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从 HNRNPC基因角度探讨胰岛素抵抗发生机制

张义，郑思琦，关子赫，葛鹏玲*（黑龙江中医药大学 基础医学院，哈尔滨　150000）

摘要：目的　以 HNRNPC 基因为研究对象，在细胞水平上，探讨 HNRNPC 基因、CaSR、

PI3K/Akt 信号通路与胰岛素抵抗（IR）之间的关系。方法　建立人肝癌 HepG2 细胞 IR 模型，

采用基因沉默 / 过表达技术干扰 IR 细胞及正常 HepG2 细胞中 HNRNPC 的表达。利用 qRT-
PCR、Western blot 技术检测 HNRNPC 表达水平，以检测沉默及过表达效率；通过 Western blot
技术检测各组细胞内 CaSR 蛋白表达量，同时检测 IR 相关信号通路 PI3K/Akt 的磷酸化水平；

通过 GOD-POD 实验检测各组细胞葡萄糖消耗量。结果　IR-HepG2 组 HNRNPC 基因及蛋白表

达升高，CaSR 蛋白表达降低，PI3K/Akt 信号通路被抑制，细胞葡萄糖消耗量降低；成功沉默

及过表达 HNRNPC 后，IR-HNRNPC-siRNA 组 CaSR 蛋白表达升高，PI3K/Akt 信号通路抑制状

态有所改善，细胞葡萄糖消耗量提高；HepG2-HNRNPC-OE 组 CaSR 蛋白表达降低，PI3K/Akt
信号通路被抑制，细胞葡萄糖消耗量降低。结论　HNRNPC 基因的高表达可下调 CaSR 表达，

从而降低 PI3K/Akt 信号通路活性，这可能是 IR 的发生机制之一。

关键词：胰岛素抵抗；HNRNPC 基因；CaSR 蛋白；PI3K/Akt 信号通路
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Mechanism of IR from the perspective of HNRNPC gene

ZHANG Yi, ZHENG Si-qi, GUAN Zi-he, GE Peng-ling* (College of Basic Medicine, Heilongjiang 
University of Traditional Chinese Medicine, Harbin  150000)

Abstract: Objective  To explore the relationship between HNRNPC, CaSR, PI3K/Akt signaling 
pathways and insulin resistance (IR) from the perspective of HNRNPC at the cellular level. Methods  
The IR model was established based on human liver cancer HepG2 cells, and gene silencing/
overexpression techniques were used to interfere with the expression of HNRNPC in IR cells and 
normal HepG2 cells. qRT-PCR and Western blot were used to detect the expression level of HNRNPC 
to determine the silencing and overexpression efficiency. Western blot was used to detect the expression 
level of CaSR protein in cells, as well as the phosphorylation level of PI3K/Akt, an IR related signaling 
pathway. GOD-POD experiment was used to detect the glucose consumption of cells in each group. 
Results  In the IR-HepG2 group, HNRNPC gene and protein expressions were increased, CaSR protein 
expression was reduced, PI3K/Akt signaling pathway was inhibited, and cell glucose consumption was 
reduced. After the successful silencing and overexpression of HNRNPC, the expression of CaSR protein 
in the IR-HNRNPC-siRNA group was increased, the inhibition of PI3K/Akt signaling pathway was 
improved, and the glucose consumption of cells was increased. In the HepG2-HNRNPC-OE group, the 
expression of CaSR protein was reduced, the PI3K/Akt signaling pathway was inhibited, and the cell 
glucose consumption was reduced. Conclusion  The expression of CaSR can be downregulated by high 
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　　糖尿病是全球公共卫生面临的主要非传染性
疾病之一 [1]。2 型糖尿病（T2DM）占糖尿病人
数的 90% ～ 95%，主要发病机制为胰岛素抵抗
（IR）[2-3]。
　　IR 发生在 T2DM 的前期并贯穿疾病发展的
全过程，当胰岛素的靶组织对常规剂量胰岛素的
反应低于应有的正常生物学效应时，则认为发生
IR[4]。研究发现，PI3K/Akt 信号通路是胰岛素信
号传导的重要途径之一，蛋白激酶 B（Akt）位
于这一信号传导通路的中心环节，其主要作用
是负责该通路中生物信息的传导 [5]。钙敏感受体
（CaSR）是一种 C 类同源二聚体 G 蛋白偶联受
体，该受体不仅在甲状旁腺和肾细胞表面高度表
达，同时也在其他组织如胰岛α 和β 细胞中广泛
表达，并且已被证明参与葡萄糖代谢 [6]。CaSR
与 PI3K/Akt 信号通路关系密切，下调 CaSR 的表
达可降低 Akt 磷酸化水平，参与 IR 的发生 [7-8]。
　　本课题组前期通过基因芯片技术，在 IR 模型
db/db 小鼠的肝脏组织中，筛选出 25 个差异表达的
基因 [9]。其中异质性胞核核糖核蛋白 C（HNRNPC）
基因差异表达显著。研究发现，HNRNPC 的表达降
低，会使神经酰胺含量下降从而改善 IR。
　　 关 于 HNRNPC 是 否 与 CaSR 及 PI3K/Akt 信
号通路有关尚未见报道。我们推测 HNRNPC 可能
通过影响 CaSR 的表达进而影响 PI3K/Akt 信号通
路参与 IR，根据这一猜想，本课题组通过体外实
验，在细胞水平上探究 HNRNPC 可能参与 IR 的
级联通路，为 IR 的防治提供新靶点、新思路。
1　材料
1.1　HepG2 细胞
　　HepG2 人肝癌细胞株（FH0067），购于上海
中医药大学，保存于黑龙江中医药大学方剂学重
点实验室。
1.2　试药
　　胎牛血清（FBS，批号：10100147）、胰酶（批
号：25200072）、DMEM 培养基（批号：11965092）、
青霉素 - 链霉素混合液（批号：15640055，美国
GIBCO 公司）；胰岛素（美国 Sigma 公司，批号：
I2643）；磷酸盐缓冲液（PBS，康宁试剂有限公司，
批号：R20854）；总 RNA 提取液（Trizol 试剂）（美
国 Invitrogen 公司，批号：A7051）；蛋白裂解液（碧

云天公司，批号：R0278）；4×蛋白上样缓冲液（碧
云天公司，批号：P0015）；蛋白预染 Marker（美国
Thermo Fisher 公 司， 批 号：D0151FT）；HNRNPC
抗体、CaSR 抗体、PI3K 抗体、p-PI3K 抗体、Akt
抗体、p-Akt 抗体（美国 CST 公司）；细胞冻存液
（中国新赛美生物科技有限公司，批号：BI-2757）；
GOD-POD 检测试剂盒（中国北京雷根生物有限公
司，批号：TC0711）。
1.3　仪器
　　超净工作台（中国泸净净化设备厂）；生物
安全柜 SCB-1360（中国北京东联仪器制造公司）；
电泳仪、半干转膜仪（美国 BIO-RAD 公司）；紫
外分光光度计（中国岛津有限公司）；摇床、ZQ-
2008 恒温水浴（中国江苏其林贝尔有限公司）；恒
温 CO2 培养箱、台式高速离心机、移液枪（美国
Thermo Fisher 公司）；恒温干燥箱（中国上海一恒
科学仪器公司）；分析天平（德国 Sartorius）；酶
标仪、IX70 倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；
5810R 离心机（德国 Eppendorf 公司）；milli-Q 超纯
水仪（美国 Millipore 公司）。
2　方法
2.1　HepG2 细胞的培养
　　从液氮罐中取出细胞，迅速放入 37℃水浴
锅中快速摇晃复苏。复苏后的细胞马上移入 15 
mL 离心管中，1000 r·min － 1 离心 3 min，弃上
清液。细胞沉淀中加入 2 mL DMEM 培养基（含
10%FBS 及 1% 双抗），吹匀细胞，移入培养瓶，
加培养液至 5 mL，以 37℃、5%CO2 的条件培养
备用。
2.2　IR 细胞模型的建立
　　向配制好的高糖培养基中加入 1×10－ 7 

mol·mL－ 1 胰岛素，混匀，培养 HepG2 细胞 48 h，
GOD-POD 法检测各组细胞中葡萄糖的含量，并
计算葡萄糖消耗量，模型组细胞葡萄糖消耗量明
显低于空白组，则 IR-HepG2 细胞模型复制成功。
细胞模型的稳定性本课题组前期已验证。
2.3　HNRNPC 表达抑制序列及过表达质粒的合
成与转染
2.3.1　HNRNPC 表达抑制序列的合成与转染　由
中国安徽通用生物系统有限公司针对人 HNRNPC
基因，根据 RNAi 序列设计原则合成特异性

expression of the HNRNPC gene, thereby reducing the activity of the PI3K/Akt signaling pathway, a 
possible mechanism of IR. 
Key words: insulin resistance; HNRNPC gene; CaSR protein; PI3K/Akt signaling pathway
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HNRNPC 表达抑制序列（HNRNPC-siRNA），以
腺病毒包裹，冷冻保存，同时制备未包裹 siRNA
质粒的腺病毒（siRNA-NC）。
2.3.2　HNRNPC 过表达质粒的合成与转染　由中
国安徽通用生物系统有限公司针对人 HNRNPC 基
因，根据人工构建的方式在目的基因上游加入调
控元件，合成特异性 HNRNPC 基因过表达质粒
（HNRNPC-OE），以腺病毒包裹，冷冻保存，同时
制备未包裹过表达质粒的腺病毒（NC）。

2.4　qRT-PCR 法检测基因表达
　　倾倒培养液，用预冷的 PBS 溶液洗涤细胞3次。
用 Trizol 法抽提细胞总 RNA，经逆转录合成互补脱
氧核糖核酸（cDNA），以 cDNA 为模板进行 PCR 扩
增（见表 1），增加 cDNA 样本 2.0 μL，2×Greenstar 
Master Mix 12.5 μL，引物 F-primer、引物 R-primer
各 1.0 μL，DEPC 8.5 μL，共 25.0 μL。将溶液混合并
按照 95℃ 10 min，95℃ 10 s 和 47℃ 30 s 的标准进
行 PCR 反应，40 个周期。

表 1　PCR引物序列 
Tab 1　PCR primer sequence

基因 正向引物 [5'-3'] 反向引物 [5'-3']
HnRNPC TTCCCGTGTATTCATTGG  TACTGGACAAAGGCAAAG
GAPDH ATCACTGCCACCCAGAAG TCCACGACGGACACATTG

2.5　Western blot 法检测蛋白表达

　　倾倒培养液，用预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次。
洗涤后细胞加入 100 μL 的细胞裂解液，于冰上裂
解 30 min，4℃、12 000 r·min － 1 离心 15 min。
提取出的蛋白，经凝胶电泳分离后，将蛋白质转
至 PVDF 膜上。于 37℃的 5% 脱脂牛奶封闭液中
存储 1 h 后，用 TBST 洗 PVDF 膜，孵育一抗，即
HNRNPC 抗 体、CaSR 抗 体、PI3K 抗 体、p-PI3K
抗体、Akt 抗体及 p-Akt 抗体用 TBST 稀释，将
PVDF 膜放入一抗中 4℃下过夜。TBST 洗涤后，
孵育二抗，37℃下孵育 1 h，用 TBST 洗涤 PVDF
膜。使用凝胶成像系统曝光并拍照，以 GAPDH
为内参，目的基因与 GAPDH 的吸光度比值来表
示组织中蛋白的相对蛋白含量。
2.6　葡萄糖量的检测
　　利用 GOD-POD 比色法测定细胞内的葡萄糖
量。按试剂盒说明书操作。用酶标仪测定 505 nm
处的吸光度（OD 值），以空白孔调零，读取标准
组、样品组的 OD 值，根据标准组绘制标准曲线，
根据标准曲线计算样品组的样品浓度，再根据葡
萄糖消耗量公式计算葡萄糖消耗量。
　　葡萄糖消耗量＝（测定 OD 值－空白 OD 值）/
（标准 OD 值－空白 OD 值）×稀释倍数。
2.7　统计学方法
　　采用 SPSS 22.0 以及 Graphpad 统计分析软件
包进行处理，组间使用 x±s 进行描述，两组间指
标比较采用 t 检验，多组间指标比较采用单因素
方差分析，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　沉默 / 过表达效率
3.1.1　 沉 默 HNRNPC 对 HepG2 细 胞 中 HNRNPC
表达的影响　如图 1 所示，与 HepG2 组比较，IR-
HepG2 组 HNRNPC 基因表达升高（P ＜ 0.05），表

明 IR 发生时细胞内 HNRNPC 基因表达上调；与
IR-HepG2 组比较，IR-HNRNPC-siRNA 组 HNRNPC
基因表达降低（P ＜ 0.05）；而 IR-siRNA-NC 组无
明显变化（P ＞ 0.05），说明空载腺病毒对实验结果
无影响。

图 1　沉默 HNRNPC 对 HepG2 细胞内 HNRNPC 基因表达的影响

（*P ＜ 0.05；#P ＜ 0.05）
Fig 1　Effect of silencing HNRNPC on the expression of HNRNPC gene 
in HepG2 cells（*P ＜ 0.05；#P ＜ 0.05）

　　如图 2 所示，与 HepG2 组比较，IR-HepG2 组
HNRNPC 蛋白表达升高（P ＜ 0.01），表明 IR 发生时
细胞内 HNRNPC 蛋白表达上调；与 IR-HepG2 组比
较，IR-HNRNPC-siRNA 组 HNRNPC 蛋白表达降低
（P ＜ 0.01），而 IR-siRNA-NC 组无明显变化。综上，
已成功沉默 IR-HepG2 细胞中 HNRNPC。
3.1.2　过表达 HNRNPC 对 IR 细胞中 HNRNPC 表
达的影响　如图 3 所示，与 HepG2 组比较，IR-
HepG2 组 HNRNPC 基因表达升高（P ＜ 0.01），
HepG2-HNRNPC-OE 组 HNRNPC 基因表达升高
（P ＜ 0.05），而 HepG2-NC 组与 HepG2 组比较
无明显变化。
　　如图 4 所示，与 HepG2 组比较，IR-HepG2
组细胞中 HNRNPC 蛋白表达升高（P ＜ 0.01），
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HNRNPC-OE 组 HNRNPC 蛋白表达升高（P＜ 0.01），
而 HepG2-NC 组与 HepG2 组比较无明显变化。综上，
已成功过表达 HepG2 细胞中 HNRNPC。
3.2　沉默 / 过表达 HNRNPC 对 CaSR、PI3K、Akt
蛋白的影响
3.2.1　沉默 HNRNPC 对 CaSR、PI3K、Akt 蛋白活性
的影响　如图 5 所示，与 HepG2 组比较，IR-HepG2
组 CaSR 蛋白表达降低（P ＜ 0.01），PI3K、Akt 蛋
白表达及磷酸化水平均降低（P＜ 0.01，P＜ 0.05）；
与 IR-HepG2 组 比 较，IR-HNRNPC-siRNA 组 CaSR
蛋白表达升高（P ＜ 0.01），PI3K、Akt 蛋白表达
及磷酸化水平均升高（P ＜ 0.01，P ＜ 0.05）；IR-
siRNA-NC 组 CaSR 蛋 白 表 达，PI3K、Akt 蛋 白 表
达及磷酸化水平均无明显变化。以上结果说明：

HNRNPC 下调可提高 CaSR 蛋白表达，进而提高
PI3K/Akt 信号通路活性。
3.2.2　过表达 HNRNPC 对 CaSR、PI3K、Akt 蛋白
活性的影响　如图 6 所示，与 HepG2 组比较，IR-
HepG2 组、HepG2-HNRNPC-OE 组 CaSR 蛋白表达
降低（P ＜ 0.01），PI3K、Akt 蛋白表达及磷酸化
水平均降低（P ＜ 0.05）；HepG2-NC 组 CaSR 蛋
白表达，PI3K、Akt 及磷酸化水平均无明显变化。
说明 HNRNPC 上调可降低 CaSR 蛋白表达，进而
抑制 PI3K/Akt 信号通路活性。
3.3　沉默 / 过表达 HNRNPC 对葡萄糖消耗量的影响
3.3.1　沉默 HNRNPC 对 HepG2 细胞葡萄糖消耗
量的影响　如图 7 所示，与 HepG2 组比较，IR-
HepG2 组细胞葡萄糖消耗量明显降低（P＜ 0.01）；
与 IR-HepG2 组比较，IR-HNRNPC-siRNA 组细胞
葡萄糖消耗量有所升高（P ＜ 0.01）。IR 细胞是在
高浓度胰岛素的条件下建立，当抑制 HNRNPC 时
葡萄糖消耗量升高，说明细胞对胰岛素敏感性提
高，在一定程度上改善了 IR；IR-siRNA-NC 组细
胞葡萄糖消耗量与 IR-HepG2 组比较无明显变化。
以上结果说明下调 HNRNPC 的表达可在一定程度
上改善细胞 IR。
3.3.2　过表达 HNRNPC 对 IR 细胞葡萄糖消耗量的
影响　如图 8 所示，与 HepG2 组细胞比较，HepG2-
HNRNPC-OE 组细胞葡萄糖消耗量降低（P ＜ 0.01），
HepG2-NC 组细胞葡萄糖消耗量无明显变化。以上
实验结果说明：上调 HNRNPC 的表达可降低细胞胰
岛素敏感性。

图 2　沉默 HNRNPC 对 HepG2 细胞内 HNRNPC 蛋白表达的影响

（**P ＜ 0.01；##P ＜ 0.01）
Fig 2　Effect of silencing HNRNPC on the expression of HNRNPC 
protein in HepG2 cells（**P ＜ 0.01；##P ＜ 0.01）

图 4　过表达 HNRNPC 对 HepG2 细胞内 HNRNPC 蛋白表达的影响

（**P ＜ 0.01）
Fig 4　Effect of overexpression of HNRNPC on the expression of 
HNRNPC protein in HepG2 cells（**P ＜ 0.01）

图 3　过表达 HNRNPC 对 HepG2 细胞内 HNRNPC 基因表达的影响

（*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01）
Fig 3　Effect of overexpression HNRNPC on the expression of 
HNRNPC gene in HepG2 cells（*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01）
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4　讨论
　　T2DM 发病率在全球范围内呈现出逐年增高
的流行态势 [10]。IR 是 T2DM 的主要发病机制，
其特征是组织对循环胰岛素水平的反应降低，导

致葡萄糖摄取和氧化能力降低、糖原合成减少、
抑制脂质氧化的能力降低 [11-12]。本实验以 HepG2
细胞复制 IR 细胞模型，通过基因沉默及过表达
技 术 对 细 胞 转 染 HNRNPC-siRNA 及 HNRNPC-

图 7　沉默 HNRNPC 对细胞葡萄糖消耗量的影响（**P ＜ 0.01；
##P ＜ 0.01）
Fig 7　Effect of silencing HNRNPC on the cell glucose consumption
（**P ＜ 0.01；##P ＜ 0.01）

图 5　沉默 HNRNPC 对细胞内 CaSR、p-PI3K、p-Akt 蛋白表达的影响（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）
Fig 5　Effect of silencing HNRNPC on the expression of intracellular CaSR，p-PI3K，and p-Akt proteins（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01）

图 6　过表达 HNRNPC 对细胞内 CaSR、p-PI3K、p-Akt 蛋白表达的影响（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）
Fig 6　Effect of overexpression HNRNPC on the expression of intracellular CaSR，p-PI3K，and p-Akt proteins（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）

图 8　过表达 HNRNPC 对细胞葡萄糖消耗量的影响（**P ＜ 0.01；
##P ＜ 0.01）
Fig 8　Effect of overexpression of HNRNPC on cell glucose consump-
tion（**P ＜ 0.01；##P ＜ 0.01）
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OE，以 HNRNPC 为研究对象，在细胞水平上，探
讨 HNRNPC、CaSR、PI3K/Akt 信号通路与 IR 之
间的关系。
　　HNRNPC 基因是本课题组采用基因芯片技术
于 IR 模型鼠 db/db 小鼠的肝脏组织中筛选出的差
异表达倍数较大的基因。李佳欣等 [13] 通过体外
实验证实了 HNRNPC 的表达增加可降低 Akt 活
性，参与 IR。研究表明，在高脂饮食诱导的 IR
大鼠肝脏中，CaSR 的表达下调，IR 相关信号通
路 PI3K/Akt 中的 Akt 磷酸化水平降低 [14]。阚玉
娜等 [15] 同样发现，在 IR 大鼠模型中，CaSR 表
达下调，PI3K/Akt 信号通路的活性被抑制。张
宇驰等 [16] 研究发现，通过药物治疗后的 IR 大鼠
CaSR 蛋白表达及 Akt 磷酸化水平明显升高。为
了探究 HNRNPC 与 CaSR 是否存在某种联系，本
研究通过利用基因沉默及过表达技术，人工合
成 HNRNPC 基因抑制序列（HNRNPC-siRNA）及
HNRNPC 过表达质粒（HNRNPC-OE），特异性干
扰正常 HepG2 细胞及 IR 细胞中 HNRNPC 基因的
表达。沉默及过表达实验成功后，检测 CaSR 的
表达及 PI3K/Akt 信号通路活性，并检测细胞葡萄
糖消耗量，以判断 IR 发生情况。结果显示，当
在 HepG2 细胞中过表达 HNRNPC 基因时，引起
CaSR 蛋白表达下降，PI3K 及 Akt 蛋白磷酸化水
平降低，PI3K/Akt 信号通路被抑制，进而引起
IR。而在 IR 细胞中抑制 HNRNPC 基因后，CaSR
蛋白表达升高，PI3K 及 Akt 蛋白磷酸化水平升
高，PI3K/Akt 信号通路抑制状态有所改善。
5　结论
　　本实验通过对 IR 细胞转染 HNRNPC-siRNA
以及对正常 HepG2 细胞转染 HNRNPC-OE 后两
种细胞 HNRNPC 基因及蛋白的表达、CaSR 蛋白
及 IR 相关通路 PI3K/Akt 的活性及细胞中葡萄糖
消耗量的比较，来探究 HNRNPC、CaSR、PI3K/
Akt 信号通路与 IR 之间的关联。结合实验结果提
示：HNRNPC 表达上调，可抑制 CaSR 的表达，
进而降低 PI3K/Akt 信号通路活性，引起 IR，这
可能是 IR 的发生机制之一，但此结论尚需在后
续实验中通过沉默 CaSR 进一步验证。
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异欧前胡素通过 NF-κB和 JAK1/STAT1 信号通路 
抑制巨噬细胞 M1 极化发挥抗炎镇痛作用

王绍展2，朱青霞2，陈井霞1，王学彬1，王卓1，杨云云1*（1. 海军军医大学第一附属医院药剂科，上海　

200433；2. 上海交通大学医学院附属第九人民医院药剂科，上海　201999）

摘要：目的　探讨异欧前胡素抗炎镇痛作用的潜在药理作用机制。方法　通过醋酸致小鼠扭体

模型观察异欧前胡素的镇痛作用，采用二甲苯致小鼠耳肿胀模型观察抗炎作用；通过脂多糖

（LPS，100 ng·mL － 1）＋干扰素 -γ（IFN-γ，20 ng·mL － 1）诱导小鼠巨噬细胞系 RAW264.7
构建 M1 极化模型，分别采用 CCK8 法、Real-time PCR 法、ELISA 法测定异欧前胡素对

RAW264.7 细胞增殖、M1 极化标志蛋白（CD86 和 iNOS）的 mRNA 水平及白细胞介素 -6
（IL-6）和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）表达水平的调控作用；通过 Western blot 法检测 NF-κB 和

JAK1/STAT1 信号途径相关蛋白表达水平。结果　异欧前胡素（30 和 60 mg·kg － 1）能有效减

少醋酸致扭体次数，抑制小鼠耳郭肿胀。异欧前胡素（20 和 40 μmol·L － 1）能抵抗 LPS/IFN-γ
诱导的 RAW264.7 细胞 M1 极化，抑制细胞增殖，降低 IL-6 和 TNF-α 的表达，并能有效地

降低 NF-κB 和 JAK1/STAT1 信号途径相关蛋白磷酸化和转录。结论　异欧前胡素可通过调节

NF-κB 和 JAK1/STAT1 信号通路抑制巨噬细胞 M1 极化，发挥抗炎镇痛作用。
关键词：抗炎镇痛；异欧前胡素；M1 极化；NF-κB 信号通路；JAK1/STAT1 信号通路
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-1985-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.002

Anti-inflammation and analgesic effect of isoimperatorin on the polarization of 
macrophage M1 via NF-κB and JAK1/STAT1 signaling pathway

WANG Shao-zhan2, ZHU Qing-xia2, CHEN Jing-xia1, WANG Xue-bin1, WANG Zhuo1, YANG 
Yun-yun1* (1. Department of Pharmacy, the First Affiliated Hospital of Naval Medical University, 
Shanghai  200433; 2. Department of Pharmacy, Shanghai 9th People’s Hospital, Shanghai Jiao Tong 
University School of Medicine, Shanghai  201999)

Abstract: Objective  To determine the potential pharmacological mechanism of anti-inflammation and 
analgesic effect of isoimperatorin. Methods  The  anti-inflammation and analgesic effect of isoimperatorin 
was observed by acetic acid-induced writhing model and xylene induced ear swelling model in mice. M1 
polarization model of mouse macrophage RAW264.7 was constructed by lipopolysaccharide (100 ng·mL－1) 
＋ IFN-γ (20 ng·mL － 1). The effect of isoimperatorin on the proliferation of macrophage, mRNA levels 
of CD86 and iNOS, and the protein level of IL-6 and TNF-α was measured by CCK8, Real-time PCR and 
ELISA respectively. Finally, Western blot was used to determine the protein expression levels of NF-κB 
and JAK1/STAT1 signaling pathway. Results  Isoimperatorin (30 and 60 mg·kg － 1) decreased the number 
of body writhings, and attenuated ear swelling induced by xylene. Isoimperatorin (20 and 40 μmol·L － 1) 
inhibited the M1 polarization of RAW264.7 cells, decreased the expression of IL-6 and TNF-α , and 
decreased the phosphorylation of NF-κB and JAK1/STAT1 signaling pathway. Conclusion  Isoimperatorin 
has significant anti-inflammation and analgesic effects, the mechanism may be related to inhibition of the 
M1 polarization of macrophages via NF-κB and JAK1/STAT1 signaling pathway. 
Key words: anti-inflammation and analgesics; isoimperatorin; M1 polarization; NF-κB signaling 
pathway; JAK1/STAT1 signaling pathway 
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　　白芷具有散风除湿、通窍止痛、消肿排脓的作
用，广泛用于感冒头痛、鼻渊、白带和疮疡肿痛等
症 [1]。异欧前胡素是白芷中香豆素类的主要活性成
分，具有很强的抗炎镇痛作用 [2-5]。研究发现异欧
前胡素对核因子κB（NF-κB）和丝裂原活化蛋白激
酶（MAPK）介导的炎症信号通路 [6]，Kelch 样环
氧氯丙烷相关蛋白 1/ 核因子 E2 相关因子 2/ 抗氧化
反应元件通路（Keap1/Nrf2/ARE）介导的氧化应激
系统 [7]，以及炎症因子如白细胞介素 -6（IL-6）和
肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）的释放 [3，8]，均有很强
的调控作用。近年来，巨噬细胞 M1 极化在炎症中
的作用越来越受到关注 [9-10]，NF-κB 和 Janus 酪氨
酸蛋白激酶 1/ 信号转导和转录激活因子 1（JAK1/
STAT1）信号通路对巨噬细胞 M1 极化（促炎巨噬
细胞转变）的调控也已被证实 [11-12]。异欧前胡素的
抗炎镇痛作用是否与巨噬细胞 M1 极化相关，目前
鲜有这方面的研究报道。为了更全面地揭示异欧
前胡素药理作用机制，本研究采用醋酸致小鼠扭体
模型和二甲苯致小鼠耳肿胀模型考察异欧前胡素的
体内抗炎镇痛作用，体外采用脂多糖（LPS）＋干
扰素 -γ（IFN-γ）诱导小鼠巨噬细胞（RAW264.7）
构建 M1 极化模型，研究异欧前胡素对 NF-κB 和
JAK1/STAT1 信号通路的调控作用。
1　材料
1.1　实验动物和细胞
　　SPF 级昆明种小鼠，6 ～ 8 周龄，体质量 18 ～ 

22 g，雌雄兼用 [ 上海斯莱克实验动物有限责任公
司，许可证号 SCXK（沪）2017-0005]。RAW264.7
细胞（中国科学院上海生命科学研究院），采用
DMEM 高糖完全培养基（含 10% 胎牛血清和 1% 青
霉素 - 链霉素）培养。
1.2　试药
　　异欧前胡素（CAS：482-45-1，上海诗丹德
生物技术有限公司，纯度≥ 98%）；冰乙酸、二
甲苯（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，分析
纯）；JAK1 兔单克隆抗体（#3344）、Phospho-JAK1
（Tyr1034/1035）兔单克隆抗体（#74129）、STAT1
兔单克隆抗体（#3950）、Phospho-STAT1（Tyr701）
兔单克隆抗体（#9167）、NF-κB（P65）兔单克隆抗
体（#8242）、Phospho-IκB 兔单克隆抗体（#2859）
和 Histon H3 兔单克隆抗体（#4499S）（Cell Signaling 
Technology 公司）；GAPDH 小鼠单克隆抗体（#sc-
365062，Santa Cruz Biotechnology）；Alexa Fluor 546
标记驴抗鼠 IgG（#A-10036）、Alexa Fluor 488 标记
驴抗兔 IgG（#A-21206）（Thermo Fisher Scientific）；
LPS（Sigma-Aldrich）；IFN-γ、IL-6、TNF-α、
ELISA 试剂盒（R&D Systems）；引物序列由上海生

工工程技术服务有限公司合成。其他试剂（上海碧
云天生物技术公司）。
1.3　仪器
　　电子天平（Ohaus 美国）；CO2 培养箱（Here-
us）；台式低温高速离心机（Eppendorf）；Nanodrop 
2000 分光光度计（Thermo Fisher Scientific）；Light-
Cycler 480 RT-QPCR 仪器（Hoffman. La Roche）；
奥德赛红外探测及图像成像分析系统（LI-COR 
Biotechnology）。
2　方法
2.1　二甲苯致小鼠耳郭肿胀实验
　　昆明小鼠共 50 只，雌雄对半，随机分为空白
对照组、吲哚美辛阳性对照组（10 mg·kg－ 1），异
欧前胡素各剂量组（15、30 和 60 mg·kg－ 1），每
组 10 只。药物均用 0.5% 羧甲基纤维素钠配制成
混悬液，按 10 mL·kg－ 1 灌胃给药；空白对照组
灌胃等剂量 0.5% 羧甲基纤维素钠。给药 60 min
后，于小鼠右耳均匀涂抹二甲苯 30 μL，左耳作为
对照。致炎 20 min 后处死小鼠，取下双耳用直径
8 mm 打孔器取相同部位耳郭，称重，以每鼠右耳
重减去左耳重为肿胀度；计算肿胀度抑制率 [13]：
　　肿胀度抑制率（%）＝（空白组平均肿胀度－

给药组平均肿胀度）/ 空白组平均肿胀度×100%。
2.2　醋酸致小鼠扭体实验
　　昆明小鼠共 50 只，雌雄对半，分组及给药同
“2.1”项下。给药 60 min 后，腹腔注射 0.6% 醋
酸溶液（10 mL·kg － 1），5 min 后观察记录 15 min
内出现扭体反应的次数（腹部内凹，伸展后肢，
臀部抬高，蠕行），并计算扭体反应抑制率 [14]：
　　扭体反应抑制率（%）＝（空白组平均扭体
次数－给药组平均扭体次数）/ 空白组平均扭体次
数 ×100%。
2.3　RAW264.7 细胞 M1 极化模型的建立
　　对数生长期 RAW264.7 细胞消化离心后，以
（1 ～ 3）×105 个·mL－ 1 接种于细胞培养板（96
孔或 6 孔），置于 37℃、5%CO2 培养箱培养 24 h，
加入 LPS（100 ng·mL－ 1）和 IFN-γ（20 ng·mL－ 1），
继续孵育 24 h，诱导巨噬细胞 M1 转型 [15-16]。
2.4　MTT 法检测 RAW264.7 细胞的增殖
　　对数生长期 RAW264.7 细胞以 1×105 个·mL－ 1

接种于 96 孔板（M1 组），每孔 100 μL，将细胞分为
正常对照组、模型组、异欧前胡素 3 个剂量组（10、
20、40 μmol·L － 1），每组 3 个复孔，置于 37℃、
5% CO2 培养箱培养 24 h。待细胞贴壁后，除正常对
照组加 100 μL 培养基，其余各组均加入含 LPS（100 
ng·mL － 1）和 IFN-γ（20 ng·mL － 1）的培养基 100 
μL；异欧前胡素各处理组分别加入对应浓度的药物
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母液 1 μL。继续培养 24 h，每孔加入 10 μL MTT 溶
液（5 mg·mL－ 1），4 h 后弃上清，加入 150 μL 二甲
基亚砜（DMSO），振荡 10 min，以酶标仪在 490 nm
处测各孔吸光度值（OD），将正常对照组的细胞活性
设为 100%，计算各组细胞活性，细胞活性（%）＝

（实验组平均 OD 值 / 对照组平均 OD 值）×100%。
2.5　ELISA 法检测 RAW264.7 细胞上清中 IL-6 和
TNF-α 的含量
　　对数生长期 RAW264.7 细胞以 3×105·mL－ 1 接
种于 6 孔板，每孔 2 mL，细胞分组及培养同“2.4”
项下。除正常对照组加 2 mL 培养基，其余各组均加
入含 LPS（100 ng·mL－ 1）和 IFN-γ（20 ng·mL－ 1）

的培养基 2 mL；异欧前胡素各处理组则分别加入对
应浓度的药物母液 20 μL。继续培养 24 h 后，收集上
清液，按照 ELISA 试剂盒说明书检测上清中 IL-6 和
TNF-α 的含量。
2.6　定量 PCR 检测 RAW264.7 细胞中 CD86 和
STAT1 的 mRNA
　　RAW264.7 细胞分组及处理方式见“2.5” 项
下。待药物处理 24 h 后，提取细胞总 RNA，按照
TaKaRa 逆转录及 PCR 试剂盒说明书，在 LightCycler 
480 仪器（Hoffman-La Roche）上进行逆转录合成
cDNA 并扩增。以β-actin 为内参，用 2－ΔΔCT 公式对
目的基因（见表 1）进行进一步定量分析。

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

基因名称 上游引物序列 下游引物序列 产物 /bp
CD86 5'-TCCAGAACTTACGGAAGCACC-3' 5'-TGTGCCCAAATAGTGCTCG-3' 241
iNOS 5'-CGCAAAACATTTCCTGGGAGC-3' 5'-AGTGAAATCCGATGTGGCCT-3' 237
β-actin 5'-TGTTGCCCTAGACTTCGAGCA-3' 5'-GGACCCAGGAAGGAAGGCT-3' 153

2.7　Western blot 法检测 RAW264.7 细胞中蛋白

表达及磷酸化情况

　　RAW264.7 细胞分组及处理方式见“2.5” 项
下。按 BCA 试剂盒说明书提取总蛋白，测定蛋白
浓度，加入 5×上样缓冲液，沸水浴变性 15 min，
取 30 μg 蛋白上样，待 SDS-PAGE 电泳分离后，
转移至 PVDF 膜，用 5%BSA 溶液 4℃封闭 3 h，
加入一抗（1∶1000），4℃过夜；TBST 洗涤 3 次、
5 min/ 次，加入对应的二抗，室温孵育 2 h。采
用奥德赛红外探测及图像成像系统进行检测，以
GAPDH 为内参，计算目的条带的灰度值 [17]。

2.8　统计分析 
　　使用 SPSS 21.0 对数据进行分析，数据以平
均值 ±标准差表示，统计分析方法采用单因素
方差分析（one-way ANOVA），P ＜ 0.05 表示差
异具有统计学意义。
3　结果

3.1　异欧前胡素对小鼠耳郭肿胀的抑制作用

　　结果表明阳性药吲哚美辛及异欧前胡素中、
高剂量组能不同程度地抑制耳郭肿胀，且高剂量
组的抑制效果强于低、中剂量组，与阳性药组相
比没有显著差异。结果见表 2。

表 2　异欧前胡素对二甲苯致小鼠耳郭肿胀及扭体反应的抑制作用 (n ＝ 10) 
Tab 2　Inhibition effect of isoimperatorin on xylene induced ear swelling and acetic acid-induced writhing in mice (n ＝ 10)

组别 剂量 /（mg·kg － 1） 肿胀度 /mg 肿胀度抑制率 /% 扭体反应 / 次 扭体反应抑制率 /%
空白对照组 － 11.86±1.45 － 35.50±9.35 －

吲哚美辛组 10   5.23±1.50* 50.88 12.80±3.08* 63.94
异欧前胡素组 15 10.17±1.85a 14.22 27.90±9.53a 21.41

30   7.93±1.20*ab 33.10 25.00±7.18*a 29.58
60   5.90±1.28*bc 50.26 14.70±3.83*bc 58.59

注：与空白对照组相比，*P ＜ 0.05；与吲哚美辛组相比，aP ＜ 0.05；与异欧前胡素 15 mg·kg － 1 组相比，bP ＜ 0.05；与异欧前胡素 30 
mg·kg － 1 组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the blank control group，*P ＜ 0.05；compared with the indometacin group，aP ＜ 0.05；compared with the 
isoimperatorin 15 mg·kg － 1 group，bP ＜ 0.05；compared with the isoimperatorin 30 mg·kg － 1 group，cP ＜ 0.05.

3.2　异欧前胡素对醋酸致小鼠扭体反应的抑制作用

　　结果表明阳性药吲哚美辛及异欧前胡素中、
高剂量组可抑制小鼠扭体反应；高剂量组的抑制
作用与吲哚美辛组相比没有显著差异（见表 2）。
3.3　异欧前胡素对 RAW264.7 细胞增殖的影响

　　结果表明 10 ～ 40 μmol·L－ 1 的异欧前胡素处
理 24 h 对正常 RAW264.7 细胞的增殖活性没有影响

（见图 2A）。LPS 联合 IFN-γ 刺激 24 h 能显著提升
RAW264.7 细胞的增殖活性，说明 RAW264.7 细胞
M1 极化后，表现出显著的增殖现象。而 10 ～ 40 
μmol·L－ 1 异欧前胡素处理 24 h，能有效抑制 LPS
联合 IFN-γ 诱导的 RAW264.7 细胞增殖，且在 40 
μmol·L－ 1 剂量时抑制效率最高，且呈现剂量依
赖性（见图 2B）。
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3.4　异欧前胡素对 RAW264.7 细胞表达 IL-6 和

TNF-α 的影响

　　采用 LPS 联合 IFN-γ 刺激 24 h，可显著诱导
RAW264.7 分泌炎症因子 IL-6 和 TNF-α（见图 3）。
M1 组（单独刺激）同对照组相比，细胞上清液中
IL-6 和 TNF-α 的含量显著提升，说明 RAW264.7
细胞发生了 M1 转变。而异欧前胡素（10 ～ 40 
μmol·L － 1）处理 24 h，能剂量依赖性地抑制
RAW264.7 细胞 M1 极化过程中分泌 IL-6 和 TNF-α。

图 3　异欧前胡素对 RAW264.7 细胞分泌 TNF-α（A）和 IL-6（B）

的影响

Fig 3　Effect of isoimperatorin on the secretion of TNF-α（A）and IL-6（B）

in RAW264.7 cells
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与 M1 组相比，aP ＜ 0.05；与

异欧前胡素 10 μmol·L － 1 组相比，bP ＜ 0.05；与异欧前胡素 20 
μmol·L－ 1 组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 
with the M1 group，aP ＜ 0.05；compared with the isoimperatorin 10 
μmol·L － 1 group；bP ＜ 0.05，compared with the isoimperatorin 20 
μmol·L － 1 group，cP ＜ 0.05.

3.5　异欧前胡素对 RAW264.7 细胞中 CD80 和

iNOS mRNA 水平的影响

　　LPS 联合 IFN-γ 刺激 24 h，M1 组（单独刺激）
同对照组相比，RAW264.7 细胞中 M1 型标志物
CD86 和 iNOS 的 mRNA 水平上调（见图 4），说明

RAW264.7 细胞发生了 M1 转变。而异欧前胡素
（10 ～ 40 μmol·L－ 1）处理 24 h，能剂量依赖性地
下调 CD86 和 iNOS 的 mRNA 表达水平。

图 4　异欧前胡素对 RAW264.7 细胞 iNOS 及 CD86 mRNA 水平的影响

Fig 4　Effect of isoimperatorin on the levels of iNOS and CD86 mRNA 
in RAW264.7 cells

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与 M1 组相比，aP ＜ 0.05；与

异欧前胡素 10 μmol·L － 1 组相比，bP ＜ 0.05；与异欧前胡素 20 
μmol·L － 1 组相比，cP ＜ 0.05。

Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 
with the M1 group，aP ＜ 0.05；compared with the isoimperatorin 10 
μmol·L － 1 group，bP ＜ 0.05；compared with the isoimperatorin 20 
μmol·L － 1 group，cP ＜ 0.05.

3.6　异欧前胡素对 NF-κB 和 JAK1/STAT1 信号通

路的调控作用

　　LPS 联合 IFN-γ 刺激 24 h，M1 组（单独刺激）
同对照组相比，RAW264.7 细胞质中 p-IκBα，细
胞 核 NF-κB 亚 基 P65 蛋 白 p-JAK1 和 p-STAT1 蛋
白水平显著上调（P ＜ 0.05），说明 NF-κB 信号通
路、JAK1/STAT1 信号通路被激活（见图 5）。异欧
前胡素（10 ～ 40 μmol·L－ 1）处理 24 h，能剂量
依赖性地抑制 p-IκBα、p-JAK1 和 p-STAT1 的蛋白
磷酸化水平，并抑制上调 NF-κB 亚基 P65 蛋白的
入核（P ＜ 0.05），说明异欧前胡素能有效地抑制
NF-κB 和 JAK1/STAT1 信号通路活化。
4　讨论

　　巨噬细胞与机体炎症反应和疼痛的调控有密切
的关系。炎症发生时，血液中的单核巨噬细胞可以
迁移病灶，在 LPS 等细菌产物以及 IFN-γ 和 TNF-α
等诱导下，进一步极化为 M1 型巨噬细胞，发挥
促炎、致痛作用：① 能够促进 Th1 细胞反应，诱
发组织破坏效应，导致 PGE2、缓激肽等炎症介
质释放，刺激外周痛觉神经 [18-19]；② 释放大量的
TNF-α、IL-6 和 IL-1 等促炎细胞因子，可提高外周
及中枢神经系统敏感性，导致痛觉过敏 [20-21]。
　　异欧前胡素是中药白芷发挥药理作用的关键
活性成分，《中国药典》将其列为白芷质量考察的
指标成分之一 [22]。二甲苯致小鼠耳郭肿胀和醋酸
致小鼠扭体实验模型是两种非常经典的考察药物
抗炎镇痛作用的药理模型 [23-24]。本研究发现，异

图 2　异欧前胡素对正常（A）及 M1 极化（B） RAW264.7 细胞增殖

活性的影响

Fig 2　Effect of isoimperatorin on proliferation activity of normal（A）

and M1-polarized（B）RAW264.7 cells
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与 M1 组相比，aP ＜ 0.05；与

异欧前胡素 10 μmol·L － 1 组相比，bP ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 

with the M1 group，aP ＜ 0.05；compared with the isoimperatorin 10 
μmol·L － 1 group，bP ＜ 0.05.
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欧前胡素（15 ～ 60 mg·kg － 1）能剂量依赖性地抑
制小鼠耳郭炎症和腹部疼痛，且高剂量组的药理
效应与阳性对照药吲哚美辛无明显差异，说明异
欧前胡素具有很好的抗炎镇痛效果。
　　LPS 联合 IFN-γ 刺激可诱导巨噬细胞发生 M1 极
化 [25-26]，M1 极化的巨噬细胞高表达 CD86 和 iNOS
（诱导型 NO 合成酶）等 M1 型标志分子，并大量合
成分泌炎症因子 IL-6和 TNF-α 等 [27-28]。iNOS 催化 L-
精氨酸产生一氧化氮（NO），NO 作为一种重要的神
经递质，具有参与痛觉调制、促进疼痛传入以及释
放致痛介质等多方面作用 [29-31]。IL-6 和 TNF-α 通过
介导炎症发生促进炎性疼痛产生 [32-33]。本研究采用
LPS 联合 IFN-γ 刺激小鼠巨噬细胞 24 h，RAW264.7
细胞中 CD86 和 iNOS 的 mRNA 水平显著升高，且
细胞培养上清中 IL-6 和 TNF-α 含量大幅提升，说明
RAW264.7 发生了 M1 极化。而异欧前胡素（10 ～ 40 
μmol·L－ 1）能剂量依赖性地抑制上述分子的表达水

平，抑制 RAW264.7 向 M1 型巨噬细胞极化，降低
炎症因子的产生。
　　 巨 噬 细 胞 M1 极 化 过 程 中，NF-κB 和 JAK1/
STAT1 信号通路发挥关键的调控作用 [11-12]。LPS 与巨
噬细胞表面的 TLR4 受体结合，活化胞浆内的信号接
头分子 MyD88，后者激活 IKK 导致 IκB 磷酸化失活，
与 NF-κB 二聚体解离，解离后的 NF-κB 亚基 P65 蛋
白被磷酸化后，进入细胞核，启动炎症因子 IL-6、
iNOS 和 TNF-α 等的转录，促使巨噬细胞 M1 极化转
变 [34-35]。JAK/STAT 信号通路是由细胞因子刺激引起
级联酶促反应的信号传导通路，由酪氨酸激酶 JAK、
酪氨酸激酶相关受体和转录因子 STAT 组成，与细
胞的活化、增殖、凋亡和免疫调节等生物学过程密
切相关 [36]。IFN-γ 与干扰素 γ 受体 2 结合后，促进
JAK1 与 JAK2 形成二聚体和磷酸化，并进一步诱导
STAT1 磷酸化和二聚体形成，最终在核内启动 IL-6
和 iNOS 等下游靶基因表达，诱导巨噬细胞 M1 极
化 [16，37]。本研究结果表明，异欧前胡素能有效地降
低 IκB 磷酸化，减少 P65 亚基蛋白入核，抑制 NF-κB
信号通路被激活；而且异欧前胡素还能抑制 JAK1 和
STAT1 的磷酸化，对 JAK1/STAT1 的活化也有显著的
抑制作用。所以异欧前胡素通过抑制 NF-κB 和 JAK1/
STAT1 两条信号通路的活化，阻断 LPS 联合 IFN-γ 刺
激 RAW264.7 细胞发生 M1 极化转变。
5　结论
　　本研究证实，异欧前胡素具有很好的抗炎镇
痛药理作用，其机制可能与阻断 NF-κB 和 JAK1/
STAT1 两条信号通路的活化，阻遏巨噬细胞发生
M1 极化，进而降低炎症介质 IL-6、iNOS 和 TNF-α
等释放相关。然而，异欧前胡素具体是通过何种方
式来实现对 NF-κB 和 JAK1/STAT1 两条信号通路的
精细化调控，需要进一步深入研究。综上，本研究
为异欧前胡素抗炎镇痛机制研究提供了细胞分子水
平的初步理论支持，也为中药白芷在临床上的广泛
应用提供了更多依据。
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薰衣草挥发油香薰吸入的抗焦虑、抗抑郁作用及其机制

周欣1，宋宁2，林景1，弓宝3*（1. 海南省第五人民医院/海南医学院附属皮肤病医院药剂科，海口　570100；2. 河南中

医药大学药学院，郑州　450046；3. 中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所海南分所（海南省南药资源保护与开发重
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摘要：目的　考察薰衣草挥发油（LVO）香薰吸入的抗焦虑、抗抑郁作用，并探究其作用机

制。方法　采用间氯苯哌嗪（MCPP）和慢性不可预知性温和刺激（CUMS）分别复制小鼠焦

虑模型和抑郁模型，通过旷场实验、明暗箱穿梭实验、自发活动实验、悬尾实验、强迫游泳

实验等行为学检测，考察 LVO 香薰吸入的抗焦虑和抗抑郁作用；ELISA 法测定小鼠海马组织

中五羟色胺（5-HT）、谷氨酸（Glu）、γ- 氨基丁酸 A 受体（GABAA）神经递质水平，同时采用

Western blot 法检测颗粒体蛋白（GRN2B）、代谢型谷氨酸受体 5（GRM5）抗体、谷氨酸能系

统代谢和转运相关蛋白谷氨酸受体 1（GluR1）及囊泡谷氨酸转运蛋白 1（VGluT1）表达，初步

探究 LVO 香薰吸入抗焦虑和抗抑郁的作用机制。结果　与焦虑模型组比较，LVO 中、高剂量

能显著降低模型动物总活动路程和速度，增加静止时间，降低模型动物在暗箱中的活动路径和

速度（P ＜ 0.05）；同时降低 Glu 水平，升高 5-HT 水平及 GABAA 水平，提高焦虑模型动物中

GRN2B、GRM5蛋白表达。与抑郁模型组比较，LVO 能显著增加模型组动物总路程和运动速度，

降低静止时间，降低模型动物强迫游泳及悬尾不动时间，升高 5-HT 和 Glu 水平，降低 GABAA

水平，提高抑郁模型动物中 GRN2B、GluR1、VGluT1 蛋白表达。结论　LVO 香熏吸入具有一

定的抗焦虑、抗抑郁作用，其作用机制可能与调控神经递质分泌及相关蛋白的表达有关。

关键词：薰衣草挥发油；抗焦虑；抗抑郁；机制
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Anxiolytic and antidepressant effect of lavender volatile oil inhalation  
and related mechanism
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Abstract: Objective  To determine the effect and of lavender volatile oil (LVO) on anxiety and 
depression related mechanism. Methods  Chronic mild unforeseeable stress (CUMS) was used to 
induce depression-like model and M-chloropheniperazine (MCPP) was applied to induce the anxiety 
model. The general activity of open field test, light-dark transition test, tail suspension test, and forced 
swim test were conducted. The effect on the brain monoamine neurotransmitters such as 5-HT, Glu, 
and GABAA was observed. Western blot technique was used to determine the protein expressions of 
GRN2B, GRM5, GluR1, and VGluT1. Results  Compared with the anxiety model group, LVO middle 
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and high dose significantly reduced the total distance and average speed, increased the rest time, reduced 
the distance and average speed in the black box (P ＜ 0.05). At the same time it increased the level of 
5-HT, and GABA, decreased the level of Glu; and increased the protein expression of GRN2B and 
GRM5. Compared with the depression model group, LVO significantly increased the total distance and 
average speed, decreased the rest time; decreased the immobile time of forced swimming test (FST) 
and tail suspension test (TST); increased the level of 5-HT and Glu, decreased the level of GABAA; and 
increased the protein expression of GRN2B, GluR1, and VGluT1. Conclusion  LVO has a signifificant 
anxiolytic and antidepressant effect, whose mechanism may be related to regulation of the level of 5-HT, 
Glu, and GABAA, and the expression of related proteins in the hypothalamus. 
Key words: lavender volatile oil; anxiolytic; antidepressant; mechanism

　　目前临床上焦虑症和抑郁症的发病人群逐年
增多，对人类的身心健康造成了很大的危害，且
其发病原因复杂，多伴有并发症 [1]。焦虑症以出
汗、胸闷、忧虑等一系列神经官能症并伴随自主
神经紊乱等为主要特征 [2]；而抑郁症则有情绪低
落、悲观、兴趣减低，甚至出现自残、自杀等行
为表现 [3]。目前临床治疗药物多以西药为主，不
良反应较多，起效较慢，且因多采用联合用药方
式，加重了患者的肝、肾负担 [4]。
　　薰衣草 Lavandula angustifolia Mill 为唇形科
植物，主要含有挥发油成分，国外早有报道采用
熏香方式吸入薰衣草挥发油（LVO）或以 LVO 为
主的复方精油，可改善失眠患者睡眠质量，减少
快速入睡时间 [5]。国内临床上使用薰衣草及其全
草制剂治疗神经衰弱、失眠，并改善认知功能障
碍 [6]，且其制剂在国家《药品标准》维吾尔药分
册和《维吾尔药材标准》[7] 均有收载。根据文献报
道，镇静、助眠等作用的药物多具有抗焦虑、抗
抑郁等方面的潜质 [8]，虽然已有研究称，吸入或
腹腔注射 LVO 可缓解恐惧条件下具有社交障碍
的小鼠焦虑情绪症状 [9-10]，但目前关于 LVO 如何
改善焦虑以及抗抑郁的研究报道较少，其作用机
制也未得到明确阐释。因此本研究采用自制熏香
装置，模拟传统芳香疗法，通过加热 LVO 吸入
的方式观察其抗焦虑、抗抑郁作用及其分子机制，
期待为临床治疗焦虑症和抑郁症提供新的方法和
参考。
1　材料
1.1　试药
　　薰衣草样品采自海南万宁兴隆南药园内，经
中国医学科学院药用植物研究所海南分所资源栽
培中心周亚奎副研究员鉴定为唇形科植物狭叶薰
衣草 Lavandula angustifolia Mill，参照文献报道方
法 [11] 制备 LVO；帕罗西汀片（批号：H0950043，
中美天津史克制药有限公司）；间氯苯哌嗪

（MCPP，批号：R031956，罗恩试剂公司）；地西
泮片（批号：20200921，太原市振兴制药有限责
任公司）；五羟色胺（5-HT）、γ- 氨基丁酸 A 受体
（GABAA）、谷氨酸（Glu）试剂盒（批号分别为：
DRE29060、DRE14537、DRE17329，北京博胜经纬
科技有限公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号：
BL521A，北京兰杰柯科技有限公司），颗粒体蛋
白（GRN2B）一抗、代谢型谷氨酸受体 5（GRM5）
一抗、囊泡谷氨酸转运蛋白 1（VGluT1）一抗、蛋
白谷氨酸受体 1（GluR1）一抗、山羊抗兔二抗
（批号分别为：AZ050、BOS4062BP871、BS3416、
A1312、AF3211，碧云天生物技术有限公司）。
1.2　仪器
　　自制熏香仪（50 cm×50 cm×40 cm，其内部放
置 1个底半径为 20 cm，高为 20 cm 镂空的圆柱体，
中间可放置香薰加热装置）；JLBehv-CUMSM-4 型
慢性不可预知性温和刺激（CUMS）模型箱、RD-
1112-OM-M4 型旷场活动仪、RD-1118-CO-M4 型
自发活动实验箱、RD-1112-OM-M4 型动物旷场活
动检测仪、RD-1119-FSTS-M4 型动物悬尾 / 游泳实
验测定仪，RD-1107-BWB-M4 型动物明暗穿梭箱
（上海欣软信息科技有限公司）；1510-04123 型酶
标仪 [ 赛默飞世尔科技（上海）有限公司 ]。
1.3　实验动物
　　 雄 性 昆 明 小 鼠 96 只， 体 质 量 18 ～ 22 g 
[ 海南省药物研究所动物实验中心，许可证号
SCXK（琼）2020-0013]；常规于 SPF 级动物房饲
养，环境保持（23±2）℃温度和（50±5）% 湿度，
日夜光照时间为 12 h/12 h，饲养 3 d 后随机分组进
行相关实验。实验方案及规程符合海南省动物研
究所伦理学审查标准（批准号：2021HL014）。
2　方法
2.1　MCPP 制备焦虑模型方法
　　除空白组外，其他各组小鼠参照文献报道方
法 [8，11]，分别皮下注射 MCPP（8 mg·kg－ 1，0.2 
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mL/ 只），连续 3 d，制备焦虑模型。若模型动物
进入明箱次数和时间与空白组动物比较，降低程
度具有显著差异，则提示造模成功 [2]。
2.2　CUMS 制备抑郁模型方法
　　参照文献方法 [12-14]，除空白组外，其余各
组动物依次放置 CUMS 造模箱中进行包括声（1 
min）、电（1 min）、明 / 暗光（2 min）等 3 种刺激，
结合禁食 24 h、禁水 24 h、睡眠剥夺 24 h 及束缚 3 
h·d － 1 等刺激进行抑郁模型的制备。每日随机挑
选 1 ～ 2 种进行，相邻时间不能重复，连续刺激
28 d。若大鼠出现饮水减少、体质量减轻、毛色晦
暗、探索行为减少等症状，则提示建模成功 [12]。
2.3　LVO 香薰吸入对焦虑模型小鼠的行为学变
化的考察
　　雄性昆明小鼠 48 只，随机分为 6 组，每组 8
只，分别为空白组，模型组，阳性组，LVO 低、
中、高剂量组（4、8、16 μL）。除空白组外，其
余各组小鼠按照“2.1”项下方法制备焦虑模型。
阳性组腹腔注射地西泮（2 mg·kg－ 1，0.25 mL/
只）；LVO 各组动物 1 h/ 次置香薰仪中进行香熏
吸入，连续 7 d。
　　明暗箱穿梭检测：在第 2、5 日给药 1 h 后，
记录小鼠 5 min 内在暗室运动的总路程和平均运
动速度，取两次测定结果的平均值进行统计。
　　旷场活动检测：在第 3、6 日给药 1 h 后，采
用计算机监测分析系统进行实时记录，观察动物
的运动路程、运动速度等自发活动，观察时间为
10 min，取两次测定结果的平均值进行统计。
2.4　LVO 香熏吸入对抑郁模型小鼠的行为学变
化的考察
　　按照“2.2”项下方法进行造模，造模后第 22
日开始给药。阳性组动物采取腹腔注射方式给予
帕罗西汀（10 mg·kg－ 1）0.25 mL；LVO 各组动
物 1 h/ 次置薰香仪中进行香薰吸入，连续 7 d。
　　自发活动实验：在第 22、25、28 日，采用
计算机监测分析系统进行实时记录。小鼠放入自
主活动箱后应适应 3 min，全程采用自动录像设
备记录 10 min 内各组小鼠运动的总路程以及平均
速度，实验间应采用 30% 乙醇溶液进行场箱内壁
及底面的清洁。实验全程应保持安静状态，取三
次测定结果的平均值进行统计。
　　悬尾实验：在第 23、26 日，用医用胶布固
定小鼠尾部于挂钩上，使其倒悬，固定部位距小
鼠尾尖 1 cm。利用计算机信号采集传感器采集小
鼠挣扎时张力变化，记录 6 min 内小鼠悬尾不动
时间，并统一收集统计后 4 min 数据进行分析，
取两次测定结果的平均值进行统计。

　　强迫游泳实验：在第 24、27 日，将小鼠放
置高 20 cm，直径 18 cm，水深 12 cm 的恒温游泳
仪中，利用强迫游泳实时监测系统，采集记录 6 
min 内小鼠游泳活动状态，并统一收集统计后 4 
min 数据进行分析，取两次测定结果的平均值进
行统计。
2.5　脑组织海马相关神经递质水平及功能蛋白表达
2.5.1　ELISA 法测定脑组织海马相关神经递质
水平　末次给药后，采用脱颈椎处死小鼠，于
冰袋上断头取脑，生理盐水冲洗并用滤纸擦干
后称重。剥离脑海马组织，加入生理盐水在 4℃
下冰浴匀浆，并以 3000 r·min－ 1 低温离心 15 
min，离心液使用酶标仪进行 OD 值的测定。采
用 ELISA 法按照试剂盒说明制作标准曲线，计算
样品中 Glu、5-HT、GABAA 的水平。
2.5.2　Western blot 对小鼠脑组织中蛋白表达的检
测　将小鼠海马体脑组织从全脑中分离，加入生
理盐水匀浆，离心，弃去上清液，加入 RIPA 裂
解液后进行蛋白定量，按照试剂盒说明，应用酶
标仪对海马体脑组织中的蛋白进行浓度检测，进
行配胶并上样、电泳，转膜至 PVDF 膜上，用 5% 
脱脂奶粉封闭 1 h 后，加入一抗β-actin（1∶2000），
GRN2B（1∶1000），GRM5（1∶1000），GluR1
（1∶1000），VGluT1（1∶1000）。样本置 4℃温度
下过夜，二抗置于室温条件下孵育后，采用凝胶
成像仪成像的方法测定。
2.6　数据分析和处理
　　实验结果均采用均数 ±标准差（x±s）表示，
采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学处理。
采用单因素方差分析（One-way ANVOA）比较
各数据，各组数据之间进行方差齐性检验，方差
齐性一致的组进行两两比较采用最小显著性差异
法（LSD），方差不齐的组间比较采用 Dunnett-t
检验，P ＜ 0.05 认为差异有统计学意义，并使用 
GraphPad Prism 8.0 软件绘制成柱形图展示。
3　结果
3.1　对模型小鼠行为学方面的影响
3.1.1　对焦虑模型小鼠行为学的影响　结果显
示，与空白组比较，模型组运动总路程、平均运
动速度及静止时间差异有统计学意义，表明造模
成功；与模型组比较，阳性组及 LVO 中、高剂
量组均能显著降低小鼠运动总路程和平均运动速
度，增加静止时间。阳性给药组及 LVO 中、高剂
量组能够显著降低焦虑模型小鼠在暗箱中运动路
程和运动速度。说明 LVO 香薰吸入可影响模型小
鼠的自主活动行为（见图 1）。
3.1.2　对抑郁模型小鼠行为学的影响　自发活动
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3.2　对模型小鼠脑海马组织中神经递质 Glu、
GABAA、5-HT 水平的影响
3.2.1　对焦虑模型小鼠脑海马组织中神经递质的影
响　结果如图 3 所示，与空白组比较，模型组脑组
织中 Glu 水平显著升高，而 GABAA 和 5-HT 水平显
著下降，说明造模成功；与模型组比较，阳性组和

LVO 各剂量组的 Glu 水平显著降低；阳性给药组
GABAA、5-HT 水平均显著升高；LVO 组中、高剂
量组 GABAA 水平均显著升高；LVO 各剂量组 5-HT
水平显著升高。从以上结果可以看出，LVO 香熏后
对焦虑模型动物 Glu、GABAA、5-HT 递质水平有调
控作用。

图 2　LVO 熏香吸入对抑郁模型小鼠自发活动实验、强迫游泳实验和悬尾实验行为学评价的影响（n ＝ 8）
Fig 2　Effect of LVO inhalation on the behavior evaluation of spontaneous activity test，forced swimming test and tail suspension test of the depression 
model（n ＝ 8）

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

实验结果如图 2（A、B、C）所示，与空白组比
较，抑郁模型组在运动总路程、运动速度及静止
时间差异具有统计学意义，说明造模成功；与模
型组比较，阳性组及 LVO 中、高剂量组可以显著
增加抑郁模型组动物运动总路程和运动速度，减
少抑郁模型动物静止时间。
　　强迫游泳实验和悬尾实验结果如图 2（D、E）

所示，与空白组比较，抑郁模型组强迫游泳不动时
间、悬尾不动时间均显著增加，说明造模成功；与
抑郁模型组比较，阳性组对抑郁模型动物强迫游泳
及悬尾不动时间均有显著的降低；LVO 中、高剂量
组均可降低抑郁模型动物强迫游泳不动时间，LVO
各剂量组均可降低悬尾不动时间。说明 LVO 对抑郁
模型动物强迫游泳不动时间和悬尾不动时间有影响。

图 1　LVO 熏香吸入对焦虑模型动物旷场实验（A ～ C）和明暗箱穿梭实验（D ～ E）行为学的影响（n ＝ 8）
Fig 1　Effect of LVO inhalation on the behavior in the open field test（A ～ C）and light-dark transition test（D ～ E）of the anxiety model（n ＝ 8）

注：与空白组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；与模型组相比，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；compared with the model group，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01.
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3.2.2　对抑郁模型小鼠脑海马组织中神经递质的影响
　结果如图 4 所示，与空白组相比，模型组的 5-HT
和 Glu 水平降低，而 GABAa 水平升高，说明造模
成功；与模型组相比，阳性组和 LVO 各剂量组均能

显著提高抑郁模型动物 5-HT 和 Glu 水平；阳性对
照组和 LVO 中、高剂量组可显著降低抑郁模型动物
GABAA 水平。以上结果说明 LVO 熏香能调控抑郁模
型动物脑组织中神经递质 5-HT、Glu、GABAA 的水平。

图 4　LVO 香熏吸入对抑郁模型小鼠脑组织 5-HT，GABAA 及 Glu 的影响（n ＝ 8）
Fig 4　Effect of LVO inhalation on the level of 5-HT，GABAA，and Glu of the depression model（n ＝ 8）

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

3.3　对脑内海马体中 GRN2B、GRM5、GluR1、
VGluT1 相关蛋白表达的影响
3.3.1　对焦虑模型小鼠脑内海马体中相关蛋白
表达的影响　从 Western blot 实验结果可以看
出（见图 5、6），与模型组相比，阳性组可增强
GRN2B、GRM5 蛋白的表达，减弱 VGluT1 蛋白
的表达，而对 GluR1 蛋白表达无明显影响；LVO
高剂量组可增强 GRN2B 蛋白的表达，LVO 各组
均可明显增强 GRM5 蛋白的表达，而低、中剂量
组则显著减弱 GluR1、VGluT1 蛋白的表达，而
地西泮组差异无统计学意义，提示 LVO 香薰抗
焦虑的作用机制与地西泮可能有一定区别。同时
LVO 随着高剂量组对 GluR1 蛋白的表达有增强的
趋势，是否与 Glu/GABA 的平衡转化有关或具有
双向调节作用，需进一步深入研究。
3.3.2　对抑郁模型小鼠脑内海马体中相关蛋白表达
的影响　从 Western blot 结果可以看出（见图 7、8），
与模型组比较，阳性给药组可增强 GRN2B、GluR1
的蛋白表达，而 LVO 组各组均可增强 GRN2B 蛋白
的表达，中、高剂量组可增强 GluR1、VGluT1 蛋
白的表达，而均对 GRM5 蛋白的表达无明显影响，
提示 LVO 抗抑郁的作用可能与帕罗西汀相似。

4　讨论

　　临床上抑郁症和焦虑症往往有同时存在的现
象 [15-17]，称为焦虑抑郁综合征 [18]。发病时伴随的临
床症状较多，病情复杂，且容易复发 [19]，西医多采
用联合用药的方式进行治疗，但药物副作用较大 [20]。
4.1　LVO 对抑郁模型动物和焦虑模型动物行为
学的影响
　　旷场实验是常用的观察动物在陌生环境下因恐
惧而产生焦虑行为的实验，可评价动物是否有焦虑
和抑郁的行为，通常抗焦虑药物会增加动物在中央
区域的活动频率 [21]；动物本能地对明亮的地方有排

图 5　LVO 香熏吸入对焦虑模型小鼠脑组织中 GRN2B，GRM5，
GluR1 及 VGluT1 蛋白表达的影响 
Fig 5　Effect of LVO inhalation on the expression of GRN2B，GRM5，
GluR1，and VGluT1 of the anxiety model

图 3　LVO 香薰吸入对焦虑模型小鼠脑组织 Glu，GABAA 及 5-HT 的影响（n ＝ 8）
Fig 3　Effect of LVO inhalation on the level of 5-HT，GABAA，and Glu of the anxiety model（n ＝ 8）

注：与空白组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；与模型对照组相比，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；compared with the model group，▲ P ＜ 0.05，▲▲ P ＜ 0.01.
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斥和好奇两种倾向 [22]，有报道称正常动物或低焦虑
动物在暗箱中的活动频次和时间会低于高焦虑水平

的动物 [23]；CUMS 是目前公认较为成功的制作抑郁
症模型的方法 [24]，可造成动物探索行为能力降低、
兴趣丧失、绝望表现（增加悬尾不动时间和强迫游
泳不动时间）等一系列表现 [25]，评价行为学指标的
变化是神经精神药物研究中常见的方法 [26]。
　　实验结果显示，LVO 中、高剂量组均能显著
改善焦虑模型动物在旷场以及暗箱中活动频次高
的现象，增加其在旷场中的静止时间；而对抑郁
模型动物，LVO 中、高剂量组可显著增加其自发
活动的活动频率，同时 LVO 各剂量组均可增加其
在强迫游泳实验中的活动时间，LVO 中、高剂量
组还能显著增加其悬尾挣扎时间。以上结果说明，
LVO 香熏吸入后对焦虑模型动物和抑郁模型动物
出现的行为学活动现象均有一定的改善作用。
4.2　LVO 对焦虑模型和抑郁模型动物相关神经
递质的影响
　　单胺类神经递质学说是目前研究焦虑症和
抑郁症的主流学说之一 [27]，认为如 5-HT、多巴
胺（DA）、去甲肾上腺素（NE）、GABA、Glu 等
递质水平发生变化，是导致焦虑症和抑郁症疾病
产生的原因之一，有报道称抑郁症和焦虑症患者
体内 5-HT 递质水平偏低 [28]，而焦虑症患者体内
GABA 等递质水平偏低 [29-30]。本研究以 Glu、5-HT、
GABAA 递质水平变化为考察指标，结果发现 LVO
香薰后可以降低焦虑模型动物 Glu 水平，升高
GABAA、5-HT 水平，同时能提高抑郁模型动物
5-HT 和 Glu 水平，降低 GABAA 水平。结果说明
LVO 香熏抗焦虑、抗抑郁的作用可能与调控 Glu、
GABAA、5-HT 神经递质的水平有关。
4.3　LVO 对焦虑模型动物和抑郁模型动物相关
蛋白表达的影响
　　研究表明 GRN2B 是谷氨酸受体的亚基，在神
经元可塑性，情绪调节过程中发挥着重要作用 [31]；
促代谢性谷氨酸受体 5（GRM5）与精神类疾病的
发生有一定的关联性 [32]；AMPA 受体与抑郁症的
发生有很大相关性 [33-34]，升高 GluR1、GluR2 的表
达及 GluR1 磷酸化水平，对 CUMS 造模的抑郁样
行为有改善作用 [35-36]。VGluT1 可协助谷氨酸在囊
泡间进行转运，对维持机体内谷氨酸含量平衡起到
重要作用 [37-38]。神经生理学研究表明，机体内兴奋
型的神经递质 Glu 与抑制型的神经递质 GABA 可
以相互转化，Glu 与 GABA 之间的平衡是否稳定与
大脑兴奋或抑制有一定关联性 [39]。LVO 香熏抗焦
虑作用可能与提高脑组织中 GRN2B 及 GRM5 蛋白
的表达有关；同时低、中剂量组可降低焦虑模型动
物的 GluR1、VGluT1 蛋白的表达，而高剂量组对
Glu 相关蛋白表达反而呈现加强的趋势，其原因是

图 6　LVO 香熏吸入对焦虑模型小鼠脑组织中 GRN2B，GRM5，
GluR1 及 VGluT1 蛋白相对表达量的影响 
Fig 6　Effect of LVO inhalation on the expression of GRN2B，GRM5，
GluR1，and VGluT1 of the anxiety model

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

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

图 7　LVO 香熏吸入对抑郁模型小鼠脑组织 GRN2B，GRM5，
GluR1 及 VGluT1 蛋白表达的影响 
Fig 7　Effect of LVO inhalation on the expression of GRN2B，GRM5，
GluR1，and VGluT1 of the depression model 

图 8　LVO 香熏吸入对抑郁模型小鼠脑组织 GRN2B，GRM5，
GluR1 及 VGluT1 蛋白表达的影响 
Fig 8　Effect of LVO inhalation on the expression of GRN2B，GRM5，
GluR1，and VGluT1 of the depression model 

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

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



1997

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

否与 Glu/GABA 的平衡转化有关或具有双向调节作
用，需进一步深入研究。LVO 香薰抗抑郁作用机
制可能与提高 GRN2B、GluR1、VGluT1 蛋白的表
达，加强或维持 Glu 的兴奋性信息传递有关。
　　综上可知，LVO 香熏吸入对 MCPP 诱导的焦
虑样行为和 CUMS 诱导的抑郁样行为均有改善作
用，其作用机制可能与调控脑内海马体 5-HT 等
神经递质水平，影响 GRN2B 等相关蛋白表达有
一定的关联，研究结果为下一步开展深入的机制
探索提供了方向。
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基于 RBL-2H3 细胞的复杂基质生化药类过敏反应评估 
及体内外相关性评价

吴畅1，2，杨奇涛2，3，王瑶2，吴殷囡1，2，刘洋2，孟长虹2，陆益红2，汪玉馨2*，史清水2*（1. 徐州

医科大学，江苏　徐州　221004；2.  江苏省食品药品监督检验研究院，南京　210019；3. 中国药科大学，南京　211198）

摘要：目的　建立适宜的细胞模型对复杂基质生化药骨肽类注射剂和垂体后叶注射剂类过敏反应

风险进行评估，并与类过敏反应体内评价模型实验结果的相关性进行比较。方法　采用 RBL-2H3
细胞脱颗粒实验，选择β- 氨基己糖苷酶作为适宜的评价指标以评估骨肽类注射剂和垂体后叶注射

剂对 RBL-2H3 细胞脱颗粒的影响；采用实验室已建立的类过敏反应体内评价模型小鼠耳郭蓝染

实验，以蓝染率及伊文思蓝升高率为指标评价两种复杂基质生化药注射剂体内类过敏反应风险的

相关性。结果　骨肽类注射剂可诱导β- 氨基己糖苷酶的释放率增加，与阴性对照组相比差异存在

统计学意义（P ＜ 0.01），垂体后叶注射剂不可诱导β- 氨基己糖苷酶的释放。小鼠耳郭蓝染实验

高剂量组中，复方骨肽注射液和骨肽注射液为临床等效剂量的 6.67、10 倍，类过敏反应阳性率分

别为 100%、66.7%；随着剂量的降低，复方骨肽注射液和骨肽注射液为临床等效剂量的 1.67、2
倍时，类过敏反应均判定为阴性，垂体后叶注射剂类过敏反应均为阴性，与体外结果一致。结论
　通过结合 RBL-2H3 细胞脱颗粒模型与小鼠耳郭蓝染模型可对药物类过敏反应风险进行评估和

筛查，同时也可为复杂基质类生化药类过敏反应物质基础及机制的研究评价提供参考和手段。

关键词：类过敏反应；复杂基质生化药；RBL-2H3 细胞；小鼠耳郭蓝染实验
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　　类过敏反应发生于首次给药后，无需 IgE 介
导，临床主要表现为注射部位反应，恶心、呕吐、
腹痛、腹泻等胃肠道反应，血压下降等循环系统
反应以及过敏性休克等 [1-2]，与Ⅰ型过敏反应临
床症状表现相似，容易混淆 [3]。同时，类过敏反
应的发生机制较为复杂，与肥大细胞表面受体、
补体系统以及凝血系统等多种因素有关 [4-6]，目
前尚未建立公认的体内外评价标准，因此类过敏
反应体内外评价方法及药物评估研究具有重要意
义，可以为药物的类过敏的判断和筛查、临床用
药的安全性的提升提供借鉴和参考。
　　近年来类过敏反应体外评价方法多为细胞脱
颗粒实验，用于研究的细胞模型 [7-9] 有大鼠嗜碱
性细胞白血病细胞（RBL-2H3）、人外周血嗜碱
性白血病细胞（Ku812）、小鼠肥大细胞瘤细胞
（P815）和人肥大细胞（LAD2），除了直观的细
胞染色方法 [10]，组胺、β- 氨基己糖苷酶、类胰
蛋白酶等作为肥大细胞与嗜碱性粒细胞脱颗粒时
释放的物质 [11]，常用作评价脱颗粒程度的有效指
标；而对于类过敏反应体内实验，涉及到的动物
有小鼠、大鼠、豚鼠、比格犬、猪等 [12]，常用于
体内类过敏风险评价的实验方法有小鼠耳郭蓝染
实验 [13]、大鼠皮肤蓝斑实验 [14]，具有直观的定

性与较为合适的定量判断标准，适用于药物的类
过敏相关性筛选。
　　骨肽类注射剂和垂体后叶注射剂均为多组分
生化药，属于复杂基质药物，其不良反应多表现
在皮肤、呼吸系统、消化系统，临床表现为皮疹、
瘙痒、呕吐、咳嗽、呼吸困难、寒战、发热、过
敏性休克等，多为过敏样反应 [15-18]。本课题通过
建立体外细胞模型与动物体内模型相结合，并对
检测指标进行筛选以评估这两种复杂基质类药物
的类过敏反应，同时采用已建立的类过敏反应体
内评价模型，即筛选好阳性对照组药物及摸索出
适宜的染料浓度的小鼠耳郭蓝染实验进行评估，
比较体内外模型实验结果的相关性 [19]。
1　材料
1.1　动物 
　　SPF 级 ICR 健康小鼠，雌雄各半，体质量
为 22 ～ 24 g [ 北京维通利华实验动物技术有限公
司，实验动物生产许可证号：SCXK（浙）2019-
0001，使用许可证号：SYXK（苏）2019-0047]。动
物饲养于江苏省食品药品监督检验研究院屏障
系统内，自由饮水，室温 20 ～ 22℃，相对湿度
60% ～ 70%，昼夜明暗交替时间为 12 h/12 h，适
应性喂养 7 d 后进行实验。本实验经江苏省食品药

Abstract: Objective  To establish an appropriate cell model to evaluate the risk of anaphylactoid 
reactions induced by complex matrix biochemical drugs such as osteopeptide injections and posterior 
pituitary injections, and to compare the correlation with the results of evaluation model of anaphylactoid 
reactions in vivo. Methods  RBL-2H3 cell degranulation test was done and β-hexosaminidase (β-Hex) 
was used as an evaluation indicator to determine the effect of osteopeptide injections and posterior 
pituitary injections on RBL-2H3 cell degranulation. The mouse ear blue staining test was conducted 
in the laboratory before, which was used to evaluate the anaphylactoid reaction in vivo, and the risk of 
anaphylactoid reactions in vivo between two complex matrix biochemical injections with the increase 
rate in blue staining rate and Evans blue (EB) as indicators. Results  Osteopeptide injections induced the 
increase release of β-Hex, with a statistical difference when compared with the negative control group (P 
＜ 0.01). The posterior pituitary injections failed to induce the release of β-Hex. Among the high-dose 
groups on the mouse ear blue staining test, when the compound bone peptide injections and bone peptide 
injections were 6.67 and 10 time of the clinical equivalent dose, the positive rates of anaphylactoid 
reactions were 100% and 66.7%. However, with the decrease of dose, when the compound bone peptide 
injections and bone peptide injections were 1.67 and 2 times of the clinical equivalent dose, and the 
anaphylactoid reactions were negative. The anaphylactoid reactions of the posterior pituitary injection 
were negative, which was consistent with in vitro the results. Conclusion  Combination of RBL-2H3 cell 
degranulation model and mouse ear blue staining model can assess and screen the risk of anaphylactoid 
reactions, and also provide reference and means for research and evaluation of the substance basis and 
mechanism of anaphylactoid reactions of complex matrix biochemical drugs.
Key words: anaphylactoid reaction; complex matrix biochemical drug; RBL-2H3 cell; mouse ear 
blue staining
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品监督检验研究院实验动物福利伦理审查委员会
批准（审查编号为 JSIFDC2020-04）。
1.2　细胞 
　　大鼠嗜碱性细胞白血病细胞（RBL-2H3）[ 美
国模式菌种收集中心（ATCC）]。
1.3　试药 
　　复方骨肽注射液（企业 A、B）、骨肽注射液（企
业 C、D、E）、垂体后叶注射液（企业 F、G）；组
胺（北京百灵威科技有限公司，批号：LK90T46）；
0.9% 氯化钠注射液（中国大冢制药有限公司，批号：
8J95D4）；伊文思蓝（EB，批号：MKCF0851）、甲
酰胺（批号：94024020）、C48/80（批号：039M4108V）、
4- 硝基苯基 -N- 乙酰 -β-D- 氨基半乳糖苷（批号：
SLCB8641）、Triton X-100（批号：SLBZ2181）（Sigma
公司）；MEM 培养基、丙酮酸钠、青霉素 - 链霉素、
MEM 非必需氨基酸、0.25% 胰酶（Gibco 公司）；柠
檬酸、柠檬酸钠、碳酸钠、碳酸氢钠（国药集团）。
1.4　仪器 
　　Thermo 1300series A2 生物安全柜（美国赛默飞
世尔科技公司）；5%CO2 恒温培养箱（德国 Memmert
公司）；OLYMPUS IX53 倒置显微镜（日本奥林巴
斯株式会社）；Panasonic mLS-3781L 高压蒸汽灭菌
器（日本松下电器株式会社）；Countstar BioMed 细
胞计数仪（上海睿钰生物科技有限公司）；各种规格
的移液器（德国艾本德 Eppendorf 公司）；XP6 型 /
XS205DU 型电子天平（瑞士梅特勒 - 托利多仪器有
限公司，精度：0.1 mg）；Synergy H1 多功能酶标仪
（美国博腾 Bio Tek 公司）；Beckman Coulter Allegra 
64R 台式高速冷冻离心机（美国贝克曼库尔特有限公
司）；XiangYi L-550 低速离心机（长沙湘仪离心机仪
器有限公司）。
2　方法
2.1　RBL-2H3 细胞脱颗粒实验 
2.1.1　细胞培养　RBL-2H3 细胞用含有 15% 胎牛
血清、1% 青霉素 - 链霉素、1% 丙酮酸钠和 1% 非
必需氨基酸的 MEM 培养基培养于 37℃、5%CO2

培养箱内，对数生长期间 2 ～ 3 d 按比例传代。
2.1.2　细胞分组及给药　取对数期生长的 RBL-
2H3 细胞，以 2×105 个·mL－ 1 的细胞密度，每
孔 200 μL 接种于 96 孔板中，培养 24 h 后，吸弃
培养液，用 PBS 缓冲液清洗 2 次，设置分组。
　　① 骨肽注射剂组：阴性组（台氏液）；阳性
组（10 μg·mL－ 1 C48/80）；总酶组（0.1% Triton 
X-100 裂解液）；药物组，复方骨肽注射液与骨
肽注射液稀释至 0.5 mg·mL－ 1。
　　② 垂体后叶注射剂组：阴性组（台氏液）；
阳性组（0.025 mg·mL－ 1 C48/80）；总酶组（0.1% 

Triton X-100 裂解液）；药物组（垂体后叶注射液
稀释至 0.3 U·mL－ 1）。
　　上述各组设置 6 个复孔，每孔 200 μL，培养
箱内孵育 30 min 后收集上清液，再用 PBS 缓冲液
清洗 2 次，除总酶组外每孔加 200 μL 0.1% Triton 
X-100 裂解液，培养箱孵育 30 min 收集上清液。
2.1.3　β- 氨基己糖苷酶释放率测定　取 50 μL 各组
上清液，添加台氏液作为空白组，加入 50 μL 基质
液（含 1 mmol·L－ 1 底物 4- 硝基苯基 -N- 乙酰 -β-D-
氨基半乳糖苷的 0.1 mol·L－ 1 柠檬酸 - 柠檬酸钠缓
冲液，pH 4.5，过滤除菌），37℃孵育 1 h，每孔加
150 μL 终止液（0.1 mol·L－ 1 Na2CO3/NaHCO3 缓冲
液，pH 11，过滤除菌），5 min 内测定 405 nm 处的
吸光度（OD）值。细胞外β- 氨基己糖苷酶释放率
（%）＝（阴性组 OD/ 给药组 OD －空白组 OD）/
（总酶组 OD －空白组 OD）×100%；细胞内β- 氨
基己糖苷酶剩余含量（%）＝（阴性组 OD/ 给药组
裂解后 OD －空白组裂解后 OD）/（总酶组裂解后
OD －空白组裂解后 OD）×100%。
2.2　小鼠耳郭蓝染实验 
　　本实验中设定的类过敏反应判断标准如
下：a. 耳郭蓝染发生率≥ 30%；b. 耳郭 EB 升高
率≥ 50%。若同时符合 a、b 两项条件，则类过
敏反应判断为阳性。
2.2.1　溶液配制　称取 EB 1 g，溶于 50 mL 0.9%
氯化钠注射液，超声 10 ～ 15 min 至完全溶解，
用 0.22 μm 的滤膜过滤后得到 2% EB，用于后续
溶液配制；称取 EB 5 mg，溶于 5 mL 甲酰胺，混
匀，配制成 1 mg·mL－ 1 储备液，用 1 mg·mL－ 1 
EB 甲酰胺储备液配制质量浓度为 10、8、6、4、2、
1、0.5、0.25 μg·mL－ 1 的 EB 甲酰胺标准曲线溶液。
2.2.2　动物实验分组　ICR 小鼠按照体质量随
机分组，每组 6 只，实验分为 ① 阴性组：0.9% 
氯化钠注射液（含 0.16% EB）；② 阳性组：0.5 
mg·mL－ 1 组胺的阳性对照溶液（含 0.16% EB）；
③ 药物组：复方骨肽注射液与骨肽注射液稀释成
含 0.16% EB 的高剂量组（5 mg·mL－ 1）、中剂量
组（2.5 mg·mL－ 1）和低剂量组（1 mg·mL－ 1）；
垂体后叶注射液稀释成含 0.16% EB 的高剂量组
（0.6 U·mL－ 1）和低剂量组（0.3 U·mL－ 1）。
2.2.3　小鼠耳郭蓝染实验方法　每只小鼠尾静脉
给予 0.5 mL 各组对应的溶液。给药 30 min 后脱颈
处死小鼠，观察并记录各组出现耳郭蓝染色的动
物数量，计算各组耳郭蓝染的发生率。立即沿耳
根部剪去双耳后，剪成小块，用 2 mL 甲酰胺浸
没，室温浸泡 48 h，提取耳郭中渗出的 EB 染料。
2.2.4　EB 渗出量测定　48 h 后将各组的双耳甲酰
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胺浸泡液以 3000 r·min－ 1 离心 15 min。离心后取
各组上清液 200 μL 于 96 孔板中，添加标准曲线溶
液，添加等量甲酰胺作为空白对照组，用酶标仪
在 620 nm 下测定吸光度（OD）值。根据标准曲线
计算 EB 含量，将其换算成 2 mL 甲酰胺中所含有
EB 染料的总渗出量，并计算 EB 升高率。EB 升高
率（%）＝（给药组 EB 含量－阴性对照组 EB 含
量）/ 阴性对照组 EB 含量×100%。
2.3　数据处理 
　　采用 GraphPad Prism 8.0 软件对所有实验数据
进行统计分析，实验数据采用 x±s 表示；组间比较
采用单因素方差分析（one-way ANOVA），P ＜ 0.05
表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　类过敏反应体外评价方法的建立
　　本课题组在前期研究中采用间接荧光法，以
组胺溶液为阳性组筛查骨肽注射剂时发现，在骨
肽类注射剂中可能存在组胺类似物，对组胺的体
外检测存在一定的干扰，而类胰蛋白酶的检测灵
敏度较低，因此本研究选择β- 氨基己糖苷酶为类
过敏反应体外评价的指标。通过检测β- 氨基己糖

苷酶的释放率作为 RBL-2H3 细胞脱颗粒的指标，
建立类过敏反应体外评价的模型，并对骨肽类注
射剂和垂体后叶注射剂进行评估。
　　图 1A 显示，阴性组的细胞外β- 氨基己糖
苷 酶 释 放 率 在 0.79% ～ 1.27%， 各 企 业 骨 肽
类注射剂的细胞外β- 氨基己糖苷酶释放率在
1.61% ～ 2.72%。各组骨肽类注射剂给药 30 min
后均能引起 RBL-2H3 细胞外的β- 氨基己糖苷酶
的释放率增加，与阴性组相比，差异有统计学意
义（P ＜ 0.01）。同时各组 RBL-2H3 细胞内的β-
氨基己糖苷酶的剩余含量差异无统计学意义，表
明各组骨肽类注射剂均能诱导 RBL-2H3 细胞的
脱颗粒，可能存在类过敏反应的风险。
　　而在垂体后叶注射剂体外类过敏评价实验
中，阴性组的细胞外β- 氨基己糖苷酶释放率在
2.22% ～ 2.58%，各组垂体后叶注射剂的细胞外
β- 氨基己糖苷酶释放率在 1.52% ～ 2.74%。与
阴性组相比，给药 30 min 后基本不能引起 RBL-
2H3 细胞外的β- 氨基己糖苷酶的释放率增加，但
差异无统计学意义（P ＞ 0.05）（见图 1B）。

图 1　各企业骨肽注射剂（A）和垂体后叶注射剂（B）诱导 RBL-2H3 脱颗粒结果

Fig 1　RBL-2H3 degranulation induced by osteopeptide injections（A）and posterior pituitary injections（B）from various enterprises
注：与阴性对照组相比较，*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the negative control group，*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01.

3.2　类过敏反应体内评价方法的建立 
　　利用小鼠耳郭蓝染实验，以磷酸组胺作为阳
性对照，并依据类过敏反应判断标准，建立类过
敏反应体内评价的模型，并对骨肽类注射剂及垂
体后叶注射剂进行评估。根据复方骨肽注射液和
骨肽注射液的临床等效剂量，设置高剂量组的药
液质量浓度为 5 mg·mL－ 1（均相当于临床等效
剂量的 10 倍）、中剂量组的药液质量浓度为 2.5 
mg·mL－ 1（分别相当于临床等效剂量的 3.34、5
倍）和低剂量组的药质量液浓度为 1 mg·mL－ 1

（分别相当于临床等效剂量的 1.67、2 倍）。同

理根据垂体后叶注射液临床最大等效剂量，设
置高剂量组 0.6 U·mL－ 1（1 倍）和低剂量组 0.3 
U·mL－ 1（0.5 倍）。
　　在骨肽类注射剂小鼠耳郭蓝染实验高剂量组
中，不同企业的骨肽类注射剂引起的类过敏反应存
在一定的差异（见图 2 和表 1）。根据“2.2”项下判
定方法，企业 A 与企业 B 的复方骨肽注射液、企业
C 与企业 D 的骨肽注射液在高剂量下类过敏反应均
判断为阳性；企业 E 的骨肽注射液类过敏反应呈阴
性。在中剂量组中，企业 B 的复方骨肽注射液、企
业 C 的骨肽注射液类过敏反应判断为阳性；企业 A
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的复方骨肽注射液、企业 D 与企业 E 的骨肽注射液
故类过敏反应呈阴性。由于企业 A 的复方骨肽注射
液、企业 D 与企业 E 的骨肽注射液在中剂量时均呈
现类过敏反应阴性，在低剂量组中不再考察。企业
B 的复方骨肽注射液和企业 C 的骨肽注射液在低剂
量时，类过敏反应判定均为阴性（见图 3）。

图 2　骨肽类注射剂体内类过敏实验小鼠蓝染典型图

Fig 2　Typical diagrams of mouse ear blue staining test about 
osteopeptide injections by anaphylactoid test in vivo 

图 3　不同企业骨肽类注射剂耳郭蓝染实验的 EB 升高率

Fig 3　EB increase rate in mouse ear blue staining test of osteopeptide 
injections from different enterprises 

　　在垂体后叶注射剂小鼠耳郭蓝染实验中，两个
企业的垂体后叶注射液的高、低剂量组中，EB 升高
率均低于 50%；蓝染发生率均为 0，与阴性组相比
无显著性差异，类过敏反应判断为阴性（见图 4）。

图 4　垂体后叶注射剂体内类过敏实验小鼠蓝染典型图

Fig 4　Typical diagrams of mouse ear blue staining test about posterior 
pituitary injections by anaphylactoid test in vivo 

4　讨论 
　　药物的类过敏反应常发生在首次给药后 30 
min 内，引起过敏样症状是由于类过敏相关物质
进入体内引发肥大细胞或嗜碱性粒细胞脱颗粒释
放活性介质，从而导致一系列的炎症反应 [19]，因
此可尝试利用相关细胞的脱颗粒实验对类过敏反
应进行体外评价。肥大细胞或嗜碱性粒细胞中颗
粒内容物主要有组胺、β- 氨基己糖苷酶与类胰蛋
白酶等，其中组胺的半衰期短，适用于早期检
测；类胰蛋白酶在肥大细胞及嗜碱性颗粒中含量
丰富，又能够稳定存在，但检测灵敏度较低；β-
氨基己糖苷酶相比组胺的半衰期更长，存在较为
稳定，检测灵敏度也较类胰蛋白酶更高，能够较
好地反映细胞脱颗粒情况 [20-22]。结合本课题组前
期的探究发现，组胺与类胰蛋白酶这两个指标都

表 1　各企业骨肽类注射剂的耳郭蓝染结果 (n ＝ 6) 
Tab 1　Mouse ear blue staining test of osteopeptide injections from various enterprises (n ＝ 6)

制剂
生产

企业

高剂量组（5 mg·mL － 1） 中剂量组（2.5 mg·mL － 1） 低剂量组（1 mg·mL － 1）

蓝染发

生率 /%
EB 升高率 /%

结果

判定

蓝染发

生率 /%
EB 升高率 /%

结果

判定

蓝染发

生率 /%
EB 升高率 /%

结果

判定

复方骨肽注射液 A 100 1145.38±668.39 ＋ 16.7 47.88±101.07 － / / /
B 100 4601.86±1752.15 ＋ 100.0 317.92±243.08 ＋ 0 42.48±23.45 －

骨肽注射液 C 100 1249.34±202.48 ＋ 83.3 95.76±116.28 ＋ 16.7 100.90±122.89 －

D 100 981.97±425.12 ＋ 16.7 3.83±62.09 － / / /
E 0 31.83±82.31 － 16.7 57.52±91.79 － / / /

注：“＋”表示类过敏反应阳性；“－”表示类过敏反应阴性。

Note：“＋”Means the anaphylactoid reactions in vivo is positive，“－”means the anaphylactoid reactions in vivo is negative.

不适于用作类过敏体外评价，因此在本研究中选
取了β- 氨基己糖苷酶作为类过敏评价的主要指
标。结果发现，复方骨肽注射液与骨肽注射液给
药 30 min 后均能引起 RBL-2H3 细胞的β- 氨基己
糖苷酶释放率显著性增加，表明骨肽类注射剂可
能存在类过敏反应的风险；而垂体后叶注射剂给
药 30 min 后不引起 RBL-2H3 细胞的β- 氨基己糖

苷酶释放率显著性增加，表明其基本上不具有诱
导类过敏反应的风险。这两种药物都属于复杂基
质类生化药，成分较为复杂，药物本身成分可能
对实验结果产生影响，仅采用体外细胞过敏实验
难以确证实验结果。故本课题组又进行体内实验，
可以与体外实验结果进行互相佐证，使实验结果
具有一定的可靠性。
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　　小鼠耳郭蓝染实验是依据类过敏药物在体内
引起组胺释放导致的血管通透性增加 [23]，30 min
内观察小鼠的耳郭蓝染情况是一种直观的评价方
法，同时用甲酰胺萃取小鼠双耳的 EB 并通过定
量化数据计算对类过敏反应的评价。根据骨肽
类注射剂小鼠耳郭蓝染实验（相当于临床剂量的
6.67 倍）的类过敏反应判断均为阳性，骨肽类注
射剂（相当于临床剂量的 10 倍）的类过敏反应阳
性率为 66.7%；随着给药剂量的降低，部分阳性
组在中剂量时转变为阴性；当给药质量浓度为 1 
mg·mL－ 1 时，骨肽类注射剂（相当于临床剂量
的 1.67 ～ 2 倍）的类过敏反应判断均为阴性，但
与阴性对照组相比仍有差异。因此，骨肽类注射
剂的安全窗较窄，存在一定的类过敏风险，需要
考虑临床用药剂量的合理性，并且注意在输液期
间的观察和检测。而垂体后叶注射剂均不诱导小
鼠类过敏反应阳性，这一结果与骨肽注射液实验
结果相比，证明本实验具有一定的筛选作用。
　　RBL-2H3 细胞易于体外培养，而底物法测定
β- 氨基己糖苷酶快速稳定，便于对药物的体外初
步筛选；小鼠耳郭蓝染实验具有较好的敏感性和
特异性，检测周期短，可以进一步确认药物的类
过敏风险。本实验可得出 RBL-2H3 细胞脱颗粒
实验与小鼠耳郭蓝染实验的结果具有较好的一致
性，通过结合体内外模型的实验结果可对骨肽类
注射剂等复杂基质类药物类过敏反应风险作出评
估，以对药物类过敏风险作出可靠的评估，为临
床安全、合理用药以及建立类过敏反应临床前评
估模型提供借鉴。
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单叶铁线莲总皂苷抑制滑膜细胞激活的作用及机制研究

孙晓博1，李伟1*，饶一淞1，毛彩霞1，向大雄2（1. 益阳市中心医院药学部，湖南　益阳　413000；2. 中南大学湘

雅二医院药学部，长沙　410013）

摘要：目的　研究单叶铁线莲总皂苷（TsCH）抑制滑膜细胞激活的作用及可能机制。方法　细
胞实验：用不同浓度的 TsCH 预孵育滑膜细胞 12 h 后用肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）处理。CCK-8
和流式细胞仪检测细胞增殖和细胞周期；Transwell 检测细胞迁移；ELISA 法检测细胞培养上清
液中 IL-1β 和 IL-18 的水平；Western blot 法检测 NLRP3、caspase-1、MMP2 和 MMP9 的表达。
动物实验：建立胶原诱导的大鼠风湿性关节炎模型，TsCH 灌胃处理 4 周后评价关节炎指数评分、
足趾体积以及厚度；检测大鼠关节组织中 IL-1β、IL-18、NLRP3 和 Caspase-1 的表达。结果　
细胞实验结果表明 TsCH 能抑制 TNF-α 诱导的滑膜细胞增殖以及迁移，同时抑制 IL-1β、IL-18、
NLRP3、Caspase-1、MMP2 和 MMP9 蛋白表达水平的升高。动物实验结果表明 TsCH 能降低
关节炎大鼠的关节炎指数评分、减小足趾容积和足趾厚度，以及降低关节组织中 TNF-α、IL-
18、IL-1β、NLRP3、Caspase-1 的表达水平。结论　TsCH 对类风湿关节炎有治疗作用，可抑制
TNF-α 诱导的滑膜细胞激活，其作用机制可能与其抑制 NLRP3/caspase-1 信号通路有关。
关键词：含 pyrin 结构域 nod 样受体家族 3；单叶铁线莲；总皂苷；滑膜细胞；肿瘤坏死因子 -α
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Effect of total saponins from Clematis henryi Oliv. on the activation of 
synovial cells and related mechanism

SUN Xiao-bo1, LI Wei1*, RAO Yi-song1, MAO Cai-xia1, XIANG Da-xiong2 (1. Pharmacy Department 
of Yiyang Central Hospital, Yiyang  Hunan  413000; 2. Department of Pharmacy, the Second Xiangya 
Hospital of Central South University, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To determine the effect of total saponins from Clematis henryi Oliv. (TsCH) on the 
activation of synovial cells and its possible mechanism. Methods  In vitro experiment: synovial cells were 
pre-incubated with various concentrations of TsCH for 12 h, before being treated with tumor necrosis 
factor-α (TNF-α). After the treatment, CCK-8 and flow cytometry were used to detect the cell proliferation 
and cell cycle, respectively. Transwell detected the cell migration, and ELISA was used to detect the level 
of IL-18 and IL-1β. The expression of NLRP3, Caspase-1, MMP2 and MMP9 were detected by Western 
blot. Animal experiment: collagen-induced rat rheumatoid arthritis model was established. After 4 weeks 
of intragastric treatment with TsCH, the arthritis index score, paw volume and thickness were evaluated. 
The expression level of IL-1β, IL-18, NLRP3 and Caspase-1 in the rat joint tissue was detected. Results  
The in vitro experiment indicated that TsCH inhibited TNF-α-induced synovial cell proliferation and 
migration, and inhibited the expression level of IL-18, IL-1β, NLRP3, Caspase-1, MMP2 and MMP9. The 
animal experiments showed that TsCH decreased the arthritis index score, paw volume and thickness, and 
attenuated the level of TNF-α, IL-18, IL-1β, NLRP3 and Caspase-1 in the joint tissue. Conclusion  TsCH 
has therapeutic effect on rheumatoid arthritis and can inhibit TNF-α induced activation of synovial cells, 
whose mechanism may be related to its inhibition of the activation of NLRP3/Caspase-1 signaling pathway.
Key words: nod-like receptor family pyrin domain containing 3; Clematis henryi Oliv; total saponin; 
synovial cell; tumor necrosis factor-α
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　　类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一
种以关节滑膜炎症为主要表现的全身性自身免疫
疾病，常伴有关节外器官受累及血清类风湿因子
阳性 [1]。正常情况下，滑膜仅有1～2层滑膜细胞，
并发挥多种生理功能。而在患 RA 时，成纤维样滑
膜细胞（fibroblast-like synoviocyte，FLS）被激活，
呈肿瘤样、侵蚀性增生，并分泌大量的促炎性细
胞因子、基质金属蛋白酶（MMP2、MMP9）等 [2]。
肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）是 RA 中重要的致炎因
子，RA 患者滑膜细胞的激活与滑膜中 TNF-α 等促
炎性细胞因子水平的升高密切相关，TNF-α 抑制
剂可抑制成纤维样滑膜细胞的增殖，延缓 RA 的
发展 [3]。炎症小体是一种多蛋白复合物，负责细
胞内的免疫和炎症过程。在应激状态下，NLRP3/ 
Caspase-1 信号通路被激活，将无活性的 pro-IL-1β
和 pro-IL-18 剪切成为有生物活性的 IL-1β 和 IL-
18[4]。IL-1β 和 IL-18 可诱导多种与炎症级联反应相
关的细胞因子的表达和活化，参与 RA 的发生、发
展 [5]。有研究证实，抑制 NLRP3 介导的炎症反应
有助于控制 RA 的发生、发展 [6]。
　　土家药单叶铁线莲块根，系湖南湘西北土家
族经典常用草药，在《纲目拾遗》《湖南药物志》
等多种药物典籍中都有收载。前期研究以单叶
铁线莲为原料，制备了单叶铁线莲总皂苷（total 
saponins from Clematis henryi Oliv，TsCH） 提 取
物，并对其进行了化合物分离和结构确证 [5]。本
文通过细胞实验和动物实验，探索了 TsCH 对
Ⅱ型胶原诱导型关节炎的干预作用，以及其对
TNF-α 诱导的滑膜细胞增殖的作用及可能机制，
为阐明 TsCH 抗 RA 的作用机制提供实验依据。
1　材料与方法
1.1　材料
　　白细胞介素（IL）-18、IL-1β 和 TNF-α  ELISA
试剂盒、抗 MMP9 抗体（武汉博士德生物）；弗氏
不完全佐剂（美国 Sigma 公司）；抗 MMP2 多克隆
抗体、抗 Caspase-1 单克隆抗体、抗 NLRP3 单克隆
抗体以及 CCK-8 检测试剂盒（碧云天生物）；胎牛
血清（FBS，浙江天杭生物科技股份有限公司）；人
滑膜细胞（Jenni 生物技术公司）；甲氨蝶呤（上海
阿拉丁生化科技股份有限公司）；免疫级别牛Ⅱ型
胶原（上海懋康生物科技有限公司）；重组人 TNF-α 
[ 生工生物工程（上海）股份有限公司 ]。
1.2　TsCH 的制备
　　单叶铁线莲根茎用 70% 的乙醇浸提，微波辅助
提取，制成含生药 0.2 g·mL－ 1 药材的提取液。经
过 D-101 大孔吸附树脂纯化，收集洗脱液，减压回
收至无醇味。经比色法检测，所得溶液中总皂苷含

量为 0.167 g·mL－ 1，经计算 TsCH 的得率为 4.55%。
1.3　胶原诱导大鼠风湿性关节炎模型的建立及药
物干预
　　 雄 性 SD 大 鼠 共 30 只， 体 质 量 250 ～ 280 
g [ 湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产许
可 证 号 SCXK（湘）2009-0009 号 ]。 实 验 室 温 度
23 ～ 25℃，湿度 60% ～ 70%，定时排气、换气，
实验动物使用许可证号：YXK（湘）2009-0002 号。
将大鼠随机分为对照组、模型组、低剂量 TsCH 组
（L-TsCH，50 mg·kg－ 1）、高剂量 TsCH 组（H-TsCH，
150 mg·kg － 1）以及甲氨蝶呤组（阳性药物，1 
mg·kg－ 1）。除对照组外，其余各组大鼠建立胶原
诱导的大鼠风湿性关节炎模型。具体方法如下：将
Ⅱ型胶原溶于 0.05 mol·L－ 1 的乙酸中，在 4℃下搅
拌使之充分溶解，质量浓度为 2 mg·mL－ 1，置 4℃
冰箱过夜，再将灭活的卡介苗置于液体石蜡中，配
成 0.5 μg·L－ 1 的完全弗氏佐剂，将两者等体积混合、
乳化，制成Ⅱ型胶原乳剂。将该乳剂于大鼠的尾根
部多点皮内注射 0.3 mL 致炎，第 14 日于尾根部近
三分之一处和背部 3 ～ 5 点方向皮内注射该乳剂 0.1 
mL 作为加强免疫。造模成功后，L-TsCH 和 H-TsCH
组按 10 mL·kg－ 1 给药。对照组和模型组大鼠每天
给予相同体积的生理盐水。甲氨蝶呤组大鼠给药剂
量为 1 mg·kg－ 1，每周一次。4周后，测定相应指标。
1.4　骨关节炎指数测定
　　根据以下标准对关节的肿胀范围与程度进
行关节炎指数评分：0 分，无红肿；1 分：小趾
关节红斑或轻度肿胀；2 分：趾关节和足踌关节
中度肿胀；3 分：踝关节以下的足爪肿胀；4 分：
包括踝关节在内的全部足爪肿胀。四肢分别评分，
累计每只大鼠四肢关节的最高得分为 16 分。
1.5　足趾容积和足趾厚度的测定
　　依据排水法原理用自制足趾容积测定装置测
量大鼠右后足趾容积；使用游标卡尺测定大鼠右
后足足趾厚度。
1.6　细胞增殖检测 
　　用含有 2%FBS 的 DMEM 培养液调节滑膜细
胞密度为 3×104 个·mL－ 1，按 100 μL/ 孔接种于
96 孔板中，将培养板置于 37℃、5%CO2 培养箱中
培养 24 h 后。将细胞分为对照组（不做任何处理），
TNF-α 组（用 10 ng·mL－ 1 TNF-α 处理 48 h）以及
不同浓度的 TsCH 组（加入不同浓度 TsCH 预孵育 4 
h 后加入 10 ng·mL－ 1 TNF-α，继续培养 48 h），按
CCK-8 试剂盒说明书检测细胞增殖情况，每孔加入
10 μLCCK-8 工作液，于 37℃、5%CO2 培养箱中培
养2 h 后，用酶标仪于450 nm 检测光密度（OD）值。
1.7　流式细胞仪检测细胞周期
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　　将细胞分为对照组（不做任何处理），TNF-α
组（用 10 ng·mL－ 1 TNF-α 处理 48 h）和 TsCH 组
（40 μg·mL－ 1 的 TsCH 预孵育 4 h，加入 TNF-α 处
理 48 h），细胞用 0.25% 胰酶消化，PBS 洗涤 3 次，
加入适量 70% 预冷乙醇溶液，4℃固定 12 h 以上，
去除乙醇，PBS 洗涤 3 次。再用 PBS 重悬细胞，
并加入碘化丙啶（PI）和 RNase A，上机检测。
1.8　Transwell 迁移实验
　　取对数生长期的 FLS，调整细胞密度至 5×105

个·mL－ 1。Transwell 上室加入细胞悬液，下室加入
含 10% FBS 完全培养基，将细胞分为对照组（不做
任何处理），TNF-α 组（用 10 ng·mL－ 1 TNF-α 处理
48 h）和 TsCH 组（用 40 μg·mL－ 1 的 TsCH 预孵育
4 h 后加入 TNF-α，放入 37℃、5%CO2 培养箱孵育
48 h）。取出小室，将小室上层未迁移的细胞擦去。
将小室转移至 4% 的多聚甲醛溶液中固定 20 min，结
晶紫溶液染色 30 min。倒置显微镜观察细胞并拍照。
1.9　炎症因子的测定 
　　收集细胞或者大鼠关节滑膜组织，加入裂解液
后用匀浆仪打碎裂解，12 000 r·min－ 1 离心 5 min，
取上清液，测定蛋白浓度。按照 ELISA 试剂盒说
明书检测上清液中 TNF-α、IL-18、IL-1β 的水平。
1.10　蛋白表达检测
　　收集细胞或组织样本，用 RIPA 裂解液裂解

30 min。4℃、12 000 r·min－ 1 离心 15 min，取上
清液变性后待用。制备 10%SDS-PAGE 凝胶，上
样量为 40 μg。于 80 V 运行 30 min 后，120 V 分离
60 min，将蛋白转移至 PVDF 膜。5% 脱脂牛奶封
闭 1 h，TBST 清洗 3 次，每次 5 min。用 NLRP3、
Caspase-1、MMP2、MMP9- 抗体孵育膜过夜。用
二抗孵育 1 h 后检测 NLRP3、Caspase-1、MMP2、
MMP9 的蛋白表达水平。
1.11　统计学方法
　　采用 GraphPad Prism7 对实验数据进行统计
分析，计量资料表示形式为均数 ±标准差。多
组间比较采用单因素方差分析，然后进行 Tukey 
检验。当 P ＜ 0.05 时为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　TsCH 抑制 TNF-α 诱导 FLS 细胞的增殖 
　　由图 1A 中结果可知，与对照组相比，TsCH 浓
度在 160 μg·mL－ 1 以下时，对 FLS 细胞活力无明
显影响。TNF-α 显著增加了 FLS 细胞的增殖，而 20
和 40 μg·mL－ 1 的 TsCH 明显抑制了 TNF-α 对 FLS
细胞的增殖作用（见图 1B）。流式细胞术检测结果
表明，与对照组相比，TNF-α 增加了（S ＋ G2 期）/
（G1 ＋ G2 ＋ S 期）的水平，与 TNF-α 组相比，40 
μg·mL－ 1 的 TsCH 显著抑制（S ＋ G2 期）/（G1 ＋

G2 ＋ S 期）的水平（见图 1C）。

图 1　TsCH 对 TNF-α 诱导的细胞增殖的影响

Fig 1　Effect of TsCH on the TNF-α  induced proliferation of FLS 
A. TsCH 对 FLS 细胞活力的影响（Effect of TsCH on cell viability）；B. TsCH 对 TNF-α 诱导的 FLS 细胞增殖的影响（Effect of TsCH on TNF-α-
induced cell proliferation）；C. TsCH 对 TNF-α 诱导的 FLS 细胞周期的影响（Effect of TsCH on the cell cycle of FLS）。

注（Note）：与对照组比较，***P ＜ 0.001（Compared with the control group，***P ＜ 0.001）；与 TNF-α 组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01
（compared with the TNF-α  group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

2.2　TsCH 抑制 TNF-α 诱导 FLS 细胞的迁移 
　　如图 2 结果可知，TNF-α 显著增加了 FLS 细
胞的迁移，而 40 μg·mL－ 1 的 TsCH 抑制了 TNF-α
对 FLS 细胞的迁移作用。与对照组相比，TNF-α
增加了 MMP2 和 MMP9 的水平，与 TNF-α 组相
比，TsCH 显著抑制了 MMP2 和 MMP9 的升高。
2.3　TsCH 对 NLRP3/Caspase-1 信号通路的影响
　　与对照组相比，TNF-α 显著增加 IL-1β 和 IL-18
的水平；与 TNF-α 组相比，TsCH 显著抑制炎症因
子表达的升高（见图 3）。与对照组相比，TNF-α 明
显上调了炎症小体组成蛋白 NLRP3、Caspase-1 的

表达水平；与 TNF-α 组相比，TsCH 明显抑制了上
述蛋白的表达（见图 3）。
2.4　TsCH 对胶原诱导大鼠关节炎的影响
　　如图 4 所示，相比于对照组，模型组大鼠关节
炎指数评分、足趾体积以及足趾厚度均升高；而相
比于模型组，L-TsCH 和 H-TsCH 均能降低大鼠关
节炎指数评分、足趾体积以及足趾厚度。同时测定
了各组大鼠关节组织中 TNF-α、IL-1β 以及 IL-18 的
水平，结果显示 L-TsCH 和 H-TsCH 可抑制胶原诱
导 TNF-α、IL-1β 以及 IL-18 的水平的升高。
2.5　TsCH 对关节组织中 NLRP3/Caspase-1 的影响
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图 2　TsCH 对 TNF-α 诱导的细胞迁移的影响

Fig 2　Effect of TsCH on the TNF-α  induced FLS migration 
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与 TNF-α 组比较，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the TNF-α  group，###P ＜ 0.001.

图 3　TsCH 对 NLRP3/Caspase-1 信号通路的影响

Fig 3　Effect of TsCH on NLRP3/Caspase-1 signaling pathway 
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与 TNF-α 组比较，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the TNF-α  group，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

图 4　TsCH 对胶原诱导大鼠关节炎的影响

Fig 4　Effect of TsCH on collagen-induced arthritis in rats 
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

　　相比于对照组，模型组大鼠关节组织中
NLRP3 和 Caspase-1 的表达明显升高；相比于模
型组，TsCH 显著降低了 NLRP3 和 Caspase-1 的
表达水平（见图 5）。
3　讨论
　　RA 以慢性、对称性、多滑膜关节炎和关节
外病变为主要临床表现的自身免疫炎性疾病，是
我国最常见的慢性疾病之一，也是造成青壮年劳
动能力丧失的主要原因，给家庭和社会带来了沉
重的负担 [7]。中药单叶铁线莲分布于长江流域中、
下游和长江以南各省区，性平味辛，具行气止

痛、活血消肿功能，民间用于散瘀止痛和跌扑昏
迷之急救，故有“拐子药”“救命王”之称 [8]。单
叶铁线莲也是湖南湘西北土家族的经典药物，常
用于治疗关节疼痛等疾病，其有效成分 TsCH 具
有很好的药理活性 [9]。本实验表明 TsCH 能明显
降低关节炎指数评分，减小足趾容积和足趾厚
度，能有效缓解 RA 症状，其中 H-TsCH 组治疗
效果与常见的 RA 治疗药物甲氨蝶呤相近，表明
TsCH 是一个具有治疗 RA 潜力的中药组分。
　　RA 的发病起源于关节附近的滑膜组织，然后
向软骨和骨扩散，活化的 FLS 展现出与肿瘤细胞
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类似的生物学行为，其增殖、迁移和侵袭能力明显
增强 [10]。结果表明 TsCH 可抑制 TNF-α 诱导的细
胞增殖以及细胞周期的转变。在病理条件下，类风
湿关节炎成纤维样滑膜细胞（RA-FLS）迁移至骨
和软骨的表面，并分泌蛋白水解酶，导致软骨和骨
结构的破环。MMPs 是一组锌离子依赖的蛋白水解
酶，可降解关节的所有细胞外基质成分。MMP2 和
MMP9 两者均可降解Ⅳ和Ⅴ型胶原、明胶以及弹
性蛋白，是病变骨关节以及软骨组织细胞外基质降
解的主要原因 [11]。本实验结果显示，TNF-α 能诱导
FLS 发生迁移以及诱导滑膜细胞 MMP2 和 MMP9
的表达水平增加，而 TsCH 能减轻 TNF-α 诱导的
FLS 的迁移，抑制 MMP2 以及 MMP9 表达的升高，
说明 TsCH 可通过抑制滑膜细胞的增殖和迁移从而
保护关节骨以及软骨组织的病变。
　　目前发现能够形成炎症小体的模式识别受体
（pattern recognition receptor，PRR） 主 要 有 NOD
样受体（NOD-like receptor，NLR）及 PYHIN 蛋白
家族受体。NLR 包括 NLRP1、NLRP3、NLRP7、
NLRP12、NLRC4 以及 NAIP，其中 NLRP3 是目
前研究最多的炎症小体 [12]。在应激状态下，细胞
装配形成炎症小体，将无活性的 pro-Caspase-1 水
解为活化的 Caspase-1。而 Caspase-1 能将无活性的
pro-IL-1β 和 pro-IL-18 剪切成为有生物活性的 IL-1β
和 IL-18[4]。有研究证实，风湿性关节炎滑膜组织
中炎症小体成分 NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β
和 IL-18 的表达升高 [5]。动物及细胞实验结果显示
TsCH 能有效降低 TNF-α 诱导的滑膜细胞或胶原诱
导的关节炎大鼠骨关节中 IL-18、IL-1β、NLRP3、
Caspase-1 的表达水平的升高，提示 TsCH 抑制滑
膜细胞的激活与抑制炎症小体的活化有关。
　　本研究发现 TsCH 可有效降低 TNF-α 诱导
的滑膜细胞增殖和迁移，明显减轻胶原诱导的
大鼠关节炎症状，其机制可能与抑制 NLRP3/
caspase-1 信号通路有关。
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图 5　TsCH 对关节组织中 NLRP3/Caspase-1 的影响

Fig 5　Effect of TsCH on NLRP3/Caspase-1 in joint tissue 
注：与对照组比较，***P ＜ 0.001；与 TNF-α 组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，***P ＜ 0.001；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.



2009

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

基于网络药理学和实验验证探讨黄芩射干汤 
治疗小儿肺炎的抗炎作用机制

李巧玲1，彭静1*，周本宏2，徐华1（1. 华中科技大学同济医学院附属武汉儿童医院药学部，武汉　430016；2. 武汉大

学人民医院药学部，武汉　430060）

摘要：目的　探讨黄芩射干汤对小儿肺炎的调控机制及抗炎作用，为进一步探究黄芩射干汤治疗

小儿肺炎的有效成分及作用机制提供研究基础。方法　通过网络药理学技术预测黄芩射干汤治

疗小儿肺炎的主要活性成分及相应靶点，并构建了药物 - 活性成分 - 疾病 - 靶点网络，进一步运

用 Autodock 平台对主要活性成分与作用靶点进行分子对接验证。最后，采用脂多糖（LPS）诱导

RAW264.7 巨噬细胞构建炎症模型，进行相关作用靶点和通路的验证。结果　网络药理学分析显示

黄芩射干汤的主要活性成分包括木犀草素、汉黄芩素、黄芩素等，主要通过调控包括 IL-6、TNF-α
和 NF-κB 等在内的核心靶点介导的 TNF、NF-κB 等信号通路发挥抗小儿肺炎的作用。体外 ELISA
实验结果显示，与空白组相比，模型组炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 的表达量显著上调（P ＜ 0.01），

黄芩射干汤干预后能有效降低 IL-1β 和 TNF-α 的表达（P ＜ 0.01）。Western blot 实验结果显示，与

空白组相比，模型组 NF-κBp65、p-NF-κBp65、NLRP3 和 TNF-α 蛋白的表达显著上调（P ＜ 0.01）；

与模型组相比，黄芩射干汤组对应蛋白显著下调（P ＜ 0.05）。结论　黄芩射干汤可以通过多靶点、

多途径参与小儿肺炎疾病的治疗，且作用靶点可能与 NF-κB 炎症信号通路有关。

关键词：黄芩射干汤；小儿肺炎；网络药理学；抗炎活性；NF-κB
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Effect and anti-inflammation mechanism of Huangqin Shegan decoction 
for pediatric pneumonia based on network pharmacology and  

experimental studies

LI Qiao-ling1, PENG Jing1*, ZHOU Ben-hong2, XU Hua1 (1. Department of Pharmacy, Wuhan 
Children’s Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan  
430016; 2. Department of Pharmacy, Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan  430060)

Abstract: Objective  To determine the regulation mechanism and anti-inflammation effect of 
Huangqin Shegan decoction on pediatric pneumonia, and to provide reference for further exploration 
of the active components of Huangqin Shegan decoction. Methods  The active ingredients and 
corresponding targets of Huangqin Shegan decoction in the treatment of acute lung injury were 
predicted by network pharmacology, and the drug-active ingredient-disease-target network 
was established. Autodock Vina software was used to verify the binding force between effector 
components and pediatric pneumonia related targets. Finally, the inflammatory model of RAW264.7 
macrophages was established by lipopolysaccharide (LPS) induction, and to verify related targets and 
pathways. Results  Network pharmacology showed that the main active components of Huangqin 
Shegan decoction included luteolin, wogonin, baicalein etc. The mainly mechanism was via regulating 
the TNF and NF-κB signaling pathways mediated by core targets such as IL-6, TNF-α  and NF-κB. 
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　　肺炎是儿童时期常见的一种呼吸系统疾病，其
发生主要与感染病毒和细菌等病原体有关，最常见
的病原体包括肺炎链球菌、肺炎支原体、衣原体、
流血嗜血杆菌、肺炎杆菌和肺炎克雷伯菌等 [1-2]。
小儿肺炎的临床表现主要为发热、咳嗽、咳痰、肺
部听诊可闻及固定湿啰音，是影响儿童成长、导致
儿童住院和死亡的重要疾病之一。据统计，全球 5
岁以下儿童死亡人数中，因肺炎导致死亡的与早产
导致死亡人数并列第一 [3]。目前认为，各种病原体
感染可引起儿童肺泡内炎症改变或炎症细胞浸润，
进一步引起肺组织的损伤和破坏 [4]。一直以来，中
医药在治疗感染性疾病方面发挥着特有的优势，中
药治疗肺炎可减少对抗菌药物的依赖 [5]，因此迫切
需要探索中药治疗小儿肺炎及其作用机制。
　　黄芩射干汤由黄芩和射干两味中药组成，多
用于治疗肺胃两经热毒所致喉中腥臭。现代药效
学研究显示其具有抗气道炎症、抗菌、抗病毒等
作用 [6-8]。尽管目前对于黄芩射干汤中各个中药成
分的药理作用研究已达到分子水平，但其治疗小
儿肺炎的作用机制却鲜有报道，在治疗疾病过程
中可能形成的复杂作用机制网络尚不明确。本研
究首次结合大数据平台和分子对接技术探讨黄芩
射干汤治疗小儿肺炎的潜在机制，并通过药理学
实验初步验证其预测结果，从而揭示其潜在的作
用机制，以期为进一步研究提供依据。
1　材料与方法
1.1　成分的筛选和作用靶点的预测
　　通过中药系统药理学数据库与分析平台
（TCMSP），根据吸收、分布、代谢和排泄相关参
数进行筛选，可得到黄芩和射干的主要作用成分
以及活性成分对应的靶点，结合 Uniprot 库，导入
蛋白靶点名称，同时选择物种为“Homo sapiens”，
将蛋白靶点名称标准化。
1.2　小儿肺炎相关靶点的获取

　　在人类孟德尔遗传综合数据库（Online Men-
delian Inheritance in Man，OMIM） 和 GeneCards
数据库检索框输入“Pediatric Pneumonia”进行检
索，获取小儿肺炎相关的靶蛋白。基于 VennDia-
gram 程序运行 R 语言，将上述获得黄芩射干汤作
用靶点与小儿肺炎相关作用靶点通过 Venny 平台
进行基因映射，得到黄芩射干汤治疗小儿肺炎的
潜在作用靶点，并得到 Venny 图。
1.3　蛋白质 - 蛋白质相互作用（PPI）关系网络的
构建及核心靶点的筛选
　　将黄芩射干汤治疗小儿肺炎的潜在作用靶点导
入 STRING 数据库，以 combined score ＞ 0.7 为筛选
条件构建黄芩射干汤治疗小儿肺炎的 PPI 网络，为明
确药物作用的核心靶点，筛选得到排名前 30 的蛋白。
1.4　药物 - 活性成分 - 疾病 - 靶点网络的建立
　　将黄芩射干汤治疗小儿肺炎的潜在作用靶点
导入可视化 Cytoscape 3.8.2 软件，构建黄芩射干
汤 - 活性成分 - 小儿肺炎 - 靶点的可视化网络图。
1.5　富集分析
　　应用 Bioconductor 软件，并通过 R 统计程序
设计语言对黄芩射干汤治疗小儿肺炎的核心靶点
进行基因本体（GO）功能和京都基因与基因组百
科全书（KEGG）通路富集分析，分析黄芩射干
汤主要分子生物过程或信号通路。
1.6　分子对接
　　结合 PPI 网络分析中关键靶点蛋白互作程
度，选取互作程度最高的靶点蛋白，利用 ZINC
数据库获得药物成分的 mol2 格式的结构，利用
PDB 数据库获得靶蛋白的 PDB 格式的结构图。
运用 PyMOL 软件对靶点蛋白进行预处理，基于
Autodock Tools 1.5.6 软件对靶点蛋白和配体进行
分子对接，获得两者对接所需的最低结合能，对
接结果采用 PyMOL 软件进行可视化处理。
1.7　实验验证

The in vitro ELISA showed that compared with the blank group, the expression of inflammatory 
factors IL-1β and TNF-α in the model group was significantly up-regulated (P ＜ 0.01). Huangqin 
Shegan decoction treatment effectively reduced the expression of IL-1β  and TNF-α  (P ＜ 0.01). 
Western blot showed that compared with the blank group, the protein expressions of NF-κBp65, p-NF-
κBp65, NLRP3 and TNF-α proteins in the model group were significantly up-regulated (P ＜ 0.01). 
Compared with the model group, Huangqin Shegan decoction treatment effectively reduced the 
proteins expression (P ＜ 0.05). Conclusion  Huangqin Shegan decoction participates in the treatment 
of pediatric pneumonia through multiple targets and pathways, and the target may be related to NF-κB 
inflammatory signaling pathway. 
Key words: Huangqin Shegan decoction; pediatric pneumonia; network pharmacology; anti-
inflammation activity; NF-κB
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1.7.1　药材　黄芩（批号：20201103）、射干（批号：
20200701）（湖北天济药业有限公司）。参考文献制
备黄芩射干汤：黄芩和射干原药材按 1∶1 配比，
加8倍量水煎煮2次，滤纸过滤，合并滤液即得 [8]。
1.7.2　CCK8 法检测细胞活性　选择 RAW264.7 巨
噬细胞（Procell CL-0190，Procell 生命科学技术有
限公司）作为研究对象，细胞培养在含 10% 胎牛血
清（四季青，批号：21110704）和 1% 青霉素 - 链霉
素的 DMEM 高糖培养基中（Yeasen Blotechnology，
批号：D5230580），于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。
以 6×105 个·mL－ 1 的 RAW264.7 巨噬细胞，每孔
100 μL 接种于96孔板（n＝5），置于37℃、5%CO2

培养箱培养，采用 CCK-8 法检测不同浓度药物对
细胞活性的影响。
1.7.3　炎症模型的构建及 ELISA 实验　按照“1.7.2”
项下方法，将细胞种于 6 孔板，每孔 2 mL，实验分
为空白组，脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）组（模
型组），药物高、中、低剂量组，每组设置 3 个复
孔，培养过夜贴壁后，药物组分别将 0.5%、0.25%、
0.125% 浓度的黄芩射干汤加入预培养的细胞中，刺
激 24 h 后，弃去上清液，除空白组外，所有组以
200 ng·mL － 1 的 LPS 加入预培养的细胞中构建炎
症细胞模型，LPS 刺激 6 h 后，收集上清液按照酶
联免疫试剂盒 TNF-α（MULTI SCIENCES，批号：
A28210852） 和 IL-1β（MULTI SCIENCES， 批 号：
A201B11115）说明书检测各组 TNF-α 和 IL-1β 浓度。
1.7.4　Western blot 实验　取“1.7.3”项下 6 孔板中
细胞沉淀，每孔加入 1 mL 预冷的 PBS 清洗两次，
用细胞刮刀将细胞刮下，收集至 1.5 mL 离心管，
12 000 r·min－ 1、4℃下离心 5 min，去掉上清液，
向细胞沉淀加入 50 μL 含蛋白酶抑制剂的蛋白裂解
液，冰上裂解 30 min。12 000 r·min－ 1、4℃下离
心 5 min，取上清液即为总蛋白样品提取液。使用
BCA 蛋白质浓度测定试剂盒（批号：B1108011）
测定样品蛋白浓度，保证所有样品蛋白上样量
为 40 μg，再分别进行电泳（恒压 100 V 条件下 1 
h）、转膜（恒压 100 V 条件下 1 h）、封闭（5%BSA
溶液常温摇床 1 h）、孵一抗（GAPDH（antgene，
Lot：100216420516），1∶3000）、TNF-α（MULTI 
SCIENCES， 批 号 A28210852，1∶1000）、NF-
κB-p65（CST， 批 号：8242T，1∶3000），P-NF-
κB-p65（CST， 批 号：3033T，1∶3000）、NLRP3
（CST，批号：0600560301，1∶3000）4℃过夜，
常温摇床孵 HRP 标记山羊抗兔的二抗 1 h（CST，
批号：20000339，1∶5000）、化学显色操作，检测
各组样品中 TNF-α、NF-κB-p65、P-NF-κB-p65 和
NLRP3 蛋白的表达量。

1.8　统计学处理
　　使用 Excel 处理数据，计量资料以均数±标
准差（x±s）表示。采用单因素方差分析，P＜0.05
认为差异具有统计学意义。Western blot 图片采
用 Image J 软件进行灰度量化处理，所有数据采用
GraphPad Prism 软件和 Photoshop 软件作图。
2　结果
2.1　黄芩射干汤潜在活性成分的筛选及作用靶点
的收集
　　从 TCMSP 数据库中筛选黄芩射干汤满足条件
的潜在活性成分共 52 个，其中黄芩 36 个，射干
17 个，包含一个重复的活性成分。通过 TCMSP 共
检索出黄芩射干汤可能的作用靶点蛋白 510 个，去
重后得 130 个。最终在黄芩、射干中共筛选得到
38 个有效成分参与通路网络的构建，根据自由度
排名，其中最主要的活性成分的基本信息见表 1。

表 1　黄芩射干汤主要活性成分的基本信息 
Tab 1　Basic information on the main active ingredients of 

Huangqin Shegan decoction

编号 化合物名称

口服生物

利用度

（OB）/%

类药性

（DL）
Der-
gree

归属

药材

MOL000006 luteolin（木犀草素） 36.16 0.25 38 射干

MOL000173 wogonin（汉黄芩素） 30.68 0.23 29 黄芩

MOL002714 baicalein（黄芩素） 33.52 0.21 16 黄芩

MOL000358 beta-sitosterol（β- 谷甾醇） 36.91 0.75 14 黄芩

MOL001689 acacetin（金合欢素） 34.97 0.24 14 黄芩

MOL002928 oroxylina（千层纸素） 41.37 0.23 12 黄芩

MOL000354 isorhamnetin（异鼠李素） 49.60 0.31 10 射干

MOL003758 iristectorigenin（9CI）（鸢

尾黄素）

71.55 0.34 10 射干

2.2　黄芩射干汤治疗小儿肺炎潜在靶点的筛选及
PPI 网络图的构建
　　在 GeneCards 和 OMIM 数据库中筛选后共得到
503 个关于小儿肺炎疾病靶点。将 503 个疾病靶点
和 130 个药物活性成分作用靶点利用 R 软件制作韦
恩图，结果得到药物 - 疾病共同作用靶点 45 个。将
上述筛选的 45 个作用靶点导入 STRING 数据库，获
取其相关作用关系图，见图 1。并利用 R 软件对核
心靶点的网络图进行分析，筛选排名前 30 的核心靶
点，其中也包含 TNF-α、NF-κB 和 IL-6 等关键靶点，
表明这些靶点在 PPI 中处于关键地位（见图 2）。
2.3　构建成分 - 靶点 - 通路网络
　　将“2.1”项下得到的黄芩射干汤 38 个有效
成分和“2.2”项下得到 45 个共同作用靶点导入
Cytoscape 3.8.2 软件，得到黄芩射干汤活性成分 -
靶点 - 通路网络图，体现了黄芩射干汤多成分、多
靶点的特点（见图 3）。
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2.4　共表达靶点 GO 功能分析和 KEGG 通路富集
分析
　　本研究进行 GO 生物学功能富集，共得到 108
条有显著意义的通路（P ＜ 0.05），前 20 条 GO 分
析结果见图 4A。黄芩射干汤治疗小儿肺炎可能与
影响细胞因子受体结合（cytokine receptor binding）、
泛素样蛋白连接酶结合（ubiquitin-like protein ligase 
binding）、细胞因子活性（cytokine activity）、受体

配体活性（receptor ligand activity）、DNA 结合转录
因子结合（DNA-binding transcription factor binding）、
磷酸酶结合（phosphatase binding）、肿瘤坏死因子 -α
（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等功能密切相关。
　　KEGG 富集结果共得到155条通路（P＜0.05），
涉及与传染性疾病（疱疹病毒感染、人类巨细胞病
毒感染、肝炎、甲型流感等）、信号通路（NF-κB、
TNF、IL 类、PI3K-Akt 等）、物质调节等。其中
NF-κB、TNF、IL 类、PI3K-Akt 等信号通路可能直
接参与黄芩射干汤的抗炎作用，排名前 20 位的通
路气泡图见图 4B。
2.5　分子对接
　　基于以上网络药理学预测结果，结合相关领域
文献分析，选取核心靶点 NF-κB 和 NLRP3 作为研究
对象，结果显示木犀草素、汉黄芩素、黄芩素均与
核心靶点结合性较好，结合能均小于－ 5 kJ·mol－ 1

（见表 2），值得进一步实验验证。使用 Pymol 软件
对所得对接结果进行可视化展示，可见如木犀草素
可 通 过 与 GLU-147、LYS-146、ARG-23 和 ASP-19
形成氢键，使结构趋于稳定，见图 5。
2.6　CCK8 实验和炎症因子表达的结果分析

　　CCK8 实验结果显示，0.5%、0.25%、0.125%
浓度的黄芩射干汤刺激细胞后细胞存活率分别为
106.21%、102.01%、97.89%，即 3 个浓度不影响细

图 1　利用 STRING 对 45 个靶基因进行 PPI 分析

Fig 1　PPI analysis with 45 target genes by STRING

图 2　作用靶点筛选

Fig 2　Screening of core targets
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胞活性，因此选择这 3 个浓度的药物进行后续实验。
当各药物组给予 LPS 刺激后，由表 3 可见，各组细
胞活性无显著性差异，即 LPS 刺激后不影响各组细
胞活性。ELISA 法检测了 TNF-α 和 IL-1β 浓度，LPS
诱导后，模型组中炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 显著性

升高（P ＜ 0.01），表明炎症模型诱导成功，当给予
黄芩射干汤干预后，与模型组相比，各药物组中炎
症因子 TNF-α 和 IL-1β 的浓度显著降低（P ＜ 0.01）。
其作用结果与本文网络药理学和分子对接结果相
符，表明黄芩射干汤有较好的抗炎作用。
2.7　Western blot 实验蛋白表达结果

　　如图 6 所示，与空白组相比，模型组和各药
物组给予 LPS 诱导后，p-NF-κBp65、NF-κBp65、
NLRP3和 TNF-α 蛋白表达量均显著上升（P＜0.01），
表明 LPS 刺激后可诱导 RAW264.7 细胞中上述相

图 3　黄芩射干汤活性成分 - 靶点 - 通路网络图

Fig 3　Drug-active ingredients-core target network diagram

图 4　GO（A）和 KEGG（B）富集结果

Fig 4　GO（A）and KEGG（B）enrichment analysis

表 2　成分 -作用靶点分子对接结合能 (kJ·mol － 1) 
Tab 2　Composition-target docking binding energy (kJ·mol － 1)

活性成分
对接结合能

NLRP3 NF-κB
木犀草素 － 6.10 － 5.78
汉黄芩素 － 5.57 － 6.05
黄芩素 － 6.28 － 6.45

图 5　分子对接模式图

Fig 5　Molecular docking mode diagram



2014

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

关炎症通路蛋白表达上调。与模型组相比，黄芩射
干汤药物组中 NF-κBp65、p-NF-κBp65、NLRP3 和
TNF-α 蛋白表达量均下调（P ＜ 0.05），且呈现剂量

依赖性地下调，说明黄芩射干汤可下调 NF-κBp65、
p-NF-κBp65、NLRP3 和 TNF-α 蛋白的表达，抑制
NF-κB 信号通路，减轻 RAW264.7 细胞中炎症反应。

图 6　黄芩射干汤对 p-NF-κBp65、NF-κBp65、NLRP3 和 TNF-α 蛋白表达的影响

Fig 6　Effect of Huangqin Shegan decoction on the expression of p-NF-κBp65，NF-κBp65，NLRP3 and TNF-α  protein
注：空白组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01.

3　讨论

　　中医认为肺炎多系温热之邪袭肺所致，其中
心环节为风热与痰热，故治疗多以宣肺解表，清
热豁痰解毒为主。李亮等 [9] 基于数据挖掘分析了
中医药治疗小儿肺炎的用药规律，其中寒性药、
苦味药、入肺经、止咳平喘类药物使用频率最高，
且中医药治疗小儿肺炎的方剂中黄芩、射干使用
频率较高。黄芩射干汤收载于“医钞类编”卷十二
（咽喉门方），黄芩，主入肺经，常用清肺热，为
治肺热咳嗽之要药。射干，有清热解毒，消痰，
利咽之功效，常用于热毒痰火邰结，咽喉肿痛，
咳嗽气喘。两药配伍，祛肺、胃热毒雍滞，散结
利咽缓其症，协同发挥治疗小儿肺炎的作用 [6]。
　　NF-κB 是多种效应因子的上游调节蛋白，包
括炎症细胞因子、趋化因子和表面受体等，主要
参与免疫和炎症反应 [10]，激活后可介导 NLRP3 炎
症小体的激活，NLRP3 炎症小体可识别多种病原

体相关分子模式和损伤相关分子模式，主要在巨
噬细胞、中性粒细胞、单核细胞等多种免疫细胞
中表达，参与肺部炎症的过程 [11-12]。信号刺激后，
一系列级联炎症反应被触发，从而诱导针对病原
体入侵的初级免疫反应，最后导致下游炎症细胞
因子如 TNF-α 和 IL-1β 大量释放 [13-15]，甚至可诱
导其他炎症因子的释放，进而介导和进一步扩大
炎症级联反应 [16]。NLRP3 炎症小体还与常见呼吸
道疾病如慢性阻塞性肺疾病、传染性肺炎、哮喘、
硅沉着病等的发生发展密切相关 [17]。IL-1β 是宿主
对微生物感染反应的重要炎症介质，其中活化的
单核细胞和巨噬细胞是主要的细胞来源。由革兰
氏阴性菌引起的肺部感染主要原因是存在于细胞
壁中 LPS 有效刺激了相应免疫细胞 [18]，LPS 的刺
激可激活 NF-κB 信号通路，从而诱导其下游一系
列炎症反应的发生，最终导致肺部损伤 [19]。因此，
NF-κB/NLRP3 轴可作为研究肺炎的关键途径。

表 3　黄芩射干汤对 RAW264.7 巨噬细胞活性的影响及炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 浓度的影响 
Tab 3　Effect of Huangqin Shegan decoction on the activity of RAW264.7 cells and inflammatory factors TNF-α and IL-1β

组别 细胞活性 /%（无 LPS 刺激） 细胞活性 /%（LPS 刺激后） TNF-α 浓度 /（pg·mL － 1） IL-1β 浓度 /（pg·mL － 1）

空白组 100 100 49.98±7.14 11.62±0.53
模型组（LPS 组） / 99.25±14.21   672.75±26.33## 154.38±5.83##

药物低剂量组   106.21±19.62 105.2±11.02 487.11±5.60** 128.75±6.88**

药物中剂量组 102.01±9.48 98.3±5.99 478.91±8.02**   89.75±4.55**

药物高剂量组   97.89±8.26   96.8±12.23   457.08±11.05**   37.75±2.55**

注：与空白组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，##P ＜ 0.01；compared with the model group，**P ＜ 0.01.
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　　LPS 是一种革兰氏阴性细菌内毒素，在小儿
肺炎相关的炎症反应中起关键作用 [20]。研究发现，
LPS 可在体内外多种细胞中引起趋化因子和炎症因
子的高表达，因此在许多疾病中被用于诱导细胞
炎症模型，包括肺炎 [21-22]。在本研究中，通过大数
据库分析得到药物 - 疾病相关靶点，包括 TNF-α 和
NF-κB 等在内的核心靶点。富集分析显示，黄芩射
干汤抗肺炎与 TNF 和 NF-κB 等信号通路有关。因
此，提示黄芩射干汤治疗小儿肺炎可能与其抗炎作
用密不可分。进一步通过用 LPS 刺激 RAW264.7 细
胞构建炎症反应模型，结果显示黄芩射干汤能够抑
制 NF-κB/NLRP3 轴介导的信号通路，且抑制其下游
TNF-α 和 IL-1β 的表达。因此，我们认为黄芩射干汤
治疗肺炎与其抑制 NF-κB/NLRP3 轴相关。此外，网
络药理学结果预测显示，黄芩射干汤对肺炎的治疗
可能与 NF-κB、TNF、IL、PI3K-Akt 等信号通路有关，
这表明黄芩射干汤对肺炎的作用还可能涉及细胞凋
亡等，后续研究将进一步探索其他相关靶点和途径。
　　综上所述，黄芩射干汤可通过抑制 NF-κB/
NLRP3 轴对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞表现
出较强的保护作用，且其治疗小儿肺炎可能与该抗
炎信号通路有关。本研究为黄芩射干汤的临床应用
提供了确切依据，对其二次开发具有重要意义。然
而网络药理学也有一定的局限性，一是缺少足够的
中医药临床和基础研究数据，且只有少数专门的药
理学数据库。其次，中医药混合成分的权重是不确
定的，导致最终分析结果还需要进一步验证。
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新型高效 g-C3N4 电化学发光材料的制备

韩智莉1，王梦媛1，李慧萧1，赵成程1，王雅迪1，胡晓蝶1，李玮2（1. 安徽中医药大学药学院，合肥　

230012；2. 安徽省食品药品检验研究院，合肥　230051）

摘要：目的　利用电化学插层手段调控 g-C3N4 电化学发光行为，制备高效、稳定的 g-C3N4 电

化学发光新材料。方法　利用电化学插层方法，将有机阳离子插入到 g-C3N4 的层间距中，制

备新型高效电化学发光 g-C3N4 材料，并对其电化学发光性质进行研究。结果　利用电化学插

层的方法成功将 CTAB 和 TCNQ 分子插入到 g-C3N4 层间距中，实现了层状 g-C3N4 电化学发光

性质由多层到单层的转变，有效提高了 g-C3N4 的导电性和电化学发光强度。研究表明插层分

子尺寸越大，层间距增加得越多，g-C3N4 的电化学发光效率提升得越多。此外，TCNQ 本身即

具有电化学发光性质，将其作为插层分子不仅能提高 g-C3N4 的发光效率，而且能带来具有不

同波长的新的发光峰。结论　电化学插层手段为提高 g-C3N4 的电化学发光性能开辟了一种简

单有效的新方法。所合成的新型高效、稳定的 C-g-C3N4 电化学发光材料为构建新型分析界面

或分析探针，发展高灵敏度、高选择性的药物分析新方法奠定了重要基础。

关键词：石墨相氮化碳；电化学插层；电化学发光；药物分析
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Preparation of novel high-efficiency g-C3N4 electrochemiluminescent materials

HAN Zhi-li1, WANG Meng-yuan1, LI Hui-xiao1, ZHAO Cheng-cheng1, WANG Ya-di1, HU Xiao-
die1, LI Wei2 (1. School of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Anhui 
Institute for Food and Drug Control, Hefei  230051)

Abstract: Objective  To modulate the electrochemiluminescence behavior of g-C3N4 by 
means of electrochemical intercalation and to prepare new highly efficient and stable g-C3N4 
electrochemiluminescent materials. Methods  With the electrochemical intercalation method, 
organic cations were inserted into the layer spacing of g-C3N4 to prepare new high-efficiency g-C3N4 
electrochemiluminescent materials, and their electrochemiluminescent properties were determined. 
Results  CTAB and TCNQ molecules into the g-C3N4 layer spacing was successfully inserted by 
the electrochemical intercalation method to transform the electrochemiluminescence properties of 
layered g-C3N4 from multilayer to monolayer, which effectively improved the electrical conductivity 
and electrochemiluminescence intensity of g-C3N4. The larger the size of the intercalated molecules, 
the more increase the layer spacing and the better the electrochemiluminescence efficiency of 
g-C3N4. In addition, TCNQ itself had electrochemiluminescence properties, and using it as an 
intercalating molecule can not only improve the luminescence efficiency of g-C3N4, but also 
caused new luminescence peaks with different wavelengths. Conclusion  The electrochemical 
intercalation proposed in this work opens up a simple and effective method to improve the 
electrochemiluminescence performance of g-C3N4. The new efficient and stable C-g-C3N4 
electrochemiluminescent materials synthesized lay an important foundation for the construction of 
novel analytical interfaces or analytical probes and further development of new methods in drug 
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　　电化学发光（electrochemiluminescence）是
指由电极对含有化学发光试剂的体系施加电压后
产生的发光现象 [1]。它不仅具有电化学的反应过
程可控、可实现原位检测、选择性好的优势，也
具有化学发光的无需光源、仪器简单、灵敏度
高等优点 [2]。基于此，电化学发光分析法作为一
种有效的痕量分析技术一直是分析领域的研究热
点 [3]，已被广泛应用于食品安全 [4]、临床诊断 [5]、
药物分析 [6] 和环境监测 [7] 等领域。近年来，电化
学发光分析法在药物分析中的应用日益受到人们
的关注 [8-10]。如 Wang 等 [11] 合成了一种超薄的二
维镱基金属有机框架，将其作为一种高效的发光
体构建了电化学发光传感器，实现了对人血清样
本中苦味酸和盐酸小檗碱的灵敏检测；Wang 等 [12]

将锌基的有机框架材料作为 N-（4- 氨基丁基）-N-
乙基异鲁米诺电化学发光反应的促进剂，发展了
一种无标记的电化学发光生物传感器实现了对氯
霉素的选择性检测。但是，随着生命科学的快速
发展，药物分析的样本成分越来越复杂，而且其
分析对象已逐渐从传统的体外分析逐渐向体内的
活性物质追踪、药物代谢研究等领域发展 [13-15]。
因此，需要发展具有更高灵敏度和选择性的电化
学发光分析新方法以满足日益增长的新需求。
　　发展电化学发光分析方法的关键在于电化学
发光分析界面或分析探针的构建，而电化学发光
材料又是构建分析界面或分析探针的核心。因此，
合成具有更高发光性能的电化学发光材料一直是
发展高灵敏度和高选择性电化学发光分析新方法
的研究重点。石墨相氮化碳（g-C3N4）作为一种
新型的电化学发光纳米发光体，具有独特的电子
带结构、高度稳定的物理化学特性、一定的电化
学发光性能以及良好的生物兼容性，已被用于发
展电化学发光药物分析方法 [16-18]。但是，由于受
电导性差和电极钝化的影响，g-C3N4 的电化学发
光信号还不够强且稳定性有待进一步提高，严重
制约了其在药物分析中的应用。基于此，本文拟
首次利用电化学插层方法提高 g-C3N4 的电化学发
光性能，以推进其在药物分析中的应用。
1　材料

　　无水乙醇、过硫酸钾（国药集团化学试剂有限

公司）；7，7，8，8- 四氰基苯醌二甲烷（TCNQ）
（上海麦克林生化科技有限公司）；十六烷基三甲
基溴化铵（CTAB）、二甲基亚砜（DMSO）（国药
集团化学试剂有限公司）。含有一定浓度过硫酸钾
的磷酸缓冲溶液（pH 7）作为电解液，用于电化
学发光的测定。所有的试剂均为分析纯级别。超
纯水（18.2 MΩ）由 Milli-Q 系统（法国 Millipore）
制备。
　　CHI-760E 电化学分析仪 / 工作站（上海辰华
仪器有限公司）；RFL-1 型超微弱化学发光 / 生物
发光检测仪（西安瑞迈分析仪器有限责任公司）；
KQ-100TDE 高频数控超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司）；SCI-VS 可调式混匀仪（上海辅
泽商贸有限公司）。
2　方法

2.1　层状 g-C3N4 的制备

　　通过双氰胺的热缩聚反应得到 g-C3N4 块状
材料，随后在水 / 乙醇混合溶剂系统中通过超声
波剥离方法得到所需的 g-C3N4 纳米片 [19-21]。具体
的操作步骤为：称取 10 g 双氰胺固体，置于半密
封的坩埚中，在马弗炉中以 2.3℃·min － 1 的速
度升温至 550℃下煅烧 4 h；自然冷却至室温后，
将所得的淡黄色块状材料充分研磨，得到粉末状
g-C3N4 体相材料；将 0.3 g g-C3N4 粉末分散于 100 
mL H2O/EtOH 混合溶剂中，持续超声 8 h；所得
分散液于 5000 r·min － 1 离心 10 min 以除去残留
的未剥落的 g-C3N4 纳米片，乳白色上清液即为
g-C3N4 纳米片分散液，将其于 12 000 r·min － 1

离心 10 min，重新分散于 H2O 中备用 [10]。将剥
离好的 g-C3N4 乳白色分散液持续超声 10 min，得
到分散均匀后的 g-C3N4 溶液，各取 1.0 mL 置于
两个 1.5 mL 的离心管中，在 6000 r·min － 1 离心
10 min，沉淀中各加入 1 mL 乙醇溶液分散均匀
后，在 1500 r·min － 1 离心 5 min。离心完成后取
上清液。即得层状 g-C3N4 样品，避光储存于 4℃
冰箱中备用。
2.2　电化学插层法制备 C-g-C3N4

　　将所得的多层 g-C3N4 样品持续超声 10 min 后
通过滴涂的方式修饰到工作电极表面，每次滴涂
样品的体积为 10 μL，使用标准的三电极体系（Ag/

analysis with high sensitivity and selectivity. 
Key words: graphite phase carbon nitride; electrochemical intercalation; electrochemiluminescence; 
drug analysis
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AgCl 为参比电极，铂丝为对电极），通过对工作电
极施加一定范围的扫描电压（0V →－ 2.1V → 0V），
使插层分子（TCNQ 和 CTAB）插入 g-C3N4 的层间
距，制备出新型 g-C3N4 电化学发光材料：C-g-C3N4。
2.3　材料的表征

　　利用紫外 - 可见吸收光谱（Agilent 8453 紫
外 - 可见分光光度计）对 C-g-C3N4 进行表征。实
验时，将 TCNQ 溶液、g-C3N4 分散液以及 TCNQ
和 g-C3N4 混合 10 min 后离心去除上清液后的样
品作为对照。
2.4　电化学发光检测

　　采用传统的三电极系统 [ 包括浸有饱和 KCl
溶液的 Ag/AgCl 参比电极、铂丝对电极和修饰了
C-g-C3N4 材料的氟掺杂氧化锡（FTO）工作电极 ]
进行 C-g-C3N4 电化学发光检测。FTO 裸电极预先
在丙酮、乙醇、超纯水中分别超声 10 min 以清洁
FTO 裸电极表面，随后将打好孔（Ф ＝ 6 mm）
的合适长度的聚酰亚胺双面胶贴合在 FTO 电极表
面，用于后期电化学发光活性材料的修饰。所获
得的原始数据通过 OriginLab 软件处理分析。
3　结果与讨论

3.1　电化学插层法制备 C-g-C3N4

　　传统的层状 g-C3N4 一般会表现出层数依赖的
性质，比如层数越少，其发光效率越高。但是利
用传统方法（如超声剥离）制备少层的 g-C3N4 的
效率较低，而且难以得到单层的 g-C3N4。因此，
本研究利用电化学插层的方法，成功将两种插层
分子（TCNQ 和 CTAB）插入到 g-C3N4 的层间距
中，制备了新型 g-C3N4 电化学发光材料 C-g-C3N4

（见图 1）。
3.2　材料的表征

　　采用紫外 - 可见吸收光谱对制备的 C-g-C3N4 进
行了表征。如图 2 所示，g-C3N4 和 TCNQ 分子的
特征吸收峰分别位于 326 和 395 nm 附近。TCNQ
分子插层后的 C-g-C3N4 展现出明显的 g-C3N4 和
TCNQ 特征吸收峰，表明 TCNQ 分子与 g-C3N4 成
功结合。同时，本研究也检测了 g-C3N4 和 TCNQ
混合 10 min 后离心去掉上清液后样品的紫外 - 可
见收光谱。如图 2 中绿色曲线所示，其吸收峰主
要位于 326 nm 处，来自于 g-C3N4。而在 395 nm
处的 TCNQ 特征吸收峰非常微弱，表明 TCNQ 分
子很难通过吸附作用与 g-C3N4 结合。上述结果表
明，本研究通过电化学插层方法成功将 TCNQ 插
入 g-C3N4 的层间距中，合成了 C-g-C3N4。
3.3　C-g-C3N4 的电化学发光性质

　　利用循环伏安法在 0.1 mol·L － 1 过硫酸钾作
为共反应试剂的条件下探究了 C-g-C3N4 的电化学
发光性质。图 3A 为 CTAB 分子插层前后 g-C3N4

的电化学发光 - 电位（IECL-E）曲线。从图中可以
观察到 CTAB 分子插层后的 C-g-C3N4 具有两个
ECL 峰，分别为 ECL-1 和 ECL-2。对比插层前
g-C3N4 的 IECL-E 曲线，可以明显地看出：插层前，
g-C3N4 较难被电还原，发光电位很高，在－ 2.0 
V 附近；插层后，C-g-C3N4 出现新的发光峰 ECL-
1，发光电位较低，在－ 1.6 V 附近。g-C3N4 发光
峰电位的变化可能是由于 CTAB 插层后 C-g-C3N4

的导电性变好，所需的还原电位降低。此外，通
过比较插层前后 g-C3N4 的 ECL 强度观察到 CTAB
分子插层后 g-C3N4 的发光强度比插层前的增强了
4 ～ 5 倍，表明具有更高电化学发光效率的 C-g-
C3N4 被成功制备。上述结果证明 CTAB 分子被成
功插层到 g-C3N4 的层间距中，实现了其电化学发
光性质有多层像单层的转变，有效增强了 g-C3N4

的导电性和电化学发光强度，进而有望提高基于
C-g-C3N4 的电化学发光分析方法的分析性能。
　　为了探究不同尺寸的有机分子对插层效果的
影响，本研究也使用了具有更小尺寸的 TCNQ 分
子对 g-C3N4 进行电化学插层，并在同样的条件
下探究了其电化学发光行为。图 3B 为 TCNQ 分
子插层前后 g-C3N4 的 IECL-E 曲线，由图可知在
TCNQ 分子后 C-g-C3N4 虽然只有一个发光峰，但
是其发光电位相较插层前仍然有所降低。该现象
与 CTAB 分子插层不太一样，可能是由于 TCNQ
分子尺寸更小，对 g-C3N4 导电性的提升效果较
小。此外，比较 TCNQ 分子插层前后 g-C3N4 的
发光强度，可以得到 TCNQ 插层后 g-C3N4 的发
光强度虽然有所增加，但只增强了 2 ～ 3 倍，效
果略差于 CTAB 分子插层。上述结果表明，较小
尺寸的 TCNQ 分子虽然也可以通过电化学插层到
g-C3N4 的层间距中，但是由于其尺寸比 CTAB 的
小，因此其增强 g-C3N4 导电性和电化学发光强度
的效果不如 CTAB。这也进一步证明通过调控插
层分子的尺寸来改变层间距，进而实现 g-C3N4 电
化学发光性质的调控是完全可行的。
3.4　电化学发光光谱

　　研究 CTAB 插层前后 g-C3N4 的电化学发光
光谱变化，验证了电化学插层手段是否成功使有
机分子插入到 g-C3N4 的层间距中。图 4A 和 4B
是 CTAB 插层前后 g-C3N4 的三维电化学发光光
谱。当过硫酸钾作为共反应试剂时，C-g-C3N4 和
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g-C3N4 的 ECL 的强度都随着电位的增大而增强，
而且与之前的研究结果一致，CTAB 分子插层后
g-C3N4 的电化学发光强度明显增加。此外，如图
4C 所示，CTAB 分子插层后 g-C3N4 的最大电化

学发光发射峰的位置都在 456 nm，表明 CTAB 分
子的插层前后的发光体都是 g-C3N4，且电化学插
层没有影响 g-C3N4 的能级。

图 3　CTAB（A）及 TCNQ（B）插层前（黑色曲线）和 CTAB 插层后（红色曲线）g-C3N4 的 IECL-E 曲线

Fig 3　IECL-E curve of g-C3N4 before（black curve）and after（red curve）CTAB electrochemical intercalation（A）and TCNQ electrochemical 
intercalation（B）

图 4　CTAB 分子插层前（A）、插层后 g-C3N4（B）的三维电化学发光光谱及 CTAB 分子插层前（黑色）和插层后（红色）g-C3N4 的电化学发

光光谱（C）

Fig 4　3D electrochemiluminescence spectra of g-C3N4 before（A）and after（B）CTAB molecular intercalation and electrochemiluminescence 
spectra of g-C3N4 before（black）and after（red）CTAB molecular intercalation（C）

　　图 5A 和 5B 是 TCNQ 插层前后 g-C3N4 的三维
电化学发光光谱图。C-g-C3N4 和 g-C3N4 的电化学
发光的强度都随着电位的增大而增强，与之前的
研究结果一致，TCNQ 分子插层后 g-C3N4 的电化
学发光强度也明显增强，表明 TCNQ 插层也能有

效提高 g-C3N4 的电化学发光效率。此外，本研究
还考察了 TCNQ 分子插层前后 g-C3N4 电化学发光
波长的变化。如图 5C 所示，TCNQ 分子插层后的
C-g-C3N4 出现了两个电化学发光峰，分别位于 456
和 630 nm 附近，而插层前的 g-C3N4 只有一个位于

图 1　电化学插层法制备 C-g-C3N4 示意图

Fig 1　Preparation of C-g-C3N4 by electrochemical intercalation method 图 2　紫外 - 可见吸收光谱

Fig 2　UV-Vis absorption spectra
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图 5　TCNQ 分子插层前（A）、插层后（B）g-C3N4 的三维电化学发光光谱及 g-C3N4（黑色）、TCNQ 分子插层后的 g-C3N4（红色）以及

TCNQ 分子（蓝色）（C）的电化学发光光谱

Fig 5　3D electrochemiluminescence spectrum g-C3N4 before（A）and after（B）TCNQ molecular intercalation and electrochemiluminescence 
spectra of g-C3N4（black），g-C3N4 after TCNQ molecular intercalation（red）and TCNQ molecule（blue）（C）

　　为进一步验证 TCNQ 分子不是通过吸附在
g-C3N4 表面来增强其电化学发光，本课题组又做
了进一步的研究。图 6 是单独 TCNQ 分子、单独
g-C3N4、g-C3N4 和 TCNQ 的混合物以及 TCNQ 插
层后 C-g-C3N4 的 IECL-E 曲线。从图 6 可以看到，
TCNQ 分子自身就具有 ECL 性质，TCNQ 插层后
g-C3N4 的发光强度明显比单独的 TCNQ 分子、单
独的 g-C3N4 分子以及 TCNQ 和 g-C3N4 分子混合
物的发光强度强。上述结果证明 TCNQ 分子不是
通过吸附于 g-C3N4 分子表面的方式来使 g-C3N4 发
光增强，而是通过插层进入 g-C3N4 中，通过增大
g-C3N4 的层间距来增强其电化学发光。

图 6　IECL-E 曲线

Fig 6　IECL-E curves

4　结论

　　本文首次利用电化学插层的方法将 CTAB 和

TCNQ 分子成功插入到 g-C3N4 层间距中，实现了
层状 g-C3N4 电化学发光性质由多层到单层的转
变，有效提高了 g-C3N4 的导电性和电化学发光强
度。研究表明插层分子尺寸越大，层间距增加的
越多，g-C3N4 的电化学发光效率提升的越多。此
外，我们发现 TCNQ 本身即具有电化学发光性
质，将其作为插层分子不仅能提高 g-C3N4 的发光
效率，而且能带来具有不同波长的新的发光峰，
这对于构建基于 C-g-C3N4 的波长分辨的比率型电
化学发光分析方法具有重要意义。总而言之，本
研究所提出的电化学插层手段为提高 g-C3N4 的电
化学发光性能开辟了一种简单有效的新方法。所
合成的新型高效、稳定的 C-g-C3N4 电化学发光材
料为构建新型分析界面或分析探针，发展高灵敏
度、高选择性的药物分析新方法奠定了重要基础。
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基于 UPLC-Q-TOF-MS分析石生与树生铁皮石斛 
化学成分的差异

贾小换，秦琳，陆安静，谭道鹏，何芋岐*，吴发明*（遵义医科大学 贵州省高等学校金钗石斛产业发展关键技

术工程研究中心，贵州　遵义　563000）

摘要：目的　分析石生和树生铁皮石斛的多糖含量和次生代谢产物的差异，探究“石斛”和“木

斛”是否存在品质差异。方法　参考《中国药典》测定石生和树生铁皮石斛的多糖含量，进一步

采用 UPLC-Q-TOF-MS 系统分析其次生代谢产物，通过主成分分析（PCA）与正交偏最小二乘

法 - 判别分析（OPLS-DA）等多元统计技术对代谢轮廓及化学成分差异性聚类，并挖掘其差异

化学成分。结果　石生铁皮石斛的多糖含量显著高于树生铁皮石斛，PCA 及 OPLS-DA 结果表

明两者的化学成分含量存在明显差异，进一步对筛选得到的差异变量进行鉴定，并对其进行含

量比较分析，发现其中棉子糖、蔗糖、葡萄糖、维采宁 -1 和 1-acetate-α-D-mannopyranose 或其

同分异构体在石生铁皮石斛中含量较高，而 pinellic acid、α- 羟基亚麻酸、L- 亮氨酸或其同分异

构体以及 L- 苯丙氨酸或其同分异构体等的含量在树生铁皮石斛中较高。结论　参考传统观点以

及《中国药典》以多糖含量作为铁皮石斛的质量评价标准，石生铁皮石斛的质量在一定程度上

优于树生铁皮石斛，对目前铁皮石斛药用质量控制及其规范化种植具有一定参考价值。

关键词：铁皮石斛；多糖；次生代谢产物；UPLC-Q-TOF-MS
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Difference in chemical compositions of Dendrobium officinale growing on 
rocks and trees based on UPLC-Q-TOF-MS

JIA Xiao-huan, QIN Lin, LU An-jing, TAN Dao-peng, HE Yu-qi*, WU Fa-ming* (Engineering 
Research Center for Key Technologies of Dendrobium Nobile Industry Development, Zunyi Medical 
University, Zunyi  Guizhou  563000)

Abstract: Objective  To determine the difference in polysaccharide contents and secondary 
metabolites in Dendrobium officinale growing on rocks and trees to determine whether there were 
quality differences between “Muhu”and “Shihu”. Methods  The polysaccharide contents of 
Dendrobium officinale growing on rocks and trees were measured with reference to the Chinese 
Pharmacopoeia, and their secondary metabolites were analyzed by UPLC-Q-TOF-MS. The metabolic 
profiles and chemical compositions were clustered differently by multivariate statistical techniques 
such as principal component analysis (PCA) and orthogonal partial least squares-discriminant analysis 
(OPLS-DA), and their differential chemical compositions were explored. Results  The polysaccharide 
content of Dendrobium officinale growing on rocks was much higher than that of Dendrobium 
officinale growing on trees. PCA and OPLS-DA showed that there was a significant difference in the 
content of chemical components between the two. Further identification and comparative analysis of 
the content of the selected variables showed that the content of raffinose, sucrose, glucose, vicinin-1 
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　　石斛是兰科三大属之一，常以其新鲜或干燥
茎入药。其入药始载于《神农本草经》，被列为上
品，因其生长在特殊的环境和具有强大的滋补功
效而享有“救命仙草，植物黄金”的美誉 [1]。其作
为功能性食品和重要药物在中国已有一千多年的
历史，秦汉时期的《神农本草经》记载铁皮石斛
“主伤中、除痹、下气、补五脏虚劳羸瘦、强阴、
久服厚肠胃”[2-4]，2020 年中华人民共和国国家卫
生委员会将其列为药食两用植物 [5]，具有抗癌、
保肝、降血脂、抗疲劳、抗氧化、降血糖、抗胃
溃疡、免疫增强、抗高血压等作用 [6-10]。
　　铁皮石斛喜温暖、湿润、阴凉的环境 [11-13]。
《本草纲目》记载生于树上者名“木斛”，不入丸
散，生于石上者名“石斛”，两者疗效有差异，
以石生者为正品 [14]。《中国药学大辞典》记载的
“生于高山湿润之岩石或古木上新采于山崖者”，
第一次将古木（即树木）作为石斛的着生物，与
古代本草著作的记载有着较大的出入，对比《中
国植物志》可知确实存在既附生在石头上，又附
生在树木上的石斛属植物 [15]。可见，不同生长方
式的铁皮石斛入药现象历来有之，并且古人对不
同来源的铁皮石斛药效已有说明，但石斛“以石
生者为正品”的论述尚未见有科学依据。
　　多糖含量是目前评判铁皮石斛品质的主要依
据，2020 年版《中国药典》也以多糖含量作为铁皮
石斛质量评价指标。本研究于贵州省兴义市采集附
生在石上及树上的铁皮石斛，除测定其多糖含量
外，进一步采用 UPLC-Q-TOF-MS 系统分析其次生
代谢产物，挖掘其差异化学成分，以综合分析探究
《本草纲目》中所记载的“木斛”和“石斛”是否存
在化学成分的差异，进而为目前铁皮石斛药用质量
控制及其规范化种植提供参考。
1　材料

　　1290 Infinity Ⅱ超高效液相（UPLC）色谱
仪和 654 质谱仪（美国安捷伦科技有限公司），
MULTISKANGO 全波长酶标仪（美国 Thermo 公

司），KQ-300DB 数控超声仪（昆山市超声仪器有
限公司），CORTECS C18 色谱柱（2.1 mm×100 
mm，1.6 μm）[ 沃特世科技（上海）有限公司 ]，
3K15 离心机、葡萄糖对照品（上海西格玛奥德
里奇公司），水为屈臣氏蒸馏水，乙腈、甲酸为
质谱纯，其他试剂均为分析纯。铁皮石斛样本采
集于贵州省兴义市，经遵义医科大学杨建文教授
鉴定为铁皮石斛 Dendrobium officinale Kimura et 
Migo，样本详细信息见表 1。

表 1　铁皮石斛样本信息表 
Tab 1　Information of Dendrobium officinale Kimura et Migo

附生方式 海拔 /m 附生物种 样本数量

石生 1179 石灰石 16

石生 1190 石灰石 18

树生 1122 合欢树 18

树生 1122 青冈树 18

2　方法

2.1　多糖含量测定

　　精密称取葡萄糖对照品，配制成 180 μg·mL－ 1

的对照品备液。取对照品储备液稀释成 30、60、
90、120、150 和 180 μg·mL － 1，精密量取系列对
照品溶液各 1 mL，参照《中国药典》2020 年版一
部 [16] 中铁皮石斛质量标准中的方法绘制标准曲线。
　　参照《中国药典》2020 年版一部中铁皮石斛
质量标准中的多糖提取及含量测定方法，精密称
取铁皮石斛样本 60 mg，加 40 mL 水加热回流 2 
h，离心，取上清液，精密取 2 mL 上清液加 10 
mL 无水乙醇在 4℃放置 1 h，离心，弃去上清液，
加 80% 乙醇 8 mL 洗涤沉淀，离心，弃去上清液，
重复 1 次。将沉淀用热水溶解，放冷定容至 10 
mL，即为待测样本。取待测样本加 5% 苯酚和浓
硫酸进行苯酚硫酸显色反应，测定各样品吸光度
值，并以标准曲线回归方程及样品配制浓度计算
出铁皮石斛样品中的多糖含量。
2.2　基于 UPLC-Q-TOF-MS 技术检测铁皮石斛次

生代谢产物

and 1-Acetate-α -D-mannopyranose or its isomer in Dendrobium officinale growing on rocks was 
higher, while the content of pinellia acid, α -hydroxylinolenic acid, L-leucine or its isomer and 
L-phenylalanine or its isomer was higher in Dendrobium officinale growing on trees. Conclusion  
The quality of Dendrobium officinale growing on rocks is better than that of Dendrobium officinale 
growing on trees to some extent, and has certain reference value for the current medical quality 
control and standardized planting of Dendrobium officinale.
Key words: Dendrobium officinale; polysaccharide; secondary metabolite; UPLC-Q-TOF-MS
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2.2.1　样本制备　精密称定铁皮石斛样本 75 mg，
加入 70% 甲醇 1 mL，超声仪超声提取 30 min，
放冷，12 000 r·min－ 1 离心 5 min，取上清液装
入进样小瓶中，用于 UPLC-Q-TOF-MS 分析。
2.2.2　色谱与质谱条件　色谱条件：使用 Agilent 
1290 Infinity Ⅱ UPLC 仪 器， 色 谱 柱 为 Waters 
CORTECS UPLC C18（100 mm×2.1 mm，1.6 μm），
以 0.1% 甲酸水为流动相 A，0.1% 甲酸乙腈为流动
相 B，梯度洗脱（0 ～ 4 min，5% → 40%B；4 ～ 5 
min，40% → 75%B；5 ～ 5.1 min，75% → 95%B；
5.1 ～ 6.6 min，95% → 5%B；6.6 ～ 10 min，
5%B），进样量为 1 μL，柱温为 40℃，流速为 0.4 
mL·min－ 1，紫外检测波长为 280、254、210 nm。
　　质谱条件：使用 Agilent 6545Q-TOF 高分辨质
谱，在正离子模式与负离子模式下分别采集数据。
毛细管电压（CV）为 4000 V，锥孔电压（NV）
为 1000 V，雾气压力为 45 psi，干燥气流量为 10 
L·min － 1，鞘气温度为 350℃，鞘气流量为 11 
L·min － 1；离子源温度为 350℃，碰撞能量（CE）
为 10 V，质量扫描范围为 m/z 50 ～ 1200。采集二
级质谱信息采用 Auto MS/MS 模式，碰撞能量分
别为 20、30、40 V。
2.3　数据处理 
　　将 UPLC-Q-TOF/MS 得到的样品数据导入
Agilent MassHunter Profinder10.0 软件中，进行峰
识别、峰对齐、离子融合和归解卷积等预处理，
输出三维数据矩阵（由保留时间、精确分子量和
峰面积组成），采用 Qualitative Analysis B.07.00 
软件拟合计算得到相应的分子式，并与本地数据
库进行匹配，初步推测结构。依据二级质谱数据，
与参考文献、Scifinder 数据库等提供的信息进行
对比，进一步鉴定化学成分。
3　结果

3.1　石生和树生铁皮石斛的多糖含量

　　结果葡萄糖标准曲线的线性回归方程为 y ＝

215.19x － 1.0056，R2 ＝ 0.9996。结果表明葡萄
糖质量浓度在 30.47 ～ 182.80 µg·mL － 1 内与吸
光度呈良好的线性关系。对石生和树生两种不同
附生方式下的铁皮石斛多糖含量进行独立样本 t
检验分析，结果如图 1 所示，虚线为 2020 年版
《中国药典》一部药材与饮片规定的铁皮石斛中
多糖含量的标准限 25.00%，高于此线代表铁皮
石斛样本合格，可见石生铁皮石斛多糖含量合格
率为 61.76%，树生铁皮石斛多糖含量合格率为
11.11%，石生铁皮石斛多糖含量明显高于树生铁

皮石斛（P ＜ 0.05），差异具有统计学意义。
3.2　基于 UPLC-Q-TOF-MS 对铁皮石斛次生代谢

产物的全成分分析

3.2.1　海拔及附生树种对铁皮石斛次生代谢产
物积累的影响　如图 2A 所示，海拔为 1179 m、
1190 m 的铁皮石斛次生代谢产物轮廓明显交叉，
说明两个海拔下的铁皮石斛的次生代谢产物无明
显影响（R2X ＝ 0.614，Q2 ＝ 0.304），可视为一
个整体，即石生附生方式的铁皮石斛；如图 2B
所示，附生在两个树种的铁皮石斛次生代谢产物
轮廓几乎是重合的，说明两个树种对铁皮石斛的
次生代谢产物无明显影响 [R2X（cum）＝ 0.565，
Q2（cum）＝ 0.278]，可视为一个整体，即树生附
生方式的铁皮石斛。
3.2.2　石生和树生两种附生方式的铁皮石斛代谢产
物的差异　由图 3 可知不同附生方式下的铁皮石斛
样品的色谱图有明显差异，进一步利用 SIMCA-P软
件对各组次级代谢物进行 PCA分析，可以看到两者
分布有所离散，说明所含化学成分存在一定差异。
此外当模型概括 X矩阵解释率（R2X）＞ 0.4 时说明
该模型可靠，本实验中生成的 PCA模型的质量参数
R2X ＝ 0.646，因此所建立的模型可以很好地解释各
组间差异，即本实验样品的聚类分离效果可信度高。
　　应用 OPLS-DA 模型来评估石生和树生两种附
生方式的铁皮石斛样本之间代谢物含量的差异 [17-19]，
如图 4A 所示，在 95% 置信区间内，OPLS-DA 模型
显示的可接受值为 R2X（0.454）、R2Y（0.955）和 Q2

（0.851），可见石生和树生两种附生方式的铁皮石斛
代谢产物存在差异。
　　OPLS-DA 模型具有良好的预测能力，因此
我们建立 OPLS-DA 模型进行筛选石生和树生的
铁皮石斛的差异化学成分，结果见图 4A，结果
显示石生和树生的铁皮石斛样品之间实现了明
显的区分，表明两组之间的次生代谢产物存在差
异 [R2X（cum） ＝ 0.454，R2Y（cum） ＝ 0.955，
Q2（cum）＝ 0.851]。每个次生代谢产物对 OPLS-
DA 模型的贡献都按可变的重要性（VIP）进行排
序 [20]，以 VIP ＞ 4 为阈值进行筛选 [21-22]，共得
到 40 个差异变量，如图 4B 所示，黑色虚线代表 
VIP ＝ 4。
3.2.3　差异化合物鉴定及相对含量分析　对筛选
得到的 40 个差异变量进行鉴定，共有 23 个差异
变量被鉴定出，其余差异变量有待进一步鉴定，
鉴定结果见表 2。
　　对差异成分进行相对含量比较，结果如图 5
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图 3　石生和树生铁皮石斛的典型代表 BPC 图（A、B）和 PCA 得分图（C）

Fig 3　Typical representative BPC images（A、B）and PCA score map（C）of Dendrobium officinale growing on rocks and trees

在石生铁皮石斛中含量较高，而 pinellic acid、α-
羟基亚麻酸、L- 亮氨酸或其同分异构体以及 L- 苯
丙氨酸或其同分异构体等化合物的含量在树生铁
皮石斛中显著高于石生的铁皮石斛。
4　讨论

　　传统的标准认为石斛“质重，嚼之黏牙，味
甘，无渣者为优”，研究发现石斛中化学成分多
种多样，其主要有效成分为石斛多糖，它们是由
葡萄糖、半乳糖、甘露糖、阿拉伯糖、鼠李糖等
单糖合成的 [39]。研究发现石生铁皮石斛的多糖
含量显著高于树生铁皮石斛。进一步通过植物代
谢组学研究揭示了不同附生方式铁皮石斛化学谱
的差异性，挖掘出了区分石生和树生铁皮石斛的

差异化合物，对其进行含量比较分析，发现棉子
糖、蔗糖和葡萄糖在石生铁皮石斛中含量较高。
蔗糖在植物生长发育中起着核心作用，许多单糖
由蔗糖的水解或水解衍生物产生 [40]；棉子糖植物
遭受非生物胁迫（盐碱、干旱和极端温度等）时，
可以通过诱导渗透调节物质合成酶基因的表达来
合成一些小分子物质，增加植物细胞的渗透压，
提高植物组织抵抗胁迫的能力，从而维持植物自
身的代谢和生长发育 [41]。此外，可溶性糖，如葡

图 1　石生和树生铁皮石斛的多糖含量

Fig 1　Polysaccharide content of Dendrobium officinale growing on 
rocks and trees

注：与石生铁皮石斛比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with Dendrobium officinale growing on rocks，

*P ＜ 0.05.

图 2　石生附生方式下不同海拔铁皮石斛（A）和不同附生树种铁皮

石斛（B）的 PCA 得分图

Fig 2　PCA score chart of Dendrobium officinale at different altitudes 
growing on rocks（A）and different epiphytic tree species（B）

图 4　石生和树生铁皮石斛的 OPLS-DA 得分图（A）和差异代谢成

分 VIP 评分图（B）

Fig 4　OPLS-DA score（A）and VIP score map（B）of the differential 
metabolic components of Dendrobium officinale growing on rocks and 
trees

所示，可以看到棉子糖、蔗糖、葡萄糖、维采宁 -1
和 1-acetate-α-D-mannopyranose 或其同分异构体

图 5　石生和树生铁皮石斛差异化学成分含量比较

Fig 5　Contents of the different chemical constituents in Dendrobium 
officinale growing on rocks and trees

注：与石生铁皮石斛比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with Dendrobium officinale growing on rocks，

*P ＜ 0.05.
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表 2　石生与树生铁皮石斛差异化学成分鉴定信息 
Tab 2　Identification of the differential chemical composition of Dendrobium officinale growing on rocks and trees

No. VIP tR/min 加合离子 测量值 理论值 δ/（×10 － 6） 分子式 名称 碎片离子（m/z）

C1 9.38 1.42 [M+H]＋ 310.1289 310.1285 － 1.29 C15H19NO6 2-methyl-1H-indol-7-yl-β-D-mannopyra-
noside 或其同分异构体 [23]

292.1182；264.1237；244.0977；
166.0847；132.0812；120.0810；
91.0530

C2 9.18 1.42 [M+H]＋ 310.1289 310.1285 － 1.29 C15H19NO6 2-methyl-1H-indol-7-yl-β-D-mannopyra-
noside 或其同分异构体 [23]

292.1182；264.1237；244.0977；
166.0847；132.0812；120.0810；
91.0530

C3 9.10 1.42 [M+H]＋ 310.1289 310.1285 － 1.29 C15H19NO6 2-methyl-1H-indol-7-yl-β-D-mannopyra-
noside 或其同分异构体 [23]

292.1182；264.1237；244.0977；
166.0847；132.0812；120.0810；
91.0530

C4 8.91 2.42 [M+H]＋ 310.1289 310.1285 － 1.29 C15H19NO6 2-methyl-1H-indol-7-yl-β-D-mannopyra-
noside 或其同分异构体 [23]

292.1182；264.1237；244.0977；
166.0847；132.0812；120.0810；
91.0530

C5 7.30 0.89 [M+H]＋ 276.1453 276.1442 － 3.99 C12H21NO6 1-{[（1，1-dimethylethoxy）carbonyl] 
amino}-α-hydroxy-3-methoxycyclobu-
taneacetic acid 或其同分异构体 [24]

276.1331；258.1251；230.1301；
86.0901；69.0273

C6 6.42 5.05 [M-H]－ 329.2329 329.2334 1.52 C18H34O5 pinellic acid[25] 290.9839；211.1327；171.1009；
139.1127；99.0815

C7 5.61 6.61 [M+H]＋ 609.2699 609.2694 － 0.82 C34H40O10 neogenkwanine G[26] 609.2697；591.2588

C8 5.57 3.13 [M-H]－ 563.1399 563.1406 1.24 C26H28O14 维采宁 -1/ 异夏佛塔苷 / 夏佛塔苷 [27-28] 473.1080；443.0980；383.0758；
353.0666

C9 5.47 0.89 [M+H]＋ 132.1012 132.1019 5.30 C6H13NO2 L- 亮氨酸或同分异构体 [29]

C10 5.26 0.59 [M-H]－ 503.1612 503.1618 1.19 C18H32O16 棉子糖 [30] NA

C11 5.20 0.83 [M+H]＋ 276.1394 276.1415 7.61 C8H17N7O4 L-2-amino-N-（carbamoylmethyl）-5-
（3-nitroguanidino）-valeramide 或其

同分异构体 [31]

258.1340；230.1389；212.1281；
144.1024；121.0649；86.0966；

C12 4.78 1.42 [M+H]＋ 292.1182 292.1180 － 0.68 C15H17NO5 buxifoxime B/C[32] 264.1237；246.1121；244.0955；
178.0858；166.0850；143.0580；
132.0808；120.0803；97.0279

C13 4.72 3.13 [M+COOH]－ 609.1453 609.1461 1.31 C26H28O14 维采宁 -1/ 异夏佛塔苷 / 夏佛塔苷 [27-28] NA

C14 4.69 0.94 [M+H]＋ 456.2074 456.2076 0.44 C18H33NO12 6-O-L- 异亮氨酸蔗糖 [33] 438.1964；392.1900；276.1445

C15 4.51 5.70 [M+H]＋ 295.2272 295.2268 － 1.36 C18H30O3 α- 羟基亚麻酸 [34] 151.1101；95.0850；71.0848

C16 4.46 0.63 [M+H]＋ 262.1285 262.1300 5.73 C11H19NO6 mycosporine 或其同分异构体 [35] 244.1167；216.1221；198.1110；
84.0804；72.0804

C17 4.41 1.29 [M-H]－ 164.0714 164.0717 1.83 C9H11NO2 L- 苯丙氨酸或其同分异构体 [36] 162.8377；147.0434；103.0551

C18 4.24 0.76 [M+H]＋ 262.1291 262.1285 － 2.29 C11H19NO6 mycosporine[35] 244.1170；216.1230；198.1126；
130.0587；97.0275；84.0814；
72.0798

C19 4.23 0.59 [M-H]－ 221.0662 221.0667 2.26 C8H14O7 1-acetate-α-D-mannopyranose or iso-
mer[33]

NA

C20 4.13 0.89 [M+H]＋ 276.1453 276.1442 － 3.99 C12H21NO6 1-{[（1，1-dimethylethoxy）carbonyl] 
amino}-α-hydroxy-3-methoxycyclobu-
taneacetic acid 或其同分异构体 [24]

276.1331；258.1251；230.1301；
86.0901；69.0273

C21 4.11 0.59 [M-H]－ 341.1094 341.1089 － 0.15 C12H22O11 蔗糖 [37] 341.0991；119.0318；101.0219；
89.0224；71.0115；59.0124

C22 4.02 5.49 [M+H]＋ 304.2843 304.2846 0.99 C17H37NO3 4-hydroxyheptadeca sphinganine 或其同

分异构体 [34]

286.2652；268.2542；250.2421；
60.0371

C23 4.00 0.59 [M-H]－ 179.0558 179.0561 1.68 C6H12O6 葡萄糖 [38] NA

注：NA 表示未检测到此离子碎片。

Note：NA means no ion fragments are detected.
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萄糖和蔗糖，可以在渗透胁迫下作为渗透液 [42]，
这些代谢物的积累在对环境胁迫的响应下得到增
强，并已被证明有助于干旱和耐冻性 [43]。
　　由此我们分析石生铁皮石斛的多糖以及
棉 子 糖、 蔗 糖、 葡 萄 糖、 维 采 宁 -1 和 1-ace-
tate-α-D-mannopyranose 或其同分异构体的含量在一
定程度上高于树生铁皮石斛的原因，可总结为以下
两个方面：一方面，与树干相比，岩石表面土壤层
有机质极度匮乏，温差变化大，铁皮石斛产生抵抗
逆境的生理响应，进而调控次生代谢产物合成的关
键基因和酶的表达，从而影响其次生代谢产物的累
积；另一方面，植物所需的化学元素可以分为三类：
有机结合元素、离子元素以及微量元素 [44]，这些
元素保持植物执行特定功能的能力，对生长至关重
要，而铁皮石斛常以较发达的气生根着生于满布苔
藓的有腐殖质聚集的岩石，藓类比附生植物更富含
钙，这是由于钙从岩石基质中的溶解和释放。同时
藓类还能在岩石表面生长成不同的斑块，在岩石缝
隙中生长并分泌一些酸性物质逐步溶解岩面增加成
土量，富集营养元素，改善微环境，为铁皮石斛生
长提供条件 [45]。
　　因此参考传统观点以及《中国药典》以多糖
含量作为质量评价标准，石生铁皮石斛的质量在
一定程度上优于树生铁皮石斛，验证了《本草纲
目》中“两者疗效有差异，以石生者为正品”的观
点。然而铁皮石斛中化学成分复杂，树生铁皮石
斛中也存在一些优势化学成分，如 pinellic acid、
neogenkwanine G 以及氨基酸类成分 L- 亮氨酸、L-
苯丙氨酸等，具有免疫刺激 [46]、抗肿瘤 [47]、改善
记忆损伤 [48]、降血压 [35] 等药理活性。综上，本
研究综合分析了石生和树生铁皮石斛的多糖含量
和次生代谢产物的差异，可为铁皮石斛药用质量
控制及其规范化种植提供参考。
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双黄连 pH依赖型梯度释药微丸的研究

黄权华1，田辰彬2，徐乐乐2，宁婧岐2，杨星钢2*（1. 深圳华润九新药业有限公司，广东　深圳　518000；2. 沈

阳药科大学，沈阳　110016）

摘要：目的　制备 pH 依赖型梯度释药的双黄连微丸，以实现药物在体内的梯度脉冲释放。方
法　将酸中溶解度低的指标性成分黄芩苷制备成固体分散体，采用挤出滚圆法分别制备双

黄连素丸和双黄连固体分散体微丸，选择 Eudragit L30D-55 和 Eudragit L100/S100 为包衣材

料，采用流化床进行包衣。将固体分散体微丸、Eudragit L30D-55 包衣微丸和 Eudragit L100/
S100 包衣微丸按照比例混合即得。结果　双黄连固体分散体微丸在 pH ＞ 1.2 的介质中释药，

Eudragit L30D-55 包衣微丸在 pH ＞ 5.5 的介质中开始释药，Eudragit L100/S100 包衣微丸在

pH ＞ 6.8 的介质中开始释药。三种微丸按照比例混合之后在模拟人体胃肠道 pH 环境变化的体

外释放介质中呈现良好的 pH 依赖型释药特性，且指标性成分黄芩苷和绿原酸的体外释放行为

相似。结论　利用人体胃肠道 pH 变化，采用多元定位释药技术制备的双黄连 pH 依赖性梯度

释药微丸可以在长效释放的同时达到同步释放，满足中医药理论下的用药思想和整体观念。

关键词：双黄连 pH 依赖型梯度释药微丸；固体分散体；多元定位释药技术；同步释放
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Preparation of Shuanghuanglian pH-dependent gradient-release pellets

HUANG Quan-hua1, TIAN Chen-bin2, XU Le-le2, NING Jing-qi2, YANG Xing-gang2* (1. Shenzhen 
CR Gosun Pharmaceutical Co, Ltd., Shenzhen  Guangdong  518000; 2. Shenyang Pharmaceutical 
University, Shenyang  110016)

Abstract: Objective  To prepare Shuanghuanglian pH-dependent gradient-release pellets to 
achieve gradient pulse release in the body. Methods  To prepare baicalins with low solubility in 
acid into solid dispersion. Shuanghuanglian and Shuanghuanglian solid dispersion pellets were 
prepared with extrusion roller. Eudragit L30D-55 and Eudragit L100/S100 were used as coating 
in fluidized beds. Solid dispersion pellets, Eudragit L30D-55 coated pellets and Eudragit L100/
S100 coated pellets were mixed in proportion. Results  Shuanghuanglian solid dispersion pellets 
were released medium with in pH ＞ 1.2, and Eudragit L30D-55 coated pellets started to release 
in the medium with pH ＞ 5.5, and Eudragit L100/S100 coated pellets in the medium with pH ＞

6.8. After mixing the three pellets, a good pH-dependent release property was present in an in 
vitro release medium that simulated the changes of human gastrointestinal pH. The in vitro release 
behavior of the chlorogenic acid and baicalin of the indicator component was similar. Conclusion  
Shuanghuanglian pH-dependent gradient-release pellets prepared with human gastrointestinal 
pH, and multiparticulate site-controlled release technology improve the modification of index 
components, can synchronously release with gradient at long term. That complies with the organic 
whole conception of compatibility of traditional Chinese medicinal compound recipe.
Key words: Shuanghuanglian pH-dependent gradient-release pellet; solid dispersion; multi-particulate 
site-controlled release technology; synchronous release
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　　中药复方是传统中医药理论整体观念和辨证施
治的集中体现，也是中医用药的基础和灵魂。目
前，针对现代中药复方缓控释制剂的研发，主要是
根据方剂用药的特点，将中药组分相互配伍以适应
不同证候的用量需求，不同的配伍不仅能够发挥不
同的药物疗效，而且对药效成分及其代谢产物的药
动学过程也会产生显著影响 [1]。但是中药复方的有
效成分众多，药效物质基础复杂，各种成分之间的
理化性质差异巨大 [2]。因此，采用传统的制备缓控
释制剂的手段很难达到一个理想的效果。
　　双黄连复方由金银花、黄芩、连翘三味药材
组成，具有清热解毒、疏风解表之功效，临床上
已经证明其具有广谱抗菌、抗病毒能力，在治疗
肺炎、支气管炎、扁桃体炎等病症上具有良好的
疗效 [3]。但患者对普通双黄连制剂的顺应性差，
易漏服，严重制约了药效的发挥。复方中药物质
基础复杂，药效物质基础暂不明确，无法获得像
化学药物制备缓释制剂相关的药动学参数（如吸
收速度常数、表观分布容积、消除速度常数、绝
对生物利用度等），因此难以采用传统的方法制
备缓释制剂 [4]；传统复方中药多是从汤剂发展而
来，普通制剂的服用一般为每日 3 次，因此本研
究模拟传统给药方式设计了日释放 3 次的 pH 梯
度缓释微丸，其中的药物随着胃肠道 pH 值的变
化可以实现同步释放，与普通制剂（汤剂）的释
放时间、释放次数、药物释放度一致，既能改善
中药制剂服用顺应性，同时也满足中医药理论下
的用药思想和整体观念 [5-6]。因此，本实验以双黄
连为模型处方，处方药材精制之后将难溶性成分
黄芩苷制成固体分散体，随后分别制备双黄连素
丸和固体分散体微丸，根据人体胃肠道的 pH 变
化，利用 Eudragit L30D-55 和 Eudragit L100/S100
等包衣材料进行包衣 [7]，以期达到长效并同步释
放的目的。
1　仪器与试药
　　LC-10ATVP 高效液相色谱仪、SPD-10AVP 
高效液相检测器（日本岛津株式会社），ZRS-6G 
型药物溶出度仪（天津天大天发科技有限公司），
RE-2000B 旋转蒸发器（上海凌科实业发展有限公
司），E-50 轴向单螺杆挤出机 -S-50 滚圆机（重庆
英格造粒包衣技术有限公司），Mini-XYT 流化制
粒包衣机（深圳信宜特科技有限公司）。
　　双黄连素丸（自制），黄芩提取物（黄芩苷＞

85%，批号：2020325）、连翘提取物（连翘苷＞

2%，批号：20200303）、金银花提取物（绿原酸＞

10%，批号：20200315）（陕西浩洋生物科技有限
公司），黄芩苷、连翘苷、绿原酸对照品（成都普

菲德生物技术有限公司，批号分别为 21061301、
21022602、21032502），聚维酮 K30（PVP K30 美
国巴斯夫公司），微晶纤维素（MCC）、羧甲基淀
粉钠（CMS-Na）、柠檬酸三乙酯（TEC）、滑石
粉（安徽山河药用辅料有限公司），Eudragit L30D-
55、Eudragit L100/S100（上海昌为医药辅料技术有
限公司）。
2　方法
2.1　HPLC 法测定黄芩苷与绿原酸
2.1.1　黄芩苷的测定　采用 YMC-Pack ODS-A
（150 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；流动相为甲
醇 - 水（含 0.2% 的磷酸）（60∶40）；流速为 1.0 
mL·min－ 1；检测波长为 280 nm；柱温为 30℃；
进样量为 20 μL。取一定量的微丸粉末或固体分散
体粉末，加 50% 甲醇 100 mL 超声滤过。精密吸
取 1 mL 续滤液置 25 mL 量瓶中，加 50% 甲醇至
刻度，0.22 μm 滤膜过滤，取续滤液，进样测定。
2.1.2　绿原酸的测定　采用 YMC-Pack ODS-A
（150 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；流动相为乙
腈 - 水（15∶85）；流速为 1 mL·min－ 1；检测波
长为 324 nm；柱温为 30℃；进样量为 20 µL。精
密称取一定量微丸粉末或固体分散体粉末，加入
50% 甲醇 50 mL，超声滤过。精密吸取 1 mL 续
滤液置 10 mL 量瓶中，加 50% 甲醇至刻度，摇
匀，0.22 μm 滤膜过滤，取续滤液，进样测定。
2.1.3　释放度测定　照《中国药典》（2020 年版）
四部通则 0931 溶出度与释放度测定法第一法（篮
法），取适量微丸于溶出杯中，加入 900 mL 人
工胃液孵育 2 h（pH 1.2 的盐酸溶液），水浴温度
（37±0.5）℃，转篮转速为 100 r·min－ 1；2 h 之
后升起转篮，更换溶出介质为 900 mL 人工十二
指肠液（pH 5.5 的磷酸盐缓冲液），转篮转速为
100 r·min－ 1，继续溶出；2 h 之后继续更换溶出
介质为 900 mL 人工小肠液（pH 6.8 的磷酸盐缓冲
液），其余条件不变。在设定的时间点取样 5 mL，
同时补加 5 mL 37℃介质。取出的样品经 0.22 μm
滤膜过滤，取续滤液进样测定黄芩苷和绿原酸的
峰面积，计算累计释放度（Q，%）。
2.2　黄芩苷固体分散体的制备
　　采用溶剂挥发法制备固体分散体 [8]。将处
方量的黄芩提取物和 PVP K30 分别溶于适量甲
醇中，待全部溶解之后混合，50℃水浴搅拌 60 
min。真空旋转蒸发除去甲醇，得到固体粉末，
研磨，过 80 目筛，即得到黄芩苷固体分散体。
2.3　双黄连素丸的制备
　　采用挤出滚圆法制备双黄连素丸，加入 40 g 双
黄连提取物（黄芩提取物、连翘提取物、金银花提取
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物按照比例混合而成），60 g MCC，40 mL 水制备软
材。在挤出速度 40 r·min－ 1，滚圆速度 1800 r·min－ 1，
滚圆时间 7 min 的工艺条件下制备双黄连素丸。
2.4　双黄连固体分散体微丸的制备
　　采用挤出滚圆法制备固体分散体微丸。加
入 30 g 双黄连提取物（黄芩苷固体分散体、连翘
提取物、金银花提取物按照比例混合而成），60 g 
MCC，10 g CMS-Na，在挤出速度 40 r·min－ 1，
滚圆速度 2100 r·min－ 1，滚圆时间 5 min 进行制备。
2.5　包衣微丸的制备
　　采用流化床底喷式包衣法进行微丸包衣。投
料量为 50 g，分别以 Eudragit L30D-55 水分散体为
包衣材料，进风量为 2300 r·min－ 1，包衣温度为
28 ～ 32℃，雾化压力为 0.12 MPa，喷液速度为 4 
r·min－ 1；Eudragit L100/S100 为有机溶剂包衣材料，
进风量为 2000 r·min－ 1，包衣温度为 20 ～ 25℃，
雾化压力为 0.15 MPa，喷液速度为 2 r·min－ 1。
2.5.1　Eudragit L30D-55 包衣液的配制　称取处
方量的 TEC、滑石粉加入一定量的水中，用高剪
切匀化机匀化 10 min，随后将滑石粉混悬液缓缓
倒入 Eudragit L30D-55 水分散体中，同时用普通
搅拌机中速搅拌。在包衣前需要将混悬液过 40
目筛，包衣过程中持续搅拌。
2.5.2　Eudragit L30D-55 包衣液处方因素考察　采用
单因素考察法对聚合物浓度（PVP K30 5%、10%、
15%），包衣增重（5%、10%、15%），TEC 用量（0%、
10%、20%），滑石粉用量（0%、10%、20%），固化
时间（0、1、3、6、12、18 h）分别进行考察。
2.5.3　Eudragit L100/S100 包衣液的配制　称取处
方量的 Eudragit L100 和 S100 缓缓加入一定量的有
机溶剂中，加入过程中应避免 Eudragit 材料相互粘
连成团块状，搅拌 30 ～ 60 min 得到澄清透明的溶
液。称取处方量的 TEC，滑石粉加入一定量的有
机溶剂中，高剪切匀化机匀化 10 min，随后缓慢加
入到 Eudragit 的有机溶液中，不断搅拌。包衣前需
将包衣液过 40 目筛，包衣过程中保持持续搅拌。
2.5.4　Eudragit L100/S100 包衣液处方因素考察　
采用单因素考察法对 TEC 用量（20%、25%、30%、
35%）， 包 衣 增 重（20%、25%、30%），Eudragit 
L100 与 S100 的比例（1∶1、1∶1.5、1∶2、1∶3、
1∶4），滑石粉用量（10%、20%、30%）进行考察，
并确定最终工艺。
3　结果
3.1　黄芩苷固体分散体的体外溶出度
　　图 1 表明黄芩苷固体分散体在 pH 1.2 盐酸溶
液中 10 min 累计溶出度超过 60%，同等条件下
黄芩苷只能释放 10% 左右；而固体分散体和黄芩

苷在 pH 5.5 和 pH 6.8 的释放介质中 120 min 的累
计溶出度均超过 85%，两者差距不大，证明该固
体分散体显著提升了黄芩苷在酸中的溶出度和释
放速率，且维持了黄芩苷本身在 pH 5.5 和 pH 6.8
的释放介质中良好的释放行为。

图 1　黄芩苷原料药和固体分散剂在不同介质中的释放行为

Fig 1　Dissolution behavior of baicalin and solid dispersion in different 
medium

3.2　固体分散体微丸和双黄连素丸的体外溶出结果
　　由图 2 可知，固体分散体微丸相较于普通的
双黄连素丸，其黄芩苷和绿原酸在 pH 1.2 的释放
介质中均释放良好，尤其是黄芩苷在 30 min 内累
计溶出度超过 60%，120 min 的累计溶出度达到
90%，远高于双黄连素丸，且两者的绿原酸释放
行为并无明显差异，达到设计目的。

图 2　双黄连素丸和固体分散体微丸在 pH 1.2 的介质中黄芩苷和绿

原酸的释放行为

Fig 2　Dissolution behavior of baicalin and chlorogenic acid of 
Shuanghuanglian pellets and solid dispersion in pH 1.2 medium

3.3　包衣微丸的考察结果
3.3.1　Eudragit L30D-55 包衣液外方单因素的考察
结果　由图 3 可知，聚合物浓度为 15% 时包衣微
丸的抗酸性较差，采用 5% 和 10% 聚合物浓度制
备的包衣微丸释放度相似。由于聚合物浓度越低，
包衣液质量越高，包衣时间越长，包衣效率越低。
因此，综合考虑，选择 10% 作为聚合物浓度。
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图 3　不同聚合物浓度对药物释放的影响

Fig 3　Effect of different concentrations of coating on the cumulative 
drug release

　　由图 4 可知，包衣增重对包衣微丸的释放有
极其显著的影响。随着包衣增重的增加，包衣微
丸的抗酸性逐步增强，5% 和 10% 的包衣增重均
不能使微丸具有较好的抗酸性，因此，综合考虑
选择 15% 作为包衣增重。

图 4　不同包衣增重对药物释放的影响

Fig 4　Effect of different coating levels on the cumulative drug release

　　从图 5 中可以看出，TEC 浓度较低时，衣膜的
抗酸性较差，随着 TEC 浓度的增加，情况得到改善，
当 TEC 浓度为 20% 时，药物的抗酸性良好。此时，
如果再增加 TEC 的量，会导致包衣液黏度增大，增
加堵枪的风险。因此，最终选择 TEC 浓度为 20%。

图 5　不同 TEC 用量对药物释放的影响

Fig 5　Effect of different amounts of TEC on the cumulative drug 
release

　　从图 6 中可以看出，随着滑石粉用量的增加，
微丸的抗酸性有所减弱。而在实际试验过程中发
现，当滑石粉用量为 20% 时，管路中沉淀较多的
滑石粉，存在堵枪的风险；滑石粉用量为 0% 时，
部分微丸出现粘连。综合考虑，将滑石粉用量控
制在干聚合物浓度的 10%。

图 6　不同滑石粉用量对药物释放的影响

Fig 6　Effect of different amount of talc on the cumulative release

　　从图 7 中可以看出，固化时间为 12 h 时，微
丸的抗酸性良好，在 pH 5.5 的释放介质中释放迅
速，且固化完成后微丸不粘连，固化时间过高或
者过低，均会对微丸的抗酸性产生一定的影响。
因此，选择固化时间为 12 h。

图 7　不同固化时间在 pH 5.5 的介质中对药物释放的影响

Fig 7　Effect of different curing time on the cumulative release in pH 5.5 
medium

　　综上所述，固定 Eudragit L30D-55 水分散体包
衣液的聚合物浓度为 10%，包衣增重为 10%，TEC
用量为 20%，滑石粉用量为 10%，固化时间为 12 
h。以此为最优处方制备包衣微丸，其与双黄连素
丸在 pH 1.2 和 pH 5.5 中的释放行为如图 8 所示。
双黄连素丸中两种成分的释放行为不具有同步性；
而包衣微丸在保持较好抗酸性的同时，黄芩苷和绿
原酸释放曲线的相似因子（f2）因子为 70.17，大致
上体现出同步释放的特点，基本满足设计要求。
3.3.2　Eudragit L100/S100 包衣液外方单因素的考察
结果　由图 9 可见，TEC 含量小于 30% 的时候，微
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丸在 pH 1.2 和 pH 5.5 的介质中释放量较大。随着
增塑剂用量的增加，前 4 h 的释放量逐渐减小。但
是增塑剂用量为 35% 的时候，微丸整体的释放行为
则会受到抑制，同时，在微丸的储存过程中，出现
结块现象。因此，综合考虑选择 TEC 含量为 30%。

图 9　不同 TEC 用量对微丸释放的影响

Fig 9　Effect of different amount of TEC on the cumulative release

　　由图 10 可知，随着包衣增重的增加，微丸
的释放逐渐缓慢，在不同介质中的释放量也逐步
减少。因此，综合考虑，选择包衣增重为 25%，
可以得到较好的释放行为。

图 10　不同包衣增重对微丸释放的影响

Fig 10　Effect of different coating level on the cumulative release

　　从图 11 可以看出，不论 L100 与 S100 的比
例如何，包衣微丸均具有较好的抗酸性。而 L100
与 S100 比例不同带来的最大影响是微丸在 pH 
5.5 的释放介质中的释放行为。随着 S100 比例的

增加，微丸在 pH 5.5 的介质中的释放量逐步减
少，其整体的释放行为也受到了限制。因此，综
合考虑选择 L100∶S100 ＝ 1∶2 作为最优的比例。

图 11　不同 L100 与 S100 的比例对微丸释放的影响

Fig 11　Effect of different amount of L100 and S100 on the cumulative 
release

　　由图 12 可知，当滑石粉用量为 10% 时，微丸
在 pH 1.2 和 pH 5.5 介质中均有一定释放，结合实
验过程中微丸存在的粘连现象，猜想微丸之间相
互的粘连破坏了衣膜的完整性。而滑石粉过多时，
则会导致衣膜的渗透性增加，影响衣膜质量。综
合考虑，选择滑石粉用量为 20%。

图 12　不同滑石粉用量对微丸释放的影响

Fig 12　Effect of different amount of talc on the cumulative release

　　综上所述，固定 TEC 用量为 30%，包衣增重
25%，L100∶S100 为 1∶2，滑石粉用量为 10%。
以此为最优处方制备包衣微丸，其与双黄连素丸的
释放行为如图13所示。包衣微丸在 pH 1.2和 pH 5.5
的介质中累计释放量低于 20%，在 pH 6.8 的介质
2 h 释放量超过 60%，4 h 释放量达到 90%，且黄芩
苷和绿原酸释放曲线的 f2 值为 74.30，基本满足同
步释放的要求。而双黄连素丸中两种成分的释放行
为明显不具有同步性。
3.4　双黄连 pH 依赖型梯度释药微丸的考察

　　将固体分散体微丸、Eudragit L30D-55 微丸和
Eudragit L100/S100 微丸按照 1∶1∶1 的比例混合，
对比相同剂量的双黄连素丸，进行释放度考察。

图 8　Eudragit L30D-55 最优处方与双黄连素丸药物的释放行为

Fig 8　Dissolution behavior of Eudragit L30D-55 optimal formulations 
and Shuanghuanglian pellets
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图 13　L100/S100 最优处方与双黄连素丸中药物的释放行为

Fig 13　Dissolution behavior of L100/S100 optimal formulations and 
Shuanghuanglian pellet

　　通过图 14 可以发现，双黄连素丸的释放行
为不具有长效性和有效成分的同步释放，而梯度
释放微丸则可以保证释放的长效性，同时黄芩苷
和绿原酸的 f2 值为 69.49，表明两者在梯度释放
介质中具有相似的释放行为。

图 14　在模拟人体 pH 环境下的释放介质中两种微丸的释放行为

Fig 14　Dissolution behavior of both pellets in the simulated 
gastrointestinal pH conditions

4　讨论
　　文献报道，通过 pH 敏感无线电遥测技术，现
在已经基本了解了人体胃肠道内不同生理环境的
pH 变化情况，一般胃内的 pH 在 1.2 ～ 5.0，十二
指肠的 pH 在 5～ 6，小肠的 pH 则在 6.8～ 7.5[9-13]。
有研究表明，微丸的平均胃排空时间为 1 ～ 3 h，
小肠平均转运时间为 3 ～ 4 h，禁食与否对微丸的
小肠转运时间影响不大 [13]。
　　黄芩苷在胃内的吸收较差，在小肠内的吸收
较好，将黄芩苷与 PVP K30 制备形成共沉淀物
之后可以显著改善其在酸中的溶解度和生物利用
度。因此，采用溶剂挥发法将黄芩苷制备成固体
分散体，可提高其酸中溶解度及溶出速率，使其
具有与绿原酸相似的释放行为。
　　固体分散体微丸是在双黄连素丸的基础上对

处方进行改良而制备得到的。而包衣时选择双黄
连素丸而不是固体分散体微丸作为丸芯，是因为
这部分微丸需要在 pH 5.5 和 pH 6.8 的环境下释
放，此环境下黄芩苷的溶解度良好，考虑到载药
量的影响，所以选择了双黄连素丸作为丸芯。而
在考察包衣微丸的处方工艺时，选择的评价指标
是绿原酸在梯度释放介质中的释放行为而不是黄
芩苷的释放行为，这是因为由于黄芩苷本身在酸
中的溶解度低，无法根据包衣微丸在酸中的释放
行为评价包衣膜的抗酸性。因此在处方筛选时选
择绿原酸作为评价包衣微丸质量的指标性成分。
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三叶青黄酮的提取工艺优化及抗氧化活性分析

李兆慧1，师砚首2，喻晓雁1，陈云1，王强2，阮洪生1*（1. 浙江药科职业大学中药学院，浙江　宁波　

315500；2. 浙大宁波理工学院生物与化学工程学院，浙江　宁波　315100）

摘要：目的　响应面法优化三叶青块根黄酮的提取工艺，测定 9 种单体物质的含量，评价黄酮

的体外抗氧化活性。方法　根据中心组合设计，对提取温度、提取时间、甲醇浓度、液料比 4
个因素进行考察，以三叶青黄酮得率为指标优化提取工艺。采用超高效液相色谱分析 9 种黄酮

单体的含量。以 DPPH 自由基和羟自由基清除率为指标评价总黄酮的体外抗氧化能力。结果　
确定的优化工艺条件为提取温度 78℃，提取时间 92 min，甲醇浓度 78%，液料比 15∶1，总

黄酮得率为 1.725%，通过中试验证，总黄酮得率为 1.709%。异荭草苷、荭草苷、芦丁、异槲

皮苷、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、槲皮素、芹菜素和山柰酚含量依次为 119.6、25.3、
26.4、28.8、41.6、30.4、150.8、18.1、20.6 µg·g－ 1。总黄酮对 DPPH 自由基和羟自由基的清

除率高达 92.56% 和 72.96%，IC50 值分别为 0.061 mg·mL－ 1 与 0.115 mg·mL－ 1。结论　确定

的提取工艺稳定、高效、经济，可用于三叶青黄酮的提取，所得提取物具强抗氧化活性。

关键词：三叶青；响应面分析法；黄酮；抗氧化活性
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Optimization of extraction of flavonoids from Tetrastigma hemsleyanum 
and its antioxidant activities

LI Zhao-hui1, SHi Yan-shou2, YU Xiao-yan1, CHEN Yun1, WANG Qiang2, RUAN Hong-sheng1* (1. 
College of Traditional Chinese Medicines, Zhejiang Pharmaceutical University, Ningbo  Zhejiang  315500; 
2. School of Biological and Chemical Engineering, NingboTech University, Ningbo  Zhejiang  315100)

Abstract: Objective  To optimize the extraction of total flavonoids from Tetrastigma hemsleyanum 
roots by response surface methodology, determine the contents of 9 flavonoids. To evaluate the 
antioxidant activities of total flavonoids. Methods  With central composite design (CCD), four factors 
(extraction temperature, extraction time, methanol concentration and liquid-solid ratio) were measured. 
The extraction process was optimized with total flavonoids yield as the index. Ultra performance liquid 
chromatography was used to analyze the content of 9 flavonoid monomers. The antioxidant activities in 
vitro were evaluated by the scavenging ability of total flavonoids on DPPH radical and hydroxyl radical. 
Results  Under optimal conditions of 78℃ , 92 min, 78% methanol, and 15∶1 for liquid-solid ratio, the 
highest yield was 1.725% for total flavonoids. The pilot test showed that the total flavonoids yield reached 
1.709%. The content of isoorientin, orientin, rutin, isoquercitin, kaempferol-3-O-rutinoside, astragaline, 
quercetin, apigenin and kaempferol was 119.6, 25.3, 26.4, 28.8, 41.6, 30.4, 150.8, 18.1 and 20.6 µg·g－ 1, 
respectively. The scavenging rate of DPPH radical and hydroxyl radical was 92.56% and 72.96%, and 
the IC50 values were 0.061 mg·mL－ 1 and 0.115 mg·mL－ 1, respectively. Conclusion  The established 
extraction process is stable, efficient and economical, which can be used for the extraction of flavonoids 
from Tetrastigma hemsleyanum, and the extracts show strong antioxidant activity. 
Key words: Tetrastigma hemsleyanum; response surface methodology; flavonoid; antioxidant activitiy
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　　三叶崖爬藤（Tetrastigma hemsleyanum Diels 
et Gilg）俗称三叶青，属于葡萄科（Vitaceae）崖
爬藤属（Tetrastigma），野生资源分布于我国长江
以南各省份 [1]，种植区主要集中在浙江磐安、遂
昌、江西上饶等地 [2]。三叶青以块根或全草入
药，具有清热解毒 [3]、活血止痛 [4]、祛风化痰 [5]

等功效，可用于肺炎、气管炎、肝炎、风湿等症
的治疗 [6]，也是抗肿瘤常用药物，且长期应用未
见毒副作用 [7]。三叶青中主要含有黄酮 [8]、三萜
及甾体 [9]、多糖 [10] 等几大类物质，其中黄酮类成
分是重要的药效物质。药理学研究表明，黄酮具
有抗肿瘤、抗氧化、清除自由基、防治心血管疾
病等重要作用 [11-12]，现已广泛应用于医药、化妆
品、食品等行业。已确定的三叶青黄酮有 40余种，
包括槲皮素、山柰酚、金丝桃苷、异槲皮苷、牡
荆苷等 [13-14]。目前三叶青黄酮的研究主要集中在
成分鉴定和抗肿瘤活性研究，作为一类天然的抗
氧化剂，三叶青黄酮的抗氧化活性报道较少。本
研究以栽培三叶青块根为研究对象，响应面设计
优化回流提取总黄酮的工艺，UPLC 测定异荭草
苷、荭草苷、芦丁、异槲皮苷、山柰酚 -3-O- 芸
香糖苷、紫云英苷、槲皮素、芹菜素和山柰酚 9
种单体的含量，并进一步考察三叶青黄酮体外抗
氧化活性，以期为其资源开发利用提供参考。
1　材料
1.1　试药
　　异荭草苷（批号 111974-201401）、荭草苷（批
号 111973-201401）、芦丁（批号 100080-201811）、
异槲皮苷（批号 111809-201804）、山柰酚 -3-O- 芸香
糖苷（批号 112007-201602）、紫云英苷（批号 1109-
201815）、槲皮素（批号100081-201610）、芹菜素（批
号 111901-201603）和山柰酚（批号 112025-201601）
（中国食品药品检定研究院，含量≥ 98%）；1，1-
二苯基 -2- 三硝基苯肼（DPPH）、羟自由基、维生
素 C（北京化学试剂公司）；超纯水（自制）；色谱
纯乙腈，分析纯生化试剂（宁波航景生物科技有限
公司）；三年生三叶青块根 [ 宁波圣旺生物科技有
限公司，经宁波市农科院章建红教授鉴定为崖爬藤
属植物三叶崖爬藤（Tetrastigma hemsleyanum Diels 
et Gilg）的块根 ]。
1.2　仪器
　　1290 超高效液相色谱仪（安捷伦公司）；UV2600
紫外分光光度计（岛津公司）；AL204 电子天平（梅
勒特 - 托利多仪器有限公司）。
2　方法与结果
2.1　总黄酮得率的测定
2.1.1　芦丁标准曲线绘制　取 1 mg·mL－ 1 芦丁

对照品溶液0.1、0.2、0.4、0.8、1.0、2.0 mL，加1.0 
mL 5% NaNO2 溶液摇匀静置；加 1.0 mL 10% Al
（NO3）3 溶液摇匀静置；加 10 mL 4% NaOH 溶液，
用甲醇定容至 25 mL，摇匀静置；λ510 测定吸光
度，得吸光度（Y）和质量浓度（X）的线性回归
方 程：Y ＝ 0.4822X － 0.0098，r2 ＝ 0.9995， 范
围为 0.004 ～ 0.08 mg·mL－ 1。
2.1.2　三叶青总黄酮得率　三叶青块根粉碎、过
筛，5 g 粉末加 70% 甲醇，液料比 20∶1（mL/
g），冷凝回流 2 h，重复提取一次，滤液浓缩后
甲醇定容至 50 mL，静置，滤液即样品溶液。取
1 mL 测吸光度，根据回归方程得黄酮浓度，计算
得率：得率（%）＝黄酮浓度（mg·mL－ 1）×50
（mL）×25/ 样品质量（mg）×100%。
2.1.3　方法学考察　芦丁对照品溶液显色反应
后，连续 5 次测吸光度，RSD 为 1.4%，表明仪
器的精密度良好；供试品溶液显色反应后，在 0、
10、20、50、70 min 测吸光度，RSD 为 1.1%，表
明溶液稳定；取同一批样本 5 份，制备样品溶液
后测吸光度，RSD 为 1.8%，表明方法重现性良
好；取同一批样本 5 份，加芦丁对照品后制备样
品溶液，测吸光度，RSD 为 1.6%，加样回收率为
99.3%。表明方法准确性良好，可行。
2.2　单因素实验
　　分别考察提取温度（70、75、80、85、90、
95℃），提取时间（60、75、90、105、120、135 
min），甲醇浓度（65%、70%、75%、80%、85%、
90%）， 液 料 比（5∶1、10∶1、15∶1、20∶1、
25∶1、30∶1）对总黄酮得率的影响。结果显
示，提取温度 80℃、提取时间 90 min，甲醇浓度
80%，液料比 15∶1 为最优结果，黄酮得率较高
（见图 1），需进一步优化。
2.3　响应面优化总黄酮提取工艺
　　在单因素实验的基础上，选定提取温度、提
取时间、甲醇浓度、液料比 4 个因素为响应变量，
采用 Design Expert 10.0 软件 CCD 设计方法，按
表 1 设定因素水平，以黄酮提取率（Y）为响应
值，对 4 个主要影响因素进行优化。
2.3.1　结果与分析　结果见表 2，采用 Design-
Expert 10.0 软件进行多元回归拟合，得黄酮得率
（Y）的二次多项回归方程：Y ＝ 18.31 ＋ 3.39A ＋

0.30B － 0.59C － 0.12D ＋ 0.084AB － 1.61AC －

0.89AD＋ 0.13BC＋ 0.21BD＋ 0.17CD－ 1.94A2－

1.94B2 － 1.18C2 － 1.02D2。
　　对回归模型进行方差分析（见表 3），三叶青
黄酮得率的回归模型 F 值为 60.12，P ＜ 0.01，模
型回归极显著；回归系数 R2 为 0.982，失拟项 P 为
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0.8911，差异不显著，模型拟合程度较高，实验误
差小，可用于分析和预测三叶青黄酮的提取工艺。
由 F 值可看出，各因素对黄酮得率影响的主次顺
序为提取温度＞甲醇浓度＞提取时间＞液料比，其
中，提取温度和甲醇浓度的影响极显著。模型中 A、
B、C、AC、AD、A2、B2、C2、D2 对黄酮得率的影
响显著（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），且与 Y 的变化不是
单一的线性变化。
2.3.2　响应面法优化与验证　各因素两两交互作
用对三叶青黄酮得率的影响见图 2。提取温度和甲
醇浓度的影响极显著，曲面变化极明显；提取时
间的影响显著，曲面变化明显；料液比的影响不
显著，曲面平缓。
　　试验得三叶青黄酮最佳提取理论条件为：提
取温度 77.96℃，提取时间 91.69 min，甲醇浓度
78.04%，液料比 14.87∶1，此条件下黄酮得率
理论值为 1.712%。为便于操作，选提取温度为
78℃，提取时间为 92 min，甲醇浓度为 78%，液
料比为 15∶1，提取验证 3 次，总黄酮实际得率
为 1.725%，相对偏差为 0.8%，理论值与实际值
相差小，说明该工艺稳定可靠。

表 2　中心组合实验设计与结果 
Tab 2　Experimental design and results for CCD

序号 A B C D Y/%
  1 － 2 0 0 0 1.303
  2 1 － 1 1 1 1.714
  3 0 2 0 0 1.689
  4 0 0 0 0 1.865
  5 0 0 0 0 1.835
  6 1 － 1 － 1 1 1.864
  7 1 － 1 1 － 1 1.805
  8 － 1 － 1 1 － 1 1.471
  9 － 1 1 － 1 － 1 1.486
10 0 0 － 2 0 1.758
11 0 0 0 0 1.774
12 － 1 1 － 1 1 1.515
13 0 － 2 0 0 1.598
14 － 1 － 1 1 1 1.515
15 2 0 0 1 1.908
16 0 0 0 0 1.883
17 1 － 1 － 1 － 1 1.941
18 0 0 0 0 1.829
19 － 1 1 1 1 1.546
20 1 1 1 1 1.749
21 0 0 0 2 1.750
22 － 1 － 1 － 1 － 1 1.515
23 0 0 0 － 2 1.717
24 1 1 1 － 1 1.811
25 1 1 － 1 － 1 1.969
26 1 1 － 1 1 1.901
27 0 0 2 0 1.680
28 0 0 0 0 1.798
29 － 1 1 1 － 1 1.515
30 － 1 － 1 － 1 1 1.486

表 3　回归模型方差分析结果 
Tab 3　Variance analysis of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 84.08 14 9.17 60.12 ＜ 0.0001
A 66.33 1 66.33 663.99 ＜ 0.0001
B 0.55 1 0.55 5.48 0.0334
C 2.08 1 2.08 20.81 0.0004
D 0.092 1 0.092 0.92 0.3536
AB 0.007 15 1 0.007 15 0.072 0.7927
AC 2.65 1 2.65 26.54 0.0001
AD 0.89 1 0.89 8.86 0.0094
BC 0.016 1 0.016 0.16 0.6948
BD 0.043 1 0.043 0.43 0.5236
CD 0.028 1 0.028 0.28 0.6019
A2 6.09 1 6.09 60.92 ＜ 0.0001
B2 6.38 1 6.38 63.84 ＜ 0.0001
C2 2.37 1 2.37 23.75 0.0002
D2 1.75 1 1.75 17.53 0.0008
残差 1.50 15 0.19
失拟项 0.68 10 0.17 0.41 0.8911
纯误差 0.82 5 0.21
总差 85.57 29

图 1　提取温度（A）、提取时间（B）、甲醇浓度（C）、液料比（D）

对三叶青黄酮得率的影响

Fig 1　Effect of exraction temperature（A），extraction time（B），

methanol concentration（C）and liquid-solid ratio（D）on the yield of 
total flavonoids

表 1　中心组合设计因素与水平 
Tab 1　Factor and level of CCD

水平

因素

A. 温度 /

℃

B. 提取

时间 /min
C. 甲醇

浓度 /%
D. 液料比 /
（mL/g）

－ 2 70   60 70   5 ∶ 1
－ 1 75   75 75 10 ∶ 1
     0 80   90 80 15 ∶ 1
     1 85 105 85 20 ∶ 1
     2 90 120 90 25 ∶ 1
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图 2　提取温度、提取时间、甲醇浓度、液料比交互作用影响黄酮得率的响应曲面图

Fig 2　Responses surface of the interaction between extraction temperature，extraction time，methanol concentration and liquid-solid ratio on total 
flavonoids yields

2.4　9 种黄酮单体含量的测定
2.4.1　UPLC 色谱条件　色谱柱：Agilent SB-C18
（4.6 mm×100 mm，1.8 µm）；柱温：32℃；流
动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）和乙腈（B），梯
度 洗 脱（0 ～ 3 min，6% ～ 10%B；3 ～ 8 min，
10% ～ 15%B；8 ～ 21 min，15% ～ 40%B；
21 ～ 24 min，40% ～ 55%B）；流速：1.0 mL·min－ 1；
进样量：10 µL；检测波长：280 nm。色图谱见图 3。

图 3　混合对照品溶液（A）与样品溶液（B）的 UPLC 图

Fig 3　UPLC chromatogram of mixed reference（A）and sample（B）

1. 异荭草苷（isoorientin）；2. 荭草苷（orientin）；3. 芦丁（rutin）；

4. 异槲皮苷（isoquercitin）；5. 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（kaempferol-3-
O-rutinoside）；6. 紫云英苷（astragaline）；7. 槲皮素（quercetin）；8. 芹
菜素（apigenin）；9. 山柰酚（kaempferol）

2.4.2　9 种单体标准曲线的绘制　精密称取异荭

草苷、荭草苷、芦丁、异槲皮苷、山柰酚 -3-O-
芸香糖苷、紫云英苷、槲皮素、芹菜素和山柰酚
对照品适量，甲醇定容至 10 mL，得到质量浓度
依次为 1812.5、708.5、1000、1150、1250、1330、
950、800、937.5 µg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
取混合对照品溶液 2、4、10、20、40、80 µL，用
甲醇稀释为 1 mL，配制成系列对照品溶液，进样
分析，以质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐
标（Y），绘制标准曲线，得各成分的回归方程，
结果见表 4。

表 4　三叶青中 9 种黄酮单体的标准曲线方程 
Tab 4　Standard curve equations of 9 flavonoid monomers

对照品 标准曲线方程 R2 线性范围 /
（µg·mL － 1）

异荭草苷 Y ＝ 10.06X － 132.7 0.9992 3.63 ～ 145.00
荭草苷 Y ＝ 6.548X － 5.634 0.9998 1.42 ～ 56.68
芦丁 Y ＝ 3.255X － 9.241 0.9995 2.00 ～ 80.00
异槲皮苷 Y ＝ 5.092X － 36.20 0.9997 2.30 ～ 92.00
山柰酚 -3-O- 芸香糖苷 Y ＝ 6.175X ＋ 22.00 0.9994 2.50 ～ 100.00
紫云英苷 Y ＝ 9.106X ＋ 12.41 0.9995 2.66 ～ 106.40
槲皮素 Y ＝ 2.715X ＋ 11.88 0.9999 1.90 ～ 76.00
芹菜素 Y ＝ 16.18X － 231.4 0.9992 1.60 ～ 64.00
山柰酚 Y ＝ 4.254X ＋ 15.00 0.9997 1.88 ～ 75.00

2.4.3　方法学考察　取对照品溶液，连续进样 6
次，9 种黄酮单体峰面积 RSD 在 1.1% ～ 1.8%，
表明仪器的精密度良好；取供试品溶液，分别于
0、2、4、6、12、24 h 进样，9 种黄酮单体峰面积
RSD 在 1.3% ～ 2.1%，表明方法稳定可靠；取同
一样本 6 份，制备成供试品溶液并进样测定，9 种
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黄酮单体峰面积 RSD 在 1.3% ～ 2.0%，表明方法
重现性良好；同一批样本 6 份，加对照品后制备
供试品溶液，进样测定，9 种黄酮单体的加样回收
率在 98.0% ～ 102%，RSD 在 2.1% ～ 3.5%，表明
该方法准确性良好，方法可行。
2.4.4　黄酮单体含量的测定　取 5 g 三叶青块根粉
末，优化工艺提取总黄酮，经色谱分析，计算单体
含量：单体含量（µg·g－ 1）＝单体的浓度（µg·mL－ 1）
×50（mL）/ 样品的质量（g）。得异荭草苷、荭草苷、
芦丁、异槲皮苷、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、

槲皮素、芹菜素、山柰酚含量分别为 119.6、25.3、
26.4、28.8、41.6、30.4、150.8、18.1、20.6 µg·g－ 1，
RSD 分 别 为 1.2%、0.77%、0.46%、0.74%、0.17%、
0.28%、1.6%、0.22%、0.34%（n ＝ 3）。
2.5　黄酮提取中试
　　在最佳提取工艺条件下，取 10 kg 三叶青块
根粉末进行中试，重复 3 次，结果见表 5。在 10 
kg 规模的试验中，黄酮的平均提取率为 1.709%，
9 种单体含量也基本符合预期，证明该工艺获得
了较高的三叶青黄酮提取率。

表 5　三叶青黄酮提取中试结果  
Tab 5　Pilot test of flavonoids yield from Tetrastigma hemsleyanum

No.
投料量 /

kg
黄酮得率 /

%
单体化合物含量 /（µg·g － 1）

异荭草苷 荭草苷 芦丁 异槲皮苷 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷 紫云英苷 槲皮素 芹菜素 山柰酚

1 10.04 1.712 108.2 23.7 25.0 25.0 38.1 28.7 143.4 16.3 19.4
2 10.01 1.708 106.7 21.9 23.4 26.6 40.2 32.6 146.0 16.3 19.3
3   9.99 1.707 107.0 24.5 23.3 26.3 37.9 27.9 145.8 17.5 23.5

2.6　抗氧化活性测定
2.6.1　清除 DPPH 自由基能力 [15]　制备 0 ～ 0.2 
mg·mL－ 1 总黄酮溶液，取各样品溶液 2.0 mL，
加 2 mL 0.2 mmol·L－ 1 DPPH 乙醇溶液，暗反应
30 min，λ517 测吸光度 Ai 值，对照组（Aj）用乙醇
代替 DPPH 溶液；空白组（Ac）为 DPPH 溶液和乙
醇混合，各平行测 3 次。计算公式如下：DPPH 自
由基清除率（%）＝ [1 －（Ai － Aj）/Ac]×100%。
2.6.2　 清 除 羟 自 由 基 能 力 [16]　 制 备 0 ～ 0.2 
mg·mL－ 1 总黄酮溶液，取各样品溶液 2.0 mL，
加 0.5 mL 2 mmol·L－ 1 FeSO4 溶液和水杨酸溶
液、0.5 mL10 mmol·L－ 1 H2O2 溶液，蒸馏水定
容至 10 mL，置 37℃水浴 30 min，λ510 测吸光度
A1 值。对照组（A2）用蒸馏水代替 H2O2 溶液；空
白组（A0）用蒸馏水代替样品溶液，各平行测 3
次。计算公式如下：羟自由基清除率（%）＝ [1 －

（A1 － A2）/A0]×100%
　　由图 4A、B 可知，在受测浓度范围内，三叶
青黄酮对 DPPH 和羟自由基的清除率随质量浓度
的增大逐渐增强。黄酮浓度高于 0.16 mg·mL－ 1

时，DPPH 自由基清除率超过 90%，与维生素 C
的结果相当，IC50 值为 0.061 mg·mL－ 1。质量浓
度在 0.04 ～ 0.16 mg·mL－ 1 时，清除羟自由基能
力迅速提高，后随浓度增加增长趋势变缓，IC50

值为 0.115 mg·mL－ 1。0.2 mg·mL－ 1 下，DPPH
和羟自由基清除率分别为 92.56% 和 72.96%。
3　讨论
　　回流提取法具有简单、高效、安全、环保等
优点，常用于黄酮类物质的提取。与超声法、微
波法相比，热回流法提取的三叶青活性物质含量

高，DPPH、ABTS自由基清除力和 Fe 3 ＋还原力
强 [17]。三叶青黄酮易溶于甲醇，且甲醇提取物药
理活性强于乙醇 [18]。Ye 等 [19] 优化了乙醇提取三
叶青总黄酮工艺，提取时间为 126 min，黄酮得
率为 1.23%，与本研究结果（1.725%）相比，产率
低，耗时也大幅增加。本试验通过回流提取三叶
青黄酮，得到最优工艺为提取温度 78℃，提取时
间 92 min，甲醇浓度 78%，液料比 15∶1，通过
中试验证，能够得到稳定的三叶青黄酮产率，且
接近试验值，可为工业化生产提供参考。
　　自由基是细胞代谢过程中产生的活性物质，

图 4　DPPH 自由基（A）和羟自由基（B）清除率的测定结果

Fig 4　Determination of DPPH radical（A）and hydroxyl radical（B）

scavenging rate
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能够诱导氧化反应。机体在正常状态下可被体内
自由基清除系统，如超氧化物歧化酶（superoxide 
dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）、
谷胱甘肽酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）等
捕获并清理，但当机体病变或处于恶劣的外界生
理环境时，会诱导异常自由基反应、堆积，引起
细胞功能和多种生物大分子的损伤，从而导致器
官组织的损伤 [20]。三叶青黄酮活性酚羟基较多，
可以与自由基反应生成较稳定的半醌式结构，有
效清除体内过量自由基，终止自由基的链式反应，
抑制自由基导致的脂质过氧化损伤，保护细胞膜。
　　关于 9 种黄酮单体的抗氧化活性及机制早有报
道。异荭草苷、荭草苷天然存在于淡竹叶、败酱草
等植物中，能有效清除自由基、抑制 Cu2 ＋ / H2O2

诱导的脂质过氧化、牛血清蛋白和 DNA 氧化损伤
等 [21]；芦丁、槲皮素、异槲皮苷天然存在于桑叶、
川楝等植物中，都能够明显抑制脂质过氧化 [22]。
紫云英苷是黄芪、杜仲和罂粟科等植物的活性成
分之一，可通过降低肌酸激酶（CK）、乳酸脱氢酶
（LDH）的活性和丙二醛（MDA）含量，提高 SOD
活性对缺氧损伤细胞发挥保护作用 [23]。山柰酚和
山柰酚 -3-O- 芸香糖苷天然存在于姜科植物的根茎
中，是强抗氧化成分，能够抑制脂多糖（LPS）诱
导的 RAW 264.7 巨噬细胞中刀豆素 A 和一氧化氮
或活性氧产生诱导的 T 细胞增殖 [24]。由此可知，
上述黄酮类成分都是三叶青中发挥抗氧化活性的重
要物质基础。
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不同压缩式雾化器对吸入用盐酸氨溴索溶液的雾化效果研究

李逸飞1，董亚男1，王勇1，朱建强1，2，王博1，2*（1. 天津药物研究院药业有限责任公司，天津　300301；2. 释药

技术与药代动力学国家重点实验室，天津　300301）

摘要：目的　比较 3 种不同品牌雾化器对吸入用盐酸氨溴索溶液的雾化效果。方法　采用新

一代撞击器及呼吸模拟装置，测定 3 种雾化器配合吸入用盐酸氨溴索溶液使用的空气动力学

粒径分布和递送速率、递送总量，选取微细粒子剂量、微细粒子分数、质量中位数空气动力

学粒径和几何标准偏差等参数，表征不同雾化器对吸入用盐酸氨溴索溶液的雾化效果。结果
　单因素方差分析结果显示，8 个主要指标的 P 值均小于 0.05，说明 3 种雾化器的雾化效果

差异有统计学意义。雾化器 A 对吸入用盐酸氨溴索溶液的雾化效果最佳。结论　本研究测定

的结果表明了不同雾化器对吸入液体制剂的递送速率、递送总量及体外空气动力学粒径分布

特征均有较大影响。为保证临床用药效果，应加强吸入液体制剂与雾化装置的关联研究，且

应制订严格的雾化器标准。

关键词：吸入用盐酸氨溴索溶液；雾化器；递送速率；递送总量；空气动力学粒径分布
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Nebulization effect of different compressed air nebulizers on the inhalation 
of ambroxol hydrochloride solution
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Pharmaceutical Research Institute Co., Ltd., Tianjin  300301; 2. State Key Laboratory of Drug 
Delivery Technology and Pharmacokinetics, Tianjin Institute of Pharmaceutical Research, Tianjin  
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Abstract: Objective  To compare the nebulization effect of three different nebulizers on the 
inhalation ambroxol hydrochloride solution. Methods  Three different nebulizers were used to 
determine the aerodynamic particle size distribution, delivery rate and total delivery of ambroxol 
hydrochloride inhalation solution by next generation impactor and breath simulator. The fine 
particle dose, fine particle fraction, mass median aerodynamic diameter and geometric standard 
deviation were selected to characterize the nebulization effect of different nebulizers for ambroxol 
hydrochloride inhalation solution. Results  The ANOVA analysis showed that the P values of eight 
main indexes were all less than 0.05, suggesting the difference in the nebulization effect of three 
nebulizers was obviously significant. Nebulizer A has the best nebulization effect on ambroxol 
hydrochloride inhalation solution. Conclusion  Nebulizers have great effect on the delivery rate, 
total delivery and aerodynamic particle size distribution of inhalation solution. Correlation between 
inhalation solution and nebulizers should be studied, and the quality standard of nebulizers should 
be established to ensure clinical efficacy. 
Key words: ambroxol hydrochloride inhalation solution; nebulizer; delivery rate; the total delivery; 
aerodynamic particle size distribution
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　　吸入制剂的剂型主要有定量干粉吸入剂、气
雾剂、吸入液体制剂和喷雾剂等，其中吸入液体
制剂具有处方简单、无剂量约束等优点，临床应
用较为广泛，但临床用药时需与雾化装置结合使
用 [1]。根据装置特点及原理不同，雾化装置可分
为压缩式雾化器（也叫压缩空气式雾化器、射流
雾化器或喷射雾化器）、振动筛孔雾化器及超声
雾化器等。各类雾化装置的性能不尽相同，进而
可能导致临床疗效的差异。目前市面上最常见的
雾化装置是压缩式雾化器，其具有操作简单方便、
日常维护轻松、药物利用率高等优点。此外，压
缩式雾化器在临床应用中能够降低患者放弃治疗
率 [2]，是目前临床应用最多的雾化器种类之一。
　　盐酸氨溴索是祛痰药溴己新的活性代谢物，
毒性低于溴己新，而活性更高，是新一代黏痰溶
解剂。该药在临床上广泛用于伴有呼吸道异常分
泌的急慢性呼吸道疾病，特别是慢性支气管炎的
祛痰治疗，新生儿呼吸窘迫症以及肺部手术的辅
助治疗，具有毒性低、疗效确切、能与抗菌药物
并用产生良好的协同效果等优点 [3]，为最常用的
祛痰药之一 [4]。作为用于呼吸道疾病的药物，吸
入用盐酸氨溴索溶液可直接进入呼吸道和肺部，
直达患病部位，因此盐酸氨溴索吸入制剂的临床
疗效显著优于静脉注射给药 [5]。
　　国家药品监督管理局药品审评中心于 2021 年
11 月发布的《化学药品吸入液体制剂药学研究技
术要求》中提出，不同原理、不同型号和品牌的
雾化装置性能可能存在差异，对药液雾化效果影
响较大，吸入液体制剂临床疗效与雾化装置关系
密切，因此应加强药液与雾化装置的关联研究。
目前市面上在售的雾化器品牌型号众多，同一类
型不同品牌型号的雾化器，对部分吸入液体制剂
的雾化效果也可能有较大的差异 [6-10]。因此本研
究选择 3 种品牌的压缩式雾化器各 3 台，采用新
一代撞击器（next generation internet，NGI），对
吸入用盐酸氨溴索溶液进行空气动力学粒径分布
（aerodynamic particle size distribution，APSD）、
递送速率和递送总量研究，对比不同雾化器雾化
效果及递送性能的差异。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　Waters e2695-2998PDA 高效液相色谱系统、
Empower 色谱工作站（美国 Waters 公司）；BRS2100
呼吸模拟装置、新一代撞击器 NGI（配有 HCP5 高
流量真空泵、DFM-2000 流量仪表器、NGI Cooler
降温柜、Inhalytix 计算软件）（英国 COPLEY 公司）；
BP211D 电子天平 [ 赛多利斯科学仪器（北京）有限

公司，d ＝ 0.1 mg]。
1.2　试药
　　吸入用盐酸氨溴索溶液（Mucosolvan，Sano-
fi S.P.A/Boehringer Ingelheim Italia S.P.A， 批 号：
428812A，规格：15 mg/2 mL）；雾化器（市售样品，
A、B、C 3 个品牌各 3 台，均为压缩式雾化器）；
盐酸氨溴索对照品（纯度：99.9%，中国食品药品检
定研究院，批号：100599-201604）；乙腈（天津康
科德科技有限公司，批号：2020AG001，色谱纯）；
氯化钠注射液（上海百特医疗用品有限公司，批号：
S1801069）。水为超纯水（试验室自制）。
2　方法与结果
2.1　液相色谱条件
　　采用高效液相色谱法测定氨溴索含量。色谱
柱：Thermo syncronis C18（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；流动相：0.01 mol·L－ 1 磷酸氢二铵（以
磷酸调节 pH 值至 7.0）- 乙腈（40∶60）；流速：1.0 
mL·min－ 1；柱温：25℃；进样量：20 μL；检
测波长：248 nm。
2.2　对照品溶液的配制
　　精密称取盐酸氨溴索对照品 15 mg 置 100 mL
量瓶中，加入流动相适量，超声使之完全溶解并稀
释至刻度，摇匀。精密量取 5 mL 置 10 mL 量瓶中，
加流动相稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液。
2.3　方法学考察
2.3.1　专属性试验　按吸入用盐酸氨溴索溶液处
方，不加入盐酸氨溴索，配制空白辅料溶液，处方
信息见表 1。精密量取空白辅料溶液 0.5 mL，置于
50 mL 量瓶中，加入流动相稀释至刻度，摇匀，作
为空白辅料供试品溶液。取空白辅料溶液及对照品
溶液注入色谱仪，记录色谱图，见图 1。专属性试
验结果表明，空白辅料在盐酸氨溴索主峰位置无峰
出现，不干扰盐酸氨溴索含量的测定。

表 1　吸入用盐酸氨溴索溶液处方 
Tab 1　Formulation of ambroxol hydrochloride inhalation solution

原辅料 处方量 /（mg/ 支） 空白溶液处方量 /（mg/ 支）

盐酸氨溴索 15   0

枸橼酸   2   2

磷酸氢二钠   4   4

氯化钠 12 12

2.3.2　线性关系考察　取盐酸氨溴索对照品溶液，
用流动相逐步稀释成质量浓度为 5.20、20.80、
52.0、104.0、208.0、416.0、520.0 μg·mL－ 1 的系
列溶液，注入液相色谱仪，记录色谱图，以盐酸
氨溴索峰面积（A1）与质量浓度（C1，μg·mL－ 1）
进行线性回归，得到回归方程为 A1 ＝ 29 373 
C1 ＋ 5611.7（r ＝ 0.9999），表明盐酸氨溴索在
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5.20 ～ 520.0 μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好。
2.3.3　定量限与检测限　取盐酸氨溴索对照品溶
液用流动相稀释成系列溶液，注入液相色谱仪，
记录峰面积，定量限为 0.0296 μg·mL－ 1，检测
限为 0.0104 μg·mL－ 1。
2.3.4　精密度试验　取盐酸氨溴索对照品溶液连
续进样 6 次，盐酸氨溴索峰面积的 RSD 为 0.32%，
表明仪器精密度良好。
2.3.5　稳定性试验　取盐酸氨溴索对照品溶液分别在
0、2、4、8、16、24、36 h 时进样，盐酸氨溴索峰面
积的 RSD 为 0.13%，样品溶液在 36 h 内稳定。
2.4　递送速率和递送总量测定
　　按《中国药典》2020 年版通则 0111 中组装呼
吸模拟器和滤纸装置。取本品和氯化钠注射液适
量（成人模式各 3 mL，儿童模式各 2 mL），置于
雾化杯中，设定呼吸模拟装置为成人模式和儿童
模式分别测定，两种模式的呼吸特性及给药量见
表 2。开启呼吸模拟装置，同时开启雾化器，持
续 1 min。雾化结束后关闭雾化器和呼吸模拟装

置。将滤纸吸附的药液用流动相洗至 50 mL 量瓶
中，并用流动相稀释至刻度，摇匀，即得递送速
率供试品溶液。更换一张新的滤纸，继续雾化直
至雾化完毕。将滤纸及滤纸装置中的药液用流动
相洗至 100 mL 量瓶中，并用流动相稀释至刻度，
摇匀，即得递送总量供试品溶液。

表 2　模拟不同年龄段人群的呼吸特性及给药量 
Tab 2　Simulation of the breathing properties and dosage of  

different age groups

递送模式 吸入呼出比 呼吸波形 给药量 /mg
理论药物递

送总量 /mg

儿童模式 1∶2 正弦型 15 5

成人模式 1∶1 正弦型    22.5    11.25

　　将 A、B、C 3 种不同品牌的雾化器各 3 台同法
测定 3 次，计算递送速率和递送总量，结果见表 3。
采用 SPSS 统计分析软件对上述研究数据进行方差
分析以考察不同品牌雾化器的差异及各品牌雾化器
的批间差异，分析结果表明 3 种不同品牌雾化器在
儿童模式及成人模式下的递送速率和递送总量 P 值
均小于 0.01，证明不同品牌雾化器在药物气溶胶递
送效果差异有统计学意义。邦弗伦尼（Bonferroni）
多重均数比较结果显示，雾化器 A 与雾化器 C 的
成人模式递送速率差异无统计学意义，两者均大于
雾化器 B；成人模式递送总量、儿童模式递送速率
及递送总量均为 A ＞ C ＞ B。该结果表明不同品
牌雾化器的雾化效率差异非常明显，最大差异可能
接近 3 倍，其中雾化器 A 的递送效率最高。
2.5　空气动力学粒径分布测定
　　按《中国药典》2020 年版通则 0951 安装 NGI，
将 NGI 置冷却箱中，5℃冷却 90 min，取本品和
氯化钠注射液各 2 mL，置雾化杯中，将雾化器
口含器通过适配器与 NGI 连接，调节流速为 15 
L·min－ 1，打开真空泵，持续 1 min 后，关闭真
空泵电源，将适配器、人工喉与 NGI 分离，将各
层级收集盘中药液用流动相清洗转移至各量瓶中，
作为 APSD 各层级供试品溶液。
　　将 A、B、C 3 种不同品牌的雾化器各 3 台同
法测定 3 次，使用 Inhalytix 软件计算微细粒子剂
量（fine particle dose，FPD）、微细粒子分数（fine 
particle fraction，FPF）、质量中位数空气动力学粒
径（mass median aerodynamic diameter，MMAD）和
几何标准偏差（geometric standard deviation，GSD）
值，结果见表 4、图 2 ～ 5。采用 SPSS 25.0 统计
分析软件对上述研究数据进行方差分析以考察不同
品牌雾化器的差异及各品牌雾化器的批间差异，结
果显示 3 种不同品牌雾化器之间各项主要考察指
标 P 值均小于 0.01，证明不同品牌雾化器在各项

图 1　盐酸氨溴索的色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of ambroxol hydrochloride
A. 空白辅料溶液（excipient solution）；B. 对照品溶液（reference 
solution）；C. 样品溶液（sample solution）
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指标中的差异均有统计学意义。邦弗伦尼多重均数
比较结果显示，雾化器 B 的 FPF 最高，MMAD 最
低。虽然雾化器 B 的 FPF 高于其他两种品牌雾化
器，但其 FPD 低于其他雾化器。FPD 为空气动力
学粒径小于 5 μm 的气溶胶药物粒子的质量，一般
情况下粒径 5 ～ 10 μm 的气溶胶颗粒主要沉积于口
咽部，粒径 3 ～ 5 μm 的气溶胶颗粒主要沉积于肺
部，粒径＜ 3 μm 的气溶胶颗粒 50% ～ 60% 沉积于
肺泡 [11]，而 FPF 指空气动力学粒径小于 5 μm 的气
溶胶药物粒子所占百分比，通常用来描述在肺部的
沉积率，但其高估了肺部沉积的实际情况，因此相
较于 FPF，FPD 更能直观描述可能进入肺部的药物
粒子质量。故雾化器 B 的实际雾化效果并不理想。
雾化器 A 的 FPD 高于其他两种雾化器，可使药物
在肺部沉积质量最多，且 FPF、MMAD 均高于雾
化器 C，综合各项指标可判定雾化器 A 对吸入用
盐酸氨溴索溶液的雾化效果最佳。

图 2　药液经 3 台雾化器 A 雾化后药物分布

Fig 2　Aerodynamic particle size distribution of drug by three type A 
nebulizers

　　此外，雾化器 A 和雾化器 C 均存在不同程
度的批间差异，而雾化器 B 并未表现出明显的
批间差异。A1 与 A2 两台雾化器 FPF、MMAD

表 3　递送速率与递送总量测定结果 
Tab 3　Delivery rate and the total delivery

雾化器品牌 雾化器编号
递送速率 /（mg·min － 1） 递送总量 /mg

成人模式 儿童模式 成人模式 儿童模式

A A1 0.686±0.090 0.325±0.010 9.790±0.368 3.730±0.132
A2 0.724±0.178 0.318±0.030 9.973±0.783 4.277±0.168
A3 0.669±0.145 0.339±0.057 9.777±1.092 3.776±0.204
均值 0.693±0.126** 0.327±0.034** 9.847±0.703** 3.927±0.301**

B B1 0.239±0.074 0.108±0.014 4.289±0.219 1.511±0.321
B2 0.244±0.070 0.155±0.048 4.336±0.225 1.314±0.287
B3 0.277±0.011 0.152±0.008 4.355±0.060 1.330±0.020
均值 0.254±0.054** 0.138±0.034** 4.337±0.164** 1.385±0.235**

C C1 0.603±0.065 0.232±0.008 6.365±0.266 1.986±0.157
C2 0.649±0.033 0.212±0.033 6.547±0.872 2.513±0.671
C3 0.587±0.037 0.244±0.019 6.233±0.284 2.055±0.072
均值 0.613±0.049** 0.230±0.024** 6.382±0.497** 2.185±0.426**

注：3 组样品组间比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared among three groups of samples，**P ＜ 0.01.

图 3　药液经 3 台雾化器 B 雾化后的药物分布

Fig 3　Aerodynamic particle size distribution of drug by three type B 
nebulizers

图 4　药液经 3 台雾化器 C 雾化后药物分布

Fig 4　Aerodynamic particle size distribution of drug by three type C 
nebulizers

图 5　药液经 3 种不同品牌雾化器雾化后药物分布

Fig 5　Aerodynamic particle size distribution of drug by three different 
brands of atomizers
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与 GSD 的结果差异均有统计学意义，说明 A 品
牌雾化器的质量控制可能较差，但其中效果较
差的 A1 雾化器雾化效果依然优于其余两种品牌
雾化器。
3　讨论

　　本研究选用 3 种不同厂家生产的压缩式雾化
器各进行 3 批次试验，结果表明不同品牌雾化器
间差异较大，同一制剂使用不同品牌雾化器雾化
后个别考察参数可能相差 3 倍以上；同时对于同
一品牌的不同批次产品，也存在一定的批间差
异。将本研究中递送速率、递送总量以及 APSD
测定结果综合进行分析发现，雾化器 A 对吸入
用盐酸氨溴索溶液的综合雾化效果最佳。由于
APSD 测定时给药时间固定，导致测定结果受递
送速率影响较大，雾化器 A 递送速率大于其余两
种雾化器可能是导致其 FPD 大于其余两种雾化器
的主要原因。此外，雾化装置只是影响吸入液体
制剂雾化特性的因素之一，而溶液的理化性质、
处方中添加的辅料、环境温湿度等均可能影响雾
化特性 [12-13]，因此对于雾化器雾化效果的优劣评
价不可一概而论。
　　由于吸入液体制剂在临床使用时必须与雾化
装置结合使用，雾化器的类型、品牌与型号对吸
入溶液的雾化特性影响较大。在吸入液体制剂仿
制药微细粒子剂量一致性评价研究中，选用不同
雾化器进行研究可能导致一致性判定结果出现偏
差 [14-15]，因此应选择合适的雾化器进行试验。建
议对不同品牌多批次雾化器进行对比研究后，选
定批间差异较小、质量较稳定的雾化器进行后续
研究。在确定雾化器的选择后，若在研究过程中
变更试验所使用的雾化器，可能导致试验结果出
现偏差，进而影响试验的结论。对于新药开发，
在制剂研究时应根据不同雾化器的特点、药物的

理化性质、药品适应证、患者的健康状况及手口
协调操作能力等综合因素合理选择雾化装置以提
高患者用药依从性 [16]。同时，也应将临床研究时
所采用的雾化装置信息在最终的药品说明书中明
确，以期为临床用药提供指导。
　　目前我国将雾化器作为医疗器械管理，在国
家药品监督管理局网站医疗器械数据查询系统中
可查询到各类雾化器境内注册信息 500 余条，市
面上雾化器种类繁多，雾化效果参差不齐。由
于雾化效果的差异也会导致临床应用效果的差
异 [17]，为了加快吸入液体制剂的发展，保证临床
用药效果，应尽快对各类雾化器的产品质量进行
全方位的评估并制订严格的标准。
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帕瑞昔布钠鼻用温敏凝胶的制备及其体外性质研究
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摘要：目的　制备帕瑞昔布钠鼻用温敏凝胶（PS-TNG）并对其体外性质进行评价。方法　以胶

凝温度为主要观察指标，采用星点设计 - 效应面法对 PS-TNG 处方进行优化，然后以离体羊鼻黏

膜为模型，采用 Franz 透皮扩散池法筛选 PS 最佳促渗剂，最后制备 PS-TNG 并对其体外性质进

行研究。分别测定该制剂的胶凝温度、胶凝时间、pH 值、体外溶蚀率、药物释放率以及药物释

放度，并考察温度和转速对制剂黏度的影响以及制剂的膨胀系数和持水能力。结果　PS-TNG 理

想处方组成为：5.0%PS、20.88%F127、3.28%F68、0.28%HPMC、5.0%HP-β-CD、0.05% 尼泊金

乙酯及适量水。测得 PS-TNG 的胶凝温度为 32.2℃，胶凝时间为 48.2 s，pH 值为 7.4；PS-TNG
体外累积溶蚀与药物累积释放量间具有良好的线性关系（r ＝ 0.9997）；制剂释放度试验表明，

PS-TNG 具明显缓释特征。此外，发现温度和搅拌对制剂的黏度均有明显影响，该制剂的持水

能力强且膨胀系数小。结论　PS-TNG 处方组成合理，制备工艺简单，其胶凝温度、胶凝时间、

pH 值、膨胀系数和持水能力适宜，药物缓释作用明显，预计有良好的临床应用前景。

关键词：帕瑞昔布钠；鼻用温敏凝胶；星点设计 - 效应面法；吸收促渗剂；体外性质
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　　帕瑞昔布钠（parecoxib sodium，PS）是一种
新型环氧合酶 -2（COX-2）选择性抑制剂，通过抑
制体内前列腺素的合成而发挥镇痛作用 [1]。具有
使用剂量小、疗效显著、副作用少及安全性高等
特点，在临床上广泛用于术后疼痛的治疗 [2-3]。目
前 PS 上市剂型为注射剂，属于侵入性用药，会
造成一定疼痛和不适，且需要医护人员协助用药，
故使用不便，依从性差，且生产成本高。鼻腔给
药具有吸收起效快、使用方便、配制工艺简单、
成本低等特点，作为某些镇痛药物注射剂的理想
替代给药途径而受到国内外高度关注 [4]。迄今为
止，国外已有非甾体抗炎镇痛药酮咯酸氨丁三醇
鼻喷剂、麻醉性镇痛药芬太尼鼻喷剂和酒石酸布
托啡诺鼻喷剂获批上市，国内也有酒石酸布托啡
诺鼻喷剂产品上市，这些鼻用制剂均具有起效迅
速、疗效确切、使用方便等显著特点 [5-7]。与滴鼻
剂、鼻喷剂等传统鼻用制剂相比，鼻用温敏凝胶
（TNG）是一种新型鼻腔给药制剂，它以溶液形式
给药，在鼻腔生理条件下，可发生相转变而形成
半固体状态，因而具有给药方便、剂量准确、吸
收起效快、鼻腔滞留时间长、生物利用度高以及
缓释长效等优点 [8-10]。基于上述分析，本文制备了
PS-TNG，并对其体外性质进行评价，旨在为今后

研制该药物的鼻腔给药新制剂提供重要参考。
1　材料
1.1　仪器
　　LC-20AT 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
PHS-3C 型 pH 计（上海仪电科学仪器有限公司）；
AB265-S 型电子分析天平（瑞士梅特勒·托利多
公司）；TP-6 智能透皮试验仪（天津市鑫洲科技有
限公司）；KQ5200E 型超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司）；Arioso UP 900 型超纯水器（韩国
Human 公司）；DF-Ⅱ集热式磁力加热搅拌器（江苏
省金坛市荣华仪器制造有限公司）；SY-6D 型片剂
四用测定仪（上海黄海药检仪器有限公司）；NDJ-
9S 数显黏度计（邦西仪器科技有限公司）；H1750R
离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）。
1.2　试药
　　PS 对照品（武汉华翔科洁生物技术有限公
司，批号：190715，纯度：100.09%）；泊洛沙姆
407（F127）、泊洛沙姆 188（F68）（德国 BASF 公
司）；羟丙基甲基纤维素（HPMC，安徽山河药
用辅料股份有限公司）；羟丙基 -β- 环糊精（HP-β-
CD，山东新大精细化工有限公司，纯度：99.0%）；
磺丁基 -β- 环糊精（SBE-β-CD，山东新大生物科
技有限公司，纯度：99.5%）；二甲基 -β- 环糊精

Abstract: Objective  To prepare parecoxib sodium thermosensitive nasal gel (PS-TNG) and evaluate 
its in vitro properties. Methods  The gelation temperature was used as the main evaluating index, and 
the formulation of PS-TNG was optimized by central composite design-response surface method. 
Meanwhile, the ideal nasal absorption enhancer for PS and its concentration were selected by the 
Franz diffusion cell method with the in vitro sheep nasal mucosa as the test model. Finally, PS-TNG 
was prepared and its main in vitro properties were determined. The gelation temperature, gelation 
time, pH, in vitro erosion and release of the drug thermo-sensitive nasal gel were investigated. The 
effect of temperature and stirring speed on the viscosity of PS-TNG, expansion coefficient and water-
holding capacity was also investigated. Results  The optimized formulation of PS-TNG consisted 
of 5.0% PS, 20.88% F127, 3.28% F68, 0.28% HPMC, 5.0% HP-β-CD, 0.05% ethylparaben and 
appropriate amount of purified water. The gelation temperature, gelation time and pH of PS-TNG 
were 32.2℃ , 48.2 s and 7.4, respectively. There was a good linearity between the in vitro cumulative 
erosion of PS-TNG and its cumulative drug release (r ＝ 0.9997). Additionally, the cumulative release 
of PS from the nasal gel showed obvious sustained release behavior. The temperature and stirring 
speed had obvious effect on the viscosity of the nasal gel. Meanwhile, PS-TNG showed low expansion 
coefficient and good water-holding capacity. Conclusion  PS-TNG has good clinical application 
prospects due to its reasonable formulation composition, easy preparation, appropriate gelation 
temperature, gelation time, low expansion coefficient, good water-holding capacity and obvious in 
vitro sustained drug release characteristics. 
Key words: parecoxib sodium; thermosensitive nasal gel; central composite design-response surface 
method; absorption enhancer; in vitro property 
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（DM-β-CD，山东滨洲智源生物科技有限公司，
纯度：98.3%）；尼泊金乙酯（上海阿拉丁生化科
技股份有限公司，纯度：99.0%）；乙腈、甲醇均
为色谱纯；其余试剂均为分析纯，水为超纯水。
2　方法
2.1　星点设计 - 效应面法试验 [11-12] 

　　以胶凝温度（T，℃）为观察指标，温敏凝
胶 处 方 中 基 质 材 料 F127（A，%，w/V），F68
（B，%）及生物黏附剂 HPMC（C，%）的用量为
影响因素，采用星点设计 - 效应面法优化空白温
敏鼻用凝胶的处方组成。因素与水平设计见表 1。

表 1　因素与水平 
Tab 1　Factor and level

水平
因素

A B C

－ 1.732 18 1 0.1

－ 1 18.81 1.81 0.18

0 20 3 0.3

1 21.19 4.19 0.42

1.732 22 5 0.5

2.2　PS 含量测定方法的建立 
2.2.1　色谱条件 [13]　Inert Sustain C18 柱（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈 -0.01 mol·L－ 1 磷
酸氢二钠溶液（用磷酸调 pH 3.0）（65∶35）；流速：
1.0 mL·min－ 1；检测波长：215 nm；柱温：室温；
进样体积：20 μL。
2.2.2　标准曲线的制备及精密度考察　精密称取
PS 对照品 5.0 mg，加生理盐水溶解，配制质量浓
度分别为 0.1、0.2、0.8、10.0、20.0、40.0、60.0 
μg·mL－ 1 的 PS 系列对照品溶液。按“2.2.1”项
下色谱条件，分别进样分析，记录色谱峰面积。
以 PS 的峰面积（A）对其质量浓度（C）作线性
回归，求得回归曲线方程。另分别配制质量浓度
为 0.2、10.0、40.0 μg·mL－ 1 的 PS 对照品溶液
各 5 份，日内测定 5 次，连续测定 5 d，记录色
谱峰面积，计算方法的日内与日间精密度。
2.3　促渗剂的选择 

2.3.1　促渗剂种类的选择 [14]　以 3 种β-CD 水溶性
常用衍生物包括 HP-β-CD、DM-β-CD、SBE-β-CD
作为 PS 鼻黏膜吸收候选促渗剂，采用 Franz 扩散
池法，对最佳促渗剂进行筛选。取新鲜离体羊鼻黏
膜，剪成适宜大小，固定于扩散池接口处，生理盐
水为接收液，供给池内加 0.1%PS 供试液 1 mL，试
验温度为 34℃，转速为 300 r·min－ 1，分别于 20、
40、60、90、120、180 min 从接收池中取样 1 mL，
并立即补充同温等体积生理盐水。样品经微孔滤膜
过滤后，取续滤液，进样测定，求得样品中 PS 的

浓度并计算药物累积渗透量（Q，μg·cm－ 2）。以
药物 Q 对时间（t）作线性回归，直线斜率即为药
物稳态渗透速率（Jss，μg·cm－ 2·min－ 1）；渗透
系数（P，cm·min－ 1）计算公式为：P ＝ JSS/C0，
式中，C0 为供试液中药物初始浓度；增渗倍数
（ER）＝ JE/J0，式中，JE 与 J0 分别为使用促渗剂
与未使用促渗剂时药物的稳态渗透速率。
2.3.2　促渗剂浓度的选择　方法同“2.3.1”项下。
考察浓度分别为 1.0%、3.0%、5.0%、7.0% 的 HP-
β-CD 对 PS 经离体羊鼻黏膜的促渗作用。
2.4　PS-TNG 最优处方组成的确定 
　　根据空白温敏鼻用凝胶处方优化试验及药物
促渗剂筛选结果，结合药物临床使用剂量，确定
PS-TNG 的理想处方组成。
2.5　制剂体外性质的评价 
2.5.1　胶凝温度、胶凝时间及 pH 值的测定　采
用反转试管法 [15] 测定制剂的胶凝温度。另取 PS-
TNG 2 mL，置于玻璃试管中，先将样品预热至
室温 20℃，然后置于 32℃恒温水浴中，当凝胶
由自由流动液体变为不可流动的半固体时所需时
间即为胶凝时间 [16]。最后，采用精密 pH 计测定
制剂的 pH 值。
2.5.2　体外溶蚀及药物释放率的测定　采用无膜
溶出法 [17]，考察 PS-TNG 体外溶蚀以及药物释放
情况。以制剂的累积溶蚀率（Q）为纵坐标，时
间（t）为横坐标，绘制 PS-TNG 的溶蚀曲线。在
测定制剂溶蚀率的同时，取各时间点倾出的释
放介质样品，按照“2.2.1”项下色谱条件进样测
定，求得样品中 PS 的浓度并计算药物累积释放
率（R）。以 R 为纵坐标，时间（t）为横坐标，绘
制 PS-TNG 的累积释药曲线。
2.5.3　体外释放度的测定　按照《中国药典》2020
年版四部中“溶出度与释放度测定法”项下第二
法（桨法）进行试验。取 PS-TNG 或 2.5%PS 溶液
适量，装于透析袋中，以 pH 6.4 PBS 缓冲液为释
放介质，体积为 500 mL，温度为（34±0.5）℃，
转速为 100 r·min－ 1，分别于第 5、15、30、60、
120、180、240、360、480、600 min 取样 1 mL，
立即补加等体积同温释放介质。样品以 0.45 μm
微孔滤膜滤过，取续滤液，进行测定，计算药物
的累积释放百分率（Q）。
2.5.4　黏度影响因素的考察　取 PS-TNG 适量，
置于烧杯中，于水浴中缓慢加热，使温度逐渐升
高，采用数显黏度计测定不同温度下制剂的黏
度，以黏度（η，mPa·s）为纵坐标，温度为横坐
标，绘制制剂黏度随温度变化的曲线。此外，将
已发生相转变，形成半固体凝胶的制剂样品，于
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32℃恒温条件下，通过改变黏度计转子的转速，
测定不同转速下，制剂黏度的变化。
2.5.5　膨胀系数测定 [18]　精密取 PS-TNG 1 mL
于刻度试管中，在 25℃下其体积记为 V0，然后
将试管置于 32℃水浴中，使制剂完全胶凝，此时
凝胶剂的体积记为 V1，膨胀系数 S 根据公式：S
（%）＝（V1 － V0）/V0×100%，进行计算。
2.5.6　持水能力考察　持水能力也是鼻用凝胶的
重要质量性质，可用来评价制剂在储藏时或在受
外力情况下保持水的能力。本文采用离心失水
法 [19] 对制剂的持水能力进行考察。取 PS-TNG 1 
mL 置于预先称重的离心管中（W0），记录初始总
重量（W1），将离心管置于 32℃下使样品完全胶
凝，以 12 000 r·min－ 1 离心 10 min，将凝胶中渗
出的水用滤纸小心吸弃，并称取离心管的总重量
（W）。凝胶的持水性能根据公式：持水率（%）＝

（W － W0）/（W1 － W0）×100%，进行计算。
3　结果
3.1　空白温敏鼻用凝胶处方的优化 
　　星点设计 - 效应面法因素与水平组合及试验结
果见表 2。采用 Design-Expert 10.0.7 软件，以胶凝
温度（T）为因变量，处方中 F127（A）、F68（B）、
HPMC（C）的用量为自变量，将表 2 中数据进行
二次多项式回归拟合，以方程的拟合优度（R2）和
置信度（P）来评价拟合效果。结果拟合方程为：
T ＝ 33.43 － 4.20A ＋ 4.05B － 0.74C － 0.29AB －

0.31AC － 0.087BC － 0.073A2 － 1.36B2 － 0.28C2

（R2 ＝ 0.9820，P ＜ 0.0001）。 由 R2 和 P 值 可 见，
上述数学模型具有高度显著性，拟合效果良好，可
用于温敏凝胶的胶凝温度预测。由拟合方程系数大

小可知，对温敏凝胶胶凝温度影响的大小顺序为：
F127 ＞ F68 ＞ HPMC。胶凝温度三维效应面图见
图 1。可见，当 F68 以及 HPMC 浓度一定时，胶凝
温度随着 F127 浓度的增大而降低，当 F127 以及
HPMC 浓度一定时，胶凝温度随着 F68 浓度的增
大而增大；当 F127 以及 F68 浓度一定时，胶凝温
度随着 HPMC 浓度的增大而降低，但相较于 F127
及 F68，后者的影响程度较小。根据人鼻腔的生理
温度范围，设定该鼻用温敏凝胶的目标胶凝温度为
32℃，可得空白温敏鼻用凝胶处方的最优组成为：
20.88%F127，3.28%F68，0.28%HPMC 及水。根据
该处方组成所制备 3 批空白温敏鼻用凝胶，测得其
胶凝温度为（32.15±0.08）℃，与预测值（32.0℃）
相比，偏差仅为 0.47%，表明上述数学模型准确度
高，预测性良好。

表 2　星点设计及试验结果 
Tab 2　Response surface design and results

试验号 A B C T/℃
1 21.19 4.19 0.18 32.7
2 18 3 0.3 41.5
3 21.19 4.19 0.42 30.6
4 21.19 1.81 0.18 23.9
5 20 3 0.1 34.8
6 18.81 4.19 0.42 39.8
7 20 5 0.3 35.8
8 18.81 0.18 0.42 30.2
9 20 1 0.3 24.4
10 22 3 0.3 26.0
11 18.81 0.81 0.18 30.7
12 20 3 0.5 31.5
13 18.81 4.19 0.18 40.3
14 21.19 1.81 0.42 22.5
15 ～ 20 20 3 0.3 33.4

图 1　胶凝温度三维效应面图

Fig 1　3D response surface of gelation temperature

3.2　PS 含量测定方法的建立
　　以 PS 的峰面积（A）对其浓度（C）作线性回
归，求得方程为：A ＝ 6.751×104C － 1.495×104

（r ＝ 0.9999），表明 PS 在 0.1 ～ 60.0 μg·mL－ 1 内

与其峰面积呈良好线性关系。该方法的日内 RSD
在 0.10% ～ 0.46%， 日 间 RSD 在 0.47% ～ 0.73%
（n ＝ 5），表明该方法的精密度良好。
3.3　促渗剂的选择 
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0.9989），符合零级动力学过程。此外，该制剂的
R 与 t 同样呈良好线性关系（R ＝ 1.098t － 2.420，
r ＝ 0.9991），同样符合零级动力学过程。研究还
发现该制剂药物释放率要慢于其溶蚀率，但制剂
累积释药率与累积溶蚀率两者间存在明显线性相
关（r ＝ 0.9997）。

图 2　PS-TNG 累积溶蚀与累积释药曲线（x±s，n ＝ 3）
Fig 2　Cumulative erosion and drug release profiles of PS-TNG（x±s，
n ＝ 3）

3.5.3　体外释放度　PS-TNG 的体外释放研究结果见
图 3。可见，PS 溶液释药速度较快，3 h 累积释药约
80.0%，6 h 累积释药约 90.0%，而 PS-TNG 的释药比
较缓慢，在 3 h 时累积释药 50.0%，10 h 累积释药为
90.0%，表明 PS-TNG 具有良好缓释效果。同时，将
释药数据进行动力学方程拟合，结果可见，拟合较
优的是一级动力学方程 [ln（100－Q）＝－0.0043t＋
4.624，r ＝ 0.9975] 和 Riger-Peppas 方程（lnQ ＝

0.6736lnt ＋ 0.3381，r ＝ 0.9955）。

图 3　PS-TNG 与 PS 溶液的体外释放曲线（x±s，n ＝ 3）
Fig 3　Cumulative drug release profiles of PS-TNG and its solution
（x±s，n ＝ 3）

3.5.4　黏度影响因素的考察　温度对制剂黏度影
响的实验结果见图 4。可见，当温度低于 25℃时，
温敏凝胶的黏度很低，随着温度不断上升，当接
近 30℃时，样品的黏度急剧增加，并开始发生相
转变，变成黏稠半固体凝胶形式。温度进一步升

　　不同促渗剂对 PS 经羊鼻黏膜渗透作用的影响
实验结果见表 3。可见，3 种促渗剂对药物经鼻黏
膜吸收均有明显促进作用，其中以 HP-β-CD 的促
渗效果最好。而不同浓度 HP-β-CD 对 PS 经羊鼻
黏膜渗透作用的影响结果见表 4。可见，当 HP-β-
CD 浓度较低时，随着其浓度的增加，促渗作用随
之增加，当浓度为 5.0% 时，其促渗效果达最大，
当 HP-β-CD 浓度增加到 7.0% 时，反而表现为抑
制药物的渗透。因此，选择 5.0% 的 HP-β-CD 作
为 PS 鼻用温敏凝胶的促渗剂。

表 3　促渗剂种类对 PS经羊鼻黏膜渗透吸收的影响 (n ＝ 3) 
Tab 3　Effect of different penetration enhancers on the permeation 

of PS through sheep nasal mucosa (n ＝ 3)

促渗剂
Q/

（μg·cm － 2）

Jss/
（μg·cm－ 2·min－ 1）

P/（×103 
cm·min － 1）

ER

HP-β-CD 84.71±0.16 0.4921 0.49 2.30
SBE-β-CD 67.32±3.39 0.3971 0.40 1.85
DM-β-CD 52.03±2.11 0.2978 0.30 1.39
空白 38.44±3.98 0.2144 0.21 1.00

表 4　HP-β-CD浓度对 PS经羊鼻黏膜渗透吸收的影响 (n ＝ 3) 
Tab 4　Effect of HP-β-CD concentration on the permeation of PS 

through sheep nasal mucosa (n ＝ 3)
HP-β-CD
浓度 /%

Q/
（μg·cm － 2）

Jss/
（μg·cm－ 2·min－ 1）

P/（×103 
cm·min － 1）

ER

1 51.80±2.61 0.3048 0.30 1.42
3 68.67±2.84 0.4039 0.40 1.88
5 84.71±0.16 0.4921 0.49 2.30
7 20.70±1.77 0.1137 0.11 0.53
空白 38.44±3.98 0.2144 0.21 1.00

3.4　最优处方组成及制备工艺确定 
　　根据空白温敏凝胶处方优化及药物促渗剂筛选
结果，结合药物临床使用剂量，确定 PS-TNG 的理
想处方组成为：5.0%PS、20.88%F127、3.28%F68、
0.28%HPMC、5.0%HP-β-CD、0.05% 尼泊金乙酯及
适量水。制备过程为：称取处方量 HP-β-CD，置于
适量水中使其溶解，然后依次加入 PS 以及尼泊金
乙酯，超声使完全溶解，之后依次加入 F127、F68
及 HPMC，均匀分散于液面上，于 4℃冰箱中放置
24 h，使凝胶材料充分溶胀，形成澄明溶液，最后
加水至全量，搅匀即得。同法制备 3 批 PS-TNG，
用于其体外性质评价。
3.5　制剂体外性质的评价 
3.5.1　凝胶温度、胶凝时间及 pH 值　测得 PS-
TNG 的胶凝温度为 32.2℃，与空白温敏凝胶的胶
凝温度接近。另外，测得 PS-TNG 的胶凝时间仅
为 48.2 s，pH 值为 7.4。
3.5.2　体外溶蚀与药物释放率　PS-TNG 的累积
溶蚀与累积释药曲线见图 2。可见，PS-TNG 的 Q
与 t 呈良好线性关系（Q ＝ 1.233t － 1.010，r ＝
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高，其黏度仍在增大。搅拌速度对制剂黏度影响
的结果见图 5。可见，在 32℃恒温条件下，随着
转速的增加，制剂黏度在逐渐下降。

图 4　温度对 PS-TNG 黏度的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 4　Effect of temperature on viscosity of PS-TNG（x±s，n ＝ 3）

图 5　搅拌速度对 PS-TNG 黏度的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 5　Effect of agitation speed on viscosity of PS-TNG（x±s，n＝ 3）

3.5.5　膨胀系数与持水能力　测得该制剂的膨
胀系数为（2.78±0.58）%（n ＝ 3），其持水率为
（97.81±0.21）%（n ＝ 3），表明该制剂进入鼻腔
形成凝胶后，其体积变化很小，且持水能力良好。
4　讨论
　　在制剂处方优化研究中，本文选用了毒性
小、安全性高且在温敏凝胶制剂研究中最常用辅
料 F127 及 F68 作为 PS-TNG 的基质材料，此外，
为了进一步延长制剂在鼻黏膜的滞留时间，以提
高药物生物利用度并延长药效，在该鼻用凝胶处
方中还添加了生物黏附剂 HPMC，后者性质稳
定，对黏膜无毒性和刺激性，不仅可增加制剂的
黏度，还可通过吸附作用附着于鼻黏膜表面，增
加制剂的黏附强度，从而发挥生物黏附剂的作
用 [20-21]。星点设计 - 效应面法是近年来制剂处方
优化中广泛使用的实验设计方法，具有试验次数
少、简单直观、精度高和预测性好的优点 [22]。文
中以 F127、F68 及 HPMC 为自变量，以温敏凝胶
的胶凝温度为因变量，采用星点设计 - 效应面试

验设计方法，成功得到胶凝温度符合鼻用温敏凝
胶制剂要求的优化处方，其胶凝温度实测值与预
测值的偏差＜ 1.0%，再次证实了该实验设计方法
的可靠性和良好预测性，为下一步确定 PS-TNG
处方组成奠定了基础。
　　PS 水溶性好，极性大、脂溶性小，为改善
其经鼻黏膜吸收，在其鼻用温敏凝胶处方中加入
吸收促进剂。以离体羊鼻黏膜为模型，研究比较
HP-β-CD、DM-β-CD、SBE-β-CD 对 PS 促渗能力
的差异，结果表明，3 种促渗剂均可促进该药物
的经鼻黏膜吸收，其中以 HP-β-CD 的促渗效果最
好，且其最佳使用浓度为 5.0%，当其浓度增大到
7.0% 时甚至表现出抑制吸收作用，这与文献报道
相似 [23-24]，表明β-CD 衍生物的促渗效果并非与
其浓度成简单的正比关系，具体机制尚不明确。
此外，考虑到 PS-TNG 为多剂量制剂，为增加制
剂的稳定性，防止被微生物污染，在处方中还添
加了在微酸性及中性 pH 条件下具有良好抑菌作
用的尼泊金乙酯作为制剂的防腐剂。根据课题组
前期研究结果可知，在近中性 pH 条件下，PS 的
溶解度高，溶液化学稳定性好，同时也具有适宜
的油水分配系数，测得制剂的 pH 为 7.4，略高于
鼻腔分泌液的 pH 值范围，与人血浆 pH 值相同，
从理论上讲，此 pH 值不会对鼻黏膜产生刺激性，
因此，在该鼻用凝胶制备过程中没有对其 pH 进
行调节。
　　胶凝温度与胶凝时间测定结果表明，制剂的
胶凝温度为 32.2℃，胶凝时间为 48.2 s，与空白
凝胶优化处方基本相同，表明 PS、促渗剂及防腐
剂的加入对制剂的胶凝温度和胶凝时间的影响很
小。由体外溶蚀及体外药物释放研究结果可见，
两者均与时间呈线性相关，且凝胶溶蚀与药物释
放之间也呈良好的线性关系，但药物释放速度略
慢于凝胶的溶蚀，表明溶蚀过程是药物释放的限
速步骤，溶蚀越快，药物的释放也越快。制剂体
外释放度结果可见，药物释放初期中未见突释现
象，提示制剂的胶凝过程迅速，这可能与制剂胶
凝时间很短有关；此外，与药物水溶液相比，制
剂中药物的释放较缓慢而持久，表明该制剂具有
明显缓释特性。药物释放动力学拟合结果可见，
采用一级动力学方程与 Riger-Peppas 方程拟合较
优，提示，PS 从制剂中的释放是凝胶溶蚀与药
物扩散协同作用的结果 [25]。制剂黏度研究可见，
温度对该凝胶的黏度有非常大的影响，在室温下
25℃以下时，其黏度很低，故给药方便，剂量准
确；当温度超过 25℃，尤其在 30℃以上时，制
剂的黏度骤然升高，这一现象再次证实该制剂的
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确属于温度敏感型鼻用凝胶。另外，胶凝后制剂
的黏度随着转速增加而逐渐减小，提示该制剂具
有剪切稀化的现象，这与大部分非牛顿流体的流
动特性一致。鼻用温敏凝胶在经历溶胶 - 凝胶相
转变后其体积可能会变大，结果可能会阻塞鼻腔
或引起不适。膨胀系数与持水能力研究表明，该
制剂进入鼻腔后其体积增加＜ 3%，表明制剂没
有明显体积膨胀现象发生。该制剂的持水率接近
98.0%，表明其具有良好持水能力，其机制可能
是，水分子通过氢键作用与三维凝胶网状结构中
F127、F68 分子链上的亲水嵌段牢固结合，且处
方中 HPMC、HP-β-CD 也均可与水形成氢键，这
些因素均有利于处方中水分的保持。
　　综上所述，本文所制备 PS-TNG 处方组成合
理、制备工艺简单、使用方便，也具有一定缓释
效果，这可为今后进一步研究该制剂的体内药动
学及生物利用度奠定坚实基础。
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阿里红总三萜酸的制备及其抗哮喘作用研究

许福春1，杜茂波2*（1. 国药控股星鲨制药（厦门）有限公司，福建　厦门　361028；2. 中国中医科学院中药研究所，北京

　100700）

摘要：目的　以总三萜酸和 3 个三萜酸单体作为指标优化阿里红总三萜酸的制备工艺，并对总

三萜酸的抗哮喘作用进行研究。方法　以总三萜酸含量和转移率为指标，采用 Hunter 和星点设

计 - 响应面法优化阿里红总三萜酸的大孔树脂富集纯化工艺，确定关键工艺参数，并以 3 个三

萜酸成分含量对制备工艺进行验证。最后采用氯化乙酰胆碱和磷酸组织胺致喘豚鼠的动物模型，

评估阿里红总三萜酸对哮喘豚鼠引喘潜伏期和血清中血栓素 B2（TXB2）和白三烯 B4（LTB4）含

量的影响。结果　最优工艺为：乙醇除杂浓度 30.0%（23.0% ～ 35.7%），乙醇解析浓度 83.0%
（72.0%～ 97.2%）和乙醇解析用量 7.5 倍（5～ 10 倍）；3 批总三萜酸中齿孔酸含量依次为 7.91%、

6.56%、8.91%，去氢齿孔酸含量依次为 4.95%、4.56%、6.02%，去氢硫色多孔菌酸含量依次为

11.2%、11.0%、12.8%；与模型组相比，阿里红总三萜酸低、中和高剂量组均能显著延长哮喘

豚鼠引喘潜伏期，中和高剂量组均可显著降低哮喘豚鼠血清中 TXB2 和 LTB4 含量。结论　所建

立的 HPLC 分析方法可准确测定阿里红总三萜酸中 3 个三萜酸的含量，优化的 D101 型大孔树

脂富集纯化阿里红总三萜酸的工艺稳定可行，所得总三萜酸具有较好的抗哮喘活性。

关键词：阿里红总三萜酸；星点设计 - 响应面法；设计空间；含量测定；抗哮喘作用

中图分类号：R284.1，R285　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2053-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.013

Preparation of total triterpene acid and its anti-asthma effect

XU Fu-chun1, DU Mao-bo2* (1. Sinopharm Xingsha Pharmaceuticals (Xiamen) Co., Ltd., Xiamen  
Fujian  361028; 2. Institute of Chinese Materia Medica, China Academy of Chinese Medical Sciences, 
Beijing  100700)

Abstract: Objective  To optimize the process parameters of total triterpene acid enrichment from 
Fomes officinalis Ames based on total triterpene acid and three triterpenoids, and to determine its anti-
asthma effect. Methods  Total triterpene acid content and transfer rate were used as indexes. Hunter 
and the central composite design response surface method were combined to optimize the process 
of total triterpene acid enrichment. The optimum values and acceptable ranges of the key process 
parameters were determined. The content of three triterpenoids was used to verify the preparation 
process. The asthma model of guinea pigs was established by acetylcholine chloride and histamine 
phosphate, which was used to assess the effect of total triterpene acid on the incubation period of 
asthma, and the amount of TXB2 and LTB4 in the blood serum. Results  The optimum values and 
acceptable ranges of the three key parameters were: ethanol fraction for impurity removal 30.0% 
(23.0% ～ 35.7%), ethanol fraction for elution 83.0% (72.0% ～ 97.2%) and ethanol amount for 
elution 7.5 fold (5 ～ 10 fold). Three batches of samples were analyzed, with the contents of eburicoic 
acid 7.91%, 6.56%, and 8.91%, that of dehydroeburicoic acid 4.95%, 4.56%, 6.02%, and that of 
dehydrosulphurenic acid 11.2%, 11.0%, and 12.8%. The total triterpene acid significant prolonged 
the incubation period of asthmatic guinea pigs in the three dose groups, and reduced TXB2 and LTB4 
levels in the blood serum in the middle and high dose groups. Conclusion  HPLC is suitable for 
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　　阿里红主产于新疆，是新疆维吾尔族医生主
要应用的民族药之一 [1]，据《新疆中草药手册》记
载，阿里红能够用于治疗咳嗽哮喘、慢性风湿性
关节炎和慢性气管炎等多种病症。阿里红中主要
化学成分为三萜酸类、倍半萜类、多糖类、脂肪
酸类等 [1-3]，羊毛甾烷型三萜酸是其含量最高的成
分，也是主要的药理活性成分 [2，4]。三萜酸成分
具有多种生物活性，如增强免疫力和抗衰老等 [1]。
最新研究发现阿里红齿孔酸具有良好的抗炎 [5] 和
降尿酸作用等 [6]。尽管阿里红在传统用药中可以
治疗咳嗽哮喘，但目前尚未见报道关于阿里红总
三萜酸治疗哮喘活性与机制研究的论文。因此，
对阿里红总三萜酸抗哮喘作用与机制进行评估，
对药效物质基础进行鉴定非常有必要。
　　目前少有研究聚焦于优化阿里红总三萜酸的
提取工艺 [7-9]，且这些方法也只能将总三萜酸含
量提高至 20% 左右。而关于阿里红中三萜酸成
分的含量测定也仅限于两篇研究 [4，10]，同时测定
多个三萜酸成分也未见文献报道。本实验以阿里
红总三萜酸为研究对象，建立 3 个三萜酸单体和
总三萜酸的定量分析方法；应用 Hunter 和星点设
计 - 响应面法（中心复合设计，central composite 
design，CCD）确定总三萜酸大孔树脂富集纯化的
工艺参数和制备路线；最后探索阿里红总三萜酸
对致喘豚鼠的抗哮喘作用与机制。
1　材料
　　UV-2501PC 型紫外分光光度计、LC-16 型高
效液相色谱仪（日本岛津公司）；BSA124S 型（精
度：0.1 mg）、CPA225D 型（精 度：0.01 mg） 电
子分析天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；
Multiskan FC 酶标仪（Thermo 公司）；DZ-2BC 真
空干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；SB-
5200DT 型超声波清洗仪器（宁波新芝生物科技股
份有限公司）；HH-S4A 恒温水浴锅（北京科伟永
兴仪器有限公司）；N-1300 型（5L）和 N4000W
（20L）旋转蒸发仪（东京理化器械株式会社）；
402AI 超声雾化器（上海鱼跃医疗设备有限公司）。
豚鼠 60 只，雌雄各半，150 ～ 200 g [ 科宇实验动
物养殖中心提供，合格证号：SCXK（京）2015-
0003]。药材经中国医学科学院北京协和医学院药用

植物研究所研究员余霖老师鉴定为多孔菌科真菌
药用层孔菌 Fomes officinalis Ames 的干燥菌体，产
地新疆，批号：20151026）；阿里红总三萜酸（批
号：ALH1001，ALH1002，ALH1003，自制）；齿
孔酸对照品（纯度：99.7%，批号：161220，成都
普菲德对照品科技有限公司）；去氢齿孔酸对照品
（纯度：99.7%，自制）；去氢硫色多孔菌酸对照品
（纯 度：98.6%， 自 制）；ZTC-1、AB-8、D1400、
DM-301、NKA-9 和 D101 大孔吸附树脂（陕西蓝
深科技有限公司）；LSA-10 和 LX-3020 大孔吸附
树脂（西安蓝晓科技新材料股份有限公司）；甲醇、
乙腈为色谱纯（赛默飞世尔科技有限公司）；血栓
素 B2（TXB2）试剂盒和白三烯 B4（LTB4）试剂盒
（美国 RD 公司，批号：201606）；磷酸组织胺（国
药集团化学试剂有限公司，批号：20140212）；氯
化乙酰胆碱（批号：20150219）、氨基甲酸乙酯（批
号：20161101）（北京化学试剂公司）；磷酸、冰醋酸、
香草醛为分析纯（北京化工集团股份有限公司）。
本研究中实验设计和数据统计分析均由 JMP 11.0.0
平台实现（SAS Institute Inc.）。
2　方法与结果
2.1　阿里红总三萜酸测定
2.1.1　对照品储备液　精密称取齿孔酸对照品
5.12 mg，用甲醇溶解并定容于 10 mL 量瓶中，摇
匀，即得 0.512 mg·mL－ 1 的对照品溶液，备用。
2.1.2　标准曲线制备　精密取上述齿孔酸对照品
溶 液 0.10、0.20、0.30、0.40、0.60、0.80 mL 置
10 mL 具塞试管中，水浴蒸干，分别依次加入 5%
香草醛 - 冰醋酸 0.40 mL，高氯酸 0.80 mL，摇
匀，于 60℃水浴中加热 20 min，置水浴中冷却 5 
min，加冰醋酸 10.0 mL，摇匀，放置冷却至室温
后，照紫外可见分光光度法，在 553 nm 处测定
吸光度值。以吸光度为纵坐标（Y），质量为横坐
标（X），得标准曲线方程 Y ＝ 2.857X － 0.0994，
r ＝ 0.9997，表明齿孔酸在 0.0512 ～ 0.410 mg 质
量内与吸光度值线性关系良好。
2.1.3　样品测定　称取干燥后的阿里红总三萜酸
约 0.2 g，精密称定，加入 30 mL 甲醇超声（250 W，
33 kHz）5 min 使溶解，再用甲醇定容至 10 mL（低
含量样品）和 50 mL（高含量样品）量瓶中，0.45 

the simultaneous determination of three triterpenoids. The developed enrichment method for total 
triterpene acid from Fomes officinalis Ames using D101 macroporous resin is stable and feasible. The 
obtained total triterpene acids have good bioactivity and anti-asthma effect. 
Key words: total triterpene acid from Fomes officinalis Ames; central composite design response 
surface; design space; content determination; anti-asthma effect
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μm 滤膜过滤，精密量取续滤液 1.0 mL 置 10 mL 量
瓶中，加甲醇稀释至刻度，即得供试品溶液。取供
试品溶液 0.40 mL，从“置 10 mL 具塞试管中”按照
“2.1.2”项下方法操作，计算样品中总三萜酸含量，
根据药材提取液中含量计算总三萜酸的转移率。
2.2　HPLC 测定阿里红总三萜酸中 3 个三萜酸的
含量
2.2.1　色谱条件　色谱柱为 RP-C18 柱（4.6 mm× 

250 mm，5 μm），流动相为 0.4% 磷酸溶液（A）-
乙腈（B），梯度洗脱：0 ～ 70 min，50% ～ 90%B；
70 ～ 75 min，90% ～ 95%B；波长 210 nm，流速 1.0 
mL·min－ 1，柱温 30℃。
2.2.2　溶液的制备　① 对照品溶液：精密称取 3
个三萜酸对照品（去氢齿孔酸和去氢硫色多孔菌
酸对照品纯度采用“2.2.1”项下色谱条件应用峰
面积归一化法计算所得）各约 25 mg，加入甲醇

溶解并定容于 25 mL 量瓶中，摇匀，即得质量浓
度约为 1.0 mg·mL－ 1 的对照品储备液，备用。
② 供试品溶液：称取干燥后的阿里红总三萜酸约
0.1 g，精密称定，置 50 mL 量瓶中，加入约 20 
mL 甲醇超声 5 min（250 W，33 kHz）使溶解，再
用甲醇定容至刻度，0.22 μm 滤膜过滤，取续滤
液，即得供试品溶液。计算样品中齿孔酸、去氢
齿孔酸和去氢硫色多孔菌酸的含量。
2.2.3　线性关系考察　分别精密量取对照品溶液
0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 和 5.0 mL， 置 10 mL 量
瓶中，加入甲醇定容至刻度，摇匀。进样测定，
以对照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐
标（Y），绘制标准曲线，结果见表 1。在线性范
围内 3 个化合物质量浓度和峰面积的线性关系良
好，高效液相色谱图见图 1。

表 1　三萜酸线性关系 
Tab 1　Linearity of triterpene acids

化合物 回归方程 r 范围 /（mg·mL － 1）

齿孔酸 Y ＝ 3.867×106X ＋ 1.018×105 0.9997 0.0499 ～ 0.499
去氢齿孔酸 Y ＝ 7.156×106X － 3.046×102 0.9998 0.0497 ～ 0.497
去氢硫色多孔菌酸 Y ＝ 9.158×106X ＋ 9.67×103 0.9999 0.0493 ～ 0.493

图 1　阿里红总三萜酸含量测定的高效液相色谱图 
Fig 1　HPLC chromatograms of total triterpene acid
A. 对照品（reference substances）；B. 供试品（sample）；1. 去氢硫

色多孔菌酸（dehydrosulphurenic acid）；2. 齿孔酸（eburicoic acid）；

3. 去氢齿孔酸（dehydroeburicoic acid）

2.2.4　方法学验证　考察发现，齿孔酸、去氢齿
孔酸和去氢硫色多孔菌酸日内和日间精密度 RSD
分别为 1.0% 和 0.94%，0.50% 和 0.68%，0.35% 和
0.44%。24 h 内峰面积 RSD 分别为 0.49%、0.76%
和 0.26%。重复性得齿孔酸、去氢齿孔酸和去氢
硫色多孔菌酸的含量分别为 7.8%、4.9% 和 11.8%，
含量 RSD 分别为 0.52%、0.47% 和 1.1%。齿孔酸、

齿孔酸、去氢齿孔酸、去氢硫色多孔菌酸的高、中、
低浓度平均回收率均在 94.8% ～ 110.1%，RSD 均
在 1.4% ～ 6.4%。方法学验证表明，所建分析方法
符合 3 个三萜酸含量测定要求。
2.3　大孔树脂富集纯化阿里红总三萜酸

2.3.1　大孔吸附树脂选择　取 8 种预处理后的
树 脂（ZTC-1、AB-8、D101、D1400、NKA-9、
DM-301、LSA-10、LX-3020）加入上样液，静态
吸附，计算吸附率和解析率。结果表明，ZTC-1、
AB-8 和 D101 树脂对阿里红总三萜酸的吸附率与
解析率均较大，可选择用于后续研究。
2.3.2　大孔树脂上样液制备　20 倍量 80% 乙醇加
热回流提取 3 次，每次 2 h。提取液回收乙醇，水
分散，制成质量浓度为 0.1 ～ 0.3 g（生药）·mL－ 1

的药液，滤过，即得。
2.4　实验设计

2.4.1　Hunter 实验设计　采用 Hunter 设计考察可
能影响阿里红总三萜酸富集纯化的高风险工艺参
数：大孔树脂类型（A），上样液质量浓度（B，g
生药·mL － 1），树脂与药材比（C），除杂乙醇
体积分数（D，%），除杂乙醇用量（E，倍），解
析乙醇体积分数（F，%），解析乙醇用量（G，
倍），洗脱速率（H，mL·min － 1）和大孔树脂使
用次数（I，次）。Hunter 设计和实验结果见表 2。
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表 2　Hunter实验设计与结果 
Tab 2　Hunter design and results

A
B g
生

药 /
mL

C D E F G H I
总三萜酸

含量 /% 转移率 /%
ZTC-1 0.1 3 30 3 60 6 30 1 48.3 33.7
AB-8 0.3 1 30 5 60 4 30 1 46.2 36.4
AB-8 0.3 3 10 3 80 4 30 1 38.5 50.1
D101 0.3 3 30 5 80 6 30 1 55.6 58.6
ZTC-1 0.3 3 30 3 60 4 10 5 46.6 26.1
AB-8 0.1 1 30 3 80 4 30 5 49.2 41.7
ZTC-1 0.1 3 10 5 60 4 30 5 31.3 29.0
D101 0.1 1 10 3 60 4 10 1 46.9 45.4
ZTC-1 0.3 1 30 3 80 6 10 1 43.5 49.0
AB-8 0.1 3 10 3 80 6 10 5 39.1 53.3
ZTC-1 0.3 1 10 5 80 4 10 5 38.5 38.5
D101 0.1 1 10 3 60 4 10 1 43.7 44.2
D101 0.3 3 30 5 80 6 30 5 56.8 60.7
AB-8 0.1 1 30 5 60 6 10 5 53.3 44.2
AB-8 0.3 3 10 5 60 6 10 1 40.3 43.0
D101 0.1 3 30 5 80 4 10 1 51 56.2
D101 0.3 1 10 3 60 6 30 5 46.7 49.7
ZTC-1 0.1 1 10 5 80 6 30 1 33.3 50.8

　　以阿里红总三萜酸的含量和转移率为响应指
标，分别对各个工艺参数与两个响应指标进行主
效应多变量回归分析，基于最小贝叶斯信息准则
（BIC）采用逐步回归方法建立模型。2 个拟合
模型的 P 值均为＜ 0.0001，R2 值分别为 0.89 和
0.97，说明所建立的回归模型能用于评估各工艺
参数对阿里红总三萜酸含量（%）和转移率（%）
的影响 [11]。基于方差分析，参数 A 和 D 对阿里
红总三萜酸含量（%）的影响差异有统计学意义
（P ＜ 0.01）；参数 A、F 和 G 对阿里红总三萜酸
转移率的影响差异有统计学意义（P ＜ 0.01），其
他工艺参数对以上两个模型响应的影响差异没有
统计学意义。为了得到更好的工艺耐用性，5 个
不显著工艺参数 B、C、E、G、I 在后续研究中
均选择中间值作为确定的工艺参数；显著因素 A
属于分类变量，可以确定选择 D101 大树脂；3
个连续变量 D、F、G 采用星点设计 - 响应面法进
一步优化。
2.4.2　星点设计 - 响应面实验
　　① 实验设计：采用 CCD 可旋转加 3 个中心
点重复的响应面优化 Hunter 实验中确定的 3 个关
键工艺参数。以 D、F、G 为因素，每个因素设
计 5 个水平。以阿里红总三萜酸含量（%，Y1）和
阿里红总三萜酸转移率（%，Y2）为响应值。采用
文献中 Hansan 方法 [12] 将 2 个响应指标标准化为
0 ～ 1 之间归一值（OD 值）每个指标权重系数分
别按 0.5 计算。CCD 设计和结果见表 3。

表 3　中心复合设计与实验结果 
Tab 3　Central composite design and result

D F G Y1/% Y2/% OD
47 70 7.5 47.6 26.1 0.28
40 90 10.0 58.1 50.3 0.59
20 90 5.0 48.3 63.6 0.67
30 36 7.5 69.5 11.6 0.01
30 70 12 53.7 68.1 0.78
30 100 7.5 42.8 75.8 0.59
20 50 5.0 42.9 28.9 0.17
20 90 10.0 46.3 78.1 0.67
30 70 7.5 52.3 60.5 0.75
13 70 7.5 38.2 66.2 0.16
40 90 5.0 63.9 41.6 0.68
40 50 5.0 51.2 21.5 0.12
30 70 3.0 63.4 41.6 0.64
30 70 7.5 55.1 62.3 0.79
20 50 10.0 40.8 36.1 0.16
40 50 10.0 48.6 39.2 0.19
30 70 7.5 54.8 61.8 0.79

　　② 回归模型建立与方差分析：应用 BIC 评
估准则，以 OD 值作为响应，采用逐步回归方法
获得最优模型（见表 4）。结果表明，回归模型的
P 值小于 0.01，模型 R2 ＝ 0.95，表明模型具有
显著性和预测的准确性，可用以评估工艺参数对
OD 值的影响 [11]。如预测刻画器所示（见图 2），
因素 D 和 F 最优值分别为 30% 和 83% 乙醇分数。
因素 G 对 OD 值无显著影响，选择中间值 7.5 倍
用量。

表 4　星点设计 -响应面法实验方差分析 
Tab 4　Variance analysis for central composite design response

项目 平方和 F 值 P 值

模型 1.232 61.370 ＜ 0.0001

D 0.0009 0.188    0.672

F 0.564 112.479 ＜ 0.0001

DD 0.424 84.532 ＜ 0.0001

FF 0.271 54.008 ＜ 0.0001

纯误差 0.0228 50.815 —

注（Note）：“—”. 无统计数据（No data）。

　　③ DS 建立：基于回归模型，绘制等高线图。
图 3 中标示的白色区域即为工艺参数的 DS。根
据图 3，可以确定 3 个关键工艺参数的可接受范
围（D：23% ～ 35.7%；F：72.0% ～ 97.2%；G：
5 ～ 10 倍柱体积）。
2.5　阿里红总三萜酸中 3 个三萜酸成分含量测定

　　按确定的最优工艺参数制备 3 批阿里红总三
萜酸，含量测定结果见表 5。
2.6　阿里红总三萜酸对致喘豚鼠的影响

2.6.1　实验动物分组　豚鼠 60 只，雌雄各半，随
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机分为 6 组。分别为空白对照组，模型组，阳性
药氨茶碱 [100 mg/（kg·d）] 组，阿里红三萜酸
低、中和高剂量组 [200、400、800 mg/（kg·d）]。
2.6.2　造模　造模方法参考文献进行 [13-14]。将豚
鼠放入玻璃钟罩中，以适当压力喷入 2% 氯化乙
酰胆碱和 0.1% 磷酸组织胺等溶剂混合液 15 s，记
录自喷雾开始至豚鼠发生抽搐、翻滚反应的时间
为引喘潜伏期，引喘潜伏期不超过 120 s 证明模
型成功。
2.6.3　给药剂量设置　跟据阿里红临床治疗咳
嗽用量（3 ～ 6 g 生药）、总三萜酸出膏率（约
25%）、人与豚鼠剂量换算（系数 5.4[13]），计算总
三萜酸给予豚鼠的剂量。各给药组均按 1 mL/100 
g 灌胃给药，模型组给予等体积的生理盐水，每
日 1 次，连续 7 d。
2.6.4　指标检测　于末次给药后 1 h 重测引喘潜
伏期，观察 360 s，不跌倒者引喘潜伏期以 360 
s 计。引喘期观测之后 30 min，腹腔注射氨基甲
酸乙酯（1000 mg·kg－ 1）麻醉，腹主动脉采血 4 
mL，凝固 30 min，收集血清，采用试剂盒检测
血清中 TXB2 和 LTB4 含量。
2.6.5　统计学方法　药效实验数据以均数 ±标准

图 3　三因素（D、F、G）设计空间图

Fig 3　Contour profiler plots of three factors（D、F、G）

A. 以因素 D 和因素 F 为变量，因素 G 设置为 7.5 倍（D and F factors as variables，G ＝ 7.5）；B. 以因素 D 和因素 G 为变量，因素 F 设置为

83%（D and G factors as variables，F ＝ 83%）；C. 以因素 F 和因素 G 为变量，因素 D 设置为 30%（F and G factors as variables，D ＝ 30%）

差（x±s）表示，数据之间比较采用单因素方差
分析，以 P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
2.6.6　实验结果　阿里红总三萜酸 3 个剂量组均
可延长哮喘豚鼠引喘潜伏期，与模型组比较差异
有统计学意义，总三萜酸对实验动物的体重无明
显影响（见表 6）。
　　与模型组相比，阿里红总三萜酸中、高剂量
组均可降低 TXB2 和 LTB4 含量，差异有统计学
意义。阿里红总三萜酸低剂量组有降低 TXB2 和
LTB4 趋势，但差异无统计学意义（见表 7）。实
验表明阿里红总三萜有良好的抗哮喘活性作用。

表 6　阿里红总三萜酸对豚鼠引喘潜伏期和体重影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 6　Effect of total tritepene acid on the incubation period and 

weight of asthma guinea pig (x±s，n ＝ 10)

组别 引喘期 /s
体重 /g

给药前 给药 7 d

模型组   82.56±21.40 186.80±28.67 217.78±34.23

阳性药组 178.80±46.76** 197.70±28.61 238.10±29.93

总三萜酸低剂量组 107.89±21.05* 185.78±24.65 231.25±31.53

总三萜酸中剂量组 122.60±36.02** 189.67±25.02 241.89±40.47

总三萜酸高剂量组 146.56±33.47** 189.11±27.97 225.89±18.17

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

图 2　最优值预测刻画器图

Fig 2　Prediction profiler for optimum value

表 5　样品含量测定结果 (%) 
Tab 5　Content determination (%)

批号 齿孔酸 去氢齿孔酸 去氢硫色多孔菌酸

ALH1001     7.91     4.95 11.2
ALH1002     6.56     4.56 11.0
ALH1003     8.91     6.02 12.8
平均值 /%     7.79     5.18 11.7
RSD/% 15.1 14.6     8.87
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表 7　阿里红总三萜酸对豚鼠 TXB2 和 LTB4 影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 7　Effect of total tritepene acid on the TXB2 和 LTB4 amount of 

asthma guinea pig (x±s，n ＝ 10)

组别 TXB2/（ng·L － 1） LTB4/（ng·L － 1）

空白对照组 48.62±9.45 966.41±156.33

模型组 66.09±12.09 △ 1177.87±457.65 △

阳性药组 51.27±8.36** 1015.94±129.58*

总三萜酸低剂量组 58.42±7.34 1126.20±125.82

总三萜酸中剂量组 55.26±8.24* 990.68±107.86**

总三萜酸高剂量组 53.17±9.37* 1015.91±130.02*

注（Note）：与空白对照组相比，△ P ＜ 0.05；与模型组相

比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared with the blank control group，
△ P ＜ 0.05；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

3　讨论
　　阿里红中含有大量的三萜酸类成分，已有大
量研究证明三萜酸类具有良好的药理作用 [1]。因
此，需要对阿里红尤其是其中的三萜酸类成分进
行现代化研究，以进一步提高对于阿里红药理作
用的认识以及促进其临床应用和工业化发展。在
这个过程中，充分富集纯化阿里红总三萜酸是所
有研究的重点和难点。
　　本研究选择具有生物活性的阿里红总三萜酸
含量和转移率为指标，优化总三萜酸制备的工艺
路线。Hunter 设计可以同时评估连续变量和分类
变量的主效应显著性，因此，选择 Hunter 设计进
行初始工艺参数评估。星点设计 - 响应面法具有
精度高和预测性强的优势，可用于回归模型的构
建，以实现预测最优参数值和确定参数的设计空
间。本研究以 Hunter 结合星点设计 - 响应面法设
计作为工具对阿里红总三萜酸的富集纯化工艺进
行优化，通过工艺优化能够将阿里红总三萜酸的
含量提高至 50% 以上，要远高于之前研究报道
的 20%[8-9]。总三萜酸中 3 个单体成分加和接近
25%，是阿里红总三萜酸部位的主要成分。其他
未确定含量的三萜酸成分，需进一步研究。
　　TXB2 是血栓素 A2 降解产物，血栓素 A2 能
促使支气管平滑机细胞收缩，黏膜水肿而导致
哮喘。LTB4 在哮喘发生的多个环节起作用 [15-16]。
TXB2 和 LTB4 可以被认为是与哮喘发病相关的
主要生物标志物 [17]。因此，降低血清中 TXB2 和
LTB4 含量能达到缓解哮喘的作用。氯化乙酰胆
碱和磷酸组织胺诱导豚鼠哮喘模型是文献报道较
多的经典造模方法 [14，18-19]，一般模型组的豚鼠
引喘潜伏期低于 120 s，并且 TXB2 和 LTB4 含量
与空白对照组相比差异均有统计学意义，可以认
为造模成功。阿里红总三萜酸具有延长哮喘豚鼠
引喘潜伏期作用，这表明其具有治疗哮喘的药效

活性，实验也表明其作用机制可能与降低血清中
TXB2 和 LTB4 含量有关。
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苗药大蝎子草药材与标准汤剂指纹图谱对比及 
药材化学模式识别分析

董贺，杨一，周芳丽，唐晓琴，赵泽林，孙恒灿，李军*，张丽艳*（贵州中医药大学，贵阳　550025）

摘要：目的　建立苗药大蝎子草药材和标准汤剂的 HPLC 指纹图谱，并对 15 批大蝎子草药材

进行化学模式识别分析。方法　根据《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》建立黔产苗药大蝎

子草 15 批药材及标准汤剂的指纹图谱并对两者中的对羟基肉桂酸进行含量测定；采用 SPSS 
26.0 统计学软件进行聚类分析、主成分分析；采用 SIMCA 14.1 统计软件进行偏最小二乘判别

分析。结果　15 批大蝎子草药材指纹图谱确立了 11 个共有峰，标准汤剂确认了 8 个共有峰，

指认出峰 9 为对羟基肉桂酸。聚类分析结果显示，15 批大蝎子草药材可聚为两类。主成分分

析结果显示，前 3 个主成分的累计方差贡献率为 83.385%。偏最小二乘判别分析筛选出造成不

同产地差异的 6 个色谱峰。结论　大蝎子草药材和标准汤剂指纹图谱、主要成分基本一致，该

方法可用于大蝎子草药材质量控制的研究。

关键词：大蝎子草；指纹图谱；聚类分析；主成分分析；化学模式识别分析
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Fingerprints of Miao medicine Girardinia diversifolia and standard decoction 
and chemical pattern recognition of medicinal materials

DONG He, YANG Yi, ZHOU Fang-li, TANG Xiao-qin, ZHAO Ze-lin, SUN Heng-can, LI Jun*, 
ZHANG Li-yan*(Guizhou University of Traditional Chinese Medicine, Guiyang  550025)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprints of Miao medicine Girardinia diversifolia 
and standard decoction, and to recognize 15 batches of Girardinia diversifolia by chemical patterns. 
Methods  According to “Chinese Medicine Chromatographic Fingerprint Similarity Evaluation 
System”, fingerprints of 15 batches of medicinal materials and standard decoction of Miao medicine 
Girardinia diversifolia from Guizhou were established and the content of p-hydroxycinnamic acid was 
determined. SPSS 26.0 was used in cluster analysis and principal component analysis. SIMCA 14.1 was 
used in partial least squares discriminant analysis. Results  Totally 11 common peaks for Girardinia 
diversifolia and 8 common peaks for standard decoction were confirmed in the fingerprints of the 15 
batches. Peaks 9 was identified as p-hydroxycinnamic acid. Cluster analysis showed that 15 batches of 
Girardinia diversifolia were grouped into two. Principal component analysis showed that the cumulative 
variance contribution rate of the first three principal components reached 83.385%. Partial least square 
discriminant analysis was used to screen out 6 chromatographic peaks which caused the difference 
between different from areas. Conclusion  The fingerprints and main components of the Girardinia 
diversifolia herbs and standard decoction are basically the same. The method can be used to control the 
quality of Girardinia diversifolia.
Key words: Girardinia diversifolia; fingerprint; cluster analysis; principal component analysis; 
chemical pattern recognition
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　　大蝎子草 [Girardinia diversifolia（Link）Friis]
来源于荨麻科蝎子草属大蝎子草的全草或根部 [1]。
其功效有祛风解表、利气消痰、清热解毒 [2-3]，常
被用于治疗咳嗽痰多，水肿，外用治疮毒，根鲜用
捣烂外敷，治骨折，还用于治疗中风不语、跌打损
伤、皮肤瘙痒 [4]、肝损伤、肾炎、前列腺肥大、肿
瘤以及血管栓塞性等心血管疾患 [5-6]。大蝎子草为
少数民族常用药，但对其研究尚浅，仍有待发掘。
　　中药具有多组分、多功效的整体特征，中药
指纹图谱是国际公认的质量控制手段 [7-10]，其中高
效液相色谱法（HPLC）指纹图谱可以同时反映中
药中多种化学成分的含量特征 [11]。化学模式识别
分析可将指纹图谱的信息整合，找出产生差异的
成分，对中药质量控制进行综合评估。目前，对
大蝎子草指纹图谱的研究尚未见报道，基于此，
本研究建立了苗药大蝎子草的高效液相色谱指纹
图谱，并结合化学模式识别分析等对其质量进行
评价，旨在为大蝎子草的质量控制提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　Waters e2695型高效液相色谱仪（含四元高压泵、
自动进样器、柱温箱、PDA2998 检测器、Empower
色谱工作站，美国 Waters 公司）；KQ5200DE 超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；BSG-24 型
电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）；
METTLER TOLEDO XSE105DU 型十万分之一电子
分析天平（梅特勒公司）。
1.2　试药
　　大蝎子草均产自贵州（见表 1），经贵州中医药
大学魏升华教授鉴定为荨麻科蝎子草属植物大蝎子
草 [Girardinia diversifolia（Link）Friis] 的干燥全草；
甲醇、乙腈、乙醇（分析纯，天津市北辰方正试剂
有限公司）；磷酸（分析纯，天津市科密欧化学试
剂有限公司，批号：20190415）；对羟基肉桂酸（成
都普思生物科技股份有限公司，批号：PS020634，
含量：98%）；水为娃哈哈纯净水。

表 1　大蝎子草药材来源信息 
Tab 1　Source information of Girardinia diversifolia

编号 产地 批号 编号 产地 批号

S1 贵州贵阳 20200701 S9 贵州毕节 20200709
S2 贵州贵阳 20200702 S10 贵州毕节 202007010
S3 贵州贵阳 20200703 S11 贵州安顺 202007011
S4 贵州贵阳 20200704 S12 贵州安顺 202007012
S5 贵州贵阳 20200705 S13 贵州安顺 202007013
S6 贵州毕节 20200706 S14 贵州安顺 202007014
S7 贵州毕节 20200707 S15 贵州安顺 202007015
S8 贵州毕节 20200708

2　方法与结果

2.1　大蝎子草药材、标准汤剂的 HPLC 指纹图谱
2.1.1　色谱条件　色谱柱为 Diamonsil C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈（A）-0.1%
磷酸水溶液（B）进行梯度洗脱（0 ～ 20 min，
5% → 9%A；20 ～ 30 min，9% → 12%A；30 ～ 80 
min，12% → 21%A；80 ～ 85 min，21%A）；流速
为 1.0 mL·min－ 1；检测波长为 270 nm；柱温为
25℃；进样量为 10 μL。
2.1.2　对照品溶液的配制　精密称取 5.09 mg 对
羟基肉桂酸对照品置于 50 mL 量瓶中，用甲醇定
容至刻度，即得。
2.1.3　供试品的制备　大蝎子草药材溶液：精密
称取大蝎子草药材粉末（过 3 号筛）1 g，以 1∶40
的料液比加入 70% 乙醇溶液回流 1 h，过滤，滤
液蒸干，以 50% 甲醇为溶剂，溶解并定容至 10 
mL，过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。15 批大蝎子草
药材溶液依次记为 S1 ～ S15。
　　大蝎子草标准汤剂溶液：根据《中药饮片标
准汤剂》制备大蝎子草标准汤剂：取 100 g 大蝎子
草干燥药材，精密称定，以纯净水为溶剂，加 12
倍量水浸泡 30 min，武火煮沸，文火保持微沸 30 
min，趁热滤过；药渣加 10 倍水煎煮，武火煮沸，
文火保持微沸 20 min，趁热滤过，合并 2 次煎液，
减压浓缩至 500 mL。精密吸取大蝎子草标准汤剂
5 mL，水浴蒸干，以 50% 甲醇为溶剂，溶解并定
容至 10 mL，过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。15 批
大蝎子草标准汤剂溶液依次记为 T1 ～ T15。
2.2　指纹图谱方法学考察
2.2.1　对照品指认　取对照品溶液、大蝎子草药
材及标准汤剂溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进
样测定，记录色谱图，结果见图 1。
2.2.2　精密度考察　分别取两种供试品（编号
S12、T12）溶液适量，按“2.1.1”项下色谱条件
分别连续进样测定 6 次，以对羟基肉桂酸为参照，
记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结
果 RSD 均小于 3.0%，表明仪器精密度良好。
2.2.3　重复性考察　取两种供试品（编号 S12、
T12）溶液各 6 份，按“2.1.1”项下色谱条件分别
进样测定，以对羟基肉桂酸为参照，记录各共有
峰的相对保留时间和相对峰面积，结果 RSD 均小
于 3.0%，表明方法重复性良好。
2.2.4　稳定性考察　取两种供试品（编号 S12、
T12）溶液，分别于室温下放置 2、4、6、8、10、
12、24 h 后，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，
以对羟基肉桂酸为参照，记录各共有峰的相对保
留时间和相对峰面积，结果 RSD 均小于 3.0%，
表明供试品溶液在室温条件下放置 24 h 稳定。



2061

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

2.3　大蝎子草药材、标准汤剂中对羟基肉桂酸含
量测定对比分析
2.3.1　供试品制备　药材采用过 3 号筛粉末，纯净
水为提取溶剂，取 1 g 药材粉末，以 1∶40 的料液
比进行回流提取 75 min，所得滤液蒸干，以 50%
甲醇定容至 10 mL，过 0.22 μm 微孔滤膜，即得药
材含量测定供试品，每个样品平行 3 次。
　　大蝎子草标准汤剂含量测定供试品参照“2.1.3”
项下大蝎子草标准汤剂供试品方法，即得，每个样
品平行 3 次。
2.3.2　色谱条件　色谱柱为 Diamonsil C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈（A）-0.1%
磷酸水溶液（B）进行等度洗脱（17∶83），流速
为 1.0 mL·min－ 1，检测波长为 310 nm，柱温为
35℃，进样量为 10 μL。
2.3.3　方法学考察
　　① 线性关系考察：精密吸取“2.1.2”项下对照
品溶液适量，分别配制成质量浓度为 2.04、8.16、
16.32、24.48、32.64、40.80 μg·mL－ 1 的对照品溶液，
按“2.3.2”项下色谱条件分别进样检测，记录色谱
图，以质量浓度（X）为横坐标，峰面积（Y）为纵
坐标进行线性回归，在 2.04 ～ 40.80 μg·mL－ 1 的
线性范围内，得到对羟基肉桂酸对照品回归方程
为 Y ＝ 8×108X － 3.73×104（R2 ＝ 0.9996）。
　　② 精密度考察：精密吸取上述对照品溶液，
按“2.3.2”项下色谱条件分别连续进样测定 6 次，
记录色谱图，计算峰面积，RSD 小于 2%，表明
仪器精密度良好。
　　③ 重复性考察：分别取“2.3.1”项下两种供
试品溶液适量，各 6 份，按“2.3.2”项下色谱条
件分别测定，记录峰面积，峰面积的 RSD 均小于
2.0%，表明方法重复性良好。
　　④ 稳定性考察：取“2.3.1”项下两种供试品溶

液，分别于室温下放置 0、2、4、6、8、10、12、
24 h 后，按“2.3.2”项下色谱条件进样测定，记录
峰面积，结果峰面积的 RSD 均小于 2.0%，表明供
试品溶液室温条件下放置 24 h 稳定。
　　⑤ 加样回收试验：分别精密称取 0.5 g 已知含
量大蝎子草干燥药材粉末及 2.5 mL 大蝎子草标准
汤剂，各 6 份，供试品含量 1∶1 的比例加入对羟
基肉桂酸对照品，按“2.3.1”项下方法制备待测液
溶液，分别注入高相液相色谱仪中，记录峰面积，
并计算回收率，结果回收率 RSD 均小于 2.0%。
2.4　大蝎子草药材、标准汤剂 HPLC 指纹图谱的
生成及含量测定相关性评价
　　取 15 批大蝎子草药材及标准汤剂供试品溶液
按“2.1.1”项下方法进样测定，记录色谱图，并将
15 批大蝎子草药材和标准汤剂指纹图谱导入《中
药色谱指纹图谱相似度评价系统》（见图 2），结
果显示，15 批大蝎子草药材检测出 11 个共有峰，
相似度在 0.725 ～ 0.997（见表 2），15 批标准汤剂
共检测出 8个共有峰，相似度在 0.995～ 0.999（见
表 2），药材与标准汤剂指纹图谱相比较可知，标
汤中未检测出 1、8、10 号峰，经比较分析确定大
蝎子草药材与标准汤剂有 8 个共有峰相同。

表 2　15 批大蝎子草药材及标准汤剂指纹图谱相似评价结果 
Tab 2　Fingerprint similarity evaluation of 15 batches of Girardinia 

diversifolia and standard decoction

药材编号 相似度 标汤标号 相似度

S1 0.878 T1 0.999
S2 0.997 T2 0.999
S3 0.842 T3 0.998
S4 0.889 T4 0.998
S5 0.909 T5 0.995
S6 0.983 T6 0.998
S7 0.995 T7 0.998
S8 0.804 T8 0.996
S9 0.957 T9 0.995
S10 0.994 T10 0.996
S11 0.996 T11 0.995
S12 0.996 T12 0.999
S13 0.725 T13 0.999
S14 0.952 T14 0.996
S15 0.834 T15 0.998

　　采用平均数法生成对照图谱，图 3 为大蝎子
草药材和标准汤剂对照图谱对比图。结果显示药
材与标准汤剂对照指纹图谱相似度为 0.986，两
者有效成分差异很小。
　　通过“2.3.1”项下的方法分别对 15 批大蝎子
草药材和 15 批大蝎子草标准汤剂中的对羟基肉桂
酸含量进行测定，并计算其标准汤剂的转移率（式
1），由表 3 可知，15 批大蝎子草药材中对羟基肉
桂酸含量差异较大，可能因产地及其生长环境的

图 1　对照品指认 HPLC 色谱图

Fig 1　Reference HPLC chromatogram
S1. 大蝎子草药材（the medicinal material of Girardinia diversifolia）；

S2. 大蝎子草标准汤剂（the standard decoction of Girardinia diversifo-
lia）；S3. 对羟基肉桂酸对照品溶液（p-hydroxycinnamic acid reference 
solution）；1. 对羟基肉桂酸（p-hydroxycinnamic acid）
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影响。15 批标准汤剂中对羟基肉桂酸转移率在
38.66% ～ 98.52%，平均转移率为 73.02%，表明大
蝎子草药材和标准汤剂相似性较高，关联性较强。
　　转移率（%）＝（标汤含量 ×出膏率）/（药
材含量 ×药材重量）×100%      （式 1）
2.5　聚类分析
　　以 15 批大蝎子草药材指纹图谱中 11 个共有
峰的峰面积为变量，应用 SPSS 26.0 软件，采用
组间平均数连接法进行聚类分析 [12-14]。结果显示，
当距离为 15 时，15 批药材可以聚为两类，其中
S2、S3、S5 ～ S15 聚为一类，S1、S4 聚为一类。
S1 和 S4 均来自贵州贵阳，说明同产地大蝎子草
药材化学成分存在差异，其中贵州贵阳的大蝎子
草药材较其他产地化学成分差异更大，见图 4。
2.6　主成分分析

　　利用 SPSS 26.0 软件，将 15 批大蝎子草药材指
纹图谱中 11 个共有峰峰面积进行标准化处理，在
通过主成分分析法进行因子分析，以特征值＞ 1 为
提取标准，总方差结果显示，共提取到3个主成分，
说明这 3 个主成分在反映大蝎子草药材共有成分关
系中起到主导作用，其方差贡献率分别为 47.911%、
20.502%、14.972%，累计方差贡献率为 83.385%，
结果见表 4。由主成分矩阵可知（见表 5），各个共
有峰对 3 个主成分不同的独立方差贡献率，第一个
主成分代表了峰 2、6、7、8、9、11；第二个主成
分代表了峰 1、10；第三个主成分代表了峰 3、4。

表 4　大蝎子草药材前 3 个主成分的特征值和方差贡献率 
Tab 4　Characteristic values and variance contribution rates of the 

first 3 principal components of Girardinia diversifolia

主成分 特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /%
1 5.270 47.911 47.911
2 2.255 20.502 68.413
3 1.647 14.972 83.385

表 5　15 批大蝎子草药材主成分矩阵 
Tab 5　Principal component matrix of 15 batches of Girardinia diversifolia

共有峰
主成分

1 2 3
1 0.356 0.828 － 0.392
2 0.870 0.128 － 0.258
3 0.112 0.418 0.807
4 － 0.253 0.558 0.650
5 0.887 － 0.201 0.256
6 － 0.614 0.183 0.266
7 0.784 － 0.450 0.144
8 0.897 0.174 － 0.096
9 0.770 － 0.474 0.382
10 － 0.526 － 0.709 0.145
11 0.927 0.182 0.140

A

B
图 2　15 批大蝎子草药材（A）及标准汤剂（B）指纹图谱

Fig 2　Fingerprint analysis of 15 batches of Girardinia diversifolia（A）

and standard decoction（B）

图 3　大蝎子草药材（S1）与标准汤剂（S2）对照图谱

Fig 3　Girardinia diversifolia（S1）and standard decoction（S2）

表 3　大蝎子草药材、标准汤剂含量测定及标准汤剂转移率 
Tab 3　Determination of content and transfer rate of standard 

decoction of Girardinia diversifolia

药材
药材含量 /

（mg·g － 1）

出膏

率 /%
标准

汤剂

标汤含量 /
（mg·g － 1）

转移

率 /%
S1 0.4436 14.3865 T1 1.1989 38.88
S2 0.4424 13.6507 T2 1.2529 38.66
S3 0.2773 12.6802 T3 1.2220 55.87
S4 0.0638 11.0757 T4 0.5535 96.11
S5 0.0833 13.7866 T5 0.3360 55.62
S6 0.2214 12.1440 T6 1.0682 58.58
S7 0.2474 12.0574 T7 1.0150 49.48
S8 0.1238 9.0675 T8 1.2494 91.47
S9 0.1631 10.1892 T9 1.3111 81.92
S10 0.1703 10.2292 T10 1.2592 75.62
S11 0.2425 13.6742 T11 1.5461 87.19
S12 0.2121 12.6775 T12 1.2580 75.18
S13 0.0721 7.5387 T13 0.9165 95.84
S14 0.1084 8.0087 T14 1.3047 96.37
S15 0.0980 9.5572 T15 1.0105 98.52
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2.7　偏最小二乘判别分析

　　将 15 批大蝎子草分为两类，其中 S2、S3、
S5 ～ S15 聚为一类，S1、S4 聚为一类。这两类大
蝎子草药材的投影点相聚比较远，说明样品间存在
差异（见图 5）。影响大蝎子草质量差异的不是单一
成分，而是多成分相互作用的效果，该结果与聚类
分析结果一致。以 VIP 值＞ 1 为标准，对影响大
蝎子草成分差异的标志性成分进行筛选，标记出 6
个贡献较大的成分，依次为峰 7（VIP ＝ 1.2526）、
峰 6（VIP ＝ 1.1731）、 峰 2（VIP ＝ 1.1504）、 峰
9（VIP ＝ 1.1422）、 峰 11（VIP ＝ 1.1238）、 峰 5
（VIP ＝ 1.0276），以上 6 个色谱峰是影响大蝎子草
质量差异的主要标志性成分，结果见图 6。

图 5　15 批大蝎子草药材的偏最小二乘判别分析得分图

Fig 5　Partial least square discriminant analysis score map of 15 batches 
of Girardinia diversifolia

3　讨论

3.1　指纹图谱方法优化

　　前期研究对提取方法（超声、回流）、流动相
（乙腈 - 水、甲醇 -0.1% 磷酸溶液、乙腈 - 磷酸溶

液）、检测波长（250、260、270、280、290、300、
310 nm）、流速（0.8、1.0、1.2 mL·min－ 1）、柱
温（20、25、30℃）进行考察，以指纹图谱的共
有峰数量、分离度、峰性状及峰面积为衡量标准，
筛选最优条件，最终确定了提取方法为回流提取，
流动相为乙腈 -0.1% 磷酸水溶液，检测波长为 270 
nm，柱温为 25℃，流速为 1.0 mL·min－ 1。
3.2　大蝎子草药材及标准汤剂相似度分析

　　通过对建立的 15 批大蝎子草药材和 15 批大
蝎子草标准汤剂指纹图谱进行分析，从各峰面积
来看，峰面积大小存在较大差异，可能与其药材
产地和生长环境有关。从其共有峰来看，15 批大
蝎子草药材指纹图谱与其对照图谱比较，相似度
范围为 0.725 ～ 0.997，15 批大蝎子草标准汤剂相
似度均在 0.9 以上，而大蝎子草药材对照图谱与标
准汤剂对照图谱的相似度为 0.986，说明 15 批大
蝎子草药材与其标准汤剂具有一致性，通过对两
者中对羟基肉桂酸含量的测定，其标准汤剂中平
均转移率高达 73.02%，可知，两者相关性较高。
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蟾毒灵抑制 TRPV1 通道及炎症反应缓解 
神经病理性疼痛的机制研究
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摘要：目的　探索蟾毒灵对长春新碱所致的大鼠疼痛行为的影响及对脊髓内瞬时受体电位香草
酸亚型 1（TRPV1）蛋白和星形胶质细胞活化的影响。方法　32 只 SD 雄性大鼠随机分为 4 组
（n ＝ 8）：对照组（Control 组）、长春新碱组（Vcr 组）、长春新碱＋蟾毒灵低剂量组（Vcr ＋
Bufalin 0.25 mg·kg － 1）、长春新碱＋蟾毒灵高剂量组（Vcr ＋ Bufalin 0.5 mg·kg － 1）。连续 10 
d 腹腔给予长春新碱（75 µg·kg － 1）造模，治疗组连续 10 d 腹腔给予相应剂量的蟾毒灵。分别
测定大鼠的热缩足潜伏期（TWL）和机械缩足反应阈（MWT）。qPCR 检测大鼠脊髓内 trpv1、
trpv4 mRNA 的表达情况，Western blot 法检测大鼠脊髓内 TRPV1 蛋白表达情况。免疫荧光检
测脊髓星形胶质细胞的活化情况。ELISA 实验检测脊髓内肿瘤坏死因子α（TNF-α）和白细胞
介素 -1β（IL-1β）的表达水平。结果　蟾毒灵可以提高大鼠热痛阈值及机械痛阈值，降低大鼠
脊髓内 TRPV1 蛋白表达水平，并可抑制长春新碱诱导的脊髓内星形胶质细胞的活化，降低
TNF-α、IL-1β 的过表达。结论　蟾毒灵可缓解长春新碱诱导的大鼠神经病理性疼痛，并可降
低脊髓 TRPV1 蛋白的过表达及抑制星形胶质细胞活化和炎性反应。
关键词：蟾毒灵；长春新碱；神经病理性疼痛；TRPV1；GFAP
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　　化疗引起的外周神经病变（chemotherapy-in-
duced peripheral neuropathy，CIPN）是癌症治疗中最
常见的不良反应，这一不良反应常常会限制化疗药
物的剂量，严重时甚至会导致化疗终止。CIPN 的主
要症状包括麻木、灼热、刺痛、热 / 冷过敏，机械性
超敏，以及自主活动功能减弱等 [1]。30% ～ 70% 的
患者在化疗结束 1 年后仍伴有 CIPN 的症状。CIPN
对传统的镇痛药物反应不佳，极难治疗 [2]。因此，
开发能有效缓解和治疗 CIPN 药物非常重要。
　　多项研究 [3-4] 表明瞬时感受器电位离子通
道（TRP）家族在 CIPN 中会被激活，TRPV1、
TRPV4 在 CIPN 的形成与发展过程中有重要的作
用。此外，化疗药会导致脊髓星形胶质细胞和小
胶质细胞的激活，触发促炎细胞因子，如肿瘤坏
死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）和
白细胞介素 -6（IL-6）等的释放，这些炎性因子
会引起伤害性神经元的敏化和神经炎症 [5-6]，进
一步加重 CIPN。蟾毒灵是我国传统中药华蟾素
最主要的活性成分，华蟾素是由中华大蟾蜍的干
燥表皮和腺体分泌物制成的现代中药注射液，大
量临床实践表明，华蟾素有确切的抗肿瘤疗效，
与化疗药合用在提高疗效的同时还有缓解 CIPN
的作用，这一作用可能主要是由其活性蟾毒灵介
导 [7-9]。研究表明，蟾毒灵可以抑制核调节因子
κB（NF-κB）信号通路的激活来发挥抗炎作用，
并可抑制小胶质细胞中 iNOS，减少 NO 的产生，
但其缓解 CIPN 的具体机制不详 [10]。
　　本研究采用经典化疗药长春新碱（Vcr）建立
大鼠 CIPN 模型，检测蟾毒灵对大鼠痛阈值及对

TRP 通道、星形胶质细胞活化的影响，探究蟾毒
灵缓解 CIPN 的机制，以期为寻找治疗 CIPN 的
新药提供理论依据。
1　材料与方法
1.1　实验动物及分组
　　SD 大鼠，体质量 220 ～ 250 g，雄性 [ 广东省
医学实验动物中心，合格证号码 SCXK（粤）2013-
0002]。饲养条件：自由摄食和饮水，室温保持在
20 ～ 25℃，湿度为 45%，光照与黑暗时间均为
12 h，适应性喂养 7 d 后用于实验。
　　采用随机数字表法将 32 只大鼠分为 4 组
（n ＝ 8）：对照组（Control 组）、长春新碱组（Vcr
组）、长春新碱＋蟾毒灵低剂量组（Vcr ＋ Bufalin 
0.25 mg·kg － 1）、长春新碱＋蟾毒灵高剂量组
（Vcr ＋ Bufalin 0.5 mg·kg － 1）。连续 10 d 腹腔
注射 75 µg·kg － 1 长春新碱（大连美仑生物有限
公司，批号：MB1298-1）建立神经病理性疼痛模
型，蟾毒灵低、高剂量组分别在给予长春新碱前
1 h 腹腔给予 0.25 和 0.5 mg·kg － 1 蟾毒灵（大连
美仑生物有限公司，批号：MB7115），持续 10 d。
对照组给予等量生理盐水。
1.2　行为学检测
1.2.1　体重记录及运动能力 [3]　实验期间记录大
鼠的体重，给药前使用转棒仪（移数，上海）20 
r·min － 1 训练 2 d，可在棒上停留大于 90 s 的大
鼠被用于实验，以减小组间差异。检测时，将转
棒仪在 5 min 内从 4 r·min － 1 升至 40 r·min － 1，
记录各组大鼠自放上转棒仪到掉落的时间（s）。
每只大鼠测试两次，取平均值。

Abstract: Objective  To determine the effect of bufalin on vincristine induced pain in rats and its 
effect on TRPV1 protein and astrocytes activation in the spinal cord. Methods  Totally 32 male SD 
rats were randomly divided into 4 groups (n ＝ 8): a control group (Control group), a vincristine group 
(Vcr group), a vincristine + bufalin low-dose group (Vcr + bufalin 0.25 mg·kg － 1) and a vincristine + 
bufalin high-dose group (Vcr + bufalin 0.5 mg·kg － 1). Vincristine (75 µg·kg － 1) was intraperitoneally 
given for 10 days to establish the model, and different doses of bufalin was intraperitoneally given in 
the treatment group for 10 days. The thermal withdrawal lantency (TWL) and mechanical withdrawal 
threshold (MWT) of rats were measured. The expression of trpv1, trpv4 mRNA in the rat spinal cord was 
detected by qPCR, while the expression of TRPV1 protein in the rat spinal cord was detected by Western 
blot. The activation of astrocytes in the spinal cord was detected by immunofluorescence. ELISA was 
used to detect the levels of inflammatory factors TNF-α  and IL-1β . Results  Bufalin increased the 
TWL and MWT of rats, reduced the expression level of TRPV1 protein and inhibited the activation 
of astrocytes in the rat spinal cord. Bufalin also decreased the expression levels of TNF-α  and IL-1β. 
Conclusion  The neuropathic pain induced by vincristine can be alleviated by bufalin in rat. Bufalin can 
reduce TRPV1 protein over expression and inhibit activation of astrocytes and inflamation.
Key words: bufalin; vincristine; neuropathic pain; TRPV1; GFAP
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1.2.2　热缩足潜伏期（thermal withdrawal lantency，
TWL）[11] 　设定热板（BIO-CHP，Bioseb，France）
温度为（52±0.5）℃。将大鼠放在热板上，开始计
时，到大鼠出现舔后足或者跳跃停止计时，记录大
鼠的痛阈值潜伏期（s）。每只大鼠重复测 3 次，每
次间隔 10 min，取平均值。
1.2.3　机械缩足反射阈值（mechanical withdrawal 
threshold，MWT）　使用电子测痛仪（IITC，USA）
的 Von Frey 针垂直顶至大鼠后足爪心固定位置直至
大鼠发生撤足反应，记录撤足时测痛仪所显示最大
力度，每隔 5 min 测定一次，共 3 次，取平均值（刺
激后出现明显缩足、舔足、抬足均视为阳性反应）[11]。
1.3　实时荧光定量（q-PCR）检测大鼠脊髓中 trpv1、
trpv4 mRNA 的表达情况

　　行为学实验结束后，腹腔注射 1% 戊巴比妥
钠（40 mg·kg － 1）麻醉大鼠处死，冰上取出腰膨
大（L4 ～ L6）段脊髓。采用 Trizol 提取脊髓组织
（DRG）组织的总 RNA。使用 TaKaRa 试剂盒依次
加入各试剂反转录。按照 NovoStar Green PCR Mix
说明依次加入上下游引物、各组产物 cDNA 及双
蒸水制备 25 μL PCR 扩增反应体系的混合物，混
匀后置于 PCR 仪进行 PCR 扩增实验。反应结束
后进行 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。上样，电压 
120 V，电流 50 mA，电泳 1 h。紫外凝胶成像仪
检测。以β-actin mRNA 内参定量。引物序列如下：
TRPV1：F5'-GTAGCACGCAGACCCCTAATC-3'，
R 5'-GAAGTAGAAGATGCGCTTGACA-3 '；
TRPV4：F5'-CCGATGA GCTGGGTCATTTC-3'，
R5'-GAAGGGCAGATCCACGT CATA-3'；β -ac-
tin：F5'-TGTTACCAACTGGGACGAC-3'，R5'-
GGTGTGAAGGTCTCAAACAT-3'。
1.4　蛋白质印迹（Western blot）法检测大鼠脊髓
中 TRPV1 蛋白的表达水平 
　　 脊 髓 加 入 RIPA 裂 解 液 进 行 匀 浆，4℃、
12 000 r·min － 1 离心 10 min，BCA 法进行蛋白
定量。配制 10% 的分离胶和 5% 的浓缩胶，每个
上样孔加样 30 µg，恒压 90 V，120 min 电泳。恒
流 350 mA，120 min 进行转膜。转膜后 5% 脱脂
牛奶 4℃封闭过夜，TRPV1（1∶500），GAPDH
（1∶1000，Abcam，United States）室温孵育 1 h，
TBST 冲洗 3 次（5 min/ 次）。二抗（1∶2000）室温
孵育 1 h，TBST 冲洗 3 次（5 min/ 次），加入适量
的显影液，曝光。使用 Image J 软件进行灰度分析。
1.5　免疫荧光检测大鼠脊髓背角星形胶质细胞活
化情况 
　　行为学实验结束后，腹腔注射 1% 戊巴比妥钠
（40 mg·kg－ 1）麻醉大鼠，4% 多聚甲醛灌流固定，

取 L4 ～ L6 段脊髓，后固定 24 h，20% ～ 30% 蔗糖
梯度脱水，组织沉底后，OTC 包埋制备成脊髓组织
冰冻切片。切片 30 µm，PBS 漂洗后置于载玻片上，
0.15% Triton X-100 和 0.25% 牛血清白蛋白（BSA）
室温封闭 1 h，PBS 漂洗 3 次，孵育一抗（1∶200，
Abcam，United States）4℃ 过 夜，PBS 漂 洗 3 次，
二抗（1∶500，Abcam，United States）避光室温下
孵育 1 h，PBS 漂洗 3 次，用含 DAPI 的抗荧光淬灭
封片液封片，于显微镜下观察并拍照，使用 Image-
Pro Plus 6.0 软件进行荧光强度定量分析。
1.6　ELISA 检测大鼠脊髓炎性因子 TNF-α、IL-1β
表达水平
　　取大鼠脊髓组织，剪成小块并捣碎。以 1000 
r·min － 1 的速率离心 10 min，取上清液，保存
在－ 80℃冰箱。检测时，在室温下解冻。按照
ELISA 试剂盒肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）（货号：ER-
C102a.96，NeoBioscience）和 ELISA试剂盒白细胞介
素 1β（IL-1β）（货 号：ERC007.96，NeoBioscience）
操作说明书分别检测 TNF-α、IL-1β 的水平。
1.7　统计方法
　　符合正态分布的计量资料表示为 x±s，行为
学数据的统计采用重复度量的方差分析。在重复
度量的方差分析中，以分组作为组间因素，以时
间作为组内因素。如果存在差异则采用单因素方
差分析结合 LSD 检验进一步考察差异的来源。多
组间比较通过 One-way ANOVA 分析，两组间比
较采用 t 检验，全部统计过程采用 SPSS 17.0 计
软件包进行。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　蟾毒灵对大鼠体重及运动能力的影响
　　如图 1A 所示，给药前大鼠基础体重差异均
无统计学意义。造模期间，与对照组相比，长春
新碱组大鼠自给药第 2 日体重开始出现显著下降
（P ＜ 0.01）。 蟾 毒 灵（0.25、0.5 mg·kg － 1） 未
改善长春新碱所致的大鼠体重增长减缓。在转
棒实验中（见图 1B），与对照组相比，长春新碱
组大鼠在给药 15 d 后，转棒停留时间明显缩短
（P＜0.05）。与长春新碱组相比，蟾毒灵（0.25、0.5 
mg·kg－ 1）组大鼠转棒时间明显延长（P ＜ 0.01），
提示蟾毒灵可以一定程度改善长春新碱所致的大
鼠的运动协调能力受损。
2.2　蟾毒灵对大鼠疼痛行为的影响

　　如图 2 所示，长春新碱组在给药第 10 日后
热痛阈明显下降（P ＜ 0.05），并维持到 20 d 左
右。长春新碱组在给药第 10 日左右出现了机械
痛阈值明显的下降（P ＜ 0.05），由基础值 20 g
降低到了 10 g 左右。与长春新碱组相比，蟾毒灵
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2.4　蟾毒灵对大鼠脊髓背角星形胶质细胞活化及
炎症因子的影响
　　如图 4 所示，长春新碱组大鼠脊髓背角处星
形胶质细胞活化标志物 GFAP 蛋白的表达相较于
对照组明显增多（P ＜ 0.01）。蟾毒灵（0.25、0.5 
mg·kg － 1）组相较长春新碱组，GFAP 蛋白表达
有明显降低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。此外，蟾毒
灵（0.25、0.5 mg·kg － 1）可缓解长春新碱诱导的
脊髓 TNF-α 的表达上调（P ＜ 0.05）。蟾毒灵（0.5 
mg·kg － 1）可缓解 IL-1β 的表达上调（P ＜ 0.05）。
以上结果表明蟾毒灵可部分抑制长春新碱所致的
脊髓星形胶质细胞的活化和炎症反应。
3　讨论
　　本研究选用长春新碱建立大鼠 CIPN 模型，
结果显示 Vcr 组大鼠机械痛阈值、热痛阈值均显
著降低，证明 CIPN 模型成功建立。同时，Vcr 
组大鼠脊髓内 trpv1 mRNA 及 TRPV1 蛋白均显著
增高，脊髓背角星形胶质细胞活化标志物 GFAP

（0.25，0.5 mg·kg － 1）组大鼠热 / 机械痛阈值下
降的幅度显著较小（P ＜ 0.05）。表明蟾毒灵可缓
解长春新碱所致的热 / 机械痛敏。
2.3　蟾毒灵对大鼠脊髓内 TRPV1 蛋白表达的影响
　　如图 3 所示，与对照组相比，长春新碱组大
鼠脊髓内 trpv1 mRNA 及 TRPV1 蛋白表达水平均

有明显的上升（P ＜ 0.01），而 trpv4 mRNA 无明显
表达差异。与长春新碱组相比，蟾毒灵（0.25、0.5 
mg·kg－ 1）可显著降低大鼠脊髓内 TRPV1 蛋白表
达（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。提示蟾毒灵可以抑制长
春新碱所致的大鼠脊髓内 TRPV1 蛋白的表达升高。

图 4　各组大鼠脊髓背角星形胶质细胞活化情况（A，B），以及脊

髓 TNF-α（C）和 IL-1β（D）表达水平分析（×200）
Fig 4　Aactivation of astrocytes in the spinal dorsal horn of rats in each 
group（A and B）and the expression levels of TNF-α（C）and IL-1β
（D）in the spinal cord（×200）

注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与长春新碱组相比，
#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。

Note：vs the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the Vcr 
group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.05.

图 1　各组大鼠体重（A）及转棒运动时间（B）的比较

Fig 1　Body weight（A）and rotarod test retention time at different time 
（B）of each rat group

注：与对照组相比，**P ＜ 0.01；与长春新碱组相比，##P ＜ 0.01。
Note：vs the control group，**P ＜ 0.01；vs the Vcr group，

##P ＜ 0.01.

图 2　各组大鼠不同时间点 TWL（A）和 MWT（B）的比较

Fig 2　TWL（A）and MWT（B）at different time of each rat group
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与长春新碱组相比，

#P ＜ 0.05。
Note：vs the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the Vcr 

group，#P ＜ 0.05.

图 3　各组大鼠脊髓内 trpv1、trpv4 mRNA 表达水平（A）及 TRPV1 蛋白表达水平（B）

Fig 3　Trpv1，trpv4 mRNA（A）and TRPV1 protein expression levels（B）in each rat group
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与长春新碱组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：vs the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the Vcr group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.05.



2068

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

以及炎性因子 TNF-α 和 IL-1β 表达也显著增高。
腹腔给予蟾毒灵可缓解 Vcr 所致的大鼠机械 / 热
痛敏，并可显著减低 Vcr 所致的 TRPV1 表达上
调和星形胶质细胞的活化。
　　TRPV1 可被热、酸、辣椒素等刺激激活，在
CIPN 的形成过程中发挥着重要的作用 [12-13]。此
外，TRPV1 还可参与多种炎症介质产生的有害刺
激的痛觉传递，研究表明 [14]，多种促炎性细胞因
子，如 TNF-α 和 IL-1β 会激活感觉神经元中的信
号转导通路，导致下游 TRP 通道的激活和敏化。
本研究结果显示，Vcr 组大鼠脊髓内 TRPV1 蛋白
的表达明显增高，而蟾毒灵显著抑制了 TRPV1
蛋白的上调。研究表明，蟾毒灵有很强的抗炎活
性，可抑制 NF-κB 信号通路的激活，在炎性模型
中，可降低组织中促炎症相关因子 iNOS、COX-
2、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的表达 [15]。本实验结
果显示，蟾毒灵显著抑制了脊髓水平炎性因子
TNF-α 和 IL-1β 的表达，蟾毒灵调控 TRPV1 蛋白
表达可能是其发挥抗炎作用的原因之一。脊髓星
形胶质细胞的功能改变在 CIPN 中也发挥着重要
的作用，化疗药物可诱导星形胶质细胞的活化，
进而触发促炎细胞因子 TNF、IL-1β 和 IL-6 的释
放 [16]。与报道一致，本实验结果证明长春新碱
诱导的大鼠脊髓背角星形胶质细胞出现了明显的
活化，而蟾毒灵可抑制星形胶质细胞的活化和炎
症，这可能是蟾毒灵发挥镇痛作用的机制。
　　综上所述，本研究表明蟾毒灵（0.25、0.5 
mg·kg － 1）可改善长春新碱诱导的大鼠神经病理
性疼痛，该镇痛作用可能与抑制脊髓背角炎症反
应和抑制 TRPV1 通道有关。本研究明确了蟾毒
灵对长春新碱所致神经病理性疼痛的确切镇痛作
用，并部分阐明了机制，为临床上蟾毒灵相关制
剂与化疗药物联合用药应用提供了理论依据。
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基于 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS技术分析 
桂附地黄丸的化学成分及入血成分

刘爽1，戴宇滢1，赵爽同2，陈晴1，魏苗苗1，周昌燕1，高金薇1*（1. 沈阳医学院药学院，沈阳　110034；2. 

沈阳医学院口腔学院，沈阳　110034）

摘要：目的　采用超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱联用技术（UHPLC-Q-
Exactive Orbitrap-MS）对该复方的体外化学成分谱及入血成分进行研究。方法　利用 ACQUITY 
UPLC BEH C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），以 0.1% 甲酸水溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈

（B）为流动相进行梯度洗脱（0 ～ 1 min，1%B；1 ～ 10 min，1% ～ 99%B；10 ～ 11.5 min，
99%B；11.5 ～ 11.6 min，99% ～ 1%B；11.6 ～ 13.5 min，1%B），流速为 0.4 mL·min－ 1，在电

喷雾离子源（ESI）下，以正、负离子模式采集数据。运用 Xcalibur software 软件，根据化合物

保留时间、准分子离子峰和二级质谱信息，结合对照品及文献报道，对该复方的化学成分及入

血成分进行解析。结果　在桂附地黄丸体外样品中共鉴定出 85 个化学成分，包括生物碱类 11
个、环烯醚萜苷类 14 个、苯乙醇苷类 9 个、单萜苷类 11 个、三萜类 14 个、酚酸类 9 个、有机酸 /
醛 6 个、糖苷类 5 个、其他类 6 个，并对化学成分进行药材来源归属；共表征了大鼠血浆中的

化合物 22 个，包括 14 个原形药物和 8 个代谢物。结论　所建立的方法能高效、灵敏地分析桂

附地黄丸中的体外化学成分和入血成分，初步阐明了该复方的体外化学成分轮廓及血中移行成

分，为其体内的药效物质基础和作用机制研究奠定基础。

关键词：桂附地黄丸；UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS；化学成分；入血成分

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2069-07
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Chemical constituents of Guifu Dihuang pills and absorbed components in 
the plasma based on UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS technology

LIU Shuang1, DAI Yu-ying1, ZHAO Shuang-tong2, CHEN Qing1, WEI Miao-miao1, ZHOU Chang-
yan1, GAO Jin-wei1* (1. School of Pharmacy, Shenyang Medical College, Shenyang  110034; 2. 
College of Dentistry, Shenyang Medical College, Shenyang  110034)

Abstract: Objective  To determine the chemical constituents spectrum of Guifu Dihuang pills and 
absorbed components in the plasma by UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS technology. Methods  
Gradient elution was performed on an ACQUITY UPLC BEH C18 column (2.1 mm×100 mm, 
1.7 μm) with 0.1% formic acid in water (A) to 0.1% formic acid in acetonitrile (B) as the mobile 
phase (0 ～ 1 min, 1%B; 1 ～ 10 min, 1% ～ 99%B; 10 ～ 11.5 min, 99%B; 11.5 ～ 11.6 min, 
99% ～ 1%B; 11.6 ～ 13.5 min, 1%B) and the flow rate at 0.4 mL·min － 1. The data were collected 
in the positive and negative ion mode under the electrospray ion source. The chemical constituents 
and absorbed components in the plasma were analyzed by Xcalibur software according to the 
retention time, excimer ion peak and secondary mass spectrum, in combination with the reference 
substance and literature reports. Results  Totally 85 chemical components were identified in Guifu 
Dihuang pills, including 11 alkaloids, 14 iridoid glycosides, 9 phenylethanolic glycosides, 11 
monoterpene glycosides, 14 triterpenes, 9 phenolic acids, 6 organic acids/aldehydes, 5 glycosides and 
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　　桂附地黄丸收载于 2020 年版《中国药典》一
部成方制剂和单味制剂中，由肉桂（20 g）、附子
（制）（20 g）、熟地黄（160 g）、山茱萸（制）（80 
g）、牡丹皮（60 g）、山药（80 g）、茯苓（60 g）、
泽泻（60 g）八味药组成，具有温补肾阳的功效，
用于肾阳不足，腰膝痠冷，肢体浮肿，小便不利
或反多，痰饮喘咳，消渴 [1]。现代药理研究表明，
该药具有改善肾功能、降血脂、降血糖、增强免
疫功能、改善内分泌等作用，临床上主要用于治
疗慢性肾炎、慢性尿道炎、顽固性遗尿、男性不
育和精子减少症、骨质疏松等疾病 [2-3]。
　　桂附地黄丸成分复杂，药效物质基础不明
确，要阐明该复方的药效物质，对其体外化学成
分及体内入血成分研究至关重要。前期报道中，
只涉及到少数几个化学成分，如采用 HPLC 法测
定肉桂中的桂皮醛含量 [4]；采用 HPLC 法测定芍
药苷、丹皮酚和没食子酸的含量 [5]。因此，亟需
建立一种全面、系统的分析方法对桂附地黄丸的
体外化学成分和血中移行成分进行全面表征，为
其药效物质基础及机制研究提供参考。UHPLC-
Q-Exactive Orbitrap-MS 具有灵敏度高、准确性好
等优点，适用于中药复方复杂体系中化合物的鉴
定，近年来广泛应用于中药分析领域 [6]。本实验
拟采用 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 对桂附地
黄丸的体内外化学成分进行全面分析，表征该复
方的体外化学成分轮廓及体内入血成分，以期为
其体内的药效物质基础及机制研究奠定基础。
1　材料
1.1　仪器
　　UHPLC-Q Exactive Orbitrap MS、Xcalibur 
2.2 质谱工作站（Thermo Scientific 公司）；TTL-
DCI 型氮吹仪（北京同泰联科技发展有限公司）；
Sartorious BT25S 型十万分之一电子分析天平（北
京赛多利斯仪器有限公司）；－ 80℃超低温冷冻
储 藏 冰 箱（ThermoFisher Scientific 公 司）；KQ-
300 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限
公司）。

1.2　试药
　　 毛 蕊 花 糖 苷（批 号：HR4429881）、 马 钱
苷（批 号：HL163398198）、 莫 诺 苷（批 号：
HR912382）、獐芽菜苷（批号：HR11123W3）、丹
皮酚（批号：HR151219S1）、没食子酸（批号：
HR14726S1）、 原 儿 茶 酸（批 号：HR14413S1）、
桂皮醛（批号：HR20031W1）、芍药苷（批号：
HR2031881）对照品（陕西宝鸡辰光科技有限公
司，纯度均≥ 98%）。桂附地黄丸（水蜜丸，批
号：20031676，北京同仁堂）。乙腈和甲醇（质谱
级，美国 ThermoFisher 公司）；甲酸（色谱级，德
国 Merck 公司）。
1.3　动物
　　雄性 SD 大鼠 12 只，体质量（250±10）g [ 辽
宁长生生物技术有限公司，生产许可证号：SCXK
（辽）2015-0001]，饲养于 SPF 级动物房，光照 12 
h，温度 22 ～ 24℃，相对湿度 55% ～ 65%，实验
前适应性喂养 1 周。动物实验经沈阳医学院实验动
物伦理委员会批准，批准号 SYYXY2020090201。
2　方法
2.1　色谱条件和质谱条件
2.1.1　 色 谱 条 件　ACQUITY UPLC BEH C18 色
谱 柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）， 以 0.1% 甲
酸水溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈（B）为流动相
进行梯度洗脱（0 ～ 1 min，1%B；1 ～ 10 min，
1% ～ 99%B；10 ～ 11.5 min，99%B；11.5 ～ 11.6 
min，99% ～ 1%B；11.6 ～ 13.5 min，1%B）， 流
速 0.4 mL·min－ 1，进样量 2 μL，柱温 30℃。
2.1.2　质谱条件　采用电喷雾离子源（ESI），正、
负离子检测模式；扫描模式为 Full MS/dd-MS2；离
子源参数为氮气分别作为鞘气和辅助气体，流速
分别为 30、10 arb，毛细管温度 320℃，辅助气温
度 350℃。质谱质量扫描范围 m/z 100.0 ～ 1500.0，
一级分辨率为 70 000，二级分辨率为 17 500，二
级碰撞能为 15、30、60 eV。
2.2　溶液的制备
2.2.1　供试品溶液的制备　取丸剂约 1.0 g，精密

6 other types. Totally 22 chemical constituents were identified in the rat plasma after the intragastric 
administration, including 14 prototype constituents and 8 metabolites. Conclusion  The established 
method can efficiently analyze the chemical constituents and absorbed components in the plasma in 
Guifu Dihuang pills and elucidate the contour of the chemical components in vitro in the compound 
prescription and constituents absorbed into the blood, which lays a foundation for the study of the 
material basis and mechanism of its in vivo efficacy. 
Key words: Guifu Dihuang pill; UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS; chemical component analysis; 
absorbed component in the plasma
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称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 50% 甲醇 20 
mL，称重。超声处理 45 min，放冷，补足失重，
摇匀，滤过，取续滤液作为供试品溶液。
2.2.2　对照品溶液的制备　分别取对照品适量，
精密称定，加甲醇制成每 1 mL 含毛蕊花糖苷
0.173 mg、马钱苷 0.102 mg、莫诺苷 0.163 mg、
獐芽菜苷 0.160 mg、丹皮酚 0.253 mg、没食子酸
0.205 mg、原儿茶酸 0.250 mg、桂皮醛 0.224 mg、
芍药苷 0.148 mg 的混合对照品溶液，过滤，备用。
2.2.3　血浆样品的采集　12 只大鼠随机分成空
白组和给药组，实验前禁食不禁水 12 h，给药
组按 1.2 g·kg － 1 给药，空白组给予等量生理盐
水。灌胃给药前和给药后 0.5、1、1.5、2、3、
4、8、12、24 h 眼眶取血 0.5 mL，置于肝素钠抗
凝 EP 管中，混合均匀，在冷冻离心机中（3000 
r·min － 1）离心 10 min，取上清液，置于－ 80℃
冰箱保存备用。
2.2.4　血浆样品的处理　分别取 6 只鼠给药后 9
个时间点的血浆各 30 μL，共 1.6 mL 于 EP 管中，
涡旋混匀30 s，取1 mL 混合血浆于另一 EP 管中，
加 3 mL 甲醇沉淀蛋白，涡旋混匀 5 min，离心
（12 000 r·min － 1）10 min，分取上清液于另一离
心管中，于 30℃氮气流下吹干，残留物用 50%
甲醇 100 μL 溶解，超声 3 min，涡旋混匀 1 min，
离心（12 000 r·min － 1）10 min，取上清液进样分
析。空白血浆按同法处理。
2.3　数据处理

　　首先，通过检索 Web of Science、中国知网
（CNKI）等网络资源，建立桂附地黄丸化学成分
的内部数据库，包括化合物名称、化学式、准分
子离子峰及二级质谱信息。在 Q-Exactive Orbitrap
质谱仪上以正、负离子模式获得高分辨率全质量
扫描，并使用 dd-MS2 数据扫描模式同时获得 MS2

数据。根据建立的数据库筛选出分子式匹配、精
确相对分子质量误差在 5（×10－ 6）内的潜在候选
化合物。其次，有对照品的化合物，直接通过比
对出峰时间、准分子离子峰、二级碎片离子信息
来鉴定确认。其他化合物根据出峰时间、准分子
离子峰及二级碎片离子信息与文献进行比对指认。
　　通过与桂附地黄丸的体外成分匹配，筛选大
鼠体内吸收的原形成分。通过比较每种代谢物碎
片离子的 m/z 值与原形的 m/z 值，将代谢位点定
位到分子的某个区域，并提出代谢物的可能结构。
最后，通过将主要代谢物的保留时间、准确质量
和碎片离子与文献中进行比较，确定主要代谢物。
3　结果
3.1　桂附地黄丸的化学成分分析
　　在桂附地黄丸中共检测到 85 个化合物，其
中包括生物碱类 11 个，环烯醚萜苷类 14 个，苯
乙醇苷类 9 个，单萜苷类 11 个，三萜类 14 个，
酚酸类 9 个，有机酸 / 醛 6 个，糖苷类 5 个，其
他类 6 个。桂附地黄丸中正、负离子模式下得到
的总离子流图见图 1，所鉴定化合物的具体信息
见表 1。

图 1　桂附地黄丸供试品 TIC 图

Fig 1　Total ion chromatograms（TIC）of Guifu Dihuang pill
A. 正离子模式（positive ion mode）；B. 负离子模式（negative ion mode）

3.1.1　生物碱类化合物的鉴定　在桂附地黄丸中
鉴定的 11 个生物碱类化合物，均来源于君药附
子，该类成分的准分子离子峰均为强烈的 [M ＋

H]＋峰，在二级质谱中易脱去一分子相对分子质量
为 60 的 CH3COOH 中性碎片分子，在三级质谱中
继续脱去 CH3COOH 中性分子或失去相对分子质量
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表 1　桂附地黄丸中体外化学成分及体内入血成分的鉴定结果 
Tab 1　Identification of chemical components in vitro and absorbed components in vivo in Guifu Dihuang pills

No. tR/min 化合物 分子式
准分子离子峰 /

（m/z）
偏差 /

（×10－6）
碎片离子 化合物类型

1 0.65 水苏糖 C24H42O21 665.2154 [M-H] － 2.3 383.1195，179.0551 糖类

2 0.70 酒石酸 C4H6O6 149.0080 [M-H] － － 0.3 87.0073，59.0124 有机酸

3 0.71 蔗糖 C12H22O11 341.1092 [M-H] － 3.9 221.0660，179.0551 糖类

4 0.72 苹果酸 # C4H6O5 133.0131 [M-H] － － 0.2 115.0024，71.0124 酚酸类

5 0.91 绿原酸 C16H18O9 353.0876 [M-H] － 2.6 191.0546，173.0082，111.0074 酚酸类

6 0.91 腺嘌呤 # C5H5N5 136.0615 [M+H] ＋ － 3.9 107.0490，91.0542 嘌呤碱

7 0.92 尿苷 C9H12N2O6 243.0618 [M-H] － 2.6 200.0557，152.0339，110.0234 核苷

8 0.92 柠檬酸 # C6H8O7 191.0189 [M-H] － 1.4 173.0079，129.0182，111.0074，11111.01 有机酸

9 0.93 梓醇 # C15H22O10 407.1179 [M+HCO2]
－ 2.5 361.1156，199.0602，155.0340 环烯醚萜苷

10 1.24 香草酸 # C8H8O4 167.0339 [M-H] － － 0.8 149.0226，123.0438 酚酸类

11 1.28 没食子酸 * C7H6O5 169.0134 [M-H] － 0.5 125.0231，107.0440 酚酸类

12 1.36 没食子酰葡萄糖 C13H16O10 331.0674 [M-H] － 4.0 295.9763，271.0450，169.0133，125.0232 糖苷类

13 1.98 鸟苷 C10H13N5O5 282.0845 [M-H] － 0.3 219.8451，150.0410 核苷

14 2.55 5-HMF# C6H6O3 127.0387 [M+H] ＋ － 3.7 109.0281，97.0283 呋喃衍生物 
15 2.61 牡丹苷 B C18H24O14 463.1098 [M-H] － 2.6 403.0884，373.0778，343.0672，169.0133 糖苷类

16 2.65 8- 表番木鳖酸 C16H24O10 375.1299 [M-H] － 3.4 213.0763，151.0753 环烯醚萜苷

17 2.68 原儿茶酸 #* C7H6O4 153.0183 [M-H] － － 0.2 109.0282，81.0332 酚酸类

18 2.77 10- 羟在多根乌头碱 C22H35NO6 394.2575 [M+H] ＋ － 4.9 376.2463 生物碱

19 2.92 2，3-di-O- 没食子酰 -β-D- 葡萄糖 C20H20O14 483.0788 [M-H] － 3.9 331.0673，313.0564，169.0133 糖苷类

20 2.97 Decaffeoyl-verbascoside C20H30O12 461.1674 [M-H] － 3.5 161.0445，135.0440 苯乙醇苷类

21 3.01 6-O- 甲基梓醇 C16H24O10 375.1304 [M-H] － 1.9 213.0762，125.0596 环烯醚萜苷

22 3.08 马钱苷酸 C16H24O10 375.1304 [M-H] － 1.9 213.0763，169.0861，151.0753 环烯醚萜苷

23 3.18 原儿茶醛 # C7H6O3 137.0232 [M-H] － － 0.15 109.0285，119.0127 有机醛

24 3.20 马钱子苷 #* C17H26O10 435.1491 [M+HCO2]
－ 3.5 389.1467，227.0921，127.0391，101.0231 环烯醚萜苷

25 3.22 carmichaeline C22H35NO4 378.2627 [M+H] ＋ － 5.0 360.2515 生物碱

26 3.24 桂皮酸 # C9H8O2 149.0591 [M+H] ＋ － 4.4 121.0644，103.0541，93.0698 有机酸

27 3.29 7-O- 甲基马钱苷酸 C17H26O10 389.1095 [M-H] － 4.9 345.1560，183.0317，165.0543，59.0124 环烯醚萜苷

28 3.29 宋果灵 C22H31NO3 358.2359 [M+H] ＋ － 5.0 340.2255，322.2152 生物碱

29 3.29 乌头原碱 C25H41NO9 500.2831 [M+H] ＋ － 4.5 450.2469，418.2215 生物碱

30 3.30 没食子酸甲酯 C8H8O5 183.0290 [M-H] － 1.0 168.0054，151.0386，140.0103 酚酸类

31 3.31 咖啡酸 C9H8O4 179.0342 [M-H] － 0.5 135.0441 有机酸

32 3.34 7- 脱氢马钱素 C17H24O10 389.1784 [M+H] ＋ 3.5 227.0902，195.0643 环烯醚萜苷

33 3.37 莫诺苷 #* C17H26O11 451.1455 [M+HCO2]
－ 1.1 405.1396，243.0878，155.0337，101.0230 环烯醚萜苷

34 3.37 牡丹皮苷 E C24H30O13 525.1617 [M-H] － 2.6 495.1502，317.1247，167.0340 单萜苷类

35 3.53 丹皮酚原苷 C20H28O12 505.1569 [M+HCO2]
－ 5.0 459.1524，293.0880，165.0547，150.0311 糖苷类

36 3.53 丹皮酚 #* C9H10O3 167.0695 [M+H] ＋ － 4.7 125.0593，121.0644，102.9701 有机酚

37 3.55 neoline C24H39NO6 438.2829 [M+H] ＋ － 4.8 420.2727，388.2466 生物碱

38 3.58 松果菊苷 C35H46O20 785.2524 [M-H] － 3.4 623.2196，461.1679，161.0235 苯乙醇苷类

39 3.58 地黄苦苷 C16H26O8 345.1559 [M-H] － － 3.5 183.1019，165.0912 有机酸

40 3.61 獐牙菜苷 * C16H22O9 403.1226 [M+HCO2]
－ 2.5 357.1198，195.0654，151.0749，125.0231 环烯醚萜苷

41 3.66 没食子酰氧化芍药苷 C30H32O16 647.1625 [M-H] － 3.5 509.1331，399.0930，313.0567，271.0461 单萜苷类

42 3.74 suffruticoside A/C C27H32O16 611.1616 [M-H] － 1.3 445.0991，343.0689，169.0132，125.0231 糖苷类

43 3.74 没食子酰 - 芍药苷 C30H32O15 631.1648 [M-H] － － 1.5 479.0412，399.7472，313.0565，169.0134 单萜苷类

44 3.76 塔拉乌头胺 C24H39NO5 422.2880 [M+H] ＋ － 4.9 390.2619，358.2367 生物碱

45 3.77 焦地黄苷 A1/A2 C36H48O20 799.2682 [M-H] － 5.0 623.2199，477.1635 苯乙醇苷类

46 3.85 桂皮醛 * C9H8O 133.0645 [M+H] ＋ － 3.0 105.0697，95.0491 有机醛

47 3.97 没食子酸乙酯 C9H10O5 197.0448 [M-H] － 1.7 169.0133，125.0232 酚酸

48 4.04 焦地黄苷 B1/B2 C37H50O20 813.2847 [M-H] － 4.5 637.2349，175.0393 苯乙醇苷类

49 4.06 毛蕊花糖苷 * C29H36O15 623.1992 [M-H] － 3.5 461.1670，315.1103，161.0235，135.0440 苯乙醇苷类

50 4.16 芍药苷 * C23H28O11 525.1606 [M+HCO2]
－ 4.3 479.1606，449.1456，327.1095，

165.0547，121.0283
单萜苷类

51 4.22 山茱萸新苷Ⅰ C34H50O20 823.2892 [M+HCO2]
－ 2.3 777.2825，615.2300，227.0925 环烯醚萜苷

52 4.23 异毛蕊花糖苷 C29H36O15 623.1992 [M-H] － 3.5 461.1670，161.0235 苯乙醇苷类
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No. tR/min 化合物 分子式
准分子离子峰 /

（m/z）
偏差 /

（×10－6）
碎片离子 化合物类型

53 4.25 牡丹皮苷 H C30H32O14 615.1718 [M-H] － 1.5 477.1414，431.1353，281.0664，137.0233 单萜苷类

54 4.32 焦地黄苷 D C30H38O15 637.2153 [M-H] － 4.0 461.1667，175.0391，160.0155 苯乙醇苷类

55 4.37 山茱萸新苷Ⅱ C24H30O14 541.1567 [M-H] － 1.5 347.0753，169.0133，125.0231 环烯醚萜苷

56 4.37 氧化芍药苷 # C23H28O12 541.1572 [M+HCO2]
－ 1.7 495.1543，195.0645 单萜苷类

57 4.38 7-α-O- 乙基莫诺苷 C19H30O11 479.1213 [M+HCO2]
－ 4.5 271.1189，123.0233，101.0229 环烯醚萜苷

58 4.52 7-β-O- 乙基莫诺苷 C19H30O11 479.1213 [M+HCO2]
－ 4.5 271.1189，123.0233，101.0229 环烯醚萜苷

59 4.53 6-O-E- 阿魏酰基筋骨草醇 C25H32O12 523.1805 [M-H] － － 0.5 479.1539，449.1465，193.0502，175.0389 环烯醚萜苷

60 4.56 苯甲酰新乌头原碱 C31H43NO10 590.2932 [M+H] ＋ － 3.2 540.2562，526.2400，508.2310，105.0333 生物碱

61 4.65 地黄苷 C31H40O15 651.2311 [M-H] － 4.8 475.1831，160.0155 苯乙醇苷类

62 4.68 牡丹皮苷 C C30H32O13 599.1784 [M-H] － 3.5 551.1588，477.1411，447.1337，431.1337 单萜苷类

63 4.69 牡丹皮苷 J C31H34O14 629.1889 [M-H] － 4.6 599.1769，507.1504 单萜苷类

64 4.83 异地黄苷 C31H40O15 651.2311 [M-H] － 4.8 475.1831，160.0155 苯乙醇苷类

65 4.86 苯甲酰氧化芍药苷 C30H32O13 599.1784 [M-H] － 2.0 569.1609，477.1397，165.0547，137.0232 单萜苷类

66 4.99 苯甲酰次乌头原碱 C31H43NO9 574.2992 [M+H] ＋ － 3.2 542.2724，510.2512，105.0304 生物碱

67 5.24 牡丹皮苷 B C31H34O14 629.1889 [M-H] － 3.2 553.1752，535.1865，121.0282 单萜苷类

68 5.24 苯甲酰 - 芍药苷 C30H32O12 629.1889 [M+HCO2]
－ 2.9 583.1865，121.0282 单萜苷类

69 5.4 新乌头碱 C33H45NO11 632.3047 [M+H] ＋ － 2.6 572.2833，540.2532，105.0333 生物碱

70 5.54 泽泻醇 H C30H46O4 471.3504 [M+H] ＋ 2.5 453.1995，177.0539 三萜类

71 5.63 次乌头碱 C33H45NO10 616.3095 [M+H] ＋ － 4.6 524.2617，338.1734，105.0333 生物碱

72 5.66 乌头碱 C34H47NO11 646.3189 [M+H] ＋ － 1.8 586.2980，554.2717，526.2773，105.0333 生物碱

73 5.82 16- 氧代泽泻醇 A C30H48O6 505.3507 [M+H] ＋ － 3.3 487.3396，451.3180，415.2823，397.2732 三萜类

74 5.85 泽泻醇 C-23- 醋酸酯 C32H48O6 529.3506 [M+H] ＋ 4.4 511.3420，469.3294，451.3186，397.2594 三萜类

75 5.99 16- 氧代泽泻醇 A-24- 醋酸酯 C32H50O7 547.3590 [M+H] ＋ 4.9 529.3506，469.3296，415.2825，353.2476 三萜类

76 6.23 泽泻醇 C C30H46O5 487.3414 [M+H] ＋ － 1.2 469.3292，451.3200，397.2725，353.2466 三萜类

77 6.78 泽泻醇 L-23- 醋酸酯 C32H46O5 511.3403 [M+H] ＋ － 3.1 451.3185，397.2725 三萜类

78 7.13 泽泻醇 L C30H44O4 469.3306 [M+H] ＋ － 2.9 451.3185，397.2713，353.2455 三萜类

79 7.46 泽泻醇 A C30H50O5 535.3648 [M+HCO2]
－ 2.8 471.3532，353.2512 三萜类

80 7.58 泽泻醇 B-23- 醋酸酯 C32H50O5 515.3721 [M+H] ＋ － 4.3 497.3602，437.3398，419.3295，383.2926 三萜类

81 7.74 茯苓酸 C33H52O5 527.3744 [M-H] － － 3.3 511.3412，451.3211 三萜类

82 7.93 泽泻醇 A-24- 醋酸酯 C32H52O6 577.3753 [M+HCO2]
－ 2.1 531.3743 三萜类

83 8.01 茯苓新酸 A# C31H46O5 497.3283 [M-H] － 4.5 478.9883，423.2906，390.9847，211.1496 三萜类

84 8.14 泽泻醇 O C32H48O5 513.3567 [M+H] ＋ 4.9 495.3464，435.3240，339.2670 三萜类

85 8.69 山楂酸 C30H48O4 517.3529 [M+HCO2]
－ 2.8 395.8311，314.9901 三萜类

M1 2.90 丹皮酚的羟基化和硫酸化 C9H10SO7 261.0076 [M-H] － 0.9 181.0498，166.0261，138.0309，123.0535 有机酚

M2 3.26 丹皮酚的硫酸化 C9H10SO6 245.0124 [M-H] － 2.3 165.0548，150.0312 有机酚

M3 3.47 丹皮酚的葡萄糖醛酸化 C15H18O9 341.0884 [M-H] － 4.2 165.0548，150.0311 有机酚

M4 3.67 羟基酪醇的硫酸化 C8H10SO6 233.0124 [M-H] － 3.8 153.0547，123.0401，109.0645 苯乙醇类

M5 3.72 原儿茶酸的甲基化和硫酸化 C8H8O7S 246.9918 [M-H] － － 2.4 167.0339，151.0027 酚酸类

M6 3.90 原儿茶酸的二甲基化和硫酸化 C9H10O7S 261.0076 [M-H] － － 3.1 181.0497，166.0261，137.0959 酚酸类

M7 3.96 去甲基化的丹皮酚 C8H8O3 151.0389 [M-H] － 4.8 135.0076，109.0280，91.2779，65.0382 有机酚

M8 4.93 没食子酸甲基化 C8H8O5 183.0039 [M-H] － － 2.9 153.0057，139.0412 酚酸类

注：* 通过对照品比对确认；# 入血原形成分。

Note：* represents the compounds identified by the comparison of the reference substance；# absorbed prototype components in the plasma.

续表 1

为 32 的 CH3OH 中性分子、相对分子质量为 18 的
H2O、相对分子质量为 50 的 CH3OH ＋ H2O 中性分
子等。峰 72 在正离子模式下，准分子离子峰为 m/z 
646.3189 [M ＋ H] ＋，二级碎片离子 m/z 586.2980 是
由母离子丢失 CH3COOH 而产生，此离子继续丢失
CH3OH 产生 m/z 554.2717，继续丢失 -CH2CH2 产生
m/z 526.2773，再继续脱 -OH 产生 m/z 509.2352。通过
文献 [7] 比对，推测为乌头碱。峰 60 在正离子模式下，
准分子离子峰为 m/z 590.2932 [M ＋ H]＋，二级质谱

中主要碎片离子峰为 m/z 540.2562 [M ＋ H-CH6O2]
＋、

m/z 526.2400 [M ＋ H-CH6O2-CH2]
＋，通过文献 [8] 比

对，推测为苯甲酰新乌头原碱，其二级质谱图和裂
解途径见图 2。
3.1.2　环烯醚萜苷类化合物的鉴定　本方中，环
烯醚萜苷类成分主要来源于熟地黄、山茱萸两
味中药，共鉴定 14 个化合物，如马钱苷、莫诺
苷、梓醇、獐芽菜苷等。该类成分具有特征的二
氢吡喃环顺式连接 1 个五元环的单元结构，主要
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存在环戊烷型和裂环环烯醚萜苷 2 种类型 [9]。当
流动相中有酸存在时，该类成分在一级质谱中易
形成 [M ＋ HCO2]

－及 [M-H] －峰；在二级质谱中
易丢失糖（-C6H10O5）产生苷元，苷元再继续碎裂。
因裂环烯醚萜苷类化合物具有半缩醛结构，化学
性质活泼，在糖苷键断裂后继而发生逆狄尔斯 -
阿德尔（RDA）裂解，丢失 -H2O、-CO2 及 -CH3

等碎片离子。峰 24 的保留时间为 3.20 min，分子
式 C17H26O10，准分子离子峰 m/z 435.1491 [M ＋

HCO2]
－或 m/z 389.1467 [M-H]－，二级质谱中可见

碎 片 离 子 m/z 227.0921 [M-H-Glc]－，m/z 127.0391 
[M-H-C6H12O]－，m/z 101.0231 [M-H-C4H14O4]

－，通
过对照品比对，确认为马钱子苷。峰 40 的保留时
间为 3.61 min，分子式为 C16H22O9，准分子离子峰
m/z 403.1226 [M ＋ HCO2]

－或 m/z 357.1198 [M-H]－。
二级质谱中 m/z 357.1198 丢失葡萄糖，可见碎片离
子 m/z 195.0654 [M-H-Glc]－，继而发生 RDA 裂解，
脱去 -CO2，得到 m/z 151.0749 [M-H-Glc-CO2]

－，同
时观察到碎片离子 m/z 125.0231 [M-H-C10H16O6]

－，
结合对照品比对，确认为獐芽菜苷。
3.1.3　苯乙醇苷类化合物的鉴定　苯乙醇苷类成分
主要来源于熟地黄，共鉴定了 9 个化合物，该类化
合物通常是由咖啡酰基、苯乙醇苷元和糖连接而成，
通常在质谱中均可检测出 m/z [M-H-162]－，是由准分
子离子脱去 1 个葡萄糖基 m/z [M-H-C6H10O5]

－或 1 个
咖啡酰基 m/z [M-H-C9H6O3]

－得到。峰 49 的保留时间
为 4.06 min，分子式为 C29H36O15，准分子离子峰 m/z 
[M-H]－ 623.1992。二级质谱中可观察到碎片离子 m/
z 461.1670，是由该化合物脱去一分子葡萄糖基或咖
啡酰基而来。同时，还能观察到 m/z 315.1103 [M-H-
C6H10O5-C6H10O4]

－、m/z 161.0235 [C6H10O5-H]－、m/z 
135.0440 [C8H8O2-H]－碎片离子峰，通过与对照品比
对，确定为毛蕊花糖苷。
3.1.4　三萜类化合物的鉴定　三萜类化合物主要来
源于泽泻和茯苓，共鉴定了 14 个化合物。峰 74 的

保留时间为 5.85 min，分子式为 C32H48O6，在正离子
模式下，准分子离子峰为 m/z 529.3506 [M ＋ H] ＋，
二级碎片离子为 m/z 511.3420 [M ＋ H-H2O] ＋、m/z 
469.3294 [M ＋ H-HAc]＋、m/z 451.3186 [M ＋ H-HAc-
H2O] ＋、m/z 397.2594 [M ＋ H-H2O-C6H10O2]

＋，与文
献 [10] 比对，可推断该化合物为泽泻醇 C-23- 醋酸酯，
其二级质谱图和裂解规律见图 3。

图 3　泽泻醇 C-23- 醋酸酯的二级质谱图（ESI ＋）和裂解途径

Fig 3　MS/MS spectrum and MS fragmentation pathway of Alisol C-23-
acetate

3.2　桂附地黄丸入血成分的分析
　　 运 用 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 技 术，
对桂附地黄丸灌胃后的含药血浆、空白血浆以及
桂附地黄丸提取物样品进行比对分析，根据保留
时间和裂解规律，结合文献，在大鼠血浆中共鉴
定出 14 个原形成分、8 个代谢物，结果见表 1。
　　丹皮酚为牡丹皮的主要药效成分，在血中除
检测到原形外，还检测到与之相关的 3 个代谢物
（M1 ～ M3），这些代谢反应主要涉及羟基化、硫
酸化和葡萄糖醛酸化等。代谢物 M2 的分子离子
峰 [M-H]－ m/z 245.0124，较丹皮酚 [M-H]－多 80 
Da，推测为丹皮酚的硫酸化产物。二级质谱产生
碎片离子 165.0548 [M-H-SO3]

－，151.0312 [M-H-
SO3-CH2]

－，裂解途径与丹皮酚相似，鉴定代谢物
M2 为丹皮酚的硫酸化产物。代谢物 M3 的分子
离子峰 [M-H]－ m/z 341.0884 较丹皮酚 [M-H]－峰
多 176 Da。同时，产生二级碎片离子 165.0548，
151.0311，推测代谢物 M3 为丹皮酚的葡萄糖醛
酸化产物。代谢物 M1 的分子离子峰 [M-H]－ m/z 
261.0076 较 M2 的 [M-H]－峰多 16 Da。同时，产
生的碎片离子均较 M2 的碎片离子多 16 Da，推
测 M1 为 M2 的羟基化产物。代谢物 M7 的分子
离子峰 [M-H]－ m/z 151.0389 较丹皮酚 [M-H]－峰少
14 Da，推测为丹皮酚的去甲基化产物。产生二
级碎片离子 135.0076 [M-H-O]－，109.0280 [M-H-
C2H2O]－，进一步证明为丹皮酚的去甲基化产物。
　　毛蕊花糖苷为苯乙醇苷类成分，该类成分进
入体内后，被代谢为咖啡酸和羟基酪醇，因此

图 2　苯甲酰新乌头原碱的二级质谱图（ESI ＋）和裂解途径

Fig 2　MS/MS spectrum and MS fragmentation pathway of benzoylme-
saconine
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在血中并未检测到原形。代谢物 M4 的分子离子
峰 [M-H]－ m/z 233.0124，较羟基酪醇的 [M-H]－

峰多 80 Da。产生二级碎片离子 123.0401 [M-H-
CH2O]－，与羟基酪醇的裂解途径相似。基于此，
推断代谢物 M4 为羟基酪醇的硫酸化。
　　本研究检测到 3 个与酚酸类化合物相关的
代谢物，2 个来自原儿茶酸，1 个来自没食子
酸，主要涉及甲基化、硫酸化和葡萄糖醛酸化等
代谢反应。代谢物 M5 的分子离子峰 [M-H]－ m/z 
246.9918，较原儿茶酸甲基化产物的 [M-H]－峰
多 80 Da。同时，在二级质谱中，碎片离子 m/z 
167.0339 较原儿茶酸 [M-H]－峰多 14 Da，还检测
到脱一个羟基的碎片离子 m/z 151.0027 [M-H-O]－

峰。基于此，推测 M5 为原儿茶酸的甲基化和硫
酸化产物。代谢物 M6 的分子离子峰 [M-H]－ m/z 
261.0076，较 m/z 181 多 80 Da。在二级质谱中，碎
片离子 m/z 181 较原儿茶酸 [M-H]－峰多 28 Da，检
测到脱羧的碎片离子 m/z 137.0959。因此，推测代
谢物 M6 为原儿茶酸的二甲基化和硫酸化产物。代
谢物 M8 的分子离子峰 [M-H]－m/z 183.0039，较没
食子酸 [M-H]－m/z 169.0134 多 14 Da。在二级质谱
中，检测到碎片离子 m/z 153.0057 [M-H-CH2-O]－，
m/z 139.0412 [M-CO2]

－。基于此，推测代谢物 M8
为没食子酸甲基化产物。
4　讨论
　　桂附地黄丸方中附子、肉桂温补命门之火，共
为君药。生物碱类化合物主要来源于附子，是其主
要的活性成分和毒性物质，包括双酯型生物碱（如
乌头碱、次乌头碱、新乌头碱等）、单酯型生物碱
（如苯甲酰乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰
次乌头原碱）、胺醇型生物碱（如乌头原碱、新乌
头原碱、次乌头原碱）等 [11]。熟地黄及山茱萸、山
药滋补肾中阴精，于阴中求阳，使阳得阴助而生化
无穷，共为臣药。环烯醚萜苷和苯乙醇苷类化合
物主要来源于熟地黄和山茱萸，是其主要的药效成
分。有文献报道，环烯醚萜苷对糖尿病及代谢综合
征具有治疗作用，可预防糖尿病引起的血管并发
症，延缓糖尿病肾病的发生 [12]。毛蕊花糖苷为苯
乙醇苷类化合物，现代药理研究表明，该化合物具
有显著的抗炎、抗氧化、保护神经、增强记忆力、
抗肿瘤等药理活性 [13]。泽泻、茯苓为佐药，通调
水道，泄浊渗湿，三萜类化合物主要来源于茯苓和
泽泻，为药效成分。如泽泻醇及其衍生物，具有
较强的药理作用 [14]。牡丹皮同为佐药，可入血以
活血行血，与肉桂配伍可调血分之滞，单萜苷类
化合物主要来源于牡丹皮，是其含量较高的一类

成分，该类化合物大多是芍药苷元或其类似物与
糖缩合而成，具有较强的药理作用 [15]。
　　本研究采用 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS
技术结合血清药物化学理论，探究口服桂附地黄
丸后的入血成分，共检出 22 个化合物，其中 14
个原形和 8 个代谢物，主要包括环烯醚萜苷类、
苯乙醇类、酚酸类、单萜苷类、三萜类以及有机
酚 / 酸类。这些入血成分可能是桂附地黄丸在体
内直接作用的物质，该结果可为进一步研究药理
作用机制提供基础。
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金银花近红外定性定量快检模型的建立

耿泽宇1，左旭丽1，潘秀珍1，马威2，李卫东1*（1. 北京中医药大学 中药学院，北京　102488；2. 北京宇辰致业

科技有限公司，北京　101200）

摘要：目的　利用近红外光谱结合化学计量学，同时建立金银花中多种指标成分定量检测模型和

真伪金银花定性鉴别模型。方法　考察粉末粒径和装样厚度对 NIR 光谱的影响，结合偏最小二乘

法建立绿原酸、酚酸、木犀草苷 3 种成分的定量检测模型，结合马氏距离法与偏最小二乘判别分

析建立金银花与山银花定性鉴别模型。结果　当粉末粒径≤ 250 μm 且装样厚度≥ 15 mm 时，同

一样品 NIR 光谱的相关系数大于 0.95，均方根值、欧氏距离分别小于 0.020、0.680 且无明显变化，

其重复性与稳定性可被接受；绿原酸、酚酸、木犀草苷定量检测模型的预测相对平均偏差分别为

2.99%、2.44%、6.09%，预测值与真实值有较高拟合度；金银花与山银花定性鉴别模型预测准确

率为 100%。结论　在确定金银花前处理方法的基础上，同时建立多种定量和定性 NIR 快检模型，

对提高检测效率并进行多角度分析有积极意义。

关键词：金银花；近红外；前处理；偏最小二乘法；快速检测
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Establishment of qualitative and quantitative near infrared rapid detection 
model for Lonicerae Japonicae flos 

GENG Ze-yu1, ZUO Xu-li1, PAN Xiu-zhen1, MA Wei2, LI Wei-dong1* (1. School of Chinese Materia 
Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. Beijing Yuchen Zhiye Technology 
Company, Ltd., Beijing  101200)

Abstract: Objective  To establish quantitative detection models by near infrared (NIR) spectroscopy 
combined with chemometrics for various index components in Lonicerae Japonicae flos and qualitative 
identification models to differentiate genuine and fake Lonicerae Japonicae flos. Methods  The effect of 
particle size and thickness on NIR spectra was determined. The quantitative detection models of chlorogenic 
acid, phenolic acid and luteoloside were established with partial least square method. The qualitative 
identification models of Lonicerae Japonicae flos and Lonicerae flos were established with Mahalanobis 
distance method and PLS discriminant analysis. Results  When particle size ≤ 250 μm and thickness ≥ 15 
mm, the correlation coefficient of NIR spectrum of the same sample was greater than 0.95, and the RMS 
value and euclidean distance were less than 0.020 and 0.680 respectively, without significant change. Its 
repeatability and stability were acceptable. The relative mean deviations of the quantitative detection models 
for chlorogenic acid, phenolic acid and luteoloside were 2.99%, 2.44% and 6.09% respectively, and the 
predicted values were highly consistent with the measured values. The prediction accuracy of qualitative 
identification models for Lonicerae Japonicae flos and Lonicerae flos was 100%. Conclusion  On the basis of 
pretreatment of Lonicerae Japonicae flos, varieties of quantitative and qualitative NIR rapid detection models 
have been established simultaneously to improve the detection efficiency and conduct multi-angle analysis. 
Key words: Lonicerae Japonicae flos; near infrared; pretreatment; partial least square method; rapid 
detection
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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 [1]，近年来在新
型冠状病毒感染的防治中使用频率较高 [2]。因其
价格较高、市场需求量大，不法商家常掺入山银
花或以次充好，给临床用药安全带来隐患。传统
检测方法中，肉眼很难直接区分金银花与山银
花，而薄层色谱法鉴别与 HPLC 定量耗时、烦琐，
因此金银花快速定性鉴别与定量检测的需求十分
迫切。
　　近红外（near infrared，NIR）光谱技术是实
现定性定量快速检测的有效方法之一，通过分析
样品在 780 ～ 2500 nm 波长范围的 NIR 吸收光谱
并建立定量或定性检测模型 [3]，具有快速、无损、
绿色的特点。近年来已有研究报道了 NIR 结合化
学计量学建立金银花中各指标成分快速检测的方
法，包括用于水分 [4]、木犀草苷 [5]、绿原酸 [6] 及
其他酚酸类成分 [7] 的定量检测模型，以及用于区
分金银花与山银花 [8-10]、不同产地金银花 [10] 的定
性鉴别模型，均表现出较好的理论预测性能。但
不同研究的 NIR 模型样品前处理要求不同，导致
实际应用中不能同时检测一份样品的多种指标，
降低了快检技术应有的效率，而测量一次可同时
得到指标成分含量以及金银花真伪等结果在理论
上是可行的 [11-12]。因此，金银花的 NIR 快检需要
进一步优化以满足单次测量同时定性鉴别与定量
检测的需求。
　　本研究通过比较不同粉末粒径（d）与装样
厚度（h）对金银花 NIR 光谱的影响并确定最佳
前处理条件，以此为基础分别结合偏最小二乘法
（partial least square method，PLS）建立绿原酸、
酚酸、木犀草苷 3 种成分的 NIR 定量检测模型，
结合马氏距离法与偏最小二乘判别分析（partial 
least squares discriminant analysis，PLS-DA）建立
金银花与山银花 NIR 定性鉴别模型，旨在提高金
银花的 NIR 检测效率并为 NIR 技术在金银花产业
的实际应用提供科学依据。
1　材料
1.1　样品
　　金银花 192 批次，分别采集于河北省巨鹿县、
甘肃省通渭县、云南省云龙县、山东省平邑县和
曹县、河南省封丘县、陕西省蒲城县等地，原植
物忍冬科忍冬 Lonicera japonica Thunb. 的花蕾或
已开放的花；山银花 22 批次，其中灰毡毛忍冬
Lonicera macranthoides Hand.-Mazz. 收购于湖南
省隆回县、怀化县和郴州县，红腺忍冬 Lonicera 
hypoglauca Miq. 收购于广西省古寨县，黄褐毛忍
冬 Lonicera fulvoto-mentosa Hsu et S. C. Cheng 收

购于贵州省黔西南州冷洞村，均为干燥花蕾或带
初开的花，华南忍冬 Lonicera confusa DC. 未收集
到。以上样品均由北京中医药大学中药学院李卫
东研究员鉴定。
1.2　试药
　　对照品绿原酸（批号：Y22M8K36544）、木犀
草苷（批号：Y13J10H93050）（纯度≥ 98%，上海
源叶生物科技有限公司），3，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁
酸（批号：Z05M10X87215）、4，5- 二 -O- 咖啡酰奎
宁酸（批号：Z05M10X87215）（纯度≥ 98%，成都
德斯特生物技术有限公司）。甲醇、乙腈、磷酸为 
Fisher 色谱纯（美国赛默飞世尔科技公司），乙醇为
分析纯（北京化工厂），娃哈哈纯净水。
1.3　仪器
　　RA-6200 近红外光谱分析仪（北京宇辰致业
科技有限公司）：配有下照式漫反射双光源、样
品盘（可旋转）、光纤探头、温控装置，附带
ChemoStudio2018 化学计量学软件；Waters alliance
型高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）：配有
Waters 2489 PDA 检测器，Breeze 软件系统；BT25S
型 1/100 000 电子分析天平（赛多利斯科学仪器北京
有限公司）；HH-S4A 型电热恒温水浴锅（北京科伟
永兴仪器有限公司）；DFY-200C 型摇摆式高速粉碎
机（温岭市林大机械有限公司）；药典筛 1 ～ 8 号。
2　方法与结果
2.1　金银花样品前处理方法考察
2.1.1　NIR 光谱采集　取金银花样品，除去枝叶
等杂质，粉碎，将样品粉末装入样品盘，压紧，
开始扫描。每份样品设置 9 种粉末粒径：未粉碎
（d0）、＜ 2000 μm（d1）、＜ 850 μm（d2）、＜ 355 
μm（d3）、＜ 250 μm（d4）、＜ 180 μm（d5）、＜ 150 
μm（d6）、＜ 125 μm（d7）、＜ 88 μm（d8），使不同
粉末粒径样品的原样品保持一致。每种粉末粒径分
别设置 4 种装样厚度：5 mm（h5）、10 mm（h10）、
15 mm（h15）、20 mm（h20）。
　　仪器参数：扫描温度（27±0.1）℃，扫描方
式为漫反射，波长范围 1300 ～ 2600 nm，光谱分
辨率 8 cm－ 1，仪器内置背景，样品盘旋转。重复
扫描 3 次，每份样品采集得 135 张谱图。
2.1.2　光谱处理与分析　分别比较同一样品在不同
粉末粒径与装样厚度条件下原始光谱的吸光度偏差、
相关系数、均方根值、欧氏距离，其中相关系数越
高，吸光度偏差、均方根值及欧氏距离越小，说明
样品的 NIR 光谱受粉末粒径与装样厚度的影响越小。
　　控制粉末粒径与装样厚度不变，同一样品的
NIR 光谱理论上无差别或差别极小，但其吸光度偏
差在 d0 ～ d2（粉末粒径＞ d3）时均较高且随装样厚
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度增大而有减小趋势，在 d3 ～ d8（粉末粒径≤ d3）
时，吸光度偏差趋近于 0（见图 1），说明 NIR 光谱
的吸光度偏差会随装样厚度增大而减小，粉末粒

径＞ d3 时光谱重复性较差，不可用于 NIR 光谱建
模。相关系数均值与均方根值在数值上差异不大，

其欧氏距离有明显变化（见图 2），在 d4 ～ d8 时，
随着粉末粒径减小，欧氏距离无明显变化，趋于稳
定且均小于 0.010。说明当样品至少完全通过 4 号
筛（粉末粒径≤ d4）时，NIR 光谱测量的重复性与
稳定性可被接受。

图 1　同一样品在粉末粒径与装样厚度不变时 NIR 光谱吸光度偏差

Fig 1　NIR spectral absorbance deviation of the same sample with constant particle size and thicknesses

　　相邻粉末粒径或装样厚度梯度的比较可以反
映其对 NIR 光谱影响的趋势。h5/h10 与 h10/h15 的
吸光度偏差虽然随粉末粒径减小有所降低，但均
未明显稳定为 0；h15/h20 与 h20/h20 的吸光度偏差在
d3 ～ d8 时基本一致且趋近于 0（见图 3），说明当
装样厚度≥ h15 时 NIR 光谱变化不明显，在粉末

粒径分别为 d3、d4、d5 时表现较佳；相关系数均
值与均方根值在不同装样厚度比较时无明显变化
趋势；粉末粒径为 d3 与 d4 时，h15/h20 的欧氏距离
最小，最低为 0.006。可以初步认为装样厚度的
最低要求是 h15，且 d3 或 d4 是较好的粒径条件。
　　在不同粉末粒径的比较中，随粉末粒径减小
吸光度偏差也减小且趋近于 0，d4/d5、d5/d6、d6/
d7、d7/d8 的吸光度偏差与 d8/d8 十分接近且没有显

著区分，波长＜ 1900 nm 时吸光度偏差基本一致
的最小粉末粒径为 d4，波长＞ 1900 nm 时吸光度
偏差基本一致的最小粉末粒径为 d5（见图 4），说
明当粉末粒径分别小于 d4、d5 时 NIR 光谱吸光度
偏差趋于一致，再减小粉末粒径带来的收益不显
著；相邻粉末粒径的相关系数均值在 d3 ～ d8 均
大于 0.95，均方根值与欧氏距离在 d4 ～ d8 降低
趋势平缓且分别小于 0.020 与 0.680（见图 5）。可
以认为粉末粒径≤ d4 是粒径的最低要求。
　　通过以上分析可以得知，粉末粒径≤ 250 μm
（d4）且装样厚度≥ 15 mm（h15）是金银花样品
NIR 前处理的理想条件，该条件对实际操作要求
较低，能在一定程度上保证样品 NIR 光谱的稳定
性与重复性。由于药典对金银花含量测定的粒径
要求为过 4 号筛（d4），则该前处理条件更进一步
保证 NIR 检测与 HPLC 测定的样品一致性。
2.2　金银花 NIR 定量检测模型的建立与验证
2.2.1　绿原酸、酚酸、木犀草苷含量测定　采用
2020 年版《中国药典》一部中的含量测定方法 [1]，
测得绿原酸含量在 1.17% ～ 3.97%；酚酸类含量以
绿原酸、3，5- 二 -O- 咖啡酰奎宁酸、4，5- 二 -O-
咖啡酰奎宁酸总量计，在 3.33% ～ 7.94%；木犀草
苷含量在 0.031% ～ 0.206%。
2.2.2　NIR 光谱采集　取金银花样品，除去枝叶
等杂质，粉碎使样品完全通过 4 号筛，装入样品

图 2　同一样品在粉末粒径与装样厚度不变时 NIR 光谱的欧氏距离

Fig 2　Euclidean distance of NIR spectrum for the same sample with 
constant particle size and thicknesses
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图 3　同一样品不同装样厚度的 NIR 光谱吸光度偏差

Fig 3　NIR spectral absorbance deviation of the same sample with different thicknesses

图 4　同一样品不同粉未粒经的 NIR 光谱吸光度偏差

Fig 4　NIR spectral absorbance deviation of the same sample with different particle sizes

图 5　同一样品不同粉未粒经的 NIR 光谱相关系数均值（A）、均方根值（B）、欧氏距离（C）

Fig 5　Mean value（A），root mean square value（B）and Euclidean distance（C）of NIR spectral correlation coefficient of the same sample with 
different particle sizes

盘，压紧使装样厚度≥ 15 mm，开始扫描。其
余仪器参数同“2.1.1”项下。每份样品重复 3 次，
共得到金银花谱图 576 份，山银花谱图 66 份。
金银花与山银花的原始 NIR 光谱无显著区分，经
二阶 Savitzky-Golay（S-G）卷积导数处理后，在

1300 ～ 1850 nm，2150 ～ 2600 nm 内金银花与山
银花的光谱有较大差别（见图 6）。
2.2.3　定量检测模型的建立与筛选　采用 Ken-
nard-Stone（K-S）法，将样品分为校正集（70%）
与验证集（30%），校正集中样品绿原酸含量为
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1.17% ～ 3.97%、 酚 酸 含 量 为 3.33% ～ 7.94%、
木犀草苷含量为 0.031% ～ 0.206%，验证集中
样品绿原酸含量为 1.67% ～ 3.69%、酚酸含量
为 3.56% ～ 6.53%、木犀草苷含量为 0.040% ～ 

0.190%。剔除 2 张马氏距离离群的光谱。将
“2.2.1”项下测定的 3 种成分含量与对应样品 NIR
光谱匹配，由 ChemoStudio2018 化学计量学软件
结合不同光谱预处理方法、建模区间、主因子数
建立 PLS 回归模型。其中光谱预处理包括 7 种单
独预处理方法：无处理（NONE）、S-G 卷积平滑、
S-G 卷积导数、标准正态变量变换（SNV）、多元
散射校正（MSC）、矢量归一化（VN）、最大 - 最
小归一化（MMN），以及此 7 种方法随机 2 ～ 3
种共同使用的组合预处理方法；建模区间的筛选
是将光谱全区间划分为 11 个间隔（1300 ～ 2600 
nm、1300 ～ 1500  nm、1500 ～ 1700  nm、
1700 ～ 1850 nm、1850 ～ 1950 nm、1950 ～ 2050 
nm、2050 ～ 2150  nm、2150 ～ 2250  nm、
2250 ～ 2350 nm、2350 ～ 2450 nm、2450 ～ 2600 
nm），建模时随机选择若干间隔相结合，或者计
算每个波长与目标信息的相关系数，随机设定相
关系数阈值，剔除低于阈值的区间；主因子数
1 ～ 15。
　　光谱预处理方法、建模区间、主因子数随机
组合分别建立绿原酸、酚酸、木犀草苷定量检
测模型各 19 817 个，计算校正集预测标准偏差
（SEC）、交互验证预测标准偏差（SECV）、验证
集预测标准偏差（SEP）。将 SEC、SECV、SEP 分
别作为三维坐标系的 x，y，z 轴（见图 7），以每
个模型对应点至原点（0，0，0）的距离作为评价
模型综合能力的指标，距离越小表示模型的预测
能力越好。得到的绿原酸、酚酸、木犀草苷最佳
模型的距离分别为 0.6364、0.9767、0.0352，其建
模信息见表 1。其中绿原酸定量检测模型的校正
集相关系数（RC）、交互验证相关系数（RCV）、
验证集相关系数（RV）分别为 0.86、0.79、0.82，
校正集定向系数（RPDC）、交互验证定向系
数（RPDCV）、验证集定向系数（RPDV）分别
为 1.925、1.584、1.737；酚酸定量检测模型的
RC、RCV、RV 分别为 0.90、0.80、0.68，RPDC、
RPDCV、RPDV 分别为 2.180、1.650、1.294；木
犀草苷定量检测模型的 RC、RCV、RV 分别为
0.90、0.84、0.86，RPDC、RPDCV、RPDV 分 别
为 2.260、1.832、1.930。3 种模型的预测值与参
考值作直线线性回归（见图 8），拟合度均较高，
预测相对平均偏差分别为 2.99%（绿原酸）、2.44%
（酚酸）、6.09%（木犀草苷），说明预测能力较好。

2.3　马氏距离法与 PLS-DA 定性鉴别模型的建立

与验证
　　建模光谱同“2.2.2”项下，校正集与验证集
划分、异常光谱剔除方法同“2.2.3”项下。
　　马氏距离判别模型：将金银花设置为同类，
山银花设置为异类，所有 NIR 光谱采用二阶 S-G
导数处理后，选取差异较大的 1300 ～ 1850 nm，
2150 ～ 2600 nm 为建模区间。所得模型对校正
集金银花的预测范围在 [1.61，6.19]，山银花的
预测范围在 [29.34，38.41]；对验证集金银花
的预测范围在 [1.56，4.54]，山银花的预测范围
在 [32.37，37.97]。金银花与山银花的马氏距离没
有交集且有较大差别，可以完全区分。
　　PLS-DA[9-10]：将金银花赋值为“0”，山银花
赋值为“1”，其余步骤同“2.2.3”项下，预测结果
位于 [ － 0.5，0.5] 的为金银花，位于 [0.5，1.5] 的
为山银花，超出范围为预测失败。得到最佳模型
为经 S-G 平滑＋ S-G 导数处理后，采用相关性＞

0.35 的区间，主因子数 7 建立模型。所得模型对
校正集金银花的预测范围在 [ － 0.04，0.05]，山
银花的预测范围在 [0.97，1.03]；对验证集金银花
的预测范围在 [ － 0.03，0.04]，山银花的预测范
围在 [0.96，1.03]。预测准确率为 100%，预测失
败率为 0%。
　　为进一步区分金银花与山银花，将 3 种基原
的山银花分别赋值为“0”“1”“－ 1”，建立 PLS-
DA 模型，以预测值在赋值 ±0.5 范围内为预测
成功，超出此范围为预测失败。得到最佳模型为
经 S-G 平滑＋ VN ＋ S-G 导数处理后，采用相关
性＞ 0.45 的区间，主因子数 5 建立模型。预测结
果见图 9，图中每个点均代表一个校正集或验证
集山银花样品的预测结果，校正集预测准确率为
93.33%，验证集预测准确率为 80.95%。仅有黄褐
毛忍冬能够完全准确识别，红腺忍冬与灰毡毛忍
冬识别率较低。说明应用马氏距离法与 PLS-DA
可以完全区分金银花与山银花，但对不同基原的
山银花不能完全识别。
3　讨论与结论

　　目前对中药 NIR 前处理的研究较少，仅有少
数研究报道了粉末粒径 [13] 或装样厚度 [14] 等单一
因素对 NIR 光谱的影响，不足以形成明确的前处
理方法考察依据。NIR 光谱漫反射法是依靠固体
样品分子中含 H 基团的倍频与合频吸收而产生的
吸收光谱，由于 NIR 光穿透能力弱，当粉末粒径

过大时粉末内部的分子信息不能被有效提取，装
样厚度过小时则会有部分携带信息的 NIR 光透
射而出，使 NIR 光谱信息不完整。因此，对有
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图 6　NIR 原始光谱（A）与二阶 S-G 卷积导数处理后光谱（B）

Fig 6　NIR original spectrum（A）and second order S-G convolution derivative processed spectrum（B）

效 NIR 光谱信息的提取与接收有影响的因素都具
有考察价值。本研究表明，在粉末粒径与装样厚
度满足一定条件后，光谱欧氏距离等指标趋于稳
定，其他因素如颗粒形状、紧密程度等 [15] 的影
响很小，粉末粒径与装样厚度可以作为 NIR 样品

前处理考察的主要因素。在统一前处理方法的基
础上，本研究证明单次测量同时获得定性和定量
结果是可行的，为金银花其他 NIR 模型的共同应
用减少障碍，为建立多方面的金银花 NIR 检测技
术，提高模型稳定性与应用范围奠定了基础。

图 7　绿原酸（A）、酚酸（B）、木犀草苷（C）定量检测模型筛选

Fig 7　Quantitative screening models for chlorogenic acid（A），phenolic acid（B）and luteolosid（C）

图 8　定量检测模型的预测值与参考值

Fig 8　Predicted value and reference value of quantitative testing model

表 1　最佳定量检测模型建模信息 
Tab 1　Modeling information of the best quantitative testing model

化合物 光谱预处理 建模区间 /nm 主因子数

绿原酸 S-G 平滑＋ MSC ＋ S-G 导数 1500 ～ 1950，2050 ～ 2150，2250 ～ 2350 8

酚酸 S-G 平滑＋ MMN ＋ S-G 导数 1300 ～ 1850，2250 ～ 2450 9

木犀草苷 S-G 导数 1500 ～ 1850，1950 ～ 2450 9
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　　本研究发现，通过单一性能指标（如预测标
准偏差）筛选得到最佳模型的其他指标（如相关系
数、定向系数等）一般同为最佳值，而通过单一
集合（如验证集）筛选得到的最佳模型对其他集合
（校正集、交互验证）的预测能力较差。推测原因
是单一集合筛选的模型有过拟合现象 [16]，部分研
究采用多种性能指标独立筛选的方法有可能造成数
据重复利用 [17-18]，两种方法都不利于筛选综合性能
较好的模型。本研究以每个模型的 3 种预测标准偏
差（SEC、SECV、SEP）建立三维坐标系并以到原
点的距离筛选模型。结果显示该方法筛选出的模型
对校正集与验证集都有较高的预测能力，且未参与
筛选的指标（相关系数、定向系数）反映出模型有
较高的性能。表明采用综合指标可以降低模型对单
一集合的过拟合，减少不同指标的重复利用与数据
浪费，为模型的筛选与优化提供思路。
　　综上所述，确定样品前处理方法既能保证金
银花 NIR 检测的重复性与稳定性，也可以增加
NIR 光谱的利用率。本研究采用相同 NIR 光谱同
时建立绿原酸、酚酸、木犀草苷 3 种成分定量检
测模型以及金银花与山银花定性鉴别模型，有利
于提高金银花 NIR 检测效率并进行多角度分析，
为解决金银花掺假与有效成分含量不合格等实际
问题提供思路和科学依据。
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图 9　PLS-DA 对山银花基原的预测结果

Fig 9　Prediction of PLS-DA on the origin of Lonicerae flos
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流通池法在泊沙康唑口服混悬液体外溶出研究中的应用

刘德鹏，李倩，郝贵周，丁静雯，张贵民*（鲁南制药集团股份有限公司，国家手性制药工程技术研究中心，山东

　临沂　273400）

摘要：目的　建立一种有区分力的流通池法检查泊沙康唑口服混悬液的体外溶出。方法　以研

磨法制成不同粒度分布的泊沙康唑混悬液中间体，并通过调节辅料黄原胶的加入量，制备成

具有不同粒度分布和不同黏度的泊沙康唑口服混悬液。对关键参数（玻璃珠用量、加样方式以

及流速）进行筛选，建立检查泊沙康唑口服混悬液体外溶出的流通池法。用新建立的流通池法

和 FDA 溶出度数据库收载的桨法分别检测泊沙康唑口服混悬液的体外溶出曲线。结果　桨法

测得的溶出曲线药物释放较快，20 min 时已基本释放完全；而新建立的流通池法测得的溶出曲

线药物释放缓慢，并且对混悬液的粒度分布和黏度差异显示出良好的区分力。结论　与桨法相

比，流通池法检查泊沙康唑口服混悬液的体外溶出时具有更高的区分力。

关键词：流通池法；区分力；泊沙康唑口服混悬液；体外溶出

中图分类号：R917，R94　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2083-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.018

Application of flow-through cell apparatus in the in vitro dissolution of 
posaconazole oral suspension

LIU De-peng, LI Qian, HAO Gui-zhou, DING Jing-wen, ZHANG Gui-min* (National Engineering 
and Technology Research Center of Chirality Pharmaceuticals, Lunan Pharmaceutical Group Co., 
Ltd., Linyi  Shandong  273400)

Abstract: Objective  To establish flow-through cell apparatus to test the in vitro dissolution 
of posaconazole oral suspension with good discrimination. Methods  Posaconazole suspension 
intermediates with different particle sizes were prepared by bead-milling method. Posaconazole 
oral suspensions with different particle sizes and viscosities were prepared by adjusting the amount 
of addition in excipient xanthan gum. The flow-through cell apparatus for testing the dissolution 
of posaconazole oral suspension was established by screening the key parameters: the amount of 
glass beads, the way of adding samples and the flow rate. The in vitro dissolution profiles of the 
posaconazole oral suspensions were tested by the newly constructed flow-through cell apparatus and 
the paddle apparatus recorded in the FDA dissolution methods database. Results  The dissolution 
profiles measured by the paddle apparatus showed faster release of the drug, and the drug was 
released at most completely at 20 min; while the newly established flow-through cell apparatus 
demonstrated slow release, with good discrimination for the particle size and viscosity of the 
suspension. Conclusion  Compared with the paddle apparatus, the flow-through cell apparatus has 
better discrimination for the in vitro dissolution of posaconazole oral suspension.
Key words: flow-through cell apparatus; discrimination; posaconazole oral suspension; in vitro 
dissolution
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　　泊沙康唑（posaconazole）是一种三唑类抗真
菌药，具有抗菌谱广、活性强、耐受性好、安全
性高等特点，广泛应用于临床，具有良好的治疗
效果 [1-2]。泊沙康唑被开发成多种剂型上市，其
中，泊沙康唑口服混悬液（规格：40 mg·mL－ 1，
商品名：诺科飞、Noxafil）由原先灵葆雅公司研
发，于 2005 年 11 月在欧洲上市，2013 年 6 月在
中国获批上市，目前国内尚无仿制产品上市。
　　流通池法作为一种新型的溶出度检查方法，
已收载于 2020 年版《中国药典》，但暂未见具体
检查品种实例。在该方法下，预先加热至合适温
度的溶出介质经恒流泵以一定流速持续通过流通
池，与流通池中的药物接触并使其释放。可以通
过改变溶出模式、调节流速、更换流通池内径、
调整玻璃珠用量等方式调整溶出速度，使溶出方
法可以更好地模拟体内环境。尤其是在闭环模式
下，样品时刻暴露于新鲜的溶出介质中，始终维
持着适宜的漏槽条件，更适用于难溶性药物的体
外溶出研究，在一些药物的体外溶出研究中显示
出更好的区分力 [3-4]。
　　文献研究 [5] 显示，在进食高脂肪食物时，泊
沙康唑的平均粒径为 1.7 μm 和 2.3 μm 的混悬液
在健康受试者体内不具有生物等效性，大粒径混
悬液的相对生物利用度为小粒径的 76%，表明原
料的粒度分布是泊沙康唑口服混悬液的关键质量
属性。但因其处方中含有二氧化钛等水不溶性辅
料，采用常规粒径分析方法检测时易受干扰，难
以准确剖析参比制剂中原料的粒度分布。因此，
本研究结合流通池法的特点，建立了一种能区分
泊沙康唑口服混悬液中原料粒度分布差异的体外
溶出检测方法，为该产品的开发及质量控制提供
支持。
1　材料

1.1　仪器

　　DYNO-MILL 型 研 磨 机（瑞 士 WAB 公 司）；
L5M 型高剪切乳化器（英国 Silverson 公司）；Mas-
tersizer 3000 型激光粒度分析仪（英国 Malvern 公
司）；XS204 型电子分析天平（瑞士 Mettler Toledo
公司）；MCR302 型流变仪（奥地利 Anton Paar 公
司）；SOTAX AT.7x 溶出仪、CE 7 Smart 型流通池
法溶出仪（瑞士 Sotax 公司）；UltiMate 3000 型高效
液相色谱仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）。
1.2　试药

　　泊沙康唑原料药（含量：100.8%，批号：
20210434）、泊沙康唑对照品（含量：99.8%，批

号：RSP-0271-20201011，浙江奥翔药业股份有
限公司）；聚山梨酯 80（南京威尔药业集团股份
有限公司）；枸橼酸钠、二甲硅油、麦芽糖浆、
十二烷基硫酸钠（SDS）（湖南尔康制药股份有限
公司）；枸橼酸（湖南九典宏阳制药有限公司）；
黄原胶（CP Kelco U.S.，Inc.）；苯甲酸钠（南京
化学试剂股份有限公司）；甘油（丰益生物科技
有限公司）；香精（森馨香精色素科技中国有限
公司）；二氧化钛（江苏宏远药业有限公司）；纯
化水（山东新时代药业有限公司）。
2　方法与结果

2.1　泊沙康唑口服混悬液的制备

　　取聚山梨酯 80 8.7 g，加至 275 g 中纯化水，
搅拌至溶解，加入泊沙康唑原料药 35 g，继续
搅拌至分散均匀；用高剪切乳化器乳化（10 000 
r·min－ 1）10 min；再将乳化后的混悬液经研磨机
湿法研磨（转速 8.0 m·s－ 1），进一步减小粒径，
循环研磨 2 次收集混悬液 1；同法制备，循环研磨
3 次收集混悬液 2。采用激光粒度分析仪湿法模块
检测粒度分布，遮光度 10% ～ 20%、颗粒折射率
1.657、吸收率 0.01、搅拌速度 2000 r·min－ 1，测
量时间 30 s，测定 3 次取平均值。结果显示：混悬
液 1 的粒度分布 D10 为（0.92±0.015）μm；D50 为
（2.15±0.051）μm；D90 为（9.78±0.022）μm；混悬
液 2 的粒度分布 D10 为（0.56±0.017）μm；D50 为
（1.67±0.048）μm；D90 为（6.82±0.021）μm。
　　依次取二甲硅油 2.6 g、黄原胶 2.62 g、苯
甲酸钠 1.75 g、甘油 87.25 g、香精 4.4 g、二氧
化钛 3.5 g、麦芽糖浆 350 g，分别加至 275 g 纯
化水中，搅拌至溶解分散均匀后，用枸橼酸 - 枸
橼酸钠缓冲液（pH 4.0）调节 pH 至 4.0 ～ 5.0，
得溶液 1；另取黄原胶 2.22 g，其他同法制备，
得溶液 2。
　　将上述混悬液与溶液按表 1 方式以 1∶1 混
合均匀，即得泊沙康唑口服混悬液。分别测定
沉降体积比，结果显示，BHXY1、BHXY2 和
BHXY3 的沉降体积比均为 1.0。用流变仪分别
测定黏度，测定温度 25℃，转子 CP50，结果
显 示，BHXY1、BHXY2 和 BHXY3 的 黏 度 分
别 为（356±45）mPa·s、（212±32）mPa·s 和
（353±30）mPa·s。
2.2　HPLC 方法及其验证

　　采用 HPLC 测定泊沙康唑口服混悬液的溶出
度，并对分析方法进行验证。
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表 1　泊沙康唑口服混悬液的组成 
Tab 1　Composition of posaconazole oral suspension

样品编号 混悬液 溶液

BHXY1 混悬液 1 溶液 1
BHXY2 混悬液 1 溶液 2
BHXY3 混悬液 2 溶液 1

2.2.1　色谱条件 [6]　色谱柱 Diamonsil C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相乙腈 - 水（60∶40）；
流速 1.0 mL·min－ 1；检测波长 262 nm；柱温
25℃；进样量 10 μL。
2.2.2　专属性　按照处方量配制空白辅料，取
“2.4”项下各溶出介质定量稀释制成空白辅料溶
液。取各溶出介质及其配制的空白辅料溶液，进
样测定，结果显示辅料和溶出介质对主成分的测
定均无干扰，该方法专属性较好。
2.2.3　线性关系考察　精密称取泊沙康唑对照品约
200 mg，置 100 mL 量瓶中，用流动相溶解并稀释至
刻度，摇匀，作为对照品储备液。分别取对照品储
备液适量，定量稀释制成每 1 mL 中含泊沙康唑约
10、50、80、100、150、200 和 250 μg 的溶液，作
为系列线性溶液，进样测定，以峰面积（A）对浓度
（C）进行线性回归，回归方程为：A ＝ 104.41C －

142.63，r ＝ 0.9993， 表 明 泊 沙 康 唑 在 10 ～ 250 
μg·mL－ 1 内与峰面积的线性关系良好。
2.2.4　精密度　取“2.2.3”项下的 100 μg·mL－ 1 的
对照品溶液，连续进样测定 6 次，结果峰面积的
RSD 为 0.62%，表明方法精密度良好。
2.2.5　回收试验　按处方量配制辅料溶液，精密
量取适量置 50 mL 量瓶中，再分别加入“2.2.3”项
下配制的泊沙康唑对照品储备液 2、5、6 mL（各 3
份），加 0.3%SDS 溶液稀释至刻度，摇匀，过滤。
进样检测，并计算回收率，结果泊沙康唑低、中、
高浓度样品的平均回收率为 99.54%、99.63% 和
99.62%，RSD 为 0.37%、0.36% 和 0.17%（n ＝ 3）。
2.2.6　耐用性　分别采用不同色谱柱、柱温（20、
25 和 30℃）及流动相比例进行耐用性试验，结
果各条件下均能满足系统适用性要求，说明方法
的耐用性良好。
2.3　流通池体外溶出检测方法的研究

　　流通池法有两种运行模式，即开环模式和闭环
模式，示意图见图 1。开环模式下新鲜的溶出介质
连续泵入样品池中，是非循环模式；闭环模式下溶
出介质在泵的作用下重复进入样品池中，是循环模
式。相比而言，开环模式可以使样品在良好的漏槽
条件下持续释放，因此本研究选用开环模式。
2.3.1　流通池法初步试验　选用内径为 22.6 mm 的

标准流通池，在倒置的锥体下端放入直径为 5 mm
的红宝石以防止样品池中的介质倒流入管路，用
注射器吸取 5 mL 样品并精密称定，加至样品池锥
体下端红宝石上，样品池内充填直径 1 mm 的玻璃
珠 20 g，滤室内加入 GF/D 滤膜，将滤室与样品池
组装好后，装入溶出仪，开环模式，温度 37℃，
流速 8 mL·min－ 1，分别于 10、20、30、45、60、
90、120、180、240 和 360 min 时取样，经 0.45 μm
水相微孔滤膜过滤，取滤液作为供试品溶液；另
精密称取泊沙康唑对照品适量，用流动相溶解并
稀释制成 100 μg·mL－ 1 的对照品溶液。取供试品
溶液和对照品溶液分别进样测定，采用外标法计
算药物浓度并绘制累计溶出曲线。
2.3.2　方法参数优化　选取含 0.3%SDS 的水溶液
为溶出介质，使用 BHXY3 样品对流通池法的关
键参数如玻璃珠用量、加样方式及流速等进行筛
选和优化。
　　① 玻璃珠用量：用注射器取 5 mL 泊沙康唑
口服混悬液，加至样品池的锥体下端，再分别加
入 10、15 和 20 g 玻璃珠，流速为 8 mL·min－ 1，
结果溶出曲线见图 2。玻璃珠用量对溶出速度基
本无影响，但较多量的玻璃珠可以获得更好的分
散效果，因此玻璃珠用量选择 20 g。
　　② 样品加样方式：用注射器取 5 mL 泊沙康唑
口服混悬液，分别在样品池锥形下端、玻璃珠上层
以及与玻璃珠交替分散加样 [7]（见图 3），玻璃珠用
量为 20 g，流速为 8 mL·min－ 1，溶出曲线见图 4。
　　结果表明，在样品池锥形下端先加入混悬液后
再加入玻璃珠，玻璃珠在重力作用下沉至红宝石
处，使混悬液均匀分散至玻璃珠层，可使药物缓
慢释放，且重复性好；混悬液与玻璃珠交替加入样
品池时，玻璃珠与混悬液间易形成断层，且操作烦
琐，不同人员间操作差异较大；混悬液加至玻璃珠
上层时，由于混悬液黏度较大，难以分散至玻璃珠

图 1　流通池开环与闭环模式示意图

Fig 1　Open-loop and closed-loop mode of flow-through cell apparatus



2086

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

层，而集中于玻璃珠层表面，使药物的释放缓慢。
因此，选用在样品池锥形下端加入样品。
　　③ 流速：用注射器取 5 mL 泊沙康唑口服混
悬液加至样品池内，再加入 20 g 玻璃珠，流速分
别为 4、8、16 mL·min－ 1，溶出曲线见图 5。
　　结果表明，混悬液的溶出速率与流速成正相
关，流速越大，溶出越快；溶出达 85% 以上时，
流速为 4、8、16 mL·min－ 1 时所需的溶出时间
分别为 360 min 以上、240 min 和 90 min。为保证
方法对粒度分布和黏度有一定区分力，并且在 6 h
内可溶出完全，流速选用 8 mL·min－ 1。

2.4　流通池法和桨法的对比

　　泊沙康唑属于 BCSⅡ类药物，在酸性介质中
溶解度较高，在弱酸性和中性介质中的溶解度较
低。因此，将不同 pH 的溶出介质 [8] 选定为：pH 
1.0 盐酸溶液、含 0.3%SDS 的 pH 4.5 醋酸盐缓
冲液、含 0.3%SDS 的 pH 6.8 磷酸盐缓冲液和含
0.3%SDS 的水溶液。使用新建立的流通池法检测
BHXY1、BHXY2 和 BHXY3 在以上四种介质中
的溶出曲线，并与桨法进行对比。
　　FDA 溶出度方法数据库中收载的泊沙康唑口
服混悬液的溶出度测定方法为桨法，转速为 25 
r·min－ 1，介质为含 0.3%SDS 的溶液，介质体积为
900 mL。参照该方法，按以下方式投样 [6] 检测：用
注射器吸取 5 mL 混悬液并精密称定，迅速按压注
射器投样并开启溶出仪计时，分别于 10、20、30、
45、60 min 时取样，用 0.45 μm 滤膜过滤，续滤液
作为供试品溶液；对照品溶液配制同“2.3.1”项下。
取供试品溶液和对照品溶液分别进样测定，采用外
标法计算药物浓度并绘制溶出曲线，见图 6。
　　结果表明，采用桨法检测的泊沙康唑口服混悬
液溶出均较快，20 min 时已基本溶出完全，对处方
中粒度分布和黏度差异无区分力；而采用流通池法
检测时，混悬液在四种溶出介质中缓慢溶出，且对
处方中粒度分布和黏度差异具有较好的区分力。
3　讨论

　　本研究采用研磨法制备了两种不同粒度分布
的粗混悬液，中位值粒径分别为 2.15 μm 和 1.67 
μm，与文献报道的原研制剂临床用样品的粒径
中位值相当，并通过调节助悬剂黄原胶的加入
量制备出不同黏度的泊沙康唑口服混悬液。其
中 BHXY1 与 BHXY2 为大粒径产品（2.15 μm）、
BHXY3 为小粒径产品（1.67 μm），BHXY2 黏度
较小。桨法检测时，用注射器将混悬液加入溶出
杯中后，混悬液快速分散，启动搅拌桨后带动混

图 5　流速对溶出速度的影响（n ＝ 6）
Fig 5　Effect of  flow rate on dissolution rate（n ＝ 6）

图 2　玻璃珠用量对溶出速度的影响（n ＝ 6）
Fig 2　Effect of  the amount of glass beads on dissolution rate（n ＝ 6）

图 3　样品池中加样方式示意图

Fig 3　Schematic diagram of the sample adding methods in the sample cell
A. 在样品池锥形下端加入（adding at the conical bottom of the sample 
cell）；B. 与玻璃珠交替分散加入（dispersing and adding alternately with 
glass beads）；C. 在玻璃珠上层加入（adding above the glass beads）

图 4　加样方式对溶出速度的影响（n ＝ 6）
Fig 4　Effect of  sample adding methods on dissolution rate（n ＝ 6）
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悬液进一步分散。由于药物粒径较小呈现出快速
溶出，对混悬液粒径的微小差异不具有区分力，
与文献报道一致 [5-7，9-10]，相反，用新建立的流通
池法检测时，混悬液呈现出相对缓慢的溶出，且
能区分处方中粒度分布和黏度的微小差异。
　　综上，本研究建立的流通池法检测泊沙康唑
口服混悬液体外溶出的方法具有重现性好、区分
力强的优点，可为该产品的开发提供更好的指
示，也为其他难溶性混悬制剂的体外溶出研究提
供了参考。
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图 6　两种方法测得泊沙康唑口服混悬液在四种介质中的溶出曲线（n ＝ 6）
Fig 6　Dissolution profiles of the posaconazole oral suspension by two methods in 4 media（n ＝ 6）
A. pH 1.0 盐酸（pH 1.2 hydrochloric acid solution）；B. 含 0.3%SDS 的 pH 4.5 醋酸盐缓冲液（pH 4.5 acetic acid buffer solution with 0.3%SDS）；

C. 含 0.3%SDS 的 pH 6.8 磷酸盐缓冲液（pH 6.8 phosphate buffer solution with 0.3%SDS）；D. 0.3%SDS 水溶液（water with 0.3% SDS）
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基于指纹图谱和网络药理学的山蜡梅叶颗粒 
质量标志物及含量测定研究

关志宇1，2，彭石根1，张可欣1，王勇平1，2*，刘荣华1*，刘志强1，谢毓敏1（1. 江西中医药大学，南昌　

330004；2. 江西佑美制药有限公司，江西　上饶　334000）

摘要：目的　基于指纹图谱和网络药理学方法，对山蜡梅叶颗粒质量标志物（Q-Marker）进

行预测分析，并测定相关 Q-Marker 的含量。方法　建立山蜡梅叶颗粒 HPLC 指纹图谱，对 15
批山蜡梅叶颗粒进行相似度评价和共有峰指认，并结合化学模式识别方法，筛选 Q-Marker 的

候选成分；通过网络药理学筛选山蜡梅叶颗粒相关成分的靶点和通路，构建“成分 - 靶点 - 通

路”网络图，预测山蜡梅叶颗粒的 Q-Marker 及核心靶点，并利用分子对接验证。最后，采用

HPLC 法对筛选出的 Q-Marker 进行含量测定研究。结果　建立了相似度大于 0.95 的山蜡梅叶

颗粒 HPLC 指纹图谱，共指认了 8 个共有峰，其中东莨菪苷（峰 1）、东莨菪内酯（峰 3）、芦

丁（峰 5）、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（峰 8）、紫云英苷（峰 9）、山柰素（峰 12）、异嗪皮啶（峰

4）、槲皮素（峰 11）为 Q-Marker 候选成分。网络药理学分析表明芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖

苷、紫云英苷、山柰素、槲皮素是山蜡梅叶颗粒发挥退热消炎作用的有效成分，可作为山蜡梅

叶颗粒的 Q-Marker。分子对接表明芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、山柰素、槲皮素

与筛选出的 5 个核心靶点具有良好的结合能力，体现了山蜡梅叶颗粒 Q-Marker 较好的生物活

性。含量测定方法学考察结果显示，各成分的线性关系良好（r ≥ 0.9990），平均加样回收率

在 98.80% ～ 101.82%，RSD 值在 1.1% ～ 2.1%。结论　建立的山蜡梅叶颗粒 HPLC 指纹图谱

方法灵敏度高、结果准确、重复性好，结合网络药理学和分子对接技术筛选出 Q-Marker 并进

行含量测定，可为山蜡梅叶颗粒的质量控制和药效相关机制的研究提供参考。

关键词：山蜡梅叶颗粒；指纹图谱；质量标志物；清热消炎；网络药理学；分子对接
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　　山蜡梅叶为腊梅科腊梅属植物山蜡梅 Chi-
monanthus nitens Oliv. 的干燥叶，主产于江西德
兴、婺源及安徽徽州，是医家习用于治疗流行性
感冒、慢性支气管炎及中暑的江西省道地药材 [1]。
山蜡梅叶颗粒为单一山蜡梅叶提取物制备的现代
制剂之一，具辛凉解表、清热解毒之功效，风热
感冒、发热、恶寒、咽痛者均可用之 [2]，在治疗
上呼吸道感染、小儿手足口病等方面具有良好的
临床疗效 [3-4]。中药颗粒剂作为在传统汤剂、酒剂
等剂型的基础上改进的新型中药制剂，是我国中
成药和日本汉方药最常采用的剂型，因其便捷、
耐药性小，广被患者接受。外观性状、溶化性和
含量测定是中药颗粒剂的主要质量标准，但由于
中药制剂成分多样且制备过程复杂，仅靠这些指
标不能全面反映其内在质量。
　　中药指纹图谱是一种全面的、可量化的质控
手段，结合化学模式识别方法对复杂指纹图谱数
据进行科学的解析，常用于评价中药材、中药制
剂及半成品质量的优良性、真实性和稳定性，在
中药的整体质量控制中起着重要作用 [5-7]。中药
产品的质量尤其是有效成分的含量有着较大差
异，主要原因为中药材来源广和产地繁多，中
药质量标志物（Q-Marker）的概念应运而生 [8]，
Q-Marker 可反映中药安全性和有效性，以标志性
物质对中药进行质量控制 [9]。网络药理学以整体
性和系统性为特点，可快速发现中药主要作用通
路及相关靶点 [10]，对于预测中药成分的潜在作用
靶点具有重要意义 [11-12]。近年来，大量科研人员
通过将指纹图谱与网络药理学技术结合起来，分
析中药及中药制剂的质量标志物，从而为其全面

的质控过程提供有效的参考 [13-15]。
　　已有文献对山蜡梅叶进行指纹图谱和多成分
含量测定研究 [16-17]，但未见山蜡梅叶颗粒多成分
指纹图谱及质量标志物的预测分析。故本研究通
过建立 3 个主产地山蜡梅叶颗粒共 15 批的 HPLC
指纹图谱，结合化学模式识别方法对其整体成分
进行综合评价，再采用网络药理学和分子对接技
术分析预测其 Q-Marker，为全面控制和评价山蜡
梅叶颗粒质量提供了科学依据，也为其他中药制
剂的质量控制提供了参考。
1　仪器与试药 
1.1　仪器
　　安捷伦 1260 型 HPLC 仪（美国安捷伦公司）；
百万分之一电子分析天平（瑞士 METTLER TOLEDO
公司）；超声波清洗器（昆山超声波仪器有限公司）。
1.2　试药
　　 异 嗪 皮 啶（批 号：110837-202009， 纯 度：
99.8%）、 芦 丁（批 号：100080-201811， 纯 度：
91.7%）、槲皮素（批号：100081-201610，纯度：
99.8%）和山柰素（批号：110861-201812，纯度：
93.8%）（中国食品药品检定研究院）；东莨菪苷（批
号：B20307，纯度≥ 98%）、东莨菪内酯（批号：
B20309，纯度≥ 99%）、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷
（批号：B21133，纯度≥ 98%）、紫云英苷（批号：
B21704，纯度≥ 98%）（上海源叶生物科技有限公
司）；甲醇（国药集团化学试剂有限公司）、乙腈（西
陇科学股份有限公司）、甲酸（上海易恩化学技术
有限公司），均为色谱纯；纯净水（杭州娃哈哈集
团有限公司）。
1.3　药材

core targets of Shanla Meiye granules, and verify by molecular docking. Finally, the content of Q-Marker 
was determined by HPLC. Results  HPLC fingerprints of Shanla Meiye granules with similarity greater 
than 0.95 were established, and 8 common peaks were identified, including scopolin (peak 1), scopoletin 
(peak 3), rutin (peak 5), kaempferol-3-rutinoside (peak 8), astragalin (peak 9), isofraxidin (peak 12), 
quercetin (peak 4) and kaempferol (peak 11) as candidate components of Q-Markers. The network 
pharmacology analysis showed that rutin, kaempferol-3-rutinoside, astragalin, quercetin and kaempferol 
were 5 components to exert the medicinal effect, and could be used as Q-Markers. Molecular docking 
showed the 5 components and core targets also had good binding ability and biological activity. The 
content determination showed that the linear relationship between the components was good (r≥0.9990), 
the average recovery was 98.80% ～ 101.82%, and the RSD was 1.1% ～ 2.1%. Conclusion  The 
established HPLC fingerprint method of Shanla Meiye granules has high sensitivity, accurate results, 
and good repeatability. Combined with network pharmacology and molecular docking, Q-Markers are 
screened and determined, providing a reference for its quality control and mechanism for drug efficacy. 
Key words: Shanla Meiye granule; fingerprint; quality marker; heat diminish inflammation; network 
pharmacology; molecular docking
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　　15 批山蜡梅叶来源于江西佑美制药有限公
司，经江西中医药大学中药资源教研室邓可众教
授鉴定为腊梅科腊梅属植物山蜡梅 Chimonanthus 
nitens Oliv. 的干燥叶。将 15 批山蜡梅叶加工成相
应批次颗粒，样品信息见表 1。

表 1　山蜡梅叶颗粒样品信息 
Tab 1　Sample information of Shanla Meiye granules

编号 批号 产地 编号 批号 产地

S1 2009081 江西婺源 S9 2101004 贵州

S2 2009082 江西婺源 S10 2101005 贵州

S3 2009083 江西婺源 S11 2105036 江西广丰

S4 2009084 江西婺源 S12 2105037 江西广丰

S5 2009085 江西婺源 S13 2105038 江西广丰

S6 2101001 贵州 S14 2105039 江西广丰

S7 2101002 贵州 S15 2105040 江西广丰

S8 2101003 贵州

2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　Welch C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；
流动相乙腈（A）-0.1% 甲酸水（B），梯度洗脱：
0 ～ 20 min，10% ～ 15%A；20 ～ 30 min，15%A；
30 ～ 45 min，15% ～ 25%A；45 ～ 70 min，
25% ～ 45%A；流速：0.8 mL·min－ 1；进样量 10 
μL；柱温 30℃；检测波长 359 nm。
2.2　山蜡梅叶颗粒的制备
　　根据 2020 年版《中国药典》四部通则中“0104
颗粒剂”项下方法制备。取山蜡梅叶 1000 g，用水蒸
气蒸馏法提取挥发油，备用；蒸馏后的水溶液另器
保存；药渣加水煎煮两次，每次 30 min，合并煎液，
滤过，滤液与上述蒸馏后的水溶液合并，浓缩至相
对密度为 1.10（90 ～ 95℃）的清膏，放冷，加等量
乙醇，搅匀，静置 24 h，滤过，滤液回收乙醇并浓
缩至相对密度为 1.35（70 ～ 80℃）的稠膏，加入糊
精适量、三氯蔗糖 1.8 g，制成颗粒，干燥，喷入上
述挥发油，混匀，制成 600 g，即得山蜡梅叶颗粒。
2.3　供试品溶液的制备
　　取山蜡梅叶颗粒适量，研细，称取 1.0 g，置
具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 25.00 mL，称重，
超声（200 W，45 kHz）提取 30 min，放冷，称
重，用甲醇补足失重，摇匀，过 0.45 μm 微孔滤
膜，取续滤液，即得。
2.4　对照品溶液的制备
　　取适量东莨菪苷、东莨菪内酯、异嗪皮啶、
芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、槲皮素、
山柰素对照品，精密称定，甲醇溶解成母液。各
移取 1 mL，置 10 mL 量瓶中，甲醇定容，摇匀，
得质量浓度分别为 10.0、32.0、24.0、30.2、36.0、
10.2、38.4、22.0 mg·L－ 1 的混合对照品溶液。

2.5　方法学考察
2.5.1　参照峰的选择　槲皮素为山蜡梅叶颗粒的
主要成分之一，峰面积大，化学性质、色谱峰保
留时间稳定，故以槲皮素为参照峰。
2.5.2　精密度试验　取山蜡梅叶颗粒（S7），按
“2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色
谱条件，连续进样 6 次，以槲皮素为参照峰，得各
共有峰的相对保留时间的 RSD 均＜ 0.2%，相对峰
面积的 RSD 均＜ 4.0%，表明该仪器精密度良好。
2.5.3　重复性试验　取山蜡梅叶颗粒（S7），按
“2.3”项下方法平行制备 6 份样品，按“2.1”项下
色谱条件进样测定，以槲皮素为参照峰，得各共
有峰的相对保留时间的 RSD 均＜ 2.1%，相对峰面
积的 RSD 均＜ 4.0%，表明该方法重复性良好。
2.5.4　稳定性试验　取山蜡梅叶颗粒（S7），按
“2.3”项下方法制备供试品溶液，按 “2.1”项下色
谱条件于 0、2、4、6、8、12、24 h 进样测定，以
槲皮素为参照峰，得各共有峰的相对保留时间的
RSD ＜ 1.8%，相对峰面积的 RSD ＜ 4.0%，表明
该供试品在 24 h 内稳定。
2.6　指纹图谱的建立及评价
2.6.1　指纹图谱的建立　取 15 批山蜡梅叶颗粒样品
溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱
图。所得图谱导入“中药指纹图谱相似度评价系统
软件（2012 版）”，参照图谱为 S7，采用平均数法，
时间窗宽度设为 0.1 min，进行多点校正和 Mark 峰
匹配，得山蜡梅叶颗粒的指纹图谱叠加图，见图 1。

图 1　15 批山蜡梅叶颗粒的 HPLC 指纹图谱

Fig 1　HPLC fingerprints of 15 batches of Shanla Meiye granules

2.6.2　相似度分析　以对照指纹图谱（R）为参
照，计算相似度，见表 2。15 批山蜡梅叶颗粒样
品图谱相似度均＞ 0.95，表明各批次样品化学成
分相似，山蜡梅叶颗粒的质量均一稳定。
2.6.3　共有峰的指认　使用指纹图谱分析结果，
将混合对照品和山蜡梅叶颗粒的样品进行比对，
得 12个共有峰，8个被指认，分别为东莨菪苷（峰
1）、东莨菪内酯（峰 3）、异嗪皮啶（峰 4）、芦丁
（峰 5）、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（峰 8）、紫云英苷
（峰 9）、槲皮素（峰 11）、山柰素（峰 12），见图 2。
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表 2　山蜡梅叶颗粒样品相似度 
Tab 2　Similarity of samples of Shanla Meiye granules

编号 相似度 编号 相似度

S1 0.975 S9 0.988

S2 0.977 S10 0.983

S3 0.978 S11 0.994

S4 0.978 S12 0.993

S5 0.993 S13 0.978

S6 0.993 S14 0.992

S7 0.994 S15 0.977

S8 0.994

图 2　混合对照品溶液（A）和供试品溶液（B）的 HPLC 图

Fig 2　HPLC of mixed reference solution（A）and the test solution（B）

1. 东莨菪苷（scopolin）；3. 东莨菪内酯（scopoletin）；4. 异嗪皮啶

（isofraxidin）；5. 芦丁（rutin）；8. 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（kaemp-
ferol-3-O-rutinoside）；9. 紫云英苷（astragalin）；11. 槲皮素（querce-
tin）；12. 山柰素（kaempferol）

2.6.4　聚类分析（CA）　在 SPSS 21.0 软件中导
入 15 批山蜡梅叶颗粒共有峰的峰面积，采用组间
连接法，标准为平方欧氏距离，图 3 为聚类结果。
当欧氏距离为 5 时，样品 S6 ～ S10 为第一类，样
品 S1 ～ S5、S11 ～ S15 为第二类。说明不同产
地的合格药材所生产出来的山蜡梅叶颗粒存在一
定的差异，与前期调查厂家药材来源结果相符。
2.6.5　主成分分析（PCA）　在 SIMCA 14.1 软
件中导入 15 批山蜡梅叶颗粒共有峰的峰面积，
进行 PCA，得分矩阵图见图 4。结果发现 15 批
样品可分为两类，样品 S6 ～ S10 为一组，样品
S1 ～ S5、S11 ～ S15 为另一组，此分类结果与
聚类分析结果一致。
2.6.6　正交 - 偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）
　为寻找引起不同产地山蜡梅叶颗粒差异的标志
性成分，在 PCA 基础上进行有监督的 OPLS-DA
处理，得分矩阵图见图 5。模型解释率参数 R2Y 为
0.990，预测能力参数 Q2 为 0.978，均高于 0.5，表
明建立的数学模型稳定且预测能力较强。结果显

示 3 个产地的山蜡梅叶颗粒各自聚集在不同的区
域，具有明显的区分。山蜡梅叶颗粒的差异标志
物可用 VIP 值筛选，由图 6 可知，12 号峰（山柰
素）、5 号峰（芦丁）、8 峰（山柰酚 -3-O- 芸香糖
苷）、9 号峰（紫云英苷）、3 号峰（东莨菪内酯）的
VIP 值均＞ 1，表明这 5 种引起组间差异的标志性
成分在区分不同产地山蜡梅叶颗粒时起重要作用。
2.7　网络药理学研究
　　现代药理研究表明，山蜡梅叶具有抑菌、抗
炎、解热、祛痰、镇咳和降血脂等功效。本研究
指认的 8 个成分中，槲皮素具有抗流感病毒、抗
炎等活性；异嗪皮啶具有清热解毒、抗菌抗炎的
药效 [1，18]，结合引起不同产地山蜡梅叶颗粒差异
的 5 种标志性成分，利用网络药理学进一步寻找
山蜡梅颗粒的 Q-Maker 以增强中药单方制剂的质
量控制手段及与中药有效性的关联性。
　　将 Q-Marker 候选成分的 sdf 结构导入 Phamer 
Mapper 数据库获取活性成分作用靶点，得靶点
302 个；再通过 GeneCards 数据库检索“Fever”和
“Inflammation”，得疾病靶点 3559 个。将成分、
疾病靶点进行匹配后，得 63 个交集靶点，导入
STRING 11.0 数据库，得到“string_interactions.tsv”

图 3　15 批山蜡梅叶颗粒的 CA 
Fig 3　CA of 15 batches of Shanla Meiye granules

图 4　15 批山蜡梅叶颗粒的 PCA 
Fig 4　PCA of 15 batches of Shanla Meiye granules
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格式文件，利用 Cytoscape 3.7.1 构建 PPI，以度值
（degree）、介数中心性（betweenness centrality）和
接近中心性（closeness centrality）均大于中位数为
标准筛选核心靶点，得 24 个核心靶点。
　　将 24 个核心靶点导入 DAVID 6.8 数据库进行
GO 功能和 KEGG 通路富集分析。本研究通过查阅文
献和数据库筛选出 18 条与清热、消炎相关的通路。
　　使用 Cytoscape 3.7.1 软件构建筛选所得的 7
个成分、24 个靶点和 18 条通路网络见图 7。结果
显示，芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、
槲皮素及山柰素的连接度较高，可将其作为山蜡
梅叶颗粒的 Q-Marker。24 个核心靶点中 AKT1、
AKT2、STAT1、JAK2、RAF1 连接度较高，表明
这 5 个靶点非常重要，为关键靶点。18 条与清热
消炎有关的通路中，PI3K-Akt 信号通路、MAPK
信号通路、趋化因子信号通路、脂质和动脉粥样
硬化连接度较高，均大于平均值，为重要通路。
2.8　分子对接验证
　　以 Q-Marker 芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、
紫云英苷、槲皮素及山柰素为配体，与 5 个关键
靶点（AKT1、AKT2、STAT1、JAK2、RAF1）对应
的活性位点（2UZS、3D0E、1YVL、2B7A、3OMV）
进行分子对接，结果见表 3。小分子与受体结合时

图 5　15 批山蜡梅叶颗粒 OPLS-DA 
Fig 5　OPLS-DA of 15 batches of Shanla Meiye granules

图 6　山蜡梅叶颗粒 OPLS-DA 的 VIP 值

Fig 6　VIP value of OPLS-DA of Shanla Meiye granules

图 7　“成分 - 靶点 - 通路”网络

Fig 7　“Component-target-pathway” network

的能量越低、构象形状匹配度越高，则配体越容
易与小分子结合，表明小分子具有的潜在作用活
性越强 [19]。结果显示，Q-Marker 与靶点蛋白的结
合能在－9.55～－4.32 kcal·mol－1，表明 Q-Marker
与核心蛋白靶点之间亲和力较高，具有较高的药
效活性，提示山蜡梅叶颗粒的 Q-Marker 可能通过
作用于上述核心靶点发挥退热消炎的作用。

2.9　山蜡梅叶颗粒 Q-Marker 的含量测定
2.9.1　线性关系考察　取“2.4”项下混合对照品溶
液适量，按倍数用甲醇稀释 6 次，得系列对照品
溶液，按“2.1”项下色谱条件测定。以对照品质量
浓度为横坐标（x），以对照品峰面积为纵坐标（y）
绘制标准曲线，进行线性回归，得到 5 种化合物的
回归方程及线性范围，结果见表 4。
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表 3　山蜡梅叶颗粒 Q-Marker与核心靶点的分子对接 
Tab 3　Molecular docking between Q-Marker and core target of Shanla Meiye granules

化合物
结合能 /（kcal·mol－ 1）

AKT1（2uzs） AKT2（3d0e） STAT1（1yvl） JAK2（2b7a） RAF1（3mov） 总和

芦丁 － 8.20 － 4.32 － 5.64 － 6.04 － 7.94 － 32.14
山柰酚 -3-O- 芸香糖苷 － 6.61 － 4.94 － 4.93 － 4.81 － 8.49 － 29.78
紫云英苷 － 7.97 － 4.82 － 5.25 － 5.41 － 6.72 － 30.17
槲皮素 － 9.42 － 6.43 － 6.44 － 6.70 － 9.55 － 38.54
山柰素 － 9.09 － 6.98 － 6.54 － 6.55 － 8.77 － 37.93
总和 － 41.29 － 27.49 － 28.80 － 29.51 － 41.47

表 4　线性关系考察 
Tab 4　Linear relationship examination

化合物 回归方程 r 范围 /（μg·mL－1）

芦丁 y ＝ 386.4x ＋ 6.832 0.9992 1.491 ～ 44.73

山柰酚 -3-O-芸香糖苷 y ＝ 522.0x ＋ 8.115 0.9995     5.97 ～ 179.28

紫云英苷 y ＝ 574.5x ＋ 40.72 0.9990   7.77 ～ 233.1

槲皮素 y ＝ 1132.7x － 1.349 0.9999 2.565 ～ 76.95

山柰素 y ＝ 1530.2x － 6.070 0.9999   5.321 ～ 159.63

2.9.2　精密度试验　精密吸取“2.9.1”项下对照
品溶液 10 μL，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6
次，记录各成分峰面积，结果芦丁、山柰酚 -3-O-
芸香糖苷、紫云英苷、槲皮素、山柰素峰面积
的 RSD 分 别 为 0.64%、0.35%、0.41%、0.29%、
0.14%，表明仪器精密度良好。
2.9.3　重复性试验　取山蜡梅叶颗粒（S7）6 份，
按“2.3”项下方法制备，进样测定，记录各成分
峰面积，结果芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫
云英苷、槲皮素、山柰素的质量分数的 RSD 分别
为 2.2%、1.4%、1.0%、1.4%、1.0%，表明该方
法的重复性良好。
2.9.4　稳定性试验　取山蜡梅叶颗粒（S7）6 份，
按“2.3”项下方法制备，在 0、2、4、8、12、24 
h 进样测定，记录各成分峰面积，结果芦丁、山
柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、槲皮素、山柰
素峰面积的 RSD 分别为 2.1%、1.2%、1.2%、1.2%、
0.97%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.9.5　加样回收试验　精密称定已测定指标成分
含量的山蜡梅叶颗粒样品粉末（S7），分别精密
加入与样品中待测成分已知含量相当的 0.5、1.0、
1.5 倍混合对照品溶液，每个梯度平行 3 份，按
“2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下
色谱条件进样测定，记录芦丁、山柰酚 -3-O- 芸
香糖苷、紫云英苷、槲皮素、山柰素峰面积，并
计算得平均加样回收率均在 98.80% ～ 101.82%，
RSD 均在 1.1% ～ 2.1%。
2.9.6　样品测定　分别精密称取 15 批山蜡梅叶
颗粒样品，按照“2.3”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，各成分含量，
结果见表 5。

表 5　15 批山蜡梅叶颗粒样品含量测定结果 (n ＝ 3) 
Tab 5　Content of 15 batches of Shanla Meiye granules (n ＝ 3)

样品
质量分数 /（mg·g－ 1）

芦丁 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷 紫云英苷 槲皮素 山柰素

S1 1.67 2.93 0.33 0.19 0.28
S2 1.77 3.04 0.37 0.22 0.30
S3  1.69 2.82 0.32 0.19 0.28
S4 1.63 2.62 0.28 0.18 0.25
S5 1.58 2.94 0.31 0.23 0.26
S6 6.64 7.84 2.61 0.61 0.40
S7 7.64 8.60 2.88 0.67 0.47
S8 6.95 7.73 2.51 0.60 0.42
S9 7.12 7.87 2.52 0.61 0.42
S10 6.73 7.38 2.61 0.58 0.41
S11 2.88 3.34 0.37 0.16 0.14
S12 2.60 3.11 0.24 0.15 0.13
S13 3.25 3.70 0.60 0.25 0.20
S14 3.35 4.00 0.72 0.27 0.21
S15 2.91 3.26 0.53 0.21 0.18

3　讨论

　　中药颗粒剂是一种相比传统汤剂携带服用方
便、剂量准确的优势剂型，因其吸收快、作用迅
速，更易被患者接受，助力着中医药现代化的发
展进程。但中药颗粒剂制备过程复杂，特别是含
挥发油的品种，导致不同批次颗粒剂质量不均一
等问题。故找到中药颗粒剂的 Q-Marker，实时监
测其制作过程中的关键点，对保证中药颗粒剂质
量稳定有着重要意义。根据 Q-Marker 溯源性、可
测性原则，本研究建立 15 批山蜡梅叶颗粒 HPLC
指纹图谱，共确认 12 个共有峰，通过与对照品比
对指认了其中 8 个成分。采用化学模式识别方法
对图谱结果进行分析，其中 OPLS-DA 分析结果显
示山柰素、芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英
苷、东莨菪内酯是其差异化合物，可作为山蜡梅
叶颗粒的候选 Q-Marker。基于此，结合异嗪皮啶、
槲皮素等药效指标成分展开网络药理学研究，其
结果显示芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、紫云英苷、
槲皮素及山柰素的连接度较高，在山蜡梅叶颗粒
的清热抗炎过程中发挥着重要作用，可将其作为
山蜡梅叶颗粒的 Q-Marker；AKT1、AKT2、STAT1、
JAK2、RAF1 是其关键靶点；PI3K-Akt 信号通路、
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趋化因子信号通路、MAPK 信号通路、脂质和
动脉粥样硬化是其重要通路。研究发现，AKT1、
AKT2 等 AKT 家族在巨噬细胞的炎症反应中起重要
的调控作用，是 PI3K/AKT 信号通路抗炎作用主
要涉的两个亚型 [20-22]。STAT1 被认为可能是抗炎治
疗的新分子靶点 [23]；JAK2 参与细胞的增殖、分化、
凋亡以及免疫调节等许多重要的生物学过程 [24]，
RAF1 在人体内发挥多种生物学作用，其激活后可
影响下游基因或信号转导，进而调控不同的生理
及病理过程 [25]。核心靶点的相应作用均与山蜡梅
叶颗粒 Q-Marker 清热抗炎等药效相关。
　　综上分析，芦丁、山柰酚 -3-O- 芸香糖苷、
紫云英苷、槲皮素及山柰素可作为山蜡梅叶颗粒
的 Q-Marker。后续可采用系统生物学、蛋白组学
或高通量测序技术对关键成分进行清热消炎活性
验证及在模型动物体内代谢、组织分布，以进一
步验证网络药理学结果的可靠性。指纹图谱与网
络药理学、分子对接技术相结合的方法为筛选山
蜡梅叶颗粒 Q-Marker 提供有效的参考，同时也
为其他中药制剂的质量控制提供新思路。
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不同来源猪皮与重建人类表皮模型对面膜中 
咖啡因透过性比较研究

魏国志，许飞飞，李和伟*（常州伟博海泰化妆品有限公司，江苏　常州　213000）

摘要：目的　探索评估面膜中咖啡因经皮透过性最适合的皮肤模型。方法　采用两种离体小型猪

皮肤（巴马小型猪和小型家猪）和重建人类表皮为皮肤模型材料，应用 Franz 扩散池法测定 4 个

处方面膜（面膜 1 不加渗透剂，面膜 2、3 和 4 促渗剂用量分别为 0.5%、1.0% 和 2.0%）中咖啡因

的累积透过量，以 HPLC 法测定接收液中不同时间点咖啡因的浓度。结果　面膜 1 中咖啡因在两

种小型猪皮肤模型中 120 min 累积透过百分率和咖啡因在人体的实际透过率是基本一致的。面膜

2 中咖啡因在重建人类表皮模型中的时间 - 累积透过量、稳态流量（JSS）和渗透系数（Kp）均显著

高于两种离体小型猪皮肤模型。巴马小型猪皮肤模型对面膜 2、3 和 4 中咖啡因的时间 - 累积透

过量具有显著区分力，但小型家猪皮肤模型对面膜 3 和 4 中咖啡因的时间 - 累积透过量差异无统

计学意义。结论　巴马小型猪皮肤是最适合于评估面膜中咖啡因皮肤透过性研究的模型。

关键词：面膜；咖啡因；经皮渗透；巴马小型猪皮肤模型

中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2095-06
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Transdermal permeation of caffeine in facial masks of miniature pig skin 
from various sources and reconstructed human epidermis model

WEI Guo-zhi, XU Fei-fei, LI He-wei* (Changzhou Weibo Hi-Tech Co., Ltd., Changzhou  Jiangsu  213000)

Abstract: Objective  To determine the optimum skin model to assess the transdermal permeation of 
caffeine in facial masks. Methods  Two types of miniature pigs skin and one type of reconstructed 
human epidermis were used as skin model materials. Franz diffusion cells were used to determine 
the cumulative amount of caffeine permeation in facial masks of 4 formulations (formulation 1: 
no penetration enhancers, formulation 2, 3 and 4: penetration enhancers at 0.5%, 1.0% and 2.0%, 
respectively). An HPLC method was developed to determine the content of caffeine in the receiver 
solution at various spots. Results  The transdermal cumulative permeation of caffeine in facial mask 
1 from two types of miniature pig skin at 120 min was close to that of the observed human data. 
The time-cumulative amount of caffeine permeation in facial mask 2, the calculated steady-state 
flux (JSS) and permeability coefficient (Kp) through the reconstructed human epidermis model were 
significantly higher than those of the two types of miniature pig skin models. The time-cumulative 
amounts of caffeine in facial masks 2, 3 and 4 differed significantly in the bama miniature pig skin 
model, however the time-cumulative amounts of caffeine in facial masks 3 and 4 did not differ 
significantly in small domestic pig skin model. Conclusion  The bama miniature pig skin model is 
the optimum model in assessing the transdermal permeation of caffeine in facial masks. 
Key words: facial mask; caffeine; transdermal permeation; bama miniature pig skin model
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　　面膜在化妆品领域中占有重要的位置，在实
际生活中应用广泛。面膜中经常需要添加一些能
改善皮肤细胞代谢的活性成分，但这些生物活性

成分是否能发挥作用往往依赖于其透过皮肤表皮
角质层的能力 [1]。由于伦理原因，面膜中活性成
分在人体内进行皮肤透过性评估是不可行的 [2]。
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应用手术或外科整形切除的人体皮肤和胶带粘贴
技术评估面膜中活性成分在人体内的渗透性，被
认为是与真实人体内最接近的经皮给药研究的实
验方法 [3]。但由于切除的人体皮肤不易获得，与
胶带粘贴试验对皮肤造成的损伤、仅能获得表皮
角质层透过数据、不能获得连续时 - 量数据和需
要临床伦理审批等缺点，其在实际应用中受到限
制，这两个方法目前只能在初始阶段评估和少数
场景中应用 [2]。因此，建立合适的可替代人体皮
肤的药物体外透过性皮肤模型是有必要的。
　　目前，可代替人类皮肤进行经皮给药渗透性
研究的替代模型已经被逐渐建立，这些替代模型
包括平行人工膜、重建人类表皮模型和开源全厚
度皮肤模型等 [4-5]。在这些模型中，重建人类皮肤
模型是较理想的替代模型。学者们通过比较各种
皮肤的生理参数，最终确定猪皮是最理想的皮肤
模型，可代替人类皮肤用于经皮给药研究 [6-8]。
　　咖啡因具有多种与改善皮肤相关的活性，如
阻止多余脂肪在皮肤中堆积 [9]，保护皮肤避免
光损伤，清除自由基 DPPH 和抑制脂质过氧化
等 [9-10]。并且国家食药总局发布的《关于已使用
化妆品原料名称目录的公告》和中国香化协会发
布的《国际化妆品原料标准中文名称目录》都收
录咖啡因作为化妆品原料 [10]。咖啡因的水溶性极
强，logP 为－ 0.07，脂溶性很差，不易透过皮肤
吸收 [9]。因此在经皮给药研究领域，咖啡因经常
被用作水溶性模型药物来评估透皮吸收制剂的有
效性 [9]。研究显示，多个试验均以咖啡因作为模
型药物来评估经皮给药系统或新建立的皮肤透过
性研究方法的可行性 [3，11-13]。
　　本研究以咖啡因为模型药物，建立适合评估
面膜中活性成分咖啡因经皮透过的皮肤模型方
法，主要研究内容如下：① 建立咖啡因在透皮接
收液中含量的测定方法并进行方法学验证；② 测
定面膜 1（无促渗剂）中咖啡因在重建人类表皮
模型和两种小型猪（巴马小型猪和小型家猪）皮
肤模型中的透过百分率，并与文献实测值进行比
较；③ 评价面膜 2（0.5% 促渗剂）中咖啡因在重
建人类表皮模型和两种小型猪皮肤模型不同时间
点的经皮累积透过量的差异；④ 评价加入不同量
促渗剂的面膜处方中（面膜 3：1.0% 促渗剂；面
膜 4：2.0% 促渗剂）咖啡因在两种小型猪皮肤模
型的不同时间点累积透过量的差异。通过本试验
研究，预期为评估面膜中活性成分咖啡因皮肤透
过性研究提供皮肤模型评估方法。

1　仪器与材料

1.1　仪器

　　BSA2202 型天平（精度 0.01 g）、CPA225D 型
天平（精度 0.01 mg）（赛多利斯公司）；LC-16 型高
效液相色谱仪、SPD-16 型紫外检测器（日本岛津
公司）；TT-B（D）型 Franz 透皮试验仪（天津市正
通科技有限公司）；800D-1 型离心机（常州天瑞仪
器有限公司）。
1.2　材料

　　面膜（面膜 1：无促渗剂，面膜 2：0.5% 促
渗剂，面膜 3：1.0% 促渗剂，面膜 4：2.0% 促渗
剂，常州伟博海泰化妆品有限公司）；咖啡因对
照品（纯度：99.5%，批号：ST00450116，坛墨质
检科技股份有限公司）；Kinetex EVO C18 色谱柱
（批号：H15-078416，广州菲罗门科学仪器有限
公司）；FiveEasy Plus 型 pH 计（梅特勒 - 托利多
仪器有限公司）；BIO-DL 型移液枪（赛多利斯公
司）；Episkin 型重建人类表皮模型（1.07 cm2 分散
面积，法国欧莱雅公司），Nunclon Sphera 12 孔板
（ThermoFisher 公司），滤膜（0.22 μm，天津津腾
公司）；色谱纯乙腈（Fisher 公司）；娃哈哈纯净水
（杭州娃哈哈集团有限公司）；D-PBS（杜氏磷酸盐
缓冲液）、生理盐水、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、
磷酸（分析纯，北京化工集团股份有限公司）。
1.3　动物

　　巴马小型猪 [ 合格证号：SCXK（苏）2022-
0013，泰州泰和生物科技有限公司，雄性，日龄
30，体质量 2.5 ～ 3.5 kg]；小型家猪（雄性，日
龄 30，体质量 5.5 ～ 8.5 kg，于养殖户处购买）。
2　方法与结果

2.1　HPLC 测定接收液中咖啡因的含量

2.1.1　色谱条件　色谱柱为 C18（4.6 mm×150 mm，
3.5 μm）；流动相为乙腈 - 水（12∶88）；流速 1.0 
mL·min－ 1；柱温 30℃，检测波长 280 nm；进样
量 20 μL。
2.1.2　对照品溶液制备　精密称取咖啡因对照品
约 20 mg，加入纯净水溶解并定容于 10 mL 量瓶
中，摇匀，即得质量浓度约为 2.0 mg·mL－ 1 的
对照品溶液，备用。
2.1.3　线性关系考察　用移液枪量取不同体积对
照品溶液，再加入纯净水进行稀释，摇匀，配
制成质量浓度分别为 500.0、200.0、50.0、20.0、
2.0、0.20 μg·mL－ 1 的系列对照品溶液。分别吸
取上述对照品溶液各 20 μL 依次进样测定，以咖
啡因质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标
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（Y），绘制标准曲线，得咖啡因回归方程为 Y ＝

6.338×104X＋ 5.041×104，r＝ 0.9999。结果表明，
咖啡因质量浓度在 0.2 ～ 500 μg·mL－ 1 与峰面积
线性关系良好。
2.1.4　精密度试验　配制高、中、低质量浓度
（10、5、1 μg·mL－ 1）咖啡因对照品溶液，分别
精密吸取对照品溶液各 20 μL，分别于同 1 d 之内
连续进样测定 6 次，并在 6 d 之内连续进样测定，
记录峰面积。结果显示高、中、低浓度对照品溶
液日内精密度 RSD 分别为 1.5%、0.45%、0.96%，
日间精密度 RSD 分别为 1.7%、1.8%、1.1%。
2.1.5　稳定性试验　精密量取供试品溶液 20 μL
（巴马小型猪、小型家猪皮接收液和重建人类表
皮接收液样品共 3 份），放置在室温条件下，分别
于 0、1、2、4、8、24 h 进样测定，记录峰面积，
结果显示峰面积 RSD 分别为 1.0%、1.6%、1.5%，
表明供试品溶液在室温条件下 24 h 内稳定性良好。
2.1.6　回收试验　在已知高（5 μg·mL－ 1）、中
（2.5 μg·mL－ 1）、低（0.5 μg·mL－ 1）3 个质量浓
度的 pH 6.8 磷酸盐（PBS）和 D-PBS 缓冲液中按
1∶1 比例分别加入高、中、低 3 个浓度的咖啡因
对照品溶液，每个浓度平行制备 3 份供试品溶液，
进样测定，计算回收率。PBS 中低、中、高 3 个
质量浓度咖啡因回收率分别为 101.4%、100.3%、
100.7%，RSD 分别为 1.8%、2.4%、1.5%；D-PBS
缓冲液中低、中、高 3 个质量浓度咖啡因回收率
分别为 98.8%、101.7%、99.3%，RSD 分别为 1.4%、
1.5%、2.3%。
2.1.7　专属性试验　取供试品溶液（离体猪皮试
验和重建人类表皮模型透皮试验的接收液样品）、
阴性样品（空白接收液）、咖啡因对照品溶液进样
测定，记录色谱图。咖啡因的出峰时间约为 7.4 
min，峰形良好，供试品与对照品在相应位置上
存在相同峰，且阴性样品无干扰。
2.2　离体猪皮透皮试验

2.2.1　离体猪皮制备　两种小型猪处死后立即剪
取腹部皮肤，剥离皮下脂肪和结缔组织，用生理
盐水冲冼干净，滤纸吸干水分，备用。
2.2.2　试验步骤　参考文献方法 [14]，应用 Franz 透
皮试验仪进行透皮试验，水浴温度（37±0.5）℃，
搅拌速度 100 r·min－ 1，扩散池暴露的皮肤面积为
3.14 cm2，接收池体积为 12 mL，接收溶液为 PBS。
将面膜剪成 3.14 cm2 小块，贴敷于皮肤上，固定
于接收池上，开始试验。试验开始后 10、30、60、
90、120、150 min，取接收液 0.5 mL，每个时间点

平行 3 份，取样后向接收池内补充同体积接收液，
取出时接收液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，待测。
2.3　重建人类表皮模型透皮试验

　　参考文献方法 [15] 从营养琼脂糖培养液中取出
重建人类表皮组织，放置到 12 孔板中，每孔中加
入 2 mL 维护介质。在（37±0.5）℃、95% 湿度和
5%CO2 条件下，重建人类表皮组织孵育 18 h。然
后将重建人类表皮组织转移到另一个 12 孔板中，
接收溶液为 D-PBS，室温条件下平衡 30 min。然
后将面积约为 1.08 cm2 小块面膜去掉背衬层，面
膜基质加水润湿稀释后平铺于重建人类表皮组
织之上。表皮组织接收液样品：试验开始后 10、
30、60、90、120、150 min， 取 接 收 液 2.0 mL，
每个时间点平行 3 份，溶液经 0.22 μm 微孔滤膜
过滤，待测。每个时间点取样后将表皮组织立即
转移到已经充满 2 mL D-PBS 溶液的新 12 孔板上。
2.4　数据分析

　　应用文献的公式 [15]，计算单位面积皮肤中咖
啡因的累积透过量，公式（1）如下所示。
　　Qn ＝（Cn×Vrec ＋ ∑ i ＝ n － 1

i ＝１ Ci×Vi）/S　　（1） 
　　式中 Qn（μg·cm－ 2）代表面膜中咖啡因在某个
时间点的单位面积累积透过量；S（cm2）代表扩散
池暴露皮肤面积（离体猪皮：3.14 cm2；重建人类表
皮组织：1.08 cm2）；Cn（μg·mL－ 1）代表不同时间
点咖啡因在接收介质中的质量浓度；Vrec（mL）代表
接收液体积（离体猪皮：12 mL；重建人类表皮：2 
mL）；Ci（μg·mL－ 1）代表在 Cn 前一个时间点的咖
啡因在接收介质中的质量浓度；Vi（mL）代表取样
体积（离体猪皮：0.5 mL；重建人类表皮：2.0 mL）。
计算面膜中咖啡因的透过百分率如公式（2）所示。
　　透过百分率（%）＝ Qn×S/Mu×100%　  （2）
　　公式中 Mu（μg）是扩散池暴露皮肤面积的面膜
中咖啡因的质量。为了比较不同处方面膜和经过不
同皮肤（巴马小型猪，小型家猪和重建人类表皮）
的咖啡因渗透性差异，引入两个参数（稳态流量 JSS

和渗透系数 Kp）来表征咖啡因从面膜中渗透至皮肤
的整体动力学过程，JSS（μg·cm－ 2·min－ 1）采用
公式（3）计算，Kp（cm·h－ 1）采用公式（4）计算。
　　JSS ＝ dQ/dt　　（3）
　　Kp ＝ JSS/Cd　     （4）
　　式中 dQ 代表累积透过量（μg·cm－ 1）；dt 代
表累积时间（min）；Cd（μg·mL－ 1）代表面膜
中咖啡因浓度。所有试验结果以均数 ±标准差
（x±s）表示，单因素方差分析（Tukey-Kramer 
HSD 检验）比较均值，以 P ＜ 0.05 表示差异有
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统计学意义。本研究中数据统计分析均由 JMP 
11.0.0 平台实现（SAS Institute Inc.），多组数据间
均值的比较应采用单因素方差分析。
2.5　面膜 1 中咖啡因在两种猪皮和重建人类表皮

模型中经皮渗透与人体内数据 [16] 的比较

　　先通过文献 [16] 获取了没有加入促渗剂的咖啡
因在真实人体内的渗透性数据（约 2.5%）。为了研
究 3 种皮肤模型是否适合评估面膜中咖啡因经皮
透过情况，本试验首先制备了没有加入促渗剂的
面膜 1。图 1 显示了面膜 1 中咖啡因在两种小型猪
皮肤模型中 120 min 时间内的平均透过百分率均小
于 10%，方差分析显示，咖啡因在两种小型猪皮
肤模型透过百分率与真实人体的数据差异无统计
学意义。相比较而言，咖啡因在重建人类表皮模
型中具有更高的透过百分率，均值达到 13.8%，与
人体内的实测值差异有统计学意义。

图 1　咖啡因在人体体内 [16]、重建人类表皮模型、巴马小型猪皮肤

和小型家猪皮肤透过百分率比较

Fig 1　Percentage of caffeine permeation in human [16]，reconstructed 
human epidermis，bama miniature pig skin and small domestic pig skin

注（Note）：与咖啡因在人体体内相比，**P ＜ 0.01（Compared 
with the human group，**P ＜ 0.01）。

2.6　面膜 2 中咖啡因在两种猪皮和重建人类表皮

模型中经皮渗透的比较

　　如图 2 所示，咖啡因在 3 种皮肤中具有相似
的释药趋势，但咖啡因在重建人类皮肤模型的释
药速度更快，两种小型猪皮肤模型中咖啡因在不
同时间点累积渗透量比较接近。除了 150 min 时
间点（P ＝ 0.036），方差分析显示其他时间点咖
啡因在两种小型猪的皮肤模型的渗透量差异无统
计学意义（0.21 ＜ P ＜ 0.86）。同时，方差分析显
示所有时间点的咖啡因从巴马小型猪的皮肤中渗
透量与在重建人类表皮模型中渗透量差异均有统
计学意义（0.0005 ＜ P ＜ 0.018）。
　　如图 3 所示，咖啡因在巴马小型猪与在小
型家猪的累积渗透量的比值在 0.56 ～ 1.1，结果
表明咖啡因在巴马小型猪与在小型家猪的皮肤模
型中具有类似的经皮释药方式。咖啡因在巴马小
型猪与在重建人类表皮中累积渗透量的比值在

1.2 ～ 3.6。前端时间点（10、30 和 60 min）结果
显示咖啡因在巴马小型猪与在重建人类皮肤中累
积渗透量的比值更大，这说明在开始阶段咖啡因
在重建人类皮肤中渗透速度更快。

图 2　咖啡因在重建人类表皮模型（▲）、巴马小型猪皮肤（●）和

小型家猪皮肤（■）中累积透过量 - 时间曲线

Fig 2　Cumulative amount versus time profiles of caffeine permeated 
through the reconstructed human epidermis（▲）and the pig’s skins（● 
and ■）

注（Note）：与咖啡因在巴马小型猪皮肤模型透过量相比，
**P ＜ 0.01，*P ＜ 0.05（Compared with the cumulative amount of caf-
feine through bama miniature pig skin，**P ＜ 0.01，*P ＜ 0.05）。

图 3　咖啡因在巴马小型猪皮肤、重建人类表皮模型与小型家猪皮

肤的累积透过量比率

Fig 3　Ratios of cumulative caffeine permeation in bama miniature pig  
skin，the reconstructed human epidermis and small domestic pig skin

　　面膜 2 中咖啡因通过皮肤渗透的两个关键动
力学参数见表 1。咖啡因在巴马小型猪和小型家猪
与在重建人类皮肤中 JSS 和 Kp 差异均具有统计学
意义。3 组皮肤的 Kp 值均大于 5×10－ 4cm·min－ 1，
显示面膜 2 中咖啡因在 3 种皮肤中渗透均属于高
渗透性过程（面膜 1 中咖啡因在皮肤模型中属于
低渗透过程），表明促渗剂对咖啡因透过皮肤有较
强的助渗作用。
2.7　3 个不同处方面膜在两种猪皮模型中经皮渗

透性的比较

　　如图 4A 所示，巴马小型猪皮肤模型对不同
处方面膜中咖啡因不同时间的经皮渗透量具有较
好的区分力。除了 150 min 时间点，方差分析显
示其他时间点 3 个处方面膜中咖啡因从巴马小型
猪的皮肤渗透量差异均有统计学意义（面膜 3 与
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面膜 2：0.0036 ＜ P ＜ 0.025；面膜 4 与面膜 3：
0.0065 ＜ P ＜ 0.043）。如图 4B 所示，咖啡因在面
膜 3 和 4 中经皮渗透量没有区分力。方差分析显
示，除 150 min 时间点，其他时间点的面膜 2 中
咖啡因透过量与面膜 3 和 4 透过量差异均有统计
学差异，但面膜 3 与 4 中咖啡因累积透过量在各
个时间点差异均无统计学意义（0.14 ＜ P ＜ 0.93）。

表 1　咖啡因在 3 种皮肤模型中稳态流量和渗透系数 
Tab 1　Steady-state fluxes (Jss) and permeability coefficients (Kp) of 

caffeine calculated using 3 skin models

皮肤 JSS/（μg·cm － 2·min － 1） Kp/（×10 － 4cm·min － 1）

重建人类皮肤  0.11±0.014 21.6±2.9

巴马小型猪 0.081±0.010*  16.8±1.2*

小型家猪 0.077±0.011*  15.9±2.2*

注：与重建人类表皮模型相比，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the reconstructed human epidermis group，

*P ＜ 0.05.

图 4　3 种面膜中咖啡因在猪皮肤模型中累积透过量 - 时间曲线

Fig 4　Cumulative amount versus time profiles of caffeine from 3 
different face masks permeated through the pig skins
A. 巴马小型猪皮肤（bama miniature skin）；B. 小型家猪皮肤（small 
domestic pig skin）

注（Note）：与面膜 3 中咖啡因累积透过量相比，**P ＜ 0.01，
*P ＜ 0.05（Compared with the cumulative amount of caffeine from the 

face mask 3，**P ＜ 0.01，*P ＜ 0.05）

　　3 种处方面膜中咖啡因在两种猪皮肤模型中
JSS 和 Kp 见表 2。在巴马小型猪模型里，3 个面
膜处方中咖啡因的 JSS 和 Kp 值差异均有统计学意
义。但在小型家猪模型中，面膜 2 的 JSS 和 Kp 和
面膜 3 差异有统计学意义，但面膜 3 与面膜 4 中
这两个动力学参数差异没有统计学意义。
3　讨论

　　目前研究药物经皮给药的模型方法有很多。
尽管以切除的人体皮肤作为药物经皮给药研究是
与人体相关性最强的皮肤模型，但除了不易获得
之外 [3]，其皮肤生理特征与真正的人体皮肤相比
也有一些缺陷，文献研究发现切除的人体皮肤相
对于正常皮肤的毛囊存储明显降低 [17]。而文献研
究显示促渗剂通过打开皮肤毛囊能增加约 3 倍的
咖啡因透过皮肤量 [13]，文献也证实了咖啡因通过
皮肤吸收的主要通路之一是皮肤的毛囊 [13，16]。相
对于正常人体皮肤而言，重建人类表皮模型对药
物的体外透过量经常会偏高，在本次试验中也证
实该模型对咖啡因的透过量明显高于小型猪的皮
肤模型，这是该模型在文献报道中被提及最多的
缺点 [3]。遗憾的是，目前的重建人类表皮模型中
还不能实现表达类似人体皮肤毛囊的生理结构 [18]。
　　小型猪皮肤的各种生理属性和通透性被公认
与人类皮肤最接近，欧盟委员会和 WHO 等多个
国际组织均认定其为最理想的可代替人类皮肤进
行经皮给药研究的离体皮肤模型 [8]。咖啡因是水
溶性的可改善皮肤生理功能的小分子化合物，因
其在不同皮肤模型中与不同经皮给药制剂中均表
现出有差异的渗透动力学过程。在多个文献研究
中 [3，11-13，18]，均采用该化合物来评估不同皮肤模
型或不同经皮给药制剂的透过情况。在本研究中，
我们聚焦于评估不同的皮肤模型对面膜中咖啡因

经皮透过的影响，探索适合的可用于筛选不同用
量促渗剂的咖啡因面膜经皮透过皮肤模型。
3.1　皮肤模型对面膜中咖啡因透过性的影响

　　本研究发现，当面膜中没有添加促渗剂时，
咖啡因在两种小型猪皮肤模型中透过百分率均较

低（低于 10%），这与文献报道的咖啡因在人体
内实测的渗透百分率基本相当 [2]。但在重建人类
皮肤模型中咖啡因透过量明显增加，与真实人体
内数据差异有统计学意义。虽然小型猪皮肤模型
和重建人类表皮模型接收液 pH 值不同，但我们

表 2　3 种处方面膜中咖啡因在 2 种猪皮肤模型中稳态流量和渗透系数 
Tab 2　Steady-state fluxes (Jss) and permeability coefficients (Kp) of caffeine in 2 types of pig skin models in 3 different face masks

面膜
巴马小型猪模型 小型家猪模型

JSS/（μg·cm － 2·min － 1） Kp/（×10 － 4 cm·min － 1） JSS/（μg·cm － 2·min － 1） Kp/（×10 － 4 cm·min － 1）

面膜 2 0.081±0.010 16.8±1.2 0.077±0.011 15.9±2.2

面膜 3 0.010±0.004* 21.4±0.9*   0.13±0.006* 26.1±1.2*

面膜 4   0.12±0.015 △ 24.1±3.1 △   0.13±0.010 26.8±2.1

注：与面膜 2 组数据相比，*P ＜ 0.05；与面膜 3 组数据相比，△ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the formulation 2 group，*P ＜ 0.05；compared with the formulation 3 group，△ P ＜ 0.05.
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前期的测定的溶解度数据显示，咖啡因在 PBS，
D-PBS 缓冲液和纯净水中的溶解度几乎没有差
异，所以接收液的 pH 值不会影响咖啡因的透过
性。结果表明两种小型猪皮肤模型可能更适用于
评估面膜中咖啡因经皮透过研究。由“2.6”项下
的试验结果可知，咖啡因在重建人类表皮模型中
累积渗透量更高，释药速度更快，这与“2.5”项
下的结果和文献报道的该模型一般来说药物透过
较快的特点是相符合的。对于同一处方面膜（面
膜 1），咖啡因在两种小型猪皮肤模型上多个时间
点均具有相似的经皮累积渗透量。
3.2　处方中促渗剂对面膜中咖啡因透过性的影响

　　由“2.7”项下的试验结果可知，相比于小型
家猪皮肤模型，巴马小型猪皮肤模型对面膜中促
渗剂用量具有更好的区分力。经皮给药制剂中，
药物主要是靠促渗剂来协助水溶性药物穿过皮肤
角质层而进入皮肤。在巴马小型猪皮肤模型中，
不同用量促渗剂对面膜中咖啡因透过量的改善能
被明显区分出来，并且在贴敷 150 min 时，累积
透过百分率能达到 49.4%，这与文献报道的咖啡
因通过皮肤透过百分率很接近（51% 和 54%）[13]。
因此在以咖啡因作为生物活性成分的面膜前期的
处方筛选中，采用巴马小型猪皮肤模型可能是评
估面膜处方中促渗剂用量最理想的皮肤模型。
　　综上所述，虽然小型猪皮肤是公认的与人类
皮肤透过性最接近的皮肤模型，但本试验显示巴
马小型猪皮肤模型是研究面膜中咖啡因经皮透过
性更适合的猪皮肤模型。
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HPLC-MS/MS法快速测定儿童微量血浆中 
甲氨蝶呤和丙戊酸浓度

姜锡娟，秦亚彬，张古英，赵德运*，孙玉林（河北省儿童医院药学部，石家庄　050031）

摘要：目的　建立高效液相色谱串联质谱（HPLC-MS/MS）法快速测定儿童微量血浆中甲氨蝶
呤（MTX）和丙戊酸（VPA）的浓度。方法　10 μL 血浆经甲醇沉淀蛋白后取上清液直接进样分
析，内标为 MTX-D3 和 VPA-D6；采用 Phenomenex Kinetex C18 柱（50 mm×2.1 mm，5 μm）分
离，以水（含 0.01% 甲酸）和甲醇为流动相，梯度洗脱，进样量 5 μL，流速 0.5 mL·min－ 1，分
析时长 2.4 min。电喷雾离子源（ESI）正负离子切换扫描下，采用多反应监测（MRM）模式进
行质谱分析，用于定量分析的离子对分别为 m/z 455.1 → 308.2（MTX），143.2 → 143.2（VPA），
458.1 → 311.1（MTX-D3）和 149.2 → 149.2（VPA-D6）。结果　MTX 在 31.25 ～ 2000 ng·mL－ 1

内与峰面积呈良好的线性关系（r ＝ 0.9995），定量下限为 31.25 ng·mL－ 1；VPA 在 1.88 ～ 120 
μg·mL－ 1 内与峰面积呈良好的线性关系（r ＝ 0.9992），定量下限为 1.88 μg·mL－ 1；批内、批
间准确度在 98.05% ～ 104.89%，批内、批间精密度的变异系数（CV）均≤ 6.73%，平均提取
回收率为 90.21% ～ 100.55%，基质效应为 93.22% ～ 102.73%，溶血效应（溶血程度≤ 5%）不
影响测定结果，血浆样品可分别在冻融 3 次、室温（25℃）24 h、4℃进样器 12 h 和冷冻（－

20℃）30 d 等条件下稳定保存；该法成功用于 169 例临床患儿血浆样本分析。结论　本方法所
需样本量小，快速、准确、灵敏、稳定，且不受溶血效应影响（溶血程度≤ 5%），可应用于儿
童 MTX 和 VPA 治疗药物监测及联合用药研究。
关键词：甲氨蝶呤；丙戊酸；高效液相色谱串联质谱；治疗药物监测；儿科患者
中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2101-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.021

Rapid determination of methotrexate and valproate in trace plasma from 
pediatric patients by HPLC-MS/MS

JIANG Xi-juan, QIN Ya-bin, ZHANG Gu-ying, ZHAO De-yun*, SUN Yu-lin (Department of 
Pharmacy, Children’s Hospital of Hebei Province, Shijiazhuang  050031)

Abstract: Objective  To establish a rapid HPLC-MS/MS method to determine the concentration 
of methotrexate (MTX) and valproate (VPA) in trace plasma from pediatric patients. Methods  
Plasma specimens (10 μL) were precipitated by methanol, and then the supernatant was injected for 
detection. The internal standards included MTX-D3 and VPA-D6. The chromatographic separation 
was performed with gradient elution on a Phenomenex Kinetex C18 column (50 mm×2.1 mm, 5 
μm) with the mobile phase consisting of water (0.01% formic acid) and methanol, at a flow rate of 
0.5 mL·min－ 1. The injection volume was 5 μL and the total running time was 2.4 min. For the 
mass spectrometry, electrospray ionization source was chosen, and both positive and negative ion 
switching were under multi-reaction monitoring (MRM) mode. Ions monitored were m/z 455.1 → 
308.2 for MTX, 143.2 → 143.2 for VPA, 458.1 → 311.1 for MTX-D3 and 149.2 → 149.2 for 
VPA-D6, respectively. Results  The calibration curves were linear at 31.25 ～ 2000 ng·mL－ 1 (r ＝
0.9995) for MTX and 1.88 ～ 120 μg·mL－ 1 for VPA (r ＝ 0.9992). LLOQ of MTX and VPA was 
31.25 ng·mL－ 1 and 1.88 μg·mL－ 1 respectively. The intra and inter accuracy of MTX and VPA 
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　　甲氨蝶呤（MTX）和丙戊酸（VPA）分别为
临床上推荐儿童进行治疗药物监测（therapeutic 
drug monitoring，TDM）的抗肿瘤药和抗癫痫
药 [1]。临床常用大剂量 MTX 治疗儿童肿瘤性
疾病，并依据其血药浓度，调整甲酰四氢叶酸
（CF）的剂量和频次以降低 MTX 对正常细胞的
毒性 [1]；VPA 治疗窗窄，体内药动学个体间差
异大，疗效和不良反应发生率与血药浓度密切相
关 [2]。据报道，常规剂量或高剂量 MTX 均可降低
VPA 浓度并导致癫痫复发 [3-4]；且最新的研究表明，
MTX 联合 VPA 治疗乳腺癌可能具有临床和 / 或辅
助治疗应用价值 [5]。然而，目前尚未见同时测定
人血浆中 MTX 和 VPA 方法的报道。因此，建立
同时测定儿童血浆中 MTX 和 VPA 浓度的方法，
可为两者联合用药提供参考，具有重要意义。
　　高效液相色谱串联质谱（HPLC-MS/MS）具
有专属性强、灵敏度高、分析速度快等诸多优点，
近年来被广泛应用于 TDM[6-8]，国内外不乏采用
HPLC-MS/MS 对 MTX 或 VPA 进行 TDM[9-14]，但
这些方法分析时间长，未对特殊基质进行考察验
证，且所需样本体积多，然而儿童采血量小，采
血依从性差。因此，本研究拟建立一种样本用量
少、快速简单、准确的 HPLC-MS/MS 方法同时测
定儿童微量血浆中 MTX 和 VPA 的浓度，为临床
合理用药和药物相互作用研究提供参考。
1　仪器与试药
　　1260 超高效液相色谱仪、6465 三重四极杆
质谱仪（美国 Agilent 公司），Explorer 分析天平
（美国 Ohaus 公司），BY-R20 高速冷冻离心机（北
京白洋医疗器械有限公司）。
　　MTX 对 照 品（批 号：100138-201704， 纯 度：
99.4%）、丙戊酸钠对照品（批号：100963-202205，
纯度：99.9%）（中国食品药品检定研究院），MTX-D3
对照品（批号：H17M9Q56012，纯度＞ 98.0%）、丙
戊酸钠 -D6 对照品（批号：B71884，纯度＞ 97.0%）
（上海源叶生物有限公司）。甲醇、甲酸为色谱纯；
水为超纯水。

2　方法
2.1　色谱与质谱条件
2.1.1　色谱条件　采用 Phenomenex Kinetex C18
（50 mm×2.1 mm，5 μm） 色 谱 柱， 以 水（A，
含 0.01% 甲酸）- 甲醇（B）为流动相，梯度洗
脱（0 ～ 0.60 min，97%A；0.60 ～ 0.90 min，
97% ～ 5%A；0.90 ～ 1.90 min，5%A；1.90 ～ 1.91 
min，5% ～ 97%A；1.91 ～ 2.40 min，97%A）；
流速 0.5 mL·min－ 1；柱温 45℃；进样量 5 μL。
2.1.2　质谱条件　采用电喷雾离子源（ESI）及
MRM 模式，正负离子切换扫描分析，毛细管电
压 4000 V，干燥气流速 7 L·min－ 1，雾化气压力
15 psi，干燥气温度 350℃。MTX 碎裂电压 110 V，
碰撞能量 10 V，离子对：m/z 455.1 → 308.2，正
离子扫描分析；VPA 碎裂电压 55 V，碰撞能量 15 
V，离子对：m/z 143.2 → 143.2，负离子扫描分析；
MTX-D3（MTX 内标）碎裂电压 100 V，碰撞能量
20 V，离子对：m/z 458.1 → 311.1，正离子扫描分析；
VPA-D6（VPA 内标）碎裂电压 55 V，碰撞能量 10 
V，离子对：m/z 149.2 → 149.2，负离子扫描分析。
2.2　溶液配制
2.2.1　混合工作液　精密称取 MTX 对照品 2.00 
mg，置于 25 mL 量瓶中，加甲醇溶解定容即得
MTX 质量浓度为 80.00 μg·mL－ 1 的标准储备液；
精密称取丙戊酸钠对照品 5.62 mg，置于 2 mL 量
瓶中，加甲醇溶解定容即得丙戊酸钠质量浓度
为 2.81 mg·mL－ 1，相当于 VPA 质量浓度为 2.40 
mg·mL－ 1 的标准储备液。将上述溶液分装成若干
份，－ 20℃冷冻保存备用。临用前精密量取 MTX
储备液 500 μL 和 VPA 储备液 1 mL，置于 2 mL 量
瓶中，加甲醇定容，即得含 20.00 μg·mL－ 1 MTX
和 1.20 mg·mL－ 1 VPA 的混合工作液。
2.2.2　内标溶液　精密称取 MTX-D3 对照品 2.00 
mg，置于 100 mL 量瓶中，加甲醇溶解定容即得
MTX-D3 质量浓度为 20.00 μg·mL－ 1 的内标（IS）
储备液；精密称取丙戊酸钠 -D6 对照品 2.75 mg，
置于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解定容即得丙戊

ranged 98.05% ～ 104.89%. The intra and inter precisions (CV) were less than 6.73%. The average 
extraction recoveries of the two analytes were 90.21% ～ 100.55%, and the matrix effects were 
93.22% ～ 102.73%. The hemolytic effect (hemolytic concentration ≤ 5%) was acceptable. Analytes 
in the plasma were stable after 3 freeze-thaw cycles and robust for 24 h (at room temperature, 25℃ ), 
12 h (in the autosampler, 4℃ ) and 30 days ( － 20℃ ). This method successfully analyzed the 
plasma samples from 169 pediatric patients. Conclusion  This assay is rapid, sensitive and robust, 
without interference by hemolytic effect, which can be used in the combination medication study of 
MTX and VPA and their therapeutic drug monitoring in pediatric patients. 
Key words: methotrexate; valproate; HPLC-MS/MS; therapeutic drug monitoring; pediatric patients
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酸钠 -D6 质量浓度为 275.00 μg·mL－ 1，相当于
VPA-D6 质量浓度为 240.00 μg·mL－ 1 的 IS 储备
液。将上述溶液分装成若干份，－ 20℃冷冻保存
备用。临用前精密量取 125 μL MTX-D3 储备液和
625 μL VPA-D6 储备液，置于 100 mL 量瓶中，加
甲醇定容，即得含25.00 ng·mL－1 MTX-D3和1.50 
μg·mL－ 1 VPA-D6 的混合 IS 溶液兼蛋白沉淀剂。
2.2.3　标准曲线和质控样品配制　取 900 μL 空
白血浆于 1.5 mL 离心管中，精密加入混合工作液
100 μL，涡旋混匀，用空白血浆进行等比稀释，
分别配制成 MTX 系列质量浓度为 31.25、62.50、
125.00、250.00、500.00、1000.00、2000.00 
ng·mL－ 1 和 VPA 系列质量浓度为 1.88、3.75、
7.50、15.00、30.00、60.00、120.00 μg·mL－ 1 的
校正标样。
　　另取空白血浆适量，加入混合工作液，涡旋
混匀，分别配制成低、中、高 3 个质量浓度水平
（MTX 质量浓度为93.75、375.00、1500.00 ng·mL－1，
VPA 质量浓度为 5.63、22.50、90.00 μg·mL－ 1）的
质控样品。
2.3　样本预处理
　　精密吸取血浆样品 10 μL，加入 100 μL 混合
IS 溶液，涡旋混匀 1 min 后离心 10 min（12 000 
r·min－ 1，4℃），取 5 μL 上清液进样分析。
3　方法学验证及结果
3.1　选择性
　　取 6 份不同来源的空白血浆，按“2.3”项下
方法处理分析。MTX 和 VPA 的典型色谱图见图
1，表明不同来源的空白血浆在相应色谱峰保留
时间内均无干扰。
3.2　标准曲线和定量下限（LLOQ）
　　将“2.2.3”项下方法制备的系列对照品溶液，

按“2.3”项下方法处理后进样检测，采用最小二乘
法线性拟合计算标准曲线参数并回算校正标样浓
度。MTX 和 VPA 均采用内标法定量，内标分别为
MTX-D3 和 VPA-D6。结果表明，MTX 在 31.25 ～ 

2000 ng·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好，回归方
程为 Y ＝ 3.40×10－ 3X－ 6.33×10－ 3，r ＝ 0.9995，
LLOQ 为 31.25 ng·mL－ 1；VPA 在 1.88 ～ 120 
μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好，线性回归方
程 为 Y ＝ 0.0256X－ 0.0146，r ＝ 0.9992，LLOQ
为 1.88 μg·mL－ 1。
3.3　准确度和精密度
　　取一个分析批的 LLOQ 以及低、中、高 3 个
质量浓度的质控样品，每个浓度平行 5 份，考察
批内准确度和精密度；连续测定 3 d，考察批间
准确度和精密度。批内和批间的准确度和精密度
结果见表 1，均符合要求。

图 1　甲氨蝶呤和丙戊酸的 HPLC-MS/MS 典型色谱图

Fig 1　Representative HPLC-MS/MS chromatograms of MTX and VPA 
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 定量下限（LLOQ）；C. 临床样本

（clinical sample）；Ⅰ. 甲氨蝶呤（MTX）；Ⅱ. 丙戊酸（VPA）；Ⅲ. 
甲氨蝶呤内标（MTX-D3）；Ⅳ. 丙戊酸内标（VPA-D6）

表 1　血浆中 MTX、VPA的准确度、精密度试验结果 
Tab 1　Accuracy and precision of MTX and VPA in plasma

分析物 理论质量浓度
批内（n ＝ 5） 批间（n ＝ 15）

准确度 /% CV/% 准确度 /% CV/%
MTX 31.25 ng·mL － 1   98.05±3.67 3.75   99.26±3.25 3.27

93.75 ng·mL － 1   99.35±1.08 1.09 100.47±2.10 2.09
375.00 ng·mL － 1 102.85±4.31 4.19 102.96±3.40 3.33

1500.00 ng·mL － 1 103.71±3.50 3.37 101.57±4.20 4.13
VPA 1.88 μg·mL － 1 103.51±4.85 4.69 101.42±6.83 6.73

5.63 μg·mL － 1 103.13±0.73 0.71 101.65±4.36 4.29
22.50 μg·mL － 1 104.49±4.95 4.73 104.41±4.20 4.02
90.00 μg·mL － 1 104.89±3.25 3.10 104.07±3.94 3.79

3.4　残留效应 
　　注射定量上限样品之后，注射空白样品，记
录待测物与内标的色谱峰面积值，考察残留情
况。空白样品中 MTX 和 VPA 的残留分别小于

8.0% 和 5.1%，MTX-D3 和 VPA-D6 的残留分别
小于 0.31% 和 2.0%，符合要求。
3.5　稀释可靠性
　　配制含 MTX 25 μg·mL－ 1、VPA 150 μg·mL－ 1
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的含药血浆样品，模拟超高浓度样品，以空白血浆
稀释 20 倍，按“2.3”项下方法处理，平行测定 5 次，
样品稀释后 MTX 和 VPA 的平均准确度偏差分别为
1.9% 和 7.3%，CV 分别为 1.1% 和 2.2%，表明超高
浓度样品稀释 20 倍测量结果具有可靠性。
3.6　提取回收率
　　取低、中、高浓度的质控样品，按“2.3”项
下方法处理，各平行测定 5 批，另以沉淀后基质
配制相应的低、中、高浓度质控样品，计算回收
率。结果见表 2，低、中、高浓度的质控样品具
有相似的提取回收率，满足分析要求。

表 2　血浆中 MTX、VPA的提取回收率、基质效应结果 
Tab 2　Matrix effect and recovery of MTX and VPA in the plasma

分析物 理论质量浓度
提取回收率 /

%
内标归一化

基质因子 /%
内标归一化溶

血基质因子 /%
MTX 93.75 ng·mL － 1   90.21±3.36   93.22±1.47 111.07±3.09

375.00 ng·mL － 1100.55±1.74 － －

1500.00 ng·mL－ 1   94.61±1.55   99.80±5.03 107.08±2.30
VPA 5.63 μg·mL － 1   99.11±1.25 101.10±4.57   99.11±0.58

22.50 μg·mL － 1   93.21±1.13 － －

90.00 μg·mL － 1   91.65±0.69 102.73±4.47 100.63±0.79

3.7　基质效应和溶血效应
　　分别取 6 个不同来源的空白血浆 10 μL，加入
100 μL 甲醇，其余按“2.3”项下处理，上清液即为
沉淀后的基质。分别用空白溶剂和沉淀后的基质配

制低、高浓度的质控样品并加入混合 IS，分析物
和 IS 的基质效应（MF，%）＝（基质存在的峰面
积 / 基质不存在的峰面积）×100%，用分析物的基
质效应除以相应 IS 的 MF 即得内标归一化的 MF。
　　参照文献 [15-16] 对溶血效应进行评估。将适量
空白新鲜全血置于干净的离心管中，于－ 20℃冷
冻 1 h，解冻，即将全血制备成溶血全血。取适量
的溶血全血至空白血浆中，按体积比配制成 3 种
不同溶血程度（0.5%、2%、5%）的溶血血浆试验
组，按上述基质效应考察方法考察溶血基质效应。
　　经考察，MTX 和 VPA 的绝对 MF 批次间差异
较大，低浓度水平下尤甚，例如，MTX 低浓度水
平下绝对 MF 的 CV 高达 19.85%，说明 MTX 和
VPA 易受基质干扰。本法采用 MTX-D3 和 VPA-D6
作为 IS，正常及溶血基质中，内标归一化后的 MF
为 93.22% ～ 102.73%（CV ≤ 5.04%），说明稳定
同位素内标可最大程度降低基质对 2 种分析物的干
扰，从而获得准确可靠的测定结果（见表 2）。
3.8　稳定性

　　本研究考察了低、高质量浓度质控样品（n ＝

5）于室温（25℃）放置 24 h、处理后 4℃自动进样
器放置 12 h、冻融 3 次（－ 20 ～ 25℃）和冷冻－

20℃放置 30 d 的稳定性，由新鲜制备的标准曲线分
析经上述条件处理后的质控样品。结果见表 3。

表 3　血浆中 MTX、VPA的稳定性试验结果 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 3　Stability of MTX and VPA in the plasma (x±s，n ＝ 5)

化合物 理论质量浓度 25℃ 24 h 4℃进样器 12 h 冻融 3 次 － 20℃ 30 d
MTX 93.75 ng·mL － 1 105.21±4.30 103.00±4.98 103.77±1.91 104.52±4.61

1500.00 ng·mL － 1 104.01±4.24 103.49±2.93   98.73±1.20 100.61±1.68
VPA 5.63 μg·mL － 1 107.00±6.37 103.94±3.24 104.58±3.33 102.24±6.01

90.00 μg·mL － 1 107.62±3.58 107.03±2.53   99.95±0.62   96.11±1.94

3.9　方法重现性和临床应用

　　采用上述方法用于临床样品（来源：河北省
儿童医院）分析，隔天随机抽取已测样品总量的
10% 进行再分析以评价方法重现性。结果显示，
对于 100% 重复测试，首次分析测得浓度和重新
分析测得浓度之间的差异在两者均值的 ±9.78%
范围内，符合《中国药典》2020 年版 [17] 规定，表
明该方法重现性良好。
　　目前，该方法已应用到我院临床 TDM 中，累
积监测 MTX 61例，VPA 108例。24 h MTX 血药浓
度检测值为（21 181.68±12 556.13）ng·mL－ 1（n ＝

20）；48 h MTX 血药浓度检测值为（113.39±89.52）
ng·mL－ 1（n ＝ 21）；72 h MTX 血药浓度检测值
为（111.57±165.65）ng·mL－ 1（n ＝ 20）；VPA 血
药浓度检测值为（63.77±21.83）μg·mL－ 1。从检
测结果可以看出，2 种药物在儿科患者中个体药动

学差异较大，需密切监测血药浓度。
4　讨论
　　由于 MTX 分子中含具备氮杂环结构的蝶啶
基，且基团上 2 个氢原子被氨基取代，在正离子扫
描模式下响应较强，流动相中添加适量的酸能提
高其离子响应；相反，VPA 为不含氮的饱和脂肪
酸，采用负离子扫描模式时响应较强，流动相中的
酸会抑制其离子化。为兼顾两者灵敏度，本研究采
用正负离子切换模式，对流动相水相中加入的甲酸
浓度进行考察后发现，甲酸体积分数为 0.01% 时，
MTX 和 VPA 均获得了较好的峰形及响应。
　　大剂量 MTX 治疗儿童急性淋巴细胞性白
血病时，血药安全浓度标准为：用药 48 h ≤ 1 
μmol·mL－ 1，72 h ≤ 0.1 μmol·mL－ 1[1]； 此 外
FDA 发布的 MTX 说明书 [18] 认为 MTX 静脉滴注
24 h 就需要监测血药浓度，其 24 h 的中毒浓度大
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于 50 μmol·mL－ 1。本研究共测定 MTX 血样 61
例，将质量浓度单位转换成物质的量浓度单位，
分别有 9 例（24 h）和 8 例（72 h）超出上述标准。
且儿童体内 MTX 排泄存在着较大个体差异，应
当严格监测血药浓度和肝肾功能，对于消除延迟
者，及时给予甲酰四氢叶酸解救，直至 MTX 血
药浓度下降至 0.1 μmol·mL－ 1。此外，多种药
物（如水杨酸类、苯妥英、糖皮质激素等）可致
MTX 血药浓度升高而加重毒性反应 [19]，合用上
述药物时应密切关注 MTX 的毒性反应。
　　VPA 血浆蛋白结合率高（90% ～ 95%），口服
吸收后主要通过肝脏代谢，多种药物（苯巴比妥、
苯妥英钠、拉莫三嗪和卡马西平等）与 VPA 联用
可抑制或诱导后者代谢，影响血药浓度 [19]，指南
推荐其稳态谷浓度范围为 50 ～ 100 μg·mL－ 1，
并应在出现中毒反应时随时监测血药浓度 [1]。
本 研 究 共 测 定 108 例 VPA 血 样， 其 中 32 例
（29.63%）超出范围，未达标准的病例中，门诊患
者占比高，经电话回访或查阅病历后得知，多数
浓度不达标门诊患儿长时间未行 TDM，在此期间
患儿身高体重等变化可能为引起 VPA 浓度波动的
主要原因；此外，1 例患儿服药依从性差，漏服
药物导致 VPA 浓度偏低；住院患者中有 1 例癫痫
患儿因重症肺炎入院，治疗期间使用美罗培南抗
感染，导致 VPA 浓度急剧下降。综上说明，临床
治疗过程中应加强对患儿（尤其是门诊患儿）及其
家属的合理用药指导，可对长期未行 TDM 的患
者进行回访提醒，并密切观察联合用药可能产生
的影响，同时关注患儿肝功能和血浆白蛋白浓度
对 VPA 血药浓度的影响。
　　本法仅需 10 μL 血浆，远低于文献报道的 100 
μL 以上 [10，12-14]，对儿科患者友好；同时，本法
单次样品分离时长仅需 2.4 min，远远短于一些单
组分测定方法的分析时长（7 ～ 10 min）[10，12，14]，
MTX 和 VPA 的同时测定使研究者在实际工作中节
约了前处理、实验准备及分析时间，极大地提高了
检测速率，更高效地服务于临床。本研究不足之处
是暂未收集到同时含有 MTX 和 VPA 的血浆样本，
但本法已成功应用于含有 MTX 或 VPA 单一成分血
浆样本的测定，为两者联合用药研究奠定了基础，
后续将继续关注两者药物相互作用研究。
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LC-MS/MS法测定人血浆中阿哌沙班的浓度
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摘要：目的　建立 LC-MS/MS 法测定人血浆中阿哌沙班的浓度。方法　以阿哌沙班 -13C-d3

为内标，血浆经乙腈沉淀蛋白后，采用 Poroshell 120 EC-C18（4.6 mm×50 mm，2.7 µm）色

谱柱分离，以 5% 乙腈水溶液为流动相 A，乙腈为流动相 B，流速 0.7 mL·min－ 1，线性梯

度洗脱，电喷雾离子化源（ESI）正离子模式，以选择反应监测（SRM）模式监测阿哌沙班

（m/z 460.08 → 443.17）和内标阿哌沙班 -13C-d3（m/z 464.08 → 447.08）。结果　人血浆中的阿

哌沙班标准曲线方程为 Y ＝ 2.303X ＋ 0.121（R2 ＝ 0.994），经验证阿哌沙班在 0.500 ～ 200 
ng·mL－ 1 内线性关系良好。结论　本法操作灵敏简便，具有可靠性，可用于阿哌沙班人体内

血药浓度的测定及药代动力学和生物等效性研究。

关键词：阿哌沙班；LC-MS/MS；血药浓度
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Determination of apixaban concentration in human plasma by LC-MS/MS

TIAN Ji-tang1, WANG Na2*, ZHANG Hong-ling3, CHEN Lin4 (1. Zhejiang Huayuan Pharmaceutical 
Co., Ltd., Dongyang  Zhejiang  322100; 2. College of Life Sciences and Technology, Wuhan Polytechnic 
University, Wuhan  430023; 3. College of Medicine and Health Sciences, Wuhan Polytechnic University, 
Wuhan  430023; 4. Nanjing Simoslab Testing Technology Corp., Ltd., Nanjing  210000)

Abstract: Objective  To establish a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 
method for the determination of apixaban concentration in human plasma. Methods  Apixaban-13C-d3 
was used as the internal standard. After protein precipitation by acetonitrile, Poroshell 120 EC-C18 
(4.6 mm×50 mm, 2.7 µm) chromatographic column was used for the separation with 5% acetonitrile 
aqueous solution as mobile phase A, and acetonitrile as mobile phase B at 0.7 mL·min － 1 with linear 
gradient elution. Electrospray ionization source under positive ion and selected reaction monitoring 
mode were used. The ion transitions were m/z 460.08 → 443.17 (apixaban) and m/z 464.08 → 447.08 
(apixaban-13C-d3). Results  The standard curve equation of apixaban in human plasma was Y ＝

2.303X ＋ 0.121 (R2 ＝ 0.994). Apixaban had a good linear relationship at 0.500 ～ 200 ng·mL － 1. 
Conclusion  The LC-MS/MS method is sensitive, simple and reliable. It can be used for the 
determination of plasma concentration of apixaban in human body, and study its pharmacokinetics 
and bioequivalence. 
Key words: apixaban; LC-MS/MS; plasma concentration
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　　阿哌沙班属于Ⅹa 因子抑制剂，是近年来我
国获批上市的新型口服抗凝血药（direct-acting 
oral anticoagulants，DOACs）[1]，具有抑制作用
强、选择性高等特点 [2]，阿哌沙班给药 3 h 后就可
以迅速起效，它的血浆蛋白结合率约 87%，在人

体内主要通过肝脏和肾脏消除 [3]，临床主要用于
治疗静脉血栓栓塞症（venous thrombus embolism，
VTE）。目前临床上有大量试验对 DOACs 和香豆
素类抗凝剂进行比较，DOACs 具有可预测的药
代动力学和药效学特征，抗凝作用更加稳定，在
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预防血栓事件上更具有优势 [4-6]，无需进行常规实
验室监测。然而在高龄、严重肝肾功能不全等一
些特殊情况下会引起药物的代谢异常，导致药物
残留或者抗凝活性过高 [7-8]，所以在研究实验中对
DOAC 进行监测就显得十分必要。
　　LC-MS/MS 法作为定量检测 DOAC 血药浓度
的“金标准”，不仅可以准确定量，还可以对凝
血抑制物进行特定的检测和定量 [9-10]。本研究旨
在建立一种 LC-MS/MS 法，测定人血浆中阿哌沙
班的浓度，并验证其分析方法的可行性，为临床
研究提供参考依据。
1　材料

1.1　试药

　　阿哌沙班对照品（纯度：95.6%，TLC Pharma-
ceutical Standards，批号：1771-024A1）；内标对照
品为阿哌沙班 -13C-d3（纯度：94.3%，TLC Pharma-
ceutical Standards，批号：1869-012A5）；乙腈、甲
醇（色谱级，Merck 公司）；二甲基亚砜（DMSO，
分析级，Titan 公司）。人血浆（含 K2-EDTA）、人
全血（含 K2-EDTA）（潍坊高新技术产业开发区人
民医院）。
1.2　仪器

　　WH-3 涡 旋 仪（上 海 沪 西 分 析 仪 器 厂）；
MX-M 摇 板 机（DRAGON LAB）；XPR2 百 万
分之一微量天平、Bench Smart 96 移液工作站
（Mettler）；HH-ZK4 水浴锅（巩义市予华仪器）；
Millipore Milli-Q 纯水仪（默克化工）；Centrifuge 
5810R 冷冻离心机（Eppendorf）。
1.3　溶液配制

1.3.1　对照品溶液　精密称量化合物阿哌沙班，
用适量的 DMSO 溶解，配制成质量浓度为 1.00 
mg·mL－ 1 的储备液 SS-A（使用校正因子）；取
0.0750 mL 的 SS-A 加到 2.925 mL 的甲醇中，混
合均匀配制成储备液 SS-B（25.0 µg·mL－ 1）；取
0.120 mL 的 SS-B 加到 2.88 mL 的甲醇中，混合
均匀配制成储备液 SS-C（1.00 µg·mL－ 1）。
1.3.2　内标溶液　精密称取内标对照品（阿哌沙
班 -13C-d3），用适量的 DMSO 溶解，配制成质量浓
度为 1.00 mg·mL－ 1 的内标储备液 IS-A（使用校
正因子）；取 0.0200 mL 的 IS-A 加到 1.98 mL 的甲
醇中，混合均匀配制成 10.0 µg·mL－ 1 的内标储
备溶液 IS-B；取 0.0200 mL 的 IS-B 加到 1.98 mL
的甲醇∶水（1∶1）溶液中，混合均匀配制成 100 
ng·mL－1的内标工作溶液 IS-C（使用前新鲜配制）。
2　方法与结果

2.1　样品预处理

　　移取 50.0 μL 血浆样品（空白样品和内标空白
样品加 50.0 μL 空白血浆）至 96 孔板中，加入 20.0 
μL 内标工作液（100 ng·mL－ 1）溶液 [ 空白样品
加入 20.0 μL 甲醇∶水（1∶1）]，涡旋 2 min；加入
430 μL 乙腈溶液，涡旋5 min 后，在4000 r·min－1、
4℃条件下离心 5 min，使用移液工作站移取上清
液 100 μL 至新的 96 孔板中；加入 200 μL 的 30%
乙腈水溶液，涡旋 5 min，在 4000 r·min－ 1、4℃
条件下离心 5 min，后用 LC-MS/MS 分析。
2.2　LC-MS/MS 条件

2.2.1　色谱条件　采用 Vanquish UHPLC 超高效液
相系统，色谱柱型号为 Poroshell 120 EC-C18（4.6 
mm×50 mm，2.7 µm），柱温 30℃；进样量 6 μL。
水相为 5% 乙腈水溶液（A），有机相为乙腈（B），
流速是 0.7 mL·min－ 1，运行时间为 3.5 min。梯度
洗脱程序为 [0 min，35%B → 1.8 min，95%B → 2.2 
min，95%B →2.21 min，35%B →3.5 min（stop）]，
0.6 min 质谱切入，2.0 min 质谱切出。
2.2.2　质谱条件　采用 Thermo TSQ Altis 三重四极
杆质谱仪，电喷雾离子化源（ESI）正离子模式，
扫描方式为选择反应监测（SRM），阿哌沙班和
内标阿哌沙班 -13C-d3 的检测离子对分别是（m/z）
460.08 → 443.17 和（m/z）464.08 → 447.08，其离
子扫描图见图 1。

图 1　阿哌沙班（A）和阿哌沙班 -13C-d3（B）的离子扫描图

Fig 1　Ion scan images of apixaban（A）and apixaban-13C-d3（B）
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2.3　方法学验证结果

2.3.1　标准曲线与线性范围　利用空白人血浆配
制血浆样品，建立阿哌沙班血浆（0.500、1.00、
3.00、8.00、30.0、100、160、200 ng·mL－ 1）的
标准曲线，测定每个标准样品的分析物和内标的
峰面积。以阿哌沙班与内标峰面积比值为纵坐标
（Y），阿哌沙班质量浓度为横坐标（X），用加权
最小二乘法进行线性回归拟合，得到标准工作曲
线方程 Y ＝ 2.303X ＋ 0.121（R2 ＝ 0.994），线性
范围为 0.500 ～ 200 ng·mL－ 1。
2.3.2　准确度和精密度考察　按照血浆样品预

处理的方法，利用空白人血浆分别配制阿哌沙
班 高（HQC，150 ng·mL－ 1）、 中（MQC，80 
ng·mL－ 1）、几何中（GMQC，10 ng·mL－ 1）、
低（LQC，1.50 ng·mL－ 1）4 个浓度的质控样品，
每个浓度 6 个样品，对各浓度质控样品进行连续
3 d 的分析，计算阿哌沙班的准确度和精密度（连
续考察 3 批）以及阿哌沙班批内、批间准确度和
精密度偏差，结果见表 1，结果表明阿哌沙班的
准确度和精密度均满足生物样品定量分析方法验
证指导原则 [11]。

表 1　阿哌沙班质控样品准确度和精密度 
Tab 1　Accuracy and precision of apixaban quality control sample

样品 批内测得平均浓度 /（ng·mL － 1） 批间测得浓度 /（ng·mL － 1） 批内平均 RSD/% 批间 RSD/%

LQC     1.40±0.0436     1.39±0.0509 － 7.13 － 7.13

GMQC   9.29±0.192   9.30±0.241 － 7.14 － 7.02

MQC 82.3±1.76 82.3±1.85      2.90      2.90

HQC  160±3.66  160±5.38      6.73      6.73

2.3.3　提取回收率　分别考察了 HQC、MQC、
LQC 3 个浓度质控样品的提取回收率，每个浓度
6 个样品，同时考察了内标的提取回收率（n ＝

18），提取回收率的考察结果见表 2，结果表明在
本方法的定量范围内阿哌沙班具有足够、相对均
一的提取回收率，且内标具有较高的回收率。

表 2　待测物和内标的提取回收率 
Tab 2　Extraction recovery of the tested substance and internal 

standard

样品
平均回收

率 /%
提取回收率的

变异系数 /%
总平均

回收率 /%
总平均

变异系数 /%

LQC 84.10 4.95 89.07 5.55

MQC 90.27 2.92

HQC 92.84 3.47

内标 99.39 2.90

2.3.4　基质效应　本研究考察了 6 个不同来源的
空白人血浆，对于每批基质，分别在低浓度和高
浓度下通过计算基质存在下的峰面积（由空白人
血浆前处理后加入分析物和内标测得），与不含
基质的样品（分析物和内标的纯溶液）相应峰面
积的平均值的比值，计算分析物和内标的基质因
子，并通过分析物的基质因子除以内标的基质因
子，计算经内标归一化的基质因子。低、高浓
度质控样品经内标归一化的基质因子的变异系数
（CV，%）均低于 15%，表明人血浆中阿哌沙班
和内标化合物的测定不受生物基质的影响。
2.3.5　耐用性　考察了阿哌沙班在一个分析批中
连续分析包括标准样品和质控样品在内的 186 个

样品，阿哌沙班的耐用性考察结果见表 3。结果
表明此方法耐用性好，可连续分析 186 个样品。

表 3　阿哌沙班血浆样品的耐用性 
Tab 3　Durability of apixaban plasma samples

样品 测得浓度 /（ng·mL － 1） RSD/%

LLOQ 0.536±0.0215 7.1

LQC 1.37±0.0698 － 8.83

GMQC 9.08±0.225 － 9.2

MQC 82.7±2.9 3.38

HQC 162±5.99 7.89

2.3.6　选择性考察　按照血浆样品预处理办法，
考察 6 个不同来源的空白人血浆，分别配制了
空白样品（不含分析物和内标的处理过的基质样
品）、内标空白样品（含内标的处理过的基质样
品）、定量下限；此外使用不同来源空白人血浆的
混合基质配制内标空白样品和不含内标的阿哌沙
班定量上限样品。空白基质（不含分析物和内标
的处理过的基质样品）的色谱图见图 2A，人血浆
内标空白样品色谱图见图 2B，定量下限（LLOQ，
0.50 ng·mL－ 1）样品色谱图及人血浆不含内标的
阿哌沙班定量上限（ULOQ，200.00 ng·mL－ 1）
样品色谱图分别见图 2C、2D。结果表明不同来
源的基质对阿哌沙班的测定干扰较小。
2.3.7　稀释验证　配制浓度高于定量上限的
DQC（750 ng·mL－ 1）质控样品，用空白人血浆
稀释 5 倍，平行配制 6 份，提取后进行分析，结
果显示稀释质控样品的准确度在真实值的 ±15%
之内，精密度低于 15% 且至少 67% 稀释质控样
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品测定值与理论值的偏差不超过 ±15.0%，均满
足相应的接受标准。表明基质稀释方法适用于对
超出定量上限的样品进行稀释后准确测定阿哌沙
班浓度。
2.3.8　稳定性　将高、低浓度质控样品置于－

20℃和－ 80℃条件下冷冻后，再置于室温白光
条件下融解，反复冻融 5 次后，处理样品并进行
LC-MS/MS 分析，考察阿哌沙班在人血浆中的冻
融稳定性；同时考察了分析物高、低浓度质控样
品在室温白光条件下放置 25 h 的稳定性以及分别
于－ 20℃和－ 80℃条件下冻５次、放置 30 d 的
稳定性，结果见表 4，表明阿哌沙班血浆样品的
稳定性良好。
2.3.9　高脂效应评价　考察了阿哌沙班人血浆
高脂现象在高、低浓度质控样品（每个浓度 4
个样品）中对阿哌沙班真实浓度的影响。提取

后高脂样品的准确度在 ±15% 之内，精密度
CV ≤ 15%，且至少 50% 的高脂质控样品测定值
与理论值的偏差（RE）不超过 ±15.0%，均满足
相应的接受标准，表明人血浆高脂现象对阿哌沙

图 2　阿哌沙班的典型色谱图

Fig 2　Typical chromatograms of apixaban
A. 空白基质（blank matrix）；B. 内标空白（internal standard blank）；C. 定量下限样品（lower limit of quantification sample）；D. 定量上限样

品（upper limit of quantitation sample）

表 4　阿哌沙班血浆样品的稳定性考察 
Tab 4　Stability of apixaban plasma samples

条件 样品 测得浓度 /（ng·mL － 1） RSD/%

－ 20℃冻 5 次 LQC 1.43±0.0226 － 4.70

HQC  160±2.78 6.74

－ 80℃冻 5 次 LQC 1.42±0.0274 － 5.65

HQC    61±1.20 7.51

室温白光 25 h LQC 1.40±0.0597 － 6.43

HQC  154±5.62 2.54

－ 20℃冻 30 d LQC 1.35±0.0208 － 10.27

HQC  152±4.96 1.19

－ 80℃冻 30 d LQC 1.33±0.0348 － 11.13

HQC  150±7.31 － 0.03
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班血浆样品真实浓度无影响。
3　讨论与总结

　　本研究通过选择反应监测（SRM）方式进行
检测，可以排除更多噪声和干扰，灵敏度、信噪
比也更高，有益于阿哌沙班的准确定量；同时采
用了高敏度的 Thermo TSQ Altis 三重四极杆质谱
仪，可以实现数据结果的可靠性。
　　选择乙腈作为沉淀剂对阿哌沙班样品进行蛋
白沉淀批量处理，排除了血浆中内源物质的干
扰，方便快捷，回收率高，又采用了梯度洗脱的
方式，对测定人血浆中阿哌沙班的 LC-MS/MS 法
进行了全面系统的方法验证，此方法的选择性、
准确度、精密度、基质效应、耐用性等均满足接
受标准。
　　有相关试验已经通过 LC-MS/MS 检测阿哌
沙班，但主要是对阿哌沙班在人体的生物等效性
和药代动力学特征进行研究 [12-13]，本研究对 LC-
MS/MS 的条件进行优化，建立了一种简便、灵
敏、快速、可靠的 LC-MS/MS 法，并对其方法进
行全面充分的验证总结，证实该法可以满足人血
浆中阿哌沙班临床药代动力学及生物等效性研究
中大批量样品快速分析的要求，可为临床研究提
供参考。
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基于溶出曲线的测定评价富马酸伏诺拉生片与 
原研制剂的一致性
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摘要：目的　建立富马酸伏诺拉生片溶出度的测定方法，评价自研制剂与原研制剂溶出行为的

一致性。方法　采用高效液相色谱法，测定了富马酸伏诺拉生片自研制剂与原研制剂分别在

pH 1.2 盐酸溶液、pH 4.5 醋酸盐缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液和水 4 种溶出介质中的溶出曲线，

并评价其一致性。结果　自研制剂与原研制剂在 4 种不同溶出介质中溶出曲线均相似。结论　

自研制剂与原研制剂体外溶出一致，保证了自研制剂的安全性和有效性。

关键词：富马酸伏诺拉生片；溶出曲线；一致性评价；原研制剂
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Consistency of in vitro dissolution between vonoprazan fumarate tablets 
and original preparation

LIU Qing-xiao, YI Lei, HAO Gui-zhou, ZHENG Hua, GENG Xing-kai, ZHANG Gui-min* (Lunan 
Pharmaceutical Group Co., Ltd., National Engineering and Technology Research Center of Chirality 
Pharmaceutical, Linyi  Shandong  273400)

Abstract: Objective  To establish a method to determine the dissolution of vonoprazan fumarate 
tablets, and to evaluate the consistency of in vitro dissolution between self-prepared vonoprazan 
tablets and original preparation. Methods  The dissolution curves of the self-developed vonoprazan 
fumarate tablets and the original preparation were determined by high performance liquid 
chromatography in hydrochloric acid solution (pH 1.2), acetate buffer (pH 4.5), phosphate buffer 
(pH 6.8) and water respectively. Their consistency was evaluated. Results  The dissolution curves 
of the self-developed preparation and the original preparation in 4 dissolution media were similar. 
Conclusion  The dissolution of the self-developed preparation is consistent with that of the original 
preparation ensured the safety and effectiveness of the self-developed preparation ensured. 
Key words: vonoprazan fumarate tablet; dissolution curve; consistency evaluation; original 
preparation

作者简介：刘庆晓，女，工程师，主要从事新药研究与开发，email：liuqingxiao0103@126.com　* 通信作者：张贵民，男，研究员，主

要从事新药研究与开发，email：lunanzhangguimin@163.com

　　富马酸伏诺拉生片属于钾离子竞争性酸阻滞
剂（potassium-competitive acid blocker，P-CAB），
是一种新型的可逆性质子泵抑制剂 [1-2]。富马酸
伏诺拉生片常用于治疗酸相关疾病，包括反流性
食管炎、胃溃疡、十二指肠溃疡、在使用低剂量
阿司匹林或非甾体抗炎药治疗期间预防胃溃疡或
十二指肠溃疡的复发和幽门螺杆菌的根除 [3-7]。具
有首剂全效、持久抑酸、半衰期较长（一天仅需
服药一次）等优势 [8-9]。

　　固体制剂口服给药后，药物的吸收取决于药
物从制剂中的溶出或释放、药物在生理条件下的
溶解以及在胃肠道的渗透。由于药物的溶出和溶
解对吸收具有重要影响，因此，药物在体外的溶
出行为有可能预测其体内行为，同时药物体外溶
出行为能够在一定程度上反映出制剂的质量 [10]。
本研究在模拟人体消化道内体液的 4 种基本介质
中，对自研制剂（规格：20 mg）进行溶出曲线研
究，并与原研制剂（商品名：Takecab）溶出曲线
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进行体外溶出一致性评价。
1　材料
1.1　仪器
　　UDT-812A-12 型智能溶出仪、MDS-600PL 型
真空脱气机（禄亘仪器设备有限公司）；FADT-
1200RC 型智能溶出仪（上海富科思分析仪器有限
公司）；1260 型高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司）；e2695 型高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）；
XS205 型电子天平 [ 梅特勒托利多科技（中国）有
限公司 ]；MS 204 TS 型电子天平、Sevencompact 
型 pH 计 [ 梅特勒托利多科技（中国）有限公司 ]。
1.2　试药
　　富马酸伏诺拉生对照品（含量：99.9%，鲁南
制药集团股份有限公司）；富马酸伏诺拉生片原
研制剂（商品名：Takecab，规格：20 mg，批号：
HH1114，武田药品工业株式会社）；富马酸伏
诺拉生片（规格：20 mg，批号：ZY01、ZY02、
ZY03，鲁南制药集团股份有限公司）。
　　乙腈为色谱纯（Merk 公司）；盐酸、磷酸二
氢钾、氢氧化钠、醋酸钠、冰醋酸和磷酸氢二铵
等均为分析纯；水为纯化水。
2　方法与结果
2.1　溶出曲线测定方法的建立
　　根据富马酸伏诺拉生片原研 IF 文件等相关信
息，初步建立了体外溶出的测定方法。
2.1.1　溶出介质的配制 [11]

　　pH 1.2 盐酸溶液：量取 7.65 mL 盐酸，加水
稀释至 1000 mL，摇匀，即得。
　　pH 4.5 醋酸盐缓冲液：取醋酸钠 2.99 g 和 2 
mol·L － 1 醋酸溶液 [ 取 120.0 g（114 mL）冰醋酸
用水稀释至 1000 mL，即得 ]14.0 mL，加水溶解
并稀释至 1000 mL，摇匀，即得。
　　pH 6.8 磷酸盐缓冲液：取 0.2 mol·L － 1 磷
酸二氢钾溶液（取 27.22 g 磷酸二氢钾，用水溶解
并稀释至 1000 mL）250 mL 与 0.2 mol·L － 1 氢
氧化钠溶液（取 8.00 g 氢氧化钠，用水溶解并稀
释至 1000 mL）112.0 mL 混合后，再加水稀释至
1000 mL，摇匀，即得。
　　水：为脱气纯化水。
2.1.2　溶出方法　照《中国药典》2020 年版（第
四部通则 0931）溶出度与释放度测定法，采用第
二法（桨法）装置，分别以 pH 1.2 盐酸溶液、pH 
4.5 醋酸盐缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液和水为
溶出介质，体积为 900 mL、转速为 50 r·min － 1，
依法操作。依次于 5、10、15、30、45 min 时取
样 5 mL，用 0.45 µm 滤膜过滤，续滤液作为供试
品溶液，同时补加同温度、同体积的溶出介质。

供试品溶液注入液相色谱仪分析。按外标法计算
每片伏诺拉生的溶出量。
2.2　方法学验证
2.2.1　色谱条件　照《中国药典》2020 年版（第
四部通则 0512）高效液相色谱法，用辛烷基硅烷
键合硅胶为填充剂（4.6 mm×250 mm，5 μm），
以 0.02 mol·L － 1 磷酸氢二铵溶液（用磷酸调
节 pH 值至 4.5）- 乙腈（70∶30）为流动相，检
测波长：220 nm，流速：1.0 mL·min－ 1，柱温：
30℃，进样量：10 μL。
2.2.2　专属性　称取空白辅料适量（约相当于伏
诺拉生 20 mg），分别置 1000 mL 量瓶中，加溶
出介质 900 mL，超声溶解并稀释至刻度，摇匀，
滤过，依法测定。结果表明，色谱峰分离良好，
空白辅料对溶出度的测定无干扰。故空白辅料不
干扰溶出度测定，本方法专属性良好。
2.2.3　系统适用性试验　精密量取“2.2.4”项下
对照品母液 2.0 mL，分别置 10 mL 量瓶中，加溶
出介质稀释至刻度，摇匀，作为系统适用性试验
溶液；精密量取 10 µL 注入液相色谱仪，连续进
样 6 次。结果表明，伏诺拉生峰面积的相对标准
偏差（RSD）均小于 2.0%，保留时间 RSD 均小于
0.50%，理论塔板数均大于 3000，符合规定。
2.2.4　线性与范围　精密称取富马酸伏诺拉生对
照品约 74.8 mg，置 50 mL 量瓶中，加 30% 乙腈溶
解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备液；精
密量取储备液 10 mL，置 100 mL 量瓶中，用溶出
介质稀释至刻度，摇匀，作为对照品母液。精密
量取对照品母液 0.1、0.2、0.5、0.8、1.0、1.5、2.0、
3.0 mL，分别置 10 mL 的量瓶中，加溶出介质稀
释至刻度，摇匀，依法测定，记录色谱图，计算
回归方程。结果见表 1。4 种介质中伏诺拉生质量
浓度在 1.116 ～ 33.44 µg·mL－ 1 内线性关系良好。
2.2.5　进样精密度　精密量取“2.2.4”项下对照
品母液 2.0 mL，分别置 10 mL 量瓶中，加溶出介
质稀释至刻度，摇匀，每个浓度制备 6 份，依法
测定，计算得 4 种溶出介质中的伏诺拉生峰面积
的 RSD 值在 0.030% ～ 0.27%。均小于 2.0%，结
果表明本方法进样精密度良好。
2.2.6　重复性试验　取自研制剂，平行制备 6 份
样品，进样检测，计算得 4 种介质中伏诺拉生溶
出度的 RSD 值在 0.43% ～ 1.1%。结果表明本方
法重复性良好。
2.2.7　中间精密度　取同一批自研片，不同日
期、不同人员使用不同仪器，按“2.2.6”项下操
作进行试验，计算得 4 种介质中伏诺拉生溶出度
的 RSD 值在 0.55% ～ 1.2%。结果表明本方法中
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间精密度良好。
2.2.8　回收试验　精密量取对照品母液 2.0 mL，
置 10 mL 量瓶中，加溶出介质稀释至刻度，摇
匀，作为对照品溶液。称取空白辅料约 118 mg，
置 100 mL 量瓶中，加溶出介质适量超声溶解并
稀释至刻度，摇匀，滤过，作为空白辅料母液。
精密量取对照品母液和空白辅料母液各 2.0 mL，
置 10 mL 量瓶中，加溶出介质稀释至刻度，摇
匀，作为 100% 浓度供试品溶液，同法配制 50%
和 150% 浓度的供试品溶液，每个浓度配制 3 份。
　　分别精密量取对照品溶液和供试品溶液各
10 μL 注入液相色谱仪，依法测定。经计算 4 种
介质中伏诺拉生的平均回收率均在 100.00% ～ 
100.54%，RSD 值均在 0.09% ～ 0.52%。表明该测
定方法的回收率高，准确度良好。
2.2.9　溶液稳定性
　　① 对照品溶液：对照品溶液室温放置，在
24 h 内每隔 2 h 取样测定，记录峰面积。结果在
室温自然光下，在 4 种溶出介质中伏诺拉生 24 h
内峰面积的变化量均小于 2%，表明对照品溶液
在 24 h 内稳定。
　　② 供试品溶液：分别取本品 1 片，置 1000 
mL 量瓶中，加入 4 种不同的溶出介质 900 mL 超
声使溶解，滤过，取续滤液作为供试品溶液；室
温放置，分别在 22 h 内每隔 2 h 取样测定，记录
峰面积。结果表明，室温自然光下，在 4 种溶出
介质中，供试品溶液 22 h 内峰面积的变化量均小
于 2%，在 22 h 内稳定。
2.2.10　滤膜吸附性　分别取本品 1 片，置 1000 
mL 量瓶中，加入 4 种不同的溶出介质 900 mL，
超声使溶解；分别取离心（转速为 6000 r·min － 1）
10 min 的上清液和用滤膜（材料：聚醚砜；规格：
0.45 µm×25 mm；厂家：津腾）过滤 1、2、3、4、
5、6 mL 的续滤液，分别精密量取 10 µL 注入液
相色谱仪，依法测定，将经过离心处理的样品峰
面积作为 100%，过滤处理的样品峰面积与之进
行对比。结果表明，本品在 pH 1.2 盐酸溶液中弃
去 1 mL，在其他 3 种介质中弃去 2 mL 变化值小
于 2%，滤膜即可达到饱和。
2.2.11　溶出仪耐用性　按照“2.1.2”项下溶出方
法，通过改变溶出仪的转速① （52、48 r·min － 1）

及水温② （38、36℃），考察溶出仪的耐用性，结
果显示，改变转速和水温时，30 min 取样时本品
溶出度均大于 90%，与标准条件相比，无明显差
异。说明本品的溶出度受溶出仪参数波动影响较
小，耐用性良好。
2.2.12　不同厂家溶出仪测定溶出曲线差异　取
自研制剂，使用不同品牌溶出仪，照“2.1.2”项
下方法各检测 12 份样品，分别于 5、10、15、
30、45 min 时取样，计算平均累积溶出度，结果
见表 2。并计算两台溶出仪共 24 片样品的累积溶
出度 RSD，RSD 均小于 5.0%。说明采用不同厂
家溶出仪检测溶出曲线，各取样时间点的累积溶
出度无明显差异。说明本品的溶出度受不同厂家
溶出仪的差异影响较小。

表 2　不同厂家溶出仪测定溶出曲线差异 
Tab 2　Difference in dissolution curves by dissolution apparatus 

from different manufacturers

溶出仪 溶出介质
平均累积溶出度 /%

5 min 10 min 15 min 30 min 45 min
禄亘 pH 1.2 盐酸溶液 87.93 96.52 97.68 97.83 97.70

pH 4.5 醋酸盐缓冲液 85.49 96.35 98.44 99.06 99.55
pH 6.8 磷酸盐缓冲液 82.87 94.69 98.98 99.47 99.48
水 76.04 93.41 96.50 97.47 98.86

富科思 pH 1.2 盐酸溶液 90.05 98.62 99.73 100.25 100.27
pH 4.5 醋酸盐缓冲液 89.85 97.55 99.15 99.78 99.94
pH 6.8 磷酸盐缓冲液 85.31 98.06 98.59 98.94 99.05
水 76.36 94.08 97.62 98.51 100.04

2.3　自研制剂与原研制剂溶出曲线比较
　　取本品自研制剂（批号：ZY01、ZY02、ZY03）
及原研制剂（批号：HH1114）各 12 片，按“2.1.2”
项下方法溶出后，照“2.2.1”项下条件测定每个点
的溶出度，绘制溶出曲线，如图 1 所示，并比较自
研制剂与原研制剂溶出行为的相似性。由溶出曲线
可知，3 批自研制剂和原研制剂溶在 4 种溶出介质
中 15 min 的平均溶出度均大于 85%，说明自研制剂
与原研制剂溶出曲线相似。
3　讨论
　　本研究建立高效液相色谱法检测富马酸伏诺
拉生片的体外溶出。该方法经验证，专属性强，
准确度高。溶出仪的耐用性良好，且不同厂家溶
出仪对溶出度测定影响较小。
　　药物体外溶出试验是评价口服固体制剂质量的

表 1　线性与范围试验结果 
Tab 1　Linearity and range

介质 回归方程 r 线性范围 /（μg·L － 1）

水 A ＝ 4.223×104C ＋ 1.435×103 1.000 1.116 ～ 33.48
pH 1.2 盐酸溶液 A ＝ 46.52C － 1.45 1.000 1.115 ～ 33.44
pH 4.5 醋酸盐缓冲液 A ＝ 4.410×104C ＋ 2.870×102 1.000 1.116 ～ 33.48
pH 6.8 磷酸盐缓冲液 A ＝ 4.459×104C ＋ 3.914×103 1.000 1.115 ～ 33.44



2114

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

一种重要手段，药物体外溶出程度对人体吸收有着
重要的影响。通过对多种溶出介质中溶出曲线的测
定结果进行对比，评价自研制剂与参比制剂溶出程
度的一致性，可以更好地控制其质量，保证与原研
药的安全性及有效性 [12]。本研究根据国家食品药
品监督管理总局发布的《普通口服固体制剂溶出曲
线测定与比较指导原则》，通过比较自研制剂与原
研制剂体外多条溶出曲线相似性的方法，评价仿制
制剂的质量一致性。根据富马酸伏诺拉生片的药代
动力学参数，富马酸伏诺拉生片在胃中释放，在小
肠吸收，生物利用度较低，因此模拟体内的环境，
确定溶出介质为 pH 1.2 盐酸溶液、pH 4.5 醋酸盐
缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液和水。经对比研究，
自研制剂与原研制剂 4 条溶出曲线 15 min 溶出度
均大于 85%，说明自研制剂与原研制剂溶出行为一
致。自研制剂与原研制剂溶出行为的一致性不仅在
一定程度上反映出两者质量的一致性，保证了药物
的安全性和有效性，也可为富马酸伏诺拉生片在临
床上生物等效性研究提供指导。
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图 1　自研制剂与原研制剂在不同溶出介质中的溶出曲线

Fig 1　Dissolution curves of self-made preparation and original preparation in different media
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滁菊硒含量与根际土壤硒赋存形态的相关性分析

李娜，喻格，胡丹，秦莉，马玲，张玲*（安徽中医药大学 药学院，合肥　230012）

摘要：目的　研究滁菊硒含量与根际土壤硒及不同赋存形态硒含量的相关性。方法　采用连续

浸提技术提取滁菊生长根际土壤中 5 种形态硒，运用原子荧光分光光度法（AFS）测定滁菊植

株不同器官中硒、根际土壤中硒和不同形态硒的含量，应用 SPSS 26.0 软件分析滁菊植株不同

器官硒含量与根际土壤硒及不同形态硒含量之间的相关性。结果　滁菊植株不同器官硒含量由

高到低顺序为花序＞叶＞根＞茎；根际土壤中硒的赋存形态主要为酸溶态，其次为残渣态，而

水溶态、可交换态和有机结合态硒含量较低；滁菊植株不同器官中硒含量与根际土壤中硒含量

之间无相关性；滁菊花序和叶中的硒含量与根际土壤中水溶态硒、可交换态硒和有机结合态硒

含量成显著性正相关，滁菊根中的硒含量与根际土壤中水溶态硒含量成显著性正相关，滁菊

茎中的硒含量与根际土壤中有机结合态硒含量成显著性正相关。结论　滁菊中硒的含量与根际

土壤中水溶态硒、可交换态硒和有机结合态硒密切相关，为探究滁菊中硒的来源和提高滁菊中

硒的含量提供依据。

关键词：滁菊；根际土壤；硒含量；硒赋存形态；相关性
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Correlation between the selenium content in Chuju and the occurrence 
forms of selenium in rhizosphere soil

LI Na, YU Ge, HU Dan, QIN Li, MA Ling, ZHANG Ling* (School of Pharmacy, Anhui University of 
Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To determine the correlation between selenium content in Chuju and the 
occurrence forms of selenium in rhizosphere soil. Methods  Continuous extraction technology 
was used to extract 5 forms of selenium in Chuju growing in rhizosphere soil. Atomic fluorescence 
spectrometry (AFS) was used to determine the content of selenium in different organs of Chuju 
plants, selenium and different forms of selenium in rhizosphere soil. SPSS 26.0 software was used to 
analyze the correlation between selenium in different parts of Chuju plants and selenium and different 
forms of selenium in rhizosphere soil. Results  Selenium content in different parts of Chuju plants 
was inflorescence ＞ leaf ＞ root ＞ stem. The enrichment coefficient of selenium in inflorescence 
of Chuju was higher than that in other parts of the plant. The occurrence forms of selenium in 
rhizosphere soil were mainly acid soluble, followed by residues, and the content of water-soluble, 
exchangeable and organic bound selenium was low. There was no correlation between the selenium 
content in different parts of Chuju plants and that in rhizosphere soil, while the selenium content 
in the inflorescence and leaves of Chuju was positively correlated with the water-soluble selenium, 
exchangeable selenium and organic bound selenium in the rizosphere soil. Selenium in the root of 
Chuju was also positively correlated with the water-soluble selenium in the rizosphere soil, and 
selenium in the stem of Chuju showed significant positive correlation with the organic bound selenium 
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　　滁菊为菊科植物滁菊 Dendranthema morifolium
（Ramat.）Tzvel.‘Chuju’cv.nov. 的 干 燥 头 状 花
序 [1]，主产于安徽滁州，素有“金心玉瓣、翠蒂天
香”之美誉，以药用而闻名，品质居于上乘 [2]。滁
菊中含有多种无机元素，其中硒元素的含量明显
高于其他品种菊花 [3]。硒作为一种微量元素，对
植物具有抗逆、抗氧化、拮抗重金属等作用 [4]，
对人体有提高免疫功能，防癌抗癌的作用 [5-6]。植
物对硒元素的吸收大多是通过根系从土壤中吸收，
但植物难以完全吸收利用硒的全部形态，最容易
吸收和利用的是水溶态硒 [7-8]。土壤中硒的赋存形
态是决定其有效性的重要因素 [9-11]。目前文献集中
于对滁菊中硒的含量和施硒对其有机酸、黄酮等
成分的影响进行研究 [12-13]，未见滁菊硒含量与土
壤硒赋存形态相关性方面的报道。
　　本研究采用连续浸提技术提取滁菊生长根际
土壤中的硒，运用原子荧光分光光度法（AFS）
测定硒的含量，分析滁菊植株不同器官中硒含量
与根际土壤中硒及硒赋存形态的相关性，为探究
滁菊硒的来源及进一步研究硒在土壤 - 滁菊植株
中的迁移分布规律提供依据。
1　材料

1.1　仪器

　　AFS-830 型双道原子荧光分光光度计（北京吉
天仪器有限公司）；NBH-L 型恒温电热板（苏州九
联科技有限公司）；ME104E/02 型电子天平（梅特
勒 - 托利多仪器上海有限公司）；HY-2 型调速多用
振荡器（常州朗越仪器制造有限公司）；HH-6 型
恒温数显水浴锅（常州天瑞仪器有限公司）。
1.2　试药

　　硒标准储备液（质量浓度 1000 μg·mL－ 1，
国家有色金属及电子材料分析测试中心）；茶叶
成分分析标准物质（GBW10016a，国家标准物质
中心）；土壤标准物质（GBW07401，地球物理地
球化学勘察研究所）；磷酸氢二钾（天津市光复
精细化工研究所）；过硫酸钾（上海玻尔化学试
剂有限公司）；氢氧化钠、铁氰化钾（上海麦克
林有限公司）；硼氢化钾（天津市大茂化学试剂
厂）；磷酸二氢钾、盐酸（HCl）、氢氟酸（HF）、

过氧化氢、硝酸均购于国药集团化学试剂有限公
司。所用试剂均为优级纯，试验用水为超纯水。
1.3　样品

　　2019 年 11 月在安徽滁州南谯区和琅琊区采
集滁菊植株样品（CJ1 ～ CJ4）和根际土壤样品
（T1 ～ T4）。滁菊植株样品经安徽中医药大学
王德群教授鉴定为菊科植物滁菊 Dendranthema 
morifolium（Ramat.）Tzvel.‘Chuju’cv.nov.。滁菊
植株依次用自来水、蒸馏水和超纯水冲洗干净，
分出根、茎、叶和花序 4 个器官，60℃烘干，粉
碎（过 80 目筛）。滁菊生长根际土壤样品拣去植
物残体、石块等，自然风干，研细（过 200目筛），
室温干燥贮存备用。
2　方法与结果

2.1　仪器工作条件

　　硒的测定波长 196 nm；光电倍增管负高压
280 V；灯电流 80 mA；载气流量 800 mL·min－ 1；
屏蔽气流量 800 mL·min－ 1；原子化器高度 8 
mm；注入量 0.5 mL；载流 5% 盐酸；还原剂为 0.5%
氢氧化钠和 1.5% 硼氢化钾混合液。
2.2　硒标准溶液的制备

　　精密量取硒标准储备液（1000 μg·mL－ 1）适
量，用超纯水溶解制成 0.1 μg·mL－ 1 的硒标准
储备液。分别精密量取 0.1 μg·mL－ 1 的硒标准
储备液 0、0.5、1、2、4、5 mL 置 50 mL 量瓶中，
加入 5 mL 盐酸，用超纯水制成每 1 mL 含有 0、1、
2、4、8、10 ng 硒的标准溶液。
2.3　滁菊植株不同器官和根际土壤待测液的制备

2.3.1　滁菊植株不同器官待测液的制备　分别
取滁菊根、茎、叶、花序粉末约 0.2 g，精密称
定，置聚四氟乙烯烧杯中，精密加入 8 mL HNO3

和 2 mL H2O2，盖上表面皿，静置过夜。第二日
置电热板上，120℃加热 1 h，再以 150℃加热
1 h，最后以 180℃加热至溶液澄清透明。将消化
好的样品溶液 120℃赶酸至近干，待冷却后，加
入 5 mL 6 mol·L－ 1 HCl 溶液，置电热板上，于
180℃加热1 h，冷却后转移至25 mL 棕色量瓶中，
精密加入 0.1 g·mL－ 1 铁氰化钾溶液 2 mL，用
超纯水定容，摇匀，过 0.22 μm 微孔滤膜，即得。

in rhizosphere soil. Conclusion  The content of selenium in Chuju is closely related to the water-
soluble, exchangeable and organic bound selenium of rhizosphere soil, which provides reference for 
exploring the source of selenium in Chuju and improving the content of selenium in Chuju. 
Key words: Chuju; rhizosphere soil; selenium content; selenium occurrence form; correlation
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同法制备植物空白样品溶液。
2.3.2　根际土壤待测液的制备　取根际土壤样品
粉末约 0.2 g，精密称定，置聚四氟乙烯烧杯中，
精 密 加 入 5 mL HNO3、2 mL H2O2 和 2 mL HF，
自“盖上表面皿”起，按照“2.3.1”项下方法制备
土壤待测液。同法制备土壤空白样品溶液。
2.4　土壤硒形态待测液的制备

　　取根际土壤样品粉末约 0.2 g，精密称定，置
50 mL 离心管中，参照吴少尉等 [14] 土壤中硒的连
续浸提形态分析方法，提取土壤中硒的 5 种赋存
形态：水溶态硒、可交换态硒、酸溶态硒、有机
结合态硒和残渣态硒。空白对照同法处理。
2.5　方法学考察

2.5.1　线性关系考察　采用“2.2”项下方法配
制硒标准溶液进样测定，以硒元素的质量浓度
（ng·mL－ 1）为横坐标（X），荧光强度为纵坐
标（Y），绘制标准曲线。结果回归方程为 Y ＝

51.363X － 0.2391，线性范围为 0 ～ 10 ng·mL－ 1，
r ＝ 0.9999，表明线性关系良好。
2.5.2　精密度试验　取“2.2”项下硒标准溶液（4 
ng·mL－ 1）适量，连续进样测定 6 次。结果硒含
量的 RSD 值小于 3.0%，表明仪器精密度良好。
2.5.3　重复性试验　取根际土壤样品粉末约 0.2 
g，精密称定，按“2.3.2”项下方法制备根际土壤
样品待测液，平行制备 6 份，测定硒的含量。结
果硒含量的 RSD 值小于 3.0%，表明方法重复性
良好。
2.5.4　稳定性试验　取“2.3”项下制备的滁菊植
株不同器官和根际土壤待测液，分别于制备后 0、
2、4、8、12、24 h 进样测定，计算硒的含量及
RSD 值。结果硒含量的 RSD 值均小于 3.0%，表
明待测液在 24 h 内稳定性良好。
2.5.5　准确度试验　将茶叶成分分析标准物质
（GBW10016a）和土壤标准物质（GBW07401）
按“2.3”项下方法分别制备待测液，平行 6 份，
进样测定，结果茶叶成分分析标准物质和土壤标
准物质硒含量都在标准值范围之内，表明方法准
确度良好。

2.6　滁菊植株不同器官中硒的含量

　　按照“2.1”项下方法对滁菊植株根、茎、叶、
花序 4 个部位硒含量进行测定，平行 3 份，利用
SPSS 26.0 软件进行差异显著性分析，结果见表 1。
由表 1 可知，南谯区和琅琊区两个产区，滁菊植
株不同器官硒含量不同，花序中硒含量最高，在
0.091 ～ 0.24 μg·g－ 1；其次为叶和根中硒的含
量，叶中硒的含量范围在 0.088 ～ 0.23 μg·g－ 1，
根中硒的含量在 0.053 ～ 0.19 μg·g－ 1；茎中硒的
含量最低，在 0.033 ～ 0.15 μg·g－ 1。且两个产
区滁菊植株不同器官硒含量差异具有统计学意义
（P ＜ 0.05），表现为南谯区滁菊植株不同器官中
硒的含量高于琅琊区。

表 1　滁菊植株不同器官中硒的含量 (μg·g － 1) 
Tab 1　Contents of selenium in different organs of Chuju plants 

(μg·g － 1)

采集地点 No. 根 茎 叶 花序

滁州南谯区 CJ1 0.17c 0.15d 0.20b 0.21b

滁州南谯区 CJ2 0.19d 0.11c 0.23c 0.24c

滁州琅琊区 CJ3 0.053a 0.047b 0.094a 0.097a

滁州琅琊区 CJ4 0.071b 0.033a 0.088a 0.091a

注：同一列不同小写字母表示差异具有统计学意义，P ＜ 0.05。
Note：Different lowercase letters in the same column indicate 

significant differences，P ＜ 0.05.

2.7　滁菊生长根际土壤中硒的含量

　　按照“2.3.2”项下方法制备滁菊生长根际土壤
样品溶液，按照“2.1”项下方法测定，滁菊生长
根际土壤中硒的含量测定结果见表 2。由表 2 可
知，南谯区滁菊生长根际土壤硒含量均值为 0.365 
μg·g－ 1，琅琊区滁菊生长根际土壤硒含量均值为
0.335 μg·g－ 1，南谯区硒含量略高于琅琊区。
2.8　滁菊生长根际土壤中硒的赋存形态

　　按照“2.4”项下方法提取土壤样品中硒的 5
种赋存形态待测液，按照“2.1”项下方法测定，
滁菊生长根际土壤中 5 种硒赋存形态含量测定结
果见表 2。从表 2 可以看出，在南谯区和琅琊区
两个产区，滁菊生长根际土壤中 5 种赋存形态硒
含量由高到低的顺序均为：酸溶态硒＞残渣态
硒＞水溶态硒＞有机结合态硒＞可交换态硒。

表 2　滁菊生长根际土壤中硒和 5 种赋存形态硒的含量 (μg·g － 1，n ＝ 3) 
Tab 2　Contents of selenium and 5 occurrence forms of selenium in Chuju growing rhizosphere soil (μg·g － 1，n ＝ 3)

采集地点 No. 硒 水溶态硒 可交换态硒 酸溶态硒 有机结合态硒 残渣态硒 5 种形态硒之和 浸提率 /%

滁州南谯区 T1 0.37 0.022 0.0066 0.14 0.021 0.11 0.30 81

滁州南谯区 T2 0.36 0.022 0.0078 0.15 0.021 0.12 0.32 89

滁州琅琊区 T3 0.33 0.021 0.0038 0.14 0.018 0.11 0.29 88

滁州琅琊区 T4 0.34 0.021 0.0023 0.14 0.017 0.11 0.29 85
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　　滁菊生长根际土壤中 5 种赋存形态硒在硒中的
占比（土壤 5 种赋存形态硒含量 / 土壤硒含量）结果
见图 1。从图 1 可以看出，滁菊生长根际土壤硒的主
要赋存形态为酸溶态硒，占硒含量的 38% ～ 42%；
其次是残渣态硒，占硒含量的 30% ～ 33%；水溶态、
可交换态和有机结合态硒在土壤中占比较少，三者
之和仅占硒含量的 12% ～ 14%。

图 1　滁菊生长根际土壤中硒的 5 种赋存形态在硒中的占比

Fig 1　Proportion of 5 occurrence forms of selenium in selenium of 
Chuju growing in rhizosphere soil

2.9　滁菊植株不同器官中硒的富集系数

　　以滁菊植株不同器官硒的含量与根际土壤硒的
含量之比作为富集系数，结果见表 3。对于同一滁
菊植株，不同器官对土壤中的硒均有一定的吸收富

集，富集能力由高到低依次为：花序＞叶＞根＞茎。
不同产区滁菊植株相同器官对硒的富集系数相差较
大，富集系数南谯区＞琅琊区。

表 3　滁菊植株不同器官硒的富集系数 
Tab 3　Enrichment coefficients of selenium in different parts of 

Chuju plants

No. 根 茎 叶 花序

CJ1 0.46c 0.41d 0.54c 0.57b

CJ2 0.53d 0.31c 0.64d 0.67c

CJ3 0.16a 0.14b 0.28b 0.29a

CJ4 0.21b 0.10a 0.26a 0.27a

注：同一列不同小写字母表示差异具有统计学意义，P ＜ 0.05。
Note：Lowercase letters in the same column indicate significant 

differences，P ＜ 0.05.

2.10　滁菊植株不同器官硒含量与根际土壤各形

态硒含量的相关性

　　采用 SPSS 26.0 软件，对滁菊植株不同器官
中硒的含量和滁菊生长根际土壤各形态硒的含量
进行 Pearson 相关性分析，结果见表 4。滁菊花
序和叶中硒含量与根际土壤中水溶态硒、可交
换态硒和有机结合态硒含量均成显著性正相关
（P ＜ 0.05）；滁菊根中的硒含量与根际土壤中水
溶态硒含量成显著性正相关（P ＜ 0.05）；滁菊茎
中的硒含量与根际土壤中有机结合态硒含量成显
著性正相关（P ＜ 0.05）；而滁菊不同器官硒含量
与根际土壤硒含量无相关性。

表 4　滁菊植株不同器官硒含量与根际土壤各形态硒含量的相关性 
Tab 4　Correlation between selenium content in different parts of Chuju plants and various forms of selenium content in rhizosphere soil

器官
水溶态硒 可交换态硒 酸溶态硒 有机结合态硒 残渣态硒 硒

r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值

根 0.987* 0.013 0.935 0.065 0.427 0.573 0.947 0.053 0.353 0.647 0.934 0.066

茎 0.949 0.051 0.869 0.131 0.126 0.874 0.951* 0.049 0.076 0.924 0.943 0.057

叶 0.985* 0.015 0.977* 0.023 0.518 0.482 0.972* 0.028 0.455 0.545 0.889 0.111

花序 0.987* 0.013 0.976* 0.024 0.511 0.489 0.973* 0.027 0.447 0.553 0.893 0.107

注（Note）：*P ＜ 0.05。

3　讨论 
　　本研究采用连续浸提技术对滁菊生长根际土壤
样品中不同形态的硒进行了提取，测定了 5 种赋存
形态硒的含量，5 种形态硒浸提率（赋存形态硒含
量之和与根际土壤硒含量的比值）在 81% ～ 89%，
其结果与根际土壤硒水平比较接近，表明根际土壤
不同形态硒在浸提过程中硒的损失较小。
　　滁菊植株不同器官硒含量不同，表现为花
序＞叶＞根＞茎，花序中硒的含量最高，茎中硒
含量最低。这可能有两方面的原因：一方面是由
于滁菊植株不同器官对硒的吸收和富集能力不
同，导致了植株体内硒的分布不均匀。在整个植

株中，花序作为滁菊的药用部分，其对硒的吸收
富集能力最强，这与王潇等 [15] 对水稻的研究结
果相似。另一方面可能是由于滁菊植株中的硒由
根部从土壤中吸收后，迁移转运到了滁菊植株其
他器官。茎作为根与叶、花序之间的转运器官，
含量最低。胡婷等 [16] 对辣椒不同器官硒含量的
分布进行研究，表明辣椒茎中硒含量最低。仰路
希 等 [17] 对 人 参 菜 [Talinum paniculatum（Jacq.）
Gaertn] 的研究也表明茎中硒含量最低，与本研究
结果一致。
　　南谯区和琅琊区两个产区，不同滁菊植株相
同器官中硒的含量和富集系数相差较大，表现为
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南谯区＞琅琊区。这可能受两方面因素的影响：
一方面可能受土壤含水量的影响。土壤含水量可
通过影响土壤的氧化还原电位进而影响植物对硒
的吸收 [18]。通常情况下，土壤的氧化还原电位会
随着土壤含水量的升高而降低，不利于植物的呼
吸和微生物的代谢活动，从而影响了植物对硒的
吸收富集。课题组前期调查发现，南谯区根际土
壤比琅琊区根际土壤干燥，低水环境更利于滁菊
对硒的吸收富集。另一方面可能受土壤 pH 的影
响。pH 可通过影响土壤中硒的有效性和溶解度进
而影响植物对硒的吸收 [19-20]。通常情况下，随着
pH 值的增加，土壤中硒的吸附会由于黏粒矿物
和倍半氧化物边缘的正电荷减少而降低，使得环
境中硒的流动性得到提升，硒在土壤中的溶解度
增大，增加硒的生物有效性。课题组前期研究发
现，南谯区根际土壤 pH 值（pH 6.96）比琅琊区
土壤 pH 值（pH 6.36）大，南谯区土壤中的硒可
能更利于被滁菊植株吸收富集。因此，两个产区
滁菊植株硒的含量和富集系数有所差异。
　　植物中硒的含量与根际土壤硒的赋存形态密
切相关。朱磊等 [21] 对湘西 9 种中药材药用部位中
硒含量及其根际土壤硒赋存形态进行分析，表明
中药材的硒含量受土壤水溶态硒和可交换态硒含
量的影响。王仁琪等 [22] 通过对水稻中硒的含量与
其根际土壤硒赋存形态进行相关性分析，结果表
明，水稻中硒的含量不仅与根际土壤中水溶态硒
有关，还与根际土壤中有机结合态硒有关。本研
究表明，影响滁菊硒含量的主导因子是根际土壤
中水溶态、可交换态和有机结合态硒的含量，这
3 种形态的硒作为植物可利用态硒，对于提高滁
菊植株中硒的含量具有一定的积极作用。提示在
栽培过程中应充分考虑到滁菊对土壤中硒的吸收
特点，重点关注土壤中硒元素的生物有效性，可
采取适当的农艺手段调节土壤含水量、pH 值等理
化性质，增加土壤中有效硒的含量，以提高滁菊
中硒的含量。

参考文献

[1] 王德群，刘守金，梁益敏 . 中国菊花药用类群研究 [J]. 安
徽中医学院学报，2001，20（1）：45-48. 

[2] 苗文娟，何鑫，夏玥，等 . 滁菊多酚氧化酶和过氧化物酶

热钝化动力学研究 [J]. 食品研究与开发，2021，42（13）：

9-14. 

[3] 林慧彬，彭广芳，张素芹，等 . 菊花微量元素的研究 [J]. 
时珍国药研究，1998，9（3）：32. 

[4] 索艳敏，昝丽霞，王超 . 硒对植物生长作用的研究进

展 [J]. 农业技术与装备，2020，364（4）：60-62. 
[5] 韩东，杜霞，李林林，等 . 基于 ICP-MS 对肝爽颗粒中 26

种无机元素的分析及质量评价 [J]. 中南药学，2022，20
（1）：146-153. 

[6] 陈长兰，郇丰宁，孟雪莲，等 . 硒对人体的作用机理及科

学补硒方法 [J]. 辽宁大学学报（自然科学版），2016，43
（2）：155-168. 

[7] 周越，吴文良，孟凡乔，等 . 土壤中硒含量、形态及有效

性分析 [J]. 农业资源与环境学报，2014，31（6）：527-532. 
[8] 梁帅，朱建新，戴慧敏，等 . 黑龙江拜泉地区硒元素在土

壤 - 植物系统中的迁移富集规律 [J]. 地质与资源，2021，
30（4）：456-464

[9] 姜磊 . 土壤硒的特征有效性及其影响因素研究 [J]. 绿色科

技，2011，（11）：123-125. 
[10] Shen J，Jiang CQ，Yan Y F，et al. Selenium distribution 

and translocation in rice under different naturally seleniferous 
soils [J]. Sustainability，2019，11（2）：14146-14158. 

[11] Song TJ，Su XS，He J，et al. Selenium uptake and dynamic 
changes of Se content in soil-plant systems [J]. Environ Sci 
Pollut Res，2018，25（2）：34343-34350. 

[12] 于云霞，史亚东，陈发棣，等 . 亚硒酸钠喷施方式对滁

菊富硒效果的影响 [J]. 江苏农业科学，2019，47（2）：

131-134. 
[13] 俞浩，周国梁，肖新 . 叶面喷施亚硒酸钠对滁菊品质及抗

氧化酶活性的影响 [J]. 中药材，2017，40（3）：540-542. 
[14] 吴少尉，池泉，陈文武，等 . 土壤中硒的形态连续浸提方

法的研究 [J]. 土壤，2004，36（1）：92-95. 
[15] 王潇，张震，朱江，等 . 青阳县富硒土壤中硒的形态与

水稻富硒的相关性研究 [J]. 地球与环境，2019，47（3）：

336-344. 
[16] 胡婷，李文芳，向昌国，等 . 硒对常见蔬菜种子萌发的影

响及在植株中的分布 [J]. 食品科学，2015，36（7）：45-49. 
[17] 仰路希，谢永东，贺忠群 . 施硒对人参菜生长及生理特性

的影响 [J]. 西北植物学报，2019，39（9）：1636-1641. 
[18] 王伟 . 藜蒿在湿地生境下吸收富集砷、硒和镉的研究 [D]. 

南昌：南昌大学，2014. 
[19] 谢薇，杨耀栋，侯佳渝，等 . 天津市蓟州区土壤硒的有效

性及影响因素 [J]. 环境化学，2019，38（10）：2306-2316. 
[20] 王志强，杨建锋，魏丽馨，等 . 石嘴山地区碱性土壤硒地

球化学特征及生物有效性 [J]. 物探与化探，2022，46（1）：

229-237. 
[21] 朱磊，胡婷，刘德明，等 . 湘西 9 种中药材富硒能力及根

际土壤硒形态研究 [J]. 湖南农业大学学报（自然科学版），

2019，45（2）：162-165. 
[22] 王仁琪，张志敏，晁旭，等 . 陕西省安康市西部稻田土壤

硒形态特征与水稻富硒状况研究 [J]. 中国地质，2022，49
（2）：398-408. 

（收稿日期：2022-11-28；修回日期：2023-02-20）



2120

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期
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摘要：药品临床综合评价中的经济性是重要的评价维度，但由于药品临床综合评价的决策目标

和应用场景广泛，往往需要对多个药品一同进行评估。常见的增量成本效果比并不适合直接纳

入综合评价指标体系。本文从基础理论和方法入手，系统介绍经济学评价中基于确定性分析和

概率敏感性分析的多方案比较方法及结果解读方式，分析不同方法的优势与缺点，并针对不

同的方法作出指标设计的建议，为药品临床综合评价提供参考。
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2021 年 7 月 28 日，国家卫生健康委员会印发《关于规范开展药品临床综合评价工作的通知》（国
卫办药政发〔2021〕16 号），标志着我国的药品临床应用管理进入新的阶段。国家层面陆续出台了心血
管病药物、抗肿瘤药物、儿童用药三大重点领域的技术指南。全国各省正从工作方案、组织管理协调
机制建设、课题试点等方面积极推进相关工作。

不同药品管理周期评价侧重点不同，如药监部门在审评审批时关注药品带来的获益是否大于其风
险，医保部门在医保目录调整时会额外关注药品经济性，而卫生行政管理部门则需对药品多维价值进
行评判以促进临床合理用药。本专题围绕全生命周期管理，提出不同场景下指标选择建议；同时，针
对经济性、创新性两个非常重要的维度，比较了不同评价方案；最后，选择 PCSK9 类药品进行实证
研究，旨在为相关研究提供参考。
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　　2021 年 7 月，国家卫生健康委员会发布了《药
品临床综合评价管理指南（2021 年版试行）》，重点
明确了药品临床综合评价目的、规范流程、内容方
法和质量控制等内容，明确技术评价与政策评价两
条主线，提出药品临床综合评价应从安全性、有效
性、经济性、创新性、适宜性、可及性等 6 个维度
开展 [1]。2021 年 12 月 31 日，国家药物和卫生技
术综合评估中心（现国家卫生健康委卫生发展研究
中心）发布了《心血管病药品临床综合评价技术指
南（2021 年版）》（简称“心血管药技术指南”）、《抗
肿瘤药品临床综合评价技术指南（2021 年版）》（简
称“抗肿瘤药技术指南”）和《儿童药品临床综合评
价技术指南（2021 年版）》（简称“儿童用药技术指
南”）[2-4]。3 份指南于 2022 年 6 月进行更新。更新
后的指南均在经济性维度提出：在进行成本效果分
析和成本效用分析时，如仅有 2 个方案则使用增
量成本效果（效用）比作为评估结果。但“若存在
多个对照方案比较，可参考国际做法以排名形式
（League Table）比较干预方案与对照方案间的成本
及产出，剔除处于绝对劣势（Dominated）和延伸绝
对劣势（Extendedly Dominated）的药品，从剩余药
品中根据决策环境选出最具经济性的药品”。鉴于
3 份指南均提出基于多准则决策分析（Multi-Criteria 
Decision Analysis，MCDA）进行药品临床综合评价，
本文将基于 MCDA 的方法学框架和综合评价指南推
荐的经济学评价方法，系统介绍相应的理论、方法
学基础和操作步骤，并进一步探讨应当如何在药品
临床综合评价指标体系中设置经济性维度指标以期
为科学合理进行药品临床综合评价提供参考。
1　增量成本效果比简介

　　药物经济学中，成本效用分析（Cost Utility 
Analysis，CUA）与成本效果分析（Cost Effective-
ness Analysis，CEA）的唯一差异在于结局指标的

不同，CEA 使用临床单位衡量健康产出，而 CUA
使用质量调整生命年（Quality-Adjusted Life Years，
QALYs）衡量健康产出，因此一般可认为 CUA 是
一种特殊形式的 CEA，以下统称为 CEA[5]。
　　CEA 的结果为增量成本效果比（Incremental 
Cost Effectiveness Ratio，ICER），其计算公式为：
　　ICER ＝（C2 － C1）/（E2 － E1）＝△C/△E
　　其中，C1 是对照干预的成本，E1 是对照干预
的疗效，C2 是新干预措施的成本，E2 是新干预措
施的疗效。
　　对照干预一般选择为最优替代方案。在仅
有 2 个干预措施的情况下，ICER 越小（正值情况
下）即代表新干预措施越具有经济性，但在有多
个干预措施时，ICER 最小的干预措施并不是最
经济的。以下通过 1 例说明：假设目前有 3 种干
预措施，其成本和 QALYs 如表 1 所示。

表 1　假设的 3 种干预措施的成本与 QALYs 
Tab 1　Costs and QALYs of 3 assumed interventions

干预措施 成本 / 元 QALYs

空白对照       0 0

A   404 0.146

B 6124 2.107

　　其中 ICERA- 空白（2767.12）＜ ICERB- 空白（2906.50） 
＜ ICERB-A（2916.88），但并不能简单认为干预 A 是
“最经济的”干预措施，因为干预 B 带来的健康获益
远超干预 A。ICERB-A 与 ICERA- 空白较为接近，究竟
哪个方案更为经济需要结合支付意愿（Willingness To 
Pay，WTP）进行确定。
　　药品临床综合评价往往对针对某一适应证或
某一治疗领域内的一类或多个药品进行评价，在
多方案比较时无法根据 ICER 直接判断各个方案
的经济性，因此更无法将 ICER 直接作为指标纳
入药品临床综合评价指标体系。从方法学上来

Abstract: Economy is an important evaluation dimension in clinical evaluation. However, due to the 
decision-making objectives and application scenarios of clinical comprehensive evaluation of drugs, 
it is often necessary to evaluate several drugs together. The common incremental cost-effectiveness 
ratio is not suitable to be directly incorporated into the comprehensive evaluation index system. With 
basic theory and method, this paper systematically introduced the full incremental analysis and the 
interpretation method of results based on deterministic analysis and probabilistic sensitivity analysis in 
economic evaluation, analyzed the advantages and disadvantages of different methods, and provided 
suggestions for index selection to provide reference for high quality scientific evaluation of drugs. 
Key words: economic evaluation; deterministic analysis; probabilistic sensitivity analysis; full 
incremental analysis
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讲，ICER 是需要进行解释后方能使用。尤其是
存在多个干预方案时需要进行多方案比较（Full 
Incremental Analysis），即指南中提到的排名形
式，多方案比较的详细操作将在下文进行介绍。
　　不建议根据 ICER 直接判断经济性或直接纳入
指标体系的另一个原因是，药物经济学评价中涉
及了药品的有效性、安全性与费用信息，前两类
信息在安全性和有效性维度已有体现，在 MCDA
方法学框架下恐违背指标设立时与应当遵循的不
“重复计算”（Double Counting）原则相违背 [6]。
2　ICER运用方法简介

2.1　多方案比较

　　进行多方案比较的前提是：如使用药物经济学
模型进行经济学评价，多个方案需要使用同一药物
经济学模型进行建模以评估其成本及健康产出，也
就是说不可使用来源于不同模型的多个干预措施的
产出进行比较，主要是因为不同模型间的结构、假
设、参数不同会造成结果不具有可比性。如直接计
算 ICER 则不存在上述前提。现举例介绍多方案比
较的操作流程，假设有以下 8 种干预措施（即表 2
中的空白对照以及干预方案 A ～ G），其使用同一
药物经济学模型产出的成本和 QALYs 如表 2 所示。
　　由于药物经济学对照干预的选择为最优替代方
案，首先对此 8 种干预措施按照健康产出即 QALYs
从小到大的顺序进行排序，“排名形式”见表 3。

表 2　进行多方案比较的 8 种干预措施的成本与 QALYs 
Tab 2　Costs and QALYs of 8 interventions by  

full incremental analysis

干预措施 成本 / 元 QALYs
空白对照       0 0
A   704 0.146
B 6124 2.107
C 2159 2.210
D 2853 0.055
E 8820 3.045
F 7475 0.572
G 9996 0.504

表 3　8 种干预措施按 QALYs从小到大进行排序后的结果 
Tab 3　Eight interventions ranked by QALYs results

干预措施 成本 / 元 QALYs
空白对照       0 0
D 2853 0.055
A   704 0.146
G 9996 0.504
F 7475 0.572
B 6124 2.107
C 2159 2.210
E 8820 3.045

　　排序后，对这些干预方案进行两两比较，如前
一种干预措施的费用高于后一种则将前一干预措施
剔除，理由是这些干预措施效果较差且成本更高，
为处于绝对劣势的干预措施。在本例中，干预措施
B、D、F、G 需要进行剔除。也可根据成本效果平
面（Cost Effectiveness Plane）按照从左至右的顺序
进行两两比较，如果左侧点在右侧点上方则进行排
除，理由同上。本例的成本效果平面见图 1，其中
红色代表绝对劣势的方案。

图 1　8 种干预方案的成本效果平面图

Fig 1　Cost-effectiveness of the eight interventions

　　排除绝对劣势方案后，按照顺序计算相邻干
预措施间的 ICER 值，见表 4。可见 ICERA- 空白对照

（4821.92）＞ ICERA-C（704.94），则干预措施 A 称之
为“扩展绝对劣势”或“延伸绝对劣势”的干预措施，
因为空白对照和干预措施 C 的组合会比干预措施 A
效果更好且成本更低。借助成本效果平面可更好地理
解，空白对照和干预措施 C 的组合的费用和健康产
出必定在空白对照与 C 点的连线上，而 A 点高于连
线，因此进行排除。至此，仅剩下干预措施 C 和干
预措施 E，ICERE-C 为 7977.25，如其高于 WTP 则干
预措施 C 为本例中一系列干预措施中最经济的，反
之则干预措施 E 为最经济的。此时，“零点”与干预
措施 C 的连线和干预措施 C 与干预措施 E 的连线称
为“成本效果边界”（Cost Effectiveness Frontier）。具
体情况见图 2。

表 4　排除绝对劣势干预措施后 ICER 
Tab 4　ICERs between interventions after excluding the absolute 

disadvantaged option interventions

干预 成本 / 元 QALYs

空白对照       0 0

A   704 0.146

C 2159 2.210

E 8820 3.045

　　根据多方案比较的方法，可在多方案中排除绝
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对劣势和扩展绝对劣势的方案。如采用此法，根
据决策目标的不同可设计指标如“是否为绝对劣势
和扩展绝对劣势的药品”“是否为最有经济性的药
品”。前一指标可排除这些方案中明显在经济性方
面较差的药品，剩余药品皆认为较有经济性；后一
指标则直接选出方案中最具有经济性的一个。但多
方案比较的劣势在于无法对于所有方案经济性优劣
作出明确区分。以下将介绍其他方法以弥补该劣势。
2.2　净效益法（Net Benefit Approach）
　　准确测量 ICER 是比较新的干预措施或研究
关注的干预措施与所有相关替代方案的重要步骤。
使用不恰当的对照组可能会导致偏倚或产生误导
性的结果。净效益法是可替代 ICER 的一种方法，
其核心为建立成本与效果之间的转化，转化比例
定义为λ，亦为 WTP[7]。净效益可分为净健康效
益（Net Health Benefit，NHB）和净货币效益（Net 
Monetary Benefit，NMB），其计算公式分别为：
　　NHB ＝ E － C/λ
　　NMB ＝ E×λ － C
　　E 为干预措施的效果，C 为干预措施的成本，
λ 为 WTP。
　　无论是 NMB 还是 NHB，最具成本效果的干
预为净效益最高的干预措施。但使用净效益法的
最大问题在于 λ 的不确定性。如使用净效益法，
建议在药品临床综合评价中经济性维度设置的指
标为：“净效益高低的排序”，排序越高，则代表
净效益越好，方案越具有经济性。不使用具体净
效益值的考量为弱化 λ 不确定性的影响。
2.3　基于概率敏感性分析的方法

　　成本效果可接受曲线（Cost Effectiveness Accept-
ability Curve，CEAC）由 Van Hout 等 [8] 于 1994 年提
出，近年来已在药物经济学评价中广泛使用。CEAC
的原理为根据药物经济学模型概率敏感性分析中蒙
特卡洛模拟的结果，判定在不同 WTP 下不同干预措
施具有成本效果的概率。CEAC 曲线的横轴为支付
意愿，纵轴为具有成本效果的概率，具有成本效果
的概率通过计算单次模拟下不同方案的净效益得到。
　　成本效果可接受边界（Cost Effectiveness Ac-
ceptability Frontier，CEAC） 与 CEAC 原 理 类 似，
但其反映的并不是多种干预在不同意愿支付值下具
有经济性的概率，而是具有最高期望净效益的技
术，并对其进行标记，其蕴含信息较 CEAC 更多，
CEAF 中不同方案的切换点为 ICER，推导如下：
　　若此时意愿支付值为 λ*，则
　　NBM1 ＝ NBM2

　　E2 λ* － C2 ＝ E1λ* － C1

　　E2 λ* － E1λ* ＝ C2 － C1

　　λ* ＝（C2 － C1）/（E2 － E1）＝ ICER
　　图 3 和图 4 为通过同一数据源绘制的 CEAC
和 CEAF。

图 3　成本效果可接受曲线样图（CEAC）

Fig 3　Acceptable curve of cost effective

图 4　成本效果可接受边界样图（CEAF）
Fig 4　Acceptable frontier of cost effective

　　如基于概率敏感性分析评估药品经济性，建议
在药品临床综合评价中经济性维度设置的指标为“在

图 2　本例中排除绝对劣势方案后的成本效果平面

Fig 2　Cost-effectiveness after excluding the dominated interventions in 
this case

注：A、C、E 为 8 种干预方案中排除绝对劣势方案后剩余的方案。

Note：A，C，and E are the remaining options after excluding the 
absolute disadvantaged option among the eight intervention options.
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特定支付意愿下（由决策者决定）各方案具有成本效
果的可能的排序”。笔者不建议使用“特定支付意愿
下各方案下具体的概率”作为指标，因为概率敏感性
分析的结果受各参数分布的选取、分布参数的设置
及蒙特卡洛模拟次数的影响，具体到概率可能受主
观因素影响较大，进而影响综合评价整体结果。
3　讨论

　　本文针对现在药品临床综合评价经济性维度指
标设计存在的空白和问题进行了初步探索和思考。
3.1　经济性维度指标的设计

　　经济性评估主要用于评价资源消耗与临床疗效
的性价比，因此，仅纳入成本数据是不够的，该维
度也不能再被称之为“经济性”。在药品临床综合
评价中进行经济学评价是唯一且必要的选择。但经
济学评价最重要的结果之一的 ICER 不可直接作为
指标纳入，会导致整个综合评价结果出现偏差。
3.2　3 种经济学评价结果方法的优劣 
　　按前文所述，必须要对经济学评价结果进行
解读才能作为指标纳入指标体系。本文介绍了 3
种不同方法，各有优劣：
　　多方案比较的方法较为常规，其基于药物经
济学的确定性分析的结果，操作相对而言较为简
便。但缺点在于药物经济学评价中往往具有各类
不确定性，包括方法学不确定性、参数不确定性
以及模型不确定性等 [9]，仅使用确定性分析的结
果忽略了对各类不确定性的量化结果，是对药物
经济学评价的不完全的解读。使用多方案比较方
法设计的指标充分考虑了多方案比较的方法学步
骤，可在多种药品之间进行区分。
　　净效益法相较于多方案比较的方法更为简便，
无需按步骤对多种方案进行剔除，直接按照 WTP
计算各方案的 NMB 或 NHB 即可，但难点在于确定
WTP 的取值，目前学界对于 WTP 没有明确的共识，
《中国药物经济学评价指南》将 WTP 定为 1 ～ 3 倍
人均国内生产总值的情况下，使用本法应当慎重。
　　CEAC 和 CEAF 方法学最为可靠，且可以最大
可能地弥补前两种方法的缺陷，即可以量化药物经
济学评价的不确定性，且不需要确定 WTP，可供决
策者自由选择 WTP 并得到较为直观且容易理解的证
据，建议优先使用。但该方法的缺点在于技术难度

较高，需要规范的建模和药物经济学专业人员参与。
　　药品临床综合评价各参与主体可根据自身实
际情况自行于 3 种方法中选择运用，并根据本文
建议在经济性中设置相应指标。
4　总结

　　药品临床综合评价是药品供应保障决策的重要
技术工具，经济性维度对指导资源配置有着重要意
义。在各技术指南中，经济性维度相较其余维度没
有明确推荐指标，且如何进行评估，学界仍存在争
议。建议在可靠的药物经济学方法学基础上，对药
物经济学评价结果进行处理和解读，设置相应指标
以建立科学规范的药品临床综合评价指标体系。
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PCSK9 抑制剂用于降脂治疗的临床综合评价—— 
基于多准则决策分析法

刘宇晗，胡嘉浩，朱碧帆，潘星明，金春林，李芬*（上海市卫生和健康发展研究中心（上海市医学科学技术

情报研究所），上海　200040）

摘要：血脂异常是心血管疾病的重要危险因素，PCSK9 类抑制剂为一类新的降脂药物，可有

效降低低密度脂蛋白胆固醇并预防心血管事件的发生。本研究旨在从促进合理用药角度出发，

基于多准则决策分析方法，从安全性、有效性、经济性、适宜性、可及性五个维度对依洛尤单

抗和阿利西尤单抗进行评价。根据相关指南建立临床综合评价指标体系，使用德尔菲法对指标

体系进行修改和赋权。通过文献综述、网状 meta 分析和专家咨询搜集整合两药品在各维度的

信息和证据，通过客观绩效得分标化法处理两药品在指标下得分并纳入指标体系进行计算。结

果显示依洛尤单抗各维度得分均高于阿利西尤单抗，该结果在敏感性分析中保持一致。建议可

优先使用依洛尤单抗以提升合理用药水平。

关键词：血脂异常；PCSK9 抑制剂；药品临床综合评价；合理用药
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Clinical comprehensive evaluation of PCSK9 inhibitors for lipid-lowering 
therapy-based on multi-criteria decision analysis

LIU Yu-han, HU Jia-hao, ZHU Bi-fan, PAN Xing-ming, JIN Chun-lin, LI Fen* (Shanghai Health 
Development Research Center (Shanghai Medical Information Center), Shanghai  200040)

Abstract: Dyslipidemia is an important risk factor of cardiovascular diseases. PCSK9 inhibitors are 
a new class of lipid-lowering drug, which can effectively reduce the density lipoprotein cholesterol 
and prevent the occurrence of cardiovascular events. To promote rational drug use, this study aimed 
to evaluate evolocumab and alirocumab from five dimensions (safety, effectiveness, economy, 
suitability and accessibility) based on multi-criteria decision analysis. The clinical comprehensive 
evaluation index system was established according to related guidelines, and the Delphi method was 
used to modify and empower the index system. Information and evidence of the two drugs in various 
dimensions were collected and integrated through literature review, network meta-analysis and 
expert consultation. The scores of the two drugs under the indicators were processed by the objective 
performance scoring method and included in the index system for calculation. The scores of all 
dimensions of evolocumab were higher than those of alirocumab, which remained consistent in the 
sensitivity analysis, suggesting preference of evolocumab. 
Key words: dyslipidemia; PCSK9 inhibitor; clinical comprehensive evaluation; rational drug use
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　　2018 年，心血管病造成的死亡占总体死亡的
40%[1]。血脂异常（dyslipidemia）是心血管疾病
的重要危险因素，近年来血脂异常及相关疾病的
发生率逐年增加 [2-3]。

　　血脂异常在动脉粥样硬化性心血管疾病（ath-
erosclerotic cardiovascular disease，ASCVD）的发
生和发展中起主要作用 [4]。目前已有大量研究证
实低密度脂蛋白胆固醇（low-density lipoprotein 
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cholesterol，LDL-C）水平与心血管事件风险相
关 [5]，有研究表明 LDL-C 每下降 1 mmol·L － 1，
3 ～ 4 年 ASCVD 风险下降 22%[6]，因此血脂异常
的治疗主要以降低 LDL-C 为主。
　　他汀类药物作为一线降 LDL-C 类药物，目
前在临床中已被广泛使用，临床研究显示，单独
使用他汀类药物时患者 LDL-C 降幅可达 30% ～ 
50%[7]，但他汀类药物每增加 1 倍的剂量仅能进一
步增加 6% 的 LDL-C 降幅，且大剂量存在不良反
应明显增加的风险。因此他汀类药物在我国患者
中的实际效果并不理想，中国血脂异常调查研究
显示，中国患者经他汀类药物治疗后 LDL-C 达标
率仅为 31%[8]。约 2.3 亿血脂异常的中国患者在他
汀类药物治疗后出现不耐受、不达标的情况。
　　 前 蛋 白 转 化 酶 枯 草 溶 菌 素 9（proprotein 
convertases subtilisin/kexin type 9，PCSK9）基因靶
点的发现及创新靶向药物的研发对于解决 ASCVD
的残余风险具有里程碑意义。PCSK9 抑制剂不仅
能显著降低各类 ASCVD 患者的 LDL-C 水平（降
幅 59%[9]），稳定、逆转冠状动脉斑块，减少心血
管事件发生，且对于心血管风险越高的人群获益
越大 [10]。目前 PCSK9 抑制剂依洛尤单抗及阿利
西尤单抗已分别于 2018 年和 2019 年在我国上市，
并于 2021 年一同进入国家基本医保目录。
　　药品临床综合评价是药品供应保障决策的重
要技术工具，可在促进药品回归临床价值及促进
医疗机构合理用药方面发挥重要的抓手作用 [11]。
鉴于目前我国高胆固醇血症患者治疗后达标率差
的现状，本研究对已上市的两种 PCSK9 抑制剂依
洛尤单抗和阿利西尤单抗用于降脂治疗开展药品
临床综合评价，以期为各级医疗机构管理和使用
药物提供参考依据，进一步促进合理用药。
1　方法
　　本研究拟在优先使用哪种 PCSK9 抑制剂的
决策背景下，基于已发表文献及公开数据，基
于多准则决策分析方法（multiple criteria decision 
analysis，MCDA）进行快速药品临床综合评价。
1.1　指标体系的构建
　　本文根据《心血管药品临床综合评价技术指
南（2021 年版）》（简称《指南（2021 版）》）的要求，
并结合 PCSK9 抑制剂的特点，初步构建 PCSK9
抑制剂类药品临床综合评价指标池。形成初步指
标池后，邀请来自卫生行政部门、医保部门、药
监局、医疗机构、高校和科研机构的专家，对指
标池中的备选指标进行增补、修改和删除。使用
克隆巴赫系数对问卷进行信度分析。以指标的重

要性和可行性为判定系数，应用界值法，对两指
标的算数平均数、标准差和变异系数等进行判定。
并结合各专家的意见对指标进行修改、删除、增
加或合并，直至专家意见趋于一致（肯德尔协调
系数＞ 0.4），形成最终指标体系。最后，使用层
次分析法（analytic hierarchy process，AHP）对指
标体系的六个维度下的二、三级指标进行赋权。
1.2　各维度评价方法
　　根据前期构建的指标体系，对依洛尤单抗和
阿利西尤单抗相关维度、指标等信息进行检索。
1.2.1　有效性评价　有效性与安全性维度主要采
用贝叶斯网状 meta 分析对已发表的随机对照试
验（randomized controlled trial，RCT）研究结果
进行合并，定量比较依洛尤单抗、阿利西尤单抗
治疗高胆固醇血症的有效性。
1.2.2　安全性评价　根据《指南（2021 版）》安全性评
价指标选择的要求，本文将从定性指标和定量指标
两方面分析依洛尤单抗和阿利西尤单抗安全性方面
的差异，其中定性指标根据药品使用说明书分析两
者在禁忌证、注意事项、药物相互作用及药物过量
等方面的差异；定量指标根据已发表文献中报道的
不良反应发生率和严重不良反应发生率进行评价。
1.2.3　经济性评价　两种药品均已被纳入国家基
本医保目录，其经济性已经得到普遍认可。故本
研究对两药的经济性评价采取简化处理，用增量
成本效果比 [12]（incremental cost effectiveness ratio，
ICER）指标来比较两者的经济性，公式如下：

　　

　　其中 C1、C2 分别表示依洛尤单抗及阿利西尤
单抗的年治疗费用；E1、E2 分别表示依洛尤单抗
及阿利西尤单抗的 LDL-C 降幅。
1.2.4　适宜性评价　适宜性和可及性维度采用专
家访谈法和文献研究法获取两种药品的相关信
息。其中适宜性评价采用专家访谈法，从药品技
术适宜性和药品使用适宜性两个层面进行评估，
评价结果使用描述性统计进行分析。
1.2.5　可及性评价　可及性评价的指标为医疗机
构配备率与年治疗负担。医疗机构配备率的数据
来源于中国药学会的全国医药经济信息网。年治
疗负担计算方式为药品年治疗费用 / 中国家庭平
均年支出。
1.3　MCDA
　　MCDA 可对多种相互冲突、不可公度的准则进
行综合考量 [13]。在卫生决策领域应用最广的是基于
价值测量法的 MCDA[14]，具有结果可视化程度高，
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易于理解，较容易进行不确定性分析的特点 [13]。
　　为减少专家主观打分的不确定性，本研究采
用客观绩效得分相对标化法，客观绩效得分为药
品在各指标下的原始数据，负向指标（即数字越
大代表表现越差，例如 1、2 级不良反应发生率）
采用定量数据的倒数作为原始数据。部分定性指
标通过描述性统计结果转换为客观绩效得分，以
“是否有特殊储存条件”为例，认为依洛尤单抗
有特殊储存条件的专家占有效问卷的比例为原始
绩效得分。二分类指标（只能判定优劣的指标）
对于“优”“劣”分别赋原始绩效得分为 1 和 0。
相对标化公式如下 [15]：

　　

　　其中：Saj ＝标化后 a 选项在 j 准则上的得分；
Sbj ＝标化后 b 选项在 j 准则上的得分；X ＝原始
绩效得分。
2　结果
2.1　临床综合评价指标体系
　　在维度选择方面，由于依洛尤单抗和阿利西
尤单抗为同一机制的药品，上市时间相近、适应
证相近，无明显区分，药品给药途径一致，给药
间隔一致，主要临床疗效、安全性等患者获益已
于安全性、有效性维度有所体现，故本研究不对
两者创新性进行评价。结合《指南（2021 版）》以
及专家建议，本研究形成了包含 5 个维度、14 个
二级指标、18 个三级指标的初版指标池。经德尔
菲法，删去一个三级指标“药品包装是否合适”。
最后一轮德尔菲法时，专家权威系数达到 0.82，
权威性较高；问卷信度较好，克隆巴赫α 系数为
0.864；专家意见一致性较高，肯德尔协调系数为
0.412（P ＜ 0.01）。经层次分析法对各级指标进
行赋权后的指标体系见表 1。
2.2　各维度评价结果
2.2.1　有效性　通过系统检索 Embase、Medline、
中国知网、万方、维普等数据库，检索词包括依
洛尤单抗、阿利西尤单抗、LDL-C、心肌梗死、
卒中、不良反应等。截止时间为 2022 年 3 月 27 日。
纳入标准：① 研究对象为接受过他汀类药物或依
折麦布治疗后，LDL-C 仍未达标的高脂血症患者；
② 干预措施为依洛尤单抗或阿利西尤单抗；③ 研
究类型为 RCT；④ 结局指标为心血管事件发生率、
LDL-C 下降水平、血脂达标率、斑块成分变化、

斑块容积变化、不良反应发生率；⑤ 排除标准研
究对象为特殊人群或合并严重疾病。
　　具体检索流程如图 1 所示。针对他汀类药物
治疗后不佳的高胆固醇血症共得到有效性维度相
关文献 2846 篇，经筛选后纳入 27 篇文献 [9，16-41]。
应用 Cochrane 协作网偏倚风险评估工具对纳入的
RCT 研究进行质量评价 [42]，风险评估结果见图
2，总体来看研究的偏倚风险均较低。

图 1　文献检索流程图 
Fig 1　Flow diagram of the study selection process

图 2　偏倚风险图

Fig 2　Summary of risk of bias

　　根据文献提取结果，对 LDL-C 降幅、主要心
血管不良事件（major adverse cardiovascular events，
MACE）发生率两个指标进行网状 meta 分析。根据
森林图及联赛表的结果显示，依洛尤单抗与阿利西
尤单抗在 LDL-C 降幅指标上存在显著差异，依洛
尤单抗 LDL-C 降幅为 60%，阿利西尤单抗为 51%。
在 MACE 发生率方面，依洛尤单抗相比较安慰剂的
OR 值为 0.85，阿利西尤单抗为 0.84，两者不存在显
著性差异，见图 3 及表 2、表 3。
2.2.2　安全性　在定性指标方面，依洛尤单抗和
阿利西尤单抗在禁忌证、药物相互作用和药物过
量方面无差异，在特殊人群用药方面，依洛尤单
抗在儿童患者和肾功能不全患者方面有更多的数
据支持其在两类患者中使用的安全性，相比之下
基于阿利西尤单抗目前的药品使用说明书来看，
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表 1　PCSK9 抑制剂临床综合评价指标库 
Tab 1　Comprehensive evaluation index library of PCSK9 inhibitors

一级指标 一级指标权重 /% 二级指标 三级指标 三级 /二级指标权重 /%
安全性 29.07 1 ～ 2 级不良反应发生率 － 7.71

3 ～ 5 级不良反应发生率 － 11.90
中和抗体发生情况 － 3.21
特殊人群用药 6.25

有效性 29.17 LDL-C 降幅 － 19.45
心血管事件发生率 － 9.72

经济性 16.74 是否为（延伸）绝对劣势药品－ 16.74
适宜性 10.77 药品技术适宜性 药品包装标签标注的完整性 0.23

药品说明书是否满足临床处方需求 0.35
给药途径或剂型是否适宜使用 0.23
是否有特殊的存储条件 0.11
是否需要特殊装置 0.14
用药后是否需要监测或随访服务 1.08
用药依从性 1.46

药品使用适宜性 临床使用是否存在超说明书适应证使用的情况 0.67
超药品说明书用药是否有充分理由 0.34
药品疗效是否精准针对适应证 0.68
药品用量是否适宜患者的年龄、体重、体表面积和身体状况 0.33
给药时间点是否有限制 0.34
给药时间间隔是否适宜 0.39
用药疗程长短是否符合患者、疾病、药品特点 0.65
患者用药是否容易出现不耐受的情况 2.05
药物 - 药物相互作用或药物 - 食物相互作用是否给处方带来限制 0.90
用药是否容易准确排除禁忌证 0.81

可及性 14.25 医疗机构药品配备使用情况 － 9.50
年费用负担 － 4.75

表 2　各药物之间比较 LDL-C降幅联赛表 
Tab 2　LDL-C reduction for various drugs

组别 Diff（95%CI）
干预组 阿利西尤单抗

0.088（0.005，0.1802） 依洛尤单抗

－ 0.303（－ 0.382，－ 0.223） － 0.392（－ 0.4946，－ 0.2878） 依折麦布

对照组 － 0.507（－ 0.5754，－ 0.4397） － 0.595（－ 0.6701，－ 0.5198） － 0.204（－ 0.2993，－ 0.1096） 安慰剂

该药品在儿童患者和肾功能不全患者中的安全性
证据尚不充分，有待进一步证据加以证明。
　　在定量指标方面，针对 1 ～ 2 级不良反应发
生率、3 ～ 5 级不良反应发生率两个指标的网状
meta 分析结果如图 4 所示，尽管阿利西尤单抗的
1 ～ 2 级不良反应发生率和 3 ～ 5 级不良反应发生
率方面均高于依洛尤单抗，但两者差异不存在统
计学意义，见表 4 及表 5。安全性结果汇总见表 6。
2.2.3　经济性　依洛尤单抗和阿利西尤单抗的单价
分别为 283.8 元和 306 元，按每月两支计算，年治

疗费用分别为 7378.80 元和 7956.00 元。依洛尤单
抗 LDL-C 降幅为 60%，阿利西尤单抗为 51%。计
算得 ICER 值为－ 64.13 元 /%。依洛尤单抗相比较

表 3　各药物之间比较 MACE OR值联赛表  
Tab 3　MACE OR

组别 OR（95%CI）

干预组 阿利西尤单抗

0.9985（0.67，1.32） 依洛尤单抗

对照组 0.8401（0.60，1.06） 0.8496（0.68，1.1） 安慰剂

表 4　各药物之间比较 1 ～ 2 级不良反应 OR值联赛表 
Tab 4　1 ～ 2 grade adverse events

组别 OR（95%CI）
干预组 阿利西尤单抗

1.07（0.79，1.34）依洛尤单抗

1.07（0.83，1.31）0.82（0.65，6.36）依折麦布

对照组 1.06（0.79，1.33）1.00（0.59，5.61）1.42（0.59，5.63） 安慰剂

表 5　各药物之间比较 3 ～ 5 级不良反应 OR值联赛表 
Tab 5　3 ～ 5 grade adverse events

组别 OR（95%CI）
干预组 阿利西尤单抗

1.12（0.79，6.45）依洛尤单抗

0.93（0.73，4.31）1.00（0.65，1.36）依折麦布

对照组 1.20（0.66，2.80）0.99（0.96，1.03）0.99（0.64，1.34） 安慰剂
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图 3　各治疗方案与安慰剂对比 LDL-C 降幅（左）与 MACE 发生率（右）森林图 
Fig 3　Effect of PCSK9 on percent change of LDC-C from baseline（left）and the risk of MACE（right）

图 4　各治疗方案与安慰剂对比 1 ～ 2 级不良反应发生率（左）与 3 ～ 5 级不良反应发生率（右）

Fig 4　1 ～ 2 grade（left）and 3 ～ 5 grade（right）adverse events of PCSK9

与阿利西尤单抗成本更低，效果更好，经济性优于
阿利西尤单抗。
2.2.4　适宜性　本研究通过问卷调查的形式对
PCSK9 抑制剂的适宜性进行分析。共咨询 10 位临床
专家，90% 来自三级医疗机构、40% 为正高级职称、
30% 为副高级职称，平均从事本专业年限为 19.7 年。
　　问卷调查结果中，依洛尤单抗相比阿利西尤
单抗的主要差异在于患者耐受性和依从性两方
面，见表 7。结果表明，依洛尤单抗在患者依从
性和耐受性方面优于阿利西尤单抗。适宜性各指
标得分及标化后结果见表 8。
2.2.5　可及性　在可获得性方面，来自全国医药经
济信息网全国 1520 家医院调研结果显示，2021 年
依洛尤单抗的医疗机构配备率为 13.62%，阿利西
尤单抗为 5.59%，依洛尤单抗的可获得性更高；在
可负担性方面，依洛尤单抗和阿利西尤单抗的年治
疗费用依洛尤单抗为 7378.80 元，阿利西尤单抗为
7956.00 元，分别占 2021 年我国人均消费支出的
8.11% 和 8.75%，依洛尤单抗具有更好的可负担性。
2.3　MCDA 结果
2.3.1　基础分析结果　综合两类 PCSK9 产品在
各个维度上的评价结果，并对结果进行标化，各
项指标得分见表 9。整体上，依洛尤单抗在安全
性、有效性、经济性、适宜性、可及性 5 个维度
的表现均优于阿利西尤单抗。
　　结合各指标权重对不同维度的评价结果进行
汇总，结果显示，在满分为 100 的情况下，依洛
尤单抗总分为 63.1，阿利西尤单抗总分为 29.7。
2.3.2　敏感性分析结果　由于二分类指标存在夸
大两种药品之间差异的可能性（得分为 0 或 100），
为获得稳健性检验结果，本研究对定性指标中打
分为 0 的药品赋值为 100 分，并重新计算得分。
结果显示，调整两种药品定性指标得分后，依洛

尤单抗总分为 63.1 分，阿利西尤单抗总分为 52.9
分，依洛尤单抗仍优于阿利西尤单抗，结果稳健。
3　讨论
　　综合以上研究结果，依洛尤单抗相比于阿利西
尤单抗更适合在医院优先配备和使用。在安全性方
面，依洛尤单抗相比较与阿利西尤单抗的主要优势
在于特殊人群用药中儿童患者以及肾功能不全患者
有更多的证据支持依洛尤单抗的安全性；在有效性
方面，通过 meta 分析可知依洛尤单抗 LDL-C 降幅
优于阿利西尤单抗，且该指标存在显著差异，在
MACE 指标方面两者降幅相当；在经济性方面，依
洛尤单抗年治疗费用更低，效果更好，更具有经济
性；在适宜性方面，根据来自临床医师的调研结果
来看，依洛尤单抗在患者依从性和耐受性方面优于
阿利西尤单抗；在可及性方面，依洛尤单抗的可获
得性和可负担性均优于阿利西尤单抗。
　　目前尚无有关 PCSK9 抑制剂临床综合评价
的研究发表。本研究从其他相关研究主要考虑的
安全性、有效性、经济性 3 种评估维度外，增加
了适宜性与可及性维度进行评价，将各维度评价
结果聚合成了一个单一值进行表达，可视化程度
高。同时，本研究采用标化绩效得分的方法，避
免了传统采用李克特量表进行专家打分方式存在
的上下文效应，极值效应及专家出于指标以外的
因素进行打分等问题。
　　本研究的局限性在于使用绩效得分标化存在指
标的标化结果和两种药品之间的真实差异毫无关系
的特殊情况，从而可能夸大药品之间的差异。因
此，两者的最终得分差值的大小并不能完全代表两
种产品之间的实际差异。对此，本研究对标化为 0
的定性指标在 0 ～ 1 内进行了敏感性分析以验证结
果的稳健性。因此，在结果解读方面本研究中两种
产品的最终排序以及敏感性分析更具参考价值，而
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不应着重关注两者最终得分的差值。在经济性维度
评价方面，由于国内尚无最新的 PCSK9 类药品的
药物经济学研究发表，本研究仅利用 PCSK9 类药

品年治疗成本及有效性维度的网状 meta 分析结果
对经济性进行比较。此类药品的经济性研究还有待
进一步完善。除此之外，考虑到两者刚进入医保目
录，并且尚有部分 RCT 仍在进行中，未来在安全
性、有效性、可及性维度可能会有更多的证据发表。
因此，未来在具体决策层面，建议决策者结合最新
的证据对两种产品进行进一步的评估。
　　本研究是国内首个 PCSK9 抑制剂用于降脂
治疗的临床综合评价研究，运用 MCDA 方法，将
该类药品各维度的价值进行量化分析，决策的透
明度与科学性高。同时本研究还对基础分析结果
进行了不确定性分析，研究结果的可信度高、稳
健性强。基于现有证据的基础上，本研究建议在
临床应用 PCSK9 抑制剂进行血脂异常干预时优

表 8　PCSK9 抑制剂各维度评价结果汇总 
Tab 8　Summary of PCSK9 inhibitors

一级指标 二级指标 依洛尤单抗 阿利西尤单抗 依洛尤单抗标化得分 阿利西尤单抗标化得分

有效性 LDL-C 降幅 60.0% 51.0% 76 65
心血管事件发生率 0.85 0.84 29 30

安全性 1 ～ 2 级不良反应发生率 0.99 1.10 33 26
3 ～ 5 级不良反应发生率 1.00 1.20 36 23
中和抗体发生情况 优 劣 100 0
特殊人群用药 优 劣 100 0

经济性 是否具有成本效果 优 劣 100 0
适宜性 患者依从性 70% 40% 87 50

患者耐受性 100% 80% 78 62
可及性 医疗机构药品配备使用情况 13.62% 5.59% 93 38

年费用负担 9.29% 10.02% 32 27

表 9　PCSK9 抑制剂临床综合评价得分结果汇总  
Tab 9　Summary score of the comprehensive evaluation of  

PCSK9 inhibitors

维度
依洛尤

单抗

阿利西尤单抗

（原始得分）

阿利西尤单抗

（敏感性分析）

有效性（满分 29.2）   9.9   7.2   7.2

安全性（满分 29.1） 18.1 10.4 17.0

经济性（满分 16.7） 16.7   0.0 16.7

适宜性（满分 10.8）   8.0   7.1   7.1

可及性（满分 14.3） 10.3   4.9   4.9

总分（满分 100） 63.1 29.7 52.9

表 6　PCSK9 抑制剂安全性结果分析汇总表 
Tab 6　Safety of PCSK9 inhibitors

分类 指标 依洛尤单抗 阿利西尤单抗 结论

定性 禁忌证 过敏 过敏 无差异

特殊人群用药

儿童患者 13 ～ 17 岁纯合子家族性高胆固醇血症患者 未确定 依洛尤单抗优于阿利西尤单抗

老年患者 无需调整剂量 无需调整剂量 无差异

肝功能不全患者 轻中度无需调整，无严重肝损伤患者使用数

据

轻中度无需调整，无严重

肝损伤患者使用数据

无差异

肾功能不全患者 不会通过肾脏途径清除 尚不清楚是否会通过肾脏

途径消除

依洛尤单抗证据更充足

药物相互作用 无 无 无差异

药物过量 对症治疗 对症治疗 无差异

中和抗体 未发现 检测到患者产生中和抗体 依洛尤单抗优于阿利西尤单抗

定量 1 ～ 2 级不良反应发生率 与安慰剂对比 OR ＝ 0.99 与安慰剂对比 OR ＝ 1.10 差异无统计学意义

3 ～ 5 级不良反应发生率 与安慰剂对比 OR ＝ 1.00 与安慰剂对比 OR ＝ 1.20 差异无统计学意义

表 7　关键适宜性指标评价结果 [n(%)] 
Tab 7　Evaluation of key appropriateness indexes [n(%)]

指标
依洛尤单抗 阿利西尤单抗

是 否 不清楚 / 未使用过 是 否 不清楚 / 未使用过

临床使用是否存在超说明书适应证使用的情况 0（0） 9（90） 1（10） 0（0） 9（90） 1（10）
超药品说明书用药是否有充分理由 1（10） 1（10） 8（80） 1（10） 1（10） 8（80）
药品用量是否适宜患者的年龄、体重、体表面积和身体状况 9（90） 1（10） 0（0） 9（90） 1（10） 0（0）
患者用药是否容易出现不耐受的情况 0（0） 10（100） 0（0） 2（20） 8（80） 0（0）
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先选用依洛尤单抗，以提高临床用药的合理性，
从而提高医疗资源利用率。
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基于组蛋白去乙酰化酶 6 设计的多靶点抗阿尔茨海默病 
抑制剂研究进展
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摘要：阿尔茨海默病（AD）的发生是一个涉及多因子、多步骤的复杂过程。多靶点抗 AD 抑制剂

能同时作用于 AD 发生的多个相关通路，比单靶点抗 AD 抑制剂疗效好。研究发现，组蛋白去乙

酰化酶 6（HDAC6）在 AD 中过度表达，是治疗 AD 的重要靶点，因此以抑制 HDAC6 为基础设计

兼顾作用于其他靶点的多靶点抗 AD 抑制剂，成为研究的重要方向。本文总结了近些年 HDAC6
和乙酰胆碱酯酶、磷酸二酯酶、N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体、抗氧化作用、糖原合成酶激酶 3β 协

同作用的多靶点抑制剂以及它们在抗 AD 方面的生物活性，并对今后的发展进行了展望。
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Research progress in multi-target anti-Alzheimer’s disease inhibitors 
based on histone deacetylase 6
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Abstract: The development of Alzheimer’s disease (AD) is a complex process involving many factors 
and steps. Multi-target anti-AD inhibitors that simultaneously interact with two or more targets have 
greater therapeutic benefits than single target anti-AD inhibitors. Studies indicate that histone deacetylase 
6 is overexpressed in AD, and has been identified as a key target in the treatment of AD. Therefore, 
designing of multi-target anti-AD inhibitors that can simultaneously act on histone deacetylase 6 and 
other targets has become an important research direction. This review summarizes the recent multi-
target inhibitors of HDAC6 and acetylcholinesterase (AChE), phosphodiesterase (PDEs), n-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAR), antioxidant (anti-oxidant), glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β) and 
their biological activities in anti-Alzheimer's disease, and predicted the future.
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　　阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）[1]，
俗称老年性痴呆，是一种典型的中枢神经系统退
行性疾病，多发于 65 岁以上的老人，起病隐匿，

病程发展缓慢。AD 的特点是进行性记忆丧失，语
言技能下降及其他认知障碍。据报道，目前全世
界有 AD 患者 5500 多万，其中中国超过 1000 万，

综述
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居全球之首，预计到 2050 年我国 AD 患者将突破
4000 万，已成为严重的全球公共卫生问题 [2]。虽
然其病因尚不明确，但现有研究表明 AD 的发病
有多种原因，包括淀粉样蛋白β（β-amyloid，Aβ）
聚集、Tau 蛋白（Tau protein）过度磷酸化、乙酰
胆碱缺乏、基因突变、脑外伤、氧化应激、神经
炎病和 Ca2 ＋诱导的神经毒性等 [3]。根据这些病理
病状，研究人员提出了多种致病假说，如胆碱能
假说，Aβ 级联假说，金属离子假说，神经炎病假
说，Tau 蛋白过度磷酸化假说等 [4]。在过去的几十
年里，抗 AD 药物的发现一直集中在单靶标配体
上，追求高选择性以避免不良反应的发生 [5]，但
是对改善 AD 患者病状效果不明显，因此，近年
来还没有能治愈 AD 的药物通过Ⅲ期临床试验 [6]。
AD 的脑功能障碍涉及许多信号通路，在 AD 发病
机制中相互重叠和影响 [7]，对单靶点药物治疗 AD
带来了不小的挑战 [8]。因此，发展能同时作用于
多个通路的多靶点抗 AD 药物可能比单靶点抗 AD
药物有更好的疗效。在这些多靶点药物分子中，
由于组蛋白去乙酰化酶 6（histone deacetylase 6，
HDAC6）在 AD 发生中的重要作用，以 HDAC6 为
基础设计的多靶点分子被广泛研究。基于此，本
文对近年来报道的 HDAC6 多靶点抗 AD 抑制剂的
结构设计和生物学活性进行综述，以期为此类分
子的研究提供参考。
1　HDAC6 与 AD
　　组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylases，
HDACs）是一组表观遗传酶，可以在不改变基
因序列的情况下调节基因表达。HDACs 从组蛋
白上的赖氨酸中去除乙酰基，导致核小体结构紧
缩，抑制基因表达 [9-10]。此外，HDACs 还可调节
微管蛋白、HSP90、P53 等非组蛋白的乙酰化 [11]。

目前已经发现了 18 个 HDACs 亚型，分为四个
类 别：ClassⅠ（HDAC1、2、3 和 8），ClassⅡ
（HDAC4、5、6、7、9、10），Class Ⅲ（SIRT1-7）
和 Class Ⅳ（HDAC11）。ClassⅡ又分为 Class Ⅱa
（HDAC4、HDAC5、HDAC7 和 HDAC9）和 Class 
Ⅱb（HDAC6 和 HDAC10）[12-13]。ClassⅡb 类 中
的 HDAC6 具有独特结构，主要存在于细胞质中，
由 1215 个氨基酸残基组成，是 HDACs 家族最大
的成员，也是唯一包含 2 个功能性催化结构域的
HDACs 蛋白。HDAC6 主要结构域由强核输出信
号（NES）、2 个催化结构域（DD1 和 DD2）、8
个连续重复的十四肽（SE14）和泛素结合锌指结
构域（ZnF-UBP）组成（见图 1）。泛素结合锌指
结构域能与泛素连接，具有泛素连接酶的作用，
因此可通过泛素化依赖性方式降解 HDAC6 蛋
白 [14]。DD1 和 DD2 均有去乙酰化活性，DD2 区
域主要催化体外的去乙酰化，SE14 和 NES 共同
作用使 HDAC6 主要存在于细胞质中。研究发现
AD 患者的脑皮层和海马区的 HDAC6 蛋白水平
显著提高。AD 的一个显著特征是神经原纤维缠
结（neurofibrillary tangles，NFTs），与过度磷酸化
Tau 蛋白的异常积累有关，这主要是由 HDAC6 的
高表达引起的 [15]。过度磷酸化的 Tau 蛋白，降低
了 Tau 蛋白对微管的亲和力，导致细胞骨架瓦解，
最终导致细胞死亡。另一方面 HDAC6 诱导的去
乙酰化微管蛋白 Aβ 影响微管的稳定性和细胞囊
泡运输，引起线粒体和神经递质恶化，导致突触
降解或丢失。基于以上研究，HDAC6 在 AD 发病
中起到重要作用，抑制 HDAC6 是治疗 AD 的一
种可行方法。虽然，目前还没有 HDAC6 抑制剂
被批准用于临床治疗 AD，但研究还在进行中。

图 1　HDAC6 的结构

Fig 1　Structure of HDAC6

2　多靶点 HDAC6 抑制剂的设计

　　HDAC6 抑 制 剂 药 效 团 模 型 包 含 帽 子 区
（CAP）、连接区（linker）、Zn2 ＋ 结合基团（zinc 
binding group，ZBG）。CAP 一般为芳环或芳杂环等
环状结构，linker 通常为脂肪长链或取代芳环，因
为与 Zn2 ＋的螯合作用对抑制 HDAC6 的活性至关重
要，而异羟肟酸和邻氨基苯甲酰胺能与 Zn2 ＋形成
强效的螯合作用，所以一直是优选的 ZBG。异羟

肟酸和邻氨基苯甲酰胺常作为 ZBG 基团，通过改
造 CAP 和 linker 提高对 HDAC6 的抑制活性。CAP
基团不仅能影响 HDAC6 抑制剂的选择性，也能影
响异羟肟酸和邻氨基苯甲酰胺与 Zn2 ＋的结合强度，
此外，CAP 能够接受更为广泛的结构变化，因此设
计 HDAC6 多靶点抑制剂时，一般从 CAP 入手，通
过引入具有其他活性的分子片段与 ZBG 拼合或融
合，构建多靶点 HDAC6 抑制剂（见图 2）。
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3　多靶点 HDAC6 抑制剂
3.1　具有 HDAC6和乙酰胆碱酯酶（acetylcholines-
terase，AChE）抑制作用的多靶点抑制剂
　　AChE 是胆碱酯酶（cholinesterase，ChE）的
两种主要类型之一，胆碱能假说认为 AChE 是
一种抗 AD 的重要靶点，在预防和治疗 AD 中起
关键作用，目前已获批准的抗 AD 药物几乎都是
AChE 抑 制 剂 [16-17]。 基 于 AChE 和 HDAC6 抑 制
剂都表现出相似疾病的临床活性，AChE/HDAC6
多靶点抑制剂对 AD 可能具有更好的疗效。研究
证明吖啶作为一种结构多样的骨架，其基团具有
抗 AChE 作用，可以用于抗 AD 药物的设计 [18]。
Jiang 等 [19] 合成了化合物 1，为吖啶衍生物，具有
较强的 AChE 抑制活性，并且吖啶的 C-9 通过化
学偶联可以产生新的多靶点药物，并且不会降低
其抗 AChE 的作用。Givinostat 为正在进行临床研
究的 HDAC6 抑制剂，含有的苯基羟肟酸部分可
以作为酶抑制活性的核心结构（见图 3）[20]。Tseng
等 [21] 通过结合化合物 1 和 Givinostat 的核心结构，
设计合成了一系列新的 AChE/HDAC6 多靶点抑制
剂。其中化合物 2 和化合物 3 对 HDAC6（IC50 ＝

0.025 μmol·L － 1、IC50 ＝ 0.026 μmol·L － 1）有较
高的选择性和抑制活性，且能有效地抑制 AChE
（IC50 ＝ 0.72 μmol·L － 1、IC50 ＝ 0.88 μmol·L － 1）。
化合物 1 和化合物 2 显著诱导组蛋白和微管蛋白
乙酰化，并且可以促进神经突触生长而没有明显
的神经毒性。
　　他克林（tacrine）是第一个被批准用于治疗
AD 的 AChE 抑制剂，但由于其肝毒性而被停用，
可通过结构修饰提高其效力，降低其毒性 [22-23]。
Xu 等 [24] 选择他克林结构为 CAP，伏地诺他（sub-
eroylanilide hydroxamic acid，SAHA）的异羟肟

酸部分为 ZBG，并选择存在疏水性、柔性和空间
位阻占据较小的烷基碳链和不同种类的苯基作为
linker，设计合成了 28 个新的 AChE/HDAC6 多靶
点抑制剂。大多数化合物对 AChE 和 HDAC6 表
现出良好的抑制效果。特别是化合物 4（见图 3）
对 AChE（IC50 ＝ 0.12 nmol·L － 1）具有较强的选
择性抑制作用，对 HDAC6 具有一定的抑制作用
（IC50 ＝ 33.2 nmol·L － 1），表明含 3 个碳链和对
甲酰胺肉桂酸结构的化合物具有最佳的抑制活性。
此外，化合物 4 对 Aβ1-42 的自聚集有抑制作用，
还具有抗氧化活性。动力学和分子对接研究表明，
化合物 4不仅可以与 AChE 的催化活性位点（cata-
lytic site，CAS）结合，还可以与 AChE 的外周阴
离子位点（peripheral anionic site，PAS）结合。

图 3　AChE/HDAC6 多靶点抑制剂

Fig 3　AChE/HDAC6 dual target inhibitor

3.2　具有 HDAC6 和磷酸二酯酶（phosphodiester-
ases，PDEs）抑制作用的多靶点抑制剂
　　PDEs 是体内唯一负责水解环磷酸腺苷（cyclic 
adenosinec monophosphatec，cAMP）和环磷酸鸟苷
（cyclic guanosine monophosphatec，cGMP）的酶家
族。到目前为止，PDEs 有 11 个亚家族，至少包
括 22 个亚型，每个家族是根据酶的特征和药理抑
制特性区分的功能性组合。磷酸二酯酶5（phospho-
diesterase 5，PDE5）为 PDEs 的一种，抑制 PDE5
能够增加 cGMP 的浓度。已发现 AD 患者脑脊液
中 cGMP 会下降，因此 PDE5 成为抗 AD 药物研究
的一个有效靶点 [25]。西地那非（sildenafil）可以高
选择性地抑制人体内的 PDE5 活性，且近期研究
发现使用西地那非可使 AD 发病风险显著降低 [26]。
Cuadrado-Tejedor 等 [27] 将西地那非活性部分作为
CAP，甲基环丁烷作为 linker，异羟肟酸结构作为
ZBG，合成一个新的 PDE5/HDAC6 多靶点抑制剂
化合物 5。化合物 5（见图 4）对 HDAC6（IC50 ＝

图 2　HDAC6 抑制剂的药效团模型及其多靶点抑制剂设计策略

Fig 2　Pharmacophore models and multi-target compound design 
strategy for HDAC6 inhibitors
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7.04 nmol·L－ 1）有较高的选择性和抑制活性，且
能有效地抑制 PDE5的活性（IC50＝8.5 nmol·L－1）。
给予化合物 5 治疗 Tg2576 小鼠，其大脑 Tau 蛋白
磷酸化水平显著降低。Rabal 等 [28] 在化合物 5 的基
础上，以芳基烷基链作为 linker，设计合成了一系
列新的 PDE5/HDAC6 多靶点抑制剂化合物，大多
数化合物对 PDE5 和 HDAC6 表现出良好的抑制效
果。以 2- 甲基噻吩为 linker 的化合物 6 对 HDAC6
具有较强的抑制作用（IC50 ＝ 15 nmol·L－ 1），对
PDE5（IC50 ＝ 11 nmol·L － 1）具有一定的选择性
抑制作用，下一步将在 AD 小鼠模型（Tg2576）体
内进行测试。
　　磷酸二酯酶 9（phosphodiesterase 9，PDE9）作
为 PDEs 的一类，对 cGMP 具有高亲和力。PDE9
广泛分布于脑组织，在海马和皮质等部位具有高
水平表达，PDE9 的脑区分布提示其可能与学习记
忆有关 [29]。研究显示，AD 患者脑组织中 PDE9 表
达显著增加并伴随 cGMP 水平的下降，提示 PDE9
及其介导的信号通路可能参与 AD 的发病过程，
因此 PDE9抑制剂具有促智作用，并可以用于治疗
AD[30]。BAY 73-6691 是拜尔公司开发的抗 AD 的
PDE9 抑制剂，在动物实验中已被证明可以改善大
鼠的学习和记忆 [31]。研究发现 PF-04447943 和 PF-
04449613 是具有高选择性的 PDE9 抑制剂（IC50 ＝

8 nmol·L － 1，IC50 ＝ 22 nmol·L － 1）[32]， 且 与
BAY 73-6691 同属于 N- 取代吡唑并 [3，4-d] 嘧啶
酮类化合物，因此 N- 取代吡唑并 [3，4-d] 嘧啶
酮可以作为设计 PDE9 抑制剂的活性结构。Rabal
等 [33] 选择 N- 取代吡唑并 [3，4-d] 嘧啶酮为 cap、
烷基芳香链为 linker、异羟肟酸为 ZBG，设计合成
了 18 个 PDE9/HDAC6 多靶点抑制剂，结果表明
化合物 7显示出最强的 PDE9（IC50 ＝ 8 nmol·L－ 1）
抑制作用，但对 HDAC6（IC50 ＝ 608 nmol·L－ 1）
的抑制作用较弱（见图 4）。化合物 8 显示出最强
的 HDAC6（IC50 ＝ 40 nmol·L－ 1）抑制活性，且
对 PDE9（IC50 ＝ 107 nmol·L－ 1）也显示出较强的
抑制作用，选择化合物 9 进行评估体内功效，并
研究其作用机制。
3.3　具有 HDAC6 和 N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体

（N-methyl-D-aspartate receptor，NMDAR） 抑 制
作用的多靶点抑制剂
　　NMDAR 是学习和记忆过程中一类重要的受
体，它与 AD 的病理过程密切相关，已成为抗 AD
药物的重要靶点，已上市的美金刚属于 NMDAR
拮抗剂，通过阻断谷氨酸刺激 NMDAR 引起的
神经损伤缓解 AD 症状 [34-35]。He 等 [36] 以美金刚

为 CAP，烷基碳链或芳香链为 linker，异羟肟酸
和邻氨基苯甲酰胺作为 ZBG，设计合成了一系列
新型的 NMDAR/HDAC6 多靶点抑制剂。研究结
果表明，化合物 9 显示出最强的 HDAC6[IC50 ＝

（0.12±0.03）μmol·L－ 1] 抑制作用，但对 NMDAR
（Ki ＝ 13.06 μmol·L－ 1）的抑制作用较弱。化合物
10 对 NMDAR（Ki ＝ 0.59 μmol·L － 1）和 HDAC6
（IC50 ＝ 0.18 μmol·L－ 1）都表现出较强的抑制活
性，并且其对 NMDAR 的活性与美金刚相当（见图
5）。用化合物 10 处理 MV4-11 细胞，提高了 MV4-
11 细胞中 AcTubulin（acetylated tubulin）的水平；
动物研究还表明化合物 10 可有效穿透血脑屏障到
达脑组织。
3.4　具有 HDAC6 和糖原合成酶激酶 3β（glyco-
gen synthase kinase 3β，GSK-3β）抑制作用的多靶
点抑制剂
　　Aβ 可引起 Tau 蛋白过度磷酸化进而引起神经
纤维缠结，GSK-3β 作为调节 Tau 蛋白过度磷酸化
的关键信号酶，在淀粉样蛋白和 Tau 蛋白之间起
连接作用。Huang 等 [37] 发现给小鼠注射 Aβ25-35 能
使 Tau 蛋白磷酸化水平上升，同时使 GSK-3β 表
达增加。另有研究发现，给 AD 小鼠注射 4- 苯基
丁酸（4-phenylbutyric acid，PBA）后观察到 Tau 蛋

图 4　PDEs/HDAC6 多靶点抑制剂

Fig 4　PDEs/HDAC6 dual target inhibitor
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白磷酸化水平下降和非活性的 GSK-3β 增多，同
时改善了 AD 小鼠的学习和认知能力，提示 GSK-
3β 在 Aβ 诱导 Tau 蛋白磷酸化中起作用，因此
GSK-3β 在 AD 的发生和发展中起着重要作用，可
以作为 AD 治疗的一个重要靶点 [38]。De Simone
等 [39] 通过利用 GSK-3β 抑制剂如化合物 11 和 12
（见图 6）的邻苯二酰亚胺的活性部分和异羟肟酸
的活性结构设计合成了一系列的 HDAC6 和 GSK-
3β 受体的多靶点抑制剂。其中化合物 13 对 GSK-
3β（IC50＝2.69 μmol·L－1）和 HDAC6（IC50＝3.19 
μmol·L － 1）都具有最佳的选择性抑制作用，选择
性约为 HDAC1 [IC50 ＝（12.78±0.11）μmol·L － 1]
的 4 倍。化合物 13 诱导组蛋白乙酰化增加和 Tau
磷酸化减少。此外，化合物13具有较高的水溶性，
可促进神经发育并显示免疫调节作用，且在斑马
鱼模型中没有显示出致死性（＜ 100 μmol·L － 1）。
3.5　具有 HDAC6 抑制作用和抗氧化作用的多靶
点抑制剂
　　氧化应激学说是 AD 的发病机制之一 [40-41]，
因此，抗氧化在预防和治疗 AD 中具有十分重要
的作用。谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）是人体
分泌的一种特殊蛋白质，是一种重要的过氧化物
分解酶，广泛存在于体内，可将有毒的过氧化物
还原为无毒的羟基化合物，从而产生保护作用。
其结构和功能不受过氧化物的干扰和破坏，具有
抗氧化作用。由于氧化应激是导致 AD 的原因之
一，而 GSH-Px 具有抗氧化作用，因此 GSH-Px
是 AD 的潜在作用靶点。Hu 等 [42] 以抗氧化剂依
布硒啉（Ebselen）的活性结构为 CAP，烷基碳
链或芳香链为 linker，异羟肟酸为 ZBG，设计合
成了 16 个化合物。体外实验表明，其中一些化

合物表现出有效的 HDACs 抑制活性和依布硒啉
相关的药理作用。化合物 14（见图 7）具有最强
的 HDAC6（IC50 ＝ 0.037 μmol·L － 1）抑制活性、
GSH-Px 活性（ν0 ＝ 150.0 μmol·min－ 1）和良好
的抗氧化能力（ORAC：2.2）。此外，化合物 14
对 H2O2 诱导的损伤具有显著的保护作用，并具
有防止 PC12 细胞中活性氧积累的能力。
　　天然产物褪黑素和阿魏酸具有抗氧化作用、
神经保护和对中枢神经系统的调节作用，可用于
AD 的治疗。He 等 [43] 通过将褪黑激素和阿魏酸
的化学结构与芳香烷基链、异羟肟酸拼合，设计
合成了 15 个抗 AD 的新型多靶点化合物，在不
失去对 HDAC6 的亲和力和选择性的情况下以协
同方式发挥抗氧化作用。其中基于褪黑激素的化
合物 15（IC50 ＝ 11.2 nmol·L － 1）和基于褪黑激
素 - 阿魏酸的化合物 16（IC50 ＝ 30.7 nmol·L － 1）
显示出较高的 HDAC6 抑制活性，其选择性是其
他亚型的 20 倍以上（见图 7）。化合物 15 和 16
都保持了褪黑激素和阿魏酸的抗氧化能力，尤
其是化合物 16（EC50 ＝ 10.8 μmol·L － 1）清除
1，1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼（DPPH）自由基能
力与阿魏酸（EC50 ＝ 13.7 μmol·L － 1）相当，并
且具有与褪黑素相当的 ORAC 值。化合物 16 在
10 μmol·L － 1 时未表现出神经毒性，并且与阳性
对照和强效螯合剂 EDTA 的 Cu2 ＋螯合能力相当，
这表明化合物 16 对减少金属介导的氧化应激和
Aβ 聚集具有一定作用。化合物 16 还显示出免疫
调节作用，能够减少脂多糖诱导的小胶质细胞炎
症。化合物 16 的体内功效表明 HDAC6 抑制作用
可能与其抗氧化活性之间具有协同作用。

图 5　NMDAR/HDAC6 多靶点抑制剂

Fig 5　NMDAR/HDAC6 dual target inhibitor
图 6　GSK-3β/HDAC6 多靶点抑制剂

Fig 6　GSK-3β/HDAC6 dual target inhibitor
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图 7　HDAC6 抑制和抗氧化作用的多靶点抑制剂

Fig 7　Multi-targeted inhibitors of HDAC6 inhibition and antioxidants

4　总结与展望

　　AD 的发生涉及复杂的病理过程，而 HDAC6
又与 AD 的发生发展密切相关，因此可以作为
抗 AD 的一个重要靶点。从上述研究可以看出以
HDAC6 为基础兼具其他活性的多靶点抑制剂是抗
AD 的有效策略，这些多靶点抑制剂能显著提高治
疗 AD 的疗效。在设计这些多靶点分子时，多是以
HDAC6 结构为基础，通过融合替换或结构拼合其
药效团中的 CAP 基团设计多靶点 HDAC6 抑制剂，
且 CAP 基团大多来源于激酶抑制剂和其他抗 AD
药物的核心片段。目前还没有抗 AD 的 HDAC6 多
靶点抑制剂上市，且失败的大部分原因是由于抑
制剂缺乏安全性和无法达到治疗指数 [44]，其主要
原因是作用于 AD 多个靶点的单一抑制剂无法对
其作用的所有靶点均达到最佳抑制浓度，且选择
性较低的抑制剂容易产生与作用机制无关的不良
反应。关于抗 AD 的 HDAC6 多靶点抑制剂的活性
机制根本原因的结论并不可靠，很难对它们的治
疗效果进行有效的预测，因此未来对 AD 发生通
路的突破和诠释是一个重要的研究方向，这样将
会有更多高效且低毒的多靶点 HDAC6 抗 AD 药物
被研发出来。总之，高效且低毒性的多靶点抗 AD
药物是目前药物研发的趋势，多靶点抗 AD 可能
会在 AD 治疗上产生新的突破。
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清肺排毒汤治疗新型冠状病毒感染的研究进展
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摘要：清肺排毒汤由麻杏石甘汤、射干麻黄汤、小柴胡汤、五苓散加减裁合而成，可作为中医

临床用药以治疗新型冠状病毒感染。本文通过对相关期刊文献和专利等整理和分析，从清肺排

毒汤中医理论解析、现代药理研究和临床应用疗效评价等方面进行归纳总结，为新型冠状病毒

感染临床用药以及清肺排毒汤研究提供参考。
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Research progress in the treatment of COVID-19 by Qingfei Paidu decoction
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Abstract: Qingfei Paidu decoction is a combination of Maxing Shigan decoction, Shegan Mahuang 
decoction, Small Chaihu decoction and Wuling powder, which can be used for COVID-19. By 
sorting and analyzing relevant journals and patents, this paper summarized the theoretical analysis of 
traditional Chinese medicine, modern pharmacological research and clinical efficacy of Qingfei Paidu 
decoction, to provide reference for clinical medication choice and research of Qingfei Paidu decoction 
for COVID-19. 
Key words: Qingfei Paidu decoction; COVID-19; theoretical analysis of traditional Chinese 
medicine; evaluation of clinical efficacy 

基金项目：中国医学科学院医学与健康科技创新工程基金资助（No.2021-I2M-1-028）。
作者简介：马思文，女，硕士研究生，主要从事新药研发与生产，email：1137687848@qq.com　* 通信作者：郑稳生，男，教授，博士

研究生导师，主要从事中、西药物新制剂及新释药系统关键技术研究，email：zhengwensheng@imm.ac.cn

　　新型冠状病毒（SARS-CoV-2）疫情爆发，短
时间内造成了全球大流行的新型冠状病毒感染
（COVID-19），严重危害了世界公共卫生安全。疫情
暴发初期，由于没有特效药物，各国主要通过“老
药新用”将一些广谱抗病毒药物（如瑞德西韦、法
匹拉韦、氯喹和羟氯喹等）应用于 COVID-19 的治
疗 [1]。而中医药作为我国独有的疾病治疗手段，在
疫情治疗中及早、广泛地介入，为 COVID-19 的治
疗起到了促进作用。清肺排毒汤由麻杏石甘汤、射
干麻黄汤、小柴胡汤、五苓散加减裁合而成，是中
医药管理局治疗 COVID-19 的临床推荐用药 [2]，也
是《新型冠状病毒感染诊疗方案（第六版）》[3] 中中药
改动部分新增的抗疫方，其被推荐应用于不同分型

COVID-19 的治疗并发挥了明显的作用。为了对清肺
排毒汤治疗 COVID-19 的临床疗效有更全面的认识，
本文从清肺排毒汤的中医理论解析、现代药理研究
和临床应用疗效评价等方面进行归纳总结。
1　现代医学对 COVID-19 的认识

　　现代医学研究表明 COVID-19 引起的肺炎的
主要致病及病理过程是病毒侵入肺部造成肺部细
胞损伤，损伤进展进一步引起免疫细胞炎症因子
风暴，危重期甚至会导致脓毒血症和呼吸困难。
　　梁倩倩等 [4] 通过探讨 SARS-CoV-2 致肺损伤
的机制指出 COVID-19 所产生的炎性渗出导致炎
症风暴，造成急性肺损伤；即肺细胞受损引起免
疫细胞释放大量细胞因子，导致炎性细胞被大量



2141

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

激活，形成恶性循环，最终形成细胞因子风暴加
剧肺部渗出和水肿 [5]；细胞因子风暴继续引起以
活化的巨噬细胞、中性粒细胞和 T 细胞为主的复
杂免疫反应，这些细胞和受感染的细胞可在短时
间内分泌大量的炎症因子，趋化更多的炎症细胞
参与肺损伤过程，从而放大炎症效应造成肺的免
疫损伤 [6]。
2　中医对 COVID-19 的认识

　　COVID-19 属于“疫病”范畴，但是不同的学
者对病机的认识不同，对“疫病”的定性也不同 [7]。
目前从中医辨证角度以及临床症状分析，大部分医
家将其归为寒湿疫，认为病机为寒湿阻络，气机不
利 [8-9]。结合仝小林等 [10] 在临床抗疫一线收集到的
疾病症状体征及舌脉表现来看，他认为 COVID-19
属于中医 “寒湿疫”的范畴；国医大师薛伯寿亦提
出 COVID-19 属“寒湿疫”[11]；福建省卫健委抗疫
防治中医专家组结合 COVID-19 发病特点、气候
特点及患者的临床表现，指出此次疫情属于“寒湿
疫”，可从“寒湿”论治 [12]；邹本良医师 [13] 进一步
指出，COVID-19 的病理因素多涉及毒、湿、寒、
热、燥、瘀、虚等，病位主要在肺、脾，与心、肝、
肾、大肠密切相关，因湿邪致病特点为重浊、黏滞、
碍气伤阳、趋下，故“寒湿疫”病机核心是毒邪闭
肺困脾，寒疫可伤阳，但亦可化热、变燥、伤阴，
重型 COVID-19 证候常寒热错杂、虚实并见。
　　奚胜艳等 [14] 则根据中医所辨的各种“证”将
COVID-19 划为湿疫郁肺轻证、疫毒闭肺、毒损
肺络、危重脱症等不同证型，其“已病态”的阶段
特征与《新型冠状病毒感染诊疗方案（第六版）》
中普通型、重型、危重型患者的临床症状相似。
3　清肺排毒汤中医理论解析

3.1　清肺排毒汤组方来源

　　清肺排毒汤由张仲景《伤寒杂病论》中多种
经方化裁而成 [15]，此外还融合了麻黄汤、小青龙
加石膏汤、苓桂术甘汤、越婢加半夏汤、枳术汤
等经方 [16]，方药组成为：麻黄 9 g，炙甘草 6 g，
杏仁 9 g，生石膏（先煎）15 ～ 30 g，桂枝 9 g，
泽泻 9 g，猪苓 9 g，白术 9 g，茯苓 15 g，柴胡 
16 g，黄芩 6 g，姜半夏 9 g，生姜 9 g，紫菀 9 g，
款冬花 9 g，射干 9 g，细辛 6 g，山药 12 g，枳
实 6 g，陈皮 6 g，藿香 9 g[17]，药材归属见表 1。
3.2　清肺排毒汤方药分析

　　邵建柱等 [19] 从“方阵”角度探讨了其组方思
路：以整副经方之功效辨证中医理论中君、臣、佐、
使之用，形成“君方、臣方、佐方、使方”。薛伯

寿等 [20] 认为寒湿疫必须善用麻黄剂，麻黄宣肺透
邪，既开表闭又开肺闭，消散肺间质郁饮，是宣
通寒凝血脉瘀滞之圣药，故麻黄类方是为君方，
起主要治疗作用。其他经方功效辨证分析如下：
组方中有宣、有清、有健脾、有和胃，处方涵盖
面广，考虑到了寒、热、燥以及胃肠问题，故该
方可减轻 COVID-19 患者主要症状，对普通型、
轻型和重型均有明显疗效 [19，21-22]（详见表 2）。
4　现代药理研究

　　清肺排毒汤作为中药具有宣通寒凝之效，此
为中医辨证之理；而现代药理学研究表明，清肺
排毒汤组方确实含有抗炎、抗病毒以及调节代谢
功能的活性成分。
　　Zhang 等 [23] 探究出 SARS-CoV-2 转录复制与
3C 类似蛋白酶密切相关，而病毒进入宿主细胞主
要靠血管紧张素转换酶Ⅱ（ACE2）受体。基于网
络药理学和分子对接技术的研究表明，清肺排毒
汤中的主要活性成分不但可以通过调节 MAPK1、
MAPK3、MAPK8、MAPK14、IL-6、RELA、
STAT1 等不同的靶点，进而调控 TNF、NF-κB 等
信号通路来抑制炎症反应、调节免疫功能，还可
以通过调节与肺损伤通路有关的 3C 类似蛋白酶
和 ACE2 减轻肺炎，从而达到治疗 COVID-19 的
目的 [24-25]；王琨等 [26] 研究已经证明清肺排毒汤
可在 RNA 水平及蛋白水平抑制冠状病毒，且抑
制冠状病毒的吸附及增强细胞内干扰素相关基因
的表达，具有较好的体外抗冠状病毒活性；赵
静等 [27] 进一步探讨出清肺排毒汤中的中药大多
数归肺经，除了调控 ACE2 及其共表达的蛋白
起到平衡免疫、消除炎症的作用，还抑制靶向病
毒复制必需的蛋白——核糖体蛋白进而抑制病毒
mRNA 翻译，起到抗病毒作用。
　　Chen 等 [28] 从系统药理学的角度探讨了清热
排毒汤抗 COVID-19 的作用机制，提示清肺排毒
汤部分机制与抗病毒、抗炎活性和代谢的调节有
关；吴高松等 [29] 则通过大鼠内源性代谢实验揭示
清肺排毒汤临床疗效机制与其对机体的内源性代
谢调控及肠道菌群组成的调节相关；李荣宇等 [30]

表 1　清肺排毒汤主要经方组成药物 [18] 

Tab 1　Main prescription of Qingfei Paidu decoction[18]

经方 药材

麻杏石甘汤 麻黄 9 g、炙甘草 6 g、杏仁 9 g、生石膏 15～30 g（先煎）

射干麻黄汤 紫菀 9 g、冬花 9 g、射干 9 g、细辛 6 g

小柴胡汤 柴胡 16 g、黄芩 6 g、姜半夏 9 g、生姜 9 g

五苓散 桂枝 9 g、泽泻 9 g、猪苓 9 g、白术 9 g、茯苓 15 g
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通过体外抗菌实验也证实清肺排毒汤对呼吸道致
病菌（主要为金黄色葡萄球菌及铜绿假单胞菌）
具有一定的抑制作用。
5　临床疗效研究进展

5.1　清肺排毒汤治疗不同分型 COVID-19 的疗效

　　基于《新型冠状病毒感染诊疗方案》的治
疗要求以及药理研究结果的佐证，清肺排毒汤
可以被推荐用于轻型、普通型、重型、危重型
COVID-19 治疗，且临床治疗效果显著。通过对
近几年的文献进行整理发现在多家医院相继开展
的有关于清肺排毒汤的临床回顾性研究中，临床
研究得出的评价结果与理论是一致的。
　　如代卓青等 [31] 对 36 例确诊 COVID-19 患者
应用中药复方清肺排毒汤治疗两个疗程后发现，
清肺排毒汤显著地改善了 SARS-Cov-2 感染患者
的实验室检测异常指标，有效提高了治疗效果，
有较好的临床疗效；孙天峰等 [32] 也以临床症状改
善程度为指标，对两年间收治的 70 例病毒性肺
炎患者进行了临床疗效评价，发现使用清肺排毒
汤治疗能显著缩短患者主要症状消失时间，改善
肺功能，调节血常规指标水平，进一步证实了清
肺排毒汤在临床上改善症状和调节指标的作用；
余恒毅等 [33] 给予 64 例患者接受清肺排毒汤单药
治疗，患者的转重率和好转患者住院时长皆低于
阿比多尔药物组，提示单用清肺排毒汤治疗的效
果可能优于西药治疗。
　　针对轻型 / 普通型 COVID-19 的研究，孙易
娜等 [34] 收集轻型 / 普通型 COVID-19 患者 295 例
（清肺排毒汤组 199 例、联合用药组 96 例），通

过比较两组患者住院期间重症 / 危重症转化情况、
平均住院时间、核酸转阴时间、临床主要症状（包
括发热、咳嗽、咯痰、咽痛、乏力、头痛、腹泻、
憋闷）改善情况及胸部 CT 影像学改善情况，得出
结论清肺排毒汤单独使用亦能促进轻型 / 普通型
COVID-19 患者核酸转阴、胸部 CT 及咯痰症状的
改善，缩短住院时间，较药物联用方案具有一定
优势；王恩成等 [35] 则通过探讨 75 例确诊轻型与
普通型 COVID-19 患者的酶学指标改善研究证明
清肺排毒汤调节指标的效果显著；孔令玉等 [36] 对
普通型 / 重型 COVID-19 患者用清肺排毒汤治疗
后比较疗效，证明清肺排毒汤对于 COVID-19 患
者的预后也起到了良好的作用。
　　而对于重型 / 危重型 COVID-19 患者，张
平等 [37] 回顾性分析了 24 例 COVID-19 危 / 重型患
者的临床资料，清肺排毒汤降低炎症反应损伤效
果显著优于西医治疗组，且王芳等 [38] 回顾性分析
清肺排毒汤联合西医常规治疗重型 COVID-19 患
者的临床疗效后得出结论：在临床症状得到改善
的积极疗效基础上，使用清肺排毒汤治疗的患者
不良反应发生少，用药安全性更好。
　　由此可见，清肺排毒汤治疗轻型、普通型、
重型、危重型 COVID-19 的疗效能达到临床的
治疗和预后期望，且清肺排毒汤针对不同型的
COVID-19，无论单独使用还是与西药联合使用，
都发挥了积极的作用。
5.2　清肺排毒汤治疗特殊型 COVID-19 的疗效

　　对于一些特殊型的患者，比如老年人和儿童
等免疫力低下的人群，清肺排毒汤的临床疗效也

表 2　清肺排毒汤的“方阵”配伍分析 
Tab 2　Compatibility of “Square Array” of Qingfei Paidu decoction

方阵 类方 配伍特点 组成 功效

君方 麻黄类 宣肺透邪

散寒化饮

麻黄汤 辛温发汗、宣肺平喘

麻黄加术汤 发汗解表、散寒除湿

小青龙汤 解表蠲饮、止咳平喘

麻杏石甘汤 辛凉疏表、清肺平喘

射干麻黄汤 宣肺散寒、化饮止咳

臣方 苓桂类 温阳散寒

化饮利湿

五苓散 利水渗湿、温阳化气

苓桂术甘汤 温阳化饮、健脾利水

茯苓泽泻汤 健脾渗湿、温阳化饮、降逆止呕

茯苓杏仁甘草汤 宣肺化饮、利水调气

半夏类 化痰逐饮

和胃降逆

小半夏汤 和胃降逆、消痰蠲饮

小半夏加茯苓汤 和胃止呕、利水消痞

二陈汤 燥湿化痰、理气和中

佐方 枳实类 （佐助）行气散水、降逆消痞

（佐制）防君方过度耗散

枳术汤 行气消痞

橘枳姜汤 行气开郁、和胃化饮

使方 － － 小柴胡汤 通达表里、和解少阳、调和肝胃
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值得进一步考察。王晶亚等 [39] 回顾性分析清肺
排毒汤联合西医常规治疗 36 家医院确诊的 157
例老年 COVID-19 患者的临床效果，发现清肺排
毒汤联合西医常规疗法可改善老年 COVID-19 患
者的临床症状，改善炎症指标，促进肺部病灶的
吸收，改善预后，且安全性好。李婵 [40] 和刘宁
等 [41] 分析儿童型 COVID-19 病例，发现清肺排
毒汤结合西医结合治疗核酸转阴迅速，疗效确
切，安全性好；联合雷火灸治疗小儿寒湿闭肺
证 COVID-19 可有效增强疗效，缓解患儿临床症
状，提高免疫球蛋白水平；邹林珂等 [42] 通过对
COVID-19 的儿童病例文献进行分析发现：低龄
儿童虽然易感但是临床症状表现普遍较轻，而抗
病毒药物的应用和干扰素的治疗会可能有药物不
良反应。而清肺排毒汤作为中药，疗效显著而缓
和，可能更加适合用于儿童 COVID-19 的治疗。
5.3　清肺排毒汤治疗 COVID-19 合并不同基础慢

性疾病的疗效评价 
　　考虑到疾病的复杂程度，在自身疾病的基础
上感染了 COVID-19的患者，受本身疾病的影响，
COVID-19 的治疗难度也大大增加。如高血压
使 COVID-19 患者发生严重肺炎和器官损伤的风

险增加，同时病程延长，增加了死亡的风险 [43]，
而关于全国 31 个省市 575 家医院共计 1590 例
COVID-19 患者的回顾性案例研究显示 [44]，约有
25%（399 例）的患者存在合并症，最常见的合并
症包括高血压（269 例，占 67.4%），糖尿病（130
例，占 32.58%）和其他心血管疾病（59 例，占
14.79%）。所以清肺排毒汤治疗 COVID-19 合并
基础慢性疾病时的临床疗效评价也值得进一步考
察，以证实在 COVID-19 合并基础慢性疾病的情
况下，清肺排毒汤仍能够发挥出同样的疗效。
　　目前这方面有关的研究主要是中国中医科学
院中医临床基础医学研究所对清肺排毒汤联合西
医常规疗法治疗 COVID-19 合并其他慢性疾病进
行的临床回顾性分析 [45-48]。其对 COVID-19 联合
高血压病 /2 型糖尿病 / 慢性乙型肝炎 / 心脑血管
疾病等慢性疾病都进行了研究，并通过比较患者
主要临床症状（包括咳嗽、发热、乏力、干咳、
厌食、气喘）改善情况、各症状消失时间、实验
室检测异常指标改善情况、肺部病灶吸收情况、
病毒核酸转阴时间以及记录不良反应发生情况对
清肺排毒汤的疗效进行了评价，评价结果见表 3。

表 3　清肺排毒汤治疗 COVID-19 合并其他疾病疗效评价 
Tab 3　Efficacy evaluation of Qingfei Paidu decoction for COVID-19 complicated with other diseases

合并疾病 组别 住院时间 /d 核酸转阴时间 /d 症状缓解时间 /d 联合用药 病灶吸收 /% 不良反应

高血压 老年组 20 11 1 是 81 无

非老年组 16 11 1 是 70 无

2 型糖尿病 18 11 3 是 13 恶心、腹泻

慢性乙型肝炎 清肺排毒汤组 15 7.0 ＜ 3 是 95 恶心、腹泻

常规治疗组 15.5 7.5 3 否 84 恶心、腹泻

心脑血管疾病 心血管疾病 未统计 8.0 1 是 92 胃部不适、腹泻

脑血管疾病 未统计 11 1 是 88 胃部不适、腹泻

　　COVID-19 合并其他慢性疾病多属于重型 /
危重型 COVID-19[37]，而重型 COVID-19 的回顾
性研究结果显示：第一次核酸平均转阴时间为
10.0 d，平均住院时间为 19.36 d，清肺排毒汤合
并西医常规治疗 3 d 后症状可缓解，且约 92.0%
的患者肺部病灶显示不同程度的吸收 [38]。
　　可见，清肺排毒汤对 COVID-19 合并高血压
病、慢性乙型肝炎和心脑血管疾病的症状仍具有
明显的改善作用（2 型糖尿病除外，不排除此病
病程长且能迅速降低人免疫力的可能），可降低
肺持续损伤的风险，且缩短了核酸转阴时间和住
院时间。从疾病的严重程度方面综合评价，可以
肯定清肺排毒汤治疗慢性合并症的积极作用；而

安全性方面除了轻微恶心、腹泻外无其他严重不
良反应。所以，清肺排毒汤在 COVID-19 疾病复
杂程度加重的情况下仍能够改善临床症状、减少
核酸转阴时间和住院时长，发挥出积极的治疗作
用，具有良好的临床疗效。
6　讨论

　　清肺排毒汤具有清热解毒、健脾利湿、宣肺
平喘的功效，并且可以通过多成分、多靶点作用
于 COVID-19[49]，疗效显著，治疗总有效率达到
94%[50]。清肺排毒汤应用于临床治疗 COVID-19
是基于中医理论下的经方创新以及药理实验研究
证实的结果，临床回顾性研究的分析结果也进一
步证明了其在临床上发挥的疗效：清肺排毒汤不
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仅对于治疗 COVID-19 不同分型（轻型、普通型、
重型、危重型）有效，对 COVID-19 合并慢性疾
病（高血压、2 型糖尿病、慢性乙肝、心脑血管
疾病）等更复杂的疾病，也有改善症状、缩短核
酸转阴时间和住院时间，促进肺部病灶吸收防治
肺损伤、提高治愈率的积极作用，且不良反应少，
值得在临床继续推荐使用。
　　但是就目前的临床研究来说，对清肺排毒汤
应用于 COVID-19 不同分型以及合并不同的慢性
基础疾病的研究依然不够全面，临床上肾炎、肝
病也是常见基础病，而清肺排毒汤治疗这些疾病
方面的临床研究文献很少能查阅到，故医院的相
关科室可以针对这些慢性疾病进行临床回顾性研
究，为治疗用药进一步提供依据。而某些患者由
于其特殊性，清肺排毒汤的应用也只是在理论
层面分析，如妊娠期、哺乳期女性有诸多用药禁
忌 [51]，COVID-19 合并妊娠及产褥期这一类高危
人群，其机体一系列生理、血流动力学改变会增
加患者发生静脉血栓栓塞症的风险，进一步增
加了治疗难度 [52]。朱莉红等 [53] 在分析中医药在
COVID-19 妊娠期患者治疗的安全性时表明清肺
排毒汤可作为备选；王新等 [54] 通过从中医角度
探讨清肺排毒汤治疗产妇 COVID-19，也提出了
经方加减以提高用药安全性的治疗方案。所以，
清肺排毒汤对于 COVID-19 妊娠期患者治疗的临
床回顾性研究亦有望在理论数据可靠和医患沟通
良好的条件下开展，以期获得更全面的清肺排毒
汤应用于临床治疗的依据，提高我国中药治疗
COVID-19 的水平。

参考文献

[1] 许叶春，柳红，李剑峰，等 . 抗新冠肺炎药物研究进

展 [J]. 中国生物工程杂志，2021，41（6）：111-118. 
[2] 路志正，路喜善 . 清肺排毒汤彰显中医药抗疫疗效与自

信 [J]. 中医杂志，2020，61（10）：833-834. 
[3] 新型冠状病毒肺炎诊疗方案（试行第六版）[J]. 天津中医

药，2020，37（3）：242-246. 
[4] 梁倩倩，陈伟，徐浩，等 . 基于淋巴管系统在免疫调

节中的作用探讨新冠病毒致肺损伤的机制及中药干预

作用 [J]. 世界科学技术 - 中医药现代化，2020，22（2）：

270-277. 
[5] 陈彦昕，陈泳诗，谢健鸿，等 . 炎症因子风暴在新型冠

状病毒肺炎中的作用 [J]. 广东医科大学学报，2021，39
（5）：651-654. 

[6] 姜慧欣，黄学涵，林果，等 . 细胞因子风暴在 2019 新

型冠状病毒肺炎肺损伤中的作用 [J]. 临床与病理杂志，

2022，42（2）：462-471. 

[7] 王倩，曲道炜 . 从中医角度对新型冠状病毒肺炎病因

及特点的认识 [J]. 实用中医内科杂志，2022，36（6）：

12-14. 
[8] 杨华升，李丽，勾春燕，等 . 北京地区新型冠状病毒肺

炎中医证候及病机特点初探 [J]. 北京中医药，2020，39
（2）：115-118. 

[9] 沈爱明，张伟，吴卓，等 . 清肺排毒汤治疗新型冠状

病毒肺炎的中医理论分析 [J]. 辽宁中医杂志，2020，47
（3）：106-108. 

[10] 仝小林，李修洋，赵林华，等 . 从“寒湿疫” 角度探

讨新型冠状病毒肺炎的中医药防治策略 [J]. 中医杂志，

2020，61（6）：465-470，553. 
[11] 范逸品，王燕平，张华敏，等 . 试析从寒疫论治新型冠

状病毒肺炎 [J]. 中医杂志，2020，61（5）：369-374. 
[12] 余永鑫，阮诗玮 . 基于《寒湿论治》探析新型冠状病毒

肺炎的中医认识 [J]. 实用中医内科杂志，2022，36（8）：

47-49. 
[13] 邹本良，李敏，范铁兵，等 . 中医药治疗重型新型冠状

病毒肺炎经验总结及诊疗方案建议 [J]. 中医杂志，2020，
61（15）：1289-1293. 

[14] 奚胜艳，钱林超，丁红平，等 . 基于中医状态辨治理论

探讨新型冠状病毒肺炎的防治 [J]. 厦门大学学报（自然

科学版），2020，59（3）：304-309. 
[15] 李松桃，吴昊，李梓菡，等 . “清肺排毒汤”治疗新型冠

状病毒肺炎的经方理论探析 [J]. 成都中医药大学学报，

2021，44（2）：11-14. 
[16] 王汉，王敦方，宋红新，等 . 从《伤寒论》六经辨证探

讨抗新冠肺炎“清肺排毒汤”的组方规律 [J]. 海南医学院

学报，2020，26（19）：1441-1445，1454. 
[17] 沈爱明，张伟，吴卓，等 . 清肺排毒汤治疗新型冠状

病毒肺炎的中医理论分析 [J]. 辽宁中医杂志，2020，47
（3）：106-108. 

[18] 王朝，尹梦碟，方泓，等 . 基于中医名家经典浅析新

冠肺炎中清肺排毒汤的运用 [J]. 中医药文化，2020，15
（4）：11-16. 

[19] 邵建柱，郭杏林，宋斌，等 . 从“方阵”角度探讨“清肺

排毒汤”组方思路 [J]. 吉林中药，2021，41（3）：301-303. 
[20] 薛伯寿，姚魁武，薛燕星 . “清肺排毒汤”快速有效治疗

新型冠状病毒肺炎的医理论分析 [J]. 中医杂志，2020，
61（6）：461-462. 

[21] 曹艳梅，张囡，史楠楠，等 . 基于古代经方传承的清肺

排毒汤组方配伍分析 [J]. 世界中医药，2022，17（9）：

1343-1349. 
[22] 刘厚利，呼兴华，何莉，等 . 清肺排毒汤组方原理、药

物用量及煎煮方法概述 [J]. 陕西中医，2020，41（5）：

560-562. 
[23] Zhang HB，Penninger J，Li YM，et al. Angiotensin-con-

verting enzyme 2（Ace2）as a SARS-Cov-2 receptor：mo-
lecular mechanisms and potential therapeutic target [J]. Int 
Care Med，2020，46（4）：586-590. 

[24] 许冬玉，许玉龙，王至婉，等 . 基于网络药理学研究清

肺排毒汤治疗新型冠状病毒肺炎的作用机制 [J]. 中药药

理与临床，2020，36（1）：26-32. 



2145

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

[25] 吴昊，王佳琪，杨雨薇，等 . 基于网络药理学和分子对

接技术初步探索“清肺排毒汤”抗新型冠状病毒肺炎作

用机制 [J]. 药学学报，2020，55（3）：374-383. 
[26] 王琨，颜海燕，吴硕，等 . 清肺排毒汤的体外抗冠状病

毒作用研究 [J]. 药学学报，2021，56（5）：1400-1408. 
[27] 赵静，田赛赛，杨健，等 . 清肺排毒汤治疗新型冠状

病毒肺炎机制的网络药理学探讨 [J]. 中草药，2020，51
（4）：829-835. 

[28] Chen J，Wang YK，Gao Y，et al. Protection against 
COVID-19 injury by Qingfei Paidu decoction via anti-viral，
anti-inflammatory activity and metabolic programming [J]. 
Biomed Pharmacother，2020，129（3）：110281. 

[29] 吴高松，钟婧，郑宁宁，等 . 清肺排毒汤对大鼠整体代

谢及肠道菌群的调节作用研究 [J]. 中国中药杂志，2020，
45（15）：3726-3739. 

[30] 李荣宇，林少玲，骆月姬 . 清肺排毒汤体外抗菌作用研

究 [J]. 亚太传统医药，2020，16（11）：58-59. 
[31] 代卓青，江四华，刘田，等 . 清肺排毒汤治疗 36 例新

型冠状病毒肺炎的临床疗效分析 [J]. 贵州中医药大学学

报，2020，42（6）：34-38. 
[32] 孙天峰，吴静文，高倩 . 清肺排毒汤对病毒性肺炎患者

主要症状消失时间、血清 D- 二聚体水平及 ESR 的影

响 [J]. 沈阳药科大学学报，2021，38（S2）：70-71. 
[33] 余恒毅，任秀华，祁星星，等 . 阿比多尔、清肺排毒汤、

连花清瘟胶囊、金叶败毒颗粒对某方舱医院轻型 / 普通

型新冠肺炎患者疗效的回顾性研究 [J]. 中药药理与临床，

2020，36（6）：2-6. 
[34] 孙易娜，吕文亮，李昊，等 . 清肺排毒汤治疗轻型 / 普

通型新型冠状病毒肺炎 295 例多中心临床研究 [J]. 中医

杂志，2021，62（7）：599-603. 
[35] 王恩成，唐琳，徐奎，等 . 清肺排毒汤治疗 75 例新

型冠状病毒肺炎轻型与普通型酶学指标改善的疗效评

价 [J]. 中药与临床，2020，11（1）：3-5. 
[36] 孔令玉，苑丽双，陈杰勇，等 . 清肺排毒汤对普通型

和重型新型冠状病毒肺炎患者的疗效观察 [J]. 山东第一

医科大学（山东省医学科学院）学报，2021，42（12）：

917-921. 
[37] 张平，潘广涛 . 清肺排毒汤改善新型冠状病毒肺炎危重

型患者炎性细胞因子的临床研究 [J]. 世界科学技术 - 中
医药现代化，2021，23（2）：391-395. 

[38] 王芳，郭旸，焦丽雯，等 . 清肺排毒汤联合西医常规治

疗重型新型冠状病毒肺炎 50 例临床疗效回顾性分析 [J]. 
中医杂志，2021，62（20）：1801-1805. 

[39] 王晶亚，李慧珍，郭玉娜，等 . 清肺排毒汤联合西医常

规疗法治疗老年新型冠状病毒肺炎 157 例临床疗效回顾

性研究 [J]. 中医杂志，2021，62（20）：1788-1794. 

[40] 李婵 . 雷火灸联合清肺排毒汤治疗临床症状符合小儿寒

湿闭肺证新型冠状病毒肺炎的临床疗效 [J]. 临床合理用

药杂志，2022，15（4）：32-35. 
[41] 刘宁，王栋庭，周利刚，等 . 清肺排毒汤结合西医对

症治疗儿童新型冠状病毒感染 2 例 [J]. 亚太传统医药，

2021，17（5）：83-85. 
[42] 邹林珂，闫峻峰，边原，等 . 新型冠状病毒感染的儿童

病例文献分析 [J]. 中南药学，2020，18（8）：1306-1311. 
[43] 吴亮，赵平，王建军，等 . 常见慢性疾病与新型冠状病

毒肺炎患者重症化风险的系统评价及荟萃分析 [J]. 中华

传染病杂志，2021，39（1）：2-8. 
[44] 韩丽珠，边原，童荣生，等 . 新型冠状病毒肺炎合并心

血管疾病患者的药学监护策略 [J]. 中南药学，2020，18
（4）：591-597. 

[45] 李慧珍，王晶亚，郭玉娜，等 . 清肺排毒汤联合西医

常规疗法治疗新型冠状病毒肺炎合并高血压病 119 例

临床疗效回顾性分析 [J]. 中医杂志，2021，62（20）：

1795-1800. 
[46] 焦丽雯，郭玉娜，宗星煜，等 . 清肺排毒汤联合西医

常规疗法治疗新型冠状病毒肺炎合并 2 型糖尿病患者

49 例回顾性临床研究 [J]. 中医杂志，2021，62（19）：

1709-1714. 
[47] 陈仁波，史楠楠，李慧珍，等 . 清肺排毒汤联合西医常

规治疗新型冠状病毒肺炎合并慢性乙型肝炎的多中心回

顾性研究 [J]. 中医杂志，2021，62（19）：1694-1701. 
[48] 张磊，王芳，马艳，等 . 清肺排毒汤联合西医常规疗法

治疗新型冠状病毒肺炎合并心脑血管疾病 124 例回顾性

研究 [J]. 中医杂志，2021，62（19）：1702-1708. 
[49] 翟文姣，张德斌，李红，等 . 清肺排毒汤中 5 种成分的

含量测定与煎煮工艺优化 [J]. 中南药学，2022，20（1）：

60-65. 
[50] 刘春宇，古敏，史楠楠，等 . 清肺排毒汤治疗新型冠状

病毒肺炎（COVID-19）的药性功效分析 [J]. 国医论坛，

2021，36（1）：20-23. 
[51] 黄淑洁，黄叶芳，唐家禾，等 . 清肺排毒汤治疗妊娠期

新型冠状病毒肺炎（COVID-19）的运用探讨 [J]. 实用中

医内科杂志，2021，35（9）：80-82. 
[52] 张贝，陈俊，曾芳，等 . 妊娠及产褥期新型冠状病毒肺

炎合并静脉血栓栓塞症患者的合理用药及药学服务 [J]. 
中南药学，2020，18（9）：1464-1468. 

[53] 朱莉红，于姝娟，邵明鸣，等 . 中医药在新型冠状病毒

肺炎妊娠期患者治疗中的安全性分析 [J]. 中国医院药学

杂志，2020，40（12）：1291-1295，1329. 
[54] 王新，师伟，杜惠兰，等 . 清肺排毒汤治疗产妇新型冠

状病毒肺炎应用探讨 [J]. 山东中医药大学学报，2022，
46（2）：181-184. 

（收稿日期：2022-11-02；修回日期：2022-12-05）



2146

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

不同给药途径的糖皮质激素治疗非感染性葡萄膜炎的研究进展
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摘要：葡萄膜炎是一种眼内炎症疾病，其中，非感染性葡萄膜炎是一种自身免疫性炎症反应，
治疗预后较差。糖皮质激素是非感染性葡萄膜炎治疗的一线药物，具有多种给药途径和给药方
案。葡萄膜炎的治疗策略旨在实现疾病缓解、预防复发和保护视力，同时将相关不良反应降至
最低。当针对影响眼前段的非感染性葡萄膜炎时，局部点药是常用的选择，眼周、玻璃体内给
药主要用于非感染性中间、后部葡萄膜炎。在本综述中，笔者对糖皮质激素不同给药途径的治
疗研究进行阐述，并分析不同给药途径的优势与劣势，对糖皮质激素药物治疗非感染性葡萄
膜炎的研究进行展望。
关键词：非感染性葡萄膜炎；糖皮质激素；玻璃体内给药；离子导入
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Research progress in different administration routes of corticosteroids  
for noninfectious uveitis

LI Ke1, 2, HE Hai-bing2, 4, FENG Ying-shu5, TANG Xin-yi2, YIN Zhan-nuan2, LIU Hong-fei1, 2, 3, 4* (1. 
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Jiangsu  226100; 5. School of Medical Technology, Zhenjiang  Jiangsu  212013）

Abstract: Uveitis is an intraocular inflammation, among which noninfectious uveitis belongs to an 
autoimmune inflammatory reaction with poor prognosis. Glucocorticoids are the first-line drugs for  
noninfectious uveitis, with multiple administration routes and regimens. The treatment strategy aims 
to relieve symptoms, prevent the recurrence, protect the eyesight, and minimize side effects. In terms 
of noninfectious uveitis affecting the anterior ocular segment, local medication is common, while 
periocular and intravitreal administration are mainly for posterior noninfectious uveitis. This paper 
reviewed the research on different administration routes of glucocorticoids, analyzed the advantages and 
disadvantages of various routes, and summarized treatment of noninfectious uveitis with glucocorticoids.
Key words: noninfectious uveitis; corticosteroid; intravitreal administration; iontophoresis
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　　葡萄膜炎是一种眼内炎症疾病，涉及虹膜、
睫状体、脉络膜及玻璃体，可引发一些严重并发
症 [1]。根据病因可分为感染性葡萄膜炎和非感染
性葡萄膜炎（noninfectious uveitis，NIU）。其中，
NIU 是一种自身免疫性炎症反应，临床表现的异
质性被认为是由不同的抗原引发的 [2]。治疗的主
要目的是缓解炎症，抑制疾病反复发作，保护视

觉功能 [3]，同时降低不良反应。在各类 NIU 的治
疗药物中，糖皮质激素应用较早，具有强效抗炎
和免疫抑制的作用 [4]，是 NIU 治疗的一线药物。
临床常用有地塞米松、二氟泼尼酯、醋酸氟轻松、
氟米龙、氯替泼诺、泼尼松龙和曲安奈德等 [5]，
可以通过全身、眼表、眼周和玻璃体内注射等途
径给药。不同的糖皮质激素给药途径存在各自的
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优势与劣势，给药选择取决于多种因素，与全身
性疾病、发病部位、眼部疾病的严重程度、潜在
的疾病病因等相关联 [6]，需权衡利弊保证药物使
用的安全性和有效性。选择合适的给药途径是治
疗的重要环节，故本文对糖皮质激素不同给药途
径治疗 NIU 的研究作一综述。
1　糖皮质激素治疗机制
　　目前，NIU 发病主要由 CD 4 ＋ T 细胞引起 [7]，
这些活化的 T 细胞由特定的转录因子和特征细胞
因子介导而刺激免疫反应产生。糖皮质激素可产
生抗炎和免疫抑制作用，在临床应用广泛，治疗
机制分为基因组和非基因组效应，两者发挥互补
作用 [8]。糖皮质激素治疗 NIU 的短期疗效较好，
但长期和全身给药通常会引起极强的不良反应，
降低糖皮质激素敏感性，使应用受限。
　　在基因组效应中，糖皮质激素与细胞质中的
糖皮质激素受体结合，通过反式激活和反式抑制
特定基因的表达调控抗炎基因的转录 [9]。反式激
活与反式抑制的调控是相辅相成的，目前技术尚
不能实现完全分离。但早期研究发现，一些糖皮
质激素的不良反应是由基因反式激活引起的 [10]。
　　一直以来，糖皮质激素被认为通过基因组效
应发挥大部分作用，但越来越多的研究发现非基
因组效应在治疗过程中也具有重要地位 [11-13]。在
非基因组效应中糖皮质激素能直接抑制 T 细胞受
体介导的信号传递途径，与膜受体结合，不涉及
转录过程和蛋白质合成，独立于基因表达机制直
接调节细胞黏附和运动、抑制磷脂酶 A2 和白细
胞的迁移 [14]。研究还发现，仅通过非基因组机制
起作用的糖皮质激素药物可以减少基因组机制产
生的一些不良反应 [15]，安全性更高，在未来的治
疗中具有极大的潜力。
2　不同给药途径下糖皮质激素的 NIU治疗研究
　　眼睛具有复杂而独特的生理结构，易受到疾病
的影响。生理屏障和血眼屏障是眼部药物输送的主
要障碍 [16]，传统药物剂型和给药方式较难克服这
些眼部屏障，外源药物较难进入眼部的靶组织，克
服这些障碍将是 NIU 治疗药物开发的主要挑战。
　　根据发病部位可以将 NIU 分为非感染性前部、
中段、后段和全葡萄膜炎。糖皮质激素是 NIU 治
疗的首选药物，给药方式主要分为5种：全身给药、
局部点药、眼周给药、眼部离子导入、玻璃体内
注射给药。临床应基于发病部位等多因素进行个
体化给药，提高疗效与安全性。本文总结了糖皮
质激素不同给药途径治疗 NIU 的研究进展以及各
种给药途径的优势与劣势，以供临床参考。
2.1　全身给药

　　自 20 世纪 50 年代以来，糖皮质激素全身给
药被广泛应用于眼科临床，疗效好、起效快，使
其成为治疗 NIU 的基石 [17]。糖皮质激素全身给药
途径包括口服、静脉注射和肌内注射，其中口服
给药在临床上显现出较好的患者依从性。最常见
的全身糖皮质激素药物是口服泼尼松和静脉注射
甲泼尼龙。这些药物见效快，常用来迅速控制严
重的 NIU。全身糖皮质激素治疗需根据临床表现
和患者体质，重症 NIU 可在发病初期 3 ～ 5 d 内
静脉注射甲泼尼龙，每日 1 g。口服泼尼松初始剂
量为0.5～1 mg/（kg·d），应3个月内逐渐减量 [18]。
　　Charkoudian 等 [19] 在治疗非感染性眼部炎症
的临床研究中，对 NIU 患者进行大剂量静脉注射
糖皮质激素，在一个月内患者眼睛实现炎症完全
控制的比例从 57% 提升至 82%，显著改善大多数
患者的临床症状。
　　全身给药由于受血视网膜屏障和血房水屏障
阻挡，进入眼后段和前段的药物较少，生物利用
度低，通常需要高剂量给药，而糖皮质激素相关
不良反应的发生率会随给药剂量增加而变高 [20]，
易引发严重的眼部不良反应，如库欣综合征、高
血糖、心血管疾病、免疫抑制等，每日维持不高
于 7.5 mg 泼尼松给药可以最大限度地减少全身糖
皮质激素治疗的严重的长期不良反应 [21]。NIU 的
预后和病程变化很大，疾病得到控制后，是否停
止全身治疗需要进行风险效益分析——炎症复发
的风险和不进行全身免疫抑制治疗的益处。
　　全身给药疗效好，如何避免全身糖皮质激素
给药严重的不良反应是此类给药方式需要解决的
难题。
2.2　局部点药
　　非感染性前部葡萄膜炎的治疗的主要给药方
式是局部点药，将药物制剂直接用于眼表，患者
依从性好，与全身给药相比，局部点药可以最大
限度地减少全身不良反应 [22]。但也存在一些局
限，如角膜和玻璃体的阻挡，药物几乎不能到达
眼后段，对中后段 NIU 无效。
　　眼部局部点药的主要剂型有滴眼液、眼膏剂
和眼用凝胶，糖皮质激素局部点药常用的药物有
醋酸泼尼松龙混悬液、地塞米松混悬液、二氟泼
尼酯眼用乳液、氯替泼诺混悬液和氟米龙混悬
液。制剂在眼表的滞留会影响药物的治疗效果，
与低黏度制剂相比，高黏度制剂如眼膏、凝胶等
可以减少药物从眼表的排出，眼部生物利用度更
高 [23]，但应用时会引起短暂的视力模糊。
　　大部分糖皮质激素滴眼液被证明存在升高患
者眼压的趋势 [24]，Sheppard 等 [25] 通过研究发现与
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醋酸泼尼松龙或地塞米松（联合妥布霉素）相比，
氯替泼诺滴眼液显著降低了患者眼压升高的发生
率，累积数据也证实了氯替泼诺滴眼液短期和长
期使用均具有良好的安全性。在患者需要长期使
用糖皮质激素滴眼液，但受到高眼压限制的情况
下，氯替泼诺是治疗 NIU 眼前段炎症较好的选择。
　　NIU 的局部点药治疗已有许多新剂型的研
究，包括纳米混悬剂、微乳剂、脂质体等，这些
新型制剂有望成为传统滴眼液的潜在替代品。
2.3　眼周给药
　　眼周糖皮质激素注射有两种常见给药方法，
一种是通过下眼睑皮肤将糖皮质激素注射到眼眶
下间隙的跨隔法，另一种是眼球筋膜下注射，通
过结膜和眼球筋膜将针放到巩膜表面，然后沿着
球面向后推进，在接近后眼球后的眼球筋膜下区
域注射 [26]。曲安奈德可以通过不同的方式进行眼
球筋膜下注射，将糖皮质激素药物集中在靶位，
避免全身不良反应。Sen 等 [27] 对 914名患者（1192
只眼睛）进行了眼周糖皮质激素注射，有效治疗
了大多数患者的炎症，在 6 个月内，将近 50% 的
患者视力得到了改善。
　　眼周给药的不良反应与注射部位有关，给药
后可能引发的并发症有药物眼球渗透、眼睑下
垂、视网膜撕裂和脱离 [28] 等。有研究对眼周给
药的两种方法进行比较，发现在 NIU 的治疗中
两种方法的安全性和有效性差异不大 [29]。与玻璃
体内注射给药相比，眼周给药疗效较弱，但安全
性相对较高 [30]。
2.4　眼部药物离子导入
　　眼部药物离子导入是一种非侵入性的给药系
统，通过利用电流促进带电药物在眼部组织内迁
移，从而克服药物的眼部障碍 [31]。近年来，对经
皮和眼部离子导入的研究越来越多，大量的实验
验证了离子导入治疗眼部炎症性疾病的可行性。
经巩膜离子导入给药没有玻璃体内注射和眼周注
射的侵入性风险，已发展成为一种增加眼内生物
利用度和延长作用时间的新型给药方式 [32]。
　　EyeGate Ⅱ输送系统是一种获得专利的经巩膜
药物离子导入系统，目前，通过 EyeGate Ⅱ递送
磷酸地塞米松已被广泛应用于治疗 NIU。Sheppard
等 [33] 将 193 例非感染性前葡萄膜炎分为两组，一
组在第 0 日和第 7 日采用 EyeGate Ⅱ药物释放系统
经巩膜离子导入磷酸地塞米松，另一组每日外用
1% 醋酸泼尼松龙，连续 28 d。结果表明两种疗法
的安全性和耐受性都很好，在葡萄膜炎较严重的
患者中，采用离子导入的患者眼压升高等不良反
应发生率较少，疗效趋势更好。Cohen 等 [34] 将 40

名非感染性前葡萄膜炎患者随机分为 4 个离子电
渗剂量组（1.6、4.8、10.0、14.0 mA·min－ 1），通
过 EyeGate Ⅱ输送磷酸地塞米松治疗，并随访至
第 28 日。在研究过程中，各组平均眼压均保持在
正常范围内，没有严重的不良事件报告；研究还
发现低剂量是最有效的，而且治疗耐受性很好。
　　通过眼部药物离子导入可减少糖皮质激素滴
眼液的需求，降低高眼压的风险，增加了患者便
利性和治疗依从性，有望取代局部糖皮质激素滴
眼液给药成为非感染性前部葡萄膜炎的治疗选择。
2.5　玻璃体内给药
　　玻璃体内糖皮质激素给药已逐渐取代全身给
药用于治疗影响眼后段的 NIU。玻璃体内给药可
分为玻璃体内注射和玻璃体内植入，通过将药物
直接定位在玻璃体内，绕过泪膜屏障、血房水屏
障、血视网膜屏障等多种眼部屏障，最大限度地
减少所需的药物剂量和全身不良反应 [35]。
　　玻璃体内注射被认为是将药物直接输送到视
网膜和脉络膜的最佳方式 [36]。但糖皮质激素药物
在玻璃体内半衰期短，较难维持玻璃体内的有效
浓度，并且需要频繁注射，易导致眼部结构损伤
和感染。Steeples 等 [37] 在一个小型回顾性研究中，
对 40 名患者（44 只眼）的玻璃体内注射不含苯甲
醇的醋酸曲安奈德的疗效进行分析，结果表明患
者平均视网膜中央厚度降低，视力得到改善，但
改善持续时间有限。
　　玻璃体内植入能在较长的时间内进行低剂量
玻璃体内给药，更适合慢性 NIU。此类给药方式
研究的关键目标是使用不同的药物或缓释系统来
延长药物在玻璃体内的滞留时间，满足疾病治疗
需求的同时减少青光眼和白内障的发生。
　　地塞米松在眼中的半衰期为 3.5 h，为了满
足眼后段 NIU 治疗需求需要设计成为缓释给药。
一种可生物降解的地塞米松植入物 Ozurdex 由
PLGA 和地塞米松组成，缓释时间为 6 个月，给
药后药物与载体在玻璃体内会慢慢被吸收，治疗
效果会在 3 ～ 4 个月内减弱 [38]。Pohlmann 等 [39]

对 76 名伴有黄斑囊样水肿或玻璃体炎的 NIU 患
者（109 眼）进行玻璃体内手术植入 0.7 mg 地塞米
松，在注射后 1、3 和 6 个月进行随访。结果显
示在 1 个月后，44% 的眼睛玻璃体混浊情况显著
改善，在第 1、3、6 个月时患者视力均得到改善，
平均眼压在术后 1 个月和 3 个月出现升高的情况。
　　非生物降解的 0.18 mg 醋酸氟轻松植入剂
Yutiq 于 2018 年在美国被批准用于治疗慢性 NIU。
它是以醋酸氟轻松为核心的聚酰胺圆柱体，长度
为 3.5 mm，直径为 0.37 mm [40]。一项涉及 129 名
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NIU 患者的Ⅲ期研究，将患者分为氟轻松玻璃体
内植入给药组和假手术组，分别在 6、12、36 个
月时考察两组患者的累积葡萄膜炎复发率，结
果表明 0.18 mg 的醋酸氟轻松植入剂能显著降低
NIU 的复发率，且首次复发的时间相应延长 [41-42]。
　　基于真实世界临床研究数据，2019 年 8 月，
依托特许准入、先行先试政策，氟轻松玻璃体内
植入剂在国内完成首次应用。2020 年 12 月，在
国内该药品被纳入研究试点，临床显示植入氟轻
松的患者 NIU 复发率降低，视力显著提高，随访
期间未发生非预期的严重不良反应。国内外临床
试验佐证其疗效，2022 年 6 月，国家药品监督管
理局批准氟轻松玻璃体内植入剂上市。在此之前，
国内 NIU 的治疗常用糖皮质激素全身给药联合免
疫抑制剂，氟轻松玻璃体内植入剂的获批填补了
国内 NIU 治疗玻璃体内给药的空白。氟轻松玻璃
体内植入剂常用于全身治疗不耐受的患者，或者
作为全身治疗的辅助手段。

　　玻璃体内给药价格昂贵，从玻璃体内植入物
的临床试验中可以清晰地看到其控制 NIU 炎症优
异的疗效，并且都具有良好的安全性。与注射相
关的不良反应有玻璃体出血、视网膜脱离、植入
物迁移 [43] 和非感染性眼内炎 [44]，产生的不良反
应在可接受范围内。
3　总结与展望
　　糖皮质激素起效快，药效好，是治疗 NIU 的
首选药物，但长期应用和高剂量带来的不良反应在
一定程度上限制了其临床应用。不同的糖皮质激素
药物和给药途径产生的药效与安全性不一样，糖皮
质激素全身给药疗效强、起效快，是治疗的主要方
式，但耐受性差，易出现糖皮质激素抵抗；局部点
药一般剂量低，优于全身给药，但更易导致眼压升
高，诱导白内障形成；玻璃体内植入物，在一定程
度上能避免全身不良反应，长期使用易导致白内障
和青光眼，需要进一步优化植入物的剂量、作用时
间和给药部位。不同给药途径的优势与劣势见表 1。

表 1　糖皮质激素不同给药途径的优势与劣势比较 
Tab 1　Advantages and disadvantages of each administration route glucocorticoids

给药途径 优势 劣势

全身给药 见效快、疗效强；治疗严重 NIU；与局部点药相比，白内障和青光眼发

生率低

不良反应较为严重，如低钾血症、高血糖症和糖尿病、库

欣综合征、心血管疾病和免疫抑制；不适合长期给药

局部点药 给药方便；患者依从性高 需要频繁使用；对中后段 NIU 无效

眼周给药 与局部点药相比，药效持久；与玻璃体内给药相比，眼周给药侵入性小

更加安全，且可注射剂量更高；避免了全身不良反应，药物直达病灶

不良反应与注射部位有关；需重复注射

眼部药物

离子导入

减少滴眼液的需求；眼压升高发生率低；与局部点药相比，眼部清除率低，

生物利用度高；与眼部注射相比，患者依从性更好

导入药物离子数量少，不能精确控制，临床无法达到全

面推广；需要相应的离子导入设备

玻璃体内

给药

与全身给药和局部点药相比，药物在眼内具有更高浓度，治疗中后段

NIU 疗效优；玻璃体内植入物作用时间长

可能导致眼压升高和白内障；植入物前房迁移

　　总的来说，需综合考虑 NIU 的严重程度、发
病部位、潜在病因、患者病史、经济和顺应性等
找到最佳的给药方案，通过适当的治疗严格控制
NIU，同时最大限度地减轻相关不良反应。
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小柴胡汤对化疗的增效减毒作用研究进展

王航天1，2，何娜1，2，朱婧1，2，张静媚1，2，辛灵怡1，2，陈琴华3，杨光义1，2*（1. 深圳市中西医结合医

院，广东　深圳　518104；2. 广州中医药大学第七临床医学院，广东　深圳　518000；3. 深圳市宝安纯中医治疗医院，广东　深

圳　518102）

摘要：化疗是现代治疗恶性肿瘤的重要治疗方式，但是化疗具有选择性低、不良反应大等问题，

严重影响患者的生命质量。经典方剂小柴胡汤可有效改善化疗引起的毒副作用，同时协同增强

化疗的抗肿瘤活性。目前，小柴胡汤联合化疗已应用于肝癌、乳腺癌、肺癌等恶性肿瘤的治疗。

现代研究表明，小柴胡汤对化疗增效减毒作用主要体现在促进肿瘤细胞凋亡、调节信号通路、

逆转化疗耐药、增强免疫力等方面。本文结合国内外文献，总结了小柴胡汤对化疗增效减毒的

作用机制，并对其临床应用进行综述。

关键词：小柴胡汤；化疗；增效；减毒；恶性肿瘤

中图分类号：R259.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2151-07
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Research progress in synergismtic effect of Xiaochaihu decoction on 
chemotherapy and toxicity reducation

WANG Hang-tian1, 2, HE Na1, 2, ZHU Jing1, 2, ZHANG Jing-mei1, 2, XIN Ling-yi1, 2, CHEN Qin-hua3, 
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Traditional Chinese Medicine Therapy, Shenzhen  Guangdong  518102)

Abstract: Chemotherapy is an important treatment for malignant tumors, but due to low selectivity 
and side effects, chemotherapy seriously affect the quality of life of patients. The classical formula 
Xiaochaihu decoction can effectively reduce the toxic effects caused by chemotherapy, while 
synergistically enhancing the anti-tumor activity of chemotherapy. At present, Xiaochaihu decoction 
combined with chemotherapy has been applied in the treatment of liver cancer, breast cancer, lung 
cancer and other malignant tumors. Modern studies have shown that the efficacy and toxicity-reducing 
effects of Xiaochaihu decoction on chemotherapy are mainly reflected in promoting apoptosis of 
tumor cells, regulating signaling pathways, mitigation of chemotherapy resistance, and enhancing the 
immunity. This paper summarized the mechanism of effect of Xiaochaihu decoction on the efficacy 
and toxicity reduction of chemotherapy, and reviewed its clinical application based on domestic and 
foreign literatures. 
Key words: Xiaochaihu decoction; chemotherapy; efficacy enhancement; toxicity reduction; 
malignant tumor
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　　小柴胡汤是张仲景所著《伤寒论》中的经典
汉方，由柴胡、黄芩、人参、半夏、炙甘草、生
姜、大枣所组成。方中柴胡味辛、苦，气微寒，

入肝胆经，能疏泄气机之郁滞；又配黄芩清泄少
阳之热，平调阴阳；佐以生姜、半夏调胃失和降，
人参、甘草、大枣益气补中，扶正祛邪；全方并
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用，共奏和解表里、调和阴阳之功效，可用于治
疗肝郁脾虚、寒热互结之症 [1]。现代研究发现小
柴胡汤具有多种药理活性，如免疫调节 [2]、解热
抗炎 [3]、保肝护胃、抗病毒、抗肿瘤 [4] 等。临床
主要用于治疗感冒、肝硬化、肝炎等常见疾病。
此外，有报道小柴胡汤对肝癌 [5]、乳腺癌 [6] 和肺
癌 [7] 等多种癌症均具有较好的疗效。
　　恶性肿瘤是严重威胁人类生命健康的危险性
疾病。目前其治疗手段仍然以疗效相对较好的化
疗为主，而化疗在杀伤肿瘤细胞的同时会对机体
正常细胞产生一定的杀伤性，从而引发心脏毒
性、胃肠道毒性、骨髓抑制、肝肾功能损伤等毒
副作用 [8]，并且极易产生耐药性 [9]。近年来，有
不少研究发现小柴胡汤不仅可增强化疗对癌症治
疗的作用，还可降低化疗在癌症治疗中产生的毒
副作用 [5-7，10-11]。因此，本文就小柴胡汤对化疗增
效减毒的作用机制及临床应用情况的相关文献进
行综述，以期为提高恶性肿瘤治疗方法的安全性
和有效性提供参考。
1　小柴胡汤对化疗的协同增效作用

1.1　协同化疗增效的作用机制

　　小柴胡汤和化疗药物联合用药可以起到协同
增效的作用。T 淋巴细胞等免疫细胞对肿瘤细胞
具有杀伤作用，小柴胡汤通过提高免疫细胞水
平来抑制肿瘤的发展 [12]。小柴胡汤联合经导管
静脉栓塞治疗（TACE）能有效保护患者的细胞
免疫及体液免疫功能，显著提高患者免疫功能水
平 [5]。黄小龙等 [13] 给予晚期乳腺癌患者小柴胡汤
联合化疗治疗，结果显示联合治疗组患者 CD4 ＋ /
CD8 ＋、IgG、IgM 等免疫球蛋白水平高于单纯
化疗组患者，且肿瘤标志物癌胚抗原（CEA）、
CA15-3 水平低于单纯化疗组。宗嘉宝等 [10] 临床
研究验证小柴胡汤可显著提高 T 淋巴细胞水平，
增强患者免疫力，因此小柴胡汤联合化疗药物治
疗癌症患者的疗效优于单用化疗药物。
　　小柴胡汤可增强环磷酰胺对肝癌小鼠的疗效，
抑制肝癌细胞的增殖，促进肝癌细胞凋亡 [14]。邵
和一等 [15] 探究小柴胡汤联合顺铂对 HepG2 肝癌
细胞凋亡的影响，发现小柴胡汤可增强顺铂对
HepG2 肝癌细胞促凋亡效果。其机制为小柴胡汤
可协同顺铂减少抑凋亡蛋白 Bcl-2 的表达，增强
促凋亡蛋白 Bax、Caspase-3 的表达（见图 1）。进
一步基因通路分析发现，小柴胡汤抑制肝癌组织
中增长标志物 ki-67 的表达并改变了 Bax、Bcl-2、
CDK4 和 cyclin-D1 的表达，从而阻止肿瘤细胞增

殖并促进细胞凋亡（见图 1）[16]。NF-κB 通路已被
认为是人类肿瘤中的一种致癌信号，与肿瘤患者
的不良反应有密切关系 [17]，且 TNF-α 受到该通
路调节（见图 2）[18-19]。研究发现小柴胡汤可抑制
NF-κB 信号通路 [20-22]，降低 TNF-α 等炎性因子水
平 [23]。因此，可推测小柴胡汤能通过影响凋亡蛋
白的表达、调节 NF-κB 信号通路的表达等进一步
增强化疗的治疗效果。

图 1　小柴胡汤对化疗药物的协同增效作用

Fig 1　Synergistic effect of Xiaochaihu decoction on chemotherapeutic 
drugs

图 2　小柴胡汤作用的基因通路分析

Fig 2　Gene pathway analysis of the action of Xiaochaihu decoction

　　由此可见，小柴胡汤与化疗药物联用，通过
发挥药物各自的作用，从改善免疫功能，抑制肿
瘤细胞增殖、诱导细胞凋亡等多个环节产生协同
效果。小柴胡汤联合化疗药物不仅增强化疗对肿
瘤细胞的促凋亡效果，还可有效抑制肿瘤生长。
这提示小柴胡汤与化疗药物联合治疗恶性肿瘤具
有明显优势，是中药辅助西药治疗的具体体现。
1.2　逆转肿瘤细胞对化疗的耐药作用

　　化疗的多药耐药现象严重阻碍了化疗疗
效 [24]，其原因之一为多药耐药基因产物 P-gp 的过
度表达 [25]；P-gp 是一种跨膜蛋白，可将化疗药物
排至细胞外，降低细胞内药物浓度，使细胞产生
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耐药性 [26]。盖晓东等 [27] 发现小柴胡汤具有逆转
肝癌细胞对长春新碱多药耐药的作用，其机制可
能为小柴胡汤降低肝癌细胞 P2170 糖蛋白的水平、
抑制多药耐药基因 mRNA 的表达，由此增加耐
药肝癌细胞内长春新碱的累积，加强长春新碱对
肿瘤细胞的阻滞作用。小柴胡汤能通过调控 miR-
122 逆转肝癌多药耐药，其作用机制与调节耐药
基因表达、抑制细胞周期和抗凋亡基因相关 [28]。
赵锦燕等 [29] 通过体内外实验研究小柴胡汤对肝癌
细胞多药耐药基因表达的影响，发现小柴胡汤干
预后，BEL-7450/5-FU 细胞多药耐药基因表达明
显下调，P-gp 蛋白表达也呈下降趋势，且小柴胡
汤能够抑制药物泵的外排作用。因此小柴胡汤可
以逆转 BEL-7450/5-FU 细胞抑制瘤的化疗耐药。
　　以上研究表明，小柴胡汤可有效逆转肿瘤细
胞对化疗药物的耐药性，主要机制为增强肿瘤细
胞对化疗药物的敏感度，提高化疗药物在细胞内
的浓度，抑制耐药基因的表达。
2　小柴胡汤对化疗的调和减毒作用

2.1　减轻化疗引起的胃肠道反应

　　治疗恶性肿瘤时，化疗会引起严重的胃肠道
毒副作用，临床表现为腹痛、腹泻、胃肠出血等，
主要原因有黏膜屏障功能受损 [30] 和肠道微生物
群失调 [31]。吴山永等 [32] 研究发现小柴胡汤可以
提高机体内肠道乳杆菌、双歧杆菌等菌群水平，
调节胃肠道功能，保护肠道菌群和肠道黏膜。小
柴胡汤中主要活性成分黄芩素具有保肝、抗炎、
抗肿瘤等药理活性 [33]。王睿等 [34] 发现黄芩素可
降低小鼠炎性因子的含量、减缓炎症反应发生、
促进肠道菌群正常化，有效改善小鼠化疗性肠黏
膜炎。
　　伊立替康（CPT-11）为治疗大肠癌的一线化
疗药物，其活性代谢产物 7- 乙基 -10- 羟基喜树碱
（SN-38）在肠局部浓度过高时会引起肠黏膜损伤
导致血便 [35]。小柴胡汤通过影响 CPT-11 的体内
代谢，减少 SN-38 在肠腔中的浓度及滞留时间，
从而减轻 CPT-11 所致的肠黏膜损伤 [36]。葡萄糖
醛酸化转移酶（UGTs）可代谢毒性化合物 SN-
38，小柴胡汤能显著上调 UGTs 的肠道活性，加
强该酶对 SN-38 的灭活作用从而降低 CPT-11 毒
性 [37]。CPT-11 存在肝肠循环，宋文杰 [38] 研究发
现小柴胡汤能通过抑制外排转运蛋白 P-gp、多药
耐药蛋白（MRP2）和乳腺癌耐药蛋白（BCRP）
的表达，降低 CPT-11 及其代谢物的胆汁排泄量
（见图 3）。

图 3　小柴胡汤对肠毒性的抑制作用

Fig 3　Inhibitory effect of Xiaochaihu decoction on enterotoxicity

　　可见，小柴胡汤的“保效减毒”的作用 [39]，
可有效缓解化疗引起的胃肠毒性，调节胃肠道功
能，保护肠道菌群和肠道黏膜受损。综上，小柴
胡汤对化疗的调和减毒作用显著，具有作为化疗
辅助药物的潜力。
2.2　减轻化疗引起的肝肾和免疫器官损伤

　　化疗药物的选择性不高，在杀伤肿瘤细胞的
同时，也会对肝、肾及免疫系统等产生毒副作用。
Chen 等 [40] 探究小柴胡汤对甲氨蝶呤诱导的肝损
伤的保护作用，发现小柴胡汤有效降低了肝酶谷
丙转氨酶（ALT）和谷草转氨酶（AST）水平，降
低了肝组织的组织学恶化，证明小柴胡汤对甲氨
蝶呤诱导的大鼠肝损伤具有保护作用。吴芙蓉
等 [41] 研究证实小柴胡汤可以降低血清中 ALT、
AST 水平，减轻肝脏病理学损伤程度，对肝脏起
到保护作用。
　　Nrf2 通路是细胞抗氧化的关键途径，该信
号通路可以调节抗氧化酶水平以及消除氧自由基
和其他有害物质，从而达到解毒中和的作用 [42]。
研究发现，小柴胡汤可以抑制肝 HSCT6 细胞的
增殖和激活，其机制可能与 Nrf2 途径的上调有
关 [43]。贾为壹等 [44] 进行的动物实验验证了小柴
胡汤通过 Nrf2 通路保护肝损伤、改善肝功能。顺
铂及阿霉素联合用药可以诱导细胞膜脂质过氧
化、细胞膜裂解从而引起肝细胞变性甚至坏死。
刘应柯等 [45] 探讨小柴胡汤对顺铂与阿霉素所产
生肝肾损伤的保护作用，发现服用加味小柴胡汤
的实验小鼠肝细胞变性数量减少，可知加味小柴
胡汤具有增强细胞抗氧化的作用，并且可保护小
鼠的肝、肾等靶器官。
　　化疗易引起机体免疫功能抑制，小柴胡汤可
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以刺激淋巴细胞 [46] 和巨噬细胞 [47] 的生成，激活
免疫系统，对人体的免疫功能起保护作用。胸腺
是机体重要的免疫器官，王军等 [48] 发现小柴胡
汤能显著提高小鼠胸腺指数，拮抗环磷酰胺的免
疫抑制作用，提高肿瘤坏死因子（TNF）-α、白
细胞介素（IL）-2 在血液中的浓度，增强细胞免
疫。唐小云等 [49] 探讨小柴胡汤对免疫抑制小鼠淋
巴细胞的共刺激分子的调节作用，发现小柴胡汤
有明显上调淋巴细胞表达的作用，调节机体免疫
功能。张雯雯等 [50] 系统评价了 880 例原发性肝癌
患者发现，小柴胡汤联合 TACE 可显著改善患者
的肝功能，降低 TACE 疗法所带来的不良反应，
提高患者的生活质量与生存率。
　　Liu 等 [51] 研究了小鼠肝癌伴肝郁脾虚期间，
小柴胡汤可以通过肠道、肝脏和大脑中的脂多糖 -
儿茶酚胺（LPS-CA）相互作用来减轻氧化应激和
碱性磷酸酶（ALP）失活之间的恶性循环，最终
改善肠、肝和脑损伤以及肠 - 肝 - 脑相互作用的
功能障碍。
　　综上，小柴胡汤对机体的保护主要在肝、肾
及免疫系统，其机制主要有调节肝酶水平、增强
细胞的抗氧化水平、加强机体免疫功能，进而保
护肝、肾等器官。
3　小柴胡汤联合化疗的临床应用

3.1　小柴胡汤协同增效的临床应用

　　中国的肝癌发病人数及死亡人数均居世界首
位 [52]。小柴胡汤中柴胡具有疏肝解郁的作用，配
以黄芩清热燥湿解毒及人参扶正驱邪的作用，可
有效辅助化疗药物治疗肝癌患者，改善患者生活
质量。赵玉芬 [53] 使用小柴胡汤联合 TACE 治疗
肝癌患者，其治疗结果显示，在 TACE 治疗基础
上采用小柴胡汤加减辅助治疗可以稳定肿瘤的
增长。孟凡瑞等 [54] 同样采用小柴胡汤加味联合
TACE 治疗 120 例原发性肝癌患者，结果发现小
柴胡汤组甲胎蛋白水平相较于对照组下降明显，
小柴胡汤联合治疗可明显提高 TACE 对原发性肝
癌的治疗疗效。
　　乳腺癌病因病机与肝气郁结、阴血亏虚、痰
瘀互阻有关，小柴胡汤加减以和解少阳，有疏肝
健脾，化痰散结之功效。陈宏鹏等 [6] 对乳腺癌患
者采用小柴胡汤联合静脉化疗。治疗后患者血清
肿瘤标志物水平低于单纯化疗的患者。这提示小
柴胡汤可降低肿瘤标志物的增长速度，提高静脉
化疗的疗效。刘宝义 [11] 以 132 例晚期乳腺癌患者
为研究对象，发现给予小柴胡汤辅助化疗组临床

疗效明显高于对照组（P ＜ 0.05）。因此小柴胡汤
辅助化疗可有效提高治疗疗效，改善患者的临床
症状。
3.2　小柴胡汤调和减毒的临床应用

　　近年来，小柴胡汤与多种肿瘤治疗手段联合
应用可显著降低毒副作用，主要包括对肺癌、肝
癌和乳腺癌等患者的治疗。盘锋等 [7] 对 122 例
非小细胞肺癌术后患者进行小柴胡汤辅助常规化
疗，发现小柴胡汤辅助常规化疗不仅不影响手
术进程，还能改善机体机能，减少毒副反应的
发生。蒋庆锋等 [55] 以小柴胡汤辅助 GP 化疗方
案（吉西他滨＋顺铂及抗药物不良反应的药物）
对肺癌晚期患者进行治疗，治疗后患者 KPS 评
分明显提升，且明显高于单纯使用 GP 化疗组
（P ＜ 0.05）。唐婷婷等 [56] 探究小柴胡汤辅助化
疗对晚期肺癌患者免疫功能及炎性因子的影响，
结果患者的炎性因子水平降低、免疫功能增强，
且肾功能损伤、恶心呕吐等不良反应明显下降。
王文英等 [57] 对 64 例原发性肝癌患者采用小柴胡
汤联合微波消融法治疗，结果发现小柴胡汤干预
后，可有效改善患者肝功能，调节肿瘤微环境，
延长生存期。杜家豪等 [58] 发现患者静脉注射化疗
药物同时口服小柴胡汤的生命质量评分提升，不
良反应如恶心呕吐、头痛头晕、肾损伤、心脏毒
性等发生率均降低，其机制为小柴胡汤可增强乳
腺癌患者的免疫能力从而提高临床疗效，提高患
者生命质量。
　　由此可见，已有大量的临床实践表明小柴胡
汤可改善化疗药物的毒副作用，使患者生活质量
水平得到提高（见图 4）。因此，小柴胡汤这一经
典方剂在未来有望成为化疗临床治疗的辅助药物。

图 4　小柴胡汤联合化疗在临床中的应用

Fig 4　Xiaochaihu decoction combined with chemotherapy in clinical 
practice
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4　讨论

　　小柴胡汤在治疗恶性肿瘤的增效减毒方面效果
显著，表现为小柴胡汤通过提高化疗药物在细胞内
的浓度、抑制耐药基因的表达等机制发挥逆转化疗
耐药的综合作用，同时发挥小柴胡汤平衡阴阳等自
身优势抑制肿瘤生长、促进肿瘤细胞凋亡、调节信
号通路，增强化疗对肿瘤细胞的诱导凋亡作用。另
外，小柴胡汤可有效减轻化疗引起的毒副反应，改
善肝肾的组织学恶化，并且小柴胡汤具有增强患者
免疫力、保护患者机体生理功能的作用。需要注意
的是，小柴胡汤在辅助西药抗肿瘤方面存在许多问
题，本文建议可从以下几个方面加强小柴胡汤与化
疗药物的结合抗肿瘤研究。
　　① 加强小柴胡汤的抗肿瘤作用机制研究。可
通过数据挖掘和网络药理学分析小柴胡汤抗肿瘤
的药效物质基础及其作用靶点 [59]，通过分子对
接等手段初步预测成分与靶点间的作用。再结合
体外细胞实验及体内动物实验进一步验证，最终
循序渐进地阐明小柴胡汤对化疗药物增效减毒作
用的机制。小柴胡汤在减轻化疗所致的机体损伤
时具有抗氧化作用，可采用分子杂交等技术考察
小柴胡汤对相关基因表达水平及其蛋白活性的影
响。同时，对已筛选到的小柴胡汤活性成分如槲
皮素、黄芩苷等开展体内实验证实其活性 [60]。小
柴胡汤与化疗药物联用可能会发生化学反应，观
测小柴胡汤在体内与化疗药物作用时产生的新成
分并加以分析，并且在体内进一步研究小柴胡汤
的药效药代动力学过程。
　　② 提升小柴胡汤抗肿瘤的临床证据质量。小
柴胡汤辅助化疗药物治疗已经有大量的临床研
究，但是，上述临床研究存在样本量小、随机性
差等问题，具有局限性。建议通过现代人工智能
等大数据方法对肿瘤的诊断和小柴胡汤的疗效进
行客观的统计及归类分析，严格依据国际规范进
行临床试验设计、注册、实施和报告，建立健全
小柴胡汤的临床数据共享互联网平台，以便更好
地提高小柴胡汤的临床证据水平。
　　③ 目前关于小柴胡汤的研究多聚焦于“增
效”，关于“减毒”方面的机制研究较少，值得进
一步深入探索和解析。小柴胡汤是《伤寒论》中
的经典方剂，在长期使用及研究中未发现明显不
良反应及毒性 [61]。值得注意的是，小柴胡汤中含
有半夏，半夏为有毒物质，在使用时应严格遵循
医嘱。小柴胡汤与化疗药物合理联用能取得良好
的治疗效果，但化疗药物受中药成分协同、拮抗

而致吸收、代谢改变，可能引起过敏、肾衰竭等
新的不良反应，因此中西药合用体外实验不可缺
少，但体外实验并不能代表体内真实情况，要定
期对患者进行检查，避免长期合用药物对人体造
成伤害。建议可以重点关注小柴胡汤在临床应用
中的安全性及有效性，在此基础上，循序渐进地
阐明“减毒”的内在作用机制。
　　中医药在我国历史悠久，资源丰富。广泛分
布于中草药中的葫芦素 E 可作为大肠癌治疗的增
敏剂 [62]；葛根芩连汤能降低肿瘤细胞的免疫逃
逸 [63]；黄芩汤与广谱抗肿瘤药物联用能明显增强
化疗药物的抗肿瘤活性，降低化疗毒性 [64]。由此，
中药作为补充和替代疗法对癌症治疗具有重要意
义，发挥中医药辨证论治的特点，重视个体差异
和病症演变，为恶性肿瘤治疗提供更多的选择与
策略。
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复肝汤 HPLC特征图谱及波长切换法同时测定 
6 种成分的含量

袁文钦1，黄伟鹏1，林雅丽1，段崇申1，刘怡馨1，陈乃宏2，刘应蛟1*（1. 江西中医药大学药学院，南昌　

330004；2. 中国医学科学院 北京协和医学院 药物研究所，北京　100050）

摘要：目的　建立复肝汤 HPLC 特征图谱，并测定复肝汤中毛蕊花糖苷、芦丁、槲皮素、木犀草

素、芹菜素、丹参酮ⅡA 6 种主要成分的含量。方法　采用高效液相色谱法，色谱柱为 Agilent 5 
TC-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为甲醇 - 水，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min－ 1，

检测波长分别为 310 nm（毛蕊花糖苷）、370 nm（芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素）、250 nm（丹

参酮ⅡA），柱温 30℃，进样量 20 μL。结果　确定复肝汤 HPLC 特征图谱 13 个共有峰，利用相

似度软件对 10 批样品特征图谱进行分析，各批样品相似度均在 0.95 以上。毛蕊花糖苷、芦丁、

槲皮素、木犀草素、芹菜素和丹参酮ⅡA 的线性范围分别在 4.394 ～ 87.880 μg·mL－ 1（r ＝ 0.9999）、

1.501 ～ 30.020 μg·mL－ 1（r ＝ 0.9999）、0.475 ～ 9.505 μg·mL－ 1（r ＝ 0.9997）、0.547 ～ 10.945 
μg·mL－ 1（r ＝ 0.9995）、1.028 ～ 20.550 μg·mL－ 1（r ＝ 0.9998）、0.854 ～ 17.070 μg·mL－ 1（r ＝
1.000）；平均加样回收率在 92.1% ～ 101.3%，RSD 在 0.78% ～ 1.4%。结论　该方法简便、准确、

重复性高，并可同时测定复肝汤中 6 种成分的含量，为复肝汤质量控制提供了参考。

关键词：高效液相色谱法；复肝汤；毛蕊花糖苷；芦丁；槲皮素；木犀草素；芹菜素；丹参酮ⅡA
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Characteristic fingerprints and simultaneous determination of 6 constituents 
in Fugan decoction by HPLC wavelength switching method

YUAN Wen-qin1, HUANG Wei-peng1, LIN Ya-li1, DUAN Chong-shen1, LIU Yi-xin1, CHEN Nai-
hong2, LIU Ying-jiao1* (1. School of Pharmacy, Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang  
330004; 2. Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union 
Medical College, Beijing  100050)

Abstract: Objective  To simultaneously determine the content of verbascoside, rutin, quercetin, luteolin, 
apigenin and tanshinone ⅡA in Fugan decoction by HPLC and establish the HPLC fingerprints. Methods  
Agilent 5 TC-C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used with the mobile phase consisting of methyl 
alcohol-water in a gradient elution at 1.0 mL·min－ 1. The detection wavelengths was 310 nm (for 
verbascoside), 370 nm (for rutin, quercetin, luteolin and apigenin), and 250 nm (for tanshinone ⅡA). The 
column temperature was 30℃ and the injection volume was 20 μL. Results  Totally 13 common peaks 
of HPLC characteristic chromatogram of Fugan decoction were determined. Similarity software was used 
to analyze the feature maps of 10 batches of samples. The similarity of each batch of samples was higher 
than 0.95. The above mentioned 6 main ingredients showed linearity at 4.394 ～ 87.880 μg·mL－ 1 (r ＝
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　　目前，具有保肝降酶的传统方剂众多，但抗
乙型肝炎病毒药方甚少 [1]。复肝汤由北刘寄奴、白
茅根、络石藤、南丹参、山楂根、金樱子根等组
成，其中北刘寄奴为君药，具有疗伤止血、破血通
经、消食化积、醒脾开胃的功效，可用于急性黄疸
型肝炎、慢性气管炎、扁桃体炎等 [2]。白茅根和南
丹参为臣药，白茅根具有凉血止血、清热利尿、清
肺胃热的功效，主治血热出血证、热淋、黄疸等；
南丹参具有活血化瘀、调经止痛的功效，主治月经
不调、痈肿丹毒、风湿痹病、慢性肝炎等。金樱子
根具有补肾固精、活血散瘀的功效，能够发挥抗肿
瘤、提高机体免疫功能、抗氧化及耐缺氧等作用 [3]。
诸药并用，共奏利胆退黄，祛风利湿之效。
　　复肝汤是在临床经验基础上得到的验方，其
中北刘寄奴的主要活性物质是黄酮类（如木犀草
素、芹菜素、芦丁、槲皮素等）、苯乙醇苷类（如
毛蕊花糖苷）等成分 [4-5]，可有效降低谷丙转氨酶
活性，具有显著的保肝、抗炎、抗肿瘤等作用 [6-7]。
南丹参功效同丹参，主含总丹参酮、丹参酮ⅡA、
隐丹参酮、丹酚酸 A、丹酚酸 B 等成分，可抑制
HepG2、A549 等肿瘤细胞活性 [8-9]。山楂根主含
黄酮类成分，具有抗炎、拮抗雷公藤生殖损伤作
用等 [10]。络石藤总黄酮具有明显的抗炎作用，常
用于治疗风湿热痹且疗效明确 [11-12]。本研究采用
HPLC 波长切换法，对复肝汤特征图谱及 6 个成
分的含量进行研究，为复肝汤的质量控制提供科
学参考。
1　材料
　　XS3DU 电子天平（瑞士 Mettler-Toledo 公司），
Waters 2695-2998 高效液相色谱仪（Waters 公司），
二极管阵列检测器。
　　毛蕊花糖苷（批号：210301，纯度为 99.37%）、
槲皮素（批号：210601，纯度为 100.00%）、木犀草
素（批号：210201，纯度为 98.63%）、芹菜素（批号：
210401，纯度为 98.55%）（武汉小火柴生物科技有
限公司），丹参酮ⅡA（批号：110766-201520，纯度
为 98.9%）、芦丁（批号：100080-200707，纯度为
90.5%）（中国食品药品检定研究院）。甲醇、乙腈为

色谱纯（ACS 公司），其他试剂均为分析纯（西陇
科学），水为纯净水。
　　北刘寄奴为玄参科植物阴行草 Siphonostegia 
chinensis Benth. 的干燥全草，白茅根为禾本科植物
白 茅 Imperata cylindrica Beauv. var. major（Nees）C. 
E. Hubb. 的干燥根茎，络石藤为夹竹桃科植物络石
Trachelos permum jasminoides（Lindl.）Lem. 的 干 燥
带叶藤茎，南丹参为唇形科植物南丹参 Salvia bow-
leyana Dunn 的干燥根，山楂根为蔷薇科植物山楂
Crataegus pinnatifida Bge. 的干燥根，金樱子根为蔷
薇科植物金樱子 Rosa laevigata Michx. 的干燥根。药
材均由江西中医药大学药学院中药鉴定教研室副主
任刘应蛟副教授鉴定。北刘寄奴、白茅根和络石藤
药材质量均符合《中国药典》2020 年版，南丹参药
材质量符合江西省中药饮片炮制规范（2008 年版），
金樱子根和山楂根药材质量符合上海市中药饮片炮
制规范（2018 年版），药材批号及产地见表 1，样品
保存于江西中医药大学药学院中药鉴定实验室。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：Agilent 5 TC-C18 色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm），流动相：水（A）- 甲醇（B），梯度洗
脱（0 ～ 7 min，20%B；7 ～ 10 min，20% ～ 25%B；
10 ～ 30 min，25% ～ 55%B；30 ～ 45 min，
55% ～ 65%B；45 ～ 48 min，65% ～ 80%B；
48 ～ 60 min，80% ～ 90%B）；流速：1.0 mL·min－ 1；
检测波长：310 nm（毛蕊花糖苷，0 ～ 34.0 min）、
370 nm（芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素，
34.1 ～ 45.0 min）、250 nm（丹参酮ⅡA，45.1 ～ 60.0 
min）；柱温 30℃；进样量 20 μL。
2.2　溶液的制备
2.2.1　对照品溶液的制备　精密称取毛蕊花糖
苷、芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素、丹参酮
ⅡA 对照品适量，分别置于量瓶中，加甲醇适量
定容，配制成每 1 mL 分别含毛蕊花糖苷 0.4394 
mg、芦丁 0.3002 mg、槲皮素 0.1901 mg、木犀
草素 0.2189 mg、芹菜素 0.2055 mg、丹参酮ⅡA 
0.1707 mg 的储备液。分别精密吸取上述毛蕊花

0.9999), 1.501 ～ 30.020 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9999), 0.475 ～ 9.505 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9997), 0.547 ～ 10.945 
μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9995), 1.028 ～ 20.550 μg·mL－ 1 (r ＝ 0.9998), and 0.854 ～ 17.070 μg·mL－ 1 (r ＝
1.000), respectively. The average recoveries ranged from 92.1% to 101.3%, with RSD at 0.78% ～ 1.4%. 
Conclusion  The method is simple, accurate and reproducible, and can simultaneously determine the 
content of 6 components in Fugan decoction, which provides the experimental basis for the quality control 
of Fugan decoction. 
Key words: HPLC; Fugan decoction; verbascoside; rutin; quercetin; luteolin; apigenin; tanshinone ⅡA
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糖苷、芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素、丹参
酮ⅡA 对照品溶液 2 mL、1 mL、500 μL、500 μL、
1 mL、1 mL 置于 10 mL 量瓶中，用甲醇定容至
刻度，混匀，即得混合对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液的制备　精密称取复肝汤药材
粉末（过二号筛）1.0 g，置具塞锥形瓶中，精密
量取 15 mL 70% 甲醇溶液，称重，超声 60 min，
冷却至室温，补充减失的重量，摇匀，用 0.22 
μm 滤膜过滤，取续滤液即可。
2.2.3　阴性样品溶液的制备　按“2.2.2”项下方
法，分别制备白茅根阴性样品溶液、山楂根及南
丹参阴性样品溶液、北刘寄奴及络石藤阴性样品
溶液。
2.3　复肝汤提取方法的优化
　　以溶剂浓度、超声时间和料液比为考察因素，
进行 L9（34）正交试验（见表 2），6 种成分的含量
之和作为各水平和因素的评价选择和指标。
　　精密称取复肝汤混合粉末（过二号筛）约 1.00 
g，依表 2 按“2.2.2”项下方法进行试验。由表 3、
4 分析结果可知，正交试验方差分析：料液比和
超声时间对结果无明显影响（P ＞ 0.05），而甲醇
浓度对结果有显著影响（P ＜ 0.05）。同时极差分
析显示 R甲醇浓度＞ R超声时间＝ R料液比，说明对于复肝
汤不同甲醇浓度的总含量来说，溶剂浓度占最主
要因素。综合考虑复肝汤 6 种成分的含量之和，
总含量和因素最大均数水平，因而选择最佳提取
参数为 A1B3C1，即料液比为 1∶15，甲醇浓度为
70%，超声 90 min。
2.4　指纹图谱方法学考察
2.4.1　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液
20 μL 进样分析，连续进样 6 次，结果毛蕊花糖
苷、芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素、丹参酮
ⅡA 的峰面积 RSD 分别为 0.24%、0.52%、1.2%、
0.25%、0.77%、0.93%，表明仪器的精密度良好。
2.4.2　稳定性试验　精密吸取复肝汤供试品（S10）

溶液，按“2.3”项下最佳条件制备供试品溶液，在
0、2、4、6、8、12、24 h 进样测定，结果毛蕊花
糖苷、芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素、丹参酮
ⅡA 的含量 RSD 分别为 1.8%、1.9%、1.5%、1.4%、
0.99%、1.6%，表明 24 h 内样品溶液稳定性良好。
2.4.3　重复性考察　精密称取复肝汤药材粉末
（S10）6 份，按“2.3”项下最佳优化条件制备供

表 1　复肝汤药材信息 
Tab 1　Sample information of Fugan decoction

编号
北刘寄奴 白茅根 络石藤 南丹参 山楂根 金樱子根

产地 批号 产地 批号 产地 批号 产地 批号 产地 批号 产地 批号

S1 江西九江 21816 江西樟树 21101 广西玉林 20923 江西赣州 20111 辽宁阜新 21823 湖南怀化 21623
S2 江西九江 21810 江西樟树 21923 广西玉林 20915 江西赣州 20113 辽宁阜新 21902 湖南怀化 21628
S3 江西九江 21723 江西樟树 21108 广西玉林 20916 江西赣州 20109 辽宁阜新 21911 湖南怀化 21712
S4 江西九江 21715 湖南隆回 20117 江西吉安 20918 江西赣州 20108 广东普宁 20827 江西樟树 20115
S5 安徽亳州 20826 湖南隆回 20112 江西吉安 20925 湖南娄底 20117 广东普宁 20823 江西樟树 21103
S6 安徽亳州 20815 湖南隆回 20109 江西吉安 21913 湖南娄底 19103 广东普宁 20817 江西樟树 20921
S7 安徽亳州 20714 湖南隆回 20114 湖南邵阳 20828 湖南娄底 19115 广东普宁 20812 陕西西安 21823
S8 河南禹州 20726 山东鄄城 20115 湖南邵阳 20911 浙江磐安 20103 江西南昌 21804 陕西西安 20913
S9 河南禹州 20714 山东鄄城 20117 湖南邵阳 20917 浙江磐安 20108 江西南昌 21812 陕西西安 20918
S10 河南禹州 20712 山东鄄城 20104 湖南邵阳 21914 浙江磐安 19119 江西南昌 21915 陕西西安 20109

表 2　复肝汤提取方法的正交设计 
Tab 2　Orthogonal design for the extraction of Fugan decoction 

水平
因素

料液比 C 超声时间 B/min 甲醇浓度 A/%
1 1∶15 30 70
2 1∶20 60 90
3 1∶25 90 100

表 3　复肝汤提取方法的正交试验结果 
Tab 3　Orthogonal experiment results of the extraction of Fugan 

decoction

No. A B C 总含量 /（mg·g － 1）

1 1 1 1 0.3188
2 1 2 2 0.2334
3 1 3 3 0.1950
4 2 1 3 0.2229
5 2 2 2 0.1879
6 2 3 1 0.3318
7 3 1 2 0.1455
8 3 2 3 0.2611
9 3 3 1 0.2360
Ⅰ 0.2491 0.2291 0.3039
Ⅱ 0.2476 0.2275 0.2308
Ⅲ 0.2142 0.2543 0.1761
R 0.03 0.03 0.14

表 4　复肝汤提取方法的正交试验方差分析 
Tab 4　 Variance analysis of orthogonal design for the extraction of 

Fugan decoction

因素 离差平方和 自由度 均差 F 值 P 值

A 0.002 2 0.001   3.444 0.225
B 0.001 2 0.001   2.002 0.333
C 0.025 2 0.012 36.475 0.027
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试品溶液，每份取溶液 20 μL 进样，结果毛蕊花
糖苷、芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素、丹参
酮ⅡA 的含量 RSD 分别为 1.2%、0.96%、0.89%、
1.3%、0.88%、1.4%，表明该方法重复性良好。
2.4.4　复肝汤 HPLC 特征图谱的建立及相似度评价
　将 10 批复肝汤分别按“2.3”项下最佳条件制备供
试品溶液，进样测定，运用中国药典委员会“中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2012 版）”进行数据
匹配，以 S1 为参照图谱，选取 13 个特征峰生成对
照指纹图谱，见图 1。木犀草素（峰 9）峰面积相对
较大、分离度且稳定性较好，故以其为参照峰。进
行匹配后的 10 批样品色谱图见图 2，10 批复肝汤
特征图谱的相似度依次分别为 0.971、0.997、0.976、
0.982、0.965、0.975、0.984、0.981、0.974、0.998。

2.4.5　专属性考察　精密吸取混合对照品溶液、供
试品溶液和阴性样品溶液，进样 20 μL。采用对照品
定位，其中峰 2 为毛蕊花糖苷、峰 5 为芦丁、峰 8
为槲皮素、峰 9 为木犀草素、峰 10 为芹菜素、峰 13
为丹参酮ⅡA，这6个特征峰均可在药材中找到归属，
峰 2 归属于北刘寄奴，峰 9 归属于北刘寄奴和络石
藤，峰 13 归属于山楂根和南丹参，结果见图 3。
2.5　6 种成分的含量测定
2.5.1　线性关系考察　精密吸取混合对照品母液，
稀释成不同浓度的溶液后进样测定，以对照品的浓
度（X）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，得到标
准曲线回归方程、线性范围、相关系数见表 5。
2.5.2　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液 20 
μL，连续进样 6 次，结果毛蕊花糖苷、芦丁、槲
皮素、木犀草素、芹菜素、丹参酮ⅡA 的峰面积
RSD 分别为 0.26%、0.49%、1.3%、0.20%、0.71%
和 0.90%，表明仪器的精密度良好。
2.5.3　稳定性试验　精密吸取复肝汤供试品
（S10）溶液，按“2.2.2”项下条件制备供试品溶
液， 在 0、2、4、6、8、12、24 h 按 照“2.1”项
下色谱条件测定峰面积，结果毛蕊花糖苷、芦丁、
槲皮素、木犀草素、芹菜素和丹参酮ⅡA 的含量

RSD 分别为 1.8%、1.9%、1.7%、1.3%、0.90% 和
1.5%，表明 24 h 内样品溶液稳定性良好。
2.5.4　重复性考察　精密称取复肝汤供试品
（S10）6 份，每份取溶液 20 μL 连续进样，按
“2.2.2”项下条件制备供试品溶液，按“2.1”项下
色谱条件测定峰面积，结果毛蕊花糖苷、芦丁、
槲皮素、木犀草素、芹菜素和丹参酮ⅡA 的含量
RSD 分别为 1.3%、0.92%、0.84%、1.3%、0.82%
和 1.3%，表明该方法重复性良好。
2.5.5　加样回收试验　取同一批已知各指标成分的复
肝汤药材粉末（过二号筛）0.5 g，平行 6 份，精密称
定，每份精密吸取相当于已知含量的 100% 质量浓度

图 1　复肝汤的 HPLC 对照指纹图谱

Fig 1　HPLC fingerprint of Fugan decoction

图 2　10批复肝汤样品指纹图谱（S1～S10）及其对照指纹图谱（R）

Fig 2　Fingerprints of 10 batches of Fugan decoction（S1 ～ S10）and 
the control fingerprint（R）

图 3　复肝汤的 HPLC 图

Fig 3　HPLC chromatogram of Fugan decoction
A. 对照品（reference sample）；B. 供试品（sample）；C. 北刘寄奴和

络石藤阴性样品（negative sample without Trachelos permum jasminoides 
and Siphonostegia chinensis）；D. 山楂根和南丹参阴性样品（negative 
sample without Crataegus pinnatifida and Salvia bowleyana）；2. 毛蕊花糖

苷（verbascoside）；5. 芦丁（rutin）；8. 槲皮素（quercetin）；9. 木犀草

素（luteolin）；10. 芹菜素（apigenin）；13. 丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA）
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的 6 种对照品储备液，按“2.2.2”项下条件制备供试
品溶液，按“2.1”项下色谱条件测定，结果 6 种成分
的回收率在 92.1% ～ 101.3%，RSD 为 0.78% ～ 1.4%。
2.5.6　样品的含量测定　精密称取复肝汤样品，
按“2.2.2”项下制备供试品溶液，按“2.1”项下色
谱条件进样测定，计算样品中毛蕊花糖苷、芦丁、
槲皮素、木犀草素、芹菜素、丹参酮ⅡA 的含量，
结果见表 6。

3　讨论
3.1　流动相的选择
　　试验考察了甲醇 - 水、乙腈 - 水的组合色谱
条件，发现甲醇 - 水的流动相条件下色谱峰、分
离度等最好，甲醇 - 水比乙腈 - 水所观察到的色
谱峰较多，如丹参酮ⅡA 和槲皮素等，且色谱峰
对称性更好，故选用甲醇 - 水作为洗脱流动相。
3.2　检测波长的选择
　　本试验采用 HPLC 全波长（210 ～ 400 nm）
扫描分析，比较分析不同波长条件下的峰数目、
峰形、分离度、对称因子等参数。结果表明，在
310 nm 条件下毛蕊花糖苷分离度较好；在 370 nm
波长下，芦丁、槲皮素、木犀草素、芹菜素有最
大吸收；在 250 nm 条件下，丹参酮ⅡA 有最大吸
收。故根据各成分出峰时间设定波长，即 310 nm
（毛蕊花糖苷，0 ～ 34.0 min）、370 nm（芦丁、槲
皮素、木犀草素、芹菜素，34.1 ～ 45.0 min）、250 
nm（丹参酮ⅡA，45.1 ～ 60.0 min）。
3.3　小结

　　本试验建立了 HPLC 特征图谱并采用波长切换
法同时测定复肝汤中毛蕊花糖苷、芦丁、槲皮素、
木犀草素、芹菜素、丹参酮ⅡA 的含量。特征图谱、
多成分含量测定与功能主治密切相关，方法简便可
靠、稳定可行，为复肝汤质量控制提供试验依据。
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表 6　样品成分含量测定结果 (n ＝ 3，mg·g － 1) 
Tab 6　Content determination of sample (n ＝ 3，mg·g － 1)

编号 毛蕊花糖苷 芦丁 槲皮素 木犀草素 芹菜素 丹参酮Ⅱ A

S1 0.0956±0.0073 0.0260±0.0011 0.0069±0.0005 0.0795±0.0043 0.0152±0.0034 0.0129±0.0023
S2 0.1235±0.0104 0.0459±0.0015 0.0079±0.0010 0.1225±0.0047 0.0174±0.0041 0.0146±0.0015
S3 0.1099±0.0093 0.0374±0.0010 0.0067±0.0009 0.0675±0.0022 0.0160±0.0027 0.0138±0.0009
S4 0.1124±0.0098 0.0401±0.0023 0.0066±0.0006 0.0689±0.0041 0.0167±0.0031 0.0134±0.0025
S5 0.0858±0.0056 0.0201±0.0031 0.0068±0.0008 0.0832±0.0052 0.0148±0.0022 0.0123±0.0033
S6 0.1094±0.0068 0.0397±0.0013 0.0067±0.0009 0.0680±0.0074 0.0165±0.0029 0.0146±0.0017
S7 0.1137±0.0101 0.0398±0.0014 0.0068±0.0007 0.0698±0.0063 0.0162±0.0018 0.0103±0.0008
S8 0.1117±0.0087 0.0393±0.0033 0.0069±0.0005 0.0693±0.0044 0.0164±0.0027 0.0136±0.0023
S9 0.0945±0.0052 0.0203±0.0024 0.0068±0.0004 0.0844±0.0083 0.0151±0.0013 0.0150±0.0041
S10 0.1042±0.0077 0.0384±0.0027 0.0070±0.0011 0.0965±0.0077 0.0223±0.0037 0.0127±0.0026

表 5　6 种对照品的回归方程、线性范围、相关系数 
Tab 5　Regression，linearity and correlation coefficient of 6 standard

对照品 回归方程 范围 /（μg·mL － 1） 相关系数

毛蕊花糖苷 Y ＝ 2820X － 6685 4.394 ～ 87.880 0.9999
芦丁 Y ＝ 2237X － 1682 1.501 ～ 30.020 0.9999
槲皮素 Y ＝ 4959X － 1352 0.475 ～ 9.505 0.9997
木犀草素 Y ＝ 6122X － 1406 0.547 ～ 10.945 0.9995
芹菜素 Y ＝ 8900X － 4801 1.028 ～ 20.550 0.9998
丹参酮Ⅱ A Y ＝ 8290X － 3649 0.854 ～ 17.070 1.000
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高效液相色谱指纹图谱结合化学计量学评价上清丸的质量

肖琳婧，秦学玲，龙琴，金蒙，付兴情，张赟华*（云南省食品药品监督检验研究院，昆明　650106）

摘要：目的　建立上清丸 HPLC 指纹图谱，并结合化学计量学评价其质量。方法　利用中药色

谱指纹图谱相似度评价系统（2012.130723 版）建立上清丸 HPLC 指纹图谱并进行相似度评价，

共标定 13 个共有峰，通过对照品比对指认 11 个共有峰。采用主成分分析和偏最小二乘法 - 判

别分析等化学计量学研究方法，对上清丸质量进行评价。结果　79 批次上清丸（大蜜丸、水

蜜丸）与对照制剂相比，相似度均大于 0.9，12 批次 L 企业生产的水丸与对照制剂相比，相似

度均低于 0.7。通过主成分分析对上清丸（大蜜丸、水丸）进行综合评价，大蜜丸综合排名靠

前的是 A、C、H 企业；水丸综合排名靠前的是 N、M 企业；上清丸（大蜜丸、水丸）大致可

以分为 2 类，结合偏最小二乘法 - 判别筛选出质量差异标志物，上清丸（大蜜丸）为 13（大黄

素甲醚）、5（芦荟大黄素）、12（大黄酚）号峰，上清丸（水丸）为 3（汉黄芩苷）、1（黄芩苷）

号峰。结论　该分析方法简单可行，具有良好精密度、重复性和稳定性，建立的指纹图谱可为

上清丸的质量评价提供参考。

关键词：上清丸；高效液相色谱法；指纹图谱；相似度评价；化学计量学；质量评价；质量差异标

志物

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2163-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.032

Quality evaluation of Shangqing pills by HPLC coupled with chemometrics

XIAO Lin-jing, QIN Xue-lin, LONG Qin, JIN Meng, FU Xing-qing, ZHANG Yun-hua* (Yunnan 
Institute for Food and Drug Control, Kunming  650106)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprint of Shangqing pills, and evaluate its quality 
by chemometrics. Methods  The fingerprint of Shangqing pills was established by HPLC. Totally 13 
common peaks were confirmed and 11 were identified by comparison with the reference substances. 
Then, the quality of the drug was assessed by principal components analysis (PCA) and partial 
least squares discriminant analysis (PLS-DA). Results  The similarity value of these 79 batches of 
Shangqing pills was over 0.9, and that of 12 batches from L enterprise was lower than 0.7. Shangqing 
pills were comprehensively evaluated by PCA. The top companies in the comprehensive ranking of 
Shangqing big honeyed pills were A, C, and H companies. The comprehensive ranking of Shangqing 
water pills produced by companies M and N was high. According to the PCA, Shangqing pills (big 
honeyed pills and water pills) were roughly divided into two categories. Combined with PLS-DA, 
three common peaks were identified as the quality markers of Shangqing big honeyed pills, which 
were No.13 (physcion), 5 (aloe-emodin), and 12 (chrysophanol). For Shangqing water pills, No. 3 
(wogonin) and 1 (baicalin) peaks were identified as the quality markers. Conclusion  The analytical 
method is simple and feasible, with good precision, repeatability and stability. The established 
fingerprint can provide a reference for the quality evaluation of Shangqing pills. 
Key words: Shangqing pill; HPLC; fingerprint; similarity evaluation; chemometrics; quality 
evaluation; quality difference marker
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　　上清丸来源于《丹溪心法》“朱丹溪方上清散
加减”，但与现行处方一致的上清丸最先记载于
《北京市中药成方选集》。上清丸由菊花、薄荷、
川芎、白芷、荆芥、防风、桔梗、连翘、栀子、
黄芩（酒炒）、黄柏（酒炒）及大黄（酒炒）12 味
药材组成，主要有清热散风、解毒通便的功效。
临床上常用于头晕耳鸣，目赤，鼻流黄涕，口舌
生疮，牙龈肿痛，大便秘结 [1]。目前，对上清丸
的质量评价仅对其中的欧前胡素、黄芩苷、绿原
酸及大黄中总蒽醌进行含量测定 [2-4]，然而上清
丸的药理作用是多种饮片及不同类型的化学成分
综合作用的结果，中药成分复杂多样，仅靠个别
指标来判断饮片的整体质量过于局限。中药指纹
图谱具有整体性、系统性和模糊性的显著特点，
已成为国际公认的控制天然药物、中成药质量的
有效方法 [5]。中药化学模式识别则是模糊数学概
念渗透到药学领域的重要突破，解决了中药质量
多维信息的综合分析问题，可实现对中药质量的
整体控制 [6-8]。
　　上清丸为 2022 年国家药品抽检重点监管品
种之一，共抽取上清丸样品 103 批次。抽样地域
覆盖全国 26 个省、自治区、直辖市，涉及 14 家
生产企业，包括大蜜丸、水丸、水蜜丸 3 种剂型。
为综合评价不同企业生产的上清丸的质量，本试
验采用了 HPLC 建立了 103 批样品的指纹图谱，
运用中药指纹图谱相似度评价系统，对 103 批样
品的相似度进行评价；运用化学计量学的方法对
共有峰进行主成分分析（PCA）和偏最小二乘法 -
判别分析（PLS-DA），对 55 批上清丸（大蜜丸）
及 16 批次上清丸（水丸）样品质量进行综合评
价，并筛选出质量差异标志物，实现上清丸质量
科学、系统的控制。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　岛津 LC-20A 高效液相色谱仪（日本岛津）；
赛多利斯 BS224S 电子天平、SECURA225D 电子
天平（德国赛多利斯公司）。
1.2　试药

　　芦荟大黄素（批号：110795-201308，含量：
97.8%）、大黄酸（批号：110757-201607，含量：
99.3%）、大黄素（批号：110756-201512，含量：
98.7%）、大黄酚（批号：110796-201621，含量：
99.2%）、大黄素甲醚（批号：110758-201415，含
量：99.1%）、黄芩苷（批号：110715-202122，含
量：94.2%）、黄芩素（批号：111595-201808，含量：

97.9%）、汉黄芩苷（批号：112002-201702，含量：
98.5%）、汉黄芩素（批号：111514-201706，含量：
94.2%）、欧前胡素（批号：110826-201918，含量：
99.0%）、异欧前胡素（批号：110827-201812，含
量：99.6%）（中国食品药品检定研究院）。乙腈为
色谱纯（默克公司），水为纯化水，甲醇、乙醇、
磷酸等其他试剂均为分析纯。
1.3　样品

　　方法学考察样品上清丸（水蜜丸，批号：
A12003，广州白云山陈李济药厂有限公司），其
余 103 批次上清丸样品来源于 14 家生产企业，
由于国家药品抽检，涉及数据保密，生产企业由
A ～ N 代替，具体信息见表 1。

表 1　样品信息 
Tab 1　Information of sample batches

剂型 样品编号 生产企业

大蜜丸 S1 ～ S7 A

S8 ～ S23 B

S24 ～ S29 C

S30 ～ S36 D

S37 ～ S43 E

S44 ～ S47 F

S48 ～ S52 G

S53 ～ S59 H

S60 ～ S65 I

S66 ～ S67 J

S68 ～ S72 K

水蜜丸 S73 ～ S79 A

S80 ～ S92 L

水丸 S93 ～ S97 M

S98 ～ S103 N

2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用月旭 Xtimate-C18 色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm），以乙腈（A）-0.1% 磷酸（B）为流
动相 B，梯度洗脱（0 ～ 60 min，30% ～ 80%A），
流速为 1 mL·min－ 1，柱温为 30℃，检测波长为
254 nm，进样量为 10 μL。
2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液的制备　分别取各对照品适
量，精密称定，加甲醇分别制成每 l mL 含芦荟大
黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚、
黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、欧前胡
素、异欧前胡素各 10 µg 对照品溶液，即得。
2.2.2　供试品溶液的制备　取大蜜丸，剪碎，精
密称定，取 2 g；取水丸或水蜜丸适量，研细，
精密称定，取 1 g，置具塞三角锥形瓶中，精密
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加入甲醇 20 mL，称定重量，加热回流 45 min，
放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。
2.2.3　对照制剂样品溶液的制备　按照上清丸的
处方，从市场上购买正品药材，经检验合格后，
按处方比例和制法制备上清丸大蜜丸、水蜜丸、
水丸标准制剂各 3 份，并按照“2.2.2”项下方法，
制成对照制剂样品溶液。
2.3　指纹图谱方法学考察

2.3.1　精密度试验　取上清丸按“2.2.2”项下方法
操作，精密吸取 10 μL 注入液相色谱仪，连续进样
6 次，测定各共有峰的保留时间、峰面积，各共有
峰的相对保留时间 RSD 值为 0.24% ～ 0.51%，峰面
积的 RSD 值为 0.58% ～ 1.8%，方法的精密度良好，
符合指纹图谱的要求。
2.3.2　重复性试验　取上清丸按“2.2.2”项下方法
操作，平行提取 6 份，进样测定。采用中药指纹
图谱的相似性计算软件进行计算，其相似度均在
0.999 以上，考察 6 份供试品色谱中各共有峰的保
留时间及对相对峰面积（峰面积 / 取样量）的一致
性，各共有峰的保留时间 RSD 值为0.12%～0.46%，
其相对峰面积的 RSD 值为 1.2% ～ 4.8%，结果表明
方法的重现性良好，符合指纹图谱的要求。
2.3.3　稳定性试验　取同一供试品溶液，在同一色
谱条件下，分别在 0、4、8、12、20、24 h 各进样
一次，结果各组分的峰面积 RSD 在 0.6% ～ 1.8%，
表明供试品溶液在 24 h 内基本稳定。
2.4　指纹图谱的建立及相似度评价

　　将本次试验得到的色谱图数据导入中药色谱
指纹图谱相似度评价系统（2012.130723 版）计算
软件，分别用 3 批大蜜丸、水蜜丸、水丸标准制
剂的色谱图生成参照色谱图，采用多点校正后进
生成叠加指纹图谱，见图 1，然后将所有样品与
参照色谱图进行相似度计算，得出不同企业上清
丸（大蜜丸、水蜜丸、水丸）样品相似度结果，
见表 2。通过检测得到的共有峰与混合对照品保
留时间对比指认了 11 个成分，分别是 1 号峰黄
芩苷、3 号峰汉黄芩苷、4 号峰黄芩素、5 号峰芦
荟大黄素、6 号峰大黄酸、7 号峰汉黄芩素、9 号
峰欧前胡素、10 号峰大黄素、11 号峰异欧前胡素、
12 号峰大黄酚、13 号峰大黄素甲醚，见图 2。
　　72 批次上清丸大蜜丸的相似度均大于 0.9，
大蜜丸样品在指纹图谱上差异不明显，仅有 F 企
业 4 批次样品相似度相对偏低。7 批 A 企业的水
蜜丸相似度均大于 0.95，批间差异较小。24 批次

水丸相似度差异较大，12 批次 L 企业生产的水丸
与对照制剂相比，相似度均低于 0.7，该企业生
产的水丸与对照制剂存在较大差异，具体数据见
表 2。
2.5　化学计量学分析

2.5.1　PCA 及综合评价　完全从相似度差别上
很难全面反映不同企业不同批次上清丸之间的
差异。进一步对上清丸指纹图谱的原始数据进行
PCA 及综合评价。
　　7 批次水蜜丸为 A 企业独家生产，因水蜜丸
样本量较少未做主成分分析；相同生产企业同批
次样品仅取一批次进行主成分分析。将 55 批次上
清丸大蜜丸、16 批次上清丸水丸 11 个共有峰峰

图 1　不同企业不同批次上清丸大蜜丸（A）、水蜜丸（B）、水丸

（C）样品溶液色谱图

Fig 1　HPLC fingerprints of Shangqing big honeyed pills（A），water-
honeyed pills（B），and water pills（C）
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面积导入 SPSS 18.0 软件，共有峰峰面积标准化
处理后，得出相关矩阵的特征值和方差，见表 3。
根据表 3 分别显示前 3 个主成分特征值均大于 1，
累积方差贡献率分别为 74.478%、94.505%。分别
选取前 3 个主成分，并以相应主成分的权重系数
计算出综合得分。
　　不同批次上清丸（大蜜丸、水丸）主成分得
分 F 值越大，该批次样品整体质量越好 [9-11]，得
分及排名见表 4。同时通过用 SIMCA 12.0 分析软
件得到上清丸大蜜丸、水丸 PCA 得分图，见图 3。
　　上清丸大蜜丸中综合排名前 10 名 A 企业有 3
批次样品，C 企业有 4 批次样品，H 企业有 2 批
次样品，说明这 3 家企业生产的大蜜丸整体质量
较好。综合排名靠后的主要是 I、D、E 3 家企业
生产的，说明这 3 家企业生产的大蜜丸整体质量

表 2　不同企业不同批次上清丸 (大蜜丸、水蜜丸、水丸 )样品相似度结果 
Tab 2　Similarity evaluation of Shangqing pills (big honeyed pills，water-honeyed pills，and water pills)

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

S1 0.997 S27 0.99 S53 0.984 S80 0.549

S2 0.997 S28 0.991 S54 0.977 S81 0.733

S3 0.982 S29 0.977 S55 0.982 S82 0.559

S4 0.993 S30 0.942 S56 0.989 S83 0.611

S5 0.992 S31 0.948 S57 0.976 S84 0.554

S6 0.995 S32 0.951 S58 0.997 S85 0.84

S7 0.993 S33 0.953 S59 0.972 S86 0.581

S8 0.989 S34 0.947 S60 0.981 S87 0.675

S9 0.99 S35 0.948 S61 0.978 S88 0.561

S10 0.989 S36 0.948 S63 0.98 S89 0.625

S11 0.991 S37 0.971 S64 0.96 S90 0.657

S12 0.985 S38 0.971 S65 0.958 S91 0.686

S13 0.982 S39 0.956 S66 0.994 S92 0.605

S14 0.988 S40 0.957 S67 0.956 S93 0.96

S15 0.988 S41 0.955 S68 0.978 S94 0.935

S16 0.989 S42 0.962 S69 0.979 S95 0.967

S17 0.989 S43 0.968 S70 0.979 S96 0.926

S18 0.99 S44 0.901 S71 0.985 S97 0.933

S19 0.991 S45 0.912 S72 0.986 S98 0.999

S20 0.991 S46 0.908 S73 1.000 S99 0.999

S21 0.99 S47 0.904 S74 0.971 S100 0.994

S22 0.994 S48 0.966 S75 0.999 S101 0.994

S23 0.992 S49 0.977 S76 0.966 S102 0.996

S24 0.992 S50 0.994 S77 1.000 S103 0.999

S25 0.986 S51 0.989 S78 0.971

S26 0.987 S52 0.994 S79 0.985

较差。上清丸水丸中 L 企业生产的水丸综合排名
均靠后，质量整体较差。N、M 企业生产的水丸
综合排名均靠前，质量整体较好。

　　通过上清丸大蜜丸、水丸 PCA 得分图，大蜜
丸样品大致可分为 2 组，大蜜丸的质量存在差异，
结合综合排名，红色部分大蜜丸综合质量最好较

图 2　上清丸指纹图谱

Fig 2　HPLC fingerprints of Shangqing pills 
1. 黄芩苷（baicalin）；3. 汉黄芩苷（wogonoside）；4 黄芩素（baica-
lein）；5. 芦荟大黄素（aloe-emodin）；6. 大黄酸（rhein）；7. 汉黄芩

素（wogonin）；9. 欧前胡素（imperatorin）；10. 大黄素（emodin）；
11. 异 欧 前 胡 素（isoimperatorin）；12. 大 黄 酚（chrysophanol）；
13. 大黄素甲醚（physcion）
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好，绿色部分综合质量较差。水丸样品大致可分
为 2 组，红色部分为 N、M 企业生产，综合质量
较好，绿色部分为 L 企业生产，综合质量较差。

表 3　上清丸特征值和方差贡献率 
Tab 3　Characteristic value and variance contribution rate

上清丸 主成分 特征值
方差贡

献率 /%
累积方差

贡献率 /%

大蜜丸 1 4.343 39.485 39.485

2 2.280 20.729 60.214

3 1.569 14.264 74.478

水丸 1 6.325 57.498 57.498

2 2.791 25.369 82.867

3 1.280 11.638 94.505

图 3　不同企业不同批次上清丸大蜜丸（A）和水丸（B）PCA 得分

散点图

Fig 3　PCA score plot of Shangqing pills big honeyed pills（A）and 
water honeyed pills（B）from different enterprises samples

2.5.2　PLS-DA　PCA 得分图表明不同企业不同
批次上清丸大蜜丸、水丸有一定的区别，化学成
分量上具有一定的差异性。根据 PLS-DA 模型的
VIP 值来筛选导致差异性的主要化学成分，一般
认为 VIP 值越大，对分类的作用越大 [12-14]。
　　上清丸大蜜丸中 VIP 值排名前 3 位的是 13 号
峰（大黄素甲醚）、5 号峰（芦荟大黄素）、12 号峰
（大黄酚），具体见图 4A，说明它们是造成样品组
间差异的主要色谱峰，这 3 个峰均来自上清丸处

方中的酒大黄。上清丸水丸中 VIP 值排名前 2 位
是 3 号峰（汉黄芩苷）、1 号峰（黄芩苷），具体见
图 4B，这两个峰均来自上清丸处方中的酒黄芩。

图 4　不同企业不同批次上清丸大蜜丸（A）和水丸（B）VIP 图

Fig 4　VIP of Shangqing pills big honeyed pills（A）and water honeyed 
pills（B）from different enterprises

3　讨论与总结

　　本试验建立了上清丸 HPLC 指纹图谱，共标
定了 13 个共有峰，同时指认 11 种化学成分，但
是含挥发性成分药味未指认到共有峰，后续将尝
试应用其他方法对其进行质量控制。
　　本研究采用指纹图谱结合相似度评价、PCA
和 PLS-DA 等多元统计分析方法，对不同企业不
同批次上清丸进行评价，并筛选出上清丸（大蜜
丸、水丸）质量差异标志物分别来自处方中的酒
大黄和酒黄芩。进一步分析造成不同企业上清丸
水丸质量差异标志物来源于黄芩的原因，发现 L
企业黄芩苷的平均峰面积仅为 M、N 企业的三分
之一，提示该企业上清丸中投料的酒黄芩质量较
差。为确保上清丸产品质量稳定性和临床疗效的
一致性，各相关企业在生产过程中应加强对上述
两味饮片的质量控制，保证饮片质量。
　　综上，本试验采用指纹图谱结合化学计量学
方法对市售上清丸进行综合分析，对不同企业不
同批次的上清丸进行 PCA 和综合评分，采用 PLS-
DA 快速筛选出不同企业不同批次上清丸的质量差
异标志物，为综合评价上清丸质量提供依据。
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表 4　不同企业不同批次上清丸因子得分、主成分得分、综合得分及排名 
Tab 4　Factor scores，principal component scores，total scores，and ranking of three principal components

上清丸 编号 厂家 FAC1 FAC2 FAC3 F1 F2 F3 F 综合排名

大蜜丸 S29 C 1.47 0.91 0.95 0.70 0.60 0.76 0.686 1

S25 C 1.66 0.15 1.51 0.80 0.10 1.20 0.680 2

S57 H 0.94 1.32 1.25 0.45 0.87 1.00 0.672 3

S3 A 0.96 2.05 － 0.04 0.46 1.36 － 0.03 0.615 4

S24 C 0.88 0.55 1.45 0.42 0.36 1.16 0.546 5

S27 C 0.85 0.68 1.17 0.41 0.45 0.93 0.521 6

S59 H 0.40 1.37 1.03 0.19 0.91 0.82 0.512 7

S4 A 1.20 1.03 － 0.37 0.58 0.68 － 0.30 0.438 8

S5 A 0.99 1.32 － .049 0.47 0.87 － 0.39 0.419 9

S67 J 1.53 － 0.99 1.30 0.73 － 0.65 1.04 0.406 10

S2 A 0.98 0.96 － 0.36 0.47 0.64 － 0.29 0.372 11

S26 C 0.83 0.00 0.89 0.40 0.00 0.71 0.346 12

S58 H 0.07 1.13 0.70 0.03 0.75 0.56 0.333 13

S1 A 0.80 0.74 － 0.47 0.38 0.49 － 0.37 0.267 14

S22 B 0.05 0.38 0.80 0.02 0.25 0.64 0.205 15

S44 F 1.18 0.19 － 1.04 0.57 0.13 － 0.83 0.176 16

S51 G 1.87 － 0.40 － 1.63 0.90 － 0.26 － 1.30 0.153 17

S45 F 1.16 0.07 － 1.07 0.56 0.04 － 0.85 0.144 18

S54 H － 1.21 1.33 1.03 － 0.58 0.88 0.82 0.093 19

S48 G 2.37 － 0.99 － 2.16 1.14 － 0.65 － 1.72 0.092 20

S71 K 0.56 － 1.24 1.11 0.27 － 0.82 0.89 0.084 21

S46 F 1.30 － 0.44 － 1.10 0.63 － 0.29 － 0.88 0.082 22

S17 B － 0.74 1.09 0.20 － 0.36 0.72 0.16 0.043 23

S18 B － 0.76 1.07 0.22 － 0.37 0.71 0.18 0.038 24

S23 B － 0.65 0.71 0.21 － 0.31 0.47 0.17 － 0.002 25

S53 H － 0.76 0.91 0.04 － 0.36 0.60 0.03 － 0.018 26

S50 G 1.71 － 1.07 － 1.75 0.82 － 0.71 － 1.40 － 0.029 27

S19 B － 0.72 0.67 0.17 － 0.34 0.44 0.14 － 0.033 28

S11 B － 0.71 0.53 0.16 － 0.34 0.35 0.13 － 0.060 29

S21 B － 1.00 0.61 0.06 － 0.48 0.40 0.05 － 0.134 30

S8 B － 0.87 0.21 0.29 － 0.42 0.14 0.23 － 0.138 31

S68 K 0.02 － 1.30 0.63 0.01 － 0.86 0.51 － 0.138 32

S70 K 0.12 － 1.44 0.62 0.06 － 0.95 0.50 － 0.140 33

S9 B － 0.96 0.28 0.19 － 0.46 0.18 0.15 － 0.163 34

S55 H － 0.78 0.03 0.20 － .037 0.02 0.16 － 0.163 35

S69 K 0.01 － 1.40 0.55 0.01 － 0.93 0.44 － 0.170 36

S43 E － 1.12 0.52 0.05 － 0.54 0.35 0.04 － 0.182 37

S16 B － 0.84 0.08 0.11 － 0.40 0.05 0.09 － 0.182 38

S10 B － 1.01 0.29 0.02 － 0.48 0.19 0.02 － 0.198 39

S40 E － 0.64 － 0.18 － 0.04 － 0.31 － 0.12 － 0.03 － 0.201 40

S72 K 0 － .24 － 1.34 0.40 － 0.12 － 0.89 0.32 － 0.248 41

S60 I － 0.58 － 1.21 0.60 － 0.28 － 0.80 0.48 － 0.280 42

S66 J － 0.07 － 3.18 2.04 － 0.03 － 2.10 1.63 － 0.291 43

S61 I － 0.57 － 1.29 0.55 － 0.28 － 0.86 0.44 － 0.300 44

S13 B － 1.21 － 0.11 0.04 － 0.58 － 0.07 0.03 － 0.321 45

S6 A － 0.27 － 1.11 － 0.40 － 0.13 － 0.74 － 0.32 － 0.335 46

S64 I － 0.62 － 1.38 0.48 － 0.30 － 0.91 0.38 － 0.337 47

S63 I － 0.67 － 1.35 0.43 － 0.32 － 0.89 0.34 － 0.353 48
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上清丸 编号 厂家 FAC1 FAC2 FAC3 F1 F2 F3 F 综合排名

S30 D － 1.25 0.50 － 1.24 － 0.60 0.33 － 0.99 － 0.415 49

S33 D － 0.87 － 0.19 － 1.12 － 0.42 － 0.13 － 0.89 － 0.429 50

S35 D － 1.29 0.22 － 1.07 － 0.62 0.15 － 0.85 － 0.451 51

S34 D － 1.32 0.21 － 1.09 － 0.63 0.14 － 0.87 － 0.464 52

S37 E － 0.52 － 0.53 － 2.06 － 0.25 － 0.35 － 1.64 － 0.544 53

S38 E － 0.73 － 0.46 － 2.01 － 0.35 － 0.30 － 1.61 － 0.579 54

S39 E － 0.92 － 0.49 － 1.97 － 0.44 － 0.33 － 1.57 － 0.626 55

水丸 S98 N 1.11 － 0.25 1.08 0.44 － 0.15 .96 0.35 1

S101 N 1.05 － 0.42 1.28 0.42 － 0.25 1.13 0.33 2

S99 N 1.20 － 0.51 1.03 0.48 － 0.31 0.91 0.32 3

S96 M 1.03 0.88 － 0.72 0.41 0.52 － 0.63 0.31 4

S100 N 1.04 － 0.67 1.08 0.41 － 0.40 0.95 0.26 5

S94 M 0.36 1.38 － 0.74 0.14 0.83 － 0.65 0.23 6

S93 M 0.45 1.59 － 1.33 0.18 0.95 － 1.18 0.22 7

S95 M 0.87 0.78 － 1.10 0.35 0.47 － 0.98 0.22 8

S81 L － 1.24 1.13 1.19 － 0.49 0.68 1.06 0.01 9

S86 L － 1.25 0.28 0.62 － 0.50 0.17 0.55 － 0.19 10

S83 L － 1.14 0.14 0.39 － 0.45 0.08 0.34 － 0.21 11

S80 L － 1.24 0.04 0.10 － 0.49 0.03 0.09 － 0.28 12

S92 L － 0.69 － 0.73 － 0.17 － 0.27 － 0.44 － 0.15 － 0.30 13

S82 L － 1.17 － 0.25 － 0.06 － 0.46 － 0.15 － 0.05 － 0.33 14

S87 L － 0.49 － 1.17 － 0.88 － 0.19 － 0.70 － 0.78 － 0.40 15

S85 L 0.08 － 2.21 － 1.77 0.03 － 1.33 － 1.57 － 0.53 16

续表 4
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反相高效液相色谱法测定 Fmoc-L-His（Trt）-OH中 
光学异构体 Fmoc-D-His（Trt）-OH的含量

杨欣茹，李铁健，王金迪，张贵民*（国家手性制药工程技术研究中心，鲁南制药集团股份有限公司，山东　临沂　

273400）

摘要：目的　结合外标法和面积归一化法，建立反相高效液相色谱法测定 Fmoc-L-His（Trt）-OH 中

的光学异构体 Fmoc-D-His（Trt）-OH 的含量。方法　采用 Chiral MX（2）-RH 色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm）；以乙腈 - 水 - 乙酸（500∶500∶1）为流动相，等度洗脱；流速为 0.8 mL·min－ 1；紫

外检测器检测，波长为 220 nm；柱温为 30℃；进样体积为 10 μL。结果　Fmoc-L-His（Trt）-OH 和

Fmoc-D-His（Trt）-OH 分离良好；Fmoc-D-His（Trt）-OH 在 0.15 ～ 2.93 mg·mL－ 1 与峰面积呈良好

的线性关系（相关系数为 0.9999）；定量限为 0.15 μg·mL－ 1，检测限为 0.049 μg·mL－ 1。回收率

在 95% ～ 100% 内，RSD 为 0.96%。结论　本方法操作简单，专属性强，灵敏度高，为 Fmoc-L-His
（Trt）-OH 中光学异构体 Fmoc-D-His（Trt）-OH 研究提供参考。

关键词：Fmoc-L-His（Trt）-OH；Fmoc-D-His（Trt）-OH；反相高效液相色谱法；等度洗脱；

光学异构体

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2170-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.033

Determination of optical isomer Fmoc-D-His (Trt)-OH in  
Fmoc-L-His (Trt)-OH by RP-HPLC

YANG Xin-ru, LI Tie-jian, WANG Jin-di, ZHANG Gui-min* (National Engineering and Technology 
Research Center of Chirality Pharmaceuticals, Lunan Pharmaceutical Group Co., Ltd., Linyi  
Shandong  273400)

Abstract: Objective  To establish a reverse phase high-performance liquid chromatography (RP-
HPLC) to determine Fmoc-D-His (Trt)-OH in Fmoc-L-His (Trt)-OH by the external standard method 
and area normalization method. Methods  The separation was performed on a Chiral MX (2)-RH 
column (4.6 mm×250 mm, 5 μm), with mobile phase consisting of acetonitrile-water-acetic acid 
(500∶500∶1). Isocratic elution was used and the flow rate was 0.8 mL·min－ 1. Ultraviolet detector 
was used with the detection wavelength at 220 nm. The column temperature was 30 ℃ , and the 
injection volume was 10 μL. Results  Fmoc-L-His (Trt)-OH and Fmoc-D-His (Trt)-OH were well 
separated. Fmoc-D-His (Trt)-OH had a good linearity at 0.15 ～ 2.93 mg·mL－ 1 (r ＝ 0.9999). 
The limit of quantitative was 0.15 μg·mL－ 1 and the limit of detection was 0.049 μg·mL－ 1. The 
recovery ranged at 95% ～ 100%, RSD was 0.96%. Conclusion  The method is simple, specific and 
sensitive, which provides reference for the determination of Fmoc-D-His (Trt)-OH with RP-HPLC in 
Fmoc-L-His (Trt)-OH. 
Key words: Fmoc-L-His (Trt)-OH; Fmoc-D-His (Trt)-OH; RP-HPLC; isocratic elution; optical 
isomer
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　　多肽药物因其高活性、低毒性、强特异性等
优点，成为国内外制药企业研发的热点之一。多
肽药物的合成工艺主要为经典的液相合成和固相
合成，其中固相合成工艺越来越成熟并逐渐占据
了主导地位 [1-2]。保护氨基酸是固相合成多肽的起
始物料之一，其质量对多肽的质量有重要的影响。
起始物料引入的杂质常常难以分离，给后续的纯
化带来不便，必须从源头加强质量控制 [3]。原国
家食品药品监督管理局于 2007 年出台的《合成多
肽药物药学研究技术指导原则》[4] 中，对氨基酸
的质量标准有明确的要求“作为起始原料的氨基
酸及其衍生物的质量标准一般应包括性状、熔点、
比旋度、化学纯度、色谱纯度、光学纯度、含量等，
其中对于起始原料的化学纯度和光学纯度的控制
尤为重要”。一个 10 肽的合成中，每个氨基酸发
生 1% 的差向异构体，则生成的非对映异构体混
合物中只有 90.4% 的肽含有正确的立体构型 [5]；
故需关注保护氨基酸的消旋异构体，建立严格的
质控标准，以提高目标产物的光学纯度。
　　目前，有许多文献报道了多肽药物中异构体
的控制方法 [6-10]，而国内注册申请人通常在起始
物料的内控标准中仅对比旋度进行控制，鉴于比
旋度检查方法在专属性、灵敏度方面的限制，此
项指标并不能有效地控制氨基酸的光学纯度，对
于比旋度数值较小的保护氨基酸更是如此，因此，
建议采用专属性强的手性 HPLC 对起始原料的光
学纯度进行控制 [11]。起始物料保护氨基酸中控制
异构体的 HPLC 方法鲜有报道 [12-14]，本研究建立
了一种用反相液相色谱测定芴甲氧羰基 - 三苯甲
基 -L- 组氨酸 [Fmoc-L-His（Trt）-OH] 中光学异构
体芴甲氧羰基 - 三苯甲基 -D- 组氨酸 [Fmoc-D-His
（Trt）-OH] 的方法（结构式见图 1），为 Fmoc-L-
His（Trt）-OH 光学异构体的测定提供参考。

   A

   B

图 1　Fmoc-L-His（Trt）-OH（A） 和 Fmoc-D-His（Trt）-OH（B）

的结构式

Fig 1　Structural formula of Fmoc-L-His（Trt）-OH（A）and Fmoc-D-
His（Trt）-OH（B）

1　仪器与试药

1.1　仪器

　　e-2695 高效液相色谱仪（Waters 公司，紫外
检测器，Empower 工作站）；Mettler Toledo 电子
天平（十万分之一，MS205DU）；超纯水机（赛
多利斯）。
1.2　试药

　　Fmoc-D-His（Trt）-OH对照品（含量：96.52%，
批号：GLS200813-36705）、Fmoc-L-His（Trt）-
OH [ 批号：GLS201225-36701、GLS200426-36701、
GLS200507-36701）[吉尔生化（上海）有限公司 ]；
乙腈（色谱纯，Merck）；乙酸（分析纯，国药集
团）；水（超纯水，自制）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱为 Chiral MX（2）-RH（5 μm，4.6 mm× 

250 mm）；以乙腈 - 水 - 乙酸（500∶500∶1）为流
动相，流速为 0.8 mL·min － 1；柱温为 30℃；检
测波长为 220 nm；进样体积为 10 μL。
2.2　溶液的制备

2.2.1　空白溶剂　空白溶剂为乙腈 - 水（50∶50）。
2.2.2　Fmoc-D-His（Trt）-OH 对照品溶液　精密
称取 Fmoc-D-His（Trt）-OH 对照品约 1.5 mg，置
50 mL 量瓶中，加溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀，
得 Fmoc-D-His（Trt）-OH 储备液；精密量取储备
液 1 mL，置 20 mL 量瓶中，加溶剂稀释至刻度，
摇匀，即得 Fmoc-D-His（Trt）-OH 对照品溶液。
2.2.3　供试品溶液　取本品约 10 mg，精密称定，
置 20 mL 量瓶中，先加 2 mL 乙腈溶解，再加溶
剂稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
2.2.4　混合溶液　取本品约 10 mg，精密称定，
置 20 mL 量瓶中，先加 2 mL 乙腈和适量溶剂溶
解，再加入 Fmoc-D-His（Trt）-OH 储备液 1 mL，
加溶剂稀释至刻度，摇匀，作为混合溶液。
2.3　方法学评价

2.3.1　系统适用性试验　取“2.2”项下混合溶液
进行分析。结果 Fmoc-D-His（Trt）-OH 保留时间
为 8.013 min，Fmoc-L-His（Trt）-OH 保留时间为
9.678 min，两者分离度为 2.95，理论板数按 Fmoc-
L-His（Trt）-OH 计为 3618，拖尾因子为 1.01。连
续进样 6 次，Fmoc-D-His（Trt）-OH 峰面积和保
留 时 间 的 RSD 分 别 为 0.63%、0.040%，Fmoc-L-
His（Trt）-OH 峰面积和保留时间的 RSD 分别为
0.29%、0.020%，均符合规定。
2.3.2　专属性试验　取空白溶剂、对照品溶液、
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供试品溶液、混合溶液进样测定，记录色谱图，
见图 2，结果表明空白溶剂对 Fmoc-D-His（Trt）-
OH 测定无干扰；Fmoc-D-His（Trt）-OH 保留时

间为 7.990 min；Fmoc-L-His（Trt）-OH 保留时间
为9.660 min，无其他杂质干扰 Fmoc-D-His（Trt）-
OH 测定；两者分离度为 2.95。专属性良好。

图 2　专属性试验色谱图

Fig 2　Chromatograms of specificity test
A. 空白溶剂（blank solvent）；B. 对照品溶液（reference solution）；C. 供试品溶液（sample solution）；D. 混合溶液（mixed solution）；1. 
Fmoc-D-His（Trt）-OH；2. Fmoc-L-His（Trt）-OH；3. 未知杂质（unknown impurity）

2.3.3　精密度试验　不同试验人员分别于不同日
期按“2.2”项下方法配制对照品溶液、供试品加
标溶液，每人平行配制 6 份。按“2.1”项下色谱
条件于不同仪器中测定，按外标法及面积归一化
法分别计算，结果 Fmoc-D-His（Trt）-OH 的含
量分别为 0.296%、0.318%，RSD 分别为 1.1%、
0.95%，说明方法精密度良好。
2.3.4　稳定性试验　按“2.2”项下方法配制对照
品溶液、供试品溶液、混合溶液，分别于配制后
0、2、4、8、12、24 h 进样测定，对照品溶液以
峰面积为考察指标，供试品溶液、混合溶液均以
Fmoc-D-His（Trt）-OH 含量（%）为考察指标，结
果对照品溶液、混合溶液的 RSD 均小于 2%，供
试品溶液均未检出 Fmoc-D-His（Trt）-OH，对照
品溶液、混合溶液及供试品溶液在 24 h 内均稳定。
2.3.5　 定 量 限（LOQ） 与 检 测 限（LOD）　 取
Fmoc-D-His（Trt）-OH 储备液，加溶剂进行逐步稀
释。以 S/N≈ 10 时的浓度作为定量限，以 S/N≈ 3
时的浓度作为检测限，Fmoc-D-His（Trt）-OH 的定
量限和检测限分别为 0.15、0.049 μg·mL－ 1，表明
方法灵敏度较高。
2.3.6　线性关系考察　精密量取 Fmoc-D-His
（Trt）-OH 储备液适量，用溶剂稀释成从定量限
（0.15 μg·mL － 1）至约相当于限度质量浓度（1.5 
μg·mL － 1）的 40%（0.59 μg·mL － 1）、80%（1.17 
μg·mL － 1）、100%（1.46 μg·mL － 1）、120%（1.76 
μg·mL － 1）、150%（2.20 μg·mL － 1）、200%（2.93 
μg·mL － 1）的溶液，进样测定，记录色谱图。
以质量浓度（x，μg·mL － 1）为横坐标，峰面积
（y）为纵坐标，绘制标准曲线，回归方程为 y ＝

4.05×104x － 317.22，r ＝ 0.9999。表明 Fmoc-D-

His（Trt）-OH 在 0.15 ～ 2.93 μg·mL － 1 内与峰
面积呈良好的线性关系。
2.3.7　回收试验　取本品 9 份，各约 10 mg，精
密称定，分别置 20 mL 量瓶中，先加 2 mL 乙腈及
适量溶剂溶解，分别加入 0.8、1.0、1.2 mL Fmoc-
D-His（Trt）-OH 储备液，各 3 份，分别用溶剂
稀释至刻度，摇匀，作为 80%、100%、120% 的
准确度溶液。依法测定，记录色谱图。按外标法
计算得各准确度溶液中 Fmoc-D-His（Trt）-OH 的
回收率均在 95% ～ 100%，RSD 为 0.96%，本法
的准确度较高。外标法计算结果分别为 0.233%、
0.296%、0.355%；面积归一化法计算结果分别为
0.251%、0.320%、0.386%。两种计算方法结果基
本一致，表明面积归一化法可准确用于 Fmoc-D-
His（Trt）-OH 的含量测定。
2.3.8　耐用性　通过改变流速（0.7、0.9 mL·min－ 1）、
柱温（28、32℃）、流动相 [ 乙腈 - 水 - 甲酸（480∶ 
520∶1）、乙腈 - 水 - 甲酸（520∶480∶1）、乙腈 -
水 - 甲酸（500∶500∶0.9）、乙腈 - 水 - 甲酸（500∶ 
500∶1.1）]，分别取空白溶剂、溶液考察本法的耐
用性，结果混合改变柱温、流速、流动相比例后，
测得混合溶液中 Fmoc-D-His（Trt）-OH 含量的 RSD
均＜ 2.5%，且分离度均符合要求，说明本法耐用性
良好。
3　样品含量检测 
　　取 Fmoc-L-His（Trt）-OH（批号：GLS200426-
36701、GLS200507-36701、GLS201225-36701），在
“2.1”项色谱条件下进样分析，记录色谱图。结果
3 批样品中均未检出 Fmoc-D-His（Trt）-OH。
4　结论

4.1　色谱方法的确定
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　　光学异构体的检测方法通常为正相色谱法，
采用手性色谱柱，以毒性比较大的有机溶剂作为
流动相。而本方法中采用以纤维素 - 三 -（4- 氯 -3-
甲基苯基氨基甲酸酯）为固定相的 Chiral MX（2）-
RH 反相手性色谱柱，以乙腈 - 水 - 乙酸为流动
相，等度洗脱，即能实现 Fmoc-L-His（Trt）-OH
和 Fmoc-D-His（Trt）-OH 的分离，参考此方法，
调整乙腈 - 水的比例，成功分离了 Fmoc-L-Tyr
（tBu）-OH 和 Fmoc-D-Tyr（tBu）-OH，为其他保
护氨基酸中异构体的分离提供了参考。取混合溶
液在 200 ～ 400 nm 内进行全波长扫描，Fmoc-L-
His（Trt）-OH 和 Fmoc-D-His（Trt）-OH 在 220 nm
处有最大吸收，因此选择 220 nm 作为检测波长。
4.2　色谱条件的优化

　　本方法采用反相高效液相色谱法，流动相先
采用乙酸 - 甲醇 - 水（1∶600∶400）溶液，在该色
谱条件下，Fmoc-D-His（Trt）-OH 不能与 Fmoc-
L-His（Trt）-OH 完全分离。将流动相中甲醇换为
乙腈，并调整乙腈和水的比例，乙酸含量不变，
Fmoc-D-His（Trt）-OH 与 Fmoc-L-His（Trt）-OH
可以良好分离。
4.3　外标法与面积归一化法对比

　　本试验中主要采用了外标法和面积归一化法
进行方法学验证，在精密度试验、准确度试验及
耐用性试验中对外标法和面积归一化法进行了对
比，从结果可以看出，外标法和面积归一化法
均可以较准确地测定 Fmoc-L-His（Trt）-OH 中
Fmoc-D-His（Trt）-OH 的含量，外标法和面积归
一化法测定结果无明显差异。因外标法需用到杂
质对照品，杂质对照品较难获得，而面积归一化
法不需要杂质对照品，操作简单，因此，可用面
积归一化法对 Fmoc-L-His（Trt）-OH 中的 Fmoc-
D-His（Trt）-OH 进行检测。
4.4　小结

　　本研究建立了面积归一化法检测 Fmoc-L-His
（Trt）-OH 中异构体 Fmoc-D-His（Trt）-OH 的含
量，该方法简单，灵敏度高，专属性强，准确度

好，适用于 Fmoc-L-His（Trt）-OH 中异构体的检
测，为多肽药物起始物料保护氨基酸质量研究提
供了依据。
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反相高效液相色谱法测定葡萄糖酸钙锌口服溶液中 
葡萄糖酸根的含量

刘伟1，毛柯1，秦绍刚2，汪梦美2，夏宇航2，张蒙蒙2，陶俊钰2*，刘为中1（1.合肥医工医药股份有限公

司，合肥　230601；2.合肥市食品药品检验中心，合肥　238000）

摘要：目的　建立反相高效液相色谱法测定葡萄糖酸钙锌口服溶液中葡萄糖酸根的含量。方法
　色谱柱为赛默飞 Thermo Acclaim Mixed-Mode WAX-1 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相

A 为 0.025 mol·L－ 1 磷酸二氢钾溶液（用三乙胺调节 pH 至 6.0）；流动相 B 为乙腈，梯度洗脱；

流速为 0.6 mL·min－ 1；柱温为 35℃；检测波长为 210 nm；进样体积为 10 μL。结果　空白溶液、

空白溶剂均不干扰葡萄糖酸根的测定，葡萄糖酸根在 0.0545 ～ 0.5448 mg·mL － 1（r ＝ 1.000）
内与峰面积线性关系良好，平均回收率在 99.39% ～ 101.2%，RSD ＜ 2.0%。结论　本法灵敏

度高，专属性强，可准确测定葡萄糖酸钙锌口服溶液中葡萄糖酸根的含量。

关键词：反相高效液相色谱法；葡萄糖酸钙锌口服溶液；葡萄糖酸根

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2174-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.034

Determination of gluconate acid radical in calcium gluconate  
oral solution by RP-HPLC

LIU Wei1, MAO Ke1, QIN Shao-gang2, WANG Meng-mei2, XIA Yu-hang2, ZHANG Meng-meng2, 
TAO Jun-yu2*, LIU Wei-zhong1 (1. Hefei Industrial Pharmaceutical Institute Co., Ltd., Hefei  230601; 
2. Hefei Food and Drug Inspection Certer, Hefei  238000)

Abstract: Objective  To establish an RP-HPLC method to determine gluconate acid radical in calcium 
gluconate oral solution. Methods  The chromatographic column was Thermo Acclaim Mixed-Mode 
WAX-1 (250 mm×4.6 mm, 5 μm). Mobile phase A was a monopotassium phosphate solution of 0.025 
mol·L－ 1 (adjusting pH to 6.0 by triethylamine). Mobile phase B was acetonitrile, with gradient elution. 
The flow rate was 0.6 mL·min－ 1. The detection wavelength was 210 nm. The column temperature 
was set at 35℃ and the injection volume was 10 μL. Results  The negative blank solution and the 
blank solvent had better separation of the gluconate. The calibration curve of gluconate acid radical 
had a good linearity at 0.0545 ～ 0.5448 mg·mL－ 1 (r ＝ 1.000). The average recoveries ranged at 
99.39% ～ 101.2%, with RSDs all less than 2.0%. Conclusion  The method is sensitive and accurate, 
which is suitable for the determination of gluconate acid radical in calcium gluconate oral solution. 
Key words: RP-HPLC; calcium gluconateoral solution; gluconate acid radical

作者简介：刘伟，男，硕士研究生，主要从事药品研发与质量研究，email：32287671@qq.com　* 通信作者：陶俊钰，女，主任药师，

主要从事药品检验与质量研究，email：942884082@qq.com

　　钙和锌是人体必需的矿物质元素，必需从外
界获取，当各种因素使矿物质元素的摄入长期不
足时，就会产生各种缺乏症状。从我国第三次营
养普查的资料显示来看，儿童缺钙或钙营养不足
占 50%，儿童缺锌或锌营养不足占 60%。赖氨酸
能促进儿童生长、增强成人体质，可与钙、铁等

矿物质元素螯合形成可溶性的小分子单体，促进
这些矿物质元素的吸收 [1]。
　　原研厂家澳诺（中国）制药有限公司的葡萄糖
酸钙锌口服溶液在中国上市多年，为钙锌同补类药
物，并添加赖氨酸促进儿童生长发育。本文研究仿
制葡萄糖酸钙锌口服溶液，规格为 10 mL 含葡萄糖
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酸钙 600 mg、葡萄糖酸锌 30 mg 与盐酸赖氨酸 100 
mg，与原研制剂的剂型、规格、辅料类型均相同。
　　本品含有合理剂量的葡萄糖酸钙、葡萄糖酸
锌和盐酸赖氨酸，钙锌同补在发挥生理机能功效
上有互相促进的协同作用；额外添加的赖氨酸，
促进儿童生长发育 [2-3]。因此建立合理的分析方法
控制葡萄糖酸钙锌口服溶液中主要活性成分葡萄
糖酸根的含量有重要的意义。
　　国内外对葡萄糖酸根测定的报道较少，主要
采用 NMR 法 [4]、HPLC-ELSD 法 [5] 等，未见采用
RP-HPLC 法使用紫外检测器测定葡萄糖酸根含量
的报道。本文选择乙二胺四乙酸二钠（EDTA）与
葡萄糖酸根进行络合，混合型 Mixed-Mode 色谱
柱进行分离，RP-HPLC 法进行梯度洗脱 [6-12]，样
品前处理简单方便，分析测定准确、灵敏，完全
满足对葡萄糖酸钙锌口服溶液中葡萄糖酸根含量
的检测要求。
1　仪器与试药

　　LC-20AT 高效液相色谱仪（日本岛津公司）。
葡萄糖酸钙锌口服溶液自研产品（规格：10 mL/ 支，
批号：181107-1B）、不含葡萄糖酸根的空白溶液（规
格：10 mL/ 支，批号：181025）和葡萄糖酸钙锌口
服溶液样品（规格：10 mL/ 支，批号：11201101、
11201102、11201103）（合肥恩瑞特药业有限公司），
市售产品 1 [ 澳诺（中国）制药有限公司，规格：10 
mL/ 支，批号：2003112-B111]，市售产品 2（湖北
福人金身药业有限公司，规格：10 mL/ 支，批号：
200722），市售产品 3（扬子江药业集团有限公司，
规格：10 mL/ 支，批号：20073111）；葡萄糖酸钠
对照品（中国食品药品检定研究院，含量：99.8%，
批号：100736-201803）；乙腈为色谱纯；乙二胺四
乙酸（EDTA，阿拉丁，含量：98%，分析纯，批
号：I2015048）；其他试剂为分析纯。
2　方法与结果

2.1　溶液配制

　　溶剂：0.025 mol·L－ 1 磷酸二氢钾溶液（用
三乙胺调节 pH 至 6.0）- 乙腈（90∶10，V/V）。
　　对照品溶液：取葡萄糖酸钠对照品约 15 mg，
精密称定，加 0.02 mol·L－ 1 EDTA 溶液 2.5 mL 溶
解稀释，振摇后，加溶剂稀释定容，制成每 1 mL
约含 0.27 mg 的溶液，摇匀，作为对照品溶液。
　　供试品溶液：精密移取本品 5 mL，用 0.02 
mol·L－ 1 EDTA 溶液 50 mL 稀释溶解后，摇匀，
精密移取 1 mL，用溶剂 20 mL 稀释并定容，制
成每 1 mL 中约含葡萄糖酸根 0.27 mg 的溶液，摇
匀，作为供试品溶液。
　　空白溶液：精密移取不含葡萄糖酸根的空白
溶液 5 mL，用 0.02 mol·L－ 1 EDTA 溶液 50 mL 稀
释溶解后，摇匀，精密移取 1 mL，用溶剂 20 mL
稀释并定容，摇匀，作为空白溶液。
　　空白溶剂：移取 0.02 mol·L－ 1 EDTA 溶液 2.5 
mL 置 50 mL 量瓶中，加溶剂稀释定容，作为空
白溶剂。
2.2　色谱条件

　　色谱柱为 Thermo Acclaim Mixed-Mode WAX-1
（250 mm×4.6 mm，5 μm）； 流 动 相 为 0.025 
mol·L－ 1 磷酸二氢钾溶液（用三乙胺调节 pH
至 6.0）（A）- 乙腈（B），梯度洗脱（0 ～ 13 min，
90%A；13 ～ 20 min，90% ～ 25%A；20 ～ 50 min，
25%A；50 ～ 60 min，25% ～ 90%A；60 ～ 70 min，
90%A）；流速为 0.6 mL·min－ 1；检测波长为 210 
nm；柱温为 35℃；进样体积为 10 μL。
2.3　专属性

　　分别精密量取空白溶液、对照品溶液、空白
溶剂各 10 μL 注入高效液相色谱仪，记录色谱图，
结果见图 1。此条件下葡萄糖酸根的保留时间为
10.163 min，空白溶液、空白溶剂均不干扰葡萄糖
酸根的测定。

图 1　葡萄糖酸根检测方法 HPLC 色图谱

Fig 1　HPLC chromatogram of gluconate acid radical
a. 对照品溶液（reference solution）；b. 空白溶液（negative blank solution）；c. 空白溶剂（blank solvent）；1. 葡萄糖酸根（gluconate acid 
radical）
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2.4　灵敏度试验

　　取葡萄糖酸根对照品适量，精密称定，以溶
剂溶解并逐级稀释，当信噪比（S/N）约为 10∶1
时为定量限。结果葡萄糖酸根在本色谱条件下定
量限为 1.2 µg·mL－ 1，约相当于供试品浓度的
0.4%，灵敏度满足检测要求。
2.5　线性和范围

　　精密称取葡萄糖酸钠对照品 27.29 mg，加溶剂溶
解并稀释定容制成含葡萄糖酸根 2.724 mg·mL－ 1 的
对照品储备液。分别精密量取对照品储备液 0.2、0.5、
1.0、1.5、2 mL 置 10 mL 量瓶中，加溶剂稀释至刻度，
摇匀，制成含葡萄糖酸根质量浓度为 0.0545、0.1362、
0.2724、0.4086、0.5448 mg·mL－ 1 的标准溶液。以
质量浓度 C 为横坐标，以峰面积 A 为纵坐标，进行
线性回归，得回归方程为 A ＝ 12.17C － 0.0272（r ＝
1.000）。结果表明，葡萄糖酸根在 0.0545 ～ 0.5448 
mg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好。
2.6　精密度及稳定性试验

　　 精 密 量 取“2.5”项 下 质 量 浓 度 为 0.2724 
mg·mL－ 1 对照品溶液 10 μL，连续进样 6 次；并
考察 0、3、6、9、15、24 h 的稳定性，结果表明，
仪器精密度良好（RSD 为 0.74%），对照品溶液在
24 h 内稳定性良好。
2.7　重复性试验

　　取同一批样品（11201101 批），按照“2.1”项下
方法平行配制 6 份供试品溶液，各精密量取 10 μL，
分别注入高效液相色谱仪，记录色谱图，结果样品
含量 RSD 为 0.45%，说明本方法重复性良好。
2.8　回收试验

　　分别在处方量的不含葡萄糖酸根的空白溶液
中加入处方量 80%、100%、120% 的葡萄糖酸钠
对照品，照“2.2”项下方法测定，考察方法的准
确度情况，结果见表 1。

表 1　回收试验结果 
Tab 1　Recovery

浓度水平
加入量 /

mg
检测量 /

（mg·mL － 1）
准确度 /% 均值 /% RSD/%

80% 10.95 10.87   99.27   99.35   0.59

10.73 10.73 100.0

10.69 10.56   98.78

100% 13.93 14.02 100.6 100.5   0.40

13.88 13.90 100.1

13.49 13.61 100.9

120% 16.07 16.40 102.1 101.2 1.0

16.44 16.45 100.1

16.91 17.15 101.4

2.9　样品含量测定

　　3 批葡萄糖酸钙锌口服液按照“2.1”项下方
法配制供试品溶液，精密量取 10 µL 注入液相色
谱仪，记录色谱图。按外标法以峰面积计算葡萄
糖酸根的含量，结果见表 2。

表 2　葡萄糖酸钙锌口服溶液中葡萄糖酸根的含量测定结果

(mg·mL－ 1) 
Tab 2　Content of gluconate acid radical in calcium gluconate  

oral solution (mg·mL－ 1)

分类 批号 含量

自研产品 11201101 52.20

11201102 53.09

11201103 53.73

市售产品 1 2003112-B111 55.16

市售产品 2 200722 54.27

市售产品 3 20073111 56.63

3　讨论

3.1　色谱条件的筛选

　　通过文献调研，采用赛默飞混合型 Mixed-
Mode 色谱柱用于葡萄糖酸钙锌口服溶液中葡萄
酸根的检测。初步拟订葡萄糖酸根检测方法为
RP-HPLC 法， 采 用 Thermo Acclaim Mixed-Mode 
WAX-1 为色谱柱；以乙腈 -0.025 mol·L － 1 磷酸
二氢钾（用三乙胺调节 pH 值至 6.0）（10∶90，V/
V）为流动相；检测波长为 210 nm；柱温 35℃；
流速为 0.6 mL·min － 1。方法 1 采用等度洗脱，
该方法下葡萄糖酸根保留时间为 10.060 min，空
白溶剂、空白溶液均不干扰其测定，供试品溶液
在 40 min 左右仍有未洗脱完全色谱峰；方法 2
采用梯度洗脱（0 ～ 13 min，90%A；13 ～ 13.1 
min，90% ～ 40%A；13.1 ～ 30 min，40%A；
30 ～ 30.1 min，40% ～ 90%A；30.1 ～ 40 min，
90%A），该方法下葡萄糖酸根保留时间为 10.152 
min，空白溶剂、空白溶液均不干扰其测定，供
试品溶液在 36 min 左右仍有色谱峰；方法 3 在
方法 2 梯度洗脱基础上增加有机相比例，该方法
下葡萄糖酸根保留时间为 10.018 min，空白溶剂
不干扰样品的检测；方法 4 在方法 3 基础上调整
梯度、延长高比例有机相运行时间，考察组分是
否被完全洗脱，该方法下葡萄糖酸根保留时间为
9.513 min，空白溶剂不干扰样品的检测；方法
5 在方法 4 基础上进一步优化洗脱梯度，缩短运
行时间，该方法下葡萄糖酸根保留时间为 9.768 
min，溶剂不干扰样品检测，但葡萄糖酸根峰对
称因子 0.64，对称性较差；方法 6 采用梯度洗脱
同方法 5，降低样品质量浓度至 0.27 mg·mL － 1，
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该方法下葡萄糖酸根保留时间为 9.742 min，溶剂
不干扰样品检测，葡萄糖酸根峰对称因子为1.02，
对称性良好，同时对该方法进行全面的分析方法
学验证，结果均满足要求，对比图谱见图 2。

图 2　葡萄糖酸根检测方法色谱条件筛选供试品溶液 HPLC 图谱

Fig 2　HPLC chromatogram of screening conditions for the detection of 
gluconate acid radical
a. 方法 1（method 1）；b. 方法 2（method 2）；c. 方法 4（method 4）；

d. 方法 5（method 5）；e. 方法 3（method 3）；f. 方法 6（method 6）；

1. 葡萄糖酸根（gluconate acid radical）

3.2　葡萄糖酸根限度的制订

　　本文采用专属性较好的 RP-HPLC 方法控制产
品中葡萄糖酸根的含量，并对其进行全面的分析和
方法学验证。参照多个厂家多批市售产品中葡萄糖
酸根的标示量（54.80 mg·mL－ 1），同时严格控制自
研产品活性成分含量限度范围（93.0% ～ 107.0%），
将葡萄糖酸钙锌口服溶液中葡萄糖酸根的限度范围
定为 51.0 ～ 58.6 mg·mL－ 1。
3.3　小结

　　本试验采用梯度洗脱方法测定复杂基质中葡

萄糖酸根含量，方法准确、灵敏，操作简便，可
用于产品大生产过程中的质量控制及标准研究。
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HPLC-MS/MS法测定注射用盐酸头孢甲肟中 
7 种 N-亚硝胺类杂质

邓鸣，曾庆花，梁秋霞，朱健萍*（广西壮族自治区食品药品检验所，南宁　530021）

摘要：目的　建立高效液相色谱 - 串联质谱法（HPLC-MS/MS）同时测定注射用盐酸头孢甲

肟中 7 种 N- 亚硝胺类基因毒性杂质（N- 亚硝基二甲胺、N- 亚硝基二乙胺、N- 亚硝基二乙醇

胺、N- 亚硝基 -N- 甲基苯胺、N- 亚硝基 -N- 乙基苯胺、N- 亚硝基二异丙胺、N- 亚硝基二正丁

胺）。方法　色谱柱为 ACE EXCEL 3 C18-AR（3 μm，100 mm×4.6 mm），流动相为 0.1% 甲

酸甲醇溶液（A）-0.1% 甲酸（B），梯度洗脱，流速 0.6 mL·min－ 1，采用 APCI 离子源，以正

离子、多重反应监测（MRM）模式进行检测。结果　7 种 N- 亚硝胺类基因毒性杂质在 1 ～ 20 
ng·mL－ 1 与峰面积线性关系良好。回收率在 78.9%～ 89.6%，RSD 均小于 6.1%。检测限低于 1.5 
ng•g－ 1。样品中各杂质均未检出。结论　该方法灵敏度高、专属性强，可用于注射用盐酸头孢

甲肟中 7 种 N- 亚硝胺类基因毒性杂质的质量控制。

关键词：注射用盐酸头孢甲肟；N- 亚硝胺；基因毒性杂质；含量测定；HPLC-MS/MS
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2178-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.035

Determination of 7 N-nitrosamine impurities in cefmenoxime hydrochloride 
for injection by HPLC-MS/MS

DENG Ming, ZENG Qing-hua, LIANG Qiu-xia, ZHU Jian-ping* (Guangxi Institue for Food and 
Drug Control, Nanning  530021)

Abstract: Objective  To determine 7 N-nitrosamine impurities (N-nitrosodimethylamine, 
N-nitrosodiethylamine, N-nitrosodiethanolamine, N-nitroso-N-methylphenylamine, N-nitroso-
N-ethylphenylamine, N-nitrosodiipropylamine, and N-nitrosodibutylamine) in cefmenoxime 
hydrochloride for injection by HPLC-MS/MS. Methods  The separation was performed on an 
ACE EXCEL 3 C18-AR (3 μm, 100 mm×4.6 mm) column with the mobile phase 0.1% formic 
acid methanol solution (A)-0.1% formic acid solution (B) by gradient elution at a flow rate of 0.6 
mL·min－ 1. Multiple reaction monitoring was performed on a triple quadripole mass spectrometer 
equipped with an APCI source in the positive mode. Results  The calibration curves were in 
good linearty at 1 ～ 20 ng·mL－ 1 for 7 N-nitrosamine impurities. The recoveries were within 
78.9% ～ 89.6% with RSD under 6.1%. The limit of detection was less than 1.5 ng•g－ 1. No impurities 
were detected in the samples. Conclusion  The HPLC-MS/MS method is accurate, highly sensitive, 
strong specific, and can be used for the quality control of 7 N-nitrosamine genotoxic impurities in 
cefmenoxime hydrochloride for injection. 
Key words: cefmenoxime hydrochloride for injection; N-nitrosamine; genotoxic impurity; content 
determination; HPLC-MS/MS

作者简介：邓鸣，女，副主任药师，主要从事药品质量控制与标准研究工作，email：34482178@qq.com　* 通信作者：朱健萍，女，主

任药师，主要从事药品质量控制与标准研究工作，email：22701650@qq.com

　　近年来，沙坦类药物、雷尼替丁中陆续发现了
痕量的 N- 亚硝胺类基因毒性杂质，引发国内外制
药企业和监管部门的广泛关注。细胞和动物水平的

实验证明，N- 亚硝胺类化合物具有强致癌作用和
明显的肝毒性 [1-3]，根据 ICH M7（R1）（《评估和控
制药物中 DNA 反应性（致突变）杂质以限制潜在
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致癌风险》）指南中对基因毒性杂质的分类，亚硝
胺类化合物属于高效致突变致癌物（关注队列）[4]。
国家药品监督管理局发布了亚硝胺类杂质研究技
术指导原则 [5]，旨在为化学药品中亚硝胺类杂质的
研究和控制提供指导。亚硝胺类杂质有多种产生原
因，如工艺产生、降解途径和污染引入等。沙坦类
原料药中 N- 亚硝胺杂质被认为来源于结构中四氮
唑环的合成工艺，盐酸头孢甲肟也含有四氮唑结
构，在原料生产过程中有引入该类杂质的风险，因
此有必要对该类杂质进行筛查及质量控制。
　　目前药物中亚硝胺类杂质测定方法主要采用
气相色谱串联质谱法（GC-MS/MS）[6-7] 和液相色
谱串联质谱法（LC-MS/MS）[8-11]。本文采用 LC-
MS/MS 法对注射用盐酸头孢甲肟中 N- 亚硝基二
甲 胺（N-nitrosodimethylamine，NDMA）、N- 亚
硝基二乙胺（N-nitrosodiethylamine，NDEA）、N-
亚硝基二乙醇胺（N-nitrosodiethanolamine，NDE-
LA）、N- 亚硝基 -N- 甲基苯胺（N-nitroso-N-meth-
ylphenylamine，NMPA）、N- 亚硝基 -N- 乙基苯胺
（N-nitroso-N-ethylphenylamine，NEPA）、N- 亚
硝 基 二 异 丙 胺（N-nitrosodiipropylamine，NDI-
PA）、N- 亚硝基二正丁胺（N-nitrosodibutylamine，
NDBA）的含量进行分析，可为注射用盐酸头孢
甲肟中亚硝胺类基因毒性杂质的检测提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Agilent 6460 型串联三重四极杆质谱，配
Agilent1290 型液相色谱仪（美国 Agilent 公司）；
Milli-Q 去离子水发生器（美国 Milli-Q 公司）；
CPA2250 型电子天平（梅特勒 - 托利多公司）。
1.2　试药

　　NDMA（批号：510166-202004，含量：99.5%）、
NDEA（批 号：510168-202103， 含 量：99.7%）、
NDELA（批号：430006-202101，含量：99.2%）、
NMPA（批 号：510211-202001， 含 量：99.6%）、
NEPA（批 号：510212-202001， 含 量：99.4%）、
NDIPA（批号：510209-202001，含量：99.9%）、
NDBA（批号：510208-202001，含量：99.7%）（中国
食品药品检定研究院）。甲醇、甲酸为色谱纯试剂，
水为超纯水，其他试剂为分析纯。注射用盐酸头孢
甲肟样品（规格：1.0 g，批号：210101、210102、
220501、220504，来自抽检样品）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　 色 谱 柱：ACE EXCEL 3 C18-AR（3 μm，100 

mm×4.6 mm）；流动相：A 为 0.1% 甲酸甲醇溶
液，B 为 0.1% 甲酸溶液，梯度洗脱程序（0 ～ 6 
min，30% ～ 80%A；6 ～ 10 min，80% ～ 90%A；
10 ～ 14 min，90%A；14 ～ 15 min，90% ～ 30%A；
15 ～ 20 min，30%A），流速为 0.6 mL·min－ 1，进
样量为 20 μL，柱温为 30℃。
2.2　质谱条件

　　离子源：大气压化学离子源（APCI）；扫
描方式：正离子扫描；检测方式：多反应监测
（MRM）；干燥气：氮气；干燥气温度：325℃；
干燥气流速：10 L·min－ 1；雾化气压力：55 psi；
鞘流气温度：350℃；鞘流气流速：10 L·min－ 1。
质谱参数见表 1。

表 1　7 种 N-亚硝胺类杂质质谱参数 
Tab 1　Parameter of mass spectra of 7 N-nitrosamine impurities

化合物
母离子

[M ＋ H] ＋
子离子

驻留

时间 /ms
碎裂

电压 /V
碰撞

能量 /V

NDELA 135.0   56.0（定量） 70 40 8

135.0 104.1 70 40 16

NDMA 75.2   58.0（定量） 70 40 8

75.2   43.0 70 40 16

NDEA 103.1   75.0（定量） 70 65 5

103.1   47.0 70 65 13

NDIPA 131.1   89.0（定量） 70 65 4

131.1   43.0 70 65 6

NMPA 137.0   66.1（定量） 70 45 10

137.0 107.1 70 45 16

NEPA 151.0   77.1（定量） 70 40 20

151.0   51.0 70 52 25

NDBA 159.2 103.0（定量） 70 70 8

159.2   57.0 70 70 12

2.3　溶液的制备

2.3.1　空白溶剂　以超纯水作为空白溶剂。
2.3.2　供试品溶液　取注射用盐酸头孢甲肟粉末
适量（约相当于盐酸头孢甲肟 1.0 g），精密称定，
置于 5 mL 量瓶中，加入适量超纯水溶解并稀释
至刻度，摇匀，0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得。
2.3.3　对照品储备液　取各杂质对照品约 10 mg，
精密称定，置于 10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并稀
释至刻度，制成 1.0 mg·mL－ 1 储备液，置于 4℃
保存。精密量取各杂质对照品储备液 0.1 mL，置
于同一 100 mL 量瓶中，用超纯水稀释至刻度，摇
匀，作为混合对照品溶液，精密量取适量，用超
纯水稀释制成质量浓度约为 1、2、3、5、10、20 
ng·mL－ 1 的线性对照品溶液。
2.4　专属性

　　分别取空白溶剂、供试品溶液和混合对照品
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溶液（10 ng·mL － 1）进样分析并记录色谱图。结
果空白溶剂对各杂质的检测无干扰，各杂质峰分
离完全，表明方法专属性良好，见图 1。

图 1　7 种 N- 亚硝胺类杂质测定的典型色谱图

Fig 1　Typical chromatogram of 7 N-nitrosamine impurities
A. 空白溶剂（blank solution）；B. 混合对照品溶液（mixed reference 
solution）；C. 供试品溶液（sample solution）

2.5　线性关系考察

　　精密量取“2.3.3”项下各杂质的线性对照品
溶液分别进样检测，记录色谱图，以质量浓度
（X，ng·mL － 1）为横坐标，以峰面积（Y）为纵
坐标进行线性回归，结果见表 2，各杂质在其线
性范围内与其峰面积呈良好的线性关系。
2.6　检测限和定量限

　　精密量取“2.3.3”项下混合对照品溶液，逐
级稀释后进样，分别将信噪比（S/N）约为 3 和
10 的质量浓度作为检测限和定量限，结果见表 2。
2.7　精密度考察

　　取“2.5”项下 10 ng·mL－ 1 线性溶液，连续进
样 6 次，记录峰面积，计算 RSD。结果 NDELA、
NDMA、NDEA、NDIPA、NMPA、NEPA、NDBA 峰
面积的 RSD 分别为 2.6%、5.8%、4.9%、5.7%、4.0%、
4.4%、5.3%，均小于 10%，表明仪器精密度良好。
2.8　回收率考察

　　取注射用盐酸头孢甲肟粉末适量（约相当于盐
酸头孢甲肟 1.0 g）共 6 份，精密称定，置于 5 mL
量瓶中，分别精密加入“2.3.3”项下混合对照品溶
液 50 μL，按“2.3.2”项下方法制备得到回收率溶
液，分别进样测定，记录色谱图，计算 7 个亚硝
胺杂质的回收率，结果 NDELA、NDMA、NDEA、
NDIPA、NMPA、NEPA、NDBA 的平均回收率分别
为 88.1%、82.3%、80.3%、84.8%、89.6%、85.8%、
78.9%，RSD 分别为 5.7%、4.8%、5.5%、2.8%、3.9%、
3.9%、6.1%，满足方法学要求。
2.9　稳定性考察

　　取“2.8”项下回收率溶液，室温条件下放置，
分别于 0、2、4、16、20 h 进样分析，记录峰面
积，计算 RSD。结果 NDELA、NDMA、NDEA、
NDIPA、NMPA、NEPA、NDBA 的峰面积 RSD 分

表 2　7 种 N-亚硝胺类杂质线性方程、相关系数、定量限、检测限 
Tab 2　Regress linear formulation，relative coefficient，limit of quantitation，limit of detection of 7 N-nitrosamine impurities 

化合物 线性范围 /（ng·mL － 1） 线性方程 r 定量限 /（ng·g － 1） 检测限 /（ng·g － 1）

NDELA   1.006 ～ 20.12 Y ＝ 782.7X － 206.3 0.9998 4.0 1.5

NDMA 0.9960 ～ 19.92 Y ＝ 4502.6X ＋ 1004.3 0.9970 5.0 1.5

NDEA   1.065 ～ 21.30 Y ＝ 177.3X － 70.8 0.9976 5.0 1.5

NDIPA   1.052 ～ 21.01 Y ＝ 838.7X － 742.1 0.9972 5.0 1.5

NMPA   1.021 ～ 20.43 Y ＝ 558.2X － 283.9 0.9992 5.0 1.5

NEPA 0.9550 ～ 19.10 Y ＝ 789.0X － 291.8 0.9941 5.0 1.5

NDBA   1.007 ～ 20.14 Y ＝ 1068.9X － 53.8 0.9994 2.0 1.0

别为 3.9%、3.0%、5.5%、7.8%、4.6%、7.5%、8.3%，
表明 7 个亚硝胺杂质在 20 h 内稳定。
2.10　耐用性考察

　　分别将柱温改为 29、31℃；流动相流速改
为 0.58、0.62 mL·min－ 1，取混合对照品溶液（10 
ng·mL－ 1）进样测定。结果显示，在较小范围改
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变测定条件，空白溶剂对各杂质的检测无干扰，各
杂质峰分离完全，表明该方法具有较好的耐用性。
2.11　样品检测

　　取注射用盐酸头孢甲肟样品，按“2.3.2”项
下方法制备供试品溶液并进样测定，结果 4 批样
品均未检出 7 种亚硝胺类杂质。
3　讨论

3.1　检测方法的选择

　　有研究报道采用 GC-MS 法测定 NMPA、NEPA，
其在进样口处分解为 N- 甲基苯胺和 N- 乙基苯胺 [12]，
但如样品中含有上述分解产物，将得到假阳性结果。
通过降低进样口温度可减少分解，但即使进样口温
度低至 150℃时仍会轻度分解，而过低的进样口温
度将影响检测灵敏度，因此本文采用 LC-MS/MS 法
测定 N- 亚硝胺杂质。
3.2　供试品溶液浓度的选择

　　注射用盐酸头孢甲肟在水中易溶，考察以
水作为溶剂，供试品溶液质量浓度分别为 400 
mg·mL－ 1 及 200 mg·mL－ 1 时的回收率，结果前
者不能满足7个亚硝胺杂质的回收率均在70% 以上。
　　FDA 发布的 《人用药中 N- 亚硝胺类杂质控
制》[13] 的指导意见中，NDMA 建议的可接受摄入
量为 96 ng·d－ 1，NDEA、NMPA、NDIPA 建议的
可接受摄入量为 26.5 ng·d－ 1，NDELA、NMPA、
NEPA 无推荐限度，可参考较为严格的 NDEA 的
限度。按注射用盐酸头孢甲肟每日最大用药 4 g 计
算，NDMA 限度为 24 ng·g － 1，NDEA、NMPA、
NDIPA、NDELA、NMPA、NEPA 的 限 度 为 6.6 
ng·g－ 1，本文建立的方法中 7 个亚硝胺杂质定量
限均≤ 5 ng·g－ 1，可满足检测要求。
3.3　色谱柱的选择

　　头孢甲肟极性与亚硝胺类杂质相似，干扰测
定，分别采用色谱柱 ① SymmetryShidle RP18（150 
mm×3.9 mm，5 μm）、② ACE EXCEL 3 C18-AR （100 
mm×4.6 mm，3 μm）、③ Kinetex F5 （100 mm×3.0 
mm，2.6 μm）考察主峰与各杂质的分离度，其中以
色谱柱②分离度最好，不干扰亚硝胺类杂质的测定。
3.4　质谱参数的优化

　　分别在正离子模式下对各杂质进行母离子全
扫描，再对其子离子进行全扫描，以各子离子的
色谱峰峰高为指标，对碎裂电压和碰撞能量进行
优化选择。选择两个丰度最高的特征离子作为定
性离子，并以其中丰度较高的子离子作为定量离
子。头孢甲肟出峰时间大约为 4.5 min，为了保护
离子源不被污染，在 NDEA 出峰后及 NDIPA 出

峰前，将流动相切换至废液。
3.5　小结

　　目前缬沙坦等药物中已发现了 NDMA 及
NDEA，结合其他可能存在的亚硝胺类物质，本
研究建立了注射用盐酸头孢甲肟中 7 种 N- 亚硝胺
类基因毒性杂质的 HPLC-MS/MS 检测方法，结
果表明，所建立的方法具有良好的灵敏度、专属
性和准确度，可为注射用盐酸头孢甲肟中亚硝胺
类基因毒性杂质的风险评定提供技术依据。
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ICP-TOFMS测定葡萄糖酸钙锌口服溶液中铝元素的迁移

陶俊钰1，刘伟2，毛柯2，刘静1，蒋菲1，蒋咏梅1，陈扣宝1，王玮1，刘为中2*（1. 合肥市食品药品检验

中心，合肥　238000；2. 合肥医工医药股份有限公司，合肥　230601）

摘要：目的　建立电感耦合等离子体发射飞行时间质谱仪（ICP-TOFMS）法测定葡萄糖酸钙锌

口服溶液中铝元素的迁移量。方法　样品经硝酸和盐酸微波消解后，采用外标法，建立 ICP-
TOFMS 法对葡萄糖酸钙锌口服溶液中的铝元素含量进行测定。同时考察样品经低温冻融、影

响因素、加速和长期试验留样过程中包材中铝元素的迁移。结果　铝元素在 0 ～ 100 ng·mL－ 1

内线性关系良好（r ＝ 0.9982），检测限和定量限分别为 0.92 ng·mL－ 1、3.05 ng·mL－ 1，低、中、

高浓度加样回收率分别为 91.55%、83.67%、84.67%，RSD 分别为 9.1%、4.1%、4.4%。结论　

在低温冻融试验中，铝元素含量均未检出；在影响因素试验、加速试验和长期试验中，铝元素

含量有增长趋势，但远低于限度（8.3 μg·mL－ 1），故所选包材铝元素迁移风险较小。

关键词：葡萄糖酸钙锌口服溶液；ICP-TOFMS；铝元素；迁移量
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Determination of aluminum migration in calcium and zinc gluconate oral 
solution by ICP-TOFMS

TAO Jun-yu1, LIU Wei2, MAO Ke2, LIU Jing1, JIANG Fei1, JIANG Yong-mei1, CHEN Kou-bao1, 
WANG Wei1, LIU Wei-zhong2* (1. Hefei Food and Drug Inspection Center, Hefei  238000; 2. Hefei 
Industrial Pharmaceutical Institute Co., Ltd., Hefei  230601)

Abstract: Objective  To establish an ICP-TOFMS method to determine aluminum migration from 
packaging materials in calcium and zinc gluconate oral solution. Methods  After microwave digestion 
with nitric acid and hydrochloric acid, ICP-TOFMS method was established to determine the content 
of aluminum in calcium and zinc gluconate oral solution by external standard method. At the same 
time, cryogenic freezing-thawing, influence factors, acceleration and long-term tests were conducted 
to determine the amount of aluminum migration. Results  The linearity of aluminum was good in 
the concentration range of 0 ～ 100 ng·mL－ 1 (r ＝ 0.9982). The limit of detection and quantitation 
were 0.92 ng·mL－ 1 and 3.05 ng·mL－ 1, respectively. The low, medium, and high concentration 
recovery was 91.55%, 83.67%, and 84.67%, with RSD of 9.1%, 4.1%, and 4.4%. In the cryogenic 
freezing-thawing test, the content of aluminum was not detected. Conclusion  With influence factors, 
accelerations and long-term tests, the aluminum content tends to increase but is far below the limit (8.3 
μg·mL－ 1). So risk of aluminum migration from the selected packaging material is small. 
Key words: calcium and zinc gluconate oral solution; ICP-TOFMS; aluminum element; migration 
amount
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　　包装是药品不可或缺的重要组成部分，对药
品有保护作用，不仅可保证药效正常发挥，还可
方便药品的存储、运输及使用，但不恰当的包材
会与药物之间产生迁移和吸附等现象，从而影响

药品的质量和疗效，造成严重的药品安全事件，
因此有必要进行相容性研究 [1]。本品葡萄糖酸钙
锌口服溶液包装材料为聚酯 - 铝 - 聚酯 - 聚乙烯
口服液体药用复合膜袋，材质成分中含有金属铝
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（Al）元素可能会迁移至药液中。经研究表明，人
体摄入过多的铝，会使机体内磷的储存降低，致
使缺钙，进而造成骨质疏松等症状，此外阿尔茨
海默病的出现也与平时过多地摄入铝元素有关 [2]。
参照 ICH Q3D 指导原则，液体制剂在有效期内元
素杂质从包装系统中浸出的可能性高，应对包装
系统的潜在浸出物进行研究，为严格控制产品质
量，将对本品中铝的含量进行控制。
　　电感耦合等离子发射飞行时间质谱仪（ICP-
TOFMS）是将电感耦合等离子体的高温电离特性
与质谱计的灵敏快速扫描的优点相结合而形成的
一种高灵敏度的分析技术，具有灵敏度高、速度
快、可多元素同时测定等优点 [3-4]。本文将利用
ICP-TOFMS 对葡萄糖酸钙锌口服溶液包装材料
中的铝元素进行含量测定，同时考察样品经低温
冻融、影响因素、加速和长期试验稳定性留样过
程中铝元素迁移变化情况，为葡萄糖酸钙锌口服
溶液选择适宜的包装材料提供科学依据。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　ICP-TOFMS 电感耦合等离子发射飞行时间
质谱仪（GBC 9500）、COOLPEX 微波消解仪（上
海屹尧），默克明澈 TM 超纯水机（默克密理博）。
1.2　试药
　　硝酸（批号：1119020，Trace Metal Grade，Fish-
er Chemical），盐酸（批号：20200414，GR，国药集
团），多元素标准溶液（含铝等 24 种元素，质量浓
度：100 µg·mL－ 1，批号：196046-4，国家有色金
属及电子材料分析测试中心）。
1.3　样品
　　葡萄糖酸钙锌口服溶液（批号分别为 11201101、
11201102、11201103，合肥恩瑞特药业有限公司，
包装规格：10 mL / 袋，包材：聚酯 - 铝 - 聚酯 - 聚
乙烯口服液体药用复合膜袋）。
2　方法与结果
2.1　试验方案
2.1.1　影响因素试验　取葡萄糖酸钙锌口服溶
液（批号：11201101）进行影响因素试验（40℃、
60℃、光照），取样点为 5、10、30 d。
2.1.2　低温冻融试验　取葡萄糖酸钙锌口服溶液
（批号：11201101）进行低温冻融试验，取样点为
4、8、12 d。
2.1.3　加速试验和长期试验　取3批葡萄糖酸钙锌口
服溶液进行加速试验 [（40±2）℃、RH（75±5）%]
和长期试验 [（25±2）℃、RH（60±5）%]，加速试
验取样点为 1、2、3、6 个月，长期试验取样点为 3、
6、9、12 个月。

2.2　ICP-TOFMS 仪器参数
　　采用碰撞反应池模式，射频功率：1200 W，
雾化器流量：0.85 L·min－ 1；等离子体流量：10 
L·min－ 1，辅助气体流量：0.5 L·min－ 1，RF 匹配：
710 V，泵转速：10 r·min－ 1；冷却水温度：18℃，
蠕动泵转速：10 r·min－ 1，重复次数：3 或 6 次。
2.3　溶液的制备
2.3.1　标准溶液　精密量取多元素标准溶液适
量，用 2% 硝酸稀释成含铝 0、5、20、50、80、
100 ng·mL－ 1 的线性溶液。
2.3.2　供试品溶液　精密量取本品 1 mL，置消解
罐中，加硝酸 5 mL、盐酸 2 mL，照表 1 进行消解，
消解结束后，60℃赶酸 1 h，赶酸结束后将样品溶
液转移至 100 mL 量瓶中，并用 2% 硝酸多次清洗，
清洗液一并转移至量瓶中，加 2% 硝酸定容至刻
度，摇匀，作为供试品溶液；取硝酸 5 mL、盐酸
2 mL，置消解罐中，同法制备空白溶液。
2.3.3　对照品溶液　精密量取多元素标准溶液适
量，用 2% 硝酸稀释成含铝 50 ng·mL－ 1 的溶液。
2.3.4　供试品加标溶液　精密量取本品 1 mL，置
消解罐中，加入含铝质量浓度为 5000 ng·mL－ 1

的标准溶液 1 mL，按照“2.3.2”项下方法制备，
即得。

表 1　消解程序 
Tab 1　Digestion procedure

步骤 温度 /℃ 保持时间 /min 压力 /atm

1   80   3 20

2 120   3 25

3 150 10 30

4 180 20 35

2.4　专属性试验

　　取空白溶液、对照品溶液及供试品溶液依次
进样分析，检测并记录结果，空白溶液的响应值
小于对照品溶液响应值的 50%（即 0.3% 的限度），
故空白溶液对该方法的干扰可以忽略不计；供试
品溶液的响应值小于加标供试品溶液响应值的
40%（即 0.24% 的限度），表明该方法测定铝元素
含量专属性良好 [5-7]。
2.5　检测限与定量限
　　采用取空白溶剂（2% 硝酸）连续测试 11 次，
以空白溶剂响应值的 10 倍标准偏差 / 斜率的方式
计算定量限；以空白溶剂响应值的 3 倍标准偏差 /
斜率的方式计算检测限。铝元素的定量限为 3.05 
ng·mL－ 1，占分析评价阈值（AET）的 0.04%；
检测限结果为 0.92 ng·mL－ 1，占 AET 的 0.01%，
灵敏度满足要求。
2.6　线性关系考察
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　　取“2.3.1”项下标准溶液从低浓度到高浓度依
次进样分析，以铝元素的质量浓度（ng·mL－ 1）
为横坐标，以铝元素响应值为纵坐标，绘制标准曲
线，其回归方程为 Y ＝ 750.8C ＋ 3.556×103（r ＝
0.9982），结果表明铝元素在 0 ～ 100 ng·mL－ 1 内
与峰面积线性关系良好。
2.7　系统适用性试验
　　精密量取多元素标准溶液适量，用 2% 硝酸
稀释成含铝 50 ng·mL－ 1 的溶液，取该溶液注
入 ICP-MS 进行测试，连续进样 6 次测定结果的
RSD 小于 3%，表明仪器精密度良好。
2.8　准确度试验
　　分别精密量取本品 1 mL，置消解罐中，分别
加入含铝 5000 ng·mL－ 1 的标准溶液 0.3、1.0、1.5 
mL，按照“2.3.2”项下方法制备加标供试品溶液，
每个浓度平行配制 3 份，并按照“2.3.2”项下方法
制备空白溶液及供试品溶液。将空白溶液、供试品
溶液、加标供试品溶液分别上机测试，检测并记录
结果，以外标法计算回收率。结果显示，在 30%、
100%、150% 不同的浓度水平，铝元素的回收率分
别为 91.55%、83.67%、84.67%，RSD 分别为 9.1%、
4.1%、4.4%，表明方法准确度良好 [8]。
2.9　精密度和重复性试验
　　按照“2.8”项下 100% 浓度水平配制加标供
试品溶液，平行制备 6 份，上机检测，结果铝元
素准确度 RSD 为 5.8%，表明方法重复性良好。
　　不同实验人员于不同天按照“2.8”项下 100% 浓
度水平配制加标供试品溶液，平行 6 份，上机检测，

结果两名实验人员配制的 12 份 100% 加标供试品溶
液回收率在 77.45% ～ 105.6% 内，RSD 为 9.1%，表
明该方法精密度良好。
2.10　溶液稳定性试验
　　按照“2.8”项下 100% 浓度水平配制加标供
试品溶液，平行 6 份，分别于不同的时间点上机
检测，考察溶液稳定性，结果表明，在 47 h 内
100% 加标溶液铝元素测得浓度的 RSD 小于 9%，
表明溶液稳定性良好。
2.11　样品测定
2.11.1　影响因素试验铝迁移量测定　按照
“2.3.2”项下方法对影响因素试验样品（批号：
11201101）中铝元素进行检测，结果见表 2，表
明铝元素杂质含量均远小于限度。

表 2　葡萄糖酸钙锌口服溶液影响因素试验铝迁移量测定结果

(μg·mL － 1) 
Tab 2　Influence factor on the migration of aluminum (μg·mL － 1)

条件
放置时间

0 d 5 d 10 d 30 d
光照（4500±500）lx 未检出 未检出 0.6 未检出

40℃ 未检出 未检出 0.5 未检出

60℃ 未检出 未检出 0.4 0.3

2.11.2　低温冻融试验铝迁移量测定　按照“2.3.2”
项下方法对低温冻融试验样品中铝元素进行检测，
经低温冻融 4、8、12 d 均未检出铝元素。
2.11.3　加速试验和长期试验铝迁移量测定　按照
“2.3.2”项下方法对加速试验和长期试验样品中铝
元素进行检测，结果见表 3，铝元素杂质含量均远
小于限度。

表 3　3 批葡萄糖酸钙锌口服溶液稳定性试验铝迁移量测定结果 (μg·mL － 1) 
Tab 3　Stability test for 3 batches of calcium and zinc gluconate oral solution (μg·mL － 1)

批号 留样条件
放置时间

0 月 1 个月 2 个月 3 个月 6 个月 9 个月 12 个月

11201101 加速试验

长期试验

ND
ND

ND
/

ND
/

ND
ND

0.66
ND

/
1.11

/
0.56

11201102 加速试验

长期试验

ND
ND

ND
/

ND
/

ND
ND

0.52
0.33

/
0.38

/
1.02

11201103 加速试验

长期试验

ND
ND

ND
/

ND
/

ND
ND

0.42
ND

/
0.38

/
ND

注：“ND”表示未检出；“/”代表该时间点不检测。

Note：“ND” indicates no detection；“/” indicates no detection at these points.

3　讨论
3.1　铝元素测定方法选择依据
　　铝元素的测定常用分光光度计法、石墨炉原
子吸收光谱法、火焰原子吸收光谱法、电感耦合
等离子体发射光谱法（ICP-OES）等 [10]，这些方
法均存在干扰大、灵敏度低等缺点 [11-13]。本文建
立 ICP-TOFMS 对葡萄糖酸钙锌口服溶液包装材
料中铝元素的迁移进行研究，该方法灵敏度高、

专属性强，操作简便，适用于产品大生产过程控
制及质量标准研究。
3.2　铝元素限度制订
　　人每日允许最大暴露量（PDE），指某一物质
被允许摄入而不产生毒性的日平均最大剂量，某
一具体物质的 PDE 值是由不产生反应量、体重调
整系数、种属之间差异的系数、个体差异、短期
接触急性毒性研究的可变系数等推算出的。
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　　AET 根据 PDE 或安全性阈值 / 限定阈值、用
药剂量以及制剂包装特点等计算每单个包装容器中
特定的可提取物 / 浸出物含量，当一个特定的可提
取物 / 浸出物水平达到或超过这个量值时，需要开
始对这个可提取物 / 浸出物进行分析，并进行安全
性评估。
　　葡萄糖酸钙锌口服溶液每日最大用药量为 30 
mL，按成人 50 kg 体质量计算口服液体制剂中
铝元素 PDE 值为 250 µg·d－ 1 [14]。限度 AET 为
PDE 除以每日最大用药剂量，即 8.3 µg·mL－ 1。
3.3　小结
　　本品经低温冻融试验铝元素均未有迁移，
经影响因素试验、加速试验及长期试验铝元素含
量有增长趋势，但远低于限度（8.3 μg·mL－ 1）。
表明葡萄糖酸钙锌口服溶液在长期存放过程中
包材中的铝元素会向药液中迁移，故将铝元素
检测收入本品质量标准，持续考察稳定性留样
及后期生产。
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药用辅料聚乙二醇 6000 质量评价及质量研究
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摘要：目的　评价药用辅料聚乙二醇 6000 质量现状及存在的问题，对该品种国家标准修订提

供参考依据，同时为药品监管提供技术支持。方法　对国家抽检的样品进行全项检验，对检验

结果进行统计分析；基于检验中发现的问题，同时围绕聚乙二醇 6000 的安全、有效等方面开

展探索性研究，建立并完善检验方法，全面分析其质量现状。结果　7 家生产企业的 36 批次

样品按照现行质量标准检验，有 2 批样品不合格，不合格率为 5.6%，不合格项目为酸度。探

索性研究检验不合格率为 19.4%。结论　药用辅料聚乙二醇 6000 整体质量状况一般，现行质

量标准有待完善。
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　　药用辅料聚乙二醇 6000 为环氧乙烷和水缩
聚而成的混合物，分子式以 HO（CH2CH2O）n H 
表示，其中 n 代表氧乙烯基的平均数 [1]。聚乙二
醇 6000 主要作为软膏基质和润滑剂等，用于片
剂、胶囊剂、栓剂、外用乳剂和阴道用制剂等，
其水溶性好，能显著改善药物的溶出速率和生物
利用度 [2]。国家药品监督管理局将本品列入 2022
年度国家药品抽检计划，湖南省药品检验检测研
究院对抽检的国内 7 家生产企业的 36 批次样品，
开展了现行质量标准检验和探索性研究。本品现
行质量标准收载于《中国药典》2020 年版四部 [1]。
根据各项研究的结果分析，对该品种的质量现状
和质量标准可控性进行了全面评价，为今后提升
其质量水平和监管工作提供参考依据。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　S220 型 酸 度 计（瑞 士 Mettler-Toledo 公 司）；
Thermo ICS-5000 型离子色谱仪（美国赛默飞公
司）；UV-2550 型紫外分光光度计、LC-20A 高效液
相色谱仪、GC-2010 Plus 型气相色谱仪（日本岛津
公司）；Agilent 8890-7010B 气质联用仪（美国安捷
伦公司）；iCAPQc 型电感耦合等离子体质谱分析
仪（美国赛默飞公司）；Mastersizer 3000 型激光粒
度分布仪（英国马尔文公司）；MS105DU 型 电子
分析天平（精度：0.01 mg，瑞士 Mettler-Toledo 公
司）；Dionex IonPac AS11-HC 阴离子交换柱（250 

mm×4 mm）及 IonPac AG11-HC 保护柱（50 mm×4 
mm）；Waters XBridge C8（4.6 mm×250 mm×5 
μm）；Agilent DB-17 毛细管柱（30 m×0.53 mm，1.0 
μm）；Agilent DB-5 毛细管色谱柱（30 m×0.25 mm，
1.0 μm）；Shodex OHpak SB-803 HQ 凝胶色谱柱（300 
mm×8.0 mm，6 μm）。
1.2　试药

　　国家药品抽检共抽取样品 36 批次，涉及生产
企业 7 家，样品批次数大于等于 6 的生产企业 3
家（编号 A ～ C）；草酸对照品（批号：101097-
201702，纯度：100.0%）、柠檬酸对照品（批号：
111679-201602，纯度：97.0%）、冰醋酸对照品（批
号：190079-202002，纯度：99.9%）、甲酸对照品
（批号：101414-202104，纯度：100%）、乙二醇对
照品（批号：101111-201904，纯度：100%）、二甘
醇对照品（批号：101127-201904，纯度：99.5%）、
三 甘 醇 对 照 品（批 号：190112-201904， 纯 度：
99.52%）、聚乙二醇 1000 对照品 [ 批号：190232-
202102，Mp：982.4]、聚乙二醇 4000 对照品（批
号：190231-202103，Mp：3732）、聚乙二醇 7000
对照品（批号：190230-202102，Mp：8521）、聚乙
二 醇 10000 对 照 品（批 号：190229-202102，Mp：
10 110）、聚乙二醇 13000 对照品（批号：190228-
202102，Mp：14 375）（中国食品药品检定研究院）；
水中氟成分分析标准物质（批号：20220223，质
量浓度 1000 μg·mL－ 1）、水中氯成分分析标准物
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质（批号：20220323，质量浓度 1000 μg·mL－ 1）、
硫酸盐溶液标准物质（批号：20220418，质量浓
度 1000 μg·mL － 1）、磷酸根溶液标准物质（批
号：20220407， 质 量 浓 度 1000 μg·mL － 1）、 水
中甲醛溶液标准物质（批号：20211208，质量浓
度 10 mg·mL － 1）、26 种金属元素混合标准溶
液（批号：20210726）（北京北方伟业计量技术研
究院）；酒石酸对照品（批号：20180923，R 化
学试剂有限公司）；L- 乳酸对照品（批号：LRAC 
7354， 纯 度：93.3%，Sigma-Alorich 公 司）； 乙
醛（批号：22040034，纯度：99.7%）、乙腈中 15
种醛酮 -DNPH 混标（批号：22060218，质量浓
度 100 μg·mL － 1）、乙腈中甲醛 -DNPH（批号：
22050724，质量浓度 1000 μg·mL － 1）、乙腈中
乙醛 -DNPH（批号：A21060229，质量浓度 1000 
μg·mL－ 1）（坛墨质检标准物质中心）；环氧乙烷
对照品（批号：0315-RD-0034，质量浓度 4980.5 
μg·mL－ 1，CATO Research Chemicals Inc.）；二氧
六环对照品（批号：2106682，纯度：99.1%，上
海安谱璀世标准技术服务有限公司）；2，6- 二
叔丁基对甲基苯酚（BHT，批号：G974372，纯
度：98.8%）、叔丁基对羟基茴香醚（BHA，批号：
G752666，纯度：99.8%）（德国 Dr）；叔丁基对苯
二酚（TBHQ，批号：P1810100）、2，6- 二叔丁基 -4
羟基苯酚（Ionox-100，批号：1-F-4E6-1）（上海安
谱实验科技股份有限公司）；金（Au）标准溶液（批
号：17B035-3，质量浓度：1000 µg·mL － 1，国
家有色金属及电子材料分析测试中心）；钪（Sc）、
铟（In）、锗（Ge）、铋（Bi）标准混合溶液（批号：
4-75MKBY2，质量浓度均为 100 µg·mL － 1，安
捷伦有限公司）；硝酸（优级纯，国药集团化学试
剂有限公司）；甲醇、乙腈（色谱纯，Burdick ＆
Jackson）；水为超纯水；其余试剂为分析纯。
2　方法与结果

2.1　现行质量标准检验

　　按现行质量标准检验 36 批次样品，其中有 2
批次不合格，不合格率 5.6%，不合格项目均为酸
度。酸度标准限度为“pH 值应为 4.0 ～ 7.0”，36
批次样品的 pH 值分布在 3.3 ～ 6.7，平均 pH 值
为 5.7，标准差为 0.77%，有 2 批次样品的 pH 值
低于标准限度的下限。A、B、C 3 家企业间均值
极差为 0.248，同企业批间差异显著，A 企业极差
为 3.4，并且出现了不合格样品。
2.2　探索性研究

　　本品主要由水或乙二醇，以氢氧化钠或氢氧

化钾为催化剂，在聚合釜内与环氧乙烷进行加成
聚合，聚合反应后经中和、吸附、脱水、过滤、
精馏等处理过程而得，其中中和处理过程常用乳
酸、酒石酸、盐酸、稀硫酸、磷酸等进行 pH 值
的调节 [3-5]。另生产过程中环氧乙烷聚合会形成
聚氧乙烯醚链，该醚链会发生自由基氧化降解反
应，在氧气存在下，随着温度增加降解反应速率
逐步增加，生成甲醛、乙醛等降解产物，甲醛、
乙醛会继续氧化生成甲酸、乙酸等酸性物质 [6]。
围绕标准检验中可能导致样品不合格的原因及聚
乙二醇 6000 本身的理化特性和生产工艺有针对
性地开展探索性研究，建立更加科学的质量控制
方法，以期全面评价其质量状况。
2.2.1　有机酸和无机阴离子　 现行质量标准采用
酸度检查项对本品的有机酸和无机酸杂质进行控
制，本次标准检验中发现有 2 批次样品酸值超出
标准限度。为找出聚乙二醇 6000 中可能含有的有
机酸及无机盐类型，参考相关文献 [7-9]，建立了离
子色谱法同时测定聚乙二醇 6000 中 10 种有机酸
及无机阴离子含量，典型色谱图见图 1。结果表明
36 批次样品中主要检出乳酸根、乙酸根、甲酸根、
磷酸根等酸根离子，不同企业不同批次样品中检
出的酸根离子种类和含量有较大差异，其中乳酸
根来源于工艺中加入的乳酸作为中和剂；磷酸根
离子来源于工艺中加入的磷酸盐调节 pH，与企业
提供的工艺相吻合；甲酸根与一部分乙酸根检出
与聚乙二醇氧化降解可能有关 [10-11]。36 批次样品
均检出甲酸根离子，且 2 批次不合格样品检出的
甲酸根离子含量远高于其他批次。36 批样品甲酸
根离子测定结果为 0.000 58% ～ 0.195 93%，A、B、
C 3 家企业间均值极差为 0.020 628%，同企业批间
差异显著，A 企业极差为 0.195 35%。
2.2.2　甲醛、甲醛和乙醛总量　 现行质量标准
中甲醛采用紫外分光光度法进行控制，但未控
制乙醛。鉴于小分子醛的强亲水性、高挥发性
以及缺乏生色团或荧光团等性质，参考相关文
献 [12-13]，建立了 DNPH 柱前衍生高效液相色谱
法对聚乙二醇 6000 中甲醛、乙醛进行测定，典
型色谱图见图 2。36 批样品甲醛测定结果为
0.000 05% ～ 0.024 29%，A、B、C 3 家企业间均
值极差为 0.003 63%，同企业批间差异显著，A 企
业极差为 0.024 22%；甲醛和乙醛总量测定结果为
0.000 49% ～ 0.024 98%，A、B、C 3 家企业间均
值极差为 0.017 66%，同企业批间差异显著，A 企
业极差为 0.024 49%。
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2.2.3　总醛　参考中华人民共和国国家标准 GB/T 
14571.3—2008《工业用乙二醇中醛含量的测定分
光光度法》[14]，采用酚试剂分光光度法测定聚乙
二醇 6000 中甲醛和乙醛总醛含量。36 批样品总
醛测定结果为 0.000 79% ～ 0.107 76%，A、B、C 
3 家企业间均值极差为 0.011 84%，同企业批间差
异显著，A 企业极差为 0.106 97%。
2.2.4　有关物质　现行质量标准采用 GC 法测定
本品中的有关物质乙二醇、二甘醇、三甘醇以及
环氧乙烷和二氧六环，其中乙二醇、二甘醇、环
氧乙烷为合成聚乙二醇 6000 的起始原料，三甘
醇为聚乙二醇 6000 的降解产物，二氧六环为工
艺中两分子环氧乙烷开环聚合而成，为工艺中的
副产物。因聚乙二醇 6000 不稳定，在高温下碳
链会发生随机断裂，可能产生乙二醇、二甘醇、
三甘醇、四甘醇、五甘醇等系列醇类物质以及
甲醛、乙醛等醛酮类物质。参考相关文献 [15-16]，
建立了 GC-MS 法测定高温破坏样品中的降解
产物，主要检出乙二醇、二甘醇、三甘醇、甲
酸等，36 批样品中 4 批检出乙二醇，测定结果
在 0.006% ～ 0.028%；1 批检出二甘醇，测定结
果为 0.0076%；11 批检出三甘醇，测定结果在
0.004% ～ 0.038%，含量均远低于标准限度。
2.2.5　Mp 及其分布　现行质量标准【标示】项下
收载了该项目，为非必检项目，但作为功能性指
标，有必要对不同企业、不同批次样品间 Mp 及其
分布是否有差异进行考察。36 批样品中，Mp 测定
结果为 5538.1 ～ 6575.4，A、B、C 3 家企业间均
值极差为 951.5，同企业批间差异显著，A 企业极
差为 825.7；分布系数测定结果为 1.0379 ～ 1.1572，
A、B、C 3 家企业间均值极差为 0.0090，同企业
批间差异显著，A 企业极差为 0.1193。
2.2.6　元素杂质　现行质量标准检验过程中发
现 B 企业的样品炽灼残渣结果均接近限度，结合
该品种的生产工艺调研，可能为催化剂的残留或
其他元素。参照《ICH Q3D（R2）：元素杂质指
导原则》[17]，对风险评价的第 1 类元素砷（As）、
镉（Cd）、汞（Hg）、铅（Pb），第 2A 类元素钴
（Co）、镍（Ni）、钒（V）和其他元素钠（Na）、
钾（K）等 9 种金属元素杂质进行考察研究。参考
相关文献 [18-19]，建立了 ICP-MS 法测定 As 等 9 种
元素杂质，结果催化剂 Na ＋、K ＋残留较高，其他
元素远低于限度要求。36 批样品中，Na ＋测定结
果 为 0.00 ～ 68.08 μg·g － 1，A、B、C 3 家 企 业
间均值极差为 62.30 μg·g － 1，同企业批间差异较

图 1　典型离子色谱图

Fig 1　Typical chromatogram of ion chromatography 
A. 空白溶剂（blank solution）；B. 对照品溶液（reference solution）；

C. 供试品溶液（test solution）；1. 氟（fluorine）；2. 乳酸（lactic acid）；

3. 乙酸（acetic acid）；4. 甲酸（methanoic acid）；5. 氯（chlorine）；6. 酒
石酸（tartaric acid）；7. 硫酸（sulphuric acid）；8. 草酸（oxalic acid）；

9. 磷酸（phosphoric acid）；10. 柠檬酸（citric acid）

图 2　典型 HPLC 色谱图

Fig 2　Typical chromatogram of HPLC 
A. 空白溶剂（blank solution）；B. 对照品溶液（reference solution）；

C. 供 试 品 溶 液（test solution）；1. 甲 醛（formaldehyde）；2. 乙 醛

（acetaldehyde）；3. 丙醛（propionaldehyde）
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小；K ＋测定结果为 0.26 ～ 435.25 μg·g － 1，A、B、
C 3 家企业间均值极差为 425.83 μg·g － 1，同企业
批间差异较小。
2.2.7　抗氧化剂　《美国药典》现行版 [20] 和《欧
洲药典》11.0 版 [21] 聚乙二醇 6000 各论标准在定
义中明确可添加合适的稳定剂和抗氧化剂，但
《中国药典》2020 年版四部尚无此方面的规定。
BHT、BHA、TBQH、2，6-Ionox-100 是 目 前 最
常用的 4 种抗氧化剂 [22-23]，本研究参考国内相关
文献 [24-26]，建立了 GC/MS/MS 法对 4 种常用抗氧
化剂进行筛查。36 批样品中，1 批检出 BHA；29
批检出 BHT，结果为 0.40 ～ 35.06 ppb，A、B、
C 3 家企业间均值极差为 16.37 ppb，同企业批间
差异较为显著，A 企业 35.06 ppb；3 家企业均未
检出 TBQH、Ionox-100。
2.2.8　影响因素试验　选取 7 家生产企业各 1～ 3
批样品共 10 批样品，参照《中国药典》2020 年版
四部通则 9001 进行影响因素试验，分别置高温
50℃、高湿（75±1）% 及强光（4500±500）lx 下
30 d，于第 0、5、10、30 日取样，以性状、酸度、
溶液的澄清度与颜色、乙二醇、二甘醇、三甘醇、
环氧乙烷和二氧六环、Mp 及其分布、甲醛和乙
醛、有机酸项作为评价指标，采用现行质量标准
方法和探索性研究中建立的方法进行测定。结果
表明：高湿和强光条件下，各指标与第 0 日比较
未发生明显改变。高温条件下，各指标与第 0 日
测试结果比较，酸度（pH 值）呈下降趋势，乙酸
根和甲酸根含量呈上升趋势，变化显著；A 企业
样品（含酸度不合格的样品）甲醛含量明显增加，
Mp 明显下降，分布系数明显增大，其他企业样
品该项目未发生明显变化。
3　讨论

3.1　酸根离子与酸度的相关性

　　对“2.1”项下的酸度和“2.2.1”项下的酸根
离子含量的相关性进行 SPSS 分析，结果显示
酸度（pH 值）与甲酸根离子含量成显著相关性
（P ＜ 0.05），与其他酸根离子无明显相关性，表
明甲酸根离子在 pH 值的表现中占主导影响因素，
甲酸根离子在样品中以甲酸的形式存在，分析原
因可能为乳酸根离子、磷酸根离子为工艺中添加
作为中和碱催化剂，已与碱催化剂发生反应形成
乳酸盐和磷酸盐，对酸度基本无影响；乙酸根离
子来源有工艺添加和聚乙二醇 6000 自身降解两种
途径，工艺添加形成乙酸盐，对酸度的相关性产
生干扰，故乙酸根离子与酸度无明显相关性。

3.2　甲醛、甲醛和乙醛总量及总醛的限度

　　现行质量标准采用紫外分光光度法对甲醛进
行控制，限度为不得过 0.003%，36 批样品均合
格。探索性研究中建立了 HPLC 法测定样品中
的甲醛、乙醛含量及酚试剂分光光度法测定的总
醛含量。同系列品种聚乙二醇 3350《美国药典》
现行版甲醛限度为不得过 50 ppm（0.005%），甲
醛和乙醛的总量不得过 200 ppm（0.02%）。从 36
批样品的检测结果来看，甲醛及甲醛和乙醛总
量测定结果均未超过同系列品种聚乙二醇 3350 
《美国药典》现行版以及本品现行质量标准限
度，故拟订甲醛不得过 0.003%，甲醛和乙醛的
总量不得过 0.02%。36 批样品总醛测定结果为
0.000 79% ～ 0.107 76%，大部分样品测定结果均
略高于甲醛和乙醛的总量，说明本品醛类降解产
物除甲醛和乙醛外还可能存在其他醛，但主要以
甲醛和乙醛为主，因此参照甲醛和乙醛总量的限
度以及 36 批样品总醛平均值，拟订总醛限度为
不得过 0.03%。36 批样品中共 7 批不合格，其中
1 批甲醛、甲醛和乙醛总量、总醛均不符合规定；
1 批甲醛、总醛不符合规定；1 批甲醛、甲醛和
乙醛总量不符合规定；1 批甲醛不符合规定；3
批甲醛和乙醛总量不符合规定。
3.3　有关物质测定方法的选择

　　现行质量标准采用 GC 法测定本品中的有关
物质，从本研究结果来看，GC-MS 法虽然检出杂
质的种类及方法的灵敏度均优于 GC 法，但现行
质量标准的 GC 法能较好地反映样品中的杂质情
况，该项目无需进行修订。
3.4　抗氧化剂的选择

　　从抗氧化剂的筛查结果来看，国内市场聚
乙二醇 6000 中大部分添加了抗氧化剂，主要为
BHT、BHA，且不同企业不同批次样品中抗氧化
剂的含量差异较大。添加抗氧化剂在一定程度上
可以保证产品的稳定性，但过量使用该类物质会
对人体造成染色体异常、肝脏肥大等问题，国家
标准 GB2760—2014《食品添加剂使用标准》[27]、
GB9685—2016《食品安全国家标准食品接触材料
及制品用添加剂使用标准》[28] 都有严格的使用限量
规定，且抗氧化剂可能与某些原料药发生相容性问
题，因此建议在质量标准标示项下注明添加的抗氧
化剂名称和含量。
3.5　 Na ＋、K ＋元素残留

　　从元素杂质的测定结果来看，A 企业和 C 企
业的 Na ＋含量较高，分别为 39.74 ppm 和 62.30 
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ppm，根据两家公司提供的生产工艺可知合成过
程中使用了氢氧化钠作为催化剂；B 企业的 K ＋

含量较高，根据该公司提供的生产工艺可知采用
工业聚乙二醇 6000 精制而来，说明起始原料工
业聚乙二醇 6000 在制备过程中使用了氢氧化钾
作为催化剂，另该公司样品在标准检验中炽灼残
渣项结果接近 0.1% 的限度，说明可能与样品中
K ＋元素残留高有关。
3.6　对本品现行质量标准的评价

　　从 36 批次样品检验结果分析，本品现行质
量标准基本可行，能起到质量控制作用，但仍需
进一步完善，建议删除甲醛项；增订甲醛、乙醛
和总醛项，并在标示项下注明添加的抗氧化剂名
称和含量。按拟订质量标准检验，本次抽检不合
格率为 19.4%。
3.7　对本品质量状况的评价

　　36 批次样品总体评价“一般”，按现行质量
标准检验不合格率为 5.6%，按探索性研究检验不
合格率为 19.4%。从探索性研究结果来看温度对
本品稳定性影响较大，应关注生产工艺过程及贮
藏时对温度的控制，对于采用精制工艺的企业，
提示应关注起始物料的质量，同时优化工艺，减
少元素杂质的残留。
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GC-MS/MS法测定聚乙二醇 6000 中 4 种常用抗氧剂的含量
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摘要：目的　建立药用辅料聚乙二醇 6000 中 4 种抗氧剂的定量测定方法，为聚乙二醇 6000 的

质量控制提供技术支撑。方法　采用气质联用（GC-MS/MS）法同时检测聚乙二醇 6000 中 2，
6- 二叔丁基对甲基苯酚（BHT）、叔丁基对羟基茴香醚（BHA）、叔丁基对苯二酚（TBHQ）、2，
6- 二叔丁基 -4 羟基苯酚（Ionox-100）4 种抗氧剂的含量。使用 DB-5 MS 毛细管柱（30 m×0.25 
mm×0.25 μm）；多反应监测（MRM）模式。结果　4 种抗氧剂相关系数在 0.9996 ～ 1.000；
平均回收率（n ＝ 6）为 92.7% ～ 101.3%，RSD 为 2.2% ～ 3.0%。结论　该方法灵敏度高、专

属性强，适用于聚乙二醇 6000 中 4 种抗氧剂的检测。

关键词：聚乙二醇 6000；抗氧剂；GC-MS/MS；多反应监测
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Determination of 4 antioxidants in polyethylene glycol 6000 by GC-MS/MS
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Control, Changsha  410001; 2. NMPA Key Laboratory for Pharmaceutical Excipients Engineering 
Technology Research, Changsha  410001)

Abstract: Objective  To quantitatively determine 4 antioxidants in polyethylene glycol 6000 to provide 
a reference for the quality control of polyethylene glycol 6000. Methods  The content of 4 antioxidants 
in polyethylene glycol 6000 was determined under the multiple reaction monitoring (MRM) mode 
by GC-MS/MS. The capillary column was DB-5 MS (30 m×0.25 mm×0.25 μm). Results  The 4 
antioxidants of correlation coefficient values were at 0.9996 ～ 1.000. The average recovery ranged 
92.7% ～ 101.3% (n ＝ 6), and the RSD 2.2% ～ 3.0%. Conclusion  The method is sensitive and 
specific, which is suitable for the determination of 4 antioxidants in polyethylene glycol 6000. 
Key words: polyethylene glycol 6000; antioxidant; GC-MS/MS; multiple reaction monitoring
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　　药用辅料聚乙二醇 6000 为环氧乙烷和乙二
醇或二甘醇缩聚而成的混合物，主要用于软膏基
质和润滑剂等 [1]。欧洲药典（EP11.0[2]）和美国药
典（USP2020[3]）质量标准中注明聚乙二醇 6000
中可添加合适的稳定剂或抗氧剂，但《中国药
典》（ChP2020[1]）尚无相关的规定或注释。目前，
国内外文献中均无对药用辅料聚乙二醇 6000 中
抗氧剂测定方法的报道，为了解我国药用辅料聚
乙二醇 6000 生产现状，国内生产企业在生产药
用辅料聚乙二醇 6000 时是否加入了抗氧剂及产

品中抗氧剂是否超标，建立抗氧化剂的检测方法
十分必要。
　　本研究参考国内相关文献 [4-6]，建立 GC-MS/
MS 法测定聚乙二醇 6000 中 2，6- 二叔丁基对甲
酚等 4 种常用抗氧剂的含量，并评价收集的 44
批聚乙二醇 6000 的总体质量。
1　仪器与试药
　　Agilent 8890-7010B GC-MS/MS 气 相 色 谱 质
谱联用仪；梅特勒 Mettler Toledo MS105DU 电子
天平。2，6- 二叔丁基对甲基苯酚（BHT，批号：
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G974372，纯度：98.8%）、叔丁基对羟基茴香醚
（BHA，批号：G752666，纯度：99.8%）、叔丁基
对苯二酚（TBHQ，批号：P1810100）、2，6- 二叔
丁基 -4 羟基苯酚（Ionox-100，批号：1-F-4E6-1）
（上海安谱实验科技股份有限公司）；乙腈（色谱纯，
批号：RBAG1H，Burdick ＆ Jackson）；聚乙二醇
6000 样品共 44 批，来自于 15 家调研生产企业。
2　方法与结果 [7-9]

2.1　溶液制备
2.1.1　混合对照品溶液的制备　取 BHT、BHA、
TBHQ、Ionox-100 对照品适量，精密称取，用乙
腈溶解并稀释成 0.1 mg·mL－ 1 的混合溶液，作
为混合对照品储备液。精密量取混合对照品储备
液适量，用乙腈定量稀释制成 10、20、50、100、
200、500 ng·mL－ 1 的系列混合对照品溶液。
2.1.2　供试品溶液制备　取聚乙二醇 6000 1.0 g，
精密称定，置 5 mL 量瓶中，用乙腈溶解并稀释
至刻度，摇匀，即得。
2.2　仪器分析条件
2.2.1　气相色谱条件　DB-5 MS 毛细管柱（30 m× 

0.25 mm×0.25 μm）；载气：高纯氦气（99.999%），
柱流量：1.0 mL·min－ 1；进样口温度：230℃；
进样体积：1 μL；分流比：3∶1；程序升温：初
始温度 70℃，保持 1 min，以 10℃·min － 1 升
至 200℃，保持 4 min，再以 10℃·min － 1 升至
280℃，保持 4 min。
2.2.2　质谱条件　离子化方式：电子轰击离子源
（EI）；离子源温度：230℃；色谱 - 质谱接口温
度：280℃；溶剂延迟时间：8 min；数据采集模式：
多反应监测模式（MRM），详见表 1。

表 1　4 种抗氧剂定量和定性选择离子 
Tab 1　Ion for quantitative and qualitative selection of 4 antioxidants

化合物名称 保留时间 /min 定量离子（m/z） 定性离子（m/z）

BHT 11.55 220 ＞ 205（10）   220 ＞ 145

BHA 11.21 180 ＞ 165（10） 180 ＞ 37

TBHQ 11.97 166 ＞ 151（15） 166 ＞ 23

Ionox-100 14.54 236 ＞ 221（15）   236 ＞ 131

注（Note）：括号里数字为碰撞能量，单位 eV（The figures in 
brackets are collision energy with units of eV）。

2.3　系统适用性试验
　　精密量取上述系列空白溶液、对照品溶液和
供试品溶液各 1 μL，注入 GC-MS/MS 仪，记录
色谱图，结果见图 1，空白溶液无干扰，各杂质
能有效分离。
2.4　线性关系考察
　　取“2.1”项下系列混合对照品溶液，分别进
样，记录峰面积。以质量浓度（X）为横坐标，以

定量离子的峰面积（Y）为纵坐标，绘制标准曲
线。回归方程和相关系数见表 2。结果表明，4
种抗氧剂在 10 ～ 500 ng·mL－ 1 与峰面积线性关
系良好，相关系数 r ≥ 0.9996。
2.5　检测限和定量限试验
　　取质量浓度为 1 ng·mL－ 1 的混合对照品溶
液 1 μL 注入气相色谱 - 串联质谱仪，记录色谱
图，以 3 倍信噪比估算各组分的检测限，以 10 倍
信噪比估算各组分的定量限，4 种抗氧剂的检测
限为 0.31 ～ 1.48 ng·mL－ 1，定量限为 1.03 ～ 4.93 
ng·mL－ 1，具体结果见表 2。
2.6　精密度试验
　　取线性关系考察中质量浓度为 50 ng·mL－ 1

的混合对照品溶液，连续进样 6 次，记录 4 种抗氧
剂峰面积，结果各峰面积的 RSD 在 1.1% ～ 2.2%，
表明方法精密度良好。
2.7　重复性试验
　　精密称取同一聚乙二醇 6000 样品（批号：
FS211101195）6 份，按“2.1”项下方法制备供试品
溶液，进样测定，记录 4 种抗氧剂峰面积，计算
各抗氧剂的含量，结果仅检出 BHT，BHT 含量为
35.06 ng·g－1，RSD 为1.8%，表明方法重复性良好。
2.8　加样回收试验
　　取聚乙二醇 6000 样品（批号：FS211101195）
1.0 g，精密称定，共 6 份，分别精密加入 BHT、
BHA、TBHQ、Ionox-100 混合对照品溶液（质量浓

图 1　4 种抗氧剂的 MRM 图

Fig 1　MRM chromatogram of 4 antioxidants
A. 空白溶液（blank solution）；B. 混合对照品溶液（mixed reference 
solution）；C. 供试品溶液（test solution）
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度分别为 48.5028、106.37、110.4、12.68 ng·mL－ 1）
5.0 mL 使溶解，依法测定并计算回收率，4 种抗

氧剂的平均回收率（n ＝ 6）在 92.7% ～ 101.3%，
RSD 在 2.2% ～ 3.0%，见表 2。

表 2　4 种抗氧剂线性关系、检测限、定量限以及回收率 
Tab 2　Linearity，detection limit，quantitation limit and recovery of 4 antioxidants

成分 回归方程 r 检测限 /（ng·mL － 1） 定量限 /（ng·mL － 1） 平均回收率 /% RSD/%

BHT Y ＝ 244.6X ＋ 1.45×103 0.9999 0.31 1.03   98.1 2.2

BHA Y ＝ 240.4X － 607.6 0.9996 0.33 1.09   96.1 2.5

TBHQ Y ＝ 57.65X － 1.52×103 0.9997 1.48 4.93 101.3 2.3

Ionox-100 Y ＝ 66.33X ＋ 719.8 1.000 1.00 3.32   92.7 3.0

2.9　稳定性试验
　　取 1 份加样回收试验中的供试品溶液，分别
于 0、1、4、8、12、16 h 进样测定，以峰面积为
考察指标，结果各抗氧剂 8 h 内峰面积的 RSD 在
2.0% ～ 2.9%，表明供试品溶液在 8 h 内稳定。

2.10　样品测定
　　采用本方法对 44 批聚乙二醇 6000 中的 4 种
抗氧剂进行了检测，结果 TBHQ 和 Ionox-100 均
未检出，BHA 和 BHT 检出情况详见表 3。

表 3　44 批样品中 BHA和 BHT的测定结果 
Tab 3　Content of BHA and BHT in 44 samples

序号 厂家 批号 BHA/（ng·g － 1） BHT/（ng·g － 1） 序号 厂家 批号 BHA/（ng·g － 1） BHT/（ng·g － 1）

1 A B2210061 未检出 未检出 23 I FS210802127 未检出 未检出

2 B LMA0T30 未检出 未检出 24 I FS211207224 未检出 35.06
3 B LD80V46 未检出 未检出 25 I FS211101195 未检出 未检出

4 C 20200723 未检出 未检出 26 J C12602842 未检出 未检出

5 D 103320211106 未检出 15.73 27 K 211117674Z 未检出 未检出

6 D 103320210305 未检出 低于定量限（4.72） 28 L 20210104 未检出 未检出

7 D 103320211202 未检出 低于定量限（4.80） 29 L 20210703 未检出 未检出

8 D 103320211201 未检出 未检出 30 L 20210201 未检出 低于定量限（4.31）
9 D 103320211202 未检出 未检出 31 L 20210801 未检出 11.62
10 E TF58210701 未检出 未检出 32 L 20210904 未检出 低于定量限（4.74）
11 E TF58210901 未检出 未检出 33 L 20201106B-2 未检出 低于定量限（2.38）
12 E TF58211201 未检出 未检出 34 L 20210701B-1 未检出 未检出

13 F 20211003 20.01 10.32 35 L 20201205B-2 未检出 低于定量限（3.08）
14 F 20210903 未检出 低于定量限（2.80） 36 L 20201205A-1 未检出 13.46
15 F 20201103 未检出 低于定量限（3.69） 37 L 20210802B-1 未检出 未检出

16 F 20210901 14.95 未检出 38 L 20210402B-1 未检出 低于定量限（2.42）
17 F 20211101 15.49 未检出 39 L 20211201 未检出 未检出

18 G 20211201 未检出 未检出 40 L 20211202 未检出 未检出

19 H 0285C 未检出 未检出 41 L 20190301 未检出 未检出

20 H 6ZYMB-IF 未检出 未检出 42 M BNL682 未检出 未检出

21 H Z7VNG-JW 未检出 未检出 43 N 25322-68-3 未检出 未检出

22 I FS210322067 未检出 未检出 44 O 20211017 未检出 未检出

3　讨论
3.1　结果分析
　　本研究结果显示，44 批样品中 14 批检测出
BHT，含量在 0 ～ 35.06 ng·g － 1，均值为 2.41 
ng·g － 1，说明整体 BHT 含量较低。15 家生产企
业中有 11 家企业各批次聚乙二醇 6000 样品中均
未检出 BHT，有 4 家企业检出 BHT，其中以 L 公
司有7批聚乙二醇6000中检出，且平均含量最高，
BHT 均值为 2.56 ng·g － 1。前期稳定性研究显示，
添加了抗氧剂的 L 公司生产的聚乙二醇 6000 样品
在高温前 10 d 稳定性明显好于未添加抗氧剂的样

品，说明加入少量抗氧剂可保证本品的稳定性。
　　另 44 批样品中 3 批检出 BHA，均为 F 公司
生产，含量在 0 ～ 20.01 ng·g － 1，其中 1 批同
时检出 BHT、BHA。提示聚乙二醇 6000 生产企
业可能会添加不同种类的抗氧剂，甚至会同时添
加几种抗氧剂来维持产品的稳定。BHT、BHA、
TBHQ 和 Ionox-100 是目前最常用的 4 种抗氧化
剂，但过量使用该类物质会造成人体染色体异
常、肝脏肥大等。国家标准 GB2760—2014《食
品添加剂使用标准》[10]、GB9685—2016《食品安
全国家标准食品接触材料及制品用添加剂使用标
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准》[11] 都有严格的使用限量规定。本研究显示聚
乙二醇 6000 中整体 BHT、BHA 含量较低，但抗
氧剂的联合使用是否会造成限量超标等问题仍有
待研究，故亟需建立一种快速准确检测抗氧剂含
量的方法对其加入量进行严格控制。
3.2　各国药典聚乙二醇 6000 定义的规定
　　ChP2020、USP2020、EP11.0 中对聚乙二醇
6000 的定义为“环氧乙烷和乙二醇或二甘醇缩聚
而成的混合物”，其中 USP2020、EP11.0 中增加
了“可添加合适的抗氧剂”。文献报道聚乙二醇
6000 不稳定，易发生降解产生甲醛、乙醛等小分
子醛、酮类物质，在合成聚乙二醇时应加入抗氧
剂保证产品的稳定性 [12-16]，与本文结果一致。拟
建议相关部门对聚乙二醇 6000 的定义修订为“环
氧乙烷和乙二醇或二甘醇缩聚而成的混合物，可
含有适宜的抗氧剂”。同时，聚乙二醇 6000 作
为药用辅料在制剂中应用时，本品中的抗氧剂可
能会与制剂中的原料药发生反应，产生相容性问
题 [17-18]。因此，生产企业应注明聚乙二醇 6000
中的抗氧剂的种类及含量。
3.3　抗氧剂种类的选择

　　聚乙二醇 6000 含有聚醚结构，在氧进攻下，
生成氢过氧化物，氢过氧化物均裂，分解成多种
自由基，从而造成醚键断裂。酚型抗氧剂可与自
由基发生反应，从而终止自动氧化过程或者延缓
被氧化过程的速度，达到抗氧化的目的。BHT、
BHA、TBHQ、Ionox-100 是常用的酚型抗氧化剂，
并且前期企业调研中反馈聚乙二醇 6000 在高温
下不稳定，在生产过程中常加入 BHT、BHA 作
为稳定剂，因此结合企业调研结果选择以上 4 种
抗氧剂进行研究。
3.4　国内药用辅料中抗氧剂研究情况
　　《中国药典》2020 年版四部共收载 335 个药
用辅料品种，其中稳定性较差的橄榄油、花生油、
黄凡士林、白凡士林以及聚乙二醇系列品种等在
标准正文中均未对抗氧剂或稳定剂进行规定，而
USP2020、EP11.0 在上述品种定义中均明确可加
入适宜的抗氧剂或稳定剂，并要求在标示项下对
加入的抗氧剂的名称和含量进行标示。本课题组
前期采用 GC-MS/MS 在国内药用辅料黄凡士林中
检出抗氧剂 BHT[7]，说明国内药用辅料生产企业
在生产稳定性较差的药用辅料时存在添加抗氧剂
保证产品稳定性的现象，因此本研究建立的抗氧
剂检测方法对于此类药用辅料中抗氧剂的控制具
有借鉴意义。

3.5　小结
　　本研究建立的 GC-MS 法，方法简便，结果准
确，重复性好，能准确测定 BHT、BHA、TBHQ
和 Ionox-100 的含量。国内部分药用辅料聚乙二醇
6000 产品中添加了抗氧剂。
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127 例地高辛血药浓度监测结果及影响因素分析
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大理　671000；2. 攀枝花市中心医院，四川　攀枝花　617067）

摘要：目的　探讨地高辛血药浓度的影响因素，为合理使用地高辛提供依据。方法　采用回顾

性分析方法，筛选并收集我院 2021 年 6 月—2022 年 7 月进行地高辛血药浓度监测患者的病历资

料，分析患者性别、年龄、肾功能、肝功能、伴有基础疾病、联用药物及心功能不全等因素对

地高辛血药浓度的影响。结果　通过单因素分析可知，碱性磷酸酶、冠心病、慢性胃炎、联用

药物去乙酰毛花苷和 NYHA 心功能分级对患者的地高辛血药浓度有显著影响（P ＜ 0.05）；多元

线性回归分析得出联用药物去乙酰毛花苷对患者的地高辛血药浓度有显著影响（P ＜ 0.05）。结
论　地高辛的血药浓度影响因素较多，使用时需进行血药浓度监测，防止中毒事件发生。

关键词：地高辛；治疗药物监测；影响因素；安全性

中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2195-06
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Analysis of serum digoxin concentration monitoring results and influencing 
factors in 127 cases

MA Bing-suo1, 2, YANG Kun1, 2, YAN Zi-jun2, LI Xin-ping2, XU Xing-meng2, LI Ke-xin1, 2, ZHANG 
Liang-ming2* (1. School of Pharmacy, Dali University, Dali  Yunnan  671000; 2. Central Hospital of 
Panzhihua, Panzhihua  Sichuan  617067)

Abstract: Objective  To determine the factors affecting the serum digoxin concentration (SDC), 
to provide reference for the rational use of digoxin. Methods  The medical records of patients who 
underwent the SDC monitoring in our hospital from June 2021 to July 2022 were retrospectively 
analyzed. The effect of gender, age, renal function, liver function, former health conditions, 
combined drug use and cardiac dysfunction on the SDC was determined. Results  The univariate 
analysis showed that alkaline phosphatase, coronary heart disease, chronic gastritis, combined use of 
deslanoside and the New York Heart Association (NYHA) Functional Classification all had significant 
effect on the patients’ SDC (P ＜ 0.05). The multiple linear regression analysis showed that combined 
use of deslanoside significantly affected patients’ SDC (P ＜ 0.05). Conclusion  Many factors affect 
the SDC, so it is necessary to monitor the SDC to prevent poisoning events. 
Key words: digoxin; therapeutic drug monitoring; influencing factor; safety
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　　随着人们生活水平的提高，心血管疾病的发
病率也越来越高。2021 年中国心衰联盟报告显示，
我国每年新增心力衰竭（heart failure，HF）患者

297 万例，随着老龄化的加剧，每年的新增患者数
也在持续增多，HF 已成为影响健康的巨大挑战，
有效的药物治疗显得尤为重要 [1]。当前治疗 HF 的

医院药学



2196

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

药物种类繁多，治疗方案复杂，合理选择 HF 治疗
药物和确定药物最佳剂量成为医师的难题 [2]。
　　地高辛（digoxin）是强心苷类药物，已应用于
HF 治疗多年 [3]，临床随机对照试验证实了地高辛对
HF 的治疗效果 [4]。《中国心力衰竭诊断和治疗指南
2018》和《2021 ESC 急慢性心力衰竭诊断指南》均推
荐地高辛作为 HF 的治疗药物 [5-6]。然而，地高辛的
药物治疗窗较窄，其有效安全浓度范围为 0.8 ～ 2.0 
ng·mL－ 1，药品不良反应与地高辛血药浓度（serum 
digoxin concentration，SDC）有很强的相关性 [7]。临
床上服用地高辛的患者多为老年人，存在合并多重
用药、伴有多种基础疾病、肝肾功能不全以及地高
辛口服用药等因素的影响，使得地高辛血药浓度的
个体差异较大 [8]。尽管已有较多医院对地高辛开展
血药浓度监测（therapeutic drug monitoring，TDM），
但临床上仍未能为医师提供很好的个体化用药指
导，使得 SDC 及临床疗效充满不确定性 [9]。
　　本研究基于地高辛在人体内血药浓度个体差
异较大这一特点，回顾性分析某三甲医院 127 例
患者 SDC 的影响因素，为临床使用地高辛进行
抗 HF 治疗提供个体化用药依据。
1　资料与方法
1.1　研究对象 
　　 选 取 2021 年 6 月 10 日 至 2022 年 7 月 31 日
在我院进行住院治疗的患者，使用医院信息管理
系统（hospital information system，HIS）收集资料，
并进行回顾性分析。纳入病例 127 例，其中男性
88 例，女性 39 例，平均年龄为 71 岁。有 62 例病
历资料提供了心功能等级，108 例病历资料提供了
肾功能评价指标，106 例病历资料提供了肝功能评
价指标。本研究获得了伦理委员会的批准（伦理批
件号：攀科伦审字第 [2023-002] 号）。
　　纳入标准：① 年龄≥ 18 周岁；② 使用地高
辛至少 5 d，用药依从性较好；③ 能准确得到病
历资料的患者；④ 用药期间进行过 TDM 的患者；
⑤ 用药期间进行过肝、肾功能检测的患者；⑥ 
给药方案为 0.125 mg po qd。
　　排除标准：① 年龄＜ 18 周岁；② 因血药
浓度过高（＞ 5.00 ng·mL － 1）或过低（＜ 0.30 
ng·mL － 1）导致 Viva-ProE 全自动生化分析仪无
法测出血药浓度的患者。
1.2　方法
1.2.1　血药浓度检测方法　采用酶放大免疫测定
法 [Viva-ProE 全自动生化分析仪，西门子医学诊断
产品（上海）有限公司 ] 检测地高辛血药浓度。具
体操作为：抽取患者晨起服药前的静脉血，将血
液样品于 3000 r·min－ 1 离心 20 min 后，以地高辛

定标液和检测试剂 [ 西门子医学诊断产品（上海）
有限公司 ] 建立测定方法，进样检测血药浓度。检
测范围为 0.30 ～ 5.00 ng·mL － 1，灵敏度为 0.30 
ng·mL－ 1，最低定量限（LLOQ）为 0.30 ng·mL－ 1。
1.2.2　性别、年龄　对患者病历资料进行检索，
收集患者的性别、年龄资料，按年龄分为≤ 65
岁、66 ～ 79 岁、≥ 80 岁三个组 [10]。
1.2.3　 肾 功 能 指 标　 肌 酐（CREA） 和 尿 素
（BUN）是评价肾功能的关键指标 [11-12]，本次研
究将其作为肾功能的评价指标。使用 CKD-EPI 公
式 [13] 计算肾小球滤过率（eGFR），根据《慢性肾脏
病及透析的临床实践指南》，将 eGFR 大小不同的
患者进行分组，分别是＞ 90、60 ～ 89、15 ～ 29、
30 ～ 59、 ＜ 15 mL/（min·1.73 m²）五个组 [14]。
1.2.4　肝功能指标　参考《ACG Clinical Guideline：
Evaluation of Abnormal Liver Chemistries》指南及文
献中使用的肝功能指标 [15-16]，选择谷丙转氨酶、
总胆红素、直接胆红素、间接胆红素、总蛋白、
白蛋白、球蛋白、白 / 球蛋白和碱性磷酸酶作为本
次研究患者肝功能的评价指标。
1.2.5　伴有基础疾病　参考部分类似研究文
献 [17-18] 并结合我院患者病历资料，确定纳入本次
研究的基础疾病种类，包括高血压、冠心病、慢
性阻塞性肺疾病（COPD）、肺部感染、糖尿病、
脑梗死、心肌梗死、癌症和慢性胃炎。
1.2.6　联用药物　参考已发表的部分类似研究文献
中 [10，18-19] 影响 SDC 的药物种类，确定本次研究纳
入的药物有他汀类药物、血管紧张素转换酶抑制剂
（ACEI）或血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）、β
受体阻滞剂、保钾利尿剂、髓袢利尿剂、噻嗪类利
尿剂、抗菌药物（AA）、去乙酰毛花苷、质子泵抑
制剂（PPI）和钙离子通道阻滞剂（CCB）。
1.2.7　心功能不全指标　《心力衰竭合理用药指
南》指出 NYHA 心功能分级可在一定程度上代表
患者 HF 的严重程度，因此提取患者 NYHA 心功
能分级作为患者心功能不全指标 [19-20]。
1.3　统计学方法 
　　采用 SPSS 25.0 软件对数据进行相关性分
析。定量资料用 x±s 表示，定性资料采取百分
率（%）表示。对于单因素分析，本次进行统计
分析的“因变量”为连续型变量，当“自变量”为
连续型变量时，采取 Pearson 相关性分析；当“自
变量”为二分类变量或有序多分类变量时，采取
Mann-Whitney U 非参数检验。以 P ＜ 0.05 认为
差异具有统计学意义。根据单因素分析结果，将
P ＜ 0.05 的因素纳入多元线性回归分析中，筛选
对 SDC 具有影响的因素。
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2　结果
2.1　血药浓度监测结果
　　本次共回顾性研究 127 例病历资料，结果表
明 45例（35.43%）患者血药浓度＜ 0.80 ng·mL－ 1，
平均血药浓度为（0.54±0.16）ng·mL － 1；58 例
（45.67%）患者血药浓度在有效血药浓度范围内，
平均血药浓度为（1.33±0.36）ng·mL － 1；24 例
（18.90%）患者血药浓度＞ 2.00 ng·mL － 1，平均
血药浓度为（2.94±0.69）ng·mL － 1。

2.2　血药浓度监测患者的性别、年龄分布
　　本次研究的 127 例病历资料中，有男性患者
88 例，平均血药浓度为 1.36 ng·mL － 1；女性患
者 39 例，平均血药浓度为 1.34 ng·mL－ 1。统计
结果显示男性与女性患者之间的 SDC 差异无统计
学意义。127 例患者的平均年龄为（71.33±10.46）
岁，将年龄与地高辛血药浓度之间进行统计分析，
表明 SDC 在 65 岁以内、66 ～ 79 岁和 80 岁以上
的患者间的 SDC 差异无统计学意义，详见表 1。

表 1　不同年龄段的地高辛血药浓度比较 
Tab 1　SDC in different age groups

年龄 / 岁 n（%）
平均血药浓度 /
（ng·mL － 1）

不同地高辛血药浓度 /[n（%）]
P 值

＜ 0.80 ng·mL － 1 0.80 ～ 2.00 ng·mL － 1 ＞ 2.00 ng·mL － 1

  ≤ 65 31（24.41） 1.34±0.90 12（38.71） 12（38.71） 7（22.58） 0.80

66 ～ 79 70（55.12） 1.35±0.99 27（38.57） 30（42.56） 13（18.57）

  ≥ 80 26（20.47） 1.38±0.84 6（23.08） 16（61.54） 4（15.38）

2.3　肾功能情况对 SDC 的影响

　　本研究有 108 例患者在进行血药浓度时监测了
肾功能情况。检验结果显示，患者肾功能不同分级
之间 SDC 差异无统计学意义，见图 1。对患者的
肌酐（平均值 170.40，标准偏差 180.24）、尿素进
行检验（平均值 12.43，标准偏差 8.46），检验结果
显示患者的肌酐水平、尿素水平与患者的 SDC 之
间无显著相关性，见表 2。

图 1　肾功能不同分级之间的地高辛血药浓度比较

Fig 1　SDC between different levels of renal function

表 2　肌酐、尿素与地高辛血药浓度相关性分析 
Tab 2　Correlation of CREA，BUN and SDC

指标 平均值 标准偏差 P
肌酐 /（μmol·L － 1） 170.74 180.24 0.56
尿素 /（mmol·L － 1）   12.43     8.46 0.17

2.4　肝功能情况与 SDC 之间的关系

　　本研究从病历资料中得到进行了肝功能测定
的患者共 106 例。通过统计分析，谷丙转氨酶、
总胆红素、直接胆红素、间接胆红素、总蛋白、
白蛋白、球蛋白和白 / 球蛋白与患者的 SDC 无显

著相关性；患者的 SDC 与碱性磷酸酶成正相关
性，见表 3。

表 3　肝功能指标与地高辛血药浓度相关性分析 
Tab 3　Correlation between liver function indicators and SDC

指标 平均值 标准偏差 P
谷丙转氨酶 /（U·L － 1） 42.21 98.02 0.62
总胆红素 /（μmol·L － 1） 18.05 17.22 0.91
直接胆红素 /（μmol·L － 1） 10.89 12.45 0.63
间接胆红素 /（μmol·L － 1） 7.16 7.28 0.58
总蛋白 /（g·L － 1） 63.42 7.88 0.81
白蛋白 /（g·L － 1） 35.17 5.22 0.59
球蛋白 /（g·L － 1） 28.25 8.08 0.56
白 / 球蛋白 1.38 0.49 0.32
碱性磷酸酶 /（U·L － 1） 119.86 144.30 0.01

2.5　伴有基础疾病对 SDC 的影响

　　结果显示伴有冠心病的患者 SDC 高于不伴
有冠心病的患者；伴有慢性胃炎的患者 SDC 低于
不伴有慢性胃炎的患者。其余基础疾病伴有组与
不伴有组之间 SDC 差异无统计学意义，见表 4。
2.6　联合用药对 SDC 的影响

　　结果表明，联用去乙酰毛花苷的患者 SDC
高于未联用去乙酰毛花苷的患者；其余联用药物
使用组与未使用组 SDC 差异无统计学意义，见
表 5。
2.7　心功能不全程度对 SDC 的影响
　　本次研究中可从病历资料获得 NYHA 心功能
分级的病例有 62 例，其中Ⅱ级有 2 例，Ⅲ级有
20 例，Ⅳ级有 40 例。对上述三个等级进行统计
分析，发现随着 NYHA 心功能分级的增高，患者
的 SDC 水平呈升高趋势，见图 2。
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图 2　NYHA 心功能分级不同之间地高辛血药浓度的比较

Fig 2　SDC of various NYHA cardiac function classifications

2.8　多元线性回归分析
　　根据单因素分析结果，将 P ＜ 0.05 的因素
（碱性磷酸酶、冠心病、慢性胃炎、去乙酰毛花苷、
NYHA 心功能分级）纳入多元线性回归中进行多
因素分析，分析结果显示联用药物去乙酰毛花苷
对 SDC 具有显著影响，见表 6。
3　讨论
　　地高辛是治疗 HF 的有效药物，但其治疗窗
较窄、个体差异大，定期进行 TDM 是很有必要
的，而对监测结果的进一步分析可有效指导地高
辛的个体化用药。
　　本次研究结果显示，男性、女性之间 SDC 无
明显差异，提示性别因素对于 SDC 无显著影响，
与文献报道 [19] 一致，但也有研究认为女性患者
SDC 高于男性 [18]。导致这一结果的原因可能与本
次纳入研究的病历资料中患者年龄较高有关（男

性平均年龄 70.63 岁，女性平均年龄 71.32 岁）。
地高辛在脂肪组织中分布较少，对于体脂率较高
的女性而言，体内游离的地高辛浓度应较高 [8]。
有研究证实，对于患慢性病的中老年人群而言，
男性、女性之间的脂肪含量不具有显著差异，这
可能导致两者之间 SDC 不具有显著差异 [21]。从
表 1 可以看出，随着年龄增加，患者 SDC 有增
高的趋势，但差异无统计学意义，这与文献报
道 [19，22] 的结果相似。随着患者年龄升高，患者
功能性的肾单位数量减少，地高辛在体内经肾排
泄减少，老年人 Na ＋ -K ＋ -ATP 酶活性较弱，对
地高辛较为敏感，因此 SDC 水平较高 [18]。
　　地高辛的主要排泄方式为肾脏排泄，SDC 与
患者的肾小球滤过率成负相关，即肾小球滤过率

表 5　联用药物对地高辛血药浓度的影响 
Tab 5　Effect of combined drugs on the SDC

联用药物
是否

使用
n（%）

平均血药浓度 /
（ng·mL － 1）

P

他汀类 是   41（32.28） 1.42±1.05 0.76

否   86（67.72） 1.32±0.88

ACEI 或 ARB 是   34（26.77） 1.36±1.02 0.83

否   93（73.23） 1.35±0.91

β- 受体阻滞剂 是   17（13.39） 1.17±0.62 0.76

否 110（86.61） 1.38±0.97

保钾利尿剂 是   47（37.01） 1.26±0.93 0.40

否   80（62.99） 1.41±0.93

髓袢利尿剂 是   82（64.57） 1.38±0.99 0.88

否   45（35.43） 1.31±0.83

噻嗪类利尿剂 是   15（11.81） 1.33±1.22 0.44

否 112（88.19） 1.36±0.89

抗菌药物 是   59（46.46） 1.34±0.92 0.94

否   68（53.54） 1.36±0.95

去乙酰毛花苷 是   16（12.60） 2.11±0.98 ＜ 0.01

否 111（87.40） 1.25±0.88

质子泵抑制剂 是   28（22.05） 1.37±1.06 0.61

否   99（77.95） 1.35±0.90

钙离子通道阻滞剂 是   14（11.02） 1.54±1.35 0.95

否 113（88.98） 1.33±0.87

表 6　地高辛血药浓度影响因素的多元线性回归分析 
Tab 6　Multivariate linear regression analysis of influencing factors 

for SDC

因素 标准系数 t 值 P

碱性磷酸酶      0.22 － 1.75      0.09

冠心病      0.04      0.37      0.71

慢性胃炎 － 1.50 － 1.15      0.26

去乙酰毛花苷      0.38      3.19 ＜ 0.01

NYHA 心功能分级      0.18      1.36      0.18

常量 － 0.22      0.83

表 4　基础疾病对地高辛血药浓度的影响 
Tab 4　Effect of primary diseases on SDC

伴有基础疾病 是否伴有 n（%）
血药浓度 /

（ng·mL － 1）
P

高血压 是 53（41.73） 1.45±0.97 0.26

否 74（58.27） 1.28±0.90

冠心病 是 27（21.26） 1.73±1.11 0.03

否 100（78.74） 1.25±0.86

慢性阻塞性肺疾

病

是 44（34.65） 1.46±0.93 0.27

否 83（65.35） 1.30±0.94

肺部感染 是 80（62.99） 1.46±0.98 0.10

否 47（37.01） 1.18±0.83

糖尿病 是 35（27.56） 1.38±1.03 0.99

否 92（72.44） 1.35±0.90

脑梗列心肌梗死 是 16（12.60） 1.51±1.16 0.67

否 111（87.40） 1.33±0.90

癌症 是 5（3.94） 2.16±1.29 0.11

否 122（96.06） 1.32±0.91

慢性胃炎 是 25（19.69） 0.96±0.55 0.02

否 102（80.32） 1.45±0.98
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越高，患者的 SDC 水平越低 [17]。此次研究结果
显示，患者的肾功能分级和肌酐、尿素水平对
SDC 均不具有显著影响，这与王宏 [18] 的研究结
果相似，可能与本次纳入研究的患者用药剂量较
小，且老年人肾功能多有退化等原因有关 [23]。肝
功能指标中，除碱性磷酸酶外，谷丙转氨酶、总
胆红素、直接胆红素、间接胆红素、总蛋白、白
蛋白、球蛋白和白 / 球蛋白对患者的 SDC 不具有
显著影响，原因是地高辛吸收进入血液后几乎不
经过肝脏代谢，因此肝脏功能对 SDC 不具有显
著影响 [24]。
　　从单因素分析结果来看，碱性磷酸酶、冠心
病、慢性胃炎、去乙酰毛花苷、NYHA 心功能分
级都会对患者的 SDC 造成显著影响。碱性磷酸酶
与 SDC 具有正相关性，对于碱性磷酸酶值较高
的患者需警惕地高辛在体内的蓄积。碱性磷酸酶
是胆汁淤积和胆道损伤的标志物，碱性磷酸酶升
高提示患者可能患有胆汁淤积或是胆道损伤 [25]。
本研究发现随着患者碱性磷酸酶升高，SDC 也升
高。地高辛的分布与处置和胆汁排泄具有相关性，
胆汁淤积和胆道损伤导致地高辛蓄积 [26]。地高辛
在肝脏与葡糖醛酸结合后随胆汁排入小肠后，药
物再次被小肠吸收形成肝肠循环 [27]。因此胆汁淤
积和胆道损伤将会影响地高辛的肝肠循环过程，
进而致使地高辛药物蓄积。
　　患者的基础疾病可影响到患者的 SDC，特别
是冠心病和慢性胃炎。本次研究的结果表明，冠
心病对地高辛的血药浓度具有影响，伴有冠心病的
患者血药浓度显著高于不伴有冠心病的患者。伴有
冠心病的患者其服用的药物复杂，多种药物之间可
发生相互作用，引起地高辛蓄积，从而血药浓度过
高 [28]。另外，本研究还发现伴有慢性胃炎的患者
SDC 显著低于不伴有慢性胃炎的患者。可能的原
因有：① 本研究中患者服用地高辛的方式均为口
服，慢性胃炎可能会影响其吸收；② 慢性胃炎治
疗药物也可能对地高辛药物的吸收及代谢造成一定
影响，使有慢性胃炎的患者 SDC 较低。
　　患者的 NYHA 心功能分级对患者的 SDC 有
影响，对于心功能不全程度较为严重的 HF 患者，
应减少用药剂量。NYHA 分级是衡量患者心功能
不全等级的重要指标，随着患者心功能不全程度
加重，患者的心脏泵血能力逐步减弱，自主神经
系统和肾素 - 血管紧张素系统会被激活，血液中
去甲肾上腺素增加，致使外周血容量减少，从而
使得 SDC 增加 [29]。因此，对于心功能不全等级
较高的患者，不能为了追求临床疗效而增加地高
辛的剂量。此外，对 SDC 影响因素进行多元线

性回归分析，发现去乙酰毛花苷能显著影响患者
SDC，使其超出有效安全浓度范围，联用此药物
时应警惕中毒风险。去乙酰毛花苷是强心苷类的
一种，在体内主要代谢为地高辛再经肾脏排出。
本研究的结果表明去乙酰毛花苷能显著提高患者
的 SDC 水平，在临床上需特别注意规范使用。
　　SDC 影响因素较多，有研究报道患者的体质
量指数、电解质紊乱、用药剂量也会对 SDC 产生
显著影响 [19，30]。体质量指数较高也会导致 Na ＋ -
K＋ -ATP 酶活性降低，地高辛也可与 Na＋ -K＋ -ATP
酶特异性结合从而抑制该酶的活性，这导致患者心
肌细胞内 Ca2 ＋浓度升高，心脏泵血能力加强，血
液循环加快，使得患者 SDC 变低，因此，对于过
于肥胖或瘦弱的患者，应当适当调整药物剂量，防
止药物中毒或药物无效的情况发生 [30]。电解质紊
乱也会影响到患者的 SDC 水平，低钾或低镁均会
使患者对地高辛的敏感性增加从而增加不良反应
的发生概率；血钾含量较低时，肾小管对地高辛的
排泄显著减少，将会导致患者 SDC 水平上升 [31]。
Ca2 ＋与地高辛均能使患者的心肌收缩力增强，且
具有相同的毒性作用，当 Ca2 ＋浓度过高时，将会
使地高辛毒性增强，这可能诱发患者心律失常 [32]。
在临床上使用地高辛时，需要检测患者的电解质
水平，从而避免不良事件的发生。SDC 随着用药
剂量的增多而升高，有研究证实“0.125 mg qd”
的有效性和安全性优于“0.25 mg qd”和“0.125 mg 
bid”[33]。我院地高辛用药方案多为“0.125 mg qd”，
低剂量的地高辛能使得心肌收缩力增强，且小剂量
的维持疗法在经过 4 ～ 5 个半衰期后也能达到治疗
所需的稳态血药浓度，在保证临床疗效的同时降低
地高辛中毒发生率 [28，33]。
　　地高辛在临床应用时，因患者生理、病理状态
各不相同，致使不同患者对地高辛的吸收和代谢水
平不同。临床药师在患者入院时进行问诊，确认用
药史及过敏史，综合考虑患者情况，结合 TDM 结
果，对临床医师提出合理的用药建议，对患者进
行用药教育及用药方案优化，提高患者的用药依
从性，可以使患者使用最佳的药物剂量达到最优的
治疗效果，减少药物相互作用及药物不良反应的发
生，降低患者的再住院率 [34]。
　　综上所述，地高辛进行治疗的患者多为老年
人，其心肌组织退化、Na＋ -K＋ -ATP 酶活性降低、
骨骼肌减少和肾血流量减少等因素均可导致患者
SDC 增高 [35]。体内代谢、联用药物、个体差异和
基础疾病等因素均可引起 SDC 有较大差异，容易
导致地高辛蓄积中毒。对地高辛进行 TDM，可有
效防止患者地高辛中毒，提高有效性及安全性。
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本研究进行了回顾性分析，将为临床使用地高辛
提供个体化用药依据。
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替诺福韦在 HBV感染患者哺乳期使用有效性及安全性的 
单中心回顾性队列研究

张川1，2，3，卫蔷3，4，高宝荣3，4，代雨峰5，刘丹1，2，3，张力3，4*，张伶俐1，2，3*（1. 四川大学华西第二医院
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摘要：目的　探索替诺福韦在乙型肝炎病毒（HBV）感染患者哺乳期使用的有效性及安全性。方法
　采用回顾性队列研究，选取妊娠期服用替诺福韦行 HBV 母婴阻断的患者 114 例，产后按照婴儿
是否通过母乳接触到药物分为暴露组（55 例）和对照组（59 例），观察两组产妇哺乳期抗乙肝病毒治
疗及病毒载量情况；婴儿乙肝阻断情况及生长发育、健康情况。结果　暴露组和对照组新生儿性别、
Apgar 评分、早产儿比例、转新生儿科和出生缺陷差异没有统计学意义。暴露组和对照组婴儿随访时
平均月龄分别为（8.80±2.90）个月和（8.44±3.04）个月，两组婴儿 HBsAg 阳性率均为 0%。暴露组和
对照组出生后身高、体重、所患疾病差异没有统计学意义。结论　HBV 感染患者在哺乳期使用替诺
福韦未显示对婴儿生长发育有明显影响，哺乳期继续使用替诺福韦的有效性尚需大样本高质量证据。
关键词：慢性乙肝；替诺福韦；母婴传播；母乳喂养；安全性
中图分类号：R714.251　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2201-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.040

Efficacy and safety of tenofovir in the parturient with HBV infection during 
breast-feeding: a single-center retrospective cohort study

ZHANG Chuan1, 2, 3, WEI Qiang3, 4, GAO Bao-rong3, 4, DAI Yu-feng5, LIU Dan1, 2, 3, ZHANG li3, 4*, ZHANG 
Ling-li1, 2, 3* (1. Department of Pharmacy, West China Second University Hospital, Sichuan University, 
Chengdu  610041; 2. Evidence-Based Pharmacy Center, West China Second University Hospital, Sichuan 
University, Chengdu  610041; 3. Key Laboratory of Birth Defects and Related Diseases of Women and 
Children (Sichuan University), Ministry of Education, Chengdu  610041; 4. Department of Obstetrics 
and Gynecology, West China Second University Hospital, Sichuan University, Chengdu  610041; 5. West 
China School of Pharmacy, Sichuan University, Chengdu  610041)

Abstract: Objective  To determine the efficacy and safety of tenofovir disoproxil fumarate (TDF) in 
patients with hepatitis B virus (HBV) infection during lactation. Methods  A retrospective cohort study 
was conducted to select 114 patients who were treated with TDF during pregnancy to block hepatitis B 
from mother to child. After the delivery, they were divided into an exposure group (n ＝ 55) and a control 
group (n ＝ 59) according to whether the infants were exposed to drugs through breast milk. The blocking 
of hepatitis B in infants and their growth, development and health were observed. Results  There were no 
significant differences in gender, Apgar score, proportion of premature infants, transfer to neonatology and 
birth defects between the exposure group and the control group. The mean follow-up age of infants in the 
exposure group and the control group was (8.80±2.90) months and (8.44±3.04) months, respectively. 
The positive rate of HBsAg in the two groups was 0%. There was no significant difference in the height, 
weight and health between the exposure group and the control group. Conclusion  The use of TDF in 
HBV infected patients during lactation has no obvious effect on the growth and development of infants. 
Research with large samples and high-quality evidence of the effect of TDF use during lactation is needed. 
Key words: chronic hepatitis B; tenofovir; mother-to-child transmission; breast feeding; safety
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　　乙型肝炎病毒（HBV）感染是全球公共卫生挑
战，给全球带来巨大的公共卫生负担，据估计，每
年约有 140 万人死于肝炎急性感染及与肝炎有关的
肝癌和肝硬化，近一半与 HBV 感染相关 [1]。HBV
的母婴传播是高流行区的主要传播方式，阻断 HBV
母婴传播是消除乙型肝炎的关键 [2]。我国是乙型肝
炎的中高流行区，2015 年孕产妇中乙型肝炎表面抗
原（HBsAg）阳性率约为 6.3%[3]。新生儿接受乙型
肝炎疫苗＋乙型肝炎免疫球蛋白（HBIG）的联合免
疫阻断方法后，母婴传播率从 50% 降至 6%，但在
HBeAg 阳性高病毒载量孕妇中仍高达 11%[4]。妊娠晚
期孕妇高病毒载量是导致母婴传播的主要原因，多
个权威指南都推荐高病毒载量（HBV-DNA ＞ 2×106 
IU·mL－ 1）的孕妇在妊娠中晚期口服核苷（酸）类似
物降低病毒载量，阻断 HBV 母婴传播 [5-9]。
　　替诺福韦（TDF）被广泛用于阻断 HBV 的垂直
传播 [5-6]，但哺乳期使用对哺乳婴儿的安全性尚无详
细的数据报道。尽管有药动学研究报道 TDF 在乳汁
中的含量非常低 [10]，但也有动物研究提示 TDF 对
幼年恒河猴的骨密度可能存在一定的影响 [11]。本研
究通过回顾性队列研究的方法，观察 HBV 感染母
亲在哺乳期使用 TDF 的有效性和安全性，为 TDF
在这一特殊时期的使用提供科学依据。
1　资料与方法
1.1　纳排标准 
　　纳入患者为 2021 年 1 月到 2021 年 10 月在某
三甲妇女儿童医院就诊的高 HBV-DNA 载量（HBV-
DNA 定量＞ 2×105 IU·mL－ 1）慢性乙型肝炎孕妇，
年龄在 20 ～ 45 岁；所有患者在妊娠期间接受替诺
福韦治疗，具体治疗方案为口服 TDF 300 mg qd，
或口服富马酸丙酚替诺福韦（TAF）25 mg qd；新生
儿于出生后 12 h 内完成 HBIG 和第一针乙型肝炎疫
苗的接种。排除标准为：① 患者合并有其他可以母
婴传播或引起新生儿出生缺陷的病原体感染，如获
得性免疫缺陷病毒感染、丙肝病毒感染、TORCH
感染等。其中 TORCH 感染包括弓形虫、巨细胞病
毒、风疹病毒、单纯疱疹病毒和其他病原体（如梅
毒）等的感染；② 患者的乙型肝炎已明显进展，如
已确诊肝硬化或肝癌；③ 胎儿或新生儿处于不良状
态，如影像学检查证实孕妇腹中胎儿存在畸形、发
育缺陷或母亲患有某些已明确证明会影响胎儿发育
的疾病；④ 患者拒绝随访。
1.2　患者分组情况
　　符合纳排标准的患者根据婴儿是否通过母乳
接触到药物分为暴露组及对照组，暴露组为哺乳
期继续用药，同时选择纯母乳喂养或混合喂养；
对照组为哺乳期继续用药，但选择纯人工喂养或

哺乳期停止用药。
1.3　数据获取方法
　　采用回顾性队列研究的方法，通过病历系统
中提取符合纳排标准的患者基本信息，包括患者
年龄、分娩孕周、生产方式及分娩情况等；通过电
话随访获取患者及婴儿信息，包括患者及婴儿乙
型肝炎监测情况、婴儿体格发育情况、神经心理发
育情况等。本研究经四川大学华西第二医院医学伦
理委员会批准 [ 批准号：2021 伦审批第（120）号 ]。
1.4　评价指标
　　有效性：① 哺乳期抗乙型肝炎病毒药物使用
情况及 HBV-DNA 载量变化情况，通过随访获取
患者复查 HBV-DNA 载量变化情况；② 婴儿 HBV
阻断情况，通过随访婴儿乙型肝炎疫苗接种情况
及乙型肝炎两对半检查结果。安全性：① 两组婴
儿生长发育情况，通过随访儿保时的身高和体重、
神经心理发育情况获得；② 出生后婴儿患病情况，
通过随访婴儿出生后是否发生常见疾病如上呼吸
道感染、肺炎、腹泻等。
1.5　统计学方法
　　以样本均数与总体均数比较的样本量公式计
算，计算公式如下：n ＝（tα/2 ＋ tβ）2σ2/δ2，本研究
以小于或大于卫生部发布的 《中国 7 岁以下儿童
生长发育参照标准》[12] 中的数据的 2 个标准差作
为生长发育障碍的标准，取α ＝ 0.05，则 t0.05/2 ＝

1.96；β ＝ 0.2，tβ ＝ 0.84；以 6 ～ 7 月龄儿童的体
重样本标准差代替总体标准差σ，σ ＝ 0.68 kg[12]；
以文献中 6 ～ 7 月龄儿童的体重中位数 ±2SD 的
数据和对应年龄中国儿童标准体重 ±2SD 处的差
值作为允许的相差范围δ [13]，则δ ＝ 0.21 kg。计
算本研究估计的样本量 n ＝ 83，考虑到失访率为
20%，则全部样本量为 100 人。研究结果计量资料
全部经正态性检验，符合正态分布以平均值 ±标
准差表示，组间用独立样本 t 检验；分类变量采用
卡方检验，结果以频次和百分数表示，当样本数
较少时，则使用 Fisher 精确概率法。P ＜ 0.05 为
差异有统计学意义。研究使用 Epidata V3.1 进行数
据录入，并使用 SPSS V26 进行数据分析。
2　结果
2.1　纳入患者一般情况
　　共纳入 2021 年 1 ～ 10 月于四川大学华西第
二医院就诊的妊娠合并乙型肝炎患者 853 例，其
中在妊娠期使用 TDF 或 TAF 的患者共 167 例。对
这 167 例患者进行电话随访，符合排除标准 7 例，
拒绝随访 14 例，无法联系 32 例，最终共纳入 114
例，暴露组 55 例，分娩婴儿 55 名；对照组 59 例，
分娩婴儿 62 名，患者纳入流程图见图 1。
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图 1　患者筛选流程图

Fig 1　Patient screening flow chart

2.2　产妇基线信息及治疗情况
　　两组产妇的年龄、孕产次、生产方式和使用药
物种类差异没有统计学意义，产妇基线信息见表
1。暴露组孕周稍大于对照组患者，差异有统计学
意义。暴露组小三阳构成比高于对照组，大三阳构
成比低于对照组，两组差异有统计学意义。妊娠期
使用药物时间两组有差异，暴露组 24 例（43.6%）
患者在妊娠前已开始使用抗病毒药物，对照组 37
例（62.7%）在妊娠 24 周后开始使用抗病毒药物，
与暴露组大三阳更多，对照组小三阳更多有关。

表 1　产妇基线信息比较 
Tab 1　Maternal baseline characteristics

变量 暴露组（n ＝ 55）对照组（n ＝ 59） P
年龄 / 岁   31.49±3.096   30.86±3.396 0.307
孕周 / 周 39.15±1.17 38.63±1.48 0.041
初次妊娠患者 [n（%）] 24（43.6%） 26（44.1%） 0.963
初次生产患者 [n（%）] 37（67.3%） 39（66.1%） 0.895
剖宫产 [n（%）] 33（60%） 38（64.4%） 0.628
大三阳患者 [n（%）] 19（34.5%） 33（55.9%） 0.010
小三阳患者 [n（%）] 33（60.0%） 19（32.2%）

HBsAg 阳性患者 [n（%）] 3（5.5%） 7（11.9%）

转氨酶异常患者 [n（%）] 5（9.1%） 9（15.3%） 0.316
使用药 [n（%）]

TDF 54（98.2%） 54（89.8%） 0.143
TAF 1（11.8%） 5（10.2%）

药物使用时间 [n（%）]
妊娠前 24（43.6%） 12（20.3%） 0.027
妊娠 23 周及以前 11（20.0%） 10（16.9%）

妊娠 24 ～ 32 周 18（32.7%） 32（54.2%）

妊娠 32 周后 2（3.6%） 5（8.5%）

　　暴露组 55 例患者在哺乳期均继续使用 TDF；
对照组有 26 例患者在哺乳期仍继续用药停止哺
乳。这 81 例哺乳期继续用药的患者中，哺乳期监测
HBV-DNA 的 有 68 例（84%），HBV-DNA ＜ 2×103 
IU·mL－ 1 的有 66 例，占 97%；HBV-DNA ＞ 2×103 
IU·mL－ 1 的仅有 2 例（3%）。哺乳期没有继续用药

的 33 例患者中，继续监测 HBV-DNA 的仅有 16 例
（48%），其中出现 HBV-DNA 拷贝数异常（＞ 2×104 
IU·mL－ 1）的有 5 例（31.25%），其中有 1 例虽然
HBV-DNA 拷贝数正常，但产后 3 个月 B 超发现肝结
节，仍在继续随访中。
2.3　婴儿出生信息

　　暴露组和对照组婴儿性别、Apgar 评分、早
产儿比例、转新生儿科和出生缺陷差异没有统计
学意义，见表 2。对照组中有 1 例婴儿出生后发
现肺动脉狭窄，原因不详。转新生儿科原因暴露
组新生儿肺炎 3 例，新生儿黄疸 2 例，早产 2 例；
对照组新生儿黄疸 1 例，早产 3 例。

表 2　婴儿出生信息比较 
Tab 2　Infant birth information

变量 暴露组（n ＝ 55）对照组（n ＝ 62） P
性别 男 26（47.3%） 33（53.2%） 0.52

女 29（52.7%） 29（46.8%）

Apgar 评分 1 min 9.98±0.13 9.85±0.54 0.07
5 min   9.98±0.135   9.98±0.127 0.93
10 min   9.98±0.135   9.98±0.127 0.93

早产儿数 [n（%）] 2（3.6%） 3（4.8%） 1.0
转新生儿科 [n（%）] 7（12.7%） 4（6.5%） 0.25
出生缺陷 [n（%）] 0（0） 1（1.6%） 1.0
出生身高 /cm 男 49.73±1.87 49.30±2.59 0.48

女 49.00±1.98 48.45±1.96 0.29
出生体重 /kg 男   3.36±0.34   3.16±0.53   0.078

女   3.15±0.44   3.00±0.43 0.21

2.4　婴儿乙型肝炎疫苗接种情况和 HBV 母婴阻断
结果
　　117 名婴儿中已完成全部免疫预防过程的共
93 人（79.49%），24 例因未满 6 月龄尚未完成免
疫预防。行乙型肝炎两对半检查的婴儿共 41 名，
均没有出现 HBsAg 阳性，仅抗 -HBs 阳性 34 人
（82.9%）；抗 -HBs、抗 -HBc 阳性 3 人（7.3%）；
三项抗体均阳性 4 人（9.8%）。
2.5　婴儿生长发育及健康情况
　　暴露组详细报告婴儿身高体重数据的 52
例，对照组有 54 例，随访时平均月龄暴露组
（8.80±2.90）个月，对照组（8.44±3.04）个月。
两组大部分婴儿最近一次儿保的身高、体重均处
于标准中位数 ±1SD 的正常范围内。两组婴儿
的身高和体重的分布差异没有统计学意义（P ＝

0.407 和 0.781），见表 3。随访两组婴儿健康情况，
出生后至少患过一次疾病 65 例，暴露组 28 例，
对照组 37 例。疾病以上呼吸道感染为主，其次为
肺炎和腹泻，两组差异没有统计学意义。暴露组
住院治疗 8 例（1 例肠炎、4 例肺炎和 3 例高胆红
素血症），对照组 7 例（1 例肺静脉狭窄、1 例尿
路感染、4 例肺炎和 1 例高胆红素血症），见表 4。
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3　讨论

　　有生育需求的慢性乙型肝炎妇女，有抗病毒治
疗适应证时，首选不易产生耐药的 TDF，因拉米夫
定和替比夫定易产生耐药，不建议首选；已使用拉
米夫定或替比夫定者，最好换为 TDF[5]。研究显示
妊娠中晚期服用 TDF 可有效预防 HBV 母婴传播 [14]，
本研究也未发现母婴阻断失败患儿。TDF 可降低骨
密度，因此有担心母亲使用 TDF 会影响胎儿的生长
和发育；但评估妊娠期暴露 TDF 的研究发现，胎儿
的生长和发育通常不会受影响 [15-17]。但也有研究发
现，接受 TDF 治疗的 HBV 感染母亲所生婴儿在出
生后 1 个月的骨矿物含量比非 TDF 暴露组低 12%[18]，
但尚不明确这些结果的临床意义和长期意义。本研
究中患者在孕期均使用了 TDF，婴儿出生体重和生
长发育均在正常范围内，未发现骨骼发育异常。
　　妊娠合并乙型肝炎患者往往担心母乳喂养增
加母婴传播风险。本研究中对照组选择人工喂养的
主要原因包括担心母乳喂养增加母婴传播风险、药
物对婴儿有影响等。暴露组大三阳构成比低于对照
组可能是导致患者选择母乳喂养的原因之一。虽然
HBsAg 阳性孕妇的乳汁存在病毒，婴儿出生后接种

了 HBIG，母乳喂养不增加额外的 HBV 母婴传播风
险。一项针对携带 HBV 母亲所生 147 例婴儿的研
究发现，没有证据表明母乳喂养与婴儿将来发生慢
性 HBV 感染之间存在关联 [19]。另一项研究纳入了
369 例慢性 HBV 感染母亲分娩的新生儿，所有新
生儿接受并完成了 HBV 免疫预防计划，结果发现
101 例母乳喂养的婴儿都未检出 HBsAg 阳性，9 例
配方奶喂养婴儿检出 HBsAg 阳性 [20]。因此，无论
孕妇 HBeAg 阳性还是阴性，HBV 母婴传播预防临
床指南均鼓励新生儿母乳喂养，且在预防接种前就
可以开始哺乳 [5]。并且新生儿出生后 12 h 内已完成
免疫预防，具有免疫力，乳头皲裂或损伤出血、婴
儿口腔溃疡或舌系带剪开造成口腔损伤等，均可哺
乳，无需检测乳汁 HBV DNA 水平 [5]。
　　目前对以母婴阻断为目的抗病毒治疗孕妇，产
后停药的安全性存在疑虑，何时停药观点不一。以
预防母婴传播为目的的妊娠期抗病毒药物治疗，
2020 年乙型肝炎病毒母婴传播预防临床指南建议分
娩当日停药，同时孕妇于产后每 2 ～ 3 个月复查一
次肝功能，至产后 6 个月，观察产后立即停药是否
引起明显肝功能损伤 [5]。产后是否应该立即停药仍
有争议。研究显示停药后 40% ～ 50% 的非妊娠乙型
肝炎患者谷丙转氨酶（ALT）水平会升高 [21]。由于妊
娠的生理特性，HBV 在妊娠早期及产后早期更易被
激活，一项观察性研究中发现，12 例妊娠合并乙型
肝炎患者停药，有 8 例出现了 ALT 升高，其中 6 例
ALT 升高了 5 倍 [22]。本研究哺乳期继续用药的 81 例
患者，在监测 HBV DNA 的患者中出现异常的仅有 2
例；停药的 33 例患者中出现异常的有 5 例，还有 1
例出现了肝结节。亚太地区妊娠合并乙型肝炎指南
建议以预防母婴传播为目的的妊娠期抗病毒药物治
疗可在产后立即停药或继续治疗至产后 12 周，停药
后 24 周内要监测肝功能及病毒载量，但仍提出产后
停药时机和监测方案仍待更多的研究；如妊娠期间
有 ALT 升高或晚期肝纤维化或肝硬化的孕妇应在分
娩后继续长期抗病毒治疗，并应遵循慢性乙型肝炎
患者治疗指南 [23]。我国慢性乙型肝炎基层诊疗指南
推荐抗病毒治疗主要依据血清 HBV DNA、ALT 水平
和肝脏疾病严重程度，同时需结合年龄、家族史和
伴随疾病等因素，综合评估患者疾病进展风险，决
定是否需要启动抗病毒治疗。对血清 HBV DNA 阳
性的慢性乙型肝炎患者，若 ALT 持续异常（＞ 1 倍
ULN）且排除其他原因导致的 ALT 升高，均应考虑
开始抗病毒治疗。对于血清 HBV DNA 阳性、ALT 持
续正常，有肝硬化或肝癌家族史且年龄＞ 30 岁者，
疾病进展风险较大，建议启动抗病毒治疗 [7]。但对于
是否应同时满足家族史和年龄要求仍有争议，国外
指南建议仅满足一项即可启动抗病毒治疗 [24]。

表 3　两组婴儿身高体重比较 
Tab 3　Infant height and weight

变量 暴露组（n ＝ 52） 对照组（n ＝ 54） P
年龄 / 月 8.80±2.90 8.44±3.04 0.51
身高

＜－ 2SD 1（1.9%） 2（3.7%） 0.41
－ 2SD ～－ 1SD 4（5.9%） 8（14.8%）

－ 1SD ～＋ 1SD 46（88.5%） 40（74%）

＋ 1SD ～＋ 2SD 1（1.9%） 4（7.4%）

＞＋ 2SD 0（0） 0（0）
体重

＜－ 2SD 1（1.9%） 2（3.7%） 0.78
－ 2SD ～－ 1SD 2（3.8%） 5（9.3%）

－ 1SD ～＋ 1SD 42（80.8%） 42（77.8%）

＋ 1SD ～＋ 2SD 7（13.5%） 5（9.3%）

＞＋ 2SD 0（0） 0（0）

表 4　两组婴儿出生后所患疾病 
Tab 4　Diseases of infant after birth

疾病 暴露组（n ＝ 55） 对照组（n ＝ 62） P
上呼吸道感染 24（43.6%） 32（51.6%） 0.39
肺炎 4（7.3%） 4（6.5%） 1.0
腹泻 4（7.3%） 9（14.5%） 0.21
高胆红素血症 3（5.5%） 1（1.6%） 0.34
肠炎 1（1.8%） 0（0） 0.47
贫血 1（1.8%） 0（0） 0.47
手指血管瘤 1（1.8%） 0（0） 0.47
过敏（皮疹） 1（1.8%） 0（0） 0.47
尿路感染 0（0） 1（1.6%） 1.0
疱疹病毒感染 0（0） 1（1.6%） 1.0
巨细胞病毒感染 0（0） 1（1.6%） 1.0
肺动脉狭窄 0（0） 1（1.6%） 1.0
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　　随访中发现大部分患者对婴儿出生后如何检查
是否患有乙型肝炎不清楚，应加强产后乙型肝炎患
者出院教育。本研究已完成全部免疫预防过程的共
93 人，但行乙型肝炎两对半检查的婴儿仅有 41 例，
仅占 44%。婴儿随访的适当时间为 7 ～ 12 月龄，即
接种第 3 针乙型肝炎疫苗后 1 ～ 6 个月。接种第 3
针乙型肝炎疫苗后 1 ～ 2 个月，抗 -HBs 滴度最高，
是随访的最佳时机 [5]。检查了乙型肝炎两对半的婴
儿中未发现 HBsAg 阳性，但有抗 -HBc 和 e 抗体阳
性。因母体 IgG 抗体能通过胎盘，婴儿体内的母源
性抗 -HBc 最长可持续 2 年，但只要婴儿 HBsAg 阴
性、抗 -HBs 阳性，就说明没有感染，而且具有免疫
力。因此，应做好乙型肝炎患者出院教育，及时随
访婴儿乙型肝炎两对半情况。
　　本研究关注乙型肝炎患者产后药物使用及对哺乳
婴儿的影响，为这一特殊群体提供临床治疗参考意
见，但存在以下局限：本研究是回顾性研究，在随访
过程中，由于患者记忆模糊容易产生回忆偏倚，我们
通过多方面调查患者情况，如调查婴儿身高体重值同
时调查儿保就诊记录、生长曲线等，保证数据的一
致性。另外，患者数量有限，最终仅纳入了 114 名乙
型肝炎母亲及其分娩的 117 名婴儿，由于是观察性研
究，部分患者还存在信息缺失，可能无法观测到某些
罕见事件的发生。未来研究应关注用于母婴阻断的抗
乙型肝炎药物治疗在哺乳期是否继续使用的问题。
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　　毒性中药历来就受医家的重视与关注，并在临
床实践中总结出其疗效确切且安全的应用方法。最
早的中药学专著《神农本草经》[1] 首创了三品分类法，
将有毒中药列为下品，多为佐使之用，认为其“不可
久服”。张仲景在《伤寒论》[2] 和《金匮要略》[3] 的多
个方剂中应用了附子、巴豆、大戟、吴茱萸等毒性中
药。张景岳在《类经 • 五脏病气法》[4] 中也提出“药以
治病，因毒为能”，说明了可以利用中药的毒性治疗
疾病，得当则能起沉疴，失当则会危及生命。张亭
栋教授 [5] 在治疗急性早幼粒细胞白血病应用了毒性
中药砒霜（三氧化二砷），取得了良好疗效，并向世

界推广，这是毒性中药在现代医学中使用的新范例。
　　《中国药典》[6]2020 年版一部中收录中药材和饮
片共 616 种，其中关于毒性中药的描述均在其“性
味与归经”目录下。共收载毒性中药 83 种，根据毒
性大小进行划分，大毒品种 10 种，有毒品种 42 种，
小毒品种 31 种。本文按《中国药典》2020 年版一部
毒性中药目录收集 2020 年 7 月至 2021 年 7 月期间
肺病科门诊涉及毒性中药的所有中药处方，对其治
疗疾病的用药规律和合理使用等方面进行统计分析。
1　资料与方法 
　　利用 HIS 系统收集整理本院肺病科门诊 2020 年

毒性中药饮片在某院肺系疾病中的应用

李悦1，2，3，陈树和1，2，3，高越1，2，3*（1. 湖北省中医院，武汉　430061；2. 湖北省中医药研究院，武汉　430061；3. 

湖北中医药大学附属医院，武汉　430061）

摘要：目的　分析湖北省中医院肺病科门诊毒性中药的临床应用情况，探讨其用药的临床特

点。方法　利用医院 HIS 系统分析 2020 年 7 月至 2021 年 7 月的含毒性中药饮片的处方。结
果　收集整理治疗肺系疾病的含有毒性中药的处方共 3282 张。处方中含有 20 种毒性中药，从

药味、剂量、病种等方面进行分析总结，其中，苦杏仁、吴茱萸、蜈蚣、全蝎为最常用。在药

物使用剂量方面，有 15 种毒性中药出现超药典使用剂量的情况。结论　肺病科门诊使用毒性

中药总体用药情况符合临床疾病需求，但仍有部分用药问题亟待改进，以确保用药安全。
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7月至2021年7月治疗肺系疾病（如咳嗽病、肺胀病、
哮病）的中药饮片处方。依据 《中国药典》2020 年版
一部，对处方中出现的毒性中药饮片使用频率情况，
根据毒性大小和剂量范围进行调查研究与分析。
2　结果 
2.1　处方基本情况 
　　得到 7807 张肺病科门诊中药处方，其中 3282
张为含有毒性中药的处方，占总处方数的 42.04%。
2.2　患者年龄分布 
　　3282 张处方中男性患者处方有 1884 张，占
57.4%，女性患者处方有 1398 张，占 42.6%。患
者年龄分布范围为 14 ～ 95 岁，平均年龄为 62.7
岁，具体见表 1。

表 1　患者年龄性别分布 
Tab 1　Distribution of the patients’age and gender

年龄 / 岁 性别（男 / 女） 处方数 占处方百分比 /%
≤ 30 59/52   111   3.4
31 ～ 40 152/204   356 10.9
41 ～ 50 267/118   385 11.7
51 ～ 60 442/252   694 21.1
61 ～ 70 640/425 1065 32.4
71 ～ 80 252/247   499 15.2
＞ 80 72/100   172   5.3

2.3　毒性中药的使用情况 
　　经统计，肺病科门诊使用毒性中药 20 种，使用
频率排在前 3 位的中药分别是苦杏仁、吴茱萸、土鳖
虫，而罂粟壳、艾叶、马钱子使用最少。其中，超
药典剂量使用的有 15 味，除山豆根、重楼、绵马贯
众为生品外，其余品种均为炮制品。具体见表 2。
2.3.1　使用频率较高的毒性中药的用药分析　从
表 2 可知苦杏仁是本院肺系疾病中最常用的毒性
中药。本品味苦，性微温，有小毒，既能润肺止
咳化痰，又能润肠通便。肺系疾病患者往往痰多，
咳痰困难，憋闷喘息，部分患者还有大便不畅，
费力排便则喘息明显加重的情况。现代研究认
为，苦杏仁具平喘镇咳，抗炎止痛，抗氧化等作
用 [7]，配伍桔梗等调畅肺的气机，增强止咳、祛
痰、平喘的功效，有利于提高疗效，且可改善咳、
痰、喘等多种呼吸道症状。
　　吴茱萸辛，苦，热，有小毒，具散寒止痛，
降逆止呕，助阳止泻之功。在肺系疾病中的临床
应用有以下两方面：肝寒犯肺者，咳吐白稀痰，
甚者呕吐涎沫，选用吴茱萸能达木郁，温阳散
寒，痰饮自消；脾胃虚寒者，清浊混杂，气机上
逆，胃气失于和降，可犯肺而喘。吴茱萸毒性多

表 2　肺病科门诊毒性中药使用情况 
Tab 2　Use of toxic Chinese medicine in the Outpatient Department of Lung Diseases

序号 中药饮片 毒性大小 规定剂量 /g 超量剂量 /g 处方数 / 张 超量处方数 / 张
占毒性中药处方

比例 /%
占肺病科门诊总处方

使用比率 /%
超剂量百分比 /%

1 苦杏仁 有小毒 5 ～ 10 12 ～ 20 1598 138 48.69 20.47 8.64

2 吴茱萸 有小毒 2 ～ 5   6 ～ 10 457 10 13.92 5.85 2.19
3 土鳖虫 有小毒 3 ～ 10 12 ～ 20 275 32 8.38 3.52 11.64
4 水蛭 有小毒 1 ～ 3   6 ～ 10 253 146 7.71 3.24 57.71
5 蜈蚣 有毒 3 ～ 5 无 185 0 5.64 2.37 0
6 全蝎 有毒 3 ～ 6   8 ～ 20 153 81 4.66 1.96 52.94
7 苍耳子 有毒 3 ～ 10 12 ～ 20 127 19 3.87 1.63 14.96
8 山豆根 有毒 3 ～ 6   8 ～ 12 111 66 3.38 1.42 59.46
9 川楝子 有小毒 5 ～ 10 12 ～ 15 31 18 0.94 0.40 58.06
10 附子 有毒 3 ～ 15 20 24 3 0.73 0.31 12.50
11 制天南星 有毒 3 ～ 9 10 ～ 20 19 17 0.58 0.24 89.47
12 重楼 有小毒 3 ～ 9 10 10 6 0.31 0.13 60.00
13 绵马贯众 有小毒 4.5 ～ 9 10 10 8 0.31 0.13 80.00
14 刺蒺藜 有小毒 6 ～ 10 12 ～ 30 8 6 0.25 0.10 75.00
15 蛇床子 有小毒 3 ～ 10 15 ～ 20 6 3 0.18 0.08 50.00
16 仙茅 有毒 3 ～ 10 12 ～ 15 5 2 0.15 0.06 40.00
17 白附子 有毒 3 ～ 6 无 4 0 0.12 0.05 0
18 罂粟壳 有毒 3 ～ 6 无 3 0 0.09 0.04 0
19 艾叶 有小毒 3 ～ 9 无 2 0 0.06 0.03 0
20 马钱子 有大毒 0.3 ～ 0.6 无 1 0 0.03 0.01 0

总计 3282 555 100.00 42.04 16.91

表现为肝毒性 [8]，临床上对于有肝脏疾病的患者
在使用该药时应更为谨慎。
　　土鳖虫、水蛭、蜈蚣、全蝎均为虫类药，也
是肺病科较为常用的毒性中药。中医学认为 [9]，

在肺系疾病中，虫类药的作用主要表现在化痰、
散瘀、祛风等方面；现代药理学研究表明，土鳖
虫、水蛭、蜈蚣、全蝎等毒性药物均具有抗肿瘤、
抗炎、调节免疫等作用，土鳖虫和水蛭还具有抗
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凝血的作用 [10-14]。因肺胀病、哮病、肺痿病、肺
癌都有反复发作或逐渐加重的特点，病程长，往
往难以速效，根据叶天士的“久病入络”理论及
“当以虫蚁疏逐，以搜剔络中之邪”的思想，在止
咳平喘药物的基础上加虫类药物后往往力专效宏。
土鳖虫、水蛭正是搜剔化瘀通络的代表性药物。
　　土鳖虫咸，寒，有小毒，具破血逐瘀作用，
《神农本草经》谓其“破坚下血闭”[1]。水蛭咸、苦，
平，有小毒，擅长破血逐瘀，《神农本草经》载有：
“主逐恶血瘀血、破血瘕积聚 ...... 生池泽”[1]。瘀
血停留日久，气机阻滞，络脉不通，祛瘀血生新
血方能恢复生理机能，仅用活血之品力之不及，
非破血逐瘀之类不能起效。水蛭则无此弊端，正
如张锡纯言其“破瘀血而不伤新血”，临床使用更
为广泛。如杨志欣等 [15] 利用水蛭与虻虫配伍，治
疗病机见瘀血内阻、气机不利、津液不布者。
　　蜈蚣辛，温，有毒，具有息风通络，攻毒散
结的功效，因其走串之力最速，张锡纯谓之“凡气
血凝聚之处皆能开之”。全蝎辛，平，有毒，能
息风镇痉，通络止痛，攻毒散结；能使浊散瘀化，
毒清络解，正如《本草汇言》所述：“全蝎攻风痰风
毒之药也”。蜈蚣、全蝎两者功效相似，均为息风
止痉要药，常相须为用，以提高息风通络的功效。
　　苍耳子在肺系疾病中主要应用在咳嗽病、哮病
和肺痈病上。很多呼吸道疾病患者常伴随鼻痒、流
涕、喷嚏等症状，苍耳子苦、甘、辛、温，能散风
寒，通鼻窍，祛风湿，止痛。《本草备要》言其“治
鼻渊”，一方面肺开窍于鼻，肺和则鼻知香臭，肺
脏不调，邪气壅滞而鼻塞流涕；另一方面，涕为
肺之液，鼻窍不通，甚至返流于肺，阻碍肺金之
气，气机不畅，水液停聚，咳喘难平，此时肺鼻同
治事半功倍 [16]。现代药理研究表明苍耳子有抗菌、
抗炎、镇痛、抗过敏等作用 [17]。苍耳子虽仅有小
毒，但剂量大于 10 g 或疗程过长，会引起蓄积性
中毒，导致多脏器功能损害，以肝肾功能损害最为
严重 [18]，在临床上也需引起注意。
　　山豆根能利咽喉消肿疡，是喉科要药。程钱
等 [19] 研究认为，山豆根具有抗炎、抗菌、抗病
毒、调节免疫、抗肿瘤等作用。肺主气，声由气
发，喉为肺之门户，也是气息出入之所，肺气郁
闭，则会失音或声音嘶哑，使用山豆根甚为对
症。山豆根成分复杂，造成毒性反应的成分并不
十分明确。研究表明，山豆根造成的毒性反应最
易出现的为神经系统症状，其次为恶心呕吐等胃
肠道症状 [20]，且有一定的“量毒关系”，因此严
格把控好用药剂量是必要的。
　　其他毒性中药中，重楼能清热解毒、消肿止

痛，主要用于治疗肺癌。贯众清热解毒，擅长治
疗风热感冒。蛇床子温肾壮阳；仙茅补肾阳、强
筋骨、祛寒湿；两者均为温肾助阳药，但门诊治
疗中使用较少，因肺系疾病证型中有阴伤、痰湿
等，肺气亏虚亦多见，通常以滋阴润肺，理气化
痰，健脾益肺为治即可获效。有肾阳亏虚者以肉
桂、附子、紫河车等亦能温补肾阳；阳虚水泛明
显者往往病情危重，需综合治疗，故蛇床子、仙
茅较少应用在肺病科门诊。
　　罂粟壳能涩肠止泻、敛肺止咳，但仅偶尔应用
于肺癌引起的顽固性咳嗽。因临床上引起咳嗽的病
因较多，治疗也需针对病因进行，或疏风，或滋
阴，或祛痰，或清肝，或健脾，辨证施治可获得确
切疗效。罂粟壳具成瘾性，也是唯一一味属于麻醉
药品管理的中药饮片，临床使用需另外开具麻醉处
方，进一步限制了它在门诊中的使用。马钱子则由
于有大毒，安全剂量小，故多外用，肺病科门诊仅
有 1 例肺癌患者使用，剂量为 0.5 g 内服。
2.3.2　超剂量用毒性中药情况分析　药物的超量
使用存在着一定的安全隐患，毒性中药更是如
此，为规避可能会出现的风险，保障医疗安全，
本研究对超药典用量的中药饮片进行分析。从表
2 中可以得出，在肺系疾病中，超量使用最多的
中药为水蛭、苦杏仁、全蝎、山豆根。
　　经分析得出超剂量用药主要有以下几个方面
原因：
　　其一是某些药物的标准剂量较小，如全蝎
3 ～ 6 g，水蛭 1 ～ 3 g，山豆根 3 ～ 6 g，这些在
临床使用过程中容易超量。含全蝎和水蛭的超量处
方，多为肺胀病及肺痿病后期患者，其瘀象明显，
需加强活血通络的力量，或是肺癌患者，需增强解
毒散结的功效，这是长期临床过程中总结的实践经
验。目前本院临床使用中并未发现和用量相关的严
重不良反应，但仍需关注，做好用药后的随访。山
豆根的超量现象较为普遍，查阅的处方均配伍甘草
以解毒，随访患者中未发现有心慌、恶心、呕吐等
不良反应，但药典中规定山豆根不可久服，应中病
即止，故临床上仍尽量按药典规定剂量使用，或选
用替代品，以免发生不良后果。
　　其二是某些药典规定剂量最大量为9 g 的饮片，
常因包装规格为 10 g 导致处方剂量超量，如 17 张
制天南星超量的处方中，有 13 张均为此原因。绵
马贯众更为明显，8 张超量处方全部开具 10 g。
　　其三是肺癌患者的中药处方中毒性中药配伍
较多，剂量较大，这与肺癌的病因病机特点相
关。肺癌的发病机制，癥积致病，瘀滞阻络和毒
邪致病为其主要因素，治疗上以消积、祛瘀、解
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毒为重要的治法。因此肺癌的治疗常以多种毒性
中药联用，并且往往使用剂量较大。在临床上值
得注意的是肿瘤患者本身存在正气不足的问题，
在攻伐的同时，需固护患者的胃气，体质虚弱且
同时长期服用抗肿瘤中药的患者建议减小毒性药
物剂量并定期复查血常规、肝肾功能等。
　　从患者的适应证上分析，肺癌患者的超量使
用最为频繁，这与本病特点相关。其次为咳嗽病，
超量使用山豆根、苦杏仁的处方较多，山豆根因
标准剂量较小，临床容易出现超量使用的情况，
苦杏仁超量使用在整体含苦杏仁的处方中占比较
小（8.6%），多数还是按规定剂量使用。通过和
开方医师沟通，超剂量使用苦杏仁多为两方面原
因：一为部分肺系病患者同时存在大便不通的情
况，为兼顾润肠通便作用增加疗效，苦杏仁使用
至每剂 15 g；二是患者的咳痰情况较重，常规剂
量不一定有较好的临床疗效，所以通过增加剂量
来提高临床疗效。
　　从患者人群上分析，除肺癌患者，多为老年
患者（≥ 65 岁），其多因生理机能有不同程度的
退行性改变，肝肾功能也存在不同程度的减退，
或合并有其他多种基础疾病，临床上在毒性饮片
的使用中会比较注重药物的剂量和疗程，较少超
剂量使用毒性中药或药性峻猛的饮片。
　　从总体上来说，我国临床用药存在毒性中药
饮片超剂量使用现象。超剂量使用与不良反应的
发生存在一定的关联，虽然目前本院超剂量使用
的毒性中药尚未发现不良反应的发生，但仍需医
师严格把控中药饮片用药剂量，特别是毒性较大
的中药饮片，确保用药的合理性，提高用药的安
全性。
2.3.3　毒性中药联用情况　毒性中药的合用可能
会加重毒副作用，因此，对毒性中药的联用情况
进行统计，表３列举了二联和三联使用最多的五
组毒性中药。

表 3　毒性中药品种联用情况排序表 
Tab 3　Ranking of the combined use of toxic traditional Chinese 

medicine
序号 联用毒性中药品种 处方数

1 苦杏仁、吴茱萸 347
2 苦杏仁、水蛭 198
3 土鳖虫、水蛭 127
4 苦杏仁、土鳖虫 109
5 苦杏仁、山豆根   67
6 苦杏仁、吴茱萸、水蛭 132
7 苦杏仁、水蛭、土鳖虫 116
8 苦杏仁、吴茱萸、土鳖虫   93
9 苦杏仁、吴茱萸、全蝎   91
10 苦杏仁、水蛭、全蝎   72

　　从表 3 中可以看出，毒性中药在肺系疾病中
的联用基本上都是以苦杏仁为基础，肺系疾病多
有咳喘的临床症状，苦杏仁为治疗肺系疾病的要
药。苦杏仁有小毒，但炒制后能起到温肺减毒的
功效，在常规使用时极少见不良反应发生，虽常
与其他有毒药物联用，仍无需刻意降低用药剂
量。苦杏仁最常配伍使用的毒性中药为吴茱萸，
分析认为，肺系疾病常用方剂主要作用为清肺化
痰，养阴润燥，更易导致肺阳虚衰，吴茱萸擅治
肝寒咳嗽，有温经功效，联用可以提高疗效。毒
性药物联用时的剂量较单用时减小，且在老年患
者中未发现超药典量使用的情况，均在安全用药
的范围之内，说明临床针对毒性中药联用的剂量
还是较为谨慎。
2.4　不同肺系疾病门诊毒性中药使用情况
　　不同肺系疾病使用的毒性中药有所不同，整
体而言，苦杏仁、吴茱萸、蜈蚣、全蝎为最常使
用毒性中药，具体见表 4。

表 4　各种肺系疾病使用的毒性中药 
Tab 4　Toxic traditional Chinese medicine for lung disease

病名 用药频次

咳嗽病 苦杏仁（529）吴茱萸（222）山豆根（64）苍耳子（50）全蝎（39）
肺胀病 苦杏仁（594）水蛭（145） 吴茱萸（139）土鳖虫（101）全蝎（61）
哮病 苦杏仁（204）苍耳子（35） 吴茱萸（35）全蝎（25） 蜈蚣（11）
肺痿病 苦杏仁（104）水蛭（64） 土鳖虫（21）全蝎（15） 蜈蚣（6）
肺痈病 苦杏仁（82）吴茱萸（24） 苍耳子（10）山豆根（8） 蜈蚣（5）
肺癌 土鳖虫（105）蜈蚣（86） 苦杏仁（80）全蝎（13） 水蛭（13）

2.4.1　毒性中药在咳嗽病中的应用　咳嗽是多种
肺系疾病常见的共有临床症状，将门诊中以咳嗽
为主要症状的咽炎、急慢性支气管炎、社区获得
性肺炎、咳嗽变异性哮喘归于咳嗽病。肺病科门
诊中使用最多的五味毒性中药依次是苦杏仁、吴
茱萸、苍耳子、山豆根、全蝎。苦杏仁润肺化痰，
降气止咳，对于多种证型咳嗽均有效。吴茱萸能
治肝寒犯肺和脾胃虚寒的咳嗽。鼻塞、咽痒是咳
嗽的主要伴随症状，苍耳子、山豆根分别治疗咳
嗽病中伴有鼻窍不通，鼻塞流涕和咽痒咽痛患者，
使用较为频繁。咳嗽变异性哮喘患者在肺病科门
诊也很常见，表现为咳嗽气急，喉痒呛咳，符
合“风盛则挛急”的特点，晁恩祥教授 [21] 将本病
归于“风咳”，并率先提出“以风立论”，确立了
“疏风止咳，缓急解痉”的治法。药物使用上除应
用蝉蜕、地龙等疏风药物外，对于咳嗽剧烈，风
盛挛急明显者，加入全蝎、蜈蚣等解痉通络之品。
2.4.2　毒性中药在肺胀病中的应用　肺胀病常用
五味有毒药物依次为苦杏仁、水蛭、吴茱萸、土
鳖虫、全蝎。本病常由咳嗽、喘病、哮病反复发
作或失治误治引起，其临床特点主要表现为咳嗽
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咳痰，气短而喘，胸中胀闷。因其病程较长，后
期往往存在痰瘀互结的临床表现。单用祛痰行气
之品往往疗效欠佳，此时加入水蛭、土鳖虫、全
蝎等虫类药破血逐瘀，使瘀祛痰消，提高疗效。
肺胀病后期损伤肺气及脾阳，对于咳吐清稀白痰，
伴反酸漕杂吞酸者应用吴茱萸尤佳。
2.4.3　毒性中药在哮病中的应用　哮病最常用的
毒性中药为苦杏仁、苍耳子、吴茱萸、全蝎和蜈
蚣。哮病常因肺、脾、肾等脏气亏虚，水液代谢
异常，日久不化，聚而成痰，痰邪伏肺，外邪引
动伏痰，痰气相搏，阻于肺与气道，使气道挛急，
故而发病。临床治疗上以祛风解痉，化痰利气为
大法。全蝎、蜈蚣解痉止咳，祛风散结，哮病患
者多有过敏性鼻炎病史，鼻塞喷嚏为常见兼证，
苍耳子也常配伍其中。
2.4.4　毒性中药在肺痿病中的应用　肺痿病最常使
用的毒性中药与哮病类似，只是虫类药物使用更
多，分析其原因，肺痿病病程长，患者面唇紫绀，
杵状指，舌下络脉迂曲的血瘀征象和气短、疲乏、
多汗的气虚表现更明显。血瘀阻碍气的运行，气滞
进一步加重血瘀，益气活血通络是其主要治则。应
用蜈蚣、全蝎主要是取其搜剔通络的功效，配合土
鳖虫、水蛭更能增强其破血逐瘀的作用。
2.4.5　毒性中药在肺痈病中的应用　肺痈病多因感
染外邪，失治误治，内犯于肺，或痰热灼肺，致肺
叶生疮，破溃化脓的肺系疾病。临床表现为咳嗽，
咳大量腥臭黄绿色脓痰。苦杏仁润燥除痰，下气平
喘，对于肺痈的痰多，咳甚伴喘息尤为适用，在门
诊毒性中药中使用最多。吴茱萸虽辛热，但在治疗
肺痈时常配伍黄连，且吴茱萸用药剂量小于黄连，
使全方不会过于温燥，同时取苍连汤之燥湿化痰，
清胃和中之意。肺痈病患者也常兼有咽部不适和鼻
塞流涕，遂伍以山豆根和苍耳子治疗。
2.4.6　毒性中药在肺癌中的应用　肺癌多由于正
气亏损，阴阳平衡失调，六淫等邪气乘虚袭肺，
邪滞胸中，气机不利，水液聚而成痰，日久痰瘀
阻络而发为本病。治疗上在固护正气的基础上，
以化痰祛瘀解毒为大法。门诊常用毒性药物蜈蚣、
全蝎、土鳖虫、水蛭，其走串搜逐之力强，引药
直达病所，能化痰散结，通络祛瘀，解毒止痛。
其中蜈蚣、全蝎均擅长于搜风通络止痛，常相须
为用。土鳖虫活血祛瘀止痛，水蛭破血逐瘀消癥，
均为肺癌常用药物。
3　结语
　　毒性中药是中医药宝库中的瑰宝，应用得当可
起沉疴，救患者于垂危，使用不当则极易给患者带
来身心的损害。毒性中药在本院肺病科门诊的使用

较为广泛，最常用的毒性中药为苦杏仁、吴茱萸、
土鳖虫和水蛭。因其毒性小，疗效确切而广泛应
用在咳嗽病、哮病、肺胀病、肺痿病、肺痈病、肺
癌等多种肺系疾病中。本研究中超剂量使用毒性中
药也较为普遍，接近 20% 的处方中毒性中药饮片
超药典用量。经综合分析并非开方医师的处方失误
或不合理使用，而是因患者疾病特点、临床治疗经
验以及药品包装规格限定等。临床上需强调辩证准
确，药证相符，减少不良反应的发生。
　　毒性中药临床安全用药的关键除剂量外也包
括炮制是否得当，为降低处方的毒性，本院肺病
科使用的毒性中药饮片多数经过了炮制，特别是
毒性较大的饮片如附子、天南星等，炮制品可降
解或破坏中药中的毒性成分，提高临床用药的安
全性，临床在关注其疗效的同时，一方面应注意
监测毒性中药的不良反应，另一方面通过规范的
炮制方法及配伍使毒性中药增效减毒，提高毒性
中药的合理使用，更好服务于临床。
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超重 /肥胖对感染性心内膜炎患者的万古霉素 
药动学参数及不良反应的影响

吴莉莉1，夏晨1，詹志坤2，曹媛1，庞佩珊1，徐巧芬1，张红雨1，王妍1*（1.佛山市第一人民医院药学

部，广东　佛山　528000；2.福建医科大学附属第一医院药学部，福州　350004）

摘要：目的　分析超重 / 肥胖对感染性心内膜炎患者万古霉素药动学的影响。方法　以 2019
年 4 月～ 2021 年 8 月静脉使用万古霉素且进行药物浓度监测的感染性心内膜炎患者为研究对
象进行回顾性研究，根据体质量指数（BMI）将患者分为正常组（BMI ＜ 24 kg·m － 2）和超
重 / 肥胖组（BMI ≥ 24 kg·m － 2），采用 Bayesian 反馈法预估药动学参数并分析超重 / 肥胖对
万古霉素药动学及不良反应的影响。结果　超重 / 肥胖组患者的药动学参数谷浓度（Cmin）、药
时曲线下面积（AUC）和表观分布容积（Vd）显著高于正常组（P ＜ 0.05），而谷浓度达标率和
治疗有效率明显低于正常组（P ＜ 0.05）。相比正常组患者，超重 / 肥胖组患者总体不良反应发
生率增加。结论　对于感染性心内膜炎合并超重 / 肥胖患者，有必要开展基于治疗药物监测及
Bayesian 反馈法的万古霉素个体化给药方案设计。
关键词：万古霉素；超重 / 肥胖患者；感染性心内膜炎；药动学
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Effect of overweight/obesity on the pharmacokinetic parameters and adverse 
reactions of vancomycin in patients with infective endocarditis

WU Li-li1, XIA Chen1, ZHAN Zhi-kun2, CAO Yuan1, PANG Pei-shan1, XU Qiao-fen1, ZHANG Hong-
yu1, WANG Yan1* (1. Department of Pharmacy, The First People’s Hospital of Foshan, Foshan  
Guangdong  528000; 2. Department of Pharmacy, The First Affiliated Hospital of Fujian Medical 
University, Fuzhou  350004)

Abstract: Objective  To determine the effect of overweight/obesity on the pharmacokinetic parameters of 
vancomycin in patients with infective endocarditis. Methods  The retrospective analysis was conducted. 
Patients data from the hospital medical record system from April 2019 to August 2021 during the 
cardiovascular surgery with use of vancomycin in were collected. The subjects were divided into a normal 
group (BMI ＜ 24 kg·m － 2) and an overweight/obesity group (BMI ≥ 24 kg·m － 2) according to body 
mass index (BMI). According to the population pharmacokinetic model, the measured trough concentration 
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　　感染性心内膜炎是临床常见的心血管系统感
染性疾病，其发病率逐年升高，病情发展迅速，
治疗困难，院内及远期病死率高。调查显示 [1]，感
染性心内膜炎的院内病死率高达 30%。感染性心
内膜炎多为革兰氏阳性菌感染，主要包括金黄色
葡萄球菌、草绿色链球菌、肺炎链球菌及粪肠球菌
等 [2]，万古霉素是治疗严重革兰氏阳性菌尤其是耐
甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）感染的一线药
物。近年来，超重、肥胖人口的数量急剧增加，肥
胖会影响多种药物的药动学参数，进而影响药物
的疗效及不良反应 [3]。按照实际体重给予肥胖患
者万古霉素可能会增加血药浓度超标和肾毒性的
发生风险，因此《中国万古霉素治疗药物监测指南
（2020 更新版）》强推荐对于肥胖患者开展万古霉素
药物浓度监测 [4-5]。本文根据群体药动学模型结合
Bayesian 反馈法分析感染性心内膜炎伴超重患者的
万古霉素药动学参数，研究超重 / 肥胖对感染性心
内膜炎患者万古霉素药动学参数及不良反应的影
响，为合理使用万古霉素及制订个体化的精准用
药方案提供科学依据。
1　材料与方法 
1.1　病例选择
　　回顾分析 2019 年 4 月至 2021 年 8 月我院心血
管外科收治的接受万古霉素治疗的感染性心内膜
炎患者，本研究已获我院伦理委员会批准（伦审研
﹝2021﹞第25号）。纳入标准：心血管外科年龄≥18
周岁且静脉使用万古霉素的感染性心内膜炎患者，
万古霉素的血药谷浓度需在第 4 剂给药前 30 min 采
样。排除标准：使用万古霉素小于 4 剂的患者；接
受肾脏替代治疗的患者；临床资料不完整的患者。
1.2　试药与仪器
　　注射用盐酸万古霉素 [ 规格为 0.5 g/ 瓶，希腊
VIANEX S.A.（PLANT C）公司 ]。ARCHITECT 
i2000SR 化学发光微粒子免疫分析仪和 ARCHITECT
万古霉素测定试剂盒（美国雅培）。
1.3　分组与治疗方法
　　根据体质量指数（BMI）将研究对象分为
正常组（BMI ＜ 24 kg·m － 2）和超重 / 肥胖组
（BMI ≥ 24 kg·m － 2），两组患者的给药方案均由

临床医师根据患者的具体情况及药品说明书制定，
入组患者均在第 4 剂给药前 30 min 采集血样。
1.4　观察指标
　　监测并记录患者的万古霉素血药浓度，同时
观察患者的肾功能情况及是否有不良反应事件的
发生。
1.5　万古霉素药动学参数的计算
　　利用万古霉素个体化给药决策系统 SmartDose
软件 [6]，根据群体药动学模型结合最大后验
Bayesian 反馈法进行计算。首先登录网页（https：//
smartdose.huashan.org.cn：28080），监测药物选择
“万古霉素”，人群选择“成人”，模型选择“调整
方案”，填入患者的完整信息包括姓名、性别、年
龄、体重、血肌酐、目标谷浓度等，继续输入万古
霉素的给药剂量、给药途径、输注时间、给药间隔、
给药次数及肌酐值等，系统可调用 MAPB 法估算
患者的药动学参数包括肌酐清除率（CLCr）、清除
率（CL）、表观分布容积（Vd）、半衰期（t1/2）及药
时曲线下面积（AUC），其中公式中的ηi（i 为 1，
2，3）为个体间变异，AGE 为年龄。
　　CL＝ [1.71×eη1＋8.31×（1－e－0.0113×eη2×CLcr）] 
×0.475（AGE/72）[6]

　　Vd ＝ 2.62×2.09（AGE/72）×eη3  [6]

1.6　统计分析

　　使用 SPSS 21.0 软件对数据进行统计分析，两
组间的计量资料比较采用独立样本 t 检验，计数资
料采用百分比表示，两组间的计数资料采用卡方
检验，P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
2　结果
2.1　一般资料
　　本研究共纳入 89 例患者，年龄为 25 ～ 70 岁，
包括 58 例男性和 31 例女性，根据 BMI 将患者分为
正常组（57 例）和超重 / 肥胖组（32 例）。89 例患者
的一般资料见表 1。这些患者主要诊断为感染性心
内膜炎，合并的基础疾病主要为心脏瓣膜病（包括
主动脉瓣关闭不全、二尖瓣关闭不全和三尖瓣关闭
不全）、高血压、糖尿病、胃炎及肺部感染，两组
患者间的年龄、用药前血肌酐、用药前肌酐清除率
及治疗时间等情况差异均无统计学意义，两组间具

overweight/obesity on the pharmacokinetics of vancomycin. Results  The Cmin, AUC and Vd of vancomycin 
in the overweight/obesity patients were higher than those in the normal group, whereas the target attainment 
rate of Cmin and therapeutic efficiency of vancomycin in the overweight/obesity patients were lower than 
those of the normal group. Compared with the normal group, the overall incidence of adverse reactions in 
the overweight/obesity group was increased. Conclusion  Among obse patients with infective endocarditis 
individual dosage regimen based on TDM coupled with Bayesian forecasting is necessary. 
Key words: vancomycin; overweight/obesity patient; infective endocarditis; pharmacokinetics
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有可比性。万古霉素给药剂量是由临床医师根据患
者的实际体重、病理生理情况及药品说明书确定。
　　根据《中国万古霉素治疗药物监测指南（2020
更新版）》[4]，推荐普通感染患者的万古霉素谷浓度
为 10 ～ 15 mg·L－ 1，推荐严重 MRSA 感染的成人
患者的万古霉素谷浓度为 10 ～ 20 mg·L－ 1。表 1
显示超重 / 肥胖患者的谷浓度在 10 ～ 20 mg·L－ 1

的达标率为 31.25%，正常组患者的谷浓度达标率
为 59.65%，超重 / 肥胖组的谷浓度达标率明显低于
正常组（P ＜ 0.05）。

表 1　两组患者的基本情况比较 
Tab 1　General information between two groups

分类 正常组 超重 / 肥胖组 P
人数 /n 57 32 —

年龄（岁） 50±13 52±13 0.47
性别（男 / 女） 39/18 19/13 —

体质量 /kg 53.25±6.66 69.01±8.11 0.01
BMI/（kg·m － 2） 19.93±1.78 26.19±1.45 0.01
用药前肌酐 /（μmol·L － 1）   83.08±39.97   86.38±33.78 0.69
用药前肌酐清除率 /（mL·min－ 1）  84.53±36.65   98.57±33.75 0.08
用药时间 /d 13.26±9.69   16.44±14.25 0.22
谷浓度达标人数及达标率 /n（%）

＜ 10 mg·L － 1 7（12.28） 4（12.50） —

10 ～ 20  mg·L － 1 34（59.65） 10（31.25） 0.01
＞ 20 mg·L － 1 16（28.07） 18（56.25） —

2.2　超重 / 肥胖对万古霉素药动学的影响

　　用 Bayesian 反馈法计算得到的两组患者万古
霉素药动学参数如表 2 所示，超重 / 肥胖型患者的
Cmin、AUC 及 Vd 显著高于正常组（P ＜ 0.05），其
余药动学指标如清除率 CL、肌酐清除率 CLCr 及半
衰期 t1/2 等差异均无统计学意义。

表 2　患者万古霉素药动学参数比较 
Tab 2　Pharmacokinetic parameters of vancomycin in both groups

分类
正常组

（n ＝ 57）
超重 / 肥胖组

（n ＝ 32）
P

Cmin/（mg·L － 1）   17.80±8.86   24.75±18.07 0.02
t1/2/h   17.35±14.10   19.25±11.60 0.52
Vd/L   43.60±4.09   48.84±4.59 0.01
CL/（L·h － 1）     3.21±1.41     3.42±1.89 0.55
CLCr/（mL·min － 1）   70.28±33.42   75.10±44.73 0.57
AUC/（mg·h·L － 1） 557.96±226.60 673.47±273.65 0.03

2.3　万古霉素的疗效及不良反应

　　依据《抗菌药物临床研究指导原则 2015 版》，按
痊愈、显效、无效和死亡评定患者感染的治疗效果，
痊愈：治疗后患者的症状、体征、实验室及致病菌
检查均恢复正常；显效：治疗后病情明显好转，但
上述四项中有一项未完全恢复正常；无效：用药 72 
h 后症状无明显改善或加重；死亡：住院期间患者死
亡。将痊愈和显效合计为有效，并以此计算有效率。
正常组患者经治后痊愈人数和显效人数分别为 26 例

和 17 例，超重 / 肥胖组痊愈人数和显效人数分别为
10 例和 7 例，两组间的临床有效率比较，差异有统
计学意义（75.44% νs 53.12%，P ＝ 0.03，χ2 检验）。
　　纳入的患者在使用万古霉素的过程中发生的
主要不良反应为胃肠道反应（恶心、呕吐和纳差）、
肾功能损伤和红人综合征（斑丘疹样红斑、胸痛和
低血压等）。正常组与超重 / 肥胖组患者中分别有
6 例和 9 例出现不良反应（见表 3），相比正常组，
超重 / 肥胖组患者不良反应发生率增加。

表 3　患者使用万古霉素的不良反应发生率 [n(%)] 
Tab 3　Adverse effect rate of vancomycin in two groups [n(%)]

分类 正常组（n ＝ 57） 超重 / 肥胖组（n ＝ 32）
胃肠道反应 2（3.51） 2（6.25）
肾功能损伤 3（5.26）   5（15.63）
红人综合征 1（1.76） 2（6.25）
合计   6（10.53）   9（28.13）

3　讨论
　　感染性心内膜炎患者中有不少肥胖患者，但
临床上肥胖患者的用药剂量往往是基于正常体重
个体的药动学数据，众多研究均指出肥胖会改变
多数药物的药动学特性 [3，7]，因此超重、肥胖患者
给药方案依从健康个体给药方案是不准确的，不
同人群尤其是重症患者要想达到个体化精准用药
还需借助于药物浓度监测的手段 [8]。
　　本研究结果显示正常组和超重 / 肥胖组患者的
万古霉素谷浓度 Cmin 平均值分别为（17.80±8.86）
mg·L－ 1 和（24.75±18.07）mg·L－ 1，超重 / 肥胖组
的谷浓度 Cmin 和 AUC 明显高于正常组（P ＜ 0.05），
超重 / 肥胖患者的谷浓度达标率和治疗有效率明显
低于正常组（P ＜ 0.05）。相比正常组，超重 / 肥胖
组不良反应发生率明显增加。一项调查研究也表明
肥胖患者按常规给药方式会导致万古霉素谷浓度更
高、达标率低，而按照调整后的个体化给药方式可
改善谷浓度的达标率，减轻肾毒性 [9]。
　　有文献报道肥胖患者的脂肪组织显著增加，会
显著影响某些药物的药动学特征 [10]，抗病毒药利
托那韦和地瑞那韦的平均稳态浓度（Css）与脂肪
含量有显著相关性，肥胖患者中 Css 更高 [11]。高脂
溶性药物的 Vd 与体重具有明显的相关性，一般而
言，脂溶性强的药物在肥胖患者体内分布容积 Vd

增大，消除半衰期延长，如麻醉药阿芬太尼和右托
咪定 [12-13]。药物表观分布容积的变化还受到药物本
身的亲脂性、循环系统血容量和血浆蛋白结合程度
等因素的影响。肥胖患者比正常体重患者有更多的
脂肪组织，会出现机体全血容量和心输出量的绝对
增加以及血浆蛋白结合的改变，因此可能会显著影
响某些药物的表观分布容积 [14]。万古霉素是水溶性
的抗菌药物，肥胖患者中万古霉素的 Vd 值相比正
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常患者是增加的，由于肥胖人群更高的血流量增加
了万古霉素的 Vd，这与文献报道基本一致 [15]。
　　万古霉素在体内基本不被代谢，在给药后 24 h
内，肾功能正常的成年人体中 90% 的万古霉素会
随着尿液排出体外。但过高浓度的万古霉素会导致
肾毒性，研究表明超重、肥胖与万古霉素诱导的肾
毒性有极高的相关性 [16]。肥胖可能与万古霉素诱
发的肾毒性风险增加相关，这是因为按实际体重
计算剂量会造成超过有效治疗范围的浓度。一项多
中心的万古霉素临床试验表明肥胖患者接受经验
性万古霉素治疗会导致较差的临床疗效 [17]。《万古
霉素个体化给药临床药师指引》则建议当患者为正
常体重者，给药体重为实际体重；当患者为肥胖患
者，给药体重应为调整体重 [18]。男性理想体重＝

50 kg ＋ 2.3 kg×（实际身高厘米数 /2.54 － 60）[18]；
女性理想体重＝ 45 kg ＋ 2.3 kg×（实际身高厘米
数 /2.54 － 60）[18]；调整体重＝ 0.4×（实际体重－

理想体重）＋理想体重 [18]。
　　因此，对于感染性心内膜炎伴超重患者，应根
据调整后的体质量制订合理的给药方案，且有必要
开展基于治疗药物监测及 Bayesian 反馈法的万古霉
素个体化给药方案设计，提高感染性心内膜炎重症
患者的救治率，降低万古霉素的不良反应。
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医院新型供应链 SPD管理模式在中心药房药品管理中的应用

柴煜莹，孙怡，唐婕*（苏州大学附属第一医院药学部，江苏　苏州　215006）

摘要：目的　探讨医院新型供应链供应 - 加工 - 配送（SPD）管理模式在中心药房的应用效果，为

中心药房药品智慧物流体系的建设提供一定参考。方法　将新型供应链 SPD 物流管理模式应用

于中心药房药品管理，并对 SPD 物流管理模式下与原系统管理模式下的药品调剂效率、请领验

收效率、盘点效率、药品调剂差错率及账物相符率进行对比观察。结果　与原系统管理模式相比

较，SPD 物流管理模式下的药品调配过程虽然增加了扫码步骤，但可以显著降低药品调剂差错率

且并未降低中心药房的药品调剂效率。除此以外，该模式下的药品请领验收效率、盘点效率及账

物相符率明显提高。结论　医院新型供应链 SPD 管理模式在中心药房药品管理中应用良好，提

高了工作效率和药学服务质量，实现了药品管理工作的精细化和信息化，有一定的应用前景。
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New supply-processing-distribution management model of hospital supply 
chain in the management of central pharmacy
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Soochow University, Suzhou  Jiangsu  215006)

Abstract: Objective  To determine the effect of new supply-processing-distribution (SPD) 
management model of hospital supply chain in the central pharmacy to provide reference for 
the establishment of drug smart logistics system. Methods  The SPD model was used for drug 
management in the central pharmacy. The drug dispensing efficiency, requisition and acceptance 
efficiency, inventory efficiency, drug dispensing error rate and account conformity rate were compared 
between the new SPD management model and the original system. Results  Compared with that of 
the original system, the drug dispensing efficiency of the central pharmacy was not reduced despite 
the extra scanning step. On the contrary, it significantly reduced the error rate of drug dispensing. In 
addition, the efficiency of drug requisition, drug acceptance, inventory efficiency and compliance rate 
of accounts and goods were significantly improved. Conclusion  The new SPD management model 
improves the work efficiency and the quality of pharmaceutical service, and refines and informatizes 
drug management with a good application prospect. 
Key words: supply-processing-distribution management model; central pharmacy; drug management
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　　近年来，随着医院药学的高速发展及医院药
房管理水平的提高，信息化系统在医院药房的工
作与运行中发挥着越来越重要的作用 [1-3]。本院中
心药房承担着全院 58 个病区的药品调配工作以

及相关的药学服务工作，存储的药品品种、数量
繁多，总计约 1200 种各剂型药品。随着药品品
种及剂型的不断增多，临床药品管理难度也相应
增大，如何对药品进行规范化管理成为药品管理

药事管理
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的重要工作之一。药品精细化管理是一种新型的
管理理念，泛指将管理程序精细化，使药品管理
更规范化、数据化、细节化，并以此提高药学服
务质量的管理措施 [4]。但近期有研究发现，将精
细化管理应用于医院医疗中虽然能够取得一定的
效果，但其对医院经济管理的影响也越来越大，
包括采购、供应和管理等环节，无法有效保证各
种医用耗材的使用和管理情况 [5]。供应 - 加工 -
配送（supply-processing-distribution，SPD）管理
模式是一种将包括药品在内的医院物资的进、消、
存等环节进行信息化、一体化的新型供应链管理
模式，可节省人力、提高工作效率、降低运行成
本，因其具有高效、高质量等优点而被认可 [6-8]。
本研究将新型供应链 SPD 管理模式用于中心药房
药品精细化管理中，再次对管理流程进行优化，
以期进一步提高医院药品管理质量。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　收集本中心药房在原管理系统下（即 2020 年
8 ～ 10 月）和 SPD 管理模式下（即 2021 年 8 ～ 10
月）的药品管理情况资料。实施人员纳入标准：
① 已经取得执业资格证书者；② 参与人员均经
过相关培训并通过考核。排除标准：① 请病假或
者产假人员；② 研究过程中退出者。
1.2　SPD 管理模式下中心药房药品管理工作流程

1.2.1　SPD 管理模式下中心药房药品调剂流程　
药品调剂是中心药房日常工作中占比最大的工作
内容，提高药品调剂工作质量至关重要，因此我
们利用 SPD 管理模式对药品调剂流程进行优化改
善，具体工作流程见图 1。病区提交药品统领清
单，合并后生成各病区拣货单与拣货签。登录扫
码设备，扫描拣货签，手持设备将逐一显示待调
剂药品的药名、剂型、规格、数量、批号等信息，
逐一扫描对应的药品货位条码即可完成调配。另
一部分药品数据传输至发药机，选中待选拣货汇
总单进行拣货。最后将扫码拣货、发药机拣货的
药品合并打包后配送至病区。
1.2.2　SPD 管理模式下中心药房退药流程　住院
患者退药问题一直是医疗机构药事管理的难题，
虽然《医疗机构药事管理规定》中明确道：为保
障患者用药安全，除药品质量原因外，药品一经
发出，不得退换 [9]。但在实际临床工作中，常因
医护、药房、患者及家属等多方面因素产生退
药 [10]。因此，优化退药流程，加强药品管理非常
重要。利用 SPD 管理模式优化的退药流程见图 2。

病区待退药品中与病区当前领药清单中相同的药
品将相抵合并，剩余待退药品将生成退药清单。
退药清单被送至病区后，病区据其退回药品，药
房接收后扫描退药单并查验退药，核对无误后确
认退药。一键汇总所有病区退回药品生成退药明
细后，通过手持设备扫描货位码确认，并将对应
药品退回货架或发药机，库存数据随之发生动态
变化。

图 2　SPD 管理模式下中心药房退药工作流程图

Fig 2　Flow chart of drug returning procedure in the central pharmacy 
under SPD

1.2.3　SPD 管理模式下中心药房药品请领验收流
程　系统根据药品消耗、周转天数、储存能力等
数据进行分析，自动生成请领单（见图 3）。一级
库根据请领单完成拣货并生成配送单进行配送，
二级库（中心药房）工作人员利用条形码和中转
箱进行验收工作并确认完成验收，系统形成实际
入库单并更新相关库存数据。
1.2.4　SPD 管理模式下中心药房药品盘点流程　
在 SPD 管理模式下，工作人员利用信息化手段进
行盘点（见图 4）。系统根据盘点类型、区域等选
择条件生成盘点计划和盘点表。工作人员在手持
设备上录入实际盘点数据结果，系统将自动运算
实盘结果和库存数据的差异，并据此一键生成损
溢清单。

图 1　SPD 管理模式下中心药房药品调剂工作流程图

Fig 1　Flow chart of drug dispensing in the central pharmacy under SPD 
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图 3　系统自动生成的请领计划

Fig 3　Request plans automatically generated by the system

图 4　系统自动生成的盘点计划

Fig 4　Inventory plans automatically generated by the system

1.3　观察指标

1.3.1　SPD 管理模式应用对工作效率的影响　各
病区会在每日午间提交当日长期医嘱统领单，根
据药房工作人员开始调配和结束调配这些统领单
的时间来记录调配耗时。将新模式下与原系统下
的调配耗时进行比较，考察 SPD 管理模式对药品
调剂效率的影响；对新模式下和原系统下库管人
员每日请领、验收环节耗时分别进行记录和比较，
考察 SPD 管理模式对请领验收效率的影响。对新
模式下和原系统下每日贵重药盘点环节耗时分别
进行记录和比较，考察 SPD 管理模式对盘点效率
的影响。
1.3.2　SPD 管理模式应用对差错率的影响　观察
记录中心药房 SPD 管理模式下与之前同时期原
系统管理模式下 3 个月内的调配差错次数，考察
SPD 管理模式对药品调剂差错率的影响。
1.3.3　SPD 管理模式应用对账物相符率的影响　根据
月度盘点结果，观察记录中心药房 SPD 管理模式下
与之前同时期原系统管理模式下 3 个月内的账物相
符情况，考察 SPD 管理模式对账物相符率的影响。
1.4　统计学方法

　　采用 SPSSAU 统计软件进行数据的录入与分
析，利用 K-S 检验分别对每日调配、请领、验收、
盘点环节在原系统下和 SPD 管理模式下耗时的差
值进行正态性考察，利用 S-W 检验分别对调配差
错次数、账物相符率在原系统下和 SPD 管理模式
下的差值进行正态性考察。然后采用配对 t 检验
考察原系统下和 SPD 管理模式下各组数据的差
异，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果与讨论

2.1　SPD 管理模式应用与原调配模式工作效率的

比较 
　　SPD 管理模式新系统试用的第一个月平均调
配耗时约为 110 min，大于原系统下工作人员调配
中午各病区所有长期医嘱的平均耗时（约为 100 
min），分析其原因：① 工作人员经培训后使用新
系统，需一定时间适应新的调剂方式，尤其是手
持设备的使用；② 新系统的应用需要与本中心药
房的规模、环境、现有设备及病区领药习惯等特
征相磨合并进行一定程度的调整完善，最终形成
一个当前条件下最适合本药房特征的高效率的新
系统。因此，经过一个阶段的适应与调整后，第
2 个月和第 3 个月平均调配时间接近 100 min，工
作效率与原系统下工作效率相近。
　　原系统下库管人员提交每日请领计划平均耗
时为 60 min，SPD 管理模式下平均耗时缩短为 30 
min。原系统下药房库管人员需查看二级库药品库
存，预估药品消耗后，手工录入所需药品种类及数
量，向一级库提交每日请领计划。SPD 管理模式下，
系统根据药品消耗、周转天数、储存能力等数据进
行分析，自动生成请领单，经药房库管人员调整确
认后即可向一级库提交每日请领计划，省去了常用
药物的库存查看、消耗计算和手工录入等耗时环节。
原系统下本药房通过一级库纸质发货单进行人工核
对验收，新系统下本药房利用条形码和中转箱进行
扫码验收，平均耗时从 40 min 缩短为 20 min。
　　原系统下工作人员每日盘点贵重药平均耗时
为 50 min，SPD 管理模式下平均盘点时间缩短为
20 min。在原系统下，需工作人员根据纸质盘点
结果手工计算库存差异并与前次盘点结果一一比
对。在 SPD 管理模式下，将盘点结果输入手持设
备后，系统将自动计算库存差异并进行数据比较
与记录，使工作人员能更及时准确地发现问题。
新系统不仅减少了人工环节，与纸质盘点结果相
比，还能使后期回溯分析数据变得简单易行。新
的盘点流程同样可用于普药定期盘点，也可随时
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盘点指定药物，使以前繁重的盘点工作变得灵活、
及时、方便。结果见表 1，调配效率没有明显提
升，但请领、验收、盘点工作效率有明显提升。

表 1　SPD管理模式系统与原系统下工作效率的比较 
Tab 1　Work efficiency under SPD management system and original 

system

项目
两种模式下

的平均差值
t P

调配时间（8 ～ 9 月） － 0.85 － 0.568 ＞ 0.05
请领时间（7 ～ 9 月）    29.74    22.624 ＜ 0.05
验收时间（7 ～ 9 月）    19.98    16.230 ＜ 0.05
盘点时间（7 ～ 9 月）    30.59    53.512 ＜ 0.05

2.2　SPD 管理模式应用对差错率的影响 
　　分别记录中心药房使用 SPD 管理模式与原系
统管理模式在 3 个月内调配发生差错的次数，结
果原系统下月平均差错为（23±4.36）例，而使
用 SPD 管理模式后月平均差错为（5±1.73）例
（P ＜ 0.05）。调剂差错率明显下降的主要原因为：
① 利用手持设备扫描药品货位码进行调剂的方式
可基本避免药品品种调剂差错，包括看似、听似、
一品多规、多剂型药物等原因导致的品种错误；② 
使用新系统处理退药基本避免了退药摆放错误的情
况，减少了因此导致的调剂错误；③ 手持设备显
示待调剂药品信息相较纸质统领单更清晰易辨，一
定程度上减少了调剂药品时可能发生的数量差错。
2.3　SPD 管理模式应用对账物相符率的影响

　　观察记录中心药房在 SPD 管理模式下与原系
统管理模式下 3 个月内的账物相符情况，结果见
表 2。由表 2 数据可得，SPD 管理模式下账物相
符率有明显提升。原因分析为：① 新系统应用后，
调剂差错率明显下降；② 应用新系统处理请领验
收及退药流程时，药品库存信息自动实时更新，
减少人工更新库存信息的滞后性和差错率；③ 应
用新系统退回药品避免了退药摆放差错。

表 2　SPD管理模式系统与原系统同期账物相符率的比较 (%) 
Tab 2　Compliance rate of accounts and goods under SPD management 

system and the original system in the same period (%)

模式
账物相符率

x±s t P
7 月 8 月 9 月

原系统管理模式 79.1 82.5 77.3 79.63±2.64 － 4.932 ＜ 0.05
SPD 管理模式 91.0 89.6 92.3 90.97±1.35

3　讨论

　　随着大数据时代的来临，信息收集、统计与管
理显得尤为重要。医院的药品管理是医院管理中的
难点，对管理人员素养和能力要求很高。新型供应
链 SPD 管理模式紧跟时代发展，不断借助新技术提

高管理模式的先进性，如借助射频识别系统 [11]，医
院能够动态追踪药品的配送，同时提高工作效率 [12]。
　　本研究发现将医院新型供应链 SPD 管理模式
应用于中心药房药品管理后，与原系统相比，在药
品调配流程中增加了扫码步骤，明显降低了药品调
配差错率。SPD 管理模式的应用还可以提高药品请
领验收及盘点效率。除此以外，各个环节的扫码操
作为药品在院内的流通提供了追溯途径，有利于药
品信息化追溯体系的建设。值得注意的是，对于新
系统，应及时组织对参加人员进行岗前培训及定期
业务考核，从而确保相关人员能够熟练操作系统。
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药品集中带量采购供应企业遴选多准则决策框架构建

唐密，杨燕，陈珉惺，金春林，何江江*（上海市卫生和健康发展研究中心（上海市医学科学技术情报研究所），

上海　200031）

摘要：目的　构建药品带量采购供应企业遴选多准则决策框架，为国家或地方层面后续常态化
的药品集中带量采购实践提供参考。方法　基于多准则决策分析理论，通过政策分析、文献研
究以及专家咨询确定决策初步框架，采用德尔菲法对决策框架进行评价，分析咨询结果，筛
选并修改指标，建立最终的决策框架。结果　专家积极系数为 88.23%，专家权威系数为 0.82，
整体指标重要性、敏感性和可行性的专家协调系数对应的 P 值均小于 0.05，经专家咨询讨论，
最终确定由 3 个维度、8 个一级指标和 16 个二级指标组成的药品集中带量采购供应企业遴选
多准则决策框架。框架各指标重要性 / 敏感性 / 可行性赋值均数在 3.53 ～ 4.67 分，变异系数在
0.16 ～ 0.28，符合设计要求。结论　构建的多准则决策框架对国家或地方层面后续常态化的药
品集中带量采购实践具有一定的现实指导意义，未来还需进一步细化评分标准，在实践中不
断修正和完善决策框架。
关键词：药品集中带量采购；多准则决策分析；药品供应企业；决策框架
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Multi-criteria decision-making framework for the selection of drug supply 
enterprises in centralized volume-based procurement

TANG Mi, YANG Yan, CHEN Min-xing, JIN Chun-lin, HE Jiang-jiang* (Shanghai Health Development 
Research Center (Shanghai Medical Information Center), Shanghai  200031)

Abstract: Objective  To establish a multi-criteria decision-making framework for the selection of drug 
supply enterprises in centralized volume-based procurement, and to provide reference for the follow-up 
normalized centralized volume-based procurement of drug at the national or local level. Methods  Based 
on the multi-criteria decision analysis theory, the preliminary decision-making framework was determined 
through policy analysis, literature research and expert consultation. Delphi method was used to evaluate 
the decision-making framework, analyze the consultation results, screen and modify the indicators, and 
establish the final decision-making framework. Results  The expert positive coefficient was 88.23%, 
and the expert authority coefficient was 0.82. The P values corresponding to the expert coordination 
coefficients of the importance, sensitivity and feasibility of the overall indicators were all less than 0.05. 
After expert consultation and discussion, a multi-criteria decision-making framework for the selection 
of drug supply enterprises in centralized volume-based procurement was established, which consisted 
of 3 dimensions, 8 first-level indicators and 16 second-level indicators. The average value assigned to 
the importance/sensitivity/feasibility of each index in the framework ranged 3.53 ～ 4.67 score, and the 
coefficient of variation ranged 0.16 ～ 0.28, which met the design requirements. Conclusion  The multi-
criteria decision-making framework helps guide the follow-up normalized centralized volume-based 
procurement of drug at the national or local level. In the future, the scoring criteria need to be further 
refined, and the decision-making framework should be continuously improved in practice. 
Key words: centralized volume-based procurement of drug; multi-criteria decision analysis; drug 
supply enterprise; decision-making framework
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　　为控制医药费用的过快增长，各个国家和地
区采取了一系列政策，其中对药品实行集中招标
采购制度是各个国家和地区控制药品费用的主要
措施之一 [1]。由政府主导的药品集中采购在我国
已有 20 余年历史，自 2018 年底国家统筹开展药
品集中带量采购实践至今，已完成八批九轮药品
采购，各省市药品集中带量采购工作也开展了积
极探索，取得了积极进展和显著成效：大幅降低
了药品价格、有效减轻了患者负担、加速了医药
企业转型升级、提升了医疗机构运营效益 [2-4]，但
也出现过一些药企断供事件。药品采购的最终目
标是让患者能用上质优价廉的好药，因此在进
行药品集中带量采购时应该对药品质量、生产配
送能力、企业信誉等方面进行多方考量。为进一
步完善药品集中带量采购政策，本研究对国家和
地方药品集中带量采购品种供应企业遴选框架进
行系统梳理和归纳，基于多准则决策分析（multi-
criteria decision analysis，MCDA）理论，构建药品
集中带量采购供应企业遴选多准则决策框架，以
期为国家或地方层面后续常态化的药品集中带量
采购实践提供参考。
1　资料与方法
1.1　理论基础
　　MCDA 是一种帮助决策者通过一致且透明的
方式在复杂的价值组合中做出取舍的方法，目前
已在包括中国在内的 20 多个国家或地区的卫生决
策领域应用 [5]，主要包括明确决策问题、选择和
建立评估准则、测量绩效、对备选方案打分、对
准则赋权重、计算总得分、处理不确定性、结
果审查以及支持决策等步骤 [6]。研究以国家卫生
健康委员会发布的《药品临床综合评价管理指南
（2021 年版试行）》[7] 中药品评价的 6 个维度（安全
性、有效性、经济性、创新性、适宜性、可及性）
和药品供应链评价框架的 5 个维度（计划、采购、
生产、配送、退货）为决策框架的构建基础 [8]，基
于 MCDA 构建药品集中带量采购供应企业遴选多
准则决策框架。
1.2　文献研究法
　　收集国家或地区药品集中带量采购政策相关文
件，整理和分析国家或地区药品集中带量采购实践
过程中的供应企业遴选指标，并以“药品采购”“药
品集中采购”“带量采购”“药品供应企业”等关键
词检索国内外文献数据库对指标进行补充，基于上
述理论框架，通过专家咨询研讨，初步形成药品集
中带量采购供应企业遴选多准则决策框架。
1.3　德尔菲法
　　德尔菲法是一种利用部分专家的专业知识、

经验和主观判断能力，对特定项目进行预测和判
断的方法，可以应用到众多领域的咨询决策中，
具有匿名性、反馈性和统计性等特点 [9]。通常包
括专家遴选、制订专家咨询问卷、专家咨询、统
计分析以及指标框架筛选、调整与确定等步骤，
研究于 2022 年 3 ～ 4 月对通过问卷网平台形成
电子问卷的二维码或填写链接进行问卷发放，对
遴选专家进行了问卷咨询，当专家意见基本达成
一致时，形成最终的指标框架。
2　结果
2.1　专家基本情况
　　从药品集中带量采购工作相关的医保、卫生等
领域，遴选熟悉药品采购相关工作、工作 5 年以
上、具有中级及以上专业技术职称的专家，主要包
括行政管理人员、临床医师 / 临床药师、科研人员
三类，来自国家 / 省级集中带量采购平台机构、医
疗机构以及高校 / 研究机构。回收有效问卷中的 15
位专家分别来自上海、北京、江苏、湖北 4 个省市，
年龄在 30 ～ 49 岁，从事药品采购相关专业领域时
间≥ 8 年的比例为 93.33%，文化程度多为硕士及
以上，其中具有中级职称的专家 4 名，副高级职称
4 名，正高级职称 7 名，具有副高级及以上职称的
专家比例为 73.33%。
2.2　专家积极性分析
　　专家积极性用专家咨询表的回收率表示。本
次研究共发放咨询表 17 份，收回有效咨询表 15
份，有效回收率为 88.23%，大于 70%[10]，表明专
家积极性较高，专家咨询结果较为可信。
2.3　专家权威程度分析
　　专家权威程度 Cr ＝（Cα ＋ Cs）/2，Cα 为判断
依据，Cs 为熟悉程度，通常认为 Cr ＞ 0.70 可作为
咨询结果可靠的标准 [10]。专家对指标的熟悉程度包
括非常熟悉、比较熟悉、一般、较不熟悉和非常不
熟悉 5 个等级，分别赋值 1.0、0.8、0.6、0.4 和 0.2，
专家的判断依据主要包括工作实践经验、理论分析、
国内外同行的了解、直觉 4 个方面，专家对 4 个方
面的影响程度进行赋分，赋值表见表 1[11]。
　　对专家反馈回来的结果进行统计，结果 Cα ＝

0.87，Cs ＝ 0.78，Cr ＝ 0.82 ＞ 0.70，表明专家权
威程度高，研究结果相对可靠。
2.4　专家协调程度分析
　　Kendall 协调系数是计算多个等级变量的相关程
度变量，可用 Kendall’s W 检验统计量 W 表示，其
对应的 P 值若小于 0.05，则说明具有一致性，W 值
介于 0 ～ 1，越靠近 1 表明协调程度越高。指标重要
性的整体 W 值为 0.317，敏感性的整体 W 值为 0.296，
可行性的整体 W 值为 0.160，表明专家意见比较一
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致，详见表 2。
2.5　专家意见集中程度分析

　　专家意见集中程度用指标重要性、敏感性、
可行性得分的均数和变异系数来表示，专家根据
Likert 量表对各级指标的重要性、敏感性和可行
性赋以 1 ～ 5 分，以重要性为例，1 分表示非常

不重要，5 分表示非常重要，指标的重要性、敏
感性、可行性评分均数数值越大、变异系数越小，
表明专家的意见越集中。计算结果显示，除创新
性、适宜性、售后服务、创新能力 4 个一级指
标，技术创新、技术特点适宜、伴随服务、社会
贡献、研究开发费用、创新成果 6 个二级指标以
外，其他指标的重要性、敏感性、可行性评分均
数都≥ 3.5 分且变异系数≤ 0.3。
2.6　供应企业遴选多维决策框架的修改与确认
　　根据计算结果和专家咨询意见，删除创新
性、适宜性、售后服务、创新能力 4 个一级指标，
删除技术创新、技术特点适宜、伴随服务、社会
贡献、研究开发费用、创新成果 6 个二级指标，
其他保留的指标重要性 / 敏感性 / 可行性赋值均
数为 3.53 ～ 4.67 分，变异系数为 0.16 ～ 0.28，
保留指标的赋值均数≥3.5分且变异系数≤0.3[12]，
专家对保留的指标的意见集中程度较高，研究认
为专家意见基本达成一致，形成最终的指标框
架，见表 3。
2.6.1　药品评价维度　药品评价维度下包含药品
质量、有效性、安全性、经济性 4 个一级指标，
质量类型、质量标准、质量认证、质量检验、临
床疗效、临床效果、不良反应、价格水平 8 个二
级指标。
　　质量类型，即申报药品的质量层次类型，可
根据原研药及国家药品监督管理局发布的仿制药
质量和疗效一致性评价参比制剂；通过国家药品
监督管理局仿制药质量和疗效一致性评价的仿制
药品；根据《国家药监局关于发布化学药品注册
分类及申报资料要求的通告》〔2020 年第 44 号〕，
按化学药品注册分类批准的仿制药；纳入《中国
上市药品目录集》的药品；国家保密处方中成药；
国家中药一级保护品种；其他药品等类型药品进
行质量分层。

　　质量标准，即申报药品现行质量标准情况。
可根据药品说明书或注册用质量检测报告项目指
标（主要质量指标：含量、杂质、溶出度 / 透明度、
有效期等）是否高于新版药典标准或国家药品监
督管理局标准（YBH 注册标准）或者药品具备安
全性或有效性对药品质量控制有必要但国家标准
未收载的检验项目等进行评价。
　　质量认证，即申报药品及其原料药质量管理
体系认证情况。可根据取得的认证，如美国、欧
盟（德国、法国）、英国、日本质量体系认证、省
级药监部门 GMP 认证等进行评价。
　　质量检验，即申报药品申报前送至省级及以
上药品检测机构或口岸药品检测机构进行质量检
验情况以及申报产品近三年药品监督管理局质量
检查抽验情况。申报前的质量检验可根据国家标
准检验项目及其限度制定公式，以省级及以上药
品检测机构或口岸药品检测机构出具的检测结果

表 3　药品集中带量采购供应企业遴选多准则决策框架 
Tab 3　Multi-criteria decision-making framework for the selection 

of drug supply enterprises in centralized volume-based procurement
评价维度 一级指标 二级指标

药品评价 药品质量 质量类型

质量标准

质量认证

质量检验

有效性 临床疗效

临床效果

安全性 不良反应

经济性 价格水平

供应评价 生产能力 原料保障

药品产量

市场规模 市场占有情况

市场覆盖情况

配送能力 配送规模

配送效率

企业评价 企业信誉 财务状况

不良记录

表 1　专家判断依据及其影响程度赋值 
Tab 1　Assignment of expert judgment basis and its degree of influence 

判断依据
对专家判断的影响程度

大 中 小

实践经验 0.5 0.4 0.3
理论分析 0.3 0.2 0.1
国内外同行的了解 0.1 0.1 0.1
直觉 0.1 0.1 0.1

表 2　指标重要性 /敏感性 /可行性的 Kendall’s W协调系数检验结果 
Tab 2　Kendall’s W coordination coefficient test for index importance/sensitivity/feasibility

项目
重要性 敏感性 可行性

W 值 χ2 值 P 值 W 值 χ2 值 P 值 W 值 χ2 值 P 值

一级指标 0.349   57.59 ＜ 0.001 0.243   40.10 ＜ 0.001 0.173 28.61 ＜ 0.001
二级指标 0.326 102.77 ＜ 0.001 0.345 108.76 ＜ 0.001 0.163 51.42 ＜ 0.001
整体 0.317 157.00 ＜ 0.001 0.296 146.67 ＜ 0.001 0.160 79.20 ＜ 0.001



2222

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

进行评分，药品监督管理局质量抽查抽验情况可
以近三年以来国家及省级以上药品监督管理局发
布的药品质量公告或通报等为依据，药品抽检不
合格记录指药品含量、杂质、装量差异、溶出度
等与生产过程密切相关的指标存在不合格记录。
　　临床疗效，即申报药品在严格控制环境下对
患者产生的治疗结果情况。可根据随机对照临床
试验中患者用药后的主要临床结局、次要临床结
局和患者报告结局等相关指标进行评价。
　　临床效果，即申报药品在真实世界的临床环
境下所表现出的治疗结果情况。可根据真实世界
数据中患者用药后的主要临床结局、次要临床结
局和患者报告结局等相关指标进行评价。
　　不良反应，即申报药品临床使用不良反应的
发生情况。根据药品临床使用的真实世界数据或
者临床安全性文献资料、国家药品不良反应监测
系统、卫健部门通报药品使用时出现的不良反应
的严重程度、发生率等情况进行评价。
　　价格水平，即申报药品单位可比价格水平。可
根据价格的绝对值、降幅以及排名情况进行评价。
2.6.2　供应评价维度　供应评价维度下包含生产
能力、市场规模、配送能力 3 个一级指标，原料
保障、药品产量、市场占有情况、市场覆盖情况、
配送规模、配送效率 6 个二级指标。
　　原料保障，即申报药品原料保障情况，可根
据申报药品主要原料来源（主要原料来源于本企
业、本集团其他企业或者其他企业）、原料产量、
成本等进行评价。
　　药品产量，即申报药品近一年产量情况，可
根据申报药品品种在《中国医药统计年报（最新
版）》中主要品种产量统计数据进行评价。
　　市场占有情况，即申报药品市场占有情况，
包括申报药品销售时间长度和申报药品市场份额；
其中药品销售时长可根据申报药品在国内市场上
连续销售时间长短进行评价，市场份额可根据省
级药品集中采购平台上近一年申报药品的采购量
占同采购品种总采购量的比例进行评价。
　　市场覆盖情况，即申报药品市场覆盖情况，
包括申报药品覆盖省 / 直辖市 / 自治区、覆盖医疗
机构的数量等。其中覆盖省 / 直辖市 / 自治区情况
可根据申报药品近一年在全国省级药品集中采购
平台挂网的个数占全国省份个数的比例进行评价，
覆盖医疗机构的情况可根据申报药品近一年在省
级药品集中采购平台中采购医疗机构数占采购同
品种的总医疗机构数的比例进行评价。
　　配送规模，即近一年申报企业药品配送规模
情况，包括申报药品配送规模和配送企业数量等，

其中配送企业规模可根据配送企业的企业职工人
数、销售额、资产总额等指标进行评价，配送企
业数量可根据申报品种在采购区域内拥有的配送
企业数量进行评价。
　　配送效率，即近一年申报企业药品配送效率
情况，包括申报药品配送及时率、配送数量满足
率和配送金额满足率等，其中配送及时率根据省
级药品集中采购平台中申报药品按要求及时配送
的累计包装数量占医院订单累计包装数量的比例
进行评价、配送数量满足率根据配送企业完成配
送申报药品订单明细数量占医疗机构申报药品订
单明细数量总和的比例进行评价、配送金额满足
率根据配送企业申报药品配送金额占医疗机构申
报药品订单总金额的比例进行评价。
2.6.3　企业评价维度　企业评价维度下包含企业
信誉 1 个一级指标，财务状况、不良记录 2 个二
级指标。
　　财务状况，申报企业财务状况情况，即用价
值形态反映企业经营活动的状况。可根据工业和
信息化部《中国医药统计年报（最新版）》中统计
的申报企业资产总额、负债、主营业务收入、利
润等进行评价。
　　不良记录，申报企业存在的不良记录信息情
况。可根据国家企业信用信息公示系统公布的经
营异常名录公告和严重违法失信名单公告、官方
媒体公开报道的不良记录、国家 / 省级药品监督
管理局、国家 / 省级药品集中采购平台、医保局
网站公布的不良记录（不符合药品生产质量管理
规范、中标产品废标记录、中选断供、医药购销
领域商业贿赂不良记录）等进行评价。
3　讨论
3.1　构建药品集中带量采购供应企业遴选多准则
决策框架方法的科学性
　　研究基于 MCDA 理论和德尔菲法构建药品
集中带量采购供应企业遴选多准则决策框架。
MCDA 能够同时对客观测量和主观判断进行综合
考量，具备详细的执行步骤和使用指南，已经越
来越多地用于卫生决策领域，并在药品采购决策
中有所应用，且已证实可以用于提高药品采购决
策的透明度和一致性 [13-14]。德尔菲法中选择咨询
专家数量较为合理 [11]，专家均为从事药品集中带
量采购相关工作多年，具有丰富的工作经验，专
家具有一定的代表性。专家积极系数为 88.23% ＞

70%，专家权威系数为 0.82 ＞ 0.70，整体指标重
要性、敏感性和可行性的专家协调系数对应的 P
值均小于 0.05，纳入指标的重要性 / 敏感性 / 可行
性评分均在 3.5 分以上，变异系数均小于 0.3，专
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家的积极性高，权威程度、协调程度和集中程度
都较好，药品集中带量采购供应企业遴选多准则
决策框架具有一定的科学性和可靠性。
3.2　构建药品集中带量采购供应企业遴选多准则
决策框架的意义
　　对国家或地区药品集中带量采购政策相关文
件进行梳理发现，国家、地区之间对药品集中带
量采购供应企业的遴选准则有所差异 [15]，在当前
推动药品集中带量采购工作常态化制度化开展的
政策背景下 [16]，有必要对药品集中带量采购供应
企业的遴选准则进行总结归纳，确定最终准则框
架以支持科学决策。本研究以《药品临床综合评
价管理指南（2021 年版试行）》中药品评价框架、
药品供应链评价框架为基础，系统梳理和分析国
家或地区药品集中带量采购政策相关文件，整理
实践中应用到的遴选指标，检索国内外文献进行
补充，并通过德尔菲法筛选确定最终的药品集中
带量采购供应企业遴选多准则决策框架，包括药
品、供应、企业 3 个维度，药品维度主要考量的
是药品的本身特质，包含药品质量、有效性、安
全性和经济性，有利于保障选择可提供质优价廉
药品的供应企业，此外通过生产能力、市场规模、
配送能力评价药品供应情况，通过企业信誉对供
应企业资质进行考量，可以科学评价企业供应保
障能力，有利于保障选出来的质优价廉的药品顺
利采购，提高患者的可及性和政策获得感。药品
集中带量采购供应企业遴选多准则决策框架可引
导企业注重药品、供应等多方面的提升，为社会
带来更多的健康获益 [17]，同时也对国家或地方层
面后续常态化的药品集中带量采购实践具有一定
的现实指导意义。
3.3　药品集中带量采购供应企业遴选多准则决策
框架的应用建议
　　为了保证决策框架在实践中发挥作用，在实
际运用中需要注意以下四点：第一，为促进决策
框架的应用、提高决策效率，各相关利益主体和
使用者应该熟悉 MCDA 方法的具体流程和步骤；
第二，应注重对企业提供的证据的准确性和真实
性的评价与审核，决策的科学性很大程度上取决
于所使用数据的准确性和真实性；第三，应加强
对真实世界证据、官方公布的客观数据的应用，
将客观数据作为评审依据，减少主观判断；第四，
可根据实际需求自行设置附加指标，并根据实际
决策情境合理确定指标权重；第五，进一步细化
评分标准，在实践中不断修正和完善决策框架，
以适用于不同决策场景的采购情况，发挥其对采

购实践的指导作用。
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药用辅料二丁基羟基甲苯吸收系数测定的能力验证研究

王珏，许凯，杨洋，杨锐，肖新月，杨会英*（中国食品药品检定研究院，国家药品监督管理局药用辅料质量研

究与评价重点实验室，北京　100050）

摘要：目的　设计和组织紫外分光光度计法测定药用辅料二丁基羟基甲苯的吸收系数的能力验

证项目（编号 NIFDC-PT-398），评价参加者吸收系数的测定能力。方法　按照中国合格评定国

家认可委员会（CNAS）规定的程序进行样品制备，在发样前完成均匀性和稳定性检验，结果

均符合要求。采用基于 z 比分数的稳健统计方法对上报数据进行统计分析，将稳健均值作为能

力验证指定值，将稳健标准差作为能力评定标准差。结果　在提交的 130 个数据中，108 家为

“满意”，12 家为“可疑”，10 家为“不满意”，满意率为 83.1%。结论　本次能力验证项目检

测结果主要受到样品溶液配制中溶液转移体积及器具、称样量、紫外分光光度计、溶剂等因素

影响，建议未获得满意结果的实验室通过采用移液管、改正溶液配制时的转移体积、按要求满

足称样量、规范紫外分光光度计的操作等措施以保证结果的准确。

关键词：药用辅料；吸收系数；能力验证

中图分类号：R95，R927　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)08-2224-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.08.045

Proficiency test on the determination of absorption coefficient of 
pharmaceutical excipient dibutylhydroxytoluene

WANG Jue, XU Kai, YANG Yang, YANG Rui, XIAO Xin-yue, YANG Hui-ying* (NMPA Key 
Laboratory for Quality Research and Evaluation of Pharmaceutical Excipients, National Institutes for 
Food and Drug Control, Beijing  100050)

Abstract: Objective  To design and organize the proficiency test project (No. NIFDC-PT-398) 
to determine the absorption coefficient of the pharmaceutical excipient dibutylhydroxytoluene 
by ultraviolet spectrophotometer and evaluate participants’ ability in determining the absorption 
coefficient. Methods  The samples were prepared according to the procedures specified in the 
China National Accreditation Service for Conformity Assessment. The uniformity and stability were 
tested were completed before the sample was issued, and the results met the requirements. Robust 
statistical method based on the z score was used to analyze the reported data. The robust mean was 
used as the specified value in the ability verification, and the robust standard deviation was used 
as the standard deviation in the ability evaluation. Results  Among the 130 data submitted, 108 
laboratory results were satisfactory, 12 were suspicious, and 10 were not qualified. The satisfaction 
rate was 83.1%. Conclusion  The proficiency test project is mainly affected by factors such as 
solution transfer volume and instrument, sample weight, ultraviolet spectrophotometer and solvent 
in the sample solution preparation. Correcting the transfer volume and instrument during solution 
preparation, proper sample weight, and standard operation of ultraviolet spectrophotometer will 
help ensure the accuracy of the results. 
Key words: pharmaceutical excipient; absorption coefficient; proficiency test
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　　随着我国医药工业的发展和药品监管环境的
不断完善，制药行业对药用辅料质量控制的关注
度不断提高，各实验室药用辅料检测检验水平需
要跟随行业发展和监管要求获得有效提升。能力
验证（proficiency test，PT）就是通过实验室间比
对，按照预先制订的准则评价参加者能力的一种
有计划的活动 [1]，可以有效帮助实验室识别与其
他实验室之间的差异、了解自身实验室在具体项
目检测过程中存在的技术漏洞，提前识别潜在风
险，进而完善自身实验室的质量控制体系，提升
检验检测工作质量 [2-6]。
　　二丁基羟基甲苯（BHT）是一种常用的抗氧
剂，在药用辅料和药品包装材料中都有广泛的应
用，其质量标准收载于《中国药典》2020 年版四
部。吸收系数是反映纯度的重要检测项目，采用
紫外分光光度法测定。虽然，紫外分光光度法在
药用辅料检测领域是常见的检测方法，但吸光系
数测定时仍然存在容易忽略的操作要点，需要实
验室具备较高的技术能力 [7]。基于以上考量，本
次能力验证计划（NIFDC-PT-398）由中国食品药
品检定研究院组织实施，面向全国各省、地、市
药检机构、相关药品生产企业和第三方实验室等，
提供行业内各相关检验检测单位参加能力验证的
机会。本文对本次能力验证计划的实施情况和结
果进行分析和总结，通过对原始记录和检测报告
的深入解读，向参加实验室提出技术改进的建议。
1　仪器与试药

　　本项目中各参加实验室使用的仪器型号不同，
以下仅列出其中一家实验室使用的仪器及型号：
UV2550型紫外分光光度仪（日本 Shimadzu 公司）；
十万分之一电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；
乙醇（国药化学试剂有限公司）。
2　方法与结果

2.1　能力验证样品的制备

　　本次能力验证样品为超纯的二丁基羟基甲苯
（纯度＞ 99.5%，水分为 0.02%，阿拉丁生化科技股
份有限公司）。样品为白色结晶状粉末，热稳定性
良好。在 23℃、25% 湿度条件下避光分装于 2 mL
棕色西林瓶中，每瓶约为 100 mg，于室温下保存。
2.2　样品均匀性和稳定性研究

　　依据能力验证样品均匀性和稳定性评价指南
（CNAS-GL003：2018）[8] 和该项目自身特点，对
样品的均匀性和稳定性进行评价。
　　在样品发出前，以随机方式抽取 10 瓶样品用
于均匀性检验，对于抽取的每瓶样品以外标法测

定含量，采用单因素方差分析法评价均匀性，结
果 F ＝ 0.1033，表明样品均匀。另取 10 瓶样品于
40℃、60% 湿度条件下放置 10 d 后测定吸收系数，
并用 t 检验评价与 0 d 样品测定结果的一致性，结
果 P＝0.766，表明样品在该条件下放置10 d 稳定。
参加者数据回收后，取室温（25±2）℃、相对湿
度＜ 50% 放置的完整包装的样品 10 瓶，以吸收系
数为测定指标考察样品长期稳定性，采用 t 检验评
价，结果 P ＝ 0.439，表明样品于上述条件下放置
1 个月稳定。结果符合要求。
2.3　样品的分发和要求

　　本计划向报名参加的133家实验室发放了样品，
每个单位 3 瓶，要求收到样品后在能力验证平台进
行样品确认，将样品室温保存并尽快按照作业指导
书要求进行检测。检测完成后提交 2 份平行测定的
吸收系数结果并报告均值，均值保留小数点后2位。
2.4　参加实验室的情况分析

　　报名参加本次能力验证计划的 133 家实验室
分布于除青海省、广西壮族自治区和西藏自治区
外的 29 个省 / 自治区 / 直辖市。其中 100 家实验
室来自地市级检验检测机构（占比 75.2%），22
家实验室来自省级检验检测机构（占比 16.5%），
11 家实验室来自企业实验室（占比 8.3%），每个
省 / 自治区 / 直辖市的各级实验室分布见图 1。

图 1　参加实验室级别分布情况

Fig 1　Distribution of participating laboratory level

　　133 家报名的实验室中，有 3 家退出，其余
130 家实验室按要求反馈了结果并提交了报告和原
始数据记录。对 130 个实验室提交的结果分布直方
图可以看出数据呈单峰分布（见图 2）。
2.5　参加者测定结果的统计分析和评定

　　根据中国合格评定国家认可委员会（China 
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National Accreditation Service for Conformity Assess-
ment，CNAS）能力验证结果的统计处理和能力评价
指南 [9] 以及利用实验室间比对进行能力验证的统
计方法 [10]，能力验证统计方法一般可用经典统计
算法或稳健统计方法进行。与经典统计算法相比，
稳健统计法是对给定概率模型假定条件的微小偏离
不敏感的统计方法，能够减少正态分布假设或异常
值（离群值）对总体的影响。具体算法包括中位数
和中位绝对离差或标准四分位距法、迭代算法 A、
算法 S 等。迭代法是国际标准化组织（International 
Organization for Standardization，ISO）标准推荐的
稳健统计方法 [11]，此方法不需要对“离群值”进行
人为干预，其原理是对按顺序排列，位于数据排列
两端远离中位值的可疑值或离群值均以较小权重予
以保留，与中位值接近的值则以较大权重参与计
算，充分利用了全部测量数据的信息。

　　在本计划中，采用迭代算法 A 获得数据总体
的稳健均值和稳健标准差，作为能力验证指定值
和标准差，采用 z 比分数评价各参加实验室的结
果。评价原则为：当 |z| ≤ 2 时，结果为“满意”；
当 |z| 在 2 ～ 3 时，结果为“可疑”；当 |z| ≥ 3 时，
结果为“不满意”。
　　以全部报送结果的 130 家实验室结果为统计
总体，计算极大值、极小值、极差、均值、相对
标准偏差（%）等统计量，采用迭代算法 A 计算
得到稳健均值（reference）和稳健标准差（σ），
分别作为能力验证指定值（xpt）和能力评定标准
差（σ）。按照下式计算各参加实验室的 z 比分数。
　　zi ＝（xi － xpt）/σ
　　其中，xi 为参加者结果，xpt 为能力验证指定
值，σ 为能力评定标准差。由于在本计划中指定
值的不确定度经下式计算小于 0.3σ，所以指定值
的不确定度可以忽略。
　　u（xpt）＝ 1.25×s*/√p
　　其中，s* 为稳健标准差，p 为样本数。
　　计算 130 家实验室结果的 z 比分数，108 家
为“满意”，12 家为“可疑”，10 家为“不满意”，
z 值分布表见表 2，采用柱状图 [12] 绘制所有参加
者的 z 比分数分布图，结果见图 3。

表 1　检测结果对统计量汇总 
Tab 1　Summary of test results for statistics

Count/N Reference Max Min Rang Mean RSD/% σ

Sample 130 85.50 87.31 81.80 5.51 85.47 0.76 0.3595

表 2　实验室 z值分布 
Tab 2　z value distribution

z 值范围 实验室数量 比例 /%
|z| ≤ 2 108 83.1
2 ＜ |z| ＜ 3   12   9.2
|z| ≥ 3   10   7.7

3　讨论

3.1　本次能力验证计划的结果分析

　　本次能力验证检测方法参考《中国药典》
2020 年版四部二丁基羟基甲苯“吸收系数”检查
项下的方法，但在作业指导书中明确了称样量。
由于紫外分光光度法是实验室检测的常用方法，
因此报名单位数较多，而且地市级检验检测实验
室和企业实验室占绝大多数，尤其是中西部地区
的检验检测单位与往年相比数量显著增加。
　　从统计结果来看，“可疑”和“不满意”结果的
22 家实验室中，16 家为市级药检单位，4 家为企业
检验检测实验室，2 家为省级药检机构，多分布于
新疆、内蒙、贵州、甘肃、山西等中西部地区。这

说明在这些地区的实验室检测能力仍存在较大的提
升空间。其中省级检测实验室“可疑”结果数为 1
（占省级检验检测实验室结果总数的 4.8%），“不满
意”结果数为 1（占省级检验检测实验室结果总数的
4.8%）；地市级检验检测实验室“可疑”结果数为
10（占地市级检验检测实验室结果总数的 10.1%），
“不满意”结果数为 6（占地市级检验检测实验室结
果总数的 6.1%）；企业检测实验室“可疑”结果数
为1（占企业检验检测实验室结果总数的10%），“不
满意”结果数为 3（占企业检验检测实验室结果总数
的 30%）。从以上结果可以看出地市级和企业检验
检测实验室满意率较低（分别为 84% 和 60%），尤
其是企业检验检测实验室能力仍需进一步提升。
3.2　分析过程质量控制中存在的问题

　　采用紫外分光光度法对吸收系数进行测定，
由于规定的浓度较低，因此十分考验参加者准确
称量和进行溶液配制等基本操作，如应尽可能保
证最大的称样量，最少的溶液稀释次数以及移液

图 2　参加单位结果分布直方图

Fig 2　Distribution histogram of participating laboratories
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体积最小应为 5 mL 等。同时对规范使用紫外分
光光度法测定吸光系数的具体技术细节要求也应
该注意，如吸收池配对应检测透光率，保证在
0.3% 以下；吸收池每次放入样品室时的方向应相
同；使用如乙醇这种挥发性溶剂时在检测前应检
查溶剂在测定波长附近是否符合要求，测定过程
应加盖防止挥发的同时控制好环境温度；测定前
应在规定波长适宜范围内进行扫描以确定最大波
长，除另有规定外，最大吸收波长应在规定波长
的 ±2 nm 以内，如本次计划中规定的是 278 nm，
则最大吸收波长应在（278±2）nm 内。若最大吸
收波长发生偏离则应考虑仪器波长的准确度 [13]。
　　在判定为不满意或可疑结果的单位报告中主
要发现了以下问题：① 称样量过小，不符合《中
国药典》2020 年版的规定；② 稀释溶液移取体积
过小，导致溶液配制浓度误差增大；③ 错误的称
量过程以及样品转移未使用移液管，从而导致误
差增大；④ 平行测定的相对平均偏差不符合要求；
⑤ 用酶标仪代替紫外分光光度计进行测定；⑥ 未
在临近波长处考察吸光度，无法保证最大吸收。
3.3　技术建议

　　针对上述问题给出以下几条建议：各实验室在
执行《中国药典》标准时，应重视《中国药品检验
标准操作规范》中的相关规定，并按照规范中的要
求进行测试；实验用紫外 - 可见分光光度计应按照
国家计量检定规程进行检定，对于老旧仪器应及时
更新，用到的量瓶和移液管均应经检定合格后方可
使用，溶液配制时须使用检定后的移液管而不是移
液枪；明确溶液配制时的移取体积会较大程度上影
响检测准确度，在本项目中溶液转移稀释时所取体

积应不少于 5 mL；在吸收系数测定实验中应在临
近波长处考察吸光度，确保在最大波长的准确性。
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图 3　实验室 z 比分数柱状图

Fig 3　Laboratory z-score bar chart
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基于人工智能的肿瘤患者免疫相关不良反应 
管理软件的应用及效果评价
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摘要：目的　探索基于人工智能的肿瘤患者免疫相关不良反应管理软件的应用及效果评价。方
法　通过采集接受免疫检查点抑制剂肿瘤患者住院、门诊及居家的全病程信息数据，构建医

学相关知识库，对患者数据进行智能提取和分析后推荐管理方案，最后以患者免疫相关不良

反应发生率作为评价指标进行效果评价。结果　通过对肿瘤患者信息以及相关指南、文献、药

品说明书等信息的抽提和融合，构建了智能医学知识库。随后，智能医学知识库可以在不同

场景下给肿瘤患者推荐个体化治疗和管理方案。患者免疫相关不良反应发生率由 38.5% 降至

31.2%。结论　基于人工智能的肿瘤患者免疫相关不良反应管理对降低临床患者不良反应有较

大帮助，可以提升并优化肿瘤患者治疗和自我管理的质量。

关键词：人工智能；肿瘤患者；免疫相关不良反应；智能医学知识库；治疗和管理
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Artificial intelligence-based software in the treatment and management of 
tumor patients with immune-related adverse reactions
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Abstract: Objective  To evaluate the effect of artificial intelligence on immune-related adverse 
reaction management in tumor patients. Methods  Through collecting data of inpatients, outpatients 
and home disease course information of cancer patients received immune checkpoint inhibitors, 
the medical knowledge related data base was established. Data of patient was analyzed before 
recommending the management plan. Finally, the incidence of immune-related adverse reactions was 
used as an index to evaluate the effect. Results  Through summarizing tumor patient information, 
related guidelines, literatures, drug instructions and other information, the intelligent medical 
knowledge base was constructed, which could recommend individualized treatment options for cancer 
patients in different scenarios. The incidence of immune-related adverse reactions decreased from 
38.5% to 31.2%. Conclusion  The management of immune-related adverse reactions in tumor patients 
based on artificial intelligence helps reduce adverse reactions in clinical practice, and optimize the 
quality of treatment and self-management of tumor patients. 
Key words: artificial intelligence; tumor patient; immune-related adverse reaction; intelligent medical 
knowledge base; treatment and management
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　　免疫检查点抑制剂 （immune checkpoint inhib- itors，ICIs）疗法彻底改变了多种肿瘤的管理，目
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前也是治疗多种肿瘤的主要方法之一。ICIs，包
括细胞毒性 T 淋巴细胞相关蛋白 4（cytotoxic T 
lymphocyte associated protein 4，CTLA-4）抑制剂、
程序性细胞死亡受体 1（programmed cell death 1，
PD-1）和程序性细胞死亡配体 1（programmed cell 
death ligand 1，PD-L1）抑制剂，主要靶向负调节
T 细胞介导的宿主免疫反应，进而激活免疫和发
挥抗肿瘤作用 [1]。随着越来越多的肿瘤患者接受
ICIs 治疗 [2]，免疫相关不良事件 （immune-related 
adverse events，irAEs）也逐渐增多 [3]。这些 irAEs
可能会对器官系统（如胃肠道、内分泌腺、皮肤
和肝脏）产生不同程度的影响 [4-7]。而严重不良反
应一旦发生，很可能危及患者生命 [6]，这也成为
了这一新疗法的主要的限制。
　　人工智能 （artificial intelligence，AI）通过计
算机算法和高通量数据的结合，构建训练和测试
数据集模型 [8]。目前 AI 用于医学领域的研究如火
如荼，在个体化医学、智能诊疗和复杂性疾病的
诊断和预后等方面应用广泛 [9]。Thompson 等 [10]

认为 AI 凭借其先进的计算技术，能够减少错误，
改善患者治疗。同时研究表明，将基于 AI 的诊断
算法与医师的解释相结合，可以提高难以分辨的
癌症亚型的诊断准确性 [11]。基于此，我们利用 AI
技术开发肿瘤患者 irAEs 治疗和管理功能的软件，
以期降低肿瘤患者 irAEs，提高患者生活质量。
1　IrAEs治疗和管理软件功能介绍

1.1　功能简介及界面展示 
　　本院开发了 irAEs 治疗和管理软件，通过手
机端采集患者数据，为每位肿瘤患者单独建档，
并进行了包括药品不良反应、静脉血栓栓塞风
险、化疗毒性预测、情绪状态、生活质量、体力
状态、营养状况、疼痛、功能状态共九个维度的
筛查、评估（见图 1），进行定期监测、健康追踪、
医患交流、科普推送等，采集患者治疗方案、体
质量指数等数据。集成了肿瘤患者从诊断前到治
疗中、治疗后与疾病及用药安全相关的数据库。
患者通过自助浏览知识库，可以获取有关疾病知
识、药品行情、用药指导、不良反应管理、饮食
管理、情绪管理、基因检测以及科普文章等肿瘤
相关的最新知识。患者通过自学和自我管理，可
以更好地了解和应对 irAEs，提高生活质量，延
长生存期。
1.2　技术方案介绍 
　　irAEs 智能模块通过资料收集、信息提取和
知识更新三个阶段来实现。资料收集阶段，基于

医学教科书、疾病指南、药品说明书、医保信息
以及专家临床经验等进行资料数据的采集工作。
信息提取阶段，将收集到的资料信息进行整理，
同时由相关专家对各类医学信息进行质量评估，
去除重复冗杂的信息，对错误信息进行修正，并
将整理的部分文字以生动活泼的图片形式进行展
示，增加患者阅读的科普性和趣味性。知识更新
阶段，为保证知识库的准确性，根据最新的资料
持续性地迭代更新入库的有效知识。目前涵盖了
具体癌种数量 33 条，药品信息 273 条，肿瘤治
疗相关信息 86 条，图片 200 余幅，文字内容总
计 75 万字。具体知识库构建流程见图 2。
　　门诊或居家患者通过手机端上传治疗相关信
息，进行 irAEs 的评估，后台将录入的全量信息
进行整合、标准化，并自动判读后，将评估结果
推送至患者手机端。根据评估结果的不同分级，
为患者自动提供进一步的建议。同时后台还可以
根据结果，在知识库中自动筛选相关词条，并自
动推送，帮助患者进行自学和自我管理。具体智
能模块流程见图 3。
1.3　使用方法

　　患者通过扫描“E 药智库”二维码，进入主
页面，并进行注册。点击“人工智能”模块进行
九个维度的评估，自动获取由系统推送的建议方
案。点击疾病科普、药品行情、用药指导、不良
反应指导、膳食及生活指导、疼痛管理、基因检
测、科普文章这八大模块（见图 4），患者可以获
取相应的知识库内容，实现自学与自我管理。
2　IrAEs治疗和管理软件应用与效果评价

2.1　IrAEs 治疗和管理软件的 irAEs 发生率

　　为评价 irAEs 治疗和管理软件对使用 ICIs 患
者 irAEs 发生率的影响，本研究抽提某三甲医院
住院和门诊肿瘤患者全病程数据信息，对全病历
中 2022 年 1—6 月份的常见 irAEs 进行判读分析，
计算发生 irAEs 的患者占使用 ICIs 总体人群的比
率，具体情况见图 5。IrAEs 发生率（%）＝（发
生 irAEs 的患者）/（使用 ICIs 总体人群）×100%。
2.2　IrAEs 治疗和管理软件的应用效果

　　为评价 irAEs 治疗和管理软件的应用效果，本
研究抽提 2022 年 1—6 月未使用 irAEs 治疗和管
理软件的 irAEs 发生率（均值为 38.5%）和 2022 年
1—6 月使用 irAEs 治疗和管理软件的 irAEs 发生率
（均值为 31.2%）。分析发现，使用基于 AI 技术的
治疗和管理软件能够显著降低 irAEs 发生率，具体
见图 6。
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3　讨论

　　IrAEs 仍是限制 ICIs 临床使用的主要因素之
一。我们利用 AI 技术开发智能 irAEs 治疗和管理
软件，能够根据患者疾病症状和相关指标推荐个
体化治疗和管理的方案，对减少患者 irAEs 的发
生意义重大。尽管该软件展示了预期的结果，但
是目前还处于调试阶段，还需要更多的数据进行
进一步验证。此外，我们仍会在临床使用中不断
优化相关功能和方案，以便更好地服务于临床。

　　AI 能够以人类无法识别的方式组合信息和
识别模式，为免疫疗法带来了巨大的希望 [12]。尽
管 AI 方法在癌症免疫治疗方面具有强大的潜力，
但将 AI 技术整合到医疗服务中仍面临许多障碍。
首先，可用数据量的不足是一大主要的障碍。考
虑到商业目的或者个人隐私的问题，医院和研究
机构之间数据信息不能共享，不利于提高 AI 在

图 4　知识库八大模块界面

Fig 4　 Eight modulars of knowledge base

图 5　某三甲医院使用 irAEs 治疗和管理软件 irAEs 的发生率

Fig 5　Incidence of irAEs with irAEs treatment and management 
software in a tertiary hospital

图 6　某三甲医院使用 irAEs 治疗和管理软件前后 irAEs 的发生率

Fig 6　Incidence of irAEs before and after the use of irAEs treatment 
and management software in a tertiary hospital

图 1　IrAEs 治疗和管理软件功能介绍及界面展示

Fig 1　Function introduction and interface display of irAEs treatment 
and management software

图 2　基于自主学习的知识库模块构建流程图

Fig 2　Knowledge base module construction based on autonomous 
learning

图 3　基于 AI 技术的肿瘤患者 irAEs 治疗和管理的流程图

Fig 3　Treatment and management of irAEs in tumor patients based on AI 
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医疗服务中的准确性。其次，原始数据和模型中
被忽视的假设可能会导致 AI 系统提供错误的建
议 [13]。因此，基于免疫治疗监测和策略相当复杂
的情况，我们不应夸大 AI 在免疫治疗中的前景。
最后，临床医师应该与 AI 相互合作，相互学习，
以更好地服务于患者的免疫治疗。
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基于美国 FAERS数据库对免疫检查点抑制剂致肌炎、 
心肌炎和重症肌无力重叠综合征的分析
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摘要：目的　利用美国 FDA 不良事件报告系统（FAERS）挖掘免疫检查点抑制剂（ICIs）致肌

炎、心肌炎和重症肌无力的信号，分析其重叠情况，为该类药在临床安全用药提供参考。方法
　收集 2011 第 1 季度到 2021 年第 4 季度首要怀疑药物为 ICIs 的不良事件报告，采用报告比值

比（ROR）法分别对 ICIs（包括阿替利珠单抗、阿维单抗、度伐利尤单抗、Cemiplimab、纳武

利尤单抗、帕博利珠单抗、伊匹木单抗和 Tremelimumab）相关肌炎、心肌炎和重症肌无力不

良事件进行信号挖掘，比较不同 ICIs 致相关不良事件信号强度，并分析出现肌炎、心肌炎和重

症肌无力重叠综合征的病例和死亡报告。结果　共提取 ICIs 相关肌炎、心肌炎和重症肌无力病

例 3046 例。除 Tremelimumab 外，其他 ICIs 均检测到致肌炎、心肌炎和重症肌无力的信号，有

20.29% 的患者存在重叠综合征，发生时间中位数为 21 d，病死率较高（重叠综合征：43.86%，

单一：33.90%），有 2 例患者重新引入 ICIs 治疗后发生不良事件。结论　医师应特别警惕出现

ICIs 相关肌炎、心肌炎和重症肌无力的患者是否存在重叠现象，谨慎评估再重启 ICIs 治疗。

关键词：免疫检查点抑制剂；重叠综合征；FAERS；信号挖掘；报告比值比
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Immune checkpoint inhibitor-associated myositis, myocarditis and 
myasthenia gravis overlap syndrome based on the US FDA  

adverse event reporting system

WU Ting-xi1, ZHANG Yang2, SHI Yan-feng3, CAO Ming-nan1, ZHU Bin1, WU Ming-fen1, ZHAO 
Zhi-gang1* (1. Department of Pharmacy, Beijing Tiantan Hospital, Capital Medical University, 
Beijing  100070; 2. Department of Pharmacy, Beijing Friendship Hospital, Capital Medical 
University, Beijing  100050; 3. Center of Excellence for Omics Research, National Clinical Research 
Center for Neurological Diseases, Beijing Tiantan Hospital, Capital Medical University, Beijing  
100070)

Abstract: Objective  To determine the risk signals of myositis, myocarditis and myasthenia gravis 
overlapping syndrome caused by immune checkpoint inhibitors (ICIs) based on the US FDA adverse 
event reporting system (FAERS), and to provide reference for the clinical drug safety. Methods  
Records were collected from the first quarter of 2011 to the fourth quarter of 2021. The reporting 
odds ratio (reporting odds ratio, ROR) method was used to mine the signals of myositis, myocarditis 
and myasthenia gravis caused by ICIs including atezolizumab, avelumab, durvalumab, cemiplimab, 
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药品不良反应信号监测专题
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　　免疫检查点抑制剂（immune checkpoint inhib-
itors，ICIs）主要通过抑制程序性死亡蛋白 1 受体
（programmed death-1，PD-1）、程序性死亡受体 -
配体 1（programmed death-ligand 1，PD-L1）和细
胞毒性 T 淋巴细胞抗原 -4（cytotoxic T-lymphocyte 
associated antigen-4，CTLA-4）等靶点激活抗肿瘤
免疫，恢复识别肿瘤细胞的能力，并进一步恢复
T 细胞的细胞识别和杀伤能力 [1]。但由于其独特
的机制，ICIs 免疫治疗也常会伴有免疫相关性不
良反应 [2]，近年来有病例报道 ICIs 可致心肌炎合
并肌炎或重症肌无力的重叠综合征 [3-5]，且患者预
后不佳。为了解 ICIs 致肌炎、心肌炎、重症肌无
力重叠综合征情况，本文采用美国不良事件报告
系统（the US Food and Drug Adverse Event Report-
ing System，FAERS）对 ICIs 致上述不良反应进行
信号挖掘，分析其重叠情况、发生时间、患者结
局等情况，为临床安全使用 ICIs 提供参考依据。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　收集 FAERS 数据库中 2011 年第 1 季度到
2021 年第 4 季度共 44 个季度的数据，每个季度
的文件包括人口统计学信息、药物信息、用药适
应证和不良反应事件及患者结局等内容。
1.2　数据清洗与提取

　　按照文献报道方法 [6] 剔除原始数据中重复报
告，并根据官方提供的 Deleted 文件，删除其中
的错误事件，仅选取首要怀疑药物为 ICIs（包括
阿替利珠单抗、阿维单抗、度伐利尤单抗、Cemi-
plimab、纳武利尤单抗、帕博利珠单抗、伊匹木单
抗和 Tremelimumab）的不良反应报告，并通过美
国 Micromedex 网站（https：//www.micromedexso-
lutions.com/）确定其通用名和商品名，提取目标
药物。为减少不良事件报告上报偏倚，本研究仅
纳入上报者为有医药专业背景的人员。

　　根据监管活动医学词典（medical dictionary for 
drug regulation activities，MedDRA）25.0 版中不良
事件首选术语（preferred term，PT）对提取的目
标药物相关不良事件报告进行编码。参考文献 [7]，
选取 PT 肌炎（MedDRA 代码 10028653、10036102
和 10083073）、 心 肌 炎（10028606、10082606 和
10064539）和重症肌无力（10028417、10028419、
10028424、10049168 和 10062758）为关键词，检
索不良事件报告。本文将使用 ICIs 后表现为不止
一个上述不良事件的患者分为重叠综合征组，仅
表现为单一不良事件的患者分为单一组。
1.3　统计学方法

　　采用 R 4.1.2 软件进行数据提取、整理及分
析。信号挖掘采用报告比值比（reporting odds 
ratio，ROR）法 [6]，分别对 ICIs 相关肌炎、心肌
炎和重症肌无力进行信号计算。为提高信号识别
准确度，本研究认为当不良事件报告例数≥ 3、
ROR ＞ 2，且 95%CI 下限（ROR025）＞ 1 时，判
定该不良事件存在信号。ROR 值越大，代表目标
药物相关不良事件发生风险越高 [6，8]。
2　结果

2.1　不良事件报告基本信息

　　2011 年第 1 季度到 2021 年第 4 季度，共提取
医务人员上报的 ICIs 相关不良事件的病例 90 151
例，其中涉及肌炎、心肌炎和重症肌无力不良事
件 3046 例，涉及 2459 名患者。ICIs 相关心肌炎病
例数最多，重症肌无力病例数最少，以男性患者为
主，年龄以 65 岁及以上老年患者居多，出现心肌
炎不良反应的患者年龄中位数最小。上述 ICIs 相
关不良事件的报告国家以日本为主，美国次之。医
师为主要不良事件报告人，其次为药师。药物适应
证以黑色素瘤、肾细胞癌、非小细胞肺癌较为常见，
详细情况见表 1。
2.2　信号分析

nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab and tremelimumab. The safety signal intensity was compared 
among different ICIs, and the occurrence of overlapping syndrome was analyzed. Results  Totally 
3046 cases of ICIs-associated myositis, myocarditis and myasthenia gravis were collected. Except 
for tremelimumab, the signals of myositis, myocarditis and myasthenia gravis caused by ICIs were 
detected. 20.29% had overlapping syndrome associated with ICIs, the median onset of time was 21 days 
and the mortality increased significantly (overlapping syndrome: 43.86%; mono syndrome: 33.90%). 
Two patients with ICIs rechallenges had adverse effect. Conclusion  Clinicians should be cautions of 
overlapping syndrome associated with ICIs and ICIs therapy can be restarted after careful assessment. 
Key words: immune checkpoint inhibitor; overlap syndrome; FAERS; signal mining; reporting odds ratio
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表 1　ICIs相关肌炎、心肌炎和重症肌无力报告基本信息 [n(%)] 
Tab 1　Basic information of reports for immune checkpoint 
inhibitors-associated myositis，myocarditis and myasthenia 

gravis [n(%)]

特征
肌炎

（n ＝ 989）
心肌炎

（n ＝ 1277）
重症肌无力

（n ＝ 780）

性别 可分析数 945 可分析数 1162 可分析数 719

女性 266（28.15） 372（32.01） 222（30.88）

男性 679（71.85） 790（67.99） 497（69.12）

年龄分组 / 岁 可分析数 892 可分析数 1080 可分析数 662

＜ 65 298（33.41） 368（34.07） 171（25.83）

65 ～ 74 269（30.16） 439（40.65） 235（35.50）

≥ 75 325（36.43） 273（25.28） 256（38.67）

上报人 可分析数 989 可分析数 1277 可分析数 780

医师 713（72.09） 854（66.88） 527（67.56）

其他医务者 196（19.82） 310（24.28） 161（20.64）

药师 80（8.09） 113（8.85） 92（11.79）

报告国家 可分析数 989 可分析数 1277 可分析数 780

日本 413（41.76） 399（31.25） 371（47.56）

美国 209（21.13） 303（23.73） 222（28.46）

法国 88（8.90） 150（11.75） 21（2.69）

其他 262（26.46） 425（33.28） 166（21.28）

免疫检查点抑制剂 可分析数 989 可分析数 1277 可分析数 780

纳武利尤单抗 527（53.29） 735（57.56） 433（55.51）

帕博利珠单抗 176（17.8） 220（17.23） 169（21.67）

Cemiplimab 16（1.62） 19（1.49） 10（1.28）

阿替利珠单抗 145（14.66） 147（11.51） 69（8.85）

度伐利尤单抗 31（3.13） 39（3.05） 28（3.59）

阿维单抗 12（1.21） 19（1.49） 7（0.9）

伊匹木单抗 81（8.19） 98（7.67） 64（8.21）

Tremelimumab 1（0.1） 0 0

适应证 可分析数 934 可分析数 1199 可分析数 725

黑色素瘤 217（23.23） 230（19.18） 173（23.86）

肾细胞癌 172（18.42） 219（18.27） 120（16.55）

非小细胞肺癌 134（14.35） 204（17.01） 100（13.79）

其他 411（44.00） 546（45.54） 332（45.79）

2.2.1　信号挖掘　Tremelimumab 相关肌炎、心肌炎
和重症肌无力报告不足 3 例，不纳入信号分析。对
其他 ICIs 致上述不良事件分析后发现，ICIs 相关心
肌炎报告数最多。与 PD-L1 抑制剂和 CLTA-4 抑制
剂相比，PD-1 抑制剂致肌炎、心肌炎和重症肌无力
报告最多，其中 Cemiplimab 致重症肌无力的风险
最大（ROR ＝ 33.39，95%CI：17.86 ～ 62.40），帕
博利珠单抗次之（ROR ＝ 31.35，95%CI：26.80 ～ 

36.67）。与其他 PD-L1 抑制剂相比，阿维单抗相关
心肌炎报告例数最少，但是风险大（ROR ＝ 20.18，
95%CI：12.81 ～ 31.79）。伊匹木单抗致上述 3 个不
良事件的风险信号均较弱，见表 2。
2.2.2　重叠情况　患者接受 ICIs 治疗后仅表现为
肌炎、心肌炎或重症肌无力不良事件的例数分别为
570 例、948 例和 442 例，有 20.29% 的患者存在重
叠综合征，其中有 3.58% 的患者同时被诊断为肌炎、
心肌炎和重症肌无力。42.37% 的患者表现为 ICIs 相
关肌炎的同时，还合并心肌炎和 / 或重症肌无力，
而仅有 25.76% 的患者在出现心肌炎后累及其他器
官，表现为肌炎和 / 或重症肌无力，详见图 1。

图 1　ICIs 相关肌炎、心肌炎和重症肌无力重叠情况

Fig 1　Overlap of immune checkpoint inhibitors-associated myositis，
myocarditis and myasthenia gravis

表 2　ICIs相关肌炎、心肌炎和重症肌无力的信号挖掘 
Tab 2　Disproportionate analysis of immune checkpoint inhibitors-associated myositis，myocarditis and myasthenia gravis

药物
ROR（95%CI）

肌炎 心肌炎 重症肌无力

纳武利尤单抗 16.26（14.85 ～ 17.81） 22.21（20.53 ～ 24.02） 25.95（23.40 ～ 28.78）
帕博利珠单抗 17.37（14.93 ～ 20.21） 20.56（17.95 ～ 23.56） 31.35（26.80 ～ 36.67）
Cemiplimab 29.48（17.94 ～ 48.44） 32.99（20.89 ～ 52.09） 33.39（17.86 ～ 62.40）
阿替利尤单抗 13.09（11.09 ～ 15.46） 12.43（10.54 ～ 14.66） 11.28（8.88 ～ 14.33）
度利尤单抗 9.09（6.38 ～ 12.95） 10.76（7.84 ～ 14.76） 15.05（10.36 ～ 21.87）
阿维单抗 13.49（7.63 ～ 23.84） 20.18（12.81 ～ 31.79） 14.32（6.80 ～ 30.13）
伊匹木单抗 9.21（7.39 ～ 11.48） 10.49（8.58 ～ 12.82） 13.37（10.43 ～ 17.15）

2.2.3　发生时间　进一步对患者接受 ICIs 治疗后
出现为单一不良事件（肌炎、心肌炎或重症肌无
力）和重叠综合征的发生时间进行分析。结果发

现，重叠综合征发生时间更短（重叠综合征：21 
d [IQR 1532]，单一：30 d [IQR 1764.25]）。单一
组中，ICIs 致肌炎、心肌炎和重症肌无力的发生
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时间中位数分别为 33.5 d、28 d 和 30 d。
2.2.4　病死率及 ICIs 再引入　ICIs 致上述 3 个不
良事件报告中，35.71% 患者最终死亡（n ＝ 878
例），出现重叠综合征的患者病死率更高（重叠综
合征：43.86%，单一：33.90%）。有 2 例患者是
在重启 ICIs 治疗后出现的不良事件，一例是 83
岁老年男性结肠癌患者在接受帕博利珠单抗单药
治疗后，出现肌炎合并重症肌无力；另一例是患
有非小细胞肺癌的男性患者使用度伐利尤单抗后
出现肌炎。
3　讨论

3.1　患者特征

　　在 3046 例 ICIs 相关肌炎、心肌炎和重症肌无
力的病例中，以黑色素瘤、肾细胞癌和非小细胞肺
癌的患者为主，符合 ICIs 肿瘤免疫治疗获批的适应
证。性别方面，男性患者占比高。既往关于性别对
ICIs 相关免疫不良事件的影响研究较少，目前尚无
证据表明性别差异是其影响因素之一 [9]。年龄方面，
ICIs 相关重症肌无力比例在小于 65 岁的人群中较
低，而心肌炎在 65 ～ 74 岁老年人群中占比高，75
岁以上人群中比例最低，提示 ICIs 相关不良事件
在老年人群中的高发谱系可能有所不同。既往研究
认为老年患者在接受 ICIs 治疗时，其特征性免疫微
环境可能会导致 ICIs 的疗效和安全性有所差异 [10]，
提示老年患者接受 ICIs 治疗后出现致死性不良事件
的比例高 [11]；另有研究则发现 65 岁老年患者较少
出现内分泌毒性，而皮肤毒性更为常见 [12]，与本研
究结果近似。此外，本研究还发现有 60% ～ 70%
的不良事件是由医师上报，可能与 ICIs 致神经系统
不良反应发病隐匿有关，由于其常被原发肿瘤症状
掩盖，因此临床诊断困难 [13]，主要依靠医师经验，
而药师和其他医务人员对此经验较少。提高医务人
员对 ICIs 相关不良反应特征的认知，可能有利于临
床上识别和诊断其相关不良反应。
3.2　风险信号

　　结果显示 ICIs 相关心肌炎病例报告例数最多，
且信号强，提示 ICIs 致心肌炎风险高，与既往研
究结果一致。ICIs 致心脏毒性并不常见，多以心肌
炎为主 [14]，患病率约为 1.14%[15]。与抗 PD-L1 和抗
CTLA-4 药物相比，PD-1 抑制剂（包括纳武利尤单
抗、帕博利珠单抗和 Cemiplimab）致心肌炎信号最
强，提示可能导致心肌炎风险最大，与既往研究一
致 [14-16]。Mahmood 等 [15] 于 2013—2017 年间收集了
35 例 ICIs 相关心肌炎的病例，在对其进行随机抽样
匹配后发现，与其他 ICIs 相比，纳武利尤单抗和帕

博利珠单抗致心肌炎不良事件的占比最多，分别为
0.6% 和 1.3%；Moslehi 等 [16] 在世界卫生组织不良反
应个人呈报系统中收集了 101 例确诊为 ICIs 相关心
肌炎的患者，其中 57% 的患者报告使用 PD-1 抑制
剂后诱发心肌炎。目前 ICIs 致心肌炎的机制尚不明
确，可能与 T 细胞的活化与功能抑制有关，被激活
的 T 淋巴细胞在识别肿瘤的同时也识别心肌共有抗
原 [14]。提示医师在启用抗 PD-1 肿瘤免疫治疗的时
候，如患者出现其他原因无法解释的胸痛、呼吸困
难等症状，或较基线出现心肌损伤标志物升高，应
警惕心肌炎可能。除 Tremelimumab 外，ICIs 在重症
肌无力和肌炎不良事件中也检测出信号。一项基于
美国商业和医疗保险数据库的回顾性研究分析结果
显示，接受 ICIs 肿瘤免疫治疗的患者更易出现重症
肌无力表现（HR ＝ 2.60，95%CI：1.34 ～ 5.07）[17]。
此外，既往研究表明有 1% 接受抗 PD-1 抑制剂治
疗的患者可能出现肌炎 [18]，可表现为自身免疫性
肌炎、皮肌炎和多发性肌炎等 [13]。Hamada 等 [19]

对 88 例 ICIs 相关肌炎病例分析后发现，PD-1 抑制
剂诱发肌炎比抗 CTLA-4 药物更常见。本研究亦发
现 CTLA-4 抑制剂伊匹木单抗致肌炎风险相对最低
（ROR ＝ 9.21，95%CI：7.39 ～ 11.48）。
3.3　重叠综合征

　　在 3046 例 ICIs 相关肌炎、心肌炎或重症肌无力
报告中，有 20.29% 患者存在重叠综合征，重症肌无
力合并肌炎的病例是重症肌无力合并心肌炎的 2 倍，
提示 ICIs 相关重症肌无力更易重叠肌炎表现，与既
往研究有所差异。Aldrich 等 [20] 在一项纳入 9088 名
接受 ICIs 治疗的患者回顾性队列研究中发现，0.40%
（36 名）的患者出现肌炎不良事件，其中 52.78%（19
名）患者有重叠现象。Johnson 等 [21] 研究发现 8.8%
重症肌无力患者合并肌炎，16.2% 合并心肌炎。但
另有研究表明 ICIs 致重症肌无力合并肌炎的发病率
更高 [3]。分析原因可能与诊断 ICIs 相关重症肌无力
不良事件较难有关，进而影响重症肌无力合并其他
不良事件的分析结果。有研究表明，ICIs 致重症肌
无力临床上可表现为呼吸肌肌力减弱、呼吸困难等
多种症状，多数患者在发病时可能会伴随肌钙蛋白、
肌酸激酶、肌酸激酶同工酶等检查指标升高，但缺
乏特异性，而肿瘤科医师可能对神经相关不良反应
诊疗经验不足，且在出现 ICIs 相关重症肌无力患者
中，只有不足 60% 患者体内检出乙酰胆碱能受体
阳性，给早期确诊带来挑战 [22]。此外，不同疾病下
ICIs 相关的上述重叠综合征发生时间略有差异，总
体发病中位数时间不超过 23 d。有研究报道，ICIs



2236

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

致重症肌无力以新发重症肌无力为主，少部分患者
出现原重症肌无力症状加重，发病中位时间 4 周，
重叠综合征发生时间变短 [23]，与本研究结果基本一
致（中位数 21 d），提示 ICIs 致上述不良事件重叠综
合征的发生率不低，且发病时间更短，临床应提高
警惕。
3.4　患者结局与再引入

　　肌炎、心肌炎和重症肌无力是致死率较高的
ICIs 相关不良反应 [24]，ICIs 以心肌炎和肌炎为表
现的重症肌无力的病死率可高达 62.5%[21]，出现
重叠综合征的患者预后不佳，只有 50% 的患者治
疗后可恢复 [25]，另有报告 79% 的患者出现呼吸衰
竭 [20]。目前临床上治疗 ICIs 相关不良反应的措施
是首先停用 ICIs，并予以大剂量糖皮质激素等治
疗。本研究中，有 2 例 ICIs 再激发后患者出现肌
炎和 / 或重症肌无力的报告，提示 ICIs 再激发也
会出现免疫相关不良反应，且有报告表明不良反
应可能与之前的表现不一致 [26]。因此临床上一旦
出现高致死率的 ICIs 相关不良反应，如心肌炎、
重症肌无力等，再次启用 ICIs 应谨慎，可根据末
次出现不良反应严重程度、患者基础状况和是否
有其他替代疗法来决定是否恢复 ICIs 免疫疗法。
3.5　研究不足

　　本研究采用美国最大的自发呈报药物不良反
应数据库 FAERS，目前自发呈报系统是最主要的
监测上市后药品安全的方式 [6，8]，有利于发现罕
见或既往未被识别的新的药品不良反应。但由于
该系统固有的局限性，如不良反应的低报、漏报
和错报等，可能会影响数据质量；且该数据库仅
记录了出现药物不良反应的病例，无法评估其在
真实世界中的发病率。尽管 ROR 法具有高灵敏
度和特异度，常用于国内外药物警戒领域中 [8]，
但其检测到信号只能表示该药与某一不良反应有
统计学相关性，且无更多患者特征、临床检查指
标及既往用药等信息，无法对不良事件进行关联
性评价，亦无法探知有意义的临床指标，未来仍
需进一步研究。
4　结论

　　ICIs 致肌炎、心肌炎和重症肌无力的风险信
号明确，常出现于 ICIs 治疗早期，重叠现象并不
少见，发病时间更短，病死率更高，一旦发生，
临床上较少会重启 ICIs 免疫治疗。医师在 ICIs 治
疗早期应提高警惕重叠综合征的发生，早期诊断、
及时治疗，可避免或减少相关不良反应导致的严
重后果。

参考文献

[1] Kennedy LB，Salama AKS. A review of cancer immuno-
therapy toxicity [J]. CA Cancer J Clin，2020，70（2）：

86-104. 
[2] Postow MA，Sidlow R，Hellmann MD. Immune-related 

adverse events associated with immune checkpoint block-
ade [J]. N Engl J Med，2018，378（2）：158-168. 

[3] Anquetil C，Salem JE，Lebrun-Vignes B，et al. Immune 
checkpoint inhibitor-associated myositis：expanding the 
spectrum of cardiac complications of the immunotherapy 
revolution [J]. Circulation，2018，138（7）：743-745. 

[4] Guha A，Al-Kindi S，Jain P，et al. Association between 
myocarditis and other immune-related adverse events sec-
ondary to immune checkpoint inhibitor use [J]. Int J Cancer，
2020，147（6）：1753-1754. 

[5] Touat M，Maisonobe T，Knauss S，et al. Immune check-
point inhibitor-related myositis and myocarditis in patients 
with cancer [J]. Neurology，2018，91（10）：e985-e994. 

[6] 赵科，孔金霞，钟雯，等 . 基于美国 FDA 不良事件

报告系统数据库的帕博利珠单抗不良反应信号挖掘研

究 [J]. 中南药学，2020，18（3）：359-363. 
[7] Pathak R，Katel A，Massarelli E，et al. Immune check-

point inhibitor-induced myocarditis with myositis/myasthe-
nia gravis overlap syndrome：a systematic review of cases [J]. 
Oncologist，2021，26（12）：1052-1061. 

[8] Wu T，Zhang Y，Shi Y，et al. Safety of glucagon-like 
peptide-1 receptor agonists：a real-world study based on 
the US FDA adverse event reporting system database [J]. 
Clin Drug Investig，2022，42（11）：965-975. 

[9] Eggermont AMM，Kicinski M，Blank CU，et al. As-
sociation between immune-related adverse events and 
recurrence-free survival among patients with stage Ⅲ mela-
noma randomized to receive pembrolizumab or placebo：a 
secondary analysis of a randomized clinical trial [J]. JAMA 
Oncol，2020，6（4）：519-527. 

[10] 段建春，李梦侠，刘秀峰，等 . 免疫检查点抑制剂特殊

人群应用专家共识 [J]. 临床肿瘤学杂志，2022，27（5）：

442-454. 
[11] Wang DY，Salem JE，Cohen JV，et al. Fatal toxic effects 

associated with immune checkpoint inhibitors：a system-
atic review and meta-analysis [J]. JAMA Oncol，2018，4
（12）：1721-1728. 

[12] Samani A，Zhang S，Spiers L，et al. Impact of age on the 
toxicity of immune checkpoint inhibition [J]. J Immunother 
Cancer，2020，8（2）：e000871. 

[13] Spain L，Walls G，Julve M，et al. Neurotoxicity from 
immune-checkpoint inhibition in the treatment of melano-
ma：a single centre experience and review of the literature [J]. 
Ann Oncol，2017，28（2）：377-385. 

[14] 免疫检查点抑制剂相关心肌炎监测与管理中国专家共识

（2020 版）[J]. 中国肿瘤临床，2020，47（20）：1027-1038. 
[15] Mahmood SS，Fradley MG，Cohen JV，et al. Myocardi-

tis in patients treated with immune checkpoint inhibitors [J]. 



2237

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

J Am Coll Cardiol，2018，71（16）：1755-1764. 
[16] Moslehi JJ，Salem JE，Sosman JA，et al. Increased re-

porting of fatal immune checkpoint inhibitor-associated 
myocarditis [J]. Lancet，2018，391（10124）：933. 

[17] Xia T，Brucker AJ，McGeehan B，et al. Risk of non-in-
fectious uveitis or myasthenia gravis in patients on check-
point inhibitors in a large healthcare claims database [J]. Br 
J Ophthalmol，2022，106（1）：87-90. 

[18] Eggermont AMM，Blank CU，Mandala M，et al. Ad-
juvant pembrolizumab versus placebo in resected stage 
Ⅲ melanoma [J]. N Engl J Med，2018，378（19）：

1789-1801. 
[19] Hamada N，Maeda A，Takase-Minegishi K，et al. Inci-

dence and distinct features of immune checkpoint inhibi-
tor-related myositis from idiopathic inflammatory myositis：
a single-center experience with systematic literature review 
and meta-analysis [J]. Front Immunol，2021，12：803410. 

[20] Aldrich J，Pundole X，Tummala S，et al. Inflammatory 
myositis in cancer patients receiving immune checkpoint in-
hibitors [J]. Arthritis Rheumatol，2021，73（5）：866-874. 

[21] Johnson DB，Manouchehri A，Haugh AM，et al. Neu-

rologic toxicity associated with immune checkpoint inhibi-
tors：a pharmacovigilance study [J]. J Immunother Cancer，
2019，7（1）：134. 

[22] 李建萍 . 《重症肌无力管理国际共识指南：2020 更新版》

解读 [J]. 神经病学与神经康复学杂志，2021，17（1）：

32-38. 
[23] Safa H，Johnson DH，Trinh VA，et al. Immune check-

point inhibitor related myasthenia gravis：single center 
experience and systematic review of the literature [J]. J Im-
munother Cancer，2019，7（1）：319. 

[24] Wang DY，Salem JE，Cohen JV，et al. Fatal toxic effects 
associated with immune checkpoint inhibitors：a system-
atic review and meta-analysis [J]. JAMA Oncol，2018，4
（12）：1721-1728. 

[25] Moreira A，Loquai C，Pföhler C，et al. Myositis and 
neuromuscular side-effects induced by immune checkpoint 
inhibitors [J]. Eur J Cancer，2019，106：12-23.

[26] Dolladille C，Ederhy S，Sassier M，et al. Immune check-
point inhibitor rechallenge after immune-related adverse 
events in patients with cancer [J]. JAMA Oncol，2020，6
（6）：865-871.

（收稿日期：2022-11-18；修回日期：2022-12-25）

白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇不良反应 
真实世界数据的比较

周保柱1，陈慧慧1，李娜1，2，汪涛1*（1. 联勤保障部队第九〇一医院药剂科，合肥　230031；2. 皖南医学院药学院，

安徽　芜湖　241002）

摘要：目的　研究白蛋白结合型紫杉醇和普通紫杉醇不良反应（ADR）在真实世界的差异，

为临床合理使用紫杉醇类药物提供科学依据。方法　调取军队药品不良反应监测管理系统中

2012 年 1 月 1 日—2022 年 6 月 30 日我院上报的白蛋白结合型紫杉醇和普通紫杉醇 ADR 报告，

利用统计软件对两种药物致 ADR 病例信息进行差异性分析，包括患者基本情况、ADR 时间相

关性、转归情况、关联性评价；采用报告比值比（ROR）法对两种药物 ADR 信号进行检测。

结果　在病例信息差异性分析方面，两种药物致 ADR 的原患疾病、ADR 持续时间、转归情况、

关联性分析之间差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；在 ROR 法检测 ADR 信号方面，普通紫杉醇、

白蛋白结合型紫杉醇 ADR 强信号分别有 8 个、6 个。其中，普通紫杉醇白细胞减少、下肢痛、

过敏反应、心功能异常 ADR 信号较强，白蛋白结合型紫杉醇神经毒性 ADR 信号是独有的。

结论　临床医师在使用两种药物时，应注重其 ADR 的差异性，尤其重点关注普通紫杉醇的过

敏反应，以及白蛋白结合型紫杉醇的神经毒性；同时在制订化疗方案时，应充分了解患者基本

情况和病情需要，正确选择药物种类、给药方案、药物剂量，做到合理个体化给药。
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　　紫杉醇是一种特异性作用于微管的细胞毒类抗
肿瘤药物，临床广泛应用于乳腺癌、卵巢癌、非小
细胞肺癌、食管癌及胃癌等恶性肿瘤的治疗。普通
紫杉醇最早于 1992 年在美国上市，由于其疏水性强，
需要以聚氧乙烯蓖麻油为溶剂，而后者易引发一系
列过敏反应，严重限制了紫杉醇的临床使用 [1]。白蛋
白结合型紫杉醇为新型紫杉醇制剂，于 2005 年在美
国上市，2009 年进入中国市场。白蛋白结合型紫杉
醇以人血白蛋白为载体，耐受剂量大幅度提高，在
临床显示出较好的疗效 [2]。两种紫杉醇制剂在肿瘤领
域均得到高频使用，但它们的获批适应证、超敏反应
预处理和不良反应等不尽相同 [3]。有研究表明，白蛋
白结合型紫杉醇治疗妇科肿瘤的有效率显著优于普
通紫杉醇，且不良反应（ADR）发生率更低 [4]。然而
白蛋白结合型紫杉醇在我国上市时间较短，与普通
紫杉醇在安全用药方面缺乏对比，严重影响紫杉醇
类药品合理使用 [5]。本研究基于军队药品不良反应监
测管理系统中我院上报的 ADR 数据库，收集白蛋白
结合型紫杉醇和普通紫杉醇的 ADR 病例，并归纳、
评价其在真实世界的安全性，筛选两种药物的潜在

ADR 信号，为临床合理用药提供参考。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　查询军队药品不良反应监测管理系统中我院
上报的 ADR 数据，检索 2012 年 1 月 1 日至 2022
年 6 月 30 日应用白蛋白结合型紫杉醇和普通紫杉
醇导致的 ADR 报告。纳入标准：患者使用白蛋白
结合型紫杉醇或普通紫杉醇发生 ADR 的报告（需
记录 ADR 治疗过程及预后等病历资料）。排除标
准：在外院化疗期间发生 ADR 的病例；患者在同
一个月多次就诊发生重复 ADR；治疗过程中发生
病理性类型转换。共收集到普通紫杉醇 ADR 109
例，白蛋白结合型紫杉醇 ADR 71 例。
1.2　研究内容

　　通过医院信息系统整理病例信息，包括① 患
者的基本情况：年龄、性别、体质量指数（BMI）、
原患疾病；② ADR 时间相关性：ADR 潜伏时间、
ADR 持续时间；③ ADR 分析：表现类型和临床
表现、转归情况；④ 关联性评价。
　　采用统计软件对白蛋白结合型紫杉醇和普通

Real word data of adverse drug reactions induced by albumin-bound 
paclitaxel or ordinary paclitaxel 

ZHOU Bao-zhu1, CHEN Hui-hui1, LI Na1, 2, WANG Tao1* (1. Department of Pharmacy, The 901st 
Hospital of the PLA Joint Logistics Support Force, Hefei  230031; 2. College of Pharmacy, Wannan 
Medical College, Wuhu  Anhui  241002)

Abstract: Objective  To compare the real word data of adverse drug reactions (ADR) induced by both 
albumin-bound paclitaxel or ordinary paclitaxel, and provide a reference for clinical use of paclitaxel 
varieties. Methods  ADR reports of albumin-bound paclitaxel and ordinary paclitaxel in our hospital 
were collected from the military adverse drug reaction monitoring and management system from January 
1st, 2012 to June 30th, 2022. The difference was analyzed concerning ADR case information, namely 
basic patient information, ADR time correlation, outcome and correlation evaluation. The reported odds 
ratio (ROR) method was used to detect the ADR signals. Results  Significant differences was found 
in the original disease, ADR duration, outcome and correlation (P ＜ 0.05). In terms of ADR signal 
detection by ROR method, there were 8 strong ADR signals for ordinary paclitaxel and 6 strong ADR 
signals for albumin-bound paclitaxel. Ordinary paclitaxel showed strong ADR signals of leukopenia, 
lower extremity pain, allergic reaction and abnormal cardiac function, while albumin-bound paclitaxel 
showed unique neurotoxicity ADR signal. Conclusion  Clinicians should pay attention to the difference 
in ADR when using paclitaxel varieties, especially the allergic reactions of ordinary paclitaxel and the 
neurotoxicity of albumin-bound paclitaxel. We should fully understand patients’ basic situation and 
needs, select the right drug, administration, and dosage for individuals. 
Key words: albumin-bound paclitaxel; ordinary paclitaxel; adverse drug reaction; ROR method; 
signal mining
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紫杉醇致 ADR 病例信息进行差异性分析，包括患
者基本情况、ADR 相关性时间、转归情况、关联
性评价；采用报告比值比法（reporting odds ratio，
ROR）[6] 进行两种药物 ADR 的检测，评价药物
和 ADR 之间差异有无统计学意义，挖掘药物与
ADR 信号及信号强度的关系。ROR 法基于四格表
（见表 1）进行相应计算。

表 1　用于信号计算得四格表 
Tab 1　Fourfold table for signal calculation

类别 目标 ADR 其他 ADR 合计

目标药品 A B A ＋ B

其他药品 C D C ＋ D

合计 A ＋ C B ＋ D N ＝ A ＋ B ＋ C ＋ D

　　ROR 法计算公式为：ROR 值＝（A/C）（B/D）＝

AD/BC；95% 置信区间（CI）＝ eln（ROR）±1.96SE（lnROR）；

SE（lnROR）＝√1/A ＋ 1/B ＋ 1/C ＋ 1/D。信号检测标

准为：报告数 A ≥ 3 例；ROR 值 95%CI 下限＞ 1。若
满足上述两个条件，提示一个可疑信号生成，ADR 信
号越强则提示药物与 ADR 之间的关联性越强 [7]。
1.3　统计学方法

　　采用 SPSS 22.0 软件进行数据统计和分析，
计量资料组间比较采用 t 检验，计数资料组间比
较采用 χ2 检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR
患者的基本情况

　　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR 患
者的年龄、BMI 和性别比较差异均无统计学意义
（P ＞ 0.05）。两种药物 ADR 发生率较高患者的年龄
和 BMI 为 51 ～ 75 岁、18.5 ～ 23.9 kg·m － 2；白蛋
白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR 患者的原患疾
病比较差异有统计学意义（P ＜ 0.05），详见表 2。

表 2　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR患者的基本情况 
Tab 2　Basic situation of ADR induced by albumin-bound paclitaxel and ordinary paclitaxel

一般资料 普通紫杉醇 [n（%）] 白蛋白结合型紫杉醇 [n（%）] χ2 值 P 值

年龄 / 岁 18 ～ 50 14（12.84） 7（9.86）   1.308      0.520 
51 ～ 75 83（76.15） 59（83.10）
＞ 75 12（11.01） 5（7.04）

BMI/（kg·m － 2） ＜ 18.5 21（19.27） 8（11.27）   4.419      0.110 
18.5 ～ 23.9 57（52.29） 33（46.48）
≥ 24 31（28.44） 30（42.25）

性别 男 50（45.87） 39（54.93）   1.411      0.235 
女 59（54.13） 32（45.07）

原患疾病 肺癌 12（11.01） 22（30.99） 32.529 ＜ 0.001
乳腺癌 12（11.01） 7（9.86）
胃癌 13（11.93） 11（15.49）
食管癌 26（23.85） 5（7.04）
卵巢癌 17（15.60） 8（11.27）
胰腺癌 0（0.00） 6（8.45）
宫颈癌 13（11.93） 1（1.41）
其他 16（14.68） 11（15.49）

2.2　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR
的时间分析

　　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇给药
到 ADR 发生时间比较差异无统计学意义（P ＞

0.05）；与普通紫杉醇致 ADR 持续时间相比，白
蛋白结合型紫杉醇致 ADR 持续时间显著降低
（P ＜ 0.05），详见表 3。
2.3　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR
的转归和关联性分析

　　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR
的转归情况、关联性分析比较差异均有统计学意
义（P ＜ 0.05）。其中，两种药物致 ADR 转归情
况主要为好转，详见表 4。

2.4　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR
的信号挖掘结果分析

　　1 份报告可能涉及多种 ADR，109 份普通紫
杉醇 ADR 报告拆分后有 110 例次 ADR，71 份
白蛋白结合型紫杉醇 ADR 报告拆分后有 72 例次
ADR。经 ROR 法检测，普通紫杉醇有 8 个 ADR

表 3　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR时间分析 
Tab 3　Occurrence time analysis of ADR induced by albumin-bound 

paclitaxel and ordinary paclitaxel 

参数 给药到 ADR 发生时间 /d ADR 持续时间 /d
普通紫杉醇 4.05±4.63 4.12±4.04
白蛋白结合型紫杉醇 4.42±6.63 2.86±2.15
t 值 － 0.444 2.411
P 值      0.658 0.017
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强信号（粒细胞减少、白细胞减少、骨髓抑制、
肌肉疼痛、关节痛、下肢痛、过敏反应、心功能
异常），白蛋白结合型紫杉醇有 6 个 ADR 强信号
（粒细胞减少、骨髓抑制、肌肉疼痛、关节痛、

胃肠道反应、神经毒性）。其中，普通紫杉醇白
细胞减少、下肢痛、过敏反应、心功能异常 ADR
信号较强，神经毒性 ADR 强信号是白蛋白结合
型紫杉醇独有的（见表 5）。

表 4　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR转归和关联性分析 [n(%)] 
Tab 4　Outcome and correlation analysis ADR induced by albumin-bound paclitaxel and ordinary paclitaxel [n(%)]

参数
转归情况 关联性分析

痊愈 好转 未好转 有后遗症 可能 很可能 肯定 可能无关

普通紫杉醇 21（19.27） 74（67.89） 7（6.42） 7（6.42） 34（31.19） 63（57.80） 9（8.26） 3（2.75）
白蛋白结合型紫杉醇 4（5.63） 64（90.14） 2（2.82） 1（1.41） 50（70.42） 19（26.76） 2（2.82） 0（0.00）
χ2 值 12.079    27.307
P 值   0.007 ＜ 0.001 

3　讨论

　　2022 年国家卫生健康委员会发布《抗肿瘤药物
的临床综合评价技术指南（2022 年版试行）》[8]，强
调安全性（主要包括 ADR 指标）是评价核心维度
之一，建议所有抗肿瘤药品的临床综合评价均开
展安全性评估。紫杉醇作为一类高效、广谱抗肿
瘤药物，据米内网中国样本医院数据统计，其在抗
肿瘤药物品种市场份额排名第一。其中，普通紫
杉醇、白蛋白结合型紫杉醇近年来纳入国家集中采
购目录，进一步扩大了紫杉醇的市场规模。然而目
前缺乏对普通紫杉醇和白蛋白结合型紫杉醇的安全
性评估，且尚未见文献报道两种药物致 ADR 的比
较，给紫杉醇品规选择、合理应用评价标准带来了
挑战 [9]。本研究基于军队药品不良反应监测管理系
统中我院上报的白蛋白结合型紫杉醇和普通紫杉醇
ADR 病例，评价其在真实世界的安全性和差异性，

以此提升紫杉醇的临床合理应用水平。
　　在本研究中，白蛋白结合型紫杉醇和普通紫杉
醇致 ADR 患者年龄、BMI 和性别比较差异无统计
学意义，说明年龄、BMI 和性别并不是影响这两种
药物化疗致 ADR 差异性的因素。而两种药物化疗致
ADR 患者的原患疾病比较差异有统计学意义，分析
原因，可能是由于胰腺癌和胆道系统肿瘤为白蛋白
结合型紫杉醇的新适应证 [10]。在分析使用白蛋白结
合型紫杉醇、普通紫杉醇与不良反应发生时间的联
系时，发现两种药物给药到 ADR 发生时间比较差异
无统计学意义，分析其原因可能是两种药物血浆浓
度均呈双相曲线，血浆中总紫杉醇暴露情况基本相
似；ADR 持续时间比较差异有统计学意义，可能是
普通紫杉醇药代动力学为非线性曲线，而白蛋白结
合型紫杉醇药代动力学特征发生改变（呈线性曲线），
且耐受剂量显著增加有关 [11]。此外，在分析使用白

表 5　白蛋白结合型紫杉醇与普通紫杉醇致 ADR信号挖掘结果 
Tab 5　Signal mining results of ADR induced by albumin-bound paclitaxel and ordinary paclitaxel 

累及器官或系统 ADR 信号
普通紫杉醇 白蛋白结合型紫杉醇

报告数 / 份 ROR 值 95%CI 报告数 / 份 ROR 值 95%CI
血液系统 粒细胞减少 12 4.80 （2.55，9.04）# 7 4.04 （1.81，9.04）#

白细胞减少 30 6.71 （4.31，10.45）# 7 1.73 （0.79，3.84）
骨髓抑制 17 2.97 （1.74，5.07）# 18 5.50 （3.17，9.54）#

肌肉骨骼系统 肌肉疼痛 10 15.64 （7.28，33.57）# 8 18.22 （7.94，41.78）#

关节痛   4 35.59 （8.78，144.24）# 3 33.13 （7.76，141.39）#

下肢痛   6 14.47 （5.50，38.04）# 1 2.67 （0.35，20.19）
消化系统 恶心 10 0.50 （0.26，0.96） 6 0.45 （0.20，1.05）

腹泻   3 0.82 （0.26，2.62） 3 1.28 （0.40，4.13）
呕吐   3 0.31 （0.10，0.99） 3 0.49 （0.15，1.57）
胃肠道反应   3 0.77 （0.24，2.47） 7 3.10 （1.39，6.90）#

全身性损害 过敏反应   4 4.28 （1.49，12.30）# 1 1.48 （0.20，10.93）
神经系统 神经毒性   0 － － 3 6.10 （1.81，20.59）#

头晕   3 1.26 （0.39，4.06） 0 － －

呼吸系统 心功能异常   4 3.92 （1.37，11.22）# 1 1.36 （0.18，10.06）
皮肤 皮疹   1 0.11 （0.02，0.80） 4 0.73 （0.26，2.01）

注：# 表示报告数 n ≥ 3 例；ROR 值 95%CI 下限＞ 1。
Note：#Indication：report number n ≥ 3 cases；ROR value 95%CI lower limit ＞ 1.
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蛋白结合型紫杉醇、普通紫杉醇致 ADR 的转归情况、
关联性分析时，发现两种药物之间差异均存在统计
学意义，且 ADR 转归情况主要为好转。分析其原因，
可能一方面是由于普通紫杉醇在输注前，经过糖皮
质激素加 H1 和 H2 受体拮抗剂预处理，而白蛋白结
合型紫杉醇不需要预处理，导致 ADR 转归情况有差
异；另一方面是合并用抗肿瘤药物不同影响两种药
物 ADR 关联性分析差异 [3]。
　　ROR 法具有计算简单、偏倚小、灵敏度高等
特点，广泛应用于 ADR 信号的挖掘 [12]。本研究
利用 ROR 法对白蛋白结合型紫杉醇、普通紫杉醇
ADR 进行信号挖掘，发现普通紫杉醇有 8 个 ADR
强信号（粒细胞减少、白细胞减少、骨髓抑制、肌
肉疼痛、关节痛、下肢痛、过敏反应、心功能异常），
白蛋白结合型紫杉醇有 6 个 ADR 强信号（粒细胞
减少、骨髓抑制、肌肉疼痛、关节痛、胃肠道反应、
神经毒性），与国外文献报道相符 [5]。其中，过敏
反应信号在普通紫杉醇中检测出，而在白蛋白结合
型紫杉醇中未检测出。发生过敏反应的原因可能是
普通紫杉醇中含有聚氧乙烯蓖麻油成分，该成分
具有一定的生物学效应，会引起超敏反应、脂蛋白
异常及外周神经病变等 [13]。在临床用药时，可通
过延长输注时间（3 h）和预先给予糖皮质激素联合
抗组胺药，以降低过敏反应的风险；神经毒性信号
是白蛋白结合型紫杉醇检测独有的，与发生率高有
关。一项关于白蛋白结合型紫杉醇荟萃分析的文献
报道中，乳腺癌患者所有级别和高度级别周围神经
病的总发生率分别为 49% 和 12%[14]。神经毒性的
原因可能是紫杉醇类的剂量限制和长期不良反应，
从而引起轴突和施万细胞中的微管聚集产生神经毒
性 ADR。在化疗治疗阶段发生神经毒性，可以给
予神经细胞修复类药物甲钴胺及佩戴冰手套与冰脚
套等对症治疗，能够在一定程度上减轻症状 [15]。
4　小结

　　本研究通过对军队药品不良反应监测管理系
统中我院上报的白蛋白结合型紫杉醇和普通紫杉
醇 ADR 报告进行数据挖掘和分析，探索白蛋白结
合型紫杉醇、普通紫杉醇在真实世界临床应用中的
ADR 差异。临床医师在使用上述两种药物时，应注
重其 ADR 的差异性，尤其重点关注普通紫杉醇的
过敏反应，以及白蛋白结合型紫杉醇的神经毒性。
同时在制订化疗方案时，应充分了解患者基本情况
和病情需要，正确选择药物种类、给药方案、药物
剂量，做到合理的个体化给药。本研究的结果基本
能反映普通紫杉醇、白蛋白结合型紫杉醇安全性关

注的重点信息，但也存在一定的局限性：真实世界
回顾性研究受数据样本量限制，可能会导致结果出
现偏倚，期望有多中心的研究助力数据的客观性。
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BOPPPS教学模式在《临床药物治疗学》教学中的设计初探
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摘要：目的　探讨 BOPPPS 教学模式在《临床药物治疗学》教学的实践应用效果，建立一种简

单高效的教学手段，培养学生的职业胜任力和药学监护能力。方法　介绍 BOPPPS 模式的组

成特点，并结合实例讲授 BOPPPS 模式在《临床药物治疗学》教学“心源性卒中的药物治疗”

这一章节的运用，对其在《临床药物治疗学》教学设计中的应用进行思考和分析。结果　团队

采用 BOPPPS 教学模式在临床药学本科生中开展《临床药物治疗学》教学，教学效果显著，学

生满意度 100%，授课教师获中南大学教学竞赛“三十佳”称号。结论　BOPPPS 教学模式有效

弥补了传统教学模式中师生互动少、学生被动学习等不足，为《临床药物治疗学》的课程教学

提供了一种简洁明了、实操性强的教学方法。

关键词：《临床药物治疗学》；教学；BOPPPS 模式
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Clinical Pharmacotherapeutics
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Clinical Pharmacy, Central South University, Changsha  410011)

Abstract: Objective  To determine the effect of the BOPPPS model in the teaching of Clinical 
Pharmacotherapeutics to train students the professional competence of serving the clinic and 
providing effective pharmaceutical care for patients. Methods  The composition characteristics of 
the BOPPPS model were introduced, and the BOPPPS model was analyzed with examples in the 
chapter of “Cardiogenic Stroke”. Results  The team adopted the BOPPPS model in teaching Clinical 
Pharmacotherapeutics for undergraduates, and won 100% satisfaction. The leading teacher was awarded 
the Top 30 Best Teachers of Central South University. Conclusion  BOPPPS model effectively makes up 
for the shortcomings of the traditional teaching model, introduce more interactions between teachers and 
students to avoid passive learning. 
Key words: Clinical Pharmacotherapeutics; teaching; BOPPPS model
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　　药学服务作为医疗服务的重要组成部分，对
于促进临床合理用药、保障患者用药安全、提升
药物治疗水平、节约医疗费用、减少药源性伤害
等具有十分重要的意义。随着我国一系列医改政

策和法规的出台，药学服务得到了快速发展。药
学服务工作正逐步从“以药品为中心”转变为“以
病人为中心”。因此，培养学生具备扎实的药学
专业技术服务能力以及良好的医患沟通能力是对

药学教育



2243

中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No.8 

未来药学专业学生培养模式的新要求。
　　《临床药物治疗学》是以患者为中心、疾病
防治为目标，运用临床药学和相关学科的专业知
识，研究与实践药物合理应用的一门科学 [1]。《临
床药物治疗学》是临床药学专业本科生的核心课
程，是为药学专业学生今后在工作中开展药学服
务夯实基础的一门重要课程。该课程涵盖了药理
学、诊断学、内科学等多个学科的知识，涉及的
知识面广、内容多，而且实践性与应用性强，学
习难度较大。传统的教学存在较多问题，如教学
模式以教师讲述为主，学生被动接受相关知识，
师生之间缺少多样的互动，难以激发学生的学习
兴趣及主动性 [2]；教学内容偏重医学和药学理论
知识，与既往学习的内科学、诊断学等内容重复，
缺乏药学监护传授、药学思维培养、人文关怀培
养等 [3]。那么，如何提升教学效果，帮助学生构
建知识体系，加强分析实践能力和自主能力的培
养，是值得探索的问题。
　　BOPPPS 教学模式由导入（Bridge-in）、学
习 目 标（Objective/Outcome）、 前 测（Pre-assess-
ment）、参与式学习（Participatory Learning）、后测
（Post-assessment）和总结（Summary）六个教学
环节构成 [4]，起源于加拿大的教师技能培训，是
一种以教学目标为导向、以学生为中心的教学模
式。BOPPPS 教学模式是教师进行教学设计及课
堂组织教学的一种有效模式。我们将 BOPPPS 模
式应用于临床药学本科生的《临床药物治疗学》
理论课堂教学，使教师能更加有效地组织课堂教
学，内容生动活泼，全面激发学生学习兴趣，促
进学生主动学习热情，深受学生喜欢，教学效果
显著。本文以“心源性卒中的药物治疗”为例，探
索 BOPPPS 模式在《临床药物治疗学》的应用。
1　方法与结果

1.1　导入（Bridge-in）
　　导入主要是通过讲述与课题内容相关的故事
或新闻、提出问题、开展相关活动等方式，吸引
学生注意力和提高学习兴趣，为接下来的授课创
造良好的开端。如课程开始时，教师以提问的方
式现场调查学生一、二级亲属发生脑卒中的患病
率，迅速吸引学生的注意力。之后，带领学生回
顾卒中的“高致残率、高致死率、高复发率”特
点以及危害，并进一步引出在引起卒中的众多病
因中，还有一种十分隐匿的危险因素，常被称为
“无声的杀手”，也就是本节课的主题——心源
性卒中，很好地激发了学生的学习兴趣。真实案

例或临床经典案例是最常用的导入形式，可以快
速提高学生的学习兴趣，并有助于学生将理论知
识与临床实践结合。
1.2　学习目标（Objective/Outcome）
　　好的学习目标需要具备明确、适当、可达成、
可测量等特点。临床药学专业的学生是临床药师
队伍的重要后备军，提高学生未来的岗位胜任力
是讲授本课时的核心期望目标。我们将每堂课的
学习目标拆分为知识目标、能力目标和素质目标，
并用不同的动词准确表达特定要求，用一种能更
好理解的方式将学习目标传递给学生。因此，导
入完成后，教师立即向学生介绍本堂课的学习目
标。其中，知识目标包括：① 理解心源性卒中的
发病机制；② 阐述心源性卒中的危害与病因；③ 
掌握心源性卒中的治疗原则、目标和时机以及一
线抗栓药物的药代动力学和药学监护要点。能力
目标是能够为心房颤动引起心源性卒中的患者制
订初始治疗方案。而素质目标是能够初步建立心
源性卒中的临床药学服务思维，可独立分析相关
治疗方案。
1.3　前测（Pre-assessment）
　　对于教师来说，前测可以了解学生的知识背
景，方便教师根据学情及时调整教学；对于学生
来说，前测可以回忆旧知，增强信心。上课前一
周，教师已向学生们推送心源性卒中的慕课及一
个相关的临床真实案例，并让学生思考该患者发
生心源性卒中的原因和治疗方案，培养学生自主
学习和主动思考的能力。另外，在学习本章的重
点内容之前，通过一首顺口溜带领学生回忆了普
通卒中的诊疗关键点：“一看二查三聆听，一旦异
常 120；溶栓药物急救兵，窗口期用要谨记；二
级预防莫大意，抗凝抗板和他汀”。① 通过“中
风 120”口诀，观察并判断是否发生了脑卒中，
“1”代表“看到 1 张不对称的脸”；“2”代表“检
查两只手臂有一侧无力”；“0”代表“聆（零）听
到说话不清晰”。一旦怀疑卒中，需立刻将患者
送往有救治能力的医院。② 根据患者卒中发生的
时间，确定是否给予溶栓治疗。③ 不同病因引起
的脑卒中患者，需采用不同的二级预防治疗药物，
包括他汀类调脂药、阿司匹林等抗血小板药以及
抗凝药等。这样一种方式很好地活跃了课堂气氛，
激发了学生的学习兴趣，提高后续听课的效率。
1.4　参与式学习（Participatory Learning）
　　参与式学习是 BOPPPS 教学模式最重要的环
节。本阶段，教师通过采用真实案例、情景模拟、
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信息化教学等混合式教学方法，利用自制教具、
视频、图片和表格等教学元素加深学生对重点和
难点知识的理解，整个教学过程中始终以学生为
中心。教师以案例和提问引导学生主动思考和思
辨，激发求知欲；让学生角色扮演临床药师做药
学监护，提高岗位胜任力和医者仁心道德品质；
还可以介绍疾病治疗最新指南，引导学生建立循
证思维。以本节课为例，首先，采用思维导图梳
理本章节重要的知识脉络，包括心源性卒中的急
性期治疗，针对原发病预防心源性卒中的复发
等；结合教具自制水管模型，并用日常生活中的
水管堵塞进行类比，将疾病抽象的机制具体化，
使学生更加直观地认识及理解心源性卒中的发病
机制。另外，借用一些可以帮助记忆的顺口溜或
短语，例如，经典的内源性和外源性凝血途径过
程中有多种凝血因子参与其中，以往教学过程
中，同学们感觉很难记忆。本次课堂上，教师将
经典的凝血途径编成了一句顺口溜，并进行板书
（见图 1），用“三七二十一，抗凝很容易”来辅助
记忆：组织因子（Ⅲ因子）由于血管损伤等途径
进入血液，激活Ⅶ因子，形成复合物，这是外源
性凝血途径；再激活共同凝血通路，分别包括Ⅹ
因子、Ⅱ因子和Ⅰ因子，这几个凝血因子组合起
来就是一句乘法口诀。而内源性凝血途径，按照
Ⅻ因子、Ⅺ因子、Ⅸ因子顺序激活后，再逐级激
活共同通路上的Ⅹ因子、Ⅱ因子和Ⅰ因子。经过
教师生动的讲解，同学们迅速记住了外源性凝血
途径中的凝血因子有哪些，也加深了对外源性和
内源性凝血途径的理解，对于掌握不同抗凝药治
疗靶点也更加容易。最重要的是，教学过程中，
不断根据教学内容，以真实病例为引线，层层递
进，不断启发学生应用所学知识综合分析病例特
点，并最终制订合理的用药方案和监护计划。通
过教师提出问题 → 学生探究问题 → 师生解决问
题的模式，启发、引导学生思考、讨论，鼓励学
生表达自己的观点，教师适当归纳总结，以此激
发学生的分析思维。
1.5　后测（Post-assessment）
　　后测的目的是验收学习成果。后测和前测相
对应，可以加深学习效果。通常可考虑利用问卷
星等软件设计课堂测试题二维码链接，让学生当
堂作答或者课后交卷。本节课中，教师设计了一
个案例，请学生结合该案例完成客观题和主观
题。其中客观题为三道单选题，考点涉及心源性
卒中发病机制、病因分析、一线抗栓药的药学特

点等知识。主观题则推选两名学生代表，分别扮
演患者和药师，模拟药师对患者进行用药教育。
这种师生互动的形式，让学生融会贯通所学知
识，调动积极性，主动参与教学过程，并能很好
地培养人文沟通能力。最后教师对参考答案和学
生表现进行点评。课堂测试成绩将作为过程学习
考核的一部分。
1.6　总结（Summary）
　　最后，教师应对本堂课进行归纳总结，帮助
学生进行重点和难点知识的梳理，建立理论联系
实际的临床思维。除了使用传统的文字总结，还
可以借助板书、表格、思维导图等形式进行总结。
本课堂教师又使用一段顺口溜进行总结，并且带
领学生一起朗读加深印象—— “房颤卒中急，溶
栓与抗凝；三七二十一，抗凝很容易；达比与沙
班，肝素华法林；性质各不同，监护要谨记”。
最后，通过“瓣膜性房颤的孕妇发生心源性卒中
应如何抗凝治疗”这一开放思考题与课前呼应，
引发学生思考。
2　讨论

　　《临床药物治疗学》在美国药学院校中被列为
顶端课程（Capstone course）[5]，是一门教授药学
学生如何在人体上运用药物治疗的学科，是基础
科学与临床科学的桥梁，是学生从事临床药学实
践的重要基础。药物治疗学教学是一项具有挑战
性的任务，它涉及多个学科知识，内容多，实践
性与应用性强。目前，国内临床药学的教育以传
统的讲授式教学方法为主，教学效果不佳 [6]。近
年来，研究表明新颖的教学方法可有效提高学生
的学习成绩、科学素养及主动学习的能力 [7]。
　　作为一种注重教学互动和反思的闭环反馈课程
设计模式，BOPPPS 教学是教师进行教学设计及课
堂组织时行之有效的设计模式之一。BOPPPS 教学
模式本质上是对以学生为中心的教与学的实践，一
方面，注重引导学生参与课堂，使课堂教学从“以

图 1　抗凝机制示意图

Fig 1　Instruction chart of anticoagulant mechanism
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教师为中心”向“以学生为中心”转变，建立起良
好的师生互动关系，活跃课堂气氛，维持学生的专
注度。另一方面，教师可及时获取学生反馈，掌握
学生的学习动态，调整教学侧重点，进而提高课堂
教学质量。BOPPPS 教学模式有效弥补了传统教学
模式中师生互动少，学生被动学习，教师对教学效
果难以把控等不足，为《临床药物治疗学》的课程
教学提供了一种简洁明了、实操性强的教学方法。
　　BOPPPS 教学可包含多种教学形式，可以更
好地与其他高效的教学方法相融合，如基于问题
的学习（PBL）[8]，基于团队的学习（TBL）[9] 和
基于案例的学习（CBL）[10]，六要素在实际应用
中也可灵活调整。重点关注学生的反馈，因为能
否提高学生学习效率和深度，很大程度取决于师
生之间能否通过及时、准确的“教学反馈”，实
现教与学的同步，产生情感共鸣。BOPPPS 教学
模式首先引导教师关注学生“学到了什么”，而
不是自己“教了什么”；然后要按照认知规律，
设定清晰、可衡量的目标，便于学生评估自己掌
握知识的程度；最后，强调参与式教学，力求学
生能在课堂上充分发挥主观能动性，独立思考、
创造新思维 [11]。这种教学方法对于教师和学生提
出了更高的要求：教师需花费大量的时间和精力
去设计教学过程，包括寻找案例、设计课堂互动
提问，了解学生现有基础等，同时要求教师有较
强的掌控课堂时间的能力。对学生而言，不能只
是简单地听老师讲课，上课过程中要积极思考，
课前课后需要花时间查找相关资料完成作业，整
堂课下来不仅是知识的学习，也有助于思维能力
和表达能力的提升。
　　笔者团队采用 BOPPPS 教学模式开展《临床
药物治疗学》的本科生教学，获得师生的一致好
评，在期末学生满意度测评时，该课程的学生满
意度达 100%。中南大学在全校 34 个二级学院中
号召教师积极参加 “三十佳”课堂教学竞赛（每两
年一次），通过各级学院层层选拔，全面考核教
师综合教学水平，最终只有 30 位教师能荣获此

殊荣，本文通信作者以 BOPPPS 模式讲授《临床
药物治疗学》展示教学风采，最终获得中南大学
第十一届“三十佳”课题教学竞赛“三十佳”称号，
这也是多年来药学专业教师首次获此荣誉。因此，
笔者认为该教学模式值得在《临床药物治疗学》教
学实践中推行，以提高学生未来的岗位胜任力，
为临床药师队伍的储备构建重要后备军。
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临床药师参与 1 例纳武利尤单抗致严重皮疹的诊治实践
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摘要：临床药师参与 1 例纳武利尤单抗致严重皮疹的诊治实践，为免疫检查点抑制剂引起严重

皮肤不良反应的诊治及后续重启免疫治疗的时机和安全性提供参考。本案例中，临床药师协

助评估患者发生严重皮疹与使用纳武利尤单抗的相关性，参与皮疹的诊治与治疗方案的调整，

并查阅文献对患者是否可以重启免疫治疗进行分析。最终经过治疗，患者严重的皮疹得到了有

效控制，患者重启 2、3 周期免疫治疗过程顺利，均未再次出现免疫相关不良反应。
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　　相比于传统的化疗及靶向治疗，肿瘤免疫治
疗具有应答持久，使患者得到长期生存获益的优
势 [1]，但它在激活免疫系统的同时容易造成免疫系
统的失衡，从而发生免疫相关不良反应（immune-
related adverse effects，irAEs）[2]。研究显示，截至
2019 年 11 月，中国肿瘤患者使用免疫抑制剂程序
性死亡受体 1（PD-1）后致严重 irAEs 的发生率约
为 3%，病死率为 0.8%，当患者接受 PD-1 联合化
疗时，严重 irAEs 的发生率则增加至约 7%[3]。严重
irAEs 的发生容易导致肿瘤患者病情的进一步加重
及复杂化，现阶段我国针对严重免疫相关不良反应
的临床治疗经验不足。本文报道了 1 例使用纳武利
尤单抗导致严重 irAEs 病例的发生、发展、救治及
转归过程，为临床诊治提供借鉴经验。
1　病例概况

　　患者男，55 岁，身高 168 cm，体质量 54 kg，
体质量指数（BMI）：19.1 kg·m－ 2。2021 年 11
月 20 日因“反复中上腹疼痛伴腹胀 3 个月”至当
地医院检查，诊断为胃恶性肿瘤，未行抗肿瘤治
疗。后转诊至我院，入院查全腹增强 CT 提示① 
胃窦部及胃角胃壁不规则增厚，考虑胃癌可能；
② 肝 S5 稍低密度结节，血管瘤可能，未能完全
除外转移瘤，建议随访。电子胃十二指肠镜检查
提示胃角溃疡性肿物。超声胃镜检查提示胃窦溃
疡性肿物：考虑胃癌（T4N0）。病理结果回报：
混合性腺神经内分泌癌 [ 低分化腺癌（部分为印戒

细胞癌）约 30%，小细胞神经内分泌癌约 70%]。
免疫组化结果：MSH2（＋）、MSH6（＋）、PMS2
（＋）、MLH1（＋）、PD-1（CPS ＜ 1）、PD-L1
（22C3）（CPS ≈ 10，阴性对照为阴）、Her-2（0）。
综合患者病情，诊断为胃混合性腺神经内分泌癌，
于 2021 年 11 月 23 日行第 1 周期纳武利尤单抗联
合 CapeOX 方案新辅助治疗，具体用药为：纳武
利尤单抗 360 mg d1 ＋奥沙利铂 190 mg d1 ＋卡
培他滨 1.5 g bid d1 ～ d14，q3w，治疗过程顺利，
治疗期间未诉特殊不适。12 月 7 日患者躯干及四
肢出现大量红色风团，为求进一步诊疗再次入院，
患者精神状态较差，睡眠较差，食欲食量较差，
体力情况一般，体重无明显变化。
　　患者入院时生命体征平稳，躯干、四肢弥漫类
圆形红斑，中央颜色较深，呈靶形损害，相互融合，
面积约 80%，躯干、四肢红斑处瘙痒伴皮温升高，
无水疱、糜烂、溃疡。肝功能：谷丙转氨酶（ALT）
111 U·L－ 1↑，谷草转氨酶（AST）77 U·L－ 1↑；感
染二项：C 反应蛋白（CRP） 9.17 mg·L－ 1↑，降钙素
原（PCT） 0.075 ng·mL－ 1↑；肿瘤标志物：组织多肽
特异抗原（TPS） 213.73 U·mL－ 1↑，甲胎蛋白（AFP） 
20.75 ng·mL－ 1↑；细胞因子：白细胞介素 6（IL-6） 
59.01 pg·mL－ 1↑，余未见明显异常。患者皮肤不良
反应表现及救治过程见表１和图 1。此外，该患者
入院时肝酶偏高，予还原型谷胱甘肽 1 g 联合异甘草
酸镁注射液 40 mL 护肝治疗 3 d 后复查，患者肝药酶

临床药师在临床
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表 1　不良反应表现及救治过程

日期 患者情况 相应处理措施

12 月 7 日 躯干、四肢红斑处瘙痒伴皮温升高 甲泼尼龙琥珀酸钠 40 mg qd 治疗

12 月 9 日 体温 37.5℃，躯干、四肢红斑面积较前增大，无水疱、糜烂、 
溃疡

甲泼尼龙琥珀酸钠加量至 108 mg qd 治疗，氯雷他定片 10 
mg qd po，卤三松 / 三氯生乳膏 0.2 g qd 外用

12 月 12 日 体温正常，四肢及躯干部位红斑颜色较前加深，瘙痒较前明显减

轻，左侧肋、双侧大腿根部出现 2 ～ 3 簇隆起水疱

甲泼尼龙琥珀酸钠加量至 108 mg qd 治疗，停止外用药膏

涂抹水疱处

12 月 16 日 四肢及躯干部位红斑颜色较前加深，未见新增水疱，瘙痒感基本

消失；CRP 0.83 mg·L － 1，PCT 0.054 ng·mL － 1；IL-6 4.06 
pg·mL － 1

甲泼尼龙琥珀酸钠减量至 80 mg qd，停用氯雷他定片

12 月 19 日 四肢及躯干部位红斑颜色较前褪色，未见新增水疱，无瘙痒 甲泼尼龙琥珀酸钠减量至 60 mg qd

12 月 22 日 四肢及躯干部位红斑颜色较前减退，有小面积脱屑，可见新生皮

肤，无瘙痒；CRP 0.31 mg·L － 1，PCT 0.024 ng·mL － 1

甲泼尼龙琥珀酸钠减量为 40 mg qd

12 月 25 日 上肢、躯干、下肢部位红斑颜色明显减退，下肢尚有小面积脱屑，

可见新生皮肤；IL-6 3.0 pg·mL － 1

甲泼尼龙琥珀酸钠减量为 30 mg qd

12 月 27 日 躯干红斑基本褪色、下肢部分可见淡粉色新鲜皮肤，部分可见少

许脱屑

出院，带泼尼松片 30 mg qd

图 1　患者入院时（A、B）及出院时（C、D）皮肤皮疹状况

2　分析与讨论

2.1　纳武利尤单抗致皮肤不良反应相关性分析

　　皮肤不良反应是最常见的 irAEs，2021 年
CSCO 发布的《免疫检查点抑制剂相关的毒性管理
指南（2021）》中指出，纳武利尤单抗皮肤不良反应
的发生率约为 34% ～ 40%[4]。irAEs 通常发生在治
疗的早期，可在治疗开始后的几天到几个月内发
生，目前有报道的皮肤不良反应主要有皮疹、瘙痒、

白癜风、皮肤干燥、红斑、多形性红斑、荨麻疹等，
多数症状较轻 [5-6]。根据我国药品不良反应监测中
心制定的判定准则，该患者用药后约 3 d 出现皮疹，
7 d 躯干及四肢出现大量红色风团，用药时间与毒
性反应存在相关性，症状符合已知不良反应类型且
不能用联用药物的作用、患者的临床症状或其他治
疗方法的影响来解释，停药并给予对症治疗后患者
皮肤症状明显好转，可判定为“很可能相关”。
2.2　免疫相关皮肤不良反应的分级与处理

　　根据 CSCO 指南意见，免疫相关皮肤不良反
应按斑丘疹 / 皮疹面积及瘙痒程度可分为 3 级。
该患者躯干、四肢红斑面积约 80%，伴全身持续
性强烈瘙痒，日常生活明显受限，影响睡眠，可
评定为 G3 级。
　　对于 G3 级皮疹及瘙痒，ESMO、NCCN 及
CSCO 指南均建议暂停免疫治疗 [7-8]，推荐强效的
糖皮质激素外用，联合泼尼松 / 甲泼尼龙 0.5 ～ 1 
mg/（kg·d）治疗，并口服抗组胺药物。该患者
初始治疗方案为甲泼尼龙琥珀酸钠 40 mg·d－ 1，
使用 2 d 后患者皮肤红斑面积较前继续增大，临
床医师请临床药师会诊调整治疗方案。临床药师
认为，该患者体质量为 54 kg，根据 CSCO 指南建
议对于中低剂量治疗效果不佳时，甲泼尼龙琥珀
酸钠可加量至 2 mg/（kg·d）即 108 mg·d－ 1 治疗，
并辅以氯雷他定片口服，卤三松 / 三氯生乳膏外
用。在大剂量甲泼尼龙琥珀酸钠用药 7 d 后，该
患者皮肤症状及瘙痒较入院明显好转，临床药师
建议可停用外用激素及抗组胺药物。同时，临床

ALT 56 U·L－ 1，AST 33 U·L－ 1 降低，继续治疗一 周后复查，患者肝药酶降至正常，停用护肝药物。
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药师考虑长期大剂量使用糖皮质激素可能对免疫
治疗有负性影响并增加机会性感染的风险 [9]，建
议尽早停用甲泼尼龙琥珀酸钠。对于短程使用糖
皮质激素，停药时需要逐渐减量至停药 [10]，但目
前没有固定的减量方案，需要结合患者的个体状
态来综合考虑。对于该患者目前症状好转但皮疹
面积仍较大，临床药师建议每 3 日减量约 20 mg，
该患者甲泼尼龙琥珀酸钠 9 d 内由 108 mg 减量至
30 mg，皮疹控制良好，达到出院标准。由于患者
出院时皮疹仍未完全消退，因此临床药师建议该
患者继续口服泼尼松 30 mg 治疗，并嘱患者如皮
疹进一步消退，可每周减量 10 mg，直至停药。
2.3　该患者是否可重启免疫治疗及治疗药物的选择

　　纳武利尤单抗是第一个经大型Ⅲ期临床试验
证实能给晚期胃癌患者带来生存获益的 PD-1 抑
制剂 [11]，CheckMate-649 研究中国亚组数据显示，
与化疗组相比，纳武利尤单抗联合化疗治疗先前
未经治疗的中国晚期胃癌患者，取得了具有临床
意义的总生存期与中位无进展生存期获益，在
PD-L1 阳性患者中获益更为显著 [12]。该患者为胃
癌（T4N0），Her-2（0），PD-L1（22C3）（CPS≈10，
阴性对照为阴），纳武利尤单抗联合方案为该患者
的一线治疗方案。有临床研究发现，出现皮肤相
关不良反应可能预示着 PD-1 治疗有效 [13]，对于
临床医师提出该患者是否可再次启用纳武利尤单
抗治疗，临床药师分别查阅了 CSCO、NCCN 及
ESMO 指南，不同的指南对于发生严重 irAEs 患者
是否可重启免疫治疗的意见不一，如表 2 所示。

表 2　重启免疫治疗的意见

指南 不良反应分级 免疫治疗

CSCO 指南 G3 级 停用，基于患者的风险 / 获益比

讨论是否恢复免疫检查点抑制

剂治疗

CSCO 指南 斑丘疹和 / 或瘙痒，或

反应性皮肤毛细血管

增生症等症状

待症状消退至 G1 级后，可以重

启 ICIs 治疗

NCCN 指南 严重 irAEs 永久停止这种免疫治疗

NCCN 指南 中度 irAEs 可能需要永久停止该类免疫治疗

ESMO 指南 3 级以上 立即停药，并全身应用糖皮质激

素，直至降至 1 级；未明确指

出后续是否可以继续使用

　　为获得更好的推荐意见，临床药师查阅相关文
献报道，希望可以获得临床实践经验。临床药师
共查阅了 3 篇回顾性研究，均评估了在发生严重
irAEs 导致停药患者中重启免疫治疗的有效性与安
全性，研究数据如表 3 所示。这些患者重启免疫治
疗后，约1/3的患者会出现与之前相同的不良反应，
再次发生皮肤不良反应的患者比例为 38%。也有
小部分患者会出现新的不良反应，程度一般较前轻
微，患者通常是可以耐受的。文献指出，对免疫治
疗已经起效或肿瘤已到稳定期的患者，无论是否重
启免疫治疗，患者的无进展生存期和总生存期结果
相似，因此研究者认为这部分患者因 irAEs 停用后
可能不需要再次启动免疫治疗作为维持治疗。但在
发生 irAEs 之前未观察到肿瘤部分缓解的患者以及
因 irAEs 发生而停止免疫治疗后导致病情进展的患
者来说，再次挑战免疫治疗可能是有益的。

表 3　回顾性研究数据

文献 irAEs 再挑战 相同不良反应 其他不良反应 严重程度

Santini[14] 68（14%）发生

严重 irAEs
38（56%） 10（26%） 10（26%） 大多数复发 / 新 irAEs 是轻微的（60% 为 1 ～ 2 级，85% 已

解决或改善至 1 级），2 例死亡；复发 / 新的 irAEs 在首次

irAEs 需要住院的患者中更常见（87% vs 43%）

Simonaggio[15] 2 级以上 irAEs 
93 例

40（43%） 17（42.5%） 5（12.5%） 18 例患者（81.8%）较前轻微或相同；只有 4 例患者第二次

irAE 比初始严重，但均未发生死亡事件

Haanen[16] 大多数是严重 
的 irAEs 

452 130（28.8%），其中皮

肤不良反应占 38%
20（4.4%） 各类型的 irAEs 平均发病时间相似，但发生严重 irAEs 的比

例更高（87.3% vs 85.1%），致死率更低（10.5% vs 11.7%）

　　综上所述，临床药师认为该患者此次因严重皮
肤不良反应需入院治疗，再次予纳武利尤单抗后出
现相同或其他不同类型的 irAEs 可能性大，但严重
程度可能有所减弱，由于该患者目前为首次接受免
疫治疗，机体对免疫治疗尚无应答 [17]，因此建议
可在患者皮疹症状进一步好转后重启免疫治疗。
　　对于 Her-2 阴性胃癌的一线治疗，目前已上
市的免疫抑制剂中纳武利尤单抗是标准之选 [18]，

此外，信迪利单抗联合化疗也被认为可以改善中
国胃癌患者的无进展生存期和总生存期 [19]，但研
究表明，中国肿瘤患者使用纳武利尤单抗相较于
其他 PD-1，具有最低的治疗相关不良事件发生
率 [20]。因此对于该患者，重启免疫治疗，临床药
师仍更推荐使用纳武利尤单抗。患者重启免疫治
疗后需密切监测 irAEs，若再次出现严重免疫相
关皮肤不良反应，需永久停用纳武利尤单抗。
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2.4　后续随访

　　该患者出院后皮疹逐渐消退，泼尼松片每周
减量 10 mg，直至停药（2021 年 12 月 27 日至 2022
年 1 月 17 日共口服 3 周）。患者分别于 2022 年 1
月 18 日、2 月 8 日再次入院行第 2、3 周期纳武利
尤单抗联合 CapeOX 方案新辅助治疗，过程顺利，
未再次出现 irAEs。
3　小结

　　近年来，随着免疫检查点抑制剂的快速发展和
广泛应用，该类药物导致的 irAEs 也越来越受临床
关注，甚至被认为是一种全新的自身免疫相关性疾
病。不良反应的早期诊断及处理在肿瘤治疗中同样
占据重要地位。本文通过对１例严重免疫相关皮肤
不良反应案例的诊治方案进行分析，为临床处理类
似病例提供参考。在这个案例中，临床药师全程参
与制订治疗方案，对患者进行药学监护，并查阅了
大量国内外指南共识及相关文献，为患者后续是否
可以重启免疫治疗及选药提供参考意见，体现了临
床药师参与多学科诊治的重要性。这也提示临床药
师在工作中应重视不良反应的发生并在治疗过程中
进行监测，为患者用药安全保驾护航。
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　　剥脱性皮炎（exfoliative dermatitis，ED）又
称红皮病（erythroderma），是一种重症药疹，多
见于老年男性。初期症状表现为细小密集的红斑、
荨麻疹或斑丘疹，迅速泛发全身，一般＞ 90% 体
表面积，皮损融合成大的斑片，全身呈弥漫性潮
红、肿胀，尤以面部和肢体末端严重，进一步进
展可出现渗出、糜烂，可伴剧烈瘙痒。一般 2 周
后红肿可逐渐消退，全身出现大片状脱屑，掌跖
部可成手套或袜套样剥脱，指甲可增厚，干燥，
失去光泽。可继发感染甚至呼吸循环衰竭危及生
命。如果及时治疗，一般 4 ～ 6 周后皮肤逐渐恢
复正常，可遗留色素沉着 [1-2]。ED 的发病因素有
药物、肿瘤、皮肤病等，其中药物引起的 ED 占
12.69% ～ 21.6%[3]。查阅国内外相关文献，目前
尚未见无敌丹胶囊致剥脱性皮炎的报道。本案例
为无敌丹胶囊致剥脱性皮炎，属于罕见药品不良
反应，现报道如下。
1　病例资料

　　患者苏某，男，75 岁，身高 169 cm，体质
量 75 kg。因“咳嗽、咳痰、皮疹 5 d”，于 2018
年 10 月 23 日以“肺炎、剥脱性皮炎”收住呼吸
与危重症医学科。既往有风湿性关节炎 6 年，平
时疾病发作时自行服用“布洛芬缓释胶囊”止痛。
否认药物、食物过敏史。患者因风湿性关节炎疼
痛于 2018 年 10 月 18 日服用无敌丹胶囊（0.4 g/
粒，批号：20180607）治疗，口服，1 次 2 粒，3
次·d － 1，服药 24 h 后出现全身皮肤皮疹、水疱，
伴皮肤瘙痒，立即停服无敌丹胶囊，并未服用
抗过敏药物治疗，未至医院就诊，后因咳嗽、咳
痰、皮疹较前加重，于 2018 年 10 月 23 日至我院

就诊，收住我科。入院查体：体温 36.7℃，脉搏
87 次·min － 1，呼吸 18 次·min － 1，血压 127/80 
mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），血氧饱和度 95%。
一般情况差，神清，口腔黏膜可见散在破溃，右
耳散在破溃，全身满布红色药疹，腰背部及骶尾
处皮疹融合成片，呈紫红色。腰背部皮疹表皮干
燥、脱皮，骶尾部 1 cm×1 cm 破溃，左侧股骨粗
隆 2 cm×2.5 cm 破溃，创面鲜红，有少许渗血。
双足趾缝脱皮，足趾及足底部皮肤紫红。足底及
手掌水泡。双肺呼吸音增粗，右下肺闻及湿啰音，
余无特殊。胸部 CT 示：右肺下叶感染。入院初
步诊断：① 右肺下叶肺炎；② 剥脱性皮炎。予内
科一级护理，氧疗，头孢哌酮舒巴坦 3 g q8h 静脉
滴注抗感染，请皮肤科及临床药学科会诊后诊断：
剥脱性皮炎。建议停用可疑致敏药物并予抗过敏
治疗：甲泼尼龙琥珀酸钠 80 mg qd ivgtt、盐酸左
西替利嗪胶囊、氯雷他定分散片口服抗过敏；康
复新液、碳酸氢钠液含漱，5 ～ 6 次·d － 1；碘伏
或新洁尔灭消毒清洁皮损破溃处；白色洗剂（本
院自制制剂，由氧化锌、醋酸铅、苯酚、甘油组
成，其中氧化锌为主要成分，规格：140 mL/ 瓶，
适应证为消炎、收敛、止痛，用于皮肤瘙痒、湿
疹、皮炎等，批号为 20180814-3）涂抹；卤米松
乳膏、夫西地酸乳膏 1∶1 混匀后外用红斑处，
1 ～ 2 次·d － 1，破溃处除外；人免疫球蛋白 0.4 g/
（kg·d）ivgtt 治疗；并且告知患者瘙痒时勿抓皮肤，
避免破溃感染。
　　本病例属于药物性剥脱性皮炎，为重症药
疹，病情重，患者心理压力大、情绪不稳定，给
予心理干预。2018 年 10 月 30 日患者皮肤状况未

药品不良反应
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恶化，瘙痒较前好转，改甲泼尼龙琥珀酸钠 40 
mg qd ivgtt 并停用人免疫球蛋白。2018 年 11 月
7 日口腔黏膜及右耳破溃，部分已结痂，创面干
燥，胸腹部及四肢散在红色点状药疹，腰背部、
骶尾部、双手掌及双足底药疹融合成片，呈紫红
色；腰背部皮疹表皮干燥、脱皮，右侧肩胛、骶
尾部及坐骨结节药疹表皮散在破溃，创面鲜红，
有少许渗血，双足趾缝硬壳块状脱皮。改用甲泼
尼龙琥珀酸钠 30 mg qd ivgtt。11 月 14 日患者瘙
痒较前明显好转，口腔黏膜及右耳破溃已结痂，
胸腹部及四肢散在红色片状药疹，腰背部、骶尾
部、双手掌及双足底药疹融合成片，呈紫红色；
腰背部皮疹表皮干燥、脱皮；臀裂两侧及双侧股
骨粗隆药疹表皮部分破溃，创面干燥，无渗血，
双手及双足硬壳块状脱皮，双足趾甲脱落。改用
甲泼尼龙琥珀酸钠 20 mg qd ivgtt。11 月 21 日患
者偶有瘙痒，全身皮肤皮疹明显消退，腰背部皮
疹表皮干燥、脱皮；臀裂两侧及双侧股骨粗隆药
疹表皮破溃已结痂；双手及双足硬壳大部分脱落。
给予患者办理出院，出院诊断：① 剥脱性皮炎；
② 右下肺肺炎。院外治疗方案：醋酸泼尼龙片
20 mg po qd，逐渐减量。每周至我科、皮肤科门
诊随诊。并定期进行院外随访，未再出现新皮疹，
患者于 12 月 10 日皮肤病变完全好转。 

2　讨论

　　无敌丹胶囊由黄芪、杜仲、续断、肉苁蓉、
苏木、川穹、没药（制）、淫羊藿、怀牛膝、骨碎补、
补骨脂、熟地、细辛、桂枝、血竭、三七、当归、
乳香（制）、香加皮、羌活组成，性状为胶囊剂，
内容物为红棕色至褐色的粉末或颗粒；气微香，
味微苦，其适应证为益气活血，滋补肝肾，祛风
除湿，消肿止痛。用于气虚血瘀、肝肾不足引起
的骨性关节炎、骨质增生、骨折。禁忌证为：① 
孕妇、哺乳期妇女禁用；② 儿童禁用；③ 对本品
及所含成分过敏者禁用。说明书不良反应为瘙痒、
皮疹、腹痛、恶心、呕吐、口干、便秘、咽喉痛、
口麻木、水肿、心悸、胸闷、多形性红斑。
　　本例患者既往无食物、药物过敏史，因风湿性
关节炎疼痛自行服用无敌丹胶囊，服药 24 h 后出
现全身皮肤皮疹、水疱，伴皮肤瘙痒，立即停服无
敌丹胶囊，入院后经治症状好转后有合理的时间关
系。根据我国药物不良反应（adverse drug reaction，
ADR）判断标准 [4]，采用 Naranjo 评估量表对无敌
丹胶囊与 ADR 的关联性进行分析（见表 1），无敌
丹胶囊得分为 6 分，符合关联性“很可能”的判定。
因此本例发生剥脱性皮炎很可能为无敌丹胶囊所
致。查阅国内外相关文献，目前尚未见无敌丹胶囊
导致剥脱性皮炎的报道，属于罕见不良反应。

表 1　Naranjo评估量表得分情况（分）

相关问题
问题分值

得分
是  否 未知

1. 该 ADR 先前是否有结论性报告

2. 该 ADR 是否在使用可疑药物后发生的

3. 该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂后得到缓解

4. 该 ADR 是否在再次使用可疑药物后重复出现

5. 是否存在其他原因能单独引起该 ADR
6. 该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现

7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度

8. 该 ADR 是否随剂量增加而加重，或随剂量减少而缓解

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过类似反应

10. 是否存在任何客观证据证实该反应

＋ 1
＋ 2
＋ 1
＋ 2
－ 1
－ 1
＋ 1
＋ 1
＋ 1
＋ 1

     0
－ 1
     0
－ 1
＋ 2
＋ 1
     0
     0
     0
     0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0（否）

＋ 2
＋ 1

0
＋ 2

0
0（未知）

0（未知）

0（未知）

＋ 1

总分值 ＋ 6

　　剥脱性皮炎的机制主要有迟发型过敏反应、
抗原抗体反应、类过敏反应 [5]。本例患者为服药
24 h 后出现剥脱性皮炎，为迟发型超敏反应。剥
脱性皮炎的治疗药物主要为糖皮质激素，抗组胺
药物可缓解瘙痒及外用药辅助治疗，亦可注射大
剂量免疫球蛋白。本例患者予糖皮质激素、人免
疫球蛋白、左西替利嗪、氯雷他定抗过敏；白色
洗剂、复方多黏菌素 B 软膏、卤米松乳膏、夫西

地酸乳膏涂抹，经上述治疗后好转。本病例属于
药物所致剥脱性皮炎，为重症药疹，患者心理压
力大、情绪不稳定，故同时给予患者心理干预。
　　无敌丹胶囊被越来越多的临床医师用于临
床，如治疗风湿性关节炎 [6]、腰椎骨质增生 [7]、
绝经后骨质疏松症 [8]、促进骨折愈合 [9]、骨关节
炎 [10-11]、膝骨关节炎 [12-13]、老年骨性关节病 [14]、
早期外伤性颈髓损伤 [15]。临床医师在使用药物过
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　　卡瑞利珠单抗（camrelizumab，SHR-1201）是
我国自主研发的、具有 IgG4-kappa 人源化高亲和
力的程序性死亡受体 1（PD-1）抑制剂，于 2019
年 5 月 31 日获批上市 [1]，至今已在肺癌、肝癌、
食管癌、鼻咽癌以及淋巴癌中获批 8 个适应证。
其报道较多的不良反应为反应性毛细血管瘤和免
疫性心肌炎，引起肝损伤的报道较少，但与较差
的预后相关。本文对我院 1 例应用单次剂量卡瑞
利珠单抗致致命性急性肝衰竭的病例进行介绍，
对其相关性进行分析，并检索国内外相关数据库，
查阅卡瑞利珠单抗致肝损伤和肝衰竭的文献资料

并进行复习，以期为临床提供参考。
1　病例介绍
　　患者，男，68 岁，身高 170 cm，体质量 60 
kg。1 月余前查体发现肺部占位，无发热，无咳
嗽、咳痰，无胸闷、憋气，于外院诊断为“肺恶
性肿瘤”，行培美曲塞 800 mg d1 联合奈达铂 60 
mg d1 ～ 2 第 1 周期化疗，过程顺利，肝功能正
常，无肝转移。免疫组化示细胞程序性死亡 - 配
体 1（PD-L1）高表达（TPS 65%），2020 年 12 月
26 日前静脉滴注 200 mg 注射用卡瑞利珠单抗（江
苏恒瑞医药股份有限公司，规格：200 mg，批

程中，应该做到以下 6 点：① 详细询问病史，尤

其是药物过敏史；② 掌握药物适应证、禁忌证及

不良反应；③ 规范用法用量；④ 密切观察用药

后反应，若发生不良反应，应立即停用可疑致敏

药物，并积极进行抗过敏治疗，做好抢救准备，

避免发生严重过敏反应；⑤ 进行心理干预；⑥ 
进行院外随访。
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号：202010050A），2021 年 1 月 6 日前患者出现
低热，伴皮肤黄染，外院肝功能检查示总胆红素
（TBil）209 µmol·L － 1，直接胆红素（DBiL）120 
µmol·L － 1，期间未服用对乙酰氨基酚等可致肝
损伤的退热药物，于 2021 年 1 月 13 日转入我院
重症医学科行进一步治疗。吸烟史 50 年，饮酒
史 30 年（250 mL·d － 1），既往无慢性肝炎及特殊
疾病史，无食物、药物过敏史。查体：T 36.7℃，
P 83 次·min－ 1，R 20 次·min－ 1，BP 125/77 
mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），神志清楚，体型
消瘦，皮肤及巩膜黄染，对光反应迟钝，双肺呼
吸音粗，可闻及干湿性啰音。实验室检查示谷丙
转氨酶（ALT）264 U·L － 1↑，谷草转氨酶（AST）
225 U·L － 1↑，TBiL 433 µmol·L － 1↑，DBiL 287 
µmol·L － 1↑，碱性磷酸酶（ALP）1260 U·L － 1↑，
γ- 谷氨酰转移酶（γ-GT）1122 U·L － 1↑，白蛋白
32.6 g·L － 1↓，D- 二聚体 5800 ng·mL － 1↑，凝血
酶原时间 46.4 s↑，乳酸 2.00 mmol·L － 1↑，血氨
26.00 µmol·L － 1↑。入院诊断：急性肝衰竭；肺
恶性肿瘤。
　　治疗经过：患者近期未服用特殊药物，肝功
能指标短时间内剧烈升高，考虑卡瑞利珠单抗引
起的肝细胞及小胆管细胞损伤，为 G4 级。入院后
静脉滴注甲泼尼龙注射液（80 mg q12h）激素治疗、
异甘草酸镁注射液（150 mg qd）护肝，同时皮下注
射低分子肝素钙注射液（4100 IU qd）抗凝，静脉
注射人免疫球蛋白（10 g qd）、注射用胸腺法新（1.6 
mg qd）增强免疫力。1 月 15 日 ALT 421 U·L － 1，
AST 329 U·L － 1，右小腿肌间静脉血栓形成，全
身黄疸并陷入昏迷。临床药师考虑药物所致淤胆

可能性大，建议调整糖皮质激素剂量，甲泼尼龙
注射液加量至 320 mg·d － 1，加用门冬氨酸鸟氨
酸注射液（5 g qd），丁二磺酸腺苷蛋氨酸注射液（1 
g q12h），行人工肝血浆置换治疗。1 月 18 日肝功
能未见好转，血液灌流和胆红素吸附治疗效果不
显著，患者出现口腔溃疡和垂体功能减退。继续
行人工肝血浆置换治疗，输注丙种球蛋白，加用
口服左甲状腺素钠片（25 µg qd），甲泼尼龙注射液
减量至 160 mg·d － 1，2 日后调整至 80 mg·d － 1。
1 月 22 日患者黄疸加重，加用口服他克莫司（1 
mg bid），临床药师监测他克莫司血药浓度为 5.4 
ng·mL － 1。1 月 25 日，患者烦躁，伴氧合下降、
憋喘明显、全身黄染，股静脉穿刺置管处见大面
积血肿，血红蛋白下降，乳酸进行性升高，肝功
能未见好转。停用他克莫司，行人工肝血浆置换
治疗，输注红细胞、血浆，气管插管呼吸机辅助
通气，期间患者生命体征变化不明显。患者对糖
皮质激素治疗反应较差，复查肝功能持续恶化（见
图 1）。1 月 29 日，患者呈镇静状态，肝功能指标
仍高，甲泼尼龙调整至 60 mg·d － 1。2 月 3 日，
患者黄疸加重，出现昏迷伴呼吸衰竭，给予人工
肝血浆置换治疗后效果不佳，肺部出现炎症并持
续恶化。2月 5日患者病情危重，心率进行性下降，
最低值 40 次·min－ 1，心电图示直线，血红蛋白
42 g·L － 1↓， 乳 酸 12.9 mmol·L － 1↑，pH 6.84↓，
二氧化碳分压 109.0 mmHg↑，血氧饱和度 60%↓，
ALT 618 U·L － 1↑，AST 915 U·L － 1↑，TBiL 370 
µmol·L － 1↑，DBiL 254 µmol·L － 1↑，抢救无效
后去世。

图 1　患者住院期间肝功能指标

2　文献检索资料及结果

　　检索 PubMed、Embase 数据库，以“camrel-
izumab、hepatotoxicity、hepatic injury、acute he-
patic failure”等为检索词，检索到 2 篇使用卡瑞

利珠单抗后出现肝损伤的文献 [2-3]。检索万方全
文数据库、中国知网（CNKI），以“卡瑞利珠单
抗、肝损伤、肝毒性、肝衰竭、肝脏不良反应”
等为检索词，排除非核心期刊，检索到相应文献
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2 篇 [4-5]。总结临床资料，4 例患者均为中国人，2
例男性，2 例女性，年龄 43 ～ 75 岁，使用卡瑞
利珠单抗治疗 2 ～ 8 周期后出现肝脏不良反应。
其中 3 例为胆汁淤积型，1 例未明确表述肝损伤
类型。2 例患者为 G3 级或 G4 级急性肝衰竭，使
用保肝药、糖皮质激素、免疫抑制剂和人工肝血
浆置换治疗无效后去世 [2-3]。1 例患者为 G4 级严
重肝损伤，对症治疗后好转 [4]。1 例肝损伤程度
较轻，对皮质类固醇有轻度反应，换用 PD-L1 抑
制剂度伐单抗后好转 [5]。其原因可能与药物结构
差异有关，度伐利尤单抗属于免疫球蛋白 G1 亚
类，阻断 PD-1 和 PD-L1 分子的结合，而卡瑞利
珠单抗属于 IgG4 亚类，可以同时阻断 PD-L1 和
PD-L2 通路；PD-L2 与巨噬细胞受体结合增加，
导致肺驻留 T 细胞扩增，打破呼吸耐受平衡，在
该患者晚期和已报道 [3] 的患者中伴有间质性肺炎
的发生。
3　讨论
3.1　卡瑞利珠单抗致致命性急性肝衰竭的相关性
评价
　　PD-1 抑制剂引起的肝损伤可发生在治疗后任
何时期，多在 2 ～ 12 周内发生，范围从 ALT 或
AST 的轻度无症状到严重的急性肝衰竭。在接受
单一 PD-1 抑制剂治疗的患者中，3 ～ 4 级血清
TBL 升高（＞ 3 ULN）伴发 ALT 升高的报告少于
0.1%，临床上也很少报告因 PD-1 抑制剂引起的
急性肝衰竭（0.1% ～ 0.2%）[6]。
　　本例患者年龄超过 55 岁，有饮酒史，既往
无自身免疫性疾病史，甲、乙、丙、戊型肝炎病
毒血清学检测均为阴性，自身免疫性肝病相关抗
体阴性。使用卡瑞利珠单抗药品说明书中报告了
肝损伤的不良反应，治疗前肝功能检查正常，治
疗 2 周后出现发热等初期流感样症状，肝功能指
标升高，TBiL、DBiL、ALP、GGT 均升高，后迅
速出现凝血功能障碍、黄疸、肝性脑病等临床表
现。患者之前使用药物为培美曲塞和奈达铂，肝
损伤不是该两类药物的常见和严重不良反应，且
使用后肝功能正常。考虑卡瑞利珠单抗引起的急
性药物性肝损伤可能性大，Roussel uclaf 因果关
系评估量表（RUCAM）[7] 得分为 7 分，结论为
“很可能”，初始 R 值（ALT/ALT 正常范围上限）/
（ALP/ALP 正常范围上限）＝ 0.58，根据 R 值判断
是胆汁淤积型损伤。
3.2　卡瑞利珠单抗致肝损伤的临床特点及机制
　　免疫检查点抑制剂（ICIs）已在多种恶性肿瘤
中显示出临床获益，但也会引起免疫相关的不良
事件 [8]。对于 ICIs 引起的肝损伤，PD-1 抑制剂的

发生率最低（0.7% ～ 2.1%），PD-L1 抑制剂和标
准剂量细胞毒 T 淋巴细胞相关抗原 4（CTLA-4）
居中（0.9% ～ 12%），CTLA-4 联合 PD-1（13%）
和高剂量 CTLA-4（16%）抑制剂最高，但这不
能预测肝炎的严重程度 [9]。一项荟萃分析显示
（RCT ＝ 14，n ＝ 9572），在 ICIs 治疗的晚期非
小细胞肺癌患者中，度伐单抗、卡瑞利珠单抗联
合铂类引起肝脏严重不良反应的发病率分别为
57.9% 和 42%[10]。
　　一项关于亚洲晚期黑色素瘤患者的Ⅰ期临
床研究中，36 名患者使用剂量递增（60 mg、200 
mg 和 400 mg）的卡瑞利珠单抗进行治疗，2 例
发生无症状 γ- 谷氨酰基转移酶升高，1 例发生 G3
级以上肝损伤 [11]。一项二线治疗晚期或转移性
食管鳞状细胞癌患者的Ⅲ期临床研究显示，228 
例患者使用卡瑞利珠单抗后，4 例出现了 G3 级
以上肝功能异常 [12]。免疫功能障碍是卡瑞利珠
单抗所致急性肝衰竭机制的核心 [13]，可能是由
于免疫抑制剂诱导的 T 细胞活化，从而增加了
对肝细胞的自身免疫性，不是由其固有的肝毒性
或免疫原性引起的。查阅美国 LiverTox 和中国
HepaTox 数据库，未查阅到卡瑞利珠单抗引起肝
损伤的临床总结。Patrinely 等 [14] 研究表明，肝脏
不良反应的易感因素为男性（53.7%）、黑色素瘤
（83.5%）、肿瘤分期Ⅳ期（86.0%），最常见的是
G2 级（30.5%）或 G3 级（45.7%）肝损伤，中位
数发病时间为 61 d。患者初期最常见的是无症状
（46.2%）或流感样症状，病死率为 3%，主要与
区域性坏死或胆汁淤积性肝损伤有关。
3.3　卡瑞利珠单抗致肝损伤的防治
　　ICIs 全程化药学服务指引指出，患者在进行
治疗前必须进行不良反应易感性评估；治疗中应
密切监测，对新出现的症状及时进行评估；治疗
后疾病稳定时，仍要考虑 ICIs 所致的不良反应，
第一年每 3 个月评估一次，以后每 6 个月评估一
次 [15]。癌症支持疗法多国学会、肿瘤免疫治疗学
会、中国临床肿瘤学会等专家协会对 G3 级或 G4
级肝毒性的管理建议包括：永久停用，入院开始
甲泼尼龙 1 ～ 2 mg/（kg·d）治疗，进行正式的
肝病咨询和肝活检；若 3 d 后没有改善，考虑添
加辅助药物（吗替麦考酚酯类和 / 或他克莫司）；
不推荐使用英夫利昔单抗；每 1 ～ 2 日检测一次
肝功能 [16-19]。
　　Ziemer 等 [20] 研究显示，布地奈德是肝靶向
性的局部类固醇，3 mg tid 使用可减少全身类固
醇的用量，但对于肝转移患者，可能会影响 ICIs
的抗肿瘤活性。此外，乙酰半胱氨酸可能是体外
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人工肝支持的可选择药物 [21]。人工肝血浆置换可
提高对乙酰氨基酚引起的急性肝衰竭有效，但其
对免疫抑制剂所致的急性肝衰竭是否有效并无相
关研究 [18]。肝活检有助于急性肝衰竭诊断和提供
预后信息，美国胃肠学会急性肝衰竭指南中，考
虑凝血功能障碍导致肝活检风险增加，不推荐对
急性肝衰竭患者进行肝活检（有条件推荐，极低
证据），推荐使用体外人工肝支持系统，对非对
乙酰氨基酚相关急性肝衰竭患者，可考虑使用 N-
乙酰半胱氨酸进行治疗 [22]。该患者为老年男性，
在免疫抑制剂治疗期间，肝损伤可能由多种因素
引起，包括肝转移、感染和循环障碍等。该患者
无其他基础疾病，糖皮质激素和有效血药浓度的
他克莫司效果均不佳，可考虑霉酚酸酯、布地奈
德、熊去氧胆酸和 N- 乙酰半胱氨酸等。
4　小结
　　卡瑞利珠单抗是我国自行研发的 PD-1 抑制
剂，且于 2020 年 12 月 28 日成功进入医保目录，
价格降幅达到 85%，为恶性肿瘤患者带来了显著
的临床获益。但在临床使用中应严格把控，警惕
肝脏相关不良反应，出现后应予以重视并立即就
医。对于已经发生的肝损伤，进行正确的药物选
择、肝活检和以患者为导向的管理，确保治疗的
安全、有效。
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儿童患者过量口服拉考沙胺出现晕厥、癫痫发作 1 例
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　　拉考沙胺（LCM）是第三代新型抗癫痫药物
（AEDs），于 2018 年在我国上市。目前临床主
要用于≥ 4 岁癫痫患者局灶性发作的治疗 [1]。拉
考沙胺通过增强选择性钠通道的缓慢失活来稳
定神经元细胞膜，降低神经元持续兴奋性，同
时不影响生理功能而发挥抗惊厥作用 [2]。拉考沙
胺口服生物利用度接近 100%，吸收迅速，服药
后 0.5 ～ 4.0 h 内达到血药浓度峰值，24 h 内下
降 65%，其药代动力学稳定，血药浓度与剂量成
正比，消除半衰期为 13 h，每日给药 2 次，服药
3 d 后达稳态血浓度 [3-4]。其常见不良反应包括头
晕、头痛、嗜睡、复视、恶心和呕吐，此外，还
有低钠血症、皮疹、心脏损害、精神障碍和自杀
风险 [5]。国内尚无关于拉考沙胺过量服用的报道。
本文报道 1 例儿童过量服用拉考沙胺后出现的毒
性反应及诊治经过，为临床工作提供参考。
1　病历资料
　　患儿，男，10 岁，身高 145 cm，体质量 27 
kg，主因“6 h 内晕厥 1 次，抽搐发作 3 次”入院。
既往癫痫病史 9 年，每月发作 4 ～ 5 次，均为夜
间睡眠中全身强直发作，持续约半分钟后缓解，
醒后无发作，长期口服抗癫痫药物治疗。用药方
案为拉考沙胺（Aesica Pharmaceuticals GmbH，规
格：100 mg/ 片）100 mg po bid。2022 年 9 月 29
日 9 点左右患儿自行一次性口服拉考沙胺≥ 400 
mg。10 点左右，患儿于上网课过程中突然出现意
识丧失后倒地，持续数秒后意识恢复正常；服药
约 3 h 后患儿间断抽搐 3 次，均表现为面色发青，
口吐涎沫，四肢强直抖动，每次持续半分钟左右，
后自行缓解；于 15 点收入院。入院时患儿嗜睡，
可唤醒，伴头晕、乏力。入院查体：体温 36.8℃，
脉搏 94 次·min － 1，呼吸 24 次·min － 1，血压
110/80 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），神志清楚，
轻度嗜睡，Glasgow 评分 14 分，双瞳孔等大等圆，
对光反射存在，颈软，双肺呼吸音清，心率 94
次·min － 1，律齐，无杂音，腹软，肝脾未及肿

大，生理反射存在，病理反射未引出。实验室检
查示：血常规（白细胞 14.05×109·L － 1，红细胞
4.07×1012·L － 1，血小板 330×109·L － 1，中性
粒细胞百分数 89.1%，淋巴细胞百分比 9.1%，血
红蛋白 117 g·L－ 1）、C 反应蛋白（＜ 10 mg·L－ 1）、
降钙素原（＜ 0.05 ng·mL － 1），患儿白细胞及中
性粒细胞百分比升高，降钙素原及 C 反应蛋白未
见异常，考虑为癫痫发作后产生的应激反应；电
解质（Na ＋ 136.3 mmol·L － 1、K ＋ 4.03 mmol·L － 1、
Ca2 ＋ 2.32 mmol·L － 1、Cl － 104.9 mmol·L － 1），
凝血功能（凝血酶原时间 12.2 s、纤维蛋白原
1.86 g·L － 1、活化部分凝血活酶时间 28.6 s、凝
血 酶 时 间 19.2 s）， 肝 功 能（谷 丙 转 氨 酶 14.8 
U·L － 1、谷草转氨酶 19.7 U·L － 1、总胆红素 8.14 
μmol·L － 1、结合胆红素 3.51 μmol·L － 1），肾功
能（尿素氮 5.42 mmol·L－ 1、肌酐 37.4 μmol·L－ 1），
心肌酶谱（肌酸激酶 78.3 U·L － 1、肌酸激酶同工
酶 13.6 U·L － 1、乳酸脱氢酶 160.2 U·L － 1）均
未见异常。心电图示窦性心律，未见传导阻滞。
颅脑 CT 未见异常。给予心电监护、静脉补液支
持治疗，23 点患儿清醒，Glasgow 评分 15 分，仍
有轻微乏力、头晕症状。9 月 30 日晨起 6 点左右，
患儿乏力、头晕症状缓解，未诉特殊不适，巩固
观察 1 d，患儿生命体征平稳，复查电解质、肝肾
功能、心电图均正常，予以出院。患儿出院后按
原剂量口服拉考沙胺，随访 2 周，患儿未再述与
该药相关的不良反应症状。
2　讨论
　　说明书提示根据本例患儿年龄、体质量，拉考
沙胺单药服用剂量最高应为每次 6 mg·kg－ 1，但患
儿一次性口服药物剂量≥ 14.8 mg·kg－ 1，属于过量
中毒。本例患儿因用药错误导致药物不良事件的发
生，属于用药依从性错误，分级为 E 级（错误造成
患儿暂时性伤害，需要采取处置措施）。患儿单次过
量口服拉考沙胺约 1 h 出现晕厥并于数秒后恢复意
识，其晕厥原因考虑与拉考沙胺毒性相关。Vossler
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等 [6] 研究发现在接受拉考沙胺单药治疗的 292 例患
者中，最常见的紧急不良事件为抽搐（2.7%）和晕
厥（0.7%）。患儿口服拉考沙胺 3 h 左右间断出现 3
次癫痫发作，美国毒物控制中心的一项研究发现，
17% 的拉考沙胺中毒病例发生癫痫发作 [7]。根据患
儿既往癫痫发作均发生在睡眠中，醒后无发作，出
院后沿用拉考沙胺治疗，随访 2 周，患儿日间未再
出现癫痫发作，推测患儿 3 次癫痫发作的诱因为拉
考沙胺的毒性作用。患儿病程中出现头晕、嗜睡、
乏力均为拉考沙胺常见不良反应，与既往研究相
似 [5，8]。使用诺氏评估量表对患儿出现的晕厥、癫
痫发作、头晕、嗜睡、乏力一系列不良事件进行关
联性评价，评分为 7 分，提示患儿出现药物不良事
件与拉考沙胺关联性为很可能相关 [9]（见表 1）。

表 1　诺氏药物不良反应评估量表（分）

相关问题
问题分值

得分
是 否 未知

1. 该不良反应此前是否有结论性报告 ＋ 1      0 0 ＋ 1
2. 该不良反应是否在使用可疑药物后发生 ＋ 2 － 1 0 ＋ 2
3. 该不良反应是否在停药或应用拮抗剂后缓解 ＋ 1      0 0      0
4. 该不良反应是否再次使用可疑药物后重复出现 ＋ 2 － 1 0      0
5. 是否存在其他原因能单独引起该不良反应 － 1 ＋ 2 0 ＋ 2
6. 该不良反应是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0      0
7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度 ＋ 1      0 0      0
8. 该不良反应是否随剂量增加而加重，或随剂量

减少而缓解
＋ 1      0 0 ＋ 1

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过类

似反应
＋ 1      0 0      0

10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1      0 0 ＋ 1
总分      7

注：总分≥ 9 分为肯定；5 ～ 8 分为很可能相关；1 ～ 4 分为

可能有关；≤ 0 为可疑。

　　目前关于拉考沙胺单独过量服用的报道较少，
Coss 等 [10] 报道 1 例成人癫痫患者单次过量口服拉
考沙胺 900 mg 后出现眩晕、复视、恶心和呕吐，
伴 PR 间期和 QRS 延长，予补液、劳拉西泮治疗，
1 d 后患者不适症状缓解，复查心电图恢复正常。
Ng 等 [7] 报道 1 例成人单独过量口服拉考沙胺（约
5700 mg）企图自杀，出现 QRS 延长和 2 次癫痫发
作，予碳酸氢钠、对症支持治疗，过量服药后 5.5 h
心电图恢复正常。2 例病例均报道了心血管系统的
不良反应。体外研究证实过量使用拉考酰胺可能对
心脏钠通道产生显著影响 [11]。本患儿服药约 2 h 完
善心电图及入院后监测心脏节律均未见异常。
　　拉考沙胺急性过量处理尚无相应的拮抗药物
可用，以对症处理、抑制药物吸收和促进排泄为
主。由于本药蛋白结合率低于 15%，血液透析可
有效清除体内残余药量 [2]。该药主要通过肾脏排
泄，约 40% 以原形由尿液排出，约 60% 经肝脏

代谢分解后由肾脏排泄，不到 0.5% 以母体化合
物形式经粪便排出 [12-13]，因此补液、促进排尿可
有效促进药物代谢及排泄。本例患儿入院后经补
液、排尿后嗜睡、头晕、乏力症状即明显缓解。
　　综上，拉考沙胺总体安全性较高，药物代谢
较快，急性过量时应及时监测生命体征、对症治
疗、促进药物排泄，必要时采用洗胃、活性炭、
血液透析治疗，注意有无心脏传导阻滞、电解质
紊乱和呼吸困难。同时加强对患儿的用药安全教
育也是避免药物过量的有效措施。

参考文献

[1] 张鹤声，张恩惠，刘文钰，等 . 拉考沙胺单药治疗癫痫发

作的研究进展 [J]. 中国新药与临床杂志，2022，41（2）：

79-84. 
[2] Cawello W. Clinical pharmacokinetic and pharmacodynamic 

profile of lacosamide [J]. Clin Pharmacokinet，2015，54（9）：

901-914. 
[3] Beydoun A，D’Souza J，Hebert D，et al. Lacosamide：

pharmacology，mechanisms of action and pooled efficacy and 
safety data in partial-onset seizures [J]. Expert Rev Neurother，
2009，9（1）：33-42. 

[4] Kellinghaus C. Lacosamide as treatment for partial epilepsy：
mechanisms of action，pharmacology，effects，and safe-
ty [J]. Ther Clin Risk Manag，2009，5：757-766. 

[5] Li JY，Sun MZ，Wang XF. The adverse-effect profile of la-
cosamide [J]. Expert Opin Drug Saf，2020，19（2）：131-138. 

[6] Vossler DG，Wechsler RT，Williams P，et al. Long-term ex-
posure and safety of lacosamide monotherapy for the treatment 
of partial-onset（focal）seizures：results from a multicenter，
open-label trial [J]. Epilepsia，2016，57（10）：1625-1633. 

[7] Ng PC，Schimmel J，Wang GS. Lacosamide overdose：a 
case of QRS prolongation and seizure [J]. J Emerg Med，
2019，56（6）：652-656. 

[8] Yang CS，Yang Y，Peng YX，et al. Efficacy and safety of la-
cosamide in pediatricpatients with epilepsy：a systematic review 
and meta-analysis [J]. Epilepsy Behav，2022，134：108781. 

[9] 郑飞跃，吴燕，饶跃峰，等 . 诺氏评估量表在药物不良反

应评价中的作用及实例分析 [J]. 中国药学杂志，2012，47
（8）：650-652. 

[10] Coss C，Mcfadden P，Riley B，et al. Acute on chronic la-
cosamide monotherapy overdose：a case report [J]. Clin Toxi-
col，2019（10）：57. 

[11] Wang GK，Wang SY. Block of human cardiac sodium channels 
by lacosamide：evidence for slow drug binding along the acti-
vation pathway [J]. Mol Pharmacol，2014，85（5）：692-702. 

[12] Cawello W，Stockis A，Andreas JO，et al. Advances in ep-
ilepsy treatment：lacosamide pharmacokinetic profile [J]. Ann 
N Y Acad Sci，2014，1329：18-32. 

[13] Carona A，Bicker J，Silva R，et al. Pharmacology of lacos-
amide：from its molecular mechanisms and pharmacokinetics to 
future therapeutic applications [J]. Life Sci，2021，275：119342. 

（收稿日期：2022-11-13；修回日期：2022-12-31）



2258

Central South Pharmacy. August  2023, Vol. 21 No. 8 　中南药学 2023 年 8 月 第 21 卷 第 8 期

1 例长期口服屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）致下肢 
深静脉血栓形成的病例分析
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摘要：1 例 19 岁年轻女性因患多囊卵巢综合征长期每日口服一片屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）（每片

含屈螺酮 3 mg 和炔雌醇 0.02 mg）治疗。服用 4 个半周期后，患者无明显诱因出现左下肢肿胀。

双下肢静脉血管彩超提示左侧下肢深静脉内血流淤滞、左侧髂静脉血栓形成。停用该药，给予

抗凝、溶栓、放置下腔静脉滤器预防肺栓塞等治疗。8 d 后患者左下肢红肿好转，两个月后患

者门诊复查左下肢已无肿胀。

关键词：下肢深静脉血栓；屈螺酮；炔雌醇
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　　血液在深静脉内不正常凝结引起的静脉回流障
碍性疾病称为深静脉血栓形成（DVT），常发生在
下肢 [1]。有研究表明服用复方口服避孕药（COC）
会增加静脉血栓栓塞症（VTE）的发生风险 [2-3]。本
文通过对 1 例多囊卵巢综合征（PCOS）年轻女性患
者服用屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）后形成的下肢 DVT，
分析其发生的原因并制订抗凝方案，总结抗凝专业
临床药师对该类患者开展药学服务的切入点，为临
床合理使用口服避孕药物，积极预防 DVT 的发生
提供参考。
1　病史摘要
1.1　基本信息
　　患者女性，19 岁，身高 163 cm，体质量 51 kg，
体质量指数（BMI）19.20 kg·m－ 2。患者 4 d 前无
明显诱因出现左下肢肿胀，急诊下肢静脉 B 超检查
提示下肢 DVT，拟“左下肢深静脉血栓形成”收住
我院。入院查体：体温 36.6℃，脉搏 94 次·min－ 1，
呼吸 21 次·min－ 1，血压 123/74 mmHg（1 mmHg ＝

0.133 kPa）。神清，精神可。心肺未见明显异常，腹
平软，无压痛及反跳痛，左下肢较对侧明显肿胀，
左下肢皮温增高，双侧股动脉及足背动脉搏动可
及。患者既往体健，因月经紊乱于 2021 年 10 月 15
日外院检查性激素六项提示：睾酮 0.43 ng·mL－ 1；
于 2022 年 1 月 15 日外院再次检查性激素六项提示：
睾酮 0.58 ng·mL－ 1，医师考虑患者 PCOS，于 1 月
15 日开始给予屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）每日口服 1 片
治疗，服用 4 个半周期出现下肢 DVT，5 月 26 日

患者入院后即停药。辅助检查：5 月 25 日双肢静脉
血管彩超提示左侧下肢深静脉内血流淤滞；5 月 26
日双侧髂静脉彩超提示左侧髂静脉血栓形成。入院
诊断：下肢 DVT；PCOS。
1.2　治疗经过
　　入院后积极完善相关检查，主要结果显示血常
规：白细胞（WBC）8.62×109·L－ 1、红细胞（RBC）
3.46×1012·L － 1、血红蛋白（HGB）118.0 g·L － 1、
血小板（PLT）114×109·L － 1；凝血功能：凝血酶
原时间（PT）110.90 s ↑、国际标准化比值（INR）
0.93；生化指标：血钾（K ＋）3.36 mmol·L － 1 ↓、
血糖（GLU）5.62 mmol·L － 1、谷丙转氨酶（ALT）
9 IU·L － 1、谷草转氨酶（AST）23.8 IU·L － 1、肌
酐（CREA）56.70 μmol·L － 1、尿酸（UA）456.60 
μmol·L － 1 ↑、血清总蛋白（TP）54.50 g·L － 1 ↓。
患者入院第 1 日嘱绝对卧床，抬高患肢，同时予抗
凝、溶栓治疗，排除禁忌后在入院当日行“下腔静
脉滤器（IVCF）置入术”。第 2 日继续予以依诺肝
素钠 4000 IU ih qd 抗凝治疗，迈之灵片 0.3 g po bid
改善微循环、巴曲酶降纤等治疗；第 3 日复查纤维
蛋白原（FIB）7.60 g·L － 1。第 4 日临床药师结合
该患者情况推荐抗凝方案更换为依诺肝素钠 4000 
IU ih q12h 治疗，以达到抗凝强度。第 8 日患者恢
复可，复查 FIB 1.9 g·L － 1，左下肢红肿好转，予
以出院。结合患者情况，出院后变更抗凝药方案：
出院后第 1 周给予利伐沙班 15 mg po bid，3 周后改
为 20 mg po qd。
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　　该患者出院后恢复良好，左下肢肿胀情况好
转，于 2022 年 6 月 15 日再次入院拟行 IVCF 取出
术。入院第 3 日抗凝方案改为胃肠外抗凝，予以依
诺肝素钠 4000 IU ih qd 治疗；入院第 6 日停用依诺
肝素钠，完善相关检查后在局麻下行 IVCF 取出术，
手术顺利。手术完成并充分止血后考虑患者血栓负
荷重，立即给予依诺肝素钠 4000 IU ih qd 治疗。6
月 22 日患者出院，继续使用利伐沙班 20 mg po qd。
8 月 11 日患者门诊复查，左下肢已无肿胀，继续予
以抗凝治疗。
2　分析与讨论
2.1　该患者出现 DVT 的原因分析
　　本例患者使用的屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）主要成
分是屈螺酮 3 mg 和炔雌醇 0.02 mg，是一种新型
COC。COC 主要是由雌激素和孕激素按照不同比例
组成的人工合成甾体类激素制剂，可显著改善月经
周期，防止子宫内膜病变，也能改善多毛、痤疮等
高雄激素血症的临床表现 [4]。PCOS 患者血清中的
雄激素主要来源于卵巢及肾上腺皮质的分泌。COC
可通过影响下丘脑 - 垂体 - 卵巢性腺轴（H-P-O）功
能抑制垂体合成及分泌黄体生成素，以此减少卵巢
源性雄激素的分泌。COC 也可以直接作用于肾上
腺来抑制雄激素产生。该患者睾酮偏高，而 COC
则是 PCOS 患者调整月经周期和治疗高雄激素血症
的一线药物，一般倾向于使用低剂量制剂 [5]。近十
年来，含有孕激素成分的 COC 已从第一、二、三
代发展到含有屈螺酮等（第四代孕激素）的新一代
COC[6]。本例 PCOS 患者是育龄期暂无生育要求的
年轻女性，COC 作为调整月经周期的首选药物 [7]，
持续使用了 4 个半周期，但是发生了严重的下肢
DVT。
　　VTE 形成的主要原因是静脉壁损伤、血流缓慢
和血液高凝状态。危险因素包括原发性因素和继发
性因素，如遗传性的蛋白 C 或蛋白 S 缺乏、抗凝血
酶缺乏、纤溶酶原异常、凝血酶原 20210A 基因变
异、抗心磷脂抗体和 / 或狼疮抗凝物阳性、口服避
孕药和激素替代治疗、吸烟等 [8]。本例患者既往无
相关肥胖、吸烟、妊娠、家族史等高危因素，未进
行相关易栓症检查。患者因外院诊断 PCOS，长期
服用屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）后发生下肢 DVT，考虑
用药与不良反应之间存在合理的时间关系，同时该
患者未合并使用其他药物。根据国家药品不良反应
监测中心关于药品不良反应关联性评价方法评判：
① 屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）的使用与患者 VTE 发生存
在时间相关性；② 屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）药品说明
书记载了 VTE 的相关不良反应；③ 停用屈螺酮炔
雌醇片（Ⅱ）及经过治疗后，患者血栓逐渐消失；

④ 患者停药后未再次使用屈螺酮炔雌醇片（Ⅱ）；
⑤ 患者无 VTE 相关病史，既往体健；⑥ 未合并使
用其他药物。经评价，该患者使用屈螺酮炔雌醇片
（Ⅱ）与此次发生 VTE 的关联性为“很可能”。
2.2　COC 致 VTE 的可能机制
　　一般来说，COC 在初始服药第一年内，VTE
发生的风险最高，之后随着服药时间延长，VTE
的风险并未增加。含有屈螺酮的 COC 有更高的致
VTE 风险，特别是合并 BMI ＞ 30 kg·m － 2、年龄≥ 
35 岁、吸烟、饮酒、既往有心血管疾病史、有基因
缺陷或 VTE 家族史的女性。因为屈螺酮在结构上
类似于螺内酯，属于醛固酮的竞争性抑制剂，会增
加水钠排泄，在减轻水肿的同时提高了血液的黏滞
度，所以提高了患者的 VTE 风险 [9]。同时，COC
中的雌激素可引起机体纤维蛋白原，凝血酶原，凝
血因子Ⅶ、Ⅷ、Ⅹ的浓度和活性增加，也可引起血
小板的黏附和聚集。通常认为，COC 中常选择的
炔雌醇是增加血栓形成风险的主要原因。因此，为
降低此种风险，炔雌醇已从最早期的 100 ～ 150 μg
改成目前的 30 ～ 35 μg 和 20 μg[10]。有研究表明患
者发生 VTE 的风险与 COC 中雌激素的剂量相关，
雌激素的剂量越高，VTE 的风险就越高。因此，在
与不同类型的孕激素配伍中，雌激素剂量相似的
COC 发生静脉血栓的相对风险相似 [11]。
2.3　COC 致 VTE 的预防
　　从以上阐述中可以看出，COC 中雌激素剂量越
高，VTE 的发生风险也越高。而实验表明，含第一
代、第二代和第三代孕激素的 COC 发生 VTE 的风
险分别增加约 3.2 倍、2.8 倍和 3.8 倍 [12]。临床工作
中应该在确认患者没有相关危险因素的基础上选择
适宜的药品。目前 COC 一般会使用低剂量的雌激素
配方，而与之配伍的孕激素中第四代孕激素屈螺酮
发生 VTE 的风险又是已知最高的。一项纳入 36 项
研究的 Meta 分析结果也显示，不同类型的口服避
孕药（OC）均能增加女性 VTE 的发生率，第一代
目前临床使用较少，第二代发生 VTE 的风险较低，
第三、四代则有较高导致 VTE 的风险 [9]。综合来看，
对于具有 VTE 高风险因素需 COC 治疗的女性，想
要降低 COC 的 VTE 风险应该尽可能选择 VTE 发生
风险相对较低的第二代孕激素复合制剂，此类制剂
对凝血功能的影响相对减少，也能相对降低静脉血
栓的风险。一旦患者发生 VTE，应权衡血栓风险和
抗凝治疗的出血风险，实行个体化治疗。
2.4　患者行 IVCF 取出术的围术期抗凝方案分析
　　经皮置入 IVCF 可以有效拦截脱落的血栓预防
致死性肺动脉栓塞（PE），同时能够保证下腔静脉
的血流通畅，因操作简便安全已被广泛应用。PE
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的风险往往是暂时的或经过抗凝是可控的，在临
床上除非脑出血或严重复合创伤的患者在 1 个月
之内都可以进行临时滤器的回收。该患者病情稳
定，恢复良好，于取出时间窗内行 IVCF 取出术合
理 [13-15]。该患者围手术期的抗凝方案是临床药师关
注的重点。患者在 IVCF 置入后选择了非维生素 K
拮抗剂口服抗凝药（NOAC）进行抗凝治疗 [13，16]。
常见的 NOAC 主要有两类，包括直接凝血酶抑制
剂和Ⅹa 因子抑制剂。该患者选用的利伐沙班是一
种直接的、高选择性的、可逆的Ⅹa 因子抑制剂 [17]。
研究表明利伐沙班停药两个半衰期（剩余药物浓
度＜ 25%）被认为是减少出血风险和预防血栓栓塞
事件的适宜时间 [18]。但是医师考虑手术的特殊性，
于术前 3 d 停用利伐沙班，停用 24 h 后开始皮下注
射依诺肝素进行桥接治疗，并于手术当日停用依诺
肝素，在停药时间超过 24 h 后手术。根据指南推
荐，NOAC 应该术前 1 d 停药，术后 24 h 恢复抗凝
治疗 [19]。该患者属于血栓高风险，出血低风险，术
后应尽早开始抗凝治疗。医师考虑 IVCF 取出术是
在静脉内操作，出血风险可控。即在手术当日充分
止血后，立即给予依诺肝素抗凝治疗，临床药师进
行严密的药学监护，未发现患者有出血风险。该患
者整个围手术期的抗凝治疗充分考虑了血栓风险，
也把出血风险降到了最低。
3　治疗体会
　　通过对该患者整个病程的回顾，我们发现合理
使用 COC 是预防 VTE 非常重要的一点。如果患者
既往有 VTE 病史或 VTE 家族史、血栓相关的基因
突变、抗磷脂抗体阳性、严重静脉或动脉血栓栓塞
风险因素、伴血管损害的糖尿病，确诊或疑似的性
激素依赖性恶性肿瘤等情况时需要禁用 COC。只
有在确认患者没有相关禁忌证后，才能选择适宜的
药物。对于存在高风险因素的患者建议选择低剂
量雌激素的配方制剂。对于正在服用 COC 的患者，
服药前半年的定期随访很重要，一旦发生下肢肿
胀、呼吸困难等现象要及时就医。
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矛头蝮蛇血凝酶致双相过敏反应 1 例
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1　病例资料

　　患者，女，32 岁，双乳结节，为求进一步
手术治疗来我院就诊。入院后生命体征平稳，血
压 99/64 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），心率 85 
次·min－ 1，呼吸频率 20 次·min－ 1。患者自诉既
往对外用酒精过敏，表现为抽血后肘关节处出现
红色丘疹；饮用含酒精饮品未出现不适；对彩超
耦合剂过敏，表现为皮肤红斑；无其他食物药物
过敏史。
　　入院第 2 日拟行右乳结节微创旋切术，术
前予矛头蝮蛇血凝酶 1 U iv（蓬莱诺康药业有限
公司，批号：2011122，规格：1 U）。在此之前，
患者未接受任何药物治疗。10 min 后患者出现全
身瘙痒，颈部、胸部多发风团样改变，考虑药物
过敏，予地塞米松 5 mL ivgtt。15 min 后患者诉四
肢无力、胸闷、呼吸困难，予葡萄糖酸钙 20 mL 
iv。24 min 后患者突然出现意识模糊，轻度昏迷，
血压降至 80/56 mmHg，约 30 s 后患者神志恢复，
但随即出现呕吐，此时血压进一步下降至 69/48 
mmHg，血氧饱和度下降至 80%，考虑过敏性休
克，予氢化可的松琥珀酸钠 100 mg ivgtt、盐酸
肾上腺素 1 mg iv 等过敏性休克急救治疗。然而，
患者血压未恢复正常，10 min 后先后再次给予去
甲肾上腺素 4 mg ivgtt 及肾上腺素 1 mg iv。随后
转入 ICU，继续予去甲肾上腺素 4 mg iv bolus 维
持血压。11 h 后患者血压恢复正常，停用去甲肾
上腺素。
　　过敏性休克缓解 11 h 后，患者出现潮热、腹
痛（位于脐周、下腹），伴皮肤轻微瘙痒。此时，
患者的生命体征平稳，考虑过敏反应复发，予地
塞米松磷酸钠 5 mg ivgtt、异丙嗪 25 mg im 抗过
敏治疗，用药 80 min 后患者腹痛加重，并进一步
出现咽喉部麻木、头晕、全身皮肤瘙痒、心悸，
随即出现呕吐，轻度昏迷，血压再次从 107/54 

mmHg 下降至 54/23 mmHg，血氧饱和度降至
88%，心率约 140 次·min－ 1。考虑过敏性休克复
发，经 3 剂肾上腺素 0.5 mg im、去甲肾上腺素 4 
mg ivgtt 后，患者生命体征平稳。在抗休克治疗
期间，患者心率一度达到 163 次·min－ 1。2 d 后，
患者痊愈出院，未再行手术治疗。
2　讨论

　　注射用矛头蝮蛇血凝酶是从巴西矛头蝮蛇
（Bothrops atrox）的蛇毒中提取的血凝酶，其主
要成分为巴西矛头蝮蛇巴曲酶和磷脂依赖性凝血
因子Ⅹ激活物，不含神经毒素及其他毒素。矛头
蝮蛇血凝酶通过作用于纤维蛋白原发挥抗凝和溶
纤的作用，从而用于需减少流血或止血的各种医
疗情况，也可用来预防出血 [1]。有研究显示，矛
头蝮蛇血凝酶的不良反应（adverse drug reaction，
ADR）发生率远低于其他蛇毒类血凝酶，且过敏
性休克罕见 [2]。作为一种异种动物蛋白变应原，
矛头蝮蛇血凝酶可通过与体内肥大细胞或嗜碱性
细胞表面的分子结合，使细胞发生一系列反应，
引起血管活性物质，如组胺、慢反应物质释放，
作用于机体，可刺激机体发生Ⅰ型变态反应 [3]。
另外，本品纯化过程中引入的杂质及残余毒液酶
也可能引起变态反应 [4]。
　　双相过敏反应，又称双相反应，是指首次症
状完全缓解后 1 ～ 72 h 内，无诱发因素触发下再
次出现严重过敏反应的症状 [5]。本例患者在注射
矛头蝮蛇血凝酶后，以轻微皮肤瘙痒、皮疹为前
驱表现，迅速发展为过敏性休克，并在过敏性休
克症状缓解后再次发生，符合双相过敏反应诊断
标准。在此之前，该患者无其他药物使用史及皮
肤相关疾病。根据 Naranjo 不良反应因果关系评
分量表 [6]，得分为 6 分（见表 1），表明该患者双
相过敏反应很可能归因于矛头蝮蛇血凝酶。
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表 1　Naranjo药品不良反应评估量表结果

相关问题 是 否 未知 评分理由

1. 该 ADR 此前是否有结论性报告      0 有过敏性休克报道，但无双相过敏反应报道

2. 该 ADR 是否在使用可疑药物后发生 ＋ 2 用药后即刻发生

3. 该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂后缓解 ＋ 1 停药、抗过敏治疗后好转

4. 该 ADR 是否再次使用可疑药物后重复出现 0 未再次使用

5. 是否存在其他原因能单独引起该 ADR ＋ 2 无其他药物使用史及相关疾病史

6. 该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现 0 未使用安慰剂

7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度 0 未检测

8. 该 ADR 是否随剂量增加而加重，或随剂量减少而缓解 0 未调整剂量

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过类似反应      0 患者既往未使用过该药，也无过敏性休克史

10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1 患者血压下降、新发皮疹、意识丧失等情况可作为

过敏性休克客观证据

总分 / 分      6

注：总分值≥ 9 分，确定；5 ～ 8 分，很可能；1 ～ 4 分，可能；≤ 0 分，可疑。

　　双相过敏反应的真实发生率尚不明确。最新
的一项荟萃分析研究显示，在所有的过敏反应病
例中，双相过敏反应仅占 3.92%[7]。一般情况下，
第二相过敏反应的症状通常比第一相反应轻微。
然而，该患者在两次过敏反应中均出现严重低血
压、呼吸困难、缺氧、呕吐和意识丧失。根据过
敏反应严重程度分级标准 [8]，该患者两次过敏性
休克均为 3 级严重过敏反应。双相过敏反应通常
是不可预测的，在第一相症状消退后，第二相症
状的出现时间差异较大（1 ～ 72 h），中位时间约
为 10 h[9]。该患者的第二相过敏性休克是在第一
次过敏性休克完全缓解 11 h 后发生的，与文献报
道一致 [9]。
　　双相过敏反应的发病机制尚不清楚，可能与
第一相反应中炎症细胞，如肥大细胞、嗜酸性粒
细胞、嗜碱性粒细胞和淋巴细胞等，对细胞因子
和趋化因子释放做出的反应性涌入有关 [10]。其他
发病机制还包括肥大细胞第二波脱颗粒、血小板
活化因子晚期合成、IgE 介导反应等 [11-13]。
　　根据欧洲变应性反应与临床免疫学会（EAA-
CI）指南推荐，当同时累及皮肤或黏膜组织、呼
吸或发生心血管的过敏反应时，应立即通过肌内
注射肾上腺素抗过敏治疗，而抗组胺药和糖皮质
激素只能作为辅助药物联用 [14]，这与注射用矛头
蝮蛇血凝酶药品说明书中的推荐不一致，可能让
医务人员在临床工作时产生困惑，并由此导致不
规范给药行为。一项系统评价发现，发生双相过
敏反应的高危因素包括严重的初始症状、肾上腺
素需要量超过 1 剂及延迟给予肾上腺素治疗等三
个因素 [5]。本例患者使用矛头蝮蛇血凝酶 10 min
后出现皮肤症状，15 min 后累及呼吸系统，但直

至 24 min 后出现休克表现时才启用肾上腺素，经
3 剂治疗后生命体征恢复平稳。因此，患者存在
发生双相过敏反应的高危因素。
　　矛头蝮蛇血凝酶所致双相过敏反应罕见，目前
国内外尚无相关报道。由于双相过敏反应发生的不
确定性，最佳留观时间仍未知，临床医师需权衡利
弊。本病例旨在提醒临床医师识别高危人群，尤其
需警惕过敏反应表现重、使用超过 1 剂肾上腺素的
全身过敏反应患者。在发生全身过敏反应时，及时
通过肌内注射足剂量的肾上腺素是预防和治疗双相
过敏反应的最有效方法 [14-15]。
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　　 史 - 约 综 合 征（Stevens-Johnson syndrome，
SJS）/ 中毒性表皮坏死松解症（toxic epidermal 
necrolysis，TEN）是一种严重的皮肤 - 黏膜反应，
绝大多数由药物引起，以水疱及泛发性表皮松解
为特征，可伴有多系统受累 [1]。SJS 和 TEN 的
区别在于表皮松解面积占体表面积的比例不同，
SJS 表皮松解面积＜ 10%，TEN 表皮松解面积＞

30%。可诱发 SJS/TEN 的常见药物包括抗惊厥药、
抗抑郁药、非甾体抗炎药、磺胺类药物、抗感染
药物及近年来广泛应用的靶向药物。本文介绍 1
例患者联用多种药物导致 SJS 的病例，以期为临
床合理用药提供参考。
1　病例资料

　　患者男性，83 岁，身高 160 cm，体质量 65 
kg，主因“突发喘憋 9 h，加重伴意识丧失 7 h”。

于 2022 年 1 月 25 日 14：27 收入重症监护病房。
入院查体：镇痛镇静状态，气管插管接呼吸机辅助
呼吸，双侧瞳孔 1 mm，对光反射消失，双肺呼吸
音粗。体温（T）36.5℃，呼吸（R）20 次·min－ 1，
心率（P）64 次·min－ 1，血压（BP）144/58 mmHg
（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），血氧饱和度 99%。辅助检
查：二氧化碳分压（PCO2）68 mmHg；N 末端 B 型
利钠肽原（NT-proBNP）20 300 pg·mL－ 1。1 月 25
日急诊胸片：双肺支气管炎改变，右肺感染可能，
右侧胸腔积液，心影稍大。既往史：2006 年诊断
冠心病，2012 年行冠状动脉支架置入术；2007 年
诊断肾血管性高血压，右肾动脉内置入支架；2011
年诊断脑梗死；1997 年诊断 2 型糖尿病，合并糖
尿病周围神经病变；2013 年诊断慢性肾功能不全，
2014 年诊断肾性贫血；否认过敏史。入院诊断：
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心肺复苏术后、缺血缺氧性脑病、细菌性肺炎、呼
吸衰竭、慢性心功能不全急性加重、冠状动脉粥样
硬化性心脏病、冠状动脉支架置入术、不稳定性心
绞痛、高血压 3 级、高脂血症、慢性肾功能不全（尿
毒症期）、血液透析状态、2 型糖尿病、糖尿病性
周围神经病、肾动脉支架置入术后。
　　入院后主要抗感染治疗过程及不良反应发生
和处理情况：1 月 25 日入重症监护病房时患者意
识不清，听诊双肺可闻及湿罗音。白细胞（WBC）
10.4×109·L－ 1↑；高敏 -C 反应蛋白（hs-CRP）33.25 
mg·L － 1↑；1 月 25 日至 2 月 1 日给予哌拉西林钠
他唑巴坦钠 2.25 g ivgtt q8h 抗感染。1 月 26 日血培
养为苯唑西林耐药表皮葡萄球菌。1 月 26 日至 2 月
4 日血滤期间予万古霉素 100 万 IU ivgtt qd。2 月
1 日 患 者 T 37.2℃，hs-CRP 143.21 mg·L － 1↑，2
月 1 日至 2 月 6 日给予美罗培南 1 g ivgtt q8h 抗
感染治疗。2 月 7 日患者肺泡灌洗液二代基因测序
（NGS）结果回报为纹带棒状杆菌及人类疱疹病毒 I
型，2 月 7 日至 2 月 16 日给予替考拉宁 0.2 g ivgtt 
qd 和阿昔洛韦 0.25 g ivgtt q12h 抗感染治疗。2 月
15 日患者胸部 CT 结果回报双肺散在炎症较前部分
吸收，双侧胸腔积液吸收消失。2 月 16 日 hs-CRP 
20.24 mg·L － 1↑，停用所有抗菌药物。2 月 18 日 T 
37.7℃ ↑，降钙素原（PCT）16 ng·mL－ 1↑；hs-CRP 
120.09 mg·L － 1↑；WBC 21.8×109·L － 1↑，血小板
（PLT）205×109·L－ 1；2 月 18 日至 2 月 25 日给予
美罗培南 1 g ivgtt q8h，连续性肾脏替代治疗期间 2 g 
ivgtt q8h（北大医药股份有限公司，批号：211203），
2 月 18 日至 2 月 20 日替加环素 100 mg ivgtt q12h 抗
感染治疗。2 月 20 日患者腹泻，且 PLT 持续下降
至 130×109·L － 1。2 月 22 日至 2 月 25 日左氧氟
沙星 0.3 g ivgtt qd 抗感染治疗。2 月 24 日 T 38℃ ↑，
WBC 11.9×109·L － 1↑，PLT 106.0×109·L － 1↓，
N% 79.3%↑，嗜酸细胞数 1.13×109·L － 1↑，hs-CRP 
33.10 mg·L－ 1↑。深静脉置管时间长，不除外导管
相关感染，2月 24日至 2月 28日予替考拉宁首日 0.4 
g ivgtt q12h，维持剂量 0.2 g ivgtt qd（浙江医药股份
有限公司新昌制药厂，批号：113210706）抗感染治
疗。2 月 25 日 T 37.7℃ ↑，hs-CRP 37.71 mg·L－ 1↑；
WBC 21.7×109·L－ 1↑，PLT 148.0×109·L－ 1，嗜
酸细胞数 1.53×109·L－ 1↑。不除外真菌感染可能，
2 月 25 日至 2 月 26 日给予卡泊芬净 50 mg ivgtt qd
抗感染治疗。2 月 26 日早晨，患者双上肢稍肿，双
上肢皮肤发红，右上肢散在张力性水泡；T 36.3℃，
WBC 20.6×109·L － 1↑，PLT 118.0×109·L － 1↓，嗜

酸细胞数 0.54×109·L － 1↑，N% 92.0%↑；hs-CRP 
45.09 mg·L－ 1↑；肌酐（Cr）276 μmol·L－ 1↑。停
用卡泊芬净。2 月 28 日患者躯干、上肢大片水肿
性红斑，局部张力性水泡，部分已破溃。T 37.4℃，
WBC 18.6×109·L－ 1↑，PLT 83.0×109·L－ 1↓，嗜酸
细胞数 2.68×109·L － 1↑；hs-CRP 29.34 mg·L － 1↑。
临床药师会诊评估皮肤剥脱面积约 2%，考虑 SJS。
患者嗜酸细胞数升高，考虑不除外药物导致过敏反
应，停用替考拉宁。给予地塞米松 5 mg iv qd 后皮
疹稍减轻。3 月 1 日双上肢散在张力性水泡，部分
已破溃，双上肢出现局部皮肤松解表现，以右上肢
为重，碘伏消毒破溃除后保持干燥，外敷 0.05% 卤
米松乳膏，予无菌棉垫覆盖。3 月 3 日嗜酸细胞数
0.08×109·L－ 1 双上肢散在红斑水疱，躯干较多浅
表性水疱，部分已破溃，停用地塞米松。3 月 11 日
双上肢散在张力性水泡已破溃，较前好转，全身皮
肤散在浅表脱皮。3 月 25 日患者右上肢破溃基本愈
合。患者皮肤剥脱情况见图 1。

图 1　患者皮肤损害情况

Fig 1　Cutaneous lesions of the patient

2　讨论

2.1　关联性评价

　　SJS/TEN 的致病诱因主要是药物因素，其次是
肺炎支原体感染、病毒感染等。该患者住院期间检
测血清肺炎支原体抗体 IgM、肺炎衣原体抗体等均
为阴性。艾滋病病毒抗体 /P24 抗原阴性。住院期
间 2 月 7 日和 2 月 18 日两次支气管镜肺泡灌洗液
NGS 结果均未见巨细胞病毒、人类疱疹病毒6型等。
本例患者在入院 1 个月后发生 SJS 综合征，且患者
发生皮疹的同时伴发嗜酸粒细胞数升高，排除原发
疾病肺炎和慢性心功不全急性加重的原因，考虑本
例患者 SJS 可能为药物导致的迟发型超敏反应。患
者 2 月 26 日 8：00 查房发现双上肢稍肿，双上肢
皮肤发红，右上肢散在张力性水泡。2 月 28 日躯
干、上肢大片水肿性红斑，右上肢散在张力性水
泡，较前加重，停替考拉宁，给予地塞米松 5 mg 
iv 后，躯干皮疹稍减轻。在 2 月 26 日之前使用的
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　　查阅国内外文献，检索万方、中国知网和维
普数据库及 PubMed 数据库至 2022 年 4 月，检索
到 1 例替考拉宁和万古霉素交叉过敏致 SJS 的报
道 [6]，美罗培南导致 SJS 也有相关文献报道 [7-8]。
本例 SJS 是在使用替考拉宁和美罗培南之后发生

的，存在一定的时间相关性，停药后经积极对症
治疗，皮疹消退。综合上述三种评价方法的评分
结果，判断本例患者的 SJS 为美罗培南和替考拉
宁联合作用引起的可能性较大。
2.2　SJS/TEN 发生机制及治疗

表 1　ALDEN评分表

指标 ALDEN 评分细则
评分

分值

哌拉西林钠

他唑巴坦钠

万古

霉素

美罗

培南

替考

拉宁

替加

环素

左氧氟

沙星

卡泊

芬净

开始使用药物日

期到线索日之

间相隔的时间

5 ～ 28 d ＋ 3 ＋ 3 ＋ 3 ＋ 3

29 ～ 56 d ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2

1 ～ 4 d ＋ 1 ＋ 1

＞ 56 d － 1

线索日当日或之后才开始使用药物 － 3 － 3

过去曾经使用过相同药物且发生过敏反应时间：1 ～ 4 d
                                                                                5 ～ 56 d

＋ 3

＋ 1

评估在线索日内

时药物是否仍

存在体内

在线索日时药物仍持续使用，或是药物停用时间点和线索日

之间相隔的时间小于药物半衰期的 5 倍

     0      0      0      0      0      0

药物停用时间点和线索日之间相隔的时间大于药物半衰期的 5
倍，但患者有肝 / 肾功能异常或怀疑有药物相互作用存在

－ 1

药物停用时间点和线索日之间相隔的时间大于药物半衰期的 5
倍，且患者无肝 / 肾功能能异常和药物相互作用存在

－ 3 － 3 － 3 － 3

再度重新使用相

同药物 / 过去曾

经使用同一成

分或类似药物

的反应情况

再度重新使用相同药物引起 SJS/TEN ＋ 4

再度重新使用类似药物引起 SJS/TEN，或是再度重新使用相

同药物引起其他非 SJS/TEN 的过敏反应

＋ 2

再度重新使用类似药物引起其他非 SJS/TEN 的过敏反应 ＋ 1

过去从未使用相同药物      0

过去曾经使用相同或类似药物但无过敏反应发生 － 2

SJS/TEN 进展过

程中，是否仍

持续使用

停药或不清楚      0      0      0      0      0      0      0      0

仍持续使用该药未造成症状恶化 － 2

该药物在过往历

史中的恶名度

高风险药物 ＋ 3

风险已确定但属于低风险药物 ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2 ＋ 2

监视中的药物 ＋ 1

未知      0

无相关性证据的药物 － 1

可疑药物不只 
一个

若可疑药物不只一个，只要其中一个药物前五项加和的总分

大于正 3 分），则所有其他可疑药物的分数皆要扣 1 分后才

是最后的总分

－ 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1

总分 　 　      0      0      4      4      1      2 － 2

注：判定结果分为 5 级：极不可能（＜ 0 分）；不可能（0 ～ 1 分）；可能（2 ～ 3 分）；很可能（4 ～ 5 分）；极有可能（≥ 6 分）。

说明书中关于不良反应有描述 SJS/TEN，且在 2 月
28 日后未再使用的药物主要有哌拉西林钠他唑巴
坦钠、盐酸万古霉素、美罗培南、替考拉宁、替加
环素、左氧氟沙星、醋酸卡泊芬净。依据《药品不
良反应报告和监测工作手册》[2] 及 Naranjo 评分 [3]，
上述药物的关联性评价结果均为可能。ALDEN 评
分 [4] 是针对 SJS/TEN 设计的评价方法，是一个快速
评估 SJS/TEN 患者药物因果关系的工具，对使用过

多种药物的患者尤其适用，在评估可疑药物和 SJS/
TEN 的因果关系时，相对于前两种方法，可靠性更
高 [5]。ALDEN 评分也有一定的局限性，“药物在过
往史中的恶名度”是参考国外的数据库。分别对上
述药物进行 ALDEN 评分，结果见表 1。ALDEN 评
分结果为：美罗培南和替考拉宁均为 4 分，判定为
很可能。左氧氟沙星 2 分，判定为可能。其余药物
得分≤ 1 分，判定为不可能或极不可能。
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　　SJS/TEN 的发病主要与药物相关，如抗惊厥
药、抗感染药物等可诱发 SJS/TEN [1]。发生的危
险因素包括 HIV 感染、恶性肿瘤、遗传因素主
要与人类白细胞抗原（human leukocyte antigen，
HLA）的多态性相关等。本例患者没有恶性肿瘤
病史和 HIV 感染等危险因素，当时我院尚未开
展 HLA 基因检测，未筛查患者 HLA 类型。SJS/
TEN 发病前期可能出现发热及类似上呼吸道感染
的症状。皮损的类型及受累情况差异较大，早期
皮损多初发于躯干上部、四肢近端和面部，为靶
型或紫癜样表现，逐渐扩散至躯干和四肢远端，
严重者可出现水疱、大疱甚至大面积融合成片的
表皮松解。大面积表皮松解可导致真皮外露形成
大片糜烂、渗出，易导致出血和感染。该例患者
发病前期出现发热，感染指标升高，无法排除感
染导致，发病较隐匿。早期皮疹初发于躯干上
部、四肢，出现水疱、大疱，局部出现融合成片
的表皮松解，形成大片糜烂、渗出。表皮松解面
积＜ 10% 体表面积，诊断为 SJS。
　　SJS/TEN 的治疗首先应选用常温无菌水、氯
化钠溶液或抗菌剂等对皮肤糜烂面进行清洁，同
时注意补液和营养支持治疗。临床上常将糖皮质
激素、静脉注射免疫球蛋白、环孢素及 TNF-α 拮
抗剂作为 SJS/TEN 的系统性治疗方案。推荐早期
足量系统应用糖皮质激素控制病情进展。该患者
发生皮疹后立即停用可疑药物，给予静脉注射地
塞米松 5 mg 共 4 d，予碘伏消毒后保持干燥，外

敷 0.05% 卤米松乳膏，予无菌棉垫覆盖，后皮疹
逐渐好转。
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1　病历资料

　　病例 1：患者女，66 岁，2022 年 4 月 18 日因
筛查新型冠状病毒核酸阳性转至我院治疗。既往
脑梗死、2 型糖尿病、高血压、慢性肾功能不全
病史多年。长期卧床，消瘦，无法交流，营养状
况差。入院查体：体温（T）37.3℃，心率（P）86
次·min－ 1，脉搏（R）20 次·min－ 1，血压（BP）
125/80 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）。 稍 咳 嗽、
咳痰，咳痰无力。胸部 CT 平扫示：双肺散在炎
症，双侧胸腔少量积液。诊断：新型冠状病毒感
染（COVID-19）普通型、脑梗死后遗症（血管性
痴呆）、高血压病、2 型糖尿病、慢性肾功能不全。
入院后予苯磺酸氨氯地平片 5 mg qd po 抗高血压
治疗，肠内营养混悬液 100 mL qd 鼻饲营养支持治
疗，人胰岛素注射液 6 IU q12h ih 降糖治疗，连花
清瘟颗粒 1 袋 tid po 抗病毒治疗。5 月 11 日，核酸
检测结果仍为阳性，考虑患者合并多种基础疾病
且肾功能不全，停用连花清瘟颗粒，予奈玛特韦 /
利托那韦片（辉瑞制药有限公司，规格：奈玛特
韦片 150 mg/ 利托那韦片 100 mg，批号：FX2760）
150/100 mg q12h po 抗 病 毒 治 疗。5 月 12 日 14：
30，患者突发左上肢抽搐抖动，双眼向上凝视，
心电监护提示：P144 次·min－ 1，氧饱和度 99%（鼻
导管吸氧中，氧流量 4 L·min－ 1），考虑癫痫发作，
立即停药并予地西泮注射液 10 mg iv st 抗癫痫治
疗。10 min 后患者心率逐渐下降，症状缓解，予
注射用丙戊酸钠 800 mg ＋ 0.9% 氯化钠注射液 100 
mL 泵入给药（3 mL·h－ 1）维持治疗。16：50，患
者生命体征平稳，无抽搐抖动，心电监护示：P86
次·min－ 1，氧饱和度 97%（氧流量 2 L·min－ 1），
血压 110/75 mmHg，头颅 CT 平扫示：脑内多发梗
死灶，部分边缘钙化，未见明显出血及新发脑梗
死征象。5 月 13 日，患者连续 2 日新型冠状病毒
核酸检测结果为阴性，予以出院。

　　病例 2：患者男，68 岁，2022 年 5 月 10 日
因新型冠状病毒核酸检测阳性收治入院。既往
精神分裂症病史多年。无药物、食物过敏史，无
家族及遗传病病史。入院查体：T 36.0℃，P 80
次·min－ 1，R 19 次·min－ 1，BP 121/94 mmHg。
间断咳嗽、咳痰。胸部 CT 平扫提示：两肺炎症，
右侧胸腔少量积液。诊断：COVID-19 普通型。
入院后予奈玛特韦 / 利托那韦片（批号：FX2760）
300/100 mg q12h po 抗 病 毒 治 疗。5 月 12 日 13：
20，患者出现身体抽搐症状，心电监护提示：P 
101 次·min－ 1，考虑癫痫发作，立即停药并予注
射用丙戊酸钠 800 mg ＋ 0.9% 氯化钠注射液 100 
mL 泵入给药（2 mL·h－ 1）治疗。14：00，心电
监护提示：P 75 次·min－ 1，体征平稳。5 月 13 日，
患者未再出现抽搐症状。5 月 15 日，患者病情好
转且核酸检测结果为阴性，予以出院。
2　分析讨论
2.1　关联性评价
　　病例 1 和病例 2 在使用奈玛特韦 / 利托那韦
抗病毒治疗后均出现以肢体抽搐抖动、心率加快
为主的癫痫不良反应，停药及对症处理治疗后好
转。根据 Naranjo’s 评估量表 [1] 计算得分均为 6
分，患者出现的癫痫很可能是由奈玛特韦 / 利托
那韦片所致，具体评估结果见表 1。
2.2　讨论
　　癫痫是多种原因导致的脑部神经元高度同步
化异常放电的临床综合征 [2]，主要表现为相应的
神经运动、感觉、意识、自主神经、精神等不同
程度障碍。癫痫的发病机制可能与离子通道、神
经递质失衡、遗传和免疫有密切的关系，但具体
的发病机制较为复杂，目前尚未完全明确 [3]。
　　2022 年 2 月 11 日，国家药品监督管理局按照
药品特别审批程序，附条件批准奈玛特韦 / 利托那
韦片进口注册，用于治疗成人伴有进展为重症高风
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险因素的轻至中度 COVID-19 患者。奈玛特韦 / 利
托那韦片为组合片剂，其中奈玛特韦是新型冠状病
毒 2 型（SARS-CoV-2）的主要蛋白酶 Mpro（也称
为 3C- 样蛋白酶，3CLpro）的拟肽类抑制剂，抑制
SARS-CoV-2 Mpro 可使其无法处理多蛋白前体，从
而阻止病毒复制 [4]。利托那韦抑制 CYP3A 介导的奈
玛特韦代谢，从而升高奈玛特韦的血药浓度 [5]，达
到协同抗病毒作用 [6]。奈玛特韦 / 利托那韦最常见
的不良反应是腹泻、味觉倒错、消化不良、胃食管
反流病、呕吐、肌痛、头晕和谷丙转氨酶（ALT）/
谷草转氨酶（AST）升高 [7]，癫痫发作属于较少见
的神经系统不良反应。NCT04960202 研究是一项
Ⅱ/Ⅲ期随机、双盲、安慰剂临床试验对照 [8]。2246
名患者接受了随机分组：1120 名患者使用奈玛特韦 /
利托那韦治疗（奈玛特韦 / 利托那韦组），1126 人使
用安慰剂（安慰剂组）。神经系统不良反应主要表现
为味觉障碍（奈玛特韦 / 利托那韦组 5.6% vs 安慰剂
组 0.3%）及头痛（奈玛特韦 / 利托那韦组 1.4% vs 安
慰剂组 1.3%），且大多为轻度至中度不良反应，未
出现昏迷、抽搐、癫痫等相关不良反应。而通过搜
索利托那韦片相关不良反应发现，截至 2020 年 2
月，欧洲药品不良事件数据库上报洛匹那韦 / 利托
那韦相关药品不良反应 5833 例，其中诱发癫痫发作
54 例（8.6%）[9]；2004—2019 年，FDA 共收集洛匹
那韦 / 利托那韦的不良反应 10 120 份，其中发生抽
搐的不良反应为 93 例（0.92%）[10]。这可能与利托
那韦通过损伤线粒体、触发细胞凋亡等导致多器官
系统损伤有关 [11]。本次报道的 2 例不良反应均发生
于老年 COVID-19 且伴有多种基础疾病的患者。由
此可见使用奈玛特韦 / 利托那韦片在治疗 COVID-19
患者中存在诱发癫痫的潜在风险，特别是在伴有神
经系统基础疾病的老年 COVID-19 患者中。
　　COVID-19 患者治疗过程中除了关注奈玛特
韦 / 利托那韦的疗效外，更需要关注该药物的不

良反应，尤其是高龄合并多种基础疾病的患者，
以利于制订最佳的药物剂量及个体化的用药方
案，一旦出现不良反应需及时对症治疗，保障患
者用药安全。同时临床在了解说明书所记载的药
品不良反应的基础上，更应加强药物的真实世界
研究，为该药物的安全使用提供依据。
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表 1　2 例奈玛特韦 /利托那韦片致 COVID-19 患者癫痫的诺氏评估结果

相关问题
得分情况

是 否 未知 病例 1 病例 2 评分理由

该 ADR 先前是否有结论性报告 ＋ 1      0 0      0      0 奈玛特韦 / 利托那韦片说明书无致癫痫不良反应记载

该 ADR 是否是在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 0 ＋ 2 ＋ 2 癫痫是在使用奈玛特韦 / 利托那韦片后发生的

该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂后有缓解 ＋ 1      0 0 ＋ 1 ＋ 1 停药对症治疗后不良反应症状好转 
该 ADR 是否在再次使用可疑药物后重复出现 ＋ 2 － 1 0      0      0 未再使用奈玛特韦 / 利托那韦

是否存在其他因素能单独引起该 ADR － 1 ＋ 2 0 ＋ 2 ＋ 2 患者用药前体征无明显异常

该 ADR 是否在使用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0      0      0 患者未服用安慰剂

药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度 ＋ 1      0 0      0      0 未测定奈玛特韦 / 利托那韦是否达到毒性浓度

该 ADR 是否随剂量增加而加重或随剂量减少而缓解 ＋ 1      0 0 ＋ 1 ＋ 1 未加量或减量

患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过类似反应 ＋ 1      0 0      0      0 患者为第一次使用奈玛特韦 / 利托那韦

是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1      0 0 ＋ 1 ＋ 1 患者体征可证实该反应

总分值 / 分      6      6  
注：总分值≥ 9 分，为肯定的；5 ～ 8 分为很可能有关；1 ～ 4 分为可能有关；≤ 0 为可疑的。


