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新型抗真菌药物研发的现状及未来

王曦悦1，刘润松1，仲华2，3*，王彦2，3*（1. 海军军医大学基础医学院，上海　200433；2.海军军医大学药学院，上

海　200433；3. 海军军医大学军事药学国家级实验教学示范中心，上海　200433）

摘要：真菌感染常发生于免疫功能低下人群，近 20 年来免疫功能低下人群逐年增多，使得
真菌感染的发病率和死亡率显著升高。目前临床可用的抗真菌药物品种非常有限，已无法满
足临床需求，抗真菌新药研发迫在眉睫。近些年，新结构、新靶点、新组合、新剂型的抗真
菌药物开发取得了一定的进展。新型活性小分子化合物及多肽类药物包括影响真菌细胞壁
的 fosmanogepix、雷扎芬净、ibrexafungerp、尼可霉素 z 等，影响真菌细胞膜的 oteseconazole
（VT-1161），影响线粒体功能的 T-2307、冬青生菌素 H，鞘脂合成抑制剂 BHBM 和 D13，以
及其他机制的小分子和肽类药物（turbinmicin、AR-12、VL-2397、olorofim 等）。联合用药的
组合包括氟康唑联合小檗碱、卡泊芬净联合利巴韦林、金诺芬联合喷他脒、两性霉素 B 联合
ent-hardwickiic 酸等。抗真菌药物的新剂型包括氟康唑与纳米囊泡载体、新型卢立康唑弹性纳
米载体、嵌合型口服两性霉素 B 等。可用于开发新型抗真菌药物的靶点或通路包括热休克蛋
白 90、鞘脂途径和微生物群体感应分子等。总之，抗真菌药物研发策略百花齐放，新药研发
的进程才能更快，临床的抗真菌治疗才会有更多选择。
关键词：抗真菌；小分子药物；多肽类药物；联合用药；靶点
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微生物感染治疗药物发现新策略研究专题

刘娜，女，海军军医大学（原第二军医大学）药学院副教授，硕士研究生导师。
主要研究方向为抗感染药物研究，抗真菌新靶点、新机制和新分子骨架发现。主
持国家自然科学基金等项目，授权发明专利 17 项，以第一作者或通信作者在 Adv 
Drug Delivery Rev、APSB、J Med Chem 等权威期刊发表 SCI 论文 27 篇（其中封面
论文 4 篇），主编 / 参编中英文专著 7 部。获上海市科技进步二等奖、全国高等学
校药学类专业青年教师微课教学大赛二等奖。入选海军军医大学 A 级优秀教员和
“远航”人才计划。

【特邀专家简介】

【编者按】

微生物是主要包括细菌、病毒、真菌以及一些小型的原生生物、显微藻类等在内的一大类生物群体，
与人类健康密切相关。真菌感染是一种常见病，随着过去三年全球新型冠状病毒感染疫情的蔓延，侵
袭性真菌感染（深部真菌感染）作为致死率极高的并发症也极大地引起了人们的关注，然而临床上治疗
侵袭性真菌感染的药物十分有限。近年来，有研究表明肠道微生物群失衡和结直肠癌的发病相关，而
目前该领域的研究尚处于起步阶段。本课题组多年来从事抗感染药物发现研究，本专栏主要对真菌和
肠道致病菌的药物发现新策略进行综述和相关成果报道，旨在为抗感染新药研发提供新的科研思路。
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　　目前，全世界约有 17 亿真菌感染患者，每年

导致约170万人死亡 [1-2]。在500万种已知的真菌中，
约 300 种是人类的病原真菌 [3-4]，常见的致病真菌
包括白假丝酵母菌、新型隐球菌、烟曲霉菌等。自
2009 年以来，耳念珠菌在全球快速传播，以其高度
的耐药性和传播速度引起了广泛关注。目前临床常
用的抗真菌药物有 5 类，分别是多烯类、烯丙胺类、
唑类、棘白菌素类和嘧啶类。这些药物在过去几十
年间发挥了较好的抗真菌疗效，但是也不可避免地
出现了一些问题。以唑类药物和棘白菌素类药物为
例，伴随着药物的长疗程使用和环境暴露，真菌对
唑类药物的耐药性问题愈发突显 [5]。现有抗真菌药
物已经不能满足临床需求，研发新型抗真菌药物意
义重大。
　　新靶点新结构原创药的发现、联合用药、药
物新剂型的开发是目前可行的 3 种抗真菌新药研
发策略。在原创药方面，新型小分子化合物和多
肽类药物是广受关注的新型抗真菌药物的研发方
向，如 fosmanogepix（又名 APX001）、尼可霉素 Z
（nikkomycin Z）以及冬青生菌素 H（ilicicolin H）
等，具有较好的抗真菌活性和开发前景；在联合用

药方面，抗真菌药物之间联合、抗真菌药物与非抗
真菌药物联合等都是抗真菌药物研发的可行思路；
在药物新剂型方面，纳米技术在氟康唑等经典药物
的剂型开发中得到应用。除此之外，还有许多蛋白
和通路有潜力成为抗真菌药物的新靶点和新策略。
本文将从以上几个方面，对近年来的新型抗真菌药
物研发情况进行综述。
1　新型活性小分子化合物及多肽类药物
1.1　影响细胞壁的药物
1.1.1　糖基磷脂酰肌醇（glycosylphosphatidylinosi-
tol，GPI）锚定蛋白抑制剂　Fosmanogepix（见图 1）
是 Amplyx 公司开发的一种小分子抗真菌药物，美
国 FDA 于 2019 年 9 月允许其通过快速通道审批上
市，用于治疗 7 种侵袭性真菌感染，包括曲霉病、
念珠菌病、赛多孢子菌病、镰刀菌病、毛霉菌病、
隐球菌病和球孢子菌病。它是 APX001A 的 N- 膦酰
氧甲基前药，靶向 Gwt1 酶。Gwt1 催化 GPI 锚定
生物合成途径的一步早期反应 [6]，抑制 Gwt1 可以
阻止甘露糖蛋白的定位，进而影响真菌细胞壁以及
真菌的生长 [6-7]。Fosmanogepix 的抗真菌谱包括念
珠菌属（Candida spp.）、新型隐球菌（Cryptococcus 

Current situation and future development of novel antifungal drugs

WANG Xi-yue1, LIU Run-song1, ZHONG Hua2, 3*, WANG Yan2, 3* (1. School of Basic Medicine, Naval 
Medical University, Shanghai  200433; 2. School of Pharmacy, Naval Medical University, Shanghai  
200433; 3. National Demonstration Center for Experimental Military Pharmacy Education, Naval 
Medical University, Shanghai  200433)

Abstract: Fungal infections often occur in immunocompromised people. The number of 
immunocompromised people has increased in the past two decades, which increases the morbidity and 
mortality of fungal infection obviously. Currently, the clinically available antifungal drugs are limited, 
failing to meet the clinical needs. Therefore, the research and development of antifungal drugs is urgent. 
Recent years has witnessed progress in the development of antifungal drugs with new structures, targets, 
combinations and dosage forms. Novel active small molecules and peptides include fosmanogepix, 
razafungin, ibrexafungerp, and nikkomycin Z, which affect the fungal cell wall; oteseconazole (VT-
1161), which affect the fungal cell membrane, T-2307 and ilicicolin H, have the ability to affect the 
mitochondrial function, BHBM and D13, as sphingolipid synthesis inhibitors, and others with different 
mechanisms (turbinmicin, AR-12, VL-2397, olorofim, etc.). Fluconazole combined with berberine, 
caspofungin combined with ribavirin, auranofin combined with pentamidine, and amphotericin B 
combined with ent-hardwickiic acid are all novel combinations with synergistic antifungal effect. 
New antifungal formulations include fluconazole with nanovesicle carriers, novel luliconazole elastic 
nanocarriers, chimeric oral amphotericin B, etc. Potential targets or pathways for developing novel 
antifungal agents include heat shock protein 90, sphingolipid pathways, and microbial quorum sensing 
molecules. In conclusion, the supporting development strategies of antifungal drugs accelarate the 
process of new drug research, expanding the antifungal treatment options. 
Key words: antifungal; small molecule drug; polypeptide drug; drug combination; target
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neoformans）、丝状真菌（如烟曲霉菌 Aspergillus 
fumigatus）、茄病镰刀菌（Fusarium solani）、多育赛
多孢菌（Scedosporium prolifica）和波氏假阿利什霉
（Pseudallescheria boydii）等。对耐氟康唑的耳念珠
菌，其最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentra-
tion，MIC）是阿尼芬净的1/8（MIC90为0.008～0.015 
μg·mL－ 1），对曲霉属（Aspergillus spp.）、镰刀菌
属（Fusarium spp.）、鞭毛孢子菌属（Scedosporium 
spp.）最低有效浓度（minimal effective concentration，
MEC90）均低于 0.25 μg·mL－ 1，对毛霉属和大部
分根霉属的 MEC90 范围分别为 1 ～ 8 μg·mL－ 1 和
4 ～ 8 μg·mL－ 1，仅对部分根霉属的 MEC90 高于 8 
μg·mL－ 1 [8]。Fosmanogepix 在体内也表现出良好的
抗真菌活性。在播散性耳念珠菌（Candida auris）感
染模型中，Fosmanogepix 能显著提高耳念珠菌感染
小鼠的生存率，延长小鼠的存活时间（78 mg·kg－ 1，
每日 3 次，100% 存活），并显著降低小鼠肾脏、肺
和脑的荷菌量。Fosmanogepix 除了抗真菌药效明确，
安全性也较好。然而，该药的缺点是半衰期短，因
此需要频繁用药。为解决半衰期短的问题，研究
者对 Fosmanogepix 进行结构优化，进一步获得了
APX2104 等药物 [9]。
1.1.2　β-1，3- 葡聚糖合成酶抑制剂　研究较多的
β-1，3- 葡聚糖合成酶抑制剂是棘白菌素衍生物，此
类药物可以破坏真菌细胞壁的完整度。目前棘白菌
素类药物在临床使用已近 20 年，然而，传统棘白
菌素类药物溶解度差 [10]，半衰期短。新型棘白菌素
类药物雷扎芬净（rezafungin，见图 1）的溶解性和
半衰期问题得到了显著改善 [11]。从抗菌谱来看，雷
扎芬净对念珠菌和曲霉菌表现出明显的抑制作用，
对多数念珠菌属的 MIC ≤ 0.008 ～ 2 μg·mL－ 1，对
曲霉属的 MEC ≤ 0.015 ～ 2 μg·mL－ 1，对近平滑
念珠菌 MIC 值较高（0.5 ～ 2 μg·mL－ 1），但对隐球
菌无效 [8]。雷扎芬净的体内抗真菌活性较好，在白
假丝酵母菌和烟曲霉感染的免疫功能低下的小鼠模
型中，雷扎芬净能显著减少组织的真菌荷菌量并提
高小鼠生存率 [8]。
　　Ibrexafungerp（见 图 1）， 又 名 SCY-078、MK-
3118，是一种新型三萜类β-1，3- 葡聚糖合成酶抑制
剂。该药已进入Ⅲ期临床，在Ⅱ期临床试验中表现
出较好的安全性和治疗效果 [12-13]。该药能通过胃肠
道吸收，可口服，给药方式与棘白菌素类药物相比
有了很大改进 [14]。Ibrexafungerp 有望开发出一种新的
抗真菌口服制剂 [15]。Ibrexafungerp 对各种念珠菌属均
有杀菌活性，包括对棘白菌素耐药的 FKS1 和 FKS2
突变株以及氟康唑耐药株。该药物对耳念珠菌也有
抗真菌活性，同时能够抑制生物被膜的形成。

1.1.3　几丁质合成抑制剂　尼可霉素家族是一类从
腱链霉菌（Streptomyces tendineus）中分离出的嘧啶
核苷，能够竞争性抑制几丁质合成酶催化 UDP-N-
乙酰葡糖胺，从而分离真菌细胞并造成渗透应激，
抑制真菌细胞壁的重要成分几丁质的合成。尼可霉
素 Z（nikkomycin Z，见图 1）在体内外均有较强的
抗粗球孢子菌和皮炎芽生菌活性，对白假丝酵母菌
有一定活性，对耳念珠菌的 MIC90 为 32 µg·mL－ 1。
但对新型隐球菌、曲霉属和镰刀菌属无效 [16]。研究
表明 0.5 μg·mL－ 1 的尼可霉素 Z 对几丁质的合成
有显著抑制作用 [17]。在几项动物安全性研究中未发
现其有明显的毒性，Ⅰ期临床研究也证实了尼可霉
素 Z 的安全性。
1.2　作用于细胞膜的药物
　　Oteseconazole（VT-1161，见图 1）是一种可口服
的抗真菌药物，可以有效结合并抑制白假丝酵母菌
的 CYP51（Kd ＜ 39 nmol·L－ 1），但对人 CYP51 无
明显作用。VT-1161 可以用来治疗急性外阴阴道假
丝酵母菌病（vulvovaginal candidiasis，VVC），由于
其对真菌 CYP51 的高度选择性，能避免脱靶毒性，
如通常与唑类药物相关的妊娠和流产问题。VT-1161
对白假丝酵母菌的 MIC 值为0.001～1.0 µg·mL－1[18]。
与现有治疗 VVC 的药物氟康唑相比，VT-1161 的
MIC 值更低，并且具有更好的耐药性 [18]。
1.3　线粒体功能抑制剂
1.3.1　T-2307　芳基脒 T-2307（见图 1）的抗真菌谱
包括念珠菌属、曲霉属和隐球菌属，对氟康唑耐药
菌株同样有效 [19]。体内活性近似或优于其他常用抗
真菌药物 [20-21]。该化合物通过多胺转运体被白假丝
酵母菌细胞内化，而在哺乳动物细胞中不会发生内
化，因此该化合物对真菌有特异性 [19]。一旦内化到
真菌细胞中，T-2307 主要抑制呼吸链的线粒体复合
物Ⅲ和Ⅳ，破坏线粒体膜电位 [19]。该化合物在人体
Ⅰ期临床研究中耐受性良好，正准备开展Ⅱ期临床
试验。
1.3.2　冬青生菌素 H　冬青生菌素 H（ilicicolin H，
见图 1）是一种聚酮化合物，分离自粉红粘帚霉
（Gliocadium roseum），对隐球菌、念珠菌和曲霉属
具有活性，MIC 分别为 0.1 ～ 1.56、0.01 ～ 5.0、0.08 
µg·mL－ 1[22]。该化合物的作用机制与抑制线粒体
细胞色素 bc1 还原酶有关 [ 半数抑制浓度（IC50）为 
2 ～ 3 μg·mL－ 1][23]。在动物模型中，冬青生菌素
H 可显著抑制新型隐球菌 [24]，而对大鼠线粒体的影
响很小 [24]。这些结果表明冬青生菌素 H 具有成为
选择性抗真菌药物的潜力。
1.4　鞘脂合成抑制剂
　　BHBM（见图 1）是从化合物库中筛选出来的真
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菌鞘脂合成抑制剂 [25]。进一步研究 BHBM 衍生物发
现了更有效的化合物 D13（见图 1）。D13 在体外和
体内都表现出较好的抗真菌活性，在隐球菌病、念
珠菌病和肺曲霉病的体内模型中表现优于 BHBM[26]。
1.5　其他途径
1.5.1　海洋抗真菌药物　Turbinmicin（见图 1）是海
刺微生物组成分，具有高度功能化的多环核和亲脂
性侧链 [27]。有研究表明，Turbinmicin 具有良好的安
全性和选择性，其主要抗真菌靶点是 Sec14p，能削
弱囊泡介导的转运功能 [27]。Turbinmicin 对常见病原
真菌，如白假丝酵母菌、耳念珠菌、光滑念珠菌、
热带念珠菌（Candida tropicalis）、烟曲霉菌、镰刀菌
属和根霉属以及多药耐药真菌，都表现出较好的抑
制作用，对多药耐药耳念珠菌 B11211，Turbinmicin
的 MIC 值为 0.25 μg·mL－ 1，远低于唑类药物和两性
霉素 B（氟康唑的 MIC ＞ 256 μg·mL－ 1，两性霉素
B 的 MIC 为 2 μg·mL－ 1）[27]，具有较高的开发潜力。
1.5.2　AR-12　塞来昔布（celecoxib）衍生物 AR-12
（见图 1）被开发为蛋白激酶抑制剂（protein kinase 
inhibitors，PKI），最初作为抗肿瘤药物进行了Ⅰ
期临床试验（注册号 NCT00978523）。后续研究表
明，AR-12 可以抑制真菌中的乙酰辅酶 A 合成酶，
从而抑制多种真菌的生长，包括白假丝酵母菌、新
型隐球菌和丝状真菌（如烟曲霉菌）[28]。AR-12 与
氟康唑等药物合用可以克服真菌对唑类药物耐药
的问题 [29]。
1.5.3　VL-2397　VL-2397（见图 1）是从桃色顶孢
霉（Acremonium persicinum）中分离的一种环状六
肽 [29]，是铁载体的结构类似物。其分子中含有铝元
素，代替铁元素通过铁载体转运体 1（siderophore 
iron transporter 1，Sit1），以主动转运的方式进入真
菌细胞，可以抑制曲霉菌、茄病镰刀菌、念珠菌和
新型隐球菌 [30-31]。铁是烟曲霉等病原真菌生长和存
活的关键因素，铁载体转运体能够将结合了铁元素
的铁载体从环境中转运到真菌细胞内加以利用。哺
乳动物细胞不具备 Sit1，VL-2397 不会通过这种机
制进入人体细胞，因此 VL-2397 可能具有良好的安
全性 [32]。但该化合物的活性易受铁元素的影响 [33]，
VL-2397 结构中的铝易被铁元素取代，生成化合物
AS2488053 而导致抗真菌活性降低 [30]。VL-2397 在
健康志愿者体内耐受性良好，成功通过了Ⅰ期临床
试验 [33]。但因为经济原因，VL-2397 Ⅱ期临床研究
被迫停止。尽管如此，VL-2397 仍然有望开发成一
类具有独特作用机制的新型抗真菌药物。
1.5.4　Olorofim（F-901318）　Olorofim（见图 1）是
新型抗真菌药物 orotomides 中的一种新型的核酸代
谢类抗真菌药物，它能选择性靶向嘧啶生物合成

途径中的二氢乳清酸脱氢酶。Olorofim 对念珠菌属
没有活性，但在体外对曲霉菌属和其他对唑类耐
药的罕见病原真菌具有明显抑制作用。研究表明，
olorofim 可以抑制赛多孢菌（MIC50/MIC90 为 0.06/0.25 
µg·mL－ 1）和多产链球菌（L. prolificans）（MIC50/
MIC90 为 0.12/0.2 µg·mL－ 1）的生长 [8]，并且可以抑
制多产链球菌生物膜的形成 [18]。
2　联合用药
2.1　小檗碱（berberine）联合氟康唑（fluconazole）
　　小檗碱是黄连、黄柏的主要成分，具有抗糖
尿病、抗动脉粥样硬化、抗菌消炎等作用 [34]。小
檗碱单用也可以抑制念珠菌属，但活性比较差 [29]，
MIC 在 10 ～ 160 μg·mL－ 1。小檗碱与氟康唑合用
则对氟康唑耐药菌株表现出很好的抗真菌活性 [34]。
其机制可能是氟康唑能够通过抑制细胞膜上麦角
甾醇的合成，使细胞膜通透性增加，从而帮助小
檗碱穿过细胞膜，增加小檗碱在真菌细胞内的浓
度，而小檗碱则起到主要的杀菌作用 [35]。
2.2　卡泊芬净（caspofungin，CAS）联合利巴韦林
（ribavirin，RBV）
　　CAS 是新一代抗真菌药物，但是对 CAS 耐药的
菌株也已经在临床上出现。CAS 联合 RBV 能有效抑
制白假丝酵母菌，据体外研究结果显示，与 RBV 联
合使用时，CAS 的 MIC 从 0.5 ～ 1 μg·mL－ 1 下降
到 0.0625～ 0.25 μg·mL－ 1，协同指数（FICI）≤ 0.5；
CAS 的 sMIC（sessile MIC）从 0.5 ～ 1 μg·mL－ 1 降
到 0.0625 ～ 0.25 μg·mL－ 1，RBV 的 sMIC 从 4 ～ 16 
μg·mL－ 1 下降到 1 ～ 2 μg·mL－ 1，FICI ＜ 0.5。与
RBV 单药治疗和 CAS 单药治疗相比，RBV ＋ CAS
联合治疗组的菌丝数量和菌丝长度显著减少 [36]。
2.3　非抗真菌药物金诺芬（auranofin）联合喷他脒
（pentamidine）
　　喷他脒是一种抗原虫类药物，通常用于治疗锥
虫病和利什曼病，但其抗真菌活性不足，一直未用
于临床抗真菌治疗。近年来，研究人员发现它可以
破坏微生物的细胞膜，导致细胞膜对抗菌药物的通
透性增加；而抗风湿药物金诺芬抗真菌活性不足的
部分原因就是真菌细胞膜屏障阻碍了药物的吸收。
金诺芬对念珠菌的 MIC 值为 125.0 μg·mL－ 1，但
与喷他脒合用后，MIC 降到 31.3 μg·mL－ 1 [37]。这
种两药协同的研发策略可以为新型抗真菌药物研发
提供新的途径。
2.4　两性霉素 B（amphotericin B）联合 ent-hard-
wickiic 酸
　　两性霉素 B 和 ent-hardwickiic 酸两种化合物联
合使用能显著降低两者对白假丝酵母菌的 MIC 值，
两性霉素 B 的 MIC 从 16 μg·mL－ 1 降到 1 µg·mL－ 1，
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ent-hardwickiic 酸的 MIC 从 12.5 µg·mL－ 1 降到
6.25 µg·mL－ 1。1 µg·mL－ 1 两性霉素 B 与 6.25 
µg·mL－ 1 ent-hardwickiic 酸的联合用药能在 4 h 内
杀死白假丝酵母菌细胞，可以有效治疗白假丝酵母
菌的感染 [38]。
3　抗真菌药物的新剂型
3.1　氟康唑（fluconazole，FLC）与纳米囊泡载体
（novasomes）
　　纳米囊泡载体（novasomes）技术是 IGI 实
验室开发的一种包封工艺，用于解决现有给药
系统的有效性和效率相关问题。研究发现，FLC
与纳米囊泡结合的制剂 FN7 具有很好的释放作
用，8 h 内氟康唑的释放率可达 96%。在针对白
假丝酵母菌进行体外抗真菌试验中，FN7 的 MIC
为 1.56 mg·mL － 1。值得注意的是，未装载药物
的载体也显示出对真菌感染的治疗潜力，FLC 在
12.5 μg·mL － 1 剂量下能够抑制 31% 的真菌生长。
纳米囊泡载体中含有油酸，而油酸中含有固定弯
曲的 C ＝ C 键，允许其在进入真菌膜时占据更
宽的横截面，因此有助于其在真菌细胞膜中的渗
透和移动，这使得纳米囊泡具有更高的抗真菌作
用。另一方面，在膜中加入不饱和脂质会导致细
胞发生氧化应激，这可能是游离脂肪酸具有抗真

菌作用的原因 [39]。
3.2　新型卢立康唑（luliconazole）弹性纳米载体
　　卢立康唑对丝状真菌和皮肤癣菌具有显著抑制
作用，被美国 FDA 批准用于局部用药抗感染。然
而，用卢立康唑治疗存在皮肤渗透缓慢的问题，需
要长时间重复给药才能完全治愈浅表真菌病。卢立
康唑的弹性囊泡制剂可克服皮肤渗透性差的缺点，
提高其抗真菌疗效。研究表明，局部给药可以穿透
皮肤的角质层屏障。Kapileshwari 等 [40] 制备了负载
纳米海绵的水凝胶以增强卢立康唑的渗透和保留时
间，Baghel 等 [41] 研究了负载纳米结构脂质载体的
水凝胶以改善抗真菌功效，Dave 等 [42] 制备了能增
强局部递送能力的卢立康唑醇质体凝胶。纳米囊泡
作为药物递送系统用于局部治疗，能够帮助药物靶
向治疗感染部位，具有更好的皮肤渗透和沉积作
用，并通过消除药物的全身吸收来减少不良反应，
有利于浅表感染的治疗 [43]。
3.3　嵌合型口服两性霉素 B
　　两性霉素 B 是一种经典的多烯类抗真菌药物，
通过与麦角固醇结合形成小孔，使细胞内容物渗
漏，从而破坏真菌细胞壁的合成，对酵母菌和霉
菌具有广泛抑制作用。但两性霉素 B 口服不易吸
收，静脉给药时容易引起急性输液反应和肾毒性。

图 1　新型抗真菌药物的结构式

Fig 1　Chemical structure of novel antifungal drugs
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新开发的嵌合型两性霉素 B（CAmB，MAT2203），
能够实现两性霉素 B 的口服给药。在动物模型中，
单剂量的 CAmB 显示出广泛的组织分布性和对
靶组织的渗透作用。在健康成人中进行剂量 200、
400 和 800 mg CAmB 的Ⅰ期临床研究中，200 mg
和 400 mg 的剂量下 CAmB 具有良好的耐受性。最
常见的不良反应是胃肠道反应，在 200、400 和
800 mg 剂量组中分别有 6%、38% 和 56% 的患者
产生胃肠道反应。目前，未观察到 CAmB 具有严
重不良事件或肾毒性 [18]。
4　可用于开发新型抗真菌药物的靶点或通路
4.1　热休克蛋白 90（heat shock protein 90，Hsp90）
　　Hsp90 是真核生物中一种重要的分子伴侣，调
节着蛋白的正确折叠、运输、成熟和降解，靶向真
菌的 Hsp90 能有效地抑制真菌。但由于哺乳动物
细胞中也存在 Hsp90，选择性较差的 Hsp90 抑制剂
对哺乳动物细胞毒性也较大。为了解决这一问题，
一方面可以通过结构改造，设计筛选对真菌 Hsp90
选择性高的化合物；另一方面也可以通过联合用药
的方式降低 Hsp90 抑制剂的用量，从而降低宿主
毒性。研究表明 Hsp90 抑制剂可提高氟康唑的疗
效，预防致死性白假丝酵母菌感染。以化合物 B25
为例，它作为一类新的真菌 Hsp90 抑制剂，与氟
康唑合用有良好的协同作用，能有效降低潜在的
哺乳动物毒性，在体外也表现出显著的代谢稳定
性 [44]。开发具有抗真菌活性并且对哺乳动物细胞
毒性低的新型 Hsp90 抑制剂 [45]，或许有望发掘出
新型抗真菌药物。
4.2　鞘脂途径
　　鞘脂 [ 如葡萄糖神经酰胺（GlcCer）、肌醇磷
酸神经酰胺（IPC）和甘露糖肌醇磷酸神经酰胺
（MIPC）] 是真菌脂筏的主要成分之一 [46]。这类分
子在真菌生长、分化和毒力中起着至关重要的作
用 [47]。神经酰胺合酶（CerS）是真菌致病的重要
调节因子，CerS 编码基因的缺失可以使真菌细胞
无毒力 [48]。CerS 抑制剂能耗尽复杂鞘脂池并导致
毒性中间体蓄积。因此，靶向真菌而非哺乳动物
CerS 的化合物有望成为一类新的抗真菌药物。
4.3　微生物群体感应分子
　　相比真菌而言，细菌的群体感应机制研究是
比较透彻的，已经发现了大量的群体感应抑制分
子。研究者能通过抑制信号分子合成、阻断信号
传输和促进信号分子降解三种途径抑制微生物的
生长，降低病原菌毒力，并抑制生物被膜的形成
等。同时这类分子对病原菌不易形成选择压力，可
以有效降低耐药性的产生 [49]。就真菌而言，Tian
等 [50] 发现，群体感应肽 Qsp1 对新型隐球菌的有性

生殖有重要的调控作用。Qsp1 参与真菌细胞的分
化和减数分裂过程，部分通过控制信息素来激活
异性生殖的交配过程。不仅如此，Qsp1 在同性生
殖的启动和调控中也发挥重要作用。位于 Qsp1 信
号级联反应下游的非典型锌指调节因子 Cqs2 也参
与了 Qsp1 对异性生殖和同性生殖的调控，Cqs2 缺
失会消除由 Qsp1 刺激产生的交配反应。因此，开
发作用于真菌群体感应分子的药物，或许能够有
效阻断真菌的生殖过程，从而发挥抗真菌作用。
5　总结与展望
　　近年来，真菌感染的发病率和死亡率居高不
下，新型抗真菌药物的研发迫在眉睫。抗真菌活性
化合物的结构多样，作用机制涵盖了抑制真菌细
胞壁、细胞膜、线粒体、鞘脂合成途径以及其他一
些关键蛋白等（见表 1）。然而，这些化合物真正
能进入临床研究阶段并成功上市的极少。目前批准
或正在开发的大多数药物仍然是唑类和棘白菌素
类的衍生物（如雷扎芬净、VT-1161），其作用机制
与目前临床上已经投入使用多年的药物相同，因
此可能存在交叉耐药的问题。造成新型抗真菌药研
发现状尴尬的原因是多方面的：① 抗菌活性不够
强，这可能是大多数有抗真菌活性的化合物无法
深入开发的主要原因，如果化合物本身的抗真菌
活性与现有药物相当甚至是弱于已有药物，那么
此类化合物研发的前景堪忧；② 抗菌谱缺乏优势，
抗真菌化合物如果对临床治疗难度大的耐药真菌
或罕见真菌有较好的活性，还有可能被进一步开
发为抗真菌药物，但如果化合物在抗菌活性和抗
菌谱方面均缺乏优势，那么很难成为药物开发的
候选化合物；③ 毒性或副作用大，真菌作为真核
细胞生物，与哺乳动物细胞同源性较高，因此化
合物的抗真菌作用往往伴随着哺乳动物细胞毒性，
特别是化合物靶点的特异性不够强或者是化合物
本身选择性不够高时，可对宿主机体产生较大的
毒副作用，与化合物的抗真菌活性相权衡时，临
床获益较小，此类化合物也不具备开发前景；④机
制不明，化合物的抗真菌作用机制不明确也是影
响药物审批的一大难点，因此对于无法明确作用
机制的化合物，在药物开发方面通常不受青睐；⑤ 
市场原因和社会因素，新药的开发需要付出巨额
的时间和经济成本，特别是对于 1.1 类新药，寻找
全新结构类型的药物成功率极低，使得药物研发
成本进一步提高，不管是对社会还是企业，都是
需要权衡的因素。此外，一些社会事件也会影响药
物研发的进程，比如突发的大规模疫情会显著影
响药物的临床试验进程。
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表 1　新型抗真菌化合物 
Tab 1　Novel antifungal compounds

化合物 抗菌谱 MIC/（μg·mL － 1） MEC90/（μg·mL － 1） 作用机制 目前状态 参考文献

fosmanogepix 耳念珠菌

曲霉菌属

镰刀菌属

鞭毛孢子菌

毛霉菌属

根霉菌属

0.008 ～ 0.015
－

－

－

－

－

－

＜ 0.25 
＜ 0.25 
＜ 0.25 
1 ～ 8

4 ～＞ 8

靶向 Gwt1 酶，阻止甘露糖蛋白的定

位，破坏真菌细胞壁完整性

Ⅱ期临床 [8]

雷扎芬净 近平滑念珠菌

白假丝酵母菌

曲霉菌属

0.5 ～ 2 
≤ 0.125

－

－

－

≤ 0.015 ～ 2 

抑制β-1，3- 葡聚糖合成酶 Ⅲ期临床 [8]

ibrexafungerp
（SCY-078）

光滑念珠菌

白假丝酵母菌

近平滑念珠菌

热带念珠菌

克鲁斯氏念珠菌

0.016 ～ 8
0.016 ～ 0.5
0.016 ～ 8
0.06 ～＞ 8
0.125 ～ 1

－

－

－

－

－

抑制β-1，3- 葡聚糖合成酶 Ⅲ期临床 [14]

尼可霉素 Z
（nikkomycin Z）

粗球孢子菌

白假丝酵母菌

耳念珠菌

－

－

32

－

－

－

竞争性抑制几丁质合成酶催化 UDP-N-
乙酰葡糖胺，抑制几丁质的合成，

抑制真菌细胞壁的形成

Ⅰ期临床 [16]

VT-1161 白假丝酵母菌 0.001 ～ 1.0 － 抑制真菌细胞膜的形成 Ⅲ期临床 [18]

T-2307 白假丝酵母菌

光滑念珠菌

克柔念珠菌

近平滑念珠菌

热带念珠菌

新型隐球菌

烟曲霉菌

0.000 25 ～ 0.0039
0.0039 ～ 0.0078
0.0005 ～ 0.002

0.000 25 ～ 0.002
0.000 25 ～ 0.0005
0.0078 ～ 0.0625

0.125 ～ 4

－

－

－

－

－

－

－

抑制呼吸链的线粒体复合物Ⅲ和Ⅳ，

破坏线粒体膜电位

Ⅱ期临床 [20]

冬青生菌素 H
（ilicicolin H）

隐球菌属

白假丝酵母菌

念珠菌属

曲霉菌属

0.1 ～ 1.56
0.04 ～ 0.31
0.01 ～ 5.0

0.08

－

－

－

－

抑制线粒体细胞色素 bc1 还原酶 先导化合物 [22]

BHBM 新型隐球菌 0.06 ～ 1（MIC80） － 抑制真菌鞘脂的合成 先导化合物 [23]

D13 新型隐球菌

念珠菌属

肺曲霉属

0.06（MIC80）

－

－

－

－

－

抑制真菌鞘脂的合成 先导化合物 [23]

turbinmicin 烟曲霉菌

镰刀菌属

根霉菌属

念珠菌属

耳念珠菌 B11211

0.03 ～ 0.5
0.03 ～ 0.5
0.03 ～ 0.5
0.03 ～ 0.5

0.25

－

－

－

－

－

靶向 Sec14p，削弱囊泡介导的转运功

能

临床前研究 [24]

AR-12 白假丝酵母菌

光滑念珠菌

新型隐球菌

2 ～ 4
4
4

－

－

－

抑制乙酰辅酶 A 合成酶 Ⅰ期临床 * [28]

VL-2397 烟曲霉菌

耐唑类烟曲霉菌

黑曲霉菌

黄曲霉菌

土曲霉菌

构巢曲霉

茄病镰刀菌

念珠菌

新型隐球菌

0.06 ～ 0.5
0.06 ～ 1
1 ～＞ 16
2 ～＞ 16

0.25 ～＞ 8
16 ～＞ 16

0.25 ～＞ 16
1 ～ 2
1 ～ 2

－

－

－

－

－

－

－

－

－

通过铁载体转运体 1 以主动运输的方

式进入真菌细胞

Ⅱ期临床

（已终止）

[30]
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化合物 抗菌谱 MIC/（μg·mL － 1） MEC90/（μg·mL － 1） 作用机制 目前状态 参考文献

olorofim 塞多孢菌

曲霉菌属

多产链球菌

0.25
－

0.2

－

－

－

选择性靶向嘧啶生物合成途径中的二

氢乳清酸脱氢酶

Ⅱ期临床 [8]

注（Note）：* 对其抗肿瘤活性做过Ⅰ期临床试验，未对抗真菌活性做临床试验（Phase I clinical trials were conducted on its anticancer 
activity，but not its antifungal activity）。

续表 1

　　相比于全新结构类型药物的研发过程，联合
用药是一种相对简便的新药研发手段。联合用药
在临床上应用广泛，比如两性霉素 B 与 5- 氟胞
嘧啶联合使用治疗隐球菌病，两种药物联用能够
达到更强的抗真菌效果，因此可以减少每种药物
的原本用药剂量，从而达到减少药物毒副作用的
目的；同时，药物联用也能有效减少药物单独使
用引起的耐药问题。通过联合用药的思路，研发
更多更高效的药物组合，这种新型药物研发策略
比 1.1 类新药的研发成本相对低廉，研究周期也
更短。
　　传统药物的新剂型开发也是一种新药研发常
用策略，两性霉素 B 脂质体的改造就是一个成功
的范例。通过对两性霉素 B 剂型的改变，在保证
疗效的同时大大降低了药物在体内的毒副作用。
这种研发策略的成本较 1.1 类新药研发和联合用
药都更加低廉。
　　不管是全新靶点全新结构的药物发现、联合
用药还是新剂型的开发，不同的新药研发策略在
创新性、成本和周期方面各有所长，只有多种研
发策略百花齐放，抗真菌新药研发的进程才能够
更好更快的向前推进，为临床真菌感染的治疗提
供更多选择。
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CRISPR系统在白假丝酵母菌基因功能研究中的应用

运照临，王欣荣，刘昕，施乔，盛春泉，王彦*，刘娜*（中国人民解放军海军军医大学，上海　200433）

摘要：成簇的间隔短回文重复（CRISPR）系统作为一种有效的基因编辑策略，已成为多种生

物系统基因功能研究的通用工具。真菌感染是导致人类疾病的重要原因，白假丝酵母菌作为临

床最常见的病原真菌，其基因功能的揭示是探寻新的治疗策略和药物靶点的关键。本文回顾了

CRISPR 系统在白假丝酵母菌中从应用到优化，从基因敲除到表达调控的发展历程，以期通过

对白假丝酵母菌致病力及耐药机制的研究为新药物靶点的探寻开辟道路。
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CRISPR system in the study of gene function of  
Candida albicans

YUN Zhao-lin, WANG Xin-rong, LIU Xin, SHI Qiao, SHENG Chun-quan, WANG Yan*, LIU Na* 
(Navy Medical University, Shanghai  200433)

Abstract: As an effective gene editing strategy, clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats (CRISPR) system has become a general tool for gene function research in many biological 
systems. Fungal infection is an important cause of human diseases. As the most common clinical 
pathogenic fungi, the revelation of the gene function of Candida albicans is the key to new treatment 
strategies and drug targets. This paper reviewed the development of CRISPR system in Candida 
albicans from application to optimization, from gene knockout to expression regulation, to pave 
the way for the exploration of new drug targets via pathogenicity and drug resistance mechanism of 
Candida albicans. 
Key words: CRISPR; Cas9; fungus; Candida albican; gene editing
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　　念珠菌是临床最常见的致病真菌，据统计，
念珠菌感染在医院血源性感染中排第四位，病死
率高达 40% ～ 60%，每年造成全球 25 万人以上
死亡。白假丝酵母菌是临床最常见的致病念珠菌，
在所有念珠菌感染中占比超过 40%[1-3]，其与致病
性和耐药性相关的关键基因的发现和研究对找到
抗真菌新策略和新靶点具有重要意义。白假丝酵
母菌不含质粒，因此所有的基因编辑工作都将在
基因组上进行 [4]。此外，白假丝酵母菌一般是二
倍体，因此当纯合子缺陷或突变时，必须确保两
个等位基因都已改变 [5]；一些白假丝酵母菌基因
座是杂合的，进一步使基因操作复杂化 [6]。总之，
这些局限性使得我们需要一种强有力的手段来进

行白假丝酵母菌基因功能的研究。
　　CRISPR/CAS（clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/crispr associated proteins）系
统是细菌和古菌抵御外源 DNA 侵染的一种获得性
免疫系统，它由 CRISPR 基因座和编码 CAS 蛋白
的基因组成，CRISPR 基因座上有多个相同的重复
序列（repeat），这些重复序列被不同的间隔序列
（spacer）相互隔开。CRISPR/CAS 广泛存在于细菌
与古菌之中（大约 40% 的细菌与 90% 的古菌）[7]。
当噬菌体、病毒的 DNA 侵染菌体时，由 CAS 蛋
白（CAS1 和 CAS2）把这些外源 DNA 的片段整合
到 CRISPR 基因座的重复序列之间，形成新的间
隔序列，从而使细菌获得对这种外源 DNA 的“记
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忆”。当带有相同片段的外源 DNA 被整合到细菌
的基因组 DNA 上时，CRISPR 的间隔重复就会被转
录成 crRNA（CRISPR RNA）前体，之后被进一步
切割加工为成熟的 crRNA。成熟的 crRNA 只含有
一个间隔序列（可与外源 DNA 上的片段互补），它
将与相关的 CAS 蛋白结合形成复合物并负责引导
复合物与基因组中的外源 DNA 结合，通过自身的
核酸酶活性或者募集下游核酸酶来对外源 DNA 造
成双链断裂（DSB），从而破坏其表达。CRISPR/
CAS 系统以效应器模块设计的原则为分类标准，可
以分为两大类：多亚基效应复合物和单蛋白效应模
块 [8-10]。相较于多亚基效应复合物来说，单蛋白效
应模块 crRNA-Cas 复合物的结构更加简单，作为基
因编辑工具在设计与操作上更加简易，本文关注的
CRISPR/CAS9 系统便是此类。在细菌中，Cas9 蛋
白需要在 crRNA 与反式激活的 crRNA（tracrRNA）
共同作用下才能完成对外源 DNA 的识别与定位，
从而发挥核酸酶活性，造成 DSB[11]。2012 年 Jienk
等 [12] 成功将 crRNA 和 tracrRNA 整合成一条 sgRNA
（single guide RNA），sgRNA 可以独自引导 Cas9 蛋
白对靶标 DNA 进行 DSB（见图 1）。这样的突破进
一步增强了 CRISPR/CAS9 系统在基因编辑中的可
操作性，CRISPR/CAS9 系统也逐渐成为了目前研
究最为清楚，应用最为广泛的一类系统。

图 1　sgRNA 募集 Cas9 蛋白对目标基因进行切割的示意图

Fig 1　Sketch map of sgRNA recruits Cas9 protein to cut the target gene

1　基于 CRISPR系统的基因缺陷编辑

1.1　CRISPR 系统在白假丝酵母菌基因编辑中首

次应用
　　Vyas 等 [13] 首次将 CRISPR 系统应用于白假丝
酵母菌的基因缺陷编辑，以酿酒酵母中 CRISPR
系统为模板，将原系统中的 CUG（在白假丝酵母
菌中被翻译为丝氨酸而不是亮氨酸）替换为 CTG，
设计出适用于白假丝酵母菌的 CaCas9 系统；研究
中，他们以缺陷后出现红色表型的 ADE2 基因为靶
点，诺尔斯菌素抗性为选择标记，设计出了由两
个独立质粒分别搭载表达“切割工具”Cas9 蛋白序

列和“定位工具”sgRNA 序列所组成的“duet”系统
（见图 2A），以及将两者整合在一个质粒上同时进
行转化的“solo”系统（见图 2B）。由于白假丝酵母
菌无法维持自主复制的质粒，因此 CRISPR 系统序
列被整合到白假丝酵母菌基因组中，并通过 ENO1
启动子和 RNA 聚合酶Ⅲ（Pol Ⅲ）启动子 pSNR52
分别表达 Cas9 蛋白和转录 sgRNA。这两个系统都
提供了使用同源重组修复（HDR）的修复模板，通
过插入导致转录提前结束的终止密码子或造成移
码突变使靶向基因表达缺陷。结果显示，“duet”
系统和“solo”系统的转化率分别在 20% ～ 40%
和 60% ～ 80%。相较于传统的基因编辑手段，
CRISPR 系统不仅表现出惊人的转化效率，“solo”
系统更是可以通过一次转化操作同时沉默两条染色
体上的等位基因，这意味着 CRISPR 系统可高效地
应用于多倍体分离株的基因编辑操作中。但此方法
局限性在于发挥功能的 CRISPR 组件必须成功整合
到白假丝酵母菌基因组上发挥作用，整合的成功率
很大程度上限制了最终基因缺陷构建的成功性。

图 2　CRISPR 系统应用的两种不同模式 
Fig 2　Two different modes of CRISPR system application 
A.“duet”系统，使用两个不同的质粒，需要进行两次转化，并

在其间进行一次抗性标记回收（the “duet” system uses two different 
plasmids and requires two steps of transformation and one step of recovery 
of resistance markers）；B.“solo”系统，只使用一个质粒，进行一次转

化（the “solo” system uses only one plasmid for one step transformation）

1.2　瞬时 CRISPR 系统简化了实验流程
　　Min 等团队 [14] 发现 CRISPR 元件可以从仅
短暂存在的基因中表达，研究开发了一个瞬时
CRISPR 系统，进一步加速了白假丝酵母菌的基因
编辑操作。瞬时 CRISPR-Cas9 系统，可以在没有
稳定整合到念珠菌基因组的情况下发挥瞬时作用，
从而构建基因缺失体。该团队同样选择了 ADE2
为目标基因，利用 PCR 技术扩增出 Vyas 团队 [13]

使用的 CRISPR 组件中的 CaCas9 和 sgRNA 的表
达片段（舍弃了整合基因组所必须的同源臂），以
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诺尔斯菌素抗性片段作为修复片段，对白假丝酵
母菌 SC5314 进行转化，并得到了较高频率的带
有诺尔斯菌素抗性的纯合缺失株（见表 1）。结果
表明瞬时存在完整的 CRISPR 组件即可发挥功能，
诱导基因缺失，该功能并不依赖 CRISPR 组件在
白假丝酵母菌基因组上的整合。随后 Min 团队 [14]

以 FRP1 为目标基因得到了相同的实验结果。

表 1　瞬时 CRISPR系统的转化频率 
Tab 1　Transform frequency of transient CRISPR-Cas9 system

CaCAS9
表达组件

sgRNA
表达组件

ade2：NAT
修复模板

NAT 抗性株

获取频率

ADE2 纯合

缺失株获取频率

－ － ＋ 1.4×10 － 6 0.0

＋ － ＋ 8.3×10 － 7 0.0

－ ＋ ＋ 8.3×10 － 7 0.0

＋ ＋ ＋ 4.3×10 － 5 2.1×10 － 5

＋ ＋ － 0.0 0.0

注（Note）：NAT 为 Nourseothricin 的缩写，代表诺尔斯菌素

抗性，转化频率的计算方法为 YPD-NAT 上的菌落数除以非选择性

YPD 上的菌落数，每个转化实验重复 4 次（NAT is the abbreviation 
of Nourseothricin and stands for nurseothricin resistance. The transfor-
mation frequency is calculated by dividing the number of colonies on 
YPD-NAT by the number of colonies on non-selective YPD. Each con-
version experiment was repeated four times）。

1.3　CRISPR 组件、标记回收与 PCR 缝合构建
sgRNA 的高效性
　　Nguyen 团队对白假丝酵母菌 CRISPR 系统进
行了升级，首先设计了两种可以高效快速地回收基
因编辑过程中整合到白假丝酵母菌基因组上的功
能片段和抗性标记的方法：LEUpOUT 系统和 His-
FLP 系统 [15-16]。LEUpOUT 系统适用于 LEU2/leu2Δ 
变异，即含有 LEU2 基因单一拷贝的念珠菌（一种
较为常见且易获得的基因编辑模式菌）。在该系统
中，研究人员在 CRISPR 组件与标记两侧各拼接一
段 LEU2 基因的片段，这两段片段可组合成一个完
整的 LEU2 基因开放阅读框，并存在一段重复的序
列，转化后的菌株可通过不含亮氨酸的培养基筛
选，借助重复序列的同源性删除（见图 3A）。His-
FLP 系统则是一种麦芽糖诱导的 FLP 重组酶介导
的 CRISPR 组件与标记的删除，最终将会在插入
的 HIS 位点留一个 FLP 重组酶靶点 FRT 序列（见
图 3B）。两种方式皆在编辑目的外最大限度地保持
了原基因组的纯净性，在确认了预期的靶点修饰
后，营养素 N- 乙酰转移酶（NAT）标记、Cas9 和
sgRNA 表达框被从基因组中移除。由于没有标记整
合在目标基因座上，且 CRISPR/NAT 标记成分在每
次转化后被回收，因此实现了真正的无标记基因组
编辑。

　　此外该团队的研究中还利用了一种 PCR 缝合
的方式代替原先的质粒克隆来扩增 sgRNA（见图
3C）。通过该方式获得 sgRNA 可在一天内完成白
假丝酵母菌的转化，而传统的通过大肠埃希菌培
养克隆质粒的方式则至少需要 3 d，更进一步地
提高了基因编辑效率。

图 3　CRISPR 系统的进步

Fig 3　Progress of the CRISPR system 
A. LEUpOUT 系统（LEUpOUT system）；B. His-FLP 系统（His-FLP 
system）；C. sgRNA PCR 缝合（sgRNA PCR suture）；FWD. 前引物

（forward primer）；REV. 后引物（reverse primer）。

1.4　启动子改造进一步提高编辑效率
　　此后，对于 CRISPR 编辑盒上诸多元件的优
化进一步地提高了 CRISPR 系统的基因编辑效率。
Ng 团队 [17] 的研究发现，类似于其他物种，在白
假丝酵母菌中，CRISPR 系统基因编辑的效率很
大程度上受限于 sgRNA 的转录效率。研究者通过
测量 CRISPR 系统切割和修复单拷贝酵母增强单
体红色荧光蛋白（RFP）基因所造成的荧光参数
变化来作为量化基因编辑效率的指标，比较各种
sgRNA 启动子和转录后 RNA 处理方案发现，在
ADH1 启动子控制下转录的 RNA 使基于 CRISPR
的突变率增加了 10 倍。侧翼是 5' 端 tRNA 的
sgRNA 表现出更高的稳定性，从而使白假丝酵母
菌的 CRISPR 编辑效率有了重要的提高。
2　基于 CRISPR系统的非编辑应用

　　强大的基因组编辑是 CRISPR 系统最引人注
目的功能。此外，由于它可以通过使用不具有核
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酸酶活性的 Cas9（dCAS9）[18]，在同一位置招募
DNA、RNA 和蛋白质，使得 CRISPR 系统也可以
作为一种高效运转的功能平台，在白假丝酵母菌
基因功能的研究中有了更多样的应用，例如特定
基因组的示踪定位和转录调控功能。
　　近年来，有两个团队描述了 CRISPR 系统在
白假丝酵母菌中的非编辑应用。Román 团队 [19] 报
道了 CRISPR 系统也可以应用于基因表达水平的
调控，他们设计了一种不具备 DSB 活性的 CAS9
蛋白——dCAS9，选择编码胞质过氧化氢酶的
CAT1 基因，通过 GFP 融合蛋白的水平来反映该基
因表达的上调和下调，结果发现 dCAS9 本身不足
以阻止基因的转录，但 dCAS9 与 Nrg1 抑制子的
结合可以将转录水平下调约 60%。而对于转录激
活，研究者使用了不同的激活结构域和策略：当
表达与 Gal4 激活域融合的 dCAS9 时，会诱导基因
转录水平上调至原来的 2 倍，这取决于 Cas9 嵌合
体的结合部位（由 sgRNA 主导）；当使用 pADH1-
tRNA 启动子来表达目的基因，转录水平的上调甚
至可以更高；当使用 RNA 支架策略与前面提到的
策略相结合时，额外的 RNA 结构域（MS2）被添
加到 sgRNA 中，生成 scRNA 支架，然后被已知的
RNA 结合蛋白（MCP）识别，通过将激活物融合
到 MCP，通过 RNA 招募一个效应器模块，将转
录水平提高到原来的 15 倍。Wensing 等 [20] 则开发
了一个类似的 CRISPR 的系统用于遗传干扰，其
中 dCAS9 受 ACT1 启动子控制，SNR52 RNA 聚
合酶Ⅲ（POL Ⅲ）启动子用于驱动 sgRNA 表达，
将该结构整合在中性基因座上。此外，Shapiro
团队还将 dCAS9 与密码子优化的抑制子结构域
Mix1 和转录抑制子 Sin3 融合，此前有报道这两
种结构域可以增强酿酒酵母中的 CRISPR 干扰
（CRISPRi）。该研究还通过针对内源性 ADE2 启动
子，证明了 dCAS9 或 dCAS9- 抑制子融合都能有
效地抑制白假丝酵母菌基因的转录，其中 dCAS9-
Mxi1 融合的抑制作用最强；报道中，该系统还被
用来耗尽 HSP90 蛋白，表明该系统也可以对管家
基因的表达进行有效的抑制 [20]。
3　总结与展望

　　近年来，通过基因编辑技术对病原真菌进行有
效生物学研究已不存在技术障碍。对于白假丝酵母
菌，目前已经有多种成熟的基因功能研究策略可供
选择，如营养标记筛选策略、药物抗性标记筛选策
略等，使得白假丝酵母菌成为一个极具优势的真菌
致病模型。然而，基因操作仍然存在一些瓶颈，诸

如删除筛选工作的繁复、脱靶现象以及不尽如人
意的转化效率。因此，将 CRISPR 技术应用于病原
真菌基因功能的分析具有很大的优势。首先，由于
Cas9 核酸酶在 dsDNA 上产生断裂的效率非凡，可
以同时编辑几个基因，这对非单倍体或非整倍体真
菌菌株来说是一个重要的优势，可以避免使用不同
的标记或循环策略。其次，有效的基因组编辑不一
定需要工具质粒的克隆步骤，因为该系统可以瞬时
表达来自 PCR 片段的成分，从而大大缩短了遗传
操作所需的时间。第三，该系统的特异性允许在基
因编辑后对基因组进行最小程度的改变。这种“干
净”的表型在分析基因功能时也是一个优势。
　　目前，应用于白假丝酵母菌基因功能研究的
CRISPR 技术已经相对完善成熟，研究人员不仅
可以应用 CRISPR 技术高效地沉默目的基因，构
建基因缺陷菌，亦可以运用该技术对必需基因的
表达进行灵活的调控。近年来，该技术也逐步在
其他念珠菌属及非念珠菌属致病真菌的基础研究
中得以应用。
　　当然，CRISPR 系统的应用有其局限性，最重
要的一点在于，相较于传统策略中利用同源片段
匹配，通过人为设计的序列替换原基因组序列从
而达到基因型的改变，CRISPR 系统则是向真菌细
胞中导入了一个具有实在编辑功能的“程序”。这
种方法固然可以通过一次转化实现一组等位基因
的纯合突变，或同时对多个基因进行编辑，但在
以诱导杂合子突变为目的基因编辑中（如管家基因
纯合子突变致死的情况），如何控制这个“程序”
仅对一条等位基因进行编辑，还未见在白假丝酵
母菌上的报道。此外，还有许多尚未探索的因素
可能会影响 CRISPR 系统在基因编辑中的效率，
比如 sgRNA 的长度和序列、修复模板的大小和相
对于 DSB 的位置、转化真菌细胞的方式等。因此，
预计在未来几年，这一技术尚存在极大的改进空
间。另一方面，除了基因编辑，CRISPR 系统还提
供了一系列潜在用途，可在不久的将来促进真菌
研究。Cas9 核酸酶作为支架平台具有可以募集生
命的三个主要分子 RNA、DNA 和蛋白质相互作
用的独特能力，使其存在一系列潜在的应用可能，
如转录调控应用。由于该系统特异性依赖于向导
和模板的精确碱基配对，使得多靶点操作相对容
易，可以应用该策略调控宿主的代谢通路。
　　总的来说，利用 CRISPR 系统快速地构建白
假丝酵母菌基因缺陷菌库将有广阔的应用前景，
通过构建潜在药物靶点的基因缺陷菌可以对抗真
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菌活性化合物进行化合物作用靶点的研究，也可
以直接利用基因缺陷菌进行有针对性的化合物的
筛选。CRISPR 系统构建的白假丝酵母菌基因缺
陷菌库对寻找新药靶和开发新药提供了新策略。
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灵芝孢子粉通过 JAK1/STAT6 信号通路 
抑制 M2 型巨噬细胞极化

王思维1，陈云娜2，陈卫东1，3，王雷1，3，吴成圆1，王强1，张雪1，吴培云1*（1. 安徽中医药大学药学院中药

药理系，合肥　230012；2. 安徽中医药大学细胞分子生物学实验室，合肥　230012；3. 中药复方安徽省重点实验室，合肥　230012）

摘要：目的　探究灵芝孢子粉对 M2 型巨噬细胞极化的影响及其可能的作用机制。方法　采
用 IL-4（100 ng·mL － 1）刺激小鼠 RAW264.7 巨噬细胞，建立 M2 型巨噬细胞模型，分别给予
灵芝孢子粉 1、2、4 mg·mL － 1 进行孵育。CCK8 法观察灵芝孢子粉对正常巨噬细胞活力的影
响，流式细胞术检测 M2 型巨噬细胞表面分子 CD206 和 CD86 的表达，RT-qPCR、ELISA 检测
TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 的表达；Western blot 检测 JAK1 和 STAT6 磷酸化表达水平。结果　与
正常组相比，IL-4 组 M2 型极化相关标志物 CD206、TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 等表达显著升高
（P ＜ 0.001），JAK1、STAT6 磷酸化蛋白水平显著上升（P ＜ 0.001）；灵芝孢子粉干预后，上
述 M2 型极化相关标志物和蛋白磷酸化水平显著降低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.001）。结论　灵芝孢
子粉可以抑制 M2 型巨噬细胞极化，其作用机制可能与抑制 JAK1/STAT6 信号通路有关。
关键词：灵芝孢子粉；巨噬细胞；M2 型极化；JAK1/STAT6
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Ganoderma lucidum spore powder inhibits M2-type macrophage 
polarization through JAK1/STAT6 signaling pathway
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Abstract: Objective  To determine the effect of Ganoderma lucidum spore powder on the polarization 
of M2-type macrophages and its possible mechanism. Methods  Mouse RAW264.7 macrophages 
were stimulated with IL-4 (100 ng·mL － 1) to establish an M2-type macrophage model, and were 
incubated with Ganoderma lucidum spore powder at 1, 2 and 4 mg·mL － 1, respectively. The effect 
of Ganoderma lucidum spore powder on the viability of normal macrophages was observed by CCK8 
method. The expression of M2-type macrophage surface molecules CD206 and CD86 was detected by 
flow cytometry. The expression of TGF-β1, IL-10 and Arg-1 was detected by RT-qPCR and ELISA. The 
phosphorylation expression levels of JAK1 and STAT6 was detected by Western blot. Results  Compared 
with the normal group, the expressions of M2-type polarization-related markers CD206, TGF-β1, IL-10 
and Arg-1 (P ＜ 0.001), and the phosphorylated proteins of JAK1 and STAT6 increased (P ＜ 0.001) in 
the IL-4 group. After the intervention of Ganoderma lucidum spore powder, the above-mentioned M2-
type polarization-related markers and protein phosphorylation levels decreased (P ＜ 0.05, P ＜ 0.001). 
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　　巨噬细胞是一类可以多向分化的免疫细胞，
根据表型分为经典激活的 M1 型巨噬细胞和替代
活化的 M2 型巨噬细胞 [1]。M2 型巨噬细胞由 Th2
细胞因子白介素（IL）-4 等激活，高表达精氨酸
酶 1（Arg-1）、IL-10 等细胞因子 [2-3]，具有促进
肿瘤生长转移、血管形成等功能，其数量与肿瘤
的恶性程度成正比 [4]。调节 M2 型巨噬细胞极化
平衡从而改善肿瘤微环境是中药免疫调节的作用
机制之一 [5]。STAT6 是 STAT 家族的成员之一，
在信号转导与转录激活上发挥关键作用，JAK/
STAT6 信号通路是 M2 型巨噬细胞极化过程中最
重要的信号通路之一，通过抑制 STAT6 信号通路
磷酸化，阻止 M2 型巨噬细胞极化，在临床上有
潜在的治疗价值 [6-7]。灵芝孢子粉是灵芝生长成熟
期弹射出来的极其微小的孢子，具有灵芝的全部
遗传活性，其广泛的临床治疗作用已经被大量研
究证实 [8-10]。根据早期研究报道，灵芝的主要有
效成分之一是灵芝多糖，灵芝孢子粉的水或乙醇
提取物通常由灵芝多糖组成，它不仅可以抑制多
种肿瘤细胞的迁移和侵袭，而且在调节机体免疫
应答中起重要作用 [11-13]。目前灵芝孢子粉对 M2
型巨噬细胞极化的机制还不明确，本文通过建
立 IL-4 诱导 RAW264.7 细胞 M2 型极化模型，探
讨灵芝孢子粉对 M2 型巨噬细胞极化相关 JAK1/
STAT6 信号通路的影响，为灵芝孢子粉免疫相关
作用提供实验依据。
1　材料
1.1　细胞及培养
　　小鼠 RAW264.7 巨噬细胞，购自中国科学院
上海细胞库。将细胞放置于 37℃、5%CO2 的细
胞培养箱中培养。
1.2　试药与仪器
　　灵芝孢子粉（GLS）（合肥敬道生物科技有限
公司，批号 200301）；CCK8 试剂盒（山东思科
捷生物技术有限公司）；DMEM 培养基、胎牛血
清（FBS，美国 Hyclone 公司）；脂多糖（LPS）、
IL-4（美 国 Sigma 公 司）；100×青 霉 素 - 链 霉
素溶液（上海碧云天生物技术有限公司，批号：
C0222）；IL-10 试剂盒（批号：YJ037873）、Arg-1
试剂盒（批号：YJ037690）、TGF-β1 试剂盒（批号：
YJ002115）、CD86 流 式 抗 体、CD206 流 式 抗 体
（Biolegend）；p-STAT6 抗体、STAT6 抗体、JAK1

抗体、P-JAK1 抗体（美国 Abcam 公司）；PCR 引
物设计及合成（合肥臻沃生物科技有限公司）；
SYBR Green qPCR Mix（山东思科捷生物技术有限
公司）。灵芝孢子粉（合肥敬道生物科技有限公司，
批号：200301）；ELX800uv 酶标仪（美国 Thermo
公司）；KQ-300B 流式细胞仪（美国贝克曼库尔特
公司）；Amersham Imager 600 成像系统（美国 GE
公司）；DYY-7C 型电泳仪（北京市六一仪器厂）；
318MC 型酶标仪（美国赛默飞世尔科技有限公司）。
2　方法
2.1　药物的制备
　　将 2 g 灵芝孢子粉放入 10 mL 双蒸水中，在
70℃搅拌 12 h，1500 r·min － 1 离心 10 min，获得
的上清液浓缩并使用冷冻干燥机（LABCONCO，
美国）冷冻干燥，得到其粉末。为了进行后续的
体外实验，将得到的粉末溶解在含 10%FBS 的培
养基中，得到质量浓度为 50 mg·mL － 1 的储存液，
然后通过 0.22 µm 细菌过滤器过滤，去除细菌。
2.2　细胞分组
　　实验分为正常组，IL-4 组和灵芝孢子粉低、中、
高剂量组。取对数生长期细胞，消化调整细胞浓
度至 2×105 个·mL － 1，接种至 6 孔板，每组设 3
个复孔。细胞种板后，IL-4 组给予 100 ng·mL － 1 
IL-4 刺激，灵芝孢子粉低、中、高组分别给予 100 
ng·mL－ 1 IL-4 ＋ 1、2、4 mg·mL－ 1 灵芝孢子粉，
孵育 24 h。收集细胞和培养上清液备用。
2.3　CCK8 法检测巨噬细胞活力
　　RAW264.7 细胞接种至 96 孔板，加入不同浓度
的灵芝孢子粉，每组 6 个复孔。药物作用 24 h 结束
后每孔加入 100 μL 的 CCK8 避光孵育 1.5 h，酶标仪
测定 450 nm 处各孔的吸光度值，计算细胞存活率。
2.4　流式细胞仪检测巨噬细胞表型
　　收集细胞后，将细胞转移到 EP 管中，2000 
r·min－ 1 离心 10 min，弃上清液。PBS 清洗一遍，
2000 r·min － 1 离心 5 min，弃上清液。向 EP 管中
加入 100 μL FITC 标记的 CD86 抗体，4℃避光孵育
30 min。染色后在 2000 r·min － 1 离心 10 min，弃
上清液，向 EP 管中加入 300 μL 流式缓冲剂，在 
2000 r·min－ 1 离心 10 min，弃上清液，向 EP 管中
加入 100 μL 破膜液，在室温下放置 10 min。混匀细
胞，加入 100 μL PE 标记的 CD206 抗体，并在 4℃
孵育 30 min。离心后弃上清液，加入流式缓冲剂清

Conclusion  Ganoderma lucidum spore powder can inhibit the polarization of M2-type macrophages, 
whose mechanism may be related to the inhibition of JAK1/STAT6 signaling pathway. 
Key words: Ganoderma lucidum spore powder; macrophage; M2-type polarization; JAK1/STAT6
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洗。加入 400 μL PBS 重悬细胞，过膜，上机检测。
2.5　RT-qPCR 检测 RAW264.7 巨噬细胞 TGF-β1、
IL-10 和 Arg-1 基因的表达
　　Trizol 法 提 取 细 胞 总 RNA，β- 肌 动 蛋 白
（β-actin）作为内标基因，采用 SYBR（Green）法
测定 RAW264.7 巨噬细胞中 mRNA 的表达，具体
程序如下：95℃（10 min）→ 95℃（15 s）→ 95℃
（15 s，40 个循环）→ 60℃（1 min，40 个循环）
→ 95℃（15 s）→ 60℃（1 min）→ 95℃（15 s）。
其他各基因上下游序列见表 1。

表 1　检测基因的引物序列 
Tab 1　Primer sequences for detecting genes

基因 引物 引物序列（5' → 3'）

IL-10 Forward primer TTCTTTCAAACAAAGGACCAGC

Reverse primer GCAACCCAAGTAACCCTTAAAG

Arg-1 Forward primer TGAGAGACCACGGGGACCTG

Reverse primer GCACCACACTGACTCTTCCATTC

TGF-β1 Forward primer TTGACTTCCGCAAGGACCTCGG

Reverse primer GCGCCCGGGTTATGCTGCTGGT

β-actin Forward primer GTCCCTCACCCTCCCAAAAG

Reverse primer GCTGCCTCAACACCTCAACCC

2.6　ELISA 法检测细胞上清液 TGF-β1、IL-10 和 
Arg-1 的含量
　　取细胞培养上清液，1500 r·min － 1 离心 10 
min，取上清液，根据试剂盒说明书处理，测定细
胞上清液中 TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 的含量。
2.7　Western blot 检测灵芝孢子粉对 RAW264.7
巨噬细胞中 JAK1/STAT6 蛋白表达的影响
　　收集细胞，加入含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑
制剂的裂解液后，放置冰上 30 min，离心（12 000 
r·min － 1，15 min，4℃），取蛋白上清液进行蛋
白测定。每孔加入相应的蛋白上样，75 V 恒压
电泳 30 min，再转为 150 V 恒压电泳分离蛋白，
经 200 mA 恒流转膜 2 h，用 5% 脱脂牛奶封闭液
常温下封闭 1 h，PBS 洗涤 3 次，每次 10 min，
置 4℃孵育过夜（抗体稀释比例 1∶1000），用
TBST 缓冲液洗涤 3 次，每次 10 min，再加入二
抗（1∶10 000）室温下孵育 1.5 h，洗涤 3 次，以
GAPDH 作为内参蛋白，蛋白条带由 Amersham 
Imager 600 成像系统使用 ECL 底物检测。
2.8　统计学方法
　　统计学处理采用 SPSS 23.0 软件进行分析，数
据结果以均值±标准差（x±s）表示，组间比较
采用 t 检验。P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞活性的影响
　　结果如图 1 所示，与正常组比较，灵芝孢
子粉在 16 mg·mL － 1 时细胞存活率下降，而在

0.25 ～ 8 mg·mL － 1 的浓度范围内对 RAW264.7
巨噬细胞无明显毒性，因此，在后续实验中选用
灵芝孢子粉 1、2、4 mg·mL － 1 作为工作浓度。

图 1　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞细胞活性的影响（n ＝ 6）
Fig 1　Effect of Ganoderma lucidum spore powder on cell activity of 
RAW264.7 macrophage（n ＝ 6）

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

3.2　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞 M2 表型
CD86/CD206 抗体表达的影响
　　与正常组相比，LPS 刺激后的 RAW264.7 巨
噬细胞高表达 CD86（99.5%），细胞极化为 M1 型；
而 IL-4 刺激的巨噬细胞高表达 CD206（74.5%），
细胞极化为 M2 型；灵芝孢子粉干预后，CD206
的表达不同程度的降低，说明灵芝孢子粉可以抑
制 M2 型巨噬细胞的表型，结果见图 2。
3.3　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞 TGF-β1、
IL-10 和 Arg-1 基因表达的影响
　　与正常组相比，IL-4 组 RAW264.7 巨噬细胞中
TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 的基因表达显著升高；与
IL-4 组相比，灵芝孢子粉干预后的 TGF-β1、IL-10
和 Arg-1 因子的基因表达显著下降，结果见图 3。
3.4　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞 TGF-β1、
IL-10 和 Arg-1 含量的影响
　　如图 4所示，与正常组相比，IL-4组 RAW264.7
巨噬细胞上清液中 TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 的含量
显著升高；与 IL-4 组相比，灵芝孢子粉各剂量组中 
TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 因子含量下降，除灵芝孢子
粉低剂量组 TGF-β1 的含量外，差异均具有统计学
意义。
3.5　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞 JAK1/ 
STAT6 信号通路的影响
　　与正常组相比，IL-4 组 RAW264.7 巨噬细胞
中 P-JAK1、P-STAT6 蛋白的表达显著提高；与
IL-4 组相比，灵芝孢子粉作用后两种蛋白的磷酸
化表达水平显著下降，结果见图 5。
4　讨论
　　巨噬细胞是具有高度异质性的一类免疫细
胞，在体内不同微环境影响下，不同亚型巨噬细
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胞处于动态平衡，参与抗原吞噬和其他免疫调
节过程，从而在肿瘤等疾病的发展中起关键作
用 [14]。肿瘤微环境中的巨噬细胞受到细胞因子、
分泌蛋白等刺激，表现出明显的表型和功能差
异 [15-16]。巨噬细胞的极化现象在肿瘤发展中广泛
存在，M1 型巨噬细胞通过分泌促炎因子和趋化
因子参与机体的炎症反应，M2 型巨噬细胞则是
分泌抑制细胞炎症的因子，抑制炎症，降低机体
免疫反应，促进肿瘤的转移 [17-18]。既往研究认为
巨噬细胞及分泌的细胞因子等与恶性肿瘤的发生
发展和预后密切相关，中药可以通过调节巨噬细

胞极化对多种组织来源的肿瘤发挥抑制作用 [19]。
　　STAT6 途径是细胞因子 IL-4 的常见信号传导
途径 [20]。研究表明，IL-4 通过 JAK/STAT6 信号通
路可活化 M2 型肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）。其具
体信号通路为：IL-4 和 TAMs 表面的复合体相结合，
将信号传递至下游，通过 STAT6 抑制 STAT1，避
免向 M1 型 TAMs 活化 [21]。灵芝孢子粉对于提高机
体免疫力具有一定作用 [22]，它不但可以激活巨噬
细胞、淋巴细胞等，还可以通过促进细胞因子的生
成等途径对机体的免疫系统发挥调控作用 [23]。
　　灵芝孢子粉对于调节 M1 型巨噬细胞活性的研

图 2　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞表面 CD86/CD206 抗体表达的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 2　Effect of Ganoderma lucidum spore powder on CD86/CD206 antibody expression on the surface of RAW264.7 macrophages（x±s，n ＝ 3）

注：与正常组相比，###P ＜ 0.001；与 IL-4 组相比，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，###P ＜ 0.001；compared with the IL-4 group，***P ＜ 0.001.

图 3　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞中 TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 基因表达的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 3　Effect of Ganoderma lucidum spore powder on TGF-β1，IL-10，and Arg-1 gene expression in RAW264.7 macrophages（x±s，n ＝ 3）

注：与正常组相比，##P ＜ 0.01；与 IL-4 组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，##P ＜ 0.01；compared with IL-4 group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.

图 4　灵芝孢子粉对 RAW264.7 巨噬细胞 TGF-β1、IL-10 和 Arg-1 含量的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 4　Effect of Ganoderma lucidum spore powder on TGF-β1，IL-10，and Arg-1 contents of RAW264.7 macrophages（x±s，n ＝ 3）

注：与正常组相比，###P ＜ 0.001；与 IL-4 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，###P ＜ 0.001；compared with the IL-4 group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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究已有相关报道，但对于调节 M2 型巨噬细胞活性
的研究报道尚少见。本研究实验结果表明灵芝孢子
粉可能通过抑制 JAK1/STAT6 蛋白的磷酸化水平从
而抑制 M2 型巨噬细胞的极化，为后续灵芝孢子粉
发挥抗肿瘤作用研究奠定实验基础。
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图 5　灵芝孢子粉对巨噬细胞 JAK1/STAT6 通路蛋白表达的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 5　Effect of Ganoderma lucidum spore powder on the expression of JAK1/STAT6 pathway protein in macrophages（x±s，n ＝ 3）

注：与正常组相比，###P ＜ 0.001；与 IL-4 组相比，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，###P ＜ 0.001；compared with the IL-4 group，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001.
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复合诱导子不同处理时间对丹参毛状根生长和 
初次生代谢产物积累的影响

李俊伶，吴家慧，李堰，李侯希尔，张大川，谭淑渟，王楠，王学勇*（北京中医药大学 中药学院，北

京　102488）

摘要：目的　考察生物诱导子酵母提取物（YE）和非生物诱导子银离子（Ag ＋）复合诱导子对

不同处理时间丹参毛状根生长量和初次生代谢产物积累的综合性影响。方法　在继代培养 21 d
的丹参毛状根中添加 YE ＋ Ag ＋复合诱导子，分别测定诱导后 0、2、4、6、8、10 d 后丹参毛

状根的生长量，采用紫外分光光度法和超高效液相色谱法测定丹参毛状根体内初次生代谢产

物的含量。结果　在实验浓度条件下，与空白对照组相比，YE ＋ Ag ＋对毛状根生长有明显的

抑制作用，且抑制了初生代谢产物总糖和总蛋白的积累。YE ＋ Ag ＋明显促进了毛状根中次生

代谢产物总酚酸类和总丹参酮类的积累，其中咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、

丹参酮ⅡA 和隐丹参酮含量分别为空白对照组的 2.22、7.47、2.39、32.15、7.65 和 52.89 倍。

结论　YE ＋ Ag ＋协同作用抑制丹参毛状根的生长，同时对不同成分的积累具有不同的影响，

抑制初生代谢产物的积累，促进次生代谢产物的积累。

关键词：丹参毛状根；初生代谢产物；次生代谢产物；诱导子；超高效液相色谱法

中图分类号：R283　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1422-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.004

Effect of different treatment time of combined elicitors on the growth 
of Salvia miltiorrhiza hairy roots and accumulation of the primary and 

secondary metabolites

LI Jun-ling, WU Jia-hui, LI Yan, LI Hou-xi’er, ZHANG Da-chuan, TAN Shu-ting, WANG Nan, 
WANG Xue-yong* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, 
Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the comprehensive effect of yeast extract (YE) and silver ion (Ag＋ ) 
on the growth of Salvia miltiorrhiza hairy roots and on the accumulation of primary and secondary 
metabolites at different treatment time. Methods  After subculture for 21 days, the combination of 
YE ＋ Ag ＋ was added to the Salvia miltiorrhiza hairy roots, and the growth of Salvia miltiorrhiza hairy 
roots was measured after 0, 2, 4, 6, 8, and 10 days of induction. The contents of primary and secondary 
metabolites in Salvia miltiorrhiza hairy roots were determined by ultraviolet spectrophotometer and 
ultra-high performance liquid chromatography. Results  At the experimental concentration, YE ＋

Ag ＋ had significant inhibition on the growth of hairy roots and the accumulation of total sugar and 
total protein content of primary metabolites compared with the blank control group (the CK group). 
YE ＋ Ag ＋ significantly promoted the accumulation of total phenolic acids and total tanshinones of 
secondary metabolites in the hairy roots. The contents of caffeic acid, rosmarinic acid, salvianolic acid B, 
dihydrotanshinone I, tanshinone ⅡA and cryptotanshinone were 2.22, 7.47, 2.39, 32.15, 7.65 and 52.89 
times higher than those of the CK group. Conclusion  The synergistic effect of YE ＋ Ag ＋ affects the 
growth of Salvia miltiorrhiza hairy roots, and the accumulation of different components, inhibiting the 
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男，教授，博士研究生导师，主要从事国际中药资源研发与分子生药学研究，email：wxyph.d@163.com
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　　丹参是唇形科植物丹参 Salviae miltiorrhiza 
Bge. 的干燥根和根茎，具有活血祛瘀，通经止
痛，清心除烦，凉血消痈的功效 [1]，临床上主要
用于治疗心脑血管疾病 [2-3]。近年来，人们越来
越关注丹参的质量问题。但目前国内丹参野生资
源不断减少，栽培的丹参品种混杂，质量极不稳
定，严重限制了丹参产业的发展。中药材的质量
主要与原植物的内在遗传因素与外界所处环境有
关，药效成分即次生代谢产物作为评价中药材质
量的一个重要指标而备受关注。目前有关丹参品
质的研究大多都集中在其次生代谢产物，脂溶性
的丹参酮和水溶性的酚酸类成分上 [4-7]。
　　毛状根是通过发根农杆菌将外源 DNA 的片
段通过其 T-DNA 转移到植物细胞来感染植物。
与植物本身的根相比，毛状根具有生长快、培养
期短、合成次生代谢产物能力强等诸多特点，可
以在固体或液体培养基上快速生长，并且在反复
传代培养后其生理和遗传特征可以保持稳定 [8-9]。
丹参毛状根常被用作生产大量植物次生代谢产物
及合成的机制研究，是优良的丹参替代材料。
　　研究证明，通过添加诱导子来提高植物次生
代谢产物含量是一种非常有效的方法 [10-12]。Yan
等 [11] 发现 YE 和 Ag ＋能提高丹参毛状根中总酚
酸的含量，王学勇等 [12] 发现 YE 和 YE ＋ Ag ＋能
提高丹参毛状根中丹参酮类成分的积累，证明了
生物诱导子酵母提取物（YE）和非生物诱导子银
离子（Ag ＋）具有协同作用。植物次生代谢和初
生代谢密切相关，植物初生代谢对于药材品质也
至关重要，而有关丹参初生代谢产物的研究相对
缺乏 [4]。一方面，初生代谢产物为维持植物生长
发育和生命活动提供了所必需的前体物质，如糖
类、脂肪、蛋白质等；另一方面，次生代谢产物
也能对初生代谢产生影响 [13-17]。但以往的研究大
多忽略了初次生代谢产物之间的关联与平衡。
　　在使用诱导子提高丹参次生代谢产物含量方
面，本课题组已有研究基础和发现 [4]。考虑到初
生代谢和次生代谢之间的内在关系，本研究以丹
参毛状根为材料，主要检测了丹参毛状根中初生
代谢产物（总糖和总蛋白）及次生代谢产物（总
酚酸和总丹参酮）之间的整体变化，并用超高效

液相色谱（UPLC）法测定了诱导子处理前后丹参
毛状根 6 种次生代谢产物的含量变化，初步探索
初生代谢和次生代谢的整体变化，为探究 YE ＋

Ag ＋诱导子处理下丹参毛状根的代谢活动提供参
考，进而为提高丹参药材品质提供依据。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　GL-88B 旋涡混合器（海门市其林贝尔仪器制造
公司）；SIGMA 1-14 高速离心机（德国 SIGMA）；
移液枪（德国 Eppendorf 公司）；双人单面超净工
作台（苏州苏云净化设备有限公司）；TS-211C 恒
温摇床（常州市日天仪器有限公司）；HH-4Y 电热
恒温水浴锅（上海启前电子科技有限公司）；LMQ.
C 型立式灭菌器（新华牌）；UV2800 紫外可见分光
光度计（舜宇恒平）；酶标仪（Biotek instruments）；
UPLC Accuracy 系统（日本岛津公司）；冷冻干燥机
（ALPHA 1-2 LD plus，德国 Christ）；－ 80℃冰箱
（美菱）；ME155DU/02 型万分之一电子天平（瑞士
Mettler Toledo 公司）；SB25-12DTD 型超声波清洗机、
SCIENTZ-48 高通量组织研磨器（宁波新芝生物科技
股份有限公司）。
1.2　试药

　　对照品 D（＋）- 无水葡萄糖（批号：S22J12H- 
137237）、牛血清白蛋白（批号：Y16J9S52722）、
没食子酸（批号：J05GB153704）、咖啡酸（批号：
M27GB143417）、迷迭香酸（批号：Y06A9K67402）、
丹酚酸 B（批号：P20J10F93457）、二氢丹参酮
Ⅰ（批 号：A09GB144611）、 隐 丹 参 酮（批 号：
M16GB148633）、丹参酮ⅡA（批号：J10GB151070）
（上海源叶生物科技有限公司，纯度均大于 98%）；
考马斯亮蓝 G250（批号：S19N9J75319，上海源
叶生物科技有限公司）；酵母提取物（YE，批号：
2846115-02，英国 OXOID）；硝酸银（AgNO3，批
号：20150421）、浓硫酸（批号：20171106，北京化
工厂）；5% 苯酚（批号：200302，北京博奥拓达科
技有限公司）；Folin- 酚试剂（批号：F8060，索莱
宝）；无水乙醇为分析纯（天津市致远化学试剂有限
公司）；甲醇、乙腈为色谱纯、甲酸为质谱纯（美国
Fisher 公司）；发根农杆菌 C58C1 由本实验室保存。
2　方法与结果

accumulation of primary metabolites and promoting the accumulation of secondary metabolites. 
Key words: Salvia miltiorrhiza hairy root; primary metabolite; secondary metabolite; elicitor; ultra-
high performance liquid chromatography
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2.1　丹参毛状根的培养

　　丹参毛状根由发根农杆菌 C58C1 侵染无菌丹
参苗叶片获得 [4]，并置于 6，7-V 液体培养基 [18]

中，25℃、150 r·min－ 1 摇床上黑暗培养待用。
在无菌条件下将 2 g 湿根接种于 300 mL 的 6，7-V
液体培养基中作为实验材料。
2.2　诱导子的制备

　　① YE 诱导子用乙醇沉淀法制备，具体参考文
献 [19]，最后将沉淀溶于 40 mL 去离子水中，115℃
灭菌 15 min，并置于 4℃冰箱备用。② Ag＋诱导
子母液的制备：称取 AgNO3 5.096 g 溶于 100 mL
去离子水，制备得 300 mmol·L－ 1 的 Ag ＋母液，
经 0.22 μm 滤膜过滤除菌，置于 4℃冰箱备用。
2.3　诱导子对丹参毛状根的处理

　　将丹参毛状根黑暗培养 21 d 后，加入 100 μL 
Ag＋诱导子母液和 3 mL YE 诱导子进行诱导处理，
空白对照组加等量无菌水，设置 3 次重复。观察

毛状根诱导培养第 0、2、4、6、8、10 日的生长
情况，并测定其鲜重；于－ 80℃冰箱中冷冻后置
于冷冻干燥机中冻干，研磨备用。
2.4　丹参毛状根表型及生长量变化

　　观察 YE ＋ Ag ＋诱导（YE ＋ Ag ＋组）和未
被诱导的空白对照组（CK 组）的丹参毛状根在诱
导培养各时间点的生长情况（见图 1）并取样，蒸
馏水冲洗 3 遍，滤纸吸干，测定鲜重（见图 2）。
结果表明，随培养时间增加，丹参毛状根鲜重先
增加后减少，两组均在培养第 6 日达到峰值后下
降，第 6 日开始丹参毛状根由生长期转向衰亡期。
但 YE ＋ Ag ＋组丹参毛状根生长量一直低于 CK
组，在第 8 日差异有统计学意义（P ＜ 0.05），这
说明 YE ＋ Ag ＋协同诱导显著抑制了丹参毛状根
的生长。从诱导培养第 2 日起，随培养时间增加，
YE ＋ Ag ＋组的毛状根表皮色泽及液体培养基颜
色比 CK 组明显加深（见图 1）。

图 1　YE ＋ Ag ＋诱导条件下丹参毛状根生长表型对比变化结果

Fig 1　YE ＋ Ag ＋ elicitors on comparative change of growth phenotype of Salvia miltiorrhiza hairy roots at different induction stages

图 2　丹参毛状根鲜重

Fig 2　Fresh weight of Salvia miltiorrhiza hairy roots
注：与 CK 组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the CK group，*P ＜ 0.05.

2.5　丹参毛状根中初生代谢产物含量测定

2.5.1　总糖含量测定　以 D（＋）- 无水葡萄糖作
为对照品。称取丹参毛状根冻干粉末 50.0 mg 于 10 
mL 离心管中，加入 6 mL 80% 的乙醇，80℃水浴
30 min，其间不断搅拌，溶液冷却至室温后 4000 
r·min－ 1 离心 10 min，残渣加入 3 mL 80% 的乙醇
重复浸提，提取液合并定容至10 mL 备用，用苯酚 -
硫酸法 [20] 测定总糖含量。YE ＋ Ag＋处理后丹参毛
状根中总糖含量变化见图 3，在诱导后第 2、4、6、

8 日时 YE ＋ Ag＋组毛状根总糖含量均低于 CK 组，
第 2、4、8 日时差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。两
组总糖含量均呈现先上升后下降趋势，但变化趋势
不同，CK 组较缓，在第 4 日达到峰值后持续下降，
至第 10 日出现最低点；而 YE ＋ Ag ＋组在第 2、8
日的下降和在第 4、6、10 日的上升变化幅度均较大，
在第 6 日出现峰值，在第 8 日出现最低点，这说明
YE ＋ Ag＋可能下调了初生代谢活动。

图 3　丹参毛状根不同诱导阶段总糖含量动态变化

Fig 3　Dynamic changes of content of total sugar in Salvia miltiorrhiza 
hairy roots at different induction stages

注：与 CK 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the CK group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001.
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2.5.2　总蛋白含量测定　以牛血清蛋白作为对照
品。称取丹参毛状根冻干粉末 50.0 mg，置研钵
中，与少许石英砂、蒸馏水研磨成匀浆后，匀
浆与清洗液转移并定容至 10 mL 量瓶中，5000 
r·min－ 1 离心 10 min，上清液即为蛋白质提取
液。精密量取上清液 0.1 mL 于离心管中，加入
0.9 mL 蒸馏水和 5 mL 考马斯亮蓝 G250 试剂，充
分混匀，2 min 后在 595 nm 的波长下检测其吸光
度，以空白调零。结果如图 4 所示，在诱导后第
2、10 日时 YE ＋ Ag ＋组毛状根总蛋白含量低于
CK 组（P ＜ 0.05）。两组均呈现先下降后上升的
趋势。与 CK 组相比，YE ＋ Ag ＋组在第 8 日达
到峰值，总蛋白含量达50.18 mg·g－1，随后下降，
而 CK 组持续上升，在第 10 日差异有统计学意义
（P ＜ 0.01）。这进一步说明了 YE ＋ Ag ＋可能对
初生代谢活动有下调作用。

图 4　丹参毛状根不同诱导阶段总蛋白含量动态变化

Fig 4　Dynamic changes of content of total protein in Salvia miltiorrhiza 
hairy roots at different induction stages

注：与 CK 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the CK group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

2.6　丹参毛状根中次生代谢产物含量测定

2.6.1　丹参毛状根次生代谢产物的提取　称取丹
参毛状根冻干粉末 20.0 mg，于 2 mL 离心管中，
加入 75% 甲醇提取液 1 mL 并称重，30℃、40 
kHz 超声提取 1 h，每 10 min 震荡摇匀一次，用
75% 甲醇补足重量；然后 12 000 r·min－ 1 离心
10 min，将上清液全部转移至新的 2 mL 离心管
中；重复上述步骤将残渣提取两次；最后合并三
次上清液，0.22 μm 微孔滤膜过滤，置于 4℃冰箱
保存，作为毛状根供试样品提取液。
2.6.2　总酚酸含量测定　以没食子酸作为对照品。
取制备的毛状根供试样品提取液 100 μL，参照 Yan
等 [11] 的方法，以 Folin- 酚法测定总酚酸含量。结
果如图 5 所示，在诱导第 6 日后 YE ＋ Ag ＋组毛
状根的总酚酸含量高于 CK 组（P ＜ 0.01）。在第
8 日时，YE ＋ Ag ＋组总酚酸含量达到峰值 37.32 
mg·g－ 1，是 CK 组的 2.14 倍。两组都呈现先下降

后上升再下降的趋势，但 YE ＋ Ag＋组总酚酸含
量变化幅度更大，变化趋势更快，这表明 YE ＋

Ag＋对于次生代谢活动总酚酸的积累有促进作用。

图 5　丹参毛状根不同诱导阶段总酚酸含量动态变化

Fig 5　Dynamic changes of content of total phenolic acid in Salvia 
miltiorrhiza hairy roots at different induction stages

注：与 CK 组比较，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001。
Note：Compared with the CK group，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001.

2.6.3　总丹参酮含量测定　以丹参酮ⅡA 作为对
照品。取样品提取液，测定其在 268 nm 下的吸光
度，以样品提取液为空白对照。结果如图 6 所示，
在诱导后第 4、6 日时 YE ＋ Ag＋组毛状根的总丹
参酮含量显著高于 CK 组（P ＜ 0.01），在第 8 日，
YE＋Ag＋组总丹参酮含量达到峰值94.65 mg·g－1。
两组都呈现先下降后上升的趋势，且 YE ＋ Ag＋

组变化趋势更快，这可能与 YE ＋ Ag＋上调毛状
根中次生代谢活动总丹参酮的积累有关。

图 6　丹参毛状根不同诱导阶段总丹参酮含量动态变化

Fig 6　Dynamic changes of content of total tanshinone in Salvia 
miltiorrhiza hairy roots at different induction stages. 

注：与 CK 组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the CK group，**P ＜ 0.01.

2.6.4　酚酸类成分和丹参酮类成分含量的测定
　　①色谱条件与系统适用性试验：色谱柱
Waters CORTECS UPLC C18 柱（2.1 mm×100 
mm，1.6 μm）；流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液，
B 为乙腈；梯度洗脱（0 ～ 3 min，5% ～ 20%B；
3 ～ 15 min，20% ～ 30%B；15 ～ 16 min，
30% ～ 40%B；16 ～ 27 min，40% ～ 50%B；
27 ～ 31 min，50% ～ 70% B；31 ～ 34 min，
70% ～ 100%B；34 ～ 38 min，100%B；38 ～ 41 
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min，100% ～ 5%B；41 ～ 45 min，5%B）； 流
速 0.2 mL·min－ 1，进样量 2 μL，柱温 35℃，样
品管理器温度 4℃，检测波长为 270 nm。在此色
谱条件下，咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢
丹参酮Ⅰ、隐丹参酮和丹参酮ⅡA 与样品中其他
成分分离度均大于 1.5，理论塔板数不低于 5000。
样品和对照品 UPLC 色谱图见图 7。

图 7　丹参毛状根的 UPLC 色谱图

Fig 7　UPLC chromatogram of Salvia miltiorrhiza hairy roots
A. 混合对照品（mixed reference solution）；B. 供试品（sample）；1. 咖
啡酸（caffeic acid）；2. 迷迭香酸（rosmarinic acid）；3. 丹酚酸 B
（salvianolic acid B）；4. 二氢丹参酮Ⅰ（dihydrotanshinoneⅠ）；5. 隐
丹参酮（cryptotanshinone）；6. 丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA）

　　② 混合对照品溶液的制备：分别取对照品咖
啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、隐
丹参酮、丹参酮ⅡA 适量，精密称定，置于 100 
mL 量瓶，加入 75% 甲醇超声溶解并定容，制成
质量浓度分别为 650、520、480、320、500、500 
μg·mL－ 1 的单一对照品储备液，备用。分别精
密量取上述对照品储备液各 1 mL，置同一 10 mL
量瓶中，加 75% 甲醇至刻度混匀，得到咖啡酸 65 
μg·mL－ 1、迷迭香酸 52 μg·mL－ 1、丹酚酸 B 
48 μg·mL－ 1、二氢丹参酮Ⅰ 32 μg·mL－ 1、隐
丹参酮 50 μg·mL－ 1、丹参酮ⅡA 50 μg·mL－ 1

的混合对照品溶液。
　　③标准曲线的制备：精密吸取咖啡酸、迷迭
香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹
参酮ⅡA 各对照品储备液，以 75% 甲醇配制成
不同质量浓度的系列混合对照品溶液，进样测
定。以峰面积（y）为纵坐标，质量浓度为横坐标
（x），用外标两点法计算并绘制标准曲线，进行

线性回归分析，结果见表 1，6 种成分在相应线
性范围内与峰面积线性关系良好。

表 1　6 种成分的回归方程、线性范围及相关系数 
Tab 1　Regression equation，linearity and correlation coefficients 

of 6 components

化合物 回归方程
线性范围 /

（μg·mL － 1）
r

咖啡酸 y ＝ 2.33×104x － 1.040×104     3.25 ～ 65 0.9997

迷迭香酸 y ＝ 1.13×104x ＋ 8.03×103     6.25 ～ 1000 0.9999

丹酚酸 B y ＝ 9.761×103x － 3.02×105       7.5 ～ 600 0.9993

二氢丹参酮Ⅰ y ＝ 3.60×104x － 1.778×103   0.075 ～ 9 0.9999

隐丹参酮 y ＝ 4.94×104x － 8.593×103 0.0625 ～ 25 0.9994

丹参酮ⅡA y ＝ 4.81×104x － 64.49 0.0625 ～ 5 0.9995

　　④ 精密度试验：精确吸取混合对照品溶液，
连续进样 6 次，记录峰面积，测得咖啡酸、迷迭
香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹
参酮ⅡA 峰面积 RSD 值分别为 0.48%、0.96%、
0.66%、0.52%、0.53%、0.47%，表明仪器精密度
良好。
　　⑤ 稳定性试验：精密吸取“2.6.1”项下同一
份毛状根供试样品提取液（样品编号：Y-10），分
别 于 0、2、4、6、8、10、12、24 h 进 样 检 测。
计算得咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参
酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮ⅡA 峰面积的 RSD 值分
别为0.84%、0.31%、1.2%、0.20%、0.15%、0.91%，
表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
　　⑥ 重复性试验：称取丹参毛状根样品粉末
（样品编号：Y-10）6 份，按照“2.6.1”项下方法
制备供试品溶液，进样检测。计算得咖啡酸、迷
迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、
丹参酮ⅡA 峰面积的 RSD 值分别为 1.3%、0.81%、
1.8%、0.61%、0.40%、0.93%，表明该方法重复
性良好。
　　⑦ 加样回收试验：称取丹参毛状根样品粉末
（样品编号：Y-10），精密称定约 20.0 mg，每份
加入等量的 6 份混合对照品溶液，按照“2.6.1”
项下方法制备供试品溶液，进样测定，计算咖啡
酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、隐丹
参酮、丹参酮ⅡA 的平均加样回收率为 99.53%、
99.26%、100.29%、98.48%、100.28%、98.98%；
RSD 分别为 1.1%、0.84%、1.7%、0.37%、0.80%、
0.45%。表明该方法的回收率良好。
　　⑧ 样品含量测定：取不同诱导时间下的丹参
毛状根样品粉末，按“2.6.1”项下方法制备成供
试品溶液，进样测定，计算出各时间点下丹参毛
状根中 6 种成分的含量，用折线统计图表示含量
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动态变化，结果见图 8。YE ＋ Ag ＋诱导条件下，
咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、
丹参酮ⅡA 5 种成分变化趋势基本一致，在第 6
日出现下降后第 8 日骤升，而隐丹参酮含量随诱
导时间一直上升。并且 YE ＋ Ag ＋组各成分除了

丹酚酸 B 在第 6 日出现短暂下降至 CK 组水平以
下外，其余成分在各个时间点均显著高于 CK 组，
（P ＜ 0.01），证明添加 YE ＋ Ag ＋诱导子以后，
毛状根的次生代谢活动加强，促进了次生代谢产
物的积累。

图 8　丹参毛状根不同诱导阶段 6 种次生代谢产物含量动态变化变化。

Fig 8　Dynamic changes of content of 6 secondary metabolites in Salvia miltiorrhiza hairy roots at different induction stages
A. 咖啡酸（caffeic acid）；B. 迷迭香酸（rosmarinic acid）C. 丹酚酸 B（salvianolic acid B）；D. 二氢丹参酮Ⅰ（dihydrotanshinone I）；E. 隐丹

参酮（cryptotanshinone）；F. 丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA）

注：与空白组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001.

3　讨论

3.1　YE ＋ Ag ＋处理对丹参毛状根中次生代谢产

物积累的影响

　　YE ＋ Ag ＋诱导促使丹参毛状根体内酚酸类
和丹参酮类积累量增加，且总体呈上升趋势，这
与文献结果一致 [9-10]。丹参毛状根在培养过程中
经 YE ＋ Ag ＋处理不同时间后，咖啡酸、迷迭香
酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡA 5 种
次生代谢产物含量均在 YE ＋ Ag ＋处理第 8 日左
右达到峰值，其产量分别提高为 CK 组的 2.22、
7.47、2.39、32.15 和 7.65 倍。 而 YE ＋ Ag ＋ 组
的隐丹参酮含量持续上升，在诱导培养第 10 日，
达到 52.89 倍，是增长量最高的成分。这表明
YE ＋ Ag ＋是促进丹参毛状根中次生代谢产物积
累的有效诱导因子。
3.2　YE ＋ Ag ＋处理对丹参毛状根中初次生代谢

产物的整体变化关系

　　本实验探讨了 YE ＋ Ag ＋处理下丹参毛状根
生长量与其体内初次生代谢产物积累之间的整体
关系。YE ＋ Ag ＋处理整体抑制了丹参毛状根的

生长，引起丹参毛状根体内初生代谢产物总糖和
总蛋白含量的下降，但促进了次生代谢产物含量
的增加，且次生代谢产物含量的增加发生于初生
代谢产物含量积累之后，这说明初生代谢产物和
次生代谢产物处于动态平衡的状态。这表明植物
的初生代谢过程与次生代谢过程密切相关。
　　随培养时间的增加，丹参毛状根色泽逐渐加
深，生长量逐渐增加，CK 组和 YE ＋ Ag＋组均在
第 6 日达到峰值，与此同时 YE ＋ Ag＋组总糖含
量也达到峰值，总蛋白含量随后在第 8 日达到峰
值；但是其次生代谢产物咖啡酸、迷迭香酸、丹
酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡA 在第 6 日均有
不同程度的下降，并且总酚酸和总丹参酮含量在
第 6 日增长趋势变缓。丹参毛状根生长量在培养
第 8 日骤降，总糖含量也骤降，总蛋白含量在第 8
日峰值后也骤降；但总酚酸和总丹参酮以及咖啡
酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、二氢丹参酮Ⅰ、丹参
酮ⅡA 5 种次生代谢产物均在第 8 日达到峰值。以
上结果表明，丹参毛状根的初生代谢物和次生代
谢物呈现出一种“此消彼涨”的动态变化过程。
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3.3　小结

　　本实验结果进一步表明生物和非生物诱导子
YE ＋ Ag＋ 联合使用能有效促进丹参毛状根体内酚
酸类和丹参酮类成分的积累。在此基础上，初步分
析了丹参毛状根体内初生代谢和次生代谢之间的整
体变化关系。由于本研究检测的代谢产物有限，仅
能部分揭示初次生代谢活动规律，未来还需要更多
的数据来支持和探索植物体内初次生代谢活动。
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桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的潜在作用机制与药效物质基础研究

张嘉宁1，任越1，王梓安1，李莹莹1，李纯2，常华2，张燕玲1*（1. 北京中医药大学 中药学院 国家中医药管

理局中药信息工程重点实验室 中药制药与新药开发关键技术教育部工程研究中心，北京　102488；2.广西中药新药研发中心，广

西　桂林　541004）

摘要：目的　基于网络药理学、分子对接以及体外实验探讨桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的潜在作
用机制及物质基础。方法　收集桂林西瓜霜的成分及靶标，与口腔溃疡的疾病靶标取交集，并
进行拓扑及 KEGG 分析。选择关键靶标与活性成分进行分子对接以发现桂林西瓜霜治疗口腔
溃疡的潜在物质基础。体外实验基于一氧化氮（NO）释放量、中性红吞噬作用、免疫荧光实
验验证桂林西瓜霜的抗炎以及免疫调节作用，并进一步对关键靶标及物质基础进行验证。结果
　共获得交集靶标 126 个。KEGG 结果表明桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的机制与抗炎、调节免疫
等相关，其中，C 型凝集素受体、PI3K-Akt 等信号通路可能为主要作用途径，原癌基因酪氨
酸蛋白激酶（SRC）、肿瘤坏死因子（TNF）、血管内皮生长因子 A（VEGFA）等可能是关键靶
标。分子对接结果发现桂林西瓜霜中的射干、大黄等中药所包含的木犀草素、谷甾醇等活性成
分可能为治疗口腔溃疡的潜在物质基础。体外实验验证结果发现桂林西瓜霜可促进 RAW264.7
细胞释放 NO，同时抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞释放 NO；增强 RAW264.7 细胞吞噬能力，
促进 RAW264.7 细胞向 M1 型极化，并可调节 SRC、TNF、VEGFA mRNA 的表达量。药效实
验结果显示射干、大黄等中药可能通过改变正常以及脂多糖诱导条件下 RAW264.7 细胞 NO 的
释放量以发挥抗炎及免疫调节的作用。结论　桂林西瓜霜通过多成分、多靶点、多通路协同作
用抑制口腔溃疡的发生发展，可为今后临床进一步探讨桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的机制及物
质基础提供理论依据，并指导其二次开发。
关键词：桂林西瓜霜；口腔溃疡；作用机制；物质基础
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Potential mechanism and pharmacodyamic substance of Guilin Xiguashuang 
for the treatment of oral ulcer
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ling1* (1. Key Laboratory of TCM-information Engineering of State Administration of Traditional 
Chinese Medicine, School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, 
Beijing  102488; 2. Guangxi Research Center for Traditional Chinese Medicine, Guilin  Guangxi  
541004)

Abstract: Objective  To determine the potential mechanism and pharmacodyamic substance of 
Guilin Xiguashuang against oral ulcer based on network pharmacology, molecular docking, and 
in vitro experiments. Methods  The components and potential targets of Guilin Xiguashuang were 
collected, and their intersections with disease targets of oral ulcer were analyzed by topology and 
KEGG. The key targets were selected for molecular docking with active components to determine 
the potential pharmacodyamic substance. Finally, the anti-inflammatory and immunomodulatory 
effects of Guilin Xiguashuang were verified based on nitric oxide (NO) release, neutral red 
phagocytosis and immunofluorescence, and the key targets and pharmacodyamic substance were 
further verified. Results  Totally 126 targets were obtained by mapping the drug targets and disease 

基金项目：国家自然科学基金项目（No.82073996）；桂林西瓜霜制剂作用机制解析研究 （No.BUCM-2021-JS-FW-017）。
作者简介：张嘉宁，女，硕士研究生，主要从事中药信息学研究，email：zzzhangjianing@163.com　* 通信作者：张燕玲，女，研究员，

博士研究生导师，主要从事中药药物设计与优化、中药信息学研究，email：zhangyanling@bucm.edu.cn



1430

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

　　口腔溃疡是临床上常见的一种口腔黏膜疾
病，以周期性、自限性、复发性为主要特点，具
有较高的发病率 [1-4]。溃疡周围黏膜呈白色过角
化，外形不规则，深浅不一致，发作时黏膜疼痛
剧烈，难以进食、沟通困难，严重影响患者的生
活质量 [5]。中医认为，口腔溃疡多因心脾积热或
阴虚火旺熏灼而起。因此临床常用具有清热解毒、
燥湿泻火等功效的中药治疗口腔溃疡 [6-7]。
　　桂林西瓜霜制剂由西瓜霜、煅硼砂、黄芩、
黄连、大黄、黄柏、山豆根、射干、青黛、浙贝母、
冰片、薄荷脑、无患子果（炭）、甘草 14 味中药
组成，具有清热解毒、消肿止痛、清音润喉的功
效，临床上常用于治疗口腔溃疡。其药性平和，
疗效显著，多年来稳居咽喉类用药综合第一品牌
地位。现代药理学研究表明桂林西瓜霜制剂可能
通过抗炎、抑菌、促进创面愈合、镇痛等作用治
疗口腔溃疡 [8-11]，但其作用机制及物质基础尚不
明确。因此，本研究拟通过网络药理学探讨桂林
西瓜霜对口腔溃疡的潜在作用机制，并利用分子
对接和体外实验发现并验证其物质基础，为桂林
西瓜霜应用于口腔溃疡的治疗提供理论依据。
1　材料
1.1　细胞
　　小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7（中国协和医
科大学基础医学研究所）。
1.2　试药
　　桂林西瓜霜药粉（批号：210205）、射干（批
号：201003）、 甘 草（批 号：201203）、 黄 芩（批
号：201201）、大黄（批号：201102）、黄柏（批号：

201101）、山豆根（批号：201201）粉末（广西中药
新药研发中心）。DMEM 高糖培养基（Corning 公
司）；特级胎牛血清（BI 公司）；青霉素、链霉素
（Gibco 公司）；MTT 粉末（Amresco 公司）；一氧
化氮（NO）检测试剂盒（北京普利莱基因技术有限
公司）；反转录试剂盒、荧光定量试剂盒（TaKaRa
公司）；CD86 多克隆抗体、CD206 单克隆抗体
（Proteintech 公司）。脂多糖（LPS，SIGMA 公司）；
牛血清白蛋白（BSA，上海翊圣生物公司）；多聚
甲醛（LabLead 公司）。
1.3　仪器
　　CO2 细胞培养箱（Thermo Scientific 公司，型
号 FormaTM 系列Ⅱ 3110）；倒置显微镜（Leica
公司，型号 DMi1）。
2　方法与结果
2.1　网络药理学研究
2.1.1　药效及机制解析　本研究利用 TCMSP 数
据库获取桂林西瓜霜的活性成分，利用 SwissTar-
getPrediction 数据库预测潜在作用靶标，并基于相
关文献进行补充。利用 OMIM、GeneCards、Dis-
GeNET 数据库获取口腔溃疡相关疾病靶标。将药
物靶标及疾病靶点取交集，共获得 126 个交集靶
标，并导入 Metascape 数据库对其进行 KEGG 分
析。选取前 15 条通路绘制“中药 - 成分 - 靶点 - 通
路”网络图，见图 1。提示潜在作用通路可能为
AGE-RAGE 信号通路、PI3K-Akt 信号通路等，与
抗炎、调节免疫、促进创伤愈合等药效高度相关。
2.1.2　潜在药效物质基础的发现　将交集靶标通过
Cytoscape 计算度值（degree），发现原癌基因酪氨

targets. The mechanism of Guilin Xiguashuang for oral ulcer was related to the anti-inflammatory 
and immunomodulatory effects. Among them, C-type lectin, PI3K-Akt and other signaling pathways 
might be the main pathways; proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (SRC), tumor necrosis 
factor (TNF), and vascular endothelial growth factor A (VEGFA) might be the key targets. Luteolin, 
sitosterol and other active components in traditional Chinese medicine such as belamcandae rhizoma 
and rhei radix et rhizoma might be the potential effective pharmacodyamic substances for oral 
ulcer. In vitro validation showed that Guilin Xiguashuang promoted NO release from RAW264.7 
cells and inhibited NO release from lipopolysaccharide-induced RAW264.7 cells. It also enhanced 
the phagocytic ability, promoted the polarization of RAW264.7 cells to M1 type, and regulated the 
expression of SRC, TNF and VEGFA mRNA. The pharmacodynamic results showed that belamcandae 
rhizoma and rhei radix et rhizoma may exert anti-inflammatory and immunomodulatory effects by 
changing the release of NO from RAW264.7 cells under normal and lipopolysaccharide conditions. 
Conclusion  Guilin Xiguashuang can inhibit the occurrence and development of oral ulcer through the 
synergistic effect multi-components, multi-targets and multi-pathways, which provides a theoretical 
basis for further research on the mechanism and pharmacodyamic substance of Guilin Xiguashuang 
for oral ulcer, and possible second development. 
Key words: Guilin Xiguashuang; oral ulcer; mechanism; pharmacodyamic substance
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酸蛋白激酶（proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
Src，SRC）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，
TNF）、血管内皮生长因子 A（vascular endothelial 
growth factor A，VEGFA）等可能是桂林西瓜霜治
疗口腔溃疡的关键靶点。选择 TNF 以及 SRC 进行
分子对接。以原配体的打分值作为截断值，筛选具
有较高活性的活性化合物 [12]，并对其来源中药进
行溯源，结果见表 1 及图 2。木犀草素、谷甾醇等
可能为桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的核心成分，且主
要来源于射干、甘草等中药，推测桂林西瓜霜中的
射干、甘草、黄芩、大黄、黄柏、山豆根可能是治
疗口腔溃疡的关键中药。
2.2　统计学方法
　　采用 GraphPad Prism 软件对数据进行统计分析，
结果用 x±s 表示，多个样本均数间的比较采用单因
素方差分析，P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
2.3　体外实验验证
2.3.1　中药提取液的制备　分别称取桂林西瓜
霜、射干、甘草、黄芩、大黄、黄柏、山豆根粉
末各 300 mg，分别加入 300 mL PBS 溶解，100 μL 
DMSO 增溶 [13]，涡旋混匀，过 0.22 μm 微孔滤膜，
置 4℃保存。
2.3.2　细胞培养及模型建立　RAW264.7 细胞加
入培养基（89% 高糖 DMEM 培养基＋ 10% 胎牛
血清＋ 1% 青链霉素），于 37℃、5%CO2 的恒温
培养箱中培养。细胞密度为 80% 时进行传代。炎
症模型的建立由含 50 ng·mL－ 1 脂多糖（LPS）
的 DMEM 培养基制成炎症诱导液诱导 24 h。
2.3.3　中药提取物毒性评价　RAW264.7 细胞以

60 000 个 / 孔的细胞密度接种于 96 孔板中。孵育
24 h 后将细胞分为对照组，模型组及药物组。对照
组加入完全培养基，模型组加入 50 ng·mL－ 1 LPS

表 1　活性成分分子对接及溯源结果 
Tab 1　Molecular docking and traceability of active components

成分名称
－ CDOCKER 

ENERGY（TNF）
－ CDOCKER 

ENERGY（SRC）
来源

木犀草素 28.5058 41.1191 射干

鼠李秦素 22.9481 40.7296 射干

大黄酸 25.3259 38.9681 大黄

黄芩素 26.8355 38.1128 黄芩

反 - 二十碳烯酸 28.4405 37.6041 甘草

大黄素 22.1585 35.5004 大黄、山豆根

柚皮素 － 33.3291 甘草

甘草素 21.3571 33.1725 甘草

白杨素 22.4341 32.3030 黄芩、黄柏

千层纸素 A － 32.2431 黄芩

刺槐素 － 31.6330 黄芩

谷甾醇 27.5616 31.2196 甘草、黄芩

2AZ5 20.2350 － TNF 原配体

1YOL － 29.6705 SRC 原配体

图 2　关键靶标分子对接模式

Fig 2　Key target molecular docking model

图 1　桂林西瓜霜的中药 - 成分 - 靶标 - 通路网络图

Fig 1　Traditional Chinese medicine-component-target-pathway network of Guilin Xiguashuang
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2.3.4　桂林西瓜霜药效及分子机制验证
　　① 桂林西瓜霜对 NO 释放的影响：为明确桂
林西瓜霜的抗炎及免疫调节作用，将桂林西瓜霜
分别作用于正常条件以及 LPS 诱导的 RAW264.7
细胞，并以 NO 释放量表征 [14-15]。桂林西瓜霜直
接作用于 RAW264.7 细胞时，将细胞分为对照组
和药物组。对照组加入完全培养基，药物组加入
浓度梯度的桂林西瓜霜提取液。采用 NO 检测试
剂盒测定 NO 释放量。结果显示，桂林西瓜霜在
250 ～ 500 μg·mL－ 1 内可显著促进 RAW264.7
细胞释放 NO。对于 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞，
将细胞分为对照组、模型组和药物组。对照组加
入完全培养基，模型组加入 50 ng·mL－ 1 LPS 溶
液，药物组加入 50 ng·mL－ 1 LPS 和浓度梯度的
中药提取物混合液。检测其 NO 释放量发现桂林
西瓜霜在 250 ～ 500 μg·mL－ 1 内可抑制其 NO
的释放，结果见图 4。提示桂林西瓜霜具有抗炎
及免疫调节的双向调节作用。
　　② 桂林西瓜霜对细胞吞噬能力的影响：药物
干预 RAW264.7细胞后，加入100 μL 中性红溶液，
37℃孵育 1 h，加入细胞裂解液（乙醇和 0.01% 乙
酸＝ 1∶1）裂解细胞，测其吸光度并计算吞噬率。
结果见图 5，桂林西瓜霜提取物在 62.5 ～ 250 
μg·mL－ 1，随着质量浓度的增高，其吞噬率随之
增大。且在 250 μg·mL－ 1 与对照组比较吞噬率
差异具有统计学意义。
　　③ RT-qPCR 法检测关键靶标的表达：对“2.1.2”

得到的关键靶标 TNF、SRC 以及 VEGFA 进行验
证。研究采用 TRIzol 法提取总 RNA，使用反转录

图 3　各中药提取液对 RAW264.7 细胞存活率的影响

Fig 3　Effect of each traditional Chinese medicine on the survival rate of RAW264.7 cells 

溶液。给药组加入 6 个浓度梯度的药物培养基，以
考察 LPS 及各中药提取物对 RAW264.7 细胞活性的
影响。孵育 24 h 后加入 MTT 溶液（5 mg·mL－ 1），
再孵育 4 h 后弃去上清液，加入 DMSO 溶液。在
490 nm 波长处测量其吸光度，并计算各组细胞的存

活率。结果显示，与对照组及模型组相比，质量浓
度为 15.7 ～ 500 μg·mL－ 1 的各中药提取液对细胞
存活率无显著影响，见图 3。因此研究在此浓度范
围内进行后续药效评价及验证。

图 4　桂林西瓜霜对 RAW264.7 细胞（A）及 LPS 诱导的 RAW264.7
细胞（B）NO 释放量的影响

Fig 4　Effect of Guilin Xiguashuang on NO release in RAW264.7 cells
（A）and LPS-induced RAW264.7 cells（B）

注：与对照组比较，***P ＜ 0.001；与模型组比较，#P ＜ 0.05，
###P ＜ 0.001。

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

图 5　桂林西瓜霜对 RAW264.7 细胞吞噬能力的影响

Fig 5　Effect of Guilin Xiguashuang on phagocytic activity in 
RAW264.7 cells

注：与对照组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05. 
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试剂盒进行反转录，采用荧光定量试剂盒定量检
测关键靶标在 RAW264.7 细胞的表达量，引物序列
见表 2。结果如图 6 所示，与对照组相比，桂林西
瓜霜提取液在 125 ～ 500 μg·mL－ 1 内可显著上调
RAW264.7 细 胞 的 TNF、VEGFA 及 SRC mRNA 的
表达量。而在 LPS 诱导后，RAW264.7 细胞中 TNF

及 VEGFA mRNA 的表达量上调，桂林西瓜霜在
125 μg·mL－ 1 时可降低 TNF mRNA 的表达量，在
125 ～ 500 μg·mL－ 1 内显著抑制 VEGFA mRNA 的
表达。推测桂林西瓜霜可通过作用于 TNF、SRC、
VEGFA 发挥相应的抗炎及调节免疫的作用，缓解
口腔溃疡的疾病进程。

图 6　桂林西瓜霜对 RAW264.7 细胞对 TNF、SRC、VEGFA mRNA 表达的影响

Fig 6　Effect of Guilin Xiguashuang on TNF，SRC，and VEGFA mRNA expression in RAW264.7 cells
A、B. LPS 诱导的 RAW264.7 细胞（LPS-induced RAW264.7 cells）；C ～ E. RAW264.7 细胞（RAW264.7 cells）

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

表 2　实时荧光定量 PCR 引物序列 
Tab 2　Primer sequence for real-time fluorescence quantitative PCR

基因 正向引物 反向引物

GAPDH TCACCATCTTCCAG-
GAGCGAGAC

TGAGCCCTTCCACAATGC-
CAAAG

SRC TCACCGCCTCACTAC-
CGTATGTC

CATCCACACCTCTCCGAAG-
CAAC

TNF CGCTCTTCTGTC-
TACTGAACTTCGG

GTGGTTTGTGAGTGTGAGG-
GTCTG

VEGFA GGGCTCTTCTCGCTC-
CGTAGTAG

CCCTCTCCTCTTCCTTC 
TCTTCCTC

　　④ 桂林西瓜霜对 RAW264.7 细胞极化的影
响：通过免疫荧光实验检测 M1 型巨噬细胞标记
物 CD86 和 M2 样巨噬细胞标记物 CD206 的表达。
RAW264.7 细胞经药物孵育后，4% 多聚甲醛固定
15 min。用 0.1% 的 Triton X-100 通透 15 min，加
入 5% 的 BSA 在室温下作用 1 h。随后，用 CD86 
多克隆抗体（1∶500 稀释）和 CD206 单克隆抗体
（1∶500 稀释）在 4℃下孵育过夜。加入二抗（羊
抗兔和羊抗小鼠）作用 1 h 后，使用 Hoechst 染色
20 min，在荧光显微镜下观察。结果见图 7，桂
林西瓜霜可使 RAW264.7 细胞中 CD86 表达上调，
对 CD206 的表达无影响。提示桂林西瓜霜可促进
RAW264.7 细胞向 M1 极化。
2.3.5　潜在物质基础药效验证　已有研究表明木

犀草素、谷甾醇、大黄酸、白杨素等活性成分具
有显著的抗炎、调节免疫、促进创伤愈合等作
用 [16-20]，因此本研究对其进行验证。
　　① RAW264.7 细胞的 NO 释放量：按照“2.3.4”
项下方法检测正常条件下 RAW264.7 细胞的 NO
释放量。与对照组相比，125 ～ 500 μg·mL－ 1 的
甘草、大黄、射干、黄柏作用于 RAW264.7 细胞
时，NO 释放量可显著增加，山豆根在 250 ～ 500 
μg·mL－ 1 内可显著性地刺激 RAW264.7 细胞释放
NO；黄芩对 NO 释放量无影响，见图 8。结果提示
甘草、大黄、射干、黄柏、山豆根刺激 RAW264.7
细胞释放 NO，导致正常巨噬细胞诱发炎症反应，
参与机体免疫调节过程。

图 7　桂林西瓜霜对 RAW264.7 细胞极化的影响

Fig 7　Effect of Guilin Xiguashuang on polarization in RAW264.7 cells



1434

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

　　② LPS 诱导的 RAW264.7 细胞的 NO 释放量：
检测方法同“2.3.4”项下。与模型组相比，大黄、
射干、山豆根在 125 ～ 500 μg·mL－ 1 可有效抑制
NO 的释放；黄芩、黄柏在 250 ～ 500 μg·mL－ 1

可显著性地抑制炎症细胞释放 NO；甘草仅在 500 
μg·mL－ 1 抑制 NO 的释放，见图 9。提示黄柏、
大黄、黄芩、射干、山豆根、甘草可有效地抑制
机体炎症反应。

图 9　各中药提取液对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞 NO 释放量的影响

Fig 9　Effect of each traditional Chinese medicine on NO release in RAW264.7 cells induced by LPS 
注：与对照组比较，***P ＜ 0.001，与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，***P ＜ 0.001，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

3　讨论
　　口腔溃疡，即“口糜”或“口疮”，其病因
在于热气循少阴心经、太阴脾经上冲咽喉达口
舌。中医治疗常予苦寒药物内服、清热泻火剂外
敷 [21]。而桂林西瓜霜中，西瓜霜、黄芩、黄柏等
大部分中药均可清热泻火，配以硼砂、冰片等中
药消肿止痛，治疗口腔溃疡效果显著，但其作用
机制及物质基础目前仍不清晰。
　　因此，本研究综合网络药理学、分子对接以
及体外药效实验，对桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的
机制及物质基础进行了初步探索。网络药理学
结果表明，桂林西瓜霜可能作用于 C 型凝集素

受体、PI3K-Akt 等信号通路发挥抗炎、调节免
疫等药效。富集出的关键靶标包括 TNF、SRC、
VEGFA 等，涉及免疫炎症、血管生长等多个方
面。桂林西瓜霜主要是通过黏膜表面吸收入体直
接进入血液循环，但药物作用于细胞模型主要是
通过被动转运的方式，在通透性和代谢等方面无
法完全模拟在体组织的复杂情况 [22]，无法体现出
黏膜吸收的缓控释作用。因此，本研究采用 PBS
溶解辅以 DMSO 增溶的提取方式，旨在充分完全
的提取有效成分，达到方剂多成分协同发挥作用
的目的，以初步验证方剂整体的抗炎及免疫调节
作用，为研究在体吸收提供基础。

图 8　各中药提取液对 RAW264.7 细胞 NO 释放量的影响

Fig 8　Effect of each traditional Chinese medicines on NO release in RAW264.7 cells 
注：与对照组比较，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，***P ＜ 0.001. 
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　　将 RAW264.7 细胞的 NO 释放量作为药效指
标对桂林西瓜霜进行验证 [23]，发现桂林西瓜霜
可抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞释放 NO，同
时又可刺激 RAW264.7 细胞释放 NO；另一方面，
又可直接引起 RAW264.7 细胞的吞噬能力增加，
促进 RAW264.7 细胞向 M1 型极化，表明该方同
时具有抗炎、促炎的双向作用。进一步对关键靶
标进行验证，发现桂林西瓜霜可降低 LPS 诱导的
RAW264.7 细 胞 中 TNF、VEGFA mRNA 的 表 达
量，升高 RAW264.7 细胞中 TNF、SRC、VEGFA 
mRNA 的表达量，表明桂林西瓜霜可通过作用于
TNF、SRC、VEGFA 等靶标发挥抗炎及免疫调节
的作用，从而达到治疗口腔溃疡的目的。
　　因 VEGFA 的分辨率较高，且复合活性配体
较少，本研究选择 TNF、SRC 与活性成分进行
对接，结果表明，甘草、大黄等中药的木犀草
素、大黄酸等成分可通过调节免疫炎症以及促进
创伤愈合等反应，缓解口腔溃疡的症状；进一
步通过药效实验对分子对接得到的中药进行验
证，发现黄柏、大黄、射干、甘草、山豆根可刺
激 RAW264.7 细胞产生 NO，在 LPS 刺激产生炎
症反应时，又可减少 NO 的释放量。已有文献证
实大黄、黄芩等中药确有广谱的抗菌、抗炎等活
性 [24-25]。这些研究结果为分子对接的结果提供了
一定的支撑，由此可推测黄柏、大黄、射干、黄
芩、山豆根、甘草可能为桂林西瓜霜发挥免疫抗
炎作用的关键中药。此外，桂林西瓜霜也可通过
网络药理学富集出的其他通路及关键靶标发挥相
应作用，相关实验结果需进一步验证。
　　综上，本研究利用网络药理学、分子对接以
及体外实验等方法对桂林西瓜霜治疗口腔溃疡的
机制及潜在药效物质基础进行了初步探索，得出
桂林西瓜霜中的黄柏、大黄、射干、黄芩、山豆
根、甘草等中药所含的木犀草素、鼠李秦素、大
黄酸等成分可以通过影响 TNF、SRC 等靶标的表
达，调节 C 型凝集素受体、PI3K-Akt 等信号通路
以发挥治疗口腔溃疡的作用，为后续深入研究提
供研究基础。
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共载姜黄素与胡椒碱纳米结构脂质载体的体外释放研究

吴赵莉1，韩新宇1，田思宇1，张程皓1，任金妹2，唐景玲1*（1. 哈尔滨医科大学药学院，哈尔滨　150086；2. 

复旦大学附属中山医院青浦分院，上海　201700）

摘要：目的　制备姜黄素 / 胡椒碱纳米结构脂质载体（CP-NLCs）并对其外观性状、包封率、

载药量和体外药物释放进行考察。方法　本研究使用乳化蒸发 - 高压均质法制备 CP-NLCs，
并对制备的 CP-NLCs 进行质量评价，包括利用透射电镜对 CP-NLCs 的外观形态进行观察；

Malvern 激光粒度仪测定 CP-NLCs 的粒径、Zeta 电位和多分散系数（PDI）；采用超滤离心法

测定 CP-NLCs 的包封率和载药量；利用正向动态透析法研究 CP-NLCs 以及姜黄素、胡椒碱

溶液的体外释放行为。结果　测得 CP-NLCs 外观为类球状颗粒，平均粒径为 38.59 nm，PDI
为 0.217，Zeta 电位为－ 6.86 mV。CP-NLCs 中姜黄素的包封率为（99.48±0.41）%，载药量为

（13.26±0.06）%；胡椒碱的包封率为（97.28±0.19）%，载药量为（6.48±0.13）%。体外释放

实验显示姜黄素溶液在 48 h 释放 69.30%，胡椒碱溶液在 24 h 释放 68.86%，而 CP-NLCs 中的

姜黄素在 48 h 内累积释放 86.02%，CP-NLCs 中的胡椒碱在 24 h 内累积释放 90.35%。结论　

CP-NLCs 粒径较小，包封率、载药量较高，具有一定的缓释作用，并能显著增加难溶性药物

的释放量。

关键词：姜黄素；胡椒碱；纳米结构脂质载体；体外释放

中图分类号：R283　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1436-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.006

In vitro release of curcumin and piperine nanostructured lipid carriers

WU Zhao-li1, HAN Xin-yu1, TIAN Si-yu1, ZHANG Cheng-hao1, REN Jin-mei2, TANG Jing-ling1* (1. 
College of Pharmacy, Harbin Medical University, Harbin  150086; 2. Qingpu Branch of Zhongshan 
Hospital Affiliated to Fudan University, Shanghai  201700)

Abstract: Objective  To prepare nanostructured lipid carriers co-loaded with curcumin and piperine (CP-
NLCs), and measure their appearance, encapsulation efficiency, drug loading and drug release in vitro. 
Methods  CP-NLCs were prepared with emulsification evaporation-high pressure homogenization method. 
The quality of the CP-NLCs was evaluated, including observing the appearance and morphology of CP-
NLCs by transmission electron microscopy. Malvern laser particle sizer was used to measure the particle 
size, Zeta potential, and polydispersity index (PDI) of CP-NLCs. The encapsulation efficiency and drug 
loading of CP-NLCs were measured by ultrafiltration centrifugation. Forward dynamic dialysis was used to 
determine the in vitro release behaviors of CP-NLCs. Results  Transmission electron microscopy showed 
that freshly prepared CP-NLCs had smooth spherical particles without aggregation and adhesion, with 
small particle size and good dispersion. The optimized CP-NLCs demonstrated mean particle size of 38.59 
nm, Zeta potential of － 6.86 mV, and PDI of 0.217. The encapsulation rate of curcumin in CP-NLCs 
was (99.48±0.41)%, and the drug loading was (13.26±0.06)%. The encapsulation rate of piperine was 
(97.28±0.19)%, and the drug loading was (6.48±0.13)%. The in vitro release showed that the curcumin 
solution released 69.30% at 48 h, and the curcumin in CP-NLCs released 86.02% at 48 h. The piperine 
solution released 68.86% at 24 h, and the piperine in CP-NLCs released 90.35% at 24 h. Conclusion  CP-
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　　姜黄素（curcumin，Cur）是从姜黄根茎中
提取出的多酚成分，研究表明其具有良好的抗肿
瘤作用 [1-2]。但是姜黄素的水溶性差，口服生物
利用度低，而且它是 P- 糖蛋白（P-glycoprotein，
P-gp）的底物，因此临床应用受到限制 [3]。胡椒
碱（piperine，Pip）为胡椒提取物，常作为 P-gp
抑制剂与抗肿瘤药物联用，来增强抗肿瘤药物对
肿瘤细胞的作用 [4-6]。纳米结构脂质载体（nano-
structured lipid carriers，NLC）是高度可扩展和可
生物降解的纳米载体 [7]，其相较于初代固体脂质
纳米粒具有更高的稳定性和载药量，在药物递送
应用中显示出巨大的前景 [8-10]。本实验拟采用溶
剂挥发 - 高压均质法制备共载姜黄素与胡椒碱的
纳米结构脂质载体，并对其进行质量进行初步评
价，得到稳定性好、载药量高、适宜的工业大规
模生产的纳米制剂。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　BSA124S-CW 型电子天平 [ 赛多利斯科学仪
器（北京）有限公司 ]；KQ5200E 医用超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司）；XW-80A 型
旋涡混合器（海门市麒麟医用仪器厂）；HZQ-C
空气浴振荡器（哈尔滨市东联电子技术开发有
限公司）；Nano 微射流均质机（上海诺泽流体
科技有限公司）；5430R 低温超速离心机（德国
Eppendorf 公司）；NanoZS90 光散射粒径分析仪
（英 国 Malvern 公 司）；Agilent1260 Infinity 液 相
色谱仪（美国 Agilent 公司）。
1.2　试药

　　姜黄素原料药（纯度≥ 95%）、胡椒碱原料
药（纯度≥ 97%）（大连美仑生物技术有限公司）；
大豆磷脂（上海艾伟拓医药科技有限公司）；单
硬脂酸甘油酯 [ 嘉法狮（上海）贸易有限公司 ]；
辛酸 / 癸酸甘油三酯（广州市创品植源化工有限
公司）；吐温 80（Tween 80，天津市富宇精细化
工有限公司）；无水乙醇（天津市天力化学试剂
有限公司）；甲醇（色谱纯）（山东禹王实业有限
公司）；乙腈（色谱纯）（天津市科密欧化学试剂
有限公司）；其他试剂为分析纯。
2　方法与结果

2.1　CP-NLCs 的制备

　　 本 实 验 选 择 单 硬 脂 酸 甘 油 酯（glyceryl 
monostearate，GMS）和磷脂（lecithin，LEC）作
为固体脂质，辛酸 / 癸酸甘油三酯（caprylic/capric 
triglyceride，GTCC）作为液体脂质，以 Tween 80 
作为乳化剂，通过乳化蒸发 - 高压均质法制备 CP-
NLCs。称取一定量的 GMS、LEC、GTCC 置于小
烧杯中，精密称取一定比例的 Cur、Pip，加入 3 
mL 无水乙醇，加热混匀使成为均一液体作为油
相。水相为纯化水中加入适量的 Tween 80。同时
加热油相与水相至 55℃，而后保持水相处于搅拌
的状态下，并滴入油相，搅拌15 min 蒸发乙醇后，
进行高压均质，4℃冷冻固化即得 CP-NLCs。结
果新鲜制备的 CP-NLCs 的外观澄清透明，具橙黄
色乳光，且在 4℃条件下放置 24 h 后外观无变化。
2.2　CP-NLCs 粒径、电位和外观形态的测定

　　用 Malvern Nano ZS90 分析仪测定 CP-NLCs
的粒径及粒度分布。取 10 μL 的 CP-NLCs，加纯
化水稀释至 1 mL，再加至样品池中，测定 CP-
NLCs 的粒径。实验结果如图 1A 所示，CP-NLCs
的平均粒径为（38.59±0.75）nm，多分散系数
（PDI）为 0.217。将 CP-NLCs 用一次性注射器的
针筒转移至样品池中，直至样品充满样品池。观
察样品池中是否无气泡。若无气泡，将样品池插
入插槽中，并关上仪器盖子后，即可进行电位的
测定。结果见图 1B 所示，CP-NLCs 的 Zeta 电位
为（－ 6.86±0.09）mV，说明 CP-NLCs 带有一定
的负电荷。将一滴新鲜制备的 CP-NLCs 溶液（10
倍稀释）滴到覆有支撑膜的铜网上，自然干燥，
置于透射电子显微镜下观察。可以看出新鲜制备
的 CP-NLCs 外观为光滑的类球状颗粒，粒径较
小，无聚集与粘连，结果如图 1C。
2.3　CP-NLCs 载药量（EE）与包封率（DL）的

测定

　　平行制备 3 份 CP-NLCs，采用超滤离心法测
定 CP-NLCs 的 EE 和 DL，并采用高效液相色谱
法（HPLC）分析样品。具体步骤如下：分别精密
吸取 400 µL CP-NLCs 置于 Millipore 超滤管中（截
留分子量 100 kD），于 4℃、13 500 r·min － 1 条
件下离心 30 min，取 10 µL 滤液用甲醇稀释 100

NLCs have small particle size, high entrapment efficiency and drug loading, and has sustained release 
effect and can greatly increase the release of insoluble drugs. 
Key words: curcumin; piperine; nanostructured lipid carrier; in vitro release
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倍，过 0.45 µm 有机滤膜，取过滤后滤液进 HPLC
分析，测定并计算出游离药物的含量（W游离）。
HPLC 测定原稀释样品浓度，代入标准曲线计算
样品中药物的总含量（W总），并运用下面的公式
计算包封率（EE）和载药量（DL）。
　　EE（%）＝ W药 /W总×100%
　　DL（%）＝ W药 /W纳米粒×100%
　　其中，EE 为 CP-NLCs 溶液中 Cur、Pip 的包
封 率，DL 为 CP-NLCs 溶 液 中 Cur、Pip 的 载 药
量；W药为包载于 CP-NLCs 溶液中的 Cur、Pip 药
量；W总为制备 CP-NLCs 加入的 Cur、Pip 总药量；
W纳米粒为载药 NLCs 的总重量。
　　采用 HPLC 法测定 CP-NLCs 中 Cur、Pip，分
析方法的专属性、线性、精密度、回收率、稳定性
及加样回收率均符合方法学要求。测得 Cur 的 EE

为（99.48±0.41）%，DL 为（13.26±0.06）%；Pip
的 EE 为（97.28±0.19）%，DL 为（6.48±0.13）%。
2.4　CP-NLCs 体外释放研究

2.4.1　色谱条件　色谱柱：Kromasil 100-5-C18 
柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：乙腈 -4%
冰醋酸溶液（60∶40）；流速：1.0 mL·min － 1；
柱温：25℃；进样量：20 µL。
2.4.2　溶液的配制
　　① 空白溶液：配制含 20% 乙醇和 3% Tween 80
的 PBS 溶液（pH 5.5）备用，用时过滤即为空白
溶液。
　　② 对照品溶液：精密称定 2 mg 的 Cur、1 mg 
Pip 分别置于 2 个 100 mL 量瓶中，加入含 20% 乙
醇和 3%Tween 80 的 PBS 溶液（pH 5.5）定容，即
得 20 µg·mL－ 1 Cur 对照品母液和 10 µg·mL－ 1 
Pip 对照品母液。
　　③ 样品溶液：精密移取新制的 CP-NLCs 混悬
液 50 µL，定容至 10 mL 并超声处理，过滤，取滤
液即得。
2.4.3　专属性试验　取“2.4.2”项下 4 种溶液，
进样并保存色谱图，考察此方法专属性。进样后
的色谱图如图 2 所示，释放介质的色谱图未出现
杂峰，对照品与供试品的峰形尖锐，释放介质且
不干扰 Cur 与 Pip 的含量测定，说明该方法的专
属性好。
2.4.4　线性关系考察　取“2.4.2”项下 Cur 对照
品溶液和 Pip 对照品溶液，分别用释放介质稀释
成 0.2、2.0、5.0、7.5、10.0、12.5、15 µg·mL－ 1

的 Cur 溶 液 和 0.3、1.0、2.0、3.5、5.0、6.0、7.0 
µg·mL－ 1 的 Pip 溶液。按“2.4.1”项下色谱条件，
依次进样并记录峰面积。以峰面积（A）为纵坐标，
质量浓度（C）为横坐标进行线性回归，得线性方
程。Cur 对照品回归方程：A ＝ 78.922C － 10.708，
r ＝ 0.9999，表明 Cur 在 0.2 ～ 15 µg·mL－ 1 质量
浓度范围内与峰面积线性关系良好。Pip 对照品回
归分析方程为：A＝ 31.276C－ 1.4991，r＝ 0.9998，
表明 Pip 在 0.3 ～ 7 µg·mL－ 1 质量浓度范围内与

峰面积线性关系良好。
2.4.5　精密度试验　分别配制备低（2.5 µg·mL－ 1）、
中（7.5 µg·mL－ 1）、高（12.5 µg·mL－ 1）3 种浓度的
Cur 溶液及低（1.0 µg·mL－ 1）、中（3.5 µg·mL－ 1）、
高（6.0 µg·mL－ 1）3 种浓度的 Pip 溶液，按“2.4.1”
项下色谱条件进样且分析。1 d 内进低、中、高浓度
的样品 5 次，即日内精密度；5 d 内同法进低、中、
高浓度的样品，即日间精密度。结果表明 3 种浓

图 1　CP-NLCs 的粒径、Zeta 电位和透射电镜测定结果

Fig 1　Particle size，zeta potential and transmission electron 
microscopy image of CP-NLCs
A. 粒径（particle size）；B. Zeta 电位（Zeta potential）；C. 透射电镜

图（transmission electron microscopy image）



1439

中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期　Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No.6 

度 Cur 和 Pip 溶液的日内和日间精密度 RSD 均小于 
2%，表明方法的精密度符合要求。
2.4.6　回收试验　吸取适量的释放介质溶液，加
入适量的 Cur 对照品，制备低（3.75 µg·mL－ 1）、
中（6.0 µg·mL－ 1）和高（7.5 µg·mL－ 1）3 种质量
浓度的 Cur 溶液，同法制备低（1.75 µg·mL－ 1）、
中（2.8 µg·mL－ 1）和高（3.5 µg·mL－ 1）3 种浓度
的 Pip 溶液，利用 HPLC 分析后，计算 3 种浓度的
回收率。结果表明 3 种浓度的 Cur 和 Pip 溶液的回
收率均在（100±2）%，表明此方法的回收率符合
分析方法的要求。
2.4.7　稳定性试验　取样品溶液在 12 h 内每间
隔 2 h 进样一次，24 h 时再次进样，分别记录药
物 Cur 和 Pip 的峰面积 A1 和 A2，求出浓度进而计
算出 RSD，考察其放置稳定性。计算后得，24 h
内制剂中 Cur 和 Pip 含量测定的稳定性试验结果
RSD 分别为 1.6% 和 0.89%，表明溶液放置 24 h
后对其含量无影响。

2.4.8　CP-NLCs 的体外释放研究　CP-NLCs 体
外释放实验采用正向动态膜透析法。在实验中以
可用作注射用溶剂的聚乙二醇 400 作为溶剂，制
备 Cur 与 Pip 的溶液为对照组。选择 pH 5.5 的
PBS 溶液作为释放介质（释放介质满足漏槽条
件），以此来模拟肿瘤的酸性环境。移取 l mL 新
制的 CP-NLCs 溶液至预先处理好的一端夹紧的
透析袋（截留分子量：8000 ～ 14 000）中，装入 
CP-NLCs 后固定另一端，放于预盛 200 mL 介质
的烧杯中，对照组按同法操作，全部固定好后将
对照组和实验组按顺序摆放在恒温振荡器中，温
度 37℃，转速 100 r·min－ 1。在 0.25、0.5、0.75、
1、2、4、6、8、10、12、24 和 48 h 依序用移液
枪移取 1 mL 释放液，同时补充相同体积的空白
介质溶液。依次用 HPLC 测定样品，记录每个时
间点对应的峰面积 A，代入标准曲线计算样品中
的药物浓度，计算累积释放量。
　　累积释放量（Qn）及累积释放百分数（Q%）
由以下公式计算求得：
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　　Q% ＝ Qn/Q0×100%
　　其中 Cn 为在 t 时刻 Cur、Pip 的测定浓度，Ci

为 t 时刻之前测定的 Cur、Pip 浓度，V0 为接受池中
加入的溶液体积，V 为每次取样体积，Q0 为起始时
给药池中 Cur、Pip 总量。体外释放研究的累积释
放曲线见图 3。Cur 溶液在 48 h 释放 69.30%，Pip
溶液在 24 h 释放 68.86%，而 CP-NLCs 中的 Cur 在
48 h 内累积释放 86.02%，CP-NLCs 中的 Pip 在 24 
h 内累积释放 90.35%，相比于 Cur、Pip 溶液，CP-
NLCs 显著增加了难溶性药物 Cur、Pip 的释放量。
3　讨论

　　本文通过乳化蒸发 - 高压均质法成功制备了
CP-NLCs，并选择了对 Cur、Pip 均有较好溶解度
的 GMS、LEC、GTCC 作为脂质来包裹药物，以
保证能包载更多的药物。实验测得 CP-NLCs 的粒
径为（53.72±1.43）nm，PDI 为 0.208。CP-NLCs
具有超小的粒径，超小型的 NLC（尺寸小于 100 
nm）是理想的肿瘤靶向载体，因为它允许更好
的肿瘤部位的积累和渗透 [11-13]；CP-NLCs 的 Zeta
电位－ 6.86 mV，说明 CP-NLCs 带有一定的负电
荷，不易在放置过程中发生凝聚、沉淀，有利于
CP-NLCs 的储存。同时 CP-NLCs 具有良好的载
药量与包封率。体外释放实验结果表明 CP-NLCs

图 2　姜黄素、胡椒碱的 HPLC 图

Fig 2　HPLC chromatogram for the determination of curcumin and 
piperine 
A. 空白溶液（blank solution）；B. 姜黄素对照品（reference solution of 
curcumin）；C. 胡椒碱对照品（reference solution of piperine）；D. 供
试品（test solution）；1. 姜黄素（curcumin）；2. 胡椒碱（piperine）
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具有一定的缓释作用，并能显著增加难溶性药物
的释放量且释放完全，可以在肿瘤部位持续释放
更多的药物，提高了药物的生物利用度；并且
Pip 早于 Cur 释放，可以更好地提高联合用药的
治疗效果。
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图 3　CP-NLCs 中 Cur（A）、Pip（B）在 PBS（pH 5.5）中的体外释

放曲线（n ＝ 3）
Fig 3　In vitro release of Cur（A）and Pip（B）in CP-NLCs in PBS（pH 
5.5）（n ＝ 3）
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石菖蒲挥发油 -丹参酮ⅡA复合纳米乳的制备、 
抗肿瘤活性及药动学研究

方亮1，2，3，4，程红艳1，2，3，4，陈卫东1，2，3，4，彭灿1，2，3，4，张彩云1，2，3，4*（1. 安徽中医药大学 药学院 
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徽省道地中药材品质提升创新协同中心，合肥　230012；4. 中药复方安徽省重点实验室，合肥　230012）

摘要：目的　联合纳米乳和石菖蒲挥发油（VOA）“引药上行”作用制备 VOA-TanⅡA 复合纳
米乳（VOA-Tan ⅡA NE），提高丹参酮ⅡA（Tan）的抗肿瘤活性和生物利用度。方法　通过
伪三元相图确定 VOA-TanⅡA NE 的最优处方；测试 VOA-Tan ⅡA NE 的粒径、电位、形貌及
体外释放情况；采用 CCK8 法探究 VOA-Tan ⅡA NE 体外抗脑胶质瘤（C6）能力及血脑屏障
下对 C6 细胞的抑制作用。药动学实验评价 VOA-Tan ⅡA NE 的生物利用度。结果　处方优化
得 VOA-Tan ⅡA NE 的粒径和多分散系数分别为（28.90±2.01）nm 和（0.14±0.04），包封率为
（96.58±0.26）%，呈分散均匀的球形。VOA-Tan ⅡA NE 的体外释放呈缓释效果，同时显著抑
制 C6 细胞生长（其 IC50 值为 TanⅡA 的 0.18 倍）。药动学结果显示 VOA-Tan ⅡA NE 的 AUC0 ～ t

较 Tan ⅡA 提高了 2.57 倍。结论　VOA-Tan ⅡA NE 有效提高了 Tan ⅡA 体外抗肿瘤作用和体
内生物利用度，有望成为 Tan ⅡA 脑部递送的新型纳米制剂。
关键词：丹参酮ⅡA；石菖蒲挥发油；纳米乳；抗肿瘤活性；生物利用度
中图分类号：R283，R285　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1441-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.007

Preparation, antitumor activity, and bioavailability of volatile oil of Acorus 
tatarinowii-Tanshinone ⅡA composite nanoemulsion

FANG Liang1, 2, 3, 4, CHENG Hong-yan1, 2, 3, 4, CHEN Wei-dong1, 2, 3, 4, PENG Can1, 2, 3, 4, ZHANG Cai-
yun1, 2, 3, 4* (1. Anhui Key Laboratory of Pharmaceutical Preparation Technology and Application, 
School of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Engineering 
Technology Research Center of Modern Pharmaceutical Preparations, Education Bureau of Anhui  , 
Hefei  230012; 3. Collaborative Innovation Center for Anhui Genuine Chinese Medicinal Materials 
Quality Improvement , Hefei  230012; 4. Engineering Technology Research Center for Modern 
Pharmaceutical Preparation, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To prepare volatile oil of Acorus tatarinowii-Tanshinone Ⅱ A composite 
nanoemulsion (VOA-Tan Ⅱ A NE) by combining the advantages of nanoemulsion and “up-priming” 
effect of volatile oil of Acorus tatarinowii, and improve the anti-tumor activity and bioavailability of 
Tanshinone Ⅱ A (Tan Ⅱ A). Methods  The optimal prescription of VOA-Tan Ⅱ A NE was determined 
by pseudo ternary phase diagram. The particle size, potential, morphology, and release of VOA-Tan 
Ⅱ A NE were measured. The in vitro anti-glioma (C6) ability of VOA-Tan Ⅱ A NE and its inhibitory 
effect on C6 cells under the blood-brain barrier was detected by CCK8. The bioavailability of VOA-
Tan Ⅱ A NE was evaluated by in vivo pharmacokinetics. Results  The prepared VOA-Tan Ⅱ A NE 
was spherical and uniformly dispersed, with a particle size of (28.90±2.01) nm, a polydisperse index 
of (0.14±0.04), and an encapsulation rate of (96.58±0.26)%. In vitro release of VOA-Tan Ⅱ A NE 
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　　脑胶质瘤是最常见的原发性中枢神经系统恶性
肿瘤，死亡率高、复发率高、生存时间短，手术切
除治疗和术后化疗效果并不乐观 [1]。由于血脑屏障
（BBB）的存在，大多脑胶质瘤治疗药物不能有效
递送入脑 [2]。丹参酮ⅡA（Tan ⅡA）是中药丹参的
主要活性成分，具有广泛的抗肿瘤、抗氧化、抗凋
亡等药理作用 [3-4]。然而，Tan ⅡA 的水溶性低、半
衰期短等缺点严重限制了其体内抗肿瘤疗效 [5]。
　　纳米乳液是水相、油相、（助）表面活性剂按
适当比例形成的热力学稳定系统，可提高药物的
溶解度和生物利用度，常用于递送水溶性和渗透
性差的药物 [6]。纳米乳液油相成分可以增加药物
对脑毛细血管内皮细胞的亲和力，而表面活性剂
可降低 BBB 上 P- 糖蛋白对药物的外排，可增强
药物的脑靶向性 [7]。
　　中药石菖蒲具有“芳香开窍、引药上行”的作
用，在中药复方配伍中常用作使药 [8]。石菖蒲挥
发油（VOA）是石菖蒲醒脑开窍的主要药效成分，
含有α- 细辛醚、β- 细辛醚等化学成分 [9]。VOA 自
身较易通过 BBB，同时可促进其他药物入脑 [10-11]。
石菖蒲主要用于治疗中枢神经系统疾病，可改善学
习记忆障碍和认知功能，同时具有一定的抗肿瘤作
用 [12]。在中医临床中石菖蒲 - 丹参配伍具有开窍醒
脑、活血化瘀之功，是治疗老年性痴呆等脑部疾病
的常用组合，于洁等 [13] 研究发现石菖蒲 - 丹参配
伍后，提高了丹参有效成分的体内生物利用度。
　　本研究联合纳米乳液优势和 VOA“引药上
行”的作用，构建了石菖蒲挥发油 - 丹参酮ⅡA
复合纳米乳（VOA-Tan ⅡA NE）以提高 Tan ⅡA
生物利用度和抗肿瘤疗效，现报道如下。
1　材料
1.1　试药
　　丹参酮ⅡA 原料药（TanⅡA，源叶生物技术
有限公司，纯度＞ 98%）；丹参酮Ⅰ（TanⅠ，如
吉生物科技有限公司，纯度≥ 98%）；石菖蒲挥发
油（实验室自制）；中链甘油三脂（MCT，源叶生
物技术有限公司）；聚氧乙烯蓖麻油（CEL，阿拉
丁生化科技有限公司）；1，2- 丙二醇（国药集团

化学试剂有限公司）；吐温 -80（麦克林生化科技
有限公司）；F12 培养基（Biosharp 公司）；DMEM
培养基（赛默飞世尔生化制品有限公司）；马血清
（Biosharp 公司）；胎牛血清（康源生物有限公司）；
甲醇均为色谱纯，其余试剂均为分析纯。
1.2　仪器
　　高效液相色谱仪（Thermofisher 公司）；超高
效液相色谱仪（美国 Waters 公司）；高速冷冻离
心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；酶
标仪（赛默飞世尔科技公司）。
1.3　实验细胞与动物
　　大鼠脑胶质瘤细胞（C6，中国武汉普诺赛
生命科技有限公司）。大鼠脑微血管内皮细胞
（BMEC，中国科学院上海细胞库）。健康 SD 大
鼠（180 ～ 200 g）、健康家兔（2 ～ 3.0 kg）[ 辽宁
长生生物技术股份有限公司，实验动物生产许可
证号：SCXK（辽）2020-0001]。
2　方法与结果
2.1　VOA-Tan ⅡA NE 的制备
2.1.1　VOA-Tan ⅡA NE 制备方法的选择　采用
剪切搅拌法制备纳米乳液 [14]。制备过程中油相为
VOA 和 MCT（1∶2，w/w），表面活性剂为 CEL，
助表面活性剂为 1，2- 丙二醇，然后将 Tan ⅡA
溶于油相和表面活性剂的混合溶液中混合均匀，
在均匀搅拌过程中滴入水相（超纯水）。
2.1.2　伪三元相图的绘制　将表面活性剂与助
表面活性剂按质量比（Km）1∶1、2∶1、3∶1、
4∶1 混合，再将混合表面活性剂与油相按不同 Km

（1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、
8∶2、9∶1）混匀滴入水相。并计算终点时各成分
的质量百分比，以油相、水相、混合表面活性剂
为坐标，绘制伪三元相图，结果如图 1 所示。当
Km ＝ 1∶1、Km ＝ 4∶1 时无法形成伪三元相图，
在 Km 值为 3∶1 时，纳米乳液区域面积最大。因
此，本研究选择 Km 值为 3∶1，油相和混合表面活
性剂比为 3∶7 作为后续 VOA-Tan ⅡA NE 的最优
处方，即 VOA/MCT/CEL/1，2- 丙二醇 / 水的质量
比为 0.16∶0.32∶0.84∶0.28∶5。

showed sustained release effect. The IC50 value of VOA-Tan Ⅱ A NE on C6 cells was 0.18 times of that 
of Tan Ⅱ A. VOA-Tan Ⅱ A NE significantly inhibited the growth of C6 cells under the blood-brain 
barrier. Pharmacokinetics showed that AUC0 ～ t of VOA-Tan Ⅱ A NE was 2.57 times higher than that 
of Tan Ⅱ A. Conclusion  VOA-Tan Ⅱ A NE may effectively improve the in vitro anti-tumor effect of 
Tan Ⅱ A and in vivo bioavailability, providing a novel nano preparation for brain delivery of Tan Ⅱ A. 
Key words: Tanshinone ⅡA; volatile oil of Acorus tatarinowii; nanoemulsion; antitumor activity; 
bioavailability
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图 1　VOA-Tan ⅡA NE 伪三元相图

Fig 1　Pseudo ternary phase diagrams of VOA-Tan ⅡA NE
A. Km ＝ 2∶1；B. Km ＝ 3∶1

　　无 VOA 的丹参酮ⅡA 纳米乳（Tan ⅡA NE）
的制备处方是基于上述处方，MCT/CEL/1，2- 丙
二醇 / 水的质量比为 0.48∶0.84∶0.28∶5。
2.1.3　处方单因素考察　固定其他因素不变，分别
考查温度、滴速、转速及 Tan ⅡA 投药量对纳米乳
的粒径和多分散系数（PDI）的影响，结果见表 1。
可知当转速为 300 r·min－ 1、温度 35℃时粒径和
PDI 均最小。在滴加速度为 0.3、0.5 mL·min－ 1 时
粒径和 PDI 较小，从节省时间上选择滴加速度为
0.5 mL·min－ 1。在 Tan ⅡA 投药量为 3 mg 时，所
得 VOA-Tan ⅡA NE 的 PDI 最小，体系稳定。因此
经单因素考察，制备 VOA-Tan ⅡA NE 的最佳工艺
确定为：转速为 300 r·min－ 1，温度为 35℃，滴
加速度为 0.5 mL·min－ 1，投药量为 3 mg。

表 1　不同因素水平下 VOA-Tan ⅡA NE的粒径和 PDI 
Tab 1　Particle size and PDI of VOA-Tan ⅡA NE at different factor levels

因素 粒径 /nm PDI
温度 /℃ 25 40.67±1.13 0.296±0.022

35 29.60±1.07 0.097±0.001
45 30.52±0.99 0.114±0.013
55 43.15±3.29 0.262±0.007

滴加速度 /（mL·min－ 1） 0.1 47.46±3.74 0.473±0.010
0.3 27.53±0.170 0.170±0.012
0.5 26.73±0.74 0.132±0.012
0.7 37.28±2.53 0.363±0.010

转速 /（r·min － 1） 100 42.35±1.93 0.280±0.004
200 30.26±1.46 0.125±0.013
300 29.38±1.67 0.094±0.008
400 39.85±1.20 0.268±0.001

投药量 /mg 1 38.09±1.43 0.259±0.007
2 48.21±5.06 0.330±0.032
3 40.13±4.49 0.248±0.007
4 42.70±2.36 0.274±0.002

2.2　VOA-Tan ⅡA NE 的表征和质量评价
2.2.1　粒径、Zeta 电位和形貌考察结果　最优处方
下 VOA-Tan ⅡA NE 的平均粒径为（28.90±2.01）nm
（见 图 2A、B），PDI 为（0.14±0.04），Zeta 电 位 为
（－ 4.61±0.16）mV。TEM 观察 VOA-Tan ⅡA NE 的
形貌呈圆球形，粒子之间无明显粘连，结果见图 2C。
可见，VOA-Tan ⅡA NE 粒径分布窄，大小均匀。

图 2　VOA-Tan ⅡA 的粒径分布（A）、Zeta 电位（B）及透射电镜

图（C）

Fig 2　Particle size distribution（A），Zeta potential（B）and the 
transmission electron microscope of VOA-Tan ⅡA NE（C）

2.2.2　差示扫描量热法（DSC）分析　取适量 Tan 
ⅡA 原料药、空白纳米乳、空白纳米乳与 Tan ⅡA 原
料药物理混合物及 VOA-Tan ⅡA NE，在 25 ～ 350℃
进行 DSC 分析，升温扫描速度为 10℃·min－ 1，结
果如图 3 所示。Tan ⅡA 原料药在 218.17℃处有一个
特征峰，空白纳米乳无特征峰，Tan ⅡA 和空白纳米
乳的物理混合物在 214.16℃观察到 Tan ⅡA 特征峰，
而 VOA-Tan ⅡA NE 则在 113.17℃出现一个新的特
征峰，Tan ⅡA 特征峰消失。说明本研究成功制备了
VOA-Tan ⅡA NE，Tan ⅡA 被包载于纳米乳中，构成
一新的物相。

图 3　DSC 图谱

Fig 3　DSC analysis
a. Tan ⅡA；b. 空白纳米乳（blank NE）；c. Tan ⅡA 和空白纳米乳物

理混合物（physical mixture of Tan ⅡA and blank NE）；d. VOA-Tan 
ⅡA NE

2.2.3　VOA-Tan ⅡA NE 稳定性研究　将 VOA-
Tan ⅡA NE 置于 4℃冰箱储存 4 周进行稳定性考
察，记录过程中粒径及包封率变化，结果如表 2
所示。VOA-Tan ⅡA NE 在 4℃条件下储存 4 周
粒径基本不变、PDI 和包封率变化不明显，表明
在实验条件下稳定性良好。
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表 2　VOA-Tan ⅡA NE在 4℃下的表征 (n ＝ 3) 
Tab 2　Characterization of VOA-Tan ⅡA NE at 4℃ (n ＝ 3)

储存时间 / 周 粒径 /nm PDI 包封率 /%

1 29.98±1.64 0.13±0.03 94.55±1.12

2 30.71±0.52 0.13±0.01 93.59±0.94

4 31.73±0.61 0.14±0.02 93.10±1.06

2.2.4　Tan ⅡA 含量测试条件　采用高效液相色
谱法，色谱柱：WondaSil C18（4.6 mm×250 mm，
5 µm），检测波长：270 nm。流动相为甲醇∶水
（80∶20，V/V），流速：1.0 mL·min － 1，柱温：
35℃，进样量：10 µL。
2.2.5　包封率的测定　采用超滤离心法测定 VOA-
Tan ⅡA NE 的包封率（EE%）：精密量取 0.2 mL 
VOA-Tan ⅡA NE 溶液稀释后取 1.0 mL 置于超滤
离心管中，3000 r·min－ 1 离心 10 min，滤液过膜
后进样，测定游离 Tan ⅡA 含量（W1）。另精密量
取 0.2 mL 的 VOA-Tan ⅡA NE 溶液，加等量甲醇
超声破乳，过膜后进样，得到 VOA-Tan ⅡA NE 中
总 Tan ⅡA 含量（W2）。EE（%）＝（W2 － W1）/
W2×100%，结果制剂的 EE 为（96.58±0.26）%，
说明此载体能较好地包载药物 Tan ⅡA。
2.2.6　体外释放研究　精密量取 1 mL 的 Tan 
ⅡA、Tan ⅡA NE 和 VOA-Tan ⅡA NE 溶液分别
置于透析袋中，于含 100 mL 含 1% 吐温 -80 的
释放介质（pH 7.4 的 PBS）的烧杯中，37℃水浴
中振荡（100 r·min － 1）。分别在 0.083、0.167、
0.333、0.667、1、2、4、6、8、12、24 h 取样 0.2 
mL 并同时补充相同体积释放介质。所取样品过
膜后，按“2.2.4”项下条件进样，计算 Tan ⅡA
浓度，并计算累积释放百分率（Q）：Q（%）＝

｛Ci×V1 ＋（C1 ＋ C2 ＋ … ＋ Ci － 1）×V2｝/
M×100%，式中 C1、C2、Ci － 1、Ci 分别为第 1、
2、i － 1、i 时间点释放介质中 Tan ⅡA 浓度，V1

代表释放介质总体积，V2 代表所取样品体积，M
代表药物 Tan ⅡA 初始质量。从图 4 释放结果可
知，Tan ⅡA 在 4 h 内几乎释放 90%，而 VOA-
Tan ⅡA NE 在 12 h 内累积释放量为 65.8%。可见，
VOA-Tan ⅡA NE 在体外呈缓释特性。
2.3　VOA-Tan ⅡA NE 体外抗肿瘤活性研究

 　将对数生长期 C6 细胞胰酶消化后接种至 96
孔板内（5×103 个 / 孔），孵育 24 h 后，实验组各
孔加入对应药物（n ＝ 3）。孵育 24 h 后每孔加入
10 μL CCK8 溶液，继续孵育 0.5 h 后置于酶标仪
（450 nm）下检测吸光度值（A），计算细胞存活
率，细胞存活率（%）＝（A给药－ A调零）/（A空白－

A调零）×100%，其中 A给药代表含细胞加药物组 A
值，A空白代表细胞加空白培养基组 A 值，而 A调零

代表无细胞的空白培养基组 A 值。
　　结果如图 5 所示，空白纳米乳对细胞无明
显毒性，存活率均超过 85%，说明该载体安全。
TanⅡA（IC50 ＝ 12.65 μmol·L － 1）、VOA 溶 液
（IC50 ＝ 13.35 μmol·L － 1）、TanⅡA NE（IC50 ＝
4.16 μmol·L－ 1）和 VOA-Tan ⅡA NE（IC50 ＝ 2.25 
μmol·L － 1）对 C6 细胞均有一定的抑制作用，并
呈现浓度依赖性。Tan ⅡA NE 和 VOA-Tan ⅡA 
NE 对 C6 细胞均具有明显的抑制作用，Tan ⅡA 
NE 和 VOA-Tan ⅡA NE 的 IC50 值分别是为 Tan 
ⅡA 的 0.33 倍 和 0.18 倍。 与 Tan ⅡA、VOA 及
Tan ⅡA NE 相比，VOA-Tan ⅡA NE 对 C6 细胞
增殖的抑制能力最强。

图 5　Tan ⅡA 溶液、VOA 溶液、Tan ⅡA NE 和 VOA-Tan ⅡA NE
对 C6 细胞的存活率的影响（n ＝ 3）
Fig 5　Effect of Tan ⅡA solution，VOA solution，Tan ⅡA NE and 
VOA-Tan ⅡA NE on the cell viability of C6 cells（n ＝ 3）

2.4　VOA-Tan ⅡA NE 在体外血脑屏障下抗肿瘤
活性研究
2.4.1　BMEC/C6 共培养模型的建立　利用 BMEC
细胞建立体外 BBB 模型 [15]：以每孔 2×104 个细
胞密度种于 12 孔板 Transwell 小室中，连续孵育
5 ～ 7 d 后，检测电阻值 TEER。结果发现，TEER
值为（243.04±8.75）Ω·cm2（n ＝ 3），高于 200 
Ω·cm2，表明体外 BBB 模型建立成功。同时，
将 C6 细胞接种在另一 12 孔板中培养过夜，将铺
有 BMEC 细胞的 Transwell 小室转移至培养 C6 细
胞的 12 孔板中，进行 BMEC/C6 共培养孵育 [16]。

图 4　Tan ⅡA 和 VOA-Tan ⅡA NE 的释放曲线（n ＝ 3）
Fig 4　Tan ⅡA release profiles from VOA-Tan ⅡA NE（n ＝ 3）
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2.4.2　VOA-Tan ⅡA NE 在体外血脑屏障下抗
肿瘤活性评价　BMEC/C6 共培养孵育 24 h 后，
分别于上室加入相应药物溶液孵育 24 h。采用
CCK8 法检测各组 C6 细胞活力，结果如图 6 所
示。与 Tan ⅡA 溶液相比，VOA-Tan ⅡA NE 能
有效透过 BBB，显著抑制了体外 BBB 下 C6 细胞
的增殖。因此，VOA-Tan ⅡA NE 可促透 Tan ⅡA
透过 BBB，有利于提高其向脑部递送，提高抗脑
胶质瘤活性。

图 6　Tan ⅡA 溶液、Tan ⅡA NE 和 VOA-Tan ⅡA NE 培养 24 h 对

C6 细胞存活率的影响（n ＝ 3）
Fig 6　Effect of Tan ⅡA solution，Tan ⅡA NE and VOA-Tan ⅡA NE 
culturing for 24 h on the cell viability of C6 cells（n ＝ 3）

注：与 Tan ⅡA 溶液相比，&&P ＜ 0.01；与对照组相比，*P ＜ 0.05，
***P ＜ 0.001。

Note：Compared with the Tan ⅡA solution，&&P ＜ 0.01；
compared with the control group，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001.

2.5　VOA-Tan ⅡA NE 的安全性评价
2.5.1　血管刺激性实验　家兔随机分成两组，每
组家兔右耳缘静脉注射相应药物 Tan ⅡA 及 VOA-
Tan ⅡA NE，左耳缘静脉注射等量生理盐水作为
空白对照。每日给药 1 次（剂量为 2.6 mg·kg－ 1），
连续 3 d。每组于最后一次给药 12 h 后处死，取自
距离靠近心脏的注射部位 1 cm 处组织进行 HE 染
色观察。如图 7 所示，空白对照组血管内壁完整无
明显红肿，表明生理盐水对兔耳基本没有刺激性；
而 Tan ⅡA 组血管红肿，管周疏松的结缔组织存在
大量的嗜中性粒细胞、淋巴细胞等炎性细胞浸润。
VOA-Tan ⅡA NE 组兔耳有少量充血，血管壁及管
周基本完好，未见其他明显异常，说明 VOA-Tan 
ⅡA NE 安全性较好，可用于静脉注射给药。
2.5.2　溶血性实验　在实验中，阴性对照组、阳
性对照组分别用生理盐水、蒸馏水处理。将 2%
兔红细胞悬液加入含有生理盐水、蒸馏水和不同
浓 度 VOA-Tan ⅡA NE 溶 液（3.125、6.25、12.5、
25、50、100 μg·mL－ 1）的离心管中。混合后分
别孵育 1、2 和 4 h，然后 1500 r·min － 1 离心 5 
min。上清液于 545 nm 处测定 A，计算各组溶血率

（HR），HR（%）＝（A样品－ A阴性对照）/（A阳性对照－

A阴性对照）×100%。
　　如图 8 所示，生理盐水组为澄清透明的液
体，离心管底部的红细胞没有溶血。阳性对照组
为红色液体，没有沉淀，说明红细胞全部溶血。
VOA-Tan ⅡA NE 实验组液体澄清，离心管底部
有红细胞沉淀，说明没有发生溶血现象。在本研
究范围内 VOA-Tan ⅡA NE 溶血率均低于 5%，
说明制剂安全性良好，可用于静脉注射。

图 8　不同浓度 VOA-Tan ⅡA NE 的溶血照片（A）和溶血率（B）

Fig 8　Hemolysis photos（A）and hemolysis rate（B）of different 
concentrations of VOA-Tan ⅡA NE

2.6　VOA-Tan ⅡA NE 的药动学研究
2.6.1　实验设计及给药方式　SPF 级 SD 大鼠18只，
给药前禁食 12 h，自由饮水，随机分为 Tan ⅡA 原
料药组、Tan ⅡA NE 组、VOA-Tan ⅡA NE 组。采
用尾静脉注射给药（各组以 Tan ⅡA 换算剂量为 5 
mg·kg－ 1）。分别于给药后 0.083、0.167、0.25、0.5、
1、2、4、6、8、10、12 h 眼眶静脉取血 500 μL，
离心后取上清液待测。
2.6.2　Tan ⅡA 检测方法　采用超高效液相色谱
法测定：色谱柱为 Waters Acquity UPLC BEH C18

色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相为甲

图 7　生理盐水、Tan ⅡA 溶液、VOA-Tan ⅡA NE 给药后静脉血管

切片 HE 染色

Fig 7　HE staining of venous vessel sections after administration of 
normal saline，Tan ⅡA solution and VOA-Tan ⅡA NE
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醇∶水（80∶20，V/V），流速 1.0 mL·min － 1，检
测波长 270 nm，进样量 2 μL，柱温 35℃。
2.6.3　血浆样品处理方法　取大鼠血浆 80 μL，
依次加入 10 μL Tan ⅡA、内标溶液及 1 mL 乙酸
乙酯涡旋，3500 r·min － 1 离心 10 min 后取上清
液置于 EP 管中，37℃氮气吹干。最后加入 100 
μL 甲醇复溶，12 000 r·min － 1 离心 10 min 后取
上清液进 UPLC 分析。
2.6.4　标准曲线的建立　取 Tan ⅡA 标准储备液按
照“2.6.3”项下方法处理后加入空白血浆和内标 Tan 
Ⅰ溶液配制成 Tan ⅡA 终质量浓度分别为 0.025、
0.050、0.10、0.50、2.50、5.00、10.00、15.00 和
20.00 μg·mL－ 1 的血浆样本。样品按照“2.6.3”项
下方法处理，再按“2.6.2”项下方法进样分析，以峰
面积比（Ri）为纵坐标（Ri ＝ ATanⅡA/ATan I），Tan ⅡA
浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程 Y ＝

0.1623X ＋ 0.0019（R2 ＝ 0.9997）。 结 果 表 明 Tan 
ⅡA 大鼠血浆质量浓度在 0.025 ～ 20.00 μg·mL－ 1

与峰面积比线性关系良好。
2.6.5　实验结果　血浆样品按照“2.6.3”项下方法处

理，再经“2.6.2”项下条件测定后，采用 Graph Pad 
Prism 8 和 DAS 2.0 软件分别绘制血药浓度 - 时间曲
线及拟合计算药动学参数，结果见图９及表 3。结果
表明，Tan ⅡA NE 组和 VOA-Tan ⅡA NE 组相对于
Tan ⅡA 组，其 AUC0～ t 分别增加了1.91倍和2.57倍，
说明 VOA-Tan ⅡA NE 的生物利用度较高，可以在
较长时间内保持较高的血药浓度。

图 9　静脉注射给药后 Tan ⅡA 溶液、Tan ⅡA NE 和 VOA-Tan ⅡA 
NE 的平均血药浓度 - 时间曲线

Fig 9　Mean plasma concentration-time course of Tan ⅡA solution，
Tan ⅡA NE and VOA-Tan ⅡA NE in rats' plasma after intravenous 
administration

表 3　静脉注射 Tan Ⅱ A各制剂后 Tan Ⅱ A的药动学参数 (n ＝ 6) 
Tab 3　Pharmacokinetic parameters of Tan Ⅱ A in plasma after intravenous administration (n ＝ 6)

制剂 tmax/h Cmax/（μg·mL － 1） t1/2/h AUC0 ～ t /（μg·h·mL － 1） CL/[L/（h·kg）]

Tan ⅡA 0.083 1.431±0.270 4.609±1.846 3.575±0.867 4.157±0.884

Tan ⅡA NE 0.083 2.061±0.482 7.888±3.087 6.823±1.438 1.825±0.295

VOA-Tan ⅡA NE 0.083 2.161±0.462 8.141±2.785 9.178±1.485 1.419±0.290

3　结论

　　根据课题组前期研究基础 [14] 及预实验结果，
本研究采用剪切搅拌法制备 VOA-Tan ⅡA NE 的
最优处方中 VOA/MCT/CEL/1，2- 丙二醇 / 水的
质量比为 0.16∶0.32∶0.84∶0.28∶5。所制 VOA-
Tan ⅡA NE 呈球形，粒径小、分布均匀。VOA-
Tan ⅡA NE 体外释放曲线显示出一定的缓释行
为，对 C6 细胞具有较强的抗肿瘤作用。同时，在
BMEC/C6 共培养模型中发现 VOA-Tan ⅡA NE 可
有效透过 BBB 抑制 C6 增殖。血管刺激性和血液
相容性测试发现，VOA-Tan ⅡA NE 在 3.125～ 100 
μg·mL－ 1 内与血液相容性良好。体内血药浓度 -
时间曲线及药动学参数结果显示 VOA-Tan ⅡA NE
的 t1/2 和 AUC0 ～ t 分别为 Tan ⅡA 的 1.77 倍和 2.57
倍，表明 VOA-Tan ⅡA NE 有效提高了 Tan ⅡA 的
生物利用度。
　　本研究将纳米乳液与 VOA 联合包载 Tan ⅡA，
有效解决了 Tan ⅡA 的水溶性低和半衰期短等问
题，增加了 Tan ⅡA 抗肿瘤活性和生物利用度，有
望成为脑胶质瘤等脑部疾病治疗的新型给药系统。
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基于杀酶保苷的经典名方中“去皮尖研泥”桃仁的 
燀制工艺研究

马艳红１，寇娜娜1，宋婉婷1，李丹1，2，王淑君1*（1.沈阳药科大学，沈阳　110016；2.沈阳君弘医药科技有限公

司，沈阳　110016）

摘要：目的　通过比较不同燀桃仁炮制品的苦杏仁酶活性及煎煮入汤剂后的苦杏仁苷含量，探

讨经典名方中“去皮尖研泥”使用的桃仁的最佳炮制工艺。方法　通过苦味酸 - 碳酸钠试纸变色

反应测定不同燀桃仁炮制品中苦杏仁酶的活性，采用不同燀桃仁炮制品制备桃红四物汤，通过

HPLC 测定苦杏仁苷含量，考察沸水中煎煮时间对苦杏仁苷含量的影响，采用 15 批不同产地桃

仁进行工艺重现。结果　当桃仁“去皮尖”后再于沸水中煮 10 min 及以上时苦杏仁酶完全灭活；

桃仁“去皮尖”后研泥煎煮苦杏仁苷含量（S2）远低于其原药煎煮的含量（S1）；桃仁“去皮尖”

后再次于沸水中煎煮时，随着煎煮时间的增加，苦杏仁苷的含量先增加后减少，煎煮 10 min 时

含量（S5）最高，且高于 S1；15 批桃仁炮制所得燀桃仁苦杏仁酶完全灭活，含量符合规定。“去

皮尖研泥”使用的桃仁最佳燀制工艺为：取生桃仁适量，置 10 倍量沸水中煮 3 min，冷水中泡

1 min，除去种皮，再于沸水中煮 10 min，捞出，60℃低温干燥 4 h。结论　该燀制工艺重现性

良好，可达到杀酶保苷、增效减毒的作用，且有利于有效成分煎出，提高疗效，为古方中桃仁

“去皮尖研泥”的现代化应用、桃仁的炮制技术规范及质量控制提供参考，有利于促进经典名

方的创新开发与研究。
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　　桃仁是临床常用中药，具有活血祛瘀、润肠通
便、止咳平喘的功效 [1-3]。苦杏仁苷作为桃仁的主
要有效成分之一，具有免疫调节、镇痛抗炎、抗肿
瘤等药理作用 [4-6]，但桃仁含有的苦杏仁酶可破坏
苦杏仁苷，使药效降低，同时分解出大量氢氰酸而
产生毒副作用 [7-8]。故临床上通常将桃仁炮制使用，
以达到杀酶保苷的作用，燀制是较为常见的炮制方
法。桃仁燀制多采用“去皮尖”的工艺，但古方中
亦有“去皮尖研泥”使用的工艺，例如经典名方桃
红四物汤处方中桃仁为“去皮尖研泥”使用。此工
艺中苦杏仁苷是否因发生酶解反应而损失及研泥使
用的桃仁燀制工艺均未见文献报道。苦杏仁若原药

入药煎汤，因为苦杏仁酶与苦杏仁苷分别处于不
同细胞，苦杏仁酶对苦杏仁苷无破坏作用；但若将
苦杏仁压碎后煎汤，苦杏仁苷与苦杏仁酶反应而损
失 [9]。同理推测“去皮尖研泥”桃仁苦杏仁苷含量
明显下降的原因是“去皮尖研泥”过程中细胞壁被
破坏，苦杏仁苷发生酶解反应造成损失，故“去皮
尖研泥”使用的桃仁应与“去皮尖”使用的桃仁炮
制方法有所区别。为解决“去皮尖研泥”桃仁中苦
杏仁苷酶解损失的问题，本研究以沸水中煎煮的时
间为变量，苦杏仁苷含量、苦杏仁酶活性为指标，
以桃红四物汤为例，对“去皮尖研泥”桃仁的炮制
工艺进行研究，并采用 15 批不同产地桃仁进行工

Process of peach kernel for “peeling and grinding mud” in classic prescriptions 
based on glycoside protection by inactivating the enzyme

MA Yan-hong1, KOU Na-na1, SONG Wan-ting1, LI Dan1, 2, WANG Shu-jun1* (1. Shenyang 
Pharmaceutical University, Shenyang  110016; 2. Shenyang Junhong Pharmaceutical Technology 
Co., Ltd., Shenyang  110016)

Abstract: Objective  To determine the optimal process of peach kernel for “peeling and grinding 
mud” in classic prescriptions by comparing the activity of emulsin in different processed peach 
kernel products and the content of amygdalin after decoction. Methods  The activity of emulsin in 
different processed peach kernel products was determined by the discoloration reaction of picric 
acid-sodium carbonate test paper, and processed peach kernel products were prepared for Taohong 
Siwu decoction. The content of amygdalin was determined by HPLC, and the effect of decoction 
time in boiling water on the content of amygdalin was determined. Fifteen batches of peach kernel 
from different origins were used to repeat the process. Results  When the peach kernels were “peeled 
and tipped” and then boiled in water for over 10 min, the emulsin was completely inactivated. 
The content of amygdalin (S2) was much lower than the content of its original medicine decoction 
(S1). When the peach kernel was “peeled and tipped” and then decocted in boiling water again, 
with the increase of decoction time, the content of amygdalin first increased and then decreased. 
The content was the highest after decoction for 10 min (S5), and was higher than that of S1. The 
amygdala enzyme in the 15 batches of processed peach kernel was completely inactivated, and the 
content met the requirements. The best process for peach kernel after “peeling and grinding mud” 
was as follows: an appropriate amount of raw peach kernel, boiling in 10 times of boiling water for 
3 min, soaking in cold water for 1 min, removing the seed coats, reboiling for 10 min, and dring at 
60℃ for 4 h. Conclusion  The process has good reproducibility, which can inactivate the enzyme, 
protect glycosides, enhance efficacy and reduce toxicity, and is conducive to the decoction of 
active ingredients and improves the curative effect. This method provides reference for the modern 
application of “peeling, sharpening and grinding” for peach kernels in ancient recipes, as well as 
the processing technical specifications and quality control of peach kernels, and is conducive to 
promoting the innovative development and research of classic recipes.
Key words: classic prescription; Taohong Siwu decoction; peach kernel; amygdalin; emulsin; 
glycoside protection by inactivating the enzyme
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2　方法与结果

2.1　炮制品制备

　　取生桃仁 T1 适量，置 10 倍量沸水中煮 3 
min，冷水中泡 1 min，除去种皮，60℃低温干燥
4 h[10]，即得燀桃仁炮制品 TR0。取生桃仁 T1 适
量，置 10 倍量沸水中煮 3 min，冷水中泡 1 min，
除去种皮，再分别于沸水中煮 5、8、10、15、20 
min，捞出，60℃低温干燥 4 h，即得燀桃仁炮制
品 TR5 min、TR8 min、TR10 min、TR15 min、TR20 min。
2.2　苦杏仁酶活性检验 [11-12]

　　分别取不同燀桃仁炮制品粗粉 0.2 g 于具塞试
管中，加水使其浸润，在试管口悬挂一条苦味
酸 - 碳酸钠试纸，塞紧试管口，将试管置 60℃
水浴中加热 30 min，观察试纸颜色变化，加热
30 min 后结果见图 1。根据苦杏仁酶活性检验结
果可知，桃仁去皮尖（TR0）后并未完全灭活苦
杏仁酶，试纸由黄色变为深红色，对其进行再次
炮制，随着沸水中炮制时间的增加，试纸逐渐变
浅红色，说明苦杏仁酶逐渐灭活，炮制 10 min
（TR10 min）时试纸未变色即苦杏仁酶完全灭活。

2.3　桃红四物汤溶液的制备

　　按照《古代经典名方目录（第一批）》[13] 中桃
红四物汤的处方组成以及剂量换算和前期研究结
果，称取酒地黄饮片 11.19 g，酒当归饮片 14.92 
g，酒白芍饮片 5.60 g，川芎饮片 3.73 g，燀桃仁
3.78 g，酒红花 3.73 g，加入 12 倍量水，浸泡 1 h
后，武火煮沸后文火煎煮 40 min，倾出药液，药
材残渣加入 12 倍量水，武火煮沸后文火煎煮 20 
min，合并两次煎液，过滤，即得。
2.4　桃红四物汤中苦杏仁苷的含量测定

2.4.1　色谱条件　色谱柱：Amethyst C18-H（4.6 
mm×150 mm，5 μm）；流动相为甲醇 -0.1% 磷酸
溶液，梯度洗脱（0 ～ 25 min，15% 甲醇；25 ～ 40 
min，50% 甲醇；40 ～ 50 min，15% 甲醇）；检测
波长 210 nm；流速 1.0 mL·min－ 1；进样体积 10 
µL；柱温 25℃。
2.4.2　对照品溶液的制备　取苦杏仁苷对照品适
量，精密称定，加甲醇 -0.1% 磷酸溶液（15∶85）
制成每 1 mL 约含苦杏仁苷 50 µg 的溶液，即得。
2.4.3　供试品溶液的制备　精密量取桃红四物汤

表 1　桃红四物汤的饮片信息 
Tab 1　Information on the pieces of Taohong Siwu decoction

饮片名称 产地 基原

酒地黄 河南 玄参科地黄属植物地黄 Rehmannia glutinosa Libosch. 的干燥块根的酒制品

酒当归 甘肃 伞形科当归属植物当归 Angelica sinensis（Oliv.）Diels 的干燥根的酒制品

酒白芍 安徽 毛茛科芍药属植物芍药 Paeonia lactiflora Pall. 的干燥根的酒制品

川芎 四川 伞形科藁本属植物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort. 的干燥根茎

生桃仁 山西 蔷薇科樱桃属植物桃 Prunus persica（L.）Batsch 的干燥成熟种子

红花 新疆 菊科红花属植物红花 Carthamus tinctorius L. 的干燥花

表 2　15 批生桃仁样品信息 
Tab 2　Sample information sheet of 15 batches of raw peach kernel 

编号 品种 产地 编号 品种 产地 编号 品种 产地

T1 生桃仁 山西 T6 生桃仁 河南 T11 生桃仁 山东

T2 生桃仁 山西 T7 生桃仁 山西 T12 生桃仁 陕西

T3 生桃仁 山西 T8 生桃仁 山西 T13 生桃仁 甘肃

T4 生桃仁 山西 T9 生桃仁 河南 T14 生桃仁 河北

T5 生桃仁 河南 T10 生桃仁 山西 T15 生桃仁 山西

艺重现，以期达到完全灭活苦杏仁酶，减少苦杏仁
苷的损失，为经典名方中“去皮尖研泥”使用的桃
仁的工业化生产及质量控制提供参考。
1　材料

　　FA2004B 型电子天平（上海精科天美科学仪
器有限公司），EX125DZH 型电子天平 [ 奥豪斯仪
器（常州）有限公司 ]，全自动智能煎药壶（潮州
市一壶百饮电器实业有限公司），LC-2010C 型高
效液相色谱仪（日本 Shimadzu 公司）。
　　苦杏仁苷对照品（质量分数：93.1%，批号：

110820-202109，中国食品药品检定研究院），苦味
酸 - 碳酸钠试纸（北京华科盛精细化工产品贸易有
限公司），水为纯化水，甲醇为色谱纯（山东禹王和
天下新材料有限公司），磷酸为分析纯 [ 利安隆博华
（天津）医药化学有限公司 ]。酒地黄饮片（河北金
叶子药业有限公司），酒当归饮片、酒白芍饮片、川
芎饮片、生桃仁、红花饮片（河北华都药业有限公
司），经沈阳药科大学药学院王淑君教授鉴定，各
饮片均符合《中国药典》2020 年版一部相关项下的
性状规定，详见表 1。15 批生桃仁样品信息见表 2。
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溶液 1.0 mL，置 10 mL 量瓶中，用甲醇 -0.1% 磷
酸溶液（15∶85）稀释至刻度，摇匀即得。
2.4.4　定量限　取对照品溶液逐级稀释，当 S/N
为 10 时，所进样品量定为定量限，测得定量限
为 0.2957 μg·mL－ 1。
2.4.5　线性关系考察　取苦杏仁苷对照品适量，
精密称定，加甲醇 -0.1% 磷酸溶液（15∶85）制成
每 1 mL 约含苦杏仁苷 500 µg 的溶液，即得对照
品储备液。将其逐级稀释，制得质量浓度分别约
为 0.3（定量限浓度）、25、50、75、125 μg·mL－ 1

的对照品溶液。进样测定，以峰面积为纵坐
标，浓度为横坐标，得回归方程 Y ＝ 9299.3X －

3186.4，线性相关系数 r 为 0.9999，表明苦杏仁苷
在0.3～125 μg·mL－1内与峰面积呈良好线性关系。
2.4.6　精密度试验　取同一对照品溶液，连续进
样测定 6 次，计算得苦杏仁苷峰面积的 RSD 为
0.94%，表明仪器精密度良好。
2.4.7　重复性试验　取同一批桃红四物汤溶液，
按“2.4.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，进
样测定，计算得苦杏仁苷峰面积的 RSD 为 2.2%，
表明该方法重复性良好。
2.4.8　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于
0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、
24 h 进样测定，计算得苦杏仁苷峰面积的 RSD 为
0.86%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.4.9　加样回收试验　精密量取已知含量的同
一批桃红四物汤 9 份，分别按已知含量的 50%、
100%、150% 水平精密加入对照品溶液0.1、0.2、0.3 
mL，每个水平 3 份，制备低、中、高浓度供试品
溶液，进样测定，计算得低、中、高浓度平均回
收率分别为 96.0%、94.5%、94.6%，RSD 分别为
1.6%、0.80%、2.3%。结果表明该方法准确度良好。
2.4.10　桃红四物汤中苦杏仁苷含量测定　取燀桃
仁炮制品 TR0 直接入药和燀桃仁炮制品 TR0、TR5 

min、TR8 min、TR10 min、TR15 min、TR20 min 研泥入药，按
“2.3”项下方法煎煮得 7 份桃红四物汤溶液，精密

量取桃红四物汤溶液 1.0 mL，置 10 mL 量瓶中，用
溶剂稀释至刻度，摇匀，即得供试品溶液 S1、S2、
S3、S4、S5、S6、S7。取各供试品溶液各 10 µL，进
样测定，计算苦杏仁苷含量（见表 3）。结果可知，
S1 苦杏仁苷含量远高于 S2，随着沸水中炮制时间的
增加，燀桃仁研泥入药后苦杏仁苷含量先增加后降
低，炮制10 min（TR10 min）其苦杏仁苷含量 S5最高。

表 3　桃红四物汤中苦杏仁苷的含量 
Tab 3　Content of amygdalin content in Taohong Siwu decoction

样品 含量 /（mg·g － 1）

S1 1.71
S2 0.47
S3 1.19
S4 1.52
S5 1.80
S6 1.68
S7 1.47

3　工艺重现性研究

3.1　燀桃仁的制备

　　燀制工艺 1：取生桃仁 T1 ～ T15 适量，置
10 倍量沸水中煮 3 min，冷水中泡 1 min，除去种
皮，60℃低温干燥 4 h 即得燀桃仁 1（T1～T15）。
　　燀制工艺 2（最佳燀制工艺）：取生桃仁
T1 ～ T15 适量，置 10 倍量沸水中煮 3 min，冷水
中泡 1 min，除去种皮，再于沸水中煮 10 min，捞
出，60℃低温干燥 4 h 即得燀桃仁 2（T1 ～ T15）。
3.2　生桃仁、燀桃仁 1、燀桃仁 2 苦杏仁酶活性

检验

　　按“2.2”项下方法检验生桃仁、燀桃仁 1、
燀桃仁 2，结果见图 2。15 批生桃仁试纸为深红
色，15 批燀桃仁 1 试纸为红色，15 批燀桃仁 2
试纸未变色。

图 1　苦杏仁酶活性检验图

Fig 1　Bitter almond enzyme activity test chart

图 2　苦杏仁酶活性检验图

Fig 2　Bitter almond enzyme activity test chart 
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3.3　生桃仁、燀桃仁中苦杏仁苷的含量测定

3.3.1　色谱条件　色谱柱：Amethyst C18-H（4.6 
mm×150 mm，5 μm）；流动相为甲醇 - 水（20∶80）；
检测波长为 210 nm；流速为 1.0 mL·min－ 1；进样
体积 10 µL；柱温 25℃。
3.3.2　对照品溶液的制备　取苦杏仁苷对照品适
量，精密称定，加 70% 甲醇制成每 1 mL 约含苦
杏仁苷 80 µg 的溶液，即得。
3.3.3　供试品溶液的制备　取本品粗粉约 0.3 g，
精密称定，置具塞锥形瓶中，加石油醚（60 ～ 

90℃）50 mL，加热回流 1 h，放冷，滤过，弃去
石油醚液，药渣及滤纸挥干溶剂，放入原锥形瓶
中，精密加入 70% 甲醇 50 mL，称定重量，加
热回流 1 h，放冷，再称定重量，用 70% 甲醇补
足减失的重量，摇匀，滤过。精密量取续滤液 5 
mL，置 10 mL 量瓶中，加 50% 甲醇至刻度，摇
匀，即得 [1]。
3.3.4　生桃仁、燀桃仁苦杏仁苷含量测定　分别
取生桃仁粗粉、燀桃仁粗粉约 0.3 g，各精密称
定 15 份，按“3.3.3”项下方法制备供试品溶液。
精密吸取各批生桃仁和燀桃仁供试品溶液各 10 
µL，进样测定，得到色谱图，分别将 15 批生桃
仁和 15 批燀桃仁指纹图谱导入“中药指纹图谱相
似度评价系统（2012.0 版本）”，生成指纹图谱叠
加图（见图 3），计算苦杏仁苷含量（见表 4）。结
果可知，15 批生桃仁苦杏仁苷含量为 2.5 ～ 3.2 
mg·g－ 1，15 批燀桃仁苦杏仁苷含量为 2.1 ～ 2.6 
mg·g－ 1，符合《中国药典》规定。

表 4　生桃仁与燀桃仁苦杏仁苷的含量测定结果 (mg·g－ 1) 
Tab 4　Content of amygdalin content in raw peach kernel and 

processed peach kernel product (mg·g－ 1)

编号 生桃仁 燀桃仁

T1 3.1 2.6
T2 3.0 2.4
T3 2.8 2.5
T4 2.7 2.4
T5 2.9 2.3
T6 2.8 2.3
T7 2.5 2.4
T8 2.5 2.3
T9 2.8 2.2
T10 3.0 2.3
T11 2.7 2.1
T12 2.9 2.2
T13 3.0 2.4
T14 3.2 2.6
T15 3.2 2.5

4　讨论

　　桃仁为活血化瘀之要药，桃红四物汤的君
药，苦杏仁苷是其主要有效成分之一 [14]。在潮湿
条件下苦杏仁苷易被桃仁含有的苦杏仁酶水解产
生氢氰酸，苦味酸 - 碳酸钠试纸能对氢氰酸定性
鉴别，从而确定桃仁炮制后苦杏仁酶是否完全灭
活。根据苦杏仁酶活性检验结果可知，桃仁去皮
尖（TR0）后并未完全灭活苦杏仁酶，试纸由黄色
变为深红色，对其进行再次炮制，随着沸水中炮
制时间的增加，试纸逐渐变浅红色，说明苦杏仁
酶逐渐灭活，炮制 10 min（TR10 min）时试纸未变
色即苦杏仁酶完全灭活。
　　由“去皮尖”桃仁（TR0）原药入汤剂（S1）和
研泥入汤剂（S2）的结果可知，S1 苦杏仁苷含量远
高于 S2，证明了推测：苦杏仁酶与苦杏仁苷分别
处于桃仁不同细胞，当其研泥入汤剂（S2）时细胞
壁被破坏，苦杏仁酶与苦杏仁苷相遇发生水解反
应，苦杏仁苷含量降低。将桃仁“去皮尖”后再放

A

B
图 3　15 批生桃仁（A）及燀桃仁（B）指纹图谱叠加图

Fig 3　Fingerprint and chromatogram of 15 batches of raw peach kernel
（A）and processed peach kernel product（B）
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入沸水中炮制所得的炮制品研泥入汤剂的苦杏仁苷

含量均高于 S2，说明二次炮制具有杀酶保苷的作

用，S5 苦杏仁苷含量最高，且高于 S1，说明研泥

有利于有效成分煎出；S3 和 S4 含量较低推测因为

炮制时间较短，桃仁内部温度未达到苦杏仁酶灭活

温度所致；同时苦杏仁苷易溶于水，在炮制过程中

苦杏仁苷会有所损失，由 S6 和 S7 结果可知炮制时

间越长，苦杏仁苷损失越多。综上所述，“去皮尖”

的桃仁研泥使用时苦杏仁苷含量大幅降低，故“去

皮尖研泥”使用的桃仁应与“去皮尖”使用的桃仁

炮制方法有所区别；桃仁炮制过程中苦杏仁苷的损

失由苦杏仁酶与苦杏仁苷发生水解反应和苦杏仁苷

溶于水两方面造成，故应对其在沸水中炮制时间予

以研究。本研究得出桃仁“去皮尖研泥”使用时其

最佳燀制工艺为：取生桃仁适量，置 10 倍量沸水

中煮 3 min，冷水中泡 1 min，除去种皮，再于沸水

中煮 10 min，捞出，60℃低温干燥 4 h。
　　采用 15 批桃仁进行工艺重现，由图 2 可知，

15 批燀桃仁 1 苦杏仁酶仍有高活性，试纸呈红色，

15 批燀桃仁 2 苦杏仁酶完全灭活，试纸未变色，

说明工艺重现性良好；并对 15 批生桃仁和 15 批

燀桃仁进行苦杏仁苷含量测定，结果 15 批生桃仁

苦杏仁苷含量均大于 2.0%，15 批燀桃仁苦杏仁苷

含量均大于 1.60%，符合《中国药典》规定 [1]。

　　本研究所得最佳燀制工艺达到杀酶保苷、增

效减毒的作用，为桃红四物汤中桃仁“去皮尖研

泥”使用时苦杏仁苷含量的提高提供了有效的桃

仁燀制方法，有利于经典名方的“古为今用”及

古方中桃仁“去皮尖研泥”的现代化研究、质量

控制和临床应用。
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黄芩苷微囊片的制备

刘润佳，张赏玺，郭荣，韩翠艳*（齐齐哈尔医学院药学院，黑龙江　齐齐哈尔　161006）

摘要：目的　制备黄芩苷微囊并对其处方工艺进行优化；将微囊压制成片剂使其具有缓释作用。
方法　采用单凝聚法制备微囊，以包封率和载药量为评价指标，星点设计响应面试验优化微
囊处方工艺；通过单因素试验，以硬度、外观和崩解时间为指标，确定乳糖和微晶纤维素用量，
得到片剂的最优处方工艺。结果　微囊最优处方工艺为温度 45℃，pH 3.9，转速 550 r·min－ 1

制得的微囊分散性好，载药量为（22.80±0.33）%、包封率为（82.40±0.45）%；当黄芩苷微囊
50 mg，乳糖 855 mg 和微晶纤维素 345 mg，采用粉末直接压片法制得的片剂成型性好，崩解
时限 6 min，24 h 释放达到 87.2%。结论　该处方工艺简单，稳定可行，粉末直接压片法能够
得到成型性好的片剂，具有一定的缓释作用。
关键词：黄芩苷；单凝聚法；微囊；星点设计响应面；微囊片
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Preparation of baicalin microcapsule tablets
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Abstract: Objective  To prepare baicalin microcapsules and optimize the formulation process, to 
compress the microcapsules into tablets with a sustained release effect. Methods  The microcapsules 
were prepared by single coacervation method, and the encapsulation efficiency and drug loading were 
used as evaluation indicators. The central composite design and response surface methodology was 
used to optimize the microcapsule formulation process. The single factor test, hardness, appearance and 
disintegration time were used as indicators to determine the lactose and the dosage of microcrystalline 
cellulose to obtain the optimal formulation technology for the tablets. Results  The optimal formulation 
process for microcapsules temperature was 45℃ , pH 3.9, and rotation speed at 550 r·min－ 1. The 
prepared microcapsules had good dispersibility, the drug loading was (22.80±0.33)%, the encapsulation 
efficiency was (82.40±0.45)%, the baicalin microcapsules was 50 mg, lactose was 855 mg and 
microcrystalline cellulose was 345 mg. The tablets obtained by the powder direct compression method 
had good formability. The disintegration time limit was 6 min, and the release reached 87.2% in 24 h. 
Conclusion  The formulation process is simple, stable and feasible. The tablets with good formability 
can be obtained by direct powder compression method, which has a slow release effect. 
Key words: baicalin; single coacervation method; microcapsule; central composite design and 
response surface methodology; microcapsule tablet
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　　黄芩（Scutellariae Radix）是唇形科植物黄芩
的干燥根，其提取物黄芩苷（Baicalin）属于植物
中最有效的抗氧化剂和最主要的黄酮类化合物之
一，在碱液中不稳定，渐变暗棕色，微溶于热冰
醋酸，难溶于甲酸、乙酸、丙酮，几乎不溶于水、

乙醚、苯、氯仿等。黄芩苷具有抗菌、利尿、抗
炎作用，并能抑制醛糖还原酶，还可以扩张血管，
促进胰岛素分泌，降低血糖，调节内分泌功能，
提高机体免疫力和增强抗病毒能力。黄芩苷还可
以抑制体内黑色素的沉淀，防止氧化和衰老，清
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除自由基，并减少活性氧对人体的损害 [1]，但黄
芩苷味苦，水溶性和口服生物利用度差，限制了
它的临床应用 [2-3]。
　　微囊主要应用于药物的口服给药，改善药物
的溶解能力、降低释放速率、掩盖或遮蔽药物的
苦味与异味等 [4]，然而微囊一般作为中间体，药
物经微囊化进而制备成胶囊剂、片剂等其他剂
型 [5]；片剂具有质量稳定、剂量准确、易于储存
和给药等优点，因此将药物制成微囊片，具有微
囊和片剂的双重优势，能提高药效的发挥，起到
缓释的作用，提高药物稳定性 [6-8]。本研究通过单
凝聚法将黄芩苷制成微囊，并采用粉末直接压片
法制备黄芩苷微囊片，使其能缓慢释放，减少服
药剂量，提高患者生活质量，对黄芩苷新剂型研
究具有重要意义。
1　材料
1.1　仪器
　　UV-2500 紫外分光光度计（昆山市超声仪器
有限公司）；AL204 电子天平（梅特勒 - 托利多仪
器上海有限公司）；DF-101S 集热式恒温加热磁
力搅拌器、予华牌循环水真空泵（巩义市予华仪
器有限责任公司）；CF0 型送风型定温干燥箱（天
津市北华实验仪器有限公司）；RCZ-8B 溶出试验
仪（上海精胜科学仪器公司）；78X-2 型片剂四用
测定仪（上海黄海药检仪器有限公司）；单冲压
片机（北京国药龙立科技有限公司）；奥林巴斯
生物显微镜 CX31（北京澎昆博远科贸发展有限
责任公司）。
1.2　试药
　　黄芩苷对照品（纯度＞ 98%）、黄芩苷（上海
诗丹德标准技术服务有限公司）；明胶、硬脂酸
镁（天津市福晨化学试剂厂）；司盘 60（国药集
团化学试剂有限公司）；液体石蜡、无水乙醇（天
津市天力化学试剂有限公司）；50% 戊二醛（天
津市大茂化学试剂厂）；正己烷、异丙醇、乳糖
（天津市科密欧化学试剂有限公司）；微晶纤维素
（江西益普生药业有限公司）。
2　方法
2.1　黄芩苷微囊的制备
2.1.1　黄芩苷微囊的制备　精密称取明胶 1.0 g，
加纯化水 5 mL，溶胀 30 min，45℃溶解，用 10%
的醋酸溶液调 pH（3.9 ～ 4.1），保温备用，按芯材
比加入黄芩苷原料药，充分搅拌，保温备用，取
液体石蜡 12.5 mL 加司盘 60 0.25 g 溶解，在一定
转速下将明胶溶液以线状加入到液体石蜡中，边
加边搅拌，5 min 后，迅速冷却至 4℃以下，搅拌
20 min，加 50% 戊二醛 5 mL 固化，以异丙醇 10 

mL 脱水，冰箱放置 24 h，取出，抽滤，先以少量
异丙醇洗涤，再用正己烷洗涤，抽干，45℃烘干
得微囊 [9]。
2.1.2　载药量和包封率的测定　精密称取黄芩苷
微囊适量于 10 mL 量瓶中，加入 50% 乙醇 10 mL
超声 30 min，定容，在 278 nm 处测定吸光度，
计算药物的载药量和包封率。
　　载药量（%）＝微囊中所含药物量 / 微囊总质
量 ×100%
　　包封率（%）＝微囊中所包载药物的量 / 制备
微囊时投入的药物总量 ×100%
2.1.3　单因素考察　以微囊的载药量和包封率为
评价指标，进行单因素试验。固定“2.1”项下制
备方法中其他条件不变的情况下，分别取不同的
芯材比、不同的转速、不同的成囊温度、不同的
pH 等，制备黄芩苷微囊，观察并测定。
2.1.4　星点设计响应面试验　单因素结果表明，
转速（X1，r·min － 1）、温度（X2，℃）、pH（X3）
为主要影响因素，以载药量（Y1，%）和包封率
（Y2，%）为评价指标，根据 Box-Behnken 响应
面设计原理设计了 3 因素 3 水平共 17 个试验点
的响应面分析试验，因素和水平见表 1。利用
Design-Expert 8.0.6 软件设计响应面试验方案见表
2，其中，试验 2、5、7、11、15 为 5 个中心试验，
用于估计试验误差，其余为析因试验。

表 1　因素和水平表  
Tab 1　Factor and level

编码 X1 转速 /（r·min － 1） X2 温度 /℃ X3 pH

－ 1 500 45 3.9

     0 550 50 4.0

     1 600 55 4.1

2.1.5　微囊体外释放试验　精密称取适量最优处
方制得的黄芩苷微囊粉末，照《中国药典》2020
年版释放度测定第二法桨法操作。以 500 mL pH 
6.8 的磷酸盐缓冲溶液为释放介质，模拟体内小
肠 pH，转速为 100 r·min－ 1，依法操作，分别在
1、2、4、6、8、10、12、24 h 取溶液 5 mL（同时
立即补充 5 mL 等温的释放介质），0.22 μm 微孔滤
膜滤过，取续滤液在 278 nm 处测定吸光度，计算
不同时间的累积释放量；黄芩苷原料药同法操作，
计算不同时间的累积释放量，绘制释放曲线。
2.2　微囊片的制备
2.2.1　填充剂的筛选　分别选用预胶化淀粉、微
晶纤维素、乳糖作为填充剂，考察片剂的成型性。
取黄芩苷微囊，与适量填充剂按等量递加法混合
均匀后，加入硬脂酸镁混匀，粉末直接压片即得。
2.2.2　崩解剂的筛选　本研究选择交联聚维酮、低
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取代羟丙纤维素为崩解剂。取黄芩苷微囊，与适量
填充剂、崩解剂按等量递加法混合均匀后，加入硬
脂酸镁混匀，粉末直接压片即得。
2.2.3　微囊片的制备工艺的筛选　以自制的黄芩
苷微囊为主药，硬脂酸镁为润滑剂，微晶纤维素
为填充剂，交联聚维酮为崩解剂，分别以淀粉
浆、羟丙甲纤维素、聚维酮为黏合剂采用湿法制
粒压片法压制片剂；以自制的黄芩苷微囊为主药，
硬脂酸镁为润滑剂，交联聚维酮为崩解剂，分别
以乳糖、预胶化淀粉、微晶纤维素为填充剂采用
粉末直接压片法压制片剂。
2.2.4　黄芩苷微囊片体外释放试验　对黄芩苷微
囊片进行释放度试验并绘制释放曲线。按照《中
国药典》2020 年版释放度测定法第二法（桨法）
进行测定，抽取同一处方片剂 3 片。以 500 mL 
pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液为释放介质，转速为 100 
r·min－ 1，分别在 1、2、4、6、8、10、12、24 h
时取样 5 mL（同时立即补充 5 mL 等温的释放介
质），0.22 μm 微孔滤膜过滤，按紫外分光光度法
进行测定。
3　结果与结论
3.1　单因素考察结果
　　当芯材比为 1∶2 时，微囊的载药量和包封
率较 1∶3 和 1∶4 时高，故选择芯材比为 1∶2，
因转速、成囊温度、pH 对微囊的载药量和包封率
结果均有较大的影响，故选择其作为考察因素，
进行星点设计响应面试验，结果见表 3。
3.2　处方优化结果
　　借助统计分析软件 Design-Expert 8.0.6，分别
以微囊的载药量（Y1）和包封率（Y2）为因变量，

转速（X1，r·min－ 1）、成囊温度（X2，℃）、pH
（X3）为自变量，选择适当模型进行回归拟合，分
别 建 立 方 程：Y1 ＝ 16.44 － 2.00X1 － 4.09X2 －

0.86X3 ＋ 1.05X1X2 － 0.69X1X3 ＋ 0.27X2X3 －

2.88X1
2 ＋ 0.93X2

2 ＋ 1.10X3
2，Y2 ＝ 54.32 －

3.21X1－ 16.65X2－ 2.89X3＋ 2.65X1X2－ 2.34X1X3＋

0.79X2X3 － 13.50X1
2 ＋ 1.96X2

2 ＋ 7.31X3
2。对该方

程的回归分析与方差分析结果见表 4 ～ 5。
　　由表 4 可知，以 Y1 对模型进行显著性检验，
回归模型的 F ＝ 91.53 ＞ 0.0001，表明该模型回
归显著（P ＜ 0.05），存在一定的失拟因素；并且
该模型 R2 ＝ 0.9916，R2

Adj ＝ 0.9807，说明该模型
与试验拟合良好，各自变量与响应值之间线性关
系良好，可以用于制备微囊处方工艺的预测。各
自变量对 Y1 的贡献是 X2 ＞ X1 ＞ X3（P ＜ 0.01）。
X1、X2、X3 对模型的影响为极显著（P ＜ 0.01）；
交互项 X1X2、X1

2、X2
2、X3

2 对 Y1 的贡献为极显著
（P＜0.01）；X1X3对模型的影响为显著（P＜0.05）。
　　由表 5 可知，以 Y2 对模型进行显著性检验，
回归模型的 F ＝ 103.93 ＞ 0.0001，表明该模型
回归显著（P ＜ 0.05）；并且该模型 R2 ＝ 0.9926，
R2

Adj ＝ 0.9830，说明该模型与试验 拟合良好，各
自变量与响应值之间线性关系良好，可以用于制
备微囊处方工艺的预测。各自变量对 Y1 的贡献是
X2 ＞ X1 ＞ X3（P ＜ 0.01）。X1、X2、X3 对模型的
影响为极显著（P ＜ 0.01）；交互项 X1

2、X3
2 对 Y1

的贡献为极显著（P ＜ 0.01）；X1X2、X1X3 对模型
的影响为显著（P ＜ 0.05）。
　　借助 Design-Expert 8.0.6 对 Y1、Y2 回归方程
所作出的响应曲面图见图 1、2，因子及其交互作

表 2　响应面分析法试验方案 
Tab 2　Response surface analysis test plan

试验序号 X1 X2 X3 Y1/% Y2/%
1 1 0 － 1 13.75 50.15
2 0 0 0 16.21 54.27
3 1 0 1 11.54 41.54
4 0 － 1 － 1 24.30 85.70
5 0 0 0 16.59 54.25
6 0 1 － 1 15.26 48.75
7 0 0 0 16.40 54.20
8 － 1 － 1 0 21.46 65.30
9 1 － 1 0 15.39 51.34
10 0 1 1 13.20 42.70
11 0 0 0 16.40 54.27
12 － 1 0 1 16.60 50.43
13 0 － 1 1 21.15 76.50
14 1 1 0 9.620 25.40
15 0 0 0 16.40 54.18
16 － 1 0 － 1 16.40 46.97
17 － 1 1 0 11.50 28.75

表 3　单因素试验结果  
Tab 3　Single factor experiment results

因素 水平 Y1/% Y2/%
芯材比（g/g） 1∶2 26.34 83.57

1∶3 10.37 28.63
1∶4 7.530 28.16

转速 /（r·min － 1） 400 12.82 38.24
450 15.65 53.59
500 21.46 65.38
550 23.15 80.60
600 18.56 56.70

温度 /℃ 40 18.55 45.48
45 24.35 84.60
50 14.64 53.12
55 15.37 49.63
60 10.37 29.09

pH 3.8 9.620 21.00
3.9 23.29 83.77
4.0 16.32 52.70
4.1 13.32 41.53
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用对响应值的影响结果可通过该组图直观反应出
来。用响应面法对回归模型进行分析，寻找最优
响应结果为：转速 550 r·min－ 1，温度 45℃，pH 
3.9，此时对应的是模型的最大值点，其载药量
为 24.46%、包封率为 83.97%。在此优化条件下，
制备 3 批黄芩苷微囊，其载药量分别是 22.67%、
23.13%、22.59%，平均载药量为（22.80±0.33）%，
包封率分别是 81.95%、82.80%、82.47%，平均包
封率为（82.40±0.45）%，与预测值偏差小于 5%，

说明此预测模型用于指导黄芩苷微囊的制备工艺，
具有一定的应用价值。
3.3　微囊形态及粒径分布

　　光学显微镜下呈类球形，颗粒光滑、圆整、
独立分散，结果见图 3。取 100 g 微囊采用不同
目数的筛按从粗到细的顺序，进行筛分。对筛分
后的微囊进行称量，以各粒径范围内微囊质量比
绘制粒径分布图，由图 4 可看出，微囊的粒径分

表 4　载药量作为因变量的回归和方差结果 
Tab 4　Regression and variance results for drug load as a  

dependent variable

方差来源 平方和 自由度 均方 F P
模型 220.14 9 24.26 91.53 ＜ 0.0001
X1 32.08 1 32.08 120.05 ＜ 0.0001
X2 133.82 1 133.82 500.80 ＜ 0.0001
X3 5.88 1 5.88 22.01 0.0022
X1X2 4.39 1 4.39 16.42 0.0049
X1X3 1.92 1 1.92 7.18 0.0316
X2X3 0.30 1 0.30 1.11 0.3268
X1

2 35.00 1 35.00 130.99 ＜ 0.0001
X2

2 3.66 1 3.66 13.68 0.0077
X3

2 5.11 1 5.11 19.13 0.0033
残差 1.87 7 0.27
失拟差 1.78 3 0.59 27.63 0.0039
纯误差 0.086 4 0.022
总差 222.01 16
R2 ＝ 0.9916 R2

Adj ＝ 0.9807

表 5　包封率作为因变量的回归和方差结果 
Tab 5　Regression and variance results of encapsulation rate as 

dependent variable

方差来源 平方和 自由度 均方 F P
模型 3378.17 9 375.35 103.93 ＜ 0.0001
X1 82.69 1 82.69 22.90 0.0020
X2 2219.11 1 2219.11 614.43 ＜ 0.0001
X3 66.70 1 66.70 18.47 0.0036
X1X2 28.14 1 28.14 7.79 0.0269
X1X3 21.95 1 21.95 6.08 0.0431
X2X3 2.48 1 2.48 0.69 0.4346
X1

2 767.45 1 767.45 212.49 ＜ 0.0001
X2

2 16.25 1 16.25 4.50 0.0716
X3

2 219.14 1 219.14 60.68 0.0001
残差 25.28 7 3.61
失拟差 25.27 3 8.42 4869.88 ＜ 0.0001
纯误差 6.920×10 － 3 4 1.730×10 － 3

总差 3043.45 16
R2 ＝ 0.9926 R2

Adj ＝ 0.9830

图 2　转速（A）、温度（B）和 pH（C）对黄芩苷微囊包封率影响的三维响应面图

Fig 2　Three-dimensional response surface map of the effects of rotational speed（A），temperature（B）and pH（C）on the encapsulation efficiency 
of baicalin microcapsules

图 1　转速（A）、温度（B）和 pH（C）对黄芩苷微囊载药量影响的三维响应面图

Fig 1　Three-dimensional response surface view of the effect of rotational speed（A），temperature（B）and pH（C）on the drug load of the baicalin 
microcapsules
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布集中程度较好，基本呈正态分布，70% 以上分
布在 90 ～ 150 μm（100 ～ 140 目）。

图 3　黄芩苷微囊显微形态（A. ×1000；B. ×100）
Fig 3　Microscopic morphology of baicalin microcapsules（A. ×1000；
B. ×100）

图 4　黄芩苷微囊粒径分布图

Fig 4　Particle size distribution of baicalin microcapsules

3.4　微囊的体外释药特征

　　由图 5 可以看出制成微囊后黄芩苷在 5 h 内
释放缓慢，速度不及普通制剂的 30%，而且没有
突释现象，具有一定的缓释效果。
3.5　微囊片的制备
3.5.1　填充剂的种类　预胶化淀粉压制片剂时，
压制不成形，乳糖和微晶纤维素作填充剂时，片
剂压制成型且外观光洁。所以处方选定乳糖和微
晶纤维素为填充剂。

3.5.2　崩解剂的种类　低取代羟丙纤维素作为
崩解剂时可压性差，外观花斑明显；交联聚维酮
可压性好，外观光洁，因此选用交联聚维酮为
崩解剂。
3.5.3　单因素试验　以微晶纤维素、乳糖为填充
剂，硬脂酸镁为润滑剂，交联聚维酮为崩解剂
时，片剂压制成型，但崩解十分迅速，不能达到
理想的结果，是由于微晶纤维素也可作为崩解
剂，因此选择将微晶纤维素替代交联聚维酮作为
崩解剂，确定辅料后，通过单因素考察微晶纤维
素与乳糖的比例，以硬度、崩解时间、外观为考
察指标，结果见表 6，片剂应具有适宜硬度，4
批黄芩苷微囊片的平均硬度为 40 ～ 60 N，硬度
符合规定，1、2 组的片剂压制出来带有斑点，不
合格，3 组外观合格，与 4 组相比，4 组硬度更
好，因此确定片剂处方为黄芩苷微囊 50 mg，乳
糖 855 mg 和微晶纤维素 345 mg。

表 6　黄芩苷微囊片的单因素试验结果 
Tab 6　Single factor test for Baicalin microcapsule tablets

组号 黄芩苷微囊 /mg 乳糖 /mg 微晶体纤维素 /mg 硬度 /N 崩解 /min 外观

1 50 600 600 45±3 1±1 表面带有斑点，有细粉

2 50 720 480 57±3 6±1 表面带有斑点，有细粉

3 50 800 400 41±3 5±1 表面光滑圆整，无粉尘

4 50 855 345 49±3 6±1 表面光滑圆整，无粉尘

3.5.4　释放度及释放曲线的测定　由图 6 看出在
第 5 h 末黄芩苷微囊片基本可以释放 40%，第 12 h
释放量约为 80%，24 h 释放达 87.2%。由此可见，
微囊片剂突释现象不明显，具备良好的缓释性能，
且可以完全释放。
　　拟合方法和相关系数见表 7。由结果可知，
黄芩苷微囊片在释放介质中的释放机制接近一级
释药模型。
4　讨论
　　单凝聚法所制得的黄芩苷微囊，包封率及载
药量较高，显微镜下观察，粒径圆整，分散性

好，有文献报道，在制备微囊过程中，加入甲醛
作为交联剂 [10]，但本研究发现甲醛作为交联剂
时，微囊分散性差，有粘连，且甲醛需要在碱性
条件下才能使微囊固化完全，而黄芩苷在碱性环
境下不稳定。因此该试验中选择使用戊二醛为交

图 5　黄芩苷微囊的体外累计释放曲线（n ＝ 3）
Fig 5　In vitro cumulative release profile of baicalin microcapsules（n＝3）

表 7　释药模型及相关系数  
Tab 7　Drug release model and correlation coefficient

拟合方法 方程 相关系数

零级方程 Q ＝ 4.02t ＋ 17.55 0.7246

一级方程 lgQ ＝ 0.127t ＋ 100.84 0.9900

Higuchi 方程 Q ＝ 22.59t1/2 － 5.78 0.7426
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联剂。微囊制备过程中，为保证明胶与黄芩苷的
充分混合，采用超声加搅拌方法，避免药物未完
全与明胶混合，导致包封率低；将含药明胶滴入
液体石蜡时，以线状滴入，若以滴状会导致微囊
粒径大且不均匀；测定微囊含量时，干燥时间不
宜过长，以免微囊结块；微囊的粒径与制备方法
存在很大关联，一般来说，搅拌速度越快，微囊
粒径越小，且载药量越低。
　　片剂常用的制备方法有湿法制粒压片和粉末
直接压片两种，试验过程中湿法制粒压片需经过
制粒、干燥、整粒等环节。通过预试验发现采
用湿法制粒时，干燥后微囊并不成粒，仍是粉
末，压制不成型，因此本研究采用粉末直接压片
法，不仅避免上述了湿法制粒压片的缺点，还提
高了生产效率。通过预试验发现，以微晶纤维素
为填充剂，交联聚维酮为崩解剂，硬脂酸镁为润
滑剂，片剂能压制成型，但放到水里后片剂立刻
崩解，不能达到理想的效果，原因是当微晶纤维
素占片剂含量超过 20% 时能起到崩解作用 [11-12]，
而片剂中也加了其他崩解剂，因此将微晶纤维素
作为崩解剂，乳糖作为填充剂，采用粉末直接压
片，所得到的片剂表面光滑，具有较好的成型
性。压片机压片，各参数应自行调节，通过调节
填充量来控制片重，调节片厚来调节片剂硬度，
片剂的硬度会影响崩解时限和脆碎度，片剂过硬
则难以崩解，过软则不成型。
　　黄芩苷具有抗菌、抗炎、促进胰岛素分泌，

降低血糖，调节内分泌等作用。将黄芩苷研发成
为一种口服药物具有重大意义；微囊已广泛应用
于药物递送系统的设计和开发。随着新型高分子
材料的高速发展、微囊制备技术的日益成熟，适
用于微囊制备技术的药物也日趋增多，本试验以
黄芩苷为原料，首次制备了黄芩苷微囊片使其具
有缓释作用。在后续工作中，需要进行片剂的药
效学和药物代谢动力学的研究以及稳定性考察，
为中药剂型的发展提供思路与方法，也可对该片
剂进行糖包衣，使片剂更好入口的同时起到防潮
作用，并使片剂更加美观。
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图 6　黄芩苷微囊片的体外累计释放曲线（n ＝ 3）
Fig 6　In vitro cumulative release profile of baicalin microcapsule 
tablets（n ＝ 3）
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磷脂包覆技术制备布地奈德吸入气雾剂及体外性质评价

胡慧1，2，3，陈晶晶3，王琴3，王晓飞3*（1. 安徽中医药大学，合肥　230012；2. 长三角药物高等研究院，江苏　海门　

226113；3. 上海欧米尼医药科技有限公司，上海　201203）

摘要：目的　制备混悬型布地奈德吸入气雾剂，并对气雾剂进行体外评价。方法　采用高压均
质工艺结合喷雾干燥技术制备氢化磷脂（HSPC）包覆的布地奈德微粉颗粒，然后分析颗粒的
粒径分布、形貌、结构、晶型、相变温度。观察用该微粉颗粒制备的气雾剂混悬状态、并评价
递送剂量均一性和空气动力学粒径分布（APSD）。结果　高压均质 60 次结合喷雾干燥获得较
小的微粉颗粒，X50 为 1.70 μm，X90 为 3.19 μm；SEM、XRD、FT-IR 和 DSC 结果表明磷脂布
地奈德颗粒呈现细颗粒聚集而成的粗糙球状，该制备技术没有明显改变布地奈德的结构和晶
型；气雾剂微细粒子百分比（FPF）达到 48.39%，递送剂量都在标准限制范围内，在振摇后静
置的 1 min 内，未出现絮凝、沉降现象。结论　高压均质工艺结合喷雾干燥技术及 HSPC 的包
覆作用可制备肺部沉积量高、混悬效果佳、递送剂量均一的混悬型布地奈德吸入气雾剂。
关键词：布地奈德；吸入气雾剂；氢化磷脂；高压均质；喷雾干燥
中图分类号：R94，R96　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1459-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.010

Preparation of budesonide inhalation aerosol by phospholipid coating and 
its in vitro property evaluation 

HU Hui1, 2, 3, CHEN Jing-jing3, WANG Qin3, WANG Xiao-fei3* (1. Anhui University of Chinese 
Medicine, Hefei  230012; 2. Yangtze Delta Drug Advanced Research Institute, Haimen  Jiangsu  
226113; 3. Shanghai Omni Pharmaceutical Co., Ltd, Shanghai  201203)

Abstract: Objective  To prepare budesonide inhalation aerosol, and evaluate it in vitro. Methods  
Budesonide microparticles coated with hydrogenated phospholipid (HSPC) were prepared by high-
pressure homogenization process combined with spray drying technology. The size, morphology, structure, 
crystalline, and phase-transition temperature of the microparticles were analyzed. The suspension effect of 
the aerosol prepared with the microparticles was observed. The delivery dose uniformity and aerodynamic 
particle size distribution (APSD) were evaluated. Results  Small microparticles were obtained by 60 times 
of high pressure homogenization combined with spray drying. X50 reached 1.70 μm, and X90 reached 3.19 
μm. SEM, XRD, FT-IR and DSC showed that the phospholipid budesonide particles were coarse spheroids 
formed by the aggregation of fine particles, and the preparation technique did not change the structure 
and crystalline of budesonide much. The FPF reached 48.39%, and the delivery doses were all within 
standard limits; no flocculation and sedimentation appeared after the aerosol was kept stationary for 1 min 
following shaking. Conclusion  High pressure homogenization technology combined with spray drying 
and the coating of HSPC can prepare suspended budesonide aerosol with high pulmonary deposition, good 
suspension and uniform delivery dose. 
Key words: budesonide; inhalation aerosol; hydrogenated phospholipid; high-pressure homogenization; 
spray drying
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程师，主要从事吸入制剂等复杂制剂的研究与开发，email：xfwang@omni-pharma.com

　　吸入给药是目前治疗哮喘的最佳途径，以较
高的浓度直接递送药物至治疗部位，起效迅速，

药用剂量远低于全身给药，避免了全身给药可能
带来的不良反应 [1-2]。吸入制剂主要包括吸入气雾



1460

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

剂、吸入粉雾剂、吸入用液体制剂等。吸入气雾
剂携带方便、生产和使用成本较低，其将抛射剂
作为雾化动力，雾化效果不依赖于患者的吸气流
速 [3]。布地奈德是具有高度选择性的吸入型糖皮
质激素，具有抗炎、解痉、平喘的作用，以其高
效性和安全性成为临床上用于治疗支气管哮喘的
首选药物之一 [4-5]。
　　对于气雾剂，空气动力学粒径分布（aerody-
namic particle size distribution，APSD） 是 决 定 药
物能否到达肺部的关键因素，空气动力学粒径在
0.5 ～ 5 μm 的药物最适于肺部给药 [6]。用气流粉碎
等直接微粉化方式降低药物粒径可提高肺部沉积，
但只有原料药和抛射剂的混悬型气雾剂存在诸多共
性问题，如絮凝速度快、沉降速度快、黏壁严重、
递送剂量均一性差等。添加一定量的助悬剂可提高
其递送剂量均一性，如磷脂，可在颗粒表面提供一
种低表面能的疏水涂层，从而减少颗粒团聚程度，
已被用于物理稳定剂和悬浮剂 [7]。
　　高压均质是一种可有效减少颗粒和液滴大小
的方法，将颗粒或液滴处理成微米或纳米尺寸，
以稳定的分散体或乳液用于进一步处理，可通
过喷雾干燥获得高质量的颗粒 [8]。本实验采用高
压均质工艺结合喷雾干燥技术得到氢化大豆磷脂
（HSPC）包覆的布地奈德颗粒，现报道如下。
1　材料
1.1　仪器
　　HELOS/BF 激 光 粒 度 仪（德 国 Sympatec 公
司）；model 0964 新一代药用撞击器（NGI）（英
国 Coplay Scientific）；LC-2010M 高效液相色谱
仪（岛津国际贸易有限公司）；DFM-2000 流速计
（Coepley-China）；AB204-S 分析天平、PL601-S
电子天平（梅特勒 - 托利多仪器有限公司）；T18
高速分散机（艾卡仪器设备有限公司）；IQ7000
纯水仪（默克密理博贸易有限公司）；B290 喷雾
干燥仪（瑞士 BUCHI）；2016 气雾剂灌装机（瑞
士 PAMASOL）；Nano 高压均质机（诺泽流体科
技有限公司）；Helios 5UX 扫描电镜、IR3-01 红
外光谱仪（美国 Thermo Scientific）；DSC8000 差
示扫描量热分析仪（美国 PerkinElmer）；X-MaxN

能量色散 X 射线光谱仪（英国 Oxford）；D/Max-
2500PC X 射线衍射仪（日本 Rigaku）。观察混悬
状态时，罐体选用透明的聚对苯二甲酸类材料
（PET）（香港 MERXIN）瓶；进行 APSD 和递送
剂量均一性实验时，罐体为 14 mL 铝罐（泛卡医
药科技有限公司，批号：PC21F091），阀门（英
国 Bespak，批号：BK0707990）为通用包材。
1.2　试药

　　布地奈德原料药（湖北葛店人福药业有限责
任公司，批号：BD190301，纯度＞ 99%）；氢化
磷脂（日本精化株式会社，批号：C00257，HPLC
纯度＞ 97%）；无水氯化钙（上海泰坦科技股份有
限公司，批号：PD504983，纯度＞ 96%）；抛射
剂 HFA134a（中化近代环保化工有限公司，批号：
YY-0221011）；甲醇、乙腈（色谱纯，上海星可高
纯溶剂有限公司）；水为去离子水。
2　方法与结果
2.1　磷脂包覆的布地奈德微粉颗粒及气雾剂的制备
　　HSPC 和无水氯化钙（摩尔比为 2∶1）加入到
纯化水中，高速分散 10 min，得到磷脂乳液；再
加入质量比为 1% 的布地奈德原料药（原料药与
HSPC 的质量比为 5∶1）得到布地奈德混悬液，高
速分散 10 min，再对混悬液进行高压均质，压力
为 30 000 psi，分别在均质 0、20、40、60次时取样。
对不同均质次数的混悬液进行喷雾干燥得到磷脂
包覆的布地奈德微粉颗粒，设置入口温度 120℃，
抽气速率 30 m3·h－ 1，雾化流量计高度 45 mm，
进料速率 2.4 mL·min－ 1。同时对 HSPC- 无水氯
化钙以同样的工艺进行喷雾干燥，实验中各微粉
颗粒样品编号见表 1。最后以 HFA134a 为抛射剂，
采用两步法灌装方式对布地奈德原料药和喷干后
的磷脂包覆布地奈德微粉颗粒进行罐装，标示量
分别为 200 μg/ 揿，100 揿 / 瓶。

表 1　样品信息 
Tab 1　Sample information

编号 样品名称

a 布地奈德原料药

b HSPC
c 无水氯化钙

d 喷干后的 HSPC- 无水氯化钙混合微粉颗粒

e 喷干后的布地奈德微粉颗粒：高压均质 0 次

f 喷干后的布地奈德微粉颗粒：高压均质 20 次

g 喷干后的布地奈德微粉颗粒：高压均质 40 次

h 喷干后的布地奈德微粉颗粒：高压均质 60 次

2.2　粒度分布
　　采用激光衍射法检测布地奈德原料药和各喷
干后微粉颗粒的粒度分布，采用 R1 镜头，检测
压力为 2.0 bar，进样速度为 40 mm·min－ 1。检测
结果如图 1 所示，对布地奈德混悬液直接喷干得
到的布地奈德微粉颗粒（e）相对于布地奈德原料
药（a）的粒径有明显的增长，X50 从 1.53 μm 增长
到 2.21 μm，X90 从 3.15 μm 增长到 4.68 μm，这是
由于 HSPC 的包覆使得颗粒整体粒径增大。随着
高压均质次数的增多，得到的微粉颗粒粒径在逐
渐降低，高压均质 60次微粉颗粒（h）的 X50（1.70  
μm）及 X90（3.19 μm）已接近原料药的粒径。
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2.3　形貌
　　颗粒的形貌可能直接影响气雾剂的特性，故
采用扫描电镜（SEM）观察微粉颗粒形貌，在 1 
kV 波束加速电压下，对各样品的形态进行成像。
如图 2 所示，布地奈德原料药（a）呈不规则状，
布地奈德混悬液直接喷干得到的布地奈德微粉颗
粒（e）出现了明显的颗粒聚集现象，经高压均质
结合喷雾干燥得到的布地奈德微粉颗粒，表现为
多颗粒聚集成的球状团块，均质 60 次微粉颗粒中
球状团块更小，形成球状团块的单个颗粒也更小。

图 1　不同布地奈德微粉颗粒的粒径分布（n ＝ 3）
Fig 1　Particle size distribution of different budesonide microparticles
（n ＝ 3）

图 2　不同布地奈德微粉颗粒的电镜扫描图（×40 000）
Fig 2　Electron microscope scanning of different budesonide microparticles（×40 000）

2.4　结构
　　采用红外光谱（FT-IR）检测各样品：采用
KBr 压片，在 400 ～ 4000 cm－ 1 波数范围内进
行扫描。如图 3A 所示，e、f、g、h 在波长 3492 
cm－ 1、2956 cm－ 1、2933 cm－ 1、1723 cm－ 1、
1667 cm－ 1、1098 cm－ 1 存在明显的特征峰，与原
料药峰形、峰位一致，表明高压均质结合喷雾干
燥以及磷脂包覆作用未明显改变布地奈德颗粒结
构。在 d 及 e、f、g、h 中无水氯化钙 1614 cm－ 1

的特征峰消失，原因是磷脂中的磷酸基与钙离子
相互作用，形成了复合物 [9]。
2.5　晶型
　　通过粉末 X 射线衍射技术（PXRD）检测样品
的晶体性质，探究原料药在高压均质和喷雾干燥过
程中晶型是否发生变化。用 CuK 靶射线扫射，在
3° ～ 50°，扫描速度 10 min － 1，扫描步长 0.02°，
管压为 40 kV，管电流为 100 mA 进行扫描，分析
其晶体变化。如图 3B 所示，喷干后的 4 份布地
奈德微粉颗粒（编号为 e、f、g、h）在 2θ 为 6.1°、
10.1°、11.4°、12.0°、13.8°、14.5°、15.4°、16.0°、
16.9°、18.5°、21.1°、21.4°、22.8°、23.2° 时出现明
显的衍射峰，与布地奈德原料药的峰位一致，表现
出较高结晶性，说明高压均质结合喷雾干燥以及磷
脂包覆作用未明显改变布地奈德的晶型。喷干后的
HSPC- 无水氯化钙混合微粉颗粒 d 在 5.4°、21.5°
出现衍射峰，对布地奈德的衍射峰影响较小。
2.6　相变温度
　　样品中存在磷脂，提高磷脂相变温度可提高气
雾剂稳定性 [9]，通过差示扫描量热法（DSC）检测相
变温度。参数：温度 35 ～ 270℃，以 20℃·min－ 1

的速率从 30℃升温至 270℃，在氮气保护下，将 10 
mg 左右样品分别置于铝制盘中。不同微粉颗粒的
DSC 曲线见图 3C ，喷干后的 4 份布地奈德微粉颗
粒 DSC 曲线（e、f、g、h）与布地奈德原料药（a）
DSC 曲线都只有一个吸热峰。4 个喷雾干燥后的布
地奈德微粉颗粒的吸热峰温度较低，约为 249℃，
原料药约 260℃，这可能与粒径减小及高温下 HSPC
对布地奈德的助熔作用有关。HSPC 中 125℃有明显
的磷脂吸热相变峰，而加入无水氯化钙后喷雾干燥
所得的 d 及 e ～ h 中磷脂相变峰消失，与 FT-IR 表现
出的特性一致。磷脂中的阴离子磷酸基与钙离子结
合，可显著提高磷脂的相变温度 [9]。
2.7　体外评价
2.7.1　方法学考察
　　① 色谱条件：Agilent ZORBAX SB-C18 色谱
柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相：乙腈 -
水（55∶45，V/V）；流速 1.5 mL·min－ 1；检测
波长 240 nm；柱温 30℃；进样体积 20 μL[10]。
　　② 布地奈德对照品溶液配制：精密称取布地
奈德对照品 20 mg，置于 100 mL 量瓶中，用甲醇
溶解并稀释至刻度，摇匀。继续移取 2 mL 布地
奈德溶液，置于 100 mL 量瓶中，用甲醇稀释至
刻度，摇匀，即得质量浓度为 4 μg·mL－ 1 的对
照品溶液。
　　③ 空白气雾剂溶液：称取氢化磷脂和氯化钙
的混合微粉 9.7 mg（摩尔比为 2∶1）于铝罐中，
抓封，灌入抛射剂 HFA134a 9.2 g，制备成空白吸
入气雾剂。取空白气雾剂 1 罐，振摇 5 s，弃去前
5 揿，组装适配器、DUSA 管，设置气体流速为
28.3 L·min － 1（±2%），将吸入装置插入适配器
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内，立即喷射 1 次，抽气 5 s，取下吸入装置。用
甲醇清洗回收滤纸、适配器和 DUSA 管至 50 mL
量瓶中，稀释至刻度，摇匀，经 0.45 μm PTFE 膜
过滤，即得空白气雾剂溶液。
　　④ 供试品溶液：取空白气雾剂 1 罐，振摇 5 
s，弃去前 5 揿，组装适配器、DUSA 管，设置气
体流速为 28.3 L·min － 1（±2%），将吸入装置插
入适配器内，立即喷射 1 次，抽气 5 s，取下吸入
装置。向 DUSA 管内精密加入对照品溶液 1 mL，
待挥干，用甲醇清洗回收滤纸、适配器和 DUSA
管至 50 mL 量瓶中，稀释至刻度，摇匀，经 0.45 
μm PTFE 膜过滤，即得供试品溶液。
　　⑤ 专属性考察：取布地奈德对照品溶液（4.00 
μg·mL－ 1）、空白气雾剂溶液、供试品溶液，进
样测定。如图 4 所示，空白气雾剂溶液色谱图中
无色谱峰与主峰重叠，且供试品溶液中与其他相
邻峰的分离度不低于 1.5。

图 4　布地奈德的色谱图

Fig 4　Chromatogram of budesonide
A. 对照品溶液（reference solution）；B. 空白气雾剂溶液（blank 
aerosol solution）；C. 供 试 品 溶 液（test solution）；1. 布 地 奈 德

（budesonide）

　　⑥ 线性关系考察：制备系列质量浓度为 0.40、
1.00、2.01、3.01、4.01、6.02、10.03 μg·mL－ 1

的布地奈德工作液，分别进样测定。对布地奈德
峰面积和质量浓度进行线性回归，得到回归方程
为 Y ＝ 2.513×104X ＋ 551.8，r ＝ 1.000，布地奈
德质量浓度在 0.40 ～ 10.03 μg·mL－ 1 与峰面积
线性关系良好。
　　⑦ 重复性考察：将布地奈德对照品溶液、甲醇、
空白气雾剂一起添加到单位剂量取样装置（DUSA）
管中，按递送剂量均一性分析测定条件，制备 6 份
工作液，其浓度水平为供试品浓度的 100%[ 以每揿
出驱动器（英国 Bespak，批号：BK0553598）含布地
奈德 170 μg 为 100%]，进样测定，测得含量的 RSD
值为 0.50%，重复性试验结果符合要求。
　　⑧ 回收率考察：将布地奈德对照品溶液、甲
醇、空白气雾剂一起添加到 DUSA 管中，按递送
剂量均一性分析测定条件，制备 3 个浓度水平的
工作液，且每个浓度水平制备 3 份工作液。这 3
个浓度水平分别为供试品溶液浓度的 60%、100%、
140%，分别注入液相色谱仪。结果各浓度水平的
平均回收率分别为 100.9%、99.9%、99.6%，RSD
值均小于 2.0%，回收试验结果符合要求。
2.7.2　混悬状态　用透明的 PET 瓶作为罐体，制
备 a- 气雾剂和 h- 气雾剂，将气雾剂振摇 5 s 后静
置，观察静置 3、10、30、60 s 的混悬状态。结
果如图 5 所示，a- 气雾剂在 3 s 时已发生了絮凝
现象，10 s 絮凝更为明显，60 s 时沉降明显；而 h-
气雾剂从开始静置至 60 s，都能保持很好的混悬
状态，无絮凝和沉降现象。
2.7.3　递送剂量均一性　采用 DUSA 管法评价递
送剂量均一性，即检测多次测定的递送剂量与平
均值的差异程度。取气雾剂 1 罐，振摇 5 s，弃去
前 5 揿，组装适配器、DUSA 管，设置气体流速
为 28.3 L·min－ 1（±2%），将吸入装置插入适配
器内，静置 3 s 后喷射（静置 10 s 及 60 s 后喷射
同）1 次，抽气 5 s，取下吸入装置。用甲醇清洗

图 3　不同微粉颗粒的红外光谱图（A）、X 射线衍射图（B）及 DSC 曲线图（C）

Fig 3　FT-IR spectra of different microparticles（A），XRD patterns（B），and DSC curves（C）
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滤纸、适配器及 DUSA 管内部，合并清洗液并稀
释至 50 mL 量瓶中，摇匀，经 0.45 μm PTFE 膜
过滤，取续滤液作为递送剂量均一性的供试品溶
液。用 HPLC 依次测定第 1、2、3、50、51、52、
53、98、99、100 揿的递送剂量。
　　如图 6A 所示，静置 3 s 后喷射的 a- 气雾剂前、
中、后 10 揿药物相对平均值百分比都在中国药典
规定值75%～125%，但静置10、60 s 后气雾剂前、
中、后多揿药物的相对平均值百分比明显超出了
规定值，递送剂量均一性差。如图 6B 所示，静置
3、10、60 s 后的 h- 气雾剂前、中、后 10 揿药物
相对平均值百分比都在规定值范围内，静置 3 s 后
的相对平均值百分比在 94% ～ 106%，且 RSD 值
为 3.4%，体现出良好的递送剂量均一性。
2.7.4　空气动力学粒径分布　吸入气雾剂的
APSD 决定了药物颗粒在呼吸道的沉降部位，是
吸入气雾剂最为重要的质量特性。根据《中国
药典》2020 年版四部通则＜ 0951 ＞检测，将新
一代撞击器（NGI）的出口与真空泵相连，调节
气体流量使 L 型连接管进口处的气体流速为 30 
L·min－ 1（±2%）。开启真空泵，振摇吸入装置
5 s 后立即揿射 1 次；取下吸入装置振摇 5 s，重
新插入吸嘴适配器内，喷射第 2 次，直到完成 10
揿。在最后一次揿射后，取下吸入装置，关闭真
空泵。用甲醇清洗回收喉管至 100 mL 量瓶中，分
别用甲醇清洗驱动器、适配器、第 4 收集层、第
5 收集层至相应的 50 mL 量瓶中，清洗回收第 1、
2、3、6 及 moc 收集层至 25 mL 量瓶中，清洗回
收第 7 收集层至 10 mL 量瓶中，继续用甲醇稀释
至刻度，摇匀，作为供试品溶液。moc 收集层经
0.45 μm PTFE 膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。
用 HPLC 进行含量检测，按外标法以峰面积计算
各分布层的药物沉积量，计算相关评价参数，如

微细粒子百分比（FPF）、质量中位空气动力学直
径（MMAD）及几何标准偏差（GSD）。
　　颗粒的粒径对 FPF 值有明显影响，粒径相对
越小，FPF 值越高，能使药物更多地覆盖在肺部
中央及外周气道，所以选择高压均质 60 次并喷
干获得的布地奈德微粉颗粒 h 制备布地奈德奈德
气雾剂（h- 气雾剂），布地奈德原料药 a 制备的
气雾剂（a- 气雾剂）进行 APSD 实验数据的对比。
如表 2 所示，a- 气雾剂和 h- 气雾剂都获得高 FPF
值，分别为 51.91%、48.39%（P ＜ 0.05）；h- 气
雾剂的 MMAD 值比 a- 气雾剂稍大，分别为 3.09 
μm 和 2.66 μm（P ＜ 0.05），随着粒径增大，对应
的 FPF 值会降低。两种气雾剂的 GSD 接近一致，
差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。如图 7 所示，两
种气雾剂在 NGI 各层级中的分布基本一致。

表 2　不同气雾剂的 FPF、MMAD及 GSD结果 (n ＝ 3) 
Tab 2　FPF，MMAD and GSD of different budesonide aerosols 

(n ＝ 3)

样品名称 FPF/% MMAD/μm GSD

a- 气雾剂 51.91±0.02 2.66±0.10 1.68±0.03

h- 气雾剂  48.39±0.01*  3.09±0.02* 1.67±0.01

注：与 a- 气雾剂相比，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with a-aerosol，*P ＜ 0.05.

3　结论
　　APSD 和递送剂量均一性是吸入气雾剂的关
键质量属性，本研究通过高压均质技术、喷雾干
燥技术及磷脂包覆技术将磷脂包覆在布地奈德原

图 6　a- 气雾剂（A）和 h- 气雾剂（B）静置 3、10、60 s 后的递送

剂量均一性

Fig 6　Delivery dose uniformity of a-aerosol（A）and h-aerosol（B）

after standing for 3，10 and 60 s

图 5　a- 气雾剂和 h- 气雾剂静置不同时间后的混悬状态

Fig 5　Suspension effect of the a-aerosol and h-aerosol after standing for 
different time
A ～ D. 静置 3、10、30、60 s 后的对比图（Comparison pictures after 
standing for 3，10，30，60 s）
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料药表面，获得了肺部沉积量高、递送剂量均一
性好的布地奈德吸入气雾剂，为这类气雾剂的研
发提供了可行的途径。
　　磷脂作为肺表面活性剂的主要成分，已被证
明可以改善颗粒向肺周围的迁移，特别是对于水
溶性较差的药物 [11-13]。HSPC 是对磷脂加以氢化，
将磷脂中的不饱和键转化为饱和键。HSPC 的熔
点升高，保持固体的形状，可塑性增强，也避免
了磷脂中不饱和团的易氧化的问题，稳定性、乳
化性、渗透性、分散性比未氢化的磷脂更有优
势 [14]。磷脂中的阴离子磷酸基与钙离子结合，可
显著提高磷脂的相变温度，使制剂更稳定。低剂
量的吸入性氯化钙对人体是安全的 [15]。
　　2019 年在中国获批上市的用于治疗慢阻肺的
三联药物——布地格福吸入气雾剂，该气雾剂使
用一种磷脂二硬脂酰磷脂酰胆碱（DSPC）、全氟
溴辛烷、氯化钙等作为辅料 [12]。鉴于 DSPC、全
氟溴辛烷等辅料成本高昂，本实验采用易得且成
本相对低廉的 HSPC 作为助悬剂包覆药物颗粒，
不使用全氟溴辛烷，具有很好的应用价值。
　　振摇后和喷射之间的延迟时间对递送剂量
均一性有重要影响，时间越长递药量的偏差越
大 [16]。良好的混悬状态可提高吸入气雾剂延迟喷
射后的递送剂量均一性，减少患者因操作延迟而
带来的不利影响。有文献对上市 pMDI 产品进行
评估，摇晃后至驱动的时间延迟时，递送剂量发
生倍数变化，摇晃后至驱动之间延迟 60 s 时，递
送剂量超过了目标剂量的 3 倍 [17]。同样的延迟时
间，本研究中磷脂包覆的布地奈德颗粒所制备的
气雾剂能保持良好的递送剂量均一性。
　　由于本研究处方中使用了无水氯化钙，具有
较强的吸湿性，在制备、储存过程中应当严格控
制水分的引入，在低湿的条件下进行操作 [18-19]。

参考文献

[1] Li JF，Li JX，Ji J，et al. Research on the impact of the 
coronavirus disease 2019 （COVID-19）pandemic on the 
global trade conomy based on big data analysis [J]. J Organ 
End User Com，2021，33（6）：1-18. 

[2] Conti DS，Bharatwaj B，Brewer D，et al. Propellant-based 
inhalers for the non-invasive delivery of genes via oral inhala-
tion [J]. J Control Release，2012，157（3）：406-417. 

[3] 周新 . 吸入气雾剂临床应用现状与研究进展 [J]. 中华结核

和呼吸杂志，2013，36（3）：3. 
[4] 杨苗，孙亚军，赵永生，等 . 布地奈德联合孟鲁司特钠对

支气管哮喘患儿细胞因子、免疫功能影响探析 [J]. 世界复

合医学，2019，5（7）：16-18. 
[5] 崔培聪 . 布地奈德雾化吸入对小儿肺炎治疗机制分析 [J]. 

人人健康，2020，520（11）：278. 
[6] Carvalho TC，Rd WR，Peters JI. Influence of particle size 

on regional lung deposition——what evidence is there? [J]. 
Int J Pharmaceut，2011，406（1）：1-10. 

[7] Myrdal PB，Sheth P，Stein SW. Advances in metered mose 
inhaler technology：formulation development [J]. AAPS 
PharmSciTech，2014，15（2）：434-455. 

[8] Xu LM，Hu TT，Pu Y，et al. Preparation of high-perfor-
mance ultrafine budesonide particles for pulmonary drug de-
livery [J]. Chem Eng J，2014，252：281-287. 

[9] Wauthoz N，Amighi K. Phospholipids in pulmonary drug de-
livery [J]. Eur J Lipid Sci Tech，2015，116（9）：1114-1128. 

[10] USP 43-NF 38 [S]. 2020：604. 
[11] Park CW，Li XJ，Vogt FG，et al. Advanced spray-dried 

design physicochemical characterization，and aerosol disper-
sion performance of vancomycin and clarithromycin multi-
functional controlled release particles for targeted respiratory 
delivery as dry powder inhalation aerosols [J]. Int J Pharma-
ceut，2013，455（1-2）：374-392. 

[12] 游一中 . 用于压力定量吸入气雾剂的 AerosphereTM 创新共

悬浮递送技术 [J]. 中华结核和呼吸杂志，2019，42（6）：

477-480. 
[13] 万锋 . 喷雾干燥技术在新型制剂设计与生产中的应用 [J]. 

药学进展，2019，43（3）：174-180. 
[14] 王哲 . 氢化大豆卵磷脂脂质体膜的制备及其润滑性能的研

究 [D]. 大连：大连海事大学，2016. 
[15] Vehring R，Hartman MS，Lechuga-Ballesteros D，et al. 

Compositions，methods and systems for respiratory delivery 
of two or more active agents：US9415009B2 [P]. 2016-08-16. 

[16] Doty A，Schroeder J，Vang K，et al. Drug delivery from 
an innovative LAMA/LABA co-suspension delivery technol-
ogy fixed-dose combination MDI：evidence of consistency，
robustness，and reliability [J]. AAPS PharmSciTech，2018
（19）：837-844. 

[17] Hatley RH，Parker J，Pritchard JN，et al. Variability inde-
livered dose from pressurized metered-dose inhaler formula-
tions due to a delay between shake and fire [J]. J Aerosol Med 
Pulm Drug Deliv，2017，30（1）：71-79. 

[18] 魏农农，侯曙光，金方 . 吸入气雾剂中水分的摄入及其对

产品性能的影响 [J]. 中国医药工业杂志，2012，43（11）：

949-953. 
[19] Murata S，Izumi T，Ito H. Effect of the moisture content in 

aerosol on the spray performance of stmerin D hydrofluoroal-
kane preparations [J]. Chem Pharm Bull （Tokyo），2012，60
（5）：593-597. 

（收稿日期：2023-02-12；修回日期：2023-04-07）

图 7　不同布地奈德气雾剂在 NGI 中的沉积数据（n ＝ 3）
Fig 7　Deposition data of different budesonide aerosols in NGI（n＝ 3）
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去氧胆酸的合成工艺研究

刘会强，宣博鑫，苏睿，王皓宇，吴成军*，孙铁民*（沈阳药科大学制药工程学院，沈阳　110016）

摘要：目的　对去氧胆酸的合成工艺进行研究，对关键异构体杂质进行控制，保证工艺稳定。

方法　参照相关文献和原研专利所报道路线，设计了以对甲基苯甲酰基保护甾体结构 A 环中

的 3 位羟基，经 6 步反应得到去氧胆酸的合成路线。结果　通过 MS、1H-NMR 和 13C-NMR 对

去氧胆酸进行了结构确证，经优化反应条件，获得了去氧胆酸，总收率可达 18.7%。结论　得

到质量稳定、可控的去氧胆酸的可工业化的生产方法。

关键词：去氧胆酸；合成工艺；工业化
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Abstract: Objective  To determine deoxycholic acid, and control the impurities of key isomers, 
ensure the stability of the process. Methods  We referred to the route reported in related literatures 
and original patent, designed a synthetic route of deoxycholic acid, to protect the 3-hydroxyl group in 
the A ring of steroid structure with p-methylbenzoyl. Successfull sythesis was done through 6 steps. 
Results  The structure of deoxycholic acid was confirmed by MS, 1H-NMR and 13C-NMR. After 
optimizing the reaction conditions, deoxycholic acid was obtained with an overall yield of 18.7%. 
Conclusion  Industrialized production of deoxycholic acid with stable and controllable quality is 
achieved. 
Key words: deoxycholic acid; synthesis technology; industrialization
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　　去氧胆酸（deoxycholic acid）又名脱氧胆酸，
化学名为 3α，12α- 二羟基 -5β- 胆烷酸，是主要存
在于胆汁中的一种游离胆汁酸，能破坏和溶解细
胞膜，使小范围局部皮下脂肪溶解减少。由凯瑟
拉生物制药公司开发为去氧胆酸注射液，用于改
善与成人皮下脂肪相关的中度至重度轮廓突出或
面部过于丰满 [1]，俗称“双下巴”。去氧胆酸注射
液于 2015 年 4 月 29 日由 FDA 批准在美国上市，
在中国、欧洲和日本暂未上市，但国内多家制药
研究机构正在对该品种进行开发，其中南京诺瑞
特医药科技有限公司正在进行Ⅲ期临床试验。
　　商业化的去氧胆酸主要来源于动物肝脏，但
其中可含有未知的细菌和毒素，风险较高，从药
品安全角度考虑，FDA 仅批准非动物源的去氧胆
酸用于注射剂开发。因此，去氧胆酸的合成工艺

研发对于去氧胆酸的商品化至关重要。在查阅相
关文献、原研专利的基础上，通过比较不同路线
的优势和缺点，本研究选择以 9- 羟基雄烯二酮
（9-OHAD）为起始物料合成去氧胆酸，通过考察
相关反应条件，确定各步骤的关键工艺参数，对
手性异构体分别进行控制，确保工艺稳定，产品
质量可控。
　　文献报道去氧胆酸的主流合成路线主要有
两种：
　　第一种是以胆酸为起始物料（见图 1），经沙
瑞特氧化反应，将 7 位的羟基选择性氧化为羰基，
然后再通过黄鸣龙反应，将羰基还原为烃基，生
成去氧胆酸 [2]。该路线步骤较少，但由于市售的
胆酸大部分来源于动物肝脏，可能含有未知的细
菌毒素，从而可能导致过敏等症状。因此，不能
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作为起始物料进行注册申报。
　　第二种路线是以植物提取甾醇经发酵所得的
9-OHAD（见图 2）、氢化可的松以及可的松为原

料，通过半合成制备去氧胆酸 [3]。该方法解决了
以胆酸为起始物料带来的生物安全性问题，且原
料广泛商业化使用，货源充足，质量稳定可靠。

图 1　以胆酸为起始物料合成去氧胆酸的路线

Fig 1　Synthesis route of deoxycholic acid from cholic acid as starting material

图 2　以 9- 羟基雄烯二酮为起始物料合成去氧胆酸的路线

Fig 2　Synthesis route of deoxycholic acid from 9-hydroxy androstenedione

　　通过调研国内专利发现，南京诺瑞特公司在
原研专利路线的基础上以苯甲酰基保护 3 位羟
基 [4]。为规避专利和摸索更好的制备方法，课题
组尝试使用乙酰基、苯甲酰基和对甲基苯甲酰
基对羟基进行保护，并进行后续衍生制备去氧胆
酸，最终选择以对甲基苯甲酰基为保护基进行去
氧胆酸的工艺开发研究，其优点如下：
　　①由于去氧胆酸主体为甾环结构，没有紫外
吸收，需要使用 ELSD 或 CAD 检测器对各个中
间体进行检测，相比较于乙酰基，使用苯甲酰基
和对甲基苯甲酰基可以在甾体结构中引入共轭基
团苯环，便于反应中控检测及分析方法的开发。

　　②在工艺研究过程中发现，以苯甲酰基保护的
中间体 8 为油状物，其他中间体为白色固体，而以
对甲基苯甲酰基保护的中间体 7 为油状物，中间体
8 及其他中间体则为性状较好的白色固体，杂质去
除效果更好，所得中间体纯度也较高。由于中间体
6 反应至中间体 8 引入两个手性中心，在中间体 8
为固体的情况下，使用乙酸乙酯对中间体 8 进行纯
化，可以有效降低异构体杂质的含量，有利于实现
对后续中间体及成品中手性异构体杂质的控制，保
证后续步骤工艺稳定，产品质量可控。
　　因此，选择对甲基苯甲酰基保护羟基制备去
氧胆酸，赵诚等 [5] 对本工艺 9-OHAD 到 6 进行
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深入研究，本文在已有研究的基础上，对 7 到去
氧胆酸进行深度的产业化研究，对关键中间体 8
中的手性杂质进行了研究，并开发了精制方法对

其进行控制；确定了中间体 10 的关键工艺参数，
最终得到了适合工业化生产的工艺，具体的合成
路线如图 3 所示。

图 3　改进后的去氧胆酸合成路线

Fig 3　Improved synthetic route of deoxycholic acid

1　材料

　　化学试剂均为化学纯或分析纯，化合物 6（纯
度≥ 99%，吉林汇康制药有限公司）；丙烯酸甲酯
（纯度≥ 99%，梯希爱上海化成工业发展有限公
司）；乙基二氯化铝（1.5 mol·L－ 1，研峰科技北
京有限公司）；三叔丁氧基氢化铝锂（纯度≥ 98%，
萨恩化学技术上海有限公司）；10% 钯碳（陕西
瑞科新材料股份有限公司）；Agilent 1260-6120B
质谱仪（美国安捷伦科技有限公司）；BRUCKER 
AVANCE400 核磁共振波谱仪（德国布鲁克科技有
限公司）。
2　实验部分
2.1　化合物 7 的合成
　　向 20 L 反应釜中加入二氯甲烷 13 kg，搅拌加
入 1 kg（2.39 mol）化合物 6 和 514 g（5.97 mol）丙
烯酸甲酯，氮气保护，反应液降温至－ 5 ～ 5℃，
滴 加 1.5 mol·L－ 1 的 二 氯 乙 基 铝 4.1 kg（7.17 
mol），控温－ 5 ～ 5℃，滴毕，搅拌 30 min，高
低温一体机加热升温至25～30℃，搅拌反应44 h。
　　TLC 监测化合物 6 基本反应完全（正庚烷 -
乙酸乙酯＝ 5∶1，254 nm UV 显色）。向 50 L 反

应釜中加入纯化水 20 L，降温至 0 ～ 10℃预冷，
控温 20℃ 以下将反应液滴入纯化水中。
　　反应液滴毕，搅拌 15 min 后，静置分液，有
机相用 5 L 的 1 mol·L－ 1 盐酸洗涤 2 次，再用 5 
L 的 10% 氯化钠溶液洗涤 2 次，合并氯化钠水相，
二氯甲烷 1 L 萃取，合并有机相进行减压浓缩，
四氢呋喃（THF）2 L×2 进行溶剂替换，最后补
加 THF 至 7 L 直接进行氢化反应。
　　 1H-NMR（400  MHz，CDCl 3）δ ：7 .91
（d，2H，J ＝ 8.0 Hz），7.19（d，2H，J ＝

8.0 Hz），5.42 ～ 5.41（m，1H），5.33（s，
1H），4.98 ～ 4.96（m，1H），3.65（s，3H），
2.37 ～ 2.25（m，5H），2.21 ～ 1.93（m，6H），
1.86 ～ 1.72（m，11H），1.63 ～ 1.52（m，5H），
1.36 ～ 1.15（m，3H），1.10（s，3H），1.05（d，
3H，J ＝ 6.84 Hz），0.67（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：174.35，
166.12，157.54，143.17，141.61，129.55，
128.90，128.16，121.59，119.07，75.08，67.92，
53.91，51.42，45.63，41.93，38.95，37.21，
35.44，34.82，33.98，32.27，31.96，31.89，
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31.60，29.64，27.98，26.71，26.65，25.61，
22.31，21.61，15.77。
2.2　化合物 8 的合成
　　向氢化反应釜中加入化合物 7 的 THF 溶液和
10% 钯碳 122.0 g（含水量 55%），氮气置换 4 次，
再用氢气置换 4 次后补压至 1.4 MPa，维持压力
1.2～1.4 MPa，25～40℃搅拌16 h 左右停止反应。
　　反应液过滤，滤液减压浓缩至干，加入乙酸
乙酯 1 L 打浆 2 h，过滤，干燥得粗品 965.4 g，
粗品再用乙酸乙酯精制，得化合物 8 白色固体
862.6 g，两步总收率为 70.3%。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.93（d，
2H，J ＝ 8.0 Hz），7.22（d，2H，J ＝ 8.0 Hz），
5.36（s，1H），4.97（s，1H），3.68（s，3H），
2.40 ～ 2.28（m，4H），2.28 ～ 2.20（m，1H），
2.13 ～ 2.05（m，3H），2.02 ～ 1.63（m，11H），
1.46 ～ 1.28（m，6H），1.24 ～ 1.10（m，6H），
0.94（d，3H，J ＝ 6.36 Hz），0.60（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：174.71，
166.18，143.21，129.56，128.93，128.21，
119.53，75.17，56.07，53.26，51.49，42.02，
41.85，40.93，38.63，36.52，35.47，35.24，
33.97，31.05，30.99，29.66，28.29，28.00，
26.90，26.81，25.31，21.65，17.96，11.67。
2.3　化合物 9 的合成
　　向 20 L 反应釜中分别加入乙酸乙酯 8 L，中间
体 8 800 g（1.58 mol），升温至 50 ～ 55℃搅拌溶解
后加入乙腈 1.6 L 和碘化铜 210.6 g（1.11 mol）。控
温 50 ～ 55℃，分批加入 70% 的叔丁基过氧化氢
（TBHP）共计 813.6 g（6.32 mol），先向反应液中
快速滴加 70%TBHP 243.9 g（1.90 mol），然后每隔
1 h 再补加 70% 的 TBHP 81.4 g（0.63 mol），共补加
7 次。补加完毕，维持 50 ～ 55℃搅拌反应 16 h。
　　TLC 监测中间体 8 基本反应完全（正庚烷 -
乙酸乙酯＝ 15∶1，254 nm UV 显色），反应液降
温至 20 ～ 25℃，向反应液中缓慢加入 15% 的亚
硫酸钠溶液 3.2 L，并控温 30℃以下搅拌反应 15 
min。布氏漏斗铺硅藻土进行过滤，滤饼用乙酸
乙酯 1.6 L 洗涤 2 次，滤液转移至 20 L 反应釜中，
再用 15% 亚硫酸钠溶液 3.2 L 洗涤 2 次。
　　洗涤完毕，20 ～ 25℃下，向有机相中分批
加入氯铬酸吡啶（PCC）340.6 g（1.58 mol），平
均分为 5 批，每次间隔 1 h 进行加料，加毕，搅
拌反应 16 h。
　　TLC 监测该反应基本完全（正庚烷 - 乙酸乙
酯＝ 4∶1，254 nm UV 显色），布氏漏斗铺硅藻
土过滤，滤饼用乙酸乙酯 1.6 L 洗涤 2 次，滤液

转移至 20 L 反应釜中，分别用 2 mol·L－ 1 HCl
洗涤 2 次，再用 15% 的亚硫酸钠溶液洗涤 3 次，
洗涤完毕有机相减压浓缩。
　　浓缩完毕，残余物用二氯甲烷 1.6 L 溶解，
硅胶 4.0 kg 湿法上样，二氯甲烷为洗脱液进行柱
层析，收集目标点并进行减压浓缩，浓缩残余物
用正庚烷 5.6 L 打浆 2 h，过滤，干燥化合物 9 白
色固体 486.5 g，收率：59.2%。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.91（d，
2H，J ＝ 8.0 Hz），7.23（d，2H，J ＝ 8.0 Hz），
5.77（s，1H），5.00（m，1H），3.68（s，3H），
2.46 ～ 2.26（m，6H），2.18 ～ 2.07（m，2H），
2.03 ～ 1.70（m，10H），1.54 ～ 1.24（m，11H），
1.04（d，3H，J ＝ 6.4 Hz），0.94（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：205.29，
174.73，166.15，164.18，143.43，129.59，128.99，
127.88，123.75，74.09，53.52，53.11，51.50，
47.30，41.91，40.04，37.87，35.31，35.15，
34.18，31.50，30.67，29.80，27.84，27.40，
26.58，26.23，24.24，21.65，19.53，10.77。
2.4　化合物 10 的合成
　　向 20 L 氢化反应釜中分别加入 14.4 L 乙酸乙
酯，480 g（0.92 mol）化合物 9，30 ～ 35℃搅拌
溶解，加入 10% 钯碳 240.0 g（含水 55%）搅拌均
匀，氮气置换 3 次，再用氢气置换 3 次，氢气加
压至 1.2 ～ 1.4 MPa，50℃搅拌反应 8 h，过滤，
收集滤液。
　　返工：滤液中加入 PCC 79.5 g（0.37 mol），
搅拌反应 10 h，TLC 监测杂质 9-1B 和 11-1（结构
见图 4）反应完全（正庚烷 - 乙酸乙酯＝ 4∶1，磷
钼酸显色），过滤，滤液分别用 15% 亚硫酸钠溶
液 7 L 洗涤两次，再用纯化水洗涤 4 次，有机相
转移至氢化反应釜中，直接进行第二次氢化。

图 4　中间体 10 副产物返工处理路线

Fig 4　rework treatment route of by-products of intermediate 10

　　向反应釜中加入 10% 钯碳 96.0 g（含水 55%），
氮气置换 3 次，再用氢气置换 3 次，氢气加压至
1.2 ～ 1.4 MPa，50℃反应 4 h，过滤，滤液减压浓缩
至干，加入正庚烷 2.88 L 打浆 2 h，过滤，50℃鼓风
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干燥得化合物 10 白色固体 281.2 g，收率：58.3%。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.92（d，
2H，J ＝ 8.0 Hz），7.24（d，2H，J ＝ 8.0 
Hz），4.96（m，1H），3.68（s，3H），2.52（t，
1H，J ＝ 12.0 Hz），2.45 ～ 2.37（m，4H），
2.31 ～ 2.23（m，1H），2.10 ～ 1.53（m，15H），
1.44 ～ 1.29（m，6H），1.22 ～ 1.04（m，8H），
0.87（d，3H，J ＝ 6.4 Hz）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：214.87，
174.69，166.17，143.39，129.57，129.00，
127.97，74.04，58.70，57.55，51.51，46.47，
44.13，41.41，38.17，35.68，35.64，35.43，
35.02，32.27，31.31，30.53，27.54，26.97，
26.51，26.03，24.36，22.78，21.66，18.61。
2.5　化合物 11 的合成
　　向 5 L 反应瓶中分别加入 THF 2.8 L 和 280.0 
g（0.54 mol）化合物 10，室温搅拌溶清，氮气
保护下，体系降温至－ 5 ～ 5℃。缓慢滴加 1 
mol·L－ 1 的 LiAl（Ot-Bu）3H 1080 mL（1.08 
mol），滴毕，维持－ 5 ～ 5℃搅拌反应 40 h。
　　TLC 监测化合物 11 反应完全（正庚烷 - 乙酸
乙酯＝ 4∶1，254 nm UV 显色），向反应体系中
缓慢滴加 4 mol·L－ 1 的盐酸溶液 267 mL，控温
30℃以下，滴毕，搅拌 15 min，静置分液。有机
相分别用 5% 碳酸氢钠溶液 1.1 L 洗涤一次，再用
饱和氯化钠溶液 1.1 L 洗涤两次，有机相减压浓
缩至干，用正庚烷 1.1 L 打浆 2 h，过滤，干燥，
得中间体 11 248.2 g，收率：88.3%。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.94（d，
2H，J ＝ 8.0 Hz），7.24（d，2H，J ＝ 8.0 Hz），
4.96（m，1H），4.03（s，1H），3.68（s，3H），
2.42 ～ 2.35（m，4H），2.29 ～ 2.21（m，1H），
2.06 ～ 1.82（m，7H），1.76 ～ 1.29（m，15H），
1.21 ～ 1.10（m，3H），1.01 ～ 0.97（m，6H），
0.71（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：174.71，
166.25，143.29，129.59，128.97，128.13，
74.62，73.18，51.53，48.35，47.37，46.51，
41.94，36.02，35.08，34.95，34.19，33.74，
32.32，31.04，30.92，28.80，27.45，27.00，
26.69，26.04，23.61，23.18，21.65，17.37。
2.6　去氧胆酸粗品的合成
　　向 5 L 反应瓶中分别加入 THF 1.5 L，无水甲
醇 1.5 L，中间体 11 245.0 g（0.47 mol），20 ～ 25℃
搅拌溶解，降温至 10 ～ 15℃，滴加 4 mol·L－ 1

的氢氧化钠溶液，并控制温度不超过 25℃，滴加
完毕后，保持 20 ～ 25℃搅拌反应 20 h。

　　TLC 监测中间体 11 反应完毕（正庚烷 - 乙酸
乙酯＝ 4∶1，254 nm UV 显色），反应液减压浓
缩去除溶剂，浓缩完毕，加入纯化水 3.0 L，二氯
甲烷 1.5 L 萃取 2 次，水相用 2 mol·L－ 1 盐酸溶
液调节 pH 至 1 ～ 2，析出大量白色固体，搅拌 1 
h 过滤，纯化水洗涤滤饼至中性，50℃干燥后用
甲叔醚 1.5 L 打浆 6 h，过滤、干燥得去氧胆酸粗
品 163.4 g，收率：89.1%。
2.7　去氧胆酸粗品的精制
　　向 5 L 反应瓶中分别加入纯化水 2.9 L，去
氧胆酸粗品 160.0 g（0.41 mol），搅拌滴加氢氧
化钠 17.9 g（0.45 mol）与 400 mL 纯化水配制的
溶液，滴毕，体系澄清，再用二氯甲烷 1.6 L 萃
取两次，水相中加入活性炭 0.80 g，50℃搅拌
30 min，过滤，水相降温至 20 ～ 25℃，滴加 2 
mol·L－ 1 的盐酸溶液，调节 pH 为 1 ～ 2，析
出大量白色固体，搅拌 2 h 后过滤、纯化水洗涤
滤饼至中性，50℃干燥得去氧胆酸精制品 153.1 
g，熔点：173 ～ 174℃，收率：95.7%。ESI-MS 
m/z：391.2 [M-1]－；HR-MS：Calcd for C24H40O4 

392.2927，found 392.2929：1H-NMR（400 MHz，
CDCl3）δ：11.92（s，1H），4.47（d，1H，J ＝

4.0 Hz），4.21（d，1H，J ＝ 4.0 Hz），3.79（m，
1 H），2.26 ～ 2.19（m，1H），2.13 ～ 2.05（m，
1H），1.84 ～ 1.45（m，11H），1.37 ～ 1.16（m，
11H），1.07 ～ 0.851（m，9H），0.60（s，3H）；
13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：175.40，71.46，
70.41，47.91，46.61，46.45，42.07，36.75，
36.11，35.62，35.44，34.27，33.38，31.27，
31.20，30.70，29.06，27.65，27.45，26.57，
23.97，23.54，17.36，12.89。
2.8　杂质 8-2（结构见图 5）的制备
　　取中间体 8 精制母液减压浓缩，得 12.5 g 黄色
固体，进行液相制备分离，得无色油状物 0.13 g。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.94 ～ 7.96
（d，2H），7.22～7.29（d，2H），5.47～5.48（d，
1H），4.99（m，1H），3.70（s，3H），2.27～2.42
（m，6H），2.00 ～ 2.16（m，3H），1.54 ～ 1.88
（m，12H），1.14 ～ 1.47（m，7H），1.11（s，
3H），0.85 ～ 0.87（d，3H），0.73（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：174.54，
166.26，143.24，140.26，129.57，128.94，
128.24，120.02，75.27，52.47，51.51，51.15，
41.92，41.75，38.82，36.91，35.60，35.53，
34.01，33.57，32.49，32.40，29.58，28.01，
27.51，27.23，26.88，24.99，22.88，21.65，
16.64。LC-MS：524.4[M ＋ NH4]

＋。
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2.9　杂质 9-1B（见图 4）的制备
　　向 100 mL 反应瓶中分别加入中间体 9（5.0 g，
1.0eq）、THF 50 mL，搅拌溶解，冰水浴降温至
0 ～ 5℃。向反应瓶内分批加入氢化铝锂（0.36 g，
1.0 eq），加料完毕后升温至 20 ～ 25℃保温搅拌
2 h，TLC 监测中间体 9 基本反应完全（正庚烷 -
乙酸乙酯＝ 4∶1）。
　　反应液减压浓缩，加入硅胶 15.0 g 拌样进行
柱层析，正庚烷 - 乙酸乙酯＝ 10∶1 进行洗脱，收
集目标杂质洗脱液，减压浓缩得白色固体 3.41 g。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.94 ～ 7.92
（d，2H，J ＝ 8 Hz），7.28 ～ 7.22（m，2H），
5.22（s，1H），5.01 ～ 4.96（m，1H），4.15（s，
1H），3.68（s，3H），2.41 ～ 2.37（m，4H），
2.33 ～ 2.25（m，1H），2.18 ～ 1.24（m，22H），
1.14 ～ 1.10（m，6H），0.64（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：174.80，
166.21，143.31，143.15，129.56，128.96，
128.12，125.23，77.55，74.91，57.21，51.77，
51.52，46.11，41.83，38.54，36.17，35.32，
33.98，32.95，31.79，30.17，29.64，27.93，
26.63，25.76，24.39，21.65，20.03，7.10。
2.10　杂质 11-1 的制备
　　向 100 mL 反应瓶中分别加入化合物 10（5.0 
g，1.0 eq）和 THF 50 mL 室温搅拌溶解，氮气
保护下，体系降温至－ 5 ～ 5℃。缓慢滴加 1 
mol·L－ 1 的 LiAl（Ot-Bu）3H（19.2 mL，2.0 
eq），滴毕，维持 20 ～ 30℃搅拌反应 40 h。
　　TLC 监测化合物 11 反应完全（正庚烷 - 乙酸
乙酯＝ 4∶1，254 nm UV 显色），向反应体系中缓
慢滴加 4 mol·L－ 1 的盐酸溶液 5 mL，控温 30℃
以下，滴毕后搅拌 15 min，静置分液。有机相分
别用 5% 碳酸氢钠溶液 20 mL 洗涤一次，再用饱和
氯化钠溶液 20 mL 洗涤一次，有机相减压浓缩至
干后进行柱层析，正庚烷 - 乙酸乙酯＝ 10∶1 进行
洗脱，收集目标点，减压浓缩得白色固体 1.2 g。
　　1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.96 ～ 7.93
（d，2 H， J ＝ 8  H z）， 7 . 2 8 ～ 7 . 2 3（m，
2H），4.97（s，1H），3.50 ～ 3.46（m，1H），

2.42 ～ 2.37（m，4H），2.33 ～ 2.25（m，1H），
1.98 ～ 1.86（m，6H），1.78 ～ 1.46（m，11H），
1.39 ～ 0.96（m，14H），0.75（s，3H）。
　　13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：174.82，
166.20，143.33，129.56，128.98，128.13，79.54，
74.55，57.41，54.50，51.53，48.00，41.66，
39.35，35.05，34.58，34.52，32.71，32.37，
32.21，31.24，29.40，27.00，26.74，25.92，
23.92，23.61，23.23，21.66，21.05，7.92。
3　结果与讨论
　　本工艺以定制生产的中间体 6 作为起始物料
进行研究，通过查询相关文献 [6-8]，对关键步骤
相应的关键工艺参数进行考察。
　　由于中间体 7 为油状物，难以通过重结晶进
行纯化，所以将中间体 7 中的杂质合并在中间体
8 中进行研究控制，其中对残留风险较高的异构
体杂质 8-1、8-2 和 8-3 进行研究。由于杂质 8-1
和杂质 8-3 极性接近，HPLC 在同一位置出峰，
LC-MS 结果与杂质 8-2 相同，因此，推测了杂质
8-1 和杂质 8-3，为杂质 8-2 的光学异构体。杂质
8-2 可能是中间体 8 在还原过程中的产生对映体，
而杂质 8-1 和杂质 8-3 则是在制备中间体 7 时产
生少量的异构体，经还原产生杂质8-1和杂质8-3。
　　在研究过程中筛选了不同的反应条件如温
度、氢化压力、催化剂当量等，所得中间体 8 中
的异构体杂质含量基本一致，为控制中间体 8 中
的手性异构体杂质和其他有关物质，对中间体 8
精制方法进行研究，分别使用异丙醇、丙酮、乙
酸乙酯和甲基叔丁基醚对中间体 8 进行精制，分
别采用升温至回流溶解，降至室温析晶 2 h 后过
滤等方法，精制结果如表 1 所示。

表 1　中间体 8 不同溶剂精制 HPLC测定结果 
Tab 1　HPLC results of refining intermediate 8 with different solvents

精制溶剂 主峰 /% 8-2/% 8-1/8-3/% 收率 /%

粗品 93.87 0.44 1.30 /

异丙醇 97.95 0.34 1.10 88.0

丙酮 97.95 / 0.24 66.9

乙酸乙酯 98.26 / 0.25 86.6

甲叔醚 97.54 / 0.26 87.2

图 5　中间体 8 的杂质

Fig 5　Impurities of intermediate 8
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　　根据 HPLC 结果，最终选择精制效果更好，
廉价易得的乙酸乙酯为精制溶剂，可有效降低异
构体及其他有关物质的含量，并制定了中间体 8
的内控标准，将手性杂质 8-2控制在含量＜ 0.1%；
由于杂质 8-1 和杂质 8-3 在同一位置出峰，将其
总量控制＜ 0.5%，总杂＜ 2.0%，以保证后续中
间体和成品的质量稳定可控。
　　中间体 9 在钯碳催化作用下，氢化得到化合
物 10。如图 4 所示，在氢化反应过程中，会产
生羰基还原的副产物杂质 9-1B 和过度还原杂质
11-1，为提高中间体 9 的转化率，氢化反应处理
完毕后，使用 PCC 氧化进行返工处理，将 9-1B
转化为中间体 9，而 11-1 则转化为中间体 10，将
反应液再次进行氢化还原，直至达到理想转化率。
　　由于副产物杂质 9-1B 和 11-1 含量较大且不
可避免，在氢化反应完成后，需要使用 PCC 将
杂质 9-1B 氧化为中间体 9，杂质 11-1 氧化为中
间体 10，反应液再次氢化，使反应转化率达到最
高。在前期研究中需要进行 2 ～ 3 次返工处理，
通过调整氢化温度、压力和催化剂用量，尝试对
中间体 10 制备过程中产生的副产物 9-1B 和 11-1
进行控制研究。结果表明，温度是该步骤的关键
参数，温度过低，中间体 9 反应不完全，且羰基
还原的副产物 9-1B 较大；60℃和 70℃下反应结
果相近。因此，选择将温度控制在 50 ～ 60℃下
进行氢化反应，经过一次返工处理，中间体 10
粗品纯度可达 85% ～ 90%，缩短了生产周期，降
低了生产成本（见表 2）。

表 2　中间体 10 氢化温度考察结果 (1.0 Mpa) 
Tab 2　Hydrogenation temperature investigation of intermediate 10 

(1.0 Mpa)

温度 /oC 中间体 9/% 中间体 10/% 9-1B/% 11-1/%

40 4.30 40.62 40.21 11.90

50 0.30 50.58 30.07 14.49

60 0.70 59.21 12.58 23.39

70 0.65 58.39 11.34 25.67

　　经过不断的改进优化，该工艺路线中间体质
量和收率稳定，并进行了 3 批百克级放大，均得
到符合药典标准的去氧胆酸原料药（见表 3），为

去氧胆酸的工业化化生产指明了方向。

表 3　3 批合成的去氧胆酸结果 
Tab 3　Three batches of data of synthetic deoxycholic acid

批次 原料中间体 6/kg 去氧胆酸 /g 收率 /% 纯度 /%

1 1 153.1 18.3 99.8

2 1 156.5 18.7 99.8

3 1 149.8 17.9 99.9

4　结论

　　本文在参考相关文献专利的基础上对去氧胆
酸的制备工艺进行系统研究，以定制合成的化合
物 6 为起始物料，经 6 步反应制得去氧胆酸，总
收率为 15% ～ 20%。反应引入了 3 个手性中心，
对手性异构体进行了研究和控制，确定了关键工
艺参数，并经过多个批次的放大生产得到合格的
去氧胆酸产品，说明整个工艺稳定、可操作性强，
适合工业化生产。
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高良姜素通过抑制 JAK2-STAT3 磷酸化减轻 
小鼠内皮炎症改善动脉粥样硬化

陈杨1，喻霞1，赵紫玄1，陈磊2，3，李鑫2，3，许时丽1，李荣1*（1. 南华大学药物药理研究所和附属第二医

院，南华大学衡阳医学院，湖南　衡阳　421001；2. 中南大学湘雅二医院血管外科，长沙　410011；3. 中南大学血管病研究所，

长沙　410011）

摘要：目的　探讨高良姜素（Gal）对内皮炎症和动脉粥样硬化（AS）发生发展的拮抗作用

及可能的作用机制。方法　将 APOE－ /－小鼠随机分为溶媒组和 Gal 组。喂食 12 周高脂饲

料，在第 8 周 Gal 组灌胃 80 mg/（kg·d）的 Gal 进行干预，检测低密度脂蛋白、总胆固醇、

三酰甘油、高密度脂蛋白的水平，油红 O 染色法检测斑块面积，qPCR 法检测主动脉弓以及

其内膜处 ICAM1、CD62e 的 mRNA 表达。人脐静脉内皮细胞（HUVEC）中加入肿瘤坏死因

子 -α（TNF-α）、Gal、STAT3 激动剂（Colivelin）处理，CCK8 实验检测细胞活力，qPCR 法和

Western blot 检测 ICAM1、VCAM1、CD62e 的 mRNA 和蛋白表达以及 p-STAT3、p-JAK2 的

蛋白表达，内皮细胞黏附试验检测 THP-1 细胞黏附于 HUVECs 相对密度。结果　与溶媒组相

比，Gal 显著减少小鼠主动脉大体及其根部粥样斑块形成，减低小鼠血浆中低密度脂蛋白、总

胆固醇和三酰甘油水平，升高高密度脂蛋白水平；Gal 使小鼠主动脉弓部及其内膜的 ICAM1
和 CD62e 的 mRNA 表达减低。50 μmol·L－ 1 Gal 对 HUVECs 无毒性；TNF-α 均可使 HUVECs
中 ICAM1、CD62e、VCAM1 的 mRNA 和蛋白表达以及 p-STAT3、p-JAK2 蛋白表达升高；

TNF-α 可使黏附于 HUVECs 的 THP-1 细胞个数增加。Gal 加入后可显著降低 ICAM1、CD62e、
VCAM1 的 mRNA 和蛋白表达以及 p-STAT3、p-JAK2 蛋白表达；Gal 使得黏附于 HUVECs 的

THP-1 细胞个数减少。与 TNF-α ＋ Gal 组相比，Colivelin 增加 ICAM1 和 VCAM1 的蛋白表达。

结论　Gal 通过抑制 JAK2-STAT3 磷酸化减轻小鼠内皮炎症改善动脉粥样硬化。

关键词：高良姜素；动脉粥样硬化；内皮炎症；信号转录及转录激活因子 3
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Abstract: Objective  To determine the inhibition of galangin (Gal) on the endothelial inflammation 
and atherosclerosis (AS) formation and related mechanism. Methods  APOE－ /－ mice were randomly 
divided into a vehicle group and a Gal group. High-fat diet was fed for 12 weeks. The mice in the Gal 
group were treated with 80 mg/(kg·d) Gal by gavage from the 8th week. The levels of LDL-C, total 
cholesterol, triglycerides and HDL-C were detected. The area of plaque was detected by oil Red O 
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　　动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是造成
心血管疾病致死的重要因素 [1]，它是一种动脉壁
的慢性炎症疾病 [1-5]。AS 的发生发展伴随着内膜
损伤、脂质聚集、氧化应激、炎症反应、血管平
滑肌迁移增生等 [2-3]。
　　近年来研究发现黄酮类中药单体在预防、治
疗 AS 中起到了重要作用。高良姜素（galangin，
Gal）是从高良姜中提取的一类黄酮类化合物。
Gal 具有强大的抗炎、抗氧化、抗肿瘤和抑菌
作用 [6-11]。Aladaileh 等 [10] 报道了 Gal 可抑制炎
症、细胞凋亡和由氧化修饰低密度脂蛋白诱导的
内皮细胞的内皮间质转化。此外，它还可以通过
抑制细胞凋亡和炎症来预防糖尿病大鼠的心脏损
伤 [12]。研究还发现 Gal 可通过调节 Janus 相关激
酶（Janus kinase，JAK）/ 信号转导器和转录激
活器 3（signal transducer and activator of transcrip-
tion 3，STAT3）信号通路来抑制人类癌症 [13-14]。
JAK2/STAT3 信号通路对细胞凋亡和增殖起着关
键的作用，并且参与 AS 形成和促进血管细胞炎
症 [14]。然而，至今尚未见相关研究阐明 Gal 对
AS 的影响及其作用是否与 JAK2/STAT3 信号通路
有关。基于此，本项目旨在阐明 Gal 对内皮炎症
和 AS 的影响以及具体机制，以期为 AS 的临床
治疗提供新的药物和靶点。

1　材料

1.1　实验动物和细胞

　　C57BL/6J 遗传背景的载脂蛋白 E 基因敲除
（ApoE－ /－）小鼠购自北京维通利华实验动物技
术有限公司，雄性，SPF 级，8 周龄，体质量
（22±2）g，所有小鼠饲养于南华大学实验动物
中心（SPF 级）。人脐静脉内皮细胞（HUVECs，
ScienCell 公司），人急性单核白血病细胞（THP-
1，ATCC 公司）。本实验通过南华大学附属第二医
院伦理委员会批准。
1.2　试药

　　羟甲基纤维素钠（CMC-Na）、Gal（纯度：
99%，细胞实验用）、油红 O 粉末（Sigma-Aldrich
公司）；总胆固醇试剂盒、三酰甘油试剂盒、低密
度脂蛋白胆固醇试剂盒、高密度脂蛋白胆固醇试
剂盒（南京建成生物工程有限公司）；Gal（纯度：
98%，上海源叶生物技术有限公司，动物实验用）；
RNA 提取试剂盒、反转录试剂预混液试剂盒、荧
光定量 PCR 试剂盒（湖南艾科瑞生物工程有限公
司）；内皮细胞培养基（SclenCell 公司）；青霉素
链霉素、RPMI 1640 培养基（Gibco 公司）；胎牛血
清（浙江天杭生物科技股份有限公司）；肿瘤坏死
因子 -α（TNF-α）蛋白（R&D 公司）；钙黄绿素（In-
vitrogen 公司）；血管细胞黏附分子 -1（VCAM1）

staining. The mRNA expressions of ICAM1 and CD62e were detected by qPCR in the aortic arch and 
its intima. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were treated with tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), Gal and STAT3 agonist (Colivelin). The cell viability was detected by CCK8 assay. The mRNA 
and protein expressions of ICAM1, VCAM1 and CD62e as well as the protein expressions of p-STAT3 
and p-JAK2 were detected by qPCR and Western blot. The relative density of THP-1 cells adhering to 
HUVECs was detected by the endothelial cell adhesion test. Results  Compared with the vehicle group, 
Gal significantly reduced the formation of atherosclerotic plaque in the aorta and its root, decreased 
the levels of low-density lipoprotein, total cholesterol and triglyceride, and increased the level of high-
density lipoprotein in the plasma of mice. Gal at 50 μmol·L － 1 showed no toxicity to HUVECs. The 
mRNA expression of ICAM1 and CD62e was decreased in the aortic arch and its intima of mice. The 
mRNA and protein expression of ICAM1, CD62e, VCAM1 and the protein expression of p-STAT3 and 
p-JAK2 in HUVCEs were significantly increased in the TNF-α  groups. TNF-α  increased the number 
of THP-1 monocytes adhering to HUVECs. After adding Gal, The mRNA and protein expression 
of ICAM1, CD62e and VCAM1 as well as the protein expression of p-STAT3 and p-JAK2 was 
significantly increased. Compared with the TNF-α ＋ Gal group, the protein expression of ICAM1 and 
VCAM1 was increased by colivelin. Conclusion  Galangin may alleviate the endothelial inflammation 
and attenuate the atherosclerosis via inhibiting JAK2-STAT3 phosphorylation in mice. 
Key words: galangin; atherosclerosis; endothelial inflammation; signal transcription and 
transcriptional activator 3
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抗体、E- 选择素（CD62e）抗体（Abcam 公司）；
细胞间黏附分子 -1（ICAM1）抗体、p-JAK2 抗体
（Abclonal 公司）；p-STAT3 抗体（CST 公司）；超
敏化学发光试剂（US Everbright® Inc 公司）；蛋白
酶抑制剂（Keygen Biotech 公司）；聚乙二醇和聚
乙烯醇水溶性混合物（OCT）、磷酸盐缓冲盐溶液
（PBS）、二喹啉甲酸（BCA）、十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺（SDS-PAGE）、磷酸化酶抑制剂（Sharp
公司）。高脂饲料（HFD，Research Diets 公司）；聚
偏二氟乙烯膜（PVDF，Millipore 公司）；Colivelin
（陶术生物公司）。CCK8 试剂盒（GLPBIO 公司）。
1.3　仪器

　　超净工作台（苏州安泰空气技术有限公
司），倒置显微镜（Nikon 公司），离心机（Sangon 
Biotech 公司），超速冷冻离心机、细胞培养箱、超
低温冰箱、组织匀浆机（Thermo Fisher Scientific
公司），酶标仪、电泳仪、转膜仪、超声波仪器
（Bio-Rad 公司），C300 型凝胶成像系统（Azure 
Biosystems 公司）。
2　方法

2.1　高良姜的配制

　　动物实验用的 Gal 溶于 0.05% CMC-Na，超
声溶解为乳白色的溶液。细胞实验用的 Gal 用二
甲基亚砜溶解。
2.2　动物实验设计及取材

　　14 只 APOE－ /－鼠随机分成溶媒组和高良姜
素组（Gal 组），每组 7 只，全部喂养 12 周 HFD。
溶媒组在第 8 周每日给予 0.05% CMC-Na （100 
μL）灌胃，Gal 组给予 80 mg·kg－ 1 Gal 灌胃干预。
喂养 3 个月后取材，腹腔注射水合氯醛麻醉小鼠，
处死，取血，快速分离心脏以及整条大动脉：① 
在小鼠心脏平行主动脉瓣切去主动脉根部，使用
OCT 包埋，冰冻切片机快速切取 4 μm 左右的含
主动脉瓣膜的切片，保存于－ 20℃，用于主动脉
瓣膜的油红 O 染色；② 将主动脉弓部切取下来，
冻存于－ 80℃，用于提取 RNA；③ 胸主动脉以
及胸主动脉以下部分大动脉全长浸泡于 4% 多聚
甲醛中，24 h 后进行油红 O 染色。所有动物实验
遵循南华大学实验动物伦理委员会的相关规定。
2.3　血浆脂质检测

　　血浆中脂质水平使用酶比色法检测试剂盒进
行测量，总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白胆
固醇和高密度脂蛋白胆固醇根据试剂盒说明书进
行操作检测。
2.4　内膜 RNA 提取

　　参考 Haemming[15] 的文献从主动脉中分离出内
膜 RNA。用 PBS 仔细冲洗主动脉，RNA 提取试
剂进行内膜剥离并且冲洗 10 s，停顿 10 s，再冲洗
10 s，收集在 EP 管中，并在液氮中快速冷冻。
2.5　油红 O 染色

　　首先配制油红 O 储存液，按照 0.5 g 油红 O 粉
末∶100 mL 异丙醇的比例将油红 O 粉末溶于异丙
醇中，震荡溶解 30 min。配制油红 O 工作液，按
照 300 mL 油红 O 储存液∶200 mL 纯水的比例混合
均匀，用定性滤纸过滤后备用。将取材好的大动
脉放置在包埋盒中，用显微剪刀剪开大动脉，固定
大动脉，将组织浸泡于配制好的油红 O 工作液中，
摇床震摇 2 ～ 3 h，回收油红 O 工作液，用 PBS 洗
涤 2 次，加入 70% 乙醇浸泡分化（4 ～ 5 s），直至
脂质斑块呈红色而周围组织呈白色，浸泡在 PBS
中，置于黑色底板上，使用数码相机进行拍摄。使
用 Lab-Tek 组织切片机切取 OCT 包埋的主动脉根
部的冰冻切片，切片解冻，4% 多聚甲醛固定 20 
min，纯水洗涤 2 min，60% 异丙醇浸泡 2 min，将
切片浸泡于配制好的油红 O 工作液中 20 ～ 30 
min，自来水洗涤，苏木精染色 3 min 左右，自来
水洗涤，0.01% 碳酸锂返蓝 5 s，自来水水洗，水
溶性封片剂封片。使用显微镜进行拍摄，Image-
Pro Plus 软件（Media Cybernetics）测量染色面积。
2.6　细胞培养及处理

　　内皮细胞培养基培养 HUVECs，含 10% 胎牛血
清、1% 青霉素链霉素双抗混合液的 1640 培养基培
养 THP-1，置于 37℃、5%CO2、相对湿度为 90%
的培养箱中。所有实验使用的细胞均传代少于 6
次，细胞融合度到 80% ～ 90% 后使用 STAT3 激动
剂（Colivelin，20 μmol·L－ 1），Gal（50 μmol·L－ 1）
预处理 1 h，再加入 10 ng·mL－ 1 的 TNF-α 处理
HUVECs 12 h，弃去上清液，用于后续实验。
2.7　内皮细胞黏附试验 [16]

　　收集 THP-1 细胞，无血清 1640 培养基洗涤
2 遍后重悬制备单细胞悬液，加入钙黄绿素至其
终浓度为 5 μmol·L－ 1，吹打混匀，包裹锡箔纸，
放入培养箱孵育 30 min。加入含血清 1640培养基，
打匀，离心，含血清 1640 培养基洗涤 3 遍后重悬
THP-1 细胞悬液，加入加样槽。期间使用排枪吸
弃培养于 96 孔板中的 HUVECs 的原培养基，使
用取含血清的 1640 培养基洗涤一遍，排枪吸干培
养基，之后每孔加入 200 μL 混匀的 THP-1 细胞，
37℃孵育 1 h。无血清 1640 培养基洗涤 4 遍，荧
光显微镜捕捉图像。每个视图中荧光个数表示附
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着在 HUVECs 上的 THP-1 细胞数量，并对随机获
得的图像进行量化。
2.8　蛋白质印迹法实验

　　RIPA 裂解液前 5 min 加入蛋白酶抑制剂和
磷酸化酶抑制剂，收集 HUVECs 样本加入 RIPA
裂解液裂解 30 min，离心（12 000 r·min － 1，20 
min），取上清，BCA 法测定蛋白浓度：100℃使
蛋白变性，10% SDS-PAGE 凝胶电泳后，将蛋白
转移到 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶封闭 1 h，膜与
一抗 4℃孵育过夜，二抗常温孵育 1 h，膜滴加超
敏化学发光试剂曝光，Image J 软件对条带灰度值
进行统计与分析。
2.9　实时荧光定量 PCR
　　使用组织匀浆机对主动脉弓组织进行匀浆，
RNA 提取试剂盒提取小鼠主动脉弓、主动脉弓内
膜和 HUVECs 细胞总 RNA，通过反转录试剂盒获
得 cDNA，并且根据荧光定量 PCR 试剂盒说明进行
实时荧光定量 PCR。以 human-GAPDH，mouse-β-
actin 为内参，通过 2－ ΔΔCt 法计算 mRNA 相对表达
量。human-GAPDH 引物序列为：上游 5'-AGGTC-
CACCACTGACACGTT-3'，下游 5'-CTGCACCAC-
CAACTGCTTAG-3'；human-VCAM1 引物序列为：
上 游 5'-GCTGCTCAGATTGGAGACTCA-3'， 下
游 5'-CGCTCAGAGGGCTGTCTATC-3'；hu-
man-ICAM1 引物序列为：上游 5'-TCTGTGTC-
CCCCTCAAAAGTC-3'，下游5'-GGGGTCTCTAT-
GCCCAACAA-3'；human-CD62e 引物序列为：上游
5'-AATCCAGCCAATGGGTTCG-3'，下游 5'-GCTC-
CCATTAGTTCAAATCCTTCT-3'；mouse-β-actin 引物序
列为：上游 5'-GAAATCGTGCGTGACATCAAAG-3'，
下 游 5'-TGTAGTTTCATGGATGCCACAG-3'；
mouse-VCAM1 引物序列为：上游 5'-GTTCCAGC-
GAGGGTCTACC-3'，下游 5'-AACTCTTGGCAAA-

CATTAGGTGT-3'；mouse-ICAM1 引物序列为：上游
5'-GTGATGCTCAGGTATCCATCCA-3'，下游 5'-CA-
CAGTTCTCAAAGCACAGCG-3'；mouse-CD62e 引物
序列为：上游 5'-ATGCCTCGCGCTTTCTCTC-3'，下
游 5'-GTAGTCCCGCTGACAGTATGC-3'。
2.10　CCK-8 法检测细胞毒性

　　将 HUVECs 细胞接种到 96 孔板中培养过夜，
每组 100 μL（8×103 个），每组 6 个复孔，第 2 日
吸出原培养基，加入含不同浓度 Gal（0、25、50、
100 μmol·L－ 1）的培养基 100 μL 培养 12 h。每孔
加入 CCK-8 试剂 10 μL，避光培养 2 h。用酶标仪
在 450 nm 波长处测定每孔的吸光度值（A），用空
白培养基来校正。细胞存活率（%）＝ [（A药物－

A空白）/（A对照－ A空白）]×100%。
2.11　统计学方法

　　计量资料采用平均值 ±标准差（x±s）表
示，两组间比较采用独立样本 t 检验，P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。所有数据均采用 GraphPad 
8.0（GraphPad Software，Inc）统计软件进行统计
学分析。
3　结果

3.1　小鼠动脉粥样硬化斑块的面积

　　主动脉根部油红 O 染色显示，溶媒组小鼠有
大量脂质堆积于主动脉窦处，主动脉根部处相对
斑块面积占比为 10.7%，而在 Gal 组小鼠主动脉
根部相对斑块面积占比为 4.8%，减少约 45.15%
（见图 1A）。主动脉大体油红 O 染色显示，溶媒
组小鼠管腔狭窄明显，大量脂质堆积于管壁，脂
质在血管内皮沉积，脂质斑块被染为红色，小鼠
主动脉相对斑块面积占比为 10.1%，而在 Gal 组
小鼠胸腹降主动脉斑块面积占比为 2.83%，减少
约 71.56%（见图 1B）。表明 Gal 对 AS 小鼠斑块
的发生发展具有明显的抑制作用。

图 1　小鼠主动脉根部（A）和主动脉大体（B）的油红 O 染色结果

Fig 1　Oil red O staining of the aortic root（A）and whole aorta（B）in mice
注：与溶媒组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the solvent group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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3.2　小鼠血浆中血脂的水平

　　与溶媒组小鼠相比，Gal 组小鼠血浆低密度
脂蛋白水平降低了 20.00%，以总胆固醇水平降低

更为明显，降低了 43.99%，三酰甘油水平降低了
23.68%，高密度脂蛋白水平上升了 30.30%（见图
2）。表明 Gal 能够改善 AS 小鼠的血脂水平。

图 2　高良姜素对小鼠血脂水平影响

Fig 2　Effect of Gal on blood lipid levels in mice
注：与溶媒组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the solvent group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

3.3　小鼠主动脉弓部与主动脉弓部内膜炎症分子

mRNA 的表达水平

　　与溶媒组小鼠相比，Gal 组小鼠主动脉弓部的
ICAM1 与 CD62e 基因 mRNA 水平均明显下降，分
别下降了 28.17% 与 33.39%（见图 3A）；Gal 组小
鼠主动脉弓内膜的 ICAM1 与 CD62e 基因 mRNA 水
平均明显下降，分别下降了 44.00% 与 33.29%（见
图 3B）。表明 Gal 能够降低 AS 小鼠主动脉弓部及
其内膜中 ICAM1 与 CD62e 等炎症分子的表达。

图 3　主动脉弓部与主动脉弓部内膜 ICAM1 和 CD62e 的 mRNA 的

表达

Fig 3　mRNA expression of ICAM1 and CD62e in the aortic arch and 
the aortic intima

注：与溶媒组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the solvent group，*P ＜ 0.05.

3.4　Gal 对 HUVECs 活性的影响

　　不同浓度 Gal 处理 HUVECs 12 h 的细胞存活率

结果见图 4。与对照组相比，HUVECs 的存活率随
着 Gal 的浓度增大逐渐降低，Gal 处理 HUVECs 12 
h 的 IC50 值为 100 μmol·L－ 1，而 50 μmol·L－ 1 Gal
对 HUVECs 的细胞活性没有影响，并没有对细胞产
生毒性。因此，选择50 μmol·L－1 Gal 进行后续实验。

图 4　高良姜素影响 HUVECs 活性

Fig 4　Effect of Gal on cell viability of HUVECs
注：与 control 组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01.

3.5　HUVECs 中炎症分子 mRNA 与蛋白的表达

水平以及内皮细胞黏附实验

　　与空白对照组对比，TNF-α 组 HUVECs 炎症
分子（VCAM1、ICAM1、CD62e）的 mRNA 与蛋
白水平表达显著升高；与 TNF-α 组对比，TNF-α ＋

Gal 组细胞炎症分子的 mRNA 与蛋白水平表达显著
下降（见图 5A、B）。
　　内皮细胞黏附试验：与空白对照组对比，TNF-α
组 THP-1 细胞黏附在 HUVECs 上数量显著增加。与
TNF-α 组对比，TNF-α ＋ Gal 组 THP-1 细胞黏附在
HUVECs 数量显著减少（见图 5C）。表明 Gal 能够降
低炎症状态下 HUVECs 的炎症分子的表达，以及减
弱 HUVECs 黏附 THP-1 单核细胞的能力。
3.6　HUVECs 中 p-STAT3 与 p-JKA2 蛋白的表达

水平
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　　与空白对照组对比，TNF-α 组 HUVECs 细胞
p-STAT3 和 p-JAK2 蛋白水平表达显著升高；与
TNF-α 组对比，TNF-α ＋Gal 组 p-STAT3和 p-JAK2
蛋白水平表达下降（见图 6）。表明 TNF-α 分子促
使 HUVECs 中 p-STAT3 和 p-JAK2 蛋白水平升高，
Gal 能够降低炎症状态下 HUVECs 的 p-STAT3 与
p-JAK2 的蛋白水平的表达。
3.7　Colivelin 作用下 HUVECs 中 VCAM1、ICAM1
和 p-STAT3 蛋白的表达水平

　　与空白对照组对比，TNF-α 组 ICAM1、VCAM1
和 p-STAT3 蛋白水平表达升高；与 TNF-α 组相比，
TNF-α ＋ Gal 组 ICAM1、VCAM1 和 p-STAT3 蛋白水
平表达下降；而与 TNF-α ＋ Gal 组相比，TNF-α ＋

Gal ＋ Colivelin 组 ICAM1、VCAM1 和 p-STAT3 蛋白
水平表达升高（见图 7）。表明 Colivelin 能促使 HU-
VECs 中 p-STAT3 的蛋白水平升高，并且促进炎症分
子（VCAM1，ICAM1）的产生，拮抗 Gal 改善内皮
炎症。
4　讨论

　　AS 被认为是造成大多数心血管疾病和脑血管
疾病的关键因素 [17-18]。Gal 是一种天然来源的黄酮
类化合物，在各种疾病模型中具有抗氧化、保护
细胞和抗炎作用 [9，12]。在本研究中验证了 Gal 在
TNF-α 刺激的 HUVEC 的内皮炎症和 HFD 诱导的
AS 模型中的抗炎作用。并首次证实 APOE－ /－小鼠
喂食 12 周 HFD 并在第 8 周开始给药 Gal 后，AS
斑块的形成、脂质代谢和主要的促炎症途径明显
减少，为预防与治疗 AS 提供了一种新的思路。
　　内皮炎症是 AS 的早期表征，它由包括 TNF-α
在内的多种因素引发。TNF-α 已被证实可在 AS 的
炎症级联期间上调黏附分子的表达，激活内皮细
胞，以及重塑血管 [18-19]。本文研究显示，TNF-α 诱
导 的 HUVECs 增 强 了 VCAM1、ICAM1、CD62e
的表达。因此，我们推断阻断 VCAM1、ICAM1、
CD62e 的表达可能延缓 AS 的发展进程。
　　Gal 是一种从中药材中提取的天然化合物，
得益于其具备的多种药理活性 [20-22] 和对不同类型
正常细胞的低毒性，近年来已成为研究热点。以

图 5　HUVECs 中炎症分子 mRNA 与蛋白水平表达以及内皮黏附实验

Fig 5　mRNA and protein expression of inflammatory molecules and endothelial adhesion assay in HUVECs
注：与 TNF-α 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the TNF-α  group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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往研究表明，Gal 通过减少肿瘤坏死因子受体 -1、
磷酸化核因子κB 和 VCAM1 的上调来预防高血压
大鼠的炎症 [23]。Gal 通过抑制 NF-κB 的活性和诱
导型 NOS、VCAM1 的表达，缓解了过敏性哮喘

模型中的气道炎症 [24]。本文研究结果表明，Gal
在体内实验和体外实验都能显著减少 VCAM1、
ICAM1 和 CD62e 的表达。

　　Gal 能抑制 AS 的形成，并抑制内皮炎症细胞

因子的表达。为进一步探讨其分子机制，我们探

讨 Gal 在 JAK2-STAT3 信号传导中的作用，该信

号传导途径参与了 AS 的过程，特别是在内皮细

胞功能障碍、巨噬细胞极化、炎症等过程中 [25]，

如 Uridine 通过调节 JAK2/STAT3 信号通路有效

地缓解了 AS 大鼠的病理症状 [26]。本文研究结果

表明 Gal 减弱了 HUVECs 细胞在 TNF-α 刺激下

p-STAT3 和 p-JAK2 的表达。同时，Colivelin 作为

STAT3 分子的激动剂，促进 STAT3 的磷酸化，本

研究发现在 TNF-α 与 Gal 同时刺激下，Colivelin
升高了 HUVECs、VCAM1、ICAM1、p-STAT3 的

表达，这表明 Gal 可通过下调 JAK2-STAT3 信号

通路来抑制 AS 的进展和减轻炎症。然而 Gal 通过

下调 JAK2-STAT3 信号通路在 AS 发展过程中的

主导作用仍未得到验证，这需要将来的工作来阐

明 Gal 在 AS 发展过程中的主导因素以及 Gal 是否

通过影响其他因素等来缓解 AS。
　　综上所述，本研究的结果首次阐明了 Gal 可
以通过抑制 JAK2-STAT3 信号分子磷酸化来减轻

内皮炎症，改善高脂饮食引起的 AS，并证实 Gal
在减轻 HUVECs 损伤方面的有益作用，为 Gal 的
临床应用提供了实验依据，为抗 AS 药物的发现

提供了新的靶点和策略。
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麦冬须根发酵制备鲁斯可皂苷元的菌种筛选及工艺优化

石璐，谢鑫荣，刘秀峰*，余伯阳*（中国药科大学，南京　211198）

摘要：目的　优选麦冬须根发酵菌种及发酵工艺。方法　筛选优势发酵菌种，并采用正交试验

设计，对固水比、温度、接种量及发酵时间进行考察，确定生产鲁斯可皂苷元的最佳发酵工

艺。采用 HPLC 测定鲁斯可皂苷元含量。结果　食醋曲精（主要成分为黑曲霉）发酵效果最佳，

最佳发酵工艺为固水比 1∶1、温度 28℃、接种量 0.5%、发酵时间 14 d，该工艺下每千克麦冬

须根发酵可产生 229.6 mg 鲁斯可皂苷元。结论　黑曲霉发酵麦冬须根的鲁斯可皂苷元得率高，

工艺操作方便，具有良好的生产应用前景。

关键词：麦冬须根；鲁斯可皂苷元；黑曲霉；固体发酵
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Optimization of bacteria strain and fermentation for fibrous roots of 
Ophiopogon japonicus to prepare ruscogenin

SHI Lu, XIE Xin-rong, LIU Xiu-feng*, YU Bo-yang* (China Pharmaceutical University, Nanjing  
211198)

Abstract: Objective  To optimize the bacteria strain and fermentation conditions of fibrous roots 
of Ophiopogon japonicus. Methods  Dominant strains were screened. Orthogonal experiment was 
used to determine the best fermentation to produce ruscogenin. The experimental design involved the 
four variables: solid-liquid ratio, temperature, inoculum amount and fermentation time. The content 
of ruscogenin was determined by HPLC. Results  The Vinegar koji (basis is Aspergillus niger) had 
the best fermentation effect. The optimal conditions included fermentation on solid-liquid ratio at 
1∶1, temperature at 28℃ , inoculum concentration at 0.5% and fermentation for 14 d. The yield of 
ruscogenin in the optimal conditions was 229.6 mg·kg － 1. Conclusion  The ruscogenin in fibrous 
roots of Ophiopogon japonicus fermentated by Aspergillus niger has high yield and convenient 
operation, which has good prospects for mass production and application. 
Key words: fibrous root of Ophiopogon japonicus; ruscogenin; Aspergillus niger; solid fermentation
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　　麦冬是一味历史悠久的传统中药，2020 年版
《中国药典》（一部）规定正品为百合科植物麦冬
Ophiopogon japonicus（Linn.F.）Ker-Gawl. 的干燥块
根，其采摘时会产生大量废弃不用的须根，造成极
大的资源浪费。麦冬中的主要活性成分为黄酮、甾
体皂苷、生物碱、酸类 [1]，皂苷类物质最主要的
苷元之一是鲁斯可皂苷元（ruscogenin），其含量较
高，常作为中药研究中指标物的麦冬皂苷 D 便是
麦冬中以鲁斯可皂苷元为基本骨架的皂苷类物质的
典型代表。鲁斯可皂苷元具有抗炎 [2-3]、抗血栓 [4]、

抗肿瘤 [5]、降血糖 [6] 等多种药理活性，具有良好的
药用前景。近年研究显示麦冬须根的活性成分含量
种类与块根相似，部分物质如可溶性糖、总皂苷的
含量显著高于块根 [7-10]。
　　微生物发酵在中药学中有大量应用，淡豆
豉 [11]、神曲 [12]、发酵人参 [13] 等均是典型的发酵
产物。近年来许多研究报道了利用发酵提高中药
材中苷类物质含量的技术 [14]，证明利用微生物发
酵降解苷类物质产生游离苷元的技术是可行的。
目前有关鲁斯可皂苷元制备新工艺的研究十分有
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限，大多集中在对传统酸水解法进行优化上，但
酸水解法具有工艺复杂、污染大等不足 [15-16]，故
建立一种绿色环保、低成本的制备工艺具有极大
的应用价值。发酵法操作简便、污染小、成本低，
以麦冬须根作为发酵底物可提高麦冬资源利用
率，但利用微生物发酵麦冬须根制备鲁斯可皂苷
元的方法尚未见报道，亟待开展有关研究。
　　本研究以麦冬须根为发酵底物、食品发酵常
用真菌作为发酵菌种，采用固体发酵的方式，通
过正交试验设计探讨麦冬须根固体发酵制备鲁斯
可皂苷元的最佳发酵条件，为通过发酵中药材制
备鲁斯可皂苷元的研究提供参考。
1　材料

1.1　菌种与试药

　　发酵菌种信息见表 1。浙麦冬须根（产自杭
州，中国药科大学江苏省中药可追溯与标准化研
究中心），经中国药科大学余伯阳教授鉴定为百合

科沿阶草属植物麦冬的干燥须根。磷酸氢二钾（分
析纯，批号：171125，西陇科学股份有限公司），
氯化钾（分析纯，批号：20180312，上海凌峰化
学试剂有限公司），七水合硫酸亚铁（分析纯，批
号：20180105，上海沪试实验室器材股份有限公
司），无水硫酸镁（分析纯，中国药科大学江苏省
中药可追溯与标准化研究中心），氯化铵（分析纯，
批号：1902181，西陇科学股份有限公司），葡萄
糖（分析纯，批号：20210926，上海沪试实验室器
材股份有限公司），超纯水（自制）。鲁斯可皂苷元
对照品（纯度：98.86%，批号：20071305，成都普
菲德生物技术有限公司）；甲醇（色谱级，批号：
0211191203，上海星可高纯溶剂有限公司）；乙腈
（色谱级，批号：22045384，美国 TEDIA 试剂公
司）；甲酸（色谱级，批号：C11119020，上海麦
克林生化科技有限公司）；二氯甲烷（分析级，批
号：20220922，无锡市亚盛化工有限公司）。

表 1　实验发酵菌种列表 
Tab 1　List of fermentative strains in experiment

商品名 生产公司 主要菌种

甜酒曲 安琪酵母股份有限公司 根霉菌（Rhizopus）

食醋曲精 山东和众康源生物科技有限公司 黑曲霉（Aspergillus niger）

酿酒酵母 山东和众康源生物科技有限公司 根霉菌（Rhizopus）、酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）

腐乳曲 山东和众康源生物科技有限公司 毛霉菌（Mucor）

酱油曲精 山东和众康源生物科技有限公司 米曲霉（Aspergillus oryzae）

生香酵母 山东和众康源生物科技有限公司 鲁氏酵母（Zygosaccharomyces rouxii）、蒙奇球拟酵母（Torulopsis mogii）、
植质乳杆菌（Lactobacillus plantarum）

黑曲精 济宁玉园生物科技有限公司 黑曲霉（Aspergillus niger）、甘薯曲霉（Aspergillus batatae）

1.2　仪器

　　多功能粉碎机（永康市红太阳机电有限公
司）；Direct-Q5 纯水 / 超纯水一体机（美国密理
博 MILLIPORE 公司）；十万分之一分析天平（德
国赛多利斯公司）；SB-5200DTD 型超声清洗机
（南京以马内利仪器设备公司）；高压蒸汽灭菌锅
（上海博迅实业有限公司）；烘干箱（上海精宏实
验设备有限公司）。
2　方法与结果

2.1　发酵法制备鲁斯可皂苷元

2.1.1　菌种活化及固体发酵培养基的制备　取磷
酸氢二钾 1.00 g、氯化钾 0.50 g、七水合硫酸亚
铁 0.01 g、无水硫酸镁 0.25 g、氯化铵 1.25 g、葡
萄糖 30.00 g、超纯水 1000 mL 配制液体菌种活化
培养基，分装于 250 mL 锥形瓶中，每瓶 50 mL，
115℃、30 min 高压蒸汽灭菌备用。按要求精密
称取发酵菌种适量，加入液体培养基中，于恒温

摇床培养箱中（30℃、200 r·min － 1）培养 24 h。
将发酵液以 8000 r·min － 1 离心 20 min，去除上
清液，沉淀物即为活化菌种。
　　将麦冬须根粉碎并过 10 目筛，称定 10.00 g
粉末置于 250 mL 锥形瓶中，加超纯水调整固水
比＝ 1∶2，121℃、20 min 高压蒸汽灭菌，得固
体发酵培养基。
2.1.2　发酵样品供试液的制备　按照“2.1.1”项
下方法，精密称取适量发酵菌种进行活化培养。
将活化菌种分别接种于固体发酵培养基中，以不
加菌种的固体发酵培养基作为空白对照组，于恒
温培养箱中静置培养，每组设立 3 个平行对照。
调节发酵培养基浸出液 pH 至中性，烘干，加入
75 mL 二氯甲烷超声 45 min，重复 3 次，过滤后
合并滤液，蒸发干燥，用5 mL 甲醇复溶，过0.45 
μm 微孔滤膜，得供试液。
2.2　色谱条件
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　　 采 用 ZORBAX Extend-C18 柱（4.6 mm×150 
mm，5 μm）， 流 速 1.0 mL·min － 1， 进 样 量 10 
μL；测鲁斯可皂苷元的流动相为 0.1% 甲酸水溶液 -
乙腈（33∶67），检测波长 205 nm，柱温 30℃；测
麦冬皂苷 D 的流动相为水 - 乙腈（52∶48），检测
波长 201 nm，柱温 35℃。色谱图见图 1。

图 1　对照品及发酵产品的 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of reference substance and fermentation 
product
A. 鲁斯可皂苷元对照品及发酵样品（reference substance of ruscogen-
in and fermentation product）；B. 麦冬皂苷 D 对照品及发酵样品（ref-
erence substance of ophiopogonin D and fermentation product）；1. 鲁
斯可皂苷元（ruscogenin）；2. 麦冬皂苷 D（ophiopogonin D）

2.3　方法学考察

2.3.1　线性关系考察　精密称取适量鲁斯可皂苷
元对照品，配制 1 mg·mL－ 1 的对照品溶液，分别
取 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mL 鲁斯可皂苷元对
照品溶液，用甲醇定容至 1 mL，过 0.45 μm 微孔
滤膜，进样检测，以鲁斯可皂苷元的质量浓度为
纵坐标，峰面积为横坐标，求得回归方程为 Y ＝

6056.978X ＋ 2.673，R2 ＝ 0.9987，表明鲁斯可皂苷

元在 0 ～ 0.5 mg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好。
　　以相同方法配制浓度梯度为 0、0.1、0.5、1.0、
1.5、2.0 mg·mL－ 1 的麦冬皂苷 D 对照品溶液，进
样检测，以麦冬皂苷 D 的质量浓度为纵坐标，峰
面积为横坐标，求得回归方程为 Y ＝ 2323.5X ＋

5.4828，R2 ＝ 0.9969，表明麦冬皂苷 D 在 0 ～ 2.0 
mg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好。
2.3.2　精密度试验　取 1.0 mg·mL－ 1 鲁斯可皂
苷元对照品溶液，连续进样 6 次，测得鲁斯可皂
苷元的峰面积的 RSD 值为 0.71%，表明方法精密
度良好。
2.3.3　稳定性试验　取同一发酵产物供试液，按
“2.2”项下条件分别在 0、6、12、18、24 h 时进样，
测得鲁斯可皂苷元的峰面积的 RSD 值为 1.7%，
表明在试验条件下供试液在 24 h 内稳定。
2.3.4　重现性试验　取“2.1”项下的同批发酵产
物 6 份，制备供试液，按“2.2”项下条件进样
检测，测得鲁斯可皂苷元的峰面积的 RSD 值为
2.2%，表明方法重现性良好。
2.3.5　加样回收试验　取“2.1”项下的同批发酵
产物 6 份，制备供试液，每份加入等量的鲁斯可
皂苷元对照品溶液，按“2.2”项下条件进样，测
定鲁斯可皂苷元的峰面积，计算得出平均加样回
收率为 90.59%，RSD 值为 3.8%，符合分析方法
验证要求。
2.4　两相酸水解法制备鲁斯可皂苷元

　　称取 10 g 粉碎后过 10 目筛的麦冬须根粉末
加入圆底烧杯，加入 85% 乙醇 150 mL，加热回
流提取 3 次，每次 1.5 h，过滤，合并滤液，减压
蒸发至无醇味，加入 0.4 mol·L－ 1 盐酸 100 mL
与二氯甲烷 60 mL，105℃加热水解 3 h，冷却，
等体积二氯甲烷萃取酸水相 3 次，合并有机相并
水洗至 pH 接近 7，蒸发干燥，加 5 mL 甲醇溶解，
即为酸水解法供试液，按“2.2”项下条件进样检
测，重复 3 次，每次设立 3 个平行对照。计算得
出每 10 g 麦冬须根的水解产物中鲁斯可皂苷元含
量分别为 2.288 mg、3.355 mg、2.476 mg。
2.5　发酵菌种筛选

　　按照“2.1”项下方法及“2.2”项下色谱条件，
测定并计算甜酒曲、食醋曲精、黑曲精、酿酒酵
母、腐乳曲、酱油曲精、生香酵母 7 种食品发酵
菌种各自发酵生产鲁斯可皂苷元的能力，结果如
图 2 所示。与不加菌种的空白对照组对比，菌种
发酵组的发酵产物中鲁斯可皂苷元含量均有所上
升，其中食醋曲精发酵产量最高，与空白组比
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较，差异具有统计学意义。经过食醋曲精发酵后，
每 10 g 麦冬须根中含有鲁斯可皂苷元 0.629 mg。
因此，本试验选择食醋曲精作为发酵菌种。

图 2　发酵菌种对鲁斯可皂苷元产量的影响（n ＝ 3）
Fig 2　Influence of fermentative strains on ruscogenin yield（n ＝ 3）

注：图中不同字母代表差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）。
Note：Different letters in fig showed significant difference

（P ＜ 0.05）.

2.6　发酵条件单因素考察

　　按“2.1”项下方法，选取食醋曲精作为发酵
菌种，以固水比＝ 1∶2、发酵温度 35℃、接种
量 1%、发酵时间 7 d 为基础发酵条件。考察固水
比（1∶2、1∶4、1∶6、1∶8、1∶10）、发酵温
度（20、28、35℃）、接种量（0.2%、0.5%、1%、
2%）、发酵时间（1、7、14、21、28 d）对发酵产
物中鲁斯可皂苷元含量的影响，结果见图 3，最
佳固水比为 1∶2，最佳发酵温度为 28℃，接种
量为 0.2% ～ 2% 时对鲁斯可皂苷元产量影响不
大，最佳发酵时间为 7 d。
2.7　发酵条件优化正交试验设计

　　在单因素考察的基础上，选取固水比、发酵
温度、接种量、发酵时间四个变量，四因素四水
平正交试验设计见表 2，试验结果及方差分析见
表 3、4。
　　通过方差分析结果可以看出，各因素对试验
结果的影响为 D ＞ A ＞ B ＞ C，即发酵时间的
影响最大。结合表 3 可知，食醋曲精发酵麦冬须

图 3　固水比（A）、发酵温度（B）、接种量（C）及发酵时间（D）对鲁斯可皂苷元含量的影响

Fig 3　Effect of solid-water ratio（A），fermentation temperature（B），inoculum concentration（C），fermentation time（D）on ruscogenin content 
注：图中不同字母代表差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）。
Note：Different letters in fig showed significant difference（P ＜ 0.05）.



1484

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

根制备鲁斯可皂苷元的最佳发酵条件是：固水比
1∶1、温度 28℃、接种量 0.5%、发酵时间 14 d，
该条件下每 10 g 麦冬须根可发酵产生鲁斯可皂苷
元 2.134 mg。使用该发酵条件进行验证试验，设
立 3 个平行对照，测得每 10 g 麦冬须根可发酵产
生鲁斯可皂苷元 2.296 mg。
2.8　发酵前后鲁斯可皂苷元与麦冬皂苷 D 含量

变化对比

　　取空白对照组及最优工艺发酵组（即正交试
验 6 号组）的供试品溶液各 3 份，按照“2.2”项
下色谱条件进样测定，结果如图 4，两种物质发
酵前后含量的差异具有统计学意义。

图 4　发酵前后麦冬须根内鲁斯可皂苷元与麦冬皂苷 D 的含量变化

（n ＝ 3）
Fig 4　Changes of ruscogenin and ophiopogonin D content in fibrous 
roots of Ophiopogon japonicas before and after solid state fermentation
（n ＝ 3）

注：与发酵前该物质含量比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the content before the fermentation，

*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

3　讨论

　　鲁斯可皂苷元具有多种药理活性，开发利用
前景大，化学合成法制备较为困难，现代工业
常以麦冬为原料、采用酸水解的方法制备鲁斯可
皂苷元，但酸水解法具有工艺较复杂、环境污染
大、可能破坏苷元结构等 [15-16] 不足。与酸水解法
相比，微生物发酵具有反应条件温和、毒副产物
少、操作简便、成本低廉等优势，在药物开发与
利用方面有着极大的潜力。本研究中通过菌种筛
选，在 7 种食品发酵真菌中筛选出食醋曲精（主要
含黑曲霉）作为发酵的优势菌种。麦冬皂苷中的配
基多以α-L- 鼠李糖苷键和β-D- 葡萄糖苷键与苷元
结合 [17-19]，现有研究表明黑曲霉中的柚苷酶具有
α-L- 鼠李糖苷酶和β-D- 葡萄糖苷酶的活性 [20]，因
此，黑曲霉是一种较为理想的发酵菌种。
　　本研究以麦冬须根作为发酵底物、黑曲霉作
为发酵菌种，通过单因素考察证实了黑曲霉发酵
麦冬须根制备鲁斯可皂苷元的可行性，又通过正
交试验设计，对固水比、温度、接种量、发酵时
间 4 个因素进行考察，确定了发酵的最佳工艺。
使用两相酸水解法每千克麦冬须根可水解产生
约 200 ～ 300 mg 鲁斯可皂苷元，最高产量 333.5 
mg、平均产量 270.6 mg。最佳发酵工艺下每千克

表 2　因素与水平表 
Tab 2　Factors and levels 

编号 固水比 A 温度 B/℃ 接种量 C/% 发酵时间 D/d

1 1∶0.5 25 0.50   3

2 1∶1 28 0.75   7

3 1∶1.5 32 1.00 10

4 1∶2 36 1.50 14

表 3　发酵条件优化正交试验设计结果 
Tab 3　Fermentation conditions optimization of orthogonal 

experimental design 

序号
因素 鲁斯可皂苷元含

量（mg/10 g）A B C D

1 1 1 1 1 0.615±0.070

2 1 2 2 2 0.768±0.166

3 1 3 3 3 0.580±0.024

4 1 4 4 4 0.802±0.254

5 2 1 2 3 1.338±0.347

6 2 2 1 4 2.134±0.626

7 2 3 4 1 0.467±0.073

8 2 4 3 2 1.331±0.209

9 3 1 3 4 1.249±0.138

10 3 2 4 3 1.015±0.455

11 3 3 1 2 0.506±0.145

12 3 4 2 1 0.549±0.026

13 4 1 4 2 1.269±0.115

14 4 2 3 1 0.477±0.062

15 4 3 2 4 0.951±0.262

16 4 4 1 3 1.503±0.123

K1 0.668 1.061 1.200 0.500

K2 1.274 1.063 0.859 0.967

K3 0.828 0.678 0.879 1.050

K4 1.059 1.049 0.912 1.334

R 0.606 0.385 0.341 0.834

表 4　正交试验设计方差分析 
Tab 4　Variance analysis of orthogonal experimental design

方差来源 Ⅲ型平方和 df 均方 F P

A 0.799 3 0.266 3.341 0.174

B 0.434 3 0.145 1.815 0.318

C 0.307 3 0.102 1.282 0.422

D 1.439 3 0.480 6.019 0.087

误差 0.239 3 0.080
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麦冬须根发酵可产生 229.6 mg 鲁斯可皂苷元，为
两相酸水解法最高水解产量的 68.85%、平均产量
的 84.85%。酸水解法需用有机溶剂对药材进行
回流提取，在回流提取及水解过程中持续加热保
持高温，操作复杂、耗能较大，水解时使用大量
酸溶液会对环境造成污染，且产物得率不稳定性
大；而发酵法的固体培养基制作方法简单，发酵
过程使用价格低廉的食品发酵菌种、无需额外的
危化品试剂，因此比酸水解法更安全、环保，具
有一定的应用价值。但是该最佳发酵工艺中的发
酵时间较长，结合发酵时间的单因素考察结果，
说明发酵时间仍有优化空间；且本研究中未对鲁
斯可皂苷元的提取工艺进行优化，产量尚有提高
潜力。
　　麦冬皂苷 D 是麦冬中的主要甾体皂苷之一，
以鲁斯可皂苷元为骨架，本研究测量了发酵前后
的鲁斯可皂苷元与麦冬皂苷 D 的含量，结果显示
麦冬须根发酵过程中存在苷到苷元的转化，可能
是因为黑曲霉中柚苷酶等生物酶的作用，使皂苷
中的糖苷键断裂，生成了游离苷元。
　　本试验首次将黑曲霉发酵应用在麦冬须根的
资源开发中，提高了麦冬药材的利用率，为麦冬
须根的开发利用以及鲁斯可皂苷元的制备提供了
新思路，为麦冬须根资源的合理利用和新产品开
发奠定了基础。
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金银花表面微生物的分离、鉴定及抑菌活性研究

周娜1，任广喜1，姜丹1，李婷1，申小营1，华国栋2*，刘春生1*（1. 北京中医药大学中药学院，北京　

102488；2. 北京中医药大学东直门医院，北京　100700）

摘要：目的　研究金银花的表面微生物的组成和抑菌功能，一方面为金银花药材表面可能存在

的污染菌提供参考，另一方面对其功能菌进行深入挖掘。方法　以河南封丘、山东平邑、河北

巨鹿三个地区的金银花药材为研究对象，利用微生物培养技术，分离并鉴定其种属，并在此

基础上检测其抑菌活性。结果　金银花表面菌群丰富，分离得到表面微生物 53 株，分布于 5
门 7 纲 8 目 12 科 15 属；群落组成显示，存在镰刀菌属、链格孢属、裂褶菌属、青霉属等污染菌；

在抑菌拮抗实验中得到一株真菌，鉴定为非洲哈茨木霉，其能够抑制枯草芽孢杆菌。结论　金

银花表面既存在污染菌，同时也存在功能菌，为防治真菌的污染和反向挖掘微生物的功能提

供理论依据。

关键词：金银花；表面微生物；分离鉴定；抑菌功能
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Isolation, identification and antibacterial activity of surface microorganisms 
of Lonicera Japonica Flos

ZHOU Na1, REN Guang-xi1, JIANG Dan1, LI Ting1, SHEN Xiao-ying1, HUA Guo-dong2*, LIU Chun-
sheng1* (1. School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  
102488; 2. Dongzhimen Hospital, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  100700)

Abstract: Objective  To determine the composition and antibacterial function of surface 
microorganism in Lonicera Japonica Flos, provide reference for possible contaminating bacteria on 
the surface of Lonicera Japonica Flos, and explore the functional microorganisms. Methods  Lonicera 
Japonica Flos medicinal materials from Fengqiu in Henan, Pingyi in Shandong, and Julu in Hebei 
were selected as the research objects. Microbial isolation and identification were conducted with 
microbiological cultivation technology, and their antibacterial activity was measured. Results  It 
showed that the surface microorganism of Lonicera Japonica Flos was rich. We isolated 53 strains of 
surface microorganisms, belonging to 5 phyla, 7 classes, 8 orders, 12 families, and 15 genera. The 
community composition showed the existence of contaminating bacteria such as Fusarium, Alternaria, 
Cladosporium, and Penicillium. In addition, one fungus was detected in the antibacterial antagonistic 
experiment, identified as Trichoderma afroharzianum, which inhibited Bacillus subtilis. Conclusion  
Both contaminating and functional microorganisms exist on the surface of Lonicera Japonica Flos, 
providing theoretical basis for preventing fungal contamination and reversely explorating microbial 
functions. 
Key words: Lonicera Japonica Flos; surface microorganism; isolation and identification; antibacterial 
function
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　　金银花为忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica 
Thunb. 的干燥花蕾或带初开的花；性味甘，寒，
归肺、心、胃经，具有清热解毒、疏散风热的功
效 [1]。现代化学检测出其含有诸多化学成分，其
中具有生物活性的化合物主要有绿原酸、异绿原
酸、环烯醚萜苷类、三萜皂苷类等，这些药效成
分具有抗菌、抗病毒、抗炎、降血脂、免疫调节
等药理活性 [2-3]，在临床中的应用极为广泛。出于
对临床用药的安全性考虑，研究主要集中在药材
贮藏过程中出现的表面真菌污染情况。在药材的
采收、加工、运输、贮藏过程中，由于环境条件
和药材本身适合某些菌的生长和繁殖，例如黄曲
霉菌，会导致药材发霉变质，对人体危害巨大。
但是，对于一些陈久者良的药材来说，其表面菌
的存在与其药效有着紧密的联系，例如陈皮 [4]。
此外，众多研究均表明微生物发酵技术在中药提
质、增效、扩用及减毒等方面效果显著 [5-9]。因此，
无论是从用药的安全性，还是有效性上来说，对
表面菌的研究都是不可或缺的。在金银花微生物
层面，研究表明，从金银花花的部位分离出来的
内生菌数量和多样性上均较少，李慧玲等 [10] 从
湛江金银花中分离得到了 3 属 6 株内生真菌，李
瑾 [11] 从河南金银花中分离鉴定出无孢菌科和链
格孢属共 2 属 4 株内生真菌；但是过往对金银花
表面菌群的研究较少，且未报道过对其表面微生
物的功能研究。
　　采用传统的微生物分离方法对药材的微生物
分离、鉴定可以得到微生物菌属，并获知药材表
面微生物组成情况，同时，还可进一步探究分离
出来的微生物的作用。相关研究表明，从中药中
分离得到的一些真菌具有药理作用，如抗菌、抗
炎、抗肿瘤、抗高血糖、抗寄生虫等 [12]。金银花
为临床常用中药，能够清散解毒、消除肿毒，若
能从金银花中挖掘出对人类致病菌——大肠埃希
菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌具有抑菌作
用的菌株，将为微生物防病治疗储备资源。
　　因此，本研究从金银花的表面菌着手，分析
其组成情况，明确其表面污染情况，并筛选其抑
菌活性，为更好地指导人们贮藏中药材以及开发
微生物作用奠定基础。
1　材料
　　金银花药材收集自河南封丘、山东平邑、河
北巨鹿，经北京中医药大学刘春生教授鉴定为金
银花。供试菌种为大肠埃希菌（BNCC133264）、
金黄色葡萄球菌（ATCC6538P）、枯草芽孢杆菌
（ATCC6633）。

　　LS-B35 型立式压力蒸汽灭菌器（江阴滨江医
疗设备厂）；SW-CJ-1D 型洁净工作台（江苏苏州
苏洁净化设备厂）；JY-SP3 型水平电泳槽（北京君
意东方电泳设备有限公司）；PowerPac Basic Power 
Supply 型基础电泳仪、GelDoc 2000 型凝胶成像系
统（美国 Bio-Rad 公司）；移液器（德国 Eppendorf 
公司）；MM400 型混合冷冻球磨仪、Veriti 96 型
梯度 PCR 仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；
GL-88B 型旋涡混合器（海门市其林贝尔仪器制造
有限公司）。
　　 真 菌 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒（批 号：
20210726）、细菌基因组 DNA 提取试剂盒（批号：
20211223）（北京索莱宝科技有限公司），2×Rapid 
Taq Master Mix（南京诺唯赞医疗科技有限公司，
批号：7E542H1），琼脂糖（批号：0100060621）、
50×TAEbuffer（批号：4038072021）（北京兰博利
德商贸有限公司），乙酸乙酯（上海麦克林生化科
技有限公司，批号：C13830576），引物由生工生
物工程 （上海）有限公司合成，PDA 培养基（按
照 1 L 培养基中马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼
脂 15 ～ 20 g 进行配制）、LB 培养基 [ 按照 1 L 培
养基中胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，氯化钠
（NaCl）10 g，琼脂 15 ～ 20 g 进行配制 ]。
2　方法与结果
2.1　金银花表面菌的分离与鉴定
　　分别取各产地金银花约 0.2 g，先用无菌水
冲洗掉表面的灰尘，随后放置于 50 mL 无菌离心
管中，加入 10 mL 的无菌水涡旋均质 3 min，在
此基础上稀释至 1/10、1/100，结束后吸取 200 
μL 水洗液至 PDA 和 LB 培养基中，无菌涂布器
涂布均匀。只加入无菌水的为对照组，每组实验
重复 3 次。接种后的 PDA 平板密封黑暗 28℃培
养 5 ～ 7 d，LB 平板放置于 37℃培养箱进行培养
1 ～ 3 d。细菌采用平板划线法进行纯化，取单菌
落重复纯化 3 ～ 5 次，真菌采用菌丝尖端纯化法
进行纯化，直至成单一菌落。最后均采用甘油冻
存法进行菌种保藏。
2.2　表面菌的分子鉴定
　　以真菌 DNA 作为模板进行 PCR 扩增，反应
在 PCR 扩增仪上进行，采用真菌通用引物 ITS1
（5'-TCCGTAGGT-GAACCTGCGG-3'）和 ITS4
（5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'），细菌通用引物
27F（5'-AGAGTT TGATCCTGGCTCAG-3'）和 1492R
（5'-TACGGC TACCTTGTTACGACTT-3'）进行 PCR
反应。真菌和细菌 PCR 体系均为：去离子水 11 μL，
上下游引物各 1 μL，DNA 模板 2 μL，2×Rapid Taq 
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Master Mix 15 μL。真菌 PCR 反应参数：95℃预变性
3 min，95℃变性 15 s，55℃退火 5 s，72℃延伸 5 
min，循环数为 35 次，72℃充分延伸 5 min，4℃停
止。细菌 PCR 反应参数：95℃预变性 3 min，95℃
变性 15 s，55℃退火 15 s，72℃延伸 30 s，循环数
为 35 次，72℃充分延伸 5 min，4℃停止。反应结束
后取 5 μL PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，得到
条带清晰、明亮、单一，送交于上海生工有限公司
进行双向测序。将样品测序结果的序列在 Congting-
Express 软件拼接，并在 NCBI 官网上进行同源序列
比对。部分比对结果及其分类学结果见表 1 ～ 2。分
类学结果显示，三个产地金银花表面菌分离得到了
5 门 7 纲 8 目 12 科 15 属表面菌，其中从封丘金银花
中分离到了 8 属 26 株菌，分别是镰刀菌属、木霉属、
链格孢属、弯孢属、短芽孢杆菌属、泛菌属、微小
杆菌属、芽孢杆菌属。从平邑金银花分离得到 7 属
19 株菌，分别是链格孢属、裂褶菌属、青霉属、栓
菌属、耙齿菌属、微球菌属、芽孢杆菌属。从巨鹿
金银花分离得到 5 属 8 株菌，分别是耙齿菌属、曲
霉属、Bhargavaea、短芽孢杆菌属、芽孢杆菌属。
2.3　抑菌活性菌初筛

　　挑选表面细菌接种至 50 mL 的 LB 液体发酵

表 1　金银花部分表面菌同源信息 
Tab 1　Homologous information of surface microorganisms in 

Lonicera Japonica Flos 

菌种编号 高相似度菌株 登录号 相似度

SFB1 Bacillus subtilis OP550049.1 99.85
SFB3 Brevibacterium KU986707.1 100
SFB4 Bacillus cereus MH985214.1 99.77
SFB5 Bacillus safensis CP084677.1 100
SFB6 Bacillus sp. GQ199765.1 100
SPB2 Bacillus velezensis OP554433.1 100
SPB3 Bacillus sp. （in：Bacteria） OP550119.1 100
SJB2 Bacillus sp. （in：Bacteria） OP550119.1 100
SJB4 Bacillus sp. EnB-alf8 KP792633.1 100
SJB5 Bacillus halotolerans CP054584.1 100
SJB6 Bacillus subtilis OP550049.1 100
SF2 Trichoderma harzianum KY425721.1 99.04
SF3 Fusarium verticillioides OM956054.1 99.46
SF4 Curvularia spicifera MF401577.1 100
SF5 Alternaria sp. MK640595.1 99.83
SP7 Trametes hirsuta MT534041.1 100
SP8 Schizophyllum commune MT647523.1 100
SP9 Irpex lacteus MK050599.2 100
SP10 Penicillium oxalicum MT597864.1 100
SJ1 Aspergillus qinqixianii MT322250.1 100
SJ2 Aspergillus flavus OK663515.1 100
SJ3 Irpex lacteus MK050599.2 100

表 2　金银花表面微生物的分类结果 
Tab 2　Classification of the surface microorganisms

门 纲 目 科 属
株数

封丘 平邑 巨鹿

Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae 镰刀菌（Fusarium）   4 0 0
Hypocreaceae 木霉属（Trichoderma）   1 0 0

Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae 链格孢属（Alternaria）   1 1 0
弯孢属（Curvularia）   4 0 0

Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae 曲霉属（Aspergillus）   0 0 2
青霉属（Penicillium）   0 1 0

Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Coriolaceae 耙齿菌属（Irpex）   0 2 1
栓菌属（Trametes）   0 2 0

Agaricales Schizophyllaceae 裂褶菌属（Schizophyllum）   0 4 0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae 泛菌属（Pantoea）   3 0 0
Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae 短芽孢杆菌属（Brevibacillus）   1 0 1

Exiguobacteraceae 微小杆菌属（Exiguobacterium）   1 0 0
Bacillaceae 芽孢杆菌属（Bacillus） 11 8 3
Planococcaceae Bhargavaea   0 0 1

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae 微球菌属（Micrococcus）   0 1 0

培养基中，在 200 r·min － 1、37℃条件下振荡
培养 72 h。取表面真菌接种在 PDA 培养基中，
28℃培养箱中培养 5 ～ 7 d。初筛时表面细菌对
抗病原细菌采用改良的滤纸片法 [13]，表面真菌对
抗采用改良的菌块法 [14]。病原细菌大肠埃希菌、
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌均在 37℃、200 
r·min － 1 条件下，LB 液体培养基中培养 12 h，
以 1% 添加至 LB 固体培养基中，混合均匀，倒

入培养皿中用作测试板。取圆形无菌吸水性纸片
放置在测试板上，取 10 μL 表面细菌发酵液滴在
厚纸片上（直径 6 mm）；用 5 mL 吸头对测试板
打孔，随后对表面真菌打孔，取菌饼，将其放入
测试板对应孔内。均将测试板放在 37℃正置培养
12 h，结果仅有一株表面真菌（SF2）对枯草芽孢
杆菌有抑菌活性（见图 1A）。
2.4　抑菌活性菌复筛
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　　取 SF2 菌块，接种在 200 mL PDB 培养基中，
28℃、180 r·min － 1 摇瓶培养 7 d，发酵产物经
乙酸乙酯萃取 3 次，旋蒸后用 5 mL 乙酸乙酯复
溶，测试板用 5 mL 吸头打孔，加入 200 μL 上述
菌液乙酸乙酯萃取物。将测试板放在 37℃正置培
养 12 h，观察其抑菌结果（见图 1B）。

图 1　SF2 对枯草芽孢杆菌的抑菌效果

Fig 1　Bacteriostatic effect of SF2 on Bacillus subtilis

2.5　SF2 真菌的鉴定
　　SF2通过 ITS-rDNA 测序，鉴定为木霉属，为了
进一步确定其种，参考孙瑞艳 [15] 的方法扩增 ITS1、
2 和 5.8S rDNA，选用通用引物 ITS5 （5'-GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG-3'）和 ITS4 （5'-TCCTCCGCT-
TATTGATATGC-3'）；扩增 tef1-α 序列，选取 tef1-α 引
物 Ef728（5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3'）和
Tef1αR（5'-GCCATCCTTGGGAGATACCAGC-3'）。将
两个基因序列进行联合建树，见图 2F，SF2-1（ITS
序列）与木霉属、哈茨木霉、非洲哈茨木霉聚为一支，
SF2-2（Tef1-α 序列）与非洲哈茨木霉聚为一支。另外
结合其外观性状：放在 28℃下培养箱中培养后，气
生菌丝生长迅速，呈絮状，但产孢相对较晚，培养
3 d 左右，产孢区形成于菌落外缘，呈黄绿色，培养
前期未见色素产生，后期会产生橘黄色色素；显微镜
下菌丝透明，分枝呈直角，多对生；分生孢子梗分枝
有规律地间隔分布，成对且大量再分枝；孢子为浅
绿色椭圆形，符合张广志等 [16] 对 T.afroharzianum 的
描述。故将 SF2 鉴定为 T.afroharzianum。

3　讨论
　　中药材在加工、运输、贮藏中极易受到真菌
污染，贮藏和加工不当容易滋生真菌或细菌繁
殖，使药材发霉变质，甚至进一步产生真菌毒
素，危害使用者的安全，尤其是一些药食同源的
药材，如西洋参、人参、薏苡仁、酸枣仁、金银
花，其药用成分、营养成分较多，极易受到污
染 [17-18]。真菌污染不仅会使药材品质变坏，其产
生的真菌毒素甚至会影响人类健康。本研究仅通
过传统培养分离、鉴定其表面菌，发现其表面菌
群落较为丰富。三个地区金银花分离鉴定得到 53
株表面菌，分布于 15 个种属，其中从封丘产地
中分离得到了镰刀菌属、链格孢属，从平邑产地
分离得到了链格孢属、青霉属、裂褶菌属，从巨

鹿产地分离得到了曲霉属等污染真菌；且三个地
区均检测出含有较多的枯草芽孢杆菌。过往研究
表明，药材中常见的污染菌包括链格孢霉属、毛
霉属、枝孢霉属等，最常见的污染菌是曲霉、青
霉、镰刀菌，其中产毒真菌主要集中于这三种真
菌 [19]。如黄曲霉会产生黄曲霉毒素 B1、B2，寄
生曲霉会产生黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2；青
霉菌能产生赭曲霉毒素 A、桔青霉素；镰刀菌能
产生玉米赤霉烯酮、单端孢霉烯族毒素、串珠镰
刀菌素和伏马毒素等 [20]。枯草芽孢杆菌是本研究
分离得到的优势菌属，也是饮片中分离得到的最
常见的耐热菌株，该属的菌株部分可致病 [21]，另
外部分芽孢杆菌也能产生抗菌物质来抵御病原菌
入侵 [22]。道玉婕 [17] 在研究金银花表面菌的污染
情况时，发现金银花存在镰刀菌属、曲霉属、裂
褶菌属等污染菌。这些表面菌无论是对金银花本
身有害、有益或是机会菌，稳定金银花表面的有
益菌群，尽可能地控制有害菌的繁殖与蔓延，防

图 2　SF2 的鉴定

Fig 2　Identification of SF2
A. SF2 在 PDA 培养基上菌落正面图（positive colony map of SF2 
on PDA medium）；B. SF2 在 PDA 培养基上反面菌落图（negative 
colony map of SF2 on PDA medium）；C、D、E. 为 SF2 的菌丝、分

生孢子梗图（hyphal and conidial stem map of SF2）；F. SF2 两种引

物联合的 NJ 树（SF2-1 为 ITS 序列扩增结果；SF2-2 为 Tef1-α 序列

扩增结果）[NJ tree of SF2 combined with two primers（SF2-1 was the 
result of ITS sequence amplification，and SF2-2 was the result of Tef1-α  
sequence amplification）]
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止金银花上某一有害菌或机会菌群大量繁殖，对
于控制金银花贮藏过程中的霉变尤为重要。Liu
等 [23] 在研究发霉金银花上的真菌群落组成时发
现，曲霉属、镰刀菌属、黄单胞菌属、蓝状菌属
等相对丰度较高。或许可通过金银花发霉后的群
落组成，提前预防该类病原菌的侵袭，保证金银
花贮藏过程中的质量。
　　另外，通过对金银花的表面菌群抑菌活性的
筛选，发现了一株木霉属真菌可拮抗枯草芽孢杆
菌。木霉菌属真菌门，半知菌亚门，丝孢纲，丝
孢目，丛梗孢科，木霉属，广泛存在于不同环境
条件下的土壤中。大多数木霉菌可产生多种对植
物病原真菌、细菌及昆虫具有拮抗作用的生物活
性物质，此外还能促进植物生长并提高植物抗逆
性，因此在农业生产中应用广泛。廉华等 [24] 筛
选出两株对向日葵菌核病菌有较好拮抗作用木霉
菌属，分别是非洲哈茨木霉 T.afroharzianum 838
和棘孢木霉 T.asperellum 573。华丽霞等 [25] 探究
了三种木霉属真菌的防病促生的微生物效应，结
果表明绿木霉 T23、哈茨木霉 T22、G30 在植物
病原真菌拮抗、解磷效果方面各具特点及优势。
以往对木霉属真菌的研究大多局限在植物抗病和
促生长上面 [26-27]，且主要集中在哈茨木霉的研究
上。本研究从金银花表面菌群中筛选得到一株拮
抗枯草芽孢杆菌病原细菌的木霉菌属，并鉴定为
非洲哈茨木霉，可抑制人类致病细菌。
　　本研究通过分离鉴定金银花的表面菌群，分
析其种属组成，发现其存在常见污染菌，另外筛
选得到了一株可拮抗枯草芽孢杆菌病原细菌的非
洲哈茨木霉，为抑制枯草芽孢杆菌提供了新的菌
种资源，后续也需对其抑菌化学成分进一步解
析，以明确其抑菌机制。
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磷酸氯喹柔性脂质体的制备及其离体皮肤渗透特性研究

彭汐涯1，3，4，种思茹3，4，5，李娇1，3，4，桂双英1，杨瑞6*，王淑君2*（1. 安徽中医药大学药学院，合肥　
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院，江苏　南通　226133；5. 江西中医药大学，南昌　330000；6. 辽宁中医药大学附属第二医院，沈阳　110034）

摘要：目的　制备磷酸氯喹柔性脂质体，并考察其离体皮肤渗透特性。方法　采用逆向蒸发法

制备以吐温 80 为边缘活化剂的磷酸氯喹柔性脂质体，通过动态光散射技术和微柱离心法考察

其粒径、PDI、Zeta 电位、包封率。以常规脂质体和溶液为参比制剂，采用 Franz 扩散池考察

柔性脂质体离体皮肤渗透与滞留特性。结果　磷酸氯喹柔性脂质体粒径为（78.59±1.11）nm，

PDI 为（0.278±0.004），Zeta 电位为（0.394±0.027）mV，包封率为（95.13±1.09）%。与常规

脂质体和溶液相比，磷酸氯喹柔性脂质体 24 h 的累积渗透量更高。结论　磷酸氯喹柔性脂质

体具有较好的皮肤渗透特性。

关键词：磷酸氯喹；柔性脂质体；皮肤渗透

中图分类号：R94，R96　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1491-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.015

Preparation of chloroquine phosphate flexible liposomes and their ex vivo 
skin permeation properties

PENG Xi-ya1, 3 ,4, CHONG Si-ru3, 4, 5, LI Jiao1, 3, 4, GUI Shuang-ying1, YANG Rui6*, WANG Shu-
jun2* (1. School of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Shenyang 
Pharmaceutical University, Shenyang  110016; 3. Jiangsu Aidi Nano Biomedical Co., Ltd., Nantong  
Jiangsu  226100; 4. Yangtze Delta Drug Advanced Research Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 5. 
Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang  330000; 6. Second Affiliated Hospital of Liaoning 
University of Traditional Chinese Medicine, Shenyang  110034)

Abstract: Objective  To prepare chloroquine phosphate flexible liposomes and to determine their ex 
vivo skin permeation properties. Methods  The flexible liposomes of chloroquine phosphate were 
prepared by reverse phase evaporation with Tween 80 as the edge activator. The particle size, PDI, 
Zeta potential and encapsulation efficiency were determined by the dynamic light scattering (DLS) 
technique and minicolumn centrifugation method. Conventional liposomes and solution were used as 
reference preparations, Franz diffusion cells were used to determine the ex vivo skin permeation and 
deposition properties. Results  The particle size was (78.59±1.11) nm, PDI was (0.278±0.004), Zeta 
potential was (0.394±0.027) mV and the encapsulation efficiency was (95.13±1.09)%. Compared 
with conventional liposomes and solution, the cumulative permeation of chloroquine phosphate 
flexible liposomes at 24 h was higher. Conclusion  Chloroquine phosphate flexible liposomes have 
desirable skin permeation properties.
Key words: chloroquine phosphate; flexible liposome; skin permeation
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　　疣是由人类乳头瘤病毒（human papilloma 
virus，HPV）感染皮肤黏膜引发的一种皮肤良性

病变，多发于儿童及青少年 [1]。现有治疗药物主
要有鬼臼毒素、咪喹莫特、三氯乙酸、干扰素
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等 [2]。这些药物治疗的重点是去除疣体，而不是
根除 HPV 病毒。并且刺激性大，容易留下皮肤
创伤，患者顺应性较差，易反复 [3]。磷酸氯喹
（chloroquine phosphate，CQ）具有广泛的抗病毒
作用，临床上可用来治疗 HPV 感染所致的尖锐
湿疣、皮肤疣等疾病，可以根除残留在邻近上皮
细胞和黏膜中的潜伏的 HPV，且刺激性更小 [4]。
但其水溶性差，难以渗透皮肤，限制了其应用。
　　脂质体（liposome，Lip）作为载体，具有生
物相容性好，毒副作用以及皮肤刺激性小，同
时可以增加局部含药量等优点 [5-6]。柔性脂质体
（flexible liposomes，FL）作为新一代脂质体，由
磷脂和边缘活化剂（乙醇、胆酸盐、去氧胆酸盐、
吐温类等）组成。边缘活化剂为 FL 提供高柔性
膜，与具有刚性膜的传统脂质体相比，这种脂质
体可以增强皮肤的穿透性 [7]。本研究以吐温 80 作
为边缘活化剂，制备了一种磷酸氯喹柔性脂质体
（CQ-FL），并对其表征以及离体皮肤性能进行研
究，旨在为提高其临床疗效提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　YRE-2000E 旋转蒸发仪（巩义市予华仪器有
限责任公司）；200W/FJ200-SH 型数显高速分散
均质机（上海标本模型厂）；DF-101S 型集热式
磁力搅拌器（巩义市予华仪器有限责任公司）；
TDZ4K 型离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限
公司）；SCIENCETZ-E 型超声波细胞粉碎机（宁
波新芝生物科技有限公司）；ST3100 型 pH 计（奥
豪斯仪器常州有限公司）；UV-2550 型紫外分光
光度计、LC-20AT 型岛津高效液相色谱仪（日本
岛津公司）；Nano-ZS90 纳米粒度及电位分析仪
（英国马尔文公司）。
1.2　试药

　　 磷 酸 氯 喹 原 料 药（批 号：2206005， 纯 度：
99.1%，重庆西南制药二厂有限责任公司），磷酸氯
喹对照品（批号：KF2D-2DL2，纯度：98.3%，中国
食品药品检定研究院），大豆磷脂（批号：579010-
1170091-13/903-910B，德国利宝益公司），吐温 80
（批号：C12824399）、三乙胺（批号：C13683716）、
G50 葡聚糖凝胶（批号：C12585657）、胆固醇（批号：
C12398357）（上海麦克林生化科技有限公司）；甲醇
（批号：6508CCQ03）、乙醚（批号：20210506）、磷
酸（批号：10015418）、柠檬酸（批号：20201202）、
柠檬酸钠（批号：20120706）、氢氧化钠（批号：
20200925）（国药集团化学试剂有限公司）；甲醇、三

乙胺为色谱纯，水为纯化水，其余试剂均为分析纯。
1.3　实验动物

　　 健 康 SPF 级 SD 大 鼠， 体 质 量 180 ～ 220 
g[ 辽宁长生生物技术股份有限公司，许可证号：
SCXK（辽）2020-0001]。
2　方法与结果

2.1　样品的制备

2.1.1　空白脂质体　采用 pH 梯度法制备：分别
称取大豆磷脂和胆固醇（4.8∶1），加入乙醚超声
溶解，加入柠檬酸 - 柠檬酸钠缓冲液（pH 3.6）均
质，直至形成稳定的 W/O 型乳剂。于旋转蒸发仪
37℃下真空旋转蒸发除去有机溶剂，达到胶态后
继续旋转蒸发 30 min 将茄形瓶上的凝胶脱落，即
得到脂质体混悬液。用 400 W 冰浴探头超声 10 
min（工作 3 s，间歇 3 s），用氢氧化钠溶液调 pH
值至 6.5，40℃水浴中孵育 10 min，即得空白脂
质体。
2.1.2　磷酸氯喹脂质体（CQ-LIP）　称取 CQ（药
脂比 1∶53.3）加入探头超声后的脂质体中，其余
均按照“2.1.1”项下方法制得 CQ-LIP。
2.1.3　空白 FL　称取适量边缘活化剂吐温 80，其
余均按照“2.1.1”项下方法制得空白 FL。
2.1.4　CQ-FL　称取 CQ（药脂比 1∶53.3）加入
探头超声后的脂质体中，其余均按照“2.1.3”项
下方法制得 CQ-FL。
2.2　CQ 含量测定方法的建立

2.2.1　色谱条件　色谱柱为迪马 Diamonsil C18 柱
（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 A（含 0.4%
三乙胺的甲醇溶液）∶B（水）＝ 70∶30，检测波
长：343 nm，柱温：35℃，流速：1 mL·min－ 1，
进样体积：20 μL。
2.2.2　溶液的配制　精密称取 CQ 对照品 20.1 mg 于
100 mL 量瓶中，以流动相溶解，制成 201 μg·mL－ 1

的对照品储备液。取适量 CQ-LIP、CQ-FL 加入适量
流动相，涡旋 1 min，超声 30 min，加流动相定容至
刻度，0.45 μm 微孔滤膜过滤，得供试品溶液。取适
量空白脂质体、空白 FL，其余同供试品溶液制备方
法，得空白制剂供试品溶液。
2.2.3　方法学考察　分别取适量对照品储备液、
供试品溶液、空白制剂供试品溶液 20 μL，按照
“2.2.1”项下色谱条件进行测定，结果见图 1。以
进样浓度（C）为横坐标，药物的峰面积（Y）为
纵坐标，进行线性回归，得标准曲线方程为 Y ＝

2.28×104C － 3.79×103（r ＝ 0.9999）。结果表明，
CQ 在 0.80 ～ 72.36 μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良
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好。仪器精密度和日间精密度峰面积 RSD 为 0.18%
和 0.68%，供试品稳定性和对照品稳定性试验峰面

积 RSD 为 0.74% 和 0.58%，重复性试验峰面积 RSD
为 1.4%，平均加样回收率为 99.85%，RSD 为 1.3%。

图 1　专属性试验色谱图

Fig 1　Chromatogram of specific test
A. 对照品（reference）；B. 空白脂质体（blank liposome）；C.CQ-LIP；D. 空白 FL（blank FL）；E. CQ-FL；1. 磷酸氯喹（chloroquine phosphate）

2.3　脂质体包封率的测定

2.3.1　测定方法　采用微柱离心法测定包封
率 [8]。精密量取 0.2 mL 磷酸氯喹脂质体加于葡聚
糖 G-50 柱顶端，2000 r·min－ 1 离心 3 min，加
洗脱液 0.2 mL 后 2000 r·min－ 1 离心 3 min，收
集 1 ～ 4 管洗脱液于 5 mL 量瓶中，用甲醇破乳
超声溶解，并定容至刻度，按照“2.1”项下色谱
条件测定峰面积，计算药物的总浓度为 C0。再精
密量取 0.2 mL 脂质体于 5 mL 量瓶中，再次用甲
醇破乳超声溶解并定容至刻度，按照“2.1”项下
色谱条件测定峰面积，计算药物的浓度为 C1。计
算脂质体包封率（EE），EE（%）＝（C0/C1）× 

100%。结果 3 批 CQ-LIP 和 CQ-FL 的平均包封率
分别为（83.14±2.15）%、（95.13±1.09）%。
2.3.2　磷酸氯喹脂质体洗脱曲线的绘制　分别
精密量取 0.2 mLCQ-LIP 以及 CQ-FL 加于葡聚糖
G-50 柱顶端，2000 r·min－ 1 离心 3 min，加洗脱
液 0.2 mL 后 2000 r·min－ 1 离心 3 min，收集洗
脱液于 5 mL 量瓶中，用甲醇破乳超声溶解，并
定容至刻度，在 343 nm 下测定吸光度，绘制 CQ-
LIP 以及 CQ-FL 的洗脱曲线。由图 2 可知，CQ-
LIP 以及 CQ-FL 都能与游离药物在该分离条件下
可以很好地分离。所以最佳的条件是前 1 ～ 4 管
为脂质体部分，7 ～ 14 管为游离药物部分。
2.3.3　柱回收率的测定　分别精密量取 0.2 mL 空白
脂质体和空白柔性脂质体上样，按“2.3.2”项下方
法，收集前 4 管洗脱液定容至 5 mL 量瓶，在 500 
nm 下测定吸光度（A后），平行 3 次。再分别取 0.2 
mL 空白脂质体和空白柔性脂质体用洗脱液稀释至

5 mL。在 500 nm 下测定吸光度（A前），根据公式计
算脂质体的柱回收率，柱回收率（%）＝ A后 /A前× 

100%，结果空白脂质体和空白柔性脂质体的柱回
收率分别为（98.1±1.1）%、（98.5±0.7）%。RSD 分
别为 1.1%、0.71%。可见常规脂质体和柔性脂质体
前 4 管都可以被完全洗脱，满足测定条件。
2.4　泄漏率测定

图 2　CQ-LIP（A）和 CQ-FL（B）洗脱曲线

Fig 2　Elution curve of CQ-LIP（A）and CQ-FL（B）
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　　将磷酸氯喹脂质体放置 4℃冰箱保存一周，
计算泄漏率，平行测定三次，泄漏率（%）＝

（W包 － W贮）/W包×100%， 其 中 W包，W贮 分
别为制备时的包封量和储存一定时间后的包封
量。结果表明 CQ-LIP 和 CQ-FL 泄漏率分别为
（0.3±0.1）% 和（0.2±0.1）%，泄漏率较低，说
明两种脂质体稳定性良好。
2.5　Zeta 电位与粒径测定

　　通过 Nano-ZS90 纳米粒度及电位分析仪对 CQ-
LIP 和 CQ-FL 粒径和 Zeta 电位进行测定，每个样品
平行测 3 次。CQ-LIP 粒径为（88.69±0.78）nm，PDI
为（0.339±0.035），Zeta 电位为（0.281±0.012）mV，
CQ-FL 粒径为（78.59±1.11）nm，PDI 为（0.278± 

0.004），Zeta 电位为（0.394±0.027）mV。图 3 结果
表明，CQ-FL 和 CQ-LIP 的粒径都在 80 nm 左右，利
于透皮吸收。CQ-FL 的 PDI 更小，粒径更均匀。

图 3　CQ-FL（A）和 CQ-LIP（B）的粒径分布图

Fig 3　Particle size diagram of CQ-FL（A）and CQ-LIP（B）

2.6　离体皮肤透皮实验

2.6.1　离体皮肤的处理　将 SD 大鼠背部皮肤使
用脱毛膏脱毛，去除皮下脂肪，用生理盐水洗净
于－ 20℃冷冻，以备第二日使用。
2.6.2　体外透皮实验　采用 Franz 扩散池，将鼠
皮固定，接收池中加入 pH 7.4 磷酸盐缓冲液。分
别取 CQ 溶液（CQ-DS）、CQ-FL、CQ-LIP（含相
同 CQ）置于供给池中，37℃水浴恒温，搅拌，
分别于 1、2、3、5、7、9、12、24 h 从接收池中
取样 1 mL 同时补加等温等量释放介质。将取出的
样品经 0.45 μm 微孔滤膜过滤，照“2.2”项下方法
进行定量分析，并计算 CQ 的累积透过量 Qn

[9]。

　　Qn ＝（CnV ＋
 n － 1

 ∑
 i ＝ 1

CiVi）/A

　　式中 Cn 为第 n 个取样点测得的药物质量浓度
（μg·mL－ 1）；Ci 为第 i 个取样点测得的药物质量

浓度（μg·mL－ 1）；A 为扩散池的有效透皮渗透面积；
V 为接收液体积；Vi 为取样体积。
　　结果见表 1、表 2 及图 4，可知 CQ-DS、CQ-
LIP、CQ-FL 的 CQ 24 h 累积透过量分别为140.12、
803.13、1013.75 μg·cm－ 2。与 CQ-DS 相比，CQ-FL
透皮吸收量更高，约为 CQ-DS 的 7 倍。将累积透过
量（Qn）与时间（t）按零级方程、一级方程、Higuchi
方程拟合，由表 2 结果可知，CQ-FL 和 CQ-LIP 体外
透皮模型拟合符合一级方程，说明其有明显的缓释
作用，CQ-DS 符合零级方程，说明皮肤对 CQ 透皮
存在限制。

表 1　CQ渗透动力学参数 
Tab 1　Osmotic kinetic parameters of CQ

制剂 Q-t 方程 Q24/（μg·cm － 2） Qs/（μg·cm － 2）

CQ-DS Q ＝ 5.93t ＋ 1.16   140.12   75.23

CQ-LIP Q ＝ 37.00t ＋ 59.71   803.13 102.98

CQ-FL Q ＝ 56.98t ＋ 78.99 1013.75 253.49

表 2　体外透皮量 -时间模型拟合方程 
Tab 2　Fitting equation and correlation coefficients for the in vitro 

transdermal amount in different preparations

制剂 模型 模型拟合方程 R2

CQ-DS 零级方程 Q ＝ 5.9301t ＋ 1.1561 0.9985

一级方程  Q ＝－ 17 375.6068（1 － e0.0003t） 0.9981

Higuchi 方程 Q ＝ 34.7173t1/2 － 260.9556 0.9540

CQ-LIP 零级方程 Q ＝ 36.9970t ＋ 59.7137 0.8128

一级方程 Q ＝ 1090.6547（1 － e － 0.0633t） 0.9203

Higuchi 方程 Q ＝ 232.6429t1/2 － 241.9175 0.9202

CQ-FL 零级方程 Q ＝ 56.9808t ＋ 78.9926 0.7549

一级方程 Q ＝ 1246.8402（1 － e － 0.0837t） 0.9194

Higuchi 方程 Q ＝ 292.2057t1/2 － 260.9556 0.8939

图 4　不同制剂的透皮吸收实验（n ＝ 3）
Fig 4　Transdermal absorption of different preparations（n ＝ 3）

2.6.3　皮肤滞留量　在透皮吸收实验结束时，用
温生理盐水将皮肤冲洗干净，晾干后将其剪碎加
纯水至 10 mL，均质 5 min，静置 3 min，重复 3
次。 取 出 1 mL 加 入 1 mL 甲 醇，3000 r·min－ 1

涡旋 5 min 后离心 5 min，取上清液经 0.45 μm 的
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微孔滤膜过滤，照“2.2”项下方法测定 CQ 含量，
CQ-DS、CQ-LIP、CQ-FL 的 CQ 皮肤滞留量（Qs）
分别为 75.23、102.98、253.49 μg·cm－ 2（见表 1）。
结果表明，CQ-FL 的皮肤滞留量最多，说明将
CQ 制成柔性脂质体可以增加 CQ 在皮肤中的滞留
量，有利于其发挥治疗作用。
3　讨论

　　磷酸氯喹脂质体的制备方法主要有薄膜分散
法、逆向蒸发法、乙醚注入法、pH 梯度法等。前
期实验比较发现，逆向蒸发法结合 pH 梯度法包
封率较好，所以本研究选用该方法制备磷酸氯
喹脂质体。pH 梯度法是一种主动载药方法，CQ
为水溶性药物，通过 pH 梯度法能实现主动载
药，并且包封率较高 [10]。杜春阳等 [11] 采用 pH 梯
度主动载药法制备 F7 热敏脂质体，包封率可达
95.0%。包封率是脂质体质量评价的重要指标，常
用的测定方法有超速离心法、超滤离心法、葡聚
糖凝胶微柱离心法和透析与反透析法等 [12]。笔者
比较了超速离心法和葡聚糖凝胶微柱离心法，发
现超速离心法的回收率不合格，故采取葡聚糖凝
胶微柱离心法进行包封率的测定。CQ-FL 的 PDI
更小，包封率更大，说明添加了边缘活化剂可以
使得脂质体分散更均匀，包封率也得到提升。
　　CQ 是水溶性药物，难以渗透和滞留皮肤，
为了增加其渗透性，将其制备成 FL。本实验采用
pH 梯度法成功制备较高包封率的 CQ-FL，工艺
简单，质量可控。在透皮实验中，CQ-FL 较 CQ-
LIP 具有较高的累积透过量，结果表明，CQ-FL
透皮效果优于 CQ-LIP，表明 FL 可以提高透皮效
果。因为脂质体是磷脂双分子层结构，生物相容
性好，而更易渗透至皮肤，延长其在皮肤的滞留
时间。FL 具有良好的变形能力，能与表皮中的脂
质层融合，从而改变了表皮的脂质结构，在一定
程度上降低了屏障作用，使得 FL 能够通过脂质
的间隙进入皮肤到深处 [13]。CQ-FL 在皮肤中的蓄
积量较 CQ-LIP 大，是由于 CQ-FL 有较强的亲水
性和渗透性，能通过水合作用，使得角质细胞间
结构改变，脂质双层中疏水性尾部排列紊乱，皮
肤角质层膨胀至疏松多孔状态，从而使 CQ 更易

透过皮肤。
　　后续试验将对 CQ-FL 的抗 HPV 病毒作用进
行深入系统研究，进一步完善磷酸氯喹脂质体治
疗皮肤疣的药效和作用机制，为磷酸氯喹经皮制
剂的开发、临床应用提供参考。
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雷公藤内酯酮对来那度胺原发耐药 RPMI-8226 细胞增殖 
及凋亡的影响

王家敏1，2，3，汪玉洁3，唐欣欣2，3，戴敏1*，高安慧2，3*（1. 安徽中医药大学药学院，合肥　230012；2.长三角

药物高等研究院，江苏　南通　226133；3. 百极弘烨（南通）医药科技有限公司，江苏　南通　226126）

摘要：目的　探讨雷公藤内酯酮对来那度胺原发耐药 RPMI-8226 细胞增殖及凋亡的影响。方
法　MTS 比色法检测来那度胺和雷公藤内酯酮对不同多发性骨髓瘤细胞增殖能力的影响；流

式细胞术检测雷公藤内酯酮对 RPMI-8226 细胞周期与凋亡的影响；Western blot 法检测雷公藤

内酯酮对 RPMI-8226 细胞内 IKAROS 家族锌指蛋白 1（IKZF1）和 IKAROS 家族锌指蛋白 3
（IKZF3）表达的影响；RT-qPCR 法检测雷公藤内酯酮对 RPMI-8226 细胞内 IKZF1、IKZF3 基

因转录水平的影响。结果　来那度胺对不同类型多发性骨髓瘤细胞增殖的作用强度不同，而

雷公藤内酯酮对不同类型多发性骨髓瘤细胞增殖均有强效抑制作用，同时可促进来那度胺非

敏感的 RPMI-8226 细胞凋亡，而对细胞周期变化基本无影响。相较于来那度胺，雷公藤内酯

酮可剂量依赖性下调 RPMI-8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 蛋白的表达，进一步 RT-qPCR 检测

显示，雷公藤内酯酮可降低 RPMI-8226 细胞 IKZF1 和 IKZF3 基因的转录水平。结论　雷公藤

内酯酮可促进来那度胺原发耐药 RPMI-8226 细胞的凋亡，并且可通过降低来那度胺原发耐药

RPMI-8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 基因的转录水平来下调相关蛋白的表达，实现对细胞的增

殖抑制作用。
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Effect of triptonide on the proliferation and apoptosis of  
primary lenalidomide-resistant RPMI-8226 cells
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Research Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 3. Biopolar Hongye (Nantong) Pharmaceutical Co., 
Ltd., Nantong  Jiangsu  226126)

Abstract: Objective  To explore the effect of triptonide on the proliferation and apoptosis of primary 
lenalidomide-resistant RPMI-8226 cells. Methods  MTS colorimetric assay was used to detect the 
effect of lenalidomide and triptonide on the proliferation of different multiple myeloma cells. Flow 
cytometry was used to detect the effect of triptonide on RPMI-8226 cell cycle and apoptosis. Western 
blot assay was applied to detect the effect of triptonide concentrations on the expression of IKAROS 
Family Zinc Finger 1 (IKZF1) and IKAROS Family Zinc Finger 3 (IKZF3) in RPMI-8226 cells. The 
effect of triptonide on the transcriptional level of IKZF1 and IKZF3 in RPMI-8226 cells was detected 
by RT-qPCR assay. Results  The effect of lenalidomide on the proliferation of different types of 
multiple myeloma cells varied. Triptonide strongly inhibited the proliferation of different multiple 
myeloma cells, and also induced primary lenalidomide-resistant RPMI-8226 cells apoptosis but had 
no effect on the cell cycle. Compared to lenalidomide, triptonide inhibited the expression of IKZF1 
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　　多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是
发病率居全球第二的恶性血液肿瘤，临床主要表
现为骨痛、肝脾淋巴结肿大和肾功能损伤等 [1]。
免疫调节剂来那度胺（lenalidomide，LENA）为
临床治疗 MM 的一线药物 [2]，但部分患者初次使
用即对 LENA 不敏感，且长期使用 LENA 后患者
也会出现耐药问题，这些现象常伴随着 LENA 对
肿瘤细胞增殖起关键作用的 IKZF1 和 IKZF3 等底
物蛋白降解能力的下降，从而降低药物的治疗效
果 [3-4]。因此，对于 LENA 不敏感和耐药的 MM
患者来说，聚焦度胺类免疫调节剂的底物蛋白，
研究开发更有效的药物十分必要。
　　雷公藤为卫矛科植物雷公藤的根，具有祛风
除湿、通络止痛和活血消肿等功效。雷公藤内酯
酮（triptonide，TPN），是雷公藤的有效成分之
一，具有抗肿瘤、避孕和免疫抑制等药理活性 [5]，
其中 TPN 对多种肿瘤抑制效果显著，包括肺
癌 [6]、前列腺癌 [7] 和白血病 [8] 等，但尚未见 TPN
对 MM 细胞作用的报道。本课题组前期研究发现
TPN 对人 MM 细胞增殖具有优异的抑制作用，并
且在 LENA 非敏感细胞株上仍旧保持了强效的增
殖抑制活性。因此本实验将探讨 TPN 对 MM 细
胞增殖抑制的作用强度及潜在的可能机制，为
TPN 治疗 MM 提供依据。
1　材料
1.1　细胞株
　　多发性骨髓瘤细胞株 MM.1S 和 RPMI-8226
来源于美国模式培养物研究所（ATCC）。
1.2　试药
　　LENA（上海皓鸿生物医药科技有限公司，货
号：1024678，纯度：99.80%），TPN（MCE 公司，
货号：HY-32736，纯度：99.73%），RPMI 1640 培
养基、CellTiter 96 AQueous 单溶液细胞增殖检测
试剂盒（Gibco 公司，货号分别为 C11875500BT、
G3581），胎牛血清（Hyclone 公司，货号：F8318），
硫酸链霉素、青霉素 G 钠盐（梯希爱公司，货号
分别为 S0585、P1770），IKZF1 抗体、IKZF3 抗体
（CST 公司，货号分别为 14859S、15103S），β-Ac-

tin 抗体（Santa Cruz Biotechnology 公司，货号：sc-
47778），ECL 显影液（Thermo Scientific 公司，货
号：34580），细胞周期阻滞检测试剂盒（碧云天
公司，货号：C1052），Annexin V-Alexa Fluor 488/
PI 细胞凋亡检测试剂盒（翌圣生物公司，货号：
40305ES60），RNA 提取试剂盒、逆转录反应试剂
盒、qPCR 反应试剂盒（Vazyme 公司，货号分别为
R701、R333、Q511-03）。
1.3　仪器
　　CO2 细胞培养箱、荧光定量 PCR 扩增仪
（Thermo Scientific），Victor Nivo 3S 多功能酶标
仪（PerkinElmer），高速冷冻离心机（Scilogex），
电泳仪、凝胶成像仪（Bio-Rad），流式细胞分析
仪（Beckman）。
2　方法
2.1　溶液配制
　　取 LENA 及 TPN 粉末于 DMSO 中溶解，配
制为 10 mmol·L－ 1 的母液，分装置于－ 80℃冰
箱中备用。使用时用完全培养基稀释至所需浓度，
现配现用。
2.2　细胞培养
　　将 MM.1S 及 RPMI-8226细胞培养于含10% 胎
牛血清，0.1% 青 - 链霉素混合液（1×105 U·mL－ 1

青霉素和 100 mg·mL－ 1 链霉素）的 RPMI 1640 培
养基中，并置于 37℃、5%CO2 饱和湿度的培养
箱中。根据细胞生长情况，每 3 ～ 4 日传代 1 次，
取对数生长期且状态良好的细胞用于实验。
2.3　MTS 法检测细胞增殖
　　取对数生长期 MM 细胞，分别以 3×104 个 /
孔（MM.1S 细 胞） 和 8×103 个 / 孔（RPMI-8226
细胞）接种于 96 孔板中，加入用完全培养基稀
释的不同浓度的 LENA 及 TPN（2000、400、80、
16、3.2、0.64、0.128 和 0.0256 nmol·L－ 1）至终
体积为 100 μL，培养 72 h，加入 MTS 试剂，混匀
后用酶标仪在 490 nm 和 690 nm 波长处检测吸光
度。以 OD490 － OD690 作为各组吸光值，以给药
孔的吸光值（ODsample）与 DMSO 对照孔的吸光值
（ODDMSO）的比值计算抑制率，计算公式如下：

and IKZF3 proteins in a dose-dependent manner. RT-qPCR assay showed that triptonide inhibited the 
transcriptional levels of IKZF1 and IKZF3. Conclusion  Triptonide may induce primary lenalidomide-
resistant RPMI-8226 cell apoptosis and reduce the expression of related proteins by inhibiting the 
transcriptional level of IKZF1 and IKZF3 genes in primary lenalidomide-resistant RPMI-8226 cells, 
therefor inhibiting the proliferation of RPMI-8226 cells. 
Key words: triptonide; lenalidomide-resistant; multiple myeloma; RPMI-8226 cell; proliferation; 
apoptosis
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　　抑制率（%）＝ [1 －（ODsample/ODDMSO）]×100%
　　采用 GraphPad Prism 8.4.3 计算 IC50。
2.4　流式细胞术检测 TPN 对 RPMI-8226 细胞周
期的影响
　　取对数生长期 RPMI-8226细胞，以 5×105 个 /
孔接种于 12 孔板中，加入用完全培养基稀释的不
同浓度 TPN（80、40、20 和 10 nmol·L－ 1）至终
体积为 1 mL，培养 24 h 后收集细胞，加入 1 mL 
75% 乙醇固定过夜，收集固定后的细胞加入 0.5 
mL 含 RNaseA 的碘化丙啶（PI）染色液，37℃避
光水浴 30 min，用流式细胞仪在 488 nm 波长处激
发，在 610 ～ 620 nm 处检测红色荧光进行分析。
2.5　流式细胞术检测 TPN 对 RPMI-8226 细胞凋
亡的影响
　　取对数生长期 RPMI-8226 细胞，以 3×105

个 / 孔接种于 6 孔板中，加入用完全培养基稀释
的不同浓度 TPN（80、40、20 和 10 nmol·L－ 1）
至终体积为 2 mL，培养 72 h 后收集细胞，加入
凋亡检测试剂（Annexin V/PI 双染）室温避光反应
15 min，用流式细胞仪在 488 nm 波长处激发，在
610 ～ 620 nm 处检测红色荧光，520 ～ 530 nm 处
检测绿色荧光进行分析。
2.6　Western blot 法检测 TPN 对 RPMI-8226 细胞
IKZF1 和 IKZF3 蛋白水平的影响
　　取对数生长期 RPMI-8226 细胞，以 5×105 
个 / 孔接种于 12 孔板中，加入用完全培养基稀释
的不同浓度 TPN（80、40、20 和 10 nmol·L－ 1）
至终体积为 1 mL，培养 24 h 后收集细胞，加入
2×Loading buffer 冰上裂解 30 min 后，金属浴
95℃煮 15 min。样品冷却后进行 SDS-PAGE 电
泳，转至硝酸纤维素膜，5% 脱脂奶粉室温封闭
1.5 h， 加 入 IKZF1、IKZF3 和β-Actin 一 抗 4℃
孵育过夜，清洗 10 min×3 次后加入相应二抗
（1∶10 000）室温孵育 1 h，清洗 10 min×3 次后
加入 ECL 显影液，置于凝胶成像仪进行曝光。采
用 Image Lab 6.0.1 对结果进行灰度扫描，计算各
组别目的蛋白的相对表达量。
2.7　RT-qPCR 检测 TPN 对 RPMI-8226细胞 IKZF1
和 IKZF3 mRNA 表达的影响
　　取对数生长期 RPMI-8226 细胞，以 5×105 
个 / 孔接种于 12 孔板中，加入用完全培养基稀释
的不同浓度 TPN（80、40、20 和 10 nmol·L－ 1）
至终体积为 1 mL，培养 24 h 后收集细胞，使用
RNA 提取试剂盒提取总 RNA 并反转录成 cDNA，
反应条件：55℃反应 15 min，85℃ 5 s 使反转录
酶失活。进行 RT-qPCR 分析，反应条件：95℃
预变性 10 min，95℃变性 10 s，60℃退火延伸

30 s，循环 40 次。以 GAPDH 为内参基因，采用
2－ ΔΔCt 法进行定量分析。引物序列见表 1。

表 1　引物序列 
Tab 1　RT-qPCR primer sequences

引物 序列（5'-3'）

IKZF1 上游 GAATGGGCGTGCCTGTGAAATGAA

下游 TGGCGACGTTACTTGCTAGTCTGT

IKZF3 上游 ACTGCACACAGGGGAAAAAC

下游 TTGTGCTCCTCAAGGGAACT

GAPDH 上游 GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

下游 ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

2.8　统计学方法
　　采用 GraphPad Prism 8.4.3 对数据进行统计分
析，结果以均值 ±标准差表示，两组以上数据
采用方差分析（ANOVA），P ＜ 0.05 表示差异具
有统计学意义。
3　结果
3.1　LENA 和 TPN 对 MM.1S 和 RPMI-8226 细胞
增殖的影响
　　LENA 对 MM.1S 细胞具有较强的增殖抑制
作用 [IC50 ＝（1645.00±149.14）nmol·L－ 1]，而
对 RPMI-8226 细胞增殖抑制作用较弱（IC50 ＞ 20 
μmol·L－ 1）；TPN 对 MM.1S[IC50 ＝（6.72±0.02）
nmol·L－ 1）] 和 RPMI-8226[IC50 ＝（13.37±0.32）
nmol·L－ 1）] 细胞均具有较强的增殖抑制作用，
活性优于 LENA。
3.2　TPN 对 RPMI-8226 细胞周期的影响
　　TPN 作用于 RPMI-8226 细胞 24 h 后，通过流
式细胞术检测不同浓度的 TPN（10、20、40 和 80 
nmol·L－ 1）对 RPMI-8226 细胞周期的影响，结果
如图 1 所示，随着 TPN 处理浓度增加，与 DMSO
组（23.84%）相比，G2/M 期细胞逐渐减少，分别
为 17.73%、12.86%、5.28% 和 1.09%； 与 DMSO
组（23.38%）相比，S 期细胞整体呈逐渐减少趋势，
分 别 为 24.20%、27.77%、15.43% 和 8.93%； 与
DMSO 组（42.76%）相比，G0/G1 期细胞逐渐减少，
分别为 49.55%、45.72%、37.41% 和 23.73%；同时，
与 DMSO 组（10.02%）相比，Sub-G1 期细胞逐渐
增加，分别为 8.52%、13.66%、41.88% 和 66.26%，
即随着 TPN 浓度的增加，G2/M 期、S 期和 G0/G1

期均出现减少现象，同时伴随着 Sub-G1 期细胞增
加的现象，提示 TPN 可能具有较强的促凋亡作用。
3.3　TPN 对 RPMI-8226 细胞凋亡的影响

　　如图 2 所示，与 DMSO 组相比，10、20、40 和
80 nmol·L－ 1 的 TPN 诱导细胞凋亡总凋亡率明显升
高，说明 TPN 具有较强的促进 RPMI-8226 细胞凋
亡的作用，且具有浓度依赖性。
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图 1　TPN 对 RPMI-8226 细胞周期的影响

Fig 1　Effect of triptonide on RPMI-8226 cell cycle
注（Note）：与 DMSO 组比较，*P ＜ 0.05，****P ＜ 0.0001（Compared with the DMSO group，*P ＜ 0.05，****P ＜ 0.0001）。

图 2　TPN 对 RPMI-8226 细胞凋亡的影响

Fig 2　Effect of triptonide on RPMI-8226 apoptosis
注（Note）：与 DMSO 组比较，*P ＜ 0.05，****P ＜ 0.0001（Compared with the DMSO group，*P ＜ 0.05，****P ＜ 0.0001）。

3.4　LENA 和 TPN 对 RPMI-8226 细 胞 内 IKZF1
和 IKZF3 蛋白表达的影响
　　 如 图 3A 所 示， 在 1 μmol·L－ 1 浓 度 下，
LENA 在 MM.1S 细胞上可下调 IKZF1、IKZF3 蛋
白表达作用，在 RPMI-8226 细胞上基本无下调

相关蛋白能力。TPN 作用后的 RPMI-8226 细胞，
与 DMSO 组相比，随着 TPN 浓度增加，细胞内
IKZF1 和 IKZF3 的表达量逐渐降低，说明 TPN
可以下调 RPMI-8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 蛋
白的表达，见图 3B。
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3.5　TPN 对 RPMI-8226 细 胞 内 IKZF1 和 IKZF3 
基因转录水平的影响
　　如图 4 所示，40、80 nmol·L－ 1 TPN 能显著
减少 RPMI-8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 基因转录
水平，且随 TPN 作用浓度增加，mRNA 表达量逐
渐降低，说明 TPN 可减少人多发性骨髓瘤 RPMI-
8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 基因转录水平。

图 4　TPN 对 RPMI-8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 基因转录水平的影响

Fig 4　Effect of triptonide on the expression of IKZF1 and IKZF3 
mRNA in RPMI-8226

注（Note）：与 DMSO 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001
（Compared with the DMSO group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。

4　讨论
　　MM 在中国的发病率约为十万之一，好发于

老年人群且易复发，目前仍无法治愈。LENA 作
为第二代免疫调节剂，具有直接抑制肿瘤细胞增
殖、调节免疫细胞因子和抗血管生成等的作用，
其主要通过降解 IKZF1 和 IKZF3 等蛋白而发挥治
疗作用 [3]。但在临床实际应用过程中，LENA 的
使用会受耐药的限制，一部分 MM 患者对 LENA
的初始应答较低，即原发性耐药，另外长期使
用 LENA 后也会出现耐药问题导致 LENA 活性减
弱，即获得性耐药。研究显示度胺类药物耐药的
原因与其对 IKZF1 和 IKZF3 等底物蛋白的降解
能力变弱有关 [9]。本文选取了敏感细胞株 MM.1S
和非敏感细胞株 RPMI-8226 作为研究对象 [10]，
验证了 LENA 在敏感细胞株和非敏感细胞珠上的
表型，结果显示 LENA 在 MM.1S 细胞上具有一
定增殖抑制活性，可下调细胞内 IKZF1 和 IKZF3
蛋白水平，而 LENA 在 RPMI-8226 细胞上基本无
增殖抑制活性与下调 IKZF1 和 IKZF3 蛋白水平
的能力。由此可见，LENA 对 IKZF1 和 IKZF3 的
蛋白降解能力下调与其对 MM 细胞的增殖抑制活
性减弱有关，因此寻找新的降低 IKZF1 和 IKZF3
等蛋白水平的药物成为对抗度胺类药物耐药的新
方向。
　　TPN 可作为 NK-κB 信号通路抑制剂发挥抗
白血病 [8] 和免疫调节 [11] 的作用，但尚未研究其
对 MM 的抑制能力。本文发现 TPN 对 LENA 敏
感和非敏感 MM 细胞增殖均有优异抑制效果，且
这一作用强于 LENA。为进一步探讨 TPN 抑制非
敏感 MM 细胞增殖的作用，本研究通过流式细胞

图 3　LENA（A）和 TPN（B）对 RPMI-8226 细胞内 IKZF1 和 IKZF3 蛋白表达的影响

Fig 3　Effect of lenalidomide（A）and triptonide（B）on the expression of IKZF1 and IKZF3 protein in RPMI-8226
注（Note）： 与 DMSO 组 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001（Compared with the DMSO group，*P ＜ 0.05，

**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001）。
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术检测其对 RPMI-8226 细胞周期及凋亡的影响，
发现随着 TPN 处理浓度增加，RPMI-8226 细胞早
期凋亡和晚期凋亡细胞总数增加，而未表现出明
显周期阻滞作用，表明 TPN 通过促进细胞凋亡而
起到抑制 MM 细胞增殖的作用。IKZF1 和 IKZF3
是含锌指结构的 Ikaros 家族转录因子，通过激活
IRF4 的转录，进而激活 c-Myc 形成一个转录网
络，参与 MM 细胞的生存和增殖，而度胺类化
合物通过降解 IKZF1 和 IKZF3 蛋白可发挥抑制
MM 细胞增殖的作用，但这一降解作用在非敏感
MM 细胞中被减弱 [4，12]。鉴于 IKZF1 和 IKZF3
的表达与 MM 细胞增殖有关，且 IKZF1 和 IKZF3
的不完全降解是 MM 细胞对 LENA 耐药的原因，
本研究通过 Western blot 法检测了 TPN 处理后细
胞内 IKZF1 和 IKZF3 的表达，发现 TPN 可下调
RPMI-8226 细 胞 IKZF1 和 IKZF3 蛋 白 的 表 达，
通过 RT-qPCR 法验证，发现这一作用是通过减少
IKZF1 和 IKZF3 基因的转录水平而实现的。
　　综上所述，本研究发现 TPN 可促进 MM 的
细胞凋亡，并通过影响人 MM 细胞内 IKZF1 和
IKZF3 基因转录来影响相关蛋白的表达，发挥抑
制多发性骨髓瘤细胞增殖的作用，这一结果为进
一步拓展 TPN 在抗 MM 方面的实际应用提供依
据。除此之外，TPN 的类似物，雷公藤的主要成
分之一雷公藤内酯醇已有研究报道其可通过内质
网应激途径诱导 RPMI-8226 细胞凋亡 [13]，我们
也研究比较过雷公藤内酯醇与 TPN 抗 MM 的作
用差异，发现雷公藤内酯醇也可抑制 MM 细胞内
IKZF1 和 IKZF3 的蛋白表达且作用略强于 TPN，
但同时其他研究表明雷公藤的肝毒性与肾毒性主
要是由雷公藤甲素而不是 TPN 带来的 [14]，因此
相较于雷公藤内酯醇，TPN 更适合临床安全使
用。但从成药性角度来说，TPN 水溶性较低，代
谢吸收较差 [7]，可通过结构修饰或剂型改良以更
好发挥其药理效应。
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注射用丹参多酚酸对缺氧所致 SH-SY5Y细胞损伤 
的保护作用及机制研究

陈璐1，聂永伟2，张燕欣3，4，姚宇晴1，万梅绪3，4，李德坤3，4*，鞠爱春3，4*（1. 河北中医学院，石家庄
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摘要：目的　探讨注射用丹参多酚酸（SAFI）对氧糖剥夺损伤人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y
的保护作用及其机制。方法　采用氧糖剥夺（OGD）方法构建体外 SH-SY5Y 细胞缺氧损伤模

型，通过 CCK-8 法检测缺氧 6、8、10 h 后 SH-SY5Y 细胞的存活率，评估细胞损伤程度；采用 5-
乙炔基 -2' 脱氧尿嘧啶核苷（EdU）染色比较各组细胞的增殖能力；采用 Western blot 法和免疫

荧光标记法检测丝裂原活化蛋白激酶的激酶（MEK1/2）、细胞外调节蛋白激酶（ERK1/2）表达

水平的变化。结果　SH-SY5Y 细胞缺氧 6、8、10 h 后，细胞存活率分别为（64.76±0.10）%、

（62.94±6.06）%、（60.90±1.33）%；与模型组相比给予 SAFI 后细胞生存率明显升高。EdU 染

色结果显示，与正常组比较，模型组 SH-SY5Y 细胞中 EdU 阳性细胞数减少（P ＜ 0.001）；与

模型组比较，给予 SAFI 后 SH-SY5Y 细胞中 EdU 阳性细胞数明显增加（P ＜ 0.001）。Western 
blot 和免疫荧光实验结果显示，与模型组相比，给予 SAFI 后 SH-SY5Y 细胞内 MEK1/2 和

ERK1/2 蛋白磷酸化水平明显升高（P ＜ 0.01）。结论　注射用丹参多酚酸对人神经母细胞瘤细

胞 SH-SY5Y 缺氧损伤具有保护作用，其机制可能与激活 Ras/Raf/MEK/ERK 信号通路，调节

MEK1/2 和 ERK1/2 蛋白磷酸化水平相关。

关键词：注射用丹参多酚酸；丝裂原活化蛋白激酶的激酶；细胞外信号调节激酶；细胞增殖；

神经保护
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Protective effect of salvianolic acid for injection on hypoxia-induced injury 
of SH-SY5Y cells and related mechanism

CHEN Lu1, NIE Yong-wei2, ZHANG Yan-xin3, 4, YAO Yu-qing1, WAN Mei-xu3, 4, LI De-kun3, 4*, JU 
Ai-chun3, 4* (1. Hebei University of Traditional Chinese Medicine, Shijiazhuang  050200; 2. School 
of Medicine, Nankai University, Tianjin  300071; 3. Tianjin Tasly Pride Pharmaceutical Co., Ltd., 
Tianjin  300410; 4. Tianjin Key Laboratory of Safety Evaluation Enterprise of Chinese Medicine 
Injections, Tianjin  300410)

Abstract: Objective  To determine the protective effect of salvianolic acid for injection (SAFI) on 
human neuroblastoma SH-SY5Y cells injured by oxygen-glucose deprivation and related mechanism. 
Methods  The hypoxia injury model of SH-SY5Y cells in vitro was established by oxygen and glucose 
deprivation (OGD) method. The survival rate of SH-SY5Y cells after the hypoxia for 6, 8 and 10 h was 
detected by CCK-8 method to evaluate the degree of cell injury. The proliferation ability of cells in each 
group was compared with 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU) staining. The expression levels of mitogen-
activated protein kinase (MEK1/2) and extracellular regulated protein kinase (ERK1/2) were detected by 
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　　脑血管疾病以高发病率、高致残率、高死亡
率和高复发率为特点，给人们的健康和生活造成
严重的危害和影响，已经成为世界各国都需要面
对的重要公共卫生问题 [1-2]。脑缺血是由于脑血
管阻塞或爆裂导致局部脑组织缺血性坏死，随着
研究的不断深入，目前针对脑缺血的主要病理机
制集中在能量衰竭、细胞内离子稳态失衡、神经
炎症和神经细胞凋亡等方面，各种致病因素相互
关联，最终导致大脑生理机能发生障碍。在脑缺
血应激状态下，神经细胞随着缺血时间的延长开
始凋亡，导致炎症反应增加，使病情进一步加
重，因此可通过保护和修复神经细胞来减轻脑缺
血损伤 [3]。
　　WNK2 激酶是主要在大脑神经元中显著表达
的一类丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 [4-5]，参与调控
Ras/Raf/ 丝裂原活化蛋白激酶的激酶（MEK1/2）/
细胞外信号调节激酶（ERK1/2）信号通路，该信
号通路还可被细胞因子、神经递质和生长因子等
多种刺激所激活，参与调节细胞的生理功能，与
中枢神经系统疾病的发病机制和病理过程密切相
关 [6]。在脑缺血缺氧过程中该信号通路被激活，
上游 MEK1/2 刺激使下游 ERK1/2 活化并进入细
胞核，促进相关转录因子的磷酸化，进而调控基
因的表达，通过影响细胞周期机制来调节细胞增
殖、分化和凋亡等 [7]。
　　注射用丹参多酚酸（SAFI）是提纯丹参中水
溶性酚酸类有效成分而制成的冻干粉针剂 [8]，在
临床上用于轻中度脑梗死的治疗，具有明确的抗
脑缺血损伤作用，通过发挥抗炎、抗氧化应激、
神经营养和保护、促进神经再生等药理作用，使

神经功能缺损症状得到明显改善，其中神经保护
的作用机制主要有改善血流动力学、抑制氧化应
激和保护血脑屏障 [9]。
　　目前，关于 SAFI 与 Ras/Raf/MEK/ERK 信号
通路的关系尚不明确，本研究在既往研究基础上
进一步探讨 SAFI 通过促进细胞增殖发挥脑保护
的作用机制，为其更好地应用于临床脑血管疾病
的治疗提供依据。
1　材料

1.1　仪器

　　CO2细胞培养箱（美国 Thermo Scientific 公司）；
缺氧小室（美国 Billups-Rothenberg 公司）；细胞计
数仪（美国 Invitrogen 公司）；Infinite M200 酶标仪
（瑞士 TECAN 公司）；CKX53 倒置显微镜（日本
Olypums 公司）；ST16R 台式高速冷冻离心机（美国
Thermo Scientific 公司）。
1.2　试药

　　SAFI（天津天士力之骄药业有限公司，每只
装 130 mg，含丹酚酸 100 mg，批号：20200609）；
DMEM/F12 无糖培养基（Procell）；胎牛血清（HY-
CLONE）；DMEM/F12 高糖培养基、0.25% 胰蛋白
酶、青霉素，链霉素溶液、磷酸缓冲盐溶液（PBS），
（Gibco）；CCK-8 试剂（日本同仁）；BCA 蛋白浓
度检测试剂盒（Thermo）；WNK463（TargetMol，批
号：140692）；EdU-647 细胞增殖检测试剂盒（碧云
天）；ERK1/2 Polyclonal 抗体、MEK1/2 Polyclonal 抗
体（Proteintech）；Phospho-p44/42 MAPK（Erk1/2）、
Phospho-MEK1（Ser298）（Cell Signaling Technology）。
2　方法

2.1　细胞培养

Western blot and immunofluorescence labeling. Results  The cell survival rates of SH-SY5Y cells were 
(64.76±0.10)%, (62.94±6.06)% and (60.90±1.33)% after the hypoxia for 6, 8 and 10 h, respectively. 
Compared with the model group, the cell survival rate was significantly increased after the SAFI 
treatment. Compared with the normal group, EdU staining showed that the number of EdU positive 
cells in SH-SY5Y cells in the model group decreased (P ＜ 0.001). Compared with the model group, 
the number of EdU positive cells in SH-SY5Y cells increased significantly after the SAFI treatment 
(P ＜ 0.001). Compared with the model group, Western blot and immunofluorescence showed that the 
phosphorylation levels of MEK1/2 and ERK1/2 proteins in SH-SY5Y cells were significantly increased 
after the SAFI treatment (P ＜ 0.01). Conclusion  SAFI can protect against hypoxia injury of human 
neuroblastoma SH-SY5Y cells, whose mechanism may be related to the activation of Ras/Raf/MEK/
ERK signaling pathways and the regulation of MEK1/2 and ERK1/2 protein phosphorylation levels. 
Key words: salvianolic acid for injection; mitogen-activated protein kinase kinase; extracellular 
signal-regulated kinase; cell proliferation; neuroprotection
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　　人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 购自于武汉
普诺赛生命科技有限公司，用含 15% 胎牛血清
和 1% 双抗的 DMEM/F12 高糖培养基培养，置
于 37℃、5%CO2 培养箱中培养使细胞贴壁生长，
隔日换液，每 3 ～ 4 日进行一次传代，以满足实
验需要。
2.2　CCK-8 法检测 SAFI 对 SH-SY5Y 细胞活力

的影响 
　　SH-SY5Y 细胞设置正常组和不同浓度 SAFI
给药组，正常组仅做换液处理，不同浓度 SAFI
给药组则将 DMEM/F12 高糖培养基配制的含相
应浓度的 SAFI 药液加入细胞中，每组均设置空
白孔和复孔，正常培养 24 h 后，弃去原培养液并
用 PBS 清洗，每孔加入 DMEM/F12 高糖培养基
稀释的 CCK-8 液体 100 μL，避光孵育 1.5 h，450 
nm 波长下测定吸光度值，计算细胞存活率，细
胞存活率（%）＝ [（给药组吸光度值－空白孔
吸光度值）/（正常组吸光度值－空白孔吸光度
值）]×100%。
2.3　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞的保护作用

2.3.1　氧糖剥夺模型（OGD）的建立　对数期的
SH-SY5Y 细胞以 1×105 个·mL － 1 接种至 96 孔板
或培养皿中，细胞贴壁生长到合适密度时进行后
续实验。弃去原培养液并用 PBS 清洗，以排除葡
萄糖和胎牛血清对实验结果的影响，更换为只含
1% 双抗不含血清 DMEM/F12 的无糖培养基，于
92%N2、5%CO2和3%O2培养小室中构建缺氧模型。
2.3.2　分组及给药　SH-SY5Y 细胞随机分为正常
组（Control）、模型组（Model）和 SAFI（0.013、
0.026、0.052 mg·mL － 1）组。正常组仅做换液
处理，模型组更换为 DMEM/F12 无糖培养基，
SAFI 给药组则将无糖 DMEM/F12 培养基配制的
含相应浓度的 SAFI 药液加入细胞中。
2.3.3　CCK-8 法检测 SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y
细胞活力的影响　分别缺氧 6、8、10 h 后通
过 CCK-8 法检测并计算各组细胞的存活率，细
胞存活率（%）＝ [（用药组吸光度值－空白孔
吸光度值）/（正常组吸光度值－空白孔吸光度
值）]×100%。
2.3.4　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞形态的影
响　进行缺氧 6 h 处理后在倒置显微镜下观察形
态变化并拍照记录。
2.4　EdU 染色法检测 SAFI 对 SH-SY5Y 细胞的

增殖能力的影响

　　已贴壁于 24 孔板的 SH-SY5Y 细胞进行缺氧

6 h 处理，并按照 EdU-647 细胞增殖检测试剂盒
说明书步骤进行实验操作，荧光显微镜下观察并
采集图像，计算，EdU 阳性细胞率（%）＝（阳
性细胞数 / 总细胞数）×100%。
2.5　Western blot 检测 SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细

胞中 MEK1/2 和 ERK1/2 蛋白表达及磷酸化水平的

影响

　　设置正常组、模型组、WNK463 组和 SAFI
（0.013、0.026 和 0.052 mg·mL － 1）组，通过前
期筛选出的最佳时间条件进行实验，模型组和各
给药组进行缺氧 6 h 处理。提取细胞蛋白并采用
BCA 法测定浓度，变性处理的蛋白样品经 10%
十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳，转印至
聚偏二氟乙烯膜上，5% 牛血清白蛋白（BSA）
室温封闭 1 h，分别加入对应一抗 4℃孵育过夜。
次日用洗膜缓冲液（TBST）清洗，加入二抗室
温摇床孵育 1 h，ECL 法显影成像。运用 Image J
软件分析蛋白条带灰度值，计算目的蛋白相对表
达量。
2.6　免疫荧光法检测 SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y
细胞中 MEK1/2 和 ERK1/2 蛋白表达及磷酸化水

平的影响

　　设置正常组、模型组、SAFI（0.026、0.052 
mg·mL － 1）组和 WNK463 组，按照以下步骤进
行实验。将已爬好细胞的玻片用 PBS 洗 3 次；4%
多聚甲醛固定液常温固定 15 min，PBS 清洗 3 次；
0.1% Triton X-100 室温通透 10 min，PBS 清洗 3
次；滴加适量山羊血清将样片完全覆没在室温下
封闭 1 h；滴加稀释后的一抗 4℃孵育过夜；次日
用 PBST 清洗样片，滴加荧光素标记的二抗，室
温避光孵育 1 h；用 PBST 清洗样片，滴加 100 
μL 的 DAPI 室温避光孵育 5 min，再次清洗样片；
最后滴加封片剂进行封片，置于荧光显微镜下观
察并拍照。
2.7　统计学处理

　　所有数据以 x±s 表示，采用 GraphPad Prism 
8.0 软件进行单因素方差分析并做图，以 P＜ 0.05
为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　SAFI 对 SH-SY5Y 细胞活力的影响

　　 以 正 常 组 SH-SY5Y 细 胞 活 力 为 100% 计，
0.005 ～ 0.08 mg·mL－ 1 的 SAFI 作用于 SH-SY5Y
细胞后，细胞活力均在 100% 左右（见表 1），说
明 0.005 ～ 0.08 mg·mL － 1 内的 SAFI 对正常 SH-
SY5Y 细胞无抑制作用。
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表 1　SAFI对正常 SH-SY5Y细胞活力的影响 
Tab 1　Effect of SAFI on viability of normal SH-SY5Y cells

分组 存活率 /%
正常组 100
SAFI 0.0025 mg·mL － 1   97.81±2.71
SAFI 0.005 mg·mL － 1   99.23±2.18
SAFI 0.01 mg·mL － 1 101.24±3.52
SAFI 0.02 mg·mL － 1 100.69±1.13
SAFI 0.04 mg·mL － 1   99.90±1.41
SAFI 0.08 mg·mL － 1 105.42±0.98**

SAFI 0.16 mg·mL － 1   92.69±1.69
SAFI 0.32 mg·mL － 1   88.79±2.85

注：与正常组相比，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01。

3.2　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞活力的影响

　　以正常组 SH-SY5Y 细胞活力为 100% 计，
缺氧 6、8、10 h 后模型组细胞存活率在 60% 左
右，且随造模时间延长，存活率降低，认为造模
稳定。与模型组相比，各给药组细胞存活率随
着 SAFI 浓度增大而明显升高，说明 SAFI 可改善
SH-SY5Y 细胞缺氧损伤程度，且随着剂量增加效
果更好，结果见表 2。
3.3　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞形态的影响

　　正常组 SH-SY5Y 细胞具有树枝状细胞质突
起，呈现放射状不规则多边形。模型组细胞胞体
则出现突起变短皱缩现象，部分细胞呈现球形，
与正常组相比细胞密度有所减少。与模型组相比，
不同浓度 SAFI 给药组的细胞突起增多，皱缩现
象明显改善（见图 1）。
3.4　SAFI 对 SH-SY5Y 细胞增殖能力的影响

　　与正常组比较，模型组 SH-SY5Y 细胞中 EdU
阳性细胞数明显降低（P ＜ 0.001），与模型组比
较，SAFI（0.013、0.026 和 0.052 mg·mL－ 1）组和
WNK463 组 SH-SY5Y 细胞中 EdU 阳性细胞数明
显增加（P ＜ 0.001，见图 2）。
3.5　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞中 MEK1/2
和 ERK1/2 蛋白表达及磷酸化水平的影响

　　正常组、模型组、WNK463 组和 SAFI（0.013、
0.026 和 0.052 mg·mL － 1） 组 细 胞 内 MEK1/2
和 ERK1/2 蛋白表达无明显变化。与正常组相
比，模型组 p-MEK1 和 p-ERK1/2 蛋白表达减少
（P＜ 0.001）；与模型组相比，WNK463组 p-MEK1
和 p-ERK1/2 蛋白表达量升高，SAFI（0.013、0.026
和 0.052 mg·mL－ 1）组中 p-MEK1 和 p-ERK1/2 蛋
白表达量随着 SAFI 剂量增加而升高（P ＜ 0.01）。
故认为 SAFI 是通过调节 SH-SY5Y 细胞内 MEK1/2
和 ERK1/2 磷酸化水平，进而发挥减轻缺血性神经

损伤的作用（见图 3）。
3.6　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞中 MEK1/2
和 ERK1/2 蛋白表达及磷酸化水平的影响

　　正常组、模型组、SAFI（0.026和0.052 mg·mL－1）
组和 WNK463 组细胞内 MEK1/2 和 ERK1/2 蛋白
表达无明显差异。与正常组比较，模型组 p-MEK1
和 p-ERK1/2 蛋白表达量明显下降；与模型组比较，
SAFI（0.026、0.052 mg·mL － 1） 组 和 WNK463
组中的 p-MEK1 和 p-ERK1/2 蛋白表达量明显升
高。不同浓度 SAFI 处理大鼠 SH-SY5Y 细胞免疫
荧光结果与 Western blot 检测结果趋于一致，说
明 SAFI 可以通过上调神经细胞中 p-MEK1 和
p-ERK1/2 蛋白的表达水平，发挥神经保护作用
（见图 4）。
4　讨论 
　　血管在颈部或大脑中形成凝块被阻塞，造成
血流量减少、脑组织血氧供应不足所致损伤称之
为脑缺血，应尽早通过药物溶栓或手术机械手段
使血流恢复，以改善缺血区的病理损伤，然而在
治疗的同时也给组织以及神经系统造成了一定损
害 [10]。现代医学研究发现，相关中药单体及其复
方所含有效成分的化学结构类型复杂多样，可通
过不同的药理作用机制，多靶点、多途径参与脑
缺血的病理过程。SAFI 是以丹参为原料，应用现
代工艺提取分离水溶性酚酸类成分研制而成的中
药注射剂，能通过抑制细胞凋亡、促进细胞存活
和增殖，从而发挥改善缺血性脑损伤的作用，临
床治疗效果显著 [11-13]。
　　细胞增殖情况能较好地反映给药对细胞的影
响，检测方法目前主要分为代谢活性检测（二甲
氧唑磺比色法、四唑单钠盐法、噻唑蓝比色法、
CCK-8 法等）、DNA 合成检测（胸腺嘧啶核苷掺
入法、5- 溴脱氧尿嘧啶核苷法和 EdU 法）、细胞
增殖相关抗原检测等 [14]。本实验中 CCK-8 检测
结果显示，氧糖剥夺导致细胞损伤，活力降低，

表 2　SAFI对缺氧损伤 SH-SY5Y细胞活力的影响 
Tab 2　Effect of SAFI on viability of SH-SY5Y cells injured by hypoxia

分组
存活率 /%

缺氧 6 h 缺氧 8 h 缺氧 10 h

模型组 64.76±0.10 62.94±6.06 60.90±1.33

SAFI 0.013 mg·mL － 1 84.47±3.33*** 72.82±6.56* 62.94±10.60

SAFI 0.026 mg·mL － 1 88.87±2.36*** 73.16±0.87* 67.83±5.29

SAFI 0.052 mg·mL － 1 91.34±1.90*** 79.28±2.55** 74.42±0.40*

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

***P ＜ 0.001。
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与模型组相比，SAFI 各剂量组细胞的存活率升
高。EdU 染色结果表明，OGD 后 SH-SY5Y 神经
细胞的增殖能力下降，EdU 阳性细胞数减少，用
含 SAFI 培养基处理后，SH-SY5Y 神经细胞的增
殖能力升高，EdU 阳性细胞数增多。因此推测
SAFI 可能通过促进 SH-SY5Y 神经细胞增殖，改
善其缺氧损伤程度。
　　ERK 蛋白是丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）
家族中的重要成分，主要以化学结构高度同源

的 ERK1 和 ERK2 两种形式出现，在细胞外的生
长因子、细胞因子和神经递质等多种刺激下，磷
酸化 ERK1/2 从胞浆进入细胞核，激活转录因子
调节相关基因转录，使蛋白表达或活性改变，进
而参与细胞增殖、分化、代谢和调亡等过程 [15]。
WNK463 是 WNK2 激酶的特异性抑制剂 [16-18]，研
究 [19-20] 发现在脑缺血早期，Ras/Raf/MEK/ERK 信
号通路可受到各种物质刺激进而被激活，WNK2
作为上游因子之一可通过激活该条信号通路调节

图 1　各组 SH-SY5Y 细胞形态变化（×100）
Fig 1　Morphological changes of SH-SY5Y cells in each group（×100）

图 2　SAFI 对 SH-SY5Y 细胞增殖能力的影响

Fig 2　Effect of SAFI on the proliferation of SH-SY5Y cells
注：与正常组相比，###P ＜ 0.001；与模型组相比，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，###P ＜ 0.001；compared with the model group，***P ＜ 0.001。

图 3　SAFI 对缺氧损伤 SH-SY5Y 细胞中 MEK1/2 和 ERK1/2 蛋白表达及磷酸化水平的影响

Fig 3　Effect of SAFI on the expression and phosphorylation of MEK1/2 and ERK1/2 in SH-SY5Y cells after hypoxia injury
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 normal group，###P ＜ 0.001；compared with the model group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
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图 4　SAFI 对 SH-SY5Y 细胞中 MEK1/2 和 ERK1/2 蛋白表达及磷酸化水平变化的影响

Fig 4　Effect of SAFI on MEK1/2 and ERK1/2 protein expression and phosphorylation level in SH-SY5Y cells
注：与正常组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；与模型组相比，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；compared with the model group，***P ＜ 0.001。
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神经细胞的多种生理功能，以此减轻缺血性损伤
进而保护脑神经。Western blot 和免疫荧光法实验
对 p-MEK1和 p-ERK1/2蛋白表达的检测分析表明，
缺氧损伤时，p-MEK1 和 p-ERK1/2 蛋白表达水平
降低，不同浓度 SAFI 给药组 p-MEK1和 p-ERK1/2
蛋白表达水平升高。因此推测 SAFI 可能通过作用
于 WNK2 激酶靶点，激活 Ras/Raf/MEK/ERK 信号
通路，调节 p-MEK1 和 p-ERK1/2 蛋白表达水平促
进细胞增殖，进而修复脑损伤发挥脑保护的药理
作用。
　　在中枢神经系统中 ERK1/2 与神经细胞功能
调节和发育相关，被保护性因子激活的 Ras/Raf/
MEK/ERK 信号通路，通过减轻细胞钙超载改善
缺血后脑损伤 [21]。不同的刺激和多种复杂的病理
因素使得 ERK 蛋白具有“双重”作用，大脑内信
号通路网络复杂多样，各类转导途径互相影响产
生级联效应，共同调节细胞的生物学功能，具体
药理作用机制和与其他信号通路之间的相互作用
还需要进一步研究。
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基于网络药理学和体外实验研究橙皮苷抗轮状病毒的作用机制

周玉晶1，钱余培1，袁月1，杨思雁1，宋丽军1，2*（1. 广东医科大学药学院，广东　东莞　523808；2. 广东医科大

学天然药物研发重点实验室，广东　湛江　524023）

摘要：目的　基于网络药理学和体外实验揭示橙皮苷抗轮状病毒（RV）的作用及机制。方
法　采用 RV 感染 Caco-2、MA104 两种不同细胞株评价橙皮苷的抗 RV 吸附、直接抑制 RV
以 及 抗 RV 生 物 合 成 作 用； 利 用 TCMSP、GeneCards、SwissTarget Prediction、OMIM 以 及
DisGeNET 获取橙皮苷和 RV 的潜在靶点，得到橙皮苷 -RV 交集靶点后进行 STRING 分析，导
入 Cytoscape 后得到抗 RV 的关键靶点，然后进行 KEGG 富集分析并构建靶点 - 通路图；利
用 AutoDock Vina 进行分子对接，预测橙皮苷与关键作用靶点的结合度；RT-qPCR 法检测
PIK3CA、Akt1 mRNA 的表达；Western blot 检测细胞中 PI3K、Akt 蛋白表达水平。结果　细胞
实验结果显示，橙皮苷具有抗 RV 生物合成作用，无抗 RV 吸附和直接抑制 RV 作用。通过网
络药理学分析，最终获得橙皮苷的潜在靶点 361 个，RV 相关靶点 445 个，共同靶点 38 个。从
蛋白质 - 蛋白质相互作用（PPI）网络中鉴定橙皮苷抗 RV 的核心靶点为 CASP3、EGFR、FN1、
PIK3CA 等。分子对接结果显示橙皮苷和关键靶标有较好的结合能力。RT-qPCR 表明橙皮苷各
药物组浓度均可上调 PIK3CA、Akt1 mRNA 的表达。Western blot 结果表明橙皮苷显著上调细
胞 p-PI3K、p-Akt 蛋白的表达，而 PI3K 和 Akt 蛋白表达量无明显变化。结论　通过网络药理
学分析、分子对接验证和实验研究，表明橙皮苷不仅具有抗 RV 生物合成作用，而且可能通过
调控 PI3K/Akt 信号通路发挥抗 RV 的作用。
关键词：橙皮苷；轮状病毒；网络药理学；分子对接；PI3K/Akt 信号通路
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and inhibition of RV replication effects of hesperidin. TCMSP, GeneCards, SwissTarget Prediction, 
OMIM and DisGeNET were used to obtain the potential targets of hesperidin and RV, and hesperidin-
RV crossover targets were analyzed by STRING and imported into Cytoscape to obtain the key targets 
against RV. KEGG enrichment analysis was performed and the target-pathway map was established. 
Molecular docking was performed with AutoDock Vina to predict the binding of hesperidin to the 
key targets of action. The expression of PIK3CA and Akt1 mRNA was detected by RT-qPCR. The 
expression levels of PI3K and Akt proteins in the cells were detected by Western blot. Results  The 
cellular assay showed that hesperidin had anti-RV replication effect without anti-RV adsorption 
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　　轮状病毒（rotavirus，RV）属于呼肠孤病毒
家族，是婴幼儿腹泻的重要病原体，全球每年有
超过两亿 5 岁以下的儿童感染 RV，死亡人数超过
20 万 [1-2]。目前，已有两种 RV 疫苗（Rotarix 和
Rotateq）在全球范围内应用，但 RV 病毒株变异
较快，其预防作用有限 [3]。目前临床上尚无针对
RV 的特殊治疗药物，主要采用补液、补充电解质
和营养支持来预防或纠正严重的脱水和代谢紊乱
等症状 [4]。因此，亟需发现治疗 RV 的有效药物。
　　橙皮苷是一种二氢黄酮类衍生物，具有二氢
黄酮类氧葡萄糖苷结构。有研究表明橙皮苷具有
抗单纯性疱疹性病毒、骨髓灰质炎、抗水疱性口
炎病毒等作用 [5]，也有研究橙皮苷抗 RV 作用的报
道 [6-7]，但其研究较浅，仅采用了 RV 感染 MA104
一种细胞模型，缺乏相关的机制研究。
　　近年来，随着系统生物学、生物信息学以及
高通量组织学的迅速发展，网络药理学越来越
多地用于药物作用及机制研究 [8-9]。本研究拟采
用 RV 感染 Caco-2、MA104 两种细胞模型分析橙
皮苷抗 RV 作用，并利用网络药理学预测橙皮苷
抗 RV 可能的作用靶点和作用通路，结合分子对
接法验证其结果的可靠性，最后采用 RT-qRCR、
Western blot 进行验证，为全面分析橙皮苷抗 RV
的作用机制提供实验依据。
1　材料与方法
1.1　橙皮苷体外抗 RV 实验
1.1.1　试药　橙皮苷（纯度：99.8%，上海源叶
生物科技有限公司），利巴韦林注射液（山东鲁
欣药业有限公司），胎牛血清、高糖培养基（美
国 GIBCO 公司），胰酶（Solarbio 公司），二甲基
亚砜（DMSO）、PCR 引物（生工生物工程股份有
限 公 司），TRIzol 试 剂（Invitrogen 公 司），SYBR 
Green Premix Pro Taq HS qPCR、Evo M-MLV RT Kit 
with gDNA Clean for qPCR Ⅱ（KitAikerui 公司），

β-Actin、PI3K、p-PI3K、p-Akt（Cell Signaling 公司），
Akt（Proteintech 公司），HRP 标记山羊抗兔 IgG 二
抗、HRP 标记山羊抗鼠 IgG 二抗（碧云天公司）。
1.1.2　细胞与病毒　MA104 细胞系购自中山大
学细胞库、Caco-2 细胞系购自武汉大学细胞库、
RV-Wa 病毒株由本实验室保存。
1.1.3　仪器　恒温箱（Thermo Scientific 公司），
高压灭菌锅（日本 Sany 公司），洁净操作台 SIK-
202 型（安徽蚌埠净化设备厂），倒置光学显微镜
CKX41（日本 OLYMPUS 公司），酶联免疫检测
仪 DG3022A（Gene Company Linited 公司），核酸
蛋白测定仪（德国 Eppendorf 公司），二氧化碳孵
育箱（美国 Thermo 公司），Azure C300 化学发光
成像系统（美国 Azure Biosystems 公司）。
1.1.4　RV 的培养、扩增与滴度测定　接种病毒后
的 MA104 细胞置于 37℃、5%CO2 细胞培养箱中
常规培养，直至在显微镜下观察到细胞出现的细
胞病变效应（CPE）达到＋＋＋时，取出细胞培
养瓶置于－ 20℃冰箱过夜。反复冻融 3 次后收集
于离心管中，离心并分装，标记后－ 80℃保存。
　　将 RV 病毒液分别稀释成 10－ 1，10－ 2，10－ 3，
10－ 4，10－ 5，10－ 6 系列浓度，分别感染 MA104
细胞，当显微镜下观察到最低稀释度的 RV 病毒
液的孔内不再出现 CPE 时，记录下每一个稀释度
出现 CPE 的孔数。按照 Reed and Muench 方法计
算出病毒的 TCID50。
1.1.5　橙皮苷药物毒性测定　Caco-2、MA104 细
胞以 8×104 个·mL － 1 的细胞密度孵育至细胞
长成单层，加入不同浓度的橙皮苷（3.125 ～ 800 
μmol·L － 1），培养 48 h 后在酶标仪上检测 490 
nm 波长下每孔的吸光度（A）值，计算细胞的存
活率。细胞存活率（%）＝药物组平均 A 值 / 正常
对照组平均 A 值 ×100%。
1.1.6　橙皮苷抗 RV 作用　① 抗 RV 吸附作用：

and direct inhibition of RV. The network pharmacological analysis revealed 361 potential targets of 
hesperidin, 445 RV-related targets and 38 common targets. The core targets of hesperidin against 
RV were identified from the protein-protein interaction (PPI) network (CASP3, EGFR, FN1, and 
PIK3CA). The molecular docking showed that hesperidin and key targets had good binding ability. 
RT-qPCR showed that hesperidin upregulated the expression of PIK3CA and Akt1 mRNA at all 
concentrations. Western blot showed that hesperidin significantly upregulated the expression of 
p-PI3K and p-Akt protein, while the expression of PI3K and Akt protein did not change obviously. 
Conclusion  Based on network pharmacology, molecular docking validation and experimental studies, 
hesperidin not only has anti-RV replication effect, but also exerts anti-RV effect through regulating 
PI3K/Akt signaling pathway. 
Key words: hesperidin; rotavirus; network pharmacology; molecular docking; PI3K/Akt signaling 
pathway
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用不同浓度橙皮苷预处理细胞 2 h，然后用 RV 病
毒液感染细胞，孵育 2 h，将病毒吸出，加入细
胞维持液，37℃、5%CO2 孵育 48 h。② 直接抑
制 RV 作用：橙皮苷药液与 RV 病毒液等体积混
合作用 2 h，加入到细胞中孵育 2 h，再加入细胞
维持液，37℃、5%CO2 孵育 48 h。③ 抗 RV 生物
合成作用：RV 病毒液感染细胞 2 h，将病毒液吸
出，加入橙皮苷药液，病毒对照组只加入细胞维
持液。37℃、5%CO2 孵育 48 h。
　　通过多功能酶标仪进行 MTT 检测，计算病
毒抑制率。计算半数有效浓度（EC50）、半数毒性
浓度（TC50）以及治疗指数（TI）。重复实验 3 次。
病毒抑制率（%）＝（药物组平均 A 值－病毒对
照组平均 A 值）/（正常细胞对照组平均 A 值－病
毒对照组平均 A 值）×100%，TI ＝ TC50/EC50。
1.1.7　统计分析　采用 GraphPad Prism 软件进行
统计学分析，t 检验比较两组对照实验，单因素
方差分析法比较多个样本的均值。实验结果以均
值 ±标准差（x±s）表示，P ＜ 0.05 表示差异有
统计学意义。
1.2　网络药理学
1.2.1　橙皮苷相关靶点的获取　通过 TCMSP[10]

（https：//tcmspw.com/tcmsp.php）、PharmMapper[11]

（https：//lilab.ecust.edu.cn/pharmmapper/index.php）
及 SwissTargetPrediction[12]（https：//www.swisstar-
getprediction.ch/）数据库检索橙皮苷的作用靶点。
利用 UniProt[13]（https：//www.uniprot.org/）数据库
将靶点名称标准化。将所有收集到的靶点进行去
重，并在 Cytoscape[14]（https：//cytoscape.org/）软
件中进行可视化处理，构建 PPI 网络图。
1.2.2　RV 潜在靶点的收集　使用 OMIM[15]（http：//
omim.org/）、DisGeNET[16]（https：//www.disgenet.
org/）和 GeneCards[17]（https：//www.genecards.org/）
数据库查找 RV 相关基因，合并去重，导入到
STRING[18]（https：//cn.string-db.org/）数据库中，获
得 RV 潜在靶点。
1.2.3　橙皮苷治疗 RV 的交集靶点（即潜在治疗
靶点）的筛选　通过 Venny2.1（https：//bioinfogp.
cnb.csic.es/tools/venny/index.html） 获 得 橙 皮 苷
与 RV 的 交 集 基 因， 将 其 导 入 STRING 数 据
库，生成一个靶点间相互作用关系，然后再导入
Cytoscape 数据库中进行可视化分析。
1.2.4　橙皮苷潜在靶标的 KEGG 富集分析　对交
集基因及一系列相关通路进行 KEGG 富集分析，
在微生信平台（https：//www.bioinformatics.com.
cn/）中构建富集分析气泡图，并在 Cytoscape 软
件中构建目标通路图。

1.2.5　“靶点 - 通路”网络的构建　通过文献挖
掘，对 KEGG 通路进行分析，并利用 Cytoscape
软件构建“靶点 - 通路”网络，获得橙皮苷抗 RV
的相关通路、靶点。
1.3　分子对接验证
　　为进一步阐明所选蛋白的生物活性，将橙
皮苷与关键靶点进行分子对接。目的蛋白的晶
体 结 构 来 自 于 PDB[19]（https：//www.rcsb.org/）
数据库。利用 PyMOL[20] 和 AutoDock[21] 软件去
水，删除活性中心的原始配体，并使目标氢化。
从 PubChem[22]（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/
pccompound/）数据库中下载 2D 结构，并使用
Chemdraw 绘制最小化橙皮苷的能量，然后将其
加载到 AutoDock 软件中，以找到活动的口袋与
橙皮苷对接后的结合能。
1.4　RT-qPCR 检测细胞中 PIK3CA、Akt1 mRNA
的表达
　　MA104 细 胞 的 总 RNA 用 TRIzol 提 取， 测
定 RNA 浓度。随后使用逆转录试剂盒将 RNA
逆转录为 cDNA，进行实时荧光定量 PCR。以
GAPDH 为内参，各组基因相对表达量的计算方
法采用公式 2－△△ ct。引物序列如表 1 所示。
1.5　Western blot 检测细胞中 PI3K、Akt 蛋白的
表达水平
　　提取细胞的总蛋白，用 BCA 法测定蛋白浓度。
以 12% SDS-PAGE 凝胶上样后并进行电泳、转膜、
封闭。与一抗β-Actin（1∶1000）、PI3K（1∶1000）、
p-PI3K（1∶1000）、Akt（1∶5000）、p-Akt（1∶1000）
在 4℃ 孵育过夜；次日用 TBST 洗涤 3 次，二抗室
温孵育 1 h；随后，用 TBST 洗涤 3 次后，进行显
影定影并使用 Image J 软件测量灰度值。
2　结果
2.1　橙皮苷体外抗 RV 实验
2.1.1　病毒培养与扩增　如图 1 所示，正常的
MA104 细胞在显微镜下观察为短梭形或不规则圆
形，细胞轮廓明显，细胞间排列紧密。当 RV 感
染 MA104 细胞后，镜下观察到细胞发生空泡化，
感染末期，细胞涨破死亡，大量细胞飘浮在培养
基中。当 CPE 为＋＋＋～＋＋＋＋时收集病毒，
此时的病毒活性强。
2.1.2　病毒滴度测定　根据 Reed-Muench 公式计
算得出 RV 的 TCID50 为 10 － 4.4/100 μL。
2.1.3　橙皮苷对不同细胞药物毒性测定　橙皮苷
对 Caco-2、MA104 的细胞毒性作用如图 2 所示。
结果表明，橙皮苷在浓度 3.125 ～ 50 µmol·L－ 1

均未出现细胞毒性，细胞存活率达到 95%。
2.1.4　橙皮苷在不同细胞模型上的抗 RV 作用　一般
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认为 TI 值≥ 2，证明药物有抗病毒活性，TI 值≥ 4，
其抗病毒成分有深入研究价值 [23]。结果见图 3。
　　由图 3A 可知，橙皮苷各药物浓度组病毒抑制
率较低，与利巴韦林阳性药物组相比，差异无统计
学意义，表明橙皮苷无抗 RV 吸附作用。
　　由图 3B 可知，橙皮苷各药物组病毒抑制率
远低于利巴韦林阳性药物组，差异有统计学意
义，表明橙皮苷无直接抑制 RV 作用。
　　由图 3C 可知，在 RV 感染的 Caco-2 细胞模
型上，当橙皮苷药物浓度为 10 µmol·L－ 1 时，
病毒抑制率最高，达到了 59.48%，TI 为 15.92；
在 RV 感染的 MA104 细胞模型上，各药物组病毒
抑制率均高于利巴韦林阳性药物组，TI 为 14.64，
表明橙皮苷具有抗 RV 生物合成作用。

2.2　网络药理学结果
　　在 TCMSP 数据库中搜索橙皮苷，将对应
靶 点 输 入 UniProt 数 据 库， 并 使 用 Swiss Target 
Prediction 和 PharmMapper 数据库对靶点信息进行
补充，删除去重，共筛选出 361 个药物靶点。
　　 使 用 GeneCards、OMIM 和 DisGeNET 数 据
库以“Rotavirus”为关键词进行检索，去重后共获
得疾病靶点 445 个。
　　利用 Venny2.1 软件，将橙皮苷靶点与 RV 靶
点相交，得到 38 个交集靶点，可能为橙皮苷治
疗 RV 的潜在关键靶点。利用 Metascape 对橙皮
苷的相应靶点进行 KEGG 富集分析，结果显示，
这 38 个关键靶点参与了 120 个通路。共同的靶
点主要富集在 TNF、PI3K-Akt、IL-17、FOXO、
Toll 样受体等信号通路上。为了进一步说明关键
KEGG 通路与相应靶点之间的关系，根据 P 值构
建了“靶点 - 通路”图，如图 4 所示。

表 1　引物序列 
Tab 1　Primer sequences

基因名称 正向引物 反向引物

GAPDH CATGACCACAGTCCACGCCATC GATGACCTTGCCCACAGCCTTG
PIK3CA CGGTGACTGTGTGGGACTTATTGAG ATGTAGAGTGTGGCTGTTGAACTGC
Akt1 CATCACACCACCTGACCAAGACG CCGCCTCTCCATCCCTCCAAG

图 2　橙皮苷对 Caco-2、MA104 细胞的毒性

Fig 2　Toxicity of hesperidin to Caco-2 and MA104 cells
注（Note）：与对照组比较，*P ＜ 0.05，****P ＜ 0.0001（Compared 

with the control group，*P ＜ 0.05，****P ＜ 0.0001）。

图 3　橙皮苷的抗 RV 作用

Fig 3　Anti-RV effect of hesperidin
A. 抗 RV 吸附（inhibition of RV attachment）；B. 直接抑制 RV（direct 
inhibition of RV）；C. 抗 RV 生物合成（inhibition of RV replication）

注（Note）：与利巴韦林药物组比较，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001
（Compared with the ribavirin group，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001）。

图 1　RV-Wa 株感染 MA104 细胞的病变情况

Fig 1　Lesions of MA104 cells infected with RV-Wa strain
A. 正 常 MA104 细 胞（normal MA104 cells）；B. Wa 株 感 染 后 的

MA104 细胞（MA104 cells after infection with Wa strain）
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2.3　分子对接
　　利用 AutoDock 软件，将 5 个核心靶蛋白与橙
皮苷行分子对接，结合能均小于－ 45.6 kJ·mol－ 1，

结果见图 5、表 2，表明橙皮苷与靶蛋白结合性好，
其中，橙皮苷与 PIK3CA 结合能力最强，可能是
橙皮苷治疗 RV 的关键靶点。

图 4　橙皮苷靶点 - 通路图

Fig 4　Hesperidin target-pathway network
注：橙皮苷 -RV 的靶基因用橙色节点表示，通路用绿色节点表示。

Note：The target genes of hesperidine-RV are shown as an orange nodes，and the pathways are marked with green nodes.

图 5　橙皮苷靶点 - 靶蛋白分子对接结果示意图

Fig 5　Molecular docking diagram of hesperidin target-target protein

2.4　RT-qPCR 检测细胞中 PIK3CA、Akt1 mRNA
的表达
　　根据网络药理学及分子对接结果，选择度值
比较高的靶点进行实验验证，结果如图 6 所示，
PIK3CA 和 Akt1 的 mRNA 表 达 在 感 染 RV 后 显
著下降，各浓度橙皮苷均可上调 PIK3CA 及 Akt1 

mRNA 的表达。
2.5　Western blot 检测细胞中 PI3K、Akt 蛋白的
表达水平
　　与对照组比较，RV 干预后，p-PI3K、p-Akt
蛋白表达量均下降，经橙皮苷处理后，各浓度橙
皮苷能上调其蛋白表达量，而蛋白 PI3K、Akt 无
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明显的变化，表明其作用可能与 PI3K/Akt 通路的
磷酸化程度改变有关，结果见图 7。

图 7　橙皮苷对 PI3K/Akt 信号通路蛋白表达的影响

Fig 7　Effect of hesperidin on the protein expression of PI3K/Akt 
signaling pathway

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

3　讨论
　　RV 是婴幼儿腹泻的主要病原体，其发病机
制的研究尚不深入，也没有针对该病的有效药
物 [24]，因此，筛选发现新的抗 RV 药物具有重要
的意义。
3.1　细胞及 RV 毒株的选择

　　目前 RV 体外感染的经典模型是 Caco-2 和
MA104 易感细胞，Caco-2 细胞在结构和功能上与
人肠上皮细胞相似，可形成单层细胞，同时 RV
对 MA104 细胞表现极易感，RV 复制水平高 [25-26]。
Wa 株是 RV 研究中常见的病毒株 [27]，具有很强的
毒力和良好的稳定性 [28]，故本实验采用了 RV-Wa
株感染 Caco-2、MA104 两种细胞模型进行研究。
MTT 结果显示，橙皮苷具有抗 RV 生物合成作用，
无抗 RV 吸附和直接抑制 RV 作用。
3.2　橙皮苷抗 RV 作用机制分析
　　本研究利用网络药理学方法，共收集到橙皮
苷与 RV 的共同靶点 38 个，对其进行度值筛选，
筛 选 出 PIK3CA、CASP3、EGFR、FN1、IL2 等
关键靶点，这些靶点参与多个生物过程，如炎症、
免疫反应以及细胞增殖和凋亡。KEGG 富集分析
表明橙皮苷的抗 RV 作用可能与 TNF、PI3K/Akt、
IL-17、FOXO、Toll 样受体等多条信号通路有关。
分子对接结果显示橙皮苷与 5 个潜在靶点均有较
强的结合能力，其中与 PIK3CA 结合能最高，可
能为关键作用靶点。在网络药理学分析中，PI3K/
Akt 信号通路是除了癌症相关通路以外涉及作用最
显著且靶点较多的生物途径，在控制多种致癌过
程中起着关键作用，包括细胞增殖、生长、凋亡、
糖代谢及炎症反应等，一些细胞因子激活 PI3K 后
活化 Akt 参与一系列的生物调控 [29]。研究表明，
很多病毒都会通过激活 PI3K-Akt 信号通路来促进
其复制。如柯萨奇病毒 B3（CVB3）感染导致姜黄
素抑制的 PI3K 和 Akt 磷酸化，用 LY294002 治疗
心肌细胞后可明显抑制 CVB3 诱导的 PI3K 和 Akt
磷酸化，从而减轻炎症反应 [30]。目前，有关该信
号通路在 RV 感染过程中的研究也有相关报道 [31]。
然而，橙皮苷抗 RV 作用是否与该通路有关还需
要进一步的研究。因此，本实验选取了 PI3K/Akt
信号通路，从 RT-qPCR 和 Western blot 两方面进
行研究。结果表明，橙皮苷各浓度组均可上调
PIK3CA、Akt1 基因的表达，并且显著上调细胞
p-PI3K、p-Akt 蛋白量的表达，故推测其抗 RV 作
用可能与 PI3K/Akt 信号通路的抑制有关。
　　PI3K/Akt 信号通路在网络药理学分析中占据
重要地位，但本研究中预测的大多数通路仍需要
实验验证。其余信号通路虽然在多数枢纽靶标中
没有富集，但也可能为 RV 感染及发病机制的深
入研究提供新的见解。
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滑膜炎固体制剂的溶出度评价

李花花，黄嘉怡，彭紫薇，宋扬，袁子雨，窦敏航，杜守颖*，白洁*（北京中医药大学 中药学院，北京

　102488）

摘要：目的　通过体外溶出度试验评价滑膜炎胶囊剂和片剂的体外溶出特性和成分溶出差异。

方法　采用小杯法溶出，通过 HPLC 法测定滑膜炎固体制剂中丹参素、新绿原酸、丹酚酸 B
等 8 个指标性成分的溶出，并通过相似因子法及指纹图谱进行不同固体制剂溶出的相似性评

价。结果　各制剂中指标性成分的溶出均较为完全，但溶出速率存在差异；从剂型角度分析溶

出速率胶囊剂＞片剂。相似因子法分析结果显示不同剂型之间的溶出度存在差异。各制剂溶出

样品的指纹图谱整体性分析显示，不同厂家的片剂溶出样品的指纹图谱较为相似，胶囊剂与

片剂之间也较为相似。结论　滑膜炎固体制剂各成分的体外溶出较好，不同剂型指标性成分的

溶出特性存在一定差异，但各制剂之间的溶出从复方组分整体性上较为相似。

关键词：滑膜炎固体制剂；溶出度；相似因子

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1516-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.019

Evaluation of dissolution of synovitis solid formulations

LI Hua-hua, HUANG Jia-yi, PENG Zi-wei, SONG Yang, YUAN Zi-yu, DOU Min-hang, DU Shou-
ying*, BAI Jie* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  
102488)

Abstract: Objective  To evaluate the dissolution characteristics and composition dissolution 
differences of synovitis capsules and tablets by in vitro dissolution test. Methods  Small cup method 
was used for the dissolution of eight indicator components, such as salvinorin, neochlorogenic 
acid and salvianolic acid B. The solid formulations of synovitis was determined by HPLC, and the 
similarity of the dissolution of different solid formulations was evaluated by the similarity factor 
method and fingerprinting. Results  The dissolution of the index components in all formulations 
was complete, but the dissolution rates varied. The dissolution rates of capsules were higher than 
those of tablets from the perspective of dosage forms. The similarity factor analysis showed that 
the dissolution rates of the different dosage forms varied. The holistic analysis of fingerprints of the 
dissolved samples of each formulation showed that the fingerprints of dissolved tablets from different 
manufacturers were more similar, and between capsules and tablets were also similar. Conclusion  
The in vitro dissolution of each component of synovitis solid formulations is good, with difference in 
the dissolution characteristics of the indicator components of different dosage forms. The dissolution 
between the formulations is similar in terms of the overall nature of compound components. 
Key words: synovitis solid preparation; dissolution; similarity factor
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　　滑膜炎方是国内首个以滑膜为针对性治疗部
位的骨关节病创新中药方，全方由夏枯草、女贞
子、枸骨叶、黄芪、防己、薏苡仁、土茯苓、丝

瓜络、泽兰、丹参、当归、川牛膝、豨莶草 13
味药组成，具有清热利湿、活血通络的功效，用
于湿热闭阻、瘀血阻络所致的痹病，急、慢性滑
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膜炎及膝关节术后的治疗 [1-2]。其包括滑膜炎颗
粒 / 胶囊 / 片三个不同剂型。药材来源及不同剂
型的生产工艺、成型辅料等差异，造成制剂内容
物的介质、形态不同，且不同剂型有其适宜性，
多种因素影响下，不同剂型的体外溶出行为会有
差异，并最终表现为临床疗效差异，因此有必要
研究不同剂型滑膜炎制剂的溶出性差异 [3-4]。
　　颗粒剂没有溶出的过程，故本文仅观察胶囊
剂和包衣片剂的溶出差异。通过建立滑膜炎胶
囊 / 片的体外溶出度试验方法，探讨不同剂型滑
膜炎固体制剂的体外溶出特性。在中药或者其复
方制剂的溶出度研究中，多采用相似因子法进行
不同固体制剂溶出的相似性评价，对比其溶出行
为的差异性。滑膜炎方的药味组成众多，其所含
成分较为复杂，在溶出度研究中选取的指标性成
分外，滑膜炎制剂中还存在多个未进行溶出对比
分析甚至未定性的药物成分。指纹图谱技术可整
体性表征中药或其复方制剂的化学组成信息。本
研究在前期研究的基础上，明确了滑膜炎制剂中
包括鸟苷、丹参素、原儿茶醛、新绿原酸、特女
贞苷等在内的 17 个特征成分。在多批次制剂指
纹图谱的基础上，结合化学模式识别技术，选取
了含量相对较高且制剂中存有较大差异的丹参素
钠、新绿原酸、原儿茶醛、绿原酸、隐绿原酸、
咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B 作为指标性成分，
分别从指标性成分的溶出行为及制剂各组分的整
体特征上对于滑膜炎制剂的溶出性进行研究，为
滑膜炎制剂的质量评价研究和临床应用选择提供
参考。
1　材料
1.1　仪器
　　ZRS-8G 智能溶出试验仪（天津市精拓仪器
科技有限公司）；Thermo Scientific Dionex Utimate 
3000 高效液相色谱仪 [ 包括 DAD 检测器，CM7.2 
色谱工作站，赛默飞世尔科技（中国）有限公司 ]。
1.2　试药
　　滑膜炎胶囊（公司 A，批号：2010271，规格：
0.5 g/ 粒）；滑膜炎片（公司 B，批号：200632，
规格：0.5 g/ 片；公司 C，批号：20200702，规格：
0.6 g/ 片；公司 D，批号：201102，规格：0.6 g/ 片）。
对照品丹参素钠（批号：110855-201925，含量：
98.9%）、原儿茶醛（批号：110810-201909，含量：
99.6%）、绿原酸（批号：110753-202018，含量：
96.1%）、咖啡酸（批号：110885-201703，含量：
99.7%）、迷迭香酸（批号：111871-202007，含
量：98.1%）、丹酚酸 B（批号：111562-201917，
含量：96.6%）（中国食品药品检定研究院）；新绿

原酸（批号：P20A11L121936）、隐绿原酸（批号：
P16A10U95423（HPLC ≥ 98%，上海源叶生物
科技有限公司）。乙腈、磷酸（Fisher，色谱级）；
水（杭州娃哈哈集团有限公司）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　含量测定：Xselect HSS T3（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱，流动相为乙腈 -0.1% 磷酸溶液，梯
度洗脱程序见表 1，流速 1 mL·min－ 1，检测波长
为 280 nm（丹参素钠、原儿茶醛）、287 nm（丹酚
酸 B）、327 nm（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、
咖啡酸、迷迭香酸），柱温 30℃，进样体积 30 μL。
　　指纹图谱：检测波长为 287nm，其余条件同
上述溶出样品含量测定色谱条件。

表 1　洗脱程序 
Tab 1　Elution procedure

时间 /min 乙腈

  0 ～ 3   2%
  3 ～ 12   2% ～ 10%
12 ～ 19 10% ～ 12%
19 ～ 28 12% ～ 14%
28 ～ 36 14% ～ 17%
36 ～ 42 17% ～ 19%
42 ～ 72 19% ～ 23%
72 ～ 82 23% ～ 25%
82 ～ 100 25% ～ 35%

2.2　溶液的配制
2.2.1　对照品溶液的制备　精密称取丹参素钠、
新绿原酸、原儿茶醛、绿原酸、隐绿原酸、咖啡
酸、迷迭香酸、丹酚酸 B 对照品适量，加 75%
甲醇配制成含丹参素钠 0.2234 mg·mL－ 1、新
绿 原 酸 0.0339 mg·mL－ 1、 原 儿 茶 醛 0.0306 
mg·mL－ 1、绿原酸 0.0289 mg·mL－ 1、隐绿原
酸 0.0464 mg·mL－ 1、咖啡酸 0.0493 mg·mL－ 1、
迷 迭 香 酸 0.0329 mg·mL－ 1、 丹 酚 酸 B 0.0360 
mg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.2　含量测定供试品溶液的制备　参考《中国药
典》（2020 年版）滑膜炎胶囊 / 片项下方法，滑膜
炎胶囊取内容物，精密称定 0.5 g[ 滑膜炎片除去薄
膜衣，研细，精密称定 0.5 g（公司 B）/0.6 g（公司
C；公司 D）]，置具塞锥形瓶中，精密加入 75%
甲醇 25 mL，密塞，称定重量，超声处理（功率
250 W，频率 40 kHz）20 min，取出，放冷，再称
定重量，用 75% 甲醇补足减失的重量，摇匀，移
取 10 mL 溶液至离心管中，10 000 r·min－ 1 离心
10 min，取上清液过 0.22 μm 滤膜，即得。
2.2.3　溶出测定供试品溶液的制备　按《中国药
典》（2020 年版）四部溶出度与释放度测定法——
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杯法测定 [3]：采用经煮沸脱气后的水作溶出介质。
桨叶底部距溶出杯底部（15±2）mm。分别量取
200 mL 水置于溶出杯，温度（37±0.5）℃，转速
75 r·min－ 1，在同等生药量下，取胶囊剂 3 粒或
片剂 3 片分别投入 6 个溶出杯中，于设定的时间
点 5、10、15、20、30、60、120、180 min 分 别
取样 1 mL（同时立即补充空白介质 1 mL），立即
用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得。此外，此供试
品溶液同时用于溶出样品的指纹图谱的测定。
2.3　溶出测定方法学考察
2.3.1　线性关系　分别精密称取丹参素钠、新绿原
酸、原儿茶醛、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、迷迭
香酸、丹酚酸 B 对照品适量，按“2.2.1”项下方法
分别配制成含丹参素钠 2.0694 mg·mL－ 1、新绿原
酸 1.9533 mg·mL－ 1、原儿茶醛 1.9890 mg·mL－ 1、
绿 原 酸 1.8797 mg·mL－ 1、 隐 绿 原 酸 1.9306 
mg·mL－ 1、咖啡酸 2.0528 mg·mL－ 1、迷迭香酸
2.2279 mg·mL－ 1、丹酚酸 B 1.9533 mg·mL－ 1 的
对照品储备液。精密量取适量于 10 mL 量瓶中，逐
步稀释后，分别得到各成分的系列对照品溶液。按
“2.1”项下色谱条件进样，以成分峰面积对进样浓
度进行线性回归，结果如表 2 所示。

表 2　线性关系考察 
Tab 2　Linear relationship examination

化合物 回归方程 r 线性范围 /（mg·mL－ 1）

丹参素 y ＝ 126.44x ＋ 0.0615 0.9998 0.0008 ～ 0.4139
新绿原酸 y ＝ 543.39x － 0.0196 0.9999 0.0009 ～ 0.0551
原儿茶醛 y ＝ 794.71x － 0.1310 0.9997 0.0008 ～ 0.6421
绿原酸 y ＝ 561.13x － 0.0190 0.9999 0.0008 ～ 0.0470
隐绿原酸 y ＝ 349.23x － 0.0046 0.9997 0.0008 ～ 0.0772
咖啡酸 y ＝ 931.55x ＋ 0.0076 0.9999 0.0008 ～ 0.0821
迷迭香酸 y ＝ 514.36x ＋ 0.1274 0.9999 0.0008 ～ 0.4556
丹酚酸 B y ＝ 225.37x ＋ 0.0968 0.9999 0.0008 ～ 0.3907

2.3.2　专属性　分别取空白溶出介质、滑膜炎
各制剂溶出样品，进样测定，与混合对照品色
谱图对照，结果空白溶出介质和样品中其他成
分对待测成分无干扰，说明该方法的专属性良
好，见图 1。
2.3.3　精密度、重复性、稳定性　① 精密度：取
滑膜炎制剂溶出样品连续进样 6 次；② 重复性：
取滑膜炎制剂溶出样品 6 份分别进样；③ 稳定
性：取滑膜炎制剂溶出样品，分别在样品制备完
成 0、2、4、6、12、24 h 进样分析。结果以成分
峰面积计算，RSD 均小于 3%，表明仪器的精密
度、方法重复性均良好，样品在 24 h 内稳定。
2.4　溶出样品指纹图谱方法学考察
　　① 精密度：分别取不同滑膜炎制剂溶出样品
连续进样 6 次。② 重复性：分别取同一批次不同

滑膜炎制剂溶出样品 6 份进样分析。③ 稳定性：
分别取不同滑膜炎制剂溶出样品，于制样后0、2、
4、8、12、24 h 进样分析。以上所有样品均按
“2.1”项下色谱条件测定，分别对比指纹图谱方
法的精密度、重复性、稳定性结果相似度，各结
果相似度均大于 0.900，表明仪器的精密度、方
法重复性均良好，样品在 24 h 内稳定。
2.5　溶出行为研究
　　分别将“2.2.2”项下各制剂的溶出样品按
“2.1”项下色谱条件进样测定，按如下公式计算
各制剂的指标性成分的累积溶出量和累积溶出百
分率，累积溶出百分率 - 时间绘制溶出曲线 [5-6]，
结果见表 3、图 2。
　　累积溶出量（Qn）＝ 200×Cn ＋∑n － 1

i ＝ 1 Ci×1
　　累积溶出百分率（%）＝ Qn/Mn×100%
　　Qn 为第 n 点测得的药物质量浓度；Ci 为第 i
（i ≤ n － 1）个取样点测得的溶出液中药物质量
浓度；Mn 是制剂中含有的药物含量。

图 1　280 nm、287 nm、327 nm 下溶出样品、混合对照品溶液及空

白溶出介质的图谱比较

Fig 1　Comparison of the plots of dissolved samples，mixed control 
solutions and blank dissolution media at 280 nm，287 nm and 327 nm
S1. 空白溶出介质（blank dissolution media）；S2. 混合对照品溶液

（mixed control solutions）；S3 ～ S6. 样品（sample）；1. 丹参素（sal-
icin）；2. 新绿原酸（neochlorogenic acid）；3. 原儿茶醛（protocatechuic 
aldehyd）；4. 绿原酸（chlorogenic acid）；5. 隐绿原酸（cryptophyl-
logenic acid）；6. 咖 啡 酸（caffeic acid）；7. 迷 迭 香 酸（rosmarinic 
acid）；8. 丹酚酸 B（salvianolic acid B）
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　　结果 8 个指标性成分在样品中均有检出，除公
司 C 片剂的丹参素溶出百分率最高外，其他 7 个
成分都是胶囊剂最高。综合溶出百分率排序为胶囊
剂＞公司 C 片剂＞公司 D 片剂＞公司 B 片剂，说明
相较于片剂，胶囊剂各指标性成分溶出更完全。
　　各成分在 180 min 内释放均较为完全。此外，
前 60 min 各制剂的溶出度差异较大，前 30 min
尤为明显，这与各制剂的崩解时限相关。各制剂
中除了个别成分之外，比如胶囊剂中的原儿茶
醛、隐绿原酸和丹酚酸 B，公司 C 片剂中的绿原
酸和隐绿原酸，公司 D 片剂中的隐绿原酸和咖啡
酸，其余成分可在 5 min 内开始溶出。
2.6　相似因子法评价溶出曲线
　　采用 f1 法和 f2 法评价 4 种滑膜炎制剂溶出曲

线的相似及差异性 [7-8]，将 4 种滑膜炎制剂的溶出
曲线进行两两比较，计算制剂中 8 个指标性成分
溶出曲线的 f1、f2值，结果见表4，计算公式如下：
　　f1 ＝ {[Σ n

i ＝ 1 |Rt － Tt|]/[Σ n
i ＝ 1 Rt]}×100

　　f2 ＝ 50 lg{[1 ＋ 1/nΣn
i ＝ 1（Rt－Tt）

2]－0.5×100}
　　n 为取样时间点个数，Rt 为参比样品在 t 时
刻的溶出度值，Tt 为试验样品在 t 时刻的溶出度
值。一般情况下，f1 ≤ 15 或 f2 ≥ 50 时，受试样
品与参比样品溶出行为相似，可认为两条溶出曲
线具有相似性。结果公司 A 胶囊与公司 C 片剂的
溶出曲线在除咖啡酸之外的 7 个指标性成分之间
具有相似性；公司 B 片剂与公司 D 片剂的溶出曲
线在所有指标性成分之间具有相似性；其他制剂
的溶出曲线两两之间不具有相似性。

表 4　4 种滑膜炎制剂中 8 个指标性成分溶出曲线的 f1、f2 值 
Tab 4　f1 and f2 values of the dissolution curves of the eight indicator ingredients in the 4 synovitis formulations

参比制剂 试验试剂
丹参素 新绿原酸 原儿茶醛 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 迷迭香酸 丹酚酸 B
f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2

公司 A 胶囊 公司 B 片剂 46.39 33.51 51.25 31.39 51.14 30.93 53.24 29.48 54.35 30.11 50.35 31.70 61.17 27.99 61.69 32.32 
公司 C 片剂 12.53 54.97 11.62 63.48 16.59 56.32 8.87 64.77 9.64 62.62 22.83 49.68 13.29 60.70 15.42 59.38 
公司 D 片剂 36.66 38.43 43.20 34.92 43.99 34.45 49.31 31.04 45.21 33.69 49.03 31.66 55.46 30.16 51.42 36.28 

公司 C 片剂 公司 B 片剂 48.30 29.31 46.84 32.40 44.69 37.34 52.86 29.40 54.27 29.50 34.64 43.72 56.74 31.82 66.04 27.72 
公司 D 片剂 39.62 32.58 38.96 35.67 31.55 42.54 48.89 30.41 45.11 32.30 36.96 42.60 48.48 34.25 56.42 30.81 

公司 D 片剂 公司 B 片剂 14.51 64.57 13.22 69.43 19.21 62.95 15.94 68.89 18.03 65.54 16.66 68.09 16.02 73.72 22.07 70.05 

2.7　指纹图谱的整体性分析

　　在滑膜炎制剂指纹图谱中，共指认 20 个特征
峰，各制剂 180 min 溶出样品的指纹图谱见图 3，
选取丹参素钠、新绿原酸、原儿茶醛、绿原酸、

图 2　不同剂型滑膜炎固体制剂中各成分的溶出曲线（n ＝ 6）
Fig 2　Dissolution curves of each component in different dosage forms of synovitis solid formulations（n ＝ 6）
A. 丹参素（salicin）；B. 新绿原酸（neochlorogenic acid）；C. 原儿茶醛（protocatechuic aldehyd）；D. 绿原酸（chlorogenic acid）；E. 隐绿原酸

（cryptophyllogenic acid）；F. 咖啡酸（caffeic acid）；G. 迷迭香酸（rosmarinic acid）；H. 丹酚酸 B（salvianolic acid B）

表 3　各制剂的指标性成分累积溶出量 
Tab 3　Cumulative dissolution of indicator components for each formulation

制剂 丹参素 新绿原酸 原儿茶醛 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 迷迭香酸 丹酚酸 B
公司 A 胶囊（mg/3 粒） 5.43±0.12 0.43±0.01 0.53±0.01 0.44±0.01 0.64±0.01 0.83±0.02 2.45±0.12 4.86±0.19
公司 B 片剂（mg/3 片） 3.37±0.09 0.41±0.01 0.24±0.00 0.51±0.01 0.64±0.02 0.18±0.00 0.79±0.04 4.04±0.15
公司 C 片剂（mg/3 片） 5.57±0.14 0.30±0.01 0.49±0.01 0.36±0.00 0.57±0.00 0.25±0.01 1.07±0.04 4.09±0.09
公司 D 片剂（mg/3 片） 7.51±0.34 0.30±0.01 0.56±0.03 0.34±0.01 0.50±0.03 0.41±0.02 3.11±0.11 4.93±0.21
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隐绿原酸、咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B 作为指
标性成分，对各制剂溶出样品的指纹图谱进行相
似度比较，并评价不同滑膜炎制剂溶出的相似性。
　　滑膜炎各制剂中的成分在 180 min 内释放均较
为完全，因此，将 180 min 溶出样品的指纹图谱以
“.cdf”格式导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系
统》（2012A），进行全谱峰匹配，计算相似度。不
同厂家的滑膜炎片溶出样品的指纹图谱相似度比
较，结果见表 5。不同厂家的片剂溶出样品指纹图
谱较为相似。不同剂型滑膜炎固体制剂溶出样品
的指纹图谱相似度比较，结果见表 6。胶囊剂与片
剂溶出样品的指纹图谱较为相似，说明不同剂型
滑膜炎固体制剂溶出样品的指纹图谱差异较小。

图 3　滑膜炎制剂 180 min 溶出样品的指纹图谱

Fig 3　Fingerprints of 180 min dissolved samples of each formulation
S1. 公司 A 胶囊剂（company A capsule）；S2. 公司 B 片剂（company 
B tablet）；S3. 公 司 C 片 剂（company C tablet）；S4. 公 司 D 片 剂

（company D tablet）

表 5　滑膜炎片 (不同厂家 )溶出样品的指纹图谱相似度比较 
Tab 5　Similarity of fingerprint profiles of dissolved samples of 

synovitis tablets (different manufacturers)
公司 B 片剂 公司 C 片剂 公司 D 片剂 对照图谱

公司 B 片剂 1.00 0.935 0.870 0.906
公司 C 片剂 0.935 1.00 0.847 0.883
公司 D 片剂 0.870 0.847 1.00 0.974
对照图谱 0.906 0.883 0.974 1.00

表 6　滑膜炎制剂（不同剂型）溶出样品指纹图谱相似度比较 
Tab 6　Fingerprint similarity of dissolved samples of synovitis 

formulations (different dosage forms)

胶囊剂 片剂

胶囊剂 1.00   0.923

片剂   0.923 1.00

3　讨论

　　各制剂中指标性成分的溶出程度和溶出速率会
影响制剂药效的发挥和维持 [9]，从其溶出曲线中可
以看出滑膜炎不同制剂之间各指标性成分溶出时间
及速率是存在差异的，在剂型上溶出百分率和溶出
速率为胶囊剂优于片剂。首先，不同成分在溶出介
质中的溶解度不同，会导致制剂中成分溶出时间上
的区别；其次，不同剂型制备工艺和药物辅料的差
异，胶囊剂的辅料主要为可做囊壳的明胶，其溶解
后药物溶出较为迅速；而片剂用到稀释剂、黏合剂
等多种辅料，制备时受机械压力冲击压片，质地坚

硬，其包衣溶解后药物溶出较胶囊缓慢。
　　综合滑膜炎制剂的主要药味及含量差异性后，
选取了 8 个指标性成分进行溶出性分析。先通过相
似因子法从指标性成分的基础上对比研究不同滑膜
炎制剂溶出行为的差异性，显示相同剂型的不同厂
家及不同剂型之间的溶出行为皆存在差异，但剂型
间的差异性更大。然而，中药制剂的药效是包含主
要成分在内的所有药物组分来整体起作用的 [10-11]，
滑膜炎制剂的研究亦是如此。故研究中进一步结合
了溶出样品指纹图谱相似性评价的方式，从溶出化
学成分整体特征上对滑膜炎制剂的溶出进行研究，
可以看出不同制剂整体溶出基本无差异。对于滑膜
炎固体制剂溶出行为的差异性和整体组分特征上的
相似性都提示在应用时不同剂型、不同厂家滑膜炎
固体制剂的溶出吸收可能会导致其在体内生物利用
度的差异，进而关系到疗效发挥时间的差异，也为
不同制剂的选择提供一定参考 [12-13]。
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基于铁死亡机制的多模式联合治疗肿瘤的 
纳米递药系统的研究进展

阚玉萍1，李士壮1，王雪莹2，苏慧1，阎雪莹1*（1. 黑龙江中医药大学，哈尔滨　150000；2. 黑龙江中医药大学附

属第一医院，哈尔滨　150000）

摘要：铁死亡是一种新型的铁依赖性非凋亡性细胞死亡，其显著特点是细胞内脂质活性氧生成

与降解平衡失调。研究表明，大部分的肿瘤病变与铁死亡有着密切的关联，铁死亡是调节肿瘤

治疗的重要枢纽。由于肿瘤异质性和某些特定条件的限制，单一的诱导铁死亡策略以及化学疗

法并不能得到预期的治疗效果。最近的几项研究将铁死亡与多种治疗模式联合应用取得了突破

性的进展，先进的纳米技术为铁供应和药物传递开辟了新的途径，尤其是在控制药物的稳定

性、生物分布、细胞靶向性和药物释放动力学等方面取得了很大进展。本文对基于铁死亡机制

联合化疗、光学疗法、免疫疗法等多模式治疗肿瘤的纳米递药技术最新研究进展进行了综述。
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　　癌症是全球第二大死因 [1]。目前，针对癌症的
治疗主要以化疗、放疗和免疫治疗为主。但是化
疗的副作用和反复用药导致的耐药性 [2]，放疗后
出现的辐射毒性 [3]，免疫疗法潜在的炎症毒性 [4]

和自身免疫抑制 [5] 等极大地限制了在临床上的应
用，因此，亟需开发新颖有效的新型肿瘤治疗策
略以弥补传统肿瘤治疗的不足。铁死亡是一种铁
依赖性的调节细胞死亡形式 [6]，其特征是活性氧
（reactive oxygen species，ROS）诱导脂质过氧化
物的积累。研究表明，纳米技术与铁死亡的联合
具有独特的优势，如更好的肿瘤杀伤效果 [7]、更
加精确的肿瘤靶向性、优异的肿瘤微环境（tumor 
microenvironment，TME）响应能力、良好的生物
相容性和较长的循环时间等 [8]。这些优势为开发
新制剂以改善肿瘤的治疗效果提供了可能。
　　研究发现一些癌基因和肿瘤抑制因子的变化
都对肿瘤细胞的铁死亡调节有重要影响，例如肿
瘤蛋白 p53 通过抑制 SLC7A11 的表达作为其肿
瘤抑制活性的一部分来促进铁死亡 [9]；肿瘤抑制
因子 BRCA1 相关蛋白 1（BAP1）通过去泛素化
的方式降低 SLC7A11 启动子上的 H2Aub 占用来
抑制 SLC7A11 表达 [10]。在索拉非尼（sorafenib，
SRF）存在下，肝癌细胞中的视网膜母细胞瘤
（retinoblastoma，Rb）的缺乏，能够增加线粒体
ROS 的产生促进氧化应激，因此，缺乏 Rb 会使
肝癌细胞对铁死亡的诱导敏感 [11]。肾透明细胞
癌由于其独特的代谢状态而容易受到铁死亡的影

响 [12]。目前的传统观点认为，铁死亡的诱导与
System Xc－的调节有关。最近的研究表明，铁死亡
抑制蛋白 1（ferroptosis suppressor protein 1，FSP1）
抑制铁死亡是通过非线粒体辅酶 Q10 抗氧化系
统实现的 [13-14]，独立于经典的基于谷胱甘肽（glu-
tathione，GSH）的谷胱甘肽过氧化酶 4（glutathione 
peroxidase 4，GPX4）途径。因此，铁死亡是与代
谢、氧化还原生物学和肿瘤密切相关的纽带。
　　目前，美国食品和药品监督管理局（Food 
and Drug Administration，FDA）已经批准了一些
铁死亡药物如索拉非尼、柳氮磺胺吡啶、青蒿素
用于临床治疗 [15]。此外，经 FDA 批准应用于临
床的两种纳米颗粒纳米氧化铁和超小硅纳米颗粒
已被证实能够通过增加铁蓄积和 ROS 选择性地
杀死肿瘤细胞，表明现有纳米颗粒可能具有治疗
肿瘤的潜力。本文对基于铁死亡机制联合化疗、
光学疗法、免疫疗法多模式治疗肿瘤的纳米递药
技术的最新研究进展进行综述。
1　铁死亡概述

　　铁死亡以一种铁依赖性的、非凋亡的形式调节
细胞死亡，由脂质过氧化引起，由集成的氧化和抗
氧化系统控制 [16]，涉及多不饱和脂肪酸（polyunsat-
urated fatty acid，PUFAs）、铁、氨基酸代谢、GSH
和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate，NADPH）等众多生物代谢
过程。主要作用机制包括铁代谢、脂质代谢、氨基
酸代谢、p53、KRAS 介导的铁死亡等（见图 1）。

图 1　铁死亡信号通路示意图

Fig 1　Signaling pathway of ferroptosis

2　铁死亡的分子机制

2.1　铁代谢

　　铁离子超载可以通过芬顿反应催化形成具有

代谢毒性的 ROS 和过氧化磷脂，从而导致铁死
亡。目前，有研究表明当肿瘤细胞吸收过量 Fe3 ＋

时，可通过细胞膜上的转铁蛋白受体（transferrin 
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receptor 1，TFR1）进入核内体，之后通过二价金
属离子转运体（divalentmetaltransporter 1，DMT1）
转化为 Fe2 ＋ [17]。而生成的 Fe2 ＋可与 H2O2 发生芬
顿反应产生大量 ROS 和·OH，从而诱发铁死亡。
2.2　脂质代谢

　　脂质过氧化物是铁过载期间铁死亡的最终执
行者 [18]，而 PUFAs 是脂质过氧化的主要靶标之一。
游离 PUFA 是合成脂质信号转导培养基的底物，但
必须酯化成膜磷脂并被氧化以传递铁死亡信号。长
链脂酰辅酶 A 合成酶 4（long-chain acyl-CoA syn-
thetase 4，ACSL4）已被证明是铁死亡敏感性的关
键因素 [19-21]，ACSL4 能够将辅酶 A（coenzyme A，
CoA）添加到长链脂肪酸中，促进 PUFA 转化为磷
脂。在 ACSL4 活化后，溶血磷脂酰胆碱酰基转移
酶 3（recombinant lysophosphatidylcholine acyltrans-
ferase 3，LPCAT3）通过将酰基插入溶血磷脂中，
利用磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺诱导脂质过氧化。
2.3　氨基酸代谢

　　System Xc－由功能亚基 SLC7A11 和调节亚基
SLC3A2 组成，是一种氨基酸反转运蛋白 [22-23]。
对 System Xc－的抑制能够引起细胞内 GSH 的消
耗，产生更高水平的过氧化脂质，诱导铁死亡。
而 GPX4 作为 GSH 过氧化物酶的成员，是铁死
亡通路中的一个关键调控因子。GPX4 的失活将
导致细胞过氧化物清除障碍，ROS 大量积累，最
终导致细胞铁死亡的发生。
2.4　铁死亡分子机制的其他相关信号通路

2.4.1　p53 介导的铁死亡　p53 是一种公认的肿瘤
抑制基因，能够诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡 [24]，
介导的代谢调节也会抑制肿瘤。p53 既可以抑制
SLC7A11 转录，也可通过调控 PTGS2、SAT1、DPP4
基因的表达来调节肿瘤细胞对铁死亡的敏感性。
2.4.2　KRAS 介导的铁死亡　KRAS 可以通过调
控 HIF-1α 和 HIF-2α 靶基因来调节线粒体代谢或
转铁蛋白受体以调节线粒体呼吸和 ROS 生成。此
外，KRAS 还可以激活 Rac1-NOX4 信号传导以改
变 NADPH 氧化酶活性。
2.4.3　电压依赖性阴离子通道（voltage-dependent 
anion channel，VDAC）介导的铁死亡　VDAC 是位
于线粒体外膜的离子通道，介导和控制线粒体和细
胞质之间的分子和离子交换 [25-26]。改变 VDAC 的通
透性，能够产生 ROS，导致线粒体代谢紊乱和氧化
性死亡 [27]。在氧化应激条件下，转硫途径将硫原子
从甲硫氨酸转移到丝氨酸，产生半胱氨酸。然后半
胱氨酸作为合成 GSH 的底物，帮助谷胱甘肽过氧

化物酶（glutathione peroxidase，GPX）维持氧化还
原稳态并防止氧化损伤。因此，调控该途径可以抑
制铁死亡的发生。有研究发现 Erastin 诱导 VDAC
开放介导的线粒体铁摄取可能加速铁死亡 [28-29]。
3　纳米递药系统用于铁死亡机制的多模式联合

治疗

　　越来越多的研究表明，相比于单一的铁死亡
治疗策略，将化疗、光学疗法、免疫疗法与基于
铁死亡机制的多模式联合治疗具有更为明显的优
势，如协同效果更好，单一剂量减少使毒副作用
更少等。近些年，随着对铁死亡机制的深入研究，
纳米材料靶向铁死亡的抗肿瘤治疗已经取得了良
好进展。然而，目前对基于铁死亡的多模式联合
治疗肿瘤的纳米递药系统的最新研究进展概括总
结较少，亟需补充（见图 2）。因此，本文对这一
领域的研究热点和发展趋势以及基于联合治疗的
优势和局限性进行了系统性综述。
3.1　化疗促进铁死亡的纳米递药系统

　　迄今为止，化疗仍然是治疗各种恶性肿瘤最有
效和最常用的方式之一。装载于纳米递药系统中的
化疗药物可以显著提高药物的递送效率和肿瘤杀伤
效果，然而单药装载的治疗效果并不理想。因此，
化疗联合其他疗法已成为肿瘤治疗的一个趋势。
　　阿霉素（也称多柔比星，DOX）是常用的抗
肿瘤化疗药物之一，已被证明能够下调 GPX4[30]

的表达，并且间接产生 H2O2 以放大芬顿反应。
然而，肿瘤细胞中 H2O2 不足和高 GSH 限制了
芬顿反应依赖性铁死亡的效率。为此，Yang
等 [31] 将 Fe3 ＋通过薄膜水化法加载到不饱和脂质
（Lipo）的内部并与三硫键连接的 DOX 二聚体前
药（DSSSD）形成 GSH 敏感的 LipoDSSSD。在
肿瘤细胞中，释放的 Fe3 ＋与过表达的 GSH 反应
（三硫键裂解也会消耗 GSH），导致 GSH 耗竭
并使 Fe3 ＋还原为 Fe2 ＋，形成的 Fe3 ＋ /Fe2 ＋可以
直接催化 Lipo 的氧化，诱导芬顿反应非依赖性
铁死亡，与此同时，Fe2 ＋可以进一步与 DOX 反
应，产生的 H2O2 通过芬顿反应产生·OH，诱导
芬顿反应依赖性铁死亡，有效地解决了肿瘤细胞
中 H2O2 不足和高 GSH 的问题。此外，体内和体
外实验均证实了 LipoDSSSD 不仅发挥了高效的
化疗 - 铁死亡协同抗肿瘤效果，也减轻了由脂质
体积累引起的毒性。这种集铁死亡和化疗双重治
疗于一体的纳米药物可能在未来应用于临床，对
肿瘤治疗有益。类似的，Xue 等 [32] 开发了一种肿
瘤靶向无定形碳酸钙（ACC）包载 Fe2 ＋和 DOX
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的纳米制剂 ACC@DOX.Fe2 ＋ -CaSi-PAMAM-FA/
mPEG，这种纳米制剂可被肿瘤微环境特异性激
活释放 Fe2 ＋和 DOX，通过互补的铁死亡和凋亡
机制诱导肿瘤细胞死亡。除此之外，简单的合成
步骤，酸性环境下的快速降解，pH 敏感性释放
药物等优势对于开发具有改善肿瘤特异性，增强
抗肿瘤功效和降低健康风险的铁死亡途径靶向纳
米治疗药物具有临床意义。
　　除了 DOX 外，顺铂（cisplatin，Pt）也是一种
常用的与铁死亡联合应用的抗肿瘤药物。然而，
铂类药物由于其严重的不良反应和耐药性而受到
限制。为此，Cheng 等 [33] 构建了 Pt-FMO 纳米平
台。首先由乙酰丙酮铁和乙酰丙酮锰合成 FMO 纳
米颗粒，并通过聚乙烯亚胺（polyethyleneimine，
PEI）对 FMO 进行改性以增加稳定性，最后通过
酰胺键与 FMO 表面共轭，形成 Pt-FMO。其中低
细胞毒性的顺铂能够被 GSH 激活，在细胞内产生
高毒性顺铂，并能够上调细胞内的 H2O2，而 FMO
释放的 Mn2 ＋ /Fe3 ＋催化芬顿反应，可转化为剧毒
的·OH，进一步有效促进肿瘤细胞的铁死亡。而
体内抗肿瘤实验结果表明 Pt-FMO 在顺铂含量仅为
8.89% 的剂量下，能够达到与顺铂相似的治疗效
果。这种纳米平台的设计不仅促进了细胞铁死亡
和凋亡的高效联合，而且消除了由凋亡途径介导
的传统顺铂治疗的严重副作用和耐药性。而 FMO
有效的 MRI 成像能力，也为设计新型高效的纳米
诊疗药物实现多模式的联合治疗提供了新策略。
　　此外，多种天然药物成分，例如，没食子
酸 [34]、紫菜素 [35]、青蒿琥酯等，也被发现可以
通过与铁死亡联合治疗，多途径、多靶点抑制

肿瘤细胞生长。如青蒿琥酯可以通过促进对铁
的富集，增加细胞内游离铁的水平而引发肿瘤
细胞的铁死亡。一项已经完成的Ⅰ期临床试验
（NCT00764036）显示，对于乳腺癌转移患者，
口服青蒿琥酯 200 mg·d － 1 具有较高的安全性
和良好的耐受性。此外，青蒿琥酯在结直肠癌
患者中的药代动力学（NCT02633098）和有效性
（NCT03093129）也正在进行临床试验。但在试
验中观察到的青蒿素的最小毒性曲线是否能使它
的促铁死亡活性得到开发仍有待确定。
3.2　光学疗法促进铁死亡的纳米递药系统

　　光学疗法包括光热治疗（photothermal thera-
py，PTT）和光动力疗法（photo dynamic therapy，
PDT）。PTT 可以通过调节照射条件来诱导细胞凋
亡，已被证明是一种有前途的治疗方法 [36-38]，具
有无创、高特异性和可控性等诸多优点。PTT 的
基本原理是光热剂吸收光辐射，产生热能，从而
消融肿瘤细胞并使肿瘤消退。目前，各种类型的
无机和有机光热剂已被投入研究 [39]。主要包括金
纳米颗粒（GNP）[40]、金纳米星（AuNSs）[41]、单
壁碳纳米管（SWCNTs）[42]、石墨烯和碳点（CD）
等无机光热剂；以及吲哚菁绿（ICG）；聚多巴
胺（PDA）等有机光热剂。光热剂通常被设计成
纳米平台或者作为纳米载体来加载药物、抗原或
佐剂，显示出与其他治疗方式联合治疗的潜力。
Tang 等 [43] 利用近红外染料 SQ890 作为铁螯合剂
和光热转换器，用 GSH 敏感聚合物（PLGA-SS-
mPEG）封装，构建了 SQ890@Fe NPs。该纳米
制剂能够在肿瘤细胞中高 GSH 的作用下，激活
SQ890-Fe 的光热效应，使 Fe3 ＋被还原为 Fe2 ＋，

图 2　基于铁死亡机制的多模式联合治疗

Fig 2　Multimodal therapy based on ferroptosis mechanism
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触发芬顿反应，诱导铁死亡。铁死亡和 PTT 两
种机制相互促进，提高了肿瘤治疗的疗效和安全
性，为肿瘤联合治疗提供了新的方向。
　　PDT 的作用基础是光动力效应，是在分子氧
存在下通过光照射局部激活光敏剂（photosensitiz-
er，PS）。PS 活化后，触发几种光化学途径，产生
ROS，这些 ROS 负责诱导细胞损伤和细胞死亡。
然而，有限的光穿透能力和高耗氧量限制了其治疗
效果，为此，Wang 等 [44] 开发了一种具有高肿瘤特
异性和生物相容性的缺氧响应性蛋白纳米反应器
BCFe@SRF。该纳米制剂首先通过形成酰胺键连接
牛血清白蛋白（albumin from bovine serum，BSA）
和二氢卟吩（Ce6），随后采用偶氮苯（azobenzene，
Azo）共价交联 BSA-Ce6 和铁蛋白（ferritin，Ft），
在疏水相互作用下同时将 SRF 封装在纳米结构中。
BCFe@SRF 在缺氧环境下降解，释放 BSA-Ce6 用
于触发 PDT，同时释放铁蛋白用于铁催化的芬顿
反应，在肿瘤中产生更多的 ROS，而 ROS 的增加
使 SRF 诱导的 GSH 和 GPX4 还原破坏了肿瘤细
胞的抗氧化防御系统，间接促进脂质过氧化物积
累，从而进一步增加肿瘤部位内的氧化应激。此
外，在体外抗肿瘤实验中，缺氧状态下的 BCFe@
SRF ＋激光组具有最好的治疗效果，肿瘤抑制率达
88.4%。这种 BCFe@SRF 的设计不仅可以作为协同
PDT 和铁死亡治疗的有希望的候选者，也为 ROS
依赖性治疗纳米平台的设计提供新的方向。
　　尽管 PTT 和 PDT 已广泛应用于肿瘤治疗，但
其高氧化或高热往往会触发应激防御系统而促进
肿瘤细胞的存活，从而严重限制肿瘤的治疗效果。
为此，Tao 等 [45] 开发了 brusatol/silica@MnO2/Ce6@
PDA-PEG-FA 纳米平台，将 Nrf2 抑制剂 brusatol 掺
入 SiO2 纳米平台，并加载 Ce6，最后涂层聚乙二
醇 - 叶酸（PEG-FA）官能化的 PDA 形成。其中，
MnO2 促进产生的 ROS，不仅直接增强 Ce6 介导
的 PDT，而且能通过攻击热休克蛋（heat shock 
proteins，HSP）来增强 PDA 介导的 PTT，与此同
时，brusatol 在高氧化和高热作用下能有效抑制
Nrf2 防御通路的活化，引起 GPX4 和 FTH 失活，
从而多靶点、多模式诱导肿瘤细胞铁死亡。
3.3　免疫疗法促进铁死亡的纳米递药系统

　　大量研究表明，铁死亡可以增强肿瘤的免疫原
性并与免疫细胞相互作用，肿瘤抗原暴露于铁死亡
诱导的肿瘤细胞中，能够有效提高 TME 的免疫原
性，促进免疫细胞的活化和成熟。同时，免疫细
胞释放包括 TNF-α 和 IFN-γ 在内的免疫刺激细胞因

子，下调 SLC7A11 和 SLC3A2 的表达，减少半胱
氨酸的吸收，导致肿瘤细胞中的脂质过氧化和铁积
累。因此，通过基于铁积累的组合策略诱导铁死亡
可以刺激和激活自然和适应性免疫反应，释放免疫
刺激因子以诱导肿瘤细胞中的铁死亡。
　　Jiang 等 [46] 开发的纳米材料 Fe3O4-SAS @ PLT，
由负载有柳氮磺吡啶（sulfasalazine，SAS）的铁
磁 NPs（Fe3O4）组成，并伪装有血小板（platelet，
PLT）膜，通过抑制 System Xc－系统触发铁死亡。
而 Fe3O4-SAS @ PLT 纳米材料可以有效地将巨噬细
胞从免疫抑制 M2 表型重新极化为抗肿瘤 M1 表型，
同时与抗 PD-L1 的联合治疗具有良好的协同作用。
同样，另一项研究也报道了肿瘤靶向零价铁纳米颗
粒（ZVI-NP）可以促进 TME 内 M2 巨噬细胞向 M1
巨噬细胞的转化，并减弱 TME 中 PD-L1 的表达 [47]。
这些研究同时证明了铁死亡可促进抗肿瘤免疫。
　　最近，Xie 等 [48] 构建了 PFG MPNs 光热治疗诊
断平台，封装 Fe3 ＋和外泌体抑制剂 GW4869，其
光热效应增加了免疫原性细胞死亡，缓解了树突状
细胞（DC）成熟时的外泌体沉默。而 GW4869 介
导的 PD-L1 的外泌体抑制使 T 细胞活化并增强铁
死亡。PTT 与抗外泌体 PD-L1 增强铁死亡的这种
新型协同作用在 B16F10 肿瘤中引起了有效的抗肿
瘤免疫力和对淋巴结转移性肿瘤的免疫反应 [49-50]。
综上所述，这种铁死亡与免疫反应之间的相关性，
提供了一种有效诱导肿瘤铁死亡的新方法，这可能
是未来改善肿瘤治疗的新策略之一。
3.4　多种治疗策略联合促进铁死亡的纳米递药系统

　　由于某些特定条件的限制及肿瘤异质性等原因，
单一的诱导铁死亡策略或联合其他单一疗法并不能
得到预期的治疗效果。最近的几项研究将铁死亡与
两种或多种治疗模式联合应用取得了突破性的进展。
　　Liang 等 [7] 采用水热法合成了由二硫键桥接
的 Fe 和 Cu 双离子的 FCS MOFs，并通过疏水相
互作用加载到 FCS MOFs 的孔中，首次构建了新
型 TME 激活的金属有机框架 FCSP@DOX MOFs。
FCSP@DOX MOFs 通过 EPR 效应在肿瘤部位积
累，并在过表达的 GSH 的 TME 中崩解，不仅抑制
GPX4 表达诱导铁死亡，还同时释放 Fe3 ＋、Cu2 ＋和
DOX。双离子释放催化过表达的 H2O2 发生芬顿反
应，而 DOX 可以通过阻断拓扑异构酶Ⅱ来实现化
疗，还可以产生 H2O2 进一步放大铁死亡治疗效果。
该系统在 TME 中特异性激活，实现了基于铁死亡
的化学动力学 / 光热 / 化疗的协同治疗效果。此外，
MOFs 良好的柔韧性和 TME 响应性，可装载铁用
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于多模式联合治疗诱导肿瘤细胞死亡。例如，用胡
椒龙胺（piperlongumine，PL）包封了与转铁蛋白
（transferrin，Tf）结合的含铁 MOF，通过铁死亡 /
焦亡显著增强了肿瘤抑制率，且在异种移植的小鼠
模型中表现出了理想的抗肿瘤效果 [51]。而包载了单
宁酸和 Fe2 ＋的 MOF 纳米制剂显示出了优异的 pH
值触发释放性能及增强的铁死亡效应 [52]。
　　虽然基于铁死亡发展的多模式联合治疗已经
表现出了明显的优势，但仍然容易引发脱靶毒性。
为此，Xu 等 [53] 报告了一种双重治疗前体药物
Ti3C2-PVP@DOXjade。该纳米制剂首先将 Ti3C2 用
聚乙烯吡咯烷酮（polyvinyl pyrrolidone，PVP）进
行表面功能化，然后将 DOX 和铁螯合剂地拉罗
司（ExJade®）加载到该纳米构造体上。DOXjade
的铁螯合和化疗功能优先在肿瘤部位被光激
活，从而减少脱靶毒性，同时产生强大的光热效
应。同样，对于抗肿瘤机制的研究揭示了多模
式治疗下铁耗竭诱导的转铁蛋白受体（transferrin 
receptor，TfR）蛋白下调和细胞凋亡，在体外和

体内均实现了敏感的肿瘤 pH 响应性铁死亡 /PTT/
化疗的多模式抗肿瘤作用。这项研究代表了肿瘤
精准治疗领域有前途的铁螯合光治疗模式 [53]。
　　而在最近的研究中，Wang 等 [54] 报告了一种近
红外触发和 ROS 增强纳米平台在肝细胞癌中增强
索拉非尼（sorafenib，SOR/SRF）的化学 /PDT/PTT
协同治疗的纳米平台 MnO2-SOR-Ce6@PDA-PEG-
FA（MSCPF），MSCPF 可产生过量的 ROS 从而缓
解肿瘤缺氧，而 ROS 的产生也进一步加强了 Ce6
介导的 PDT 和 PDA 介导的 PTT，细胞和动物实验
都证明了 MSCPF 可以通过 GPX4 和 SLC7A11 的
失活抑制 P-gp 表达并诱导铁死亡，最终增强了肝
细胞癌治疗中铁死亡 / 化学 /PDT/PTT 协同治疗效
果。在这项工作中构建的 MSCPF 不仅显示出作为
提高肝细胞癌治疗效率和降低耐药性的多功能纳米
平台的巨大潜力，也为其他抗肿瘤药物的加载，协
同 PTT/PDT 治疗其他类型的肿瘤提供新的思路。
　　综上，不同治疗策略联合促进铁死亡的纳米
递药系统汇总情况见表 1。

表 1　不同治疗策略联合促进铁死亡的纳米递药系统 
Tab 1　Different treatment strategies combined to promote ferroptosis nano drug delivery system

联合策略 纳米递药系统 优势 参考文献

化疗 LipoDSSSD ① 增加了肿瘤细胞中的 H2O2；② 消耗了肿瘤细胞中的高 GSH [31]

ACC@DOX.Fe2 ＋ -CaSi-
PAMAM-FA/mPEG

① 合成步骤简单；② TME 下快速降解；③ pH 敏感性释放药物 [32]

Pt-FMO ① 增加了细胞铁死亡和凋亡的高效联合；② 消除了由凋亡途径介导的传统顺铂疗

法严重的不良反应和耐药性

[33]

光学疗法 PTT SQ890@Fe NPs ① 能够在肿瘤细胞中高 GSH 的作用下，激活 SQ890-Fe 的光热效应；② 芬顿反应

速率的增加，可以增强·OH 和 LPO 的形成

[43]

PDT BCFe@SRF ① 具有适当的粒径分布、稳定的分散性、优异的 ROS 生成性能、可控的药物释放

能力、肿瘤积累能力和突出的生物相容性；② 通过多种途径促进了细胞内 ROS
积累，在体外和体内均表现出非常突出的抗肿瘤效果

[44]

PTT/PDT brusatol/silica@MnO2/
Ce6@PDA-PEG-FA

① MnO2 促进产生的 ROS，不仅直接增强 Ce6 介导的 PDT，而且通过攻击 HSP 来

增强 PDA 介导的 PTT；② brusatol 在高氧化和高热作用下能有效抑制 Nrf2 防御通

路的活化，引起 GPX4 和 FTH 失活，从而多靶点、多模式诱导肿瘤细胞铁死亡

[45]

免疫疗法 Fe3O4-SAS@PLT ① 可以有效地将巨噬细胞从免疫抑制 M2 表型重新极化为抗肿瘤 M1 表型；② 产
生的免疫原性较轻，可提高非炎症肿瘤对癌症免疫治疗的反应率；③ 介导的铁

死亡可以诱导肿瘤特异性免疫应答

[46]

PFG MPNs ① 能够使 T 细胞活化并增强铁死亡；② 在 B16F10 肿瘤中引起了有效的抗肿瘤免

疫力和对淋巴结转移性肿瘤的免疫反应

[48]

其他 FCSP@DOX MOFs ① 不仅抑制 GPX4 表达诱导铁死亡，同时还释放 Fe3 ＋、Cu2 ＋和 DOX；② 包载的

DOX 可以通过阻断拓扑异构酶Ⅱ来实现化疗，还可以产生 H2O2 进一步放大铁死

亡治疗效果；③ 在 TME 中特异性激活，实现了基于铁死亡的化学动力学 / 光热 /
化疗的协同治疗效果

[7]

Ti3C2-PVP@DOXjade ① 减少脱靶毒性，产生强大的光热效应；② 在体外和体内均实现了敏感的肿瘤 pH
响应性铁死亡 /PTT/ 化疗的多模式抗肿瘤作用

[53]

MnO2-SOR-Ce6@PDA-PEG-FA
（MSCPF）

① 可产生过量的 ROS 从而缓解肿瘤缺氧，而 ROS 的产生也进一步加强了 Ce6 介导

的 PDT 和 PDA 介导的 PTT；② 通过 GPX4 和 SLC7A11 的失活抑制 P-gp 表达并

诱导铁死亡

[54]
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4　总结与展望

　　铁死亡作为癌症治疗的新靶点，在肿瘤治疗中
受到了越来越多的关注。纳米递药技术的快速发展
使其在提高药物治疗效率和实现靶向递送、降低全
身毒性等方面具有巨大的潜力。各种纳米颗粒制
剂，如量子点、脂质体、聚合物纳米颗粒、碳纳米
管、金属纳米颗粒或树枝状聚合物等已经在临床前
和临床中得到了研究，用于药物或基因递送、光热
疗法、免疫治疗等。通过纳米载体负载铁死亡诱导
剂可以有效降低递药系统毒性，克服肿瘤细胞的耐
药性，抑制肿瘤细胞的分化，并显著提高针对肿瘤
细胞的铁死亡作用。本文主要对基于铁死亡机制联
合化疗、光学疗法，免疫疗法多模式治疗肿瘤的纳
米递药技术最新研究进展进行了综述。尽管基于铁
死亡疗法的联合应用已经取得了诸多成果及研究进
展，但是目前针对铁死亡与化疗、光学疗法、免疫
疗法等的联合治疗仍然存在很多的不足。首先，多
模式联合治疗策略的作用机制尚不明确，仍需进一
步研究；其次，这些纳米递药系统的复杂性是否能
够实现大批量工业化生产有待进一步评估。此外，
针对这种多模式的联合治疗，无法精确计算出多种
疗法之间的协同效应，多种药物或方法联合是否会
导致药物毒性和副作用的叠加尚不明确。最后，实
现此类药物的临床转化仍需对其长期疗效和体内降
解性等因素进行有效评估。综上所述，尽管基于铁
死亡机制的多模式联合治疗肿瘤的纳米递药系统仍
处于起步阶段，针对各种肿瘤的作用机制也尚不明
晰，但是其潜在应用前景巨大，因此，仍然需要更
多的研究来深入探索这种多模式的联合治疗。
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石蒜科生物碱成分的生物合成及其分类研究进展
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摘要：石蒜科生物碱具有很好的药用价值，目前，其主要获取方式以植物提取为主，然而植物

获取存在植物培育周期长、人工生物碱含量低等难题，本论文对石蒜科生物碱类的化合物按其

生物发生谱系和环型进行分类，对生物合成途径进行了系统的整理和分类，并且总结了石蒜

科生物碱参与生物合成的关键合成酶，旨在为今后石蒜科生物碱可持续性研究提供参考。
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Abstract: Amaryllidaceae alkaloids (AAs) have significant medicinal value. At present, the main 
way to obtain AAs is via plant extraction. However, plant extraction involves many difficulties, such 
as long plant cultivation cycle and low content of artificial alkaloids. In this paper, the compounds of 
AAs are classified according to their biogenetic lineage and ring type, and their biosynthetic pathways 
and key synthetases involved in the biosynthesis are systematically summarized, so as to provide a 
conclusive reference for the sustainable research of amaryllidaceae alkaloids in the future. 
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　　石蒜科植物约 85 属 1300 多种，在世界各地
温带地区均有分布，以石蒜、黄花石蒜、君子兰、
仙茅为主，主要含有生物碱、蜕皮甾酮、脂肪酸、
淀粉等成分 [1]。石蒜是我国传统的出口药材之一，
其有效成分具有多种生理活性和药理效应。石蒜
科生物碱（amaryllidaceae alkaloids，AAs）主要包
括石蒜碱（lycorine）、高石蒜碱（homolycorine）、
加兰他敏（galanthamine）、伪石蒜碱（pseudolyco-
rine）、小星蒜碱（hippeastrine）、网球花定（haeman-
thidine）等 [2-4]。石蒜科植物很早就被用作药用植物，
石蒜具有解毒、祛痰、利尿、催吐等功效，主治
痈疮恶核、咽喉肿痛、水肿等。现代人们对 AAs
成分进行了广泛的药理活性研究，认为其具有抗
中枢神经系统疾病、抗心血管系统疾病、抗肿瘤、
抗菌、抗病毒等作用 [5-8]。进一步加深对 AAs 生物

合成途径的研究，可在一定程度上扩大其生产规
模，满足临床需求。因此，这就需要更加深入地
研究 AAs 的生物合成，以期进一步开发出生物碱
含量更高或改善生物碱成分的新的生物技术培育
方法等 [9-10]。本文将对 AAs 的生物合成途径、生
物合成过程的关键酶及生物碱类型进行相关总结，
并对其研究面临的挑战和机遇进行探讨。
1　AAs生物合成途径及合成酶

1.1　AAs 生物合成途径

　　放射性标记实验表明，AAs 的生物合成都
有一个共同的生化途径和一个关键的中间体，其
合成途径见图 1，大致由两个阶段组成。第一阶
段：起始底物经一系列生化反应（涉及氧化、还
原、羟基化、甲基化、苯酚偶联和氧化桥形成等
反应）合成代谢中间体 norbelladine；第二阶段：
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norbelladine 是所有 AAs 的前体，可以经过不同的
生物化学反应，生成 norbelladine 和 cherylline 型等
生物碱；而绝大部分 norbelladine 被 O- 甲基化形成
AAs 的通用直接前体 4'-O-methylnorbelladine，且
4'-O-methylnorbelladine 经环化，得到不同的 AAs
基本骨架，从而得到多种 AAs。
　　Norbelladine 是 由 3，4- 二 羟 基 苯 甲 醛（3，
4-DHBA）和酪胺结合而成，这两种前体分别来自
苯丙氨酸和酪氨酸，而苯丙氨酸和酪氨酸分别来
自芳香族氨基酸 L- 酪氨酸和 L- 苯丙氨酸。负责
酪胺生物合成的酶是酪氨酸脱羧酶（TYDC）；负
责 3，4-DHBA 生物合成的酶有苯丙氨酸解氨酶
（PAL）、抗坏血酸过氧化物酶（APX）、肉桂酸 4-
羟化酶（C4H）、香豆酸 3- 羟化酶（C3H）和 4- 羟
基苯甲醛合酶（HBS）等。4'-O-methylnorbelladine
作为 AAs 的通用直接前体，可以通过选择性苯
酚 - 苯酚氧化偶联，环化形成邻位 - 对位、对位 -
对位、或对位 - 邻位的 C-C 偶联，从而生成各种结
构类型的 AAs。对位 - 邻位偶联生成 galanthamine
类型的 AAs；而邻位 - 对位苯酚偶联产生 lycorine
和 homolycorine 类 型 的 AAs； 对 - 对 位 苯 酚 的
偶联反应生成了文殊兰（crinine）、水仙环素
（narciclasine）、多花水仙碱（tazettine）和蒙他宁
（montanine）类型的 AAs。
1.2　AAs 生物合成关键酶研究

　　关键酶基因在进一步阐述生物合成过程和代
谢调控机制的过程中，有着不可或缺的地位。近
年来，有学者采用不同组织部位以及诱导剂处理
后的石蒜属植物，进行差异转录组的测序，从而
分离并鉴定出了 AAs 生物合成途径可能的关键
酶基因；然后确定 AAs 生物合成途径以及相关酶
的催化反应机制；再加入外源诱导剂处理后确定
AAs 关键酶基因受诱导表达方式。然而，生物合
成途径的编码基因和相应的酶在很大程度上仍未
被探索。
1.2.1　苯丙氨酸解氨酶（PAL）关键酶基因　
PAL 是苯丙烷生物合成的第一酶，即苯丙氨酸脱
氨为反式肉桂酸是由 PAL 完成的。由于该途径能
间接影响 AAs 的前体 norbelladine 的产量，从而
影响 AAs 的合成。PAL 是石蒜类物质推测 PAL
可能在一些重要次生代谢物的生物合成中起着
重要作用的酶。Xue 等 [11] 采用简并寡核苷酸引
物 PCR（DOP-PCR）和 cDNA 末端快速扩增的方
法，从石蒜中克隆了一个 2326 bp 的全长 PAL2 基
因，该 cDNA 包含一个 2124 bp 的编码区，编码

707 个氨基酸。
1.2.2　NBS 关键酶基因　Singh 等 [12] 利用已有的野
生水仙数据库，对去甲乌药碱合酶（norcocalurine 
synthase，NCS）同源基因进行了转录挖掘搜索，从
而确定了一个候选基因序列，命名为 norbelladine
合 成 酶（norbelladine synthetase，NBS）。 研 究 证
实，NpNBS 属于 PR10/Bet v1 蛋白的一个独特分
支，NpNBS 在 AAs 代谢中起着至关重要的作用。
NpNBS 的原核表达重组蛋白具有体外催化 4-DHBA
和酪胺（tyramine）缩合生成 norbelladine 的作用。
高分辨串联质谱检测表明，NpNBS cDNA 在大肠埃
希菌中表达产生了一种能将酪胺和 3，4-DHBA 缩
合成降孤挺花定的重组酶，它催化了 AAs 生物合
成的第一步，这将有助于建立代谢工程和合成生物
学平台来生产 AAs。
1.2.3　N4OMT 关键酶基因　所有石蒜科生物碱
都被认为是降孤挺花定 4'-O- 甲基转移酶催化 nor-
belladine 生 成 4'-O-methylnorbelladine，N4OMT
是迄今为止唯一与石蒜科生物碱生物合成相关的
有效基因。Kilgore 等 [13] 对 pseudonarcissus 进行
了 norbelladine 4'-O- 甲基转移酶活性检测，从而
发现了生物合成基因 N4OMT。

图 1　石蒜科生物碱合成途径

Fig 1　Synthetic pathways of amaryllidaceae alkaloids
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1.2.4　多功能 O- 甲基转移酶（LrOMT）　LrOMT
（versatile O-methyltransferase）能催化 AAs 生物合成
中的多重 O- 甲基化反应，见图 2。LrOMT 催化的石
蒜科生物合成中间体的 O- 甲基化表明，LrOMT 参
与了 AAs 生物合成的多个步骤。Li 等 [14] 通过对石

蒜的转录组数据进行挖掘，克隆了 LrOMT，并在大
肠埃希菌中高效表达，揭示了 LrOMT 的转录水平与
辐射乳杆菌中的 AAs 和生物合成中间体水平成正相
关，其表征将有助于发现 AAs 生物合成的新基因。

图 2　LrOMT 催化的 O- 甲基化途径

Fig 2　LrOMT-catalyzed O-methylation pathway

1.2.5　CYP96T1 关键酶基因　CYP96T1 也是第一
个以单子叶植物为特征的苯酚偶联酶。CYP96T1
是对 - 对苯酚偶联的细胞色素 P450，CYP96T1 能
将 4'-O- 甲基降孤挺花定生成（10bR，4aS）-norox-
omaritidine 和（10bS，4aR）-noroxomaritidine。
（10bR，4aS）-noroxomaritidine 是 由 4'-O-methyl-
norbelladine 的对 - 对氯苯酚偶联而成。Vittatine 转
化为 haemanthamine 被认为是通过羟基化和甲基
化发生的。CYP96T1 还催化了对邻苯酚偶联产物
N-demethylnarwedine 的形成，将 4'-O-methylnorbel-
ladine 转化为 N-demethylnarwedine，但转化效率不
如 noroxomaritidine。
1.2.6　NR 关键酶基因　生化分析和 X- 射线结晶
学分析表明，NR 酶作为一种 noroxomaritidine 还
原酶，通过碳 - 碳双键还原，由 norcraugsodine 还
原为 norbelladine，该酶还能将 noroxomaritidine 还
原为 normaritidine，但比活力降低了 400 倍。NR
在 AAs 合成中主要参与了两个还原反应，分别为
norcraugsodine 还 原 为 norbelladine 和 noroxomarit-
idine 还原为 normaritidine，其中 noroxomaritidine
的对映体决定衍生物是 crinine 型还是 haemanth-
amine，见图 3。
2　AAs类型

　　AAs 以其种类繁多且结构复杂为主要特征。
到目前为止，已报道了 650 多种石蒜科生物碱，
具有广泛的生物学活性，包括抗肿瘤、抗真菌、
抗细菌、抗病毒、抗疟疾、镇痛和抗神经退化

活性 [15]。以往的文献都是根据 AAs 的化学特征，
如分子骨架和环结构，将大量的 AA 分类为不同
的基团 [16-18]。本综述根据生物发生谱系和环类型
的生化分类，AAs 被分成 10 种类型，以便于追
踪生物合成途径 [19]，例如，haemanthamine 型和
crinine 型以前被单独归类，但在本文中被归类在
一起，结构式见图 4。
2.1　石蒜碱（lycorine）型生物碱

　　石蒜碱型的生物碱是先通过未知的细胞色
素酶的邻位 - 对位苯酚偶联反应后得到中间产物
noroxopluvine 后继而所得。该类生物碱的结构特
点是：石蒜碱是一种天然生物碱，是石蒜碱型（化

图 3　NR 还原 noroxomaritidine 
Fig 3　Noroxomaritidine reduction by NR
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合物 1，结构式见图 4）中最具代表性的化合物，
具有抗肿瘤、抗病毒、抗炎和调控脂质合成等药
理作用 [20]。目前发现的石蒜碱型的生物碱分子中
都含有四环加兰他烷骨架，即吡咯 [d，e] 菲啶环。

对其活性有重要贡献的结构参数包括分子的平面
性、烯烃或二噁英环、羟基基团以及氮和氨基上
的正电荷 [21]。石蒜碱对预后不佳的肿瘤显示出良
好的活性，主要表现为石蒜碱在体内和体外对多

图 4　化合物 1 ～ 45 的结构式

Fig 4　Chemical structures of compounds 1 ～ 45
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种肿瘤和各种耐药肿瘤细胞在低浓度下有着高度
的特异性和耐受性，且临床上表现出细胞抑制作
用而不是细胞毒性作用 [22]。新发现的石蒜碱类生
物碱不断扩大了石蒜碱的各种治疗应用，例如化
合物 2 [（＋）-1-hydroxy-ungeremine] 对脑膜瘤、
星形细胞瘤、CHG-5 等细胞株的细胞毒作用很强。
2.2　加兰他敏（galanthamine）型生物碱

　　CYP96T1 通过催化对邻苯酚偶联产物 N-de-
methylnarwedine 的形成，将 4'-O-methylnorbelladine
转化为 N-demethylnarwedine，从而得到加兰他敏
型生物碱。加兰他敏（化合物 3）由保加利亚化学
家 D. Paskov 于 1956 年 首 次 从 galanthus nivalis 球
茎中分离出来 [23]，目前已被 FDA 批准用于治疗轻
度至中度血管性痴呆和阿尔茨海默病。Naguy 等 [24]

证实使用加兰他敏可以治疗血管性痴呆、孤独症
谱系障碍（ASD）和戒烟。Jamali[25] 也表明加兰他
敏在缓解尼古丁戒断症状方面具有类似 varenicline
（一种含有部分尼古丁激动作用用于缓解烟瘾症状
的药物）的功效。
2.3　文殊兰（crinine）型生物碱

　　AAs 生物合成过程中 noroxomaritidine 的对
映体决定了衍生物是 crinine 型还是 hemanthamine
型。该类生物碱的结构特点是：生物碱分子中含
有 1，2，3，4- 四氨 -1H，8H-7，5 亚乙基菲啶骨
架。代表的天然产物有化合物 4 ～ 11（结构式见
图 4）。研究表明，部分 crinine 型生物碱具有较
强的抗肿瘤活性和广谱抗菌活性 [26]，且道具有细
胞毒性和诱导凋亡性质 [27]。目前，crinine 型生物
碱的抗肿瘤作用报道相对多，主要是通过抑制肿
瘤细胞增殖诱导肿瘤细胞凋亡 [28]。Luchetti 等 [29]

从 Zephyranthes robustus 中 分 离 出 相 当 数 量 的
crinine 型生物碱。Endo 等 [30] 从石蒜中分离得到
一个新的 crinine 型生物碱 crijaponine A，分别对
HeLa 和 HL-60 细胞株进行了细胞毒性实验，并
进行了乙酰胆碱酯酶抑制活性的测定。结果显示，
crijaponine A 对两种细胞系均无活性（IC50 ＞ 60 
μmol·L－ 1），却有一定的乙酰胆碱酯酶抑制活性
（IC50 ＞ 10 μmol·L－ 1）。
2.4　蒙他宁（montanine）型生物碱

　　在生物合成方面，montanine 型生物碱可以很
容易地从具有 haemanthamine 骨架的生物碱中获
得 [31]。这类生物碱的骨架具有共同的五元桥杂环，
含有 4，5- 亚甲基吗吩烷啶结构。Pagliosa 等 [32]

于 1955 年从从海曼藻属的一个种中分离出第一
个 montanine 型的 AA。截至 2020 年，仅分离了

14 个 montanine 型生物碱，即化合物 13 ～ 26[33]

（结构式见图 4）。与其他结构类型的 AAs 相比，
montanine 型生物碱主要存在于低浓度的植物中，
但其中一些生物碱对不同的肿瘤细胞株具有体外
细胞毒活性 [34]。某些 montanine 型生物碱还具有
抗焦虑、抗抑郁和免疫调节特性 [35]。
2.5　Cherylline 型生物碱

　　Cherylline 骨架被认为起源于 norbelladine 骨
架 11 位的羟基化，随后与双氧苯酚基的环化衍生
而来。在生物合成 cherylline 型生物碱方面，Chan
等 [36] 将双标记 norbelladine 前体 O- 甲基 [1’-3H，
1-14C] 加入到 crinum powellii 中生物合成 cheryl-
line 型生物碱，与之前 Shaffer 和 Miller[37-38] 已经
证明 O- 甲基 [1’-3H]norbelladine 完整地结合在
cherylline 型生物碱中的结果一致。Cherylline 型
生物碱（化合物 27）首次是从 Crinum jagus（金莲
花）中发现的。
2.6　高石蒜碱（homolycorine）型生物碱

　　石蒜科生物碱的通用直接前体 4'-O-methylnor-
belladine，通过邻位 - 对位苯酚偶联产生 homolyco-
rine 型的生物碱。Homolycorine 型生物碱（化合物
28）的特点是具有连续的环系，依次包括芳基、吡
喃、己基和吡咯烷环基。Giordani 等 [39] 报道了一
个 新 的 homolycorine 型 生 物 碱 2α，7-dimethoxy-
homolycorine（化合物 29）和罕见的 homolycorine
型生物碱 candimine（化合物 30），还发现了 Hip-
peastrum morelianum（羊栖菜）是 homolycorine 类
生物碱的重要来源。Huang 等 [40] 从石蒜科 Lycoris 
radiata（石蒜）中分离得到一个新的 homolycorine
型生物碱，命名为 2α- 甲氧基 -6-O- 乙基丙氨酸
（2α-methoxy-6-O-ethyloduline）（化合物 31），发现
对甲型流感病毒有较弱的抗病毒活性，IC50 值为
2.06 μg·mL－ 1，CC50 值为 14.37 μg·mL－ 1。Shi-
tara 等 [41] 从石蒜科 Zephyranths canda. 中发现了一
种新的 homolycorine 型生物碱，命名为 2-hydroxy-
albomaculine（化合物 32）。
2.7　前多花水仙碱（pretazettine）型生物碱

　　AAs 的通用直接前体 4'-O-methylnorbelladine，
通过对位 - 对位苯酚的偶联等一系列反应生成了
前多花水仙碱型生物碱，其具体途径未见详细报
道。石蒜科的 pretazettine 型生物碱（化合物 33）
的特点是具有苯并吡喃并 [3，4-c] 吲哚亚基的环
系。Pretazettine 具有多种病毒的逆转录酶的抑制、
抗白血病、抗肺癌等作用，特别因其良好的抗肿
瘤活性而备受越来越多学者的研究 [42]。Tazettine
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是一种来自 pretazettine 的提取人工制品。Jonquail-
ine（化合物 34），一种新的 pretazettine 型生物碱，
且具有抗肿瘤活性，但对抗耐药肿瘤细胞的作用
机制尚未阐明 [43]。通过 DFT-NMR 计算，确定了
scillitazettine 和 scilli-N-desmethylpretazettine（化合
物 35 ～ 36）的相对构型，并通过实验和理论计算
的 ECD 谱比较，确定了它们的绝对构型 [44]。
2.8　水仙环素（narciclasine）型生物碱

　　AAs 的通用直接前体 4'-O-methylnorbelladine，
通过对位 - 对位苯酚的偶联等一系列反应生成了
narciclasine，其具体途径未见详细报道。Narci-
clasine 型生物碱（化合物 37）是一类具有 lycorici-
dine 环系的化合物，首次从水仙鳞茎中提取得到
结晶，研究发现它对小鼠肉瘤细胞有抗有丝分裂
活性，且具有较好的抗癌、抗肿瘤、调节植物生
长发育等生物活性 [45]。Narciclasine-4-O-b-D-xy-
lopyranosid（化 合 物 38） 是 一 种 从 Zephyranths 
Minuta 全株中分离得到的一种乳白色针状结晶物，
经 HR-ESI-QTOF-MS 确定其分子式为 C19H21NO11

的新化合物 narciclasine 糖苷，且实验结果表明
narciclasine 糖苷化合物对 KB 和 SiHA 细胞没有抑
制作用 [46]。
2.9　Norbelladine 型生物碱

　　Norbelladine 是由酪胺和 3，4-DHBA 通过 Man-
nich 反应缩合而成。Norbelladine 型生物碱（化合物
39）以 N-（3，4-dioxybenzyl）-4-oxyphenethylamine
为环系，大多数化合物对丁酰胆碱酯酶（hBuChE）
表现出高选择性的抑制模式，IC50 值均小于 1 
μmol·L－ 1[47]。Girard 等 [48] 合成了一系列 O- 甲基化
去甲降孤挺花定型生物碱，并评估了它们对 DENV
和人类免疫缺陷病毒的抗病毒特性。Norbelladine
型 生 物 碱 6-O-demethylbelladine（化 合 物 40） 和
4'-O-demethylbelladine（化合物 41）对乙酰胆碱酯酶
有微弱的抑制作用，IC50 值分别为（223.2±23.6）
µmol·L－ 1 和（606.8±74.2）µmol·L－ 1。4'-O，
N-dimethylnorbelladine N-oxide（化 合 物 42）， 在
1×10－ 5 mol·L－ 1 和 1×10－ 6 mol·L－ 1 的 浓 度
下对人结肠癌细胞系 HCT116 有细胞毒活性 [49]。
Mamun 等 [50] 分 离 出 3 个 新 的 Norbelladine 型 的
AAs：Carltonine A ～ C（化合物 43 ～ 45），并采用
1D NMR、2D NMR 和 HR-MS 等波谱方法确定了它
们的结构。
2.10　其他

　　除上述类型外，其他类型如 mesembrine 型生
物碱具有独特的生物合成途径，不需要 norbella-

dine 作为关键中间体，通常可从 Aizoaceae 植物
中提取，也可从石蒜科的几种植物中提取 [51-52]。
Plicamine 型生物碱在自然界中很少见，仅能从特
定的石蒜科物种中提取微量，比如从 Zephyran-
thes 中提取。Plicamine 型生物碱被单独作为一类，
是因为它们是 AAs 的稀有、含氮的成员，具有独
特的生物合成谱系 [53]。Seco-Plicamine 型生物碱
在自然界中很罕见，Zhan 等 [54] 从 Zephyranthes 
candida（葱莲）中分离到的 2 个新的 Seco-Pli-
camine 型生物碱，且证明了其中的 N-isopen-
tyl-11，12-seco-5，6-dihy-droplicane 具有体外抗炎
活性，IC50 值在 7.5 ～ 23.55 μmol·L－ 1。
3　总结

　　AAs 具有独特的结构和丰富的药理活性，主
要包括抗中枢神经系统疾病、抗肿瘤、抗炎、抗
感染及抗心血管系统疾病等多种生物活性，特别
是在抗肿瘤方面研究成果显著，一直以来都是国
内外药物研发人员在创新药物研究与开发方面关
注的重点。
　　AAs 的生物合成途径是一个受多基因调控的、
非常复杂的动态变化过程。随着分子生物学和代
谢组学的发展，AAs 生物合成途径的基本框架和
相关酶的研究已取得了一定的进展，但还有许多
细节不清楚，其生物合成途径仍有许多问题亟待
解决。在石蒜科各类生物碱的生物合成中，从降
孤挺花定、4'-O- 甲基降孤挺花定和苯酚偶联步骤
获得的核心骨架构成 AAs 多样性的基础等已被广
泛研究，但不同酶催化的反应是复杂的，如 C-C
和 C-O 键的形成、O- 和 N- 甲基化、去甲基化、
羟化、氧化和还原，产生数百种结构相关的 AAs。
到目前为止，这些酶中只有几种是已知的，各步
骤具体酶促反应尚不完全清楚，需要进一步研究。
可通过对石蒜科中具代表性的植物进行不同组织
部位和诱导剂处理下的差异转录组测序，分离和
鉴定可能参与石蒜科各类生物碱生物合成途径关
键酶基因，从而确认生物合成途径和相关酶催化
反应机制。同时，也可以结合外源诱导剂处理，
明确关键酶基因的受诱导表达模式。
　　总而言之，AAs 类化合物具有显著的生物活
性，但是其生物合成机制尚不完全清楚，仍有大
量的生物碱合成酶尚未被开发，对生物碱合成酶
的基因进行分析有利于进一步阐明 AAs 类化合物
的生物合成途径，也对生物合成的分子调控具有
重要意义。
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常用抗病毒蛋白酶抑制剂药物相互作用研究进展
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摘要：病毒对人类健康造成严重危害，且病毒性疾病常伴随感染性和非感染性并发症，抗病毒药

物常需要与其他药物联合使用。蛋白酶抑制剂作为一类重要的抗病毒药物被广泛使用，但药动学

相对复杂。常用抗病毒蛋白酶抑制剂与多种临床药物联用存在潜在药物相互作用。本文综述了常

用抗病毒蛋白酶抑制剂的潜在药物相互作用及机制，以期为临床安全、合理用药提供参考。
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Abstract: Viruses cause serious harm to human health, and viral diseases are often accompanied by 
infectious and non-infectious complications. Antiviral drugs are often used together with other drugs. As 
an important type of antiviral drug with relatively complex pharmacokinetics, protease inhibitors have 
been widely used. There were potential drug interactions between commonly used antiviral protease 
inhibitors and many clinical drugs. This paper focused on the potential drug interactions and mechanism 
of commonly used antiviral protease inhibitors to provide a reference for safe and rational drug use. 
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　　病毒严重危害人类健康，抗病毒药物的开发
策略集中于靶向病毒本身或宿主细胞因子两方
面。靶向抗病毒药物包括阻断病毒附着宿主细
胞、阻断病毒进入细胞的阻断剂；抑制病毒进入
宿主细胞内脱壳以及抑制病毒进入细胞内进行生
物合成的聚合酶抑制剂；蛋白酶抑制剂（protease 
inhibitors，PIs）、核苷和核苷酸逆转录酶抑制剂
以及整合酶抑制剂 [1]。目前抗病毒药物种类繁多，
但大多数都是用于抗人类免疫缺陷病毒（human 
immunodeficiency virus，HIV）感染，临床治疗获

得性免疫缺陷综合征（acquired immunodeficiency 
syndrome，AIDS）而研发的。
　　病毒的蛋白酶是一类水解蛋白质肽链结构的
酶，也是病毒进行生物合成所必需的酶，其功能是
将前体蛋白剪切修饰得到成熟的活性蛋白，从而发
挥正常的生理功能。蛋白酶在病毒的生命周期中发
挥着至关重要的作用，且不同病毒的蛋白酶具有一
定程度的相似性，因此，病毒蛋白酶成为广谱抗病
毒药物研发中的理想靶点 [2]。美国食品药品监督管
理局（Food and Drug Administration，FDA）批准的
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抗病毒药物大多数是肽模拟物和大环化合物，它们
与靶向蛋白酶的活性部位结合，从而发挥抗病毒作
用 [3]。抗 AIDS 和丙型肝炎病毒的 PIs 是抗病毒药
物研发中最具创新性的来源 [2]，抗病毒药物中至少
有一半用于治疗 AIDS。FDA 批准用于 AIDS 的 PIs
包括沙奎那韦、茚地那韦、利托那韦、奈非那韦、
安普那韦、福沙那韦、洛匹那韦、阿扎那韦、替拉
那韦、达芦那韦及复方制剂 [4]。
　　新型冠状病毒（severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2，SARS-CoV-2） 感 染（corona virus 
disease 2019，COVID-19）爆发后，部分抗 AIDS
的 PIs 也被临床用于治疗冠状病毒感染，如洛匹
那韦 / 利托那韦及新药奈玛特韦 / 利托那韦用于
COVID-19 治疗。病毒蛋白酶是临床研究抗病毒药
物的重要靶点、热点，抗病毒 PIs 类药物的深入研
发将为抗病毒战役作出新贡献。然而，PIs 的安全
性也是一个值得关注的问题，Demessine 等 [5] 在对

HIV 感染者的研究中发现，16.8% 的患者在一年内
至少发生过一次药物 - 药物相互作用（drug-drug in-
teraction，DDI），接受 PIs 治疗的患者风险更高。病
毒感染性疾病常伴随感染性和非感染性并发症 [6-7]，
在抗病毒治疗过程中通常需要与其他药物联合使
用，联合用药过程中可能会引起 DDI。因此，本文
对常用抗病毒 PIs 的潜在药物相互作用及机制进行
综述，以期为临床安全、合理用药提供参考。
1　细胞色素 P450 酶介导的药物相互作用

　　细胞色素 P450（cytochrome P450，CYP450）
作为膜结合血红蛋白，在内、外源性物质及药物的
代谢中起着重要作用，人体中大约 80% 的临床药
物的代谢由 CYP450 介导 [8]。抑制或诱导 CYP450
都可能发生药物相互作用，导致严重药物不良反
应或治疗失败。PIs 主要由 CYP450 代谢，尤其是
CYP3A4 同工酶，同时作为 CYP3A4 的底物和抑制
剂，与多种上市药物存在相互作用 [9-34]（见表 1）。

表 1　CYP450 酶介导的药物相互作用 
Tab 1　Drug interaction mediated by the cytochrome P450 enzyme

PIs 合并用药 药物相互作用 作用机制

利托那韦 其他 PIs 提高其他 PIs 的生物利用度 抑制 CYP3A4[9]

氯吡格雷 抑制氯吡格雷活性代谢物产生 抑制 CYP3A4[11]

托拉塞米 降低托拉塞米的暴露 诱导 CYP2C9[12]

华法林 增加华法林的代谢 诱导 CYP1A2、2C9 和 2C19[12]

沙奎那韦 麦角胺 产生麦角生物碱急性中毒 抑制 CYP3A4[14]

氧化白藜芦醇 沙奎那韦的首过代谢增加 氧化白藜芦醇诱导 CYP3A[15]

茚地那韦 圣约翰草 茚地那韦的暴露降低 圣约翰草激活 PXR 诱导 CYP3A4 的表达 [16]

葫芦素 E 短期高剂量给药增加茚地那韦的暴露

长期给药后降低茚地那韦的暴露

葫芦素 E 短期高剂量使用抑制 CYP3A[17]

葫芦素 E 长期使用诱导 CYP3A[17]

羟甲基戊二酰辅酶 A 
还原酶抑制剂

降低羟甲基戊二酰辅酶 A 还原酶抑制剂的代谢 抑制 CYP3A4[18]

奈非那韦 辛伐他汀 增加辛伐他汀的浓度 抑制 CYP3A4[19]

华法林 增加华法林的需求量 诱导 CYP2C9[20]

安普那韦 地拉韦啶 安普那韦清除率降低

单次给药增加地拉韦啶的 AUC 和 Cmax

连续 7 d 多次给药降低地拉韦啶的 AUC 和 Cmax

地拉韦啶抑制 CYP3A4[24]

安普那韦单次给药抑制 CYP3A4[24]

安普那韦长期给药诱导 CYP3A4[24]

圣约翰草 安普那韦的稳态血药浓度降低 圣约翰草诱导 CYP3A4[25]

洛匹那韦 / 利托那韦 氯吡格雷 减少氯吡格雷活性代谢物形成 抑制 CYP3A4[12]

伏立康唑 减慢 CYP2C19 弱代谢型患者伏立康唑的代谢 抑制 CYP3A4[28]

大麻二酚 洛匹那韦 / 利托那韦的血药浓度增加 大麻二酚抑制 CYP2C8 和 CYP3A4[29]

苯妥英 洛匹那韦 / 利托那韦的暴露降低 苯妥因诱导 CYP3A4、CYP1A2[29]

达芦那韦 利多卡因、美托洛尔、

环孢素

升高利多卡因、美托洛尔、环孢素的血药浓度 抑制 CYP3A 和 CYP2D6[31]

奈玛特韦 / 利托那韦 替卡格雷 增加替卡格雷的暴露 抑制 CYP3A4 和 CYP2D6[34]

辛伐他汀 增加辛伐他汀的暴露 抑制 CYP3A4 和 CYP2D6[34]

1.1　利托那韦

　　利托那韦最初用于治疗 AIDS，但由于耐受性
差而停止单独作为治疗剂使用。作为 CYP3A4 的

强抑制剂，小剂量（100 ～ 200 mg）利托那韦常与
其他 PIs 联用，以提高联用药物的疗效 [9]。例如，
复方制剂洛匹那韦 / 利托那韦的抗病毒作用主要



1539

中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期　Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No.6 

来源于洛匹那韦，利托那韦以提高洛匹那韦生物
利用度的方式发挥协同抗病毒作用 [10]。AIDS 患
者常伴随心血管并发症，PIs 常与抗血小板药物联
合使用，常用抗血小板药氯吡格雷通过 CYP3A4、
CYP2C19 和 CYP2B6 等同工酶转化为活性代谢
物，利托那韦对 CYP3A4 的强抑制作用可抑制氯
吡格雷活性代谢物的产生，增加动脉粥样硬化血
栓事件的风险 [11]。此外，利托那韦对 CYP2B6、
CYP2C19、CYP2C9 和 CYP1A2 表现出诱导作用；
托拉塞米主要由 CYP2C9 代谢，利托那韦可以减
少托拉塞米暴露；华法林主要由 CYP2C9 代谢，
但 CYP1A2 和 CYP2C19 也是参与 R- 华法林代谢
的主要酶，长期使用利托那韦可诱导华法林代谢，
需增加华法林剂量以维持有效治疗浓度 [12]。
1.2　沙奎那韦

　　沙奎那韦是首个 FDA 批准治疗 AIDS 的 PIs，
其生物利用度很低的原因之一是 CYP3A4 的首过
代谢，常与利托那韦合用提高其生物利用度。尽
管沙奎那韦与其他 PIs 相比对 CYP3A 的抑制水
平较低 [13]，但与主要由 CYP3A 代谢的药物合用
都必须谨慎。沙奎那韦 / 利托那韦与麦角胺共同
给药会导致麦角生物碱急性中毒，导致严重的血
管痉挛，这是利托那韦和沙奎那韦抑制 CYP3A4
的结果 [14]。氧化白藜芦醇是 CYP3A 的诱导剂，
可增加沙奎那韦的首过代谢，使其峰浓度（peak 
concentration，Cmax）显著降低 [15]，可能导致抗病
毒治疗失败。
1.3　茚地那韦

　　茚地那韦主要由 CYP3A 代谢，对 CYP3A 有
影响的食品、药品或膳食补充剂与其联用可能影
响其药动学。圣约翰草可通过激活孕烷 X 受体
（pregnane X receptor，PXR）诱导 CYP3A4 的表
达，从而减少茚地那韦的暴露 [16]。Lu 等 [17] 的实
验研究结果表明，葫芦素 E 短期高剂量给药显著
增加茚地那韦的 Cmax 和药时曲线下面积（area un-
der curve，AUC），但长期给药后显著降低茚地那
韦的 Cmax 和 AUC，这是因为葫芦素 E 短期高剂量
使用可抑制 CYP3A 和 P- 糖蛋白（P-glycoprotein，
P-gp），而长期使用诱导 CYP3A 和 P-gp。此外，
茚地那韦也是 CYP3A4 的抑制剂，可通过抑制
CYP3A4 的活性导致羟甲基戊二酰辅酶 A 还原酶
抑制剂（如阿托伐他汀、西立伐他汀、洛伐他汀
或辛伐他汀）的代谢减慢，增加肌病的风险 [18]。
1.4　奈非那韦

　　奈非那韦可被 CYP3A4、CYP2C19、CYP2C9

和 CYP2D6 代 谢， 其 中 CYP3A4 约 占 代 谢 的
50%。奈非那韦及其主要代谢物是 CYP3A4 的强
抑制剂，辛伐他汀主要经 CYP3A4 代谢，奈非那
韦可通过抑制 CYP3A4 显著增加辛伐他汀的浓
度，增加横纹肌溶解的风险，如果短期内不可避
免地需要使用奈非那韦治疗，在此期间应暂停辛
伐他汀治疗 [19]。Fulco 等 [20] 的病例研究表明，奈
非那韦对 CYP2C9 有诱导作用，可使华法林的每
周剂量需求高出 50%。CYP450 还受生理、病理
和环境等因素的影响。妊娠对某些药物代谢酶的
诱导使许多抗逆转录病毒药物的暴露减少，尤其
是 PIs[21]。妊娠晚期 CYP3A4 和 CYP2D6 活性的
增加使奈非那韦的血药浓度显著降低，于妊娠晚
期增加奈非那韦的使用量有益于无法获得新型 PIs
的患者和对利托那韦增强的 PIs 不耐受的患者 [22]。
1.5　福沙那韦和安普那韦

　　福沙那韦是安普那韦的前药，口服后在肠黏
膜中迅速转化为活性药物安普那韦；安普那韦主
要经 CYP3A4 代谢，妊娠使其血药浓度降低，但
对复方制剂安普那韦 / 利托那韦中安普那韦的影
响并不显著，可能没必要调整剂量 [23]。Tran 等 [24]

在健康志愿者中研究了地拉韦啶与安普那韦间的
药动学相互作用，结果显示，地拉韦啶可通过抑
制 CYP3A4 降低安普那韦清除率，使单剂量安普
那韦的 AUC 增加 4 倍；而安普那韦对地拉韦啶
药动学的影响存在复杂的时间依赖性，单剂量安
普那韦可增加地拉韦啶的 AUC 和 Cmax，而连续 7 
d 多次服用安普那韦却显著降低地拉韦啶的 AUC
和 Cmax。Mannel 等 [25] 的研究显示，圣约翰草对
CYP3A4 和 P-gp 的诱导使非核苷类逆转录酶抑制
剂和 PIs 的稳态血药浓度降低，增加耐药及治疗
失败的风险，应避免安普那韦与圣约翰草合用。
1.6　洛匹那韦

　　洛匹那韦常与利托那韦联用，COVID-19 疫情
的爆发使其成为“老药新用”的热点。COVID-19 患
者合并心血管疾病为所有合并症之首，应密切关注
抗病毒药物与抗凝药物之间的相互作用 [26-27]。洛匹
那韦 / 利托那韦可通过抑制 CYP3A4 导致氯吡格雷
浓度增加，但活性代谢物形成减少，显著降低了氯
吡格雷对血小板聚集的抑制作用 [12]。此外，洛匹那
韦 / 利托那韦在 SARS-CoV-2 合并真菌感染的患者
中可能与伏立康唑联用。伏立康唑主要由 CYP2C19
代谢，而对于 CYP2C19 弱代谢型患者，则主要由
CYP3A4 代谢，洛匹那韦 / 利托那韦对 CYP3A4 的
抑制使此类患者伏立康唑的代谢减慢，从而增加不
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良反应的发生率和严重程度 [28]。抗癫痫药大麻二
酚作为 CYP2C8 和 CYP3A4 的抑制剂，可能导致
洛匹那韦 / 利托那韦的血药浓度增加；苯妥英作为
CYP3A4、CYP1A2 和尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移
酶（UDP-glucuronosyltransferases，UGTs）的诱导
剂，可使洛匹那韦 / 利托那韦的血药浓度降低 30%，
COVID-19 合并癫痫患者可能需要将洛匹那韦 / 利
托那韦剂量增加约 50% 才能达到治疗浓度 [29]。
1.7　达芦那韦

　　达芦那韦主要由 CYP3A4 代谢，常与 CYP3A4
的抑制剂利托那韦或考比司他联用，从而提高其血
药浓度 [30]。达芦那韦是 CYP3A 和 CYP2D6 的抑制
剂，能升高抗心律失常药（如利多卡因）、β 受体阻
滞剂（如美托洛尔）和免疫抑制剂（如环孢素）等
药物的血药浓度 [31]。
1.8　奈玛特韦

　　奈玛特韦是一种新型口服抗病毒药物，靶
向 SARS-CoV-2 的 3CL 蛋白酶，利托那韦能抑制
CYP3A 介导的奈玛特韦代谢，有助于升高奈玛特
韦的血药浓度，从而帮助阻止 SARS-CoV-2 进行复
制，促进药物发挥作用，奈玛特韦 / 利托那韦片可
用于治疗成人伴有进展为重症高风险因素的轻至
中度 COVID-19 患者 [32]。COVID-19 患者普遍存在
凝血机制异常，肺栓塞等危重疾病 [33]，因此，抗
凝治疗是中、重度 COVID-19 治疗方案中非常重

要的环节（有抗凝禁忌证除外）。奈玛特韦 / 利托
那韦对 CYP3A4 和 CYP2D6 有抑制作用，能增加
替卡格雷的暴露，导致出血风险增加，应避免联
合使用；与辛伐他汀联用可增加肌病和肝毒性风
险，建议在其首次给药 12 h 前停用辛伐他汀，末
次给药 5 d 后可恢复辛伐他汀给药 [34]。临床治疗
中如需同时使用奈玛特韦片 / 利托那韦和抗血栓
药，必须考虑药物相互作用问题，确保患者的用
药安全。
2　转运体介导的药物相互作用

　　转运体是位于细胞膜上的一类转运蛋白，可
影响药物的吸收、分布和排泄，被认为是药物
处置和效应 / 毒性的决定因素。三磷酸腺苷结合
盒（ATP-binding cassette，ABC）家族中的 P-gp、
乳腺癌耐药蛋白（breast cancer resistance protein，
BCRP）和多药耐药相关蛋白（multidrug resistance 
proteins，MRPs）以及溶质载体（solute carrier，
SLC）家族中的有机阴离子转运多肽（organic 
anion-transporting polypeptides，OATPs）、有机阴
离子转运体（organic anion transporters，OATs）、
有机阳离子转运体（organic cation transporters，
OCTs）和多药及毒性化合物外排转运蛋白（multi-
drug and toxin extrusion proteins，MATEs）等与药
物相互作用有关 [35]。PIs 的药物相互作用机制也
与药物转运体的抑制或诱导有关（见表 2）。

表 2　转运体介导的药物相互作用 
Tab 2　Drug interactions mediated by transporters

PIs 合并用药 药物相互作用 作用机制

利托那韦 地高辛 抑制地高辛的转运 抑制肠道 P-gp[37]

拉米夫定 增加拉米夫定的暴露 抑制 OCT1 和 OCT2[46]

沙奎那韦 地高辛 抑制地高辛的转运 抑制肠道 P-gp[37]

茚地那韦 依克立达 茚地那韦的 AUC 增加 依克立达抑制肠道 P-gp[38]

拉米夫定 增加拉米夫定的浓度 抑制 MATE1[45]

奈非那韦 阿霉素、秋水仙碱、紫杉醇、伊马替尼 逆转阿霉素、秋水仙碱、紫杉醇和伊马替尼的耐药性 抑制 P-gp[40]

洛匹那韦 薄荷脑 洛匹那韦的生物利用度增加 薄荷脑抑制肠道 P-gp[39]

瑞舒伐他汀 增加瑞舒伐他汀的 AUC 抑制 BCRP、OATP1B1 和 1B3[42]

地高辛 抑制地高辛的转运 抑制肠道 P-gp[37]

阿扎那韦 地高辛 抑制地高辛的转运 抑制肠道 P-gp[37]

瑞舒伐他汀 增加瑞舒伐他汀的 AUC 抑制 BCRP、OATP1B1 和 1B3[42]

达芦那韦 地高辛 抑制地高辛的转运 抑制肠道 P-gp[37]

瑞舒伐他汀 增加瑞舒伐他汀的 AUC 抑制 BCRP 和 OATP1B1[42]

2.1　P- 糖蛋白介导的药物相互作用

　　P-gp 是机体的一种外排泵，可显著影响许多
药物的分布和生物利用度，是药物相互作用的重
要因素 [36]。阿扎那韦、达芦那韦、洛匹那韦、利
托那韦和沙奎那韦能抑制人肠道中 P-gp 介导的地

高辛转运 [37]。P-gp 的外排活动限制了茚地那韦的
吸收，P-gp 的抑制剂依克立达能显著增加茚地那
韦的 AUC，有助于其吸收 [38]；薄荷脑可通过抑
制肠道 P-gp 而促进洛匹那韦的吸收，提高洛匹那
韦生物利用度 [39]。P-gp 过度表达引起的多药耐药
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是慢性粒细胞白血病治疗的严重障碍，奈非那韦
可抑制 K562/ADR 细胞 P-gp 功能，降低细胞内
三磷酸腺苷（ATP）含量，促进细胞凋亡，从而
逆转阿霉素、秋水仙碱、紫杉醇和伊马替尼的耐
药性 [40]。Kim 等 [41] 对 P-gp 基因敲除小鼠的研究
显示，与对照组相比，P-gp 基因敲除小鼠表现出
奈非那韦（40 倍）、茚地那韦、沙奎那韦（8 ～ 10
倍）脑内蓄积的增加，说明血脑屏障中 P-gp 的外
排作用是限制 PIs 进入脑内的重要因素。
2.2　其他转运体介导的药物相互作用

　　除 P-gp 外，PIs 的药物相互作用还可能由
BCRP、OATPs 和 OCTs 等转运体介导。阿扎那
韦、达芦那韦、洛匹那韦与瑞舒伐他汀联用的药
物相互作用主要由肠道 BCRP 和肝脏 OATP1B1
的抑制驱动，对 OATP1B3 和 OAT3 的影响较
小 [42]。Dixit 等 [43] 的研究表明，临床常规剂量的
奈非那韦可诱导 OATP1B1 和 OATP1B3 的 mRNA
表达。Fasinu 等 [44] 的研究发现，抗 HIV 的草药
苏合兰能有效抑制 OATP1B1 和 OATP1B3 对底
物的摄取，当苏合兰需要与其他抗病毒药物联用
时，应避免选择上述转运体底物。茚地那韦抑制
MATE1 介导拉米夫定的外排活动 [45]，增加拉米
夫定血药浓度和组织积累。利托那韦可通过抑制
OCT1 和 OCT2 降低肾脏或肝脏的外排作用，增
加底物在肾脏的保留，拉米夫定与利托那韦联用
可增加拉米夫定的暴露 [46]。
3　基于其他机制的药物相互作用

　　PIs 的药物相互作用不仅与药物代谢酶或转运

体介导的药动学变化有关，还可能与药效学相互作
用或理化因素改变引起的相互作用有关（见表 3）。
洛匹那韦 / 利托那韦与抗精神病药物齐拉西酮、喹
硫平、氟哌啶醇、阿立哌唑和曲唑酮都有 Q-T 间
期延长的作用，洛匹那韦 / 利托那韦不应与齐拉西
酮、喹硫平、氟哌啶醇共同给药，与阿立哌唑或
曲唑酮共同给药时应谨慎，注意调整剂量并监测
不良反应，避免严重心律失常 [47]。心肌细胞 2 型
Ryanodine 受体（type 2 ryanodine receptor，RyR2）对
心动周期至关重要，人类免疫缺陷病毒 - 反式转录
激 活 因 子（HIV-transactivator of transcription，HIV-
Tat）可加剧阿扎那韦和利托那韦对 RyR2的作用，从
而引起心律失常和心源性猝死 [48]。PIs 引起胰岛素
抵抗是通过增加调节脂质合成相关基因表达的固醇
调节元件结合蛋白 1（sterol regulatory element binding 
protein-1，SREBP-1）来实现的；还可能与诱导内质
网应激，抑制葡萄糖转运蛋白 4（glucose transporter 
type 4，GLUT4）有关，茚地那韦、利托那韦和安普
那韦可抑制 GLUT4，进而导致糖尿病 [49]。奥美拉唑
引起的胃内 pH 升高可增加奈非那韦的溶解度和溶
解速率 [50]；苹果酸、柠檬酸和琥珀酸的 pH 调节作
用可增加沙奎那韦在溶解过程中的释放，且苹果酸
和柠檬酸有效抑制了沙奎那韦的重结晶，提高沙奎
那韦生物利用度 [51]。此外，沙奎那韦联合糖皮质激
素可抑制糖皮质激素受体α（glucocorticoid receptor 
α，GRα）和核因子κB 抑制蛋白α（inhibitor kappa B 
alpha，IκBα）的减少，改善糖皮质激素抵抗，在很
大程度上解决了全身炎症问题 [52]。

表 3　基于其他机制的药物相互作用 
Tab 3　Drug interaction based on other mechanisms

蛋白酶抑制剂 合并用药 药物相互作用 作用机制

洛匹那韦 / 利托那韦 齐拉西酮、喹硫平、氟哌啶

醇、阿立哌唑、曲唑酮

严重心律失常 洛匹那韦 / 利托那韦与齐拉西酮、喹硫平、氟哌啶醇、

阿立哌唑、曲唑酮都有 Q-T 间期延长的作用 [47]

阿扎那韦 HIV-Tat 心律失常和心源性猝死 HIV-Tat 加剧阿扎那韦对 RyR2 的作用 [48]

利托那韦 HIV-Tat 心律失常和心源性猝死 HIV-Tat 加剧利托那韦对 RyR2 的作用 [48]

胰岛素 胰岛素抵抗 抑制 GLUT4[49]

茚地那韦 胰岛素 胰岛素抵抗 抑制 GLUT4[49]

安普那韦 胰岛素 胰岛素抵抗 抑制 GLUT4[49]

奈非那韦 奥美拉唑 奈非那韦的溶解度和溶解速率增加 奥美拉唑引起胃内 pH 升高 [50]

沙奎那韦 苹果酸、柠檬酸、琥珀酸 沙奎那韦的生物利用度增加 苹果酸、柠檬酸和琥珀酸调节 pH[51]

糖皮质激素 改善糖皮质激素抵抗 抑制 GRα 和 IκBα 的减少 [52]

4　结语

　　PIs 主要通过影响 CYP450 活性引起药动学相
互作用，尤其是 CYP3A4 亚型酶；PIs 常被认为是
CYP450 的抑制剂，但也有少量研究表明其对部
分 CYP450 具有诱导作用。此外，P-gp、BCRP、

OATPs 和 OCTs 等途径介导的药动学相互作用；
药物通过影响疾病相关药物靶点产生的药效学相
互作用；理化因素改变引起的相互作用也是 PIs
类药物相互作用的发生机制。药物相互作用是一
把双刃剑，可能导致严重不良反应，但也可利用
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药物相互作用改善相应的药动学过程，提高临床
治疗效果。因此，科学预测 PIs 的潜在药物相互
作用，有利于促进临床安全、合理用药，提高治
疗质量。
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调控 T细胞代谢在肿瘤免疫治疗中的研究进展
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摘要：T 细胞在抗肿瘤治疗中扮演着重要角色，但当 T 细胞浸润肿瘤时，它会受到肿瘤微环
境（TME）中各种免疫抑制信号和各种代谢产物的影响，导致其免疫功能失效。阐明 T 细胞在
TME 作用下的代谢重编程对改善肿瘤免疫治疗、寻找新的治疗策略至关重要。本文从 T 细胞
代谢特征出发，介绍了 TME 中多种影响 T 细胞代谢的因素，并总结了各种针对代谢途径的免
疫治疗策略。
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Abstract: T cells play an important role in anti-tumor therapy. However, when T cells infiltrate into 
tumor microenvironment, they are affected by various immunosuppressive signals and metabolites, 
leading to their immune dys function. It is very important to clarify the metabolic reprogramming 
of T cells under the tumor microenvironment to improve tumor immunotherapy and search for new 
therapeutic strategies. Based on the metabolism characteristics of T cell, this article introduced 
the factors affecting T cell metabolism in tumor microenvironment, and summarized various 
immunotherapy strategies targeting the metabolic pathways. 
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　　新陈代谢是细胞的关键特征，代谢反应控制
着细胞的增殖、分化及效应功能的正常发挥。T 淋
巴细胞，也称 T 细胞，是免疫系统最重要的免疫
细胞，可通过多种途径诱导肿瘤细胞发生凋亡，抑
制肿瘤的发生、发展 [1]。但在肿瘤的发展过程中，
T 细胞会受肿瘤微环境（tumor microenvironment，
TME）的影响，发生广泛的代谢重编程，这种重编
程会抑制 T 细胞发挥抗肿瘤作用从而促进肿瘤进
展 [2]。因此清楚地了解 T 细胞代谢特征及其在 TME
影响下的代谢重编程，有助于从代谢途径中寻找抗
肿瘤的有效靶标，以开发新的抗肿瘤策略。
1　T细胞代谢特征
　　在免疫细胞中，T 细胞代谢一直是热门的研究
领域。T 细胞在增殖、分化的过程中会发生明显
的代谢变化，即氧化磷酸化（oxidative phosphory-
lation，OXPHOS）和糖酵解相互转换的代谢重塑现
象 [3]。静止期的 T 细胞，其代谢需求低，低水平

的 OXPHOS 就可以满足其生长生存需求，当遇到
抗原时，静止期 T 细胞被激活，T 细胞增殖、分
化。静止期的抗原特异性 T 细胞数量很少，因此
快速增殖以产生足够数量的效应细胞尤为重要，T
细胞代谢需求也随之显著增加。与快速增殖的肿瘤
细胞相似，T 细胞的代谢方式由低水平的 OXPHOS
转化为高水平的有氧糖酵解和谷氨酰胺代谢 [4]。在
T 细胞活化的过程中，其细胞膜上的 T 细胞抗原
受体（T cell receptor，TCR）和白细胞分化抗原 28
（cluster differentiation 28，CD28）诱导丝氨酸 / 苏
氨酸激酶 Akt 激活，葡萄糖转运蛋白 1（glucose 
transporter-1，GLUT-1）表达增加，活化的 T 细胞
较未活化状态的葡萄糖摄取量高了 18 倍 [5]。蛋白
激酶 B 控制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian 
target of rapamycin，mTOR）的激活，调控原癌基
因 c-Myc，增加糖酵解酶的表达并上调谷氨酰胺水
解作用，用于细胞合成氨基酸、脂质和核酸。如果
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T 细胞活化后未能上调代谢途径，其表现为低反应
表型，在这种状态下，即使是完全的抗原刺激也不
能诱导 T 细胞反应，由此可见，代谢对 T 细胞免
疫活性有着十分重要的意义 [6]。
　　在免疫反应后期，绝大部分 T 细胞会发生凋
亡，部分 T 细胞分化为记忆 T 细胞，它们的代谢
方式也会由糖酵解转化为 OXPHOS。记忆 T 细胞
的形成导致了比静止期 T 细胞更大的线粒体储备，
被称为备用呼吸能力（spare respiratory capacity，
SRC）[7]。这种能量优势使得记忆 T 细胞较静止期
T 细胞具有更快速的抗原响应能力。记忆 T 细胞可
以通过 Akt 依赖的方式切换到糖酵解，与未激活
的 T 细胞相比，具有更高的糖酵解通量，并引发
糖酵解酶（如 GAPDH）上调 [8]。此外，有研究表
明，记忆 CD8＋ T 细胞利用细胞固有的脂肪氧化来
支持发育所需的能量。肿瘤坏死因子受体相关因子
6（TNF receptor associated factor 6，TRAF6）缺陷的
CD8＋ T 细胞表现出脂肪酸代谢基因的抑制，脂质
氧化缺陷使其在免疫反应后期无法形成记忆 T 细
胞 [9]。由此可见，记忆 T 细胞较静止期 T 细胞有更
多的代谢需求以满足其对抗原的快速响应。
2　TME对 T细胞功能的影响
　　T 细胞浸润到 TME 后，会受到免疫抑制信号
和各种代谢产物的影响。这些信号以免疫检查点和
代谢检查点的方式影响 T 细胞功能，促进肿瘤细
胞免疫逃逸。
2.1　乳酸对 T 细胞的影响
　　Warburg 等 [10] 发现即使在有氧条件下，肿瘤组
织依然主要通过糖酵解的代谢方式获取能量，这就
是著名的“Warburg 效应”。由于较高的有氧糖酵解
速率，大量乳酸从肿瘤细胞中输出，导致 TME 中
乳酸堆积。乳酸作为糖酵解产物会反馈抑制 PI3K/
Akt/mTOR 通路，从而抑制 T 细胞糖酵解，研究表
明 20 mmol·L－ 1 以上的乳酸浓度会导致 T 细胞凋
亡，在一些肿瘤（如黑色素瘤）组织中乳酸浓度能
达到 30 ～ 40 mmol·L － 1，这也是肿瘤组织中 T
细胞比例较小的原因 [11]。乳酸处理细胞毒性 T 细
胞后，JNK、c-Jun、p38 和 NFAT 磷酸化受阻，导
致细胞毒性 T 细胞功能受到抑制。同时，乳酸还
会阻止 T 细胞释放白细胞介素 -2（IL-2）和干扰素
（interferon，IFN）等细胞因子，从而显著减弱细胞
毒性 T 细胞的杀伤效果 [12]。
2.2　低糖对 T 细胞的影响
　　肿瘤细胞与被激活的 T 细胞都利用有氧糖酵
解获取能量，葡萄糖是糖酵解的关键底物，肿瘤
细胞会通过竞争葡萄糖摄取来抑制 T 细胞功能。
研究表明，当环境中葡萄糖含量有限时，T 细胞会

通过降低 Akt 活性来减少其糖酵解通量 [13]。低糖
环境还可以通过激活 B 淋巴细胞瘤 -2 家族蛋白诱
导 T 细胞凋亡 [14]。Chang 等 [15] 发现，肿瘤通过竞
争性摄取葡萄糖抑制肿瘤浸润 T 细胞的功能，即
使在足够的肿瘤抗原供 T 细胞识别的情况下仍然
如此。肿瘤对微环境中葡萄糖的大量摄取会通过
影响 T 细胞的代谢模式抑制 T 细胞的 mTOR 活
性、糖酵解能力和 IFN-γ 的产生，从而显著减弱 T
细胞的杀伤效果 [16]。此外，依赖脂肪酸氧化获取
能量的调节性 T 细胞（regulatory T cell，Treg）在
低糖环境下得以存活，并对肿瘤特异性 T 效应细
胞发挥免疫抑制作用 [17]。因此，低糖是促进免疫
抑制的重要原因之一。
2.3　低氨基酸对 T 细胞的影响
　　由于肿瘤组织快速增殖，TME 呈现出低氨基
酸的特征，尤其是谷氨酰胺（glutamine，Gln）、精
氨酸（arginine，Arg）和色氨酸（tryptophan，Trp）
等，均低于人体正常环境水平。Gln 是 T 细胞增殖
活化最重要的营养物质，其作用仅次于葡萄糖。T
细胞对 Gln 的外部供应有绝对需求，并且其他氨基
酸不能代替 Gln[18]。Yaqoob 等 [19] 研究发现，T 细胞
激活过程中关键因子 IL-2 的产生、利用以及 IL-2
受体表达，均与细胞外 Gln 浓度成正相关。
　　髓系抑制性细胞（myeloid-derived suppressor 
cells，MDSCs）能够上调Ⅰ型精氨酸酶（arginase 
1，ARG1）和诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric 
oxide synthases，iNOS）介导的 Arg 消耗，从而引
起免疫抑制，低 Arg 会诱导 CD3ζ 链的丢失，抑制
T 细胞的增殖和细胞因子的产生 [20]。iNOS 介导 L-
精氨酸代谢产生过亚硝酸基能够使 T 细胞的 TCR
中许多酪氨酸残基发生硝化反应，削弱 TCR 对于
主要组织相容性复合体（major histocompatibility 
complex，MHC）的识别，诱导免疫抑制 [21]。
　　由于肿瘤细胞和调节性免疫细胞表达的色
氨酸代谢酶吲哚胺 2，3- 双加氧酶（indoleamine 
2，3-dioxygenase，IDO） 增 加，TME 中 的 Trp 水
平也较低。低水平 Trp 以及 Trp 代谢产物犬尿氨
酸会使得 T 细胞变得无能并诱导 T 细胞凋亡 [22]。
在 Treg 细胞中，细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4
（cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4，CTLA-
4）的表达促进 IDO1 的表达，IDO1 的表达又反过
来促进了 CTLA-4 的表达，两者相互促进导致了免
疫逃逸 [23]。
2.4　缺氧微环境对 T 细胞的影响
　　肿瘤组织血管分布紊乱、结构异常导致血流量
小、供氧不足，同时快速增殖的肿瘤细胞需要消
耗大量氧气以满足代谢，氧供给和氧消耗之间的
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不平衡导致了肿瘤缺氧。在缺氧条件下，缺氧诱
导因子 -1α（hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α）在
多种类型的肿瘤中有着不同程度的表达，在乳腺、
结肠、前列腺的癌前病变中过度表达 [24]。HIF-1α
可以通过诱导肿瘤细胞表达 PD-L1 抑制 T 细胞功
能 [25]，也可以通过诱导 Treg 细胞叉头蛋白转录因
子 3（forkhead box P3，FoxP3）的表达增强 Treg 细
胞的免疫抑制 [26]。HIF-1α 通过调节糖酵解有关的
酶和基因表达，导致肿瘤细胞糖酵解增加，乳酸增
多，从而抑制 T 细胞增殖和功能 [27]。
2.5　TME 中其他细胞对 T 细胞的影响
　　TME 中除了肿瘤细胞和 T 细胞外，还存在多
种细胞，它们以不同的方式影响着 T 细胞功能。
TME 的酸性微环境会诱导巨噬细胞产生 ARG1，
从而降低微环境中的 Arg 水平，产生 T 细胞抑
制 [28]。此外，巨噬细胞还会释放 IL-10、转化生长
因子 -β（transforming growth factor-β，TGF-β）等免
疫抑制因子，抑制 T 细胞的免疫应答 [29]。与正常
成纤维细胞相比，肿瘤组织中的成纤维细胞具有
较快的增殖能力，与 T 细胞竞争葡萄糖从而降低
其肿瘤杀伤效果 [30]。MDSCs 可通过产生 ARG1、
iNOS、活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）
以及消耗胱氨酸和半胱氨酸等途径抑制 T 细胞的
激活和 T 细胞介导的抗肿瘤免疫 [31]。
3　针对代谢途径的免疫疗法
　　现代免疫治疗的主要目标是产生具有更强肿
瘤杀伤性的效应 T 细胞及重新暴露于肿瘤抗原时
具有更强的效应分化活力和可塑性的记忆 T 细胞，
从而产生长期的抗肿瘤功能。由于代谢驱动 T 细胞
分化，调控 T 细胞代谢有望增强其免疫功能，发
挥长久的抗肿瘤作用。
3.1　嵌合抗原受体 T 细胞疗法直接调控 T 细胞代谢
　　嵌合抗原受体 T（chimeric antigen receptor T，
CAR-T）细胞疗法是通过提取患者体内正常的 T
细胞，并将经基因工程编辑的嵌合抗原受体（chi-
meric antigen receptor，CAR）与 T 细胞整合培养，
降低 T 细胞对代谢抑制物的敏感性，将培养成熟
的 CAR-T 细胞输送回患者体内可以特异性攻击肿
瘤，从而达到治疗目的。敲除 CAR-T 细胞中内源
性 TGF-β 受体Ⅱ可以降低 TGF-β 对 T 细胞代谢的
影响，同时减少诱导的 Treg 转化，并证实其在细
胞系来源的异种移植模型和患者来源的异种移植实
体瘤模型中都有更好的肿瘤消除效果 [32]。在体外
用 PI3K 抑制剂处理 CAR-T 细胞会导致分化程度较
低的细胞在小鼠的体内持久性和抗肿瘤活性得到改
善，同时 PI3K 抑制作用使 T 细胞更多地分化为记
忆 T 细胞，并且不会抑制 CAR-T 细胞增殖 [33]。此

外，针对 TME 中不同免疫抑制因素，可以设计多
种 CAR-T 细胞用于抗肿瘤（见表 1）。
表 1　肿瘤代谢相关的免疫抑制因素及提高 CAR-T细胞代谢适应性

的策略 
Tab 1　Immunosuppressive factors related to tumor metabolism and 

strategies to improve the metabolic adaptability of CAR-T cells

抑制因素 提高 CAR-T 细胞代谢适应性

缺氧 选择适当的共刺激域 [34]

构建缺氧诱导型 CAR-T[35]

酸中毒 抑制乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，
LDH）[36]

免疫抑制细胞 用 CAR-T 细胞靶向巨噬细胞 [37]

巨噬细胞 巨噬细胞表型转变 [38]

MDSCs 将 CAR-T 细胞与降低 MDSCs 含量的药物 
结合 [39-40]

靶向 MDSCs 的 CAR-T 细胞 [41-42]

免疫抑制细胞因子 嵌合不敏感受体 [43-44]

TGF-β、IL-4、IDO 通过基因编辑破坏抑制性细胞因子受体 [45]

改造 CAR-T 细胞释放免疫促进细胞因子 [46-47]

联合抑制剂 [48]

3.2　基于肿瘤糖代谢调控 T 细胞代谢
　　肿瘤有氧糖酵解产生的大量乳酸塑造了免疫
抑制酸性微环境，抑制糖酵解减少微环境乳酸堆
积有望改善酸性微环境对 T 细胞的抑制作用。糖
酵解的整个过程可以分为消耗能量的准备阶段和
释放能量的放能阶段，有许多方法可以破坏糖酵
解。最直接的方法是阻断葡萄糖转运蛋白，这将
阻止葡萄糖进入肿瘤细胞，并导致糖酵解途径完
全中断。根皮素、WZB117、Fasentin 等 GLUT 抑
制剂在临床前模型中显示出抗肿瘤作用 [49]。另一
种方法是靶向糖酵解过程中的关键酶，如己糖激
酶（hexokinase，HK）、磷酸果糖激酶（phosphof-
ructokinase，PFK）、丙酮酸激酶（pyruvate kinase，
PK）等。酶抑制剂在临床前和临床上有了可观的
疗效（见表 2）。最后一种方法是抑制乳酸运出细
胞，减弱微环境酸化，使肿瘤细胞酸中毒。单羧
酸转运体（monocarboxylate transports，MCTs）家
族包括了参与乳酸和其他单羧酸盐转运的质膜蛋
白。其中 MCT4 通常被认为介导乳酸外流，多种
肿瘤细胞高表达 MCT4，如乳腺癌、结肠癌、胰
腺癌、胶质母细胞瘤等。越来越多的研究表明抑
制 MCT4 的表达和功能可以抑制肿瘤生长，改善
TME。Li 等 [50] 制备了中空介孔有机二氧化硅纳
米制剂用于递送 siRNA 沉默 MCT4 的表达，结
果表明抑制 MCT4 的表达可减少乳酸的外流，细
胞外乳酸浓度降低使肿瘤相关巨噬细胞表型极化
为 M1 型，显著去除了免疫抑制微环境，恢复了
CD8 ＋ T 细胞活性。
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表 2　肿瘤糖酵解酶抑制剂及其机制 
Tab 2　Tumor glycolytic enzyme inhibitors and their mechanisms

靶点 药物 机制

HK 2- 脱氧 -D- 葡萄糖 葡萄糖类似物，竞争抑制 HK2 的活性 [51]

3- 溴丙酮酸 乳糖类似物，将 HK2 中巯基烷基化而直

接抑制 HK2 的活性 [52]

氯尼达明 抑制 HK2 与线粒体结合 [53]

PFK 克霉唑 PFK1 与肌动蛋白丝解离 [54]

3PO 特异性抑制 PFKFB3[55]

PK 紫草素 特异性抑制 PKM2[56]

二甲双胍 激活 AMPK 下调 PKM2[57]

LDH FX11 乳酸脱氢酶 A（LDHA）选择性抑制剂 [58]

草氨酸钠 丙酮酸类似物，竞争性结合 LDHA 而抑

制其催化活性 [59]

3.3　基于肿瘤氨基酸代谢调控 T 细胞代谢

3.3.1　Gln　肿瘤细胞对 Gln 的依赖使 Gln 水解是
一个有吸引力的肿瘤治疗靶点，使用谷氨酰胺类
似物治疗肿瘤的临床试验在几十年前就开始了，
但由于缺乏疗效或者有严重的毒性，这些试验都
被迫终止 [60]。这些化合物缺乏治疗窗口，可能
是由于它们的相对非特异性可能会使一整套利用
Gln 的酶受到影响。目前临床上针对 Gln 水解的研
究主要集中在抑制谷氨酰胺酶。减少 Gln 水解或
许可以调节 TME 中 Gln 含量，减弱由于 Gln 缺乏
对 T 细胞的损伤。Varghese 等 [61] 研究发现谷氨酰
胺酶抑制剂 CB-839 在过继 T 细胞治疗小鼠模型
中可以激活黑色素瘤抗原特异性 T 细胞并增强它
们的肿瘤杀伤活性。Xie 等 [62] 设计构建了肿瘤细
胞膜包裹的介孔二氧化硅纳米颗粒 CTTPA-G 用于
共递送Ⅰ型 AIE 光敏剂和 Gln 拮抗剂。Gln 拮抗
剂可以抑制肿瘤 Gln 代谢，逆转肿瘤缺氧和营养
缺乏状态。经 CTTPA-G 处理后，原发肿瘤的增殖
被有效抑制，同时 CTTPA-G 表现出类似于“癌症
疫苗”的作用，启动强大的抗肿瘤免疫应答，协
同抑制肿瘤增殖，达到抑制肿瘤转移和诱导长时
间免疫记忆的效果。
3.3.2　Trp　在 TME 中，肿瘤细胞、间质细胞、
树突状细胞和巨噬细胞中均高表达 IDO1，IDO1
可催化 Trp 代谢从而减少 TME 中 Trp 含量，导
致 Trp 耗竭并且生成免疫抑制的代谢产物。如犬
尿氨酸被 T 细胞摄取后，通过芳香烃受体（aryl 
hydrocarbon receptor，AHR）抑制 T 细胞浸润并
诱导 PD-1 表达，从而促进肿瘤进展 [63]。Zhang
等 [64] 利用沸石咪唑骨架材料实现 IDO1 siRNA 和
米托蒽醌共递送，用含有α4β1 整联蛋白的胶质
瘤相关巨噬细胞膜赋予载体靶向性，制备了可使
肿瘤归巢的免疫纳米制剂从而增强 T 细胞免疫活
性。目前，研究发现 IDO 抑制剂中的两种 1- 甲
基 - 色 氨 酸（1-methyl-tryptophan，1-MT）[65] 和

INCB024360[66] 可以通过诱导 T 细胞增殖而在小鼠
肿瘤模型中显示出抗肿瘤活性。
3.3.3　Arg　 针 对 于 TME 中 低 水 平 Arg 对 T 细
胞的抑制，有实验表明通过外源性补充 Arg 可以
激活 T 细胞线粒体代谢，具有良好的抗肿瘤作
用，保护 T 细胞免于衰竭，促进 T 细胞增殖和
活化 [67]。Zhang 等 [68] 设计了一种多泡脂质体实
现 Arg 的高效包封与缓释，同时利用 shRNA 敲除
CAT-2 蛋白，减少肿瘤对 Arg 的摄取。递送的 Arg
中和了酸性 TME，同时为抗肿瘤免疫细胞提供了
合适的生存环境和充足的营养。结果表明这种策
略促进了 CD8 ＋ T 细胞的浸润和活化，抑制了黑
色素瘤的生长，延长了小鼠生存期。Arg 在 Arg
的催化下转化为尿素和鸟氨酸并进一步生成多胺，
导致了 Arg 的耗竭并产生免疫抑制。用 ARG1 抑
制剂如 CB-1158 治疗可增加 CD8 ＋ T 细胞在 TME
中的浸润，刺激炎症细胞因子的产生 [69]。
4　展望
　　浸润到 TME 中的 T 细胞在各种免疫抑制信
号和代谢产物的作用下，发生广泛的代谢重编程，
严重影响其抗肿瘤免疫作用，产生免疫抑制。基
于此，调控 T 细胞代谢或许可以成为肿瘤免疫治
疗的靶点。目前大多数研究主要集中在以肿瘤代
谢为靶点，利用代谢抑制剂影响肿瘤细胞，改变
免疫抑制，从而调控 T 细胞代谢，促进其效应功
能的发挥。由于肿瘤细胞代谢途径众多，多种代
谢旁路的代偿，这种间接调控 T 代谢功能的效果
不佳。CAR-T 细胞疗法作为可以直接调控 T 细胞
代谢的方法，也存在着细胞因子释放综合征、神
经毒性等副作用。深入研究肿瘤各种代谢途径及
TME 中相关抑制信号与 T 细胞免疫之间作用，并
着眼于研究直接针对 T 细胞的药物，有助于开发
出高效的免疫增强药物。
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中药抑制脉络膜新生血管的研究进展
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摘要：脉络膜新生血管可见于多种眼底病，会造成眼底渗出及出血，可致盲。目前临床上治疗

的主流方式是抗血管内皮生长因子（VEGF），但其价格昂贵且不能根治。我国中医药事业在

治疗脉络膜新生血管相关疾病方面积累了宝贵经验，本文就抑制脉络膜新生血管的中药组方

代表及中药单体展开综述。
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Abstract: Choroidal neovascularization can be seen in many fundus diseases, and may lead to fundus 
exudation, bleeding, and blindness. At present, anti-VEGF is the primary clinical treatment, yet it is 
high in price and cannot be cured radically. Chinese medicine has accumulated valuable experiences 
in the treatment of choroidal neovascularization. This paper reviewed representative Chinese herbal 
formulas and Chinese herb monomers for choroidal neovascularization. 
Key words: choroidal neovascularization; traditional Chinese medicine; Chinese herb monomer; 
experiment research
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　　脉络膜新生血管（CNV）好发于黄斑区，可致
严重的视力丧失，预后不佳 [1]。其常见于年龄相
关性黄斑变性（AMD）、中心性浆液性脉络膜视网
膜病变（CSC）、病理性近视（PM）等眼底病。流
行病学调查结果显示，到 2040 年全球 AMD 患者
预计可达 3 亿人 [2]，成为第三大致盲性眼病。随
着人口老龄化加速，我国的 AMD 患者已超过 600
万 [3]，严重威胁社会经济与公共卫生。而 CNV 发
病机制尚不明确，目前研究表明与血管内皮生长因
子（vascular endothelial growth factor，VEGF）和抑
制因子间的平衡破坏 [4]、氧化应激 [5]、炎症反应及

各种炎症因子的释放 [6-7] 等有关。临床上抑制 CNV
有玻璃体腔注射抗 VEGF 药物 [8]、激光光凝术、光
动力疗法（PDT）等，但都存在一定局限性 [9]。联
合中医药治疗眼部疾病，具有经济效益高、缩短病
程、降低复发率等优势 [10-12]，而从中草药中提取的
活性成分——中药单体，同时具备了化学药物与中
药的特点。本文综述了抑制 CNV 的中药组方及中
药单体，意在为临床用药的研发筛选奠定理论根
基、提供全新思路。
1　中药组方抑制 CNV
　　祖国医学根据 CNV 的临床表现视其为“暴
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盲”“视瞻有色”“视瞻昏渺”，其病机以肝、脾、
肾亏虚为本，瘀、痰、湿为标 [13]。目络通畅、气
血充实是视瞻的基础，目中络脉瘀阻、气血津液
失调、阻碍气机，导致痰瘀互结、气滞痰凝，故
目络失养、视瞻障碍。本虚标实之证，治疗上以
补益肝肾为主，施以化瘀、豁痰、益气、通络等
法贯穿。临床上针对 CNV 已有多种中药组方辨
证施治。
　　王静文等 [14] 选取归芍地黄汤联合康柏西普
治疗 PM 继发性 CNV，发现联合治疗可以减轻
CNV 引起的黄斑水肿（CME），改善视网膜循
环，增强对 CNV 的治疗作用。一项随机、双盲、
多中心临床试验 [15] 予止血祛瘀明目片联合雷珠

单抗注射治疗 144 例湿性年龄相关性黄斑变性
（nAMD）患者，发现止血祛瘀明目片有利于改
善 CNV 引起的眼内炎症反应及出血、渗出，无
明显的全身及眼部不良事件。另有研究发现和血
明目片联合雷珠单抗治疗 nAMD 患者的眼底出
血、改善视力、CME 作用更强，但是在抑制新生
血管生长及渗漏方面优势不明显 [16]。
　　此外，临床上亦有凉血化瘀方 [17]、健脾化浊
方 [18] 等联合抗 VEGF 药物治疗 CNV 相关疾病的
方案，有着不错的临床疗效，减轻了患者的经济
负担。明睛颗粒（凉血化瘀方成药）联合抗 VEGF
治疗 nAMD 的临床试验也即将开展 [19]。近年来
中药组方治疗 CNV 相关疾病总结见表 1。

表 1　中药组方抑制 CNV的观察指标及机制研究 
Tab 1　Observation index and mechanism research of formula traditional Chinese medicine for CNV

中药组方 组成 观察指标变化 机制

归芍地黄汤 [14] 生地黄、熟地黄、山药、丹皮、泽泻、

茯苓、山茱萸、当归、白芍、生蒲黄、

墨旱莲

1、3、6 月最佳矫正视力（BCVA）、黄

斑中央视网膜厚度（CMT）改善优

于对照组，抗 VEGF 次数减少

调节基质金属蛋白酶（MMP）-2、
MMP-9 表达，降低 VEGF 水平，

增加色素上皮衍生因子（PEDF）
表达，促使 CNV 消退

止血祛瘀明目

片 [15，20]

三七、丹参、赤芍、黄芩、百合、大黄、

墨旱莲、地黄、牡丹皮、女贞子、益

母草、毛冬青

24 周联合用药组显著减少视网膜出血、

改善视网膜中央厚度（CRT）、荧光

素眼底血管造影（FFA）渗漏，减轻

患者经济负担

下调 CD4 ＋ T 细胞中 C-X3-C 趋化因

子受体（CX3CR1）的表达，调节

免疫应答

和血明目片 [16，21] 蒲黄、丹参、地黄、墨旱莲、菊花、黄

芩（炒炭）、决明子、车前子、茺蔚子、

女贞子、夏枯草、龙胆、郁金、木贼、

赤芍、牡丹皮、山楂、当归、川芎

联合治疗提高视力，减轻 CME，减少

出血面积效果更佳，组间差异明显

尚未明确，可能调控与 MMP-9、白

细胞介素 -6（IL-6）、IL-1β 等炎

症因子有关

凉血化瘀方 [17，22] 生蒲黄、姜黄、女贞子、当归、川芎、

丹参、大蓟、小蓟、茜草、生黄芪、

生侧柏叶、枸杞子、川牛膝、三七

观察组较对照组视力提高，CRT 稳定

维持期更久，平均抗 VEGF 注射次

数更少

减少 VEGF 表达，诱导巨噬细胞向

Ⅱ型转化，上调 PEDF 表达

健脾化浊方 [18] 太子参、茯苓、薏苡仁、昆布、生蒲黄、

炒蒲黄、三七粉、郁金、石决明

与对照组比较，给药组 BCVA 改善更

有效，CMT 减少更多，注射次数更

少，但在视网膜下大出血及消退息

肉方面两组间无差异

尚未明确

2　中药单体抑制 CNV的机制

2.1　丹参酮ⅡA
　　丹参酮ⅡA 是从丹参中提取的一种二萜醌类
脂溶性活性成分，具有抗炎、抗血管生成、抗氧
化的作用。Alzhrani 等 [23] 发现丹参酮ⅡA 降低了
氯化钴（CoCl2）诱导缺氧条件下人视网膜色素上
皮细胞株 -19（ARPE-19）的 VEGF 和缺氧诱导
因子 1α（HIF-1α）水平。同样郝雪莲等 [24] 在 532 
nm 倍频 Ng：YAG 激光诱导棕色挪威（BN）大鼠
CNV 的动物模型中，发现丹参酮ⅡA 磺酸钠注射
液可减少 VEGF 和 HIF-1α 蛋白的表达。目前认
为缺氧是引起 CNV 的重要因素，低氧环境诱发

的 HIF-1 信号通路可进一步诱导血管生成、细胞
自噬、炎症反应等改变。而缺血、缺氧、炎症等
状态下促使 VEGF 表达升高，进而促进病理性新
生血管的产生。故丹参酮ⅡA 减少 VEGF 和 HIF-
1α 蛋白的表达，抑制 CNV 生长与形成。
2.2　姜黄素

　　姜黄素（curcumin）是从姜科植物姜黄、莪
术、郁金中提取的一种脂溶性酚类物质，具有抗氧
化、抗新生血管生成、抗炎、抗肿瘤等作用。姜
黄素在眼科应用广泛，尤其是眼部新生血管类疾
病，如角膜新生血管、视网膜新生血管、CNV 等。
CNV 的生成与血管基质的降解、内皮细胞的增殖
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与移行、细胞外基质的降解息息相关。以往文献报
道证明，其机制与蛋白激酶 B（AKT）通路、活性
氧（ROS）通路有关 [25-26]。陈水龄等 [27] 发现姜黄素
可以抑制人脐静脉内皮细胞（HUVEC）细胞迁移、
侵袭及管腔形成，以及姜黄素配制溶液 [400 mg/
（kg·d）] 灌胃的 CNV 大鼠 AKT、磷酸化蛋白激
酶 B（p-AKT）、HIF-1α、VEGF 较模型组降低 [28]。
曹黎等 [29] 发现姜黄素能抑制氧化型低密度脂蛋白
（ox-LDL）诱导的 ROS 形成，减轻细胞内氧化应激
反应，减少细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）的生成。
ox-LDL 会干扰 MMP 间的动态平衡，上调 MMP-9
表达且提高其活性，下调基质金属蛋白酶抑制剂 -1
（TIMP-1）表达，破坏血管壁基底膜及 Bruch 膜，
促进 CNV 形成。故姜黄素可以通过减少 ox-LDL 的
产生 [30]，减轻血管炎症反应 [31]；此外，姜黄素还
能通过抑制 Wnt/β- 蛋白信号通路作用于 CNV[32]。
2.3　川芎嗪

　　川芎嗪别名四甲基吡嗪，是从伞形科藁本植
物川芎根茎提取的一种生物碱。川芎嗪具有改善
血液循环、抗血栓、修复缺血再灌注、镇痛、解
毒等作用。Zou 等 [33] 发现川芎嗪可减小 CNV 病
灶大小、抑制 FFA 荧光素渗漏，并且明显抑制
HUVECs 的生长。此外，川芎嗪可以降低 VEGF
水平 [34]，降低单核细胞趋化因子 1（MCP-1）、
ICAM-1 表达，减少 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞
损伤 [35]，减轻氧化应激、抑制内皮细胞凋亡 [36]。
2.4　人参皂苷 Rg3

　　人参皂苷 Rg3 是提取自五加科草本植物人参
的一种二醇四环三萜类皂苷，现代医学已证明人
参皂苷 Rg3 具有抗炎、抗血管形成、抗肿瘤、保
护神经等药理活性。褚文丽等 [37] 通过 CCK-8 法
发现人参皂苷 Rg3 对 VEGF 诱导的猴脉络膜视网
膜内皮细胞（RF/6A）增殖、管腔形成有抑制作
用，高剂量组人参皂苷 Rg3 能够下调肿瘤坏死因
子α（TNF-α）、 核 因 子 -κB（NF-κB）、HIF-1α、
VEGF 蛋白表达。卢悦等 [38] 发现人参皂苷 Rg3 给
药（100.0 μmol·L － 1）可以明显抑制 HUVECs 生
长增殖、小管生成及 VEGF 表达，减少 CNV 渗
漏面积。炎症与 CNV 关系密切，巨噬细胞、中
性粒细胞等激活后释放 TNF-α、IL-6 和 ICAM 等
多种炎症介质。TNF-α 表达增多可以上调 ICAM、
VEGF，亦可激活 NF-κB 信号通路介导的系列
炎症反应，促进血管新生。因此，人参皂苷 Rg3

可以通过减轻炎症反应、下调 VEGF 作用于
CNV，此外，还可以影响血管内皮糖酵解 [39]，降

低自发性高血压大鼠（SHR）转化生长因子 -β1
（TGF-β1）、TNF-α、IL-6 水平 [40]。
2.5　三七总皂苷

　　三七总皂苷是从三七中提取的活性成分，其包
含数种单体皂苷，如三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1、
人参皂苷 Rb1 等。三七总皂苷具有抗血管生成、抗
血管粥样硬化、降血压、防止血栓形成、抗炎等作
用。既往研究表明，PEDF 可以抑制异常的新生血
管，其表达缺乏可诱发 CNV[41]。Lu 等 [42] 发现人参
皂苷 Rb1（10 nmol·L－ 1）可以增加 PEDF 蛋白表达，
降低在内皮细胞中高表达的 miR-33a RNA 的水平，
并且通过过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR-γ）
信号通路发挥抗血管生成作用。彭芬等 [43] 通过玻
璃体腔注射 1 μL 三七总皂苷研究在氧诱导的新生
小鼠视网膜病变模型（OIR），发现其 VEGF 蛋白
表达显著下降。除此之外，三七总皂苷还可以降低
血管细胞黏附分子 -1（VCAM-1），调控 MMP-9、
MMP-1[44]，下调 TNF-α、IL-6、IL-1β [45]。
2.6　柚皮素

　　柚皮素是一种提取自芸香科植物的二氢黄酮
类化合物，具有广泛的药理活性，如抗炎、抗氧
化、抗动脉粥样硬化等 [46]。诱导型一氧化氮合酶
（iNOS）与环氧合酶 -2（COX-2）可以激活 NF-κB
信号通路。iNOS 活性增高可以诱导 VEGF 表达，
COX-2 亦是 VEGF 上游因子之一，可调控血管新
生。吉洁等 [47-48] 发现柚皮素磷脂复合物（NPC）
腹腔注射 CNV 大鼠，可以下调 VEGF、MMP-2、
MMP-9、iNOS、COX-2、NF-κB 的表达，且作用强
于柚皮素组，NPC 在抑制 CNV 形成上显示出更高
的生物活性；之后又通过串联质谱标签（TMT）技
术分析其蛋白质组学和生物信息学，发现差异蛋白
功能主要表现在抗氧化活性、转录调节、催化活性
等方面，为 NPC 抑制 CNV 的机制提供理论基础。
2.7　黄芩苷

　　黄芩苷是黄芩干燥根茎中含量极高的一种黄
酮类成分，属双子叶唇形科植物，具有抗炎、抗
抑郁、抗动脉粥样硬化、治疗糖尿病及其并发症
等作用 [49]。有研究表明，当胃内给药黄芩苷时
可穿透血眼屏障到达眼睛，可治疗眼科相关疾
病如糖尿病视网膜病变 [50]。血小板衍生生长因
子（PDGF）可以增加细胞外基质积聚，在炎症
反应中发挥趋化作用，同时具有血管活性效应。
Yang 等 [51] 发现 5 nmol 黄芩苷抑制小鼠 CNV 面
积作用较贝伐单抗组更强，并且显著下调 PDGF、
VEGF、MMP-2 的表达。木蝴蝶，同属黄酮类
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化合物，含有木蝴蝶苷 B、野黄芩素、黄芩苷
等。研究发现木蝴蝶苷 B 可以抑制 VEGF 诱导的
HUVECs 增殖 [52]，郑金华 [53] 发现木蝴蝶提取物
可以减少 CNV 的面积以及 VEGF 的表达。
2.8　白藜芦醇

　　白藜芦醇是一种多酚类化合物，可提取自虎
杖、藜芦、决明子等中药，具有抗肿瘤、保护心血
管、抗炎、免疫调节等药理作用 [54]。白藜芦醇在眼
科疾病的应用也十分广泛，对白内障 [55]、AMD[56]、
青光眼 [57]、糖尿病视网膜病变 [58] 具有一定的防治
作用。张惠明等 [59] 发现白藜芦醇可以抑制 CNV 小
鼠血管内皮生长因子受体 2（VEGFR2）磷酸化来控
制 CNV 生长。作为 AMD 的危险因素之一，香烟烟
雾可上调 VEGF，促进 CNV 形成。而白藜芦醇可以
抑制香烟烟雾成分——对苯二酚对视网膜色素上皮
细胞（RPE）的氧化应激以及 ROS 的产生 [60-61]，减
少 RPE 细胞释放 MCP-1、IL-8[62]，改善炎症反应。

Courtaut 等 [63] 发现 omega-3（ω3）脂肪酸和反式白藜
芦醇组成的 Resvega 营养制剂下调 VEGF，并多效
调控血管生成的关键因子，如磷酸酶和张力蛋白同
源物（PTEN）、程序性细胞死亡因子 10（PDCD10）、
信号转导及转录激活蛋白 3（STAT3）等。
2.9　其他

　　另有一些中药单体也会影响 CNV 的生长发
育。槲皮素可以治疗小鼠 AMD[64]，保护视网膜，
通过调控整合素抑制 CNV 形成 [65]。雷公藤甲素
（TP）可以减少 VEGF、ICAM-1、TNF-α 表达 [66]，
抑制血管内皮细胞增殖和迁移，从而抑制 CNV
形成 [67]。最新研究阐明，雷公藤甲素负载聚乙二
醇化的纳米脂质体作为一种新型给药系统增强了
雷公藤甲素抑制 CNV 的作用 [68]。而甘草查尔酮
A 可能是通过 PI3K/AKT 通路抑制内皮 - 间充质
转化而发挥 CNV 抑制作用的 [69]。有关中药单体
抗 CNV 的作用及机制研究见表 2。

表 2　中药单体抑制 CNV的观察指标及机制研究 
Tab 2　Observation index and mechanism research of Chinese herb monomers for CNV

中药单体 来源 观察指标变化 机制

丹参酮

ⅡA[23-24]

丹参 丹参酮ⅡA 使 ARPE-19 细胞 VEGF、HIF-1α 水平呈剂量依赖性下降；丹

参酮组的小鼠 CNV 荧光素渗漏平均光密度较模型组降低（P ＜ 0.05）
减少 VEGF 和 HIF-1α 蛋白的表达，抑

制新生血管内皮细胞增殖和迁移

姜黄

素 [25-32，70]

姜黄、莪术

根、郁金

与模型组比较，姜黄素（100 μmol·L － 1）使 AKT、HIF-1α、p-AKT
和 VEGF 表达显著降低（P ＜ 0.05）；姜黄素高剂量组 [400 mg/
（kg·d）] 小鼠 CNV 荧光素渗漏平均光密度（149.22±6.45）较模

型组（182.12±6.59）显著降低，其 CRT、AKT、p-AKT、HIF-1α、
VEGF 因子表达显著减少（P ＜ 0.05）

通过阻碍 NF-κB 和 HIF-1α 信号通路的激

活，抑制 F4/80 阳性巨噬细胞和 GR-1 
阳性粒细胞浸润，降低 TNF-α、ICAM-
1、VEGF 及 MCP-1 表达；抑制 AKT 通

路、下调 p-AKT；抑制 ox-LDL 诱导

ROS 产生；通过控制 Wnt/β 蛋白信号通

路激活抑制 TNF-α、IL-1、IL-6 表达

川芎嗪 [33-36] 川芎 川芎嗪（300、100、30 μg·mL － 1）使 HUVECs 减少率分别为 53.7%、

35.8% 和 22.9%（P ＜ 0.05），川芎嗪组（40 mg·kg － 1）小鼠 FFA 的

CNV 病变大小（1.77±0.10）mm2 较对照组（2.69±0.24）mm2 降低

（P ＜ 0.05），且川芎嗪组渗漏点减少的大鼠数量（≤ 75%）显著增

加（P ＜ 0.05）

降低 VEGF 水平及 MCP-1、ICAM-1 表

达，减少 ox-LDL 诱导的血管内皮细

胞损伤，减轻氧化应激、抑制内皮细

胞凋亡

人参皂苷

Rg3
[37-38]

人参 对照组及人参皂苷 Rg3 组（100.0 μmol·L － 1）HUVECs 小管形成数

目为（72.5±5.56）个、（11.33±3.71）个（P ＜ 0.01），VEGF 蛋
白表达人参皂苷 Rg3 组为（0.14±0.01）低于对照组（0.46±0.01）
（P ＜ 0.01）；CNV 中央厚度人参皂苷 Rg3 高剂量组（32.79±2.28）
μm、中剂量组（41.93±4.68）μm，均低于模型组（56.90±1.03）
μm，荧光素渗漏平均光密度高剂量组（90.52±3.31）、中剂量组

（103.56±10.97）均较模型组（143.56±11.75）降低（P ＜ 0.05）

抑制 HUVECs 增殖、迁移和小管形成，

降低 TNF-α/NF-κB、HIF-1α/VEGF 信

号通路的激活，影响血管内皮糖酵

解、抑制血管生成

三七总皂

苷 [42-43]

三七 人参皂苷 Rb1（10 nmol·L － 1）处理 HUVECs 随时间依赖性增加 PEDF
蛋白的表达，处理 4 h 后降低 50% 的 miR-33a 的水平

增加 PEDF 表达、降低 miR-33a 的水平，

下调 VEGF

柚皮素 [47-48] 枳壳、胡柚

皮、橘子

对照组 FFA 渗透范围占总光凝数的 93.75%，NPC 低、中、高组分别

为 74.47%、62.5%、54.68%，光凝 4 周后 CNV 形成率差异均有统

计学意义；干预后大鼠 CNV 面积对照组为（34.32±1.73），NPC
低、中、高组分别为（18.17±1.35）、（15.34±1.37）、（13.47±1.22）
（P ＜ 0.05），三组 iNOS、COX-2、VEGF、MMP-2、MMP-9 蛋白

表达水平较对照组差异有统计学意义（P ＜ 0.05）

下调 COX-2、iNOS 活性，抑制 NF-κB
通路激活，降低 VEGF、MMP-2、
MMP-9 的表达，抑制新生血管的形成
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中药单体 来源 观察指标变化 机制

黄芩苷 [51-53] 黄芩、木蝴

蝶

黄芩苷 1.25 nmol·μL－ 1 治疗大鼠 CNV 病变的渗漏与对照组相比明显

减少，FFA 渗漏评分（1.4±0.52）较对照组（2.6±0.52）有所下降，黄

芩苷组 CNV 面积减少（0.03±0.02）mm2，而对照组 CNV 面积增加

（0.06±0.02）mm2，黄芩苷显著减弱了 CNV 诱导的 VEGF、PDGF 和

MMP-2 上调

下调 VEGF、PDGF、MMP-2 的表达

白藜芦

醇 [59-63]

虎杖、藜芦、

决明子

与对照组相比，RSV 组 FFA 渗漏、CNV 体积与面积分别减少了 41%、

45% 和 58%（P ＜ 0.05），RSV 小鼠的 CNV 病变切片中磷酸化

VEGFR2 的表达更弱（P ＜ 0.05）

抑制内皮细胞迁移及阻断 VEGFR2 磷酸

化来控制 CNV 生长；下调 VEGF，改

善氧化应激，减少 ROS、MCP-1、IL-8
产生，改善炎症反应

槲皮素 [65] 丹皮、菊花、

刺五加、

车前子

槲皮素（50 μmol·L－ 1）抑制 HUVECs 增生及迁移，槲皮素 [20 mg/
（kg·d）] FFA 检查 CNV 渗漏面积较模型组更低（P ＝ 0.00）。槲皮素

干预 24 h 整合素α5 和整合素β3 蛋白较模型组降低（P ＜ 0.05）

抑制整合素α5 和整合素β3 蛋白高表达，

减少与细胞外基质连接

雷公藤甲

素 [66-68]

雷公藤 与对照组视网膜下纤维化区域和视网膜下纤维化率相比，游离 TP 组、TP
负载聚乙二醇化的纳米脂质体组显著减少（P ＜ 0.05）

减少 VEGF、ICAM-1、TNF-α 表达，抑

制 M2 巨噬细胞极化和 TGF-β1 诱导的

上皮间质转化（EMT）/ 内皮间质转化

（EndMT），抑制 CNV 引起的视网膜下

纤维化

甘草查尔酮

A[69]

甘草 与对照组相比，甘草查尔酮 A 组（5、10 mg·kg－ 1）3 级激光病变的百分

比显著下降，CNV 面积更少，p-PI3K、p-AKT 显著降低

通过 PI3K/AKT 通路抑制内皮 - 间充质转

化抑制 CNV

续表 1

3　结语

　　针对 CNV 相关眼科疾病，中药组方联合抗
VEGF 的治疗方案显示出优势 [18，71]。但中药组
方含有多重中药，涉及多靶点、多通路，作用机
制难以阐明，不利于中药国际化及标准化。中药
单体较中药复方成分单一，有明确的化学药物结
构，较传统药物开发周期更短、更高效 [72]，为特
异性治疗 CNV 药物提供更多选择。但目前单体
研究多停留在细胞、动物实验阶段，亦存在一些
单体成药性差、生物利用度较低、直接作用靶点
尚未确定等局限。因此，未来中医药治疗 CNV
相关疾病需要结合氧化应激、血管新生、炎症反
应等角度深入研究其作用机制，利用现代计算机
模拟分子 - 对接技术，探索单体分子结合位点及
活性产生的原因，通过靶向纳米制剂研究提高中
药单体生物学效应，开展多中心、大规模中药组
方及单体的临床试验，以评估其适用剂型与剂
量、疗效、安全性与稳定性，并联合抗 VEGF 治
疗以期获得长远的治疗目标及更高的经济效应，
为临床治疗 CNV 相关疾病开辟更广阔的道路。
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维生素 B1 在中枢认知功能中的作用研究进展
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摘要：维生素 B1，又称为硫胺素，是影响脑能量代谢的关键物质。硫胺素的代谢物焦磷酸硫

胺素是糖酵解、三羧酸循环及磷酸戊糖旁路的三种关键酶（丙酮酸脱氢酶复合体、α- 酮戊二酸

脱氢酶复合体和转酮醇酶）的辅因子。脑内硫胺素水平以及硫胺素依赖酶的活性和表达会影响

脑内能量代谢，进而影响中枢神经系统的认知功能。补充硫胺素对中枢神经认知功能异常有改

善作用。本文对近年来相关的研究进展进行综述，以阐明脑内硫胺素缺乏及硫胺素依赖酶的功

能与表达的损伤对中枢认知功能的影响，为脑能量代谢障碍的相关研究提供参考。
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Abstract: Vitamin B1, also known as thiamine, is a key substance that affects the brain energy 
metabolism. Thiamine pyrophosphate, the metabolite of thiamine, is the cofactor of pyruvate 
dehydrogenase complex, α-ketoglutarate dehydrogenase complex and transketolase, the three key 
enzymes of glycolysis, tricarboxylic acid cycle and pentose phosphate bypass. The level of thiamine 
and the activity of thiamine-dependent enzymes affect the energy metabolism in the brain, and then 
further influence the cognitive function of the central nervous system. Thiamine supplementation can 
improve the cognitive function of the central nervous system. This article reviewed the recent research 
progress to clarify the effect of thiamine and thiamine-dependent enzymes on the central cognitive 
function to provide reference for the study of brain energy metabolism disorders. 
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　　维生素 B1，也称为硫胺素，是一种水溶性维
生素。人与动物体内不能合成硫胺素，只能从食物
中摄取。硫胺素主要通过硫胺素转运体（THTRs，
在人体内主要为 THTR1/2）和有机阳离子转运体
（OCTs，在人体内主要为 OCT1 ～ 3）介导的主
动转运途径从小肠上端吸收 [1]，再经门静脉主要
由 OCT1/3 摄取进入肝脏代谢后随血流分布到各组
织 [2]。游离硫胺素转运入细胞后，在胞浆内被硫胺
素焦磷酸激酶转化为二磷酸硫胺素，也称焦磷酸硫

胺素（TPP）。它是硫胺素的活性形式，是体内参
与葡萄糖代谢中糖酵解、三羧酸循环及磷酸戊糖旁
路的三种关键酶 [ 丙酮酸脱氢酶复合体（PDHC）、
α- 酮戊二酸脱氢酶复合体（KGDHC）和转酮醇
酶（TKT）] 的辅因子，在葡萄糖代谢中起重要作
用 [3]。大部分 TPP 由二磷酸硫胺素转运体转运进
入线粒体参与葡萄糖代谢，小部分 TPP 可转化为
三磷酸硫胺素，后者为神经突触蛋白磷酸化反应提
供磷酸基团。TPP 也可被硫胺素二磷酸酶分解为一
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磷酸硫胺素，在人脑脊液中一磷酸硫胺素大约占总
硫胺素的 60%，但是在大脑皮层和全血中 TPP 占
总硫胺素的比重更高，超过 80%[4]。一磷酸硫胺素
可进一步被硫胺素一磷酸酶分解为游离硫胺素。硫
胺素主要经肾排泄，由 OCT2 摄取进入肾细胞并经
多药及毒物外排转运蛋白外排至肾小管，肾小管中
部分硫胺素被 THTR1/2 重摄取进入血液循环 [1，5]。
硫胺素可以通过被动扩散和主动转运两种方式进入
脑内，但越来越多的证据表明主动转运是硫胺素摄
取进入脑内的主要方式，介导硫胺素摄取进入脑内
的转运体主要包括 THTR1/2 和 OCT1/3[1，6]。在硫
胺素缺乏以及硫胺素依赖酶功能和表达损伤的情况
下，三羧酸循环不能顺利进行，所以不能生成大
量三磷酸腺苷（ATP）。而如果完全依靠葡萄糖氧
化产生 ATP 作为能源，大脑细胞代谢就会发生障
碍，并引起脑组织中乳酸堆积和酸中毒，干扰神经
递质的合成、释放和摄取，导致中枢神经系统功能
障碍，如认知功能下降等 [7]。硫胺素缺乏以及硫胺
素依赖酶功能和表达损伤也与神经系统疾病如韦尼
克‐科尔萨科夫综合征 [8]、阿尔茨海默病（AD）、
帕金森病（PD）和亨廷顿病等相关，所有这些疾
病都表现为行为、认知和神经病学缺陷 [9]。这提示
脑内硫胺素水平以及硫胺素依赖酶的功能和表达与
中枢认知功能存在密切的联系。本文对近年来相关
的研究进展进行综述，以阐明硫胺素缺乏和硫胺素
依赖酶的功能与表达的损伤与中枢认知功能障碍的
联系，为脑能量代谢障碍的相关研究提供参考。
1　硫胺素依赖酶

　　硫胺素依赖酶在新陈代谢中起着重要的作
用，有时甚至是限速作用。例如，TKT 在磷酸戊
糖途径中起重要作用，PDHC 将糖酵解与三羧酸
循环联系起来，KGDHC 是三羧酸循环中的限速
酶（见图 1）。因此，硫胺素缺乏以及硫胺素依赖
酶的功能与表达受损会抑制葡萄糖代谢过程。
1.1　PDHC
　　PDHC 是一种存在于线粒体基质中的多酶复
合物，主要由丙酮酸脱氢酶（PDH）、二氢硫辛酸
乙酰转移酶和二氢硫辛酸脱氢酶构成 [10]。PDHC
的辅酶有 TPP、硫辛酸、辅酶 A（CoA）、黄素腺
嘌呤二核苷酸（FAD）以及烟酰胺腺嘌呤二核苷
酸（NAD ＋）。PDHC 作为机体糖代谢途径的关键
酶，催化丙酮酸不可逆脱羧，生成乙酰 CoA 和还
原型 NAD ＋（NADH），乙酰 CoA 进入三羧酸循
环，释放能量。PDHC 催化生成的乙酰 CoA 不仅
是三羧酸循环过程中的重要原料，同时也是合成

酮体、胆固醇和脂肪酸的重要原料。因此 PDHC
在机体中扮演着重要的角色。
　　PDHC 的活性调控方式有三种。第一种是共
价修饰，PDHC 的活性受到丙酮酸脱氢酶激酶和
丙酮酸脱氢酶磷酸酶的共同调节 [11]。丙酮酸脱氢
酶激酶作用于 PDHC 使其磷酸化而失活，丙酮酸
脱氢酶磷酸酶作用于磷酸化的 PDHC，使其磷酸
基水解而恢复活性。第二种是产物抑制，PDHC
催化生成的乙酰 CoA 和 NADH 也可以负反馈调
节该酶的活性，当乙酰 CoA 和 NADH 过剩时，
就会作用于 PDHC，使其活性降低 [12]。第三种是
核苷酸调控，比如 ATP 对 PDHC 有抑制作用，而
一磷酸腺苷（AMP）对 PDHC 有激活作用。此外，
Ca2 ＋和 Mg2 ＋对 PDHC 都有激活作用。总而言之，
在机体有高能量需求时，PDHC 保持活性，在低
能量需求时，PDHC 降低活性。
1.2　KGDHC
　　KGDHC 是三羧酸循环中的一个关键酶，结
构与 PDHC 类似，由三种不同的酶组成：α- 酮
戊二酸脱氢酶、二氢硫辛酸琥珀酰转移酶和二氢
硫辛酰胺脱氢酶。KGDHC 参与糖代谢的过程，
催化α- 酮戊二酸不可逆脱羧，生成琥珀酰 CoA
和 NADH[13]。其辅因子有 TPP、硫辛酸、FAD、
CoA 以及 NAD ＋。TPP 作为 KGDHC 的辅酶，其
含量会影响该酶活性。三羧酸循环是机体获取能
量的主要方式，也是糖类、脂类和蛋白质等物质
代谢与转化的枢纽。因此，KGDHC 作为三羧酸
循环的限速酶，在机体中发挥着重要的作用。
　　KGDHC 的活性受高能磷酸化合物、琥珀
酰 CoA、NADH 和 Ca2 ＋等的调节。二磷酸腺苷
（ADP）以及 Ca2 ＋过剩时会作用于 KGDHC 使其

图 1　TPP 作为辅因子参与葡萄糖代谢的过程

Fig 1　TPP participates in glucose metabolism as a cofactor
注（Note）：CoA. 辅酶 A（coenzyme A）；FAD. 黄素腺嘌呤二

核苷酸（flavin adenine dinucleotide）；NAD ＋ . 烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸（nicotinamide adenine dinucleotide）。
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被激活，而 ATP、琥珀酰 CoA 和 NADH 过剩时
则会抑制 KGDHC 的活性 [13-14]。
1.3　TKT
　　TKT 是磷酸戊糖途径非氧化分支中的一种重要
酶，广泛存在于动物、植物以及微生物中 [15]。TKT
有两个功能相同的活性位点，其中每个活性位点由
一个 TPP 分子和一个 Ca2 ＋匹配 [16]。TKT 将二碳单
位从供体酮体（5- 磷酸木酮糖）转移到受体醛糖（5-
磷酸核糖或 4- 磷酸赤藓糖）中，生成产物醛糖（3-
磷酸甘油醛）和酮糖（7- 磷酸景天糖或 6- 磷酸果
糖）。这个反应的最终结果是从戊糖形成 3- 磷酸甘
油醛和 6- 磷酸果糖 [17]。随后，产物分子可以通过
糖酵解途径进一步代谢。磷酸戊糖途径为生物提供 
NADPH，同时提供磷酸核糖参与核酸的生物合成。
NADPH 能维持谷胱甘肽的还原状态，对维持红细
胞的功能及完整性起重要作用。TKT 将磷酸戊糖途
径与糖酵解联系起来，使细胞能够根据其环境适应
各种能量需求。当细胞处于应激状态时，这些途径
的相互连接也可以提供能量代谢的代偿性转变 [18]。
因此 TKT 在大脑糖代谢中扮演着重要的角色。
1.4　其他

　　除了上述酶之外，还有支链α- 酮酸脱氢酶，在
硫胺素不足时，支链氨基酸分解代谢受损，导致血
脂异常等代谢功能障碍 [19]。2- 羟酰基辅酶 A 裂解酶
也依赖于硫胺素，其活性会影响脂肪酸代谢 [20]。
　　神经系统所需要的能量大部分来自于葡萄糖
代谢产生的 ATP，尽管许多器官利用硫胺素，但
大脑特别容易受到硫胺素缺乏的影响，导致氧化

代谢损伤、兴奋性毒性、脑损伤和炎症反应 [21]。
2　影响体内硫胺素水平的相关因素

　　实现硫胺素充足需要定期食用、适当的吸收和
摄取、游离硫胺素磷酸化成活性形式 TPP 以及足够
的储存能力，这些过程都受到复杂的因素影响，如
个人的饮食习惯、身体健康状态和药物使用等 [22]。
　　① 饮食习惯：一般情况下，纯粹的饮食引起
的硫胺素缺乏很少见，因为常见的食物（如面粉、
鱼、猪肉、坚果和豆类等）中富含硫胺素 [23]。然
而经常食用过度加工、高热量的食物就会造成体
内硫胺素缺乏。虽然食物中硫胺素含量足够，但
这些食物中的过量糖、氢化脂肪和化学添加剂会
直接影响硫胺素代谢并且增加机体对硫胺素的需
求 [22]。此外，经常饮酒会损伤肠黏膜，限制硫胺
素的吸收 [24]，同时酒精中的乙醇也会阻止膳食硫
胺素转化为活性硫胺素 [25]。烟草中的尼古丁 [26]

以及咖啡、茶、能量饮料中的咖啡酸、绿原酸和
单宁酸都限制了硫胺素的吸收，且这些饮料中添
加的糖和香精会增加机体对硫胺素的需求 [22]。
　　② 特殊人群：硫胺素缺乏也可能发生在其他
特殊人群中。例如，肥胖个体、孕妇、老年人以
及患有糖尿病、精神分裂症、亨廷顿病、AD 和
PD 等的人群中 [22]。
　　③ 药物：体内硫胺素水平的另一个常见的威
胁是药物作用。表 1 中每类药物中都有几种药物
被证明可以改变硫胺素代谢。总而言之，在特殊
人群中，或是在不良饮食习惯以及药物作用的影
响下，不易维持体内足够的硫胺素水平。

表 1　影响硫胺素水平的药物 
Tab 1　Medications that affect the level of thiamine 

类型 药物 作用机制

抗心律失常药 地高辛 [27] 抑制（心脏细胞）硫胺素的摄取

抗癫痫（惊厥）药 苯妥英 [28]

丙戊酸 [29]

抑制硫胺素和一磷酸硫胺素的摄取且抑制 TPP 去磷酸化

为一磷酸硫胺素

抑制 KGDHC 的活性

抗感染药 甲硝唑 [30]

甲氧苄啶 [31]

代谢物为硫胺素的拮抗剂

抑制 THTR1/2

抗精神病药 氟哌啶醇、氯丙嗪、奋乃静、三氟拉嗪、氯氮平等 [32] 抑制 PDHC 活性

口服降糖药 二甲双胍 [33] 抑制 THTR2

质子泵抑制剂 奥美拉唑 [34] 抑制丙酮酸脱羧酶和 TKT 的活性

利尿剂 呋塞米 [27，35] 在心脏细胞中抑制硫胺素摄取并增加硫胺素的尿排泄

3　硫胺素及硫胺素依赖酶对中枢认知功能的影响

　　硫胺素是葡萄糖、脂质和氨基酸代谢所必需的
维生素。硫胺素不足会影响糖代谢过程中的 PDHC、
KGDHC 和 TKT 的活性，使线粒体呼吸紊乱，诱发
假性缺氧 [36]。与缺血性缺氧相反，假性缺氧虽然有

足够的氧气，但无法有效利用线粒体。这迫使有氧
代谢减少而无氧代谢增加，并显著减少能量输出。
一个葡萄糖通过氧化磷酸化途径可以产生 38 个
ATP 分子，然而通过无氧酵解途径仅产生 2 个 ATP
分子 [37]。ATP 输出不足会进一步损害氧化能力，引
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发一系列有害级联反应，增加血管反应性、炎症、
细胞凋亡，最终导致器官功能障碍或衰竭 [38]。硫胺
素缺乏状态下的神经系统毒性是多样的。代谢紊乱
会破坏神经元的能量供应并增加氧化应激，由此产
生的氧化状态和乳酸积聚引起血脑屏障异常 [39]。硫
胺素缺乏时也会发生神经传递的功能变化，对谷氨
酸能和 γ- 氨基丁酸能系统的影响最显著，导致中枢
认知功能障碍 [40]。磷酸戊糖途径紊乱导致神经元髓
鞘形成减少和随后的信号传导障碍 [41]。
　　硫胺素缺乏的早期临床表现为成人和青少年
的周围神经病变以及婴儿的烦躁易怒。虚弱无力、
眼球震颤、眼肌麻痹、共济失调和认知障碍伴随
疾病的进展，患者会一直处于健忘和短期记忆丧
失的状态。神经系统症状通常治疗后迅速逆转，
但在病情严重或治疗不及时的情况下会看到持久
影响。硫胺素缺乏及硫胺素依赖酶活性和表达的
受损，也是其他一些疾病神经损伤的标志之一。
下面对这些神经系统疾病进行概述（见表 2）。
3.1　AD
　　AD 是最常见的与年龄相关的神经退行性疾
病。淀粉样斑块和神经纤维缠结是其神经病理学
特征，临床表现为进行性认知障碍 [42]。据报道
硫胺素稳态在 AD 中被破坏，AD 患者的血液和
大脑中 TPP 水平降低 [43]，葡萄糖代谢降低，糖
代谢途径中的三种关键酶（PDHC、KGDHC 和
TKT）的活性在 AD 中也降低 [44]。此外，AD 患
者大脑中许多硫胺素依赖过程减少 [3]。在 AD 和
硫胺素缺乏症中，大脑葡萄糖代谢降低和氧化应
激增加始终存在；TPP 水平的降低与大脑葡萄糖
代谢降低密切相关 [45]。微阵列分析还显示早期
AD 患者中 PDH 基因表达下调，进一步支持 PDH
活性不足是 AD 发病的早期事件 [46]。即使是大脑
葡萄糖代谢的轻微降低也会在数秒内损害判断、
记忆和其他更高级的大脑功能。大脑糖代谢更严
重和更长时间的损伤会导致更严重的大脑损伤，
如永久性痴呆 [47]。这些结果表明硫胺素缺乏和硫
胺素依赖酶活性受损在 AD 脑葡萄糖代谢减退中
具有重要作用。
3.2　WE
　　WE 是一种由硫胺素缺乏引起常见的神经系
统疾病，其典型的临床表现为精神状态改变、共
济失调、眼球震颤和眼肌麻痹，发病初期给予大
剂量硫胺素即可逆转。然而如果诊断和治疗不及
时，就会进展为韦尼克 - 科尔萨科夫综合征，该
病常表现为谵妄、永久性记忆丧失甚至死亡 [48]。

据估计，80% 的酗酒者表现出一定程度的硫胺缺
乏症 [49]。长期饮酒也会加速使硫胺素缺乏进展为
WE 和韦尼克 - 科萨科夫综合征，通过抑制硫胺
素的吸收、储存和代谢活化过程 [50-51]。患有 WE
的酗酒患者会出现脑部结构损伤，例如丘脑、乳
头体和海马体的萎缩，这些结构与记忆过程有
关 [52]。由于 TPP 是 PDHC 的活性辅因子，因此，
在 WE 中，硫胺素缺乏与神经元 PDHC 的功能直
接相关。Abdul-Muneer 等 [53] 对硫胺素缺乏诱导
的 WE 小鼠的研究结果表明，TPP 水平的降低激
活了大脑中丙酮酸脱氢酶激酶，抑制了丙酮酸脱
氢酶磷酸酶，从而使得 PDH 磷酸化。磷酸化的
PDH 失去功能导致线粒体有氧呼吸减少，葡萄
糖代谢降低。Butterworth 等 [54] 的研究结果表明，
临床诊断为韦尼克 - 科尔萨科夫综合征脑病的酗
酒患者的尸检小脑蚓部样本中 PDHC、KGDHC、
TKT 的活性显著降低。
3.3　PD
　　PD 是一种黑质多巴胺能神经元选择性缺失
的神经退行性疾病，常见于老年人当中。PD 的
临床特征是震颤、强直、运动缓慢和姿势失衡等
运动障碍，还有痴呆等认知障碍。痴呆可发生在
大量 PD 患者中，患病率接近 30%。PD 患者中
最常见的三种认知障碍是执行功能缺陷、记忆缺
陷和视觉空间缺陷 [55]。有研究表明，硫胺素缺乏
可能参与 PD 的发病过程，如与正常人相比，PD
患者脑脊液中的游离硫胺素水平较低，而 TPP 和
一磷酸硫胺素等硫胺素衍生物水平无显著差异，
接受左旋多巴治疗的 PD 患者脑脊液中 TPP 和总
硫胺素水平比未接受该药物治疗的患者更高 [56]。
Håglin 等 [57] 对 PD 患者血浆中的硫胺素水平与认
知能力的相关性进行探究，发现男性 PD 患者的
血浆硫胺素和磷酸盐水平降低，并且与轻度认知
障碍有显著相关性，表明硫胺素缺乏或者磷酸盐
耗竭可能会增加认知障碍的风险。尽管硫胺素缺
乏可能不是 PD 的主要原因，但它确实会加剧 PD
的症状。同时，PD 患者小脑中 KGDHC 活性也
下降，导致线粒体呼吸链功能障碍 [58]。Mizuno
等 [59] 发现 KGDHC 的免疫反应性在 PD 患者黑质
的神经元中降低，并且这种降低与该酶变性的严
重程度相关。综上所述，硫胺素缺乏和 KGDHC
活性损伤可能参与 PD 的病理过程。
3.4　癫痫

　　癫痫是一种反复发作的大脑功能短暂异常的
慢性神经系统疾病，是大脑神经元过度兴奋和超
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同步的结果，具有反复性和短暂性的特点 [60]，临
床表现为抽搐阵挛，意识丧失并伴有认知障碍和
精神疾病等，有大发作、小发作、精神运动性
发作、局限性发作和混合性发作等类型。Fattal-
Valevski 等 [61-62] 发现，重度硫胺素缺乏可能导
致婴儿癫痫，并且幸存下来的婴儿都有严重的
后遗症，如认知和运动功能障碍以及癫痫发作。
Fouarge 等 [63] 发现酒精性癫痫患者也会出现硫胺
素缺乏。因为长期饮酒减少了硫胺素在肠道的
吸收，在组织的转运和激活，并且增加了机体
对硫胺素的需求。Vielhaber 等 [64-65] 发现在癫痫
患者和啮齿动物癫痫模型中，葡萄糖代谢受损。
McDonald 等 [65] 在毛果芸香碱诱导的小鼠癫痫
模型中发现，PDHC 和 KGDHC 的活性分别下降
33% 和 55%。此外，一项关于线粒体癫痫的研究
发现，在癫痫患者中由于 PDHC 功能损伤而患病
的占 41%[66]。综上所述，大脑能量不足可能导致
癫痫发作，因为大脑膜电位的稳定以及神经信号
传导需要大量的能量。
4　硫胺素增补与认知功能改善

　　大量文献报道，补充硫胺素可以改善中枢认
知功能（见表 2）。① AD：Tapias 等 [67] 发现硫胺素
的衍生物苯磷硫胺有效地改善了 AD 小鼠的认知
功能障碍。苯磷硫胺治疗可以增加 AD 小鼠中枢
和外周的硫胺素水平，改善记忆障碍，减少神经
元死亡，减轻氧化损伤和炎症反应。Gibson 等 [68]

的临床试验结果表明，口服苯磷硫胺在改善轻度
AD 患者的认知功能上是安全且有效的。在 AD 患
者中使用苯磷硫胺可以提高全血的硫胺素水平，
延缓认知功能减退进程，抑制糖基化终产物的增

加。② WE：WE 早期补充硫胺素可以快速改善症
状。如果在疾病发作的前 48 ～ 72 h 内用足够剂量
的硫胺素治疗 [69]，WE 很容易逆转。如果硫胺素
治疗不及时，80% ～ 85% 的 WE 患者会发展为韦
尼克 - 科尔萨科夫综合征 [70]。Nishimoto 等 [70] 的研
究表明，WE 患者推荐的治疗方案是静脉注射高剂
量硫胺素（≥500 mg），每日3次，最初持续2～3 
d，并根据临床反应给予额外治疗剂量，结果 73%
的患者（8/11）在治疗后症状消退或改善。③ PD：
PD 是由大脑黑质中多巴胺能神经元的选择性缺
失引起的。在大鼠纹状体内给予三磷酸硫胺素或
TPP 已被证明可诱导多巴胺释放 [71]。此外，肌内
注射大剂量硫胺素可有效改善 PD 患者的运动和认
知功能异常 [72-73]。因此，硫胺素可能通过诱导多
巴胺释放和改善与 PD 相关的症状在 PD 治疗中发
挥作用。④ 癫痫：Karabulut 等 [74] 发现在戊四氮
（PTZ）点燃诱导的大鼠癫痫模型中，硫胺素预处
理有效地抑制了癫痫发生。50 mg·kg－ 1 的硫胺素
对抑制 PTZ 诱导的大鼠癫痫的发作更有效。并且，
硫胺素预处理可以减轻 PTZ 诱导的癫痫大鼠的认
知功能障碍，增强记忆力。Mesdaghinia 等 [75] 研究
表明，长期腹腔注射硫胺素（200 mg·kg－ 1，每日
一次，持续 14 d）会增加 PTZ 诱导的癫痫小鼠的
强直性癫痫发作和阵挛性癫痫发作阈值。硫胺素
（100 mg·kg－ 1）和地西泮（0.1 mg·kg－ 1）合用也
显著增加了小鼠癫痫发作阈值，增强了地西泮在
无效剂量（0.1 mg·kg－ 1）下的抗癫痫作用。因此，
硫胺素可能会加强经典抗癫痫药物对癫痫发作的
抑制作用，将硫胺素与经典抗癫痫药物合用，可
以减少经典药物的所需剂量。

表 2　与硫胺素缺乏及硫胺素依赖酶损伤相关的神经系统疾病 
Tab 2　Neurological diseases associated with thiamine deficiency and thiamine-dependent enzymes damage

疾病 硫胺素水平 酶的活性与表达
葡萄糖

代谢
临床症状

补充硫胺素对

疾病是否有益

AD 降低 [43] PDH 表达下降，PDHC、KGDHC、

TKT 活性下降 [3，44，46]

降低 [45] 记忆障碍、视空间技能损害、执行功能障碍及人格和

行为改变等全面性痴呆

是 [64-65]

WE 降低 [50-51，53] PDHC、KGDHC、TKT 活性下降 [54] 降低 [53] 精神状态改变、共济失调、眼球震颤和眼肌麻痹 是 [66-67]

PD 降低 [56-57] KGDHC 活性下降 [58-59] 降低 [73] 认知障碍甚至痴呆，以及静止性震颤等运动障碍 是 [72-73]

癫痫 降低 [61-63] PDHC、KGDHC 活性下降 [65-66] 降低 [64-65] 意识丧失，抽搐并伴有认知障碍、精神疾病等 是 [74-75]

　　硫胺素治疗通常是安全的。几乎没有关于口
服硫胺素产生不良反应的报道，而静脉注射给
药可能会引起注射部位反应（注射部位周围的一
系列症状，包括静脉炎、肿胀、红斑、瘙痒和
疼痛等症状），但发生率较低。McLaughlin 等 [76]

对 2595 例患者的 8606 剂硫胺素静脉给药（包括

7605 剂 100 mg、433 剂 200 mg、549 剂 250 mg
和 19 剂 500 mg）进行了安全性评估，发现静脉
推注硫胺素不会发生全身性过敏反应，且注射部
位反应的发生率较低（约 0.3%）。静脉推注硫胺
素 250 mg 及以下的剂量都是安全的，安全剂量可
能高达 500 mg。Aldhaeefi 等 [77] 对 69 例患者静脉
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推注 500 mg 硫胺素共 463 剂次的安全性进行了评
估，发现静脉推注 500 mg 硫胺素并未导致全身性
过敏反应，且注射部位反应发生率较低（0.86%）。
所以，静脉推注 500 mg 硫胺素是安全的。另外，
硫胺素的长期治疗也是安全的。Gibson 等 [68] 对
70 例 AD 患者口服苯磷硫胺的安全性进行了评
价，发现在患者口服苯磷硫胺的 12 个月内（每日
两次，每次 300 mg），苯磷硫胺未引起任何不良
反应。Costantini 等 [73] 在探究硫胺素治疗 PD 的过
程中，发现 PD 患者肌内注射硫胺素持续时间长
达 831 d（每周两次，每次 100 mg），未发现任何
不良事件。综上所述，硫胺素治疗通常是安全的。
5　结语

　　大量研究显示硫胺素缺乏或硫胺素依赖酶活
性损伤会导致多种中枢神经系统功能异常，造成
认知障碍，记忆力受损。脑能量代谢损伤被认为
是这些疾病的重要特征，硫胺素缺乏及其依赖酶
受损在某些中枢神经系统功能障碍的发生和发展
过程中发挥着关键性作用，补充外源性硫胺素对
改善因硫胺素缺乏导致的中枢神经系统功能障碍
具有重要意义。
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转运体基因多态性与霉酚酸类药物暴露和不良反应 
相关性的研究进展

吕建琼1，2，宋沧桑1，2*，毛盼盼1，王国徽1（1. 昆明市第一人民医院药学部，昆明　650000；2. 大理大学药学院，
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摘要：霉酚酸（MPA）类药物是一类广泛应用于器官移植免疫排斥反应预防和自身免疫性疾病

治疗的脱氧核糖（或核糖）核酸合成抑制剂，其治疗窗窄，呈非线性药代动力学特征，个体差

异显著，具有明显且重要的肠肝循环过程。基因多态性是 MPA 代谢差异的重要影响因素之一。

MPA 肠肝循环涉及多种转运体，因此，除代谢酶外，相关转运体基因多态性也与 MPA 代谢紧

密相关。目前转运体基因多态性与 MPA 暴露和不良反应的相关性研究逐渐成为新的热点。本

文旨在综述转运体基因（ABCB1、ABCC2、ABCG2、SLCO1B1 和 SLCO1B3）多态性对 MPA 体

内暴露和相关不良反应的影响，为 MPA 个体化用药和减少不良反应提供参考。

关键词：霉酚酸类药物；转运体；基因多态性；药物暴露；不良反应
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Association between transporter gene polymorphism and mycophenolic 
acids exposure and related adverse reactions

LYU Jian-qiong1, 2, SONG Cang-sang1, 2*, MAO Pan-pan1, WANG Guo-hui1 (1. Department of 
Pharmacy, the First People’s Hospital of Kunming, Kunming  650000; 2. College of Pharmacy, Dali 
University, Dali  Yunnan  671000)

Abstract: Mycophenolic acids (MPA), a class of inhibitors of deoxyribonucleic acid or ribonucleic acid 
synthesis, have been widely used in the prevention of allograft rejection after organ transplantation and 
the treatment of autoimmune diseases. MPA was found to have a narrow therapeutic window, nonlinear 
pharmacokinetic characteristics, strong individual difference and a distinct and vital enterohepatic 
circulation. Gene polymorphism is an important factor in MPA metabolism. MPA enterohepatic 
circulation involves many transporters. In addition to metabolic enzymes, gene polymorphism of 
transporters was also closely associated with MPA metabolism. Currently, the association of transporters 
gene polymorphism and MPA exposure and its adverse reactions became a new hotspot. We reviewed 
the effects of transporter genes (ABCB1, ABCC2, ABCG2, SLCO1B1, and SLCO1B3) polymorphism on 
MPA exposure and related adverse reactions, to provide reference for individualized administration of 
MPA and reduction of adverse reactions. 
Key words: mycophenolic acid; transporter; gene polymorphism; drug exposure; adverse reaction
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　　霉酚酸（mycophenolic acids，MPA）类药物
是一类脱氧核糖（或核糖）核酸合成抑制剂，临
床常用于器官移植和自身免疫疾病的治疗 [1-2]。
MPA 药代动力学（pharmacokinetics，PKs）过程

复杂，治疗窗窄，具有显著的个体差异和肠肝循
环（enterohepatic circulation，EHC）过程，MPA
代谢差异可归因于生理特征（如年龄、性别和种
族等）、既往病史、免疫抑制方案、EHC 和遗传
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等因素 [3-4]，其中遗传多态性是造成该差异的重
要原因之一。通过基因导向的个体化剂量预测逐
渐成为免疫抑制剂的研究重点 [1]，有研究指出，
除代谢酶基因多态性外，转运体基因多态性也是
MPA 个体差异的重要影响因素 [5-6]。当前国内外
转运体基因多态性与 MPA 药代动力学和不良反
应的相关研究有所更新，但研究结论间尚存在争
议。因此，笔者通过查阅文献归纳分析并总结了
转运体基因多态性对 MPA 类药物暴露和不良反
应影响的相关研究，旨在为 MPA 个体化用药和
减少不良反应提供参考。
1　MPA药代动力学过程及转运体的重要性

　　MPA 代谢过程中涉及葡糖醛酸基转移酶
（UDP-glucuronosyltransferase，UGTs）代谢和转
运蛋白转运。具有药理活性的 MPA 主要经 UGTs
代谢为无活性的霉酚酸葡萄糖醛酸（MPA-glucu-
ronide，MPAG）和有活性的酰基霉酚酸葡萄糖醛
酸。MPA EHC 过程涉及多种转运体，部分 MPAG
由有机阴离子转运多肽（organic anion transporting 
polypeptides，OATPs）摄取至肝细胞表面，再经
多药耐药蛋白 2（multidrug resistance protein 2，

MRP2）、乳腺癌耐药蛋白（breast cancer resistance 
protein，BCRP） 及 P- 糖 蛋 白（P-glycoprotein，
P-gp）等转运体转运至胆汁，最终在肠道菌群作
用下重新水解为 MPA 后重吸收入血，再次发挥
免疫抑制作用，该过程对 MPA 血药浓度 - 时间曲
线下面积（area under the curve，AUC）的贡献约
为 40%[7-8]。因此，转运体对 MPA EHC 和体内暴
露水平具有重要意义，编码 ABC 和 OATPs 转运
体基因的多态性表达可能影响其活性，从而影响
MPA EHC，导致个体间 MPA 暴露和不良反应的
差异。
　　MPA 类药物相关转运体各编码基因位点不
同种族突变频率见表 1。目前转运体基因多态性
研究主要集中于肾移植领域，其中多个位点如
ABCB1（1236 C＞T、2677G＞T/A、3435C＞T）、
ABCC2（-24C ＞ T、3972C ＞ T）、SLCO1B1 
388A ＞ G 和 SLCO1B3 334T ＞ G 等在中国人群
中突变频率均较高，探讨它们的多态性与 MPA
暴露和其所致不良反应的关系，有待成为 MPA
个体差异研究的重要方向。

表 1　按种族划分的转运体 (ABC、SLCOs)基因的相关突变等位基因频率 
Tab 1　Relevant variant allele frequencies of transporters (ABC，SLCOs) genes of MPA by ethnicity

基因
单倍

型
位点 rs 号 氨基酸改变 研究人群

突变等位基因频率
参考文献

中国人 亚洲人 白种人非洲人 混合人种

ABCB1 c.1236C ＞ T rs1128503 同义突变 KT、GN、LT 0.64 0.627 0.34 0.136 0.235 ～ 0.39 [9-11]

c.2677G ＞ T/A rs2032582 丙氨酸→丝氨酸 KT、LT 0.43 0.398 0.30 0.02 0.449 [10-11]

c.3435C ＞ T rs1045642 同义突变 KT、LT 0.46 0.398 0.43 0.149 0.474 [10-11]

ABCC2 c.-24C ＞ T rs717620 非编码区突变 KT、LN 0.17 ～ 0.28 0.174 ～ 0.22 0.232 0.041 0.18 [12-18]

c.1249G ＞ A rs2273697 缬氨酸→异亮氨酸 KT、LN 0.05 ～ 0.13 0.078 0.168 0.216 0.192 [12-13，15，17-18]

c.3972C ＞ T rs3740066 同义突变 KT、LN 0.18 ～ 0.31 0.21 0.321 0.275 0.348 [12-15，17-18]

ABCG2 c.421C ＞ A rs2231142 谷氨酰胺→赖氨酸 KT、HV 0.21 ～ 0.34 0.29 0.094 0.013 0.10 [16-18]

SLCO1B1 *1B c.388A ＞ G rs2306283 天冬酰胺→天冬氨酸 KT、LT 0.70 ～ 0.75 0.75 0.365 0.816 0.45 [11-12，17-18]

*5 c.521T ＞ C rs4149056 缬氨酸→丙氨酸 KT、LT 0.12 0.0821 0.157 0.0085 0.17 ～ 0.308 [1，11-12，17-18]

SLCO1B3 c.334T ＞ G rs4149117 丝氨酸→丙氨酸 KT、HV 0.70 ～ 0.82 0.65 ～ 0.921 0.86 0.35 0.81 ～ 0.962 [1，5，16-19]

c.699G ＞ A rs7311358 蛋氨酸→异亮氨酸 KT、LN 0.679 0.71 0.86 0.35 0.825 [5，13，18-19]

注（Note）：KT. 肾移植（kidney transplantation）；LT. 肺移植（lung transplantation）；LN. 狼疮肾炎（lupus nephritis）；GN. 肾小球肾炎

（glomerulonephritis）；HV. 健康志愿者（healthy volunteer）；部分位点不同种族突变等位基因频率参考来源：https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/。

2　ABC转运体基因多态性

　　人体大多数外排转运蛋白主要是 ATP 结合
盒（ATP binding cassette，ABC）转运蛋白超家族
的成员，ABC 转运蛋白超家族包括 7 个亚家族
（ABCA ～ ABCG），至少由 49 个成员组成 [20]。
ABC 转运体可广泛转运内、外源性物质和药物，
参与药物相互作用，同时其也是耐药性的关键调
节因素，可预测药物不良反应的风险以及化疗的

疗效，ABC 转运体基因多态性对药物的处置过
程产生重要影响 [21-22]。研究显示，目前与 MPA 
药代动力学相关的 ABC 转运体编码基因主要有
ABCB1、ABCC2 和 ABCG2。
2.1　ABCB1
　　ABCB1 位于 7q21.12 染色体上，全长约 210 
kb，由 29 个外显子组成，主要编码 P-gp；作为外
排转运体，ABCB1 在肠道、肾脏和肝脏中高度表
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达，有利于药物或外源性物质转运，是在功能、底
物和遗传变异影响方面研究最广泛的转运体 [21]。
Wang 等 [23] 在动物实验中指出 MPA 是 ABCB1 的底
物之一，ABCB1 多态性可能会影响 MPA 的体内分
布。ABCB1 1236C ＞ T、2677G ＞ T/A 和 3435C ＞

T 是对 MPA PKs 产生影响的 3 个常见基因位点。
　　目前报道 ABCB1 基因多态性与 MPA 药代动力学
和不良反应的相关研究较少。Yang 等 [17] 通过在中国
成人肾移植受者中建立了 MPA 和 MPAG 的群体药代
动力学模型，发现代谢酶和转运蛋白基因（ABCB1、
ABCC2、ABCG2、SLCO1B1、SLCO1B3）的遗传多态
性对吗替麦考酚酯（mycophenolate mofetil，MMF）
的药代动力学均无明显影响，还提出 MMF 的剂量调
整应基于白蛋白水平和移植后时间。在肾小球肾炎
患者中也未发现 ABCB1（1236C ＞ T 和 3435C ＞ T）
多态性与 MPA 药代动力学相关 [9]。但 Riglet 等 [24] 首
次于肾移植受者中发现 ABCB1 3435C ＞ T 基因多态
性影响外周血单个核细胞内游离 MPA 的清除，与
CC 型和 CT 型相比，ABCB1 3435TT 型受者中具有较
低的 MPA 清除率，该研究指出 MPA 外排出细胞依
赖于 ABCB1 转运体。邵琨等 [10] 研究表明，ABCB1 
1236TT 型肾移植受者的 MPA AUC 显著高于 CC ＋

CT 型（P ＝ 0.032）。Bouamar 等 [19] 在 338 名肾移植
受者中研究发现，ABCB1 1236C ＞ T、2677G ＞ T/A
和 3435C ＞ T 多态性与 MPA AUC0 ～ 12 h 和 MMF 所致
腹泻、白细胞减少不良反应均无相关性，ABCB1 单
倍型均与腹泻的发生无关，但发现 MMF 联用他克莫
司（tacrolimus，Tac）时腹泻的发生风险是联用环孢
素（cyclosporin A，CsA）组的 1.8 倍。Grinyó 等 [25]

还发现 ABCB1 2677G ＞ T/A 突变与肾移植受者急性
排斥反应的发生相关，2677TT 型更易发生急性排斥
反应（P ＝ 0.003）。
　　ABCB1 基因多态性与 MPA 暴露和不良反应
的相关研究结果存在争议，仍需扩大样本量，进
一步在不同种族和免疫抑制方案中探讨 ABCB1 基
因多态性与 MPA 类药物暴露及其所致不良反应
（腹泻和白细胞减少）的关系。
2.2　ABCC2
　　ABCC2 基因位于染色体 10q24.2 上，负责编
码 MRP2，主要在肝脏、肠道和肾脏等具有较高
的表达，参与多种药物及内源性物质的转运。研
究 表 明 MPA 是 MRP2 和 MRP4 的 底 物，MRP2
是参与 MPAG 肾脏排泄的主要转运蛋白 [26]。目
前研究最广泛的位点分别是位于 ABCC2 5' 非编
码区的 -24C ＞ T、外显子 11 1249 G ＞ A 和外显

子 28 3972 C ＞ T/G。
　　Liu 等 [27] 研究表明，白蛋白水平和移植后时
间均与儿童和成人肾移植受者的游离 MPA 浓度差
异显著相关，而仅在成人受者中发现 ABCC2 多态
性是影响游离 MPA 浓度的独立因素，这些分别可
解释两组人群 32.4%、56.9% 的药代动力学差异，
两组影响因素的不同可能与不同年龄的转运蛋白
表达水平差异有关，在儿童中转运蛋白的表达似
乎低于成年人。Lloberas 等 [28] 探讨 55 例肾移植
受者 ABCC2 -24C ＞ T 基因突变对 MPA 暴露的影
响，结果表明 -24T 等位基因与 MPA AUC0 ～ 12 h 降
低显著相关（P ＝ 0.023），其中在移植术后第 3 个
月的 MMF 联用 Tac 或西罗莫司治疗的受者中也同
样发现该现象，但联用 CsA 组中未发现该多态性
的影响，这表明 CsA 对 MPA EHC 的抑制作用可
能掩盖了 ABCC2 多态性对 MPA 药代动力学的影
响，CsA 可抑制 MRP2 外排转运 MPAG[29-30]，故当
MPA 与 CsA 联用时，ABCC2 基因多态性和 MPA 
药代动力学相关研究的解释将变得复杂；此外，
还发现 ABCC2 3972C ＞ T 基因突变与联用 Tac 或
西罗莫司组移植后第一个月时的 MPA AUC0 ～ 12 h

降低相关。但 Picard 等 [31] 得到相反结果，在联用
CsA 组发现 ABCC2 -24C ＞ T CT 型受者的 MPA
剂量标准化（dose-normalized，dn）AUC0 ～ 12 h 高
于 CC 型和 TT 型（P ＝ 0.0087），而联用 Tac 或西
罗莫司时，却未发现相关性。Sun 等 [32] 研究表明，
ABCC2 -24CC 型肾移植受者的 dn MPA AUC6 ～ 12 

h 显著升高（P ＜ 0.05）。Li 等 [33] 在中国肾移植受
者中，经临床因素（年龄、白蛋白和肌酐）调整
后，应用隐性模型进行多元线性回归分析，指出
ABCC2 -24C ＞ T 多态性与 MPA 谷浓度与剂量之
比（C0/D）、log（C0/D）具有相关性，TT 型受者
的 MPA C0/D 和 log（C0/D）均显著高于 CC ＋ CT
型（P ＝ 0.045，P ＝ 0.019），但 ABCC2 1249G ＞

A 多态性对 MPA C0/D 无显著影响；此外，发现
代谢酶与转运体基因间存在相互作用，同时携带
ABCC2 -24T 等位基因和 UGT1A9 I399T ＞ C（或
UGT1A8 518C ＞ G）C 等位基因患者的 MPA C0/D
值均显著升高（P ＝ 0.002）。Božina 等 [30] 研究发
现，供体的 ABCC2 1249G ＞ A 多态性可使 MPA
清除率增加、暴露减少。Yap 等 [13] 在狼疮肾炎患
者中发现，ABCC2 1249G ＞ A GG 型患者的 MPA
暴露高于 GA 型（P ＝ 0.003）。对高加索肺移植受
者的研究发现，ABCC2 3972C ＞ T CT 型受者术后
第 3 个月时的 MPA 血药浓度显著低于 CC 型或 TT
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型（P ＝ 0.037），未发现 -24C ＞ T 和 1249G ＞ A
多态性与 MPA 血药浓度相关 [11]。在 147 例肾移
植受者中发现，ABCC2 24C-1249G-3972C 野生型
单倍型受者具有较高的 MPA AUC0 ～ 12 h、较低的
MPA 清除率 [34]。
　　在一项 95 例高加索肾移植受者中发现，
ABCC2 -24C ＞ T 基因突变与术后一年腹泻的发生
相关 [15]。此外，在儿童心脏移植受者中也观察到
该位点与 MMF 所致胃肠道不耐受性进而导致停药
相关 [35]。Thishya 等 [36] 研究表明，ABCC2 -24C ＞

T 和 3972C ＞ T 基因多态性与感染风险降低相关，
ABCC2 3972C ＞ T 还与 2.06 倍全因死亡发生风险
相关，3972CC 型显示对不良事件的发生具有保护
作用。
　　ABCC2 基因多态性与 MPA 药代动力学和不
良反应的相关性较为复杂，可受免疫抑制方案、
移植受者的年龄、供体基因多态性及转运体与代
谢酶的相互作用等多因素的影响。此外 ABCC2 单
倍型的多态性研究将有助于研究个体间 MPA 暴
露水平差异，提示未来开展 ABCC2 基因多态性
研究时可能需综合考虑以上因素的影响。
2.3　ABCG2 
　　ABCG2 的编码基因位于染色体 4q22.1 上，由 16
个外显子构成，负责编码 BCRP 转运体。ABCG2 基
因多态性将会导致蛋白表达水平及转运活性降低 [21]，
目前报道与 MPA PKs 相关的是 ABCG2 421C ＞

A，Miura 等 [6] 研究表明，在 80 例日本肾移植受者
中，ABCG2 421C ＞ A CA ＋ AA 型受者的 MPAG 
AUC0 ～ 12 h/D 值显著高于 CC 型（P ＝ 0.0295），该
多态性导致 MPAG 血浆浓度增加，MPAG 胆道外排
减少。但 Geng 等 [16] 的研究与其相悖，在中国健康
志愿者和肾移植受者中未发现 ABCG2 421C ＞ A 对
MPA AUC 或 MPAG AUC 有影响。Li 等 [33] 也未发现
该位点与 MPA C0/D 值相关。杜迪等 [37] 研究表明，
ABCG2 421C ＞ A 基因多态性与肾移植术后 MMF 所
致胃肠道不良反应相关，421AA 型受者发生风险更
高。上述研究结果提示了 ABCG2 基因多态性对 MPA 
EHC 的影响，未来仍需开展更多的研究加以探讨和
验证。
3　SLCOs基因多态性

　　OATPs 是溶质载体（solute carrier，SLC）超家
族的一员，包含 12 个家族成员，具有广泛的底物
特异性，是介导摄取多种内源性物质、代谢物和药
物等的摄取转运蛋白，在维持体内平衡中发挥重要
作用 [38]。OATP1B1 和 OATP1B3 分别由 SLCO1B1

和 SLCO1B3 编码，均位于 12 号染色体上，MPAG
已被证实为 SLCO1B1 和 SLCO1B3 的底物之一 [31]，
SLCO1B1 和 SLCO1B3 参与了 MPAG 的肝脏摄取
过程，两者的基因多态性可能显著影响 MPA EHC，
从而对 MPA 暴露和相关不良反应产生影响。
3.1　SLCO1B1
　　SLCO1B1 基 因 全 长 108.59 kb， 由 15 个 外
显子组成，主要在肝细胞基底外侧膜上高度表
达 [39]。SLCO1B1 338A ＞ G 和 521T ＞ C 两位点
被报道与 MPA 药代动力学和不良反应相关。Shu
等 [40] 研究表明，SLCO1B1 521T ＞ C CC 型自身免
疫性疾病患者 MPA C0/D 值分别高于 TT 型（P ＝

0.001）和 TC 型（P ＜ 0.001）。但 Ruiz 等 [11] 在肺
移植受者中却发现 SLCO1B1 521T ＞ C 与 MPA C0/
D 或不良反应不相关。Bouamar 等 [19] 在 338 例接
受 MMF 联用 Tac（或西罗莫司）或 CsA 治疗的
肾移植受者中开展随机对照试验，在两组中均未
发 现 SLCO1B1 521T ＞ C 与 MPA AUC0 ～ 12 h 具 有
相关性。同样，Abderahmene 等 [41] 进行分组探讨
SLCO1B1 338A ＞ G 和 521T ＞ C 与 MPA AUC 的
关系，也未发现显著性差异。王培乐等 [12] 却发现，
SLCO1B1 521CC 型肾移植受者 MPA AUC/D 值显
著高于 TT 型和 TC 型（P ＝ 0.036）。Sun 等 [32] 指
出，SLCO1B1 521TC 型受者的 dn MPA AUC6 ～ 12 h

显著低于 TT 型（P ＝ 0.008）。
　　Abderahmene 等 [41] 将肾移植受者分为 MMF
联用 Tac 或 CsA 两组，均发现 SLCO1B1 388A ＞

G G 等位基因与较低的急性排斥反应发生风险相
关，在 MMF 联用 Tac 组中发现 SLCO1B1 388G
等位基因与较高的腹泻发生率相关（P ＝ 0.04），
在 MMF 联 用 CsA 组 发 现 SLCO1B1 521C 等 位
基因与白细胞减少发生率降低显著相关（P ＝

0.006）。Michelon 等 [42] 通过多元回归分析，表明
SLCO1B1 521T ＞ C C（*5）等位基因与 MPA 所
致的不良反应风险降低 75% 相关（P ＝ 0.002），
但与经活检证实的急性排斥反应的发生无关。
3.2　SLCO1B3
　　SLCO1B3 位于肝细胞基底膜上，其基因多态性
可改变蛋白质的表达和功能。SLCO1B3 334T ＞ G
和 699G ＞ A 两位点存在连锁不平衡，与 MPA 药代
动力学和不良反应相关。Kagaya 等 [43] 研究发现，在
移植前 ABO 血型不相容的严重肾功能不全患者中，
MPA 主要经肝脏排泄至胆汁，SLCO1B3 334T ＞ G
基因多态性与 MPA 暴露显著相关，经多因素分析
后表明，移植前患者的 334T 等位基因（P ＝ 0.003）
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是较高 dn MPA AUC0 ～ 12 h 的独立预测因素，并指出
SLCO1B3 基因多态性可能对实现最优 MPA 暴露的
剂量制订策略具有一定意义。这与 Picard 等 [31] 研究
结果一致，其报道称 SLCO1B3 334G 等位基因降低
体外 OATP1B3 的活性，与 334GG 型相比，334T 等
位基因携带者的 MPAG 到 MPA 的肠肝循环过程更
多，故其在肾移植受者中研究表明，在 MMF 联用
Tac 或西罗莫司时，SLCO1B3 334GG 型的 dn MPA 
AUC0 ～ 12 h 显著低于 TT ＋ TG 型（P ＝ 0.0009），而
在联用 CsA 时未发现相关，推测 CsA 可能抑制转
运蛋白的功能，从而减弱该多态性的影响。但此前
Miura 等 [5] 在 87 例 MMF 联用 Tac 治疗的日本肾移植
中却发现，SLCO1B3 334GG 型（699AA 型）受者的
MPA AUC6 ～ 12 h 高 于 334TT 型（或 699GG 型）（P ＝

0.0497），Sun 等 [32] 在 MMF 联用 Tac 的中国肾移植受
者中得到一致结果。武多娇等 [44] 研究表明 SLCO1B3 
334GG 型受者的 MPA AUC0 ～ 12 h 约为 TT 型的 1.5 倍
（P ＝ 0.052）。Geng 等 [16] 在健康中国志愿者中研究
表明，SLCO1B3 334GG 型人群的 MPA AUC4 ～ 12 h 比
334TT ＋ TG 型高 30.4%（P ＝ 0.014），而在 MMF 联
合 CsA 治疗的移植受者中未发现相关性。
　　Bouamar 等 [19] 研究表明，SLCO1B3 334T ＞

G TT 型肾移植受者具有 54% 的腹泻发生率，分
别高于 GG 型（22%，P ＝ 0.007）和 TG 型（16%，
P ＝ 0.006）。 但 Zhong 等 [45] 却 发 现，334GG 型
受者 MMF 所致的胃肠道不良反应的发生风险是
TT 型的 4.48 倍（P ＝ 0.033）。一项 Meta 分析结
果显示，SLCO1B3 334T ＞ G 多态性与 MPA 所
致胃肠道不良反应相关 [46]。Michelon 等 [42] 未观
察到 SLCO1B3 334T ＞ G 基因多态性与 MPA 相
关不良反应（腹泻、白细胞减少等）和急性排斥
反应相关，与 Woillard 等 [47] 在接受麦考酚钠肠溶
片治疗的肾移植受者中的研究结果一致。Varnell
等 [48] 和 Shu 等 [40] 分别在青少年肾移植和自身
免疫性疾病患者中开展研究，发现 SLCO1B3 
334T ＞ G 基因多态性与 MPA 所致的白细胞减少
无关。一项对 275 例肺移植受者的回顾性队列研
究发现，SLCO1B3 334T/699G 等位基因携带者的
生存率降低、急性排斥反应发生率升高 [49]，但仍
需进一步研究以阐明该关联的潜在机制。据推测，
该关联性可能是次要的，移植受者和健康志愿者
中 SLCO1B3 334T/699G 等位基因携带者的 MPA 
EHC 减少 [5，16]，故 MPA 暴露相应降低，排斥反
应发生率将有所升高。但 Schumacher 等 [50] 指出
SLCO1B3 基因多态性不能预测肾移植受者的排斥

反应或供体特异性抗体。
　　SLCO1B1 和 SLCO1B3 在 MPAG 的肝脏摄取
过程中至关重要，对 MPA EHC 过程具有显著影
响，上述结果提示 SLCOs 基因多态性对 MPA 药
代动力学的影响表现出较大差异。值得注意的是，
SLCO1B3 基因多态性对 MPA 暴露和其所致腹泻
等胃肠道不良反应的影响有待进一步探讨。
4　讨论与展望

　　转运体基因多态性是 MPA 个体间药代动力
学差异的重要影响因素。近年来许多学者就 MPA
相关转运体进行了研究，但结果不尽相同，可能
的原因主要为：种族和疾病类型不同；免疫抑制
方案中联用的钙调磷酸酶抑制剂不同；药物相
互作用；转运体与转运体及转运体与代谢酶的相
互作用；供体基因型的不同；遗传连锁不平衡状
态。笔者主要分析了 ABC 和 OATPs 等与 MPA 类
药物体内暴露和不良反应的常见相关转运体及其
调控基因（ABCB1、ABCC2、ABCG2、SLCO1B1
和 SLCO1B3），结果表明，MPA 暴露及其相关不
良反应与 ABC 和 OATPs 转运体基因多态性相关，
但研究结果不太一致，有待进一步深入探讨，未
来的研究可能会发现影响 MPA 代谢的其他转运体
多态性。
　　当前 MPA 血药浓度监测还未在各移植中心
常规开展，但其显著的个体代谢差异是 MPA 临
床用药需关注和重视的问题；再者依据血药浓度
进行剂量调整具有明显的滞后性，若能通过基因
导向预测 MPA 暴露水平和相关不良反应的发生
风险，则可结合患者临床实际情况制订初始 MPA
给药方案，或进行 MPA 类药物剂量调整，以此
实现 MPA 有效治疗范围，达到优化患者给药方
案、最大限度减少不良反应发生的目标。
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铁死亡的分子调控机制及其在急慢性肝病中的进展
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摘要：铁死亡是一种铁依赖性非凋亡的细胞死亡形式。铁代谢紊乱、氧化系统失衡和不饱和脂

肪酸脂质过氧化积累是铁死亡的主要特征。铁死亡涉及多种疾病的生理及病理过程。近年来，

由于肝脏易发生氧化损伤且其是体内调节铁稳态的主要器官，铁死亡在急慢性肝病的研究领

域中迅速受到关注。本文对铁死亡的分子调控机制及其在急慢性肝病中的研究进展进行综述，

以期为靶向铁死亡治疗急慢性肝病提供新的思路及研究方向。
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Molecular mechanism of ferroptosis and its advances in  
acute and chronic liver diseases
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yang* (Institute of Traditional Chinese Medicine, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, 
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Abstract: Ferroptosis is an iron dependent and non-apoptotic form of cell death. Iron metabolism 
disorder, oxidation system imbalance and accumulation of unsaturated fatty acid lipid peroxidation are 
the main characteristics of ferroptosis. Ferroptosis is involved in the physiological and pathological 
processes of many diseases. In recent years, so as the liver is prone to oxidative damage and is 
the main organ regulating iron homeostasis in the body, ferroptosis has attracted rapid attention in 
treating acute and chronic liver diseases. This paper reviewed the molecular regulation mechanism 
of ferroptosis and its research progress in acute and chronic liver diseases aiming to providing new 
research directions for the treatment of acute and chronic liver diseases by targeting ferroptosis. 
Key words: ferroptosis; acute and chronic liver disease; molecular mechanism
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　　肝脏作为人体主要的代谢器官，在调节体内
葡萄糖、氨基酸和脂质代谢中起着至关重要的作
用。近年来，随着人类生活环境的不断变化以及
长期的不健康生活习惯，全球肝病患者的数量逐
年增加，肝病已经成为世界范围内最主要的死亡
原因之一 [1]。肝病大体上可以分为急性肝病和慢
性肝病两大类。在大多数急性肝损伤条件下，潜
在刺激物的移除在一定程度上能够促进急性病理
损伤的消退。而病毒感染、过度饮酒或高热量摄
入等损伤因素的持续存在则会诱发慢性肝病的发
生和发展。最近研究发现，多种急慢性肝病中均

存在不同程度的铁代谢紊乱以及脂质过氧化物积
累等铁死亡特征，表明铁死亡与急慢性肝病的发
生和发展有着密切的关系 [2]。因此，本文着重阐
述了目前铁死亡调控机制的研究进展，并对当前
铁死亡在急慢性肝病发病机制中的最新发现展开
综述，以期为靶向铁死亡防治急慢性肝病提供参
考和依据。
1　铁死亡及其调控机制 
　　铁死亡是以铁依赖为特点的脂质过氧化物积
累引起的一种新型细胞程序性死亡。在细胞形态
上，铁死亡主要特征是细胞体积缩小，线粒体嵴
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减少，线粒体膜密度增加以及外膜破裂 [3]。在代
谢途径上，铁死亡的发生主要涉及硫醇依赖性氧
化还原、细胞内铁代谢、甲戊二酸途径和线粒体
呼吸、多不饱和脂肪酸过氧化等多个方面。当
前研究表明，铁死亡主要是受四个抗氧化系统
的调节抑制，包括还原型谷胱甘肽（glutathione，
GSH）/ 谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione perox-
idase 4，GPX4）、铁死亡抑制蛋白 1（ferroptosis 
suppressor protein 1，FSP1）/ 泛醌（coenzyme Q10，
CoQ10）、环 GTP 水解酶 1（guanosine triphosphate 
cyclohydrolase 1，GCH1）/ 四氢生物蝶呤（tetrahyd-
robiopterin，BH4）、线粒体 GPX4 和二氢乳清酸脱
氢酶（dihydroorotate dehydrogenase，DHODH）[4]。
第一个系统能够促进 GPX4 在谷胱甘肽依赖性反
应过程中催化脂质过氧化物的还原，另外三个系
统则主要是催化 CoQ10 的再生，通过 CoQ10 充当
脂质过氧化物自由基来协同 GPX4 抑制铁死亡的
发生。目前，针对这些铁死亡的主要调节靶点和
通路，已开发出多种铁死亡抑制剂和激动剂。
1.1　铁死亡的诱导因素

1.1.1　铁离子代谢紊乱　铁作为人体内必需的
微量元素，是 DNA 复制、线粒体呼吸和细胞信
号传递等细胞生长过程的重要组成部分。铁代
谢主要由肝脏调节，血液中的 Fe3 ＋通过与转铁
蛋白（transferrin，Tf）结合，随血液循环运输到
肝细胞。随后，Tf 与转铁蛋白受体 1（transferrin 
receptor 1，TfR1）在肝细胞表面形成转铁蛋白结
合铁复合物，进而通过内吞作用进入细胞。在
细胞内的酸性环境中，Fe3 ＋会在溶酶体还原酶的
作用下从 Tf 中被释放出来，并进一步被还原为
Fe2 ＋。Fe2 ＋通过溶酶体上二价金属离子转运蛋白
1（divalent metal transporter 1，DMT1）被运输入细
胞质不稳定铁池。如果细胞内的铁不能被及时利
用，则主要以铁蛋白（Ferritin）的形式储存起来，
以保证细胞正常的游离铁离子水平。当外周组织
对于铁的需求量增高时，铁转运蛋白（ferroportin，
FPN）能够携带胞内的铁穿过细胞基底膜将铁释放
到胞外，进入血液 [5]。而当血液中的 Fe3 ＋超出 Tf
的转运能力时，溶质载体家族 39 成员 14（solute 
carrier family 39 member 14，SLC39A14）则会将多
余的非转铁蛋白结合铁（non-transferrin bound iron，
NTBI）转运回肝细胞，从而将过量的铁贮存在胞
内铁蛋白中 [6]。
　　机体代谢过程中，铁的输入、储存和输出之
间的不平衡可能造成铁积累。当细胞内存在过量

的游离 Fe2 ＋时，它能够通过芬顿反应生成大量羟
自由基。这些过量的自由基可以诱导 DNA、蛋白
质和脂质损伤，引发细胞毒性，最终导致铁死亡
的发生 [7]。研究发现，细胞表面的转铁受体是调
节体内铁离子水平的关键分子，例如敲除 TfR1 可
以明显阻断铁死亡诱导剂 Erastin 诱导的铁死亡，
而血红素加氧酶 -1（heme oxygenase-1，HO-1）能
够通过补充铁来加速 Erastin 诱导的铁死亡 [8]。此
外，研究发现，在 TfR1 敲除的小鼠肝细胞中，胞
外过多的铁也能通过 SLC39A14 介导将 NTBI 转
运到肝细胞内，导致过量铁积累而诱发铁死亡 [9]。
　　胞内铁的稳态及铁死亡的发生与铁代谢相关
基因的调控密切相关。当胞内铁离子水平较低
时，细胞可以通过核受体共激活因子 4（nuclear 
receptor coactivator 4，NCOA4）介导铁蛋白转运
到自噬体，通过自噬溶酶体促进铁蛋白的降解和
铁离子的释放，恢复铁离子含量。因此，NCOX4
的耗竭能够减弱铁死亡的发生 [10]。此外，铁代
谢相关基因的水平会受到铁调节蛋白（iron regu-
latory protein，IRP）/ 铁反应元件（iron response 
element，IRE）系统的调控，该系统通过上调
TfR1 和 DMT1 的基因表达，下调 FPN 和铁蛋白
的表达，最终促进细胞内铁离子含量的上升 [9]。
在机体内铁超负荷时，机体铁稳态的关键调节因
子——铁调素的表达水平会被骨形态发生蛋白
（bone morphogenetic protein，BMP）-SMAD 信
号通路和炎症介导的白细胞介素 6（interleukin-6，
IL-6）- 转录激活因子（signal transducer and acti-
vator of transcription，STAT）信号通路所上调，
从而限制铁的吸收 [9]。还有研究发现，热休克蛋
白 B1（heat shock protein B1，HSPB1）作为参与
调节细胞骨架组织的一种分子伴侣，能够通过抑
制 TfR1 的表达来进一步降低细胞内铁浓度，因
此过表达 HSPB1 可以显著抑制铁死亡的发生 [11]。
最近研究发现，新型 E3 泛素连接酶（RNF217）
也可以通过介导 FPN 的降解来调节细胞内铁的稳
态 [12]。综上，胞内铁代谢相关基因的调节在铁稳
态维持和铁死亡的发生中起着非常重要的作用。
1.1.2　氧化系统失衡　谷胱甘肽是由谷氨酸、甘
氨酸和半胱氨酸组成的一种维持细胞氧化还原稳
态的重要抗氧化剂。谷胱甘肽在体内以 GSH 和
氧化态（GSSG）两种形式存在，两者的比值可
以指示细胞氧化应激的程度。GSH 生物合成的
限速底物是半胱氨酸，但是由于半胱氨酸在体
内极其不稳定，细胞外部的半胱氨酸都以氧化
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形式的胱氨酸存在。胞外胱氨酸向胞内的转运
主要是由细胞表面的胱氨酸 / 谷氨酸反向转运体
（System Xc

－）所介导，该系统主要由轻链溶质
载体家族 7 成员 11 [solute carrier family 7 member 
11，SLC7A11（也称为 XCT）] 和重链溶质载体
家 族 3 成 员 2 [solute carrier family 3 member 2，
SLC3A2（也称为 CD98 或 4F2）] 所组成，其中
SLC7A11 起主要作用，负责胱氨酸与谷氨酸的跨
膜交换 [13]。进入胞内的胱氨酸通过 GSH 或硫氧
还原蛋白 1（thioredoxin reductase 1，TXNRD1）
依赖的胱氨酸还原途径被还原成半胱氨酸，促
进 GSH 生成 [14]。当 System Xc

－被抑制时，蛋氨
酸代谢与转硫途径结合也能提供部分半胱氨酸
参与 GSH 的合成，从而调节细胞内抗氧化物水
平和铁死亡的发生 [15]。System Xc

－系统抑制剂
Erastin 通过抑制细胞膜对胱氨酸的摄取，降低细
胞内 GSH 浓度，进而导致谷胱甘肽过氧化物酶
失活以及脂质过氧化产物的积累，从而诱导细胞
铁死亡 [16]。GPX4 作为一种硒蛋白能够将 GSH
转化为 GSSG，并将具有细胞毒性的脂质过氧化
物（L-OOH）还原为相应的醇（L-OH），减少脂
质过氧化 [17]。抑制 GPX4 活性（如铁死亡诱导剂
RSL3），可明显诱导 L-OOH 在胞内的积累，促
使细胞铁死亡的发生 [18]。因此，GPX4 在铁死亡
的发生中具有重要作用。由于 GPX4 本身的生
物合成依赖于硒代半胱氨酸，因此甲羟戊酸盐途
径通过调节硒代半胱氨酸 tRNA 的成熟能够影响
GPX4 的合成，从而调节铁死亡 [19]。此外，GSH
作为硒酶 GPX4 的辅助因子，其胞内水平也会直
接影响 GPX4 的功能，GSH 的过度耗竭会导致
GPX4 失活和脂质过氧化物的积累，从而诱导细
胞发生铁死亡 [20]。研究表明，丁硫氨酸亚砜胺
（L-buthionine-sulfoximine，BSO）可以通过抑制
GSH 的合成，减弱 GPX4 活性，进而增加胞内活
性氧（reactive oxygen species，ROS）的水平，引
发铁死亡 [21]。而激活氨基酸感受器（mammalian 
target of rapamycin complex 1，mTORC1）则能够
明显提高机体 GPX4 水平，从而抑制铁死亡 [22]。
因此，细胞内的氧化调节系统也对铁死亡的发生
具有重要调节作用。
1.1.3　不饱和脂肪酸过氧化物的积累　脂肪酸为
细胞脂质代谢的重要组成部分，具有提高细胞能
量供应、参与细胞膜生成等多种生物功能。多不
饱和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid，PUFA）
是细胞膜的组成部分之一，能够调节炎症、免

疫、细胞生长等多种生物学功能。然而大部分
PUFA 需要经过合成、活化并整合到细胞膜磷脂
中才能够通过脂质过氧化生成磷脂氢过氧化物
（phospholipid hydroperoxide，PLOOH）。 这 种
发生于膜上 PUFA 的过氧化过程可以由酶促反
应或非酶促的氧化反应所介导。其中酶促反应
主要是由一类含非血红素铁的双加氧酶 - 脂氧合
酶（lipoxygenases，LOXs）催化，能够氧化含有
PUFA 的磷脂从而导致 L-OOH 积累 [20]。而非酶
催化的脂质过氧化过程主要由芬顿反应来驱动，
通过铁和氧气催化链式反应生成羟自由基，活跃
的羟自由基进一步剥夺不饱和脂肪酸长链双键间
的氢原子，从而引发脂质过氧化，导致 PLOOH
的大量产生，引发铁死亡 [23]。研究发现，外源
给予细胞单不饱和脂肪酸（monounsaturated fatty 
acid，MUFA）可以竞争性取代磷脂 PUFA，从而
有效抑制 Erastin 诱导的铁死亡 [24]。因此，MUFA
的 L-OOH 不会引起铁死亡的发生，PUFA 才是
铁死亡期间 L-OOH 的主要底物。此外，过度积
累的 L-OOH 还会分解生成丙二醛（malondialde-
hyde，MDA）和4- 羟基壬烯醛（4-hydroxynonenal，
4-HNE）等有毒次级分解产物，它们能够联合细
胞膜上持续的氧化反应产生的 PLOOH，攻击蛋
白质或 DNA，最终造成细胞膜结构完整性和正
常功能不可逆的破坏，从而放大细胞损伤，加剧
细胞铁死亡 [25]。最近研究表明，作为细胞能量
状态传感器的 AMP 依赖性蛋白激酶（adenosine 
mono phosphate activated protein kinase，AMPK）
可以通过介导乙酰辅酶 a 羧化酶的磷酸化和抑制
PUFA 的生物合成来调节铁死亡 [26]。目前发现多
种 PUFA 与铁死亡发生密切相关，其中花生四烯
酸（arachidonicacid，AA）和肾上腺酸（adrenic 
acid，AdA）被认为是诱导铁死亡的主要 PUFA。
长链脂酰辅酶 A 合成酶 4（long-chain acyl-CoA 
synthetase 4，ACSL4）和溶血磷脂酰胆碱酰基转
移 酶 3（lysophosphatidylcholine acyltransferase 3，
LPCAT3）作为两种脂质代谢调节因子，ACSL4
催化包括 AA 在内的 PUFA 与辅酶 A 的连接，而
LPCAT3 则能够促进这些产物的酯化和并入膜磷
脂，促进胞膜中氧化磷脂的积累来抑制 GPX4 活
性，进一步诱发铁死亡 [27]。此外，有研究发现，
ACSL4 的缺失能够有效减轻 GPX4 缺乏引起的铁
死亡；然而敲除 LPCAT3 并不能达到敲除 ACSL4
对铁死亡相等水平的抑制作用，表明这两种脂代
谢酶之间可能还存在某种代偿机制 [28]。
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1.2　铁死亡的抑制系统

1.2.1　GSH/GPX4 系统　GSH/GPX4 是第一个被
确定在铁死亡中起重要作用的途径。抑制 GSH 过
度消耗可以有效减少脂质过氧化，抑制铁死亡发
生。谷氨酸 - 半胱氨酸连接酶不仅能够通过合成
GSH 来抵抗铁死亡，还通过转化谷氨酸为 γ- 谷氨
酰肽从而限制其在细胞内的水平来减少谷氨酸应
激，进一步降低铁死亡的发生 [29]。GPX4 具有线
粒体、核和细胞溶质三种异构体，并且这三种异
构体具有相同的 GPX4 基因表达，其中细胞溶质
的 GPX4 对胚胎发育和铁死亡预防至关重要 [30]。
GPX4 的缺失会导致大量细胞死亡和细胞变性，
而补充抗氧化剂维生素 E 和铁死亡抑制剂则能够
在一定程度上减轻 GPX4 缺失造成的影响 [31]。还
有研究表明，热休克蛋白 90（heat shock protein 
90，HSP90）作为一种进化保守且普遍表达的分
子伴侣，在维持细胞蛋白的功能和稳定性方面起
着重要作用，它也能够通过减少 GPX4 蛋白的降
解来抑制铁死亡 [32]。
1.2.2　FSP1/CoQ10 系统　研究表明，FSP1 具有
平行于 GSH-GPX4 轴的抗铁死亡作用。FSP1 可以
抑制脂质过氧化物的积累并防止 GPX4 缺失引起
的铁死亡 [33]。FSP1 的功能不依赖于细胞中 GSH
水平以及 GPX4 活力。一旦发生铁死亡，FSP1 可
以通过 CoQ10 氧化还原酶途径防止脂质过氧化，
而阻断 FSP1 或过度消耗 CoQ10 可以显著增加细
胞对铁死亡的敏感性 [34]。
1.2.3　GCH1/BH4/DHFR 系统　近年来有研究确
定了另一种新的不依赖于 GPX4 的铁死亡抑制系
统，即 GCH1/ BH4/DHFR 途径。在 CRISPRa 筛选

过程中发现，GCH1 作为一种与 GPX4 无关的铁
蛋白抑制因子，可以有效抑制铁死亡 [35]。亲脂性
抗氧化剂 BH4 的生物合成依靠 GCH1。BH4 不仅
能通过防止细胞脂质过氧化来抑制铁死亡，还可
以通过将苯丙氨酸转化为酪氨酸来促进 CoQ10 的
合成，参与上述 FSP1/CoQ10 途径。然而 BH4 的
回收再利用还需要二氢叶酸还原酶（dihydrofolate 
reductase，DHFR）的参与，因此，抑制 DHFR 的
活性会显著加剧 GPX4 抑制剂介导的铁死亡 [36]。
1.2.4　线粒体 GPX4 和 DHODH 系统　线粒体作
为真核细胞中氧化磷酸化的主要细胞器，其代谢
活动中过量产生的 ROS 能够氧化 PUFA 进而诱发
脂质过氧化。DHODH 是一种含铁的黄素依赖性
线粒体酶，可催化嘧啶生物合成。Mao 等 [37] 研究
发现，DHODH 活性的丧失会导致线粒体中脂质
过氧化物的积累，并引发 GPX4 低表达细胞中铁
死亡的发生。而在缺乏 DHODH 的情况下，具有
GPX4 高表达的细胞依然能够继续阻断铁死亡活
性。DHODH 只有定位于线粒体时才能发挥其抑制
铁死亡的功能，并且该功能依赖于其酶活性。进
一步研究发现，DHODH 与线粒体 GPX4 作为线粒
体局部防御系统，能够将线粒体中的泛醌还原为
二氢泛醌，发挥自由基捕获抗氧化剂作用来阻断
线粒体内膜的脂质过氧化，进而抑制铁死亡。因
此，这一线粒体氧化防御系统与胞浆 GPX4 以及
FSP1 组成的细胞膜上铁死亡防御系统是两套具有
不同调节特征的体系 [38]。
　　铁死亡的抑制剂和激动剂用于铁死亡的相关
研究见表 1 和表 2。

表 1　铁死亡的主要抑制剂 
Tab 1　Main inhibitor of ferroptosis

药物抑制剂 作用靶点 机制 参考文献

DFO，铁调素 铁 减少不稳定铁，抑制芬顿反应 [39-40] 

Ferrostatin-1，Liproxstatin-1 脂质过氧化 抑制脂质过氧化 [39，41]

维生素 E，CoQ10 多不饱和脂肪酸 抑制多不饱和脂肪酸氧化 [39，42]

硒，甲基硒代半胱氨酸，亚硒酸钠 GPX4 补充 GPX4 丰度，增强脂质过氧化物清除能力 [43-44]

表 2　铁死亡的主要诱导剂 
Tab 2　Main inducer of ferroptosis

药物诱导剂 作用靶点 机制 参考文献

Erastin，Sorafenib System Xc
－系统 阻断半胱氨酸输入，诱导谷胱甘肽耗竭，GPX4 失活 [16，45]

BSO，顺铂 GSH 介导谷胱甘肽缺乏 [21，46]

RSL3，ML162，ML210，JKE1674 GPX4 抑制 GPX4 生成，引起脂质过氧化的积累 [9，18]

FIN56 GPX4 和 CoQ10 增加 GPX4 降解，抑制 CoQ10 生成 [42]

FINO2 脂质过氧化 氧化铁，诱导脂质过氧化和间接灭活 GPX4 [42]



1576

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

2　铁死亡与急慢性肝病

　　肝损伤是由多种因素导致的肝脏病理状态。
急性肝损伤如果得不到及时治疗，很容易会发展
成为慢性肝病。近年来越来越多的研究显示，铁
死亡在多种急慢性肝病的发病中起着重要的作
用，因此靶向铁死亡可能是治疗急慢性肝病的一
种新的有效策略。
2.1　铁死亡与急性肝病

　　急性肝病多是由药物、酒精、缺血 / 再灌注
损伤（ischemia-reperfusion injury，IRI）或病毒性
肝炎引起的肝毒性造成的肝病。其中药物性肝损
伤（drug induced liver injury，DILI）是造成急性
肝病的主要原因，且临床表现从肝脏无症状到暴
发性肝功能衰竭不等。DILI 是对药物或其他生
物制剂的不良反应，当个体暴露于有毒剂量的某
些化合物时，由于遗传和环境因素的影响，药物
可能对易感个体的肝脏造成损害。而对乙酰氨基
酚（acetaminophen，APAP）是引起 DILI 的典型
药物。肝组织暴露于过量 APAP 即可导致肝细胞
死亡。进入体内的 APAP 主要由肝脏的细胞色素
P450 代谢转化，并主要由其代谢产物苯醌亚胺
（N-acetyl-p-benzoquinone imine，NAPQI）引发肝
毒性。过量的 NAPQI 产生和积累会导致肝脏 GSH
水平降低和线粒体蛋白加合物的形成。过量的线
粒体蛋白质加合物能够通过诱导氧化应激反应，
导致线粒体功能障碍从而造成肝细胞损伤 [47]。研
究表明，铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1、铁螯合剂
DFO 和维生素 E 处理均能有效减弱 APAP 诱导的
肝细胞损伤作用 [39]。研究发现，黄皮酰胺 [（＋）-
clausenamide，（＋）-CLA] 不仅可以增加小鼠肝脏
中 GPX4 的含量，还能特异性地与 Kelch 样 ECH
关 联 蛋 白 1（Kelch like ECH associated protein 1，
Keap1）的 Cys-151 残基反应，进而阻断转录因子
核因子红系 2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 
2-related factor 2，NRF2）的泛素化而增加 NRF2
的稳定性，即通过 KEAP1-NRF2 途径来减轻药物
APAP 诱导的肝损伤 [48]。沉默调节蛋白1（recombi-
nant sirtuin 1，SIRT1）是细胞抗氧化损伤的有效保
护剂，它能够通过靶向 NRF2，调节 HO-1 的表达
来减弱细胞氧化损伤。广谱丝氨酸蛋白酶抑制剂
乌司他丁（urinastatin，UTI）在细胞和动物模型
中均具有明显的抗炎和细胞保护作用。在 APAP
诱导的模型中，UTI 能够通过调控 SIRT1/NRF2/
HO-1 信号通路来抑制 GSH 的消耗并减弱脂质过
氧化，从而改善 DILI[49]。除 DILI 外，肝脏 IRI 诱

导的急性肝病作为并发症会在肝移植、全身性休
克、心力衰竭和败血症等多种疾病中发生。研究
发现，铁死亡抑制剂 Liproxstatin-1 能够有效减轻
肝脏 IRI 和肾脏 IRI，表明铁死亡在 IRI 的发生中
起着重要的促进作用 [41]。此外，临床相关研究发
现，肝脏供体中血清铁蛋白水平升高与移植受者
肝损伤风险的显著增加相关，且用 Ferrostatin-1 和
DFO 等化合物处理能有效阻止肝脏细胞铁死亡，
从而预防肝脏 IRI 的发生 [50]。Wu 等 [51] 研究发现，
泛 素 E3 连 接 酶 Huwe1（HECT，UBA and WWE 
domain containing 1）可作为一种新的肝脏缺血再
灌注损伤的保护因子发挥肝保护作用，Huwe1 能
够特异性通过促进 TfR1 的泛素化和蛋白酶体降解
来减少细胞内铁的积累，调节铁代谢，显著抑制
铁死亡。因此，靶向铁死亡这一非凋亡途径可能
有助于改善肝脏 IRI 引发的急性肝病。
2.2　铁死亡与慢性肝病

2.2.1　 非 酒 精 性 肝 病（non-alcoholic fatty liver 
disease，NAFLD）　NAFLD 最近被命名为代谢
功能障碍相关的脂肪肝病（metabolic dysfunction- 
associated fatty liver disease，MAFLD），是全球范
围内常见的慢性肝病。NAFLD 病理谱系范围从
单纯性肝脂肪变性到非酒精性脂肪性肝炎（non-al-
coholic steatohepatitis，NASH），其发展过程与
肥胖和机体代谢密切相关。近年来研究发现铁代
谢异常与 NAFLD 也有着密切的关系。NAFLD
患者肝脏中普遍存在着铁离子含量过高的问题，
而细胞铁离子过载引发的脂质过氧化正是造成
NAFLD 主要原因之一 [52]。研究显示，90% 以上
参与调查的 NAFLD 患者血清中表现出高水平的
脂质过氧化标志物 4-HNE 和 MDA[53]。而补充维
生素 E 可有效抑制 NAFLD 患者的肝脏脂质过氧
化程度，并降低血清中转氨酶水平 [54]。Li 等 [55]

证明，在蛋氨酸 / 胆碱缺乏（methionine and cho-
line deficiency，MCD）饮食诱导的 NASH 小鼠模
型中，肝脏的 AA 酸代谢明显异常，并导致肝细
胞发生铁死亡。额外给予 RSL3 会加重 MCD 饮
食诱导 NASH 小鼠的血清转氨酶水平升高，同
时加剧肝脂肪变性、炎症反应和肝细胞死亡。但
给予 MCD 饮食的小鼠亚硒酸钠（GPX4 激活剂）
处理可以显著减轻 NASH 相关病理损伤 [44]。这
表明促进肝脏 GPX4 活化能够有效保护肝脏免受
脂质过氧化损伤，从而抑制铁死亡的发生，减轻
饮食诱导的 NASH。研究发现，从歧化松香植物
中分离出来的天然三环二萜类树脂酸 - 脱氢松香
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酸（dehydroabietic acid，DA）具有抗肿瘤、抗
衰老、抗炎等多种药理作用。在高脂饮食诱导的
NAFLD 模型中，DA 能够通过与 Keap1 结合来促
进抗氧化反应元件（antioxidant response element，
ARE）等 NRF2 下游基因的转录活性，进而减少
ROS 的积累，抑制脂质过氧化造成的铁死亡，改
善 NAFLD[56]。综上，这些研究表明铁死亡相关
分子可能也是 NAFLD 治疗的潜在有效治疗靶点。
2.2.2　酒精性肝病（alcoholic liver disease，ALD）
　ALD 是由于长期过量饮酒造成的逐渐加重的一
系列肝病，包括酒精性脂肪变性、酒精性肝炎、
肝纤维化和肝硬化，最终可能会发展为肝癌。据
统计，目前全球酒精消费量和 ALD 的发病率仍在
逐年攀升 [57]。研究发现，乙醇暴露会诱发人类和
实验动物的铁超负荷，造成血清和肝铁水平、血
清铁蛋白水平和转铁蛋白饱和度的升高 [58]。乙醇
摄入会下调铁调素的 mRNA 和蛋白的表达水平，
并促进十二指肠中 DMT1 和 FPN 的表达，导致铁
吸收增加。此外，乙醇还可以通过提高 TfR1 表达
来促进铁吸收及转运，造成肝脏中的铁积累。同
时，当过量乙醇摄入时，血清中的 NTBI 水平显
著升高，肝脏中 DMT1 在 mRNA 和蛋白水平上
表达增加，加剧肝细胞内铁积累 [59]。因此，过
量摄入乙醇能够通过诱导肝脏铁的积累来进一步
加重乙醇代谢引发的氧化应激，导致 NADPH 积
累增加，GSH 减少和 GPX4 活性的降低，造成
肝脏脂质过氧化，并最终触发铁死亡进程，加
重 ALD[60-61]。此外，乙醇还能通过诱导脂肪特
异 lipin-1 的过表达，以不依赖 GPX4 的方式加重
肝脏异常铁沉积和脂质过氧化，从而加剧酒精性
脂肪蓄积和肝胆损伤 [62]。而使用铁死亡抑制剂
Ferrostatin-1 能够分别在体外和体内水平显著抑制
乙醇诱导的脂质过氧化和肝细胞死亡 [61]。因此，
ALD 病理进程与铁死亡的发生密切相关。另外，
肝脏与其他器官（如肠）之间的串扰也能通过调节
铁死亡的发生来影响 ALD 的发展。Zhou 等 [60] 研
究发现，SIRT1 肠道特异性缺失会导致肝铁蛋白
沉积减少，增加肝脏 GSH 的含量，从而减弱脂质
过氧化，抑制铁死亡，最终起到改善 ALD 炎症、
减轻肝损伤的作用。
2.2.3　肝纤维化　肝纤维化是指各种致病因子
（ALD、NAFLD、病毒性肝炎等）持续作用引起
的肝脏病理过程。细胞外基质的过度积累是肝
纤维化形成的重要因素。而肝星状细胞（hepatic 
stellate cell，HSC）的活化则是造成细胞外基质过

度合成，引发肝纤维化的主要驱动因素。近年来
研究发现，纤维化与铁死亡之间存在密切的关系，
且有证据表明铁死亡在肝纤维化的进展和消退过
程中具有双重作用。一方面，在正常肝细胞的过
度铁死亡会促进肝纤维化的发展。肝脏细胞铁过
载会引发 HO-1 途径介导的肝细胞铁死亡，从而导
致肝损伤和纤维化。Wu 等 [63] 研究发现代谢调节
关键分子 - 成纤维细胞生长因子 21（recombinant 
fibroblast growth factor 21，FGF21）能够促进 HO-1
的泛素化降解，从而通过激活 NRF2 通路，抑制
肝细胞铁死亡，改善肝纤维化。而 Ferrostatin-1 处
理则能够明显抑制高膳食铁喂养引发的小鼠肝纤
维化 [64]。此外，Yu 等 [65] 发现肝硬化患者血清和
肝脏中的 Tf 蛋白水平明显减少，肝脏特异性敲
除 Tf 会导致小鼠血清铁含量降低，而肝脏中铁离
子积累增加引发细胞铁死亡，进而导致肝纤维化；
研究还发现在 Tf 缺失条件下，抑制金属离子转运
蛋白 Slc39a14 表达可显著减少肝脏铁的积累，减
轻肝细胞铁死亡，从而改善由高膳食铁饮食或四
氯化碳诱导的肝纤维化。另一方面，铁死亡也能
够通过诱导 HSC 的死亡来减少 HSC 的活化，进
而对肝纤维化发挥抑制作用。研究表明，多酚类
化合物鞣花酸（ellagic acid，EA）能够通过破坏
SNARE 复合物的形成来促进 FPN 介导铁积累，促
进 HSC 发生 FPN 依赖性铁死亡，从而改善四氯化
碳诱导的小鼠肝纤维化损伤 [66]。Huang 等 [67] 研究
发现异甘草素能够通过抑制 GPX4 表达，促进 TfR
和 DMT1 的表达，造成细胞内铁积累和 ROS 的大
量产生，从而诱导 HSC 铁死亡缓解肝纤维化。青
蒿素甲醚和青蒿琥酯作为青蒿素的衍生物具有抗
炎和免疫调节的作用，是疟疾的一线治疗药物。
研究发现，p53 在各种疾病相关的细胞铁死亡中
起着至关重要的调控作用，是诱导铁死亡的关键
分子。近期研究表明青蒿素甲醚可以剂量和时间
依赖性地促进 p53 的入核和表达，促进 HSC 的铁
死亡，而敲低 p53 的表达水平会减弱青蒿甲醚的
抗纤维化作用。作用机制上，青蒿甲醚能够通过
降低 GPX4 和 SLC7A11 表达，并显著提高 HSC
中的铁和 ROS 水平，从而促进 HSC 的铁死亡 [68]。
此外，还有证据表明，青蒿琥酯也能够通过调节
HSC 中铁自噬介导的铁死亡来缓解肝纤维化 [69]。
因此，铁死亡在不同细胞类型中对肝纤维化的作
用有所不同，细胞特异性调控铁死亡对于肝纤维
化的治疗具有重要的意义。
3　总结
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　　急慢性肝病在世界范围内有着较高的发病率
和死亡率。铁死亡作为一种新型细胞死亡形式，
参与了多种肝脏生理病理过程。本文总结了当前
铁死亡发生的诱导因素，以及针对铁死亡的细胞
防御调控机制，并以此为基础综述了铁死亡在几
类常见急慢性肝病中的作用及其潜在的分子调控
机制（见表 3）。尽管调节铁死亡已被证实在急慢
性肝病的治疗中具有重要作用，但目前仍无靶向
铁死亡治疗相关肝病的调节药物进入临床试验，
大部分已知药物和靶点仍处在临床前研究阶段。
其主要原因除铁死亡完整调节机制尚未完全揭示

外，还与当前仍缺乏肝脏特异性的铁死亡标志物
有关，且相关铁死亡调节剂在肝病的何种阶段发
挥作用也不明确；此外，药物的细胞特异性和安
全性等因素也是限制现有药物进入相关肝病临床
试验的重要因素。尽管如此，鉴于铁死亡与急慢
性肝病的密切关系，深入研究探讨铁死亡的分子
调节机制将有助于铁死亡相关肝病发病机制的揭
示和靶向铁死亡治疗急慢性肝病相关创新药物的
临床前研发。相信随着研究的深入，必将筛选出
合适的特异性铁死亡调节剂，为急慢性肝病的临
床治疗提供新的有效药物和干预方法。

表 3　靶向铁死亡改善常见急慢性肝病的相关分子机制 
Tab 3　Targeting ferroptosis to alleviate acute and chronic liver disease via regulating its associated pathway

类型 分类 通路 / 靶点 靶细胞 作用 参考文献

急性肝病 DILI 抗氧化通路 肝细胞 抑制脂质过氧化，抑制铁死亡 [39]

KEAP1/NRF2 肝细胞 抑制氧化应激，抑制铁死亡 [48]

SIRT1 / NRF2 / HO-1 肝细胞 抑制 GSH 的消耗并减弱脂质过氧化，抑制铁死亡 [49]

铁 肝细胞 减少不稳定铁，抑制铁死亡 [39]

IRI 抗氧化通路 肝细胞 抑制脂质过氧化，抑制铁死亡 [41，50]

铁 肝细胞 减少不稳定铁，抑制铁死亡 [50]

Huwe1，TfR1 肝细胞 减少铁的积累，抑制铁死亡 [51]

慢性肝病 NAFLD 抗氧化通路 肝细胞 抑制脂质过氧化，抑制铁死亡 [54]

GPX4 肝细胞 抑制 GPX4 活性，抑制铁死亡 [44]

Keap1/NRF2/ARE 肝细胞 抑制 GSH 的消耗，消除 ROS 积累，减少 MDA 含量 [56]

ALD 抗氧化通路 肝细胞 抑制脂质过氧化，抑制铁死亡 [61]

SIRT1 肝细胞 增加肝脏 GSH 的含量，从而减弱脂质过氧化，抑制铁死亡 [60]

肝纤维化 FGF21/HO-1/NRF2 肝细胞 减少铁积累，抑制铁死亡 [63]

Tf，Slc39a14 肝细胞 减少铁积累，抑制铁死亡 [65]

SNARE/ FPN HSC 促进铁积累，促进铁死亡 [66]

p53/ SLC7A11 HSC 抑制 System Xc －系统，减少 GSH 含量，促进铁死亡 [68]

NCOX4 HSC 促进铁蛋白的降解和铁离子的释放，ROS 积累，促进铁死亡 [69]
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靶向 KRASG12D 抑制剂的研究现状

陈晓睿，毛国梁*（东北石油大学，黑龙江　大庆　163318）

摘要：RAS 作为第一个被发现的人类原癌基因，其突变在近 30% 的人类肿瘤中出现。RAS 突

变中占比最高的 KRASG12D 突变多发于恶性实体瘤，但目前仍缺少有效抑制剂。已有的临床

前抑制剂主要分为多肽和非多肽两类，其中多肽类抑制剂存在透膜性及成药性差等问题，而

非多肽的小分子抑制剂当前取得的成果较为显著。随着 MRTX1133 的问世，开发直接靶向

KRASG12D 的小分子抑制剂成为了可能。本文旨在通过总结 KRASG12D 抑制剂开发成果，一窥

KRASG12D 抑制剂的开发历程及未来可能的发展方向。
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Research status of targeted KRASG12D inhibitors

CHEN Xiao-rui, MAO Guo-liang* (Northeast Petroleum University, Daqing  Heilongjiang  163318)

Abstract: As the first discovered human oncogene, RAS mutation occurs in nearly 30% of human 
cancers. KRASG12D is most prevalent in malignant solid tumors and has the highest proportion of RAS 
mutation. However effective inhibitors are still lacking. Existing preclinical inhibitors are divided 
into polypeptides and non-polypeptides. Among them, polypeptide inhibitors have such problems as 
membrane permeability and poor drug formation, while non-polypeptide small molecule inhibitors 
have achieved more remarkable results. It is possible to develop small molecule inhibitors that directly 
target KRASG12D with the appearance of MRTX1133. This paper aims to elucidate the development 
history of KRASG12D inhibitors and its possible future direction by summarizing the achievements of 
KRASG12D inhibitors. 
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　　RAS（Rat sarcoma）作为第一个被确定的人类
原癌基因，是属于 RAS 超家族的小 GTP 酶 [1]。自
1982 年首次在人类细胞系中发现以来，其功能和结
构已基本确定 [2]。RAS 共有 HRAS（Harvey rat sarco-
ma viral oncogene）、KRAS（Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene）和 NRAS（Neuroblastoma RAS virus onco-
gene homologue）3 个亚型，编码 HRAS、NRAS、
KRAS4A 和 KRAS4B 等 4 个蛋白，分子量约 21 
kD[3]。在所有人类肿瘤中，RAS 突变约占 30%[4-5]，
其中 KRAS 占比最高，约 85%。KRAS 突变主要发
生在 G12、G13 和 Q61 位点，以 G12 突变最常见。
KRAS 突变多为实体瘤，据统计，约 90% 的胰腺
癌、45% 的结直肠癌和 23% 肺腺癌均与 KRAS 突
变有关 [4，6-8]。因此，开发靶向 KRAS 突变的药物

具有极高的研究价值。
　　KRAS 作为分子开关，通过在鸟苷三磷酸
（GTP，guanosine triphosphate）结合的活性状态和
鸟苷二磷酸（GDP，guanosine diphosphate）结合的
非活性状态之间过渡，传输来自膜结合受体的信
号以调节细胞过程 [9-11]。通常，KRAS 的循环受鸟
苷酸交换因子（guanylate exchange factors，GEFs）
和 GTP 酶 激 活 蛋 白（gtpase activating proteins，
GAPs）的调节，向下游通路传递信号，在细胞增
殖、分化和存活中起关键作用 [12]。突变 KRAS 多
为活性状态，持续激活下游信号通路，导致肿瘤
发生 [13]。长期以来，KRAS 被认为 是“Undrugga-
ble”。主要有以下几点原因：① RAS 与 GTP 有皮摩
尔级亲和力，而胞内 GTP 浓度达 0.5 mmol·L－ 1，
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故竞争性抑制剂开发难度大；② KRAS 蛋白表面
平滑，空间结构近乎球形，缺乏小分子结合口袋；
③ RAS 各个亚型的 D-domain 高度类似，靶向选择
性差。这种情况持续到与 KRASG12C 突变体的特异
性结合口袋（SwitchⅡ pocket）以及与突变半胱氨
酸不可逆结合的化合物被披露为止 [14-16]。
　　自第一个共价靶向 KRASG12C 的小分子先导
化合物被发现以来，诸如 AMG510（Sotorasib）、
MRTX849（Adagrasib）、ARS1620 等众多共价抑制
剂 [17-20] 和以 BI 2852、BI 3406 为代表的泛抑制剂 [21-22]

被先后开发出来，其中 AMG510 于 2021 年获 FDA
批准上市 [23]。而 G12 突变中占比最高的 G12D 亚型
仍未有进入临床的候选药物，且 KRASG12D 突变在素
有“癌王”之称的胰腺癌中高发，因此开发出特异靶
向 KRASG12D 突变抑制剂极为迫切。
1　KRAS简介

1.1　KRAS 蛋白结构

　　KRAS 蛋白由 188 ～ 189 个氨基酸构成，分
为 G 结构域、膜靶向结构域和 C 端高变区 [24]。
由前 165 个残基构成的膜靶向和 G 结构域的结构
和氨基酸序列基本相同，后 25 个残基构成的高
变区相似性则仅 8%。而 G 结构域又分为 P loop、
SwitchⅠ 和 SwitchⅡ 区 域（见 图 1），SwitchⅠ、
Ⅱ区域结构在蛋白激活 / 失活过程中发生变化，
而 Switch Ⅱ正是开发 KRAS 抑制剂的关键区域。

图 1　KRAS 蛋白结构

Fig 1　Structure of KRAS protein

　　RAS 蛋白激活与失活态的构象差异主要在
SwitchⅠ、SwitchⅠⅡ区域，当蛋白结合 GTP 时，
Thr 35 和 Gly 60 与 GTP 的 γ- 磷酸形成氢键，当
蛋白结合 GDP 时，两个 Switch 区域变得相对松
弛，尤其是 Switch Ⅱ区域，构象柔性极大 [25]。
1.2　KRAS 下游信号通路

　　在正常细胞中，KRAS 通常处于失活态。当
接收到受体酪氨酸激酶（receptor tyrosine kinase，
RTKs）传输的信号时，KRAS 在 GEFs 的作用下

激活，通过下游信号通路及多种效应因子调控细
胞的增殖、存活等过程（见图 2）。

图 2　KRAS 下游信号通路 [10]

Fig 2　Downstream signaling pathway of KRAS[10]

　　KRAS 下游有五条信号通路：RAF-MEK-ERK
通路、PI3K-AKT-mTOR 通路、RalGDS-Ral 通路、
Tiam1-RAC1 通路、PLCε-PKC 通路 [26]。
1.2.1　RAF-MEK-ERK 通路　丝裂原活化蛋白激酶
（mitogen-activated protein kinase，MAPK）通路中，
活化的 KRAS 将 RAF 募集到质膜上，使之二聚化。
二聚化的 RAF 与 MEK 结合使其 Ser218/Ser222 磷酸
化，再将信号传递给胞外信号调节激酶 ERK，使之
磷酸化，从而调节肿瘤的增殖、分化 [27-28]。
1.2.2　PI3K-AKT-mTOR 通路　磷酸肌醇 3- 激酶
（PI3K）通路中 KRAS 结合 PI3K 的 P85 和 P110 亚
基将其活化，催化 PIP2 转化为 PIP3。PIP3 结合
AKT 使其 Thr308 和 Ser473 残基磷酸化，磷酸化
AKT 进入细胞核，通过激活包括哺乳动物雷帕霉
素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）
在内的多个下游信号因子，调控细胞的增殖和代
谢，并在一定程度上影响肿瘤耐药性 [29-30]。
1.2.3　RalGDS-Ral 通路　Ral 鸟嘌呤核苷酸解离
刺激因子（Ral guanine nucleotide dissociation stimula-
tors，RalGDS）是一种 GTP/GDP交换因子 [31]，活化
的 KRAS 通过 RalGDS 中的 RAS 结合域被递送至
质膜上与 Ral 结合，导致 Ral 活化 [32]。活化的 Ral
通过影响下游的信号因子促进肿瘤细胞的迁移 [33]。
1.2.4　Tiam1-RAC1 通路　T 淋巴瘤侵袭和转移诱
导蛋白 1（tlymphoma invasion and metastasis induc-
ing factor 1，Tiam1）于 1994 年首次在 T 淋巴瘤细
胞中发现 [10]。其具有与活化 KRAS 相结合的结构
域，并作为 RAC1 的相关效应子，在肿瘤的迁移
和侵袭中发挥作用 [34-35]。
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1.2.5　PLCε-PKC 通路　磷脂酶 Cε（PLCε）是一
种新的 RAS 效应子，拥有一个与 GEFs 同源的类
GRF CDC25 结构域。PLCε 能通过激活蛋白激酶
C（PKC）的方式磷酸化一些钙信号通路蛋白质
并调节其活性，从而影响细胞的生物活性 [36-38]。
2　KRASG12D 抑制剂

2.1　多肽类抑制剂

　　多肽类抑制剂是分子量介于有机小分子和蛋白
大分子之间的一类抑制剂，具有生物活性强、用药
剂量小、毒副作用低和疗效显著等突出特点，当前
针对 KRASG12D 的多肽类抑制剂主要有四种，分别
是 KRpep-2d、KS-58、KD2、MP-3995。
2.1.1　KRpep-2d　KRpep-2d 由 Sakamoto 等 [39] 于
2017 年报道。通过筛选 T7 噬菌体的多肽库，得
到 3 个多肽段 KRpep-1、KRpep-2 和 KRpep-3。对
3 个多肽段进行表面等离子共振（surface plasmon 
resonance，SPR）分析发现 KRpep-2 的结合亲和力
和选择性最佳。故研究人员对 KRpep-2 进行优化，
得到了结合力更强的 KRpep-2d（见图 3）[40]。酶活
测试发现，其 IC50 较 KRpep-2 提升了约 6 倍。有研
究利用肺癌细胞 A427（G12D）和 A549（G12C）对
KRpep-2d 的抑制活性和选择性进行评价，通过观察
ERK1/2 磷酸化水平和 A427 细胞增殖的抑制情况，
表明 KRpep-2d 可选择性抑制 KRASG12D，且 KRpep-
2d 在 C 端和 N 端分别增加了一个精氨酸，透膜性更
佳，但其仍未达到足以进行体内实验的程度。
　　Niida 等 [41] 对 KRpep-2d 进行了构效关系（struc-
ture activity relationship，SAR）研究，发现其环状结
构是保持活性的关键。对 KRpep-2d 进行 Ala 扫描后
发现 Leu7、Ile9 和 Asp12 是影响 KRpep-2d 抑制活性
的关键残基。此外，加入二硫苏糖醇（DL-Dithioth-
reitol，DTT）还原二硫键后其活性减弱，这表明在胞
内 Cys 之间的二硫键易裂解 [42]，故通过在两个 Cys
之间引入一个亚甲基，以克服上述影响；该研究还
指出，可通过替换除 Leu7、Ile9 和 Asp12 以外的氨
基酸残基，改善环肽的选择性。另外，C 端和 N 端
的精氨酸修饰表现出了更好的透膜性，但具体原因
尚不明确 [39]。
2.1.2　KS-58　作为首个具有体内抗肿瘤活性的
KRASG12D 多肽抑制剂，KS-58 是在 KRpep-2d 的基
础上衍生而来的 [40]。研究人员首先通过 KRpep-2d
与 KRASG12D 的共晶结构（PDB：5XCO）预测了可
取代的氨基酸，并采用酰胺键取代二硫键；在第
6 ～ 14 位残基引入非自然氨基酸；通过酰胺键连
接 N 端氨基和 C 端羧基进行主链环化等三种策略

合成了 35 个多肽。活性测试表明氨基酸取代策略
是可行的，并进一步考虑结合活性、亲脂性、水溶
性等，设计并合成了双环肽 KS-36（见图 3）。结果
显示，KS-36 与 KRASG12D 的结合力约为 KRpep-2d
的 30 倍，但对 A427（G12D）肺癌细胞的抑制率
低于 KRpep-2d。
　　KS-36 的细胞抑制率较低，猜测是其透膜性
影响了抑制活性。去除 CPP 区域使肽段分子量降
低了约 50%，有助于通过被动融合的方式提高透
膜性。但 CPP 区域是保持多肽抑制活性的关键
区域，故通过连接 KRpep-2d 的 Tyr8 和 Cys15 的
方式合成了 12 个双环肽，弥补了 CPP 区域的功
能缺失。通过对 A427（G12D）的细胞活性抑制
实验得到了最佳结构 KS-58（见图 3），并在包括
PANC-1 异种移植小鼠的抗肿瘤活性在内的一系
列测试中均表现良好。但未来还需持续关注药代
动力学特性，并提升半衰期和结合力。
2.1.3　KD2　突变 KRAS 多为激活态，Zhang 等 [43]

开发了可作用于 GTP-KRASG12D 的多肽抑制剂 KD2
（见图 4）。研究人员利用双突变 KRASG12D/T35S 进行
反靶实验，通过对高多样性 cDNA 库的筛选，得到
三类共 16 个环肽，每类各挑出一个具有代表性的进
行研究，分别命名为 KD1、KD2 和 KD17[43]。利用
时间分辨荧光能量转移（time-resolved-fluorescence 
energy transfer，TRFRET）观察 RAS-RAF 复合物
的形成，发现三种环肽均能在微摩尔浓度水平阻止
KRASG12D-GppNHp 和 RAF1-RBD 形成，且选择性
良好。
　　对 KD2 和 KRASG12D-GppNHp 的共晶结构解
析表明，KD2 占据了此前发现的 Switch Ⅱ沟槽
区域 [44]，这个口袋在任何已知的非 GTP-KRAS
结构中都不可见，猜测是 KD2 通过诱导α2 螺旋
和 Switch Ⅱ的大幅移动而扩大了口袋。环肽通过
不同结构域上的残基如 G60、D69、D92、Y96 和
Q99 等与 KRASG12D 相互作用，而与目标氨基酸
Asp12 的连接则由 Thr10 通过一个水分子桥完成。
在对环肽的化学修饰中发现 Thr10 的突变一定程
度上提高了 KD2 的 IC50，表明其仍具备进一步改
进的潜力。该研究另一重要发现是 KD2 同时占据
了 SIIP 和 SIIG，这表明同时靶向 GTP-KRASG12D

和 GDP-KRASG12D 是可行的。
2.1.4　MP-3995　对 KRpep-2d 的修饰提高了其抑制
活性，KS-58 更成为了第一个具有体内抑癌活性的
多肽 KRASG12D 抑制剂，但有研究表明 KRpep-2d 依
赖精氨酸透膜的机制限制了其治疗潜力。
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　　Lim 等 [45] 在体外实验中发现净正电荷与组胺
释放强相关，这可能导致肥大细胞发生脱颗粒反
应，具有较大的潜在风险。Cys5 和 Cys15 之间二
硫键在胞质内易还原，这一问题在引入亚甲基后得
到解决 [41]。而使用缩硫醛替代二硫键得到的环肽
MP-6483（见图 5），其 EC50 为 172 nmol·L － 1，较
KRpep-2d 提高了 11 倍。通过修饰末端精氨酸，利
用 D-Arg 取代 L-Arg，得到了 MP-4090（见图 5），
其胞内稳定性和活性更佳，EC50 为140.7 nmol·L－1，
且首次对 AsPC-1 细胞中 pERK 和 pAKT 有强烈抑
制，但半衰期仍较短。在 Ser10 处引入α- 甲基，得
到 MP-3995（见图 5），抵消了 MP-4090 细胞效能的
损失。结果显示，MP-4090 和 MP-3995 与 KRAS 特

异性结合，抑制了其与 RAF-RBD 的相互作用。后
续研究也表明 MP-3995 能抑制 GTP/GDP 结合态，
且在多个 KRAS 细胞系中也具有 p-ERK 和细胞增
殖的抑制作用。但精氨酸透膜所可能导致的肥大细
胞脱颗粒反应的问题仍未解决，未来对该类环肽的
修饰需要在该方面做更多的努力。
2.2　非多肽类抑制剂

　　非多肽类抑制剂目前主要是小分子抑制剂，
由于天冬氨酸难以共价靶向，当前已公布的小分
子抑制剂均采用非共价的方式靶向目标蛋白，具
体到已有的小分子中几乎都采用了盐桥策略进行
目标氨基酸靶向，在此简要介绍各个化合物发现
过程及相关表征实验。

图 3　KRpep-2d，KS-36，KS-58 的化学结构

Fig 3　Chemical structures of KRpep-2d，KS-36，and KS-58

图 4　KD1，KD2，KD17 的化学结构

Fig 4　Chemical structures of KD1，KD2，and KD17
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2.2.1　Compound 3144　Welsch 等 [46] 通 过 分 析
KRASG12D 的晶体结构（PDB：4DSN）发现 SwitchⅠ
附近存在 3 个结合位点 D38、Y32 和 A59。通过小
分子库筛选了一系列至少与 2 个位点产生相互作用
的分子，选定 Compound 3144（见图 6a）作为最佳
候选抑制剂。对 Compound 3144 进行 ITC 和 MST
分析发现其与 KRASG12D-GppNHp 的亲和力大于 20 
μmol·L － 1。细胞和 RAS 信号通路抑制实验表明
其具有 RAS 信号抑制和 RAS 依赖性致死。体内实
验也证实 Compound 3144 药代动力学特性良好，使
小鼠异种移植模型中肿瘤体积和 CD45＋细胞减少。
在 P53 缺失的 G12D 突变胰腺癌小鼠模型中，给药
后 pAKT 和 pERK1/2 均下降，而 Casepase3 增加。
这些结果表明 Compound 3144 能作为 RAS 突变胰
腺癌的候选药物。虽存在一定的毒性和选择性问题，
但仍是一种有效的尝试。
2.2.2　KAL-21404358　Feng 等 [47] 结合计算和生化
分析了 KRASG12D 的晶体结构（PDB：4DSN），在
C 端附近发现了 KRAS 独有的变构结合位点 P110，
并利用 Schordinger 的 Glide docking 筛选了 350 万
个分子，最终得到了 KAL-21404358（见图 6b）。
测试发现 KAL-21404358 与 GppNHp-KRASG12D 和
GDP-KRASG12D 的 KD 值分别为 88 μmol·L － 1 和
146 μmol·L － 1，而在 4 个 KAL-21404358 结合缺
陷突变体中均未结合，这证明了 KAL-21404358 在
P110 位点的结合，且具有选择性。之后研究人员
还发现 KAL-21404358 破坏了 KRASG12D 与 BRAF
之间的作用。而对 KARS 下游 RAF-MEK-ERK 和
PI3K-AKT-mTOR 信号通路的研究也证明其具有较
弱的抑制。在后续的结构优化中，通过将连接处
亚甲基替换为羰基和羟乙基哌嗪替换为环胺使其
结合力得到了一定提升，但其活性和构效关系并
未显著优化。
2.2.3　MRTX1133　Robert 先后发布了两项基于
KRASG12C 抑 制 剂 MRTX849[18] 衍 生 的 KRASG12D

抑制剂的相关专利 [48-49]，其中针对胰腺导管腺癌
的专利最佳结构 IC50 达到 0.1 nmol·L － 1，具有
极大的开发价值。2022 年初，Mirati 公司将化合
物 MRTX1133（见图 7b）的研究成果发表 [50]：通
过骨架跃迁，将 MRTX849 中的哌啶并嘧啶环替
换为氟代吡啶并嘧啶环，并去除丙烯酰基得到了
化合物 5B（见图 7a），其由哌嗪环上的质子胺与
Asp12 相互作用；共晶结构（PDB：6UT0）显示
化合物 5B 与 MRTX849 的结合模式高度近似；在
对 Warhead 部分的修饰中发现化合物 15 达到了皮
摩尔亲和力，接下来继续对 C2位置优化，其中具
有 2- 氟代吡咯里西啶结构的化合物 25 IC50 较化合
物 15提高了近20倍。而 C7取代基深入结合位点，
通过对萘环的改造，合成了 13 个不同结构。活性
测试表明末端碳填充萘环 8 号位的疏水口袋能很
好地提升活性。最终在萘环 3 号位引入氢键供体
以及 8 号位引入炔基占据疏水口袋的情况下得到
了 MRTX1133，其很好地占据了 SwitchⅡ Pocket，
并且 KD 值达到了 0.2 pmol·L－ 1。
　　在关于 MRTX1133 作用机制和抗肿瘤活性评
估的文章中 [51]，SPR 测试发现其对 GTP-KRASG12D

的 活 性 为 GDP-KRASG12D 的 700 倍， 对 24/25 的
G12D 突变细胞系具有抑制作用，IC50 达到纳摩尔
级。在异种移植模型中对 KRAS 依赖的信号通路
具有抑制作用，并显著诱导肿瘤消退（≥ 30%）。
基于 CRISPR 的筛选和药理研究阐明，同时靶向
EGFR 或 PI3Kα 等也可增强其抗肿瘤活性。

图 5　MP-6483，MP-4090，MP-3995 的化学结构

Fig 5　Chemical structures of MP-6483，MP-4090，and MP-3995

图 6　Compound 3144 和 KAL-21404358 的化学结构

Fig 6　Chemical structures of compound 3144 and KAL-21404358
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2.2.4　TH-Z835　基于 MRTX849 衍生的另一抑制
剂 TH-Z835（见图 7c）也紧随 MRTX1133 发表 [52]。
TH-Z835 在 Warhead 设计上采用了跟 MRTX1133
相同的杂双环哌嗪与 Asp12 形成盐桥，但 TH-Z835
的活性要低许多，IC50 为 1.6 μmol·L － 1。通过共
晶结构（PDB：7EWB）发现其可同时靶向 GDP/
GTP 结合的 KRASG12D，而在 SOS 催化的核苷酸交
换实验中其也同时抑制了 mantGMPPNP/GPPNP 和
GPPNP/mantGMPPNP 的交换。在细胞实验中，TH-
Z835 对 KRASG12D 突变胰腺癌细胞（Panc-1 和 Panc 
04.03）的 pERK 和 pAKT 均表现出抑制作用，体内
实验也显著减小了肿瘤体积。另外，与抗 PD-1 抗
体的联合用药也表现出较好的协同效应。但其也
存在明显的脱靶，对 4 种非 G12D 突变细胞进行抗
增殖作用检测发现，其对 4 种细胞均表现出抗增
殖作用，小鼠模型实验中也表现出了体重减轻的
表型副作用，猜测是由于靶向了非 KRAS 的 Small 
GTPase。

2.2.5　KD-8　与 MRTX1133 和 TH-Z835 不同的是，
KD-8（见图 7d）是通过化合物库筛选并修饰得到
的 [53]。首先在 www.chem-space.com. 网站构建 351
个能与 KRASG12D 的 Asp 相互作用的 Warhead，再将
KRASG12C 抑制剂的噻吩并嘧啶核心与之结合得到一
系列目标分子，通过 Schrodinger 对 351 个化合物和
突变蛋白进行对接 [53]。其中化合物 B（见图 7d）由
于易合成被选定为后续合成修饰的母体。通过对化
合物 B 的修饰，得到 23 个化合物，以 ARS-1620 为
阴性对照，在 Panc-1、SW1990 及 CT26 细胞中测
试了这些化合物的抗增殖活性。结果显示 KD-8 具
有最佳的活性和选择性，可在体外诱导肿瘤细胞的
凋亡，ITC 测得其 KD 值为 33 nmol·L － 1。Western 
blot 分析发现 KD-8 能显著降低 GTP-KRAS。在对
下游信号影响实验中，pRAF 和 pERK 也表现出
对 KD-8 剂量依赖性的下降。抗肿瘤实验结束后，
KD-8 也并未对体内主要器官产生影响，证明了其安
全性好。

图 7　小分子化合物结构及优化过程

Fig 7　Chemical structure and optimization process of small molecule

3　讨论与展望

　　KRASG12D 作为占比最高的 KRAS 突变，在
多种恶性肿瘤中均有发现，但至今仍未有一款有
效的抑制剂成功上市，因此开发一款高活性和高
选择性的 KRASG12D 抑制剂显得极为迫切。
　　在近十年的研究中，多肽类抑制剂率先取得
了一定进展，但受其结构和分子量的制约，成效
不明显。而在非多肽类抑制剂方面，MRTX1133
无疑是对 KRASG12D 小分子抑制剂开发能否成功最
好的回应 [54]。MRTX1133 基于 KRASG12C 抑制剂衍
生而来，利用了盐桥的策略来实现与突变天冬氨
酸的相互作用，这一发现为基于 KRASG12C 抑制剂
进行 KRASG12D 抑制剂的开发提供了思路。张永辉

课题组 [52] 同期发表的 TH-Z835，也验证了这一思
路的可行性，并首次证明其可同时靶向激活和失
活态的 KRAS 突变蛋白。
　　除了以上策略，近年来，计算机虚拟筛选和
结构分析相结合的新技术的发展也为新药研发
提供了极大的助力，KD-8 的开发就是绝佳的例
子，此外还有一个计算机设计的 KRASG12D 抑制
剂也曾被报道 [55]。另外，PROTAC 技术的应用也
为药物研发提供了新的解法，参照 LC-2[56]，以
MRTX1133 为基础设计 PROTAC 似乎是可行的。
当前已有的临床前抑制剂几乎都存在脱靶毒性，
因此提高选择性是未来必须解决的问题。或许共
价 KRASG12D 抑制剂能够有望克服脱靶的问题 [57]，
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Shokat 小组早期曾对共价靶向 KRASG12D 进行过尝
试，不过未取得明显效果 [58]。针对天冬氨酸的共
价，环氧乙烷结构的开环加成或许是比较好的策
略，若能开发出一款共价 KRASG12D 抑制剂，则很
大概率上会解决活性和选择性问题，这也是未来
主要的研究方向。
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倍半萜内酯类天然产物抗肿瘤活性及机制研究进展

林金榕，陈四保*（中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所，北京　100193）

摘要：恶性肿瘤是威胁人类生命健康主要因素之一。抗肿瘤药物的研发一直是热点和重点。天

然产物历来是新药的重要来源，倍半萜内酯类化合物是一大类具有抗炎、抗菌、抗肿瘤等多种

显著生物活性的天然化合物，特别是其抗肿瘤活性吸引了研究者的兴趣，对该类化合物的研

究进展较快。本文对 2015—2022 年倍半萜内酯类化合物抗肿瘤活性及机制的研究进行了归纳

总结，为探索倍半萜内酯类化合物抗肿瘤研究提供新的依据和思路。
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Abstract: Malignant tumor is a main threat to human life and health. The research and development 
of antitumor drugs has always been a hotspots. Natural products are important sources of new drugs. 
Sesquiterpene lactones inlude many natural compounds with anti-inflammatory, antibacterial, anti-
tumor and other significant biological activities. Their anti-tumor activities have attracted the attention 
of researchers, and the research progress in these compounds is rapid. This paper summarized to the 
antitumor activities and mechanisms of sesquiterpene lactones from 2015 to 2022, provide new ideas 
for exploring anti-tumor studies of sesquiterpene lactones. 
Key words: sesquiterpene lactone; natural product; anti-tumor activity; mechanism of action

基金项目：国家自然科学基金项目（No. 81872769）。
作者简介：林金榕，女，硕士研究生，主要从事中药药理学研究，email：15062316822@163.com　* 通信作者：陈四保，男，研究员，

主要从事天然药物化学研究，email：sbchen@implad.ac.cn

　　恶性肿瘤是全球主要的公共卫生问题，也是
中国居民死亡的主要原因 [1]。尽管在研究和治疗
肿瘤方面已取得了重大进展，开发新的抗肿瘤药
物仍然至关重要。天然产物是抗肿瘤新药开发的
重要来源，其中倍半萜内酯类天然产物由于其生
物活性和抗肿瘤潜力而受到重视 [2]。
　　倍半萜内酯是一大类次生代谢产物，绝大多
数来源于菊科植物，具有抗肿瘤、抗炎、抗菌等
多种生物活性。倍半萜内酯类的化学结构以 15 个
碳原子的骨架为基础，由 3 个环状异戊二烯结构
组成，其中一个是五元（γ）内酯基团（环酯）[3]。
根据其羧基骨架、取代基的类型和位置，倍半萜
内酯类可分为吉马内酯（germacranolides）、愈创
木内酯（guaianolides）、伪愈创木内酯（pseudo-

guaianolides）、桉烷内酯类（eudesmanolides）、榄
香烷内酯（elemanolides）等。近年来发现具有抗
肿瘤活性的倍半萜内酯主要来源于青蒿素类、土
木香内酯类、地胆草内酯类、鹅不食草内酯类、
小白菊内酯类等。
　　本综述总结了 2015—2022 年倍半萜内酯类
天然产物及其衍生物的抗肿瘤活性研究进展。
1　倍半萜内酯化合物
1.1　青蒿素类
　　青蒿素（1）是在菊科植物黄花蒿中发现的倍
半萜内酯类化合物，此外，其衍生物双氢青蒿素
（2）和青蒿琥酯（3）对多种肿瘤具有显著的抑制
作用（见图 1 和表 1）。
1.2　土木香内酯类
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表 1　青蒿素及其衍生物的抗肿瘤活性 
Tab 1　Anti-tumor activity of artemisinin derivatives

化合物 肿瘤 肿瘤细胞 模型 活性 作用机制 文献

1 胆囊癌 GBC-SD，NOZ 体外 G1 期阻滞，诱导凋亡 p-ERK1/ 2↓，CDK4↓，cyclin D1↓，p16↑，
caspase 3↑，PARP↑，活性氧（ROS）↑

[4]

非小细胞肺癌 A549，H1299 体外 G1 期阻滞，抑制迁移和侵袭 ROS↑，cyclin D1↓，Wnt/β-catenin↓ [5]
2 非小细胞肺癌 A549 体外 诱导凋亡，诱导铁死亡 xCT↓，ROS↑ [6]

食管癌 Eca-109，TE-1 EC 体外 诱导自噬，抑制迁移 LC3↑，SQSTM↓；Akt/mTOR↓ [7]
结肠癌 HCT116 体外 诱导凋亡 BAX↑，PARP↓，caspase-3↑，caspase-9↑，

MAPK*，JAK2↓，STAT3↓
[8]

上皮性卵巢癌 SKOV3 体外 诱导 G2/M 期阻滞，诱导自噬 NF-κB↓ [9]
3 非小细胞肺癌 A549，H1299 体外 G1 期阻滞，诱导凋亡，抑制

迁移和侵袭

cyclin D1↓，Wnt/β-catenin↓，STAT3↓，
Mcl-1↓，Survivin↓

[10]

NCI-H1975，NCI-H358 体外 抑制糖酵解 ERK/c-Myc↓ [11]
膀胱癌 T24，EJ 体外 抑制迁移，诱导凋亡，诱导自

噬

Bax↑，cl-caspase-3↑，cl-PARP↑，Bcl-2↓，
LC3B-Ⅱ/Ⅰ↑，ROS↑，AMPK-mTOR-
ULK1↑

[12]

胚胎横纹肌肉瘤 TE671，RD18 体外 诱导凋亡，抑制迁移和侵袭 ROS↑，MAPK* [13]
弥漫大 B 细胞淋巴瘤 U2932，SU-DHL4 体外 诱导凋亡，G0/G1 期阻滞，诱

导自噬，诱导铁死亡

cl-caspase-3↑，cl-PARP↑，Cyclin D1↓，
LC3B-Ⅰ/Ⅱ↑，p62↓，STAT3↓

[14]

注（Note）：* 表示有影响（*Shows impact）。

　　在土木香 Inula helenium L. 中发现的具有抗肿
瘤活性的倍半萜内酯类化合物主要有土木香内酯
（4）、异土木香内酯（5）、木香烃内酯（6）和去氢
木香内酯（7），其结构和作用机制见图 2 和表 2。

图 2　来源于土木香的倍半萜内酯类化合物的结构

Fig 2　Structure of sesquiterpene lactones from Inula helenium L.

1.3　地胆草内酯类

　　在地胆草 Elephantopus scaber L. 中发现的
具有抗肿瘤活性的倍半萜内酯类化合物主要有
去氧地胆草素（8）、异去氧苦地胆苦素（9）、地
胆 草 种 内 酯（10） 和 衍 生 物 DETD-35（11）、
Elephantopinolide A（12）、Elephantopinolide F
（13） 和 Elephantopinolide J（14）、SCP-7（15），
其结构和作用机制见图 3 和表 3。
1.4　鹅不食草内酯类

　　在鹅不食草 Centipeda minima L. 中发现的具
有抗肿瘤活性的倍半萜内酯类化合物主要有山金
车内酯 D（16）和短叶老鹳草素（17），结构和作
用机制见图 4 和表 4。
1.5　小白菊内酯类
　　在小白菊 Tanacetum parthenium L. 中发现的
具有抗肿瘤活性的倍半萜内酯类化合物主要有
小白菊内酯（18）、二甲氨基小白菊内酯（19）、
乌 心 石 内 酯（20）、Epoxymicheliolide（21） 和
Dimethylaminomicheliolide（22），其结构和作用
机制见图 5 和表 5。
1.6　其他来源的倍半萜内酯类天然产物

　　从旋覆花属植物 Inula aucheriana 中分离得到
的化合物旋覆花内酯 Britannin（23）对多数肿瘤细

图 3　来源于地胆草的倍半萜内酯类化合物及其衍生物的结构

Fig 3　Structure of sesquiterpene lactones and their derivatives from 
Elephantopus scaber L.

图 1　来源于黄花蒿的青蒿素及其衍生物的结构

Fig 1　Structure of artemisinin and artemisinin derivatives from 
Artemisia annua L.
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表 2　来源于土木香的倍半萜内酯类化合物 
Tab 2　Sesquiterpene lactones from Inula helenium L.

化合物 肿瘤 肿瘤细胞 模型 活性 作用机制 文献

4 食管腺癌 KYAE-1 体外 诱导 G2/M 期阻滞，诱导

凋亡

Nrf2↓ → ROS↑ [15]

非小细胞肺癌 A549/T 体外 诱导凋亡 cl-PARP↑，cl-caspase-9↑，cl-caspase-3↑；STAT3↓，
FUT4↓，P-GP↓

[16]

NCI-H1299，
Anip973

体外 诱导凋亡，抑制迁移和

侵袭

Bcl-2↓，Bax↑，MMP-9↓，MMP-7↓，MMP-2↓，p38 
MAPK↑，NF-κB↓

[17]

结肠癌 HCT116 裸鼠 抑制肿瘤生长 MAPK-JNK/c-Jun↑ [18]
三阴乳腺癌 MDA-MB-231 裸鼠 抑制肿瘤生长 TrxR1↓ → ROS↑，ATF4↑，CHOP↑，cl-caspase-3↑ [19]
宫颈癌 Hela 体外 诱导凋亡，抑制迁移和

侵袭，诱导自噬

N-Cadherin↓，Vimentin↓，MMP-2↓，MMP-3↓，MMP-
9↓，MMP-13↓；Beclin-1↑，LC3IB↑，Bcl-2↓，P62↓，
BMI1↓；TrxR1↓ → ROS↑

[20-21]

5 结肠癌 HCT116，HCT-15 体外 诱导凋亡 ROS↑，JNK↑ [22]
肝癌 Hep3B 体外 诱导凋亡 Caspase3↑，Caspase8↑，Caspase9↑，PARP↓，DR5↑，

DR4↑，Fas↑，Bcl-2↓，Bax↑；ROS↑，MAPK↑
[23]

胰腺癌 PANC-1 体外 抑制迁移和侵袭 EGF-PI3K-Skp2-Akt ↓，Caspase3↑，Bax↑ [24]
乳腺癌 MDA-MB-231 体外 抑制迁移和侵袭 MMP-2↓，MMP-9↓，p38 MAPK/NF-κB↓ [25]

6 结肠癌 HCT-116，
SW620，HT-29 

体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡，

内质网应激

MDM2↓，CDC2↓，cyclin B1↓，p53↑，Bax↑，Bcl-2↓， 
cl-caspase-3↑，cl-PARP ↑；TrxR1↓ → ROS↑；p-eIF2α↑，
ATF4↑，CHOP↑

[26]

胃癌 HGC-27 裸鼠 抑制肿瘤生长，诱导凋

亡，诱导自噬

Ki-67↓，cl-caspase 3↑，Bak↑，Bax↑，cl-PARP↑；
LC3BⅡ↑，p-AKT↓，p-GSK3β↓

[27]

皮肤癌 A431 体外 诱导凋亡 Bax↑，Bcl-2↓，Bcl-xL↓，cl-caspase 3↑，cl-PARP↑，
p21↑，JNK↑，p38↑；ERK↓，STAT3↓，NF-κB↓，Akt↓

[28]

7 食管癌 Eca109 裸鼠 抑制肿瘤生长， 
诱导自噬

cl-caspase 3↑，cl-caspase 9↑，cl-PARP↑，Bcl-2/Bax↓；
PI3K/Akt/Bad↓，p62↓，LC3-II/LC3-I↑

[29]

注（Note）：* 表示有影响（*Shows impact）。

胞具有抑制作用，此外来自中药白术 Atractylodes 
macrocephala 中的倍半萜内酯有白术内酯Ⅰ（24）、
白术内酯Ⅱ（25）；来自泥胡菜 Hemistepta lyrata 
Bunge 的有 Hemistepsin A（26）；来自中药苍耳
Xanthium strumarium L. 的有叶黄制菌素（27）；来
自肿柄菊 Tithonia diversifolia A. Gray. 的有圆叶肿柄
菊素 C tagitinin C（28）；来自于毒伞芹 Thapsia gar-

ganica L. 的有毒胡萝卜素（29）；来自牛樟芝 Antro-
dia cinnamomea 的有 Antrocin（30）；来自于旋覆花
属植物 Inula oculus-christi 的有天人菊内酯（31）。

图 6　其他倍半萜内酯类化合物

Fig 6　Structure of sesquiterpene lactones from other origins

2　倍半萜内酯类化合物与抗肿瘤药物的联用

　　肿瘤耐药性是肿瘤治疗的一大障碍，越来越
多的研究表明，将天然产物与抗肿瘤药物联用可
以带来更好的治疗效果。在倍半萜内酯类化合物
与抗肿瘤药物的联用中，主要是与化疗、放疗和
免疫治疗联用。
2.1　与化疗药物联合应用（见表 7）
　　倍半萜内酯类化合物可与多种化疗药物联

图 4　来源于鹅不食草的倍半萜内酯类化合物的结构

Fig 4　Structure of sesquiterpene lactones and their derivatives from 
Centipeda minima L.

图 5　来源于小白菊的倍半萜内酯类化合物及其衍生物的结构

Fig 5　Structure of sesquiterpene lactones and their derivatives from 
Tanacetum parthenium L.
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表 3　地胆草的倍半萜内酯类化合物及其衍生物 
Tab 3　Sesquiterpene lactones and their derivatives from Elephantopus scaber L.

化合物 肿瘤 肿瘤细胞株 模型 活性 作用机制 文献

8 宫颈癌 HeLa 体外 诱导凋亡 caspase-3↑，TrxR↓ → ROS↑ [30]
白血病 K562 体外 诱导凋亡，诱导自噬，

内质网应激，G2/M 期

阻滞，抑制迁移

pro-caspase-8↑，pro-caspase-9↑，pro-caspase-3，and pro-
caspase-7↑，cl-caspase9↑，cl-PARP↑，Bax↑，Bim↑，
Bad↑，Bcl-2↓，BclxL↓，Mcl-1↓，survivin↓，cIAP↓；
ROS↑；ATF4↑，CHOP↑，GRP78↑，GADD 34↑，
XBP1↓；p21↑，p53↑，Cyclin B1↓，cdc2↓；MAPK*，

PI3K/Akt/m-TOR↓，STAT3↓，β-catenin↓；MMP-2↓，
MMP-9↓，uPA↓，uPAR↓

[31]
结肠癌 HCT116
口腔表皮癌 KB
乳腺癌 T47D

肺癌 A549 体外 抑制迁移和侵袭 MMP-2↓，MMP-9↓，TIMP-2↑，uPA↓，uPAR↓；MAPK*，

NF-κB↓
[32]

9 结肠癌 HCT116，RKO 体外 诱导凋亡 TrxR1↓ → ROS↑ → JNK↑ [33]
乳腺癌 MDA-MB-231 体外 诱导凋亡，Sub-G1 和 G2/

M 期阻滞，抑制迁移

Bcl-xL↓，Bcl-2↓，MMP-9↓，cl-caspase7↑；ROS↑；NF-
κB↓

[34]

10 膀胱癌 J82 体外 S 期和 G2/M 期阻滞，诱

导坏死，抑制迁移和

侵袭

GSH↓ → ROS↑，p-RIP1↑，p-RIP3↑，p-MLKL↑，FAK/
PI3K/Akt↓ → MMP-9↓

[35]

11 三阴乳腺癌 MDA‐MB‐231 NOD/
SCID 鼠

抑制肿瘤肺转移和生长 Ki67↓，VEGF↓，COX-2↓，caspase 3↑ [36]

黑色素瘤 A375LM5IF4g/Luc 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡，

抑制迁移和侵袭

Cdk1↑，CyclinB1↓，cl-caspase3↑，cl-PARP↑；
N-cadherin↓，MMP2↓，vimentin↓，integrin-α4↓；ROS↑

[37]

A375，A375-R 体外 诱导铁死亡 ROS↑，GPX4↓ [38]

12，13 神经胶质瘤 U87 体外 诱导凋亡 GSTP1↓ → JNK/STAT3↑，Bcl-xl↓，Bax↑，cl-caspase-7↑；
ROS↑

[39]

14 肝癌 HepG2，Hep3B 体外 诱导凋亡，诱导自噬，

G2/M 期阻滞

caspase-3↑，FADD↑，cl-caspase-3↑，PARP↓，cl-PARP↑，
Bcl-2↓，Bax↑；ROS↑，MMP↓，MAPK↑，p-AKT↓

[40]

15 非小细胞肺癌 A549，H1299，
H460

体外 诱导凋亡 caspase-3↑，Bcl-2↓，Bax↑，cl-PARP↑；ROS↑ [41]

A549 裸鼠 抑制肿瘤生长 Bax↑，Ki-67↓

注（Note）：* 表示有影响（*Shows impact）。
表 4　来源于鹅不食草的倍半萜内酯类化合物 

Tab 4　Sesquiterpene lactones and their derivatives from Centipeda minima L.
化合物 肿瘤 肿瘤细胞株 模型 活性 作用机制 文献

16 鼻咽癌 CNE-2 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡 cyclin B1↓，cyclin D3↓，cdc2↓，cdk6↓；cl-PARP↑，cl-caspase 9↑，
Bax↑，Bcl-2↓；PI3K/AKT↓，STAT3↓

[42]

三阴乳腺癌 MDA-
MB-231

体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡，

抑制迁移

Akt/mTOR↓，STAT3↓ [43]

黑色素瘤 B16F10 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡 p53↑，p21↑，Cdc2↑，Cyclin B1↑；IKK/IκBα/NF-κB p65↓ [44]
17 黑色素瘤 A375 裸鼠 抑制肿瘤生长 STAT3↓ [45]

体外 诱导凋亡，抑制迁移和侵

袭

cl-PARP↑，cl-caspase-3↑，cl-caspase-7↑，cl-caspase-8↑，cl-
caspase-9↑，Bcl-xL↓，Mcl-1↓；MMP-9；JAK2/STAT3↓

乳腺癌 MCF-7 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡，

内质网应激，抑制迁移

Xiap↓，cl-caspase-9↑，cl-PARP↑，Bcl-2↓，BAX↑，BAK↑；NOX2，
NOX2↑ ＋ NOX3↑ → ROS↑，BiP/GRP78↑，CHOP↑，ATF4↑；
MAPK↑，STAT3↓；COX-2↓，MMP-2↓

[46]

鼻咽癌 CNE-2 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡 cyclin B1↑↓，cyclin D3↓，cdc2↓，cdk6↑↓；cl-caspase-9↑，cl-PARP↑，
Bax↑，Bcl-2↑↓；PI3K/AKT↓，STAT3↓

[47]

结肠癌 CT26 体外 诱导凋亡，诱导自噬 cl-caspase-8↑，cl-caspase-9↑，cl-caspase-3↑，Bax↑，Bcl-2↓；ROS↑，
MMP↓；LC3-II ↑，Beclin1↑，Atg5↑；PI3K/AKT/mTOR↓

[48]

注（Note）：* 表示有影响（*Shows impact）。

用，对多种肿瘤细胞的增殖有抑制作用，可达到
增敏、增效的协同作用，具体联用情况见表 7。

2.2　联合放疗

　　乌心石内酯可增强 X 线对宫颈癌 Hela 细胞的
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表 5　来源于小白菊的倍半萜内酯类化合物及其衍生物 
Tab 5　Sesquiterpene lactones and their derivatives from Tanacetum parthenium L.

化合物 肿瘤 肿瘤细胞株 模型 活性 作用机制 文献

18 原发性积液

淋巴瘤

BC3，BC1 体外 G0/G1 期阻滞，诱导凋亡 cl-PARP↑，p53↑，NF-κB↓ [49]

胃癌 SGC-7901/DDP 体外 G0/G1 期阻滞，诱导凋亡，

抑制迁移和侵袭

cyclin D1↓，p21↑；Bax↑，p53↑，Bcl-xL↓，Bcl-2↓，
cl-caspase-9↑，cl-caspase-3↑；p-STAT3↓

[50]

非小细胞 
肺癌

H1975，PC-9 体外 诱导凋亡 EGFR↓，PI3K/AKT↓，MEK/ERK↓ [51]
H1975 裸鼠 抑制肿瘤生长 cl-caspase-3↑，p-EGFR↑，p-ERK↑，p-AKT↑

胰腺癌 Panc-1，BxPC3 体外 G1 期阻滞，诱导凋亡，诱

导自噬

cyclin D1↓，cl-PARP↑，cl-caspase-3↑ [52]

宫颈癌 HeLa 体外 诱导凋亡 TrxRs↓ → ROS↑ [53]
19 原发性积液

淋巴瘤

BC3，BC1 NOD/SCID
小鼠

抑制腹水中的细胞增殖，并

延长小鼠的生存期

[49]

20 胃癌 AGS，N87 体外 诱导凋亡 Bax↑，XIAP↓；IL-6/STAT3↓，cyclinD1↑，Mcl-1↑，
MMP2↑

[54]

AGS 裸鼠 抑制肿瘤生长 IL-6↓，p-STAT3↓，cyclinD1↑，Mcl-1↑，MMP2↑
胶质瘤 U251MG 体外 抑制迁移和侵袭，诱导凋亡 MMP-9↓，N-Cadherin↓，Vimentin↓；cl-caspase-9↑，

cl-caspase-3↑，Bax↑，Bcl-2↓；COX-2↓，NF-κB↓
[55]

肝癌 HepG2，Hepa 
1-6

体外 内质网应激，诱导凋亡 TrxR↓ → ROS↑，AIF↑，Cytochrome C↑，cl-
caspase-9↑，Bax↑，Bcl-2↓；H2O2↑

[56]

C57 鼠 抑制肿瘤生长 TrxR↓，ROS↑
21 肾癌 786-0，Caki-1 体外 G0/G1 期阻滞，抑制迁移和

侵袭，诱导凋亡

cyclin B1↓，cyclin E1↓，CDK2↓，cyclin D1↓；cl-
caspase-9↑，cl-caspase-3↑，cl-PARP↑，Bax/Bcl-2↑；
COX-2↓，NF-κB↓

[57]

22 神经母细 
胞瘤

NGP，BE2 体外 Sub-G1 期阻滞，诱导凋亡，

抑制有氧糖酵解

glucose↑，lactate↑，ATP↓，cl-PARP↑，PFKL↓ [58]

肝癌 HepG2，Huh7 体外 G2/M 期阻滞，抑制迁移和

侵袭，诱导凋亡

cyclin B1↓，cyclin D↓，N-cadherin↓，E-cadherin↑，
MMP-2↓，MMP-9↓；cl-caspase-9↑，cl-caspase-3↑，
Bcl-2↓，Bax↑，Bak↑；PI3K/Akt↓，ROS↑

[59]

胶质瘤 U87-MG，U251 体外 诱导凋亡，诱导自噬 procaspase-3↓，Bcl-2↓，cl-caspase-3↑，Bax↑，LC3B-
II↑，beclin-1↑，p62↑；ROS↑，Nrf-2/HO-1↑，
TXNRD-1↑；Akt/mTOR↓，MAPK*

[60]

注（Note）：* 表示有影响（*Shows impact）。

抑制作用和凋亡诱导作用，抑制 HeLa 细胞的硫氧
还蛋白还原酶（TrxR）活性，诱导活性氧（ROS）
生成 [93]。Dimethylaminomicheliolide 可提高小鼠结
直肠癌细胞 CT26 和胶质母细胞瘤细胞 GL261 对
放疗的敏感，诱导 ROS 生成、细胞凋亡和 DNA
双链断裂，且可与抗 PD-L1 抗体（α-PD-L1）结
合，产生协同抗肿瘤效果 [94]。双氢青蒿素可通过
抑制冷诱导 RNA 结合蛋白（CIRBP）的表达减少
肺癌 A549 细胞的线粒体自噬和辐射抗性，敲除
CIRBP 基因可抑制 A549R 细胞的线粒体自噬和辐
射抗性，与双青蒿素联用可进一步抑制 A549R 细
胞的线粒体自噬和辐射抗性 [95]。Antrocin 与放疗
联用可抑制前列腺癌 DAB2IP 基因敲除抗辐射细
胞系（LAPC4-KD 和 PC3-KD）及 shControl 细胞
系（LAPC4-Con 和 PC3-Con）的增殖并诱导其凋
亡，下调 PI3K/AKT 和 MAPK 信号通路，调节细
胞周期并诱导凋亡 [96]。

2.3　联合免疫治疗

　　青蒿素可增敏人慢性髓原白血病 K562 细胞
和淋巴瘤 Raji 细胞以及小鼠淋巴瘤 YAC-1 细胞
对 NK 细胞介导的细胞溶解 [97]。白术内酯Ⅰ可显
著促进人结直肠癌细胞 HCT116、SW837 和小鼠
结直肠癌细胞 MC38、CT26 的肿瘤抗原呈递，增
强 CD8 ＋ T 细胞的细胞毒性反应，提高肿瘤对免
疫疗法的反应 [98]。
3　倍半萜内酯类天然产物抗肿瘤活性的作用机制

　　倍半萜内酯类天然产物抗肿瘤活性的作用机制
主要包括氧化应激、铁死亡、诱导凋亡、诱导自噬。
3.1　氧化应激

　　倍半萜内酯可通过抑制硫氧还蛋白还原酶
（TrxR1）或核因子红细胞 2 相关因子 2（Nrf2）
诱导 ROS 的产生。土木香内酯在胃癌细胞 BGC-
823 和 SGC-7901 中，通过抑制 TrxR1 的活性诱
导 ROS 生成，进而激活 MAPK 通路，最终诱导
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表 6　其他倍半萜内酯类化合物 
Tab 6　Sesquiterpene lactones from other origins

化合物 肿瘤 肿瘤细胞株 模型 活性 作用机制 文献

23 结肠癌 HCT116 体外 抗血管生成，诱导凋亡 PD-L1↓，mTOR/p70S6K/4EBP1↓ → HIF-1α↓，Ras/
RAF/MEK/ERK↓ → Myc↓

[61]

肝癌 HepG2 体外 诱导自噬，诱导凋亡 cl-caspase-8↑，cl-caspase-9↑，cl-caspase-3↑；LC3 
II↑，p62↑，ATG5↑，Beclin 1，ROS↑

[62]

裸鼠 抑制肿瘤生长 p-AMPK↑，cl-caspase-3↑，LC3 II↑，p-mTOR↓
24 结直肠癌 HCT116，COLO205 体外 诱导凋亡，抑制侵袭 Bax↑，Bcl-2↓，Cyt-C↑，caspase-3↑；AKT/mTOR↓ [63]

HCT116 裸鼠 抑制肿瘤生长

25 前列腺癌 DU145，LNCaP 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡 p53↑，p21↑，cyclin B1↓，CDK1↓；Bax↑，Bcl-2↓；
JAK2/STAT3*

[64]

26 前列腺癌 PC-3 体外 诱导自噬，诱导凋亡 LC3B-II↑，Beclin-1↓，ROS↑ [65]
肝癌 Huh7，HepG2 体外 Sub-G1 期阻滞，诱导凋亡 cl-PARP↑；GSH/ GSSG↓，ROS↑；STAT3↓ [66]

Huh7 体外 G0/G1 期阻滞，诱导凋亡，抑制迁移 cyclin D1↓，cyclin E↓，CDK6↓，p21↑，p53↑；cl-
PARP↑，cl-caspase-3↑，AMPK↑

[67]

27 肝癌 HepG2，Bel-7402，
SMMC-7721

体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡，内质网应激 UPR↑ [68]

结肠癌 HT-29 体外 G2/M 期阻滞，诱导凋亡，诱导自噬 ROS↑，XIAP↓ [69]
宫颈癌 HeLa 体外 诱导凋亡 TrxR↓ → ROS↑ [70]

28 结直肠癌 HCT116 体外 G2/M 期阻滞，诱导铁死亡，内质网应激 GSH↓，ROS↑，PERK-Nrf2-HO-1↑ [71]
29 前列腺癌 PC3 体外 诱导凋亡 caspase-3↑，caspase-9↑，p-Akt↓，p-mTOR↓，

F-actin↓，cofilin-1↑，paxillin↓
[72]

肾上腺皮

质癌

SW-13 体外 抑制迁移和侵袭，诱导凋亡，内质网应激 JNK↑ [73]

食管癌 EC109，TE12 体外 诱导凋亡，抑制迁移和侵袭 ROS↑，caspase-3↑，caspase-9↑，GSH↓，ERS↑，
p-AMPK↑，DR5↑

[74]

30 乳腺癌 MDA-MB-231 体外 抑制迁移，抑制细胞干性 β-catenin/Notch1/Akt↓ [75]
膀胱癌 5637 体外 抑制迁移和侵袭，诱导凋亡 FAK-paxillin↓，ERK-c-Fos-MMP2↓ [76]

31 胃癌 AGS，MKN45 体外 诱导凋亡 NF-κB↓，COX-2↓，MMP-9↓，TWIST-1↓，BCl-
2↓，ROS↑

[77]

注（Note）：* 表示有影响（*Shows impact）。

表 7　加强化疗药物抗肿瘤活性的倍半萜内酯类化合物 
Tab 7　Sesquiterpene lactones to enhance activity of chemotherapeutic drugs

化合物 化疗药物 肿瘤细胞 作用及机制 文献

1 顺铂 卵巢癌 A2780，HO8910 增敏，下调 RAD51 的表达 [78]
2 阿霉素 宫颈癌 HeLa 增效，诱导凋亡 [79]

替莫唑胺 胶质瘤 U251 增敏，诱导自噬 [80]
5- 氟尿嘧啶 结肠癌 HCT116 TP53 － / － 逆转耐药 [81]

3 阿糖胞苷 急性髓性白血病 MV4-11，ML-2，MOLM-13 协同作用 [82]
4 奥沙利铂 胰腺癌 MIA PaCa-2，PANC-1 增敏，诱导自噬 [83]
6 伊马替尼 慢性髓性白血病 K562 增效，诱导凋亡 [84]
7 阿霉素 肺癌 A549，H460 增强阿霉素活性 [85]
8 5- 氟尿嘧啶 结肠癌 HCT116，LS174T 增效，诱导凋亡 [86]

索拉非尼 肝癌 Hep3B 协同作用，诱导凋亡 [87]
吉西他滨 胰腺癌 BxPC-3 增敏 [88]
顺铂 黑色素瘤 B16 协同作用，抑制肺转移 [89]

18 顺铂，阿霉素 胃癌 SGC7901，SGC7901/ 增敏 [90]
22 依托泊苷，顺铂 神经母细胞瘤 NGP，BE2 协同作用 [58]

顺铂 神经母细胞瘤 NGP，BE2 协同作用

吉西他滨，紫杉醇，阿霉素，顺铂 肝癌 HepG2，Huh7 协同作用 [59]
23 长春新碱 急性淋巴细胞白血病 协同作用 [91]
25 5- 氟尿嘧啶，丝裂霉素，顺铂，阿霉素 结直肠癌 SW480，HCT116，Lovo，SW620 增敏 [92]
26 索拉非尼 肝癌 Huh7 增效 [66]
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肿瘤细胞的凋亡 [99]。土木香内酯可通过 ROS 积
累和内质网应激，抑制三阴乳腺癌细胞 MDA-
MB-231 细胞活性 [19]。此外，土木香内酯在食管
腺癌细胞 KYAE-1 中，可下调 Nrf2 表达，诱导细
胞内 ROS 积累，进而诱导细胞凋亡 [15]。
3.2　铁死亡

　　铁死亡是一种铁依赖性的调节性细胞死亡
形式，是由细胞膜上的脂质过氧化物的毒性积
累引发的。青蒿素和双氢青蒿素在非小细胞肺
癌 A549 细胞中，可下调铁死亡的核心负调节器
胱氨酸 / 谷氨酸转运体（xCT），上调铁死亡正向
调节因子转铁蛋白受体（TFRC）的 mRNA 水平，
诱导 A549 细胞铁死亡 [6]。去氧地胆草素及其衍
生物 DETD-35 在黑色素瘤细胞 A375 和 A375-R
中，可重塑谷胱甘肽和初级代谢、脂质 / 氧脂质
代谢并造成线粒体损伤，诱导黑色素瘤细胞的脂
质 ROS 积累并触发铁死亡 [38]。
3.3　诱导凋亡

　　细胞凋亡是肿瘤细胞程序性死亡最重要的途
径。大多数倍半萜内酯也是通过诱导肿瘤细胞凋
亡达到抗肿瘤的目的。乌心石内酯上调肝癌细胞
HepG2 和 Hepa 1-6 中细胞凋亡诱导因子（AIF）和
细胞色素 C 的表达，诱导凋亡 [56]。木香烃内酯在结
直肠癌细胞 HCT-15、HCT-116 和 DLD1 中，通过
激活和诱导 p53 的稳定性，诱导凋亡。异木香内酯
在食管鳞癌细胞 KYSE30 中，上调 PDCD4 的表达，
下调 Bcl-xL 和 XIAP 的表达，诱导细胞凋亡 [54]。
3.4　细胞自噬

　　细胞自噬可介导细胞凋亡和细胞周期阻滞。
例如，青蒿琥酯在膀胱癌细胞 T24 和 EJ 中可诱
导自噬，随后激活细胞凋亡，且 AMPK-mTOR-
ULK1 途径参与自噬和凋亡的过程 [12]。小白菊内
酯在胰腺癌细胞 Panc-1 中，可诱导肿瘤细胞自
噬，并显著上调 p62/SQSTM1、Beclin 1 和 LC3Ⅱ
的表达，最终诱导凋亡 [52]。青蒿素和双氢青蒿素
在上皮性卵巢癌细胞 SKOV3 中，可阻滞细胞周
期在 G2/M 期，且诱导自噬 [9]。
4　小结

　　倍半萜内酯类天然产物抗肿瘤活性的作用机制
主要包括氧化应激、铁死亡、诱导凋亡和细胞自噬。
倍半萜内酯类主要通过抑制 PI3K/AKT/mTOR、
NF-κB、STAT3 和 Wnt/β-Catenin 通路，激活 MAPK
通路，阻滞细胞周期，抑制迁移和侵袭，最终诱导
细胞死亡。倍半萜内酯类化合物可增加细胞对化疗
药物、放疗射线以及免疫疗法的敏感性，产生协同

作用，增强细胞毒性，诱导细胞凋亡。
　　倍半萜内酯类中以小白菊内酯为基础合成
的 Dimethylaminomicheliolide 和以毒胡萝卜素为
基础合成的 Mipsagargin 均已进入临床试验阶段，
展示出巨大的潜力。倍半萜内酯类天然产物不仅
可抑制耐药肿瘤细胞，在药物联用中还呈现增
敏、增效的作用，但目前针对耐药性细胞和药物
联用的研究仍有限，值得进一步研究。
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氧化应激诱导高血压的分子遗传学机制研究进展

张慧丹，孟璐，龙涛，丁启龙*（中国药科大学药学实验教学中心，南京　211198）

摘要：高血压病由许多单核苷酸多态性相互作用引起，由单一罕见基因突变引起的与高血压相
关的综合征也逐渐被发现。氧化应激是高血压发生的主要原因之一，通过影响肾素 - 血管紧张
素系统、内皮系统和氧化应激系统相关基因的多态性，增加人类对高血压病的易感性。本文旨
在从分子遗传学角度阐述氧化应激如何增加高血压病易感性并诱导高血压的发生，为高血压发
病机制的深入探索以及高血压的预防和治疗提供参考，为抗氧化剂的发展提供更广阔的空间。
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stress-induced hypertension
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Abstract: Hypertension is caused by the interaction of many single nucleotide polymorphisms (SNPs), 
and the syndrome related to hypertension caused by a single rare gene mutation is also gradually 
discovered. Oxidative stress is a main cause of hypertension and increases the susceptibility of 
humans to hypertension by affecting the gene polymorphisms related to the renin angiotensin system, 
endothelial system, and oxidative stress system. This article illustrates how oxidative stress increases 
the susceptibility of hypertension and eventually induces the occurrence of hypertension from the 
genetic molecular biology perspective. This article also provides a reference for in-depth explanation 
of pathogenesis of hypertension and possible resolutions for hypertension prevention and treatment, 
and advocates a more extensive use of antioxidants. 
Key words: hypertension; genetics; susceptibility; gene polymorphism; candidate gene; oxidative 
stress
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　　高血压分为原发性高血压和继发性高血压，
是一类由环境、遗传因素共同作用引发的多基因
疾病。遗传因素是高血压发病的内部因素。在家
系研究中发现，父母一方或双方患高血压的人的
发病率是父母双方均无高血压的人的 2 倍，且单
卵双生子之间的血压相关系数为 0.75，非双生子
同胞之间为 0.25[1]。此外，患者血压变化的影响因
素里遗传因素的影响占 30% ～ 50% [2]。全基因组
连锁和关联研究（GWAS）的人群研究数据表明，
高血压病等多基因疾病是由许多单核苷酸多态性
（SNPs）相互作用引起的 [3]，由单一罕见基因突
变引起的与高血压相关的综合征也逐渐被发现。

　　氧化还原稳态有利于维持体内的正常生理条
件，保护重要的细胞成分免受其他因素造成的氧
化损伤。当机体的氧化还原稳态受到干扰时，会
发生氧化应激。活性氧（ROS）的来源多种多样，
存在于许多细胞和组织中。高浓度氧自由基可能
损害细胞成分，可直接氧化 DNA、蛋白质、脂质
体等生物分子 [4]。
　　本文综述氧化应激影响高血压易感性从而促
进高血压发生的研究进展，探讨高血压的分子遗
传学改变与机体内氧化应激的关系。
1　高血压候选基因变异致氧化应激增加高血压
病易感性



1600

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

　　GWAS 在血压调节和高血压的遗传学方面
取得了重大突破，发现了许多与血压和高血压
病相关的 SNPs，揭示了潜在的高血压相关途
径 [5]。另外，原发性高血压的每个遗传亚型都对
应一个实质性的内分泌成分，例如血管紧张素Ⅱ
（AngⅡ）、内皮素 1（ET-1）、一氧化氮（NO）等，
该内分泌成分可能是氧化应激促进高血压病易感
性增加的中间介质 [6]。
1.1　肾素 - 血管紧张素系统（RAS）相关基因多
态性上调氧化应激水平，增加高血压病易感性
　　盐敏感性高血压的发病机制多种多样，最常见
的是 RAS 异常激活 [7]。RAS 激活是导致高血压病
的主要原因之一，因此编码血管紧张素原（AGT）、
血管紧张素转化酶（ACE）、血管紧张素转化酶 2
（ACE2）等的基因是高血压病的候选基因 [8-9]。机
体氧化平衡失调引起 RAS 激活，导致高血压的
发病；RAS 也可能引发氧化应激 [10]。AGT 基因、
ACE 基因和 ACE2 基因的常见多态性的表达，会影
响血管紧张素（Ang）的浓度，从而引起 AngⅡ水
平的变化 [11-12]。AngⅡ是心血管系统中氧自由基生
成的重要激活物，激活烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
（NADPH）氧化酶，增加 ROS 产生。氧化应激如
何导致 AGT 基因、ACE 基因和 ACE2 基因的突变
仍有待研究，但目前已知 AGT 基因、ACE 基因和
ACE2 基因的常见多态性的表达引起氧化应激的加
重可能有助于高血压的进展 [13-15]。
1.1.1　AGT 基因多态性　AGT 是肾素作用的底物，
在肾素的作用下转变为血管紧张素Ⅰ（AngⅠ），
在 ACE 的作用下生成 AngⅡ。AGT M235T 型等
位基因与高血压病显著相关，患者中AGT M235T
型等位基因的发生频率远高于正常对照组中的频
率 [16]。TT 基因型（纯合子）可以作为高血压病的
独立危险因素，AGT 的 TT 基因型携带者具有更
高的舒张压 [13]。AGT 的基因变异或表达异常，使
AngⅡ生成增加，引起氧化应激标志物的增加，上
调氧化应激水平 [13]。
1.1.2　ACE 基因多态性　ACE 水平由遗传决定，
ACE 的 I/D 多态性是研究最多的遗传系统之一，
影响基因表达和产物水平。ACE 的缺失基因型 D/
D 被看作是高血压的候选基因，ACE D/D 基因型
携带者具有较高的促氧化状态 [14]。尽管也有研究
表明氧化应激不显著依赖于ACE 基因型，但是
影响基因表达和产物水平。ACE 的缺失基因型 D/
D 被看作是高血压的候选基因，ACE D/D 基因型
携带者具有较高的促氧化状态 [14]。尽管也有研究
表明，氧化应激不显著依赖于ACE 基因型，但是
ACE D/D 基因型携带者的抗氧化防御的分子机制

失衡，过氧化氢（H2O2）、超氧阴离子（·O2
－）

等显著增加 [14]。与其他基因型相比，I/I 基因型可
能与较低水平 ROS 的产生有关 [17]。
　　此外，ACE2 基因、氧化应激和高血压三者
密切相关。ACE2 活性或表达异常通过增加氧化
应激导致高血压 [15]。ACE2 rs2074192 的 T 等位基
因是成年肥胖男性患高血压病的危险因素，并且
携带该 SNP 的吸烟肥胖男性患高血压病的危险性
增加 [18]，这表明在易引起体内氧化应激的环境因
素（例如吸烟）作用下，ACE2 突变基因携带者的
高血压易感性增加 [15]。通过改善 ACE2 表达和或
活性，降低体内氧化应激水平，可能达到治疗高
血压病的目的。但是 ACE2 基因疗法用于高血压
病治疗时，需要考虑到 ACE2 是冠状病毒的主要
受体之一，肺部 ACE2 的表达升高可能会增加患
者感染新型冠状病毒的风险 [19]。
　　综上所述，随着对氧化应激和 RAS 相关基
因的深入研究，将给 RAS 调节药物及抗氧化剂
的发展提供更广阔的空间。
1.2　内皮系统基因的多态性致氧化应激增加高血
压病易感性
　　内皮介导的血管舒张在高血压动物模型及
原发性高血压患者中均减少 [20]，表明内皮系统
基因是研究高血压病遗传机制的候选基因，包
括编码内皮一氧化氮合酶（NOS3）、四氢生物蝶
呤（BH4）合成中的限速酶鸟苷三磷酸环化水解
酶 -1（GTP-CH1）以及编码 ET-1 的基因等。
1.2.1　NOS3 基因多态性　高血压内皮功能障碍
的主要特征是，促氧化剂和抗氧化剂系统失衡，
血管壁中对 NO 的生物利用度降低，血管松弛作
用减弱，ROS 对细胞、组织和器官等产生有害作
用 [21]。氧化应激可能导致内皮功能障碍，除抑制
eNOS 活性，导致 eNOS 解偶联外，ROS 作用下
NOS3 的基因表达也减少 [22]。
　　NOS3 SNPs 与高血压病具有显著相关性。
NOS3 rs3918226 SNP 和 rs3918227 SNP（均 为 显
性）是目前研究较多的与高血压病相关的 NOS3 
多态性 [23]。此外，eNOS 基因的 G894T 突变导
致氨基酸从谷氨酸（Glu）变为天冬氨酸（Asp）
（Glu298Asp 或 rs1799983）， 与 基 础 NO 生 成 减
少 [24] 及较高的血压水平有关，是高血压病发展的
重要生物标志物。其中 TT 基因型与高血压病更
为相关 [25]。以上研究中的基因多态性通过影响机
体氧化还原平衡，诱导血管疾病的发生 [26]。例如，
G894T 多态性等位基因 T 是体内氧化剂含量升高
的重要标志。研究显示基因型 GG 导致较低水平
的丙二醛，GT 基因型的丙二醛水平比 GG 基因型
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高 16.8%[27]。在依赖 NOS3 G894T 多态性的促氧化
剂 - 抗氧化剂平衡中，如果生物体的氧供应受损，
NOS3 G894T 多态性可能降低 NO 水平，打破氧化
还原平衡并促进氧化应激发展 [27]。
　　此外，这些多态性或与其他位点的连锁变异
可能通过特定的环境因素来诱导发生。已知成瘾
物质会导致氧化应激，在土耳其药物滥用失常受
试者中检测到 NOS3 G894T 基因变异的概率高于
正常对照组 [28]。吸烟等环境因素产生的自由基
和·O2

－可能诱导 eNOS 基因变体携带者体内 NO
产生受阻并加重氧化应激 [29]。
1.2.2　GTP-CH1 基因多态性　一氧化氮合酶
（NOS）解偶联产生 ROS 与其辅因子四氢生物蝶
呤（BH4）的氧化耗竭相关。在 BH4 存在时，在
NOS 作用下生成 NO[30]；在氧化应激的病理条件
下，或当 BH4 缺乏时，NOS 结构不稳定，发生解
偶联作用产生·O2

－ [31]，有助于高血压病的发展。
　　GTP 环水解酶 -1 是 BH4 合成中的限速酶。
GTP-CH1 基因的缺陷或突变影响 BH4 的生物合
成。GTP-CH1 基 因 SNP 包 括 rs841、rs3783641、
rs10483639 和 rs807267[32]。这些 SNP 的次要等位
基因与血压升高相关 [33]，携带 GTP-CH1 SNP 的次
要等位基因的人在暴露于氧化应激条件下，体内
GTP-CH1 的 mRNA 和蛋白表达水平较正常人更
低，限制 BH4 的合成，导致 NOS 解偶联，NO 生
成减少；抑制超氧化物可增加 NO 生物利用度 [34]。
1.2.3　EDN1 基因多态性　ET-1 是一种由内皮细
胞产生的强效血管收缩肽，是血管功能障碍和心
血管疾病发展的重要因素。高血压实验模型和人
类高血压病患者中，ET-1 都参与了血压升高和高
血压的发生过程 [35]，据报道，EDN1（Lys198Asn/
rs5370）影响原发性高血压的发生，ET-1 rs5370 多
态性的 T 等位基因是高血压病的重要遗传危险因
素 [36]，表明 EDN1 基因是导致高血压病的潜在候
选基因。Lys198Asn 位点的 G 突变为 T 使得编码
前内皮素原 1（PPET1）的氨基酸 198 处的赖氨酸
（Lys）变为天冬酰胺（Asn）， rs5370 TT 纯合子患
高血压病的几率比 GG 纯合子高 3 倍 [37]。另一个
SNP rs1800541 位于 EDN1 的启动子区，可能影响
基因表达，导致 ET-1 水平升高 [38]。
　　氧化应激的增加可能导致各种基因的异常调
节 [39]。氧化应激可导致 big ET-1 的内皮合成增加。
例如与黄嘌呤氧化酶孵育后，ET-1 mRNA 水平增
加 5 倍，并且 EDN1 启动子活性的分析结果显示，
在氧化应激的影响下，启动子活性增加了 8 倍 [40]。
ET 水平随着过氧化物增加而升高，增强血管收缩

作用；由氧化应激引起的 ET-1 生成和释放的增加，
也会通过 ET-1 依赖的 NADPH 氧化酶的激活 [41]，
进一步放大体内氧化应激信号 [42]。尽管 ET 诱导
的氧化应激似乎对高血压病的影响很小，但是它
还是会影响水盐平衡和血管功能，促进高血压病
的发生 [43]。
2　氧化应激相关基因的多态性增加高血压病易感性
2.1　NADPH 氧化酶的 p22phox 亚基基因多态性
与高血压病易感性
　　氧化应激相关基因的 SNPs 与高血压病的发
生有关。p22phox 亚基是所有类型 NADPH 氧化
酶的常见成分，与高血压病患者 NADPH 氧化酶
活性增强相关 [44]。
　　CYBA 是一种编码人类 p22phox 亚基的基因，
在 CYBA 中发现了一些与心血管疾病相关的等位
基因变体。CYBA C242T 多态性与原发性高血压、
心血管疾病内皮功能相关。携带该多态性的 CC
基因型的高血压病患者表现出氧化应激和内皮损
伤的特征 [45]。另外，有研究显示 CYBA 的 -930A/
G 多态性也与高血压相关 [46]。
2.2　SOD2 基因多态性与高血压病易感性
　　锰超氧化物歧化酶（MnSOD）/SOD2 是一
种具有高活性的抗氧化酶 [47]。SOD2 的基因异
常表达和活性下调可诱发高血压的发生。SOD2 
Ala16Val（rs4880）存在于 SOD2 的外显子区域，
该位点的 SNP 突变导致第 16 个氨基酸处的丙
氨酸（Ala）变为缬氨酸（Val）[48]。MnSOD 的
Val 变体转运到线粒体中的效率降低，纯合 Val/
Val 基因型的 MnSOD 活性也比 Ala/Ala 基因型低
30% ～ 40%[49]，氧化应激标志物水平显著增加。
SOD2 的基因异常表达和活性下调可诱发高血压
病的发生。
　　吸烟等外部环境因素会导致线粒体抗氧化
剂 SOD2 的过度乙酰化，促进心血管线粒体氧化
应激，引发内皮功能障碍和高血压 [50]。SOD2 基
因的变异，减弱了所编码的 MnSOD 酶活性，降
低了体内抗氧化剂水平，使得携带 SOD2 rs4880 
SNP 的人比正常人更容易受环境影响刺激氧化应
激的发生，增加高血压病易感性。
　　氧化应激相关基因多态性与高血压的相关
性，也表明了氧化应激在高血压遗传分子生物学
中的作用，受环境影响和基因决定的氧化应激水
平的升高，增加了高血压病的易感性，主要表现
为携带 CYBA 中的 C242T、-930A/G SNP 和 SOD2 
rs4880 SNP 的人可能更容易患高血压病。
3　氧化应激增加单基因致病性高血压病的易感性



1602

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

　　单基因致病性高血压病是指单一罕见基因突
变引起的与高血压相关的综合征，直接引起血压
升高，也称孟德尔式高血压，目前已知的不同形
式的单基因高血压的发生都与肾钠重吸收增加的
途径相关 [51]，这些基因缺陷影响肾脏排泄盐和水
的能力，从而导致高血压。
　　上皮钠通道（epithelial sodium channel，ENaC）
负责肾脏集合管中大部分钠的再吸收，是钠重吸收
的限速步骤，对调控钠离子浓度和维持血压的稳定
至关重要。肾小管上皮细胞 ENaC 的过度激活是多
种类型高血压发病的重要因素之一 [52]。ENaC 由α、
β 和 γ 三个亚基组成，并分别由 SCNN1A、SCNN1B
和 SCNN1G 三个基因编码合成 [53]。Liddle 综合征、
盐皮质激素明显过量综合征（SAME）等单基因突
变形式都与 ENaC 有关，通常都有 ENaC 的参与，
其中 Liddle 综合征是由 ENaC 亚基突变引起，已知
的 Liddle 综合征病例都继发于 ENaC 三个亚基之一
的错义或移码突变 [54]。
　　近年来相关研究表明，ENaC 的表达和活性
受细胞氧化状态的调节，ROS 水平提高使 ENaC
活性增加 [55]。当环境因素引起体内氧化应激水平
增加时，由于 ENaC 亚基突变，ENaC 的表达和
活性可能更容易受到细胞氧化状态的调节而过度
激活，使得肾脏排泄受阻，引起血压异常升高。

4　结论
　　本文综述的所有基因多态性的共同特征是，
它们与高血压和氧化应激有关，并且由 SNP 基因
所编码的酶或内分泌成分在参与细胞防御氧化应
激中发挥着重要作用，部分分子遗传学机制与氧
化应激的关系如图 1 和表 1 所示。

图 1　氧化应激诱导高血压的部分分子遗传学机制

Fig 1　Partial molecular genetic mechanism of oxidative stress induced 
hypertension

表 1　氧化应激诱导高血压的相关基因及分子遗传学机制 
Tab 1　Related genes and molecular genetic mechanisms of oxidative stress induced hypertension

分类 基因名称 SNP/ 基因突变 蛋白产物名称 与氧化应激的关系 诱导高血压发生的机制 参考文献

RAS 系统相关基因 AGT AGT（M235T） AGT 影响 AngⅡ的水平，激活

NADPH 氧化酶

RAS 激活引起血压调节

异常

[7-18]

ACE 存在或丢失一个 
287bpDNA 片段

ACE

ACE2 rs2074192 ACE2

内皮系统相关基因 NOS3 rs3918226、rs3918227、
Glu298Asp

NOS3 自由基和 •O2
－干扰 eNOS 

产生的 NO
血管舒张作用减弱 [21-27]

GTP-CH1 rs841、rs3783641、
rs10483639、rs807267

GTP-CH1 [31-34]

EDN1 rs5370、rs1800541 ET-1 活性氧增加，促进 ET-1 的

表达增加

增强血管收缩作用 [35-43]

氧化应激相关基因 CYBA CYBA C242T、-930A/G p22phox NADPH 氧化酶活性增强 NADPH 氧化酶介导氧

化应激和内皮损伤

[45-46]

SOD2 rs4880 MnSOD/
SOD2

SOD2 的过度乙酰化，促进

心血管氧化应激

内皮功能障碍 [48-49]

单基因突变——

ENaC 亚基突变

SCNN1A、
SCNN1B、
SCNN1G

三个亚基之一的错义 
或移码突变

ENaC ROS 使 ENaC 活性增加 钠重吸收增加 [53-55]

　　这种单一变异可能不是高血压风险的可靠标
志，但多态性的组合参与高血压的发展。高血
压病的遗传性是许多高血压基因变异的共同作
用，每个基因变体的影响取决于受试者的遗传背

景和环境因素。环境因素等诱发的体内氧化应激
水平升高，促进携带部分高血压易感基因人类的
发病。抗氧化剂治疗可能是预防血管损伤和高血
压的理想方法 [56]，这将有可能降低家族性高血压
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患者后代的患病率。除此之外，健康的生活方式
和良好的生活环境也有助于保持氧化还原平衡状
态，减小高血压发生的可能性。
　　对氧化应激相关基因、RAS 相关基因及内皮
系统相关基因的深入研究，以及对氧化应激在高
血压发生发展中的重要作用的逐步认识，将为高
血压病发病机制的深入探索及高血压病的防治提
供新的策略。
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2020 年版《中国药典》果实种子类中药功能及应用特点分析

周欣欣，刘茜茜，孔小莉，白莉，苗明三*（河南中医药大学，郑州　450046）

摘要：目的　总结 2020 年版《中国药典》中果实种子类中药的功能及应用特点，促进其临床应

用。方法　将 2020 年版《中国药典》记载的果实种子类中药逐一录入 Excel 表格，分析其科属、

入药部位、性味归经、用法用量、炮制方法、注意事项。结果　2020 年版《中国药典》共收录

果实种子类中药 127 种，以豆科、芸香科、蔷薇科、葫芦科多见，多在夏、秋两季采摘；可外

用的有 22 种，有毒或孕妇慎用的果实种子类中药 30 种，记载详细炮制方法的有 97 种。药性

以温、平、寒为主，药味以甘、苦、辛、酸为主，主入肝、胃、肺、脾、肾经；临床广泛应用

于内科、妇科和男科；以 9 ～ 15 g、3 ～ 10 g、3 ～ 9 g 和 5 ～ 10 g 用量较常见。结论　合理充

分使用果实种子类中药，加强对果实种子类中药质量的监管制度，完善果实种子类中药的主治

功能、用法用量与炮制方法，开发新的药用价值，是日后需关注的重点。

关键词：果实种子类中药；《中国药典》；功能主治；炮制；用法；用量
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Function and application of fruit and seed traditional Chinese medicine in 
the 2020 Edition of Chinese Pharmacopoeia

ZHOU Xin-xin, LIU Xi-xi, KONG Xiao-li, BAI Li, MIAO Ming-san* (Henan University of 
Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou  450046)

Abstract: Objective  To summarize the function and application characteristics of fruit and seed 
Chinese medicines in the 2020 Edition of Chinese Pharmacopoeia. Methods  Fruit and seeds of 
Chinese medicines recorded in the 2020 Edition of Chinese Pharmacopoeia were collected in an Excel. 
Their genera, drug site, taste, usage and dosage, processing method and precautions were analyzed. 
Results  Totally 127 of fruit and seed Chinese medicine were included in the 2020 Edition including 
legumes, rutaceae, rose families and cucurbitaceae, and were mostly picked in summer and autumn. 
While 22 were for external use, 30 were poisonous or should be used with caution by pregnant women. 
Detailed processing methods were found for 97. The medicinal properties were mainly warm, flat and 
cold, and the medicinal taste was mainly sweet, bitter, spicy and sour, and mainly influenced the liver, 
stomach, lungs, spleen and kidney meridians. They were widely used departments of internal medicine, 
gynecology and andrology; common dosage at 9 ～ 15 g, 3 ～ 10 g, 3 ～ 9 g and 5 ～ 10 g. Conclusion  
Rational and full use of fruit and seed Chinese medicines is remommended,  and the quality of fruit and 
seed Chinese medicine should be strengthened. Developing new medicine is key in the future. 
Key words: fruit and seed Chinese medicine; Chinese Pharmacopoeia; functional; process; usage; 
dosage
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　　果实种子类中药泛指一些以植物果实或者种
子为药用部位的中药，在中医治疗疾病的历史
中发挥着重要作用，数量大、品种多 [1]，临床治
疗效果好 [2-3]。由于富含营养，不少可药食同用，
如枸杞子不仅可入药 [4]，还可以泡茶、煮粥；且
与根茎、花类药物相比，较易于获得和保存。因
此，需求量较大 [5]。中医的治疗效果在很大程度
上取决于中药材的质量，由于果实种子类药物的
体积、形状差异性较小，鉴别有一定的难度，导
致目前中药材种子市场比较混乱 [6]，质量难以保
证 [7]。炮制法对中药材的应用具有重要意义 [8]，
具有减毒、增效、净制等作用；部分中药在知网
上记载了有效的炮制方法，但《中国药典》中并
未记载，如天仙子、鹤虱；天仙子有大毒，临床
用药时常需其考虑减毒、增效等问题，经检索中
国知网收录的文献中报道，醋制法 [9] 可以使天仙
子降低毒性，增加其药用及营养价值 [10]；鹤虱
在多部古籍中标注为有小毒，但《中国药典》中
并未记载其减毒的炮制方法，且检索中国知网数
据库发现，尚未收录鹤虱的临床研究及毒性研究
的相关报道 [11]。果实种子类中药虽在临床应用广
泛，但部分药物的作用机制并不明确，限制了进

一步的药用研究。
　　本文通过对 2020 年版《中国药典》所收录的果
实种子类中药进行统计分析，对其现状进行探讨，
为完善果实种子类中药的炮制、功能及应用提供新
的思考，以促进果实种子类中药更好地开发利用。
1　方法
1.1　纳入标准
　　① 被 2020 年版《中国药典》收录；② 用药部
位包括种子（包含种仁）、果实（成熟果实、幼果、
果穗、宿鄂、果皮、果序、果肉、假种皮、维管束）。
1.2　统计方法
　　将符合纳入标准的中药录入 Microsoft Excel 
2010，按照中药、科属、入药部位、炮制方法、
性味归经、功能、主治、用法、用量、注意事项、
有无毒性的格式统计，建立果实种子类中药数据
库进行数量统计分析。
2　《中国药典》收录果实种子类中药现状
2.1　2020 年版《中国药典》收录的果实种子类中药
　　2020 年版《中国药典》[12] 共收载果实种子类
中药 127 种，以豆科、芸香科、蔷薇科、葫芦科
多见，果实种子类中药及其入药部位详见表 1。

表 1　2020 年版《中国药典》记载的果实种子类中药 
Tab 1　Fruit and seed traditional Chinese medicines in the 2020 Edition of Chinese Pharmacopoeia

部位 中药 n（%）

干燥成熟果实 八角茴香、大皂角、川楝子、广枣、槐角、女贞子、小叶莲、五味子、毛诃子、巴豆、山楂、瓜蒌、

冬葵果（蒙古族习用药材）、地肤子、红豆蔻、豆蔻、大枣、余甘子、沙棘、诃子、辣椒、补骨

脂、青果、使君子、荜澄茄、牛蒡子、草果、南五味子、栀子、枸杞子、砂仁、鸦胆子、香橼、

益智、蛇床子、紫苏子、蔓荆子、水飞蓟、水红花子、瓜篓皮、金樱子、茺蔚子、小茴香、南

鹤虱、楮实子、蒺藜、鹤虱、火麻仁

48（37.80）

干燥成熟种子 千金子、娑罗子、马钱子、王不留行、韭菜子、天仙子、木蝴蝶、木鳖子、车前子、白果、白扁

豆、桃仁、亚麻子、决明子、赤小豆、莲子、芥子、莱菔子、沙苑子、青葙子、苦杏仁、苘麻子、

郁李仁、胡芦巴、荔枝核、牵牛子、胖大海、菟丝子、甜瓜子、淡豆豉、葶苈子、黑芝麻、黑豆、

黑草种子、蓖麻子、榧子、核桃仁、榼藤子、槟榔、酸枣仁、橘核、瓜篓子、草豆蔻、急性子

44（34.65）

干燥近成熟或成熟果实 木瓜、乌梅、吴茱萸、预知子、母丁香、胡椒 6（4.72）
干燥果皮 花椒、陈皮、青皮、石榴皮、化橘红 5（3.94）
干燥果实 连翘、罗汉果、佛手、覆盆子 4（3.15）
干燥成熟种仁 芡实、柏子仁、薏苡仁 3（2.36）
成熟种子 大豆黄卷、莲子心 2（1.57）
干燥宿萼 柿蒂、锦灯笼 2（1.57）
干燥果穗 夏枯草、桑椹 2（1.57）
干燥未成熟果实 枳壳、枳实 2（1.57）
干燥不育果实 猪牙皂 1（0.79）
干燥成熟带总苞的果实 苍耳子 1（0.79）
成熟果实 刀豆 1（0.79）
干燥成熟果实的维管束 丝瓜络 1（0.79）
假种皮 龙眼肉 1（0.79）
干燥成熟果序 路路通 1（0.79）
干燥成熟果壳 罂粟壳 1（0.79）
干燥成熟果核 蕤仁 1（0.79）
干燥成熟果肉 山茱萸 1（0.79）
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2.2　性味归经

　　果实种子类中药多有沉降作用，药性以温
（50）、平（34）、寒（29）为主，药味以甘（56）（其
中微甘 1 例）、苦（54）（其中微苦 4 例）、辛（49）
为主，主入肝（49）、胃（49）、肺（46）、脾（42）、
肾（41）经。其中，广枣、小叶莲、毛诃子、冬

葵果（蒙古族习用药材）、黑种草子（维吾尔族习
用药材）无归经。详见图 1。
2.3　功能

　　在 2020 年版《中国药典》记载的 127 味果实
种子类中药中，共列出出现频次较高的 17 种果
实种子类中药的功能，详见表 2。

表 2　果实种子类中药常见功能 
Tab 2　Common function of fruit and seed traditional Chinese medicine

中药 功能 n（%）

莱菔子、白果 [13]、车前子、陈皮、木鳖子、大皂角、佛手、甜瓜子、黑种草子、胡椒、化橘红、芥子、沙棘、

锦灯笼、橘核、牵牛子、余甘子、枳实、猪牙皂、香橼、紫苏子、蕤仁

燥湿化痰 22（17.32）

亚麻子、郁李仁、牵牛子、火麻仁、决明子、苦杏仁、柏子仁、桃仁、瓜篓子、罗汉果、胖大海、紫苏子、

榧子

润燥通便 13（10.24）

苦杏仁、苘麻子、郁李仁、罗汉果、使君子、木鳖子、连翘、草豆蔻 杀虫消积 8（6.30）
莲子、蛇床子、沙苑子、补骨脂、胡芦巴、母丁香、芡实、核桃仁 补肾助阳 8（6.30）
苍耳子、茺蔚子、覆盆子、沙苑子、蕤仁、龙眼肉、川楝子、诃子 养肝明目 8（6.30）
枸杞子、黑芝麻、山茱萸、菟丝子、楮实子、韭菜子、女贞子 滋补肝肾 7（5.51）
苘麻子、水飞蓟、鸦胆子、青果、毛诃子、连翘、锦灯笼 清热解毒 7（5.51）
娑罗子、香橼、预知子、佛手、青皮、蒺藜、余甘子 疏肝理气 7（5.51）
酸枣仁、茺蔚子、地肤子、瓜篓皮、广枣、槐角 温脾止泻 6（4.72）
青葙子、川楝子、夏枯草、葶苈子、紫苏子 清肝泻火 5（3.94）
车前子、大豆黄卷、地肤子、冬葵果、栀子 清热利湿 5（3.94）
葶苈子、路路通、黑豆、水红花子、槟榔 行水消肿 5（3.94）
巴豆、瓜篓子、金樱子、莲子、毛诃子 健胃消食 5（3.94）
楮实子、火麻仁、木瓜、石榴皮、黑豆 活血散瘀 5（3.94）
乌梅、冬葵果、连翘、柿蒂、芥子 行气止痛 5（3.94）
胡芦巴、蒺藜、王不留行、亚麻子 散寒止痛 4（3.15）
吴茱萸、沙苑子、沙棘、桑椹 疏肝破气 4（3.15）

2.4　用法、用量
　　2020 年版《中国药典》记载的 127 味果实种
子类中药中，只有 35 味中药记载了详细用法，
其中可外用的果实种子类中药共有 22 味，以煎
汤洗和研末外敷为主，多用来治疗湿疹、风疹、
痈肿疮毒 [14]、白癜风等；可入丸散用的有大皂角、
千金子、马钱子、毛诃子、余甘子、使君子、牵
牛子、猪牙皂；车前子和葶苈子可包煎；苦杏仁、
豆蔻和砂仁可后下，胖大海可沸水泡服或煎服；
水飞蓟供配制成药用，其余中药用法未收录，用
法分布见图 2。
　　2020 年版《中国药典》记载的 127 味果实种
子类中药中，125 味均有用量的详细记载，其中
用量 9 ～ 15 g、3 ～ 10 g、3 ～ 9 g 和 5 ～ 10 g 为
常用剂量，除巴豆和水飞蓟无用量记载（见图 3）。
2.5　炮制方法
　　中医中讲述“逢子必炒”“逢子必破”“逢子必
捣”，认为果实种子类药物外皮坚硬，炒制、捣碎之
后，被皮爆裂，有利于有效物质的渗出，更容易发
挥其药效。净制和干燥是为了清除杂质，便于调剂
制剂、服用和贮藏 [15]。2020 年版《中国药典》记载的

127 味果实种子类中药中，明确记载炮制方法的有 97
种，以净制、捣碎、干燥、炒制（包括清炒法、盐水
炙、麸炒法、蜜炙法、炒炭法、醋炙法、姜汁炙法）
为主，其中没有记录炮制方法的有 30 种，详见表 3。
2.6　注意事项
　　有毒 [20-21] 或孕妇慎用的果实种子类中药共
30 种，见表 4。
3　果实种子类中药临床应用分析
3.1　果实种子类中药的概述
　　唐容川 [22] 曰：“物下极则反上，物上极则反
下；草木上生果实，为已极矣，故反而下行；实
核之性，在于内敛，故降而兼收”。中医中亦有描
述果实种子类中药的词汇，如“诸子皆降”，果实
果实种子类药材质地与花、叶类中药相比，显得
比较沉重，因此一般认为有下降的功能；如罗汉
果、柏子仁、桃仁、郁李仁等具有润肠通便的功效，
在临床上可用于治疗便秘；“蔓荆子独升”，因蔓
荆子质地轻飘，故“升”，为常用的解表药，临床
多用于治疗感冒头痛。“凡仁皆润 [23]”，瓜篓仁就
是瓜篓子，可降肺气，下润大肠。《医学南针》中
讲述“同是果实，又有皮肉仁核之分；皮肉在外，
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表 3　种子类中药的炮制方法 
Tab 3　Concoction methods of fruit and seed traditional Chinese medicine

炮制方法 中药 n（%）

净制 栀子、刀豆、川楝子、甜瓜子、马钱子、王不留行、桃仁、五味子、乌梅、亚麻子、韭菜子、决明子、

赤小豆、莱菔子、芡实、豆蔻、连翘、沙苑子、诃子、补骨脂、菟丝子、青果、青葙子、草豆蔻、胡

芦巴、南五味子、枳壳、柏子仁、砂仁、猪牙皂、葶苈子、紫苏子、黑豆、蔓荆子、蕤仁、橘核、大枣、

山茱萸、牵牛子、山楂、小茴香、牛蒡子、化橘红、水飞蓟、石榴皮、瓜篓子、母丁香、苍耳子、佛手、

陈皮、青皮、茺蔚子、柿蒂、蒺藜、罂粟壳、薏苡仁

56（35.22）

捣碎 大皂角、木鳖子、五味子、白果、亚麻子、红豆蔻、芥子、吴茱萸、郁李仁、使君子、草豆蔻、胡芦巴、

荔枝核、南五味子、砂仁、牵牛子、桃仁、益智、甜瓜子、猪牙皂、黑芝麻、蓖麻子、蔓荆子、榧子、

酸枣仁、蕤仁、橘核、瓜篓子、母丁香、罂粟壳

30（18.86）

干燥 千金子、余甘子、牛蒡子、石榴皮、佛手、紫苏子、金樱子、茺蔚子、枳实、罂粟壳、毛诃子、大皂角、

木瓜、胡芦巴、连翘、急性子、莱菔子、预知子、沙苑子、甜瓜子、猪牙皂、莲子、黑芝麻、黑豆、大枣、

化橘红、瓜篓子、瓜篓皮、青皮、决明子

30（18.86）

炒制（43） 清炒法 白扁豆、芥子、决明子、白果、苦杏仁、槟榔、莱菔子、蔓荆子、草果、牛蒡子、牵牛子、蒺藜、山楂、

使君子、茺蔚子、酸枣仁、桃仁、苍耳子、葶苈子、花椒、王不留行、栀子、火麻仁、紫苏子、黑芝麻 [16]

25（15.72）

盐水炙 胡芦巴、韭菜子、荔枝核、沙苑子、菟丝子、小茴香、益智、补骨脂 8（5.03）
麸炒法 [17] 薏苡仁、芡实、枳壳、枳实 4（2.51）
蜜炙法 粟壳、槐角 2（1.26）
炒炭法 [18] 乌梅、石榴皮 2（1.26）
醋炙法 [19] 青皮 1（0.62）
姜汁炙法 草果 1（0.62）

图 2　种子类中药的用法

Fig 2　Usage of fruit and seed traditional Chinese medicine

图 3　2020 年版《中国药典》记载的种子中药的用量

Fig 3　Dosage of fruit and seed traditional Chinese medicine in the 2020 
Edition of Chinese Pharmacopoeia

图 1　果实种子类中药性味归经

Fig 1　Nature，flavour，and channel tropism of fruit and seed traditional Chinese medicine

容有升散之理；仁核在内，则专主收降，断无升
散”。可见种子果实类中药的功能主治跟其所在植
物部位有很大的关联，因此，在不明确果实种子

类中药功效的情况下，可根据以上理论来进行初
步推断，并采用相关实验进行确证。
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3.2　《中国药典》中果实种子类中药的临床应用
特点
　　2020 年版《中国药典》记载的 127 味果实种

子类中药中，出现频次较高的主治疾病有 14 类，
以内科、妇科、男科多见，临床多用于治疗咳嗽、
腹痛、便秘、乳痈乳闭等。详见表 5。

表 4　2020 年版《中国药典》记载有毒或孕妇慎用的种子类中药 
Tab 4　Seed traditional Chinese medicine with toxicity or used with caution by pregnant women as recorded in the 2020 Edition of Chinese 

Pharmacopoeia

注意事项 中药

孕妇慎用 王不留行、郁李仁、枳壳、急性子、桃仁、枳实、薏苡仁、黑种草子（维吾尔族习用药材）

有小毒 川楝子、小叶莲、吴茱萸、苦杏仁、鸦胆子、蛇床子、南鹤虱、鹤虱、蒺藜、榼藤子

孕妇禁用、有毒 千金子、木鳖子、牵牛子、罂粟壳

孕妇禁用、有大毒 马钱子、天仙子、巴豆

有毒 白果、蓖麻子、苍耳子

孕妇忌用、有小毒 大皂角、猪牙皂

表 5　果实种子类中药主治疾病 
Tab 5　Seed traditional Chinese medicine for various diseases

主治 中药 n（%）

内科 咳嗽 [24] 核桃仁、瓜篓子、乌梅、罂粟壳、木蝴蝶、瓜蒌、甜瓜子、罗汉果、诃子、榧子、桃仁、紫苏子、五味子、

南五味子、牵牛子、胖大海、白果、香橼、车前子、瓜篓皮、锦灯笼、莱菔子、大皂角、猪牙皂、沙棘、

牛蒡子、化橘红、佛手、陈皮、苍耳子、芥子、余甘子、青果、苦杏仁

34（26.77）

腹痛 赤小豆、川楝子 [25]、牵牛子、榧子、槟榔、石榴皮、花椒、南鹤虱、鹤虱、胡椒、乌梅、益智、八角茴香、

吴茱萸、荜澄茄、胡芦巴、荔枝核、小茴香、红豆蔻、榼藤子、罂粟壳、青皮、辣椒、沙棘、香橼、陈皮

26（20.47）

便秘 [26] 亚麻子、苦杏仁、罗汉果、柏子仁、桃仁、紫苏子、黑芝麻、火麻仁、桑椹、核桃仁、枳实、瓜蒌、决明子、

莱菔子、大皂角、猪牙皂、蓖麻子、千金子、牵牛子、郁李仁、胖大海

21（16.54）

痰多 预知子、胡椒、猪牙皂、苦杏仁、沙棘、牛蒡子、化橘红、佛手、陈皮、青果、大皂角、瓜蒌、葶苈子、牵

牛子、枳壳、紫苏子、芥子

17（13.89）

消渴 五味子、南五味子、酸枣仁、桑椹、女贞子、枸杞子、山茱萸、青果、余甘子、连翘、黑豆、乌梅、冬葵果

（蒙古族习用药材）

13（10.24）

腰膝酸痛 枸杞子、木瓜、女贞子、菟丝子、楮实子、八角茴香、沙苑子、黑豆、补骨脂、蛇床子 10（7.87）
遗尿尿频 五味子、白果、芡实、沙苑子、补骨脂、南五味子、韭菜子、菟丝子、山茱萸、金樱子、覆盆子 11（8.66）
小便不利 大豆黄卷、郁李仁、预知子、葶苈子、薏苡仁、锦灯笼、车前子、连翘、地肤子 9（7.09）
胸胁胀痛 芥子、香橼、丝瓜络、佛手、青皮、蒺藜、枳壳、葶苈子 8（6.30）
虫病 使君子、榧子、槟榔、南鹤虱、鹤虱 5（3.94）
腹泻 [27] 菟丝子、乌梅、诃子、金樱子、薏苡仁、五味子、南五味子、莱菔子、莲子、槟榔、枳实、小茴香、母丁香、

石榴皮、芡实、木瓜、白扁豆、吴茱萸、补骨脂、罂粟壳

20（15.75）

妇科 经闭痛经 黑种草子（维吾尔族习用药材）、桃仁、预知子、千金子、小叶莲、沙棘、山楂、王不留行、急性子、路路通、

小茴香、茺蔚子

12（9.44）

乳痈乳癖 蒺藜、夏枯草、橘核、青皮、王不留行、木鳖子、瓜蒌、连翘、丝瓜络、路路通、黑种草子（维吾尔族习用药材） 11（1028）
男科 阳痿遗精 核桃仁、菟丝子、山茱萸、五味子、韭菜子、南五味子、蛇床子、母丁香、莲子心、覆盆子、益智、芡实、

金樱子、沙苑子、枸杞子、莲子、补骨脂

17（13.89）

3.3　果实种子类中药的临床新用

　　中药新用是指在与其功效一致的基础上发现
了新的临床应用，如车前子临床可用于热淋涩
痛、暑湿泄泻、尿血、视物昏暗、痰热咳嗽等 [28]，
而吴智高 [29] 发现其临床可用于治疗痛风；女贞子
用于眩晕耳呜、腰膝酸软、须发旱白、目暗不明、
内热消渴等，丁兆平 [30] 发现其亦可用于治疗高
脂血症等。目前药典收录的中药数量有限，中药
资源较少，开发中药的临床新用，不仅可以在一
定程度上弥补药材数量少的问题，还可以进一步
推动中药材的临床应用与发展。
4　讨论与建议

　　本文通过对 2020 年版《中国药典》进行统
计，共有 127 味果实种子类中药，其用药部位多
为干燥成熟种子和干燥成熟果实，采摘季节多在
夏、秋；药性以温、平为主，药味以甘、苦、辛
为主，主入肝、胃、肺、脾、肾经。有明确记录
的用法多以外用和入丸散服，用量以 9 ～ 15 g、
3 ～ 10 g、3 ～ 9 g 和 5 ～ 10 g 为常用剂量，但药
典并未记载不同用法之间的用量，日后应完善相
关用法的具体用量；孕妇禁用和有毒的中药有 30
味；炮制方法多为去除杂质、捣碎、干燥、炒制，
其中有 30 味果实种子类中药在药典里未记载明
确的炮制方法；功能主要有燥湿化痰、润燥通便、
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杀虫消积、补肾助阳、养肝明目、滋补肝肾、清
热解毒、疏肝理气、温脾止泻等；目前我国对果
实种子类中药的临床研究颇多，多集中在内科、
妇科和男科，如菟丝子在临床治疗男性少弱精子
症 [31] 较多，桃仁、预知子、川楝子临床多用于治
疗痛经，紫苏子临床用于治疗糖尿病、支气管哮
喘 [32-33] 等。经查阅知网文献和 2020 年版《中国
药典》，发现果实种子类中药存在一些问题，本
文提出以下几点意见：
4.1　完善果实种子类药物的功能主治和用法用
量，及时更新
　　检索知网发现，桃仁除具有治疗痛经、肺痈
肠痈、跌扑损伤、肠燥便秘、咳嗽气喘的作用之
外，临床还可用于防治动脉粥样硬化；预知子除
用于痛经经闭、利尿外，临床还具有一定的抗抑
郁作用；使君子除用于杀虫消积外，临床研究表
明还可用于嗜甲症 [34]、手足癣 [35]、乳糜尿 [36]、
小儿角膜软化症 [37] 等的治疗，加强对药典已收
录中药临床新用的挖掘，并更新其相关新用 [38]。
　　分析药典 127 味果实种子类中药发现，只有
35 味中药记载了详细的用法，且并未记载不同用
法之间的不同用量，应加强研究并完善药典果实
种子类药物的用法用量。
4.2　完善果实种子类药物的炮制方法
　　中药炮制是我国独有的传统制药技术 [39]，是
根据中医药理论，依照临床辨证施治用药和药物
自身性质，以及调剂、制剂的不同要求所采取的
一项制药技术。如蔓荆子经炒后易捣碎 [40-41]，更
有利于煎出有效成分，并缓其辛散之性，还易于
提出多余杂质，使药物更纯净 [42]。在 2020 年版
《中国药典》记载的 127 味果实种子类中药中，
明确记载炮制方法的有 97 种，未记载炮制方法
的有 30 种。且近代对未记载炮制方法的果实种
子类药物的研究进展较缓慢，相关研究人员应参
考古籍或文献报道的炮制方法，对果实种子类中
药的炮制继续进行探究并逐步完善。
4.3　加强果实种子类药物的鉴别、质控与保存
4.3.1　完善果实种子类中药的鉴别　果实种子类中
药因其体积和外形的特殊性，再加上基层单位没有
先进的设备进行检验，导致市场上有较多的伪品或
混淆品流通 [43]，如天仙子与菟丝子外观相似，不
易辨别，且天仙子有大毒，混淆后会铸就大错 [44]。
果实种子类中药在市场上的混乱不仅会降低临床用
药的安全性，还极大可能给中药种植行业造成经济
损失 [45]；因此，应向基层普及完善果实种子类药
物的鉴别方法，并在市场上应严格区分，避免购买
者采购错误，以确保临床用药的安全性。

4.3.2　加强种质资源的控制　中药材产业的命脉
被种质资源牢牢掌控，保证中药材的产量和质量
的前提是确保中药材种子的纯正优良，但目前市
场中种子药材的质量参差补齐 [46]，种源尚未清
晰。中药现代化战略的 GAP 标准体系中，种质控
制是一项重要环节 [47]，顽拗性种子在种子科学研
究领域占据重要地位，当前仍存在许多难以攻克
的问题 [48]，目前对种子药材源头的鉴别较少，大
多数 DNA 条形码研究的中药材来源是市场 [49-50]；
因此，加强 DNA 分子鉴定研究对优化种源有更
为重要的意义 [51]。
4.3.3　完善果实种子类中药的保存　合适的贮藏
手段是保证种子质量的前提，与种子发芽率和保
苗率息息相关。目前，超干贮藏及超低温贮藏的
研究引起了许多人的关注。邹冬梅 [52] 利用硅胶
室温干燥法将银合欢种子含水量降到了 5% 以下，
显著的提高了种子的抗老化劣变能力，为保存银
合欢种子提供了新方法。
　　综上所述，本文对果实种子类中药进行了详
细的统计，并对其入药部位、性味归经、用法用
量、炮制方法和注意事项进行了相关分析，为研
究果实果实种子类中药提供了文字和数据支持，
以促进果实种子类中药的进一步发展。
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金银花 -连翘药对配方颗粒的 HPLC指纹图谱建立及 
多指标成分含量测定研究

方朝缵，甘力帆，黄醒鹏，徐杰，杨赞，刘涛乾，崔婷*，魏梅（广东一方制药有限公司/广东省中药配方

颗粒企业重点实验室，广东　佛山　528244）

摘要：目的　建立金银花 - 连翘药对配方颗粒 HPLC 指纹图谱及多指标成分含量同时测定

的方法。方法　采用 Agilent Eclipse XDB-C18 Colum 色谱柱（4.6 mm×250 mm, 5 μm），以乙

腈 -0.1% 磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，流速 0.8 mL·min－ 1，柱温 40℃，检测波长

280 nm，进样量 10 μL，对金银花 - 连翘药对配方颗粒 HPLC 指纹图谱进行相似度评价、聚

类分析、主成分分析、正交偏最小二乘法 - 判别分析等多元统计分析及主成分含量测定。结
果　12 批样品指纹图谱与对照指纹图谱的相似度均＞ 0.970，共标定了 15 个共有峰，对照品

指认了 9 个主要色谱峰，分别是 1 号峰新绿原酸、2 号峰绿原酸、3 号峰隐绿原酸、4 号峰

咖啡酸、7 号峰芦丁、8 号峰异槲皮苷、9 号峰连翘酯苷 A、13 号峰 4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁

酸、14 号峰连翘苷。聚类分析和主成分分析均可将 12 批样品聚为 3 类；正交偏最小二乘判

别分析表明不同批次金银花 - 连翘药对配方颗粒略有差异，VIP 值＞ 1 的色谱峰 9 和 6 是影响

金银花 - 连翘药对配方颗粒差异的标志性成分。主成分定量分析结果显示，新绿原酸含量为

0.144% ～ 0.188%，绿原酸含量为 2.088% ～ 2.801%，隐绿原酸含量为 0.238% ～ 0.329%，咖

啡酸含量为 0.036% ～ 0.051%，连翘酯苷 A 含量为 3.527% ～ 6.076%，4，5- 二 -O- 咖啡酰奎

宁酸含量为 0.385% ～ 0.520%，连翘苷含量为 0.300% ～ 0.696%。结论　建立的金银花 - 连翘

药对配方颗粒 HPLC 指纹图谱分析方法简单，重现性良好，该含量测定方法的精密度较高、稳

定性较好，可为金银花 - 连翘药对配方颗粒的物质基础及质量控制研究提供参考。

关键词：金银花 - 连翘；药对；指纹图谱；含量测定；质量控制

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1612-09
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.032

Content determination of multi-component and establishment of fingerprint 
of flos lonicerae-fructus forsythuae formula granules

FANG Chao-zuan, GAN Li-fan, HUANG Xing-peng, XU Jie, YANG Zan, LIU Tao-qian, CUI Ting*, 
WEI Mei (Guangdong Yifang Pharmaceutical Co., Ltd./Guangdong Key Laboratory of Traditional 
Chinese Medicine Formula Granules, Foshan  Guangdong  528244)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprint and simultaneously determine the content 
of multi-component of flos lonicerae-fructus forsythuae formula granules. Methods  An Agilent 
Eclipse XDB-C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used with the moibile phase consisting of 
acetonitrile-0.1% phosphoric acid at a flow rate of 0.8 mL·min－ 1 for gradient elution. The column 
temperature was 40℃ , the detection wavelength was 280 nm, and the injection volume was 10 
μL. The fingerprint similarity was evaluated, the cluster analysis, principal component analysis and 

基金项目：佛山市应急科技攻关专项（No.2020001000206）。
作者简介：方朝缵，男，中药师，主要从事中药配方颗粒质量标准与工艺生产研究，email：763638458@qq.com　* 通信作者：崔婷，女，

硕士，主管中药师，主要从事中药及中药配方颗粒质量标准研究，email：770214378@qq.com

药物分析与检验
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　　金银花为忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica 
Thunb. 的干燥花蕾或带初开的花，味甘性寒，具
有清热解毒、疏散风热的功效 [1]。连翘为木犀科
植物连翘 Forsythia suspensa（Thunb.）Vahl 的干燥
果实，味苦性微寒，具有清热解毒、消肿散结、
疏散风热的功效 [1]。近年来，随着中药配方颗粒
的研究与开发，临床常用配伍的“麻黄 - 桂枝、石
膏 - 知母、黄连 - 吴茱萸、当归 - 川芎”等药对配
方颗粒的研究也日趋广泛 [2-7]，通过药物配对，可
使单味药中较弱的功效，在特定药物的配合下发
挥独特疗效，诸如“麻黄无桂枝不汗”“附子无干
姜不热”“石膏得知母更寒”等都是前人对两药配
伍应用产生特殊功效的总结。金银花、连翘配伍
使用，代表性方剂为《温病条辨》所载的银翘散，
两者相须为用，既可用于外感温热而解表，又可
用于泄里热而解毒 [8]。开发金银花 - 连翘药对配方
颗粒，既保留了传统方剂共煎配伍的特点，又具
备中药配方颗粒随症加减的优势，可降低中药配
方颗粒临床调配频次，使临床配方调剂更加方便，
并且能够进一步丰富中药配方颗粒产品体系，弥
补中药配方颗粒生产的局限性。此外，连翘富含
挥发油，在连翘配方颗粒生产过程中，喷雾干燥
工序黏机严重，喷干粉损耗大。金银花、连翘合
煎后，可有效改善喷雾干燥工序的黏机情况，确
保临床用药剂量的准确性和有效性。参考金银花、
连翘在《中国药典》2020 年版中规定的质量标志
物，并检索文献发现，金银花的活性成分主要有
酚酸类、黄酮类、挥发油、三萜皂苷类等，其酚
酸类成分具有较好的抗病毒、抗菌、抗炎、抗氧

化、抗肿瘤等药理活性 [9-11]；连翘的主要活性成分
为苯乙醇苷类、木脂素类及其苷类、黄酮类、挥
发油类等，其中苯乙醇苷类成分连翘酯苷 A 具有
抗菌、保肝、抗氧化、抑制哮喘气道炎症等药理
作用 [12-15]，连翘苷具有显著的抗菌、降血脂、抗
氧化、抗病毒等药理作用 [16-17]。故本研究拟建立
金银花 - 连翘（1∶1）药对配方颗粒 HPLC 指纹图
谱及酚酸类成分（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、
咖啡酸、4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸）、苯乙醇苷类
成分（连翘酯苷 A）、连翘苷等 7 种成分含量同时
测定的方法，旨在为金银花 - 连翘药对配方颗粒物
质基础及质量控制研究提供参考。
1　材料
1.1　仪器 
　　Waters Arc 型高效液相色谱仪（美国 Waters
公司）；ME203E 千分之一天平、ME204E 万分
之一天平、XP26 型百万分之一电子天平（瑞士
METTLER TOLEDO 公司）；实验室 Milli-Q 超纯
水系统（德国 Merck 公司）；KQ-500DE 数控超声
机清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；B-290 型
喷雾干燥机（瑞士步琪有限公司）；LGS20 型干
法制粒机（南京迦南制药设备有限公司）。
1.2　试药 
　　 新 绿 原 酸（批 号：DSTDX001503， 纯 度：
99.58%）、隐绿原酸（批号：DST210427-035，纯
度：98.24%）（成都德思特生物技术有限公司）；
绿原酸（批号：110753-202018，纯度：96.1%）、
芦丁（批号：100080-202012，纯度：91.6%）、咖
啡酸（批号：110885-201703，纯度：99.7%）、4，5-

orthogonal partial least squares discriminant analysis were performed, and the content of principal 
components were determined. Results  The similarity of HPLC fingerprints of 12 batches was greater 
than 0.970. Totally 15 common peaks were confirmed, and the structure of 9 main chromatographic 
peaks were identified by the reference: peak 1 was neochlorogenic acid, peak 2 was chlorogenic 
acid, peak 3 was cryptochlorogenic acid, peak 4 was caffeic acid, peak 7 was rutin, peak 8 was 
isoquercitrin, peak 9 was forsythoside A, peak 13 was 4, 5-di-O-caffeylquinic acid, and peak 14 
was forsythin. Cluster analysis and principal component analysis showed that the 12 batches of 
samples were roughly divided into 3 categories. The chromatopraphic peaks 9 and 6 (with VIP 
value ＞ 1) were the landmark components for the compositions of flos lonicerae-fructus forsythuae 
formula granules. The content of 7 main chromatopraphic peaks ranged: neochlorogenic acid 
0.144% ～ 0.188%, chlorogenic acid 2.088% ～ 2.801%, cryptochlorogenic acid 0.238% ～ 0.329%, 
caffeic acid 0.036% ～ 0.051%, forsythoside A 3.527% ～ 6.076%, 4, 5-di-O-caffeylquinic acid 
0.385% ～ 0.520%, and forsythin 0.300% ～ 0.696%. Conclusion  The established HPLC fingerprint 
method is simple and reproducible, which can provide a reference for the study of material basis and 
quality control of flos lonicerae-fructus forsythuae formula granules. 
Key words: flos lonicerae-fructus forsythuae; drug pair; fingerprint; content determination; quality control
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二 -O- 咖啡酰奎宁酸（批号：111894-202104，纯
度：95.1%）、异槲皮苷（批号：111809-201804，
纯度：97.2%）、连翘苷（批号：110821-202117，
纯 度：94.9%）、 连 翘 酯 苷 A（批 号：111810-
201707，纯度：97.2%）对照品（中国食品药品检
定研究院）；乙腈、甲醇为色谱纯（德国 Merck
公司），磷酸为色谱纯（天津市科密欧化学试剂
有限公司），水为超纯水，其余试剂均为分析
纯。金银花、连翘样品经广东一方制药有限公司
孙冬梅主任中药师鉴定金银花为忍冬科植物忍冬
Lonicera japonica Thunb. 的干燥花蕾，连翘为木

犀科植物连翘 Forsythia suspensa（Thunb.）Vahl
的干燥果实，且均为青翘。
　　饮片先以《中国药典》2015 年版、《中国药典》
2020 年版金银花、连翘含量测定项下含量测定方
法对酚酸类成分、木犀草苷、连翘酯苷 A、连翘
苷含量进行测定，再按含量测定结果由高到低进
行排序，然后利用 Microsoft Office Excel 随机函数
进行组合，给每一饮片生成一个 0 → 1 之间的随
机有效数字，再按随机有效数字数值由大到小给
每一批饮片进行排序，所得序号为饮片对应识别
号，识别号相同的饮片两两配伍，结果见表 1。

表 1　样品信息 
Tab 1　Sample information

编号
金银花 连翘

收集时间 供货单位 收集时间 供货单位

J-L-S1 2020 年 4 月 山东中平药业有限公司 2021 年 4 月 山东中平药业有限公司

J-L-S2 2020 年 6 月 山东中平药业有限公司 2019 年 9 月 民生药业集团珍医堂制药有限公司

J-L-S3 2020 年 11 月 山东中平药业有限公司 2017 年 3 月 山西长治市屯留县八泉村

J-L-S4 2020 年 1 月 山东保利药业有限公司 2021 年 6 月 哈尔滨福顺堂药材有限公司

J-L-S5 2020 年 12 月 山东中平药业有限公司 2019 年 8 月 山西九州天润道地药材开发有限公司

J-L-S6 2020 年 8 月 山东中平药业有限公司 2020 年 2 月 山东中平药业有限公司

J-L-S7 2020 年 3 月 山东中平药业有限公司 2019 年 8 月 山西九州天润道地药材开发有限公司

J-L-S8 2020 年 9 月 山东中平药业有限公司 2020 年 4 月 山东中平药业有限公司

J-L-S9 2020 年 3 月 山东中平药业有限公司 2020 年 4 月 山东中平药业有限公司

J-L-S10 2019 年 12 月 山东中平药业有限公司 2021 年 2 月 山西华邈药业有限公司

J-L-S11 2020 年 2 月 山东中平药业有限公司 2020 年 11 月 山东中平药业有限公司

J-L-S12 2021 年 4 月 山东中平药业有限公司 2021 年 6 月 哈尔滨福顺堂药材有限公司

注：金银花以“J”表示，连翘以“L”表示。

Note：J means flos lonicerae，L means fructus forsythuae.

2　方法与结果

2.1　色谱条件 
　　色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18 Colum（4.6 
mm×250 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1%
磷酸溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 5 min，10%A；
5 ～ 10 min，10% ～ 15%A；10 ～ 30 min，15% ～ 

18%A；30 ～ 40 min，18% ～ 44% A；40 ～ 45 
min，44% ～ 10%A）；流速：0.8 mL·min－ 1；检
测波长：280 nm；进样量：10 μL；柱温：40℃；
理论塔板数按绿原酸峰计算应不低于 8000。
2.2　金银花 - 连翘药对配方颗粒的制备 
　　按金银花 - 连翘药对配伍比例 1∶1，精密称
取金银花、连翘饮片适量，加水煎煮两次，第一
次加 12 倍量水，浸泡 30 min，武火煮沸后文火
保持微沸 20 min，用 350 目筛网趁热过滤。第二
次煎煮加 10 倍量水，武火煮沸后文火保持微沸
15 min，用 350 目筛网趁热过滤，合并两次滤液，
减压浓缩，干燥，制粒，即得（编号 J-L-S1 ～ J-
L-S12）。

2.3　溶液的制备
2.3.1　对照品溶液的制备　取新绿原酸、绿原酸、
隐绿原酸、咖啡酸、芦丁、异槲皮苷、4、5- 二 -O-
咖啡酰奎宁酸、连翘酯苷 A、连翘苷对照品，分
别精密称定，加甲醇制成每 1 mL 含新绿原酸
77.672 μg、绿原酸 52.869 μg、隐绿原酸 73.681 
μg、咖啡酸 62.711 μg、芦丁 66.960 μg、异槲皮
苷 54.335 μg、4¸5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸 140.368 
μg、连翘酯苷 A36.171 μg、连翘苷 57.509 μg 的
混合对照品溶液。
2.3.2　供试品溶液的制备　取金银花 - 连翘药对
配方颗粒样品，研细，取约 0.2 g，精密称定，置
具塞锥形瓶中，精密加入 50% 甲醇 25 mL，称定
重量，超声处理（功率 300 W，频率 40 kHz）30 
min，放冷，再称定重量，用 50% 甲醇补足减失
的重量，摇匀，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续
滤液，即得。
2.4　方法学验证
2.4.1　精密度试验　精密吸取金银花 - 连翘药对
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配方颗粒供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件连
续进样 6 次，以绿原酸参照物峰相应的峰为 S1
峰，计算峰 1、峰 3、峰 4、峰 5、峰 6、峰 7、
峰 8 与 S1 峰的相对保留时间和相对峰面积；以
连翘苷参照物峰相应的峰为 S2 峰，计算峰 9、峰
10、峰 11、峰 12、峰 13、峰 15 与 S2 峰的相对
保留时间与相对峰面积。各色谱峰的相对保留时
间 RSD 值均小于 0.050%，相对峰面积 RSD 值均
小于 1.4%，表明仪器精密度良好。
2.4.2　重复性试验　取同一批金银花 - 连翘药对
配方颗粒样品，按“2.3.2”项下方法平行制备 6
份供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别进样
测定，以绿原酸参照物峰相应的峰为 S1 峰，计
算峰 1、峰 3、峰 4、峰 5、峰 6、峰 7、峰 8 与
S1 峰的相对保留时间和相对峰面积；以连翘苷
参照物峰相应的峰为 S2 峰，计算峰 9、峰 10、
峰 11、峰 12、峰 13、峰 15 与 S2 峰的相对保留
时间与相对峰面积。各色谱峰的相对保留时间
RSD 值均小于 0.50%，相对峰面积 RSD 值均小于
4.0%，表明该方法重复性良好。
2.4.3　稳定性试验　精密吸取金银花 - 连翘药对
配方颗粒供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分
别在 0、2、4、8、12、16、24 h 进样测定，以绿
原酸参照物峰相应的为 S1 峰，计算峰 1、峰 3、
峰 4、峰 5、峰 6、峰 7、峰 8 与 S1 峰的相对保留
时间和相对峰面积；以连翘苷参照物峰相应的为
S2 峰，计算峰 9、峰 10、峰 11、峰 12、峰 13、
峰 15 与 S2 峰的相对保留时间与相对峰面积。各
色谱峰的相对保留时间 RSD 值均小于 0.50%，相
对峰面积 RSD 值均小于 6.0%，表明供试品溶液在
24 h 内稳定。
2.5　金银花 - 连翘药对配方颗粒指纹图谱的建立 
2.5.1　对照指纹图谱的建立　取 12 批金银花 - 连
翘药对配方颗粒供试品溶液，按“2.1”项下色谱
条件进行指纹图谱测定，记录色谱图。采用《中
药色谱指纹图谱相似度评价系统》（2012A 版），
以 S1 号样品的色谱图为参照，中位数法建立对
照图谱，设置时间窗宽度为 0.1 min，采用多点
校正法进行色谱峰匹配，共确定了 15 个共有峰，
见图 1。
2.5.2　共有峰的归属与指认　分别取金银花、连
翘药材，按“2.2”项下方法制备单味药配方颗粒，
并按“2.1”项下色谱条件进行指纹图谱测定。结
果显示 1 ～ 4、7、10、12、13 号峰来源于金银花，
1、4 ～ 9、11、14、15 号峰来源于连翘。通过与
混合对照品图谱比对，指认 1 号峰为新绿原酸，

2 号峰为绿原酸，3 号峰为隐绿原酸，4 号峰为咖
啡酸，7 号峰为芦丁，8 号峰为异槲皮苷，9 号峰
为连翘酯苷 A，13 号峰为 4，5- 二 -O- 咖啡酰奎
宁酸，14 号峰为连翘苷，结果见图 2。
2.6　化学模式识别分析

2.6.1　相似度评价　采用《中药色谱指纹图谱相
似度评价系统》（2012 版）分析软件，以对照图谱
R 为参照，进行整体相似度评价。结果显示，金
银花 - 连翘药对配方颗粒不同批次间特征图谱基
本相似，与对照图谱一致性较好。12 批配方颗粒
（J-L-S1 → J-L-S12）相似度依次为 1.000、0.994、
1.000、0.999、0.977、0.999、0.991、0.992、0.996、
0.990、0.998、1.000，均＞ 0.970，表明金银花配
伍连翘在整体的质量、各成分的比例上相对稳定，
且符合指纹图谱的研究要求。
2.6.2　聚类分析与方差分析　将 12 批金银花 -
连翘药对配方颗粒色谱峰峰面积按“峰面积 / 取
样量 /60 000”处理后导入 SPSS 26.0 软件，采用
组间连接法，以平方 Euclidean 距离为分类依据，
对样品进行系统聚类分析，结果见图 3。当聚类
距离为 10 时，可将 12 批金银花 - 连翘药对配方
颗粒样品聚为 3 类，其中 J-L-S1～ J-L-S3、J-L-S6
聚为一类，即为Ⅰ类；J-L-S4、J-L-S8 ～ J-L-S9、
J-L-S11 ～ J-L-S12 聚为一类，记为Ⅱ类；J-L-S5、
J-L-S7、J-L-S10 则聚为一类，记为Ⅲ类。即使
购买来自统一厂家金银花或连翘药材，制备的金
银花 - 连翘药对配方颗粒质量也会差异较大，这
可能与原料药材的产地、采收期、加工方式等有
关 [18-19]，同时也说明一个或多个指标成分无法整
体反映金银花 - 连翘药对配方颗粒的质量，建立

图 1　12 批金银花 - 连翘药对配方颗粒 HPLC 叠加图谱

Fig 1　HPLC Fingerprints of 12 batches of flos lonicerae-fructus 
forsythuae formula granules
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指纹图谱可较大程度地反映整体化学特征信息。
　　为阐明各批次样品聚类的内在规律性，分别
计算 3 类金银花 - 连翘药对配方颗粒各特征峰的
“峰面积 / 取样量 /60000”值，并进行单因素方差
分析，见表 2。结果表明，3 类金银花 - 连翘药对
配方颗粒样品间峰 4（咖啡酸）、峰 7（芦丁）、峰
10、峰 13（4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸）的峰面积
差异无统计学意义（P ＞ 0.05），而峰 6、峰 9（连
翘酯苷 A）、峰 14（连翘苷）的峰面积均差异有统
计学意义（P ＜ 0.05），说明峰 6、峰 9（连翘酯
苷 A）、峰 14（连翘苷）是导致 12 批金银花 - 连

翘药对配方颗粒聚为 3 类的关键指标，是影响不
同批次金银花 - 连翘药对配方颗粒质量差异的重
要成分。此外，Ⅰ类与Ⅱ类金银花 - 连翘药对配
方颗粒样品间峰 2（绿原酸）、峰 3（隐绿原酸）、
峰 12 的峰面积差异有统计学意义（P ＜ 0.05），
但Ⅰ类与Ⅲ类差异无统计学意义（P ＞ 0.05），Ⅱ
类与Ⅲ类差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；Ⅰ类与
Ⅱ类金银花 - 连翘药对配方颗粒样品间峰 8、峰
15 的峰面积差异无统计学意义（P ＞ 0.05），但
与Ⅲ类均差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；Ⅰ类与
Ⅲ类、Ⅱ类与Ⅲ类金银花 - 连翘药对配方颗粒样
品间峰 1（新绿原酸）的峰面积值均差异无统计学
意义（P ＞ 0.05），但Ⅰ类与Ⅱ类间差异有统计学
意义（P ＜ 0.05）；Ⅱ类与Ⅲ类金银花 - 连翘药对
配方颗粒样品间峰 5 的峰面积值差异无统计学意
义（P ＞ 0.05），但与Ⅰ类间均差异有统计学意义
（P ＜ 0.05）；Ⅰ类与Ⅱ类、Ⅱ类与Ⅲ类金银花 -
连翘药对配方颗粒样品间峰 11 的峰面积值均差
异无统计学意义（P ＞ 0.05），但Ⅰ类与Ⅲ类间差
异有统计学意义（P ＜ 0.05）。
2.6.3　主成分分析（PCA）　采用 SPSS 26.0 软件
将 12 批金银花 - 连翘药对配方颗粒色谱峰峰面积
进行标准化处理，结果见表 3。将标准化处理后的
数据进行主成分分析，以特征值大于 1 为判断标
准进行因子抽取，共提取得到 3 个主成分，可反映
金银花 - 连翘药对配方颗粒指纹图谱整体 88.451%
以上的信息，其特征值和方差贡献率见表 4。对主
成分载荷值及得分系数进行计算，结果见表 5。根
据得分系数可构建各主成分的线型模型，各主成
分解析表达式分别：为 F1 ＝ 0.038X1 － 0.044X2 －

图 2　金银花 - 连翘药对配方颗粒 HPLC 指纹图谱

Fig 2　HPLC chromatograms of the flos lonicerae-fructus forsythuae 
formula granule
A. 混合对照品（mixed reference solution）；B. 金银花配方颗粒（flos 
lonicera formula granule）；C. 连 翘 配 方 颗 粒（fructus forsythuae 
formula granule）；D. 金银花 - 连翘药对配方颗粒（flos lonicerae-
fructus forsythuae formula granule）；1. 新 绿 原 酸（neochlorogenic 
acid）；2. 绿原酸（chlorogenic acid）；3. 隐绿原酸（cryptochlorogenic 
acid）；4. 咖 啡 酸（caffeic acid）；7. 芦 丁（rutin）；8. 异 槲 皮 苷

（isoquercitrin）；9. 连翘酯苷 A（forsythoside A）；13. 4，5- 二 -O-
咖啡酰奎宁酸（4，5-di-O-caffeylquinic acid）；14. 连翘苷（forsythin）

图 3　12 批金银花 - 连翘药对配方颗粒聚类分析图

Fig 3　Cluster analysis diagram of 12 batches of Flos Lonicerae-Fructus 
Forsythuae formula granules
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0.026X3 ＋ 0.035X4 ＋ 0.149X5 ＋ 0.155X6 － 0.019X7 ＋

0.129X8＋0.158X9＋0.008X10＋0.154X11－0.083X12－

0.050X13 ＋ 0.158X14 － 0.123X15；F2 ＝ 0.169X1 ＋

0.161X2 ＋ 0.176X3 ＋ 0.089X4 ＋ 0.003X5 ＋ 0.056X6 －

0.003X7 ＋ 0.080X8 ＋ 0.034X9 ＋ 0.165X10 ＋ 0.001X11 ＋

0.151X12 ＋ 0.165X13 － 0.015X14 ＋ 0.009X15；F3 ＝

0.024X1 ＋ 0.172X2 ＋ 0.062X3 － 0.132X4 ＋ 0.214X5 －

0.031X6 ＋ 0.511X7 － 0.128X8 ＋ 0.123X9 － 0.157X10 ＋

0.121X11＋ 0.052X12－ 0.031X13＋ 0.120X14＋ 0.334X15。
计算各批次配方颗粒主成分得分，并绘制主成分得
分图，见图 4。结果表明，S1、S2、S3、S6 可归
为一类；S4、S8、S9、S11、S12 可归为一类，S5、
S7、S10 可归为一类，与聚类分析结果基本一致。
根据各主成分的方差贡献率和得分，构建主成分综
合得分函数：F ＝（39.879%×F1 ＋ 36.657%×F2 ＋

11.915×F3）/88.451%，计算各批次金银花 - 连翘药
对配方颗粒综合得分，见表 6。结果表明，排名前
3 的为 J-L-S1 ～ J-L-S3，主要是这几批样品中峰 6、
峰 9（连翘酯苷 A）、峰 14（连翘苷）的峰面积高于
其他批次（P ＜ 0.05）。

表 2　3 类金银花 -连翘药对配方颗粒各特征峰的“峰面积 /取样

量 /60 000”值单因素方差分析 
Tab 2　ONE-way analysis of variance of “peak area/sample 
weight/60 000” value of three types of flos lonicerae-fructus 

forsythuae formula granules on each characteristic peak

峰号 Ⅰ类 Ⅱ类 Ⅲ类

峰 1   17.21±0.24a   14.59±2.24b   15.68±0.47ab

峰 2 254.24±7.77a 209.14±21.32b 258.57±5.53a

峰 3   24.73±1.65a   20.66±3.07b   24.45±0.62a

峰 4     8.43±1.87a     7.45±1.74a     7.18±0.78a

峰 5   14.39±2.35a   11.49±1.88b     8.65±0.52b

峰 6 105.72±9.73a   91.94±9.58b   67.13±5.73c

峰 7     8.23±1.41a     7.68±0.71a     8.76±2.27a

峰 8   24.88±3.31a   22.04±4.22a   15.42±1.11b

峰 9 348.46±26.56a 294.28±23.33b 239.00±18.17c

峰 10   17.77±1.91a   15.54±3.03a   16.45±1.30a

峰 11   31.87±5.46a   26.82±3.36ab   20.35±1.97b

峰 12   74.68±5.88a   63.78±7.53b   80.55±1.93a

峰 13   52.65±3.69a   47.47±6.29a   54.74±2.48a

峰 14   24.55±3.29a   20.07±3.26b   12.91±0.91c

峰 15     3.08±2.17a     2.22±0.95a   13.99±8.74b

注：同一行不同字母表示 P ＜ 0.05。
Note：Different letters in the same line indicate P ＜ 0.05.

表 3　12 批金银花 -连翘药对配方颗粒各特征峰数据标准化处理 
Tab 3　Standardized processing of characteristic peak data of 12 batches of flos lonicerae-fructus forsythuae formula granules

特征峰 J-L-S1 J-L-S2 J-L-S3 J-L-S4 J-L-S5 J-L-S6 J-L-S7 J-L-S8 J-L-S9 J-L-S10 J-L-S11 J-L-S12

X1（新绿原酸） 0.671 0.926 0.931 0.732 0.489 － 0.496 － 2.576 － 0.949 0.361 0.057 － 0.324 0.179 

X2（绿原酸） 1.030 0.471 0.634 0.410 0.002 － 1.346 － 2.049 － 0.839 － 0.687 0.992 0.789 0.594 

X3（隐绿原酸） 1.460 0.331 0.396 0.255 0.383 － 0.881 － 2.338 － 1.129 － 0.011 0.669 0.269 0.597 

X4（咖啡酸） － 0.703 － 0.417 1.330 1.630 1.764 － 0.601 － 1.092 － 0.436 － 0.461 － 0.665 0.234 － 0.582 

X5（峰 5） 0.442 1.925 0.082 1.279 － 0.588 0.884 － 0.267 0.255 － 0.733 － 1.192 － 0.881 － 1.206 

X6（峰 6） 0.867 1.589 0.891 0.212 0.581 0.454 － 0.825 0.208 0.046 － 1.695 － 1.291 － 1.038 

X7（芦丁） 0.311 1.402 － 0.480 － 0.956 － 0.715 0.377 － 0.253 － 0.114 － 0.949 1.285 1.548 － 1.454 

X8（异槲皮苷） 0.663 1.220 1.222 － 0.211 1.210 － 0.025 － 1.161 0.281 0.420 － 1.402 － 1.259 － 0.957 

X9（连翘酯苷 A） 0.828 1.854 0.683 0.772 － 0.139 0.679 － 0.480 0.012 － 0.511 － 1.629 － 0.880 － 1.189 

X10（峰 10） 1.671 0.004 0.513 － 0.064 0.905 － 0.699 － 2.177 － 0.842 0.762 － 0.207 － 0.459 0.593 

X11（峰 11） 0.053 2.009 0.125 1.250 － 0.384 0.629 － 0.318 0.598 － 0.582 － 1.379 － 1.262 － 0.739 

X12（峰 12） 0.928 － 0.556 0.639 0.332 0.264 － 1.397 － 1.875 － 0.734 － 0.533 1.216 0.818 0.897 

X13（4，5- 二 -O- 咖
啡酰奎宁酸）

1.317 － 0.041 0.000 － 0.074 0.812 － 1.149 － 2.211 － 0.758 0.053 0.172 0.836 1.042 

X14（连翘苷） 0.092 1.605 0.976 0.929 － 0.621 0.959 0.054 0.269 － 0.383 － 1.429 － 1.099 － 1.350 

X15（峰 15） － 0.726 － 0.399 － 0.418 0.083 － 0.636 － 0.311 － 0.377 － 0.619 － 0.542 2.282 1.885 － 0.222 

2.6.4　正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）　
将 12 批金银花 - 连翘药对配方颗粒色谱峰峰面积
按“峰面积 / 取样量 /60 000”处理后采用 SIMCA 
14.1 软件对指纹图谱进行监督模式识别，进行正
交偏最小二乘判别分析，结合变量重要性投影
（VIP）筛选出能引起不同批次金银花 - 连翘药对
配方颗粒成分差异的主要标志性成分，以 VIP 值
大于 1 为标准，筛选出对模型分类贡献较大的 2

个变量为峰 9（连翘酯苷 A）、峰 6，见图 5。结
果与聚类分析及方差分析的结果较为吻合。
2.7　多指标含量测定

2.7.1　线性关系考察　取新绿原酸、绿原酸、隐
绿原酸、咖啡酸、4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸对
照品，分别精密称定，加甲醇制成每 1 mL 含新
绿原酸 76.776 μg、绿原酸 826.941 μg、隐绿原酸
123.728 μg、咖啡酸 49.950 μg、4，5- 二 -O- 咖啡
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酰奎宁酸 156.059 μg 的混合对照品溶液。另分别
取连翘酯苷 A、连翘苷对照品，分别精密称定，
加甲醇制成每 1 mL 含连翘酯苷 A 1058.585 μg、
连翘苷 228.424 μg 的混合对照品溶液。精密吸取

上述混合对照品溶液 0.2、0.5、1.0、2.0、4.0 mL
分别置于 5 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇
匀，即得系列浓度的混合对照品溶液。精密吸取
上述系列对照品溶液，按“2.1”项下色谱条件测
定，记录峰面积。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，
得线性回归方程，结果见表 7。
2.7.2　精密度试验　精密吸取金银花 - 连翘药对
配方颗粒供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件连
续进样 6 次，记录新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、
咖啡酸、连翘酯苷 A、4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁
酸、连翘苷的峰面积，计算各峰面积 RSD 值分别
为 0.70%、0.43%、0.43%、1.1%、0.34%、0.59%、
0.43%，表明仪器精密度良好。
2.7.3　稳定性试验　取金银花 - 连翘药对配方颗粒
供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件，分别在 0、2、
4、8、12、16、24 h 进样，记录新绿原酸、绿原酸、
隐绿原酸、咖啡酸、连翘酯苷 A、4，5- 二 -O- 咖
啡酰奎宁酸、连翘苷的峰面积，计算各峰面积 RSD
值分别为 3.0%、2.8%、3.0%、4.5%、3.3%、3.0%、

表 4　金银花 -连翘药对配方颗粒主成分因子的特征值和方差贡献率 
Tab 4　Characteristic value and variance percentage of principal 

component factors of flos lonicerae-fructus forsythuae formula 
granule

成分 特征值 方差贡献率 /% 累积方差贡献率 /%

1 5.982 39.879 39.879

2 5.499 36.657 76.536

3 1.787 11.915 88.451

表 5　金银花 -连翘药对配方颗粒主成分载荷及得分系数矩阵 
Tab 5　Rotation load and score coefficient matrix table of principal 

component factors of flos lonicerae-fructus forsythuae formula 
granule

特征峰
载荷 得分系数

主成分 1 主成分 2 主成分 3 主成分 1 主成分 2 主成分 3

X1 0.225 0.932 0.042 0.038 0.169 0.024 

X2 － 0.265 0.887 0.307 － 0.044 0.161 0.172 

X3 － 0.156 0.966 0.110 － 0.026 0.176 0.062 

X4 0.209 0.488 － 0.236 0.035 0.089 － 0.132 

X5 0.893 0.015 0.382 0.149 0.003 0.214 

X6 0.928 0.306 － 0.056 0.155 0.056 － 0.031 

X7 － 0.112 － 0.018 0.913 － 0.019 － 0.003 0.511 

X8 0.773 0.440 － 0.229 0.129 0.080 － 0.128 

X9 0.946 0.188 0.220 0.158 0.034 0.123 

X10 0.047 0.910 － 0.280 0.008 0.165 － 0.157 

X11 0.924 0.007 0.216 0.154 0.001 0.121 

X12 － 0.495 0.828 0.092 － 0.083 0.151 0.052 

X13 － 0.298 0.909 － 0.056 － 0.050 0.165 － 0.031 

X14 0.947 － 0.080 0.215 0.158 － 0.015 0.120 

X15 － 0.739 0.050 0.597 － 0.123 0.009 0.334 

表 6　金银花 -连翘药对配方颗粒主成分因子综合得分及排名 
Tab 6　Principal component factor score and ranking of the flos 

lonicerae-fructus forsythuae formula granule

编号 F1 F2 F3 F 排名

J-L-S1 0.311 1.229 0.140 0.668   2

J-L-S2 1.608 0.389 1.604 1.102   1

J-L-S3 0.645 0.783 － 0.402 0.561   3

J-L-S4 0.701 0.423 0.109 0.506   4 

J-L-S5 0.086 0.758 － 1.365 0.169   5

J-L-S6 0.796 － 0.993 0.395 0.000   6

J-L-S7 － 0.119 － 2.441 － 0.332 － 1.110 12

J-L-S8 0.428 － 0.881 － 0.209 － 0.200   7

J-L-S9 － 0.118 － 0.019 － 1.256 － 0.230   8

J-L-S10 － 1.815 0.177 1.248 － 0.577 11

J-L-S11 － 1.421 0.148 1.243 － 0.412   9

J-L-S12 － 1.101 0.427 － 1.177 － 0.478 10

图 4　12 批金银花 - 连翘药对配方颗粒主成分分析得分图

Fig 4　Score plot of fingerprint of flos lonicerae-fructus forsythuae 
formula granule

图 5　12 批金银花 - 连翘药对配方颗粒 OPLS-DA 模型 VIP 值

Fig 5　VIP value of OPLS-DA modle of 12 batches of flos lonicerae-
fructus forsythuae formula granules
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表 8　12 批金银花 -连翘药对配方颗粒中 7 种成分的含量测定结果 (%) 
Tab 8　Content of 7 components in 12 batches of flos lonicerae-fructus forsythuae formula granules (%)

编号 新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 连翘酯苷 A 4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸 连翘苷

J-L-S1 0.183 2.582 0.317 0.042 5.517 0.468 0.515 
J-L-S2 0.182 2.352 0.270 0.042 6.076 0.394 0.696 
J-L-S3 0.177 2.328 0.265 0.046 5.023 0.385 0.598 
J-L-S4 0.180 2.294 0.280 0.051 4.731 0.443 0.417 
J-L-S5 0.166 2.495 0.281 0.037 3.527 0.417 0.300 
J-L-S6 0.176 2.291 0.261 0.048 5.119 0.393 0.593 
J-L-S7 0.162 2.500 0.275 0.040 4.138 0.454 0.351 
J-L-S8 0.164 2.088 0.257 0.036 5.597 0.387 0.686 
J-L-S9 0.144 2.198 0.238 0.038 5.527 0.397 0.654 
J-L-S10 0.187 2.801 0.329 0.044 4.330 0.520 0.370 
J-L-S11 0.167 2.389 0.265 0.043 5.474 0.434 0.629 
J-L-S12 0.188 2.339 0.299 0.046 4.750 0.454 0.504 

3.2%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.7.4　重复性试验　取金银花 - 连翘药对配方
颗粒供试品 6 份，按“2.3.2”项下方法制备供试
品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进行测定，分
别记录新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、
连翘酯苷 A、4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸、连翘
苷的峰面积，计算其含量并计算 RSD 值分别为
0.35%、0.66%、0.78%、0.68%、1.1%、1.9%、
0.55%，说明该方法重复性良好。
2.7.5　加样回收试验　取金银花 - 连翘药对配方
颗粒供试品 6 份，每份约 0.1 g，精密称定，按供
试品中指标成分量与加入对照品量之比1∶1原则，
分别加入适量的对照品溶液，按“2.3.2”项下方法
制备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样
测定，测定供试品中新绿原酸、绿原酸、隐绿原
酸、咖啡酸、连翘酯苷 A、4，5- 二 -O- 咖啡酰奎

宁酸、连翘苷的含量，计算得平均回收率分别为
101.15%、93.33%、92.16%、106.04%、99.16%、
102.85%、101.60%，RSD 值分别为 1.3%、1.2%、
0.95%、0.32%、0.91%、2.8%、1.5%，表明该方
法回收率良好。
2.7.6　样品测定　分别取 12 批金银花 - 连翘药对
配方颗粒供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样
测定，计算各成分含量，结果见表 8。12 批金银
花 - 连翘药对配方颗粒中新绿原酸、绿原酸、隐绿
原酸、咖啡酸、连翘酯苷 A、4，5- 二 -O- 咖啡酰
奎宁酸、连翘苷的含量分别为 0.144% ～ 0.188%、
2.088% ～ 2.801%、0.238% ～ 0.329%、0.036% ～ 

0.051%、3.527% ～ 6.076%、0.385% ～ 0.520%、
0.300% ～ 0.696%，批次间各指标成分含量存在一
定的差异，但整体含量较稳定。

表 7　各成分线性关系考察结果 
Tab 7　Linearity of each component

组分 回归方程 r 范围 /（μg·mL － 1）

新绿原酸 Y ＝ 1.052×104X － 2.951×103 0.9999   3.071 ～ 76.776
绿原酸 Y ＝ 1.323×104X － 2.581×104 0.9999 33.078 ～ 826.941
隐绿原酸 Y ＝ 1.108×104X － 5.035×103 0.9999   4.949 ～ 123.728
咖啡酸 Y ＝ 4.049×104X － 3.207×103 0.9999   1.998 ～ 49.950
连翘酯苷 A Y ＝ 9.442×103X ＋ 3.264×104 0.9999 42.343 ～ 1058.585
4，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸 Y ＝ 2.523×104X － 4.686×103 0.9999   6.242 ～ 156.059
连翘苷 Y ＝ 8.075×103X ＋ 1.261×104 0.9999   9.137 ～ 228.424

3　讨论

　　根据《中药配方颗粒质量控制与标准制定技
术要求》中“标准汤剂的制备”项下有关建议，在
充分研究古今文献的基础上，考虑中药药性、药
用部位、质地等因素，并参照国家中医药管理局
《医疗机构中药煎药室管理规范》中给出的前处
理、煎煮次数、水量、时间等相关参数，根据不

同的饮片确定加水量，以浸过药面 2 ～ 5 cm 为
宜，花、草类应酌量加水；根据药性及功能主治，
解表类、清热类药物不宜久煎，煮沸后煎煮 20 
min 为宜，第二煎适当缩短时间。金银花、连翘
均属清热类药，且金银花为花类，体积较蓬松，
故制备颗粒剂时一煎加入饮片量 12 倍量水，煎
煮 20 min；二煎加入 10 倍量水，煎煮 15 min。
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　　本试验分别考察了提取溶剂（甲醇、乙醇、
50% 甲醇、50% 乙醇、70% 甲醇、70 乙醇）、提
取方式（回流、超声）、提取时间（15 min、30 
min、45 min）对色谱峰的峰形及峰面积的影响，
结果表明 50% 甲醇超声提取 30 min 时效果整体
较佳。通过对流动相（乙腈 -0.05% 甲酸水溶液、
甲醇 -0.05% 甲酸水溶液、乙腈 -0.1% 磷酸水溶
液、甲醇 -0.1% 磷酸水溶液）、检测波长（260、
280、300、330、350 nm）、流速（0.7、0.8、0.9、1.0 
mL·min－ 1）、色谱柱（Agilent Eclipse XDB-C18

柱、Agilent ZORBAX SB-C18 柱）进行考察，结
果 显 示， 采 用 Agilent Eclipse XDB-C18 柱 色 谱
柱，以乙腈 -0.1% 磷酸水溶液为流动相，流速 0.8 
mL·min－ 1，检测波长为 280 nm 时，各色谱峰
分离度较好，特征峰响应值较高，基线较平稳。
　　目前很多研究认为，与单味中药配方颗粒单
煎合用相比，群药合煎可促进不同药物间物质成
分的化学反应达到增效或减毒的作用 [20-21]。因此
单煎配方颗粒与合煎传统汤剂的物质基础的一致
性和等效性是大众比较关心的问题。然而，中药
方剂数以万计，要一一做到与配方颗粒的等效性
研究不太现实。药对是经过历代医家反复实践提
炼，符合中医药对七情配伍理论，临床发挥协
同、持制或新生功用，且已形成相对固定形式，
经常联用的两味药物。与经典方剂相比，药对也
符合中医配伍理论，同时仅有两味药，大大降低
了多种药物复杂化学成分的干扰，可以实现以点
带面的降维研究。酚酸类成分是金银花重要的药
效物质基础，连翘酯苷 A、连翘苷是连翘的主要
抗菌、抗炎成分，本研究建立的测定方法，既可
以实现金银花 - 连翘药对配方颗粒 HPLC 指纹图
谱的测定，又可以实现金银花中主要酚酸类成
分、连翘中连翘酯苷 A 和连翘苷成分的含量测
定，可为金银花 - 连翘药对的化学成分研究奠定
基础。
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非抑制型离子色谱法测碳酸镧和碳酸镧咀嚼片中镧的含量

张蕊1，2，李耕2，于青2*，陈民辉2*，严菲2（1. 南京中医药大学，南京　210029；2. 江苏省食品药品监督检验研究

院，南京　210019）

摘要：目的　建立非抑制型离子色谱法测定碳酸镧和碳酸镧咀嚼片中镧的含量。方法　采用

离子色谱法，色谱柱为 Thermo Dionex IonPac SCS1（4 mm×250 mm）交换柱和 Dionex IonPac 
SCG1（4 mm×50 mm）保护柱，检测器为非抑制电导检测器，电导检测池温度为 35℃，柱温

为 30℃，进样量为 25 μL，淋洗液为 6 mmol·L－ 1 硝酸 HNO3 溶液，流速为 1.0 mL·min－ 1。

结果　镧在 10 ～ 80 μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好，相关系数为 0.9994，检测限为

0.15 μg·mL－ 1，定量限为 0.5 μg·mL－ 1，方法精密度好，溶液室温 24 h 内稳定。回收率在

99.0% ～ 100.0%，RSD 小于 1.6%。结论　本方法测定碳酸镧咀嚼片及其原料药中镧的含量，

专属性强，结果准确可靠。

关键词：碳酸镧；离子色谱法；非抑制电导检测器；含量测定

中图分类号：R927，R917　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1621-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.033

Determination of lanthanum in lanthanum carbonate and lanthanum 
carbonate chewable tablets by non-suppressive conductance detection  

ion chromatography

ZHANG Rui1, 2, LI Geng2, YU Qing2*, CHEN Min-hui2*, YAN Fei2 (1. Nanjing University of Chinese 
Medicine, Nanjing  210029; 2. Jiangsu Institute for Food and Drug Control, Nanjing  210019)

Abstract: Objective  To determine the content of lanthanum in lanthanum carbonate and lanthanum 
carbonate chewable tablets by non-suppressive conductance detection ion chromatography (IC) 
method. Methods  The determination was performed on Thermo Dionex IonPac SCS1 (4 mm×250 
mm) anion chromatography column and Dionex IonPac SCG1 (4 mm×50 mm) guard column. The 
non-suppressive conductance detector was used. The detection tank temperature was 35 ℃ ; the 
column temperature was 30℃ ; and the injection volume was 25 μL. HNO3 solution (6 mmol·L － 1) 
was used as the isocratic elution and the flow rate was 1.0 mL·min － 1. Results  Lanthanum showed 
good linearity at 10 ～ 80 μg·mL － 1, the correlation coefficient was 0.9994, the detection limit 
was 0.15 μg·mL － 1 (S/N ＝ 3), and the quantification limit was 0.5 μg·mL － 1 (S/N ＝ 10). The 
precision was good, and the solution was stable for 24 h at room temperature. The recovery was 
99.0% ～ 100.0%, and the RSD lower than 1.6% (n ＝ 3). Conclusion  The method to determine the 
content of lanthanum in lanthanum carbonate and lanthanum carbonate chewable tablets is sensitive 
and reproducible. 
Key words: lanthanum carbonate; ion chromatography; non-suppressive conductance detector; 
content determination
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　　碳酸镧咀嚼片是一种不含铝和钙的磷结合
剂，用于治疗肾衰患者的高磷血症 [1]。碳酸镧咀
嚼片通过解离镧离子与磷酸盐结合，形成不溶且
不吸收的镧 - 磷酸盐复合物，随粪便排出，降低
磷的消化道吸收，继而控制血浆中的磷浓度 [2]。
碳酸镧咀嚼片进口注册标准 JX20090602 关于其
含量测定采用的方法为滴定法，利用乙二胺醋
酸钠为滴定液，进行配位滴定，该方法操作烦
琐、干扰多 [3]。已报道的关于碳酸镧和碳酸镧咀
嚼片中镧的测定方法有分光光度法 [4] 和离子色谱
法 [5]，前者方法经显色处理后测定，操作烦琐，
耐用性差；后者出峰时间过早，峰拖尾严重，专
属性、精密度较差。
　　电导检测器是离子色谱法中最常用的检测
器，具有抑制型电导检测和非抑制型电导检测两
种模式。非抑制型电导检测即不用抑制器，洗脱
液直接进入电导检测，通过使用低交换容量的色
谱柱和低浓度弱酸或弱酸盐为淋洗液降低背景
值，该方法简单且易于操作，适合分析碱金属、
碱土金属、稀土金属和有机胺等 [6-7]。镧元素属
于稀土元素，会在抑制型电导检测系统中生成沉
淀，损害检测器，因此本文拟采取非抑制型离子
色谱法对碳酸镧和制剂中的镧离子进行测定。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Dionex ICS-6000 型离子色谱仪（美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司）；XS205 型电子天平（瑞士
Mettler Toledo 公司）；Milli-Q 超纯水仪（Millipore
公司）。
1.2　试药

　　镧单元素标准溶液（国家有色金属及电子
材料分析测试中心，10.00 mg·mL－ 1，批号：
GNM-SLA-001-2013）；碳酸镧原料药（企业 A，
批号：143200801、143200802、143200803，纯度＞

99%）；碳酸镧咀嚼片（企业 A，批号：210101、
210102、210103，规格：500 mg）；硝酸为优级纯；
水为超纯水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件 
　　色谱柱：Thermo Dionex IonPac SCS1（4 mm× 

250 mm）；保护柱：Dionex IonPac SCG1（4 mm× 

50 mm）；检测器：电导检测器，电导检测池温度：
35℃；淋洗液：6 mmol·L－ 1 HNO3；流速：1.0 
mL·min－ 1；柱温：30℃；分析时间：15 min；进
样量：25 μL。

2.2　溶液的制备 
2.2.1　对照品溶液的制备　精密量取镧单元素标
准溶液（10.00 mg·mL－ 1）5.00 mL，置 100 mL
量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，得对照品储备
液。精密量取对照品储备液 2.00 mL，置 25 mL
量瓶中，用水稀释至刻度，作为对照品溶液。
2.2.2　原料药供试品溶液的制备　取原料药（约
相当于镧 10 mg），精密称定，置于 250 mL 量瓶
中，加水至 2/3 体积，加 2 mmol·L－ 1 HNO3 1.0 
mL，溶解得澄清溶液，用水稀释至刻度，摇匀，
得原料药供试品溶液。
2.2.3　制剂供试品溶液的制备　取碳酸镧咀嚼片
20 片，精密称定，研细，取细粉（约相当于镧 10 
mg），精密称定，置于 250 mL 量瓶中，加水至
2/3 体积，加 2 mmol·L－ 1 HNO3 1.0 mL，超声使
其分散均匀，用水稀释至刻度，摇匀，滤过，取
续滤液为制剂供试品溶液。
2.2.4　阴性样品溶液　称取处方量的空白辅料，
按“2.2.3”项下方法制备阴性样品溶液。
2.3　方法学考察

2.3.1　专属性试验　精密量取对照品溶液、供试
品溶液和阴性样品溶液各 25 µL，进样测定，记录
色谱图，见图 1。结果在该色谱条件下，理论板数
按镧离子峰计为 5247，保留时间为 10.4 min；其
他成分在镧离子峰的保留时间处无色谱峰出现，
目标峰与相邻峰分离度大于 2.0，表明本方法满足
检测的需要。
2.3.2　线性关系考察　取对照品储备液适量，用
水定量稀释制成质量浓度分别为 10、20、30、
40、50、60 和 80 µg·mL－ 1 的系列对照品溶液，
进样测定，记录峰面积。以镧离子质量浓度（x，
µg·mL－ 1）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进
行线性回归，得镧离子回归方程为 y ＝ 0.142x ＋

0.031（r ＝ 0.9994）。结果表明，镧离子质量浓度
在 10 ～ 80 µg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好。
2.3.3　检测限和定量限　取对照品溶液适量，倍
比稀释，注入离子色谱仪，记录离子色谱图。按
信噪比 10∶1 确定定量限，信噪比为 3∶1 确定检
测限。结果镧离子定量限为 0.50 µg·mL－ 1，检
测限为 0.15 µg·mL－ 1。
2.3.4　进样精密度试验　取对照品溶液连续进样
6 次，镧离子峰的相对保留时间和相对峰面积的
RSD 分别为 0.09%、0.27%，表明仪器进样精密
度良好。
2.3.5　稳定性试验　取制剂供试品溶液，室温放
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置，分别在 0、4、8、24 h 测定，镧离子峰的相
对保留时间和相对峰面积的 RSD 分别为 0.02%、
0.29%，表明溶液稳定性良好。
2.3.6　回收试验　取处方量的空白辅料和镧单元
素标准溶液适量，按“2.2.3”项下方法操作，制
成含限度浓度 80%、100%、120% 的加标供试品
溶液，平行制备 3 份。取上述系列待测溶液适
量，进样测定，记录峰面积并计算回收率，结果
3 个浓度回收率分别为 100.00%、99.5%、99.0%，
RSD 分别为 1.6%、0.80%、0.40%。
2.4　样品测定

　　取 3 批碳酸镧原料药和 3 批碳酸镧咀嚼片，
分别采用本法和进口注册标准项下含量测定方法
（滴定法），测定镧的含量，每批制备 2 份，每份
测定 2 次，取平均值，结果见表 1。测定结果显
示，本方法与滴定法测定结果基本一致。

表 1　样品含量测定结果 
Tab 1　Sample content 

样品
镧含量 /%

批号 滴定法 离子色谱法

原料药 143200801 60.6 60.1

143200802 60.6 60.1

143200803 60.6 59.9

制剂 210101 99.2 98.4

210102 99.7 99.5

210103 99.1 99.1

3　讨论

3.1　样品基体氢离子浓度对镧离子的影响

　　在方法开发过程中，发现加入过量的酸，峰面
积和峰形会发生改变，因此考察基体酸度对镧离子
检测的影响。精密称定碳酸镧原料药，加入化学反
应当量的硝酸，配制含镧离子约 10 mg·mL－ 1 的
储备液，精密量取储备液1.0 mL 置于100 mL 量瓶，
加入不同量的 1% 的硝酸，用水稀释定容，制得镧
离子浓度相同、酸度不同的系列溶液。
　　样品基体酸度影响镧离子的保留，主要表现
为对峰形和理论塔板数的影响，结果见图 2 和 3。
基体酸浓度的影响主要分为 3 个阶段：基体酸浓
度小于 5 mmol·L－ 1 时，理论塔板数高、峰形最
佳；基体酸浓度在 5 ～ 12.5 mmol·L－ 1 时，理
论塔板数下降，峰形略有展宽；基体酸浓度超过
12.5 mmol·L－ 1，峰分叉。基体酸度在 0 ～ 12.5 
mmol·L－ 1 内，峰面积几乎不发生变化。因此，
基体酸浓度小于 12.5 mmol·L－ 1 合适，小于 5 
mmol·L－ 1 最佳；结合镧单元素标准溶液稀释倍数，
镧离子峰面积，本方法选择镧离子 40 µg·mL－ 1

作为测量浓度。
　　造成这种现象的主要原因是 Thermo Dionex 
IonPac SCS1 色谱柱适用淋洗液 pH 范围为 2 ～ 7，
基体酸的浓度超过其适用范围，使其结构受到破
坏 [8]，从而影响镧离子的分离和检测。

图 1　镧测定的离子色谱图

Fig 1　Ion chromatograms of lanthanum
1. 镧（lanthanum）
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3.2　色谱条件的选择

　　镧离子在中性条件下易水解，生成氢氧化镧沉
淀 [9]，在非抑制电导检测器中稳定且响应高，因此
本法选择非抑制电导检测器。本研究考查了甲磺
酸、硝酸、柠檬酸淋洗液 [10]，其中柠檬酸淋洗液
中镧离子没有保留，可能是因为镧离子与柠檬酸发
生了络合 [11]；甲磺酸淋洗液中，镧离子出峰时间
过长且基线不平；硝酸淋洗液中镧离子出峰快、基
线平稳，因此本文选择了硝酸作为淋洗液。
　　 本 文 考 察 了 不 同 淋 洗 液 浓 度（4、6、8 
mmol·L－ 1）、流速（0.8、1.0、1.2 mL·min－ 1）
及柱温（25、30、35℃）条件下镧离子出峰情
况 [12]，结果表明当淋洗液浓度为 6 mmol·L－ 1，
流速为 1.0 mL·min－ 1，柱温为 30℃时，镧的保
留时间短、峰形良好、基线平稳，为最优条件。
　　试验结果表明本法相较于现行法定标准操作
简便，专属性强，灵敏度高，重复性好，结果准
确可靠，可为碳酸镧咀嚼片质量标准中镧含量测

定提供科学参考，也为碳酸镧咀嚼片溶出度试验、
溶出曲线试验、体外磷结合试验中关于镧的分析
提供参考 [13-14]。
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图 2　不同酸浓度下的镧离子色谱图 
Fig 2　Ion chromatograms of lanthanum at different acid concentrations
1. 镧（lanthanum）

图 3　理论塔板数和峰面积随酸浓度变化图

Fig 3　Theoretical plate number and the peak area changes with acid 
concentration
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“蒂达”类藏药川西獐牙菜的 HPLC指纹图谱研究

杨增亮1，刘学良2，苏媛1，李维业1，刘安平1，王开祥1，刘海青2*，鲁尚静3，刘文平3（1. 西宁

市食品药品检验检测中心，西宁　810007；2. 青海省药品审评核查中心，西宁　810007；3. 青海三普药业有限公司，西宁　

810007）

摘要：目的　建立“蒂达”类藏药川西獐牙菜的 HPLC 指纹图谱，并结合化学计量学分析进
行常用“蒂达”类藏药川西獐牙菜药材的质量分析。方法　采用 Waters SunFire C18 柱（4.6 
mm×250 mm，5 µm），以甲醇 - 水（含 0.05% 磷酸）为流动相，进行梯度洗脱，流速 1.0 
mL·min－ 1，检测波长 254 nm，柱温 30℃。对不同来源和不同批次的川西獐牙菜进行指纹图
谱测定，并通过化学计量学系统解决方案软件（ChemPattern 2017 版）对结果进行处理分析。
结果　14 批次川西獐牙菜药材与生成对照指纹图谱的相似度在 0.923 ～ 1.000，具有较好的一
致性。标定了 22 个共有峰，并对其中 9 个峰进行了指认，分别为马钱苷酸、獐芽菜苦苷、龙
胆苦苷、当药苷、芒果苷、异荭草素、当药醇苷、1，8- 二羟基 -3，7- 二甲氧基 酮、8-O-β-D-
吡喃葡萄糖 -1，3，5- 三羟基 酮。主成分分析提取出 3 个主成分进行综合评价，可以反映
样品数据中的绝大部分信息。聚类分析将样品分为 2 类，采集于青海地区的样品 S01、S02、
S04 ～ S13 聚为一组，采集于四川、西藏地区的样品 S03、S14 聚为一组。结论　该方法科学、
准确且简便易行，方法精密度、稳定性和重复性良好，专属性强，可以作为常用“蒂达”类藏
药川西獐牙菜的质量控制方法。
关键词：川西獐牙菜；HPLC 指纹图谱；质量控制；化学计量学分析
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1625-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.034

Fingerprints of commonly used “Dida” Tibetan medicine  
Swertia mussotii Franch by HPLC 

YANG Zeng-liang1, LIU Xue-liang2, SU Yuan1, LI Wei-ye1, LIU An-ping1, WANG Kai-xiang1, LIU 
Hai-qing2*, LU Shang-jing3, LIU Wen-ping3 (1. Xining Center for Food and Drug Inspection & 
Testing, Xining  810007; 2. Qinghai Drug Evaluation and Verification Center, Xining  810007; 3. 
Qinghai Sanpu Pharmaceutical Co., Ltd., Xining  810007)

Abstract: Objective  To establish the chromatographic fingerprints of commonly used “Dida” 
Tibetan medicine swertia in Swertia mussotii Franch by HPLC and analyze its quality with 
chemometrics. Methods  Waters SunFire C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 µm) was used with 
methanol-0.05% phosphoric acid solution as the mobile phase. The flow rate was 1.0 mL·min－ 1 
with gradient elution. The detection wavelength was 254 nm and the column temperature was 30℃ . 
The fingerprints of Swertia mussotii Franch from different sources and batches were determined, the 
results were analyzed through chemometrics system solution software (ChemPattern 2017). Results  
The similarity between the 14 batches of Swertia mussotii Franch and the generated reference 
fingerprint was 0.923 ～ 1.000 with good consistency. Totally 22 common peaks were calibrated 
and 9 of them were identified as loganin acid, swertiamarin, gentiopicroside, sweroside, mangiferin, 
isoorientin, swertianolin, 1, 8-dihydroxy-3, 7-dimethoxy-xanthone, and 8-O-β-D-glucopyranosyl-1, 3, 
5-trihydroxy-xanthone. Principal component analysis was used to extract three principal components 
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　　川西獐牙菜（Swertia mussotii Franch）为龙
胆科（Gentianaceae）獐牙菜属（Swertia L.）一年
生草本植物，主要分布在青海、四川、西藏和云
南等地，藏药名“蒂达”，民间俗称“藏茵陈”，
以干燥的全草入药，为我国藏族民间常用药 [1-2]，
已被卫生部《药品标准·藏药》（WS3-BC-0006-95）
收载。本品性凉味苦，具有保肝利胆、清热解毒、
除湿、抑菌、抗肿瘤等功效，可治疗消化不良、
黄疸型肝炎、病毒性肝炎、血病以及其他肝胆系
统疾病等 [3-5]。其主要化学成分有獐芽菜苦苷、龙
胆苦苷、当药苷等环烯醚萜类；芒果苷、当药醇
苷等 酮类以及异荭草素等黄酮类 [6-10]。
　　近年来，川西獐牙菜有关化学成分、药理作
用、临床应用以及提取物研究等方面的报道较
多 [11-18]，但对其质量控制方面的研究较少，川西
獐牙菜化学成分比较复杂，单一成分的确认很难
有效控制药材的质量。指纹图谱技术可以较全面
地反映多种成分在天然药物中的分布。本文通过
对川西獐牙菜提取物的高效液相色谱分析，建立
了川西獐牙菜的 HPLC 指纹图谱，并通过化学计
量学对川西獐牙菜药材进行相似度、聚类和主成
分等评价分析，为进一步完善川西獐牙菜质量评
价体系提供了客观、科学的依据。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　Waters2695 型高效液相色谱仪，Waters 2998 
PDA detector 型二极管阵列检测器，Waters 2695
型 Empower 化学工作站（美国沃特世有限公司）；
XS105DU 梅特勒 - 托利多专业型 XS 分析天平
（感量 0.01 mg，瑞士梅特勒 - 托利多仪器有限公
司）；SB25-12DT 新芝超声波清洗机（宁波新芝
生物科技股份有限公司）；Milli-Q2355 超纯水机
（美国密理博有限公司）。
1.2　试药
　　对照品马钱苷酸（批号：111865-202005，纯
度：97.5%）、獐芽菜苦苷（批号：110785-201404，
纯度：98.3%）、龙胆苦苷（批号：110770-201918，
纯度：97.1%）、芒果苷（批号：111607-201704，纯

度：98.1%）、异荭草素（批号：111974-201401，纯
度：94.0%）、当药苷（批号：111742-200501，纯度：
99.27%）（中国食品药品检定研究院）；当药醇苷（批
号：19041505，纯度：99.27%，成都普菲德生物技
术有限公司）；1，8- 二羟基 -3，7- 二甲氧基 酮
（纯度：96.5%）、8-O-β-D- 吡喃葡萄糖 -1，3，5- 三
羟基 酮（纯度：96.3%）（中科院西北高原生物研究
所）。甲醇、磷酸均为色谱纯，其他试剂为市售分
析纯；水为超纯水。14 批样品信息详见表 1，经青
海省药品审评核查中心刘海青主任药师鉴定为龙胆
科（Gentianaceae）獐牙菜属（Swertia L.）植物川西
獐牙菜的干燥全草。

表 1　样品信息 
Tab 1　Information of sample

编号 来源 采集时间 供样单位

S01 青海玉树州 2020-09 青海大学医学院

S02 青海玉树州 2020-09 青海大学医学院

S03 四川阿坝州 2020-08 四川省成都市荷花池药材专业市场

S04 青海海西州 2020-07 青海晶珠藏药高科技有限公司

S05 青海玉树州 2020-09 青海大学医学院

S06 青海海西州 2020-09 青海海西州蒙藏医院

S07 青海玉树州 2020-08 青海玉树州称多县藏医院

S08 青海玉树州 2021-09 青海玉树州藏医院

S09 青海果洛州 2021-07 青海琦鹰汉藏生物制药股份有限公司

S10 青海玉树州 2021-07 青海玉树州治多县藏医院

S11 青海玉树州 2021-09 青海海南州同德县藏医院

S12 青海玉树州 2021-09 青海玉树州囊谦县藏医院

S13 青海玉树州 2021-08 自采

S14 西藏昌都市 2021-09 自采

2　方法与结果

2.1　色谱条件与系统适用性试验
　　Waters SunFire C18 柱（4.6 mm×250 mm，
5 µm），流动相为甲醇（A）-0.05% 磷酸（B）
溶 液， 梯 度 洗 脱（0 ～ 7 min，10% ～ 20%A；
7 ～ 15 min，20% ～ 35%A；15 ～ 30 min，
35% ～ 55%A；30 ～ 40 min，55% ～ 65%A；
40 ～ 45 min，65% ～ 75%A；45 ～ 50 min，
75%A；50 ～ 55 min，75% ～ 10%A；55 ～ 60 
min，10%A）；流速 1.0 mL·min－ 1；检测波长
254 nm；柱温 30℃；进样量 10 µL。

for comprehensive evaluation, which reflected most information in the sample data. Cluster 
analysis divided the samples into two categories. Among the 14 batches of samples, S01, S02, and 
S04 ～ S13 collected in Qinghai belonged to one group, while S03 and S14 collected in Sichuan and 
Tibet were another group. Conclusion  The method is scientific, accurate and easy to operate with 
good precision, stability, repeatability and specificity, which can be used for the quality control of 
commonly used “Dida” Tibetan medicine Swertia mussotii Franch. 
Key words: Swertia mussotii Franch; HPLC fingerprint; quality control; chemometric analysis
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2.2　对照品溶液的制备
　　精密称取对照品马钱苷酸 11.76 mg、獐芽菜
苦苷 17.75 mg、龙胆苦苷 31.39 mg、当药苷 14.01 
mg、芒果苷 27.28 mg、异荭草素 19.93 mg、当药
醇苷 14.03 mg、1，8- 二羟基 -3，7- 二甲氧基 酮
13.80 mg、8-O-β-D- 吡喃葡萄糖 -1，3，5- 三羟基
酮 17.28 mg，分别置 25、50、10、25、10、25、

100、25、100 mL 量瓶中，加甲醇超声溶解并稀
释至刻度、摇匀，作为标准储备，再分别取上述
标准储备液 1、2、2.5、3、2、2、0.5、1、0.5 mL
置 25 mL 量瓶中，加甲醇超声溶解并稀释至刻度，
摇匀，即得各对照品质量浓度分别为 0.018 82、
0.028 40、0.313 90、0.067 30、0.218 24、0.063 78、
0.002 81、0.022 08、0.003 46 mg·mL－ 1 的混合对
照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备
　　取本品粉末（过三号筛）约 0.2 g，精密称
定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 30 mL，称
定重量，超声处理 30 min（功率 250 W，频率 50 
kHz），取出，放至室温，再称定重量，用甲醇
补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液过 0.22 
μm 微孔滤膜，即得。
2.4　方法学考察
2.4.1　精密度试验　精密吸取按“2.3”项下方法
制成的同一批（S02）样品溶液，连续进样 6 次，
以 7 号峰（芒果苷）为参照峰，计算各共有峰相
对保留时间 RSD 均＜ 0.47%，相对峰面积 RSD
均＜ 2.0%。结果表明仪器精密度良好。
2.4.2　稳定性试验　精密吸取按“2.3”项下方
法制成的同一批（S02）样品溶液，分别在 0、
4、8、16、24、48 h 测定。结果以 7 号峰（芒果
苷）为参照峰，计算各共有峰相对保留时间 RSD
均＜ 0.38%，相对峰面积 RSD 均＜ 1.9%。结果
表明供试品溶液在 48 h 内稳定性良好。
2.4.3　重复性试验　取川西獐牙菜样品（S02）6
份，按“2.3”项下方法制备，进样测定。结果以
7 号峰（芒果苷）为参照峰，计算各共有峰相对保
留时间 RSD 均＜ 1.2%（n ＝ 6），相对峰面积 RSD
均＜ 1.8%（n ＝ 6）。结果表明该方法重复性良好。
2.5　指纹图谱的建立与分析
2.5.1　指纹谱图的测定　14 批次川西獐牙菜
药材按“2.3”项下方法制备供试品溶液，再取
“2.2”项下混合对照品溶液进样测定，记录图谱
（见图 1A）。通过化学计量学系统解决方案软件
（ChemPattern 2017 版）进行数据分析处理，设定
S02 为代表性样品，将其他样品的色谱峰与代表
性图谱进行自动匹配生成共有模式的对照指纹图

谱（见图 1B）和川西獐牙菜指纹图谱色谱叠加图
（见图 2）。

A

B
图 1　混合对照品 HPLC 图谱（A）及对照指纹图谱（B）

Fig 1　HPLC chromatogram of mixed reference（A）and control 
fingerprint（B）

3. 马钱苷酸（loganic acid）；4. 獐芽菜苦苷（swertiamarin）；5. 龙
胆苦苷（gentiopicroside）；6. 当药苷（sweroside）；7. 芒果苷（man-
giferin）；11. 异荭草素（isoorientin）；14. 当药醇苷（swertianolin）；

16. 1，8- 二羟基 -3，7- 二甲氧基 酮（1，8-dihydroxy-3，7-dime-
thoxy-xanthone）；17. 8-O-β-D- 吡喃葡萄糖 -1，3，5- 三羟基 酮

（8-O-β-D-glucopyranosyl-1，3，5-trihydroxy-xanthone）

图 2　14 批次川西獐牙菜药材叠加的特征指纹图谱

Fig 2　Characteristic fingerprint of 14 batches of Swertia mussotii

2.5.2　共有峰的标定及相似度分析　采用化学计
量学系统解决方案软件（ChemPattern 2017 版）
以指纹图谱为参照设定峰面积较大、出峰时间适
中且色谱峰分离良好的 7 号色谱峰（芒果苷）为
参照峰自动匹配计算（夹角余弦相似度计算法），
14 批川西獐牙菜共标定出了 22 个稳定性好、吸
收峰强、特征明显的共有峰，分别计算各样品的
相似度（见图 3），结果显示，14 批次川西獐牙菜
药材相似度在 0.923 ～ 1.000（见表 2），相似度在
0.98 以上的药材占 85.71%。
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图 3　川西獐牙菜相似度分析图

Fig 3　Similarity analysis of Swertia mussotii

表 2　14 批川西獐牙菜药材与对照指纹图谱的相似度 
Tab 2　Similarity between 14 batches of Swertia mussotii and the 

control fingerprint

编号 相似度 编号 相似度

S01 0.999 S08 0.997
S02 1.000 S09 0.982
S03 0.924 S10 0.981
S04 0.993 S11 0.996
S05 0.995 S12 0.992
S06 0.987 S13 0.985
S07 0.983 S14 0.923

2.5.3　色谱峰指认　通过样品 HPLC 叠加指纹图
谱与对照品在相同色谱条件下保留时间的比对和
经二极管阵列检测器检测比对样品与对照品紫外
光谱一致后，共指认了 9 个色谱峰：3 号峰为马
钱苷酸、4 号峰为獐芽菜苦苷、5 号峰为龙胆苦苷、
6 号峰为当药苷、7 号峰为芒果苷、11 号峰为异
荭草素、14 号峰为当药醇苷、16 号峰为 1，8- 二
羟基 -3，7- 二甲氧基 酮、17 号峰为 8-O-β-D- 吡
喃葡萄糖 -1，3，5- 三羟基 酮。
2.6　化学计量学分析

2.6.1　主成分分析（PCA）　以 14 批川西獐牙菜
药材指纹图谱的共有峰峰面积为变量，利用化学
计量学系统解决方案软件（ChemPattern 2017 版）
进行主成分分析，结果共提取特征值最大的 3 个
主成分，其中主成分 1 的特征值最大，为 7 943 
274.63，累积解释方差为 94.93%；主成分 2 的特
征值为 177 621.57，累积解释方差为 97.06%；主
成分 3 的特征值为 144 546.49，累积解释方差为
98.78%。结果表明所有样品均在 95% 可信区间
内，且提取的这 3 个主成分可以反映样品数据中
的绝大部分信息，能代表 14 批川西獐牙菜药材
样品中 22 个共有峰峰面积，提示川西獐牙菜药
材质量受多个成分的影响（见图 4 ～ 5）。
2.6.2　聚类分析　利用化学计量学系统解决方案
软件（ChemPattern 2017 版）对 14 批川西獐牙菜
样品进行系统聚类分析：选用欧氏距离度量标

准，以共有峰相对峰面积为对照模板，进行聚类
分析，见图 6。14 批川西獐牙菜药材样品可聚为 2
组：S03、S14 为一组，相似度相近（分别为 0.924、
0.923）；S01、S02、S04 ～ S13 为一组，相似度比
较相近（相似度 0.980 ～ 1.000），其组内又可分为
2 个亚组，采集于青海玉树州 9 月份的样品 S01、
S02、S05、S08、S11、S12 为一亚组，相似度最高
且特别接近（相似度 0.992 ～ 1.000），采集于青海
地区其他月份的样品 S04、S06、S07、S09、S10、
S13 为一亚组（相似度 0.981 ～ 0.993）。聚类分析
树形图与指纹图谱相似度结果一致，说明川西獐
牙菜具有一定的地域性，不同地区、不同采收季
节样品质量存在一定差异。

图 6　系统聚类分析图

Fig 6　Systematic cluster analysis

图 4　PCA 分析得分图

Fig 4　PCA analysis score chart

图 5　主成分分析自变量方差解释图

Fig 5　Variance of independent variables of principal component analysis
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3　讨论

3.1　检测波长的确定

　　对 200 ～ 800 nm 扫描的各波长下的色谱图
进行比较分析，结果当检测波长为 254 nm 时，
各色谱峰均有较强吸收，色谱图基线平稳，峰数
目较多，而且分离度也较好，故确定 254 nm 为
本研究的检测波长。
3.2　提取方法的选择

　　比较不同溶剂（甲醇、乙腈、乙醇、水），不
同提取方法（超声提取、回流提取、索氏提取），
不同提取时间（20、30、40、60 min）对样品提取
效果的影响，用 HPLC 进行检测，结果发现以甲
醇为溶剂、超声处理 30 min 川西獐牙菜中各种成
分提取较充分，且操作简单。
3.3　色谱条件的优化

　　分别对乙腈 -0.1% 磷酸溶液、乙腈 -0.05% 磷
酸溶液、乙腈 - 水、甲醇 - 水、甲醇 -0.05% 磷酸
溶液、甲醇 -0.1% 磷酸溶液等流动相进行考察，
从混合对照品和样品中被测成分的分离情况、基
线的稳定性以及分析时间等方面综合考虑，最终
选择以甲醇 -0.05% 磷酸溶液为流动相进行梯度洗
脱较为合适。
3.4　结论

　　本研究结果显示川西獐牙菜药材 HPLC 指纹
图谱具有较好的稳定性和重复性，14 批次川西獐
牙菜药材指纹图谱的特征性和专属性很强，指纹
图谱平均相似度为 0.981，符合指纹图谱研究的
技术要求。在这 14 批样品 22 个共有峰中共标定
9 个色谱峰。
　　在分析的样品中，发现川西獐牙菜药材由于
不同产地、采集时间等因素影响，药材指纹图谱
存在一定差异。根据指纹图谱的相似度及化学计
量学分析可以得知青海地区川西獐牙菜指纹图谱
具有较好的一致性，特别是青海玉树州的川西獐
牙菜指纹图谱一致性最高，质量也相对稳定，故
采集于青海地区的川西獐牙菜聚为一组，其中因
采收季节的不同，7、8 月份采集的样品聚为一亚
组，9 月份花果期采集的样品聚为一亚组。考虑
到样品采集地相邻，加之地域辽阔，因此个别样
品产地出现交叉是有可能的。
　　综上所述，本研究建立的川西獐牙菜药材的
HPLC 指纹图谱测定及分析方法精密度、稳定性、
重复性良好，方法简便、高效、准确、经济实用，
可为青海地区常用“蒂达”类藏药川西獐牙菜的

鉴别、质量控制等提供新的科学依据，同时对进
一步完善川西獐牙菜药材的质量评价体系具有一
定的参考意义。

参考文献

[1] 中国科学院中国植物志编辑委员会 . 中国植物志 [M]. 第
62 卷 . 北京：科学出版社，2004：400.

[2] 文检，张艺，刘川，等 . 藏药“蒂达”的基原、药性及功

效的考证 [J]. 中国中药杂志，2016，41（4）：609-612.
[3] 杜晓煌，柴进，封欣婵，等 . 川西獐牙菜醇提物对大鼠胆

汁酸转运蛋白 Mrp4、转录因子 Nrf2 表达的影响 [J]. 第三

军医大学学报，2015，37（10）：957-961.
[4] 孟宪华，陈德道，张樱山，等 . 川西獐牙菜的化学成

分、药理作用和临床应用研究进展 [J]. 现代药物与临床，

2012，27（2）：176-179.
[5] 王海霞 . 藏茵陈化学成分及抗肿瘤活性研究 [D]. 西宁：青

海大学，2014.
[6] 张应鹏，杨云裳，刘宇，等 . 藏药川西獐牙菜挥发性化学

成分及抑菌活性研究 [J]. 时珍国医国药，2009，20（3）：

595-597.
[7] 尚军，井灵，刘叶，等 . 大孔吸附树脂结合硅胶色谱分离

川西獐牙菜正丁醇萃取部位化学成分研究 [J]. 亚太传统医

药，2018，14（7）：52-54.
[8] 李珊，吕露阳，刘圆，等 . HPLC 测定川西高原 4 种龙胆

科植物中的环烯醚萜苷类 [J]. 华西药学杂志，2016，31
（5）：514-516.

[9] 李剑锋，杨月琴，李婷，等 . 青海 4 种入药獐牙菜的多糖

及黄酮含量特征 [J]. 农技服务，2019，36（12）：25-27.
[10] 韵海霞，陈志 . 川西獐牙菜的研究进展 [J]. 华西药学杂志，

2020，35（5）：567-571.
[11] 熊雯豆，宋道光，何酉丰，等 . 高速逆流色谱法分离制

备川西獐牙菜中的两种 酮 [J]. 华西药学杂志，2020，35
（6）：660-663.

[12] 保怡，吉文鹤，马玉花，等 . HPLC 测定四川及青海地

区獐牙菜植物中 6 种主要成分的含量 [J]. 中国中药杂志，

2006，31（24）：2036-2038.
[13] 杨红霞，魏立新，杜玉枝，等 . 不同海拔川西獐牙菜中药

用成分的 HPLC 分析 [J]. 中药材，2010，33（6）：867-869.
[14] 靳有才，肖远灿，邹小艳，等 . HPLC 法同时测定 2 种獐

牙菜中 4 种苷类成分 [J]. 安徽农业科学，2007，35（7）：

1889-1890.
[15] 马玉花，纪兰菊，吉文鹤，等 . 栽培川西獐牙菜中 6 种

药用成分的测定方法和动态积累研究 [J]. 西北植物学报，

2005，25（2）：393-396.
[16] 谭亮，胡风祖，董琦 . UPLC 法同时测定青海川西獐牙菜

中 3 个苦苷类成分和 3 个黄酮类成分含量 [J]. 药物分析杂

志，2017，37（8）：1469-1475.
[17] 杜欢，莫家祺，徐僮，等 . 藏族药川西獐牙菜化学成分与

生态因子的相关性分析 [J]. 中国实验方剂学杂志，2019，
25（20）：141-146.

[18] 戢爽，梁向平，张勐，等 . 立地因子对川西獐牙菜药效的

影响 [J]. 安徽农学通报，2020，26（23）：33-35.
（收稿日期：2022-10-20；修回日期：2022-11-17）



1630

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

都梁丸指纹图谱的建立及 4 种成分的含量测定研究

王静1，朱春璐2，袁子民1*（1. 辽宁中医药大学药学院，辽宁　大连　116600；2. 石药集团远大大连制药有限公司，辽宁

　大连　116021）

摘要：目的　建立都梁丸的指纹图谱及 4 种成分含量测定方法。方法　采用高效液相色谱法，

色谱柱为 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；乙腈 -0.1% 磷酸溶液为流动相，梯度洗脱，

流速 1.0 mL·min－ 1，柱温 30℃；检测波长 300 nm。结果　所建立的 10 批都梁丸指纹图谱，

有 16 个共有峰；利用对照品指认出 11 个色谱峰，分别为阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ、水合氧化前

胡素、白当归素、佛手柑内酯、白当归脑、氧化前胡素、洋川芎内酯 A、欧前胡素、藁本内酯、

异欧前胡素，相似度均大于 0.95；阿魏酸、欧前胡素、洋川芎内酯 A、异欧前胡素 4 种成分含

量测定的结果平均值分别为 0.0620%、0.1401%、0.3064%、0.0752%。结论　本方法简单可行，

重复性良好，可用于都梁丸的质量控制。

关键词：都梁丸；指纹图谱；高效液相色谱；含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1630-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.035

Fingerprint and determination of 4 components of Duliang pills

WANG Jing1, ZHU Chun-lu2, YUAN Zi-min1* (1. College of Pharmacy, Liaoning University 
of Traditional Chinese Medicine, Dalian  Liaoning  116600; 2. Shiyao Group Yuanda Dalian 
Pharmaceutical Co., Ltd., Dalian  Liaoning  116021)

Abstract: Objective  To establish the fingerprints determine the content of Duliang pills. Methods  HPLC 
was performed on Diamonsil C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm). Acetonitrile-0.1% phosphoric acid 
solution was used as the mobile phase, and the flow rate was 1.0 mL·min－ 1. The column temperature 
was 30℃ . The detection wavelength was 300 nm. Results  The established fingerprints of 10 batches 
of Duliang pills had 16 common peaks, and 11 of the chromatographic peaks (ferulic acid, ligustrolide 
I, oxypeucedanin hydrate, byakangelicin, bergapten, byakangelicol, oxypeucedanin, ligustrolide A, 
imperatorin, ligustilide and isoimperatorin) were identified by reference samples, with similarity greater 
than 0.95. The content of ferulic acid, imperatorin, ligustrolide A, and isoimperatorin was 0.0620%, 
0.1401%, 0.3064%, and 0.0752% respectively. Conclusion  This method is simple and feasible, which can 
be used for the quality control of Duliang pills. 
Key words: Duliang pill; fingerprint; HPLC; content determination 
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　　都梁丸收载于 2020 年版《中国药典》，为临
床用于治疗风寒瘀血阻滞脉络所致头痛的常用中
成药，具有祛风散寒、活血通络之功效 [1]。其处
方由酒炖白芷和川芎组成，化学成分主要含有香
豆素类、苯酞类、挥发油类、有机酸类等，现代
药理研究结果表明，该方主要通过抗炎、镇痛、
调节血管舒缩相关因子、改善血液黏度与血流动

力学等多种药理作用发挥抗偏头痛的作用 [2-4]。目
前，关于都梁丸指纹图谱的研究甚少。因此，本
研究在对其血清药物化学研究的基础上 [5]，采用
HPLC 法建立都梁丸的指纹图谱，对其成分进行
归属，并对都梁丸 4 种成分进行了含量测定，以
期为都梁丸大品种二次开发及药典质量标准的提
升提供科学依据。
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1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Agilent1100 高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司）；SG3300 型超声波清洗器（上海冠特超声仪
器有限公司）；FAA1004 精密电子天平（天津天
马衡基仪器有限公司）；SartoriusCP225D 十万分
之一分析天平（赛德利斯）。
1.2　试药

　　都梁丸（自制，编号：D1 ～ D10）；白芷购
自安国市光明饮片加工厂，经鉴定李峰教授鉴
定 为 伞 形 科 植 物 AngeLica dahurica（Fisch. ex 
Hoffm.）Benth. et Hook. f. 的干燥根；川芎购自大
连权健中药饮片厂，经李峰教授鉴定为伞形科植
物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort. 的干燥根；酒
炖白芷实验室自制；欧前胡素（批号：110826-
200307，纯度≥98%，中国食品药品检定研究院）；
异欧前胡素（批号：ZM0531BB13）、氧化前胡素
（批号：Y26A6S2757）、水合氧化前胡素（批号：
R25A6F2764）、白当归脑（批号：P0103SA13）、
白当归素（批号：P01028SA13）、佛手柑内酯（批
号：RF0224FA14）（纯度均≥ 98%，上海源叶生物
科技有限公司）；阿魏酸（批号：17092501）、洋
川芎内酯Ⅰ（批号：17121104）、洋川芎内酯 A（批
号：17051901）、藁本内酯（批号：18010201）（纯
度均≥ 98%，成都普菲德生物技术有限公司）。乙
腈、甲醇、磷酸均为色谱纯；水为娃哈哈纯净水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；柱温：30℃；检测波长：300 nm。流动相：
A 为乙腈，B 为 0.1% 磷酸溶液，梯度洗脱（0 ～ 50 
min，95% ～ 35%B；50 ～ 70 min，35% ～ 5%B）；
流速：1 mL·min－ 1；进样量：10 μL。
2.2　供试品溶液的制备

　　分别取 10 批都梁丸样品，剪碎，混匀，取约 3 
g，精密称定，精密加入等量的硅藻土，研匀，取
约 2 g，精密称定，置量瓶中，精密加入 70% 甲醇
25 mL，密塞，称定，超声（250 W，40 kHz）1 h，
放冷，用 70% 甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，
取续滤液，0.45 μm 微孔滤膜过滤，即得。另分别取
酒炖白芷（过 80 目筛）约 0.8 g、川芎（过 80 目筛）
约 0.2 g，精密称定，分别置量瓶中，加 70% 甲醇
25 mL，同法制成酒炖白芷及川芎的供试品溶液。
2.3　混合对照品溶液的制备

　　精密称取水合氧化前胡素、白当归素、佛手

柑内酯、白当归脑、氧化前胡素、欧前胡素、异
欧前胡素、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ、洋川芎内酯
A、藁本内酯对照品适量，加甲醇制成质量浓度分
别 为 3.4、6.0、6.25、8.25、3.25、8.0、6.25、5.8、
20.9、84.4、34.6 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.4　指纹图谱的建立

2.4.1　参照峰的选取　鉴于欧前胡素是都梁丸中
含量测定的指标性成分，且化学性质稳定，故选
择欧前胡素（即 13 号峰）作为参照峰，计算各峰
的相对峰面积和相对保留时间。
2.4.2　精密度试验　取同一份都梁丸（D1）供试品
溶液，连续进样 6 次，计算各特征峰相对保留时间
和相对峰面积的 RSD，结果各特征峰相对保留时
间 RSD 为 0.0061% ～ 0.14%，相对峰面积 RSD 为
0.017% ～ 2.7%，表明仪器精密度良好。
2.4.3　稳定性试验　取同一份都梁丸（D1）供试品
溶液，分别于 0、2、4、6、8、10 h 进样测定，结
果各特征峰相对保留时间 RSD 为0.0073%～0.71%，
相对峰面积 RSD 为 0.19% ～ 3.3%，表明供试品溶
液在 10 h 内稳定性良好。
2.4.4　重复性试验　取同一批都梁丸（D1）6 份，
精密称定，按“2.2”项下方法制备 6 份，进样测
定，结果各特征峰相对保留时间 RSD 为 0.0027% ～ 

0.31%，相对峰面积 RSD 为 0.18% ～ 3.2%，表明方
法重复性良好。
2.4.4　指纹图谱的建立及分析　取都梁丸 10 批，按
“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱
条件进样测定，得到都梁丸 HPLC 指纹图谱（见图
1 ～ 2）。将 10 批指纹图谱导入国家药典委员会颁
布的《中药色谱指纹图谱相似度评价系统软件》2012
版，以中位数生成都梁丸溶液对照指纹图谱，共确
定了 16 个共有峰 [6-7]。将对照指纹图谱的相似度设
定为 1，以 16 个共有峰为标记，计算 10 批都梁丸
指纹图谱与对照指纹图谱的相似度，结果相似度均
大于 0.95，表明各批次都梁丸质量具有一致性。
2.4.5　指纹图谱中主要色谱峰的化学指认及归属
　取混合对照品溶液与都梁丸供试品溶液，按
“2.1”项下色谱条件进样测定，根据混合对照品
色谱峰保留时间，对都梁丸中相应的色谱峰进
行辨认，结果 5 号峰为阿魏酸，6 号峰为洋川芎
内酯Ⅰ，7 号峰为水合氧化前胡素，8 号峰为白
当归素，9 号峰为佛手柑内酯，10 号峰为白当归
脑，11 号峰为氧化前胡素，12 号峰为洋川芎内酯
A，13 号峰为欧前胡素，15 号峰为藁本内酯，16
号峰为异欧前胡素。取酒炖白芷、川芎的供试品
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溶液和都梁丸的供试品溶液按“2.1”项下色谱条
件进样测定，根据酒炖白芷和川芎特征峰的保留
时间，对都梁丸溶液中相应的特征峰进行指认，
以确定特征峰的归属，结果见图 3，都梁丸溶液
HPLC 指纹图谱 16 个特征峰中 1 ～ 4、7 ～ 11、
13、14、16 号峰来自酒炖白芷，4 ～ 6、12、15
号峰来自川芎。

图 3　混合对照品（A）、酒炖白芷（B）、都梁丸（C）和川芎（D）

的 HPLC 色谱图

Fig 3　HPLC chromatogram of mixed reference substances（A），

Angelica dahurica Radix processed with yellow rice wine（B），Duliang 
pills（C）and Ligusticum wallichii（D）

5. 阿魏酸（ferulic acid）；6. 洋川芎内酯Ⅰ（senkyunolide Ⅰ）；7. 水合

氧化前胡素（oxypeucedanin hydrate）；8. 白当归素（byakangelicin）；

9. 佛手柑内酯（5-methoxypsoralen）；10. 白当归脑（byakangelicol）；

11. 氧化前胡素（oxypeucedanin）；12. 洋川芎内酯 A（senkyunolide A）；

13. 欧前胡素（imperatorin）；15. 藁本内酯（ligustilide）；16. 异欧前胡

素（isoimperatorin）

2.5　都梁丸中 4 种成分的含量测定

2.5.1　混合对照品溶液的制备　精密称取各对照
品适量，加甲醇制成每 1 mL 含阿魏酸 0.116 mg、
欧前胡素 0.16 mg、洋川芎内酯 A 0.844 mg、异
欧前胡素 0.125 mg 的混合对照品溶液。
2.5.2　线性关系考察　分别精密量取 “2.5.1”项下
混合对照品溶液 0.25、0.5、1.0、1.5、2.0 mL 置
10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度、摇匀，分别
精密量取 10 μL 注入液相色谱仪，以峰面积为纵
坐标（Y），对照品进样量（μg）为横坐标（X），
进行线性回归，得回归方程，结果见表 1，表明
各成分在各自浓度范围内与峰面积线性关系良好。

表 1　回归方程及线性范围 
Tab 1　Regression equation and linear range

 化合物 回归方程 r 线性范围 /µg

阿魏酸 Y ＝ 4054.5X － 9.7780 0.9999      0.029～ 0.232 

洋川芎内酯 A Y ＝ 354.25X － 5.3872 0.9992      0.211～ 1.688

欧前胡素 Y ＝ 3263.1X － 9.8024 0.9998        0.04 ～ 0.32

异欧前胡素 Y ＝ 2711.4X － 2.5055 0.9999 0.03 125 ～ 0.25

2.5.3　专属性试验　按照都梁丸处方及制法分别
制备不含酒炖白芷、川芎的阴性样品，按“2.2”项
下方法制备阴性样品溶液，即得。分别精密吸取
混合对照品溶液、供试品溶液、阴性样品溶液各
10 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，结果见
图 4。由图可知，各待测成分与相邻色谱峰分离较
好，阴性样品溶液无干扰。
2.5.4　回收试验　取 D5 批次已知含量的都梁丸
（含阿魏酸 0.0625%，洋川芎内酯 A 0.3052%，欧
前胡素 0.1400%，异欧前胡素 0.0750%）约 3 g，平
行 6份，分别加入等量硅藻土，研匀，各取约 1 g，
精密称定，分别加入阿魏酸（0.232 mg·mL－ 1）0.65 
mL、欧前胡素（0.16 mg·mL－ 1）2.2 mL、洋川芎
内酯 A（0.422 mg·mL－ 1）1.8 mL、异欧前胡素
（0.125 mg·mL－ 1）1.5 mL，制备成供试品后进样
测定并计算，结果阿魏酸、欧前胡素、洋川芎内
酯 A 和异欧前胡素的加样回收率分别为 99.89%、
98.87%、101.34%、100.72%，RSD 分 别 为 1.8%、
1.9%、2.0%、1.7%，表明回收率符合相关规定。
2.5.5　含量测定　精密吸取 10 批都梁丸供试品
溶液各 10 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，
采用外标法计算都梁丸中 4 种成分含量，结果见
表 2。
3　讨论

3.1　色谱条件及供试品溶液提取溶剂的考察

　　在指纹图谱的研究中，色谱条件考察了甲

图 1　10 批都梁丸指纹图谱生成的共有模式图

Fig 1　Common pattern map generated from fingerprints of 10 batches 
of Duliang pills

图 2　10 批都梁丸 HPLC 指纹图谱

Fig 2　HPLC fingerprint of 10 batches of Duliang pills 
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醇 - 水、乙腈 -0.1% 磷酸溶液、乙腈 - 水等流动
相系统，结果以乙腈 -0.1% 磷酸溶液流动相的梯
度程序系统的基线波动平稳，指纹峰分离效果最

佳，重复性好。测定波长考察了 254 nm 和 300 
nm，结果在 300 nm 测定波长下的指纹峰较多，
信号强，故确定 300 nm 为测定波长。供试品溶
液制备的提取溶剂考察了乙醇、50% 乙醇和 70%
甲醇，结果发现 70% 甲醇提取的色谱峰较多，杂
质峰干扰少，故选择 70% 甲醇作为提取溶剂。本
研究所建立的指纹图谱方法简单可行，重复性
好，可用于都梁丸的质量控制。
3.2　指纹图谱特征峰的标记

　　本研究前期在对都梁丸血清药物化学的研究
中发现 [5]，都梁丸入血的 12 个原形成分主要有花
椒毒酚、水合氧化前胡素、白当归素、氧化前胡
素、白当归脑、佛手柑内酯、欧前胡素、异欧前
胡素、阿魏酸、洋川芎内酯 A、洋川芎内酯Ⅰ和
藁本内酯，在指纹图谱研究中发现，除花椒毒酚
含量较低未被检测到外，其余 11 种成分均在指
纹图谱中被标记。
3.3　含量测定的指标性成分选定

　　目前，药典关于都梁丸质量标准的含量测定
项下只测定了酒炖白芷中的欧前胡素，未对川芎
中的活性成分进行测定，文献报道也多以都梁丸
的单一成分阿魏酸或欧前胡素作为含量测定指
标 [8-10]。本研究在都梁丸指纹图谱的研究中共确
认 16 个特征峰的归属，其中阿魏酸、欧前胡素、
洋川芎内酯 A、异欧前胡素 4 种成分含量较高，
色谱峰分离度较好，并能够吸收入血 [5]，且阿魏
酸、洋川芎内酯 A 为川芎有效部位中抗偏头痛的
主要活性成分 [11]，欧前胡素、异欧前胡素为白芷
有效部位中镇痛的主要成分 [12]，可发挥抗偏头痛
的镇痛作用，能够作为都梁丸的药效物质基础，
因此，本研究在指纹图谱研究的基础上，选择酒
炖白芷中的欧前胡素、异欧前胡素，川芎中的阿
魏酸、洋川芎内酯 A 作为都梁丸含量测定的指
标，以期为都梁丸药效物质基础及质量标准的提
升研究提供参考 [13]。由于含量测定所用色谱条件
与指纹图谱色谱条件相同，其涉及的精密度、稳
定性、重复性试验在指纹图谱中已进行了考察且
符合相关规定，因此，含量测定中主要对线性关
系、专属性、回收率进行了研究。
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基于 UPLC-MS分析技术测定不同产区制何首乌饮片中 
8 个化学成分的含量

刘野1，武俊颖 2，贺奥城1，杨武亮1，张武岗2，3*，陈海芳1*（1.江西中医药大学现代中药制剂教育部重点实

验室，南昌　330004；2. 江西中医药大学中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，南昌　330004；3. 江西本草天工科技有限责

任公司，南昌　330006）

摘要：目的　建立 UPLC-MS 分析技术同时测定不同产地制何首乌饮片中 4 种蒽醌类（大黄素

甲醚、大黄素、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷）及 3 种鞣质类

（没食子酸、儿茶素、表儿茶素）和 1 种二苯乙烯类（反式二苯乙烯苷）活性成分的含量。方
法　采用 Ultimate UPLC-XB C18（2.1 mm×50 mm，1.7 μm）色谱柱，流动相 A 为 0.1% 甲酸

水溶液，流动相 B 为乙腈，线性梯度洗脱，流速为 0.2 mL·min － 1；采用电喷雾离子源（ESI）、

负离子扫描模式，在多反应监测（MRM）条件下进行定量分析；并用 IBM SPSS Statistics 22
软件对数据结果进行聚类分析。结果　建立的 UPLC-MS 可以较好地分离 8 种成分，各成分

在相应浓度范围内与峰面积线性关系良好；其定量限和检测限范围分别为 0.89 ～ 13.00 和

0.20 ～ 4.00 ng·mL － 1；精密度、重复性、稳定性的 RSD 值（n ＝ 5）均小于 5%；加样回收

率在 99.47% ～ 101.49%，RSD 均小于 2.5%；聚类分析结果显示 12 批制何首乌样品分为 3 类，

其中 S1、S2、S5、S8 ～ S12 归为Ⅰ类，S6、S7 归为Ⅱ类，S3 和 S4 归为Ⅲ类； 第Ⅲ类样本（广

西、广东）中 3 类成分的平均含量相对较高。结论　该方法可靠、准确、快速、重复性好，可

用于制何首乌的质量控制与品质相关研究，并为其临床安全用药提供依据。
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　　药材何首乌为蓼科植物何首乌（Polygonum 
multiflorum Thunb.）的干燥块根，主产于广东、
广西、贵州、四川、河南、湖北、贵州等地。何
首乌属于生熟异用品种，生首乌性温，味苦、涩，
具有润肠通便、解毒消痈等功效；制何首乌能补
肝益肾、强筋健骨和化浊降脂等 [1]。现代药理学
表明制何首乌具有保护神经系统、免疫调节、抗
氧化和调节糖脂代谢等作用。然而药材产地、炮
制工艺等因素均影响制何首乌含有的化学成分种
类与含量 [2-4]。因此，通过对制何首乌中不同类别
的多成分含量进行评价，才能更好地控制市场流
通的药材种类品质，保障其传统药用功效。
　　研究报道制何首乌中主要含有蒽醌类、二苯
乙烯类、鞣质等化学成分，其中二苯乙烯类成分
是制何首乌中含量较高的大类成分，尤其以反式

二苯乙烯苷（trans-THSG）的含量最高，是制何首
乌的标志性成分，其具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、
降低胆固醇和影响代谢酶等诸多药理活性 [5-6]；蒽
醌类包含具有泻下作用的结合蒽醌和抗菌消炎的
游离蒽醌 [7-8]，并且研究发现何首乌蒽醌类化合物
具有显著的抗肿瘤作用，可诱导细胞凋亡、阻断
能量代谢等，例如大黄素、大黄酸、大黄素甲醚
可通过抑制固醇调节元件结合蛋白 -1 来改善脂质
代谢 [9]；鞣质类成分具有抗菌消炎、抑制肿瘤细
胞生长、抗溃疡、降血脂等功效 [10]。而且，研究
表明大黄素、大黄素甲醚、儿茶素、二苯乙烯苷
等协同发挥何首乌的抗衰老功效 [11]。因此，本研
究选取上述三类成分中 8 个活性化合物（没食子
酸、儿茶素、表儿茶素、trans-THSG、大黄素甲
醚、大黄素、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和大

Determination of 8 chemical components in Polygonum multiflorum Thunb. 
from different production areas based on UPLC-MS

LIU Ye1, WU Jun-ying2, HE Ao-cheng1, YANG Wu-liang1, ZHANG Wu-gang2, 3*, CHEN Hai-fang1* 
(1. Key Laboratory of Modern Preparation of Traditional Chinese Medicine, Ministry of Education, 
Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang  330004; 2. National Engineering Research Center 
for Manufacturing Technology of Solid Chinese Medicine Preparations, Jiangxi University of Chinese 
Medicine, Nanchang  330004; 3. Jiangxi Bencao Tiangong Technology Co., Ltd., Nanchang  330006)

Abstract: Objective  To determine 4 anthraquinones (physcion, emodin, physcion-8-O-β -D-
glucoside and emodin-8-O-β-D-glucoside), 3 tannins (gallic acid, catechin, and epicatechin) and 1 
stilbene glycoside (trans-THSG) in Polygonum multiflorum decoction slices from different regions 
by UPLC-MS. Methods  Ultimate UPLC-XB C18 (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm) column was used with 
0.1% formic acid as mobile phase A and acetonitrile as mobile phase B. Linear gradient elution was 
performed at the flow rate of 0.2 mL·min － 1. Quantitative analysis was performed with ESI source, 
negative ion scanning mode and multi-reaction monitoring (MRM). IBM SPSS Statistics 22 was used 
for cluster analysis. Results  The UPLC-MS method well separated the 8 target components with 
good linearity in the corresponding concentration ranges. The limits of quantification and detection 
were 0.89 ～ 13.00 and 0.20 ～ 4.00 ng·mL － 1, respectively. RSDs of precision, repeatability and 
stability (n ＝ 5) were all less than 5%. The recoveries ranged from 99.47% to 101.49%, and RSDs 
were all lower than 2.5%. Cluster analysis showed that the 12 batches of Polygonum multiflorum 
samples were divided into 3 categories, among which S1, S2, S5, S8 ～ S12 were classified as 
classⅠ, S6 and S7 classified as class Ⅱ, while S3 and S4 classified as class Ⅲ. The average content 
of 3 components in class Ⅲ samples from Guangxi and Guangdong was relatively high. Conclusion  
The method is reliable, accurate, rapid and reproducible. It can be used to determine the content of 8 
components in Polygonum multiflorum from different regions, and provide reference for the quality 
control of Polygonum multiflorum, as well as for safety and quality research. 
Key words: UPLC-MS; Polygonum multiflorum radix preparata; anthraquinones; tannins; stilbene 
glycoside
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黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷）作为评价指标，采用超
高效液相色谱 - 质谱联用技术（UPLC-MS）对市
售的制何首乌进行含量测定，以期为不同产地制
何首乌的质量标准提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　Agilent 6460 三重四极杆质谱仪（美国安捷伦
科技公司）；Analyst TF1.6 和 peakview 1.2 数据处
理系统（美国 Sciex 公司）；LC-30A 超高效液相色
谱仪（日本岛津公司）。
1.2　试药

　　甲醇、乙腈（色谱纯，TEDIA 公司）；蒸馏水
（屈臣氏集团）；其余试剂为分析纯。对照品没食
子酸（批号：110831-201906，纯度：91.5%）、儿茶
素（批号：110877-202005，纯度：95.1%）、表儿茶
素（批号：110878-201703，纯度：99.7%）、trans-
THSG（批号：110844-201915，纯度：90.7%）、大
黄素（批号：111857-201703，纯度：98.0%）、大黄
素甲醚（批号：110758-201616，纯度：98.0%）（中
国食品药品检定研究院），对照品大黄素 -8-O-β-D-
葡萄糖苷（批号：PS1521，纯度：98.0%）、大黄
素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷（批号：PS1508，纯度：
98.0%）（成都普思生物科技股份有限公司）。
　　12 批制何首乌饮片具体样品信息见表 1。所
有药材均经江西中医药大学徐艳琴教授鉴定为蓼
科植物何首乌 Polygonum multiflorum Thunb. 干燥
块根的炮制品。

表 1　药材来源 
Tab 1　Source of medicinal materials

编号 产地 药厂

S1 贵州 普宁市泽群中药饮片有限公司

S2 四川 洪雅县瓦屋山药业有限公司

S3 广东 康美药业股份有限公司

S4 广西 广西柳州百草堂药业有限公司

S5 安徽 广东合百草制药有限公司

S6 陕西 安徽省毫州市药材市场

S7 河南 广西泰嵘药业有限公司

S8 湖北 北京同仁堂（毫州）饮片有限责任公司

S9 四川 安徽康和中药科技有限公司

S10 云南 江西齐仁堂中药饮片有限公司

S11 湖南 湖南省博士康中医药有限公司

S12 贵州 贵州同德药业有限公司

2　方法与结果

2.1　液相条件

　　采用 Ultimate UPLC-XB C18色谱柱（2.1 mm×50 
mm，1.7 μm，Welch Materials Inc）。流动相为 0.1%

甲酸水（A）- 乙腈（B），梯度洗脱（0.01 ～ 0.8 min，
10%B；0.8 ～ 1.5 min，10% ～ 15%B；1.5 ～ 4 min，
15%B；4 ～ 7.5 min，15% ～ 40%B；7.5 ～ 10 min，
40% ～ 90%B；10 ～ 12 min，90%B）， 柱 温 30℃，
流速 0.2 mL·min－ 1，进样量 1 µL。
2.2　质谱条件

　　采用电喷雾离子源（ESI）；毛细管电压 4000 
kV；雾化气压力 30 psi；去溶剂气温度：350℃；
去溶剂气：N2；流速：10 L·min－ 1；负离子化模式，
扫描方式为多反应监测模式（MRM），其他质谱
参数见表 2。对照品及供试品的色谱图见图 1。

图 1　对照品（A）和供试品（B）的 UPLC-MS 图

Fig 1　UPLC-MS chromatogram of reference（A）and sample（B）

1. 没食子酸（gallic acid）；2. 大黄素（emodin）；3. 大黄素甲醚

（physcion）；4. 儿 茶 素（catechin）；5. 表 儿 茶 素（epicatechin）；

6. 反式二苯乙烯苷（trans-THSG）；7. 大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷

（emodin-8-O-β-D-glucoside）；8. 大 黄 素 甲 醚 -8-O-β-D- 葡 萄 糖 苷

（physion 8-O-β-D-glucoside）

2.3　对照品溶液的制备

　　分别精密称定各对照品适量，用甲醇溶解制
备对照品储备液。精密吸取各对照品储备液适量，
置于 10 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，
得没食子酸、儿茶素、表儿茶素、trans-THSG、大



1637

中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期　Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No.6 

黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡
萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚对照品溶液质量浓
度分别为 300.0、75.0、55.0、341.7、107.5、50.0、

125.0 和 47.5 μg·mL－ 1 的储备液。
2.4　供试品溶液的制备
　　参考文献 [12] 方法，略作改动。将制何首乌饮
片粉碎后过四号筛，准确称取 0.500 g 置于具塞
锥形瓶中，加入 25 mL 甲醇，称定重量，室温超
声 30 min，放冷，用甲醇补足减失的重量，摇匀，
取 100 μL 溶液置于 2 mL 量瓶中，加入甲醇定容，
摇匀，取 100 μL 溶液以 13 000 r·min － 1 转速离
心 10 min 后，取上清液即得。
2.5　方法学考察
2.5.1　线性关系　精密吸取“2.3”项下对照品储
备液适量，逐级稀释配制成系列混合对照品溶
液，进样测定。以对照品质量浓度（μg·mL － 1）
为横坐标（x），峰面积为纵坐标（y），绘制标准
曲线，结果见表 3，可知 8 种化合物在各自的浓
度范围内呈良好的线性关系。

表 3　8 种成分的回归方程、相关系数和线性范围 
Tab 3　Regression equations，correlation coefficients and linear ranges of the 8 components

成分 回归方程 r 范围 /（ng·mL － 1） LOQ/（ng·mL － 1）LOD/（ng·mL － 1）

没食子酸 y ＝ 3.80×103x － 7.32×102 0.9996    80 ～ 12 000   3.00 0.50
儿茶素 y ＝ 9.03×102x － 5.32 0.9999 30 ～ 4500   2.00 0.50
表儿茶素 y ＝ 1.08×103x ＋ 11.96 0.9999 15 ～ 2200   1.00 0.20
trans-THSG y ＝ 3.29×104x ＋ 6.32×103 0.9997  137 ～ 20 500 13.00 4.00
大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷 y ＝ 6.05×104x ＋ 3.15×103 0.9992 29 ～ 4300   8.00 1.00
大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷 y ＝ 4.07×103x ＋ 63.20 0.9995 13 ～ 2000   9.00 2.00
大黄素 y ＝ 1.22×104x ＋ 1.22×103 0.9991 50 ～ 7500   0.89 0.45
大黄素甲醚 y ＝ 2.41×104x ＋ 3.26×102 0.9997 13 ～ 1900   4.00 1.38

表 2　8 种成分的 UPLC-MS参数 
Tab 2　UPLC-MS parameters of 8 components

成分
母离子

[M-H] ＋
子离子

碎裂

电压 /V
碰撞

电压 /V
驻留

时间 /s

没食子酸 169.0 125.0 135 16 50

儿茶素 289.0 245.0 145 20 50

表儿茶素 289.0 245.0 145 20 50

trans-THSG 405.0 243.1 135 15 50

大黄素 -8-O-β-D-
葡萄糖苷

431.2 269.1 135 30 50

大黄素甲醚 -8-O-
β-D- 葡萄糖苷

445.1 283.1 135   5 50

大黄素 269.0 225.0 175 30 50

大黄素甲醚 283.0 240.0 145 33 50

2.5.2　精密度试验　精密吸取“2.5.1”项下混
合对照品溶液，连续进样 6 次，计算日内精密
度；连续 3 d 进样分析，计算日间精密度。计算
8 种化合物没食子酸、儿茶素、表儿茶素、trans-
THSG、大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖、大黄素甲醚 -8-
O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚的日内精
密度的 RSD 值分别为 4.1%、2.9%、2.6%、3.6%、
3.4%、2.2%、1.9%、2.0%；日间精密度的 RSD
值分别为 3.5%、1.7%、3.1%、3.2%、3.8%、3.1%、
3.0%、4.1%。
2.5.3　稳定性试验　精密吸取供试品溶液，分别
在 0、2、4、8、12、24 h 进样 6 次，记录峰面积，
测定 8 种成分的含量 RSD，结果显示各成分的含
量 RSD 值均小于 3.5%。
2.5.4　重复性试验　取制何首乌饮片（S12）粉末
6 份，按照“2.4”项下方法制备供试品溶液，连续
进样 6 次，测得峰面积，结果显示没食子酸、儿
茶素、表儿茶素、trans-THSG、大黄素 -8-O-β-D-
葡萄糖苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大
黄素和大黄素甲醚的峰面积的 RSD 分别为 4.6%、

4.2%、4.5%、1.1%、1.7%、4.9%、2.2% 和 3.5%。
2.5.5　加样回收试验　取已知含量的制何首乌
饮片（S12）粉末 9 份，每份约 0.25 g，精密称
定，分别置于量瓶中，按照 80%、100% 和 120%
的比例精密加入相应量的对照品溶液，按照
“2.4”项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项条
件下进样测定，计算加样回收率和 RSD 值。8 种
成分的低、中、高浓度的平均加样回收率均在
99.47% ～ 101.49%，RSD 均在 0.67% ～ 2.1%。
2.6　样品含量测定
　　取 12 批不同产地制何首乌样品，按照“2.4”
项下方法制备供试品溶液，并进样测定，根据相
应线性方程计算 12 批药材中没食子酸、儿茶素、
表儿茶素、trans-THSG、大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖
苷、大黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素和
大黄素甲醚的含量，结果见表 4。
2.7　系统聚类分析
　　使用 IBM SPSS Statistics 22 软件对不同产地
制何首乌药材中 8 种活性成分的含量测定结果进
行系统聚类。以 8 种活性成分含量为聚类的变
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量，选择组间联接为聚类分析方法，选择平方
Euclidean 距离作为度量标准，获得聚类分析树状
图。如图 2 所示，当平方 Euclidean 距离为 5 时，
12 批制何首乌样品可分为 3 类，其中 S1、S2、
S5、S8 ～ S12 归为Ⅰ类，S6、S7 归为Ⅱ类，S3
和 S4归为Ⅲ类。分别计算 3类产区中二苯乙烯类、
蒽醌类、鞣质类成分总含量平均值，结果见表 5，
鞣质类和二苯乙烯类成分平均总含量由低到高排
序为Ⅰ＜Ⅱ＜Ⅲ；蒽醌类成分平均总含量由低到
高排序为Ⅰ＜Ⅲ＜Ⅱ，但其Ⅱ类和Ⅲ类蒽醌类成
分含量比较接近；综合分析得出第Ⅲ类样本最好，
各成分含量均较高。

图 2　12 批制何首乌药材系统聚类分析树状图

Fig 2　Systematic cluster analysis of Polygonum multiflorum radix 
preparata in 12 batches

3　讨论
　　何首乌在民间一直被认为具有祛病延年和养
颜乌发的功效，现代药理学研究证实其具有抗衰
老、提高免疫力、保护心血管、抗肿瘤等药理作

用 [13-18]。制何首乌为何首乌的炮制加工品，可药
食两用，被广泛应用于须发早白、血虚眩晕、腰
膝酸软等证的临床治疗、食疗和药用养生等的日
常保健 [19-20]。然而何首乌药材的产地、炮制工艺
等影响制何首乌的化学成分的种类与含量。因此，
本课题采用 UPLC-MS 技术，对制何首乌中 8 个
活性成分进行含量测定（没食子酸、儿茶素、表
儿茶素、trans-THSG、大黄素甲醚、大黄素、大
黄素甲醚 -8-O-β-D- 葡萄糖苷和大黄素 -8-O-β-D-
葡萄糖苷），为制何首乌药材的质量控制提供依
据。
　　研究结果显示，12 批制何首乌样本中没食
子酸、trans-THSG、大黄素含量均相对较高，其
余成分含量相对较少。聚类分析结果将 12 批样
本分为 3 类，各类样本间成分含量有差异，分析
可能与地理环境、气候温度等因素相关。二苯乙
烯苷是由紫外线照射、气候湿热、真菌感染、机
械损伤等不利条件下产生的 [21]，蒽醌类成分更喜
欢在低温低湿的环境下积累 [22]。Ⅲ类产区日照
充足、气候湿热，有利于二苯乙烯苷的产生，因

表 4　12 批制何首乌样品含量测定结果 (μg·g － 1) 
Tab 4　Content of Polygonum multiflorum radix preparata in 12 batches (μg·g － 1)

样品 产地 没食子酸 儿茶素 表儿茶素 trans-THSG
大黄素 -8-O-β-D-

葡萄糖苷

大黄素甲醚 -8-O-
β-D- 葡萄糖苷

大黄素 大黄素甲醚

1 贵州 482.09 170.89 18.49 8390.54 47.39 32.02 2128.26 200.06
2 四川 760.99 122.16 30.94 7146.48 191.38 92.72 1160.82 26.05
3 广东 571.29 837.28 98.44 13 563.78 469.73 153.89 1829.91 138.72
4 广西 608.90 804.34 36.47 15 233.01 511.79 325.92 1403.04 3.35
5 安徽 514.22 112.19 / 6980.62 445.01 229.84 963.14 14.06
6 陕西 935.74 390.16 17.10 10 603.67 710.72 350.99 1690.78 44.48
7 河南 550.83 152.62 26.79 11 415.15 155.91 65.56 2170.68 163.66
8 湖北 686.72 102.23 9.72 8022.46 174.76 57.82 981.39 37.43
9 四川 738.29 131.20 29.90 7534.39 179.28 89.92 1209.82 23.04
10 云南 783.91 / / 7064.16 252.02 84.36 959.75 90.65
11 湖南 796.28 411.20 79.83 7301.82 358.14 136.21 969.41 56.70
12 贵州 530.28 386.28 32.78 6995.06 458.59 300.86 956.06 33.76

注：“/”表示未检测出。

Note：“/” Indicates no detection.

表 5　二苯乙烯类、蒽醌类、鞣质类成分总含量平均值 (μg·g － 1) 
Tab 5　Average contents of stilbene glycosides，anthraquinones and 

tannins (μg·g － 1)

分类 产地 鞣质 二苯乙烯 蒽醌

Ⅰ 四川、安徽、贵州、

湖北、云南、湖南

  866.33   7429.44 1617.59

Ⅱ 陕西、河南 1036.61 11 009.41 2676.40

Ⅲ 广东、广西 1478.36 14 398.39 2418.18

注：单类成分总含量平均值＝各省单类成分总含量之和 / 省个数。

Note：Average value of total content of single component ＝

Sum of total content of single component of each province/number of 
provinces.
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此该产地的制何首乌 trans-THSG 成分含量最高。
Ⅱ类产区包括陕西和河南，主要是温带大陆和温
带季风性气候，具有夏季高温多雨，冬季寒冷干
燥，四季气温变化分明的特点，该产区对二苯乙
烯苷和蒽醌类成分积累均有利。Ⅰ类产区样本成
分含量相对最低，且该类产区样本相比于Ⅱ、Ⅲ
类产区样本的地理特异性不强，可能由其他因素
影响了成分含量，例如采收期、生长年限、炮制
时间等。从唐代《何首乌录》开始最先记载何首
乌的产地以来到明代李时珍的《本草纲目》，何
首乌的道地产区不断南移，并最终以广东所产质
量最佳 [23]，与本试验结果基本一致。
　　综上所述，本研究构建 UPLC-MS 法测定制
何首乌中各活性成分的含量，可为后续深入完善
其质量控制体系、临床安全用药等相关研究提供
新的依据。

参考文献

[1] 张飘，戚进 . 制首乌药理作用研究进展 [J]. 海峡药学，

2018，30（11）：40-43. 
[2] 菅瑞至，刘洋洋，冯剑，等 . 经典名方中何首乌与首乌

藤的本草考证 [J]. 中国实验方剂学杂志，2023，29（11）：

12-22.
[3] 李妍怡，王莹，张南平，等 . 基于 UPLC-MS/MS 检测技

术探讨清蒸时间对何首乌 26 种化学成分的影响 [J]. 中国

药物警戒，2022，19（12）：1295-1302. 
[4] 汪颖舒，朱广灏，王冰，等 . 古法黑豆蒸晒与药典黑豆

汁连续蒸对何首乌中 12 个成分含量的影响 [J]. 中草药，

2020，51（19）：4972-4982. 
[5] 柴士伟，邢彦超，高建，等 . 何首乌及炮制品中二苯乙烯

苷的稳定性研究 [J]. 天津中医药，2022，39（7）：934-939. 
[6] 孙晋苓，黄晓兰，吴惠勤，等 . 何首乌中顺式和反式 - 二

苯乙烯苷的 HPLC/DAD/MS 测定及其光稳定性考察 [J]. 中
国药学杂志，2009，44（7）：541-544. 

[7] 张丹丹 . 大黄的临床药理研究 [J]. 中国中医药现代远程教

育，2011，9（17）：68-69. 
[8] 刘喜纲，刘沛，陈大为，等 . 优选大黄总蒽醌结肠定位壳

聚糖微球的制备工艺 [J]. 中草药，2015，46（1）：38-42. 
[9] 朱艺，李琛，李洪亮，等 . 何首乌中相关蒽醌类化合物

抗癌作用的研究进展 [J]. 中国实验方剂学杂志，2019，25
（18）：196-205. 

[10] 吴海涛，陈玥，杨微，等 . 金荞麦 HPLC 条件优化及表

儿茶素鉴定研究 [J]. 黑龙江八一农垦大学学报，2022，34
（4）：80-86，133. 

[11] 李学林，张帆，唐进法，等 . 何首乌炮制品有效成分与抗

衰老功效的相关性研究 [J]. 中国新药杂志，2018，27（9）：

1040-1046. 
[12] 王靖越，张语凡，柴冲冲，等 . 何首乌饮片的颜色与蒽醌

类和二苯乙烯苷含量的相关性研究 [J]. 中南药学，2020，
18（4）：635-640. 

[13] Jang JY，Kim HN，Kim YR，et al. Hexane extract from 
Polygonum multiflorum attenuates glutamate-induced apopto-
sis in primary cultured cortical neurons [J]. J Ethnopharmacol，
2013，145（1）：261-268. 

[14] Li XY，Wang Z，Jiang JG，et al. Role of polyphenols from 
Polygonum multiflorum Caulis in obesity-related disorders [J]. 
J Ethnopharmacol，2022，294，115378. 

[15] Li MH，Ruan LY，Chen C，et al. Protective effects of Po-
lygonum multiflorum on ischemic stroke rat model analysed 
by 1H NMR metabolic profiling [J]. J Pharm Biomed Anal，
2018，155：91-103. 

[16] Xue X，Quan Y，Gong LH，et al. A review of the processed 
Polygonum multiflorum（Thunb.）for hepatoprotection：
clinical use，pharmacology and toxicology [J]. J Ethnophar-
macol，2020，261，113121. 

[17] Qian J，Hou M，Wu X，et al. A review on the extraction，
purification，detection，and pharmacological effects of 2，
3，5，4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside from Po-
lygonum multiflorum [J]. Biomed Pharmacother，2020，124：
109923. 

[18] 管淑玉，苏薇薇 . 何首乌的化学成分和药理作用研究进

展 [J]. 中南药学，2008，33（4）：454-455. 
[19] 姜建辉，张志强，汤丹丹，等 . 基于多元统计分析的产

地制何首乌品质评价研究 [J]. 中南药学，2021，19（2）：

285-289. 
[20] 杨欢欢，井继雪，崔悦，等 . 制何首乌不同提取物的肝

毒性血浆代谢组学研究 [J]. 沈阳药科大学学报，2022，39
（2）：139-146，163. 

[21] 黄晓冰，黄霭霞，王光宁，等 . HPLC 测定不同产地何

首乌中二苯乙烯苷和蒽醌类成分的含量 [J]. 食品与药品，

2019，21（2）：111-115. 
[22] 李欣，孟磊，魏胜利，等 . 不同产地何首乌药材质量及差

异研究 [J]. 中国现代中药，2020，22（3）：384-390. 
[23] 李皓翔，袁一鸣，梅全喜，等 . 何首乌和德庆何首乌的考

证及发展现状 [J]. 中国药业，2021，30（21）：123-127. 
（收稿日期：2023-02-09；修回日期：2023-03-28）



1640

Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No. 6 　中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期

盐酸替罗非班注射液中对映异构体分析方法的建立
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276000）

摘要：目的　建立 HPLC 法分析盐酸替罗非班注射液中的对映异构体。方法　采用 Ultron ES-
OVM（150 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，流动相为 0.1% 甲酸铵溶液（用甲酸调节溶液的 pH
值为 4.0）- 甲醇（85∶15），等度洗脱 30 min，流速 0.5 mL·min－ 1，柱温 25℃，检测波长 227 
nm，进样量 100 μL。结果　盐酸替罗非班与其对映异构体能有效分离，分离度大于 2.0，溶液
在室温条件下 12 h 内稳定。对映异构体浓度在 0.025 ～ 0.375 μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良
好（r ＝ 0.9999）；低、中、高质量浓度的平均加样回收率分别为 100.86%、96.86%、98.04%，
RSD 分别为 2.7%、1.4%、2.1%（n ＝ 3）。以自身对照法计算对异构体含量不大于 0.5%。结论
　本法可用于盐酸替罗非班注射液中对映异构体的检测。
关键词：盐酸替罗非班注射液；对映异构体；高效液相色谱；分析方法
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1640-03
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.037

Determination of enantiomer in tirofiban hydrochloride injection

CUI Qin-qin1, 2, 3, LIU A-li1, 2, 3, WANG Zhao-qin1, 2, 3, YUAN Dan1, 2, 3, ZHAO Wen-jie1, 2, 3 (1. Lunan 
Better Pharmaceutical Co., Ltd., Linyi  Shandong  276000; 2. Shandong Engineering Research 
Center for Research and Development of New Drugs, Linyi  Shandong  276000; 3. National Chiral 
Pharmaceutical Engineering and Technology Research Center, Linyi  Shandong  276000)

Abstract: Objective  To determine the enantiomer in tirofiban hydrochloride injection by HPLC. 
Methods  The Ultron ES-OVM column (150 mm×4.6 mm, 5 μm) was used. The mobile phase was 
0.1% ammonium formate solution (pH of the solution adjusted to 4.0 with formic acid) and methanol 
(85∶15), and equivalent elution for 30 min. The flow rate was 0.5 mL·min－ 1, the temperature was 
25℃ , the detection wavelength was 227 nm, and the injection volume was 100 μL. Results  Tirofiban 
hydrochloride and enantiomer were effectively separated with the resolution over 2.0. The solution was 
stable within 12 h at room temperature. The concentration of enantiomers showed good linearity within 
0.025 ～ 0.375 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9999). The average recoveries were 100.86%, 96.86%, and 98.04% 
at low, medium and high concentrations with the RSD of 2.7%, 1.4%, and 2.1%, respectively (n ＝ 3). 
The content of enantiomers calculated by self comparison method were not more than 0.5%. Conclusion  
The method is suitable for the determination of enantiomers in tirofiban hydrochloride injection. 
Key words: tirofiban hydrochloride injection; enantiomer; HPLC; analysis method

作者简介：崔芹芹，女，工程师，主要从事药物分析研究，email：cqq000@126.com

　　盐酸替罗非班，化学名为 N-（丁磺酰基）-
O-[4-（4- 哌啶基）丁基 ]-L- 酪氨酸盐酸盐一水合
物，是一种非肽类血小板表面糖蛋白（GPⅡb/Ⅲa）
受体拮抗剂，可阻止纤维蛋白原与 GPⅡb/Ⅲa 受体
结合，从而阻断血小板的交联及血小板的聚集 [1-2]，
是一种很有发展前途的抗血小板药，临床上与肝素
联用用于预防不稳定型心绞痛或非 Q 波形心肌梗

死患者，预防心脏缺血事件，同时也用于冠脉缺血
综合征患者进行冠脉血管成形术或冠脉内斑块切除
术，以预防与经治冠脉突然闭塞有关的心脏缺血并
发症 [3-7]。
　　盐酸替罗非班具有一个手性碳原子，结构中含
有 L 型酪氨酸片段，D 型为合成工艺中引入的光学
异构体 [8]。目前在临床上以 L 异构体形式给药，D
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型作为杂质需严格控制其含量。该药原料及制剂在
国内已有上市，但《中国药典》尚未收载。
　　吴燕等 [9] 报道了手性高效液相色谱法测定盐
酸替罗非班光学异构体，杨彩霞 [10] 报道了 HPLC
测定盐酸替罗非班氯化钠注射液中的 D- 异构体，
胡小燕等 [11] 报道了 HPLC 法测定盐酸替罗非班
注射液中光学异构体。盐酸替罗非班注射液作为
一种注射剂，主成分浓度是一定的，且浓度较
低，采用正相检测方法处理样品相对复杂，开发
一种简便、专属性好、准确度高的检测方法非常
有必要。本文以盐酸替罗非班注射液为研究对象，
参考相关文献和指导原则 [12-14]，对盐酸替罗非班
注射液中的对映异构体开展研究，建立了相应的
分析方法，为盐酸替罗非班注射液的质量控制提
供有效保障，盐酸替罗非班化学结构式见图 1。

图 1　盐酸替罗非班

Fig 1　Tirofiban hydrochloride 

1　仪器与试药

　　Agilent 1260 型高效液相色谱仪（美国安捷伦
公司）、色谱柱（Ultron ES-OVM，4.6 mm×150 
mm，5 μm）、XS105 型电子天平、pH 计（梅特勒 -
托利多仪器有限公司）。消旋盐酸替罗非班对照品
（纯度：100%，中国食品药品检定研究院），盐酸
替罗非班注射液自制制剂，甲酸、甲酸铵为分析
纯，甲醇为色谱纯，水为纯化水。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱为 Ultron ES-OVM（4.6 mm×150 mm，
5 μm）；流动相为 0.1% 甲酸铵溶液（用甲酸调节
pH 为 4.0）- 甲醇（85∶15），等度洗脱；流速 0.5 
mL·min－ 1；柱温 25℃；检测波长 227 nm；进
样量 100 μL。按照《中国药典》2020 年版四部通
则（0512）检测 [12]。
2.2　系统适用性
　　精密称取消旋盐酸替罗非班对照品（对映异
构体与主成分量 1∶1）适量，置 50 mL 量瓶中，
用流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 5 
mL，置 25 mL 量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻
度，配制成质量浓度约为 50 μg·mL－ 1 的溶液，
作为系统适用性试验溶液，8.046 min 的峰为对映
异构体，9.623 min 的峰为主成分，分离度为 2.2
（见图 2）。
2.3　波长选择

　　通过二极管阵列检测器对主成分和已知杂质

进行考察，发现主成分和已知杂质均在 227 nm
处有最大吸收，且辅料在此波长处无干扰，因
此，采用 227 nm 为检测波长。
2.4　专属性考察
　　取测定浓度的空白辅料适量进行测定，结果
显示，空白辅料在主成分及对映异构体峰位置处
不出峰，对测定没有干扰（见图 3）。

图 3　空白辅料溶液色谱图

Fig 3　Blank excipient solution chromatogram

2.5　溶液的稳定性
2.5.1　对照品储备液的配制　取消旋盐酸替罗非
班对照品适量，精密称定，置 50 mL 量瓶中，用
流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取此溶
液 5 mL，置 25 mL 量瓶中，用流动相溶解并稀
释至刻度，得质量浓度约为 50 μg·mL－ 1 的溶液，
作为储备液①。
2.5.2　对照品溶液稳定性　取储备液① 1.0 mL，
置 100 mL 量瓶中，加流动相稀释制成质量浓度
约为 0.5 µg·mL－ 1 的溶液，摇匀，作为对照品
溶液，室温放置，分别于配制后 0、2、4、6、8、
10、12 h 取样测定，结果 RSD 为 1.9%，说明在
室温条件下 12 h 内稳定。
2.5.3　供试品溶液稳定性　取储备液① 1.0 mL，
置 100 mL 量瓶中，加盐酸替罗非班注射液定容
至刻度，摇匀，作为供试品溶液；室温放置，分
别于配制后 0、2、4、6、8、10、12 h 取样测定，
结果供试品溶液在室温条件下放置 12 h，对映异
构体峰面积的 RSD 值小于 2.0%，说明供试品溶
液在室温条件下 12 h 内稳定。 

图 2　系统适用性色谱图

Fig 2　System applicability chromatogram
1. 对映异构体（enantiomer）；2. 盐酸替罗非班（tirofiban hydrochloride）
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2.6　线性试验
　　精密量取储备液① 5 mL，置 50 mL 量瓶中，
用流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，得质量浓度
约为 5 μg·mL－ 1 的溶液，作为储备液②。
　　分别精密量取储备液② 0.5、1、2.5、5.0、6.0、
7.5 mL，置 50 mL 量瓶中，用流动相稀释至刻度，
得质量浓度分别约为 0.05、0.10、0.25、0.50、0.60、
0.75 μg·mL－ 1 的溶液，其中对映异构体的质量浓
度 分 别 为 0.025、0.05、0.125、0.25、0.30、0.375 
μg·mL－ 1，进样测定，以质量浓度为横坐标，峰
面积为纵坐标进行线性回归，得线性方程：Y ＝

160.99X － 0.0492，r ＝ 0.9999（n ＝ 6）。结果表
明对映异构体在 0.025 ～ 0.375 μg·mL－ 1 内与峰
面积线性关系良好。
2.7　定量限和检测限
　　精密量取储备液② 0.5 mL，置 50 mL 量瓶
中，用流动相稀释制成对映异构体质量浓度约为
0.025 μg·mL－ 1 的溶液，作为定量限溶液，约为
供试品浓度的 0.05%，精密量取适量，注入液相
色谱仪，记录色谱图，信噪比为 15.1；取定量限
溶液 3 mL，置 10 mL 量瓶中，用流动相稀释至
刻度，混匀，作为检测限溶液，精密量取适量，
注入液相色谱仪，记录色谱图，信噪比为 5.7。
结果计算得定量限为 2.56 ng，检测限为 0.77 ng。
2.8　加样回收试验
　　精密量取储备液① 0.5、1、1.5 mL 分别置
100 mL 量瓶中，加盐酸替罗非班注射液定容至
刻度，摇匀，配成相当于 50%、100%、150% 浓
度的溶液，进样测定，记录色谱图。采用外标法
计算盐酸替罗非班注射液中对映异构体的含量，
扣除样品中已知的对映异构体后与加入量进行比
较，计算加样回收率。结果对映异构体低、中、
高浓度的平均回收率分别为 100.86%、96.86%、
98.04%（n ＝ 3），RSD 分别为 2.7%、1.4%、2.1%。
说明本方法测定对映异构体回收率符合要求。
2.9　精密度试验
　　分别精密量取储备液② 2.5、5.0、7.5 mL，
置 50 mL 量瓶中，加流动相稀释制成对映异构体
的质量浓度分别为 0.125、0.25、0.375 μg·mL－ 1

的溶液；每个浓度同法配制 3 份，分别注入液相
色谱仪，依法测定，计算 RSD，结果 3 种浓度的
RSD 值分别为 1.0%、1.5%、1.1%，表明本方法
精密度良好。
2.10　耐用性试验
　　通过改变检测波长、柱温、流速、流动相的
比例、pH 值，考察检测方法参数微小变动对系统
适用性试验溶液和对映异构体测定结果的影响，

结果表明系统适用性试验溶液中对映异构体和主
峰的分离度均符合要求，空白辅料不干扰对映异
构体的检测，检测结果无明显差异，耐用性良好。
2.11　样品含量测定

　　按照建立的方法对 3 批样品进行检测，3
批样品中异构体含量分别为 0.086%、0.085%、
0.086%。
3　结论
　　通过对波长选择、专属性、溶液稳定性、线
性与范围、检测限和定量限、准确度、精密度及
耐用性进行方法验证，建立了盐酸替罗非班注射
液中对映异构体的 HPLC 分析方法。该方法灵敏
度高、专属性强，适用于盐酸替罗非班注射液中
对映异构体的检测，可用于控制产品质量。
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固定剂量与按体重调整剂量使用重组人血小板生成素 
临床疗效的探索性分析

刘丹娜1，陈露2，苏田丽1，张玉洁2，赵晓丽2，孔天东2*（河南大学肿瘤医院（郑州市第三人民医院）；1. 

药学部，2. 肿瘤内科，郑州　450000）

摘要：目的　明确固定剂量或按体重调整剂量使用重组人血小板生成素（rhTPO）的疗效及

安全性差异。方法　共入组 31 例化疗患者，采用自身对照模式，在其整个化疗周期第一次血

小板下降至＜ 75×109·L－ 1 时给予 rhTPO 干预，用量为 300 u/（kg·d），连续使用至多 14 
d，直至血小板回升至 100×109·L－ 1 以上，或者较用药前提升 50×109·L－ 1 以上停药，以

上方案为对照周期；下个化疗周期结束后仍待血小板下降至＜ 75×109·L－ 1 时给予 rhTPO 干

预，用法：≤ 60 kg，1 大支（15 000 u）；＞ 60 kg 且≤ 85 kg，1 大支＋ 1 小支（7500 u）；＞

85 kg，2 大支，以上方案为观察周期。评价两种周期化疗后血小板下降的最低值和恢复最

高值，血小板＜ 50×109·L－ 1 的持续天数，血小板恢复至 100×109·L－ 1 以上所需天数，

rhTPO 使用量。结果　对照周期和观察周期在血小板下降最低值、血小板恢复最高值、血小

板＜ 50×109·L－ 1 及恢复至 100×109·L－ 1 以上所需天数方面，差异均无统计学意义。31 例

患者对照周期 rhTPO 累积总用量多于观察周期。两个周期在不良反应方面也无明显差异。结
论　固定剂量使用 rhTPO 与传统按体重换算剂量相比临床疗效和不良反应类似，但能增加安

全性及临床用药便捷性。

关键词：固定剂量；重组人血小板生成素；化疗相关性血小板减少症

中图分类号：R973.1，R730.6　　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2023)06-1643-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.038

Efficacy of fixed dose and body weight adjusted dose of recombinant 
human thrombopoietin

LIU Dan-na1, CHEN Lu2, SU Tian-li1, ZHANG Yu-jie2, ZHAO Xiao-li2, KONG Tian-dong2* (1. 
Department of Pharmacy, 2. Department of Oncology, Cancer Hospital of Henan University/the Third 
People’s Hospital of Zhengzhou，Zhengzhou  450000)

Abstract: Objective  To determine the efficacy and safety between fixed dose and weight-adjusted 
dose of recombinant human thrombopoietin (rhTPO). Methods  Totally 31 chemotherapy patients 
were enrolled in this study. Self-control mode was used and rhTPO intervention was given when 
the platelet decreased to ＜ 75×109·L－ 1 for the first time in the whole chemotherapy cycle at 300 
u/(kg·d). The intervention continuous to up to 14 days until the platelet recovered to more than 
100×109·L－ 1, or the drug was stopped when increasing by more than 50×109·L－ 1 compared 
with that before the treatment (the control cycle). At the end of the next chemotherapy cycle, rhTPO 
intervention was given when the platelets decreased to ＜ 75×109·L－ 1. Specific usage was as 
follows: ≤60 kg, 1 large dose (15 000 u); ＞60 kg and ≤85 kg, 1 large dose＋1 small dose (7500 
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　　近年来，随着各种新型靶向药物或者免疫
治疗药物上市，实体瘤的治疗模式有了很大改
变，但化疗仍是大多数肿瘤不可或缺的治疗手
段 [1-3]。化疗所致骨髓抑制，尤其是化疗相关性
血小板减少症（chemotherapy-induced thrombocy-
topenia，CIT），是导致化疗延迟或减量的重要原
因 [4]。重组人血小板生成素（recombinant human 
thrombopoietin，rhTPO）是目前治疗或预防 CIT
最常用的药物 [5]，但 rhTPO 的商品剂型仅有 7500 
u 和 15 000 u 两种，而指南或说明书推荐的标准
用法为 300 u·kg－ 1[6-7]。按此推荐标准计算，临
床工作中大多数患者的最终使用剂量不能恰好为
上述两种剂型的组合，经常需要再加用不到 1 支
的量，导致药品浪费，另外临床护士计算注射量
较为烦琐，降低用药安全性。目前 rhTPO 即使经
过医保谈判，价格仍然较高，如何能在不影响疗
效的情况下，尽可能不浪费 rhTPO 使用，显得很
有必要。因此，本研究拟探索固定剂量支数使用
rhTPO 治疗 CIT 的临床疗效。
1　资料与方法

1.1　纳入及排除标准 
　　纳入标准：① 经病理确诊的恶性实体瘤患
者；② 需行化疗，预计需 4 ～ 6 周期；③ 体力状
况评分（performance status，PS）0 ～ 1 分；④ 年
龄 18 ～ 70 岁；⑤ 心肝肾器官功能正常。排除标
准：① 预计生存期＜ 3 个月；② d1、8 方案化疗者；
③ 骨髓浸润引起血小板下降患者；④ 血液病引起
血小板下降患者；⑤ 存在活动性细菌或真菌感染
或活动性病毒感染的临床证据；⑥ 依从性差，不
能按时化疗或参与设定方案者；⑦ 治疗期间使用
除 rhTPO 外的其他升血小板药物；⑧ 精神疾患。
1.2　试验药品 

　　rhTPO 规 格 为 15 000 u/ 支（大 支， 国 药 准 字
S20050048）、7500 u/ 支（小支，国药准字 S20050049）
（均为针剂，沈阳三生制药股份有限公司）。
1.3　试验介绍及给药方案 
　　本研究采用前瞻性、自身对照设计模式 [8-9]，已
通过本院伦理委员会批准（批件号：2020-06-012-
Y03）。1大支 rhTPO＝15 000 u/ 支，1小支 rhTPO＝

7500 u/ 支。符合入组条件的化疗患者，在其整个化
疗周期第一次血小板下降至＜ 75×109·L－ 1 时给
予 rhTPO 干预，用量为 300 u/（kg·d），连续使用
至多 14 d，直至血小板回升至 100×109·L－ 1 以上，
或者较用药前提升 50×109·L－ 1 以上停药，以上方
案为对照周期；下个周期化疗结束后仍待血小板下
降至＜ 75×109·L－ 1 时，按 300 u/（kg·d）的量四
舍五入换算给予 rhTPO 干预（见表 1），用法：≤ 60 
kg，1 大支；＞ 60 kg 且≤ 85 kg，1 大支＋ 1 小支；＞
85 kg，2 大支，以上方案为观察周期。考虑到临床
便捷性及实际意义，体重计算以每5 kg 为进阶单位。
对照周期及观察周期无化疗药物剂量调整。

表 1　rhTPO按体重调整的使用量及换算后的固定剂量 
Tab 1　Dose of rhTPO adjusted for body weight and fixed dose after 

the conversion

rhTPO 剂量 体重范围 /kg 总量 /u rhTPO 使用量
四舍五入换算量

等价量

300 u·kg － 1 50 ～ 55 15 000 1 大支 1 大支

55 ～ 60 16 500 1 大支＋ 0.2 小支

60 ～ 65 18 000 1 大支＋ 0.4 小支

65 ～ 70 19 500 1 大支＋ 0.6 小支 1 大支＋ 1 小支

70 ～ 75 21 000 1 大支＋ 0.8 小支

75 ～ 80 22 500 1 大支＋ 1 小支

80 ～ 85 24 000 1 大支＋ 1.2 小支

85 ～ 90 25 500 1 大支＋ 1.4 小支

90 ～ 95 27 000 1 大支＋ 1.6 小支 2 大支

95 ～ 100 28 500 1 大支＋ 1.8 小支

≥ 100 30 000 2 大支

u); ＞ 85 kg, 2 large doses (the observation cycle). The lowest platelet decline and the highest 
recovery after the two cycles of chemotherapy, the duration of platelet ＜ 50×109·L－ 1, days 
required for platelet recovery above 100×109·L－ 1, and the amount of rhTPO were evaluated. 
Results  There was no significant difference between the control cycle and the observation 
cycle in the lowest platelet decline, the highest platelet recovery, the number of days needed for 
platelet ＜ 50×109·L－ 1 and recovery to over 100×109·L－ 1. The total amount of rhTPO in 
the control cycle was higher than that in the observation period in the 31 patients. There was 
no significant difference in adverse reactions between the two cycles. Conclusion  The clinical 
efficacy and adverse reactions of fixed dose rhTPO are similar to those of traditional weight 
conversion dose, but the former is safer and more convenient. 
Key words: fixed dose; recombinant human thrombopoietin; chemotherapy-induced thrombocytopenia
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1.4　观察指标

　　于化疗前（1 ～ 3 d）及化疗第 3、5、7、10、
13、16 d 检测血常规。评价对照周期和观察周期
化疗后血小板下降的最低值和恢复最高值，血小
板＜ 50×109·L－ 1 的持续天数，血小板恢复至
100×109·L－ 1 以上所需天数，rhTPO 使用量。
1.5　统计学方法 
　　本研究采用 SPSS 26.0 软件。计数资料及率
的比较采用 pearson χ2 检验或 Fisher 确切概率法。
计量资料若符合正态分布，采用 x±s 表示，比较
采用配对 t 检验；若不符合正态分布，采用中位
数表示，采用非参数检验。α ＝ 0.05，双侧检验，
以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　入组患者临床资料 
　　根据纳排标准，于 2020 年 9 月—2021 年 12
月在本中心共入组符合条件患者 40 例，9 例因各
种原因中途退组，实际完成对照周期和观察周期
的患者31例，其入组流程及一般资料特征见表2。

表 2　完成治疗患者临床特征 (n ＝ 31) 
Tab 2　Clinical characteristics of the patients completed treatment 

(n ＝ 31)

临床特征  n（%）

年龄（岁）

＞ 60 13（41.9）

≤ 60 18（58.1）

性别

男 20（64.5）

女 11（35.5）

PS 评分（分）

0 16（51.6）

1 10（32.3）

2 5（16.1）

瘤种

肺癌 15（48.4）

乳腺癌 5（16.1）

胃癌 3（9.7）

大肠癌 4（12.9）

其他 4（12.9）

既往治疗

初治 24（77.4）

复治 7（22.6）

骨转移

有 11（35.5）

无 20（64.5）

2.2　血小板下降最低值及恢复最高值 
　　对照周期血小板下降最低值为（42±15）
×109·L－ 1，观察周期为（36±16）×109·L－ 1，

差异无统计学意义（t ＝ 1.768，P ＝ 0.087）。对照
周期血小板恢复最高值为（196±67）×109·L－ 1，
观察周期为（179±54）×109·L－ 1，差异无统计
学意义（t ＝ 1.096，P ＝ 0.282）。见图 1。

图 1　对照周期及观察周期血小板计数比较

Fig 1　Platelet count of the control cycle and the observation cycle 
A. 最低值（lowest）；B. 恢复最高值（restore to the maximum value）

2.3　血小板＜ 50×109·L－ 1 及恢复至 100×109·L－ 1

以上所需天数

　　血小板最低值＜ 50×109·L－ 1，对照周期共
有 19 例，观察周期共有 24 例。两个治疗周期血
小板＜ 50×109·L－ 1 的天数分别为 3 d（1 ～ 13）
和 4 d（1 ～ 12）（Z ＝ 1.035，P ＝ 0.301），差异
无统计学意义。回升至 100×109·L－ 1 以上的中
位天数，对照周期为 5 d（3 ～ 15），观察周期为
6 d（3 ～ 16）（Z ＝ 0.235，P ＝ 0.217），差异无统
计学意义（见表 3）。
2.4　rhTPO 使用量 
　　31 例入组患者，对照周期 rhTPO 总用量，大
支为 200 支，小支为 117 支；观察周期 rhTPO 总
用量，大支为 192 支，小支为 86 支，观察周期
总体 rhTPO 使用量少于对照周期。两个治疗周
期每位患者平均用量比较，对照周期大支用量
为（6.5±2.6）支，观察周期为（6.2±2.6）支，差
异无统计学意义（t ＝ 0.524，P ＝ 0.604）；对
照周期小支用量为（3.8±3.6）支，观察周期为
（2.8±3.6）支，差异无统计学意义（t ＝ 1.573，
P ＝ 0.126）（见表 3）。
2.5　不良反应 
　　两种使用周期患者，不良反应方面类似，主
要为发热、关节痛、头晕、乏力等。其中对照周
期共有 7 例患者出现不良反应，发热 1 例，关节
痛 2 例，头晕 2 例，乏力 2 例，均为 1 ～ 2 度；
观察周期共有 5 例患者出现不良反应，发热 1 例，
关节痛2例，头晕1例，乏力1例，均为1～2度。
3　讨论
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　　多年来，CIT 一直是导致化疗延迟或化疗减
量的重要原因 [4，10]。在临床实践或指南推荐中，
rhTPO 仍是治疗或者预防 CIT 的最主要药物，且
其推荐的标准用量为根据体重计算为 300 ug/
（kg·d）[7]。按体重标准计算的 rhTPO 使用量，
存在剂型规格、剂量换算等方面的不便之处，除
了造成安全隐患，还可能导致药物浪费。因此，
寻找安全、有效的替代给药方案，采用固定剂量
代替按体重换算剂量，将为 rhTPO 的临床使用带
来便利。
　　近年来，以定量药理学为基础的药物研发
或临床替代剂量选择方案研究方兴未艾 [11]。目
前在肿瘤治疗领域研究较多的为 PD-1/PD-L1 固
定剂量使用 [12]。例如纳武利尤单抗传统剂量为 3 
mg·kg－ 1，但使用非常不便，通过临床药理学方
法评估 240 mg 固定剂量相对于 3 mg·kg－ 1 在暴
露量、安全性和功效上基本相似 [13]，因此 FDA
批准 240 mg 的固定剂量给药方案。另外一个类
似的研究药物为硫培非格司亭，该药批准上市使
用剂量为 100 μg·kg－ 1，考虑到药物使用的便捷
性，分别进行了一项Ⅱ期和Ⅲ期研究，结果显示
6 mg 固定剂量与 100 μg·kg－ 1 剂量在疗效、安
全性方面无明显差异 [14-15]，因此目前指南推荐 6 
mg 固定剂量使用 [16]。
　　但目前对于 rhTPO，国内外尚无固定剂量使
用方面的研究，临床使用非常不便。本研究结
果显示，基于不同体重范围的固定剂量支数使
用 rhTPO 与传统体重换算剂量相比，在化疗后
血小板下降最低值、血小板恢复最高值、血小
板＜ 50×109·L－ 1 的天数及恢复至 100×109·L－ 1

以上所需天数方面，差异均无统计学意义。在
rhTPO 使用量方面，虽然两种剂量使用方案各患
者平均使用量差异无统计学意义，但在总体人群
累积使用总量方面，观察周期大支、小支分别为
192、86 支，均少于对照周期的 200、117 支。
　　安全性方面，两种使用方法均无明显差异，
主要为发热、关节痛、头晕、乏力等。与既往

rhTPO 临床研究的不良反应发生情况类似 [17-19]。
　　综上所述，本研究初步显示基于体重范围的
固定剂量使用 rhTPO 与传统单纯体重换算剂量相
比临床疗效和不良反应类似，但能增加临床用药
便捷性，减少用药差错；另外在总体人群中的累
积使用量也明显少于传统用药方式，具有较高的
卫生经济学特点。但本研究也存在着入组样本量
较少，非随机研究，以及未使用完全交叉研究等
缺陷，期待今后开展大样本随机对照研究进一步
明确最佳固定剂量。
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左乙拉西坦致横纹肌溶解的临床特征分析

孙文静，何阳，龙远雄，陈镇，欧阳林旗，邓桂明*（湖南中医药大学第一附属医院，长沙　410007）

摘要：目的　探讨左乙拉西坦致横纹肌溶解的临床特点。方法　检索中英文数据库，收集左乙

拉西坦致横纹肌溶解的病例报道，提取患者相关信息，进行描述性统计分析。结果　共检索

到左乙拉西坦致横纹肌溶解的病例报道文献 16 篇，涉及患者 16 例（男性 11 例，女性 5 例），

中位年龄是 26 岁（13，62）。10 例患者用左乙拉西坦治疗全身性强直 - 阵挛性发作，3 例患者

用于全身性癫痫发作，2 例患者治疗复杂的部分性癫痫发作，1 例患者治疗良性癫痫。6 例患

者合并其他疾病，10 例患者同时使用了其他药物。左乙拉西坦导致横纹肌溶解的中位时间为

2 d（1，365）。9 例患者出现临床症状，包括肌痛 6 例，下肢肌无力 2 例，血尿 1 例。实验室

检查发现肌酸激酶中位值为 15 811 U·L － 1（986，49 539），其中 10 例患者肌酸激酶＞ 15 000 
U·L － 1，属于重度横纹肌溶解。5 例患者出现急性肾损伤。3 例患者尿液检查显示肌红蛋白阳

性，4 例患者血清肌红蛋白升高。患者停用左乙拉西坦，给予对症治疗，症状和肌酸激酶逐渐

恢复正常，肌酸激酶恢复到正常水平的中位时间为 6.5 d（3，40）。结论　左乙拉西坦相关横纹

肌溶解可发生在用药后 1 ～ 365 d，多发生在用药 2 周内，肌酸激酶水平多呈重度升高。停用

左乙拉西坦后症状消失和肌酸激酶恢复正常。

关键词：左乙拉西坦；横纹肌溶解症；抗癫痫药物；肌酸激酶
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　　左乙拉西坦（levetiracetam，LEV）是一种乙
酰吡咯烷类抗癫痫药物，于 1999 年 FDA 批准上
市。左乙拉西坦抗癫痫作用的确切机制尚不清楚，
目前的研究发现可能是通过与脑内突触囊泡蛋白
（synaptic vesicle 2A，SV2A）结合，减少兴奋性
神经递质的释放有关。此外，N 型钙通道阻滞作
用和间接的增强氨基丁酸和甘氨酸能神经元抑制
也参与了部分抗癫痫机制 [1-2]。目前适用于成人及
4 岁以上癫痫部分性发作、肌阵挛发作及原发性
全身性强直 - 阵挛发作的辅助治疗，局灶性癫痫
的单药治疗和苯二氮䓬类难治性持续癫痫患者二
线药物选择 [3]。
　　左乙拉西坦耐受性相对较好，并且大多数不
良反应是轻中度的，常见的不良反应有嗜睡、乏
力、头晕、头痛、行为障碍，常发生于治疗早期 [4]。
越来越多的病例报道表明左乙拉西坦是导致横纹
肌溶解症的药物之一。然而对于左乙拉西坦诱导
的横纹肌溶解症的临床特征尚不清楚。笔者通过
对收集左乙拉西坦相关的横纹肌溶解的病例报道

进行分析，探讨左乙拉西坦相关的横纹肌溶解的
临床特点，为临床合理使用左乙拉西坦提供参考。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　以“左乙拉西坦”“横纹肌溶解”“肌痛”和
“Levetiracetam”“rhabdomyolysis”“myopathy”分
别为中、英文关键词，检索中国知网、万方、维
普数据库、PubMed、Ovid、Web of Science、Em-
base、Springer-link 和 Wiley Oline Library（截 至
2022 年 12 月），收集左乙拉西坦致横纹肌溶解的
病例报道。
1.2　纳入和排除标准

　　文献纳入标准：左乙拉西坦导致的横纹肌溶
解的病例报道，血清肌酸激酶（CK）大于 1000 
U·L － 1，且应包括完整治疗过程、临床表现、
实验室检查、预后。排除标准：动物研究，机制
研究，会议论文，毕业论文，综述及重复发表的
文献，仅有摘要而无全文的文献。
1.3　方法

Clinical features of rhabdomyolysis induced by levetiracetam

SUN Wen-jing, HE Yang, LONG Yuan-xiong, CHEN Zhen, OU YANG Lin-qi, DENG Gui-ming* (The 
First Hospital of Hunan University of Chinese Medicine, Changsha  410007)

Abstract: Objective  To determine the clinical characteristics of levetiracetam-induced 
rhabdomyolysis. Methods  We searched Chinese and English databases, collected related case reports, 
and analyzed patient data. Results  Totally 16 reports of levetiracetam-induced rhabdomyolysis were 
retrieved, involving 16 patients (11 males and 5 females), with a median age of 26 years (13, 62). 
Levetiracetam was used to treat generalized tonic-clonic seizures in 10 patients, generalized seizures 
in 3 patients, complex partial seizures in 2 patients, and benign epilepsy in 1 patient. Six patients had 
comorbidities and 10 patients had combined medications. The median time for levetiracetam to cause 
rhabdomyolysis was 2 days (1, 365). Nine patients showed clinical symptoms, including myalgia in 
6 patients, lower extremity muscle weakness in 2 patients, and hematuria in 1 patient. Laboratory 
examination found that the median value of creatine kinase was 15 811 U·L － 1 (986, 49 539), and 
10 patients with creatine kinase (CK) ＞ 15 000 U·L － 1 had severe rhabdomyolysis. Acute kidney 
injury occurred in 5 patients. Urine examinations of 3 patients showed positive myoglobin, and 4 
patients had elevated serum myoglobin. Levetiracetam was stopped and symptomatic treatment was 
given. The creatine kinase gradually returned to normal, and symptoms disappeared with a median 
of 6.5 d (3, 40). Conclusion  Levetiracetam-related rhabdomyolysis can occur from 1 to 365 days 
after the treatment, mostly within 2 weeks of treatment, and the level of creatine kinase is often 
much increased. Symptoms disappear and creatine kinase returns to normal after discontinuation of 
levetiracetam. 
Key words: levetiracetam; rhabdomyolysis; antiepileptic drug; creatine kinase
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　　由不同的研究者独立对文献进行初步筛选，
然后提取患者相关信息（性别、年龄、国籍、基
础疾病、联合用药、药物剂量及给药途径、临床
表现、实验室检查结果、治疗及预后情况等）。
对提取的各类数据进行描述性统计分析。
　　采用诺氏（Naranjo’s）药物不良反应评估量
表制订的评价标准，评价左乙拉西坦与横纹肌溶
解的关联性。根据评价结果，可将药物不良反应
分为确定的（≥ 9 分），很可能的（5 ～ 8 分），可
能的（1 ～ 4 分），可疑的（≤ 0 分）[5]。根据 CK
升高的水平对横纹肌溶解症严重程度进行分类：
轻度横纹肌溶解症（CK 1000 ～ 5000 U·L － 1），
中度横纹肌溶解症（CK 5000 ～ 15 000 U·L － 1），
重度横纹肌溶解症（CK ＞ 15 000 U·L － 1）[6]。
1.4　数据处理 
　　采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。计量资
料采用以中位值（最小值，最大值）表示，计数
资料进行描述性统计分析。
2　结果

2.1　文献收集及患者一般情况

　　共检索到 16 篇文献 [7-22]，涉及患者 16 例，
其中男性 11 例，女性 5 例，中位年龄是 26 岁
（13，62）（见表 1）。来自美国 7 例，日本和土耳
其各 2 例，法国、巴基斯坦、阿联酋、意大利和
西班牙各 1例。左乙拉西坦用于治疗全身性强直 -
阵挛性发作 10 例，全身性癫痫发作 3 例，复杂
的部分性癫痫发作 2 例，良性癫痫 1 例。2 例患
者有吸毒史。6 例患者有基础疾病，其中 1 例患
者自闭症，1 例患者星形细胞瘤，1 例患者智力
障碍，1 例患者轻度贫血，1 例患者烟雾病，1
例患者同时合并精神分裂症、高血压、双相情感
障碍。16 例患者在使用左乙拉西坦后癫痫均得
到控制。
2.2　用药情况

　　15 例患者描述了左乙拉西坦给药剂量，其中
2 例患者的给药方案始终为 1000 mg bid iv；1 例
患者始终为 500 mg qd po；2 例患者剂量始终为
1000 mg qd po 或注射；3 例患者给予了负荷剂量
（2 例 1 g，1 例 2 g），然后给予维持剂量 500 mg 
bid；3 例患者进行剂量滴定 [ 其中 1 例患者 250 
mg·d － 1 滴定至 500 mg·d － 1；1 例患者 10 mg/
（kg·d）滴定至 20 mg/（kg·d）po；1 例患者首
次两剂 500 mg，后续 750 mg bid iv]；4 例患者首
次静脉注射，随后给予口服，剂量分别为 750 mg 
bid、500 mg bid、500 mg qd。10 例患者同时使用

了其他药物，其中 3 例患者使用 1 种药物，4 例
患者使用 2 种药物，2 例患者使用 3 种药物，1
例患者同时使用了 4 种药物。5 例患者合用其他
抗癫痫药物，4 例患者合用苯二氮䓬类药物，3
例患者合用肝素类，1 例患者合用质子泵抑制剂，
1 例患者合用麻醉药物，1 例患者合用抗精神病
药物，1 例患者合用巴比妥类药物，1 例患者合
用抗抑郁药物，1 例患者合用抗胆碱药物。
2.3　横纹肌溶解出现时间、临床表现

2.3.1　症状出现时间　15 例患者描述了症状出现
时间。左乙拉西坦导致横纹肌溶解的中位时间为
2 d（1，365），其中 12 例患者出现横纹肌溶解时
间为 3 d 内，2 例患者在给药后 1 ～ 2 周，1 例患
者使用时间长达 1 年。
2.3.2　临床表现　9 例患者出现临床症状，其中
6 例患者出现肌痛（主要发生在腰背部和下肢），
2 例患者表现为下肢肌无力，1 例患者出现血尿；
7 例患者无任何症状。
2.4　实验室检查 
　　16 例患者均描述了横纹肌溶解时血清 CK 水
平，CK 中位值为 15 811 U·L － 1（986，49 539），
其 中 5 例 患 者 CK 低 于 5000 U·L － 1，1 例 患
者 CK 处 于 5000 ～ 15 000 U·L － 1，10 例 患 者
CK ＞ 15 000 U·L － 1。5 例患者出现急性肾损伤，
肌酐中位值为 2.19 mg·dL － 1（1.51，4.67）。3 例
患者尿液检查显示肌红蛋白阳性，4 例患者血清
肌红蛋白升高，1 例患者出现蛋白尿，1 例患者
出现低钠血症。
2.5　治疗及预后

　　所有患者立即停用左乙拉西坦，其中 10 例
患者给予水化治疗，8 例患者转换为其他抗癫痫
药物，其中转换为丙戊酸钠 3 例，其余转换为苯
巴比妥、苯妥英钠、拉考沙胺和奥卡西平各 1 例，
转换为托吡酯和拉考沙胺 1 例。所有患者症状和
CK 逐渐恢复正常，CK 恢复到正常水平的中位时
间为 6.5 d（3，40）。
2.6　关联性评价

　　根据诺氏评估量表评价结果，对 16 例患者
左乙拉西坦与横纹肌溶解的关联性进行评价，结
果判定为很可能的 12 例（6 ～ 8 分），可能的 4
例（3 ～ 4 分）。
3　讨论

　　横纹肌溶解症是一种常见的，由肌肉组织的
分解和坏死以及细胞内内容物释放到血流中引起
的临床综合征。横纹肌溶解症的典型三联征是无
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表 1　左乙拉西坦致横纹肌溶解的 16 例患者的临床资料 
Tab 1　Clinical data of 16 patients with rhabdomyolysis induced by levetiracetam

文献 基础信息 合并用药 用药目的 用法用量

横纹肌溶

解出现时

间

临床表现

CK 最

高值 /
（U·L － 1）

肌酐 /
（mg·
dL － 1）

治疗及预后

[7] 男，30 岁，自

闭症

无 全身性强直 -
阵挛性发作

不明 2 d 不明 37 622 不明 停药，水化，4 d 后 CK 恢复到

正常水；随访 2 年，横纹肌

溶解未发作

[8] 男，16 岁，无

基础病

劳拉西泮 全身性强直 -
阵挛性

首次静脉注射，然

后 750 mg bid po
2 d 腰骶部，上

背部和大

腿疼痛

15 111 2.2 停药，水化，改用双丙戊酸钠，

10 d 后 CK 水平和肾功能均恢

复正常

[9] 女，48 岁，星

形细胞瘤

无 全身性癫痫发

作

第 1 日静脉注射，

随后口服，2 d 总

剂量 1000 mg

3 d 肌痛 8199 无 停药，改用苯巴比妥，6 d 后

CK 恢复正常

[10] 男，28 岁，无 地西泮，咪达唑

仑，依诺肝素

全身性发作 1000 mg bid ivgtt 1 d 无 1559 4.67 停药，水化，改用拉考沙胺，

10 d 后，肌酐、CK 和白蛋白

排泄率恢复正常

[11] 女，26 岁，智

力障碍

卡马西平， 
苯巴比妥

复杂的部分性

和继发性全

身性癫痫

500 mg qd po 15 d 无法站立，

双腿近端

肌无力

2723 无 停药，11 d 后 CK 恢复正常

[12] 男，43 岁，无 托吡酯 全身性强直 -
阵挛性发作

1000 mg qd ivgtt 1 d 无 29 750 无 停药，改用托吡酯和拉考沙胺，

CK 一周内恢复正常

[13] 男，19 岁，无 奥卡西平， 
劳拉西泮

复杂的部分性

癫痫发作

首次 2000 mg ivgtt
然后 500 mg qd 
po

1 d 血尿 29 136 2.17 停药，1 d 后肌酐水平正常，CK
一个月后恢复正常

[14] 男，25 岁，无 氯巴占，埃索美

拉唑，丙泊

酚，依诺肝素

全身性强直 -
阵挛性发作

500 mg bid，不明 2 d 无 15 811 无 停药，水化，改为丙戊酸，3 d
后 CK 恢复正常

[15] 女，23 岁，无 劳拉西泮 全身性强直 -
阵挛性发作

负荷剂量 1 g，后

500 mg bid，不明

2 d 肌痛，食欲

下降

1368 4.22 停药，水化，改用苯妥英治疗；

6 d 后 CK 和肌酐水平均正常

[16] 女，29 岁，无 丙戊酸钠， 
苯妥英

全身强直 - 阵
挛性发作

1000 mg qd po 2 d 肌痛（背

痛）和双

下肢无力

2410 不明 停药，丙戊酸钠，CK 和症状迅

速改善至正常

[17] 女，13 岁，无 无 良性癫痫 250 mg·d－ 1 滴定

至 500 mg·d－ 1

7 d 轻微肌痛 986 无 停药，水化，停药后 CK 和血肌

红蛋白水平逐渐恢复至正常

[18] 男，27 岁，烟

雾病

肝素，多库酯 全身强直 - 阵
挛性发作

1000 mg bid ivgtt 第 2 次给

药后 8 h
无 49 539 不明 用药 6 剂后停药，40 d 后 CK 恢

复正常

[19] 男，62 岁，无 无 全身性强直 -
阵挛性发作

负荷剂量 1 g，后

500 mg bid，
不明 肌痛、背痛 19 518 无 停药，水化，改用奥卡西平，

CK 迅速下降

[20] 男，15 岁，轻

度贫血

无 癫痫发作 10 mg/（kg·d）
滴定至 20 mg/
（kg·d）po

1 年 肌痛（尤其

下肢）

26 798 无 停药，碱化，水化，5 d 后 CK
恢复正常

[21] 男，22 岁，无 无 全身强直 - 阵
挛性发作

首次静脉注射，随

后 500 mg  
bid po

第 1 次给

药后 8 h
无 21 936 无 停药，水化，9 d 后 CK 恢复正

常

[22] 男，42 岁，精

神分裂症，高

血压，双相情

感障碍

苯扎托品，利培

酮，曲唑酮

全身性强直 -
阵挛性发作

首次两剂 500 mg，
后 750 mg bid 
ivgtt

3 d 无 30 000 1.51 停药，水化，4 d 后 CK 和肾功

能改善

力、肌痛及茶色尿，经典三联征仅发生在＜ 10% 
的患者中，＞ 50% 的患者没有肌肉疼痛或无
力 [6]。部分患者可能会出现非特异性症状，如发
烧、不适、恶心和呕吐 [23]。随后可能出现急性肾

损伤、弥散性血管内凝血和多器官功能衰竭的临
床表现。横纹肌溶解症最常见原因是毒物或酒精
滥用、药物使用、创伤、恶性综合征、感染和遗
传代谢性疾病 [22]。引起横纹肌溶解的常见药物包
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括他汀类药物、贝特类药物、精神科药物、抗菌
药物等 [6]。横纹肌溶解症目前尚无统一的共识标
准，诊断大部分是基于血清 CK 升高至正常上限
的 10 倍以上 [22]。
　　左乙拉西坦不与血浆蛋白结合，给药剂量的
三分之一通过非肝脏水解代谢，其余的以原形
经肾脏排泄 [23]。因其良好的药动学、极少的药
物相互作用以及具有口服和静脉给药形式而成
为指南推荐治疗癫痫肌阵挛发作和局灶性发作
的一线药物。左乙拉西坦剂型主要分为普通片
剂（250、500、750 和 1000 mg），口服溶液（100 
mg·mL － 1），注射剂（100 mg·mL － 1）和缓释剂
型（500 和 750 mg）[24]。横纹肌溶解症是左乙拉西
坦罕见的不良反应。根据左乙拉西坦的上市信息，
日本服用该药的患者横纹肌溶解的发生率极低，
为 0.001% ～ 0.001 25%[14]。本研究发现左乙拉西
坦诱导的横纹肌溶解症主要发生在 30 岁以下的青
年患者中，只有 1 例患者的年龄在 60 岁以上。观
察到的峰值 CK 水平变化很大，范围在 996 ～ 49 
539 U·L － 1。根据 CK 升高水平进行的横纹肌溶
解症的分类，62.5% 的患者属于重度横纹肌溶解。
肌肉疼痛是左乙拉西坦诱导横纹肌溶解的主要临
床表现，部分患者无任何临床症状。药物诱导的
横纹肌溶解发生的时间因所涉及的药物类型而异。
对于抗菌药物，尤其是喹诺酮类，横纹肌溶解通
常在开始治疗后的 1 ～ 6 d 内发生，而对于他汀
类药物，通常在药物开始或剂量增加后 1 个月内
发生 [25-26]。左乙拉西坦诱导的横纹肌溶解通常发
生在用药 3 d 内，个别患者可长达 1 年。
　　左乙拉西坦引起横纹肌溶解的确切机制尚不
清楚。目前提出的一种理论是左乙拉西坦除与
大脑中突触小泡中的 SV2A 蛋白相互作用外，还
与慢肌纤维运动神经末梢中的 SV2A 蛋白相互作
用，导致胆碱能神经传递增强和肌肉压力增加，
从而导致横纹肌溶解 [27]。横纹肌溶解症在男性、
非裔美国人、年龄＜ 10 岁和＞ 60 岁的人群以及
体质量指数＞ 40 kg·m － 2 的人群中更为常见 [22]。
多种因素可能使使用左乙拉西坦的患者易患横纹
肌溶解症，包括癫痫发作、低钠血症和伴随药物。
Brigo 等 [28] 指出癫痫发作也会导致肌酸磷酸激酶
（CPK）轻微升高（＜ 180 U·L － 1），峰值出现在
36 ～ 40 h。低钠血症与横纹肌溶解有关 [29]。患
者同时联用了其他可能导致横纹肌溶解的药物，
如利培酮、苯妥英、丙戊酸钠和丙泊酚 [30-31]。此
外，左乙拉西坦可能导致肌肉发达的患者的横纹

肌溶解 [14，19]。Moinuddin 等 [21] 认为 CK 峰值水平
可能与患者肌肉质量有关。本研究发现左乙拉西
坦在低剂量也可诱发横纹肌溶解，说明横纹肌溶
解症可能与左乙拉西坦剂量无关。横纹肌溶解此
前被报道与丙泊酚输注综合征有关 [32]，与丙泊酚
输注剂量高、持续时间超过 48 h 之间存在关联。
本研究还发现口服或低剂量静脉滴注也可诱发横
纹肌溶解，故推测横纹肌溶解症可能与左乙拉西
坦的静脉滴注无关。上述结果需要更多的临床病
例予以证实。
　　药物诱导的横纹肌溶解症的治疗措施包括及
时停用致病药物，早期大量补液，保护肾功能，
积极处理并发症。急性肾损伤是横纹肌溶解症最
严重的并发症，发生率为 7% ～ 10%[33]。早期识
别和补液治疗对于预防肾损伤至关重要。患者一
旦出现急性肾损伤，需要血液透析或血液净化以
除去肌肉受损释放出的尿素和钾。在大多数情况
下，急性肾损伤是完全可逆的，多数患者在几个
月内恢复功能 [22]。横纹肌溶解症的预后在很大程
度上取决于潜在的病因和相关的并发症。尽管目
前缺乏随机对照研究，但来自病例报道和小型回
顾性研究的证据表明，横纹肌溶解症在早期积极
治疗时具有良好的预后。
　　左乙拉西坦尽管具有良好的耐受性，仍可能
在某些患者中引起横纹肌溶解症。因此，临床医
师需要意识到并警惕左乙拉西坦的这种罕见不良
反应，尤其是在治疗的早期阶段，对所有患者进
行常规 CK 水平和肾功能监测。如果发现 CK 水
平显著升高，则考虑更换抗癫痫药物。
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重症耶氏肺孢子菌肺炎患者复方磺胺甲噁唑 
血药浓度监测的临床研究

潘欢妍1，2，3，祁慧4，梁培3，4，安姝润1，2，3，李俐3（1. 中国药科大学南京鼓楼医院，南京　210009；2. 中国药

科大学基础医学与临床药学学院，南京　210009；3. 南京大学医学院附属鼓楼医院药学部，南京　210008；4. 南京大学医学院附

属鼓楼医院重症医学科，南京　210008）

摘要：目的　通过监测复方磺胺甲噁唑（SMX-TMP）治疗耶氏肺孢子菌肺炎（PCP）血药峰浓

度（Cmax）水平，评价其临床效果及不良反应。方法　回顾性分析 2016 年 3 月至 2022 年 8 月

60 例重症患者接受 SMX-TMP 治疗 PCP 的临床资料，记录患者磺胺甲噁唑（SMX）Cmax 水平，

评估临床治疗结局，评价药物不良反应等。结果　SMX 初始平均 Cmax 为 118.98 mg·L－ 1，浓

度范围分布广泛（IQR，97.84～ 172.80），初始给药剂量与 SMX 初始 Cmax 成显著正相关（r2 ＝

0.099，P ＝ 0.014）；治疗过程中 68.33% 的患者 SMX Cmax 可以达到预先设定的目标水平；患

者的总体死亡率为 51.66%，治疗过程中无法达到目标水平是 PCP 患者临床治疗失败率和 28 
d 全因死亡的危险因素（P ＜ 0.05）；与 SMX-TMP 相关的不良反应发生率为 35.00%，患者

SMX Cmax 高于目标水平时肾功能损伤的发生率显著增加（P ＜ 0.05）。结论　在 PCP 患者治疗

期间监测 SMX 水平可以改善患者的临床结局，减少不良反应的发生。

关键词：耶氏肺孢子菌肺炎；复方磺胺甲噁唑；治疗药物监测；重症患者
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Concentration monitoring of compound sulfamethoxazole in patients with 
severe pneumocystis jasinii pneumonia

PAN Huan-yan1, 2, 3, QI Hui4, LIANG Pei3, 4, AN Shu-run1, 2, 3, LI Li3 (1. Nanjing Drum Tower 
Hospital, China Pharmaceutical University, Nanjing  210009; 2. School of Basic Medicine and 
Clinical Pharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing  210009; 3. Department of Pharmacy, 
Nanjing Drum Tower Hospital, Nanjing University, Nanjing  210008; 4. Department of Critical Care 
Medicine, Nanjing Drum Tower Hospital, Nanjing  210008)

Abstract: Objective  To determine the clinical efficacy and adverse reactions of sulfamethoxazole 
and trimethoprim (SMX-TMP) in the treatment of pneumocystis carinii pneumonia (PCP) by 
monitoring the Cmax of SMX-TMP.  Methods  This study retrospectively analyzed the clinical data 
of 60 critically ill patients who received SMX-TMP for PCP from March 2016 to August 2022. The 
Cmax level of SMX was recorded, the clinical treatment outcome was assessed, and the adverse drug 
reactions were evaluated. Results  The initial average Cmax of SMX was 118.98 mg·L － 1, and the 
concentration range was wide (IQR, 97.84 ～ 172.80). The initial dose was positively correlated with 
the initial Cmax of SMX (r2 ＝ 0.099, P ＝ 0.014). During the treatment, 68.33% patients of SMX Cmax 
reached the preset target level. The overall mortality rate of patients was 51.66%. Failure to reach the 
target level during the treatment was a risk factor for treatment failure and 28-day all-cause death in 
PCP patients (P ＜ 0.05). The incidence of adverse reactions associated with SMX-TMP was 35.00%, 
and the incidence of renal dysfunction was significantly increased when SMX Cmax was higher than 
the target level (P ＜ 0.05). Conclusion  Monitoring SMX Cmax levels during the treatment of PCP 
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　　耶氏肺孢子菌肺炎（PCP）是一种急性的、
严重威胁生命的机会性感染，在免疫功能低下的
群体中具有较高的发病率 [1-2]，复方磺胺甲噁唑
（SMX-TMP）被认为是治疗 PCP 的一线治疗方
法，但是接受 SMX-TMP 治疗的患者的不良反应
发生率高 [3-4]，且接受治疗后患者的死亡率也仍
然很高，总体死亡率高达 48% ～ 67%[5]。SMX-
TMP 的药代动力学研究显示其具有显著的个体间
药代动力学差异 [6]。因此在治疗过程中可通过治
疗药物监测（therapeutic drug monitoring，TDM）
优化临床结局、减少不良反应，这也是评估
SMX-TMP 治疗的有效性和安全性的重要方法。
先前的研究主张将磺胺甲噁唑（SMX）的目标峰
浓度（Cmax）水平定为 100 ～ 150 mg·L － 1[7]，以
实现 SMX-TMP 的最大化治疗效果。因此本研究
开展回顾性研究，评估重症患者 SMX Cmax 与患
者的临床结局和不良反应的关系，为优化临床治
疗方案提供参考。
1　资料和方法

1.1　研究对象

　　收集 2016 年 3 月至 2022 年 8 月入住南京鼓
楼医院重症医学科诊断为 PCP 的患者的临床资
料，进行回顾性研究。纳入标准：① 使用 SMX-
TMP 进行抗感染治疗并且用药疗程≥ 72 h；② 
治疗期间监测 SMX-TMP 的血药浓度。排除标准：
① 年龄＜ 18 岁；② 妊娠或哺乳期患者；③ 使用
SMX-TMP 预防性或经验性给药。
1.2　数据收集

　　通过医院的电子病历系统收集患者的一般资
料，包括性别、年龄、临床诊断、急性生理和慢性
健康评分（APACHEⅡ评分）、序贯器官衰竭估计
评分（SOFA 评分）、合并疾病（高血压、糖尿病、
肿瘤、肾功能损伤和自身免疫性疾病等）、年龄校
正 Charison 合并症指数（aCCI）、既往用药史（激
素和免疫抑制治疗史）、SMX-TMP 的用药情况（初
始治疗剂量、初始治疗持续时间和疗程）、SMX 血
药浓度监测结果、治疗过程中的不良反应和临床转
归等。复方磺胺甲噁唑片（特一药业，规格：SMX 
0.4 g，甲氧苄啶 80 mg）。
1.3　临床结局及不良反应判定标准

　　主要结局指标是患者 28 d 全因死亡率，次要
结局指标是 PCP 的临床治疗失败率（出科时患者
的临床症状和体征无好转，影像学较治疗前无明
显改善，感染指标未恢复正常）。记录患者治疗
期间发生的不良反应，根据美国国家癌症研究所
不良反应通用术语标准（[CTCAE] 5.0 版）对不良
反应进行了定义和分级，主要包括血液毒性、肝
毒性、肾毒性和电解质异常等，分为轻度（1 级）、
中度（2 级）、严重（3 级）、危及生命（4 级）和死
亡相关（5 级）。本研究将 CTCAE ≥ 3 级的不良
反应定义为严重不良反应。
1.4　统计学分析

　　所有数据用 SPSS 26.0 统计软件进行分析。
首先进行 Shapiro-Wilk 正态性检验，对定量数据，
符合正态分布用均数 ±标准差（x±s）表示，连
续非正态分布计量资料用中位数（M）以及四分
位数间距（IQR）表示，两组间数据比较采用 t
检验（正态分布）或者是非参数检验（非正态分
布）。分类变量用百分比表示，两组间比较使用
皮尔逊卡方检验、连续性校正检验或曼希尔精
确检验。SMX 日剂量（mg·kg－ 1）与 SMX Cmax

（mg·L－ 1）之间的关系用简单的线性回归模型
评估。使用单因素和多因素 COX 比例风险模型
估计 SMX Cmax 水平组之间的风险比（HR）。使用
Kaplan-Meier 方法对不同 SMX Cmax 组的临床治疗
失败率和全因死亡率进行描述。P ＜ 0.05 为差异
具有统计学意义。
2　结果

2.1　研究对象的基本情况

　　2016 年 3 月至 2022 年 8 月共有 61 例重症患
者感染 PCP，根据排除标准排除 1 例妊娠状态患
者，最终纳入 60 例研究对象。死亡组和存活组
患者除了间质性肺炎和系统性红斑狼疮的发生率
外，其他基线特征相似（见表 1）。
2.2　SMX Cmax 监测结果

　　在 SMX-TMP 治疗开始后的中位数 4.0 d（IQR，
3.0 ～ 5.0）测量 SMX 初始 Cmax 水平。SMX Cmax 的中
位数为 118.98 mg·L－ 1（IQR，97.84 ～ 172.80），21
个 Cmax（35.00%）在预定的目标范围内，SMX-TMP
剂量 [SMX 组分（mg·kg－ 1）] 与初始 Cmax 成显著正

patients helps improve the clinical outcome of patients and reduce the incidence of adverse reactions. 
Key words: pneumocystis jasinii pneumonia; compound sulfamethoxazole; therapeutic drug 
monitoring; critically ill patient
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相关（r2 ＝ 0.099，P ＝ 0.014），见图 1。SMX 初始
峰值水平组间年龄和肾功能损伤的基线特征存在显
著差异（见表 2）。

图 1　SMX 初始 Cmax 和初始给药剂量之间的关系

Fig 1　Relationship between initial SMX peak concentration and initial 
dose

　　SMX 的纵向 TDM 监测（治疗过程中的多
次 TDM 监测）结果如表 3 显示，对于 SMX 初始
Cmax 低于或高于目标浓度范围的患者，经过剂量
调整后 51.28%（20/39）的患者可以达到目标浓度
范围，另仍有 48.72%（19/39）患者治疗过程中始

终无法达到目标浓度范围。
2.3　临床结局

　　患者接受 SMX-TMP 治疗后，总体临床治疗
失败率为 63.33%（n ＝ 38），其中有 31 名患者在
治疗过程中死亡，另有 1 例患者因骨髓抑制而停
药，6 例患者疗程结束后在仍未治愈的情况下转
科 / 转院继续治疗。在单因素 COX 回归分析中
（见表 4），低于目标水平组和目标水平组的临床
失败率没有差异，高于目标水平的患者的临床失
败率显著高于目标水平组。低于目标水平组和目
标水平组内的 28 d 全因死亡率没有差异，高于目
标水平的患者的临床失败率与目标组也没有显著
差异。SMX 初始 Cmax 低于或高于目标浓度均是导
致临床治疗失败和 28 d 全因死亡的危险因素。
　　SMX 的纵向 TDM 监测结果显示，患者经过
剂量调整后 Cmax 达到目标浓度和初始 Cmax 即达标
患者之间的临床治疗失败率与 28 d 全因死亡率没
有显著差异，而 SMX Cmax 始终未达标是患者临床
治疗失败和 28 d 全因死亡的危险因素（见表 5）。

表 1　60 例 PCP感染患者的一般情况 
Tab 1　General information of 60 patients with PCP infection

临床特征
总人群

（n ＝ 60）
分组

统计值 P
死亡组（n ＝ 31） 存活组（n ＝ 29）

女 /[n（%）] 37（61.66） 21（67.74） 16（55.17） 0.002 0.923
年龄 / 岁 54.13±11.97 56.76±17.41 51.34±12.19 1.637 0.172
体质量 /kg 57.52±1.33 57.27±10.64 57.79±10.16 0.132 0.849
APACHEⅡ 23.0（18.5，24.5） 23.0（20.0，25.0） 23.0（17.0，24.5） 0.804 0.201
SOFA 评分 / 分 6.0（4.0，9.0） 6.0（4.5，9.0） 6.0（4.0，8.5） 0.818 0.785
基础性疾病 /[n（%）]

糖尿病 9（15.00） 6（19.35） 3（10.34） 0.378 0.539
高血压 23（38.33） 14（45.16） 9（31.03） 1.265 0.261
肿瘤 12（20.00） 7（22.58） 5（17.24） 1.729 0.189
肾功能损伤 13（21.67） 9（29.03） 4（13.79） 2.050 0.152
间质性肺炎 17（28.33） 14（45.16） 3（10.34） 8.945 0.003
aCCI 4.0（2.0，6.0） 5.0（2.0，6.0） 3.0（2.0，6.0） 0.662 0.511

自身免疫性疾病 /[n（%）] 38（63.33） 20（64.52） 18（62.07） 0.039 0.844
类风湿关节炎 8（13.33） 7（22.58） 1（3.45） 0.200 0.655
系统性红斑狼疮 9（15.00） 1（3.23） 8（27.59） 5.194 0.023
皮肌炎 7（11.66） 4（12.90） 3（10.34） 0.000 1.000

混合性结缔组织病 1（1.67） 1（3.23） 0（0.00） 0.000 1.000
多血管炎 5（8.33） 2（6.45） 3（10.34） 0.006 0.938
干燥综合征 8（13.33） 5（16.13） 3（10.34） 0.078 0.781
肾病综合征 5（8.33） 0（0.00） 5（17.24） 3.792 0.051
实体器官移植 5（8.33） 3（9.68） 2（6.90） 0.000 1.000
连续性肾脏替代疗法（CRRT） 22（36.67） 13（41.94） 9（31.03） 0.767 0.381
既往激素治疗 44（73.33） 25（80.65） 19（65.52） 1.753 0.185
既往免疫抑制治疗 41（68.33） 20（64.52） 21（72.41） 0.432 0.511
初始 SMX 剂量 /（mg·kg － 1） 68.40±2.48 70.12±18.11 66.57±20.44 0.047 0.480
治疗疗程 /d 16（7，21） 13（7，19） 20（8，21） 1.249 0.786
联合卡泊芬净治疗 57（95.00） 29（93.55） 28（96.55） 1.313 0.252
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2.4　不良反应

　　在 60 例 PCP 患者中有 21 例（35.00%）患者发
生了 25 个 SMX-TMP 相关不良反应，其中 1 名患
者因严重血液系统毒性停止用药。血液系统毒性、
高钾血症、肝功能损伤和消化道反应的发生率在
不同 Cmax 组间没有显著差异（P ＞ 0.05），肾功能

表 2　SMX初始 Cmax 组间基线水平比较 
Tab 2　SMX initial Cmax baseline level between groups

指标 低于目标水平（n ＝ 18） 目标水平（n ＝ 21） 高于目标水平（n ＝ 21） P
女性 /n 10 11 16 0.232
年龄 / 岁 57.00±15.78 47.67±14.21 58.14±14.24 0.039
体质量 /kg 56.60±12.14 58.83±11.61 57.01±7.17 0.808
肾功能损伤 6 1 6 0.036
间质性肺炎 4 7 6 0.741
CRRT 10 6 6 0.139
自身免疫性疾病 13 13 12 0.613
初始给药剂量（SMX）/（mg·kg － 1） 60.06±15.99 60.71±17.73 76.81±18.63 0.017

表 3　SMX Cmax 水平达标情况纵向监测（n） 
Tab 3　Longitudinal monitoring of Cmax standard of SMX (n)

分组
SMX 初始

Cmax

剂量调整后 Cmax

达到目标水平 未达到目标水平

低于目标水平 18   7 11

目标水平 21 18   3

高于目标水平 21 13   8

表 4　SMX Cmax 与 28 d全因死亡和临床治疗失败之间的关系 
Tab 4　Association of SMX Cmax with 28 d all-cause mortality and clinical treatment failure

临床结局指标
低于目标水平组 vs 目标水平组 高于目标水平组 vs 目标水平组

HR（95%CI） P HR（95%CI） P
临床治疗失败率（单因素 COX 模型） 2.079（0.847，5.102） 0.110 2.426（0.982，5.990） 0.046
临床治疗失败率（多因素 COX 模型） 6.038（1.851，19.098） 0.003 3.094（1.168，8.196） 0.023
28 d 全因死亡率（单因素 COX 模型） 1.472（0.558，3.882） 0.434 2.481（0.935，6.580） 0.058
28 d 全因死亡率（多因素 COX 模型） 5.243（1.407，19.534） 0.014 3.392（1.166，9.867） 0.025

表 5　SMX Cmax 与 28 d全因死亡和临床治疗失败之间的关系 
Tab 5　Association of SMX Cmax with 28 d all-cause mortality and clinical treatment failure

比较组别 SMX Cmax

28 d 全因死亡率 临床治疗失败率

HR（95%CI） P HR（95%CI） P

调整后达标 vs 初始达标 1.178（0.472，2.943） 0.756 1.310（0.561，3.060） 0.533

始终未达标 vs 初始达标 2.759（1.027，7.411） 0.044 2.957（1.198，7.299） 0.019

始终未达标 vs 调整后达标 1.360（0.568，3.256） 0.488 1.441（0.657，3.159） 0.356

损伤主要发生在高 SMX Cmax 组（P ＜ 0.05）（见表
6）。如表 7 所示，患者发生不良反应时的平均给药
剂量高于未发生不良反应的患者的给药剂量，但是
组间差异并不显著（P ＞ 0.05），发生不良反应的
患者 SMX 的 Cmax 显著高于未发生不良反应的患者
（P ＜ 0.05）。

表 6　SMX Cmax 与不良反应之间的关系 
Tab 6　Relationship between SMX Cmax and adverse reactions

不良反应
低于目

标水平
目标水平

高于目

标水平
P

血液系统毒性 4 2 5 0.469

高钾血症 2 1 4 0.393

肾功能损伤 0 0 3 0.043

肝功能损伤 0 1 1 0.482

消化道反应 0 1 1 0.482

严重不良反应 2 1 6 0.108

3　讨论

　　SMX-TMP 是一种常用的抗菌药物，用于治
疗各种病原体感染。本研究回顾分析了 60 例重症
PCP 患者使用 SMX-TMP 治疗后的 SMX Cmax 水平
与临床治疗有效性和安全性的关系。研究结果显
示，65.00% 的患者初始 SMX Cmax 无法达到目标
浓度水平，并且初始 SMX Cmax 表现出较大的个体
差异。经过剂量调整后，68.33% 的患者在治疗过
程中可以达到目标浓度。治疗过程中始终未达到

表 7　不良反应与 SMX初始给药剂量和 Cmax 结果比较 
Tab 7　Adverse reactions and SMX initial dosage and Cmax

组别
SMX 剂量 /

（mg·kg － 1）

Cmax/
（mg·L － 1）  

发生不良反应（n ＝ 21） 70.79±21.07 170.01±80.90

未发生不良反应（n ＝ 39） 64.94±18.49 125.14±46.41

P 0.267 0.008
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目标浓度是临床治疗失败率和 28 d 全因死亡的危
险因素，高 SMX Cmax 水平与肾功能损伤的发生相
关。本研究结果表明，常规 TDM 联合 SMX-TMP
治疗可以改善患者的临床结果或减轻毒性。
　　原发病方面，合并自身免疫性疾病 38 例
（63.33%），73.33% 的患者既往接受过激素治疗，
68.33% 的患者既往接受过免疫抑制治疗。值得注
意的是，合并自身免疫性疾病患者的总体死亡率
超过 50.00%，其中合并类风湿关节炎为 87.50%、
合并皮肌炎为 57.14%、合并混合性结缔组织病为
100.00%、合并干燥综合征为 62.50%。以往的研
究多集中于人类免疫缺陷病毒（HIV）感染患者的
PCP 治疗 [8-9]，近年来非 HIV 感染免疫功能低下患
者数量不断增加，较 HIV 感染患者，非 HIV 感染
免疫功能低下的 PCP 患者的特征主要表现为疾病
进展迅速，呼吸衰竭风险更高，死亡率更高 [10-11]，
也给临床医师带来了更大的临床诊断和治疗压力。
　　血药浓度监测方面，本研究纳入的 60 个初
始 SMX Cmax 水平中，表现出显著的个体间差异
（53.00 ～ 201.50 mg·L－ 1）， 仅 35.00% 的 初 始
SMX Cmax 落在 100 ～ 150 mg·L－ 1 的目标范围
内，支持了先前的临床研究和药代动力学研究，
这些研究表明与 SMX 的血药峰浓度具有很高的
个体间差异性 [6，12-13]。Blaser 等 [6] 通过控制给药
和按体重给药观察 SMX Cmax 的变化，结果显示
这种血药浓度之间的差异性仍然存在，并且与各
种实验室或临床参数的变化无关。本研究结果显
示，SMX 初始 Cmax 与初始给药剂量之间存在显著
相关性。Dao 等 [14] 对 SMX 的初始 Cmax 的达标率
研究也显示出相近的结果，仅 29% 的患者的初始
血药浓度达标，并且无论服用高剂量或低剂量的
SMX-TMP，达标率都很低，但是患者的 SMX 的
峰值中位数略高于本研究结果（144.00 mg·L－ 1 vs 
118.98 mg·L－ 1）。对 SMX Cmax 水平进行纵向监
测的结果显示虽然 SMX 初始 Cmax 达标率并不高，
经过后期的剂量调整，共计 68.33% 的患者在治疗
过程中可以达到目标浓度范围。
　　剂量调整方面，由于不良反应的高发生率和
初始血药浓度的显著个体差异性，医师通常会在
治疗过程中多次调整剂量。本研究中，对于初始
SMX Cmax 低于目标范围的患者，8 例患者加量治
疗后有 7 例患者 Cmax 达标，而减量或维持剂量
治疗的 11 例患者 Cmax 始终会低于目标范围；对
于初始 SMX Cmax 即达标的患者，17 例维持剂量
治疗或者减量后又加量仍可维持在目标范围，而
4 例加量治疗的患者中有 3 例患者 Cmax 超标；对

于初始 SMX Cmax 高于目标范围的患者，15 例患
者减量治疗后有 13 例患者 Cmax 可达标，6 例患
者加量治疗后 Cmax 始终高于目标范围。对于初始
SMX Cmax 无法达标的患者，建议增加剂量 / 减少
剂量以达到目标浓度范围。若初始 SMX Cmax 低
于目标范围的患者仍继续减量，高于目标范围的
患者仍继续加量，SMX Cmax 将很难达到目标范
围。在本研究对象中，患者增加 / 减少的剂量在
0.4 ～ 4 g·d－ 1（SMX 组分剂量），因此对于调整
的具体剂量，仍要结合临床实际情况进行个体化
调整 [15-16]。
　　临床结局方面，患者的总体临床治疗失败
率为 63.33%，28 d 全因死亡率为 51.67%。原发
免疫疾病对患者的 28 d 全因死亡率影响并不显
著。SMX Cmax 与临床结局的相关性研究结果显
示，SMX 初始 Cmax 低于或高于目标浓度均是临
床治疗失败和 28 d 全因死亡的危险因素。在此基
础上，对 SMX 的纵向 TDM 监测结果进行进一步
研究，发现经过剂量调整后 Cmax 达到目标浓度和
初始 Cmax 即达标的患者临床治疗失败率与 28 d 全
因死亡率没有显著差异，而 SMX Cmax 始终未达
标是患者临床治疗失败和 28 d 全因死亡的危险因
素。Hughes 等 [7] 在一项包含 50 例 PCP 患者的随
机对照研究中确定低 SMX Cmax 与治疗失败有关，
并建议将 100 ～ 150 mg·L－ 1 作为最佳治疗范围，
这一结论并没有得到充分的肯定 [17]，可能是因为
作者仅对患者的初始 SMX Cmax 进行了分析。本
研究结果支持 Hughes 关于 SMX-TMP 治疗 PCP
的研究结论，治疗过程中 SMX Cmax 是否达到目
标浓度范围确实可以影响患者的临床治疗失败率
和 28 d 全因死亡率，并且治疗过程中始终无法达
到目标浓度范围的患者更容易发生临床治疗失败
和死亡。
　　安全性方面，研究结果显示 35.00% 的患者在
治疗期间出现不良反应。高 SMX Cmax 水平组的不
良反应和严重不良反应的发生率较另外两个浓度
组更高，但是除肾功能损伤外组间均没有显著差
异。不良反应与 SMX 给药剂量之间的相关性也
并不显著。60 名患者中仅一名患者因严重骨髓抑
制而停药，说明患者对 SMX-TMP 治疗的耐受性
较高。Klinker 等 [13] 建议监测 SMX 水平以减少不
良反应，因为他们发现 SMX-TMP 相关的不良反
应发生随着 SMX Cmax 的升高以及治疗时间的增加
而增加；而 Hughes 等 [18] 研究结果显示不良反应
增加与 SMX Cmax 之间相关性仅限于某几种不良反
应（如贫血、中性粒细胞减少和氮质血症），其他
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不良反应的发生与 SMX Cmax 无关。但是两项研究
都只包括 HIV 背景下的 PCP 患者。本研究中不良
反应的发生虽然与 SMX Cmax 显著相关，但是与
SMX-TMP 给药剂量并不无关，Campioli 等 [12] 针
对 SMX-TMP 血清浓度监测的研究也显示相同的
结果。
　　本研究存在一些局限性，首先这是一项单中
心、回顾性的分析。其次，研究纳入的样本量较少，
可能无法准确识别组间差异。第三，由于重症患者
治疗过程的复杂性和剂量调整的不确定性，SMX 
Cmax 也会随之改变。建议未来通过多中心、前瞻性、
随机对照研究进一步验证临床 TDM 联合 SMX-
TMP 治疗的临床益处。
　　综上，本研究结果显示 SMX Cmax 达到目标
浓度范围可以优化 PCP 治疗的临床结局和最小
毒性。在治疗过程中应结合 TDM 监测结果及时
进行剂量调整，给予个体化治疗方案，使患者的
SMX Cmax 尽可能维持在 100 ～ 150 mg·L－ 1 目
标水平范围内。
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粒细胞或粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子致肺毒性临床特征分析

向必晓1，2，左笑丛1，2*，谢悦良2（1. 遵义医科大学药学院，贵州　遵义　563003；2. 中南大学湘雅三医院药学部，长

沙　410013）

摘要：目的　探讨粒细胞或粒细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子（G-CSF 或 GM-CSF）致肺毒性的
临床特点。方法　检索中国知网、万方、维普、PubMed、Embase 数据库自建库至 2022 年 8
月 31 日期间发表的关于 G-CSF 或 GM-CSF 致肺毒性的病例报道，对其进行回顾性分析。结果
　共纳入 34 例患者，中位年龄为 59 岁（3 ～ 82 岁）；肺部症状多在 G-CSF 或 GM-CSF 给药
后第 5 日出现，主要表现为呼吸困难（64.7%）、发热（47.1%）、咳嗽（20.6%）；影像学特征以
双侧肺渗出（82.1%）和肺间质性损伤（50.0%）为主。在停用 G-CSF 或 GM-CSF 并接受治疗干
预（包括糖皮质激素和吸氧治疗）后，25 例（73.5%）患者症状改善。结论　肺毒性是 G-CSF
或 GM-CSF 罕见的不良反应，早期诊断、及时停药和治疗干预对预后有重要意义。G-CSF 或
GM-CSF 治疗期间应加强呼吸困难、咳嗽和发烧等症状的监测，警惕 G-CSF 或 GM-CSF 导致
肺毒性的发生。
关键词：粒细胞集落刺激因子；粒细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子；肺毒性；不良反应；文献分析
中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1659-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.041

Clinical features of pulmonary toxicity induced by granulocytes or 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factors

XIANG Bi-xiao1, 2, ZUO Xiao-cong1, 2*, XIE Yue-liang2 (1. College of Pharmacy, Zunyi Medical 
University, Zunyi  Guizhou  563003; 2. Department of Pharmacy, The Third Xiangya Hospital of 
Central South University, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To determine the clinical features of pulmonary toxicity induced by granulocyte-
(macrophage) colony-stimulating factors (G-CSF or GM-CSF). Methods  We collected and analyzed 
case reports from the inception to August 31st, 2022 in CNKI, Wanfang, VIP, PubMed and Embase 
databases on pulmonary toxicity induced by G-CSF or GM-CSF retrospectively. Results  Totally 34 
patients were included. The median age of patients was 59 years (3 ～ 82). The median time of onset 
of clinical symptoms was 5 days after G-CSF or GM-CSF administration. Common initial symptoms 
included dyspnea (64.7%), fever (47.1%), and cough (20.6%). The main radiological features were 
characterized by exudation (82.1%) and interstitial lung damage (50.0%) in bilateral lungs. After 
the discontinuation of G-CSF or GM-CSF and starting the therapeutic interventions (including 
glucocorticoids and oxygen therapy), 25 patients (73.5%) recovered. Conclusion  Pulmonary toxicity 
is a reversible reaction of G-CSF or GM-CSF. Earlier diagnosis, cessation of G-CSF or GM-CSF and 
therapeutic interventions are important for prognosis. Attention should be paid to possible pulmonary 
toxicity in patients with symptoms such as dyspnea, cough, and fever during G-CSF or GM-CSF 
treatment. 
Key words: granulocyte colony-stimulating factor; granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor; pulmonary toxicity; adverse drug reaction; literature analysis
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　　粒细胞或粒细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子
（G-CSF 或 GM-CSF）是一类可促进或增强中性粒细
胞祖细胞和成熟中性粒细胞的存活、增殖、分化和
功能的细胞因子 [1]。目前，G-CSF 广泛应用于预防和
治疗放疗或化疗引起的中性粒细胞减少、治疗骨髓
造血功能障碍或骨髓增生异常综合征引起的中性粒
细胞减少等 [2]。此外，G-CSF 也被用于动员外周血干
细胞，并成为临床上造血干细胞首选动员剂 [3-4]。
　　研究显示，G-CSF 可降低新型冠状病毒感染
（COVID-19）伴有淋巴细胞减少但无合并症的患者
发展为重症和死亡的风险 [5-6]。然而，也有案例报
道称，患者在使用 G-CSF 或 GM-CSF 期间出现诱
发或加重肺损伤，干扰临床诊疗 [7-8]。1991 年，首
次报道了一名成年人在 GM-CSF 和阿糖胞苷治疗期
间出现了致命的急性呼吸窘迫综合征（ARDS）[9]。
自此，G-CSF 或 GM-CSF 致肺毒性的病例相继被报
道，近年来呈上升趋势 [10-12]。
　　目前，对于 G-CSF 或 GM-CSF 肺毒性的认
识主要基于病例报告，对其临床特征、易感人群
和治疗转归仍不明确。本研究拟通过对 G-CSF 或
GM-CSF 相关的肺毒性的临床特征、诊断、治疗
与转归进行归纳分析，为 G-CSF 或 GM-CSF 的
临床应用提供参考。
1　资料与方法 
1.1　资料来源 
　　检索中国知网、万方、维普数据库、PubMed、
Embase 数据库检索了自建库到 2022 年 8 月 31 日
报道的 G-CSF 或 GM-CSF 致肺毒性的案例文献，
以“粒细胞集落刺激因子”“粒细胞 - 巨噬细胞集
落刺激因子”“非格司汀”“肺毒性”“肺损伤”“肺
炎”“G-CSF”“rhG-CSF”“filgrastim” “pegfilgras-
tim”“lenograstim” “GM-CSF” “hrGM-CSF”“sar-
gramostim” “pulmonary toxicity”“lung injury” “AR-
DS”“pneumonia” 为检索词。纳入文献标准：① 国
内外公开发表的个案报道；② 肺毒性与 G-CSF 或
GM-CSF 用药的相关性明确；③ 具有患者基本信
息、临床表现及治疗等相对完整的临床病例资料。
排除标准：① 重复的文献、综述；② 主要临床数
据不完整或缺失；③ 无法获取全文的文献。
1.2　研究方法 
　　采用回顾性研究方法，用自行设计的表格提取患
者相关信息，包括地区、性别、年龄、基础疾病、联
合用药、G-CSF 和 GM-CSF 的剂量、临床表现、实验
室指标、影像学检查、治疗、预后等。计量资料以中
位数（范围）表示；计数资料以例数（百分比）表示。
2　结果 
2.1　患者一般情况 

　　共纳入了 24 篇文献，涉及 34 例患者，主要来
自亚洲（占 47.1%）和欧洲（占 41.2%）；男性 18
例，女性 16 例；患者中位年龄为 59 岁（3～ 82 岁）。
在 34 例患者中，含 12 例非霍奇金淋巴瘤、9 例实
体瘤和 2 例白血病。另外，肺部感染、COVID-19、
类风湿关节炎患者分别为 4 例、2 例、2 例。9 例
患者伴有贫血，8 例患者有血小板减少症。
　　G-CSF 或 GM-CSF 主要用于治疗中性粒细
胞减少（18 例，52.9%），其次是预防中性粒细胞
减少（7 例，20.6%）和动员外周血造血干细胞（7
例，20.6%）。共 16 例患者（占 47.1%）有化疗药
物用药史，其中 13 例患者（占 38.2%）在一年内
接受过化疗。联合用化疗药物中博来霉素为 7 例，
环磷酰胺 7 例，阿霉素 7 例，甲氨蝶呤 5 例，长
春地辛 5 例，阿糖胞苷 4 例，其他化疗药物 4 例。
　　在使用 G-CSF 的 27 例患者中（2 例未报道
剂量），剂量以 5 µg/（kg·d）（8 例，29.6%）或
300 μg（6 例，22.2%）居多。另外，在接受 GM-
CSF 治疗的 4 例患者中，2 例患者的剂量为 300 
μg/（kg·d），1 例为 10 μg/（kg·d），1 例为 250 
μg/（m2·d）。结果见表 1。
2.2　临床特征 
　　G-CSF 或 GM-CSF 引起肺毒性类型主要为
间质性肺炎、ARDS、急性肺损伤。其中 22 例患
者首发症状为呼吸困难或呼吸短促，16 例伴有
发热，7 例伴有咳嗽，6 例伴有呼吸窘迫加重，5
例出现咯血等，其他症状包括骨痛、胸闷、胸痛
等。28 例患者出现症状的中位时间为 G-CSF 或
GM-CS 治疗后 5 d（1 h ～ 23 d）。详见表 2。
2.3　实验室检查特点 
　　有 8 例患者记录了 C 反应蛋白（CRP）水平，
中位数为 55.26 mg·L－ 1（8 ～ 1920 mg·L－ 1）。共
24 例患者报告白细胞（WBC）计数，其中 16 例白
细胞升高，1 例白细胞下降。14 例患者的中性粒细
胞中位数为 14.31×109·L－ 1，4 例患者的嗜酸性粒
细胞中位数为 3.32×109·L － 1。此外，24 例患者
（70.6%）出现低氧血症。详见表 3。
2.4　影像学检查 
　　28 例患者进行了影像学检查，其中 22 例患者行
胸片检查，14 例行 CT 检查。G-CSF 或 GM-CSF 引
起肺损伤以累及双侧肺为主，23 例出现弥漫性或局
灶性渗出，14 例患者出现间质性肺损伤。详见表 4。
2.5　治疗及预后
　　28 例患者出现肺损伤后立即停药，其中，23
例给予糖皮质激素（以甲泼尼龙使用最多，其次
为泼尼松或泼尼松龙），5 例给予吸氧治疗，11
例行呼吸机辅助通气缓解缺氧症状。25 例患者经
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过治疗后症状好转或恢复，症状消失中位时间为
7 d（2 ～ 21 d）。详见表 5。

3　讨论
　　G-CSF 或 GM-CSF 是临床常用的促进髓系祖
细胞增殖、分化的细胞因子，广泛应用于中性粒细
胞减少症的治疗和外周造血干细胞动员。G-CSF/
GM-CSF 在局部抗感染过程中发挥重要作用，是脓
毒症和 COVID-19 的免疫靶点 [13]。然而，G-CSF 被
报道可能引起肺毒性，尤其是近期有肺浸润或肺炎
史的患者更易发生 [10]，且有研究表明其可能增加
COVID-19 患者呼吸恶化、急性肺损伤或呼吸窘迫综
合征的风险 [14-16]。肺毒性是 G-CSF 或 GM-CSF 的一
种罕见的不良反应，发病率尚不清楚，严重者可致
肺功能迅速恶化、呼吸困难、低氧血症甚至死亡 [17]。

表 1　纳入病例的基本特征 
Tab 1　Characteristics of patients

基本特征 例数 占比或中位数（范围）

年龄 / 岁 32 59（3 ～ 82）
性别 34
男 18 52.9%
女 16 47.1%

地区 34
亚洲 16 47.1%
欧洲 14 41.2%
美洲 3   8.8%
大洋洲 1   2.9%

G-CSF 或 GM-CSF 适应证 34
治疗中性粒细胞减少症 18 52.9%
药物致性粒细胞减少症 13 38.2%
贫血或骨髓抑制诱发的中性粒细胞减少 3   8.8%
其他原因 2   5.9%
预防中性粒细胞减少症 7 20.6%
动员外周血造血干细胞 7 20.6%
其他 2   5.9%

药物种类 34
G-CSF 29 85.3%
PEG-G-CSF 1   2.9%
GM-CSF 4 11.8%

G-CSF 日剂量 27
5 µg·kg － 1（含 300 μg） 14 51.8%
1.5～2 µg·kg－1（150 μg 或100 µg·m－2） 7 25.9%
10 µg·kg － 1 4 14.8%
7.5 µg·kg － 1 1   3.7%
0.5 MU·kg － 1 1   3.7%

GM-CSF 日剂量 4
300 μg 2 50.0%
10 µg·kg － 1 1 25.0%
250 μg·m － 2 1 25.0%

合并症 34
非霍奇金淋巴瘤 12 35.3%
实体瘤 9 26.5%
白血病 2   5.9%
肺部感染 4 11.8%
COVID-19 2   5.9%
类风湿关节炎 2   5.9%
接受化疗 16 47.1%
一年内接受过化疗 13 38.2%
一年前接受过化疗 3   8.8%

合并化疗药物 16
博来霉素 7 43.8%
环磷酰胺 7 43.8%
阿霉素 7 43.8%
甲氨蝶呤 5 31.3%
长春地辛 5 31.3%
阿糖胞苷 4 25.0%

基线血红蛋白水平 /（g·L － 1） 10 80（46 ～ 130）
贫血（＜ 120 g·L － 1） 9 90.0%
基线血小板值（×109·L － 1） 9 31（2 ～ 171）
血小板减少症（＜ 100×109·L － 1） 8 88.9%
有吸烟史 3   8.8%

表 2　纳入病例的临床特征 
Tab 2　Clinical manifestations of patients

临床特征 例数 占比或中位数（范围）

肺毒性类型 34
间质性肺炎 11 32.3%
ARDS 9 26.5%
急性肺损伤 9 26.5%
急性嗜酸性肺炎 2   5.9%
呼吸衰竭 2   5.9%
肺水肿 1   2.9%

临床症状 34
呼吸困难或呼吸短促 22 64.7%
发热 16 47.1%
咳嗽 7 20.6%
咯血 5 14.7%
呼吸窘迫加重 6 17.6%
呼吸衰竭 1   2.9%
骨痛 2   5.9%
胸痛 2   5.9%
其他 2   5.9%

出现症状的时间 /d 28 5（1 h ～ 23 d）
＜ 1 2   7.1%
1 ～ 7 16 57.1%
＞ 7 10 35.7%

表 3　纳入病例的实验室检查 
Tab 3　Laboratory examination of patients

实验室检查 例数 占比或中位数（范围）

CRP/（mg·L － 1） 8 55.26（8 ～ 1920）
白细胞水平 /（×109·L － 1） 24 14.63（1.7 ～ 100）

4 ～ 10 7 29.2%
＞ 10 16 66.7%
＜ 4 1   4.2%

中性粒细胞 /（×109·L － 1） 14 14.31（1.23 ～ 41.14）
嗜酸性粒细胞 /（×109·L － 1） 4 3.32（1.58 ～ 39.22）
低氧血症 34
有 24 70.6%
无 10 29.4%

氧分压（PO2） 14
80 ～ 110 mmHg 2 14.3%
＜ 80 mmHg 12 85.7%

二氧化碳分压（PCO2） 7
35 ～ 45 mmHg 3 42.9%
＜ 35 mmHg 4 57.1%
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　　本文发现 G-CSF 或 GM-CSF 引起的肺毒性类
型以间质性肺炎、ARDS、急性肺损伤为主。临床
症状主要为呼吸困难、呼吸短促、发热及咳嗽，多
在 G-CSF 或 GM-CSF 治疗后 5 d 出现。常累及双
侧肺，并伴有弥漫性或局灶性渗出物和肺间质性
损伤。本研究发现 G-CSF 或 GM-CSF 相关的肺毒
性发生患者中肿瘤患者或接受化疗的患者占比较
高，这可能与该类患者更多地应用 G-CSF 或 GM-
CSF 治疗或预防放疗或化疗引起的中性粒细胞减
少，进而增高了继发不良反应的风险 [18]。此外，
合并使用的化疗药物（如博来霉素、环磷酰胺、阿
霉素、甲氨蝶呤等）本身也具有肺毒性，G-CSF 或
GM-CSF 联用时可能会降低化疗药物肺毒性的剂量
阈值，且这种作用可能在多个化疗疗程中具有累积
效应 [19-20]。因此，当 G-CSF 和放化疗同时进行时，
应高度警惕其潜在的毒性相加作用。

　　G-CSF 或 GM-CSF 所致肺毒性的具体机制尚不
清楚，可能是因为 G-CSF 治疗后，大量中性粒细胞
在肺部积累，在肺毛细血管中停留和聚集，然后释
放炎症介质，导致肺毛细血管损伤、通透性增加和
组织水肿 [21-22]。此外，也有报道称，免疫重建炎症
综合征（IRIS）在 COVID-19 患者使用 G-CSF 后呼
吸衰竭 / 肺浸润的恶化中发挥了重要作用 [11]。本研
究发现 G-CSF 诱导的肺毒性患者伴随中性粒细胞计
数和 CRP 升高，提示可能存在 IRIS。在本研究中，
2 例年龄小于 18 岁的患者，在使用 G-CSF 动员供
者的外周血干细胞时出现了肺毒性 [19，23]，而老年人
（65 岁以上）主要在 G-CSF 用于治疗化疗等药物引
起的中性粒细胞减少症的过程中出现了肺毒性 [24-28]。
因此，年龄可能与肺毒性关联性较低。在本研究中，
大多数患者剂量为 300 µg·d － 1 或 5 µg/（kg·d），
提示肺毒性可能与 G-CSF 或 GM-CSF 的剂量相关。
其中，最早的不良反应症状出现时间是用药 1 h 后，
发生在一个健康的造血干细胞移植患者中，在首次
使用 G-CSF 后 1 h 出现严重的低氧血症 [29]。因此，
在给予初始剂量的 G-CSF 后，应早期监测，警惕
G-CSF 或 GM-CSF 导致肺毒性的发生。
　　糖皮质激素可抑制过度活化的炎症反应，减
少肺组织水肿和渗出，改善 G-CSF 或 GM-CSF
所致的肺毒性 [10]。有研究发现，接受延长糖皮质
激素治疗的 ARDS 患者的炎症标志物水平和机械
通气时间显著降低 [30-31]。
　　综上所述，G-CSF 或 GM-CSF 引起的肺毒性
是一种罕见的并发症，以双侧肺弥漫性或局灶性
渗出和肺间质性损伤为主要特征。G-CSF 或 GM-
CSF 治疗期间若出现呼吸困难、咳嗽和发热等症
状，应警惕肺毒性发生的可能性，G-CSF 或 GM-
CSF 引起的肺毒性的易感人群多为联合化疗药物
或潜在肺部感染的患者。当出现肺毒性相关表现
时，建议进行多学科会诊（肿瘤科、呼吸内科、
临床药学等），完善实验室检查和影像学检查，
明确诊断为 G-CSF 或 GM-CSF 致肺毒性后，给
予相应的激素治疗，较为严重的患者行呼吸机辅
助通气。早期诊断、停用 G-CSF 或 GM-CSF 以及
积极对症支持治疗对改善所致肺毒性至关重要。
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基于数据挖掘探究芳香中药治疗抑郁症的用药规律

王梓安，刘超群，张嘉宁，任越，李莹莹，张燕玲*（北京中医药大学 中药学院 国家中医药管理局中药信息工

程重点实验室，北京　102488）

摘要：目的　基于数据挖掘技术探究芳香中药治疗抑郁症的用药规律，为临床芳香药物的使
用提供依据。方法　检索中国知网（CNKI）、万方数据知识服务平台（Wanfang）、维普中文
期刊数据库（VIP）、中国生物医学数据库（CBM），收集抑郁症临床研究的相关文献及常用处
方，并进行频数分析、关联规则分析、聚类分析和因子分析。结果　共纳入中医处方 138 首，
涉及中医证型 17 类，其中肝郁证最多。处方共涉及芳香中药 88 味，累计使用频次 867 次，四
气主要为温性；五味主要集中在辛、苦；归经以肝、脾、肺、心经最为常见。使用频次较高的
芳香中药依次是柴胡、白芍、郁金、石菖蒲、香附，药物功效以疏肝解郁、理气健脾、安神为
主。关联规则分析获得“柴胡 - 白芍”“柴胡 - 郁金”“柴胡 - 石菖蒲”等常用芳香中药组合；聚
类分析得到芳香中药核心基础方 4 个，新方 2 个；因子分析共提取 7 个公因子，其组方治疗原
则以解郁安神、疏肝理气健脾为主。结论　通过频数统计、关联规则分析获得了临床治疗抑郁
症的常用芳香中药及药对，并通过聚类分析挖掘了芳香中药核心基础方及新方，为后续治疗
抑郁症临床芳香药物的使用及研发提供了指导。
关键词：数据挖掘；抑郁症；芳香中药；用药规律
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)06-1664-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.06.042

Medication rules of aromatic Chinese medicine for depression  
based on data mining

WANG Zi-an, LIU Chao-qun, ZHANG Jia-ning, REN Yue, LI Ying-ying, ZHANG Yan-ling* (Key 
Laboratory of Traditional Chinese Medicine Information Engineering, National Administration of 
Traditional Chinese Medicine, School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese 
Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the medication rules of aromatic Chinese medicine for depression 
by data mining, and to provide reference for clinical medication. Methods  Common clinical 
prescriptions for depression were collected from CNKI, Wanfang, VIP and CBM. Frequency analysis, 
association rule analysis, cluster analysis and factor analysis were conducted. Results  Totally 138 
traditional Chinese medicine (TCM) prescriptions were obtained, involving 17 TCM syndromes  
among which liver depression syndrome ranked the top. Totally 88 aromatic Chinese medicines were 
included in the prescriptions, and the cumulative frequency of use reached 867. Aromatic Chinese 
medicines for depression were mainly warm, pungent and bitter, and the main meridians covered the 
liver, the spleen, the lung and the heart. The top frequency of medication use included Bupleuri Radix, 
Paeoniae Radix Alba, Curcumae Radix, Acori Tatarinowii Rhizoma and Cyperi Rhizoma, whose 
efficacy mainly focused on soothing the liver and resolving depression, strengthening the spleen and 
regulating qi as well as calming nerves. “Bupleuri Radix-Paeoniae Radix Alba”, “Bupleuri Radix-
Curcumae Radix”, and “Bupleuri Radix-Acori Tatarinowii Rhizoma” were commonly used aromatic 
Chinese medicine combinations obtained by association rule analysis. The cluster analysis and factor 
analysis revealved 4 core basic formulas, 2 new formulas and 7 common factors. The prescription 
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　　抑郁症是一种心理障碍或情感障碍类疾病，以
显著而持久的心境低落、思维迟缓、意志活动减退
等临床特点为主 [1]，常引起焦虑、失眠、神经衰弱
等症状。抑郁症为世界第四大疾病，其患病率高达
4.4%，且抑郁症治愈率低，发病时间长，三次发
作后复发率大于 90%，具有患病率高、治愈率低、
复发率高的特点，对社会具有严重的危害 [2]。在中
医学中，抑郁症属于“情志病”，归属于中医“郁
证”的范畴，《中医内科学》对郁证的定义为“由于
肝气太旺，或体质平素太弱，加之情志因素所伤引
起气机郁滞不畅，肝气失于疏泄，脾失健运，心失
所养，脏腑阴阳气血失调而成”。病位涉及肝、脾、
心，其基本治疗方法是理气疏郁，调畅气机 [3]。
　　芳香中药是一类具有芳香气味且带有挥发性的
中草药 [4]，其气味芳香，辛散升浮，顺应肝木条达
升发之性，可助肝气之升发与疏泄；善行脾胃，可
除郁滞，散结聚，使脾气健运；可入心经，开心气，
而宁心安神，改善因情志不遂所致的心神不安。因
此，芳香中药对治疗抑郁症具有极大的优势。但目
前尚无芳香中药治疗抑郁症用药规律特点的研究。
因此，本研究通过数据挖掘收集并整理临床治疗抑
郁症的相关文献，分析研究芳香中药用药规律，以
期为芳香药物治疗抑郁症提供参考。
1　资料与方法
1.1　处方来源
　　检索中国知网（CNKI）、万方数据知识服务平台
（Wanfang）、维普中文期刊数据库（VIP）、中国生
物医学数据库（CBM），收集含有芳香中药治疗抑郁
症的临床研究文献。以“抑郁症”“郁证”分别与“复
方”“方剂”“中药”“汤”“饮”“方”或“中医”等检索
词进行组合检索。检索时限为 2002 年 01 日—2022
年 06 日。
1.2　方剂纳入标准
　　① 原始资料中研究疾病为原发性抑郁症，观
察对象为原发性抑郁症患者，性别、年龄没有特
殊限制；② 有明确的诊断标准和疗效评价结果
（如汉密尔顿抑郁量表评估）；③ 研究类型为中
医药治疗抑郁症的临床研究，且研究设计为随机
对照试验；④ 干预措施采用中药复方治疗，所载

方药有明确的药物组成，且必须疗效显著；⑤ 重
复文献只纳入一篇。
1.3　排除标准
　　① 抑郁症伴有其他并发症或其他病继发抑郁
症（如高血压合并抑郁症、中风后抑郁、脑卒中
后抑郁等）；② 药物组成不明确；③ 合并用中医
外治疗法或西药的研究；④ 综述、会议报告、动
物实验、个案报道、理论探讨以及重复发表文献。
1.4　数据库建立与名称规范化处理
　　根据纳入标准与排除标准筛选其中符合要求
的文献，将方剂中涉及的证型、中药、四气、五
味、归经等基本信息录入 Microsoft Office Excel 
2019 中，为确保数据的准确性，资料录入完成后
进行两轮审核，第一轮审核确保录入信息完整，
第二轮审核确保录入信息无重复。根据《中医临
床诊疗术语·证候部分》[5]、《抑郁症中西医结合
诊疗专家共识》[2] 规范录入方剂涉及的疾病证型
并进行分类，如“肝郁气滞”“肝郁痰阻”归属于
肝郁证项下，因此统归为肝郁证。
　　依据钟赣生主编的《中药学》[6]、2020 年版
《中国药典》[7] 及《中药大辞典》[8] 规范化处理录
入中药，如“抚芎”统一为“川芎”，“广郁金”统
一为“郁金”等；性味中的“微温”“微苦”统一
归为“温”“苦”。依据《香药本草》[9]、《芳香中药
学》[10] 对芳香中药进行筛选并分类。
1.5　数据分析
　　对所有方剂中涉及的证型及芳香中药的使
用频次（本研究定义使用频次大于 10 次为高频
中药）、四气、五味、归经进行统计分析。使用
IBM SPSS Modeler 18.0 软件中的 Apriori 板块进
行高频药物关联规则运算，参数设置为最小支持
度为 20%，最小置信度为 60%，最大前项数为
2[11]。利用 IBM SPSS Statistics 25.0 软件对高频芳
香中药进行聚类分析、因子分析。
2　结果
2.1　文献筛选
　　共纳入含有芳香中药的临床研究文献 138 篇，
其中知网 82 篇、万方 48 篇、维普 4 篇、中国生
物医学数据库 4 篇。

principles were mainly for resolving depression and calming the nerves, soothing the liver, regulating 
qi and strengthening the spleen. Conclusion  Frequency and association rule analysis help obtain the 
common aromatic Chinese medicine and drug combinations for depression. Core basic formulas and 
new formulas of aromatic Chinese medicine are obtained through cluster analysis, providing guidance 
for future development and clinical use of aromatic Chinese medicines.
Key words: data mining; depression; aromatic Chinese medicine; medication rule
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2.2　证型
　　138 首中药处方中有 84 篇记录了中医证型，
经规范后得到 33 种证型，共分为 17 类，其中以
肝郁气滞、肝郁脾虚最多，证型类别以肝郁证最
多，具体见表 1。

表 1　抑郁症证型分布 
Tab 1　Distribution of depression syndromes

序号 证型 频次 分类 序号 证型 频次 分类

  1 肝郁脾虚 15 肝郁证 18 肝经湿热 1 肝经证

  2 肝郁气滞 15 肝郁证 19 肝气虚 1 肝虚证

  3 肝郁痰阻   5 肝郁证 20 肝阳虚 1 肝虚证

  4 肾虚肝郁   5 肝郁证 21 肝瘀化热 1 肝瘀实证

  5 心脾两虚   5 心脾兼证 22 肝郁化火 1 肝郁证

  6 痰气郁结   4 痰气证 23 肝郁肾虚 1 肝郁证

  7 肝郁痰火   2 肝郁证 24 肝郁痰扰 1 肝郁证

  8 肝郁血虚   2 肝郁证 25 肝郁心虚 1 肝郁证

  9 肝郁血瘀   2 肝郁证 26 脾肾阳虚 1 脾肾兼证

10 脾阳虚   2 脾虚证 27 气虚血瘀 1 气虚兼夹证

11 气郁化火   2 肝郁证 28 痰火郁结 1 痰火证

12 肾阳虚   2 肾虚证 29 痰热内扰 1 痰火证

13 心胆气虚   2 心肝兼证 30 痰热郁结 1 痰火证

14 心阳虚   2 心虚证 31 心肾不交 1 心肾兼证

15 胆热痰扰   1 胆热证 32 心肾阴虚 1 心肾兼证

16 胆郁痰扰   1 胆实证 33 阳虚水泛 1 阳虚兼夹证

17 肝火郁结   1 肝郁证

2.3　高频芳香中药使用频次

　　将 138 首处方中的中药进行统计，共涉及中
药 184 味，累计使用频次为 1528 次。经过中药
名称标准化后获得芳香中药 88 种，占比 47.8%，
累计使用频次 867 次。排名前五的芳香中药依次
是柴胡（94 次，6.15%）、白芍（63 次，4.12%）、
郁金（61 次，3.99%）、石菖蒲（53 次，3.47%）、
香附（47 次，3.08%），使用频次大于 10 的芳香
中药见表 2。
2.4　芳香中药性味归经分析

　　芳香中药四气累计频次 867 次，使用频次较
高的为温性药（400 次，46.14%）、寒性药（322
次，37.14%）；五味累积频次 1623 次，使用频次
较高的为辛味药（637 次，39.25%）、苦味药（598
次，36.85%）；归经分析共涉及 12 条归经，累计
频次 2285 次，使用频次最高的依次是肝经（517
次，23.63%）、肺经（387次，20.92%）、脾经（380
次，16.63%），心经（357 次，15.62%），见图 1。
2.5　高频芳香中药关联规则分析

　　为挖掘方剂中芳香中药间的组合规律，通过
IBM SPSS Modeler 18.0 软件中的 Apriori 算法对
芳香中药进行关联规则分析，共得到 73 条关联
规则，其中芳香中药组合有26条，提升度均＞1，

提示均为有效关联，芳香中药组合根据支持度大
小进行排列，见表 3 及图 2。

表 3　芳香中药关联规则分析 
Tab 3　Association rules of aromatic Chinese medicine

序号 后项 前项
支持度百

分比 /%
置信度百

分比 /%
提升度

  1 柴胡 白芍 45.65 87.30 1.30
  2 柴胡 郁金 43.48 75.00 1.11
  3 柴胡 石菖蒲 37.68 76.92 1.14
  4 郁金 香附 33.33 63.04 1.45
  5 柴胡 香附 33.33 82.61 1.23
  6 石菖蒲 远志 32.61 64.44 1.71
  7 柴胡 远志 32.61 77.78 1.15
  8 郁金 石菖蒲 + 柴胡 28.99 62.50 1.44
  9 白芍 当归 28.26 66.67 1.46
10 柴胡 当归 28.26 82.05 1.22
11 郁金 香附 + 柴胡 27.54 60.53 1.39
12 石菖蒲 远志 + 柴胡 25.36 65.71 1.74
13 郁金 远志 + 柴胡 25.36 62.86 1.45
14 当归 白术 24.64 61.76 2.19
15 白芍 白术 24.64 67.65 1.48
16 柴胡 白术 24.64 67.65 1.00
17 白芍 当归 + 柴胡 23.19 75.00 1.64
18 远志 石菖蒲 + 郁金 22.46 61.29 1.88
19 柴胡 石菖蒲 + 郁金 22.46 80.65 1.20
20 石菖蒲 陈皮 21.74 60.00 1.59
21 柴胡 陈皮 21.74 83.33 1.24 
22 柴胡 香附 + 郁金 21.01 79.31 1.18 
23 郁金 远志 + 石菖蒲 21.01 65.52 1.51 
24 柴胡 远志 + 石菖蒲 21.01 79.31 1.18 
25 香附 川芎 20.29 75.00 2.25 
26 柴胡 川芎 20.29 71.43 1.06 

2.6　高频中药聚类分析
　　应用 IBM SPSS Statistics 25.0 软件对高频芳

表 2　芳香中药使用频次 
Tab 2　Frequency of aromatic Chinese medicine

序号 芳香中药 频次 [n（%）] 分类

  1 柴胡 94（6.15） 芳香解表药

  2 白芍 63（4.12） 芳香补益药

  3 郁金 61（3.99） 芳香活血药

  4 石菖蒲 53（3.47） 芳香开窍药

  5 香附 47（3.08） 芳香理气药

  6 远志 45（2.95） 芳香开窍药

  7 当归 39（2.55） 芳香补益药

  8 白术 34（2.23） 芳香补益药

  9 陈皮 30（1.96） 芳香理气药

10 川芎 28（1.83） 芳香活血药

11 合欢皮 26（1.70） 芳香理气药

12 枳壳 24（1.57） 芳香理气药

13 枳实 19（1.24） 芳香理气药

14 合欢花 19（1.24） 芳香理气药

15 桂枝 18（1.18） 芳香解表药

16 生姜 15（0.98） 芳香解表药

17 苍术 15（0.98） 芳香化湿药

18 丹参 14（0.92） 芳香活血药

19 薄荷 14（0.92） 芳香解表药



1667

中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期　Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No.6 

香中药进行系统聚类分析，通过 Pearson 法构建
树状聚类图，图中纵轴代表中药变量，横轴代表
相对距离，距离越小，表示药物共性越高，关系
越紧密。聚类分析结果显示，当横轴截距为 17.0
时，可将治疗抑郁症的高频芳香中药聚成 6 类，
其中核心基础方 4 个，新方 2 个。具体见图 3、
表 4、表 5。
2.7　高频芳香中药因子分析

　　运用 IBM SPSS Statistics 25.0 软件进行因子
分析，结果显示 KMO ＝ 0.616，Bartlett 球形度
检验 P ＜ 0.001，证明变量间相关性较强，符合
因子分析标准。采用主成分分析，选取凯撒正
态化最大方差法旋转得到旋转成分矩阵成分图
见图 4。提取初始特征值＞ 1，因子累计贡献率
63.47%，为获取具有实际意义的公因子，设置载
荷系数最小绝对值为 0.5，旋转在 11 次迭代后收
敛，共获取 7 个公因子，见图 4 及表 6。
3　讨论

3.1　基于证型用药规律分析
　　研究发现，138 首含有芳香中药的处方共涉
及 17 类中医证型，其中以肝郁证居多，主要包
括肝气郁结、肝郁脾虚等，说明抑郁症发病与肝

图 3　治疗抑郁症高频芳香中药聚类分析树状图

Fig 3　Cluster analysis dendrogram of high frequency aromatic Chinese 
medicine for depression

表 4　基于系统聚类的类芳香中药核心基础方组合 
Tab 4　Combination of aromatic Chinese medicine core foundation 

formulas based on systematic clustering

聚类 芳香中药组合 主要功效

C1 当归、薄荷、白术、柴胡、白芍 疏肝、养肝

C2 合欢花 解郁、安神

C3 陈皮、枳实 理气、健脾、化痰

C4 香附、川芎、苍术 疏肝、理气、健脾

表 5　基于系统聚类的芳香中药新方组合 
Tab 5　New combination of aromatic Chinese medicine based on 

systematic clustering

聚类 芳香中药组合 主要功效

C5 桂枝、生姜 温阳、活血

C6 石菖蒲、远志、郁金、枳壳、合欢皮、丹参 解郁、安神

图 4　高频芳香中药旋转因子空间成分

Fig 4　Component plot in rotated space of high frequency aromatic 
Chinese medicine

图 1　芳香中药性味、归经热图

Fig 1　Heat map of aromatic Chinese medicine with nature and 
flavorur，and meridians

图 2　芳香中药关联规则网络图

Fig 2　Association rule network of aromatic Chinese medicine
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最为密切，并会累及心、脾等脏。肝五行属木，
性喜条达，而恶抑郁，可行疏泄之功。情志不遂，
使肝失条达，疏泄不利，影响气机，神志不宁，
发为本病。
3.2　基于芳香中药频次统计用药规律分析
　　芳香中药频次分析发现，频次较高的芳香中
药多具有疏肝解郁、理气健脾、安神功用，如香
附、柴胡、郁金、川芎疏肝理气解郁，可改善因
情绪不畅而致肝气郁滞的症状；白术、陈皮理气
健脾，可改善因肝郁日久伤脾，脾失运化的症
状；远志、石菖蒲、合欢皮解郁安神，可改善因
肝郁而耗伤心气，致心失所养的症状。使用频次
前五的中药中，柴胡、香附性善条达肝气，善理
肝气之郁，为疏肝解郁之要药；白芍可养血柔肝，
敛肝气之横逆，为养肝、柔肝、平肝之要药；郁
金可疏肝行气，清心解郁；石菖蒲主入心经，具
有宁心安神之功。上述药物为针对肝气郁结、心
神不安的佳品。现代药理学研究表明，上述多
数芳香中药挥发油具有抗抑郁的作用；如柴胡
中十五烷三烯 -4，6- 二炔 -1- 醇乙酯、十五烷三
烯 -4，6- 二炔 -1- 醇乙酯等挥发性成分可有效抑
制去甲肾上腺素（NE）和 5- 羟色胺（5-HT）的再
摄取 [12]；石菖蒲挥发油中的β- 细辛醚能够显著
增加慢性不可预知温和应激（CUMS）诱发的抑
郁症大鼠糖水消耗量 [13]；川芎挥发油可极显著地
提高 CUMS 抑郁模型大鼠海马区多巴胺（DA）、
NE 的含量 [14]；香附挥发油中的α- 香附酮、异长
叶烯 -5- 酮等可提高抑郁小鼠脑组织中 5-HT 的含
量 [15]。综上所述，临床多采用柴胡、香附、石菖
蒲等具有疏肝解郁、理气健脾、安神功效的芳香
中药来改善抑郁症。
3.3　基于性味归经统计用药规律分析
　　芳香中药性味归经统计显示，四气中温性药
使用频率最高，五味以辛、苦为主，与芳香中药
药性特点符合。芳香中药多为辛温药，属阳，其
气清正，鼓舞人体正气，振奋阳气，促进气的运
行，缓解气机郁滞，助脾胃运化；苦味药物可泻

郁滞之实，缓解气郁导致的热盛、津伤等症状。
高频中药归经在肝、肺、脾、心经，四经总占比
达 71.82%，提示芳香中药治疗抑郁症主要从肝、
肺、脾、心四脏进行论治。郁证病机为情志失调，
致气失疏泄，肝失条达，肝郁日久及脾，使脾失
健运，蕴湿生痰；肝郁抑脾，耗伤心气，心失所
养，即所谓忧郁伤神 [4]；气机失常，影响肺之主
气功能，且辛味药物主入肺经。故治疗所用药物
主归肝、肺、脾、心四经。
3.4　基于关联规则用药规律分析
　　通过关联规则结果可以得出，芳香药物组合
功效主要分为疏肝养肝药物组，如柴胡 - 白芍、
柴胡 - 当归；疏肝解郁理气药物组，如柴胡 - 郁
金、柴胡 - 香附；解郁安神药物组，如石菖蒲 -
远志。以上药物组合为临床治疗抑郁症方中的主
要配伍组合。柴胡 - 白芍是逍遥散、四逆散等多
个疏肝解郁经典方剂的基础方，柴胡与白芍配
伍，既能疏肝解郁以治肝用之不达，又能柔肝益
阴以补肝体。药理实验研究表明，柴胡 - 白芍药
对可通过调节脑内神经递质含量来改善抑郁 [16]。
柴胡 - 香附在治疗抑郁症方剂中应用广泛，如经
典方剂柴胡疏肝散，柴胡善于疏肝解郁，香附善
于理气疏肝止痛，两药配伍，可解肝经之郁，行
气止痛。药理实验研究表明，柴胡疏肝散可调节
束缚肝郁证大鼠脑内单胺神经递质和血清免疫因
子的水平 [17]。综上所述，临床多采用柴胡 - 白芍、
柴胡 - 香附、远志 - 石菖蒲等具有疏肝养肝、疏
肝理气、解郁安神功效的药物组合对抑郁症进行
改善，与抑郁症的发病机制即情志不遂、气机郁
滞、心神不宁相契合。
3.5　基于聚类及因子分析用药规律分析
　　将聚类分析结果和因子分析结果相互对照。
基于系统聚类分析得到的核心基础方中，发现
C3 与 F5（陈皮、枳实），C4 与 F3（香附、川芎、
苍术）完全一致。C4 与 F3（香附、川芎、苍术）
药物组合为越鞠丸组成部分，C4 与 F5（陈皮、
枳实）为柴胡疏肝散的组成部分，适用于肝郁气
滞证。研究表明，越鞠丸可通过增加抑郁症患者
血清脑源性神经营养因子（BDNF）水平对抑郁
症进行改善 [18]；柴胡疏肝散可通过影响单胺神经
递质水平，增加大脑内 BDNF 水平的表达，改善
下丘脑 - 垂体 - 肾上腺轴（HPA）等发挥抗抑郁的
作用 [19]，C1 与 F2 组柴胡、白芍、当归、白术、
薄荷为逍遥丸组成部分，具有疏肝健脾的功效，
适用于肝郁脾虚型抑郁症患者。药理实验表明，
逍遥丸可有效降低抑郁小鼠血清皮质酮含量，并
增加海马 BDNF 含量 [20]。

表 6　高频芳香中药公因子信息 
Tab 6　Common factor information of high frequency aromatic 

Chinese medicine 

公因子 药物

F1 郁金、石菖蒲、远志、枳壳

F2 当归、白术、薄荷

F3 香附、川芎、苍术

F4 桂枝、生姜

F5 陈皮、枳实

F6 柴胡、合欢花

F7 合欢皮、丹参
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　　基于系统聚类分析得到的新方中，C5 与 F4
中桂枝、生姜辛散温通，桂枝可温脾阳，助心阳，
通血脉；生姜入肺、胃经，可温肺阳与胃阳；二
药组合具有温阳活血之效，可适用于阳虚型抑郁
症者。研究表明，生姜挥发油中的 6- 姜烯酚通过
抑制炎症介质 TNF-α、IL-1β 和 BDNF 的氧化应
激来改善小鼠抑郁样行为 [21]；桂枝挥发油中的反
式桂皮醛可调节抑郁小鼠神经递质水平 [22]。C6
侧重解郁安神治则，主治心神不安，其中合欢
皮 - 丹参是解郁安神的经典配伍组合，合欢皮解
郁安神，活血消肿止痛；丹参活血化瘀，清心除
烦；两药合用，具有解郁除烦，养血活血之效。
研究表明丹参挥发油中的β- 石竹烯可改善慢性应
激引起的抑郁样行为 [23]；郁金挥发油中的莪术二
酮、姜黄素可通过抑制神经炎症、保护神经元、
调节神经内分泌等途径改善抑郁症 [24]。
　　以上组方中，C6、F7 蕴含了解郁安神的治
则，C4、F5，C5、F3 和 C2、F2 突出了疏肝理气
健脾治法，与频数、关联规则分析结果相契合。
4　结论
　　芳香中药味辛能行，芳香走窜，故能调畅气
机，以治疗肝气郁结等气机不通所致的多种疾
患，在治疗抑郁症处方中占有重要地位。本研究
通过数据挖掘技术探究了芳香中药改善抑郁症的
用药规律。通过频数及关联规则分析获得了高频
芳香中药及药对，系统聚类分析及因子分析挖
掘出了越鞠丸、逍遥丸等核心基础方及两个新
方 [（桂枝、生姜）、（石菖蒲、远志、郁金、枳壳、
合欢皮、丹参）]。本研究可为抑郁症临床芳香中
药用药以及药物研发提供参考。但本研究尚存在
一定的局限性，纳入文献含有较多的经验方，所
得结果与临床用药可能存在偏差，通过系统聚类
得到核心基础方和新方具有一定的参考价值，但
疗效有待进一步验证。
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基于 openFDA数据库挖掘与评价 Paxlovid上市后的不良反应

刘胜男，冀召帅，王雪，毛乾泰，艾超*（清华大学附属北京清华长庚医院/清华大学临床医学院药学部，北京　

102218）

摘要：目的　利用美国食品药品监督管理局公共数据开放项目（openFDA）检索 Paxlovid 的不

良事件报告的相关情况，评价 Paxlovid 上市后的不良反应，为临床合理用药提供参考。方法　

收集 openFDA 数据库 2021 年 11 月 21 日—2022 年 12 月 31 日 Paxlovid 相关不良事件数据，提

取并进行相关分析。结果　共检索到 Paxlovid 相关不良反应事件 21 254 份，其中由消费者或非

健康专业人士上报 15 301 份（71.99%），美国报告 19 732 份（92.84%），适应证为 COVID-1920 
319 份（95.60%），转归情况为已恢复 / 恢复中 7249 份（34.11%），报告严重不良反应 3632 例次

（17.09%）。不良反应类型主要表现为味觉障碍 / 异常（3596例）、腹泻（1858例）、恶心呕吐（1183
例）、头痛（942 例）、口咽疼痛（644 例）等，涉及神经系统、胃肠系统、肌肉骨骼系统等。结
论　基于 openFDA 数据库对 Paxlovid 的 ADR 相关信息进行多方面、多维度的挖掘分析，提示

该药与味觉障碍 / 异常、腹泻、恶心呕吐、头痛等不良反应具有一定关联性，在临床使用过程

中应密切关注不良反应，促进临床安全、合理用药。

关键词：Paxlovid；openFDA；药品不良反应；数据挖掘
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Data mining and evaluation of adverse reactions of Paxlovid after 
marketing based on openFDA database

LIU Sheng-nan, JI Zhao-shuai, WANG Xue, MAO Qian-tai, AI Cao* (Department of Pharmacy, 
Beijing Tsinghua Changgung Hospital, School of Clinical Medicine, Tsinghua University, Beijing  
102218)

Abstract: Objective  To report adverse events (AE) of Paxlovid based on the US Food and Drug 
Administration Public Data Open Project (openFDA), to evaluate the postmarketing AEs of Paxlovid, 
and provide reference for clinical rational drug use. Methods  The AE reports of Paxlovid in the 
openFDA database from November 21, 2021 to December 31, 2022 were searched to collect the 
relevant data. Results  Totally 21 254 related AE reports of Paxlovid were collected, including 15 301 
(71.99%) reported by consumers or non-health professionals, 19 732 (92.84%) reported by the US, 
20 319 (95.60%) for COVID-19 indications, 7249 (34.11%) recovered or recovering, and 3632 
(17.09%) of serious AEs reported. The main types of AEs included dyspepsia (3596), diarrhoea (1858), 
nausea (1183), headache (942), oropharyngeal pain (644) and so on, involving the nervous system, 
gastrointestinal system, musculoskeletal system and so on. Conclusion  Based on the openFDA 
database, the AEs of Paxlovid mainly cover dyspepsia, diarrhoea, nausea, headache, etc. We should 
pay close attention to the clinical use of Paxlovid. 
Key words: Paxlovid; openFDA; adverse reaction; data mining
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　　奈玛特韦片 / 利托那韦片组合包装（Paxlovid）
是一种口服小分子治疗新型冠状病毒感染

（COVID-19）的新药，由两种抗病毒药物组合而
成。Ⅲ期临床试验初步结果显示，与安慰药相比，
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在症状出现 3 d 内接受治疗的患者，任何原因导致
住院和死亡的风险可降低约 89%[1]。2021 年 11 月
21 日，FDA 紧急授权批准该新药用于治疗新型冠
状病毒检测呈阳性、症状为轻中度的、且有较高风
险会转为重症（包括住院或死亡）的成人和儿童患
者（≥ 12 岁，体质量≥ 40 kg）[2]。2022 年 2 月 12
日，Paxlovid 获我国国家药品监督管理局应急附条
件批准，用于治疗成人伴有进展为重症高风险因素
的轻至中度 COVID-19 患者，例如伴有高龄、慢性
肾脏疾病、糖尿病、心血管疾病、慢性肺病等重症
高风险因素的患者 [3]，同年 3 月 15 日，被写入国
家卫生健康委发布的《新型冠状病毒肺炎诊疗方案
（试行第九版）》中。随着全球疫情管控逐步放开，
Paxlovid 的临床应用在逐步增加，但目前国内外尚
未见其药品不良反应（ADR）的整体发生情况报
道。本研究通过检索 openFDA 药品不良事件数据
库中 Paxlovid 相关 ADR 的相关数据，并进行汇总
与分析，旨在为临床安全、合理用药提供参考。
1　资料与方法
1.1　数据检索
　　数据来源于 openFDA 药品不良事件数据库中
的 API 模 块 [4]。 打 开 openFDA 网 站， 选 择 Drug 
API Endpoints， 选 择 Adverse Events， 进 入 Ex-
plore the API with an interactive chart 板块，在灰色输
入框中输入限定时间＋限定药品名。根据研究需求，
选择相应字段对不良事件（AE）年度报告例数、发
生 AE 患者年龄、性别、上报人职业、ADR 名称及
ADR 结局等进行检索，获取数据并进行分析。
1.2　研究方法
　　以“Paxlovid”为目标药物，以通用名“Nemat-
vir/Litonavir”和商品名“Paxlovid”为关键词，以 
openFDA 数据库中的 APIs 模块为基础，采用数据
库交互式图表板块进行访问。检索时间段为 2021
年 11 月 21 日至 2022 年 12 月 31 日。
2　结果
2.1　AE 报告年度分布
　　自 Paxlovid 上市以来，共检索到 AE 报告 21 254 
份，其中 2021 年上报 5 例，2022 年上报 21 249 例，
年度报告数量整体呈增长趋势。上报类型主要是自
主上报，共 21 083 份，其他途径上报 102 份，研究
数据上报 69 份。
2.2　AE 报告的基本情况
　　应用 Paxlovid 出现 AE 的患者中，女性 12 371 
例（58.21%），男性 6914 例（32.53%）。报告中明确
注明年龄分组的 376 例，主要分布在成人组。上报
人员中，消费者或非健康专业人员占大部分，上报
国家以美国为主，适应证以 COVID-19 为主，AE

类型中一般占 82.91%，严重占 17.09%。其他详见
表 1。

表 1　Paxlovid 不良事件报告的基本情况 
Tab 1　Basic information of the AE reports of Paxlovid

类别 报告例数 构成比 /%
性别

女 12 371 58.21
男 6914 32.53
性别不详 1969 9.26

年龄分组

成人 211 56.12
老年人 157 41.76
青少年 5 1.33
儿童 2 0.53
新生儿 1 0.27

上报人职业

消费者或非健康专业人士 15 301 71.99
其他卫生医学专员 2469 11.62
医师 2105 9.90
药师 1302 6.13
其他 77 0.36

上报国家

美国 19 732 92.84
英国 332 1.56
法国 236 1.11
日本 221 1.04
加拿大 139 0.65
其他 594 2.79

适应证

COVID-19 20 319 95.60
高血压 304 1.43
新型冠状病毒检测呈阳性 150 0.71
哮喘 120 0.56
其他（胃食管反流、焦虑等） 361 1.70

AE 类型

一般 17 622 82.91
严重（包括住院、死亡、危及

生命、残疾及其他严重事件）

3632 17.09

2.3　AE 报告的情况

　　上报的 Paxlovid 相关 ADR 中，有 8223 例明
确描述了 ADR 类型，涉及神经系统、胃肠系统、
肌肉骨骼系统等。药物关联性方面，有 21 036 例
（69.99%）被怀疑可能由该药品直接引起。在 310
例重复使用报告中，有 124 例再次发生了 ADR。
在 3205 例记录了出现 ADR 后用药调整情况的
患者中，64.69% 进行了停药处理。12 952 份明
确注明转归情况的患者中，未恢复或未解决的占
41.95%。其他详见表 2。
3　讨论
3.1　不良反应发生的人群特点
　　Paxlovid 于 2021 年 11 月在美国上市，故美
国提交的 AE 报告最多，超总报告数的 92.84%。
发生 AE 的患者女性多于男性，因此 Paxlovid 相
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关 AE 的发生可能具有性别特异性，但目前还没
有性别相关研究，有待进一步证明。发生 AE 的
患者中，成人居多，青少年和儿童较少，可能与
该药仅批准成人和≥ 12 岁儿童使用有关，另外
报告中明确注明年龄分组的案例较少，仅376 例，
由于无法获得各年龄和不同性别群体的使用量数
据，因此难以确定 AE 发生率的人群差异，目前
仅反映 AE 的构成比。
3.2　ADR 发生的器官及系统特点
　　21 254 份有关 Paxlovid 的 AE 报告中，发生
次数最多的是味觉障碍 / 异常和腹泻；恶心呕吐、
头痛、口咽疼痛相对发生率较低，以上 ADR 在
说明书中均有提及。有关 Paxlovid 上市前安全
性的主要数据来自 EPIC-HR（NCT04960202）研
究 [5]，该研究是一项Ⅱ/Ⅲ期随机、双盲、安慰
剂对照的临床试验，研究对象为确诊为新型冠状
病毒感染的非住院成年人，受试者共计 2224 名，
均为≥ 18 岁的成年人，均存在进展为重症的
COVID-19 的高风险因素，受试者接受了至少一
剂 Paxlovid（n ＝ 1109）或安慰剂（n ＝ 1115）；
受试者服用 Paxlovid 或相匹配的安慰剂，每日服
用两次，连续 5 d；AE 在 Paxlovid 组和安慰剂发
生类型和比例分别是味觉障碍（5.6% vs 0.3%）、
腹泻（3.1% vs 1.6%）、高血压（0.6% vs 0.2%）和

肌痛（0.6% vs 0.2%），因 AE 而停止治疗的受试
者比例在 Paxlovid 组为 2.1%，安慰剂组为 4.2%。
据国外文献报道，Paxlovid 可能会导致呼吸困难、
轻度皮疹、皮肤瘙痒、荨麻疹和血管性水肿等过
敏反应 [6]。
　　新西兰不良反应监测中心最新数据显示，
自 2022 年 3 月 2 日 至 9 月 30 日 共 收 到 72 例
Paxlovid 相关 ADR，分别是味觉障碍（17 例）、腹
泻（14 例）、COVID-19 反弹效应（12 例）、恶心（9
例）、高血压（3 例）、黄疸（2 例）、其他（15 例）[7]。
马来西亚国家药品监管机构最新数据显示，截止
至 2022 年 10 月初，共收到 1001 份 Paxlovid 相关
ADR，分别为苦味（562 例）、腹泻（247 例）、味
觉障碍（134 例）、呕吐（70 例）、恶心（69 例）、
皮肤过敏症状（20 例）[8-9]。虽然国内使用 Paxlovid
治疗 COVID-19 的患者很多，但相关的 ADR 并没
有公开的统计数据，仅个别文献报道过，如不同
程度的心动过缓 [10]、皮疹 [11] 等。国内学者对国
外 8 个临床研究进行了 Meta 分析 [12]，结果显示，
相比于安慰剂，口服抗新型冠状病毒药物引发的
不良反应并没有明显增加（OR ＝ 0.85，95%CI，
0.72 ～ 1.02），而这些 ADR 中最常见的 AE 包括
恶心、腹泻、头痛、流鼻涕和肌肉疼痛，且 AE
大多是轻微的，少有严重 AE 报道。
3.3　ADR 发生的严重程度
　　 有 关 Paxlovid 的 AE 报 告 中，82.91% 为 一
般，17.09% 为严重。值得注意的是，71.99% 上
报案例来自消费者或非健康专业人士，药物导致
严重 ADR 的关联性有待进一步评估，部分新型
冠状病毒感染的患者也会出现味觉障碍 / 异常、
腹泻、头痛等症状，这些症状与 Paxlovid 的 ADR
有重叠，所以不排除疾病本身导致相关 ADR 的
发生。在 3205 例记录了出现 ADR 后用药调整情
况的报告中，有 64.69% 的患者采取了停药措施，
停药后症状是否消失，报告中未记录。在临床应
用过程中应密切关注用药后的反应，对于无法耐
受的 ADR，需及时予以相应的解救措施以避免重
大伤害的发生。
3.4　药物相互作用
　　21 254份有关 Paxlovid 的 AE 报告中，69.99%
被怀疑可能由该药品直接引起，30.00% 被怀疑可
能是共用了其他药物或药物相互作用导致，这些
ADR 与 Paxlovid 相关性只是由上报者初步判断，
且多数报告者并非医学专业人士，并未经 FDA 再
次评估和确认，可能对本研究的结果会产生偏倚，
因 openFDA 未提供患者所患疾病和联合用药的具
体情况，所以本研究未挖掘 ADR 是由药物相互作

表 2　Paxlovid 不良反应报告的情况 
Tab 2　Type information of top ADR of Paxlovid

类别 报告例数 构成比 /%
ADR 类型

味觉障碍 / 异常 3596 43.73
腹泻 1858 22.60
恶心呕吐 1183 14.39
头痛 942 11.46
其他 644 7.83

ADR 药物相关性

怀疑由 Paxlovid 直接引起 21 036 69.99
怀疑是共用了其他药物导致 8750 29.11
怀疑药物相互作用导致 268 0.89

重复使用药物

再次发生了 ADR 124 40.00
未再发生 ADR 95 30.65
未记录 91 29.35

用药调整情况

停药 2074 64.69
维持服药剂量 1075 33.53
减少服药剂量 42 1.31
增加服药剂量 15 0.47

转归情况

未恢复 / 未解决 5433 41.95
恢复中 / 解决中 4135 31.93
已恢复 / 已解决 3114 24.04
经治疗后有后遗症 141 1.09

死亡 129 1.00



1673

中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期　Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No.6 

用引起的，还是由疾病本身引起。但从药物的作
用机制上，怀疑引起味觉障碍 / 异常的原因可能与
利托那韦有关，单独服用利托那韦或与其他抗反
转录病毒药物联合服用后最常见的 ADR 包括胃肠
道不适（如腹泻、恶心、呕吐和上下腹痛），神经
系统疾病（如味觉倒错和头痛头晕），关节痛和背
痛，咽炎，口咽疼痛，咳嗽，瘙痒，皮疹（如红斑
疹和斑丘疹）和疲劳等。利托那韦长期使用可能会
导致高脂血症、脂代谢异常综合征及糖代谢异常，
但 Paxlovid 治疗 COVID-19 仅 5 d 的疗程，利托那
韦对患者血脂的影响可能有限。但对于既往有三
酰甘油升高的患者，应警惕使用 Paxlovid 期间胰
腺炎的发生。有研究表明，接受利托那韦治疗的
患者也易出现肝转氨酶升高、临床肝炎和黄疸 [13]。
奈玛特韦和利托那韦都是 CYP3A 肝药酶的强抑制
剂，经 CYP3A 肝药酶广泛代谢并具有较高首过代
谢的药品可能受影响最大而使自身暴露大幅增加，
这些药物很多是心脑血管常用药，例如辛伐他汀、
洛伐他汀、利伐沙班、替格瑞洛、胺碘酮等，如
果 Paxlovid 与高度依赖 CYP3A 肝药酶清除的药物
联合使用，且血浆浓度升高可能导致严重和 / 或危
及生命的 ADR，临床应重视，在用药过程中进行
监测，建议治疗期间应避免合用高度依赖 CYP3A
肝药酶清除的药物。
3.5　研究局限性
　　本研究存在一定的局限性：① openFDA 数
据库大多数证据来自消费者的自主上报，获取的
数据可能信息不全，因而无法判断疗程、药物使
用情况、并发症等因素的影响，对分析结果存在
一定的偏倚；② 获取的数据只有结果，而临床
上可能涉及多种药物合用，呈报的 AE 和药品之
间因果关系未进行考量，同时报告数据可能存在
模糊、不规范等问题，不能计算 ADR 的实际发
生率，仅能获得构成比，并不能系统地了解相关
ADR 的风险或特征；③ openFDA 数据库大多数
证据来源于美国，其他国家的数据仅来源于相关
文献报道，由于用药人群种族差异、地区差异及
其他因素的影响，这些 ADR 在中国人群中的发
生情况及特点有待后续追踪。
　　综上，虽然 Paxlovid 上市时间短，基于真实
世界中大样本数据的 Paxlovid 相关 ADR 研究较
少，但本研究通过挖掘 openFDA 数据库，分析
Paxlovid 可能导致 ADR 的发生风险、临床特征以
及发生原因，提示了该药与味觉障碍 / 异常、腹
泻、恶心呕吐、头痛等具有一定关联性，药物

相互作用也可能导致 ADR 的发生，临床在使用
Paxlovid 时应加强安全性监测，若发生相关 ADR
应及时采取干预措施，以保证患者安全用药。
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基于 CiteSpace的 Top1 抑制剂、Tdp1 抑制剂的 
研究现状可视化分析

刘晓晨1，农雅琴1，张洪茂1，高梅菲1，徐浩1，潘小芳1，米文静1，陈睿1，2，霍丽妮1*（1. 广西中

医药大学药学院，南宁　530200；2. 广西中医药大学赛恩斯新医药学院，南宁　530222）

摘要：目的　总结 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂整体概况，探究其发展趋势，为后续研究提供

参考。方法　运用 CiteSpace 5.7.R5 软件对 2012 年 1 月—2022 年 4 月收录在 Web of Science
（WOS）核心合集数据库中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂的相关文献进行作者、机构、被引期刊、

国家、关键词可视化分析。结果　共纳入有效文献 1186 篇，Yves Pommier 为发文量最高的作

者；美国国家癌症研究所为发文量最高的机构，机构之间具有一定的联系但是合作较为分散，

美国研究该领域最全面；Journal of Biological Chemistry 为被引率最高的期刊；关键词细胞凋亡、

抗肿瘤、抑制剂出现频率高，Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究方向集中于 Top1 抑制剂、Tdp1
抑制剂的发现、合成以及抗肿瘤机制。结论　开发更多新型 Top1 抑制剂、Tdp1 抑制剂甚至

Top1-Tdp1 双靶点抑制剂以进一步提高药物抗肿瘤活性将成为未来研究趋势。

关键词：Top1 抑制剂；Tdp1 抑制剂；CiteSpace；可视化分析
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Abstract: Objective  To overall overview Top1 inhibitor and Tdp1 inhibitors and their development 
to provide reference for future studies. Methods  CiteSpace 5.7.R5 software was used to visualize 
and analyze the authors, institutions, cited journals, countries, and keywords of Top1 inhibitor and 
Tdp1 inhibitor-related literatures in the Web of Science (WOS) core collection database from January 
2012 to April 2022. Results  Totally 1186 papers were included. Yves Pommier was author with the 
most publications; the National Cancer Institute was the institution with most publications. Some 
connections and collaborations existed between institutions. The most comprehensive research in this 
field was in the US; Journal of Biological Chemistry was the most cited journal; keywords apoptosis, 
anticancer, and inhibitors appeared most frequently; Top1 inhibitor and Tdp1 inhibitor research 
focused most on the discovery, synthesis, and anti-tumor mechanisms. Conclusion  Discovery of 
more novel Top1 inhibitor or Tdp1 inhibitors or even Top1-Tdp1 dual-target inhibitors in further 
enhance the anti-tumor activity of the drugs is a hot topic for future research.
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　　遗传信息的传递有赖于 DNA 的复制与转录，
内源因素（碱基错配、缺失、突变）和外源因素
（电离、紫外线、烷化剂）可导致 DNA 损伤，引
发相关疾病，因此 DNA 复制能否正常进行对生
物体而言至关重要。在 DNA 复制转录过程中拓
扑异构酶扮演着重要的角色，DNA 拓扑异构酶
IB（DNA topoisomerase IB，Top1）是人类 6 个拓
扑酶中的一个，可调节 DNA 超螺旋结构，修复
DNA 损伤 [1]，因而在 DNA 的代谢过程中 Top1 的
参与尤为关键。Top1 抑制剂具有良好的抗癫痫 [2]、
抗病毒 [3]、抗肿瘤 [4] 作用，对急性肺损伤 [5] 以及
系统性红斑狼疮也展现出良好的治疗效果。其中，
Top1 抑制剂的抗肿瘤作用研究较为深入，喜树
碱、伊立替康、拓扑替康等作为抗肿瘤药 [6-7] 已进
入临床使用。酪氨酸 -DNA 磷酸二酯酶1（Tyrosyl-
DNA phosphodiesterase 1，Tdp1）是一种主要存在
于真核生物中的酶，可通过水解 3'- 酪氨酰 -DNA
键与 Top1 一起参与 DNA 损伤的修复 [8-9]。Tdp1
抑制剂普遍具有抗氧化损伤、抗肿瘤、抗病毒的
活性 [10]，该抑制剂多用于增强 Top1 抑制剂的活
性。Tdp1 抑制剂的使用可协同增强 Top1 抑制剂
对横纹肌肉瘤 [11]、系统性红斑狼疮 [12] 等疾病的疗
效，特别在抗肿瘤方面，Tdp1 抑制剂可提高 Top1
抑制剂的细胞毒性，加速肿瘤细胞死亡，从而提
高 Top1 抑制剂的抗肿瘤效果 [13-15]，Top1-Tdp1 抑
制剂具有较高的应用前景。目前，关于 Top1 抑制
剂、Tdp1 抑制剂的文献较多，但未对其研究的状
况进行统一的归类整理。为整体把握 Top1 抑制
剂、Tdp1 抑制剂的研究现状，本研究采用文献计
量学手段对两者之间的联系进行分析。
　　CiteSpace 是基于 JAVA 语言而设计的软件，
主要应用于文献计量学研究中。该软件通过知识
图谱的节点大小、色彩变化、连线粗细对所检
索的文献进行分析，直观地展现文献中作者、机
构、关键词等信息，揭示彼此之间的联系 [16]。以
图谱的方式展现结果不仅简单、易读、美观，并
且可实现对该主题的研究现状分析，清晰明了地
展现出该主题的热点及研究的趋势。本文拟使
用 CiteSpace 5.7.R5 软件对近年的 Top1 抑制剂、
Tdp1 抑制剂相关文献进行分析与归纳，旨在为
Top1-Tdp1 双靶点抑制剂的进一步研究与开发提
供参考。
1　资料与方法
1.1　数据来源与筛选
　　以 Web of Science（WOS）核心合集数据库
作为文献来源，以主题词 DNA topoisomerase 1 
inhibitor OR Top1 inhibitor OR Tyrosyl-DNA Phos-

phodiesterase 1 inhibitor OR Tdp1 inhibitor 进行检
索，检索时间为 2012 年 1 月 1 日至 2022 年 4 月
16 日，共检索出 1225 篇文献。文章类型为 arti-
cle 和 review，经软件去重，共剔除英文文献 39
篇，最终纳入有效英文文献 1186 篇。
1.2　数据处理与分析
　　采用 CiteSpace 5.7.R5 软件进行数据分析。文
献题录以“纯文本文件”格式导出，“download_*.
txt”命名。软件分析条件设置为时间分区（time 
slicing）为 2012—2022 年；时间切片（years per 
slice） 为 1 年； 阈 值（top per N slice） 为 10%；
节点类型（node type）为作者、机构、被引期刊、
国家、关键词；修剪方式为 pathfinder、prunning 
sliced networks。
　　根据所设置的参数，对所纳入的 1186 篇文
献进行发文趋势、作者、机构、期刊共被引、国
家以及关键词分析，生成相应的图谱并且对数据
进行深入分析。
2　结果与讨论
2.1　发文趋势
　　2012—2022 年发表的 Top1 抑制剂、Tdp1 抑
制剂的文献年度发文量总体呈现波动上升的趋势
（见图 1），2012—2016 年研究呈现增长趋势，并
于 2016 年达到峰值（135 篇）；2017—2021 年呈波
动式增长，由于 2022 年的文献只纳入至 4 月故该
年的发文量较少。总体来看近十年来对于 Top1 抑
制剂、Tdp1 抑制剂年发文量均在 100 篇以上，具
有较高的研究价值。

图 1　2012—2022 年 Top1 抑制剂、Tdp1 抑制剂研究的年度发文量分布

Fig 1　Annual publications on the research of Top1 inhibitors or Tdp1 
inhibitors from 2012 to 2022

2.2　作者

　　以“author”为图谱的节点，生成 N ＝ 454，
E ＝ 997，density ＝ 0.0097 的共现图谱。图谱共
涉及 454 位作者，彼此间的合作关系有 997 个，
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网络密度为 0.0097（见图 2）。图中节点代表作者，
节点间的连线代表作者之间的合作关系，节点半
径、字体大小与作者发文量成正比 [17]，结果显示
共有 6 名作者发文量在 15 篇以上，排名前三的作
者分别为 Yves Pommier、Alexandra L Zakharenko、
Keli Agama。
　　对 Top1 抑制剂或者 Tdp1 抑制剂的研究已经
形成了两个较稳定、联系紧密的团队，分别是以
Yves Pommier、Keli Agama、Christophe March-
and、Mark Cushman 为代表的团队和以 Alexandra 
L Zakharenko、Johannes Reynisson、Konstantin P 
Volcho 为代表的团队。
2.3　机构

　　以“institution”作为图谱节点，对纳入的文献
进行可视化分析。软件生成 E ＝ 361，N ＝ 427，
density ＝ 0.0066 的机构共现图谱（见图 3），图中
共有 361 个机构且机构间的合作关系为 427 个。
从可视化结果来看，发文量在 20 篇以上的机构
有 4 家，发文量在 15 ～ 20 篇的机构有 8 家。其
中 Novosibirsk State Univ（新西伯利亚国立大学），
Russian Acad Sci（俄罗斯科学院）、Univ Auckland
（奥克兰大学）、Keele Univ（基尔大学）之间存在
相对紧密的合作关系。机构之间虽然具有一定的
联系，但是各机构合作较为分散，发文量大的机
构之间合作较为薄弱，各机构间的联系仍需加强。
2.4　期刊共被引
　　以“cited journal”为节点，对文献进行被引期
刊分析，结果显示期刊共被引频次最高为 Journal 
of Biological Chemistry（645 篇），其次为 Journal of 
Medicinal Chemistry（624 篇）。本文利用期刊双图叠
加分析期刊的专业领域分布（见图 4），图左侧为施
引期刊、右侧为被引期刊 [18]。通过期刊双图叠加，
发现了 2 条橙色关键路径，路径提示在 Molecular/
Biology/Immunology 期刊发表的文章中引用 Molecu-
lar/Biology/Genetics 和 Chemistry/Materials/Physics 期
刊中文章的频次较高，表明 Top1 抑制剂、Tdp1 抑
制剂的研究与分子生物、免疫遗传、化学领域密切
相关。
2.5　国家
　　以“country”为节点，对纳入的文献进行国
家发表文献情况进行分析。结果涉及 71 个国家，
国家间的合作关系有 286 个，发文量前三的分别
为美国、中国、印度（见表 1），表明这几个国家
对于 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂的研究较多。
2.6　关键词

2.6.1　关键词共现分析　关键词是对论文中心的

概括，涵盖了文章的内容与重点。以“keywords”
作为节点，合并同类项，经软件分析形成 E ＝

415，N ＝ 1815，density ＝ 0.021 的关键词共现图
谱（见图 5）。415 个关键词中，英文文献关键词频
次≥ 150 的有 6 个，120 ～ 150 的有 4 个（见表 2）。
从可视化图谱中的关键词可知抑制剂、拓扑异构酶 
I、拓扑异构酶、机制、细胞凋亡、衍生物节点较大。

表 2　Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂英文文献频次≥ 127 的关键词 
Tab 2　Keywords with frequency more than 127 in English 

literatures on Top1 inhibitors or Tdp1 inhibitors

No. 关键词 频次

1 inhibitor 228

2 topoisomeraseⅠ 213

3 topoisomerase 180

4 mechanism 166

5 apoptosis 157

6 anticancer 154

7 derivative 145

8 camptothecin 143

9 topoisomeraseⅡ 133

10 biological evaluation 127

2.6.2　关键词聚类分析　基于对数似然比 log 
likelihood ratio（LLR）算法对所提取的关键词进
行聚类分析，其可视化结果如图 6 所示。图谱共
获得 8 个有效聚类标签，Q ＝ 0.4443（Q ＞ 0.4，
Q 为模块值，该值越大该主题越适合聚类，其聚
类结构越显著）；S ＝ 0.7507（S ＞ 0.5，S 为轮廓
值，其数值越大表明同一聚类的关键词同质性越
强，聚类结果越可信 [19]）。图中各聚类相互交叠，
各聚类之间具有较为紧密的联系。根据其可视化
结果可将聚类标签分为抑制剂设计合成研究和抗
肿瘤、抗菌活性及机制研究两大类（见表 3）。
　　对节点数较大的聚类进行分析发现，聚类 #0
主要研究 DNA 损伤的机制、修复以及治疗方式；
聚类 #1 主要对 Tdp1 的生理作用及其抑制剂的作

表 1　Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究关键词发文量≥ 45 的英文文献 
Tab 1　English literatures with Keywords of Top1 inhibitors or 

Tdp1 inhibitors more than 45

序号 国家 发文量

1 The United States of America 347

2 Peoples’ Republic of China 219

3 India 135

4 Japan 78

5 England 65

6 Russia 60

7 Italy 58

8 Egypt 52

9 France 48
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用机制进行分析；聚类 #2 侧重于相关抑制剂的抗
菌机制及生物评价；聚类 #3 主要对抗肿瘤药物的
抗增殖及细胞毒性进行探究；聚类 #4 主要对相关
Top1 抑制剂抗肿瘤药物及其耐药性进行研究。
　　基于关键词聚类图谱，选择“timeline view”生
成 Top1 抑制剂、Tdp1 抑制剂关键词聚类时间线图
谱，对聚类的时间跨度及聚类间的联系进行可视化

分析（见图 7）。线图中年份为横坐标，聚类编号
及名称为纵坐标，每个节点代表一个关键词，频
次与节点成正相关关系。聚类 #0 dna repiar（DNA
修 复）、#1 Tdp1、#2 antibacterial（抗 菌）、#3 dna 
binding（DNA 结 合）、#4 TopoisomeraseⅠinhibitor
（Top1 抑制剂）、#5 apoptosis（细胞凋亡）所代表的

图 4　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂的发文期刊双图叠加分析

Fig 4　Dual map overlay in published literatures on Top1 inhibitors or Tdp1 inhibitors in WOS

图 2　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究的作者合作网络展示

Fig 2　Cooperation of authors on Top1 inhibitors or Tdp1 inhibitors in 
WOS

图 3　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究的机构合作网络展示

Fig 3　Cooperation of institutions on Top1 inhibitors or Tdp1 inhibitors 
in WOS

图 5　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究的关键词共现网络展示

Fig 5　Co-occurrence network of keywords on Top1 inhibitors or Tdp1 
inhibitors in WOS

图 6　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究的关键词聚类网络展示

Fig 6　Clustering network of keywords on Top1 inhibitors or Tdp1 
inhibitors in WOS
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研究方向在近十年的研究中时间跨度相对较长，是
具有较高研究价值的主题。

图 7　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究的关键词聚类时间线

图谱

Fig 7　Clustering analysis of timeline map of keywords on Top1 
inhibitors or Tdp1 inhibitors in WOS

2.6.3　关键词突现分析　若该关键词在短时间内
出现次数大幅度增加则称之为关键词突现，可据
此判断该段时间内该领域的研究趋势。图 8 中
“begin”为突现开始时间，“end”为突现结束时间，
“strength”为突变强度，突变强度越大影响力越大。
WOS 中 Top1-Tdp1 相关文献关键词突现分析见下。
　　从突现强度看，排名前四的关键词分别为
replication（复制）、potent inhibitor（有效抑制剂）、
doxorubicin（阿霉素）、enhance（增强）。从研究的
时间看，各突现的持续时间较短，在 2012—2013
年的研究中更侧重抗肿瘤机制研究，主要关键词
有 induced apoptosis（诱 导 凋 亡）、gene（基 因）、
poison（毒药）；2014—2017 年侧重研究抗肿瘤抑
制剂的抑制机制以及新抑制剂的发现，主要关键
词有 podophyllotoxin（鬼臼毒素）、potent inhibitor、
cell cycle arrest（细胞周期停滞）；2018—2022 年
则侧重于通过计算机筛选、合成等方式发现新抑
制剂以及增强原有抑制剂的抑制作用，主要关键
词有 enhance、empirical scoring function（经验评分
函数）、synthesis（合成）。从图 8 中可以看出 em-
pirical scoring function、topoisomerase 1、enhance、
model（模型）可能成为今后的研究热点。
3　讨论
3.1　研究核心团队
　　由作者共现图谱可知，对于 Top1、Tdp1 抑
制剂的研究已形成了两个较大的团队，如 Yves 

Pommier 和 Alexandra L Zakharenko 所带领的团队
致力于 Top1、Tdp1 单一靶点的抑制剂及同时针对
这两个靶点的双重抑制剂的发现以及抗肿瘤活性
的研究。以 Yves Pommier 为代表的团队长期开展
喹啉类衍生物的合成、抗肿瘤活性以及机制的研
究。该团队最早提出了 Top1 酶及 Top1 抑制剂的作
用机制 [20]，发现了非喜树碱类 Top1 抑制剂如双茚
异喹啉化合物 [21]、吲哚异喹啉 [22] 的良好抗肿瘤活
性。研究中发现吲哚异喹啉芳环 2，3 位含有硝基、
二甲氧基或 8，9 位含有亚甲基二氧基取代的吲哚
异喹啉的糖苷衍生物，具有优越的 Top1 抑制活
性。自 2008 年开始 Pommier 团队关注到 Tdp1 是
潜在的抗肿瘤靶点 [23]，并通过高通量实验筛选出
具有 Tdp1 抑制作用的化合物呋喃脒 [24]。研究过程
中发现 Tdp1 抑制剂可协同增强 Top1 抑制剂的抗
肿瘤效果，并在后续研究中成功合成了一系列具有
Top1-Tdp1 双靶点抑制作用的化合物 [25]。目前该
研究团队的研究方向仍在于发现、合成新的 Top1、
Tdp1 或双靶点甚至多靶点抑制剂 [26-27] 以及通过多
个抑制剂的联合使用提高药物的临床抗肿瘤疗效。
　　Mamontova 团队 [28] 在抑制剂的研究中主要涉
及 Tdp1 抑制剂发现、合成以及抗肿瘤活性评价，
主要对单萜类化合物的 Tdp1 抑制作用进行研究。
Zakharenko 团队通过单萜类片段与金刚烷 [29]、芳
基香豆素 [30]、松子酸 [31] 等结合来合成具有 Tdp1

表 3　Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究英文文献关键词聚类分析 
Tab 3　Clustering analysis of keywords in English literatures on Top1 inhibitors or Tdp1 inhibitors

聚类 ID 节点数 轮廓值 生成年份 主要关键词

#0 77 0.742 2014 activation；cell cycle；double-strand break；chemotherapy
#1 71 0.687 2016 cleavage；chromatin；transcription；damage
#2 68 0.864 2016 docking；derivative；inhibitor；DNA gyrase
#3 63 0.722 2014 antiproliferative activity；in vitro；cytotoxic activity；antitumor agent
#4 61 0.661 2015 drug resistance；breast cancer；topotecan；cancer cell
#5 52 0.793 2016 anticancer agent；inhibition；topoisomerase Ⅱ；apoptosis

图 8　WOS 中 Top1 抑制剂与 Tdp1 抑制剂研究的关键词突现网络分析

Fig 8　Network analysis of the emergence of keywords on Top1 
inhibitors or Tdp1 inhibitors in WOS
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抑制活性的化合物，该团队发现单萜与其他片段结
合在毫摩尔浓度下具有良好的 Tdp1 抑制活性，同
时增强了 Top1 抑制剂拓扑替康的细胞毒性，表明
Top1-Tdp1 双靶点抑制剂具有高应用前景。该团队
研究时间尚短，目前的研究重点为探究单萜类化合
物对 Tdp1 抑制剂的作用以及新 Tdp1 抑制剂的发
现 [32]，未见更深入的药理研究。
3.2　关键词分析
　　从关键词可视化信息并结合聚类标签中可
知，inhibitor（抑制剂）、topoisomerase（拓扑异构
酶）、apoptosis（细胞凋亡）、derivative（衍生物）、
biological evaluation（生物学评价）、cytotoxicity
（细 胞 毒 性）、DNA damage（DNA 损 伤） 等 关
键词出现频次较高。结果表明对 Tdp1 抑制剂、
Top1 抑制剂的研究中主要集中于 Top1 抑制剂、
Tdp1 抑制剂的发现与合成、抗肿瘤活性及其机制
研究、Top1 抑制剂和 Tdp1 抑制剂的抗菌活性三
个方面。Top1 抑制剂、Tdp1 抑制剂多从结构修
饰、全合成以及从天然植物中提取具有抑制活性
的成分这三个途径获得。目前可运用高通量筛选
法筛选出新的具有抑制活性的化合物；Top1 抑制
剂、Tdp1 抑制剂的抗肿瘤活性与其细胞毒性相
关，抑制剂可上调 P53 基因的表达，将肿瘤细胞
阻滞于 G1 期或抑制抗凋亡蛋白 clAP2 的表达加
速细胞凋亡从而达到抑制肿瘤细胞增殖的作用。
在抗菌研究方面主要以 DNA 旋转酶、拓扑异构
酶Ⅳ作为有效的抗菌靶点。
3.3　研究现状及趋势
　　关键词突现可反映出该研究领域的热点与前
沿发展，关键词突现结果发现近三年发表的相关
文献中的突现词分别为 empirical scoring function、
protein ligand docking、enhance、model。 其 中，
突现强度最大的关键词为“enhance”，表明如
何增强抑制剂的抑制作用是未来 Top1 抑制剂、
Tdp1 抑制剂的研究重点。同时两者相关研究均
集中于抗肿瘤方面，因此如何提高 Top1 抑制剂、
Tdp1 抑制剂的抗肿瘤活性是未来的研究趋势。
3.3.1　Top1 抑制剂研究现状及趋势　Top1 抑制
剂抗肿瘤活性研究自 20 世纪就有相关报道，对
于 Top1 抑制剂的发现、合成、构效关系研究、
药理活性、临床应用等方面已经较为成熟。Top1
抑制剂可分为喜树碱和非喜树碱类化合物，喜树
碱类化合物包括喜树碱及其衍生物，非喜树碱类
化合物包括茚并异喹啉类、吲哚咔唑类、苯并咪
唑类、吖啶类、黄酮类、苯并菲啶类化合物以及
一些金属配合物 [33-34]。
　　喜树碱是从喜树（Camptotheca acuminata）

中分离出的一种五环生物碱，其衍生物拓扑替
康、伊立替康、10- 羟基喜树碱、贝洛替康等目
前已作为抗肿瘤药物应用于临床中 [35]（结构见
图 9）。喜树碱类药物虽然对多种癌症有疗效，
但由于水溶性较差且伴随着腹泻、中性白细胞
减少等严重的不良反应使得其临床应用受到限
制 [36]。因此，非喜树碱类 Top1 抑制剂的发现
引起了广泛关注，其结构修饰以及相关抗肿瘤
活性是研究的重点，已有多种衍生物进入临床
前研究。如茚并异喹啉类化合物（NSC314622、
LMP776、LMP400、LMP744）、吲哚咔唑类化
合物 Edotecarin、苯并咪唑类化合物多韦替尼以
及吖啶类化合物胺苯吖啶 [33，37] 等均已进入临床
研究阶段（结构见图 10）。茚并异喹啉酮 NSC 
314622 因化学结构稳定、较强的抗增殖活性和
多靶点抑制效果而受研究者的广泛关注，研究发
现在茚并异喹啉酮 A 环 2 或 3 位、B 环 6 位 N 上
的取代基、C 环 8 或 9 位以及 D 环 11 位有咪唑、
吗啉、硝基、甲氧基等不同取代基时均可不同程
度增强 Top1 抑制活性 [38-41]，特别是 6 位 N 上连
有吗啉（LMP400）、咪唑（LMP776）基团的化
合物表现出强的 Top1 抑制作用，对淋巴瘤展现
出良好的疗效。此外，苯并菲啶类生物碱的抗肿
瘤活性也引起学者们的注意，主要包含血根碱、
勒樘碱、白屈菜红碱、两面针碱以及花椒宁碱
等，该类化合物普遍具有良好的抗肿瘤活性，特
别是 2，3 位的亚甲基二氧基、8，9 位的甲氧基
取代可使化合物具有高 Top1 抑制活性 [42]。有研
究表明，苯并菲啶骨架 A 环替换成嘧啶环取代物
后在微摩尔浓度下表现出强烈的 Top1 抑制活性，
并 对 MGC-803、HepG-2、NCI-H460、SKOV3、
T24 等多种肿瘤细胞有良好的生长抑制活性 [43]。
吲哚咔唑类代表化合物 Edotecarin，其 6位上的 2-
甲基吡啶取代物在纳摩尔浓度下表现出 Top1 抑
制活性，并且对 MKN-45 人胃癌和 MX-1 人乳腺
癌异种移植小鼠的抗肿瘤活性高于 Edotecarin[44]。
苯并咪唑类代表化合物 Hoechst 33258 的二氯代
物在 25 µmol·L－ 1 的浓度下具有 Top1 抑制作用，
其对 U87 细胞的细胞毒性是 Hoechst 33258 的 2.8
倍，对 HeLa 细胞的毒性甚至与喜树碱相当 [45]。
9- 苄基氧基吖啶类似物不仅具有中等强度的 Top1
抑制活性，同时对酪氨酸激酶、VEGFR-2 和 Src
等也均有抑制活性 [46]。CiteSpace 软件分析发现，
近十年来借助计算机通过虚拟筛选的方式来设计
合成一系列 Top1 抑制剂具有较高的研究热度，
对这些活性骨架进行结构修饰并发现新 Top1 抑
制剂仍然是目前研究的重要发展方向。
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图 9　喜树碱类抑制剂

Fig 9　Camptothecin inhibitors

图 10　非喜树碱类抑制剂

Fig 10　Non-camptothecin inhibitors

3.3.2　Tdp1 抑制剂研究现状及趋势　Tdp1 是近年
发现的抗肿瘤的新靶点，关于 Tdp1 抑制剂的研究
还比较少，目前 Tdp1 抑制剂多在现有药物中筛选
以及化学合成得到。钒酸盐和钨酸盐是最早报道
的 Tdp1 抑制剂，可通过抑制多种参与磷酸化酰基
转移反应的酶来发挥抑制作用，但因为两者对磷酰
基转移反应的广泛活性，未能作为药物抑制剂使
用 [13，38]。Marchand 等 [47] 发现苏拉明具有 Tdp1 抑
制活性，并可抑制多种生长因子从而抑制肿瘤细胞
增殖。除此之外，Liao 等 [48] 发现氨基糖苷类抗菌
药物如新霉素等具有一定的 Tdp1 抑制作用。
　　研究者发现通过化学结构修饰所获得的 Tdp1
抑制剂在微摩尔至纳摩尔浓度范围下具有较好的
Tdp1 抑制活性，同时这些 Tdp1 抑制剂普遍具有良
好的抗肿瘤活性（见图 11）。Jun 等 [49] 设计并合成
了哌啶基磺胺类化合物，其中化合物 1 可明显抑
制 Tdp1 的活性，IC50 值为 23.7 µmol·L－ 1，并且
对白血病细胞系 HL-60-TB 表现出较为显著的抑制
活性。Dexheimer 等 [50] 发现类固醇衍生物孕酮用苯
基磺酰基团取代后获得了良好的 Tdp1 活性，特别
是 NSC88915（2）对 Tdp1 的抑制效果较强，该化
合物的 IC50 值达到了 7.7 µmol·L－ 1。Sirivolu 等 [51]

经构效关系研究发现了芳基硫氧噻唑烷类化合物
的 Tdp1 抑制活性，其代表化合物（3）IC50 为 0.87 

µmol·L－ 1。Dean 等 [52] 证 实 了 化 合 物 CD00509
（4）具有 Tdp1 靶向抑制作用，IC50 值达到 0.71 
µmol·L－ 1；该化合物不仅增加了细胞对喜树碱的
敏感性，增加 DNA 的断裂并且对 MCF-7 细胞具
有良好的细胞毒性。Zakharenko 等 [53] 合成了苯并
戊硫吡啶类化合物，该团队发现此类化合物具有强
的 Tdp1 抑制活性，其 IC50 值达 0.22 µmol·L－ 1，
可引起 MCF-7 和 HepG-2 细胞的凋亡进而导致细
胞死亡，其中细胞毒性最强为化合物 5。此外，
Zakharenko 等 [54] 发现松萝酸肼噻唑衍生物（6）具
有很强的 Tdp1 抑制作用，其 IC50 值达到纳摩尔级
别（26 nmol·L－ 1），并且可协同增强抗肿瘤药物拓
扑替康的抗增殖作用。该化合物经小鼠的急性毒性
实验表明该化合物 LD50 超过 5000 mg·kg－ 1，口服
无毒，并对 Lewis 肺癌小鼠有明显的治疗效果。

图 11　部分 Tdp1 抑制剂

Fig 11　Partial Tdp1 inhibitors

　　从目前已知的 Tdp1 抑制剂来看，具有磺酸
基、苯硫平、噻唑等片段的化合物均具有较强的
Tdp1 抑制活性。有文献报道磺酸基团可与人 Tdp1
蛋白形成稳定的配合物 [55]，阻止 Tdp1 参与 Top1
对 DNA 的修复从而达到抗肿瘤的目的，因此在结
构中引入这些活性片段可能获得具有强 Tdp1 抑制
作用的化合物。但是 Tdp1 抑制剂的研究目前仍处
于初级阶段，发现更多 Tdp1 抑制剂以及阐明其构
效关系仍然是目前的研究重点。CiteSpace 软件分
析也表明借助高通量筛选、分子模拟等方式发现
新型 Tdp1 抑制剂具有较高的发展前景，结合计算
机来发现更多 Tdp1 抑制剂或具有 Tdp1 抑制活性
基团是目前该类抑制剂研究的趋势。
3.4　研究不足与展望

　　通过对近十年文献分析发现，中文数据库文
献不多仅有 53 篇，Tdp1 抑制剂相关文献仅有 2
篇，中文文献主要针对 Top1 抑制剂的设计、抗肿
瘤活性研究及 Top1 抑制剂治疗不同肿瘤的机制进
行研究；目前文献发文主要以英文文献为主，但
多集中于单靶点抑制剂的研究。Top1 抑制剂虽然
具有良好抗肿瘤活性但其毒副作用不可避免，也
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限制了 Top1 抑制剂在临床上的应用，如何降低
Top1 抑制剂的毒性仍是未来重要研究方向。此外，
Tdp1 抑制剂目前的研究不多，已知的 Tdp1 抑制
剂种类及数量较少，与 Top1 抑制剂如何协同发挥
抗肿瘤作用的研究仍处于初级阶段，Tdp1 抑制剂
开发以及构效关系研究是目前研究热点之一。近
年来有研究表明，Tdp1 抑制剂临床上可协同增强
Top1 抑制剂对肿瘤细胞的细胞毒性并提高了伊立
替康的抗转移作用 [14]，因此，开发一系列 Top1-
Tdp1 双重抑制剂作为靶向抗肿瘤药物具有较高的
发展潜力。本课题组近年来也对 Top1 抑制剂的设
计合成以及抗肿瘤活性进行了深入的研究，先后
以吖啶、两面针碱、吡喃香豆素为骨架，结合药
物拼合的原理通过引入一系列杂环、氨基、酰胺
基、硫脲基等活性基团，发现了部分活性优越且
毒副作用较小的先导化合物 [56-58]。研究发现这些
化合物良好的 Top1 抑制活性可能与其结构中的共
轭平面相关，计算机辅助药物设计显示这些平面
结构可通过氢键、疏水键等嵌入 DNA 中发挥抑制
作用。但遗憾的是目前我们只进行了 Top1 抑制活
性研究，这些结构对 Tdp1 是否同时具有抑制活性
仍需要进一步验证，以这些骨架为母核进一步设
计合成 Top1-Tdp1 双抑制剂是未来的研究方向。
　　目前所知的 Top1-Tdp1 双靶点抑制剂对多
种肿瘤细胞均有良好的抑制效果，且具有特异
性强、疗效好、耐受性强，毒性反应小的优
势。已知的双靶点抑制剂有从樟芝提取出的多糖
ACPS-1[59]、茚并异喹啉类化合物（7）[24，60]、苯
并菲啶酮类化合物（8、9）[41，61]、从天然植物中
提取出的查耳酮衍生物（10、11）[62]、白藜芦醇
（12）、紫檀芪（13）[63] 等（见图 12）。其中对茚
并异喹啉化合物的研究最为深入且效果最好，茚
并异喹啉化合物不仅化学结构稳定并且克服了喜
树碱化合物易失活、剂量毒性等缺点。其中双氨
基茚并异喹啉（7）具有与喜树碱相当的抑制活性
并且在毫摩尔浓度下即可展现出良好的抗肿瘤活
性。此外，从天然植物中提取的化合物具有较高
的发展潜力。如白藜芦醇与紫檀芪具有良好的
Top1 酶抑制活性，特别是紫檀芪抑制活性强于
喜树碱。两者均能降低过表达 Tdp1 的 CL187 细
胞系细胞的 Tdp1 的含量，显著提高细胞的存活
率 [63]。进一步药理研究机制表明，白藜芦醇与
紫檀芪可通过抑制 Top1-Tdp1 介导的 DNA 损伤
修复通路与 Top1、Tdp1 的 mRNA 的表达，延缓
肿瘤细胞生长。Top1-Tdp1 双靶点抑制剂不仅活
性高且不良反应少，部分化合物甚至不会对正常
细胞产生抑制作用，具有很高的应用前景 [59，62]。

许多 Top1-Tdp1 双靶点抑制剂虽然已被发现，但
Tdp1 如何协同 Top1 发挥抗肿瘤活性，增强其抗
肿瘤活性仍需要进一步研究证实。
　　因此，如何发现更多新型 Top1 抑制剂、Tdp1
抑制剂甚至 Top1-Tdp1 双靶点抑制剂及进一步提
高药物的抗肿瘤活性将成为未来的研究趋势以及
热点。

图 12　Top1-Tdp1 双靶点抑制剂

Fig 12　Top1-Tdp1 dual target inhibitor

4　结论
　　本文运用 CiteSpace 软件对 WOS 数据库近
10 年文献中发表的 Top1 抑制剂、Tdp1 抑制剂的
相关文献进行作者、机构合作、国家、期刊被引、
关键词分析旨在直观展现 Top1 抑制剂、Tdp1 抑
制剂的研究现状及趋势。分析结果表明目前 Top1
抑制剂、Tdp1 抑制剂在抗肿瘤方面的研究中保持
较高的热度，但机构间合作较少、单靶点抑制剂
或者 Top1-Tdp1 双靶点抑制剂数量少、药理研究
不足、临床应用欠缺等问题仍亟待解决。设计合
成更多 Top1、Tdp1 或者 Top1-Tdp1 双靶点抑制
剂并发现高效低毒的抗肿瘤先导化合物是未来学
者的关注重点，有待更深入的研究。
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华法林抗凝质量影响因素的 Meta分析与预测模型

史金平，张琰*，唐亚娟，王立珍，路小寒，白娟，洪术霞（西安国际医学中心医院药学部，西安　

710000）

摘要：目的　通过构建华法林抗凝质量预测模型，提高华法林抗凝效果。方法　计算机检索国内

外数据库，对建库之初至 2022 年 5 月 1 日之间的所有关于华法林抗凝质量影响因素的研究进行

Meta 分析，筛选影响因素，构建华法林抗凝质量的预测模型。结果　共获得 3390 篇文献，最终纳

入文献 17 篇，包含 66 119 名患者，Meta 分析结果显示：年龄、糖尿病、心力衰竭、慢性阻塞性

肺疾病、肝脏疾病、肾脏疾病是治疗范围内时间百分比（TTR）达标的影响因素。以此构建的华法

林抗凝质量预测模型为 Logit（P）＝－ 0.819＋ 0.015X年龄－ 0.146X糖尿病－ 0.180X心衰－ 0.209X慢阻肺－

0.511X肝脏疾病－ 0.464X肾脏疾病，ROC 曲线下面积为 0.807，95% 置信区间为（0.715，0.900），最佳临

界值为 Logit（P）＝－ 1.238、敏感性为 0.829、特异性为 0.714。结论　基于 Meta 分析构建的华法

林抗凝质量预测模型能有效预测患者 TTR 是否达标，预测效能中等，但仍需大量数据验证。

关键词：华法林；抗凝质量；治疗范围内时间百分比；影响因素；Meta 分析；预测模型
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Factors affecting the anticoagulation quality of warfarin: a meta-analysis 
and prediction model

SHI Jin-ping, ZHANG Yan*, TANG Ya-juan, WANG Li-zhen, LU Xiao-han, BAI Juan, HONG Shu-
xia (Department of Pharmacy, Hospital of Xi’an International Medical Center, Xi’an  710000)

Abstract: Objective  To establish the prediction model of warfarin anticoagulation quality, and to 
improve anticoagulation of warfarin. Methods  We searched domestic and foreign databases, conducted 
a meta-analysis of all relevant studies on factors affecting the anticoagulation quality of warfarin 
from the beginning of the database to May 1st, 2022. We also screened the influencing factors, and 
constructed a prediction model of anticoagulation quality. Results  Totally 3390 articles were retrieved 
from the databases, and 17 studies were included, involving 66 119 patients. The meta analysis showed 
that age, diabetes mellitus (DM), heart failure (HF), chronic obstructive pulmonary disease (COPD), 
liver disease (LD), and kidney disease (KD) were the risk factors forthe standard time within therapeutic 
range. The prediction model of warfarin anticoagulation quality was Logit (P)＝－0.819＋0.015XAge－

0.146XDM － 0.180XHF － 0.209XCOPD － 0.511XLD － 0.464XKD. The AUC of ROC was 0.807, the 95% 
confidence interval was (0.715, 0.900), the best critical value was Logit (P) ＝ － 1.238, the sensitivity 
was 0.829, and the specificity was 0.714. Conclusion  The prediction model of warfarin anticoagulation 
quality based on meta-analysis can predict whether patients’ TTR reaches the standard with moderate 
prediction efficiency, which still needs to be verified with more data. 
Key words: warfarin; anticoagulation quality; time within therapeutic range; influence factor; meta-
analysis; prediction model
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　　华法林是一种维生素 K 拮抗剂口服抗凝药，
广泛用于静脉血栓栓塞性疾病、非瓣膜性房颤的

治疗，也用于关节置换手术、人工心脏瓣膜置换
手术等外科手术后血栓栓塞性疾病的预防，其抗
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凝治疗的有效性与安全性取决于抗凝治疗的国际
标准化比值（international normalized ratio，INR）
和治疗范围内时间百分比（time within therapeutic 
range，TTR），但由于其治疗窗窄、个体差异大、
易受食物及药物等因素影响，部分患者难以取
得较高的抗凝质量 [1]。2022 年 Tadesse 等 [2] 的一
项 Meta 分析显示，仅 10.4% ～ 32.3% 的华法林
使用者达到了理想的抗凝水平，且慢性疾病、年
龄＜ 50 岁、女性、受教育程度较低、吸烟史等是
影响华法林抗凝质量的危险因素，但该研究未进
一步建立预测模型，不能对接受华法林治疗的患
者抗凝质量进行预测。目前关于华法林给药剂量
及抗凝质量影响因素的研究较多，但缺乏华法林
抗凝质量的预测模型 [3]。本文通过 Meta 分析扩大
了样本量，对影响 TTR 达标的多项因素进行效应
量合并，利用各影响因素的风险值（OR/RR 值）
建立 Logistic 预测模型，可在治疗之初通过患者
的基本信息，预测该患者使用华法林的抗凝质量，
指导患者用药 [4]。
1　资料与方法

1.1　Meta 分析

1.1.1　文献纳入及排除标准　纳入标准：① 国
内外已经公开发表的华法林抗凝质量影响因素
的研究；② 以 TTR 是否达标作为评价抗凝质量
的指标。排除标准：① 纽卡斯尔 - 渥太华量表 
（Newcastle-Ottawa Scale，NOS）评分＜ 5 分的
研究；② 综述及经验总结性文献；③ 无法合并
效应量的研究；④ 仅纳入一项影响因素的研究。
1.1.2　文献检索策略　采用“主题＋关键词”的检索
方式，以“‘华法林’AND（‘抗凝质量’OR‘治疗范
围内时间百分比’OR‘达标时间百分比’）”为中文检
索策略，以“‘warfarin’AND（‘anticoagulant quality’ 
OR‘time within therapeutic range’OR‘percentage of 
time reaching the standard’OR‘TTR’）”为英文检索策
略， 检 索 PubMed、Cochrane Library、Embase、 中
国知网数据库、维普期刊全文数据库、万方数据库
从建库之初至 2022 年 5 月 1 日发表的全部文献。
1.1.3　文献纳入及风险偏倚评价　依据制订的检
索策略进行文献检索，获得的文献经 EndNote 软
件去重后由两名研究人员依据文献纳入标准及排
除标准独立交叉筛选符合本次研究的文献，两名
研究员出现分歧时，由第三名研究员讨论裁决，
然后制订基本信息数据表，提取所需数据。由两
位研究员依据 NOS 评分标准对纳入的文献质量
进行评分，满分为 10 分，评分≥ 5 分为高质量

文献，评分＜ 5 分为低质量文献，两名研究员出
现分歧时，由第三名研究员讨论裁决。
1.2　模型的构建

　　基于 Meta 分析的结果，以 TTR 达标的影
响因素为基础，建立华法林抗凝质量预测模
型， 公 式 为：Logit（P） ＝ α ＋ β1X1 ＋ β2X2 ＋

β iXi ＋……＋βnXn，其中α 为某段时间某地区获得
高抗凝质量的人数比率与低抗凝质量人数比率之
比的自然对数，公式简化为α ＝ ln[P/（1 － P）]，
Xn 为第 n 个危险因素，βn 为第 n 个危险因素的回
归系数，计算公式为β ＝ ln（OR）。
1.3　模型的验证

　　回顾性调取 2020 年 4 月至 2022 年 3 月至某院
就诊，使用华法林抗凝治疗，且定期检查凝血指
标的患者病例。纳入标准：长期使用华法林抗凝
治疗、INR 监测≥ 3 次。排除标准：因各种原因中
断使用华法林者、合用其他抗凝药者。采用 NICE
指南推荐的 Rosendaal 线性内插法计算 TTR，以
TTR ≥ 65% 为达标，使用构建的 TTR 预测模型计
算每位患者的 Logit（P），绘制 ROC 曲线。
1.4　统计学方法

　　使用 Stata 16 软件对纳入的文献进行 Meta 分
析，本文纳入的影响因素均为二分类变量，采用比
值比（OR）及 95% 置信区间（CI）作为统计量，采
取 I2 进行异质性检验，如果 P ＞ 0.10 或 I2 ≤ 50%，
说明各研究之间异质性较小，采用固定效应模型
进行分析；若 P ≤ 0.10 或 I2 ＞ 50%，说明各研究
之间异质性较大，采用随机效应模型进行分析。
使用 SPSS 23.0 软件绘制 ROC 曲线，曲线下面积
（AUC）为 0.5 时认为无预测效能、AUC 为 0.5 ～ 0.7
时该模型预测效能较差、AUC 为 0.7 ～ 0.9 时预测
效能中等、AUC 为 0.9 ～ 1.0 时预测效能较好。
2　结果

2.1　文献检索结果

　　根据检索策略，检索数据库共获得 3390 篇
文献，去重后得到 1465 篇，阅读标题和摘要排
除无关研究后得 107 篇，阅读全文排除无法合并
效应量的研究，最终纳入 17 篇 [5-21]，包含 66 119
名患者，结果见表 1。
2.2　Meta 分析结果

　　对纳入的 17 篇研究中的 24 项影响因素进行
Meta 分析，结果显示：年龄≥ 75 岁是 TTR 达标
的保护因素；合并糖尿病、心力衰竭、慢性阻塞
性肺疾病、肝脏疾病、肾脏疾病是 TTR 达标的危
险因素，结果如表 2 所示。
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表 1　纳入文献基本信息及 NOS评分 
Tab 1　Basic information of included literatures and NOS scorings

纳入研究
研究

方法

TTR
纳入人群 结局指标（影响因素）

文献质量评价（NOS 评分）/ 分
达标 不达标 选择性 可比性 暴露或结局 总分

罗潇 [5] 回顾性 63 274 心房颤动 1、2、4 ～ 9、15、16 3 2 3 8
程小荣 [6] 回顾性 131 169 心房颤动 1 ～ 3、8 3 1 2 8
吴婷婷 [7] 回顾性 57 69 肺栓塞者 5 ～ 6、8、12 ～ 14、17、20 ～ 22 3 2 2 7
Asarcıklı[8] 前瞻性 119 129 心脏疾病 2 ～ 7、10 ～ 11、15 3 2 4 9
Botton[9] 前瞻性 174 248 服华法林 2、11 3 2 3 8
徐风燕 [10] 回顾性 24 173 心房颤动 2、4 ～ 9、15 ～ 19、24 3 2 3 8
Praxedes [11] 前瞻性 190 122 服华法林 2、4 ～ 5、7、10 ～ 11、13、18、22 4 2 3 9
伍珊珊 [12] 回顾性 30 251 心房颤动 2、4 ～ 9、15 ～ 19、24 3 2 3 8
李瑞娟 [13] 回顾性 61 139 服华法林 2、11 3 1 2 6
Cosansu [14] 回顾性 132 139 心房颤动 2、4 ～ 5、8、10、12 3 1 3 7
McAlister [15] 回顾性 16 639 41 030 服华法林 1、2、4 ～ 5、7 ～ 9、13 4 2 4 10
Perreault[16] 前瞻性 599 243 服华法林 2 ～ 6、9 ～ 10、12、14、16 ～ 18、20 ～ 23 4 2 3 9
Esteve-Pastor[17] 前瞻性 602 868 心房颤动 2 ～ 5、7 ～ 10、12 ～ 17、19、23 4 2 3 8
Dallalzadeh[18] 回顾性 1156 1685 服华法林 1 ～ 2、4 ～ 9、14、17、23 ～ 24 3 2 3 8
Farsad[19] 前瞻性 152 262 心房颤动 1 ～ 7 4 1 3 8
陈文文 [20] 回顾性 38 34 心房颤动 2 ～ 7、15 ～ 16、18、20 ～ 21、24 3 2 3 8
Gómez[21] 回顾性 44 73 心房颤动 2、11 3 0 3 6

注（Note）：1. 年龄≥ 75 岁（age ≥ 75）；2. 性别（sex）；3. 文化程度（education）；4. 高血压（hypertension）；5. 糖尿病（diabetes 
mellitus）；6. 冠心病（coronary heart disease）；7. 心力衰竭（heart failure）；8. 脑卒中（stroke）；9. 外周血管病（peripheral vascular disease）；

10. 血脂异常（dyslipidemia）；11. 心房颤动（atrial fibrillation）；12. 慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease）；13. 肝脏疾病

（liver disease）；14. 肾脏疾病（kidney disease）；15. 吸烟（smoke）；16. 饮酒（drink）；17. β 受体阻滞剂（β-blocker）；18. 胺碘酮（amiodarone）；

19. 地高辛（digoxin）；20. 阿司匹林（aspirin）；21. 氯吡格雷（clopidogrel）；22. 他汀类（statin）；23. 钙通道阻滞剂（calcium channel 
blocker）；24. CHA2DS2-VASc ≥ 2。

表 2　华法林抗凝质量影响因素的 Meta分析表 
Tab 2　Meta analysis of factors affecting the anticoagulation quality of warfarin

项目 研究数目（人数）
异质性检验

效应模型
Meta 分析结果

P I2/% OR 95% 置信区间 P
年龄≥ 75 岁  5（61 617） 0.365 7.2 固定效应 1.015 1.060 ～ 1.152 ＜ 0.001
性别（男性） 16（65 988） 0.248 18.0 固定效应 1.033 0.999 ～ 1.069 0.056
文化程度（高中及以上） 6（3329） 0.010 66.8 随机效应 1335 0.974 ～ 1.831 0.073
合并高血压 12（64 979） 0.451 0 固定效应 0.973 0.932 ～ 1.016 0.212
合并糖尿病 13（65 105） 0.620 0 固定效应 0.864 0.832 ～ 0.898 ＜ 0.001
合并冠心病 9（5383） 0.016 57.3 随机效应 0.797 0.606 ～ 1.047 0.104
合并心力衰竭 10（63 911） 0.008 59.6 固定效应 0.835 0.703 ～ 0.993 0.041
合并脑卒中 9（63 462） ＜ 0.001 71.9 随机效应 0.967 0.736 ～ 1.271 0.811
合并外周血管疾病 7（63 611） 0.009 65.0 随机效应 0.920 0.683 ～ 1.240 0.585
合并血脂异常 5（3143） 0.008 71.0 随机效应 0.938 0.684 ～ 1.289 0.698
合并房颤 5（1299） ＜ 0.001 83.8 随机效应 0.724 0.395 ～ 1.329 0.297
合并慢性阻塞性肺疾病 4（2790） 0.096 52.7 随机效应 0.811 0.671 ～ 0.979 0.030
合并肝脏疾病 4（59577） 0.603 0 固定效应 0.600 0.461 ～ 0.781 ＜ 0.001
合并肾脏疾病 4（5279） 0.022 68.9 随机效应 0.629 0.460 ～ 0.860 0.004
吸烟 6（2574） 0.110 44.3 固定效应 0.825 0.614 ～ 1.108 0.201
饮酒 6（3168） 0.177 34.6 固定效应 0.825 0.648 ～ 1.051 0.120
合用β 受体阻滞剂 6（5535） 0.658 0 固定效应 1.069 0.951 ～ 1.202 0.266
合用胺碘酮 5（1481） 0.187 35.2 固定效应 0.847 0.549 ～ 1.308 0.455
合用地高辛 3（1918） 0.544 0 固定效应 1.015 0.786 ～ 1.310 0.908
合用阿司匹林 3（847） 0.096 57.4 随机效应 0.946 0.499 ～ 1.793 0.864
合用氯吡格雷 3（847） 0.200 37.9 固定效应 0.860 0.557 ～ 1.326 0.494
合用他汀类 3（1088） 0.568 0 固定效应 0.983 0.756 ～ 1.277 0.897
合用钙通道阻滞剂 3（4961） 0.006 80.2 随机效应 1.049 0.922 ～ 1.194 0.467
CHA2DS2-VASc ≥ 2 4（3360） 0.379 2.6 固定效应 0.984 0.827 ～ 1.171 0.855



1687

中南药学 2023 年 6 月 第 21 卷 第 6 期　Central South Pharmacy. June  2023, Vol. 21 No.6 

2.3　预测模型

　　本研究共纳入 17 篇文献，包含 66 119 名患
者，其中 20 211 名患者 TTR 达标，占总人数的
30.6%，则α ＝ ln[（0.306/（1 － 0.306）] ＝－ 0.819，
TTR 初 始 预 测 模 型 为：Logit（P）＝－ 0.819 ＋

0.015X年龄－ 0.146X糖尿病－ 0.180X心衰－ 0.209X慢阻肺－

0.511X肝脏疾病－ 0.464X肾脏疾病。
2.4　预测模型验证

　　本研究共调取 104 例符合纳入标准的患者病
例，男性 45 人，女性 59 人，年龄（70.2±12.8）
岁，其中 41 人 TTR 达标，占比 39.4%，患者基础
资料如表 3 所示。验证结果显示：该模型 ROC 的
AUC 为 0.807，95% 置信区间为（0.715，0.900），P
值＜ 0.01，提示该模型对华法林抗凝质量有中等
效能的预测价值。最佳临界值为 Logit（P）＝－

1.238、敏感性为 0.829、特异性为 0.714，提示当
Logit（P）≥－ 1.238 时，患者可能获得较高抗凝
质量。结果如图 1 所示。

表 3　模型验证患者资料 
Tab 3　Patient data for model validation

影响因素

TTR
χ2 P达标

（n ＝ 41）
不达标

（n ＝ 63）

年龄≥ 75 岁 12 26 1.543 0.214

性别（男） 20 25 0.838 0.360

合并糖尿病 22 25 1.959 0.126

合并心力衰竭 13 40 10.040 0.002

合并慢性阻塞性肺疾病 3 22 10.364 0.001

合并肾脏疾病 3 13 3.384 0.066

合并肝脏疾病 7 37 17.658 ＜ 0.001

图 1　模型验证的 ROC 曲线图

Fig 1　ROC curve of model validation

3　讨论

3.1　年龄与性别对 TTR 达标的影响

　　本文 Meta 分析结果显示年龄≥ 75 岁是华法林
抗凝治疗时 TTR 达标的保护因素，也有研究显示，
平均 TTR 随着年龄的增长而增加，可以与本文

Meta 分析结果相互印证 [22]，这可能与不同国家对
不同年龄的患者 INR 控制水平不一致有关，例如
日本的一项前瞻性研究显示，年龄≥ 70 岁的患者
TTR 为（77±17）%，而年龄＜ 70 岁的患者 TTR
仅为（46±23）%，而造成这种现象的原因是日本
指南推荐年龄＜ 70岁的患者 INR 控制在 2.0～ 3.0，
年龄≥ 70 岁的患者 INR 控制在 1.6 ～ 2.6[23]。
　　性别也可能影响华法林抗凝质量，Costa 等 [24]

的一项 Meta 显示，与男性相比，女性患者抗凝
质 量 较 低 [OR ＝ 0.87，95%CI ＝（0.78，0.96）；
z ＝－ 2.75，P ＝ 0.006，I2 ＝ 67%]，但原因尚不
明确，本文 Meta 分析结果与之存在矛盾，因此在
构建预测模型时未考虑性别对华法林抗凝质量的影
响。假设以 Costa 等 [24] 的研究结果为依据，将性别
对华法林抗凝质量的影响纳入预测模型，则 TTR
预测模型为：Logit（P）＝－ 0.819 ＋ 0.015X年龄－

0.139X女性－ 0.146X糖尿病－ 0.180X心衰－ 0.209X慢阻肺－

0.511X肝脏疾病－ 0.464X肾脏疾病，ROC 的 AUC 为0.801，
95% 置信区间为（0.710，0.893），与本文初始构建
的预测模型无显著差异。
3.2　合并症对 TTR 达标的影响

　　多项队列研究表明，患者的合并疾病，如糖尿
病、脑卒中、冠心病、房颤、心力衰竭、肝肾疾病
等均可影响华法林抗凝质量 [11，15，17-18]，这可能与
患者的出血风险相关，合并以上疾病的患者华法林
抗凝的出血风险显著增加，医师在开具华法林时可
能考虑患者属于高出血风险人群，而降低剂量，导
致 INR 不达标。本文 Meta 分析结果提示，合并高
血压、冠心病、脑卒中等不是 TTR 达标的危险因
素，这可能与各研究的纳入人群不一致有关。
　　在本研究的基础上，笔者还按纳入人群的疾病
进行了亚组分析，结果显示，在房颤患者中，合并
高血压（OR ＝ 0.993，95%CI ＝ 0.833，1.184；z ＝
0.08，P ＝ 0.938，I2 ＝ 26.6%）、 冠 心 病（OR ＝

0.995，95%CI＝0.738，1.342；z＝0.03，P＝0.973，
I2 ＝ 16.1%）、 脑 卒 中（OR ＝ 0.995，95%CI ＝
0.738，1.342；z ＝ 0.03，P ＝ 0.936，I2 ＝ 16.1%）
不是 TTR 达标的危险因素；在使用华法林的患者
中，仅合并脑卒中（OR ＝ 0.952，95%CI ＝ 0.914，
0.991；z ＝ 2.41，P ＝ 0.016，I2 ＝ 0%） 是 TTR
达标的危险因素，而合并高血压（OR ＝ 0.971，
95%CI ＝ 0.928，1.015；z ＝ 1.32，P ＝ 0.187，
I2 ＝ 0%）、冠心病（OR ＝ 0.883，95%CI ＝ 0.762，
1.023；z ＝ 2.01，P ＝ 0.097，I2 ＝ 50.3%）仍不是
TTR 达标的危险因素。
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3.3　药物、吸烟及饮酒史对 TTR 达标的影响

　　华法林的疗效易受多种药物及食物相互作用
的影响，抑制或诱导肝药酶活性是影响华法林抗
凝效果的主要机制之一，例如胺碘酮的代谢产物
去乙胺碘酮可强烈抑制 CYP2C19 的活性，显著
增强华法林抗凝效果，同时食物及饮品也会影
响华法林体内代谢 [25-27]。本文结果显示合用地高
辛、胺碘酮、β 受体阻滞剂等不是华法林抗凝质
量的独立影响因素，这可能是因为本文构建模型
时纳入的部分研究为回顾性研究，而临床在初始
治疗时可能已考虑了药物相互作用的影响。此外，
虽然 Meta 分析显示吸烟与饮酒并不是华法林抗
凝质量的危险因素，但研究表明，吸烟通过诱
导 CYP1A2 增加了华法林的清除率，缩短了半衰
期，并降低了华法林的分布容积，而饮酒也可通
过影响肝药酶而影响华法林代谢，因此仍需教育
患者戒烟戒酒 [28-29]。
3.4　未纳入模型的其他因素对 TTR 达标的影响

　　患者依从性是影响华法林抗凝质量的重要因
素，一项研究显示，268 例使用华法林的患者中，
1 年后仅有 54.10% 的患者坚持服药，在坚持服药
的患者中，仅 60.69% 能坚持规范监测凝血功能，
但目前不同研究评价患者华法林抗凝依从性的方
式仍不相同，尚需建立统一的评价标准 [30-31]。同
时，药师可通过用药教育、药学监护、院外随访
等措施提高患者对华法林抗凝的认知度，督促患
者定期监测 INR 并根据监测结果个体化调整用药
方案，显著提高华法林抗凝质量 [32]。此外，华法
林相关的药物基因多态性也是影响华法林抗凝质
量的重要因素，研究发现 CYP2C9 和 VKORC1 基
因与华法林代谢显著相关，因此多名学者依据患
者基因多态性，构建了华法林给药剂量的预测模
型，用以提高华法林抗凝的安全性与有效性 [33]。
虽然基因检测在国内多数地区尚未普及，但基因
检测指导个体化药物治疗应是未来研究与推广的
重点。
　　综上所述，本文以 Meta 分析合并效应值，
扩大了样本量，相较以单个研究构建模型更为可
靠。此外，本文使用 Logistic 回归模型预测华法
林抗凝质量，纳入了 6 项临床医师容易获取的影
响因素，临床可操作性强，且验证结果提示该模
型对华法林抗凝质量有中等效能的预测价值。但
本研究仍存在不足之处，部分影响因素仅有 4 篇
文献报道，且模型验证数据来自于单中心，样本
量尚不充分，仍需大量多中心数据进行验证。
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　　奥希替尼是一种强效、不可逆的第三代表
皮生长因子受体 - 酪氨酸激酶抑制剂（EGFR-
TKI），既可用于 EGFR19 外显子缺失或 21 外显子
（L858R）置换突变的局晚期或转移性非小细胞肺
癌（NSCLC）的一线治疗，还可用于既往 EGFR-
TKIs 治疗期间或治疗后出现疾病进展的 EGFR 
20 外显子 T790M 突变阳性的局晚期或转移性
NSCLC[1-2]。随着奥希替尼应用时间的延长及研究
的深入，相关不良反应逐渐引起人们的关注和重
视。尽管目前严重不良反应的报道较少，但在用
药过程中仍需提高警惕，定期监护。本文报道了
1 例左下肺腺癌老年患者因服用奥希替尼引起血
小板反复降低致停药的案例，为奥希替尼在临床
的安全使用提供一定的参考。
1　临床资料

　　患者，女，69岁，2020年6月因“头晕、头痛”
行 CT 检查，提示左肺下叶占位伴纵隔多发淋巴结
肿大、肝硬化并脾大；入院查体：身高 150 cm，体
质量 70 kg，体温 36.6℃，脉搏 60 次·min－ 1，呼
吸 20 次·min－ 1，血压 137/79 mmHg（1 mmHg ＝

0.133 kPa），行 PET-CT 示：① 左肺下叶背段及后
基底见团块状高代谢病灶，考虑为左肺中央型肺
癌，该病灶与降主动脉关系密切，左肺下叶支气管
及分支受压变窄，病灶远端阻塞性肺不张；② 左肺
门、纵隔内及左侧下颈部多发淋巴结增大，代谢增
高，考虑为多发淋巴结转移灶；③ 双侧大脑实质内
多发结节状、块状高代谢病灶，考虑为多发脑转移
瘤，部分病灶内见坏死，病灶周围水肿；④ 肝右
前叶上段、肝右后叶下段及肝左外叶上段多个高代

谢病灶，考虑为转移瘤。MRI 头颅增强扫描（3T）
提示颅内多发占位性病变，遂行 B 超引导下左锁骨
上窝淋巴结穿刺活检术，病理符合肺腺癌转移。诊
断为：左下肺腺癌Ⅳ期，多发淋巴结转移，多发脑
转移，多发肝转移；慢性乙型病毒性肝炎；肝炎
后肝硬化；脾大。查血常规：白细胞计数 （WBC）
7.64×109·L－ 1，血红蛋白（HGB）测定 145 g·L－ 1，
血小板计数（PLT）87×109·L － 1↓，中性粒细胞
总数（NEU）6.34×109·L－ 1；肝肾功能无明显异
常；肿瘤标志物：CA15-3 32.32 U·mL－ 1，CA-125 
259.77 U·mL － 1，Cyfra21-1 49.6 ng·mL － 1，TPS 
318.57 U·mL － 1，CEA 1144.50 ng·mL － 1； 免 疫
组化：PD-L1（TPS ＝ 30%，22C3），EGFR 基因 21
外显子 L858R 突变。考虑患者有靶向治疗指征，给
予奥希替尼靶向治疗（80 mg qd）。2020 年 7 月入院
复查 CT、MRI 提示疗效评价部分缓解（PR）；查
血常规提示血小板低（PLT 38×109·L － 1），考虑
患者肝硬化、脾功能亢进基础上靶向治疗致血小板
进行性降低，予暂停奥希替尼、给予重组人血小板
生成素注射液（特比澳）15 000 U qd 升血小板治疗、
行脾部分栓塞术；术后复查血常规，血小板恢复正
常（PLT 124×109·L－ 1），恢复奥希替尼靶向治疗
（80 mg qd）。2020 年 9 月入院查血常规提示血小板
低（PLT 39×109·L－ 1），给予重组人血小板生成素
注射液（特比澳）15 000 U qd，皮下注射联合艾曲
泊帕片 25 mg qd po。3 日后复查血常规提示血小板
进行性下降（PLT 33×109·L－ 1），遂暂停奥希替尼
靶向治疗，继续给予升血小板治疗后再次恢复奥希
替尼靶向治疗（80 mg qd）；此后复查血小板仍反复

药品不良反应
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降低，间断停用奥希替尼并进行升血小板治疗。

　　2021 年 6 月患者再次入院，血常规：WBC 
3.06×109·L－1，HGB 114 g·L－1，PLT 36×109·L－1，

NEU 1.89×109·L－ 1；肝肾功能无明显异常；彩超

检查：① 双侧锁骨上窝小淋巴结；② 腹膜后淋巴结

肿大；③ 肝实质呈结节状；④ 脾大；⑤ 胆囊壁毛糙；

⑥ 胰腺回声增强；⑦ 绝经期盆腔图像、子宫肌瘤、

宫颈囊肿；⑧ 双肾未见明显异常。MRI 头颅增强扫

描（3T）：① 颅内多发占位性病变，考虑为脑转移

瘤，大部分较前略缩小；② 轻度脑萎缩。肿瘤标志

物：CA15-3 14.77 U·mL－ 1，CA-125 9.81 U·mL－ 1，

Cyfra21-1 1.6 ng·mL－ 1，CEA 287.8 ng·mL－ 1；患

者目前检查提示疗效评价维持 PR。考虑血小板反复

下降与奥希替尼有关，结合患者病史，更换奥希替

尼为阿美替尼靶向治疗（110 mg qd），治疗过程见表

1。随访期间，血小板下降程度较前减轻，逐渐恢复

正常（见图 1）。

表 1　患者治疗过程及不良反应

日期 抗肿瘤治疗方案 不良反应

2020.06—2021.06 奥希替尼 80 mg qd 血小板降低

2021.06—2021.11 阿美替尼 110 mg qd 无明显不适

图 1　患者靶向治疗期间血小板变化曲线

2　讨论与分析

2.1　血小板降低的关联性分析

　　正常血小板范围在（150 ～ 400）×109·L － 1，
当血小板小于 100×109·L － 1 即为血小板减少。
奥希替尼片说明书中提到其导致的血小板下降至
3 级或 3 级以上的不良事件发生频率为 1.6%。本
例患者于 2020 年 6 月开始服用奥希替尼 80 mg 每
日 1 次，期间多次发生 3 级或以上血小板减少症，
患者的用药过程与血小板下降有一定的时间关系，
停药并对症治疗后复查血小板有所回升；采用
Naranjo 评估法 [3]，按照量表评价标准的权重对该
患者 PLT 降低与奥希替尼的关联性进行判定，得
分 6 分，关联性评价为“很可能”（见表 2）。

表 2　奥希替尼致血小板下降的 Naranjo 评估结果 

评价标准 是 否 未知 评估内容

该反应之前是否已有结论性报告 ＋ 1 说明书有提及

该不良反应是否在使用所疑药物后出现 ＋ 2 用药后出现

所疑药物停用或使用拮抗剂后，不良反应是否改善 ＋ 1 停药并对症治疗后改善

再次用药，不良反应是否再次出现 ＋ 2

其他原因是否也可引起该不良反应 － 1 肿瘤并发症可致血小板下降

给予安慰剂，不良反应是否再次出现 0 未给予安慰剂

血药浓度是否为已知的中毒浓度 0 给药剂量为说明书推荐剂量，未开展血药浓度监测

不良反应轻重程度是否与计量增减有关 0 未调整剂量

患者之前使用该药或相似药是否发生类似不良反应 0 未使用过相似药物

该不良反应是否经过客观检查证实 ＋ 1 血常规检测结果

总分 6

　　血小板降低是最常见的化疗相关性血液学毒
性之一，可增加出血风险，甚至导致死亡。有关
升血小板的治疗，中国肿瘤化疗相关性血小板
减少症专家诊疗共识（2019 版）推荐治疗包括输
注血小板和给予促血小板生长因子。血小板输
注是对严重血小板减少症最快最有效的治疗方法
之一，然而也会带来潜在的获得性传染病毒疾
病的风险，以及可能出现与血小板输注相关的
并发症。目前，临床常用的促血小板生长因子
有重组人白细胞介素 -11、重组人血小板生成素
（rhTPO）、TPO 受体激动剂阿伐曲泊帕和艾曲泊

帕等，重组人白细胞介素 -11 易引起水肿、过敏、
心脏毒性等，临床应用 rhTPO 较广泛。有临床研
究结果显示阿伐曲泊帕与 rhTPO 均可有效提升血
小板，降低出血风险，安全性高，与 rhTPO 相
比，阿伐曲泊帕提升血小板效果更好，且口服给
药应用方便 [4]。1 例帕博利珠单抗引起重度难治
性血小板减少症的病例报道中激素和免疫球蛋白
治疗效果欠佳后，使用艾曲泊帕治疗血小板恢复
正常 [5]。本文报道的患者在使用 rhTPO 联合艾曲
泊帕治疗后血小板有所回升，治疗有效，且无明
显的不良反应。
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2.2　奥希替尼引起血小板降低的分析

　　EGFR-TKI 常见的不良反应有腹泻、皮疹、
甲沟炎、口腔黏膜炎、血小板减少等 [6-7]。一项双
盲、Ⅲ期临床研究的数据 [8] 表明奥希替尼作为一
线疗法总体耐受性良好，主要的 3 级及以上不良
反应包括皮疹 / 痤疮、腹泻和甲沟炎，该研究中
并未有血小板减少的不良事件报告 [8]。一些前期
的研究认为奥希替尼引起的血小板降低会随着治
疗时间的延长逐渐恢复正常，保持在正常值下限
以上，一般不会引起严重的不良事件 [9-10]，但随
着临床用药的增加，有个别患者在用药期间出现
了重度的血小板降低 [11]。
　　基于一项奥希替尼治疗 EGFR T790M 阳性
NSCLC 老年患者的Ⅱ期临床试验 [12]，我们认为老
年患者的血小板减少发生率可能较高，尤其是发
生严重血小板减少。本例患者是 69岁的老年女性，
确诊肺腺癌后，给予奥希替尼靶向治疗，期间复
查疗效评价 PR，但血小板反复降低至重度血小板
减少症，在权衡药物的疗效与不良反应并结合患
者意愿后，停止奥希替尼治疗，更换为同是第三
代 EGFR-TKI 的阿美替尼。
3　小结

　　对 EGFR19 外显子缺失或 21 外显子（L858R）
置换突变的 NSCLC 患者，奥希替尼在发挥良好疗
效的同时，也带来了一些不良反应 [13-14]。尽管目
前的研究认为奥希替尼致重度血小板减少症的发
生率较低 [15]，但一旦出现可能造成严重后果 [16]。
　　该病例启示我们，鉴于老年患者的特殊性，
需要更加关注和监测药物相关的不良反应并积极
处理。在用药经验较少的情况下，全面评估患者
情况，权衡药物的疗效与不良反应，制订个体化
给药方案。同时，希望通过本案例让更多的临床
工作者认识到不良反应监测的重要性，重视特殊
人群的用药。
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