2　研究方法　研究经四川省人民医院伦理委
员会批准 [No. 伦审（研）2022 年第 152 号 ]，于
四川省人民医院筛选患者，不干预患者用药方
案。在患者早晨服药前 0.5 h 采取静脉血 3 mL 置
于 EDTA 抗凝管，4000 r·min－ 1 离心 4 min，取
上清液至 2 mL 离心管中置 4℃冰箱中保存备用。
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检测时取患者血浆 200 μL，加入 27 μL 10% 甲醇，
随后按“2.3”项下方法处理分析。
2.5.3　数据分析　使用 SPSS 27.0 软件进行统计
分析。计数资料组间采用 Fisher 确切概率法进行
比较。符合正态分布的计量资料，以均数 ±标
准差（x±s）表示，两组比较采用 t 检验；不符合
正态分布采用中位数及四分位数表示 [M（P25，
P75）]，两组比较采用 Mann Whitney U 检验，
多组比较采用 K 独立样本非参数检验（Kruskal-
Wallis H 检验）。利用受试者工作特征曲线（ROC
曲线）分析稳态谷浓度预测 ADR 发生的效能。
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2.5.4　不同组间 PFD 稳态谷浓度的比较　共纳入
30 名患肺纤维化患者，男女比例 1∶1，最大年龄
88 岁，最小年龄 48 岁，无吸烟患者，患者相关信
息和健康状况见表 1。患者多合并其他疾病，并联
合使用其他药物。人均合并使用 4.57 种药物，最
多 10 种，单用 PFD 仅 6 人。合并使用较多的药物
有糖皮质激素 15 人、雷贝拉唑 12 人、醋酸钙 9 人、
他汀类 7 人、阿法骨化醇和乙酰半胱氨酸各 5 人、
羟氯喹和利伐沙班各 4 人、茶碱 3 人、左氧氟沙
星 2 人。由于联用雷贝拉唑的患者人次较多，其

代谢物能抑制 PFD 代谢酶 CYP2C19[6]，故对是否
联用雷贝拉唑进行比较。结果显示，联用雷贝拉
唑组的 PFD 稳态谷浓度中位数和四分位数为 0.49
（0.35，1.19），低于未联用组 2.11（0.78，3.80），
差异有统计学意义（Z ＝－ 2.455，P ＝ 0.014），
但其余各组相比差异无统计学意义（见表 2）。

表 1　患者一般情况 
Tab 1　General information of patients

项目 数值（n ＝ 30）
性别 /（男，%） 15（50%）

年龄 / 岁 66.66±10.80
BMI/（kg·m － 2） 22.46±3.80
肌酐 /（μmol·L － 1） 65.07±17.78
尿酸 /（kg·m － 2） 270.40±128.08
eGFR/[mL/（min·1.73 m2）] 93.08±24.71
总蛋白 /（g·L － 1） 71.04±8.46
白蛋白 /（g·L － 1） 42.13±5.30
ALT/（U·L － 1） 20.33±11.00
AST/（U·L － 1） 23.63±6.67
总胆红素 /（μmol·L － 1） 9.89±4.42

注（Note）：BMI. 体质量指数（body mass index）；eGFR. 估算

肾小球滤过率（estimated glomerular filtration rate）；ALT. 谷丙转氨

酶（alanine aminotransferase）；AST. 谷草转氨酶（aspartate amino-
transferase）。

表 2　各组间 PFD稳态谷浓度的差异 
Tab 2　Difference in PFD steady-state trough concentrations among groups

一般资料 例数
稳态谷浓度 /（μg·mL － 1）

统计量 P
x±s M（P25，P75）

性别 男 15 2.22±2.00 1.59（0.35，3.85） Z ＝－ 0.767 0.443
女 15 1.38±1.18 0.87（0.64，2.20）

年龄 / 岁 ＜ 66 14 1.69±1.80 0.94（0.45，2.57） Z ＝－ 0.748 0.454
≥ 66 16 1.90±1.59 1.08（0.78，3.50）

BMI/（kg·m － 2） ＜ 18.5   5 1.31±1.40 0.78（0.56，2.33） H ＝ 0.437 0.804
18.5 ～ 23.99 15 1.98±1.95 1.15（0.50，3.65）
≥ 24 10 1.77±1.41 1.80（0.32，2.92）

疾病种类 继发性肺纤维化 14 1.07±1.19 0.69（0.35，1.15） H ＝ 5.839 0.120
IPF   8 2.70±2.12 2.62（0.49，4.92）
肺间质纤维化   8 2.18±1.50 1.81（0.94，3.44）
间质性肺炎   4 1.67±1.60 1.17（0.35，3.31）

雷贝拉唑 联用 12 1.01±1.33 0.49（0.35，1.19） Z ＝－ 2.455 0.014
未联用 18 2.33±1.69 2.11（0.78，3.80）

2.5.5　不同剂量 PFD 浓度的比较　30 名患者中，
单次剂量在 200 ～ 600 mg，剂量为 500 mg 和 600 
mg 的患者分别为 2 例和 3 例。500 或 600 mg 组的
稳态谷浓度明显高于 300 mg 组，差异有统计学意
义（见表 3）。
2.6　ADR
2.6.1　ADR 发生的影响因素分析　研究中有 13 人
存在 ADR，涉及 10 种不同 ADR，多为轻中度，可
耐受，同一患者可同时伴有两种反应。发生 ADR

表 3　不同服药剂量下 PFD稳态谷浓度 
Tab 3　Steady-state trough concentrations of PFD at different doses

剂量

（mg/ 次）
例数

稳态谷浓度 /（μg·mL － 1）
统计量 P

x±s M（P25，P75）

200 7 0.62±0.48 0.78（0.35，1.59） H ＝ 9.733 0.021

300 9 0.80±0.60 0.50（0.32，1.16）*

400 9 2.32±1.61 2.20（0.87，3.86）

500 或 600 5 3.57±1.70 3.65（1.77，5.33）

注（Note）：与 500 或 600 mg 组相比，*P ＜ 0.05（Compared 
with the 500 or 600 mg group，*P ＜ 0.05 ）。
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组和未发生 ADR 组的患者相比，性别、年龄、
BMI、用药剂量、疾病种类和是否联用雷贝拉唑的
差异无统计学意义（P ＞ 0.05）（见表 4）。发生 ADR
组的稳态谷浓度中位数及四分位数为 1.59（0.82，
4.43），显著高于未发生 ADR 组 0.78（0.35，2.11），
差异有统计学意义（Z ＝－ 2.197，P ＝ 0.028）。进
一步进行二元 logistic 回归分析，结果提示，患者
稳态谷浓度值越高是发生 ADR 的独立危险因数
（OR：1.800，95%CI：1.044 ～ 3.101，P ＝ 0034）。

表 4　ADR组和未发生 ADR组的各项指标对比 
Tab 4　Indicators between the ADR group and the group without ADR

项目 未发生 ADR 组 ADR 组 P
性别 1.000

男 /% 8（53.33） 7（46.67）
女 /% 9（60.00） 6（40.00）

年龄 / 岁   67.59±10.32   65.46±12.14 0.608
BMI/（kg·m － 2） 22.72±3.43 22.19±4.49 0.680
剂量 /[M（P25，P75），mg] 300（250，400） 300（250，450） 0.879
稳态谷浓度 /[M（P25，

P75），μg·mL－ 1]
0.78（0.35，2.11）1.59（0.82，4.43） 0.028

疾病种类 [n（%）] 1.000
继发性肺纤维化 9（64.29） 5（35.71）
IPF 4（50.00） 4（50.00）
肺间质纤维化 3（75.00） 1（25.00）
间质性肺炎 5（62.50） 3（37.50）

雷贝拉唑

联用   5 6 0.264
未联用 12 7

2.6.2　ROC 曲线诊断稳态谷浓度预测 ADR 发生
的效能　PFD 稳态谷浓度预测 ADR 的 ROC 曲线
提示，当 PFD 稳态谷浓度取值为 3.1449 时，对
ADR 的预测价值最高，灵敏度 46.20%，特异度
94.10%，曲线下面积为 0.738，95%CI：0.555 ～ 

0.920（见图 2）。

图 2　PFD 稳态谷浓度对 ADR 发生的预测价值分析

Fig 2　Predictive value of PFD steady-state trough concentrations for 
the occurrence of ADR

3　讨论

3.1　稳态谷浓度

　　为避免或减少 ADR 的发生，支持与餐同服
或餐后服用 PFD[7]。故患者 PFD 随餐口服，在早
上服药半小时前采血，基本与上次服药间隔 11 h
左右。另外，纳入的患者肝、肾功能正常，轻微
异常值经临床判断对研究无影响。
　　本研究各剂量组的稳态谷浓度略高于其他研
究。例如，何秀玲等 [4] 的研究中，400 mg 多次给
药后 6 h 的血药浓度小于 2 μg·mL－ 1，明显低于
本研究给药后 11 h 的 2.32 μg·mL－ 1。帅少军等 [8]

的研究中，200 mg 剂量水平下给药 8 h 后的浓度
与本研究测得的浓度相似。在健康中国志愿者中，
400 mg 的稳态谷浓度为（1.4±0.5）μg·mL－ 1[3]，
显著低于本研究中的（2.32±1.61）μg·mL－ 1。
主要的原因是，健康志愿者只服用 1 种药物，而
本研究中真实患者常伴随多种疾病，联合使用多
种药物。由于 PFD 在体内主要经过 CYP450 酶系
（CYP1A2 代 谢 72.8% 的 PFD，CYP2C19、2D6、
2C9 和 2E1 起次要作用）代谢 [9]，容易发生代谢
相关作用，影响 PFD 血药浓度。
　　研究表明，雷贝拉唑体内代谢物可抑制
CYP2C19酶活性 [6]，且左氧氟沙星可抑制 CYP1A2
酶活性，联用的情况下可在一定程度上增加 PFD
谷浓度。虽然，本研究中联用雷贝拉唑组较未联
用组浓度水平低，与理论矛盾，实际是因为联用
组的用药剂量较高 [（383.33±133.95）μg·mL－ 1 vs
（300±85.28）μg·mL－ 1]，这种矛盾同样与样本量
较小有关。此外，羟氯喹在体内可经过 CYP2D6
代谢，茶碱主要通过 CYP1A2 酶代谢，这些药物
在一定程度上竞争代谢酶，导致 PFD 代谢减慢。
因此使用 PFD 的患者群体稳态谷浓度实际偏高。
王培乐等 [5] 的研究也证明了这一点，其研究对象
也存在合并用药，结果 t1/2 和 AUC 值较之前的研究
结果有所增大，而 CL 降低了约 41.8%，证明合并
用药会使血药浓度 - 时间曲线上移。这与本研究中
稳态谷浓度较之前的研究偏高相符。
3.2　ADR 和稳态谷浓度

　　本研究首次发现肺纤维化患者的稳态谷浓度
和 ADR 的相关性，稳态谷浓度是重要的危险因数
（OR：1.800，95%CI：1.044 ～ 3.101），稳态谷浓
度越高，患者发生 ADR 的风险显著增加。同时，
ROC 曲线显示，PFD 稳态谷浓度取值为 3.1449 
μg·mL－ 1 时，对 ADR 的预测价值最高，灵敏度
46.20%，特异度 94.10%，曲线下面积为 0.738，
提示具有一定的临床价值。
　　本研究中腹胀出现 3 人次，消化不良、光敏
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反应、食欲下降、腹痛和体重下降（1 个月下降超
过 3 kg）分别出现 2 人次，恶心、乏力、胸口烧
灼感和嗳气分别出现 1 人次。由于 PFD 的 ADR 主
要集中在胃肠道不适 [10]，因此本研究中胃肠道不
适发生率高达 36.67%，发生胃肠道 ADR 组的稳
态谷浓度中位数及四分位数为 3.65（0.87，4.98），
未发生组为 0.78（0.35，2.02），差异无统计学意义
（Z ＝－ 0.947，P ＝ 0.355）。PFD 光敏反应的发生
率较低，仅观察到 2 人，应扩大样本量，深入探
索内在联系。
　　剂量是造成血药浓度差异的首要因素，但并
未发现剂量和 ADR 的相关性。由于患者基因多态
性、联合用药相互作用以及食物的干扰 [11-12]，剂
量和 ADR 的相关性可能被模糊。而血药浓度是多
种因素共同作用的结果，与 ADR 的关系更为直接
和明确。本研究结果提示：PFD 的稳态谷浓度作
为可直接检测的指标，有望作为临床 PFD 用药方
案调整、ADR 预测和事后确认的依据。
3.3　局限性

　　本研究存在一定的局限性，患者服药方式为
随餐口服，故未按照严格的 8 h 一次服用药物，
采血时间多为末次服药后 11 h。另外，由于样本
量小，仅 30 例，纳入的患者 ADR 多为轻中度，
可耐受，未观察到肝功能受损等 ADR；加之临床
上患者一旦出现严重 ADR 时，立即停药和换药，
因此未收集到严重 ADR 的患者继续服用 PFD 的
病例，故未深入探讨 ADR 分类和严重程度与稳
态谷浓度的关系。
3.4　总结

　　本研究真实反映了临床实际用药情况下长期
规律服用 PFD 的稳态谷浓度，明确了 PFD 稳态
谷浓度与 ADR 的关系，为临床合理用药提供了
一定的数据支持，尤其是方案调整，ADR 预测和
事后确认。未来，应该进行更大样本量的研究，
进一步探讨 PFD 相关基因位点、血药浓度、疗效
和 ADR 的内在联系，进一步挖掘患者用药时预
测疗效和 ADR 的指标。
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二维液相色谱法测定人血浆中泊沙康唑药物浓度 
及其在儿科临床的应用

张胜男，周宇雪，王丹姝，吕萌*（郑州大学附属儿童医院药学部，郑州　450000）

摘要：目的　建立一种测定血浆中泊沙康唑的二维液相色谱方法，并应用于临床检测。方法　

全血经过离心、去蛋白前处理后进样分析，通过一维液相色谱柱 Aston SX1（3.5 mm×25 mm，

5 μm）对泊沙康唑进行初步萃取分离，由中间柱 Aston SCB（4.6 mm×125 mm，5 μm）转移至

二维液相色谱柱 Aston SCB（4.6 mm×10 mm，3.5 μm）进行最终的分离分析。一维流动相为

甲醇 - 乙腈 - 磷酸铵盐水溶液＝ 1∶3∶3（V/V/V，氨水调 pH 至 7.00），流速 0.7 mL·min － 1；

二维液相色谱系统流动相为 25 mmol·L － 1 磷酸铵盐水溶液 -1.0 mmol·L － 1 磷酸氢二铵溶液 -
乙腈＝ 18∶22∶60，流速 1.0 mL·min － 1。柱温 40℃，紫外检测波长 262 nm，进样量 200 
μL。结果　泊沙康唑与血浆中其他杂质分离良好，质量浓度在 0.042 ～ 3.04 mg·L－ 1 与峰面

积呈良好的线性关系（r ＝ 0.9993），平均回收率为 100.74%。结论　本法准确可靠，适用于临

床开展常规泊沙康唑血药浓度监测及药动学研究。

关键词：二维液相色谱；泊沙康唑；药物浓度；测定；临床应用
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Determination of posaconazole in the plasma by two-dimensional liquid 
chromatography and its application in pediatric patients

ZHANG Sheng-nan, ZHOU Yu-xue, WANG Dan-shu, LYU Meng* (Department of Pharmacy, 
Children’s Hospital Affiliated to Zhengzhou University, Zhengzhou  450000)

Abstract: Objective  To establish a detection method by using the two-dimensional liquid 
chromatography to determine the concentration of posaconazole in the plasma. Methods  After 
centrifugation and protein precipitation, the samples were analyzed. The initial extraction and 
separation of posaconazole were performed on a one-dimensional liquid chromatographic column 
Aston SX1 (3.5 mm×25 mm, 5 μm), and subsequently transferred to Aston SCB (4.6 mm×125 mm, 
5 μm) for the final separation and analysis by the intermediate column Aston SCB (4.6 mm×10 mm, 
3.5 μm). The one-dimensional mobile phase was methyl-acetonitrile-ammonium phosphate aqueous 
solution (1∶3∶3，V/V/V，with pH being adjusted to 7.00 by ammonium hydroxide) with a flow 
rate of 0.7 mL·min － 1. The two-dimensional mobile phase was a mixed system of 25 mmol·L － 1 
ammonium phosphate aqueous solution-1.0 mmol·L － 1 diammonium hydrogen phosphate solution-
acetonitrile (18∶22∶60). The flow rate was 1.0 mL·min － 1. The column temperature was 40℃，
the wavelength was 262 nm and the injection volume was 200 μL. Results  Posaconazole was well 
separated from other impurities in the plasma. The plasma concentration of posaconazole had a 
good linear relationship with their peak areas at 0.042 － 3.04 mg·L－ 1 (r ＝ 0.9993). The average 
recovery was 100.74%. Conclusion  The method is sensitive and accurate, which is suitable for the 
routine determination and pharmacokinetic study of posaconazole. 
Key words: two-dimensional liquid chromatography; posaconazole; plasma concentration; 
determination; clinical application
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　　泊沙康唑为第二代三唑类抗真菌药，通过抑
制真菌细胞膜生物合成发挥抗真菌作用。其对曲
霉属和念珠菌属等多种真菌病原具有较强的抗真
菌活性，临床广泛用于治疗 13 岁及以上患者侵
袭性曲霉菌和念珠菌感染 [1-4]。药动学 / 药效学研
究表明，泊沙康唑临床疗效与其血药浓度存在一
定的相关性 [1]。用于预防真菌感染时，泊沙康唑
血药稳态谷浓度应＞ 0.7 mg·L－ 1，治疗真菌感
染时血药稳态谷浓度应＞ 1.0 ～ 1.25 mg·L－ 1[5-6]。
但需要注意的是，泊沙康唑的体内过程与药物剂
型、患者的饮食、联合用药有关，个体间变异较
大 [7]，需要通过开展血药浓度监测指导个体化用
药。而儿童患者泊沙康唑血药浓度个体差异大于
成人，因此对儿童患者进行泊沙康唑血药浓度监
测至关重要 [8]。本文建立了一种测定泊沙康唑血
药浓度的二维液相色谱方法，对 30 名使用泊沙
康唑的儿童患者进行了血药浓度监测，并对监测
结果进行初步分析。
1　材料
1.1　仪器
　　全自动二维液相色谱仪（岛津 LC-20ATVP，
德 米 特 FLC 2701 2D-LC-UV 系 统）；FA1104 分
析电子天平（上海上平仪器有限公司，精度为
0.0001 g）；SC-3616低速离心机（安徽中科中佳）；
Centrifuge-5425 高速离心机（Eppendorf），Vortex 
Mixer 旋涡混合器（Labnet）。
1.2　试药
　　泊沙康唑对照品（批号：1-MSW-3-1，加拿大
多伦多研究化学品公司，含量：100%）；CAA-1D
流动相 [ 批号：20220427-1，甲醇 -乙腈 -磷酸铵
盐水溶液＝ 1∶3∶3（V/V/V），氨水调 pH 至 7.00]、
API-1 流 动 相（批 号：20210701-1，25 mmol·L－ 1

磷酸铵盐水溶液）、BPI-3 流动相（批号：20210701-
1，1.0 mmol·L－ 1 磷酸氢二铵溶液）、OPI-1 流动相
（批号：20210712-1，乙腈）、ORG-1 去蛋白剂（批
号：20220425-1，乙腈）（湖南德米特仪器有限公司）。
泊沙康唑口服混悬液（Merck Sharp & Dohme Ltd.）。
2　方法与结果
2.1　测定方法
2.1.1　色谱条件　一维液相色谱系统采用 Aston 
SX1 色谱柱（3.5 mm×25 mm，5 μm），流动相
为 CAA-1D 流动相，流速 0.7 mL·min－ 1；中间
柱为 Aston SCB（4.6 mm×125 mm，5 μm），流动
相为纯水；二维液相色谱系统采用 Aston SCB 色
谱柱（4.6 mm×10 mm，3.5 μm），流动相为 API-
1∶BPI-3∶OPI-1＝18∶22∶60，流速1.0 mL·min－1。

柱温 40℃，紫外检测波长 262 nm，采用等度洗
脱，进样量 200 μL。时间程序设置见表 1。

表 1　时间程序 
Tab 1　Time program

流程 时间 /min 系统工作状态

工序 1      0 ～ 2.45 LC1 色谱柱工作，进行样品初级分离

工序 2 2.45 ～ 3.60 LC1 与中间柱连通，样品中目标组分的捕获

工序 3 3.60 ～ 4.60 LC2 与中间柱连通，洗脱样品至 LC2

工序 4   4.60 ～ 13.00 样品中目标组分的分离检测

2.1.2　对照品溶液的配制　称取泊沙康唑对照品
30.4 mg，用纯甲醇溶解并定容至 100 mL，配制
成质量浓度为 304 mg·L－ 1 的泊沙康唑对照品溶
液，置－ 20℃冰箱中保存，备用。
2.1.3　质控品的配制　取“2.1.2”项下对照品溶
液 0.8 mL，置于 100 mL 量瓶中，用空白血浆定
容至刻度，得高质量浓度质控品（2.43 mg·L－ 1）。
依次配得低质量浓度质控品（0.24 mg·L－ 1）、中
质量浓度质控品（0.81 mg·L－ 1）置于－ 20℃冰
箱备用。
2.1.4　样品处理及测定　样品低速离心 5 min
（3500 r·min－ 1），准确吸取上层血浆 200 μL 至 1.5 
mL EP 管中，再准确吸取 ORG-1 去蛋白剂 500 
μL 至 EP 管中，EP 管涡旋振荡 1 min 后，高速离
心8 min（14 000 r·min－1），取500 μL 上清液置1.5 
mL 进样瓶中待测。在“2.1.1”项色谱条件下进样
200 μL，记录色谱图和峰面积，采用外标工作曲
线法定量，将样品峰面积代入标准曲线，计算所
得浓度。样品每次测定同时随行测质控品，以保
证结果的准确可靠。
2.2　方法学考察
2.2.1　专属性考察　分别取空白血浆（来源于健
康体检维生素项目患儿的剩余血浆）、泊沙康唑
对照品溶液、空白人血浆中加入泊沙康唑标准溶
液，分别按“2.1.4”项下方法处理，按“2.1.1”项
下条件进行测定，色谱图见图 1。泊沙康唑保留
时间为11.16 min。在对照品及血浆标准液样本中，
泊沙康唑峰形及分离度均良好，且血浆中内源性
物质及其他杂质均不干扰泊沙康唑测定。
2.2.2　标准曲线绘制　取“2.1.2”项下泊沙康唑
对照品溶液，用空白血浆依次稀释成 3.04、2.03、
1.01、0.51、0.25、0.084、0.042 mg·L－ 1 的系列
溶液，按照“2.1.4”项下方法处理并测定，以相
应色谱峰面积为纵坐标（y），质量浓度为横坐标
（x），进行线性回归，绘制标准曲线，得到线性
回归方程：y ＝ 2.796×105x ＋ 3.102×103（r ＝

0.9993），线性范围为 0.042 ～ 3.04 mg·L－ 1。
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2.2.3　精密度和准确度考察　取“2.1.3”项下泊沙
康唑低、中、高 3 个水平的质控品，按照“2.1.4”
项下方法处理并测定，每个浓度平行设置 5 组，测
出结果代入线性回归方程计算浓度，以测量浓度
的 RSD 反映精密度，结果见表 2。通过“回收率
（%）＝计算得到的浓度 / 理论浓度×100%”计
算回收率。泊沙康唑在低、中、高 3 个水平浓度
的平均回收率分别为 100.30%（RSD ＝ 0.83%）、
101.95%（RSD＝0.99%）和99.97%（RSD＝1.2%），
表明该方法的回收率符合生物样品分析要求。

表 2　方法回收率日内和日间精密度考察 
Tab 2　Recovery，intra-day and inter-day accuracy

组别
药物浓度 /

（mg·L － 1）

日内精密度 日间精密度

测定浓度 /
（mg·L － 1）

RSD/%
测定浓度 /

（mg·L － 1）
RSD/%

低 0.24 0.24±0.0023   0.93   0.24±0.0055 2.2
中 0.81 0.83±0.0091 1.1 0.80±0.010 1.3
高 2.43 2.43±0.03 1.3 2.44±0.030 1.2

2.2.4　提取回收率　将对照品溶液稀释为 15.2 
mg·L－ 1 的溶液，分别用 CAA-1D 及空白血浆稀
释浓度为原来的 10%，作为对照样品和质控品，
各平行配制 5 份，按“2.1.4”项下方法进行前处
理后直接进样，记录峰面积，计算提取回收率为
94.62%。
2.2.5　稳定性考察　取“2.1.3”项下高浓度质控
品 3 份，按照“2.1.4”项下方法处理并测定，每份
样品进样 2 次，考察样品在室温、4℃及－ 20℃
条件下放置 3 d 的稳定性。结果表明，室温、4℃
及－ 20℃条件下，泊沙康唑的降解均在 5% 以内，
符合稳定性要求，具体见表 3。

图 1　泊沙康唑色谱图

Fig 1　Chromatogram of posaconazole
A. 空白人血浆（blank plasma）；B. 泊沙康唑对照品溶液（15.2 
mg·L－ 1）[reference solution of posaconazole（15.2 mg·L－ 1）]；C. 空
白人血浆中加入对照品溶液（2.43 mg·L－ 1）[blank plasma reference 
solution of posaconazole（2.43 mg·L－ 1）]；D. 空白人血浆中加入

定量下限浓度色谱图（0.042 mg·L－ 1）[blank plasma ＋ reference 
solution of posaconazole（0.042 mg·L－ 1）]

表 3　方法稳定性考察结果 
Tab 3　Stability

组别
药物浓度 /

（mg·L － 1）

室温放置 3 d 4℃放置 3 d － 20℃放置 3 d
测定浓度 /（mg·L － 1） RSD/% 测定浓度 /（mg·L － 1） RSD/% 测定浓度 /（mg·L － 1） RSD/%

低 0.24     0.23±0.0020   0.86     0.24±0.0048 2.0     0.23±0.0036 1.6
中 0.81     0.78±0.0088 1.1     0.80±0.0073   0.91     0.79±0.0068   0.86
高 2.43 2.34±0.03 1.2 2.40±0.04 1.7 2.44±0.04 1.6

2.3　临床应用
　　我院 2022 年 1 月—6 月期间对 30 例患儿
进行泊沙康唑血药浓度检测，其中男 20 例，
女 10 例。 年 龄 为（8.1±4.5） 岁， 体 质 量 为
（30.9±31.0）kg。30 例患儿均为了预防真菌感染
而服用泊沙康唑，其中 18 例为急性淋巴细胞白血
病患儿，6 例为急性髓系白血病患儿，6 例为再
生障碍性贫血患儿。所有患儿常规服用泊沙康唑
混悬液 1 周后，于服药前 30 min 内采血，采血管
使用 EDTA 抗凝管（紫色帽盖），3500 r·min － 1

离心 5 min 收集血浆，应用本方法进行泊沙康唑
血药谷浓度检测。30 例患儿泊沙康唑的初始给药
剂量为（5.2±1.2）mg·kg － 1 tid。患儿的泊沙康
唑血药浓度在 0.5 ～ 3.4 mg·L－ 1 波动，平均谷
浓度为（1.5±0.7）mg·L－ 1。根据预防侵袭性真
菌病（invasive fungal disease，IFD）时泊沙康唑
血药谷浓度应＞ 0.7 mg·L－ 1 的靶值范围，23/30
（76.7%）例患儿泊沙康唑血药谷浓度达标，表明
临床药师仍需要根据治疗药物监测结果对血药浓
度不达标的患儿进行剂量调整。
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3　讨论
　　近年来，随着对高危、难治或复发儿童急性
淋巴细胞白血病化疗强度的增大，以及靶向药物
和造血干细胞移植的应用，IFD 的发生率有上升
的趋势 [9]。IFD 是免疫功能低下儿童发病和病死
的主要诱因 [10]，如何有效预防、治疗儿童 IFD 显
得尤为重要。泊沙康唑口服混悬液 2005 年经美国
FDA 批准上市，主要用于预防 13 岁及以上严重
免疫功能缺陷患者的侵袭性曲霉病和念珠菌病以
及口咽部念珠菌病治疗。研究表明，泊沙康唑血
药浓度与疗效之间具有相关性，在临床中用于预
防 IFD 时血药谷浓度应＞ 0.7 mg·L－ 1，而用于
治 疗 IFD 时 应 ＞ 1.0 ～ 1.25 mg·L－ 1[1，5-6，9，11]。
但泊沙康唑在儿童患者中较难达到目标浓度，尤
其是在 13 岁以下的儿童患者中个体差异较大，
因此需要通过血药浓度监测指导个体化用药 [8]。
　　目前泊沙康唑的药物浓度检测方法主要有
高效液相 - 质谱 / 质谱联用法、高效液相色谱
法 [12-19]。高效液相 - 质谱 / 质谱联用的方法检测
泊沙康唑的血药浓度，检测精准、灵敏度高，但
是仪器设备比较昂贵，检测费用相对较高，基层
医院采用该方法进行日常泊沙康唑血药浓度检测
较为困难，不利于推广。计建军等 [15] 通过高效
液相色谱法测定血清中泊沙康唑浓度，但是该方
法需要内标且前处理较为复杂。而本研究所用全
自动二维液相色谱系统建立的泊沙康唑血药浓度
检测方法，前处理简单，在医疗机构大量检测的
情况下可以节约时间。此外，中间色谱柱作为转
移接口，不仅承担了捕获与转移功能，同时还具
备拦截功能，使目标物从共洗脱物中得以分离。
本方法经方法学考察均符合规定，且成功用于 30
例儿童患者的临床血样检测，能较好满足临床检
测需求。
　　综上所述，本研究建立了一种测定泊沙康唑
血药浓度的二维液相色谱方法，具有前处理简
单、准确性好、稳定性强等特点，能满足临床报
告及时性、准确性和测定范围等要求，可以用于
临床治疗药物浓度监测。
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高剂量氟康唑治疗肥胖患者肺隐球菌病的药学实践

袁亚平1，2，刘婷婷1，2，吴炯熇1，2，方向群2，姜学革2，汤智慧3，李洪霞2*（1. 解放军医学院，北京　

100853；2. 解放军总医院第二医学中心呼吸与危重症医学科，国家老年疾病临床医学研究中心，北京　100853；3. 解放军总医院

医疗保障中心药剂科，北京　100853）

摘要：通过高剂量氟康唑治疗 1 例免疫功能正常肥胖患者的药学实践，探索肺隐球菌病的个

体化治疗。治疗过程中应用影像组学技术评估病灶变化，疗效不佳时根据药代动力学 / 药效动

力学（PK/PD）调整氟康唑剂量，同时监测药物不良反应。1 年后患者病灶大部分吸收，未出

现明显药物不良反应。提示临床，肺隐球菌病肥胖患者可能需要更高剂量的氟康唑，治疗过

程中应监测其血药浓度，并推算 0 ～ 24 h 浓度时间曲线下药物面积（AUC）与最小抑菌浓度

（MIC）的比值（AUC0 ～ 24 h /MIC），以保证疗效。病灶明显吸收后再逐渐减量。

关键词：肺隐球菌病；氟康唑；血药浓度；PK/PD；影像组学技术
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High-dose fluconazole for an obese patient with pulmonary cryptococcosis 

YUAN Ya-ping1, 2, LIU Ting-ting1, 2, WU Jiong-he1, 2, FANG Xiang-qun2, JIANG Xue-ge2, TANG Zhi-
hui3, LI Hong-xia2* (1. Chinese PLA Medical School, Beijing  100853; 2. Department of Respiratory 
and Critical Care Medicine, The Second Medical Center, National Clinical Research Center for 
Geriatric Diseases, Chinese PLA General Hospital, Beijing  100853; 3. Department of Pharmacy, the 
Medical Supplies Center, Chinese PLA General Hospital, Beijing  100853)

Abstract: To explore the individualized treatment of pulmonary cryptococcosis by high dose 
fluconazole in an immunocompetent obese patient. Radiomics was used to assess the lesion 
changes during the treatment. The therapeutic dose of fluconazole was adjusted according to its 
pharmacokinetics/pharmacodynamics (PK/PD) when the efficacy was not good. The side effects were 
monitored throughout the treatment. One year later, most of the lesions disappeared and no obvious 
side effects were observed in this patient, suggesting that obese patients with pulmonary cryptococcosis 
might need higher dosages of fluconazole. The serum drug concentration should be monitored during the 
treatment, and the ratio of area under the concentration-time curve (AUC0 ～ 24 h) to minimum inhibitory 
concentration (MIC) (AUC0 ～ 24 h /MIC) should be calculated to ensure the curative effect. After obvious 
absorption of the lesions, the dosage can be gradually reduced. 
Key words: pulmonary cryptococcosis; fluconazole; plasma concentration; PK/PD; radiomics
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　　氟康唑是一种对真菌甾醇合成有特异性强效
抑制作用的三唑类抗真菌药物，因其抗菌效果
佳、生物利用度好、价格便宜等优势而被广泛的

应用于念珠菌及隐球菌感染的治疗中。
　　肺隐球菌病（pulmonary cryptococosis）是由新生
隐球菌感染引起的一种急性、亚急性或慢性肺部真

临床药师在临床
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菌病。近年来免疫功能正常患者发病率逐年升高 [1]。
其临床表现不典型，经常被误诊为肺结核、肺癌或
社区获得性肺炎，未及时给予正确的治疗，导致部
分患者出现严重的并发症或死亡 [2]。本文通过 1 例
免疫功能正常肥胖患者肺隐球菌病的药学实践及疗
效追踪，为肺隐球菌病的临床个体化治疗提供参考。
1　一般资料

1.1　病例概况

　　患者男性，58 岁，身高 186 cm，体质量 100 
kg。因“查血癌胚抗原（CEA）升高近 2 年，发
现肺部结节 1年 8月余”于 2020年 5月 14日入院。
　　患者于 2018年 5月 24日查 CEA 为 6.36 μg·L－ 1，
8 月 24 日血 CEA 升至 10.22 μg·L－ 1，肺部 CT 示
左下肺背段斜裂胸膜下有一直径约 6.7 mm 新发结
节影，密度欠均匀，边缘清楚。PET-CT 为稍高代
谢结节，最大标准摄取值（SUVmax）1.9，考虑炎症
可能性大，门诊予头孢妥仑匹酯片（200 mg bid）口
服抗感染治疗 2 周。10 月 16 日复查血 CEA 为 5.07 
μg·L－ 1，肺部 CT 提示结节直径增大至 9 mm，患
者体温正常，无咳嗽咳痰等不适，查结核、真菌、
血管炎及免疫相关检验指标均为阴性。10 月 17 日予
氟氧头孢钠（2 g q12 h ivgtt）联合左氧氟沙星注射液
（0.5 g qd ivgtt）抗感染治疗 2 周，分别于 11 月 1 日、
12 月 17 日及 2019 年 3 月 13 日复查结节逐渐缩小，
5 月 9 日复查结节基本消失，仅余少许斑片及条索
影（见图 1）。此后 1 年未复查。2020 年 5 月 14 日门
诊查血 CEA 为 5.87 μg·L－ 1，肺 CT 示双肺多发结
节影（包括左下肺背段）（见图 2），期间患者无发热、
咳嗽咳痰、盗汗乏力、胸闷气短、消瘦、食欲下降等，
无宠物饲养史，为进一步诊治入院。患者既往体健，
入院体格检查无异常。查血、尿、便常规、凝血、
血生化及呼吸道病原九项均正常。心电图、超声心
动图及腹部超声无异常。入院诊断：双肺多发结节
影性质待查：肺炎、肿瘤、血管炎均不除外。

图 1　患者 2018 年至 2019 年左下肺背段结节的变化情况

Fig 1　Changes of nodules in the left lower dorsal lung from 2018 to 2019

图 2　患者 2020 年 5 月 14 日的肺部 CT 表现

Fig 2　Patient’s lung CT findings on May 14，2020
A. 左上肺尖后段胸膜下直径 12 mm 实性结节（12 mm subpleural 
solid nodule in the posterior apex of the upper left lung）；B. 左 下 肺

背段斑片状影，范围 15 mm×21 mm，邻近胸膜有凹陷（the 15 
mm×21 mm patchy image of the left lower lung dorsal segment with 
indentation adjacent to the pleura）；C. 右下肺外基底段直径 9 mm 结

节（9 mm diameter nodule in the basal segment of the outer right lower 
lung）；D. 左下肺后基底段直径 5 mm 结节（5 mm nodules in the 
posterior basal segment of the left lower lung）

1.2　前期临床诊治经过

　　2020 年 5 月 14 日予左氧氟沙星（0.5 g qd 
ivgtt）联合比阿培南（0.3 g q8 h ivgtt）抗感染治
疗，同时完善相关检查，结果示：① 结核相关：
血沉正常，结核菌素试验（PPD 试验）为强阳性
（见图 3），结核感染 T 细胞检测抗原 A 和 B 均为
7 SFC，多次痰 X-pert 阴性（诱导痰）；② 真菌方
面：真菌 D- 葡聚糖试验、曲霉菌半乳甘露聚糖
抗原试验及隐球菌抗原检测（3 次）均为阴性；③ 
血管炎：抗中性粒细胞胞浆抗体（ANCA）、抗
核抗体（ANA）、自身抗体谱等阴性；④ PET-CT
示：左肺背段结节大小为 1.4 cm，放射性摄取高，
SUVmax 4.1。双肺多发类圆形结节，左上肺为著，
结节直径约 1.4 cm，SUVmax 10.8，右下肺结节
SUVmax 2.2。诊断倾向炎性改变，建议抗炎后复
查除外肿瘤，其他部位未见异常代谢。2020 年 5
月 29 日复查结节无变化，当日行 CT 引导下经皮
肺穿刺组织活检（左上肺尖后段胸膜下结节），同
时行组织培养＋药敏。病理结果提示为肺隐球菌
病（见图 4），药敏结果提示对 5- 氟胞嘧啶、伏立
康唑、两性霉素 B、伊曲康唑及氟康唑均敏感（见
表 1）。再次追问病史等，发现距患者单位 1.5 km
处有大型露天垃圾填埋场。综上，考虑患者肺隐
球菌病诊断明确。另研究显示在免疫功能正常患
者中，67% 的肺隐球菌病感染会播散到中枢神经
系统，导致隐球菌脑膜炎发生 [3]，该患者无脑膜
炎相关症状，头颅 MRI 无异常，且多次快速隐球
菌抗原检测均为阴性，暂不考虑隐球菌播散于中
枢神经系统可能，未进一步行腰椎穿刺。
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图 3　患者的 PPD 试验结果

Fig 3　PPD results
注：PPD 试验（＋＋＋＋）：双圈反应，直径＞ 20 mm，似要

出小水泡。

Note：PPD（＋ ＋ ＋ ＋）：double loop reaction， ＞ 20 mm in 
diameter，seems to be small blisters.

图 4　患者穿刺活检病理结果图（左上肺尖后段胸膜下结节）

Fig 4　Pathological results of biopsy（subpleural nodules in the 
posterior segment of the upper left lung apex）

注：病理可见多核巨细胞内散在圆形孢子（红色剪头所指），特

殊染色 PAS（＋），考虑为肺隐球菌病。

Note：Pathological examination showed that multinucleated giant 
cells were scattered with round spores，with special staining PAS（＋）. 
Pulmonary cryptococcosis was considered.

表 1　患者新生隐球菌的药敏结果 (左上肺尖后段胸膜下结节 ) 
Tab 1　Drug susceptibility of cryptococcus (subpleural nodules in 

the posterior segment of the upper left lung apex)

检验项目 结果

5- 胞嘧啶 S ≤ 4

两性霉素 B S ≤ 0.5

氟康唑 S ≤ 2

伊曲康唑 S ≤ 0.125

伏立康唑 S ≤ 0.06

2　药学实践过程

2.1　治疗方案确定

　　根据 2010 年美国感染病学会（IDSA）隐球
菌病临床实践指南 [4] 及国内多个隐球菌病专家共

识 [5-6]，对于免疫功能正常、无症状患者，建议氟
康唑 200 ～ 400 mg qd，疗程 6 ～ 12 个月。但有
学者发现 [7]，体质量指数（BMI）≥ 30 kg·m－ 2

的念珠菌及隐球菌感染的患者，标准剂量的氟康
唑无法达到临床预期，对于氟康唑最小抑菌浓
度（MIC）为 2 mg·L－ 1 的病原菌，建议予负荷
剂量 12 mg·kg－ 1，维持剂量每日 6 mg·kg－ 1。
依据中国居民肥胖防治专家共识 [8] 制订的超重 /
肥胖的诊断标准，目前建议使用 BMI ≥ 24.0 
kg·m－ 2 和≥ 28.0 kg·m－ 2 分别诊断成人超重
（24.0 kg·m－ 2 ≤ BMI ＜ 28.0 kg·m－ 2） 及 肥
胖（BMI ≥ 28.0 kg·m－ 2），该患者 BMI 为 28.9 
kg·m－ 2，属肥胖，入院后查免疫相关指标及肝
肾功能正常，隐球菌药敏结果显示氟康唑的 MIC
为 2 mg·L－ 1，且影像学表现为多发实性结节，
综合考虑后给予氟康唑初始治疗剂量为 800 mg。
2.2　氟康唑 PK/PD
　　氟康唑是时间依赖性的三唑类抗真菌药物，
并具有较长的抗真菌后效应 [9]。据此，0 ～ 24 h
浓度时间曲线下药物面积（AUC）与 MIC 的比值
（AUC0 ～ 24 h /MIC）可作为判断氟康唑疗效的 PK/
PD 指数 [10]。文献报道氟康唑治疗隐球菌性脑膜炎
AUC0 ～ 24 h /MIC 的靶值＞ 389 mg/（L·h），但隐球
菌肺炎靶值未知 [11]。另外氟康唑能够很好地渗透
到各种体液中，其在唾液和痰液中的浓度与血浆
浓度相近，在真菌性脑膜炎患者的脑脊液中氟康
唑浓度约为同时间血浆浓度的 80%[12]，据此推算
肺隐球菌病氟康唑的靶值在 300～ 389 mg/（L·h）。
　　氟康唑口服与静脉应用的药代动力学相似，在
应用后 1 h 左右血浆浓度达峰值，且血浆浓度与给
药剂量成正比，治疗过程中分别于氟康唑给药前后
1 h 测定的氟康唑浓度作为谷浓度（Cmin）和峰浓度
（Cmax），按达稳态后的静脉滴注一室模型对患者氟
康唑给药方案与血药浓度进行简单模拟，推算该患
者氟康唑 AUC0 ～ 24 h /MIC ＝ Css×24/MIC ＝ [（Cmax ＋

Cmin）/2]×24/MIC（Css：稳态血药浓度）。
2.3　PK/PD 指导下患者的治疗及预后情况

　　该患者于 2020 年 6 月 1 日开始予氟康唑 800 
mg qd 静脉滴注，6 月 5 日查血 r- 谷氨酰基转移酶
（r-GT）为 68 U·L－ 1，谷丙转氨酶（ALT）及谷
草转氨酶（AST）均正常，加用谷胱甘肽及多烯磷
脂酰胆碱保肝治疗。6 月 29 日复查肺部 CT 并应用
AI 智能系统对比发现左上肺胸膜下结节体积（穿
刺部位）较前增大（1.55 cm3 vs 1.05 cm3），其余结节
均稍有缩小（见图 5 及表 2），考虑治疗效果欠佳。
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当日测得氟康唑峰谷浓度分别为 25.19 mg·L－ 1 和
16.01 mg·L－ 1，推算 AUC0 ～ 24 h /MIC 为 241 mg/
（L·h），未达到治疗靶值。且患者拒绝联用其他
药物或更换为伏立康唑。6 月 30 日调整氟康唑剂
量为 1200 mg qd 静脉滴注。7 月 13 日复查肺部 CT
及 AI 智能系统提示所有病灶较前均缩小（见表 2），
当日测得氟康唑谷浓度为 21.77 mg·L－ 1，峰浓度
为34.24 mg·L－1，AUC0～24 h /MIC 为336 mg/（L·h），
达到预期靶值，氟康唑剂量无调整。7 月 16 日血
r-GT 为 55 U·L－ 1。7 月 30 日再次复查肺部 CT 及
AI 智能系统提示所有病灶均较前明显缩小（见图 5
及表 2），同时复查血 r-GT 为 47 U·L－ 1。考虑病
灶吸收明显，为减少氟康唑相关不良反应，8 月 5
日将氟康唑减量为 800 mg qd 静脉滴注。8 月 19 日
血 r-GT 为 59 U·L－ 1，8 月 21 日患者出院，继续
氟康唑胶囊 750 mg、900 mg 交替每日口服巩固治
疗（我院只有 150 mg 规格氟康唑胶囊），使氟康唑
每日剂量接近于 800 mg。同时予多烯磷脂酰胆碱
胶囊 2 粒、复方甘草酸苷片 3 片 qid 口服保肝治疗。

表 2　肺隐球菌病患者氟康唑治疗期间的肺部结节大小 
Tab 2　Volume of pulmonary nodules in patient with cryptococcosis 

during fluconazole treatments

检查日期

结节体积 /cm3

左上肺

胸膜下

左下肺背

段叶尖裂

左下肺

后基底段

2020 年 5 月 14 日（入院当日） 1.05 2.29 1.49

2020 年 5 月 28 日（抗感染 2 周后） 1.19 2.54 1.46

2020 年 6 月 29 日（氟康唑 800 mg 
1 个月后）

1.55 2.23 0.990

2020 年 7 月 13 日（氟康唑 1200 
mg 2 周后）

0.965 1.79 0.745

2020 年 7 月 30 日（氟康唑 1200 
mg 1 人月后）

0.705 1.51 0.596

　　出院后持续随诊，9 月 7 日复查肺部 CT 可见
所有结节较前继续缩小，氟康唑剂量减至 450 mg。
10 月 9 日测得氟康唑血浆谷浓度 10.52 mg·L－ 1，
峰 浓 度 13.83 mg·L－ 1，AUC0 ～ 24 h /MIC 为 146.1 
mg/（L·h），当日复查肝功能 ALT 升至109 U·L－1，
r-GT 为 86 U·L－ 1，考虑可能与氟康唑相关，予
减量至 300 mg 继续治疗。10 月 23 日 ALT 降至 75 
U·L－ 1，r-GT 降至 58 U·L－ 1。11 月 5 日复查肺
部 CT 发现结节进一步吸收（AI 测得结节体积较
2020 年 9 月 7 日缩小 8% ～ 33%），评估治疗效果
明显，氟康唑再次减量至 150 mg。12 月 28 日查肝
功能均恢复至正常范围。2021 年 1 月 11 日及 4 月
8 日复查肺部 CT 提示病灶进一步缩小，继续氟康

唑 150 mg 维持治疗（见表 3）。7 月 5 日肺部 CT 提
示结节较上次无变化（见图 6），且氟康唑治疗已达
13 个月，故停用氟康唑（该患者临床治疗过程中仅
应用了氟康唑，未同时使用其他药物）。后续多次
复查肺部 CT 较前均无变化，最近一次肺部 CT 为
2022 年 6 月 9 日，提示较前相仿。后续继续随访
观察。

图 6　肺隐球菌病患者氟康唑治疗 1 年后的肺部 CT
Fig 6　Lung CT after fluconazole treatments in patient with 
cryptococcosis for a year

3　讨论

3.1　氟康唑初始剂量选择

　　氟康唑是常用抗真菌药物，但国内外关于其
PK/PD 的文献极少，对于免疫功能正常的无症状
肺隐球菌病患者，国内外指南均推荐氟康唑每日
200 ～ 400 mg 的治疗方案，未考虑到患者体质量
及肌酐清除率。国外一篇 [13] 关于氟康唑剂量及
疗效的文章，认为氟康唑是剂量依赖性药物，使
用 200 mg qd 只有约 20% 的患者治疗成功。也有
学者发现 [14] 应用氟康唑每日 400 mg 的治疗方案，
33% 的患者临床效果欠佳，建议高体质量患者应
采用按体质量给药的个体化方案，当每日氟康唑
剂量≥ 800 mg，意味着更高的治疗成功率。考

图 5　肺隐球菌病患者住院期间的肺部 CT 变化

Fig 5　Lung CT changes of patient with cryptococosis during 
hospitalization
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虑本例患者体质量较大，小剂量氟康唑难以在实
性结节内达到有效浓度，故氟康唑初始剂量设为
800 mg，但 1 个月后评估治疗效果仍欠佳。
3.2　氟康唑疗效不佳时治疗方案选择

　　氟康唑疗效不佳时，伊曲康唑、伏立康唑、
两性霉素 B 和泊沙康唑均可作为补救治疗 [15-16]。
根据 2017 年肺隐球菌病诊治浙江省专家共识 [6]，
对于影像学提示肺部病灶持续存在的患者，可考
虑外科手术切除治疗。而该患者体外药敏试验提
示氟康唑敏感（MIC ＝ 2 mg·L－ 1），每日剂量为
800 mg 时仍未达到疗效所需的 PK/PD 靶值，CT
提示肺部结节病灶多发，难以实施手术切除，且
患者本人拒绝更换或联用其他药物，综合考虑后
予增加氟康唑剂量至 1200 mg，达到了 PK/PD 靶
值及临床效果。
　　也有学者报道1例39岁的病态肥胖男性（BMI 
48.3 kg·m－ 2）应用氟康唑 1200 mg qd（泵注 6 h），
治疗 14 d 时测得稳态血药浓度（23.9 mg·L－ 1）及
AUC0 ～ 24 h [574.9 mg/（L·h）] 均明显低于非肥胖
患者，考虑与肥胖患者表观分布容积增加及肾脏
清除率增高相关，因此建议在肥胖患者中应给予
更高剂量。据我们所知，大剂量氟康唑多用于隐
球菌性脑膜炎 [4]，尚未检索到氟康唑每日 1200 mg
应用于免疫正常的无症状肺隐球菌病患者。本临
床实践提示，肥胖患者肺隐球菌病可能需要更高
剂量的氟康唑，治疗过程中应监测其血药浓度，
并计算 AUC/MIC 值，以保证达到所需治疗靶值。
病灶明显吸收后再逐渐减量。
3.3　氟康唑不良反应

　　氟康唑主要作用机制是高度选择性抑制真菌
细胞色素 P450 酶（CYP 酶）介导 14a- 羊毛甾醇去
甲基化，从而抑制麦角固醇的生物合成，发挥抗
真菌作用的同时也抑制了肝脏 CYP 酶系，可能导
致肝功能异常 [17]。Schuster 等 [18] 对比 ICU 患者经

验性使用氟康唑与安慰剂，每日使用 800 mg 的维
持剂量预防念珠菌病，高剂量氟康唑组发生肝功
能异常的概率与对照组无明显差异，认为患者对
高剂量氟康唑表现出较好的耐受性。本病例在应
用氟康唑期间出现肝酶轻度升高时及时加用保肝
药物或调整氟康唑剂量，因此未出现明显肝功能
异常。氟康唑其他常见的不良反应有头痛、腹痛、
腹泻、恶心、肾功能损伤和皮疹等 [19]，该患者在
治疗期间未出现以上异常反应。
3.4　肺隐球菌病鉴别诊断

　　该病例仍有几点值得讨论：第一，患者住院
治疗期间及出院后多次检测血清隐球菌荚膜抗原
均为阴性，分析可能与患者病灶均为结节样改
变、荚膜抗原入血较少有关；第二，本例患者起
病时、住院期间及出院后血 CEA 均高于正常值，
但入院后 PET-CT 检查及肺穿刺活检、胃肠镜等
多系统排查均未提示肿瘤，且所有病灶经抗真菌
治疗均明显好转，故考虑肿瘤的可能性小；第三，
患者入院后查 PPD 强阳性，前期左氧氟沙星治
疗后结节明显吸收，后续结节再发是否与结核相
关？考虑患者整个发病期间无盗汗、乏力等临床
表现，且多次痰 X-pert 为阴性，结核感染 T 细胞
检测抗原 A 和 B 均为 7 SFC，穿刺病理未见抗酸
杆菌，隐球菌感染治疗效果显著，结核的诊断依
据不足。但后续仍会密切随访该患者。
　　本文对 1 例肥胖患者应用大剂量氟康唑治疗
肺隐球菌病进行药学探索，考虑到该患者 BMI 偏
高，肺内的多发实性结节内难以达到有效的药物
浓度，起始剂量予每日 800 mg，最高剂量增至
1200 mg。治疗期间应用 AI 智能系统精准测量肺
部结节的三维大小来评判疗效，并监测氟康唑血
药浓度，以 PK/PD 理论调整氟康唑剂量，最后取
得较满意的结果，可为临床肺隐球菌病个体化精
准治疗提供参考。

表 3　患者氟康唑剂量、疗效评估及肝功能水平 
Tab 3　Dose of fluconazole，evaluation of efficacy and liver function in patient

日期
氟康唑

剂量 /mg

期间血药浓度
PK/PD 指数

（AUC0 ～ 24 h /MIC）
影像学评估

肝功能 r-GT/
（U·L － 1）

谷浓度 /
（mg·L － 1）

峰浓度 /
（mg·L － 1）

2020 年 6 月 1 日—6 月 29 日 800 16.01 25.19 241 左上肺结节增大，余略缩小 68
2020 年 6 月 30 日—8 月 4 日 1200 21.77 34.24 336 有缩小 47
2020 年 8 月 5 日—9 月 7 日 800 明显缩小 59
2020 年 9 月 8 日—10 月 9 日 450 10.52 13.83 146.1 86
2020 年 10 月 10 日—11 月 5 日 300   6.75   8.51 91.56 明显缩小 58
2020 年 11 月 6 日—2021 年 7 月 4 日 150 稍有缩小 48.2
2021 年 7 月 5 日 停用 较前相仿 47
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临床药师参与 1 例屎肠球菌血流感染患者治疗的临床实践
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摘要：本文介绍临床药师参与 1 例胰腺占位术后多发皮肤软组织及关节脓肿败血症患者的治疗

案例。患者初始抗感染治疗方案效果不佳，使用达托霉素治疗过程中出现药物相关不良反应。

几次调整抗感染方案后，患者症状最终得到了有效控制，不良反应得到了及时纠正，病情好

转出院。
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　　屎肠球菌（Enterococcus faecium）是人类胃
肠道的共生菌，也是重要的医院感染革兰氏阳性
病原体，可能导致诸如血流感染和心内膜炎等严
重感染 [1]。本文介绍临床药师参与 1 例胰腺占位
术后屎肠球菌致多发皮肤软组织及关节脓肿败血
症患者的案例，该患者病程长，病情反复，涉及
多次抗菌药物的选择和调整。临床药师通过血药
浓度监测和药学监护，从药学角度为临床治疗提
供建议，保证患者用药安全、有效。
1　病例基本资料

　　患者，女性，36 岁，体质量 53.5 kg，体质量
指 数（BMI）21.4 kg·m－ 2。2021 年 9 月 7 日 因
胰腺占位于我院胆胰外科行“全麻下 3D 腹腔镜下
胰头部分切除术＋胰腺探查＋胰腺修补＋肠粘连
松解术”。术后出现腹痛，伴间断发热，血培养
检出屎肠球菌（KB 法药敏结果：氨苄西林、青霉
素 G R，高浓度氯霉素 I，利奈唑胺、替考拉宁、
替加环素、万古霉素 S），予以抗感染（头孢哌
酮他唑巴坦→头孢哌酮舒巴坦→亚胺培南西司他
丁＋替考拉宁）等治疗，好转后出院。本次入院 1
周前，患者无明显诱因四肢陆续出现红斑，进行
性增多，伴间断发热，体温最高 38.7℃，可自行
恢复正常，周身关节疼痛明显，至当地医院住院
治疗。当地医院检查结果示：白细胞计数（WBC）
11.1×109·L － 1↑，超敏 C 反应蛋白（h-CRP）6.9 
mg·L － 1↑，红细胞沉降率（ESR）85 mm·h － 1↑，
抗环瓜氨酸肽抗体、类风湿因子、血培养未见
异常，予以抗感染（哌拉西林他唑巴坦＋替考拉
宁）、间断小剂量糖皮质激素以及对症支持等治疗

5 d，无明显好转，于 2021 年 10 月 6 日以“发热”
收入我院感染科。患者平素身体健康，否认特殊
疾病史，否认食物及药物过敏史。
　　入院体检：T 36.5℃，P 95 次·min － 1，R 20
次·min － 1，BP 115 /80 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 
kPa）；神志清楚，步入病房，自动体位，营养中
等，查体合作；双下肢多发红斑，局部皮温增高、
红肿、有波动感，皮疹无破溃。入院辅助检查：
WBC 20.86×109·L － 1↑，中性粒细胞比值（N%）
87.7%↑，淋巴细胞百分比（%）5.0%，淋巴细胞
1.04×109·L－ 1，单核细胞 0.85×109·L－ 1↑；ESR 
122 mm·h－ 1↑，降钙素原（PCT）0.16 ng·mL－ 1↑，
h-CRP 180.3 mg·L － 1↑，白细胞介素 6（IL-6）509 
pg·mL－ 1↑，谷丙转氨酶（ALT）109 U·L－ 1↑，谷
草转氨酶（AST）74 U·L－ 1↑，铁蛋白（FC）328.1 
µg·L－ 1↑，白蛋白（AC）27.3 g·L－ 1↓；磁共振：
双膝关节改变，考虑感染性病变，骨质异常不排除
骨梗死；双膝髌上囊、髌下渗囊、腘肌滑囊、腓肠
肌内外侧滑囊及关节腔积液伴脓肿形成；双膝皮下
软组织水肿明显。
　　临床初步诊断：感染性发热，皮肤软组织感
染，关节脓肿，胰腺浆液性囊腺瘤术后。
2　抗感染治疗经过

　　患者 10 月 6 日入院，留取血标本后给予头
孢哌酮他唑巴坦（8∶1）2.25 g ivgtt q8 h 联合替考
拉宁 400 mg ivgtt qd 治疗。10 月 11 日，血培养分
离出屎肠球菌（KB 法药敏结果：氨苄西林、高
浓度氯霉素、青霉素 G R，利奈唑胺、替考拉
宁、替加环素、万古霉素 S）；感染相关指标：
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WBC 31.40×109·L － 1↑，h-CRP 202 mg·L － 1↑，
PCT 1.57 ng·mL － 1↑，FC 491 µg·L － 1↑，ESR 33 
mm·H － 1↑；持续低热，周身关节（主要为膝关
节、肘关节、踝关节）疼痛难忍；临床药师建议
增加替考拉宁剂量为 800 mg qd，首剂加倍，调
整剂量 72 h 后检测血药谷浓度，确保达到目标谷
浓度（Cmin ＞ 20 mg·L － 1），医师采纳建议，增
加替考拉宁的给药剂量。10 月 14 日，患者行双
侧踝关节、左腕关节、左膝左肘切排或穿刺排
脓，脓液培养未检出病原体。10 月 16 日，患者
仍发热，感染相关指标：WBC 12.5×109·L－ 1↑，
h-CRP 49 mg·L － 1↑，PCT 0.68 ng·mL － 1↑，FC 
479 µg·L － 1↑，ESR 13 mm·h － 1↑，较前有所降
低；替考拉宁谷浓度 7.15 µg·mL－ 1↓，考虑到使
用替考拉宁 800 mg qd 仍无法达到有效治疗窗，遂
停用替考拉宁，换用万古霉素 1 g ivgtt q8h 继续
治疗。10 月 20 日，患者持续低热，右膝新发感
染灶；感染相关指标：WBC 10.6×109·L － 1↑，
h-CRP 61 mg·L － 1↑，PCT 0.9 ng·mL － 1↑，FC 
603 µg·L － 1↑，ESR 49 mm·h － 1↑；万古霉素谷
浓度 24.17 µg·mL － 1。10 月 26 日，患者左侧肘
关节切排处见黄绿色黏稠脓液；感染指标较前升
高：WBC 12.8×109·L － 1↑，CRP 91 mg·L － 1↑，
PCT 0.81 ng·mL － 1↑，FC 601 µg·L － 1↑，ESR 66 
mm·h － 1↑。考虑到在万古霉素浓度已经达标的
情况下疾病仍然在进展，临床药师建议停用万古
霉素，换用达托霉素 500 mg ivgtt qd 或者利奈唑
胺 600 mg ivgtt q12h。当日临床停用万古霉素，换
用达托霉素 500 mg ivgtt qd 继续治疗。11 月 2 日，
患者体温正常，双踝关节肉芽新鲜，稍渗液，诉
肌肉酸痛无力。急查血：WBC 5.68×109·L － 1，
h-CRP 27 mg·L － 1↑，PCT 0.08 ng·mL － 1，FC 
725 µg·L － 1↑，ESR 88 mm·h － 1↑， 肌 酸 激 酶
（CK）1881 µmol·L－ 1↑；临床药师建议立即停用
达托霉素，换用利奈唑胺治疗，用药 3 d 后查血药
谷浓度，确保达标（Cmin ＝ 2 ～ 7 mg·L－ 1），医
师采纳，换用利奈唑胺 600 mg ivgtt q12h。11 月
7 日，患者体温正常，全身肌肉无酸痛，伤口愈
合良好。感染相关指标：WBC 4.03×109·L － 1，
IL-6 13 pg·mL － 1↑，h-CRP 10.8 mg·L － 1↑，PCT 
0.03 ng·mL － 1，FC 927 µg·L － 1↑，ESR 45 
mm·h － 1↑；利奈唑胺谷浓度 6.85 µg·mL － 1；
CK 21 µmol·L－ 1；11 月 10 日，患者伤口愈合良
好，可步行活动，复查血常规正常，PCT 降至0.03 
ng·mL－ 1。予以出院，嘱出院后继续口服利奈唑

胺片 600 mg q12h 用药 28 d，每半月复查血常规及
血药浓度，不适随诊。
3　讨论

3.1　抗感染治疗方案的选择和调整

　　患者 2021 年 9 月胰腺占位术后继发屎肠球
菌血流感染，药敏提示病原菌对青霉素 G 和氨
苄西林耐药，对替考拉宁和万古霉素敏感。替
考拉宁和万古霉素具有相似的作用机制、抗菌
谱 [vanB 基因型万古霉素耐药屎肠球菌（VRE-
fm）对替考拉宁敏感 [2]]。考虑到患者 9 月住院使
用替考拉宁取得了较好的治疗效果，故本次入院
继续经验性选择替考拉宁治疗。替考拉宁的表观
分布容积（Vd）0.7 ～ 1.4 L·kg － 1，血浆蛋白结
合率 87% ～ 91%，较高的血浆蛋白结合率使该药
物能在蛋白丰富的组织迅速分布，具有较好的组
织穿透力，但因为大量药物与血浆蛋白结合，导
致了血液中的游离药物浓度较低，达有效稳态血
药浓度较慢，所以，其说明书中强调要给予负荷
剂量，这对于快速达到有效稳态血药浓度具有重
要临床意义 [3]。此外，《抗菌药物药代动力学 / 药
效学理论临床应用专家共识》[4] 指出，替考拉宁
在治疗骨关节感染时应给予加倍剂量：800 mg（12 
mg·kg－ 1）q12h，连续 3 ～ 5 次，续之 800 mg（12 
mg·kg － 1）qd，确保 Cmin ＞ 20 mg·L － 1，以保
证疗效。本例患者出现替考拉宁治疗效果不佳的
情况时，临床药师考虑到即使增加剂量至 800 mg 
qd，患者的稳态血药浓度仍未达到目标浓度，所
以换用万古霉素继续治疗。
　　替考拉宁药动学表现个体差异较大，大剂量
给药后血药浓度仍不达标的情况并不少见。在贾
萌萌等 [5] 的研究中，按照 800 mg qd 维持给药的
病例组中仍然有 15.81% 的患者血药谷浓度小于
10 mg·L － 1。感染患者的低白蛋白水平和炎症状
态都会造成组织水肿而使水溶性药物如替考拉宁
的 Vd 增加 [6]，而导致血管内药物血药浓度不易达
标。患者换用万古霉素 1 g ivgtt q8h 的方案后，经
监测血药浓度在目标范围内。但是，经过近 10 
d 的治疗，患者右膝关节仍新发感染灶，h-CRP、
PCT、ESR 等指标没降反增，血、脓液和引流液
培养均为阴性。分析可能的原因在于：① 切开引
流不充分或者存在未被发现的潜在感染源；② 万
古霉素无法在感染部位达到有效浓度；③ 前期替
考拉宁的血药浓度未达到治疗窗而落入屎肠球菌
的耐药突变选择窗 [4]，诱导屎肠球菌对替考拉宁
和万古霉素耐药，出现 VRE-fm 感染。
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　　针对 VRE-fm 感染，利奈唑胺是首选的治疗
药物 [7]。达托霉素治疗 VRE-fm 的适应证虽然没
有被 FDA 批准，但是其较高的血药浓度以及快
速杀菌活性使其成为治疗 VRE-fm 感染的临床选
择之一 [8-9]。有 meta 分析表明，在治疗 VRE-fm
引起的血流感染（BSI）时，达托霉素和利奈唑胺
在临床治愈率、微生物清除率、复发率和不良反
应发生率方面的差异无统计学意义 [10]。《桑德福
抗微生物治疗指南（热病）》[11]（第 48 版）推荐达
托霉素治疗 VRE-fm 引起的菌血症，建议剂量为
10 mg·kg － 1。需要密切关注达托霉素引起的 CK
升高和嗜酸细胞肺炎 [12-13]。所以，在患者使用替
考拉宁和万古霉素治疗效果不佳的情况下，换用
达托霉素 500 mg qd（约 10 mg·kg － 1）和利奈唑
胺 600 mg q12h 两个方案都可行。
　　该患者换用以上两种可选方案后，WBC、
N%、PCT、CRP 等感染指标都持续好转，表明患
者有可能为 VRE-fm 感染。值得一提的是，全球
范围内 VRE-fm 的检出率相差悬殊。2014—2020
年，国内 VRE-fm 的检出率在 1.1% ～ 2.9% [14-15]，
呈逐年递减的趋势。2021 年中国细菌耐药监测
网数据显示，屎肠球菌对替考拉宁和万古霉素的
耐药率分别为 1.9% 和 1.4%。Esnal 等 [1，16] 提到
欧洲的 VRE-fm 分离率在 0% ～ 46%，而在美国
则达到了 75% ～ 80%。这也许是《桑德福抗微
生物治疗指南（热病）[11]》（第 48 版）与我国的
《国家抗微生物治疗指南》[7] 第 2 版不同，直接
越过万古霉素和替考拉宁将达托霉素和利奈唑胺
作为 VRE-fm 所致全身感染或者血流感染的首选
治疗方案的原因。但是，针对屎肠球菌感染的治
疗，一项 meta 分析多个 RCT 研究结论认为，利
奈唑胺较万古霉素在治疗复杂皮肤软组织感染方
面，无论是临床有效率还是微生物清除率方面都
更胜一筹，临床在使用替考拉宁效果不理想的情
况下，应该果断选择利奈唑胺或者达托霉素，可
大大缩短治疗疗程 [17]。
3.2　达托霉素相关不良反应的分析和处置

　　使用达托霉素 6 d 后，患者出现肌肉酸痛和
CK 明显升高，疑似发生横纹肌溶解症（RBS），
药物不良反应相关性筛查结果提示与达托霉素
（Naranjo 评分为 7 分）极有可能相关，遂停用达
托霉素并持续监测 CK 水平。患者停用达托霉素，
未采取特殊治疗措施，5 d 后 CK 水平回落至正常
范围，肌痛症状也得到缓解。
　　RBS 是使用达托霉素期间应该关注的严重不

良反应之一，是由于骨骼肌细胞损伤细胞膜完整
性破坏而使毒素和细胞成分进入循环系统而产生
的病理综合征。其产生的病理基础是细胞能量耗
竭或者肌浆膜破坏导致的细胞质 Ca2 ＋过载，进
而诱发一系列相互促进循环恶化的下游反应，包
括激活磷脂酶 A2、肌细胞的持续收缩、线粒体
失活、氧化应激、电解质失衡等，导致骨骼肌细
胞的持续破坏 [18]，甚至造成急性肾损伤 [19]。导
致 RBS 的因素有很多，Giannoglou 等 [18] 将这些
因素归纳为遗传性和获得性两类，包括麦卡德尔
氏病、挤压综合征、感染、肥胖、过度劳累以及
药物因素等。临床表现可能多样，包括无症状
的 CK 升高、肌肉酸痛无力、棕红色尿、肾功能
衰竭，甚至低血容量休克 [19]。Bhavnani 等 [20] 发
现，达托霉素的 Cmin 与 CK 的升高相关，并且多
数 CK 升高发生在治疗 1 周以上的患者中。因此，
接受达托霉素治疗的患者，说明书建议应在使用
前及用药后的每周监测其 CK 水平，对于最近或
伴随使用 HMG-CoA 还原酶抑制剂进行治疗或者
使用期间 CK 升高的患者，应该提高检测的频次。
针对 RBS，首要治疗措施是移除诱发因素，其他
的治疗方法还包括补液、纠正电解质异常以及使
用碳酸氢盐和甘露醇 [19]。屎肠球菌尤其是 VRE-
fm 感染的患者，多为重症感染，该类病患常伴发
热、疼痛或者意识丧失，RBS 早期的肌痛或者肌
无力情况可能得不到足够重视和有效反馈。另外，
一些与疾病和治疗相关的因素也可能会导致骨骼
肌损伤的体征、症状和 / 或 CK 升高 [21-25]，这一
点也使得患者的药物相关骨骼肌毒性评估更为困
难。因此，密切监测 CK 水平显得尤为重要。
4　总结

　　本案例报道了 1 例罕见的复杂屎肠球菌血流
感染，临床在治疗过程中遇到了替考拉宁剂量不
足，万古霉素耐药，达托霉素发生 CK 升高等情
况，临床药师从药学角度出发，通过查阅文献，
综合考虑药物的适应证、安全性、PK/PD 特点等
因素，为临床提出了用药建议，并被临床采纳，
取得了良好的治疗效果。这体现出个体化抗感染
方案在临床治疗中的重要地位，也体现出了临床
药师作为治疗团队成员的价值。
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222 例雷公藤及其制剂的不良反应报告分析

张玲萍1，2，黄榕珍2，张纾2，林翼旻2，林羽1*（1. 福建中医药大学药学院，福州　350122；2. 福建省药品审评与

监测评价中心，福州　350003）
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　　雷公藤（Triptergium wilfordii Hook. f），卫矛科
雷公藤属藤本植物的木质部分，其药性苦、凉，有
大毒，归肝、肾经，以根入药，具有祛风除湿、活

血通络、消肿止痛、杀虫解毒的作用 [1]。雷公藤及
其制剂在治疗自身免疫性疾病及肾脏疾病方面疗
效确切，以治疗类风湿关节炎（RA）的报道最为

药品不良反应



264

Central South Pharmacy. January  2023, Vol. 21 No. 1 　中南药学 2023 年 1 月 第 21 卷 第 1 期

多见，其疗效显著，受到国际风湿病学界的高度关
注 [2]。已上市的雷公藤制剂有雷公藤总萜片、雷公
藤双层片、雷公藤片、雷公藤多苷片、雷公藤内酯
软膏 [3]。雷公藤毒性及其制剂的临床不良反应报道
虽不少见，但以少样本和综述性文献居多，本研究
通过对多年来福建省收到的数据报告进行分析，以
期为科学合理评价雷公藤及其制剂的安全性和临床
安全合理用药提供参考。
1　资料与方法
1.1　资料来源
　　本文收集 2004—2021 年福建省内上报的雷
公藤及其制剂的不良反应 / 事件（ADR/AE）报
告和 2009—2021 年福建省生产企业相关品种在
全国收集的 ADR/AE 报告，剔除重复报告，筛选
评价结果为“可能”及以上报告，共纳入有效报
告 222 例，其中关联性评价结果为肯定的 4 例，
很可能的 20 例，可能的 198 例。涉及雷公藤多
苷片 174 例、雷公藤片 17 例、雷公藤煎剂 2 例、
雷公藤总苷片 1 例、雷公藤内酯软膏 28 例。
1.2　方法
　　使用 Excel 对数据进行汇总，采用回顾性分
析方法对 222 例雷公藤及其制剂的 ADR/AE 报告
的患者人口学特征、给药途径、用药原因、联合
用药、ADR 发生时间、ADR 累及系统 - 器官损
害、转归、单独用药严重病例等因素进行整理和
统计，并分析其发生特点和影响因素。使用 SPSS 

24.0 软件对数据进行处理，率（%）的比较采用
卡方检验，若理论频数小于 1，则采用 Fisher 确
切概率法检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　性别与年龄分布
　　222 例雷公藤及其制剂的 ADR/AE 报告涉及
107 名男性患者和 115 名女性患者，男女比例为
1∶1.07；年龄最小为 7 岁，最大为 87 岁，平均
年龄50岁，其中45～64岁年龄段病例报告较多，
占 45.50%（见表 1）。

表 1　患者性别、年龄分布情况 
Tab 1　Distribution of patients’gender and age

年龄 / 岁
例数

合计 [n（%）]
男 女

≤ 14     3     0     3（1.35）

15 ～ 44   37   41   78（35.14）

45 ～ 64   44   57 101（45.50）

≥ 65   23   17   40（18.02）

总计 107 115 222（100.00）

2.2　给药途径与用药原因
　　222 例 ADR/AE 报告除雷公藤内酯软膏为外
用制剂外，其余均为口服制剂。对 222 例 ADR/
AE 报告的用药原因分布进行分析，雷公藤及其
制剂主要用于免疫系统疾病的治疗，其中口服制
剂多用于治疗 RA、风湿性关节炎、肾病综合征
等，外用制剂大部分用于治疗银屑病（见表 2）。

表 2　用药原因分布 
Tab 2　Distribution of reasons for medication

系统 - 器官分类（SOC） 用药原因（n） 合计 [n（%）] 药品名称

免疫系统疾病 类风湿关节炎（62），银屑病（40），风湿性关节炎（24），风湿病（8），
强直性脊柱炎（5），系统性红斑狼疮（4），脉管炎（1），皮肌炎，间

质性肺病（1），白塞病（1）

146（65.77） 雷公藤多苷片（107），雷公藤

内酯软膏（26），雷公藤片

（11），雷公藤煎剂（2）
肾脏及泌尿系统疾病 肾病综合征（17），慢性肾炎（7），蛋白尿（2），IgA 肾病（2），紫癜性

肾炎（1），肾源性糖尿病（1），肾性高血压（1），慢性肾衰竭（1），
急性肾炎综合征（1）

33（14.86） 雷公藤多苷片（29），雷公藤

片（3），雷公藤总苷片（1）

皮肤及皮下组织类疾病 皮炎（9），湿疹（6），慢性荨麻疹（2），痤疮（2），脓疱病（2），红皮

病（1），白癜风（1），过敏性紫癜（1），过敏性皮炎（1），天疱疮（1）
26（11.71） 雷公藤多苷片（24），雷公藤

片（2）
各种肌肉骨骼及结缔组

织疾病

关节炎（5），关节痛（4），腰椎间盘突出（2），强直性椎骨骨肥厚病

（1），结缔组织病（1），骨关节病（1），干燥综合征（1）
15（6.76） 雷公藤多苷片（14），雷公藤

片（1）
全身性疾病及给药部位

各种反应

身体不适（1），瘙痒症（1） 2（0.90） 雷公藤内酯软膏（2）

2.3　用药情况与转归、报告类型分布情况
　　222 例雷公藤及其制剂 ADR/AE 报告中，161
例病例为单独用药（占比为 72.52%），61 例病例
为联合用药（占比为 27.48%），最多达到 6 药联
用，联用较多的药品有醋酸泼尼松片、甲氨蝶呤
片、来氟米特片等。单独用药中转归为痊愈和好
转报告占 95.65%，联合用药中转归为痊愈和好转

报告占 93.45%。
　　222 例雷公藤及其制剂的 ADR/AE 报告中，严
重 ADR 报告 33 例，一般 ADR 报告 189 例，其中
单独用药严重报告数占单独用药总数的 9.32%，联
合用药的严重报告数占联合用药总数的 29.51%，
差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；不良反应结果好
转 121 例，痊愈 90 例，未好转 5 例，不详 4 例，
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表 3　用药情况与转归、报告类型分布情况统计 
Tab 3　Statistics of drug use and outcome，distribution of report types 

项目 单独用药 [n（%）] 联合用药 [n（%）] 合计 [n（%）] 统计量 P
转归 Fisher ＝ 3.511 0.425
    痊愈 70（43.48） 20（32.79） 90（40.54）
    好转 84（52.17） 37（60.66） 121（54.50）
    未好转 3（1.86） 2（3.28） 5（2.25）
    有后遗症 1（0.62） 1（1.64） 2（0.90）
    不详 3（1.86） 1（1.64） 4（1.80）
报告类型 χ2 ＝ 14.252 ＜ 0.001
    一般 146（90.68） 43（70.49） 189（85.14）
    严重 15（9.32） 18（29.51） 33（14.86）
总计 161（100.00） 61（100.00） 222（100.00）

2.4　给药途径与 ADR 发生时间

　　222 例雷公藤及其制剂的 ADR/AE 报告中，
ADR 在用药当日发生较多，发生时间最快的为 20 
min，最长的为用药持续近 10 年后发生（见表 4）。

表 4　ADR发生时间分布 (n) 
Tab 4　Distribution of occurrence time of ADR (n)

ADR 发生

时间

雷公藤

多苷片

雷公藤

内酯软膏

雷公

藤片

雷公藤

总苷片

雷公藤

煎剂
总计

＜ 1 d   72 18   7 1 －   98

1 ～ 7 d   49   8   4 － －   61

7 d ～ 1 个月   25   1   1 － 1   28

1 ～ 3 个月   15   1   1 － －   17

3 ～ 12 个月     9 －   4 － 1   14

＞ 12 个月     4 － － － －     4

总计 174 28 17 1 2 222

2.5　ADR 累及系统 - 器官

　　按照 MedDRA24.1 术语集对 ADR 名称进行
规整，222 例雷公藤及其制剂的 ADR/AE 报告共
涉及 ADR 表现 335 例次，累及全身多个系统 - 器
官损害，雷公藤内酯软膏的 ADR 主要涉及皮肤
及皮下组织类，口服制剂则主要累及胃肠系统和
肝胆系统（见表 5），雷公藤多苷片的 ADR 构成
比占 77.91%。
2.6　单独用药 ADR 严重病例
　　161 例单独用药病例中，共有 15 例严重
ADR/AE 病例，其中 12 例（序号 4 ～ 15）累及
肝胆系统，占单独用药严重 ADR/AE 报告比例的
80.00%（见表 6）。
2.7　雷公藤中毒典型案例
　　患儿，男，13 岁，以“膝关节疼痛 4 年，呕
吐 5 d，抽搐昏迷 1 d”为主诉于 2005 年 10 月 18
日急诊入院。患儿于入院前 14 d（10 月 4 日）开
始服用雷公藤煎汁，共服 9 d（第一日服用一汤

匙，第二日服用两汤匙，第三日服用三汤匙，三
汤匙剂量连续服用 6 d），10 月 13 日患儿出现恶
心、呕吐胃内容物约 8 ～ 9 次，并感乏力胸闷，
遂停服雷公藤。10 月 15 日就诊于当地医院，治
疗效果不佳，遂于 10 月 18 日下午转诊我院，急
诊拟为“休克、雷公藤中毒”收住院。查体：体温
39.0℃，心率 160 次·min－ 1，呼吸 26 次·min－ 1，
血压 40/10 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）。神志
不清，处于浅昏迷状态，抬送入院，被动体位，
无法对答。面色苍白，四肢欠温，双侧瞳孔等大
等圆，直径约 0.25 cm，对光反射迟钝，压眶反
应存在。咽红充血，双侧扁桃体Ⅰ度大，未见脓
点。颈无抵抗，颈动脉搏动存在，颈静脉无充盈，
呼吸深长，未见三凹征，双肺呼吸音粗，未闻及
干性啰音。心率 160 次·min－ 1，律齐，心音低
钝，各瓣膜听诊区未闻及杂音。四肢呈非凹陷性
浮肿，双膝腱反射及跟腱反射未引出。血生化：
血清谷丙转氨酶 916 IU·L － 1↑，血清谷草转氨
酶 5417 IU·L － 1↑，血尿素氮 19.9 mmol·L － 1↑，
血清肌酸酐 241 μmol·L － 1↑。入院后考虑患儿
“雷公藤中毒，中毒性休克，多脏器功能衰竭”，
急给予吸氧，心电监护及血浆生理盐水扩容，多
巴胺升压，肝素静脉滴注，头孢曲松钠抗感染等
处理后，患儿血压回升，于入院后 1 h 升至 95/75 
mmHg，四肢末端渐温暖，开始排尿，呈酱油色，
于入院后半日尿量达 1200 mL，血压于 120/75 
mmHg 左右波动，神志转清，但不能视物，四肢
肌力Ⅰ～Ⅱ级，排黑便数次，查 OB（＋），查心
电图示：Q-T 间期延长，血常规示血红蛋白最低
至 63 g·L － 1，血小板最低至 41×109·L － 1，考
虑骨髓抑制。患者于入院后第 4 日尿量减少，经
利尿，扩容，改善循环等处理，尿量仍进行性减
少，患儿诉胸闷、头晕、视物模糊，有时胡言乱

有后遗症 2 例（1 例表现为多脏器功能衰竭，1 例
不详），单独用药与联合用药的转归分布差异无统

计学意义（见表 3）。
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表 5　ADR累及系统 -器官及临床表现 
Tab 5　Systems-organs with ADRs and clinical manifestations

累及系统 - 器官分类

（SOC）
不良反应表现（n）

合计

[n（%）]
药品名称

胃肠系统 恶心（33），呕吐（20），腹痛（15），腹泻（11），口干（10），
腹胀（7），胃肠不适（7），味觉异常（1），十二指肠溃疡

（1），便秘（1）

106（31.64）雷公藤多苷片（98），雷公藤片（8）

皮肤及皮下组织类 局部皮肤反应（36），皮疹（28），荨麻疹（5），接触性皮炎

（4），脱发（2），过敏性紫癜（1），带状疱疹（1），大疱性

表皮松解（1），全身性红斑（1）

79（23.58）雷公藤多苷片（41），雷公藤内酯软膏

（36），雷公藤片（2）

肝胆系统 肝功能异常（29），高转氨酶血症（10），肝细胞损害（7），皮

肤变黄（1），黄疸（2），肝炎（2）
51（15.22）雷公藤多苷片（40），雷公藤片（9），雷

公藤煎剂（2）
各类神经系统 头晕（20），头痛（3），晕厥（1），手足麻木（1） 25（7.46）雷公藤多苷片（23），雷公藤片（2）
全身性疾病及给药部位各

种反应

乏力（5），水肿（5），胸闷（3），疼痛（2），胸痛（1），行走困

难（1）
17（5.07）雷公藤多苷片（11），雷公藤内酯软膏

（4），雷公藤片（2）
血管与淋巴管类 白细胞减少症（5），血小板减少症（5），全血细胞减少症

（1），贫血（1），骨髓抑制（1），循环衰竭（1），中性粒细

胞减少症（1），中毒性休克（1）

16（4.78）雷公藤多苷片（14），雷公藤煎剂（2）

生殖系统及乳腺 月经不规则（9），闭经（2），月经量减少（1），阴道出血（1） 13（3.88）雷公藤多苷片（12），雷公藤总苷片（1）
肾脏及泌尿系统 多尿（2），肾功能异常（2），血尿（1），少尿（1），急性肾衰

竭（1）
7（2.09）雷公藤多苷片（4），雷公藤煎剂（2），

雷公藤片（1）
代谢及营养类 食欲不振（6） 6（1.79）雷公藤多苷片（6）
心脏器官 心悸（4），左心室衰竭（1），结性心律失常（1） 6（1.79）雷公藤多苷片（5），雷公藤片（1）
眼器官 眼部不适（1），视物模糊（1），复视（1），眼痛（1） 4（1.19）雷公藤多苷片（4）
各种肌肉骨骼及结缔组织 下肢疼痛（2），关节痛（1），肌酸激酶升高（1） 4（1.19）雷公藤多苷片（3），雷公藤内酯软膏（1）
呼吸系统、胸及纵隔 呼吸急促（1） 1（0.30）雷公藤多苷片（1）

表 6　单独用药严重病例的主要信息 
Tab 6　Key information for severe cases of medication alone

序号 药品名称 性别 年龄 / 岁 持续用药时间 /d 用药原因 不良反应名称 结果

1 雷公藤多苷片 女 67 10 肾病综合征 全血细胞减少症 好转

2 雷公藤多苷片 女 35 7 风湿性关节炎 白细胞减少症 痊愈

3 雷公藤多苷片 女 41 333 肾性高血压 月经紊乱 好转

4 雷公藤多苷片 男 28 12 IgA 肾病 高转氨酶血症 不详

5 雷公藤多苷片 女 39 24 湿疹 肝功能异常 好转

6 雷公藤多苷片 男 37 12 肾病综合征 肝功能异常 痊愈

7 雷公藤多苷片 男 52 36 类风湿关节炎 肝功能异常 痊愈

8 雷公藤多苷片 男 53 34 类风湿关节炎 皮肤变黄；肝功能异常 好转

9 雷公藤多苷片 男 82 34 类风湿关节炎 肝炎 好转

10 雷公藤多苷片 男 67 106 类风湿关节炎 肝功能异常 好转

11 雷公藤多苷片 男 53 35 慢性肾衰竭 肝功能异常 痊愈

12 雷公藤多苷片 女 33 69 类风湿关节炎 肝功能异常 痊愈

13 雷公藤片 女 51 111 白癜风 肝功能异常；黄疸 好转

14 雷公藤片 男 17 120 强直性脊柱炎 肝功能异常 痊愈

15 雷公藤煎剂 男 13 9 强直性脊柱炎 骨髓抑制；肝功能异常；中毒性休克；急性肾衰竭；循环衰竭 有后遗症

语，考虑患儿雷公藤中毒时间较久，各脏器损伤
已不可逆，病情危重，随时可能死亡，将病情反
复告诉家属，家属表示理解，要求放弃治疗，自
动出院。
3　讨论
3.1　ADR 与性别、年龄分布
　　总体上女性患者略多于男性患者，这可能与
该类药物多用于治疗 RA，而 RA 的女性患病率高

于男性 [4] 有关。结合年龄分布来看中老年发生较
多，65 岁及以上的男性高于女性，这可能与 RA
的发病规律有关，中老年是 RA 的高危人群 [5]，
男性 RA 患者主要集中在 50 ～ 69 岁，而女性 RA
患者为 40 ～ 59 岁。另外，本研究发现尚有个别
儿童用药，雷公藤口服制剂说明书明确儿童禁用，
但目前使用雷公藤多苷制剂治疗儿童紫癜性肾炎、
过敏性紫癜等 [6-7] 的报道和临床研究很多，且取
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得较好疗效。对使用雷公藤多苷的儿童远期随访
研究显示，部分男性患者精液常规检查异常，女
性患者性腺的长期影响不明显 [8-9]。建议儿童使用
安全性更高的其他治疗药物，必须使用雷公藤口
服制剂时可优先考虑女性患儿。
3.2　ADR 与给药途径、用药原因
　　从用药原因来看，雷公藤及其制剂主要用于治
疗免疫系统疾病。随着对雷公藤及其制剂的不断深
入研究，发现其已被广泛应用于多种皮肤科疾病的
治疗上 [10]，但雷公藤制剂说明书并未明确记载其
可以用于治疗皮肤及皮下组织类疾病如皮炎、湿疹
等，因此雷公藤及其制剂用于治疗皮肤及皮下组织
类疾病仍属于超说明书用药。建议雷公藤制剂生产
企业加强临床研究，适时增加适应证；临床使用时
应符合说明书或卫生行政部门发布的诊疗指南。
　　本研究中外用制剂雷公藤内酯软膏主要用于
治疗银屑病，ADR 多表现为皮疹、瘙痒、皮肤局
部反应等，均为一般反应。口服制剂中，雷公藤
多苷片报告数相对雷公藤片、雷公藤总苷片、雷
公藤煎剂更多，可能与雷公藤多苷片是国家基本
药物，是免疫抑制剂的首选药物之一 [11]，在市场
上的使用比其他口服制剂更多有关。
3.3　ADR 与用药情况及转归、报告类型
　　联合用药的严重报告数构成比更高，查阅与
雷公藤及其制剂联用较多的醋酸泼尼松片、甲氨蝶
呤片、来氟米特片等药品说明书，均记载这些药品
对胃肠系统、肝胆系统等有损伤，提示临床在保证
药物疗效的前提下，应尽量避免雷公藤与有 ADR
叠加风险的药物联合使用，因治疗需要的联合使
用，应严密监测其 ADR，避免潜在风险。
　　严重 ADR/AE 报告占总报告的 14.86%，主要
累及肝胆系统、血管与淋巴管类、肾脏及泌尿系
统、生殖系统及乳腺等。多数患者转归或预后良
好。222 例报告中，有 2.25% 患者未好转，其中
4 例 ADR 表现为肝功能异常，1 例表现为大疱性
表皮松解，另外还有 2 例有后遗症，因此不可忽
视雷公藤及其制剂的安全性问题。应注重平衡风
险与效益之间的关系，临床使用时应详细询问有
无肝病史或药物性肝病史、过敏史及其他疾病史
等，用药期间应注意定期随诊并检查血、尿常规
及心电图和肝肾功能，对因个体差异等因素出现
严重 ADR 或 ADR 未能好转的患者应调整用药方
案，及时减量或停药，并进行对症处理。
3.4　ADR 发生时间
　　从 ADR 发生时间结合病例的用药持续时间
来看，ADR 在整个用药周期均可出现，发生时间
在 1 d 内的主要以恶心、呕吐、腹痛、腹泻等胃肠

系统表现及过敏反应为主，超过一周后累及系统
器官逐渐增多。雷公藤制剂说明书建议连续用药
一般不超过 3 个月，本研究中部分患者用药时间
超过说明书的建议用药时间，有的甚至用药长达
10 年。导致超说明书疗程用药的原因，一方面可
能是部分病例是 2012 年国家要求修改说明书之前
收集的，另一方面是自身免疫系统疾病过程漫长
且较难治愈，需长期用药，存在患者在院外自行
购买使用不当的情况。因此应加强院内外患者的
用药教育，重点强调用药疗程、禁忌、注意事项、
ADR 等，避免因认知缺陷或其他原因导致出现不
可逆转的严重后果。
3.5　ADR 累及系统 - 器官
　　本研究中 ADR 累及多系统，以胃肠系统最
多，其次为皮肤及皮下组织类、肝胆系统等。因
本研究均为自发报告，受到自发报告系统的局限
性，无法计算发生率。但孙萍萍等 [12] 用随机对照
试验的方法统计了各系统的 ADR 发生率，基本印
证了上述 ADR 结果。胃肠系统、皮肤及皮下组织
类 ADR 上报率高可能与临床表现容易被患者或医
师发现有关。造成胃肠系统损伤可能是雷公藤及其
制剂刺激胃肠道黏膜，造成平滑肌痉挛导致的一系
列症状 [13]。而造成严重 ADR 的多涉及肝胆系统，
这与文献报道的雷公藤制剂的 ADR 以肝胆系统损
伤程度较严重相一致 [2]。雷公藤引起肝毒性的毒理
学基础并不完全清晰，其作用机制复杂，目前研究
认为，造成肝毒性可能与脂质过氧化反应、肝细
胞凋亡、免疫损伤、肝药酶活性改变及代谢异常等
有关 [14]。有文献指出多数药物性肝损伤并无症状，
需要通过实验室检查才能发现 [15]。有些药物性肝
损伤有厌油、乏力、恶心、呕吐、腹痛等表现 [16-17]，
推测雷公藤及其制剂的实际肝损伤病例可能比统计
的更多。因此，患者一旦出现厌油、乏力等症状时
应及时报告医师。同时雷公藤及其制剂还具有一定
蓄积性，对有肝病患者更应避免使用 [18]。本研究
统计有 13 例次的生殖系统与乳腺相关 ADR，有文
献报道雷公藤存在一定的生殖毒性 [19]，孙凤等 [20]

采用 meta 分析认为其生殖毒性发生率较高，以闭
经、月经紊乱、精子活力下降等为主，且用药时间
越长，发生月经紊乱的风险越高，提示对有生育计
划的男性女性均应谨慎使用。
3.6　单独用药严重 ADR 病例
　　对关联性较高的雷公藤及其制剂单独用药的
严重 ADR 病例进行重点分析，可见年龄分布、用
药持续时间跨度较大，提示任何年龄和用药时间
均有可能发生严重 ADR。严重 ADR 涉及肝胆系
统的占比最大，提示临床在使用雷公藤及其制剂
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时应控制用药时间，用药过程中，应该早期、定
期监测肝功能指标，必要时联合保肝药物使用，
避免造成严重肝损伤，提高用药的安全性。
3.7　典型中毒案例分析
　　该案例是一名 13 岁的儿童，属超禁忌人群
使用，且超剂量服用时间较长，患儿出现中毒症
状未及时就医，入院后虽然采取积极救治，但中
毒时间较久，病情进展迅速，造成多系统损伤，
各脏器损伤不可逆。该病例为院外使用雷公藤，
可能存在家属对雷公藤剂量、用药部位和炮制方
法等把握不当的情形，对雷公藤可能引起中毒的
认识不清，导致病情延误。因此建议雷公藤应在
中医的辨证施治下使用，同时严格掌握用药指
征、剂量、时间，定期监测血、尿常规，肝、肾
功能及心电图，一旦出现中毒症状应及时就医。
4　展望
　　雷公藤及其制剂在治疗自身免疫性疾病上具
有显著的疗效 [21] 和价格优势，但治疗窗狭窄限
制了它的使用。通过以上分析可以看出，雷公藤
及其制剂在合理使用下总体安全，其不良反应可
涉及多系统，对胃肠、肝胆、生殖、神经等系统
均存在一定的损伤，以肝胆系统较为突出，提示
临床应早期干预，避免潜在毒性，必要时开展前
瞻性真实世界研究。鉴于雷公藤及其制剂的毒效
二重性，对其质量应该严格把关。但雷公藤产地、
环境、采收季节、种植方法等不同，药材成分也
可能不同；而其制剂的质量状况同样存在差异，
不同企业制剂化学成分差异大，同企业制剂批次
间质量不稳定、残留溶剂超标等问题，造成疗效
与 ADR 的差异 [22-23]。如何减毒增效，控制产品
质量，科学合理使用，是今后研究亟需解决的问
题。因此应深入开展雷公藤活性、毒性物质的基
础研究，探究不限于结构修饰、制剂改良、传统
炮制、复方配伍 [24] 等方法减毒增效，研究探索量
效关系的平衡，工艺技术的改善，制剂标准的优
化，产品质量的控制，以期雷公藤能更加安全有
效地应用。
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1 例胰岛素治疗致急性痛性神经病变的不良反应分析
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　　糖尿病神经病变是糖尿病最常见的并发症之
一，多与血糖控制不佳相关，主要为慢性隐匿性
起病。Caravati 于 1933 年首次报道了在高血糖得到
控制后急性发作的神经性疼痛病例，并命名为胰
岛素神经炎（insulin neuritis，IN）[1]。IN 是一种快
速降糖治疗所诱发的罕见医源性小纤维神经病变，
与糖尿病病因致周围神经病变不同的是，此类患
者快速控制血糖后出现某特定部位、四肢乃至全身
烧灼样或针刺样剧烈疼痛 [2-3]。本文就 1 例胰岛素
强化治疗后糖化血红蛋白（HbA1c）大幅度下降，
致严重程度少见的以全身剧烈疼痛症状为主要表
现的急性神经病变患者进行分析，从临床药师角
度提高对药物不良反应的认识，寻求有效的防治
方法，保障患者用药安全。
1　病例资料
　　患者，女，39 岁，因“口干、多饮、多尿伴
消瘦 3 年余，全身剧烈疼痛、四肢麻木 1 月余”于
2021 年 2 月 19 日入院就诊。患者既往体健，2017
年开始无明显诱因出现口干、多饮，每日饮水量约
3000 mL，尿量明显增多伴体质量减轻约 3 kg，无
发热、咳嗽，无突眼、心悸不适，前往当地卫生
院就诊，测空腹血糖高，考虑糖尿病，予以格列
齐特片（80 mg bid）联合二甲双胍片（1 g bid）口
服降糖，血糖控制欠佳，2020 年 12 月于当地医院
测空腹血糖 18.8 mmol·L－ 1、HbA1c 14.9%，诊断
为 1 型糖尿病，停口服降糖药改用甘精胰岛素睡前
22 u，赖脯胰岛素早餐前 8 u- 中餐前 8 u- 晚餐前 6 
u 皮下注射，自诉血糖控制尚可。胰岛素治疗 1 月
余（2021 年 2 月）出现肢体远端皮肤疼痛，麻木，
后迅速发展至全身皮肤火灼感，针刺痛，疼痛剧
烈，夜间更甚且难以入睡，再次当地医院住院治
疗，测空腹血糖 8.27 mmol·L－ 1、HbA1c 9.2%，
予以输液治疗 1 周（具体药物不详），症状稍好转
后出院，出院后继续口服硫辛酸、复合维生素 B

片、甲钴胺片营养神经治疗，口服曲马多缓释片 1
片·d － 1 治疗。既往无腰腿痛等类似疾病发生，无
外伤史，否认高血压、冠心病，否认实物、药物过
敏史，预防接种史不详。
　　入院体查：体温 36.6℃，脉搏 110 次·min－ 1，
呼吸 16 次·min－ 1，血压 115/85 mmHg（1 mmHg ＝

0.133 kPa）， 身 高 152 cm， 体 质 量 40 kg，BMI 
17.31 kg·m－ 2。发育正常，营养中等，消瘦，神
志清楚，被动体位，急性病容，表情痛苦，入睡困
难，情绪波动大；四肢活动正常，无关节红肿、活
动障碍，四肢及躯干部痛觉过敏，震动觉、10 g 尼
龙丝试验未见异常，双下肢无水肿，双足背动脉
搏动正常，无杵状指趾，双膝反射正常，四肢肌
力、肌张力正常，双侧病理征阴性。入院疼痛评
分（疼痛评分采用数字分级法）9 分。辅助检查：
外院（2021 年 2 月 2 日）血糖：8.27 mmol·L－ 1、
HbA1c 9.2%、血酮 0.30 mmol·L－ 1、血常规、肝
肾功能、凝血功能、脑钠肽（BNP）、血脂、心肌
酶、大小便常规示基本正常，胸片未见异常。入院
后（2 月 19 日），查肝肾功能、甲状腺功能三项＋

皮质醇＋性激素＋甲状旁腺激素、三大常规大致正
常，HbA1c 8.9%，C 肽释放试验：空腹 C 肽值 0.2 
ng·mL－1、峰值1.1 ng·mL－1，甲胎蛋白、癌胚抗原、
抗核抗体、抗 dsDNA 抗体、抗 Sm 抗体、糖尿病
自身抗体（GAD/ICA/IAA）均阴性。动脉彩超双侧
颈动脉、椎动脉、下肢动静脉未见明显异常。
　　治疗过程：入院后完善相关检查，第 1 日患者
诉全身疼，以胸背痛为甚，查 HbA1c 8.9%、随机
血糖 7.0 mmol·L－ 1，继续院外基础加餐前胰岛素
降糖方案；针对神经病变起始治疗：甲钴胺注射液
（1 mg qd iv drip）、硫辛酸注射液（0.6 g qd iv drip）
营养神经；加巴喷丁胶囊（0.2 g tid）联合普瑞巴林
胶囊（75 mg bid）缓解疼痛治疗；住院第 5 日患者
仍诉全身疼痛，夜间难忍，严重影响睡眠，情绪
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低落，肌电图提示双侧正中神经、尺神经、双腓神
经、双腓肠神经轻度损害，CT 检查排除椎体相关
性疾病，临床药师建议加用 5- 羟色胺再摄取抑制
剂度洛西汀肠溶片（20 mg bid），根据患者耐受性
可加量滴定，最大剂量为 60 ～ 120 mg·d－ 1，分
两次服用，停用普瑞巴林胶囊，根据疗效和耐受
性增加加巴喷丁胶囊剂量，最大剂量为 1.8 g·d－ 1，
分 3 次服用，当无法睡眠可临时给予阿普唑仑片
（0.4 mg qn）助眠，曲马多缓释片（100 mg qn）止
痛，临床医师采纳药师建议；患者住院第 21 日诉
疼痛较前稍有缓解，但仍全身疼痛，夜间偶需加
服阿普唑仑助眠，曲马多缓释片镇痛。住院期间降
糖方案未变，根据血糖水平微量调整胰岛素剂量，
监测餐前血糖波动于 5.3 ～ 10.9 mmol·L－ 1，餐后
血糖波动于 6.6 ～ 12.6 mmol·L－ 1，C 肽释放试验
示胰岛功能极差，胰岛素相关抗体阴性，结合病
史诊断为 1 型糖尿病，带药出院。跟踪回访患者被
告知 2021 年 8 月左右疼痛大幅缓解并停用所有口
服药，继续胰岛素治疗，至 2022 年 2 月左右疼痛
完全消除，体质量升至 55 kg，能正常参与生产生
活。临床药师根据患者病史、用药史、疼痛特点查
阅相关资料 [2]，考虑不良反应为胰岛素神经炎。
2　分析讨论 
2.1　不良反应关联性评价
　　结合患者发病史、家族史及既往用药史，临床
药师考虑患者急性神经疼痛为胰岛素快速降糖所
致。根据国家药品不良反应（adverse drug reaction，
ADR）中心制定的关联性判定结果为“很可能”：
① 胰岛素治疗与神经痛的时间关联性：治疗前无
感觉异常及疼痛，胰岛素强化控糖 1 月余无明显诱
因四肢疼痛，快速进展至全身痛，病程较短；② 
患者胰岛素治疗前有 4 年糖尿病史，未予正规检
查和治疗，2020 年 12 月测 HbA1c 14.9%，胰岛素
强化治疗 1 月余后测 HbA1c 为 9.2%（2021 年 2 月
2 日），入院后（2021 年 2 月 24 日）测得 HbA1c 为
8.9%，HbA1c 两月降幅达 6%，与文献报道血糖下
降幅度大相关结论一致 [3-4]；③ 因治疗需要未停用
胰岛素，通过微量下调胰岛素剂量减缓降糖速度、
对症治疗后疼痛稍缓解；④ 患者服用二甲双胍片
与格列齐特片 3 年余未出现相似症状，说明书及文
献未查阅到两药致痛性神经病变的报道；⑤ 糖尿
病周围神经病变常慢性起病，长时间局限于肢体
远端，少累及躯干及全身，血糖的良好控制一般
不会使其加重，患者对缓解神经痛类药物（如普瑞
巴林、度洛西汀）反应较好 [5]；⑥ 脑血管、中枢神
经系统、血液系统、脑血管病变以及类风湿疾病也
可引起身体感觉异常及疼痛，结合患者体征、检验

结果和相关影像学资料，不支持此类疾病；⑦ 其
他特殊原因引起的感觉异常及疼痛（如神经毒性药
物、食物、肾功能不全代谢毒物、肿瘤等对神经的
损伤），往往还伴有其他表现及相应病史，患者疼
痛特点、病史、体检及辅助检查结果均不支持；⑧ 
通过后期跟踪回访，患者发病后半年在停用镇静
镇痛药物的情况下神经疼痛大幅缓解，1 年左右疼
痛完全消失，符合绝大多数胰岛素神经炎患者在
3 ～ 8 个月后疼痛症状逐渐缓解甚至消失的时间自
限性特点 [6]。
2.2　诱发胰岛素神经炎的可能机制
　　胰岛素神经炎的机制目前不明确，有学者将
其划归为糖尿病急性医源性并发症 [7]，诱发胰岛素
神经炎的机制可能是多方面的：
　　① 神经外膜血管形态明显异常，导致神经外
膜动静脉分流，血流动力学在短时间内发生改变，
神经内膜缺血缺氧而致神经病理性疼痛 [8]。② 血
糖快速下降所致的神经毒性作用：血糖是神经系统
最主要的能量供应来源，因此神经系统对低血糖特
别敏感，既往长期处于高血糖状态，血糖快速下降
后处于相对低血糖的状态，可通过多种机制引起急
性痛性神经病变，即使血糖水平在正常范围均可能
触发神经痛等症状 [9]。③ 血糖快速下降后所致代
谢紊乱：患者既往血糖控制很差，长期处于高血糖
状态，快速纠正高血糖后，血糖快速下降打破了原
本的代谢平衡，从而引发一系列的代谢改变引起患
者的急性痛性神经病变 [10]。④ 血糖快速下降致神
经纤维再生超兴奋性：神经纤维的自发性去极化可
引起麻木、感觉异常和疼痛，在这种情况下，神经
病变疼痛的急性发作反应已被损坏，神经纤维开始
修复与再生，同时反映着病情的好转 [11]。
2.3　胰岛素神经炎的特点及常用治疗药物
　　胰岛素神经炎最常见的症状是在快速血糖控
制改变后 2 ～ 8 周出现急性或亚急性神经性剧烈疼
痛，以小纤维受累为主的触痛和痛觉过敏为特征，
青、中年女性多见；起病时疼痛多见于四肢，尤其
是足部，可扩展至大腿、会阴、腹部、胸部、上
肢、颈部，甚至全身；常常夜间疼痛超过白天；温
觉、震动觉多无明显异常，少数患者可有轻度感觉
减退；体征较少，可出现踝反射和膝反射减退；神
经电生理检查无异常或轻度异常；同时可伴有微血
管病变如肾病、视网膜病变，自主神经功能障碍和
焦虑、抑郁等精神症状；1 型、2 型糖尿病均可发生，
总体 1 型糖尿病患者发生的风险更大，与治疗前血
糖控制差，治疗后血糖水平迅速改善相关，且通
常是由胰岛素治疗引起的 [5，12-14]。HbAlc 降低的幅
度越大、速度越快，这种不良反应发生的风险就越
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高、症状越重。研究报道胰岛素治疗 3 个月 HbAlc
下降幅度超过 2% 的发生率达 10%；超过 4% 的发
生率达 50%；超过 5% 的发生率高达 90%[7]。目前
由于临床重视不足易被误诊，且 IN 的发病机制尚
未明确，病因治疗较困难，主要在管理好血糖的
基础上对症治疗，治疗措施与糖尿病外周神经病
变类似，同时重视心理治疗。
　　① 血糖管理：至今未有足够的证据表明维持
或重回高血糖状态可成为 IN 的治疗策略，因此对
于糖尿病患者预防和治疗相关并发症，合理的血
糖控制仍是基础，此病具有自限性，绝大多数患者
在 3 ～ 8 个月后疼痛症状逐渐缓解甚至消失，因此
控制降糖速度是预防和减少 IN 的重点，目前大部
分学者认为以 3 个月内 HbAlc 下降 2% 作为预防该
病的切入点较为合理 [15]。② 止痛治疗：虽然与糖
尿病周围神经病变止痛对症治疗药物相同，但由于
疼痛要严重得多，药物的用法用量可能需要区别对
待。目前临床可供医师选择的有效镇痛药有多种，
包括抗惊厥药物（如加巴喷丁、普瑞巴林）、抗抑
郁药物（如阿米替林、丙咪嗪）、5- 羟色胺再摄取
抑制剂（如度罗西汀、文拉法辛）、阿片类药物（如
曲马多、吗啡、羟考酮）等 [16]。对于剧烈神经性疼
痛的治疗，往往须联合使用两种甚至三种药物，后
续治疗应根据神经性疼痛的改善情况进行方案和剂
量的调整，以便在患者可容忍的情况下适当减少神
经性疼痛药物的使用 [17]。③ 心理治疗：部分患者
可能因长时间严重疼痛、睡眠障碍导致生活质量下
降，甚至出现焦虑、抑郁状态，故增强患者治疗信
心非常重要，必要时应进行抗焦虑治疗。
3　总结与体会
　　IN 所致全身剧烈疼痛给患者带来了巨大的痛
苦，严重影响患者的生活质量，临床药师通过药学
服务为患者提供了合理的用药方案与科学的健康教
育，增强了患者战胜疾病的信心。此患者对疼痛治
疗药物反应不佳，经过数月后神经痛大幅缓解直至
消失，符合 IN 病程的相关报道 [18]。临床药师通过
对此例患者的总结与文献学习，排除其他疼痛性疾
病且有严格控糖用药史的糖尿病患者，出现急性亚
急性神经痛考虑为 IN。IN 临床特征主要表现为神
经急性或亚急性剧烈疼痛，治疗药物和方案与外周
神经病变类似。IN 患者常伴有焦虑、抑郁等精神症
状，一旦发生应及时干预。避免血糖控制过快是预
防该病的关键，特别是 1 型糖尿病或长期高血糖史
等危险因素的患者，应注意血糖控制的速度，由于
目前尚没有关于预防 IN 的前瞻性数据，建议降糖
治疗前做好临床疗效与用药风险评估，改善 HbA1c 
水平同时兼顾降糖幅度，降低 ADR 发生风险。
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　　肝癌是目前全球最常见的恶性肿瘤之一。大
多数患者发现时为中、晚期，治疗选择非常有
限 [1]。瑞戈非尼是一种新型口服小分子多靶点酪
氨酸激酶抑制剂，主要通过阻断肿瘤新生血管生
长抑制肿瘤增殖与侵袭。在美国、欧盟、中国和
日本等多个国家及地区被批准用于治疗成人既往
经过索拉非尼治疗失败的肝细胞癌的二线治疗 [2]。
瑞戈非尼等酪氨酸激酶抑制剂会引起一系列特异
性皮肤不良事件，包括手足皮肤反应（hand-foot 
skin reaction，HFSR）和皮疹或脱屑，也可能引
起严重皮肤毒性，包括多形性红斑（erythema 
multiforme，EM） 甚 至 Stevens-Johnson 综 合 征
（Stevens-Johnson syndrome，SJS）等 [3]。皮肤毒
性如果管理不当会降低患者生存质量，导致治疗
减量甚至终止进而可能缩短患者总生存期，而严
重皮肤毒性例如 SJS 则可能危及生命 [4]。因而及
早辨识和管理瑞戈非尼皮肤毒性对管理晚期肝细
胞癌患者生存质量有重要意义。本文通过对 1 例
患者使用瑞戈非尼后出现 EM 并再挑战失败的病
例进行分析，以期为临床安全用药提供参考。
1　病例资料

　　患者，女性，39 岁，于 2021 年 9 月因“上
腹部 MR 平扫＋增强检查示肝右下段占位并肝内
多发结节灶，考虑肝癌可能性大；肝硬化”入院
治疗。查体：身高 150 cm，体质量 46.3 kg，体
表面积 1.36 m2，美国东部肿瘤协作组（Eastern 
Cooperative Oncology Group，ECOG）体力状况
评分 1 分，数字评定量表（Numeric Rating Scale，
NRS）评分 0 分。全身皮肤、黏膜无黄染，腹平
坦，未见腹壁静脉曲张，腹软，剑突下、右下腹
部有压痛，反跳痛可疑阳性，肝脾肋下未触及，
全腹未及包块。肝区叩击痛阳性，其余无特殊。

辅助检查：甲胎蛋白＞ 2000.00 ng·mL － 1。乙肝
表面抗原定量＞ 225.000 ng·mL － 1、乙肝核心抗
体定量＞ 12.000 U·mL－ 1。Child-Pugh 评分 A 级。
上腹部＋下腹部＋盆腔（三维＋增强扫描）CT 检
查示：肝内散在多发结节和肿块，考虑为肝癌并
肝内多发子灶或肝内转移。诊断：肝恶性肿瘤并
肝内多发转移，慢性乙型病毒性肝炎，肝硬化。
2021 年 10 月开始给予替雷利珠单抗注射液，200 
mg ivgtt，每 3 周一次联合仑伐替尼，8 mg po qd
行姑息治疗。2021 年 10 月至 2022 年 5 月使用仑
伐替尼期间出现 3 级 HFSR 后给予停药及对症处
理后恢复至 2 级并继续仑伐替尼治疗，疗效评价
疾病稳定（stable disease，SD）。2022 年 6 月患
者甲胎蛋白 1206.15 ng·mL － 1，影像学提示：肝
内散在多发结节和肿块，部分较前增大。考虑肿
瘤进展，6 月 9 日更换二线治疗方案为替雷利珠
单抗注射液 200 mg ivgtt，每 3 周一次，联合瑞戈
非尼 160 mg po qd，服用 21 d 停药 7 d，28 d 为一
周期。6 月 20 日因为瑞戈非尼引起的 3 级 HFSR
停药，当日全身出现散在皮疹。6 月 21 日因全
身泛发红斑及丘疹入院皮肤科诊断 EM（见图
1）。查体：头面部、躯干、四肢可见大量深红色
豌豆至蚕豆大小，圆形或椭圆形水肿性红斑或丘
疹。红斑融合成片，未见明显糜烂及渗出，尼氏
征（－）。入院后给予甲泼尼松，60 mg ivgtt qd 冲
击治疗，西替利嗪片，10 mg po bid 等对症治疗
后于 7 月 5 日痊愈出院并继续口服甲泼尼龙片 20 
mg qd 维持治疗。7 月 12 日在参考说明书减量后
使用瑞戈非尼 120 mg po qd 进行再启动，7 月 13
日出现颜面部浮肿，7 月 14 日双下肢出现片状红
斑皮疹，考虑为瑞戈非尼再激发引起的药疹，永
久停用瑞戈非尼转入三线治疗。
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图 1　瑞戈非尼致多形性红斑

A. 2022 年 6 月 21 日多形性红斑型药疹；B. 2022 年 7 月 5 日痊愈出

院；C. 2022 年 7 月 14 日瑞戈非尼再激发皮疹

2　讨论

　　患者于 2022 年 6 月 9 日首次服用瑞戈非尼，
6 月 20 日开始出现散在皮疹并发展为 EM，遂入
院治疗。痊愈出院后于 7 月 12 日进行瑞戈非尼再
启动，次日出现 EM 再激发。根据 Naranjo 标准 [5]

就瑞戈非尼与 EM 进行不良反应关联性评价：瑞
戈非尼说明书提及皮肤不良反应包括 EM（少见）。
根据患者用药史，在 6 月 9 日至 7 月 13 日期间使
用的药物仅瑞戈非尼一种，首次发生 EM 停药痊
愈后重启瑞戈非尼治疗出现 EM 再激发，参考国
外类似报道 [6]，Naranjo 评分为 10 分，瑞戈非尼与
该患者 EM 关系为确定。具体评分详见表 1。

表 1　瑞戈非尼与 EM的 Naranjo评分结果

相关问题
Naranjo 评分 瑞戈非尼

是 否 未知 是 否 未知

1. 以前是否有关于此种不良反应确定的研究报告 1 0 0   1

2. 此种不良反应是否发生于服药之后 2 － 1 0   2

3. 当停药或服用此药之解药，不良反应是否减轻 1 0 0   1

4. 停药一段时间再重新服用此药，同样的不良反应是否再度发生 2 － 1 0   2

5. 有没有其他原因（此药物以外）可以引起同样的不良反应 － 1 2 0 2

6. 当给予安慰剂时，此不良反应是否会再度发生 － 1 1 0 0

7. 此药物的血中浓度是否达到中毒剂量 1 0 0 0

8. 对此患者而言，药物剂量与不良反应的程度是否是正向关系 1 0 0 0

9. 患者过去对同样或类似药物是否也产生同样的不良反应 1 0 0   1

10. 此项不良反应是否有客观的证据证明是药物所引起 1 0 0   1

总分 10

注：判断结果分为 4 级，依次为“可疑”（总分≤ 0）、“可能”（总分 1 ～ 4 分）、“很有可能”（总分 5 ～ 8 分）、“确定”（总分≥ 9 分）。

　　瑞戈非尼常见的不良反应包括皮肤毒性、高血
压、肝损伤、蛋白尿、腹泻、疲劳等。但由于其作
用靶点多，药物不良反应的表现多样，涉及范围较
广 [7]。其中以皮肤毒性最常见。在 CORRECT 试验中
接受瑞戈非尼患者中 26% 出现了皮疹（3 级不良反应
发生率为 6%）[8]，在 GRID 试验中 18% 的患者出现
任一级别的皮疹 [9]。在美国 FDA 不良事件报告系统
（FDA Adverse Event Reporting System，FAERS）中挖
掘的瑞戈非尼皮肤及皮下组织类疾病（包含 EM）比
例为 17.76%[10]，但是目前未有瑞戈非尼引起 EM 比
例的确切数据，在 PubMed 中检索仅发现 Mototsugu
等 [6] 在 2016 年报道了 1 例由瑞戈非尼引起的 EM，
文中提及瑞戈非尼引起 EM 的比例不足 0.6%。目前
国内尚未有瑞戈非尼引起 EM 的案例报道。
　　EM 是一种急性、免疫介导的皮疹，特点为
独特的靶形皮损，往往累及肢体远端，重症 EM
是指伴有黏膜受累的 EM，重度病例可能伴有发
热和不适等症状 [11]。许多因素都与 EM 的发生
有关，包括感染、药物、自身免疫性疾病等，不

到 10% 的 EM 病例由药物诱发 [11-12]。很多药物
都可引起发疹，最常见的致病药物可能是非甾体
类抗炎药、抗癫痫药和抗菌药物 [11-12]。随着抗肿
瘤靶向药物临床应用越来越广泛，目前也陆续报
道了多种靶向药物比如酪氨酸激酶抑制剂索拉非
尼引起的 EM[13]。有关 EM 发病机制的现有数据
大多来自于针对单纯疱疹病毒（herpes simplex vi-
rus，HSV）引起的 EM（HSV-associated erythema 
multiforme，HAEM）的研究，该机制认为 HAEM
主要与皮肤中 HSV 基因表达生成干扰素 γ（inter-
feron-gamma，IFN-γ）有关。但是对于药物引起的
EM（drug-induced EM，DIEM）则是与肿瘤坏死
因子 -α（tumor necrosis factor α，TNF-α）有关。两
者可根据皮肤活检病理进行一定程度的区别 [14]。
　　本例患者虽未进行皮肤活检进一步明确诊断
DIEM，但经历了瑞戈非尼减量再挑战后 EM 的
激发，权衡临床继续治疗的获益与风险，考虑到
患者目前进行的是姑息治疗，应保证生存质量，
最终停止了瑞戈非尼的治疗。
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　　抗肿瘤药物的皮肤毒性的管理与患者获得
较好的生活质量息息相关，特别在晚期肿瘤患
者中，可能延长患者的总生存期。虽然 EM 罕见
引起危及生命的并发症 [1]，但是部分 DIEM 可能
是其他严重致死性不良反应比如 SJS 的前驱症状
（虽然目前认为两者发病机制不同）[15]。早期辨识
DIEM 并充分评估再启动或调整治疗方案的获益
与风险需要个体化的评估。
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新医改形式下的我院药事管理工作实践与 DIP政策下的思索
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摘要：新医改背景下，医院药学部门的工作模式也在加速向“以病人为中心”转变。本文介绍

了我院药剂科在医改深化的新形势下，对药事管理工作进行的探索和实践经验。通过实施信息

化的合理用药闭环式监管、探索开展创新药学服务、开展多模式多渠道的合理用药宣教等举

措，药事管理工作不断地改进，亮点突出。合理用药效果显著，“三位一体”慢病管理药学服务

实现对患者的闭环式持续化的管理。药学服务得到临床医师和患者的一致好评，患者关注度和

满意度不断提升。本文对药学工作的进一步开展进行深入思索，并对临床药师如何发挥自身价

值、提供药学服务提出合理建议以适应按病种分值付费（DIP）支付时代的来临。
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　　2017 年，我国药品“零加成”开始全面实
行，这意味着医院传统的“以药补医”时代的结束，
药剂科仅提供药品保障已无法满足发展的需要 [1-2]。
各医院的药事管理工作面临着巨大的挑战。国家卫
生健康委员会联合国家中医药管理局在 2018 年 11
月联合下发文件《关于加快药学服务高质量发展的
意见》[3]，文中提出对药学服务重要性的认识需要
进一步提高，药学服务模式需要积极转变。2020
年 2 月又发布了《关于加强医疗机构药事管理 促进
合理用药的意见》[4]，再次强调医疗机构要加强合
理用药监管，并不断拓展药学服务。随着医药卫生
改革的全面深化推进，医院药学的工作和服务模式
不再是“以药品为中心”，而是加速向“以病人为
中心”转变。创新发展思路、推行新的举措是医院
药事管理工作发展的需要 [1]。然而，现阶段，许多
基层医疗机构在药事管理工作方面还存在以下问
题：药事管理观念陈旧、医院管理层对药事管理工
作重视不足、各项管理措施不够完善、药学服务能
力薄弱及人才资源缺乏等 [5]。新医改背景下，我院
药剂科积极应对挑战，牢固树立药事管理新观念，
通过不断的探索，开展新型药学服务模式，提升药
学服务质量，取得了一定成效。
1　药事管理工作措施及亮点

1.1　实施信息化的合理用药闭环式监管

　　药品使用信息化管理，积极开展处方点评，对
重点监控药品实施监管，形成比较完善的闭环管理
（见图 1）。处方点评工作小组依据重点监控药品目
录、区监控平台信息、信息科每月出具的全院药品
用量排行（按金额、数量）、各病区金额排名前十
的药品信息、门诊药品使用药品金额排名前十的医
师等信息，每月开展处方点评工作，形成专项点评
报告。点评结果通过药讯、院内 OA 系统进行双公
示，并报送医务科，医务科根据点评结果，将合理
用药情况纳入考核评价，同时责令有不合理用药的
临床科室进行反馈整改。医务科不断加大对不合理
用药的惩罚力度，对于存在不合理用药的医师责令
其整改；再次出现则进行警告，并对相应科室及医
师进行诫勉谈话；对于不合理用药情况出现 3 次以
上者，给予绩效考核，限制其对该药品的处方权；
限制处方权后，仍连续 2 次以上开具超常处方且无
正当理由的，取消其处方权；一个考核周期内 5 次
以上开具不合理处方的医师，应当认定为医师定期
考核不合格，离岗参加培训。
　　平均病种组合指数（CMI）反映了医院收治病
种和开展诊治技术的难易程度，是医院服务能力和
水平的体现。指数单价标准反映了医院收费的规范
性，药品指数单价偏离度是药品的指数单价偏离标
准指数单价的情况，药品实际指数与标准偏离度高

药事管理
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提示在同样病种诊治中可能存在药品费用消耗不合
理的情况。根据区卫生计生委所建立的病种组合指
数监管平台，对临床科室、各医师组的病种组合指
数、药品指数单价偏离度等指标以及病种组合与全
市同级同类医院比较情况进行分析与监管，将药品
偏离度指标纳入综合目标管理考核体系。同时，进
一步加强辅助用药的管理。将用量排名靠前、用量
出现异动、多次上榜区监管平台的药品作为区监管
平台重点监控品种，但点评合理率高的药品，经药
事会讨论并决议，对于用量出现异动以及多次（≥ 4
次 / 年）上榜标红的区合理用药监管平台重点监控
药品，采取限量采购措施，严控辅助用药的使用
量，杜绝过度使用情况。

图 1　合理用药闭环监管模式图

1.2　推进创新药学服务——“三位一体”慢病管理

　　临床药学团队积极开展“以病人为中心”的医院
药学服务，基于药物治疗管理（MTM）理论，提供
“三位一体”慢病管理药学服务。建立慢病全程化药
学管理中心，形成“住院 - 居家 - 门诊”闭环式管理
模式，为慢病患者提供持续而主动的管理。以患者住
院为起点，临床药师从入院药物宣教开始，做到药
学评估、干预实时化、用药宣教全程化，完成患者院
内的药学监护和管理。与呼吸科、儿科、心内科、内
分泌科等科室协作开设医师药师联合门诊，患者出
院后，通过联合门诊进行定期随访。同时，充分利用
新媒体平台优势，建立慢病管理药学服务微信平台，
实现对患者居家期间的持续管理。该平台可实现患者
健康档案建立、健康管理、复诊预约、在线实时咨询、
科普宣教等功能。实时、高效、优质地对慢病患者
进行“三位一体”闭环式持续化的管理。
1.3　探索互联网药学服务新形式，助力院外用药

安全

　　我院推出“在线复诊”服务，医师通过在线问
诊，开具处方，药师通过前置审方系统完成处方审
核，患者完成在线付费后，处方单会发送至药房，
药房人员根据处方单将药品打包好交给物流，寄到
患者家里。药师与慢病患者建立伙伴关系，通过电

话、微信等方式，及时回复患者留言信息。部分老年
患者不会使用微信，药师会每月定期电话随访患者，
以及时掌握患者用药依从性和慢病控制情况。药师还
会通过微信公众平台宣传疾病知识、用药知识、生
活注意事项等，对慢病患者进行持续化的宣传教育。
1.4　开展多模式、多渠道的合理用药宣教

　　临床药师面向医务人员、在院患者及公众提
供各种线上、线下的合理用药宣教活动。开展线
下的合理用药宣教活动：
　　① 住院期间临床药师与医师查房后，为患者提
供用药咨询、用药教育等药学服务。② 制作合理用
宣教手册和易拉宝，向门急诊、病房发放合理用药宣
教手册。③ 门诊咨询窗口提供药物咨询服务。④ 积
极参加社会公益活动。高年资药师多次深入社区和
楼宇，参与大型义诊活动，提供合理用药咨询服务。
与社区家庭医师结对，定期下社区或通过微信药学
服务平台协同社区卫生服务站药师完成对慢病患者
的管理，与社区卫生服务站药师共同制订药学干预
计划，定期随访患者用药情况；⑤ 每年定期面向全
院开展麻、精药品专题培训、抗菌药物合理应用培
训考核，辅助用药及抗肿瘤药物合理使用专题报告。
　　提供线上药学服务：① 发布合理用药推文和
科普视频。② 开展线上合理用药培训。临床药师
通过腾讯会议及 CCMTV 临床频道，面向医务人
员、社区药师开展线上合理用药培训活动。
2　药事管理工作成效

2.1　合理用药效果

　　药事管理工作通过持续的监管及整改，取得显
著成效。我院药品指数单价偏离度连续 4 年达标，
在本市 32 家同级同类医院排名中逐年上升，于
2020 年在同级别的 32 家医院中排名第 2 名。2021
年药占比为 37.3%，比 2020 年下降 3.09%；比 2019
年下降 4.75%；比 2018 年下降 8.22%；比 2017 年
下降 28.28%。门诊患者抗菌药物使用率 2021 年较
2020 年下降 39.17%，较 2019 年下降 55.14%；急诊
患者抗菌药物使用率 2021 年较 2020 年下降 7.02%，
较 2019 年下降 12.14%；住院患者抗菌药物使用
率 2021 年较 2020 年下降 3.17%，较 2019 年下降
8.51%；抗菌药物使用强度（DDD）2021 年较 2020
年下降 4.44%，较 2019 年下降 14.65%。自费药品、
辅助用药等重点监控药品使用金额逐年下降，自
费药品使用金额 2021 年较 2020 年下降 2.07%，较
2019 年下降 24.89%；辅助用药等重点监控药品使
用金额 2021 年较 2020 年下降 19.25%，较 2019 年
下降 82.10%。相关指标情况见图 2 ～ 4。
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图 2　药占比变化趋势图 图 3　药品指数单价偏离度在本市同级同类医院排名趋势图

2.2　慢病管理药学服务成果

　　我院药剂科于 2013 便与呼吸科协作开设哮喘
医药联合门诊，临床药师协助呼吸科医师对哮喘
患者进行管理，研究发现经过临床药师管理，6
个月后患者的用药依从性、装置使用评分、哮喘
控制测试评分、最大呼气第一秒呼出的气量的容
积占预计值的百分比（FEV1%）、呼气峰值流速
（PEF）均显著提高（P ＜ 0.05）[6]，之后与心内
科、儿科、肿瘤科、内分泌科加强合作，陆续开
展房颤医药联合门诊、哮喘慢病联合门诊（儿童）、
癌痛药学服务门诊和科学减脂联合门诊。目前，
慢病管理入组 300 余人，在研课题 2 项，成功创
建 2021 年 PCCM 咳喘药学服务门诊（CWPC）项
目区域示范中心。
2.3　患者关注度和满意度

　　笔者通过举办系列合理用药宣教活动，提供
用药咨询服务，将药学服务惠及更多的慢病患
者。同时我们向社区医院推广新型药学服务模式
的方法和经验，实现分级药学服务。与社区合作，
加大药学服务的影响力，为更多的慢病患者提供
全面、精细的管理。在医院微信公众平台及团队
自主研发建立的慢病管理微信服务平台持续发布

合理用药推文数百篇，累计关注订阅人数 4000
余人。本课题组通过开展“线上＋线下”的药学
服务，得到临床科室的广泛认可，使患者满意度
不断提升。
3　讨论与思考

　　随着国家医改政策的深入，药学部门的角色
也是不断的变化和发展，虽然我院药事管理工作
取得一定成效，但仍需紧跟政策发展要求，不断
地实践和探索。国家医疗保障局联合四部门在
2019 年 5 月 21 日发布《关于印发按疾病诊断相关
分组付费国家试点城市名单的通知》[7]，意味着
我国医保支付即将进入新阶段。按病种分值付费
（DIP）是我国本土化的医保支付改革的探索，通
过利用真实、全量的数据来客观还原病种全貌 [8]。
2020 年 11 月 20 日，国家医疗保障局办公室发布
《国家医疗保障局办公室关于印发国家医疗保障
按病种分值付费（DIP）技术规范和 DIP 病种目
录库（1.0 版）的通知》（医保办发 [2020]50 号），
明确以地级市统筹区为单位开展试点工作 [9]。各
部门相继出台了大量 DIP 相关政策。2021 年 6
月，国务院办公厅印发国办发 [2021]18 号文—— 
《关于推动公立医院高质量发展的意见》，要求

图 4　我院药品使用情况
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推行以按病种付费为主的多元复合式医保支付方
式 [10]。DIP 付费时代的来临，公立医院改革面临
新的压力与挑战，加强成本管理是发展的关键。
医院药学部门需要助力医院加大对药品成本管
控，进一步加强合理用药监管，发挥临床药师的
作用。药剂科在原有工作基础上，需进一步探索
DIP 付费下的药学工作模式，可以在以下几个方
面发挥积极作用。
3.1　参与临床用药目录制订

　　在遴选药物品种时，药师充分利用药物专业知
识，落实基本药物、集采药品、国谈药品相关政策，
参与临床用药目录制订。把最具有合理性、经济性
的药品纳入到目录和临床路径中，严格把控药品准
入，发挥 DIP 中的国家药品目录主导作用。
3.2　参与临床路径管理，确定用药方案

　　有相关研究表明，临床路径的开展对降低药
占比、减少患者平均住院时间和人均住院药费有
明显效果 [11]。DIP 付费下，医院需要发挥专科专
病特色，扩大高难度病种收治量，专科临床药师
可以临床路径为切入点，遵循循证医学、指南和
疾病诊疗规范，利用专业知识参与到临床路径用
药的管理。严格掌控药物的适应证、用法用量，
避免不良的药物相互作用，加强不良反应监测，
协助临床医师制订个体化用药建议，提供最安
全、有效的治疗方案。
3.3　利用药物经济学，协助医保控费管理

　　成本管控成为 DIP 付费的重要内容，需要进
行病种合理控费，药耗降低。临床药师可以充分
利用药物经济学的原理和知识，帮助患者选择更
加经济合理的药物治疗方案。比如成本 - 效果分
析的基本思想是探讨如何以最小的成本获得最好
的效果，将其应用于药事管理，有助于提高药事
管理的绩效和质量 [12]。在合理用药前提下，进行
经济学分析与评价，降低药品成本，减轻患者经
济负担。
3.4　对超出支付标准的用药方案提出合理用药建

议，加强用药监管

　　运用大数据 DIP 工具，可以精准地找到超出
支付标准的病例和用药方案，临床药师有很大的
发挥空间。临床药师可以协助临床各科室，对于
超出支付标准的用药方案提出合理用药建议，通

过开展合理用药点评，使用药监管更加精细化，
帮助减少临床科室超出支付标准的病例和用药方
案。与职能部门和其他科室联动管理合理用药工
作，监测 DIP 盈亏情况，评估实施效果，并进行
持续改进，改变以往给患者开具贵重药品、不必
要的辅助药品等不合理医疗行为。
　　药学部门应及时抓住 DIP 付费政策推进中的
机遇，构建合理的人员梯队和人才引进培养计划，
充分发挥和展现药师价值，探索药学服务模式，
发挥积极的作用，助力医院的可持续发展。

参考文献

[1] 杨谨成，王会凌，费小非，等 . “新医改”背景下对医院

药剂科改革的思考 [J]. 中国药业，2019，28（2）：93-95. 
[2] 卢进，霍炎，张东梅，等 . 新医改形势下我院药学门

诊服务新模式的持续改进 [J]. 药学实践杂志，2020，38
（5）：469-475. 

[3] 沈峻，鲁威 . 基于人工智能的区域处方前置审核系统建

设与应用 [J]. 中国卫生信息管理杂志，2019，16（4）：

493-496. 
[4] 国家卫生健康委，教育部，财政部，等 . 关于印发加强

医疗机构药事管理促进合理用药的意见的通知 [EB/OL]. 
[2020-02-21]（2022-06-08）. http：//www. nhc. gov. cn/yz-
ygj/s3594/202002/789bc1df3d3f4c4997674e9d9013b927. 

[5] 刘玉龙，孙燕，李璘，等 . 基层医疗机构医联体药事

管理发展的现状与思考 [J]. 安徽医药，2020，24（9）：

1884-1887. 
[6] 李静，李静婷，姚伟珉，等 . 新型药学服务模式探

索——某院开设医师 - 药师哮喘慢病管理联合门诊的现

状及成效 [J]. 中南药学，2020，18（1）：158-162. 
[7] 徐林丽 . DRGs 支付对医院运营的影响 [J]. 中国总会计

师，2020（6）：90-91. 
[8] 赵东辉 . 病种分值付费背景下医院提质控费管理实践 [J]. 

中国医疗保险，2021（7）：73-75. 
[9] 焦之铭，王芊予，冯占春，等 . 我国实施按病种分值付

费方式（DIP）的 SWOT 分析 [J]. 卫生软科学，2021，
35（9）：45-49. 

[10] 冯芳龄，胡希家，叶向明，等 . DRG 与 DIP 助力公立医

院高质量发展的政策内涵及改革实践——“DRG 及公立

医院高质量发展研讨会”综述 [J]. 卫生经济研究，2021，
38（8）：35-38. 

[11] 周勤，祁清华，沙良瑞，等 . 安徽省县级公立医院临

床路径开展情况分析 [J]. 现代医院，2017，17（6）：

790-793. 
[12] 姚望 . 论新医改下医院药事管理工作重点与思路 [J]. 东

方食疗与保健，2015（6）：262-262. 
（收稿日期：2022-06-08；修回日期：2022-08-17）


