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小胶质细胞糖代谢重编程在神经退行性疾病中的研究进展

高原，章越凡*（上海大学医学院，上海　200444）

摘要：神经退行性疾病发病率日益升高，给患者造成认知功能障碍、运动功能障碍等。目前研

究表明小胶质细胞在其疾病进程中发挥着重要作用。在神经退行性疾病中，小胶质细胞会被

激活发生极化，糖代谢途径发生重编程，其主要供能途径发生变化，小胶质细胞的糖代谢关

键酶和葡萄糖转运受体水平发生改变，涉及 AMPK、mTOR/HIF-1α 等信号通路。本文主要综

述了神经退行性疾病中小胶质细胞糖代谢途径的变化，相关糖代谢关键酶和信号通路的变化，

以及相关药物研究，旨在为神经退行性疾病的研究奠定基础。
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Research progress in glucose metabolism reprogramming of microglia in 
neurodegenerative diseases

GAO Yuan, ZHANG Yue-fan* (School of Medicine, Shanghai University, Shanghai  200444)

Abstract: The incidence of neurodegenerative diseases is increasing, which causes cognitive 
impairments and motor impairments in patients. Current research suggests that microglia play an 
important role in the progression of these diseases. In neurodegenerative diseases, microglia are 

作者简介：高原，女，硕士研究生，主要从事药物作用机制研究，email：gaoyuan12312000@163.com　* 通信作者：章越凡，男，副教

授，硕士研究生导师，主要从事药物作用机制及靶点研究，email：yuefanzhang@shu.edu.cn

细胞代谢在重大疾病中的研究进展专题

呼庆勋，上海大学副教授，硕士研究生导师。研究领域专注于线粒体代谢监测
与功能调控，一方面致力于发展新型遗传编码的荧光探针，用于在时间和空间尺度
上解析生理及病理情况下心脑血管系统的复杂功能；另一方面，借助先进的工具建
立高通量筛选全新受体及先导化合物分析系统，为心脑血管疾病的诊治提供新理论
和新方法。近年研究成果在 Cell Metabolism，Circulation Research，Developmental 
Cell，Cell Reports Methods，Redox Biology 和 Antioxidants and Redox Signaling 等期
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【专题主持人简介】

【编者按】

细胞代谢是各项生命活动的基础，其代谢紊乱会影响细胞稳态，进而导致组织器官结构和功能上
的改变。针对特定的代谢途径或靶点进行精准干预细胞代谢重构，能对疾病产生治疗效果。目前细胞
代谢与疾病的关系已经成为生物医学以及疾病研究的重要对象。因此，阐明细胞代谢在疾病中的作用，
对进一步了解相关发病机制，探索新的防治方法具有重要意义。本专栏综述细胞代谢在多种重大疾病
中的研究进展，旨在为研究细胞代谢机制和开发靶向细胞代谢的药物提供新思路。
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　　神经退行性疾病（neurodegenerative diseases，
NDDs）是一类由于神经元或髓鞘功能异常或缺
失导致神经系统功能异常的异质性疾病 [1]。伴随
着世界人口老龄化的进程加快，以阿尔茨海默病
（Alzheimer’s disease，AD）为代表的 NDDs 发病
率日益攀升，严重影响了患者生命安全和生活质
量，临床表现为认知功能障碍、运动功能障碍、
失语、视神经受损等症状 [2-4]。NDDs 患者大脑中
的蛋白质会发生错误折叠并聚集产生神经毒性，
导致神经递质失衡、炎症反应和线粒体功能障碍，
进而造成神经元损伤甚至死亡 [1，5]，其发病机制
复杂，因此阐明 NDDs 的病理生理机制十分必要。
　　小胶质细胞作为大脑中枢神经系统（central 
nervous system，CNS）中的常驻免疫细胞，在 CNS
发育、稳态维持和 NDDs 等多个生理和病理进程中
起关键作用。在正常生理条件下，小胶质细胞可以
监控大脑微环境，维持神经系统稳态 [4，6]。在病理
条件下，聚集的蛋白体、炎症因子等可以使小胶质
细胞激活并发生极化，小胶质细胞会分泌细胞因子
以及发生糖代谢重编程维持其功能及能量需求 [6-8]。
本文将对小胶质细胞糖代谢重编程在 NDDs 中的作
用及机制进行综述，为 NDDs 的药物研究和靶点寻
找提供一定的理论基础和研究方向。
1　小胶质细胞
1.1　小胶质细胞的功能
　　小胶质细胞是神经系统的一种特异性免疫细
胞，可以参与神经炎症的调节，在多个生理和病理
过程中发挥关键作用。小胶质细胞可以参与神经元
的信号传递、监测脑内微环境的变化、分泌细胞因
子、清除死亡细胞碎片、修复受损神经元，对病
原体和大脑损伤迅速作出免疫应答，维持大脑稳
态 [9-12]。同时，小胶质细胞在维持轴突髓鞘结构，
调节相关认知功能以及髓鞘修复过程中也发挥重要
作用。小胶质细胞可以合成和分泌髓鞘蛋白，将它
们包裹在轴突周围形成髓鞘，保护神经元轴突免受
损伤，还可以加快神经冲动的传递速度，保证神
经传递的高效性 [13]。而 NDDs 患者髓鞘发生损伤，
认知功能出现障碍 [14]，因此可以通过调控小胶质

细胞改善 NDDs 中的认知功能障碍 [15]。
1.2　NDDs 中的小胶质细胞极化
　　在 NDDs 中，小胶质细胞被激活后会逐渐向
轴突末端极化，极化过程对于髓鞘合成和神经冲
动传递都十分重要。NDDs 表现为小胶质细胞激
活、促炎细胞因子分泌增加、抑炎细胞因子分泌
减少、血脑屏障被破坏、髓鞘损伤、神经元受损
甚至死亡。而小胶质细胞是炎症因子的主要来源，
在内源性或外源性致病因素的作用下，小胶质细
胞发生极化，形态和功能发生改变，极化后有两
种分型，分别是 M1 型（促炎型）和 M2 型（抑
炎型），分别发挥促进和抑制炎症的作用 [16]。M1
型小胶质细胞是一种经典激活的小胶质细胞，会
启动炎症反应，小胶质细胞在暴露于促炎细胞因
子 [ 白细胞介素（interleukin）-1β（IL-1β）、IL-6、
干扰素γ（interferon gamma，IFN-γ）和肿瘤坏
死因子（tumor necrosis factor，TNF）等 ] 以及细
胞和细菌碎片之下会极化为 M1 型，这些细胞会
反过来产生更多的促炎介质和趋化因子，进一步
加重炎症，导致神经元凋亡。而 M2 型小胶质细
胞是选择性激活的小胶质细胞，有助于抵御神经
炎症，小胶质细胞在暴露于抗炎细胞因子（IL-4、
IL-10、IL-11 和 IL-13 等）之下极化为 M2 型，表
现出抗炎和促进组织修复的作用 [17]。在β- 淀粉
样蛋白（amyloid β-protein，Aβ）、α- 突触核蛋白
（α-syn）等刺激下，脑内的小胶质细胞被激活发
生极化。初始是由 M1 型小胶质细胞介导的促炎
反应，随着时间的推移，会转变为 M2 型小胶质
细胞介导的抗炎反应，这种转变有助于修复损伤
神经元，挽救髓鞘损伤和维持脑内微环境。
2　NDDs中小胶质细胞极化与糖代谢重编程
2.1　糖代谢重编程
　　在正常生理情况下，生物体的糖代谢能够保
持稳定，同时也能够为机体提供足够的能量和代
谢产物。机体的糖代谢途径主要有糖酵解、有氧
氧化、磷酸戊糖途径，其中葡萄糖的氧化磷酸化
（oxidative phosphorylation，OXPHOS）是最主要
的产能过程。葡萄糖首先经过糖酵解途径，在关

polarized followed by glucose metabolism reprogramming, which results in main energy supply 
pathway changes. Glucose metabolism reprogramming of microglia can explain the regulatory effect 
of key enzymes and glucose transporters involved in glucose metabolism, signaling pathways such as 
AMPK and mTOR/HIF-1α. This review mainly discussed the changes in key enzymes and signaling 
pathways related to glucose metabolism reprogramming of microglia, as well as relevant drug 
research, to facilitate study of neurodegenerative diseases. 
Key words: microglia polarization; glucose metabolism reprogramming; neurodegenerative disease
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键酶己糖激酶（hexokinase，HK）、磷酸果糖激
酶 -1（phosphofructokinase，PFK-1）和丙酮酸激酶
（pyruvate kinase，PK）的催化下得到丙酮酸 [18]。
在无氧条件下，乳酸脱氢酶（lactic dehydrogenase，
LDH）作用于丙酮酸生成乳酸，这个过程仅产生
少量能量；而在供氧充足时，葡萄糖进行有氧氧
化，丙酮酸跨过线粒体膜脱羧产生乙酰辅酶 A，
参与三羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环，再进
一步氧化磷酸化，产生大量能量。此外，在体内
糖代谢受到抑制的情况下，葡萄糖还可以通过磷
酸戊糖途径直接脱氢和脱羧，生成磷酸戊糖，继
续转变成 6- 磷酸果糖，产生还原型烟酰胺腺嘌呤
二核苷酸磷酸，使机体维持正常的代谢水平。
　　糖代谢重编程是指病理条件下细胞的糖代谢
通路发生变化以维持供能，其主要特征是线粒体
通过减弱 OXPHOS 途径产能，增强糖酵解或磷
酸戊糖途径维持供能，从而影响细胞的生长、分
化和功能。这种糖代谢方式的转变可以改变能量
供应，其主要机制包括糖转运、糖酵解、糖异生
和糖基化等过程的改变。糖代谢重编程是由多种
生物学过程调控的，糖代谢相关酶及信号分子的
调节等 [19-20] 在其中起到了重要的作用。
　　糖代谢重编程在肿瘤、糖尿病、心血管疾病
等疾病的发生发展中扮演着关键的角色 [20]。有研
究指出，肿瘤细胞代谢过程存在着一种特殊的糖
代谢重编程效应—— “Warburg 效应”，主要表现
为 OXPHOS 速率下降，而糖酵解速率上升 [21]，葡
萄糖转运受体（glucose transport receptor，GLUTs）
和糖酵解关键酶的表达水平升高 [22-23]。在糖尿病的
发生发展过程中，胰岛素缺乏或抵抗也会导致糖代
谢重编程 [24]，且在胰岛素持续缺乏或抵抗的情况
下，代谢途径的调整将导致胰岛素抵抗的情况进一
步恶化。此外，在心血管疾病中也发现有糖代谢
重编程。比如在动脉粥样硬化 [25]、主动脉瘤的形
成 [26] 和血管钙化 [27] 等病理过程中发现有线粒体氧
化过程受损并引起糖代谢途径发生变化的现象，主
要供能方式发生从线粒体 OXPHOS 到糖酵解的改
变 [28]。以上研究表明，在许多疾病的发生发展过
程中常伴随有糖代谢重编程现象，其病理进程很可
能与糖代谢途径的改变有关，因此研究糖代谢重编
程对于深入理解疾病影响的糖代谢的分子机制以及
发展新的治疗策略有重要意义。
2.2　NDDs 中小胶质细胞糖代谢重编程作用
　　小胶质细胞被激活后功能的改变离不开其内
部糖代谢途径的变化，其糖代谢重编程在 NDDs
中也发挥着重要作用。小胶质细胞在神经系统中
承担了复杂的生物学功能，对于能量有很大需

求。然而，神经系统发生损伤以后，小胶质细胞
的能量代谢受到影响，需改变糖代谢途径以维持
其能量需求 [19]。正常情况下，小胶质细胞主要依
赖线粒体 OXPHOS 产生能量，但在 AD、帕金森
病（Parkinson’s disease，PD）、肌萎缩侧索硬化
（Amyotrophic lateral sclerosis，ALS）和亨廷顿病
（Huntington’s disease，HD）等 NDDs 小鼠脑中
发现，神经元发生损伤，受损的神经元会释放出
一系列分子信号，这些信号会导致周围的小胶质
细胞被激活发生极化，即使在有氧的条件下，小
胶质细胞发生了线粒体 OXPHOS 减弱、糖酵解
增强的现象 [29]。在 NDDs 的病理过程中，其主要
能量供应途径从线粒体 OXPHOS 转换到有氧糖
酵解，这种转变不仅会使能量供应减少，还会产
生过量的乳酸。乳酸的堆积不仅会引起细胞内的
炎症反应，还可能影响神经元正常的功能。此外，
这种糖代谢途径的改变也会影响小胶质细胞的吞
噬作用和引起氧化应激反应，进一步加剧 NDDs
的病理进程。
　　但是在 NDDs 中，受到刺激后两种极化亚型
的小胶质细胞的糖代谢途径改变有所不同。有
研 究 表 明， 脂 多 糖（lipopolysaccharide，LPS）
和 IFN-γ 刺激 BV2 小胶质细胞后，BV2 小胶质
细胞发生 M1 型极化，葡萄糖消耗有所增加，葡
萄糖转运体表达增加，糖酵解关键酶活性增加，
乳酸产生增加，线粒体三磷酸腺苷（adenosine 
triphosphate，ATP）的产生减少 [30-31]。同样在 LPS
刺激下，小胶质细胞线粒体结构发生改变，线
粒体碎片增多，细胞色素 C 氧化酶和琥珀酸脱
氢酶（succinate dehydrogenase，SDH）的活性降
低，柠檬酸和琥珀酸的代谢受到影响，线粒体
ATP 的产生减少 [32]，表明小胶质细胞发生 M1 型
极化后糖代谢途径发生重编程，糖酵解功能增强，
OXPHOS 功能减弱。因此当小胶质细胞极化成促
炎型 M1 型小胶质细胞时，糖酵解通量增加。即
使在氧气充足条件下，葡萄糖也会被优先用于糖
酵解生成大量的乳酸，但 OXPHOS 水平降低，小
胶质细胞的 TCA 受到抑制，主要糖代谢途径发
生从线粒体 OXPHOS 到有氧糖酵解的转变，抑制
M1 型小胶质细胞的糖代谢重编程可能是一种治疗
策略。相比之下，在受到 IL-4 刺激后，BV2 小胶
质细胞发生 M2 型极化，小胶质细胞对于能量的
需求降低，糖酵解水平降低，葡萄糖消耗和乳酸
的产生减少，其主要供能方式是 OXPHOS，这种
转变也是小胶质细胞极化后满足其自身增殖和能
量需求所必需的，糖代谢途径发生重编程以促进
细胞能量代谢，维持小胶质细胞的能量供应，为



2824

Central South Pharmacy. November   2023, Vol. 21 No. 11 　中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期

细胞吞噬细胞碎片、修复受损神经元等高耗能活
动供能，促进 M2 型小胶质细胞糖代谢重编程可
能是一种治疗策略。以上研究表明，NDDs 中糖代
谢重编程与小胶质细胞极化密切相关，且在不同
的刺激下发生的糖代谢重编程效应不同，通过调
控两种亚型的小胶质细胞的糖代谢重编程是一种
新的治疗策略，所以需要对 NDDs 糖代谢重编程
的机制进行进一步研究（见图 1）。

图 1　小胶质细胞糖代谢重编程

Fig 1　Glucose metabolism reprogramming of microglia

2.3　NDDs 中小胶质细胞糖代谢重编程的机制

　　NDDs 中小胶质细胞糖代谢重编程的机制复
杂，主要涉及糖代谢关键酶、GLUTs 水平及糖代
谢相关信号通路的变化。
2.3.1　糖代谢关键酶的变化　NDDs 中小胶质细
胞极化时会伴随着糖代谢关键酶的变化。现有
研究表明，在 NDDs 中，小胶质细胞极化引起
OXPHOS 途径减弱，糖酵解途径增强，如 HK、
葡萄糖 -6- 磷酸脱氢酶（G6PD）、PFK-1、PK、
LDH 表达水平升高 [19-20]，糖代谢关键酶水平受
到调控。有研究发现，AD 模型小鼠和 AD 患者
的小胶质细胞中柠檬酸合酶（CS）、α- 酮戊二酸
脱氢酶（KDH）、SDH 等 TCA 循环关键酶活性
降低 [33]，己糖激酶 2（HK2）活性升高，小胶质
细胞通过吞噬作用清除具有神经毒性的 Aβ，该
过程需消耗大量 ATP。小鼠敲除 HK2 后其脑内
淀粉样斑块堆积减少，小胶质细胞的增殖、迁移
及吞噬功能增强，糖酵解通量减少，OXPHOS 途
径增强，产能增加，进而改善了 AD 模型小鼠的
认知功能障碍 [34]。细胞内错误折叠的α-syn 具有
神经毒性，被视为 NDDs 的重要关联分子。α-syn
刺激的 PD 小鼠脑内活性氧（reactive oxygen spe-
cies，ROS）水平升高，PD 患者的 NADH 脱氢酶
活性降低，G6PD 活性升高 [35]。ALS 患者神经元

糖酵解水平上调，ALS 小鼠线粒体复合体活性下
降 [36]。HD 患者脑内丙酮酸通过 LDH 产生的乳
酸积累，SDH 活性下降，OXPHOS 效率低下 [37]。
这表明 NDDs 中的糖酵解途径增强，OXPHOS 途
径减弱，并且糖代谢关键酶的变化可能参与了调
控小胶质细胞的糖代谢重编程过程。
2.3.2　GLUTs 的变化　NDDs 中小胶质细胞发生
极化，GLUTs 水平发生变化。GLUTs 是细胞膜
上一类能够转运葡萄糖进入胞内的受体，其中 
GLUT1、GLUT2、GLUT3 和 GLUT4 与葡萄糖转
运过程紧密相关。有研究表明，Aβ 会抑制小鼠脑
内 GLUT3 mRNA 的翻译和含 GLUT3 小泡与质膜
的融合，从而导致神经元中 GLUT3 蛋白的减少，
GLUT3 缺乏会导致脑葡萄糖摄取受损，并通过 
Tau 蛋白的高磷酸化导致 AD 神经退行性病变。并
且 AD 会下调被激活后的小胶质细胞 GLUT1 的表
达，siRNA 转染 GLUT1 后小胶质细胞的糖酵解减
弱 [38]。在 PD 中，α-syn 表达水平升高，在用α-syn
刺激小胶质细胞后，α-syn 会与细胞中的 M2 型丙
酮酸激酶（pyruvate kinase M2，PKM2）相互作用，
进而触发 PKM2 磷酸化，GLUT1 和 GAPDH 的表
达下调，促进小胶质细胞糖酵解过程，使小胶质
细胞极化为 M1 型 [39-40]。HD 小鼠早期 GLUT3 蛋
白水平正常，而在 HD 晚期 GLUT3 表达显著降
低，神经元葡萄糖利用率降低 [38]。后续的研究还
发现，小胶质细胞糖代谢重编程过程中增加的乳
酸转运在一定情况下将会给神经元提供能量，从
而对神经元代谢起到积极的影响。
2.3.3　糖代谢相关信号通路的变化　NDDs 中，
小胶质细胞极化后能量代谢缺陷，并伴随着有
自噬和吞噬功能障碍，小胶质细胞内的腺苷酸
活 化 蛋 白 激 酶（AMP-activated protein kinase，
AMPK）、雷帕霉素靶蛋白（mechanistic target of 
rapamycin，mTOR）、低氧诱导因子 1α（hypoxia-
inducible factor 1-alpha，HIF-1α）等糖代谢相关信
号通路也会发生变化。AMPK 信号通路是一个能
量感知通路，通过调节糖酵解和糖异生过程来增
加对葡萄糖的利用。有研究表明，在 AD 和 PD
中，AMPK 信号通路被抑制，小胶质细胞能够监
测三磷酸腺苷 / 腺苷 - 磷酸（ATP/AMP）水平，当
细胞内能量水平降低时，AMPK 信号通路会被激
活，糖酵解和糖异生过程受到抑制，从而使葡萄
糖更多地用于线粒体 OXPHOS 进行能量生产，进
而起到调节糖代谢以维持能量平衡的作用 [41-43]。
　　mTOR 是磷脂酰肌3- 激酶（phosphatidylinosi-
tol 3-kinase，PI3K）相关激酶家族的一种丝氨酸 /
苏氨酸蛋白激酶，mTOR 信号通路参与调节神经
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突触功能和大脑发育过程，并通过调控蛋白质翻
译和自噬过程调节大脑认知和记忆能力。有研究
发现 LPS 刺激小胶质细胞会增强糖酵解途径，抑
制 OXPHOS 途径；ATP 刺激小胶质细胞会促进糖
酵解和 OXPHOS 途径。LPS 和 ATP 刺激小胶质
细胞都会激活 mTOR 信号通路，并增加细胞内的
ROS 的水平，在这两种情况下抑制 mTOR 信号
通路都能抑制糖酵解和 ROS 的产生，但对 OX-
PHOS 的影响不同，抑制 mTOR 会削弱 ATP 引起
的 OXPHOS 的升高，但对 LPS 抑制 OXPHOS 没
有影响 [44]。以上结果提示 mTOR 信号通路可能介
导小胶质细胞糖代谢重编程过程。
　　此外，mTOR/HIF-1α 信号通路也与小胶质
细胞极化过程中的糖代谢重编程相关，有研究表
明 Aβ 会引发急性小胶质细胞炎症，并伴随着依
赖于 mTOR/HIF-1α 通路从 OXPHOS 转变为糖酵
解的重编程 [45]。小胶质细胞极化为 M1 型后会促
进从 OXPHOS 转变为糖酵解的重编程过程，抑制
mTOR 后 HIF-1α 的表达下调，M1 型小胶质细胞极
化减少，其糖酵解过程减弱，mTOR 过表达后则出
现了相反的效果，表明 mTOR/HIF-1α 诱导的有氧
糖酵解可能会促进小胶质细胞向 M1 型极化 [46]。
　　TRPV1 通道在神经系统中可以调节突触传
递、小胶质细胞与神经元之间的通信和大脑发
育等，是 AD 治疗调节小胶质细胞功能糖代谢
重编程的重要靶点。在 AD 中，小胶质细胞的
OXPHOS 途径被抑制，TRPV1 可以挽救能量代
谢的缺陷，减少淀粉样蛋白斑块，增加小胶质细
胞的自噬和吞噬功能，改善记忆功能，可能与抑
制 mTOR-AKT-HIF-1α 信号通路相关 [47]。并且通
过控制小胶质细胞表面 TRPV1 通道的开放，增
强其吞噬和降解α-syn 的自噬作用，可以改善
PD[48]。尽管 NDDs 中的小胶质细胞糖代谢重编程
涉及到众多庞杂的蛋白分子和信号通路，但正由
于存在这样精密的信号调控网络，小胶质细胞才
能够有效地维持神经系统的稳态（见图 2）。
3　通过调控糖代谢重编程改善 NDDs的相关药

物研究
　　越来越多的研究表明，通过调节小胶质细
胞糖代谢重编程可以减轻神经系统损伤，目前
有一些通过调控糖代谢重编程改善 NDDs 的相
关药物研究。比如在 AD 中，白藜芦醇可以通过
激活 SIRT1，上调 NAD ＋合成酶、烟酰胺单核苷
酸腺苷酸转移酶增加 NAD ＋ /NADH 的比例，促
进 OXPHOS， 减 少α-syn 和 Aβ 诱 导 的 细 胞 毒
性 [49-50]。二甲双胍可以通过上调 GLUT3，下调
HK、HIF-1α 和 PDK1 表达水平改善大脑的葡萄

糖摄取、乳酸穿梭过程和能量供应，以产生足够
的 ATP，改善 AD 小鼠的大脑损伤，恢复其认知
功能 [51]。奥司莫亭可以通过激活 AdipoR1/AMPK/
SIRT1 信号通路，显著减少 Aβ 的产生和聚集，同
时改善 AD 小鼠的突触损伤、认知障碍和记忆缺
陷 [52]。HK2 抑制剂氯尼达明可以显著促进 AD 小
鼠中小胶质细胞对 Aβ 的吞噬，改善 AD 小鼠的
认知功能障碍 [53]。和厚朴酚可以减轻 Aβ 诱导的
BV2 神经毒性，通过逆转从 OXPHOS 到糖酵解
的代谢转换和增强 ATP 的产生来提高 BV2 细胞
的吞噬效率，减少了线粒体 ROS 的产生并提高了
线粒体膜电位，进而改善 AD，是一种能够增强
线粒体功能从而促进小胶质细胞吞噬功能的天然
产物 [54]。雷美替胺激活小胶质细胞中的褪黑素受
体 1，通过上调 PDHA1 的表达来增强 OXPHOS
并抑制有氧糖酵解 [36]。IFN-γ 治疗可以逆转小胶
质细胞的糖代谢缺陷，改善炎症水平，从而改善
AD 小鼠的病理过程 [45]。吡咯喹啉醌可以激活 PD 
小鼠 AMPK 信号通路，并且用 AMPK 抑制剂多
索吗啡预处理可显著削弱吡咯喹啉醌对 PD 小鼠
的保护作用 [43]。2- 脱氧酰 -D- 葡萄糖是一种糖酵
解抑制剂，可以显著抑制 mTOR 磷酸化来减少多
巴胺能神经元的死亡和小胶质细胞的激活，从而
改善 PD[55]。采用胰高血糖素样肽 1 受体激动剂
exendin-4 和二肽基肽酶 4 抑制剂利拉利汀进行治
疗，可以减少促炎因子的分泌，诱导小胶质细胞

图 2　NDDs 中小胶质细胞糖代谢重编程机制

Fig 2　Mechanism of glucose metabolism reprogramming in microglia 
in NDDs 
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向抗炎型 M2 型极化，抑制黑质中小胶质细胞的
活化及多巴胺能神经元的死亡 [56]。以上研究提示
糖代谢重编程在小胶质细胞极化过程中作用显著，
改善糖代谢过程可以改善小胶质细胞极化引起的
神经炎症，进而改善 NDDs 的神经损伤，调节糖
代谢过程可能是防治 NDDs 的新思路。
4　总结与展望
　　综上所述，在 NDDs 中小胶质细胞会被激活，
小胶质细胞会极化成两种表型，促炎型 M1 型和
抗炎型 M2 型，其糖代谢途径会发生重编程以维
持能量供应，糖代谢关键酶、葡萄糖转运体和糖
代谢相关信号通路水平会发生改变，通过调节关
键酶和信号分子的水平可以改善小胶质细胞的炎
症水平，进而改善 NDDs 的神经损伤。因此针对
小胶质细胞重编程过程调节糖代谢水平以维持大
脑能量供应是一种治疗 NDDs 的新策略，可以为
研究 NDDs 的治疗药物提供新的研究方向，其研
究前景广阔，但目前的研究较少，还需进行更广
泛的临床研究以阐明其病理生理机制。
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线粒体通信与心血管疾病
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摘要：线粒体参与细胞内多种重要的生理活动，并通过与细胞核、内质网、核糖体、溶酶体以

及其他线粒体等细胞结构间的通信，形成了一个维持细胞稳态的动态功能网络。通过线粒体通

信的功能网络，细胞能够应对各种环境变化。线粒体通信的失衡会导致细胞稳态的破坏，诱导

各种心血管疾病的发生。本文对线粒体与其他细胞结构的通信以及线粒体通信对心血管系统的

影响进行了综述。
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Mitochondrial communication in cardiovascular diseases
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Abstract: Mitochondria participate in many important physiological activities in the cell, forming a 
dynamic functional network to maintain cell homeostasis through communication with cell structures such 
as nucleus, endoplasmic reticulum, ribosome, lysosome and other mitochondria. Via this communication 
network, cells cope with various environmental changes. Imbalance in mitochondrial communication 
can lead to the destruction of cell homeostasis and induce cardiovascular diseases. This paper reviewed 
the communication between the mitochondria and other cell structures and the effect of mitochondrial 
communication on the cardiovascular system. 
Key words: cardiovascular disease; mitochondrium; nucleus; endoplasmic reticulum; lysosome; 
ribosome
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　　《中国心血管健康与疾病报告2022概要》显示，
中国心血管疾病的发病率和致死率持续升高，推算
中国目前患病人数达 3.3 亿，心血管疾病在中国疾
病死亡构成比中占首位，在不良生活习惯流行和人
口老龄化加剧的社会状况下，具有心血管疾病潜在
风险的人群规模巨大 [1]。研究表明，线粒体不仅提
供了大量能量供心肌消耗，还作为重要的生理结构
参与一系列生物调节过程，保障了心血管系统各项
生理功能的正常运转，其中线粒体与其他细胞器或
细胞结构间的互相交流与调控形成了一个动态功能
网络，线粒体通信可能与心血管疾病的发生发展密
切相关 [2-3]。本文介绍了线粒体与细胞核、内质网、
溶酶体及线粒体间的通信与心血管疾病的联系，以
期为治疗此类疾病提供新的思路。

1　线粒体与细胞核通信

　　线粒体和细胞核间的通信调控十分复杂，可
以简单概括为从细胞核到线粒体的顺向调节和从
线粒体到细胞核的逆向调节。
　　顺向调节中，不同的刺激（如寒冷、剧烈运
动等）通过产生细胞核转录因子来调节线粒体功
能，确保线粒体内蛋白质的正常表达以及各项生
理功能的正常进行，顺向调节通过多种信号分子
完成从细胞核到线粒体的指令发送，调控线粒体
的生物发生和线粒体功能，以应对不同的环境刺
激。顺向调节失控会导致线粒体稳态被破坏，继
而引发细胞各种功能障碍，诱导心血管疾病的发
生 [4]。本文总结了几种主要的转录因子及其对心
血管系统的调控作用（见表 1）。
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表 1　各转录因子在心血管系统中的生理功能和调控作用 
Tab 1　Physiological function and regulation of transcription factors in the cardiovascular system

转录因子 生理功能 调控心血管系统

核呼吸因子 1（NRF1） 调控线粒体氧化磷酸化；促进线粒体生物发生 维持蛋白质中平衡和氧化还原平衡，保护心肌细胞

核转录因子 E2 相关因子 2（NRF2） 抗氧化 通过抗氧化作用，改善心肌细胞的氧化应激

过氧化物酶体增殖物激活受体（PPARs）参与线粒体脂肪酸氧化； 促进三磷酸腺苷（ATP）的生成 减轻血脂异常导致的动脉粥样硬化

雌激素相关受体（ERRs） 调节三羧酸循环；调节氧化磷酸化和脂肪酸氧化 调控心肌细胞成熟的关键因子

　　NRF1 激活线粒体转录因子 A（mitochondrial 
transcription factor A，TFAM）的表达，TFAM 进
入线粒体后与 mtDNA 结合，并在启动子处招募
线粒体 RNA 聚合酶和线粒体转录因子 B2（mito-
chondrial transcription factor B2，TFB2M）来启动
转录，促进线粒体的生物发生 [5-7]，NRF1 过表达
能够激活心肌再生的转录程序，诱导新生小鼠心
肌细胞受损后的再生，成年小鼠心脏中 NRF1 过
表达能够减轻心肌缺血后再灌注损伤（myocardial 
ischemia-reperfusion injury，MIRI）[8]。
　　NRF2 是一种调控抗氧化应激的多功能转录因
子，能够与 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Kelch-
like ECH-associated protein l，Keap1）结合，在稳
态条件下，Keap1 与 NRF2 结合使其泛素化降解，
抑制 NRF2 的活性，在应激反应中，Keap1 活性
降低或与 NRF2 结合减弱，NRF2 逃避泛素化并在
细胞内积累。累积的 NRF2 转运到细胞核后，激
活抗氧化反应元件（antioxidant responsive element，
ARE），促进抗氧化程序 [9]。Keap1/ NRF2 是人体
内抗氧化的重要信号通路，靶向 Keap1/NRF2 通
路能够改善多种心血管疾病的症状，如磷酸甘油
酸变位酶家族 5 通过 Keap1/Nrf2 信号通路在小鼠
心力衰竭时降低活性氧（reactive oxygen species，
ROS）诱导的氧化应激和铁死亡 [10]，靶向 Keap1/
NRF2 信号通路减轻线粒体凋亡和氧化应激，可提
高 MIRI 大鼠的治疗效果 [11]。
　　PPARs 是调节全身代谢的脂肪酸传感器，包
括 PPARα、PPARβ 和 PPARγ 三种亚型，在心脏
中促进参与线粒体脂肪酸氧化的酶的表达，促进
ATP 的生成 [12]。PPARs 能在血管和心脏水平上控
制影响心血管疾病和心力衰竭的危险因素，目前
已有各类激活 PPARs 调控心血管系统的药物，如
贝特类药物可激活 PPARα，减轻动脉粥样硬化性
血脂异常，从而降低心血管疾病的风险。
　　ERRs 包括 ERRα、ERRβ 和 ERRγ 三种亚型，
与参与三羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环、
氧化磷酸化和脂肪酸氧化的核编码线粒体蛋白的
表达有关。ERRα 和 ERRγ 是小鼠出生后心肌细胞
成熟的关键调控因子 [13]，心脏特异性 ERRγ 过表
达的小鼠，会诱导心力衰竭（heart failure，HF）
甚至死亡 [14]。

　　各种转录因子的活性受转录共激活因子的影
响，目前研究最多的是过氧化物酶体增殖物激活受
体 γ 共激活剂 -1α（peroxisome proliferators-activated 
receptor γ coactivator l alpha，PGC-1α），PGC-1α 通
过调节转录因子的活性，调节线粒体能量代谢 [15]。
在运动状态下，ATP 消耗过快，ATP 水平降低或
AMP/ATP 比值升高会激活能量感受器 AMPK[ade-
nosine 5'-monophosphate（AMP）-activated protein ki-
nase，AMPK]，AMPK激活使 PGC-1α 水平升高 [16]，
PGC-1α 激活其下游的 NRF1 和 NRF2 核基因，进
而促进线粒体生物合成和能量代谢以满足运动时
的能量消耗 [17]。在血管平滑肌细胞中 PGC-1α 通过
与 NRF1 结合来调节小非编码 RNA——miR-378a，
PGC-1α/NRF1/miR-378a 轴能够保护血管免受游离
脂肪酸诱导的平滑肌细胞增殖、迁移和炎症 [18]，
miR-378a 高表达具有预防动脉粥样硬化的功能，
与氧化型低密度脂蛋白共孵育的人类主动脉内皮细
胞中 PGC-1α 显著降低 [19]，导致 miR-378a 被抑制，
是动脉粥样硬化发生的可能原因。
　　逆向调节是由线粒体产生各种逆行信号，通
过这些信号调节各种细胞和生物活动，并通过激
活参与代谢重编程或应激防御的核基因表达来防
止线粒体功能障碍 [20]，线粒体氧化磷酸化障碍或
mtDNA 突变等因素会触发线粒体应激，进而启动
从线粒体到细胞核的逆向调节。目前已知的逆行
信号有 Ca2 ＋代谢失衡、ROS 的生成等，但逆行信
号进行线粒体 - 细胞核的具体调控机制仍不明确，
且这些逆行信号缺乏特异性，能够通过多种途径
影响细胞进程。Ca2 ＋代谢失衡、ROS 的过多生成
与多种心血管疾病的发生发展相关。线粒体应激
导致 ROS 生成增加，激活 AMPK/PGC-1α 通路，
促进核转录因子的生成，进而促进线粒体生物发
生和线粒体质量控制，ROS 生成增加还会导致氧
化应激，激活 Keap1/NRF2 抗氧化通路 [21]，逆向
调节能够起到一定的心血管疾病预防作用。
　　上述线粒体与细胞核的通信过程示意图见图 1。
2　线粒体与内质网间的通信

　　Vance 在 1990 年首次提出线粒体相关内质网
膜（mitochondria associated embranes，MAMs）的
概念，MAMs 是内质网（endoplasmic reticulum，
ER）与线粒体之间紧密联系的脂筏样结构域，参
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与调节了多种细胞生物活动并介导线粒体与内质
网间的通信 [22]。线粒体和内质网间的通信通过
MAMs 上诸多蛋白质结构来完成。MAMs 通过介
导 Ca2 ＋转运、诱导细胞凋亡和细胞自噬等生物过
程来调控心血管系统。MAMs 的数量、结构或功
能异常与心血管疾病的发生有关 [23]。高胆固醇血
症是动脉粥样硬化的主要原因，高胆固醇血症增
加了小鼠骨髓源性巨噬细胞中 MAMs 接触位点的
数量，普伐他汀治疗能够减少 MAMs 的接触位点
数量并改善疾病症状，MAMs 的改变与动脉粥样
硬化进展和消退的机制可以联系起来 [24]。
2.1　MAMs 维持 Ca2 ＋稳态保护心血管系统
　　MAMs 转运 Ca2 ＋从内质网到线粒体能够维持心
肌细胞功能，动态调节线粒体与内质网间的通信，
使细胞维持正常的生理状态（Ca2 ＋转运示意图见图
2），IP3R-GRP75-VDAC1 复合物和 IP3R2-FUNDC1
是转运 Ca2 ＋从内质网到线粒体的主要通道。
　　MAMs 的距离会影响 Ca2 ＋转运，MFN1 和
MFN2 是介导 MAMs 形成的调节因子，内质网内
膜上的 MFN2 可以与线粒体外膜上的 MFN2 和
MFN1 形成同源或异源共聚体。MFN1 和 MFN2
表达下调时，线粒体和内质网之间偶联减少，距
离变远，导致 Ca2 ＋无法顺畅地从内质网转运到线
粒体 [25]，MAMs 的微结构被破坏，线粒体 Ca2 ＋

处理异常，局部蛋白激酶 A（protein kinase A，
PKA）活性改变，导致窦房结细胞中线粒体功能
受损，影响心肌细胞的收缩和舒张 [26]。
　　MAMs 转运 Ca2 ＋从内质网到线粒体能够维
持心肌细胞功能，动态调节线粒体与内质网间的
通信，使心肌细胞维持正常的生理状态，在 HF
的进展中起重要作用，HF 导致内质网迅速释放
Ca2 ＋，过量的 Ca2 ＋被转移到线粒体会引起线粒
体 Ca2 ＋超载 [27]，线粒体 Ca2 ＋超载刺激线粒体通

透性转换孔（mitochondrial permeability transition 
pore，mPTP）开放和线粒体肿胀，导致线粒体损
伤、细胞凋亡、心脏重塑，最终发展为 HF[28]。
2.2　MAMs 介导线粒体自噬调节心血管系统
　　MAMs 在线粒体自噬的诱导和执行中起着
至关重要的作用 [29]，MAMs 通过 PINK1-MFN2-
Parkin 通路、FUNDC1 蛋白等不同途径介导线粒
体自噬来调节心血管系统。
　　PINK1 是一类位于线粒体内膜上能够感知线粒
体损伤的蛋白质，参与构成了 MAMs。正常状态
下，细胞中 PINK1 在线粒体内膜上被骨骼肌细胞
线粒体膜蛋白（mitochondrial intramembrane cleaving 
protease，PARL）蛋白剪切并泛素化降解，当线粒
体受损时，PINK1 会堆积并转移到线粒体外膜上，
此时 PINK1 磷酸化线粒体外膜上的 MFN2 蛋白，
并招募细胞质中的 Parkin 蛋白与磷酸化的 MFN2
结合并诱导细胞自噬 [30]。PINK1-MFN2-Parkin 通路
介导的线粒体自噬对围产期小鼠心肌细胞线粒体成
熟至关重要，是线粒体底物从碳水化合物转向脂肪
酸所必需的，在小鼠围产期抑制 Parkin 介导的线粒
体自噬会诱导致死性心肌病 [31]。
　　FUNDC1 不仅参与从内质网到线粒体的

图 2　MAMs 的结构及 Ca2 ＋转运途径示意图

Fig 2　Sketch map of MAMs structure and Ca2 ＋ transport pathway
OMM. 线粒体外膜（outer mitochondrial membrane）；IMM. 线粒体

内膜（inner mitochondrial membrane）；MCU. 线粒体钙单向转运

蛋白（mitochondrial calcium uniporter）；MFN1. 线粒体融合蛋白 1
（mitofusin 1）；MFN2. 线粒体融合蛋白 2（mitofusin 2）；GSK3β. 糖
原合成酶激酶 3β（glycogen synthase kinase-3β）；PINK. PTEN 诱导

假定激酶 1 重组蛋白（PTEN induced putative kinase 1）；FUNDC1. 
FUN14 结构域蛋白 1（FUN14 domain containing protein 1）；PERK.
蛋白激酶 R 样内质网激酶（protein kinase R-like ER kinase）；IP3R1.
三磷酸肌醇受体 1（inositol 1，4，5-triphate receptor 1）；IP3R2. 三
磷酸肌醇受体 2（inositol 1，4，5-triphate receptor 2）；GRP75. 葡萄

糖调节蛋白 75（75-kDA glucose-regulated protein）；VDAC1. 电压依

赖性阴离子通道 1（voltage dependent anion channel 1）

图 1　细胞核 - 线粒体通信示意图

Fig 1　Nucleus-mitochondria communication
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Ca2 ＋转运，还与线粒体自噬和细胞凋亡相关。
FUNDC1 是受磷酸化调控活性的线粒体外膜蛋
白，其氨基末端具有 LIR 结构，应激状态下，去
磷酸化的 FUNDC1 能够通过 LIR 与吞噬囊泡上
的微管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-associated 
protein 1A/1B-light chain 3，LC3）结合，导致线
粒体自噬。在心肌缺血 - 再灌注损伤（myocardial 
ischemia-reperfusion injury，MIRI）过程中，线粒
体自噬可以保护微血管结构和功能，恩格列净能
够通过激活 AMPKα1/ULK1/FUNDC1 线粒体自噬
途径减轻心脏微血管 MIRI[32]，缺氧适应可增加
雄性小鼠心肌梗死后心肌组织中 FUNDC1 蛋白及
LC3 的表达，增加线粒体自噬，有效减少 MIRI
引起的心肌梗死面积，延缓 HF[33]。
2.3　MAMs 介导细胞凋亡调节心血管系统
　　MAMs 结构中 PERK、GSK3β 蛋白能够介导
细胞凋亡，并与心血管疾病的发生密切相关。
　　PERK 是位于内质网膜上的一种Ⅰ型跨膜蛋
白，PERK 参与维持线粒体 - 内质网接触并增强
ROS 诱导的细胞凋亡。在糖尿病性心脏病大鼠模
型中，过量的 ROS 导致内质网应激，并通过位
于 MAMs 上的 PERK 信号通路诱导大鼠心肌细胞
的凋亡，大鼠心脏中 PERK 特异性消融可防止高
葡萄糖浓度下的细胞凋亡 [34]。
　　哺乳动物心脏中 GSK3β 的一部分定位于内质
网膜 / 肌浆网（肌浆网是心脏和骨骼肌中的特殊内
质网）和 MAMs 上。GSK3β 能特异性地与 MAMs
中的 IP3R1-GRP75-VDAC1 介导的 Ca2 ＋通道复合
物相互作用，在缺氧再氧化过程中，GSK3β 活性
增强，IP3R2 磷酸化程度增加，加快了 Ca2 ＋向线
粒体的转移，线粒体 Ca2 ＋过载导致细胞死亡，再
灌注时抑制 GSK3β 会减少心脏 MAMs 中 IP3R2
的 Ca2 ＋转运，避免了线粒体 Ca2 ＋过载和随后的
细胞死亡 [35]。
3　线粒体与其他细胞器间的通信
3.1　线粒体与核糖体间的通信
　　核糖体是生物体内蛋白质合成的唯一场所，
位于细胞质和线粒体内。线粒体和核糖体间的通
信通过核糖体合成维持线粒体功能所需的各种蛋
白质进行。已知心肌肥厚预适应能够使心脏抵抗
后续长时间的肥厚刺激，减缓 HF 进程 [36]，使用
线粒体蛋白质谱分析方法发现，心肌肥厚预适应
刺激增强心肌线粒体功能与线粒体核糖体蛋白介
导的线粒体氧化磷酸化复合体的转录加工和运输
过程相关 [37]。
　　线粒体核糖体基因突变往往会带来严重的心
脏功能损伤，核糖体基因突变会影响 mRNA 翻

译过程，影响线粒体功能，进而影响心血管系
统 [38]。核糖体蛋白 L3 样蛋白（ribosomal protein 
L3-like，RPL3L）基因缺陷已在心肌病和房颤患
者中被发现 [39]，RPL3L 仅在骨骼肌和心脏组织中
表达，是核糖体蛋白 L3 蛋白（ribosomal protein 
L3，RPL3）的同源物，心肌细胞中 RPL3L 的缺失
会导致 RPL3 代偿性增加，含 RPL3 的核糖体与
线粒体之间的物理接触增加 [40]。RPL3L 能够调节
核糖体翻译延伸动力学，RPL3L 缺乏或 RPL3L 突
变会降低小鼠的心脏收缩力，因为 RPL3L 突变会
延迟 mRNA 上脯氨酸和丙氨酸密码子的翻译，导
致长时间的翻译停顿，引起核糖体碰撞和错误的
积累 [41]。另一项研究表明，线粒体核糖体蛋白 S5
（mitochondrial ribosomal protein S5，MRPS5）突
变会影响线粒体核糖体翻译的准确度 [42]，小鼠心
脏特异性缺失 MRPS5 导致线粒体核糖体翻译停
滞，嵴结构塌陷，导致线粒体功能障碍，发育小
鼠心脏中 MRPS5 缺失会导致心脏缺陷和胚胎死
亡，在出生后缺失会导致心脏肥厚和 HF[43]。
　　线粒体与核糖体通信保障了各类功能蛋白和
结构蛋白的正常生成，对维持心血管系统的功能
发挥了重要作用，通信失误会导致线粒体功能紊
乱，与各类心血管疾病的发生密切相关。
3.2　线粒体与溶酶体间的通信
　　溶酶体主要负责清除细胞内失活的生物大分
子或受损的细胞器。线粒体与溶酶体存在直接的
物理接触，与溶酶体靶向受损线粒体所形成的接
触不同，线粒体 - 溶酶体接触在正常细胞中不断
形成和解离，功能上允许线粒体和溶酶体动力学
的双向调节 [44]。在接触形成阶段，Ras 相关 GTP
结 合 蛋 白 7（Ras-related GTP binding protein 7，
Rab7）通过与溶酶体膜上的 GTP 结合，促进了接
触发生。接触解除由线粒体分裂蛋白 1（mitochon-
drial fission 1 protein，FIS1）将 TBC1 域家族成员 
15（TBC domain family member 15，TBC1D15）募
集到线粒体，TBC1D15 通过与接触点处的 RAB7
结合，并将鸟苷三磷酸（guanosine triphosphate，
GTP）水解为鸟苷二磷酸（guanosine diphosphate，
GDP），驱动 RAB7-GTP 水解，从而解除接触 [45]。
线粒体 - 溶酶体接触在急性心肌梗死诱导的心脏
功能异常中起重要作用，在成年大鼠心肌梗死 3 d
后，线粒体 - 溶酶体接触异常，溶酶体增大，无
法清除受损线粒体，这种功能异常与 TBC1D15 水
平下调有关，TBC1D15 通过 FIS1/Rab7 途径解除
线粒体 - 溶酶体接触，随后依赖溶酶体进行的线
粒体自噬激活，TBC1D15 过表达可恢复心肌收缩
功能，减轻心肌梗死面积和心肌间质纤维化 [46]。
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3.3　心肌细胞内线粒体间的通信
　　心肌细胞正常的收缩活动需要线粒体提供能
量，细胞内线粒体间的通信使大量线粒体形成一
个动态连续的网络来传递和共享信号，保证心脏
维持正常的收缩功能。在大多数类型的细胞内线
粒体可自由活动，线粒体间能够通过运动、融合
和分裂完成物质及信息交换，但心肌细胞内呈晶
格状排列的收缩肌丝使线粒体活动受限，此时受
限的线粒体之间主要通过线粒体吻合或形成动态
纳米隧道进行通信，保证了心肌细胞线粒体间也
能进行信息传递和物质交换，心肌细胞线粒体间
通信失调可能与心血管疾病中线粒体功能障碍密
切相关，研究发现，自发性高血压大鼠心肌细胞
中线粒体通信受损 [47]。在电子显微镜下可以观
察到形成吻合或纳米隧道的超微结构，具体是哪
些蛋白介导了心肌细胞线粒体间的通信尚不清
楚。有研究发现，线粒体外膜 Rho GTPase 2 蛋
白（mitochondrial Rho GTPase 2，Miro2）可能与
心肌细胞线粒体间的通信有关，Miro2 是位于线
粒体外膜具有 Ca2 ＋感应结构域的膜蛋白，在线粒
体运动不受限的细胞中介导线粒体沿微管运输，
以提供能量和控制线粒体质量，与微管与纳米隧
道的形成有关；腺病毒介导的成人心肌细胞中
Miro2 过表达通过增加线粒体纳米隧道和线粒体
吻合来加速线粒体间的通信，在小鼠主动脉弓缩
窄引起的心肌肥厚中，Miro2 蛋白水平下降导致
线粒体间通信减少，Miro2 高表达可改善小鼠在
主动脉弓缩窄后的心功能，线粒体纳米管形成和
线粒体间通信增加，线粒体功能改善 [48]。
　　线粒体功能障碍与多种心血管疾病的发生发
展密切相关，而线粒体与细胞内其他成分间的通
信对于心血管系统的影响仍需要更多的关注。心
脏功能的正常运转需要线粒体与多种细胞器或细
胞结构互相协调通信，例如 Ca2 ＋是维持心脏节
律跳动的重要离子，内质网和线粒体通信完成
Ca2 ＋在细胞内的运输保证其发挥正常的生理功
能，Ca2 ＋失调还会影响对 Ca2 ＋敏感的 Miro2 蛋
白，扰乱心肌细胞线粒体间通信，是出现心血管
疾病的重要诱因。在研究线粒体功能与心血管疾
病间联系时，应该将细胞视为动态整体，多关注
线粒体与其他细胞器间的通信网络，了解线粒体
通信有助于我们在细胞层面上深入理解多种心血
管疾病的发病机制，在未来可能为心血管疾病的
治疗提供新的思路。
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升清解毒微乳凝胶的制备工艺及处方优化研究

王施元1，2，曹波1，李蓥滢1，林蒙蒙1，李春雨1*，李国辉1*（1. 国家癌症中心，国家肿瘤临床医学研究中

心，中国医学科学院北京协和医学院肿瘤医院，北京　100021；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　以挥发油成分为油相、水煎液为水相制备升清解毒微乳凝胶，并对其进行处方
优化和质量评价。方法　采用伪三元相图法优选微乳处方，再采用 D- 最优混料设计优化处方，
通过单因素法筛选凝胶基质及用量，并对升清解毒微乳凝胶进行质量评价。结果　优化后的升
清解毒微乳凝胶呈金黄色、半透明、均一稳定的黏稠状半固体，有轻微花椒油气味，均匀细
腻，易于涂展，pH 值为（6.54±0.08），黏度为（15.33±0.15）Pa·s。处方组成：水相 3.49 g，
油相 0.11 g，EL-35 0.27 g，1，2- 丙二醇 0.13 g，卡波姆 940 0.4 g，三乙醇胺 0.5 g。结论　优
化后的微乳凝胶制备工艺稳定可行，初步质量评价符合皮肤外用制剂的要求。
关键词：分子靶向药物相关皮炎；升清解毒微乳凝胶；处方工艺；D- 最优混料设计；质量评价
中图分类号：R283，R94　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2834-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.003

Preparation and optimization of Shengqing Jiedu microemulsion gel

WANG Shi-yuan1, 2, CAO Bo1, LI Ying-ying1, LIN Meng-meng1, LI Chun-yu1*, LI Guo-hui1* (1. National 
Cancer Center/National Clinical Research Center for Cancer/Cancer Hospital, Chinese Academy of 
Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing  100021; 2. Institute of Materia Medica, 
Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing  100050)

Abstract: Objective  To prepare Shengqing Jiedu microemulsion gel with volatile oil as the oil 
phase and water decoction as the water phase, and to optimize its prescription and evaluate its quality. 
Methods  Pseudo-ternary phase diagram was utilized to optimize the microemulsion formulation and 
D-optimal mixture design was used to screen the optimal formulation. The gel matrix and dosage were 
screened by single factor method, and the quality of Shengqing Jiedu microemulsion gel was evaluated. 
Results  Shengqing Jiedu microemulsion gel was golden-yellow, translucent, uniform and stable 
viscous semi-solid, with a slight smell of peppercorn oil, uniform and delicate, and easy to spread. The 
pH value was (6.54±0.08), and the viscosity was (15.33±0.15) Pa·s. The prescription composition 
included water phase 3.49 g, oil phase 0.11 g, EL-35 0.27 g, 1, 2-propylene glycol 0.13 g, carbomer 
940 0.4 g, and triethanolamine 0.5 g. Conclusion  The optimized preparation of microemulsion gel is 
stable and feasible, and its preliminary quality meets the requirements of skin topical preparation. 
Key words: molecular targeted drug-related dermatitis; Shengqing Jiedu microemulsion gel; 
prescription process; D-optimal mixture design; quality evaluation
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　　肿瘤分子靶向药物相关皮炎主要表现为手足
皮肤水肿、水疱、红斑和疼痛等症状，严重影响

患者的生活质量和用药依从性，目前临床治疗以
激素和抗菌药物为主，但效果并不理想，尚缺乏
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有效的治疗药物 [1]。升清解毒洗剂由《金匮要略》
中的经典名方“升麻鳖甲汤”化裁而来，减去原方
的剧毒药物雄黄，显著降低了组方毒性，具有清
热解毒、活血化瘀、除湿止痒的功效 [2]，更加适
合肿瘤分子靶向药物相关皮炎的治疗，但升清解
毒洗剂主要通过水煎液外洗法给药，但洗剂的黏
附性、延展性和持久性较差，生物利用度低，患
者使用不便，因此，提高升清解毒洗剂的使用便
利性和生物利用度是目前亟待解决的科学问题。
　　微乳是由水相、油相、表面活性剂和助表
面活性剂组成的热力学稳定分散体系，粒径在
10 ～ 100 nm，可有效提高水难溶性药物的溶解度
与稳定性，但微乳的流动性较强，难以在皮肤上涂
布并长时间滞留 [3]。微乳凝胶（microemulsion-based 
gels，MBGs）作为一种新型经皮给药系统，将微
乳与凝胶相结合，使微乳液均匀分散在凝胶基质的
三维网状结构中，可作为水难溶性药物的经皮给药
载体，既增加了体系的稳定性，又具备滞留时间
长、透皮吸收率高、真皮层储量高等优势 [4-5]。由
于升清解毒方中含有挥发油成分，所以提取其挥发
油作为油相，水煎液作为水相，制成“药辅合一”
的升清解毒微乳凝胶 [6]。D- 最优混料设计是将 D-
最优化方法应用到混料实验中，考察产品的某种
特性或综合性能与产品中各种混料成分之间的关
系，从而得到最优配方组合，具有实验次数少、参
数预测精度高、多目标同步优化等特点。微乳自身
组成较多，将 D- 最优混料设计与微乳处方工艺结
合，建立微乳各组分含量与微乳粒径之间的数学模
型，可以直观考察微乳各组分含量对其理化性质的
影响，从而优化升清解毒微乳处方工艺 [7-8]。
　　本实验将中药复方与微乳凝胶经皮给药技术
相结合，研究升清解毒微乳凝胶的制备工艺，并
对其进行处方优化和质量评价，以期为中药复方
新型给药系统的研究提供新思路和新方法。
1　材料
1.1　仪器
　　Legend Micro 21R 高速冷冻离心机（赛默飞
世尔科技有限公司）；Nicomp 380 ZLS 纳米粒径
与电位分析仪（美国 PSS 公司）；磁力搅拌器、
pH 酸度计、NDJ-5S 型数字黏度计（上海精密
科学仪器有限公司）；CP214 型万分之一电子分
析天平（上海奥豪斯仪器有限公司）；Scout SE-
SE402F 型电子天平（常州奥豪斯仪器有限公司）；
Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦科技公
司）；KQ5200DE 型数控超声波清洗器（昆山市超
声仪器有限公司）；UPT-I-5型超纯水制备系统（四
川优普超纯科技有限公司）。

1.2　试药
　　 当 归（批 号：71041311）、 甘 草（批 号：
71020311）、花椒（批号：71021511）、醋鳖甲（批号：
71051911）、升麻（批号：71031511）（国药集团北京
华邈药业有限公司）。聚山梨酯 80（Tween-80）、聚
山梨酯 20（Tween-20）（化学纯，四川金山制药有限
公司）；聚氧乙烯氢化蓖麻油（Cremophor RH-40）、
聚氧乙烯蓖麻油（Cremophor EL-35）（化学纯，上海
源叶生物技术有限公司）；辛酸癸酸聚乙二醇甘油酯
（Labrasol，化学纯）、二乙二醇单乙醚（Transcutol）
（法国嘉法狮公司）；无水乙醇（分析纯，北京化工
厂）；1，2- 丙二醇、异丙醇（化学纯，国药集团化
学试剂有限公司）；PEG-400（化学纯，江西益普生
药业有限公司）；羟丙基甲基纤维素（HPMC，上海
凛恩科技发展有限公司）；羧甲基纤维素钠（CMC-
Na，天津福晨化学试剂有限公司）；卡波姆940（北京
索莱宝科技有限公司）；乙腈（批号：F22M8I203）、
甲醇（批号：213382）、磷酸（批号：210945）[HPLC
级，赛默飞世尔科技（中国）有限公司 ]。
1.3　动物
　　10 只雌性 SPF 级 SD 大鼠，体重（180±20）
g [ 斯贝福（北京）生物技术有限公司，动物许可
证号：SCXK（京）2019-0010]。本研究已通过中
国医学科学院肿瘤医院动物伦理委员会审核批
准 [SYXK（京）2019-0019]。
2　方法与结果
2.1　升清解毒微乳的制备
2.1.1　升清解毒微乳油相的制备　按照处方量称取
花椒和当归，粉碎后加入适量蒸馏水，浸泡 12 h，
参照 2020 年版《中国药典》挥发油测定法，采用水
蒸气蒸馏法在挥发油提取器中蒸馏 8 h，收集精油馏
分，加等体积的乙醚萃取 3 次，蒸发乙醚，干燥后
得到棕黄色透明油状物，即得升清解毒微乳油相。
2.1.2　升清解毒微乳水相的制备　按照处方比例
称取适量升麻、鳖甲、甘草、当归和花椒，粉碎
成粗粉，加入 8 倍量蒸馏水，浸泡 12 h，加热
提取 2 h，向滤液中加入 75% 乙醇，醇沉 12 h 后
过滤，回收乙醇，得到水提液浸膏，再用蒸馏
水分别稀释至相当于原药材 0.5、1.0、1.5、2.0 
g·mL－ 1，12 000 r·min－ 1 离心 10 min，收集上
清液，即得升清解毒微乳水相。
2.1.3　表面活性剂与助表面活性剂的配伍实验　分
别以 Tween-80、Tween-20、Cremophor RH-40、Cre-
mophor EL-35、Labrasol 为表面活性剂，以无水乙醇、
1，2- 丙二醇、异丙醇、PEG-400、Transcutol 为助表
面活性剂，将油相、表面活性剂与助表面活性剂按
质量比 1∶2∶2 混合，固定总质量为 0.50 g，混合均
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表 1　表面活性剂与助表面活性剂配伍的评分标准 
Tab 1　Scoring criteria for compatibility of surfactant and cosurfactant

No. 评分项 评分标准

Ⅰ 700 nm 透光率 30 分：100% ～ 98%；25 分：98% ～ 90%；20 分：90% ～ 80%；15 分：80% ～ 70%；10 分：

70% ～ 60%；0 分：＜ 60%
Ⅱ 微乳的外观性状 30 分：淡蓝色澄清透明；25 分：淡蓝色半透明；15 分：浅白色半透明；10 分：乳白色不透明；0 分：

分层、油滴、絮状物

Ⅲ 12 000 r·min － 1 离心 20 min 稳定性 20 分：无变化；0 分：分层、油滴、絮状物

Ⅳ 常温避光静置 24 h 的外观性状 20 分：澄清、无分层；10 分：浑浊、无分层；0 分：分层、油滴、絮状物

　　结果见表 2，序号 1、4、5、6、9、10、16、
19、20 的综合评分均≥ 85 分，即以 Tween-80、
Cremophor EL-35 与 Labrasol 为表面活性剂，以无
水乙醇、1，2- 丙二醇、PEG-400 为助表面活性剂

配伍时，将油相、表面活性剂与助表面活性剂按
质量比 1∶2∶2 混合，均能形成澄清透明的微乳，
12 000 r·min－ 1 离心 20 min 后无分层，常温避光
静置 24 h 后微乳稳定。

表 2　表面活性剂与助表面活性剂的配伍结果 
Tab 2　Compatibility of surfactant and cosurfactant

序号
药物用量 /g 各项评分 / 分

总分 / 分
Tween-80 Tween-20 RH-40 EL-35 Labrasol 无水乙醇 1，2- 丙二醇 异丙醇 PEG-400 Transcutol Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

1 0.2 － － － － 0.2 － － － － 25 30 20 20 95
2 － 0.2 － － － 0.2 － － － － 20 25 20 10 75
3 － － 0.2 － － 0.2 － － － － 20 15 20 10 65
4 － － － 0.2 － 0.2 － － － － 25 25 20 20 90
5 － － － － 0.2 0.2 － － － － 20 25 20 20 85
6 0.2 － － － － － 0.2 － － － 25 25 20 20 90
7 － 0.2 － － － － 0.2 － － － 20 25 20 10 75
8 － － 0.2 － － － 0.2 － － － 20 25 20 10 75
9 － － － 0.2 － － 0.2 － － － 25 30 20 20 95

10 － － － － 0.2 － 0.2 － － － 20 25 20 20 85
11 0.2 － － － － － － 0.2 － － 15 15 20 20 70
12 － 0.2 － － － － － 0.2 － － 20 15 20 10 65
13 － － 0.2 － － － － 0.2 － － 20 10 20   0 50
14 － － － 0.2 － － － 0.2 － － 25 15 20 10 70
15 － － － － 0.2 － － 0.2 － － 25 15 20 10 70
16 0.2 － － － － － － － 0.2 － 20 25 20 20 85
17 － 0.2 － － － － － － 0.2 － 15 15   0 10 40
18 － － 0.2 － － － － － 0.2 － 10 15 20 10 55
19 － － － 0.2 － － － － 0.2 － 20 25 20 20 85
20 － － － － 0.2 － － － 0.2 － 20 25 20 20 85
21 0.2 － － － － － － － － 0.2 20 15 20   0 55
22 － 0.2 － － － － － － － 0.2 15 10 20 10 55
23 － － 0.2 － － － － － － 0.2 10 25 20   0 55
24 － － － 0.2 － － － － － 0.2 20 25 20 10 75
25 － － － － 0.2 － － － － 0.2 20 15 20 10 65

2.1.4　助表面活性剂的筛选　以 Tween-80、Cre-
mophor EL-35、Labrasol 为表面活性剂，以无水乙
醇、1，2- 丙二醇、PEG-400 为助表面活性剂，将
表面活性剂和助表面活性剂按照质量比 1∶1 两两
混合，共得到 9 种混合物，再将其与油相按照质量
比 2∶1 混合均匀，在室温、磁力搅拌下缓慢滴加
蒸馏水，直至体系由澄清变浑浊后不再滴加，记录
加水量并计算最大容水比，最大容水比＝最大加水

量 / 微乳总质量，筛选最适合的助表面活性剂 [10]。
结果如图 1 所示，9 种混合体系中，均以 1，2- 丙
二醇为助表面活性剂的体系含水量最大，其次为无
水乙醇，PEG-400 的含水量最小，差异有统计学意
义，故选择 1，2- 丙二醇作为助表面活性剂。
2.1.5　表面活性剂的筛选　以 Tween-80、Cremo-
phor EL-35、Labrasol 为表面活性剂，1，2- 丙二醇
为助表面活性剂，分别按照质量比 1∶1 混合均匀，

匀，在室温、磁力搅拌下逐滴滴入 50 mL 蒸馏水中
乳化，以表 1 的评价指标进行综合评分，Ⅰ～Ⅳ评

分项的比例分别为 30%、30%、20%、20%，考察表
面活性剂与助表面活性剂的配伍情况 [9]。
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得到混合表面活性剂，再与油相分别按照 1∶9、
2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1
的比例混匀，为了更准确地判断滴定终点，笔者
先使用蒸馏水代替升清解毒水煎液作为水相，在
室温、磁力搅拌下缓慢滴加蒸馏水，记录体系由
澄清变混浊时的加水量 [11]。以水相为第一顶点，
表面活性剂和助表面活性剂的总量为第二顶点，
油相为第三顶点，用 Origin 8.0.6 软件作伪三元相
图，确定微乳区域，筛选最适合的表面活性剂。

结果如图 2 所示，以 1，2- 丙二醇为助表面活性剂
时，Tween-80、Cremophor EL-35、Labrasol 三种表
面活性剂均可与其形成微乳区。相较于 Labrasol 和
Tween-80，Cremophor EL-35 所形成的微乳区域面
积最大，在此区域内油相能迅速乳化且乳化效果
较好，故选择 Cremophor EL-35 作为表面活性剂。
2.1.6　最佳表面活性剂与助表面活性剂比例（Km）
的选择　固定 Km 为 2∶1、1∶1、1∶2，将油相与
混合表面活性剂分别按照 1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、
5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 的比例混合均匀，
在室温、磁力搅拌下缓慢滴加蒸馏水，记录体系由
澄清变混浊的临界点，计算处于临界点时体系各组
成部分的比例，用 Origin 8.0.6 软件作伪三元相图，
比较不同 Km 条件下形成的微乳区域面积，筛选最
佳 Km。由图 3 可知，Km ＝ 2∶1 ＞ Km ＝ 1∶1 ＞

Km ＝ 1∶2，即 Km 为 2∶1 时微乳区域面积最大，
故最终确定 Cremophor EL-35 与 1，2- 丙二醇的最
佳 Km 为 2∶1。

图 2　表面活性剂的筛选

Fig 2　Screening of surfactants

图 3　不同 Km 值的伪三元相图

Fig 3　Pseudo ternary phase diagram with different Km values

图 1　助表面活性剂的筛选（**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
Fig 1　Screening of cosurfactants（**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）

2.1.7　最佳水提液浓度的选择　将水相由蒸馏水
替换成不同质量浓度（0.5、1.0、1.5、2.0 g·mL－ 1）
水提液，考察不同质量浓度水提液对微乳粒径的
影响，从而确定最佳水提液浓度。
　　由表 3 可知，不同质量浓度水提液对微乳粒
径的影响较大。由于 2.0 g·mL－ 1 水提液较为黏
稠，使微乳的粒径增大较多，而且其稳定性较差，
室温下放置 24 h 后可见絮状沉淀，而 0.5、1.0、1.5 

g·mL－ 1 水提液制备的微乳从外观观察，均是澄
清透明、均一连续的液体（见图 4），微乳粒径分
别为 24.83、24.70 和 35.40 nm，均符合微乳的粒
径要求，因此在保证载药量的前提下，选择 1.5 
g·mL－ 1 水提液作为最佳水提液浓度。
2.2　升清解毒微乳的质量评价
2.2.1　升清解毒微乳的类型鉴别　平行取 2 份相
同体积的升清解毒微乳，分别加入等量的苏丹红
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Ⅰ和亚甲蓝染料，通过红色油溶性染料苏丹红Ⅰ
和蓝色水溶性染料亚甲蓝在微乳中的扩散速度来
判断其类型，如果亚甲蓝的扩散速度大于苏丹红
Ⅰ，则为 O/W 型微乳，反之则为 W/O 型微乳 [12]，
观察到亚甲基蓝在升清解毒微乳中的扩散速度明
显大于苏丹红Ⅰ染料，可以判定升清解毒微乳为
O/W 型微乳。
2.2.2　升清解毒微乳的稳定性评价　取适量升清
解毒微乳于西林瓶中，室温下避光静置 24 h，观
察到升清解毒微乳未出现分层现象。取适量升清
解毒微乳于离心管中，12 000 r·min－ 1 离心 10 
min，经高速离心后，升清解毒微乳依然澄清透
明，未出现分层和沉淀现象，可初步判断升清解
毒微乳稳定性较好。
2.2.3　升清解毒微乳的粒径分布和电位　取适量升
清解毒微乳，通过纳米粒径与电位分析仪测定微
乳粒径、多分散系数（PDI）和 Zeta 电位，每个样
品重复测定 3 次。结果如图 5 所示，升清解毒微
乳的粒径为（35.40±0.26）nm，PDI 值为（0.125± 

0.032），Zeta 电位为（－ 12.57±1.40）mV。

图 5　升清解毒微乳的粒径分布及 Zeta 电位

Fig 5　Particle size distribution and Zeta potential of Shengqing Jiedu 
microemulsion

2.3　D- 最优混料设计优化升清解毒微乳的制备

工艺
　　采用 Design Expert 13 软件，以微乳的 3 个体
系组成部分水相（A）、油相（B）、混合表面活性
剂（C）作为自变量，设定三相质量分数总和为 1，
以微乳粒径为响应值（Y），得到优化实验方案，
再根据自变量与响应值之间的数学关系，对升清解
毒微乳的制备工艺进行优化。根据前期实验的结
果，确定水相（A）、油相（B）、混合表面活性剂
（C）的用量范围分别为 75% ～ 89%、1% ～ 7.5%、
10%～17.5%，D- 最优混料实验设计和结果见表4，
对实验结果进行拟合分析，微乳粒径各拟合方程
对比见表 5，拟合方程为 Y ＝ 14.94A ＋ 982.07B ＋

128.97C － 923.44AB － 127.44AC － 1645.20BC，
P ＜ 0.0001，失拟度 P ＝ 0.2007，相关系数 R2 ＝

0.9739，拟合方程的相关系数较好，该模型与真实
数据之间具有较高的拟合度，模型预测的可信度良
好，可用于最优处方的分析及预测。根据回归模型
绘制 3D 响应面图和等高线图（见图 6），可观察到
随着油相用量的增加以及混合表面活性剂用量的减
少，微乳粒径随之增大。

表 4　D-最优混料实验设计及结果 (n ＝ 3) 
Tab 4　Design and results of D-optimal mixing test (n ＝ 3)

No. A/% B/% C/% 粒径 /nm
1 81.36 4.73 13.91   35.67
2 80.34 2.16 17.50   33.90
3 87.24 2.76 10.00   28.91
4 81.80 7.50 10.70 226.80
5 84.21 4.46 11.33   85.66
6 83.24 1.00 15.76   20.82
7 75.35 7.50 17.15 131.22
8 85.76 1.00 13.24   27.61
9 81.36 4.73 13.91   69.00
10 87.24 2.76 10.00   25.47
11 79.74 7.36 12.89 151.20
12 77.80 4.70 17.50   26.66
13 85.76 1.00 13.24   21.63
14 77.49 7.51 15.00 144.30
15 81.36 4.73 13.91   59.60
16 81.80 7.50 10.70 223.40

表 5　微乳粒径各拟合方程的对比 
Tab 5　Fitting equations of particle size microemulsion

方程 P 失拟度
调整后离

差平方和

预计离

差平方和
结论

线性 ＜ 0.0001 0.0036 0.7513 0.6609

二次方程 ＜ 0.0001 0.2007 0.9609 0.9329 建议

特殊立方      0.0807 0.3137 0.9696 0.9455

　　根据上述结果，得到升清解毒微乳的最优处
方：水相质量分数为 87.24%、油相质量分数为
2.76%、混合表面活性剂质量分数为 10.0%，预测

表 3　不同浓度水提液对微乳粒径的影响 
Tab 3　Effect of different concentration of water extract on  

particle size
水提液质量浓度 /（g·mL － 1） 微乳粒径 /nm

0.5   24.83±0.21
1.0   24.70±0.17
1.5   35.40±0.26
2.0 253.50±1.71

图 4　不同浓度水提液制备的升清解毒微乳的外观图（从左至右，

依次为 1.5、1.0、0.5 g·mL － 1 水提液）

Fig 4　Appearance of Shengqing Jiedu microemulsion prepared with 
different concentrations of liquid（from left to right，1.5，1.0，0.5 
g·mL － 1 liquid）



2839

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

粒径大小为 35.04 nm。平行制备 3 份微乳样品并
计算偏差，偏差（%）＝（预测值－实际值）/ 预
测值 ×100%，结果见表 6，粒径预测值与实测值
的偏差较小，表明所建立的数学模型可以准确预
测升清解毒微乳的最优处方。

表 6　优化处方的粒径预测值及测量值 
Tab 6　Predicted and measured values of particle size

No. 预测值 /nm 测量值 /nm 偏差 /%
1 35.04 35.70 1.88
2 35.04 35.30 0.74
3 35.04 35.20 0.46

图 6　微乳粒径的 3D 响应面图（A）和等高线图（B）

Fig 6　3D response surface diagram（A）and contour diagram（B）of 
particle size

2.4　升清解毒微乳凝胶的制备

2.4.1　凝胶基质的筛选　选取市面上常用的凝胶
基质 HPMC、CMC-Na、卡波姆 940 作为筛选对
象，各取 0.2 g 于烧杯中，加入 20 mL 蒸馏水使
其溶胀，静置 24 h，再分别加入 1 g 升清解毒微
乳，搅拌均匀，滴加三乙醇胺调节 pH 至 6.5 左
右，得到不同凝胶基质的升清解毒微乳凝胶，以
表 7 的评价标准进行综合评价 [13]。结果如表 8 所
示，HPMC 和 CMC-Na 制备出的凝胶流动性较
强、不挂壁、黏附性不佳，而卡波姆 940 制备的
凝胶基质较为黏稠，质地均匀细腻，考虑到凝胶
的黏度对制剂的涂展性和释放度均有影响，故选
择卡波姆 940 作为凝胶基质。
2.4.2　凝胶基质用量的筛选　制备含有不同用量
（0.5%、1%、1.5%、2%）卡波姆 940 的凝胶基质，
根据“2.4.1”项下方法制备升清解毒微乳凝胶，
并参照表 7 进行评分。结果如表 9 所示，当卡波
姆 940 的用量为 2% 时，微乳凝胶的综合评分较
高，故选择 2% 卡波姆 940 作为凝胶基质。
2.4.3　升清解毒微乳凝胶的制备工艺　称取 0.4 g
卡波姆 940，向其中加入蒸馏水至总体系为 10.0 
g，室温静置过夜，待其充分溶胀后，向其中加
入升清解毒微乳，搅拌均匀，加入适量三乙醇
胺，调节 pH 至 6.5 左右，搅拌均匀，即得升清解

毒微乳凝胶。本实验最终确定工艺如下：水相 3.49 
g，油相 0.11 g，EL-35 0.27 g，1，2- 丙二醇 0.13 
g，卡波姆 940 0.4 g、三乙醇胺 0.5 g。
2.5　升清解毒微乳凝胶的质量评价
　　取 3 g 升清解毒微乳凝胶置于小烧杯中，观
察其外观性状、黏稠度、均匀度和涂展性。分
别取 3 g 不同批次（批号分别为 20220510001、
20220515001、20220517002）升清解毒微乳凝胶
置于小烧杯中，加 20 mL 蒸馏水稀释，在室温
下测定升清解毒微乳凝胶的 pH 值，每个样品重
复 3 次。分别取 3 g 不同批次的升清解毒微乳凝
胶置于小烧杯中，参考 2020 年版《中国药典》第
四部黏度测定法第一法，以 8 r·min－ 1 的转速
进行测定，每个样品重复 3 次，测定升清解毒微
乳凝胶的黏度。如图 7 所示，肉眼可见升清解毒
微乳凝胶为金黄色、半透明、均一稳定的黏稠状
半固体，有轻微花椒油气味，均匀细腻，易于涂
展。不同批次升清解毒微乳凝胶的平均 pH 值为
（6.54±0.08），黏度为（15.33±0.15）Pa·s。
2.6　升清解毒微乳凝胶的稳定性考察
2.6.1　高速离心实验　取 3 批升清解毒微乳凝胶
适量，分别置于 10 mL 离心管中，12 000 r·min－ 1

离心 15 min，观察微乳凝胶的外观稳定性。经高
速离心实验后，升清解毒微乳凝胶的外观仍呈金
黄色半透明半固体，均匀细腻，涂展性良好，无

表 7　凝胶基质的评分标准 
Tab 7　Scoring criteria for gel substrates

指标
优

（1.5 ～ 2.0 分）

良

（1.0～1.5分）

中

（0.5～1.0分）

差

（0 ～ 0.5 分）

光泽度 表面亮泽 表面光滑 表面平整 表面有颗粒状

黏稠度 适度黏稠 比较黏稠 流浸膏状 清稀状

均匀度 细腻，无气泡 较为细腻，

气泡少

较粗糙， 
气泡较多

粗糙，气泡 
过多

涂展性 易涂抹 可涂抹 较难涂抹 难涂抹

稳定性 均匀，外观无变化 无分层 轻微分层 分层明显

表 8　不同凝胶基质种类的评分结果（分） 
Tab 8　Score of different gel matrix types (score)

凝胶基质 光泽度 黏稠度 均匀度 涂展性 稳定性 综合评分

HPMC 1    0.5 2 1    1.5 6

CMC-Na 1 1 2    1.5    1.5 7

卡波姆 940 2 1 2 2 2 9

表 9　不同卡波姆 940 用量的评分结果（分） 
Tab 9　Score of different dosage of Carbomer 940 (score)

用量 /% 光泽度 黏稠度 均匀度 涂展性 稳定性 综合评分

0.5 2 0.5 2 1 1.5 7

1 2 1 2 2 2 9

1.5 2 1.5 2 2 2 9.5

2 2 2 2 2 2 10
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分层、泛粗、浮油、变稀以及油水分离现象。
2.6.2　耐寒实验　取 3 批升清解毒微乳凝胶适量，
置于－ 4℃冰箱中 24 h，取出后恢复至室温，观
察其是否出现分层、浮油、油水分离等现象，并
测定其 pH 值及黏度。如表 10 所示，经耐寒实验
后，升清解毒微乳凝胶的外观、pH 值和黏度与实
验前无明显变化。
2.6.3　耐热实验　取 3 批升清解毒微乳凝胶适量，
于 40℃烘箱中放置 24 h，取出后恢复至室温，观
察其是否出现分层、浮油、油水分离等现象，并
测定其 pH 值及黏度。如表 10 所示，经耐热实验
后，升清解毒微乳凝胶的外观与实验前无明显差
异，pH 值略有下降，黏度有所升高，但仍符合
皮肤外用制剂的要求。

表 10　耐寒实验和耐热实验后微乳凝胶的外观性状及 pH变化 
Tab 10　Appearance and pH changes of microemulsion gel after 

cold and heat resistance tests

温度 批次 外观性状 pH
黏度 / 

（Pa·s）

－ 4℃ 20220510001 澄清透明、均匀、无分层现象 6.49 15.3

20220515001 澄清透明、均匀、无分层现象 6.52 15.3

20220517002 澄清透明、均匀、无分层现象 6.60 15.7

40℃ 20220510001 澄清透明、均匀、无分层现象 6.42 15.8

20220515001 澄清透明、均匀、无分层现象 6.47 15.6

20220517002 澄清透明、均匀、无分层现象 6.55 16.1

2.7　升清解毒微乳凝胶的体外透皮释放实验
2.7.1　制备离体鼠皮　取 10 只雌性 SD 大鼠，脱
臼处死后固定于鼠板上，用脱毛膏去除大鼠胸骨至
腹部的毛发，剪下大鼠腹部皮肤，去除皮下脂肪和
结缔组织，用生理盐水将皮肤漂洗干净，展平并吸
去多余水分后用锡箔纸包裹，置于－ 20℃冰箱中
冷藏备用，使用前检查离体鼠皮角质层的完整性。
2.7.2　体外透皮实验　将“2.7.1”项下制得的离体
鼠皮于室温解冻，固定于立式 Franz 扩散池的供给
池与接收池之间，角质层面向供给池，接收池中注
入已超声脱气的甲醇 - 生理盐水（4∶6），排尽接收
池中的气泡，使接收池液面与离体鼠皮完全接触，
供给池中分别放入等生药量的升清解毒洗剂和升清

解毒微乳凝胶。Franz 扩散池保持（32±10）℃恒温
水浴，磁力搅拌速度为 400 r·min－ 1。
　　分别于实验开始后的 2、4、6、8、12、24 h
时间点，从接收池吸取 1 mL 接收液，同时向接收
室中补加等温度等体积的接收液。将吸取的接收
液用经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后，按课题组前期建
立的色谱条件进样分析 [ 色谱柱：Agilent Poroshell 
120 EC-C18 分析柱；流动相：乙腈（A）-0.1% 磷
酸水溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 55 min，5% ～ 90% 
A）；流速：1 mL·min－ 1；检测波长：215 nm；柱
温：30℃；进样量：5 μL]，以阿魏酸、异阿魏酸
为指标成分，按下式计算累计渗透量 Qn ＝（CnV ＋

∑CiVi）/A 和渗透速率常数 J ＝ dQ/dt，式中，Qn：第
n 个时间点的累计面积透过量（μg·cm－ 2）；V：接
收池中接收液的总体积（8 mL）；Vi：每次的取样体
积（0.5 mL）；Cn：第 n 个取样点测得的药物质量浓
度（μg·mL－ 1）；A：有效扩散面积（3.14 cm2）。以
Qn 和 J 为指标，比较升清解毒洗剂和升清解毒微乳
凝胶的透皮性能，结果如表 11 和图 8 所示。其中
升清解毒微乳凝胶的渗透速率常数均大于升清解毒
洗剂，表明升清解毒微乳凝胶的体外透皮特性优于
升清解毒洗剂，适合开发成经皮给药制剂。

图 8　不同制剂中阿魏酸（A）、异阿魏酸（B）的经皮渗透曲线

Fig 8　Percutaneous penetration curves of ferulic acid（A）and 
isoferulic acid（B）in different preparations

3　讨论
　　本实验以外用治疗分子靶向药物相关皮炎的升
清解毒洗剂为模型药，由于处方中花椒和当归均含
有挥发油成分，花椒挥发油和当归挥发油具有一定
的抗炎和镇痛作用 [14-15]，但挥发油与水煎液不能混

图 7　升清解毒微乳凝胶的外观图

Fig 7　Appearance of Shengqing Jiedu microemulsion gel



2841

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

溶，故以处方水提取液为微乳水相，以挥发油成分
为微乳油相，将挥发油以微乳形式包载于水提液中，
成功制备升清解毒微乳凝胶，充分体现“药辅合一”
理念，实现中药与经皮给药递送系统的结合，以期
达到改善患者依从性的临床效果。
　　表面活性剂在微乳的形成、制备及稳定性方
面发挥着重要作用，它能有效降低液面的表面张
力和表面自由能，形成牢固的乳化膜 [16]。本实验
共筛选了 5 种表面活性剂和 5 种助表面活性剂，
通过绘制伪三元相图，以微乳区域面积为指标进
行筛选，最终选择微乳区域面积较大、皮肤刺激
性较小、安全性更高的 EL-35 和 1，2- 丙二醇作
为表面活性剂和助表面活性剂。
　　微乳粒径对经皮给药递送效率的影响较大，
通常情况下，粒径越小，透皮吸收效果越好 [17]。
升清解毒微乳的粒径为（35.40±0.26）nm，小于
100 nm，符合微乳的粒径范围，有利于有效成分
进入皮肤深层发挥药理作用。
　　适宜的 pH 值范围有利于减小微乳凝胶的皮肤
刺激性，由于我们选用的凝胶基质卡波姆 940 的分
子结构中含有一定比例的酸性基团，需采用碱性的
三乙醇胺中和后才能使黏度增加，当 pH 值在 6.5
左右时，微乳凝胶的黏度、涂展性和油腻感均较为
适宜。稳定性实验结果表明，升清解毒微乳凝胶在
经过高速离心实验、耐寒实验和耐热实验后，其
pH 值没有显著变化，虽然经耐热实验后，微乳凝
胶的黏度有所升高，但综合考虑其外观性状、稳定
性和涂展性，仍符合皮肤外用制剂的要求。
　　本实验制备的升清解毒微乳凝胶虽然具有较
好的稳定性，但其具体药效和质量控制评价方面
仍需进一步考察和深入探索，以期为升清解毒微
乳凝胶提供更为全面的研究资料，同时为医院制
剂的研发提供更具价值的参考。
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表 11　不同制剂中阿魏酸、异阿魏酸的经皮渗透实验结果 
Tab 11　Percutaneous penetration of ferulic acid and isoferulic acid in different preparations

制剂 化合物 经皮渗透回归方程 R2 Q24 h/（μg·cm － 2） J

升清解毒洗剂 阿魏酸 Q ＝ 0.4046t － 1.4094 0.9813 8.3817 0.4046

异阿魏酸 Q ＝ 1.6251t － 3.7637 0.9834 34.602 1.6251

升清解毒微乳凝胶 阿魏酸 Q ＝ 1.0083t － 2.6908 0.9875 21.979 1.0083

异阿魏酸 Q ＝ 2.9989t － 6.7528 0.9955 65.373 2.9989
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LC-MS/MS 法测定人血浆中阿托伐他汀及其代谢物的浓度及
在中国健康志愿者中生物等效性研究的应用

肖红梅1，刘金凤2，郑天东3，唐智3，陈露露3，4，欧阳冬生2，3*（1. 邵阳学院附属第一医院，湖南　邵阳　

422000；2. 中南大学湘雅医院临床药理研究所，长沙　410000；3. 复杂基质样本生物分析湖南省重点实验室长沙都正生物科技有

限公司，长沙　410000；4.湘南学院药学院，湖南　郴州　423000）

摘要：目的　建立可测定人血浆中阿托伐他汀（ATO）及其代谢物浓度的 LC-MS/MS 分析方法，
并将其应用于人体生物等效性研究。方法　血浆中目标成分采用叔丁基甲基醚∶乙酸乙酯（1∶1）
萃取，以 ATO-d5、邻位阿托伐他汀（o-ATO）-d5、对位阿托伐他汀（p-ATO）-d5 为内标，流动
相 A 为 2 mmol·L－ 1 乙酸铵水溶液 - 乙腈 - 甲酸（900∶100∶1），B 为乙腈，梯度洗脱。采用电
喷雾离子源，正离子模式，MRM 监测，ATO 和内标的离子选择通道分别为 m/z 559.3 → 440.1
和 564.2 → 445.2。对健康受试者口服相同剂量的氨氯地平阿托伐他汀钙片（5 mg/10 mg）受试制
剂或参比制剂后的血药浓度进行定量分析。结果　ATO 和 o-ATO 的线性范围为 0.150 ～ 20.000 
ng·mL－ 1，p-ATO 的线性范围为 0.015 ～ 2.000 ng·mL－ 1；ATO 和 o-ATO 的定量下限均为 0.150 
ng·mL－ 1，p-ATO 为 0.015 ng·mL－ 1。此外，批内和批间精密度的 RSD 均小于 15%。32 名健
康受试者口服 5 mg/10 mg 氨氯地平阿托伐他汀钙片参与了该研究。受试者空腹和餐后状态下服
用氨氯地平阿托伐他汀钙片受试制剂和参比制剂的血浆药物最大浓度（Cmax）、时间 - 浓度曲线
下面积（AUC0 ～ t 和 AUC0 ～∞）的几何均值比值的 90% 置信区间均在 80% ～ 125% 内，两制剂具
有生物等效性。结论　该方法准确可靠，重复性好，进样过程简单，可用于人血浆中 ATO 及其
代谢物的浓度测定。
关键词：液相色谱 - 质谱联用；阿托伐他汀；邻位阿托伐他汀；对位阿托伐他汀
中图分类号：R969.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2842-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.004

LC-MS/MS determination of atorvastatin and its metabolites in human 
plasma and bioequivalence in healthy Chinese volunteers

XIAO Hong-mei1, LIU Jin-feng2, ZHENG Tian-dong3, TANG Zhi3, CHEN Lu-lu3, 4, OU YANG 
Dong-sheng2, 3* (1. The First Affiliated Hospital of Shaoyang University, Shaoyang  Hunan  422000; 
2. Department of Clinical Pharmacology, Xiangya Hospital, Central South University, Changsha  
410000; 3. Hunan Key Laboratory for Bioanalysis of Complex Matrix Samples, Changsha  410000; 4. 
School of Pharmacy, Xiangnan Institute, Chenzhou  Hunan  423000)

Abstract: Objective  To establish an LC-MS/MS method to determinate atorvastatin (ATO) and its 
metabolites in human plasma, and to determine its bioequivalence. Methods  Atorvastatin-d5 (ATO-d5), 
ortho-hydroxy atorvastatin-d5 (o-ATO), and para-hydroxy atorvastatin-d5 (p-ATO) were used as the 
internal standard. Human plasma samples were extracted by tert-butyl methyl ether: ethyl acetate (1∶1), 
with the mobile phase A (2 mmol·L － 1 aqueous ammonium acetate-acetonitrile-formic acid) and B 
(acetonitrile) with a gradient elution. An electrospray ionization source was also used, and multiple 
reaction monitoring were operated in the positive mode with a selective channel at m/z 559.3 → 440.1 
and 564.2 → 445.2 for atorvastatin and its internal standard. Additionally, after the oral administration 
of the same dose of amlodipine atorvastatin calcium tablets (5 mg/10 mg), the blood concentration of 
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　　阿托伐他汀（atorvastatin，ATO）是第三代
他汀类药物 [1]，能可逆地抑制体内胆固醇合成
的限速酶，降低总胆固醇和血浆三酰甘油的水
平，具有较强的降脂作用 [2]。ATO 还可用于心脑
血管疾病的早期预防手段和二期治疗药物，有效
降低了冠心病等各类心血管疾病的发病率和死亡
率 [3]。ATO 以钙盐的形式口服给药，主要由肝
脏的 CYP3A4 酶代谢成邻位羟基代谢物（ortho-
hydroxy atorvastatin，o-ATO）和对位羟基代谢
物（para-hydroxy atorvastatin，p-ATO）[4]。ATO、
o-ATO、p-ATO 可转化为相应的非活性内酯衍生
物，导致经由首过效应到达体循环的药物浓度
低 [5]，无法准确监测其血药浓度，从而不便观察
ATO 对疾病的治疗效果，难以帮助患者及时调整
用药剂量，降低药物毒副作用。以往文献报道的
ATO 药物浓度检测方法大多仅测定其原形药的血
药浓度 [6]，随着气相色谱 - 质谱联用（GC-MS）、
液相色谱 - 串联质谱（LC-MS/MS）[7] 技术的普
及，研究人员建立了可同时检测 ATO 及其代谢物
血药浓度的方法，但也暴露出一些问题，如预处
理烦琐、样品间偏差大、灵敏度低或分析时间长
等 [8-9]，这些都可能影响分析方法的可靠性及定
量的准确性。
　　因此，本研究建立了一种检测人血浆中 ATO
及其代谢物的方法，该方法简便易行，减少了项
目的分析时间和实施成本，经过了全面验证且已
应用于国产氨氯地平阿托伐他汀钙片（amlodipine 
atorvastatin calcium tablets，AM-ATO，5 mg/10 
mg）的生物等效性研究，报道如下。
1　材料
1.1　仪器
　　ExionLC AD 液相色谱仪、Sciex Triple Quad 

6500 ＋质谱仪、数据处理软件（Analyst 1.7.1）
（Sciex）；医用低温保存箱、医用血液冷藏箱（青
岛海尔）。
1.2　试药
　　阿托伐他汀钙（ATO，批号：100590-202005，
纯度：94.9%，中国食品药品检定研究院），邻
位羟基阿托伐他汀钙盐（o-ATO，批号：3671-
035A4，纯度：96.8%）、对位羟基阿托伐他汀钙盐
（p-ATO，批号：2891-061A1，含量：91.0%）（TLC 
Pharmaceutical Standards）；ATO-d5 钙 盐（批 号：
3-TIM-143-1，纯度：96.0%）、o-ATO-d5 钙盐（批
号：14-MMH-33-2， 纯 度：95.26%，）、p-ATO-d5
钙盐（批号：1897-074A1，纯度：98.0%）（Toronto 
Research Chemicals）；受试制剂：AM-ATO 片（江
苏诺泰澳赛诺生物制药股份有限公司，规格：每片 
5 mg/10 mg，批号：S20010211）；参比制剂：AM-
ATO 片（Pfizer Manufacturing Deutschland GmbH，
规格：每片 5 mg/10 mg，批号：CK6505）。
　　甲醇、乙腈（色谱纯，德国 Merck）；乙酸铵
（LC/MS 级，美国 ACS）；甲酸、乙酸（色谱纯，
美国 ACS）；甲基叔丁基醚、无水乙酸钠（分析
纯，国药集团化学试剂有限公司）。
2　方法与结果
2.1　溶液的配制
2.1.1　对照品及质控工作液的配制
　　① 对照品溶液：精密称取 ATO、o-ATO、p-ATO
对照品适量，分别用含 0.1% 甲酸甲醇溶液溶解并
定容，得质量浓度均为 0.100 mg·mL－ 1 的 ATO、
o-ATO、p-ATO 对照品储备液。以 50% 甲醇进行
稀释，得 ATO、o-ATO 质量浓度分别为 3.00、6.00、
10.0、20.0、80.0、160、320 和 400 ng·mL－ 1，p-ATO
质量浓度为 0.30、0.60、1.00、2.00、8.00、16.0、

the drug was quantitatively analyzed in healthy volunteers. Results  The linear range of ATO and o-ATO 
was 0.150 ～ 20.000 ng·mL － 1, and that of p-ATO was 0.015 ～ 2.000 ng·mL － 1. The lower limit of 
quantification of ATO and o-ATO was 0.150 ng·mL － 1, and that of p-ATO was 0.015 ng·mL － 1. The 
linear range of ATO and o-ATO was 0.150 ～ 20.000 ng·mL － 1, and that of p-ATO was 0.015 ～ 2.000 
ng·mL － 1. The lower limit of quantification of ATO and o-ATO were 0.150 ng·mL － 1, and that of 
p-ATO was 0.015 ng·mL－ 1. Moreover, the relative standard deviation in and between batches was less 
than 15%. Totally 32 health subjects enrolled the pharmacokinetics study of oral 5 mg/10 mg amlodipine 
atorvastatin calcium tablets. The 90% confidence intervals of Cmax, AUC0 ～ t and AUC0 ～ ∞ of amldipine 
atorvastatin calcium test and reference preparation under fasting and postprandial conditions were 
wthin 80% ～ 125%. The two preparations were bioequivalent. Conclusion  This method is accurate, 
reliable, simple and reproducible, which can be used to determine the concentration of atorvastatin and its 
metabolites in human plasma. 
Key words: LC-MS/MS; atorvastatin; o-hydroxy atorvastatin; p-hydroxy atorvastatin
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32.0、40.0 的系列浓度标准曲线工作液。
　　② 质控工作液：同法配制 ATO、o-ATO 质
量 浓 度 分 别 3.00、9.00、12.0、24.0、130、300 
ng·mL － 1，p-ATO 质量浓度为 0.30、0.90、1.20、
2.40、13.0、30.0 ng·mL － 1 的质控工作液。
2.1.2　内标溶液的配制　精确称取一定量的内标
物，用甲醇溶液进行溶解后移至 25 mL 量瓶，得
ATO-d5 钙盐、o-ATO-d5 钙盐、p-ATO-d5 钙盐对
照品储备液，将储备液分装在合适规格的聚丙烯
管中，放入冰箱冷藏备用。
　　取适量对照品储备液用 50% 甲醇进行稀释，
得 ATO-d5 0.018 mg·mL － 1、o-ATO-d5 0.036 
mg·mL － 1、p-ATO-d5 0.037 mg·mL － 1 的 内 标
工作液。
2.1.3　标准曲线样品及质控样品配制　准确吸取
人空白血浆 190 μL，加质控工作液 10 μL，涡旋
混匀，得质量浓度为 0.015 ～ 20.0 ng·mL － 1 的
标准曲线样品及 0.450 ng·mL － 1（低浓度质控
样品，LQC）、1.20 ng·mL － 1（中浓度质控样
品，MQC）、6.50 ng·mL － 1（高中浓度质控样
品，HMQC）、15.0 ng·mL － 1（高浓度质控样品，
HQC）的质控样品。
2.2　血浆样品处理方法
　　血浆样本均来自于湖湘中医肿瘤医院的
健康志愿者，共 20 份，全部储存于－ 20℃冰
箱。 取 人 空 白 血 浆 100 µL， 加 20 µL 50% 甲
醇、100 µL 醋酸 - 醋酸钠缓冲液、1000 µL 甲基
叔丁基醚，振荡 10 min，离心（4000 r·min － 1，
4℃，15 min），取上层有机相 700 μL，氮气吹干
（10 ～ 30℃），加 200 µL 醋酸 - 醋酸钠缓冲液：
乙腈（4∶1）复溶，振荡 5 min 使其溶解，即得。
2.3　色谱条件
　　色谱柱：Waters ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 
mm×100 mm，1.7 µm）；流动相 A：2 mmol·L－ 1

乙酸铵水溶液 - 乙腈 - 甲酸（900∶100∶1），流动相
B：乙腈，梯度洗脱（0 ～ 4.1 min，65% → 10%A，
35% → 90%B；4.11 ～ 5.0 min，10% → 65%A，
90% → 35%B）；流速：0.4 mL·min－ 1；运行时间：
5 min；进样量：20 µL；柱温：40℃。
　　采用电喷雾离子源（ESI），正离子模式，MRM
监 测， 源 喷 射 电 压：5500 V； 源 温 度：550℃；
ATO、o-ATO、p-ATO、ATO-d5、o-ATO-d5、p-ATO-d5
在 ESI＋源电离方式下主要生成 [M ＋ H]＋峰，分别
为 m/z 559.3、564.2、575.4、580.3、575.3 和 580.3，
以此离子作为母离子，进行碰撞碎裂，碎裂后子离
子分别为 m/z 440.1、445.2、440.3、445.2、440.2 和
445.3（见表 1）。

表 1　离子对跃迁信息 
Tab 1　Ion pair transition information

化合物 离子对
去簇电

压 /eV
入口电

压 /eV
碰撞

能 /eV
驻留时

间 /ms
ATO 559.3 → 440.1 60 10 31 100
ATO-d5 564.2 → 445.2 50 13 31 100
o-ATO 575.4 → 440.3 55 15 32 100
o-ATO-d5 580.3 → 445.2 65 15 35 100
p-ATO 575.3 → 440.2 55 15 32 100
p-ATO-d5 580.3 → 445.3 65 15 35 100

2.4　方法专属性
　　取空白血浆、空白血浆加 ATO、o-ATO、
p-ATO 和内标的血浆样品，进行 LC-MS/MS 分析，
获得色谱图（见图 1）。所有空白样品均未见干扰
峰，各成分有效分离。
2.4.1　残留考察　将定量上限样品、空白样品、
定量下限（LLOQ）样品按顺序进样，记录待测
物与内标的色谱峰面积值，考量残留情况。结
果显示待测物进样残留＜ 20% 且内标进样残
留＜ 5%，说明以本方法测试人血浆中 ATO 及其
代谢物高浓度样品后，在系统中的残留对后续低
浓度样品的测试无影响。
2.4.2　线性范围及 LLOQ　配制标准曲线血浆系列
浓度样品，按“2.2”项下方法处理，ATO、o-ATO、
p-ATO 的回归方程分别为 Y＝0.402X＋0.0034（r＝
0.999），Y ＝ 0.865X ＋ 0.0043（r ＝ 0.999），Y ＝

2.46X ＋ 0.0013（r ＝ 0.999），ATO 和 o-ATO 的线性
范围均为 0.150 ～ 20.0 ng·mL － 1、p-ATO 的线性
范围为 0.015 ～ 2.00 ng·mL － 1。ATO 及 o-ATO 的
最低定量限（LLOQ）为 0.150 ng·mL － 1，p-ATO
的 LLOQ 为 0.015 ng·mL－ 1。
2.4.3　准确度和精密度　配制 ATO、o-ATO 质量浓
度为 0.150、0.450、0.60、1.20、6.50、15.0 ng·mL－ 1，
p-ATO 质量浓度为0.015、0.045、0.06、0.12、0.65、1.50 
ng·mL－ 1 的质控标准血浆样品各 6 份，共 3 批，按
“2.3”项下方法测试，ATO 的批内、批间变异系数为
1.6% ～ 3.2% 及 1.9% ～ 4.0%，o-ATO 的批内、批间
变异系数为 1.8% ～ 3.1% 及 2.1% ～ 3.4%，p-ATO 的
批内、批间变异系数为 1.8% ～ 9.0% 及 2.2% ～ 8.6%。
　　结果符合接受标准，LLOQ 测得浓度的均值
在标示值的 80% ～ 120%，其他质控浓度标准血
浆样品测得浓度的均值在标示值的 85% ～ 115%；
批内变异系数均小于 15%，批间变异系数均小于
15%，表明质控标准血浆样品的批内和批间的精
密度和准确度良好。
2.4.4　提取回收率　取人空白血浆配制浓度为 LQC、
HMQC、HQC 的质控标准血浆样品进行处理分析，
每个浓度平行 6 份。取空白血浆不加内标进行同样
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图 1　血浆中阿托伐他汀、邻位阿托伐他汀、对位阿托伐他汀及其内标的色谱图

Fig 1　Chromatogram of ATO，o-ATO，p-ATO and its internal standard in human plasma
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 空白血浆＋待测物＋内标（blank human plasma ＋ analyte ＋ internal standard）

处理后，加入待测物、内标，使其理论终浓度与正
常处理后的样品相同，每个浓度平行 6 份。回收率
（%）＝（提取样品的响应值）/（未提取样品的响应
值）×100%，ATO、o-ATO 和 p-ATO 的平均提取回
收率分别为61.69%～65.88%（RSD 为3.5%～4.0%），
67.64% ～ 70.32%（RSD 为 3 .9% ～ 4.2%），

67.54% ～ 70.43%（RSD 为 2.5% ～ 3.6%）。
2.4.5　基质效应　取血浆样品 200 μL 至玻璃小
管，处理后进样分析，每一浓度进行 6 样本分
析；另取相同浓度的标准溶液 20 μL 和内标溶液
50 μL，涡旋混匀，加入 200 μL 流动相充分溶解
后进样分析。计算每批基质下的峰面积与不含基
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质的相应峰面积比值，计算 ATO、o-ATO、p-ATO
基质因子。结果符合接受标准，其中 ATO 的低、
高质控样品经内标归一化的基质因子的变异系数
分别为 2.7% 和 2.5%，o-ATO 的低、高质控样品
经内标归一化的基质因子的变异系数分别为 2.3%
和 2.5%，p-ATO 的低、高质控样品经内标归一化
的基质因子的变异系数分别为 3.2% 和 2.1%。
2.4.6　稳定性　均配制质量浓度为 0.150、16.0 
ng·mL － 1 的 ATO，o-ATO，p-ATO 质 控 样
品，分别考察待测物在冻融、生物样品前处理
过程、重新进样及生物基质中待测物的长期稳
定性。ATO、o-ATO、p-ATO 的变异系数分别为
1.2% ～ 3.5%、1.3% ～ 2.5%、2.3% ～ 4.5%。
2.4.7　稀释方法验证　ATO、o-ATO 及 p-ATO 的平
均准确度偏差分别为－ 1.4%、－ 0.14% 和－ 3.1%，
符合接受标准。表明样品中 ATO 及其代谢物经人
空白血浆稀释 5 倍后不影响测试准确度。
2.5　ATO 在中国健康人体内的药动学研究及生物
等效性分析
2.5.1　试验对象　空腹试验入组 32 例健康受试者
（6 女，26 男），27 例为汉族，5 例为其他民族，
年龄（26±6）周岁，体重为（61.0±6.8）kg，身高
为（165.8±7.0）cm，体质量指数为（22.2±1.7）
kg·m － 2。餐后试验入组 32 例健康受试者（9
女，23 男），30 例为汉族，2 例为其他民族，年
龄为（29±7）周岁，体重为（61.7±7.6）kg，身高
为（167.2±8.8）cm，体质量指数为（22.0±1.6）
kg·m－2。受试者试验前两周内未服用过任何药物，
筛选期体格检查、生命体征、实验室检查等结
果均正常或异常无临床意义。该试验方案经长沙
市第三医院伦理委员会批准（伦理批件号：CS3-
2021EC-004），受试者均签署知情同意书。

2.5.2　试验方案　本试验采用单中心、随机、开
放、单剂量、两制剂、四周期、两序列完全重
复交叉设计。空腹试验和餐后试验各 32 例健康
受试者，随机分配到两个给药程序 [ 受试制剂
（T），参比制剂（R），T-R-T-R、R-T-R-T]，每周
期给药一次，共 4 周期，清洗期 14 d。受试者于
每周期用药前 2 d 入住Ⅰ期病房，进行入住检查：
问诊、生命体征、烟检、尿毒筛试验、酒精呼气
试验，血妊娠（女性）在筛选期和每周期入住当
日进行检测。每周期给药前禁食至少 10 h，不禁
水。次日晨，空腹试验受试者在空腹状态下口服
1 片（5 mg/10 mg）AM-ATO 片受试制剂或参比制
剂，使用 240 mL 水送服。给药前后 1 h 内禁止饮
水，给药 4、10 h 后统一进食标准餐。每周期给
药前（0 h）及给药后 0.25、0.5、0.75、1、1.5、2、
2.5、3、3.5、4、5、6、7、8、9、10、12、24、
36、48、72 h 采集受试者静脉血约 4 mL，采集后
1 h 内进行离心，2 h 内储存至温度不高于－ 60℃
的超低温冰箱储存待测。餐后试验在试验当日早
晨进食高脂餐（30 min 内吃完），餐后口服 1 片（5 
mg/10 mg）AM-ATO 片受试制剂或参比制剂，使
用 240 mL 水送服。每周期给药前（0 h）及给药后
0.33（20 min）、0.67（40 min）、1、1.5、2、2.5、3、
3.5、4、5、6、7、8、9、10、12、24、36、48、
72 h 采集受试者静脉血约 4 mL，其余操作同空腹
试验。高脂餐能量要求满足我国人体生物等效性
研究技术指导原则的相关规定 [10]。
2.5.3　药动学参数及生物等效性评价　空腹试验
中 2 名受试者提前退出试验，餐后试验 32 名受试
者顺利完成四周期试验。平均血药浓度时间曲线
图见图 2，ATO 及其代谢物的药动学参数见表 2。

表 2　健康志愿者口服 5 mg/10 mg AM-ATO片后的主要药动学参数 
Tab 2　Main pharmacokinetic parameters after the oral administration of 5 mg/10 mg AM-ATO tablets in healthy volunteers

样品 tmax/h Cmax/（pg·mL － 1） AUC0 ～ t/（h·pg·mL － 1） λz/（1·h － 1） t1/2/h
ATO 空腹 受试制剂 1.00   3323.25±1464.79 22 162.8±8336.5 0.08±0.02   9.44±2.50

参比制剂 0.76   3388.73±1357.53 22 833.0±7863.1 0.08±0.02   9.53±3.39
餐后 受试制剂 4.51 2053.48±836.46 19 871.3±7390.1 0.08±0.02   8.70±2.30

参比制剂 4.51 2167.59±920.21 21 022.7±7131.8 0.08±0.02   8.77±2.12
o-ATO 空腹 受试制剂 2.51 1761.98±690.08 26 644.5±9977.9 0.07±0.01 11.44±2.88

参比制剂 2.25 1751.13±634.66    26 795.1±10 624.2 0.07±0.01 11.62±2.79
餐后 受试制剂 6.01 1477.13±481.78   25 180.6±10019.2 0.06±0.01 12.08±2.93

参比制剂 6.01 1468.21±492.77    25 180.0±10 228.1 0.06±0.01 12.70±3.09
p-ATO 空腹 受试制剂 12.00   83.92±28.49    3117.2±1054.7 0.02±0.01   34.50±15.38

参比制剂 12.00   84.79±38.57    3124.1±1013.1 0.02±0.01   35.64±21.06
餐后 受试制剂 12.00   71.12±34.78    2788.8±1142.1 0.02±0.01   51.02±46.28

参比制剂 12.00   72.32±40.09    2802.6±1201.5 0.02±0.01   45.82±31.27

　　空腹和餐后试验中，氨氯地平阿托伐他汀钙
片（AM-ATO）片的药动学参数统计分析结果显

示其受试制剂与参比制剂的 Cmax 和 AUC 的最小
二乘几何均值比的 90% 置信区间均落在 80% ～ 
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125% 判定范围内，表明两制剂在空腹和餐后给
药时的吸收速度和程度上均生物等效。
3　讨论
　　本研究通过前期探索，选用与待测物的理化
性质相似的同位素标记物作为内标，最大限度地
降低基质效应。同时，本研究建立了一种快速、
灵敏和简单的 LC-MS/MS 方法，能准确可靠地检
测人血浆样品中 ATO 及其代谢物的血药浓度，满
足临床对他汀类药物的监测需求。且通过比较 [11]

发现，我们开发的检测方法中 p-ATO 的 LLOQ 更
低，使用的样本血浆更少，减少了有机溶剂的消
耗，节约了分析时间及费用，效果更优。
　　ATO 口服后有较强的首过效应，其药动学参
数在不同个体中变异较大，有文献报道，ATO 及
其代谢物的药动学参数 Cmax 和 AUC 个体内变异
系数为 28.1% ～ 112%，属高变异药物 [12]，与本
研究的结果基本一致。目前，该方法已有效应用
于 AM-ATO 片剂在人体血浆中的药动学和生物等
效性研究，可为临床试验评价提供更加详实可靠
的血浆浓度数据。
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图 2　健康志愿者口服 5 mg/10 mg AM-ATO 片后的平均血药浓度 - 时间曲线

Fig 2　Mean plasma concentration-time curve after the oral administration of 5 mg/10 mg AM-ATO tablets in healthy volunteers
注（Note）：A. ATO（空腹，fasting）；B. o-ATO（空腹，fasting）；C. p-ATO（空腹，fasting）；D. ATO（餐后，fed）；E. o-ATO（餐后，

fed）；F. p-ATO（餐后，fed）。
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CD86、CD206 结直肠癌表达及其临床意义

陆二光，沈毅，彭辉，李子义，刘举达，王振，于庆生*（安徽中医药大学第一附属医院普外一科，安徽省

中医药科学院中医外科研究所，合肥　230000）

摘要：目的　探究结直肠癌间质中 CD86、CD206 表达与结直肠癌患者预后的相关性。方法　

利用免疫组化技术检测 46 例结直肠癌患者组织中 CD86 和 CD206 的表达状态，并比较其对预

后的影响，揭示其与临床因素的相关性。结果　CD86、CD206 的表达水平与患者年龄、性别、

肿瘤大小、肿瘤部位以及分化程度均无关；与结直肠癌组织的浸润深度、淋巴结转移、肿瘤

远处转移以及 TNM 分期关联密切（P ＜ 0.05）。富集分析显示 CD86 和 CD206 主要富集在癌

症相关免疫反应、信号通路的激活、细胞黏附等。单因素和多因素 COX 回归分析显示 CD86
表达是一个独立的预后因素（P ＜ 0.01）；而 CD206 分析结果差异无统计学意义。构建了用于

预测结直肠癌患者总生存期的模型，其结果显示 CD86 低表达患者总生存率优于高表达患者

（P ＜ 0.05），而 CD206 的结果并不理想。结论　CD86 可能作为结直肠癌患者预后的有效标

志物，为结直肠癌预后提供了更多的可能，而 CD206 作为患者预后指标有待进一步研究。

关键词：结直肠癌；肿瘤相关巨噬细胞；CD86；CD206；预后

中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2848-07
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Expression of CD86 and CD206 in colorectal cancer and  
its clinical significance

LU Er-guang, SHEN Yi, PENG Hui, LI Zi-yi, LIU Ju-da, WANG Zhen, YU Qing-sheng* (Department 
of General Surgery, the First Affiliated Hospital of Anhui University of Chinese Medicine, Institute of 
Traditional Chinese Medicine Surgery, Anhui Academy of Chinese Medicine, Hefei  230000)

Abstract: Objective  To determine the correlation between the expression of CD86 and CD206 in 
the interstitial of colorectal cancer and the prognosis of patients with colorectal cancer. Methods  
The expression of CD86 and CD206 in the tissues of 46 patients with colorectal cancer was detected 
by immunohistochemistry. The influence of CD86 and CD206 expression on the prognosis was 
compared to reveal the correlation with clinical factors. Results  The expression levels of CD86 
and CD206 were not related to patients' age, sex, tumor size, tumor site and differentiation degree. 
However, they were closely associated with the depth of invasion, lymph node metastasis, distant 
tumor metastasis and TNM stage of colorectal cancer (P ＜ 0.05). Cluster enrichment analysis 
showed that CD86 and CD206 were mainly enriched in cancer-related immune responses, signaling 
pathway activation, and cell adhesion. Univariate and multivariate COX regression showed that 
CD86 expression was an independent prognostic factor (P ＜ 0.01), while CD206 expression had 
poor prognostic efficacy. A model was established to predict the overall survival rate of patients 
with colorectal cancer. Patients with low expression of CD86 had better overall survival (P ＜0.05), 
while the CD206 were not satisfactory. Conclusion  CD86 may be used as an effective marker, 
and provide reference for the prognosis of colorectal cancer patients, while CD206 as a prognostic 
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　　结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是我国
临床最常见的消化道恶性肿瘤之一，近年来其发
病率和死亡率均居高不下 [1]，对我国国民健康造
成了严重的威胁。据 2020 年全球癌症报告，结直
肠癌在恶性肿瘤中发病率居全球第三，病死率居
全球第二 [2]。目前，手术、化疗、放疗和靶向治
疗是结直肠癌患者常用的治疗选择 [3-8]。尽管在过
去的二十年中，新的治疗技术和策略有了显著进
步，但大约 30% 的患者存在术后复发 [9-11]。此外，
辅助化疗的益处仅在 5% 的Ⅱ期和 15% ～ 20% 的
Ⅲ期患者中被观察到 [11-15]。相当比例的结直肠癌
患者会经历化疗药物的不良反应 [9-16]。基于此，
我们仍然需要更好的、更有效的生物标志物来评
估结直肠癌患者的预后。
　　巨噬细胞是人类肿瘤微环境中的主要细胞
成分，俗称肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated 
macrophages，TAMs）[17]。不同类型的巨噬细胞在
肿瘤进展中具有不同的功能。M1 型巨噬细胞激活
肿瘤杀伤机制，并增强 Th1 免疫细胞反应，在肿
瘤发生中发挥抵抗作用。另一方面，M2 型巨噬
细胞主要通过抑制肿瘤特异性免疫反应，促进肿
瘤生长和转移 [18]。CD86 为 M1 型巨噬细胞表面
标志物，CD86 高表达的 M1 型巨噬细胞参与炎症
反应、病原体清除和抗肿瘤免疫 [19-20]。研究发现，
CD86 表达在胃癌、胰腺癌以及慢性淋巴细胞白血
病等肿瘤中发挥着不可替代的作用 [21-23]。CD206
为 M2 型巨噬细胞表面标志物，CD206 高表达的
M2 型巨噬细胞在抗炎反应和伤口愈合中发挥关键
作用 [24-25]。CD206 表达在消化系统肿瘤中亦占据
了一定作用 [23，25]。因此，CD86 和 CD206 的表达
高低也会影响肿瘤患者的预后状态。然而，检索
发现，CD86 或 CD206 作为结直肠癌患者预后的
研究明显不足，亟须开展。
　　本文探究巨噬细胞标志物 CD86、CD206 在结
直肠癌中的表达，富集分析 CD86 和 CD206 的相关
功能，并且在此基础上进一步分析 CD86、CD206
的表达与临床病理参数及患者预后之间的关系，为
改善结直肠癌患者预后提供更有力、更强大的支撑。
1　材料与方法

1.1　一般资料

　　选择 2017 年 12 月到 2018 年 12 月安徽中医

药大学第一附属医院收治的 46 例结直肠癌患者作
为研究对象，所有患者均进行手术治疗，46 例患
者中男性 31 例，女性 15 例，年龄在 45 ～ 93 岁，
平均年龄为（70.3±13.2）岁。收集住院患者的一
般资料，主要包括患者性别、年龄、肿瘤大小、
肿瘤部位、淋巴结转移、分化程度和随访数据等。
肿瘤分期和肿瘤分化分级根据第七届美国癌症联
合委员会 TNM 分级重新分类。纳入标准：① 均
符合结直肠癌的临床诊断标准；② 术后病理均诊
断明确；③ 获得家属的完全同意与知情。排除标
准：① 未有完整的病理资料；② 随访丢失；③ 
早期转院；④ 存在严重的沟通障碍与精神疾病。
1.2　生信分析

　　TCGA-CESC 数据集含有 607 例结直肠癌患者
信息，获取其 CD86、CD206 表达情况以及总生存
期（overall survival，OS），采用 Kaplan-Meier 曲线
评价 CD86、CD206 表达与总生存期的相关性。采用
STRING 11.5导出蛋白相互关系的数据文件（阈值 5% 
highest confidence ＞ 0.4）；随后使用 Cytoscape 3.9.0
软件计算 MCC 值，以 MCC 值前 10 的基因为关键基
因（Hub）。利用 WebGestalt 网站，将 10 个 Hub 基因
进行 GO 和 KEGG 富集分析（阈值 FDR ＜ 0.05）。
1.3　免疫组化

　　免疫组化技术分析结直肠癌组织。将结直
肠癌组织进行包埋，将包埋的标本切成 5 μm 的
切片，室温放置 30 min，0.3% X-Triton 通透 20 
min，3% H2O2 阻断 10 min，10% 山羊血清室温
培养 30 min。将加入一抗的样品在 4℃冰箱中培
养过夜，后二抗室温孵育 60 min。显微镜下观
测并记录目标样本，检测 CD86 和 CD206 的表
达情况，并留存图片。结果判定：随机选取 5 个
高倍镜视野，以染色深浅程度与阳性细胞所占百
分比联合判定。染色强度：无色 0 分，淡黄色 1
分，棕黄色 2 分，黄褐色 3 分；按阳性细胞所占
的百分比计分：≤ 5% 为 0 分，＞ 5% 且≤ 25%
为 1 分，＞ 25% 且≤ 50% 为 2 分，＞ 50% 为 3
分。分别将染色强度及阳性细胞百分比计算乘积，
0 ～ 3 分记为阴性，4 ～ 9 分记为阳性。以上结
果判读由 2 名高年资病理科医师双盲法独立判读，
并通过判读结果取平均值。
1.4　随访

indicator needs further verfication. 
Key words: colorectal cancer; tumor-associated macrophage; CD86; CD206; prognosis
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　　术后患者出院即随访开始，随访形式主要以
门诊和电话进行，随访截至 2023 年 5 月 31 日。
总生存期定义为从肿瘤确诊至与肿瘤相关原因或
死亡的时间。
1.5　统计学分析

　　使用 SPSS 26.0 及 Graphpad Prism 8.0 统计软
件进行统计学分析，CD86 和 CD206 的表达情况
与结直肠癌病理特征的关系采用 χ2 检验，运用
COX 回归分析法对 CD86 及 CD206 对患者预后的
预测价值进行分析，采用 Kaplan-Meier 法绘制生
存曲线，P ＜ 0.05 提示差异具有统计学意义。
2　结果

2.1　TCGA-CESC 数据库中 CD86 及 CD206 的表

达水平与结直肠癌患者预后的关系

　　根据生存分析结果显示，结直肠患者中
CD86 低表达组总生存期长于高表达组（P ＝

0.04），见图 1A；而 CD206 高表达组和低表达组
的总生存期差异无统计学意义（P ＝ 0.08），见图
1B。分析结果预示 CD86 的表达水平可能对结直
肠癌患者生存预后产生一定影响，而 CD206 对结
直肠癌患者预后影响不明确。

图 1　TCGA-CESC 中 607 例结直肠患者预后与 CD86、CD206 的表

达关系

Fig 1　Relationship between prognosis and CD86 and CD206 expression 
in 607 colorectal patients in TCGA-CESC database

2.2　CD86、CD206 的 GO 富集分析

　　GO 富集分析显示，CD86 的生物过程（BP）
在免疫反应、免疫系统过程、细胞的激活、免疫
系统过程的调节中显著富集；细胞成分（CC）主
要涉及膜的固有成分、质膜以及质膜的组成部分
等；基因的分子功能（MF）主要包括信号受体
活性、分子换能器活性、跨膜信号受体活性等。
CD206 结果类似（见图 2）。
2.3　CD86、CD206 的 KEGG 富集分析

　　KEGG 富集分析显示，CD86 和 CD206 均在金
黄色葡萄球菌感染、细胞黏附、肺结核、破骨细胞
以及吞噬体作用等相关路径上明显富集（见图 3）。

2.4　CD86、CD206 在结直肠癌组织中免疫组化

结果分析

　　在收集的 46 例结直肠癌患者中，CD86 高表
达 27 例， 低 表 达 19 例；CD206 高 表 达 20 例，
低表达 26 例。根据患者总生存期中位值将 46

图 2　CD86、CD206 明显富集的 GO 结果

Fig 2　GO results of CD86 and CD206 enrichment

图 3　CD86、CD206 明显富集的 KEGG 结果

Fig 3　KEGG results of CD86 and CD206 enrichment
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例患者分为预后良好组与预后不佳组，结果发
现预后良好组中 CD86 低表达 16 例、CD206 高
表达 19 例，预后不佳组中 CD86 高表达 23 例、
CD206 低表达 24 例（见图 4）。

图 4　不同预后患者组 CD86、CD206 的表达水平

Fig 4　Expression levels of CD86 and CD206 in patients with different 
prognosis

2.5　结直肠癌患者 CD86、CD206 的表达与临床

病理特征的关系

　　根据 CD86、CD206 的表达水平，将结直肠癌
患者 CD86、CD206 分为高表达组和低表达组，两
组年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位以及分化程
度比较均无显著差异，而与结直肠癌组织的浸润
深度、淋巴结转移、肿瘤远处转移以及 TNM 分期
具有密切关联（P ＜ 0.01）。具体见表 1。
2.6　单因素、多因素 COX 分析结直肠癌患者预

后的危险因素

　　单因素 COX 模型分析显示，结直肠癌患者
的分化程度（P ＜ 0.05）、远处转移（P ＜ 0.05）、
TNM 分期（P ＜ 0.01）以及癌组织 CD86 表达
（P ＜ 0.01）均与患者较差预后相关联；多因素
COX 模型分析显示，结直肠癌患者的分化程度
（P ＜ 0.01）、TNM 分期（P ＜ 0.05）以及肿瘤组
织中 CD86 表达（P ＜ 0.01）是影响患者预后的
危险因素，因而成为患者预后评估的独立指标，
而肿瘤组织中 CD206 表达（P ＝ 0.848）作为独
立预测因子的价值有待进一步研究（见表 2）。
2.7　CD86、CD206 肿瘤相关巨噬细胞表达水平

与结直肠癌患者预后之间的关系

　　本文收集的 46 例结直肠癌患者病例均有完
整的生存数据。K-M 生存曲线结果显示，结直肠
患者中 CD86 低表达组 5 年生存率明显优于高表
达组（P ＝ 0.015，见图 5A），这进一步印证了
CD86 的表达水平可能对结直肠癌患者生存预后
产生一定影响。而 CD206 患者 5 年生存率差异无
统计学意义（P ＝ 0.104，见图 5B），提示对结直
肠癌患者的生存预后无影响，这需要更进一步的
研究。

图 5　CD86、CD206 的表达与结直肠癌患者 5 年生存率的关系

Fig 5　Relationship between expression of CD86 and CD206 and 5-year 
survival rate in patients with colorectal cancer

3　讨论

　　已有研究表明结直肠癌是世界上癌症死亡的
三大主要原因之一 [2]。已有认知中结直肠癌主要
预后因素为 TNM 阶段，但它并不精确 [26]。癌症
生物标志物是由肿瘤细胞直接产生或由非肿瘤细
胞经肿瘤细胞诱导产生的物质，是可以客观检测
到的物质或分子，表明癌症的存在或生存 [20]。因
此，确认一个与结直肠癌预后最相关的生物标志
物十分重要。
　　本研究基于生信分析 607 例结直肠癌患者预
后与肿瘤相关巨噬细胞内 CD86、CD206 表达量
的关系，结果提示 CD86 低表达组总生存期优于
高表达组，CD206 高表达组总生存期略优于低
表达组，但差异无统计学意义，这表明 CD86 表
达水平可能对结直肠癌患者生存预后产生一定影
响，但 CD206 表达影响不显著，这与先前的研
究 [23，25] 不一致，本课题组将通过后续的研究加以
验证。随后，我们对 CD86、CD206 进行富集分
析。GO 富集分析显示 CD86 和 CD206 均在免疫
反应、免疫系统过程、细胞的激活、信号受体活
性等过程中显著富集。KEGG 富集分析显示 CD86
和 CD206 均在细胞黏附和吞噬体作用等相关路径
上明显富集。上述 CD86、CD206 的富集结果刚
好和肿瘤的发生、发展以及转移等过程相关联，
而这种关联可能影响了结直肠癌患者的预后。
　　为验证上述猜想，本研究收集了 46 例结直
肠癌患者组织以及临床病理资料：首先分析结直
肠癌组织免疫组化结果，结果显示预后良好组中
CD86 低表达和 CD206 高表达居多，预后不佳组
中 CD86 高表达和 CD206 低表达居多；随后进一
步探究 CD86、CD206 表达水平与结直肠癌患者
的性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤部位、淋巴结转
移以及分化程度等各临床病理参数间的关系，结
果发现 CD86、CD206 的表达水平与 T 分类、N
分类、淋巴结转移、肿瘤远处转移以及 TNM 分
期之间存在强关联。以往研究显示结直肠癌远处
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表 1　结直肠癌患者 CD86、CD206 表达与临床病理特征的关系 (n ＝ 46) 
Tab 1　Relationship between expression of CD86 and CD206 and clinic opathological features in patients with colorectal cancer (n ＝ 46)

变量 患者 [n（%）]
CD86 表达患者数 CD206 表达患者数

高表达（n ＝ 27） 低表达（n ＝ 19） P 高表达（n ＝ 20） 低表达（n ＝ 26） P

年龄 / 岁 0.492 0.425

＜ 60 11（23.9）   7   4   4   7

≥ 60 35（76.1） 20 15 16 19

性别 0.421 0.267

男 31（67.4） 19 12 12 19

女 15（33.6）   8   7   8   7

肿瘤大小 /cm 0.402 0.263

＜ 4.5 22（47.8） 12 10   8 14

≥ 4.5 24（52.2） 15   9 12 12

肿瘤部位 0.163 0.556

直肠 20（43.5） 10 10   9 11

升结肠   7（15.2）   4   3   4   3

横结肠   1（2.2）   0   1   0   1

降结肠   6（13）   6   0   1   5

乙状结肠 12（26.1）   7   5   6   6

分化程度 0.436 0.403

低分化 11（23.9）   8   3   3   8

中分化 30（65.2） 17 13 14 16

高分化   5（10.9）   2   3   3   2

T 分类 0.022 0.025

T1   4（8.7）   0   4   3   1

T2   5（10.9）   2   3   3   2

T3 22（47.8） 13   9 12 10

T4 15（32.6） 12   3   2 13

N 分类 0.034 0.001

N0 20（43.5）   8 12 17   3

N1 16（34.8） 10   6   2 14

N2 10（21.7）   9   1   1   9

远处转移 0.001 0.001

无 33（71.7） 14 19 20 13

有 13（28.3） 13   0   0 13

TNM 分期 0.001 0.001

Ⅰ   6（13）   0   6   6   0

Ⅱ 12（26.1）   6   6 11   1

Ⅲ 15（32.6）   8   7   3 12

Ⅳ 13（28.3） 13   0   0 13

转移、TNM 分期等与 CD86 阳性肿瘤相关巨噬细
胞之间存在差异性 [27-28]，与本研究结果吻合。通
过对影响患者预后的危险因素进行评估，单因素
和多因素 COX 分析显示 CD86 可以成为结直肠癌
患者预后评估的独立指标，而 CD206 作为独立预
测因子没有达到预期。同时本研究还发现肿瘤的
分化程度也可作为预后指标 [27]。最后，本研究利
用 K-M 生存曲线分析发现，结直肠患者中 CD86
低表达组 5 年生存率明显优于高表达组，这进

一步印证了我们的观点，即 CD86 的表达水平可
能对结直肠癌患者生存预后产生一定影响 [29-30]。
CD206 组 5 年生存率差异并不明显，需要进一步
研究探究原因。
　　当然，本研究仍存在不足：第一，缺乏较完善
的生信分析，我们只是片面地对 CD86、CD206 进
行了富集分析，而忽略了其表达差异分析、分子互
作分析；第二，收集临床样本较少；第三，没有进
行 CD86 和 CD206 的相关性分析。
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　　综上所述，结直肠癌组织中 CD86、CD206
的表达水平与结直肠癌组织的浸润深度、淋巴结
转移、肿瘤远处转移以及 TNM 分期具有密切关
联；肿瘤相关巨噬细胞内 CD86 表达可作为结直
肠癌患者预后的有效标志物，而 CD206 作为预后
标志物仍需进一步探究。本研究的发现为今后结
直肠癌的诊断、治疗和预后提供了一个有希望的
目标。
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延胡索总碱贴片的初步稳定性研究

王梦琳，魏晓彤，石双慧，姜明瑞，胡宇峰，马思媛，张婧秋，王慧楠，陈梦雨，王英姿*（北

京中医药大学 中药学院，北京　102488）

摘要：目的　研究延胡索总碱贴片中延胡索总碱在不同条件下的稳定性。方法　以延胡索总碱

贴片中的延胡索甲素、延胡索乙素以及延胡索丑素的含量，24 h 体外累积释放量及黏附力为指

标，进行了强光照射、高温、高湿的影响因素试验、加速试验及长期留样试验。结果　制剂对

光照、高温、高湿稳定，加速试验、长期留样试验稳定性较好，延胡索总碱贴片中的延胡索甲

素、延胡索乙素和延胡索丑素的含量、24 h 体外累计释放量及延胡索总碱贴片黏附力无显著性

变化。结论　延胡索总碱贴片质量可控，稳定性良好。

关键词：延胡索总碱；贴片；含量测定；稳定性研究
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Stability of Corydalis Rhizoma total alkaloid patch

WANG Meng-lin, WEI Xiao-tong, SHI Shuang-hui, JIANG Ming-rui, HU Yu-feng, MA Si-yuan, 
ZHANG Jing-qiu, WANG Hui-nan, CHEN Meng-yu, WANG Ying-zi* (School of Chinese Materia 
Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the stability of total alkaloids from Corydalis Rhizoma in 
Corydalis Rhizoma total alkaloid patches under different conditions. Methods  The content of 
corydaline, tetrahydropalmatine and tetrahydrocolumbamine in Corydalis Rhizoma total alkaloid 
patches, the 24 hours cumulative permeation in vitro and adhesion were taken as indicators. The 
influence factors test, accelerated test and long-term retention test of strong light, high temperature 
and high humidity were conducted. Results  The preparation was stable under light, high 
temperature and high humidity, and was stable in the accelerated test and long-term retention test. 
The content and the 24 hours cumulative permeation in vitro of corydaline, tetrahydropalmatine and 
tetrahydrocolumbamine in Corydalis Rhizoma total alkaloid patches, and the adhesion of Corydalis 
Rhizoma total alkaloid patches had no obvious change. Conclusion  Corydalis Rhizoma total alkaloid 
patches have controllable quality and good stability. 
Key words: Corydalis Rhizoma total alkaloid; patch; content determination; stability 
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　　延胡索为罂粟科植物延胡索 Corydalis yanhu-
suo W.T.Wang 的干燥块茎，具有活气、行血、止痛
等功效 [1]，可用于血瘀气滞诸痛证，其主要活性
成分为延胡索总碱，包括延胡索甲素、延胡索乙
素、延胡索丑素等 [2-7]。延胡索总碱贴片是由具有
确切临床疗效的延胡索总碱、经皮给药系统、穴
位贴敷疗法相结合制备而成，避免了肝脏的首过
效应，且使用方便，是一种新型透皮给药制剂 [8]。

　　稳定性决定药品的质量、有效性和安全性，
常被用来筛选制剂，预测和确定药品的有效期，
并为药品的生产、包装、贮存、运输条件确定提
供科学依据 [9-10]。延胡索总碱贴片是本实验室自
制的中药制剂，有效成分主要为延胡索总碱，其
具有治疗慢性疼痛作用。为了更好地控制延胡索
总碱贴片的质量，确保用药安全有效，本文以延
胡索总碱贴片中的延胡索甲素、延胡索乙素、延
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胡索丑素的含量、24 h 体外累计释放量及黏附力
为指标，对延胡索总碱贴片进行了影响因素试验
（强光照射、高温、高湿）、加速试验以及长期留
样试验等稳定性研究，以期为延胡索总碱贴片的
进一步开发提供实验依据。
1　材料

1.1　仪器

　　UltiMate 3000 型高效液相色谱仪、Chrome-
leon 变色龙色谱数据系统（美国赛默飞公司）；
BSI10S 型万分之一电子天平（Sartorius 公司）；
KH7200DB 型数控超声波清洗机（昆山禾创超声
仪器有限公司）；Researchplus 单道可调量程移液
器（德国 Eppendorf）；TGL-16M 型高速离心机
（湘仪实验室仪器有限公司）；DHG-9030A 型电
热恒温鼓风干燥箱（北京北方利辉试验仪器设备
有限公司）；HWS-50B 型恒温恒湿培养箱（北京
市恒诺利兴科技有限公司）；CZY-GY 型初黏仪、
CZY-6S 型持黏仪、BLD-200N 型剥离机（济南兰
光机电技术有限公司）；TK-12D 型透皮吸收扩散
仪（上海锴凯科技有限公司）；药品强光稳定性
试验箱（北京兰贝石恒温技术有限公司）。
1.2　试药

　　延胡索总碱贴片（自制，批号：20210421）；
延胡索甲素对照品（含量：98.0%，上海源叶生物
科技有限公司，批号：Z25N8B49010）；延胡索乙
素对照品（含量：99.8%，中国食品药品检定研究
院，批号：110726-201819）；延胡索丑素对照品
（含量：98.0%，成都德思特生物技术有限公司，批
号：DST200321-157）；甲醇（色谱纯，美国 Fisher 
Scientific 公司）；三乙胺、磷酸（分析纯，北京化工
厂）；生理盐水（石家庄四药有限公司）；无水乙醇
（上海国药试剂）；水为去离子水以及娃哈哈纯净水。

2　方法与结果

2.1　延胡索总碱贴片的制备 [11]

　　称取适量延胡索总碱，加入 Duro-Tak 87-
4098 丙烯酸酯压敏胶及促透剂丙二醇，室温下磁
力搅拌 3 h，使药物与压敏胶充分混合。将药液
倾倒于离型膜上，涂布成一定厚度薄膜，80℃鼓
风干燥固化 15 min 后放冷至室温，压覆背衬层，
即得延胡索总碱贴片，裁剪成所需大小，放入干
燥器备用（含延胡索总碱 6 mg·cm － 2）。
2.2　HPLC 法测定延胡索总碱贴片中延胡索甲

素、延胡索乙素、延胡索丑素的含量 [8]

2.2.1　色谱条件　色谱柱：Agilent ZORBAX SB-
C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）； 流 动 相： 甲
醇 -0.04 mol·L － 1 磷酸水溶液（70∶30），三乙胺
调 pH 为 6.0；检测波长：281 nm；柱温：30℃；
流速：1 mL·min － 1；进样量：10 μL。
2.2.2　对照品溶液的制备　分别精密称取延胡
索甲素、延胡索乙素、延胡索丑素对照品适量，
加甲醇超声定容至 5 mL，制得质量浓度分别为
1.8522、0.7804、0.6233 mg·mL － 1 的母液，备用。
2.2.3　供试品溶液的制备　取自制延胡索总碱贴
片，除去防黏层，置于具塞锥形瓶中，加 4 mL
甲醇溶解后超声 60 min，确保贴片中的药物及
压敏胶完全溶解在溶剂中。放至室温后，8000 
r·min － 1 离心（离心半径 9.46 cm）15 min，将上
清液全部转移至 5 mL 量瓶中，用甲醇定容至刻
度，0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得。
2.2.4　专属性考察　按照“2.2.3”项下方法制备空
白贴片供试品溶液、延胡索总碱贴片供试品溶液，
分别吸取混合对照品溶液、空白贴片供试品溶液以
及延胡索总碱贴片供试品溶液，进样测定，结果见
图 1，样品溶液在该色谱条件下的专属性良好。

图 1　延胡索总碱贴片（A）、空白贴片（B）及混合对照品（C）的 HPLC 图

Fig 1　HPLC chromatogram of Corydalis Rhizoma total alkaloid patch（A），blank patch（B）and mixed control（C）

1. 延胡索丑素（corydaline）；2. 延胡索乙素（tetrahydropalmatine）；3. 延胡索甲素（tetrahydrocolumbamine）

2.2.5　线性关系考察　取混合对照品母液配制成 浓度梯度的混合溶液，进样测定。结果延胡索甲
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素的线性回归方程为 Y ＝ 169.10X － 0.2103，r ＝
0.9996，在 0.0185 ～ 0.3704 mg·mL－ 1 内与峰面积
线性关系良好；延胡索乙素的线性回归方程为 Y ＝

175.25X － 0.0611，r ＝ 0.9998，在 0.0078 ～ 0.1561 
mg·mL － 1 内与峰面积线性关系良好；延胡索丑
素的线性回归方程为 Y ＝ 185.65X ＋ 0.0142，r ＝
0.9995，在 0.006 24 ～ 0.1247 mg·mL－ 1 内与峰面
积线性关系良好。
2.2.6　精密度考察　取混合对照品溶液连续进样
测定 6 次，结果延胡索甲素、延胡索乙素、延胡
索丑素峰面积的 RSD 值分别为 0.34%、0.36%、
0.58%，表明仪器精密度良好。
2.2.7　稳定性考察　按照“2.2.3”项下方法制备贴
片的含量测定溶液，在 0、2、4、8、12、24 h 分别
进样，测定峰面积并计算 RSD 值，结果延胡索甲
素、延胡索乙素、延胡索丑素峰面积的 RSD 值均为
1.9%，表明样品溶液在 24 h 内稳定。
2.2.8　重复性考察　取同一批延胡索总碱贴片 6
片，按照“2.2.3”项下方法制备贴片供试品溶液，
进样测定，结果延胡索甲素、延胡索乙素、延胡
索丑素含量 RSD 值分别为 2.2%、2.0%、2.3%，
表明重复性满足样品含量测定要求。
2.2.9　加样回收试验　取不含延胡索总碱的空
白贴片 6 片，除去防黏层，加入混合对照品溶
液，按照“2.2.3”项下方法制备贴片供试品溶液，
进样测定，结果延胡索甲素、延胡索乙素、延
胡索丑素回收率在 98.0% ～ 104.0%，RSD 值在
1.9% ～ 2.1%，表明回收率良好。

2.3　体外累计释放量测定

　　扩散池为体积约 8 mL 的垂直式扩散池，接
收池有效接触面积为 3.14 cm2。取半透膜置于供
给池与接收池之间，在接收池中放入磁力搅拌子
并注入预热至 37℃的接收液，至液面恰与半透膜
接触，排净气泡。将扩散池置于（37±0.2）℃恒
温水浴中，以 300 r·min － 1 磁力搅拌，分别于 1、
2、4、6、8、12、24 h 吸取接收液 0.2 mL，经 0.22 
μm 微孔滤膜过滤，HPLC 测定。单位面积累积渗
透量（Qn）按照公式（1）计算：
　　Qn ＝（CnV0 ＋ ∑ n － 1

i ＝ 1  Ci×V）/A            （1）
　　式（1）中 Qn 为累计释放量，Cn 和 Ci 分别是
第 n 个和第 i 个取样点的药物浓度，V0 为接收液
体积（8 mL），V 为取样体积（0.2 mL），A 为有效
扩散面积（3.14 cm2）。
　　以时间为横坐标，Qn 为纵坐标绘制累计释放
曲线，见图 2，并将延胡索总碱穴位贴片中 3 种
指标成分的 24 h 累计释放度（%）分别以零级、
一 级、Higuchi、Ritger-Peppas、Weibull 动 力 学
方程进行拟合，初步研究延胡索总碱贴片的体外
释放机制，释放模型和拟合优度结果见表 2，由
相关系数（r）可以看出，延胡索甲素与延胡索
乙素拟合优度顺序为 Weibull ＞ Ritger-Peppas ＞
Higuchi ＞一级＞零级，延胡索丑素的拟合顺序
为 Higuchi ＞ Weibull ＞ Ritger-Peppas ＞一级＞

零级。因此，总碱贴片中延胡索甲素、延胡索乙
素与延胡索丑素的体外释放分别最符合 Weibull、
Weibull 与 Higuchi 释放模型。

表 2　延胡索总碱贴片中延胡索甲素、延胡索乙素、延胡索丑素的体外释放拟合结果 
Tab 2　Fitting of corydaline，tetrahydropalmatine，and tetrahydrocolumbamine release in Corydalis Rhizoma total alkaloid patch

化合物 模型 拟合方程 r
延胡索甲素 零级 Q ＝ 0.2671t ＋ 0.5281 0.9715

一级 ln（1 － Q）＝－ 0.0028t ＋ 4.6000 0.9735
Higuchi Q ＝ 1.3934t1/2 － 0.7142 0.9798
Ritger-Peppas lnQ ＝ 1.1603lnt ＋ 0.8285 0.9923
Weibull ln{ln[1/（1 － Q）]} ＝ 1.1483lnt ＋ 6.1088 0.9926

延胡索乙素 零级 Q ＝ 0.9327t ＋ 2.2672 0.9693
一级 ln（1 － Q）＝－ 0.0106t ＋ 4.5844 0.9765
Higuchi Q ＝ 4.8947t1/2 － 2.134 0.9833
Ritger-Peppas lnQ ＝ 1.3388lnt － 1.1173 0.9964
Weibull ln{ln[1/（1 － Q）]} ＝ 1.2785lnt ＋ 4.8259 0.9967

延胡索丑素 零级 Q ＝ 0.2167t ＋ 1.2948 0.9343
一级 ln（1 － Q）＝－ 0.0022t ＋ 4.5922 0.9379
Higuchi Q ＝ 1.1964t1/2 － 0.1389 0.9970
Ritger-Peppas lnQ ＝ 2.1638lnt － 0.6707 0.9948
Weibull ln{ln[1/（1 － Q）]} ＝ 2.1307lnt ＋ 9.1421 0.9948

注：Q 为累计释放度，t 为时间。

Note：Q means the cumulative release degree，t means the time.
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图 2　延胡索总碱贴片中 3 种成分的体外释放曲线（n ＝ 3）
Fig 2　In vitro release and transdermal curves of three components in 
Corydalis Rhizoma total alkaloid patch（n ＝ 3）

2.4　黏附力测定 
　　按照 2020 年版《中国药典》第四部通则 0952 项
下的黏附力测定法对所制贴片的黏附力进行评价 [12]。
2.4.1　初黏力　初黏力为轻微压力作用下产生的
剥离抵抗力，采用滚球斜坡停止法，对初黏力进
行评价。试验前，将供试品于 18 ～ 25℃、相对
湿度 40% ～ 70% 下放置 2 h 以上。用蘸有无水乙
醇的擦拭材料擦洗倾斜板和不锈钢钢球表面，用
干净的无尘布仔细擦干，清洗 3 次以上，直至倾
斜板和不锈钢球表面经目测检查达到洁净为止。
取供试品，除去防黏层，固定于水平面上，压敏
胶面向上，取适宜大小的不锈钢球进行试验，记
录每次不锈钢球滚过的距离，求算平均值 [12]。
2.4.2　持黏力　持黏力为膏体抵抗持久性外力所引
起变形或断裂的能力，采用悬挂法对持黏力进行
评价。试验前，将供试品于 18 ～ 25℃、相对湿度
40% ～ 70% 条件下放置 2 h 以上。用蘸有无水乙
醇的擦拭材料擦洗试验板和加载板，用干净的无尘
布仔细擦干，清洗 3 次以上，直至试验板和加载板
表面经目测检查达到洁净为止。洁净后的试验板和
加载板不得用手或其他物体接触。取供试品，将供

试品平行于板的纵向粘贴在紧挨着的试验板和加载
板的中部，用压辊在供试品上来回滚压 3 次，供试
品在板上粘贴后，在室温放置 20 min，固定于试验
架，垂直放置，沿供试品的长度方向悬挂一规定质
量的砝码，记录供试品滑移直至脱落的时间或在一
定时间内位移的距离 [12]。
2.4.3　剥离强度　剥离强度指在适当压力下经一
定粘贴时间后，贴剂与被粘表面之间抵抗界面分
离的能力，采用 180°剥离强度试验法对剥离强
度进行测定。试验前，将供试品于 18 ～ 25℃、
相对湿度 40% ～ 70% 条件下放置 2 h 以上。将供
试品黏性面与洁净的聚酯薄膜黏接，然后用 2000 
g 重压辗在供试品上来回滚压 3 次，以确保黏接
处无气泡存在。供试品粘贴后，在室温下放置
20 ～ 40 min 后进行试验。将聚酯薄膜自由端对
折（180°），把薄膜自由端和试验板分别上、下
夹持于试验机上。应使剥离面与试验基线保持一
致。试验机以（300±10）mm·min － 1 下降速度
连续剥离，试验结果以仪器显示数值表示 [12]。
2.5　稳定性考察

2.5.1　影响因素试验　按照 2020 年版《中国药
典》第四部通则 9001《原料药物与制剂稳定性试
验指导原则》，将延胡索总碱贴片分别在高温、
高湿和强光照射环境下试验，对延胡索总碱贴片
中延胡索甲素、延胡索乙素、延胡索丑素的含量，
24 h 体外累计释放量及黏附力进行考察。
　　① 强光照射试验：将延胡索总碱贴片置于
（4500±500）lx 下光照 10 d，分别于第 5 日、第 10
日取样检测，结果见图 3。在强光照射试验条件下，
5 d、10 d 组中延胡索总碱贴片的延胡索甲素、延胡
索乙素和延胡索丑素含量均呈下降趋势，差异不存
在统计学意义。初黏力球号为 10 ～ 11，持黏力、
剥 离 强 度 分 别 在 6.200 ～ 6.520 h 及 0.107 ～ 0.117 
kN·m－ 1 内，各项指标均无明显变化。

图 3　强光照射试验后的延胡索总碱贴片体外释放速率曲线图（n ＝ 3）
Fig 3　In vitro release rate curve of Corydalis Rhizoma total alkaloid patch after strong light irradiation test（n ＝ 3）
A. 光照 0 d（strong light irradiation for 0 days）；B. 光照 5 d（strong light irradiation for 5 days）；C. 光照 10 d（strong light irradiation for 10 days）
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　　② 高温试验：将延胡索总碱贴片放置在电热
恒温鼓风干燥箱内部，60℃温度下放置 10 d，分
别于第 5 日、第 10 日取样检测，结果见图 4。在
高温试验条件下，5 d、10 d 组中，延胡索总碱贴

片的延胡索甲素、延胡索乙素和延胡索丑素含量呈
下降趋势，但差异无统计学意义，初黏力球号均为
10，持黏力、剥离强度分别在 6.133 ～ 6.520 h 及
0.110～0.123 kN·m－1内，各项指标均无明显变化。

图 4　高温试验后的延胡索总碱贴片体外释放速率曲线图（n ＝ 3）
Fig 4　In vitro release rate curve of Corydalis Rhizoma total alkaloid patch after high temperature test（n ＝ 3）
A. 高温 0 d（high temperature test for 0 day）；B. 高温 5 d（high temperature test for 5 days）；C. 高温 10 d（high temperature test for 10 days）

　　③ 高湿试验：将延胡索总碱贴片置于恒湿密
闭容器中，分别于 25℃相对湿度（90±5）% 条件
下放置 10 d，分别于第 5 日、第 10 日取样，结果
见图 5。在高湿试验条件下，5 d、10 d 组中，延
胡索总碱贴片的延胡索甲素、延胡索乙素和延胡

索丑素含量呈下降趋势，但差异无统计学意义，
初黏力球号为 10 ～ 11，持黏力、剥离强度分别
在 6.333 ～ 6.520 h 及 0.100 ～ 0.110 kN·m － 1 内，
各项指标均无明显变化。

图 5　高湿试验后的延胡索总碱贴片体外释放速率曲线图（n ＝ 3）
Fig 5　In vitro release rate curve of Corydalis Rhizoma total alkaloid patch after high humidity test（n ＝ 3）
A. 高湿 0 d（high humidity test for 0 day）；B. 高湿 5 d（high humidity test for 5 days）；C. 高湿 10 d（high humidity test for 10 days）

2.5.2　加速试验　取模拟上市包装的延胡索总碱
贴片在温度（40±2）℃，相对湿度（75±5）% 的
恒温恒湿箱中放置 6 个月，在试验期间第 0 个月、
第 3 个月、第 6 个月末分别取样 1 次，检测结果
见图 6。延胡索总碱贴片的延胡索甲素、延胡索乙
素和延胡索丑素含量降低较少，差异无统计学意
义。初黏力球号为 9 ～ 10，持黏力、剥离强度分
别在 6.233 ～ 6.520 h 及 0.107 ～ 0.123 kN·m－ 1 内，
各项指标均无明显变化。
2.5.3　长期留样试验　取延胡索总碱贴片模拟上市
包装，在温度（25±2）℃、相对湿度（60±10）%
下放置于药品稳定性实验箱中 12 个月，分别于 0、
3、6、9、12、18 个月末取样 1 次，检测结果见
图 7。延胡索总碱贴片的延胡索甲素、延胡索乙素

和延胡索丑素含量降低较少，差异无统计学意义。
初黏力球号为 9 ～ 10，持黏力、剥离强度分别在
6.033 ～ 6.367 h 及 0.103 ～ 0.127 kN·m － 1 内，各
项指标均无明显变化。
3　讨论

　　稳定性研究是提高中药制剂质量的保证，是
确保其有效性和安全性的重要基础。本研究影
响因素试验表明，在强光照射（4500±500）lx、
高温（60℃）、高湿 [ 相对湿度（90±5）%] 环境
下，在加速试验 [ 温度（40±2）℃、相对湿度
（75±5）%]、长期留样试验 [ 温度（25±2）℃、
相对湿度（60±10）%] 的环境下，延胡索总碱贴
片中延胡索甲素、延胡索乙素、延胡索丑素的含
量、贴片的 24 h 累计释放量以及黏附力与制备初
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期相比差异无统计学意义，表明延胡索总碱贴片
具有较好的稳定性，为今后确定该制剂的贮藏条
件和有效期提供了参考。
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图 6　加速试验后的延胡索总碱贴片体外释放速率曲线图（n ＝ 3）
Fig 6　In vitro release rate curve of Corydalis Rhizoma total alkaloid patches after accelerated test（n ＝ 3）
A. 加速 0 个月（accelerated test for 0 month）；B. 加速 3 个月（accelerated test for 3 month）；C. 加速 6 个月（accelerated test for 6 month）

图 7　长期留样试验后的延胡索总碱贴片体外释放速率曲线图（n ＝ 3）
Fig 7　In vitro release rate curve of Corydalis Rhizoma total alkaloid patches after long-term retention test（n ＝ 3）
A. 0 个月（0 month）；B. 3 个月（3 month）；C. 6 个月（6 month）；D. 9 个月（9 month）；E. 12 个月（12 month）；F. 18 个月（18 month）



2861

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

基于保肝降酶作用的舒肝宁注射液相对生物活性测定法 
的建立与生物均一性评价

吴世豪1，张怡博1，李非凡1，刘张珍1，张昀2，朱金墙1*，何峰3*（1. 天津中医药大学中医药研究院，组分

中药国家重点实验室，天津市中药药理学重点实验室，天津　301617；2.贵州瑞和制药有限公司，贵州　550002；3. 贵州医科大

学，贵州　550000）

摘要：目的　考察舒肝宁注射液（SGN）的保肝降酶退黄作用，并基于保肝降酶作用，以谷丙转

氨酶（ALT）活性抑制率为指标建立 SGN 相对生物活性测定法，评价其批内及批间的生物均一性。

方法　采用 120 μg·mL－ 1 脂多糖（LPS）刺激人正常肝细胞（L-O2）12 h 建立体外急性肝损伤模

型，利用微板法考察 SGN 对谷草转氨酶（AST）、ALT、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性和

总胆红素（TBIL）、直接胆红素（DBIL）、丙二醛（MDA）含量的影响，评价其保肝降酶退黄作用，

再通过考察 SGN 中 12 个主要成分（黄芩苷、黄芩素、绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、次黄嘌呤、

L- 亮氨酸、栀子苷、鸟苷、尿苷、腺苷、京尼平龙胆双糖苷）对上述指标的影响，筛选具有明显

量效关系的成分与指标。通过可靠性检验筛选标准品和检测指标，并标定效价，按照“量反应平

行线（3，3）法”计算 SGN 保肝降酶生物活性相对效价，并评价 SGN 批内和批间生物均一性。结
果　与 Control 组比较，LPS 组 AST、ALT 活性明显增强，TBIL、DBIL、MDA 含量明显升高，

GSH-Px 活性明显减弱；与 LPS 组比较，SGN-M、SGN-H 组 AST、ALT 活性明显减弱，TBIL、

DBIL、MDA 含量明显降低，GSH-Px 活性明显增强；SGN-L 组 TBIL、DBIL、MDA 含量明显降

低。SGN 的 12 个成分中同时具有保肝降酶退黄作用的为黄芩苷和绿原酸，并筛选出呈剂量依赖

性的指标和成分。通过可靠性检验结果选择以 SGN 批次（20210112）为标准品，ALT 活性抑制率

为检测指标，建立基于保肝降酶作用的 SGN 生物活性测定法。利用“量反应平行线（3，3）法”计

算 SGN 保肝降酶生物活性相对效价，同一批次 10 个不同 SGN（批次：20210324）保肝降酶生物效

价在 95.6% ～ 111.9%；不同批次的 9 个不同 SGN 保肝降酶生物效价在 95.6% ～ 103.8%。结论　
SGN 能减轻 LPS 诱导的 L-O2 细胞急性肝损伤，改善肝功能，降低胆红素及氧化应激水平，从而

发挥保肝降酶退黄作用。SGN 的 12 个主要成分中黄芩苷和绿原酸可以同时抑制 AST、ALT 活性，

降低 TBIL、DBIL、MDA 含量，增强 GSH-Px 活性，是其保肝降酶退黄的主要有效成分。建立的

SGN 生物活性测定方法精密度高、结果可靠，可用于 SGN 生物学质量控制。

关键词：舒肝宁注射液；保肝降酶；生物活性测定；ALT 活性抑制率；生物均一性
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Abstract: Objective  To determine the effect of Shuganning injection (SGN) on liver 
protection, enzyme and jaundice reduction, and based on liver protection and enzyme reduction, 
a relative biological activity assay of SGN was established with the inhibition rate of alanine 
aminotransferase (ALT) as the index to evaluate its biological uniformity within and between 
batches. Methods  The acute liver injury lipopolysaccharide model was established by stimulating 
human normal hepatocytes (L-O2) with 120 μg·mL － 1 lipopolysaccharide for 12 hours. The effect 
of SGN on aspartate aminotransferase (AST), ALT and glutathione peroxidase (GSH-Px) activity 
and the contents of total bilirubin (TBIL), direct bilirubin (DBIL) and malondialdehyde (MDA) 
were determined by microplate method, and its effect on liver protection, enzyme and jaundice 
reduction was evaluated. The above indexes were detected from 12 components of SGN (baicalin, 
baicalein, chlorogenic acid, neochlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, hypoxanthine, L-leucine, 
geniposide, guanosine, uridine, adenosine, and genipin gentian disaccharide). The components and 
indexes with obvious dose-effect relationship were determined. The standard and detection indexes 
were screened by reliability test, and the titer was calibrated. The relative titer of SGN biological 
activity of liver protection and enzyme reduction enzyme was calculated according to the “parallel 
line of quantitative response (3, 3)”, and a method to measure SGN biological activity based on 
liver protection and enzyme reduction was established. The biological homogeneity within and 
between batches of SGN was evaluated. Results  Compared with the control group, the activities of 
AST and ALT in the LPS group were much enhanced, the contents of TBIL, DBIL and MDA were 
greatly increased, the activity of GSH-Px weakened. Compared with the LPS group, the activities of 
AST and ALT in the SGN-M group and the SGN-H group were obviously weakened, the contents of 
TBIL, DBIL and MDA were reduced, and the activities of GSH-Px enhanced. The contents of TBIL, 
DBIL and MDA in the SGN-L group were decreased greatly. Baicalin and chlorogenic acid were 
among the 12 components of SGN to protect the liver, reduce the enzyme and eliminate jaundice at 
the same time. The indexes and components were screened out in a dose-dependent manner. Based 
on the reliability test, SGN batch 20210112 was selected as the standard, and the ALT activity 
inhibition rate was used as the detection index. The biological activity determination of SGN 
based on liver protection and enzyme reduction was established. The relative titer of SGN liver-
protection and enzyme-reduction was calculated by “parallel lines of quantity responses (3, 3)”. The 
biological titer of 10 SGNs (batch number: 20210324) in the same batch ranged 95.6% ～ 111.9%. 
The biological potency of nine SGNs in different batches ranged 95.6% ～ 103.8%. Conclusion  
SGN can alleviate LPS-induced acute liver injury in L-O2 cells, improve the liver function, 
reduce bilirubin and oxidative stress levels, and reduce enzyme and jaundice levels. Baicalin and 
chlorogenic acid in the 12 main components of SGN can inhibit the activities of AST and ALT at 
the same time, reduce the contents of TBIL, DBIL and MDA, and enhance the activity of GSH-Px, 
which are the main effective components of SGN. With inhibition rate of ALT activity as the index, 
the SGN biological activity determination based on liver protection and enzyme reduction is precise 
and reliable, which can be used to control the biological quality of Shuganning injection. 
Key words: Shuganning injection; liver protection and enzyme reduction; biological activity 
determination; ALT activity inhibition rate; biological homogeneity

　　舒肝宁注射液（Shuganning injection，SGN）
是依据茵陈蒿汤加减而成的中药注射剂 [1]，主要
成分为茵陈提取物、栀子提取物、灵芝提取物、
板蓝根提取物和黄芩苷，诸药配伍应用，共奏保

肝护胆，清热退黄之效 [2]。
　　质量控制是保障中药注射液安全有效的前
提，也是其质量评价研究的重要任务 [3]。SGN 成
分较为复杂，只有保证产品的质量一致性和临床
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疗效一致性才能保证其安全性和有效性。目前基
于化学基准的中药注射剂质量标准选择的成分不
能反映中药注射剂的所有成分，且成分与疗效
的相关性尚不清楚，这些方法侧重于检验中药注
射剂的“真伪”，不足以反映中药注射剂的有效
性 [4-7]。生物活性测定法是以药物的生物效应为基
础，通过生物统计工具和特定的实验设计，测定
药物有效性，从而控制药品质量的一种方法 [8]。
以生物效价作为中药注射剂的质量评价指标已得
到国内外认可。生物活性测定法分为生物效价测
定法和生物活性限度测定法，一般优先选用前
者 [9]。生物效价测定法应用于中药注射剂的质量
控制将成为未来的发展趋势。
　　本研究采用脂多糖（LPS）刺激人正常肝细
胞（L-O2）建立体外急性肝损伤模型，考察 SGN
的保肝降酶退黄作用；以 SGN 的保肝降酶作用为
基础，选择谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，
ALT）活性抑制率为检测指标，利用“量反应平
行线（3，3）法”[10] 建立 SGN 的体外保肝降酶生
物活性测定方法，测定其相对生物效价，用于其
生物学质量控制，也为其他保肝降酶类注射剂的
生物活性测定方法提供参考。
1　材料

1.1　细胞

　　人正常肝细胞 L-O2（北纳创联生物科技有限
公司）。
1.2　试药

　　SGN（贵州瑞和制药有限公司，批次分别
为 20210112，20210323，20210324，20210414，
20210415，20210416，20210512，20210513，
20210514）；LPS（美 国 Sigma 公 司， 批 号：
0000135218）；黄芩苷（纯度：93.5%）、绿原酸
（纯度：98%）、尿苷（纯度：98%）、腺苷（纯
度：99%）、黄芩素（纯度：98%）、L- 亮氨酸（纯
度：98%）、次黄嘌呤（纯度：98%）、鸟苷（纯度：
98%）、栀子苷（纯度：98%）（上海源叶生物科技
有限公司），隐绿原酸（纯度：99%）、新绿原酸
（纯度：98%）（成都曼斯特生物科技有限公司），
京尼平龙胆双糖苷（纯度：98%，德思特生物科
技有限公司）。磷酸缓冲液（PBS）、胎牛血清（以
色列 BI 公司）；青 - 链霉素、RPMI-1640 培养基、
0.25% 胰蛋白酶（美国 Gibco 公司）；二甲基亚砜
（DMSO，美国 Sigma 公司）；MTT 试剂盒（北京
索莱宝科技有限公司）；CCK-8 试剂盒（北仁化
学科技有限公司）；乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；谷草转氨酶
（AST）、ALT、总胆红素（TBIL）、直接胆红素
（DBIL）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽过氧化物
酶（GSH-Px）试剂盒（泉州市睿信生物科技有限
公司）。
1.3　仪器

　　CO2 恒温培养箱（上海力申科学仪器有限公
司）；多功能酶标仪（瑞士帝肯生物科技有限公
司）；低温高速离心机（德国艾本德股份公司）；
微型离心机（北京大龙兴创实验仪器股份公司）；
智能恒温培养振荡器（浙江欧诺机械有限公司）；
万分之一天平（北京欧信胜科技有限公司）；超
声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。
2　方法

2.1　细胞培养

　　L-O2 细胞在含有 10% 胎牛血清和 1% 双抗
（青霉素和链霉素）的 RPMI-1640 溶液中，于
37℃、5%CO2 的培养箱内培养。
2.2　SGN 有效剂量范围的确定

　　 取 对 数 生 长 期 的 L-O2 细 胞， 按 8×104

个·mL － 1 接种于 96 孔板中，培养 24 h 后，将孔
板中的完全培养基更换为含有 120 μg·mL － 1 LPS
和 不 同 质 量 浓 度 SGN（10、20、40、80、160、
320、640、1280 μg·mL － 1）的 RPIM-1640 培养液，
同时设置 Control 组和 LPS 组，每组 6 个复孔，置
于培养箱中继续培养 12 h。按照 MTT 试剂盒说明
书操作，在 570 nm 波长处检测吸光度值，并计算
细胞活力，确定 SGN 有效剂量范围。
2.3　实验分组

　　 将 细 胞 分 为 以 下 5 组：Control 组（RPIM-
1640），LPS 组（含 120 μg·mL － 1 LPS 的 RPIM-
1640），SGN-L 组（含 120 μg·mL － 1 LPS ＋ 80 
μg·mL － 1 SGN 的 RPIM-1640），SGN-M 组（含
120 μg·mL － 1 LPS ＋ 160 μg·mL － 1 SGN 的
RPIM-1640），SGN-H 组（含 120 μg·mL－ 1 LPS ＋

320 μg·mL－ 1 SGN 的 RPIM-1640）。
2.4　考察 SGN 保肝降酶退黄作用

　　 取 对 数 生 长 期 的 L-O2 细 胞， 按 8×104

个·mL－ 1 接种至 96 孔板中，按照“2.3”项下方法
分组处理。收集各组细胞培养基的上清液，按照各
试剂盒说明书进行操作，采用酶标仪测定各组吸光
度值，计算培养上清中 AST、ALT、GSH-Px 活性
和 TBIL、DBIL、MDA 含量。并计算相对于 LPS 组，
不同浓度 SGN 的 AST、ALT 活性抑制率，TBIL、
DBIL、MDA 含量降低率和 GSH-Px 活性增强率。
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2.5　考察 SGN 中 12 个成分保肝降酶退黄作用

　　 取 对 数 生 长 期 的 L-O2 细 胞， 按 8×104

个·mL － 1 接种至 96 孔板中，按“2.4”项下方法
考察 SGN 中 12 个成分（L- 亮氨酸、次黄嘌呤、
黄芩苷、黄芩素、京尼平龙胆双糖苷、绿原酸、
鸟苷、尿苷、腺苷、新绿原酸、隐绿原酸、栀子
苷）对细胞活力及 AST、ALT、GSH-Px 活性和
TBIL、DBIL、MDA 含量的影响。
2.6　筛选 SGN 生物活性测定法标准品

　　根据 1431 生物检定统计法，将 SGN 的 12
个成分中量效关系较好的指标与 SGN（批次：
20210112）中量效关系较好的指标进行可靠性检
验 [11]，利用 Microsfot Excel 2000 软件，将可靠性
检验模板输入 Excel 表格中 [12]，利用“量反应平
行线（3，3）法”随机区组设计，即 S（标准品）
和 T（供试品）各设 3 个剂量组，且相邻高低剂
量组的比值（r）相等，本实验 r ＝ 1∶0.5，各剂
量组反应个数 n ＝ 6，考察标准品与供试品间的
试品间、回归、偏离平行、二次曲线、反向二次
曲线、剂间和行间的差异，即考察系统适用性和
样品适用性。要求在所用剂量范围内，对数剂量
与反应（或反应的函数）呈直线关系，供试品与
标准品的直线满足平行性要求，将满足要求者作
为 SGN 的标准品。
2.7　筛选 SGN 生物活性测定法检测指标

　　以 SGN（批次：20210112）为标准品，SGN
（批次：20210324）为供试品，通过可靠性检验
确定检测指标，建立以 ALT 活性抑制率为检测指
标，基于保肝降酶作用的 SGN 生物活性测定法。
2.8　方法学考察

　　根据 2020 年版《中国药典》9401 生物制品
生物活性 / 效价测定方法验证指导原则 [13]，以
SGN（批次：20210112）为标准品，SGN（批次：
20210324）为供试品，对基于保肝降酶作用的
SGN 生物活性测定方法进行方法学验证，包括对
相对准确度，中间精密度，重复性，线性试验的
考察。
2.9　不同批次和同一批次不同 SGN 保肝降酶生

物效价的测定

　　以 SGN（批次：20210112）为标准品，根据
生物检定统计法中简化概率单位法，定义该标准
品效价为 1000 U·mL － 1，按照上述建立的方法
对同一批次的 10 个不同 SGN（批次：20210324）
及 9 个不同批次的 SGN 进行对比检定，再进行
可靠性检验。

　　根据美国药典 1033 和 1034，相对效价值的
可接受标准为 80% ～ 120%[11]，在此范围内认为
产品的生物均一性良好。
2.10　统计学分析

　　生物效价使用 Microsfot Excel 2000 办公软件
计算 [12]，各组数据用平均值 ±标准差（x±s）表
示，多组数据采用单因素方差分析（ANOVA）检
验，应用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行统计学处
理，P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　SGN 有效剂量范围的确定

3.1.1　不同浓度 SGN 对 LPS 损伤后 L-O2 细胞活
力的影响　与 Control 组比较，LPS 组细胞活力明
显降低；与 LPS 组比较，80、160、320 μg·mL－ 1 
SGN 可显著提高细胞活力，见图 1。

图 1　不同浓度 SGN 对细胞活力的影响（x±s，n ＝ 6）
Fig 1　Effect of SGN with different concentrations on the cell viability
（x±s，n ＝ 6）

注：与 Control 组比较，##P ＜ 0.01；与 LPS 组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the Control group，##P ＜ 0.01；compared 

with the LPS group，**P ＜ 0.01.

3.1.2　不同浓度 SGN 对 L-O2 细胞上清液中 LDH
活 性 的 影 响　 与 Control 组 比 较，LPS 组 LDH
活性明显提高；与 LPS 组比较，80、160、320 
μg·mL － 1 SGN 可明显降低 LDH 活性，见图 2。
因此，选择 80、160、320 μg·mL－ 1 作为 SGN-L、
SGN-M、SGN-H 进行后续实验。
3.2　SGN（批次：20210112）的保肝降酶退黄作用

　　与 Control 组比较，LPS 组 AST、ALT 活性、
TBIL、DBIL、MDA 含量均显著升高，GSH-Px 活
性显著降低；与 LPS 组比较，160、320 μg·mL－ 1 
SGN 可显著降低 AST、ALT 活性和 TBIL、DBIL
含量，升高 GSH-Px 活性，80 μg·mL － 1 SGN 可
显著降低 TBIL、DBIL 含量，见图 3。
3.3　SGN 中 12 个成分保肝降酶退黄作用

　　结果显示，呈剂量依赖性的指标分别是黄芩
苷对 ALT、GSH-Px 活性和 DBIL 含量的影响；L-
亮氨酸、次黄嘌呤对 DBIL 含量的影响；黄芩素、
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京尼平龙胆双糖苷、鸟苷、新绿原酸、隐绿原酸
对 TBIL 含量的影响；尿苷对 AST、GSH-Px 活性
和 TBIL 含量的影响；腺苷对 ALT 活性的影响；
栀子苷对 GSH-Px 活性和 TBIL 含量的影响。
3.4　SGN 生物活性测定法标准品和检测指标的

确立

　　根据上述结果，假设以呈剂量依赖性的成分
为该指标的标准品，SGN（批次：20210112）为
供试品，进行可靠性检验。可靠性检验结果应为
试品间差异显著，回归和剂间差异非常显著，偏
离平行、二次曲线、反向二次曲线和行间差异不
显著。结果显示，所有成分均不能通过可靠性检
验。因此选择保肝降酶退黄作用较好的 SGN 批次

图 3　不同浓度 SGN（批次：20210112）对细胞上清液中 AST，ALT，GSH-Px 活性以及 TBIL，DBIL，MDA 含量的影响（x±s，n ＝ 6）
Fig 3　Effect of different concentrations of SGN（Lot：20210112）on the activities of AST，ALT，GSH-Px and the contents of TBIL，DBIL，

MDA in cell supernatant（x±s，n ＝ 6）
注：与 Control 组比较，##P ＜ 0.01；与 LPS 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the Control group，##P ＜ 0.01；compared with the LPS group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

（20210112）为标准品，SGN（20210324）为供试
品，并进行可靠性检验。可靠性检验结果显示只
有基于 ALT 活性抑制率的生物活性测定可以通过
可靠性检验，见表 1。表明标准品（S）和供试品
（T）是两条平行直线，可以通过“量反应平行线
（3，3）法”计算相对生物效价，因此建立以保肝
降酶作用为基础的 SGN 相对生物效价测定方法。
3.5　方法学考察

3.5.1　相对准确度　结果表明不同效价水平相
对偏倚均在±12% 范围内，见表 2。以效价理
论值的对数（横坐标）对其相应的效价测定值的

对数（纵坐标）进行线性回归，回归方程为 y ＝

0.974 80x － 0.029 67。斜率 0.9748 在 0.80 ～ 1.25，
相关系数为 0.999 95。
3.5.2　中间精密度　结果表明每个效价水平
（25% ～ 100%）相对效价测定值的几何变异系数
分别为 6.06%，5.09%，4.01%。
3.5.3　重复性　结果表明 25% ～ 100% 效价水平
测得结果均通过可靠性检验，相对生物效价均值
为 1032.19，RSD 为 5.2%，该方法重复性较好。
3.6　SGN 的保肝降酶相对生物效价测定及均一

性评价

图 2　不同浓度 SGN 对 LPS 作用细胞 12 h 后 LDH 活性的影响

（x±s，n ＝ 6）
Fig 2　Effect of different concentrations of SGN on the LDH activity 
after 12 hours of LPS treatment（x±s，n ＝ 6）

注：与 Control 组比较，##P ＜ 0.01；与 LPS 组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the Control group，##P ＜ 0.01；compared 

with the LPS group，**P ＜ 0.01.
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　　同一批次的 10 个不同 SGN（批次：20210324），
全部通过可靠性检验，其保肝降酶生物效价相对效
价值范围为 95.6% ～ 111.9%，均在 80% ～ 120%[11]，
表明生物均一性较好。
　　以不同批次的 9 个 SGN 全部通过可靠性
检验，其保肝降酶生物效价相对效价值范围为
95.6% ～ 103.8%，均在 80% ～ 120%，表明所选
SGN 生物均一性较好。
4　讨论

　　建立有效的中药注射剂的质量评价方法对于中
药现代化发展至关重要。具有药效相关、整体可控
等技术优势并且符合中医药特点的生物评价模式已
成为中药质量标准化的一个重要发展方向 [14]。目
前，生物活性测定法已经用于多种注射剂的生物质
量控制 [15-17]。SGN 广泛用于治疗急慢性病毒性肝
炎、药物性肝炎、胆汁淤积性肝炎、肝硬化和肝功
能衰竭等肝脏疾病，具有清热解毒、利湿退黄、益
气扶正和保肝护肝的功效 [18]，但缺乏有效的生物
质量控制方法。本研究建立了 SGN 保肝降酶作用
生物活性的测定方法，并评价其批间和批内生物均
一性，可用于其生物学质量控制，也为其他保肝降
酶类注射剂的生物活性测定方法提供参考。
　　生物活性测定法的建立首先以注射剂的生物
效应为基础，筛选与药物功效相关的指标，建立
合适的药理实验方法学，然后选择相应的标准
品，进行可靠性检验，最后通过方法学考察进行
验证 [19]。因此，笔者认为生物活性测定法的建立
主要需要解决以下几个问题：① 药理实验方法的
选择，即“怎么比”的问题；② 标准品的选择，

即“和谁比”的问题；③ 检测指标的选择，即“比
什么”的问题。
　　药理实验方法是建立在药物药效基础上的，
选择生物活性测定法的基本原则包括检测指标灵
敏度高、检测结果重现性好、实验操作简便 [20]。
本研究以 SGN 的保肝降酶退黄作用为基础，采用
LPS 诱导 L-O2 细胞建立体外急性肝损伤模型，利
用微板法考察 SGN 对 AST、ALT、GSH-Px 活性
和 MDA 含量的影响评价其保肝降酶作用，考察 
SGN 对 TBIL、DBIL 含量的影响评价其退黄作用。
结果显示，SGN 可以明显抑制 AST、ALT 活性，
增强 GSH-Px 活性，降低 TBIL、DBIL、MDA 含
量，且呈剂量依赖性，说明 SGN 具有较好的保肝
降酶退黄生物活性。因此，针对每个指标都需要
确立一个标准品，进行相对生物效价测定。
　　在中药注射剂生物效价测定法建立过程中，
标准品的选择至关重要，它决定了最终测定的中
药注射剂效价的可信性 [21]。李寒冰等 [22] 参考国
际标准品的通行原则，总结出中药标准品的选择
应该遵循同质性、代表性、均一性、稳定性和可
延性原则。根据该原则，目前标准品的选择范围
主要是中药注射剂有效单体、中药注射剂自身及
生物活性相似的中药注射剂 [23-25]。本研究通过考
察 SGN 中 12 个成分与 AST、ALT、GSH-Px 活性
和 TBIL、DBIL、MDA 含量的量效关系，筛选出
具有剂量依赖性的成分和指标，但是通过可靠性
检验和统计分析，12 个成分都不能作为 SGN 保
肝降酶退黄生物活性测定中的标准品 [25]。因此
选择实验结果中保肝降酶退黄作用较好的 SGN

表 1　不同检测指标的可靠性检验结果 
Tab 1　Reliability test of different testing indicators

指标
变异来源

试品间 回归 偏离平行 二次曲线 反向二次曲线 剂间 行间

AST 不显著 非常显著 显著 不显著 不显著 非常显著 不显著

ALT 不显著 非常显著 不显著 不显著 不显著 非常显著 不显著

TBIL 显著 不显著 不显著 不显著 不显著 不显著 不显著

DBIL 不显著 非常显著 不显著 不显著 不显著 非常显著 非常显著

GSH-Px 显著 非常显著 不显著 不显著 不显著 非常显著 不显著

MDA 不显著 非常显著 显著 不显著 不显著 非常显著 不显著

表 2　基于 ALT活性抑制率 SGN保肝降酶生物活性测定结果 
Tab 2　Determination of SGN’s biological activity of protecting liver and reducing enzyme based on the ALT activity inhibition rate

效价水平 /%
对数效价 效价 相对偏倚

平均值 置信下限 置信上限 平均值 /% 置信下限 /% 置信上限 /% 平均值 /% 置信下限 /% 置信上限 /%

  25 － 1.3748 － 1.4205 － 1.3363 25.2 24.2 26.3 1.0 － 3.36 5.13

  50 － 0.7107 － 0.7462 － 0.6751 49.2 47.5 50.9 － 1.6 － 5.16 1.81

100 － 0.0270 － 0.0551 0.0011 97.4 94.7 100.1 － 2.6 － 5.36 0.11
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（20210112）批次作为标准品 [24]，然而该标准品的
选择可延性较差，在实际生产操作中，应注意其
保质期限，选择合适的中药注射剂批次进行研究。
　　本研究以 SGN（20210112）作为标准品，SGN
（20210324）作为供试品，考察 6 个指标的量效关
系，并通过可靠性检验，得标准品和供试品符合
平行线性关系的指标只有反映保肝降酶作用的指
标——ALT 活性抑制率，因此将其作为评价 SGN
保肝降酶生物活性指标。
　　本研究所建立的 SGN 保肝降酶生物活性测定
法具有操作简单、结果稳定等优点。该方法建立在
SGN 保肝降酶生物活性的基础上，比较直观地反
映了药物的生物活性，为其质量控制进行了补充。
但是 SGN 作为一种中药注射液，其功效不仅是保
肝降酶作用，还具有清热解毒、利湿退黄和益气扶
正的作用，因此可以根据这 3 个功效选择合适的药
理实验和检测指标，并选择与其同质的标准品设计
实验，进一步完善 SGN 的生物学质量控制。
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清热消炎宁片对幼龄大鼠的安全性评价

扶丽君，赵莉，王衡新*（天地恒一制药股份有限公司，长沙　410331）

摘要：目的　评价清热消炎宁片（QRXYN）对幼龄 SD 大鼠发育的影响及其毒性反应，为儿

童临床用药提供参考。方法　选取出生后第 21 日幼龄 SD 大鼠 120 只，随机分为空白对照

组和 QRXYN 高、中、低剂量给药组，每日按 26.5、51.5、102.9 g 生药·kg－ 1 连续灌胃给予

QRXYN 6 周，并设停药恢复期 5 周。评价药物对幼龄大鼠常规毒性指标和生长发育、骨骼发

育、行为学、免疫系统等指标的影响。结果　QRXYN 各剂量组对幼龄 SD 大鼠体重、摄食量、

性征发育、行为学、血液学、血液生化学、眼科、生长激素、骨骼系统发育、免疫学、组织病

理学等指标均未见明显毒性影响，仅幼龄大鼠尿常规指标可见剂量相关性的异常变化，停药 5
周恢复正常，考虑与 QRXYN 本身的理化性质有关，临床应用时可重点监测尿常规，以保护

受试者的用药安全。结论　清热消炎宁片未见明显毒性，最大无毒性反应剂量（NOAEL）为

102.9 g 生药·kg－ 1，约为儿童临床剂量的 59 倍（按体重计算）。

关键词：幼龄大鼠；安全性评价；清热消炎宁片

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2868-07
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Safety evaluation of Qingre Xiaoyanning tablets in juvenile rats

FU Li-jun, ZHAO Li, WANG Heng-xin* (Hinye Pharmaceutical Co., Ltd., Changsha  410331)

Abstract: Objective  To evaluate the effect and toxicity of Qingre Xiaoyanning tablets (QRXYN) 
in juvenile rats, and to provide reference for clinical medication in children. Methods  Totally 120 
juvenile SD rats 21 days old were randomly divided into a blank control group and high, medium, 
low-dose groups of QRXYN at 26.5, 51.5, and 102.9 g·kg－ 1 qd lasting 6 weeks respectively. 
A recovery period of 5 weeks was set for drug withdrawal. The growth development, skeletal 
development, behavioral testing, immune system and other indicators were evaluated. Results  Each 
dose of QRXYN had no significant toxic effect on the weight, food intake, sexual development, 
behavior, hematology, serum biochemistry, ophthalmology, growth hormones, sex hormones, skeletal 
system development, immunology, histopathology, or other indicators of juvenile SD rats. Only the 
urine routine indicators of juvenile rats showed dose-related abnormal changes, and returned to normal 
after 5 weeks of drug withdrawal, which might be related to the physical and chemical properties of 
QRXYN. Conclusion  In clinical application, it is important to focus on monitoring the urine routine 
to protect the medication safety of the subjects. QRXYN have no obvious toxic effect on juvenile SD 
rats, and the no observed adverse effect level (NOAEL) is 102.9 g·kg－ 1, equivalent to 59 times the 
clinical dose of children (calculated by boby mass). 
Key words: juvenile rat; safety evaluation; Qingre Xiaoyanning tablet

基金项目：湖南省重点研发计划（No.2023SK2080）；湖南省重点研发计划（No.2023SK2080）。
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导师，高级工程师，主要从事中药制药研究，email：wanghx@hinye.com

　　清热消炎宁片（QRXYN）为已上市品种，功
效为清热解毒、消炎止痛、舒筋活络，适用人群
为成人。处方由单味药九节茶组成，九节茶在我
国民间应用历史悠久，应用范围广泛，在保健

品、化妆品、药茶中都有应用，具有清热解毒、
抗菌消炎、活血止痛的功效 [1]，主要用于治疗肺
炎、风湿疼痛、急性胃溃疡、细菌性痢疾、跌打
损伤及骨折等 [2-4]。九节茶为药食同源品种，安
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全性高，推测其可用于儿童，缓解儿童用药短期
现状，但尚未有其儿童及幼龄动物安全性方面的
相关报道，为新增 QRXYN 儿童适用人群，规范
其儿童临床应用，故开展 QRXYN 幼龄大鼠安全
性评价研究。本研究通过 QRXYN 对幼龄大鼠常
规毒性、生长发育、骨骼发育、行为学、性发育、
免疫系统等指标的影响，系统评价 QRXYN 对幼
龄大鼠重复给药的毒性靶器官或靶组织，为儿童
临床应用提供参考。
1　材料

1.1　动物

　　SPF 级 SD 母鼠连同其分娩仔鼠，其中母鼠
13 只，体重 359.5 ～ 494.8 g，仔鼠 13 窝，每窝
10 只，体重 22.4 ～ 33.6 g，雌雄各半，实验动物
生产许可证号：SCXK（湘）2019-0004；质量合格
证号：430727211102278014。动物检疫和适应环
境饲养 10 d，实验动物使用许可证号：SYXK（湘）
2020-0015。实验期间环境温度 20 ～ 26℃，相对
湿度 40% ～ 70%。
1.2　试药

　　QRXYN [ 批号：090210606，天地恒一制药
股份有限公司，成人临床剂量：一次 3 ～ 6 片，
一日三次，规格：每片含 3.7 g 生药，1 g 干膏粉
含 9.8 g 生药（清热消炎宁片的浸膏粉中间体），
棕褐色粉末状，受试物临用前用纯水配制成所需
浓度 ]。
　　血液学检验试剂（批号：2021072603，迈瑞
南京生物技术有限公司），尿液检验试剂（批号：
202107188，艾康生物技术有限公司）；凝血检验
试剂（批号：2001463，上海太阳生物技术有限公
司），生化检验试剂（批号：201223，迈克生物股
份有限公司）；免疫细胞检测相关试剂盒（批号：
11/2021，江苏酶免实业有限公司）。
1.3　仪器

　　PL203 型电子天平 [ 梅特勒 - 托利多仪器（上
海）有限公司 ]；B203LED 型生物显微镜（重庆
奥特光学仪器有限公司）；LABOSPECT003 型自
动生化分析仪（日本日立）；PL-1000A 型电解质
分析仪（南京普朗）；CS-1300 自动血凝分析仪
（希森美康）；Spectra Max i3x 型多功能酶标（上
海美谷分子）；UA-66 型尿液分析仪（深圳迈瑞）；
TP1020 型全自动脱水机、RM2235 型石蜡切片
机、EG1150H ＋ C 型组织包埋机、AutoStainer 
XL 自动载玻片染色机＋ CV5030 自动盖片机（德
国 Leica）。

2　方法

2.1　动物分组

　　选用检疫合格的 21 日龄（PND21）幼龄 SD
大鼠 120 只，体重 45.1 ～ 63.5 g，检测其发育情
况（下门齿萌出、睁眼、张耳）和神经反射指标
（空中翻正反射、听觉惊愕反射、负向趋地性反
射）均合格。根据按性别体重采用区段随机方法
分组，分别为空白对照组，QRXYN 高、中、低
剂量组，每组 30 只，雌雄各半。
2.2　剂量设计及给药方式

　　QRXYN 临床每日最大拟用剂量为 66.6 g 生
药，根据体表面积计算 2 岁儿童等效剂量为 1.73 
g 生药·kg－ 1（2 岁儿童体重以 15 kg 计），药物
给予幼龄大鼠 26.5、51.5、102.9 g 生药·kg－ 1，
分别约相当于人临床拟用剂量的 15、29、59 倍
（按体重计）。灌胃给药，首次给药为 PND21 幼
龄大鼠，每日给药 1 次，连续给药 6 周（43 d），
同时设空白对照组（纯水），给药体积均为 15 
mL·kg－ 1。
2.3　观察及检测指标

　　一般临床观察（每日）：行为活动、精神状况、
外观、体征、呼吸分泌物、粪便性状、摄食量、
死亡情况、体重（每周测 1 次）；给药期第 6 周、
恢复期第 5 周进行以下指标检查：生长发育指标
检测（睾丸下降、包皮分离、阴道张开情况）；行
为学指标检测（检测自主活动指标、转棒）；尿
液检查、眼科检查、血液学检查、生化检查、激
素检查、肝药酶检查、血清球蛋白指标；骨髓检
查、骨密度检查、胫骨长度检测；脏器系数、组
织病理学检查。
2.4　统计方法

　　采用 SPSS 23.0 进行统计分析。计量资料采
用平均数 ±标准差（x±s）描述，选用单因素方
差分析（ANOVA）和非参数检验进行统计分析。
计数资料采用 χ2 检验。统计结果以α ＝ 0.05 为
检验界限，P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
3　结果

3.1　一般临床观察

　　在给药期与恢复期 QRXYN 各剂量组对大鼠
的外观体征、行为活动、分泌物、粪便及动物的
一般状况未见明显影响。体重与摄食量分别与同
期空白对照组比较，差异无统计学意义。
3.2　眼科检查

　　QRXYN 各剂量组及空白对照组眼科检查均
未见明显异常。
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3.3　尿液检查

　　如表 1 所示，给药末期 QRXYN 部分剂量
组动物尿液 pH、SG、KET、BIL、尿液颜色、

PRO 与同期空白对照组相比，差异有统计学意义
（P ＜ 0.001）。在恢复期，各指标均恢复正常。

表 1　QRXYN对幼龄大鼠尿液指标的影响 (x±s) 
Tab 1　Effect of QRXYN on urine indexes in juvenile rats (x±s)

组别 阶段 动物数 pH 尿比重（SG）
尿蛋白（PRO） 尿酮体（KET）

－ ± ＋ ＋＋ ＋＋＋ P 值 － ± ＋ ＋＋ P 值

空白对照组 给药末期 30 8.4±0.5 1.023±0.006 17   7   5 1 0 － 25   5 0 0 －

恢复期 10 7.5±1.0 1.025±0.006   3   2   4 1 0 －   5   3 2 0 －

QRXYN 低

剂量组

给药末期 30 8.9±0.2** 1.028±0.004**   3 11 11 4 1 ＜ 0.001   6 18 5 1 ＜ 0.001

恢复期 10 7.7±0.9 1.023±0.006   2   2   2 3 1 －   7   0 2 1 －

QRXYN 中

剂量组

给药末期 30 8.7±0.7** 1.030±0.001**   7 13   7 3 0 0.127   3 21 6 0 ＜ 0.001

恢复期 10 7.0±1.0 1.027±0.005   1   2   5 2 0 －   5   3 1 1 －

QRXYN 高

剂量组

给药末期 30 8.8±0.3** 1.030±0.001** 10 13   7 0 0 1   0 27 3 0 ＜ 0.001

恢复期 10 7.6±1.4 1.020±0.008   4   0   3 3 0 －   7   2 1 0 －

组别 阶段 动物数 pH SG
胆红素（BIL） 颜色

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ P 值 淡黄色 黄色 棕色 P 值

空白对照组 给药末期 30 8.4±0.5 1.023±0.006 27   2 1 0 － 30   0 0 －

恢复期 10 7.5±1.0 1.025±0.006   7   2 1 0 － 10   0 0 －

QRXYN 低

剂量组

给药末期 30 8.9±0.2** 1.028±0.004** 10 10 4 6 ＜ 0.001 10 20 0 ＜ 0.001

恢复期 10 7.7±0.9 1.023±0.006   6   0 4 0 － 10   0 0 －

QRXYN 中

剂量组

给药末期 30 8.7±0.7** 1.030±0.001**   9 12 5 4 ＜ 0.001 15   9 6 ＜ 0.001

恢复期 10 7.0±1.0 1.027±0.005   3   6 1 0 － 10   0 0 －

QRXYN 高

剂量组

给药末期 30 8.8±0.3** 1.030±0.001** 14   8 6 2 0.009 12 13 5 ＜ 0.001

恢复期 10 7.6±1.4 1.020±0.008   6   1 2 1 － 10   0 0 －

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

3.4　血液学检查

　　如表 2 所示，给药末期，QRXYN 低剂量组
平均红细胞容积（MCV）与同期空白对照组相
比，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；恢复期，高
剂量组单核细胞百分数（Mon）与同期空白对照
组相比，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），但无明
显量效关系。
3.5　血液生化及电解质检查

　　如表 3 所示，QRXYN 部分剂量组给药末期
谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、总蛋
白（TP）、肌酸激酶（CK）、三酰甘油（TG）、葡
萄糖（GLU）、钠离子（Na ＋）、钙离子（Ca2 ＋）
及恢复期总胆红素（TBIL）、肌酐（CRE）、氯离
子（Cl －）、钙离子（Ca2 ＋）与同期空白对照组相
比，差异有统计学意义（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），
但无明显剂量依赖关系。
3.6　胫骨长度、身长尾长变化情况

　　如表 4 所示，给药末期及恢复期 QRXYN 各
剂量组与空白对照组相比胫骨长度无统计学差异。
给药 14 d，低剂量组尾长及高剂量组身长与同期

空白对照组比较，差异有统计学意义（P＜ 0.05），
给药末期及恢复期正常，无剂量时间依赖关系。
3.7　幼龄大鼠发育指标情况

3.7.1　睾丸下降、包皮分离与阴道张开的检测　
如表 5 所示，QRXYN 各剂量组的雄性幼龄大鼠
睾丸下降指标日数，与同期空白对照组比较，差
异有统计学意义（P ＜ 0.05），但无剂量时间依赖
关系。QRXYN 各剂量组的雄性幼龄大鼠包皮分
离指标、雌性动物阴道张开指标与同期空白对照
组比较，差异无统计学意义。
3.7.2　雄鼠生殖能力及雌鼠动情周期的检测　与
空白对照组比较，QRXYN 各剂量组对幼龄雄性
大鼠的生殖能力、雌性大鼠动情周期差异均无统
计学意义，数据未列出。
3.8　幼龄大鼠行为学指标情况

　　与空白对照组比较，QRXYN 各剂量组动物
自主活动时间、活动次数、活动距离、协调性转
棒跌落次数差异均无统计学意义，数据未列出。
3.9　肝药酶、免疫系统及激素指标

　　由表 6 可知，QRXYN 部分剂量组给药末期
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表 2　QRXYN对幼龄大鼠血液学的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of QRXYN on hematology in juvenile rats (x±s)

组别 阶段 动物数
白细胞（WBC）/
（×109·L － 1）

中性粒细胞百

分数（Neu）/%
淋巴细胞百

分数（Lym）/%
单核细胞百

分数（Mon）/%
红细胞（RBC）/
（×1012·L － 1）

血红蛋白

（HGB）/（g·L－1）

空白对照组 给药末期 20 8.46±2.61 11.8±6.0 83.1±6.9 4.0±1.6 7.14±0.27 150±5

恢复期 10 8.15±1.86 14.8±12.3 78.4±13.4 5.1±1.2 7.88±0.63 155±7

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 8.57±2.19 11.5±4.4 83.8±5.2 3.7±1.0 7.22±0.34 149±4

恢复期 10 7.84±2.24 14.5±6.0 79.9±6.4 3.9±1.1 7.73±0.51 153±5

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 7.63±2.35 13.2±6.8 81.7±7.0 4.0±1.3 7.12±0.29 148±7

恢复期 10 6.90±1.96 17.4±5.2 76.9±5.6 4.2±1.5 7.56±0.59 151±7

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 8.35±2.09 14.3±8.5 80.7±8.8 4.0±1.2 7.28±0.33 151±6

恢复期 10 7.14±2.10 16.0±4.8 78.8±5.2 3.9±0.7* 7.59±0.63 151±8

组别 阶段 动物数
平均红细胞

容积（MCV）/fL
平均血红蛋白

含量（MCH）/pg
血红蛋白浓度

（MCHC）/（g·L － 1）

血小板（PLT）/
（×109·L － 1）

网织红细胞百分

数（RET）/%

空白对照组 给药末期 20 59.4±1.3 21.0±0.6 354±5 1087±104 1.59±0.66

恢复期 10 55.0±2.4 19.7±0.9 358±5 1081±149 1.59±0.77

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 58.1±2.1* 20.6±0.8 355±7 1108±75 1.75±0.59

恢复期 10 55.5±1.6 19.9±0.7 359±6 1058±111 1.21±0.52

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 58.9±1.4 20.8±0.5 354±4 1020±87 1.78±0.67

恢复期 10 55.6±1.8 20.1±0.8 361±6 1075±115 1.78±0.85

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 58.6±1.8 20.8±0.7 354±5 1035±125 1.58±0.75

恢复期 10 55.5±1.9 20.0±0.8 360±6 1166±149 1.75±0.62

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05。
Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05.

表 3　QRXYN对幼龄大鼠血液生化及电解质指标的影响 (x±s) 
Tab 3　Effect of QRXYN on serum biochemistry and electrolyte indexes in juvenile rats (x±s)

组别 阶段 动物数

谷丙转氨酶

（ALT）/
（U·L － 1）

谷草转氨酶

（AST）/
（U·L － 1）

白蛋白

（ALB）/
（g·L － 1）

总蛋白

（TP）/
（g·L － 1）

总胆红素

（TBIL）/
（μmol·L － 1）

肌酐

（CRE）/
（μmol·L － 1）

葡萄糖

（GLU）/
（mmol·L － 1）

空白对照组 给药末期 20 35±4 95±18 43.0±3.5 67±4 0.85±0.26 29.8±3.4 6.25±0.99

恢复期 10 31±4 86±27 42.0±2.1 68±3 1.03±0.17 36.8±3.9 7.98±1.24

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 34±7 92±14 42.0±2.7 65±4 0.77±0.18 28.6±2.9 5.90±0.78

恢复期 10 30±7 79±16 42.0±2.7 69±3 0.79±0.26 35.4±4.0 7.84±1.25

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 29±5** 79±12** 40.8±2.9 64±3* 0.72±0.31 28.5±3.0 6.91±0.98*

恢复期 10 29±4 94±24 42.4±3.4 70±4 0.73±0.23* 34.5±4.5 7.19±1.32

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 31±5* 83±11* 42.1±2.8 65±3 0.75±0.21 27.9±2.4 6.76±1.09

恢复期 10 29±3 78±8 42.2±3.4 69±4 0.82±0.35 32.2±3.8* 7.48±1.29

组别 阶段 动物数

三酰甘油

（TG）/
（mmol·L － 1）

肌酸激酶

（CK）/
（U·L － 1）

钾离子

（K ＋）/
（mmol·L － 1）

钠离子

（Na ＋）/
（mmol·L － 1）

氯离子

（Cl －）/
（mmol·L － 1）

钙离子

（Ca2 ＋）/
（mmol·L － 1）

空白对照组 给药末期 20 0.23±0.09 598±253 4.21±0.36 134.6±1.2 108.9±2.7 2.178±0.063

恢复期 10 0.41±0.09 488±300 4.47±0.32 134.3±1.3 107.3±1.4 2.429±0.053

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 0.32±0.22 566±177 4.27±0.28 134.6±1.4 108.2±1.5 2.170±0.065

恢复期 10 0.35±0.14 441±145 4.41±0.15 134.9±1.3 109.0±1.1** 2.330±0.056**

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 0.28±0.10* 419±170** 4.32±0.35 134.0±1.1 108.7±2.2 2.231±0.048*

恢复期 10 0.52±0.38 686±274 4.65±0.32 134.9±0.7 108.2±1.2 2.256±0.071**

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 0.28±0.15 458±153 4.30±0.51 135.5±1.0** 107.7±1.6 2.279±0.086**

恢复期 10 0.44±0.23 485±158 4.58±0.26 134.3±1.6 108.5±0.9* 2.304±0.065**

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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CYP2E1、IgG、GH、PROG、IgA、雄激素、ACTH
及恢复期，GH、IgG、E、CYP2E1、雄激素与同期
空白对照组相比，差异有统计学意义（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01）。但变化幅度不大，且无剂量依赖性关系。
3.10　骨髓检查及骨密度检测

　　外周血常规检查未见与药物毒性有关的异常，
故骨髓涂片未进行显微镜下观察。给药末期及恢
复期，QRXYN 各剂量组骨密度、骨矿含量与空白
对照组比较差异均无统计学意义。
3.11　脏器系数

　　如表 7 所示，给药末期 QRXYN 中剂量组肝脏
系数及恢复期 QRXYN 高剂量组肾脏系数与同期
空白对照组相比，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）。
但无剂量依赖性关系。
3.12　组织病理学检查

　　本次实验未见动物中途死亡。给药末期及恢复
期计划解剖的动物组织器官大小、颜色及质地均未
见明显异常。病理学镜检结果显示，空白对照组与
QRXYN 高剂量组各脏器均未发现与药物相关的组
织病理学改变，部分病理组织切片见图 1。

表 4　QRXYN对幼龄大鼠身长、尾长、胫骨长度的影响 (x±s) 
Tab 4　Effect of QRXYN on the body，tail and tibia length in juvenile rats (x±s)

组别

PND21 PND34 PND48

身长 /mm
（n ＝ 30）

尾长 /mm
（n ＝ 30）

身长 /mm
（n ＝ 30）

尾长 /mm
（n ＝ 30）

身长 /mm
（n ＝ 30）

尾长 /mm
（n ＝ 30）

空白对照组 92.99±5.09 75.09±3.98 148.53±5.68 131.22±4.54   166.44±10.05 163.38±8.65
QRXYN 低剂量组 95.16±3.13 77.30±4.32 148.23±5.65  133.81±5.34* 168.27±8.68 166.87±8.00
QRXYN 中剂量组  95.82±4.09*  77.54±3.00* 147.16±5.21 132.47±5.57 170.82±9.59 165.47±7.92
QRXYN 高剂量组 94.82±4.91 76.47±4.42  145.46±5.02* 131.54±6.08 171.29±9.29 164.78±8.47

组别

PND63 PND90

身长 /mm
（n ＝ 30）

尾长 /mm
（n ＝ 30）

胫骨长度 /cm
（n ＝ 20）

身长 /cm
（n ＝ 10）

尾长 /cm
（n ＝ 10）

胫骨长度 /cm
（n ＝ 10）

空白对照组 20.6±1.2 18.4±1.1 43.95±2.35 22.7±1.2 20.3±1.3 51.77±3.69
QRXYN 低剂量组 20.8±1.5 18.5±1.3 44.34±2.33 22.9±1.7 20.4±1.2 52.50±2.95
QRXYN 中剂量组 21.0±1.6 18.6±1.4 44.11±2.36 22.9±1.7 20.7±1.4 52.97±3.10
QRXYN 高剂量组 20.6±1.4 18.2±1.2 44.22±2.00 22.1±1.5 19.7±1.4 52.26±3.03

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05；n. 表示统计动物数。

Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05；n：represents the number of animals counted.

表 5　QRXYN对幼龄大鼠发育指标结果统计表 (x±s) 
Tab 5　Effect of QRXYN on the development index of juvenile rats (x±s)

组别 动物数
睾丸下降（雄性） 包皮分离（雄性） 阴道张开（雌性）

日数 /d 检测次数 日数 /d 检测次数 日数 /d 检测次数

空白对照组 15 25±0 2±0 42±0 1±0 35±0 1±0
QRXYN 低剂量组 15 24±2* 2±0 42±0 1±0 35±1 1±0
QRXYN 中剂量组 15 24±2* 2±0 42±0 1±0 36±2 1±0
QRXYN 高剂量组 15 24±2* 2±0 42±0 1±0 36±2 1±0

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05。
Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05.

图 1　停药检查时空白对照组和 QRXYN 高剂量组幼龄大鼠各重要脏器病理学图片（×200，HE 染色）

Fig 1　Histopathological images of important organs of juvenile SD rats in the control group and the QRXYN high-dose group during drug withdrawal
（×200，HE staining）
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表 6　QRXYN对幼龄大鼠肝药酶、血清球蛋白及激素指标的影响 (x±s) 
Tab 6　Effect of QRXYN on liver drug enzyme，serum globulin and hormone index in juvenile rats (x±s)

组别 阶段 动物数

细胞色素 P450 
1A2（CYP1A2）/
（ng·mL － 1）

细胞色素 P450 
2E1（CYP2E1）/
（ng·mL － 1）

孕激素

（PROG）/
（ng·mL － 1）

血清球蛋白 A
（IgA）/

（μg·mL － 1）

血清球蛋白 M
（IgM）/

（μg·mL － 1）

空白对照组 给药末期 20 6.844±0.592 37.349±4.489 13.345±0.726 293.702±19.120 1296.199±85.923

恢复期 10 7.438±0.642 35.974±4.869 9.100±2.601 283.346±15.518 1370.992±55.952

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 7.234±1.759 40.286±6.716* 13.590±0.930 307.457±27.453 1291.132±98.468

恢复期 10 7.280±0.772 33.447±1.599 8.563±1.626 272.346±22.132 1341.510±140.728

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 7.079±0.706 41.810±9.835 13.988±0.674* 316.173±37.819 1255.330±79.620

恢复期 10 7.780±0.623 36.146±1.776 8.461±1.408 282.153±23.802 1424.728±94.923

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 7.215±0.696 38.473±2.782 13.460±1.276 341.190±20.037** 1310.300±87.561

恢复期 10 8.092±0.676 37.397±1.346* 8.549±1.522 270.423±28.535 1455.220±81.112

组别 阶段 动物数
血清球蛋白 G（IgG）/

（mg·mL － 1）

血清球蛋白 E（IgE）/
（μg·mL － 1）

生长激素（GH）/
（ng·mL － 1）

雌激素（E）/
（pg·mL － 1）

空白对照组 给药末期 20 13.145±0.742 18.435±1.412 21.684±1.391 129.423±9.949

恢复期 10 14.773±1.324 22.320±1.465 20.598±1.144 139.152±12.461

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 13.988±0.838* 19.070±1.768 22.708±1.700* 126.740±7.982

恢复期 10 13.187±0.517** 20.818±1.598 23.290±1.983* 140.697±18.460

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 13.900±1.006* 18.995±2.123 22.766±2.148 125.389±6.727

恢复期 10 13.919±1.058 21.751±1.092 24.424±2.760** 156.166±16.149*

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 14.714±1.128** 19.116±2.096 23.401±2.026** 125.984±6.773

恢复期 10 14.631±1.094 22.775±1.065 24.947±2.292** 155.799±12.994

组别 阶段 动物数
雄激素 /

（ng·mL － 1）

促皮质激素

（ACTH）/（pg·mL － 1）

三碘甲状腺原氨酸

（T3）/（ng·mL － 1）

四碘甲腺原氨酸

（T4）/（ng·mL － 1）

空白对照组 给药末期 20 6.811±0.405 69.375±4.258 7.287±0.611 190.961±14.157

恢复期 10 6.738±0.346 80.390±6.412 7.831±0.561 217.527±19.174

QRXYN 低剂量组 给药末期 20 7.195±0.553 71.502±4.823 7.298±0.474 196.369±14.433

恢复期 10 6.598±0.381 81.051±9.423 7.862±0.639 219.445±13.957

QRXYN 中剂量组 给药末期 20 7.193±0.632 72.074±5.645 7.325±0.401 184.509±14.610

恢复期 10 7.103±0.555 83.239±6.612 7.887±0.569 227.497±40.621

QRXYN 高剂量组 给药末期 20 7.500±0.638** 74.236±4.513** 7.473±0.399 199.078±27.194

恢复期 10 7.569±0.583** 88.176±12.180 7.926±0.647 229.600±33.664

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

表 7　QRXYN对幼龄大鼠脏器系数情况统计表 (x±s) 
Tab 7　Effect of QRXYN on organ coefficient in juvenile rats (x±s)

组别 阶段 动物数
脏器系数 /（g·100 g － 1）

脑 心脏 肝脏 肾脏 肾上腺 胸腺 脾脏

空白对照组 给药末期 20 0.658±0.112 0.404±0.042 3.057±0.228 0.697±0.040 0.020±0.007 0.198±0.043 0.211±0.030

恢复期 10 0.539±0.097 0.343±0.027 2.668±0.228 0.568±0.045 0.017±0.006 0.127±0.043 0.179±0.035

QRXYN 
低剂量组

给药末期 20 0.679±0.133 0.381±0.022 3.054±0.197 0.706±0.049 0.020±0.007 0.201±0.046 0.215±0.027

恢复期 10 0.521±0.115 0.362±0.033 2.623±0.136 0.604±0.043 0.017±0.005 0.128±0.045 0.173±0.028

QRXYN 
中剂量组

给药末期 20 0.658±0.133 0.396±0.029 3.252±0.353* 0.717±0.056 0.021±0.009 0.196±0.058 0.215±0.033

恢复期 10 0.534±0.126 0.366±0.056 2.762±0.153 0.619±0.047 0.018±0.005 0.132±0.043 0.180±0.026

QRXYN 
高剂量组

给药末期 20 0.678±0.130 0.403±0.053 3.199±0.199 0.728±0.053 0.021±0.008 0.173±0.037 0.214±0.036

恢复期 10 0.567±0.130 0.367±0.027 2.752±0.268 0.642±0.063** 0.019±0.008 0.131±0.039 0.187±0.028

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：vs the blank control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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4　讨论

　　QRXYN 处方为九节茶，为药食同源的中药
材，上市销售多年，经公司主动收集、药监局系
统反馈，近 5 年来，QRXYN 发生不良反应的个例
共有 30 例，发生率为 0.000 88%，不良反应报告
率＜ 0.01%，属于十分罕见范围，未发生群体不良
反应，说明其安全性高，没有明确的毒性靶点。
　　儿童是特殊用药人群，保障用药安全是首要
考虑因素之一，根据人与大鼠的年龄关系及大鼠
的发育情况 [5-7]，本次实验选用 PND21 幼龄 SD 大
鼠进行首次给药，给药结束至 PND63，涵盖儿童
及青少年 2 ～ 18 岁年龄段。毒理学终点指标选
择主要根据对已有信息的认知（如临床使用资料 /
成年动物毒性实验结果等），针对性设计检测指
标 [8-11]，分为一般评价指标和特殊系统指标，本
实验一般评价指标主要为体重和生长发育指标，
特殊指标主要为常规的性发育、免疫系统和骨骼
系统评价指标。
　　本次实验未见动物中途死亡。给药末期、恢
复期末计划解剖的动物组织器官大小、颜色及质
地均未见明显异常。幼龄大鼠一般状况、体重、
摄食量、发育指标、行为学指标、骨密度等均
无异常。本次实验部分血液学及血液生化指标如
MCV、ALT、Ca2 ＋等与空白对照组比较差异有统
计学意义，但均无明显量效时间关系，故不考虑
毒理学意义。部分肝药酶、血清球蛋白、激素指
标如 CYP2E1、IgG、雄激素等与同期空白对照
组相比差异有统计学意义，但结合其他发育指标
及行为学指标未见明显异常，故认为该变化无毒
理学意义。给药末期中剂量组肝脏及恢复期高剂
量组肾脏脏器系数与空白对照组比较差异有统计
学意义，但两者未见明显剂量时间关系，结合组
织病理学诊断未见相关联脏器有毒理学意义的改
变，故认为该变化与 QRXYN 作用无关，无明显
毒理学意义。QRXTN 各剂量组给药末期尿常规
指标可见剂量相关性的异常变化，主要表现为尿
液颜色加深，尿液中尿蛋白、尿酮体、胆红素出
现阳性的动物数明显增加，尿比重和 pH 略有升
高，但经停药 5 周后基本恢复正常。通常药物本
身的理化性质（pH、溶解性等）可能影响尿常规
指标 [12]，同时尿常规异常可能还与大鼠本身的特

性有关，如大鼠本身的胆红素肾阈较低，可大量
从尿中排出，此外，大鼠尿液中通常还会自发的
伴有少量蛋白质 [13]，结合本研究肾功能和组织病
理学未见与 QRXYN 相关的异常改变，故不考虑
毒理学意义，但临床应用时可重点监测尿常规，
以保护受试者的用药安全。
　　综上所述，出生后第 21 日（PND21）的幼龄
SD 大鼠经口灌胃给予 QRXYN 6 周（43 d），未见
对其生殖系统、骨骼及生长发育等有明显影响，则
未见明显毒性，最大无毒性反应剂量（NOAEL）
为 102.9 g 生药·kg－ 1，约为儿童临床剂量的 59 倍
（按体重计算）。提示 QRXYN 在 2 ～ 18 岁儿童及
青少年应用中无明显安全性担忧，为 QRXYN 制剂
应用于儿科提供科学参考依据。
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基于 LC-MS/MS方法的大鼠血浆中舒必利的 
血药浓度检测及药代动力学研究

梁媛1，2，葛若衡1，2，舒畅1，2*（1. 中国药科大学药品质量控制与药物警戒教育部重点实验室，南京　210009；2. 中国

药科大学药学院药物分析系，南京　211198）

摘要：目的　建立一种 LC-MS/MS 方法用于大鼠血浆中舒必利血药浓度的测定及其药代动力学研

究。方法　血浆样本经过液液萃取方法处理后，采用电喷雾离子化（ESI），正离子多重反应监测

模式（MRM）。舒必利和奥美拉唑用于定量分析的离子对为 m/z 342.2 → 112.2 和 346.4 → 198.1。
色谱柱为 Hedera ODS-2 柱（150 mm×2.1 mm，5 μm），流动相是甲醇（含 0.1% 甲酸）- 水（0.05%
甲酸铵和 0.1% 甲酸），按照等度洗脱方式（7∶3，V/V）进行。结果　该方法的定量下限是 0.5 
ng·mL－ 1，舒必利在 0.5 ～ 200 ng·mL－ 1 内与峰面积比值线性关系良好，舒必利和内标奥美拉唑

的提取回收率在 70% ～ 80%，批间和批内精密度均小于 15%，方法学验证的结果符合生物样本分

析指导原则要求。结论　建立的 LC-MS/MS 方法特异性强，分析时间短，适用于大量生物样本的

检测，成功应用于大鼠血浆样本的药代动力学研究，可为舒必利的临床药物浓度监测方法的开发

提供参考。

关键词：舒必利；LC-MS/MS；药代动力学；血药浓度

中图分类号：R969.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2875-05
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Determination of sulpiride concentration in rat plasma and 
pharmacokinetics by LC-MS/MS
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Pharmacovigilance in China Pharmaceutical University, Ministry of Education, Nanjing  210009; 
2. Department of Pharmaceutical Analysis, School of Pharmacy, China Pharmaceutical University, 
Nanjing  211198)

Abstract: Objective  To monitor the concentration of sulpiride in the plasma, and to conduct 
its pharmacokinetic by LC-MS/MS. Methods  Plasma samples were collected by liquid-liquid 
extraction method. Sulpiride and omeprazole for quantitative analysis were m/z 342.2 → 112.2 and 
346.4 → 198.1. The determination was performed on Hedera ODS-2 column (150 mm×2.1 mm, 5 
μm). The mobile phase was methanol (containing 0.1% formic acid) and water (0.05% ammonium 
formate and 0.1% formic acid) ＝ (7∶3, V/V). Results  The lower limit of quantification of the 
method was 0.5 ng·mL－ 1, and the linearity was good at 0.5 ～ 200 ng·mL－ 1. The extraction 
recovery of sulpiride and internal standard omeprazole ranged 70% ～ 80%, and the RSD were less 
than 15%. The methodology verification was in line with the requirements of guidelines for biological 
sample analysis. Conclusion  The LC-MS/MS method is suitable for the detection of large biological 
samples. It has been successfully used in the pharmacokinetic study and concentration monitoring of 
sulpiride. 
Key words: sulpiride; LC-MS/MS; pharmacokinetic; plasma concentration
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　　抑郁症是一种常见的精神疾病，具体表现为
情绪低落、兴趣减弱、焦虑、易怒等，严重者会
有自杀倾向，极大地影响了人们的生活和工作。
到 2030 年，抑郁症将成为致残的主要原因 [1-3]。
非典型抗精神病药物舒必利属于苯甲酰胺类化合
物，作用于中枢多巴胺（D2、D3、D4）受体，主
要针对于 D2 受体的选择性拮抗剂 [4-6]，可以增加
多巴胺的周转，从而具有抗抑郁作用，对淡漠、
退缩、木僵、抑郁、幻觉、妄想等症状有较好的
疗效 [7-10]。目前，关于 LC-MS/MS 方法测定血浆
中舒必利的浓度的文献较少 [11-13]。在临床上由于
使用不当造成严重不良反应甚至死亡的病例并不
少见，例如，锥体外系副反应导致的肌肉僵直，
发声困难；血药浓度过高引起的意识模糊，昏睡
等 [14-15]。本文建立了 LC-MS/MS 法测定大鼠血浆
中舒必利的浓度，并评价了舒必利在大鼠体内的
药代动力学特征，为临床监测血药浓度及减少不
良反应的发生奠定了基础。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　CPA225D 万分之一电子天平（德国赛多利斯
公司）；HC-2062 高速离心机（山东百欧医疗科技
有限公司）；Milli-Q 纯水仪（美国密理博公司）；
HPLC 液相色谱（美国安捷伦公司，配置高压二
元泵、真空脱气机、自动进样器及色谱柱温度控
制单元）；AB 4000 质谱 [ 美国 AB 公司，配置三
重四极杆质谱检测器，配电喷雾离子源（ESI）；
数据采集系统为 Analyst 1.6.2 数据采集系统 ]。
1.2　试药

　　舒必利对照品（纯度：98%，批号：MO78933，
北京迈瑞达试剂有限公司）；奥美拉唑对照品（纯
度：99.9%，批号：100367-201003，中国食品药品
检定研究院）；甲醇（色谱纯，德国默克试剂有限
公司）；乙酸乙酯（分析纯，上海凌峰化学试剂有
限公司）；甲酸和甲酸铵（色谱纯，上海阿拉丁试
剂有限公司）；实验用水为纯水仪（美国密理博公
司）制备的超纯水。
2　方法

2.1　溶液的配制

2.1.1　舒必利储备液　精密称取 10.0 mg 舒必利
对照品 2 份，分别置于 10 mL 量瓶中，各加入甲
醇溶解，得到最终质量浓度为 1.00 mg·mL－ 1 的
储备液。用甲醇依次稀释配制系列标准曲线样品
工作溶液，质量浓度分别为 2000、1500、1000、
500、100、50、5 ng·mL－ 1。

2.1.2　奥美拉唑（内标）储备液　精密称取 10.0 
mg 对照品，置于 10 mL 棕色量瓶中，加入甲醇
溶解，得到最终质量浓度为 1.00 mg·mL－ 1 的
内标储备液，用甲醇稀释储备液配制内标工作溶
液，质量浓度为 10 μg·mL－ 1。由于奥美拉唑具
有光敏性，注意配制过程中全程避光。
2.1.3　标准曲线和质控样品溶液　精密量取 90 μL
大鼠空白血浆，分别加入 10 μL 的舒必利和奥美
拉唑工作溶液，配成含有舒必利质量浓度分别为
200、150、100、50、10、5、0.5 ng·mL－ 1（定 量
下限，LLOQ）的标准曲线样品，质控样品的质量
浓度分别为 1（低浓度质控，LQC），80（中浓度质
控，MQC），160 ng·mL－ 1（高浓度质控，HQC）。
2.2　生物样品前处理

　　100 μL 血浆置于 1.5 mL 棕色 EP 管中，加入 10 
μL 的 10 μg·mL－ 1 内标奥美拉唑，再加入 400 μL
的乙酸乙酯，涡旋 5 min 后 15 300 g 离心 10 min，
取 200 μL 的上清液，下层沉淀继续加入 400 μL 的
乙酸乙酯，重复以上操作，合并上清液，于 37℃
氮气流吹干，加入 100 μL 的甲醇，涡旋 5 min，15 
300 g 离心 5 min，取 80 μL 的上清液，进行 LC-MS/
MS 分析，注意全程避光。
2.3　LC-MS/MS 条件

2.3.1　 液 相 条 件　 色 谱 柱 为 Hedera ODS-2 柱
（150 mm×2.1 mm，5 μm，Hanbon Science and 
Technology），柱温40℃。流动相是甲醇（含0.1%
甲酸）- 水（0.05% 甲酸铵和 0.1% 甲酸），等度洗
脱（7∶3，V/V），流速 0.3 mL·min－ 1。自动进
样器温度 4℃，进样量 2 μL。
2.3.2　质谱条件　采用气动辅助电喷雾离子化
（ESI）正离子方式，多重反应监测（MRM）模
式。舒必利和奥美拉唑的检测离子对分别为
342.2 → 112.2，346.4 → 198.1（见图 1）；舒必利和
奥美拉唑的去簇电压（DP）分别为 78 V，80 V；入
口电压（EP）分别为 4 V，11 V；碰撞能量（CE）
分别为40 V，20 V；碰撞出口电压分别为7 V，13 V。
碰撞气压力 6 psi，气帘气压力 10 psi，离子源气体 1
压力 40 psi，离子源气体 2 压力 10 psi，离子喷射电
压 5500 V，辅助加热温度 450℃。内标奥美拉唑及
舒必利的结构及全扫描质谱图见图 1。
2.4　药代动力学研究

　　6 只 雄 性 Sprague Dawley 大 鼠 [ 许 可 证 号 
SYXK（苏）2021-0011]， 体 重 180 ～ 200 g， 实
验前禁食 24 h。实验动物由中国药科大学动物实
验中心提供。在持续温度（24±1）℃、相对湿度
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（50±10）% 和 12 h 昼夜周期下，每日给予充足
的食物和水。动物实验按照美国国立卫生研究院
《实验动物护理和使用指南》（NIH 出版物第 8023
号，1978 年修订）的指导方针进行，并得到中国
药科大学动物伦理委员会的批准（受理号 2023-
05-012）。分别腹腔注射2 mg·kg－1的舒必利，于0、
5、15、30 min 及 1、2、3、5、7、9、12、24 h 眼
眶静脉丛取血后，按照“2.2”项下方法进行处理，
进行 LC-MS/MS 分析。
3　结果

3.1　特异性

　　用 6 个不同来源的大鼠空白血浆来考察内源
性干扰，空白样品在舒必利及内标奥美拉唑保留
时间无显著干扰峰，内标奥美拉唑对舒必利无干
扰，且舒必利与奥美拉唑检测离子对不同，虽然
保留时间相似，但是对测定无影响（见图 2）。

图 2　空白血浆（A 和 B）、50 ng·mL－ 1 的舒必利（C）和 1 μg·mL－ 1 的奥美拉唑（D）的色谱图

Fig 2　Chromatogram of blank plasma（A and B），50 ng·mL－ 1 sulpiride（C），and 1 μg·mL－ 1 omeprazole（D）

3.2　线性试验

　　取“2.1.3”项下操作绘制标准曲线样品，并
同时制备空白样品，按“2.2”项下操作处理，进
行 LC-MS/MS 分析，由 Analyst 软件分别计算待
测物与内标（奥美拉唑）的峰面积比值 f（f ＝ As/
Ai），分别对舒必利的血药浓度 C 作权重（1/χ2）线
性回归计算，得回归方程 f ＝ 0.027 67C ＋ 0.1512
（R2 ＝ 0.9938），线性范围在 0.5 ～ 200 ng·mL－ 1。
3.3　准确度与精密度

　　分别配制 4 个浓度水平的质控样品考察批
内、批间准确度和精密度。使用分析批随行标准
曲线对该分析批内的质控样品进行定量，计算
质控样品的实际浓度。批内的准确度及精密度
通过分析批内 5 个重复的质控样品（包括 LQC、
MQC、HQC、LLOQ）进行评估。批间准确度和
精密度通过 3 个分析批的质控样品（包括 LQC、
MQC、HQC、LLOQ，每个浓度水平重复 5 次）
进行评估。结果如表 1 所示，舒必利的高、中、
低 3 个浓度水平的质控样品批内和批间精密度
的 RSD 均小于 15.0%，准确度的偏差（RE）均在

±15.0%，定量下限质控样品的精密度的 RSD 均
小于 20.0%，准确度的偏差均在 ±20.0%。上述
结果均符合生物样品分析的要求。
3.4　提取回收率

　　LQC、MQC、HQC 3 个浓度的质控样品各
重复 5 次，经预处理后，作为测试样品进行 LC-
MS/MS 分析，另将 15 个双空白样品进行样品预
处理，向预处理后的双空白样品加入舒必利，奥
美拉唑的溶液，使其最终浓度与 LQC、MQC、
HQC 质控样品的进样浓度一致，作为对照品进
行 LC-MS/MS 分析，内标的提取回收率考察质
量浓度水平为 1 μg·mL－ 1，以样品峰面积与
对照品峰面积的比值计算提取回收率。结果如
表 2 所示，低质控浓度舒必利的提取回收率在
70.23% ～ 80.56%，中、高质控浓度的舒必利提取
回收率在 77.93% ～ 81.67%，内标奥美拉唑提取回
收率在 78.99% ～ 84.21%，且提取回收率的精密度
均小于 15%，均符合生物样品测定的要求。
3.5　基质效应

　　使用 6 个不同来源的大鼠空白血浆（编号

图 1　奥美拉唑（A）和舒必利（B）的结构及全扫描质谱图

Fig 1　Structure and full scan mass spectrometry of omeprazole（A）

and sulpiride（B）
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A ～ F）来考察内标工作浓度下和待测物 LQC、
MQC、HQC 浓度水平的基质效应。基质样品的配
制以 6 个来源的空白血浆制备双空白样品，每个
浓度水平下每个来源重复 3 次，向制备后的双空
白样品中加入一定量的待测物和内标，使其浓度
分别与 LQC、MQC、HQC 的进样浓度一致。同时
配制含有待测物和内标的溶液样品作为对照，对
照溶液的浓度分别与 LQC、MQC、HQC 的进样浓
度一致，每个浓度水平的对照溶液重复进样 3 次。
对于每个来源的血浆，通过计算基质样品中待测
物和内标峰面积与对照溶液中相应峰面积的比值，
分别得到舒必利和内标的基质因子，进一步计算
得到内标归一化的基质因子。结果表明，低、中、
高浓度水平下，舒必利经内标归一化的基质因子
的变异系数均不大于 15.0%，与纯溶液的峰面积相
比，高、中、低浓度的质控样品分别在 6 种不同
的空白血浆中基质因子在 89.5% ～ 114%，表明基
质效应对舒必利测定无干扰。
3.6　稳定性试验

　　 配 制 HQC 和 LQC 两 个 浓 度 水 平 质 控 样
品，每个浓度水平的质控样品混合均匀后，分
装成若干份，每份 100 μL，分别考察室温放置
6 h、－ 20℃放置 30 d、反复冻融 3 次及处理后
样本 4℃自动进样器放置 24 h 后的稳定性。与
新鲜配制的样本进行比较，以确定其生物样本
的稳定性。结果如表 3 所示，含舒必利的血浆
样品在室温下放置 6 h 稳定性良好，Diff%（与新
鲜配制的样品相比的峰面积之差，应小于 10%）
约为 6.99% ～ 8.44%；血浆样品处理后的上清液
在自动进样器中放置 24 h 稳定性良好，Diff% 为
3.43% ～ 4.40%，在－ 20℃条件下 3 次冻融循环

稳定性良好，Diff% 为 1.04% ～ 9.06%，－ 20℃
放置 30 d 稳定性良好，Diff% 为 2.47% ～ 5.62%。

表 3　舒必利的稳定性 (n ＝ 3) 
Tab 3　Stability of sulpiride (n ＝ 3)

条件 舒必利 /（ng·mL － 1） Diff/%
室温 6 h     1 2.90

160 8.74

室温 6 h（血浆样本）     1 6.99

160 8.44

－ 20℃冻融 3 次     1 1.04

160 9.06

自动进样器（24 h）     1 4.40

160 3.43
－ 20℃放置 30 d     1 5.62

160 2.47

3.7　药代动力学研究

　　用建立的 LC-MS/MS 方法测定大鼠血浆中舒
必利的浓度，得到血药浓度曲线，如图 3 所示，
使用 DAS 3.2.7 进行药代动力学参数的计算，舒必
利消除采用非房室模型计算，药代动力学参数见
表 4，半衰期 t1/2 为（15.31±10.28）h，血药浓度峰
值 Cmax 是（189.09±66.70）μg·L－ 1，舒必利的药
时曲线下的峰面积 AUC0 ～ t 是（180.47±57.00）μg /
（L·h）。

图 3　大鼠腹腔注射舒必利后的药时曲线（x±s，n ＝ 6）
Fig 3　Mean plasma concentration-time curve of sulpiride after 
intraperitoneal injection（x±s，n ＝ 6）

4　讨论

　　液相条件优化时，甲醇作为有机相，含有甲
酸铵和甲酸的水为水相，采用梯度洗脱（0 ～ 1.5 
min，30%B；1.6 ～ 4 min，70%B，4 ～ 10 min，
30%B），拖尾现象消失，但是由于水相比例升
高，内标奥美拉唑响应降低。所以，在 1.6 ～ 4 

表 1　舒必利的批内与批间准确度与精密度 (n ＝ 5) 
Tab 1　Accuracy and intra-batch and inter-batch precisions for sulpiride (n ＝ 5)

质量浓度 /
（ng·mL － 1）

批内 批间

实际浓度 /（ng·mL － 1）准确度（RE，%）精密度（RSD，%） 实际浓度 /（ng·mL－1）准确度 /（RE，%）精密度 /（RSD，%）

       0.5   0.45±0.01   89.7      3.2     0.47±0.02   93.7 3.8

    1   1.92±0.20   95.7 11     1.90±0.04   94.6 1.9

  80 81.07±7.30 101.3      9.1   76.24±5.78   95.3 7.6

160 170.67±22.23   97.3 13 167.22±7.15 101.4 4.3

表 2　舒必利及内标奥美拉唑的提取回收率 (n ＝ 5) 
Tab 2　Recovery of sulpiride and omeprazole (IS) (n ＝ 5)

化合物 质量浓度 /（ng·mL － 1） 平均值 /% RSD/%

舒必利       1 73.20 5.7

    80 80.25 1.9

奥美拉唑   160 79.83 1.4

1000 77.65 2.6
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min，将有机相升高到 85%，内标响应明显增强，
但是当生物样品被测定时，舒必利出现峰裂，当
比例为 7∶3 等度洗脱时，两种化合物能得到很
好的分离。此时舒必利色谱峰形拖尾，向有机相
中加入 0.1% 的甲酸时，拖尾现象有所改善，峰
裂现象消失。
　　生物样品前处理条件进行优化时，生物样品
预处理的方法有蛋白沉淀法，液液萃取法，固相
萃取法等，本实验分别采用甲醇作为沉淀剂时，
舒必利和奥美拉唑峰形差，从而选取乙酸乙酯进
行液液萃取，提取一次时，提取回收率大约只有
50%，向乙酸乙酯中加入二氯甲烷，比例为乙酸
乙酯 - 二氯甲烷＝ 4∶1（V/V），然而提取回收率
也只有 60%。使用乙酸乙酯提取 2 次，合并提取
液，提取回收率达到要求。
　　本实验建立了测定血浆中舒必利的 LC-MS/
MS 方法，该方法选择性良好，内源性物质不干
扰，与已报道文献相比，大大降低了检测限 [12]，
提高了方法的灵敏度，在 0.5 ～ 200 ng·mL－ 1

与峰面积线性关系良好。舒必利低、中、高浓
度水平的质控样品检测结果的批内和批间精密
度的 RSD 均小于 15%，准确度在 85% ～ 115%，
LLOQ 的批内和批间精密度 RSD 小于 20%，准确
度在 80% ～ 120%，提取回收率较高，符合生物
样本测定的要求。

参考文献

[1] 李超，伍力，余发春，等 . 抑郁障碍病因的单胺递质假

说和舒肝解郁胶囊药理机制的简述 [J]. 当代医学，2016，
22（8）：13-14.

[2] 尹一淑，刘军莲，王佳平，等 . 抑郁症相关发病机制研

究进展 [J]. 医学综述，2022，28（12）：2368-2372. 
[3] 杨潇，董再全，王瑜，等 . 抑郁症病因学和治疗学的

研究进展 [J]. 中国科学（生命科学），2022，52（11）：

1678-1691. 
[4] 杨琬芳，王青，杨智超，等 . 炎症驱动抑郁症发生发

展的机制研究进展 [J/OL]. 江苏大学学报（医学版），

2023，33（5）：449-454，460.
[5] Beurel E，Toups M，Nemeroff CB. The bidirectional rela-

tionship of depression and inflammation：double trouble [J]. 
Neuron，2020，107（2）：234-256. 

[6] 余蕾，武文志，张云桥，等 . HPA 轴在抑郁症中的研究

概述 [J]. 昆明医科大学学报，2023，44（2）：166-171. 
[7] Wu Z，Xiao L，Wang H，et al. Neurogenic hypothesis 

of positive psychology in stress-induced depression：adult 
hippocampal neurogenesis，neuroinflammation，and stress 
resilience [J]. Int Immunopharmacol，2021，97：107653. 

[8] Fung TC，Olson CA，Hsiao EY. Interactions between the 
microbiota，immune and nervous systems in health and 
disease [J]. Nat Neurosci，2017，20（2）：145-155. 

[9] 田明，郑丹，刘春龙 . 肠道微生物参与抑郁症发病机制

研究进展 [J]. 临床军医杂志，2022，50（6）：658-660. 
[10] 陈洁瑜，罗仁，余克强，等 . 肠道微生物在抑郁症发病

中的作用及其研究进展 [J]. 中华中医药杂志，2017，32
（11）：5011-5014. 

[11] 黄怡菲，马林，黎维勇，等 . LC-MS/MS 法测定人血浆

中左舒必利含量的不确定度评定 [J]. 中国药师，2016，
19（12）：2369-2372. 

[12] 赵丽蓉，赵辉，刘慧，等 . LC-MS/MS 法测定人体血浆

中左旋舒必利的浓度及药物动力学应用 [J]. 沈阳药科大

学学报，2015，32（4）：304-310. 
[13] 邹尚荣，温预关，林琼英 . LC-MS/MS 测定人血浆中阿

米舒必利的浓度 [J]. 中国现代应用药学，2009，26（6）：

483-486. 
[14] 黄世伟，刘铁榜，武志伟 . 舒必利致血药浓度增高 1

例 [J]. 临床精神医学杂志，2015，25（2）：126. 
[15] 文隽 . HPLC 法测定舒必利的血药浓度及其人体药动学

研究 [J]. 中国地方病防治杂志，2014，29（1）：57. 
（收稿日期：2023-04-16；修回日期：2023-06-14）

表 4　大鼠腹腔注射舒必利后的药代动力学参数 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 4　Pharmacokinetic parameters of sulpiride by  

intraperitoneal injection (x±s，n ＝ 6)

参 数 舒必利

tmax/h   0.22±0.07

Cmax/（μg·L － 1） 189.09±66.70

t1/2/h   15.31±10.28

AUC0 ～ t /[μg /（L·h）] 180.47±57.00

AUC0 ～∞ /[μg /（L·h）] 197.62±51.72

MRT0 ～ t /h   2.65±0.88

CLz/F/[L/（h·kg）] 10.76±2.98
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绿花白千层精油化学成分及宫颈炎活性研究
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摘要：目的　研究 4 种绿花白千层（Melaleuca viridiflora Sol. ex Gaertn）精油的化学成分及其

治疗宫颈炎的活性。方法　采用气相色谱 - 质谱联用仪（GC-MS）鉴定其化学成分，通过阴道

灌注酚类黏液建立大鼠宫颈炎模型，研究绿花白千层精油对宫颈炎的治疗作用。给药后 1 周

监测外阴炎症、脏器、宫颈炎血清环氧合酶 2（COX-2）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛

（MDA）、血浆铜蓝蛋白（CP）水平，确定精油的功效。结果　对 4 种绿花白千层精油 Yk-2、
Yk-10、Yk-11、Yk-17 进行了分析，发现分别含有 34 个、25 个、28 个和 21 个化合物，鉴定

率均在 90% 以上。主要成分是桉油精、α- 蒎烯、α- 松油醇、β- 蒎烯、γ- 萜品烯、α- 萜品醇、

β- 石竹烯和喇叭茶醇。研究发现，以高、中、低剂量给药的 Yk-2 精油栓剂均可降低模型大鼠

的外阴炎症评分，与正常组相比，可改善宫颈炎指数和血清生化因子 COX-2、SOD、MDA 和

CP 水平。结论　4 种绿花白千层精油成分丰富，鉴别率高，Yk-2 精油栓剂对大鼠宫颈和阴道

组织炎症表现出良好的治疗作用。

关键词：绿花白千层精油；化学成分；栓剂；宫颈炎
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Chemical constituents of essential oil from Melaleuca viridiflora and  
related cervicitis activity
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Abstract: Objective  To determine the chemical constituents of essential oil from Melaleuca 
viridiflora and related cervicitis activity. Methods  Gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) was used to identify the chemical components, while rat cervicitis models were established 
through vaginal perfusion of phenol mucilage to determine the therapeutic effect of essential oil from 
Melaleuca viridiflora on cervicitis. The levels of serum cyclooxygenase-2 (COX-2), superoxide 
dismutase reagent (SOD), malondialdehyde reagent (MDA), and ceruloplasmin reagent (CP) in vulva 
inflammation, organs, and cervicitis were monitored one week after the administration to determine 
the efficacy of essential oil. Results  Four types of Melaleuca viridiflora essential oils Yk-2, Yk-
10, Yk-11, and Yk-17 were analyzed and found 34, 25, 28, and 21 chemical constituents were with 
identification rates above 90%. The main constituents included eucalyptol, α -pinene, β-pinene, 
γ-terpinene, α-terpineol, β-caryophyllene, and trumpet alcohol. The Yk-2 essential oil suppository, 

基金项目：云南省地方本科高校基础研究联合专项（No.202001BA070001-172）。
作者简介：李婷，女，副教授，硕士研究生导师，主要从事妇产科芳疗护理，email：43868083@qq.com　* 通信作者：杨孔，男，硕士，

主要从事天然产物化学研究，email：yangkong7122@163.com



2881

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

　　 绿 花 白 千 层（Melaleuca viridiflora Sol. ex 
Gaertn）隶属于桃金娘科白千层属乔木类植物，
原产澳大利亚，后引种到我国广东、台湾、福建、
广西等地栽种，现已经扩展到海南、云南等地 [1]。
白千层精油也称茶树精油，最常见的提取方法为
水蒸气蒸馏提取法，具有特殊芳香气味 [2]。白千
层精油有抗菌、抗炎、杀虫、抗氧化、抗肿瘤等
药理活性，被开发为消毒剂、水果保鲜剂、治疗
皮肤疾病及抗菌、抗炎的复合制剂等 [3]。目前在
抗菌、抗炎、抗肿瘤、抗氧化等方面具有很好的
应用前景 [4]，尤其在抗炎方面活性显著 [5]，但存
在精油成分复杂，不同来源的精油品质不一的情
况。本研究选择了 4 种绿花白千层精油，利用气
相色谱 - 质谱（GC-MS）联用技术进行成分分析，
并通过保留时间、匹配度定性分析和保留指数
（retention index，RI）等进行多重指认。
　　宫颈炎是女性生殖器官炎症中发病率较高的
炎症反应之一，与创伤、细菌、病毒等感染密切
相关，主要表现为阴道分泌物增多、宫颈出血、
水肿等 [6-8]。采用阴道局部给药，药物通过阴道黏
膜吸收进入局部组织或全身血液循环进一步实现
治疗目的 [9]。栓剂是一种局部给药制剂，由药物
和适宜的基质制成的半固体制剂，能在腔道发挥
局部作用，如润滑、抑菌、止痛等 [10]，中药栓剂
在妇科疾病中应用广泛 [11]。目前用于治疗宫颈炎
的药物主要有保妇康栓剂、抗菌药物类药物 [12]、
妇宁栓 [13]、苦参栓 [14] 等，其中保妇康栓剂在宫
颈炎临床治疗中具有非常好的疗效 [15]。本实验将
绿花白千层精油制成栓剂，采用阴道灌注苯酚胶
浆建立大鼠宫颈炎模型，用保妇康栓剂作为阳性
药物对照组，绿花白千层精油栓剂高、中、低剂
量组作为实验组，探究绿花白千层精油对宫颈炎
的治疗作用。通过大鼠血清生化因子和炎症因子
评价宫颈炎的治疗作用 [16-19]，以期为宫颈炎的临
床治疗提供参考。
1　材料

1.1　试药

　　Yk-2：绿花白千层精油（Frorihan NIAOULI 法
国，叶片蒸馏）、Yk-10：绿花白千层精油（Aroma 
eone 法国产，叶片蒸馏）、Yk-11：绿花白千层精
油（Doterra 多瑞特上海商贸有限公司）、Yk-17：
绿花白千层精油（Satya 澳大利亚产，叶片蒸馏）
（样品均通过正规途径购买，保存于大理大学护理
学院）。环己烷（分析纯，阿拉丁）；苯酚（阿拉
丁，批号：Q/12HB 4218-2017）；羧甲基纤维素钠
（国药集团化学试剂有限公司，批号：20220810）；
95% 乙醇（云南杨林工业开发区汕滇药业有限公
司，批号：20211023）；丙三醇（天津市风船化学
试剂科技有限公司，批号：20120410）；保复康栓
剂（海南碧凯药业有限公司，批号：20211219）；
环氧合酶 -2（COX-2）（上海酶联生物科技有限公
司，批号：20221020A）；超氧化物歧化酶（SOD）、
铜蓝蛋白（CP）、丙二醛（MDA）试剂盒（南京建
成生物科技有限公司）。单、双硬脂酸甘油酯（国
药集团化学试剂有限公司），混合脂肪酸甘油酯
（湖北康明德医药化工有限公司）。
1.2　动物

　　SD 大鼠 48 只，雌性未孕，体重 220 ～ 240 
g [ 湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物许可
证号 SYXK（滇）2018-0002]，饲养于大理大学实
验动物中心动物房。
1.3　仪器

　　7890A GC/5975C MS 型气相色谱 - 质谱联用
仪（配有电子电离源 EI，美国 Ailent Technologies
公司）；DZG-303A 型艾柯超纯水机（成都康宁实
验专用纯水设备厂）；BL-50A 型压力灭菌锅（上
海博讯实业有限公司医疗设备厂）；HH-S2s 型数
显恒温水浴锅（金坛市精达仪器制造有限公司）；
LEiCA RM2016 型手动切片机（上海徕卡仪器有
限公司）；201 型奥地利安图斯 2010 酶标仪（奥
地利安图斯公司）；JB-L5 型冷冻台、JB-L5 型生
物组织包埋机、JK-6 型生物组织摊烤片机（武汉
俊杰电子有限公司）等。
2　方法

administered at high, medium, and low dosages, reduced vulvar inflammation scores in the model 
rats and improved cervicitis index and the serum levels of COX-2, SOD, MDA and CP, as compared 
with those of the normal group. Conclusion  The four types of Melaleuca viridiflora essential oils 
have rich components and high identification rates. The Yk-2 essential oil suppository shows good 
therapeutic effect on rat cervical and vaginal tissue inflammation. 
Key words: essential oil from Melaleuca viridiflora; chemical composition; suppository; cervicitis
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2.1　GC-MS 样品溶液配制

　　4 种绿花白千层精油均用分析纯的环己烷溶
剂配制为 1 mg·mL－ 1 溶液并使用聚醚砜针式过
滤器（0.25 μm）过滤，装到色谱分析瓶中备用。
2.2　GC-MS 分析方法

　　色谱柱 HP-5 MS 柱，载气为氮气，流速 1.5 
mL·min－ 1。进样口温度为 240℃，自动进样 1.0 
μL，后不分流。程序升温：起始温度 50℃，保
持 2 min，以 5℃·min－ 1 的速度升温至 220℃，
保持 10 min，后运行至 250℃，保持 1 min。指
认匹配度高于 80 的化学成分，通过计算 RI 进行
确认 [22]。
2.3　受试药物

2.3.1　空白栓剂　按照 1∶4 的比例称取单、双
硬脂酸甘油酯和混合脂肪酸甘油酯，于 60℃水浴
熔化，注入 0.2 g 模具中，完全凝固后取出，密
封，4℃冰箱备用。
2.3.2　Yk-2 精油栓剂　按照 1∶4 的比例称取单、
双硬脂酸甘油酯和混合脂肪酸甘油酯，于 60℃水
浴熔化，加入 Yk-2 精油 1.7 mg、3.4 mg、6.8 mg
分别制备成低、中、高剂量的栓剂（规格：0.2 g/
粒），完全凝固后取出，密封，4℃冰箱备用 [20]。
2.4　造模试剂

　　量取 50℃液态苯酚 4 mL，1 g 羧甲基纤维素
钠，6 mL 甘油在 50℃的水浴中充分搅拌混匀，再

加入 9 mL 蒸馏水稀释混匀，配制成 20% 苯酚胶浆，
密封 4℃冰箱保存，使用时放置至室温混匀 [21]。
2.5　造模

　　从 48 只雌性未孕 SD 大鼠中随机挑选 8 只作
为正常组，其余 40 只用于造模。用水合氯醛试剂
将大鼠麻醉，用带有灌胃钝性针头的一次性注射
剂器将 20% 苯酚胶浆缓慢注入大鼠宫颈穹隆部腔
内，后将大鼠头低尾高体位倾斜放置 5 min。前 3 
d 每日按上述方法注入苯酚胶浆 0.1 mL，连续 3
次，此后每 2 日造模 1 次，注入苯酚胶浆 0.2 mL，
连续 3 次，造模时间共 12 d [21，23]。
2.6　分组及给药

　　造模结束后第 3 日，参考《中药药理研究方
法学》中“中药阴道用制剂毒性实验方法”的炎
症程度进行评分，评分标准见表 1 ～ 2。根据红
斑、水肿、分泌物的总分进行统计学分析，以总
分 0 ～ 3 分为无炎症、4 ～ 6 分为轻度炎症、7 ～ 9
分为中度炎症、10 ～ 12 分为重度炎症。造模成
功的大鼠随机分为模型组，空白基质组，保妇康
栓剂组，Yk-2 精油栓剂低、中、高剂量组。Yk-2
精油低、中、高组（每粒栓剂含药量分别是 1.7 
mg、3.4 mg、6.8 mg），保妇康栓剂组（100 g 中
含有1.413 mg）、空白基质组（给0.2 g 空白基质），
每日给药 1 粒，连续给药 7 d[20，24]。

表 1　苯酚胶浆致大鼠宫颈炎外阴炎症反应指标 
Tab 1　Inflammatory response index of vulvar caused by rats with phenol glue in cervicitis

红斑 分值 水肿 分值 分泌物 分值

无红斑 0 无水肿 0 无分泌物 0

极轻度的红斑 1 非常轻度的水肿 1 极少的分泌物 1

轻度红斑（暗淡的红色） 2 轻度水肿 2 少量的分泌物 2

中度红斑（明显的红色） 3 重度水肿（凸出约 1 mm） 3 中等程度的分泌物 3

重度红斑（甜菜红或紫红色） 4 严重度水肿（凸出大于1 mm，有暴露范围） 4 大量的分泌物 4

2.7　取样及指标检测

　　在给药治疗期间，观察大鼠的形态外观、行
为活动、饮食、饮水及自主活动功能是否异常；
观察大鼠阴道及宫颈口红斑、水肿及分泌物等进
行评分。末次给药后，禁食不禁水 12 h，10% 水
合氯醛麻醉大鼠，腹主动脉取血，冰水浴放置 

4 ～ 6 h，4℃、3500 r·min－ 1 离心 10 min，取适
量血清，按照 COX-2、CP、MDA、SOD 试剂盒
说明书，依次加入试剂，37℃孵育显色，加入终
止液，酶标仪测定 OD 值；取大鼠胸腺、肝脏、
肾脏和宫颈组织，于生理盐水中浸洗 2 ～ 3 次，
滤纸吸干水分，称定重量，计算脏器指数，脏器
指数（%）＝相应脏器重量（mg）/ 大鼠处死前体
重（g）×100%；完整分离各组大鼠宫颈组织，经
10% 甲醛固定、梯度脱水、石蜡包埋、切片、苏
木精 / 伊红染色、封片，显微镜下观察宫颈组织的
病理变化。
2.8　统计学方法

表 2　苯酚胶浆宫颈炎大鼠外阴炎症反应分级标准 
Tab 2　Grading criteria for vulvar inflammatory response in rats 

with phenol glue pulp cervicitis

分值 分级 分值 分级

0 ～ 3 正常（无炎症） 7 ～ 9 中度炎症

4 ～ 6 轻度炎症 10 ～ 12 重度炎症
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　　用统计分析软件 SPSS 26.0 进行统计学分析，
数据以（x±s）表示，多组间均数比较采用单因
素方差分析（One-Way ANOVA），若方差齐，组
间两两比较采用 LSD 法，以 P ＜ 0.05 为差异有
统计学意义。
3　结果

3.1　GC-MS 化学成分分析

　　GC-MS 分析结果见表 3。4 种绿花白千层精油
（Yk-2、Yk-10、Yk-11、Yk-17）化合物鉴定率分别
为 96.12%、97.47%、98.46%、92.36%，分别指认
了 34 个、25 个、28 个、21 个化合物，化学成分
涉及单萜烯、倍半萜烯、醇、醛、酯等，其中主
要成分有桉叶醇、α- 蒎烯、β- 蒎烯、γ- 萜品烯、α-
松油醇、β- 石竹烯、喇叭茶醇等。从分析结果中
发现桉叶醇含量分别为 56.28%、56.03%、63.63%、
66.41%，在整个精油成分中比重较大，α- 蒎烯、α-
松油醇在 4 种精油中含量相差不大。此外，Yk-2
样品中的特有成分 γ- 古芸烯的含量为 6.04%，特
有成分还有香茅醛、2- 莰烯、古巴烯、柔拿烯等；
Yk-10 样品中杜香醇的含量为 7.28%；Yk-11 样品
特有成分有β- 萜品烯等。结果显示 4 种精油的主
要化学成分基本相同，含量存在一定差异，其中
Yk-2 和 Yk-11 之间化学成分鉴定数量差异具有统
计学意义（P ＜ 0.05）。Yk-2 的化学成分丰富，指
认率较高，故选择 Yk-2 精油制备成栓剂并探究其
对宫颈炎的治疗作用。
3.2　绿花白千层精油栓剂对宫颈炎大鼠的状态影响

　　造模期间，与正常大鼠比较，造模后的大鼠
饮食量减少，喜扎堆、竖毛、易怒，外阴及宫颈
口可见明显的红肿，伴有大量黄色或白色甚至血
丝的黏性分泌物。经药物治疗后，与模型组比较，
各组大鼠的症状均得到不同程度的改善，其中
Yk-2 精油栓剂高剂量组药效最佳。
3.3　绿花白千层精油栓剂对宫颈炎大鼠外阴炎症

的影响 
　　与正常组比较，模型组外阴炎症评分升高
（P ＜ 0.05）；在给药第 7 日，与模型组比较，保
复康栓剂及受试药各剂量组外阴炎症评分降低
（P ＜ 0.05）；与保复康栓剂组比较，低剂量组外
阴炎症评分降低（P ＜ 0.05）。说明本模型造模成
功，结果见表 4。
3.4　绿花白千层精油栓剂对宫颈炎大鼠脏器指数

的影响 
　　与正常组比较，模型组的肝脏指数降低
（P ＜ 0.05），其余组别对大鼠的宫颈组织、胸腺、

肝脏、脾脏和肾脏指数均无影响，结果见表 5。
3.5　绿花白千层精油栓剂对宫颈炎大鼠血清

COX-2、CP、MDA、T-SOD 水平的影响 
　　与正常组比较，模型组 SOD 和 CP 表达降低，
COX-2 和 MDA 表达水平升高；与模型组比较，给
药组 CP、MDA、SOD 表达均有不同程度的升高，
COX-2表达水平均有不同程度的降低（P＜ 0.05）；
与保妇康栓剂组比较，各给药组 COX-2 和 MDA 
表达水平有不 同程度降低（P ＜ 0.05），中剂量组
和低剂量组对 SOD 表达水平降低（P ＜ 0.05），高
剂量组和中剂量组 CP 表达水平增高（P ＜ 0.05），
见表 6。
3.6　绿花白千层精油栓剂对宫颈炎大鼠宫颈组织

病理学的影响 
　　正常组宫颈及阴道壁组织结构正常各层清晰可
见，未见鳞状上皮增生和破损，未见柱状上皮鳞状
化，鳞柱结构正常，宫颈黏膜下及阴道壁黏膜组织
内有少许淋巴细胞和中性粒细胞分散浸润。模型组
可见宫颈黏膜鳞状上皮增生，阴道壁浅表有溃疡形
成，组织中有大量中性粒细胞和淋巴细胞浸润，可
见血管充血及组织细胞状态异常。Yk-2 精油栓剂
高、中剂量组可见宫颈黏膜各层组织结构清晰，宫
颈黏膜下层及阴道壁黏膜组织中有少量的中性粒细
胞和淋巴细胞浸润。保复康栓剂组和 Yk-2 精油栓
低剂量组可见宫颈黏膜有上皮增生的现象，黏膜下
有较多量的中性粒细胞和淋巴细胞浸润，组织及血
管有异常，结果见图 1。
4　讨论

　　4 种绿花白千层的产地来源、提取工艺、储存
过程的不同可能造成化学成分含量和数量上的差
异，主要成分有桉树醇、α- 蒎烯、β- 蒎烯、γ- 萜
品烯、α- 松油醇、β- 石竹烯、喇叭茶醇等。4 种精
油的主要化学成分基本相同，含量存在一定差异，
YK-10 中杜香醇的含量较高。Yk-2 和 Yk-11 之间
化学成分鉴定数量差异较大。
　　绿花白千层精油（Yk-2）栓剂低、中、高
剂量组均能降低造模大鼠的外阴炎症评分、肾
脏指数、宫颈炎指数以及血清中 COX-2、SOD、
MDA、CP 水平，表明可改善宫颈以及阴道组织
病理情况，减轻宫颈组织充血水肿，对宫颈炎模
型大鼠有一定的药效作用。本研究充分利用绿花
白千层精油的脂溶性，机体更容易吸收，发挥较
好的治疗作用，后续将进一步开展不同来源的精
油对宫颈炎的治疗及作用机制的探究，以期为宫
颈炎的临床治疗提供科学依据。
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表 3　4 种白千层精油 GC-MS成分分析 
Tab 3　Analysis the 4 essential oils from Melaleuca viridiflora by GC-MS

英文名 中文名 Yk-2 Yk-10 Yk-11 Yk-17 RI 文献 RI

xylene 二甲苯 0.12 0.14 0.20 0.16 － －

4-methyl-1-（1-methylethyl）-bicyclo[3.1.0] 
hex-2-ene

4- 甲基 -1-（1- 甲基乙基）双

环 [3.1.0] 己烯 -2- 烯
0.06 0.07 0.07 0.09   926 －

α-pinene α- 蒎烯 7.58 7.92 7.34 7.26   933   938[25]

β-pinene β- 蒎烯 1.89 2.05 1.56 2.34   974   978[25]

γ-terpinene γ- 萜品烯 1.83 2.35 1.70 2.01 1056 1058[26]

β-terpinene β- 萜品烯 － － 0.57 －   976   980[26]

α-terpinene α- 萜品烯 － － 0.33 0.40 1013 1019[27]

（＋）-4-carene 4- 蒈烯 0.32 1.25 1.00 － 1012 1016[27]

p-cymene 对伞花烃 0.90 0.85 0.63 － 1021 1027[25]

eucalyptol 桉叶醇 56.28 56.03 63.63 66.41 1028 1023[28]

α-terpinolene α- 异松油烯 1.20 － － 1.08 1083 1089[29]

linalool 芳樟醇 0.13 0.12 0.09 0.14 1095 1103[30]

citronellal 香茅醛 0.24 － － － 1148 －

（－）-4-terpineol 4- 松油醇 0.78 0.73 0.72 0.74 1172 1180[25]

α-terpineol α- 松油醇 7.15 6.88 6.65 6.78 1185 1198[25]

2-camphene 2- 莰烯 0.94 － － － 1341 －

copaene 古巴烯 0.08 － － － 1367 －

epizonarene 柔拿烯 0.10 － － － 1369 －

α-terpinyl acetate α- 乙酸松油酯 － － 1.57 1.24 1341 1345

α-gurjunene α- 古芸烯 3.94 3.95 2.58 0.16 1399 1405[31]

β-caryophyllene β- 石竹烯 2.05 2.17 1.81 1.71 1409 1418[25]

α-caryophyllene α- 石竹烯 0.48 0.49 0.38 0.37 1445 1460[27]

decahydro-1，1，7-trimethyl-4-methylene- 
1H-cycloprop[E]azulene

十氢 -1，1，7- 三甲基 -4- 亚甲

基 -1H- 环丙烯

0.58 － － － 1432 －

3，3，7，11-tetramethyl-tricyclo[6.3.0.0 
（2，4）] undec-8-ene

3，3，7，11- 四甲基三环 [6.3.0.0
（2，4）] 十一碳 -8- 烯

－ － 0.37 － 1431 －

β-famesene 金合欢烯 0.13 0.10 0.10 － 1448 1454[26]

alloaromadendrene 香树烯 2.01 1.94 1.33 0.61 1452 1443[32]

γ-selinene γ- 桉叶烯 0.14 0.15 4.48 － 1468 －

muurolene 衣兰油烯 0.14 0.50 0.08 0.07 1491 1492[31]

α-selinene α- 桉叶烯 0.22 － － － 1497 1497[26]

1-methyl-5-methylene-8-（1-methylethyl）-， 
[S-（E，E）]-1，6-cyclodecadiene

1- 甲基 -5- 亚甲基 -8-（1- 甲基乙

基）-1，6- 环癸二烯

0.35 － － － 1504 －

1，2，3，5，6，8α-hexahydro-4，
7-dimethyl-1-（1-methylethyl）-， 
（1S-cis）-naphthalene

1，2，3，5，6，8α- 六氢 -4，7-
二甲基 -1-（1- 甲基乙基）-1S-
顺式萘

0.42 0.44 0.33 0.27 1514 －

nerolidol 橙花醇 1.21 1.27 － － 1554 1568[30，33]

（＋）-palustrol 喇叭茶醇 － 0.27 0.19 － 1559 －

caryophyllene oxide 氧化石竹烯 0.28 0.54 0.37 0.13 1573 1587[25]

γ-gurjunene γ- 古芸烯 6.04 － － － 1582 －

α-calacorene 白菖烯 0.13 0.26 1587 1549[30]

ledol 杜香醇 1.07 7.28 0.72 0.56 1592 －

2-isopropyl-5-methyl-9-methylene-bicyclo 
[4.4.0]dec-1-ene

2- 异丙基 -5- 甲基 -9- 亚甲基双

环 [4.4.0] 十烯 -1- 烯
0.18 － 0.10 － 1631 －

dibutyl phthalate 邻苯二甲酸二丁酯 0.25 0.25 0.22 0.23 1950 1968[30]

合计 － 99.22 98.00 99.12 92.76 － －

注：“－”表示无实际数据。

Note：“－” indicates no actual data.
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表 4　Yk-2 精油栓剂对苯酚致宫颈炎大鼠外阴炎症的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 4　Effect of essential oil of Yk-2 suppository on vulvar inflammation in rats with phenol-induced cervicitis (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量
外阴炎症状评分 / 分

第 1 日 第 4 日 第 7 日

正常组 － 0 0 0
模型组 － 6.44±1.13 △ 5.78±1.39 △ 6.00±2.06 △

保妇康栓剂组 1.413 mg/100 g 4.88±1.36* 2.88±0.64* 2.75±1.49*

Yk-2 高剂量组        6.8 mg·kg － 1 7.56±2.35* ▲ 3.33±0.71* 1.44±0.88*

Yk-2 中剂量组        3.4 mg·kg － 1 5.13±1.73 4.00±0.53* ▲ 2.38±0.74*

Yk-2 低剂量组        1.7 mg·kg － 1 5.75±1.16 3.13±0.83* 1.38±0.92* ▲

注：与正常组比较，△ P ＜ 0.05；与模型组比较，*P ＜ 0.05，与保妇康栓剂组比较，▲ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，△ P ＜ 0.05；compared with the model group，*P ＜ 0.05，compared with the Baofukang suppository 

group，▲ P ＜ 0.05.

表 5　Yk-2 精油栓剂对苯酚致宫颈炎大鼠脏器指数的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 5　Effect of essential oil of Yk-2 suppository on organ index of phenol-induced cervicitis rats (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量
脏器指数 /（mg·g － 1）

宫颈组织 胸腺 肝脏 脾脏 肾脏

正常组 － 2.30±1.64 1.43±0.41 30.94±2.58 2.14±0.15 7.32±0.79
模型组 － 1.41±0.29 1.52±0.41 26.88±3.10 △ 2.30±0.22 6.88±0.82
保妇康栓剂组 1.413 mg/100 g 1.51±0.20 1.43±0.82 27.25±2.96 1.93±0.36 7.19±0.58
Yk-2 高剂量组        6.8 mg·kg － 1 1.43±0.19 1.32±0.27 27.56±3.90 2.00±0.21 6.61±0.58
Yk-2 中剂量组        3.4 mg·kg － 1 1.28±0.31 1.66±0.21 26.56±1.53 2.12±0.15 6.95±0.34
Yk-2 低剂量组        1.7 mg·kg － 1 1.15±0.25 1.51±0.36 27.24±1.21 2.06±0.19 6.96±1.00

注：与正常组比较，△ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，△ P ＜ 0.05.

表 6　Yk-2 精油栓剂对宫颈炎大鼠血清 COX-2、SOD、MDA、CP 水平的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 6　Effect of essential oil of Yk-2 suppository on serum COX-2，SOD，MDA，and CP levels in rats with cervicitis (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量 COX-2/（ng·mL － 1） SOD/（U·mL － 1） MDA/（nmol·mL － 1） CP/（U·L － 1）

正常组 － 50.42±6.40 644.20±174.64 4.23±1.65 14.78±3.42
模型组 － 70.71±10.66 △ 489.99±24.29 △ 6.52±1.81 △ 12.29±1.78 △

保妇康栓组 1.413 mg/100 g 70.81±19.22 620.98±134.80* 9.32±4.81* 12.58±1.87
Yk-2 高剂量组        6.8 mg·kg － 1 48.00±5.96* ▲ 660.81±63.67* ▲ 4.60±1.35* ▲ 14.70±2.56* ▲

Yk-2 中剂量组        3.4 mg·kg － 1 56.01±7.51* ▲ 575.09±131.45* ▲ 7.54±1.55* ▲ 13.10±3.30* ▲

Yk-2 低剂量组        1.7 mg·kg － 1 68.57±3.08* ▲ 505.05±157.04* ▲ 4.86±1.23* ▲ 11.73±2.34

注：与正常组比较，△ P ＜ 0.05；与模型组比较，*P ＜ 0.05，与保妇康栓组比较，▲ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，△ P ＜ 0.05；compared with the model group，*P ＜ 0.05，compared with the Baofukang suppository 

group，▲ P ＜ 0.05。

图 1　各组大鼠宫颈组织病理切片图（HE，×10）
Fig 1　Pathological sections of cervical histopathology of rats in each group（HE，×10）
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西藏 3 种乌头属植物的品质评价

平措绕吉1，刘莹2，3，杨洲2，3，王证德2，3，海梅荣2，3*（1. 利美藏医院，西藏　昌都　855600；2. 云南农业大

学 农学与生物技术学院，昆明　650201；3. 西南中药材种质创新与利用国家地方联合工程研究中心，昆明　650201）

摘要：目的　探究西藏不同地区乌头属药用植物的品质差异，完善质量标准。方法　以西藏地

区 3 种乌头属植物为研究对象，采用药典方法测定其水分、灰分、浸出物；利用青稞酒进行炮

制，采用 HPLC 法对其炮制前后生物碱的含量进行测定。结果　暂定铁棒锤、露蕊乌头、工布

乌头水分含量分别不得超过 8.60%、7.86%、8.18%；总灰分含量分别不得超过 3.38%、4.09%、

4.86%；酸不溶性灰分含量分别不得超过 0.29%、0.71%、1.48%；浸出物含量分别不得低于

15.56%、7.34%、15.78%；对比生品的生物碱质量分数发现，经青稞酒炮制后生物碱质量分数

均不同程度的明显下降。单酯型生物碱质量分数从高到低依次为工布乌头＞铁棒锤＞露蕊乌

头，双酯型生物碱质量分数从高到低依次为铁棒锤＞工布乌头＞露蕊乌头。结论　改进后的

HPLC 法可同时检测双酯型生物碱和单酯型生物碱，方法易操作且准确可行。为西藏地区的乌

头属药用植物的品质分析以及制定完善质量标准提供一定研究依据和数据支撑。

关键词：西藏；乌头属植物；质量标准；含量测定

中图分类号：R283，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2887-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.011

Quality evaluation of 3 species of Aconitum plants in Tibet

PING-cuo-rao-ji1, LIU Ying2, 3, YANG Zhou2, 3, WANG Zheng-de2, 3, HAI Mei-rong2, 3* (1. Limei 
Tibetan Hospital, Changdu Tibet  855600; 2. College of Agronomy and Biotechnology, Yunnan 
Agricultural University, Kunming  650201; 3. National-Local Joint Engineering Research Center 
for Germplasm Innovation ＆ Utilization of Chinese Medicinal Materials in Southwestern China, 
Kunming  650201)

Abstract: Objective  To determine the quality differences in Aconitum medicinal plants from 
different regions of Tibet and improve the quality standards. Methods  Three species of Aconitum 
plants in Tibet were used as research objects. Pharmacopoeia methods were used to determine their 
moisture, ash and extracts. Barley wine was used for processing, and the alkaloid content before 
and after the processing was determined by HPLC. Results  The moisture content of Aconitum 
pendulum Busch, Aconitum gymnandrum Maxim and Aconitum kongboense Lauener did not exceed 
8.60%, 7.86% and 8.18%, respectively. The total ash content did exceed 3.38%, 4.09% and 4.86%. 
Acid insoluble ash content did not exceed 0.29%, 0.71%, and 1.48%. The extract content should no 
less than 15.56%, 7.34% and 15.78%, respectively. Compared with the alkaloid content of the raw 
products, the alkaloid content was decreased to different degrees after the processing of highland 
barley wine. The mass fraction of monoester alkaloids from high to low was Aconitum kongboense 
Lauener ＞ Aconitum pendulum Busch ＞Aconitum gymnandrum Maxim. The mass fraction of diester 
alkaloids from high to low was Aconitum pendulum Busch ＞ Aconitum kongboense Lauener ＞ 
Aconitum gymnandrum Maxim. Conclusion  The modified HPLC method can simultaneously detect 
diester alkaloids and monoester alkaloids. The method is easy to operate and accurate and feasible. It 
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　　将采回来的植物样品（根部）（见图 1），用清
水洗净，一部分在自然条件下阴干。另一部分用
西藏昌都地区常用的青稞酒炮制法进行炮制，使

用青稞酒浸泡 24 h，取出晾干。将以上处理样品
粉碎过 4 号筛，放置 4℃冰箱保存，备用。
2　方法与结果

　　乌头属植物自古以来应用广泛，其中可供药
用的约有 76 种 [1]。在《神农本草经》《蒙医金匮》
等多部古籍中均有详细记载 [2]。主要功效有扶阳
救逆，补火助阳，祛风除湿，温经止痛 [3]，作为
药用植物被 2020 年版《中国药典》所收载 [4]。
　　西藏复杂的地理类型、多样的气候条件、较少
的人为破坏等为其生境多样性提供了得天独厚的
条件，使其蕴育了极为珍贵的乌头属植物种质资
源 [5-6]。西藏乌头属植物除种类丰富外，还具有很
强的特有性。在西藏乌头属植物中，已明确具有
药用价值的有工布乌头、伏毛直序乌头、铁棒锤、
船盔乌头等 13 种，仅占西藏乌头属植物总种数的
17.81%，西藏地区乌头属植物的开发前景十分可观。
　　目前，在原部颁标准中铁棒锤等药材只有性
状、鉴别、性味、功能与主治等部分的简单规定。
为完善该类药材的质量标准，依据《中国药典》
方法测定水分、灰分、酸不溶性灰分以及浸出物
的含量，为质量标准的制定提供一定的数据支
撑；并采用当地藏民传统的青稞酒炮制方法，通
过高效液相色谱法分析其炮制前后主要生物碱成
分含量的变化，为后续西藏乌头属植物成分深入

研究和乌头属植物炮制方法提供新的研究思路。
1　材料
1.1　仪器
　　FW-400A 高速万能粉碎机（北京中兴伟业世
纪仪器有限公司）；101-1A 型电热鼓风干燥箱（天
津市泰斯特仪器有限公司）；CY98-2L 旋转蒸发
仪（上海诚育仪器设备有限公司）；FA2104N 电
子天平（上海菁海仪器有限公司）；美国 Agilent 
1200 型高效液相色谱仪；ULUP-I-10T 优普超纯
水机（成都超纯科技有限公司）；CQ-250 型超声
波清洗器（上海必能信公司）。
1.2　试药
　　17 份供试样品于 2021 年 7 月至 8 月，采自于西
藏自治区内昌都、拉萨、那曲、林芝等地，药材样
品由云南农业大学郭凤根教授鉴定，具体信息见表
1。苯甲酰新乌头碱、苯甲酰乌头碱、苯甲酰次乌头
碱、新乌头碱、次乌头碱、乌头碱对照品（四川维克
奇生物科技有限公司，HPLC 纯度≥ 98.00%，批号
分别为 wkq22052506、wkq22052505、wkq22052414、
wkq23030203、wkq23030202、wkq22102401）。乙腈
为色谱纯，水为超纯水。

provides research basis and data support for the quality control of Aconitum medicinal plants in Tibet 
and the establishment of perfect quality standards. 
Key words: Tibet; Aconitum plant; quality standard; content determination

表 1　样品编号及采集地信息 
Tab 1　Sample number and collection location information

序号 采集地 经度 纬度 海拔 /m 种名 拉丁名

A1 拉萨墨竹工卡县 91°53'38'' 29°58'22'' 3872 铁棒锤 Aconitum pendulum Busch
A2 那曲索县 93°45'19'' 31°48'50'' 3938 铁棒锤 Aconitum pendulum Busch
A3 昌都丁青县 94°52'43'' 31°40'33'' 3854 铁棒锤 Aconitum pendulum Busch
A4 昌都类乌齐县 96°9'29'' 31°9'29'' 3982 铁棒锤 Aconitum pendulum Busch
A5 昌都八宿县 96°47'14'' 30°44'40'' 4242 铁棒锤 Aconitum pendulum Busch
A6 昌都卡若区 96°38'25'' 31°9'18'' 3764 铁棒锤 Aconitum pendulum Busch
A7 林芝米林县 94°12'30” 29°10'23” 2278 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A8 那曲索县 91°57'28'' 31°22'57'' 4481 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A9 昌都丁青县 94°52'43'' 31°40'33'' 4475 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A10 昌都类乌齐县 96°38'36'' 31°9'25'' 3701 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A11 昌都八宿县 96°50'14'' 30°44'38'' 4370 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A12 昌都八宿县 96°37'29'' 29°29'12'' 4010 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A13 昌都卡若区 96°24'48'' 31°4'56'' 4381 露蕊乌头 Aconitum gymnandrum Maxim
A14 昌都类乌齐县 96°38'33'' 31°9'29'' 3982 工布乌头 Aconitum kongboense Lauener
A15 昌都类乌齐县 96°38'39'' 31°9'21'' 3720 工布乌头 Aconitum kongboense Lauener
A16 昌都类乌齐县 96°37'33'' 31°10'53'' 3690 工布乌头 Aconitum kongboense Lauener
A17 昌都类乌齐县 96°38'38'' 31°9'28'' 3719 工布乌头 Aconitum kongboense Lauener
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2.1　水分、灰分、酸不溶性灰分以及浸出物的测定

　　分别参考《中国药典》四部（2020）通则 0832
中水分测定的第二法、通则中 2302 的灰分及酸不
溶性灰分的测定方法以及通则中 2201 的浸出物的
测定方法 [7]，结果见表 2。根据测定结果，建议规

定铁棒锤、露蕊乌头、工布乌头的水分含量分别
不得超过 8.60%、7.86%、8.18%；总灰分含量分
别不得超过 3.38%、4.09%、4.86%；酸不溶性灰
分含量分别不得超过 0.29%、0.71%、1.48%；浸
出物含量分别不得低于 15.56%、7.34%、15.78%。

图 1　17 份样品根

Fig 1　Seventeen sample roots

表 2　水分、灰分、酸不溶性灰分以及浸出物测定结果 
Tab 2　Determination of moisture，ash，acid insoluble ash and extracts

编号 种名 水分含量 /% 总灰分含量 /% 酸不溶性灰分含量 /% 
浸出物含量 /%

冷浸法 热浸法

A1 铁棒锤 5.34±0.23d 2.08±0.04c 0.24±0.02c 14.53±0.22b 19.92±0.32ab

A2 6.18±0.21bc 3.25±0.15a 0.28±0.04a 14.44±0.33b 19.51±0.49b

A3 6.47±0.15b 3.18±0.11a 0.23±0.05c 15.57±0.41a 20.77±0.36a

A4 7.25±0.18a 3.45±0.30a 0.19±0.02b 15.16±0.52a 20.05±0.68ab

A5 5.39±0.27d 2.81±0.88b 0.26±0.04a 12.59±0.26c 18.25±0.62c

A6 6.05±0.18c 2.21±0.21c 0.23±0.03c 13.01±0.27c 18.19±0.20c

A7 露蕊乌头 6.41±0.05cd 4.79±0.15a 0.68±0.03b 8.59±0.41b 10.23±0.63a

A8 7.39±0.24a 2.82±0.07d 0.64±0.02c 6.14±0.59e 7.31±0.36c

A9 6.09±0.20e 2.25±0.22e 0.58±0.02e 8.23±0.56b 9.76±0.58a

A10 6.14±0.08de 3.79±0.27bc 0.70±0.14a 7.52±0.64c 9.12±0.47b

A11 6.44±0.11bc 2.89±0.15d 0.43±0.04g 7.08±0.48cd 9.01±0.63b

A12 6.69±0.18bc 3.93±0.14b 0.48±0.05f 9.33±0.71a 10.17±0.54a

A13 6.70±0.14b 3.51±0.07c 0.62±0.12d 6.74±0.29d 8.59±0.23b

A14 工布乌头 6.73±0.05b 4.70±0.1a 1.32±0.06b 16.96±1.56b 21.48±0.96a

A15 6.79±0.05bc 3.95±0.05c 1.45±0.06a 14.74±0.88c 16.75±0.79b

A16 6.84±0.06bc 4.25±0.06b 1.17±0.03c 16.82±0.91b 18.83±0.35b

A17 6.90±0.06a 3.29±0.13d 0.88±0.02d 20.56±1.21a 21.84±0.83a

注：不同字母代表样品之间差异有统计学意义。

Note：Different letters represent significant differences between samples.

2.2　6 种酯型生物碱含量的测定

2.2.1　 色 谱 条 件　 色 谱 柱：Agilent ZORBAX 
Extend-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相
A 为 0.1%（磷酸 - 三乙胺＝ 1∶5），B 为乙腈，梯
度洗脱（见表 3）；流速 1.0 mL·min－ 1；检测波
长 210 nm；柱温 35℃；进样量 20 μL。
2.2.2　对照品溶液的制备　精密称取各对照品适

量置于棕色量瓶中，用 0.05% 盐酸 - 甲醇溶液定
容至 10 mL，分别制成质量浓度为 0.700、0.059、
0.082、0.099、0.083、0.236 mg·mL－ 1 的混合对
照品溶液，在“2.2.1”项色谱条件下，各成分能
够很好地分离，见图 2。
2.2.3　供试品溶液的制备　精密称取样品粉末 1 
g，置于锥形瓶中，加入 3 mL 氨试液，湿润 10 
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min，加入异丙醇 - 乙酸乙酯（1∶1）溶液 40 mL，
称重并记录，超声处理 30 min，冷却后称重，补
足重量，过滤，精密吸取滤液 20 mL，35℃减压
回收溶液至干。加入 0.05% 盐酸 - 甲醇溶液进行
溶解并定容至 5 mL，摇匀，使用 0.45 μm 微孔滤
膜进行过滤，滤液作为供试品溶液。
2.2.4　线性关系考察　精密吸取混合对照品溶
液各 0.25、0.5、1.0、2.0、4.0、5.0、10 mL，置
10 mL 量瓶中，加 0.05% 盐酸 - 甲醇定容至刻度，
摇匀，分别吸取 20 μL 注入色谱仪，以峰面积
（Y）对质量浓度（X）进行线性回归。结果见表
4，表明各成分在对应线性范围内与峰面积线性
关系良好。

表 4　6 种生物碱的线性范围和线性关系 
Tab 4　Linearity of 6 alkaloids

对照品 回归方程 r 值 范围 /μg
苯甲酰新乌头碱 Y ＝ 1.2019X ＋ 1.9051 0.9998 0.0175 ～ 1.4000
苯甲酰次乌头碱 Y ＝ 1.0841X ＋ 1.5733 0.9996 0.0150 ～ 1.2200
苯甲酰乌头碱 Y ＝ 1.1555X ＋ 3.8862 0.9999 0.0200 ～ 1.6000
新乌头碱 Y ＝ 1.0773X ＋ 1.4267 0.9995 0.0248 ～ 1.9800
次乌头碱 Y ＝ 1.1515X ＋ 8.5335 0.9997 0.0590 ～ 4.7200
乌头碱 Y ＝ 1.1738X ＋ 3.9388 0.9999 0.2075 ～ 1.6600

2.2.5　精密度试验　精密吸取对照品混合液按
“2.2.1”项下色谱条件连续进样 5 次，苯甲酰新
乌头碱、苯甲酰乌头碱、苯甲酰次乌头碱、新乌
头碱、次乌头碱、乌头碱峰面积的 RSD 分别为
0.76%、0.75%、0.68%、1.0%、1.8%、0.84%（n ＝

5），表明仪器的精密度良好。
2.2.6　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于
0、2、4、8、12、24 h 测定，并记录峰面积值，
计算 RSD 值，结果样品中的苯甲酰新乌头碱、新
乌头碱、次乌头碱均未检测到，苯甲酰乌头碱、
苯甲酰次乌头碱、乌头碱的 RSD 分别为 2.1%、
2.3%、0.70%，表明该测定方法稳定性良好。
2.2.7　重复性试验　取同一批供试品溶液 6 份，
进样测定，并记录峰面积值，计算 RSD 值。结
果苯甲酰新乌头碱、新乌头碱、次乌头碱均未检
测到，苯甲酰乌头碱、苯甲酰次乌头碱、乌头碱
RSD 值分别为 1.8%、2.0%、0.84%，表明该测定
方法重复性良好。
2.2.8　加样回收试验　称取 9 份已知含量的供试
样品粉末 1 g，精密称取一定量的对照品，按照
“2.2.3”项下方法配制供试品溶液，检测并计算
回收率。苯甲酰新乌头碱低、中、高浓度的平均
回收率分别为 98.90%、99.29%、96.68%，RSD
值分别为 0.48%、0.27%、0.23%；苯甲酰乌头碱
低、中、高浓度的平均回收率分别为 105.83%、
101.62%、101.72%，RSD 值分别为 1.7%、1.5%、
1.4%；苯甲酰次乌头碱低、中、高浓度的平均回
收率分别为 102.08%、101.65%、100.23%，RSD
值分别为 0.52%、0.45%、0.39%；新乌头碱低、中、
高浓度的平均回收率分别为 99.53%、99.82%、
99.18%，RSD 值 分 别 为 0.29%、0.20%、0.37%；
次乌头碱低、中、高浓度的平均回收率分别为
99.42%、98.43%、99.53%，RSD 值分别为 0.38%、
0.54%、0.17%；乌头碱低、中、高浓度的平均回
收率分别为 101.92%、101.83%、101.50%，RSD
值分别为 1.5%、1.9%、1.2%。6 种生物碱的加样
回收率在 96.45% ～ 107.76%，RSD 值均小于 2%，
表明该方法回收率良好。
2.2.9　样品测定　按“2.2.1”项下色谱条件对 17
份炮制前后的乌头属植物进行检测，结果见图
3。不同地区铁棒锤的单酯型生物碱的质量分数在
0.0473 ～ 0.2539 mg·g－ 1，平均质量分数为 0.1480 
mg·g－ 1，最高值 A5 是最低值 A2 的 5.37 倍，双酯
型生物碱质量分数在 0.7600 ～ 2.6864 mg·g－ 1，平
均质量分数为 1.6154 mg·g－ 1，最高值 A4 是最低值
A2 的 3.53 倍；不同地区露蕊乌头的单酯型生物碱
质量分数在 0 ～ 0.0747 mg·g－ 1，仅 A13 未检测出

表 3　梯度洗脱方法 
Tab 3　Gradient elution method

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%
  0 85 15
20 75 25
30 73 27
40 67 33
46 64 36
55 62 38
62 60 40
72 10 10
80 10 10

图 2　6 种乌头碱混合对照品的高效液相色谱图

Fig 2　HPLC chromatography of 6 aconitine mixed standards
1. 苯甲酰新乌头碱（benzoylmesaconine）；2. 苯甲酰乌头碱（benzo-
ylaconitine）；3. 苯甲酰次乌头碱（benzoylhypaconine）；4. 新乌头碱

（mesaconine）；5. 次乌头碱（hypaconine）；6. 乌头碱（aconitine）
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单酯型生物碱，其平均质量分数为 0.0394 mg·g－ 1，
最高值 A9 是最低值 A12 的 2.93 倍，双酯型生物碱
质量分数在 0.0440 ～ 0.4637 mg·g－ 1，平均质量分
数为 0.2026 mg·g－ 1，最高值 A13 是最低值 A12 的
10.54 倍。不同地区工布乌头的单酯型生物碱质量

分数在 0.6252 ～ 1.8662 mg·g－ 1，平均质量分数为
1.0416 mg·g－1，最高值 A14是最低值 A17的2.98倍，
双酯型生物碱质量分数在 0.8474 ～ 1.6053 mg·g－ 1，
平均质量分数为 1.2276 mg·g－ 1，最高值 A17 是最
低值 A14 的 1.89 倍（见表 5）。

表 5　6 种酯型生物碱含量测定结果 
Tab 5　Determination of 6 ester alkaloids

编号
单酯型生物碱 /（mg·g － 1） 双酯型生物碱 /（mg·g － 1）

苯甲酰新乌头碱 苯甲酰乌头碱 苯甲酰次乌头碱 总量 新乌头碱 次乌头碱 乌头碱 总量

A1 — 0.0911 0.0503 0.1414 — — 1.3696 1.3696
A2 — 0.0176 0.0297 0.0473 — — 0.7600 0.7600 
A3 — 0.1409 0.0412 0.1821 — — 1.2695 1.2695 
A4 — 0.0555 0.0558 0.1113 — — 2.6864 2.6864 
A5 — 0.1706 0.0833 0.2539 — — 2.5015 2.5015 
A6 — 0.1082 0.0440 0.1522 — — 1.1064 1.1064 
A7 — 0.0147 0.0219 0.0366 0.0136 0.0728 0.0108 0.0972 
A8 — — 0.0471 0.0471 0.0180 0.2243 0.0142 0.2565 
A9 — 0.0218 0.0529 0.0747 0.0174 0.1693 0.0292 0.2159 
A10 — 0.0173 0.0193 0.0366 — 0.0692 — 0.0692 
A11 — — 0.0556 0.0556 — 0.2715 — 0.2715 
A12 0.0124 0.0131 — 0.0255 0.0122 0.0239 0.0079 0.0440 
A13 — — — — 0.4510 0.0127 — 0.4637 
A14 1.8071 0.0277 0.0314 1.8662 0.8206 0.0100 0.0168 0.8474 
A15 0.7519 0.0062 0.0066 0.7647 1.3179 — — 1.3179 
A16 0.8932 0.0055 0.0116 0.9103 1.1398 — — 1.1398 
A17 0.6200 — 0.0052 0.6252 1.5984 — 0.0069 1.6053 

A B

图 3　17 份炮制前（A）和炮制后（B）的乌头属植物及混合对照品的高效液相色谱图

Fig 3　HPLC chromatogram of 17 Aconitum plants and mixed reference substances before（A）and after the processing（B）

1. 苯甲酰新乌头碱（benzoylmesaconine）；2. 苯甲酰乌头碱（benzoylaconitine）；3. 苯甲酰次乌头碱（benzoylhypaconine）；4. 新乌头碱（me-
saconine）；5. 次乌头碱（hypaconine）；6. 乌头碱（aconitine）

　　对比生品的生物碱质量分数发现，青稞酒炮
制后铁棒锤、露蕊乌头、工布乌头生物碱质量
分数均不同程度地明显下降，单酯型生物碱平
均质量分数分别下降 72.38%、44.83%、60.85%；
双酯型生物碱平均质量分数分别下降 88.61%、
46.49%、31.52%（见表 6）。
3　讨论与结论
3.1　水分、灰分及浸出物含量的分析研究
　　水分、灰分、浸出物等检查项在药材质量控

制中尤其重要。本试验结果与文献 [8-10] 研究藏药
铁棒锤、康定乌头和木里乌头所得结果低，但差
距较小。差异的原因可能是药材种质、生境、海
拔、采收时间以及储存运输方法的不同。在本试
验中对水分、总灰分、酸不溶性灰分以及浸出物
的平均值分别上浮 20%。初步制定了检查项的最
高和最低限度，弥补了原质量标准中对铁棒锤等
药材无检查项的缺陷，起到了补充和完善的作用。
3.2　6 种酯型生物碱含量炮制前后的变化分析研究
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　　有研究表明，植物体中的生物碱含量伴随生
长发育过程中周围环境的变化而变化，如光合作
用越强，促进植物有效成分转化含量越多 [11]；通
过聚类分析得知，本研究中同种乌头之间的各类成
分差异与海拔有一定相关性，较高海拔样品的生物
碱含量越高。不同种乌头之间的生物碱含量相差较
大，单酯型生物碱质量分数从高到低依次为工布乌
头＞铁棒锤＞露蕊乌头，双酯型生物碱质量分数从
高到低依次为铁棒锤＞工布乌头＞露蕊乌头，推测
导致含量差异较大的原因可能是环境气候、土壤因
素 [12]、采收时间及种源间 [13] 的差异影响。
　　目前，有关青稞酒炮制乌头属植物的生物碱含
量变化的研究未见报道。在本研究中，选用西藏当
地青稞酒炮制乌头的方法，发现经过青稞酒炮制后
样品中生物碱含量明显下降，推测可能是炮制时间
过长，导致生物碱大量被分解，虽然毒性降低了，
但药效也随之下降 [14]。可以看出该炮制方法还不
算完善，建议后期通过缩短炮制时间等方法，使其
达到毒性低、疗效好的最佳炮制程度。
3.3　高效液相色谱条件的选择
　　在本研究中参考了文献 [15] 的色谱条件，结果出
现了基线下斜，出峰过早，拖尾及叠峰等现象。为
了克服这种现象，本研究对流动相的比例进行调整，
将三乙胺比例调高。改进后的 HPLC 方法克服了基
线下斜现象，且被测组分分离度较好，峰展宽适中，
同时还增加了苯甲酰次乌头碱和次乌头碱两种酯型
生物碱组分的检测，易操作且准确可行。
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表 6　炮制后 6 种酯型生物碱含量测定结果 
Tab 6　Content of 6 ester alkaloids after the processing

编号
单酯型生物碱 /（mg·g － 1） 双酯型生物碱 /（mg·g － 1）

苯甲酰新乌头碱 苯甲酰乌头碱 苯甲酰次乌头碱 总量 新乌头碱 次乌头碱 乌头碱 总量

A1 － － － __ － － 0.1892 0.1892
A2 － 0.0047 0.0173 0.0220 － 0.1401 0.1401
A3 － 0.0386 － 0.0386 － － 0.2542 0.2542
A4 0.0087 0.0293 0.0654 0.1034 － － 0.2185 0.2185
A5 0.0048 0.0111 0.0282 0.0441 － － 0.0835 0.0835
A6 － 0.0166 0.0207 0.0373 － － 0.2185 0.2185
A7 － 0.0060 0.0197 0.0257 0.0098 0.0496 － 0.0594
A8 0.0126 0.0054 － 0.0180 － 0.1646 － 0.1646
A9 － 0.0151 － 0.0151 － － － －

A10 － － 0.0149 0.0149 － 0.0056 － 0.0056
A11 0.0098 0.0094 0.0141 0.0333 － 0.1972 － 0.1972
A12 － － 0.0143 0.0143 － 0.0138 － 0.0138

A13 0.0094 0.0217 － 0.0311 0.3182 － － 0.3182

A14 0.5052 0.0158 － 0.5211 0.6946 － － 0.6946
A15 0.4622 0.0218 － 0.4840 1.0524 － － 1.0524
A16 0.6572 － 0.0234 0.6805 0.7302 － － 0.7302
A17 0.4666 － － 0.4666 0.8854 － － 0.8854

注（Note）：“－”代表未检测到（Representative not detected）。
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五苓益肺汤对哮喘模型大鼠的免疫调节作用及 
对 TLR4/NF-κB通路的影响

叶超雄1，何晓亮2，张色华3，李俊雄1，潘倩榕1，熊天琴2*（1. 广东省中西医结合医院，广东　佛山　

528200；2. 广州中医药大学中药学院，广州　510006；3. 佛山市南海区桂城医院，广东　佛山　528253）

摘要：目的　通过生物信息学分析以及动物实验验证相结合的方法，探讨五苓益肺汤治疗哮喘

的潜在关键靶点和相关的信号通路，为该方的开发提供实验依据。方法　采用网络药理学方

法筛选五苓益肺汤治疗哮喘的核心靶点和通路。雄性 SD 大鼠于第 1、8、15 日腹腔注射 1 mL 
卵清蛋白致敏液，第 22 ～ 28 日给予 10 μL/ 鼻孔卵清蛋白激发液滴鼻。首次致敏后 2 h 给予

相应药物灌胃治疗。最后一次滴鼻激发 24 h 内取血、取肺组织、取肺泡灌洗液，检测免疫和

炎症指标，并观察肺组织 TLR4、NF-κB 表达情况。结果　网络药理学筛选出五苓益肺汤治疗

哮喘的核心靶点 AKT1、IL6、JUN、IL1B、IKBKB、MAPK8 等 51 个，KEGG 富集分析获得

TLR4/NF-κB 等通路 146 条。动物实验结果显示，与模型组相比，五苓益肺汤能升高胸腺指数，

CD8 ＋；降低脾指数，血清 IgE，CD4 ＋、CD4 ＋ /CD8 ＋和肺泡灌洗液中及肺组织匀浆中 SOD、

白细胞、淋巴细胞数量和 TNF-α、TGF-β、IL-1β、IL-6 水平及 MDA 表达；减少肺组织炎性细

胞浸润，改善肺泡间隔增厚、结构不清晰情况；减少肺组织中 TLR4 和 NF-κB p65 的表达。结
论　五苓益肺汤能有效减轻大鼠的哮喘，其机制可能与调节 TLR4/NF-κB 通路有关。

关键词：五苓益肺汤；哮喘；网络药理学；TLR4；NF-κB
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2893-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.012

Effect of Wuling Yifei decoction on the immunomodulation and  
TLR4/NF-κB pathway in asthma model rats

YE Chao-xiong1, HE Xiao-liang2, ZHANG Se-hua3, LI Jun-xiong1, PAN Qian-rong1, XIONG Tian-
qin2* (1. Guangdong Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Foshan  
Guangdong  528200; 2. College of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou University of Chinese 
Medicine, Guangzhou  510006; 3. Guicheng Hospital of Nanhai District, Foshan City, Foshan  
Guangdong  528253)

Abstract: Objective  To determine the potential key targets and related signaling pathways of Wuling 
Yifei decoction (WLYFT) for asthma and to provide an experimental basis for the development of this 
formula, through mutually integrated approach of bioinformatics analysis and animal experimental 
validation. Methods  A network pharmacology approach was used to screen the core targets and 
pathways of WLYFT for asthma. Male SD rats were intraperitoneally injected 1 mL OVA sensitizing 
solution on day 1, 8 and 15, and nasal drops (10 μL/nostril) OVA stimulating solution on day 22～ 28. 
Drugs were given orally 2 h after the first sensitization. Blood, lung tissue and alveolar lavage were 
collected within 24 hours after the last nasal drip to test the immune and inflammatory indexes and 
the expression of TLR4 and NF-κB in the lung tissue were observed. Results  Totally 51 core targets 
of WLYFT for asthma were screened by network pharmacology, including AKT1, IL6, JUN, IL1B, 
IKBKB, MAPK8, etc, and 146 pathways such as TLR4/NF-κB were obtained by KEGG analysis. 
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　　哮喘（asthma）是一种慢性和复发性的气道
疾病，以呼吸急促和胸闷为特征，在严重的情况
下，哮喘发作可能导致死亡。目前哮喘仍是一种
能控制不能根治的慢性疾病，在接受一线药物
治疗的患者中有一半以上对治疗没有反应 [1]。中
医作为补充和替代医学的主要疗法之一，在治
疗疾病方面有着悠久的历史 [2]。使用中医药治疗
哮喘已被许多临床试验证明有效 [3-5]。有研究报
道，TLR4 通过识别细菌脂多糖进而激活 NF-κB
信号通路 [6]。TLR4/NF-κB 信号通路介导的炎症
和抗炎因子失衡以及肺免疫系统失调可导致肺氧
化应激和损伤 [7]，而抑制 TLR4/ROS/NF-κB 信号
通路有利于哮喘的治疗 [8]。此外，右美托咪定可
通过抑制 TLR4/NF-κB 通路来减轻气道高反应性
和过敏性气道炎症 [9]。苦杏仁苷通过抑制 TLR4/
NF-κB 信号通路能减轻咳嗽变异性哮喘的炎症发
生 [10]。黄芩苷能通过上调 miR-103 和抑制 TLR4/
NF-κB 阻止小儿哮喘进展 [11]。
　　中药复方五苓益肺汤由五味子、茯苓、山药、
白术、薏苡仁、黄芪、太子参、浮小麦组成，是
广东省中西医结合医院的临床经验方，具有润肺
生津，益气健脾之功。近年来，五苓益肺汤在支
气管哮喘患者中广泛应用，疗效明显，但其作用
机制尚不明确。本研究拟通过网络药理学分析以
及动物实验验证相结合的方法，探讨五苓益肺汤
治疗哮喘的相关靶点通路及药效作用，为该方的
开发提供实验依据。
1　材料

1.1　实验动物

　　SPF 级 SD 大鼠，雄性，7 ～ 8 周龄 [ 质量合
格证编号：No.44007200098935，使用许可证号：
SYXK（粤）2019-0202，广东省医学实验动物中
心 ] 于 SPF 级环境中饲养。本实验通过广州中医
药大学动物实验伦理审查。
1.2　试药

　　五苓益肺汤（五味子 15 g、茯苓 15 g、山药
15 g、白术 15 g、薏苡仁 10 g、黄芪 10 g、太子参
10 g、浮小麦 10 g，广东省中西医结合医院自制）。
　　卵清蛋白（OVA，上海阿拉丁生化科技股
份有限公司，批号：D2109064）；氢氧化铝佐
剂 [Al（OH）3，美国 Thermo Fisher Scientific 公司，
批号：WB317588]；地塞米松片（广东南国药业有
限公司，批号：201101）；免疫球蛋白 E（IgE）、白
介素（IL）-6、IL-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α、转
化生长因子（TGF）-β 的 ELISA 试剂盒（上海酶
联生物科技有限公司，批号：01/2022）；TLR4 抗
体、NF-κB 抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，批
号：00048459、00106161）；丙二醛（MDA）测试
盒、超氧化物歧化酶（SOD）测试盒（南京建成生
物工程研究所有限公司，批号分别为 20220112、
20220311）；APC anti-rat CD3 抗体、FITC anti-rat 
CD4 抗体、PE anti-rat CD8a 抗体（美国 Biolegend 公
司，批号分别为 201413、201505、200607）；4% 多
聚甲醛通用型组织固定液（美国 Biosharp 公司，批
号：21207613）。
1.3　仪器

　　NovoCyte Quanteon 流式细胞仪（美国 Agilent
公司）；BC-2800Vet 兽用全自动血液细胞分析
仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）；
THM51119300 全波长酶标分析仪（美国 Themo 
Fisher Scientific 公司）。
2　方法

2.1　网络药理学分析

2.1.1　数据库及软件　中药系统药理学数据库与分
析平台（TCMSP）（https：//old.tcmsp-e.com/tcmsp.
php）；OMIM 数 据 库（https：//www.omim.org/）；
Genecards 数据库（https：//www.genecards.org/）；
Uniprot 数据库（https：//www.uniprot.org/）；David
数据库（https：//david.ncifcrf.gov/summary.jsp）。
2.1.2　五苓益肺汤活性成分及作用靶点筛选　

Compared with the model group, WLYFT increased thymic index, CD8 ＋ , SOD; decreased spleen 
index, serum IgE, CD4 ＋ , CD4 ＋ /CD8 ＋ , IL-6, IL-1β, TNF-α  and TGF-β contents in alveolar lavage 
fluid, and MDA in the lung tissue homogenate; improved unclear lung tissue structure, bronchial wall 
smooth muscle thickening, alveolar lumen enlargement, alveolar wall thickening; and reduced the 
inflammatory cell infiltration, the expression of TLR4 and NF-κB p65 in the lung tissues. Conclusion  
WLYFT can effectively alleviate asthma in rats, and the mechanism may be related to the regulation 
of TLR4/NF-κB pathway. 
Key words: Wuling Yifei decoction; asthma; network pharmacology; TLR4; NF-κB
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以五苓益肺汤各味药为关键词在 TCMSP 平台检
索，按口服生物利用度（OB）≥ 30%，类药性
（DL）≥ 0.18 筛选其活性成分及靶点，对所得靶
点在 Uniprot 数据库中进行注释。
2.1.3　哮喘疾病靶点筛选　以“asthma”为关键词
在 OMID 数据库、Gene Cards 数据库中检索并整
理得到哮喘疾病靶点。
2.1.4　五苓益肺汤 - 哮喘蛋白质互作网络构建与
分析　对五苓益肺汤靶点和哮喘疾病靶点取交集，
获得五苓益肺汤治疗哮喘潜在靶点。将潜在靶点导
入 String 数据库，选择“multiple proteins”，种属
设定为“homo sapiens”，设定中等置信度（0.400），
进行蛋白质 - 蛋白质相互作用（protein-protein 
interaction，PPI）分析，将结果导入 cytoscape 3.9.1
软件进行可视化。根据 degree 值从大到小，自内
而外排列，以 2 倍节点度值（degree）的中位数为
最低标准筛选出核心靶标蛋白 [12]。
2.1.5　五苓益肺汤核心靶点 GO 功能分析和
KEGG 富集分析　将核心靶点导入 David 数据库
中，选择物种为 homo sapiens，对靶点进行 GO
和 KEGG 注释。以 P ＜ 0.01 为标准，选择 count
对 GO 功能和富集的 KEGG 通路进行排序，选择
10 个主要功能和通路绘图。
2.2　药物制备

　　以蒸馏水浸泡五苓益肺汤中药饮片 30 min，加
热煮沸后改文火煎 30 min，滤除药液后复煎一次，
所得药液合并浓缩为低剂量 0.55 g·mL－ 1、中剂
量 1.11 g·mL － 1、高剂量 2.22 g·mL － 1，此为按
体表面积等效剂量法进行人与大鼠给药剂量折算，
分别相当于成人临床剂量的 0.5 倍、1 倍、2 倍。
2.3　动物分组、造模给药及取材

　　36 只雄性 SD 大鼠适应性喂养 7 d 后，随机
分为 6 组，分别为正常对照组、模型组、五苓益
肺汤低剂量组、五苓益肺汤中剂量组、五苓益肺
汤高剂量组、地塞米松组。参考相关文献制备大
鼠哮喘模型 [13-14]，除对照组外，其余各组于第 1、
8、15 日腹腔注射 1 mL OVA 致敏液 [1 mL 生理
盐水含 OVA 10 mg，Al（OH）3 100 mg]，致敏结
束 1 周后，除正常对照组外，其余各组给予 10 
μL/ 鼻孔 OVA 激发液 [1 mL 生理盐水含 OVA 100 
mg，Al（OH）3 1000 mg] 滴鼻，每日一次，持续
1 周，正常对照组给予等量生理盐水。五苓益肺
汤组于首次致敏 2 h 后给予五苓益肺汤灌胃治疗，
每日一次；地塞米松组于首次激发 2 h 后给予地
塞米松（1 mg·kg － 1，生理盐水溶解）灌胃治疗，

每日一次；正常对照组、模型组给予生理盐水灌
胃治疗。最后一次激发后 2 h 进行最后一次灌胃
治疗。激发结束 24 h 内进行取材。实验期间观察
和记录大鼠一般形态学情况，以大鼠出现气急喘
促、腹式呼吸、口鼻发绀、烦躁不安、易怒等为
造模成功。
　　腹主动脉取血，分离血清，ELISA 检测大鼠
血清 IgE 水平。取胸腺、脾，称重，计算免疫器
官指数，免疫器官指数（%）＝免疫器官重量 / 体
重 ×100%。收集肺泡灌洗液（BALF），用于血
细胞计数分析，ELISA 检测 IL-6、IL-1β、TGF-β、
TNF-α 水平。按重量比 1∶9 肺组织匀浆，生化法
检测 MDA、SOD 水平。流式细胞分析术检测肺
组织 T 细胞亚群。HE 染色检测肺组织病变情况。
免疫组化检测肺组织 TLR4 和 NF-κB p65 的表达。
2.4　统计学分析

　　各组数据采用 GraphPad Prism 9 进行单因素方
差分析，并以均数±标准差（x±s）表示。P＜0.05
表示差异有统计学意义。
3　结果

3.1　网络药理学分析结果

3.1.1　五苓益肺汤成分靶点及哮喘疾病靶点结果
　TCMSP 数据库筛选出五苓益肺汤有效潜在活性
成分 94 个，其中五味子 9 个、茯苓 15 个、白术
14 个、黄芪 20 个、山药 16 个、薏苡仁 9 个、太
子参 8 个、浮小麦 3 个。经过靶点预测，得到 292
个靶点。OMID 数据库、GeneCards 数据库获得哮
喘疾病相关靶点 4971 个。将五苓益肺汤成分潜
在作用靶点与哮喘相关靶点取交集，找到共同的
蛋白靶点，共 226 个，将所得的共同靶点可视化。
以 2 倍节点度值（degree）的中位数筛选核心靶点。
核心靶点包括 AKT1、IL6、JUN、IL1B、IKBKB、
MAPK8 等 51 个，见图 1。
3.1.2　五苓益肺汤核心靶点 GO 功能分析和 KEGG
富集分析　以 P ＜ 0.01 为标准进行筛选后，条形图
呈现 10 条主要 GO 功能条目。五苓益肺汤治疗哮喘
的生物学过程（BP）包括细胞对活性氧、药物、异
物刺激、肿瘤坏死因子、炎症、机械刺激的反应及
对 NF-κB 转录因子活性的正向调节等（见图 2）。
　　以 P ＜ 0.01 为标准进行筛选后，气泡图呈现
10 条主要 KEGG 通路条目。五苓益肺汤治疗哮
喘的通路包括脂质和动脉硬化、IL-17 信号通路、
TNF 信号传导途径、Th17 细胞分化、HIF-1 信号
通路、Toll 样受体信号传导途径、T 细胞受体信
号传导途径、NOD 样受体信号传导途径、Th1 和
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Th2 细胞分化、NF-κB 信号传导途径，见图 3。
3.2　五苓益肺汤对哮喘大鼠肺组织病理结构的影响
　　如图 4 所示，正常对照组大鼠肺组织支气管
和肺泡结构清晰完整，支气管绒毛排列整齐，未
见平滑肌层及管壁增厚，无明显的炎症细胞浸
润。模型组大鼠肺组织结构不清晰，支气管壁平
滑肌增厚，肺泡腔扩大，肺泡壁增厚，壁周围
炎性细胞浸润。给予药物治疗后肺组织结构较清
晰，肺泡腔扩大、肺泡壁增厚情况明显改善，炎
症细胞减少；其中给予地塞米松治疗后无明显的
炎症细胞浸润。
3.3　五苓益肺汤对哮喘大鼠免疫器官指数的影响
　　如表1所示，造模后，与正常对照组相比，模
型组大鼠胸腺指数降低，脾指数升高（P ＜ 0.01）。
与模型组相比，五苓益肺汤中剂量可明显升高
大鼠胸腺指数，降低脾指数（P ＜ 0.05）；给予
五苓益肺汤高剂量后，可明显升高大鼠胸腺指数

（P ＜ 0.05），降低脾指数（P ＞ 0.05）。
3.4　五苓益肺汤对哮喘大鼠血清 IgE 含量的影响
含量
　　如表 2 所示，与正常对照组相比，模型组大
鼠血清 IgE 含量显著升高（P ＜ 0.01）。与模型组
相比，地塞米松和五苓益肺汤低、中、高剂量组
大鼠血清中 IgE 含量显著降低（P ＜ 0.01）。
3.5　 五 苓 益 肺 汤 对 哮 喘 大 鼠 肺 组 织 CD4 ＋、
CD8 ＋ T 细胞的影响
　　如表 3 所示，与正常对照组相比，模型组大鼠
CD4＋表达升高，CD8＋表达下降，并使得 CD4＋ /
CD8＋上升（P ＜ 0.05）。与模型组相比，给予地塞
米松和五苓益肺汤低、中、高剂量治疗后，均能显
著降低 CD4＋的表达（P ＜ 0.01），上升 CD8＋的表
达，并使得 CD4＋ /CD8＋显著降低（P ＜ 0.01）。
3.6　五苓益肺汤对哮喘大鼠肺泡灌洗液中白细胞
和淋巴细胞数量及炎症因子含量的影响

图 1　五苓益肺汤治疗哮喘潜在靶点 PPI 网络

Fig 1　PPI network of potential target for treating asthma by Wuling Yifei decoction
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　　如表 4 所示，与正常对照组相比，模型组大
鼠肺泡灌洗液中白细胞、淋巴细胞数量和 IL-6、
IL-1β、TNF-α、TGF-β 含量上升（P ＜ 0.01）。与
模型组相比，给予地塞米松和五苓益肺汤低、中、
高剂量治疗后，大鼠肺泡灌洗液中白细胞、淋
巴细胞数量显著降低（P ＜ 0.01），IL-6、IL-1β、
TNF-α、TGF-β 含量降低（P ＜ 0.05）。

图 2　五苓益肺汤治疗哮喘的核心靶点 GO 功能分析结果 
Fig 2　Core target GO function analysis of Wuling Yifei decoction in the 
treatment of asthma 

图 3　五苓益肺汤治疗哮喘的核心靶点 KEGG 富集分析结果

Fig 3　KEGG enrichment of the core target of Wuling Yifei decoction in 
the treatment of asthma

图 4　各组大鼠肺组织病理学变化（×200）
Fig 4　Lung histopathological changes in each group（×200）

表 1　五苓益肺汤对哮喘大鼠免疫器官指数的影响 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 1　Effect of Wuling Yifei decoction on immune organ index of 

asthmatic rats (x±s，n ＝ 6)

组别 胸腺指数 /% 脾指数 /%

正常对照组 0.2000±0.012 0.194±0.010

模型组   0.139±0.012## 0.269±0.026##

五苓益肺汤低剂量组   0.171±0.021 0.229±0.027

五苓益肺汤中剂量组   0.196±0.012** 0.218±0.029*

五苓益肺汤高剂量组   0.185±0.023* 0.243±0.026

地塞米松组   0.038±0.010** 0.110±0.011**

注：与正常对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01。

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

表 2　五苓益肺汤对哮喘大鼠血清 IgE含量变化 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 2　Changes of serum IgE content in asthmatic rats induced by 

Wuling Yifei decoction (x±s，n ＝ 6)

组别 IgE/（μg·mL － 1）

正常对照组 1.00±0.10

模型组 2.27±0.16##

五苓益肺汤低剂量组 1.55±0.39**

五苓益肺汤中剂量组 1.52±0.32**

五苓益肺汤高剂量组 1.67±0.15**

地塞米松组 1.64±0.25**

注：与正常对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，**P ＜ 0.01。
Note：vs the normal control group，##P ＜ 0.01；vs the model 

group，**P ＜ 0.01.
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3.7　五苓益肺汤对哮喘大鼠肺组织脂质过氧化的

影响

　　如表 5 所示，与正常对照组相比，模型组大
鼠肺组织脂质过氧化 MDA 含量上升、SOD 含量
降低（P ＜ 0.01）。与模型组相比，给予地塞米松
和五苓益肺汤低、中、高剂量治疗后，大鼠肺组
织脂质过氧化 MDA 含量降低（P ＜ 0.01），SOD
含量升高（P ＜ 0.05）。
3.8　五苓益肺汤对哮喘大鼠肺组织 TLR4/NF-κB
通路的影响

　　实验中棕黄色为 TLR4、NF-κB p65 阳性表达
细胞。如图 5 和图 6 所示，对照组中 TLR4 和 NF-
κB p65 的表达呈弱阳性，而在模型组中则显著增

强，给予五苓益肺汤和地塞米松治疗后，TLR4 和
NF-κB p65 的表达有不同程度的降低，地塞米松组
与五苓益肺汤组无明显差异。

表 5　五苓益肺汤对哮喘大鼠 MDA、SOD的影响 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 5　Effect of Wuling Yifei decoction on MDA and SOD in 

asthmatic rats (x±s，n ＝ 6)

组别 MDA/（nmol·mgprot － 1）SOD/（U·mgprot－1）

正常对照组 1.40±0.29 645.05±119.99
模型组 3.02±0.56## 175.59±23.20##

五苓益肺汤低剂量组 1.76±0.62** 268.00±33.06**

五苓益肺汤中剂量组 1.24±0.43** 306.99±66.24*

五苓益肺汤高剂量组 1.27±0.52** 302.68±62.44*

地塞米松组 1.69±0.37** 324.91±50.33**

注：与正常对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01。

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

4　讨论

　　过敏性哮喘是由辅助性 T 细胞 2（T helper 2 
cell，Th2）驱动，通过分泌 Th2 型细胞因子刺激
B 细胞增殖活化并产生 IgE。Th2 反应中高水平

的 IgE 与肥大细胞上高亲和力的 FcεR1 受体结合，
使其对过敏原敏感而产生炎症细胞募集、支气管
收缩等过敏症状 [15-16]。根据 T 淋巴细胞功能和表
型可分为 CD4＋和 CD8＋ T 细胞，CD4＋ /CD8＋ T
比例在一定程度上提示机体细胞免疫功能情况。
TLR4 与接头蛋白 MyD88 频繁参与变应性气道疾
病，特别是通过呼吸道黏膜或通过吸入抗原诱导
2 型免疫的变应性致敏 [17]。NF-κB 是一种转录因
子，通过调节 Th2 细胞因子和基因表达在炎症和
免疫反应中起关键作用 [18]。有研究证实，OVA 激
活 TLR4 通路及其下游靶点 NF-κB，导致 Th2 相
关的炎症反应加剧，促进炎症细胞因子的基因表
达 [19-20]。IL-6 是一种促炎细胞因子，由 T 细胞、B
细胞和巨噬细胞等产生，具有调节免疫应答的作
用。IL-1β 是一种参与促炎症免疫反应的核心介质。
TNF-α 被认为在炎症细胞信号传递中发挥重要作
用，激活巨噬细胞，并通过触发其他细胞因子的
分泌唤起免疫反应。TGF-β 是一种有效的免疫抑
制细胞因子，通过影响细胞分化和细胞增殖。氧
化应激被认为是哮喘病理生理学的一个重要特征。

表 3　五苓益肺汤对哮喘大鼠肺组织 CD4 ＋、CD8 ＋ T细胞的影响

(x±s，n ＝ 3) 
Tab 3　Effect of Wuling Yifei decoction on CD4 ＋ and CD8 ＋ T cells 

in lung tissue of asthmatic rats (x±s，n ＝ 3)

组别 CD4 ＋ /% CD8 ＋ /% CD4 ＋ /CD8 ＋

正常对照组 15.38±2.25 24.96±6.51 0.63±0.06 

模型组 30.63±3.48## 15.56±3.79# 2.07±0.66##

五苓益肺汤低剂量组 17.11±1.99** 22.03±0.58 0.78±0.10**

五苓益肺汤中剂量组 18.51±0.69** 21.05±1.36 0.88±0.08**

五苓益肺汤高剂量组 17.31±1.39** 21.53±0.93 0.80±0.07**

地塞米松组 21.10±0.48** 24.98±3.00* 0.85±0.11**

注：与正常对照组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；与模型组相比，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。

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

表 4　五苓益肺汤对哮喘大鼠肺泡灌洗液中白细胞和淋巴细胞数量及炎症因子含量的影响 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 4　Effect of Wuling Yifei decoction on the leukocyte and lymphocyte count and the contents of IL-6，IL-1β，TNF-α and  

TGF-β in asthmatic rats (x±s，n ＝ 6)

组别
白细胞

（×109·L － 1）

淋巴细胞

（×109·L － 1）

IL-6/
（ng·mL － 1）

IL-1β/
（ng·mL － 1）

TNF-α/
（ng·mL － 1）

TGF-β/
（pg·mL － 1）

正常对照组 10.92±1.58   8.75±1.10 0.089±0.011 0.223±0.017 0.138±0.028 0.260±0.055

模型组 23.52±4.30## 18.03±3.36## 0.406±0.066## 0.477±0.042## 0.377±0.067## 0.656±0.160##

五苓益肺汤低剂量组 12.00±3.69**   8.70±2.95** 0.196±0.100** 0.376±0.104 0.284±0.084 0.396±0.069**

五苓益肺汤中剂量组   9.05±3.89**   6.82±3.00** 0.224±0.021** 0.346±0.031** 0.250±0.026* 0.323±0.063**

五苓益肺汤高剂量组   8.28±1.61**   6.20±1.52** 0.228±0.022** 0.349±0.036** 0.256±0.026* 0.318±0.025**

地塞米松组   5.65±2.29**   4.68±2.15** 0.184±0.051** 0.326±0.085* 0.209±0.084* 0.317±0.066**

注：与正常对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：vs the normal control group，##P ＜ 0.01；vs the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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ROS 的过量产生导致 MDA 浓度增加以及抗氧化
酶 SOD 活性降低。MDA 是一种氧化应激的生物
标志物，可指示肺部脂质过氧化水平；SOD 通过
清除超氧阴离子自由基，保护细胞免受损伤 [21]。
　　网络药理学分析结果显示，五苓益肺汤治疗
哮喘的核心靶点包括 AKT1、IL6、JUN、IL1B、
VEGFA、mTOR、NFKBIA、IL-4、MAPK8、
IKBKB 等 51 个。对靶点进行 GO 和 KEGG 注释。
GO 结果分析显示五苓益肺汤治疗哮喘的生物学过
程主要涉及对药物的反应、血管生成、细胞对活性
氧的反应、细胞对缺氧的反应、细胞对肿瘤坏死
因子的反应、对缺氧的反应、炎症反应、细胞对
机械刺激的反应、对 NF-κB 转录因子活性的正向
调节等。KEGG 富集分析显示五苓益肺汤治疗哮喘
的通路主要涉及脂质和动脉硬化、IL-17 信号通路、
TNF 信号传导途径、Th17 细胞分化、HIF-1 信号
通路、Toll 样受体信号传导途径、T 细胞受体信号

传导途径、NOD 样受体信号传导途径、Th1 和 Th2
细胞分化、NF-κB 信号传导途径等。网络药理学分
析以及上述文献调研提示，抑制 TLR4/NF-κB 能有
效缓解哮喘，这提示了五苓益肺汤可能通过 TLR4
和 NF-κB 信号通路对哮喘的缓解发挥积极作用。
通过对大鼠肺组织分离出的单个细胞进行流式细
胞术检测，发现造模成功后大鼠 CD4＋表达升高，
CD8＋表达下降，并使得 CD4＋ /CD8＋上升，从而
导致 Th1/Th2 失衡，引发哮喘反应。经过治疗后
CD4＋表达降低，CD8＋表达上升，可恢复 Th1/Th2
比例，从而降低免疫细胞释放的炎性介质水平，改
善哮喘病理状态。这也与文献报道的一致 [22]。五
苓益肺汤降低了肺泡灌洗液中的炎症因子 TNF-α、
TGF-β、IL-1β、IL-6 水平及白细胞、淋巴细胞的数
量，提高肺组织中 SOD 水平、降低 MDA 水平改
善氧化应激。免疫组化结果显示 TLR4 和 NF-κB 
p65 的表达在哮喘模型组中显著增强，给予五苓益

图 5　各组大鼠肺组织 TLR4 表达水平（×400）
Fig 5　Expression level of TLR4 in lung tissues of rats in each group（×400）

图 6　各组大鼠肺组织 NF-κB 表达水平（×400）
Fig 6　Expression level of NF-κB in lung tissues of rats in each group（×400）
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肺汤治疗后，降低了肺组织中 TLR4 和 NF-κB p65
的表达。为进一步验证，后续实验将在对 TLR4 和
NF-κB 基因干预情况下，探讨五苓益肺汤对哮喘模
型动物的治疗作用。
　　本研究显示，五苓益肺汤方能有效减轻大鼠
的哮喘表现，降低了肺组织中的炎症因子、氧化
应激、TLR4 和 NF-κB p65 的水平，这表明其机
制可能与下调 TLR4/NF-κB 的表达有关，动物实
验结果与网络药理学分析结果相印证。
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不同药对配伍对栀子引起的肝损伤的保护作用研究

段晓梦，马心予，白天宇，胡嘉欣，沙金臻，付芯雨，王杰，于青*（沈阳医学院中医药学院，沈阳　

110031）

摘要：目的　探讨不同药对配伍对栀子引起的大鼠肝损伤的保护作用。方法　大鼠随机分为

正常对照组、栀子组（1.17 g·kg－ 1）、栀子＋大黄组（栀子 - 大黄＝ 3∶8）、栀子＋黄连组（栀

子 - 黄连＝ 1∶1）、栀子＋黄芩组（栀子 - 黄芩＝ 1∶1）。按照上述配比，各组大鼠每日灌胃给

予相应药物1次，连续进行7 d。给药结束后检测血清谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、

碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6
（IL-6）、IL-1β 水平；计算脏器系数；HE 染色检测肝组织病理变化；检测超氧化物歧化酶（SOD）

活性，还原型谷胱甘肽（GSH）、丙二醛（MDA）及铁含量；Western blot 检测肝组织谷胱甘肽

过氧化物酶 4（GPX4）、血红素氧合酶（HO-1）、溶质载体家族 7 成员 11（SLC7A11）蛋白的

表达；qRT-PCR 检测 GPX4 和 SLC7A11 mRNA 的水平。结果　与正常对照组比，栀子组血清

ALT、AST、ALP、LDH、TNF-α、IL-6、IL-1β 水平明显上升；肝脏系数显著上升，胸腺系数

明显下降；病理切片检测发现明显的肝细胞坏死及炎性细胞浸润；GSH 和 SOD 水平显著下降；

MDA 和铁含量显著升高。GPX4 和 SLC7A11 的蛋白及 mRNA 表达降低，HO-1 蛋白表达增加。

与大黄、黄连、黄芩配伍后，ALT、AST、ALP、LDH、TNF-α、IL-6、IL-1β 水平及肝脏系数

明显降低，肝组织病理得到改善；GSH 和 SOD 水平明显提升；MDA 和铁含量减少。GPX4、
SLC7A11 的蛋白和 mRNA 及 HO-1 的蛋白表达水平升高。结论　大黄、黄连、黄芩与栀子药

对配伍可有效减轻栀子肝脏毒性，其作用机制与抑制氧化应激和铁死亡有关。

关键词：栀子；肝损伤；药对配伍；铁死亡；氧化应激

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2901-07
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Protective effect of different formula compatibilities on  
Fructus Gardeniae-induced hepatotoxicity

DUAN Xiao-meng, MA Xin-yu, BAI Tian-yu, HU Jia-xin, SHA Jin-zhen, FU Xin-yu, WANG Jie, YU 
Qing* (School of Traditional Chinese Medicine, Shenyang Medical College, Shenyang  110031)

Abstract: Objective  To determine the protective effect of different formula compatibilities with 
Rhubarb, Rhizoma Coptidis or Scutellaria Baicalensis on Fructus Gardeniae-induced hepatotoxicity. 
Methods  SD rats were randomly divided into a normal control, a Fructus Gardeniae (1.17 g·kg － 1), 
a Fructus Gardeniae plus Rhubarb (3∶8), a Gardeniae plus Rhizoma Coptidis (1∶1), and a 
Gardeniae plus Scutellaria Baicalensis (1∶1) group. The rats were administrated with the above drugs 
by gavage once daily for 7 days. After the administration, the activities of serum ALT, AST, ALP, 
LDH, TNF-α , IL-6, and IL-1β were detected. The organ coefficient was calculated. The pathological 
changes in the liver tissues were evaluated by HE staining. The SOD activity, GSH, MDA, and iron 
levels were assessed. The protein levels of GPX4, SLC7A11, and HO-1 were determined by Western 
blot. The mRNA levels of GPX4 and SLC7A11 were evaluated by qRT-PCR. Results  Compared 
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　　栀子原产于东亚亚热带地区，是一种应用广
泛的中药和保健食品。目前，栀子已被广泛用于
治疗各种疾病，例如发热性烦躁不安、湿热黄疸、
霉菌性口腔炎等疾病 [1]。然而近年来，大量研究
表明栀子提取物可引起肝毒性 [2-3]。之前的研究表
明栀子中的主要活性成分京尼平苷及其代谢物京
尼平是栀子产生肝毒性的直接物质基础 [4]。栀子
引起肝毒性的相关作用机制与破坏细胞抗氧化防
御系统，增加肝细胞的炎症损伤，导致细胞凋亡
甚至坏死有关 [5]。
　　在临床应用中，中药配伍可有效减轻中药毒
性作用。传统的中药复方可从多方面发挥减轻中
药毒性并增效的作用。在栀子的临床应用中，为
了减轻其毒性作用，可与其他中药组成复方以提
高其临床应用的安全性。例如，研究发现与单独
使用栀子相比，黄连解毒汤中黄连、黄芩等中药
与栀子配伍可降低栀子的肝毒性 [6]；栀子大黄汤
中的大黄与栀子的配伍可以降低栀子活性成分京
尼平苷的生物利用度 [7]。因此，本研究从动物水
平探讨大黄、黄连、黄芩分别与栀子配伍后对栀
子肝脏毒性的缓解作用及其相关的分子机制，以
期进一步阐明栀子中药配伍减毒的机制并为其临
床应用的安全性提供理论依据。
1　材料与方法

1.1　材料

　　 健 康 的 SPF 级 雄 性 成 年 SD 大 鼠， 体 重
200～ 220 g [ 北京维通利华，动物质量合格证号：
SCXK（京）2016-0006]，在 SPF 级实验室用无菌
水和饲料适应性喂养 1 周后进行给药实验。
　　栀子提取物颗粒由本课题组从栀子饮片中
提取；大黄、黄连、黄芩提取物颗粒购自神威
药业，每 10 g 中药材饮片提取浓缩成 1 g 颗粒
药物；苏木素伊红（HE）染色试剂盒、RIPA 裂

解液（碧云天生物技术有限公司）；谷丙转氨酶
（ALT）、谷草转氨酶（AST）试剂盒（沈阳万类
生物科技有限公司）；谷胱甘肽（GSH）、乳酸脱
氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）、总超氧化物歧
化酶（SOD）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细
胞介素（IL）-6（IL-6）、IL-1β 试剂盒（南京建成
生物工程研究所）；碱性磷酸酶（ALP）检测试剂
盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术
有限公司）；铁检测试剂盒 [ 艾博抗（上海）贸易
有限公司 ]；Trizol 试剂 [ 生工生物工程（上海）
股份有限公司 ]；通用 RT-PCR 试剂盒（M-MLV）
和实时荧光定量 PCR 试剂盒（北京索莱宝科技有
限公司）；GAPDH 抗体（ab181602，兔单克隆抗
体）、溶质载体家族 7 成员 11（SLC7A11）抗体
（ab175186，兔单克隆抗体）、血红素氧合酶（HO-
1）抗体（ab68477，兔单克隆抗体）、谷胱甘肽过
氧化物酶 4（GPX4）抗体（ab125066，兔单克隆
抗体）、山羊抗兔 IgG H&L（HRP）（ab6721）[ 艾
博抗（上海）贸易有限公司 ]。
1.2　实验分组及给药

　　SD 大鼠 50 只随机分为正常对照组、栀子组、
栀子＋大黄组（根据栀子大黄汤组方配比，栀子 -
大黄＝ 3∶8）、栀子＋黄连组（根据栀子黄连汤
组方配比，栀子 - 黄连＝ 1∶1）、栀子＋黄芩组
（根据黄芩栀子汤组方配比，栀子 - 黄芩＝ 1∶1）。
参考文献 [8]，用栀子提取物颗粒（1.17 g·kg－ 1）
制备急性肝损伤动物模型。除正常对照组外，给
药组大鼠每日灌胃给予 1.17 g·kg－ 1 栀子以及按
照配比给予大黄、黄连、黄芩等药物，每日 1 次，
连续灌胃 7 d。末次给药后 1 h，采血并安乐处死
所有大鼠，取肝组织进行后续检测。
1.3　血清肝损伤指标及炎性细胞因子水平检测

　　将收集的血液标本，在 4℃，1000 r·min－ 1 离

with the control group, the serum levels of ALT, AST, ALP, LDH, TNF-α , IL-6, and IL-1β , and 
the liver coefficient was increased in Frutus Gardeniae group, while the thymus coefficient were 
reduced. We also observed obvious necrosis of liver cells and inflammatory cell infiltration in the 
liver tissues. The levels of GSH and SOD were declined, but MDA and iron rose raised in the Fructus 
Gardeniae group. The protein and mRNA expression of GPX4 and SLC7A11 was declined and HO-1 
expression was elevated in the Fructus Gardeniae group. After compatibility with Rhubarb, Rhizoma 
Coptidis or Scutellaria Baicalensis, the above changes induced by Fructus Gardeniae were partly 
reversed. Conclusion  Compatibility with Rhubarb, Rhizoma Coptidis or Scutellaria Baicalensis 
effectively attenuates Fructus Gardeniae-induced hepatotoxicity via repressing the oxidative stress and 
ferroptosis. 
Key words: Fructus Gardeniae; hepatotoxicity; drug compatibility; ferroptosis; oxidative stress



2903

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

心 20 min，收集上清液。按照试剂盒说明书步骤使
用 酶 标 仪 测 定 ALT、AST、ALP、LDH、TNF-α、
IL-6 及 IL-1β 水平。
1.4　脏器系数分析

　　测量大鼠体重、肝重、脾重、胸腺重，并计
算各组脏器系数。
1.5　HE 染色

　　取肝组织，在 4% 多聚甲醛中固定过夜。随
后采用梯度无水乙醇脱水，石蜡包埋，切片，脱
蜡，用 HE 溶液染色，脱水，中性树脂封片。光
学显微镜下观察大鼠肝组织的病理变化。
1.6　RNA 提取及 qRT-PCR 检测

　　用 Trizol 试剂裂解肝组织并提取总 RNA，采
用通用 RT-PCR 试剂盒（M-MLV）反转录试剂盒
将 RNA 反转录为 cDNA。随后以β-actin 为内参
基因，用实时荧光定量 PCR 试剂盒对样本进行基
因扩增，采用 2－ ΔΔCt 法分析目的基因的相对表达
水平。引物序列见表 1。

表 1　qRT-PCR引物序列 
Tab 1　Primer sequences for qRT-PCR

基因 序列（5'-3'）

GPX4 F GCCGGCTACAATGTCAGGT

GPX4 R ACCACGCAGCCGTTCTTATC

SLC7A11 F CCATCATCATCGGCACCGTCATC

SLC7A11 R TACTCCACAGGCAGACCAGAACAC

β-actin F GAAGATCAAGATCATTGCTCCT

β-actin R TACTCCTGCTTGCTGATCCA

1.7　Western blot 法检测蛋白表达水平

　　将肝组织匀浆，使用 RIPA 裂解液提取肝组
织中总蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白浓度。将等量
的蛋白样品进行 SDS-PAGE。蛋白转移到 PVDF
膜后，在 5% 脱脂牛奶中封闭 1 h，然后与一抗
（1∶1000）在4℃孵育过夜；随后与二抗（1∶3000）
于室温孵育 1 h；洗膜三次后，用 ECL 发光液显
影蛋白条带。最后，采用 Image J 软件对蛋白条
带进行定量分析。
1.8　试剂盒检测 GSH、MDA、SOD 水平及铁含量

　　取各组肝匀浆，按照试剂盒说明书步骤使用
酶标仪测定 GSH、MDA、SOD 及铁含量。
1.9　统计学方法

　　采用 SPSS 17.0 软件进行数据分析，实验结果
以平均值±标准差（x±s）表示。采用方差分析进
行多组比较，P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
2　结果

2.1　各组大鼠血清中肝损伤指标含量

　　与正常对照组相比，连续给予栀子一周后大
鼠 ALT、AST、ALP 及 LDH 水平显著上升；与栀
子组相比，栀子＋大黄组、栀子＋黄连组、栀子＋

黄芩组 ALT、AST、ALP 及 LDH 水平均显著下降
（见图 1）。

图 1　各组大鼠血清中肝损伤指标含量（x±s，n ＝ 6）
Fig 1　Serum levels of liver injury markers in each group（x±s，n＝6）

注： 与 正 常 对 照 组 相 比，***P ＜ 0.001； 与 栀 子 组 相 比，
###P ＜ 0.001。

Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；
compared with the Fructus Gardeniae group，###P ＜ 0.001.

2.2　各组大鼠脏器系数分析

　　栀子组大鼠肝系数明显高于正常对照组，而胸
腺系数显著低于正常对照组，这表明栀子组大鼠肝
脏增大、胸腺萎缩；栀子与大黄、黄连、黄芩配伍
后可有效抑制肝脏增大和胸腺萎缩（见图 2）。

图 2　各组大鼠脏器系数分析（x±s，n ＝ 6）
Fig 2　Organ coefficients of rats in each group（x±s，n ＝ 6）

注：与正常对照组相比，***P ＜ 0.001；与栀子组相比，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。

Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；
compared with the Fructus Gardeniae group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，
###P ＜ 0.001.

2.3　各组大鼠肝组织病理变化

　　HE 染色后，光学显微镜下观察可见正常对
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图 5　各组大鼠血清促炎性细胞因子表达水平（x±s，n ＝ 6）
Fig 5　Serum levels of pro-inflammatory cytokines in each group of rats（x±s，n ＝ 6）

注：与正常对照组相比，***P ＜ 0.001；与栀子组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；compared with the Fructus Gardeniae group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，

###P ＜ 0.001.

照组大鼠肝组织结构清晰且完整，未见肝细胞坏
死和炎细胞浸润；栀子组大鼠肝组织细胞排列紊
乱并伴有肝细胞水肿，同时可见大量细胞坏死和

明显的炎性细胞浸润；而栀子引起的上述肝组织
病理改变在栀子＋大黄组、栀子＋黄连组、栀
子＋黄芩组可显著改善或消失（见图 3）。

图 3　各组大鼠肝组织病理切片（HE 染色，×100）
Fig 3　HE staining of liver tissues in each group of rats（HE，×100）

2.5　各组大鼠血清中促炎性细胞因子水平的变化

　　与正常对照组相比，连续给予栀子一周可引
起 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 水平明显升高；然而栀子

与大黄、黄连或黄芩配伍后 TNF-α、IL-1β 及 IL-6
血清水平均显著下降（见图 5）。

2.4　各组大鼠肝组织氧化应激损伤的情况

　　与正常对照组相比，栀子组肝组织 GSH 水平
和 SOD 活力明显降低，而 MDA 含量显著升高；

而栀子与大黄、黄连或黄芩配伍后，肝组织 GSH
水平和 SOD 活力显著上升，而 MDA 含量明显下
降（见图 4）。

图 4　各组大鼠肝组织氧化应激水平（x±s，n ＝ 6）
Fig 4　Oxidative stress level in liver tissues in each group of rats（x±s，n ＝ 6）

注：与正常对照组相比，***P ＜ 0.001；与栀子组相比，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；compared with the Fructus Gardeniae group，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.
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2.6　各组大鼠肝组织相对铁含量的变化

　　栀子组大鼠肝组织相对铁含量显著高于正常
对照组，而栀子与大黄、黄连或黄芩配伍后可有
效降低肝组织相对铁含量（见图 6）。

图 6　各组大鼠肝组织相对铁含量（x±s，n ＝ 6）
Fig 6　Relative iron level in each group of rats（x±s，n ＝ 6）

注：与正常对照组相比，***P ＜ 0.001；与栀子组相比，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；

compared with the Fructus Gardeniae group，###P ＜ 0.001.

2.7　对铁死亡相关通路分子表达的影响

　　与正常对照组比较，栀子给药可导致肝组
织 GPX4 和 SLC7A11 的蛋白水平明显降低，而
HO-1 蛋白水平升高；与栀子组相比，栀子＋大
黄组、栀子＋黄连组、栀子＋黄芩组 SLC7A11、
GPX4 和 HO-1 的蛋白水平显著提高（见图 7）。
GPX4 和 SLC7A11 mRNA 水平在栀子给药的大鼠
肝脏组织中显著降低，而与大黄、黄连或黄芩配
伍可有效地提高 GPX4 和 SLC7A11 mRNA 水平。
3　讨论

　　肝脏作为参与各种代谢的重要器官最易遭受
内源性和外源性有毒物质和代谢物的损害。药物
性肝损伤是一种常见的由生物制剂、传统中药、
天然药物、保健品、膳食补充剂等引起的不良反
应 [9]。其中，中草药和膳食补充剂被认为是引起
药物性肝损伤的主要原因 [10]。栀子是临床广泛使

图 7　各组大鼠肝组织铁死亡相关分子表达水平（x±s，n ＝ 3）
Fig 7　Expression levels of ferroptosis-related molecules in the liver tissues of each group of rats（x±s，n ＝ 3）

注：与正常对照组相比，***P ＜ 0.001；与栀子组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；compared with the Fructus Gardeniae group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，

###P ＜ 0.001.

用的保肝利胆中药，然而，大量研究证实其不当
应用可引起肝损伤 [11]。因此，研究栀子的用药安
全及其配伍减毒作用，对临床合理应用栀子具有
极其重要的意义。
　　中药复方是中药临床应用的一个重要形式，
通过中药配伍既可有效地增强药物疗效，还能明
显减轻药物的毒副作用。但是，中药配伍减毒的
分子机制，尤其是中药配伍缓解肝损伤的作用机
制还有待深入研究。目前，已有相关研究探讨栀
子的配伍减毒作用。例如，有研究发现大鼠给予
10 倍剂量的栀子可导致大鼠肝毒性，然而给予含
有栀子的复方茵陈蒿汤（含有茵陈蒿、大黄等药
物配伍）则没有引起肝毒性 [12]。另外，研究证明
黄连解毒汤中栀子与黄芩、黄连、黄柏等中药配
伍后，栀子引起的肝损伤也得到明显抑制 [6]。因
此，本研究探究栀子分别与大黄、黄连、黄芩配

伍后大鼠肝毒性的变化及其潜在的机制。血清中
ALT 和 AST 的浓度在肝损伤时会明显升高，因此
ALT 和 AST 的水平反映了肝损伤的严重程度 [13]。
此外，肝功能障碍或肝细胞膜破坏可引起血清
ALP 升高，这表明排泄功能受到了影响 [14]。另
一方面，LDH 是一种非特异性组织损伤生物标志
物，可以通过检测 LDH 水平来确定身体组织损
伤的严重程度 [15]。本实验结果显示大黄、黄连、
黄芩分别与栀子配伍后，血清 ALT、AST、ALP、
LDH 水平下降，肝脏系数降低；病理切片检测发
现肝脏组织病理改变明显减轻。这些结果表明栀
子与大黄、黄连或黄芩配伍可有效缓解栀子引起
的肝损伤。
　　氧化应激损伤是药源性肝损伤的主要毒性机
制之一。超剂量的中药可导致细胞内活性氧的过
量释放并降低抗氧化能力，从而引起过氧化脂质
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的堆积，造成肝细胞氧化应激损伤。Li 等 [5] 研究
显示给予栀子的活性成分京尼平苷或京尼平可破
坏肝细胞抗氧化防御系统。SOD 和 GSH 是清除氧
自由基的主要抗氧化酶和分子，大多数肝毒性药
物都可引起它们的功能损害 [16]。MDA 是氧自由基
介导的脂质过氧化反应的产物，因此，被视为氧
化应激的标志物 [17]。本实验结果显示栀子分别与
大黄、黄连、黄芩配伍后显著提高了 SOD 和 GSH
水平，并且降低了 MDA 水平，证实配伍可通过抑
制肝氧化应激损伤来缓解栀子引起的肝毒性。
　　铁死亡是一种以脂质过氧化物积累为特征的
细胞死亡 [18]。以往的研究表明，铁死亡在肝损
伤中起着重要作用 [19]。铁死亡的主要机制是催
化脂质过氧化反应，降低谷胱甘肽过氧化物酶 4
（GPX4）的水平 [20]。GPX4 是一种受 GSH 调节的
脂质修复酶，可通过减少脂质过氧化产物和致命
活性氧积累来阻止铁死亡 [21]。SLC7A11 是一种多
通道跨膜蛋白，以 1∶1 的比例介导细胞内谷氨酸
的输出和细胞外胱氨酸的输入 [22]。SLC7A11 抑
制可引起 GSH 耗损，下调 GPX4，从而导致铁死
亡的发生 [23]。此外，HO-1 通路在铁死亡中同样
发挥重要的调控作用。HO-1 的表达在很大程度
上依赖于细胞的氧化应激状态，其中 HO-1 的表
达升高是宿主细胞应对细胞内氧化损伤的一种应
激策略 [24]。有报道显示 Maresin1 通过激活 HO-1/
GPX4 通路减轻铁死亡诱导的肝损伤 [25]。本研究
结果显示，栀子单独给药大鼠肝组织中 GPX4、
SLC7A11 的蛋白和基因水平显著下降，而由于应
激反应 HO-1 水平明显升高；大黄、黄连、黄芩
分别与栀子配伍后，肝组织 GPX4、SLC7A11 和
HO-1 水平均显著提高。这提示大黄、黄连、黄
芩配伍对栀子引起的肝毒性的保护作用是通过激
活 SLC7A11/GPX4/HO-1 信号通路，抑制铁死亡
来实现的。
　　综上所述，本研究证明大黄、黄连、黄芩配
伍是通过抑制氧化应激和铁死亡来缓解栀子引起
的肝毒性，其机制与激活 SLC7A11/GPX4/HO-1
信号通路有关。
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基于 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS方法分析 
清热祛湿凉茶化学成分
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摘要：目的　采用超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱（UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS），

对清热祛湿凉茶的化学成分进行快速识别和鉴定。方法　采用 Luna C18 色谱柱（100 mm×2.1 
mm，1.8 μm），0.1% 甲酸水溶液 - 乙腈溶液为流动相，梯度洗脱，流速为 0.3 mL·min － 1，柱

温为 35℃，采用正负离子检测模式。结果　共鉴定出清热祛湿凉茶中 33 种化学成分。包括糖

类成分 2 个，有机酸类成分 5 个，香豆素类成分 1 个，黄酮类成分 16 个，苯丙素类成分 4 个

和三萜类成分 5 个。结论　本研究首次采用 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 技术对清热祛湿凉

茶的主要成分进行鉴定，可为清热祛湿凉茶的药效成分研究提供科学依据。

关键词：清热祛湿凉茶；UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS；中药复方；化学成分
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Chemical components in Qingre Qushi herbal tea by  
UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS
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Abstract: Objective  To identify the chemical constituents in Qingre Qushi herbal tea by UPLC-
Q-Exactive Orbitrap-MS. Methods  Luna C18 Column (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) was used with 
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　　清热祛湿凉茶是南方医科大学中西医结合医院
研制的具有自主知识产权的中药验方，由白茅根、
夏枯草、甘草、香薷及藿香五种药材组成，辅料为
蔗糖。作为保健饮品，清热祛湿凉茶具有清热解暑、
祛湿健脾的功效，临床上主要用于外感湿热之邪或
过食肥甘厚腻导致脾运失健、湿热内阻，从而引起
的发热喉痛、湿热积滞、火气重、口干尿黄等一系
列脾胃湿热症状。现代药理研究表明，清热祛湿凉
茶能够显著改善脾胃湿热证模型大鼠症状，其作用
机制可能与激活 Nrf2/HO-1 通路，提高机体抗氧化
能力、降低氧化应激损伤有关 [1]。清热祛湿凉茶中
成分复杂，关于其化学成分的研究尚未见文献报道。
　　本研究首次运用超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电
场轨道阱联用技术（UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS），
在正、负离子模式下采集数据，对清热祛湿凉茶的
化学成分进行较为全面的分析，为进一步明确其药
效物质及其作用机制提供科学的理论基础。
1　仪器与材料

　　万分之一分析天平（梅特勒 XA205DU 分析
天平），BL-00AL 超声清洗器（上海标隆仪器有
限公司），UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 四极杆 -
静电场轨道阱高分辨质谱仪（赛默飞世尔科技公
司），RE-2000 旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂），
Microfuge20台式高速离心机（贝克曼库尔特公司）。
　　色谱级甲醇（德国 Merck 公司），色谱级乙
腈（默克 Sigma-aldrich 试剂公司），色谱级甲酸
（霍尼韦尔贸易有限公司），超纯水（由密理博
Milli-Q Advantage 超纯水机制备），清热祛湿凉茶
（由南方医科大学中西医结合医院煎药室提供）。
2　方法

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Luna C18 柱（100 mm×2.1 mm，1.8 
μm）；流动相：0.1% 甲酸水 - 乙腈，梯度洗脱，
洗脱程序见表 1；流速：0.3 mL·min － 1；柱温：
35℃；进样量：2 μL。

表 1　梯度洗脱 
Tab 1　Gradient elution

时间 /min 0.1% 甲酸水 /% 乙腈 /%

  0 90   10

  8.0 65   35

11.0 35   65

11.5   0 100

12.5   0 100

12.6 90   10

15.0 90   10

2.2　质谱条件

　　离子源为电喷雾电离源（ESI）；扫描方式
为正负离子切换扫描；检测方式为选择反应监测
（PRM）；质谱参数如下：质量范围为 150 ～ 2000；
电喷雾电压为 3.2 kV；毛细管温度为 320℃；碰撞
气为高纯度氩气；鞘气为氮气：40 Arb；辅助气为
氮气：350℃，采用 Thermo Xcalibur Qual Browser
软件进行数据分析。
2.3　供试品溶液制备

　　取凉茶 200 mL，蒸干，加适量甲醇溶解，转移
至 10 mL 离心管中，涡旋 1 min，超声 10 min，冷
却至室温，10 000 r·min－ 1 离心 5 min，用 0.22 μm
的微孔滤膜过滤，取续滤液即得凉茶供试品溶液。
3　结果

3.1　清热祛湿凉茶化学成分定性分析

　　使用 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 技术，对
清热祛湿凉茶的化学成分进行定性分析，正负离
子模式下的质谱的总离子流图见图 1。
3.2　基于裂解规律鉴定清热祛湿凉茶中的化学成分

　　通过使用 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS，在
正负离子模式扫描下，分别得到清热祛湿凉茶化
学成分的质谱信息。根据 Xcalibur 软件计算出的
高分辨精确质量数，根据实际测得的相对分子质
量和理论相对分子质量两者偏差小于 5×10－ 6 的
原则及同位素峰的丰度比，从而确定对应的化合
物的分子式。然后对此化合物进行二级图谱分析，

0.1% formic acid solution and acetonitrile as the mobile with gradient elution. The flow rate was 0.3 
mL·min － 1 and the column temperature was 35℃ . The mass spectrometry adopted the positive 
and negative mode. Results  Totally 33 chemical constituents in Qingre Qushi herbal tea were 
identified, including 2 sugars, 5 organic acids, 1 coumarin, 16 flavonoids, 4 phenylpropanoids and 5 
triterpenoids. Conclusion  UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS technique has been established for the first 
time to identify the main components in Qingre Qushi herbal tea, providing a scientific basis for the 
study of pharmacodynamic components in Qingre Qushi herbal tea. 
Key words: Qingre Qushi herbal tea; UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS; traditional Chinese medicine; 
chemical component
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推测其结构的二级裂解过程是否吻合，同时结合
参考文献进行分析对比，共鉴定了 33 个化合物。
3.2.1　三萜皂苷类化合物解析　从清热祛湿凉茶中分
离出 5 个三萜皂苷类化合物，都来自于甘草。该类化
合物结构中有葡萄糖、葡糖醛酸、芹糖等，常与糖结
合形成苷，裂解规律较为复杂，易发生脱糖的中性丢
失或连续脱糖的中性丢失而形成碎片离子。以甘草酸
为例，阐述三萜皂苷类化合物的裂解规律和结构鉴定
的过程（见图 2）。甘草酸的一级质谱图显示其实测
分子离子峰 [M ＋ H]＋823.4103，计算值为 823.4111，
推测其分子式为 C42H62O16。二级质谱碎片信息有 [M-
Glc＋H]＋m/z 647，[M-Glc-Glc＋H]＋m/z 471，[M-Glc-
Glc-H2O ＋ H]＋ m/z 453，碎片离子符合甘草酸的裂解
规律并且与文献报道的一致 [2]。

图 2　甘草酸的裂解规律

Fig 2　Fragmentation of glycyrrhizic acid

3.2.2　苯丙素类及其苷类化合物解析　从清热祛
湿凉茶中鉴定了 4 个苯丙素类化合物，以异迷迭
香酸苷为例，其一级质谱图显示实测分子离子
峰 [M-H] － 521.1299，计算值为 521.1295，推测其
分子式为 C24H26O13。根据其二级质谱图显示碎片离
子峰 [M-Glc-H] － m/z 359.0774，[M-Glc-198-H] － m/z 
161.0235，[M-Glc-180-H] － m/z 179.0447，符合异迷
迭香酸苷的裂解规律（见图 3）[3]。

图 3　异迷迭香酸苷的裂解规律

Fig 3　 Fragmentation of salviaflaside

3.2.3　有机酸类化合物解析　在质谱总离子流图
中可以观察到峰 1（1.79 min）、峰 2（2.86 min）
和峰 3（3.14 min）的准分子离子峰均为 353.0879 
[M-H]－，可以推测其为同分异构体。通过其二级
质谱的离子碎片信息以及相对离子强度，峰 1 的
基峰为 191 [quinic acid-H]－，而且碎片离子 179
丰度达到 50%，推测其为 3-O- 咖啡酰奎尼酸（3-
CQA）。峰2的二级质谱基峰为173，推测其为4-O-
咖啡酰奎尼酸（4-CQA）。峰 3 的基峰为 191，且
其他的碎片离子的相对丰度均＜ 5%，推测其可
能为 1-O- 咖啡酰奎尼酸（1-CQA）或者 5-O- 咖啡
酰奎尼酸（5-CQA）（见图 4 和图 5）。

图 4　3-O- 咖啡酰奎尼酸的裂解规律

Fig 4　Fragmentation of 3-O-caffeoylquinic acid

3.2.4　黄酮类化合物解析　黄酮苷的多级质谱可
以得到糖脱去的碎片离子，糖完全脱去后的苷元
碎片的再次裂解与黄酮的裂解规律完全相同。以
甘草苷为例，阐述黄酮类化合物的裂解规律和结
构鉴定的过程（见图 6）。甘草苷的一级质谱图显
示其实测分子离子峰 [M-H]－ 417.1192，计算值
为 417.1180，推测其分子式为 C21H22O9。二级质
谱碎片信息显示其首先脱去葡萄糖 [M-Glc-H]－

m/z 255，随后 C 环 C-O 键开环产生碎片离子 m/z 
135，m/z153 和 m/z 119，碎片方式符合甘草苷的
裂解规律并且和文献所报道的一致 [4]。
　　33 个化合物鉴定结果见表 2。
4　讨论

　　中药的化学成分是其发挥药效的物质基础，
在既往有关凉茶的化学成分研究中，尽管各类凉

图 1　清热祛湿凉茶的正离子（A）和负离子（B）模式下的 TIC 图

Fig 1　TIC of Qingre Qushi herbal tea in positive ion（A）and negative 
ion（B）mode
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表 2　清热祛湿凉茶的成分鉴定 
Tab 2　Clarify the chemical constituents in Qingre Qushi herbal tea

No.
tR/

min
分子式

m/z
（理论值）

m/z
（实测值）

误差 /
（×10－6）

离子模式 化合物 主要碎片离子 类型 来源

1 0.93 C12H22O11 365.1054 365.1053 － 0.27 [M+Na] ＋ 蔗糖 [5] 203.0528、185.0424 糖类 辅料

2 0.93 C18H32O16 527.1583 527.1594 2.10 [M+Na] ＋ 松三糖 365.1055、347.0948 糖类 －

3 1.53 C7H6O4 153.0182 153.0185 1.96 [M-H] － 原儿茶酸 [6] 108.0204、91.0176、81.0332 有机酸类 夏枯草

4 1.79 C16H18O9 353.0873 353.0879 1.70 [M-H] － 3-O- 咖啡酰奎尼酸 [7] 191.0553、179.0341、135.0440 有机酸类 白茅根

5 2.86 C16H18O9 353.0873 353.0879 1.70 [M-H] － 1-O- 咖啡酰奎尼酸或 
5-O- 咖啡酰奎尼酸

191.0554、173.0450、135.0440 有机酸类 白茅根

6 3.14 C16H18O9 353.0873 353.0879 1.70 [M-H] － 4-O- 咖啡酰奎尼酸 191.0553、179.0339、
173.0446、135.0440

有机酸类 白茅根

7 3.42 C21H28O13 487.1452 487.1459 1.44 [M-H] － 肉苁蓉苷 F 或异构体 [8] 179.0340、161.0233、135.0439 苯丙素及其苷类 －

8 3.67 C27H30O15 595.1657 595.1658 0.17 [M+H] ＋ 烟花苷 287.0549 黄酮及其苷类 －

9 3.76 C27H30O15 593.1501 593.1511 1.68 [M-H] － 维采宁 -2 [9] 473.1101、353.0667 黄酮及其苷类 香薷

10 4.24 C26H28O14 565.1552 565.1557 0.88 [M+H] ＋ 夏佛塔苷或异构体 [10] 379.0815、295.0604 黄酮及其苷类 －

11 4.77 C21H20O10 433.1129 433.1133 0.36 [M+H] ＋ 异牡荆素 [11] 313.0708、283.0600 黄酮及其苷类 －

12 4.80 C15H10O6 287.0550 287.0553 0.92 [M+H] ＋ 木犀草素 [12] 241.0490 黄酮及其苷类 夏枯草

13 5.00 C9H8O3 163.0395 163.0391 － 2.45 [M-H] － 对香豆酸 [13] 119.0490、93.0332 苯丙素及其苷类 －

14 5.19 C27H30O16 611.1607 611.1609 0.33 [M+H] ＋ 芦丁 [10] 303.0499 黄酮及其苷类 甘草

15 5.50 C15H10O7 303.0499 303.0497 － 0.66 [M+H] ＋ 槲皮素 [12] 237.1434、153.0183、121.0286 黄酮及其苷类 甘草

16 5.56 C21H18O12 463.0871 463.0867 － 0.86 [M+H] ＋ 野黄芩苷 [14] 287.0549 黄酮及其苷类 －

17 5.57 C15H12O4 255.0652 255.0659 2.74 [M-H] － 甘草素或异甘草素 [12] 135.0079、119.0491 黄酮及其苷类 甘草

18 5.62 C21H22O9 417.1180 417.1192 2.87 [M-H] － 甘草苷或异甘草苷 255.0660、135.0076、119.0490、
91.0175

黄酮及其苷类 甘草

19 6.03 C24H26O13 521.1295 521.1299 0.77 [M-H] － 异迷迭香酸苷 [3] 359.0774、323.0774、
179.0341、161.0235

苯丙素及其苷类 夏枯草

20 6.66 C21H18O11 447.0922 447.0925 0.67 [M+H] ＋ 芹菜素 -7- 葡糖醛酸 [15] 271.0599 黄酮及其苷类 香薷

21 6.91 C9H8O4 181.0495 181.0494 － 0.55 [M+H] ＋ 咖啡酸 [16] 135.0441 有机酸类 夏枯草

22 7.30 C30H37O15 637.2132 637.2137 0.78 [M-H] － 肉苁蓉苷 C 或异构体 [8] 461.1665、175.0392、
161.0235、135.0440

苯丙素及其苷类 －

23 7.37 C26H30O13 551.1759 551.1763 0.73 [M+H] ＋ 芹糖甘草苷 257.0808 黄酮及其苷类 甘草

24 7.66 C21H22O9 419.1337 419.1335 － 0.48 [M+H] ＋ 新甘草苷 257.0808、137.0233 黄酮及其苷类 甘草

25 7.71 C22H22O9 431.1337 431.1336 － 0.23 [M+H] ＋ 芒柄花苷 [17] 269.0805 黄酮及其苷类 甘草

26 9.86 C15H10O5 269.0444 269.0450 2.23 [M-H] － 芹菜素 [18] 117.0334、225.0524 黄酮及其苷类 香薷

27 10.56C30H45O4 469.3312 469.3316 0.85 [M+H] ＋ 3-oxoglycyrrhetic acid 451.3222、433.3103、405.3145 三萜皂苷类 甘草

28 10.82C42H62O17 839.4060 839.4050 － 1.19 [M+H] ＋ 甘草皂苷 G2 
[19] 469.3316、451.3209、645.3610 三萜皂苷类 甘草

29 10.93C16H12O4 269.0808 269.0808 0 [M+H] ＋ 刺芒柄花素 253.0493、237.0544、197.0596 黄酮及其苷类 甘草

30 11.13 C36H54O10 647.3790 647.3786 － 0.62 [M+H] ＋ 单葡糖醛酸甘草次酸 453.3364、435.3292、407.3314 三萜皂苷类 甘草

31 11.13 C42H62O16 823.4111 823.4103 － 0.97 [M+H] ＋ 甘草酸 [20] 647.3764、453.3362、471.3473 三萜皂苷类 甘草

32 11.20 C12H12O4 221.0808 221.0807 － 0.45 [M+H] ＋ Siderin [21] 177.0546、162.0674 香豆素类 白茅根

33 11.44 C30H46O4 453.3363 453.3362 － 0.22 [M-H2O+H] ＋ 甘草次酸 435.3278、407.3314 三萜皂苷类 甘草

茶的中药组方有所差异，但黄酮类和有机酸类成
分是被分离和鉴定频率较高的化学成分。如本研
究所鉴定的原儿茶酸、咖啡酸、迷迭香酸、甘草
苷、芦丁等在王老吉凉茶的化学成分研究中也同
样出现 [22]。另有文献报道的一款植物凉茶共鉴定
出 43 个化合物，其中有机酸和黄酮类成分占比
达 74.4%[23]。在畲药食凉茶的化学成分中，槲皮

素和芦丁是其主要化学成分和药效物质基础 [24]。
现代药理研究表明中医理论中的“上火”与氧化
应激密切相关。凉茶通过清除自由基，提高抗应
激能力，调控氧化还原平衡 [25-26]，所以作为凉茶
主要成分中的有机酸类、黄酮类可能是其发挥
“下火”“泻火”的关键物质 [27]。
　　Keap1-Nrf2-ARE 信号通路是细胞防御氧化应
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激损伤的重要机制之一，Nrf2 信号通路已成为氧
化应激相关疾病（如神经退行性疾病、癌症、心血
管系统疾病、代谢和炎症等）预防和治疗的靶点。
本次研究所鉴定出的黄酮类、苯丙素类、有机酸
类和三萜皂苷类化合物，其抗氧化作用机制均已
有文献报道与上述信号通路相关。原儿茶酸是许
多中药的活性成分，现代药理学证明原儿茶酸在
抗氧化、消炎抗菌、抗动脉粥样硬化、抗衰老以
及神经保护方面开发潜力巨大，具有强大的清除
自由基能力以及抗氧化作用 [28]。已有研究显示原
儿茶酸显著提高 Nrf2/HO-1 信号通路表达，可能是
其抗心肌缺血和发挥神经保护作用的机制 [29-30]。咖
啡酸是一种天然的酚类化合物，广泛存在于多种

植物中，是夏枯草的主要酚酸类成分之一，和异
迷迭香酸苷组成其抗氧化物质基础 [31]。有研究显
示夏枯草缓解葡聚糖硫酸钠对肠上皮细胞屏障功
能的破坏与上调 Nrf2 抗氧化基因有关 [32]。
　　黄酮类成分是另一类在抗氧化和抗衰老研究
中报道较多的天然成分。本次研究中所鉴定的槲
皮素和芦丁已被广泛报道具有抗氧化，清除自由
基，抑制脂质过氧化等药理活性 [33]。现有研究表
明，激活 Nrf2/ARE 信号通路，抗氧化应激损伤，
是槲皮素发挥多种药理作用的机制。野黄芩苷又
称为灯盏乙素，它与黄芩素、黄芩苷等黄酮类成
分通过激活 Nrf2/ARE 信号通路，构成了中药黄芩
缓解氧化应激、清除活性氧、发挥神经保护作用
的主要物质基础 [34]。
　　本研究采用 UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 分
析技术，通过选择正负离子两种扫描模式对清热
祛湿凉茶进行定性分析，共鉴定了 33 种化学成
分，包括糖类成分 2 个，有机酸类成分 5 个，香
豆素类成分 1 个，黄酮类成分 16 个，苯丙素类成
分 4 个和三萜类成分 5 个，同时对其中代表性成
分的裂解规律进行了解析。由于藿香中主要有效
成分是植物挥发油，针对这类极性很小的小分子
化合物通常采用气相色谱 - 质谱联用（GC-MS）
进行检测，所以结果中未检测到归属藿香的化合
物 [35]。本研究快速准确地对清热祛湿凉茶的化学
成分进行了鉴定，较为全面系统地阐明了清热祛
湿凉茶的物质基础，为其质量控制和功能因子研
究提供了依据。
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基于网络药理学与实验验证探讨橙皮素治疗 
乳腺癌疾病的分子机制

丁海文，程小雨，陈昭琳*（中国科学技术大学附属第一医院（安徽省立医院）药学部，合肥　230001）

摘要：目的　基于网络药理学、分子对接和体外实验探讨橙皮素（Hes）治疗乳腺癌疾病的分

子机制。方法　通过 TCMSP、Swiss Target Prediction、PharmMapper 数据库筛选 Hes 作用靶点，

GeneCards、OMIM、TTD 数据库检索乳腺癌疾病相关靶点。采用 Venny 2.1 在线获取药物与疾

病共同靶点；Cytoscape 3.7.2 软件建立药物 - 靶点 - 信号通路 - 疾病网络；STRING 数据库在线

绘制蛋白互作网络；Metascape 数据库进行 GO 和 KEGG 通路富集分析；Pymol 和 AutoDock 软

件预测分子结合能力；体外实验验证网络预测结果并探讨 Hes 抑制乳腺癌 MDA-MB-231 细胞

生长的潜在机制。结果　网络筛选 Hes 抗乳腺癌疾病共同靶点36个，GO 富集获得487个条目，

包括生物过程 414 个、分子功能 55 个、细胞组分 18 个；KEGG 通路富集获得 40 条通路，大

多涉及癌症相关途径和主要信号通路 PI3K/AKT 等；分子对接显示 Hes 与 PI3K/AKT 信号通路

的关键靶点具有良好结合活性。体外实验显示 Hes 能够抑制 MDA-MB-231 细胞增殖，促进凋

亡；降低 PI3K、AKT、Bcl-2 和 MET 的表达。结论　Hes 可能通过多靶点抑制 PI3K/AKT 信

号通路的激活，影响乳腺癌细胞的增殖与凋亡。

关键词：网络药理学；分子对接；橙皮素；乳腺癌；PI3K/AKT 信号通路

中图分类号：R285，R22　　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2913-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.015

Potential molecular mechanism of hesperetin for breast cancer based on 
network pharmacology and experiment verification

DING Hai-wen, CHENG Xiao-yu, CHEN Zhao-lin* (Department of Pharmacy, Anhui Provincial 
Hospital, The First Affiliated Hospital of University of Science and Technology of China, Hefei  230001)

Abstract: Objective  To determine the potential pharmacological mechanism of hesperetin (Hes) for 
breast cancer based on network pharmacology, molecular docking and in vitro experiments. Methods  
Potential targets of Hes were screened by TCMSP, Swiss Target Prediction and PharmMapper databases; 
Breast cancer disease targets were searched by GeneCards, OMIM and TTD databases. Venny 2.1 
was used to obtain the common targets for drugs and diseases. The key target proteins were screened 
by Cytoscape 3.7.2 software to establish the drug-target-signaling pathway-disease network model. 
The protein interaction network was established through the STRING database; Metascape was used 
for Gene Ontology (GO) term enrichment and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
pathway enrichment; and Pymol software and AutoDock software were used to predict the ability to 
combine. In vitro experiments verified the network prediction results and the potential mechanism of 
Hes inhibiting the growth of breast cancer MDA-MB-231 cells. Results  Totally 36 common targets of 
Hes for anti-breast cancer disease were screened, and 487 items were enriched by GO, including 414 
biological processes, 55 molecular functions and 18 cellular components. KEGG pathway enrichment 
uncovered 40 pathways, mostly involving cancer-related pathways and major signaling pathways such 
as PI3K/AKT. Molecular docking showed that Hes had good binding activity with key targets of PI3K/
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　　乳腺癌是乳腺腺上皮组织的恶性肿瘤，国内每
年发病率约 7.7%，病死率高达 0.81%[1]。目前，主
要以手术、化疗、内分泌治疗、靶向治疗为主。乳
腺癌具有高度特异性、高侵袭力和高迁移等特性，
治疗效果欠佳，且易复发、转移、产生耐受性 [2-3]。
因此，寻找新的乳腺癌治疗药物具有重要意义。
　　植物提取物在人类疾病尤其是癌症中的应用
极为突出，橙皮素（Hes）是类黄酮类橙皮苷的
糖基配体，存在于柑橘等水果中 [4]。目前，Hes
已被证实具有广泛的药理作用，包括抗炎、抗氧
化、抗病毒、心血管保护等 [5]。最近研究发现，
Hes 在抗肿瘤方面发挥至关重要的作用。李晓媛
等 [6] 研究显示，Hes 通过抑制 Wnt/β-catenin 信号
通路激活调控肝癌细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移。
Sambantham 等 [7] 研究显示，Hes 能够通过上调
基因 BAD 和 BAX 的表达诱导前列腺癌细胞凋亡；
Wu 等 [8] 研究显示，Hes 通过 PI3K/AKT 信号通路
抑制食管癌细胞的增殖和侵袭，且体内可协同增
强 5- 氟尿嘧啶对食管癌的抗肿瘤作用。然而，目
前尚未完全了解 Hes 对乳腺癌细胞生物学行为的
影响及分子机制。因此，本研究利用网络药理学
预测 Hes 抗乳腺癌的潜在靶点和信号通路，结合
分子对接及体外实验验证其结果的可靠性，旨为
临床上开发高效、低毒的抗乳腺癌候选药物提供
参考。
1　材料

1.1　细胞 
　　乳腺癌 MDA-MB-231 细胞（中国科学院上海
生命科学研究院细胞资源中心）。
1.2　试药与仪器

　　Hes（西安小草植物科技有限责任公司，批
号：xc20120920，纯度：95%），胎牛血清（FBS）、
DMEM 高糖培养基（杭州四季青生物工程材料有
限公司）；CCK-8 检测试剂盒（日本 Dojido 公司）；
anti-MET、anti-PI3K、anti-AKT、anti-Bcl-2（美国
Abcam 公司）；Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂
盒（美国 BD 公司）；HRP 标记的 IgG 二抗（美国 

CST 公司）；二甲基亚砜（DMSO，上海索莱宝生
物科技有限公司）；SDS-PAGE 凝胶试剂盒、BCA
蛋白浓度检测试剂盒（上海碧云天生物技术研究
所）；PVDF 膜（美国 Bio-Rad 公司）；ECL 显色试
剂盒（美国 Thermo Fisher 公司）；uQuant 全波长
酶标仪（德国 Sartarius 公司）；BX50 型倒置显微
镜（日本 Olympus 光学工业株式会社产品）；SW-
CJ-IF 型超净工作台（江苏苏州安泰空气技术有限
公司）；水套式 CO2 培养箱 shallob2322（广州南
方生化医疗仪器有限公司）；Bio-RAD Powker Pac 
Basic 电泳仪、GL-20A 全自动冷冻高速离心机（美
国 Sartarius 公司）；Western blot 设备（美国 Biorad 
公司）。
2　方法

2.1　Hes 和乳腺癌相关靶点分析 
　　 通 过 TCMSP、Swiss Target Prediction 数 据
库，以口服生物利用度（OB）≥ 20%、类药性
（DL）≥ 0.1 为标准，汇总去重获取 Hes 潜在靶
点。通过 GeneCards、TTD、OMIM 数据库，其
中 GeneCards 以基因关联性评分≥ 15 为筛选条
件，汇总去重获取乳腺癌疾病相关靶点。通过软
件 Venny 2.1 获取 Hes 抗乳腺癌共同靶点。
2.2　Hes 抗乳腺癌共同靶点蛋白互作网络（PPI）
网络 
　　将“2.1”项下收集的药物和疾病共同靶点基
因导入 STRING 数据库 [9]，限定物种为人，设置
置信值＞ 0.4，删除无相互作用靶点，绘制共同
靶点 PPI 网络，根据 Node degree distribution 值进
行可视化。
2.3　核心靶点 GO 和 KEGG 富集分析 
　　通过 Metascape 平台对核心基因进行 GO 和
KEGG 富集分析 [10]。筛选可能富集的信号通路和
P 值靠前的 10 个生物学过程（biological process，
BP）、细胞组分（cellular component，CC）、分子
功能（molecular function，MF）；利用微生信网
站绘制 GO 分析和 KEGG 富集分析气泡图。
2.4　Hes- 靶点 - 信号通路 - 疾病网络模型构建 

AKT signaling pathway. In vitro experiments showed Hes inhibited the proliferation of MDA-MB-231 
cells, promoted the apoptosis, and decreased the expression of PI3K, AKT, Bcl-2, and MET. Conclusion  
Hes may affect the proliferation and apoptosis of breast cancer cells by inhibiting the activation of PI3K/
AKT signaling pathway through multiple targets. 
Key words: network pharmacology; molecular docking; hesperetin; breast cancer; PI3K/AKT 
signaling pathway
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　　将 Hes、关键靶点及相关通路信息导入
Cytoscape 3.7.2 软件 [11]，构建 Hes- 靶点 - 信号通
路 - 疾病网络模型。
2.5　分子对接 
　　通过富集分析结果确定 Hes 治疗乳腺癌的
相关通路和关键靶点，从 RCSB PDB 数据库下
载 PI3K、AKT、Bcl-2、IGF1R、KDR、MET、
NTRK1、EFGR 蛋白质晶体结构，从 PubChem 
数据库获取 Hes 三维空间结构，利用 AutoDock 
4.2.6 软件进行分子对接 [12]，PyMOL 进行可视化。
2.6　细胞增殖实验 
　　利用 CCK-8 法检测 Hes 对 MDA-MB-231 细胞
增殖的影响，取对数生长期 MDA-MB-231 细胞接
种于 96 孔板中，每孔 5×103 个细胞，置于 37℃恒
温培养箱。给药组加入 Hes（终浓度分别为 20、10、
5、1、0.5、0.1、0.05、0 μmol·L － 1）干预，空白
组加入 20 μL PBS，每个药物浓度设 4 个复孔。预
培养 24 h 后每孔细胞中加入含 10 μL CCK-8 试剂的
DMEM 培养液，继续孵育 2 h，使用酶标仪测定每
孔细胞的光密度值（OD 值），计算不同浓度的 Hes
对细胞存活率的影响，并计算半数抑制浓度（IC50）。
2.7　流式细胞术检测 
　　取对数期 MDA-MB-231 细胞以 2×105 个 / 孔
接种于 96 孔板中，按“2.6”项下方法分组及培养
24 h 后，离心收集各组 MDA-MB-231 细胞，加入
500 μL Binding buffer 重悬细胞制成单细胞悬液，
随后加入 AnnexinⅤ-FITC 和 PI 5 μL，避光染色 15 
min，通过流式细胞仪测定并分析细胞凋亡率。
2.8　Western blot 实验 
　　MDA-MB-231 细胞按照“2.6”项下方法分
组及处理 24 h 后，收集各组细胞，提取总蛋白，
BCA 法测定蛋白浓度。采用电泳法分离蛋白质，
然后电转至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉封闭 2 h，
加一抗稀释液（1∶1000）4℃孵育过夜，再加入
二抗稀释液（1∶8000）室温孵育 2 h，TBST 洗膜
后用 ECL 化学发光试剂进行显色，以 GAPDH 进
行标定，采用 Image J 软件分析各组细胞中目的
蛋白 PI3K、AKT、Bcl-2、MET 的相对表达情况。
3　结果

3.1　Hes 和乳腺癌相关靶点分析 
　　TCMSP、Swiss Target Prediction 数据库共获
取 52 个 Hes 靶点基因；GeneCards、OMIM 数据
库收集乳腺癌疾病相关靶点 1197 个。韦恩分析获
得 36 个交集靶点，根据 Node degree distribution
值进行可视化，绘制 PPI 网络见图 1。

3.2　GO 和 KEGG 富集分析 
　　GO 分析得到 BP 414 条、CC 18 条、MF 55
条，筛选前 10 条作富集分析图。其中 BP 包括
对激素的反应、蛋白质磷酸化、对无机物质的反
应等；CC 包括受体复合物、转录调节复合物、
神经元细胞体等；MF 包括转录因子受体、核受
体、转录共调控物受体等。KEGG 富集通路分析
共获得 40 条通路，大多涉及癌症相关途径、胰
岛素抵抗和主要信号通路 PI3K/AKT 等。具体见
图 2。
3.3　Hes- 靶点 - 信号通路 - 疾病网络模型构建

　　将 Hes、靶点及相关通路信息导入 Cytoscape 
3.7.2 软件 [11]，构建 Hes- 靶点 - 信号通路 - 疾病
网 络 模 型。 其 中 Bcl-2、IGF1R、KDR、MET、
NTRK1、EFGR 靶点作用于 PI3K/AKT 信号通路，
从而干预乳腺癌疾病的发展。具体见图 3。
3.4　分子对接 
　　选取与癌症显著关联的 PI3K/AKT 信号通路
及作用靶点，通过 Autodock Tools 软件将 Hes 与
筛选出的靶蛋白进行分子对接分析，Pymol 进行
可视化。结合能＜0 kcal·mol－1说明有对接活性，
结合能＜－ 4.25 kcal·mol－ 1 说明有良好的对接
活性 [13]。结果显示，其中 PI3K、AKT、Bcl-2
与 MET 的结合能最低，表明目标化合物 Hes 与
其蛋白受体的结合活性越强。具体结果见表 1 及
图 4。
3.5　Hes 对 MDA-MB-231 细胞增殖的影响 
　　CCK-8 检测结果显示，Hes 对 MDA-MB-231

图 1　Hes 抗乳腺癌共同靶点基因 PPI 网络

Fig 1　PPI network of the common targets of Hes against breast cancer
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图 2　交集靶点的 GO 和 KEGG 富集分析

Fig 2　GO and KEGG enrichment analysis of the common targets

图 3　Hes 治疗乳腺癌的药物 - 靶点 - 信号通路 - 疾病网络

Fig 3　Compound-target-signaling pathway-disease network of Hes for breast cancer treatment

细胞存活率的影响与 Hes 呈浓度依赖性，与 0 
µmol·L － 1 Hes 处理比较，随着 Hes 浓度增加，
MDA-MB-231 细 胞 存 活 率 降 低，Hes 对 MDA-
MB-231 细胞增殖的 IC50 为 6.16 μmol·L － 1。因
此选择 3.08、6.16、12.32 μmol·L － 1 即低浓度组
（Hes ＋ L）、中浓度组（Hes ＋ M）和高浓度组
（Hes ＋ H）进行后续实验，结果见图 5。

表 1　分子对接结合能 
Tab 1　Binding energy of molecular docking

蛋白 PDB ID
结合能 /

（kcal·mol － 1）
蛋白 PDB ID

结合能 /
（kcal·mol － 1）

PI3K 2CHX － 5.04 MET 1R1W － 4.75

AKT 4WB5 － 4.72 NTRK1 1WWA － 4.50

IGF1R 1JQH － 4.48 KDR 1VR2 － 4.13

Bcl-2 1G5M － 4.83 EFGR 1IVO － 3.83
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图 5　不同浓度 Hes 对 MDA-MB-231 细胞存活率的影响

Fig 5　Effect of different concentrations of Hes on the survival rate of 
MDA-MB-231 cells

注（Note）：与对照组（0 μmol·L－ 1）比较，**P＜ 0.05 [Compared 
with the control group（0 μmol·L－ 1），**P ＜ 0.05]。

3.6　Hes 对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响

　　流式细胞术检测结果显示，Hes 能够促进 MDA-
MB-231 细胞凋亡。与对照组相比，Hes 对 MDA-
MB-231 细胞凋亡率呈浓度依赖性，Hes ＋ H 组的
MDA-MB-231 细胞凋亡率显著升高（P ＜ 0.05），结
果见图 6。
3.7　Hes 对相关蛋白表达的影响 
　　Western blot 检测结果显示，不同浓度 Hes 能下
调 PI3K、AKT、Bcl-2、MET 蛋白的表达，且呈现
剂量依赖性。与对照组相比，Hes ＋ M 组与 Hes ＋
H 组处理均显著降低 PI3K、AKT、Bcl-2 蛋白的

表达，Hes ＋ H 组能够显著降低 MET 蛋白的表达
（P ＜ 0.05），见图 7。
4　讨论

　　本文采用网络药理学方法构建药物成分 - 靶
点 - 信号通路网络，从分子水平上探讨 Hes 抑制
乳腺癌细胞生长的潜在靶点和作用机制。首先通
过网络预测，Hes 可通过 36 个潜在靶点作用于乳
腺癌。通过构建 PPI 网络分析，Bcl-2、IGF1R、
KDR、MET、NTRK1、EFGR 等为治疗乳腺癌的
核心靶点。Bcl-2 是一种原癌基因，其蛋白能够对
多种组织的细胞凋亡产生抑制作用，参与肿瘤的
发生与发展 [14]；IGF1R 是一种调节乳腺发育的小
多肽，与 IGF-1 联合在肿瘤发生发展中发挥重要
作用，如调节肿瘤干细胞、上皮 - 间质转化和肿
瘤微环境等，进而影响肿瘤的进展、转移和血管
生成 [15]；KDR 是血管生成调控因子，其过表达可
刺激乳腺组织新生血管形成，促使肿瘤进展 [16]；
MET 也称为 c-MET，为原癌基因，其编码的跨膜
受体蛋白 MET 具有酪氨酸激酶活性，调控肿瘤细
胞的增殖与分化，在乳腺癌组织异常高表达 [17]；
NTRK1 是神经营养因子酪氨酸激酶受体，NGF 的
特异性高亲和力受体，在乳腺癌的发展中发挥重
要作用 [18]；EFGR 是表皮生长因子受体，已经被
证明为包括乳腺癌在内的多种癌症治疗的分子靶

图 4　分子对接作用图

Fig 4　Molecular docking interaction diagram
A. AKT；B. IGF1R；C. Bcl-2；D. KDR；E.MET；F. NTRK1；G. PI3K；H. EFGR
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点 [19]；以上证据均提示基因 Bcl-2、IGF1R、KDR、
MET、NTRK1、EFGR 通过多种途径影响乳腺癌
疾病的发展。GO 功能富集分析主要涉及对激素的
反应、蛋白质磷酸化、对无机物质的反应等过程；
KEGG 通路富集分析主要涉及癌症相关的途径、
胰岛素抵抗、PI3K/AKT 信号通路、雌激素信号通
路、Ras 信号通路以及癌症中的 MicroRNA 等与治
疗乳腺癌疾病相关通路；表明 Hes 抗乳腺癌疾病
的潜在作用机制主要集中在影响细胞增殖、转移
以及凋亡等生物过程。
　　分子对接结果显示 Hes 与核心靶点 Bcl-2、
IGF1R、KDR、MET、NTRK1、EFGR 及 PI3K、
AKT 有 良 好 的 结 合 能； 其 中 与 PI3K、AKT、
Bcl、MET2 的结合能最佳，提示目标化合物 Hes
与其蛋白受体的结合活性最强。同时 KEGG 通路
富集分析也得到与乳腺癌相关的 PI3K/AKT 信号
通路涉及以上基因，进一步证明 Hes 可能通过这
些关键靶点介导 PI3K/AKT 信号通路，对乳腺癌
疾病产生干预作用。
　　PI3K/AKT 是细胞内调控细胞增殖及细胞
周期的关键信号通路，参与多种癌症的发生发

展 [20]。李岩溪等 [21] 研究报道 Hes 能阻断 AKT 活
性抑制结肠癌 HCT116 细胞增殖，诱导其凋亡。
另外 Hes 可通过 PI3K/AKT 信号通路和 MAPK 信
号通路预防慢性阻塞性肺疾病（COPD）及其向
肺癌发展 [22]，提示 Hes 能够通过不同途径对不同
类型癌症的发展和进程产生影响。本实验采用不
同浓度 Hes 干预乳腺癌 MDA-MB-231 细胞，结
果显示，在一定浓度范围内 Hes 能够抑制 MDA-
MB-231 细胞的活性，促进其凋亡。Western blot
检测结果显示，高浓度的 Hes 干预处理能够明显
下调 MDA-MB-231 细胞中 PI3K 和 AKT 的表达。
进一步验证网络药理学的预测结果，Hes 可通过
PI3K/AKT 通路调控乳腺癌细胞的增殖与凋亡。
　　MET 受体可参与的信号通路包括 PI3K-AKT-
mTOR 途径以及 RAS-RAF-MEK-ERK 途径，在
细胞存活、迁移、增殖和胚胎发育上有一定的
作用。王国平等 [23] 研究表示，MET 为乳腺癌病
理诊断的新型生物标志物，在乳腺癌组织中异常
高表达。卫华等 [24] 研究指出，Bcl-2 蛋白的表达
水平与癌症的发展成正相关，在乳腺癌组织的
表达高于正常组织，并且能够增加癌变部位细

图 6　不同浓度 Hes 对 MDA-MB-231 细胞凋亡率的影响

Fig 6　Effect of different concentrations of Hes on the apoptosis rate of MDA-MB-231 cells
注（Note）：与对照组比较，**P ＜ 0.05（Compared with the control group，**P ＜ 0.05）。

图 7　Hes 对 PI3K、AKT、MET 和 Bcl-2 表达的影响

Fig 7　Effect of Hes on the expression of PI3K，AKT，MET，and Bcl-2
注（Note）：与对照组比较，**P ＜ 0.05（Compared with the control group，**P ＜ 0.05）。
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胞数量，促使癌变的发生。因此，MET 和 Bcl-2
可作为治疗乳腺癌的潜在靶点。本研究结果显
示，Hes 干预可以显著降低 MDA-MB-231 细胞中
MET、Bcl-2 的表达，为 Hes 成为治疗乳腺癌潜
在靶点药物，提供了初步的细胞学依据。
　　综上，本研究应用网络药理学方法，通过
Hes、多靶点与乳腺癌之间的复杂网络关系进行
梳理，初步阐述 Hes 治疗乳腺癌的主要作用靶点
和相关通路，同时结合分子对接技术和细胞实验
初步验证其抗肿瘤活性，结果表明 Hes 通过下调
关键靶点 MET、Bcl-2 蛋白的表达，抑制 PI3K/
AKT 信号通路的激活，调控 MDA-MB-231 细胞
的增殖与凋亡。本研究只进行了体外实验，未通
过体内实验验证，后续将继续深入研究，以期为
新药研发提供参考。
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高脂饮食诱导的非酒精性脂肪肝大鼠模型的代谢组学研究

赵驿歌1，赵一颖1，丰晨然1，刘皓玲1，贺润铖1，尹纪元1，李青青1，罗睿1，张硕峰1，孙文燕1*，

吴希2*（1.北京中医药大学中药学院，北京　102488；2.北京中医药大学东方医院，北京　100078）

摘要：目的　构建高脂饮食诱导的非酒精性脂肪肝（NAFLD）大鼠模型，分析该模型大鼠肝脏
的差异代谢物，探究 NAFLD 大鼠模型代谢特征。方法　SPF 级 SD 大鼠 12 只，雌雄各半，体
重 90 ～ 110 g，根据体重随机分为模型组和正常组。采用高脂饮食诱导法建立 NAFLD 大鼠模
型，正常组给予普通维持饲料，模型组给予高脂饲料（配方为：78.8% 基础饲料＋ 10% 猪油＋

10% 蛋黄粉＋ 1% 胆固醇＋ 0.2% 胆酸钠），造模第 8 周取材，生化法检测谷丙转氨酶（ALT）、
谷草转氨酶（AST）、总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高
密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）等指标；HE 染色观察肝脏病理变化；运用高效液相色谱 - 质谱
联用技术分析大鼠肝脏非靶向代谢物变化。结果　与正常组比较，模型组大鼠肝脏指数和肥胖
指数显著升高（P ＜ 0.05 或 0.01），血清 TC、TG、LDL-C、ALT 显著升高（P ＜ 0.05 或 0.01），
肝脏 TC、TG、LDL-C 显著升高（P ＜ 0.01），HDL-C 显著降低（P ＜ 0.05）。HE 染色结果显示，
模型组大鼠肝组织脂肪变性、气球样变和炎细胞浸润，NAS 评分显著升高（P ＜ 0.01）。肝脏
代谢组学共筛选出 253 个差异代谢物，获取了视黄醇代谢、不饱和脂肪酸的生物合成等代谢通
路。结论　高脂饮食 8 周可成功建立 NAFLD 大鼠模型，其代谢组学变化涉及视黄醇代谢、不
饱和脂肪酸的生物合成等多个代谢途径。
关键词：非酒精性脂肪肝；高脂饮食；肝脏代谢组学
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2920-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.016

Metabolomics of a rat model of non-alcoholic fatty liver  
induced by high-fat diet

ZHAO Yi-ge1, ZHAO Yi-ying1, FENG Chen-ran1, LIU Hao-ling1, HE Run-cheng1, YIN Ji-yuan1, LI 
Qing-qing1, LUO Rui1, ZHANG Shuo-feng1, SUN Wen-yan1*, WU Xi2* (1. School of Chinese Materia 
Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. Oriental Hospital of Beijing 
University of Chinese Medicine, Beijing  100078)

Abstract: Objective  To establish a high-fat diet induced rat model of non-alcoholic fatty liver 
disease (NAFLD), to analyze the differential metabolites in the liver of the model rat, and to explore 
the metabolic characteristics of the NAFLD rat model. Methods  Totally 12 SPF SD rats, 6 males 
and 6 females, with the body weight of 90 ～ 110 g, were randomly divided into a model group and 
a normal group according to body weight. High-fat diet induction was used to establish a NAFLD 
rat model. The normal group was given regular maintenance feed, while the model group was given 
high-fat feed (high fat feed formula: 78.8% basic feed ＋ 10% lard ＋ 10% egg yolk powder ＋

1% cholesterol ＋ 0.2% sodium cholate). At the 8th week of modeling, samples were taken, and 
alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), total cholesterol (TC), triglyceride (TG), 
low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and 
other indicators were biochemically detected. HE staining was used to detect the liver pathological 
changes, and analyze non-targeted changes in rat liver metabolites with high-performance liquid 
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　　非酒精性脂肪肝病（non-alcoholic fatty liver 
disease，NAFLD）是排除酒精和其他明确肝损
伤因素所导致的肝细胞内以脂肪过度沉积为主要
特征的临床综合征。流行病学调查显示，2015—
2021 年 NAFLD 的 总 患 病 率 由 25.24% 发 展 到
29.38%[1]，NAFLD 正在成为全球主要的慢性肝
病，占慢性肝病总死亡原因的 45.8%。NAFLD 早
期无明显症状，进展慢，如不及时治疗，最终可
能演变为肝纤维化、肝硬化，甚至肝癌 [2]。脂肪
肝的发病机制目前尚未完全明确，且无特效治疗
药物 [3]。为深入探讨 NAFLD 的发病机制，本研
究采用高脂饮食诱导的 NAFLD 模型，运用代谢
组学技术初步揭示该模型的代谢特征。
1　材料
1.1　动物 
　　SPF 级 Sprague-Dawley（SD）大鼠 12 只，雌
雄各半，体重 90 ～ 110 g [ 斯贝福（北京）生物技
术有限公司，许可证号：SCXK（京）2019-0010，
质量合格证号：No.110324221102193267]。动物饲
养温度为（22±2）℃，相对湿度为（60±10）%，
饲养期间大鼠自由进食饮水。
1.2　试药
　　大鼠普通维持饲料和高脂饲料 [ 斯贝福（北
京）生物技术有限公司 ]。高脂饲料配方为：
78.8% 基础饲料＋ 10% 猪油＋ 10% 蛋黄粉＋ 1%
胆固醇＋ 0.2% 胆酸钠。总胆固醇（TC）、三酰甘
油（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密
度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、谷丙转氨酶（ALT）、
谷草转氨酶（AST）试剂盒（南京建成生物工程
研究所）。
1.3　仪器 
　　Triple TOF 5600 ＋ 高 分 辨 质 谱 系 统 [ 美 国 
ABSCIEX 公司，配备 LC-30 超高效液相系统（日
本岛津公司）]；5424R 离心机（德国 Eppendorf 公

司）；ME204E102 电子天平（梅特勒托利多公司）；
Tissuelyser-48 研磨仪（上海净信科技有限公司）；
PS-60AL 超声仪（深圳市雷德邦电子有限公司）；
CentriVap 冷冻离心浓缩仪（美国 LABCONCO 公
司）；迈瑞 BS-420 全自动生化仪（武汉盛世达医
疗设备有限公司）。
2　方法
2.1　实验分组与 NAFLD 模型建立 
　　SD 大鼠按照体重随机分为正常组和模型组。
动物适应性喂养 1 周后称重，模型组开始高脂饲
料过渡喂养，高脂饲料占比为 10%、30%、60%、
100%，分别在第 1、3、5、7 日逐步递增，直至
过渡到全部高脂饲料喂养，之后自由进食，不限
制进食量。正常组给予普通维持饲料，模型组给
予高脂饲料，持续 8 周。
2.2　样本采集 
　　在喂养 8 周结束后，将所有大鼠禁食 12 h，按
3.3 mL·kg－ 1 腹腔注射 1.5% 戊巴比妥钠进行麻醉，
腹主动脉取血，室温静置 2 h，4℃、4000 r·min－ 1

离心 10 min。收集血清，分装保存于－ 80℃冰箱备
用。迅速取出肝脏称重，在左肝叶同一部位，取一
小块肝组织用 4℃生理盐水冲洗，滤纸吸干后，以
4% 多聚甲醛溶液固定，剩余部分分装后于－ 80℃
保存备用。
2.3　观察指标 
　　观察大鼠的肝脏形态，计算肝脏指数 [4]、
Lee’s 指数和肥胖指数 [5]。按照试剂盒说明书检测
血清中 TC、TG、ALT、AST、HDL-C、LDL-C 的
含量，取－ 80℃冻存的部分肝脏，加入液氮研磨，
冰浴条件下与生理盐水按照 1∶9 的比例稀释，在
匀浆管中匀浆，4000 r·min－ 1 离心，取上清液，
BCA 法测定蛋白含量，比色法检测肝脏中 TC、
TG、HDL-C、LDL-C 的含量。
2.4　肝脏组织病理学观察 

chromatography mass spectrometry. Results  Compared with the normal group, the liver index and 
obesity index of the model group were increased (P ＜ 0.05 or 0.01), while TC, TG, LDL-C, and 
ALT in the serum of the model group were increased (P ＜ 0.05 or 0.01). TC, TG, and LDL-C in the 
liver were increased (P ＜ 0.01), while HDL-C was reduced (P ＜ 0.05). HE staining showed that the 
NAS score of steatosis, ballooning and inflammatory cell infiltration in the liver tissue of rats in the 
model group increased significantly (P ＜ 0.01). Totally 253 differential metabolites were screened 
out by liver metabolomics, and metabolic pathways such as retinol metabolism and unsaturated fat 
acid biosynthesis were obtained. Conclusion  An NAFLD rat model is successfully established after 8 
weeks of high-fat diet, whose metabonomic changes included retinol metabolism, unsaturated fat acid 
biosynthesis and other metabolic pathways.
Key words: non-alcoholic fatty liver disease; high-fat diet; liver metabolomics
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　　取肝组织脱水，石蜡包埋，切片，苏木素 -
伊红（HE）染色，显微镜下观察大鼠肝脂肪变
性和炎症程度。采用 NAFLD 活动评分（NAFLD 
activity score，NAS）评价各组大鼠肝细胞脂肪
变性、小叶内炎症和气球样变程度 [6]，NAS ＜ 3
分可排除非酒精性脂肪性肝炎（non-alcoholic 
steatohepatitis，NASH），NAS ＞ 4 分则可诊断为
NASH，介于两者之间为有 NASH 可能。
2.5　代谢组提取
　　样本于冰上缓慢解冻，用 50% 甲醇水溶液
（含同位素内标）提取样本中代谢物，取 100 μL
代谢物提取液，用 400 μL 预冷的 50% 甲醇乙腈
混合液超声混合 10 min，再于－ 20℃孵育 1 h，
4℃、2000 r·min－ 1 离心 15 min，取上清液抽干
过夜。加入 50% 乙腈水溶液复溶，超声 10 min，
4℃、20 000 r·min－ 1 离心 15 min，取上清液装
入上样瓶。另外，每个样本取 10 μL 混合成质控
（QC）样本，装瓶。
2.6　检测条件 
　　样本经 ACQUITY-UPLC-T3色谱柱进行预分离。
柱温为 50℃，流速为 0.3 mL·min－ 1，流动相 A 为
0.1% 甲酸水，流动相 B 为 0.1% 甲酸乙腈，梯度洗
脱（0～0.5 min，5%B；0.5～7.5 min，5%～100%B；
7.5 ～ 8 min，100%B；8 ～ 8.5 min，100% ～ 5%B；
8.5 ～ 12 min，5%B）。
　　预分离后的样本代谢分析物经高分辨率质谱
TripleTOF5600＋进行正离子模式和负离子模式各采
集一次。仪器参数：气帘气为 30 psi，辅气与鞘气
分别为 60 psi，离子源温度为 650℃，喷雾电压在正
离子模式下为 5000 V，负离子模式下为 4500 V。采
集方式为信息依赖性采集（IDA），一级扫描范围为
60 ～ 1200 Da，采集时间为 150 ms，从其中挑选 12
个强度最高的电荷为 1 且强度大于 100 counts·s－ 1

的离子进行二级碎裂扫描，单个扫描循环周期为
0.56 s。脉冲电的射率为 11 kHz，TDC 检测器频率
为 40 GHz，每次扫描的离子信号以 4 个通道分别记
录再合并转换成数据，动态排除时间设定为 4 s。
2.7　代谢组学数据处理 
　　原始数据经 ProteoWizard 软件转成 mzML
格式后，使用自主编写的 R 程序包（内核为
XCMS）进行峰识别、峰提取、峰对齐和积分
等处理，然后使用内部 MS2 数据库（Allwegene.
DB）进行代谢物注释。匹配进行物质注释，算法
打分的 Cutoff 值设为 0.7。
2.8　数据分析 
　　使用 SPSS 22.0 软件进行数据分析。实验数
据以均数 ±标准差（x±s）表示，多组数据比较

若服从正态分布且方差齐，采用单因素方差分析，
否则采用非参数性检验；两组比较若服从正态分
布且方差齐，采用 Student’t 检验，否则采用非参
数性检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　大鼠肝脏一般情况 
　　正常组大鼠肝脏质地柔软，边缘锐利，呈均
匀深红色。模型组大鼠肝脏体积增大，包膜紧张，
边缘较钝，呈土黄色，表面呈花斑状，触之似泥
块并有油腻感，部分大鼠肝脏有黄白色的局灶性
脂肪沉积。
3.2　大鼠肝脏指数、Lee’s 指数和肥胖指数
　　模型组大鼠肝脏指数、肥胖指数较正常组显著
升高（P＜0.01），Lee’s 指数无显著变化（见图1）。

图 1　高脂诱导 8 周大鼠一般指标变化情况（x±s，n ＝ 6）
Fig 1　Changes in general indicators of rats after 8-week high-fat diet
（x±s，n ＝ 6）

注：与正常组比较，**P ＜ 0.01.
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01.

3.3　大鼠血清和肝脏生化指标检测结果
　　与正常组比较，模型组血清中 TC、TG、
LDL-C、ALT 均 显 著 升 高（P ＜ 0.05 或 0.01）；
HDL-C 有降低趋势，AST 有升高趋势，但差异无
统计学意义（见图 2）；模型组肝脏中 TC、TG、
LDL-C 均显著升高（P ＜ 0.01），HDL-C 显著降
低（P ＜ 0.05）（见图 3）。总体数据体现了模型组
大鼠具有脂质代谢紊乱的特征。

图 2　高脂诱导 8 周大鼠血清生化指标变化情况（x±s，n ＝ 6）
Fig 2　Changes in serum biochemical indicators in rats induced by high-
fat diet for 8 weeks（x±s，n ＝ 6）

注：与正常组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.



2923

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

图 3　高脂诱导 8 周大鼠肝脏生化指标变化情况（x±s，n ＝ 6）
Fig 3　Changes in liver biochemical indicators in rats induced by high-
fat diet for 8 weeks（x±s，n ＝ 6）

注：与正常组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

3.4　肝脏组织病理学观察 
　　正常组肝小叶结构完整，轮廓清晰，肝细胞
以中央静脉为中心呈放射状排列，肝小叶肝细
胞分界清晰，胞核圆，位于细胞中央，胞质丰
富，肝窦中库普弗细胞清晰可见，汇管区偶见淋
巴细胞浸润。模型组肝组织中可见大量肝细胞脂
肪变性，胞质中可见大小不一的圆形空泡，多见
肝细胞气球样变性，细胞肿胀，核居中，胞质空
泡化；较大量的汇管区胆管周围可见淋巴细胞浸
润（见图 4）。正常组 NAS ＜ 3，模型组 NAS ＞

4；与正常组比较，模型组 NAS 评分显著升高
（P ＜ 0.01）。

图 4　大鼠肝组织 HE 染色（×400）
Fig 4　HE staining of rat liver tissue（×400）

3.5　大鼠肝脏代谢组多元数据分析
　　从正、负离子模式下 PCA 结果可以看到 QC
样本紧密聚集，表明测序重复性良好，可保证测
定数据的可靠性。正常组和模型组的代谢物有显
著性差异，说明模型组的代谢模式发生显著变化，
3D PCA 得分图见图 5。对各组样本采用正交偏最
小二乘法判别分析（OPLS-DA），建立 OPLS-DA
模型并进行 200 次置换检验。从结果可以看出，
两组样本得分非常显著，样本全部处 95% 置信区
间内，见图 6。
3.6　差异代谢物的筛选 
　　本研究以 VIP ≥ 1，P ≤ 0.05 且 FC（fold 
change）＜ 0.67 或＞ 1.5 为筛选标准，筛选各组间
符合条件的差异代谢物。在正常组与模型组之间得
到显著差异代谢物 253 个，其中 112 个上调，141
个下调，火山图显示了各组代谢物的水平差异，见
图 7。以 VIP 值排序，前 25 个差异代谢物见表 1。

3.7　差异代谢物 KEGG 富集分析 
　　差异代谢物的 KEGG 富集分析结果显示，模
型组和正常组差异代谢物主要富集在视黄醇代谢
（retinol metabolism）、不饱和脂肪酸的生物合成
（biosynthesis of unsaturated fatty acids）、胆固醇代
谢（cholesterol metabolism）、脂肪消化和吸收（fat 
digestion and absorption）以及脂质与动脉粥样硬化
（lipid and atherosclerosis）等通路，见图 8。
4　讨论
　　本研究发现，高脂饲料喂养 8 周模型组大鼠
肝脏 HE 染色均表现出脂肪堆积，符合 NAFLD
的诊断标准，提示成功构建单纯高脂饮食诱导的
NAFLD 动物模型 [7]。肝活检一直是 NASH 的诊断
标准，然而由于活检的侵入性和采样的变异性，临

图 5　全部样本（包括 QC 样本）的 3D PCA 得分散点图

Fig 5　Scatter plot of 3D PCA scores of all samples（including QC 
samples）

注：图中每个点代表一个样品，不同颜色代表不同组别。

Note： Each point in the figure represents a sample，and different 
colors represent different groups.

图 6　比较组合的 OPLS-DA 图

Fig 6　OPLS-DA diagrams of combinations
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床上有强烈的精确和准确的无创检测需求 [8]。代谢
组学作为 NAFLD 领域一种有前途的诊断方法，因
此亟须寻找经过可靠验证的生物标志物，用于诊
断、预后和检测疾病进展 [9]。目前已有文献报道
NAFLD 小鼠的代谢组学研究 [10]。NAFLD 大鼠模
型成模周期短于小鼠，使用率更高，但尚未见对大
鼠模型的代谢组学研究。本研究采用 UHPLC-MS/
MS 技术，分析了 NAFLD 大鼠模型的代谢产物变
化以及代谢途径。结果发现，NAFLD 大鼠肝脏代
谢物水平与正常组相比出现显著差异，得到 9- 顺 -
视黄醇、13- 二十二烯酸、13Z，16Z- 二十二碳二
烯酸、孕二醇、胆固醇硫酸盐、N- 花生四烯酰甘
氨酸、羟基脂肪酸、N- 棕榈酰甘氨酸、N- 花生四
烯酰基 -L- 丝氨酸、二酰基甘油、磷酸黄质等差异
代谢物；进一步分析发现以上代谢物主要调控视黄

表 1　模型组和正常组前 25 个肝脏差异代谢物 
Tab 1　The first 25 liver differential metabolites between the model group and the normal group

化合物名称 m/z 保留时间 /min P 值 差异倍数 VIP 分子式 趋势

N- 花生四烯酰甘氨酸 360.26 5.90 ＜ 0.005 0.16 1.87 C22H35NO3 ↓
羟基脂肪酸 477.40 6.66 ＜ 0.005 6.45 1.86 C30H54O4 ↑
cohibin A 549.49 7.85 ＜ 0.005 0.22 1.85 C35H64O4 ↓
N- 棕榈酰甘氨酸 312.26 6.34 ＜ 0.005 0.35 1.81 C18H35NO3 ↓
N- 花生四烯酰基 -L- 丝氨酸 390.27 5.53 ＜ 0.005 0.16 1.81 C23H37NO4 ↓
papyriferic acid 605.40 8.13 ＜ 0.005 0.23 1.80 C35H56O8 ↓
13Z，16Z- 二十二碳二烯酸 335.30 9.07 ＜ 0.005 4.33 1.79 C22H40O2 ↑
二酰基甘油 667.53 10.44 ＜ 0.005 6.48 1.78 C43H70O5 ↑
磷酸黄质 581.40 8.80 ＜ 0.005 0.30 1.78 C40H52O3 ↓
N- 油酰基 -L- 丝氨酸 370.29 5.96 ＜ 0.005 0.27 1.77 C21H39NO4 ↓
四碳五烯酸 357.28 8.12 ＜ 0.005 6.61 1.76 C24H38O2 ↑
孕二醇 319.27 7.95 ＜ 0.005 4.26 1.76 C21H36O2 ↑
二十二碳六烯酰甘氨酸 384.26 5.82 ＜ 0.005 0.34 1.75 C24H35NO3 ↓
N- 亚油酰牛磺酸 388.25 10.31 ＜ 0.005 0.25 1.75 C20H37NO4S ↓
N- 亚油酰甘氨酸 336.25 5.92 ＜ 0.005 0.32 1.74 C20H35NO3 ↓
花生四烯酰乙醇酰胺 348.29 5.96 ＜ 0.005 0.20 1.74 C22H37NO2 ↓
磷脂酰丝氨酸 708.49 5.33 ＜ 0.005 0.36 1.73 C36H70NO10P ↓
油酰酪氨酸 446.33 6.45 ＜ 0.005 0.34 1.73 C27H43NO4 ↓
N- 油酰蛋氨酸 414.31 7.33 ＜ 0.005 0.35 1.73 C23H43NO3S ↓
9- 顺 - 视黄醇 285.22 7.68 ＜ 0.005 0.07 1.72 C20H28O ↓
全反式 -13，14- 二氢视黄醇 289.25 7.53 ＜ 0.005 2.18 1.71 C20H32O ↑
D- 泛酸 220.12 2.48 ＜ 0.005 0.51 1.69 C9H17NO5 ↓
13- 二十二烯酸 337.31 9.96 ＜ 0.005 3.07 1.69 C22H42O2 ↑
胆固醇硫酸盐 465.30 3.55 ＜ 0.005 4.62 1.65 C27H46O4S ↑
胆固醇月桂酸酯 283.26 7.93 ＜ 0.005 1.80 1.63 C39H68O2 ↑

图 7　组合间差异代谢物筛选火山图

Fig 7　Screening volcanic map for differential metabolites between 
combinations

醇代谢、不饱和脂肪酸的生物合成、胆固醇代谢等
通路。
　　视黄醇代谢与肝脏功能密切相关，在代谢性
疾病调控过程中发挥重要作用。临床研究表明，
NAFLD 患者肝脏视黄醇代谢受损，肝脏全反式视
黄酸、视黄醇和视黄醇棕榈酸酯的水平与疾病严
重程度呈现显著的负相关 [11]。视黄醇可通过脂肪
分化相关蛋白抑制肝脂肪变性，同时其代谢产物

视黄酸也可改善脂代谢紊乱，通过上调过氧化物
酶体增殖物激活受体α（PPARα）以及类视黄酸受
体促进脂肪酸氧化，并通过固醇调节元件结合蛋
白 1c（SREBP-1c）和脂肪酸合成酶抑制脂肪酸合
成 [12]。改善肝脏视黄醇代谢紊乱或激活肝脏视黄
酸受体有可能成为 NASH 治疗的有效手段。在本
研究中，NAFLD 大鼠肝脏中 9- 顺 - 视黄醇含量出
现显著下调。
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　　研究表明，长链脂肪酸的过氧化物酶体氧化
通过刺激丙二酰辅酶 A 的形成来抑制线粒体脂肪
酸氧化，丙二酰辅酶 A 可能在脂肪酸诱导的肝脂
肪变性和相关代谢紊乱中发挥作用。13- 二十二
烯酸（芥酸）是一种不饱和脂肪酸。以往研究显
示，喂食含高浓度芥酸的菜籽油会导致动物肝脂
肪变性 [13]。线粒体脂肪酸氧化在肝脂质稳态中
起核心作用，因此芥酸的肝脏代谢可能会减少线
粒体脂肪酸氧化。芥酸的过氧化物酶体β 氧化刺
激肝脏中的丙二酰辅酶 A 形成，从而抑制线粒
体脂肪酸氧化。芥酸的过氧化物酶体代谢也显著
提高了胞质 NADH/NAD 比值，抑制了 sirtuin 1
（SIRT1）活性，激活了乙酰辅酶 A 羧化酶，从而
刺激了丙二酰辅酶 A 的生物合成。高脂饮食的长
期喂养减少了线粒体脂肪酸氧化，并导致大鼠肝
脂肪变性和胰岛素抵抗。本研究代谢通路富集分
析结果显示，高脂饮食诱导大鼠 NAFLD 的机制
可能与不饱和脂肪酸的生物合成有关，涉及的差
异代谢物有 13- 二十二烯酸、13Z，16Z- 二十二碳
二烯酸等，该结果与文献研究结论基本一致 [13]。
　　当肝脏产生疾病时，常因肝脏对激素的灭活
能力下降使类固醇激素在体内堆积，从而引起脂
质代谢紊乱。有研究报道，从 NAFLD 患者血清
与晚期纤维化相关的前 10 种代谢物中，鉴定出
8 种脂质，包括 5α- 雄甾烷 -3β 单硫酸盐、孕二
醇 -3- 葡糖苷酸、硫酸雄酮、硫酸表雄酮、棕榈
油酸酯、硫酸脱氢异雄酮、5α- 雄甾烷 -3β 二硫酸
盐、甘胆酸，其中 6 种是胆固醇衍生的类固醇激
素 [14]。本研究代谢通路富集分析结果显示，模型
大鼠差异代谢物中的孕二醇和胆固醇硫酸盐含量
显著上升，提示 NAFLD 大鼠成模的机制可能与

类固醇激素生物合成有关，该结果与以往研究结
论基本一致 [14]。
　　综上，本研究结果初步揭示了高脂饮食诱导
的 NAFLD 大鼠模型的代谢特征，可为 NAFLD
的发病机制以及药物干预研究提供有益参考。
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图 8　KEGG 富集柱状图

Fig 8　KEGG enrichment bar chart
注：颜色越深，P 值越小，关联越紧密。

Note：The darker the color，the smaller the P value，and the 
closer the correlation.
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大叶千斤拔不同部位对类风湿关节炎大鼠的治疗作用研究

卢素云1，邓友田1，潘任桃1，白璐2，洪宝怡3，黄魏4，赵毅2，魏云1，刘进辉3*，吴梦瑶2*（1. 湖
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摘要：目的　探讨大叶千斤拔不同部位对类风湿关节炎大鼠的治疗作用，为大叶千斤拔药用
资源的开发利用提供实验依据。方法　选用雄性 SPF 级 SD 大鼠 90 只，随机分为正常组，模
型组，大叶千斤拔根低、中、高剂量组，大叶千斤拔根茎低、中、高剂量组，以及雷公藤多
苷片组，每组 10 只，除正常组外其余各组均采用尾根部多点注射牛Ⅱ型胶原和弗氏完全佐剂
建立Ⅱ型胶原诱导关节炎（CIA）模型，造模的同时给予药物，1 次·d － 1，持续给药 35 d。各
组大鼠每周称量体重并进行关节炎指数评分与左后足趾容积测量，给药结束后酶联免疫吸附
法检测血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等炎症因子水平，HE 染色观察大鼠踝关节病变改善情况。
结果　与正常组比较，模型组大鼠血清中炎症因子（IL-1β、IL-6、TNF-α）含量、关节炎指数
评分与足趾容积均显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，大叶千斤拔根、大叶千斤拔根茎各
剂量组大鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量，关节炎指数评分，足趾容积明显降低（P ＜ 0.05
或 P ＜ 0.01），踝关节滑膜及软骨病变明显改善。结论　大叶千斤拔根及大叶千斤拔根茎可明
显减轻 CIA 大鼠关节炎症状及病理改变，降低血清中炎症因子水平，表明大叶千斤拔根、大
叶千斤拔根茎对类风湿关节炎大鼠有明显的治疗作用。
关键词：大叶千斤拔；类风湿关节炎；胶原诱导型关节炎；细胞因子；大鼠 
中图分类号：R285.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2926-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.017

Therapeutic effect of different parts of Flemingia macrophylla Merr. on  
rats with rheumatoid arthritis

LU Su-yun1, DENG You-tian1, PAN Ren-tao1, BAI Lu2, HONG Bao-yi3, HUANG Wei4, ZHAO Yi2, 
WEI Yun1, LIU Jin-hui3*, WU Meng-yao2* (1. Hunan Anshengmei Pharmaceutical Research Institute 
Co., Ltd., Changsha  410125; 2. Zhuzhou Qianjin Pharmaceutical Co., Ltd., Zhuzhou  Hunan  412000; 3. 
Hunan Agricultural University, Changsha  410125; 4. Hunan Normal University, Changsha  410081)

Abstract: Objective  To determine the therapeutic effect of different parts of Flemingia macrophylla 
Merr. on rats with rheumatoid arthritis, and to provide experimental basis for the development and 
utilization of medicinal resources of Flemingia macrophylla Merr.. Methods  Totally 90 male SPF SD 
rats were randomly divided into a normal group, a model group, low-dose, medium-dose and high-
dose Flemingia macrophylla Merr. roots groups, low-dose, medium-dose and high-dose Flemingia 
macrophylla Merr. rhizomes groups, and a tripterygium wilford Ⅱ polyglycoside tablet group (10 rats 
in each group). Except for the normal group, collagen induced arthritis (CIA) model was established 
by multi-point injection of bovine type Ⅱ collagen and complete adjuvant. The drug was administered 
at the same time, once a day for 35 days. The rats in each group were weighed weekly and the 
arthritis index score and left posterior toe volume were measured. The levels of IL-1β , IL-6, and 
TNF-α in the serum were detected by enzyme-linked immunosorbent assay after the administration. 
The improvement in the ankle joint lesions was observed by HE staining. Results  Compared with 
the normal group, the content of serum inflammatory factors (IL-1β , IL-6, and TNF-α ), arthritis 
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　　类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是
一种慢性的、以炎性滑膜炎为主的自身免疫性疾
病，其特征是关节肿胀、僵硬及滑膜关节炎症伴
软骨和骨破坏，严重者可以导致关节畸形及功能
丧失 [1-2]。临床上治疗 RA 的药物主要为非甾体
抗炎药、糖皮质激素、生物工程药物等，但长期
使用这些药物会出现明显不良反应甚至耐药 [3-5]。
中药具有多成分、多靶点作用且整体调节、毒
副作用小等优势，是目前治疗 RA 的一种有效途
径 [6-7]。白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）是类风湿关节
炎发生发展中的重要的血清炎症因子，TNF-α 多
由滑膜巨噬细胞产生，调控一系列以炎症因子为
主的细胞因子以及蛋白酶，通过激活 NF-κB 信号
通路和 JNK 信号通路促进 RA 炎症反应发生；IL-
1β 是由单核细胞和巨噬细胞产生的，通过刺激骨
吸收、介导组织破坏的破骨细胞活化因子，增强
破骨膝盖活性，促进 RA 局部骨侵蚀，IL-6 主要
由上游的 MAPK 和 NF-κB 通路调控，与 IL-1β 和
TNF-α 具有协同作用而加剧 RA 关节肿胀 [8-10]。
　　大叶千斤拔 [Flemingia macrophylla（Willd.）
Kuntze ex Merr.] 为豆科千斤拔属直立或蔓性灌木，
具有祛风除湿、强筋壮骨、活血解毒的功效，为我
国西南瑶族、壮族、傣族、哈尼族等多个少数民族
常用的药材，临床主要用于类风湿关节炎、风湿骨
痛、腰肌劳损、偏瘫、痈肿、带下等症的治疗 [11-13]。
目前对于大叶千斤拔的研究和药用部位主要为根，
对大叶千斤拔茎、叶等药用资源浪费较为严重，本
研究基于中药材大叶千斤拔不同药用部位，探讨大
叶千斤拔根、大叶千斤拔根茎混合物对Ⅱ型胶原诱
导关节炎（CIA）大鼠的治疗作用，为大叶千斤拔
药用资源的开发利用提供实验依据。
1　材料
1.1　试药 
　　大叶千斤拔，临床用量为 10～ 30 g 生药·d－ 1，
大叶千斤拔根水提物（FmT，批号：ZS20210901）、

大叶千斤拔根茎混合水提物 [FmTS，批号：Y005-
2106008/2105007，株洲千金药业股份有限公司，制
备过程为：经过两次水提（第一次加 3 倍量水，煮
提 2.5 h，第二次加 2.5 倍量水，煮提 2 h），合并煮
提液，滤过，浓缩，干燥后得到所需受试物 ]。雷
公藤多苷片 [ 临床用量为 1 ～ 1.5 mg/（kg·d），湖
南千金协力药业有限公司，批号：20211002]。牛
Ⅱ型胶原（Chondrex 公司，批号：220170），弗氏
完全佐剂（Sigma 公司，批号：SLCC7169），异
氟烷（深圳市瑞沃德生命科技有限公司，批号：
21101001），IL-1β 检 测 试 剂 盒（批 号：202203）、
IL-6 检测试剂盒（批号：202205）、TNF-α 检测试剂
盒（批号：202205）（江苏晶美生物科技有限公司）。
1.2　实验动物 
　　雄性 SPF 级 SD 大鼠，体重 180 ～ 220 g [ 湖南
斯莱克景达实验动物有限公司，动物生产许可证号：
SCXK（湘）2019-0004，使用许可证号：SYXK（湘）
2018-0004，质量合格证号：No.430727221100338765]。
动物饲养在 SPF 级屏障环境，温度为 20 ～ 26℃，相
对湿度为 40% ～ 70%，换气次数≥ 15 次·h－ 1，每
日 12 h/12 h 交替照明，动物照度为 15 ～ 20 lx。实验
前，动物适应性饲养 1 周，所有动物实验均经湖南
安生美药物研究院有限公司实验动物福利伦理委员
会批准（编号：IACUC-2021039）。
1.3　仪器 
　　ME1002E 型电子天平 [ 梅特勒 - 托利多仪器（上
海）有限公司 ]，AE11003 型电子天平（长沙高新开
发区湘仪天平仪器设备有限公司），YSL-7C 型足趾
容积测量仪（济南益延科技发展有限公司），DNM-
9606 型酶标分析仪（北京普朗新技术有限公司），
ECLIPSE Ci-L 型尼康生物正置显微镜（日本 NIKON
公司），Image View DS-1600 型成像系统（杭州图谱
光电科技有限公司），RM2235 型手动轮转切片机
（德国徕卡公司），HP300 型组织脱水机 [ 达科为（深
圳）医疗设备有限公司 ]，JB-L6 型石蜡包埋机（武
汉俊杰电子有限公司），DP360 型染色机＋ CS500 型

index score and toe volume of rats in the model group were significantly increased (P ＜ 0.01). 
Compared with the model group, the content of IL-1β, IL-6, and TNF-α  in the serum, arthritis index 
score and toe volume of rats in the Flemingia macrophylla Merr. roots groups and the Flemingia 
macrophylla Merr. rhizomes groups were significantly decreased (P ＜ 0.05 or P ＜ 0.01). The lesions 
of synovium and cartilage of ankle joint were significantly improved. Conclusion  Extraction of 
Flemingia macrophylla Merr. roots or rhizomes can obviously reduce the CIA rats arthritis symptoms 
and pathological changes, lower the levels of inflammatory cytokines in the serum, indicating the 
therapeutic effect of Flemingia macrophylla Merr. roots and rhizomes on rat with rheumatoid arthritis. 
Key words: Flemingia macrophylla Merr.; rheumatoid arthritis; collagen induced arthritis; cytokine; rat
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封片机 [ 达科为（深圳）医疗设备有限公司 ]。
2　方法与结果
2.1　动物分组、造模及给药 
　　在冰浴条件下，向含弗氏完全佐剂的离心管中
缓慢滴加等体积的牛Ⅱ型胶原液（2 mg·mL－ 1），
用电动匀浆器匀浆制备成含胶原 1 mg·mL－ 1 的乳
剂。SD 大鼠 90 只，随机分为正常组，模型组，大
叶千斤拔根低、中、高剂量组（2.7、5.4、10.8 g 生
药·kg－ 1，分别相当于人临床等效剂量的 1、2、4
倍），大叶千斤拔根茎低、中、高剂量组（2.7、5.4、
10.8 g 生药·kg － 1，相当于人临床等效剂量的 1、
2、4 倍），雷公藤多苷片组（18.9 mg·kg－ 1，相当
于人临床等效剂量的 2 倍），每组 10 只。除正常组
外，其余各组在距离大鼠尾根部多点注射乳剂 200 
μL（含牛Ⅱ型胶原 200 μg），注射后按压针孔防止
乳液流出，7 d 后同样方法在距离尾根部多点注射
乳剂 100 μL（含胶原 100 μg）。各给药组动物在造
模的同时按 10 mL·kg－ 1 灌胃给予相应剂量的药

物，正常组和模型组灌胃等体积 0.5% CMC-Na，1
次·d－ 1，持续给药至初次免疫后第 35 日。
2.2　一般观察 
　　造模后及给药后密切观察并记录各组动物外
观体征、行为活动、分泌物、排泄物、饮食情况
等，每周对动物体重进行称量。初次免疫后第 10 
日，造模动物相继出现足趾皮肤发红、发热，轻
度肿胀；致炎第 14 日，足背及踝关节明显肿胀，
部分动物出现关节僵硬，活动减少，体重增长减
慢，毛发无光泽，详见图 1。致炎第 14 日起，模
型组动物体重明显或显著下降，各给药组动物体
重较模型组明显或显著升高，结果见表 1。

图 1　造模后动物踝关节肿胀情况

Fig 1　Ankle joint swelling of animals after the modeling

表 1　大叶千斤拔不同部位对大鼠体重的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 1　Effect of different parts of Flemingia macrophylla Merr. on the body weight of rats (x±s，n ＝ 10)

组别 剂量
大鼠体重 /g

用药前 第 7 日 第 14 日 第 21 日 第 28 日 第 35 日

正常组 － 201.4±8.3 263.0±14.8 316.3±11.0 348.1±11.5 387.9±13.9 413.9±18.3
模型组 － 201.0±8.4 264.0±9.8 296.4±19.0* 310.2±20.4** 334.1±20.7** 358.5±22.2**

FmT 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 200.9±8.1 265.6±11.5 290.3±19.0 321.6±29.3 349.7±35.6 380.9±28.8
FmT 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 200.7±8.1 254.6±17.1 300.1±24.0 324.1±25.1 354.9±31.7 383.8±26.0 ∆

FmT 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 200.5±8.0 255.9±14.0 304.0±19.0 336.5±31.9 ∆ 370.0±39.0 ∆∆ 397.1±33.3 ∆∆

FmTS 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 200.4±6.6 258.0±12.7 307.7±14.9 337.8±17.6 ∆∆ 382.9±22.2 ∆∆ 412.9±20.0 ∆∆

FmTS 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 200.6±6.4 258.9±8.7 301.8±21.2 325.7±32.9 364.9±31.6 ∆ 389.3±30.9 ∆

FmTS 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 200.7±6.4 256.4±5.4 290.9±23.3 328.6±29.9 355.5±37.1 385.7±35.3 ∆

雷公藤多苷组 18.9 mg·kg － 1 200.9±6.5 254.5±5.5 303.0±14.6 333.8±26.3 ∆ 365.3±30.8 ∆ 393.9±31.2 ∆∆

注：与正常组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较，∆ P ＜ 0.05，∆∆ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the model group，∆ P ＜ 0.05，∆∆ P ＜ 0.01.

2.3　关节炎指数评分 [14] 
　　各组大鼠于造模前及初次免疫后第 7、14、21、
28、35日进行关节炎症指数评分，评价标准采用0～4
分制，最高评分为 4 分，以双后足评分之和表示，评
分标准见表 2。结果显示，与正常组比较，模型组大
鼠第 14、21、28、35 日关节炎指数评分显著升高；
与模型组比较，大叶千斤拔根、大叶千斤拔根茎各剂
量组关节炎指数评分均有不同程度降低，结果见表 3。

表 2　关节炎指数评分标准 
Tab 2　Arthritis index scoring standards

标准 评分

正常 0
踝关节或附骨单一部位轻微红斑、肿胀 1
踝关节到附骨轻度红斑、肿胀 2
踝关节到跖骨中度红斑、肿胀 3
踝关节到跖骨严重红斑、肿胀，甚至变形 4

2.4　足趾容积

　　各组大鼠于造模前及初次免疫后第 7、14、
21、28、35 日测量左后足趾容积。结果显示，与
正常组比较，模型组大鼠第 14、21、28、35 日
足趾容积均显著升高；与模型组比较，大叶千斤
拔根、大叶千斤拔根茎各剂量组第 28、35 日大
鼠足趾容积均有不同程度减小，结果见表 4。
2.5　血清炎症因子含量检测

　　末次给药后次日，异氟烷吸入麻醉，腹主动
脉采血，室温存放 l ～ 2 h 后，3000 r·min － 1 离
心 10 min，分离血清，采用 ELISA 试剂盒检测血
清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量，用全自动酶标仪
测定 450 nm 处的吸光度，绘制标准曲线并计算
各项指标的含量。结果显示，与正常组比较，模
型组大鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量显著升
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表 3　大叶千斤拔不同部位对大鼠关节炎指数评分的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 3　Effect of different parts of Flemingia macrophylla Merr. on the arthritis index score in rats (x±s，n ＝ 10)

组别 剂量
关节炎指数评分 / 分

用药前 第 7 日 第 14 日 第 21 日 第 28 日 第 35 日

正常组 － 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

模型组 － 0.0±0.0 0.0±0.0 3.5±2.3** 5.0±2.1** 4.5±2.1** 4.0±2.2**

FmT 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 2.4±2.3 3.1±2.4 3.1±2.5 2.9±2.2

FmT 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 2.2±2.0 3.1±2.3 2.4±2.1 ∆ 2.2±2.1

FmT 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 1.6±2.0 ∆ 2.7±2.6 ∆ 2.1±2.7 ∆ 2.1±2.6 ∆

FmTS 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 1.5±1.9 ∆ 3.0±1.8 2.1±1.9 ∆ 1.6±1.5 ∆

FmTS 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 1.8±2.2 3.0±2.3 2.4±2.6 ∆ 1.7±2.5 ∆

FmTS 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 2.0±2.5 3.4±2.4 2.7±2.4 1.9±2.3 ∆

雷公藤多苷组 18.9 mg·kg － 1 0.0±0.0 0.0±0.0 1.5±1.7 ∆ 2.9±1.9 ∆ 2.5±1.8 1.6±1.7 ∆

注：与正常组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，∆ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，∆ P ＜ 0.05.

表 4　大叶千斤拔不同部位对大鼠足趾容积的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 4　Effect of different parts of Flemingia macrophylla Merr. on the volume of rats' toes (x±s，n ＝ 10)

组别 剂量
大鼠足趾容积 /mL

用药前 第 7 日 第 14 日 第 21 日 第 28 日 第 35 日

正常组 － 1.997±0.086 1.941±0.054 1.947±0.076 1.965±0.056 2.016±0.077 2.064±0.075

模型组 － 1.982±0.090 1.967±0.053 2.451±0.357** 2.751±0.389** 2.700±0.421** 2.666±0.377**

FmT 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 1.950±0.103 2.013±0.053 2.252±0.368 2.384±0.452 ∆ 2.489±0.570 2.475±0.589

FmT 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 1.956±0.078 1.936±0.052 2.242±0.288 2.465±0.403 2.383±0.395 2.399±0.316

FmT 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 1.937±0.095 1.980±0.042 2.157±0.189 2.369±0.306 ∆ 2.336±0.396 ∆ 2.302±0.256 ∆

FmTS 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 1.944±0.052 1.953±0.053 2.161±0.239 2.319±0.171 ∆ 2.286±0.207 ∆ 2.227±0.172 ∆∆

FmTS 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 2.005±0.070 1.953±0.050 2.252±0.319 2.511±0.469 2.433±0.437 2.356±0.367 ∆

FmTS 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 1.985±0.060 1.966±0.055 2.326±0.414 2.531±0.447 2.450±0.397 2.343±0.357 ∆

雷公藤多苷组 18.9 mg·kg － 1 1.963±0.061 1.950±0.060 2.263±0.354 2.417±0.238 ∆ 2.340±0.163 ∆ 2.259±0.174 ∆∆

注：与正常组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，∆ P ＜ 0.05，∆∆ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，∆ P ＜ 0.05，∆∆ P ＜ 0.01.

高；与模型组比较，大叶千斤拔根中、高剂量组
明显降低大鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量，大

叶千斤拔根茎低剂量组能明显降低大鼠血清 IL-
1β、IL-6 含量，结果见表 5。

表 5　大叶千斤拔不同部位对大鼠血清炎症因子的影响 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 5　Effect of different parts of Flemingia macrophylla Merr. on serum inflammatory factors in rats (x±s，n ＝ 10)
组别 剂量 IL-1β/（pg·mL － 1） IL-6/（pg·mL － 1） TNF-α/（pg·mL － 1）

正常组 － 260.5±88.5 139.1±82.2 372.6±223.2
模型组 － 678.2±311.8** 397.3±134.9** 740.4±220.0**

FmT 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 524.9±212.4 295.3±128.2 530.7±212.2 ∆

FmT 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 433.0±147.4 ∆∆ 270.4±127.9 ∆ 456.2±262.2 ∆∆

FmT 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 502.3±143.7 ∆ 234.1±126.3 ∆∆ 514.6±174.4 ∆

FmTS 低剂量组   2.7 g 生药·kg － 1 480.0±129.1 ∆ 290.3±171.0 ∆ 603.0±261.5
FmTS 中剂量组   5.4 g 生药·kg － 1 527.5±208.2 298.8±124.3 580.5±234.8
FmTS 高剂量组 10.8 g 生药·kg － 1 605.3±187.5 304.6±71.7 710.7±131.6
雷公藤多苷组 18.9 mg·kg － 1 492.1±132.7 ∆ 283.7±138.5 ∆ 673.7±140.1

注：与正常组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，∆ P ＜ 0.05，∆∆ P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，∆ P ＜ 0.05，∆∆ P ＜ 0.01.

2.6　踝关节组织病理学检查

　　采血后处死大鼠，取左后足踝关节部位置于
10% 甲醛溶液中进行固定，并用 10% 乙二胺四乙
酸二钠脱钙液进行脱钙处理，脱钙完成后，进行
石蜡包埋，常规切片，HE 染色，光学显微镜下

观察关节腔中滑膜组织、软骨组织病变情况。结
果显示，正常组大鼠踝关节结构完整，未见系膜
增生，系膜下未见炎症细胞浸润，血管增生，关
节软骨表面光滑，关节软骨及软骨下骨质无破坏，
关节间隙正常。模型组动物踝关节系膜增生，系
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膜下炎症细胞浸润，纤维结缔组织和小血管增生，
代替原有脂肪组织，软骨结构破坏，纤维结缔组
织增生；各药物病变类型与模型组相似，但病变
程度明显降低，镜下观察动物踝关节滑膜增生及
炎症细胞浸润减少，纤维结缔组织和小血管增生
减少，软骨结构破坏减轻。病变程度按大叶千斤
拔根低剂量组、大叶千斤拔根中剂量组、大叶千
斤拔根茎中剂量组、大叶千斤拔根茎高剂量组、
大叶千斤拔根高剂量组、雷公藤多苷组和大叶千
斤拔根茎低剂量组依次降低。病理结果表明大叶
千斤拔根、大叶千斤拔根茎对类风湿关节炎模型
大鼠均有一定的治疗效果，其中大叶千斤拔根茎
低剂量组治疗效果最佳，病理图片见图 2 ～ 3。

图 2　类风湿关节炎模型大鼠关节滑膜组织病理学图片（HE，
×200）
Fig 2　Histopathological image of synovium of rheumatoid arthritis 
model rats（HE，×200）
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. FmT 低剂

量组（FmT low-dose group）；D. FmT 中剂量组（FmT medium-dose 
group）；E. FmT 高剂量组（FmT high-dose group）；F. FmTS 低剂

量组（FmTS low-dose group）；G. FmTS 中剂量组（FmTS medium- 
dose group）；H. FmTS 高剂量组（FmTS high-dose group）；I. 雷公

藤多苷片组（tripterygium wilford Ⅱ polyglycoside tablet group）

2.7　统计分析
　　采用 SPSS 23.0 软件进行数据统计，实验数
据以均值 ±标准差（x±s）表示，多组间比较采
用单因素方差进行统计分析，两组间比较采用独
立样本 t 检验；P＜ 0.05表示差异具有统计学意义。
3　讨论
　　类风湿关节炎是一种以炎症和关节病变为特
征的自身免疫性疾病，表现为关节的疼痛、肿胀、
僵硬和滑膜炎（滑膜炎症），严重时可导致关节畸
形和功能丧失 [15-16]。该病的病理特点为滑膜增生、
血管翳形成以及骨和软骨破坏 [17]。CIA 与人类
RA 有许多相似的病理和免疫学特征，CIA 模型
的两个特点：即突破耐受性及产生针对自身和胶

原蛋白的自身抗体，使 CIA 成为 RA 研究的金标
准体内模型 [18-20]。RA 的临床治疗主要是化学药
物（如非甾体抗炎药、抗风湿药、糖皮质激素等）
和生物制剂，然而，生物制剂价格昂贵，而化学
药物往往有不良反应，如心血管和胃肠道出血风
险、肝肾毒性、生长抑制、感染和肿瘤风险等 [21]。
中医学将 RA 归属于“痹症”“鹤膝风”等范畴，
在治疗上以“治未病”以及“辨证论治”为诊疗特
点，中药在临床使用上具有缓解疼痛、减轻药物
不良反应、提高生活质量等方面的作用 [22]。大叶
千斤拔始载于清朝吴其濬所编《植物名实图考》，
是我国多民族常用药材，具有祛风除湿、强筋健
骨、抗炎镇痛等作用 [23-24]，为妇科千金片、正骨
水等很多大品种中成药的主要原料。
　　本研究通过建立 CIA 模型，给予不同剂量的
大叶千斤拔根水提物或大叶千斤拔根茎水提物，
观察不同部位的大叶千斤拔对类风湿关节炎的治
疗作用。实验结果表明，致炎第 10 日，模型组
大鼠相继出现关节炎症状，致炎第 14 日，足背
及踝关节部位肿胀明显，部分动物出现关节变
形，活动及饮食减少，体重下降，关节炎指数显
著升高。药物干预后，大叶千斤拔根、大叶千斤
拔根茎各剂量组大鼠体重增长较快，关节炎评分
及关节肿胀程度明显降低。镜下观察动物各组织
病变明显减轻，大叶千斤拔根随着剂量增加症状
改善越明显，大叶千斤拔根茎低剂量的治疗效果

图 3　类风湿关节炎模型大鼠关节软骨组织病理学图片（HE，
×200）
Fig 3　Histopathological image of articular cartilage of rheumatoid 
arthritis model rats（HE，×200）
A. 正常组（normal group）；B. 模型组（model group）；C. FmT 低剂

量组（FmT low-dose group）；D. FmT 中剂量组（FmT medium-dose 
group）；E. FmT 高剂量组（FmT high-dose group）；F. FmTS 低剂

量组（FmTS low-dose group）；G. FmTS 中剂量组（FmTS medium- 
dose group）；H. FmTS 高剂量组（FmTS high-dose group）；I. 雷公

藤多苷片组（tripterygium wilford Ⅱ polyglycoside tablet group）
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最佳，进一步说明大叶千斤拔根、大叶千斤拔根
茎对类风湿关节炎具有较好的防治作用。
　　已有研究表明 TNF-α 和 IL-1β 参与 RA 的发
生发展全过程，是 RA 发病机制中重要的促炎细
胞因子 [25]。高浓度的 TNF-α 引起临床症状，对关
节组织造成一定的破坏，同时可促进滑膜细胞中
IL-6 表达上升，诱导破骨细胞的生成，同时也能
诱导其他炎症介质的生成，进一步加重对骨组织
的破坏 [26-28]。实验大叶千斤拔根、大叶千斤拔根
茎能明显降低大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6
的含量，从而抑制 RA 的发展。
　　综上所述，大叶千斤拔根、大叶千斤拔根茎
能降低类风湿关节炎大鼠血清中炎症因子 IL-1β、
IL-6、TNF-α 及水平关节炎指数分值，减轻足趾
肿胀程度，各给药组能不同程度地改善大鼠的踝
关节病变程度，说明大叶千斤拔根、大叶千斤拔
根茎对类风湿模型大鼠具有明显的治疗作用，作
用机制可能与 T 细胞及相关细胞因子的调节相关，
具体作用机制有待进一步研究。本研究主要从大
叶千斤拔的根及根茎混合物出发，探讨其对类风
湿关节炎模型大鼠的治疗作用，但对于大叶千斤
拔茎的药理作用未进行相应的研究，后续可对大
叶千斤拔茎的药理作用及机制进行更深入的探讨，
以期能对大叶千斤拔药材进行更好的开发利用。
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葛根芩连片配伍后葛根素在大鼠体内药动学研究

胡江玲1，周睿1，吴睿2，陶善敏1，陈冠军3，4，冯蕊1，4，汪生3，4*（1. 安徽医科大学药学院，合肥　

230032；2. 安徽医科大学第一临床学院，合肥　230032；3. 安徽医科大学科研实验中心，合肥　230032；4. 炎症免疫性疾病安徽

省实验室，合肥　230032）

摘要：目的　建立测定血浆中葛根素浓度的 UPLC-MS/MS 方法，探究葛根芩连片复方配伍对

葛根素在大鼠体内的药动学行为的影响。方法　采用甲醇沉淀蛋白法处理血浆样品，以 Waters 
Acquity UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）进行分离；电喷雾负离子化平行反

应离子监测模式检测。结果　血浆中葛根素质量浓度在 2.500 ～ 300.0 ng·mL－ 1 与色谱响应线

性关系良好，最低定量限为 2.500 ng·mL－ 1，经方法学验证符合生物样本分析要求。大鼠灌

胃葛根芩连片、葛根单味药和葛根素对照品后，Cmax 分别为（208.2±51.29）、（81.04±11.71）、

（88.40±10.79）μg·L－ 1，tmax 分 别 为（0.5±0.0）、（0.6±0.4）、（0.2±0.0）h，t1/2 分 别 为

（2.1±0.1）、（1.7±0.1）、（2.0±0.3）h，AUC0 ～ 8 分 别 为（186.3±18.98）、（140.0±21.45）、

（124.2±44.04）μg·h·L－ 1，AUC0 ～∞分别为（199.0±16.85）、（144.3±22.42）、（133.1±44.90）
μg·h·L－ 1。结论　成功建立了血浆中葛根素的 UPLC-MS/MS 测定方法，葛根芩连片复方配

伍能够改善制剂中主成分葛根素在体内的代谢行为，具有协同增效的作用。

关键词：葛根素；葛根芩连片；葛根；比较药动学

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2932-06
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Pharmacokinetics of puerarin in Gegen Qinlian tablets in compatibility 
with other drugs

HU Jiang-ling1, ZHOU Rui1, WU Rui2, TAO Shan-min1, CHEN Guan-jun3, 4, FENG Rui1, 4, WANG Sheng3, 4* 
(1. School of Pharmacy, Anhui Medical University, Hefei  230032; 2. The First Clinical Medical College, 
Anhui Medical University, Hefei  230032; 3. Center for Scientific Research of Anhui Medical University, Hefei  
230032; 4. Inflammation and Immune Mediated Disease Laboratory of Anhui Province, Hefei  230032)

Abstract: Objective  To establish an LC-MS method to determine the concentration of puerarin in the 
plasma, and determine the effect of compound compatibility of puerarin in Gegen Qinlian tablets on 
the pharmacokinetics in rats. Methods  Plasma samples were separated by Waters Acquity UPLC HSS 
T3 column (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) after protein precipitation by methanol. Results  Puerarin was 
determined by negative ion electrospray ionization in parallel reaction monitoring mode. Puerarin in the 
plasma showed a good linearity at 2.500 ～ 300.0 ng·mL－ 1 with an lower limit of quantification of 2.500 
ng·mL－ 1. The method validation met the criteria for bio-sample analysis. The main pharmacokinetic 
parameters of single-dose Gegen Qinlian tablets, Puerariae Lobatae Radix and puerarin in the rats were as 
follows: Cmax (208.2±51.29), (81.04±11.71), and (88.40±10.79) μg·L－ 1; tmax (0.5±0.0), (0.6±0.4), 
and (0.2±0.0) h; t1/2 (2.1±0.1), (1.7±0.1), and (2.0±0.3) h; AUC0 ～ 8 (186.3±18.98), (140.0±21.45), 
and (124.2±44.04) μg·h·L－ 1; AUC0 ～ ∞ (199.0±16.85), (144.3±22.42), and (133.1±44.90) 
μg·h·L－ 1. Conclusion  The UPLC-MS/MS method for the determination of puerarin in the plasma is 
established successfully. Compound compatibility of Gegen Qinlian tablets help improve the metabolic 
behavior of puerarin in vivo, with an obvious synergistic effect. 
Key words: puerarin; Gegen Qinlian tablet; Puerariae Lobatae Radix; comparative pharmacokinetics
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　　葛根是一种药用价值极高的中药材，其药理活
性成分主要是异黄酮类化合物，而葛根素是葛根药
材中含量最高的异黄酮化合物。现代药理学研究表
明，葛根素具有保护心脑血管、神经细胞的作用，
还可用于癌症、帕金森病、阿尔茨海默病和糖尿病
等疾病的治疗，对人类健康有重要意义 [1-4]。
　　葛根芩连片是由葛根、黄芩、黄连、炙甘草
4 味药材组成的复方制剂，最早出自《伤寒论》
的葛根芩连汤 [5-6]，且收录在 2020 年版《中国药
典》。葛根芩连片具有解肌清热、止泻止痢作
用 [7]，是当前中药治疗急性腹泻的经典方剂。药
物的配伍可以影响药物的作用及药物的体内外过
程，故对药动学参数的影响十分显著 [8]。关于葛
根素配伍对药动学的影响，袁丽君等 [9] 采用高效
液相色谱（HPLC）法，进行黄芪 - 葛根和单用葛
根素在糖尿病大鼠体内的药动学比较，结果表明
配伍后糖尿病大鼠对葛根素的吸收显著加快，有
利于发挥其治疗作用。赵洁等 [10] 采用 HPLC 法探
究了葛根素与葛根提取物的药动学差异，发现两
者之间的药动学行为存在较大差异，且葛根提取
物中的某些成分可加快体内葛根素的清除，从而
缩短其在体内的平均滞留时间。目前关于葛根芩
连片复方配伍中葛根素药动学行为的研究报道少
见，故本研究对葛根芩连片配伍后葛根素在大鼠
体内比较药动学进行研究。
　　液相色谱 - 质谱联用技术（LC-MS）以液相
色谱作为分离系统，质谱为检测系统，灵敏度
高、选择性好，可以简单有效地分析出血浆药物
浓度 [11]。本研究针对葛根芩连片、葛根和葛根
素开展大鼠体内的比较药动学研究，建立 UPLC-
MS/MS 法测定大鼠血浆中葛根素浓度，方法简
单、灵敏。
1　材料

1.1　试药

　　葛根芩连片（广西泰诺制药有限公司，规格：
0.3 g，批号：210401）；葛根饮片（安徽医科大
学第一附属医院）；葛根素（杨凌慈缘生物技术
有限公司，纯度：98%，批号：202104）；内标
物马鞭草苷（成都埃法生物科技有限公司，批号：
AF20050914，纯度：99.96%）；甲醇、乙腈为质
谱纯（赛默飞世尔科技）；羧甲基纤维素钠（CMC-
Na）；自制去离子水；其他试剂均为分析纯。
1.2　仪器 
　　Thermo Q-Exactive plus 四极杆 - 静电场轨道
阱高分辨质谱仪、Dionex Ultimate 3000 超高效液

相色谱仪（美国赛默飞公司）；Waters ACQUITY 
UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm，
美国沃特世公司）；BS 210S 型电子分析天平（十万
分之一，德国赛多利斯公司）；5424R 台式高速冷
冻离心机（美国艾本德公司）；WX-80A 超声波清
洗机（海门其林贝尔公司）；XW-80C 型涡旋混合
器（上海医科大学仪器厂）；Milli-Q Integral 5 超纯
水系统（美国密理博公司）。
1.3　动物

　　SPF 级雄性 SD 大鼠，体重 180 ～ 200 g，安徽
医科大学动物实验中心提供。动物饲养于安徽医科
大学动物实验中心，饲养温度为（23±3）℃，湿度
为 40% ～ 70%，12 h 照明。实验前动物禁食过夜
12 h，自由饮水。所有动物实验符合实验室动物饲
养和使用指导原则，并经安徽医科大学动物实验伦
理委员会通过（批文编号为 LLSC20211192）。
2　方法和结果

2.1　色谱和质谱条件 
　　 采 用 Waters ACQUITY UPLC HSS T3 色 谱
柱，流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液，B 为乙腈，线
性梯度（A∶B）洗脱 [0 min（80∶20）→ 1.5 min
（80∶20）→ 2.0 min（40∶60）→ 3.1 min（40∶60）
→ 3.4 min（80∶20）→ 4.0 min（80∶20）]；流速：
0.25 mL·min－ 1，柱温：35℃。电喷雾负离子化，
喷雾电压：4.50 kV，毛细管温度：350℃，雾化
氮气压力：350 kPa，辅助气压力：70 kPa，离子
扫尾气压力：3.5 kPa。平行反应监测（PRM）模
式，葛根素母离子 [M － H]－＝ 415.10346，定量
子离子选择 295.0606；内标马鞭草苷母离子 [M ＋

HCOO]－＝ 433.1352，定量子离子选择 225.0763。
碰撞能量 NCE 为 15/25/35 eV。
2.2　溶液配制

2.2.1　葛根素工作液　精密称取葛根素对照品约
10 mg，置 100 mL 量瓶中，以甲醇为溶剂溶解，
定容至刻度，摇匀，作为储备液。再分别定量稀
释成 5.000、15.00、30.00、75.00、150.0、300.0、
600.0 ng·mL－ 1 标准曲线工作液。
2.2.2　内标工作液　精密称取 5.00 mg 马鞭草苷
对照品，置 20 mL 量瓶中，以甲醇为溶剂溶解，
定容至刻度，摇匀，作为储备液，再定量稀释配
制成 150.0 ng·mL－ 1 的内标工作液。
2.2.3　葛根芩连片供试品溶液　葛根芩连片研磨
成细粉，精密称取粉末约 0.2 g，加入 70% 甲醇
20 mL，超声 30 min 后 12 000 r·min － 1 离心 10 
min，0.22 μm 微孔滤膜过滤。
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2.2.4　葛根供试品溶液　葛根饮片研磨成细粉，
精密称取粉末 0.1 g，加入 50 mL30% 乙醇，加
热回流 30 min，放冷，补足减失的重量，12 000 
r·min － 1 离心 10 min，0.22 μm 微孔滤膜过滤。
2.3　血浆样品处理方法 
　　精密吸取 EDTA-2Na 稳定化血浆样品 60 µL，
置 1.5 mL 聚塑离心管中，精密加入乙腈（在标准
曲线与质量控制样品制备时加入葛根素工作液）
30 µL，精密加入内标工作液 30 µL，涡旋混匀
30 s，加入甲醇 150 µL，涡旋混匀 2 min 后，12 
000 r·min － 1 离心 10 min，取上清液氮气流下吹
干，加入 30% 甲醇 80 µL 溶解，12 000 r·min － 1

离心 20 min，取上清液 50 µL 至带支架的玻璃内
衬管中供 LC-MS/MS 分析。
2.4　方法学考察

2.4.1　专属性　分别测定大鼠的空白血浆、加标
准溶液和内标溶液的空白血浆样本、内标处理后
的葛根芩连片组（0.5 h）血浆样本。葛根素和内
标马鞭草苷的保留时间分别约为 2.91 min 和 2.63 
min，且内源性物质无干扰。典型色谱图见图 1。
2.4.2　标准曲线及定量下限　精密量取空白血
浆 60 µL，分别精密加入各浓度葛根素对照品工
作液 30 µL，配制成葛根素质量浓度分别为 2.5、
7.5、15.0、37.5、75.0、150.0、300.0 ng·mL－ 1

的系列血浆标准样本，自加入内标溶液开始，按
“2.3”项下方法操作，记录色谱图。以葛根素峰
面积 As 和内标峰面积 Ar 的比值 R（As/Ar）对葛
根素质量浓度 C（ng·mL－ 1）进行权重回归（1/
C2）。结果表明，葛根素血浆浓度在 2.500～ 300.0 
ng·mL－ 1 与色谱响应线性关系良好，回归方程
为：R ＝ 0.0681C ＋ 0.1414（r ＝ 0.9935），最低
定量限为 2.500 ng·mL－ 1。
2.4.3　 精 密 度 和 准 确 度　 在 7.500 和 150.0 
ng·mL－ 1 两个浓度水平下分别考察了血浆样本的
基质效应、绝对回收率；在 2.500、7.500、75.00
和 150.0 ng·mL－ 1 4 个浓度水平下，分别考察了
精密度和准确度，结果见表 1 及表 2。表明建立的
方法无明显基质效应，绝对回收率稳定，方法的
精密度和准确度良好，符合生物样品定量分析方
法验证指导原则的要求 [12]。
2.4.4　稳定性　考察血浆质控样品于－ 20℃保存
10 d、经 3 次冻融和室温放置 2 h，处理后的血浆
样品进样器（4℃）放置 8 h 的稳定性，结果见表
3。表明在以上 4 种条件下，葛根素的浓度均无
明显改变，稳定性良好。

2.5　葛根芩连片和葛根饮片中葛根素的含量测定 
　　参照“2.2”项下方法，分别配制葛根芩连片
供试品溶液（10.00 mg·mL－ 1）、葛根供试品溶液
（2.000 mg·mL－ 1）和葛根素对照品溶液（80.00 
μg·mL－ 1），参照 2020 年版《中国药典》第四部
中测定葛根芩连片和葛根中葛根素的含量方法，
分别对两种供试品中葛根素的含量进行测定。结
果采用峰面积进行外标法计算，葛根芩连片和葛
根饮片中葛根素的含量分别为 4.09% 和 4.80%，
均高于药典的最低限度，表明药材合格，该含量
也为下一步药动学实验的给药剂量提供依据。
2.6　大鼠药动学应用 
　　SPF 级雄性 SD 大鼠 18 只，随机分为 3 组，
灌胃前 12 h 禁食禁水。第一组灌胃葛根芩连片
102.9 mg·kg－ 1（按人用临床等效日剂量进行换
算，相当于葛根素 4.21 mg·kg－ 1，药片研碎后加
0.9% CMC-Na 溶液溶解配制），第二组葛根饮片
87.71 mg·kg－ 1（按葛根芩连片人用临床等效日剂

图 1　血浆中葛根素和内标的 UPLC-MS/MS 分析典型图

Fig 1　UPLC-MS /MS chromatograms of puerarin and IS in plasma
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 空白血浆＋葛根素（2.5 ng·mL－ 1）＋

内 标（75.0 ng·mL－ 1）（blank plasma sample spiked with puerarin at 2.5 
ng·mL－ 1 and IS at 75.0 ng·mL－ 1）；C. 空白血浆＋葛根素（150.0 
ng·mL－ 1）＋内标（75.0 ng·mL－ 1）（blank plasma sample spiked with 
puerarin at 150.0 ng·mL－ 1 and IS at 75.0 ng·mL－ 1）；D. 大鼠灌胃葛根

芩连片后 0.5 h（puerarin in rat plasma at 0.5 h after a single dose）
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量进行换算，相当于葛根素 4.21 mg·kg－ 1，饮片
研磨成粉后加 0.9% CMC-Na 溶液溶解，离心后取
上清液，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过获得），第三组
灌胃葛根素对照品 4.21 mg·kg－ 1（葛根素溶解于
0.9% CMC-Na 溶液获得）。于给药前（0 h）及给药
后 0.083、0.167、0.500、0.750、1、2、3、4、6、
8 h 采集大鼠静脉血 0.3 mL 至肝素化离心管中，立
即用冰水浴冷却，经 4000 r·min－ 1 离心 5 min，
分离血浆，于－ 20℃冰箱中保存。照“2.3”项下
方法处理后检测，采用葛根素和内标峰面积比值，
代入标准曲线回归计算血药浓度，采用 WinNonlin 
7.0 软件，非房室模型计算药动学参数，平均血药
浓度 - 时间曲线见图 2，药动学参数结果见表 4。
3　讨论

3.1　检测方式的选择

　　在葛根定性研究中，发现葛根中含有葛根素
的同分异构体大豆苷（C21H20O9），其母核与葛根
素母核相同。葛根素的二级质谱图特征碎片为
267.0662 和 295.0611，大豆苷的二级质谱图特征
碎片为 252.0425 和 295.0634，两者的二级质谱差
异与文献报道一致 [13]。在开展葛根素药动学研究

时，若采用 HPLC-UV 或三重四极杆质谱作为检
测器，检测结果可能会受到大豆苷元的干扰。因
此本研究采用静电场轨道阱高分辨质谱的 PRM
模式，通过二级质谱图的高分辨精密分子量，可
区分葛根素和大豆苷，提高葛根素药动学定量检
测的准确性。

图 2　大鼠灌胃葛根芩连片、葛根单味药和葛根素对照品后的平均

血药浓度 - 时间曲线

Fig 2　Average plasma concentration-time curves of puerarin in rat 
plasma after the single oral dose of Gegen Qinlian tablets，Puerariae 
Lobatae Radix and puerarin

3.2　色谱和质谱参数优化

　　葛根素的极性偏大，研究比较了 Waters BEH 
C18 和 HSS T3 两种色谱柱，葛根素在 C18 色谱
柱上几乎无保留，而在 HSS T3 色谱柱上的保留
时间适宜，有利于改善基质效应与增加检测的灵
敏度。葛根素和内标马鞭草苷在正离子模式下响
应弱，负离子模式下响应较强。PRM 模式定量方
式可以同时实现定性和定量的能力，其灵敏度可
以满足本研究需求。
3.3　样本前处理

　　葛根素的极性偏大，不宜采取液液萃取的方
式。而蛋白沉淀法成本低、步骤少，结合预实验
表明葛根素的最高血药浓度在100～200 ng·mL－1。
在方法学验证过程中，60 μL 血浆经甲醇沉淀蛋白
后，取上清液氮吹之后复溶的方法在低、高浓度
质控样本的基质效应因子分别为 83.6% 和 89.3%，

表 1　葛根素血浆样品批内和批间准确度与精密度 
Tab 1　Precision and accuracy for the determination of puerarin in the plasma

加入浓度 /
（ng·mL － 1）

批次内（n ＝ 5） 批次间（n ＝ 15）

x±s 精密度 RSD/% 准确度 RE/% x±s 精密度 RSD/% 准确度 RE/%

    2.5 2.435±0.17 7.9   97.4 2.413±0.28 11.9   96.5

    7.5 7.583±0.06   0.85 104.7 7.589±0.19   2.6 104.8

75.0 76.63±1.03 1.5 102.2 75.99±1.64   2.2 101.3

150.0 152.9±1.56 1.1 101.9 153.3±2.44   1.7 102.2

表 2　葛根素血浆样品基质效应和回收率 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 2　Matrix effect and recovery for the determination of puerarin 

in the plasma (x±s，n ＝ 6)

加入浓度 / 
（ng·mL － 1）

绝对回收率 /% 相对回收率 /% 基质效应 /%

    7.5 75.94±3.61 79.35±5.20 83.63±0.80

150.0 67.19±4.03 72.22±3.61 89.29±2.45

表 3　血浆中葛根素稳定性考察 (n ＝ 6) 
Tab 3　Stability of puerarin in the plasma (n ＝ 6)

保存条件 加入浓度 /（ng·mL － 1） 准确度 /% RSD/%

－ 20℃保存 10 d 7.500 109.8 2.9

150.0 110.1 8.6

3 次冻融循环 7.500 107.9 5.6

150.0 113.0 4.6

室温放置 2 h 7.500 104.9 2.8

150.0 100.4 1.9

处理后进样器放置

8 h

7.500   95.0 4.8

150.0   85.8 8.4
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表明无明显的基质效应。方法的绝对回收率接近
70%，灵敏度可达 2.5 ng·mL－ 1，该前处理方法
可以满足葛根素的药动学研究的需求。
3.4　药动学特征讨论

　　葛根芩连片和葛根药材组中葛根素均呈现明
显的双峰吸收模式，可能原因如下：① 葛根素溶
解性差，灌胃给药采用 CMC-Na 作为助悬剂，混
悬给药，葛根素并不呈溶解状态，在胃肠道内可
能缓慢溶解和溶出 [14]；② 胃液的 pH 值及胃排空
的速率 [15-16]；③ 葛根素在动物体内的肠肝循环现
象 [17]；④ 葛根素和大豆苷元（葛根素的苷元部
分）在动物体内互相代谢转换 [18-19]；⑤ 在前期葛
根定性研究中，葛根中含有一定量的大豆苷，大
豆苷和葛根素为同分异构体，在动物体内可能存
在葛根素 - 大豆苷元 - 大豆苷之间的相互代谢转
化 [20-21]；⑥ 葛根中其他异黄酮化合物也可能与葛
根素发生相互转换。
　　在相同条件下，葛根芩连片复方配伍后葛根素
的 Cmax 提高了约 2.5 倍，该药动学参数变化最为明
显，差异具有统计学意义；AUC0 ～ 8 较葛根单味药
材和葛根素明显增加，证明配伍后葛根素的吸收明
显加快，能够显著增加葛根素在大鼠血浆中的血药
浓度。根据图 3 及表观分布容积的差异，可知配
伍后药物在体内的分布加快，使药物能够更快地到
达相应的组织。表观清除率在配伍后明显减小，证
明配伍后葛根素的清除速率降低，药物作用时间延
长。此外，血浆消除半衰期也有所延长。综上，葛
根芩连片配伍后具有明显的增效作用。

　　本研究通过比较药动学方法，证明了葛根芩
连片复方配伍能够改善制剂中主成分在体内的代
谢行为，证实中药配伍在用药中可起到增强疗效
的作用。葛根芩连片复方配伍导致葛根素在大鼠
体内的药动学参数变化的机制仍有待探索。此外，
在实际用药中，不同药物采用的剂型、辅料可能
不同，这些因素对于药物作用、药动学参数是否
产生影响，同样需要进一步思考。
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盐酸氨溴索溶液与 5 种常用雾化药物的配伍稳定性考察

郭思瑞，王月，王晶，徐文峰，金鹏飞*（北京医院药学部，国家老年医学中心，中国医学科学院老年医学研究

院，北京市药物临床风险与个体化应用评价重点实验室（北京医院），北京　100730）

摘要：目的　考察吸入用盐酸氨溴索溶液与 5 种临床常用雾化药物的配伍稳定性。方法　吸入

用盐酸氨溴索溶液与硫酸沙丁胺溶液、吸入用异丙托溴铵溶液、吸入用布地奈德混悬液、丙酸

氟替卡松雾化吸入用混悬液、吸入用丙酸倍氯米松混悬液配伍后，室温下于 0、2、4、6 h 观察

配伍液的外观变化，测定其 pH 值，并采用高效液相色谱法测定配伍液中各成分百分含量。结果
　5 种配伍组合在 6 h 内，外观均无明显变化，pH 值稳定，RSD 均在 1.0% 内。建立的高效液相

色谱法中，6 个成分的线性关系良好，专属性强，精密度、重复性及稳定性的 RSD 均小于 2.0%，

加样回收率良好，符合方法学要求，配伍组合中各成分 6 h 内峰面积变化 RSD 均小于 1.0%。结
论　吸入用盐酸氨溴索溶液可与 5 种临床常用雾化药物稳定配伍，符合临床用药安全要求。

关键词：吸入用盐酸氨溴索溶液；配伍稳定性；雾化药物
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Compatible stability of ambroxol hydrochloride solution for inhalation with 
5 common nebulized drugs

GUO Si-rui, WANG Yue, WANG Jing, XU Wen-feng, JIN Peng-fei* (Department of Pharmacy, 
Beijing Hospital, National Center of Gerontology, Institute of Geriatric Medicine, Chinese Academy 
of Medical Sciences, Beijing Key Laboratory of Assessment of Clinical Drug Risks and Individual 
Application (Beijing Hospital), Beijing  100730)

Abstract: Objective  To determine the compatibility stability of ambroxol hydrochloride solution 
for inhalation with 5 common nebulized drugs. Methods  After ambroxol hydrochloride solution for 
inhalation was combined with salbutamol sulfate solution, ipratropium bromide solution, budesonide 
suspension, fluticasone propionate suspension and beclomethasone dipropionate suspension, the 
appearance changes of the mixtures at room temperature were observed at 0, 2, 4 and 6 h, respectively. 
The pH values were determined, and the percentage contents of each component in the mixed 
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　　盐酸氨溴索是一种临床常用的祛痰药，适用于
伴有痰液分泌异常及排痰困难的患者 [1-2]。临床上
多用于闭塞性细支气管炎、支气管扩张、肺炎等疾
病的治疗，且在多个呼吸系统疾病的诊疗指南和专
家共识中均有推荐 [3-5]。采用雾化祛痰的给药方式，
可使盐酸氨溴索快速到达气道，全身不良反应小，
尤其适合老人、儿童等配合治疗困难的患者 [6]。盐
酸氨溴索雾化祛痰治疗已在临床中广泛应用 [7-9]，
但仍存在配伍药物选择不适宜、超说明书用药等问
题 [10-12]。吸入用盐酸氨溴索溶液于 2019 年 7 月获
批上市，是国内首个氨溴索雾化专用剂型，可解决
临床中常将注射液剂型用于雾化的超说明书用药问
题。但盐酸氨溴索配伍药物的选择多为经验用药，
临床上常与β2 肾上腺素受体激动剂、M 胆碱受体
阻滞药以及糖皮质激素类药物配伍使用，用于黏液
高分泌及痰液排出异常等多种呼吸系统疾病。吸入
用盐酸氨溴索溶液作为新上市的剂型，相关配伍稳
定性研究属于空白阶段。为了促进其规范、合理使
用，本研究模拟吸入用盐酸氨溴索溶液与临床代表
性雾化药物β2 肾上腺素受体激动剂吸入用硫酸沙
丁胺醇溶液、M 胆碱受体阻滞药吸入用异丙托溴铵
溶液、糖皮质激素类药物吸入用布地奈德混悬液、
丙酸氟替卡松雾化吸入用混悬液、吸入用丙酸倍氯
米松混悬液进行配伍 [13]，通过考察配伍药物的外
观、pH 值及含量变化，以确定吸入用盐酸氨溴索
溶液的配伍稳定性，为临床用药安全提供参考。
1　材料

1.1　仪器 
　　Waters e2695 型高效液相色谱仪（美国 Waters
公司）；KQ-300DB 型超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司）；Mettler Toledo XP205 型电子天平、
Mettle Toledo Seven Multi 型 pH 测试仪（梅特勒）。
1.2　试药

　　硫酸沙丁胺醇（批号：100328-201804，纯度：

99.4%）、盐酸氨溴索（批号：100599-201905，纯度：
99.9%）、异丙托溴铵（批号：100522-201802，纯度：
95.8%）、布地奈德（批号：100989-201502，纯度：
98.9%）、丙酸氟替卡松（批号：510021-201702，
纯度：99.8%）及丙酸倍氯米松（批号：100119-
201805，纯度：98.8%）（中国食品药品检定研究院）。
吸入用硫酸沙丁胺醇溶液（葛兰素史克，批号：
FW0553，规格：2.5 mL/5 mg）；吸入用盐酸氨溴索
溶液（北京韩美药品有限公司，批号：067220181，
规格：2 mL/15 mg）；吸入用异丙托溴铵溶液（勃
林格殷格翰，批号：0981213，规格：2 mL/0.25 
mg）；吸入用布地奈德混悬液（阿斯利康，批号：
327258；规格：2 mL/1 mg）；丙酸氟替卡松雾化吸
入用混悬液（葛兰素史克，批号：GM6842，规格：
2 mL/0.5 mg）；吸入用丙酸倍氯米松混悬液（意大
利凯西制药公司，批号：1118278，规格：2 mL/0.8 
mg）。甲醇、乙腈、磷酸为色谱纯；水为纯净水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　 色 谱 柱 选 择 InertSustain C18 色 谱 柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 0.02 mol·L－ 1 磷
酸二氢钠溶液（pH 3.2）（A）- 乙腈（B），梯度洗
脱程序见表 1；检测波长为 210 nm、246 nm；流
速为 1.0 mL·min－ 1；进样体积为 10 μL；柱温为
30℃；经过 0.22 μm 孔径滤膜滤过后进样。

表 1　梯度洗脱程序 
Tab 1　Gradient program of mobile phase

时间 /min A/% B/%
0 85 15

  5.0 70 30
  6.0 58 42
10.0 58 42
16.0 35 65
34.0 35 65
36.0 85 15

solutions were determined by high performance liquid chromatography. Results  The appearance of 
the 5 combinations had no obvious change within 6 h, the pH values were stable, and the RSDs were 
within 1.0%. In the established high performance liquid chromatography method, the linearity and 
specificity of the 6 components were satisfactory, and the RSDs of precision, repeatability and stability 
were less than 2.0%. The spiked recovery were good, all meeting the methodological requirements. 
The RSD of the peak area change of each component in the compatibility combinations within 6 h 
were less than 1.0%. Conclusion  The ambroxol hydrochloride solution for inhalation can be stably 
compatible with 5 common nebulized drugs, which can meet the requirements of clinical safety. 
Key words: ambroxol hydrochloride solution for inhalation; compatible stability; nebulization drug
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2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液　精密称取硫酸沙丁胺醇 100.2 
mg、异丙托溴铵 5.1 mg、盐酸氨溴索 300.1 mg、
布地奈德 20.5 mg、丙酸氟替卡松 10.5 mg 和丙酸
倍氯米松 16.1 mg，置于 100 mL 量瓶中，用 80%
甲醇水溶解并定容至刻度，摇匀，制成对照品储备
液。精密量取对照品储备液 1.25、2.5、5.0、10.0、
20.0 mL，分别置于 20 mL 量瓶中，加入 80% 甲
醇水至刻度，制成系列混合对照品溶液（硫酸沙
丁胺醇：62.63 ～ 1002 μg·mL－ 1；异丙托溴铵：
3.188～51.00 μg·mL－1；盐酸氨溴索：0.1876～3.001 
mg·mL－ 1；布地奈德：12.81 ～ 205.0 μg·mL－ 1；
丙酸氟替卡松：6.563 ～ 105.0 μg·mL－ 1；丙酸倍
氯米松：10.06 ～ 161.0 μg·mL－ 1）。
2.2.2　样品混合溶液　精取硫酸沙丁胺醇溶液 2.5 
mL，异丙托溴铵溶液、盐酸氨溴索溶液、布地奈德
混悬液、丙酸氟替卡松混悬液、丙酸倍氯米松混悬
液各 2.0 mL，置于 20 mL 量瓶中，加适量甲醇，振
荡使溶解，甲醇稀释并定容至刻度，混匀，即得。
2.2.3　阴性样品溶液　根据药品说明书中的辅料
成分，配制不含待测成分的阴性样品溶液，按照
“2.2.2”项下操作，即得。
2.2.4　配伍液制备　在室温条件下，取 6 种待测药物
各 1 支，分别按表 2 进行配伍，振荡混匀，考察配伍

液的外观及 pH 值变化。再分别精密量取硫酸沙丁胺
醇溶液 2.5 mL，异丙托溴铵溶液、盐酸氨溴索溶液、
布地奈德混悬液、丙酸氟替卡松混悬液、丙酸倍氯米
松混悬液各 2.0 mL，按照表 2 进行组合，置于 20 mL
量瓶中，甲醇稀释并定容至刻度，混匀，0.22 μm 滤
膜过滤后进样，用于配伍液中药物含量考察。

表 2　临床常用配伍组合 
Tab 2　Common clinical combinations

No 配伍组别

1 吸入用盐酸氨溴索溶液＋吸入用硫酸沙丁胺醇溶液

2 吸入用盐酸氨溴索溶液＋吸入用硫酸沙丁胺醇溶液＋

吸入用异丙托溴铵溶液

3 吸入用盐酸氨溴索溶液＋吸入用硫酸沙丁胺醇溶液＋

吸入用布地奈德混悬液

4 吸入用盐酸氨溴索溶液＋吸入用硫酸沙丁胺醇溶液＋

丙酸氟替卡松雾化吸入用混悬液

5 吸入用盐酸氨溴索溶液＋吸入用硫酸沙丁胺醇溶液＋

吸入用丙酸倍氯米松混悬液

2.3　专属性考察

　　分别取阴性样品溶液、混合对照品溶液和供
试品溶液进样分析，考察样品中辅料和其他成分
对待测成分色谱峰是否存在干扰。结果显示：样
品中辅料和其他成分不干扰硫酸沙丁胺醇、异丙
托溴铵、盐酸氨溴索、布地奈德、丙酸氟替卡松
和丙酸倍氯米松的测定（见图 1）。

图 1　高效液相色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram
1. 硫酸沙丁胺醇（salbutamol sulfate）；2. 异丙托溴铵（ipratropium bromide）；3. 盐酸氨溴索（ambroxol hydrochloride）；4. 布地奈德

（budesonide）；5. 丙酸氟替卡松（fluticasone propionate）；6. 丙酸倍氯米松（beclometasone dipropionate）

2.4　系统适用性、线性与灵敏度考察

　　取“2.2.1”项下中间浓度的对照品溶液连续进
样 6 次，记录平均理论塔板数和对称因子，考察方
法的系统适用性。将“2.2.1”项下系列浓度对照品

溶液进样分析，记录色谱峰面积。以峰面积为纵坐
标（y），待测物的质量浓度（mg·mL－ 1）为横坐
标（x），采用线性行回归分析，得到待测物的标准
曲线方程。将对照品溶液逐级稀释后，以信噪比
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2.5　精密度、重复性和稳定性考察

　　取“2.2.1”项下中间浓度的对照品溶液连续
进样 6 次，测得各成分峰面积的相对标准偏差
（RSD）作为精密度。结果显示硫酸沙丁胺醇、异
丙托溴铵、盐酸氨溴索、布地奈德、丙酸氟替卡
松及丙酸倍氯米松峰面积的 RSD 分别为 1.0%、
0.82%、0.77%、0.92%、0.86%、0.89%（n ＝ 6），
表明仪器精密度良好。按照“2.2.2”项下方法，平
行制备 6 份样品混合溶液，结果显示 6 种成分峰
面积的 RSD 分别为 0.16%、0.23%、0.12%、0.18%、
0.30%、0.14%（n ＝ 6），表明方法重复性良好。
将上述样品混合溶液置于自动进样器中，分别于
0、12、24 h 进样分析，结果显示 6 种成分峰面积
的 RSD 分别为 0.13%、0.090%、0.080%、0.37%、
0.60%、0.15%，表明待测样品在 24 h 内含量稳定。
2.6　回收率考察

　　精密量取硫酸沙丁胺醇溶液 2.5 mL，异丙托溴
铵溶液、盐酸氨溴索溶液、布地奈德混悬液、丙酸
氟替卡松混悬液、丙酸倍氯米松混悬液各 2.0 mL，
置于 50 mL 量瓶中，分别精密加入 4.0、5.0 和 6.0 
mL 对照品储备液，配制成低、中、高浓度的加样回
收溶液，按照“2.1”项下色谱条件进行测定，记录色
谱峰面积，计算平均回收率。结果显示，各成分低、
中、高浓度的平均回收率分别在 98.2% ～ 100.2%、
98.8% ～ 101.7%、99.2% ～ 101.8%，RSD 均＜ 1.0%，
符合方法学要求。
2.7　配伍稳定性考察

2.7.1　外观及 pH 值变化　按照“2.2.4”项下方法
制备用于外观和 pH 考察的配伍液，每组平行制
备 6 份，分别于 0、2、4、6 h 用目测法观察配伍
溶液的外观变化，并在上述时间点测定各组溶液
的 pH 值。结果显示盐酸氨溴索与 5 种配伍药物
在 6 h 内外观无肉眼可见明显变化。药物配伍后
6 h 内 pH 值稳定，RSD 均＜ 1.0%。

2.7.2　药物含量变化　按“2.2.4”项下方法制备用于
含量测定的配伍液，每组平行制备 6 份，分别于 0、
2、4、6 h 按“2.1”项下色谱条件进样测定，结果显
示，6 h 内各配伍液中盐酸氨溴索、沙丁胺醇、异丙
托溴铵、布地奈德、丙酸氟替卡松及丙酸倍氯米松的
百分含量分别为 97.8% ～ 100.5%、97.3% ～ 99.93%、
100.8% ～ 101.4%、99.9% ～ 100.2%、100.6% ～ 

101.1%、100.9% ～ 102.4%，RSD 均 在 1.0% 内， 且
百分含量均在质量规定范围内，说明各配伍液在 6 h
内含量稳定。
3　讨论

　　雾化药物联合使用的前提是混合药物的相
容性和稳定性符合规定，无理化性质的配伍禁
忌 [14-15]。为了保证吸入用盐酸氨溴索的临床用药
安全，本研究开展了吸入用盐酸氨溴索与 5 种临
床常用雾化药物的配伍稳定性考察 [13，16]。结合前
期预试验结果，为满足系统适用性要求，在 2020
年版《中国药典》[ 以 0.01 mol·L－ 1 磷酸氢二铵
溶液（用磷酸调节 pH 值至 7.0）- 乙腈（50∶50）
为流动相 ] 的基础上调整了磷酸盐的选择，并进
行梯度洗脱，最终将流动相确定为 0.02 mol·L－ 1

磷酸二氢钠溶液（pH 3.2）- 乙腈梯度洗脱。异丙
托溴铵在 200 ～ 400 nm 内无特征吸收峰，故选择
210 nm 作为检测波长。硫酸沙丁胺醇、布地奈德、
丙酸氟替卡松、丙酸倍氯米松及盐酸氨溴索分别
在 276、246、236、239、246 nm 处有最大吸收，
考虑到 5 种成分在 246 nm 处均有较强吸收，且干
扰较小，故选择 246 nm 作为检测波长。专属性考
察结果显示，6 种待测成分在该色谱条件下能够
完全分离，且不受其他物质的干扰，该方法可用
于盐酸氨溴索不同配伍液的含量测定。
　　本研究所选择配伍液的组合主要参考我院临
床患者的治疗方案，考虑到临床实际使用过程，
故选择考察了室温条件下各配伍液 6 h 内的稳定

表 3　系统适用性、线性及最低检测限 
Tab 3　System suitability，linearity and limits of detection 

成分 回归方程 线性范围 /（μg·mL － 1） r LOQ/（mg·mL － 1） LOD/（mg·mL － 1）

硫酸沙丁胺醇 y ＝ 2.351×106x ＋ 5.816×104 62.63 ～ 1002 0.9999 6.263×10 － 2 10.02

异丙托溴铵 y ＝ 1.042×107x ＋ 1.920×103 3.188 ～ 51.00 0.9999 3.188×10 － 3 101.4

盐酸氨溴索 y ＝ 4.477×106x ＋ 7.198×104 187.6 ～ 3001 0.9999 0.1876 150.0

布地奈德 y ＝ 2.093×107x ＋ 6.748×103 12.81 ～ 205.0 0.9999 1.281×10 － 2 205.2

丙酸氟替卡松 y ＝ 2.399×107x ＋ 3.110×104 6.563 ～ 105.0 0.9999 6.563×10 － 3 1.048

丙酸倍氯米松 y ＝ 1.772×107x ＋ 1.039×104 10.06 ～ 161.0 0.9999 1.006×10 － 2 16.10

（S/N）约为 3 时的浓度为检测限（LOD），以 S/N
约为 10 时的浓度为定量限（LOQ）。各待测物标准

曲线参数、定量限与检测限见表 3，结果表明各待
测物在浓度范围内与峰面积线性关系良好。
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性。结果表明，吸入用盐酸氨溴索溶液分别与 5
种临床常用雾化药物不同组合配伍后，在室温条
件下，各配伍液 6 h 内外观无明显变化，pH 值稳
定。6 h 内各配伍液中盐酸氨溴索、沙丁胺醇、异
丙托溴铵、布地奈德、丙酸氟替卡松及丙酸倍氯
米松的百分含量均符合药典要求，表明 6 h 内各
配伍液的稳定性良好，可用于临床雾化配伍使用。
　　综上所述，本研究采用高效液相色谱法对吸
入用盐酸氨溴索与 5 种临床常用雾化药物的配伍
稳定性进行研究。结果显示，在室温条件下，各
配伍液外观无明显变化、pH 值及含量均保持稳
定，可满足配伍药物相容性及稳定性要求。吸入
用盐酸氨溴索溶液的上市，填补了我国盐酸氨溴
索药物雾化专用剂型的空缺，为临床用药安全提
供了有力保障，也为相关药物使用指南的制定提
供了数据参考。由于临床用途、患者自身情况的
差异，给药剂量也会略有不同，但本研究仅考察
了各药物单一剂量的稳定性，其他剂量的考察有
待后续进一步探索。
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维血宁合剂中抑菌剂使用现状分析及抑菌效力研究

石蓉，郑金凤*，张悦，刘雁鸣，魏志刚，尹林高（湖南省药品检验检测研究院，国家药品监督管理局药用辅料

工程技术研究重点实验室，长沙　410001）

摘要：目的　考察不同企业维血宁合剂中抑菌剂使用情况和不同抑菌剂浓度下维血宁合剂的抑

菌效力，探索维血宁合剂中抑菌剂的最佳添加量。方法　采用高效液相色谱法测定不同企业维

血宁合剂中抑菌剂含量，结合生产工艺阶段各样品的抑菌剂测定结果，对各生产企业样品中

抑菌剂种类和含量进行分析；对添加 0.026%、0.25% 苯甲酸钠的维血宁合剂，进行抑菌效力

检查。结果　21 批维血宁合剂中均未检出山梨酸，对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸乙酯含

量极低，可能来自于原料药材，苯甲酸钠含量介于 0.0197% ～ 0.2659%，不同企业样品间含量

差异显著；维血宁合剂中苯甲酸钠浓度为 0.026%、0.25% 时，均对金黄色葡萄球菌和大肠埃

希菌达到杀菌效果，14 d 后无菌生长，对鲁氏酵母和白念珠菌达到口服制剂抑菌要求。结论　
维血宁合剂各生产企业均以苯甲酸钠作为抑菌剂，样品中苯甲酸钠含量差别较大，说明各企

业并未严格按照药典处方进行投料，存在较大的随意性；维血宁合剂中抑菌剂的使用浓度应结

合产品本身的灭菌工艺、初始微生物负载、有效期、包装规格来综合考虑。

关键词：维血宁合剂；含量测定；抑菌效力；苯甲酸钠

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2942-05
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Use of bacteriostatic agents and bacteriostatic efficacy in  
Weixuening mixture 

SHI Rong, ZHENG Jin-feng*, ZHANG Yue, LIU Yan-ming, WEI Zhi-gang, YIN Lin-gao (Hunan 
Institute for Drug Control, NMPA Key Laboratory for Pharmaceutical Excipients Engineering 
Technology Research, Changsha  410001)

Abstract: Objective  To determine the use of bacteriostatic agents in Weixuening mixture 
from different enterprises and the bacteriostatic efficacy of Weixuening mixture under different 
concentrations of bacteriostatic agents, and determine the best dosage of bacteriostatic agents for 
Weixuening mixture. Methods  The content of bacteriostatic agents in Weixuening mixture from 
different enterprises was determined by high performance liquid phase method. Based on the results 
of bacteriostatic agents in the samples of different stages of production process, the types and content 
of bacteriostatic agents in the samples of each enterprise were analyzed. The bacteriostatic efficacy of 
Weixuening mixture with 0.026% and 0.25% sodium benzoate was examined respectively. Results  
No sorbic acid was detected in the 21 batches of Weixuening mixture, and the content of methyl 
p-hydroxybenzoate and ethyl p-hydroxybenzoate was very low, possibly from the raw materials. The 
content of sodium benzoate ranged 0.0197% ～ 0.2659%, with much difference among samples from 
various enterprises. The bactericidal effect was achieved for Staphylococcus aureus and Escherichia 
coli and no bacterial growth was found after 14 days, with the concentration of sodium benzoate 
of 0.026% or 0.25% in Weixuening mixture. The bacteriostatic effecacy on Saccharomycesroux-
Ⅱ Boutroux and Candida albicans was also achieved. Conclusion  Sodium benzoate is commonly in 
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　　维血宁合剂是由虎杖、炒白芍等八味中药制
成的口服液体制剂，具有滋阴养血、清热凉血的
功效，临床主要用于治疗阴虚血热所致的出血及
血小板、白细胞减少症等，还可作为一般性贫血
的补血健身剂 [1-2]。其制法是用八味中药加水进行
煎煮，经多次醇提、浓缩，最终得到的清膏有效
成分复杂，在生产、储存和使用过程中容易被微
生物污染，产生沉淀、变色和腐败等现象，故需
加入一定量的防腐剂来确保制剂的稳定性 [3]。维
血宁合剂原质量标准收载于《卫生部药品标准中
药成方剂第二册》WS2-B-0429-90，其制法项下
未规定防腐剂的品种和加入量。2010 年 10 月 1
日，维血宁合剂执行标准变更为《中国药典》一
部，现收载于《中国药典》2020 年版一部 [4]，其
制法项下规定使用苯甲酸钠作为防腐剂，加入
量为 0.026%。《中国药典》2020 年版一部共收载 
117 个合剂品种，这些制剂处方中使用的抑菌剂
主要为苯甲酸钠、山梨酸、对羟基苯甲酸甲酯和
对羟基苯甲酸乙酯等。其中以苯甲酸钠作为抑菌
剂的投料一般为 2 ～ 3.5 g，相当于制剂中含量为
0.20% ～ 0.35%，远高于维血宁合剂中苯甲酸钠的
处方用量。药物制剂中抑菌剂使用浓度应遵循最
低有效原则，过少添加不能有效抑制微生物繁殖，
过量添加则影响到药物质量和用药安全 [5]。故市
面上维血宁合剂中抑菌剂实际使用情况，值得我
们关注。现有文献中药品制剂中多采用高效液相
色谱法进行抑菌剂含量测定 [6-9] 和通过抑菌效力
研究来评价中药合剂的微生物控制能力 [10-15]。故
本文采用高效液相色谱法，对来自 5 家生产企业
的 21 批维血宁合剂中的抑菌剂含量进行测定，并
对维血宁合剂进行抑菌效力研究。通过对不同生
产企业维血宁合剂中的抑菌剂种类和含量进行测
定和分析，了解市场上维血宁合剂中抑菌剂使用
现状，并通过抑菌效力试验评价其现有抑菌剂浓
度的微生物控制水平，为维血宁合剂的质量控制
和日常监管工作提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Agilent 1260 Infinity Ⅱ高效液相色谱仪、Open-
lab 色谱数据工作站（安捷伦公司）；S220 pH 计
（Mettler Toledo 公司）；电子分析天平 MS205DU（岛
津公司）；高压蒸汽灭菌器 MLS-3751L-PC（日本
SANYO）；SW-CJ-2FD 洁净工作台（苏州净化有限
公司）；BSC-1300 Ⅱ B2 生物安全柜 [ 苏洁医疗器
械（苏州）有限公司 ]；SPX-380 细菌培养箱（宁波
江南仪器有限公司）；IPP260 plus 霉菌培养箱（mer-
mmert）；HTY-310 型微生物检验仪（浙江泰林生物
技术服务有限公司）。
1.2　试药

　　甲醇（色谱纯，Honeywell）；磷酸二氢钾（分
析纯，国药集团化学试剂有限公司）；山梨酸（批
号为 190126-202102，纯度为 99.7%，中国食品药
品检定研究院）；苯甲酸（批号为 2202213，纯度
为 99.9%）、对羟基苯甲酸甲酯（批号为 2252850，
纯度为 99.7%）、对羟基苯甲酸乙酯（批号为
2252764，纯度为 99.9%）（上海安谱璀世标准技
术服务有限公司）。胰酪大豆胨琼脂培养基（批
号为 2109232）、沙氏葡萄糖胨琼脂培养基（批
号为 2110252）、胰酪大豆胨液体培养基（批号
为 2207222）、沙氏葡萄糖胨液体培养基（批号为
201013）和 pH 7.0 氯化钠 - 蛋白胨缓冲液（批号为
2101082）（北京三药科技开发公司）；培养基适用
性试验结果符合《中国药典》2020 年版要求。
1.3　试验菌株

　　大肠埃希菌（Escherichia coli）[CMCC（B）
44102，批号：44102-3A3-2]、金黄色葡萄球菌
（Staphylococcus aureus）[CMCC（B）26003， 批
号：26003-9a7-2]、白念珠菌（Candida albicans）[C-
MCC（F）98001，批号：98001-2a25-1]（中国食品
药品检定研究院；鲁氏酵母菌（Saccharomycesroux-
Ⅱ Boutroux）（SHBCC D21885，批号：20220704，上
海保藏生物技术中心），试验所用菌株均为第 2 代。
　　维血宁合剂样品来源 5 家生产企业，共 21
批次。

Weixuening mixture by all manufacturers as bacteriostatic agent and its content difference among 
samples vary, indicating that the enterprises do not strictly follow the pharmacopoeia prescriptions, 
but rather randomly add bacteriostatic agents. The sterilization process of the product itself, initial 
microbial load, expiration date and packaging specifications should all be taken into account as to the 
concentration of bacteriostatic agents in Weixuening mixture. 
Key words: Weixuening mixture; content determination; bacteriostatic effect; sodium benzoate
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2　方法与结果

2.1　高效液相法测定抑菌剂含量

2.1.1　色谱条件　采用 Waters symmetry C18 （4.6 
mm×150 mm，3.5 μm），以 0.02 mol·L － 1 磷酸二
氢钾水溶液 （用磷酸调节 pH 至 4.0）为流动相 A，甲
醇为流动相 B，梯度洗脱（0～2 min，80%A；2～12 
min，80% ～ 65%A；12 ～ 30 min，65% ～ 45%A；
30 ～ 35 min，45%A）；柱温为 30℃；流速为 1.2 
mL·min－ 1；进样量为 20 μL；检测波长为 230 nm（苯
甲酸）、254 nm（山梨酸、对羟基苯甲酸甲酯和对羟
基苯甲酸乙酯）。
2.1.2　溶液的制备
　　① 供试品溶液：精密量取供试品 2.0 mL 置
25 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，
用 0.22 μm 滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。
　　② 对照品溶液：精密称取山梨酸、苯甲酸、
对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯对照品
适量，分别置不同 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解
并稀释至刻度，摇匀，即得各对照品储备液（约
12 mg·mL － 1），精密量取各对照品储备液 0.25 
mL，置同一 100 mL 量瓶中，加溶剂溶解并稀
释至刻度，摇匀，即得混合对照品溶液（约 0.03 
mg·mL － 1）。以甲醇作为空白溶液，以混合对照
品溶液作为系统适用性溶液。
2.1.3　方法学验证及结果　 参照《中国药典》
2020 年版四部通则 9101 分析方法验证指导原则，
进行方法学验证。结果显示空白溶剂对测定无干
扰，相邻组分色谱峰分离度大于 1.5，符合系统
适用性要求；各抑菌剂在 6 ～ 60 μg·mL － 1 内
与峰面积线性关系良好，r 值均为 1；加样回收试
验结果中，苯甲酸、山梨酸、对羟基苯甲酸甲酯
和对羟基苯甲酸乙酯回收率 RSD 值分别为 1.1%、
0.60%、1.0% 和 1.2%，说明该方法准确度良好；
采用同一样品，依法制备 6 份供试品溶液，各
抑菌剂重复性 RSD 值均小于 3%；对照品溶液连
续进样 6 次，各抑菌剂峰面积的 RSD 值均小于
0.5%；对照溶液中各抑菌剂在 12 h 内稳定，RSD
值均小于 0.3%；供试品溶液各抑菌剂在 24 h 内
稳定，RSD 值均小于 1.1%，
2.1.4　各企业样品测定　 按“2.1.2”项下方法制
备供试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条件对所有
样品进行测定，21 批次样品均检出苯甲酸、对羟
基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸乙酯，未检出山梨
酸。其中各企业样品中对羟基苯甲酸甲酯和对羟
基苯甲酸乙酯含量极低，苯甲酸钠含量差异较大

（0.0197% ～ 0.2659%）。不同企业样品间苯甲酸钠
含量差异显著，E 企业样品的苯甲酸钠含量均值将
近为 C 企业的 10 倍，同一家生产企业样品中苯甲
酸钠含量也有一定差别。具体结果见表 1 和图 1。

表 1　抑菌剂的含量测定结果 
Tab 1　Content of bacteriostatic agent 

生产

企业

样品

编号

抑菌剂浓度 /%

苯甲酸钠
对羟基苯

甲酸甲酯

对羟基苯

甲酸乙酯

A W1 0.0285 0.0002 0.0006

W2 0.0325 0.0010 0.0011

W3 0.0356 0.0006 0.0011

B W4 0.0386 0.0020 0.0002

W5 0.0394 0.0010 0.0002

 C W6 0.0236 0.0002 0.0008

 D W7 0.0273 0.0010 0.0011

W8 0.0197 0.0006 0.0009

W9 0.0254 0.0006 0.0013

W10 0.0301 0.0008 0.0009

E W11 0.2398 0.0009 0.0008

W12 0.2367 0.0009 0.0003

W13 0.2111 0.0010 0.0008

W14 0.2659 0.0008 0.0008

W15 0.2574 0.0009 0.0011

W16 0.1887 0.0007 0.0007

W17 0.1974 0.0008 0.0007

W18 0.2529 0.0009 0.0009

W19 0.2186 0.0008 0.0008

W20 0.2238 0.0025 0.0018

W21 0.2010 0.0023 0.0016

图 1　不同企业样品中苯甲酸钠含量均值对比图

Fig 1　Mean value of sodium benzoate content in samples from different 
enterprises

2.1.5　维血宁合剂生产工艺不同阶段样品的抑菌
剂含量测定　维血宁合剂生产工艺不同阶段样品
主要包括水提浓缩液、醇提清膏、加入抑菌剂
后的成品，取一批维血宁合剂成品在生产工艺
不同阶段的样品（样品由 A 生产企业提供），按
“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1.1”
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项下条件对样品进样测定，结果未添加抑菌剂之
前，该批维血宁合剂样品中就含有少量苯甲酸、
对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸乙酯。醇提后
的清膏中各抑菌剂浓度均略高于水提浓缩液，具
体结果见表 2。

表 2　生产工艺不同阶段样品的抑菌剂含量测定结果 
Tab 2　 Content of bacteriostatic agent in samples at different stage 

of the production process

样品类型

抑菌剂浓度 /%

苯甲酸钠
对羟基苯

甲酸甲酯

对羟基苯

甲酸乙酯

水提浓缩液 0.0159 0.0008 0.0014
醇提清膏 0.0240 0.0015 0.0020
加入 0.026% 苯甲酸钠的成品 0.0456 0.0014 0.0019
加入 0.25% 苯甲酸钠的成品 0.2552 0.0014 0.0018

2.2　抑菌效力研究

　　对市面上多家生产企业进行调研，结果显示，
大多数维血宁合剂生产企业声称按现行标准处方
0.026% 进行投料，有个别企业沿袭传统，按苯甲
酸钠 0.25% 进行投料。故采取 0.026%、0.25% 两
种抑菌剂浓度进行抑菌效力试验研究。
2.2.1　菌液制备和样品　 大肠埃希菌、金黄色
葡萄球菌接种于胰酪大豆胨液体培养基，30 ～ 
35℃培养 18 ～ 24 h；鲁氏酵母菌、白念珠菌接
种于沙氏葡萄糖液体培养基，20 ～ 25℃培养 48 
h。取上述培养物，分别用 pH 7.0 无菌氯化钠 - 蛋
白胨缓冲液稀释成含菌数约为 1×108cfu·mL － 1

的菌悬液，用于抑菌效力试验；取上述培养物，
分别用 pH 7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液稀释成
含菌数约为不大于 100 cfu·mL － 1 的菌悬液，用
于方法学适用性试验。取 2 个批次维血宁合剂样
品，其中苯甲酸钠添加量分别为 0.026%、0.25%，
规格均为 100 mL/ 瓶。
2.2.2　方法适用性试验　取供试品 10 mL，用 pH 
7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液稀释至 100 mL，
混匀，作为 1∶10 的供试液。依照《中国药典》
2020 年版四部通则 1105，分别采用平皿法和薄
膜过滤法进行方法适用性考察，方法适用性结果
的回收率＝（试验组菌落数－供试品对照组菌落
数）/ 菌液对照组菌落数 ×100%。试验结果表明，
采用平皿稀释法难以有效去除样品的抑菌性，各
菌回收率均小于 50%。采用薄膜过滤法（各组均
用 pH 7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液冲洗 3 次，
每次 100 mL）可有效去除样品的抑菌性，大肠埃
希菌、金黄色葡萄球菌、鲁氏酵母菌和白念珠菌
的回收率均大于 85%，符合 2020 年版《中国药

典》中计数方法适用性的要求。
2.2.3　 抑 菌 效 力 试 验　 取 苯 甲 酸 钠 浓 度 为
0.026%、0.25% 的维血宁合剂各 4 瓶，分别接种
“2.2.1”项下制备的供抑菌效力试验用菌悬液，
每种浓度维血宁合剂每瓶分别接种一种试验菌悬
液 1.0 mL，使供试品中菌数在 1×105 ～ 1×106 

cfu·mL － 1，充分混匀，然后将供试品置 25℃避
光保存。分别于接种后 14 d 和 28 d 取样，采用
“2.2.2”项下验证过的薄膜过滤法进行计数，与
初始接种菌液浓度进行比较，结果见表 3。抑菌
效力判断参照《中国药典》2020 年版四部通则
1121 抑菌效力检查法口服制剂抑菌效力判断标准
（① 细菌菌数在第 14 日，相比初始接种菌数减少
3 个 lg 值，并且到第 28 日无增长；② 真菌菌数
在第 14 日，相比初始菌数减少 1 个 lg 值，并且
到第 28 日无增长）。抑菌效力试验结果显示：维
血宁合剂中苯甲酸钠浓度为 0.026%、0.25% 时，
对金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌均达到杀菌效
果，14 d 后无菌生长，对鲁氏酵母菌和白念珠菌
均达到抑菌效力标准要求。其中维血宁合剂中苯
甲酸钠浓度为 0.25% 时，对鲁氏酵母菌、白念珠
菌的抑菌效果远大于苯甲酸钠浓度为 0.026%。

表 3　抑菌效力试验结果 
Tab 3　Bacteriostatic efficacy test 

菌株
苯甲酸钠

浓度 /%

减少的 lg 值

14 d 28 d

大肠埃希菌（Escherichia 
coli）

0.026 8 未增加

0.25 8 未增加

金黄色葡萄球菌（Staphylococ-
cus aureus）

0.026 8 未增加

0.25 8 未增加

鲁氏酵母菌（Saccharomyces-
rouxii Boutroux）

0.026 3 未增加

0.25 5 未增加

白念珠菌（Candida albicans） 0.026 3 未增加

0.25 6 未增加

3　讨论

3.1　各企业样品中抑菌剂种类和含量分析

　　由“2.1.5”项下测定结果可见，未添加抑菌
剂之前，维血宁合剂水提浓缩液和醇提清膏中就
有少量苯甲酸、对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲
酸乙酯。维血宁合剂由多种中药制成，以上抑菌
剂可能由药材本身通过浸提带入成品中。21 批
次维血宁合剂样品中测得对羟基苯甲酸甲酯和对
羟基苯甲酸乙酯含量均极低，各批次间差别不
大，故推测其均来自药材本身，而非抑菌剂添
加。各企业维血宁合剂样品中苯甲酸钠含量差别
较大，其中企业 C 和 D 样品中苯甲酸钠含量均值
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低于 0.026%，企业 A 和 B 样品中苯甲酸钠含量
均值分别为 0.0322% 和 0.0390%，这可能是企业
未按处方添加，也有可能是药材本身带来的苯甲
酸的影响。而企业 E 样品中苯甲酸钠含量均值为
0.2267%，远高于现行处方含量。这说明各企业
并未严格按照药典处方进行投料，存在一定的随
意性。
3.2　抑菌效力试验结果分析

　　抑菌效力试验表明，当维血宁合剂中苯甲酸
钠浓度为 0.026%、0.25% 时，均能达到口服制
剂的抑菌效力标准。因药物制剂中抑菌剂使用浓
度应遵循最低有效原则，故按理论维血宁合剂
中应用 0.026% 苯甲酸钠就可以达到产品抑菌要
求。但通过企业调研发现，当维血宁合剂采用
100 ～ 150 mL 聚乙烯瓶包装时，添加 0.026% 苯
甲酸钠常温贮存 6 个月后，就会因酸败产气导致
瓶底突起。而采用 10 mL 安瓿瓶，因存在灭菌
工序，添加 0.026% 苯甲酸钠常温贮存 6 个月后，
无酸败现象。有文献称采用高温瞬时灭菌法，维
血宁合剂中细菌数、霉菌数和酵母菌数明显下降
至 10 以内，对营养物质影响较小，可延长保质
期 [1]。故抑菌效力结果并不能确保在该浓度下，
产品在货架期一直符合要求，还需要稳定性试验
来佐证。维血宁合剂抑菌剂的使用浓度应结合产
品本身的灭菌工艺、初始微生物负载、有效期、
包装规格来综合考虑。
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尼扎替丁分散片原辅料相容性研究
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摘要：目的　采用 HPLC-MS/MS 法考察尼扎替丁分散片中原辅料相容性。方法　将尼扎替丁

原料药与各种辅料混合后，通过稳定性影响因素试验，采用 HPLC-MS/MS 法考察尼扎替丁中

N- 亚硝基二甲胺（NDMA）含量的变化。结果　尼扎替丁分散片中羧甲基淀粉钠、低取代羟

丙基纤维素、硬脂酸镁、交联聚维酮、包衣粉对 NDMA 无促进作用。经碱水洗至中性的微晶

纤维素比正常的微晶纤维素更能抑制尼扎替丁中 NDMA 的产生。结论　处方中所使用的微晶

纤维素应尽可能接近中性条件以降低制剂中 NDMA 的含量。

关键词：HPLC-MS/MS；尼扎替丁分散片；NDMA；辅料；微晶纤维素

中图分类号：R94，R927　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-2947-03
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Drug-excipient compatibility of nizatidine dispersible tablets

YI Bi-xin1, ZHOU Ming2, SHI Xiao-yi3, TAN Ying3* (1. Hunan Drug Inspection Center, Changsha  
410001; 2. Hunan Center for Drug Evaluation and Adverse Drug Reactions, Changsha  410031; 3. 
Hunan Institute for Drug Control, Changsha  410001)

Abstract: Objective  To determine the drug-excipient compatibility of Nizatidine dispersible tablets 
by HPLC-MS/MS method. Methods  Nizatidine was mixed with various excipients, before the 
accelerated stability tests. Change of N-nitrosodimethylamine (NDMA) content in nizatidine was 
determined by HPLC-MS/MS. Results  Sodium carboxymethyl starch, low-substituted hydroxypropyl 
cellulos, magnesium stearate, crosslinked povidone and powder coating did not promote the 
production of NDMA in Nizatidine dispersible tablets. The neutral microcrystalline cellulose washed 
with alkaline water better inhibited the production of NDMA in nizatidine dispersible tablets than 
normal microcrystalline cellulose. Conclusion  Microcrystalline cellulose close to neutral conditions  
in the prescription  is recommened is to reduce the content of NDMA. 
Key words: HPLC-MS/MS; nizatidine dispersible tablet; N-nitrosodimethylamine; excipient; 
microcrystalline cellulose
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　　N- 亚硝基二甲胺（NDMA），又名 N，N- 二甲
基亚硝胺，在世界卫生组织公布的致癌物清单中
属于 2A 类致癌物 [1-5]。2020 年 4 月 1 日，美国食
品药品监督管理局（FDA）要求药品制造商立即从
美国市场撤回所有雷尼替丁产品，包括处方药和
非处方药，原因是有调查发现雷尼替丁药品中含
有致癌物 NDMA，而且当储藏温度高于室温时某
些雷尼替丁药品中 NDMA 的含量会随着时间的延
长而持续增加 [6-9]。尼扎替丁与雷尼替丁结构类似，
均为 H2 受体拮抗剂，需严格控制 NDMA 的量，
每日最大摄入量 / 剂量控制在 96 ng 以内 [10-15]。根

据尼扎替丁的使用说明书，尼扎替丁每日最大服
用量为 300 mg，故 NDMA 的限度为 0.32 ppm。本
文对尼扎替丁分散片（处方组成见表 1）中尼扎替
丁与辅料以及各辅料之间进行原辅料相容性试验，
通过 HPLC-MS/MS 法考察尼扎替丁中 NDMA 含
量的变化，为产品安全性的提高以及企业处方的
优化提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　LC/MS-8050 液相色谱 / 质谱联用仪（三重四
极杆）（日本岛津），XP205 电子分析天平（瑞士
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梅特勒 - 托利多），150TPST 强光稳定性试验箱、
Labonce-250GS 药品稳定性试验箱（北京 Labonce），
Milli-Q Advantage A10 超纯水机（美国 Millipore）。
1.2　试药
　　尼扎替丁原料药（海南沙汀宁制药有限公司，批
号：210301），微晶纤维素（湖南九典宏阳制药有限
公司，批号：TF47201007），羧甲基淀粉钠（安徽山
河药用辅料股份有限公司，批号：200330），低取代
羟丙基纤维素、硬脂酸镁、交联聚维酮（湖州展望药
业有限公司），胃溶型薄膜包衣预混剂（北京英茂药
业有限公司），纯水（超纯水机制备），甲醇、甲酸均
为色谱纯，NDMA（中国食品药品检定研究院，批
号：510166-201902，纯度：97.8%）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　参照中检化药函〔2019〕722 号“关于印发替
丁类药物中 N- 亚硝基二甲胺推荐检测方法的函”
中提供的检测方法，确定色谱条件如下：色谱柱
为 ACE EXCEL 3 C18-AR（4.6 mm×150 mm，3 
µm）；流动相 A 为 0.1% 甲酸的水溶液，流动相
B 为 0.1% 甲酸的甲醇溶液，按表 2 进行线性梯度
洗脱；流速为 0.8 mL·min － 1；柱温为 40℃；进
样器温度为 10℃；进样量为 5 μL。

表 2　梯度洗脱 
Tab 2　Gradient elution

时间 /min 流动相 A/%
0 ～ 1 95
1 ～ 2 95 ～ 87
2 ～ 6 87

   6 ～ 6.1 87 ～ 0
6.1 ～ 10   0

   10 ～ 10.1   0 ～ 95
10.1 ～ 14 95

2.2　质谱条件
　　离子源：大气压化学电离源（APCI）；采集
方式：正离子模式；干燥气温度：300℃；干燥
气流量：5 L·min－ 1；雾化器流速：3 L·min － 1；
接口电压：4.5 kV；接口温度：300℃；扫描模式：

MRM；碰撞能量：16 V（m/z 74.95 → m/z 43.05），
16 V（m/z 74.95 → m/z 58.10）。
2.3　原辅料相容性样品制备
　　取尼扎替丁原料及相应辅料按表 3 进行配比，
配比后的各批次样品分别于高温（60℃）、光照
（4500 lx）、高湿（75%）条件下放置 5、10 d 后，
取样进行研究。

表 3　原辅料配比情况 
Tab 3　Drug-excipient ratio

批号 原辅料配比情况

210301 尼扎替丁

210305-2 尼扎替丁 - 微晶纤维素（碱水洗至中性）＝ 1∶5
210305-3 尼扎替丁 - 低取代羟丙基纤维素＝ 20∶1
210305-4 尼扎替丁 - 羧甲基淀粉钠＝ 20∶1
210305-5 尼扎替丁 - 硬脂酸镁＝ 20∶1
210305-6 尼扎替丁 - 交联聚维酮＝ 20∶1
210305-7 尼扎替丁 - 胃溶型薄膜包衣预混剂＝ 20∶1
210305-8 尼扎替丁 - 微晶纤维素（通用型）＝ 1∶5
210305-9 尼扎替丁 - 微晶纤维素（102 型）＝ 1∶5

2.4　溶液制备与样品测定
2.4.1　供试品溶液　取“2.3”项下约相当于原料
300 mg 的原辅料相容性样品，精密称定，置 10 
mL 量瓶中，加水振摇使溶解并稀释至刻度，摇
匀，滤过，取续滤液。
2.4.2　线性溶液　取 NDMA 约 100 mg，精密称
定，加水溶解并定量稀释制成每 1 mL 中约含 1、
2、5、10、50、100、500 ng 的溶液，即得线性
1 ～ 7 溶液。
2.4.3　样品测定　精密量取供试品溶液、对照品溶
液各 5 μL 注入液相色谱 - 质谱联用仪，记录色谱图。
对照品溶液以质量浓度对主峰面积作标准曲线，得
线性回归方程：y ＝ 5.142×103x － 1.797×103，r ＝
0.9999。
2.4.4　定量限和检测限　取“2.4.2”项下线性 1
溶液作为定量限溶液，精密量取 3 mL，置 10 mL
量瓶中，加水稀释至刻度，作为检测限溶液。分
别设定量限及检测限 S/N ＝ 10、S/N ＝ 3，结果
NDMA 的定量限为 1.02 ng·mL－ 1，检测限为 0.31 
ng·mL － 1（折算成检测限为 0.0103 ppm）。
2.5　影响因素试验
　　采用 HPLC-MS/MS 法对样品进行分析，从表 4
结果可见 210305-3、210305-4、210305-5、210305-
6、210305-7 批次在高温、光照、高湿的条件下经 0、
5、10 d 检测到的 NDMA 含量与210301批次（原料）
相比无明显变化，表明低取代羟丙基纤维素、羧甲
基淀粉钠、硬脂酸镁、交联聚维酮与胃溶型薄膜包
衣预混剂对尼扎替丁中 NDMA 的产生无促进作用；
高温和光照条件下 210305-2 批次检测到的 NDMA

表 1　尼扎替丁分散片处方组成 
Tab 1　Formulation of Nizatidine dispersible tablets

原辅料 处方量（1000 片）

尼扎替丁 150 g 
微晶纤维素 90 g
低取代羟丙纤维素 10 g
羧甲淀粉钠 8 g
硬脂酸镁 1.3 g
交联聚维酮 适量

包衣材料（胃溶型薄膜包衣预混剂） 5.2 g
50% 乙醇溶液 65 mL
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含量明显低于 210305-8、210305-9 批次，表明经碱
水洗至中性的微晶纤维素比正常的微晶纤维素更能
抑制尼扎替丁中 NDMA 的产生。

表 4　尼扎替丁与各辅料相容性试验结果 (μg·mL － 1) 
Tab 4　Compatibility of nizatidine and various excipients (μg·mL－1)

批号 条件 0 d 5 d 10 d

210301 高温 0.81 0.60 0.90

光照 0.63 1.83

高湿 0.51 未检出

210305-2 高温 未检出 未检出 1.89

光照 2.52 3.15

高湿 未检出 0.24

210305-3 高温 1.92 1.62 2.04

光照 1.35 1.86

高湿 0.93 0.27

210305-4 高温 0.66 0.90 1.05

光照 0.51 1.65

高湿 0.48 1.65

210305-5 高温 未检出 0.42 0.69

光照 0.60 1.53

高湿 未检出 0.39

210305-6 高温 0.81 1.02 1.11

光照 1.74 2.49

高湿 0.69 0.60

210305-7 高温 未检出 0.45 1.50

光照 0.57 2.04

高湿 未检出 0.27

210305-8 高温 5.19 1.50 3.72

光照 3.27 4.92

高湿 未检出 0.45

210305-9 高温 2.58 2.34 36.3

光照 4.08 6.24

高湿 0.75 0.27

2.6　加速试验和长期试验
　　 采 用 市 售 铝 塑 加 防 潮 袋 包 装， 进 行 加
速试验 [（40±2）℃，（75±5）% RH]，长期稳定性
试验 [（30±2）℃，（60±5）% RH]，结果 NDMA
均未检出。
3　讨论
　　本研究中尼扎替丁与各辅料相容性试验结果表
明，尼扎替丁分散片中羧甲基淀粉钠、低取代羟丙
基纤维素、硬脂酸镁、交联聚维酮、胃溶型薄膜包
衣预混剂对 NDMA 无促进作用。经碱水洗至中性
的微晶纤维素比正常的微晶纤维素更能抑制尼扎替
丁中 NDMA 的产生，因此处方中所使用的微晶纤
维素应尽可能接近中性条件。本研究可为尼扎替丁
分散片生产企业处方工艺的优化，产品 NDMA 含
量的控制和安全性提高提供一定参考。
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瓦草中的化学成分及其抗炎活性研究
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摘要：目的　研究瓦草中的化学成分及其抗炎活性。方法　应用硅胶、ODS 及高效液相等多

种色谱法对提取物进行分离纯化，并通过核磁共振和质谱技术鉴定化合物的结构。采用环氧

合酶 -2（COX-2）试剂盒对分离得到的单体化合物进行抗炎活性筛选。结果　从瓦草的 70% 乙

醇提取物中分离鉴定了 8 个单体化合物，包括 5 个三萜皂苷类化合物 [sinocrassuloside Ⅶ（1）、

sinocrassuloside Ⅵ（2）、sinocrassuloside Ⅸ（3）、sinocrassuloside Ⅷ（4）、sinocrassuloside Ⅹ（5）]；
2 个蜕皮激素类化合物 [ 蜕皮激素（6）、蜕皮激素 -3-O-α-D- 甘露糖（7）] 及 1 个咔伯啉生物碱类

化合物 [l- 乙酰基 -3- 甲酯基 -β- 咔啉（8）]，其中，化合物 7 为新化合物，化合物 8 为首次从蝇

子草属植物中分离得到。化合物 3 和 7 的抗炎活性较强，IC50 值分别为 9.36 μmol·L－ 1 和 6.70 
μmol·L－ 1。结论　瓦草化学成分具有多样性，且分离出来的单体成分均具有一定的抗炎活性。

关键词：瓦草；化学成分；抗炎活性
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Chemical constituents in Silene viscidula and their  
anti-inflammatory activity

HOU Shi-xin1, DU Kun-ze1, CHANG Yan-xu1, ZHOU Fu-jun2*, FANG Shi-ming1* (1. Tianjin 
University of Traditional Chinese Medicine, Key Laboratory of Traditional Chinese Medicinal 
Chemistry and Analytical Chemistry of Tianjin, Tianjin  301617; 2. Institute of Radiation Medicine, 
Chinese Academy of Medicine Sciences, Tianjin  300110)

Abstract: Objective  To determine the chemical constituents and anti-inflammatory activities of 
Silene viscidula. Methods  The extracts were isolated and purified by silica gel, ODS and HPLC, 
and their structures were identified by NMR and MS. The anti-inflammatory activity of those 
constituents was screened by COX-2. Results  Totally 8 compounds were isolated and identified 
from 70% ethanol extract of Silene viscidula, including five triterpenoid saponins: sinocrassuloside 
Ⅶ (1), sinocrassuloside Ⅵ (2), sinocrassuloside Ⅸ (3), sinocrassuloside Ⅷ (4), and sinocrassuloside 
Ⅹ (5); two ecdystin compounds: hydroxyecdysone (6), hydroxyecdysone-3-O-α -D-mannose (7); 
one carboline alkaloid compound: 1-acetyl-3-methoxycarbonyl-β-carboline (8). Compound 7 was 
a new compound and compound 8 was first isolated from the genus of Silene. Compounds 3 and 7 
had strong anti-inflammatory activities, with IC50 values of 9.36 μmol·L－ 1 and 6.70 μmol·L－ 1. 
Conclusion  There are various chemical constituents in Silene viscidula, and the isolated compounds 
show certain anti-inflammatory activity. 
Key words: Silene viscidula; chemical component; anti-inflammatory activity
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　　蝇子草属（Silene）广泛分布于北半球温带和亚
热带山地，共有 800 余种，是石竹科（Caryophyllace-

ae）的最大属 [1]。该属植物所含化学成分复杂，以蜕
皮激素类化合物以及皂苷类化合物为主，其中蜕皮
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激素是该属植物的标志性化合物，具有含量丰富、活
性显著的特点 [2]，但是目前国内外对于蝇子草属植物
中其他类型的化合物研究较少 [3]。
　　瓦草为石竹科蝇子草属植物滇白前（Silene 
viscidula Franch.）的干燥根 [4]，具有清热、镇痛的
功效，在云南民间广泛使用。其化学成分主要包
括皂苷类化合物 [5]、蜕皮激素类化合物 [6]，药理学
研究表明瓦草中的五环三萜皂苷具有治疗类风湿
关节炎和降血糖的作用，对于风湿疼痛和 2 型糖
尿病具有很好的治疗效果 [7]。但是，目前对于其
化学成分的研究尚不深入，并且对于瓦草中单体
化合物抗炎活性的研究较少，因此，阐明瓦草的
化学成分及抗炎活性对其进一步开发利用具有重
要意义。本文对瓦草的 70% 乙醇提取物进行化学
成分研究，共分离鉴定了 8 个单体化合物，分别
为 sinocrassuloside Ⅶ（1）、sinocrassuloside Ⅵ（2）、
sinocrassuloside Ⅸ（3）、sinocrassuloside Ⅷ（4）、
sinocrassuloside Ⅹ（5）、蜕皮激素（6）、蜕皮激
素 -3-O-α-D- 甘露糖（7）及 l- 乙酰基 -3- 甲酯基 -β-
咔啉（8）。其中，化合物 7 为新化合物，化合物 8
为首次从蝇子草属植物中分离得到，现报道如下。
1　材料

　　UHPLC-Q-TOF-MS（UHPLC：Agi len t 
1290 UHPLC；MS：Agilent 6546 Q-TOF mass 
spectrometer，美国 Agilent 公司）；超导核磁共振波
谱仪（Burker 500 NMR，德国 Bruker 公司）；多功
能酶标仪（Synergy NEO，美国 BioTek 公司）。大孔
吸附树脂（净品级，天津海光化工有限公司）；正
相柱色谱用硅胶（48 ～ 75 μm，青岛海洋化工厂）；
反相 ODS（Chromatorex ODS MB，40 ～ 75 µm，
日本 Fuji Silisia Chemical 公司）；高效液相色谱法
（HPLC）用分析柱及制备柱 [Cosmosil 5C18-MS- 柱
（250 mm×4.6 mm；250 mm×20 mm，5 μm；250 
mm×10 mm，5 µm），日本 Nacalai Tesque 公司；
Kaseisorb LC NH2-60-5（4.6 mm×250 mm）， 日 本
Tokyo Kasei Co.，Ltd.]；氘代甲醇（CD3OD）、氘代
三氯甲烷（CDCl3）等氘代试剂（北京崇熙科技孵化
器公司）；分析及色谱纯二氯甲烷、正丁醇、甲醇、
乙腈、冰乙酸等试剂（天津康科德科技有限公司）；
二甲基亚砜（DMSO）（北京索莱宝有限公司）；薄层
色谱高效硅胶 GF254（天津思利达科技有限公司）；
D- 甘露糖（中国食品药品检定研究院）；环氧化酶 -2
（COX-2）抑制剂筛选试剂盒 [ 碧云天生物科技有限
公司，内含阳性药塞来昔布（Celecoxib）]；96 孔全
黑酶标板（Corning，美国）。

　　瓦草购买于云南省，由天津中医药大学常艳
旭教授鉴定为石竹科蝇子草属植物滇白前（Silene 
viscidula Franch.）的干燥根。样本保存于天津中
医药大学中医药研究院。
2　提取分离

　　瓦草（25.0 kg）经 2 倍量 70% 乙醇溶液渗漉
提取 4 次，合并提取液，减压回收溶剂，得到浸
膏 9.3 kg。取上述浸膏（9.0 kg）用水分散后经二
氯甲烷与水饱和正丁醇分别萃取 3 次，分别得到
二氯甲烷萃取物（68.5 g）和正丁醇萃取物（632.4 
g）。正丁醇萃取物（632.4 g）经 D101 大孔吸附
树脂色谱柱分离（H2O → 60% 乙醇 → 95% 乙
醇），分别得到了 60% 乙醇洗脱物（264.3 g）和
95% 乙醇洗脱物（101.0 g）。对大孔树脂 95% 乙
醇洗脱物进行 ODS 柱色谱分离得到 1 个组分。
经 pHPLC 分离制备 [ 甲醇 -1% 乙酸（78∶22，V/
V）]，得到化合物 1（135.0 mg，tR 27.0 min）和化
合物 2（300.5 mg，tR 20.1 min）；对大孔树脂 60% 
乙醇洗脱物进行硅胶柱色谱分离得到 10 个组分，
其中第 6 个组分再经 ODS 柱色谱分离得到 5 个
组分，组分 2 经 pHPLC 分离制备 [ 乙腈 -1% 乙
酸（50∶50，V/V）]，得到化合物 3（20.8 mg，tR 
27.3 min）和化合物 4（18.0 mg，tR 20.2 min），组
分 3 经 pHPLC 分离制备 [ 乙腈 -1% 乙酸（55∶45，
V/V）]，得到化合物 5（8.8 mg，tR 23.0 min），组
分 4 经 pHPLC 分离制备 [ 乙腈 -1% 乙酸（17∶83，
V/V），Cosmosil 5C18-MS- Ⅱ ]，得到化合物 6（3.0 
g，tR 23.2 min），组分 5 经 pHPLC 分离制备 [ 乙
腈 -1% 乙酸（10∶90，V/V）]，得到化合物7（12.5 
mg，tR 22.7 min），对二氯甲烷部位进行 ODS 柱
色谱分离得到 8 个组分，组分 7 经 pHPLC 分离
制备 [ 甲醇 -1% 乙酸（70∶30，V/V）]，得到化合
物 8（11.5 mg，tR 21.5 min）。化合物 1 ～ 8 的结
构如图 1 所示。
3　结构鉴定

　　化合物 1：白色粉末。[α] 2 5
D － 17.6（c 0.125，

MeOH），HR-ESI-Q-TOF-MS 给出其准分子离子峰
m/z 1449.6321 [M － H] －（calcd for C71H101O31，
Mr ＝ 1449.6327），确定其分子式为 C71H102O31。

1H 
NMR（CD3OD，500 MHz）δ 1.09、1.71（2H，both 
m，H2-1），1.77（2H，m，H2-2），3.71（1H，m，
H-3），1.31（1H，m，overlapped，H-5），0.91
（2H，m，H2-6），1.95（2H，m，overlapped，H2-
7），1.73（1H，m，H-9），1.93（2H，m，H2-11），
5.33（1H，m，H-12），1.18、1.38（2H，both m，
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H2-15），3.35（1H，m，H-16），2.96（1H，m，
H-18），[1.06（1H，m），2.31（1H，t，J ＝ 13.0 
Hz），H2-19]，[1.31（1H，m，overlapped），1.52
（1H，m），H2-21]，1.77、1.95（2H，both m，
overlapped，H2-22），1.14（3H，s，H3-24），0.99
（3H，s，H3-25），0.81（3H，s，H3-26），1.40（3H，
s，H3-27），0.89（3H，s，H3-29），0.98（3H，s，
H3-30），4.80（1H，d，J ＝ 7.0 Hz，H-1'），4.47
（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1''），3.72、3.77（2H，
both m，H2-6''），4.58（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，
H-1'''），5.51（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-1''''），1.11
（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H3-6''''），4.94（1H，brs，
H-1'''''），1.22（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H3-6'''''），2.00
（3H，s，H3-2''''''），5.94（1H，d，J ＝ 13.0 Hz，
H-2'''''''），7.00（1H，d，J ＝ 13.0 Hz，H-3'''''''），
7.77（2H，d，J ＝ 9.0 Hz，H-5'''''''，9'''''''），6.92
（2H，d，J ＝ 9.0 Hz，H-6'''''''，8'''''''），3.83（3H，
s，H3-7'''''''）。其 1H NMR、13C NMR（CD3OD，125 
MHz，见表 1）谱数据与文献 [8-9] 基本一致，鉴定
该化合物为 sinocrassuloside Ⅶ。
　　化合物 2：白色粉末。[α] 2 5

D ＋ 16.4（c 0.110，
MeOH），HR-ESI-Q-TOF-MS 给出其准分子离子峰
m/z 1449.6318 [M － H] －（calcd for C71H101O31，
Mr ＝ 1449.6327），确定其分子式为 C71H102O31。

1H 
NMR（CD3OD，500 MHz）δ 1.07、1.60（2H，both 
m，H2-1），1.69（2H，m，H2-2），3.69（1H，m，
H-3），1.29（1H，m，H-5），0.89（2H，m，H2-6），
1.93（2H，m，overlapped，H2-7），1.71（1H，m，
H-9），1.91（2H，m，H2-11），5.40（1H，m，
H-12），1.20、1.39（2H，both m，H2-15），3.35
（1H，t，J ＝ 10.0 Hz，H-16），3.00（1H，dd，J ＝
14.2、4.4 Hz，H-18），[1.08（1H，m），2.33（1H，
t，J ＝ 13.5 Hz），H2-19]，1.31、1.54（2H，both m，
H 2- 2 1）， [ 1 . 7 8（1 H，m），1 . 9 3（1 H，m，
overlapped），H2-22]，1.10（3H，s，H3-24），0.90
（3H，s，H3-25），0.82（3H，s，H3-26），1.40（3H，

s，H3-27），0.90（3H，s，H3-29），1.00（3H，s，
H3-30），4.80（1H，d，J ＝ 7.0 Hz，H-1'），4.47
（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1''），3.71、3.77（2H，
both m，H2-6''），4.58（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，
H-1'''），5.56（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-1''''），1.13
（3H，d，J ＝ 6.0 Hz，H3-6''''），4.97（1H，brs，
H-1'''''），1.24（3H，d，J ＝ 6.0 Hz，H3-6'''''），2.04
（3H，s，H3-2''''''），6.48（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，
H-2'''''''），7.72（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-3'''''''），
7.60（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'''''''，9'''''''），6.48
（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6'''''''，8'''''''），3.84（3H，
s，H3-7'''''''）。其 1H NMR、13C NMR（CD3OD，125 
MHz，见表 1）谱数据与文献 [8-9] 基本一致，鉴定
该化合物为 sinocrassuloside Ⅵ。
　　化合物 3：白色粉末。[α] 2 5

D － 26.7（c 0.088，
MeOH），HR-ESI-Q-TOF-MS 给出其准分子离子
峰 m/z 1463.6478 [M － H] －（calcd for C72H103O31，
Mr ＝ 1463.6483），确定其分子式为 C72H104O31。

1H 
NMR（CD3OD，500 MHz）δ  1.10、1.71（2H，
both m，H2-1），1.70（2H，m，H2-2），3.69（1H，
m，H-3），1.31（1H，m，H-5），0.91（2H，m，
H2-6），1.93（2H，m，overlapped，H2-7），1.72
（1H，m，H-9），1.92（2H，m，H2-11），5.33
（1H，m，H-12），1.20、1.39（2H，both m，H2-
15），3.35（1H，m，H-16），2.96（1H，dd，J ＝

14.0、3.5 Hz，H-18），[1.08（1H，m），2.31（1H，
t，J ＝ 13.5 Hz），H2-19]，1.32、1.53（2H，both 
m，H2-21），[1.78（1H，m），1.93（1H，m，
overlapped），H2-22]，1.14（3H，s，H3-24），1.00
（3H，s，H3-25），0.81（3H，s，H3-26），1.40
（3H，s，H3-27），0.89（3H，s，H3-29），0.98
（3H，s，H3-30），4.79（1H，d，J ＝ 6.5 Hz，
H-1'），3.76（3H，s，6'-OCH3），4.47（1H，d，
J ＝ 7.5 Hz，H-1''），[3.71（1H，dd，J ＝ 11.0、5.5 
Hz），3.77（1H，m），H2-6'']，4.57（1H，d，J ＝
8.0 Hz，H-1'''），5.51（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-1''''），1.11（3H，d，J ＝ 6.0 Hz，H3-6''''），4.93
（1H，brs，H-1'''''），1.23（3H，d，J ＝ 6.0 Hz，
H3-6'''''），2.00（3H，s，H3-2''''''），5.94（1H，d，
J ＝ 13.0 Hz，H-2'''''''），7.00（1H，d，J ＝ 13.0 
Hz，H-3'''''''），7.77（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'''''''，
9'''''''），6.92（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6'''''''，8'''''''），
3.83（3H，s，7'''''''-OCH3）。其 1H NMR、13C NMR
（CD3OD，125 MHz，见表 1）谱数据与文献 [8] 基
本一致，鉴定该化合物为 sinocrassuloside Ⅸ。

图 1　化合物 1 ～ 8 的结构

Fig 1　Structures of compounds 1 ～ 8
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表 1　化合物 1 ～ 5 的 13C NMR 数据 
Tab 1　13C NMR (CD3OD，125 MHz) data of compounds 1 ～ 5

No. 1 2 3 4 5 No. 1 2 3 4 5

1 39.3 39.2 39.2 39.2 39.2 3'-O-β-D-Xyl

2 25.7 25.7 25.7 25.7 25.7 1''' 104.9 105.0 105.0 104.9 105.0

3 86.7 86.7 86.5 86.5 86.5 2''' 75.3 75.3 75.2 75.2 75.3

4 56.2 56.1 56.2 56.1 56.2 3''' 78.2 78.2 78.3 78.2 78.3

5 48.7 48.7 48.7 48.7 48.7 4''' 70.8 70.8 70.8 70.8 70.8

6 20.9 20.9 20.9 20.9 20.9 5''' 67.2 67.2 67.2 67.1 67.2

7 31.8 31.7 31.7 31.7 31.7 28-O-β-D-Fuc

8 41.2 41.3 41.3 41.2 41.3 1'''' 95.0 95.1 95.1 95.1 95.4

9 48.0 48.0 48.1 48.0 48.1 2'''' 71.9 71.9 71.9 71.9 72.1

10 37.1 37.1 37.2 37.1 37.1 3'''' 75.2 75.0 75.0 75.0 75.1

11 24.6 24.7 24.6 24.6 24.7 4'''' 71.5 71.5 71.5 71.5 71.4

12 123.3 123.3 123.3 123.3 123.3 5'''' 70.8 70.8 70.8 70.7 70.6

13 144.6 144.7 144.7 144.6 144.7 6'''' 16.5 16.5 16.4 16.5 16.9

14 42.8 42.9 42.9 42.8 42.9 3'-O-β-D-Xyl

15 36.5 36.4 36.5 36.4 36.5 1''' 104.9 105.0 105.0 104.9 105.0

16 73.7 73.7 73.8 73.7 73.9 2''' 75.3 75.3 75.2 75.2 75.3

17 50.3 50.3 50.3 50.3 50.3 3''' 78.2 78.2 78.3 78.2 78.3

18 42.4 42.6 42.5 42.5 42.6 4''' 70.8 70.8 70.8 70.8 70.8

19 48.0 48.1 48.1 48.1 48.1 5''' 67.2 67.2 67.2 67.1 67.2

20 31.4 31.4 31.4 31.4 31.4 28-O-β-D-Fuc

21 33.4 33.5 33.6 33.6 33.6 1'''' 95.0 95.1 95.1 95.1 95.4

22 36.5 36.5 36.5 36.4 36.5 2'''' 71.9 71.9 71.9 71.9 72.1

23 210.7 210.7 210.7 210.7 210.7 3'''' 75.2 75.0 75.0 75.0 75.1

24 10.9 10.9 10.9 10.9 10.9 4'''' 71.5 71.5 71.5 71.5 71.4

25 16.4 16.5 16.5 16.5 16.5 5'''' 70.8 70.8 70.8 70.7 70.6

26 18.1 18.2 18.1 18.2 18.4 6'''' 16.5 16.5 16.4 16.5 16.9

27 27.3 27.3 27.2 27.3 27.2 2''''-O-α-L-Rha

28 177.2 177.2 177.2 177.2 177.2 1''''' 102.4 102.5 102.5 102.5 102.3

29 33.5 33.5 33.6 33.5 33.5 2''''' 71.8 71.9 71.8 71.9 72.0

30 25.2 25.3 25.2 25.3 25.3 3''''' 72.0 72.0 72.0 72.0 72.2

3-O-β-D-GlcA 4''''' 73.6 73.6 73.6 73.5 73.6

1' 103.8 103.8 103.9 103.8 103.8 5''''' 71.4 71.4 71.4 71.4 71.3

2' 78.2 78.2 78.2 78.2 78.1 6''''' 18.4 18.4 18.4 18.4 18.4

3' 86.3 86.3 86.4 86.3 86.4 3''''-O-Ac

4' 71.0 71.1 71.1 71.0 71.0 1'''''' 171.5 171.6 171.5 171.6 —

5' 76.5 76.5 76.4 76.3 76.5 2'''''' 21.3 21.2 21.3 21.2 —

6' 172.2 172.1 170.8 170.8 172.0 4''''-O-MC

Me — — 52.9 53.0 — 1''''''' 167.5 168.4 167.5 168.4 168.9

2'-O-β-D-Gal 2''''''' 116.5 115.4 116.5 115.4 116.2

1'' 104.4 104.5 104.6 104.5 104.5 3''''''' 145.9 147.3 146.0 147.2 146.6

2'' 74.1 74.6 74.1 74.6 74.6 4''''''' 128.6 128.2 128.7 128.2 128.5

3'' 75.4 75.4 75.3 75.4 75.4 5''''''' 133.7 131.3 133.7 131.3 131.2

4'' 71.0 71.0 71.1 71.0 71.0 6''''''' 114.6 115.6 114.7 115.5 115.5

5'' 76.8 76.8 76.9 76.8 76.8 7''''''' 162.3 163.5 162.4 163.4 163.3

6'' 62.3 62.3 62.4 62.3 62.3 8''''''' 114.6 115.6 114.7 115.5 115.5

9''''''' 133.7 131.3 133.7 131.3 131.2

4-OCH3 55.9 56.2 55.9 56.0 56.0
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　　化合物 4：白色粉末。[α] 2 5
D ＋ 10.4（c 0.173，

MeOH），HR-ESI-Q-TOF-MS 给出其准分子离子峰
m/z 1463.6483 [M-H] －（calcd for C72H103O31，Mr ＝

1463.6483），确定其分子式为 C72H104O31。
1H NMR

（CD3OD，500 MHz）δ 1.06、1.60（2H，both m，
H2-1），1.69（2H，m，H2-2），3.73（1H，m，
H-3），1.29（1H，m，H-5），0.89（2H，m，H2-6），
1.94（2H，m，overlapped，H2-7），1.70（1H，m，
H-9），1.92（2H，m，H2-11），5.40（1H，m，
H-12），1.20、1.39（2H，both m，H2-15），3.34
（1H，m，H-16），3.01（1H，dd，J ＝ 14.6、4.4 
Hz，H-18），[1.09（1H，m），2.33（1H，t，J ＝

13.0 Hz），H2-19]，1.30、1.53（2H，both m，H2-
21），[1.79（1H，m），1.94（1H，m，overlapped），
H2-22]，1.11（3H，s，H3-24），0.90（3H，s，H3-
25），0.81（3H，s，H3-26），1.40（3H，s，H3-27），
0.90（3H，s，H3-29），1.00（3H，s，H3-30），4.79
（1H，d，J ＝ 6.5 Hz，H-1'），3.78（3H，s，6'-
OCH3），4.49（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1''），3.72、
3.77（2H，both m，H2-6''），4.58（1H，d，J ＝ 7.5 
Hz，H-1'''），5.56（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-1''''），
1.13（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H3-6''''），4.97（1H，
brs，H-1'''''），1.24（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H3-6'''''），
2.04（3H，s，H3-2''''''），6.48（1H，d，J ＝ 16.0 
Hz，H-2'' ' ' ' ' '），7.73（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，
H-3'''''''），7.60（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'''''''，
9'''''''），6.98（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6'''''''，8'''''''），
3.84（3H，s，7'''''''-OCH3）。其 1H NMR、13C NMR
（CD3OD，125 MHz，见表 1）谱数据与文献 [8] 基
本一致，鉴定该化合物为 sinocrassuloside Ⅷ。
　　化合物 5：白色粉末。[α] 2 5

D ＋ 7.8（c 0.150，
MeOH），HR-ESI-Q-TOF-MS 给出其准分子离子
峰 m/z 1407.6217 [M － H] －（calcd for C69H99O30，
Mr ＝ 1407.6221），确定其分子式为 C69H100O30。

1H 
NMR（CD3OD，500 MHz）δ  1.02、1.51（2H，
both m，H2-1），1.66（2H，m，H2-2），3.68（1H，
m，H-3），1.28（1H，m，H-5），0.89（2H，m，
H2-6），1.94（2H，m，overlapped，H2-7），1.68
（1H，m，H-9），1.88（2H，m，H2-11），5.40
（1H，m，H-12），1.20、1.39（2H，both m，H2-
15），3.38（1H，brd，J ＝ 10.0 Hz，H-16），3.01
（1H，dd，J ＝ 14.0、3.5 Hz，H-18），[1.07（1H，
m），2.32（1H，t，J ＝ 13.5 Hz），H2-19]，1.31、
1.52（2H，both m，H2-21），[1.76（1H，m），1.94
（1H，m，overlapped），H2-22]，1.09（3H，s，H3-

24），0.86（3H，s，H3-25），0.79（3H，s，H3-
26），1.39（3H，s，H3-27），0.89（3H，s，H3-
29），1.00（3H，s，H3-30），4.79（1H，d，J ＝ 6.0 
Hz，H-1'），4.46（1H，d，J ＝ 7.0 Hz，H-1''），
3.71、3.77（2H，both m，H2-6''），4.58（1H，d，
J ＝ 7.5 Hz，H-1'''），5.42（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-1''''），1.07（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H3-6''''），5.23
（1H，brs，H-1'''''），1.26（3H，d，J ＝ 6.0 Hz，
H3-6'''''），6.50（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-2'''''''），
7.70（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-3'''''''），7.59（2H，
d，J＝8.5 Hz，H-5'''''''，9'''''''），6.97（2H，d，J＝
8.5 Hz，H-6'''''''，8'''''''），3.83（3H，s，7'''''''-
OCH3）。 其 1H NMR、13C NMR（CD3OD，125 
MHz，见表 1）谱数据与文献 [8] 基本一致，鉴定
该化合物为 sinocrassuloside Ⅹ。
　　化合物 6：白色粉末（甲醇）。[α] 2 5

D ＋ 79.2（c 
0.053，MeOH）。HR-ESI-Q-TOF-MS 给出准分子
离子峰 m/z 481.3203 [M ＋ H]＋（calcd for C27H45O7，
Mr ＝ 481.3165），确定其分子式为 C27H44O7。

1H 
NMR（CD3OD，500 MHz）δ [1.43（1H，dd，J ＝

12.9、12.5 Hz），1.81（1H，m，overlapped），H2-
1]，3.84（1H，m，H-2），3.95（1H，m，H-3），
1.74（2H，m，overlapped，H2-4），2.38（1H，dd，
J ＝ 12.9、4.2 Hz，H-5），5.81（1H，d，J ＝ 2.5 
Hz，H-7），3.15（1H，m，H-9），1.70、1.80（2H，
both m，H2-11），1.87、2.11（2H，both m，H2-12），
1.60、1.97（2H，both m，H2-15），1.73、1.97（2H，
both m，H2-16），2.39（1H，t，J＝ 8.5 Hz，H-17），
0.89（3H，s，H3-18），0.96（3H，s，H3-19），1.19
（3H，s，H3-21），3.31（1H，m，overlapped，
H-22），1.29、1.67（2H，both m，H2-23），[1.42
（1H，td，J ＝ 12.0、3.6 Hz），1.81（1H，m），H2-
24]，1.20（3H，s，H3-26），1.20（3H，s，H3-27）。
13C NMR（CD3OD，125 MHz）δ 37.2（C-1），68.7
（C-2），68.5（C-3），32.8（C-4），51.7（C-5），
206.5（C-6），122.1（C-7），168.0（C-8），35.1（C-
9），39.3（C-10），21.5（C-11），32.5（C-12），48.5
（C-13），85.2（C-14），31.8（C-15），21.5（C-16），
50.5（C-17），18.1（C-18），24.4（C-19），77.9（C-
20），21.1（C-21），78.4（C-22），27.3（C-23），
42.4（C-24），71.3（C-25），29.0（C-26），29.7（C-
27）。以上与文献 [10] 基本一致，鉴定该化合物为
蜕皮激素。
　　化合物 7：淡黄色粉末（甲醇），[α]2 5

D ＋ 57.5
（c 0.080，MeOH），UV 显示该化合物在 244 nm
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处有最大吸收，HR-ESI-Q-TOF-MS 给出准分子
离子峰 m/z 687.3593 [M ＋ COOH] －（calcd for 
C34H55O14，Mr ＝ 687.3592），确定其分子式为
C33H54O12。IR 吸收光谱提示其结构中存在羟基
（3382 cm–1）、双键（1651 cm–1）及含氧糖苷键
（1060 cm–1）。该化合物经 2 mol·L－ 1 HCl 水解，
水解产物用配有旋光检测器的 HPLC 分析 [ 分析
色谱柱：Kaseisorb LC NH2-60-5（4.6 mm×250 
mm）；流动相：乙腈 - 水（85∶15，V/V）；流速：
1.0 mL·min－ 1）]，通过与对照品比对在水解产
物中发现了 D- 甘露糖（tR 16.8 min）的存在。分
析其 1H NMR、13C NMR（CD3OD）和 HSQC 谱，
提示结构中除了 D- 甘露糖信号外，还存在 5 个
甲 基 [δH 0.89、0.98、1.195、1.187、1.20（3H 
each，both s，H3-18，19，21，26，27）]，8 个
亚甲基，3 个连氧次甲基，5 个季碳以及 1 个羰
基 [δC 206.3（C-6）]，通过与化合物 6 对比，除
C-1，C-3，C-5 碳谱数据有微小差异以外，其余
氢谱和碳谱数据均与化合物 6 基本一致。结合水
解糖分析结果初步判定其为化合物 6 的甘露糖苷。
分析该化合物的 HMBC 谱，发现 5.04（1H，d，
J ＝ 3.3 Hz，H-1'）的氢信号与 79.5（C-3）碳信
号存在相关信号，确定了甘露糖连接在蜕皮激素
C-3 位。通过分析化合物的 1D 和 2D NMR 数据，
δ [1.44（1H，dd，J ＝ 13.2、12.5 Hz），1.88（1H，
dd，J ＝ 13.2、4.0 Hz），H2-1]，3.86（1H，m，
H-2），3.95（1H，m，H-3），1.75、1.94（2H，
both m，overlapped，H2-4），2.31（1H，dd，J ＝

13.4、3.6 Hz，H-5），5.82（1H，brs，H-7），3.14
（1H，m，H-9），1.67、1.80（2H，both m，H2-
11），1.88、2.14（2H，both m，H2-12），1.59、
1.96（2H，both m，H2-15），1.73、1.98（2H，
both m，H2-16），2.39（1H，t，J ＝ 8.7 Hz，
H-17），0.89（3H，s，H3-18），0.98（3H，s，H3-
19），1.195（3H，s，H3-21），3.32（1H，m，
overlapped，H-22），1.28、1.66（2H，both m，
H2-23），[1.43（1H，td，J ＝ 12.6、3.8 Hz），1.80
（1H，m），H2-24]，1.187（3H，s，H3-26），1.20
（3H，s，H3-27），5.04（1H，d，J ＝ 3.3 Hz，
H-1'），3.79（1H，m，overlapped，H-2'），3.95
（1H，m，overlapped，H-3'），3.80（1H，m，
overlapped，H-4'），4.03（1H，brt，J ＝ 6.1 Hz，
H-5'），3.74（2H，d，J ＝ 6.1 Hz，H2-6'）。13C 
NMR（CD3OD，125 MHz）δ  39.0（C-1），69.0
（C-2），79.5（C-3），32.2（C-4），53.0（C-5），

206.3（C-6），122.1（C-7），168.5（C-8），35.2
（C-9），39.3（C-10），21.6（C-11），32.0（C-
12），48.5（C-13，overlapped），85.2（C-14），
31.8（C-15），21.5（C-16），50.6（C-17），18.1
（C-18），24.4（C-19），77.9（C-20），21.1（C-
21），78.5（C-22），27.4（C-23），42.4（C-24），
71.3（C-25），29.0（C-26），29.7（C-27），103.5
（C-1'），71.8（C-2'），71.2（C-3'），70.9（C-4'），
73.4（C-5'），62.9（C-6'）。因此该结构被鉴定为
蜕皮激素 -3-O-α-D- 甘露糖。
　　化合物 8：白色粉末。HR-ESI-Q-TOF-MS 给
出其准分子离子峰 267.0780 [M － H] －（calcd for 
C15H11N2O3，Mr ＝ 267.0770），确定其分子式为
C15H12N2O3。

1H NMR（CDCl3，500 MHz）δ 9.03
（H，s，H-4），8.21（1H，d，J ＝ 7.9 Hz，H-5），
7.40（1H，t，J ＝ 7.9 Hz，H-6），7.65（1H，t，
J ＝ 7.9 Hz，H-7），7.64（1H，d，J ＝ 7.9 Hz，
H-8），10.51（1H，s，NH），2.97（3H，s，H3-
15），4.09（3H，s，H3-18）。13C NMR（CDCl3，
125 MHz）δ  135.3（C-1），136.9（C-3），121.3
（C-4），122.1（C-5），121.7（C-6），129.8（C-
7），112.4（C-8），136.5（C-10），132.0（C-11），
121.0（C-12），141.5（C-13），203.3（C-14），
25.7（C-15），166.1（C-16），52.8（C-18）。 以
上与文献 [11] 基本一致，鉴定该化合物为 l- 乙酰
基 -3- 甲酯基 -β- 咔啉。
4　抗炎活性筛选

4.1　溶液的配制

　　① 对照品溶液：分别精密称取适量分离得到
的 8 个单体化合物，用 DMSO 溶解配制成质量浓
度为 2.0 mg·mL－ 1 的母液，然后用 DMSO 分别
稀释至 1000、500、250、100、50、25 μg·mL－ 1，
置于 4℃冰箱备用。
　　② 阳性对照品溶液：精确吸取塞来昔布（100 
μmol·L－ 1）适量，用 DMSO 分别稀释至浓度为
100、50、25、10、5 nmol·L－ 1，置于 4℃冰箱
备用。
4.2　抗炎活性的测定

　　参考 COX-2 试剂盒使用说明，对化合物
1 ～ 8 进行抗炎活性检测。使用 96 孔黑板设置对
照组、100% 酶活性组和不同浓度的样品组，每
个浓度平行测定 3 次，按照表 2 所示依次加入各
溶液。加入样品后，振荡混匀，在 37℃孵育 10 
min。
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表 2　96 孔黑板样品加入情况 (μL) 
Tab 2　Sample addition of 96 well blackboard (μL)

试剂 空白组
100% 酶活

性组

阳性抑制剂

对照组
样品组

COX-2 Assay Buffer 80 75 75 75

COX-2 Cofactor 工作液   5   5   5   5

COX-2 工作液 －   5   5   5

样品溶剂   5   5 － －

塞来昔布 － －   5 －

样品溶液 － － －   5

　　孵育后在各孔中加入 COX-2 探针 5 μL，再加
入 COX-2 底物 5 μL，振荡混匀，37℃避光孵育 5 
min 后进行荧光测定，激发波长 560 nm，发射波
长 620 nm。计算阳性药塞来昔布的 IC50 为 36.12 
nmol·L－ 1，化合物 1 ～ 8 对 COX-2 抑制作用的
IC50 值分别为 81.51、81.22、9.36、47.82、78.55、
70.49、6.70、67.54 μmol·L－ 1。
5　结果与讨论

　　本文采用多种色谱和波谱技术相结合的方
法，从瓦草中分离鉴定了 8 个单体化合物。通过
SciFinder 检索，确定化合物 7 为新化合物，化合
物 8 首次从蝇子草属植物中分离得到，进一步丰
富了瓦草的化学物质基础。
　　本实验以化合物对 COX-2 酶的抑制率作为评
价指标 [12]，对分离得到的 8 个单体化合物进行抗
炎活性筛选，发现 8 个化合物均具有不同程度的
抗炎活性，其中化合物 3 和 7 表现出较强的抗炎
活性，为瓦草的进一步开发和利用提供了方向。
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青柏散对口腔溃疡模型大鼠的药效学研究

赵慧雯，杨芮庚，呼延铭，赵锐帆，雷丸，潘雯，张晓莉，王济*，冯斌*（军事口腔医学国家重点实

验室，国家口腔疾病临床医学研究中心，陕西省口腔生物工程技术研究中心，第四军医大学口腔医院药剂科，西安　710032）

摘要：目的　探讨青柏散对口腔溃疡模型大鼠的药效学作用。方法　将 126 只雄性 SD 大鼠

随机均分为正常组，模型组，阳性药组，青柏散低、中、高剂量组（0.25、0.50、0.75 g·kg－ 1）。

每组取 18 只采用冰醋酸化学灼烧法建立口腔溃疡实验模型，各药物组分别散布相应量药粉，

连续给药 4 d，模型组和正常组不做任何处理。观察各组大鼠体质量变化以及创面愈合情况，

苏木素 - 伊红（HE）染色法观察溃疡组织病理变化，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测碱

性成纤维细胞生长子（bFGF）、白细胞介素（IL）-2、IL-6 和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）的含

量。另每组取 3 只大鼠采用稳定开口法建立疼痛实验模型，Von Frey 法测定机械疼痛阈值。

结果　与模型组相比，给药组大鼠体质量下降的情况显著改善（P ＜ 0.05）；口腔溃疡区黏

膜皮层明显修复，溃疡部位炎性细胞浸润明显减少；炎性因子 bFGF 和 IL-2 的含量显著增加

（P ＜ 0.05），IL-6 和 TNF-α 的含量显著下降（P ＜ 0.05）。给药处理使大鼠口腔溃疡区机械

疼痛阈值显著提高（P ＜ 0.05）。结论　青柏散可明显加快大鼠口腔溃疡的愈合，减轻炎症反

应并缓解疼痛程度。

关键词：青柏散；口腔溃疡；药效学作用
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Pharmacodynamics of Qingbai pulvis on oral ulcer in rat models

ZHAO Hui-wen, YANG Rui-geng, HU Yan-ming, ZHAO Rui-fan, LEI Wan, PAN Wen, ZHANG 
Xiao-li, WANG Ji*, FENG Bin* (State Key Laboratory of Military Stomatology & National Clinical 
Research Center for Oral Diseases & Shaanxi Engineering Research Center for Dental Materials 
and Advanced Manufacture, Department of Pharmacy, School of Stomatology, The Fourth Military 
Medical University, Xi’an  710032)

Abstract: Objective  To determine the pharmacodynamics of Qingbai pulvis on oral ulcer in rat 
models. Methods  Totally 126 male SD rats were randomly divided into a normal group, a model 
group, a positive group, and Qingbai pulvis low-dose, medium-dose and high-dose groups (0.25, 
0.50, and 0.75 g·kg－ 1). Eighteen rats in each group were used to induce the oral ulcer model by 
chemical burning with acetic acid. The administration groups were given corresponding medicine 
for 4 consecutive days, while the normal group and the model group had no treatment. The weight 
change and wound healing were observed. Hematoxylin-eosin (HE) staining method was used to 
observe the histopathological changes of oral ulcer, and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
method was used to detect the content of basic fibroblast growth factor (bFGF), interleukin (IL)-
2, IL-6 and tumor necrosis factor-α  (TNF-α) in the ulcer tissues of rats. Another 3 rats in each group 
were used to induce a pain model by stable mouth opening method. Von Frey method was used to 
measure pain threshold. Results  Compared with the model group, the weight loss was improved in 
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　　复发性口腔溃疡（RAU）为口腔黏膜常见疾
病，具有局限性、自愈性、高发病率、高复发率
等特点 [1-2]。发病时灼痛难忍，影响患者日常生
活，长期反复发作将直接影响机体免疫功能，还
可能有诱发癌变的危险 [3]。目前临床上常用的口
腔溃疡药物多以抗菌消炎药、免疫调节药、激素
治疗药为主，然而上述药物对溃疡修复无明显直
接作用，且治疗后复发率高，长期使用不良反应
较大。对于重型 RAU，多采用局部注射肾上腺
皮质激素治疗，疗效显著，但该方法易造成局部
周围组织的损伤，患者对局部注射激素具有恐惧
感，易产生心理负担，应用受限，因此临床上需
要更加有效的治疗理念和手段。
　　近年来中医学领域陆续出现了一些根据中医
辨证论治等原则治疗 RAU 的中药复方药物，中
药配伍已成为治疗口腔溃疡的研究热点。青柏散
参考我国传统医学体系，以《千金要方·口疮》中
记载的青黛、黄柏两味药材为主，进行组方，黄
柏清热燥湿，青黛泻火解毒，两药合用，是为君，
协同作用清除脾胃积热、心火炽盛、阴虚火旺之
病症根源，平火生阴，修复黏膜；五倍子收湿敛
疮，止血生肌，是为臣，协助君药泻火除蒸，消
炎止痛；同时，佐以冰片和龙骨，开窍醒神、散
瘀杀菌；再使以甘草，调和诸药，消除口腔溃疡
之表象，诸药合用，共同达到治疗目的。为使更
多患者获益，我院拟对其进行制剂开发及成果转
化，前期已完成处方工艺及质量控制研究，本研
究通过建立大鼠口腔溃疡实验模型和机械刺激测
量镇痛阈值实验模型，进一步验证青柏散对口腔
溃疡的治疗效果并探讨其作用机制，为指导新药
设计、提高药物安全性及有效性提供参考。
1　材料

1.1　实验动物

　　126 只 SPF 级雄性 SD 大鼠（空军军医大学实
验动物中心，动物生产许可证号为 SYXK-2019-
001）。实验动物的使用遵循 3R 原则。所有实验操

作均获得空军军医大学实验动物伦理委员会的审
批，批件号为 20221109。
1.2　试药

　　青柏散（批号：220210，规格：5 g/ 瓶，由
空军军医大学第三附属医院药剂科研制）；桂林
西瓜霜（批号：200903，规格：3.5 g/ 瓶，桂林
三金药业股份有限公司）；大鼠肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）、大鼠白细胞介素（IL）-2、IL-6 ELISA
试 剂 盒（批 号 分 别 为 R221024-102a、R221024-
001a、R221024-003a，欣博盛生物科技有限公司），
大鼠碱性成纤维细胞生长子（bFGF）ELISA 试
剂盒（批号：Oct2022，上海酶联生物科技有限
公司），NP-40 裂解液（批号：P0013F，碧云天
生物技术有限公司）；4% 多聚甲醛溶液（批号：
SL321438100，北京酷来搏科技有限公司）；舒泰
50（批号：7XDYA，法国维克有限公司）；盐酸
赛拉嗪注射液（批号：20201118，吉林省华牧动物
保健品有限公司）；生理盐水（批号：22070405，
四川科伦药业股份有限公司）；冰醋酸（批号：
20191025，天津市富宇精细化工有限公司）；水为
纯净水（实验室自制）。
1.3　仪器

　　RM2125RTS 型石蜡切片机、DMI6000B 型光
学显微镜（德国 Leica 公司）；DKZ-2B 型数字显
示隔水式电热恒温培养箱（上海一恒科学技术有
限公司）；VARIOSKAN LUX 型酶标仪、MULTI-
FUGE X1R 型台式高速冷冻离心机（美国 Thermo
公司）；SCIENTZ-ⅡD 型超声波细胞粉碎机（宁
波新芝生物科技股份有限公司）；101 型电热恒温
鼓风干燥箱（北京科伟永兴仪器有限公司）；CP-
213 型电子分析天平（奥豪斯仪器有限公司）。
2　方法与结果

2.1　青柏散对大鼠口腔溃疡的促愈合作用研究

2.1.1　口腔溃疡模型的建立　选用健康雄性 SD
大鼠 108 只，将大鼠随机分为 6 组，即正常
组，模型组，阳性组（桂林西瓜霜），青柏散低、

the administration groups (P ＜ 0.05). The mucosal cortex was greatly repaired and the infiltration 
of inflammatory cells at the ulcer was obviously reduced. The content of bFGF and IL-2 was 
significantly increased (P ＜ 0.05), and the content of IL-6 and TNF-α was decreased (P ＜ 0.05). The 
mechanical pain threshold of rat oral ulcer was significantly increased after the treatment (P ＜ 0.05). 
Conclusion  Qingbai pulvis can accelerate the healing of rat oral ulcer, reduce inflammation and 
relieve pain. 
Key words: Qingbai pulvis; oral ulcer; pharmacodynamics
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中、高剂量组，每组 18 只。放在昼夜交替，温
湿度分别为（24±2）℃和 40% ～ 70% 的房间适
应性饲养 3 d，正常饮食。将盐酸唑拉西泮（75 
mg·mL－ 1）和盐酸赛拉嗪注射液（10 mg·mL－ 1）
按照 1∶1 的比例混合，以 0.2 mL/100 g 腹腔注射
麻醉，将 50% 冰醋酸浸润的直径为 5 mm 的脱脂
棉球紧贴于大鼠下唇口角黏膜处，持续按压 60 s
后迅速移除棉球并用 5 mL 生理盐水冲洗，建立
口腔溃疡模型。正常组用生理盐水代替冰醋酸，
其他操作步骤一样。以造模当日作为实验第 1 日。
24 h 后观察口腔局部黏膜的炎症情况，如果观察
到红肿假膜则表明溃疡形成。
2.1.2　给药方法　造模成功当日开始给药，阳性
组按 2 次·d－ 1（相当于 0.50 g·kg－ 1）散布给药，
青柏散低、中、高剂量组分别按 1、2、3 次·d－ 1

（相当于 0.25、0.50、0.75 g·kg－ 1）散布给药，连
续给药 4 d，正常组、模型组不做任何处理。用药
后 2 h 内禁食禁水，其余时间自由进食进水。
2.1.3　大体观察　造模成功后观察大鼠外观、精
神及一般状况的变化，采用盲法进行，结果显
示，正常组大鼠反应灵敏，背毛光泽，二便和活
动正常；模型组大鼠反应迟钝，口唇边潮湿，流
口水，毛发粗糙分叉，大便偏稀；阳性组和青柏
散组大鼠反应灵敏，背毛光泽，活动正常。
2.1.4　体质量变化　实验开始后每日测量并记录
大鼠体质量的变化。由图 1 可知，实验第 2 日，
与正常组比较，模型组、阳性组和青柏散各剂量
组体质量变化均显著下降（P ＜ 0.05）。说明冰醋
酸处理使大鼠产生疼痛与不适导致了大鼠体质量
下降。与模型组比较，实验第 3 日阳性组和青柏
散各剂量组体质量变化均显著升高（P ＜ 0.05）。
说明给予适量药物处理能够缓解大鼠口腔不适，
减少大鼠的体质量下降；实验第 5 日，青柏散高
剂量组大鼠体质量变化显著升高（P ＜ 0.05）；实
验第 7 日，青柏散中剂量组大鼠体质量变化显著
升高（P ＜ 0.05）。结果提示，青柏散给药处理能
够加快大鼠体质量的恢复。
2.1.5　创面愈合情况观察　实验第 3、6、9 日分
别对各组大鼠口腔溃疡愈合情况进行观察。由
图 2 可知，正常组大鼠各时间点口腔黏膜表面光
滑，无水肿，无充血现象。实验第 3 日，模型组、
阳性组和青柏散各剂量组造模区黏膜水肿，形成
黄白色假膜。实验第 6 日模型组黄白色假膜还未
脱落，局部充血严重；阳性组和青柏散低、中剂
量组黄白色假膜变薄并部分脱落；青柏散高剂量

组黄白色假膜已完全脱落，肿胀程度减轻，组织
周围充血减轻。实验第 9 日模型组黄白色假膜还
未完全脱落，与第 6 日相比有明显的好转；阳性
组和青柏散各剂量组假膜完全脱落，溃疡基本愈
合，肿胀现象消失，周围组织充血消失，外观同
正常组没有明显差异。
　　实验第 3、6、9 日分别对各组大鼠口腔溃疡
面积进行测算。由图 3 可知，与模型组相比，实
验第 6 日，阳性组和青柏散各剂量组大鼠溃疡面
积显著减小（P ＜ 0.05），此外，各组大鼠溃疡面
积均随着给药时间增加而不断减小。
　　结果表明，青柏散给药处理能够明显缩小大
鼠口腔溃疡面积，加速口腔溃疡愈合，且高剂量
组效果最为明显，对发病初期作用显著，同时验
证口腔溃疡具有自愈性。
2.1.6　溃疡组织病理学观察　各组于实验开始后
第 3、6、9 日分别随机选取 3 只大鼠处死，取得
黏膜标本，用生理盐水冲洗干净后立即放入 4%
多聚甲醛溶液进行固定，用石蜡对组织进行包
埋，连续 5 μm 切片，HE 染色，然后在光学显微
镜下观察分析。
　　由图 4 可知，正常组大鼠口腔黏膜上皮完整
连续，固有层无血管充血及大量炎性细胞浸润等
病理改变。实验第 3 日，模型组、阳性组和青柏
散各剂量组黏膜上皮结构被破坏消失，表面有纤
维性渗出，细胞出现空泡变性，溃疡部位有密集
的炎性细胞浸润，以中性粒细胞和淋巴细胞为
主。实验第 6 日，模型组上皮呈现修复反应，但
炎性细胞浸润明显，大多为淋巴细胞；阳性组和
青柏散低、中剂量组有新的肉芽组织产生，上皮
细胞层次增多，但仍有炎性细胞浸润；青柏散高
剂量组基底层逐渐修复，炎性细胞浸润明显减

图 1　各组大鼠体质量变化（x±s，n ＝ 6）
Fig 1　Changes in body mass of rats in each group（x±s，n ＝ 6）

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05
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少，黏膜组织结构趋于完整。实验第 9 日，模型
组黏膜上皮初步修复，但是厚度不一，层次紊
乱；阳性组和青柏散各剂量组黏膜上皮完全愈合，
厚度均匀，层次分明，与正常组无明显差异。结
果表明，青柏散给药处理能够明显加速口腔溃疡
的愈合，同时验证口腔溃疡具有自愈性。
2.1.7　溃疡局部组织中炎性因子 bFGF、IL-2、
IL-6 和 TNF-α 含量测定　各组于实验开始后第
3、6、9 日分别随机选取 3 只动物处死。正常组
切取正常黏膜，其余各组切取溃疡组织黏膜，用

图 2　各组大鼠口腔溃疡愈合情况观察

Fig 2　Healing of oral ulcer of rats in each group

图 3　各组大鼠口腔溃疡伤口面积（x±s，n ＝ 6）
Fig 3　Wound area of oral ulcer of rats in each group（x±s，n ＝ 6）

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

预冷的生理盐水冲洗组织以去除残留血液，用眼
科小剪将黏膜剪碎，操作在冰水浴中进行，置
于 EP 管中称重后用移液枪加入黏膜重量 10 倍
的 NP-40 裂解液，冰浴条件下，用细胞超微粉碎

机对黏膜进行充分粉碎。将粉碎得到的组织匀浆
于 4℃、5000 r·min － 1 离心 20 min，用移液枪
移取上清液，分装保存于－ 20℃冰箱中备用，按
ELISA 试剂盒说明书操作进行上清液中 bFGF、

图 4　各组大鼠口腔组织病理学观察（×100）
Fig 4　Histopathological observation of oral ulcer of rats in each group（×100）
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IL-2、IL-6 和 TNF-α 含量的测定。由图 5 可知，
实验第 3 日，与正常组相比，模型组口腔溃疡组
织中 bFGF 和 IL-2 的含量显著下降（P ＜ 0.05），
IL-6 和 TNF-α 的含量显著增加（P ＜ 0.05），说
明造模成功。实验第 6、9 日，与模型组相比，
阳性组和青柏散各剂量组 bFGF 和 IL-2 的含量显
著增加（P ＜ 0.05），IL-6 和 TNF-α 的含量显著
下降（P ＜ 0.05）。实验第 9 日，与正常组相比，
阳性组和青柏散各剂量组口腔溃疡组织中 bFGF、
IL-2、IL-6 和 TNF-α 的含量差异无统计学意义。
2.2　青柏散对大鼠口腔溃疡的镇痛作用研究

2.2.1　机械刺激测量疼痛阈值模型的建立　选用
健康雄性 SD 大鼠 18 只，随机分为 6 组，即正常
组，模型组，阳性组（桂林西瓜霜），青柏散低、
中、高剂量组，每组 3 只。放在昼夜交替，温湿
度分别为（24±2）℃和 40% ～ 70% 的房间适应性
饲养 3 d，正常饮食。为了稳定地暴露大鼠口腔黏
膜的穹窿区域，将盐酸唑拉西泮（75 mg·mL－ 1）
和盐酸赛拉嗪注射液（10 mg·mL－ 1）按照 1∶1
的比例混合，以 0.2 mL/100 g 腹腔注射麻醉，然
后给大鼠穿环，大鼠穿环以后先适应一周，待行
为稳定后增加一个 6 g 的重物使其能够稳定暴露
黏膜，将大鼠放置在手工制作的黑色塑料盒中，
每日 10 min，连续训练两周后，按照“2.1.1”及
“2.1.2”项下方法进行口腔溃疡造模及给药。穿环
及开口行为训练情况见图6，具体实验流程见图7。
2.2.2　Von Frey 法大鼠疼痛阈值测定　使用一组
Von Frey 丝（0.02、0.04、0.07、0.16、0.4、0.6、
1、2、4 和 6 g）刺激口腔黏膜测量疼痛阈值。为
了防止损伤黏膜最大使用 6 g 的 Von Frey 丝进行
测量，于实验第 1 日即造模当日，实验第 2、5、
9 日末次给药后进行测量。在测试前，将大鼠置
于自制的塑料盒中 10 min，待大鼠行为稳定后
采用 Von Frey 丝刺激稳定暴露的口腔溃疡区黏
膜，并将大鼠有挣扎和企图逃脱的行为定义为阳
性反应。发现有阳性行为时选用小一个型号的针
再试，测量 5 次出现 3 次阳性行为就定义为机械
阈值，每次测量之间相隔至少 30 s。由图 8 可知，
实验第 2、5、9 日，与正常组和模型组比较，青
柏散各剂量组机械刺激所致疼痛阈值均显著升高
（P ＜ 0.05）；与阳性组比较，青柏散各剂量组镇
痛阈值略高，但差异无统计学意义。说明适量青
柏散给药处理能够明显缓解冰醋酸诱发的大鼠口
腔溃疡区疼痛。

图 5　各组大鼠口腔溃疡组织中 bFGF、IL-2、IL-6 和 TNF-α 的含量

（x±s，n ＝ 3）
Fig 5　Content of bFGF，IL-2，IL-6 and TNF-α  in oral ulcer tissue of 
rats in each group（x±s，n ＝ 3）

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.

图 6　大鼠穿环及开口行为训练图片

Fig 6　Training of rats’ ring piercing and mouth opening behavior



2962

Central South Pharmacy. November   2023, Vol. 21 No. 11 　中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期

图 8　各组大鼠机械刺激所致疼痛阈值（x±s，n ＝ 3）
Fig 8　Pain threshold by mechanical stimulation of rats in each group
（x±s，n ＝ 3）

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the normal group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.

2.3　统计学分析

　　采用 SPSS 26.0 软件对数据进行统计分析，
数据均以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 LSD-t 法检验。P＜0.05
为差异有统计学意义。
3　讨论

　　现代医学研究显示，口腔溃疡的发生原因
比较复杂，可能因素包括消化系统疾病及功能
紊乱，内分泌变化，精神因素，遗传因素以及
锌、铁等微量元素缺乏，叶酸、维生素 B12 等维
生素缺乏，免疫功能降低，微生物作用等其他因
素 [4]。由于口腔溃疡的发病是多种因素综合作用
的结果，因此采用单一作用的药物难以达到良好
的治疗效果。目前临床常用的口腔溃疡药多以抗
菌消炎、抗过敏、免疫调节以及局部激素治疗药
物为主 [5-8]，但长期用药存在复发率高，不良反
应大等问题 [9]，因此临床上需要更加有效的治疗
理念和手段。近年来中医学领域陆续出现了一些
根据中医辨证论治等原则治疗此病的中药复方药
物，中药配伍现已成为治疗口腔溃疡病的研究热
点。黄柏清热燥湿，泻火解毒；青黛清热泻火，
凉血解毒；二药合用，其清火之功效更著，治疗
久而不瘥者。青柏散按照传统中医理论以黄柏和

青黛为主进行组方，多种成分协同发挥作用，治
疗口腔溃疡具有良好疗效。
　　本研究采用冰醋酸化学灼烧法进行造模，通
过大体观察、创面愈合观察以及组织病理学观察
评价青柏散对口腔溃疡的治疗作用，结果发现青
柏散能够减少口腔溃疡大鼠的体质量下降，促进
创面组织愈合，推测可能与青柏散的抗炎及镇痛
作用有关。
　　本研究还通过大鼠口腔溃疡组织中炎性因子
的检测对青柏散的治疗作用机制进行了初步探
索。研究证实，口腔溃疡病理过程中细胞因子如
TNF-α、IL 等发挥着重要作用 [10-11]。TNF-α 主要
由单核巨噬细胞产生，以自分泌和旁分泌的方式
激活炎症反应，介导细胞凋亡；IL-6 属于多功能
炎性细胞因子，可诱导 TNF 产生催化，放大炎性
反应，损伤组织细胞；另外 IL-2 主要由 Th1 细
胞产生，是引起 T 细胞增殖的主要细胞因子，可
提高 T 细胞的数量，增强机体的免疫功能 [12-14]。
本实验结果发现，青柏散可明显降低口腔溃疡组
织区 TNF-α 和 IL-6 表达，增加 IL-2 表达，通过
调节炎性因子表达水平，减少炎症发生和组织损
伤。bFGF 存在于脑、垂体等组织，是一种能促
进成纤维细胞生长的物质，其具有双重生物学效
应，及很强的促进创伤愈合和组织再生能力 [15]。
本实验结果发现，青柏散可以通过促进 bFGF 的
表达，进一步修复受损组织，促进溃疡愈合。
　　此外，本研究还通过 Von Frey 法大鼠疼痛阈值
的测定考察了青柏散的镇痛作用，实验结果发现，
与正常组和模型组相比，青柏散能显著提高大鼠口
腔溃疡组织区机械阈值，缓解冰醋酸所致溃疡疼
痛。现代中药药理研究表明，青黛、黄柏、五倍子、
冰片、甘草中含的生物碱、黄酮、皂苷等活性成分
具有抗炎镇痛作用，当机体有炎症发生时损伤的组
织会向细胞外液中释放一些能引起疼痛的内源性化
学物质，如前列腺素 E2（PEG2）、缓激肽等，这些
物质能够改变生理环境，间接提高伤害性感受器的
兴奋性产生疼痛，而黄柏能够显著抑制 PEG2 等炎
性致痛物质的产生和释放 [16]，冰片还能够激活代
谢型谷氨酸受体发挥镇痛作用 [17]，青柏散的镇痛
作用可能与此相关，具体的机制有待进一步研究。
　　综上所述，青柏散对大鼠口腔溃疡组织区炎
性因子 bFGF、IL-2、IL-6 和 TNF-α 的表达水平有
一定影响，具有抗炎和镇痛双重作用，本实验为
青柏散在治疗口腔溃疡方面的研究提供了参考，
并为其后期临床应用和市场开发提供了依据。

图 7　Von Frey 法检测流程图

Fig 7　Flow chart of Von Frey method
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热烈祝贺《中药一致性评价学》出版发行

中药一致性评价学是以中药主要化学成分的定性定量表征为基础和以
主要药效组分在体内效应的定量作用一致性作为重点监控步骤，以中药指
纹信息学为评价手段获取关于中药质量一致性和药效一致性的评价理论和
评价方法及评价技术的学科。它是新兴的交叉边缘学科，主要包括样品制
备、检测方法、评价模型、评价软件和评价结果报告。《中药一致性评价学》

在 2023 年 11 月正式出版发行。该书以“中药指纹学”为学科基础，对中
药一致性控制方法提出等位等价理论，以使用定量指纹图谱检查为核心，

为中药标准化问题提出了切实有效的解决方案。本书倡导的中药标准制剂
控制模式兼顾中药原料现实，在保证中药的基本疗效前提下，充分考虑中
药资源现状，提出从中药主组分的化学指纹物质等位和中药主组分的体内
活性效应等位两个方面实现中药一致性，奠定了中药一致性评价目标理论。

本书系统科学、重点突出，基于中药系统指纹定量法，对中药投料一
致性、中药固体制剂溶出一致性、中药谱效一致性等均进行了研究，展示
了中药一致性评价软件“中药主组分一致性数字化评价系统 3.0”“中药光
谱量子指纹一致性数字化评价系统 4.0”，实例介绍了中药指纹质控的应用，

对开展中药仿制、经典名方研究和中药一致性评价的试验具有指导意义。
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成纤维细胞生长因子 9：治疗精神神经疾病药物新靶点

赵丞1，2，王小青2，王宇红1，姜德建1，2*（1. 湖南中医药大学科技创新中心&抑郁类疾病中医药防治湖南省重点实

验室，长沙　410208；2. 湖南省药物安全评价研究中心&新药药效与安全性评价湖南省重点实验室，长沙　410331）

摘要：成纤维细胞生长因子 9（FGF9）是一种能调节细胞增殖、分化和凋亡的生长因子，为成

纤维细胞生长因子家族的重要一员。FGF9 在人体的细胞和组织中广泛分布，在骨骼、胚胎的

发育、血管形成、神经再生、肿瘤生长过程中发挥作用。近年来，随着其在抑郁症、帕金森病、

阿尔茨海默病、癫痫、焦虑症等精神神经疾病发病机制中的关键作用不断被认识，FGF9 被认

为是一个潜在的治疗精神神经疾病药物开发的新靶点。

关键词：成纤维细胞生长因子 9；神经精神疾病；药物开发
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Fibroblast growth factor 9: a new target for psychoneurological disorders

ZHAO Cheng1, 2, WANG Xiao-qing2, WANG Yu-hong1, JIANG De-jian1, 2* (1. Science and Technology 
Innovation Research Center, Hunan University of Chinese Medicine & Hunan Key Laboratory of 
Traditional Chinese Medicine for the Prevention and Treatment of Depressive Diseases, Changsha  
410208; 2. Hunan Center for Safety Evaluation and Research of Drugs & Hunan Key Laboratory of 
Pharmacodynamics and Safety Evaluation of New Drugs, Changsha  410331)

Abstract: Fibroblast growth factor 9 (FGF9) is a growth factor that can regulate the cell proliferation, 
differentiation and apoptosis, and is an important member of the fibroblast growth factor family. 
FGF9 is widely distributed in human cells and tissues and plays a role in the bone and embryonic 
development, blood vessel formation, nerve regeneration and tumor growth. In recent years, with 
the increasing recognition of its key role in the pathogenesis of neuropsychiatric diseases such as 
depression, Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, epilepsy and anxiety, FGF9 has been considered 
as a new potential target for drug development for neuropsychiatric diseases. 
Key words: fibroblast growth factor 9; neuropsychiatric disease; drug development
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　　精神神经疾病是指在各种生物学、心理学以
及社会环境因素影响下，大脑功能失调，导致以
认知、情感、意志和行为等精神活动出现不同程
度障碍为临床表现的疾病。精神神经疾病按严重
程度可分为轻型精神疾病（焦虑症、强迫症、抑
郁症、恐怖症等）与重型精神疾病（精神分裂症、
双相情感障碍等）。目前精神神经疾病的治疗主
要采取心理治疗（精神治疗）和药物治疗相结合

的方法，一般以药物治疗为主，心理治疗为辅。
1　成纤维细胞生长因子 9（FGF9）的生物学特性

　　FGF9 是成纤维细胞生长因子家族（FGFs）的
一员，具有调节细胞的增殖、分化和凋亡等生理功
能 [1]。FGF9 首先发现于人类神经胶质瘤细胞系，因
其具有神经胶原激活因子的活性，最初被命名为胶
质细胞激活因子 [1]。FGF9 是一种自分泌或旁分泌生
长因子，在人体的细胞和组织中广泛分布，包括成

综述
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骨细胞、软骨细胞、血管内皮细胞、晶状体上皮细
胞，以及皮肤、肝、肾脏、胃、生殖系统、淋巴组
织等 [2]。研究发现，FGF9 作为胞间信号转导分子参
与了多种生理与病理过程，如骨骼生长 [3]、胚胎发
育 [4]、血管形成 [5]、神经再生 [6] 和肿瘤生长 [7] 等。
1.1　FGF9 的结构

　　人 FGF9 基因编码一个由 207 个氨基酸组成的
蛋白质序列，分子质量约为 23 kDa，基因定位于
13 号染色体 q11 ～ q12 区域 [8]。小鼠 FGF9 基因
有 208 个氨基酸，定位于 14 号染色体上，含有 3
个外显子和 2 个内含子 [9]。FGF9 基因的 5' 侧翼区
含有潜在的 TATA 盒（TBP 的共同序列结合部位）、
C/EBP 结合部位、AP1 结合部位和 SP1 结合部位
的调控元件 [10]。此外，FGF9 在不同的种属间具
有很高的同源性，人、鼠、蟾蜍之间的同源性为
93%，人与鼠的 FGF9 的区别在于第 9 位氨基酸不
一样，前者为天冬酰胺，后者为丝氨酸 [11]。
1.2　FGF9 的受体

　　FGFs 与 FGF 受体（FGFR）结合从而发挥生
理病理作用。目前发现的 FGFR 有 4 种亚型，编
号 为 FGFR1 ～ FGFR4。FGF9 是 FGFR3 的 特 异
性高亲和力肝素依赖性配体，它与 FGFR2 的亲
和力稍低，但不与 FGFRl 或 FGFR4 结合。PCR、
RT-PCR 和免疫组化研究结果显示，转基因小鼠的
基因型以及内源性 FGFR3 在心、肝、脾、小脑、
肾、肺、大脑、胸腺、骨骼肌、胃、关节、骨髓
等组织中均有表达，特别是在大脑中高表达 [12]。
2　FGF9 与精神神经系统类疾病

　　近年来研究显示，FGF9 在多种精神神经系
统疾病的发生发展过程中起关键作用，包括抑郁
症、帕金森病、阿尔茨海默病、癫痫、焦虑症、
肌萎缩侧索硬化、多发性硬化症等。
2.1　FGF9 在抑郁症中的作用

　　生长因子在相应大脑组织的表达混乱和功能
失调是抑郁症的病理学基础之一 [13-14]。抑郁症患
者的尸检研究发现，FGF9 在背外侧前额叶皮层、
前扣带回、蓝斑核和海马组织中表达均上调 [15-17]。
而在抑郁模型大鼠海马组织中 FGF9 水平相对正
常水平显著上升 [15]。利用 FGF9 基因敲除技术研
究发现，FGF9 在抑郁行为中扮演着负调控的角
色 [15]。本课题组研究结果显示，FGF9 在抑郁症
患者血清中的 [18] 及卒中后抑郁大鼠模型脑组织
和血液中的水平显著增加 [19]，且用不可预知刺激
所致的抑郁模型小鼠 FGF9 水平也显著增加 [20-21]。
侧脑室注射 FGF9 能诱导小鼠抑郁样行为学改

变 [18，22-23]。这些研究提示，FGF9 在调节抑郁行
为中可能发挥着重要的作用。
2.2　FGF9 在焦虑症中的作用

　　有研究结果显示，长期给予 FGF9 能够增加
大鼠在高架十字迷宫上的焦虑样行为。与对照组
相比，微量注射 FGF9 的动物在高架十字迷宫上
张开手臂花的时间更少。在强迫游泳实验中，注
射 FGF9 的动物攀登时间百分比减少，不动时间
百分比增多，证明长期脑室注射 FGF9 会增加焦
虑和抑郁的行为。后续研究又使用慢病毒载体下
调海马齿状回中 FGF9 的表达，通过检测增强的
绿色荧光蛋白的表达来证实局部病毒注射的影
响，结果显示 FGF9 的表达降低了 30%。而与对
照组相比，敲除内源性 FGF9 的动物在高架十字
迷宫上的闭合手臂上花费的时间显著减少，表明
FGF9 改善了焦虑样行为。可见海马区 FGF9 的
高表达在情绪和焦虑症的发展或表达中发挥着重
要作用 [15]。而另一项研究通过对 FGF9 等位基
因 Y162C 突变小鼠进行一系列情绪、认知行为和
感觉运动测试，研究 FGF9 在不同大脑功能中的
作用，结果表明 FGF9Y162C 的突变在新的压力
环境的运动和焦虑反应，过度活跃的听觉惊吓反
应，以及社交记忆受损中发挥了作用 [24]。因此，
FGF9 的基因改变可能增加发生焦虑症的易感性。
2.3　FGF9 在帕金森病中的作用

　　有研究表明，氧化应激 [25] 和营养因子的下
调 [26-31] 参与了帕金森病黑质纹状体多巴胺（DA）
能神经变性的发病。FGF9 是多种细胞类型的生存
因子，并且由神经元和神经胶质细胞表达，以自
分泌和 / 或旁分泌的方式支持神经元的存活和促进
神经胶质细胞的增殖 [32-33]。有研究使用 1- 甲基 -4
苯基砒啶（MPP ＋）在体内和体外诱导神经元死
亡，并研究了 FGF9 在 MPP＋中毒和褪黑素保护中
的作用。研究发现 MPP＋以剂量和时间依赖的方
式抑制 FGF9 mRNA 及其蛋白的表达，并导致原
代皮质神经元死亡。用 FGF9 蛋白处理培养的黑质
细胞和中脑细胞可抑制 MPP ＋诱导的 DA 神经元
死亡。褪黑素联合治疗可减轻 MPP＋诱导的 FGF9
下调及体内外 DA 神经元的凋亡。褪黑素和 FGF9
中和抗体共同处理 DA 神经元可阻断褪黑素的保
护作用。在没有 MPP＋的情况下，FGF9 中和抗体
可诱导 DA 神经元的凋亡，而 FGF9 蛋白则使其减
少，提示内源性 FGF9 是 DA 神经元的生存因子。
综上可见，MPP＋下调 FGF9 表达，导致 DA 神经
元凋亡，而 FGF9 保护 DA 神经元免受 MPP＋的中
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毒，并参与褪黑素的保护作用 [34]。
2.4　FGF9 在癫痫中的作用

　　有研究建立了在表达 Olig1 的少突胶质祖细
胞中条件性敲除 FGF9 的基因小鼠，通过行为
学、电生理监测以及生长发育的结果确定了小
鼠为癫痫发作 [35]。由于癫痫发作与皮层、海马
和丘脑的病理改变有关，该实验又研究了 Neun、
Iba-1 和 GFAP 分别作为神经元、小胶质细胞和
星形胶质细胞的标志物在条件性敲除的 Olig1 小
鼠中枢神经系统中的表达模式，发现明显的炎性
病理改变；免疫组织化学染色发现在条件性敲
除 Olig1 小鼠的大脑皮质中显示出异常的 Olig1
阳性细胞形态，说明表达 Olig1 的少突胶质胶祖
细胞中 FGF9 缺失导致了癫痫的发生，并伴随大
脑皮层的病理改变。在随后的机制研究中，激
活 G 蛋白 /AC/cAMP 信号通路阻断了 γ- 氨基丁
酸（GABA）合成，使表达 Olig1 的少突胶质祖
细胞中 FGF9 缺失，导致海马中 GABA 和谷氨酸
（Glu）的失衡并诱导小鼠癫痫发作。可见，FGF9
在 GABA 能神经元存活和癫痫病理过程中发挥着
至关重要的作用。
2.5　FGF9 在阿尔茨海默病中的作用

　　有研究 [36] 对 10 例阿尔茨海默病患者和 10 例
正常对照组的枕颞叶海马区切片，进行免疫组织
化学染色，结果显示，含有 FGF9 免疫反应阳性
营养不良突起和 tau 阳性营养不良突起的老年斑
（SPs）数量基本相同。在正常对照组切片中，也
可观察到多个 FGF9 免疫反应阳性的 SPs，但是
数量明显少于阿尔茨海默病患者切片。阿尔茨海
默病患者的切片中，星形胶质细胞散在分布于灰
质，星形胶质细胞在 SPs 周围有增多的趋势，皮
质下白质内可见大量的星形胶质细胞。正常对照
组灰质内可见少量的星形胶质细胞，白质内未见
明显的星形胶质细胞。FGF9 存在于阿尔茨海默
病脑内 SP 营养不良的神经突起、星形胶质细胞、
海马神经元和皮质神经元中，提示 FGF9 参与了
阿尔茨海默病的病理过程 [36]。Kanda 等 [37] 研究
了 FGF9 对原代培养的胚胎 17 d 大鼠基底前脑胆
碱能神经元的影响，结果发现，FGF9 增强了乙
酰胆碱酶阳性神经元的存活率，增加了平均体细
胞大小，并且调节了胆碱乙酰转移酶活性。
2.6　FGF9 在肌萎缩侧索硬化中的作用

　　肌萎缩侧索硬化是累及上下运动神经元的进
行性进展的神经系统变性病 [38]，导致四肢、躯
干、胸部、腹部肌肉逐渐无力并萎缩，从而影响

运动、交流、吞咽和呼吸功能，最终导致死亡。
肌萎缩侧索硬化的病因仍然不清楚，其发病可能
涉及多种不同的细胞损伤机制，包括氧化应激、
蛋白的异常聚集、线粒体损伤、凋亡、遗传倾向
等 [37]。有研究通过用稳定转染 TDP-25 的 NSC-
34 细胞建立了肌萎缩侧索硬化细胞模型，用不同
浓度的 FGF9 处理 24 h 后，检测其细胞活力、细
胞损伤和细胞凋亡，结果低剂量的 FGF9 可以使
稳定转染 TDP-25 的 NSC-34 细胞的细胞活力增
加，促进细胞增殖，并且能够降低细胞内乳酸脱
氢酶（LDH）水平，其机制可能是通过降低细胞
内氧化应激水平，抑制细胞凋亡来保护细胞。该
研究只在细胞水平上进行了研究，没有进一步在
动物模型中进行验证。虽然目前 FGF9 在肌萎缩
侧索硬化的体内研究缺少有效的证据，但也为肌
萎缩侧索硬化的治疗带来了新的方向 [39]。
2.7　FGF9 在多发性硬化症中的作用

　　多发性硬化是以中枢神经系统白质炎性脱髓
鞘病变为主要特点的自身免疫病。最常累及的部
位为脑室周围白质、视神经、脊髓、脑干和小
脑 [40]，主要临床特点为中枢神经系统白质散在分
布的多病灶与病程中呈现的缓解复发，症状和体
征的空间多发性和病程的时间多发性。病因和发
病机制至今尚未完全明确，与免疫、感染、遗传、
环境及个体易感因素综合作用的多因素有关。
　　对多发性硬化症的研究发现，由于 FGF9 对
星形胶质细胞的作用，抑制髓鞘再生并产生促炎
的趋化因子反应，可能会加重轴突的缺失，使得
更多的炎症细胞向病灶聚集。总之，FGF9 在星
形胶质细胞中的信号传导将成为多发性硬化再生
和抗感染治疗的新靶点 [41]。
3　FGF9 与治疗精神神经疾病药物开发 
　　随着研究技术的进步，新的分子靶点被发现
作为治疗的靶点，以应对现有疗法的局限性。本
课题组最近的研究发现，FGF9 在精神神经疾病
中起到了重要作用。慢性不可预测性温和应激
（CUMS）诱导的小鼠血浆和海马组织中 FGF9 水
平均显著升高 [20]；抑郁症患者血浆中 FGF9 水平
升高 [42]；此外，在脂联素敲除小鼠中，侧脑室注
射 FGF9 抗体可以显著减轻 CUMS 诱导的抑郁样
行为，与 FGF9 结合的受体 FGFR3 的蛋白表达
在海马组织中显著上调 [42]。另一项研究还探讨了
卒中后抑郁的影响与 FGF9 的关系，发现卒中后
抑郁大鼠海马区 FGF9 的表达较正常大鼠显著升
高，海马组织中 FGFR-3 的表达显著低于对照组



2967

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

和假手术组 [19]。因此，通过一系列研究表明抗抑
郁作用可能与降低 FGF9 有关，FGF9 及其受体
FGFR3 被认为是抑郁症发生的关键因子。目前，
临床上的一些治疗精神神经疾病药物，如选择性
5- 羟色胺再摄取抑制剂氟西汀、三环类抗抑郁药
丙咪嗪，存在严重的副作用，极大地限制了这些
药物的临床应用 [43]。FGF9 为治疗精神神经疾病
药物开发带来了一个新方向，具有重要的科学意
义和临床价值。
4　总结与展望

　　FGF9 在不同精神神经疾病中的作用似乎
不同。例如，FGF9 在抑郁症患者脑区表达上
调；在抑郁症模型中，FGF9 水平升高，其受体
FGFR3 下降，它们存在相反关系，是抑郁症的关
键前抑郁因子 [15，19，42]；慢性应激增加了海马区
FGF9 的水平，而给予 FGF9 会导致抑郁和焦虑相
关的行为。此外，敲除海马区 FGF9 对大鼠有抗
焦虑作用；FGF9 缺失导致了癫痫的发生；FGF9
增强乙酰胆碱酶阳性神经元的存活率，增加了平
均体细胞大小，并且调节了胆碱乙酰转移酶活
性，参与了阿尔茨海默病的病理过程；低浓度的
FGF9 可通过降低细胞内氧化应激水平，增加肌
萎缩侧索硬化细胞模型的细胞活力；FGF9 在星
形胶质细胞中的信号传导在多发性硬化再生和抗
炎中发挥着重要作用。随着研究的深入，越来越
多的研究证明 FGF9 在帕金森病、阿尔茨海默病、
抑郁症、癫痫、焦虑症、肌萎缩侧索硬化、多发
性硬化症等精神神经疾病中扮演着重要角色，随
着对 FGF9 信号通路及其生物学功能等研究的逐
渐深入，FGF9 可为精神神经疾病提供新的治疗
靶点。
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中药皂苷类成分治疗类风湿关节炎的作用机制
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摘要：类风湿关节炎（RA）是一种慢性的自身免疫性疾病，病因和病机复杂，目前尚无完全

治愈该病症的方法与药物，对人体健康造成了严重威胁。研究表明，中药皂苷类成分在 RA 防

治中起重要作用，主要通过靶向 NF-κB、Wnt、PI3K-AKT 等信号通路发挥抗 RA 作用。本文

通过对近 20 年的中药皂苷类成分治疗 RA 的作用机制以及信号通路进行归纳总结，为其新药

研发和临床应用提供更有力的理论支持。
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Mechanism of action of Chinese medicine saponins for rheumatoid arthritis
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Abstract: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease with complex etiology and 
pathogenesis. There is no complete cure for the condition, which poses a serious threat to human health. 
Many studies have shown that herbal saponin components play an important role in RA prevention and 
treatment, mainly exerting anti-RA effects by targeting NF-κB, Wnt, PI3K-AKT and other signalling 
pathways. This paper summarized the mechanism of action as well as the signalling pathways of Chinese 
medicine saponin components for RA in the past 20 years, to provide strong theoretical support for the new 
drug development and application. 
Key words: rheumatoid arthritis; saponins; mechanism of action; signalling pathway
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　　类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种
慢性、全身性的自身免疫性疾病，主要是由骨膜炎、
关节积液以及骨与软骨侵蚀引起的 [1]。目前，抑制炎
症和滑膜细胞增殖被认为是治疗 RA 的主要办法。研
究发现中药皂苷类成分具有抗炎、抗菌、增强免疫
力等生物活性 [2]，可通过多机制、多靶点、多通道、
多环节的方式来预防 RA 疾病的发生和发展，但目前
尚无系统的综述。本文以细胞信号通路为分类依据，
总结皂苷类化合物基于 NF-κB、Wnt、PI3K-AKT 等
信号通路，抑制机体炎症反应、滑膜细胞增殖以及
血管翳形成，为 RA 防治提供新方法和思路，同时为

其后续深入研究提供理论支持。
1　防治 RA的皂苷类成分

　　皂苷类成分以单体或总皂苷的形式来发挥
抗 RA 疗效，表 1 对具有治疗 RA 作用的皂苷
类化合物名称、植物来源、结构以及皂苷类型
进行归纳 [3-56]。其按结构类型可分为齐墩果酸
型（1 ～ 35）、达玛烷型（36 ～ 43）、熊果烷型
（44 ～ 45）、环菠萝蜜烷型（46 ～ 47）、螺甾烷型
（48 ～ 50）和异螺甾烷型（51 ～ 53）。
2　中药皂苷类成分治疗 RA的作用机制

2.1　核转录因子（NF）-κB 通路
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表 1　对 RA具有防治作用的皂苷类成分 
Tab 1　Saponin constituents with preventive and curative effect against RA

化合物 皂苷名称 植物来源 结构类型 皂苷类型 文献 化合物 皂苷名称 植物来源 结构类型 皂苷类型 文献

1 桔梗皂苷 D 桔梗 a A [3] 40 人参皂苷 Rh2 人参 b A [23]

2 川续断皂苷 A 续断 a A [4] 41 人参皂苷 Re 人参 b A [23] 

3 川续断皂苷 B 续断 a A [4] 42 人参皂苷 CK 人参 b A [24]

4 川续断皂苷 C 续断 a A [4] 43 三七皂苷 R1 三七 b A [25]

5 日本续断皂苷 E1 续断 a A [4] 44 羟基积雪草苷 积雪草 c A [26]

6 木通皂苷 D 续断 a A [4] 45 具栖冬青苷 救必应 c A [27]

7 灰毡毛忍冬皂苷甲 续断 a A [4] 46 黄芪甲苷 黄芪 d A [28]

8 灰毡毛忍冬皂苷乙 续断 a A [4] 47 玉叶金花皂苷 O 玉叶金花 d A [29]

9 常春藤皂苷元 类叶牡丹 a A [5] 48 龙舌兰皂苷 蒺藜 e B [30]

10 地乌皂苷 W3 地乌 a A [6] 49 剑麻皂苷元 剑麻 e B [30]

11 七叶皂苷 娑罗子 a A [7] 50 知母皂苷元 知母 e B [31]

12 竹节参皂苷Ⅳ a 竹节参 a A [8] 51 重楼皂苷Ⅶ 延龄草 f B [32]

13 商陆皂苷甲 商陆 a A [9] 52 薯蓣皂苷 穿山龙 f B [33]

14 楤木皂苷 A 楤木 a A [10] 53 薯蓣皂苷元 穿山龙 f B [34]

15 刺五加皂苷 B 刺五加 a A [11] 54 穿山龙总皂苷 穿山龙 － － [35]

16 刺五加皂苷 E 刺五加 a A [11] 55 威灵仙总皂苷 威灵仙 － － [36]

18 土贝母皂苷甲 土贝母 a A [12] 56 黄芪总皂苷 黄芪 － － [37]

19 类叶牡丹皂苷 B 类叶牡丹 a A [13] 57 金铁锁总皂苷 金铁锁 － － [18]

20 类叶牡丹皂苷 C 类叶牡丹 a A [13] 58 牛膝总皂苷 牛膝 － － [38]

21 类叶牡丹皂苷 D 类叶牡丹 a A [13] 59 延龄草总皂苷 延龄草 － － [39]

22 类叶牡丹皂苷 G 类叶牡丹 a A [13] 60 知母总皂苷 知母 － － [31]

23 葳岩仙皂苷 A 类叶牡丹 a A [13] 61 桔梗总皂苷 桔梗 － － [40]

24 葳岩仙皂苷 B 类叶牡丹 a A [14] 62 黑龙骨总皂苷 黑龙骨 － － [41]

25 葳岩仙皂苷 C 类叶牡丹 a A [14] 63 三七总皂苷 三七 － － [42]

26 葳岩仙皂苷 D 类叶牡丹 a A [14] 64 类叶牡丹总皂苷 类叶牡丹 － － [43]

27 葳岩仙皂苷 G 类叶牡丹 a A [14] 65 竹节参总皂苷 竹节参 － － [44]

28 葳岩仙皂苷 H 类叶牡丹 a A [14] 66 赤雹根总皂苷 赤雹 － － [45]

29 leonticin D 类叶牡丹 a A [14] 67 红景天总皂苷 红景天 － － [46]

30 刺楸根皂苷 I 刺揪 a A [15] 68 棘茎楤木总皂苷 楤木 － － [47]

31 anhuienoside C 地乌 a A [16] 69 葫芦巴总皂苷 葫芦巴 － － [48]

32 威灵仙皂苷 AR 威灵仙 a A [17] 70 木瓜总皂苷 木瓜 － － [49]

33 丝石竹皂苷元 金铁锁 a A [18] 71 开口箭皂苷 开口箭 － － [50]

34 细梗香草皂苷 A 细梗香草 a A [19] 72 瘤果黑种草子总皂苷 瘤果黑种 － － [51]

35 地榆皂苷 I 地榆 a A [20] 73 穿山龙水溶性总皂苷 穿山龙 － － [52]

36 人参皂苷 Rg1 人参 b A [21] 74 铁线莲总皂苷 铁线莲 － － [53]

37 人参皂苷 Rg3 人参 b A [22] 75 白头翁皂苷 白头翁 － － [54]

38 人参皂苷 Rg5 人参 b A [23] 76 地乌总皂苷 地乌 － － [55]

39 人参皂苷 Rb1 人参 b A [23] 77 过岗龙总皂苷 榼藤子 － － [56]

注（Note）：A. 三萜皂苷（triterpenoid saponin）；B. 甾体皂苷（steroidal saponin）；－ . 总皂苷（total saponin）；a. 齐墩果酸型（oleanolic 
acid type）；b. 达玛烷型（dammarane type）；c. 熊果烷型（ursane type）；d. 环菠萝蜜烷型（cycloartane type）；e. 螺甾烷型（spirostat type）；f. 异
螺甾烷型（isospiritane type）。

　　研究表明，NF-κB 通路与 RA 的发展密切相
关 [57]，当机体生理状况异常时，机体内的 IκB 蛋
白会被降解或磷酸化，使得 NF-κB p65 含量增
多，从而调节机体炎症因子的生成以及关节结构
重建，加重 RA 病情的发展 [58]。Liu 等 [16] 发现
anhuienoside C（31）可以通过 NF-κB 及 MAPK 通

路抑制细胞内诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）、
环氧化酶（COX）-2 以及促炎因子的产生，改
善机体炎症反应。同时，薯蓣皂苷 [59]（52）以
及威灵仙皂苷 AR[60]（32）对胶原诱导性关节炎
（CIA）模型大鼠的作用机制可能与抑制肿瘤坏
死因子（TNF）-α 和 COX-2 的表达有关。此外，



2971

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

代艳文等 [44] 发现不同浓度的竹节参总皂苷（65）
（0.1、1、10、40 mg·L－ 1）均可通过调控 NF-κB
信号通路抑制脂多糖（LPS）刺激的 RAW264.7
细胞分泌一氧化氮（NO）、TNF-α 以及白细胞介
素（IL）-1β 等促炎因子，改善细胞内炎症环境。
　　糖皮质激素（GC）与糖皮质激素受体（GR）
结合可以诱导 IκB 转录，降低 NF-κB 活性。研究
发现七叶皂苷（11）联合低剂量 GC 可降低 NF-κB 
p65 以及 p-IκB 表达，增强机体抗炎作用，同时
降低 GC 对机体的不良反应 [7]。此外，NLRP3 炎
症小体受到 TNF-α、LPS 等刺激后，会激活 IκB
转录因子，产生炎症因子，破坏机体内炎症平
衡 [61]。何志明 [18] 研究发现丝石竹皂苷元（33）与
金铁锁总皂苷（57）可抑制 MH7A 细胞中 NLRP3
的表达以及炎症因子产生，调节机体炎症环境，
对治疗 RA 有效。
　　除此之外，人参皂苷 CK（42）通过抑制巨
噬细胞 TLR4-Gαi-NF-κB 通路的信号传导与调节
TNF-α-TNFR2 通路上炎症因子的水平，调节机
体内骨保护素（OPG）和核因子 κB 受体活化因
子配体（RANKL）的分泌，发挥对骨关节的保护
作用 [24]。威灵仙总皂苷 [36]（55）和桔梗总皂苷 [62]

（61）抗 RA 作用机制可能与抑制 TLR4/MyD88/
NF-κB p65 信号通路有关。
2.2　Wnt 通路
　　在 RA 病程中，Wnt 信号通路激活不足或过
度均会影响成纤维样滑膜细胞（FLS）的增殖与
凋亡，加重骨关节损害 [63]。β-catenin 是 Wnt 通路
中的关键调控因子，可通过调节β-catenin 转录，
来调节机体内 FLS 的动态平衡 [64]。
　　研究发现，威灵仙总皂苷（55）可调节 LncRNA 
OIP5-AS1/miR-410-3p/Wnt7b 通 路 中 Wnt7b 和 Wnt
下游因子的释放或蛋白表达，使细胞阻滞在 G2/M
期，进而抑制 FLS 增殖 [65]。王颖航 [46] 发现红景天
总皂苷（67）可抑制α-SMA、MMP-7 和β-catenin，
进而抑制 FLS 增殖和生长。黄芪总皂苷（56）通过
调节 miR-152/Wnt 信号通路，降低佐剂性关节炎
（AA）大鼠体内β-catenin、C-myc 与 Cyclin D1 等
因子水平 [37]。此外，白头翁皂苷（75）可通过上调
RA 大鼠体内分泌型卷曲蛋白 2（SFRP2）含量，抑
制 FLS 异常增殖 [54]。
2.3　AKT 通路
　　PI3K-AKT 信号通路在 RA 患者关节滑膜细
胞增殖和凋亡失衡中发挥关键作用 [66]。研究发
现，桔梗皂苷 D[3]（1）、延龄草总皂苷 [39]（59）和
威灵仙皂苷 AR[17]（32）可降低 p-PI3K、p-AKT 表

达水平，通过调节 Bcl-2 家族蛋白表达，诱导细
胞凋亡。此外，AKT 的活性还会受到 PDK1 的
调控。Jiang 等 [28] 研究发现黄芪甲苷（46）可通过
PDK1/AKT 通路抑制 FLS 细胞增殖，对治疗 RA
起关键作用。
2.4　MAPK 通路
　　MAPK 通路主要参与细胞增殖、凋亡和迁移等
多种生理过程，与 RA 患者机体的 T 淋巴细胞激活
和细胞因子分泌有密切联系。具栖冬青苷 [27]（45）
和过岗龙总皂苷 [56]（77）均可通过降低促炎细胞因
子水平、抑制 p38 激活和细胞外信号调节激酶，来
抑制牛Ⅱ型胶原诱导性大鼠关节炎（CIA）大鼠滑
膜炎症和骨骼破坏。重楼皂苷Ⅶ [32]（51）通过调控
线粒体凋亡途径以及 JNK 和 p38 MAPK 途径，抑
制 FLS 和 MH7A 细胞增殖，诱导 S 期阻滞并诱导
细胞凋亡，缓解 RA 症状。
2.5　VEGF 通路
　　VEGF 与其滑膜细胞表面的受体结合，会引发
一系列涉及血管生成的病症 [67]。RA 患者的滑膜组
织处于炎性环境中，这种环境会刺激新血管生成，
加快血管翳的形成，加剧骨关节病变 [68]。研究发
现，穿山龙中的活性物质薯蓣皂苷元 [34]（53）、穿
山龙水溶性总皂苷 [52]（73）以及穿山龙总皂苷 [69]

（54）均可降低 VEGF 含量。同时，Guo 等 [70] 研究
发现竹节参总皂苷（65）可作用于 VEGF 和低氧诱
导因子（HIF）-1 通路上的关键靶标，降低 VEGF、
HIF-1α、IL-1β 等表达，减少血管翳的形成。
2.6　JAK/STAT 通路
　　JAK/STAT 途径是对各种胞外信号做出特异
性应答的关键途径，该通路的持续激活会增加促
炎因子含量 [71]，使机体产生炎症反应，加重 RA
病症。Guo 等 [8] 研究发现，竹节参皂苷Ⅳa（12）
能够通过抑制该通路来减轻 CIA 小鼠体内的炎症
以及骨破坏。邓龙飞 [72] 发现威灵仙总皂苷（55）
可通过降低 JAK2、STAT3 mRNA 表达并抑制
p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3 的相对表达，从
而抑制炎症反应发生。
2.7　RANKL/RANK/OPG 通路
　　RANKL/ 核因子 -κB 受体活化因子（RANK）/
OPG 通路会促进成骨细胞的增殖和分化，提高骨
密度，调节破骨细胞的生成。研究发现，地乌总皂
苷 [55]（76）和赤雹根总皂苷 [73]（66）通过上调 OPG/
RANKL 比值来达到治疗 RA 目的。Zeng 等 [74] 研究
发现瘤果黑种草子总皂苷（72）通过 OPG/RANKL
途径来调节机体内炎症细胞因子的平衡，减少骨
损伤。此外，木通皂苷 D（6）在体内外均可抑制
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RANKL 诱导的破骨细胞分化，保护骨关节 [75]。
2.8　Foxp3 通路
　　Foxp3 是控制 Treg 细胞发育和功能的关键转
录因子之一，可通过调节 Treg 稳定及 Th17 细胞
增殖，来维持机体免疫系统稳定 [76]。人参皂苷
R3

[22]（37）通过升高 IL-10 含量和降低 TNF-α 及
IL-6 水平，来抑制炎症及增强机体免疫力。同时，
牛膝总皂苷（58）通过 Foxp3 信号通路逆转 Th17/
Treg 失衡，改善 RA 大鼠关节组织病理变化 [77]。
此外，薯蓣皂苷 [78]（52）及其皂苷元 [65]（53）可

抑制 Th17 细胞分化，降低 RORγt 表达，提高机
体免疫活性，发挥抗 RA 作用。
2.9　其他通路
　　除此之外，还有一些相关通路值得关注。如
5-LO/LTB4[33]、TGF-β /Smad[35]、ERK[20]、c-Fos/
NFATc1[29]、GRP78/XBP1/CHOP[40] 等信号传导通
路，在防治 RA 中发挥重要作用。与治疗 RA 相
关的信号通路、中药皂苷成分、作用机制及调节
因子见图 1 和表 2[79-85]。

表 2　皂苷治疗 RA的信号通路与作用机制 
Tab 2　Signalling pathways and action mechanisms of saponins for RA

信号通路 皂苷成分 机制 调节因子 文献

NF-κB anhuienoside C A iNOS↓，COX-2↓，TNF-α↓，IL-1β↓，IL-6↓ [16]
薯蓣皂苷 A TNF-α↓，IL-17↓，PGE2↓，COX-2↓ [59]
威灵仙皂苷 AR A TNF-α↓，IL-1β↓，NF-κB p65↓，iNOS↓，COX-2↓ [60]

A、B、C、

D
TNF-α↓，VCAM-1↓，TCAM-1↓，NOX4↓，NADPH↓，IL-17A↓，Th17↓，O2↑，

H2O2↑，IL-10↑，Treg↑
[79]

竹节参总皂苷 A iNOS↓，TNF-α↓，IL-1β↓，NF-κB p65↓ [44]
七叶皂苷 A TNF-α↓，p-p65↓，p-IκB-α↓ [7]
金铁锁总皂苷 A、B、E IL-1β↓，IL-6↓，IL-18↓，NLRP3↓，Caspase-1↓，c-Fos↓ [18]
丝石竹皂苷元 A、B IL-1β↓，IL-6↓，IL-18↓，NLRP3↓，Caspase-1↓ [18]
薯蓣皂苷元 A、C IL-1β↓，IL-6↓，NLRP3↓，Caspase-1↓，TNF-α↓ [80]
威灵仙皂苷 AR A、E TGF-β1↓，NLRP3↓ [81]
人参皂苷 CK A、B TNF-α↓，IL-1β↓，IL-6↓，IL-17↓，IFN-γ↓，β-arrestin2↓，Gαi↓，MMPs↓，IL-10↑，

Gαs↑，OPG/RANKL↑
[24]

细梗香草皂苷 A A IL-1β↓，IL-6↓，TNF-α↓，iNOS↓ [19]
威灵仙总皂苷 A IL-1β↓，IL-6↓，TNF-α↓，MyD88↓，NF-κB p65↓ [36]
桔梗总皂苷 A IL-1β↓，IL-6↓，TNF-α↓，MyD88↓，p-p65↓ [62]
瘤果黑种草子总皂苷 A、F IFN-γ↓，TNF-α↓，IL-1β↓，IL-17↓，p-p65↓，IL-4↑，IL-10↑ [51]
薯蓣皂苷元 A、G RORγt↓ [82]
赤雹根总皂苷 A、F IL-6↓，NF-κB p65↓ [45]
穿山龙水溶性总皂苷 A、G NF-κB p65↓，TNF-α↓，IL-1β↓，ICAM-1↓，p-IκB↓ [52]
楤木皂苷 A A、E IL-1β↓，IL-6↓，PGE2↓，NO↓，p-p65↓，p-IκB↓ [10]
羟基积雪草苷 B IL-1β↓，p-p65↓，MMP-13↓ [83]
三七皂苷 R1 H IL-1β↓，IL-6↓，TNF-α↓，NF-κB p65↓ [25]
黑龙骨总皂苷 A MYD88↓，IKB↓，IKK↓ [41]
地乌总皂苷 A、G TRAF6↓，c-Fos↓，NFATc1↓ [55]
土贝母皂苷甲 A、F IL-1β↓，IL-6↓，IL-8↓，TNF-α↓，MMP-9↓ [12]
类叶牡丹总皂苷 A、E TNF-α↓，IL-6↓，NF-κB p65↓，Bcl-2/Bax↓ [43]
地乌皂苷 W3 I TRAF6↓，p-MAPKs↓，p-IκB↓，NF-κB p65↓ [6]

Wnt 威灵仙总皂苷 B LncRNA OIP5-AS1↓，Wnt7b↓，β-catenin↓，C-myc↓，Cyclin D1↓，p-GSK-3β
（Ser9）/GSK-3β↓，miR-410-3p↑，SFRP4↑

[65]

红景天总皂苷 B α-SMA↓，MMP-7↓，β-catenin↓，Cyclin D1↓ [46]
白头翁皂苷 B、F SFRP2↑，MeCP2↓，β-catenin↓，C-myc↓ [54]
黄芪总皂苷 B LncRNA56464.1↓，β-catenin↓，C-myc↓，CyclinD1mRNA↓，p-GSK-3β（Ser9）/GSK-

3β↓，miR-152↑，SFRP4↑
[37]

AKT 桔梗皂苷 D A、E p-PI3K↓，p-AKT↓ [3]
延龄草总皂苷 A、B TNF-α↓，IL-6↓，Bcl-2↓，p-PI3K↓，p-AKT↓ [39]
威灵仙皂苷 AR A、B TNF-α↓，p-PI3K↓，p-AKT↓ [17]
黄芪甲苷 B lncRNA LOC100912373↓，PDK1↓，p-AKT mRNA↓，miR-17-5p↑ [28]

MAPK 具栖冬青苷 A、E IL-1β↓，IL-6↓，IL-8↓，TNF-α↓，p38↓ [27]
过岗龙总皂苷 A IL-1β↓，IL-17↓，TNF-α↓，p38↓，A20↑ [56]
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信号通路 皂苷成分 机制 调节因子 文献

重楼皂苷Ⅶ A、E TNF-α↓，IL-1β↓，IL-6↓，Bcl-2↓，Bax↑，Caspase-3↑ [32]
龙舌兰皂苷 A、E p38↓，Caspase-3↑，Caspase-8↑ [30]
剑麻皂苷元 E p38↓，Caspase-3↑，Caspase-8↑，Caspase-9↑ [30]

VEGF 薯蓣皂苷元 F VEGF↓ [34]
穿山龙水溶性总皂苷 A、F VEGF↓，MMP-9↓，TNF-α↓ [52]
穿山龙总皂苷 F VEGF↓ [69]
竹节参总皂苷 F VEGF↓，HIF-1α↓，IL-1β↓，17A↓ [70]

JAK/STAT 竹节参皂苷Ⅳ a A、G IL-1β↓，IL-6↓，TNF-α↓，IFN-γ↓ [8]
威灵仙总皂苷 A、F JAK2↓，STAT3 mRNA↓，p-JAK2↓，p-STAT3↓，SOCS3↑，SHP-1↑ [72]

RANKL 地乌总皂苷 A、F、I CTX-1↓，RANKL↓，RANK↓，TNF-α↓，IL-1β↓，IL-6↓，IL-17↓，IL-23↓，OPG↑，
OPG/RANKL↑

[55]

赤雹根总皂苷 I OPG/RANKL↑ [73]
瘤果黑种草子总皂苷 G CD4 ＋ CD25 ＋ Tregs↑，Foxp3↑，OPG/RANKL↑ [74]
木通皂苷 D G p-FAK↓，p-Src↓，MMP-9↓ [75]

Foxp3 人参皂苷 R3 A、C TGF-β↑，IL-10↓，TNF-α↓，IL-6↓ [22]
牛膝总皂苷 A IL-2↓，IL-6↓，TNF-α↓ [77]
薯蓣皂苷 A、C RORγt↑，Foxp3↑ [78]
薯蓣皂苷元 A、C IL-10↑ [65]

其他 薯蓣皂苷 B LTB4↓，BLT1↓，BLT2↓ [33]
穿山龙总皂苷 J Collagen↓，α-SMA↓，p-Smad2/3↓ [35]
人参皂苷 CK I MMP-1↓，MMP-3↓，MMP-13↓ [84]
地榆皂苷 I B ERK2↓，Blimp1↓ [20]
玉叶金花皂苷 O I p38↓，p-JNK↓，c-Fos↓ [29]
桔梗总皂苷 D TNF-α↓，IL-1β↓，GRP78↓，XBP1↓，CHOP↓ [40]
楤木皂苷 A E Caspase-3↑，Caspase-7↑，Cyt C↑，Bcl-2↓ [10]
知母皂苷元 B、E PKM2↓，p-STAT3↓，Bcl-2↓ [85]
牛膝总皂苷 A、C 硬脂酸 ↓，棕榈酸 ↓，皮质醇 ↓，AMP↓ [38]
三七总皂苷 A、F TNF-α↓，IL–1β↓ [42]
商陆皂苷甲 A IL-1↓，TNF-α↓ [9]
刺五加皂苷 B、E A、B TNF-α↓，IL-6↓ [11]
棘茎楤木总皂苷 A IL-1β↓，IL-8↓ [47]
羟基积雪草苷 A IL-3↑ [26]
铁线莲总皂苷 A IgG↓，IL-1β↓，TNF-α↓ [53]

注（Note）：A. 抑制炎症（suppression of inflammation）；B. 抑制细胞增殖（inhibition of cell proliferation）；C. 增强免疫（immune 
enhancement）；D. 抑制氧化应激（suppression of oxidative stress）；E. 诱导细胞凋亡（induction of apoptosis）；F. 抑制血管新生（inhibition of 
neovascularization）；G. 抑制软骨细胞破坏（inhibition of chondrocyte destruction）；H. 调控淋巴回流（regulation of lymphatic return）；I. 抑制

破骨细胞分化（inhibition of osteoclast differentiation）；J. 抑制细胞外基质积累（inhibition of extracellular matrix accumulation）。

续表 2

3　结语

　　RA 具有患病人群多，病程长，难治愈，易复
发的特点，治疗 RA 已成为国际研究热点。本文通
过对中药皂苷类成分治疗 RA 的作用机制总结，发
现中药皂苷通过调控 NF-κB、Wnt、PI3K/AKT 等信
号通路，发挥抑制炎症反应与细胞增殖、诱导细胞
凋亡等作用，从而减轻 RA 疾病对骨关节的损害。
　　此外还发现，当前对于皂苷防治 RA 的分子
机制研究十分有限，部分皂苷化合物虽有抗 RA
作用，但并未对其机制进行系统研究。后续可结
合现代技术手段和现有研究成果，多学科交叉深
入研究皂苷介导多种细胞信号通路的抗 RA 作用
机制，为含皂苷类中药临床应用提供理论支持。

图 1　相关受体介导的皂苷治疗 RA 作用机制

Fig 1　Relevant receptor-mediated mechanism of saponins for RA
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二酮哌嗪类化合物的研究进展

李锟，张静静，陈林（黄河科技学院 医学院，郑州　450063）

摘要：二酮哌嗪类化合物是一类由两个α- 氨基酸通过肽键缩合而成的二肽类化合物，骨架为

六元环，具有两个氢键供体和两个氢键受体。此外，二酮哌嗪类化合物的六元环构型稳定，使

得其在药理上具有非常重要的作用，可作为 DNA 结合剂、微管蛋白解聚剂、rho 抑制剂、群

体感应激动剂与拮抗剂、抗真菌剂、催产素拮抗剂、PDE5 抑制剂、神经保护剂等。如今二酮

哌嗪已成为近年来化学生态学领域的一个热门课题，本文对二酮哌嗪类化合物的研究进行总

结，并对今后的发展趋势进行探讨与展望。
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Abstract: Diketopiperazines compounds are dipeptides synthesized by peptide bond condensation 
of two α-amino acids. The skeleton is a six-membered ring, with two hydrogen bond donors and two 
hydrogen bond receptors. In addition, the stable six-member ring configuration of diketopiperazines 
plays very important roles in pharmacology, such as DNA binding agents, tubulin depolymerization 
agents, rho inhibitors, quora-sensing agonists and antagonists, antifungal, oxytocin antagonists, PDE5 
inhibitors, neuroprotective agents, etc. Diketopiperazines have become a hot topic in chemical ecology 
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　　二酮哌嗪类（diketopiperazines，DKPs）化合
物是一类重要的天然产物，主要由海洋微生物产
生。近几年，世界各国科学家陆续从海洋的细菌、
真菌和放线菌中分离得到多种二酮哌嗪类活性成
分 [1]。如来源于真菌 Aspergillus ustus 的二酮哌嗪
类化合物 NPI-2358 具有明显的抗肿瘤活性，是
一类起效迅速的血管阻断剂，对早期肿瘤有抗血
管作用 [2]。由于二酮哌嗪类化合物具有广泛的药
理活性与潜在的成药性，近年来人们在二酮哌嗪
类的合成方面，发展了组合化学、固相合成、液
相合成等技术，成功合成了多种具有药理活性的
二酮哌嗪类化合物 [3]。结合以往的研究，该类化
合物具有较好的开发潜力。因此，本文综述近年
来二酮哌嗪类化合物的结构特点、合成途径和生

物活性等方面的研究进展，以期为其进一步的开
发和临床应用提供参考。
1　二酮哌嗪类化合物结构特点

　　二酮哌嗪类化合物是一类由两个α- 氨基酸通
过肽键缩合而成的最小环二肽，基本结构式如图
1 所示。二酮哌嗪具多种药理活性，在药物开发
中占有重要地位，其结构简单，只有一个六元刚
性环，具有很好的稳定性。根据二酮哌嗪类化合
物骨架的结构特点，可以分为以下几类。
1.1　吲哚二酮哌嗪类化合物

　　典型的吲哚二酮哌嗪类化合物的结构式如
图 2 所示。该类化合物具有广泛的生物活性，如
抗菌、抗病毒、抗肿瘤、免疫调节、抗氧化和杀
虫活性，它们有作为药物或先导化合物的巨大潜
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力 [4]。另外，根据化学结构的差别，吲哚二酮哌
嗪类化合物又可分为 Spirotryprostatin 类、Verruc-
ulogen 与 Fumitremorgin 类 及 Tryprostatin 类。 其
中，Spirotryprostatin 类化合物中吲哚部分和二酮
哌嗪结构以螺环形式连接，构成了螺环吲哚二酮
哌嗪类化合物，如化合物 2 和 3；Verruculogen 与
Fumitremorgin 类化合物的吲哚环上 C2 位置与哌

嗪环上 N8 位置直接或间接相连，形成了闭环状

态，构成了一个β- 卡波林结构单元，即闭环吲哚

二酮哌嗪类化合物，如化合物 4 ～ 7；Tryprosta-
tin 类化合物的吲哚环上 C2 位置与哌嗪环上 N8
位置无连接，形成了开环状态，即开环吲哚二酮

哌嗪化合物 [5]，如化合物 8 和 9。
　　此外，在自然界中还存在四氢 -β- 咔啉二酮

哌嗪类化合物，是一种特殊的吲哚生物碱。如从

古树大理茶优势内生真菌间座壳属菌株 Diaporthe 
tectonicgena 中分离得到的 Tectonicgenazine A（10）
就属于此类 [6]。目前，四氢 -β- 咔啉类化合物已经

被用于治疗肿瘤、获得性免疫缺陷综合征、勃起

功能障碍等多种疾病 [7]。

1.2　多硫代二酮哌嗪类化合物

　　多硫代二酮哌嗪类化合物（epipolythiodioxo-
piperazines，ETPs）是由丝状子囊菌产生的一类重
要的活性次级代谢产物，其典型化合物的结构式
如图 3 所示，具有抗肿瘤、免疫调节、抗菌、抗
病毒及抑制多种酶活性等作用 [8]。其结构特征为
二酮哌嗪母核中含硫桥键，去除或断裂硫桥通常
会导致生物活性丧失。根据组成其母核（含硫桥
的二酮哌嗪）的氨基酸种类、修饰方法以及各片
段的连接方式，可分为 15 种类型，包括 gliotox-
in、sirodesmin、sporidesmin、verticillin、chetomin、
chaetocin、scabrosin、leptosin、aronatin、emes-
trin、epicorazine、gliocladine C、emethallicin、hyal-
odendrin 以及 dithiosilvatin[9-10]。化合物 Emestrin J
（17）属于 emestrin 类型，具有一个二硫桥键，能
够显著抑制 786-O 细胞克隆及迁移，诱导 786-O
细胞凋亡并阻滞细胞分裂在 G2/M 期，是一个潜
在的具有抗肿瘤活性的先导化合物 [11]。
1.3　脯氨酸类二酮哌嗪化合物

图 3　典型的多硫代二酮哌嗪类化合物

Fig 3　Representative ETPs

　　以脯氨酸为骨架的二酮哌嗪类衍生物在自然
界、食品饮料中都有发现，其中芳香型和脂肪型类
似 物 Phe-Pro 型、Try-Pro 型、Leu-Pro 型 以 及 Val-
Pro 型分布更为广泛 [12]。化合物 18 是从鲁杰氏菌
属真菌（Ruegeria）以及兔子皮肤组织中分离出来
的，具有调节植物的生长的作用 [13]。Phe-Pro 型的
代表衍生物 19 是从乳酸菌 Lactobicillus coryniformis

图 1　二酮哌嗪类化合物基本结构

Fig 1　Basic structure of diketopiperazines

图 2　典型的吲哚二酮哌嗪类化合物

Fig 2　Representative indolyl DKPs
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以及 L. plantarum 中分离得到的。该化合物可有效
抑制细菌真菌和其他病原体中的肠球菌（VRE）。
此外，从大黄鱼内生菌 B. coagulans LL1103 发酵液
中分离并鉴定的化合物 31，通过抑菌圈实验，发
现其对大肠埃希菌有一定抑制作用 [14]。
　　王越等 [15] 从 A. terreus HT-1 发酵产物的乙酸乙
酯萃取物中分离得到了 15 个二酮哌嗪类化合物，
鉴定了 12 个脯氨酸类二酮哌嗪化合物，结构式如
图 4所示，分别为 bis（dethio）bis（methylsulfanyl）
gliotoxin（20），环（D-4- 羟基 - 脯氨酸 -L- 苯丙氨
酸）二肽（21），环（L-4- 羟基 - 脯氨酸 -L- 苯丙氨
酸）二肽（22），环（L-4- 羟基 - 脯氨酸 -L- 酪氨酸）

二肽（23），环（L-4- 羟基 - 脯氨酸 -L- 亮氨酸）二
肽（24），环（L- 丙氨酸 -L-4- 羟基 - 脯氨酸）二肽
（25），环（D-4- 羟基 - 脯氨酸 -D- 异亮氨酸）二肽
（26），环（D- 脯氨酸 -L- 酪氨酸）二肽（27），环
（L- 亮氨酸 -L- 脯氨酸）二肽（28），环（L- 脯氨
酸 -L- 苏氨酸）二肽（29），环（L- 脯氨酸 -L- 丙
氨酸）二肽（30），环（L- 脯氨酸 - 甘氨酸）二肽
（31）。采用 MTT 法检测全部化合物的神经保护
活性，发现在 200 µmol·L－ 1 浓度下，化合物 20
和 24 显示出较好的神经保护活性，使 H2O2 诱导
氧化损伤的神经细胞（HT22）的细胞存活率均从
44.06% 分别提高到 69.51% 和 76.75%。

图 4　典型的脯氨酸类二酮哌嗪类化合物（18 ～ 31）
Fig 4　Representative proline DKPs（18 ～ 31）

2　二酮哌嗪类化合物的合成途径

　　近年来，国内外研究人员在二酮哌嗪类化合
物有机合成方面建立了组合化学、固相合成和液
相合成等一系列方法与技术，成功获得具有多种
药理活性的二酮哌嗪类化合物 [16]。与有机合成
相比，二酮哌嗪类化合物的生物合成研究起步较
晚，但随着现代生物技术和高通量测序技术的飞
速发展，若干二酮哌嗪类化合物的生物合成途径
已被阐明，分为非酶催化和酶催化途径。其中，
非酶催化途径为肽链的环化是自发的，未经酶的
参与。酶催化途径可分为非核糖体肽合成酶和环
二肽合酶途径两大类 [17]。
2.1　有机化学合成

　　研究人员率先在二酮哌嗪类化合物的有机合
成方面开展了大量的研究。随着液相、固相、组
合化学和微波辅助合成方法的快速发展，以及 2，
5- 二酮哌嗪类化合物环的选择性官能化的进展，
研究人员已经能够全合成含有这种杂环骨架的复

杂结构（见图 5）。二酮哌嗪类化合物具有一个刚
性骨架，可以模仿优先选择的多肽构象，并在其
结构中嵌入受限制的氨基酸。这些具有不同取代
基团的三维分子骨架克服了传统药物化学试剂的
局限性——典型平面性。这些手性丰富的分子使
用化学方法很容易从现成的α- 氨基酸中合成，并
已被用作组合化学中构建文库的核心支架 [18-19]。
随着药物合成和药物化学知识的丰富，以及含有
这种支架的化合物表现出的不断扩大的生物活
性，这种模板有望在药物研发方面进一步发展。
2.2　非核糖体肽合成酶（non-ribosomal peptide 
synthetases，NRPSs）生物合成

　　目前，已报道的 DPKs 主要是通过 NRPS 进行
合成，例如吲哚二酮哌嗪（tryprostatins，fumitrem-
orgins，notoamides，roquefortine）、多硫代二氧基
哌嗪（ETP）化合物（gliotoxin 和 sirodesmin）、铁
载体（dimenunic acid，erythrochelin 和 coprogens）、
植物毒素 thaxtomin、麦角肽碱 ergopeptine 等 [20]。
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典型的 NRPSs 每一模块含有一套独特的、非重复
使用的催化功能域，至少包括 3 个催化功能域：
缩合结构域（condensation domain，C domain）、腺
苷化结构域（adenylation domain，A domain）和肽
酰载体蛋白结构域（peptide carrier protein，PCP），
其中 A domain 负责底物氨基酸的识别与活化，并
将活化后的氨基酸转移至 PCP domain 上形成氨酰
化硫酯，C domain 催化 PCP 上的氨（肽）酰化硫酯
的氨基与上游模块中 PCP 上的氨酰化硫酯的羧基
缩合形成肽键。
2.3　环二肽合酶（cyclodipeptide synthases，CDPSs）
生物合成

　　对 CDPSs 生物合成途径的产物进行结构多样
性的合理设计以期获得结构新颖或具有良好生物
学活性的先导化合物，已成为热点之一。不同于
NRPSs 识别底物的多样性，某些 NRPSs 自身含有
修饰氨基酸的结构域，CDPSs 生物合成途径的修
饰发生在环二肽合成之后，由 CDPSs 生物合成基
因簇中的后修饰酶对环二肽进行修饰 [21]。CDPSs
能够不经过 NRPSs 途径中腺苷酰化结构域活化氨
基酸的步骤，利用现成的氨酰 -tRNA（aa-tRNA）
而不是游离的氨基酸作为底物得到 DKPs。

　　目前国内外经 CDPSs 途径合成的二酮哌嗪类
化合物共报道了 7 种 [22]，包括 albonoursin、my-
cocyclosin、pulcherriminic acid、nocazine XR334、
nocazine E、bicyclomycin 以及 drimentines。此外，
甲基化双色氨酸及 nocardioazines A 和 B 的合成
途径也已有报道 [23]。
3　二酮哌嗪类化合物的活性研究

　　二酮哌嗪类药物的生物活性普遍较好，作为
抗肿瘤药物、抗菌药物、抗真菌药物以及催产素
等广泛应用 [24]。
3.1　抗肿瘤药物

　　研究显示，多种二酮哌嗪类化合物具有抗肿
瘤活性，且具有良好的细胞选择性，近年来已成
为治疗肿瘤的候选药物。
3.1.1　DNA 结合剂　螺环二酮哌嗪是一种含有
醌基的化合物，能有效地与 DNA 结合，其作用
效果与阿霉素、米托蒽醌等药物相当，同时也能
抑制对阿霉素、米托蒽醌等药物产生抗性的肿瘤
细胞 [25]。3，3'- 取代基和立体构型是影响药物活
性的重要因素。在抗结肠癌与乳腺癌的活性筛选
中，3S，3R 螺环二酮哌嗪异构体 32、33、34 以
及 3R，3S 异构体 35（结构式如图 6 所示）具有与

图 5　几种常见的二酮哌嗪类化合物的合成

Fig 5　Synthesis of several common DKPs compounds
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阿霉素相同甚至更强的效力 [26]，其中 35 对两种
肿瘤细胞均有较强的抑制作用。

图 6　典型的作为 DNA 结合剂的二酮哌嗪类化合物（32 ～ 35）
Fig 6　Representative DKPs as DNA binders（32 ～ 35）

3.1.2　微管蛋白解聚剂　由焦曲霉代谢生成的二
酮哌嗪（－）-Phenylahistin（36），是一种具有广
泛抗肿瘤作用的微管蛋白黏合剂。它的脱氢类似
物 Dehydrophenylahistin（37）相较于已知的许多
抗肿瘤药拥有更强的细胞毒性，如长春花碱、紫
杉醇和长春新碱 [27]。含有叔丁基取代基的化合物
38（Plinabulin，NPI-2358/KPU-2）是一种有效的
抗肿瘤药物，作用部位与秋水仙素相同。在临床
试验中，化合物 38 通过与微管蛋白结合对乳腺
癌、实体肿瘤、结肠癌、前列腺癌均有良好的疗
效 [28]，活性仅在肿瘤血管中生长的内皮细胞起作
用，对正常的血管组织没有损害，现已进入Ⅱ期
临床研究（结构式如图 7 所示）。

图 7　典型的作为微管蛋白解聚剂的二酮哌嗪类化合物（36 ～ 38）
Fig 7　Representative DKPs as tubulin depolymerizing agents（36～38）

3.2　抗菌药物

　　二酮哌嗪类化合物是一类含有多种天然多肽
的抗菌药物，已被广泛用作多种抗菌剂 [29]，其结
构式如图 8 所示。

图 8　典型的作为抗菌药物的二酮哌嗪类化合物（39 ～ 40）
Fig 8　Representative DKPs as antibacterial（39 ～ 40）

3.2.1　Bicyclomycine　化合物 39（Bicyclomycine）
是一种从 Sapporonesis 和 Aizumenses 中得到的抗
菌药物，其具有抗菌谱广、吸收迅速、毒性小的
特点，已被广泛应用于治疗人类腹泻及猪、牛的

细菌性痢疾等疾病。Bicyclomycine 是目前仅有的
可以选择性地抑制 rho 的药物（RecA 型 ATP 酶：
大肠埃希菌的转录终结因子）[30]。
3.2.2　群体感应激动剂与拮抗剂　很多革兰氏阳
性菌和革兰氏阴性菌通过释放并感知可传播的小
分子信号进行沟通，被称为“群体感知”。一些二
酮哌嗪类物质可活化或抑制特定革兰氏阴性菌的
群体感应。如化合物 40（化合物 19 的异丙基类似
物）能够抑制耐万古霉素肠球菌。化合物 40 和化
合物 19 同时应用则具有协同抑菌效果，有效抑制
难辨的梭状芽孢杆菌（MIC50 ＝ 0.064 mg·L－ 1）[31]，
对厌氧革兰氏阴性菌及阳性菌的抑制作用优于目
前已有的抗菌药物（如头孢西丁、甲硝唑、克林霉
素等）。
3.3　抗真菌药物

　　甲壳多糖酶抑制剂（化合物 41）是一种二酮
哌嗪（D- 精氨酸和 D- 脯氨酸的环二聚体），可以
阻止啤酒酵母菌的正常细胞分裂 [32]，作为具有潜
力的抗真菌药、抗疟药和杀虫剂正日益引起学者
的重视。化合物 41 的 LL 异构体 42 具有同样的
酶抑制作用，但是其 DL 异构体 43 的活力显著降
低，结构式如图 9 所示。近年来，人们在沙雷氏
菌壳多糖酶的研究中，发现沙雷氏菌壳多糖酶具
有的吡喃糖并噁唑啉的结构，化合物 41 能与其
很好地结合 [33]。

图 9　典型的作为抗真菌药物的二酮哌嗪类化合物（41 ～ 43）
Fig 9　Representative DKPs as antifungal（41 ～ 43）

3.4　催产素拮抗剂

　　目前，对非肽类、可口服和选择性催产素拮
抗剂的研究越来越受到医药开发人员的重视。葛
兰素史克公司研制的非肽类催产素拮抗剂化合物
44（Retosiban，GSK221149A），对人体催产素受
体 hOTR 的拮抗作用比阿托西班高 15 倍。另外，
其对加压素受体（V1aR、V2R、V1bR）也有一定
的选择性，与阿托西班相比，对 Vla/Vlb 的拮抗选
择性强超过 15 000 倍，对 V2 的拮抗选择性强超
过 1400 倍。此外，其溶解度更大（＞ 0.22 g·L－ 1），
且口服生物利用率几乎为 100%[34]。在对 Retosiban
构效关系研究中，化合物 45（Epelsiban）显示出
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更好的拮抗性和类效性，结构式如图 10 所示。其
对 hOTR（PK ＝ 9.9）的拮抗能力比阿托西班强
100 倍，对加压素受体具有更高的拮抗选择性 [35]。
Epelsiban 对 Cyp450 的抑制效果不显著（IC50 ＞

100 μmol·L－ 1），而且没有遗传上的毒性和明显
的口服不良反应。

图 10　典型的作为催产素拮抗剂的二酮哌嗪类化合物（44 ～ 45）
Fig 10　Representative DKPs as oxytocin receptor antagonist（44～45）

3.5　磷酸二酯酶 -5（PDE5）抑制剂

　　PDE5 抑制剂对男性勃起功能有重要影响。
葛兰素史克公司以β- 咔啉类结构为模板，已成功
设计合成了多种 PDE5 抑制剂。在这些药物中，
二酮哌嗪类 46（Tadalafil，也称为 Cialis，结构式
如图11所示）是一种有效的 PDE5抑制剂（IC50＝

5 nmol·L－ 1），对其他的磷酸二酯酶也有很好的
选择性 [PDE 1 ～ 4（IC50 比值＞ 2000），PDE 6
（IC50 比值＝ 1000）]，但 IC50 比值仅为 5[36]。另
外，该药物具有良好的药代动力学指标，口服生
物利用度可达 80% 以上，是西地那非的 2 倍，血
浆清除速度仅为 5.1 mL·min－ 1，代谢过程也不
受饮食的影响。Tadalafil 是继西地那非后，用于
治疗勃起功能障碍的第二代口服药物 [37]。

图 11　典型的作为 PDE5 抑制剂的二酮哌嗪类化合物（46）
Fig 11　Representative DKPs as PDE5 inhibitor（46）

3.6　神经保护剂

　　食品中的外源化学物 47，能够有效抑制自由
基、钙动员和损伤后神经细胞的死亡。化合物 48
的酚基团可有效清除游离基，从而保护神经细胞
不受侵害。内源性化合物 31 对提高记忆力有促
进作用。化合物 49 能提高帕金森病大鼠的运动
症状，同时也能通过调整乙酰胆碱神经传递素而

促进记忆力的恢复 [36]，结构式如图 12 所示。

图 12　典型的作为神经保护剂的二酮哌嗪类化合物（47 ～ 49）
Fig 12　Representative DKPs as neuroprotective agents（47 ～ 49）

4　展望

　　综上所述，天然 DKPs 具有结构复杂性和生
物学特性，但未完全开发。随着一些新的合成及
辅助方法的不断研究，DKPs 的合成及其在药学
领域的应用将会得到较大发展 [38]。随着网络药
理学技术的广泛应用，已知天然产物可以通过
全球天然产物社会（GNPS）分子网络技术初步
消除 [39]。这将有助于直接定位于发现新的天然
DKPs，减少对已知化合物分离纯化和结构鉴定
带来的人力、物力和财力的浪费，并进一步丰富
DKPs 化合物库，进而加速 DKPs 的应用。另外，
基于分子遗传和合成生物学技术，对产生 DKPs
的微生物进行基因改造，通过表观遗传调控和异
源表达等研究策略，可以实现对具有应用价值的
DPKs 进行大量生产。天然 DKPs 独特的结构骨
架、广泛的生物学和生态学功能，必将在药学和
农学领域的应用中取得重大突破。
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多晶型对药物固体理化性质影响的研究进展
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摘要：药物多晶型现象普遍存在于有机小分子药物当中，由于多晶型分子构象和堆积方式存在

差异，同一种药物的多晶型物理化学性质会存在差异，从而影响原料药和药物制剂的制剂学

性能。因此在药物处方前研究中需要全面系统地筛选晶型，并通过各种固态研究方法对这些晶

型进行深入的研究和评估，了解各个晶型的物理化学性质和相转变行为，以选择后续开发的

理想晶型。本文总结了近年来报道的多晶型影响药物溶解度、溶出速率、吸湿性、粉体学性质、

机械性质、化学稳定性以及光学性质的案例，期望能够加深对药物多晶型在制剂开发中作用的

理解，启发对多晶型药物新特性的探索及新应用的开发。
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Progress in the effect of polymorphism on the physicochemical properties 
of pharmaceutical solids
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Abstract: Polymorphism is a common phenomenon in organic small molecule drugs, which arises from 
differences in molecular conformation and packing, resulting in distinct physical and chemical properties 
between different polymorphs. The presence of multiple polymorphs has a significant impact on the 
pharmaceutical properties of active pharmaceutical ingredients and the final drug product. It is important 
to conduct a comprehensive and systematic screening of polymorphs during the drug development, 
followed by a thorough evaluation and characterization of these polymorphs with solid-state analytical 
techniques to understand their physicochemical properties and phase transition behaviors to identify 
the ideal polymorph for further development. This review focused on the influence of polymorphism 
on various physical and chemical properties, including solubility, dissolution rate, hygroscopicity, 
powder properties, mechanical properties, and chemical stability, aming to help understand the role of 
polymorphic drugs in the development of new dosage forms applications. 
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　　化学结构完全相同的一种药物在固体中具有
两种或两种以上分子排列方式，称为药物多晶
型 [1]。根据分子构象的变化情况，多晶型分为构
象多晶型和构型多晶型，前者是分子构象发生变

化导致分子堆积发生改变，常见于柔性分子晶体
内；后者是分子构象发生微弱的变化，堆积方式
受到分子取向或分子间作用力影响从而发生改变，
主要存在于刚性结构的分子晶体内。研究表明，
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构象多晶型的部分物理性质相比构型多晶型存在
更大的差别 [2]。1998 年，抗反转录病毒药物利托
那韦在储存过程中，部分原料药晶型转变为更加
稳定的晶型Ⅱ，使得治疗效果降低，导致被强制
退市，之后关于药物多晶型的研究逐渐受到重视，
成为了药物固态研究的一个重要方向 [3]。药物多
晶型由于分子构象和堆积方式的差异，导致各种
多晶型之间表现出不同的物理化学性质，进而可
能对原料药的稳定性、制剂的生产工艺、溶出度
以及生物利用度产生影响。最新版《中国药典》规
定药品的药用晶型应选择临床疗效佳，安全性和
稳定性高，且适合药物开发的优势晶型，同时国
家药品审评中心也要求仿制药开发过程中对药物
晶型的制备、表征和理化性质进行充分研究。因
此开展药物晶型的固态化学研究，掌握各个晶型
的物理化学特性，评估多晶型在整个药品生命周
期各个环节中产生的影响，对确保药品成功上市
具有重要作用。本综述围绕固体药品研发过程中
主要关注的物理化学性质，结合文献中报道的案
例，分析不同药物多晶型之间固态化学的差异。
1　多晶型的物理化学性质
1.1　溶解度和溶出速率
　　溶解度是药物开发过程中须优先考虑的重要
理化性质之一，近年来，新化学实体药物研发得
到了蓬勃发展，而其中难溶性化合物的占比越来
越多，据统计，目前上市的药物中，40% 是难溶
性药物，处于研发阶段的药物中 90% 的药物存在
难溶性的问题 [4]。同种药物不同晶型之间的溶解
度存在差别，对于难溶性的 BCS Ⅱ类药物而言，
可以选择高溶解度的晶型进行后续开发以期提高
其口服生物利用度。Li 等 [5] 研究发现，在纯水、
pH 6.8 和 pH 1.0 等介质中培马贝特晶型Ⅱ的溶解
度是晶型Ⅰ的 2 倍左右。同时比格犬的药代动力
学试验表明，晶型Ⅱ的 AUC0～ 24 h 和 Cmax 分别是
晶型Ⅰ的 2.6 倍和 2.1 倍。Tempfli 等 [6] 研究发现
土霉素晶型 A 制备的片剂溶解度低于晶型 B 制成
的片剂，解释了为何不同厂家土霉素胶囊口服后
血药浓度存在差异。药物各晶型溶解度的不同源
自多晶型之间分子排列方式的差异 [7]。Chen 等 [8]

以抗炎药物滨蒿内酯为研究对象，制备了晶型 A
和晶型 B。粉末溶出试验表明，在 0.1 mol·L － 1

的盐酸溶液、pH 4.0 和 pH 6.8 的磷酸盐缓冲液
中晶型 A 的溶解度均大于晶型 B。晶体结构分析
表明，两种晶型都通过 π-π 相互作用形成稳定的
三维堆积方式，晶型 B 苯环之间的垂直距离为
3.35Å，小于晶型 A 3.6 ～ 3.8Å 的作用距离，导
致晶型 B 中的分子在溶出过程中需要克服较高的

π-π 相互作用，才能从晶格中迁移到溶剂内，降低
了该晶型的溶解度。Surov 等 [9] 研究了钙离子通
道阻断剂非洛地平的四种晶型。溶出试验表明晶
型Ⅱ具有最高的溶解度和溶出速率，晶型Ⅱ表面
极性官能团占比最高，比例达到了 53%，导致该
晶型具有更高的润湿性，在溶出过程中，药物分
子更容易与溶剂接触，并脱离晶格溶解在溶剂内。
Soto 等 [10] 以抗胃酸分泌药法莫替丁为研究对象，
如图 1 所示，在水溶液和其他极性有机溶剂中，
晶型 B 的溶解度均高于晶型 A，且随着温度的升
高，两种晶型溶解度的差值增大。晶体结构分析
表明，晶型 A 中单个分子与周围的六个分子形成
分子间氢键，而晶型 B 中单个分子仅与四个分子
形成氢键导致晶格能较高，在溶出过程晶型 B 的
分子仅需克服较低的能垒就能从晶格迁移到溶剂
中，从而具有更高的溶解度。难溶性药物存在溶
解度低，溶出速率慢的问题，因此在处方前研究
阶段，可选择其溶解度较高的亚稳晶型进行开发，
但需充分考虑和控制亚稳晶型的物理稳定性。
1.2　吸湿性
　　原料药和制剂生产过程中经常会接触水分。水
分的过量引入不利于药物粉末的上下游加工，如药
物粉末结块影响流动性，提高样品的黏度增加制剂
的加工难度，或诱导药物转变成水合物影响药品的
稳定性。受分子构象和堆积方式的影响，多晶型之
间的晶格空隙存在差异，导致水分渗透进入晶体内
部的速率各不相同。Chernyshev 等 [11] 以抗焦虑药
阿福巴唑盐酸盐为研究对象，对比了晶型Ⅱ和晶型
Ⅳ的吸湿性差异，结果在 55% 湿度的环境下，接
近 50% 的晶型Ⅱ在放置 2 h 发生吸湿，而晶型Ⅳ
放置 8 h 依旧没有重量的变化。其原因在于晶型Ⅱ
的（001）晶面存在较大的空间间隙，有利于水分扩
散进入晶格。Zhu 等 [12] 以抗炎药物黄芩苷为模型
药物，研究了晶型α、晶型β 和半水合物的吸湿情
况，结果当环境中的水分含量达到 95%，晶型α 和
晶型β 吸附的水分含量少于 1%；而半水合物的吸
附能力较强，在环境湿度在 10% 左右时就开始增
重，在湿度达到 40% 时样品出现重量的突跃，转
变为水合物晶型Ⅰ，在湿度达到 80% 时半水合物
已经完全吸湿转变为一水合物。晶体结构分析表明
半水合物晶型属于通道型水合物，分子之间存在大
量的空隙，使得水分子更容易渗透进入晶格。与之
相比，晶型α 和晶型β 上相邻分子的羟基和羰基都
形成分子间和分子内氢键，密度更高，结构更加紧
密，导致水分在晶格内的扩散受到限制。
　　无水物和水合物构象的相似性也会影响药物
对水分的吸收情况，Basford 等 [13] 以抗菌药氟康
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唑为研究对象，如图 2 所示，在 75% 湿度的吸
湿性试验中，晶型 A 和晶型 C 分别放置 60 d 和
120 d 就完全转变为水合物，晶型 B 放置 180 d 几
乎没有增重。分子构象分析表明，在气相条件下
构成晶型 A 和晶型 C 的氟康唑分子仅需克服 11 
kJ·mol － 1 的能垒和实现苯环 100°的转动就能
转变为水合物的分子构象。而构成晶型 B 的氟康
唑分子需要克服三重能垒，分别为 29、14、11 
kJ·mol－ 1，并实现三个官能团累计 450°的旋转，
其构象才能与水合物的相接近。在药物研发阶段，
对高吸湿性药物进行全面的晶型筛选和固态研
究，可有效考察及对比不同晶型的吸湿强度，并
选择低引湿性的晶型进行后续产品的开发。
1.3　粉体学性质
　　现有的测量药物粉末流动性的方法包括测量
粉末静止时的堆积角度以得到休止角；借助粉体
测试仪，全方位考察粉体的休止角、压缩率、平
板角和凝聚度；通过剪切试验测定粉体样品的内
摩擦角、内聚力、壁摩擦角等指标并结合莫尔圆
得到粉体的流动函数，定量化地评价粉体流动性
能。药物的粉体流动性特征受到颗粒尺寸、颗粒
形状影响。药物多晶型之间分子堆积方式的差异
会引起晶体结构的不同，从而在一定程度上影响
晶体的形貌，并造成药物多晶型在粉体学性质上
的显著差异 [14]。普伐他汀钠具有 16 种晶型，晶
型 A 是最常见的晶型，但容易转变为晶型 B，Jia
等 [15] 研究发现普伐他汀钠晶型 A 在异丙醇和水
的混合溶剂中会转变为晶型 B，晶型 B 形状趋
近于规则的棒状，比晶型 A 具有更好的流动性。
Xu 等 [16] 以口服降糖药格列吡嗪为研究对象，在
生产过程中该药物一直以晶型Ⅰ作为原料药，晶
型Ⅰ一般呈片状和矩形状，粉体流动性较差，且
溶解度较低。在 35℃下对晶型Ⅰ湿法球磨 5 h 并
将所得的悬浮液在水中搅拌，晶型Ⅰ就会转变为
流动性更好的棱柱状的晶型Ⅲ，同时溶出试验表
明晶型Ⅲ的表观溶解度是晶型Ⅰ的 2 倍，具有更
好的生物利用度。Prado 等 [17] 以β- 受体阻断剂
卡维地洛为研究对象，如图 3 所示，通过乙醇挥
发得到晶型Ⅱ和晶型Ⅲ，这两种晶型晶体形貌存
在较大的差异，晶型Ⅱ为长条状，晶型Ⅲ为规则
的四边形。根据 BFDH 模拟，晶型Ⅱ的（110）和
（011）晶面显示出与氢键受体的相互作用位点。
晶型Ⅲ的（10-1）、（110）和（011）晶面显示氢键
供体的相互作用位点。因此，用于结晶的溶剂甲
醇有望与这些表面发生相互作用，抑制晶面的生
长并改变晶体的晶习，由于两种晶型暴露的晶面
不同，导致最终挥发得到的晶体形貌上存在显著

差异，相比长条状的晶型Ⅱ，菱形的晶型Ⅲ具有
更好的流动性。固体口服制剂的开发，涉及药物
粉末粉碎、混合和过筛等过程，药物粉体学特性
在制剂过程中会改变产品的分装剂量、混合填充
均匀性以及空隙率，从而影响药物制剂的质量。
通过改变药物晶型有时可以改变药物晶习和晶体
尺寸，从而改善药物粉末的流动性。
1.4　机械性质
　　在制剂开发过程中，不同多晶型的机械性质影
响了药物的粉碎，研磨和压片等制剂加工工艺，深
入理解晶体结构和机械性质的关系，可以为固体处
方工艺开发提供理论指导。Di Martino 等 [18] 通过熔
融结晶的方法制备了对乙酰氨基酚晶型Ⅱ，晶型Ⅱ
存在滑移面，可压性和可塑性更好，克服了对乙酰
氨基酚晶型Ⅰ原料药可压性不佳的问题，同时相同
处方制备的晶型Ⅱ片剂的溶出速率与市售的对乙酰
胺基酚片相近。Varughese 等 [19] 通过纳米压痕考察了
阿司匹林晶型Ⅰ和晶型Ⅱ的相互作用各向异性和剪
切不稳定性。通过对两种晶型各自的主要晶面（001）
和（102）进行纳米压痕分析，在增加荷载的情况下，
晶型Ⅰ首先发生断裂，晶型Ⅱ的最大穿透深度高于
晶型Ⅰ，潜在剪切力方向两者的弹性模量和硬度指
数分别相差 48% 和 37%，晶型Ⅰ具有比晶型Ⅱ更高
的硬度。根据晶体的微观排列方式，两种晶型都是
通过羧基形成中心对称的 OH…O 二聚体，并构成了
相似的二维分子层排列方式，因此机械性质的差异
可归因于层间区域中相互作用强度和相对运动方向
的不同。由于分子层间的相互作用类型和相关势能
分布不同，晶型Ⅰ相邻氢键层的相对运动受到两种
反向作用力的阻碍，导致分子不易发生迁移，而晶
型Ⅱ不存在运动阻碍，因此具有更好的塑性形变。
　　药物的机械性质不仅影响固体的加工性质，
在一定程度也与晶体的热膨胀行为相关。这是因
为分子的热膨胀行为与形变类似，都需要经历分
子迁移的过程，分子间相互作用越强，硬度越大，
热膨胀能力越小。Su 等 [20] 考察了醋酸巴多昔芬晶
型 A、晶型 B、晶型 D 的机械性质和热膨胀行为，
如图 4 所示，对三种晶型的主要晶面进行纳米压
痕分析，结果晶型 A、晶型 B、晶型 D 的弹性模
量和硬度指数依次提高，这归因于三种晶型排列
方式的显著差异：通过分子间氢键相互作用，晶
型 B 形成了层间交联互锁的堆积结构，晶型 D 形
成了螺旋状的堆积方式，受到外界机械力刺激后
两种晶型形变较小，而晶型 A 的二维分子层之间
仅通过范德华力相互作用连接，在受到外界机械
力刺激后，分子层之间容易发生不可逆的滑移从
而引起塑性形变，这意味着药物晶型 A 具有更好
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的可压性。同时该研究发现，升温过程中三种晶
型的热膨胀系数与弹性模量成负相关，表明可以
通过研究多晶型的热膨胀行为来比较晶型之间的
机械性质 [18]。药物晶体自身硬度、塑性和弹性会
改变粉末在压片过程中的结合面积，从而影响药
物的可压性。药物多晶型之间由于分子堆积方式
的不同，导致机械性质存在差异，因此可以选择
塑性形变最佳的晶型，优化药物粉末的可压性。
1.5　化学稳定性

　　固体药物的化学降解一直是药物开发过程中
不可忽视的问题，部分药物在无外界条件影响下
就会自发降解。例如抗癫痫药加巴喷丁在储存过
程中，其氨基和羧基会发生分子内缩合反应形成

图 1　法莫替丁晶型 A 和晶型 B 的溶解度曲线和分子堆积结构 [8]

Fig 1　Solubility curves and molecular stacking structures of famotidine form A and form B[8]

图 2　氟康唑晶型 A、晶型 B 和晶型 C 的水蒸气吸附速率和分子构象 [11]

Fig 2　Water vapor sorption and molecule conformations of fluconazole form A，form B and form C[11]

图 3　卡维地洛晶型Ⅱ和晶型Ⅲ主要晶面的相互作用和晶习 [15]

Fig 3　Interaction of dominant crystal faces and crystal habits of carvedilol form Ⅱ and Ⅲ [15]

图 4　醋酸巴多昔芬三种晶型的形貌、堆积结构和纳米压痕 [18]

Fig 4　Morphology，stacking structure and nanoindentation of 3 crystal 
forms of bazedoxifene acetate[18]
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毒理性更高的加巴喷丁内酰胺 [21]。由于固体药物
多晶型晶体结构存在差异，影响其触发化学反应
的难易程度，因此不同药物晶型可能具有不同的
化学稳定性。Chen 等 [22] 以非甾体抗炎药吲哚美
辛为研究对象，如图 5 所示，对晶型α 和晶型 γ
的化学稳定性进行了检测，结果发现在氨气氛围
下在放置 1 h 后，晶型α 增重了 3.81%，按理论
值 4.76% 计算，80% 的吲哚美辛已经与氨气反应
成为铵盐；与之相比，晶型 γ 在 1 h 内几乎没用
增重，表明晶型 γ 对氨气极度惰性。晶体结构分
析表明，在晶型α 中羧基暴露在（100）晶面，能
够与氨气反应，反应沿 a 轴进行，直到反应完
全；而在晶型 γ 中存在中心对称结构，羧基之间
通过氢键相互作用形成二聚体结构，导致晶型 γ
与氨气的反应活性更弱 [20]。Seethalekshmi 等 [23]

用紫外灯照射卡马西平晶型Ⅰ、晶型Ⅱ和晶型Ⅲ，
并结合傅里叶红外反射吸收光谱（FT-IR-RAS）
和比色法评估三种晶型的表面降解程度，结果在
照射一周之后，三种晶型的粉末都从白色转变成
橙黄色，其中晶型Ⅱ转变的速度最快，降解速率
是晶型Ⅰ和晶型Ⅲ的 5.1 倍和 1.5 倍。Wang 等 [24]

以维生素 D3 为研究对象对比晶型 A 和晶型 B 的
化学稳定性，结果表明，晶型 B 相比于晶型 A 化
学稳定性更差，晶型 B 具有较大的空间空隙，导
致其吸湿程度远高于晶型 A，同时晶型 B 中不稳
定的α 分子构象降低了药物抗化学降解能力。光
降解和氧化是固体药物降解的两个主要途径，某
些药物甚至会发生异构化、聚合、脱羧等化学反
应。药物的化学降解既受到外部环境的影响，也
取决于药物自身的化学结构和分子堆积方式。不
同药物晶型结构中，由于分子官能团所处的微环
境存在差异，有时会导致不同的晶型具有不同的
化学稳定性。
2　光学性质

　　多晶型之间不同的分子堆积方式也会影响电
子轨道的跃迁形式以及基团的振动模式，从而改
变药物的光学性质。Kawakami 等 [25] 研究发现二
氟尼柳晶型Ⅰ、晶型Ⅱ和晶型Ⅲ的荧光发射波长
都在 425 nm 左右，而晶型Ⅳ的发射波长发生了
30 nm 的红移。Wang 等 [26] 以抗炎药甲苯芬那酸
为研究对象，发现晶型Ⅰ和晶型Ⅱ的荧光发射波
长相差了 50 nm，这是因为晶型Ⅱ相邻分子间更
佳的共面性使得氮原子上的孤对电子与苯环发生
共轭，促进了分子间电子转移。Kuang 等 [27] 以抗
阿尔茨海默病的美金刚为研究对象，将其与帕莫
酸反应制备得到相应的盐型，该盐型具有更低的
溶解度和释放速率从而具备缓释的潜力；同时对

该盐型的四种多晶型进行了固态荧光表征，发现
在 366 nm 紫外光激发下，晶型Ⅰ和晶型Ⅱ都发
射出橙黄色的荧光，最大发射波长为 571 nm，而
晶型Ⅲ和晶型Ⅳ的荧光波长分别发生了 37 nm 和
18 nm 的蓝移，这归因于多晶型之间荧光发色团
堆积角度的不同导致荧光基团共轭程度的差异。
Xu 等 [28] 以羟基茜草素为研究对象，采用二次谐
波产生的非线性光学成像技术，观察含有不同比
例晶型Ⅰ的片剂。受分子堆积方式的影响该物质
的晶型Ⅰ为非对称的极性晶体且对二次谐波成像
敏感，晶型Ⅱ为中心对称的非极性晶体且没有二
次谐波信号。二次谐波成像试验结果表明在含量
仅有 0.1%（w/w）的片剂中也能明显地观察到晶
型Ⅰ的存在，为检测痕量极性晶体提供了一种高
响应性技术。借助药物自身的光学性质的差异，
未来可通过直接观察药物自身荧光的差别来分辨
药物晶型，并方便区别药物生产过程中是否发生
了混晶的情况。同时基于荧光成像技术也可在观
察药物溶出方面发挥作用，Chen 等 [29] 基于吲哚
美辛和其糖精共晶荧光颜色的差别，通过倒置荧
光显微镜，观察了吲哚美辛 - 糖精共晶溶出过程
中荧光的变化从而用于表征共晶溶出过程中的相
转变行为（见图 6）。借助药物自身的光学性质，
可以观察药物光学性质的变化简便区分药物多晶
型，以及相关试验过程中的固相转变情况，为后
续药物开发提供理论指导。
3　结语与展望

　　药物多晶型是影响药品质量和疗效的重要因
素。近年来，随着我国相关法规和政策的出台，对
药物晶型的重视程度逐渐提高。药物多晶型由于内
部晶体结构的差异，相同固体药物的不同晶型之间
通常表现出不同的物理化学性质，包括粉体学性
质、熔点、溶解度、机械性质以及物理化学稳定
性。同一种药物不同晶型之间可能具有显著的性质
差异，并且不同晶型之间在一定条件下也存在相互
转变的风险，从而直接影响产品的最终质量，并影
响药物的治疗效果。开展关于药物多晶型固态性质
的研究，掌握各种晶型的理化性质参数和相转变行
为，可以为临床前优势晶型的选择，原料药生产工
艺的探索，以及固体制剂的开发和质量控制提供重
要指导。随着近年来计算机算力和算法的指数级发
展，计算机科学在药物多晶型中的应用越发引起人
们的关注。通过计算机晶体结构模拟、大数据分析、
人工智能深度学习和多尺度建模等方法，预测药物
多晶型的结构和稳定性关系，构建药物分子结构和
固态化学之间的关系，可以为后续最佳晶型及其制
剂条件的选择提供基础，解决药物晶型开发过程中
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耗时长，成本高的缺点，为开发新一代优良制剂提
供技术支持。
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抗血管生成药物联合免疫检查点抑制剂治疗晚期非小细胞 
肺癌的协同作用机制及临床研究的新进展
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摘要：抗血管生成和免疫治疗是肺癌治疗的重要方法。抗血管生成治疗可以阻止肿瘤血管的形

成，增加免疫细胞的浸润，将肿瘤微环境从免疫抑制转变为免疫支持。免疫治疗可以提高机体

的免疫功能，也可以促进血管“正常化”。抗血管生成药物和免疫检查点抑制剂具有协同作用。

本文就抗血管生成联合免疫治疗的理论基础以及该联合策略在晚期非小细胞肺癌的研究进展

进行综述。
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Synergistic mechanism and progress in clinical research of anti-angiogenic 
drugs combined with immune checkpoint inhibitors for  

advanced non-small cell lung cancer
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Tower Hospital Clinical College of Nanjing University of Chinese Medicine, Nanjing  210000)

Abstract: Anti-angiogenic therapy and immunotherapy are important methods in the treatment of 
lung cancer. Anti-angiogenic therapy can prevent the formation of tumor blood vessels, increase 
the infiltration of immune cells, transform tumor microenvironment from immune suppression to 
immune support. Immunotherapy can improve the body’s immune function and promote vascular 
normalization. Anti-angiogenic drugs and immune checkpoint inhibitors have synergistic effects. This 
article reviewed the theoretical basis of anti-angiogenic therapy combined immunotherapy and the 
research progress of this combined strategy for advanced non-small cell lung cancer. 
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　　肺癌是中国癌症患者死亡的主要原因，2020
年我国有 82 万新发肺癌病例，72 万患者死于肺
癌，占全球肺癌死亡人数的 40%[1]。非小细胞肺癌
（NSCLC）占所有肺癌的 85%，包括鳞癌、腺癌和
大细胞癌，其中 70% 的患者在确诊时已有远处转
移，总体存活率非常低 [2]。抗血管生成和免疫治疗
在 NSCLC 的治疗方面取得了重大进展，通过联合
策略提高治疗效果已成为该领域的主要方向。许多
有关抗血管生成药物和免疫检查点抑制剂（ICIs）
组合的临床试验已在 NSCLC 治疗中显示出有希望
的结果。本文将阐述两者联合的作用机制，并对相
关临床研究的最新进展进行汇总分析。
1　肿瘤血管生成与抗血管生成药物

　　正常情况下，血管生成发生在胚胎形成和伤口
愈合等各种生理过程中。异常的血管是肿瘤发展的
主要介质 [3]。血管内皮生长因子（VEGF）-VEGF 受
体（VEGFR）、血小板衍生生长因子（PDGF）-PDGF
受体（PDGFR）和成纤维细胞生长因子（FGF）-
FGF 受体（FGFR）等信号通路可参与血管生成的
调 节。 其 中 VEGF 家 族， 由 VEGF-A、VEGF-B、
VEGF-C、VEGF-D 和胎盘生长因子（PLGF）组成，
起着关键作用 [4]。VEGFR-2 是 VEGF 的主要功能受
体，VEGF 与 VEGFR-2 结合可以调节血管内皮细胞
（EC）的增殖和迁移，促进肿瘤血管生成 [5]。抗血
管生成通过阻断肿瘤微环境（TME）中活跃的信号
通路来阻止异常血管生成，使肿瘤缺乏营养和氧气。
目前的抗血管生成药物主要包括针对 VEGF 的单克
隆抗体和针对 VEGFR、PDGFR 和 FGFR 等多个靶
点开发的酪氨酸激酶抑制剂。贝伐单抗是第一个被
批准用于多种癌症的抗血管生成药物，能与 VEGF
结合并阻断其生物活性。安罗替尼和阿帕替尼是临
床上常用的小分子酪氨酸激酶抑制剂，在 NSCLC 的
治疗中表现出不错的疗效。然而，有患者在治疗数
月之后，体内肿瘤能够适应抗血管生成药物的存在，
逃避抗血管生成治疗，即产生了获得性耐药现象，
单独使用效果不佳 [6]。
2　免疫检查点分子和 ICIs
　　近年来，免疫治疗逐渐兴起，NSCLC 的治疗
局势发生改变。一系列免疫检查点分子，如细胞
毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4（CTLA-4）和程序性
细胞死亡 -1/ 程序性死亡配体 1（PD-1/PD-L1）在
不同阶段发挥免疫抑制作用。CTLA-4 是一种独特
的细胞外表面蛋白，在免疫反应早期与 CD28竞争
结合 B7 分子，限制细胞白介素 -2（IL-2）的分泌，
抑制 T 细胞增殖 [7]。PD-1 在多种免疫细胞上表达，

如 T 细胞、NK 细胞、B 细胞等 [8]。与 CTLA-4 信
号传导类似，PD-1 在免疫反应后期通过与其配体
结合来抑制 T 细胞增殖，减少干扰素 -γ（IFN-γ）、
肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和 IL-2 的分泌 [7]。
　　ICIs 通过阻断免疫检查点抑制通路来恢复机
体的抗肿瘤免疫功能。多项临床研究证实，ICIs
可以改善晚期 NSCLC 的预后。KEYNOTE-042
研究对比派姆单抗组与化疗组的疗效，结果显示
在 PD-L1 表达＞ 1%、＞ 20% 和＞ 50% 的患者
中，派姆单抗组均优于化疗组 [9]。另外一项关于
纳武单抗的真实世界研究评估了在铂类双药化疗
失败后纳武单抗与多西他赛在该患者群体中的疗
效，与多西他赛相比，纳武单抗组的患者生存
时间更长 [10]。虽然免疫单药治疗的有效率达到
20% ～ 30%，传统化疗的有效率仅有 9% ～ 10%，
但是优势并不明显，所以联合用药是提高免疫治
疗效果的主要手段 [11]。
3　抗血管生成药物与 ICIs联合的作用机制

　　基础研究表明，抗血管生成药物可以通过多
种途径来恢复宿主的抗肿瘤免疫反应，ICIs 可以
解除免疫抑制并增强抗血管生成药物的作用 [12]。
有实验证明在肺癌小鼠模型中，低剂量阿帕替尼
能增加 T 细胞浸润，减少相关抑制性免疫细胞
向肿瘤募集，并且降低肿瘤和血清中转化生长因
子 -β（TGF-β）水平，同时还发现与单用阿帕替
尼相比，阿帕替尼联合抗 PD-L1 抗体更能显著抑
制肿瘤生长 [13]。另外，Tian 等 [14] 报道抗 CTLA-4
疗法增加了乳腺肿瘤模型中 CD4 ＋和 CD8 ＋ T 细
胞的浸润并促进 IFN-γ 等抗肿瘤细胞因子分泌，
起到抗异常血管生成的作用。
3.1　抗血管生成促进淋巴细胞的浸润

　　淋巴细胞是机体免疫应答的重要细胞成分，
其中 T 细胞通过直接杀死肿瘤细胞在抗肿瘤免疫
反应中发挥主要作用。有效的肿瘤控制取决于反
应性 T 细胞浸润肿瘤的能力。在小鼠模型中发现
VEGFR-A 降低了 EC 上对 T 细胞浸润至关重要的
黏附分子的表达，肿瘤脉管系统的异常结构和功
能阻止 T 细胞浸润到实体瘤中 [15]。抗血管生成可
以促进 T 细胞浸润到肿瘤中，比如舒尼替尼可以
减少 TME 中抑制性免疫细胞的数量并增加肿瘤
部位 CD4 ＋、CD8 ＋ T 细胞浸润，同时还可以降
低 T 细胞上 PD-1 的表达来促进 T 细胞增殖 [16]。
3.2　抗血管生成促进树突状细胞（DC）呈递肿

瘤抗原

　　DC 是主要的抗原呈递细胞，在抗肿瘤免疫
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反应中起关键作用。肿瘤抗原通常被 DC 识别并
通过主要组织相容性复合物 -Ⅱ（MHC-Ⅱ）呈
递，它启动 DC 将抗原加工成较小的肽，这些肽
与 MHC-Ⅱ分子一起呈递在表面上，从而激活 T
细胞 [17]。由于缺乏表面 MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ和共
刺激分子的表达，未成熟的 DC 无法将肿瘤抗原
呈递给 T 细胞，导致 T 细胞沉默。VEGF 可与
DC 表面的 VEGFR-2 结合，增强 DC 中 PD-1 的
表达，抑制 DC 的发育，减少 DC 的数量 [18]。抗
血管生成可减轻 VEGF 对 DC 的抑制作用，从而
增强 DC 对抗原的呈递。有实验发现阻断 VEGF
信号通路可以在胶质母细胞瘤小鼠模型中看到更
多成熟的 DC[19]。
3.3　抗血管生成将 TME 由免疫抑制转变为免疫

支持

　　TME 富含抑制性免疫细胞，包括调节性 T 细
胞（Tregs）、髓源性抑制性细胞（MDSCs）、肿
瘤相关巨噬细胞（TAMs）和未成熟树突状细胞
（imDC）。Tregs 能抑制辅助性 T 细胞的活性，从
而间接抑制 B 细胞的分化和 T 细胞的杀伤能力，
对机体免疫起负向调节作用。T 细胞不仅在淋巴
结中需要被抗原呈递细胞激活，在 TME 中也同
样需要。Tregs 细胞可以抑制 DC 等抗原呈递细胞
的发育来控制淋巴结和 TME 中 T 细胞的激活 [20]。
抗血管生成可以抑制 Tregs 增殖，Yi 等 [21] 研究发
现，仑伐替尼通过靶向 FGFR4 抑制信号传导和
转录激活因子 5（STAT5）磷酸化来阻断 IL-2 介
导的 Tregs 分化。
　　MDSCs 是一种异质的未成熟骨髓细胞群，
通过多种机制抑制肿瘤免疫反应。MDSCs 可以
促进 Tregs 增殖，分泌免疫抑制细胞因子，还可
以增加机体对 ICIs 产生耐药的风险 [22]。有研究
发现在接受抗 PD-1 免疫治疗的晚期 NSCLC 患者
中，低 MDSCs 水平与更长的生存期有关 [23]。抗
血管生成可以抑制 MDSCs 增殖，在甲状腺癌小
鼠模型中，仑伐替尼与抗 PD-1 药物联用可以减
少 MDSCs 的数量，缩小肿瘤体积 [24]。
　　TAMs 在调节肿瘤血管生成方面表现出显著的
可塑性。TAMs 有 M1 和 M2 样表型，M1 样 TAMs
抑制肿瘤血管生成，M2 样 TAMs 促进肿瘤血管生
成。VEGF 信号传导可促进 TAMs 从 M1 表型向
M2 表型转化 [25]。M2 样 TAMs 通过产生细胞因子、
趋化因子、生长因子并提高 T 细胞中免疫检查点
分子的表达来抑制免疫功能 [26]。抗血管生成可以
促进 TAMs 向 M1 样抗肿瘤表型转化 [27]。

3.4　ICIs 促进肿瘤血管正常化

　　ICIs 不仅有激活免疫细胞的作用，还具有抑
制异常肿瘤血管生成的功能。抗 PD-1/PD-L1 可
以使 T 细胞从衰竭状态中恢复，活化的 T 细胞可
以分泌 IFN-γ，直接促进肿瘤血管正常化 [28]。有
实验证明，ICIs 可以促进原位乳腺癌和异位结肠
癌模型中肿瘤脉管系统正常化 [14，29]。在这两项研
究中，阻断 CTLA-4 或 PD-1 可降低肿瘤血管密
度，改善血流灌注，增加组织含氧量。
4　抗血管生成药物与 ICIs联合在晚期 NSCLC
中的应用

　　外科手术是可切除 NSCLC 患者的首选治疗方
法，不可切除的 NSCLC 患者可以通过药物治疗来
延长生存时间。在近年的临床研究中，抗血管生
成药物联合 ICIs 在不可切除的 NSCLC 患者治疗中
效果不错。
4.1　抗 VEGF 单抗与 ICIs
4.1.1　贝伐珠单抗＋阿特珠单抗　IMpower150
是一项抗血管生成药物联合 ICIs 一线治疗晚期
NSCLC 的Ⅲ期临床研究 [30]。1202 例患者被随机
分为 3 组：贝伐珠单抗＋卡铂 / 紫杉醇（BCP 组），
阿特珠单抗＋卡铂 / 紫杉醇（ACP 组），阿特珠单
抗＋贝伐珠单抗＋卡铂 / 紫杉醇（ABCP 组）。相较
于 BCP 组，ABCP 组的无进展生存期（PFS）和总
生存期（OS）显著延长，两组治疗药物不良事件
（AE）的发生率无明显差异。在贝伐珠单抗联合标
准化疗的基础上加用免疫治疗，在任何 PD-L1 的
表达及基因状态都可以改善患者的生存时间。在
另外一项研究中，PD-L1 表达≥ 50% 且无 EGFR/
ALK/ROS1 突变的晚期非鳞状 NSCLC 患者使用贝
伐珠单抗联合阿特珠单抗治疗方案，结果显示，39
名患者中 25 人疾病得到控制，发生率≥ 5% 的 AE
为高血压（15.4%）、谷丙转氨酶升高（7.7%）、谷
草转氨酶升高（5.1%）、肺部感染（5.1%）和结肠炎
（5.1%），3 级 AE 的发生率为 38.5%，未观察到 4
级 AE，整体安全性良好 [31]。该研究表明阿特珠单
抗联合贝伐单抗是一种潜在的治疗高 PD-L1 表达
的晚期非鳞状 NSCLC 的方法。
4.1.2　贝伐单抗＋纳武单抗　在一项国际、随机、
双盲Ⅲ期研究里，患者以 1∶1 的比例随机分配接受
纳武单抗或安慰剂联合卡铂、紫杉醇和贝伐单抗，
结果纳武单抗组的中位无进展生存期（mPFS）显著
长于安慰剂组（12.1 个月 vs 8.1 个月，P ＜ 0.0001），
并且在任何 PD-L1 表达水平的患者（包括 PD-L1 阴
性患者）中都观察到了生存获益。纳武单抗和安慰
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剂组的客观缓解率（objective response rate，ORR）分
别为 61.5% 和 50.5%，3级或 4级 AE 发生率相当 [32]。
由此可见对于晚期非鳞状 NSCLC 患者而言，纳武单
抗联合化疗和贝伐单抗是一种可行的治疗策略。
4.2　抗 VEGFR 单抗与 ICIs
4.2.1　雷莫芦单抗＋派姆单抗　Ⅱ期 Lung-MAP 
S1800A 试验评估了雷莫芦单抗联合派姆单抗治疗
既往接受过 ICIs 或者化疗后进展的晚期 NSCLC
患者的效果，初步结果显示雷莫芦单抗联合派姆
单抗显著延长了患者的 OS[33]。JVDF 研究探索雷
莫芦单抗与派姆单抗联合应用的疗效与安全性，
该项研究涉及多种肿瘤，包括 NSCLC、胃或食
管胃结合部腺癌、尿路上皮癌，共纳入 92 例患
者（其中 NSCLC 患者为 27 名），数据分析显示
雷莫芦单抗联合派姆单抗在 NSCLC 患者中有良
好的抗肿瘤活性，最常见的 AE 为乏力和心肌梗
死，不良反应多为１～２级，耐受性良好 [34]。也
有关于雷莫芦单抗联合派姆单抗治疗 PD-L1 阳性
晚期 NSCLC 的报道：在多中心、Ⅰa/b 期试验中，
PD-L1 表达高水平（TPS ≥ 50%）和低水平（TPS 
1% ～ 49%） 的 患 者 的 ORR 分 别 为 56.3% 和 
22.2%，说明雷莫芦单抗联合派姆单抗在 PD-L1
高表达的晚期 NSCLC 患者中疗效更强 [35]。
4.2.2　雷莫芦单抗＋德瓦鲁单抗　一项Ⅰa/b 期单
臂、多队列研究在晚期疾病患者中进行，所有患
者使用雷莫芦单抗联合德瓦鲁单抗治疗方案，结
果 NSCLC 患者的 mPFS 和中位总生存期（mOS）
分别为 2.7 个月和 11 个月；胃或胃食管胃结合
部腺癌患者为 2.6 个月和 12.4 个月；肝细胞癌患
者为 4.4 和 10.7 个月。NSCLC、胃或食管胃结合
部腺癌、肝细胞癌患者≥ 3 级 AE 发生率分别是
32.1%、37.9% 和 42.9%[36]。雷莫芦单抗和德瓦鲁
单抗联用在所有队列中均表现出抗肿瘤效果。
4.3　酪氨酸激酶抑制剂与 ICIs
4.3.1　安罗替尼与 ICIs　在 Chu 等 [37] 的关于信
迪利单抗联合安罗替尼作为未接受治疗且患有不
可切除的ⅢB/C 或Ⅳ期 NSCLC 患者一线治疗的
Ⅰ期研究中，共有 22 名患者接受信迪利单抗和安
罗替尼治疗。在这 22 名患者中，ORR 为 72.7%，
疾病控制率（DCR）高达 100%。最常见的 AE
为出血（59.1%）、甲状腺功能减退（50.0%）和
尿酸增高（40.9%），3 级及以上 AE 的发生率为
54.5%，毒性可控。虽然在数据截止时的 PFS 还
不成熟，但是可以得出信迪利单抗加安罗替尼在
该患者群体中能有效控制疾病进展的结论。

4.3.2　阿帕替尼与 ICIs　NCT03083041 研究将
阿帕替尼联合卡瑞利珠单抗作为晚期 NSCLC 二
线及以上治疗方案，25 名患者每两周静脉注射
一次 200 mg 卡瑞利珠单抗和每日一次口服阿帕
替尼 250 mg [38]。患者的 ORR 为 40.0%，DCR 为
92.0%，mPFS 为 9.6 个月，并且在不同 PD-L1 表
达水平都可以观察到类似的 ORR 和 PFS。该研究
得出在晚期 NSCLC 患者中使用卡瑞利珠单抗加
低剂量阿帕替尼有良好的临床效果。
5　疗效预测指标

　　抗血管生成药物联合 ICIs 为晚期 NSCLC 患
者提供了新的治疗选择。但是由于临床上缺乏相
关的生物标志物，实际的临床治疗结果达不到预
期效果，如何识别药物治疗的潜在获益人群是临
床面临的巨大挑战。探索生物标志物有助于确定
哪些患者可以在联合治疗中获益最多。
　　一项包含 69 名 NSCLC 患者的真实世界研究
中，患者接受纳武单抗或派姆单抗联合抗血管生
成治疗。亚组分析得出，与 EGFR 突变的 NSCLC
患者相比，EGFR 野生型患者的 PFS 显著延长 [39]。
Lu 等 [40] 发现安罗替尼通过下调血清中趋化因子
（CCL2）的表达来抑制肿瘤血管生成，并且其诱导
的血清 CCL2 水平下降与患者的 PFS 和 OS 显著延
长相关。此外，PD-L1 表达水平与 ICIs 单药或 ICIs
联合抗血管生成药物治疗的疗效也有关。JVDF 研
究（NCT02443324）中 PD-L1 高表达的患者预后更
好 [35]。2020 年欧洲肿瘤内科学会上公布的数据显
示 PD-L1 表达阳性的 NSCLC 患者使用阿帕替尼联
合 ICIs 可以观察到更好的临床疗效 [41]。部分血液
指标或许可以作为潜在的预测生物标志物。有研究
发现较高水平的总胆固醇、低密度脂蛋白以及外周
血中性粒细胞计数的患者的 PFS 和 OS 较差 [42-43]。
6　总结与讨论

　　大量临床前研究揭示了抗血管生成与免疫治
疗的协同机制。已公布的临床试验数据也表明两
者联用是治疗晚期 NSCLC 的一种有前景的方法
且总体安全性较好。在临床上，严重的不良反应
是导致 ICIs 治疗中断的一个重要因素，大多数
不良反应与过度活跃的免疫反应有关，免疫性不
良反应可以通过暂停 ICIs 或降低 ICIs 剂量缓解，
由于抗血管生成能促进药物向肿瘤部位输送，在
联合策略中或许可以使用较小剂量的 ICIs，减少
不良反应的发生 [28]，能够提示患者预后的生物
标志物有限且不足。目前用药的最佳组合、给药
时间、顺序和剂量等也尚未明确。因此，需要更
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多的基础实验和临床研究来探讨这些问题，探索
生物标志物，拟订个体化治疗方案，使患者获益
最大化。
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关黄柏历史沿革及产业发展现状与策略探析

李先娜，孙晖，金爽，王志刚，董辉，杨波*（黑龙江中医药大学药学院，哈尔滨　150040）

摘要：关黄柏为东北三大珍贵阔叶树种之一，具有较高的药用价值、生态价值及经济价值，市场需求

量极大，为国家珍贵的药用保护树种。目前，关黄柏资源短缺、供给关系失衡、质量控制薄弱、衍生

品种类不足、资金投入不足、政策支持不够等问题严重制约了关黄柏产业的可持续性高质量发展。本

文通过对关黄柏本草考证、资源现状、产业发展等方面的研究进展进行综述，全面分析关黄柏全产业

链发展现状，并提出相应的发展策略，为关黄柏资源可持续利用及产业高质量发展提供参考。
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Historical evolution, development status and strategies of  
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　　 关 黄 柏 为 芸 香 科 植 物 黄 檗 Phellodendron 
amurense Rupr. 的干燥树皮，是我国传统大宗中药
材，在我国已有 2000 多年药用历史，最早记载于
《神农本草经》，原名“檗木”，列上品 [1]。关黄柏
性寒、味苦，归肾、膀胱经，具有清热燥湿、泻
火除蒸、解毒疗疮的功效，收载于历版《中国药

典》[2]。文献记载，关黄柏主要分布于东北三省（黑
龙江、吉林、辽宁），大约占全国总产量的 90%，
是著名的东北道地药材之一，具有较高的经济价
值 [3]。关黄柏以野生品供应国内外医药市场，其药
用价值、生态价值、保健作用及道地性为市场所青
睐。本文从本草历史沿革、植物资源、化学成分、

中药资源开发与利用
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药用分析、产品链及产业链等方面对关黄柏进行系
统分析，对关黄柏本草考证、资源利用、活性成分、
临床应用、新药及衍生品研发等方面的研究发展现
状进行综述，分析关黄柏产业发展过程中遇到的瓶
颈与挑战，以期为关黄柏资源的可持续利用及产业
高质量发展提供参考。
1　关黄柏本草考证与资源研究现状

　　黄柏最早记载于《神农本草经》：“檗木味苦
寒，主五脏，肠胃中结热，黄疸，肠痔，止泻利，

女子漏下赤白，阴伤蚀疮”；汉代《名医别录》中
称黄柏为“黄檗”；《本草经集注》中称黄柏为“檗
木”[4-5]。从历代本草文献中对黄柏植物描述及附图
中发现，古时药用“檗木”“黄檗”或“黄柏”与芸
香科黄柏属植物特征相符，系“川黄柏”。关黄柏
起源较晚且历代本草中无记载，最早记载于《朝鲜
药局方》，后在《辽宁药材》中有所记载，功能主
治同川黄柏 [6]。经查阅古籍文献，记载黄柏的主要
文献沿革见表 1。

表 1　黄柏的文献沿革 [7-13] 
Tab 1　Historical document of Phellodendron amurense Rupr.[7-13]

时间 文献名称 文献描述

东汉 神农本草经 原名“檗木”，檗木味苦寒，主五脏，肠胃中结热，黄疸，肠痔，止泻利，女子漏下赤白，阴伤蚀疮

南北朝 名医别录 称为黄檗，生汉中山谷及永昌

本草经集注 今出邵陵者，轻薄色深为胜，出东山者，厚而色浅

五代后蜀 蜀本草 黄檗树高数丈，叶似吴茱萸，今所在有，出房、商、合等州山谷中，以蜀中者为佳

唐代 新修本草 生汉中山谷及永昌；今出昭陵者，轻薄色深为胜；出山东者，厚重而色浅

药性论 主男子阴痿，治下血如鸡鸭肝片；及男子茎上疮，屑末敷之

本草拾遗 主热疮疱起，虫疮，痢，下血，杀蛀虫；煎服，主消渴

宋代 本草图经 今处处有之，以蜀中者佳

证类本草 檗木，黄檗也，生汉中川谷及永昌，今处处有之，以蜀中者为佳

明代 本草乘雅半偈 出汉中山谷及永昌、邵陵、山东诸处，今唯蜀中者皮厚色深为佳

清代 本草崇原 黄柏木出汉中山谷及永昌、邵陵、房商、山东诸处皆有；今以蜀中出者

本草便读 黄柏其质虽皮，其气味皆苦寒沉降，故独入肾与膀胱，清泄下焦湿火

本草备要 川产肉浓色深者良；生用降实火，蜜炙则不伤胃，炒黑能止崩带

本草害利 川产肉浓色深者良；生用降实火，酒制治上，蜜制治中，盐制治下

植物名实图考 檗木，本经上品，即黄檗，根名檀桓，湖南辰沅山中所产极多

1928 增订伪药条辩 四川顺庆府南充县出者为川黄柏，色老黄，内外皮黄黑，块片小者，可作染料用；湖南及关东出者，为

关黄柏，块片甚大而薄，色淡黄者次

1963—1985 年版 中国药典 黄柏：本品为芸香科（Rutaceae）的植物黄皮树 Phellodendron chinense Schneid. 或黄檗 Phellodendron 
amurense Rupr. 除去栓皮的干燥树皮；多系野生，主产于四川、云南、贵州、辽宁、吉林等地；4 ～ 7
月间将树皮剥，刮去外面粗皮，晒干即得

1990—2005 年版 中国药典 黄柏：芸香科植物黄皮树 Phellodendron chinense Schneid. 或黄檗 Phellodendron amurense Rupr. 的干燥树

皮，前者习称“川黄柏”，后者习称“关黄柏”；剥取树皮后，除去粗皮，晒干

2005—2020 年版 中国药典 黄柏：芸香科植物黄皮树 Phellodendron chinense Schneid. 的干燥树皮，习称“川黄柏”

关黄柏：芸香科植物黄檗 Phellodendron amurense Rupr.，其干燥树皮入药，习称“关黄柏”

　　“黄柏”名称历经“檗木 - 黄檗 - 黄柏”的演
变，南北朝《本草纲目》中明确记载黄柏为黄檗
的错误省略写法。唐宋时期《新修本草》记载为
“蘗木，黄蘗也”，明清时期使用“檗木”替代
“蘗木”，明代后期本草著作将黄柏正名变更为
“黄檗”。民国时期黄柏逐渐在《增订伪药条辨》
及《药物出产辨》等本草文献中记载为“黄柏”。
现代《中国药典》等均收载“黄柏”为正名，“蘗
木”“檗木”“黄檗”等鲜见。
　　根据历代本草文献，黄柏基原历经 3 个时期变
化，唐代黄柏统称“檗木”，形态描述为“小树、皮
黄而苦，称为子蘗；另一种小树，多刺，皮黄”，

推测其基于来源于小檗科小檗属 Berberis 植物。宋
朝时期《本草图经》对黄柏植物描述发生改变：“木
高数丈，复叶，无刺，四川产地品质较好”，推测
其基原归属于芸香科黄檗属 Phellodendron 植物相
似。明清以川产为黄柏道地药材，其种质为芸香科
植物黄皮树 Phellodendron chinense Schneid.。根据
《增订伪药条辨》记载，可知黄柏在用药过程中分为
川黄柏、关黄柏和洋黄柏，洋黄柏进口自日本，尚
未得到广泛应用便消失。因此自民国以后，市场黄
柏药材品种主要分为川黄柏及关黄柏，1963—2005
年版《中国药典》将关黄柏与川黄柏统一收载于“黄
柏”项下 [12]。自 2005 年起《中国药典》记载“黄柏”
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为川黄柏，而关黄柏作为另一品种单独列出。关黄
柏来源于黄檗 Phellodendron amurense Rupr. 的干燥
树皮，药材呈板片状或浅槽状，外皮呈黄绿色或淡
棕黄色，平坦，有不规则纵裂纹，皮孔痕少，或有
粗皮残留，内表面呈黄色或黄棕色，主要产于辽
宁、黑龙江、吉林、河北等地，产地以东北三省
为主，其植物标本（采自黑龙江省茄子河区）、药
用部位及饮片形态见图 1。而川黄柏来源于黄树皮
Phellodendron chinense Schneid. 的干燥树皮，主产于
四川、贵州、重庆、云南等地。

图 1　关黄柏植物标本、药用部位及饮片形态图

Fig 1　Morphology of Phellodendron amurense Rupr. plants and 
medicinal parts and slices

　　关黄柏除具有较高的药用价值外，还具有生

态价值和经济价值。近年来，在经济利益驱使下，
关黄柏资源违规砍伐情况严重，而黄柏植株增长
更新速率缓慢，导致野生资源量逐渐降低。1987
年国务院颁布了《野生药材资源保护管理条例》，
关黄柏被列为国家第一批重点保护野生药材（保
护级别：二级），随着关黄柏野生资源稀缺，《中
国植物红皮书》（1998 版）、《国家重点保护野生植
物名录》（1999 版）、《中国植物红色名录》（2004 版）
先后将黄檗植株列为国家易危保护物种 [14]。尽管
黄檗资源保护成为国内外关注热点问题，且黄檗
皮多采用环剥法进行制取，有效延长了关黄柏植
株树龄，提高药用部位产量至 20 kg/ 株左右，保
证野生关黄柏五年内总产量约 6000 吨，但现有
的野生资源量依旧很难满足较高的市场需求，市
场零售价格不断攀升，大规模滥砍滥伐现象日趋
严重 [15]。因此，以人工栽植关黄柏代替野生资源
成为关黄柏产业可持续性发展的主要途径之一。
2　关黄柏化学成分与质量控制研究现状

　　随着现代分析技术的提升，研究发现关黄柏的
化学成分主要包括生物碱类、内酯类、柠檬苦素类、
黄酮类、萜类、多酚类、甾醇类、木质素类、酰胺类、
挥发类、糖类和糖苷等，其中生物碱类、柠檬苦素
类成分为关黄柏的主要有效成分，具体见表 2。

表 2　关黄柏主要化学成分 [16-17] 
Tab 2　Chemical constituents of Phellodendron amurense Rupr.[16-17]

类别 主要化学成分

生物碱类 1. 小檗碱（berberine）；2. 黄柏碱（phellodendrine）；3. 药根碱（jatrorrhizine）；4. 表小檗碱（epiberberine）；5. 小檗红碱（berberrubine）；

6. 氧化小檗碱（oxyberberine）；7. 二羟基药根碱（dihydroxyl-jatrorrhizine）；8. 四氢药根碱（tetrahydrojatrorrhizine）；9. 木兰花碱

（magnoflorine）；10. 蝙蝠葛碱（menisperine）；11. 木兰箭毒碱（magnocurarine）；12. 莲心季铵碱（lotusine）；13.N- 甲基大麦芽碱

（candicine）；14. 四氢番荔枝碱（tetrahydroreticuline）；15. 四氢巴马汀（tetrahydropalmatine）；16. 羟基巴马汀（hydroxyl-palmatine）；

17. 掌叶防己碱（palmatine）；18. 非洲防己碱（columbamine）；19. 竹叶椒碱（xanthoplanine）；20. N- 甲基福林得碱（N-methyl-
flindersine）；21. 藤泊它碱（tembetarine）；22. 茵芋碱（skimmianine）；23. 白鲜明碱（dasycarpamin）；24. 异阔果芸香碱（pilocarpine）；

25. 白藓碱（dictamnine）；26. N- 甲基四氢非洲防己碱（N-methyltetrahydrocolumbamine）；27. γ- 崖椒碱（γ-fagarine）；28. 网叶番荔

枝碱（tembetarine）；29. 芬式唐松草定碱（thalifendine）；30. 唐松草芬宁碱（thalisopine）；31. 吴茱萸碱（evodiamine）等

内酯类 1. 黄柏酮（obacunone）；2. 吴茱萸苦素（rutaevin）；3. 诺米林（nomilin）；4. 三棱酸（sanleng acid）；5. 黄柏内酯（obaculactone）；

6. 白鲜交酯（dictamnolide）；7. 黄檗萜内酯 A/B；8. 黄檗宁 A/B；9. 柠檬苦素（limonin）；10.17-β-D- 吡喃葡糖（17-β-D-gluco-
pyranoside）等

多酚类 1. 黄柏苷（phellamurin）；2. 松柏苷（coniferin）；3. 四甲氧基 - 野黄芩苷（tetramethyl-O-scutellarin）；4. 黄酮金丝桃（hyperin）；

5. 紫丁香苷（syringin）；6. 黄柏兹德（phellozide）；7. 阿魏酸（ferulic acid）；8. 绿原酸（chlorogenic acid）；9. 新绿原酸

（neochlorogenic acid）；10.3-O- 阿魏酰奎尼酸（3-O-feruloylquinic acid）；11. 黄柏酮酸（obacunonic acid）；12. 黄柏内酯 A/B
（amurenlaetone A/B）等

萜类 1. 木栓酮（friedelin）；2. 无羁萜（friedelin）；3. 赛奥林（cneorin）；4. 黄柏呈（phellochin）；5. 尼洛替星乙酰酯（niloticin ace-
tate）；6. 鬃毛酮（hispidone）；7. 尼洛替星（niloticin）；8. 二氢尼洛替星（dihydroniloticin）；9. 苦楝酮（melianone）等

甾醇类 1. 菜油甾醇（campesterol）；2. β- 谷甾醇（β-sitosterol）；3.7- 脱氢豆甾醇（7-dehydrostigmasterol）；4. β- 豆甾醇（β-stigmasterol）；

5. 菜油甾醇（campesterol）等

其他类 1.（－）- 丁香脂素 -4，4’-O- 双 -β-D- 葡萄糖苷 [（－）-syringaresinol-4，4-O-bis-β-D-lucoside]；2.（±）- 南烛木树脂酚 [（±）-
lyoniresinol]；3.（±）-5，5- 二甲氧基树脂醇 -4-O-β-D- 葡萄糖 [（±）-5，5-dimethoxyariciresinol-4-O-β-D-glucoside]；4. 月桂烯

（myroene）；5.8- 十一烯醛（8-undecenal）；6. 柠檬烯（limonene）；7. 硬脂酸（stearic acid）；8. 油酸（oleic acid）；9. 十二醇

（dodecanol）；10. β- 月桂烯（β-myroene）；11. β- 香茅醇（β-citronellol）；12. α- 蒎烯（α-pinene）等
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　　2005 年版《中国药典》首次将关黄柏与川黄
柏分类列为两种中药材，其中“川黄柏”列在“黄
柏”项下，关黄柏则单独列出。《中国药典》以盐
酸小檗碱含量差异作为两者鉴别标准，其中川
黄柏中小檗碱含量≥ 3.0%，关黄柏中小檗碱含
量≥ 0.60%。然而，盐酸小檗碱非黄柏独有成分，
黄连、淫羊藿、唐松草、羊不食、三颗针等中药
材中均含有，因此以小檗碱作为黄柏质量评价指
标成分并不具有专属性 [18]。随着现代化学分析
技术的迅猛发展，国内外学者对关黄柏及川黄柏
化学成分进行了深入的定性及定量研究，以寻找
关黄柏及川黄柏差异性指标成分，结果显示包括
吴茱萸次碱、白藓碱、7- 羟基吴茱萸次碱、黄檗
宁 A/B 等成分仅在关黄柏中存在，而内酯类成分
黄檗萜内酯 A/B 等仅在川黄柏中存在。差异性成
分研究结果为鉴别两者并避免临床混用现象提供
了科学依据 [19]。虽然关黄柏与川黄柏化学成分相
似但含量差异较大，例如，川黄柏中黄柏碱含量
约是关黄柏的 2 ～ 4 倍；盐酸巴马汀为关黄柏特
异性指标成分，其在川黄柏中含量极低或检测不
到 [20]。因此，以盐酸小檗碱、黄柏碱、盐酸巴马
汀三种成分作为区分川黄柏及关黄柏的指标性化
合物具有一定的科学依据。为此，2010 年版《中
国药典》对于关黄柏和川黄柏鉴别项下，除原收
载的盐酸小檗碱含量外，川黄柏增加黄柏碱含量
测定标准（黄柏碱≥ 0.34%），关黄柏增加巴马汀
含量测定标准（巴马汀≥ 0.30%），且沿用至今。
袁汉文等 [21] 建立了川黄柏的特征图谱及一测多评
方法，可有效区分关黄柏与川黄柏，促进了关黄
柏临床用药过程中的合理性、有效性及安全性。
3　关黄柏药理活性与临床应用研究现状

　　关黄柏作为临床常用具有清热燥湿、泻火解毒
功效的中药，临床常用于治疗下焦湿热、阴虚火
旺、盗汗骨蒸等症。现代药理研究表明，关黄柏具
有抗菌、抗炎、解热、抗肿瘤、抗氧化、降血糖、
降血脂、抗心律失常、免疫调节等活性 [22]。
3.1　抗菌作用

　　关黄柏中黄酮类、生物碱类、黄酮苷类及酚酸
类等成分具有广谱抗菌作用，可抑制多种细菌、真
菌及病毒的生长。其中小檗碱为关黄柏抗菌的主要
活性成分，可有效抑制痢疾杆菌、金黄色葡萄球
菌、炭疽杆菌、肺炎双球菌、大肠埃希菌、白喉杆
菌的生长、繁殖，其可通过调控 HOG-MAPK 通路
中 SLN1、SSK2、HOG1 基因及 ATP11 和 SOD2 等
多个能量代谢相关靶点，增加细胞内渗透压及活性

氧积累，破坏细菌细胞壁的形成，干扰细菌能量代
谢、抑制细菌生物膜形成，发挥广谱抗菌或杀菌作
用 [23]。此外，药根碱可通过调节肠道微生物群和
NOS2 的表达起到抑制溃疡性结肠炎作用 [24]。临床
上广泛用于治疗胃肠道及其他组织器官感染性疾
病，如细菌性痢疾、急慢性尿路感染、肾盂肾炎、
胃肠炎、中耳炎及眼结膜炎等症。
3.2　抗炎作用

　　关黄柏具有显著体内调节肿瘤坏死因子
（TNF-α）、环氧合酶 -2（COX-2）、白细胞介素（IL-
1β、IL-6、IL-8）等炎性因子异常表达的作用，可抑
制炎症的发生与发展 [1]。孙晖等 [25] 研究发现，关
黄柏生物碱类成分可通过调节亚油酸代谢、花生四
烯酸代谢、脂肪酸代谢、甘油磷脂代谢、嘌呤代谢
等通路，有效逆转前列腺腺炎模型大鼠体内异常代
谢物表达水平，进而干预前列腺炎的发生与发展。
研究表明，慢性炎症疾病的产生可能与 IL-6 作用
并增加赖氨酰羟化酶 2（LH2）的表达，促进炎性
因子的扩散相关。小檗碱可降低炎性因子 IL-6 表
达，阻断 LH-2 介导的糖酵解调控代谢重编程，进
而抑制体内炎性反应并降低细胞活化所引起的免疫
效应，起到抗三阴性乳腺癌作用 [26]。
3.3　抗肿瘤作用

　　Ľudmila 等 [27] 通过研究关黄柏提取物对人肺
癌、乳腺癌、结直肠癌和宫颈癌细胞的增殖抑制效
应，发现关黄柏加药组可显著抑制肿瘤细胞增殖及
肿瘤内血管生成，具有显著抗癌作用 [28]。关黄柏
中小檗碱、β- 谷甾醇、豆甾醇和黄柏内酯、巴马汀
等成分可以通过诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞
增殖与侵袭等机制起到抗胃癌、结肠癌、肾癌、肺
癌、宫颈癌、肝癌、胰腺癌、前列腺癌作用。Liu
等 [29] 研究发现，小檗碱由于具有抗肿瘤、抗炎、
抗溃疡等活性，其在胃癌发生初期可抑制幽门螺杆
菌感染，控制胃黏膜炎症产生，促进溃疡愈合，起
到预防胃癌的作用；在胃癌发生发展过程中，小檗
碱通过作用于 NF-κB、PI3K/Akt 和 MAPK 信号通
路传导，调控炎性细胞因子，起到促进肿瘤细胞凋
亡，调控巨噬细胞极化及自噬过程，逆转胃黏膜萎
缩的作用，进而抑制胃癌发展与恶化。
3.4　其他

　　关黄柏还具有抗痛风、降血糖、抗病毒、抗
溃疡、保护心脑血管等药理作用 [30]。临床上关黄
柏常与知母、地黄等合用，以关黄柏作为药味之
一的中成药制剂主要用于治疗结核病、阴道炎、
脂溢性皮炎、创面感染、肛周湿疹、静脉性溃疡、
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前列腺炎、骨髓炎及梦遗滑精等症。
4　黄柏中成药产品及其他衍生品开发现状

　　川黄柏和关黄柏临床主要用于治疗湿热泻痢，
黄疸尿赤，带下阴痒，热淋涩痛，脚气痿蹙，骨
蒸劳热，盗汗，遗精，疮疡肿毒，湿疹湿疮等症，
两者功能主治虽相近，但药理活性强度稍有差异。
药品名称中多以“黄柏”作为关黄柏与川黄柏药品
的统称，以“黄柏”为关键词在国家药品监督管理
局网站数据查询模块国产药品、中药保护品种、
中药配方颗粒备案信息、非处方药中药目录中进
行检索。结果显示，黄柏中药制剂共有 39 种获批
上市销售，其中山东汉方制药有限公司研制的复
方黄柏液涂剂被定为中药保护品种。此外，有 87
种黄柏中药配方颗粒已备案上市。从时间跨度来
看，最早在 1995 年卫生部首次批准“复方黄柏液
涂剂”上市销售，后陆续出现黄柏胶囊、黄柏片、
复方黄柏祛癣搽剂、黄柏果油软胶囊、黄柏八味
散、复方黄柏液涂剂等剂型药品，制剂类型主要
以胶囊剂为主，功效主治包括清热燥湿、泻火除
蒸、解毒疗疮 [31-32]。
　　基于“未病先防”的中医辨证施治诊疗思维，
中药衍生品近年来越来越受到消费者的青睐。基
于国家知识产权局 - 中国专利公布公告查询模
块（http：//epub.cnipa.gov.cn）、 智 慧 芽 公 司 的
PatSnap 全球专利数据库（https：//www.zhihuiya.
com）数据平台，结合《国际专利分类表》（IPC
分类）数据库，以“关黄柏”作为检索词进行专利
检索，结果显示，关黄柏凭借显著的抗炎、抗菌、
抗肿瘤、降压、抗溃疡、免疫调节等活性，其衍
生品在大健康产品、保健食品、动物趋避剂、杀
生剂、植物生长调节剂、化妆品及动物饲料等应
用领域备受青睐，相关衍生品类别及专利授权主
要以医药产品为主，其次为食品及饲料产品，关
黄柏 IPC 应用分类分析图见图 2[33]。市场上黄柏
衍生品主要以黄柏作为关黄柏及川黄柏的统称，
以黄柏总提取物、生物碱类、黄酮类及多糖类等
组分作为主要成分。例如，黄柏精华素为黄柏的
高浓度总提取物，具有较强的抗炎、抗菌、抗氧
化作用，常被制成外用产品，主要用于预防及改
善皮肤炎症、痤疮、湿疹、癣等问题。此外，黄
柏生物碱类及多糖类成分作为黄柏主要有效成
分，具有抗菌、抗炎、抗癌等活性，目前已被研
发为保健产品，如黄柏口服液、黄柏胶囊、黄柏
片、复方黄柏洗液等，通过调节机体内炎性环境、
提高机体免疫力、调节肝肾功能、降低血压等途

径，发挥防治前列腺炎、胃肠炎、肝炎、阴道炎、
前列腺癌等作用。近年来，以关黄柏抗菌、抗肿
瘤、抗炎、降糖等功效申请的保健功能食品、化
妆品、食品添加剂、动物饲料、动物驱避剂、杀
生剂、厨房用具、卫生设备等共 110 余项专利，
产品类别主要包括复方茶、饮料、药酒、洗手液、
洗液、足浴包、面膜粉、拖鞋、保健枕、床单、
坐垫、被、防治绵羊痘的饲料、鱼出血病防治饲
料、防治牛蓝舌病饲料、中药饲料添加剂等。可
见，关黄柏具有良好的衍生价值及广阔的市场前
景。

图 2　关黄柏相关专利 IPC 应用分类分析图

Fig 2　IPC diagram of Phellodendron amurense Rupr. patent

5　关黄柏产业高质量发展策略探析

　　关黄柏作为东北“三大硬阔”树种之一，其
科学价值、药用价值及产业价值极高，合理规划
关黄柏全产业链发展路径，有助于带动地方经济
稳步提升，推进中医药的传承与创新发展。关黄
柏产业链上游为中药材供应商，主要包括关黄柏
种植业、野生抚育及资源开发领域。产业链中
游是中药生产加工企业，主要涉及关黄柏饮片炮
制、生产及成分提取，此阶段将关黄柏加工为中
药饮片、中成药及相关衍生产品。关黄柏产业链
下游为终端销售业，中药饮片、中成药及相关产
品经流通运输至医疗机构、药店、商场等销售场
所，最终到达消费者手中，用于疾病的预防及诊
疗过程。随着关黄柏及其提取物在新药研发、大
健康产品研发及现代医学临床治疗、康复养生等
方面的开发价值不断提高，当前关黄柏产业供给
关系失衡，野生资源遭受严重破坏，严重遏制了
关黄柏产业可持续发展。为此，我们建议从政策
制定及科学管理等方面加大改革及扶持力度，以
促进关黄柏产业高质量发展。
5.1　政策引导，建立道地药材资源培育基地

　　黑龙江作为中药资源大省，为了保护和发展
省内道地药材资源，政府先后出台了《黑龙江省
“十四五”中药材发展规划》《黑龙江省关于加快
中医药特色发展的若干政策措施的通知》等相关
政策，建立了中药材种植养殖体系，并加大野生
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药材资源保护力度，推动了黑龙江省中医药种植
技术向着规范化、科学化方向发展进程。关黄柏
作为黑龙江省道地药材之一，开展关黄柏资源孵
育及建设特色药用经济生态林是对关黄柏药用资
源的有效补充。关黄柏属被子植物门，双子叶植
物纲，喜生长在寒冷、湿润、光照强的山地杂木
林及河谷区域。研究发现，关黄柏栽培品小檗碱
积累与光照、地域温度成正相关；巴马汀的积累
主要与相对湿度成负相关，且与降水量、生长海
拔成正相关。ArcGIS 空间计算预测关黄柏最佳种
植密度应选择植株行距 3 m×2 m，栽种地点宜选
在平原或中下腹坡地及河流区域等地 [34]。因此，
关黄柏种植过程的生长环境及人文环境严重影响
小檗碱、黄柏碱及巴马汀等主要活性成分的含量，
也是导致栽培品与野生品疗效品质差异的主要因
素 [35-36]。建议借鉴中草药仿野生生态化种植技术，
结合现代农业、生物领域新技术，通过融合、创
新及发展，建立关黄柏“仿真＋创新”培育体系，
科学人工培育关黄柏种子种苗，选择生长适宜区
定植培育，结合现代生物学技术手段进行动态抚
育管理与病虫害防治监测，培育高质量关黄柏植
株，建立关黄柏规范化、标准化种植基地，保证
关黄柏资源可持续利用。
5.2　政策支持，促进关黄柏质量评控方法建立

　　关黄柏与川黄柏具有相似的生物活性和药理
作用，临床调剂过程中常出现混用现象，以往的
含量测定、薄层色谱、指纹图谱等成分分析鉴别
方法无法甄别同源近属品种的真伪优劣，制约了
关黄柏质量的提升。因此，建立有效、可控及易
于操作的关黄柏质量评控方法，是促进关黄柏临
床用药安全性与有效性，推动关黄柏产业高质量
发展的主要途径。为此，政府部门可以联合乡镇
中药材种植基地、医药企业、高校、医院等部门
建立“政 - 校 - 企联合实验室”，形成“政 - 产 -
学 - 研 - 医”多方合作机制，整合优质资源，集聚
科研创新团队，基于科研联合攻关模式，针对关
黄柏资源保护、质量标准建立、评价与控制、不
同黄柏基原品种鉴别、栽培品与野生品质量等同
性研究等方面创建科研联合攻关专项课题，促进
科研创新成果转化，加强关黄柏基础研究投入。
建立关黄柏及其相关制剂多层次、多元化的质量
评价体系，提升关黄柏产业标准化、规范化和国
际化水平，以质量标准体系建立促进产业创新发
展，以技术创新指导产业高质量发展，以产业发
展推动关黄柏可持续利用进程。

5.3　宏观指导，推动中药及衍生品创新研发

　　近年来，全球病原微生物种类多样化及细菌
微生物耐药问题日渐严重，由病原菌引起的免疫
受损宿主增加、合并其他疾病比率增加等因素，
感染类疾病的诊疗难度增大。因此，抗菌药物的
研究已成为药学领域研究的重点 [37]。研究显示，
关黄柏及其果实具有较强抗菌活性，对金黄色葡
萄球菌、甲型链球菌、白色葡萄球菌的生长与产
毒有明显抑制作用，其作用机制主要是通过破坏
细胞膜通透性，加快菌体细胞质渗透速率，降低
菌体内三磷酸腺苷（ATP）含量及活性，促进细
菌细胞损伤，进而发挥抗菌、抗炎、抗感染等药
理作用 [38]。因此，基于关黄柏在抗菌、抗炎、抗
感染类的中药新药研发的市场前景，建议联合高
校、科研院所及企业共建关黄柏新产品开发与应
用技术联盟，拟在关黄柏应用领域、新药研发、
仿制药研究与产业发展等方面开展系统研究。加
强关黄柏及其类方的中药创新药物研发力，特
别是结合经典名方及名老中医经验方，深度挖
掘黄柏配伍药对，包括“黄柏 - 当归”“黄柏 - 知
母”“黄柏 - 黄芩”等药对组合的用药规律及其功
效取向相关性研究，分析不同配伍下关黄柏不同
功效的药效物质及作用机制，为关黄柏治疗不同
类型疾病药物的研发提供基础数据，增加药物剂
型研发种类，促进以关黄柏为处方药材之一的经
典名方、院内制剂、中药创新药、中药改良药等
新药的研发上市进程，引领及促进关黄柏产业实
现高质量发展。
6　结语

　　关黄柏作为最常用的清热药之一，具有清热
燥湿、泻火解毒、消肿疗疮等功效，现代药理研
究表明，关黄柏具有抑菌、抗炎、抗氧化、保护
心血管、调节免疫系统、抗肿瘤、降血糖等作用。
关黄柏不仅具有较高的药用价值，其木材还可用
作装饰用材，嫩芽及叶亦可食用及药用，黄柏汁
可作为防蛀纸张原材料，种子及果实可用于制作
驱虫剂及精油等产品。但由于关黄柏培育周期长，
生长更新速度慢，市场需求量高，导致其野生资
源濒临枯竭，制约了关黄柏产业可持续性发展。
本研究通过对关黄柏本草考证、资源现状、基础
研究现状、全产业链进行整合分析，为关黄柏品
种培育、药物研发及大健康产业发展提供指导性
意见，促进关黄柏完整产业链的形成，保证关黄
柏高质量产业绿色发展，对推动东北地区道地药
材资源保护与利用具有重要意义。
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HPLC法快速筛查祛痘抗粉刺类化妆品中 
盐酸米诺环素等 10 种组分

高文分1，刘继华1，左文松1，钱敏2，张志远2，卢富庆2，晏润文1，袁文娟2*（1. 云南省食品药品监督

检验研究院 工业和信息化部产业技术基础公共服务平台，昆明　650106；2. 云南农业大学理学院，昆明　650201）

摘要：目的　建立一种快速筛查祛痘抗粉刺类化妆品中盐酸米诺环素等 10 种组分的高效液相色

谱方法。方法　本研究采用 SHISEIDO C18 MG S5（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以 0.01 
mol·L－ 1 草酸溶液（磷酸调节溶液的 pH 至 2.0）- 甲醇 - 乙腈（67∶11∶22）为流动相，流速：0.8 
mL·min－ 1，柱温 30℃，检测波长 268 nm，进样量 10 μL，根据高效液相色谱和紫外光谱定性，

峰面积定量，标准曲线法计算含量。结果　盐酸米诺环素等 10 种抗感染药物在 1.479 ～ 335.152 
μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好，相关系数均大于 0.9997；平均回收率为 96.4% ～ 108.2%，

相对标准偏差为 1.1% ～ 3.3%；检测限为 1 ～ 20 μg·g－ 1；定量限为 3.3 ～ 50 μg·g－ 1。结论　

该方法操作简便，实用性强，分析速度快，具有良好的选择性、灵敏度及准确度，能够提高检

验效率，节省试验成本，可用于祛痘抗粉刺类化妆品中抗感染类药物的快速筛查。

关键词：化妆品；祛痘抗粉刺类；抗感染类药物；米诺环素；高效液相色谱法

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-3003-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.030

Rapid screening of 10 components such as minocycline hydrochloride in 
acne removing and anti-acne cosmetics by HPLC

GAO Wen-fen1, LIU Ji-hua1, ZUO Wen-song1, QIAN Min2, ZHANG Zhi-yuan2, LU Fu-qing2, YAN 
Run-wen1, YUAN Wen-juan2* (1. Public Service Platform for Industrial Technology Foundation of 
the Ministry of Industry and Information Technology, Yunnan Institute for Food and Drug Control, 
Kunming  650106; 2. College of Science, Yunnan Agricultural University, Kunming  650201)

Abstract: Objective  To rapidly screen 10 anti-infection drugs in acne removing and anti acne 
cosmetics by HPLC method. Methods  The samples were extracted and separated on SHISEIDO C18 
MG S5 (250 mm×4.6 mm, 5 μm) column with gradient elution program. The mobile phase consisted 
of 0.01 mol·L－ 1 oxalic acid solution (adjusting the pH to 2.0 with phosphoric acid)-acetonitrile-
methanol (67∶11∶22). The flow rate was 0.8 mL·min－ 1, the column temperature was 30℃ , 
and the detection wavelength was 268 nm, and the injection volume was 10 μL. The samples were 
qualitatived detected by HPLC and UV spectrum, and quantified by the external standard. Results  
The linear relationship of the 10 anti-infection drugs was good within the concentration range of 
1.479 ～ 335.152 μg·mL－ 1, with correlation coefficients greater than 0.9997. The relative standard 
deviations were 1.1% ～ 3.3% and the average recoveries were within 96.4% ～ 108.2%. The limits 
of detection were 1 ～ 20 μg·g－ 1. The limit of quantitation were 3.3 ～ 50 μg·g － 1. Conclusion  

基金项目：国家自然科学基金项目（No.32060084）；云南省农业联合专项重点项目（No.202301BD070001-025）；云南农业大学科研启

动基金项目（No.KY2018-20）；国家大学生创新创业训练计划支持项目（No.202210676023，No.X202210676105）；云南省药品监督管

理局项目（No.YB2021003）。
作者简介：高文分，男，副主任药师，主要从事化学药品、化妆品质量控制研究，email：99288342@qq.com　* 通信作者：袁文娟，女，
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　　化妆品作为人们使用频率越来越高的产品，
其安全性也越来越受到人们的关注。从国家药品
监督管理局网站公布的化妆品监督抽检结果来
看，2016—2021 年涉及检出抗菌药物的不合格
化妆品共计 83 批次，涉及的化妆品产品共计 72
个 [1]。抗感染类药物在《化妆品安全技术规范》
（2015 版）中作为禁止添加的物质 [2]，明确规定
在化妆品中禁止使用。但是一些不法商家为了追
求见效快，谋求最大利益，在一些化妆品中违规
添加抗感染类药物。抗感染类药物具有良好的抗
菌作用，虽然用在人体皮肤上可以达到立竿见影
的效果，但是如果长期使用违规添加抗感染类药
物的化妆品会破坏皮肤表面正常菌群，导致出现
皮疹、速发型过敏等不良反应，甚至有时还会出
现贫血、胃肠道反应等情况，长期使用也会出现
耐药性，增加后期治疗难度 [3-6]。本研究是基于
2018 年至 2020 年我院开展国家化妆品安全监督
抽检的检验工作中发现的一些问题，针对性地开
展非法添加抗感染类药物研究，为《化妆品安全
技术规范》（2015 版）在修订或新版中提供必要的
数据，使其在保持科学性、先进性和规范性的基
础上，重点加强对化妆品中安全性风险物质和准
用组分的管理，并充分借鉴国际化妆品质量安全
控制技术和经验，推动我国化妆品科学监管，促
进化妆品行业健康发展，提升我国化妆品技术规
范权威性和国际影响力等方面发挥重要作用。
　　本方法是在《化妆品安全技术规范》 （2015 版）
2.2 盐酸米诺环素等 7 种组分的基础上，按标准检
验整体情况比较好，但在色谱图中出现与原标准
色谱图中不一致的色谱峰，通过分离制备后进行
核磁鉴定，发现有少部分样品存在添加原标准之
外的成分，如替硝唑、氟康唑和酮康唑等具有祛
痘抗粉刺功能的物质。基于此本文建立了祛痘抗
粉刺类化妆品中盐酸米诺环素等 10 种组分的液
相色谱检测方法，增加了替硝唑、氟康唑和酮康
唑 3 种组分的测定，同时修订了检测限和定量限，
增加了标准曲线配制浓度，对标准进行修订和完
善，并进行相关组分的补充 [7]，通过一个检测方
法进行快速筛查检测，避免多次处理样品，提高
试验效率，节省试验成本，方便推广使用。

1　仪器与试药

1.1　仪器

　　高效液相色谱仪（配二极管阵列检测器）
（Thermo-U3000，美国热电公司；Agilent-1020，
美国安捷伦公司）；CPA225D 型电子天平（瑞士
赛多利斯仪器公司）；涡旋混合器（德国 IKA 公
司）；超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；
PURELAB flex 超纯水机（英国 ELGA 公司）；0.45
微米滤膜（天津津腾公司）。
1.2　试药

　　 盐 酸 米 诺 环 素（批 号：C0006510， 纯 度：
98.2%）、 甲 硝 唑（批 号：D0017141， 纯 度：
99.3%）、二水土霉素（批号：B0001608，纯度：
95.8%）、盐酸四环素（批号：D0021831，纯度：
96.6%）、盐酸金霉素（批号：D0017651，纯度：
94.0%）、氯霉素（批号：D0016017，纯度：99.4%）
（BePure 公司）；多西环素（批号：941644，纯度：
99.3%，Dr 公司）；替硝唑（批号：100336-200703，
纯度：99.8%）、氟康唑（批号：100314-201605，纯
度：99.7%）、酮康唑（批号：100294-200602，纯度：
99.9%）（中国食品药品检定研究院）。试验所用化
妆品样品均为 2020 年、2021 年和 2022 年云南省国
家及省级监督抽检祛痘抗粉刺类化妆品样品和市场
自购样品，阴性样品为市售薇诺娜净痘清颜洁面乳
（规格：80 g/ 支，批号：191007J1S，昆明贝泰妮生
物技术有限公司）。磷酸、甲醇、乙腈均为色谱纯，
水为超纯水，其余为分析纯。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用 SHISEIDO C18 MG S5（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱；以 0.01 mol·L－ 1 草酸溶液（磷酸
调节溶液的 pH 至 2.0）- 甲醇 - 乙腈（67∶11∶22）
为流动相，经 0.45 μm 滤膜过滤后真空脱气；流速：
0.8 mL·min－ 1；柱温：30℃；检测波长：268 nm；
进样量：10 μL。
2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品储备溶液的制备　分别准确称取盐
酸米诺环素、二水土霉素、盐酸四环素、盐酸金
霉素、盐酸多西环素、氯霉素、甲硝唑、替硝唑
各 10 mg（精确到 0.000 01 g）和氟康唑、酮康唑

The method is simple, practical, fast, selective, sensitive and accurate, and can be used to screen anti-
infection drugs efficiently with low cost. 
Key words: cosmetics; acne removing and anti-acne; anti-infection drug; minocycline; HPLC
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各100 mg（精确到0.000 01 g），置50 mL 量瓶中，
用适量流动相溶解，并定容至刻度，摇匀；精密
量取 2 mL 置 10 mL 量瓶中，用流动相稀释并定
容至刻度，摇匀；配制成含盐酸米诺环素、二水
土霉素、盐酸四环素、盐酸金霉素、盐酸多西环
素、氯霉素、甲硝唑、替硝唑各组分质量浓度为
40 μg·mL－ 1 和含氟康唑、酮康唑各组分质量浓
度为 400 μg·mL－ 1 的混合对照品储备溶液。
　　混合对照品溶液：精密量取混合对照品储备
溶液适量，用流动相稀释成含盐酸米诺环素、甲
硝唑、二水土霉素、盐酸四环素、替硝唑、盐酸
金霉素、盐酸多西环素、氯霉素的质量浓度均为
20 μg·mL－ 1，氟康唑、酮康唑的标准曲线质量
浓度为 200 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.3　供试品溶液的制备　称取样品 1 g（精确到
0.001 g）于 10 mL 具塞比色管中，加入流动相溶
液至刻度，涡旋 3 min，超声提取 20 ～ 30 min，
经 0.45 μm 滤膜过滤，滤液作为待测溶液。
2.2.4　空白溶液制备　以流动相为空白溶液。
2.2.5　阴性样品溶液制备　称取阴性样品 1 g（精
确到 0.001 g）精密称定，照“2.2.3”项下供试品
溶液方法同法制备。

2.3　系统适用性及专属性试验

　　精密量取空白溶液、混合对照品溶液以及供
试品溶液各 10 μL，进样分析，结果见图 1。在系
统适用性试验中，理论板数均大于 6000，与相邻
峰的分离度均大于 2.0。在供试品溶液色谱中，供
试品溶液 1 检出氟康唑、酮康唑，保留时间分别
为 11.9、20.5 min；供试品溶液 2 检出替硝唑，保
留时间为 5.9 min；样品色谱峰与制剂中其他成分
峰完全分离，表明空白溶液、原料与辅料不干扰
10 种抗感染类药物的测定。
2.4　线性关系考察

　　精密量取“2.2.1”项下混合对照品储备溶液
适量，用流动相逐级稀释成含盐酸米诺环素、甲
硝唑、二水土霉素、盐酸四环素、替硝唑、盐酸
金霉素、盐酸多西环素、氯霉素质量浓度均为 2、
5、10、15、20 和 40 μg·mL－ 1，氟康唑、酮康
唑质量浓度均为 20、50、100、150、200 和 400 
μg·mL－ 1 的一系列混合溶液。以峰面积（y）为
纵坐标，质量浓度（x）为横坐标进行线性回归，
定量限（LOQ）、检测限（LOD）分别以信噪比
（S/N）为 10、3 计算，结果见表 1。

图 1　空白溶液（A）、混合对照品溶液（B）、供试品溶液 1（C）和供试品溶液 2（D）的 HPLC 图

Fig 1　HPLC chromatogarm of blank solution（A），mix standard solution（B），test solution 1（C）and test solution 2（D）

1. 盐酸米诺环素（melomycin hydrochloride）；2. 甲硝唑（metronidazole）；3. 二水土霉素（dihydromycin）；4. 盐酸四环素（tetracycline hydro-
chloride）；5. 替硝唑（tinidazole）；6. 氟康唑（fluconazole）；7. 盐酸金霉素（aureomycin hydrochloride）；8. 盐酸多西环素（doxycycline hydro-
chloride）；9. 氟康唑（fluconazole）；10. 酮康唑（ketoconazole）
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表 1　各目标组分线性范围、线性方程、相关系数 (r)、检测限及定量限 
Tab 1　Linear range，linear equation，correlation coefficient (r)，detection limit and quantitation limit of each target component

化合物 线性范围 /（μg·mL － 1） 线性方程 r LOD/ng LOQ/ng

盐酸米诺环素   1.658 ～ 33.154 y ＝ 27.76x － 2.02 1.000   1   3.3

甲硝唑   2.606 ～ 52.112 y ＝ 15.26x － 1.99 1.000   1   3.3

二水土霉素   1.479 ～ 29.584 y ＝ 28.17x － 1.36 1.000   1   3.3

盐酸四环素   1.708 ～ 34.158 y ＝ 28.64x － 2.81 1.000   1   3.3

替硝唑   2.818 ～ 56.368 y ＝ 6.82x ＋ 1.21 0.9999   2   6

氟康唑 16.758 ～ 335.152 y ＝ 7.47x － 3.21 1.000 20 50

盐酸金霉素   1.707 ～ 34.140 y ＝ 17.01x － 2.35 0.9999   2   6

盐酸多西环素   1.859 ～ 37.178 y ＝ 15.24x － 4.14 0.9998   2   6

氯霉素   2.688 ～ 53.756 y ＝ 18.92x － 5.64 1.000   2   6

酮康唑 14.737 ～ 294.74 y ＝ 2.02x － 2.00 0.9998 20 50

2.5　加样回收试验

　　取已知膏霜类阴性样品进行平行浓度（10× 

LOD）的加标回收试验，并计算平均回收率，每个
加标浓度法做 6 次平行，测得平均回收率和相对标
准偏差（RSD）。在加标浓度范围内，化妆品中盐酸
米诺环素、甲硝唑、二水土霉素、盐酸四环素、替
硝唑、氟康唑、盐酸金霉素、盐酸多西环素、氯霉
素和酮康唑的平均回收率分别为 98.9%、101.6%、
96.4%、102.6%、103.7%、108.2%、98.1%、97.4%、
102.3% 和 107.5%，RSD 分别为 1.4%、1.1%、2.2%、
2.3%、2.1%、3.3%、2.3%、1.8%、1.5% 和 3.2%，
表明该方法具有良好的回收率。
2.6　精密度与稳定性

　　分别取添加水平为 10×LOD 的水剂、膏霜和
乳液类样品连续进样 6 次，重复测定 3 d，计算各
目标化合物色谱峰的保留时间与峰面积的日内与日

间精密度，结果为日内精密度为 0.1% ～ 1.9%，日
间精密度为 0.1% ～ 2.8%，表明仪器精密度良好，
含 10 种目标化合物的供试品溶液在 72 h 内稳定。
2.7　样品的测定

2.7.1　物质定性　高效液相色谱仪分离后，样品
溶液中色谱峰与标准溶液色谱峰保留时间相同的
峰，进行紫外光谱定性。
2.7.2　含量测定　紫外光谱定性后，峰面积定
量，以标准曲线计算含量。采用本方法对 50 批
祛痘抗粉刺类化妆品中盐酸米诺环素等 10 种组
分进行检测，均未检出盐酸米诺环素、二水土霉
素、盐酸四环素、盐酸金霉素、盐酸多西环素，
甲硝唑、替硝唑、氟康唑、氯霉素及酮康唑检出
含量超过 LOQ 的上限水平共 5 批次，并与《化妆
品安全技术规范》（2015 版）国家规定的检测方
法 [2] 进行比较，结果一致（见表 2）。

表 2　样品检验结果 
Tab 2　Sample test

样品名称 检测方法
检测指标测得值 /（μg·g － 1）

甲硝唑 替硝唑 氟康唑 氯霉素 酮康唑

S1 本研究方法（HPLC） 4267.1 未检出 未检出 未检出 未检出

国家规定检测方法（LC-MS） 4264.4 未检出 未检出 未检出 未检出

S2 本研究方法（HPLC） 未检出 未检出 未检出 4652.3 2209.4

国家规定检测方法（LC-MS） 未检出 未检出 未检出 4644.8 2205.5

S3 本研究方法（HPLC） 未检出 未检出 31.8 未检出 未检出

国家规定检测方法（LC-MS） 未检出 未检出 32.2 未检出 未检出

S4 本研究方法（HPLC） 未检出 2157.9 未检出 未检出 未检出

国家规定检测方法（LC-MS） 未检出 2455.4 未检出 未检出 未检出

S5 本研究方法（HPLC） 未检出 未检出 20.6 未检出 未检出

国家规定检测方法（LC-MS） 未检出 未检出 20.3 未检出 未检出

3　讨论

　　本试验进一步优化了色谱条件，包括检测波
长、色谱柱以及溶剂的选择。在检测波长方面，综
合考虑新增 3 种目标物的最大波长吸收 [8-10]，以及

兼顾各化合物的最大吸收 [11-13] 检测灵敏度，最终选
取 268 nm 为检测波长 [14-15]；其次，考察了 Agilent 
SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），Thermo-C18
（250 mm×4.6 mm，5 μm），Waters Sunfire-C18（250 
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mm×4.6 mm，5 μm）和 SHISEIDO C18 MG S5（250 
mm×4.6 mm，5 μm）4 种不同品牌的色谱柱，在相
同流动相条件下，对 10 种目标组分保留和分离效
果均能满足要求，考虑长时间耐受高比例酸性，样
品检测中无明显干扰，耐用性满足试验要求，故最
终采用 MG S5 柱。在流动相方面，流动相为水 - 甲
醇 - 乙腈时，10 种组分色谱峰无法完全分离，不能
满足分离度的要求；而流动相为 0.01 mol·L－ 1 草
酸溶液（磷酸调节溶液的 pH 至 2.0）- 甲醇 - 乙腈，
等度洗脱和梯度洗脱均能有效分离 10 种目标物，
考虑梯度洗脱时仪器平衡时间过长，从节能环保的
角度，选择 0.01 mol·L－ 1 草酸溶液（磷酸调节溶
液的 pH 至 2.0）- 甲醇 - 乙腈（67∶11∶22）等度洗
脱。最后，本试验采取超声提取法作为样品的提取
方法，考察不同配比的 0.01 mol·L－ 1 草酸溶液（磷
酸调节溶液的 pH 至 2.0）- 甲醇 - 乙腈为提取溶剂的
影响，结果显示 0.01 mol·L－ 1 草酸溶液（磷酸调
节溶液的 pH 至 2.0）- 甲醇 - 乙腈（67∶11∶22）为
提取溶剂可以将目标组分提取完全，且待测样品中
含有甘油、纤维素等辅料，可以减少基质干扰，使
样品提取完全。
　　本研究建立高效液相色谱法快速筛查祛痘抗
粉刺类化妆品中盐酸米诺环素等 10 种抗感染药
物的研究方法，将《化妆品安全技术规范》（2015
版）中“盐酸米诺环素等 7 种组分”标准进行修
订和完善，并进行相关组分的补充，该方法操作
简便，实用性强，分析速度快，具有良好的稳定
性、选择性、灵敏度及准确度，能够提高检验效
率，节省试验成本，可用于祛痘抗粉刺类化妆品
中抗感染类药物的快速筛查 [16]。目前化妆品检
验标准大多数是采用超高效液色谱质谱联用方
法，对仪器的要求较高，相应的地市、州及县的
检验机构普遍不具备此条件。可适当地制定部分
对仪器要求不太高的标准来满足检验机构，推动
化妆品检验检测范围，提高检验机构化妆品检测
能力。化妆品质量安全问题一直是国家药品监督
管理局监管的重中之重，但化妆品违禁添加、假
冒问题却屡禁不止。2021 年新《化妆品监督管理
条例》的正式实施，标志着化妆品监管进入最严

厉时期，希望化妆品企业遵守化妆品行业相关标
准，不要知法犯法，切勿因小失大。
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小儿清咽颗粒中 8 个成分的含量测定及主成分分析

张博，智雪枝，田兰，刘惠军*（上海市松江食品药品检验所，上海　201600）

摘要：目的　建立同时测定小儿清咽颗粒中哈巴苷、（R，S）- 告依春、连翘酯苷 A、菊苣酸、

连翘苷、牛蒡苷、哈巴俄苷和丹皮酚含量的高效液相色谱方法。方法　采用 Merck Purospher 
C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，流动相为乙腈（A）-0.05% 磷酸水溶液（B），梯度洗

脱，流速0.8 mL·min－1，柱温30℃，检测波长210 nm（哈巴苷、连翘酯苷 A、连翘苷、牛蒡苷、

哈巴俄苷、丹皮酚）、245 nm[（R，S）- 告依春 ]、327 nm（菊苣酸）。再用 SPSS 20.0 统计软件

对结果进行聚类分析和主成分分析。结果　各待测组分分离度良好；哈巴苷、（R，S）- 告依春、

连翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛蒡苷、哈巴俄苷和丹皮酚 8 个成分在相应的范围内均与峰面

积呈良好的线性关系，相关系数（r）均不低于 0.9997，低、中、高浓度的平均加样回收率均

在 96.9% ～ 100.1%，RSD 均小于 1.3%。结论　该方法完善了现行标准，可用于小儿清咽颗粒

的质量控制。

关键词：小儿清咽颗粒；中成药；多组分含量测定；高效液相色谱法；聚类分析；主成分分析

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-3008-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.031

Determination and principal component analysis of 8 constituents in  
Xiaoer Qingyan granules

ZHANG Bo, ZHI Xue-zhi, TIAN Lan, LIU Hui-jun* (Shanghai Songjiang Institute for Food and 
Drug Control, Shanghai  201600)

Abstract: Objective  To establish an HPLC method to simultaneously determinate harpagide, 
(R, S)-goitrin, forsythoside A, chicoric acid, forsythin, arctiin, harpagoside and paeonol in Xiaoer 
Qingyan granules. Methods  The samples were separated on a Merck Purospher C18 column (250 
mm×4.6 mm, 5 µm) by a gradient elution with acetonitrile (A) and 0.05% phosphoric acid (B) as 
the mobile phase at the flow rate of 0.8 mL·min－ 1. The column temperature was 30℃ . The eluate 
was detected by multiple wavelength at 210 nm for harpagide, forsythoside A, forsythin, arctiin, 
harpagoside, and paeonol; 245 nm for (R, S)-goitrin, and 327 nm for chicoric acid. The principal 
component analysis and cluster analysis were conducted for the content determination by SPSS 
20.0. Results  Excellent chromatographic separation was achieved with good linearity (r ≥ 0.9997) 
within the linear range of harpagide, (R, S)-goitrin, forsythoside A, chicoric acid, forsythin, arctiin, 
harpagoside and paeonol, respectively. The average recovery of low, medium and high concentrations 
was within 96.9% ～ 100.1%, with RSD less than 1.3%. Conclusion  The method improves the 
existing standards, which is suitable for the quality control of Xiaoer Qingyan granules. 
Key words: Xiaoer Qingyan granule; Chinese patent medicine; muticomponent analysis; HPLC; 
cluster analysis; principal component analysis

作者简介：张博，男，硕士，主管药师，主要从事中药质量控制研究，email：zhangbo019@163.com　* 通信作者：刘惠军，男，副主

任药师，主要从事药物分析研究，email：shsjlhj@126.com

　　小儿清咽颗粒收载于《卫生部药品标准中药
成方制剂（第六册）》，该方由玄参、蒲公英、牛
蒡子（炒）、板蓝根、连翘、牡丹皮、薄荷、蝉蜕、

青黛共九味药组成，有清热解表、解毒利咽之功
效，用于小儿外感风热引起的发热头痛、咳嗽音
哑、咽喉肿痛 [1]。现代研究表明，小儿清咽颗粒
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对疱疹性咽峡炎有较好的治疗效果 [2]。方中，蒲
公英和板蓝根善清热解毒，还凉血利咽、散结消
肿，共为君药；牛蒡子疏散风热，解毒利咽；连
翘清热解毒，疏散风热；玄参清利咽喉，滋阴降
火；牡丹皮清热凉血。诸药合用，共奏解表清热、
解毒利咽之功。
　　在现行法定标准《卫生部药品标准中药成方
制剂（第六册）》中，仅对牛蒡子和青黛有薄层色
谱鉴别，对其余药既没有鉴别项目，也没有含量
测定项目，文献中对小儿清咽颗粒质量控制方面
的研究也较少，已有的报道多数只测其中的一类
化学成分 [3-8]，不能提供完整的质量评价体系。为
了弥补这方面研究的不足，本研究按照“首选君
药并兼顾臣佐使药”的原则，建立了同时测定多
组分的含量测定方法，覆盖了方中 6 味药材的 8
个指标性成分：蒲公英（菊苣酸）、板蓝根 [（R，
S）- 告依春 ]、牛蒡子（牛蒡苷）、连翘（连翘酯
苷 A、连翘苷）、玄参（哈巴苷、哈巴俄苷）、牡
丹皮（丹皮酚），同时结合聚类分析和主成分分析
对其含量测定结果进行综合分析，为完善小儿清
咽颗粒的质量标准提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Agilent 1260Ⅱ高效液相色谱仪（二极管阵列
检测器，美国安捷伦公司）；KQ5200E 超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司）；CPA225D 型
电子天平（德国赛多利斯公司，d ＝ 0.01 mg）。
1.2　试药 
　　小儿清咽颗粒 7 批，分别来自 5 家公司：A
厂家（批号：X210405）；B 厂家（批号：221213、
220813、220821， 编 号 分 别 为 B1、B2、B3）；
C 厂 家（批 号：21102211）；D 厂 家（批 号：
220803）；E 厂家（批号：220906）。哈巴苷（批号：
111729-201506，含量：95.9%）、（R，S）- 告依春
（批号：111753-201304，含量：99.9%）、连翘酯苷
A（批号：111810-202108，含量：96.2%）、菊苣酸
（批号：111752-202105，含量：98.3%）、连翘苷（批
号：110821-201816，含量：95.1%）、牛蒡苷（批
号：110819-201812，含量：95.0%）、哈巴俄苷（批
号：111730-201709，含量：95.9%）、丹皮酚（批号：
110708-201908，含量：99.8%）（中国食品药品检定
研究院）。乙腈、磷酸均为色谱纯（Merck），超纯
水由 Milli Q 超纯水机制得，其他试剂为分析纯。
2　方法与结果

2.1　色谱条件 

　　色谱柱：Merck Purospher C18（250 mm×4.6 mm，
5 μm），流动相：乙腈（A）-0.05% 磷酸水溶液
（B），梯度洗脱：0 ～ 10 min，5%A；10 ～ 28 min，
5% → 8%A；28 ～ 29 min，8% → 16%A；29 ～ 49 
min，16% → 21%A；49 ～ 51 min，21% → 26%A；
51 ～ 64 min，26% → 32%A；64 ～ 86 min，
32% → 36%A；86 ～ 88 min，36% → 45%A；
88 ～ 95 min，45%A）；流速 0.8 mL·min－ 1；柱温
30℃；进样量：10 µL；检测波长为 210 nm（哈巴苷、
连翘酯苷 A、连翘苷、牛蒡苷、哈巴俄苷、丹皮酚）、
245 nm[（R，S）- 告依春 ]、327 nm（菊苣酸），理
论塔板数均不低于 20 000，8 个待测成分色谱峰与
相邻峰的分离度均大于 1.5。
2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品溶液　精密称取各对照品适
量， 加 80% 甲 醇 制 成 每 1 mL 含 哈 巴 苷、（R，
S）- 告依春、连翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛
蒡苷、哈巴俄苷、丹皮酚分别为 103.7638 µg、
42.1578 µg、175.084 µg、52.2956 µg、96.6216 
µg、320.72 µg、28.1946 µg、126.3468 µg 的混合
对照品储备液。
2.2.2　供试品溶液　取本品 10 袋内容物，混匀，
研细，取 2.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密
加入 80% 甲醇 20 mL，密塞，称定重量，超声处理
（250 W，50 kHz）45 min，放至室温，再称重并用
80% 甲醇补重，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2.2.3　阴性样品溶液　按小儿清咽颗粒的处方工
艺分别制备缺少蒲公英、板蓝根、牛蒡子（炒）、
连翘、玄参、牡丹皮的阴性样品，按“2.2.2”项
下方法制成阴性样品溶液，进样测定，结果见图
1，可知阴性样品不干扰哈巴苷、（R，S）- 告依
春、连翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛蒡苷、哈
巴俄苷、丹皮酚的测定。
2.3　线性关系、检测限和定量限 
　　精密量取混合对照品储备液 0.5、1.0、2.0、3.0、
5.0、8.0、10.0 mL 置 10 mL 量瓶中，用 80% 甲醇
定容，得到系列混合对照品溶液，分别进样测定，
以质量浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标，计算
回归方程。并分别按照信噪比 S/N ＝ 3 和 S/N ＝

10 时测定检测限和定量限，结果见表 1。
2.4　精密度试验 
　　精密量取同一份混合对照品溶液，连续进样
6 次，记录 8 个成分的峰面积，结果哈巴苷、（R，
S）- 告依春、连翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛
蒡苷、哈巴俄苷、丹皮酚峰面积的 RSD 分别为
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1.2%、0.76%、0.23%、0.65%、0.34%、0.16%、
1.1%、0.49%，表明仪器精密度良好。
2.5　稳定性试验 
　　取同一批小儿清咽颗粒（批号：21102211），按
“2.2.2”项下方法制备，分别在 0、4、8、12、16、
24、48 h 进样测定，测得供试品溶液中哈巴苷、（R，
S）- 告依春、连翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛蒡

苷、哈巴俄苷、丹皮酚峰面积的 RSD 分别为 1.0%、
0.53%、0.43%、0.87%、0.11%、0.45%、1.1%、1.3%，
表明供试品溶液在 48 h 内稳定。
2.6　重复性试验 
　　取同一批小儿清咽颗粒（批号：21102211），
按“2.2.2”项下方法制备 6 份供试品溶液，进样
测定，结果哈巴苷、（R，S）- 告依春、连翘酯苷

图 1　混合对照品（A）、小儿清咽颗粒样品（B）、缺板蓝根阴性样品（C）、缺玄参阴性样品（D）、缺连翘阴性样品（E）、缺牛蒡子阴性样

品（F）、缺蒲公英阴性样品（G）、缺牡丹皮阴性样品（H）的高效液相色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of mixed reference（A），Xiaoer Qingyan granules（B），negative sample without Isatidis Radix（C），negative 
sample without Scrophulariae Radix（D），negative sample without Forsythiae Fructus（E），negative sample without Arctii Fructus（F），negative 
sample without Taraxaci Herba（G），and negative sample without Moutan Cortex（H）

1. 哈巴苷（harpagide）；2.（R，S）- 告依春 [（R，S）-goitrin]；3. 连翘酯苷 A（forsythoside A）；4. 菊苣酸（chicoric acid）；5. 连翘苷

（forsythin）；6. 牛蒡苷（arctiin）；7. 哈巴俄苷（harpagoside）；8. 丹皮酚（paeonol）
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A、菊苣酸、连翘苷、牛蒡苷、哈巴俄苷、丹皮
酚的含量平均值分别为 3.23、0.28、2.31、0.056、
1.20、10.45、0.60、0.12 mg/ 袋，RSD 分别为 1.0%、
1.3%、1.1%、1.7%、1.5%、0.46%、1.2%、1.2%，
表明本方法重复性良好。
2.7　加样回收试验 
　　取已知含量的样品 9 份（批号：21102211），每
份取约 1.25 g，精密称定，分为 3 组，每组 3 份，
分别加入“2.2.1”项下混合对照品储备液 1.0、5.0、
10.0 mL，按照“2.2.2”项下方法平行制备供试品
溶液，分别进样，计算回收率。结果哈巴苷、（R，
S）- 告依春、连翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛

蒡苷、哈巴俄苷、丹皮酚在低、中、高浓度的平
均加样回收率（n ＝ 3）分别为 97.4% ～ 99.8%、
97.7% ～ 98.8%、98.1% ～ 99.2%、96.9% ～ 99.0%、
99.0% ～ 99.3%、98.2% ～ 100.1%、97.5% ～ 99.5%、
97.8% ～ 99.4%，RSD 分 别 为 0.17% ～ 1.2%、
0.16% ～ 1.2%、0.25% ～ 0.92%、0.11% ～ 0.44%、
0.19% ～ 1.3%、0.14% ～ 1.3%、0.52% ～ 1.2%、
0.25% ～ 0.59%。
2.8　样品含量测定 
　　分别取 5 个厂家的 7 批样品，按照“2.2.2”
项下方法进行制备，按“2.1”项下色谱条件进样
测定，各成分含量测定结果见表 2。

表 1　8 个成分的回归方程、相关系数、线性范围、检测限和定量限 
Tab 1　Regression equation，correlation coefficient，linearity，LOD and LOQ of 8 components

成分 回归方程 r 范围 /（µg·mL － 1） 检测限 /（µg·mL － 1） 定量限 /（µg·mL － 1）

哈巴苷 Y ＝ 2.802X ＋ 4.762 0.9997 5.188 ～ 103.8 0.200 0.670

（R，S）- 告依春 Y ＝ 132.1X － 3.567 1.000 1.109 ～ 22.18 0.0046 0.015

连翘酯苷 A Y ＝ 22.77X ＋ 0.2789 0.9999 8.754 ～ 175.1 0.092 0.310

菊苣酸 Y ＝ 47.69X － 11.52 0.9999 2.615 ～ 52.30 0.040 0.130

连翘苷 Y ＝ 40.16X ＋ 20.23 0.9999 4.831 ～ 96.62 0.025 0.083

牛蒡苷 Y ＝ 33.42X ＋ 95.81 0.9998 16.04 ～ 320.7 0.030 0.100

哈巴俄苷 Y ＝ 19.24X － 0.4160 0.9999 1.410 ～ 28.19 0.054 0.180

丹皮酚 Y ＝ 64.00X － 5.840 1.000 3.154 ～ 63.07 0.023 0.077

表 2　7 批样品中 8 种成分含量测定结果 (mg/袋，n ＝ 3) 
Tab 2　Content of 8 component in 7 batches of samples (mg/袋，n ＝ 3)

编号 哈巴苷 （R，S）- 告依春 连翘酯苷 A 菊苣酸 连翘苷 牛蒡苷 哈巴俄苷 丹皮酚

A 0.95 0.11   4.53 0.23 1.08   6.67 0.19 0.017

B1 1.65 0.12   4.03 0.072 1.67   9.19 0.31 0.010

B2 1.75 0.13   4.39 0.077 1.51 10.16 0.26 0.012

B3 1.82 0.13   4.51 0.075 1.55   9.89 0.29 0.011

C 3.23 0.28   2.31 0.056 1.20 10.45 0.60 0.120

D 1.67 0.25 12.76 0.1 2.17   5.71 0.38 0.049

E 2.60 0.15 11.37 0.7 2.21   0.96 0.52 0.022

2.9　聚类分析

　　为考察不同批次小儿清咽颗粒中 8 个成分的
含量差异，本试验采用 SPSS 20.0 软件进行系统
聚类分析（聚类方法：组间连接；测量区间：欧
氏距离），结果见图 2。由图 2 可知，样品 B1、
B2、B3 最早聚为一类，说明同一厂家的原料接
近、生产工艺相同，具有较高的稳定性。而不同
厂家的产品存在明显的差异，可能受投料的药材
品质、生产工艺等影响。当类间距离为 10 时，7
批样品可聚为两类，样品 A、B1、B2、B3 和 C
聚为第一类，样品 D 和 E 聚为第二类。
2.10　主成分分析

2.10.1　求解主成分　将 7 批样品的 8 个成分的
含量测定结果导入 SPSS 20.0 软件，运用主成分
分析对原始数据进行处理，提取到两个特征值大
于 1 的因子（F1、F2）作为主成分（见表 3），其累
计贡献率达 83.463%，说明这两个主成分能够代
表原来 8 个成分信息的 83.463%。其中，F1 的特
征值为 3.512，贡献率为 43.903%；F2 的特征值为
3.165，贡献率为 39.560%。以主成分因子为变量
绘制碎石图（见图 3），可以看出特征值较高的两
个主成分和第三个主成分的斜率更大，因此，提
取前两个主成分进行分析更加合适。



3012

Central South Pharmacy. November   2023, Vol. 21 No. 11 　中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期

图 2　7 批样品聚类树状图

Fig 2　Cluster dendrogram of 7 batches of samples
图 3　碎石图

Fig 3　Scree plot

表 3　主成分的特征值和方差贡献率 
Tab 3　Total variance contribution rate and characteristic value of principal components

成分
初始特征值 提取主成分结果

成分的特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /% 成分的特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /%

1 3.512 43.903   43.903 3.512 43.903 43.903

2 3.165 39.560   83.463 3.165 39.560 83.463

3 0.893 11.159   94.622

4 0.406   5.073   99.695

5 0.024   0.294   99.989

6 0.001   0.011 100.000

2.10.2　主成分表达　对初始因子的载荷如表 4
所示，同时，为了更好地解释各项因子的意义，
采用 Kaiser 标准化的四分旋转法进行旋转。从表
4 中可以看出，哈巴苷、（R，S）- 告依春、哈巴
俄苷、丹皮酚在第一主成分上有较高的载荷，连
翘酯苷 A、菊苣酸、连翘苷、牛蒡苷在第二主成
分上有较高的载荷，说明第一主成分主要反映哈
巴苷、（R，S）- 告依春、哈巴俄苷、丹皮酚的信
息，第二主成分主要反映连翘酯苷 A、菊苣酸、
连翘苷、牛蒡苷的信息。

表 4　因子载荷矩阵 
Tab 4　Component matrix

化学成分
初始因子载荷 旋转后因子载荷

1 2 1 2

哈巴苷 0.739 0.522 0.900 0.092

（R，S）- 告依春 0.667 0.604 0.899 － 0.017

连翘酯苷 A 0.623 － 0.652 0.041 0.901

菊苣酸 0.554 － 0.636 － 0.001 0.843

连翘苷 0.616 － 0.601 0.069 0.858

牛蒡苷 － 0.606 0.734 0.025 － 0.951

哈巴俄苷 0.888 0.397 0.930 0.284

丹皮酚 0.540 0.801 0.933 － 0.248

2.10.3　主成分得分和综合得分　根据成分系数
和成分特征值计算出两个主成分系数，得出两个

主成分（F1、F2）的函数表达式：Y1 ＝ 0.394X1 ＋

0.356X 2 ＋ 0.332X 3 ＋ 0.296X 4 ＋ 0.329X 5 －

0.323X6 ＋ 0.474X7 ＋ 0.288X8

　　Y2＝ 0.293X1＋ 0.34X2－ 0.366X3－ 0.357X4－

0.338X5 ＋ 0.413X6 ＋ 0.223X7 ＋ 0.45X8

　　根据主成分方程和标准化后的成分数据
（Z-Score），得出 Y1 和 Y2 的主成分得分，以各主
成分方差贡献率占两个主成分总方差贡献率的比
率为权重计算综合得分 Y（Y＝0.526Y1＋0.474Y2），
结果见表 5。Y 值越大，综合得分越高，说明该批
次的小儿清咽颗粒质量越好，由表 5 可见，综合
得分从高到低依次为 C、D、E、B3、B1、B2、A。

表 5　小儿清咽颗粒主成分得分、综合得分和排序 
Tab 5　Principal component score，comprehensive score and 

ranking of Xiaoer Qingyan granules

编号 主成分 Y1 得分 主成分 Y2 得分 综合得分 排序

A － 1.935 － 0.733 － 1.365 7

B1 － 1.206 － 0.172 － 0.715 5

B2 － 1.423      0.065 － 0.718 6

B3 － 1.234      0.056 － 0.623 4

C      1.558      3.619      2.535 1

D      1.442 － 0.612      0.469 2

E      2.797 － 2.223      0.418 3

3　讨论



3013

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

3.1　指标成分、提取溶剂和提取方法的选择 
　　在 2020 年版《中国药典》中，哈巴苷和哈巴
俄苷、（R，S）- 告依春、连翘酯苷 A 和连翘苷、
菊苣酸、牛蒡苷、丹皮酚分别是玄参、板蓝根、
连翘、蒲公英、牛蒡子、牡丹皮的质控成分，多
选用甲醇、80% 甲醇、70% 甲醇、50% 甲醇等有
机溶剂来提取 [9-12]，本试验考察上述 4 种溶剂，
结果发现 80% 甲醇提取杂质峰干扰最少、提取率
较高，故本试验选取 80% 甲醇为提取溶剂。本试
验验证了超声、振摇、回流提取 3 种提取方法，
结果发现振摇提取效率较低，超声提取和回流提
取差异不大，由于超声提取更加方便，本试验选
择超声提取作为样品处理方法。
3.2　色谱条件的选择 
　　本试验同时测定多种化合物，对色谱条件要
求较高，流动相考察了甲醇、乙腈、磷酸水溶
液、冰醋酸水溶液等多种比例的组合，结果发现
乙腈 -0.05% 磷酸溶液系统分离效果好、干扰小、
峰形好。同时，为了实现 8 种成分的同时测定，
考虑到有的成分含量较低，试验使用二极管阵列
检测器光谱扫描，结合各成分的峰强度和干扰情
况，选择 210 nm 作为哈巴苷、连翘酯苷 A、连
翘苷、牛蒡苷、哈巴俄苷、丹皮酚的检测波长，
245 nm 作为（R，S）- 告依春的检测波长，327 
nm 作为菊苣酸的检测波长。
3.3　结论

　　本研究结合中医理论“首选君药并兼顾臣佐使
药”的原则，建立了同时测定小儿清咽颗粒中哈巴
苷、（R，S）- 告依春、连翘酯苷 A、菊苣酸、连
翘苷、牛蒡苷、哈巴俄苷和丹皮酚含量的高效液
相色谱方法，通过对 5 个厂家的 7 批样品进行测
定分析，发现 7 批样品中 8 种成分的含量均有差
异，结合主成分分析，可为初步判定其质量提供
参考。由于活性成分是中药疗效的物质基础，各
成分含量存在较大差异可能会导致药品的疗效有
较大的差异，也会导致用药剂量难以把控，而小
儿清咽颗粒作为儿童常用药物，理应让用药剂量

更加规范更加精准 [13-14]。本研究建立的多组分质
量控制的方法专属性强，简单易操作，结果重现
性好，能弥补小儿清咽颗粒现行质量标准的不足，
确保实现小儿清咽颗粒质量的稳定性和一致性。
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疏清颗粒高效液相色谱指纹图谱的建立及相关性研究
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摘要：目的　建立疏清颗粒高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，为疏清颗粒标准提供参考。方
法　采用 HPLC 法，利用 Inertsil-ODS-3 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以乙腈 -0.3% 磷

酸溶液为流动相进行梯度洗脱，检测波长 242 nm，流速 1.0 mL·min－ 1，柱温 35℃，进样量

为 10 μL。运用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）”评价 10 批疏清颗粒指纹图谱

的相似度。结果　10 批疏清颗粒相似度大于 0.98，标出了 31 个共有峰，指认出甘草苷、甘草

酸、芦丁、阿魏酸、绿原酸 5 个成分。结论　该方法具有良好的稳定性和重复性，可用于疏清

颗粒的质量评价。

关键词：疏清颗粒；高效液相色谱法；指纹图谱；相关性；指标成分
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HPLC fingerprints and correlation of Shuqing granules

MA Si-wen1, 2, CHE Hong-wei1, MENG Ya1, LI Zhi-hui1, 2, JIAO Yang2, JIN Li-qun3, ZHENG Wen-
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Co., Ltd., Dunhua  Jilin  133722)

Abstract: Objective  To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) fingerprint 
detection method for Shuqing granules and to provide reference for the standards of Shuqing granules. 
Methods  HPLC was used. Inertsil-ODS-3 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used with a mobile 
phase of acetonitrile-0.3% phosphoric acid solution. The detection wavelength was 242 nm, the flow 
rate was 1.0 mL·min－ 1, the column temperature was 35℃ , and the injection volume was 10 μL. 
Similarity evaluation system of chromatographic fingerprint of traditional Chinese medicine (2004A 
Edition) was used to analyze the chromatographic data of 10 batches of Shuqing granules. Results  
The similarities of the 10 batches of samples were greater than 0.98, and 31 common peaks were 
marked. Five components including licorice side, glycyrrhizic acid, rutin, ferulic acid and chlorogenic 
acid were identified. Conclusion  The method can be used for the quality evaluation of Shuqing 
granules owing to good great stability and reproducibility. 
Key words: Shuqing granule; HPLC; fingerprint; correlation; indicator component
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　　疏清颗粒是在经典名方“白虎汤”的基础上，
调整了药味后应用于热症相关症状治疗的方剂，
由石膏、大青叶、桑叶、芦根、甘草五味药组成，

具有清热解毒、宣肺润胃的功效 [1]，主要用于治
疗小儿急性上呼吸道感染属风热证，证见发热、
鼻塞、咽痛、流涕、口渴、咳嗽、汗出、舌红或
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苔薄黄。疏清颗粒不仅携带方便、吸收较快，且
临床评价表明疏清颗粒能提高临床疗效，缓解症
状，缩短病程，值得临床进一步推广应用 [2-3]。但
是疏清颗粒开发较早，制备工艺较为简单，相关
质量标准单一，考虑到是儿童用药，同时鉴于国
家对中药质量提出了更加严格的要求，因此，疏
清颗粒的质量标准应进一步提高。本研究采用
HPLC 技术结合中药色谱指纹图谱相似度评价系统
（2004A 版）对疏清颗粒的质量进行全面评估，拟
建立相关制剂质量控制的方法，提高制剂质量。
　　甘草味甜、气微，其主要功效有祛痰止咳、
益气补中、缓急止痛、缓和药性和清热解毒等，
主要药用成分包括甘草黄酮、甘草酸、甘草多糖、
甘草次酸等 [4]，且基于网络药理学研究的结果表
明甘草苷、甘草酸等成分在“成分 - 靶点 - 通路”
网络中具有高连接度，是其主要活性成分 [5]，其
中甘草酸具有抗炎、解热消毒、抗肿瘤、抗过敏
和保肝等作用 [6]；芦丁和绿原酸是桑叶中含量较
多的化学成分 [7-8]，林闪闪 [9] 通过网络药理学预
测并结合各单体化合物的体外药效学结果确定了
绿原酸和芦丁为桑叶抗炎的质量标志物；阿魏酸
是芦根主要有效成分之一，具有抗自由基、形成
保护膜等功效 [10]，因此本文着重对上述成分与制
剂相关性进行分析评价。
　　指纹图谱技术是通过相应的技术手段来对中
药饮片、中药配方颗粒、中药提取物、中成药等
进行处理，再通过色谱或者光谱进行分析，以得
到准确对应中药中的不同成分的光谱或色谱 [11]。
指纹图谱的出现以及运用可以帮助研究人员了解
中药化学特征并将中药质量控制在要求范围内，
促进中药市场发展 [12]。现有的大量研究表明，指
纹图谱在中药研究方面发挥了极其重要的作用，
可以有效解决中药质量控制中因成分复杂而导致
分析困难的问题，科学地用以评价中药制备工艺
的稳定性 [13-26]。本文建立了疏清颗粒的 HPLC 指
纹图谱的研究方法，以期为提高药品质量和工业
化生产提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　Waters 2695 高效液相色谱仪（美国沃特世公
司）；ME104 102 型万分之一天平（d ＝ 0.1 mg）、
XS105DU 型十万分之一天平（d ＝ 0.01 mg）（梅
特勒 - 托利多仪器有限公司）；DTC-27 型超声波
清洗机（鼎泰生化设备制造有限公司）。
1.2　试药
　　大青叶、甘草、芦根、桑叶（吉林华康药业股
份有限公司）。甘草苷（纯度：≥ 98%，阿拉丁）、

阿魏酸（纯度：99%，阿拉丁）；甘草酸铵（纯度：
98%，ORGANICS）；绿原酸（纯度：96.3%）、芦
丁（纯度：91.7%）（中国食品药品检定研究院）。
疏清颗粒 10 批（批号分别为：220124、220125、
220126、220211、220212、220213、220324、
220325、220412、220413，吉林华康药业股份有限
公司）；乙腈、甲醇（百灵威）；纯水（杭州娃哈
哈集团有限公司）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：GL Sciences Inertsil-ODS-3（4.6 mm× 

250 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.3% 磷酸
溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 10 min，5% → 10%A；
10 ～ 15 min，10% → 15%A；15 ～ 20 min，
15% → 20%A；20 ～ 55 min，20% → 50%A；
55 ～ 60 min，50% → 5%A；60 ～ 65 min，5%A）；
检测波长：242 nm；流速：1.0 mL·min－ 1；柱温：
35℃；进样量：10 μL。
2.2　对照品溶液的制备
2.2.1　单一对照品溶液　取适量甘草苷（10.13 
mg）、 甘 草 酸 铵（10.08 mg）、 绿 原 酸（10.09 
mg）、芦丁（10.11 mg）、阿魏酸（10.04 mg）对
照品，精密称定，分别置于 25 mL 量瓶中，加入
50% 甲醇，摇匀，定容，制成质量浓度约为 0.4 
mg·mL－ 1 的单一对照品溶液。
2.2.2　混合对照品溶液　取“2.2.1”项下单一对照
品溶液各 3 mL 置于同一量瓶中（25 mL），加入
50% 甲醇，稀释为每 1 mL 含甘草苷、甘草酸铵、
绿原酸、芦丁、阿魏酸约48 μg 的混合对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备
2.3.1　疏清颗粒供试品溶液　取 10 批疏清颗粒约
2.0 g，精密称定，置 50 mL 量瓶中，加入 50% 甲
醇溶解，超声处理（功率 500 W，频率 25 kHz）
15 min，放冷，用 50% 甲醇补足重量，定容，摇
匀，滤过（尼龙滤膜 0.22 μm），取续滤液，即得。
2.3.2　药材供试品溶液　分别称取大青叶、甘
草、芦根、桑叶粉末各 0.5 g，置于 25 mL 量瓶中，
加入 50% 甲醇 20 mL，称重，超声处理（功率
500 W，频率 25 kHz）15 min，放冷，用 50% 甲
醇补足重量，定容，摇匀，滤过（尼龙滤膜 0.22 
μm），取续滤液，即得。
2.4　方法学考察 
2.4.1　精密度考察　按照“2.3.1”项下方法制备
供试品溶液，连续 6 次进样测定，考察仪器的精
密度。结果显示各主要峰的相对保留时间的 RSD
为 0.020% ～ 0.32%，相对保留峰面积的 RSD 为
0.81% ～ 2.0%，表明仪器具有良好的精密度。
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2.4.2　重复性试验　按照“2.3.1”项下方法制备
6 份供试品溶液，连续进样测定，考察方法重复
性。结果显示各主要峰的相对保留时间的 RSD
为 0.010% ～ 0.24%，相对保留峰面积的 RSD 为
0.86% ～ 1.9%，说明该方法重复性良好。
2.4.3　稳定性考察　按照“2.3.1 ”项下方法制备
供试品，分别于制备后的 0、4、8、12、30 h 进
样分析，考察供试品溶液的稳定性。结果显示各
主要峰的相对保留时间的 RSD 为 0.21% ～ 1.4%，
相对保留峰面积的 RSD 为 1.4% ～ 2.0%，说明供
试品溶液在 30 h 内稳定。
2.5　指纹图谱的建立
　　取 10 批疏清颗粒，按照“2.3.1”项下方法制
备供试品溶液，进样测定，将所得图谱导入“中
药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004 A 版）”软
件中，采用多点校正，时间窗宽度 0.1，对照图
谱生成方法为中位数，将谱峰自动匹配，对比 10
批疏清颗粒指纹图谱的出峰趋势，并计算指纹图
谱的相似度。
2.5.1　相关性评价　选择吸收信号较强、峰形明显、
稳定性较好的共有峰进行标定，检测出共有峰 31
个，且 10 批疏清颗粒 HPLC 指纹图谱显示出峰情

况一致，结果见图 1 ～ 2；系统自动计算 10 批疏清
颗粒指纹图谱的相似度均达到 0.98 以上，结果见表
1，说明疏清颗粒的制剂工艺具有良好的稳定性。

图 1　10 批疏清颗粒 HPLC 指纹图谱

Fig 1　HPLC fingerprint of 10 batches Shuqing granules

图 2　指纹图谱共有峰标识

Fig 2　Shared peak identification in the fingerprint

表 1　10 批疏清颗粒 HPLC指纹图谱相似度 
Tab 1　Similarity of 10 batches of Shuqing granule for HPLC fingerprint

样品 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 R
S1 1 0.995 0.988 0.990 0.987 0.990 0.987 0.985 0.986 0.993 0.996
S2 0.995 1 0.993 0.991 0.994 0.990 0.989 0.978 0.979 0.988 0.995
S3 0.988 0.993 1 0.985 0.989 0.984 0.985 0.973 0.975 0.982 0.991
S4 0.990 0.991 0.985 1 0.996 0.999 0.993 0.986 0.976 0.995 0.997
S5 0.987 0.994 0.989 0.996 1 0.995 0.994 0.982 0.972 0.991 0.996
S6 0.990 0.990 0.984 0.999 0.995 1 0.994 0.988 0.979 0.995 0.997
S7 0.987 0.989 0.985 0.993 0.994 0.994 1 0.99 0.984 0.993 0.997
S8 0.985 0.978 0.973 0.986 0.982 0.988 0.990 1 0.986 0.992 0.991
S9 0.986 0.979 0.975 0.976 0.972 0.979 0.984 0.986 1 0.982 0.987
S10 0.993 0.988 0.982 0.995 0.991 0.995 0.993 0.992 0.982 1 0.997
R 0.996 0.995 0.991 0.997 0.996 0.997 0.997 0.991 0.987 0.997 1

2.5.2　指标成分鉴定　取单一对照品和混合对照
品溶液，进样测定，对比各成分色谱峰保留时
间，结果显示，绿原酸、芦丁、甘草苷、阿魏酸
和甘草酸铵对照品峰分离度符合要求。以甘草苷
相对保留时间为参照，其中绿原酸、芦丁、阿魏
酸和甘草酸相对保留时间分别为 0.703、0.973、
1.037、1.810，见图 3。在疏清颗粒剂提取样品中
共检测出的 31 个共有峰，可以确认峰 7 为绿原
酸、峰 18 为芦丁、峰 20 为甘草苷、峰 22 为阿
魏酸、峰 30 为甘草酸铵，结果见图 4。
2.5.3　峰归属　按照“2.3.2”项下方法制备出大
青叶、甘草、芦根、桑叶 4 份药材供试品溶液，

图 3　混合对照品峰定位

Fig 3　Peak localization of the mixed control
7. 绿原酸（chlorogenic acid）；18. 芦丁（rutin）；20. 甘草苷（licorice 
glycoside）；22. 阿魏酸（ferulic acid）；30. 甘草酸铵（ammonium 
glycyrrhizin）
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进样测定。将单味药材的色谱图与指纹图谱参照
峰进行比对，对指纹图谱中的共有峰进行归属，
结果见图 5。
　　其中 5、6、9、13、14、23、26 号峰来源于大
青叶并且是大青叶的特征峰；28、29、30、31 号峰
来源于甘草并且是甘草的特征峰；7、10、11、18、
24、25 号峰来源于桑叶并且是桑叶的特征峰；芦根
药材未出现特征峰。1、2、3、4 号峰是大青叶、甘草、
芦根、桑叶 4 种药材来源的共有峰；8 号峰来源于大
青叶、甘草和桑叶；峰 15、19、20、27 来源于大青
叶和甘草，峰 21 来源于大青叶和桑叶。从峰来源归
属可知，疏清颗粒中的大部分成分是来自于大青叶，
并且来源于大青叶的特征峰多于其他三味药材。
2.5.4　颗粒剂主要特征峰分析　按照“2.3.1”项下
方法制备 10 批疏清颗粒供试品溶液，在检测出的
31 个共有峰中选择吸收信号较强、峰形明显、稳
定性和分离度较好的峰进行标定，作为颗粒剂特
征峰。将满足要求的 4、5、13、14、20、21、22、
26、27、30 号峰作为疏清颗粒的特征峰，其中，
以 30 号峰作为参照峰，计算其他 9 个特征峰的相
对保留时间，并计算相对保留时间的 RSD，结果
见表 2 ～ 3。结果显示，10 批疏清颗粒的相对保
留时间的 RSD 为 0.30% ～ 0.58%，说明 10 批疏清
颗粒供试品溶液之间的成分没有差异；同时也说
明了检测的系统符合 10 批疏清颗粒成分的测定要
求，此次建立的 10 批疏清颗粒成分的 HPLC 指纹
图谱方法可作为参考，用于控制疏清颗粒的质量。
2.5.5　统计分类分析
　　① K- 平均值聚类分析：以 10 批疏清颗粒指
纹图谱中 31 个共有峰峰面积为变量，运用 SPSS 
Statistics 22 软件对数据进行描述统计 - 标准化处
理后，将标准化后的峰面积数据进行 K- 平均值
聚类分析，以 10 为最大迭代次数时，结果显示
共有峰可分为 3 类，其中第 1 类有 3 个峰，第 2

类有 4 个峰，第 3 类有 24 个峰，即 10 批疏清颗
粒中每一批的 31 个共有峰按照峰面积大小的相
似程度均可分为三类，运行结果见表 4。
　　② 系统聚类分析：将标准化后的峰面积数据
继续进行系统聚类分析，以聚类数为 2 ～ 5 进行

图 5　供试品溶液和疏清颗粒供试品溶液 HPLC 图

Fig 5　HPLC chromatogram of dgers woad leaf sample and Shuqing 
granules solution
A. 大青叶（dgers woad leaf）；B. 甘草（licorice）；C. 桑叶（mulberry 
leaf）；D. 芦根（reed root）

表 2　疏清颗粒特征峰相对保留时间 
Tab 2　Relative retention time of characteristic peaks of  

Shuqing granules

峰号
保留时间 /

min
相对保留

时间
峰号

保留时间 /
min

相对保留

时间

峰 4 6.329 0.129 峰 21 27.664 0.564
峰 5 17.904 0.365 峰 22 28.213 0.575
峰 13 21.747 0.443 峰 26 31.524 0.642
峰 14 22.847 0.466 峰 27 35.222 0.718
峰 20 27.107 0.552 峰 30 49.066 1

图 4　混合对照品和疏清颗粒提取液 HPLC 图

Fig 4　HPLC chromatogram of mixed control and Shuqing granules 
extract
7. 绿原酸（chlorogenic acid）；18. 芦丁（rutin）；20. 甘草苷（licorice 
glycoside）；22. 阿魏酸（ferulic acid）；30. 甘草酸铵（ammonium 
glycyrrhizin）
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表 3　10 批疏清颗粒特征峰相对保留时间 
Tab 3　Relative retention time of the characteristic peaks of 10 batches Shuqing granules

批号 峰 4 峰 5 峰 13 峰 14 峰 20 峰 21 峰 22 峰 26 峰 27 峰 30
220124 0.129 0.365 0.443 0.466 0.552 0.564 0.575 0.642 0.718 1.000
220125 0.130 0.366 0.445 0.467 0.553 0.565 0.576 0.643 0.718 1.000
220126 0.131 0.369 0.448 0.470 0.558 0.569 0.581 0.649 0.725 1.000
220211 0.129 0.365 0.443 0.466 0.553 0.564 0.575 0.643 0.718 1.000
220212 0.129 0.365 0.443 0.466 0.552 0.564 0.575 0.643 0.718 1.000
220213 0.128 0.363 0.443 0.465 0.552 0.564 0.575 0.642 0.718 1.000
220324 0.129 0.364 0.443 0.466 0.553 0.564 0.575 0.643 0.718 1.000
220325 0.128 0.365 0.443 0.466 0.552 0.563 0.575 0.642 0.717 1.000
220412 0.129 0.364 0.443 0.465 0.552 0.563 0.575 0.642 0.717 1.000
220413 0.129 0.365 0.443 0.465 0.552 0.563 0.575 0.642 0.717 1.000
RSD/% 0.58 0.38 0.33 0.33 0.32 0.32 0.32 0.31 0.30 0

聚类统计，结果见图 6。当类间距为 10 时，31 个
共有峰按照峰面积被分为 3 类，其中 7、8、19、
20、21、30 号峰为第 2 类，27 号峰为第 3 类，其
余为第 1 类。31 个共有峰按照峰面积大小相似程
度依然是分作 3 类，虽然每一类的峰个数与 K- 平
均值聚类分析结果略有差异，但都在可容许差异
范围内，在 10 批颗粒中不同批次之间的 31 个共
有峰其成分含量不具有统计学的差异。其中，以
7、8、19、20、21、27、30 号峰的峰面积数据对

10 批疏清颗粒进行聚类分析，当类间距为 10 时，
峰面积被聚类为 2 类（即第 3 类的 27 号峰和第 2
类的 7、8、19、20、21、30 号峰），在结果见图 7。
该结果验证了 10 批疏清颗粒批次之间对应的共有
峰面积相近，与相似度分析结果基本一致。

图 7　10 批疏清颗粒聚类分析图

Fig 7　Cluster analysis plot of 10 batches of Shuqing granules

3　讨论
3.1　提取方式考察
　　笔者曾考察了纯水、75% 乙醇、50% 甲醇和纯
甲醇对供试品溶液出峰的影响，结果表明 50% 甲醇
作为提取溶剂时的出峰数量较多，峰形较好、峰信
号较强；对供试品的提取方式和提取时间进行考察，
通过对回流提取和超声提取两种提取方式的结果比
较可知两者的出峰情况没有差别，峰宽几乎一致，
但是超声提取的某些主成分峰的峰高相对于回流提
取更突出，且超声的提取方式更方便；继续考察不
同超声功率（300、400、500 W）和超声时间（10、
15、20 min）的出峰效果，结果显示不同频率和超
声时间，出峰的个数几乎没有差异，峰形、峰高和
峰数也几乎相同，即超声时间和超声频率对疏清颗

表 4　共有峰标准化数据 
Tab 4　Common peak-normalized data

每一个聚类中的观值数目

聚类 1   3.000
2   4.000
3 24.000

有效 31.000
遗漏   0.000

图 6　共有峰聚类分析图

Fig 6　Common peak cluster analysis plot
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粒的溶解性影响不大，故选择超声提取频率 25 kHz，
功率 500 W，超声时间 15 min 为最佳提取方式。
3.2　色谱条件考察
　　曾考察了不同流动系统（水 - 乙腈系统、水 -
甲醇系统、水 - 磷酸盐系统）和不同比例的差异
性，结果显示以乙腈 -0.3% 磷酸为流动相时峰分
离度较好，梯度洗脱的出峰个数和峰分离效果
更为突出，故选择梯度洗脱，同时不断调整乙
腈 -0.3% 磷酸的比例使出峰最优；考察了安捷伦、
Kromasil、GL Sciences、AKZONOBEL、YMC 的
色谱柱结合 PDA 检测器的紫外全波长扫描，结
果显示使用 GL Sciences 色谱柱在 242 nm 检测时
出现最大吸收的成分较多，且出峰峰高均匀，峰
形美观，干扰较少，因此，采用 242 nm 作为检
测波长、GL Sciences 柱作为色谱柱。
4　结语
　　本研究建立了 10 批疏清颗粒 HPLC 指纹图
谱并对其进行相关性研究，结果指纹图谱相似度
均高于 0.98，说明 10 批疏清颗粒的物质组分基
本一致，疏清颗粒的制剂工艺具有良好的稳定
性；且聚类分析结果说明 10 批样品批次与批次
之间对应的成分峰含量相近，相似度高。共有峰
结合混合对照品定位的结果分别指认了甘草苷、
甘草酸、芦丁、阿魏酸、绿原酸 5 种指标成分，
其中 7 号峰绿原酸、20 号峰甘草苷、30 号峰甘
草酸属于药材指标物质，是控制疏清颗粒质量值
得关注的成分。通过单味药材与颗粒剂的指纹图
谱比对，对共有峰进行了来源归属，并分别确定
了 4 种药材的特征峰和疏清颗粒的特征峰。相关
的精密度、重复性和方法学考察中的相对保留时
间和相对峰面积的 RSD 结果均＜ 2.0%，说明本
研究所建立的分析方法稳定可行、重复性良好，
能反映疏清颗粒的质量，可为相关的质量研究和
评价提供参考。
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风湿骨痛片及其中间体的指纹图谱建立及指标成分含量测定

刘焕起1，吴佩佩2，吴海峰3，余世春1，2*，许旭东3（1. 安徽中医药大学，合肥　230011；2. 安徽科创药物研究

所有限责任公司，合肥　230088；3. 中国医学科学院药用植物研究所，北京　100093）

摘要：目的　建立风湿骨痛片及其中间体的指纹图谱，并建立指标成分含量测定的高效液相色
谱方法，为其质量控制提供参考。方法　采用 HPLC 法建立风湿骨痛片中间体的指纹图谱，以
对照品进行共有峰指认，通过相似度评价分析 16 批样品的质量差异，同时以盐酸麻黄碱、盐
酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷、苯甲酰新乌头原碱为指标性成分，建立其含量测定方法。结
果　建立了 16 批风湿骨痛片中间体的指纹图谱与对照图谱，各批次样品间相似度均大于 0.90，
标定出中间体中的 12 个共有峰、风湿骨痛片中的 17 个共有峰；5 种成分在相应的质量浓度范
围内与峰面积的线性关系良好（r≥ 0.999），加样回收率均在 98.39%～ 101.09%。盐酸麻黄碱、
盐酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷、苯甲酰新乌头原碱含量平均值分别为 3.51、2.50、0.36、2.48、
2.05 mg·g－ 1。结论 所建立的指纹图谱及含量测定方法易行、可靠，可用于风湿骨痛片生产

过程的跟踪控制，为建立更全面的质量控制标准提供依据。
关键词：风湿骨痛片；中间体；高效液相色谱；指纹图谱；含量测定
中图分类号：R284.3，R284.1　　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2023)11-3020-04
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Fingerprints of Fengshi Gutong tablets and intermediates and content 
determination of index components

LIU Huan-qi1, WU Pei-pei2, WU Hai-feng3, YU Shi-chun1, 2*, XU Xu-dong3 (1. Anhui University of 
Traditional Chinese Medicine, Hefei  230011; 2. Anhui Kechuang Pharmaceutical Research Institute 
Co. Ltd., Hefei  230088; 3. Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical 
Sciences and Peking Union Medical College, Beijing  100093)

Abstract: Objective  To establish the fingerprints of Fengshi Gutong tablets and intermediates, develop 
an HPLC method to simultaneously determinate five components, and provide a reference for the 
quality control. Methods  The fingerprints of Fengshi Gutong tablets and intermediates were established 
by HPLC method. The common peaks were identified with the reference substances. The quality 
difference of 16 batches of samples was analyzed by similarity evaluation. At the same time, ephedrine 
hydrochloride, pseudoephedrine hydrochloride, chlorogenic acid, glycyrrhizin and benzoylneaconitine 
were used as the index components and their content was determined. Results  The similarity between 
the fingerprints of 16 batches of Fengshi Gutong tablets and intermediates and the control maps was 
greater than 0.90, with 12 common peaks identified in the intermediates and 17 common peaks identified 
in Fengshi Gutong tablets. The linearity between 5 components and the peak area was good (r ≥ 0.999) 
in the corresponding concentration range, and the recoveries ranged 98.39% ～ 101.09%. The average 
contents of ephedrine hydrochloride，pseudoephedrine hydrochloride，chlorogenic acid，liquiritin 
and benzoylneaconitine were 3.51, 2.50, 0.36, 2.48, and 2.05 mg·g－ 1, respectively. Conclusion  
The established fingerprints and content determination method are easy and reliable, and can provide 
evidence for the quality control and evaluation of Fengshi Gutong tablets. 
Key words: Fengshi Gutong tablet; intermediate; HPLC; fingerprint; content determination
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　　风湿骨痛片收载于《中国药典》2020 年版一
部，是国家基本药物，由制川乌（90 g）、制草乌
（90 g）、红花（90 g）、乌梅（90 g）、木瓜（90 g）、
甘草（90 g）和麻黄（90 g）7 味中药组成，功能温
经散寒、通络止痛，主治寒湿痹所致的手足四肢
腰脊疼痛，以及风湿性关节炎见以上证候者 [1]。
　　目前，风湿骨痛片化学成分及质量控制方面
的研究，主要集中在单个成分含量测定 [2-3]、临床
验证研究 [4-5] 等，没有涉及其整体质量控制方法方
面。考虑到中成药化学成分较为复杂，为保证其
成品的质量与疗效稳定，有必要建立一种可行的、
反映整体成分状态的质量控制方法。在中药整体
控制评价体系中，指纹图谱技术应用较广 [6-9]。根
据风湿骨痛片处方各味药有效成分的理化性质和
含量的多少，经过多次摸索性试验，最终确定以
盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷、
苯甲酰新乌头原碱为指标性成分和含量测定成分。
　　本研究根据国家药典委员会颁布的《中国注
射剂特征图谱研究的技术要求（暂行）》，建立风
湿骨痛片的中间体及成品的 HPLC 指纹图谱，并
对 5 种主要成分的含量进行测定，从定性和定量
两方面，为该制剂生产全过程中的质量控制提供
依据并建立方法。
1　仪器与试药
1.1　仪器 
　　LC-20A 高效液相色谱仪（日本岛津公司），
AG135 型电子天平（梅特勒 - 托利多仪器有限公
司），KQ5200E 型超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司）。
1.2　试药
　　对照品盐酸麻黄碱（批号：171241-201809，
纯度：100.0%）、盐酸伪麻黄碱（批号：171237-
201510，纯度：99.8%）、绿原酸（批号：110753-
201415，纯度：96.2%）、甘草苷（批号：111610-
201106，纯度：93.7%）、苯甲酰新乌头原碱（批
号：111795-202106，纯度：99.5%）（中国食品药
品检定研究院）；磷酸（分析纯，上海苏懿化学试
剂有限公司，批号：20160302）；麻黄（太和县美
欣制药有限公司，批号：211201）；木瓜（批号：
210806029b）、乌梅（批号：211130172b）、红花
（批号：211202007e）（安徽新盛中药饮片有限公
司）上述饮片均经安徽中医药大学刘守金教授鉴
定；风湿骨痛片（安徽美欣制药有限公司，规格：
0.37 g/ 片，批号分别为 201030、210310、211210、
220212、220215、220307、220326、220408、
220412、220506、230301、230303、230307、
230309、230316、230413， 编 号 为 Y1 ～ Y16）；

甲醇、乙腈为色谱纯；水为娃哈哈纯净水。
2　方法与结果
2.1　色谱条件 
　　采用 Agilent 5 TC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱，以乙腈为流动相 A，以 0.05%
磷酸溶液为流动相 B，梯度洗脱（0 ～ 10 min，
5%A；10 ～ 25 min，5% ～ 15%A；25 ～ 30 min，
15% ～ 18%A；30 ～ 37 min，18%A；37 ～ 40 
min，18% ～ 20%A；40 ～ 55 min，20% ～ 28%A；
55 ～ 60 min，28% ～ 34%A；60 ～ 70 min，
34% ～ 60%A；70 ～ 80 min，60% ～ 95%A）；检
测波长 210 nm；流速 1.0 mL·min－ 1；柱温 25℃；
进样量 10 μL。
2.2　溶液的制备
2.2.1　对照品溶液的制备　精密称取盐酸麻黄
碱、盐酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷和苯甲酰新
乌头原碱对照品适量，加甲醇制成质量浓度为
0.198、0.275、0.183、0.099、0.502 mg·mL － 1

的对照品储备液；精密量取各储备液 1.0 mL 加
甲醇定容于 50 mL 量瓶中即得混合对照品溶液，
4℃ 储藏备用。
2.2.2　中间体样品制备　按《中国药典》2020 年
版一部收载的“风湿骨痛片”质量标准，称取乌
梅、麻黄、红花和木瓜各药 90.0 g，按标准【制
法】，即将红花等 4 味药材加水煎煮 2 次，每次
2 h，合并煎液，滤过，滤液浓缩至稠膏状，制备
中间体浸膏，得到 16 批中间体样品（批号分别为
230201 ～ 230216，编号为 S1 ～ S16）。
2.2.3　供试品溶液制备　取风湿骨痛片（Y1）2.0 
g 样品及相当于 2.0 g 样品的中间体样品，加入
70% 甲醇 25 mL，称定重量，超声处理（功率 250 
W，频率 50 kHz）30 min、放冷，加 70% 甲醇补
足减失的重量，过滤，取续滤液为供试品溶液。
2.3　方法学验证
2.3.1　精密度试验　取同一批中间体（S1）供试
品溶液，在“2.1”项色谱条件下连续进样测定 6
次，选择 6 号峰（绿原酸）为参照峰，测得各共
有峰的相对保留时间 RSD 均≤ 0.18%，相对峰面
积 RSD 均≤ 2.9%，表明仪器精密度良好。
2.3.2　稳定性试验　取同一批中间体（S1）供
试 品 溶 液， 于 0、2、4、6、12、24 h 在 “2.1”
项下色谱条件进样测定，选择 6 号峰（绿原酸）
为参照峰，测得各共有峰的相对保留时间 RSD
均≤ 3.0%，相对峰面积 RSD 均≤ 3.0%，表明供
试品在 24 h 内稳定。
2.3.3　重复性试验　取同一批中间体（S1），平
行制备 6 份供试品溶液，在“2.1”项下色谱条件
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进样测定，选择 6 号峰（绿原酸）为参照峰，测
得各共有峰的相对保留时间 RSD 均≤ 0.65%，相
对峰面积 RSD 均≤ 3.0%，表明方法重复性良好。
2.4　指纹图谱的研究
2.4.1　参照峰的选择　在供试品溶液色谱峰中，
绿原酸的峰面积较大，峰形较好，保留时间适
中，分离度理想，故选择其作为参照峰。
2.4.2　指纹图谱的建立　按“2.2.3”项下方法制备
中间体供试品 16 批（S1 ～ S16）及风湿骨痛片 16
批（Y1 ～ Y16），进样测定，记录色谱图，建立
指纹图谱。结果 16 批中间体供试品共标定 12 个
共有峰，风湿骨痛片共标定 17 个共有峰，见图 1。

图 1　16 批风湿骨痛片（A）、中间体（B）供试品及混合对照品

（C）的 HPLC 色图谱

Fig 1　 HPLC chromatogram of 16 batches of Fengshi Gutong tablet
（A），intermediate（B）and mixed control product（C）

2.4.3　指纹图谱的相似度评价结果　将相关指纹
图谱数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系
统软件（2012 版）”进行相似度分析，以中位数法
生成对照图谱，以对照图谱（R）为参照，测得
中间体、成品相似度均在 0.90 以上，说明各批样
品的化学成分具有良好的一致性，见表 1。
2.4.4　共有峰指认　取混合对照品溶液进样测
定，对比各色谱峰保留时间，见图 1。风湿骨痛
片样品中共检测出 17 个共有峰，可以确认峰 1

为盐酸麻黄碱、峰 2 为盐酸伪麻黄碱、峰 4 为绿
原酸、峰 10 为甘草苷、峰 12 为苯甲酰新乌头原
碱。风湿骨痛片中间体样品中共检测出 12 个共
有峰，可以确认峰 2 为盐酸麻黄碱、峰 3 为盐酸
伪麻黄碱、峰 6 为绿原酸。
2.5　多成分含量测定
2.5.1　线性关系的考察　精密量取“2.2.1”项下
各对照品储备液 1、3、5、10、15、20 mL 置于
20 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，进样测定，以质
量浓度为横坐标（X），峰面积积分值为纵坐标
（Y），进行线性拟合，结果见表 2。

表 2　5 种成分的线性关系考察 
Tab 2　Linearity of 5 components

成分 线性方程 r 线性范围 /μg
盐酸麻黄碱 y ＝ 1.946×104x ＋ 5.070×104 0.9993 0.1003 ～ 2.006
盐酸伪麻黄碱 y ＝ 3.315×103x ＋ 1.360×104 0.9991 0.1643 ～ 3.286
绿原酸 y ＝ 2.967×104x ＋ 6.886×103 0.9991 0.1023 ～ 2.046
甘草苷 y ＝ 3.923×104x ＋ 9.314×103 0.9993   0.526 ～ 10.52
苯甲酰新乌头

原碱

y ＝ 6.300×103x － 2.398×103 0.9992     5.02 ～ 100.5

2.5.2　精密度试验　精密吸取同一供试品溶液
（Y1）10 μL，进样测定 6 次，测得盐酸麻黄碱、
盐酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷、苯甲酰新乌头
原碱的峰面积 RSD 分别为 1.8%、2.6%、1.4%、
1.1%、1.6%（n ＝ 6），表明仪器精密度良好。
2.5.3　稳定性试验　取同一供试品溶液（Y1）10 
μL，于 0、2、4、6、12、24 h 进样测定，测得盐
酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷、苯
甲酰新乌头原碱的含量 RSD 分别为 2.2%、1.7%、
0.28%、0.95%、1.7%（n ＝ 6），表明供试品溶液
在 24 h 内稳定。
2.5.4　重复性试验　取同一批供试品（Y1），按

表 1　相似度评价结果 
Tab 1　Similarity 

中间体批号 相似度 风湿骨痛片批号 相似度

230201 0.952 201030 0.993
230202 0.941 210310 0.987
230203 0.934 211210 0.995
230204 0.996 220212 0.996
230205 0.997 220215 0.994
230206 0.910 220307 0.988
230207 0.908 220326 0.988
230208 0.929 220408 0.987
230209 0.925 220412 0.984
230210 0.925 220506 0.986
230211 0.936 230301 0.982
230212 0.956 230303 0.978
230213 0.975 230307 0.985
230214 0.943 230309 0.983
230215 0.935 230316 0.983
230216 0.928 230413 0.986
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“2.2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，进
样测定，测得盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、绿原
酸、甘草苷、苯甲酰新乌头原碱的峰面积 RSD 分
别为 2.9%、1.8%、0.87%、0.96%、1.8%（n ＝ 6），
表明方法重复性良好。
2.5.5　加样回收试验　取同一批各成分含量已知的
风湿骨痛片（Y1）6 份，每份 1.0 g，精密称定，精
密加入混合对照品溶液（与样品中各待测成分的含
量相当）5 mL，按“2.2.3”项下方法制备，进样测
定，计算回收率。结果盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、
绿原酸、甘草苷、苯甲酰新乌头原碱平均加样回
收率分别为 98.39%、101.09%、99.08%、99.25%、
99.43%，RSD 分别为 0.57%、1.3%、0.80%、1.1%、
1.1%，表明方法回收率良好。
2.5.6　含量测定　对 16 批中间体和风湿骨痛片
样品进行含量测定，结果中间体中盐酸麻黄碱、
盐酸伪麻黄碱、绿原酸含量平均值分别为 11.11、
15.46、1.82 mg·g － 1，风湿骨痛片样品中盐酸麻
黄碱、盐酸伪麻黄碱、绿原酸、甘草苷、苯甲酰
新乌头原碱含量平均值分别为 3.51、2.50、0.36、
2.48、2.05 mg·g － 1（见表 3）。风湿骨痛片制备
过程中，需在中间体样品之后加入制川乌、制草
乌和甘草粉，故中间体样品中未检测到甘草苷和
苯甲酰新乌头原碱。计算中间体及成品中盐酸麻
黄碱、盐酸伪麻黄碱、绿原酸的转移率，发现其
转移率均低于 50%（分别为 31.59%、16.17% 和
19.78%），原因可能与该制剂提取工艺有关。
3　讨论
3.1　色谱条件的选择
　　本研究考察了不同流动相包括甲醇 -0.1% 磷酸
溶液、甲醇 -0.05% 磷酸溶液、甲醇 - 水溶液、乙
腈 -0.1% 磷酸溶液、乙腈 -0.05% 磷酸溶液、乙腈 -
水溶液流动相，分析中间体和成品液相色谱图分离
效果，最终选定乙腈 -0.05% 磷酸溶液为流动相系
统。在已确定流动相前提下，查阅文献 [10-12] 发现，
210、265、280、403 nm 为其常用波长，比较 4 个
波长下的指纹图谱，结果表明在 210 nm 波长下指
纹图谱中色谱峰最多，基线平稳且分离度较好，故
选择 210 nm 作为检测波长。同时参照文献 [13] 对洗
脱程序进行优化，选择了最合适的洗脱程序。
3.2　指标成分选定
　　风湿骨痛片由 7 味中药组成，制川乌、制草
乌散寒除痹、通络止痛，为君药；麻黄、木瓜和
乌梅发汗解表、舒筋缓急，为臣药；红花佐以活
血通脉、消肿止痛；使以甘草调和诸药。在《中国
药典》中，制川乌、制草乌的指标成分是苯甲酰新
乌头原碱，麻黄的指标成分是盐酸麻黄碱和盐酸

伪麻黄碱，木瓜的指标成分是熊果酸和齐墩果酸，
乌梅的指标成分是枸橼酸，红花的指标成分是羟
基红花黄色素 A 和山柰酚，甘草的指标成分是甘
草苷和甘草酸。由于在选定的检测波长下，熊果
酸、齐墩果酸、枸橼酸、羟基红花黄色素 A、山
柰酚和甘草酸没有被检测到，故根据处方君臣佐
使以及含量的大小原则，优先选择苯甲酰新乌头
原碱、盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、甘草苷为本
研究的指标成分。另外绿原酸是木瓜 [14]、乌梅 [15]

中的重要成分。因此，从整体组成出发，本项研
究选择苯甲酰新乌头原碱、盐酸麻黄碱、盐酸伪
麻黄碱、甘草苷、绿原酸作为含量测定指标成分。

表 3　16 批风湿骨痛片及其中间体含量测定结果 (mg•g － 1) 
Tab 3　Determination of 16 batches of Fengshi Gutong tablets and 

their intermediates (mg•g － 1)

名称 批号
盐酸麻

黄碱

盐酸伪

麻黄碱
绿原酸 甘草苷

苯甲酰新

乌头原碱

中间体 230201 11.13 15.48 1.82 / /

230202 11.12 15.46 1.84 / /

230203 11.12 15.42 1.80 / /

230204 11.10 15.49 1.83 / /

230205 11.11 15.46 1.85 / /

230206 11.10 15.42 1.84 / /

230207 11.12 15.40 1.80 / /

230208 11.13 15.41 1.79 / /

230209 11.07 15.44 1.76 / /

230210 11.09 15.47 1.84 / /

230211 11.10 15.49 1.83 / /

230212 11.12 15.46 1.84 / /

230213 11.14 15.49 1.80 / /

230214 11.12 15.47 1.84 / /

230215 11.09 15.50 1.81 / /

230216 11.16 15.49 1.84 / /

风湿骨痛片 201030 3.51 2.54 0.35 2.47 2.02

210310 3.54 2.53 0.38 2.44 2.06

211210 3.52 2.48 0.36 2.48 2.04

220212 3.55 2.50 0.34 2.49 2.05

220215 3.57 2.46 0.36 2.45 2.06

220307 3.50 2.48 0.35 2.49 2.03

220326 3.52 2.49 0.38 2.51 2.03

220408 3.56 2.51 0.37 2.50 2.06

220412 3.51 2.53 0.32 2.49 2.04

220506 3.49 2.48 0.34 2.47 2.03

230301 3.48 2.49 0.33 2.49 2.05

230303 3.50 2.53 0.37 2.48 2.07

230307 3.52 2.48 0.37 2.46 2.07

230309 3.48 2.48 0.35 2.49 2.08

230316 3.49 2.46 0.35 2.47 2.07

230413 3.47 2.49 0.38 2.47 2.06
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4　结论
　　本研究首次同步建立了风湿骨痛片及其中间
体的 HPLC 指纹图谱。中间体指纹图谱确定 12 个
共有峰，风湿骨痛片指纹图谱确定了 17 个共有
峰，并指认了 5 个成分。16 批及其指纹图谱相似
度在 0.90 以上，表明建立的指纹图谱方法可行，
可实现生产风湿骨痛片从提取到压片至成品等整
个过程的跟踪控制，达到批次间无显著差异、药
效稳定的目的。同时，为提升风湿骨痛片的质量
标准提供了依据；但中间体和成品指纹图谱部分
成分色谱峰仍有待于进一步研究后指认。
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高效液相色谱法同时测定桂芍镇痫片中 13 种成分的含量

崔小丽，孙宁，赵瑞，蒋锋，张强，贾瑞华*（陕西省人民医院神经内一科，西安　710068）

摘要：目的　建立 HPLC 法同时测定桂芍镇痫片中的 13 种成分的含量，并结合主成分分析

与聚类分析对其进行质量评价研究。方法　采用 Shim-pack Scepter C18（250 mm×4.6 mm，5 
μm）柱，乙腈 -0.1% 磷酸溶液为流动相，进行梯度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，检测波长 230 
nm；柱温 30℃，进样量 10 μL。结果　没食子酸、羟基芍药苷、没食子酸甲酯、芍药内酯

苷、芍药苷、没食子酰芍药苷、黄芩苷、桂皮酸、汉黄芩苷、苯甲酰芍药苷、黄芩素、甘草

酸、汉黄芩素的质量浓度分别在 2.36 ～ 235.59、4.10 ～ 409.64、1.84 ～ 184.04、1.41 ～ 140.53、
2.65 ～ 265.19、1.91 ～ 191.10、0.85 ～ 85.46、1.59 ～ 159.05、0.74 ～ 74.19、0.83 ～ 83.40、

1.06 ～ 105.64、6.92 ～ 691.88、0.98 ～ 97.51 μg·mL－ 1 与峰面积线性关系良好（r ＞ 0.9990）；

13 种成分的平均回收率均在 95% ～ 102%，其 RSD 均＜ 2%。10 批样品聚为 2 类，前 3 个主

成分累计贡献率达 89.297%。结论　该方法操作简便、稳定可靠、重复性好，可作为桂芍镇痫

片质量控制方法，并为其临床应用提供科学依据。
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中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-3024-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.034

基金项目：陕西省人民医院 2022 年科技人才支持计划（No.2022JY-61）。
作者简介：崔小丽，女，副主任医师，主要从事癫痫重症疾病方面的研究，email：lili6416669@126.com　* 通信作者：贾瑞华，男，

主治医师，主要从事癫痫方面的研究，email：jiarh8@163.com



3025

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

Simultaneous determination of 13 components in  
Guishao Zhenxian tablets by HPLC

CUI Xiao-li, SUN Ning, ZHAO Rui, JIANG Feng, ZHANG Qiang, JIA Rui-hua* (First Department 
of Neurology, Shaanxi Provincial People’s Hospital, Xi'an  710068)

Abstract: Objective  To establish an HPLC method for the simultaneous determination of 13 components 
(gallic acid, hydroxypaeoniflorin, methyl gallate, albiflorin, paeoniflorin, gallic peoniflorin, baicalin, 
cinnamic acid, wogonoside, benzoyl paeoniflorin, baicalein, glycyrrhizic acid, and wogonin) in Guishao 
Zhenxian tablets, and to evaluate the quality of the product by principal component analysis and cluster 
analysis. Methods  A Shim-pack Scepter C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) was used for HPLC, 
with acetonitrile-0.1% phosphoric acid solution as the mobile phase in gradient elution at 1.0 mL·min－ 1. 
The detection wavelength was 230 nm, the column temperature was 30℃ , and the injection volume 
was 10 μL. Results  Gallic acid, hydroxypaeoniflorin, methyl gallate, albiflorin, paeoniflorin, gallic 
peoniflorin, baicalin, cinnamic acid, wogonoside, benzoyl paeoniflorin, baicalein, glycyrrhizic acid, 
and wogonin showed good linearity at 2.36 ～ 235.59, 4.10 ～ 409.64, 1.84 ～ 184.04, 1.41 ～ 140.53, 
2.65～265.19, 1.91～191.10, 0.85～85.46, 1.59～159.05, 0.74～74.19, 0.83～83.40, 1.06～105.64, 
6.92 ～ 691.88, and 0.98 ～ 97.51 μg·mL－ 1, respectively (r ＞ 0.9990). The average recoveries were at 
95% ～ 102%, with the RSD less than 2%. The 10 batches of samples were grouped into two categories, 
and the cumulative contribution rate of the first three principal components reached 89.297%. Conclusion  
The method is simple, stable, reliable and reproducible, which can be used for the quality evaluation of 
Guishao Zhenxian tablets, and provides scientific basis for its clinical application. 
Key words: Guishao Zhenxian tablet; HPLC; active component

　　桂芍镇痫片收载于 2020 年版《中国药典》一部
的中药复方制剂，由桂枝、白芍、党参、半夏（制）、
柴胡、黄芩、甘草、生姜、大枣 9 味药组成，用于
治疗各种发作类型的癫痫 [1]。研究报道桂芍镇痫片
具有较好的临床疗效 [2-5]，本品中柴胡皂苷、人参
皂苷、芍药苷等成分的含量已有研究报道 [6-8]。本
制剂由全部药材水提后浓缩、制粒、干燥等工艺制
成 [1]。目前未见采用高效液相色谱（HPLC）法同时
分析该制剂中 13 个成分即没食子酸、羟基芍药苷、
没食子酸甲酯、芍药内酯苷、芍药苷、没食子酰芍
药苷、黄芩苷、桂皮酸、汉黄芩苷、苯甲酰芍药苷、
黄芩素、甘草酸、汉黄芩素等的研究报道，而这些
成分具有不同药理作用如抗菌、消炎、镇痛、神经
保护等 [9-14]。因此笔者采用 HPLC 法测定桂芍镇痫
片中的活性成分，并进行主成分分析与聚类分析。
1　材料

1.1　仪器

　　SPD-M10Avp 二极管阵列检测器高效液相色
谱仪（日本岛津公司）；BILON6-180C 型台式数
控超声波清洗器（上海比朗仪器制造有限公司）；
EX1205型电子分析天平（上海赞维衡器有限公司）。

1.2　试药

　　 乙 腈、 甲 醇（HPLC 级， 美 国 Honeywell 公
司）；纯净水（杭州娃哈哈启力营养食品有限公司）；
其余试剂为分析纯。对照品：没食子酰芍药苷
（批号：HG003027）、黄芩苷（批号：RG158H8）、
桂 皮 酸（批 号：HA062811）、 没 食 子 酸（批 号：
HG230820）、没食子酸甲酯（批号：HA063031）、
羟基芍药苷（批号：HO003023）、汉黄芩苷（批
号：HW158601）、芍药苷（批号：HP003024）、芍
药 内 酯 苷（批 号：HA003021）、 甘 草 酸（批 号：
HG042714）、苯甲酰芍药苷（批号：HB003022）、
汉黄芩素（批号：HW158604）、黄芩素（批号：
RG158H2）（纯度均≥ 98%，宝鸡晨光生物科技有
限公司）；桂芍镇痫片 [ 规格：0.35 g/ 片，批号：
220905（S1）、221106（S2）、230102（S3）， 陕
西君碧莎制药有限公司；规格：0.3 g/ 片，批号：
221104（S4）、221105（S5），通化金马药业集团股
份有限公司；规格：0.3 g/ 片，批号：221012（S6）、
221013（S7），上海和黄药业有限公司；规格：0.3 
g/ 片，批号：221208（S8）、221209（S9），吉林省
天泰药业股份有限公司；规格：0.32 g/ 片，批号：
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220904（S10），长春海外制药集团有限公司 ]。
2　方法与结果

2.1　色谱条件 
　　色谱柱为 Shim-packed Scepter C18（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈（A）-0.1% 磷酸溶
液（B），梯度洗脱（0～ 5 min，3% → 8%A；5～ 30 
min，8% → 20%A；30 ～ 42 min，20% → 21%A；
42 ～ 49 min，21% → 25%A；49 ～ 100 min，
25% → 60%A）；流速 1.0 mL·min－ 1；柱温 30℃；
检测波长 230 nm；进样量 10 μL。
2.2　混合对照品溶液的制备 
　　分别精密称取对照品没食子酸 12.02 mg、没食
子酸甲酯 9.39 mg、芍药苷 13.53 mg、没食子酰芍
药苷 9.75 mg 于 5 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度
即为溶液Ⅰ；精密称取对照品甘草酸 12.12 mg、羟
基芍药苷 8.26 mg 于 2 mL 量瓶中，加甲醇定容至
刻度即为溶液Ⅱ；分别精密称取对照品芍药内酯
苷 14.34 mg、桂皮酸 16.23 mg、苯甲酰芍药苷 8.51 
mg、黄芩苷 8.72 mg、汉黄芩苷 7.57 mg、黄芩素
10.78 mg、汉黄芩素 9.95 mg 于 10 mL 量瓶中，加
甲醇定容至刻度即为溶液Ⅲ；再分别精密量取 1 
mL 溶液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ于 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻
度，即得 13 种对照品的混合溶液，质量浓度依次
为没食子酸 235.59 μg·mL－ 1、羟基芍药苷 409.64 
μg·mL－ 1、没食子酸甲酯 184.04 μg·mL－ 1、芍药

内酯苷 140.53 μg·mL－ 1、芍药苷 265.19 μg·mL－ 1、
没食子酰芍药苷 191.10 μg·mL－ 1、黄芩苷 85.46 
μg·mL － 1、桂皮酸 159.05 μg·mL － 1、汉黄芩苷
74.19 μg·mL－ 1、苯甲酰芍药苷 83.40 μg·mL－ 1、
黄芩素 105.64 μg·mL－ 1、甘草酸 691.88 μg·mL－ 1、
汉黄芩素 97.51 μg·mL－ 1，作为对照品储备液。
2.3　供试品溶液的制备 
　　取本品 10 片，除去薄膜衣，研细，称取 1 g，
精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 75% 甲醇
100 mL，密塞，称定重量，超声处理（功率 300 
W，频率 50 kHz）45 min，放冷，再称定重量，用
75% 甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，即得。
2.4　阴性样品溶液的制备 
　　按处方比例 [1] 分别制成缺白芍，缺黄芩，缺
桂枝，缺甘草及缺党参、红枣和生姜样品，再按
“2.3”项下方法，制备阴性样品溶液；另取空白
辅料制备空白辅料溶液。
2.5　线性关系考察 
　　分别精密量取储备液 0.01、0.05、0.25、0.50、1.00 
mL 置于各 1 mL 量瓶中，分别加甲醇定容，混匀，
即得系列混合对照溶液。进样测定，以各对照品的
质量浓度（μg·mL－ 1）为横坐标（x），峰面积值为
纵坐标（y），绘制标准曲线，得回归方程、线性范
围及相关系数（r）见表 1。结果表明，13 种对照品
在相应质量浓度范围内与峰面积线性关系良好。

表 1　各化合物的线性关系、精密度、稳定性、重复性及加样回收率试验结果 
Tab 1　Linear relationship，precision，stability，repeatability，and sample recovery of each compound 

化合物
线性关系 RSD/% 加样回收率 /%

线性方程 r 线性范围 /（μg·mL－1） 精密度 稳定性 重复性 平均值 RSD

没食子酸 y ＝ 2.16×104x ＋ 6.62×103 0.9998 2.36 ～ 235.59 1.1 0.77 1.2 99.55 1.8

羟基芍药苷 y ＝ 2.50×103x ＋ 1.26×103 0.9998 4.10 ～ 409.64 1.8 1.4 1.3 98.61 1.0

没食子酸甲酯 y ＝ 1.88×104x ＋ 890 0.9995 1.84 ～ 184.04 1.7 1.6 1.1 98.76 1.1

芍药内酯苷 y ＝ 1.06×104x ＋ 572 0.9998 1.41 ～ 140.53 1.6 1.7 1.8 98.09 1.2

芍药苷 y ＝ 1.07×104x ＋ 9.95×103 0.9998 2.65 ～ 265.19 1.1 1.1 0.45 98.06 0.58

没食子酰芍药苷 y ＝ 1.14×104x ＋ 1.83×103 0.9997 1.91 ～ 191.10 1.4 1.4 1.4 98.78 1.3

黄芩苷 y ＝ 1.39×104x ＋ 2.62×103 0.9996 0.85 ～ 85.46 1.5 1.5 1.4 98.39 1.6

桂皮酸 y ＝ 1.14×104x ＋ 1.06×103 0.9999 1.59 ～ 159.05 1.5 1.5 1.7 99.29 1.2

汉黄芩苷 y ＝ 1.59×104x ＋ 5.94 0.9998 0.74 ～ 74.19 1.9 1.7 1.7 98.23 1.7

苯甲酰芍药苷 y ＝ 2.50×104x ＋ 627 0.9995 0.83 ～ 83.40 1.7 1.7 1.3 98.33 1.0

黄芩素 y ＝ 2.46×104x ＋ 4.31×103 0.9998 1.06 ～ 105.64 1.6 1.8 1.7 98.03 0.75

甘草酸 y ＝ 1.47×103x － 721 0.9999 6.92 ～ 691.88 1.5 1.5 1.4 99.73 1.3

汉黄芩素 y ＝ 2.21×104x ＋ 4.30×103 0.9997 0.98 ～ 97.51 1.7 1.7 1.9 99.46 1.1

2.6　专属性试验 
　　分别精密量取混合对照溶液、供试品溶液、
各阴性样品溶液及空白辅料溶液各 10 μL 进样，
分别记录色谱图。结果见图 1，阴性样品无干扰，

方法专属性强。
2.7　精密度试验 
　　精密吸取上述供试品溶液（批号：220905），
重复进样 6 次，测定各成分峰面积，计算其
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RSD。结果见表 1，表明仪器精密度良好。
2.8　稳定性试验 
　　精密吸取上述供试品溶液（批号：220905），在
第 0、3、6、9、16、24 h 进样，测定各成分峰面积，
计算其 RSD。结果见表1，表明该溶液在24 h 内稳定。
2.9　重复性试验 
　　取本品（批号：220905）内容物 1 g，精密称
定，共 6 份，分别按“2.3”项下方法制备供试品，
进样测定各成分峰面积，计算其含量的 RSD。结
果见表 1，表明该方法重复性良好。
2.10　加样回收试验 
　　取本品（批号：220905）内容物 0.5 g，精
密称定，共 6 份，添加对照品（没食子酸 1.510 
mg、羟基芍药苷 1.060 mg、没食子酸甲酯 0.086 
mg、芍药内酯苷 3.540 mg、芍药苷 8.570 mg、没
食子酰芍药苷 0.530 mg、黄芩苷 3.480 mg、桂皮
酸 1.550 mg、汉黄芩苷 0.044 mg、苯甲酰芍药苷
0.440 mg、黄芩素 0.084 mg、甘草酸 2.640 mg、
汉黄芩素 0.190 mg），按照“2.3”项下方法制备供
试品溶液，进样测定，计算各成分的平均回收率
及其 RSD。结果见表 1，表明该方法回收率良好。
2.11　含量测定 

　　精密称取 10 批样品，分别按“2.3”项下方法
制备供试品，进样测定。结果见表 2。
2.12　聚类分析 

　　以表 2 中 10 批样品各成分含量为变量，运用
SPSS 26.0 软件，以 10 批次桂芍镇痫片 13 种功效成
分的含量为数据样本，采用组间联接法，以欧氏距
离为测度，进行系统聚类分析，结果见图 2。依据聚
类分析树状图，当类间距离为 10 时，10 批样品可聚
为两类，S1～S5、S7～S10为第Ⅰ类，S6为第Ⅱ类；
结果显示桂芍镇痫片中所测 13 种成分的含量差异可
能与桂芍镇痫片生产所用原药材的种属来源、产地、
生长年限、采收季节及加工炮制方式等因素有关。
2.13　主成分分析 
　　以表 3 中 10 批样品各成分含量为变量，采
用 SPSS 26.0 软件对 10 批次桂芍镇痫片中 13 种
成分进行主成分分析，主成分特征值和方差贡献
率见表3，初始因子载荷矩阵见表4。由表3可知，
以累积方差贡献率＞ 87%，初始特征值＞ 1 为提
取标准，前 3 个主成分初始特征值分别为：5.658、
3.655、2.296，对应方差贡献率分别为 43.523%、
28.115%、17.659%。由表 4 可知：苯甲酰芍药苷、
黄芩苷、芍药内酯苷、芍药苷、汉黄芩苷、没食

图 1　空白对照、混合对照、供试品与阴性样品 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of blank control，mixed control，test samples and negative samples
A. 空白溶剂（blank solvent）；B. 空白辅料（blank excipient）；C. 混合对照品（mixed reference）；D. 桂芍镇痫片样品（sample of Guizhao 
Zhenxian tablets）；E. 缺白芍样品（negative sample without paeony）；F. 缺黄芩样品（negative sample without scutellaria scutellaria）；G. 缺桂

枝样品（negative sample without cassia branch）；H. 缺甘草样品（negative sample without licorice）；I. 缺白芍、党参、红枣、生姜样品（negative 
sample without paeony，codonopsis，red dates and ginger）；1. 没食子酸（gallic acid）；2. 羟基芍药苷（hydroxypaeoniflorin）；3. 没食子酸甲

酯（methyl gallate）；4. 芍药内酯苷（albiflorin）；5. 芍药苷（paeoniflorin）；6. 没食子酰芍药苷（gallic peoniflorin）；7. 黄芩苷（baicalin）；8. 桂
皮酸（cinnamic acid）；9. 汉黄芩苷（wogonoside）；10. 苯甲酰芍药苷（benzoyl paeoniflorin）；11. 黄芩素（baicalein）；12. 甘草酸（glycyrrhizic 
acid）；13. 汉黄芩素（wogonin）
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子酰芍药苷、黄芩素对主成分 1 贡献率高，没食
子酸、汉黄芩素、桂皮酸、甘草酸、没食子酸甲
酯对主成分 2 贡献率高，黄芩素、汉黄芩素、芍
药内酯苷、芍药苷、羟基芍药苷、汉黄芩苷、甘
草酸对主成分 3 贡献率显著。各成分数与特征值
的关系可通过 PCA 碎石图表示，见图 3。
3　讨论

3.1　HPLC 方法分析 
　　采用全波长对桂芍镇痫片样品进行测定，各
成分的最大吸收分别在 220 ～ 322 nm，综合分

表 3　主成分方差分析 
Tab 3　Analysis of variance for PCA

成分
初始特征值 提取平方和载入

合计 方差贡献率 /% 累积方差贡献率 /% 合计 方差贡献率 /% 累积方差贡献率 /%
  1 5.658 43.523   43.523 5.658 43.523 43.523
  2 3.655 28.115   71.638 3.655 28.115 71.638
  3 2.296 17.659   89.297 2.296 17.659 89.297
  4 0.747 5.743   95.040
  5 0.467 3.594   98.634
  6 0.157 1.208   99.842
  7 0.020 0.151   99.992
  8 0.001 0.008 100.000
  9 1.514×10 － 7 1.165×10 － 6 100.000
10 4.065×10 － 16 3.127×10 － 15 100.000
11 1.171×10 － 16 9.012×10 － 16 100.000
12 1.435×10 － 17 1.104×10 － 16 100.000
13 － 1.631×10 － 16 － 1.254×10 － 15 100.000

表 2　10 批桂芍镇痫片中 13 种成分含量测定结果 (mg•g－ 1) 

Tab 2　Content of 13 components in 10 batches of Guishao Zhenxian tablets (mg•g－ 1)

编号
没食

子酸

羟基

芍药苷

没食子

酸甲酯

芍药

内酯苷
芍药苷

没食子

酰芍药苷
黄芩苷 桂皮酸

汉黄

芩苷

苯甲酰

芍药苷
黄芩素 甘草酸

汉黄

芩素

S1 2.87 2.10 0.16 6.75 16.32 1.04 6.62 2.93 0.08 0.83 0.16 5.04 0.35 
S2 2.83 2.04 0.16 6.92 16.50 0.97 6.69 2.96 0.08 0.84 0.17 5.12 0.36 
S3 2.92 1.94 0.17 6.72 16.35 1.04 6.73 2.99 0.08 0.85 0.16 5.20 0.35 
S4 2.83 2.02 0.16 6.79 16.35 1.04 6.63 2.91 0.08 0.83 0.17 5.00 0.34 
S5 2.92 1.95 0.17 6.91 16.41 1.04 6.78 2.98 0.09 0.84 0.17 5.07 0.36 
S6 3.01 2.10 0.17 6.57 16.18 0.92 6.10 2.93 0.08 0.79 0.16 5.48 0.36 
S7 2.85 2.15 0.17 6.73 16.33 0.99 6.53 2.86 0.08 0.82 0.15 4.92 0.34 
S8 2.84 2.04 0.16 6.92 16.53 0.97 6.70 2.96 0.08 0.84 0.17 5.09 0.36 
S9 2.92 1.94 0.17 6.72 16.36 1.04 6.74 2.99 0.08 0.85 0.16 5.09 0.36 
S10 2.83 2.02 0.16 6.79 16.35 1.04 6.63 2.91 0.08 0.83 0.17 5.02 0.34 

图 2　10 批桂芍镇痫片聚类分析树状图

Fig 2　Cluster analysis of 10 batches of Guishao Zhenxian tablets

析结果在 230 nm 时分离度与柱效较为理想，故
将其作为 HPLC 测定 13 种成分的检测波长。采
用梯度洗脱的方法，对不同品牌的色谱柱（Shim-
pack Scepter C18、Intersil C18、Kromasil C18）与规格
（150 mm×4.6 mm，5 μm、250×4.6 mm，5 μm）
进行了比较，结果采用 Shim-pack Scepter C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）时各目标峰分离度较为理想；
根据文献 [1] 选择乙腈 -1.0 mg·L－ 1 磷酸水溶液流
动相系统等，比较不同柱温（25、30、35℃）、不

同流速（0.6、0.8、1.0 mL·min－ 1），结果柱温为
30℃、流速为 1.0 mL·min－ 1 时分离度与柱效较
为理想，故将此条件作为检测色谱条件。在专属性
试验中，芍药含有羟基芍药苷、没食子酸甲酯、芍
药内酯苷、芍药苷、没食子酰芍药苷、苯甲酰芍药
苷 [13-14]；桂枝中含有桂皮酸 [10]；甘草中含有甘草
酸 [12，15]；黄芩中含有黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、
汉黄芩素 [11]；党参、红枣、生姜、白芍均含没食
子酸 [13-14，16-18]，制备阴性样品时需要相应减去。
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表 4　初始因子载荷矩阵 
Tab 4　Initial factor load matrix 

成分
主成分

1 2 3
苯甲酰芍药苷 0.958 0.053 － 0.071
黄芩苷 0.956 － 0.162 － 0.196
芍药内酯苷 0.824 － 0.229 0.430
芍药苷 0.801 － 0.169 0.482
羟基芍药苷 － 0.707 － 0.524 0.264
汉黄芩苷 0.649 0.387 － 0.537
没食子酰芍药苷 0.632 － 0.227 － 0.623
黄芩素 0.602 0.309 0.579
没食子酸 － 0.465 0.849 － 0.207
汉黄芩素 0.160 0.802 0.553
桂皮酸 0.571 0.789 0.048
甘草酸 － 0.503 0.785 0.279
没食子酸甲酯 － 0.042 0.608 － 0.571

图 3　样品 PCA 碎石图

Fig 3　PCA scree plot of various samples

3.2　主成分与聚类分析 
　　通过对桂芍镇痫片中所测 13 种成分的含量聚
类分析，分为两大类，含量差异可能与桂芍镇痫片
生产所用原药材的种属来源、产地、生长年限、采
收季节及加工炮制方式等因素有关。主成分分析显
示，前 3 个主成分基本可反映各成分全部信息，能
以其对样品质量进行控制，其中主成分 1 主要反映
苯甲酰芍药苷、黄芩苷、芍药内酯苷、芍药苷、汉
黄芩苷、没食子酰芍药苷、黄芩素含有量信息，主
成分 2 主要反映没食子酸、汉黄芩素、桂皮酸、甘
草酸、没食子酸甲酯含有量信息，主成分 3 主要反
映黄芩素、汉黄芩素、芍药内酯苷、芍药苷、羟基
芍药苷、汉黄芩苷、甘草酸含有量信息。
　　本研究建立了桂芍镇痫片的 13 种成分 HPLC
含量测定方法，该方法专属性强、操作简单、易
于实施、准确稳定且重复性好，因此该方法可作
为桂芍镇痫片质量控制方法；13 种成分的定量也
为临床用药提供了科学依据，也为体内药代动力
学的研究奠定了基础。本品为中药复方制剂，成

分复杂，后续研究将通过液质联用作进一步分析。
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骨髓炎颗粒 HPLC指纹图谱及一测多评法测定 7 种成分含量

徐倩1，陆美霞2，周亚萍1，陈志唯2，叶喜德2*（1. 南昌市洪都中医院，南昌　330008；2. 江西中医药大学，南昌

　330004）

摘要：目的　建立骨髓炎颗粒的 HPLC 指纹图谱及一测多评法（QAMS）测定骨髓炎颗粒中绿

原酸、连翘酯苷、芦丁、黄芩素、黄芩苷、汉黄芩苷、党参炔苷等 7 种主要成分的含量。方法
　采用 Diamonsil-C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm，4 μm），以乙腈 -0.1% 的磷酸水溶液为流动

相，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·mL－ 1，柱温为 30℃，检测波长为 280 nm，建立骨髓炎颗粒

HPLC 指纹图谱与测定绿原酸、连翘酯苷、芦丁、黄芩素、黄芩苷、汉黄芩苷、党参炔苷等 7
种主要成分含量。结果　10 批样品共标定了 26 个共有峰，指认了 7 个峰，相似度均大于 0.995。
以黄芩苷为内参物，分别建立绿原酸、芦丁、连翘酯苷、黄芩素、汉黄芩苷、党参炔苷的相对

校正因子分别为 2.3131、4.1377、2.1300、0.7248、1.9161、8.1718；其校正因子在不同色谱条

件下的 RSD 均小于 2%。该 6 种成分含量用外标法进行测定，与 QAMS 法比较成分含量结果

无明显差异。结论　建立的 HPLC 指纹图谱及 7 种成分 QAMS 法，科学合理、简便易行，可

用于骨髓炎颗粒中有效成分含量的测定，为深入研究其质量标准奠定基础。

关键词：骨髓炎颗粒；指纹图谱；相对校正因子；一测多评；外标法；含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-3030-06
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HPLC fingerprint of osteomyelitis granules and the content of  
7 components by QAMS

XU Qian1, LU Mei-xia2, ZHOU Ya-ping1, CHEN Zhi-wei2, YE Xi-de2* (1. Nanchang Hongdu Hospital 
of TCM, Nanchang  330008; 2. Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang  
330004)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprint of osteomyelitis granules and determine 
the contents of chlorogenic acid, forsythiaside, rutin, baicalein, baicalin, wogonoside and lobetyolin 
in osteomyelitis granules by quantitative analysis of multi-components by single marker (QAMS). 
Methods  Diamondsil-C18 (150 mm×4.6 mm, 4 μm) column was used, acetonitrile-0.1% phosphoric 
acid was used as mobile phase, gradient elution was performed, the volume flow rate was 1.0 
mL·min － 1, the column temperature was 30℃ and the detection wavelength was 280 nm. Results  
Totally 26 common peaks were identified in 10 batches of samples, and 7 peaks were identified, with 
the similarity greater than 0.995. Using baicalin as internal reference, the relative correction factors 
of chlorogenic acid, rutin, forsythiaside, baicalein, wogonin side and lobetyolin were 2.3131, 4.1377, 
2.1300, 0.7248, 1.9161 and 8.1718, respectively. The RSD of the correction factor under different 
chromatographic conditions was less than 2%. The contents of the 6 components were determined by 
external standard method, and there was no obvious difference compared with that of QAMS method. 
Conclusion  The HPLC fingerprint and 7 components QAMS method of osteomyelitis granules have 
been established. The method is scientific, reasonable, simple and accurate, and can be used for the 
content determination of components in osteomyelitis granules, lay a foundation for further study of 
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　　骨髓炎是骨科急症中较难治愈的病证之一，
其病机复杂，病程长。目前临床主要采用抗菌药
物抗炎、手术清创等治疗，但疗程长、肝肾毒性
大、易产生耐药性等。而中药复方制剂，具药物
多靶点、疗效高、毒副作用小等优点，日益成为
当前研究的焦点。如五味消毒饮（金银花、野菊
花、蒲公英、紫背天葵、紫花地丁）联合手术治疗
慢性胫骨骨髓炎可降低复发率，且可减少长期使
用抗菌药物致菌群紊乱带来的副作用 [1]。研究表
明，中药复方制剂联合抗菌药物治疗创伤性骨髓
炎，较单纯使用抗菌药物疗效好 [2]。显然，采用
中药复方干预，可有效提高骨髓炎的治疗效果。
　　由南昌市洪都中医院名老中医多年的临床经
验，以金银花、十大功劳、黄芪、大黄、黄芩、
连翘、白花蛇舌草、淮牛膝、川芎、生地、党参、
红花、白芷等 13 味药材制备的骨髓炎颗粒，可用
于治各种急慢性骨髓炎。方以金银花、连翘、白
芷为君药，具清热解毒、消肿散结之功；以大黄、
黄芩、白花蛇舌草为臣药而发挥活血化瘀之效；
佐以淮牛膝、川芎、红花等发挥整体药效。药效
研究表明，金银花、连翘中绿原酸和芦丁，有抗
菌、抗病毒、抗氧化和抗炎等作用 [3-4]；黄芩苷、
汉黄芩苷、黄芩素和党参炔苷常作为黄芩和党参
的指标性成分 [5-6]。这些活性成分经配伍后可产生
协同作用而对骨髓炎有效。为优化该制剂质量，
本研究选择绿原酸、连翘酯苷、芦丁、黄芩苷、
黄芩素、汉黄芩苷、党参炔苷等各组方中的主要
有效活性成分为质量评价指标，采用 HPLC 法，
建立骨髓炎颗粒 HPLC 指纹图谱及多种含量测定
方法，以便为骨髓炎颗粒的质量评价提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　2695 型高效液相色谱仪（美国 Waters 公司），
1260 型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司），KQ-
500E 超声清洗器（昆山市超声仪器有限公司），
FA1004N 万分之一电子天平（上海精密科学仪器
有限公司）。
1.2　试药
　　芦丁（批号：wkq20030203，纯度：98%），黄
芩素（批号：wkq21030203，纯度：98%）、汉黄
芩 苷（批 号：wkq20040108， 纯 度：98%）（四 川
省维克奇生物科技有限公司）；连翘酯苷（批号：

CHB201203，纯度：98%）（成都克洛玛生物科技
有限公司），党参炔苷（批号：MUST-20061010，
纯度：98%）、黄芩苷（批号：110756-200110，纯
度：98%）、绿原酸（批号：110753-200413，纯度：
98%）（中国食品药品检定研究院）。乙腈、甲醇、
磷酸均为色谱纯（西陇科学股份有限公司）。纯净
水（杭州娃哈哈集团有限公司）。
　　骨髓炎颗粒（批号：20220410 ～ 20220420，
编号为 S1 ～ S10，南昌市洪都中医院）。白花
蛇舌草（产地：江西，批号：2102019064）、白
芷（产 地： 安 徽， 批 号：2106018140）、 大 黄
（产 地： 甘 肃， 批 号：2104018069）、 黄 芪（产
地： 内 蒙 古， 批 号：2103018113）、 连 翘（产
地： 山 西， 批 号：2105013057）、 川 芎（产 地：
四川，批号：2108018023）、淮牛膝（产地：河
南， 批 号：2104015045）、 金 银 花（产 地： 河
北， 批 号：21070130134）、 十 大 功 劳（产 地：
广 西， 批 号：2105018087）、 黄 芩（产 地： 山
东， 批 号：2105014123）、 生 地（产 地： 河 南，
批 号：2106015238）、 党 参（产 地： 云 南， 批
号：2107013067）、 红 花（产 地： 新 疆， 批 号：
2104014157）均购于安徽省亳州中药饮片有限公
司，经江西中医药大学中药鉴定教研室刘应蛟副
教授鉴定均为正品。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱为 Diamonsil-C18（150 mm×4.6 mm，
4 μm），进样量为 10 μL，检测波长为 280 nm，
流速为 1.0 mL·min－ 1，柱温 30℃，流动相为
乙腈（A）-0.1% 磷酸（B），梯度洗脱（0 ～ 5 
min，5% ～ 10%A，5 ～ 10 min，10% ～ 15%A；
10 ～ 15 min，15% ～ 23%A；15 ～ 20 min，
23% ～ 25%A；20 ～ 25 min，25% ～ 30%A；
25 ～ 30 min，30% ～ 35%A；30 ～ 40 min，
35% ～ 70%A；40 ～ 42 min，70% ～ 10%A）。
2.2　溶液的制备
2.2.1　混合对照品溶液　精密称取绿原酸、芦丁、
连翘酯苷、黄芩素、黄芩苷、汉黄芩苷、党参炔
苷对照品适量，加甲醇定容制成质量浓度分别
为 0.64、1.32、0.666、1.335、1.40、0.151、0.86 
mg·mL－ 1 的混合对照品溶液，备用。
2.2.2　供试品溶液　精密称取骨髓炎颗粒 1.0 g，

the quality standard of its quality standards. 
Key words: osteomyelitis granules; fingerprint; relative correction factor; multi-components by single 
marker; external standard method; content determination
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放入锥形瓶中，加入 20 mL 50% 乙醇，超声处理
20 min（功率 500 W，频率 40 kHz），过滤，滤液
蒸干，残渣用 70% 甲醇溶解并定容于 5 mL 量瓶
中，0.22 µm 滤膜过滤即得。
2.2.3　阴性样品溶液　按骨髓炎颗粒处方制备工
艺，分别制备缺金银花 - 连翘、黄芩、党参的阴
性骨髓炎颗粒样品，分别按“2.2.2”项方法操作，
即得。
2.3　处方制备工艺

　　按处方量称取金银花、十大功劳、黄芪、大
黄、黄芩等 13 味药材，加 10 倍量水，煎煮 3
次，每次 1 h，合并煎液，过滤，滤液浓缩至
1.20 ～ 1.30，加入糊精和糖粉（浸膏∶糊精∶糖粉
比例为 1∶1.5∶3.5），混匀，以 70% 乙醇作湿润
剂，制成颗粒，60℃干燥，即得。
2.4　HPLC 指纹图谱的建立
2.4.1　精密度考察　精密称取骨髓炎颗粒（S1）
1.0 g，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按
照“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，以黄芩苷
为参照峰，计算各共有峰相对保留时间及相对峰
面积，各共有峰相对保留时间及相对峰面积的
RSD 值范围为 0.40% ～ 1.7%，说明仪器精密度
良好。
2.4.2　稳定性考察　精密称取骨髓炎颗粒（S1）
1.0 g，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分
别在 0、2、4、8、12、24 h 时，按照“2.1”项下
色谱条件进样测定，以黄芩苷为参照峰，计算得
各共有峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 值
为 0.32% ～ 1.2%，说明在 24 h 内供试品溶液具
有良好的稳定性。
2.4.3　重复性考察　精密称取骨髓炎颗粒同一批
次（S1）骨髓炎颗粒 1.0 g，共 6 份，按“2.2.2”
项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条
件进样测定，以黄芩苷为参照峰，计算得各共有
峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 值范围
0.56% ～ 1.9%，说明该方法具有良好的重复性。
2.4.4　指纹图谱的建立及相似度评价　将 10 批
样品按“2.2.2”项下方法制备，在“2.1”项色谱条
件下测定，记录色谱图。将 10 批样品图谱数据
导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012A
版）》，将 S1 设为参照图谱，设定漂移时间为 0.1 
min，采用多点校正平均数矢量法，得骨髓炎颗
粒指纹图谱及共有模式，指纹图谱有 26 个共有
峰，见图 1。
　　将 10 批次图谱数据导入《中药色谱指纹图谱
相似度评价系统（2012A 版）》，对指纹图谱进行
相似度评价。结果 10 个批次样品的相似度分别

为 0.999、0.997、0.9997、0.996、0.997、0.996、
0.996、0.997、0.997、0.999，均大于 0.995，表
明骨髓炎颗粒各批次间共有成分基本一致。

图 1　10 批骨髓炎颗粒 HPLC 指纹图谱（S1 ～ S10）和对照指纹图

谱（R）

Fig 1　HPLC fingerprint of 10 batches osteomyelitis granules（S1 ～ S10）
and control fingerprint（R）

2.4.5　主要特征峰归属　精密吸取混合对照品溶
液 10 μL 进样测定，色谱图见图 2，与指纹图谱
各主要共有峰进行对比，确认其中 6 号峰为绿原
酸、10 号峰为芦丁、11 号峰为连翘酯苷、16 号
峰为党参炔苷、17 号峰为黄芩苷、20 号为汉黄
芩苷、22 号为黄芩素。

图 2　混合对照品溶液色谱图

Fig 2　Chromatogram of the mixed control solution
6. 绿原酸（chlorogenic acid）；10. 芦丁（rutin）；11. 连翘酯苷（for-
sythiaside）；16. 党参炔苷（lobetyolin）；17. 黄芩苷（baicalin）；20. 
汉黄芩苷（wogonoside）；22. 黄芩素（baicalein）

2.5　QAMS 测定 7 种成分含量
2.5.1　专属性试验　精密吸取供试品溶液、混合
对照品和阴性样品溶液各 10 μL，根据“2.1”项
色谱条件分别进样分析，结果各成分色谱峰均具
有良好分离度，供试品和对照品色谱保留时间相
同，阴性样品不干扰测定，见图 3。
2.5.2　 线 性 关 系 考 察　 溶 液 分 别 精 密 吸 取
“2.2.1”项下的混合对照品 100、200、300、400、
500 μL 置于 5 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，制成
不同浓度的混合对照品溶液Ⅰ～Ⅴ，进样测定，
以色谱峰面积（Y）为纵坐标，对照品质量浓度
（X，μg·mL － 1）为横坐标，进行线性回归，结
果见表 1。
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表 1　7 种成分的回归方程与线性范围 
Tab 1　Regression equations and linearity for 7 components

化合物 回归方程 R2 范围 /
（μg·mL － 1）

绿原酸 Y ＝ 8.106×103X ＋ 2.844×103 0.9997 12.80 ～ 64.0

芦丁 Y ＝ 4.546×103X ＋ 1.946×103 0.9999 26.40 ～ 132.0

连翘酯苷 Y ＝ 8.854×103X ＋ 993.1 0.9996 13.32 ～ 66.60

黄芩素 Y ＝ 2.614×104X － 825 0.9998 26.70 ～ 133.50

黄芩苷 Y ＝ 1.879×104X ＋ 9.326×103 0.9996   28.0 ～ 140.0

汉黄芩苷 Y ＝ 9.883×103X － 8.746 0.9995   3.02 ～ 15.10

党参炔苷 Y ＝ 2.305×103X － 563.4 0.9998 17.20 ～ 86.0

2.5.3　精密度试验　精密吸取“2.5.2”项下混合
对照品溶液Ⅴ10 μL，连续进样 6 次，测得绿原
酸、芦丁、连翘酯苷、黄芩素、黄芩苷、汉黄芩
苷和党参炔苷峰面积 RSD 分别为 0.62%、0.37%、
0.31%、0.55%、0.42%、0.51%、0.21%，表明仪
器精密度良好。
2.5.4　重复性试验　精密称取同一批供试品（S1）
1 g，共 6 份，按“2.2.2”项下方法制备样品，测得
绿原酸、芦丁、连翘酯苷、黄芩素、黄芩苷、汉
黄芩苷和党参炔苷平均含量分别为 0.2184、1.2572、

0.1972、0.0271、2.1835、0.8805、0.3730 mg·g－ 1，
RSD 分别为 0.87%、0.72%、0.60%、0.70%、0.14%、
0.89%、0.47%，表明该方法重复性良好。
2.5.5　稳定性试验　精密称取同一批供试品溶
液（S1）1 g，置于室温下，分别在 0、2、4、8、
12、24 h 进行测定，测得绿原酸、芦丁、连翘酯
苷、黄芩素、黄芩苷、汉黄芩苷和党参炔苷峰面
积的 RSD 分别为 1.2%、1.1%、1.3%、1.4%、1.6%、
1.7%、0.93%，表明供试品在 24 h 内稳定。
2.5.6　加样回收试验　称取同一批供试品 6 份
（S1），每份 1 g，将一定量混合对照品溶液分别
精密加入，按“2.2.2”项下方法制备，测定并计
算加样回收率，绿原酸、芦丁、连翘酯苷、黄芩
素、黄芩苷、汉黄芩苷和党参炔苷的回收率分
别 为 98.1%、100.1%、102.5%、99.8%、99.3%、
100.3%、103.6%，RSD 分别为 1.2%、1.1%、0.87%、
0.91%、1.4%、0.75%、1.4%。
2.6　相对校正因子（fs/i）的建立
2.6.1　相对校正因子的计算　精密吸取“2.5.2”
项下 5 种不同浓度的混合对照品溶液，在“2.1”
项下色谱条件进样测定，以黄芩苷为内参物，根
据公式 fs/i ＝ fs/fi ＝（As/Cs）/（Ai/Ci）计算其他 6
种成分校正因子，其中 As 表示内参物的峰面积，
Cs 表示内参物的浓度，Ai 表示待测成分 i 的峰面
积，Ci 表示待测成分 i 的浓度。结果见表 2。

表 2　黄芩苷对各成分的相对校正因子 
Tab 2　Relative correction factors for baicalin for each component

混合对照

品溶液

相对校正因子

绿原酸 芦丁 连翘酯苷 黄芩素 汉黄芩苷 党参炔苷

Ⅰ 2.3443 4.1414 2.1256 0.7281 1.9241 8.2686

Ⅱ 2.2939 4.1519 2.1418 0.7293 1.9277 8.0819

Ⅲ 2.3041 4.1501 2.1290 0.7243 1.9123 8.2277

Ⅳ 2.2957 4.0883 2.1294 0.7201 1.9134 8.0996

Ⅴ 2.3275 4.1569 2.1242 0.7224 1.9031 8.1812

平均值 2.3131 4.1377 2.1300 0.7248 1.9161 8.1718

RSD/% 0.95 0.68 0.33 0.53 0.51 0.98

2.6.2　不同仪器和色谱柱的考察　精密吸取
“2.5.2”项下混合对照品溶液Ⅴ，按“2.1”项下色谱
条件进样测定，分别采用 Waters Tnature C18（A）、
Diamonsil-C18（B）、红中谱 RD-C18 色谱柱（C），
在 Waters 2695 和 Agilent 1260 高效液相色谱仪上进
行样品测定，求算以黄芩苷为内参物，6 种成分的
fs/i。结果表明使用不同高效液相色谱仪时的耐用性
良好，见表 3。
2.6.3　不同柱温的考察　精密吸取“2.4.2”项下的
混合对照溶液Ⅴ，根据“2.1”项下色谱条件，在

图 3　样品和混合对照品的 HPLC 图

Fig 3　HPLC chromatogram of the samples and the mixed controls
A. 混合对照品（mixed control）；B. 供试品（test sample）；C. 缺党

参阴性样品（negative sample without Codonopsis pilosula）；D. 缺黄

芩阴性样品（negative sample without scutellaria baicalensis）；E. 缺
金银花 - 连翘阴性样品（negative sample without honeysuckle-forsyth-
ia suspensa）；1. 绿原酸（chlorogenic acid）；2. 芦丁（rutin）；3. 连
翘酯苷（forsythiaside）；4. 党参炔苷（lobetyolin）；5. 黄芩苷（bai-
calin）；6. 汉黄芩苷（wogonoside）；7. 黄芩素（baicalein）
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柱温分别为 25、30、35℃条件下进样测定，考察
以黄芩苷为内参物，6 种成分的 fs/i。结果表明不
同柱温对于相对校正因子的影响不显著，见表 4。

表 4　不同柱温对相对校正因子的影响 
Tab 4　Effect of different column temperature on the relative 

correction factors

柱温 /℃
相对校正因子

绿原酸 芦丁 连翘酯苷 黄芩素 汉黄芩苷党参炔苷

25 2.2986 4.1263 2.1718 0.7354 1.9419 8.3124
30 2.3311 4.1546 2.1506 0.7265 1.9218 8.1816
35 2.3287 4.1549 2.1848 0.7343 1.8823 8.1612

平均值 2.3195 4.1453 2.1690 0.7321 1.9153 8.2184
RSD/% 0.78 0.40 0.80 0.66 1.6 1.0

2.7　待测成分色谱峰的定位

　　以黄芩苷色谱峰为参照，根据公式 rs/i ＝ tRs/
tRi 分别计算待测成分绿原酸、芦丁、连翘酯苷、
黄芩素、汉黄芩苷和党参炔苷的相对保留时间，
式中 tRs 为示内参物黄芩苷的保留时间，tRi 表示待
测物的保留时间。结果各个待测成分的相对保留
时间波动无显著差异（见表 5）。

表 5　各成分相对保留时间 
Tab 5　Relative retention time of each component

仪器
色谱

柱

相对保留时间

绿原酸 芦丁
连翘

酯苷
黄芩素

汉黄

芩苷

党参

炔苷

Waters 2695 A 2.0537 1.3723 1.3839 0.7643 0.8558 1.0669 
B 2.1082 1.3780 1.3907 0.7655 0.8572 1.0702 
C 2.1025 1.3870 1.3901 0.7638 0.8551 1.0673 

Agilent 1260 A 2.1029 1.3733 1.3862 0.7639 0.8553 1.0673 
B 2.0939 1.3708 1.3824 0.7647 0.8557 1.0666 
C 2.1027 1.3744 1.3846 0.7714 0.8587 1.0869 

平均值 2.0940 1.3767 1.3868 0.7658 0.8564 1.0717 
RSD/% 0.97 0.43 0.25 0.38 0.16 0.74

2.8　QAMS 法与外标法测定结果比较
　　精密称取 10 批骨髓炎颗粒（S1 ～ S10），按
“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项色

谱条件下进行测定，记录色谱峰面积，7 种成分含
量分别采用 QAMS 法和外标法（ESM）计算，并
计算 RSD 值，结果见表 6，两种方法所得结果没
有明显的差异。
3　讨论
　　骨髓炎颗粒是以金银花、十大功劳、黄
芪、大黄、黄芩、连翘、白花蛇舌草等为主组
成，具有质量可控、疗效确切、携带方便等特点。
QAMS 是以某种成分为内参物，通过建立成分之
间的相对校正因子，然后通过相对校正因子计算
其他成分的含量，目的是解决有些中药材标准品
制备困难、不稳定、难获得等问题 [7]。为此，本
研究通过 QAMS 法同时测定骨髓炎颗粒中 7 种成
分，以全面评价骨髓炎颗粒质量，为其深入开发
及临床应用提供科学依据。
　　研究考察了提取溶剂（70% 甲醇、80% 甲醇、
纯甲醇、50% 乙醇、70% 乙醇）和提取时间（10、
20、30 min）的影响，发现提取时间对有效成分提
取影响较小，但 50% 乙醇影响较大，故选择 50%
乙醇超声提取 20 min。考察甲醇 - 磷酸、甲醇 - 甲
酸、乙腈 - 磷酸及乙腈 - 甲酸等流动相梯度洗脱分
离效果，结果发现甲醇 - 磷酸、甲醇 - 甲酸、乙
腈 - 甲酸基线不稳定，部分峰杂乱且未完全分离。
同时对 0.05% 和 0.1% 磷酸水的溶液进行考察，结
果发现 0.1% 磷酸水分离效果更好。考察了 7 种成
分分别在 254、264、280、330 nm 波长下的响应
值 [8-15]，综合考虑各成分分离度、峰面积、保留
时间，最终选择检测波长为 280 nm。
　　本研究建立了骨髓炎颗粒 HPLC 指纹图谱以
及有效成分及指标成分的 QAMS 法。10 批样品指
纹图谱共标定了 26 个共有峰，指认了 7 个成分，
相似度均大于 0.995，表明骨髓炎颗粒不同批次
间质量稳定。处方中黄芩苷含量较大，且为黄芩
质量控制成分 [16]，其色谱峰峰形较好，保留时间
适中，故选择黄芩苷作为内参物，并建立了绿原
酸、芦丁、连翘酯苷、黄芩素、汉黄芩苷和党参
炔苷等相对校正因子。结果所测得的相对校正因
子，在 2 种不同型号的高效液相色谱仪及 3 种不
同色谱柱上耐用性良好，且分别用 QAMS 法和外
标法测定 10 批骨髓炎颗粒中 7 个成分含量，结果
QAMS 法与外标法的 RAD 值均小于 3%，两者无
明显差异，说明建立的 QAMS 法的准确性，且重
复性良好。结果显示 QAMS 法计算含量结果和外
标法测定含量结果相差较小，无显著差异，故可
利用黄芩苷 1 个对照品，采用相对校正因子计算
其他 6 个成分的含量，可为骨髓炎颗粒质量控制
研究提供科学依据。

表 3　不同仪器、色谱柱对校正因子的影响 
Tab 3　Effect of different instruments and columns on  

correction factors

仪器
色谱

柱

相对校正因子

绿原酸 芦丁
连翘

酯苷
黄芩素

汉黄

芩苷

党参

炔苷

Waters 2695 A 2.3131 4.1331 2.1239 0.7264 1.9174 8.1758
B 2.2969 4.1183 2.1303 0.7239 1.9078 8.1918
C 2.3464 4.1294 2.1525 0.7376 1.9339 8.1605

Agilent 1260 A 2.3047 4.0995 2.1541 0.7176 1.9168 8.1525
B 2.2918 4.1343 2.1368 0.7223 1.8821 8.0476
C 2.3234 4.2894 2.1896 0.7086 1.8920 8.0801

平均值 2.3127 4.1507 2.1479 0.7228 1.9083 8.1347
RSD/% 0.86 1.7 1.1 1.3 0.98 0.71
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表 6　各批次各成分含量测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 6　Content of each components in each batch (mg·g － 1)

批号
绿原酸 芦丁 连翘酯苷

ESM QAMS RAD/% ESM QAMS RAD/% ESM QAMS RAD/%
S1 0.2146 0.2143 0.11 1.2862 1.2728 0.11 0.2168 0.2171 0.74
S2 0.1889 0.1890 0.04 1.1575 1.1459 0.15 0.1971 0.1975 0.71
S3 0.2139 0.2136 0.11 1.3237 1.3099 0.11 0.2198 0.2201 0.75
S4 0.2395 0.2388 0.23 1.5539 1.5368 0.25 0.1559 0.1565 0.78
S5 0.2473 0.2464 0.26 1.5190 1.5024 0.03 0.2755 0.2757 0.78
S6 0.1895 0.1896 0.04 1.1064 1.0955 0.16 0.1887 0.1892 0.70
S7 0.2082 0.2080 0.08 0.9921 0.9828 0.20 0.1737 0.1742 0.67
S8 0.2132 0.2129 0.10 0.9457 0.9370 0.24 0.1601 0.1606 0.65
S9 0.2425 0.2417 0.24 1.5319 1.5151 0.03 0.2772 0.2773 0.78
S10 0.2211 0.2206 0.14 1.4219 1.4067 0.07 0.2409 0.2412 0.76

批号
黄芩苷 黄芩素 汉黄芩苷 党参炔苷

ESM ESM QAMS RAD/% ESM QAMS RAD/% ESM QAMS RAD/%
S1 2.0402 0.0275 0.0269 1.5 0.8852 0.8783 0.11 0.4276 0.4245 0.52
S2 1.8272 0.0261 0.0255 1.6 0.7958 0.7896 0.55 0.3727 0.3703 0.46
S3 2.0989 0.0291 0.0285 1.5 0.9155 0.9084 0.55 0.4418 0.4385 0.53
S4 2.4543 0.0345 0.0338 1.4 1.0687 1.0604 0.55 0.5094 0.5052 0.59
S5 2.3821 0.0337 0.0331 1.4 1.0416 1.0335 0.55 0.5305 0.5260 0.60
S6 1.8284 0.0251 0.0246 1.6 0.8195 0.8131 0.55 0.3857 0.3831 0.48
S7 1.7883 0.0245 0.0240 1.6 0.8075 0.8012 0.55 0.3850 0.3824 0.48
S8 1.8928 0.0198 0.0193 1.9 0.6573 0.6522 0.55 0.2990 0.2975 0.35
S9 2.3945 0.0309 0.0303 1.4 1.0283 1.0203 0.55 0.4990 0.4949 0.58
S10 2.2592 0.0321 0.0314 1.4 0.9792 0.9716 0.55 0.5057 0.5015 0.58
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5 种中成药外治放射性皮炎的网状 meta分析

杨涛1，2，郝力争3，陈健4，马思懿1，姜敏１，2*（1. 首都医科大学附属北京世纪坛医院中医科，北京　100038；2. 

北京中西医结合肿瘤研究所，北京　100038；3. 中国人民解放军空军特色医学中心肿瘤内科，北京　100142；4. 中国康复研究中

心北京博爱医院中医康复科，北京　100068）

摘要：目的　应用网状 meta 分析对 5 种常用中成药外治放射性皮炎的疗效进行评价。方法　

计算机检索中国知网（CNKI）、万方（Wanfang）、中国生物医学文献服务系统（SinoMed）、

维普（VIP）、PubMed、Cochrane Library、Embase、Web of Science 等数据库，搜索有关中成

药治疗放射性皮炎的随机对照试验（RCTs）。采用 Stata 15.1 软件进行网状 meta 分析。结果
　最终纳入 30 项研究，共包含 2793 例患者，网状 meta 分析显示，临床总有效率累计概率排

序为三黄膏（81.8%）＞金黄散（80.6%）＞康复新液（71%）＞复方紫草油（64.9%）＞射线防

护剂（56.9%）＞湿润烧伤膏（46.1%）＞生长因子（27.6%）＞抗菌药物（16.5%）＞常规护理

（4.6%）；皮肤损伤愈合时间累计概率排序为康复新液（98%）＞抗菌药物（66.1%）＞湿润烧

伤膏（35.9%）＞常规护理（0%）；重度皮炎发生率累计概率排序为三黄膏（78.6%）＞湿润烧

伤膏（57%）＞康复新液（56.2%）＞医用射线防护剂（51.4%）＞常规护理（6.9%）；结果提示，

与常规护理、抗菌药物和生长因子相比，5 种中成药均能改善临床总有效率；与常规护理比较，

康复新液和湿润烧伤膏可缩短皮肤损伤愈合时间；在控制重度皮炎发生率方面，三黄膏、湿润

烧伤膏和康复新液均优于医用射线防护剂和常规护理。结论　5 种中成药外治放射性皮炎的临

床疗效较常见西医治疗更佳，其中三黄膏的疗效可能更为突出。但鉴于不同治疗措施间纳入的

质量、研究数量存在较大差异，本研究中成药的 SUCRA 累计概率排序需谨慎参考。

关键词：网状 meta 分析；放射性皮炎；中成药

中图分类号：R285.64　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)11-3036-09
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.11.036

Network meta-analysis of 5 Chinese patent medicines for radiodermatitis

YANG Tao1, 2, HAO Li-zheng3, CHEN Jian4, MA Si-yi1, JIANG Min1, 2* (1. Department of Traditional 
Chinese Medicine, Beijing Shijitan Hospital, Capital Medical University, Beijing  100038; 2. Beijing 
Tumor Research Institute of Integrated Traditional Chinese Medicine and Western Medicine, Beijing  
100038; 3. Department of Oncology, Air Force Characteristic Medical Center, PLA, Beijing  100142; 
4. Department of Chinese Medicine Rehabilitation, Beijing Boai Hospital, China Rehabilitation 
Research Center, Beijing  100068)

Abstract: Objective  To systematically evaluate the efficacy of 5 commonly used Chinese patent 
medicines for radiodermatitis by network meta-analysis. Methods  Randomized controlled trials (RCTs) 
of commonly used Chinese patent medicines for radiodermatitis were collected via computer retrieval 
from CNKI, Wanfang, SinoMed, VIP, PubMed, Cochrane Library, Embase, and Web of Science. 
Network meta-analysis was performed in Stata 15.1. Results  Totally 30 RCTs involving 2793 patients 
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　　放射治疗是恶性肿瘤最常用的治疗手段之
一，约 50% 肿瘤患者在不同治疗阶段需要接受
放射治疗，放射治疗患者中放射性皮炎发生率高
达 95%，以头颈部肿瘤、乳腺和肺部肿瘤最为常
见 [1]。20% ～ 25% 放射性皮炎患者会出现皮肤
糜烂，甚者发生皮肤溃疡，重度皮炎更多见于头
颈部肿瘤患者，约 49% 头颈部放射治疗患者发
生Ⅲ～Ⅳ级放射性皮炎 [2]。放射性皮炎作为放射
治疗最为常见的并发症，不仅严重影响患者身心
健康和生活质量，还可能阻碍肿瘤治疗的进程和
疗效。
　　近年来中医药外治放射性皮炎的研究逐渐增
多，并显示出一定疗效，中药单味药、油膏、散
剂、溶液剂等，均体现出中医药外治的特色和优
势 [3]。目前，中医药外治放射性皮炎多以自拟处
方为主，存在可推广性差、安全性不明确等问题。
而中成药外用治疗放射性皮炎同样取得较大进
展，结合目前专家共识推荐、《中国药典》、药品
说明书及临床研究进展 [4-6]，外用治疗放射性皮
炎的中成药主要有康复新液、复方紫草油、金黄
散、湿润烧伤膏、三黄膏。本研究旨在通过网状
meta 分析，客观比较 5 种中成药外治放射性皮炎
的临床疗效，为优化临床治疗策略提供参考。
1　资料和方法

1.1　文献检索

　　计算机检索中英文 8 个数据库：中国知网
（CNKI）、万方（Wanfang）、维普（VIP）、中国
生物医学文献服务系统（SinoMed）、PubMed、

Cochrane Library、Embase 和 Web of Science，检索
时限截至 2022 年 10 月 31 日，检索采用主题词和
自由词相结合的形式。中文检索词：放射性皮炎、
放射性皮肤损伤、辐射性皮炎、随机、对照、临
床、随机对照试验（RCT）、康复新液、复方紫草
油、金黄散、湿润烧伤膏、三黄膏等。英文检索
词：Radiodermatitis、Radiodermatitides、Radiation-
Induced Dermatitis、randomized controlled trial、
randomized clinical trial、random、Rehabilitation 
new fluid、Kangfuxin solution、compound zicao oil、
Golden powder、MEBO、Sanhuang ointment 等。
1.2　纳入标准

　　① 研究类型：RCT，语言限定为中、英文；
② 研究对象：符合恶性肿瘤和放射性皮炎诊断的
患者，不限肿瘤类型；③ 干预措施：外用康复新
液、复方紫草油、金黄散、湿润烧伤膏、三黄膏
治疗，或常规护理、抗菌药物、生长因子、医用
射线防护剂等西药外用治疗；④ 结局指标：至少
包含临床有效率、皮炎愈合时间和重度皮炎发生
率中的一项。
1.3　排除标准

　　① 重复发表的文献；② 多种干预措施联合
治疗的文献；③ 无法获取全文、无法提取数据的
文献。
1.4　诊断标准

　　提取符合要求患者的文献：临床确诊为放射性
皮炎，参考放射性皮肤疾病诊断标准（GBZ106—
2002 中华人民共和国卫生部），身体局部受到一次

wereincluded. The network meta-analysis showed that Sanhuang ointment (81.8%) had the best effect, 
followed by Jinhuang powder (80.6%), Kangfuxin solution (71%), compound zicao oil (64.9%), medical 
radiation protective agent (56.9%), MEBO (46.1%), growth factor (27.6%), antibiotic (16.5%), and 
conventional nursing (4.6%). As for N-terminal healing time of skin injury, Kangfuxin solution (98%) 
was most effective, followed by antibiotics (66.1%), MEBO (35.9%), and conventional nursing (0%). 
For incidence of severe dermatitis, Sanhuang ointment (78.6%) was most effective, followed by MEBO 
(57%), Kangfuxin solution (56.2%), medical radiation protective agent (51.4%), and conventional nursing 
(6.9%). Compared with conventional nursing, antibiotics and growth factors alone, the 5 Chinese patent 
medicines improved the total effective rate. Compared with conventional nursing, Kangfuxin solution 
and MEBO shortened the healing time in skin injury. In controlling the incidence of severe dermatitis, 
Sanhuang ointment, MEBO and Kangfuxin solution were superior to medical radiation protective 
agents and conventional nursing. Conclusion  The clinical efficacy of 5 Chinese patent medicines for 
radiodermatitis is better than that of the common western medicine, with Sanhuang ointment the most 
prominent. However, given the differences in the quality and number of studies included, the ranking of 
SUCRA cumulative probability of Chinese patent medicines in this study awaits further verification. 
Key words: network meta-analysis; radiodermatitis; Chinese patent medicine
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或短时间（数日）内多次大剂量（X、γ 及β 射线
等）外照射所引起的皮肤损伤。
1.5　资料提取

　　由两名研究人员独立筛选文献，提取数据
并进行交叉检验。获得检索文献题录后，采用
NoteExpress 3.2.0 软件剔除重复文献，根据标题
和摘要筛除明显与本研究不相关的文献，最终
通过阅读全文确定纳入文献，提取纳入文献的
数据：① 纳入研究的基本信息（样本量、年龄、
结局指标等）；② 研究方法学内容（随机序列产
生方法、随机序列隐藏方法、盲法、随访、脱
落与退出）；③ 干预措施；④ 结局指标。采用
Cochrane 推荐的偏倚风险评估工具（ROB）[7] 进
行文献质量评价。
1.6　统计分析

　　采用频率学进行网状 meta 分析，运用 Stata 
15.1 软件绘制网络关系图并进行统计分析，对于
二分类变量，采用比值比（OR）计算，连续型变
量采用均数差（MD）计算，各效应量均以 95%
置信区间（95%CI）表示。使用累计概率排名曲线
下面积（SUCRA）预测各治疗措施的疗效并进行
排序，用百分数表示。采用节点劈裂法进行不一
致检验和收敛性检验。绘制临床总有效率漏斗图
评价纳入文献的发表偏倚。
2　结果

2.1　文献检索结果

　　通过检索 8 个数据库，初步纳入 662 篇文献，
经过逐步筛选，最终纳入 30 项研究，且均为中
文文献，具体文献筛选流程见图 1。

图 1　文献筛选流程

Fig 1　Study screening process

2.2　纳入文献的基本特征

　　纳入的 30 项研究共包含 2793 例放射性皮炎
患者，干预措施涉及 5 种中成药、常规护理（生
理盐水、碘伏等）、外用抗菌药物（庆大霉素、红
霉素等）、生长因子（重组人表皮生长因子外用溶
液）、医用射线防护剂（三乙醇胺），所纳入病例
的肿瘤类型主要包含头颈部肿瘤、乳腺癌、肺癌、
宫颈癌等。纳入文献基本特征见表 1。
2.3　纳入研究质量评价

　　对纳入的研究进行质量评价，在随机序列产
生方面，共有 15 项研究提及了具体采用的随机方
法，其中 12 项研究 [12，15-16，19-21，23，25-27，30，37] 采用
随机数字表或抽签方式，评价为低风险；另有 3
项 [29，32，34] 研究根据患者就诊顺序或日期随机分
组，评价为高风险；其余研究仅描述为“随机”或
未提及具体随机方法，评为风险未知。在盲法评价
方面，所有研究均未提及盲法，评为风险未知。具
体偏倚风险评价见图 2。

图 2　纳入文献偏倚风险比例

Fig 2　Percentages of items producing risks of bias in included studies

3　网状 meta分析

3.1　临床总有效率

3.1.1　证据网络　24 项研究 [8-16，18-25，28-29，31-33，35-36]

报告了临床总有效率，为客观反映研究结果，本
研究统一采用二分类标量，即将临床总有效率按
照有效（包含痊愈、显效、有效）和无效进行统计。
所纳入研究共涉及 9 种干预方式，即康复新液、
复方紫草油、金黄散、湿润烧伤膏、三黄膏、抗
菌药物、常规护理、生长因子和医用射线防护剂。
由证据网络可知，湿润烧伤膏组样本量最多（节
点最大），湿润烧伤膏与康复新液比较的研究最多
（两节点间的线段最粗）（见图 3）。
3.1.2　网状 meta 分析　临床总有效率的网状
meta 分析结果显示，9 种干预措施共 12 个两两
比较，不一致性检验及节点劈裂法显示一致性良
好，研究间无异质性出现（P ＞ 0.05）。康复新液
外用治疗放射性皮炎与湿润烧伤膏 [OR ＝ 2.90，
95%CI（1.05，7.98）]、抗菌药物 [OR ＝ 12.13，
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表 1　纳入文献的基本特征 
Tab 1　Basic characteristics of included studies

作者 干预措施（T/C）
样本量

（T/C）

年龄 用药频

率 /h
皮炎分级 分级标准 肿瘤类型

结局

指标T C

李万胜 [8] 复方紫草油 / 常规护理 30/30 55.6 55.6 72 Ⅱ～Ⅳ级 RTOG 头颈部肿瘤 ①

逯敏 [9] 复方紫草油 / 抗菌药物 32/30 52.4 52.4 72 Ⅱ～Ⅲ度 UICC 头颈部肿瘤、乳腺

癌、骨肉瘤

①

欧微 [10] 复方紫草油 / 抗菌药物 40/38 24 ～ 48 Ⅰ～Ⅲ级 RTOG 头颈部肿瘤 ①

丁繁 [11] 金黄散 / 医用射线防护剂 31/31 44.5 45.5 24 Ⅰ～Ⅱ级 RTOG 头颈部肿瘤、胸部

肿瘤、皮肤癌

①

罗宏涛 [12] 金黄散 / 医用射线防护剂 30/30 49.5±11.6 51.2±11.8 24 Ⅲ级 RTOG 食管癌、肺癌、乳

腺癌

①

王俐 [13] 金黄散 / 医用射线防护剂 41/41 52.7±4.3 52.7±4.3 12 / / 肺癌、乳腺癌、直

肠癌、食管癌

①

魏世鸿 [14] 金黄散 / 常规护理 58/58 41.5 42.5 24 Ⅱ～Ⅲ级 RTOG 头颈部肿瘤、乳腺

癌、直肠癌

①

谌科霞 [15] 康复新液 / 湿润烧伤膏 59/59 8 ～ 12 Ⅱ级 RTOG 头颈部肿瘤 ①②

冯媛 [16] 康复新液 / 湿润烧伤膏 32/32 42.31±5.3 43.65±4.9 4 ～ 6 Ⅱ～Ⅲ级 RTOG 乳腺癌、肺癌、直

肠癌、食管癌

①②

盖龙娴 [17] 康复新液 / 常规护理 64/64 48 48 12 Ⅰ～Ⅱ级 RTOG 宫颈癌 ③

刘江玲 [18] 康复新液 / 湿润烧伤膏 25/25 48.03±2.7 48.03±2.7 8 Ⅱ～Ⅲ级 RTOG 乳腺癌 ①②

刘志野 [19] 康复新液 / 生长因子 45/45 45.23±3.90 45.12±3.87 8 ～ 12 / / 头颈部肿瘤 ①

吕燕 [20] 康复新液 / 常规护理 42/42 53.1±1.9 56.7±2.0 8 ～ 12 / / / ①

马瑞兰 [21] 康复新液 / 湿润烧伤膏 70/70 8 Ⅱ～Ⅲ级 RTOG 乳腺癌 ①②

修穆群 [22] 康复新液 / 生长因子 52/46 49 49 24 Ⅰ～Ⅳ级 RTOG 乳腺癌 ①

张红 [23] 康复新液 / 抗菌药物 56/56 49.6 50.5 12 Ⅲ度 UICC 头颈部肿瘤 ①②

张惠敏 [24] 康复新液 / 抗菌药物 20/20 51 51 6 Ⅳ级 RTOG 乳腺癌、肺癌、鼻

咽癌、宫颈癌

①

王惠萍 [25] 三黄膏 / 医用射线防护剂 58/62 43.1±4.9 42.7±5.3 24 / / 乳腺癌 ①

徐彦 [26] 三黄膏 / 医用射线防护剂 50/50 59.93±9.9 55.12±10.3 12 Ⅰ～Ⅳ级 RTOG 乳腺癌 ③

高丽 [27] 湿润烧伤膏 / 常规护理 60/60 38.05±0.24 38.13±0.56 12 Ⅰ～Ⅳ级 RTOG 乳腺癌 ③

黄珊 [28] 湿润烧伤膏 / 生长因子 25/25 44.12 47.16 12 Ⅱ级 RTOG 鼻咽癌 ①

吕伟华 [29] 湿润烧伤膏 / 抗菌药物 36/36 27 ～ 74 26 ～ 70 12 ～ 24 Ⅰ～Ⅲ度 UICC 乳腺癌、头颈部肿

瘤、直肠癌

①

牛丽英 [30] 湿润烧伤膏 / 医用射线防护剂 32/31 47 47 6 ～ 12 Ⅰ～Ⅱ级 RTOG 鼻咽癌 ③

彭雷 [31] 湿润烧伤膏 / 常规护理 40/40 31 ～ 82 31 ～ 82 12 Ⅲ度 UICC 乳腺癌、头颈部肿

瘤、食管癌、直

肠癌

①

王景花 [32] 湿润烧伤膏 / 抗菌药物 41/41 31 ～ 76 31 ～ 76 8 ～ 12 Ⅱ～Ⅲ度 UICC 乳腺癌、直肠癌、

食管癌

①

王友军 [33] 湿润烧伤膏 / 抗菌药物 36/30 17 ～ 73 17 ～ 73 12 ～ 24 Ⅱ～Ⅲ度 UICC 乳腺癌、头颈部肿

瘤、皮肤癌、软

组织肿瘤

①

邢爱民 [34] 湿润烧伤膏 / 常规护理 40/40 51 51 24 Ⅰ～Ⅲ级 RTOG 鼻咽癌 ③

战秀华 [35] 湿润烧伤膏 / 常规护理 172/172 6 ～ 82 6 ～ 82 8 ～ 24 / / 头颈部肿瘤、胸部

肿瘤

①

张续兰 [36] 湿润烧伤膏 / 常规护理 38/38 62.63±7.47 63.66±7.63 6 ～ 8 Ⅰ～Ⅲ级 RTOG / ①

赵新华 [37] 湿润烧伤膏 / 常规护理 48/48 41.2 38.6 12 Ⅳ级 RTOG 鼻咽癌 ②

注：T. 试验组；C. 对照组；RTOG. 美国放射肿瘤协作组急性放射损伤分级标准；UICC. 国际抗癌联盟急性放射反应分级标准；① 临床

有效率，② 皮炎创面愈合时间，③ 重度皮炎发生率。

Notes：T. the treatment group；C. the control group；RTOG. Radiation Therapy Oncology Group；UICC. Union for International Cancer Control； 
① clinical effective rate，② healing time of dermatitis wound，③ incidence of severe dermatitis.
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95%CI（3.41，43.19）]、生长因子 [OR ＝ 7.12，
95%CI（1.77，28.65）] 和常规护理 [OR ＝ 25.22，
95%CI（6.26，101.65）] 比较，其临床总有效率更
高；复方紫草油比抗菌药物 [OR ＝ 9.89，95%CI
（1.70，57.52）] 和常规护理 [OR ＝ 20.56，95%CI
（2.55，165.48）] 的临床总有效率更高；此外，金
黄散 [OR ＝ 67.07，95%CI（2.33，1926.89）]、三
黄 膏 [OR ＝ 94.69，95%CI（1.15，7787.44）] 和
湿润烧伤膏 [OR ＝ 8.70，95%CI（2.56，29.57）]
的临床总有效率也明显高于常规护理。其余干预
措施间两两比较均未见显著差异，详见表 2。

图 3　临床总有效率的证据网络

Fig 3　Evidence network of clinical total effective rate

表 2　临床总有效率的网状 meta分析 
Tab 2　Network meta-analysis of clinical effective rate

OR（95%CI） 康复新液 复方紫草油 金黄散 三黄膏 湿润烧伤膏 抗菌药物 生长因子 射线防护剂 常规护理

康复新液 1
复方紫草油 1.23（0.16，

9.47）
1

金黄散 0.38（0.01，
14.26）

0.31（0.01，
15.96）

1

三黄膏 0.27（0.00，
27.11）

0.22（0.00，
28.50）

0.71（0.04，
12.36）

1

湿润烧伤膏 2.90（1.05，
7.98）*

2.36（0.32，
17.43）

7.71（0.22，
274.59）

10.88（0.11，
1054.70）

1

抗菌药物 12.13（3.41，
43.19）*

9.89（1.70，
57.52）*

32.25（0.79，
1318.08）

45.53（0.42，
4921.16）

4.19（1.22，
14.36）* 1

生长因子 7.12（1.77，
28.65）*

5.81（0.51，
65.49）

18.94（0.40，
892.87）

26.74（0.22，
3242.78）

2.46（0.48，
12.51）

0.59（0.09，
3.65）

1

射线防护剂 1.05（0.02，
59.98）

0.86（0.01，
65.26）

2.80（0.48，
16.49）

3.95（0.42，
37.27）

0.36（0.01，
19.58）

0.09（0.00，
5.30）

0.15（0.00，
10.28）

1

常规护理 25.22（6.26，
101.65）*

20.56（2.55，
165.48）*

67.07（2.33，
1926.89）*

94.69（1.15，
7787.44）*

8.70（2.56，
29.57）*

2.08（0.43，
10.09）

3.54（0.53，
23.46）

23.95（0.54，
1066.79）

1

注：OR 小于 1 表示数据所在列的药物劣于所在行的药物，OR 大于 1 表示数据所在列的药物优于所在行的药物；*P ＜ 0.05。
Note：OR less than 1 indicates that the drug listed in the column is inferior to the drug listed in the row. OR greater than 1 indicates that the drug 

listed in the column is superior to the drug listed in the row；*P ＜ 0.05.

3.1.3　SUCRA 概率排序　在临床总有效率方
面，由高到低概率排序为三黄膏（81.8%）＞金
黄散（80.6%）＞康复新液（71.0%）＞复方紫草
油（64.9%）＞射线防护剂（56.9%）＞湿润烧伤
膏（46.1%）＞生长因子（27.6%）＞抗菌药物
（16.5%）＞常规护理（4.6%），见表 3。各干预措
施的累计概率图见图 4。
3.2　皮肤损伤愈合时间

3.2.1　证据网络　6 项研究 [15-16，18，21，23，37] 报告了
皮肤损伤愈合时间，其中 1 项 [16] 研究按照不同分
级皮炎愈合时间进行报告，无法与其他研究合并分
析。其余 5 项研究均以天（d）为单位报告皮炎愈
合时间，共涉及 4 种干预方式，即康复新液、湿润
烧伤膏、抗菌药物和常规护理。通过证据网络可知

（见图5），湿润烧伤膏与康复新液比较的研究最多。
3.2.2　网状 meta 分析　皮肤损伤愈合时间的网
状 meta 分析结果显示，4 种干预措施共 3 个两两

表 3　临床总有效率的 SUCRA概率排序 
Tab 3　SUCRA probability ranking of clinical effective rates

干预措施 SUCRA/% 最佳干预措施概率 /% 平均排名

康复新液 71.0 13 3.3

复方紫草油 64.9 13.5 3.8

金黄散 80.6 26 2.6

三黄膏 81.8 46.4 2.5

湿润烧伤膏 46.1   0.1 5.3

常规护理   4.6   0 8.6

抗菌药物 16.5   0 7.7

生长因子 27.6   0 6.8

射线防护剂 56.9   1 4.4
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3.2.3　SUCRA 概率排序　在皮肤损伤愈合时间方
面，由高到低概率排序为康复新液（98%）＞抗菌
药物（66.1%）＞湿润烧伤膏（35.9%）＞常规护理
（0%），见表5。各干预措施的累计概率曲线见图6。

表 5　皮肤损伤愈合时间的 SUCRA概率排序 
Tab 5　SUCRA probability ranking of healing time of skin injury

干预措施 SUCRA/% 最佳干预措施概率 /% 平均排名

康复新液 98 94.1 1.1

湿润烧伤膏 35.9   0 2.9

常规护理   0   0 4

抗菌药物 66.1   5.9 2

3.3　重度皮炎发生率

3.3.1　证据网络　5 项研究 [17，26-27，30，34] 报告了皮

肤损伤分级，所有研究均参考 RTOG 对放射性皮
炎的分级标准 [38]，共分为 5 个等级，一般认为Ⅱ
级以下属轻度皮肤损伤，Ⅲ～Ⅳ级属重度皮肤损
伤，本研究针对重度皮炎发生率进行统计分析。5
项研究共涉及 5 种干预方式，即康复新液、湿润
烧伤膏、三黄膏、常规护理和医用射线防护剂。
证据网络显示（见图 7），湿润烧伤膏与常规护理
之间比较的研究最多。
3.3.2　网状 meta 分析　重度皮炎发生率的网状
meta 分析结果显示，5 种干预措施共 4 个两两比
较，不一致性检验及节点劈裂法显示一致性良
好，研究间无异质性出现（P ＞ 0.05）。各措施两
两比较均未见显著差异，详见表 6。

比较，不一致性检验及节点劈裂法显示一致性良
好，研究间无异质性出现（P ＞ 0.05）。与常规护
理 [MD ＝－ 11.32，95%CI（－ 15.37，－ 7.27）] 和湿
润烧伤膏 [OR ＝－ 5.62，95%CI（－ 7.61，－ 3.63）]
比较，康复新液外用治疗放射性皮炎的皮损愈合时

间更短。此外，湿润烧伤膏 [MD ＝－ 5.70，95%CI
（－ 9.23，－ 2.17）] 和抗菌药物组 [MD ＝－ 8.56，
95%CI（－ 13.85，－ 3.27）] 的皮肤损伤愈合时间均
明显短于常规护理组。其余干预措施间两两比较均
未见显著差异，详见表 4。

表 4　皮肤损伤愈合时间的网状 meta分析 
Tab 4　Network meta-analysis of healing time of skin injury

MD（95%CI） 康复新液 湿润烧伤膏 抗菌药物 常规护理

康复新液 1

湿润烧伤膏   － 5.62*（－ 7.61，－ 3.63） 1

抗菌药物 － 2.76（－ 6.16，0.64）  2.86（－ 1.08，6.80） 1

常规护理   － 11.32*（－ 15.37，－ 7.27） － 5.70*（－ 9.23，－ 2.17） － 8.56*（－ 13.85，－ 3.27） 1

注：MD 小于 0 表示数据所在列的药物优于所在行的药物，MD 大于 0 表示数据所在列的药物劣于所在行的药物；*P ＜ 0.05。
Note：MD less than 0 indicates that the drug listed in the column is inferior to the drug listed in the row. MD greater than 0 indicates that the drug 

listed in the column is superior to the drug listed in the row；*P ＜ 0.05．

表 6　重度皮炎发生率的网状 meta分析 
Tab 6　Network meta-analysis of the incidence of severe dermatitis

OR（95%CI） 康复新液 三黄膏 湿润烧伤膏 射线防护剂 常规护理

康复新液 1

三黄膏 7.08（0.00，36336.01） 1

湿润烧伤膏 1.09（0.00，240.44） 0.15（0.00，116.90） 1

射线防护剂 1.06（0.00，1948.00） 0.15（0.00，8.70） 0.97（0.01，182.65） 1

常规护理 0.03（0.00，2.84） 0.00（0.00，6.75） 0.03（0.00，0.62） 0.03（0.00，13.08） 1

注：OR 小于 1 表示数据所在列的药物劣于所在行的药物，OR 大于 1 表示数据所在列的药物优于所在行的药物；*P ＜ 0.05。
Note：OR less than 1 indicates that the drug listed in the column is inferior to the drug listed in the row. OR greater than 1 indicates that the drug 

listed in the column is superior to the drug listed in the row；*P ＜ 0.05.

表 7　重度皮炎发生率的 SUCRA概率排序 
Tab 7　SUCRA probability ranking of the incidence of severe dermatitis

干预措施 SUCRA/% 最佳干预措施概率 /% 平均排名

康复新液 56.2 25.1 2.8

三黄膏 78.6 55.6 1.9

湿润烧伤膏 57 13 2.7

常规护理 6.9   0 4.7

射线防护剂 51.4   6.3 2.9

3.3.3　SUCRA 概率排序　在重度皮炎发生率疗
效方面，由高到低概率排序为三黄膏（78.6%）＞

湿润烧伤膏（57%）＞康复新液（56.2%）＞医用
射线防护剂（51.4%）＞常规护理（6.9%），详见
表 7。各干预措施的累计概率曲线见图 8。
3.4　发表偏倚

　　选择临床总有效率为代表绘制漏斗图（见图
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图 7　重度皮炎发生率的证据网络

Fig 7　Evidence network of healing time of skin injury

图 8　重度皮炎发生率累计概率曲线

Fig 8　Cumulative probability curves of the incidence of severe dermatitis

图 9　临床总有效率的漏斗图

Fig 9　Funnel plot of clinical effective rate

图 4　临床总有效率累计概率曲线

Fig 4　Cumulative probability curves of  clinical effective rate

图 5　皮肤损伤痊愈时间的证据网络

Fig 5　Evidence network of healing time of skin injury

图 6　皮肤损伤愈合时间累计概率曲线

Fig 6　Cumulative probability curves of healing time of skin injury

9）。图中不同颜色的点表示两种不同干预措施的
直接比较，漏斗图分布基本对称，说明发表偏倚
的可能性较小。
4　讨论

　　本病可归属于中医“疮疡”“湿疮”“烧烫

伤”“痈疽”“火癍疮”等范畴 [39]，中医认为放射
线为“火毒”之邪 [40]，是除六淫邪气外的特殊外
邪，其致病具有伤津性、灼络性、耗气性、峻烈
性、稽留性和渐进性等特点。火热毒邪侵犯肌肤，
热毒积聚，肌肤腠理受损，则见皮肤红斑、肿胀
等表现。热入营血，血热互结，经脉阻塞，则见
皮肤灼痛、麻木等。毒邪由表及里，伤津耗血，
气血津液输布异常，肌肤濡养失司，则导致皮肤
破溃难愈。综上，火热毒邪伤阴导致的“阴虚燥
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热”是放射性皮炎的基本病机。故本病治疗当以
清热解毒、养阴生津、祛瘀生肌为主 [41]。
　　外用中成药治疗放射性皮炎具有剂型及药效
稳定、涂抹方便、易于贮存、毒副作用明确等优
点，目前临床常用的有康复新液、复方紫草油、
金黄散、湿润烧伤膏和三黄膏 5 种中成药。其中，
康复新液主要成分是美洲大蠊（蟑螂）的提取物，
《神农本草经》谓其“味咸，寒。主治血瘀症坚寒
热，破积聚，喉咽闭，内寒，无子”。现代药理
学证明康复新液具有促进皮肤黏膜、抗炎镇痛等
作用，可用于皮肤、消化系统、口腔及耳鼻喉等
疾病 [42]。复方紫草油由《幼科金针》中的紫草润
肌膏化裁而来，由紫草、白芷、忍冬藤、冰片组
成，具有清热凉血、解毒止痛之功效，临床常用
于治疗水火烫伤，药理研究表明其具有抑菌、抗
炎、调节免疫、镇痛、促进伤口愈合等作用 [5，43]。
金黄散出自明代陈实功的《外科正宗》，并收录
于《中国药典》2015 年版中，该方由姜黄、大黄、
黄柏、苍术、厚朴、陈皮、甘草等组成，具消肿
止痛之功，临床多用于糖尿病足溃疡、静脉炎、
带状疱疹等的治疗 [44-45]。湿润烧伤膏由著名烧伤
学科专家徐荣祥教授发明，主要由黄连、黄柏、
黄芩、地龙、罂粟壳等组成，具有清热解毒、止
痛生肌、活血化瘀之功效，能抑菌、改善局部微
循环、促进组织愈合等 [46]。三黄膏是清热解毒、
消散疔毒的经典处方，由黄柏、黄芩、黄连等组
成，具有抗炎、抑菌等药理作用，对于急慢性软
组织感染、烧伤、软组织损伤等均有良好疗效。
近年来临床研究显示，以上 5 种中成药单独使用
或联合西药治疗放射性皮炎，可提高临床有效率、
缩短皮损愈合时间、降低重度皮炎发生率。
　　本研究结果显示，在临床总有效率方面，5
种中成药均较西药抗菌药物、生长因子和常规护
理治疗具有优势，排名前 3 的干预措施是三黄膏、
金黄散和康复新液；皮损愈合时间方面，涉及康
复新液和湿润烧伤膏 2 种中成药，两者均较常规
护理有优势，排名前 3 的干预措施是康复新液、
抗菌药物和湿润烧伤膏；重度皮炎发生率方面，
涉及三黄膏、湿润烧伤膏和康复新液 3 种中成药，
与医用射线防护剂和常规护理比较，三者均能更
好地降低放疗患者重度皮炎发生率，排名前 3 的
干预措施是三黄膏、湿润烧伤膏和康复新液。三
黄膏在临床总有效率和重度皮炎发生率疗效排名
中均列首位，提示三黄膏在 5 种中成药中疗效较
为突出。

　　综上，与常规护理、抗菌药物、生长因子等
西医治疗比较，三黄膏在提高临床总有效率和控
制重度皮炎发生率方面体现出优势，康复新液则
在促进皮肤损伤愈合方面体现出优势，值得临床
推广使用。但本研究仍存在一些不足之处：第
一，所纳入研究的随机方法、分配隐藏、盲法等
文献质量评价多为风险未知，潜在的偏倚风险可
能会对检验效能产生影响；第二，纳入研究人群
放射性皮炎分级主要采用 RTOG 和 UICC 的分级
标准，各研究皮炎分级存在一定异质性；第三，
一些品类中成药的文献数量较少，如三黄膏 2 篇、
复方紫草油 3 篇，一定程度上影响了结果的可信
性。故应谨慎看待排序结果，临床应用时需结合
实际情况、专家共识和指南等综合考虑。
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肾性高血压住院患者用药特点及经济负担研究

刘俏1，2，许清青3，郑绘4，易利丹1，2，罗霞1，2*（1. 中南大学湘雅二医院药学部，长沙　410011；2. 中南大学临

床药学研究所，长沙　410011；3. 中南大学公共管理学院，长沙　410002；4. 成都中医药大学附属医院，成都　610075）

摘要：目的　分析肾性高血压住院患者的用药特点与经济负担，为减轻患者经济负担及优化卫

生资源的合理配置提供依据。方法　回顾性收集整理某大型综合医院 2019 年 1 月 1 日至 2022
年 9 月 30 日的肾性高血压住院患者信息，分析用药特点、逐年住院费用变化、各项住院费用

变化、各临床特征与住院费用的相关关系，多元逐步回归分析住院费用影响因素。结果　共纳

入 3286 例患者，以男性、30 ～ 60 岁、湖南患者居多。用药种类数为（2.69±1.51）种，使用两

类药物进行治疗的患者最多。以 DDDs 总值为指标排序，使用最多的是钙离子通道阻滞剂、α
受体阻滞和血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂类。住院总费用均值为（39 690.53±85 305.44）元，中位

数为 10 797.83 元，P25 ～ P75 为 7130.48 ～ 20 677.13 元；西药费均值为（10 206.41±24 170.42）
元，中位数为 1961.61 元，P25 ～P75 为 857.25～ 5012.93 元。单因素回归分析结果提示患者性别、

年龄、住院天数、是否进行肾移植以及当前肾脏病所处分期对住院总费用的影响差异均有统计

学意义（P ＜ 0.05）。多元逐步回归分析结果提示对人均住院总费用的影响程度从大到小依次为

住院天数、是否进行肾移植、当前肾脏病所处分期、性别和年龄。结论　肾性高血压患者由于

需要多种药物联合治疗，住院天数以及是否进行肾移植是肾性高血压患者住院总费用影响程度

最大的因素，通过早筛查早诊断早治疗、制订合理的和个性化的药物治疗方案、进行药物经济

学研究等措施可以在一定程度上降低肾性高血压患者的经济负担。

关键词：肾性高血压；经济负担；住院费用；药物治疗
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with renal hypertension
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Abstract: Objective  To analyze the medication characteristics and economic burden of inpatients 
with renal hypertension to reduce the economic burden of patients and better allocate health resources. 
Methods  The information of inpatients with renal hypertension from January 1st, 2019 to September 
30th, 2022 in a major hospital was retrospectively collected. The medication characteristics, year-by-
year changes in hospitalization costs, changes of items costs in various inpatients, the relationship 
between various clinical features and inpatient costs were determined, and the influencing factors of 
inpatient costs were analyzed by multiple stepwise regression. Results  Totally 3286 patients were 
included, mostly males, aged 30 ～ 60 and from Hunan. The number of drug types was (2.69±1.51), 
the two-drug combination regimen was most common in the medication regimen. With the ranking of 
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　　我国慢性肾脏疾病（CKD）患病率高达
10.8%[1]，高血压是 CKD 最常见的并发症之一 [2]。
由肾脏系统疾病引起的高血压称为肾性高血压，该
病位居继发性高血压首位。肾性高血压可发生在
CKD 的任一阶段，其可加剧肾脏病变引起肾功能
减退，肾功能的减退又会导致血压的进一步升高，
从而形成恶性循环。肾性高血压治疗难度高，通常
需多种药物治疗 [3]，患者经济负担重。目前国内外
对于该病的经济负担研究鲜见报道，本研究收集某
大型综合医院 2019 年 1 月 1 日至 2022 年 9 月 30
日收治的 3286 例肾性高血压住院患者资料，分析
患者用药情况、各项费用占比及变化趋势，探究影
响肾性高血压经济负担的因素，以期促进合理用
药，减轻经济负担，优化卫生资源的合理配置。
1　资料与方法
1.1　数据来源
　　本研究数据来源于某大型综合医院的住院
病案系统 [ 伦理批件号：（2023）伦审【临研】第
（124）号 ]。通过收集 2019 年 1 月 1 日至 2022 年
9 月 30 日就诊的所有符合纳入标准的患者数据，
对数据进行清洗、整理，得到 3286 例肾性高血
压患者资料，包括性别、年龄、籍贯、医保类型、
诊断、各项医疗费用、药品名称及数量等，用于
后续分析。
1.2　纳入与排除标准
　　纳入标准：① 入院诊断为肾性高血压；② 
出院诊断包含肾性高血压。排除标准：① 合并有
心、脑、肝、内分泌、造血系统等严重原发性疾
病；② 合并恶性肿瘤；③ 继发性高血压但没有
肾脏病史者。

1.3　研究方法
　　本研究采用回顾性分析方法，通过 SPSS 和
Excel 对收集的数据进行整理，统计出患者基本
情况、用药情况和各项医疗费用，其中用药情况
通过 DDDs 值来反映，而医疗费用中的总住院费
用包括中成药费、化验费、床位费、手术费、护
理费、检查费、治疗费、特殊材料费、草药费、
西药费、诊查费、陪护费。对定量统计资料采用
平均数、标准差等指标进行统计，对分类统计资
料采用频数及频率（%）进行统计描述。通过单
因素方差回归和多元逐步回归分析方法分析各因
素对住院费用是否有影响且影响程度大小。
　　DDDs 计算主要参考 WHO 推荐的限定日剂
量（DDD）[4]，如 WHO 没有提供 DDD 值的药
品，则取《新编药物学》（第 18 版）[5] 及药品说明
书中成人维持剂量 [6-7]，具体计算如下：
　　总用药量＝规格 ×所用次数 ×一次用量；
　　DDDs ＝总用药量 / 该药的 DDD 值。
2　结果
2.1　患者基本情况
　　研究对象性别相对均衡，年龄主要集中在
30 ～ 60 岁，住院天数主要集中在 1 ～ 15 d，地域
主要集中在湖南省，见表 1。
2.2　患者用药情况
　　所用药物根据药理作用分类 [8-9] 总数为 1 ～ 9
种，平均用药类别数为（2.69±1.51）种，62.51%
的患者用药类别总数为 2 ～ 4 种，见表 2。
　　按照药理作用分类 [8-9] 使用药物 DDDs 总值
前三类依次为钙离子通道阻滞剂（CCB）、α 受体
阻滞剂、血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）；以

total value of DDDs as an indicator, the drugs used most frequently included calcium channel blocker 
(CCB), alpha-blockers and angiotensin receptor blocker (ARB). The mean total cost of hospitalization 
was (39 690.53±85 305.44) yuan (median：10 797.83 yuan; P25 ～ P75：7130.48 ～ 20 677.13) 
yuan. The mean cost of western drug was (10 206.41±24 170.42) yuan, (median：1961.61 yuan, 
P25 ～ P75：857.25 ～ 5012.93 yuan). Univariate regression showed that the effects of gender, 
age, the number of hospitalization days, whether undergoing kidney transplantation, and current 
stage of renal disease on the total cost of hospitalization were statistically significant (P ＜ 0.05). 
The multiple stepwise regression showed that the impact on the total cost of hospitalization per 
capita was the number of hospitalization days, whether undergoing kidney transplantation, stage 
of current kidney disease, gender and age in order of strong to weak. Conclusion  Due to the need 
for a combination of drugs, the number of hospitalization days and whether or not to undergo 
kidney transplantation are the most important factors for the total cost of hospitalization of patients 
with renal hypertension. The economic burden of patients with renal hypertension can be reduced 
by early screening, diagnosis and treatment, reasonable and individualized drug treatment, etc. 
Key words: renal hypertension; economic burden; hospitalization cost; drug therapy
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药品统计 DDDs 总值前三分别是硝苯地平控释
片、哌唑嗪片和阿罗洛尔片；沙库巴曲缬沙坦钠
片 DDDs 逐年增加，见表 3。
2.3　医疗费用情况
　　2019 年 1 月到 2022 年 9 月住院总费用均值为
（39 690.53±85 305.44）元，中位数为10 797.83元，
P25 ～ P75 为 7130.48 ～ 20 677.13 元，医保费用均
值为（10 077.58±22 081.21）元，中位数为 3236.10
元，P25 ～ P75 为 0 ～ 7888.45 元，西药费均值为
（10 206.41±24 170.42）元，中位数为 1961.61 元，
P25 ～ P75 为 857.25 ～ 5012.93 元。 在 2019—2022
年间，人均住院总费用及日人均住院费用基本呈
下降趋势，详见表 4。

　　所有住院费用分成六大类，2019 年、2020 年
和 2022 年西药类费用占比为第一，中成药及草药
类费用在 2019—2022 年均占比最低，见表 5。
2.4　患者住院直接经济负担的单因素回归分析
　　当检验水准α ＝ 0.05 时，患者人均住院总
费用单因素回归分析结果见表 6。所有纳入变量
对人均住院总费用的影响差异均有统计学意义
（P ＜ 0.05）。
2.5　住院患者住院直接经济负担的多因素回归分析
　　为了进一步明确各因素对住院总费用的影
响，以人均住院总费用（对数转换值）为因变量，
以单因素回归分析中有统计学意义的因素作为自
变量进行赋值，如表 7 所示。
　　多元逐步回归分析模型建立成功（F ＝ 1214.29，
P ＜ 0.001），可解释程度较高（R2 ＝ 0.6493，可解释
因变量 64.93% 的变异），各个自变量之间无共线性关
系（各自变量的 VIF 值均小于 5）。多元逐步回归分

表 2　2019—2022 年肾性高血压患者治疗药物分类汇总情况 
Tab 2　Summary of category drug for patients with renal 

hypertension from 2019 to 2022 
用药方案 例数 构成比 /%

一类药品 1248 25.10
CCB 894
利尿剂 150
ARB 85
β 受体阻滞剂 72
血管紧张素受体脑啡肽酶抑制剂（ARN1） 16
其他 31

两类药品 1346 27.07
CCB ＋利尿剂 407
CCB ＋β 受体阻滞剂 305
CCB ＋α 受体阻滞剂 174
ARB ＋ CCB 172
CCB ＋α&β 受体阻滞剂 76
其他 212

三类药品 1066 21.44
CCB ＋β 受体阻滞剂＋利尿剂 216
CCB ＋β 受体阻滞剂＋α 受体阻滞剂 162
CCB ＋α 受体阻滞剂＋利尿剂 137
ARB ＋ CCB ＋利尿剂 82
ARB ＋ CCB ＋β 受体阻滞剂 78
其他 391

四类药品 696 14.00
五类药品 376   7.56
六类药品 135   2.72
七类药品 76   1.53
八类药品 24   0.48
九类药品 5   0.10

注：前三类药品仅列出前五，其他组合归为其他类，四～九类

药品的占比较小，略过详情。

Note：Top 5 drugs are only listed for the first 3 categories，and 
other combinations are classified as other categories. The percentage of 
drugs in categories 4 ～ 9 is relatively small，so details are omitted.

表 1　肾性高血压住院患者基本情况 
Tab 1　Basic information of inpatients with renal hypertension

项目 例数 百分比 /%
性别

男 1930 58.73
女 1356 41.27

年龄段 / 岁
≤ 18 72   2.19
19 ～ 30 317   9.65
31 ～ 45 1096 33.35
46 ～ 60 1246 38.92
＞ 60 555 16.89

住院天数 /d
1 ～ 5 947 28.82
6 ～ 10 1234 37.55
11 ～ 15 533 16.22
16 ～ 20 237   7.21
21 ～ 25 135   4.10
26 ～ 30 75   2.28
＞ 30 125   3.80

医保类型

自费 748 22.76
异地医保 592 18.02
城镇居民基本医疗保险 3   0.09
城镇职工基本医疗保险 539 16.40
新农合 267   8.13
其他 1137 34.60

是否进行肾移植

否 2951 89.81
是 335 10.19

肾脏病分期

其他 890 27.08 
三期 38   1.16 
四期 44   1.34 
五期 2314 70.42 

地区

湖南省 2948 89.71
其他地区 338 10.29

注：异地医保包括长沙市以外的湖南省某些地区的医保。

Note：Non-local medical insurance includes medical insurance in 
certain areas of Hunan Province outside Changsha.
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表 3　2019—2022 年肾性高血压患者药品 DDD值及 DDDs排序 
Tab 3　Drug DDD values and DDDs ranking in patients with renal hypertension from 2019 to 2022

药品名称 DDD/mg
合计 2019 年 2020 年 2021 年 2022 年

DDDs 排序 DDDs 排序 DDDs 排序 DDDs 排序 DDDs 排序

CCB 117 843 1 31 832.5 1 27 666.12 1 33 422.08 1 24 929.32 1
硝苯地平控释片 30 80 296 1 24 179 1 18 804 2 22 182 1 15 131 1
苯磺酸左氨氯地平片 5 13 268.5 2 1608 3 3812.5 3 5104.5 3 2743.5 3
氨氯地平片 5 13 248 3 9715 2 22 825 1 22 080 2 11 620 2
其他 24 278.52 6045.5 5049.62 6135.58 7054.817

α 受体阻滞剂 64 376.08 2 16 712.58 2 14 168.67 2 20 259.33 2 13 235.5 2
哌唑嗪片 1.5 58 997.33 1 15 137.33 1 12 858.67 1 18 861.33 1 12 140 1
特拉唑嗪片 8 5378.75 2 1575.25 2 1310 2 1398 2 1095.5 2

ARB 34 011.85 3 10 448 3 9275.12 3 9417.58 3 4871.15 5
奥美沙坦酯片 20 10 654 1 4631 1 2776 1 2098 1 1149 2
缬沙坦胶囊 80 6541 2 1221 2 1487 3 1875 3 1958 1
厄贝沙坦片 150 5780 3 1192 3 1738 2 2077 2 773 3
其他 11 036.85 3404 3274.12 3367.58 991.15

利尿剂 23 838.5 4 3586.5 5 3672.5 5 9076.5 4 7503 3
呋塞米片 40 14 591.5 1 1382.5 2 1015.5 2 6505.5 1 5688 1
托拉塞米片 10 6930 2 2062 1 1982 1 1577 2 1309 2
氢氯噻嗪片 25 1221 3 17 3 499 3 287 3 418 3
其他 1096 125 176 707 88

α&β 受体阻滞剂 18 083 5 4686 4 3999 4 5653 5 3745 6
阿罗洛尔片 10 18 083 1 4686 1 3999 1 5653 1 3745 1

血管紧张素转化酶抑制剂（ACEI） 11 644.83 6 1197.67 7 3047.67 6 5178.83 6 2220.67 8
氨氯地平贝那普利片 12.5 8774 1 0 3 2367 1 4449 1 1958 1
贝那普利片 7.5 1043.333 2 330.67 1 338.67 2 299.33 2 74.67 3
依那普利片 10 777 3 271 2 254 3 120 3 132 2
其他 1050.5 596 88 310.5 56

β 受体阻滞剂 11 271.5 7 2461.62 6 2292.63 7 3473 7 3044.25 7
琥珀酸美托洛尔缓释片 95 6680.5 1 1619.5 1 1534 1 1641 1 1886 1
富马酸比索洛尔片 10 2395 2 341 3 238.5 3 1077.5 2 738 2
酒石酸美托洛尔片 200 2196 3 501.12 2 520.13 2 754.5 3 420.25 3

ARNI 8900.75 8 988 8 1190.5 8 1607.25 9 5115 4
沙库巴曲缬沙坦钠片 200 8900.75 1 988 1 1190.5 1 1607.25 1 5115 1

醛固酮受体拮抗剂 3412 9 171.7333 9 277.8667 9 1755.733 8 1206.667 9
螺内酯片 75 3412 1 171.7333 1 277.8667 1 1755.733 1 1206.667 1

注：氨氯地平贝那普利复方制剂按照成分归属于 CCB 和 ACEI 进行统计。各类药品仅列出前三，剩余归为“其他”；因“其他”的

DDDs 为该类剩余药品 DDDs 之和，故不列序号。

Note：Amlodipine benazepril compound preparations are summarized according to the compositions of CCB and ACEI. Only the top 3 categories 
are listed and the top 3 drugs in each category are listed，and the rest are classified as “others”. The DDDs of others are the sum of DDDs of the 
remaining drugs in the category，no the serial number is listed.

析提示，对人均住院直接经济负担有影响作用的因
素从大到小（以β 排序）排列详见表 8。
3　讨论
　　未检索到其他针对肾性高血压进行经济负担
研究的文献报道，本研究结果示研究对象年龄主
要集中在 30 ～ 60 岁，年龄分布基本符合《中国
肾性高血压管理指南 2016（简版）》的描述，指南
提到年龄增长是肾性高血压的重要危险因素，40
岁后肾小球滤过率每年下降约 1%[10]。
　　本研究根据 WHO 推荐的 DDDs 值对用药进
行分析 [11]，发现肾性高血压需要多种药物联合治
疗，其中使用两类药品联合治疗的最多；所用药

品类别中 DDDs 总值排序前三的药品是 CCB、α
受体阻滞剂和 ARB。究其原因可能是因为 CCB
主要经过肝脏排泄，治疗肾性高血压无绝对禁忌
证，且可与其他药物联合使用 [12]。而指南推荐的
治疗肾性高血压中占有重要地位的 ACEI 和 ARB
类药物的使用相对没有那么多，可能是因为这两
类药物药理作用接近，一般只选其中一种；同时
研究所在医院为三级甲等医院，接收的患者肾功
能大部分为终末期（70.42% 为五期），ACEI/ARB
类药物存在相对禁忌的问题。本研究显示沙库巴
曲缬沙坦钠片越来越受欢迎，有文献报道长期应
用沙库巴曲缬沙坦钠片可缓解血液透析患者心力
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表 4　2019—2022 年各项医疗费用统计情况 
Tab 4　Statistics on various medical expenses from 2019 to 2022

年份
住院总费用 / 元 医保费用 / 元 日人均住院费

用 / 元x±s 中位数 P25 ～ P75 x±s 中位数 P25 ～ P75

2019 28 220.50±63 731.25 11766.48 7521.07 ～ 19 277.06 9479.61±22 525.75 3883.46            0 ～ 8429.04 2783.91
2020 24 521.65±52 708.32 11334.28 7469.94 ～ 18 522.07 8373.37±19 385.83 3674.72            0 ～ 7710.45 2262.83
2021 15 452.16±28 925.85   9606.79 6554.58 ～ 14 612.99 4928.80±9958.31 2617.92            0 ～ 5570.21 1769.60
2022 19 349.22±35 053.97   9769.79 6239.34 ～ 17 008.87 7274.06±13 458.85 3618.17 1544.66 ～ 7490.08 2053.84

年份
西药费 / 元 住院天数 / d 日人均住院费

用 / 元x±s 中位数 P25 ～ P75 x±s 中位数 P25 ～ P75

2019 8197.59±23 805.74 2226.30 1165.43 ～ 4980.66 10.14±9.60 8.00 6.00 ～ 12.00 2783.91
2020 6965.58±22 368.00 2064.74 1048.81 ～ 4435.07 10.42±9.22 8.00 6.00 ～ 12.00 2262.83
2021 4206.27±11 428.32 1805.87   844.27 ～ 3515.32   8.73±6.14 7.00 5.00 ～ 11.00 1769.60
2022 6134.39±15 587.94 1932.32   962.37 ～ 4188.67   9.42±8.32 7.00 5.00 ～ 11.00 2053.84

表 5　2019—2022 年患者人均住院费用及构成 
Tab 5　Per capita hospitalization cost and composition of inpatients from 2019 to 2022

年份
诊断类 治疗类 西药类

均数 / 元 中位数 / 元 占比 /% 均数 / 元 中位数 / 元 占比 /% 均数 / 元 中位数 / 元 占比 /%
2019 6042.15 4541.75 21.41 3870.13 1928.00 13.71 8197.59 2226.30 29.05
2020 5952.44 4709.50 24.42 3520.96 1762.00 14.44 6965.58 2064.74 28.57
2021 5136.28 4241.50 33.24 2804.72 1521.50 18.15 4206.27 1805.87 27.22
2022 5348.49 4173.50 27.64 3230.34 1561.00 16.69 6134.39 1932.32 31.70

年份
中成药及草药类 耗材类 其他类

均数 / 元 中位数 / 元 占比 /% 均数 / 元 中位数 / 元 占比 /% 均数 / 元 中位数 / 元 占比 /%
2019 177.98   32.24 0.63 3083.84 771.36 10.93 6848.81 964.00 24.27
2020 161.94 109.44 0.66 2875.10 657.70 11.22 5042.28 938.00 20.68
2021 134.60   64.38 0.87 1876.99 288.75 12.15 1293.31 812.00   8.37
2022 129.60   32.19 0.67 2500.68 292.42 12.92 2005.73 816.00 10.37

表 6　肾性高血压患者直接经济负担的单因素回归分析 
Tab 6　Univariate regression analysis of direct economic burden for patients with renal hypertension

变量
住院总费用 / 元

χ2/t（取对数） P 值x±s 中位数 P25 ～ P75

性别 男 45 247.68±93 737.30 11 013.90 7355.34 ～ 22 770.98      4.32 ＜ 0.001
女 31 781.01±70 898.63 10 463.38 6749.44 ～ 18 751.94

年龄 / 岁 ≤ 18 97 807.36±122 072.05 23 364.25 8710.91 ～ 164 481.48 － 6.71 ＜ 0.001
19 ～ 30 48 093.49±87 412.86 12 025.49 7227.35 ～ 47 290.05
31 ～ 45 47265.42±96 648.35 10 468.935 6782.01 ～ 22 298.20
46 ～ 60 35 221.62±82 507.34 10 231.535 7178.94 ～ 18 131.27
＞ 60 22 425.67±46 736.21 11 582.64 7512.83 ～ 18 689.74

住院天数 /d 1 ～ 5 7129.24±4932.59 6209.39 4467.51 ～ 8789.73      65.15 ＜ 0.001
6 ～ 10 11 656.85±9854.51 9809.02 7477.63 ～ 12 898.33
11 ～ 15 41 894.44±70 800.28 18 419.8 13 307.89 ～ 29 819.60
16 ～ 20 112 320.70±124 587.72 48 462.78 22 835.09 ～ 181 635.50
21 ～ 25 154 184.77±139 636.59 76 920.51 37 597.47 ～ 309 030.00
26 ～ 30 149 525.10±132729.32 78 546.01 53 730.88 ～ 302 719.28
＞ 30 226 463.81±161 998.44 170 352.23 90 427.34 ～ 361 347.11

医保类型 新农合 23 922.08±51515.79 9782.36 5859.31 ～ 17 490.99 － 6.24 ＜ 0.001
城镇居民基本医疗保险 9925.33±6175.03 11 217.34 *
城镇职工基本医疗保险 29 803.74±66 794.70 10159.12 6147.13 ～ 17897.38
异地医保 31 186.58±60 576.35 11 293.01 7235.44 ～ 22 064.45
自费 32 732.45±77 487.93 9948.05 7337.83 ～ 16 207.89
其他 59 240.56±110 146.35 12 731.68 7854.71 ～ 33 828.97

是否进行肾移植 是 55 185.02±98 962.60 18 351.03 8272.2 ～ 53 810.55      6.56 ＜ 0.001
否 37 931.58±83 451.78 10461.97 7070.49 ～ 18 637.04

肾脏病分期 五期 46 591.65±96 659.96 11 060.98 7454.00 ～ 20 152.11      5.10 ＜ 0.001
四期 13 837.57±16 030.57 8976.68 6099.69 ～ 13 565.11
三期 15 494.45±18 044.05 8311.62 5801.45 ～ 18 730.3
其他 24 058.82±46 131.29 9908.66 6273.36 ～ 23 219.88

注（Note）：* 代表医保类型为城镇居民基本医疗保险患者仅为 3 例，故四分位数显示结果不完整（* represent only 3 patients have urban 
residents' basic medical insurance，so the Quartile display is incomplete）。
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衰竭症状的严重程度 [13-14]。
　　研究结果提示人均住院总费用构成中西药费用
占比 3 年居首位，住院天数越长、进行肾移植及慢
性肾脏病分期靠后等因素会导致总住院费用增加。
因此，可通过以下措施降低肾性高血压患者的经济
负担：① 早筛查早诊断早治疗，延缓 CKD 进展；
② 优化用药方案和治疗方案，缩短住院时间；③ 
积极开展药物经济学评价，完善社会基本医疗保险
和医疗保障制度，优化卫生资源的配置。
　　本研究对肾性高血压的用药情况和经济负担
展开研究，对该病的临床决策及医保相关政策的
制定均有重要指导意义。但本研究也存在一定的
局限性：首先，研究中约 90% 的患者来自湖南，
对全国的代表性较差；其次，本研究主要考虑直
接经济负担，如医药费、检查费、治疗费、护理
费等，未考虑间接经济负担，如患者本人及陪护
人员的误工费；最后，未对治疗方案进行详细的
合理性分析，未来可进行更深入的研究，以便为
合理用药方案提供参考。
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表 8　肾性高血压患者直接经济负担多元逐步回归分析 
Tab 8　Multiple linear regression analysis of direct economic burden in patients with renal hypertension

变量 偏回归系数β 偏回归系数标准误 标准偏回归系数β’ t 值 P 值

（常量）      3.729 0.024  152.776 ＜ 0.001
住院天数      0.266 0.004      0.789    74.722 ＜ 0.001
是否进行肾移植      0.053 0.019      0.032      2.720      0.007
慢性肾脏病分期      0.045 0.004      0.118    10.283 ＜ 0.001
性别      0.035 0.011      0.034      3.246      0.001
年龄 － 0.017 0.006 － 0.032 － 3.111      0.002

表 7　肾性高血压患者直接经济负担影响因素及赋值 
Tab 7　Influencing factors and assignments of direct economic burden in patients with renal hypertension

因素 变量名 量化方法或单位

人均住院总费用（对

数转换值）

Y 元

性别 X1 0 ＝女；1 ＝男

年龄 X2 1 ＝ 18 岁及以下；2 ＝ 19 ～ 30 岁；3 ＝ 31 ～ 45 岁；4 ＝ 46 ～ 60 岁；5 ＝ 60 岁以上

住院天数 X3 0 ＝ 1 ～ 5 d；1 ＝ 6 ～ 10 d；2 ＝ 11 ～ 15 d；3 ＝ 16 ～ 20 d；4 ＝ 21 ～ 25 d；5 ＝ 26 ～ 30 d；6 ＝ 30 d 以上

是否进行肾移植 X4 0 ＝否；1 ＝是

医保类型 X5 0 ＝其他；1 ＝异地医保；2 ＝城镇职工基本医疗保险；3 ＝城镇居民基本医疗保险；4 ＝新农合；5 ＝自费

慢性肾脏病分期 X6 0 ＝其他；1 ＝慢性肾脏病三期；2 ＝慢性肾脏病四期；3 ＝慢性肾脏病五期
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3 种碳青霉烯类药物联合头孢哌酮钠舒巴坦钠对 
泛耐药鲍曼不动杆菌感染的 PK/PD研究

许亚洲1，石祥奎1，曹加2，刘杰3，刘莹3*（1. 徐州市妇幼保健院药事科，江苏　徐州　221009；2. 南京医科大学

第一附属医院药学部，南京　210029；3. 徐州市妇幼保健院检验科，江苏　徐州　221009）

摘要：目的　探讨亚胺培南（IMP）、美罗培南（MEN）、比阿培南（BMP）3 种碳青霉烯类与头

孢哌酮钠舒巴坦钠（CFS）单用和联合用药对泛耐药鲍曼不动杆菌（XDR-AB）的体外抑菌作用，

通过蒙特卡罗模拟评价筛选最佳给药方案。方法　分离收集 54 株 XDR-AB，基于微量肉汤稀释

法测定单独及联合用药的最低抑菌浓度值（MIC），上计算抑菌浓度指数（FIC），结合药动学 /
药效学（PK/PD）参数，通过蒙特卡罗模拟对治疗方案进行优化。结果　联合用药主要显示为协

同作用和相加作用，与单用药相比，联合用药的累积抑菌百分率曲线左移。蒙特卡罗模拟结果

显示，在限定用药剂量范围内通过延长静脉滴注时间，5 种亚胺培南和 2 种比阿培南联合用药方

案可获得有效的累积反应分数（CFR）目标值；在联合用药方案中，延长 CFS 静脉滴注时间并

使舒巴坦钠用量达到 9 g·d－ 1 可获得有效的 CFR 目标值。结论　体外研究结果显示，CFS 联合

3 种碳青霉烯类对 XDR-AB 有效，但蒙特卡罗模拟显示需增加其给药次数、延长静脉滴注时间

并加大用药剂量对 XDR-AB 才可获得有效的 CFR 目标值。

关键词：碳青霉烯类；头孢哌酮钠舒巴坦钠；蒙特卡罗模拟；泛耐药鲍曼不动杆菌
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Pharmacokinetics/pharmacodynamics of three carbapenems combined 
with cefoperazone sodium and sulbactam sodium against extensively drug 

resistant Acinetobacter baumannii infection

XU Ya-zhou1, SHI Xiang-kui1, CAO Jia2, LIU Jie3, LIU Ying3* (1. Department of Pharmacy, Xuzhou 
Maternity and Child Health Care Hospital, Xuzhou  Jiangsu  221009; 2. Department of Pharmacy, 
the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing  210029; 3. Department of 
Laboratory Medicine, Xuzhou Maternity and Child Health Care Hospital, Xuzhou  Jiangsu  221009)

Abstract: Objective  To evaluate three carbapenems (imipenem, meropenem, and biapenem) used alone 
or in combination with cefoperazone sodium and sulbactam sodium (CFS) against extensively drug 
resistant Acinetobacter baumannii (XDR-AB). Monte Carlo simulation (MCS) was used to evaluate 
the optimal dosing regimen. Methods  Totally 54 isolates of XDR-AB were collected. The minimum 
inhibitory concentration (MIC) was tested by agar dilution method and the fractional inhibitory 
concentration (FIC) caculated. According to the MIC and pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) 
parameters, dosing regimens were optimized by MCS. Results  Carbapenems in combination with CFS 
mainly showed synergistic effect and additive effect. Cumulative bacteriostatic percentage curve of drugs 
in combination obviously moved to the left compared with drugs used alone. Within maximum daily 
dose, five imipenem and two biapenem regimens in combination with prolonged intravenous infusion 
time obtained cumulative fraction of response value (CFR) by MCS. In addition, increased dose of CFS 
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　　泛耐药鲍曼不动杆菌（XDR-AB）作为一种临
床常见的耐药严重的革兰氏阴性菌，仅对 1 ～ 2 种
潜在抗不动杆菌活性的药物敏感，2019年 CHINET
耐药监测结果显示鲍曼不动杆菌对绝大多数药物
的耐药率在 50% 以上 [1]，且耐药呈逐年上升趋势，
一旦感染，临床治疗难度大，导致患者死亡的风险
较高，因此有必要对其进行重点研究 [2]。
　　对于这种病原菌感染的治疗，国内专家共识推
荐联合治疗用药 [3]，包括以舒巴坦钠或含舒巴坦钠
的复合制剂、多黏菌素类、替加环素为基础的联合
用药方案。头孢哌酮钠舒巴坦钠（CFS）因其舒巴
坦钠成分对鲍曼不动杆菌具有一定的抗菌作用，国
内常用于治疗鲍曼不动杆菌感染；碳青霉烯类也常
作为治疗鲍曼不动杆菌感染的一线药物。相关研究
证实碳青霉烯类药物联合 CFS 具有协同作用 [4-5]，
但这种联合用药方案在用药剂量、静脉滴注时间以
及给药间隔等方面缺乏明确的规定，相关的药动
学 / 药效学（PK/PD）评价研究也较为少见。蒙特卡
罗模拟（MCS）通过结合抗菌药物的 PK 参数和 PD
参数，计算目标获得概率（PTA）或对最低抑菌浓
度值（MIC）群体获得的累积反应分数（CFR）目
标值的大小，从而确定最佳给药方案 [6-8]，现已作
为一个快速、确切的 PK/PD 评价工具，大量应用于
抗菌方案的优化和疗效评价 [9-10]。本文在研究过程
中利用抗菌药物在人体内的 PK 参数与 MIC，结合
药物稳定性，基于蒙特卡罗方法进行模拟研究，确
定最佳给药方案，为临床治疗用药提供参考。
1　材料与方法

1.1　MIC 值的测定 
　　54 株 XDR-AB 均经过法国梅里埃公司 Vitek 细
菌鉴定系统鉴定。采用棋盘设计微量肉汤稀释法对
亚胺培南（IMP，规格：0.5 g/ 支，深圳市海滨制药
有限公司，批号：H20059131），美罗培南（MEN，
规格：0.5 g/ 支，珠海联邦制药股份有限公司，批
号：H20113179）， 比 阿 培 南（BMP， 规 格：0.3 
g/ 支，江苏正大天晴药业股份有限公司，批号：
H20080743），三种碳青霉烯类与 CFS（2∶1，规格：
1.5 g/ 支，哈药集团三精明水药业有限公司，批号：
H20054454）。进行单药和联合药敏 MIC 测定，基

于 CLSI 标准 [11]，确定菌株的 MIC 值。
1.2　抑菌浓度指数（FIC）

　　基于单独和联合用药测定的 MIC 值，计算 FIC，
FIC ＝（甲药联合用药 MIC 值 / 甲药单独用药 MIC
值）＋（乙药联合用药 MIC 值 / 乙药单独用药 MIC
值）。FIC ≤ 0.5 表示协同作用；0.5 ＜ FIC ≤ 1 表示
相加作用；1 ＜ FIC ≤ 2 表示无关作用；FIC ＞ 2 表
示拮抗作用 [12]。
1.3　药动学参数确定 
　　IMP、MEN、BMP 3 种碳青霉烯类与 CFS 均属
于时间依赖性抗菌药物，PK/PD 评价指标为：f%T ＞

MIC；可按照下列公式计算 [13]：f%T ＞ MIC ＝ ln 
{（Dose×f）/（Vd×MIC）}×（t1/2/0.693τ）×100%。
Dose 代表每次用药剂量，f 代表游离药物百分率，
Vd 代表表观分布容积，MIC 代表最低抑菌浓度，指
药敏测定所获得的 MIC 群体数据 [14]，t1/2 代表药物
生物半衰期，τ 代表用药时间间隔。在研究过程中
根据相关资料，明确每种药物在人体的 PK 参数、
日最大用药剂量以及药物稳定性 [15-18]，具体见表 1。
1.4　MCS
　　模拟分析应用水晶球软件，40%T ＞ MIC 代表
碳青霉烯类对 XDR-AB 的杀菌 PD 目标 [19]，在特定
部位感染时，PD 目标为 60% ～ 100%T ＞ MIC[20]。
CFS 参照头孢哌酮的 PD 目标为 50%T ＞ MIC。研
究过程中假设 Vd、t1/2 遵循对数正态分布，f 遵循均
匀分布，MIC 遵循自定义分布。模拟次数为 10 000
次，模拟结果采用 CFR 描述，当用药方案获得的
CFR ≥ 90% 可认为其可能有效，给药方案最优。
　　参考相关文献及药物说明书 [21-22]，IMP、MEN
以及 BMP 每日最大用药剂量应分别低于 4 g、6 g
以及 1.2 g，在室温条件下的稳定时间为 4 h、4 h（1 
h /5% 葡萄糖溶媒）以及 5 h（10 h /0.9% 氯化钠注射
液溶媒）。舒巴坦钠在专家共识中推荐的最大用药
剂量为 6 ～ 8 g；CFS 在室温条件下的稳定时间为
3 ～ 3.5 h，详见表 1。参考以上因素以及输液配置
时间，设定 IMP 静脉滴注最长时间为 3.5 h，MEN
静脉滴注最长时间为 3.5 h（0.5 h /5% 葡萄糖溶媒），
BMP 静脉滴注最长时间为 4.5 h（9.5 h /0.9% 氯化钠
注射液溶媒），CFS 静脉滴注最长时间为 3 h。

in combination with sulbactam sodium (9 g·d － 1) with prolonged intravenous infusion time obtained 
effective CFR. Conclusion  Prolonged intravenous infusion time, high dose and increased frequency of 
administration result in effective CFRs for carbapenems in combination with CFS against XDR-AB. 
Key words: carbapenems; cefoperazone sodium and sulbactam sodium; Monte Carlo simulation; 
extensively drug resistant Acinetobacter baumannii
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表 1　IMP、MEN、BMP与头孢哌酮钠相关参数 
Tab 1　Parameters for imipenem，meropenem，biapenem and cefoperazone sodium

药物 Vd/L t1/2/h f 稳定时间 /h 可选溶媒 日最大剂量 /g

IMP 12.53±9.58 1.17±0.07     0.8 ～ 0.95 4 0.9%SCS，5%GS，5%GSC，10%GS 4

MEN 13.48±2.94   1.08±0.198   0.85 ～ 0.98 4（1） 0.9%SCS（5%GS） 6

BMP 21.51±5.75 1.04±0.17 0.898 ～ 0.963 5（10） 5%GS，5%GSC，10%GS（0.9%SCS） 1.2

CFS 中头孢哌酮 10.99±0.62 1.55±0.75 0.065 ～ 0.3 3 ～ 3.5 0.9%SCS，5%GS，5%GSC，10%GS 8

注（Note）：SCS. 氯化钠溶液（sodium chloride solution）；GS. 葡萄糖溶液（glucose solution）；GSC. 葡萄糖氯化钠（glucose and sodium 
chloride）。

1.5　统计分析 
　　应用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，单独用
药与联合用药的 MIC 差异对比应用 t 检验，FIC
差异对比应用卡方检验。
2　结果

2.1　单独用药与联合用药的 MIC 值 
　　IMP、MEN、BMP 与 CFS 单独用药的 MIC 范
围、MIC 均值、MIC50 及 MIC90 相关指标明显高于
联合用药（P ＜ 0.01），由此可推断联合用药可取得
更好的效果，相关结果见表 2。

表 2　IMP、MEN、BMP和 CFS单独用药及联合用药的 MIC值 
Tab 2　MIC distribution of imipenem，meropenem，biapenem singly and in combination with CFS against XDR-AB 

药物
单独用药 联合用药

P 

MIC 范围 MIC 均值 MIC50 MIC90 联合方案 MIC 范围 MIC 均值 MIC50 MIC90

IMP   8 ～ 64   27.85   32   32 IMP ＋ CFS 0.125 ～ 16   4.45   1 16 ＜ 0.01

CFS 16 ～ 128   52.44 128 256        1 ～ 32 10.02   8 16 ＜ 0.01

MEN 16 ～ 256 119.41 128 256 MEN ＋ CFS        1 ～ 64 29.54 32 64 ＜ 0.01

CFS 32 ～ 256 155.26 128 256        1 ～ 128 72.39 32 64 ＜ 0.01

BMP   4 ～ 64   18.15   16   32 BMP ＋ CFS        2 ～ 16   4.30   2 16 ＜ 0.01

CFS 32 ～ 256   96.89 128 256        2 ～ 64   9.19   2 32 ＜ 0.01

2.2　单独用药与联合用药的浓度累积抑菌百分率

曲线

　　与单独用药相比，IMP、MEN、BMP 与 CFS 联
合用药所获得的累积抑菌百分率曲线明显左移，由
此可推断联合用药可取得更好的效果，见图 1 ～ 3。

图 1　IMP 与 CFS 单独用药及联合用药的累积抑菌百分率曲线

Fig 1　Cumulative bacteriostatic percentage curve of IMP and CFS used 
alone or in combination against XDR-AB

2.3　FIC 
　　3 种联合用药方案抑菌浓度指数所得结果主
要为协同作用，其次表现为相加作用，不存在
拮抗作用，FIC 值分布差异无统计学意义（χ2 ＝

6.406，P ＝ 0.143），见表 3。

图 2　MEN 与 CFS 单独用药及联合用药的累积抑菌百分率曲线

Fig 2　Cumulative bacteriostatic percentage curve of MEN and CFS 
alone or in combination against XDR-AB

图 3　BMP 与 CFS 单独用药及联合用药的累积抑菌百分率曲线

Fig 3　Cumulative bacteriostatic percentage curve of BMP and CFS 
alone or in combination against XDR-AB
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表 3　3 种联合用药方案抑菌浓度指数 (FIC)分布 
Tab 3　Fractional inhibitory concentration of 3 combination regimens

联合方案 协同 /% 相加 /% 无关 /% 拮抗 /% P

IMP ＋ CFS 79.63 12.96   7.41 0 0.143

MEN ＋ CFS 40.74 38.89 20.37 0

BMP ＋ CFS 75.93 24.07   0 0

2.4　IMP 与 CFS 单独用药及联合用药的 CFR 值 
　　IMP 与 CFS 单独用药对 XDR-AB 不同用药方
案所得 CFR 值远低于 90%，结果显示无效（略）。

IMP 与 CFS 联合用药所得 CFR 值结果表明，仅
一 种 IMP 联 合 用 药 方 案（1 g q6h ivd） 可 获 得
40%T ＞ MIC 有效 CFR 目标值，当延长 IMP 静脉
滴注时间达到 1 ～ 3.5 h 可另外获得 4 种有效治疗
方案（0.5 g q6h ivgtt，1 g q8h ivgtt，1.5 g q12h ivgtt，
2 g q12h ivgtt）。联合治疗中舒巴坦钠在限定剂量
范围内 CFS 显示无效，不过提高舒巴坦钠剂量至 9 
g·d－ 1，延长静脉滴注达到 3 h，CFS 获得的 CFR
值为 91.72%（见表 4）。

表 4　IMP联合 CFS对 XDR-AB不同用药方案的 CFR目标值 (%) 
Tab 4　CFR taget values of IMP in combination with CFS against XDR-AB in different dosage regimens (%)

IMP 联合用药方案 CFS 联合用药方案

总剂量（≤ 4 
g·d － 1）/g

单剂

量 /g

用药

间隔

（τ）/h

静脉滴

注时间

（T）/h

目标值（CFR） 舒巴坦总

剂量（≤ 8 
g·d － 1）/g

舒巴

坦单

剂量 /g

头孢哌

酮单剂

量 /g

用药

间隔

（τ）/h

静脉滴

注时间

（T）/h

目标值 CFR

40%T ＞

MIC
60%T ＞

MIC
80%T ＞

MIC
100%T ＞

MIC
50%T ＞

MIC

2 0.5 q6h — 77.20 4 1 2 q6h — 44.47

1 86.89 1 54.19

2 90.54 3 71.45

3 93.39 4.5 1.5 3 q8h — 44.02

  3.5 94.63 90.74 1 50.59

3 1 q8h — 85.64 3 67.25

1 90.35 5 1.25 2.5 q6h — 52.74

2 92.85 1 60.16

3 95.87 3 79.56

  3.5 96.87 90.25 6 1.5 3 q6h — 59.70

3 1.5 q12h — 76.50 1 67.47

1 81.25 3 83.80

  3.5 90.17 6 2 4 q8h — 52.18

4 1 q6h — 93.09 1 59.80

1 95.44 3 75.23

2 97.38 93.17 8 2 4 q6h — 66.70

3 98.78 96.12 92.62 1 75.08

  3.5 98.98 97.80 95.45 91.58 3 88.63

4 2 q12h — 81.89 9 2.25 4.5 q6h — 69.96

1 85.58 1 79.35

2 89.31 2 85.88

3 92.74 3 91.72

  3.5 94.11

注（Note）：—：表示无静脉滴注时间（“－”means without intravenous infusion time）。

2.5　MEN 与 CFS 单独用药及联合用药的 CFR 值 
　　MEN 与 CFS 单 独 用 药 对 XDR-AB 不 同 用
药方案所获得的 CFR 值均较低，结果显示无效
（略）。联合用药结果显示，MEN 与 CFS 在限定剂
量条件下，均无法获得有效 CFR 目标值（见表5）。
2.6　BMP 与 CFS 单独用药与联合用药的 CFR 值 
　　BMP 与 CFS 单独用药对 XDR-AB 不同用药
方案所得 CFR 值均远低于 90%，结果显示无效
（略）。两者联合用药结果表明：在限定剂量条件

下，当选择 0.9% 氯化钠为溶媒，其稳定性可达
10 h，BMP 2 种联合用药方案（0.3 g q6h/ivgtt 5.8 
h、0.6 g q12h/ivgtt 9.5 h）可获得有效 CFR 目标
值，见表 6。
3　讨论

　　本文结果显示，IMP、MEN、BMP 和 CFS 单
独用药均无法获得有效的 CFR 目标值，而 3 种联
合用药方案所获得的相关指标均明显降低，其累积
抑菌百分率曲线也明显左移，从而说明联合用药对
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XDR-AB 的疗效显著提高。另外，3 种联合用药方
案的 FIC 结果主要显示为协同和相加作用，较单独
用药有显著优势。
　　MCS 结果显示，碳青霉烯类在限定剂量条
件下，仅一种 IMP 联合用药方案可获得有效 CFR
目标值，另外 6 种联合有效治疗方案均需要延长
静脉滴注时间，包括 4 种 IMP 以及 2 种 BMP 联
合用药方案，表明对于 XDR-AB 的治疗，应该在
联合用药的基础上，适当地延长静脉滴注时间才
可满足有效治疗要求。
　　提高联合用药方案中 CFS 的用药剂量、缩短
用药间隔以及延长静脉滴注时间，可获得 2 种有
效治疗方案，但舒巴坦钠剂量均达到 9 g·d－ 1，
稍高于指南推荐的剂量，一些学者认为目前
XDR-AB 耐药性明显增高，在进行抗感染治疗时
可以使舒巴坦钠的剂量高于 8 g·d－ 1 [23]。
　　通过对 3 种联合用药方案所获得的 MCS 结果
进行对比分析，可以看出，MEN 联合用药所获得
的 CFR 值较其他 2 种碳青霉烯类偏低，联合用药
方案中 CFS 也无法获得有效的 CFR 目标值，而且
其 MIC 均值、MIC50 及 MIC90 均高于 IMP 与 BMP，
由此可推断 XDR-AB 对 MEN 的耐药性较强，有

研究表明 MEN 的使用与耐药率的增长存在显著相
关性，而其他碳青霉烯类却显示无相关性，对鲍
曼不动杆菌的防突变浓度，MEN 也高于 IMP，较
其他碳青霉烯类产生耐药的可能性更高 [24-26]。另
外，有研究表明鲍曼不动杆菌 AdeABC 外排泵系
统对 MEN 具有更为显著的外排作用 [27]，这些原
因可能造成 MEN 对鲍曼不动杆菌耐药性偏高。总
的来说，3 种碳青霉烯类药物对 XDR-AB 的耐药
性均很高，药物使用量接近限定剂量上限才可获
得有效的 CFR 目标值，因此增加了 XDR-AB 的治
疗难度，应引起临床注意。
　　舒巴坦钠可影响鲍曼不动杆菌的青霉素结合
蛋白 PBP2，表现出特有的抗菌作用 [28-29]。这种
酶抑制剂在治疗过程中还可抑制细菌分泌的多
种β- 内酰胺酶（TEM1、TEM2、SHV1 等）以及
多种水解酶等，体外研究也发现其能够抑制细菌
的外排系统 [30]。鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药
的最重要机制是产生 D 类碳青霉烯酶，主要包
括 OXA-23、OXA-24、OXA-51 等亚型。有研究
显示 OXA-23 亚型在我国的阳性检出率最高，达
到 80%[31]，并且耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌菌株均
携带 OXA-23 和 OXA-51 这 2 种碳青霉烯酶，而

表 5　MEN联合 CFS对 XDR-AB不同用药方案的 CFR目标值 (%) 
Tab 5　CFR attainment of MEN in combination with CFS against XDR-AB for different dosage regimens (%)

MEN 联合用药方案 CFS 联合用药方案

总剂量（≤ 6 
g·d － 1）/g

单剂

量 /g
用药间隔

（τ）/h
静脉滴注时

间（T）/h

目标值（CFR） 舒巴坦总剂量

（≤ 8 g·d － 1）/g
舒巴坦

单剂量 /g
头孢哌酮

单剂量 /g
用药间

隔（τ）/h
静脉滴注时

间（T）/h

目标值（CFR）

40%T ＞ MIC 50%T ＞ MIC

6   1.5 q6h — 37.31 6 2 4 q8h — 23.75

3.5 84.84 3 36.66

6 2 q8h — 30.92 8 2 4 q6h — 33.21

3.5 37.88 3 50.53

注（Note）：—：表示无静脉滴注时间（“－”means without intravenous infusion time）。

表 6　BMP联合 CFS对 XDR-AB不同用药方案的 CFR目标值 (%) 
Tab 6　CFR attainment of BMP in combination with CFS against XDR-AB for different dosage regimens (%)

BMP 联合用药方案 CFS 联合用药方案

总剂量（≤ 1.2 
g·d － 1）/g

单剂

量 /g
用药间隔

（τ）/h
静脉滴注时

间（T）/h

目标值（CFR） 舒巴坦总剂量

（≤ 8 g·d － 1）/g
舒巴坦单

剂量 /g
头孢哌酮

单剂量 /g
用药间隔

（τ）/h
静脉滴注时

间（T）/h

目标值（CFR）

40%T ＞ MIC 50%T ＞ MIC

1.2 0.3 q6h — 51.27 6   1.5 3 q6h — 74.94

1 66.38 3 86.73

   5.5 89.17 6 2 4 q8h — 69.72

   5.8 90.08 3 83.56

1.2 0.6 q12h —   7.76 8 2 4 q6h — 78.52

1 15.66 3 89.14

9 89.14 9     2.25   4.5 q6h — 81.48

   9.5 91.64 1 84.04

3 91.67

注（Note）：—：表示无静脉滴注时间（“－”means without intravenous infusion time）。
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舒巴坦钠对产 OXA-23 耐碳青霉烯类鲍曼不动
杆菌表现出抑制作用并且在较高浓度时可能减
少 D 类碳青霉烯酶对碳青霉烯抗菌药物的破坏作
用 [32-34]，这些可能是碳青霉烯联合 CFS 对 XDR-
AB 治疗有效的原因。
　　碳青霉烯联合 CFS 治疗方案多用于同时合并
多重耐药肠杆菌科细菌感染的患者 [3]，对 XDR-AB
引起的肺部感染及呼吸机相关性肺炎也具有疗效
确切、安全性好等优势，并且对肝肾功能无明显
副作用，尤其适用于肝肾功能不良或潜在不良患
者 [35-37]，因舒巴坦钠具有较高的血脑屏障透过率，
可提高术后 XDR-AB 颅内感染的治疗效果 [38]。对
于以多黏菌素或替加环素为基础的联合治疗方案，
临床上多黏菌素 B 曾因具有很高的肾毒性和神经
毒性被禁用，但随着细菌耐药的不断增加，多黏菌
素 B 在治疗耐药鲍曼不动杆菌方面的研究逐渐增
多 [39]。替加环素主要批准应用于腹腔及皮肤软组
织感染，虽然替加环素并未批准应用于 XDR-AB
感染的肺炎，但经验性治疗显示出较好的治疗效
果 [40]。目前以多黏菌素或替加环素为基础的联合
治疗仍是重要选择方案，临床有治疗成功的病例，
但仍缺乏大规模临床研究 [3，41]。
　　MCS 模拟通过结合药物 PK/PD 参数计算出
CFR 目标值，为临床抗菌药物治疗方案的优化提
供了一种新的研究思路。但本文也存在一定的不
足：首先 PK 参数来源于肝、肾功能正常的健康
人群，与临床实际感染患者的 PK 参数存在差异，
另外细菌 MIC 结果为体外实验获得，因此 MCS
模拟结果不能完全代表临床实际治疗结果，仍需
临床大样本研究进行进一步验证。
　　总之，碳青霉烯联合含舒巴坦钠酶抑制剂对
于 XDR-AB 的体外治疗研究显示有效，但 MCS
模拟结果表明需增加给药次数、延长静脉滴注时
间并加大用药剂量才可获得有效 CFR 目标值，本
研究可为临床治疗提供参考，也为同类型研究提
供借鉴。

参考文献

[1] 胡付品，郭燕，朱德妹，等 . 2019 年 CHINET 中国细

菌耐药性监测 [J]. 中国感染与化疗杂志，2020，20（3）：

233-243. 
[2] Wood CR，Mack LE，Actis LA. An update on the Acine-

tobacter baumannii regulatory circuitry [J]. Trends Microbi-
ol，2018，26（7）：560-562. 

[3] 陈佰义，何礼贤，胡必杰，等 . 中国鲍曼不动杆菌感染

诊治与防控专家共识 [J]. 中华医学杂志，2012，92（2）：

76-85. 
[4] Chen F，Wang L，Wang M，et al. Genetic characteri-

zation and in vitro activity of antimicrobial combinations 
of multidrugresistant Acinetobacter baumannii from a 
general hospital in China [J]. Oncol Lett，2018，15（2）：

2305-2315. 
[5] 黎金海，司徒冰，郭旭光，等 . 舒巴坦钠联合 9 种抗

菌药物对耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌体外抗菌活性研

究 [J]. 中国医院药学杂志，2019，39（7）：676-681. 
[6] 周静超，易萍，陈琛，等 . 蒙特卡罗模拟在抗菌药物

治疗方面的应用 [J]. 国际呼吸科杂志，2014，34（2）：

141-145. 
[7] Zhou JC，Ma P，Chen C，et al. Application of Monte 

Carlo simulation in antimicrobial agents therapy [J]. Int J 
Respir，2014，34（2）：141-145. 

[8] Yu GH，Yi ZG，Gao CX，et al. Optimization of imipe-
nem/cilastatin regimen by Monte Carlo simulation base 
on PK/PD [J]. Chin J Hosp Pharm，2009，29（17）：

1495-1497. 
[9] 刘峰，邓贵新，李雪芹，等 . PK/PD 模型结合蒙特卡

罗模拟评价和优化耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌抗菌药

物给药方案 [J]. 中国医院药学杂志，2020，40（20）：

2126-2131. 
[10] 肖永红 . 利用抗菌药物 PK/PD 优化感染治疗 [J]. 中国抗

生素杂志，2017，42（12）：1033-1039. 
[11] M100S National Committee for Clinical Laboratory Stan-

dards [S]. CLSI，2021. 
[12] 薛娜丽，何艳佩，范德平，等 . 亚胺培南、美罗培南、

比阿培南联合头孢哌酮 - 舒巴坦钠对医院获得性 MRAB
的抗菌效果分析 [J]. 检验医学，2021，36（8）：814-817. 

[13] Frei RC，Wiederhold NP，Burgess DS. Antimicrobial 
breakpoints for Gram-negative aerobic bacteria based on 
pharmacokinetic-pharmacodynamic models with Monte 
Carlo simulation [J]. J Antimicrob Chemother，2008，61
（4）：621-628. 

[14] Wang H，Zhang B，Ni YX，et al. Pharmacodynamic tar-
get attainment of seven antimicrobials against Gram-nega-
tivebacteria collected from China in 2003 and 2004 [J]. Int J 
Antimicrob Agents，2007，30（5）：452-457. 

[15] 曹国颖，孙春华，万一英，等 . 健康人静脉滴注泰能

的药代动力学研究 [J]. 中国新药杂志，1992，1（6）：

50-53. 
[16] 赵彩芸，李家泰，张莉，等 . 单次静脉美洛培南在健康

人体的药代动力学 [J]. 中国临床药理学杂志，2004，20
（3）：189-192. 

[17] 胡乇钦，张运好，杨汉煜，等 . 注射用比阿培南的健

康人体药动学研究 [J]. 中国临床药理学杂志，2010，26
（10）：742-756. 

[18] 魏敏吉，赵彩芸，齐慧敏，等 . 头孢哌酮钠舒巴坦钠

（1∶1）在健康成年与老年人的药代动力学 [J]. 中国临床

药理学杂志，2007，23（1）：28-32. 
[19] Samtani MN，Flamm R，Kaniga K，et al. Pharmacoki-

netic-pharmacodynamic-model-guided doripenem dosing 



3057

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

in critically ill patients [J]. Antimicrobi Agents Chemother，
2010，54（6）：2360-2364. 

[20] Craig WA. The pharmacology of meropenem，a new car-
bapenem antibiotic [J]. Clin Infect Dis，1997，24（2）：

266-275. 
[21] 黄品芳，刘亦伟，王长连，等 . 注射用比阿培南与 5

种输液配伍稳定性考察 [J]. 海峡药学，2011，23（9）：

44-46. 
[22] 郑晓娴，夏运岳，金卫坤 . 头孢哌酮钠 / 舒巴坦钠 3

种输液中的稳定性考察 [J]. 苏州大学学报（医学版），

2002，22（6）：790-793. 
[23] Zavascki AP，Carvalhaes CG，Picao RC，et al. Multi-

drug-resistant Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter 
baumannii resistance mechanisms and implications for ther-
apy [J]. Expert Rev Anti Infect Ther，2010，8（1）：71-93. 

[24] Sakyo S，Tomita H，Tanimoto K，et al. Potency of car-
bapenems for the prevention of carbapenem-resistant mu-
tants of Pseudomonas aeruginosa：the high potency of a 
new carbapenem doripenem [J]. Antibiot，2006，59（4）：

220-228. 
[25] Tanimoto K，Tomita H，Fujimoto S，et al. Fluoroquino-

lone enhances the mutation frequency for meropenem-se-
lected carbapenem resistance in Pseudomonas aeruginosa，
but use of the high-potency drug doripenem inhibits mutant 
formation [J]. Antimicrob Agents Chemother，2008，52
（10）：3795-3800. 

[26] Credito K，Kosowska-Shick K，Appelbaum PC. Mutant 
prevention concentrations of four carbapenems against 
Gram-negative rods [J]. Antimicrob Agents Chemother，
2010，54（6）：2692-2695. 

[27] 豆清娅，邹明祥，李军，等 . AdeABC 外排泵系统与鲍

曼不动杆菌对碳青霉烯类药物耐药的关系 [J]. 中南大学

学报（医学版），2017，42（4）：426-433. 
[28] Penwell WF，Shapiro AB，Giacobbe RA，et al. Molec-

ular mechanisms of sulbactam antibacterial activity and 
resistance determinants in Acinetobacter baumannii [J]. An-
timicrob Agents Chemother，2015，59（3）：1680-1689. 

[29] Laishram S，Anandan S，Devi BY，et al. Determination 
of synergy between sulbactam，meropenem and colistin in 
carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae and Acineto-
bacter baumannii isolates and correlation with the molec-
ular mechanism of resistance [J]. J Chemother，2016，28
（4）：297-303. 

[30] Fass RJ，Gregory WW，D'Amato RF，et al. In vitro 
activities of cefoperazone and sulbactam singly and in 
combination against cefoperazone-resistant members of the 
family ecterobacteriaceae and nonfermenters [J]. Antimicrob 
Agents Chemother，1990，34（11）：2256-2259. 

[31] 曹静平，景春梅 . 儿童感染碳青霉烯类耐药鲍曼不动

杆菌耐药性及耐药基因型分析 [J]. 重庆医学，2019，48
（20）：3503-3506. 

[32] 王博，磨国鑫，周光，等 . 鲍曼不动杆菌产碳青霉烯酶

对舒巴坦钠联合碳青霉烯抗生素协同作用的影响 [J]. 解
放军医学院学报，2021，42（4）：438-450. 

[33] Oliveira MS，Prado GV，Costa SF，et al. Ampicillin/
sulbactam compared with polymyxins for the treatment 
of infections caused by carbapenem-resistant Acineto-
bacter spp [J]. Antimicrob Chemother，2008，61（6）：

1369-1375. 
[34] Li T，Sheng MY，Gu TZ，et al. In vitro assessment of 

cefoperazone-sulbactam based combination therapy for 
multidrugresistant Acinetobacter baumannii isolates in Chi-
na [J]. J Thorac Dis，2018，10（3）：1370-1376. 

[35] 王悦华，于翠香，孙淑娟，等 . 泛耐药鲍曼不动杆菌感

染的治疗药物选择 [J]. 泰山医学院学报，2018，39（5）：

598-600. 
[36] 凌双，林尚奋，杨春万，等 . 美罗培南联合头孢哌酮舒

巴坦钠延长输注时间治疗泛耐药鲍曼不动杆菌性肺炎的

临床研究 [J]. 临床医学工程，2018，25（3）：327-328. 
[37] 黄剑林 . 碳青霉烯联合头孢哌酮钠舒巴坦钠治疗泛耐药

鲍曼不动杆菌呼吸机相关性肺炎临床观察 [J]. 临床药物

治疗杂志，2017，15（5）：35-38. 
[38] 高靓，司延斌 . 舒巴坦钠联合美罗培南治疗泛耐药鲍曼

不动杆菌颅内感染的用药分析 [J]. 药品评价，2017，14
（22）：38-42. 

[39] 王妍，郭晓芳，陈显成，等 . 多粘菌素 B 为基础联合治

疗泛耐药菌重症肺炎的临床观察 [J]. 中国感染控制杂志，

2020，19（11）：976-980. 
[40] 金刚，周倩倩，王文昊，等 . 替加环素治疗老年泛耐药

鲍曼不动杆菌肺部术后感染的临床分析 [J]. 中华肺部疾

病杂志（电子版），2021，14（4）：469-471. 
[41] 李燕菊，汪海涛，马新萍，等 . 多粘菌素 B 联合头孢

哌酮钠舒巴坦钠和替加环素治疗多重耐药鲍曼不动杆

菌肺炎的疗效观察 [J]. 药物评价研究，2021，44（2）：

376-380. 
（收稿日期：2023-04-01；修回日期：2023-06-13）



3058

Central South Pharmacy. November   2023, Vol. 21 No. 11 　中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期

基于治疗药物监测的齐拉西酮血药浓度 /日剂量影响因素分析

鲍爽1，2，李新刚1*（1. 首都医科大学附属北京友谊医院药学部，北京　100050；2. 首都医科大学附属北京安定医院，北京　100088）

摘要：目的　分析精神障碍患者服用齐拉西酮后血药浓度 / 日剂量（C/D）的影响因素，为

齐拉西酮的合理用药提供参考。方法　回顾性收集首都医科大学附属北京安定医院 2019—
2021 年服用齐拉西酮的 185 例住院患者病历资料，采用 SPSS 21.0 分析性别、年龄、体质

量指数（BMI）、日剂量以及联合用药对齐拉西酮 C/D 的影响。结果　齐拉西酮血药浓度

（116.19±73.73）ng·mL－ 1，C/D（1.21±0.72）（ng·mL－ 1）/（mg·d－ 1）。女性组齐拉西酮 C/
D 显著高于男性组，体重正常组 C/D 显著高于超重组，联合使用丙戊酸组显著低于未联合使

用组，联合使用劳拉西泮组显著高于未联合使用组（P 均＜ 0.05）；年龄和日剂量对齐拉西酮

C/D 无显著影响。结论　齐拉西酮血药浓度个体间差异大，影响因素复杂，性别、BMI 及联合

用药均可能引起血药浓度变化，临床应用时应结合疗效与治疗药物监测进行治疗方案的优化。

关键词：齐拉西酮；治疗药物监测；血药浓度；合理用药
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Influence factors of drug concentration/dose of ziprasidone based on 
therapeutic drug monitoring

BAO Shuang1, 2, LI Xin-gang1* (1. Department of Pharmacy, Beijing Friendship Hospital, Capital 
Medical University, Beijing  100050; 2. Beijing Anding Hospital, Capital Medical University, Beijing  
100088)

Abstract: Objective  To determine the factors affecting the serum concentration/dose (C/D) of ziprasidone 
in patients with mental disorders, and to provide reference for clinical rational drug use. Methods  We 
retrospectively collected the medical records of 185 inpatients with mental disorders who received 
ziprasidone treatment in Beijing Anding Hospital, Capital Medical University from 2019 to 2021. The 
effect of gender, age, body mass index (BMI), dosage and drug combination on C/D was statistically 
analyzed by SPSS 21.0. Results  The serum concentration and C/D of ziprasidone was (116.19±73.73) 
ng·mL－ 1 and (1.21±0.72) (ng·mL－ 1)/(mg·d－ 1) respectivetly. The C/D of ziprasidone in the 
female group was higher than that in the male group, the C/D of the normal weight group was higher 
than that of the overweight group, the C/D of valproate group was lower than that of the non-valproate 
group, the C/D of lorazepam group was higher than that of the non-lorazepam group (P all ＜ 0.05). No 
significant difference in C/D between age ang dosage was found. Conclusion  The serum concentrations 
of ziprasidone vary greatly among individuals with complicated influential factors. Gender, BMI and 
medication combination might cause fluctuations in the serum concentration of ziprasidone. We should 
combine clinical efficacy and therapeutic drug monitoring to optimize therapeutic regimen. 
Key words: ziprasidone; therapeutic drug monitoring; serum concentration; rational drug use
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　　精神分裂症是一种临床常见的精神障碍，我
国成人患病率为 0.6%[1]。目前，临床一般推荐第

二代抗精神病药物用于治疗精神分裂症。齐拉西
酮作为临床常用的第二代抗精神病药物，广泛用
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于精神分裂症和双相情感障碍的治疗 [2]，此外，
还可用于治疗抑郁障碍 [3] 以及改善认知功能 [4]。
齐拉西酮主要不良反应为嗜睡、头晕、恶心和头
重脚轻，偶有心动过速、直立性低血压和便秘，
还可引起轻度至中度的、剂量依赖性的 QTc 间期
延长 [2]。为了保障患者用药的安全性，神经精神药
理学与药物精神病学协会（Arbeitsgemeinschaft für 
Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie，
AGNP）2017 版共识指南 [5] 推荐在临床应用过程
中对齐拉西酮进行常规的血药浓度监测。齐拉西
酮治疗参考浓度范围为 50 ～ 200 ng·mL － 1，警
戒浓度为400 ng·mL－1，血药浓度 / 日剂量（C/D）
参考范围为 1.14 ～ 2.03 （ng·mL－ 1）/（mg·d－ 1） [5]。
目前，关于齐拉西酮药代动力学与治疗药物监测
的研究较少，本研究通过收集病历资料，回顾性
分析影响齐拉西酮 C/D 的因素，为齐拉西酮的个
体化用药提供参考。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　回顾性收集 2019 年 1 月至 2021 年 12 月于
首都医科大学附属北京安定医院住院接受齐拉西
酮治疗并进行血药浓度监测的精神障碍患者的人
口学资料以及用药信息，包括性别、年龄、身高、
体重、给药剂量、给药频率、联合用药以及血药
浓度等资料。本研究方案已获得首都医科大学附
属北京安定医院伦理委员会批准 [ 伦理批件号：
（2022）科研第（154）号 ]。
　　纳入标准：① 临床诊断符合《国际疾病分类
（第 10 版）》精神疾病诊断标准；② 住院口服齐
拉西酮且血药浓度达到稳态；③ 年龄 18 ～ 65 岁。
排除标准：① 患者信息不全；② 血药浓度数据
低于检测下限；③ 严重肝肾功能不全者；④ 合
并其他严重躯体疾病者。
1.2　血液样本的采集与血药浓度测定

　　患者连续服用齐拉西酮，经过 5 个半衰期后
体内齐拉西酮血药浓度达到稳态，于清晨服药前
采集患者静脉血 3 ～ 5 mL，采用二维液相色谱法
检测齐拉西酮血药浓度。
1.3　统计学方法

　　应用 SPSS 21.0 软件进行统计分析，计数资
料以频数（%）表示，计量资料以均数 ±标准差
（x±s）表示。符合正态分布的资料采用单因素方
差分析进行组间比较，否则采用 Mann-Whitney，
C/D 的影响因素采用多重线性回归分析。P＜ 0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　一般资料

　　本研究共纳入 185 例患者，共 547 例次符合纳
入标准的齐拉西酮血药浓度数据，其中，男性 70
例（195 例次，占 35.65%），女性 115 例（352 例次，
占 64.35%），年龄（34.32±12.93）岁。齐拉西酮剂
量（100.26±38.78）mg·d－ 1，剂量范围为 20 ～ 160 
mg·d－ 1； 齐 拉 西 酮 血 药 浓 度（116.19±73.73）
ng·mL－ 1，血药浓度范围 5.16 ～ 433.04 ng·mL－ 1，
其中，380 例次（69.47%）在治疗参考浓度范围内，
104例次（19.01%）低于治疗参考浓度范围下限，61
例次（11.15%）高于治疗参考浓度范围上限，2例次
（0.37%）超过警戒浓度；齐拉西酮 C/D（1.21±0.72）
（ng·mL－ 1）/（mg·d－ 1），C/D 范围 0.10 ～ 4.74
（ng·mL－ 1）/（mg·d－ 1）。患者 BMI（26.48±6.08）
kg·m－ 2，范围 15.6 ～ 58.8 kg·m－ 2（见表 1）。

表 1　患者的一般资料 
Tab 1　Basic imformation of patients

项目 结果

性别（男 / 女）/ 患者数（例次数） 70（195）/115（352）
年龄 / 岁   34.32±12.93
日剂量 /（mg·d － 1） 100.26±38.78
血药浓度 /（ng·mL － 1） 116.19±73.73
C/D/[（ng·mL － 1）/（mg·d － 1）]   1.21±0.72
BMI/（kg·m － 2） 26.48±6.08

2.2　性别、年龄、BMI、日剂量以及联合用药对

齐拉西酮 C/D 的影响

2.2.1　性别对 C/D 的影响　将患者按照性别分为
男性组（n ＝ 195）和女性组（n ＝ 352），经比较，
女性患者 C/D 显著高于男性（P ＜ 0.05），提示给
予相同剂量的齐拉西酮，女性患者具有更高的稳
态谷浓度（见表 2）。
2.2.2　年龄对 C/D 的影响　将患者按照年龄分为青
年组（＜ 40 岁，n ＝ 356）和中年组（≥ 40 岁，n ＝

191）。经比较，两组间差异无统计学意义（P ＞

0.05），说明年龄不影响患者齐拉西酮 C/D（见表2）。
2.2.3　BMI 对 C/D 的影响　将患者按照中国 BMI
标准 [6] 分为 4 组：体重过低（＜ 18.5 kg·m－ 2，n ＝

44），体重正常（18.5 ～ 23.9 kg·m－ 2，n ＝ 154），
超重（24.0～27.9 kg·m－2，n＝150）和肥胖（≥28.0 
kg·m－ 2，n ＝ 199）。经比较，体重正常组齐拉西
酮 C/D 显著高于超重组（P ＜ 0.05）（见表 2）。
2.2.4　日剂量对 C/D 的影响　将患者按照日剂
量分为低剂量组（＜ 100 mg·d－ 1，n ＝ 247）和
高剂量组（≥ 100 mg·d－ 1，n ＝ 300），经比较，
两组间差异无统计学意义（见表 2）。
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2.2.5　联合用药对 C/D 的影响　本研究共涉及联
合用药 32 种，表 2 仅列出了与齐拉西酮联合使用
频次排名前三位的药物分别为丙戊酸（n ＝ 308）、
劳拉西泮（n ＝ 227）和碳酸锂（n ＝ 201），分别
将联合使用丙戊酸、劳拉西泮和碳酸锂组与对应

的未联合使用组之间的 C/D 进行比较，结果发
现，齐拉西酮联合使用丙戊酸组显著低于未联合
使用组，联合使用劳拉西泮组显著高于未联合使
用组（P ＜ 0.05），碳酸锂对齐拉西酮的 C/D 无影
响（见表 2）。

表 2　性别、年龄、BMI、日剂量以及联合用药对齐拉西酮 C/D的影响 
Tab 2　Effect of sex，age，BMI，dosage and combination on C/D of ziprasidone

项目 n（%） 日剂量 /（mg·d － 1） 血药浓度 /（ng·mL － 1） C/D/（ng·mL － 1）/（mg·d － 1）

性别 男 195（35.65） 105.64±38.25 105.01±73.26 1.02±0.65

　 女 352（64.35）   97.27±38.81 122.39±73.35 1.31±0.74*

年龄 / 岁 ＜ 40 356（65.08） 102.98±37.73 121.32±72.41 1.22±0.68

　 ≥ 40 191（34.92）   95.18±40.29 106.63±75.39 1.18±0.79

BMI/（kg·m － 2） ＜ 18.5 44（8.04）   90.00±46.95 114.55±77.78 1.43±0.87

18.5 ～ 23.9 154（28.15）   96.10±39.68 122.80±83.52 1.35±0.87

　 24.0 ～ 27.9 150（27.42） 107.47±35.11 116.19±76.86 1.06±0.57 ☆

　 ≥ 28.0 199（36.38） 100.30±38.06 111.44±61.50 1.16±0.62

日剂量 /（mg·d － 1） ＜ 100 247（45.16）   64.29±19.49   78.05±53.64 1.27±0.84

≥ 100 300（54.84） 129.87±22.04 147.59±73.27 1.16±0.60

联合用药 合用丙戊酸 308（56.31） 100.32±37.94 107.17±65.66 1.09±0.57

未合用丙戊酸 239（43.69） 100.17±39.92 127.81±81.66 1.36±0.85 △

合用劳拉西泮 227（41.50）   94.19±38.53 121.27±82.23 1.34±0.82

未合用劳拉西泮 320（58.50） 104.56±38.44 112.59±66.95 1.11±0.63#

合用碳酸锂 201（36.75） 102.69±35.59 113.65±65.08 1.16±0.63

未合用碳酸锂 346（63.25）   98.84±40.50 117.66±78.37 1.24±0.77

注：与男性组比较，*P ＜ 0.05；与 BMI 18.5 ～ 23.9 组比较，☆ P ＜ 0.05；与合用丙戊酸组比较，△ P ＜ 0.05；与合用劳拉西泮组比较，
#P ＜ 0.05。

Note：Compared with male group，*P ＜ 0.05；compared with BMI 18.5 ～ 23.9 group，☆ P ＜ 0.05；compared with valproate group，△ P ＜ 0.05；
compared with lorazepam group，#P ＜ 0.05.

2.3　齐拉西酮 C/D 影响因素多重线性回归分析

　　本研究将性别、年龄、BMI、日剂量以及联
合用药作为自变量纳入回归方程中，探讨影响齐
拉西酮 C/D 的因素。结果表明，性别、超重以及
联合（丙戊酸、劳拉西泮、氯氮平、坦度螺酮、
度洛西汀或氯丙嗪）是影响齐拉西酮 C/D 的因素，
差异具有统计学意义（R2 ＝ 0.142，F ＝ 12.300，
P ＜ 0.001），见表 3。其中，女性比男性的 C/D
更高，超重组相比体重正常组 C/D 较低，联合使
用丙戊酸或氯氮平可降低 C/D，联合使用劳拉西
泮、坦度螺酮、度洛西汀或氯丙嗪可升高 C/D。
3　讨论

　　在多重线性回归分析中，本研究探讨了性
别、年龄、BMI、日剂量以及联合用药对齐拉西
酮 C/D 的影响，结果显示，性别、超重、联合用
药（丙戊酸、劳拉西泮、氯氮平、坦度螺酮、度
洛西汀或氯丙嗪）仅能解释 14.2% 的原因，表明
齐拉西酮血药浓度影响因素复杂，其药代动力学
存在较大个体间差异。因此，建议临床在使用齐

拉西酮时进行常规的血药浓度监测，此外，由于
联合使用氯氮平（n ＝ 24）、坦度螺酮（n ＝ 13）、
度洛西汀（n ＝ 6）、氯丙嗪（n ＝ 1）的样本较少，
因此需增加样本量进行进一步研究。

表 3　不同协变量对齐拉西酮血药浓度的影响的多重线性回归分析 
Tab 3　Regression analysis of effect of different covariates on 

plasma concentration of ziprasidone

模型
非标准化系数 标准系数

（β）
t P

B 标准误差

常数项      1.360 0.058 －    23.395 ＜ 0.001

性别 － 0.219 0.062 － 0.146 － 3.517 ＜ 0.001

超重 － 0.138 0.065 － 0.085 － 2.129      0.034

丙戊酸 － 0.214 0.061 － 0.147 － 3.502 ＜ 0.001

劳拉西泮      0.180 0.060      0.123      3.015      0.003

氯氮平 － 0.392 0.145 － 0.112 － 2.714      0.007

坦度螺酮      0.627 0.212      0.133      2.962      0.003

度洛西汀      0.811 0.311      0.117      2.611      0.009

氯丙嗪      1.322 0.671      0.078      1.971      0.049

注：性别，女＝ 0，男＝ 1；BMI，正常＝ 0，超重＝ 1。
Note：Sex，female ＝ 0，male ＝ 1；BMI，normal ＝ 0，

overweight ＝ 1.
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　　本研究进一步探讨了性别、年龄、BMI、日剂
量以及联合用药对齐拉西酮 C/D 的影响。结果显示，
女性患者齐拉西酮 C/D 显著高于男性。Jönsson 等 [7]

收集了 12 种抗精神病药的血药浓度数据，比较了
性别、年龄和剂量对 C/D 的影响，结果也发现女
性患者的 C/D 较高，这可能与女性肝脏体积较小、
细胞色素 P450 酶和尿苷二磷酸葡糖醛酸基转移酶
（UGT）的表达差异有关 [8-9]。根据 BMI 分组发现，
体重正常组 C/D 显著高于超重组。精神分裂症患者
肥胖的患病率为 40% ～ 60%[10]，这可能与精神疾病
患者不良的饮食与生活习惯有关。肥胖可影响体质
和酶的功能 [11-12]，因此可以影响药物的药代动力学
和相应的疗效。其他抗精神病药也有相似的报道，
周谢海等 [13] 对 4458 例次利培酮血药浓度数据分析
发现，BMI 与 C/D 成负相关。Paulzen 等 [14] 研究结
果显示 BMI 与利培酮活性代谢产物 9- 羟利培酮和
活性成分利培酮＋ 9- 羟利培酮的 C/D 成正相关。另
一项基于 72 例次利培酮血药浓度数据的研究结果发
现，BMI 与 C/D 无相关性 [15]。齐拉西酮和利培酮均
为 CYP3A4 的底物，CYP3A4 活性的改变可影响其
血药浓度。有研究表明，BMI 较高的患者 CYP3A4
活性增加，从而导致底物血药浓度降低 [16]。Zareza-
deh 等 [17] 发现，肥胖可降低 CYP3A4/5、CYP1A2
和 CYP2C9的活性，从而导致底物血药浓度的升高。
BMI 对 CYP3A4 的影响尚未达成共识，对齐拉西酮
药代动力学的影响也需要进一步的研究探讨。
　　本研究将联合使用丙戊酸、劳拉西泮和碳酸
锂与相应未使用组对比发现，联合使用丙戊酸的
患者具有更低的 C/D，联合使用劳拉西泮则具有更
高的 C/D。精神疾病患者常伴随多种精神症状，因
此，临床上常采取联合用药，如与抗抑郁药、抗
焦虑药以及心境稳定剂等联用。药物在体内的药
代动力学过程十分复杂，合并用药可通过影响齐
拉西酮的吸收、分布、代谢、排泄过程引起血药浓
度的变化，从而影响药物的疗效与安全性。齐拉西
酮经 CYP3A4 代谢，联合使用经 CYP3A4 代谢的
药物、CYP3A4 诱导剂或抑制剂都可能引起齐拉西
酮血药浓度的改变。丙戊酸为 CYP2C9 的抑制剂，
在体内主要经葡糖醛酸化、线粒体β- 氧化、次要
经 CYP450 酶介导代谢 [18]，劳拉西泮则是在肝脏
与葡糖醛酸直接结合成为非活性的葡萄糖苷酸劳拉
西泮 [19]。丙戊酸与劳拉西泮对 CYP3A4 无明显的
抑制或诱导作用，与齐拉西酮合用时，不会因竞争
性与 CYP3A4 结合而影响齐拉西酮的代谢。有研
究指出，不同个体间 CYP3A4酶活性可存在5～60

倍的差异，遗传因素或环境因素都可造成不同个体
CYP3A4 的基因变异，从而引起酶活性的差异，使
体内由它催化的许多代谢和效应存在着明显的差
别，对不同个体的药物治疗作用、药品不良反应及
药物毒性均产生重要影响 [20]。由于本研究未收集
患者的代谢酶基因型，因此，CYP3A4 基因型对齐
拉西酮 C/D 的影响仍有待挖掘。
　　综上所述，齐拉西酮血药浓度个体差异大，
影响因素复杂，在临床应用中应定期监测血药浓
度，结合患者具体情况制订个体化的治疗方案。
对于女性、超重以及合并使用丙戊酸或劳拉西泮
的患者可能需要调整齐拉西酮剂量并密切监测。
同时，药师也应加强对患者的用药教育，提高患
者的用药依从性，保障药物的合理使用。
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基于 FAERS数据库的维得利珠单抗不良事件信号挖掘与分析

普燕芳1，陈力2，3*，曹玮1（1. 云南省第一人民医院/昆明理工大学附属医院药学部，昆明　650032；2. 四川大学华西第

二医院药学部，成都　610041；3. 四川大学华西第二医院循证药学中心，成都　610041）

摘要：目的　利用美国食品药品监督管理局（FDA）不良事件报告系统（FAERS）数据库挖掘

维得利珠单抗的药品不良事件（ADE）信号，为该药的临床安全使用提供参考。方法　采用报

告比值比（ROR）法和综合标准（MHRA）法，对 FAERS 中 2017 年至 2021 年共 19 个季度的

报告进行数据挖掘，采用世界卫生组织药品不良反应术语集累及的系统器官对报告中的 ADE
描述用语进行标准化，筛选出 ROR 法和 MHRA 法共有信号进行分析。结果　筛选得到维得

利珠单抗 ADE 报告 8563 例，涉及 19 905 个 ADE，共挖掘出维得利珠单抗 ADE 信号 228 个，

主要累及 19 个器官系统，包括胃肠系统疾病、全身性疾病及给药部位各种反应、感染及侵染

类疾病等。按信号强度排序，前 30 中有 8 个信号未在药品说明书中出现，有待进一步确认。

结论　使用维得利珠单抗前应加强感染相关风险的评估，用药过程中加强监护，警惕药物诱

发胰腺炎，并加强儿童等特殊人群超说明书用药评价，确保患者用药安全。

关键词：维得利珠单抗；不良事件信号；比例失衡法
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Abstract: Objective  To mine and analyze the signals of adverse drug event (ADE) of vedolizumab 
by using the US FDA Adverse Event Reporting System (FAERS) database, and to provide reference 
for the safe clinical use of this drug. Methods  Reporting odds ratio (ROR), medicines and healthcare 
products regulatory agency (MHRA) method were used for the data mining on the 19 quarterly reports 
of the FAERS database (the first quarter of 2017 to the third quarter of 2021). The ADE descriptive 
terminologies in the report were standardized with the World Health Organization Adverse Reaction 
Terminology (System-Organ Class). Common signals by ROR and MHRA methods were screened. 
Results  After screening, we obtained 8563 ADE reports of vedolizumab, involving 19 905 ADEs. A 
total of 228 ADE signals of vedolizumab were collected, mainly covering 19 organ systems, including 
diseases of the gastrointestinal system, general disorders and administration site conditions, infections 
and infestations diseases, etc. Ranked by signal strength, 8 of the top 30 signals did not appear in the 
drug instructions and need further confirmation. Conclusion  Before using vedolizumab, we should 
assess infection-related risks, monitor the medication process, watch out for drug-induced pancreatitis, 
and evaluate off-label medication use in children and other populations to ensure the safe use. 
Key words: vedolizumab; ADE signal; measures of disproportionality

　　维得利珠单抗是一种人源化的单克隆抗体，
为特异性的α4β7 整合素抑制剂，可阻断α4β7 与
黏膜地址素细胞黏附分子 -1（MAdCAM-1）相互
作用，阻断淋巴细胞向肠道迁移来减轻肠道炎症，
从而达到治疗炎症肠病的目的 [1]。2014 年 5 月该
药经美国食品药品监督管理局（FDA）批准在美
国上市，2020 年 3 月经国家药品监督管理局批准
在中国上市，用于治疗对传统治疗或肿瘤坏死因
子α（TNF-α）抑制剂应答不充分、失应答或不耐
受的中 / 重度活动性溃疡性结肠炎和克罗恩病的
成年患者。维得利珠单抗是目前炎症性肠病治疗
领域唯一的肠道选择性生物制剂，已在全球 60 多
个国家得到广泛应用 [2]。因其独特的肠道靶向性，
被称为迄今为止最安全的生物制剂 [3]。近年来，
随着使用人群的增加，维得利珠单抗的不良反应
报告逐渐增多，FDA 也于 2021 年 8 月对该药进
行了说明书修订 [4]。本研究依托美国 FDA 不良事
件报告系统（FAERS）数据库，对收集到的药品
不良事件（ADE）信号进行挖掘，分析维得利珠
单抗可疑的 ADE 信号，为临床用药提供参考。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　从 FAERS 数据库提取 2017 年第一季度至
2021 年第三季度共 19 个季度的数据，包括人口信
息、药物使用信息、ADE、患者结局、报告来源
及报告日期等内容，导入 MySQL 数据库进行分
类汇总处理，得到“首要怀疑药物”的 ADE 报告，
再以维得利珠单抗通用名“VEDOLIZUMAB”和
商品名“ENTYVIO”为检索词，得到首要怀疑药

物为维得利珠单抗的 ADE 报告进行分析。
1.2　方法

1.2.1　数据标准化　FAERS 的数据来自于自主呈
报系统，报告人员背景复杂，对 ADE 的描述可
能复杂多样。本研究采用《国际医学用语词典》 
（MedDRA 24.0 版）中的系统器官分类（SOC）和
首选术语（PT），对筛选得到的描述用语进行标准
化 [5]，将相同的项目进行合并计算，便于后续研究。
1.2.2　数据计算及统计方法　目前常用于药品不良
反应信号检测的数据挖掘方法包括比例失衡法、综
合标准法（MHRA 法）和贝叶斯可信传播神经网络
法（BCPNN）等 [6-7]。比例失衡法包括报告比值比
法（ROR）和比例报告比值法（PRR）。本研究采用
ROR 法和 MHRA 法，先基于四格表的算法，获取
首要怀疑药物为维得利珠单抗的目标 ADE 报告数
及 ADE 发生的背景数等数据，再根据相关公式计
算 ROR 值、PRR 值、两者的 95% 置信区间（95%CI）
和 卡 方（χ2） 值。 计 算 后 将 ROR 法 中 95%CI 下
限＞ 1 且报告数不少于 3 例的事件和 MHRA 法中
PRR ≥ 2，χ2 ≥ 4 且报告数不少于 3 例的事件定义
为 ADE 信号。其中 ROR 95%CI 下限越大，表示信
号越强，即目标药物与目标 ADE 之间的联系越强。
所有统计分析采用 Microsoft Excel 软件完成。
2　结果

2.1　ADE 报告的情况 
　　 从 FAERS 数 据 库 中 提 取 2017 年 第 一 季 度
至 2021 年第三季度共 19 个季度的数据，得到首
要怀疑药物相关的 ADE 报告 6 900 469 例次。以 
“VEDOLIZUMAB”和“ENTYVIO”为检索词，得
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到首要怀疑药物为维得利珠单抗的 ADE 报告 19 905
个，涉及 8563 例患者，其中女性占 48.46%，男性
占 34.78%，性别不清楚的占 16.76%。报告数据来源
于 57 个国家，其中美国报告的数量最多，占 68%，
中国报告的数量仅为 10 例，占 0.12%。维得利珠单
抗相关 ADE 报告的基本信息详见表 1。

表 1　筛选得到的维得利珠单抗相关 ADE报告基本信息表 
Tab 1　Basic information for adverse events of vedolizumab  

after screening

信息 分类 报告例数 [n（%）]
性别 女性

男性

不清楚

4150（48.46）
2978（34.78）
1435（16.76）

年龄 / 岁 ＜ 18
18 ～ 64
≥ 65
不清楚

201（2.35）
2927（34.18）
605（7.07）
4830（56.41）

报告国家（前 5） 美国

英国

日本

德国

法国

5823（68.00）
430（5.02）
356（4.16）
246（2.87）
213（2.49）

报告年份 2017 年

2018 年

2019 年

2020 年

2021 年

不清楚

1423（16.62）
1835（21.43）
2142（25.01）
1755（20.50）
1407（16.43）
1（0.01）

2.2　ADE 信号累及的器官和系统

　　本研究共得到首要怀疑药物为维得利珠单抗
的 ADE 报告 19 905 个，经过 ROR 法、MHRA 法
计算，按阈值进行信号筛选。而后使用 MedDRA
系统器官分类将有信号的 PT 进行分类，去除各类
损伤 / 中毒及操作并发症、产品问题和社会环境、
各类手术及医疗操作等与药品无关的信号，最终
得到有效的信号 PT 和对应的 SOC。共筛选出与
维得利珠单抗相关的 ADE 信号 228 个，来自 5625
例次 ADE 报告，涉及 19 个 SOC，详见表 2。SOC
项下“胃肠系统疾病”的 ADE 累计报告数量最多，
其次是全身性疾病及给药部位各种反应。
2.3　前 30 位 ADE 报告情况

　　将筛选得到的维得利珠单抗 ADE 有效信号
分别按报告例次、ROR95%CI 下限降序排序，去
除“无不良事件、治疗反应时间缩短、妊娠、溃
疡性结肠炎、克罗恩氏病”等与药品无关的 ADE
信号后，分别取排名前 30 位展示，如表 3 所示。
报告例次最多的 ADE 为关节痛，与说明书提示
的不良反应相似。便血、难辨梭状芽孢杆菌感染、

自发流产、带状疱疹、小管间质性肾炎、硬化性
胆管炎等 6 个信号属于药品说明书未出现的信号。
依据信号强度进行排名，治疗反应丧失强度最
强，随后是胃肠细胞化生不良、直肠狭窄等，多
考虑与原发疾病治疗出现耐受或并发症相关。另
有硬化性胆管炎、类固醇依赖、前庭神经元炎、
弯曲杆菌感染、坏疽性脓皮病等 8 个信号属于药
品说明书未出现的信号，有待进一步研究确认。
2.4　不良结局中死亡病例 ADE 报告情况

　　维得利珠单抗的 ADE 报告中，根据患者转
归代码为“DE（死亡）”筛选得到 156 例报告进行
信号分析，结果如表 4 所示。
3　讨论

3.1　维得利珠单抗 ADE 的人口学特征

　　本研究对 19 905 个 ADE 信号进行挖掘和分
析，从报告的人群特征来看，女性比例大于男性，
提示维得利珠单抗的不良反应可能存在性别差异。
但 ADE 中有相当数量的报告为患者用药期间怀
孕，这可能是造成本研究中女性报告多于男性的
原因。
　　从报告的年龄来看，18 岁以下的患者有 201
例，占总体报告人群的 2.35%，虽不具备代表性，
但注射用维得利珠单抗的说明书提示该药尚未确

表 2　维得利珠单抗累及系统信号数与 ADE构成比 
Tab 2　Proportion of vedolizumab involving system signals and ADE

序号 SOC
维得利珠单抗 ADE

信号数 例次 构成比 /%
1 胃肠系统疾病 54 1681 29.88 
2 全身性疾病及给药部位各种反应 19 1631 29.00 
3 感染及侵染类疾病 51 527 9.37 
4 妊娠期、产褥期及围产期状况 *   7 481 8.55 
5 各种肌肉骨骼及结缔组织疾病   9 478 8.50 
6 各类检查 * 19 255 4.53 
7 皮肤及皮下组织类疾病 13 150 2.67 
8 良性、恶性及性质不明的肿瘤

（包括囊状和息肉状）

16 118 2.10

9 血管与淋巴管类疾病 *   3 64 1.14 
10 血液及淋巴系统疾病 *   6 41 0.73 
11 呼吸系统、胸及纵隔疾病   8 40 0.71 
12 肾脏及泌尿系统疾病 *   2 35 0.62 
13 心脏器官疾病 *   3 33 0.59 
14 肝胆系统疾病   3 29 0.52 
15 各类神经系统疾病   6 28 0.50 
16 生殖系统及乳腺疾病 *   3 11 0.20 
17 各种先天性家族性遗传性疾病 *   3 11 0.20 
18 免疫系统疾病   2 8 0.14 
19 内分泌系统疾病 *   1 4 0.07 

合计 228 5625 100.00 
注（Note）：* 为说明书中未提及的器官系统分类（*means SOC 

not mentioned in instruction）。
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表 3　维得利珠单抗 ADE报告数和信号强度前 30 的 PT 
Tab 3　Top 30 PT of vedolizumab ADE frequency and signal strength

序号
ADE 报告数前 30 位的 PT ADE 信号强度前 30 位的 PT

PT 报告数 95%CI（ROR）下限 PT 报告数 95% CI（ROR）下限

1 关节痛 395 2.35 治疗反应丧失 18 27.53 
2 治疗失败 125 1.96 胃肠细胞化生不良 3 22.44 
3 治疗无反应者 97 3.52 直肠狭窄 6 20.21 
4 药物水平降低 95 19.55 药物水平降低 95 19.55 
5 便血 * 92 3.38 输液部位发凉 3 17.82 
6 难辨梭状芽孢杆菌感染 * 85 6.59 硬化性胆管炎 * 22 17.58
7 排便频率增加 80 6.29 类固醇依赖 * 7 17.16 
8 自发流产 * 65 3.23 肛门脓肿 44 14.53 
9 治疗反应减弱 56 1.99 巨细胞病毒性小肠结肠炎 8 13.96 
10 带状疱疹 * 51 1.57 黏液便 31 12.43 
11 瘙痒性皮疹 49 1.94 前庭神经元炎 * 5 11.38 
12 直肠出血 48 2.10 假息肉 4 11.30 
13 肛门脓肿 44 14.53 胃肠道淋巴瘤 4 10.51 
14 静脉通路不良 44 9.26 弯曲杆菌感染 * 7 10.35 
15 肠梗阻 43 2.10 肠狭窄 25 9.59 
16 C 反应蛋白升高 42 2.12 坏疽性脓皮病 * 20 9.35 
17 胰腺炎 41 1.85 静脉通路不良 44 9.26 
18 输液部位渗出 37 9.13 巨细胞病毒性肝炎 * 4 9.23 
19 炎症性肠病 34 10.79 输液部位渗出 37 9.13 
20 瘘管 33 6.32 紧急排便感 30 8.63 
21 黏液便 31 12.43 自身免疫胰腺炎 5 8.33 
22 紧急排便感 30 8.63 肛门狭窄 4 8.01 
23 出血性腹泻 30 5.48 结节性红斑 15 7.70 
24 小管间质性肾炎 * 29 1.85 结肠腺癌 13 7.68 
25 胃肠炎症 27 5.22 胆管上皮细胞癌 * 10 7.46 
26 肠狭窄 25 9.59 组织胞浆菌病 * 10 7.13 
27 治疗部分应答者 25 4.04 会阴脓肿 4 7.11 
28 脓肿 24 2.74 粪便钙卫蛋白增加 16 7.09 
29 结肠癌 24 2.50 肛瘘 22 7.01 
30 硬化性胆管炎 * 22 17.58 大肠狭窄 11 6.95 
注（Note）：* 为说明书中未提及的不良反应（* means ADR not mentioned in instruction）。

表 4　维得利珠单抗 ADE死亡病例信号分析 
Tab 4　Signal analysis of vedolizumab ADE death cases

序号 SOC PT 例次 占比 /%
1 感染及侵染类疾病 脓毒症、感染性休克、难辨梭状芽孢杆菌感染、念珠菌感染、奴卡菌病、新型冠

状病毒（COVID-19）感染、克雅氏病、脑膜炎、脑脓肿、耶氏肺孢子虫肺炎等

34 21.79

2 良性、恶性及性质不明的肿瘤 
（包括囊状和息肉状）

淋巴瘤、结肠癌、结直肠癌、肺恶性肿瘤、急性淋巴性细胞白血病、急性髓系白

血病、膀胱癌、乳腺癌、胰腺癌等

34 21.79

3 全身性疾病及给药部位各种反应 死亡、猝死、多器官功能不全综合征 34 21.79
4 心脏器官疾病 急性心肌梗死、心肌梗死、心肌缺血、心力衰竭、心脏停搏 19 12.18
5 呼吸系统、胸及纵隔疾病 间质性肺疾病、呼吸衰竭、肺纤维化、肺栓塞等 9 5.77
6 胃肠系统疾病 溃疡性结肠炎、结肠炎、克罗恩病、急性胰腺炎、巨结肠 9 5.77
7 各类神经系统疾病 脑血管意外、蛛网膜下腔出血、基底动脉瘤、癫痫持续状态等 5 3.21
8 各类损伤、中毒及操作并发症 血管损伤、用药过量、道路交通事故和跌倒 4 2.56
9 各种先天性家族性遗传性疾病 胎儿染色体异常、先天性异常 2 1.28
10 精神病类 自杀既遂 2 1.28
11 免疫系统疾病 移植物抗宿主病 1 0.64
12 妊娠期、产褥期及围产期状况 脐带异常 1 0.64
13 肾脏及泌尿系统疾病 尿路疾病 1 0.64
14 血管与淋巴管类疾病 主动脉夹层 1 0.64

立在儿童中使用的安全性和有效性。提示超说明
书用药值得关注，应加强监测，收集更多的信息

用于评价儿童患者应用的疗效和安全性
3.2　维得利珠单抗 ADE 累及系统器官的特点
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　　注射用维得利珠单抗说明书提到的不良反应
主要累及 SOC 包括感染及侵染类疾病、免疫系统
疾病、神经系统疾病、胃肠系统疾病和呼吸、胸
部和纵隔疾病等，这些不良反应在本研究中都有
相应的信号出现，说明本研究的数据还是比较可
靠的。
　　本研究胃肠系统共检出 54 个信号，涉及
1681 例次患者的 ADE 报告。排除与原发疾病相
关的溃疡性结肠炎、克罗恩病、排便频率增加、
结肠炎和肠梗阻外，报告例次较多的是胰腺炎，
共 68 例次，包括胰腺炎、急性胰腺炎和自身免
疫性胰腺炎 3 个信号。Sparrow 等 [8-11] 于 2018 年
开始报道维得利珠单抗诱发的急性胰腺炎，Yang
等 [12] 的动物实验揭示用抗α4β7 整合素或黏膜地
址素细胞黏附分子 1（MAdCAM-1）抗体治疗非
肥胖糖尿病小鼠，对胰岛细胞的炎症具有显著和
持久的保护作用，推测维得利珠单抗可能通过
特异性结合α4β7 整合素，并阻断α4β7 整合素与
MAdCAM-1 的结合后扰乱了胰腺功能，从而导
致胰腺炎的发生。FDA 于 2021 年 8 月更新注射
用维得利珠单抗药品说明书，在“6.3 上市后经
验”项下增加“胃肠系统疾病：急性胰腺炎”，充
分体现利用 FAERS 数据库挖掘 ADE 信号，有助
于加强药品安全性评价。
　　“全身性疾病及给药部位各种反应”位居第
二，涉及报告 1631 例次，占 29.00%，其中“无
不良事件”最多见。通过该 PT 对应的患者信息，
逐条查找同一患者所报告的全部 ADE 信号，发
现共有 969 例次（969/1631，59.41%）患者报告
用药“无不良事件”同时报告用药期间发现妊娠
或合并超说明书用药（包括超年龄用药、超适应
证用药等），这可能源于自发呈报系统的要求，
或源于药物临床试验的相关要求 [13]，提示应进一
步关注特殊人群、关注超说明书用药情况，做好
监测和评价。
　　本研究发现，感染及侵染类疾病在累及 SOC
排序中占第三位，涉及报告 527 例次，信号数
多达 51 个，包括难辨梭状芽孢杆菌感染（85
例）、带状疱疹（51 例）、肛门脓肿（44 例）等。
Colombel 等 [14] 的研究提示维得利珠单抗并不增加
感染或严重感染的风险，美国 VICTOERY 联盟的
真实世界研究 [15] 显示，接受维得利珠单抗治疗的
炎症性肠病（IBD）患者与抗 TNF-α 单药治疗者
相比，发生严重感染和严重不良事件（SAE）的
比例更低，但本研究挖掘到的信号提示用药过程

中仍不容忽视感染风险，应加强监测。FDA 药品
说明书 [4] 也特别提示：在感染得到控制之前，不
建议对有活动性、严重感染的患者用药，若用药
治疗期间发生严重感染的患者应及时停药治疗。
　　肌肉骨骼及结缔组织系统筛选到 9 个信号，
除了说明书中提到的关节痛（395 例次）最常见
外，还发现类狼疮综合征（16 例次）、强直性脊柱
炎（12 例次）是值得关注的新信号。说明书中未
出现的 ADR 信号累及器官系统有 9 个，除妊娠期
产褥期及围产期状况、各类检查外，还包括血液
及淋巴系统疾病、血管与淋巴管类疾病、肾脏及
泌尿系统疾病、心脏器官疾病等，应持续关注。
3.3　维得利珠单抗 ADE 信号分析

　　在 ADE 信号排名中，报告例次较多的便血、
难辨梭状芽孢杆菌感染、自发流产、小管间质性
肾炎等信号，说明书中均没有提及，有待进一步
研究。另有相当例次的患者报告“治疗失败、治
疗无反应、药物水平降低、治疗无应答、治疗反
应丧失”等情况，可能与治疗中出现药物耐受相
关，提示进行维得利珠单抗相关的抗体检测和治
疗药物浓度监测，结合临床症状和内镜下的缓解
情况共同评估，可能更有助于优化治疗。
　　从信号强度排序来看，硬化性胆管炎（22 例
次）报告例次不多，但信号强度较强，说明相关
性较大。有研究发现合并原发性硬化性胆管炎的
IBD 患者癌变的风险超过 50%，临床诊疗过程中
应加以重视 [16]。类固醇依赖、前庭神经炎、坏疽
性脓皮病报告例次不多，但信号强度较强，临床
用药过程中应加强监测评价。
3.4　死亡病例相关 ADE 信号分析

　　与死亡病例相关的 ADE 信号累及系统前 3
位依次是感染及侵染类疾病，良性、恶性及性质
不明的肿瘤和全身性疾病及给药部位各种反应
（死亡、猝死或多器官功能不全综合征），这些表
现多与原发疾病相关，或因资料不全，无法进行
明确的因果关系界定。本研究发现累及心脏器官
系统的 PT 信号多表现为急性心肌梗死、心肌梗
死、心肌缺血、心力衰竭和心脏停搏，共涉及 19
例次，占死亡病例的 12.18%。此信号在药品说明
书中并未提及，可能是新的且重要的信号，提示
在药物使用的过程中应加强心血管系统监护，避
免恶性心血管事件威胁患者安全。
3.5　本研究的局限性

　　本研究基于 FAERS 数据库进行分析，通过
大数据挖掘风险信号，有效弥补了药品上市前临
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床试验样本量少、研究对象要求严格、用药观察
时间短等缺陷，可获得药品上市后真实世界下用
药反应的真实情况。但因该数据库来源于 ADE
自发呈报系统，不可避免地存在漏报、误报、少
报、信息不全等情况，可能给研究带来偏倚。同
时，FAERS 数据库上报国家以美国为主，得到的
数据可能不一定适合中国人群。另外，本研究采
用的 ROR 法和 MHRA 法计算简单，随时可用，
但如果数据库中某一目标药物的反应报告数目太
多或太少，可能会影响其他不良反应信号检测的
效能或信号挖掘结果的稳定性 [7]。因此，本研究
存在一定的局限性。
4　结论

　　本研究提取 FAERS 数据库相关数据，利用
ROR 法和 MHRA 法对维得利珠单抗上市后的
ADE 信号进行挖掘和分析，有效弥补了药物上
市前临床试验的局限。研究提示，维得利珠单抗
用于治疗炎症性肠病，不能忽视感染的风险，也
验证了可能诱发胰腺炎的风险信号，同时发现便
血、难辨梭状芽孢杆菌感染、硬化性胆管炎等新
的需要临床重点关注的 ADE 信号。挖掘到的信
号提示有相当数量患者用药期间发现妊娠，并有
超说明书用于儿童的情况，提示应收集更多的信
息用于评价特殊人群应用的疗效和安全性。通过
研究维得利珠单抗相关的死亡病例，发现心脏器
官系统中心肌梗死、心肌缺血、心力衰竭等可能
是导致患者死亡的重要原因，需要加强用药监
护。当然，由于研究的局限性，这些信号还需在
真实世界中不断收集、整理和验证，以为患者安
全用药提供更好的保障。

参考文献

[1] 靳琦文，王晓娣 . 维得利珠单抗治疗炎症性肠病的研究

进展 [J]. 世界华人消化杂志，2021，29（5）：248-255. 
[2] Entyvio®（vedolizumab）Approved in Japan for the 

Treatment of Patients with Moderately to Severely Ac-
tive Crohn’s Disease[EB/OL]. [2019-5-22]/[2022-3-21]. 
https：//www. takeda. com/newsroom/newsreleases/2019/
entyvio-vedolizumab-approved-in-japan-for-the-treatment-
of-patients-with-moderately-to-severely-active-crohns-dis-
ease/.

[3] 王英德 . 新型生物制剂在炎症性肠病中的临床应

用：现状与未来 [J]. 中国全科医学，2021，24（21）：

2629-2633. 
[4] FDA-label（注射用维得利珠单抗药品说明书）. [DB/

OL]. https：//www. accessdata. fda. gov/drugsatfda_docs/
label/2021/125476s038s039lbl. pdf. 

[5] Tieu C，Breder CD. A critical evaluation of safety signal 
analysis using algorithmic standardised MedDRA queries [J]. 
Drug Saf，2018，41（12）：1375-1385. 

[6] 任经天，王胜锋，侯永芳，等 . 常用药品不良事件

信号检测方法介绍 [J]. 中国药物警戒，2011，8（5）：

294-298. 
[7] 张婧媛，白羽霞，韩晟，等 . 数据挖掘方法检测药品不

良反应信号的应用研究 [J]. 药物不良反应杂志，2016，
18（6）：412-416. 

[8] Sparrow M. Positioning biologics-a case-based discussion：
vedolizumab [J]. J Gastroenterol Hepatol，2018，33（Sup-
pl 3）：15. 

[9] Lopez RN，Gupta N，Lemberg DA. Vedolizumab-associ-
ated pancreatitis in paediatric ulcerative colitis：functional 
selectivity of the α4β7integrin and MAdCAM-1 pathway? 
[J]. J Crohns Colitis，2018，12（4）：507-508. 

[10] Lin E，Katz S. Acute pancreatitis in a patient with ul-
cerative colitis on vedolizumab [J]. Inflamm Bowel Dis，
2020，26（5）：e44. 

[11] Jakimiec P，Zdanowicz K，Kwiatek-Sredzinska K，et al. 
Pancreatic disorders in children with inflammatory bowel 
disease [J]. Medicina（Kaunas），2021，57（5）：473. 

[12] Cohen RD，Bhayat F，Blake A，et al. The safety profile 
of vedolizumab in ulcerative colitis and Crohn’s disease：
4 years of global post-marketing data [J]. J Crohns Colitis，
2020，14（2）：192-204. 

[13] Colombel JF，Sands BE，Rutgeerts P，et al. The safety of 
vedolizumab for ulcerative colitis and Crohn’s disease [J]. 
Gut，2017，66（5）：839-851. 

[14] Narula N，Peerani F，Meserve J，et al. Vedolizumab for 
ulcerative colitis：treatment outcomes from the VICTO-
RY consortium [J]. Am J Gastroenterol，2018，113（9）：

1345. 
[15] Yang XD，Sytwu HK，McDevitt HO，et al. Involvement 

of beta 7 integrin and mucosal addressin cell adhesion mol-
ecule-1（MAdCAM-1）in the development of diabetes in 
obese diabetic mice [J]. Diabetes，1997，46：1542-1547. 

[16] Garg SK，Velayos FS，Kisiel JB. Intestinal and nonin-
testinal cancer risks for patients with Crohn’s disease [J]. 
Gastroenterol Clin North Am，2017，46（3）：515-529. 

（收稿日期：2023-04-07；修回日期：2023-05-25）



3068

Central South Pharmacy. November   2023, Vol. 21 No. 11 　中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期

泊沙康唑对异体肾移植受者他克莫司血药浓度及肾功能的影响

吉莉娜，胡楠，钱卿*（常州市第一人民医院药学部，江苏　常州　213003）

摘要：目的　探讨抗真菌药物泊沙康唑对肾移植受者他克莫司血药浓度的影响，为临床科学制

订给药方案提供依据。方法　回顾性收集同时接受他克莫司抗排异治疗和泊沙康唑口服混悬

液抗真菌治疗的肾移植受者共计 24 例，统计受者合用泊沙康唑前与合用后 1 ～ 14 d 内不同时

间段的他克莫司血药谷浓度（C0）、谷浓度剂量比（C0/D）、谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶

（AST）、血清肌酐（SCR）、血清尿酸（UA）等临床指标，比较两药合用前后他克莫司的剂量

和浓度变化，以及受者的肝肾功能变化。结果　肾移植受者合用泊沙康唑口服混悬液后，他克

莫司的 C0/D 为合用前的 3.13 倍（P ＜ 0.05），他克莫司的给药剂量平均下降 40.1%。在合用泊

沙康唑后的 4 个时间段中，合用后 8 ～ 10 d 的 C0/D 上升最为显著，达 3.30 倍，他克莫司的给

药剂量平均下降 47.1%。合用泊沙康唑前后，患者肝肾功能无显著差异。结论　临床合用泊沙

康唑时，应预先降低他克莫司的给药剂量，但说明书建议的剂量调整方案不一定适用于所有

受者，合用期间需密切监测他克莫司血药浓度并及时调整剂量，实现个体化用药。

关键词：异体肾移植受者；泊沙康唑；他克莫司；浓度剂量比
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Effect of posaconazole on the blood concentration of tacrolimus and renal 
function in allograft renal transplant recipients

JI Li-na, HU Nan, QIAN Qing* (Department of Pharmacy, the First People’s Hospital of Changzhou, 
Changzhou  Jiangsu  213003)

Abstract: Objective  To determine the effect of antifungal drug posaconazole on the blood 
concentration of tacrolimusin renal transplant recipients, and to provide reference for individualized 
therapy in clinical practice. Methods  The clinical data of 24 renal transplant recipients who used 
tacrolimus and posaconazole were retrospectively analyzed. The concentrations of tacrolimus (C0), 
concentration/dose ratio (C0/D), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), 
serum creatinine (SCR) and uric acid (UA) of the recipients before and after (1 ～ 14 days) the 
co-administration of posaconazole were collected. The dose and concentration of tacrolimus were 
compared before and after the co-administration of both drugs, as well as the changes in the liver 
and kidney function of the recipients. Results  The C0/D of tacrolimus after the co-administration of 
posaconzole was 3.13 times of before (P ＜ 0.05), while the average dose of tacrolimus decreased 
by 40.1%. In the four periods after the co-administration of posaconazole treatment, the C0/D at 
8 ～ 10 days increased most significantly to 3.30 times, and the dose of tacrolimus decreased by 
47.1% on average. There was not much difference in the liver and kidney function before and 
after the co-administration. Conclusion  The dose of tacrolimus should be reduced before starting 
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　　侵袭性真菌病（IFD）是实体器官移植受者发
病和死亡的重要原因，且非白念珠菌、曲霉及毛霉
等真菌感染的比例在血液科、呼吸科、器官移植科
等科室普遍呈上升趋势 [1-5]。泊沙康唑属于第 2 代
三唑类抗真菌药物，其抗菌谱包含毛霉、球孢子
菌、镰刀菌、尖端赛多孢子菌等罕见真菌，与棘
白菌素和其他三唑类药物相比，泊沙康唑抗菌谱更
广，抗菌活性较强 [6-7]。
　　肾移植作为终末期肾脏病患者最理想的肾脏
替代疗法，在全球范围内已广泛开展。随着手术
技术的成熟和新型免疫抑制剂的应用，肾移植的
近期存活率得到显著提高，但是远期存活情况仍
然不容乐观，移植后期受者的排斥反应和免疫抑
制治疗仍是临床面临的重要问题。他克莫司是实
体器官移植的主要免疫抑制剂之一，属 23 元大
环内酯结构，比环孢素 A 具有更强的免疫抑制
效力和更低的不良反应发生率。目前他克莫司已
被推荐作为肾移植后的一线治疗药物，是免疫抑
制三联疗法（环孢素 A 或他克莫司＋霉酚酸类药
物＋泼尼松）的重要组成部分。他克莫司显著改
善了器官移植受者的抗排异疗效和生存率，但是
他克莫司的治疗范围较窄，浓度超出治疗范围后
可出现头痛、震颤、心动过速、贫血、诱发感染
等不良反应，而免疫抑制不足会导致移植排斥反
应的发生。他克莫司通过 CYP3A 酶系代谢，而
泊沙康唑是 CYP3A 酶系的强效抑制剂，两者合
用存在相互作用。目前，关于泊沙康唑对他克莫
司血药浓度影响的数据有限，本研究旨在评价泊
沙康唑对肾移植受者他克莫司血药浓度及给药剂
量的影响，从而避免其浓度的异常波动对移植肾
功能产生不良影响。
1　资料与方法

1.1　研究对象

　　对 2018 年 1 月至 2022 年 12 月于常州市第一
人民医院泌尿外科接受异体肾移植手术的 24 名
住院受者进行回顾性研究。纳入标准：① 在住
院期间接受口服他克莫司胶囊（规格：0.5 mg/1 
mg，杭州中美华东制药有限公司）免疫抑制治
疗，他克莫司血药浓度达到稳态；② 因预防或治

疗 IFD 目的合用泊沙康唑口服混悬液（规格：40 
mg·mL－ 1，Patheon Inc.，Whitby Operations）200 
mg tid，随餐服用；③ 合并用药疗程超过 14 d；
④ 服药期间无呕吐、腹泻等影响药物吸收的胃肠
道症状。排除标准：① 在观察期内因各种原因调
整免疫抑制治疗方案的受者，如改用环孢素等；
② 排除肝功能异常受者，以及使用其他显著影响
泊沙康唑或他克莫司血药浓度的药物（如利福平、
卡泊芬净、地尔硫䓬、五酯胶囊等）的受者。
1.2　免疫抑制方案

　　所有受者采用他克莫司＋霉酚酸类药物＋泼
尼松的免疫抑制三联疗法。在维持治疗中，他克
莫司的起始剂量为 0.15 mg/（kg·d），分 2 次给药，
目标谷浓度为术后 1 个月内 8 ～ 15 ng·mL－ 1[8]；
吗替麦考酚酯胶囊（规格：0.25 g，上海罗氏制
药有限公司）的剂量为 750 ～ 1000 mg bid，空腹
服用；麦考酚钠肠溶片（规格：180 mg，Novartis 
Pharma Schweiz AG）的剂量为 540 ～ 720 mg bid，
空腹服用；注射用甲泼尼龙琥珀酸钠于手术当
日及术后第 1 日、第 2 日分别给予 500 mg·d－ 1

冲击治疗，之后逐渐递减至醋酸泼尼松片 20 
mg·d－ 1 维持治疗。
1.3　他克莫司血药浓度测定

　　受者每日早 8 时和晚 8 时分别服用他克莫
司。次日早上服药前抽取外周血 2 mL，采用均相
酶扩大免疫分析法（EMIT）测定他克莫司血药浓
度 [ 西门子 Syva 药物浓度分析仪（Viva-E），配
套的 Emit2000 他克莫司试剂盒、标准曲线和质
控药盒（西门子医学诊断产品有限公司）]。
1.4　观察指标

　　收集统计受者合用泊沙康唑前与合用后 1 ～ 3 
d、4 ～ 7 d、8 ～ 10 d、11 ～ 14 d 的他克莫司血
药 浓 度 C0（ng·mL－ 1）、 剂 量 D（mg·kg－ 1）、
血清肌酐（SCR）、血清尿酸（UA）、谷丙转氨酶
（ALT）、谷草转氨酶（AST），并计算谷浓度剂量
比 C0/D，具体计算公式如下：C0/D ＝血药谷浓度
水平（ng·mL－ 1）/ 日剂量（mg·kg－ 1）。
1.5　统计方法

　　采用 SPSS 29.0 统计学软件进行数据分析，

the co-administration of posaconazole in clinical practice. Recommended dose adjustment in 
the instructions may not be appropriate for all recipients. It is necessary to monitor the blood 
concentration of tacrolimus and adjust the dose timly in individualized therapy. 
Key words: allogenic renal transplant recipient; posaconazole; tacrolimus; concentration-dose ratio
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分类变量比较采用 χ2 检验，连续变量比较首先
考察数据分布的正态性和方差齐性，两者均满足
者采用 t 检验；正态分布但方差不齐，则采用 t'
检验；非正态分布数据采用非参数检验（Mann-
Whitney 检验）；符合正态分布的数据表示为
（x±s）；不符合正态分布的数据表示为 M（Q25，
Q75），P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　受者人口学特征

　　本研究共 24 例受者满足入排标准，其人口
学资料见表 1。24 例受者均为经验性选用泊沙康
唑进行抗真菌治疗，16 例受者在合用泊沙康唑前
按说明书推荐经验性降低他克莫司日剂量至原剂
量的 1/3 左右，8 例未进行剂量调整，而是根据
合用后他克莫司的监测结果进行剂量调整。所有
受者在治疗期间均使用了奥美拉唑肠溶胶囊（规
格：20 mg，常州四药制药有限公司）20 mg qd，
餐前服用。质子泵抑制剂如奥美拉唑或兰索拉唑
对 CYP3A4 存在一定抑制作用，可能会对他克莫
司的浓度造成影响 [9]，研究中所有纳入受者均使
用了奥美拉唑，故不同患者间不存在其他药物相
互作用导致的结果偏倚。

表 1　纳入研究的受者人口学资料 (n ＝ 24) 
Tab 1　Demographic data of the participants included in the study 

(n ＝ 24)

项目 数值

性别（男 / 女） 13/11

年龄 / 岁 43.50（27.75 ～ 52.00）

体重 /kg 60.85±12.32

住院天数 /d 34.0（26.3 ～ 46.5）

泊沙康唑用药疗程 /d 19.5（15.0 ～ 25.8）

SCR/（μmol·L － 1） 170.50（143.80 ～ 405.30）

UA/（μmol·L － 1） 348.80±103.70

ALT/（U·L － 1） 12.50（6.00，18.90）

AST/（U·L － 1） 14.00（8.50，22.45）

2.2　合用泊沙康唑后对他克莫司血药浓度、给药

剂量和浓度剂量比的影响

　　在合用泊沙康唑前，他克莫司的平均给药日
剂量为（0.08±0.03）mg·kg－ 1，合用泊沙康唑后，
他克莫司的给药剂量整体呈下降趋势（P＜ 0.05），
给药剂量平均下降 40.1%。比较各阶段他克莫司
给药剂量调整情况，合用 8 ～ 10 d 他克莫司给药
剂量降低最为显著，为（0.04±0.03）mg·kg－ 1，
较合用前平均降低了 47.1%。
　　他克莫司的浓度剂量比（C0/D）变化如图 1
所示。C0/D 在合用泊沙康唑后的 4 个时间段均显

著高于合用前，平均为合用前的 3.13 倍，范围为
1.40 ～ 6.95 倍（见表 2）。16 例（66.7%）受者合
用泊沙康唑后他克莫司的 C0/D 增加至 3 倍以上，
2 例（8.3%）受者 C0/D 超过合用前 5 倍。合用后
8 ～ 10 d 的 C0/D 升高最为显著，平均为合用前的
3.30 倍，达（292.75±163.66）。合用后各时间段相
互之间的 C0/D 无显著差异。

图 1　他克莫司浓度剂量比（C0/D）在泊沙康唑使用前后的变化

Fig 1　Changes in C0/D before and after the co-administration of 
posaconazole

表 2　泊沙康唑对他克莫司剂量和浓度剂量比的影响 
Tab 2　C0 and C0/D of tacrolimus before and after the combination 

with posaconazole in the recipients (n ＝ 24)

时间
血药谷浓度 C0/
（ng·mL － 1）

给药剂量 D/
（mg·kg － 1）

浓度剂量

比（C0/D）

合用前   6.25±2.74 0.08±0.03   89.91±48.19

合用 1 ～ 3 d   9.72±3.93* 0.06±0.04* 235.83±133.07*

合用 4 ～ 7 d 10.43±4.03* 0.05±0.03* 273.70±146.87*

合用 8 ～ 10 d   9.11±2.64* 0.04±0.03* 292.75±163.66*

合用 11 ～ 14 d   8.58±2.33* 0.04±0.03* 267.86±137.60*

注：与泊沙康唑合用前相比，*P ＜ 0.05。
Note：vs before the co-administration of posaconazole，*P ＜ 0.05.

2.3　合用泊沙康唑对肝、肾功能的影响

　　泊沙康唑的严重不良反应包括过敏反应、心律
失常和 QT 间期延长以及肝毒性 [10]。联用泊沙康唑
治疗后会引起他克莫司血药浓度的异常波动，可能
导致受者肾功能的损伤 [11]。因此，本研究在合用泊
沙康唑期间密切监测受者肝肾功能，结果显示，使
用泊沙康唑后未有受者出现肝功能异常，亦无受者
因他克莫司浓度升高而出现急性肾损伤，见表 3。
3　讨论

　　三唑类抗真菌药物对 CYP3A4 均有不同程度
的抑制作用，除泊沙康唑外，所有三唑类抗真菌
药物都是 CYP3A4 的底物，但是亲和力不尽相
同 [12]。根据 FDA 和 EMA 的分类，时间 - 浓度曲
线下的面积（AUC）增加≥ 5 倍的药物被认为是
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强抑制剂，AUC 增加≥ 2 倍但＜ 5 倍的药物被认
为是中度抑制剂，AUC 增加≥ 1.25 倍但＜ 2 倍的
药物被认为是弱抑制剂。Groll 等 [11] 的研究显示，
伏立康唑、泊沙康唑和伊曲康唑是 CYP3A 同工
酶的强抑制剂，而艾沙康唑是中度抑制剂。因此，
联合使用泊沙康唑可显著增加主要通过 CYP3A4
代谢的药物的血浆浓度 [13-14]。
　　他克莫司和三唑类抗真菌药物之间存在显著的
相互作用。他克莫司经 CYP3A 酶（包括 CYP3A4
和 CYP3A5）在肝脏和小肠代谢，同时也是药
物转运体 P- 糖蛋白（P-gp）的代谢底物和抑制
剂 [13，15]。泊沙康唑公开的处方信息建议，在开始
泊沙康唑治疗时，将他克莫司的剂量减至初始剂
量的约 1/3。Peksa 等 [16] 的研究报道认为，当与泊
沙康唑合用时，他克莫司给药剂量降低（范围为
74% ～ 75%）；另有一项系统综述得出结论，当
与泊沙康唑联合用药时，他克莫司的剂量应减少
60% ～ 70%[17]。Berge 等 [18] 发现联合用药时他克
莫司 C0/D 增加至单用时的 3.29 倍；Vanhove 等 [19]

的研究结果显示，联合使用泊沙康唑和伏立康唑
后，分别使他克莫司的 C0/D 增加至2.7倍和3.6倍，
42% 的泊沙康唑联合用药者和 57% 的伏立康唑联
合用药者的 C0/D 增加了 4 倍以上（联合用药第 14
日与合用前进行比较）。本研究结果显示异体肾移
植受者合用泊沙康唑后，他克莫司的给药剂量平
均下降 40.1%，他克莫司 C0/D 为合用前的 3.13 倍
（范围为 1.40 ～ 6.95 倍），66.7% 的受者他克莫司
C0/D 增加至合用前的 3 倍以上，8.3% 的受者 C0/
D 增加至合用前的 5 倍以上。有文献研究了他克莫
司 - 三唑类之间相互作用的影响因素，CYP3A5 表
达者 C0/D 的变化减弱（影响效果：－ 43%，P ＝

0.017），并受红细胞压积（＋ 8%，P ＝ 0.004）、基
线 C0/D（－14%，P＜0.001）和年龄（＋1%，P＝

0.008）的影响。然而，上述这些影响因素也只能解
释 22% 的 C0/D 的个体间变异 [19]。综上所述，本研
究中 C0/D 在合用前后的变化与既往文献报道相似，

但给药剂量的下降幅度与文献数据相比偏小，可能
还受到基因型和其他临床指标的影响。
　　三唑类抗真菌药物的半衰期较长，泊沙康唑治
疗 5 ～ 7 d 达到稳态浓度后才能发挥最大作用 [16]。
Cho 等 [15] 的研究中，泊沙康唑启动后 9 ～ 12 d 他
克莫司的 C0/D 最高。因此，本研究纳入泊沙康唑
用药疗程超过 14 d 的受者，主要是考虑泊沙康唑
达稳态浓度的时间较长，并参考了既往文献中考察
两种药物相互作用的疗程。合用泊沙康唑后分为 4
个时间段，结果表明合用 8 ～ 10 d 他克莫司给药
剂量降低最为显著，较合用前平均降低了 47.1%，
C0/D 升高最为显著，平均为合用前的 3.30 倍，结
果与以往的研究较为一致。
　　泊沙康唑联合治疗时，减少免疫抑制剂的给
药剂量可以降低与免疫抑制剂浓度增加相关的不
良反应（如肾毒性）的发生风险 [20]。本研究在合
用后的 14 d 内密切监测受者肾功能水平，显示所
有受者用药期间 SCR 未出现明显升高，无受者出
现急性肾损伤。
　　美国传染病学会建议在治疗期间，应监测三
唑类抗真菌药物（伏立康唑、泊沙康唑、伊曲康
唑、艾沙康唑）和任何可能相互作用的药物（包
括环孢素、他克莫司和西罗莫司）的血药浓度 [21]。
本项研究存在一定的局限性，未能监测泊沙康唑
的血药浓度，但肝功能相关指标监测结果显示在
泊沙康唑使用期间，未有受者出现药源性肝损伤。
　　根据本中心研究结果，说明书推荐的经验性剂
量调整方案不一定适用于所有肾移植受者，他克莫
司和泊沙康唑之间药物相互作用的程度还受到两药
合用时间的长短、CYP3A 的基因分型及其他临床
指标等因素的影响。因此，两药合用后，仍需进行
密切的血药浓度监测来及时调整方案。综上所述，
在肾移植受者中，泊沙康唑和他克莫司之间相互作
用的管理仍然具有一定的挑战性，后续将进一步扩
大样本量并开展药物基因组学对相互作用影响的研
究，为临床提供更精准的参考依据。

表 3　合用泊沙康唑前和合用后肝肾功能的变化 (n ＝ 24) 
Tab 3　Changes in SCR，UA，ALT and AST before and after the co-administration of posaconazole (n ＝ 24)

时间 SCR/（μmol·L － 1） UA/（μmol·L － 1） ALT/（U·L － 1） AST/（U·L － 1）

合用前   183.00（147.30，405.30） 350.80（270.60，421.60） 11.00（6.00，22.00） 14.00（8.50，22.00）

合用 1 ～ 3 d   173.00（135.80，336.80） 327.90（256.80，390.80） 11.00（4.25，17.48） 16.20（10.10，20.00）

合用 4 ～ 7 d   178.00（131.30，268.00） 325.50（264.00，400.50） 13.50（6.00，22.35） 15.50（11.40，27.50）

合用 8 ～ 10 d   167.00（118.80，224.00） 330.30（263.40，401.50） 12.50（7.25，19.05） 17.20（13.03，27.48）

合用 11 ～ 14 d 141.50（113.0，231.80） 314.10（256.30，403.30） 13.45（8.50，22.00） 17.45（12.50，25.50）
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奈玛特韦 /利托那韦致新型冠状病毒感染患者肝功能异常的 
危险因素分析

胡锦华1，顾圣莹2，姜静静1，范国荣2，娄月芬1*（1. 同济大学附属上海市第四人民医院药剂科，上海　

200434；2. 上海交通大学附属第一人民医院临床药学科，上海　200080）

摘要：目的　分析新型冠状病毒感染患者使用奈玛特韦 / 利托那韦片出现肝功能指标异常升高

的危险因素。方法　收集本院奈玛特韦 / 利托那韦治疗患者 1529 例，采用病例对照研究设计，

纳入奈玛特韦 / 利托那韦用药后肝功能异常且 RUCAM 量表评分≥ 3 分的患者为病例组，根据

年龄、性别、入院新型冠状病毒诊断分型、基础疾病数量、合并用药个数进行 1∶1 倾向性评

分匹配对照组。使用单因素分析和 Logistic 回归方法，研究奈玛特韦 / 利托那韦治疗后肝功能

异常的危险因素。结果　共纳入 88 例患者，肝功能异常组 44 例，匹配对照组 44 例。Logistic
回归结果显示奈玛特韦 / 利托那韦用药疗程（OR ＝ 1.234，95%CI 1.015 ～ 1.500，P ＝ 0.035）、

合并用药数量（OR ＝ 4.582，95%CI 1.225 ～ 17.131，P ＝ 0.024）、新型冠状病毒疫苗接种情况

（OR ＝ 0.446，95%CI 0.200 ～ 0.994，P ＝ 0.048）是肝功能异常升高的影响因素。结论　建议

群众积极接种新型冠状病毒疫苗，对使用奈玛特韦 / 利托那韦治疗的新型冠状病毒感染患者开

展多重用药评估、短疗程用药（≤ 5 d）、加强肝功能的监护，以确保用药安全。

关键词：奈玛特韦 / 利托那韦；新型冠状病毒感染；肝功能；危险因素
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Risk factors associated with nirmatrelvir/ritonavir induced hepatic 
dysfunction in COVID-19 patients 

HU Jin-hua1, GU Sheng-ying2, JIANG Jing-jing1, FAN Guo-rong2, LOU Yue-fen1* (1. School of 
Pharmacy, Shanghai Fourth People’s Hospital, Affiliated to Tongji University, Shanghai  200434; 
2. Department of Clinical Pharmacy, Shanghai General Hospital, School of Medicine Shanghai 
Jiaotong University, Shanghai  200080)

Abstract: Objective  To analyse the risk factors for hepatic dysfunction in COVID-19 patients treated 
with nirmatrelvir/ritonavir. Methods  We collected the data of 1529 COVID-19 patients treated with 
nirmatrelvir/ritonavir. A case-control study was designed. The patients with hepatic dysfunction and 
RUCAM score ≥3 were divided into an experimental group. The control group was matched with 1∶1 
ratio with propensity score matching in age, sex, diagnostic classification of COVID-19 on admission, 
number of primary diseases and drug combination. Univariate analysis and binary Logistic regression 
were used to analyse the risk factors for abnormal liver function in the patients. Results  Totally 88 
patients receiving nirmatrelvir/ritonavir therapy were included (44 in the hepatic dysfunction group 
and 44 patients in the control group). Logistic regression showed that treatment course of nirmatrelvir/
ritonavir (OR ＝ 1.234, 95%CI 1.015 ～ 1.500, P ＝ 0.035), combined medications (OR ＝ 4.582, 
95%CI 1.225～ 17.131, P＝ 0.024) and COVID-19 vaccination (OR＝ 0.446, 95%CI 0.200～ 0.994, 
P ＝ 0.048) were risk factors for hepatic dysfunction caused by nirmatrelvir/ritonavir. Conclusion  
COVID-19 vaccination is recommended. Assessment of drug combination, short medication course ( 
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　　新型冠状病毒（SARS-CoV-2）已经造成全球新
型冠状病毒感染（COVID-19）大流行，带来巨大的
生命健康威胁。病毒暴发初期使用的广谱抗病毒药
物如瑞德西韦、法匹拉韦等发挥了重要作用 [1]。其
后新型冠状病毒的疫苗和抗体药物研发开展，但不
断出现的新型冠状病毒变异毒株也对新型冠状病毒
防治效果造成重要影响。小分子抗病毒药物应运而
生，其具有作用靶点明确，化学结构简单稳定，口
服给药方便等诸多优势。2021 年 12 月 22 日 FDA 批
准 Paxlovid 上市 [2]，2022 年 2 月 11 日，国家药品监
督管理局（NMPA）紧急附条件批准奈玛特韦 / 利托
那韦进口注册 [3]。其后奈玛特韦 / 利托那韦也被列入
《新型冠状病毒感染诊疗方案（试行第九版）》[4]，奈
玛特韦 / 利托那韦正式投入临床使用，治疗发病 5 d
以内的轻型和普通型 COVID-19，且伴有进展为重
型高风险因素的成人和青少年患者。
　　临床研究发现奈玛特韦 / 利托那韦片的主要
不良事件为味觉障碍（5.6%）、腹泻（3.1%）、D-
二聚体增加（1.9%），该项研究报告了谷丙转氨酶
（ALT）升高（1.5%），但研究者却认为药物与转
氨酶升高不相关 [5]。LiverTox 数据库亦报告患者
口服奈玛特韦 / 利托那韦片 5 d，与血清转氨酶升
高或临床明显的肝损伤无关 [6]。但其说明书中却
仍然提到口服奈玛特韦片 / 利托那韦片会产生肝
转氨酶升高、临床肝炎和黄疸，不推荐用于严重
肝功能损害患者 [2]。本研究回顾分析奈玛特韦 /
利托那韦片在治疗 COVID-19 患者时与肝功能异
常的关联性，并研究药物致肝功能异常的可能危
险因素，为临床用药作参考。
1　材料与方法

1.1　病例来源与研究设计 
　　病例来自于 2022 年 4 ～ 6 月期间本院收治确
诊的 COVID-19 患者，参照《新型冠状病毒感染
诊疗方案（试行第九版）》的诊断标准将患者分为
轻型、普通型、重型、危重型。采用回顾性病例
对照研究设计。
1.2　病例组纳排标准

　　纳入标准：① 按照《新型冠状病毒感染诊疗
方案（试行第九版）》确诊的 COVID-19 患者；② 
使用奈玛特韦 / 利托那韦片前后至少 2 次肝生化

检查；③ 用药后 ALT、谷草转氨酶（AST）、碱
性磷酸酶（ALP）、γ 谷氨酰转肽酶（GGT）、总
胆红素（TB）其中至少有一项升高至正常值上限
2 倍以上；④ 采用 RUCAM[7] 量表评分鉴别奈玛
特韦 / 利托那韦与肝功能异常存在可能的因果关
系，RUCAM 评分≥ 3 分者纳入。
　　排除标准：① 入院即肝功能一项升高至正常值
上限 2 倍以上；② 合并病毒性肝炎、肝脏免疫性疾
病、酒精性肝病、肝硬化、肝脏肿瘤等肝脏疾病者；
③ 病程中发生多器官衰竭导致肝功能异常。
1.3　对照组获取方法 
　　奈玛特韦 / 利托那韦片用药后肝功能正常的
COVID-19 患者，根据患者年龄、性别、入院新
型冠状病毒诊断分型、基础疾病个数、合并用药
个数与病例组进行 1∶1 倾向性评分匹配（PSM）
获得对照组，卡钳值 0.10。
1.4　资料收集 
　　查阅病历，收集患者一般资料、既往病史、
住院期间肝功能指标、血常规、肾功能、C 反应蛋
白、降钙素原、白细胞介素 -6、铁蛋白、奈玛特韦 /
利托那韦使用剂量和疗程、合并用药等数据。
1.5　统计学分析 
　　应用 SPSS 27.0 软件进行数据统计。正态分布
计量资料以（x±s）表示，组间比较采用 t 检验；
偏态分布计量资料以中位数 [M（P25，P75）] 表
示，组间比较采用 Wilcoxon 秩和检验。等级资料
以例数和百分比表示（n，%），采用 Wilcoxon 秩
和检验。分类资料以例数和百分比表示（n，%），
采用卡方检验或 Fisher 精确检验。影响患者肝功
能异常的独立危险因素采用 Logistic 回归分析。
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　使用奈玛特韦 / 利托那韦后肝功能异常患者

临床特征 
　　1529 例使用奈玛特韦 / 利托那韦片的 COVID-19
患者中，44 例患者出现不同程度肝功异常，发生率
2.88%。最早发生于用药后 2 d，最迟发生于用药后
19 d，中位数 7.5（6，9）d。据 RUCAM 评分 [7]，药
物性肝损伤可能 35 例，可能性大 9 例。根据 DILI
判断标准 [8]，肝细胞型 12 例，胆汁淤积型 13 例，

≤ 5 days), and liver function monitoring in COVID-19 patients treated with nimotevir/ritonavir help 
ensure medication safety.
Key words: nirmatrelvir/ritonavir; COVID-19; liver function; risk factor
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混合型 19 例。具体见表 1。

表 1　44 例使用奈玛特韦 /利托那韦片肝功异常患者的 RUCAM评

分及 DILI分型 
Tab 1　RUCAM scores and patterns of DILI hepatotoxicity injury  
in 44 patients with hepatic dysfunction after nematrivir/ritonavir 

treatment

项目 例数（%）

RUCAM 评分

3 ～ 5 分 35（79.6）

6 ～ 8 分   9（20.4）

＞ 8 分   0（0.0）

DILI 临床分型

肝细胞型 12（27.27）

胆汁淤积型 13（29.55）

混合型 19（43.18）

2.2　一般资料 
　　肝功能异常患者与正常患者在年龄、性别、
入院诊断分型、基础疾病数量分布上差异无统计
学意义（P ＞ 0.05），但两组合并用药数量分布差
异存在统计学意义（P ＜ 0.001），见表 2。经过
倾向性评分匹配后，纳入对照组 44 例和病例组
44 例患者为研究对象，未能平衡合并用药数量的
基线差异（Z ＝ 2.309，P ＝ 0.021）。
2.3　合并用药情况 
　　病例组 44 例患者，合并使用的前几位的药品
分别是肝素类（86.4%）、连花清瘟颗粒（61.4%）、
中药饮片（54.5%）等，详见图 1。
2.4　奈玛特韦 / 利托那韦引起肝功能异常的单因

素分析

表 2　患者一般资料 
Tab 2　Characteristic of the patients

特征
全部患者 纳入研究

肝功能正常（n ＝ 1485）肝功能异常（n ＝ 44） Z/χ2 P 值 对照组（n ＝ 44） 病例组（n ＝ 44） Z/χ2 P 值

年龄 77（67，87） 80（69，86） 0.588      0.557 72（65，88） 80（69，86） 0.889 0.374
性别

男 628（42.3） 22（50.0） 1.040      0.308 19（43.2） 22（50.0） 0.411 0.521
女 857（57.7） 22（50.0） 25（56.8） 22（50.0）

入院分型

轻型 971（65.4） 24（54.5） 1.220      0.223 31（70.4） 24（54.5） 1.380 0.167
普通型 427（28.8） 19（43.2） 11（25.0） 19（43.2）
重型 67（4.5） 1（2.3） 1（2.3） 1（2.3）
危重型 19（1.3） 0（0.0） 1（2.3） 0（0.0）

基础疾病 2（1，3） 2（1，3） 0.343      0.732 2（1，3） 2（1，3） 0.164 0.870
合并用药 6（4，9） 10（7，14.5） 5.712 ＜ 0.001 7（4，11.8） 10（7，14.5） 2.309 0.021

图 1　44 例奈玛特韦 / 利托那韦使用后发生肝功能异常患者前 20 名合并用药频数分布

Fig 1　Top 20 medication combinations in 44 patients with hepatic dysfunction after nematrivir/ritonavir

　　与对照组相比，病例组出院 COVID-19 诊
断分型、合并用药数量、新型冠状病毒疫苗接
种、奈玛特韦 / 利托那韦用药疗程、淋巴细胞计
数、C 反应蛋白、降钙素原差异均有统计学意义
（P ＜ 0.05），详见表 3。
2.5　奈玛特韦 / 利托那韦引起肝功能异常的

Logistic 回归分析 

　　将单因素分析差异有统计学意义的指标进行
Logistic 回归分析，建立的预测模型 Omnibus 检验
P ＜ 0.001，－ 2 对数似然值 93.096，总体预测百分
比 67.8%。最终结果显示合并用药数量超过 5 种、
奈玛特韦 / 利托那韦用药长疗程、未接种新型冠状病
毒疫苗是服用奈玛特韦 / 利托那韦片后发生肝功能
异常的独立危险因素（P ＜ 0.05），详见表 4。



3076

Central South Pharmacy. November   2023, Vol. 21 No. 11 　中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期

表 3　奈玛特韦 /利托那韦致肝功能异常相关变量的单因素分析 
Tab 3　Univariate analysis of related risk factors for hepatic dysfunction caused by nematrivir/ritonavir

临床特征 对照组 病例组 t/Z/χ2 P 值

身高 /cm 163.51±9.553 163.03±8.131 0.214 0.831 

体重 /kg   58.629±9.8394   58.172±9.1381 0.191 0.849 

体质量指数（BMI）/（kg·m － 2） 21.94±3.10 21.90±3.16 0.045 0.965 

出院 COVID-19 诊断分型

轻型 28（63.6） 15（34.1） 2.371 0.018

普通型 11（25.0） 23（52.3）

重型 3（6.8） 5（11.4）

危重型 2（4.5） 1（2.3）

合并疾病

高血压 26（59.1） 23（52.3） 0.414 0.520 

冠心病 9（20.5） 9（20.5） 0.000 1.000 

糖尿病 7（15.9） 5（11.4） 0.386 0.534 

脑血管病 4（9.1） 10（22.7） 3.058 0.080 

慢性肾病 1（2.3） 0（0） 1.000 

慢性肺疾病 5（11.4） 6（13.6） 0.104 0.747 

肿瘤 4（9.1） 4（9.1） ＜ 0.001 1.000 

免疫缺陷 2（4.5） 0（0） 0.494 

合并用药数

≤ 5 17（38.6） 6（13.6） 7.122 0.008

＞ 5 27（61.4） 38（86.4）

发病入院时间 /d 3（1.25，6.25） 2（1，3） 1.958 0.050 

疫苗接种

0 剂 19（43.2） 30（68.2） 6.132 0.047

1 ～ 3 剂 19（43.2） 9（20.5）

不详 6（13.6） 5（11.4）

用药剂量

300 mg/150 mg q12h 37（84.1） 42（95.5）
1.980 0.159

150 mg/150 mg q12h 7（15.9） 2（4.5）

用药疗程 /d 5（5，5） 5（5，10） 3.649 ＜ 0.001

≤ 5 39（88.6） 30（68.2）
5.437 0.020 

＞ 5 5（11.4） 14（31.8）

白细胞计数 /（×109·L － 1） 4.91（3.99，6.43） 5.05（3.34，6.71） 0.451 0.652

红细胞计数 /（×1012·L － 1） 4.29（3.93，4.54） 4.28（3.865，4.685） 0.317 0.751

血小板计数 /（×109·L － 1） 192.84±55.28 170.66±61.41 1.781 0.078

淋巴细胞计数

正常 31（70.5） 21（29.5）
4.701 0.030

异常 13（47.7） 23（52.3）

血清肌酐 /（μmol·L － 1） 58.60（48.68，70.9） 62（50.05，79.08） 0.530 0.596

估算肾小球滤过率 /[mL/（min·1.73 m2）] 107.5（83，122） 98.5（80，129.5） 0.588 0.556

总蛋白 /（g·L － 1） 62.01±5.45 63.04±6.66 － 0.793 0.430

白蛋白 /（g·L － 1） 40.25±4.50 39.53±5.36 0.684 0.496

C 反应蛋白 /（mg·L － 1） 4.89（1.98，13.28） 14.10（4.79，33.52） 2.972 0.003

降钙素原 /（ng·L － 1） 0.02（0.02，0.041） 0.026（0.02，0.041） 2.328 0.020

白细胞介素 -6/（pg·mL － 1） 36.69（17.29，145） 47.17（21.67，145） 0.520 0.603

铁蛋白 /（μg·L － 1） 221（110，336） 773（266，996） 1.736 0.094

乳酸 /（mmol·L － 1） 2.47±0.91 2.2±0.90 0.803 0.429
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表 4　奈玛特韦 /利托那韦致肝功能异常相关变量的 Logistic回归分析 
Tab 4　Logistic regression analysis of related risk factors to hepatic dysfunction caused by nematrivir/ritonavir

变量 b 值 b 值标准误 Wald 卡方值 P 值 OR 值（95%CI）

出院 COVID-19 诊断分型 － 0.579 0.436 1.760 0.185 0.561（0.238 ～ 1.318）

合并用药      1.522 0.673 5.117 0.024 4.582（1.225 ～ 17.131）

新型冠状病毒疫苗接种 － 0.808 0.409 3.895 0.048 0.446（0.200 ～ 0.994）

用药疗程      0.210 0.100 4.437 0.035 1.234（1.015 ～ 1.500）

淋巴细胞计数      0.709 0.520 1.855 0.173 2.032（0.733 ～ 5.634）

C 反应蛋白      0.034 0.018 3.341 0.068 1.034（0.998 ～ 1.072）

降钙素原 － 0.560 0.691 0.656 0.418 0.571（0.147 ～ 2.215）

3　讨论

　　奈玛特韦是 SARS-CoV-2 主蛋白酶（Mpro）
抑制剂，通过抑制此蛋白酶介导的蛋白质前体合
成有效阻断病毒复制 [9]。利托那韦为人免疫缺陷
病毒 1 型（HIV-1）蛋白酶抑制剂和 CYP3A4 抑制
剂 [10]。利托那韦减缓 CYP3A4 介导的奈玛特韦
的代谢，帮助奈玛特韦在体内保持较高浓度，增
加其抗病毒活性。药品说明书建议奈玛特韦 / 利
托那韦的使用疗程是 5 d，虽作为短期治疗疗程，
也很有可能与通过 CYP3A4 代谢的其他药物发生
相互作用 [11]。此外利托那韦还进一步表现出对
CYP2D6、CYP2C19、CYP2C8、CYP2C9 的 抑
制作用，及对 CYP1A2、CYP2B6、葡糖醛酸基
转移酶（UGT）的诱导作用 [12]。奈玛特韦 / 利托
那韦是否存在更多有临床价值的潜在药物相互作
用尚未可知，更多药物相互作用也在利物浦大学
COVID-19 药物相互作用网站上持续更新 [13]。
　　奈玛特韦 / 利托那韦主要在肝脏中进行代谢，
本研究发现合并用药数量增加是使用奈玛特韦 /
利托那韦后发生肝功能异常的独立危险因素。在
肝功能异常的患者合并使用的前 20 位药物中，
氯吡格雷与钙离子通道阻滞剂、他汀类、β 受体
阻滞剂、血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂、糖皮质激素
的个别品种存在与奈玛特韦 / 利托那韦已知的潜
在药物相互作用甚至用药禁忌。合并用药导致的
药物相互作用风险增加或许可以部分解释奈玛特
韦 / 利托那韦用药后肝功能异常的风险增加。
　　本研究发现用药疗程是奈玛特韦 / 利托那韦
致肝功能异常的独立危险因素。在奈玛特韦 / 利
托那韦片Ⅱ/ Ⅲ期临床研究中发生肝酶异常概率
为 1.5%，该研究的用药疗程为 5 d[5]。而本项回
顾性研究用药疗程最长 25 d，报告肝酶异常概率
2.88%，高于 RCT 研究，或许与长疗程（＞ 5 d）
用药相关。长疗程使用奈玛特韦 / 利托那韦片较
短疗程使用发生肝功能异常的风险更高（OR ＝

3.64，95%CI ＝ 1.18 ～ 11.23，P ＜ 0.001）。目前
无支持奈玛特韦 / 利托那韦片长疗程（＞ 5 d）使
用的研究报道，建议临床用药过程中考虑长疗程
使用发生药物不良反应的风险，谨慎用药。
　　严重 COVID-19 患者线粒体功能障碍和肝
脏解毒功能降低，临床观察到的肝脏功能障碍似
乎更显著 [14]。COVID-19 患者的肝功能异常可能
与病毒的直接细胞病变效应、免疫反应、全身炎
症、缺血和缺氧、心理应激、药物诱导的肝损伤
等诸多因素相关 [15-16]。有研究报道在 2021 年 12
月 2 日 至 2022 年 5 月 13 日 期 间， 上 海 612 597
例奥密克戎相关 COVID-19 患者中 1485 例进展
为重症和危重症，568 例患者死亡，并得出结论
虽然灭活疫苗预防奥密克戎感染能力较差，但可
预防重症及死亡。疫苗预防重症和死亡的有效率
为 88.6%（95%CI ＝ 85.8% ～ 90.9%）[17]。本研究
纳入的 49 例未接种疫苗的患者中，COVID-19 病
情进展患者 13 例（26.5%），28 例接种 1 ～ 3 针
新型冠状病毒疫苗的患者中，COVID-19 病情进
展 2 例（7.1%），两组病情进展差异存在统计学意
义（OR ＝ 0.213，95%CI ＝ 0.044 ～ 1.026，P ＝

0.039）。新型冠状病毒疫苗接种（OR ＝ 0.446，
95%CI ＝ 0.200 ～ 0.994，P ＝ 0.048）是肝功能的
保护因素，这或许与疫苗接种可预防 COVID-19
患者病情进展有关。
　　本研究存在局限性。研究纳入的患者数量少，
结果的稳健性可能存在欠缺。患者基线特征中合
并用药数量采用倾向性评分匹配后仍然无法完全
平衡基线，研究结果发现联合用药多是使用奈玛
特韦 / 利托那韦的 COVID-19 患者发生肝功能异
常的危险因素，结果的准确和是否具有临床价值
有待进一步验证。目前的研究证据尚不足以解释
疫苗与肝功能两者之间的因果关联。但是我们仍
然建议 COVID-19 患者使用奈玛特韦 / 利托那韦
时采取干预措施预防肝功能异常的发生，如开展
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多重用药评估精简合并用药数量、短疗程（≤ 5 
d）用药、积极接种新型冠状病毒疫苗；同时建议
临床使用奈玛特韦 / 利托那韦片后加强患者肝功
能的监护，确保患者用药安全。
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以营养药师为主导的营养支持团队在肝硬化 
失代偿期患者中的实践

杨香瑜1，陈露2，胡乃毅2，胡伟2，张韶辉1*（1.药学部，2.消化内科，武汉市第一医院，武汉　430022）

摘要：目的　建立以营养药师为主导的营养支持团队，探究其在肝硬化失代偿期患者中的实践

效果。方法　选择 2021 年 6 月至 2022 年 6 月在我院消化内科确诊住院治疗的肝硬化失代偿

期患者，结合患者就诊顺序及意愿进行分组，分为干预组和对照组。干预组采取以营养药师

为主导的营养支持团队进行营养管理，对照组采取传统模式进行营养管理。分别比较两组患

者基线资料、营养管理临床指标和药学指标。结果　干预组患者白蛋白、血红蛋白、总淋巴细

胞计数水平均高于对照组（P ＜ 0.01），Child-Pugh 评分及患者半年内再入院次数低于对照组

（P ＜ 0.01），平均住院日、出院前血氨水平低于对照组，但差异无统计学意义。干预组患者

营养制剂使用率高于对照组（P ＜ 0.01），营养支持方案不合理使用率低于对照组（P ＜ 0.01），

但两组患者的不良反应发生率无明显差异。结论　通过建立以营养药师为主导的营养支持团

队，可提高肝硬化失代偿期患者营养支持的效果，同时保证营养支持方案的合理使用，以期

帮助患者更好地改善营养状态。

关键词：营养药师；营养支持团队；肝硬化失代偿期
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Practice of nutritional support teams led by nutritional pharmacists in 
patients with decompensated cirrhosis 

YANG Xiang-yu1, CHEN Lu2, HU Nai-yi2, HU Wei2, ZHANG Shao-hui1* (1. Department of 
Pharmacy, 2. Department of Gastroenterology, The First Hospital of Wuhan, Wuhan  430022)

Abstract: Objective  To establish a nutritional support team led by nutritional pharmacists to 
determine the practical effect on patients with decompensated cirrhosis. Methods  Patients with 
decompensated cirrhosis admitted to the Department of Gastroenterology in our hospital from June 
2021 to June 2022 were divided into an intervention group and a control group based on patient 
visit order and willingness. The intervention group received nutrition support from the team led by 
nutritional pharmacists for nutrition management, while the control group adopted the traditional 
mode for nutrition management. Baseline data, nutritional management clinical indexes and 
pharmaceutical indexes of both groups were compared. Results  The albumin level, hemoglobin 
level and total lymphocyte count in the intervention group were higher than those in the control 
group (P ＜ 0.01), the Child-Pugh score and the number of readmissions in half a year was lower 
than that in the control group (P ＜ 0.01), and the average hospitalization days and blood ammonia 
level before the discharge were lower than those in the control group, without significant difference. 
The utilization rate of nutritional preparations in the intervention group was higher than that in the 
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　　肝硬化为临床常见慢性进行性肝病，流行
病学调查发现，近年来其发病率呈逐年上升趋
势 [1]。肝硬化起病隐匿，病程进展缓慢，多数患
者就诊时已到肝硬化失代偿期。肝硬化失代偿期
患者中营养不良十分常见，蛋白质 - 能量营养不
良的发生率高达 50% ～ 90%[2]，主要与肝硬化患
者肝脏代谢功能障碍有关。营养不良与腹水、肝
性脑病等其他并发症一样，是影响肝硬化失代偿
期患者临床结局重要的预后因素 [3]，如何保证该
类患者的营养支持有效实施，改善其营养状况及
生存质量，是目前肝硬化诊治领域关注的热点。
　　由于肝硬化患者临床治疗周期长，住院期间
仅能给予针对性治疗方案控制病情，更为关键的
是营养风险的早期识别及营养支持规范化治疗。
因此，提高医师、患者对营养治疗的重视程度、
改善营养治疗依从性尤为重要。有报道，临床药
师在协助医疗团队延缓疾病（如糖尿病、心血管
疾病等）进展中发挥了重要作用 [4-5]。目前肝病营
养支持 / 干预已经由单纯的营养师负责制逐渐过
渡到“营养师 - 临床主管医师 - 临床药师 - 责任护
士”组成的“营养支持小组”模式。我院成立了
以肠外肠内营养专科临床药师（以下简称营养药
师）为主导的“营养药师 - 主管医师 - 责任护士”
营养支持团队，在该模式下可以更大程度地优化
营养支持方案，保障方案的实施，并能及时反馈
和调整支持方案。这种营养干预模式的改进通过
提高营养支持的有效性、合理性，帮助患者更好
地改善营养状态，促进病情恢复。
1　对象与方法
1.1　研究对象
　　选自 2021 年 6 月至 2022 年 6 月在我院消化
内科确诊住院治疗的肝硬化失代偿期患者为研究
对象。纳入标准：① 符合《中国肝硬化临床诊治
共识意见》[6] 中有关肝硬化失代偿期诊断标准且资
料完整；② 入院当天通过英国皇家自由医院营养
优先工具（royal free hospital-nutritional prioritizing 
tool，RFH-NPT）筛查确定有营养风险，评估后
得分为 2 ～ 7 分（高度营养风险）者。排除标准：

① 精神障碍，意识不清者；② 肝癌或其他肿瘤患
者；③ 入院合并食管静脉曲张破裂出血、肝性脑
病 3 ～ 4 级、严重肝肾综合征需要限制饮食者。
本研究通过我院医学伦理委员会审核（武卫一院伦
审 [2023]17 号）。
1.2　研究方法
　　根据纳入排除标准，最终入组 100 例肝硬化
失代偿期患者。干预组 44 例，对照组 56 例，两
组患者在性别、年龄、病因分布等一般统计学资
料方面差异均无统计学意义。两组患者均维持原
肝硬化失代偿期治疗方案，对照组主要根据患者
病情分别给予护肝、利尿、抗感染、降氨、止血、
补充白蛋白等基础治疗，若涉及营养支持用药仅
由临床医师根据既往用药经验自行制订方案，全
程无营养药师参与。干预组在上述方案的基础上，
纳入以营养药师为主导的营养支持团队进行营养
管理。
1.3　肝硬化失代偿期患者营养管理方案
1.3.1　成立以营养药师为主导的营养支持团队　
我院营养药师在消化内科驻科后开展相关工作得
到了消化内科主任的支持及认可，并在主任的牵
头下成立了肝硬化营养支持团队，成员包括消化
内科医师、营养药师、护理人员等。营养药师在
团队中起主导作用，主要负责营养评估、营养支
持方案的优化及建议、监护营养制剂的疗效与并
发症、营养用药宣教等。临床医师主要负责病情
诊治、营养治疗实施等，护师主要负责营养风险
筛查、营养制剂喂养及输注等。
1.3.2　建立营养支持规范化服务路径　我院营养
药师基于肝硬化失代偿期患者疾病特点及营养支
持原则，参照国内外相关指南及文献 [7-11]，制订
肝硬化失代偿期患者营养支持服务流程，具体见
图 1，患者入院后由临床医师开具“营养风险筛
查与营养测评医嘱”，开具医嘱后 24 h 内由护士
进行营养风险筛查。目前我院采用优化的 RFH-
NPT 进行筛查并记录，筛查后评分≥ 2 ～ 7 分的
患者在 24 ～ 48 h 内请营养药师采用皇家自由医
院全面评定表（royal free hospital-global as-sess-

control group (P ＜ 0.01), and the irrational utilization rate of nutritional support programs was lower 
than that in the control group (P ＜ 0.01), but there was no significant difference in the incidence of 
adverse reactions between the two groups. Conclusion  Establishing a nutritional support team led by 
nutritional pharmacists helps improve the effect of nutritional support on patients with decompensated 
cirrhosis, and ensure the rational use of nutritional support, which ultimately improve patients’ 
nutritional status. 
Key words: nutritional pharmacist; nutrition support team; decompensation of cirrhosis
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ment，RFH-GA）进行营养评估，评估需要营养支
持的患者由营养药师和临床医师共同商讨，制订
该患者的营养支持治疗方案。最终临床医师开具
相关药物医嘱，并放置肠内营养管或中心静脉置
管等，护士执行后，由营养药师进行疗效监护、
并发症监护、依从性监护及营养支持方案的制订
及动态调整，同时建立肝硬化失代偿期患者营养
支持标准化药学服务路径，具体见表 1。
1.3.3　制订营养支持方案　团队根据肝病相关指南
制订营养治疗方案。在胃肠功能允许的情况下，患
者营养摄入的首要途径是经口补充 / 鼻饲，推荐白
天均匀小餐和夜间加餐。通常推荐首选整蛋白型肠
内营养配方，根据患者并发症的不同，由营养药
师与临床医师商讨选择合适的肠内营养制剂品种。
若患者肠内营养不能耐受或无法达标，开启肠外
营养支持。失代偿期患者目标热卡 125.58 ～ 146.5 

kJ/（kg·d），肥胖患者能量摄入减少至 104.65 kJ/
（kg·d）。每日葡萄糖供给量应少于 180 ～ 200 g，
脂肪乳供给量应少于 1.0 g/（kg·d）目标蛋白质
1.2 ～ 1.5 g/（kg·d），并发肝性脑病患者适当限制
蛋白摄入为 0.5 ～ 1.2 g/（kg·d）。肠外营养开始
时每日给予维生素、微量元素。营养药师及时审核
全肠外营养各配方浓度、保证全肠外营养液的稳定
性、相容性，同时根据患者热量及蛋白需求、具体
血管条件、液体入量等情况审核优化配方中的糖脂
比、热氮比、渗透压等。出院后根据患者饮食恢复
情况决定患者家庭营养支持方案（定期营养咨询或

口服肠内营养支持），详见图 2。
1.4　考察指标

　　收集两组患者年龄、性别、体质量指数（body 
mass index，BMI）、RFH-NPT 评分、RFH-GA 评价

结果、是否输血、是否输注白蛋白、是否合并并发

症等作为基线数据，分别统计两组患者营养管理临

床指标和药学指标。其中营养管理临床指标包括患

者住院期间白蛋白水平、血红蛋白水平、总淋巴细

胞计数、谷丙转氨酶水平、谷草转氨酶水平、总胆

红素水平、凝血酶原时间、Child-Pugh 分级及血氨

表 1　肝硬化失代偿期患者营养支持标准化药学服务路径 
Tab 1　Standardized pharmaceutical service of nutritional support for patients with decompensated cirrhosis

服务路径 入院药学营养评估（住院第 1 ～ 2 日） 在院药学营养监护（住院第 2 日到出院前 1 日） 出院药学营养指导（出院当天）

主要药学

监护工

作

□　入院药学评估

□　询问病史及用药史、膳食摄入情况

□　营养评估

□　评价初始治疗方案，制订药学监护计划

□　住院期间营养支持方案评估（关注营养支持途

径、制剂选择、用量、输注方式和输注速度等）

□　营养用药咨询服务

□　对营养用药方案变更的评价和监护（关注疗效、

药物不良反应及相互作用）

□　出院前用药教育及家庭（或

转诊机构）营养建议

□　药学营养门诊随诊 

药学监护

内容

□　入院药学评估表

□　RFH-GA 营养评估

□　营养团队介绍和初步指导

介绍疾病情况及治疗方案

营养膳食及用药指导

□　制订药学监护计划

□　医嘱审核、与医师沟通营养方案

□　在院药学指导单

介绍疾病情况及治疗方案

医嘱是否按时执行

肠外营养输注的注意事项

肠内营养制剂用药教育

不良反应监护和自我预防

药物 - 药物及药物 - 食物相互作用

特殊患者，如肝肾功能减退药学监护

□　用药变更随时监护

□　记录不良反应（ADR）

□　提供用药咨询服务

□　患者营养治疗依从性的评估及干预

□　发放出院指导单

出院带药指导（包括营养用药）

生活方式教育及营养膳食教育

确定随访计划

□　药学营养门诊随诊建议

签名

图 1　肝硬化失代偿期患者营养支持服务流程

Fig 1　Procedures of nutrition support services for patients with 
decompensated cirrhosis
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水平、平均住院天数、半年内患者因同一疾病再入
院次数。营养管理药学指标包括营养制剂具体使用
情况（肠内营养、肠外营养、联合使用等）、营养支
持方案不合理使用率及肠内外营养药品不良反应发
生率。
1.5　统计学方法

　　应用 SPSS 22.0 统计学软件进行分析，计量资
料以均数±标准差（x±s）表示，组间比较符合
正态分布的采用 t 检验，偏态分布使用秩和检验；
计数资料以例数（n）、百分数（%）进行描述，组
间比较采用 χ2 检验。P ＜ 0.05 认为差异具有统计
学意义。
2　结果

2.1　患者一般资料

　　入组 100 例患者，干预组 44 例，男 25 例，女
19 例，对照组 56 例，男 30 例，女 26 例；两组患
者的性别、年龄、BMI、RFH-NPT 评分、RFH-GA
评级、住院期间是否接受输血治疗、是否接受白蛋
白治疗及是否合并并发症等基线资料比较差异无统
计学意义（P ＞ 0.05），有可比性（见表 2）。

表 2　两组患者一般资料比较 
Tab 2　General data between the two groups
项目 干预组 对照组

例数 44 56
年龄 /（岁，x±s） 65.07±10.26 64.95±11.12
性别 [n（%）]

男 25（56.82） 30（53.57）
女 19（43.28） 26（46.43）

BMI/（kg·m － 2，x±s） 22.01±3.93 21.48±2.57
RFH-NPT 评分 /（分，x±s）   3.39±1.51   3.39±1.52
RFH-GA 评级 [n（%）]

营养良好 3（6.82） 4（7.14）
中度或可疑营养不良 34（77.27） 43（76.79）
重度营养不良   7（15.91）   9（16.07）

输血治疗 [n（%）]   6（13.64） 12（21.43）
白蛋白治疗 [n（%）] 24（54.55） 27（48.21）
并发症 [n（%）] 25（56.82） 30（53.57）

2.2　两组患者营养管理指标

　　对两组患者治疗前后营养指标进行比较，与
本组治疗前相比，干预组患者白蛋白、血红蛋白、
总淋巴细胞计数明显提升（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
与对照组治疗后比较，干预组白蛋白水平、血红
蛋白水平、总淋巴细胞计数水平均高于对照组
（P ＜ 0.01），见表 3。

表 3　两组患者治疗前后营养指标 
Tab 3　Nutritional indexes of the two groups before and after the treatment

组别 时间 白蛋白 /（g·L － 1） 血红蛋白 /（g·L － 1） 总淋巴细胞计数 /（×109·L － 1）

干预组 治疗前 26.90±4.50   97.16±22.89 1.08±0.73

治疗后 30.37±4.43** △△ 101.75±22.44** △△ 1.20±0.68* △△

对照组 治疗前 28.21±3.01   90.44±20.73 0.96±0.51

治疗后 27.35±3.77   87.42±19.65 0.88±0.45

注：与治疗前比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与对照组比较，△△ P ＜ 0.01。
Note：Compared with before the treatment，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the control group，△△ P ＜ 0.01.

　　对两组患者治疗前后肝功能指标进行比较，与
本组治疗前相比，干预组患者总胆红素、Child-
Pugh 评分、凝血酶原时间均有明显改善（P＜ 0.05，
P ＜ 0.01）；对照组患者谷草转氨酶、总胆红
素、Child-Pugh 评分与治疗前相比有一定改善
（P ＜ 0.05）。两组治疗后数据比较，干预组 Child-
Pugh 评分低于对照组（P ＜ 0.01），见表 4。
　　对两组患者营养管理其他临床指标进行比
较，干预组患者半年内因同一疾病再入院次数少

于对照组（P ＜ 0.01）。干预组患者平均住院日、
出院前血氨水平均低于对照组，但差异无统计学
意义（P ＞ 0.05），见表 5。
　　对两组患者营养管理药学指标进行比较，干预
组患者营养制剂使用率明显高于对照组（P＜0.01），
干预组患者以肠内营养支持为主，对照组患者以肠
外营养（单瓶或多瓶串输）为主，两组数据差异有
统计学意义（P ＜ 0.01）；干预组患者营养支持方案
不合理使用率明显低于对照组（P ＜ 0.01），但两组

图 2　肝硬化失代偿期患者营养支持方案

Fig 2　Nutritional support for patients with decompensated cirrhosis
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患者的不良反应发生率无明显差异（见表 6）。

表 6　两组患者营养管理药学指标 [n(%)] 
Tab 6　Pharmaceutical indexes of nutrition management in  

the two groups [n(%)]

项目 干预组 对照组 P 值

营养制剂使用例数 [n（%）] 40（90.91） 27（48.21） ＜ 0.01

肠内营养 31（77.50） 5（18.52） ＜ 0.01

肠外营养（全合一配方） 4（10.00） 0（0.00）

肠外营养（单瓶或多瓶串输） 0（0.00） 22（81.48）

肠内营养＋肠外营养 5（12.50） 0（0.00）

营养支持方案不合理使用率 /% 0（0.00） 22（39.29） ＜ 0.01

不良反应发生率 /% 2（5.00） 1（3.70） ＞ 0.05

3　讨论
　　营养不良一直被认为是影响肝硬化失代偿期患
者结局和治疗效果的重要因素，营养支持治疗是其
诊治工作中的重要一环。2019 年欧洲临床营养和
代谢学会发布肝病临床营养指南 [12]，首次建议成
立包括医师、营养师、护士等在内的多学科团队共
同实施营养管理，提高患者营养管理质量。目前我
国药师相关法律法规尚不完善，处方权缺失，单纯
的临床药师角色参与临床营养治疗管理较为困难。
2014年美国肠外肠内营养学会（ASPEN）在其官方
网站和期刊上更新了《营养支持药师执业标准》[13]，
包括公认的营养支持药师执业准则，并从进行营养
评估、营养监护计划的开展与实施、医嘱审核以及
配方的配置和发放、药学相关监测、营养支持服务
的组织和管理、营养支持药学实践的改进、营养支
持药学的相关研究及道德规范等八个方面开展工
作。因我院无专职营养师在临床开展工作，本研究
在此基础上加入营养药师角色，成立以肠外肠内营
养专科临床药师为主导的营养支持团队，确定营养

药师干预的重点环节及内容，并总结形成标准化药
学服务路径，使药师服务相对同质化。本研究中营
养药师全程参与肝硬化患者营养支持路径的拟定，
并结合患者疾病特点营养状况，进行针对性调整用
药。在每日例行查房过程中主任会重点向患者介绍
营养药师的角色及工作内容，通过入院药学营养评
估、在院药学营养监护、出院药学营养指导等，帮
助患者提供个性化的营养干预方案，降低不合理用
药发生率，同时提高患者对营养支持治疗的认可度
和积极性，对其预后及并发症的预防都有着积极的
意义。
　　查询国内外文献，关于肝病的营养管理研究
更多地集中在营养风险的筛查和评估。国内对肝
硬化患者“规范应用、患者受益”相关的临床营养
研究相对较少。熊万银 [14] 团队介绍了营养支持小
组在肝硬化患者营养管理中的应用效果分析，以护
士为主导，且该模式下营养风险筛查采用传统的
NRS2002 筛查工具，未探究不同组别营养管理效
率指标。陈大宇团队 [15] 介绍了营养药师参与肝癌
肝切除围术期的规范化营养药物治疗服务模式的研
究，结果提示在药师监护下，肝癌肝切除围术期规
范化营养治疗模式有良好的临床及经济学收益。笔
者所在的研究团队一直关注于肝病领域的营养支持
研究，前期研究成果提示序贯联合应用 RFH-NPT
及 RFH-GA适用于评价肝硬化失代偿期患者的营
养状况 [16]。因此在本研究中，仍采用此优化的筛
查和评估工具，以快速识别有风险的肝硬化失代偿
期患者并进行早期营养干预。
　　在肝硬化失代偿期患者中由于蛋白合成速率低
于其分解速率，同时摄入蛋白减少，低蛋白血症是
肝硬化失代偿期患者营养不良的主要表现。淋巴细胞
计数反映了患者体内淋巴细胞数量及免疫功能，营
养不良会导致免疫功能及相关指标下降 [17]。本研究
结果显示与对照组相比，干预组白蛋白、血红蛋白及
总淋巴细胞计数水平均有明显提升，同时基线数据
显示两组患者住院期间接受输血或者白蛋白治疗的
比例无显著差异，说明以营养药师为主导的营养支
持团队可有效改善肝硬化失代偿期患者的营养状况。
肝脏合成大部分凝血因子，凝血酶原时间是反映机

表 4　两组患者治疗前后肝功能指标 
Tab 4　Liver function indexes of the two groups before and after the treatment

组别 时间 谷丙转氨酶 /（U·L － 1） 谷草转氨酶 /（U·L － 1） 总胆红素 /（μmol·L － 1） 凝血酶原时间 /s Child-Pugh/ 分

干预组 治疗前 26.52±16.57 56.72±34.34 41.90±21.18 14.35±1.94 9.25±1.66

治疗后 25.86±16.98 47.98±27.25   28.89±15.80**  13.33±1.88*        7.20±1.27** △△

对照组 治疗前 26.48±18.19 64.32±28.47 34.01±22.39 13.89±3.10 8.45±1.39

治疗后 25.88±16.52  52.61±30.55*  26.36±14.01* 13.94±1.81  7.95±1.18*

注：与治疗前比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与对照组比较，△△ P ＜ 0.01。
Note：Compared with before the treatment，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the control group，△△ P ＜ 0.01.

表 5　两组患者营养管理其他临床指标 
Tab 5　Other clinical indicators of nutritional management in  

the two groups

项目
出院前血氨水平 /
（μmol·L － 1）

平均住院

日 / d
半年内再入院

次数 / 次

干预组 48.23±28.58 11.61±4.27 0（0.00，1.00）**

对照组 51.77±44.01 11.92±4.83 1（0.00，1.25）

注：与对照组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01.
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体凝血功能及评估肝功能可靠且灵敏的指标之一 [18]，
Child-Pugh分级标准是临床上常用的对肝硬化患者的
肝脏储备功能进行量化评估的分级标准，分数越高，
肝脏储备功能越差。本研究中经过治疗后干预组患
者的凝血酶原时间、Child-Pugh评分均低于对照组，
提示在常规药物治疗基础上，在营养团队指导下给
予个体化营养治疗更能够改善肝硬化失代偿期患者
的肝功能。本研究结果还显示两组患者出院前血氨
水平差异无统计学意义，说明该模式下，营养支持
不会增加患者肝性脑病发生风险，在肝硬化失代偿
期患者营养管理方面安全有效。
　　李梦等 [19] 介绍了中国医院营养支持治疗现
状，主要表现在营养支持不足与过度并存、肠外
肠内营养应用结构不合理、肠外营养输注有待规
范、肠外营养处方合理性有待提高等。本研究结
果显示，营养药师参与后，肝硬化患者接受营养
支持治疗的比例明显上升，约 90.91% 的患者接
受了营养药物使用，其余患者接受了营养咨询和
膳食指导。接受营养治疗的患者中约 77.50% 的
患者给予肠内营养，体现了肠内营养优先使用的
营养支持原则。同时干预组营养支持方案不合理
使用率明显降低。干预组患者肠外营养（全合一
配方）均由营养药师参与制订，对照组患者没有
使用全合一配方，因此对照组营养支持方案不合
理使用主要体现在临床单瓶或多瓶串输单一成分
营养制剂。
　　我院营养药师充分发挥专业优势，借鉴现阶
段较为新颖的营养多学科管理模式，在此基础上
加入营养药师角色，探索性地构建了以营养药师
为主导的肝硬化失代偿期患者营养支持规范化服
务路径，协助临床进行合理规范的营养治疗。通
过建立规范化药学服务项目，保证了药学服务工
作的规范化、标准化、专科化，促进临床药师与
诊疗团队的融合，提高患者营养支持的及时性、
有效性、合理性。但本研究为单中心研究，后续
可通过扩大研究样本、调整研究方式、延长研究
时间等方式进行深入研究，从而为肝硬化患者的
长期营养管理提供新的方法策略，解决临床难点
问题。
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　　啮蚀艾肯菌（Eikenella corrodens）是一种革
兰氏阴性兼性厌氧杆菌，且为苛养菌，对营养要
求高，培养困难，容易漏检、漏诊 [1]。啮蚀艾肯
菌通常栖息在牙菌斑中 [2]，还存在于口腔、呼吸
道、消化道及泌尿道等处，属于条件致病菌，常
与其他细菌混合感染 [1]。近期我院骨科收治 1 例
手指肌腱脓肿患者，并从其伤口分泌物中分离出
啮蚀艾肯菌 1 株，经过临床药师会诊调整治疗方
案后伤口好转出院。本文报道该病例并将啮蚀艾
肯菌感染的国内外文献进行复习并总结。
1　病例资料 
　　患者，女性，44 岁，体重 53 kg，既往体健，
1 月余前右手中指不慎被牙签刺伤，随后出现中指
肌腱组织感染，外院行清创术，术后规律换药和
口服阿莫西林胶囊（具体方案不详），但中指肌腱
仍持续肿痛、渗液，未见好转，于 2023 年 3 月 3
日就诊我院骨科。入院后患者生命体征平稳，诉
患肢伤口疼痛，焦虑面容。查体可见右手掌、中
指、环指呈红、肿、热表现，中指掌侧近节、掌
指 关 节 处 见 1.0 cm×1.0 cm、0.5 cm×0.5 cm 大
小破口，大量脓性渗出，脓性肌腱外露，压痛明
显，挤压见大量脓液流出，右手中指各关节屈曲
活动受限，皮温高，指端感觉及血运可。辅助检
查：2023 年 3 月 3 日， 白 细 胞 5.68×109·L－ 1，
中性粒细胞百分比 56.9%，血红蛋白 111 g·L－ 1↓，
血 小 板 计 数 230×109·L－ 1；C 反 应 蛋 白 1.40 
mg·L－ 1；血清肌酐 74 μmol·L－ 1；肝功能、凝
血功能、尿常规、粪常规等均无异常；胸部平片：
心、肺、膈未见明显异常；手掌平片：右手中指
感染表现并软组织肿胀。
　　入院当日行右手中指、右手掌感染切开清创
术，术中探查见中指屈指肌腱Ⅱ区肌腱长节段腐

朽坏死并断裂，周围组织炎性水肿明显，术中将
坏死腐朽肌腱完整切除至正常腱性组织，清除周
围炎性水肿感染组织。并取伤口分泌物行细菌培
养。术后诊断：① 右手中指感染术后；② 右手
中指屈指肌腱感染后腐朽缺损；③ 右手掌部感染。
术后经验性予以针对金黄色葡萄球菌的头孢唑林
1 g q8h ivgtt 治疗。3 月 6 日，伤口分泌物培养
结果显示啮蚀艾肯菌，药敏结果显示其对青霉素
G、头孢曲松、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星、
复方磺胺甲噁唑、氨苄西林 / 舒巴坦、阿莫西林 /
克拉维酸钾、四环素、氯霉素、氨曲南均敏感。
　　3 月 7 日，临床药师会诊后结合患者病史、
啮蚀艾肯菌的生物特点和药敏结果，判断该细菌
为感染致病菌，建议临床医师更换抗感染方案为
注射用阿莫西林钠 / 克拉维酸钾 1.2 g ＋ 0.9% 氯
化钠注射液 100 mL ivgtt q8h 继续抗感染治疗，临
床医师采纳。3 月 9 日，手指伤口无明显流脓、
渗液。3 月 13 日，术区疼痛较前明显好转，无渗
液、流脓等不适，予以右手中指清创缝合术。3
月 20 日，患者精神、食欲好，右手敷料干燥固
定在位，无松动，中指呈伸直状，打开敷料见术
区切口对合可，无渗出、红肿，稍压痛，食指、
环指屈伸功能较前改善，中指无屈伸功能，指端
血运、感觉可，予以出院并嘱咐出院后继续口服
阿莫西林钠 / 克拉维酸钾片 1.0 g tid 治疗。2 周后
随访，患者诉伤口无恶化，持续好转中。
2　文献复习与讨论 
　　啮蚀艾肯菌是人类黏膜表面正常菌群的一部
分，经常从上呼吸道标本中分离出该菌，也可从
胃肠道或泌尿生殖道标本中分离得到，通常不致
病，只形成带菌状态，当机体免疫力下降或黏膜
表面破损时，此菌进入周围组织引起感染，如软
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组织脓肿、中耳炎、鼻窦炎、肺炎、心内膜炎、
脑膜炎、败血性关节炎及术后感染等，且该菌常
与其他细菌一起引起混合感染，在人咬伤感染标
本中经常分离到此菌 [1]。啮蚀艾肯菌感染的治疗
原则主要是使用敏感抗菌药物并辅以及时、适当
的脓肿引流及坏死组织清除。既往报道显示该菌
对青霉素 G、阿莫西林、头孢西丁、头孢噻肟、
头孢吡肟、环丙沙星和亚胺培南等抗菌药物敏感，
但对头孢呋辛、克林霉素、甲硝唑、头孢噻嗪耐
药 [3]。有文献报道，已检测到β- 内酰胺酶阳性的
菌株，但其酶活性可被克拉维酸钾或舒巴坦等β-
内酰胺酶抑制剂抑制 [4-5]。
　　近 10 年有关啮蚀艾肯菌的国内外文献报道
逐渐增多：2007 年报道了一例 83 岁女性罹患啮
蚀艾肯菌慢性尿路感染 [6]。2010 年报道了一例啮
蚀艾肯菌致儿童急性化脓性甲状腺炎 [7]。2011 年
报道了一例 17 岁甲状腺脓肿患儿的脓液同时检
出啮蚀艾肯菌、咽峡炎链球菌及消化链球菌 [8]。
2020 年报道了一例成人罹患啮蚀艾肯菌致急性化
脓性甲状腺炎 [9]。2013 年报道了一例妇女先后两

次住院，第一次诊断右侧肺炎合并胸腔积液和出
血性心包炎，第二次诊断无结石性胆囊炎、出血
性心包炎及脓毒症 [10]。2015 年报道了一例患有
高血压、糖尿病、慢性肾脏病和冠心病病史的 71
岁患者，感染后致 L2-L3 脊椎椎间盘炎、椎骨骨
髓炎和连续性腰肌脓肿 [11]。2023 年报道了一例
女性患者盆腔炎继发啮蚀艾肯菌菌血症 [12]。啮蚀
艾肯菌感染大多数呈慢性且可得到有效控制，但
也可引起临床症状迅速恶化，2019 年报道了一
例 63 岁化脓性心包炎患者，尽管使用了敏感抗
菌药物，但临床状况迅速恶化，在入院第三日死
亡 [13]。国内报道了一例 23 岁女性患者入院后考
虑自发性食管破裂、右侧液气胸，胸腔穿刺引流
脓液两次均检出啮蚀艾肯菌和咽峡炎链球菌 [14]。
也有引起腹腔感染 [15]、菌血症 [16]、鼻咽颅底感
染 [17]、脓毒血症 [18]、耳后脓肿 [19]、肝脓肿 [20] 等
部位感染的报道，积极治疗后均好转，未见死亡
案例报道。各案例中患者性别、年龄、临床表现、
合并感染微生物、治疗方案及结局等临床特征见
表 1。

表 1　啮蚀艾肯菌致临床感染患者的临床特征

文献

年龄

（岁）/
性别

基础疾病
其他相关

微生物
相关感染 治疗方案（疗程） 外科手术 结局 敏感性 耐药

[6] 83/ 女 慢性淋巴白

血病

无 尿路感染 环丙沙星 0.4 g bid 
（3 d）

无 治愈 青霉素、头孢噻吩、头孢呋辛、

头孢西丁、头孢曲松、头孢

他啶、环丙沙星、庆大霉素、

复方磺胺甲噁唑、黏菌素

无

[7] 6/ 男 无 无 急性化脓性甲状腺

炎

帕尼培南 / 倍他米隆 100 
mg·kg－ 1（7 d）

脓肿抽吸术 治愈 氨苄西林、头孢美唑、头孢他

啶、亚胺培南、米诺环素

头孢唑林、

阿米卡星

[8] 14/ 女 无 咽峡炎链球

菌、消化

链球菌

甲状腺脓肿 不详（2 周） 脓肿抽吸术＋

引流术

治愈 不详 不详

[9] 31/ 男 无 无 急性化脓性甲状腺

炎 
氨苄西林 / 舒巴坦 1.5 g 

qid（14 d）
脓肿抽吸术 治愈 氨苄西林 不详

[10] 29/ 女 无 无 肺炎合并胸腔积

液、出血性心包

炎、无结石胆囊

炎、脓毒症

阿莫西林 / 克拉维酸＋

莫西沙星，头孢曲松

1 g·d－ 1（4 周）

开胸脓肿抽吸

术＋引流

术、心包穿

刺术

治愈 不详 不详

[11] 71/ 女 高血压、糖

尿病、慢

性肾脏病、

冠心病

无 脊椎椎间盘炎，椎

骨骨髓炎和连续

性腰肌脓肿

厄他培南（8 周） 腰椎间盘摘除

术＋脓肿引

流＋椎间盘

融合术

治愈 不详 不详

[12] 49/ 女 无 无 盆腔炎 哌拉西林 / 他唑巴坦 4.5 
g q8h（7 d）、阿莫西

林 / 克拉维酸 1.0 g 
q8h（7 d）

子宫次全切除

术和双侧腹

腔附件切除

术

治愈 氟喹诺酮类、除氨苄西林外所

有β- 内酰胺类抗菌药物

氨苄西林、

克林霉素



3087

中南药学 2023 年 11 月 第 21 卷 第 11 期　Central South Pharmacy. November  2023, Vol. 21 No. 11 

文献

年龄

（岁）/
性别

基础疾病
其他相关

微生物
相关感染 治疗方案（疗程） 外科手术 结局 敏感性 耐药

[13] 63/ 男 糖尿病、食

管切除术

后、食道

癌放疗后

咽峡炎链球

菌

肺脓肿、胸腔积液、

心包积液、脓毒

症、呼吸衰竭

头孢曲松 2 g qd（1 d）、
亚胺培南 0.5 g q8h（1 
d）

无 死亡 头孢曲松、亚胺培南 克林霉素、

阿米卡星

[14] 65/ 男 无 无 急性阑尾炎伴腹膜

炎

头孢他啶＋甲硝唑（7 d）阑尾切除术 治愈 不详 不详

[15] 23/ 女 无 咽峡炎链球

菌

自发性食管破裂，

右侧液气胸

阿莫西林 / 克拉维酸钾

2.4 g q8h、奥硝唑 0.5 
g q12h（2 周）

胸腔穿刺引流

术

治愈 不详 不详

[16] 57/ 男 无 无 菌血症 头孢曲松（剂量及疗程

不详）

无 治愈 阿莫西林 / 克拉维酸钾、头孢

曲松、美罗培南、四环素、

左氧氟沙星

青霉素

[17] 63/ 女 糖尿病、高

血压

无 鼻咽颅底脓肿 阿莫西林 / 克拉维酸钾

片 0.914 g q12h（4 周）

鼻咽颅底病损

清创引流

治愈 不详 不详

[18] 2/ 男 无 星座链球菌 面部软组织蜂窝织

炎、脓毒症

美罗培南（13 d）、头孢

曲松（3 d）
无 治愈 氨苄西林、阿莫西林 / 克拉维

酸钾、氯霉素、头孢噻肟、

头孢曲松、青霉素、左氧氟

沙星、环丙沙星、美罗培南、

亚胺培南

四环素、复

方磺胺甲

噁唑、利

福平

[19] 6/ 女 无 无 耳后脓肿 青霉素 G 150 万 U 
q12h ＋头孢唑肟 0.75 
g q12h（7 d）、头孢克

洛（不详）

右耳后脓肿切

开引流术

治愈 阿莫西林 / 克拉维酸钾 不详

[20] 67/ 女 无 无 肝脓肿 阿莫西林 / 克拉维酸钾

片 0.914 g q12h（28 d）
脓肿置管引流

术

治愈 不详 不详

续表 1

　　通过表 1 可知，该细菌可导致全年龄段、全
身多部位的急性感染和慢性感染，部分患者混合
链球菌属细菌感染；在某些免疫抑制人群（老年
患者、合并糖尿病、放化疗后）中病情可快速进
展；多数案例给予了适当的穿刺引流手术（少数
采用外科手术）；绝大多数根据药敏结果选择敏
感抗菌药物治疗后好转，符合《热病》[21] 推荐意
见：首选阿莫西林 / 克拉维酸钾，次选复方磺胺
甲噁唑、氟喹诺酮类抗菌药物，不推荐苯唑西林、
头孢唑林、头孢氨苄、头孢呋辛、头孢地尔、阿
米卡星、阿奇霉素、万古霉素、多黏菌素、磷霉
素等药物；多数抗感染治疗疗程在 2 ～ 8 周，有
学者认为由于此菌有反复发作的临床特征，建议
药物治疗持续 6 周以上时间 [22]。
　　本例患者为年轻女性，既往体健，无传染
病、慢性病、遗传病等相关病史，因右中指被牙
签刺破致手指肌腱脓肿，于院外经手术及口服阿
莫西林胶囊治疗后仍有伤口渗液、流脓、疼痛等
症状，推测可能与其不规律服用抗菌药物及护理

不当有关。入院后其伤口分泌物培养检出啮蚀艾
肯菌，临床药师会诊后考虑为致病菌，因头孢唑
林对其不敏感，故推荐予以注射用阿莫西林 / 克
拉维酸钾 1.2 g ivgtt q8h 及阿莫西林 / 克拉维酸钾
片 1.0 g po tid 先后治疗 4 周，最终取得了良好的
治疗效果。
　　通过本例病例报道和文献复习可知，啮蚀艾
肯菌具有较强的致病力，可导致免疫功能正常人
群的感染，而伴随有严重基础疾病或创伤的免疫
力低下人群感染程度通常更重。临床医师需要关
注啮蚀艾肯菌，重视严重创伤性患者感染该菌的
可能。临床药师参与临床抗感染方案制订，通过
结合致病菌本身特点、抗菌药物特性、相关指南
以及患者实际情况，给出了合理的抗感染治疗方
案，提高了患者的治愈率及临床合理用药水平。
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试验用药品管理质量检查问题及解决对策

蒋云，冯娟，龚倩，王晖*（湖南省肿瘤医院 药物临床试验机构，长沙　410006）

摘要：目的　通过质量检查，发现试验用药品管理中存在的问题，找到解决对策，提高管理质
量，提升药物临床试验管理水平，保证受试者用药安全。方法　收集 2021 年 11 月至 2022 年
10 月本院承担的 788 项药物临床试验项目共 788 次试验用药品管理质量检查的问题数据，总
结与分析，并提出解决措施和建议。结果　从 2021—2022 年，药物临床试验用药品完成质量
检查 788 次，发现存在的不合格问题 33 项，共计 361 条，其中药物的接收、储存、发放、使用、
回收与退回等环节中问题发生频率最高。结论　管理的各个环节都直接影响了药品质量，由此
提出建立试验用药品标准化管理流程、重视人员培训、注重信息化建设等策略，提高试验用药
品管理水平，保障受试者用药安全。
关键词：药物临床试验；试验用药品；质量控制；解决对策
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Problems and solutions to quality inspection of experiment drug management

JIANG Yun, FENG Juan, GONG Qian, WANG Hui* (Good Clinical Practice Center of Hunan Cancer 
Hospital, Changsha  410006)

Abstract: Objective  To find problems in the management of experiment drugs through quality 
inspection and countermeasures, improve the management quality and level of clinical trials, and ensure 
the safe use of drugs. Methods  The data of drug management quality inspections of 788 drug clinical 
trials by our hospital from November 2021 to October 2022 were collected, summarized and analyzed, 
and corresponding solutions were provided. Results  From 2021 to 2022, 788 quality inspections were 
completed for drug clinical trials. Totally 361 problems were found in 33 categories. Among them, the 
reception, storage, distribution and use, recovery and return of drugs were the most frequent problems in 
the management of experiment drugs. Conclusion  All aspects of management directly affect the drug 
quality. We should establish standardized management for experiment drugs, pay attention to personnel 
training and information network construction to improve the management level and ensure drug safety. 
Key words: drug clinical trial; trial drug; quality control; solution
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　　临床试验是指以人体（患者或健康受试者）为
对象的试验，以确定药物的疗效与安全性的系统
性试验 [1]。试验用药品是用于临床试验的试验药
物、对照药品。质量控制是指在临床试验质量保
证系统中，为确证临床试验所有相关活动是否符
合质量要求而实施的技术和活动 [2]。试验用药品
管理是质量管理中的关键环节，质量控制是保证

数据真实、科学可靠的重要手段。药物临床试验
的全过程应按照国家药品监督管理局 2020 年颁布
的《药物临床试验质量管理规范》进行 [1]。我院自
设立药物临床试验机构之日起，制订了试验药物
相关管理制度及标准操作规程（SOP），用来规范
试验药物的管理。但在运行管理过程中存在不少
问题，目前，我院采用的是药物临床试验质量管

药事管理
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理规范（GCP）药房中心化管理模式，将全院的
试验用药品集中管理。本文主要收集 2021—2022
年期间对试验用药品管理质量检查时发现的问题，
按照 2020 版《药物临床试验质量管理规范》，对
存在的问题汇总分析，并提出解决对策。
1　资料与方法
1.1　资料来源
　　收集 2021 年 11 月至 2022 年 10 月医院 788
个项目共 788 次试验用药品管理质量检查中发现
的问题。
1.2　数据的归类分析
　　问题涉及试验用药品管理的入库前准备、接
收、储存、发放、使用、回收与退回 7 个环节，
本研究对收集到的数据进行细分并归类统计。
1.3　数据处理
　　用 Excel 软件录入数据并对不合格问题进行
汇总分析 [3]。
2　结果
　　汇总不合格项共 33 项 361 条。其中使用
环节问题发生频率最高，占比为 55.68%，其次
为回收和接收环节问题，占比分别为 11.63% 和
11.08%，储存和发放环节问题占比为 7.2%，入库
前准备问题和退回申办方环节的问题发生频率相
对较低，为 4.99% 和 2.22%。
2.1　入库前准备
　　入库前准备的不合格项共 3 项，占不合格总项
数的 9.09%（3 项 /33 项）；共计 18 条，占总不合
格数的 4.99%（18 条 /361 条）。药物管理员未授权
问题发现频率最高，详见表 1。

表 1　入库前准备中存在的问题 
Tab 1　Problems in the preparation before storage

序号 质控发现的问题
发现问题

数 [n（%）]
1 药物首次入库时，未按照“药物临床试验机构

试验药物入库所供资料”提供，资料不全

  7（1.94）

2 药物管理员未被主要研究者授权 10（2.77）
3 药物管理员未经过 GCP 和项目方案培训   1（0.28）

合计 18（4.99）

2.2　药物接收

　　涉及药物接收的不合格项共 7 项，占不合
格总项数的 21.21%；共计 40 条，占总不合格数
11.08%。其中发现频率较高的问题为药物运输温
控温度缺失，相关记录不全（包含标识、隔离、
报告、反馈、处理等记录），药物接收记录不完
整或有误，详见表 2。
2.3　药物储存

表 2　药物接收中存在的问题 
Tab 2　Problems in drug reception

序号 质控发现的问题
发现问题

数 [n（%）]

1 药物运输温控温度缺失 11（3.05）

2 药物运输温度超温，相关记录不全（包含标识、

隔离、报告、反馈、处理等记录）

10（2.77）

3 药品包装及标识不符要求（药物信息不全）   2（0.55）

4 不合格入库药物相关处理记录不完整（包含标

识、隔离、报告、反馈、处理等记录）

  3（0.83）

5 寄送药物与运送清单不一致，未见相关处理记录   3（0.83）

6 药物接收记录不完整或有误 10（2.77）

7 药检报告缺失   1（0.28）

合计 40（11.08）

　　药物储存的不合格项共 8 项，占不合格总项
数的 24.24%；共计 26 条，占总不合格数的 7.20%。
其中药物盘点库存数量与记录不一致，药物储存
温湿度缺失，药物丢失（相关记录缺失）等问题发
生频率较高，详见表 3。

表 3　药物储存中存在的问题 
Tab 3　Problems in drug storage

序号 质控发现的问题 发现问题数 [n（%）]

1 储存冰箱未校准   2（0.55）

2 院内转运温度计未校准   3（0.83）

3 药物储存温湿度缺失   4（1.11）

4 药物盘点库存数量与记录不一致   7（1.94）

5 药物盘点记录不完整或有误（1次 / 季度）   3（0.83）

6 超温药物处理记录不完整（包含标识、

隔离、报告、反馈、处理等记录）

  2（0.55）

7 药物丢失（相关记录缺失）   4（1.11）

8 药物破损（相关记录缺失）   1（0.28）

合计 26（7.20）

2.4　药物发放

　　药物发放的不合格项共 5 项，占不合格总项
数的 15.15%；共计 26 条，占总不合格数的 7.20%。
其中药物随机页未打印签字，药物处方缺失或有
误问题发生频率较高，详见表 4。

表 4　药物发放中存在的问题 
Tab 4　Problems in drug delivery

序号 质控发现的问题 发现问题数 [n（%）]

1 药物随机页未打印签字 12（3.32）

2 发错药（未按实际随机号发药）   3（0.83）

3 近效期药发放给受试者   1（0.28）

4 药物发放记录不完整或有误   2（0.55）

5 药物处方有错误   8（2.22）

 合计 26（7.20）

2.5　药物使用

　　药物使用的不合格项共 5 项，占不合格总项数
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的 15.15%；共计 201 条，占总不合格数的 55.68%。
其中日记卡记录不完整或有误频率发生最高，详见
表 5。

表 5　药物使用中存在的问题 
Tab 5　Problems in drug use

序号 质控发现的问题 发现问题数 [n（%）]
1 药物用法用量不符合方案规定   28（7.76）
2 服药数量与日记卡记录用药数不相符   43（11.91）
3 日记卡记录不完整或有误   95（26.32）
4 药物或包装盒丢失，相关记录缺失   32（8.86）
5 专业科室暂存药物条件不符要求，导

致超温——超温相关处理记录缺失

    3（0.83）

合计 201（55.68）

2.6　药物回收

　　药物回收的不合格项共 3 项，占不合格总项数
的 9.09%；共计 42 条，占总不合格数的 11.63%，
其中药物发放数量与回收数量不一致问题频率最
高，详见表 6。

表 6　药物回收中存在的问题 
Tab 6　Problems in drug recovery

序号 质控发现的问题 发现问题数 [n（%）]
1 药物发放数量与回收数量不一致 21（5.82）
2 药物回收数量与日记卡记录不一致 12（3.32）
3 药物回收记录有误或不完整   9（2.49）

合计 42（11.63）

2.7　药物退回

　　药物退回的不合格项共 2 项，占不合格总项
数的 6.06%；共计 8 条，占总不合格数的 2.22%，
其中药物实际退回数量与（药物接收 - 发放）数量
不一致发生频率最高，其次为药物退回记录不完
整或有误（见表 7）。

表 7　药物退回中存在的问题 
Tab 7　Problems in drug return

序号 质控发现的问题 发现问题数 [n（%）]

1 药物退回记录不完整或有误 2（0.55）

2 药物实际退回数量与（药物接收 -
发放）数量不一致

6（1.66）

合计 8（2.22）

3　讨论

　　试验用药品管理是药物临床试验的核心，如
何规范试验用药品的全过程管理，杜绝问题产
生，从而保证临床试验的安全、有效和可靠，保
护受试者的用药安全和权益，是药物临床试验机
构应该重点关注的问题 [4]。
3.1　建立标准化管理流程，强调各方职责
　　开展药物临床试验，首先是建立规范化、标准
化试验管理流程。申办方负责按照《药物临床试验

生产管理规范》（简称 GMP）生产试验用药，并保
证药品的质量和稳定性 [5]。启动前，申办者组织相
关研究者进行方案、药物管理培训，应包括药物接
收、储存、配置使用、回收等注意事项，明确分工。
GCP 药房按照 GCP 法规要求开展试验用药品管理，
建立药物相关管理制度、标准操作流程和人员职
责，如药物接收、储存、发放、使用、回收、退回
标准操作流程，超温药物处理及报告流程等，明晰
各方职责，督促落实，确保各研究人员按照国家法
律法规和机构制定的规章制度实施。研究人员应熟
悉法规要求，掌握试验方案及药物管理相关知识，
了解药物药理特性、不良反应、用法用量、禁忌等，
熟悉试验用药品管理流程，从而确保各个环节操作
准确，避免出现发错药、药物储存管理不当、药物
配置使用不符合方案等问题 [6]。
3.2　重视人员培训
　　培训是培养研究者专业技能，将知识转化为
业务能力，使其更好地胜任现在的工作，从而提
高临床试验管理水平。研究人员参加临床试验的
启动会，接受项目培训，熟悉方案要求、药品管
理流程，药品不良反应等。每周组织研究者利用
线上线下结合的方式进行培训，包括法规政策解
读、业务流程培训、临床试验质量控制、职责定
位、资料管理、药品管理、样本管理、稽查核查
问题、药物临床试验全过程管理等各个环节的具
体实施等。每年邀请国内外知名专家学者在全院
内开展培训。通过对临床试验多学科的深入学
习，加强与同行交流，总结药物临床试验管理经
验。培训不但要覆盖法律法规、制度、SOP、职
责，而且要对试验用药品管理每个环节进行专题
培训，强调管理中容易出现的问题，管理重点、
难点尽量做到人人知晓。
3.3　做好试验用药品全程动态管理质量控制
　　根据 GCP 法规，申办方和机构应制订监查和
质控计划，对试验用药品管理的全过程进行监查和
质量检查，以保障药物临床试验质量，保证临床试
验受试者用药安全。申办者应建立对临床试验的质
量控制和质量保证系统，可组织对临床试验的稽查
以保证质量。监查员监督临床试验的进展，并保证
临床试验按照试验方案、标准操作规程和相关法律
法规要求实施、记录和报告 [7]。承担质控的人员应
具备丰富的 GCP 管理经验，熟悉法规要求、管理
制度和 SOP、药品管理要求，责任心强，具有良
好的沟通协调能力，按照时间节点，深入到药品每
个管理环节中，包括入库前准备、药物接收、药物
储存、药物发放、药物使用、药物回收和退回 [8]。
如入库前准备时，应按照药物入库提供所需资料；
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药品储存时，应实地检查药品存储条件是否符合
要求，温湿度监控系统、冷藏箱、温度计、阴凉
箱、不间断电源等是否正常使用，药品库存实际余
数与系统记录是否一致，近效期药品、不合格药品
是否按照 SOP 规定管理等。发现问题及时沟通整
改，并提出合理的解决措施，从源头上杜绝问题的
产生，持续改善和提高试验用药品管理质量。收集
质控发现的问题作为典型性案例用于培训的真实素
材，督促全院以案促改。试验用药品采取全程动态
管理质量控制模式 [9]，试验用药品质量控制由事后
提至事前，及时发现问题，降低风险，保证药物临
床试验数据真实、可靠，进一步提升临床试验管理
质量，保障受试者健康权益。
3.4　加强受试者宣教
　　受试者是否依从是影响临床试验结果的关键因
素，因此加强受试者宣教是临床试验的重要工作。
研究者应向患者详细交代访视程序、服药方法及注
意事项、日记卡填写、药物保存及回收、紧急医
学不良事件报告等 [10]。质量检查中发现受试者未
按要求填写日记卡，日记卡是受试者记录服药情况
的工具，是药物临床试验重要的数据载体，受试者
依从性可通过日记卡反映，研究者认真审阅受试者
日记卡填写情况，发现问题及时沟通并教育，指导
受试者认真填写，对于文盲受试者，应加强对其家
属的培训与宣教，力求填写的每个数据真实、及时
和准确。药品回收也是出现问题频次较高的一个环
节，研究者应教育受试者如实记录服药情况，剩余
药和药品包装待访视时退回。
3.5　注重药品管理信息化建设
　　随着药物临床试验监管政策的不断出台，药
物临床试验要求越来越严，标准越来越高，建设
规范化和标准化的药物临床试验管理模式是目前
机构的主要任务。GCP 信息化建设能提高药物临
床试验工作效率，有利于机构规范化管理，加快
流程改造，加速临床试验发展。GCP 药房管理系
统一般有药品温湿度监控系统、临床试验管理系
统、温湿度自动调节系统，不间断电源系统等 [11]。
将药物入库、发放、电子审方、回收、退回、温
湿度管理、药物超温隔离、药物过期下架等环节
融入至信息系统进行管理 [12]，系统自动记录，减
少人为出错，提高药物临床试验质量 [13]。由于药
品温湿度监控系统与临床试验管理系统分别是两
个独立系统，将两套系统对接，温湿度数据实时
传输至临床试验管理系统，若药品超温，系统接

收超温数据，自动将对应区域内的项目药物下架
隔离，防止超温不合格药物发放给受试者使用，
保证了受试者用药安全，大大降低了药品管理人
员的工作量，提高了药物临床试验管理效率。
4　小结
　　试验用药品管理是药物临床试验的重中之
重，管理的各个环节都直接影响了药品质量，决
定了药物临床试验项目的好坏 [14]。只有在管理过
程中不断地发现问题、分析问题，探讨可能发生
问题的原因，才能解决问题 [15]。相关机构应建立
标准化、规范化管理流程，信息化助力临床试验
高质量发展，以提高试验用药品管理水平，保障
受试者用药安全。
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我国执业药师职业资格考试现状的分析与思考

温瑞睿，许龙，朱文静，杨建伟（国家药品监督管理局执业药师资格认证中心，北京　100061）

摘要：目的　为进一步完善我国执业药师职业资格考试制度及修订考试大纲提供参考。方法　
通过问卷星向已参加或正备考国家执业药师职业资格考试的人员，发放有针对性的客观问题
的调查问卷，问题包括国家执业药师职业资格考试评价、建议及考试大纲内容修订意见，回收
问卷后对数据进行统计和分析，进而提出建议。结果　共收到有效填写人次 1047 份。63.75%
的受调查者认为第八版考试大纲贴近执业药师实际的工作需求；60.54% 认为目前各科目 120
道题，题量合适；药学类 3 个科目的平均难度分值均高于中药学类 3 个科目。591 人次药学类
受调查者认为药物治疗学在基础专业知识中最重要，82% 认为有必要继续强化药物临床药理
学内容，90% 认为有必要增加常见病症健康管理内容，86% 认为有必要突出体现慢性疾病药
物治疗管理以及加大对执业药师实践能力的考核。结论　我国现有的执业药师职业资格考试制
度比较合理，为推动执业药师高质量发展，需在考试大纲修订时进一步优化知识结构，合理
设置和调整各学科知识体系；突出强调社会药房药学实际服务内容；探索体现执业药师能力与
水平考核的形式与内容；关注执业药师职业新领域的发展与要求。
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　　我国执业药师职业资格制度是 2012 年人力
资源和社会保障部在对全国职业资格进行清理规
范后予以核准并公告的第一批职业准入类职业资
格 [1]，经过多年清理规范，在 2021 年人力资源
和社会保障部公布的《国家职业资格目录（2021
年版）》中，执业药师职业资格制度列入全国准入
类 33 项资格制度考试之一 [2]。自 1994 年建立起
至 2023 年，我国执业药师资格制度已整整走过
29 年的发展历程。截至 2023 年 7 月，全国通过
执业药师职业资格考试的人员累计已达 147 万 [3]。
截至 2023 年 6 月底，全国累计在注册有效期内
的执业药师 750 198 人，每一万人口中执业药师
为 5.3 人，注册在药品零售企业的执业药师，占
注册总数的 90.8% [4]。
　　随着深化医药卫生体制改革的不断深入，明
确社会药店纳入门诊统筹 [5]，DTP 药房、“双通
道”药店、慢病管理药房等专业药房逐渐发展，
对执业药师的专业素养、高质量药学服务及职业
新领域执业能力需求尤为迫切。国家执业药师职
业资格《考试大纲》作为执业药师基础知识及能
力要求的指挥棒，对执业药师人才队伍建设以及
我国药学服务型人才培养导向至关重要。为推动
执业药师队伍高质量发展，进一步增强《考试大
纲》的实用性，国家药品监督管理局执业药师资

格认证中心面向全国开展国家执业药师职业资格
考试现状和考试大纲调查问卷研究。本研究主要
针对既往参加过执业药师职业资格考试的人员，
就其对执业药师考试评价及考试大纲内容修订意
见进行调查和分析，并结合实际情况存在的不足
提出建议，以期为优化执业药师考试和修订新版
考试大纲提供借鉴与参考。
1　对象与方法
1.1　调查对象
　　本次调查面向全国进行，调查对象为已参加
或备考国家执业药师职业资格考试的人员。
1.2　调查方法
　　由国家药品监督管理局执业药师资格认证中
心设计调查问卷，问卷内容包括受调查者的基本
情况、对国家执业药师职业资格考试的整体评价
及相关建议以及对考试大纲内容的评价、修订建
议等。本次调查通过各省执业药师协会及问卷星
小程序发布电子调查问卷，受调查者登录后在线
填写问卷。调查时间段为 2023 年 7 月 10 日—8
月 9 日。
1.3　数据处理方法
　　电子问卷回收汇总后，由问卷星小程序生成
调查统计报告。
2　结果
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2.1　受调查者的基本情况
　　共收到有效填写人次1047份。在受调查者中，
中药学类略高于药学类，有近 20% 的人员为既参
加药学类又参加中药学类；超过 80% 为已通过执
业药师职业资格考试，且绝大部分为 2015 年之后
参加的考试（采用第七版、第八版考试大纲）；本
科学历占到一半，大专学历占到三分之一；药学
类专业占比超过一半，其次是中药学类、医学类；
绝大部分人员的药学岗位工作年限都超过 5 年，
其中 6 ～ 10 年占比最多，近三分之一；有近一半
的人员来自药品零售企业，其次是医疗机构、药
品批发企业。受调查者的基本情况见表 1。

表 1　受调查者的基本情况 
项目 分项 人数 [n（%）]

考试类别 药学 394（38.29）
中药学 438（42.57）
药学及中药学类 197（19.14）

是否已通过考试 是 864（82.52）
否 50（4.78）
未参加 133（12.70）

参加考试的年度 2020—2022 年 302（28.84）
2015—2019 年 349（33.33）
2015 年之前 263（25.12）
复习备考中 133（12.70）

学历 中专 75（7.29）
大专 362（35.18）
本科 553（53.74）
硕士研究生及以上 39（3.79）

专业 药学类 538（52.28）
中药学类 245（23.81）
医学类 128（12.44）
化学类 47（4.57）
生物学类 27（2.54）
护理学类 28（2.72）
其他 16（1.55）

从事药学或中药学专业

岗位工作的时间

1 ～ 2 年 37（3.60）
3 ～ 5 年 114（11.08）
6 ～ 10 年 308（29.93）
11 ～ 15 年 224（21.77）
16 ～ 20 年 148（14.38）
21 年以上 198（19.24）

工作单位 医疗机构 234（22.35）
药品零售企业 516（49.28）
药品批发企业 175（16.71）
药品生产企业 58（5.54）
其他 64（6.11）

2.2　受调查者对执业药师职业资格考试的整体评
价及建议
　　63.75% 的受调查者认为第八版考试大纲（现
行版，2020 年开始使用）贴近实际的工作需求，
这与第七版考试大纲（2015—2019 年）评价调研
中 69% 认为考试大纲具有指导实际作用基本保持

一致 [6]。目前，现有国家执业药师职业资格考试
共设有 4 种题型，包括单选题、配伍选择题、综
合分析选择题、多选题，60.54% 认为目前各科目
均为 120 道题，题量合适（见图 1）；约一半的人
员认为目前各题型题量合适，无需调整，建议增
加题量占比最多的是综合分析选择题，建议减少
题量占比最多的是多选题（见图 2）。综合分析选
择题对综合能力的考察较为全面，从 2015 年增
设该题型后，得到了社会各界的肯定；多选题由
于错选、多选、少选均不得分，尽管有着较好的
区分度，但在试题难度上也有所增加。

图 1　考试题量的调查

图 2　4 种题型题量的增减建议

　　在题型方面，建议增加最多的 2 个题型分别是
判断题和主观题。判断题评价标准非对即错的单一
模式和一定的随机性在职业资格准入考试评价中存
在不足 [7]。主观题确实一定程度上可以考查考生的
综合实践能力及逻辑思维水平，但从目前主观题命
审题风险的角度及评阅试卷科学公正性上评估，认
为其在命审题环节上会存在不可控因素而暂时没有
将其纳入考试题型范围。随着信息技术的快速发
展，计算机化考试模式取代传统的纸笔考试已成为
必然趋势 [8]，71% 的受调查者赞成计算机化考试替
代现有执业药师纸笔考试形式。具体情况见表 2。
　　受调查者在对执业药师职业资格考试 7 个科
目整体难度的打分评价中（1 ～ 10 分，分值越高，
难度越大），药学 3 个科目的平均难度分值均高于
中药学 3 个科目的平均难度分值，药事管理与法
规科目难度最低。在药学科目中，受调查者认为
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《药学专业知识（一）》最难，其次是《药学专业知
识（二）》《药学综合知识与技能》。但分值差异不
明显，波动范围在 1 分以内，各科目平均打分值
见图 3。

图 3　各科目的平均打分值

　　国家药监局执业药师中心对 2022 年执业药
师职业资格考试进行各科目通过率统计的数据
中，实际测得《药学专业知识（二）》科目通过率
较低，导致整体药学平均通过率低于中药学平均
通过率；此外，《药事管理与法规》科目的通过率
低于《药学综合知识》与技能和《中药学专业知识
（二）》。2022 年各科目实际通过率见图 4。

图 4　2022 年各科目的实际通过率

　　通过与实考数据对比可以看出，受调查者在
对各科目难度的评价中，个人主观看法可能与实
际考试测评结果有所差异，这与学科本身特点有
关。近年来，化学药及其相关疾病用药治疗指南
不断推陈出新，相较于中医药变化较大，同时，
考试大纲及指南也在不断地跟进增补，因此对于
药学类别人员来说，可能难度有所增加。药品管
理相关法律条款近些年变化也较大，法规科目的
难度也比参与调查人员实际的评价要高。
2.3　受调查者对药学科目内容的评价与建议
　　本次参与调查研究的 1047 人次中，有 591
人次对药学类 3 个科目提出意见。
2.3.1　受调查者对《药学专业知识一》科目内容
的评价与建议　《药学专业知识（一）》主要考查
药学类执业药师从事药品质量监管和药学服务工
作所必备的专业知识，用于评价执业药师对药学
各专业学科的基本理论、基本知识和基本技能的
识记、理解、分析和应用能力。这部分的知识内
容是药学学科的重要组成部分，也是执业药师的
执业技能的基础，体现了药师知识素养和业务水
准 [9]。受调查者在对涵盖《药学专业知识（一）》
科目的 8 个方面内容的重要性进行打分，包括药
品质量标准、药物构效关系、药物治疗学、基础
药理学、药物毒理学、生物药剂学、药物体内代
谢过程、临床药剂学，1 ～ 10 分，分值越高、权
重越大。认为药物治疗学在基础专业知识中最重
要，药物构效关系打分最低，最高与最低分相差
近 2 分，具体各部分内容平均得分见雷达图 5。

图 5　《药学专业知识（一）》各部分内容的平均得分

2.3.2　受调查者对《药学专业知识（二）》科目内
容的评价与建议　《药学专业知识（二）》是在《药
学专业知识（一）》对药学基本理论、基本知识和
基本技能做系统要求的基础上，从临床药物学角
度考查考生系统认识药品和合理用药的专业知
识。这部分内容是执业药师专业知识的基础和核
心，直接反映执业药师核心知识和能力要求 [9]。
《药学专业知识（二）》中个药部分的内容，是药

表 2　受调查者对国家执业药师职业资格考试整体评价及建议

项目 分项 人数 [n（%）]
第八版考试大纲是否贴近 

您的实际工作需求

非常贴近 192（18.66）
比较贴近 464（45.09）
一般 182（17.69）
不贴近 42（4.08）
不了解 149（14.48）
未考虑 56（5.44）

建议增加的题型 不定项选择题 277（26.92）
主观题 367（35.67）
改错题 217（21.09）
判断题 401（38.97）
其他未考虑 340（33.04）

是否赞成计算机化考试 
替代纸笔考试

非常赞成 311（30.22）
可以接受 420（40.82）
无所谓 85（8.26）
不太接受 143（13.9）
强烈反对 30（2.92）
未考虑 40（3.89）
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品说明书重点内容与形式的体现。在受调查者
中，94.24% 认为在实际执业过程中可以读懂专业
的药品说明书，一定程度上反映出参与调查群体
具备基本的药学专业知识素养；关于《药学专业
知识（二）》与《药学综合知识与技能》学科界限，
61.42% 能够分清药物学以及药物治疗学的概念与
边界；82.07% 认为有必要继续强化药物临床药理
学内容。具体见表 3。

表 3　受调查者对《药学专业知识 (二 )》整体评价及建议

项目 分项 人数 [n（%）]
是否有必要强化药物临 非常有必要 220（37.23）
    床药理学内容 有必要 265（44.84）

没必要 55（9.31）
完全没必要 14（2.37）
无所谓 11（1.86）
未考虑 26（4.4）

在实际工作中是否能够 完全能够 222（37.56）
    读懂药品说明书 能够 335（56.68）

不太能够 26（4.4）
不能够 7（1.18）
不了解 1（0.17）

《药学专业知识（二）》与《药

学综合知识与技能》学科界

非常清晰 84（14.21）
清晰 279（47.21）

    限是否清晰 不太清晰 195（32.99）
非常不清晰 10（1.69）
不了解 23（3.89）

2.3.3　受调查者对《药学综合知识与技能》科目
内容的评价与建议　《药学综合知识与技能》主
要考查药学类考生综合运用所学的各项知识和技
能，正确分析、处理和解决在开展药品质量管理
和指导合理用药工作中所遇到的各种实际问题的
能力。集中反映执业药师理论联系实际、有效开
展药学服务工作所需综合知识与技能的要求 [9]。
近 94.92% 受调查者认为能够按照药品说明书的
内容向患者进行用药指导，可以看出具备一定专
业基础的执业药师通过执业药师职业资格考试
后，基本可以满足指导患者合理用药的需求。近
年来，社会药房在承担慢病管理及常见小病防
治方面发挥的作用越来越重要，90.35% 受调查
者认为有必要增加常见病症健康管理部分内容，
86.63% 认为有必要突出体现慢性疾病药物治疗管
理以及加大对执业药师实践能力的考核。具体见
表 4。
　　受调查者关于《药学综合知识与技能》大纲
具体内容建议中（可多项），建议最多的是增加
慢病用药指导内容，其次是同类药物的比较与选
择、用药咨询相关内容，有近 63% 的受调查者希
望增加社会药店常用中成药的用药知识与指导。
具体见图 6。

　　受调查者关于《药学综合知识与技能》科目
应侧重的考核内容中（可多选），认为药物合理使
用作为该科目考核重点的比例最高，之后依次是
用药注意事项、特殊人群用药指导与药物治疗方
案的设计与调整。具体见图 7。
3　讨论

　　我国执业药师职业资格《考试大纲》自 1994
年发布以来，每五年修订一次，逐步由最初的学
院式考试发展到面向执业需求的应知、应懂、应
会的知识和能力考核转变。2015 年修订的第七版
《考试大纲》在探索和落实“以用定考、学以致用”
方面进行许多务实改革和创新，能较好地满足执
业药师职责和岗位能力要求。行业内从业人员、
考生及相关专家都对 2015 年国家执业药师资格考

表 4　受调查者对《药学综合知识与技能》整体评价及建议

项目 分项 人数 [n（%）]
是否有必要增加常见病 非常有必要 238（40.27）
    症健康管理部分内容 有必要 296（50.08）

没必要 26（4.40）
完全没必要 8（1.35）
无所谓 9（1.52）
未考虑 14（2.37）

是否有必要独立章节体 非常有必要 223（37.73）
    现慢性疾病药物治疗管 有必要 289（48.90）
    理内容 没必要 34（5.75）

完全没必要 11（1.86）
无所谓 10（1.69）
未考虑 24（4.06）

是否有必要加大对实践 非常有必要 207（35.03）
    能力的考核 有必要 282（47.72）

没必要 50（8.46）
完全没必要 17（2.88）
无所谓 9（1.52）
未考虑 26（4.40）

是否能够按照药品说明 完全能够 198（33.50）
    书的内容向患者进行用 能够 363（61.42）
    药指导 不太能够 25（4.23）

不能够 4（0.68）
不了解 1（0.17）

图 6　《药学综合知识与技能》科目应侧重的考核内容
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试大纲落实和执行情况给予了高度肯定 [10]。在体
例上，取消了前几版大纲中强调对知识点的“掌
握”“熟悉”和“了解”的标题式要求；在大纲内容
上，对知识结构的要求更为综合，相比以往具有
很大进步。执业药师这支队伍在指导公众合理用
药、保障公众用药安全有效、促进公众身体健康
的中正不断凸显并发挥重要作用 [11]。
　　为推动执业药师队伍高质量发展，进一步发
挥执业药师职业资格《考试大纲》药学服务型人才
培养的导向作用，在第七、八版《考试大纲》的基
础上，国家药品监督管理局执业药师中心即将启
动新版国家执业药师职业资格《考试大纲》（2024
年版，第九版）修订工作。修订原则为“以确保药
品质量安全及用药安全为核心，从药学服务实际
需求出发，更加强调药学专业实践服务能力，引
导执业药师作为药品使用全周期的参与者与管理
者，从而满足人民群众用好药、用对药的健康管
理需求”。
　　结合此次问卷调查结果，具体药学 3 个科目
的修订思路为：
　　① 优化知识结构，合理设置和调整各学科知
识体系，考核基础理论的同时注重应用能力的培
养。如药物构效关系，在不突破现有药物化学学
科知识体系的基础上，理论指导实践，尽可能贴
近临床用药实际需求；生物药剂学与药代动力学
部分，重点围绕临床说明书内容，强调执业药师
解读药品说明书的能力与运用；继续加强药物治
疗学与临床药理学的考核广度，突出执业药师的
执业能力与价值。② 强化药学服务意识，突出药
品使用全周期管理和药学服务内容，增加常见病
症的管理，突出强调慢病管理及特殊人群疾病用
药管理的内容与实践。③ 融合实践技能，“以考
代培”增加临床实际案例分析内容，提高执业药
师解决问题实践的综合能力；逐步探索体现执业

药师能力与水平考核的形式与内容。④ 目前，中
西药联合使用的情况不断增加，但中药和西药各
自有不同的理论体系，还未有成熟的理论指导中
西药联用 [12]。因此结合我国社会药房实际药学服
务需求与特点，探索将常见中成药使用与系统疾
病药物治疗管理相结合，以用定考体现药学综合
实际服务能力的考核。⑤ 关注执业药师职业新领
域，如智慧医疗、DTP 药房、慢病管理药房、互
联网医疗等新业态新模式对药品质量管理与药学
服务的新要求。
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图 7　《药学综合知识与技能》大纲建议增加的具体内容
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奥希替尼致严重罕见肌酸激酶增高伴全身酸痛 1 例
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　　奥希替尼为第三代不可逆的酪氨酸激酶抑制剂
（TKI），可用于治疗表皮生长因子受体（EGFR）
特异性突变的非小细胞肺癌（NSCLC），被批准作
为 EGFR 突变的晚期 NSCLC 的一线治疗药物。奥
希替尼在体内通过 CYP3A4 和 CYP3A5 代谢，主
要经肝脏消除。常见的不良反应发生在呼吸系统、
消化系统、心血管系统、血液系统、皮肤及黏膜
等 [1-7]，奥希替尼导致肌酸激酶增高的不良反应文
献报告较少 [8]，特别是导致住院治疗的严重的肌酸
激酶增高伴全身酸痛的更是少见。本文报道 1 例奥
希替尼致罕见肌酸激酶增高伴全身酸痛并入院治疗
的案例，探讨患者肌酸激酶增高与奥希替尼的相关
性，以期为临床安全和合理使用药物提供参考。
1　病例资料
　　患者，男，57 岁，因“左肺癌术后 28 月余，
全身酸痛 1 周”于 2022 年 8 月 13 日入院。患者
2020 年 3 月因体检发现左肺结节就诊于某三甲医
院，2020 年 3 月 30 日胸部 CT 提示：左肺上叶结
节，考虑周围型肺癌，两肺多发小结节。4 月 3 日
该院行左上肺叶切除术，病理提示：（左上肺结节）
浸润性腺癌，以实性生长方式占 10%，腺泡生长
方式占 60%，乳头生长方式占 30%，胸膜未见侵
犯，切缘未见癌，周围查见淋巴结 1 枚，未见癌
转移。免疫组化结果：CK7（＋），CK20（－），
Napsin-A（＋），TTF-1（＋），CDX2（－），Ki-67
（＋，15%），ALK（－）。基因突变检测提示：19
号外显子缺失突变（p.E746_A750del）。术后复查
胸部 CT 检查提示两肺下叶散在微小结节，纵隔淋
巴结肿大，考虑存在高危因素，于 5 月 22 日予以
厄洛替尼靶向治疗，治疗期间患者面部及躯干部
出现大量皮疹，伴瘙痒。7 月 4 日患者门诊复查肺
癌五项：鳞状细胞癌相关抗原 4.0 ng·mL－ 1，神
经元特异性烯醇化酶 10.7 ng·mL－ 1，考虑肿瘤标

志物升高，胸部 CT 检查提示两肺下叶散在微小结
节，纵隔淋巴结肿大，2020 年 7 月至 2021 年 9 月
间先后予以患者培美曲塞 0.9 g ivgtt 化疗 4 程，同
时厄洛替尼 150 mg po qd。患者因厄洛替尼片不良
反应较大，不能耐受，在这期间自行改用甲磺酸
奥希替尼80 mg qd。2022年7月患者自觉全身酸痛，
于 8 月 13 日门诊复查肌酸激酶 1632.2 U·L－ 1↑，
肌酸激酶同工酶 26.8 U·L－ 1↑，为求进一步诊治
收入我院。
　　入院查体：体温 36.3℃；脉搏 80 次·min－ 1；
呼吸 18 次·min－ 1；血压 132/77 mmHg（1 mmHg ＝

0.133 kPa）。入院诊断：① 肌酸激酶增高；② 左肺
恶性肿瘤（腺癌术后 pT1N0M0 IA 期）；③ 肺结节；
④ 完全性右束支传导阻滞。
　　治疗经过：入院后停用奥希替尼，积极完善相
关检查，入院第 1 日肺癌五项：无异常。生化全套
Ⅰ：谷草转氨酶（AST）40.5 U·L－ 1↑，肌酸激酶
1632.2 U·L－ 1↑，肌酸激酶同工酶 26.8 U·L－ 1↑，
镁 1.03 mmol·L－ 1↑，葡萄糖 6.3 mmol·L－ 1↑，其
余正常。床边 12 导联心电图检查：① 窦性心律；
② 完全性右束支传导阻滞。治疗予以大量补液，
同时利尿促进排泄等支持治疗。
　　第 2 日生化全套Ⅰ：肌酸激酶 1420.4 U·L－ 1↑，
肌酸激酶同工酶 25.0 U·L－ 1↑，指标降低。肌酸激
酶升高，提示心肌损伤可能，予以完善心肌酶谱、
心脏彩超等相关检查，持续补液利尿促进排泄。
　　第 3 日超声心动图：左室舒张功能减低主动
脉瓣反流（少量），除补液利尿促进药物排泄外，
予以磷酸肌酸钠营养心肌。
　　第 4 日心肌梗死三项（急）＋ N 端脑钠肽前
体（急）：肌酸激酶同工酶 8.00 IU·L－ 1，肌钙蛋
白 I ＜ 0.012 μg·L－ 1，肌红蛋白 32.10 μg·L－ 1，
N 端脑钠肽前体 66 pg·mL－ 1。生化全套 I：肌酸

药品不良反应
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激酶 348.0 U·L－ 1↑。未见心肌损伤，患者好转，
要求出院，予以办理。
2　讨论
　　本例患者既往用药史为甲磺酸奥希替尼 80 
mg，每日一次。此次因肌酸激酶增高伴全身酸痛
入院治疗。肌酸激酶通常存在于心脏、肌肉以及
脑等组织的细胞质和线粒体中，是一个与细胞内
能量运转、肌肉收缩、三磷酸腺苷（ATP）再生有
直接关系的重要激酶 [9]。肌酸激酶同工酶在临床
诊断中有十分重要的意义，在各种病变包括肌肉
萎缩和心肌梗死发生时，血清中的水平迅速提高。
肌酸激酶高多见于心肌损伤的疾病，如心肌炎、
心肌梗死、不稳定型心绞痛等，也可以见于一些
内分泌的疾病，比如甲状腺功能异常或者是肌营
养不良的患者，在大量运动等情况下也会有肌酸
激酶增高，还有病毒性肝炎、脑组织损伤、平滑
肌损伤等也会导致肌酸激酶增高。患者入院前复
查甲状腺功能正常，无乙肝，脑磁共振（MRI）
无明显异常，无大量运动史，心肌酶谱及心脏彩
超声未见异常，且正在服用甲磺酸奥希替尼靶向
治疗，未与其他药物同时使用，基本排除疾病诱
导的可能性。综上，参照诺氏不良反应评估量表
进行关联性评分，得分为 6 分，判断患者肌炎与
奥希替尼很可能有关。
　　2017 年 3 月奥希替尼在中国获批上市，该药
一般耐受性良好，不良反应报道较少。其常见的
不良反应包括腹泻、皮疹、甲沟炎、皮肤干燥和
口腔黏膜炎等 [10]。FLAURA 研究中 3 ～ 4 级不良
事件发生率为 42%，其中腹泻最为常见，肌肉骨
骼疼痛发生率为 10%[11]。肌酸激酶增高是奥希替
尼罕见的不良反应，一般较为轻微，停药即可恢
复，而本例患者自觉全身酸痛症状较重，入院进
行治疗，属于严重不良反应。肌肉酸痛为肌炎的
表现，肌炎为一组具有异质性的疾病，包括慢性
肌肉无力，肌肉耐力降低，或无症状性肌酸激酶
升高。AURA2 研究报道了 2 例（1%）患者发生肌
酸激酶升高，均为 2 级而无横纹肌溶解 [12]。一项
病例系列报道了 4 例奥希替尼导致的肌炎病例，
发生率高达 10.5%，其中 2 例具有轻度症状，2 例
单纯通过肌酸激酶监测发现，主要发生在用药后
2 ～ 11 周，均为 1 ～ 2 级，有 1 例肌酸激酶发展
为 4 级（2511 U·L－ 1）但依旧无症状。
　　目前关于奥希替尼导致肌炎的报道有限，
具体机制仍不明确 [13-14]。而免疫检查点抑制剂
（ICI）导致的肌炎研究却有很多。尽管两者发生
机制可能不同，但也有可借鉴之处。ICI 相关肌炎

研究显示如果治疗前检测抗体阳性，接受 ICI 治
疗后可导致爆发性起病，因此有学者建议基线时
检测相关抗体。而奥希替尼导致肌炎罕见，因此
基线常规检测的性价比较低。但是医师应有此意
识，并做好患者教育，告知其治疗的注意事项和
不良反应的临床表现，一旦发生，患者可积极配
合处理，医师则可使用肌酸激酶、红细胞沉降率、
C 反应蛋白等指标进行病情监测，这些指标可以
反映治疗的有效性。
　　患者于服用甲磺酸奥希替尼片一个月左右发
生严重的肌酸激酶增高并全身酸痛入院，经停
药、对症支持治疗后好转。建议在应用奥希替尼
治疗前，临床医务工作者应高度警惕奥希替尼致
肌炎的不良反应，掌握肌炎的临床特征和特异性
检查指标，做好用药宣教，有利于肌炎的早发
现、早治疗。一旦发生肌炎，需动态监护患者临
床症状和检验指标，采取合理的处理措施，保障
患者用药安全。
　　奥希替尼作为第三代 EGFR-TKI 的代表药
物，在 NSCLC 治疗领域具有重要地位。由于肺
癌的人群基数较大，奥希替尼的临床应用也较为
广泛，其导致不良反应的报道也陆续增多，医务
人员应予以充分重视。另外，奥希替尼作为一种
口服给药的靶向制剂，院外自服增加了患者的用
药风险，且该严重不良反应发生率较低，报道较
少，临床医师及药师应告知患者奥希替尼诱发肌
炎的可能，加强用药教育，并叮嘱其定期进行检
查，保障用药安全。
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1 例非诺贝特致血管神经性水肿的不良反应分析
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　　血管神经性水肿也叫血管性水肿，是一种发
生于皮下疏松组织或黏膜的局限性水肿，包括获
得性血管神经性水肿和遗传性血管神经性水肿。
多发生于眼睑、口唇、舌及呼吸道等部位，也可
发生于全身各个部位，引起不同的后果 [1]，药物
是其常见诱因 [2]。
　　目前，临床针对高三酰甘油血症性急性胰腺
炎多采取贝特类药物治疗，可有效降低三酰甘油
水平及复发率，达到减轻胰腺组织损伤目的 [3]。
常见的不良反应有全身症状，如背痛、头痛、腹
痛、肝功能异常，严重不良反应有横纹肌溶解。
药品说明书及《中国药典》均未提及血管神经性
水肿的不良反应。本文通过临床药师监护 1 例使
用非诺贝特期间出现罕见不良反应血管神经性水
肿的案例，对该药引起的不良反应进行分析，提
出合理有效处置建议，保障患者安全。
1　病例资料
　　患者，男，35 岁。于 2022 年 8 月 14 日入院。
入院前一日无明显诱因突发左上腹剑突下疼痛，
为持续性隐痛，无放射痛，无畏寒、发热，不伴
有皮肤、巩膜黄染、尿黄。入院前 2 h 上腹部疼
痛加重，伴恶心，无呕吐，门诊完善腹部 CT 提

示“胰腺周围渗出，考虑胰腺炎”。诊断“急性胰
腺炎”收入院。患者平日体健，无高血压、糖尿
病等基础疾病。否认既往有药物过敏史。入院查
体：体温 36.5℃，脉搏 97 次·min－ 1，呼吸 18
次·min－ 1，血压 123/77 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 
kPa）。血清淀粉酶 57 U·L－ 1，血常规：白细胞
计数 9.15×109·L－ 1，中性粒细胞百分比 67.1%。
患者专科检查：急性病容，腹稍胀，未见腹壁静
脉曲张，未见胃肠型或蠕动波，上腹部腹肌稍紧
张，全腹未扪及包块，肝、脾肋下未触及，墨菲
征阴性，上腹部压痛，以左上腹部为主，肝区稍
叩击痛，肝浊音界存在，移动性浊音阴性，肠鸣
音正常。8 月 15 日肝功能＋肝酶＋血脂生化检
查结果：总胆固醇 6.57 mmol·L－ 1，谷草转氨酶
51 U·L－ 1，三酰甘油 13.00 mmol·L－ 1，r- 谷氨
酰基转移酶 91 U·L－ 1。
　　入院后予以抗感染、利胆解痉、护胃等对症
支持治疗。入院时医嘱使用注射用奥美拉唑钠、
注射用生长抑素、注射用间苯三酚及注射用哌拉
西林钠舒巴坦钠。8 月 15 日根据血脂检验结果，
考虑为高三酰甘油血症性急性胰腺炎，为尽快
降低三酰甘油水平，新增医嘱使用非诺贝特胶囊
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（RECIPHARM FONTAINE， 批 号：32798）200 
mg po qd，余治疗方案同前。8 月 16 日继续前一
日的治疗方案，服药后患者出现面部肿胀，上唇
水肿，左足水肿性红斑，伴瘙痒。患者自诉 8 月
15 日夜间已出现足底疼痛僵硬。皮肤科会诊意见
为急性荨麻疹，血管性水肿，建议予以依巴斯汀
抗过敏及糖皮质激素抗感染治疗。经临床药师会
诊，考虑为非诺贝特引起的不良反应可能性大，
建议停用非诺贝特胶囊，更改为他汀类药物口服
降脂，降脂目标为三酰甘油降至 5.65 mmol·L－ 1

以下。同时尽量精简停用可疑药物。医师接受建
议，医嘱立即停用非诺贝特胶囊，同时停用注射
用生长抑素及注射用间苯三酚，继续使用注射用
哌拉西林钠舒巴坦钠及注射用奥美拉唑钠。8 月
17 日查房时见患者面部及口唇肿胀较前消退，足
底疼痛僵硬感减轻。8 月 18 日查房时查体见患者
口面部及下肢肿胀已完全消退，自诉足底已无疼
痛僵硬。8 月 19 日患者腹痛症状缓解，复查血淀
粉酶、尿淀粉酶、血常规基本恢复正常。患者一
般情况好，无诉其他明显不适，要求出院准允。
2　非诺贝特相关血管神经性水肿不良反应的相
关性分析
2.1　药品不良反应评价 
　　根据国家药品不良反应检测中心制定的《药
品不良反应报告和监测工作手册》中关联性评价
标准及诺氏评估 [4]，对使用该药与其不良反应之
间的相关性进行关联性评价：
　　① 在服用非诺贝特的次日开始出现不良反
应，非诺贝特与不良反应之间有时间相关性。② 
患者停用非诺贝特，并予以抗过敏治疗后不良反
应逐渐缓解，次日基本消失。院期间未再使用该
药，不良反应未再发生。③ 根据非诺贝特的体内
药代动力学可知，非诺贝特在服药后 5 h 可达到
最大血浆浓度，在血液中的消除半衰期可达到 20 
h。根据时间判断，患者首次出现不良反应的时
间发生于非诺贝特在用药后的 20 h 之内，且第 2
次服药后血管神经性水肿的症状最严重。④ 患者
原患疾病为急性胰腺炎，无导致发生该不良反应
的疾病因素。诺氏不良反应评估量表 [5] 评分为 5
分，考虑该患者出现该不良反应“很可能”是由
非诺贝特所引起。
2.2　并用药品的影响 
　　患者入院后使用注射用哌拉西林钠舒巴坦钠、
注射用奥美拉唑、注射用生长抑素和注射用间苯
三酚，未诉不适。在联合使用非诺贝特胶囊当日
夜间开始出现足底疼痛等不适感，次日再次用药

后不良反应症状加重。经抗过敏治疗以及停用上
述相关可疑药物后过敏反应减轻。注射用奥美拉
唑说明书中提及“可偶见皮炎、荨麻疹等”；注射
用生长抑素说明书中提及“可见皮疹、瘙痒”；注
射用间苯三酚“极少有过敏反应，如皮疹、荨麻
疹等”，且均未查询到国内外上述几种药物引起
血管神经性水肿的报道。临床药师判断认为非诺
贝特引起此次不良反应为“很可能”，上述合用药
物引起不良反应为“可能”。注射用哌拉西林钠舒
巴坦钠有发生血管神经性水肿的报道 [6]，但患者
整个治疗过程中未停用此药，该不良反应不考虑
由注射用哌拉西林钠舒巴坦钠引起。
2.3　非诺贝特发生不良反应的国内外文献复习 
　　胡耀中 [7] 研究发现，非诺贝特在临床上主
要出现狼疮样综合征、多尿、记忆损伤、肝损
伤、肌痛和肌无力等不良反应，且不良反应的出
现和给药剂量的多少不存在相关性。李岚 [8] 的一
篇回顾性研究中提到在非诺贝特引起的变态反应
中，皮疹最为常见，主要表现在患者头面部、颈
部、四肢出现粟粒样红色皮疹，伴或不伴有瘙痒。
2018 年 5 月美国 FDA 官网（FDA.gov）批准斯
基制药（SkyePharma）公司的非诺贝特（通用名：
Fenofibrate，商品名：Triglide）片剂修订说明书，
修订信息包括该药可引起严重的皮肤药物不良反
应、过敏反应、血管神经性水肿及光敏性的风险。
经查询，国内药品说明书及文献均未见该药引起
血管神经性水肿及脚底僵硬疼痛等神经方面不良
反应的相关报道。
3　讨论
　　血管神经性水肿临床特点为：突然发作、真
皮深层和皮下组织水肿；痒不明显，常表现为疼
痛；常累及黏膜组织，多于 72 h 内消退 [9]。发生
血管神经性水肿的机制主要是由真皮深部和皮下
组织血管扩张，渗出液自血管进入疏松组织中形
成局限性水肿所致 [10]。现有研究显示，血管神经
性水肿是由血管内皮细胞通透性的可逆性异常改
变引起；而血管本身并不存在持续性的炎症反应、
退行性病变、缺血性损伤等病理改变。面部为血
管神经性水肿高发部位，尤其是眼睑、唇、面颊
及外生殖器等组织疏松的部位，皮肤颜色正常或
淡红，多单发，有肿痛感，轻症持续 1 ～ 2 d 可
自然消退 [11]。该患者面部严重红肿伴轻微疼痛，
且全身皮疹，尤其以眼睑处为主，2 d 后水肿消
退，符合血管性水肿的诊断，足底疼痛僵硬符合
神经性伤害的表现。
　　血脂控制不理想是急性胰腺炎控制不理想及
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病情加重的重要因素 [12-13]。根据《中国急性胰腺
炎诊治指南（2021）》诊断标准，急性胰腺炎合并
静脉乳糜状血或血三酰甘油＞ 11.3 mmol·L－ 1 可
诊断高三酰甘油血症性急性胰腺炎，需采用综合
治疗手段以快速降低三酰甘油水平 [14]。本例患者
入院后诊断为急性胰腺炎，在此基础上查三酰甘
油水平为 13 mmol·L－ 1，符合高三酰甘油血症
性急性胰腺炎的诊断。快速将三酰甘油水平降至
5.65 mmol·L－ 1 以下是治疗的关键。早期治疗包
括使用降血脂药物及其他辅助降脂手段实现血脂
的控制。贝特类降脂药物不仅可减少肝脏三酰甘
油的合成，且可促使三酰甘油逆向转运，进而显
著降低三酰甘油水平。其中非诺贝特为最常用的
贝特类血脂调节药，可作为高三酰甘油血症性急
性胰腺炎的首选药物。
　　有多项研究对非诺贝特胶囊不良反应的发生
情况进行了分析 [15]，发现该药物的不良反应主要
表现为勃起功能障碍、多尿、狼疮样综合征、急
性胰腺炎、血小板减少性紫癜、肝损伤、记忆损
伤以及横纹肌溶解等。临床上认为非诺贝特胶囊
出现以上不良反应的主要机制在于：① 该药物和
抑制细胞色素 P450 代谢途径的药物进行相互作
用之后，使肌肉毒性增加；② 使细胞膜的不稳定
性和通透性增加；③ 使细胞内的钙离子浓度增
加；④ 在线粒体的某些环节进行作用，消耗细胞
能量，促使其死亡。
4　小结 
　　一旦发生血管神经性水肿应停用一切可疑药
物，并查找引起血管神经性水肿的可疑药物。一
般患者在停用可疑药物后可自行恢复，其他较严
重者可用肾上腺素、激素、抗组胺等药物治疗。
本例患者年轻，既往体健，入院后治疗药物简
单，并用药物影响小，容易判断不良反应由哪种
药物引起。经过临床药师干预并及时调整治疗方
案，患者预后良好，对原发疾病没有明显影响。
临床药师应加强药品不良反应的用药监护，尽早
发现药物引起的不良反应并及时治疗，减少不良
反应带来的严重后果，确保临床用药安全、有效

和合理。
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