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细胞代谢在重大疾病中的研究进展专题
（3103 ）小胶质细胞线粒体功能障碍在脓毒症脑病中的研究进展

 ��������������� 苑心茹，李欣，殷一博，等

（3109 ）线粒体在成骨细胞功能中的相关研究进展 �� 于子轩，于永生

（3115 ）溃疡性结肠炎中线粒体功能障碍的产生及机制研究进展

 �������������������� 马玉林，李铁军

蒙药传统汤散剂剂型改良研究专题
（3122 ）蒙药制剂研究进展 ������� 李佳，陶晓倩，韩子璇，等

（3130 ）蒙药高灵脂配方颗粒的高效液相色谱指纹图谱及含量测定研究
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研究论文 
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研究 ������������� 胡曼宜，蒋家阳，徐琳，等

（3145 ）7- 取代去氢骆驼蓬碱衍生物的毒性评价及机制研究

 �������������� 方永晟，杨洪柳，刘永建，等

（3153 ）基于蛋白质组学探讨 RAB7 对肾小球足细胞线粒体自噬的影响

 �������������� 胡文杰，陈慧宇，祝晓丽，等

（3162 ）关苍术醇提物乙酸乙酯部位化学成分及其抗肿瘤活性研究

 �������������� 王思琪，刘宁雨，张雪柔，等

（3167 ）灯盏花素注射液通过调控 p38MAPK 信号通路减轻大鼠子宫内膜

异位症的机制研究 ������������� 姬白嫣，魏娟

（3173 ）眩晕宁的血清药物化学研究 ��� 黎欣，陈潍钰，叶洁文，等

（3179 ）手掌参对 2 型糖尿病认知障碍的作用及机制研究

 ��������������� 石勇，曹珊珊，张瑞华，等

（3186 ）基于核受体 PXR、CAR 调控 CYP3A4 研究三七总皂苷提高硝苯

地平疗效的机制 �������� 李秋红，周育生，胡勇，等

（3192 ）电子加速器辐照对藏药小檗皮中主要有效成分及灭菌效果的影响

 ������������� 吴剑英，尼玛次仁，张国庆，等
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（3198 ）DOK3 在胶质母细胞瘤替莫唑胺耐药中的作用及机制研究

 ���������������� 文海韬，安喆妮，吴水华

（3204 ）基于商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉碳源的菌株筛选、分离与功能

性评价 �������� 唐雷梦媛，阿呷吕布，李侯希尔，等

（3210 ）复方葛根温敏凝胶的制备与体外评价研究

 ��������������� 杨丽娜，万志艳，陶颖，等

（3218 ）小檗碱和鱼腥草素钠离子对化合物体外抗菌活性评价

 �������������� 马旭东，陈四开，刘湘琼，等

（3226 ）基于 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术的玉蝴蝶祛斑膏化学成分分析

 ��������������� 张云，茅向军，詹学雄，等

（3234 ）高效液相色谱法测定人血浆中奥希替尼的浓度

 �������������� 董馨蔚，倪美鑫，夏娴娴，等

（3239 ）功能化氧化石墨烯搭载双氯芬酸对大鼠膝骨关节炎的药效研究

 ���������������� 薛泽宇，庞铭诗，刘元艳

综述 
（3247 ）细胞外囊泡产生机制研究进展 

 �������������� 田有溪，师嘉欣，李子毅，等

（3256 ）紫草素抗肺癌的作用机制及其研究进展  
 ����������������� 惠姣姣，董永成，郑涛

（3262 ）靶向嗜酸性肉芽肿性多血管炎的抗体药物研究进展

 �������������� 崔雪萍，彭红艳，刘灵敏，等

（3267 ）神经外科降颅压药物的研究进展 
 ��������������� 高一铭，姜美竹，李草，等

药物分析与检验
（3274 ）基于 UPLC 指纹图谱和多指标成分定量的野生与栽培贯叶金丝桃

的质量评价 ����������� 周海琴，何雨晴，陈盛君

（3281 ）石榴皮菝葜复方搽剂指纹图谱的建立及 3 种成分的含量测定

 �� 赛力克阿拉·阿里汗，赵婷婷，木合布力·阿布力孜，等

（3288 ）高效液相色谱法测定孟鲁司特钠中有关物质的含量 ��� 张磊

（3293 ）UPLC-MS/MS 同时测定止咳平喘类保健食品和中成药中的 25 种
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（3298 ）一测多评法同时测定肺气肿片中 14 种成分的含量
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 ��������������� 汤淏，李金慈，姜俊翔，等

（3316 ）牛黄益金片 GC 特征图谱研究及 4 种挥发性成分的含量测定

 ��������������� 朱伟堃，王静，周春峰，等
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小胶质细胞线粒体功能障碍在脓毒症脑病中的研究进展
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摘要：脓毒症患者表现出长期认知功能障碍和局灶性神经功能缺损，统称为脓毒症相关脑病，

其病理机制十分复杂。最近的研究表明，线粒体功能障碍包括线粒体 DNA（mtDNA）损伤与

代谢缺陷，这些均发生在小胶质细胞激活和其引发的神经炎症之前。因此，深入了解脓毒症脑

病线粒体功能障碍与小胶质细胞活化之间的关系，对于揭示脓毒症的发病机制以及脓毒症脑

病的早期诊断和治疗找到有效的方法具有重要意义。本文综述了 mtDNA、线粒体代谢的变化

在脓毒症脑病小胶质细胞活化中的作用及靶向小胶质细胞线粒体作为脓毒症脑病潜在治疗策

略的研究进展。

关键词：线粒体；小胶质细胞；脓毒症；脓毒症脑病

中图分类号：R741.02　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3103-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.001

Mitochondrial dysfunction in microglia: a novel perspective for 
pathogenesis of sepsis

YUAN Xin-ru1, LI Xin2, YIN Yi-bo2, ZHANG Xiao-xuan1, WU Jing-xiang2, YOU Xing-ji1* (1. 
Medical College of Shanghai University, Shanghai  200444; 2. Chest Hospital Affiliated to Shanghai 
Jiao Tong University, Shanghai  200000)

基金项目：国家自然科学基金面上项目（No.82071233）。
作者简介：苑心茹，女，硕士，主要从事脓毒症的机制研究，email：1274111713@qq.com　* 通信作者：游兴姬，女，副教授，主要从

事慢性痛的机制研究，email：yoyo1976@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。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 等期刊发表学
术论文。已授权国际 PCT 专利 2 项和中国发明专利 4 项。入选上海市海外高层次人
才计划，主持国家自然科学基金项目 1 项。荣获上海药学科技二等奖和美国心脏协
会 New Investigator Travel Award。担任上海市生物工程学会一碳生物技术专业委员
会委员，Fronters in Cardiovascular Medicine 客座编辑。

【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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　　脓毒症是重症监护医学中最常见的疾病，其
发病率和病死率较高，给社会带来巨大负担 [1]。
在脓毒症发作期间，感染病原体会导致促炎和抗
炎反应失衡，导致休克、多器官功能障碍综合征，
甚至死亡。在中国，每年约有 102 万人死于脓毒
症，占全国总死亡人数的 12.6%[2]。在脓毒症的
病理过程中，大脑是最先被感染的器官之一。据
调查，高达 70% 的脓毒症患者有不同程度的脑损
伤，表现出意识水平的混乱，如睡眠 - 觉醒周期
紊乱、谵妄或幻觉、不安和兴奋的迹象 [3]，这些
并发症被称为脓毒症相关脑病（sepsis associated 
encephalopathy，SAE）[4]。相关研究表明，即使
在脓毒症康复的小鼠中，它们的行为和认知仍然
表现出功能障碍 [5]，临床研究中也同样发现，脓
毒症幸存患者在出院后仍有死亡风险，并伴有
SAE 及认知功能障碍 [6]。因此，迫切需要对 SAE
的发病机制进行深入研究，为临床 SAE 的治疗提
供帮助。
　　线粒体是生物体内先天免疫的重要场所，参
与防御生物体感染以及急性损伤产生的炎症反应，
有研究表明，SAE 会引起线粒体的超微结构以及
生化层次的改变 [7-9]，而线粒体功能障碍先于小胶
质细胞激活 [10]。目前，已有大量研究着眼于 SAE
的发生机制，靶向线粒体功能的药物在 SAE 的
治疗中同样也越来越受到重视，具有极大的发展
潜力，本文从线粒体 DNA（mitochondrial DNA，
mtDNA）以及线粒体代谢失调两个方面综述了小
胶质细胞线粒体功能障碍在 SAE 发生发展中发挥
的重要作用（见图 1）。
1　mtDNA
1.1　mtDNA 与脓毒症

　　mtDNA 是细胞内除细胞核 DNA（nuclear 
DNA，nDNA）外唯一的遗传物质。线粒体膜通透

性转变（mitochondrial membrane permeability transi-
tion，MMPT）引起 mtDNA 从线粒体向胞质转运。
mtDNA 编码线粒体呼吸链复合体的亚基和线粒体
蛋白，它的完整性是线粒体正常能量供应所必需
的。当细胞暴露于病原体相关的分子模式（patho-
gen-associated molecular pattern，PAMP）或损伤相
关的分子模式（damage-associated molecular patterns，
DAMP）时，线粒体活性氧（reactive oxygen spe-
cies，ROS）被异常释放，随后降低线粒体膜电位，
导致膜完整性受损，引起 mtDNA 渗漏到胞质中 [11]。
　　在 SAE 损伤的初始阶段，细胞线粒体出现
肿胀，mtDNA 受损，部分膜去极化 [11-12]。Tsuji
等 [11] 在动物实验中发现，给脓毒症小鼠使用化
学解偶联剂 BAM15 可以减少中性粒细胞凋亡和
mtDNA 的释放，从而缓解小鼠脓毒症及相关器官
衰竭。在另一项临床试验中，Elisabeth 等 [13] 使用
qPCR 去评估脓毒症患者的线粒体损伤情况，发现

Abstract: Septicemia patients exhibit long-term cognitive impairment and focal neurological deficits, 
collectively known as sepsis associated encephalopathy, with complex pathological mechanisms. 
Mitochondrial dysfunction includes mitochondrial DNA (mtDNA) damage and metabolic 
defects, which happen usually before the activation of microglia and neuroinflammation. In-depth 
understanding of the relationship between mitochondrial dysfunction and microglia activation in 
sepsis encephalopathy is important for revealing the pathogenesis of sepsis and seeking effective 
methods for early diagnosis and treatment of sepsis encephalopathy. This article aims to expound the 
role of mitochondrial DNA and mitochondrial metabolism changes in the activation of microglia in 
sepsis encephalopathy and develop potential therapeutic strategy. 
Key words: mitochondria; microglia; sepsis; sepsis associated encephalopathy

图 1　小胶质细胞中 mtDNA 释放紊乱、氧化应激、自噬受损参与脓

毒症相关脑病

Fig 1　Mitochondrial mtDNA release disorder，oxidative stress，
and impaired autophagy in microglia involved in sepsis associated 
encephalopathy
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mtDNA 损伤存在于脓毒症患者肾脏上皮细胞的细
胞质中，而在对照受试者的活检中几乎不存在。
综上所述，当细胞发生线粒体功能障碍时，其渗
漏的 mtDNA 引起并加重 SAE 的发生和发展。
1.2　小胶质细胞 mtDNA 与 SAE
　　小胶质细胞向 M1 型极化能够促进多种神经
系统类疾病，在临床脓毒症患者的皮层中也发
现小胶质细胞 M1 型特异性标记物 CD68 显著升
高 [14-15]，表明小胶质细胞在脓毒症中也存在 M1
型极化的现象。Wu 等 [16] 的研究发现极化为 M1
型表型的小胶质细胞会进一步释放促炎细胞因子
以及相关酶的表达来诱导脓毒症患者脑病的加
剧。同时，Ye 等 [17] 研究发现，脑室注射米诺环
素可以抑制小胶质细胞极化阻断 IL17A/IL17R 通
路，从而起到缓解 SAE 的作用。
　　有研究表明小胶质细胞 mtDNA 的多态性会
直接调节小胶质细胞的激活 [18]，Wang 等 [19] 在
脓毒症的体外模型中使用脂多糖（lipopolysaccha-
ride，LPS）刺激，mtDNA 的释放增加，激活小胶
质细胞向 M1 型极化。Dominguini 等 [20] 研究发现，
甲芬那酸对于 SAE 的保护作用与小胶质细胞的
活化以及 mtDNA 增加有着密切的关联，基于此，
他们认为在脓毒症期间，mtDNA 的完整性对小胶
质细胞的激活与神经元的稳定性至关重要。
　　在 SAE 中小胶质细胞会通过不同的途径感知
受损细胞中 mtDNA 的释放，包括 Toll 样受体 9
（TLR9）、胞质环 GMP-AMP 合成酶（cGAS）- 干
扰素基因刺激因子（STING）和 NOD 样受体热蛋
白结构域相关蛋白 3（NLRP3）[21]。Liao 等 [22] 研
究发现小胶质细胞胞质中 mtDNA 与 cGAS 结合，
激活 STING 通路，从而增强 IFN-β 的表达，加重
SAE 及其炎症反应（见图 1）。此外，在人体内小
胶质细胞发生线粒体损伤释放 mtDNA 的这一过
程会产生大量 ROS，激活 NF-κB 信号通路，合成
过多的促炎细胞因子，加重炎症微环境，诱导细
胞死亡和组织损伤 [22]；因此，损伤相关模式分子
（DAMP）的释放得到进一步增强，从而激活更多
的小胶质细胞，最终构成神经炎症的恶性循环 [23]。
以上这些结果提示小胶质细胞 mtDNA 异常是 SAE
发病过程中胶质细胞活化和致病性物质沉积的一
个原因，小胶质细胞中 mtDNA 异常触发线粒体功
能障碍，加剧炎症反应，最终导致不可逆的神经
元死亡、胶质细胞功能丧失以及 SAE 的恶化。
2　线粒体能量代谢障碍

2.1　线粒体能量代谢和脓毒症

　　线粒体是细胞的能量工厂，在大脑的能量代
谢中起着核心作用。脓毒症引起线粒体损伤后，
会引起线粒体能量代谢失调，增加 ROS 释放和
降低抗氧化防御能力，进一步加重线粒体损伤。
Hernandes 等 [24] 的研究表明 ROS 在诱发 SAE 中发
挥了重要作用。ROS 生成和抗氧化保护机制的失衡
引起的氧化应激会导致线粒体脂质心磷脂过氧化，
增加 ROS 的释放。除此之外，在线粒体内 ROS 的
积累可导致电子传递链（electron transport chain，
ETC）受损后更多的电子泄漏 [25]，进而增加耗氧量
并减少三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）
生成 [26]，降低线粒体膜电位和活性，以及减少呼
吸复合物的表达，从而构成恶性循环，导致神经元
死亡并加重 SAE。
　　另外，Mccall 等 [27] 给予脓毒症小鼠二氯乙
酸酯增加了其线粒体呼吸和 ATP 合成，缓解了
氧化应激，使脓毒症小鼠的存活率倍增。2- 脱
氧 -D- 葡萄糖（2-DG）是一种 2- 羟基被氢取代
的葡萄糖类似物，作为糖酵解抑制剂，它能够
与己糖激酶结合，但不能被己糖激酶磷酸化 [28]。
Zheng 等 [29] 使用己糖激酶抑制剂处理脓毒症小
鼠，使糖酵解代谢减弱，下调了脓毒症小鼠中
BAX 和 BAK 的表达，缓解了脓毒症相关症状。
Li 等 [30] 的研究在细胞水平上增强了脂肪酸氧化，
导致脓毒症的加剧，再次证实了这一观点。
2.2　线粒体能量代谢在小胶质细胞活化与 SAE
中的作用

　　小胶质细胞维持免疫功能是一个高能量消耗
的过程，受线粒体能量代谢的调节。在大脑中，
葡萄糖主要用于产生能量，通过糖酵解和氧化磷
酸化（oxidative phosphorylation，OXPHOS）满足
小胶质细胞的能量需求 [31-33]。除此之外，小胶质
细胞可以根据生理和病理条件下的能量需求在糖
酵解和氧化磷酸化之间切换 [34]。在静息状态下，
小胶质细胞主要依靠 OXPHOS 产生 ATP。在炎
症或应激反应的刺激下小胶质细胞会从休眠状态
转变为激活状态，并伴有部分线粒体功能障碍和
能量产生不足。为了弥补 ATP 的损失，小胶质
细胞通过葡萄糖转运蛋白 -1（GLUT-1）增强葡
萄糖吸收，并利用厌氧糖酵解快速供能，从而
增强免疫反应 [34-35]。同样有研究表明，通过抑制
OXPHOS/ETC 活性可激活小胶质细胞 [36]。在原
代培养的小胶质 / 巨噬细胞和 BV-2 细胞系中，通
过相应的抑制剂抑制 ETC 复合物可引起一系列细
胞反应，包括细胞形态的改变、线粒体 ROS 生
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成驱动的氧化应激的诱导、MAPK/ NF-κB 通路和
NLRP3 炎症小体的激活、促炎细胞因子的产生升
高、受损线粒体积累加速等，从而导致小胶质细
胞 / 巨噬细胞功能障碍和凋亡 [36]。
　　John 等 [37] 总结了线粒体氧化磷酸化和糖酵
解的稳态在小胶质细胞代谢稳态调节中的重要
性，并强调了小胶质细胞线粒体代谢调节在包括
SAE 在内的神经系统变性疾病中的重要作用。神
经元 MT1 是一种神经保护因子，但小胶质细胞
MT1 的功能障碍是否与 SAE 相关尚未得到证明。
Gu 等 [38] 在细胞水平上用 LPS 处理模拟了脓毒症
后的小胶质细胞，发现经 LPS 诱导后细胞的过度
有氧糖酵解和 OXPHOS 受损可以通过小胶质细胞
MT1 激活来逆转。MT1 可以正向调控丙酮酸脱氢
酶α1（PDHA1）表达，增强 OXPHOS 并抑制有氧
糖酵解。MT1 激活通过调节代谢重编程抑制 LPS
诱导的神经炎症，因此通过缓解小胶质细胞线粒
体的能量代谢，可以显著改善 SAE 的发生和发
展。上述文献均表明线粒体能量代谢对 SAE 中小
胶质细胞驱动的神经炎症有重要贡献，表明保持
线粒体代谢稳态是治疗 SAE 的有效治疗策略。
3　小胶质细胞线粒体自噬是 SAE的潜在保护机制

　　线粒体自噬在 SAE 中的潜在保护作用受到了
广泛关注。线粒体自噬是一种特殊的自噬过程，
通过清除受损线粒体来维持线粒体的稳态，这是
目前唯一已知的可以选择性去除整个线粒体的途
径 [39]。同时，研究表明线粒体自噬可以保护细胞
免受脓毒症引起的应激损伤 [40]。
　　当线粒体暴露于脓毒症时，它会启动自我
保护机制，引发线粒体自噬 [41]。已有的一些模
型表明，线粒体靶向 ROS 清除剂（例如线粒体 
Q），通过增强线粒体的自噬功能，起到缓解脓
毒症的作用 [42]。Zhou 等 [43] 在 SAE 的大鼠模型
中观察到，低剂量地塞米松可以增强自噬，这种
地塞米松诱导的自噬减少了 SAE 诱导的神经元
凋亡，抑制了 SAE 的发生。在 SAE 中，线粒体
自噬可能通过清除过量的 ROS，减轻细胞损伤和
炎症反应，从而发挥保护作用。Mai 等 [44] 的研
究表明 LncRNA Lethe 可以通过调节皮质神经元
的自噬保护由脓毒症引起的认知功能障碍，缓解
SAE。Wu 等 [45] 的研究发现，使用线粒体靶向肽
SS-31 可以阻止线粒体 ROS 的产生，并保护线粒
体的完整性，同时也改善了脓毒症小鼠的 SAE。
Manfredini 等 [46] 使用线粒体自噬激活剂和线粒体
生物发生激活剂来加快线粒体自噬，清除过多的

ROS 可以改善脓毒症后的线粒体功能，从而缓解
SAE。Zhao 等 [47] 发现线粒体自噬对维持脓毒症
状态下血脑屏障的完整性具有重要作用。线粒体
自噬可以保护线粒体内环境的稳态，减轻内皮细
胞损伤，从而保护血脑屏障，改善 SAE 的发生。
除此之外，Zhong 等 [48] 的研究发现，在小胶质细
胞中选择性的线粒体自噬可以治疗神经系统变性
疾病。Zhou 等 [49] 在细胞水平上研究发现铜可以
通过 ROS/NF-κB 通路和线粒体自噬障碍诱导小
胶质细胞介导的神经炎症。以此提示线粒体自噬
作为生物体内清除线粒体的重要途径，其在 SAE
中可能存在重要的保护作用。
4　总结与展望

　　小胶质细胞线粒体功能障碍与其驱动的神经
炎症相关，Aβ 沉积等病理改变会损伤 mtDNA，
扰乱线粒体膜通透性，进而改变线粒体的功能、
线粒体代谢等，导致小胶质细胞激活和神经炎症
的发生。此外，当严重受损的线粒体没有通过线
粒体自噬及时清除时，激活的小胶质细胞会将有
害的线粒体内容物，如 ROS 和活性氮，释放到
细胞外环境，损害周围的神经元和星形胶质细
胞，放大炎症反应，导致 SAE 恶化。
　　然而，虽然目前在小胶质细胞线粒体和 SAE
研究方面取得了巨大进展，但未来仍有许多问题
亟待解答。John 等 [50] 证明，线粒体轴突运输的
丧失是神经系统变性疾病突触变性和认知能力下
降的重要原因。那么 SAE 的小胶质细胞内线粒
体是否存在异常运动？目前的线粒体自噬增强剂
和其他相关化合物对 SAE 患者是否具有类似的
治疗效果？是否有方法可以让候选药物靶向恢复
小胶质细胞的线粒体功能？这些问题都有待解
决。目前的一种选择是可以将候选药物包装到人
工或修饰的天然纳米颗粒中进行靶向递送，但靶
向的效率仍需要进一步提高 [51-52]。一项新的研
究报道了脑卒中后线粒体从星形胶质细胞转移到
神经元，参与神经保护和神经恢复 [53]。那么在
SAE 中，小胶质细胞和其他类型的脑细胞，特别
是神经元之间是否存在线粒体交换，小胶质细胞
和神经元之间存在的线粒体运输途径，以及该途
径在 SAE 中的生物学和病理功能都是值得进一
步探讨的。对小胶质细胞线粒体的深入研究将为
解密 SAE 的发病机制提供新的视角，填补重要
的知识空白，促进治疗干预措施的开发与 SAE
的早期诊断。
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线粒体在成骨细胞功能中的相关研究进展

于子轩，于永生*（上海大学医学院，上海　200444）

摘要：线粒体被称为细胞的“动力源”，在能量代谢、细胞凋亡、信号转导、炎症、应激反应

中发挥重要作用。成骨细胞由骨髓间充质干细胞分化而来，是骨细胞的重要来源，成骨细胞的

数量与活性下降是骨质疏松症发生的关键之一。诸多研究证据表明，线粒体的功能与成骨细胞

的增殖、分化、凋亡密切相关，而成骨细胞的数量改变是骨质疏松症发生的关键。所以线粒体

是治疗骨质疏松症的潜在重要靶点。本文从能量代谢、氧化应激、信号通路以及线粒体自噬等

方面探讨线粒体对成骨细胞功能的影响，同时介绍针对线粒体功能，用于骨质疏松症治疗的

靶向药物，以期为临床提供更多治疗骨质疏松的思路。

关键词：线粒体功能；成骨细胞；骨质疏松
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Research advancements in the role of mitochondria in osteoblast function

YU Zi-xuan, YU Yong-sheng* (School of Medicine, Shanghai University, Shanghai  200444)

Abstract: Mitochondria, known as the cellular “powerhouses”, play a vital role in energy 
metabolism, cellular apoptosis, signal transduction, inflammation and stress response. Osteoblasts 
originate from mesenchymal stem cells in the bone marrow and serve as an important source 
of bone cells. The decline in the quantity and activity of osteoblasts is a critical factor in the 
development of osteoporosis. Multiple research findings suggested a close correlation between 
mitochondrial function and the proliferation, differentiation, and apoptosis of osteoblasts. Hence, 
mitochondria are a potential and essential target for osteoporosis. This article explores the impact 
of mitochondria on the function of osteoblasts, focusing on energy metabolism, oxidative stress, 
signaling pathways, and mitochondrial autophagy. Additionally, it introduces target medications 
that address mitochondrial function in the treatment of osteoporosis, aiming to provide insights for 
clinical treatment of osteoporosis. 
Key words: mitochondrial function; osteoblast; osteoporosis
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　　线粒体是一种细胞器，由两层膜包被，具有
独特的生理功能，如提供能量、参与氧化应激、
参与各种信号通路等，在高等真核生物中起至关
重要的作用 [1]。骨是一种代谢活跃的组织，有多
种细胞参与骨代谢，而成骨细胞的骨形成与破骨
细胞的骨吸收之间失衡将导致骨稳态失调并引发
骨质疏松症 [2]。在骨质疏松症中，骨微观结构被
破坏、骨脆性增加、骨量减少，与成骨细胞的数
量与活性降低有着密切的关系 [3]。
　　近年来研究表明，线粒体稳态对成骨细胞的

增殖、分化和凋亡均具有重要的调控作用。本文
综述了线粒体对骨质疏松症中成骨细胞功能的作
用和相关机制，同时总结了以线粒体为靶点治疗
骨质疏松的相关药物，为进一步开发抗骨质疏松
治疗药物提供潜在方向。
1　线粒体功能对成骨细胞的影响

1.1　线粒体能量代谢
　　线粒体的主要功能是通过三羧酸循环（TCA 
cycle）和氧化磷酸化（OxPhos）产生腺嘌呤核苷三
磷酸（ATP）[4]。ATP 为生物体最直接的能量来源，
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由腺嘌呤、核糖和 3 个磷酸基团连接而成，供能时
最后一个磷酸基团水解，生成腺苷二磷酸（ADP）
和大量能量。
　　维持稳定的骨代谢需要不同种类细胞的共同
作用，其中骨的形成依赖于成骨细胞的数量与活
性，需要供应大量的生物能量。生物能源 ATP 是
成骨细胞生成即间充质干细胞（MSC）成骨分化
过程所必需的，ATP 可以提供能量，通过 P2X7
途径刺激成骨细胞分化 [5]，所以线粒体能量代谢
作用对成骨细胞的数量变化至关重要。MSC 主
要依靠糖酵解方式获能，而 MSC 分化为成骨细
胞及成骨细胞本身主要通过线粒体氧化磷酸化方
式获能，即 MSC 进行成骨分化时会上调线粒体
OxPhos[6]。有研究显示，在开始成骨诱导后，耗
氧量高度增加，说明细胞成骨分化过程需要强大
的耗氧量，并由线粒体进行能量供应，而且随着
细胞耗氧量与 ATP 的不断升高将会抑制线粒体功
能进而阻碍成骨分化 [7]。有研究利用草氨酸盐，
作为乳酸脱氢酶（LDH）抑制剂抑制糖酵解供能，
将能量代谢从糖酵解转移到 OxPhos，促进成骨细
胞的生成，而不影响骨吸收 [8]。所以，线粒体的
OxPhos 对成骨细胞分化具有重要作用。
1.2　线粒体活性氧（mtROS）与氧化应激
　　在骨质疏松症中成骨细胞不仅数量会下降，
其氧化应激水平也会升高 [9]。氧化应激是由于过
量活性氧（ROS）的产生或者抗氧化应激防御系
统受损 [10]。
　　而线粒体是细胞中 ROS 的主要来源和靶
标 [11]。 线 粒 体 进 行 OxPhos 产 生 ATP 供 能 时，
ROS 就是该过程的副产物。研究表明 mtROS 的
增加是由于电子传递链中电子的异常逃逸，并与
氧化应激条件下破骨细胞与成骨细胞之间作用不
平衡有关 [12]。ROS 诱导线粒体损伤也是 MSC 成
骨分化障碍的主要原因 [13]。在 MSC 成骨分化时
随着线粒体 OxPhos 的上调，产生了大量的 ROS，
但同时线粒体的抗氧化功能也会被激活以防止
ROS 积累 [14]。而且外源性 H2O2 刺激也可以降低
碱性磷酸酶（ALP）活性、阻碍成骨分化 [15]。
　　Cai 等 [16] 研究发现，在骨质疏松条件下，骨
髓中的巨噬细胞处于炎症激活状态即 M1 样巨噬
细胞比例增加，并通过隧道纳米管（TNT）、微囊
泡（MV）等膜转移方式或以游离线粒体形式增
加向 MSC 的氧化损伤线粒体的转移，诱导 MSC
中线粒体功能的改变，比如 ROS 增加以及线粒
体膜电位降低，增加 MSC 的细胞凋亡，进而抑
制细胞成骨分化。
　　同样，线粒体抗氧化功能异常也会导致成

骨细胞生成障碍。线粒体中的超氧化物歧化酶
（SOD）就可以通过歧化反应清除不断产生的自
由基而保护机体组织 [17]。有研究表明在卵巢切除
术后，SOD 等抗氧化酶与 ROS 之间平衡被打破，
过度的氧化应激抑制 SOD，导致 ROS 积累更
多 [18]。使用 SOD2 缺乏的成骨细胞谱系的小鼠模
型，发现成骨细胞培养物中碱性磷酸酶（ALP）
染色、Von Kossa 和茜素红染色均减少，而衰老
相关分泌表型（SASP）因子如肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）和白细胞介素 2（IL-2）上调，间充质
骨祖细胞培养物中脂肪生成较高，说明线粒体抗
氧化功能的降低促使成骨细胞活性降低和衰老，
从而抑制成骨分化 [19]。
1.3　线粒体自噬
　　线粒体自噬这个概念最初由 Lemasters [20] 在
2005 年提出，即线粒体的选择性自噬。线粒体自
噬是正常的生理活动，在特定条件或病理状态下
也可加速进行 [21]。线粒体作为在细胞中至关重要
的细胞器，在 ROS 刺激、营养缺乏、细胞衰老等
因素下线粒体也容易受损，此时细胞会利用自噬
机制选择性包裹与降解受损或者功能障碍的线粒
体来维持线粒体和细胞稳态。目前发现的线粒体
自噬分成两类：泛素依赖性途径和泛素非依赖性
途径 [22]。
　　泛素依赖性途径中磷酸酶及张力蛋白同源物
（PTEN）诱导的激酶 1（PINK1）/Parkin 途径的
研究最广泛。PINK1 是一种半衰期短的线粒体蛋
白，正常生理状态下，因其不断转移到线粒体内
膜后并被清除导致表达量低而检测不到 [23]，但当
线粒体膜电位受损时，PINK1 转移内膜路径被阻
断从而在线粒体外膜堆积。Parkin 是一种 E3 泛素
连接酶，在线粒体损伤后空间构象改变形成活化
的 E3 泛素连接酶 [24]。
　　Lee 等 [25] 研究发现，在 PINK1 基因缺失的
卵巢切除小鼠中成骨细胞数量显著减少，一系列
成骨标志物如 ALP、骨唾液蛋白（BSP）、骨钙
素（OCN）和骨桥蛋白（OPN）的表达也明显降
低，说明 PINK1 的存在能促进成骨细胞的增殖分
化。还发现由于 PINK1 的低表达导致线粒体稳态
受损、功能障碍而产生了过量的 ROS，从而对成
骨细胞分化产生了抑制。这些结果表明 PINK1 缺
乏引起线粒体自噬功能障碍致使成骨细胞不能正
常分化，进而促进骨质疏松症疾病的进展。
1.4　线粒体与相关信号通路
1.4.1　PI3K/AKT 信号通路　PI3K/AKT 信号通路
是细胞中调节细胞生长、增殖、代谢和存活的核
心信号通路之一 [26]。PI3K/AKT 信号通路激活后，
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成骨细胞的凋亡减少 [27]，增殖增加 [28]；成骨细
胞分化标志物 ALP、骨形态发生蛋白（BMP）-2
和 OPN 的表达均增加 [29]。
　　PI3K/AKT 信号通路参与调控线粒体功能，包
括线粒体的生物合成、线粒体的自噬与线粒体途
径凋亡 [17]。AKT 在线粒体中具有多个磷酸化靶
点 [30]。并且 AKT 所介导的线粒体靶标的磷酸化被
证明能够刺激线粒体 OxPhos 活性 [31]。在成骨细胞
分化过程中线粒体的激活是 AKT 依赖性的；利用
骨诱导剂 Wnt3a 和 BMP2 的骨诱导过程中通过激
活 AKT 促进线粒体的生物合成，最终促进成骨细
胞分化 [32]。而抑制成骨细胞 PI3K/AKT 信号通路对
线粒体功能造成损伤，线粒体损伤在细胞水平上的
表现为呼吸Ⅲ态（R3）、呼吸控制率（RCR）、磷氧
比值（P/O）含量均降低，呼吸Ⅳ态（R4）升高 [33]。
1.4.2　MAPK 信号通路　MAPK 信号通路与骨
代谢密切相关，参与成骨细胞的增殖、分化和细
胞凋亡过程，研究发现 MAPK 的激活介导了由
H2O2 诱导的成骨细胞凋亡 [34]。
　　线粒体可通过轻度诱导线粒体 ATP 敏感性
钾通道（mitoKATP）开放，导致短暂的 mtROS
爆发，激活 MAPK。而 MAPK 可以调节线粒体
的代谢和功能。MAPK 激活参与线粒体膜通道
孔（mPTP）的开放，导致线粒体功能障碍 [35]。
MAPK 可以直接与线粒体外膜相互作用，并且还
可以易位到线粒体中，磷酸化线粒体抗凋亡蛋白
Bcl-xL，调节细胞的凋亡 [36]。MAPK 通过调控
ROS 和钙信号传导从而影响线粒体所介导的细胞
存活和死亡，对线粒体造成间接影响 [37]。
1.4.3　Wnt/β-catenin 信号通路　Wnt/β-catenin 信号
通路作为经典 Wnt 转导途径，是控制骨形成的重
要通路，可以介导骨量的增加和骨重塑的维持 [38]。
研究显示，可利用 Wnt/β-catenin 信号通路来调节
脂肪来源的干细胞，使其向成骨细胞分化 [39]。成
骨细胞中β-catenin 的稳定性增加已被证明可以增
加骨量，而稳定性降低会导致骨量减少 [40]。
　　当 MSC 成骨分化时线粒体上调 OxPhos；同时
研究发现上调线粒体 OxPhos 能够通过产生乙酰辅
酶 A 转移到胞质后刺激β-catenin 信号通路，促进
β-catenin 的乙酰化和活化，从而有助于成骨细胞分
化。OxPhos 抑制剂在降低 MSC 样 C3H10T1/2 细胞
的成骨潜力的同时，ATP 水平并没有下降，说明线粒
体通过其他机制继续支持成骨细胞分化 [41]。
2　靶向线粒体的相关抗骨质疏松药物的开发
2.1　LDH 抑制剂类
　　草氨酸钠（OXA）是一种 LDH 小分子抑制
剂，被证明可作为安全有效的骨合成代谢剂，作

为糖酵解抑制剂在体内促使细胞生物能量从糖酵
解转变为 OxPhos，治疗结果显示小鼠骨矿物质
密度（BMD）增加并无任何毒性迹象，刺激成骨
细胞的骨形成活性而不影响骨吸收 [8]。即 OXA
通过促进线粒体以 OxPhos 供能从而促进成骨细
胞分化。考虑使用其他 LDH 抑制剂（如 N- 羟基
吲哚、棉酚）或者联合治疗，利用促能量转变作
为治疗骨质疏松症的潜在策略。
2.2　蒽醌类
　　在影响线粒体抗氧化功能方面，如线粒体靶
向的抗氧化剂米托醌（MitoQ）和哌啶 - 氮氧化物
（Mito Tempo）。MitoQ 和 Mito Tempo 通 过 脂 肪
族碳链共价附着在亲脂性三苯基膦阳离子上从而
靶向线粒体，发挥抗氧化作用，能够防止脂质过
氧化和让线粒体免受氧化损伤，避免线粒体损伤
导致的成骨细胞功能受损 [42-43]。
2.3　激素类
　　鸢尾素是一种运动诱导型的肌肉因子，为蛋
白质激素，可以参与骨代谢的调节。研究发现，
鸢尾素通过激活 SIRT3 途径，降低线粒体膜电
位、细胞内 ROS 水平、线粒体氧化应激、异常线
粒体自噬，调节 ATP 生成、复合物Ⅰ和Ⅳ活性、
线粒体生物发生，可以改善线粒体功能障碍、增
加细胞活力和促进成骨 [44]。
2.4　二甲双胍
　　二甲双胍是一种治疗 2 型糖尿病的药物，可
以缓解过度氧化、抑制 H2O2 和修复损伤的线粒
体，能通过 PI3K/AKT 信号通路上调 SIRT3 的表
达，进而抑制成骨细胞的凋亡，是治疗骨质疏松
的有效药物 [45]。也有研究结果显示二甲双胍通过
作用于细胞膜受体 EGFR 促进 GSK-3β 磷酸化，
从而抑制 mPTP 开放，降低胞内钙离子浓度，减
弱由氧化应激诱导的成骨细胞凋亡 [46]。
2.5　醌类
　　Su 等 [47] 发现维生素 K2 能通过激活 AMPK-
SIRT1 途径改善线粒体的功能。维生素 K2 也被证
明能够上调 LC3-Ⅱ、PINK1 和 Parkin，恢复线粒体
活性，增强线粒体自噬，促进成骨细胞的存活 [48]。
2.6　有机硫化合物类
　　研究发现大蒜素可以通过激活 PI3K/AKT 和
CREB/ERK 信号，抑制氧化应激诱导的成骨细胞凋
亡，改善线粒体功能，有益于骨质疏松的治疗 [49]。
2.7　酯类
　　雷帕霉素（RAPA）为大环内酯类免疫抑制
剂，也是一种自噬诱导剂、mTOR 抑制剂，被证
明能够激活线粒体自噬，降低 ROS 的水平以及
p53 的表达，从而促使线粒体更新和质量稳定，
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具有增加成骨、减少脂肪生成、减缓衰老和促进
增殖的作用 [50-51]。
2.8　中药及天然化合物
　　Kwan 等 [52] 对当归补血汤（含黄芪和当归）
进行研究发现该传统中药汤剂可使线粒体形态学
发生变化，线粒体长度、嵴面积、总线粒体面积
和线粒体面积均增加，并且增强线粒体的能量，
ATP 产生显著增加，从而改善骨疾病的成骨细胞
的代谢，即当归补血汤的促成骨作用与其对线粒
体功能的有益作用密切相关。
　　很多天然化合物也被证明可以调节线粒体代谢，
如染料木黄酮是一种植物雌激素异黄酮，在各种食
物和传统草药中广泛存在，在人骨肉瘤细胞 U-2 OS
细胞中进一步证实了染料木黄酮可选择性触发细胞
质中的雌激素受体 -α（ERα）易位至线粒体并表达，
使成骨细胞中线粒体细胞色素 c 氧化酶（COX）Ⅰ
和Ⅱ mRNAs 表达升高，诱导 ATP 合成相关基因的
表达，改善能量代谢和促进成骨细胞活化 [53]。
　　羟基酪醇是一种存在于橄榄油中的天然酚
类化合物，可改善自由基稳定性，抑制 ERK 和
JNK 信号通路的激活，具有抗氧化和保护线粒体
的作用，能够促进骨形成。Zhang 等 [54] 用不同浓
度的 H2O2 建立氧化损伤模型，发现羟基酪醇显
著降低了 H2O2 诱导的成骨细胞凋亡并能够预防
H2O2 诱导的线粒体功能障碍。
　　原花青素是指一类多酚类黄酮化合物，是植
物来源的抗氧化剂。Chen 等 [55] 研究发现原花青
素通过激活 Nrf2 途径对成骨细胞进行保护，低剂
量的原花青素还可以抑制氧化应激、细胞凋亡和

改善线粒体功能障碍。原花青素促进 Nrf2 核易
位并上调成骨细胞中抗氧化酶表达，降低了 ROS
积累和线粒体超氧化物水平，增强成骨细胞功能
并具有一定抗凋亡作用。还有研究发现原花青素
可以显著提高成骨细胞线粒体膜电位水平和呼吸
链复合物Ⅳ的活性 [56]。
　　白藜芦醇是一种在红葡萄酒中发现的天然多
酚，以植物雌激素和抗氧化特性被熟知 [57]。分子
上作为蛋白质脱乙酰化酶 sirtuin1（SIRT1）激活
剂 [58]。白藜芦醇还可以促进腺苷 5'- 单磷酸活化蛋
白激酶（AMPK）的活性，同时改善了线粒体功
能 [59]。有研究显示，白藜芦醇通过丝裂蛋白介导
而改善干细胞衰老线粒体功能 [60]。白藜芦醇还被
证明可以增加骨膜来源的 MSC（PO-MSCs）成骨
分化中的 ALP 活性、上调线粒体生物发生 [61]。白
藜芦醇可增强线粒体功能和线粒体自噬。
　　Ferutinin 是一种天然的非甾体植物雌激素，
也是一种雌激素受体激动剂，可降低氧化应激水
平，还能提高 PINK1 和 Parkin 的表达，促进线粒
体自噬和成骨细胞的分化 [62]。
　　异牡荆素也可以通过脂联素受体（AdipoR）
选择性地诱导成骨细胞的分化，还通过重新编程
线粒体呼吸来介导这种效应，并可以增强线粒体
的数量和功能，增加 ATP 的产生，可作为一类新
的骨合成代谢药物候选 [63]。
　　上述研究证实，线粒体功能对促进成骨细胞
增殖分化和减少凋亡具有重要作用，从而成为治
疗骨质疏松症的关键靶点。以线粒体为靶点的相
关抗骨质疏松药物的开发总结见表 1。

表 1　靶向线粒体的药物 
Tab 1　Drugs targeting to mitochondria

分类 药物 靶向线粒体的作用 文献

LDH 抑制剂类 草氨酸钠 改变线粒体能量代谢 [8]

蒽醌类 MitoQ、Mito Tempo 防止线粒体氧化损伤 [42-43]

激素类 鸢尾素 多重调节和改善线粒体功能 [44]

二甲双胍 二甲双胍 缓解线粒体过度氧化 [45]

醌类 维生素 K2 增强线粒体活性和线粒体自噬 [46]

有机硫化合物类 大蒜素 抑制线粒体氧化应激 [47]

酯类 雷帕霉素 激活线粒体自噬 [48]

中药及天然化合物 当归补血汤（含黄芪和当归）、染料木黄酮、羟基酪 
醇、原花青素、白藜芦醇、Ferutinin、异牡荆素

增强线粒体功能、调节线粒体代谢、抗氧化、

增强线粒体自噬、促进线粒体生物发生

[49-60]

3　总结
　　本文综述了线粒体功能对成骨细胞功能的影
响，主要是线粒体能量代谢、抗氧化作用、线粒
体自噬和相关信号通路，并介绍了目前现有线粒
体靶向治疗药物在骨质疏松中的临床前研究。通
过对线粒体在成骨细胞增殖、分化、凋亡过程中
的影响研究，可以更好地理解线粒体功能在骨质

疏松中的重要作用。线粒体作为潜在的靶标，为
治疗骨质疏松症的药物研发提供了一条新策略。
目前以线粒体稳态为靶标治疗骨质疏松症的药物
的相关成果较多，显示了良好的开发前景。在未
来的研究中，利用中药等天然物质靶向线粒体功
能治疗骨质疏松具有很大潜力，并将影响成骨细
胞增殖、分化、凋亡的线粒体稳态与一系列信号
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通路调节、能量代谢、应激反应等包容在一个统
一的体系中，从而更好更全面地理解线粒体在骨
质疏松发生发展过程中的作用和角色。
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溃疡性结肠炎中线粒体功能障碍的产生及机制研究进展

马玉林，李铁军*（上海大学医学院，上海　200444）

摘要：溃疡性结肠炎是一种慢性炎症性肠道疾病，以结肠黏膜的溃疡和炎症为主要特征。线粒

体作为细胞内的主要能量供应器，不仅产生三磷酸腺苷，还参与细胞代谢调节、氧化还原平衡

维持以及细胞死亡调控等过程。近年研究揭示线粒体在溃疡性结肠炎发展中的关键作用。在溃

疡性结肠炎中，线粒体功能多方面受损，如线粒体氧化呼吸链异常、活性氧水平增加、线粒

体 DNA 异常与线粒体自噬紊乱等，进一步恶化了肠道黏膜上皮细胞的损伤和炎症反应。本文

全面梳理了溃疡性结肠炎中线粒体功能障碍的多个层面，包括氧化呼吸链异常、活性氧水平升

高、线粒体 DNA 损伤和自噬紊乱。通过深入探讨这些机制，我们期望能更深入地理解线粒体

功能障碍与溃疡性结肠炎之间的关系，为疾病的发病机制提供新的认知，并为溃疡性结肠炎

的治疗开拓新的思路和策略。
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Manifestation and mechanism of mitochondrial dysfunction in ulcerative colitis

MA Yu-lin, LI Tie-jun* (School of Medicine, Shanghai University, Shanghai  200444)

Abstract: Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory bowel disease primarily characterized by 
ulceration and inflammation of the colon mucosa. Mitochondria, as the main energy suppliers within 
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　　溃疡性结肠炎（UC）是一种以结肠黏膜连续
性炎症为特征的慢性炎症性肠病 [1]，其发病率逐
年上升 [2]，严重影响患者健康和生活质量。该病
主要累及结肠黏膜和黏膜下组织 [3]，以结肠黏膜
溃疡和炎症为主要特征，发病涉及遗传、免疫、
环境和肠道菌群紊乱等多种因素的相互作用 [4]。
尽管 UC 的发病机制尚不完全清楚，但近年来的
研究表明，线粒体可能在 UC 的发生和发展中起
到重要作用 [5]。
　　线粒体作为细胞内的重要细胞器，在细胞能
量代谢和调控细胞生存与凋亡等重要过程中发挥
着关键作用 [6]。研究表明胃肠道上皮细胞中的线
粒体功能对于维持肠道健康至关重要。而在 UC
中，线粒体的功能障碍与其病理变化具有显著的
相关性 [7]。为进一步研究线粒体功能在 UC 中的
作用机制，从而为阐明其病理过程提供新的视
角，本文综述了线粒体在 UC 中的一系列功能障
碍，包括线粒体氧化呼吸链异常、活性氧（ROS）
水平增加、线粒体 DNA（mtDNA）异常及线粒
体自噬紊乱，以揭示其与 UC 发展的关联。
1　UC中的线粒体功能障碍

　　线粒体作为细胞的能量中心，扮演着关键的
角色。通过氧化磷酸化过程，线粒体将细胞内的
有机物质转化为三磷酸腺苷（ATP），提供细胞所
需的能量 [8]。线粒体产能这一过程涉及线粒体内
的多个复杂的电子传递链和 ATP 合酶。线粒体产
生的 ATP 不仅需满足基本的生理需求，还参与细
胞的各种代谢活动、细胞信号传导以及细胞功能
的维持 [9]。除了产生细胞所需的能量外，线粒体
还参与许多生化反应，其中之一是产生 ROS。在

正常的生理条件下，细胞内会产生适量的 ROS，
这对于调节细胞信号传导、细胞凋亡和免疫反应
等过程至关重要 [10]。另外，线粒体有自己独特的
DNA，其负责编码细胞能量产生相关的关键蛋
白 [11]。与细胞核 DNA 相比，mtDNA 的复制和修
复机制简单，无保护性的蛋白质包裹，容易损伤
和突变。最后，线粒体会通过一种细胞质解体过
程，清除受损或老化的线粒体来维持细胞的健康
状态，这个过程称为线粒体自噬 [12]。线粒体自噬
可以清除受损的线粒体 [13]，减少线粒体释放的有
害物质和损伤的 DNA，减少线粒体功能障碍所
致的细胞毒性并提高细胞存活率。
　　在 UC 患者中，线粒体存在功能障碍。首
先，功能受损的线粒体呼吸链复合物导致能量代
谢紊乱 [14]，使得肠道组织细胞能量不足，影响
黏膜屏障的修复，从而加剧 UC 的溃疡和炎症进
程。其次，异常或受损的线粒体引发 ROS 水平上
升，成为影响肠道氧化应激的关键因素，使 UC
患者肠道黏膜处于氧化应激状态，加剧炎症反应
和破坏肠道屏障功能 [15]。再次，UC 中的炎症反
应、免疫异常及大量的 ROS 会引起线粒体 DNA
的损伤。该损伤及其释放作为损伤相关分子模式，
反过来加重线粒体功能障碍、结肠炎症和免疫反
应 [16]。最后，在 UC 中，线粒体功能异常通常伴
随着线粒体自噬紊乱，即线粒体无法正常清除和
修复 [17]。而这些异常的线粒体通过增加炎症因子
的产生和炎症反应的持续性，促使疾病进一步恶
化（见图 1）。
2　UC中线粒体功能障碍的相关机制

2.1　线粒体氧化呼吸链异常

cells, are responsible for not only generating adenosine triphosphate (ATP) but also regulating cellular 
metabolism, maintaining redox balance, and controlling cell death. Recent research has unveiled the 
pivotal role of mitochondria in the development of UC. In the context of UC, mitochondrial function 
is impaired from multiple aspects, including abnormalities in the mitochondrial oxidative respiratory 
chain, increased levels of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial DNA anomalies and 
disturbance in mitochondrial autophagy. These factors collectively exacerbate the damage to intestinal 
mucosal epithelial cells and the ensuing inflammatory response. This article comprehensively 
delineates various dimensions of mitochondrial dysfunction in UC, including disruptions in the 
oxidative respiratory chain, elevated ROS levels, mitochondrial DNA damage, and autophagic 
irregularities. By delving into these mechanisms, we aim to better understand the intricate interplay 
between mitochondrial dysfunction and UC, thereby shedding new light on the pathogenesis of UC 
and innovative treatment strategies. 
Key words: mitochondria; ulcerative colitis; reactive oxygen species; mitochondrial DNA; mitophagy
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图 1　UC 中线粒体功能障碍的表现

Fig 1　Mitochondrial dysfunction in UC
注（Note）：肠道内皮细胞（intestinal endothelial cell，IEC）；

线粒体 DNA（mitochondrial RNA，mtRNA）。

　　线粒体内膜上一系列氢载体和递电子体在内
膜上有序地排列成相互关联的链状，具有传递电
子和质子的作用，称为线粒体氧化呼吸链，也称
为电子传递链 [18]，是细胞内产生能量的主要通
路。通过将电子从氧化底物（如葡萄糖和脂肪酸）
转移到氧气上，生成 ATP，维持细胞的能量供应
和正常代谢 [19]。氧化呼吸链由多个蛋白质复合
物组成，任何复合物的缺陷或功能异常都可能导
致能量产生减少，影响细胞正常功能。然而，在
UC 中，线粒体氧化呼吸链可能出现异常，导致
能量产生的紊乱。这种异常可能由多种因素引发，
包括线粒体内的基因突变、酶缺乏、膜电位降低
以及 ROS 过度产生等。线粒体氧化呼吸链的异常
导致 ATP 产生减少，从而影响肠道细胞的功能和
存活。此外，异常的氧化呼吸链还可能增加 ROS
释放，引发细胞内氧化应激，加剧结肠肠道黏膜
屏障的破坏和炎症反应。
　　在一项临床研究中，涵盖 408 名成人及儿童
的 UC 患者数据表明，这些患者的线粒体基因组
中参与调控 ATP 产生的基因数量显著减少，线
粒体产能出现明显障碍。此外，对患者溃疡结肠
部位的活检显示，线粒体呼吸链复合物Ⅰ的活性
降低，氧化磷酸化的限速步骤受到程度不一的限
制，线粒体膜电位也呈下降趋势 [20]。动物实验也
验证了这一结果。在肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）
水平增高的 TNFΔARE 小鼠模型中，研究者发现其
ATP 的水平降低，且该小鼠结肠炎的发生与结肠
隐窝中的线粒体功能受损有关 [21]。
　　同时，还有一些药物通过提高膜电位及线粒

体产能，成功恢复了 UC 中的线粒体功能障碍，
从而发挥了保护及改善作用。Indoximod（IND）
是一种吲哚胺 2，3- 双加氧酶（IDO）抑制剂，主
要用于癌症治疗 [22]。研究人员制备了 IND 纳米
颗粒（IND-NPs），在细胞和动物模型中证实了其
通过增加线粒体膜电位和 ATP 水平恢复葡聚糖硫
酸钠（DSS）诱导的线粒体功能障碍 [23]。Yeganeh
等 [24] 评估了远端结肠中线粒体 ATP 浓度的变
化，发现与对照组相比，DSS 诱导的结肠炎小鼠
的 ATP 水平下降，但补充干苹果皮提取物减弱了
这种下降的趋势。另外，Mancini 等 [25] 研究了一
种名为 P110 的线粒体分裂抑制剂对线粒体生物
能量产生的影响，发现 DSS 会引起肠道内皮细
胞（intestinal epithelial cell，IEC）的呼吸链受损，
但经 P110 处理后，复合物Ⅳ的活性增加，部分
恢复了呼吸链的功能。
2.2　ROS 水平增加
　　线粒体所产生的 ROS 物质在 UC 的进程中具
有关键的作用。ROS 是正常代谢过程中产生的副
产物，但当线粒体功能受损时，ROS 的产生会显
著增加。过量的 ROS 可能引发氧化应激，导致肠
道组织氧化性损伤、炎症反应和细胞凋亡。这种
氧化状态的失衡可能破坏肠道屏障功能，进而促
进肠道炎症的发展 [26]。
　　Santhanam 等 [27] 进行的临床研究表明，UC
中上皮细胞线粒体 ROS 的生成增加，这会造成
线粒体相关酶的缺陷。同样地，动物实验也证明
了线粒体产生 ROS 与 UC 的相关性。Ho 等 [28] 研
究发现，在 MDR1 缺乏的小鼠中，该基因编码的
ATP 依赖性外排转运蛋白功能会丧失，而这会进
一步导致线粒体 ROS 增加，进而引起结肠炎的
恶化。同时结肠给予鱼藤酮（线粒体电子传递链
线粒体复合物Ⅰ抑制剂）也可增加线粒体 ROS 水
平，进而加速 DSS 诱导的急性结肠炎的发展。相
反，使用 MitoQ（一种线粒体抗氧化剂）可以减
轻模型中 UC 的相关症状。类似地，在小鼠模型
中，研究证明敲除超氧化物歧化酶 2（SOD2）[28]、
解偶联蛋白 2（UCP2）[29] 和即时早期反应基因
X-1（IEX-1）[30] 等与调控 ROS 相关的基因，使小
鼠对结肠炎的易感性和严重程度增加。
　　研究发现，针对线粒体 ROS 的治疗方法对
缓解 UC 症状具有积极作用。使用抑制线粒体
ROS 产生的药物或线粒体抗氧化剂（如五味子苷
B[31]），不仅降低了结肠炎在体内外模型中的炎症
反应，还能通过调节细胞焦亡、降低 ROS 的生成
减轻其引发的线粒体损伤，进而减弱结肠炎对上
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皮细胞的损伤。Wang 等 [32] 发现，在 UC 大鼠和
Caco-2 细胞实验模型中，用从培养的猴头菌菌丝
中提取的多糖 EP-1 处理，在体内和体外均能提
高 SOD 酶活性，降低 ROS 含量，减缓氧化损伤
的程度。
　　最后，研究还对线粒体产生的 ROS 如何影
响 UC 的发生和发展进行了深入探讨。线粒体
ROS 可以与铁结合产生自由基，从而破坏线粒体
内的大分子并氧化线粒体 DNA。这些氧化损伤
会促进炎症反应，比如激活 NLRP3 炎症小体 [33]。
此外，线粒体 ROS 还可以促使受损的 mtDNA 从
线粒体释放到细胞质中，而这正是 NLRP3 炎症
小体激活所必需的一步 [34]。当线粒体吞噬失败
时，产生 ROS 的线粒体可能会积累，进一步放
大炎症反应。另外，Mills 等 [35] 的研究证明，在
脂多糖（LPS）的刺激下，巨噬细胞的代谢从氧
化磷酸化产生 ATP 转变为糖酵解，增加了琥珀酸
水平，琥珀酸脱氢酶（SDH）的增加会驱动线粒
体中琥珀酸的氧化和线粒体膜电位的升高，进而
共同促使线粒体 ROS 的产生。巨噬细胞激活后
的代谢变化将线粒体从合成 ATP 模式转变为产生
ROS 模式，进一步促进持续的炎症状态发展。
2.3　mtDNA 异常
　　mtDNA 是线粒体内部负责编码蛋白质的关
键分子，然而它容易受到各种内外因素的影响，
可能导致其损伤和突变。这些突变可能引发线粒
体功能异常，从而影响肠道上皮细胞的能量供应
和代谢平衡，进而导致炎症反应加剧和肠道组织
损伤。
　　临床观察显示在 UC 患者中存在 mtDNA 损
伤。一项临床研究发现 UC 患者血浆中的 mtDNA
水平升高，且升高水平与疾病严重程度及活动性
显著相关 [36]。UC 患者的肠道组织中常见 mtDNA
的结构缺陷和损伤，这些受损的 mtDNA 释放到
细胞外，被识别为病原信号，激活炎症反应并
引发免疫细胞活化，从而加剧 UC 的炎症反应和
组织损伤。在动物实验中，基于线粒体功能障
碍是炎症性肠病的触发因素之一，Verma 等 [37]

研究了线粒体守门蛋白电压依赖阴离子通道 1
（VDAC1）在胃肠道炎症中的作用，发现新开发
的 VDAC1 相互作用分子 VBIT-12 在 DSS 或三硝
基苯磺酸（TNBS）诱导的小鼠 UC 模型中，抑制
了 mtDNA 的释放、caspase-1 和 NLRP3 炎症小体
的激活，并改善了 UC 小鼠体重减轻、腹泻、直
肠出血等症状。
　　黄芩汤是一种在湿热性 UC 大鼠具有一定保

护作用的中药方剂。研究发现，黄芩汤能显著降
低大鼠结肠上皮组织中的 mtDNA 含量，同时抑
制 TLR4、p-PI3K 和 p-Akt 炎症信号通路的表达，
从而改善肠上皮黏膜层状态，提升大鼠精神状态，
改善毛发光泽度，减轻粪便隐血等 UC 症状 [38]。
此外，Alattar 等 [39] 的研究表明，从十字花科蔬菜
中提取的天然化合物萝卜硫素通过增强抗氧化活
性、促进线粒体生物发生和抑制 DNA 聚合等方式
发挥了保护作用。
　　Marchi 等 [40] 对受损 mtDNA 如何调控炎症
进行了详尽的阐述和总结。研究表明，在 UC
中，mtDNA 可能通过多种途径影响炎症。其中
之一是 B 淋巴细胞瘤 -2 基因（BCL-2）、细胞凋
亡调节剂（BAX）和 BCL-2 拮抗剂 / 杀伤因子 1
（BAK1）孔或通过渗透性转换孔复合物（PTPC）
离开线粒体，这可以有效激活环 GMP-AMP 合
成酶（cGAS），进而诱导细胞因子合成，如干扰
素 -β1（IFNβ1）、白细胞介素（IL）-6 和肿瘤坏死
因子（TNF）[37]。此外，功能异常线粒体释放的
mtDNA 还可以促使 IL-1β 和 IL-18 的分泌。
2.4　线粒体自噬紊乱
　　线粒体自噬在 UC 的发展中发挥着重要作用。
UC 患者往往出现线粒体功能异常和线粒体的异常
积累，而线粒体自噬作为一种通过清除受损线粒
体以维持细胞健康的过程，显得至关重要。线粒
体自噬失调可能引发异常的线粒体积累和炎症反
应增加，从而进一步促进了 UC 的发展。
　　张盼 [41] 的研究观察了 UC 患者结肠黏膜组织
中线粒体的受损情况及线粒体自噬现象。发现与
对照组相比，UC 组中的 PINK1、Parkin 的表达上
调，但随着疾病严重程度的增加其上调程度逐渐
下降。另外，在动物模型中也有相关研究探讨了
线粒体自噬与 UC 的关系。Richter 等 [42] 发现在肠
道炎症中，内脏脂肪细胞的自噬水平上调，而脂
肪细胞自噬基因 Atg7 的特异性缺失会加剧肠道炎
症的发生。其他一些自噬相关基因（如 Atg16L1、
Atg7、Atg5、Irgm1、Lrrk2、Optn、VDR 或 Tfeb）
缺失的小鼠模型也显示了自噬在杯状细胞和潘氏
细胞中的重要性。这些自噬相关基因缺失的小鼠
会导致炎症细胞因子过度产生、微生物清除能力
减弱、抗菌肽分泌减少等功能缺陷，增加对结肠
炎的易感性。
　　IECs 中 NLRP3 炎性小体的过度激活是 UC 严
重炎症的主要原因之一。研究发现，在 UC 中，
热休克转录因子 2（HSF2）调控的 HSP72 可以增
强 Parkin 介导的线粒体吞噬，从而减少受损的线



3119

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

粒体和线粒体来源的 ROS（mtROS）的产生量，
进而调节 UC 中肠上皮细胞内 NLRP3 炎症小体的
激活 [43]。
　　UC 患者的肠道组织中线粒体自噬的活性显
著降低，导致线粒体的异常积累和功能受损。恢
复线粒体自噬可能有助于清除异常线粒体，减
少 ROS 的产生，从而改善 UC 的病情。一些药
物和治疗方法被证实可以通过调节线粒体自噬来
改善 UC 的病情。忍冬苷是从金银花中分离得到
的黄酮苷类化合物，具有抗炎和免疫调节作用。

研究表明，忍冬苷通过调节 EZH2/ATG5- 自噬 /
NLRP3 炎症小体激活来减轻结肠炎 [44]。
3　讨论与展望
　　UC 是一种复杂的慢性炎症性肠病，其发病
机制尚未完全阐明。然而，越来越多的研究表明，
线粒体功能障碍在 UC 的发生和发展中发挥着重
要作用。本文通过系统性的文献综述，探讨了线
粒体在 UC 中的功能异常、ROS 的过量产生、线
粒体 DNA 损伤以及线粒体自噬等因素在其发病
机制中的关键作用（见表 1）。

表 1　线粒体在 UC中的作用文献证据 
Tab 1　Documentary evidence for the effect of mitochondrion on UC

线粒体功能障碍类别 文献证据

线粒体氧化呼吸链异常 UC 患者的线粒体基因组中调控 ATP 产生的基因数量显著减少，线粒体产能的功能出现明显障碍

UC 患者的线粒体呼吸链复合物Ⅰ的活性降低，氧化磷酸化受到限制，线粒体膜电位降低

TNF-α 水平增高的小鼠中 ATP 的水平降低且该小鼠结肠炎的发生与结肠隐窝中的线粒体功能受损有关

IND、干苹果皮提取物、P110 等药物通过调整 ATP 水平、恢复线粒体氧化呼吸链异常等对 UC 发挥了保护作用

ROS 水平增加 UC 患者上皮细胞中的线粒体 ROS 的生成增加，并进一步造成线粒体相关酶的缺陷

在小鼠中，MDR1 缺乏以及结肠给予鱼藤酮（线粒体电子传递链线粒体复合物Ⅰ抑制剂）会引起线粒体活性氧增加，

进而导致结肠炎恶化，而使用 MitoQ 可以减轻模型中 UC 的相关症状

在小鼠模型中，通过基因敲除线粒体中调控 ROS 的蛋白，如超氧化物歧化酶 2、解偶联蛋白 2 和即时早期反应基因

Ⅹ-1，使得小鼠对结肠炎的易感性和严重程度增加

五味子苷 B、EP-1 等药物可以通过降低 ROS 水平，减弱氧化损伤，对 UC 发挥保护作用

线粒体 DNA 异常 临床研究发现 UC 患者血浆中的线粒体 DNA 水平升高，且其升高水平与疾病严重程度及活动性显著相关

新开发的 VDAC1 相互作用分子 VBIT-12 在小鼠 UC 模型中可以抑制线粒体 DNA 的释放、caspase-1 和 NRLP3 炎症

小体的激活，并改善了体重减轻、腹泻、直肠出血等症状

研究发现黄芩汤可以显著降低大鼠结肠上皮组织中的线粒体 DNA 含量，改善 UC 的系列症状；并且天然化合物萝

卜硫素可以通过增强抗氧化活性、促进线粒体生物发生和抑制 DNA 聚合来发挥保护作用

线粒体自噬紊乱 UC 患者结肠黏膜组织中存在线粒体的破坏及线粒体自噬，研究发现与对照组比，UC 组的 PINK1、Parkin 的表达上调

自噬相关基因缺失的小鼠会表现出炎症细胞因子过度产生、清除微生物能力减弱、抗菌肽分泌减少等功能缺陷，进

一步增加了对结肠炎的易感性

一些药物和治疗方法被证实可以通过调节线粒体自噬来改善 UC 的病情，忍冬苷即可通过调节 EZH2/ATG5-自噬 /
NLRP3 炎症体激活而发挥减轻结肠炎症状的作用

　　首先，线粒体功能异常是 UC 患者肠道黏膜
细胞能量代谢紊乱的一个主要特征。UC 患者结
肠组织中的线粒体 ATP 水平明显降低，可能与线
粒体的氧化磷酸化功能受损有关。这种线粒体功
能异常导致细胞能量供应不足，进而影响肠道黏
膜屏障的正常功能和修复，使得黏膜易受损，从
而引发 UC 的炎症反应。这一现象提示，通过改
善线粒体的功能可能有助于减轻 UC 患者的症状。
未来可以进一步探究线粒体功能恢复的方法，例
如开发针对线粒体功能的药物，以及通过药物来
调控与线粒体能量代谢相关的信号通路。
　　其次，线粒体是细胞内产生反应性氧化物的主
要场所，线粒体产生的 ROS 在 UC 的发病机制中
具有重要地位。ROS 是一类高度反应性的氧化分

子，线粒体功能异常时，ROS 会显著增加，过量的
ROS 会引发氧化应激，导致细胞内的炎症反应和氧
化损伤，进一步加剧 UC 的病理过程。因此，调控
ROS 的产生可能成为治疗 UC 的新策略。
　　此外，线粒体 DNA 的损伤与 UC 的发展密切
相关。线粒体 DNA 的损伤会作为一种损伤相关
分子模式，破坏线粒体的功能和稳定性，进而影
响肠道黏膜屏障的正常功能和修复。进一步研究
mtDNA 损伤的机制以及开发针对 mtDNA 损伤的
保护策略，可能为治疗 UC 提供新的方向。
　　最后，线粒体自噬在 UC 中的作用尚需深入
研究。线粒体自噬在调节线粒体数量和质量方面
发挥重要作用，它能通过清除受损线粒体来维
持细胞健康，可能对 UC 具有保护作用，因此在
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UC 的治疗中有潜在的应用前景。研究表明，在
患者的肠道组织中，线粒体自噬程度明显降低。
导致受损的线粒体未能及时清除和修复，进一步
加剧线粒体功能紊乱和氧化应激，从而推动 UC
的进展 [45]。未来的研究可以探讨线粒体自噬的调
节机制，开发和筛选调控线粒体自噬的药物，以
及评估线粒体自噬在治疗 UC 中所发挥的作用。
　　尽管已经有很多提示线粒体氧化呼吸链异
常、ROS 产生、线粒体 DNA 损伤和线粒体自噬
与 UC 之间关系的研究，但关于线粒体影响 UC
发生发展的具体机制以及不同线粒体功能异常之
间如何相互影响和作用仍需进一步探索。线粒体
作为 ATP 的主要来源对多个细胞内过程至关重
要，并在启动程序性细胞死亡中发挥重要作用。
然而，受损的线粒体会显著破坏细胞代谢稳态，
这进一步导致 ROS 过度生成和细胞死亡。ROS
的过度产生会引发氧化应激损伤，ROS 同样是线
粒体自噬响应的刺激之一，它可以引发线粒体自
噬，发挥一定的积极作用。线粒体自噬是一种保
护作用，其中受损的线粒体被溶酶体通过自噬过
程选择性降解。在各种刺激包括缺氧、ROS 和呼
吸链抑制剂的影响下，线粒体自噬得以响应，从
而清除受损的线粒体，维持线粒体功能稳态 [46]。
以上矛盾的结果提示我们线粒体功能异常在 UC
中可能是复杂而多样的，且线粒体氧化呼吸链异
常、ROS 产生、线粒体 DNA 损伤和线粒体自噬
这几种类型不同的功能异常在 UC 的发展中可能
存在重要的相互影响，未来需要更多的研究来进
一步揭示其潜在机制。
　　总的来说，深入理解线粒体功能障碍与 UC
之间的关系对于揭示 UC 的发病机制、寻找新的
治疗靶点以及开发个体化的治疗策略具有重要意
义。进一步研究线粒体功能在 UC 中的作用机制，
有望为阐明其病理过程提供新的视角，并为未来
开发针对线粒体的治疗策略提供基础。
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摘要：蒙药是我国传统医药学的重要组成部分，显著的临床疗效使其被大众所认同。然而，随

着蒙药的不断发展，传统蒙药制剂服用不便，质量标准不完善等问题逐渐显露出来，应用药

物制剂新技术对传统剂型进行改革极为必要。本文查阅了蒙药制剂的相关文献，对传统蒙药剂

型进行总结，并对药物制剂新技术在蒙药中的应用情况以及蒙药制剂现存问题进行整理，以

期为蒙药制剂现代化研究提供参考。
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【专题主持人简介】

【编者按】

蒙医药是我国四大民族药之一，理论基础独特，在制剂、炮制工艺上也有很强的民族特色。散剂
是蒙药最常见的剂型，具有原材料廉价易得、制备简单、疗效好、吸收快的特点。但蒙药散剂主要是
通过原药材打粉直接口服入药，因其具有味苦、对咽及食道有刺激、吞咽困难等缺点，导致患者依从
性差，尤其不利于儿童患者用药。本项目对传统蒙药剂型进行优化，制备符合蒙医临床理论、便于随
方调配的新型蒙药配方颗粒，对蒙药现代化发展具有重要意义。本专栏主要对蒙药有关制剂进行综述，
报告蒙药配方颗粒的相关研究，旨在为传统蒙药制剂的优化改良提供参考。
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Abstract: Mongolian medicine is an important part of Chinese traditional medicine, and its 
remarkable clinical efficacy makes it highly recognized by the public. However, with the continuous 
development of Mongolian medicine, problems such as inconvenience in taking traditional Mongolian 
medicine preparations and quality standards errors have gradually emerged. It is extremely necessary 
to reform the traditional dosage form with the new technology of pharmaceutical preparation. 
This paper consulted related literatures of Mongolian medicine preparations, summarized the 
traditional Mongolian medicine dosage forms, and sorted out the application of new pharmaceutical 
preparation technology in Mongolian medicine and the existing problems to provide reference for the 
modernization of Mongolian medicine preparation. 
Key words: Mongolian medicine preparation; traditional dosage form; new technology of preparation; 
quality problem

表 1　传统蒙药剂型及其临床应用 
Tab 1　Traditional Mongolian medicine dosage form and its clinical application

剂型 优点 缺点 临床应用 文献

汤剂 工艺简单，吸收快，起效迅速 服药量大，口味不佳 常用于临床急性病的治疗 [1-5]

散剂 疗效持久，用药量少，配制方

便，药性稳定，便于携带

吸湿性强，气味较大，有效成分

不稳定

适用于治疗已成型之病以及聚合性疾病 [6-11]

丸剂 吸收缓慢、药效持久、体积小，

方便草原患者服用

起效慢，剂量大，不利于儿童服

用

多用于慢性病及根除疾病余邪 [12-14]

膏剂 药物浓度高、稳定性好、便于

服用

外用膏剂透皮性较差，黏度小、

易黏衣物，使用时较为不便

内服膏剂多用于治疗热性疾病；外用膏剂一般具有

抗炎镇痛的功效，用来治疗皮肤溃疡、感染等

[15-20]

酒剂 制备简便，服用剂量较小，且

不易霉变，易于保存

儿童、孕妇、心脏病及高血压患

者不宜服用

口服酒剂多用于慢性病辅助治疗以及体虚患者的滋

补；外用酒剂多用来治疗风湿疼痛与跌打扭伤

[21-24]

油剂 口味较好，便于服用 制备工艺复杂，制剂工艺流程要

求较高

常用于祛寒滋补，壮阳固精 [25-27]

灰剂 蒙药特有剂型，分为急、中、

缓三种配剂，可根据病情选

择使用

制备工艺复杂，制剂工艺流程要

求较高

用于治疗胸腹胀满、胃火衰败、痞瘤、风湿肿毒等

病症

[14，28-29]

搅和剂 制备简单，便于服用 外用搅合剂透皮性较差，黏度小、

易黏衣物，使用时较为不便

内服常用于老年重病久卧、身体虚弱者；外用治疗

关节、皮肤慢性病

[15，30-31]

草药剂 制备简单，因地制宜 — 用以治疗热病和外感，多在缺医少药的边远地区 [23]

金石合剂 用药量小，药效持久 毒性较大 仅应用于多次使用其他类制剂无效的顽固性恶性

疾患，且患者病症治愈后应立即停药

[32-33]

　　蒙医药作为我国传统医学的重要组成部分，已
有 2000 多年的悠久历史，蒙药发展延续至今，为
我国蒙古族人民的身体健康做出了巨大贡献。传统
蒙药多为汤剂、散剂，虽疗效较好，制备简单，但
其口感不佳、服药量大等问题严重降低了患者的顺
应性。此外，随着蒙药质量标准的不断完善，蒙药
传统制剂组方不统一、指标含量检测不全面、微生

物含量不达标等问题也逐渐显露出来。近年来蒙医
开始对传统制剂进行改革，应用现代药物制剂新技
术，将蒙药制备成剂量准确、疗效好、服用方便的
新剂型。本文查阅了蒙药制剂相关文献，对传统蒙
药剂型进行总结（见表 1），并对药物制剂新技术
在蒙药中的应用情况以及蒙药制剂现存问题进行整
理，以期为蒙药制剂现代化研究提供参考。

1　传统蒙药剂型
1.1　汤剂
　　与中药不同，蒙药汤剂是将药材清洁炮制后，
粉碎成 25 ～ 65 目的粗粉，混匀，再加水煎煮或浸
泡制成的液体剂型，其有效成分更易被溶出，煎煮
或浸渍所需时间更短 [1]。在临床应用过程中，由于
患者疾病以及药物功效不同，蒙药汤剂溶媒的选择

也有所不同。一般除水以外，还可用奶、骨汤来煎
煮药物，如用纯牛奶煎煮苏格木勒 -3 味汤来治疗
赫依型失眠 [2]、用绵羊骨汤煎煮阿嘎如 -35 味汤治
疗心刺痛 [3]，在临床上都有较好的疗效。
　　汤剂制备工艺简单，吸收快，起效迅速，至
今仍被广泛用于临床急性病的治疗 [4]，但其服药
量大，口味不佳等问题严重影响患者的依从性，
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尤其是对于老人与孩童。因此蒙医在汤剂基础
上，对药液进行浓缩，制成合剂，不仅减少了服
用量，还保持了汤剂的用药特点。目前大多数汤
剂浓缩后，都进行了单剂量包装，即临床常用的
口服液，更易于携带、贮存，便于服用。如王欢
等 [5] 将传统达如奇汤改制为口服液，便于患者服
用且保肝效果依旧显著。
1.2　散剂
　　蒙药散剂是将处方中各味药物按处方配齐，
研为细粉，混匀后直接服用的一种剂型，其中寒
凉药可以加适量白糖，温热药加适量红糖再混匀
服用 [6]。散剂虽消化吸收较汤剂慢，但疗效持久，
适用于治疗已成型之病以及聚合性疾病，且散剂
用药量少，配制方便，药性稳定，便于携带 [7]。
此外，与汤剂相比，散剂直接服用，避免了一些
亲脂性成分以及大分子物质难溶于水，有效成分
提取不完全的问题，从而增强药物的治疗效果。
如文冠木的大分子缩合鞣质不易被溶剂提取，但
散剂给药时可在体内胃液作用下转化为表儿茶素
后被吸收，加强文冠木祛风除湿的功效 [8]。
　　散剂虽疗效显著，但在应用中也存在一些较
难解决的问题，如吸湿性强，气味较大，有效成
分不稳定（挥发性成分）等，目前常将散剂制成颗
粒剂、片剂或胶囊剂来帮助其进行防潮掩味，提
高药物稳定性。如樊精辉等 [9] 将五味沙棘散中原
药材进行提取，制成颗粒剂来克服原散剂气味浓
烈，不好服用的缺点。古丽巴哈尔·艾力 [10] 将阿
那日五味散制成片剂，并利用包合工艺将药物中
的挥发油成分进行包合，减少挥发油的损失，增
强药物的功效。除内服外，散剂亦可以外用，起
到干燥皮肤、杀菌消毒的作用，然而散剂黏附性
较差，容易脱落，在特殊位置不宜使用，常将其
制备成贴剂，如萨库拉将嘎木朱尔散剂制备成贴
剂，抗炎抗溃疡，用于术后伤口的修复 [11]。
1.3　丸剂
　　丸剂因具有吸收缓慢、药效持久、体积小等优
点，方便草原患者服用，因此，在蒙医临床中应用
频率最高，其按赋形剂可分为水丸、蜜丸、浓缩丸、
糊丸等，目前水丸在蒙医临床应用较多 [12]。由于
丸剂服用后吸收分解较缓慢，大多数含有毒性药物
的方剂都被制成丸剂，从而防止有毒成分过快或过
量进入机体，减轻药物的毒副作用 [13]，如方中含
草乌的扎冲十三味丸、含朱砂的吉祥安坤丸等。一
些贵重、芳香和不宜久煎的药材，如麝香、牛黄、
黑云香等，也常被制成丸剂服用 [14]。
1.4　膏剂
　　蒙药膏剂是指药物用水煎煮后，弃渣取汁，药

汁继续用微火熬制，浓缩成稠膏状后供使用的一种
剂型 [15]，分为内服和外用两种，其中内服膏剂多
为单方，用于治疗热性疾病，如蒙医常用沙棘膏
治疗气喘咳嗽 [16]，文冠木膏用于治疗风湿热证 [17]。
外用膏剂一般具有抗炎镇痛的功效，用来治疗皮肤
溃疡、感染等，如蒙药生肌长皮膏用于治疗下肢慢
性溃疡以及术后切口感染 [18]。然而，传统外用膏
剂透皮性较差，黏度小、易黏衣物，使用时给患者
带来较大不便 [19]。近来研究人员将其制成贴膏剂，
即对药物进行提取后以凝胶为基质制成贴膏，不仅
透气性良好、不污染衣物，给药剂量也相对准确，
大大提高了药物的生物利用度 [20]。
1.5　酒剂
　　目前蒙药中常用的酒剂分为两种：一种是药物
经过发酵后制得的酒剂，如马奶酒 [21]；另一种是
以酒为溶媒，浸取药材中有效成分所得的澄清浸出
液 [22]，其可分为口服和外用两大类，且两类药物
制备方法较为不同。口服浸提酒剂一般是将原药材
直接浸泡于酒内，用于慢性病辅助治疗以及体虚患
者的滋补，如手参酒 [23]；外用浸提酒剂常是将散
剂浸泡在适量浓度酒精中，密封一段时间后使用，
可用来治疗风湿疼痛与跌打扭伤，如慢侵 -14 味蒙
药酒 [24]。酒剂在蒙古族人民生活中应用较为广泛，
但儿童、孕妇、心脏病及高血压患者不宜服用。
1.6　油剂
　　油剂是将药材加工炮制后按照处方进行调配、
浸煮、浓缩，达到一定程度后加入鲜牛奶进行混合，
再加入相应的药粉以及奶油、蜂蜜、白糖等，浓缩
到没有水分，最终呈现出油亮光泽、红黑透明或黄
黑透明的一种剂型，一般放在瓷缸内进行贮藏 [25]。
油剂在蒙医临床常用于祛寒滋补、壮阳固精，如用
塔本温都苏油剂治疗妇女肾寒，腰膝酸痛，肾功能
衰退 [26]；用三子油剂防治老年病及抗衰老 [27]。
1.7　灰剂
　　灰剂是蒙医特有的剂型，是将药材净选后按
处方调配好，置于耐烧容器内，密闭，用红或黄
黏土封固好，晾干，专炉烧三昼夜，煅烧成灰即
得，一般以白色为好，黑色为劣 [14]。灰剂常以金
属、矿物及动物性药物为主，用于治疗胸腹胀满、
胃火衰败、痞瘤、风湿肿毒等病症 [28]，服用时可
加入白砂糖或制成散剂、丸剂。此外，灰剂分为
急、中、缓三种配剂，可根据病情选择使用，如
用蒙药壮西小灰剂在临床上治疗食积不消、胃溃
疡以及食道癌等疾病 [29]。
1.8　搅合剂
　　由调配好的处方共研细粉，加入适量炼蜜、
奶油、红糖或白糖等反复搅合而成的剂型即为搅
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合剂，常贮存在密闭瓷器内，用于老年重病久
卧、身体虚弱者 [15]，如八味火绒草搅合剂。除口
服滋补以外，外用搅合剂对关节、皮肤慢性病的
疗效也较为显著，如外用蒙药勒毕巴拉珠尔可治
疗痤疮 [30]；三籽散搅合剂外敷于骨伤引起的局部
红肿处可消肿并减轻疼痛 [31]。
1.9　草药剂及金石合剂
　　草药剂是蒙医根据当地地理气候、周围环境
及植物的分布情况，因地制宜地采集野生药草，
将单味药或数味药煎汤服或将采集的草药置于清
洁通风处阴干，制成药末后煎汤服用以治疗热病
和外感的一种剂型 [23]。此剂型较为原始，制备简
单，多在缺医少药的边远地区使用。金石合剂是
以经过加工炮制（包括焖煅、明煅、煅淬）的珍宝
类以及金属矿石类药物为主药，适当配合其他动、
植物类药物制成的合剂，具有较大毒性，仅应用
于多次使用其他制剂无效的顽固性恶性疾患，且
患者病症治愈后应立即停药 [32]。目前，随着蒙医
药制剂的发展以及蒙药安全意识的提升，草药剂
与金石合剂在临床上已应用较少。且有人认为草
药剂和金石合剂从概念上讲两者不属于剂型 [33]。
2　蒙药制剂新技术
　　随着蒙医药现代化发展的不断推进，传统蒙
药制备工艺简单、服用不便、生物利用度低等问
题逐渐显露出来，蒙医落后的制剂工艺与生产设
备也阻碍了蒙药改革创新研究 [34]。因此，利用药
物制剂新技术和新方法研究蒙药新剂型是蒙医药
发展的重要举措。近年来蒙药制备常用的制剂新
技术包括包衣技术、固体分散体技术、微囊与微
球制备技术等。
2.1　包衣技术
　　在传统蒙药制剂中，蒙医常用的包衣材料仅
朱砂、银朱两种，且多用于水丸，来改善丸面粗
糙、易吸潮、易氧化等问题 [35]。对于一些味道较
大的素丸或素片，蒙医还采用包糖衣的方法来掩
盖其不良气味。如蒙药伊赫 - 乌兰 -13 汤由于味
道较苦、难以下咽等特点大大降低了患者用药顺
应性，徐青等 [36] 对其剂型进行了改进，由汤剂
改为片剂，并包上糖衣，以便于患者服用。
　　目前包衣技术已被广泛应用于蒙药生产中。
但临床实践发现，用糖衣作为包裹材料的药物受
到温湿度的影响较大，容易受潮变质，并且此技
术工艺复杂、制取时间较长，不利于生产效益，
新型包衣技术薄膜包衣膜则能够有效规避上述包
衣技术的缺陷 [37]。薄膜包衣技术指在制剂的外层
包一层薄的高分子聚合物衣，具有耐热防潮、耗
时较短、制剂质量稳定等优点，且薄膜包衣用料

少，药片增重较小，有较多的品种选择 [38]。田香
等 [39] 基于质量源于设计理念研究了地格达 -4 味
汤片薄膜包衣最佳工艺，制得的包衣片剂不仅具
有较好的防潮、掩味性能，还使药物的质量稳定
性及一致性得到了改善。
2.2　固体分散技术
　　作为一种常用的增加难溶性药物溶出度的方
法，固体分散技术可使药物以无定形、微晶、分
子聚集体等形式高度分散于惰性载体中，从而提
高药物生物利用度 [40]。对于一些有效成分极性较
大的蒙药材，如山柰、多叶棘豆等，口服后其有
效成分很难穿过胃肠道类脂膜，几乎不被人体吸
收。若将药材进行提取，制备成固体分散体，可
显著改善药物的在体肠吸收，增强药物治疗效
果，减少服药量。如宋淼等 [41] 通过固体分散技术
将乌兰温都顺 -7 制备成滴丸，与传统剂型相比不
仅提高了药物的生物利用度，还具有速效、稳定
性强、作用持久等特点。
2.3　微囊与微球制备技术
　　微囊与微球是现代应用药物常用的制剂新技
术，粒径在 1 ～ 250 μm，均属于微米级。微囊是
利用高分子天然或合成材料将固体或液体药物包
裹而成的药库型微型胶囊，因药物经过微囊化，
能较好地掩盖不良气味及口味，降低药物在胃肠
道中的不良反应，提高其稳定性 [42]。如沙棘果油
在治疗胃溃疡、提高免疫、抗突变等方面有较强
的药理活性，但沙棘果油中脂肪酸在体内的吸收
较慢，患者易发生嗳气、胃灼热、恶心等不良反
应，且沙棘果油的高不饱和有效成分不稳定，极
易发生氧化、酸败的现象，因此云花尔等 [43] 通过
复凝聚法制备了沙棘果油微囊，增强了药物的稳
定性并减少了药物对胃的刺激。
　　与微囊不同，微球是将药物溶解或分散在高
分子材料基质中制成的微小球状实体，属于基质
型骨架微粒。除了可以掩盖药物不良气味、降低
药物在胃肠道中的不良反应，微球还多用于制备
长效缓释制剂 [44]。如陈晓北 [45] 采用复乳 - 液中
干燥法制备了白益母草总生物碱的乳酸 - 羟基乙
酸共聚物微球，其不仅能克服生物碱口服稳定性
差的问题，还具有药物缓释作用，使药效稳定持
久，从而减少给药次数，增强患者的依从性。但
目前微球制备技术仅停留在药物研发阶段，还未
应用于蒙药制剂生产。
2.4　纳米乳与纳米粒制备技术
　　纳米制剂技术作为现代制药技术的重要发展
方向，可极大提高药物的稳定性与利用率，大幅
增强药物的靶向性，让药物快速到达病变部位，
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从而降低药物毒性，提高疾病的治疗效果 [46]。目
前已用于蒙药新型药物制备的纳米技术有纳米
乳、固体脂质纳米粒等。
　　纳米乳作为一种胶体分散体系，内部同时存
在亲水和亲油区域，可以形成牢固的油水界面
膜，显著改善难溶性药物的溶解性 [47]。此外，纳
米乳具有表面张力较低、易于湿润皮肤、可使角
质层结构发生变化、增加脂质双分子层流动性等
优点 [48]，可显著增强药物的透皮吸收能力。在蒙
药生产制备过程中，纳米乳常被用于透皮给药制
剂的制备，来促进小分子药物的透皮吸收，达到
增强药物治疗效果；且纳米乳常为水乳乳液，与
传统膏剂相比，更容易涂抹在皮肤上，并且不会
留下油腻感和异味。都日娜等 [49] 将外用治疗湿疹
的蒙药森登 -4 汤剂制备成纳米乳，不仅能矫色掩
味，提高患者的用药顺从性，而且使药物黏附性
增大，透皮吸收能力增强，疗效更显著。
　　固体脂质纳米粒是以固态的天然或合成的类
脂如单硬脂酸甘油酯、卵磷脂、三酰甘油等为载
体，将药物包裹在类脂核中经不同方法制成的粒
径在 50 ～ 1000 nm 的固态胶粒给药体系 [50]。其
结合了脂质体与聚合纳米粒的优点，既可以载运
亲脂性及亲水性药物，提高药物稳定性及生物利
用度，又兼具了缓控释、靶向等优点 [51]，是一种
极有发展前景的新型给药载体。石文宏等 [52] 将
沙棘的有效成分醋柳黄酮制成了口服固体脂质纳
米粒，其结果与原制剂心达康片相比，不仅提高
了醋柳黄酮的体内吸收率，而且有较好的心、肝、
血靶向性，更有利于药物对心血管疾病的治疗。
2.5　环糊精包合技术
　　环糊精作为一种新型分子包裹材料，呈中空的
略似锥形的圆筒立体环状结构，筒外部具有亲水
性，内部为疏水性空腔 [53]。将疏水性或具有疏水
基团的药物包入环糊精中形成易溶于水的包合物，
从而增加药物表观溶解度、生物利用度，掩盖药物
的不良嗅味并提高药物稳定性的技术即为环糊精
包合技术 [54]，常被用于挥发油等亲脂性药物。李
梦蝶 [55] 通过饱和水溶液法制备丁香酚环糊精包合
物，又与羧甲基纤维素钠水凝胶结合制备了丁香酚
环糊精包合物水凝胶，用于糖尿病伤口修复，其不
但保留了良好的抗菌性能，而且减弱了单纯丁香酚
对创面的刺激作用，使患者更易于用药。对于一些
蒙药复方制剂，研究人员常将组方中含有挥发油成
分的药物进行提取、环糊精包合后，再与其他提取
物合并、浓缩、干燥，制成所需剂型，从而增强药
物的治疗效果。如张瑞霞等 [56] 将冠心活血汤散剂
组方中檀香、降香、紫檀香、肉豆蔻 4 味药磕碎后

采用水蒸气蒸馏法提取挥发油，用β- 环糊精包合
后，与醇提物及水提物合并浓缩至一定浓度，喷雾
干燥，制备成胶囊剂，此剂型显著提高了药物稳定
性，并且方便服用和携带。
2.6　透皮给药技术
　　透皮给药技术因具有避免肝脏首过效应、避
免胃肠道代谢、方便给药等优点，在药物制剂领
域受到极大的重视 [57]，部分不稳定以及难服用
的药物，尤其是小儿用药，常被制成贴剂、乳膏
剂等透皮给药剂型。如立新将蒙药三臣丸改剂型
为三臣小儿退热贴，便于儿童用药，且疗效较
好 [58]。然而，临床研究表明目前常用的透皮给药
制剂透皮吸收率较小，生物利用度较低，可通过
化学促渗法和物理促渗法来改善皮肤的渗透性。
　　在药物中添加渗透促进剂来改善皮肤的渗透
性，促进药物分子透皮吸收的方法即为化学促渗
法，常用的渗透促进剂包括二甲基亚砜、氮酮类
化合物以及醇类化合物等。王佳 [59] 将传统乌发涂
剂制备为乳膏剂，不仅解决了原剂型制备耗时、
量大、用时需剃发、不宜存储等问题，而且因加
入促皮渗透剂丙二醇与氮酮，能比原方更快地发
挥疗效，药物透皮效率更高。物理促渗法主要是
利用仪器产生的电流、瞬时的高电压脉冲电场、
超声波、激光等物理手段来促进药物分子透皮吸
收，包括离子导入法、电致孔法、超声波法和激
光法等 [60]。但物理促渗法在蒙药透皮制剂中应用
较少，建议加强此法的相关基础研究，使其更好
地应用于蒙药制剂生产中。
3　蒙药制剂现存问题
　　蒙药作为我国传统医药学的重要组成部分，
其具有独特的药物体系与制备方法。近年来，蒙
药的快速发展使其显著的临床疗效逐渐被大众所
认同，蒙药制剂使用量也在逐年增加。但在大量
生产与应用过程中，蒙药制剂存在的问题也逐渐
显露出来。
3.1　处方组成不定，入药品种不统一
　　至今为止，蒙医用于治疗疾病的成方制剂已
达 3000 多个，但收载于《内蒙古蒙药制剂规范》
的仅有 150 个。对于一些没有收录，尤其是古籍
中记载的蒙药制剂，处方组成存在部分差异。如
蒙药八味沉香散有两个不同的组方，两者均使用
沉香、广枣、肉豆蔻及木香 4 味常用药材，区别
在于《诊治明医典》所载组方药材还包括诃子、
木棉花蕊、白云香、天竺黄（或石灰华），用于治
疗“心赫依热”，而《哲对宁诺尔》所载的组方尚
包括动物心脏、丁香、旋覆花及阿魏，其在原功
效的基础上，又增加了止痛的作用 [61]，两方虽同
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名，但药物组成有区别，临床疗效也有所差异。
此外，随着蒙药制剂的快速发展，蒙医院院内制
剂研究较多，常在传统方剂上进行加减，使药物
处方以及药物用量有所区别。
　　除处方组成外，蒙药材的质量对蒙药制剂功
效也有一定的影响。蒙药材数量较大，种类较多，
常出现同名异物或同物异名的情况，如蒙药“地
格达”，中药名为地丁、紫花地丁等，在内蒙古
各地有 10 余种之多，均可用于配伍，没有一个
统一的标准，虽药效均为清热解毒，但品种不统
一，也会造成临床用药疗效不一致 [62]。且随着蒙
药材自然资源的匮乏以及生态环境保护意识的加
大，很多药材已难以采集，药材流通市场也很难
买到，于是蒙药配制中便出现了代替用药或伪品
混杂的现象，使蒙药制剂药效得不到保障 [63]。
3.2　鉴别药味数较少，含量测定指标不全面
　　蒙药制剂组方药物数量较多是蒙药疗效好的
一大原因，但目前应用的蒙药制剂质量标准中，
组方中被鉴别的药材数量却较少，不能完全保障
蒙药制剂的质量及药效。与中药相比，中药制剂
质量标准中规定列入正文的鉴别药味应不少于处
方药味的 1/2[64]，而蒙药鉴别药味数则远少于此
规定。如在蒙药如达 -11 味丸薄层色谱鉴别研究
中，田彩云等 [65] 只对红花、木香、甘草 3 味药进
行了鉴别。对于蒙药制剂含量测定指标，蒙药复
方制剂为多组分复杂体系，其治疗作用是所有有
效化合物群整体协同的结果，因此应建立多组分
多指标的质量控制体系来评价其质量，而目前蒙
药制剂研究中，常以一两种化学成分作为含量测
定的指标，不具有整体代表性 [66]，不能对蒙药制
剂质量进行全面评价。
3.3　微生物限度不合格
　　蒙药制剂由多种天然药材组成，主要包括动
植物、矿物类，大多带有微生物（霉菌、需氧菌
和致病菌），且部分植物药中含大量的糖类成分，
容易受潮发生霉变，滋生微生物 [67]。目前蒙药
中常用剂型以丸剂、散剂、膏剂、丹剂为主，对
原药材的加工炮制较粗糙，基本起不到灭菌的效
果，在储存过程中还可能继续生长和繁殖 [68]，因
此大多数蒙药制剂微生物限度检查不合格，减少
或杀灭微生物成为蒙药制剂制备中的重要任务。
制剂企业常用的灭菌技术包括乙醇蒸气灭菌法、
臭氧灭菌法、钴 60 辐射灭菌法等。此外对传统
剂型进行改革也可以解决蒙药制剂微生物限度不
合格的问题。
3.4　安全性问题
　　药物在发挥防治疾病作用的同时，可能对机

体产生不同程度的损害，轻则引起不适，重则可
能威胁患者的生命，因此在制药过程中，保证患
者的用药安全是药物治疗的前提。蒙医学善用毒
性药材，以毒攻毒往往可以起到神奇的疗效，而
有些毒性药物性质剧烈，不能直接服用，需要进
行炮制加工来消除或降低药物毒性，保证用药安
全 [69]。但目前蒙医炮制药材的方法较为混乱，一
些通过炮制减毒增效，炮制方法较多的药材 [70]，
如蒙药斑蝥，有醋煮法、醋炙法、米炒法、麸炒
法、豆面炒法、蛤粉炒法等多种炮制方法，均用
来减毒增效 [71]，没有说明哪一种炮制方法较好，
致使研究人员所选方法不定，炮制品出现不同程
度的安全性问题。此外，蒙医对于药材炮制品的
质量控制也缺少一定的标准，炮制过程多凭经验
判断，缺少客观的经验术语表述和精确量化的判
断标准，缺少对蒙药炮制的过程控制和中间品质
量控制 [69]。
　　毒性药材经炮制后毒性成分可减少，但不能
完全消失，因此其在制剂中的用量也需要注意。
现有蒙成药中毒性药物的用量多由蒙医药专家按
临床积累的经验使用 [66]，并且药物在不同复方中
使用剂量的差异很大，最大剂量与最小剂量的比
值在 1 ～ 10 000，大多缺乏现代量效关系研究，
安全隐患大 [72]，应建立严格的使用标准。
　　药物制剂新技术在蒙药中的应用汇总情况见
表 2。
4　结论
　　蒙药制剂研究是一个复杂的系统工程，从传
统蒙药制剂发展到现代蒙药新剂型，蒙医药事业
实现了巨大突破。如蒙药从原有的全草入药发展
到有效成分提取再配伍，药物服用量显著降低；
从传统的汤剂、散剂、丸剂，服用后吸收入血作
用于全身发展到具有靶向性的纳米粒等新剂型，
既能增强药物临床疗效、又能降低药物毒副作用。
但目前为止，蒙药制剂现代化进程与中药相比还
较为缓慢，一些中药常用的制剂新技术，如脂质
体、微球等制备技术仅处于实验室研究阶段，还
未应用到蒙药制剂生产中，固体分散体等其他制
剂新技术在蒙药制剂生产中应用也较少。应加大
蒙药传统剂型改革的发展力度，加强蒙药制备工
艺的创新性研究，使蒙药制剂与临床有效结合，
并更好地应用于临床。
　　此外，蒙药制剂质量状况也有待提高，对于
蒙药材品种不统一，蒙药方剂处方不定以及蒙药
制剂质量及安全性不达标等问题，应明确蒙药材
来源及种类，规范蒙药制剂组方，严格监管蒙药
制剂生产制备过程，建立严格的质量检测标准，
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表 2　药物制剂新技术在蒙药中的应用 
Tab 2　Application of new technology of pharmaceutical preparation in Mongolian medicine

制剂新技术 结构 / 材料 特点 适用药物 文献

薄膜包衣技术 高分子聚合物衣 耐热、防潮、掩味，使制剂质量稳定 适用于易吸湿吸潮，有不良嗅味的蒙药丸剂或

片剂

[37-39]

固体分散技术 固体分散体系 增加难溶性药物溶出度，提高药物生

物利用度

适用于有效成分极性大，口服体内吸收度较低

的药物

[40-41]

微囊与微球制

备技术

微囊或微球，粒径在

1 ～ 250 μm
可掩盖药物不良气味及口味；降低药

物在胃肠道中的不良反应；具有长

效缓释作用

适用于气味较大，以及有效成分在胃肠道内易

被破坏或产生刺激作用的药物

[42-45]

纳米乳制备技

术

胶体分散体系，粒径在

10 ～ 100 nm
改善难溶性药物的溶解性；提高药物

透皮吸收能力

适用于经皮给药，透皮吸收率较小的蒙药方剂 [47-49]

固体脂质纳米

粒制备技术

固态胶粒，粒径在

50 ～ 1000 nm
可载运疏水和亲水性药物，提高药物

稳定性；提高药物生物利用度；具

有缓控释、靶向等优点

适用于有效成分为挥发油或遇光、氧气易引起

变质、可靶向给药的药物

[50-52]

环糊精包合技

术

圆筒立体环状结构 增加药物表观溶解度；掩盖药物的不

良嗅味；提高药物稳定性

适用于有效成分为具有不良嗅味或刺激性的挥

发油等亲脂性成分的药物

[53-56]

透皮给药技术 — 改善药物的皮肤渗透性，促进药物分

子透皮吸收

适用于透皮给药但透皮吸收率较低的蒙药方剂 [59-60]

运用科学的分析方法对蒙药制剂药效物质及毒
性成分进行检测，保证蒙药质量，制备出组方合
理、剂型适宜、工艺先进、质量可靠、疗效显著
的安全稳定的新型蒙药制剂，实现蒙药科学化、
规范化、现代化发展。
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蒙药高灵脂配方颗粒的高效液相色谱指纹图谱及含量测定研究

杨立茹1，刘梦1，韩子璇1，李佳1，张纯刚1，2，3*（1. 辽宁中医药大学药学院，辽宁　大连　116620；2. 长治医学

院药学系，山西　长治　046000；3. 祈蒙股份有限公司，内蒙古　赤峰　024330）

摘要：目的　建立高灵脂配方颗粒高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并测定穗花杉双黄酮和

山柰酚的含量，为高灵脂配方颗粒的质量控制提供参考。方法　采用 COSMOSIL C18 色谱柱，

以甲醇 -0.1% 磷酸溶液为流动相，梯度洗脱，柱温 30℃，流速 1.0 mL·min－ 1，检测波长 350 
nm，建立 15 批高灵脂配方颗粒的 HPLC 指纹图谱，采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（2012 版）”进行相似度评价，并对共有峰进行指认。结果　建立了高灵脂配方颗粒指纹图

谱，标定了 10 个共有峰，指认了 2 个峰，15 批高灵脂配方颗粒相似度均＞ 0.90。含量测定结

果显示，穗花杉双黄酮和山柰酚分别在质量浓度为 1.60 ～ 206.00 μg·mL－ 1 和 1.31 ～ 181.00 
μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好（r ≥ 0.9999），精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小

于 2.0%，平均加样回收率分别为 102.44% 和 100.46%。结论　建立的指纹图谱和含量测定方

法简便、可行、准确、重复性好，可为高灵脂配方颗粒的质量评价提供参考。

关键词：蒙药；高灵脂；配方颗粒；指纹图谱；含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3130-05
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HPLC fingerprint and content determination of Mongolian medicine 
Petauristae Faeces formula granules

YANG Li-ru1, LIU Meng1, HAN Zi-xuan1, LI Jia1, ZHANG Chun-gang1, 2, 3* (1. College of Pharmacy, 
Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian  Liaoning  116620; 2. Department of 
Pharmacy, Changzhi Medical College, Changzhi Shanxi 046000; 3. Qimeng Co., Ltd., Chifeng Inner  
Mongolia  024330)

Abstract: Objective  To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) fingerprint, to 
determine the content of amentoflavone and kaempferol in Petauristae Faeces formula granules, and to 
provide reference for the quality control. Methods  The chromatographic column was COSMOSIL C18. 
The mobile phase was methanol-0.1% phosphoric acid with gradient elution, the column temperature 
was 30℃ , the flow rate was 1.0 mL·min－ 1, and the detection wavelength was 350 nm. The HPLC 
fingerprint of 15 batches of Petauristae Faeces formula granules was established by the similarity 
evaluation system of Traditional Chinese Medicine Chromatographic Fingerprint (2012 version). The 
similarity was evaluated and the common peaks were identified. Results  The fingerprint of Petauristae 
Faeces formula granules was established, 10 common peaks were demarcated and 2 peaks were 
identified. The similarity of 15 batches of Petauristae Faeces formula granules was higher than 0.90. 
There was a good linearity for the mass concentration of amentoflavone and kaempferol at 1.60～206.00 
μg·mL－ 1 and 1.31 ～ 181.00 μg·mL－ 1 (r ≥ 0.9999). The RSDs of precision, stability and 
repeatability tests were all less than 2.0%. The average recovery was 102.44% and 100.46%. Conclusion  
The fingerprint and content determination method are simple, feasible, accurate and repeatable, which 
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　　高灵脂，别名五灵脂，为鼯鼠科动物复齿鼯
鼠 Petaurista xanthotis（Milne-Edwards） 的 干 燥
粪便 [1]，其味苦，气腥臭，具有清热、止痛、止
血化瘀、燥“协日乌素”等功效，常用于肝胆热、
胃热、腹泻、痛风、“协日乌素”病等 [2]。高灵脂
含有黄酮类、酚酸类、三萜类等多种化学成分，
临床常用于治疗胸腹痛、损伤及消化系统疾病等，
具有抗氧化、抗炎、抗动脉粥样硬化、保护胃黏
膜等药理作用 [3]。
　　蒙医药是蒙古族珍贵的文化遗产，也是我国
中医药学重要的组成部分 [4]，但蒙药制剂的发展
相对滞后，限制了蒙医药的推广。蒙药临床大多
以汤散剂入药，服用困难，易呛咳且不易携带，
因此开发蒙药新剂型具有重要意义。为了保留蒙
药传统特色，蒙药配方颗粒以蒙药原粉直接加适
宜辅料制成颗粒状制剂，与传统的汤散剂相比蒙
药配方颗粒服用简单，患者依从性增加且质量稳
定，便于携带 [5]。
　　有报道称鼯鼠喜食侧柏、柏子仁等食物 [6]，
而侧柏的有效成分是黄酮类及双黄酮类化合物，
如穗花杉双黄酮，具有抗炎、抗菌、抗氧化、止
血等作用 [7]，研究发现此药理作用与高灵脂相
似，所以认为穗花杉双黄酮为高灵脂的主要药效
成分 [8]。由于高灵脂为粪便类药材，市场上存在
掺假的问题，如使用老鼠或其他属兔科动物粪便
冒充鼯鼠粪便，或将其他粪便与侧柏叶混合制成
灵脂状 [9]，因此建立高灵脂客观全面的质量评价
体系具有重要意义。本研究建立了 15 批高灵脂配
方颗粒的 HPLC 指纹图谱，对其进行相似度分析，
并在此基础上测定有效成分穗花杉双黄酮的含量，
以期更好地控制高灵脂药材的质量，保证用药安
全，为高灵脂配方颗粒的总体评价及质量控制提
供依据。
1　材料

1.1　试药

　　高灵脂药材粉（祈蒙股份有限公司），高灵脂
配方颗粒（S1 ～ S15）由本实验自制；山柰酚对
照品（纯度：97.4%，中国食品药品检定研究院，
批号：110861-202214），穗花杉双黄酮对照品（纯
度：98%，成都德思特生物技术有限公司，批号：

DST211029-046）；甲醇（瑞典欧森巴克化学公司，
色谱纯），甲醇（天津市科密欧化学试剂有限公
司，分析纯），磷酸为分析纯，纯净水（杭州娃哈
哈集团有限公司）。
1.2　仪器

　　LC-1100 高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司，包括四元泵，VWD 可变波长扫描紫外检测
器，Chemstations 化学工作站），CP225D 十万分
之一电子天平 [ 赛多利斯科学仪器（北京）有限公
司 ]，SG3300H 超声波清洗器（上海冠特超声仪
器有限公司），Y-2 摇摆制粒机（上海天和制药机
械有限公司）。
2　HPLC指纹图谱的建立

2.1　色谱条件 
　　以 COSMOSIL C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）
为色谱柱，以甲醇（A）-0.1% 磷酸水溶液（B）为
流动相进行梯度洗脱（0 ～ 10 min，40% ～ 55%A；
10 ～ 40 min，55%A；40 ～ 50 min，55% ～ 65%A；
50 ～ 53 min，65%A；53 ～ 65 min，65% ～ 80%A；
65 ～ 70 min，80% ～ 85%A；70 ～ 75 min，
85% ～ 40%A）；流速 1.0 mL·min－ 1；柱温 30℃；
检测波长 350 nm；进样量 10 μL。
2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品溶液的制备　分别精密称定山
柰酚、穗花杉双黄酮对照品适量，分别置于 10 
mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释，制成质量浓度
分别为 18.1、17.0 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.2　高灵脂配方颗粒的制备　分别取过 100 目
筛 15 批高灵脂粉末 200 g，加适宜辅料和润湿剂
混合均匀，制成“握之成团，轻捏即散”的软材，
使用摇摆制粒机制粒，干燥、整粒、分装，得到
实验室自制的 15 批高灵脂配方颗粒。
2.2.3　供试品溶液的制备　取高灵脂配方颗粒适
量，研细，取约 0.8 g，置 10 mL 量瓶中，加甲醇
适量，超声溶解（功率 180 W，频率 59 kHz）1 h，
放至室温，加甲醇定容至刻度线，摇匀，过 0.22 
μm 微孔滤膜，取续滤液，即得。
2.3　方法学考察

2.3.1　精密度试验　取高灵脂配方颗粒（S1），按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下

can provide reference for the quality evaluation of Petauristae Faeces formula granules. 
Key words: Mongolian medicine; Petauristae Faeces; formula granule; fingeprint; content 
determination
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色谱条件连续进样测定 6 次，记录色谱图。结果
以穗花杉双黄酮为参照峰，10 个共有峰的相对保
留时间 RSD ≤ 0.17%，相对峰面积 RSD ≤ 1.4%，
表明仪器精密度良好。
2.3.2　稳定性试验　取高灵脂配方颗粒（S1），按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下
色谱条件分别于 0、2、4、8、12、24 h 进样，结果
以穗花杉双黄酮为参照峰，10 个共有峰的相对保
留时间 RSD ≤ 0.25%，相对峰面积 RSD ≤ 3.4%，
表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.3.3　重复性试验　取高灵脂配方颗粒（S1），共
6 份，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，进样
分析，结果以穗花杉双黄酮为参照峰，10 个共
有峰的相对保留时间 RSD ≤ 0.19%，相对峰面积
RSD ≤ 1.9%，表明该方法重复性良好。
2.3.4　指纹图谱的建立及相似度分析　取 15 批高
灵脂配方颗粒样品，按“2.2.3”项下方法制备供试
品溶液，进样分析，记录各批次高灵脂配方颗粒
样品指纹图谱。采用“中药色谱指纹图谱相似度评
价系统（2012 版）”进行分析，以 S6 为参照图谱，
采用中位数法经多点校正后生成指纹图谱（见图
1）和混合对照指纹图谱（见图 2），共标定 10 个共
有峰，经对照品指认确定：4 号峰为山柰酚，6 号
峰为穗花杉双黄酮。根据对照图谱 R 和样品指纹
图谱计算相似度，结果见表 1。15 批高灵脂配方

颗粒与对照指纹图谱 R 的相似度均＞ 0.90。

图 1　15 批高灵脂配方颗粒 HPLC 指纹图谱

Fig 1　HPLC fingerprints of 15 batches of Petauristae Faeces formula 
granules

图 2　混合对照品（A）和高灵脂配方颗粒（B）高效液相色谱图

Fig 2　HPLC chromatogram of mixed reference（A）and Petauristae 
Faeces formula granules（B）

4. 山柰酚（kaempferol）；6. 穗花杉双黄酮（amentoflavone）

表 1　15 批高灵脂配方颗粒的相似度评价结果 
Tab 1　Similarity of 15 batches of Petauristae Faeces formula granules

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 R

S1 1.000 1.000 0.997 0.996 0.997 0.998 0.999 0.993 0.998 0.997 0.997 0.996 0.998 0.995 0.996 0.999

S2 1.000 1.000 0.997 0.996 0.997 0.998 0.999 0.994 0.999 0.998 0.997 0.996 0.997 0.995 0.996 0.999

S3 0.997 0.997 1.000 1.000 0.992 0.994 1.000 0.988 0.994 0.999 0.992 0.991 1.000 0.999 0.999 0.999

S4 0.996 0.996 1.000 1.000 0.989 0.992 0.999 0.984 0.992 0.998 0.989 0.988 0.999 1.000 0.999 0.997

S5 0.997 0.997 0.992 0.989 1.000 1.000 0.995 0.999 0.999 0.995 1.000 1.000 0.991 0.988 0.988 0.997

S6 0.998 0.998 0.994 0.992 1.000 1.000 0.996 0.998 1.000 0.997 1.000 0.999 0.993 0.990 0.990 0.998

S7 0.999 0.999 1.000 0.999 0.995 0.996 1.000 0.991 0.997 0.999 0.995 0.994 0.999 0.998 0.998 1.000

S8 0.993 0.994 0.988 0.984 0.999 0.998 0.991 1.000 0.998 0.992 0.999 1.000 0.986 0.983 0.983 0.994

S9 0.998 0.999 0.994 0.992 0.999 1.000 0.997 0.998 1.000 0.996 1.000 0.999 0.994 0.991 0.991 0.998

S10 0.997 0.998 0.999 0.998 0.995 0.997 0.999 0.992 0.996 1.000 0.995 0.995 0.997 0.997 0.996 0.999

S11 0.997 0.997 0.992 0.989 1.000 1.000 0.995 0.999 1.000 0.995 1.000 1.000 0.991 0.988 0.988 0.997

S12 0.996 0.996 0.991 0.988 1.000 0.999 0.994 1.000 0.999 0.995 1.000 1.000 0.989 0.987 0.987 0.996

S13 0.998 0.997 1.000 0.999 0.991 0.993 0.999 0.986 0.994 0.997 0.991 0.989 1.000 0.999 1.000 0.998

S14 0.995 0.995 0.999 1.000 0.988 0.990 0.998 0.983 0.991 0.997 0.988 0.987 0.999 1.000 1.000 0.997

S15 0.996 0.996 0.999 0.999 0.988 0.990 0.998 0.983 0.991 0.996 0.988 0.987 1.000 1.000 1.000 0.997

R 0.999 0.999 0.999 0.997 0.997 0.998 1.000 0.994 0.998 0.999 0.997 0.996 0.998 0.997 0.997 1.000

3　含量测定

3.1　溶液的制备

　　精密称取穗花杉双黄酮和山柰酚对照品，加
入甲醇制成含 20.6 μg·mL－ 1 穗花杉双黄酮和
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图 3　空白溶剂（A）、混合对照品（B）、高灵脂配方颗粒供试品（C）的高效液相色谱

Fig 3　HPLC chromatogram of blank solvent（A），mixed reference substances（B）and Petauristae Faeces formula granules test sample（C）

1. 山柰酚（kaempferol）；2. 穗花杉双黄酮（amentoflavone）

18.1 μg·mL－ 1 山柰酚的混合对照品溶液。供试
品溶液的制备方法同“2.2.3”项下。
3.2　方法学考察

3.2.1　专属性试验　取甲醇（空白溶剂）、混合对

照品溶液、供试品（S1）溶液适量，按“2.1”项
下色谱条件进样测定，结果见图 3，供试品、混
合对照品溶液在相应保留时间处有相同色谱峰，
且空白溶剂无干扰，表明该方法专属性良好。

3.2.2　精密度试验　取供试品溶液（S1），按
“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，记录峰面
积 [10]。结果显示穗花杉双黄酮和山柰酚的峰面积
RSD 值分别为 0.29% 和 0.70%（n ＝ 6），表明仪器
精密度良好。
3.2.3　稳定性试验　取供试品溶液（S1），分别于
0、2、4、8、12、24 h 进样测定，记录峰面积。结
果显示穗花杉双黄酮和山柰酚的峰面积 RSD 值分
别为 1.7% 和 1.9%（n ＝ 6），表明供试品溶液在 24 
h 内稳定性良好。
3.2.4　重复性试验　取高灵脂配方颗粒（S1），共
6 份，制备成供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件
进样测定，记录峰面积并用外标法计算样品的含
量。结果显示穗花杉双黄酮和山柰酚的平均含量分
别为 0.032% 和 0.0014%，RSD 值分别为 0.52% 和
1.6%，表明该方法重复性良好。
3.2.5　线性关系考察　取穗花杉双黄酮和山柰酚
对照品，用甲醇溶解并逐级稀释，制成穗花杉双
黄酮质量浓度分别为 1.61、3.22、6.44、12.88、
25.75、51.50、103.00、206.00 μg·mL－ 1 和山柰酚
质量浓度分别为 1.31、1.81、2.26、3.62、4.53、9.05、
18.10、181.00 μg·mL－ 1 的对照品溶液，进样测定，
记录峰面积。以对照品质量浓度（X，μg·mL－ 1）
为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，
绘制标准曲线，计算回归方程。结果穗花杉双黄
酮和山柰酚回归方程分别为 Y ＝ 37.12X － 22.72
（r ＝ 0.9999）和 Y ＝ 39.49X － 17.70（r ＝ 1.000），
表明穗花杉双黄酮在 1.61 ～ 206.00 μg·mL－ 1、山
柰酚在 1.31 ～ 181.00 μg·mL－ 1 与峰面积线性关

系良好。
3.2.6　加样回收试验　取已知含量的供试品溶液
6 份，分别按照对照品加入量与供试品中相应成
分含量的比为 1∶1 的量精密加入穗花杉双黄酮
和山柰酚对照品 [11]，进样测定，测得穗花杉双黄
酮和山柰酚的平均加样回收率分别为 102.44% 和
100.46%，RSD 分别为 1.2% 和 1.9%，表明该方
法回收率良好。
3.2.7　样品含量测定　取 15 批高灵脂配方颗粒，制
备成对应供试品溶液，进样测定，计算穗花杉双黄
酮和山柰酚的含量，结果见表 2，表明不同批次样
品间穗花杉双黄酮和山柰酚的含量存在一定差异。

表 2　穗花杉双黄酮和山柰酚含量测定结果 (%) 
Tab 2　Content of amentoflavone and kaempferol (%)

编号 穗花杉双黄酮 山柰酚 编号 穗花杉双黄酮 山柰酚

S1 0.039 0.0023 S9 0.040 0.0018

S2 0.040 0.0021 S10 0.034 0.0021

S3 0.036 0.0024 S11 0.035 0.0015

S4 0.038 0.0026 S12 0.033 0.0015

S5 0.030 0.0014 S13 0.045 0.0030

S6 0.033 0.0016 S14 0.042 0.0031

S7 0.041 0.0023 S15 0.039 0.0029

S8 0.030 0.0014

4　讨论

4.1　色谱条件的优化

　　本试验考察了不同检测波长（265、300、350 
nm）、不同流动相体系（甲醇 - 水、甲醇 -0.1% 磷酸
水溶液）、不同柱温（25、30、35℃）、不同流速（0.8、
1.0、1.2 mL·min－ 1）对测定结果的影响。结果表明，
检测波长在 350 nm、流动相为甲醇 -0.1% 磷酸水溶
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液、柱温为 30℃、流速为 1.0 mL·min－ 1 时，色谱
峰基线平稳、各色谱峰峰形与分离度较好。
4.2　供试品提取条件的优化

　　本试验考察了不同提取方式（超声、回流）、
不同提取溶剂（40%、60%、80%、100% 甲醇）、
不同提取时间（30、60、90 min）对有效成分的影
响，结果表明使用 100% 甲醇溶剂超声提取 1 h，
提取效率高，有效成分含量最大。
4.3　指纹图谱及含量测定结果分析

　　本试验对 15 批高灵脂配方颗粒样品进行指
纹图谱分析，结果 15 批样品指纹图谱相似度均
大于 0.9，表明不同批次样品化学成分具有较好
的一致性，且所用的 HPLC 指纹图谱方法具有良
好的稳定性与特征性。15 批次高灵脂配方颗粒中
有效成分穗花杉双黄酮含量在 0.030% ～ 0.045%，
表明不同批次间其成分含量具有一定差异。目
前高灵脂药材并没有收录于《中国药典》，仅在
2020 年版《内蒙古蒙药饮片炮制规范》中收录，
检测项目有性状检查、薄层鉴别、水分检查等，
无含量测定项目 [12]，缺少明确的质量标准、难以
实现对高灵脂配方颗粒质量的准确描述和评价。
本文建立的穗花杉双黄酮的含量测定方法对制订
高灵脂配方颗粒物质基准的质量标准具有一定的
指导意义 [13]。
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抗肠道致病菌化合物筛选及其体外抗肿瘤活性研究

王芳芳1，2，白学鑫1，黄亚辉1，刘娜1*，盛春泉1*（1. 海军军医大学药学系，上海　200433；2. 海军军医大学海

军特色医学中心，上海　200433）

摘要：目的　采用具核梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆菌对化合物库（包括上市药物库和天然产物

库）进行抑制剂筛选，以获得具有成药前景的抗肠道致病菌先导化合物。方法　本研究通过参考

《厌氧菌药物敏感性试验方法 - 第七版》中的微量肉汤稀释法对 5073 个化合物进行体外抗肠道致

病菌抑制活性筛选，并测定初筛阳性化合物对结肠癌细胞 HCT116 的抗肿瘤活性，以及致病菌

与肿瘤细胞共孵育环境下化合物的抗肿瘤活性，从而获得具有抗肠道致病菌活性的先导化合物。

结果　从 5073 个化合物中共获得 240 个具有抗肠道致病菌活性的化合物，初筛阳性率为 4.73%；

进一步测定它们对结肠癌细胞的体外抗肿瘤活性，获得 48 个具有明显抑制活性的化合物，总体

阳性率为 0.95%。结论　基于生物活性化合物库的表型筛选可以有效识别活性化合物，发现有潜

力的苗头化合物和先导化合物，为发现新型小分子抗感染和抗肿瘤药物提供有效工具。

关键词：肠道致病菌；具核梭杆菌；产肠毒素脆弱拟杆菌；表型筛选；抗肿瘤活性
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Screening and antitumor activity of leading compounds against  
intestinal pathogens in vitro

WANG Fang-fang1, 2, BAI Xue-xin1, HANG Ya-hui1, LIU Na1*, SHENG Chun-quan1* (1. Department 
of Pharmacy, Navy Medical University, Shanghai  200433; 2. Navy Medical Center, Navy Medical 
University, Shanghai  200433)

Abstract: Objective  To screen inhibitors in the compound library (including the marketed drug library 
and the natural product library) with Fusobacterium nucleatum and enterotoxigenic Bacteroides fragilis 
to obtain the leading compound against intestinal pathogens with the prospect of being a patent drug. 
Methods  Totally 5073 compounds were screened for their in vitro anti-intestinal pathogenic bacteria 
inhibitory activities by referring to the microbroth dilution method in the“Anaerobic bacteria drug 
Sensitivity Test Method (7th Edition)”. The antitumor activities of the positive compound against 
colon cancer cell HCT116, as well as the co-incubation environment of pathogenic bacteria and tumor 
cells were determined to obtain the leading compounds with anti-intestinal pathogenic bacteria activity. 
Results  Totally 240 active compounds were obtained, and the positive rate was 4.73%. The antitumor 
activity of these compounds against the colon cancer cells in vitro was further determined, and 48 
compounds with obvious inhibitory activity were obtained, with an overall positive rate of 0.95%. 
Conclusion  Phenotypic screening based on bioactive compound library can effectively identify active 
compounds, find potential seedling compounds and leading compounds, and provide an effective tool 
for the discovery of novel small molecule anti-infection and anti-tumor drugs. 
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　　据统计，全球每年约有 90 万人死于结直肠
癌（colorectal cancer，CRC），结直肠癌已成为第
三大致命癌症 [1]。2022 年统计数据显示，在中国
结直肠癌发病率仅次于肺癌，位居第二位，死亡
率位居第五位，进展期癌症患者的五年生存率不
足 50%，严重威胁人类生命健康 [2]。诱发结直肠
癌的因素是多方面的，包括饮食、遗传、不良生
活习惯、肠道微生态改变等 [2-3]。
　　近年来，肠道微生物群失衡被认为和结直肠
癌的发病机制相关，具核梭杆菌（Fusobacterium 
nucleatum，FN）和产肠毒素脆弱拟杆菌（entero-
toxigenic Bacteroides fragilis，ETBF） 等 具 有 致
癌可能的特定病原体被发现参与结直肠癌的发
生发展 [4-5]。正常情况下，肠道微生物能够促进肠
道健康和保持肠道内环境稳定。然而，当肠道内
的细菌如具核梭杆菌、产肠毒素脆弱拟杆菌等菌
群失衡时，就会给人体健康造成影响。目前，关
于具核梭杆菌、产肠毒素脆弱拟杆菌等肠道致病
菌的关键蛋白结构、致病机制尚不清楚，选择性
药物也未见报道，因而，针对肠道致病菌开展基
于结构的合理药物设计存在困难。
　　表型筛选在药物研发中起到重要作用。相比
于基于靶点的药物筛选，表型筛选通过直接评估
化合物在细胞水平的活性，可以有效识别活性化
合物，发现有潜力的苗头化合物和先导化合物，
是发现新型小分子抗感染和抗肿瘤药物的有效工
具。本实验采用《厌氧菌药物敏感性试验方法 -
第七版》中的微量肉汤稀释法对从上海陶素生物
科技有限公司购买的化合物进行体外抗肠道致病
菌抑制活性筛选，以获得具有抗肠道致病菌活性
的结构新颖的先导化合物，为抗结直肠癌新药研
发提供新的化合物来源和设计策略。
1　材料
　　具核梭杆菌（ATCC 23726）和产肠毒素脆弱
拟杆菌（ATCC 43860）（美国模式菌种收集中心），
培养人结直肠癌细胞系 HCT116、SW480（上海
中国科学院细胞中心），测试化合物（上海陶素生
物科技有限公司），蛋白胨、酵母浸膏、营养肉
汤等培养液（美国 BD 公司），糖类、抗菌药物、
缓冲液、培养基等其他基础试剂（上海生工生物
科技有限公司）；CCK-8 检测试剂盒（上海碧云
天生物技术有限公司）。

2　方法
2.1　菌株培养
　　从－ 80℃冰箱挑取 10 μL 冻存菌株于 10 mL
肉汤液体培养基中活化，置于 37℃厌氧罐中静置
培养 24 h 后，吸取 10 μL 一次活化的菌株于新的
10 mL 肉汤液体培养基中，相同条件下继续培养
24 h。取二次活化好的菌液接种于沙氏葡萄糖琼
脂（SDA）培养基中，35℃静置培养 48 h。实验
时挑取单克隆菌落置于肉汤液体培养基中，静置
培养 24 h 至对数生长期用于后续实验。
2.2　抗肠道致病菌活性测定
　　使用麦氏浊度标准管在比浊仪上定标，注意
使用前应轻轻颠倒均匀，标准管应显示中间绿色
灯亮，此时菌原液浓度刚好为1×108 cells·mL－1。
取 50 mL 离心管，加入 36 mL 布氏肉汤培养液和
4 mL 马血（浓度为 50%），再加入 4 mL 菌原液，
即为实验用菌悬液。将配制好的菌悬液涡旋混匀
后加入 96 孔细胞培养板中，每孔加入 100 μL，
化合物从 64 μg·mL － 1 开始依次倍半稀释，使其
终质量浓度为 64 ～ 0.125 μg·mL － 1。将 96 孔细
胞培养板置于厌氧箱中并放入 35℃恒温培养箱中
静置培养 48 h，培养完成后使用酶标仪测定每孔
细菌在 630 nm 处的光密度值（OD630），平行测定
3 次。取抑制率≥ 100% 时所对应的最小浓度即
为该化合物的最低抑菌浓度（MIC）。
2.3　抗肿瘤细胞活性测试
　　提前一日复苏细胞并放入细胞培养箱中培养，
第 2 日观察，待细胞生长到汇合率为 80% ～ 90%
时，将细胞消化离心，弃上层培养基并将细胞稀
释后进行计数；细胞浓度为 6×104 cells·mL－ 1，
依次加入96孔板中，每孔100 μL，置于37℃，5% 
CO2 培养箱内培养 24 h 后将细胞培养板内的培养
液全部吸弃，加入含有不同浓度待测化合物的细
胞培养液 100 μL，在 37℃、5% CO2 培养箱中继
续培养 72 h，移除上层培养液。采用 CCK-8 法测
定肿瘤细胞增殖情况，使用酶标仪在 450 nm 波长
处测定 OD 值，计算化合物的抑制率，然后将抑
制率导入软件 Graphpad Prism 8 进行曲线拟合并计
算 IC50 值。
2.4　肠道致病菌与结肠癌细胞互作实验
　　将对数生长期细胞消化离心，弃上清液，将细
胞稀释后进行计数，细胞浓度为6×104 cells·mL－1，

Key words: intestinal pathogen; Fusobacterium nucleatum; enterotoxigenic Bacteroides fragilis; 
phenotypic screening; antitumor activity
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依次加入 96 孔板中，每孔 100 μL。然后将 96 孔板
置于培养箱培养 48 h，待细胞贴壁且生长汇合率达
到 40% 左右时，转入真菌培养箱继续培养；考察化
合物对致病菌与肿瘤细胞在互作条件下的影响，首
先将活化好的菌株加入离心管离心（4000 r·min－ 1，
10 min），弃掉上清，用空白 DMEM 培养基稀释并
吹打均匀，用比浊仪对菌液浓度进行计数，使其浓
度为 1×108 cells·mL－ 1。按照细菌感染细胞的比
例（MOI）配制菌悬液，即 500 μL 菌原液加入到 10 
mL DMEM 培养基中。接下来将细胞培养板内的旧
的培养液全部吸弃，依次将 100 μL 配制好的菌悬液
加入到细胞培养板中。同时化合物用含 10% 血清
的 DMEM 培养液按照不同浓度梯度进行稀释，按
照从低浓度至高浓度顺序依次将稀释好的含有化合
物的培养液 100 μL 加入到细胞培养板中。最后将
培养板放入培养箱中培养 72 h，采用 CCK-8 法测
定肿瘤细胞增殖情况，使用酶标仪在 450 nm 波长
处测定细胞 OD 值，计算化合物的抑制率，将抑制
率导入软件 Graphpad Prism 8 进行曲线拟合并计算
IC50 值。

3　结果
3.1　抗具核梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆菌体外活
性筛选
　　本研究对市售商业化合物库中 5073 个化合物（其
中 FDA 批准上市药物 2272 个，天然产物 2801 个）进
行抗菌活性筛选，测试的两个菌株分别为具核梭杆菌
和产肠毒素脆弱拟杆菌。以化合物的 MIC 值来评价
其体外抗肠道致病菌活性。
　　从适应证和靶点角度出发，将抗菌活性筛选
中具有抑制活性的药物进行了分类（上市药物、
天然产物和抗菌药物）和总结。其中上市药物分
为抗肿瘤药物、中枢神经系统药物、心血管系统
药物、内分泌系统药物、呼吸系统药物、免疫系
统药物、抗菌药物以及其他类等 8 类。从 5073
个化合物中共获得 240 个具有抗肠道致病菌活性
的化合物，初筛阳性率为 4.73%；其中从 2272 个
上市药物中获得 147 个活性化合物，初筛阳性率
为 6.47%；从 2801 个天然产物中获得 93 个活性
化合物，初筛阳性率为 3.32%（见图 1）。

图 1　基于表型筛选发现抗肠道致病菌活性化合物分类

Fig 1　Classification of active compounds against enteric pathogens based on phenotypic screening

3.2　抗肠道致病菌活性化合物分类总结

　　经体外抗肠道致病菌活性筛选，结果如图 2 和
图 3 所示。
　　在抗肿瘤药物中，安罗替尼、索拉非尼和
地那西利等抗肿瘤药物对具核梭杆菌和产肠毒
素脆弱拟杆菌均具有中等抑制活性（MIC ＝ 16 
μg·mL－ 1）。查阅文献发现，具有抑菌活性的抗
肿瘤化合物大多数为酪氨酸激酶抑制剂，主要用
于治疗急性髓性白血病和非小细胞肺癌，靶标包
括 Fms 样酪氨酸激酶 3（FLT-3）[6]，干细胞生长

因子受体（c-kit）[7]、巨噬细胞集落刺激因子受体
（Fms）[8] 等。它们主要分布于造血细胞和神经组
织，也存在于胎盘、性腺和脑组织中，对造血细
胞和淋巴细胞的增殖起关键作用 [6]。其中 c-kit 是
酪氨酸激酶受体蛋白家族的重要成员之一，作为
干细胞因子的受体，可以通过一系列信号通路参
与造血干细胞增殖分化和调控 [7]。
　　五氟利多、芬戈莫德、氟哌噻屯和替加色
罗等中枢神经系统药物对具核梭杆菌和产肠毒素
脆弱拟杆菌具有中等抑制活性（MIC ＝ 16 ～ 32 
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μg·mL － 1）。该类药物主要作用于多巴胺受体，
用于治疗帕金森综合征和精神分裂症。其中普拉
克索为一种选择性作用于多巴胺 D3 受体的多巴
胺激动剂，可明显减少帕金森病静息时的震颤 [9]。
五氟利多用于治疗各型精神分裂症，更适用于病
情缓解患者的维持治疗 [9-10]。
　　心血管系统药物决奈达隆对具核梭杆菌和产
肠毒素脆弱拟杆菌具有中等抑制活性（MIC ＝ 16 
μg·mL－ 1）。另外，依他尼酸、胺碘酮、洛伐他丁、
左西孟旦和替格瑞洛等药物具有一定的抑菌活性
（MIC ＝ 32 μg·mL － 1）。
　　呼吸系统药物左旋葡聚糖对具核梭杆菌和
产肠毒素脆弱拟杆菌抑制活性较好（MIC ＝ 4 
μg·mL－ 1）。左旋葡聚糖用于囊性纤维化相关呼吸
道感染。另外，葡聚糖很难被胃肠道消化，同时又
是肠道微生物喜欢的营养物质，能够促进双歧杆菌
和乳酸菌生长，发酵后产生的酸性物质有较强的抑
菌杀菌作用，进而抑制病原体的生长繁殖 [11]。
　　内分泌系统中测试药物为大多为激素类，对
具核梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆菌抑制活性一般，
MIC 在 32 μg·mL－ 1 和 64 μg·mL－ 1 左右。例如：
他莫昔芬（MICFN ＝ 32 μg·mL － 1，MICETBF ＝ 64 
μg·mL－ 1）。
　　值得注意的是，免疫系统药物金诺芬对具核梭
杆菌（MIC ＝ 2 μg·mL－ 1）和产肠毒素脆弱拟杆
菌（MIC ＝ 1 μg·mL－ 1）具有优秀的体外抑制活性。

金诺芬是一种金属盐，已获得美国食品药品监督管
理局批准作为治疗类风湿关节炎药物。同时它也被
认为具有抑制肠道细菌生长的作用，并有可能作为
一种抗肿瘤药物而重新使用 [12-13]。
　　由于大多数的抗菌药物是杀菌药，因此普遍都
对具核梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆菌表现出优秀的
抑制活性。例如：益康唑（MIC ＝ 0.5 μg·mL － 1）、
克拉霉素（MICFN ＝ 1 μg·mL － 1），MICETBF ＝ 0.5 
μg·mL － 1）、司帕沙星（MICFN ＝ 4 μg·mL － 1，
MICETBF ＝ 4 μg·mL － 1）、拉氧头孢钠（MICFN ＝ 4 
μg·mL － 1，MICETBF ＝ 8 μg·mL － 1）
　　天然产物具有化学结构和生物活性多样性，其
活性筛选对发现有潜力的苗头化合物具有重要意
义。在天然产物化合物库筛选中，我们发现了多
个化合物对具核梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆菌都具
有抑制活性，例如环庚三烯芬酮（MICFN ＝ 0.125 
μg·mL － 1、MICETBF ＝ 0.125 μg·mL － 1）、4- 羟基
邻苯二甲酸（MICFN ＝ 0.25 μg·mL－ 1、MICETBF ＝

1 μg·mL － 1）、 香 豆 酮（MICFN ＝ 2 μg·mL － 1、
MICETBF ＝ 2 μg·mL － 1）、小茴香酮（MICFN ＝ 2 
μg·mL－ 1、MICETBF ＝ 2 μg·mL－ 1）、7- 甲氧基黄
酮（MICFN ＝ 4 μg·mL－ 1、MICETBF ＝ 4 μg·mL－ 1）、
滨 蒿 内 酯（MICFN ＝ 4 μg·mL － 1、MICETBF ＝ 4 
μg·mL－ 1）、二氢茉莉酮（MICFN ＝ 4 μg·mL－ 1、
MICETBF ＝ 4 μg·mL － 1）、 三 叶 苷（MICFN ＝ 4 
μg·mL－ 1、MICETBF ＝ 8 μg·mL－ 1）等。
3.3　优选化合物体外抗肿瘤细胞活性测试

　　基于体外抗具核梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆
菌药物筛选结果，本研究挑选抑菌活性较好的 48
个化合物进行了体外抗肿瘤细胞活性测试（测试细
胞为结肠癌细胞 HCT116）。测试结果如表 1 所示，
其中天然产物2- 脱氧鸟苷 IC50值为0.34 μmol·L－1，
溴柳氯苯胺 IC50 值为 0.81 μmol·L － 1，毛蕾异黄
酮苷 IC50 值 1.31 μmol·L－ 1，金诺芬 IC50 值为 0.29 
μmol·L－ 1，五氟利多 IC50 值为 2.51 μmol·L－ 1，
以上结果表明化合物金诺芬对肿瘤细胞抑制活性
较好，具有进一步研究的潜力。
3.4　致病菌与肿瘤细胞共孵育实验

　　为了进一步研究优选化合物对致病菌与肿瘤
细胞的共同抑制作用，从上述实验结果中优选
6 个化合物（每个系统选 1 个代表性药物）进行
致病菌与肿瘤细胞共孵育实验。结果见表 2，罗
拉吡坦、索拉非尼、金诺芬、五氟利多、益康
唑和三氯苯达唑在致病菌与结肠癌细胞 SW480
共孵育条件下 IC50 值均有所降低（见图 4）。特

图 2　抗具核梭杆菌活性化合物的 MIC 值

Fig 2　MIC of active compounds against Fusobacterium nucleatum

图 3　抗产肠毒素脆弱拟杆菌活性化合物的 MIC 值

Fig 3　MIC of active compounds against enterotoxigenic Bacteroides 
fragilis
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别是，金诺芬对结肠癌细胞 SW480 的 IC50 值为
8.31 μmol·L － 1，而在与具核梭杆菌共孵育条
件下 IC50 值下降为 4.19 μmol·L － 1，与产肠毒
素脆弱拟杆菌共孵育条件下 IC50 值下降为 4.94 
μmol·L － 1，提示该化合物在抑制肠道致病菌的
同时可以提升抗肿瘤活性，是一个有潜力的具有
抗肠道致病菌和抗肿瘤双重作用的先导化合物，
值得进一步研究。
4　讨论

　　肠道微生物群调控结直肠癌发生发展的途径
有以下几种：一是共生细菌或其产物的浸润激活

图 4　致病菌与肿瘤细胞共孵育实验（化合物 IC50 拟合曲线）

Fig 4　Co-incubation experiment of enteric pathogens and tumor cells（partial compound IC50 fitting curve）

表 2　致病菌与肿瘤细胞共孵育时化合物的体外抗肿瘤细胞活性

(IC50，μmol·L － 1) 
Tab 2　In vitro antitumor cell activity of compounds incubated with 

enteric pathogens and tumor cells (IC50，μmol·L － 1)

化合物

IC50

具核梭杆菌＋

SW480
产肠毒素脆弱拟杆

菌＋ SW480
SW480

罗拉吡坦 4.20 5.41   6.36

索拉非尼 1.64 1.91   2.20

金诺芬 4.19 4.94   8.31

五氟利多 3.26 4.18   3.70

益康唑 4.85 5.12   6.45

三氯苯达唑 9.45 9.65   9.91

表 1　化合物体外抗肿瘤细胞活性 (μmol·L － 1) 
Tab 1　Antitumor cell activity of the compounds in vitro (μmol·L － 1)

化合物 IC50 化合物 IC50 化合物 IC 50

金诺芬   0.29 色瑞替尼 11.05 7- 甲氧基黄酮 26.78

五氟利多   2.51 索拉非尼   2.61 滨蒿内酯 23.18

环吡酮   7.36 恩曲替尼   1.15 鬼臼脂酮 56.64

决奈达隆   4.71 他莫昔芬   4.32 2- 脱氧鸟苷   0.34

罗拉吡坦   4.17 舍他康唑   4.17 十九烷酸 13.78

苄索氯铵   5.55 咪康唑   5.76 毛蕾异黄酮苷   1.31

胺碘酮   3.42 益康唑   3.51 5- 氨基戊酸 11.20

地舍平   5.78 异康唑   3.74 去氧孕烯 25.07

替格瑞洛   4.88 布康唑   2.66 3- 吲哚乙腈   6.08

溴柳氯苯胺   0.81 唑哒喹   2.05 5- 氯 -8- 羟基喹啉   2.48

奈非那韦   3.92 芥酸   2.14 马尿酸   0.74

双硫氧吡啶   2.42 氨基蝶呤 11.20 雌酚酮 51.22

三氯苯咪唑 27.90 来氟米特 10.15 氧化芍药苷 43.26

山柰酚 43.64 γ- 葵内酯 51.23 泰比培南酯 52.37

氟芬那酸 48.23 土贝母苷 50.12 7- 羟基黄烷酮 63.29

木五塘 49.25 多巴胺 42.35 辣椒素 59.61

肿瘤相关的髓系细胞，诱导肿瘤细胞产生炎症反
应，二是肠道内的致病菌及其产生的毒力因子黏

附在结肠上皮细胞上，促进肿瘤发生；三是细菌
产生的基因毒素导致结肠上皮细胞中 DNA 损伤
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并加重结直肠癌的发展；四是在慢性炎症的刺激
下，炎症细胞可以产生活性氧和活性氮，而导致
DNA 损伤；此外还包括一些细菌代谢产物，例如
次生胆汁酸、硫化氢和亚硝基复合物，也会导致
DNA 损伤，从而增加结直肠癌的发生率 [14-17]。
　　随着结直肠癌的发病率和死亡率逐年升高，
肠道致病菌作为与结直肠发生相关的关键病原
体，正成为近年来研究的热点。然而由于靶标不
明确，作用机制不了解，使得开发靶向这些关键
病原体的药物研发变得困难重重。于是以化合物
活性为导向、暂不关注其作用机制的研究策略将
更有可能获得结构新颖、作用机制独特且具有成
药前景的先导化合物来源。本研究对市售商业化
合物库中 5073 个化合物进行体外抗肠道致病菌
活性筛选并进行分类总结。同时基于体外抗具核
梭杆菌和产肠毒素脆弱拟杆菌药物筛选结果，挑
选了抑菌活性较好的 48 个化合物进行了体外抗
肿瘤细胞活性测试，结果发现金诺芬等化合物对
肿瘤细胞（HCT116）均具有较好的抑制活性。金
诺芬临床上用于治疗风湿病，既不属于抗菌药物
也不属于抗肿瘤药物，然而对肿瘤细胞具有抑制
活性，因而具有开发成全新作用机制抗肿瘤药物
的潜力。此外，还选取了 6 个抗肿瘤细胞活性较
好的化合物进行了致病菌与肿瘤细胞共孵育实
验，测试了两者互作条件下化合物的抗肿瘤细胞
活性变化，研究发现金诺芬在致病菌与肿瘤细胞
共孵育条件下可以显著提升药物的抗肿瘤活性，
既能在抑制肠道致病菌活性的同时又发挥抑制肿
瘤细胞增殖作用，从而实现协同增效的目的。
　　通过表型筛选，我们发现了很多不同作用系
统、不同作用机制的药物都具有抑制具核梭杆菌和
产肠毒素脆弱拟杆菌活性，这也为后续研究提供了
很好的化合物来源。对于表型筛选获得的高活性化
合物，特别是一些具有较好抗肿瘤活性、高效低毒
的非抗肿瘤药物，可以基于药物重定位策略对其进
行生物活性评价和初步的作用机制研究，具有很好
的开发前景。对于活性一般的化合物，也可以通过
结构改造和优化，提升其抑菌活性和抗肿瘤活性，
为开发新型靶向结直肠癌药物提供新的来源。
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深海来源帚状弯孢聚壳菌（Eutypella scoparia W2） 
的化学成分研究

胡曼宜1，蒋家阳1，2，徐琳1，刘柱2，杨献文1*（1. 自然资源部第三海洋研究所海洋生物遗传资源重点实验室，福
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摘要：目的　研究深海来源帚状弯孢聚壳菌的化学成分。方法　采用硅胶柱色谱、葡聚糖凝

胶色谱、高效液相色谱等现代色谱分离技术，对帚状弯孢聚壳菌的发酵粗提物进行系统的分

离纯化，对所获得的化合物采用核磁等波谱数据分析，最终确定其化学结构，并对其进行抑菌

活性测试。结果　从帚状弯孢聚壳菌中分离获得了 6 个天然化合物，分别鉴定为 penicopeptide 
A（1）、viridicatin（2）、cyclopenol（3）、ergosterol peroxide（4）、pestalotiopin A（5）、4-methyl-5，
6-dihydropyren-2-one（6）。6 个化合物对 4 种致病菌均未显示出很强的抑制活性（在 20 μmol·L－ 1

浓度下，抑菌率低于 50%）。结论　化合物 1、2、3、5、6 均为首次从该属真菌中分离得到。

关键词：深海；真菌；帚状弯孢聚壳菌；化学成分
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Chemical constituents of deep-sea-derived Eutypella scoparia W2

HU Man-yi1, JIANG Jia-yang1,2, XU Lin1, LIU Zhu2, YANG Xian-wen1* (1. Key Laboratory of 
Marine Genetic Resources, Third Institute of Oceanography, Ministry of Natural Resources, Xiamen  
Fujian  361005; 2. College of Life Sciences, Hainan University, Haikou  570228)

Abstract: Objective  To determine the chemical constituents of deep-sea-derived Eutypella scoparia 
W2. Methods  The crude extract of Eutypella scoparia W2 was systematically isolated and purified 
by column chromatography on repeated silica gel, Sephadex LH-20, and ODS, etc. The chemical 
structures of the isolated compounds were identified by extensive analysis of the NMR spectroscopic 
data. The inhibitory activities of all isolates were investigated against 4 pathogenic bacteria. Results  
Totally 6 compounds were obtained from Eutypella scoparia W2, including penicopeptide A (1), 
viridicatin (2), cyclopenol (3), ergosterol peroxide (4), pestalotiopin A (5), and 4-methyl-5,6-
dihydropyren-2-one (6). However, none showed significant antibacterial effects, namely growth 
inhibition rate lower than 50% under the concentration of 20 μmol·L － 1. Conclusion  Compounds 1, 
2, 3, 5, and 6 have been isolated from the genus of Eutypella for the first time.
Key words: deep-sea; fungus; Eutypella scoparia W2; chemical constituent
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　　弯孢聚壳属（Eutypella）真菌隶属于子囊菌
门、炭角菌目、胶孢壳科，是一种广泛分布于陆
地和海洋的真菌 [1-2]，然而，其化学成分的研究
近十几年才有报道 [3]，从中先后发现了萜类、细
胞松弛素类、甾体、内酯类等次级代谢产物 [4-7]，
这些化合物大多具有抗菌、抗肿瘤、抗病毒等活

性 [8-11]。到目前为止，关于深海来源弯孢聚壳菌的
研究鲜有报道。前期，本课题组从南大西洋深海
（－ 3073 m）的硫化物中分离获得了一株帚状弯孢
聚壳菌株 W2，经系统的化学成分研究，一共获得
6 个化合物（见图 1），现对其发酵、分离、鉴定及
抗菌活性进行报道。
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图 1　化合物 1 ～ 6 的化学结构

Fig 1　Chemical structures of compounds 1 ～ 6

1　材料

1.1　仪器与试药

　　高分辨质谱仪（Waters Xevo G2Q-TOF），全
数字化核磁共振仪（Bruker Avance II 400 MHz / 600 
MHz），高效液相色谱仪（Agilent 1260），氘代试
剂（氘代二甲基亚砜、氘代氯仿、氘代甲醇，美
国 CIL 公司），葡聚糖凝胶（Sephadex LH-20，GE 
Healthcare Bio-Sciences AB），ODS 柱（Daiso，
Japan），柱层析硅胶、薄层层析硅胶板（山东烟台
江友硅胶开发有限公司），其他化学试剂（分析纯，
广州化学试剂有限公司）。
1.2　菌株来源

　　帚状弯孢聚壳菌株 W2 是从南大西洋深海
（－ 3073 m）硫化物中分离得到的。经过 ITS 基
因序列（MT258647）及 16S rRNA 序列分析，鉴
定为帚状弯孢聚壳（Eutypella scoparia）。
2　方法与结果

2.1　菌株发酵培养

　　将菌种于马铃薯葡萄糖琼脂培养基中活化
培养 4 d，使用无菌水洗下孢子，将孢子悬液接
种到 3 个盛有 250 mL 的马铃薯葡萄糖水培养基
的 1 L 锥形瓶中，将培养液置于摇床中，在 180 
r·min － 1、28℃的条件下培养 3 d 制成种子液。
随后将种子液均匀接种到 50 瓶盛有 200 g 大米和
1.5% 海盐培养基的 1 L 锥形瓶中，室温下进行大
规模发酵培养 30 d。
2.2　提取、分离与纯化

　　发酵产物经乙酸乙酯浸泡提取，得到粗提
物 14 g，然后溶于甲醇中，用石油醚进行脱脂
后，得到 5.4 g 粗提物，经硅胶柱色谱，以石油
醚 - 乙 酸 乙 酯（90% → 60%，t ＝ 6 h，V ＝ 20 
mL·min － 1）梯度洗脱，通过薄层色谱法显色检
测分析，合并成 4 段（Fr.1 ～ Fr.4）。

　　Fr.1（1.1 g）经过 ODS 反相硅胶柱色谱，以
甲醇 - 水（5% → 100%，6 h）梯度洗脱得到 7 个
组分（Fr.1.1 ～ Fr.1.7）。Fr.1.2 经过制备液相（甲
醇 - 水，80% → 100%）分离得到化合物 5（12.5 
mg）。Fr.1.7 经过葡聚糖凝胶色谱（Sephadex LH-
20，二氯甲烷 -甲醇，1∶1）分离得到化合物4（450 
mg）。Fr.2（0.6 g）经凝胶色谱（Sephadex LH-20，
甲醇）获得 4 个组分（Fr.2.1 ～ Fr.2.4），继而由
制备液相分离得到化合物 6（75.0 mg）和化合物
2（9.5 mg）。Fr.3（0.7 g）经过多次制备液相（甲
醇 - 水，5% → 40%）分离，得到化合物 1（12.0 
mg）。Fr.4（0.3 g）经多次制备液相（甲醇 - 水，
5% → 40%）分离，最终得到化合物 3（17.9 mg）。
2.3　结构鉴定

　　化合物 1：白色固体，易溶于甲醇。HRESIMS 
m/z：583.2320 [M ＋ Na] ＋（calc. for C34H32N4O4Na，
583.2321）；1H-NMR（400 MHz，CD3OD）δ：7.96
（1H，d，J＝7.9 Hz，H-13），7.82（1H，d，J＝7.7 
Hz，H-30），7.60（1H，t，J＝7.6 Hz，H-15），7.52
（1H，t，J ＝ 7.6 Hz，H-32），7.34（1H，t，J ＝

7.6 Hz，H-14），7.28（1H，m，H-31），7.16 ～ 7.23
（9H，m，H-6，7，8，16，22，23，24，25，26），
7.07（1H，d，J ＝ 8.1 Hz，H-33），7.02（2H，d，
J ＝ 7.3 Hz，H-5，9），4.43（1H，t，J ＝ 7.4 Hz，
H-19），4.33（1H，dd，J ＝ 10.5，6.8 Hz，H-2），
3.40（1H，dd，J ＝ 14.5，8.0 Hz，H2-20），3.25
（1H，dd，J＝14.5，7.3 Hz，H2-20），3.07（3H，s，
H-27），2.90（3H，s，H-10），2.79（1H，dd，J ＝

13.6，6.7 Hz，H2-3），2.67（1H，t，J ＝ 10.9 Hz，
H2-3）；13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：172.1（C-
1），171.0（C-18），170.6（C-28），168.1（C-11），
138.0（C-21），137.8（C-34），137.0（C-4），136.8
（C-17），134.0（C-15），133.6（C-32），132.1（C-
13），131.6（C-30），129.9（C-26），129.9（C-22），
129.8（C-9），129.8（C-5），129.7（C-8），129.7（C-
6），129.5（C-25），129.5（C-23），128.1（C-29），
128.1（C-7），127.7（C-12），127.6（C-24），125.8
（C-31），125.7（C-14），121.9（C-33），121.4（C-
16），69.6（C-2），57.7（C-19），39.6（C-10），35.0
（C-3），32.7（C-20），29.4（C-27）；综合分析化合
物的 1H-NMR、13C-NMR 和 HRESIMS，并结合文
献 [12] 鉴定化合物 1 为 penicopeptide A。
　　化合物 2：无色针晶，易溶于甲醇。HRESIMS 
m/z：260.0704 [M ＋ Na] ＋（calc. for C15H11NO2Na，
260.0687）；1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：
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7.04 ～ 7.07（2H，m，H-5，H-6），7.31 ～ 7.36
（4H，m，H-7，H-8，H-2'，H-6'），7.44（1H，t，
J＝7.4 Hz，H-4'），7.51（2H，t，J＝7.4 Hz，H-3'，
H-5'），9.21（1H，s，H-3），12.23（1H，s，H-1）；
13C-NMR（100 MHz，DMSO-d6）δ：158.4（C-2），
142.5（C-3），133.8（C-8a），133.2（C-1'），129.9
（C-2'，C-6'），128.3（C-3'，C-5'），127.7（C-4'），
126.5（C-7），124.3（C-4），124.0（C-5），122.2（C-
6），121.0（C-4a），115.3（C-8）；综合分析化合物
的 1H-NMR、13C-NMR 和 HRESIMS， 并 结 合 文
献 [13] 鉴定化合物 2 为 viridicatin。
　　 化 合 物 3： 无 色 晶 体， 易 溶 于 甲 醇。
HRESIMS m/z：333.0856 [M ＋ Na] ＋（calc. for 
C17H14N2O4Na，333.0851）；1H-NMR（400 MHz，
CD3OD）δ：7.55（1H，m，H-8），7.17（1H，
m，H-9），7.16（1H，m，H-7），7.15（1H，m，
H-6），7.00（1H，t，J ＝ 7.8 Hz，H-17），6.70
（1H，dd，J ＝ 2.2，8.1 Hz，H-16），6.14（1H，
m，H-14），6.11（1H，d，J ＝ 7.6 Hz，H-18），
4.07（1H，s，H-10），3.19（3H，s，H-19）；
13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：168.5（C-2），
168.2（C-5），158.2（C-15），136.2（C-11），
133.8（C-8），133.3（C-13），132.0（C-6），130.1
（C-17），127.8（C-12），125.9（C-7），122.1（C-
9），118.3（C-18），116.9（C-16），113.7（C-14），
71.4（C-3），65.7（C-10），31.5（C-19）； 综 合
分析化合物的 1H-NMR、13C-NMR 和 HRESIMS，
并结合文献 [14] 鉴定化合物 3 为 cyclopenol。
　　 化 合 物 4： 无 色 针 晶， 易 溶 于 甲 醇。
HRESIMS m/z：451.3179 [M ＋ Na] ＋（calc. for 
C28H44O3Na，451.3188）；1H-NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：6.44（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-7），
6.23（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6），5.23（1H，dd，
J ＝ 15.3，7.5 Hz，H-23），5.15（1H，dd，J ＝

15.6，8.2 Hz，H-22），3.97（1H，m，H-3），0.96
（3H，d，J ＝ 6.5 Hz，H-21），0.88（3H，d，J ＝

6.8 Hz，H-28），0.81（3H，d，H-19），0.79（3H，
d，J ＝ 6.8 Hz，H-27），0.78（3H，d，J ＝ 6.8 
Hz，H-26），0.76（3H，s，H-18）；13C-NMR（100 
MHz，DMSO-d6）δ：135.6（C-6），135.3（C-22），
131.6（C-23），130.2（C-7），81.5（C-5），78.5
（C-8），64.7（C-3），55.5（C-17），51.3（C-14），
50.9（C-9），44.1（C-13），42.0（C-24），39.3
（C-20），38.8（C-12），36.9（C-4），36.5（C-
10），34.5（C-1），32.5（C-25），30.0（C-2），28.3

（C-16），22.9（C-11），20.8（C-21），20.3（C-
15），19.8（C-27），19.5（C-26），17.9（C-19），
17.3（C-28），12.6（C-18）；综合分析化合物的
1H-NMR、13C-NMR 和 HRESIMS，并结合文献 [15]

鉴定化合物 4 为 ergosterol peroxide。
　　 化 合 物 5： 无 色 油 状 物， 易 溶 于 甲 醇。
HRESIMS m/z：195.0640 [M ＋ Na] ＋（calc. for 
C8H12O4Na，195.0640）；1H-NMR（400MHz，
CD3OD）δ：5.69（1H，s，H-2），4.22（2H，t，J ＝
6.5 Hz，H-5），2.47（2H，t，J ＝ 6.4 Hz，H-4），
2.16（3H，s，3-CH3），2.01（3H，s，H-2'）；
13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：172.7（C-1），
169.8（C-1'），156.9（C-3），118.9（C-2），62.9（C-
5），40.6（C-4），20.7（C-2'），18.6（3-CH3）；综合
分析化合物的 1H-NMR、13C-NMR 和 HRESIMS，
并结合文献 [16] 鉴定化合物 5 为 pestalotiopin A。
　　 化 合 物 6： 褐 色 油 状 物， 易 溶 于 甲 醇。
HRESIMS m/z：135.0421 [M ＋ Na] ＋（calc. for 
C6H8O2Na，135.0422）；1H-NMR（400 MHz，
CD3OD）δ：5.76（1H，m，H-2），4.37（2H，t，J ＝
6.4 Hz，H-5），2.44（2H，t，J＝6.3 Hz，H-4），2.01
（3H，s，3-CH3）；13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：
167.4（C-1），162.1（C-3），116.4（C-2），67.5（C-
5），29.9（C-4），22.9（3-CH3）；综合分析化合物的
1H-NMR、13C-NMR 和 HRESIMS，并结合文献 [17]

鉴定化合物 6 为 4-methyl-5，6-dihydropyren-2-one。
2.4　抑菌活性研究

　　对分离得到的 6 个化合物进行抑菌活性测
试。取过夜培养的金黄色葡萄球菌、沙门氏
菌、副溶血弧菌以及维氏气单胞菌等 4 种病原
菌， 按 1×106 CFU•mL － 1 的 初 始 接 种 量 接 种
至新鲜的 LB 液体培养基中，置于 37℃培养箱
中，150 r·min － 1 振荡培养 4 ～ 6 h，然后使用
MHB 培养基将其稀释至 1×106 CFU·mL － 1，在
96 孔板各孔中分别加入 100 μL 菌液备用。取化
合物母液，用 MHB 培养基将化合物稀释至 20 
μmol·L － 1，各孔加入 100 μL 稀释后的化合物溶
液，随后将 96 孔板置于 37℃培养箱静置培养；
16 ～ 18 h 后取出，使用酶标仪测量 600 nm 处的
吸光度。然后根据以下公式计算生长抑制率：
　　生长抑制率（%）＝（试验组－空白组）/（对
照组－空白组）×100%
　　对照组为等量含病原菌的 MHB 培养基，空白
组为等量纯净的 MHB 培养基，各实验组重复 3 次。
结果见图 2，在 20 μmol·L－ 1 浓度下，化合物 4 对
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沙门氏菌的抑菌率达到 33.3%，化合物 1 对副溶血弧
菌的抑菌率达到 24.7%，其余化合物对几种细菌的
抑菌率均低于 20%。但所有化合物在 20 μmol·L－ 1

浓度下的抑菌活性都不强（抑菌率＜ 50%）。

图 2　化合物 1 ～ 6 的抑菌活性实验结果

Fig 2　Antibacterial activity of compounds 1 ～ 6

3　讨论

　　本研究通过对深海来源帚状弯孢聚壳菌 W2 开
展系统的化学成分研究，一共分离得到 6 个化合物，
包括 2 个环肽生物碱（1、3）、1 个喹啉生物碱（2）、
1 个甾体（4）、1 个脂肪酸衍生物（5）和 1 个环内酯
（6）。除化合物 4 外，其余化合物均为首次从该属真
菌中分离得到，所有化合物在 20 μmol·L － 1 浓度
下均未表现出强的抑菌活性。之前关于弯孢聚壳属
真菌化学成分的报道多集中于萜类、细胞松弛素类
和甾体类化合物。环肽类化合物首次报道于2017年，
从弯孢聚壳菌 Eutypella sp. MCCC 3A00281 中分离
得到 [18-19]，本文是首次从 Eutypella scoparia 中分离
得到，丰富了弯孢聚壳属真菌的化学多样性研究。
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7-取代去氢骆驼蓬碱衍生物的毒性评价及机制研究

方永晟，杨洪柳，刘永建，苏知君，杨宇萍，黎晓晶，刘永刚*（北京中医药大学，北京　102488）

摘要：目的　根据构效关系对去氢骆驼蓬碱的 7 位进行结构修饰以得到低毒性化合物，并基于

代谢组学探讨其减毒机制。方法　将去氢骆驼蓬碱衍生成哈尔酚后，通过酯化反应得到 7- 取代

去氢骆驼蓬碱衍生物，并用 1H NMR、13C NMR、IR 和 MS 对其进行表征。通过 CCK-8 法测定

衍生物对 HepG2 细胞增殖的影响，并以秀丽隐杆线虫为模型进行毒性评价，然后基于液质研究

药物对线虫内源性代谢物的影响。结果　去氢骆驼蓬碱给药导致线虫体长变短、身体弯曲频率

降低、死亡率上升，而 7- 取代衍生物对线虫的毒性反应均下降，其中高浓度（320 μmol·L－ 1）

1b 给药组与空白组的线虫相比也未见显著性差异。代谢组学结果表明，相比于去氢骆驼蓬碱，

1b 给药对线虫体内嘌呤代谢通路的影响力水平显著降低。此外，两种药物都会下调线虫体内多

种氨基酸（如 L- 丙氨酸、L- 谷氨酸、L- 精氨酸等）含量，还会上调线虫 SOD-3 蛋白水平。结
论　1b 对线虫的生长、发育、运动能力的毒性比去氢骆驼蓬碱显著降低，其减毒效应可能与降

低对线虫体内的嘌呤代谢通路的影响有关。此外，去氢骆驼蓬碱和 1b 都会导致线虫氨基酸代

谢通路紊乱，这可能会影响活性氧稳态并激活氧化应激反应。

关键词：去氢骆驼蓬碱；结构修饰；毒性评价；秀丽隐杆线虫；代谢组学
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Toxicity evaluation and mechanism of 7-substituted harmine derivatives

FANG Yong-sheng, YANG Hong-liu, LIU Yong-jian, SU Zhi-jun, YANG Yu-ping, LI Xiao-jing, LIU 
Yong-gang* (Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To obtain less toxic derivatives by modifying 7-position of harmine according 
to the structure-activity relationship, and determine the mechanism on the basis of metabolomics. 
Methods  After the derivatization of harmine to harmol, 7-substituted harmine derivatives were 
obtained by esterification and characterized by 1H NMR, 13C NMR, IR, and MS. The proliferation of 
HepG2 cells was determined by CCK-8 assay, and the toxicity was evaluated with Caenorhabditis 
elegan. Then the effect of drugs on the endogenous metabolites in worms were determined based 
on UPLC/MS. Results  Administration of harmine reduced the worms' body length, and body 
bending frequency but increased the mortality. Whereas the 7-substituted harmine showed lower 
toxic responses to the worms, without significant difference between the high concentration group 
(320 μmol·L－ 1) 1b and the blank group. The metabolomics indicated that 1b had a reduced effect 
on the purine metabolic pathway as compared with harmine. In addition, both harmine and 1b 
downregulated the content of several amino acids (L-alanine, L-glutamic acid, and L-arginine), but 
upregulated the content of SOD-3 protein in the worms. Conclusion  1b is much less toxic to the 
growth, development, and motility of worms than harmine, which may be related to the reduced effect 
on the purine metabolic pathway. Both harmine and 1b cause the disruption of amino acid metabolic 
pathways, which might affect ROS homeostasis and activate oxidative stress responses. 
Key words: harmine; structure modification; toxicity evaluation; Caenorhabditis elegan; metabolomics
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　　去氢骆驼蓬碱（harmine，简称 HAM）是一
种以β- 咔啉为母核结构的化合物，其在蒺藜科骆
驼蓬属植物骆驼蓬（Peganum harmala L.）的种子
中大量存在。去氢骆驼蓬碱具有多种生理活性，
比如能够诱导β 细胞增殖、提高胰岛质量并改善
血糖控制 [1]；抑制 Tau 磷酸化，具有治疗阿尔茨
海默病的潜力 [2]；对多种肿瘤细胞（如肺癌 [3]、胃
癌 [4]、肝癌 [5] 等）的抗增殖或抗迁移能力。然而，
去氢骆驼蓬碱具有显著的神经毒性，其高剂量时
引发小鼠震颤、抽搐、四肢僵直、呼吸困难并死
亡 [6-7]。此外，去氢骆驼蓬碱对秀丽隐杆线虫的生
长发育、繁殖能力、运动能力等也有显著的负面
影响 [8]。近年来，在对去氢骆驼蓬碱的多个位点
进行衍生化后，进行毒性、活性评价的研究已有
很多 [9]，这都为阐明去氢骆驼蓬碱的构效关系奠
定了强有力的基础。去氢骆驼蓬碱的 2 位引入苄
基会增强其神经毒性，而其 7 位甲氧基被大基团
取代会消除化合物的神经毒性。Cao 等 [10] 将大的
烷氧类基团引入去氢骆驼蓬碱的 7 位后发现新衍
生物对小鼠的神经毒性显著降低，急性毒性与死
亡率下降。
　　在之前的研究中，去氢骆驼蓬碱给药后会造成
线虫体内的嘌呤通路紊乱，导致其体内多种嘌呤产
物含量下调及终产物尿酸的含量上调；其次还会
影响氨基酸代谢相关通络，造成多种氨基酸（如 L-
谷氨酸、L- 精氨酸、L- 蛋氨酸、L- 脯氨酸等）含
量的下调 [11]。药物进入线虫体内后造成的嘌呤代
谢与相关氨基酸代谢通路的紊乱可能是其产生神经
毒性的机制。因此，去氢骆驼蓬碱低毒性衍生物对
线虫体内代谢通路的影响也需要进一步研究。基于
此，本文在去氢骆驼蓬碱的 7 位定向引入小分子基
团后，以 HepG2 肝癌细胞模型和秀丽隐杆线虫模
型进行抗肿瘤活性与毒性评价，并探讨优势化合物
对线虫内源性代谢产物的影响，为去氢骆驼蓬碱低
毒性衍生物的开发和安全性研究提供参考。
1　材料

1.1　细胞与试药

　　人肝癌细胞系 HepG2 细胞（中国科学院细胞典
藏库）；N2 野生型线虫、CF1553 线虫、缺陷型大肠
埃希菌 E. coli OP50（中国科学院遗传与发育生物学研
究所惠赠）；高糖 DMEM 培养基、胎牛血清（FBS）、
1% 双抗（100 U·mL－1 青霉素、100 U·mL－1 链霉素）、
0.25% 胰蛋白酶 -EDTA（美国 Gibco 公司）；PBS 溶
液（P1020-500，美国索莱宝）；酵母提取物、胰蛋白
胨、琼脂粉、胆固醇（上海源叶生物科技有限公司）；

其余试剂均购自麦克林试剂网。
1.2　仪器

　　细胞计数仪器（Countstar）；全波长酶标仪
（Molecular Devices SpectraMax i3x）； 十 万 分 之
一电子天平（德国 Sartorius 公司）；荧光倒置显
微镜（D-LH/LC，Nikon）；CO2 培养箱、UPLC-
MS、Sorvall ST 8R 高速冷冻离心机（Thermo Fisher 
Scientific）；生化培养箱（Thermo）。
2　方法与结果

2.1　测定条件

2.1.1　色谱条件　色谱柱：Waters UPLC BEH C18
（1.7 μm，2.1 mm×100 mm），Waters ACQUITY 
UPLC BEH HILIC（1.7 μm，2.1 mm×100 mm）；
流速0.3 mL·min－1，柱温35℃；流动相 A 为水（含
0.1% 甲酸），流动相 B 为乙腈（含 0.1% 甲酸）；梯
度洗脱（0 ～ 7 min 30%B；7 ～ 9 min 70%B；9 ～ 12 
min 80%B；12 ～ 15 min 90%B）。
2.1.2　质谱条件　负离子检出模式，离子源温
度 350℃，喷雾电压 3.5 kV，S-LensRF 电压 60 
V，毛细管温度 300℃，鞘气和辅助气均为高纯
氮气（纯度＞ 99.99%），鞘气流速 35 arb，辅助
气流速 10 arb；数据采集采用一级全扫描（m/z 
100 ～ 1200）与数据依赖性二级质谱扫描，碰撞
模式采用高能量碰撞解离（HCD）。
2.2　衍生物的合成

　　衍生物的合成路线见图 1。首先，取去氢骆
驼蓬碱（1.06 g，5.0 mmol）于 100 mL 茄形瓶中，
加入 15 mL 冰乙酸，15 mL 40% 氢溴酸水溶液，
130℃加热回流 10 h，TLC（展开剂为二氯甲烷 -
甲醇＝ 10∶1）监测反应，反应完成后，用饱和碳
酸氢钠水溶液调节 pH 至 8 左右，静置产生大量沉
淀，抽滤，水洗滤饼，干燥，得到黄绿色固体哈
尔酚（0.96 g，4.8 mmol）。哈尔酚取适量用 4 mL
的 N，N- 二甲基甲酰胺（DMF）溶解，加入 2 个
当量的小分子酸，DMAP/EDCI 作为催化剂加入
1.5 个当量，40℃搅拌反应 8 h，TLC（展开剂为
二氯甲烷 - 甲醇＝ 15∶1）监测反应。反应完全后
加入15倍量体积的水，同体积乙酸乙酯萃取3次，
饱和食盐水洗一次，无水硫酸钠干燥，过滤并回
收溶剂，并过硅胶柱色谱纯化（洗脱剂为二氯甲
烷 - 甲醇＝ 15∶1），衍生物 1a ～ 1f 用 1H NMR、
13C NMR、IR 和 MS 进行表征。
　　哈尔酚，黄绿色固体，产率 96%；1H NMR
（400 MHz，DMSO-d6）δ：11.22（s，1H，9-NH），
9.72（s，1H，7-OH），8.11（d，J ＝ 5.3 Hz，
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1H，H-3），7.94（d，J ＝ 8.5 Hz，1H，H-4），
7.73（d，J ＝ 5.2 Hz，1H，H-5），6.90（d，J ＝

2.1 Hz，1H，H-8），6.70（dd，J ＝ 8.5，2.1 Hz，
1H，H-6），2.72（s，3H，1-CH3）。 13C NMR（101 
MHz，DMSO-d6）δ：158.7（C-7），142.7（C-1），
141.4（C-9），138.1（C-3），134.9（C-12），128.1
（C-11），123.1（C-5），114.3（C-10），112.1（C-
6），110.1（C-4），97.1（C-8），20.7（1-CH3）。波
谱数据与文献报道一致 [12]，故鉴定为哈尔酚。
　　7-（5-methylpyridine-3-formyloxy）-1-methyl-9-
H-β-carbolin（1a），白色固体，产率 78%；ESI-
MS：m/z 318.13 [M ＋ H]＋；分子式为 C19H15N3O2，
IR：3358，3158，3090，2988，2894，1727，
1629，1571，1485，1440，1387，1293，1234，
1159，1031，959，854 cm－ 1；1H NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：11.76（s，1H，9-NH），9.13（d，
J ＝ 2.1 Hz，1H，H-4'），8.77（d，J ＝ 2.1 Hz，
1H，H-6'），8.34 ～ 8.29（m，2H），8.24（d，J ＝
5.3 Hz，1H，H-5），7.96（d，J ＝ 5.2 Hz，1H，
H-8'），7.54（d，J ＝ 1.9 Hz，1H，H-8），7.18
（dd，J ＝ 8.5，2.0 Hz，1H，H-6），2.78（s，3H，
1-CH3），2.45（s，3H，7'-CH3）。

13C NMR（101 
MHz，DMSO-d6）δ：164.5（2'-CO），155.1（C-7），
150.8（C-4'），148.3（C-6'），142.6（C-1），141.1
（C-9），138.4（C-3），138.1（C-12），135.6（C-
4'），134.2（C-5'），127.1（C-11），125.3（C-5），
123.1（C-10），119.7（C-3'），114.3（C-6），113.1
（C-4），105.6（C-8），20.9（1-CH3），18.1（C-7'）。
　　7-（α -furoyloxy）-1-methyl-9-H-β -carbolin
（1b）， 白 色 固 体， 产 率 89%；ESI-MS：m/z 
293.09 [M ＋ H] ＋； 分 子 式 为 C17H12N2O3，IR：
3129，3043，2954，2856，2765，2716，1741，
1627，1565，1468，1390，1291，1230，1173，
1110，1013，955，861 cm－ 1；1H NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：11.74（s，1H，9-NH），
8.30 ～ 8.20（m，2H），8.14（dd，J ＝ 1.8，0.8 
Hz，1H，H-5'），7.95（d，J ＝ 5.3 Hz，1H，

H-5），7.64（dd，J ＝ 3.5，0.8 Hz，1H，H-7'），
7.48（d，J ＝ 2.0 Hz，1H，H-8），7.12（dd，J ＝

8.5，2.1 Hz，1H，H-6），6.84（dd，J ＝ 3.5，
1.8 Hz，1H，H-6'），2.77（s，3H，1-CH3）。 13C 
NMR（101 MHz，DMSO-d6）δ：157.1（2'-CO），
150.2（C-7），149.1（C-5'），143.6（C-1），142.6
（C-3'），141.1（C-9），138.4（C-3），135.6（C-
12），127.1（C-11），123.1（C-5），120.7（C-10），
119.7（C-6），114.3（C-7'），113.3（C-4），113.1
（C-6'），105.5（C-8），20.8（1-CH3）。
　　7-cyclovaleryloxy-1-methyl-9-H-β-carbolin（1c），
白色固体，产率 90%；ESI-MS：m/z 295.15 [M ＋

H] ＋； 分 子 式 为 C18H18N2O2，IR：3562，3138，
3055，2965，2870，2788，1736，1625，1566，
1443，1324，1296，1232，1145，975，878 cm－ 1；
1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：11.65（s，1H，
9-NH），8.26 ～ 8.16（m，2H），7.92（d，J ＝

5.3 Hz，1H，H-5），7.30（d，J ＝ 2.0 Hz，1H，
H-8），6.97（dd，J ＝ 8.5，2.1 Hz，1H，H-6），3.10
（tt，J ＝ 8.7，7.2 Hz，1H，H-3'），2.76（s，3H，
1-CH3），2.10 ～ 1.85（m，4H），1.77 ～ 1.55（m，
4H）。13C NMR（101 MHz，DMSO-d6）δ：175.3
（2'-CO），151.0（C-7），142.5（C-1），141.1（C-9），
138.3（C-3），135.5（C-12），127.1（C-11），122.9
（C-5），119.3（C-10），114.3（C-6），113.1（C-4），
105.3（C-8），43.5（C-3'），29.9（C-4'，C-7'），25.9
（C-5'，C-6'），20.8（1-CH3）。
　　7-（2-methoxycinnamoyloxy）-1-methyl-9-H-β-
carbolin（1d），白色固体，产率 88%；ESI-MS：m/
z 359.14 [M ＋ H] ＋； 分 子 式 为 C22H18N2O3，IR：
3125，3037，2927，2851，2760，2711，1722，
1623，1587，1492，1443，1322，1293，1234，
1078，950，866 cm－ 1；1H NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：11.72（s，1H，9-NH），8.26 ～ 8.22
（m，2H），7.95（d，J ＝ 5.5 Hz，1H，H-5），7.90
（dd，J ＝ 16.0，2.0 Hz，1H，H-4'），7.44 ～ 7.38
（m，4H），7.09 ～ 7.04（m，2H），6.99（dd，

图 1　7- 取代去氢骆驼蓬碱衍生物的合成

Fig 1　Synthesis of 7-substituted harmine derivatives
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J ＝ 16.1，2.0 Hz，1H，H-3'），3.83（s，3H，
6'-OCH3），2.77（s，3H，1-CH3）。

13C NMR（101 
MHz，DMSO-d6）δ：165.6（2'-CO），160.1（C-6'），
150.9（C-7），146.9（C-4'），142.5（C-1），141.2
（C-9），138.3（C-3），135.8（C-12），135.5（C-
8'），130.5（C-10'），127.1（C-11），123.0（C-5），
121.8（C-9'），119.4（C-10），118.2（C-5'），117.5
（C-6），114.4（C-3'），113.7（C-4），113.1（C-7'），
105.4（C-8），55.8（6'-OCH3），20.9（1-CH3）。
　　7-（N-methylpyrrol-2-formyloxy）-1-methyl-9-
H-β-carbolin（1e），白色固体，产率 87%；ESI-
MS：m/z 306.13 [M ＋ H] ＋；分子式为 C18H15N3O2；
IR：3133，3054，2915，2869，2773，2178，
1708，1628，1567，1440，1322，1221，1147，
1091，1002，952，884 cm－ 1；1H NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：11.69（s，1H，9-NH），
8.27 ～ 8.20（m，2H），7.94（d，J ＝ 5.3 Hz，
1H，H-5），7.41（d，J ＝ 2.0 Hz，1H，H-8），
7.27（t，J ＝ 2.2 Hz，1H，H-7'），7.18（dd，J ＝
4.0，1.8 Hz，1H，H-5'），7.08（dd，J ＝ 8.5，
2.0 Hz，1H，H-6），6.23（dd，J ＝ 4.0，2.5 Hz，
1H，H-6'），3.93（s，3H，4'-NCH3），2.77（s，
3H，1-CH3）。

13C NMR（101 MHz，DMSO-d6）
δ：159.4（2'-CO），150.8（C-7），142.5（C-1），
141.2（C-9），138.3（C-3），135.5（C-12），132.1
（C-5'），127.2（C-11），122.9（C-5），121.2（C-
3'），119.6（C-10），119.3（C-7'），114.7（C-6），
113.1（C-4），108.7（C-6'），105.7（C-8），36.9
（NCH3），20.8（1-CH3）。
　　7-（4-trifluoromethylbenzoyloxy）-1-methyl-9-H-
β-carbolin（1f），白色固体，产率 79%；ESI-MS：m/
z 371.10 [M ＋ H] ＋；分子式为 C20H13F3N2O2；IR：
3368，3157，2874，1720，1630，1568，1412，
1322，1258，1127，1063，1015，979，885 cm－ 1；
1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：11.76（s，1H，
9-NH），8.43 ～ 8.37（m，2H），8.33 ～ 8.20（m，
2H，H-4'，H-8'），8.02（m，2H，H-5'，H-7'），
7.96（d，J ＝ 5.2 Hz，1H，H-5），7.55（d，J ＝

2.5 Hz，1H，H-8），7.19（d，J ＝ 8.6 Hz，1H，
H-6），2.78（s，3H，1-CH3）。

13C NMR（101 MHz，
DMSO-d6）δ：164.3（2'-CO），150.8（C-7），142.6
（C-1），141.1（C-9），138.2（C-3），135.6（C-12），
133.5（C-6'），131.3（C-4'，C-5'，C-7'，C-8'），
127.2（C-11），126.5（C-3'），126.4（CF3），123.1
（C-5），119.7（C-10），114.4（C-6），113.2（C-4），

105.6（C-8），20.8（1-CH3）。
2.3　衍生物对 HepG2 肝癌细胞增殖的影响

　　HepG2 细胞培养于完全 DMEM 培养基（含
10%FBS 胎牛血清、双抗），于 5%CO2、37℃恒
温培养箱中培养。细胞种板并饥饿 24 h 后加入目
标浓度的含药培养基，继续培养 48 h 后用 CCK-8
法检测去氢骆驼蓬碱及其衍生物对 HepG2 细胞
的抗增殖活性。结果如图 2 所示，浓度＜ 100 
μmol·L－ 1 时，衍生物对细胞的抗增殖活性均低
于去氢骆驼蓬碱，衍生物对 HepG2 细胞的 IC50

均＞ 50 μmol·L－ 1，这表明去氢骆驼蓬碱的 7 位
进行基团衍生后会降低抗肿瘤活性，该结果与文
献报道相似 [10]，而在高浓度（200 μmol·L－ 1）下，
衍生物 1a 与 1b 表现出显著的抑制 HepG2 细胞增
殖效果。

图 2　衍生物 1a ～ 1f 对 HepG2 细胞活力的影响

Fig 2　Effect of derivatives 1a ～ 1f on the viability of HepG2 cells

2.4　衍生物的毒性评价

　　以秀丽隐杆线虫为模型，对衍生物进行毒性
评价。在药物暴露实验后，线虫的体长可以反映
其生长发育情况，身体弯曲频率可以反映其神经
运动能力，而存活率可以反映药物对线虫整体
的毒性。按照文献 [8] 中的方法，线虫 L1 期食物
给药且 NGM 培养基中亦添加等浓度的药物，待
线虫生长至成虫时测量线虫的体长及 10 s 内的
身体弯曲频率，并统计给药 7 d 后线虫的生存情
况。结果如图 3 所示，去氢骆驼蓬碱给药后的线
虫体长变短，身体弯曲频率降低，表现出显著的
生长、运动能力受制，且死亡率上升。7 位取代
衍生物给药的线虫的毒性明显下降甚至消失，其
中，即使是高浓度（320 μmol·L－ 1）1b 的给药，
线虫的生长发育、运动能力、生存情况仍然未见
显著性差异。因此可以选中 1b 作为代表化合物，
并基于代谢组学探讨其减毒机制。
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图 3　衍生物的毒性评价

Fig 3　Toxicity evaluation of derivatives
注：与对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001.

2.5　代谢组学分析

　　去氢骆驼蓬碱给药导致线虫内源性嘌呤代谢通
路和相关氨基酸代谢通路的紊乱可能是其毒性作用
机制。为了探究 1b 降低毒性是否与影响线虫体内
的嘌呤代谢或相关氨基酸代谢有关，在同条件下将
1b 给药后的线虫提取体内代谢物进行代谢组学分
析。按照文献 [11] 中的方法，收集给药后的线虫并
提取代谢物进行液质检测。在代谢物数据库 Metlin
和 HMDB 中进行代谢物的鉴定与识别，并将采集
的代谢物信息在 Metaboanalyst 网站中进行代谢通路
分析。KEGG 富集代谢通路如图 4 所示，且排名前
三的通路情况如图 5 所示。其中，青绿色表示未匹
配到或未见显著差异的信息，红色代表给药引起的
差异性代谢成分（KEGG ID 的中文名称见表 1）。结
果表明，1b 主要影响的是线虫体内的氨基酸代谢通
路，给药后会引起线虫相关氨基酸（如 L- 丙氨酸、
L- 谷氨酸、L- 谷氨酰胺、L- 精氨酸、L- 脯氨酸等）
的含量下调，这与去氢骆驼蓬碱给药对线虫代谢物
的影响结果高度相似。去氢骆驼蓬碱与 1b 对嘌呤代
谢通路的影响的结果如图 6 所示。紫色为去氢骆驼
蓬碱给药引起差异的代谢物，黄色为 1b 给药引起差
异的代谢物，红色为 1b 和去氢骆驼蓬碱给药均引
起差异的代谢物。结果表明，相比于去氢骆驼蓬碱，
1b 给药引起的嘌呤代谢中间产物减少，对嘌呤代谢
通路的影响降低，这可能是其降低毒性的机制。

表 1　代谢物名称信息 
Tab 1　Name information of metabolites

KEGG ID 代谢物 KEGG ID 代谢物

C00387 鸟苷 C00041 L- 丙氨酸

C00008 ADP C00152 L- 天门冬酰胺

C00242 鸟嘌呤 C00036 草酸酯

C00294 肌苷 C00025 L- 谷氨酸

C00147 腺嘌呤 C00169 磷酸氨甲酰

C00262 次黄嘌呤 C00042 琥珀酸盐

C00385 黄嘌呤 C00148 L- 脯氨酸

C00366 尿酸 C00064 L- 谷氨酰胺

C00655 黄原酸 C00062 L- 精氨酸

C00942 cGMP C00097 L- 半胱氨酸

2.6　去氢骆驼蓬碱与 1b 的 XOD 酶抑制力研究

　　嘌呤代谢紊乱导致尿酸水平升高，这通常会导
致高尿酸血症，进而导致多种病理反应，如氧化应
激、细胞凋亡和炎症等 [12-15]。黄嘌呤氧化酶（xanthine 
oxidase，XOD）是嘌呤代谢通路中的一种关键酶，
其专一性不高，催化嘌呤代谢产物转换为尿酸，也
催化多种底物生成氧化物引起连锁反应。为了研究两
种药物引起的嘌呤代谢差异是否与抑制 XOD 有关，
在体外测定药物酶抑制能力并通过分子对接与分子
动力学研究作用关系。参考文献 [16] 中的方法，酶标
仪的测量模式设置为动力学模式，温度为 37℃，选
择实验开始时间反应的5～15 min，每30 s 测试一次，
计算光度值变化回归方程的斜率 K，以其代表尿酸的
生成速率并计算 XOD 的活性。以别嘌醇为阳性药物，
去氢骆驼蓬碱对 XOD 抑制能力较弱，1b 的酶抑制力
有所提高，但两者的差距并不明显（见表 2）。

表 2　XOD酶活力检测 
Tab 2　XOD enzyme activity assay

成分 XOD 酶活力 /%

去氢骆驼蓬碱 87.74±2.09

1b 72.64±3.20

阳性药物别嘌醇 23.93±1.21

　　从 PDB 数据库中获取 XOD 的晶体结构（PDB：
3NVY），以原配体位点为参考，对蛋白和小分子预
处理后，在 Autodock Vina 软件中进行分子对接，对
接的结果在 Pymol 中可视化。在 AMBER 软件进行
分子动力学模拟，共轭梯度法进行体系能量优化，
在 302.15 K 的温度下进行 50 ns 的 NPT 模拟。结果
如图 7 所示，1b 与 XOD 的结合能较低（－ 49.79 
kJ·mol－ 1），可与多个氨基酸残基形成氢键，具有
一定的稳定性。均方根偏差（RMSD）变化用来评测
模拟系统的平衡以及复合物是否稳定，氢键数量变
化用来评估分子内部的相互作用的改变情况，回旋
半径（Rg）变化用来评估蛋白质的紧密程度及结构
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图 5　丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢（A）、精氨酸生物合成（B）、氨酰 -tRNA 生物合成（C）的代谢通路分析 
Fig 5　Metabolic pathway analysis of alanine，aspartate，and glutamate metabolism（A），arginine biosynthesis（B），and aminoacyl-tRNA 
biosynthesis（C）

图 6　药物对线虫嘌呤代谢通路的影响

Fig 6　Effect of drugs on the purine metabolic pathway in worms

构象关系的变化导致分子表面积增加，这会使得分
子表面暴露给溶剂的区域更多，不利于小分子配体

与靶蛋白的结合。药物产生嘌呤代谢的差异是否与抑
制 XOD 的活性有关也需要进一步的体内实验研究。

图 4　代谢通路富集分析

Fig 4　Metabolic pathways enrichment analysis

变化程度，SASA 变化用来评估蛋白疏水性及空间构
象的稳定性。1b 与 XOD 形成的复合物与空蛋白的
RMSD 波动差距并非十分显著，其均方根偏差波动
在 15 ns 后趋于稳定，表明其具有一定的稳定性；其
氢键的断裂和形成反映出分子内部的相互作用发生
了变化，氢键数量在 1 ～ 5 波动，也显示出作用力的
动态支撑；15 ns 时复合物的 Rg 波动性变大，观察到
其上升趋势，这表明该复合物的体系开始膨胀松散，
25 ns 时，溶剂可及表面积（SASA）开始升高，表明
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图 7　XOD/1b 的结合作用分析

Fig 7　Analysis of the binding effect of XOD/1b

2.7　HAM 与 1b 对线虫体内 SOD-3 蛋白含量的影响

　　氨基酸代谢和氧化还原应激之间存在着一定
的联系，例如，谷氨酸与 L- 精氨酸参与谷胱甘
肽的合成，是生物体内的主要抗氧化剂，谷氨酸
和 L- 精氨酸的缺乏会直接或间接降低生物体的
抗氧化能力 [17-19]；一些支链氨基酸也在调节体内
能量代谢平衡、氧化应激等方面也发挥着重要作
用 [20-21]。去氢骆驼蓬碱与 1b 导致的氨基酸代谢的
紊乱可能与氧化应激反应的失衡有关，因此需要
进一步探究药物是否同步引起线虫体内的氧化应
激。CF1553 线虫是一种 GFP 标记超氧化物歧化
酶 3（SOD-3）蛋白的线虫，SOD-3 参与清除体内
的活性氧（ROS）等氧化物，其水平的变化反映
了 ROS 水平的变化，因此可用来研究药物引起的
氧化应激。按照文献 [22] 中的测量方法，CF1553
线虫卵期给药生长至成虫后在荧光显微镜下采集
图像，并用 Image J 软件量化荧光强度。结果如
图 8 所示，去氢骆驼蓬碱与 1b 都会引起线虫体内

SOD-3 含量的上调，表明药物使线虫的 ROS 水平
升高，其作为促氧化剂激活氧化应激，这种应激
反应也许与相关氨基酸含量的下调有关。

图 8　HAM 与 1b 对线虫 SOD-3 蛋白的影响

Fig 8　Effect of HAM and 1b on the content of SOD-3 in worms
注：与对照组比较，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，***P ＜ 0.001.
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3　结论

　　去氢骆驼蓬碱的 7 位引入呋喃酰氧基团后对
线虫造成的生长发育、运动能力的毒性显著降低，
药物对线虫嘌呤代谢干扰程度的大幅下降可能是
其减毒效应的机制，而给药后相关氨基酸代谢的
紊乱可能与 ROS 稳态失衡及氧化应激反应激活
有关，这些结果有助于进一步理解去氢骆驼蓬碱
的神经毒性。此外，本文首次验证了线虫可作为
一种方便简洁的工具用于去氢骆驼蓬碱衍生物的
毒性筛选，且揭示了毒性与内源性代谢的联系，
这可以为结构修饰后的去氢骆驼蓬碱的毒理作用
及安全性研究提供参考。
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基于蛋白质组学探讨 RAB7 对肾小球足细胞线粒体自噬的影响

胡文杰1，2，陈慧宇1，2，祝晓丽1，魏良兵1，秦秀娟1*，高家荣1，3*（1. 安徽中医药大学第一附属医院 药

学部，合肥　230031；2. 安徽中医药大学 药学院，合肥　230012；3. 安徽中医药大学 中药复方安徽省重点实验室，合肥　

230012）

摘要：目的　通过蛋白质组学探究 RAB7 作为线粒体自噬生物标志物对肾小球足细胞线粒体

自噬的影响。方法　将 6 只 SD 大鼠随机分为对照组和模型组（n ＝ 3），尾静脉注射阿霉素

复制慢性肾小球肾炎（CGN）模型。采用蛋白质组学技术联合自噬数据库鉴定 CGN 大鼠的差

异自噬相关蛋白。体内采用 Western blot 方法验证相关蛋白的表达，体外采用嘌呤霉素氨基

核苷（PAN）诱导肾小球足细胞损伤模型，使用免疫荧光、透射电镜、Western blot 等方法检

测线粒体自噬变化。结果　共筛选出 12 个自噬相关蛋白，其中 RAB7 degree 值最高。体内经

Western blot 验证的 SNRPE、CTNNBI、CAT、RAB7A、SOD2 蛋白表达水平与蛋白质组学数

据一致。体外实验中，与正常组比较，模型组中 RAB7、Parkin 和 PINK1 蛋白表达水平降低

（P ＜ 0.01）；RAB7 过表达后，与正常组比较，模型组中自噬标志物 LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin 
1 蛋白表达水平升高（P ＜ 0.01），P62 蛋白表达水平降低（P ＜ 0.01）。结论　RAB7 可能是

CGN 中线粒体自噬生物标志物，影响肾小球足细胞线粒体自噬。

关键词：慢性肾小球肾炎；蛋白质组学；RAB7；肾小球足细胞；线粒体自噬
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Proteomics-based exploration of the effect of RAB7 on mitochondrial 
autophagy in renal podocytes

HU Wen-jie1, 2, CHEN Hui-yu1, 2, ZHU Xiao-li1, WEI Liang-bing1, QIN Xiu-juan1*, GAO Jia-rong1, 3* 
(1. Department of Pharmacy, The First Affiliated Hospital of Anhui University of Traditional Chinese 
Medicine, Hefei  230031; 2. College of Pharmacy, Anhui University of Traditional Chinese Medicine, 
Hefei  230012; 3. Anhui Provincial Key Laboratory of Chinese Medicine Compounding, Anhui 
University of Traditional Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To determine the effect of RAB7 as a biomarker on mitochondrial autophagy in 
glomerular podocytes by proteomics. Methods  Totally 6 SD rats were randomized into a control group 
and a model group, with 3 rats in each group. Chronic glomerulonephritis (CGN) rat model was established 
by tail vein injection of adriamycin. Proteomics technology combined with autophagy database was used to 
detect differential autophagy-related proteins. Western blot was used to verify the expression of the relevant 
proteins in vivo. In vitro, puromycin aminonucleoside (PAN) was used to induce glomerular podocytes 
injury model. Mitochondrial autophagy changes were detected using immunofluorescence, transmission 
electron microscopy, and Western blot. Results  Totally 12 autophagy-related proteins was screened, 
among which RAB7 had the highest degree. In vivo, Western blot verified expression levels of SNRPE, 
CTNNBI, CAT, RAB7A, and SOD2 proteins were consistent with proteomics data. In vitro experiments, 
the expression of RAB7, Parkin and PINK1 protein in the model group was significantly lower than 
those in the control group (P ＜ 0.01). After RAB7 overexpression, the expression of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and 
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　　慢性肾小球肾炎（CGN）是一种免疫介导的
肾小球疾病，简称慢性肾炎，是导致慢性肾脏病
最常见病因之一，以蛋白尿、血尿、高血压、水
肿为主要病理表现特征 [1-3]。CGN 发病机制复杂，
分子学发病机制尚不明确，因此，寻找其发病机
制、新的靶点和新的治疗策略，有助于提高 CGN
患者的诊断率和治疗率。
　　随着后基因组学的发展，蛋白质组学开始被广
泛应用，其具有可快速、高通量筛选蛋白质的特
点，鉴定和发现疾病的蛋白质生物标志物 [4-5]。基
因是遗传信息的来源，蛋白质是基因功能的执行
者。与基因相比，蛋白质更适合作为动态生化指
标，能更直接地判断疾病的发生和发展 [6-7]。蛋白
质组学可以筛选出不同生理和病理条件下的差异
表达蛋白，尤其在筛选各种肾脏疾病的蛋白标志
物方面 [8-9]。研究表明自噬标志蛋白 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、
Beclin 1、P62 的表达水平可用于评价自噬水平的高
低，进而用于评估 CGN 的肾损伤水平 [10]。
　　线粒体自噬是靶向受损的线粒体，将其递送
运输到溶酶体进行降解 [11]，有助于维持线粒体正
常形态和线粒体数量 [12]。线粒体自噬作为自噬的
一种，在疾病中具有双刃剑的作用。研究表明，
自噬功能异常或失调会导致各种肾脏疾病的发生
与发展，包括 CGN、糖尿病肾病、急性肾损伤、
狼疮肾炎 [13-15] 等。
　　本研究采用蛋白质组学技术联合自噬数据库
鉴定了 CGN 大鼠肾脏组织的差异表达自噬相关
蛋白，进而从线粒体自噬的角度探讨 CGN 的分
子学发病机制，为其诊断和治疗提供新的靶点和
新的科学依据。
1　材料 
1.1　动物

　　SPF 级雄性 SD 大鼠，体重（200±20）g，7 周
龄 [ 郑州华兴实验动物育种公司，SCXK（YU）
2019-0002]， 饲 养 环 境： 温 度 18 ～ 22℃， 湿 度
40% ～ 60%，本研究经安徽中医药大学动物实验伦
理委员会批准（批准号：AHUCM-rats-2020017）。

1.2　细胞

　　大鼠肾小球足细胞（湖南丰汇生物科技有限公
司），于含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素
的 DMEM 培养基中培养，向培养基中加入质量浓
度为 50 μg·mL － 1 的嘌呤霉素氨基核苷（PAN），
共同培养 48 h，诱导肾小球足细胞损伤模型。
1.3　试药与仪器 
　　阿霉素（瀚晖制药有限公司，货号：22068611），
PAN（美国 MedChemexpress 生物科技公司，货号：
HY-15695），戊巴比妥钠（广州莱润实验仪器有限公
司，货号：57-33-0），CAT（货号：DF7545）、SOD2（货
号：AF5144）、SNPRE（货号：DF7370）、CTNNB1（货
号：AF6266）、PINK 1（货号：DF7742）、Parkin（货号：
AF0235）、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ（货 号：AF4650）、Beclin 1
（货号：AF5128）（Affinity），RAB7A（ZENBIO，货
号：385525），RAB7（ZENBIO，货号：385525），
P62（CST，货号：5114T），山羊抗鼠 IgG（Zs-BIO，
货 号：142637）， 山 羊 抗 兔 IgG（Zs-BIO， 货 号：
139931），ECL 超敏发光试剂盒检测（Thermo，货
号：34094）。
2　方法与结果

2.1　动物分组与造模

　　大鼠适应性饲养 1 周后，随机分为对照组、
模型组（每组 3 只），模型组大鼠分别于第 1 日
（3.5 mg·kg － 1）和第 14 日（3.0 mg·kg － 1）尾静
脉注射阿霉素复制 CGN 模型 [16]，对照组尾静脉
注射等量生理盐水。第 21 日将所有大鼠放入代
谢笼中，收集 24 h 尿液，以 24 h 尿蛋白质量浓
度≥ 50 mg·kg － 1 为造模成功标志。造模结束后，
腹腔注射戊巴比妥钠（30 mg·kg － 1）麻醉大鼠，
腹主动脉取血，取相同部位肾小球组织于－ 80℃
保存。
2.2　尿蛋白分析 
　　如表 1 所示，与对照组相比，造模后（第 21 日）
的模型组大鼠 24 h 尿蛋白含量明显升高（P ＜ 0.01），
且大于造模成功标准（≥ 50 mg·kg－ 1），表明 CGN
模型建立成功。

Beclin 1 protein in the model group was significantly higher than those in the control group (P ＜ 0.01), 
and the expression of P62 protein in the model group was significantly lower than those in the control 
group (P ＜ 0.01). Conclusion  RAB7 may be a mitochondrial autophagy biomarker in CGN and affects 
mitochondrial autophagy on glomerular podocytes. 
Key words: chronic glomerulonephritis; proteomics; RAB7; glomerular podocytes; mitochondrial 
autophagy
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表 1　两组大鼠造模前后 24 h尿蛋白含量的变化 (n ＝ 3) 
Tab 1　Changes in 24 h urine protein content before and after the modeling 

in the 2 groups of rats (n ＝ 3)

组别
24 h 尿蛋白含量 /（mg·kg－ 1）

造模前 造模后

对照组 24.03±6.02 34.08±9.25

模型组 25.53±3.29   223.23±22.82**

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

2.3　组织病理学观察 
　　取大鼠肾皮质处肾小球组织，并固定在 10%
磷酸盐缓冲液多聚甲醛中，于 4℃下保存，苏木
精和伊红（HE）染色后，使用光学显微镜观察肾
小球组织形态。HE 染色结果显示，与对照组大
鼠的肾小球结构和肾小球基底膜厚度比较，模型
组大鼠肾小球出现萎缩，肾小球基底膜增厚，并
伴有大量蛋白管型，肾小球周围有炎症细胞浸润
（见图 1）。

A                                                    B
图 1　组织病理学观察（×200，比例尺＝ 100 μm）

Fig 1　Histopathological observation（×200，scale bar ＝ 100 μm）

A. 对照组（control group）；B. 模型组（model group）
注（Note）：a. 肾小球基底膜厚度增加 [glomerular basement 

membrane thickness（GBMT）was increased]；b. 蛋白管（protein tu-
bules）；c. 炎症细胞浸润（inflammatory cell infiltration）。

2.4　蛋白质的提取与质谱分析 
　　大鼠肾皮质处肾小球组织在 SDT 缓冲液中
均质化提取蛋白质，将提取物煮沸 5 min，并在
40 000 g 下离心 15 min，上清液中的蛋白质浓度
用双喹啉酸试验（美国 Pierce）检测。洗脱液引
入 Q-Exactive 质 谱 仪（美 国 Thermo）， 采 用 MS/
MS 采集模式，筛选条件：fold-change（FC）＞

1.5，P ＜ 0.05，鉴定差异表达蛋白。使用 R studio 
4.2.0 进行热图、GO、KEGG 通路富集分析，使用
Cytoscape（https：//cytoscape.org/）构建 PPI 网络。
2.5　差异蛋白的鉴定 
　　模型组与对照组间共有 1714 个差异表达蛋
白，以 fold-change（FC）＞ 1.5，P ＜ 0.05 为筛
选条件，共筛选出 431 个差异表达蛋白，火山图
分析如图 2 所示。

图 2　蛋白质组学差异蛋白的鉴定

Fig 2　Differential expression of proteins identified.
注：分别用红色和黄色的点表示显著上调和下调的差异蛋白。

Note：Significantly up-regulated and down-regulated proteins are 
represented as red and yellow dots，respectively. 

2.6　GO 和 KEGG 通路富集分析 
　　GO 富集分析显示差异表达蛋白主要富集在细
胞外体、细胞外囊、羧酸代谢过程、氧化代谢过程、
催化活性、线粒体基质等。采用 ClusterProfiler R
软件包分析了排名前 20 的 GO 条目（见图 3）。
　　KEGG 富集分析结果显示差异表达蛋白主要
参与了丙酮酸代谢、柠檬酸循环（TCA 循环）、糖
酵解 / 糖醛酸生成、自噬小体等信号通路。采用
ClusterProfiler R 软件包分析了排名前 30 的 KEGG
途径，结果如图 4 所示。
2.7　PPI 网络分析 
　　 使 用 Cytoscape 构 建 PPI 网 络， 结 合 GO 和
KEGG 分析，且文献表明 RAB7A 参与线粒体自
噬的发生与发展 [17]，因此推测在 CGN 的发生发
展中，RAB7A 是线粒体自噬的关键蛋白，并以
RAB7A 为中心绘制了 PPI 网络图（见图 5）。
2.8　差异表达蛋白与自噬数据库的联合分析 
　　将差异表达的蛋白与自噬数据库（https：//
hamdb.scbdd.com/home/index/）进行匹配，交集
共筛选出 12 个自噬相关蛋白，分别为 RAB7A、
RAB11A、RRAGA、SOD2、SNRPE、STAM、
ACSL1、CAPNS1、CAT、CTNNB1、FIS1、LAMP1
（见图 6A）。采用 PPI 网络构建 12 个自噬相关蛋白
的网络图（因 12 个蛋白在 PPI 网络分析时，SNRPE
与其他蛋白没有相关性且未形成 PPI 网络，所以图
中并未显示，见图 6B），Degree 值大小排名见表 2，
其中 RAB7A 的 Degree 值最高。
2.9　Western blot 验证体内蛋白表达 
　　从 12 个蛋白中挑选了与线粒体自噬、慢性肾
小球肾炎较相关的 5 个差异蛋白进行验证，Western 
blot 检测 5 个差异表达蛋白（SNRPE、CTNNB1、
CAT、RAB7A、SOD2）的表达。以β-actin 为内对
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图 3　差异表达蛋白的 GO 富集分析

Fig 3　GO enrichment analysis of differentially expressed proteins
注：生物过程、细胞成分、分子功能分别用蓝色、绿色和黄色表示。

Note：Biological processes，cellular components，and molecular functions，which indicated in blue，green，and yellow，respectively. 

图 4　差异表达蛋白的 KEGG 富集分析

Fig 4　KEGG enrichment analysis of differentially expressed proteins
注：红色由浅入深代表 z-score 从小到大。

Note：The colour red from shallow to deep represent the z-score from decreasing to increasing.
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图 5　PPI 网络图的构建

Fig 5　Construction of PPI network

图 6　自噬相关蛋白的分析

Fig 6　Analysis of autophagy-related proteins
A. 差异蛋白和自噬数据库匹配的韦恩图（Venn diagram of differentially expressed proteins and autophagy database）；B.12 个自噬相关蛋白的

PPI 网络（PPI network construction of 12 autophagy-related proteins）。

照，大鼠肾小球组织离心沉淀（12 000 r·min－ 1），
收集上清液，经电泳、转膜、封闭，稀释一抗 CAT
（1∶1000），SOD2（1∶500），RAB7A（1∶500），
SNPRE（1∶500），CTNNB1（1∶500） 孵 育 过 夜
（4℃）。二抗山羊抗鼠 IgG（1∶10 000），山羊抗兔
IgG（1∶10 000）室温孵育 2 h，蛋白用 ECL 超敏发
光试剂盒检测，使用 Image J 软件对蛋白条带进行
量化，所有实验均重复 3 次。结果显示，与正常组
相比，模型组中 CAT、RAB7A、SOD2 蛋白表达

明显减少（P ＜ 0.01），SNRPE、CTNNB1 蛋白表
达显著增加（P ＜ 0.01）。研究结果表明 SNRPE、
CTNNB1、CAT、RAB7A、SOD2 的表达与蛋白质
组学结果一致（见图 7）。
2.10　体外检测线粒体自噬的变化
2.10.1　免疫荧光检测 PINK1、RAB7 的表达水平
　为了探索 RAB7 参与调控线粒体自噬的方式，
本研究采用免疫荧光技术检测 PINK1 和 RAB7 的
表达水平。在大鼠肾小球足细胞中加入破膜工作
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液，用 PBS 洗 3 次，每次 5 min，于 3% BSA 在
室温下封闭 30 min。滴加一抗 PINK1（1∶100），
RAB7（1∶100），清洗 3 次，每次 5 min。二抗在
室温下滴加 50 min。使用 DAPI 对细胞核进行反
染色，收集图像并通过荧光显微镜进行分析。结
果如图 8 所示，与正常肾小球足细胞相比，PAN
诱导的肾小球足细胞中 PINK1 和 RAB7 的表达显
著降低（P ＜ 0.01）。
2.10.2　Western blot 分析检测 RAB7、Parkin、PINK1
的表达水平　以β-actin 为内对照，收集细胞沉淀，
12 000 r·min－ 1 离心 15 min，收集上清液，经电泳、
转膜、封闭，稀释一抗 PINK1（1∶1000），Parkin
（1∶1000），RAB7（1∶1000），孵育过夜（4℃）。
二 抗 山 羊 抗 鼠 IgG（1∶10 000）， 山 羊 抗 兔 IgG
（1∶10 000）室温孵育 2 h，蛋白用 ECL 超敏发光试
剂盒检测，使用 Image J 软件对蛋白条带进行量化，
所有实验均重复 3 次。如图 9 所示，与对照组相比，
模型组中 RAB7、Parkin、PINK1 的表达水平降低
（P ＜ 0.01）。
2.10.3　过表达质粒转染　RAB7过表达质粒（635 
bp）由通用生物公司设计（中国安徽）。转染前
在 6 孔板中对肾小球足细胞进行铺板，使用 250 

μL 无血清培养基稀释 2.5 μg siRNA，然后取 5 μL 
Lipofectamine 2000 在 250 μL 的无血清培养基中
稀释，轻轻混匀并在室温下孵育 5 min。而后将
两者轻轻混匀并在室温下孵育 20 min。将混匀后
的培养基加入到 6 孔板中，混匀 1 ～ 2 min 后，
放入培养箱培养 48 h 检测转染效率。
2.10.4　Western blot 检测转染效率　将 RAB7 过
表达质粒转染到 PAN 诱导的肾小球足细胞损伤
模型中，通过 Western blot 技术检测转染效率（见
图 10A）。以β-actin 为内对照，收集细胞沉淀，
12 000 r·min － 1 离心 15 min，收集上清液，经电
泳、转膜、封闭，稀释一抗 RAB7（1∶1000），孵
育过夜（4℃）。二抗山羊抗鼠 IgG（1∶10 000），
山羊抗兔 IgG（1∶10 000）室温孵育 2 h，蛋白用
ECL 超敏发光试剂盒检测，使用 Image J 软件对
蛋白条带进行量化，所有实验均重复 3 次。结果
显示，与对照组相比，RAB7 表达显著升高，转
染程度高。
2.10.5　透射电镜分析　肾小球足细胞固定后，使
用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。然后用梯度丙酮

表 2　12 个自噬相关蛋白 Degree排名 
Tab 2　Degree ranking of 12 autophagy-related proteins 

蛋白名称 Degree 值

RAB7A 16
LAMP1 16
CAT 14
CTNNB1 14
RAB11A 14
FIS1 12
SOD2 10
ACSL1   6
CAPNS1   6
STAM   6
RRAGA   6
SNRPE －

图 8　免疫荧光检测 PINK1、RAB7 的表达水平（比例尺：100 μm）

Fig 8　Immunofluorescence detection of the expression levels of PINK1 
and RAB7（Scale bar：100 μm）

A、B. 免疫荧光图片（immunofluorescence picture）；C. 免疫荧光定

量分析（quantitative immunofluorescence analysis）
注（Note）： 与 对 照 组 比 较，**P ＜ 0.01（Compared with the 

control group，**P ＜ 0.01）。

图 7　Western blot 检测 5 个差异表达蛋白

Fig 7　Western blot detection of 5 differentially expressed proteins
注（Note）： 与 正 常 组 比 较，**P ＜ 0.01（Compared with the 

control group，**P ＜ 0.01）。
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（30%、50%、70%、90% 和 100%）脱水，用环氧
树脂包埋剂包埋，切片，染色，用透射电镜观察
肾小球足细胞中的自噬小体和线粒体的形态。如
图 10B 所示，正常肾小球足细胞的线粒体呈椭圆
形或圆形，膜结构完整，被双层膜包围成封闭的
自噬体。与正常肾小球足细胞相比，PAN 诱导的
肾小球足细胞的线粒体形态不完整，有明显肿胀，
嵴柱结构消失或者断裂，呈空泡状，自噬小体数
量减少，表明模型组中自噬体形成减少。过表达
RAB7 后，线粒体结构明显恢复，自噬小体数量
增加，自噬水平升高。
2.10.6　过表达 RAB7 对自噬水平的影响　LC3 Ⅱ/
LC3Ⅰ、Beclin 1 和 P62 是检测自噬水平的标志物。
通过 Western blot 技术检测 LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin 
1 和 P62 的表达水平。以β-actin 为内对照，收集细
胞沉淀，12 000 r·min－1离心15 min，收集上清液，
经电泳、转膜、封闭，稀释一抗 P62（1∶1000），
LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ（1∶500），Beclin 1（1∶500）， 孵
育过夜（4℃）。二抗山羊抗小鼠 IgG（1∶10 000），
山羊抗兔 IgG（1∶10 000）室温孵育 2 h，蛋白用
ECL 超敏发光试剂盒检测，使用 Image J 软件对蛋
白条带进行量化。所有实验均重复3次。结果显示，
与正常组相比，模型组中 LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ和 Beclin 
1 的表达水平下调（P ＜ 0.01），P62 的表达水平上
调（P ＜ 0.01），在 RAB7 过表达之后，其结果被
逆转（见图 10C）。
2.11　统计学分析 
　　采用 SPSS 21.0 版本，实验数据结果以（x±s）
表示。两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单
因素方差分析。P＜0.05表示差异具有统计学意义。
3　讨论
　　CGN 是慢性肾脏疾病的一个常见诱因，也是
导致终末期肾脏疾病的主要原因之一，但目前缺
乏明确的诊断指标 [18-19]。将蛋白质组学方法应用

于 CGN 的研究，为深入了解 CGN 的发病机制和
筛选蛋白生物标志物提供了新的技术方法，有利
于更好地发现诊断和治疗 CGN 的靶点。
　　本文采用两种模型方法，一种是体内采用阿
霉素诱导模型验证蛋白质组学差异蛋白的表达，
另一种是体外采用 PAN 诱导模型探讨 RAB7 对肾
小球足细胞线粒体自噬的影响。尾静脉注射阿霉
素是建立 CGN 大鼠模型的经典方法 [20]，体外主
要有两种类型的细胞，即系膜细胞和足细胞。脂
多糖诱导常用于系膜细胞，而 PAN 诱导则常用于
足细胞 [21-22]。研究表明，PAN 可以诱导小鼠足细
胞损伤并降低自噬功能 [23]，因此选择其作为探究
足细胞线粒体自噬机制的体外模型。足细胞是分
布在肾小球基底膜上皮一侧的固有细胞，其基础
自噬率较高 [24]。在病理条件下，足细胞的自噬作
用被抑制，导致其从肾小球基底膜上脱落，从而
导致肾小球滤过功能的受损 [25-26]。
　　本研究应用蛋白质组学技术联合自噬数据
库，发现 12 个与自噬相关的差异表达蛋白，其中
RAB7 是 Degree 值排名第一的蛋白标志物。目前，

图 9　Western blot 检测自噬相关蛋白的变化

Fig 9　Changes in autophagy-related proteins were detected by Western blot
注：与对照组相比，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01. 

图 10　过表达 RAB7 对自噬水平的影响

Fig 10　Effect of overexpression of RAB7 on autophagy levels
A. 过 表 达 RAB7 转 染 效 率（transfection efficiency of overexpressed 
RAB7）；B. 肾小球足细胞线粒体结构变化（structural changes in mi-
tochondria of renal podocytes）；C. LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin 1、P62 的蛋

白表达量（protein expression of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ，Beclin 1，and P62）
注：与对照组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared 

with the model group，##P ＜ 0.01.
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关于 LAMP1 蛋白在线粒体自噬中的相关研究较
少，RAB7 则是经典线粒体自噬相关蛋白，故而
未选择 LAMP1。为了进一步探讨 RAB7 调控线
粒体自噬并参与 CGN 的发病机制，本研究分析了
RAB7 影响肾小球足细胞线粒体自噬的作用。
　　自噬是一个分解代谢过程，通过降解细胞自
身的成分来清除蛋白质聚集物、受损和多余的细
胞器，以维持细胞内的平衡 [27-28]。细胞自噬既可
以是非选择性的，如巨自噬和微自噬；也可以是
选择性的，包括线粒体自噬、内质网以及核糖体
自噬等途径。线粒体自噬是以线粒体为目标细胞
器的一种自噬方式，PINK1/Parkin、FUNDC1 和
BNIP3L/Nix 等信号通路在线粒体自噬中都被报道
过 [29-30]。线粒体自噬中有损伤的线粒体会优先成
为自噬的目标。本研究通过透射电镜发现在 PAN
诱导的肾小球足细胞中存在严重的线粒体损伤，
且自噬小体减少，表明在 CGN 的发生与发展中，
线粒体出现损伤且自噬水平下降。
　　在正常细胞的线粒体中，位于线粒体外膜的
PINK1 被转移到线粒体中，被相关的降解酶降解
并消除。当线粒体去极化，PINK1 导入内膜受到
抑制时，PINK1 会在线粒体上积累，然后启动线
粒体外膜对 Parkin 的招募，以触发自噬，清除受
损线粒体。因此，受损线粒体的数量和线粒体自噬
是否被激活与 PINK1 和 Parkin 紧密相关 [31-33]。自
噬的关键是自噬体和溶酶体的融合，形成酸性的
自溶酶体，从而将其消除。溶酶体和自噬体的融
合是由 PLEKHM1、HOPS 和 RAB7 介导的，其中
RAB7 是自噬体和溶酶体融合所需的一个关键调节
因子 [34-36]，RAB7 对自噬体转化为自溶体的过程是
必需的，且其活性对这一过程至关重要。因此，本
研究检测了 RAB7、PINK1 和 Parkin 的表达水平，
研究显示，PAN 诱导的肾小球足细胞中 RAB7、
PINK1 和 Parkin 的表达水平下降，表明在 CGN 的
发生发展中，线粒体自噬功能下降，对受损线粒体
的清除能力不足。为了进一步验证 RAB7 对线粒体
自噬水平的影响，本研究在 PAN 诱导的细胞模型
中对 RAB7 进行过表达，检测自噬活性标志物 LC3 
Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin 1、P62[37] 的表达水平。
　　LC3Ⅱ/LC3Ⅰ可以评估自噬的功能状态 [38]；
Beclin 1 是在哺乳动物中发现的第一个自噬相关
基因，作为自噬体形成中最重要的分子之一，
Beclin 1 是调节细胞自噬活性的关键靶标 [39]；P62
是一个由众多结构域组成的多功能支架蛋白，可以
结合泛素化的蛋白质，也可以将其作为目标，由蛋
白酶体降解。此外，P62 可以直接与 LC3 结合，这

可能会将泛素化的蛋白通过自噬降解 [40]。在转染
过表达 RAB7 质粒后，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和 Beclin1 的
水平升高，P62 水平下降，研究表明在 CGN 的发
生发展中，线粒体自噬水平下降。
　　综上所述，蛋白质组学分析和验证表明在
CGN 中，RAB7 表达的降低，导致线粒体自噬水
平的降低，提示 RAB7 作为 CGN 中线粒体自噬的
关键蛋白标志物，参与了 CGN 的线粒体自噬调控
过程，这一假说需要更深入的研究来证实，以期
为临床诊疗 CGN 提供新的思路，亦为干预 CGN
的药物研发提供新的靶点。
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关苍术醇提物乙酸乙酯部位化学成分及其抗肿瘤活性研究

王思琪1，刘宁雨1，张雪柔1，孙朝1，王静1，王萍2，周媛媛1*（1. 黑龙江中医药大学药学院 教育部北药基

础与应用研究重点实验室，哈尔滨　150040；2. 黑龙江省中医药科学院，哈尔滨　150036）

摘要：目的　研究关苍术的化学成分及部分化合物的抗肿瘤活性。方法　使用 95% 乙醇水对

关苍术进行提取，利用正相硅胶柱色谱、ODS 柱色谱以及半制备 HPLC 分析方法等对其进行

分离纯化，并使用 HR-ESI-MS 和 NMR 鉴定化合物的化学结构。使用人肝癌 HepG-2 细胞对化

合物 1、3 ～ 4、8 ～ 13 进行抗肿瘤活性测试。结果　从中共得到 14 个化合物，分别鉴定为

7- 羟基香豆素（1）、东莨菪内酯（2）、没食子酸乙酯（3）、咖啡酸甲酯（4）、4-O- 咖啡酰奎宁酸

甲酯（5）、5，7，4'- 三羟基 -6- 甲氧基黄酮（6）、3，7- 二羟基 -4'- 甲氧基黄酮（7）、1-O- 阿魏

酰基 -（4E，6E，12E）- 十四碳三烯 -8，10- 二炔 -1，3- 二醇（8）、1-O- 阿魏酰基 -（4E，6E，

12E）- 十四碳三烯 -8，10- 二炔 -1，14- 二醇（9）、（8E，15E）- 十七碳 -8，15- 二烯 -11，13-
二炔酸（10）、（4E，6E，12E）-4，6，12- 十四碳三烯 -8，10- 二炔 -1- 醇（11）、十七烷酸（12）、

二十二烷酸（13）、蒲公英萜醇乙酸酯（14）。化合物 3、4 具有一定的抗肿瘤活性，IC50 值分别

为（68.14±26.84）、（59.80±26.40）μmol·L－ 1。结论　共得到 14 个化合物，其中化合物 3 ～ 7、
13 均为首次从该药用部位中分离获得。MTT 实验结果显示化合物 3、4 具有一定的抗肿瘤活性。

关键词：关苍术；化学成分；分离纯化；结构鉴定；抗肿瘤
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Chemical constituents and antitumor activities of ethyl acetate extract of 
Atractylodes japonica
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Abstract: Objective  To determine the chemical constituents from Atractylodes japonica Koidz. ex 
Kitam. and their antitumor activities. Methods  The compounds were extracted with 95% ethanol, 
separated and purified with silica gel column chromatography, ODS column chromatography and semi-
preparative HPLC. Their structures were identified by HR-ESI-MS and NMR. The cytotoxic activity 
of isolated compounds on human liver cancer (HepG-2) cell lines was determined. Results  Totally 14 
compounds were isolated and identified as 7-hydroxycoumarin (1), scopoletin (2), ethyl gallate (3), caffeic 
acid methyl ester (4), 4-O-caffeoylquinic acid methyl ester (5), 5, 7, 4'-trihydroxy-6-methoxyflavone (6), 
3, 7-dihydroxy-4'-methoxyflavone (7), 1-O-feruloyl- (4E, 6E, 12E)-tetradecatriene-8, 10-diyne-1, 3-diol 
(8), 1-O-feruloyl- (4E, 6E, 12E)-tetradecatriene-8, 10-diyne-1, 14-diol (9), (8E, 15E)-heptadeca-8, 15-
dien-11, 13-diynoic acid (10), (4E, 6E, 12E)-4, 6, 12-tetradecatriene-8, 10-diyn-1-ol (11), heptadecanoic 
acid (12), behenic acid (13), and taraxerylacetate (14). The IC50 values of compound 3 and 4 were 
(68.14±26.84) μmol·L － 1 and (59.40±26.40) μmol·L － 1. Conclusion  Totally 14 compounds have 
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　　关苍术（Atractylodes japonica Koidz. ex Kitam.）
为菊科苍术属多年生草本植物，其药用部位为其干
燥的根茎。关苍术广泛分布在黑龙江、吉林及辽宁
三省。据《辽宁中药志》记载，关苍术具有健脾燥
湿、祛风胜湿的作用，主要用于治疗脘腹胀痛、泄
泻、恶心呕吐、倦怠乏力、风寒湿痹、痢疾等症状 [1]。
现代研究表明，关苍术具有抗胃溃疡、保肝、抗炎、
降糖、利尿以及保护心血管等作用 [2-3]。关苍术化学
成分丰富，主要为倍半萜、苯酚、烯炔和三萜等成
分，此外还有香豆素、甾醇、黄酮、糖苷等其他类
成分 [4-6]。关苍术在癌症治疗上也存在潜在的应用
价值 [7]。基于本课题组前期对关苍术 95% 乙醇水提
取物的研究，进一步对其乙酸乙酯部分进行分离纯
化，从中共分离得到 14 个化合物，其中包含 6 个首
次从该药用部位中分离得到的化合物（结构见图 1），
并对含量较高的化合物 1、3 ～ 4、8 ～ 13 进行抗肿
瘤活性研究，以期扩大关苍术的应用。
1　材料

　　Bruker-600 型超导核磁共振仪（德国布鲁克
公司），HR-ESI-MS 高分辨质谱仪、1525EF 半制
备型高效液相色谱、E2695 高效液相色谱仪（美
国沃特世公司）；Agilent Eclipse XDB-C18 半制备
色谱柱（9.4 mm×250 mm，5 µm，美国安捷伦公
司）；中压层析柱（瑞士步琦公司）；80 ～ 100 目、
200 ～ 300 目柱色谱硅胶（青岛海洋化工厂）；薄
层色谱硅胶（GF254，青岛海洋化工厂）；用于半
制备液相的试剂为色谱纯；其余均为分析纯。
　　人肝癌细胞 HepG-2（武汉普诺赛生命科技有
限公司）；噻唑蓝（MTT）、磷酸盐缓冲液（PBS）
（北京索莱宝科技有限公司）；二甲基亚砜（DMSO，
天津市富宇精细化工有限公司）；DMEM 培养基、
胰蛋白酶（美国赛默飞世尔科技公司）。
　　关苍术药材（哈尔滨市三棵树药材公司），经
黑龙江中医药大学药学院杨炳友教授鉴定，确
定该药材为菊科苍术属植物关苍术（Atractylodes 
japonica Koidz. ex Kitam.）的干燥根茎。
2　提取与分离

　　将干燥的关苍术药材（10.0 kg）进行适当粉
碎，用 95% 乙醇水回流提取 3 次，每次提取时间

为 2 h，使用旋转蒸发仪浓缩得到浸膏（996.5 g）。
将此浸膏加适量蒸馏水分散，水分散混悬液依次
用两倍量的石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯及水饱
和的正丁醇萃取，直至萃取液无色，减压浓缩萃
取物，得各部位浸膏。
　　取乙酸乙酯部位浸膏（108.5 g），经正相
硅胶（200 ～ 300 目）柱色谱分离，石油醚 - 乙
酸乙酯（1∶0 ～ 0∶1）和二氯甲烷 - 甲醇系统
（1∶0 ～ 0∶1）梯度洗脱，TLC 检测指导合并，
获得 5 个组分（Fr.1 ～ Fr.5）。
　　组分 Fr.1 经正相硅胶柱色谱（石油醚 - 乙酸
乙酯系统，100∶0 ～ 30∶1）系统洗脱，得到
Fr.1.1 ～ Fr.1.5 共 5 个组分；Fr.1.3 经正相硅胶柱
洗脱（石油醚 - 乙酸乙酯系统，80∶0 ～ 20∶1），
纯化得到化合物 1（5.6 mg）和 2（2.9 mg）。
　　组分 Fr.2 经正相硅胶柱色谱（石油醚 - 乙酸

been obtained, and compounds 3 ～ 7, and 13 have been isolated from this medicinal part for the first 
time. Compounds 3 and 4 have certain antitumor activity. 
Key words: Atractylodes japonica Koidz. ex Kitam.; chemical constituent; isolation and purification; 
structure identification; antitumor

图 1　化合物 1 ～ 14 结构

Fig 1　Structure of compounds 1 ～ 14
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乙酯系统，80∶0 ～ 10∶1）系统洗脱，低温放置
有白色固体粉末析出，得化合物 14（3.3 mg）。
　　组分 Fr.3 经正相硅胶柱色谱（石油醚 - 乙
酸乙酯系统，50∶0 ～ 0∶1）系统洗脱，得到
Fr.3.1 ～ Fr.3.6 共 6 个组分；Fr.3.2 经正相硅胶柱
洗脱（石油醚 - 乙酸乙酯系统，30∶0 ～ 0∶1），
纯化得化合物 12（5.1 mg）和 13（6.7 mg）。
　　组分 Fr.4 经正相硅胶柱色谱（二氯甲烷 -
甲 醇 系 统，80∶0 ～ 0∶1） 系 统 洗 脱， 得 到
Fr.4.1 ～ Fr.4.7 共 7 个组分；Fr.4.2 经正相硅胶柱洗
脱（二氯甲烷 - 甲醇系统，30∶0 ～ 0∶1），纯化得
到化合物 8（5.5 mg）、9（5.3 mg）和 10（6.5 mg）；
Fr.4.5 经正相硅胶柱洗脱（二氯甲烷 - 甲醇系统，
20∶0 ～ 0∶1），纯化得到化合物 11（5.7 mg）。
　　组分 Fr.5 经正相硅胶柱色谱（二氯甲烷 - 甲醇系
统，50∶0 ～ 0∶1）系统洗脱，得到 Fr.5.1 ～ Fr.5.5
共 5 个组分；Fr.5.2 经 ODS 柱色谱（甲醇 - 水系统，
1∶9 ～ 1∶0） 系 统 洗 脱， 得 到 Fr.5.2.1 ～ Fr.5.2.7
共 7 个 组 分；Fr.5.2.2 经 半 制 备 HPLC（甲 醇 -
水，15∶85 ～ 100∶0）得化合物 3（8.5 mg）和 4
（8.0 mg）；Fr.5.2.4 经 半 制 备 HPLC（甲 醇 - 水，
25∶75 ～ 100∶0）得化合物 5（3.5 mg）、6（3.1 mg）
和 7（3.0 mg）。
3　结构鉴定

　　 化 合 物 1： 无 色 针 晶（乙 酸 乙 酯）；HR-
ESI-MS m/z：163.1515 [M ＋ H] ＋（计 算 结 果
为 163.1516），分子式为 C9H6O3。

1H-NMR（400 
MHz，CDCl3）δ：7.67（1H，d，J ＝ 9.6 Hz，
H-4），7.45（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-5），6.88
（1H，d，J ＝ 2.2 Hz，H-8），6.79（1H，dd，J ＝

8.0，2.2 Hz，H-6），6.29（1H，d，J ＝ 9.6 Hz，
H-3）；13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：162.2（C-
7），161.0（C-2），159.6（C-9），143.4（C-4），
129.5（C-5），113.6（C-3），112.9（C-10），112.0
（C-6），103.3（C-8）。以上数据与文献 [8] 基本一
致，故鉴定化合物 1 为 7- 羟基香豆素。
　　化合物 2：黄白色针晶（甲醇）；HR-ESI-MS m/z：
215.1590 [M ＋ Na]＋（计算结果为 215.1593），分子式
为 C10H8O4。

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：7.61（1H，
d，J＝9.2 Hz，H-4），6.87（1H，s，H-8），6.95（1H，
s，H-5），6.28（1H，d，J＝9.2 Hz，H-3），3.91（3H，
s，6-OCH3）；13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：161.6
（C-2），152.1（C-6），149.6（C-7），143.7（C-4），
144.0（C-9），113.5（C-3），111.4（C-10），107.2（C-
5），103.4（C-8），56.7（-OCH3）。以上数据与文献 [9]

报道基本一致，故鉴定化合物 2 为东莨菪内酯。
　　 化 合 物 3： 白 色 针 晶（三 氯 甲 烷）；HR-
ESI-MS m/z：197.1652 [M － H] －（计算结果为
197.1654）， 分 子 式 为 C9H10O5；

1H-NMR（400 
MHz，CD3OD）δ：7.06（2H，s，H-2，6），4.24
（2H，q，J ＝ 6.8 Hz，H-8），1.39（3H，t，J ＝

6.8 Hz，H-9）；13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：
168.2（C-7），147.0（C-3），147.0（C-5），140.0
（C-4），121.4（C-1），110.3（C-2），110.3（C-
6），61.5（C-8），14.5（C-9）。以上数据与文献 [10]

报道基本一致，故鉴定化合物 3 为没食子酸乙酯。
　　 化 合 物 4： 黄 色 粉 末；HR-ESI-MS m/z：
217.1750 [M ＋ Na]＋（计算结果为 217.1752），分子
式为 C10H10O4；

1H-NMR（400 MHz，CD3OD）δ：7.31
（1H，d，J＝13.8 Hz，H-7），7.08（1H，d，J＝1.9 
Hz，H-2），6.96（1H，dd，J ＝ 8.2，1.9 Hz，H-6），
6.75（1H，d，J＝8.2 Hz，H-5），6.30（1H，d，J＝
13.8 Hz，H-8），3.88（3H，s，9-OCH3）；13C-NMR
（100 MHz，CD3OD）δ：176.3（C-9），150.6（C-3），
149.7（C-4），141.5（C-7），128.4（C-1），123.2（C-
5），121.1（C-6），116.9（C-2），111.1（C-8），56.4
（-OCH3）。以上数据与文献 [11] 报道基本一致，故
鉴定化合物 4 为咖啡酸甲酯。
　　 化 合 物 5： 淡 黄 色 粉 末；HR-ESI-MS m/z：
391.3237 [M ＋ Na] ＋（计算结果为 391.3236），分
子式为 C17H20O9；

1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）
δ：7.51（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-3'），7.02（1H，
d，J ＝ 1.6 Hz，H-5'），6.94（1H，dd，J ＝ 8.4，
1.6 Hz，H-9'），6.73（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-8'），
6.20（1H，d，J ＝ 16.0 Hz，H-2'），4.70（1H，m，
H-4），4.09（1H，m，H-3），3.95（1H，m，H-5），
3.58（3H，s，7-OCH3）；13C-NMR（100 MHz，
DMSO-d6）δ：174.5（C-7），166.5（C-1'），148.6
（C-7'），146.2（C-6'），145.2（C-3'），126.1（C-
4'），121.5（C-9'），116.2（C-8'），115.0（C-5'），
114.8（C-2'），76.0（C-1），74.1（C-3），65.6（C-
4），64.7（C-5），52.1（-OCH3），39.4（C-6），38.5
（C-2）。以上数据与文献 [12] 报道基本一致，故鉴
定化合物 5 为 4-O- 咖啡酰奎宁酸甲酯。
　　 化 合 物 6： 淡 黄 色 粉 末；HR-ESI-MS m/z：
301.2710 [M ＋ H]＋（计算结果为 301.2715），分子
式为 C16H12O6；

1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：
7.90（2H，d，J＝ 8.4 Hz，H-2'，6'），6.90（2H，d，
J ＝ 8.4 Hz，H-3'，5'），6.77（1H，s，H-8），6.55
（1H，s，H-3），3.71（3H，s，6-OCH3）；13C-NMR
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（100 MHz，DMSO-d6）δ：182.0（C-4），163.8
（C-2），161.2（C-4'），157.2（C-7），152.9（C-5），
152.2（C-9），131.1（C-6），128.2（C-2'），128.2
（C-6'），121.4（C-1'），115.7（C-3'），115.7（C-
5'），104.3（C-10），102.2（C-3），94.5（C-8），59.8
（-OCH3）。以上数据与文献 [13] 报道基本一致，故
鉴定化合物 6 为 5，7，4'- 三羟基 -6- 甲氧基黄酮。
　　化合物 7：淡黄色粉末；HR-ESI-MS m/z：
307.2560 [M ＋ Na] ＋（计算结果为 307.2561），分
子式为 C16H12O5；

1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）
δ：7.76（2H，d，J＝ 8.5 Hz，H-2'，6'），7.60（1H，
d，J ＝ 8.0 Hz，H-5），7.03（1H，dd，J ＝ 8.0，
2.0 Hz，H-6），6.99（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，H-8），
6.88（2H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-3'，5'），3.80（3H，
s，4'-OCH3）；13C-NMR（100 MHz，DMSO-d6）δ：
173.9（C-4），163.0（C-4'），161.9（C-7），154.9
（C-9），145.0（C-2），139.5（C-3），127.9（C-
2'），127.9（C-6'），127.5（C-5），123.9（C-1'），
118.3（C-8），115.5（C-10），115.2（C-6），114.4
（C-3'），114.1（C-5'），55.5（-OCH3）。以上数据
与文献 [14] 报道基本一致，故鉴定化合物 7 为 3，
7- 二羟基 -4'- 甲氧基黄酮。
　　 化 合 物 8： 黄 色 油 状；HR-ESI-MS m/z：
391.4411 [M － H] －（计算结果为 391.4416），分
子 式 为 C24H24O5；

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）
δ：7.60（1H，dd，J ＝ 15.9，3.9 Hz，H-3'），7.07
（1H，dd，J ＝ 8.2，1.8 Hz，H-5'），7.01（1H，d，
J ＝ 1.8 Hz，H-9'），6.91（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，
H-6'），6.69（1H，dd，J ＝ 15.5，10.9 Hz，H-6），
6.39（1H，m，H-5），6.30（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，
H-13），6.26（1H，d，J ＝ 3.1 Hz，H-2'），5.85
（1H，dd，J ＝ 15.2，6.0 Hz，H-4），5.64（1H，d，
J ＝ 15.4 Hz，H-7），5.58（1H，d，J ＝ 15.7 Hz，
H-12），4.46（1H，dt，J ＝ 11.5，8.3 Hz，H-1b），
4.35（1H，dd，J ＝ 12.2，6.2 Hz，H-3），4.28
（1H，dt，J＝11.1，5.5 Hz，H-1a），3.92（3H，s，
8'-OCH3），1.82（3H，m，H-14）；13C-NMR（100 
MHz，CDCl3）δ：167.4（C-1'），148.0（C-7'），
146.6（C-8'），145.2（C-3'），143.6（C-13），143.3
（C-6），139.2（C-4），129.1（C-5），126.7（C-
4'），123.6（C-5'），114.7（C-2'），114.7（C-6'），
110.4（C-7），109.7（C-12），109.2（C-9'），81.6
（C-11），79.7（C-8），76.7（C-9），72.3（C-10），
68.8（C-3），63.8（C-1），53.2（-OCH3），36.4（C-
2），18.8（C-14）。以上数据与文献 [15] 报道基本一

致，故鉴定化合物 8 为 1-O- 阿魏酰基 -（4E，6E，
12E）- 十四碳三烯 -8，10- 二炔 -1，3- 二醇。
　　 化 合 物 9： 黄 色 油 状；HR-ESI-MS m/z：
391.4411 [M － H] －（计算结果为 391.4416），分
子式为 C24H24O5；

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：
7.62（1H，m，H-3'），7.05（1H，s，H-9'），7.06
（1H，d，J ＝ 8.1 Hz，H-5'），6.92（1H，d，J ＝

8.1 Hz，H-6'），6.68（1H，dd，J ＝ 15.4，11.0 Hz，
H-6），6.42（1H，dt，J ＝ 16.0，4.8 Hz，H-13），
6.28（1H，dd，J ＝ 15.9，8.4 Hz，H-2'），6.14
（1H，m，H-5），5.87（1H，dd，J ＝ 15.2，6.8 Hz，
H-4），5.86（1H，dd，J ＝ 15.2，6.8 Hz，H-12），
5.57（1H，d，J ＝ 15.5 Hz，H-7），4.27（1H，dd，
J ＝ 4.9，1.9 Hz，H-14），4.21（2H，t，J ＝ 6.6 
Hz，H-1），3.95（3H，s，8'-OCH3）；13C-NMR
（100 MHz，CDCl3）δ：167.2（C-1'），147.5（C-7'），
146.7（C-8'），144.7（C-13），144.6（C-3'），144.5
（C-6），137.7（C-4），130.1（C-5），126.9（C-4'），
122.5（C-5'），115.0（C-2'），114.7（C-6'），109.2
（C-9'），108.7（C-12），107.6（C-7），81.4（C-8），
80.3（C-11），75.3（C-9），74.7（C-10），63.5（C-
1），62.3（C-14），55.9（-OCH3），29.0（C-3），27.9
（C-2）。以上数据与文献 [15] 报道基本一致，故鉴
定化合物 9 为 1-O- 阿魏酰基 -（4E，6E，12E）-
十四碳三烯 -8，10- 二炔 -1，14- 二醇。
　　 化 合 物 10： 黄 色 油 状；HR-ESI-MS m/z：
257.3519 [M － H] －（计算结果为 257.3517），分
子 式 为 C17H22O2；

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）
δ：6.27（1H，dq，J ＝ 15.7，6.9 Hz，H-16），5.50
（1H，m，H-15），5.47（1H，m，H-8），5.37（1H，
m，H-9），3.06（2H，d，J ＝ 6.7 Hz，H-10），2.37
（2H，t，J＝7.5 Hz，H-2），1.82（3H，m，H-17）；

13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：178.4（C-1），
143.4（C-16），132.6（C-8），122.8（C-9），110.3
（C-15），81.3（C-11），74.6（C-14），72.9（C-13），
65.0（C-12），33.9（C-2），29.4（C-6），29.3（C-
5），29.0（C-4），27.1（C-7），24.9（C-3），18.7（C-
17），18.2（C-10）。以上数据与文献 [15] 报道基本一
致，故鉴定化合物 10 为（8E，15E）- 十七碳 -8，
15- 二烯 -11，13- 二炔酸。
　　 化 合 物 11： 黄 色 油 状；HR-ESI-MS m/z：
201.2885 [M ＋ H] ＋（计算结果为 201.2880），分子
式为 C14H16O；1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：6.67
（1H，dd，J ＝ 15.0，11.2 Hz，H-6），6.31（1H，
dq，J ＝ 15.0，7.6 Hz，H-13），6.13（1H，dd，J ＝
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15.0，11.2 Hz，H-5），5.84（1H，dt，J ＝ 15.0，7.6 
Hz，H-4），5.57（1H，m，H-12），5.53（1H，hr. d，
J＝15.0 Hz，H-7），3.63（2H，t，J＝6.0 Hz，H-1），
1.85（3H，m，H-14），1.64（2H，tt，J ＝ 7.0，7.0 
Hz，H-2）；13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：144.8
（C-6），143.5（C-13），138.3（C-4），130.1（C-5），
110.1（C-12），108.2（C-7），81.3（C-11），80.6（C-
8），75.7（C-10），72.4（C-9），62.4（C-1），31.9（C-
2），29.3（C-3），18.7（C-14）。以上数据与文献 [16] 报
道基本一致，故鉴定化合物 11 为（4E，6E，12E）-
4，6，12- 十四碳三烯 -8，10- 二炔 -1- 醇。
　　 化 合 物 12： 白 色 粉 末；HR-ESI-MS m/z：
271.4627 [M ＋ H]＋（计算结果为 271.4629），分子
式为 C17H34O2；

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：2.36
（2H，t，J ＝ 7.4 Hz，H-2），1.64（2H，m，H-3），
1.33 ～ 1.28（26H，br s，H-4 ～ 16），0.90（3H，
t，J ＝ 6.5 Hz，17-CH3）；13C-NMR（100 MHz，
CDCl3）δ：179.9（C-1），34.0（C-2），31.9（C-3），
29.7 ～ 18.7（C-4 ～ 16），14.1（C-17）。 以 上 数
据与文献 [17] 报道基本一致，故鉴定化合物 12 为
十七烷酸。
　　 化 合 物 13： 白 色 粉 末；HR-ESI-MS m/z：
341.5790 [M ＋ H] ＋（计算结果为 341.5793），分
子式为 C22H44O2；

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：
2.08（2H，t，H-2），1.50（2H，m，H-3），1.18
（36H，m，H-4 ～ 21），0.81（3H，t，H-22）；
13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：175.5（C-1），
38.5（C-2），36.2（C-3），31.3 ～ 22.3（C-
4～21），14.1（C-22）。以上数据与文献 [18] 报道基
本一致，故鉴定化合物 13 为二十二烷酸。
　　 化 合 物 14： 白 色 粉 末；HR-ESI-MS m/z：
491.7528 [M ＋ Na] ＋（计算结果为 491.7527），分
子式为 C32H52O2；

1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：
5.52（1H，dd，J ＝ 8.2，3.2 Hz，H-15），4.47（1H，
dd，J ＝ 10.6，5.4 Hz，H-3），2.05（3H，s，H-2'），
1.07（3H，s，H-26），0.97（6H，s，H-24，29），
0.91（3H，s，H-30），0.88（3H，s，H-27），0.86
（3H，s，H-23），0.83（3H，s，H-25），0.80（3H，
s，H-28）；13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：170.9
（C-1'），158.0（C-14），116.8（C-15），81.2（C-3），
55.9（C-5），49.9（C-9），48.9（C-18），41.3（C-
19），39.3（C-8），37.9（C-4），37.9（C-1），37.8（C-
10），37.6（C-13），37.3（C-22），36.6（C-12），35.9
（C-17），35.4（C-21），33.9（C-16），33.6（C-29），
33.5（C-7），30.2（C-28），29.7（C-27），29.5（C-

20），28.8，（C-23），26.1（C-26），23.8（C-2），21.7
（C-30），21.6（C-2'），18.9（C-6），17.8（C-11），
16.9（C-24），15.4（C-25）。以上数据与文献 [19] 基
本一致，故鉴定化合物 14 为蒲公英萜醇乙酸酯。
4　细胞毒活性研究

　　本实验采用 MTT 法对所提取化合物中含量
较高的化合物 1、3 ～ 4、8 ～ 13 进行了体外抗
肿瘤活性筛选 [20]。使用人肝癌 HepG-2 细胞，设
置不同浓度的给药组，对照组加入同体积、同浓
度的 DMSO，每个组分设置 3 个复孔。使用酶标
仪于 570 nm 处测定吸光度值，并计算 IC50。结
果显示，化合物 3、4 具有一定的抗肿瘤活性，
IC50 值 分 别 为（68.14±26.84）、（59.80±26.40）
μmol·L － 1，其余化合物无明显抗肿瘤活性。
5　讨论

　　本实验对关苍术乙酸乙酯部位进行分离纯
化，其中化合物 3 ～ 7、13 均为首次从该药用部
位分离得到。同时，细胞毒活性筛选实验结果表
明，化合物 3、4 对人肝癌 HepG-2 细胞表现出一
定的活性。在我国，与关苍术同属的苍术属植物
有茅苍术、北苍术、白术以及朝鲜苍术 [21]，茅苍
术与北苍术挥发油成分主要为萜类，白术与关苍
术均以苍术酮为主，朝鲜苍术的主要有效成分为
苍术酮。因其相似的化学成分，其药理作用也较
为相似，但由于有效成分的含量存在差异，故药
理活性显著不同，如茅苍主对于胃肠道调节具有
显著影响 [22]。关苍术为东北著名的道地药材，因
其较高的药用价值，近年来受到广泛的关注，但
其化学成分的研究以及临床上的应用还处于初级
阶段。随着社会对关苍术需求量的不断加大，有
关于关苍术化学成分及药理作用的研究还有待于
进一步深入。
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灯盏花素注射液通过调控 p38MAPK信号通路 
减轻大鼠子宫内膜异位症的机制研究

姬白嫣，魏娟（河北省邯郸市第二医院，河北　邯郸　056001）

摘要：目的　探讨灯盏花素注射液（Bre）对大鼠子宫内膜异位症（EMs）的影响，并基于

p38MAPK 信号通路探讨其机制。方法　将60只雌性大鼠按体重随机分为假手术组、模型组、Bre（1 
mg·kg－ 1）组、SB202190（p38MAPK 抑制剂，15 mg·kg－ 1）组、Bre（1 mg·kg－ 1）＋ SB202190（15 
mg·kg－ 1）组，每组 12 只。除假手术组外，其他 4 组均采用自体内膜移植法制备 EMs 大鼠模型。

造模完成后，各组分别腹腔注射给药，1 次·d－ 1 连续 4 周。通过超声影像测量异位病灶体积，根

据 Haber 评分标准进行盆腔粘连评分，HE 染色法观察异位病灶组织病理改变，酶联免疫吸附法检

测炎症因子（TNF-α、IL-6、IL-8）含量，Western blot 法检测 p38MAPK 信号通路相关蛋白 p38 和

p-p38、细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）、p-ERK1/2、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）、p-JNK 以及

核因子 -κB p65（NF-κB p65）、p-NF-κB p65、p-IκBα 表达。结果　与模型组比较，Bre、SB202190
和 Bre ＋ SB202190 可显著降低 EMs 大鼠异位病灶体积和盆腔粘连评分（P ＜ 0.05）；促进异位病

灶结构紊乱、间质疏松、上皮细胞坏死、新生血管减少、腺体萎缩、炎性细胞浸润减少等病理改

变；显著降低 TNF-α、IL-6、IL-8 含量，p-p38/p38、（p-ERK1/2）/（ERK1/2）、p-JNK/JNK、p-NF-
κB p65/NF-κB p65 比值及 p-IκBα 相对表达量（P ＜ 0.05）。Bre ＋ SB202190 组上述作用均显著优于

Bre 组和 SB202190 组（P ＜ 0.05）。结论　Bre 可抑制 EMs 大鼠异位病灶生长、减轻盆腔粘连，其

机制可能与抑制 p38MAPK 信号通路过度激活，进而抑制炎症反应有关。

关键词：灯盏花素；子宫内膜异位症；p38MAPK 信号通路；炎症；核因子 -κB
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　　子宫内膜异位症（endometriosis，EMs）是一
种起病隐匿、迁延难愈的慢性妇科疾病，发病率为
10%～15%，以育龄期妇女居多，EMs 可引发痛经、
不孕、盆腔痛、性交痛等，严重影响患者生活质量
和生殖健康。EMs 发病机制复杂，其中炎症反应在
其发病过程中发挥着重要作用 [1]。p38 促分裂素原
活化蛋白激酶（p38 mitogen activated protein kinase，
p38MAPK）信号通路是细胞内重要的信号转导通
路，在炎症反应过程中发挥着关键调控作用 [2]。
　　灯盏花素（breviscapine，Bre）是由菊科植
物短葶飞蓬干燥全草中提取的一种羟基黄酮类化
合物，具有改善微循环、抗炎、抗氧化等多种
药理学作用，目前主要用于脑供血不足、脑卒中
后遗症、冠心病、心绞痛等疾病的治疗。Bre 可

减轻子宫切除术后炎症反应 [3]，能够通过抑制
p38MAPK 信号通路减轻小胶质细胞介导的神经
炎症反应 [4]，但 Bre 能否缓解 EMs 病情尚未见文
献报道。本研究旨在探讨 Bre 对大鼠 EMs 的影响
及其机制，以期为临床治疗 EMs 提供新的思路。
1　材料
1.1　实验动物 
　　60 只无特定病原体级 8 周龄雌性 SD 大鼠 [ 玛
斯生物技术（固安）有限公司，SCXK（冀）2021-
004]，体重（260±20）g，饲养于邯郸康业制药有
限公司实验动物中心，室温（23±2）℃、相对湿
度（60±5）%、光照随室外自然变化，进食饮水
不限。本实验通过邯郸市第二医院伦理委员会批
准 [ 批件号：HDEY（K）字 2021-013]。

Mechanism of Breviscapine injection alleviating endometriosis in rats by 
regulating p38MAPK signaling pathways

JI Bai-yan, WEI Juan (Handan Second Hospital, Handan  Hebei  056001)

Abstract: Objective  To determine the effect of Breviscapine injection (Bre) on endometriosis (EMs) 
in rats, and its mechanism based on p38MAPK signaling pathways. Methods  According to body 
weight, 60 female rats were randomly divided into a sham operation group, a model group, a Bre (1 
mg·kg－ 1) group, a SB202190 (p38MAPK inhibitor, 15 mg·kg－ 1) group and a Bre (1 mg·kg－ 1) ＋
SB202190 (15 mg·kg－ 1) group, with 12 rats in each group. Except for the sham operation group, 
in the other 4 groups EMs rat models were established by autologous endomembrane transplantation. 
After the modeling, each group was intraperitoneally injected corresponding drugs once daily for 4 
consecutive weeks. The volume of the ectopic lesions was measured by ultrasound imaging system. 
The pelvic adhesion was scored according to the Haber scale. The histopathological changes of the 
ectopic lesions was observed with HE staining. The content of inflammatory factors (TNF-α , IL-6, and 
IL-8) was detected by enzyme-linked immunosorbent assay. The expression of p38MAPK signaling 
pathways related proteins p38, p-p38, extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), p-ERK1/2, 
c-Jun N-terminal kinase (JNK), p-JNK, and nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65), p-NF-κB p65, and 
p-IκBα  were detected by Western blot. Results  Compared with the model group, Bre, SB202190 and 
Bre ＋ SB202190 significantly decreased the ectopic lesion volume and pelvic adhesion score in EM 
rats (P ＜ 0.05), promoted the pathological changes in the ectopic lesions such as structural disorder, 
interstitial loosening, necrosis and shedding of the epithelial cells, decreased neovascularization 
and inflammatory cell infiltration, caused gland atrophy, and significantly decreased the content of 
TNF-α , IL-6, and IL-8, the ratio of p-p38/p38, (p-ERK1/2)/(ERK1/2), p-JNK/JNK, p-NF-κB p65/NF-
κB p65 and the relative expression of p-IκBα  (P ＜ 0.05). The above effects in the Bre ＋ SB202190 
group were significantly better than those of the Bre group and the SB202190 group (P ＜ 0.05). 
Conclusion  Bre can inhibit the growth of ectopic lesions and reduce pelvic adhesions in EMs rats, 
whose mechanism may be related to inhibiting the excessive activation of p38MAPK signaling 
pathways, thereby inhibiting the inflammatory responses. 
Key words: breviscapine; endometriosis; p38MAPK signaling pathway; inflammation; NF-κB



3169

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

1.2　试药
　　灯盏花素注射液（Bre，规格：5 mL/20 mg，
神威药业有限公司，批号：S21D02017）；MAPK
抑制剂 SB202190（美国 Santa Cruz 公司，批号：
1911013）；戊酸雌二醇片（拜耳医药公司，批号：
J20200730）；HE 染色、BCA 蛋白定量试剂盒（北
京索莱宝公司，批号：G1120、PC0020）；肿瘤坏
死因子（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、IL-8 酶
联免疫吸附法试剂盒和 ECL 试剂盒（南京建成生
物工程研究所，批号分别为：H052-1、H007-1-2、
H008、W028-2-1）；p38、p-p38、细胞外信号调
节 激 酶 1/2（ERK1/2）、p-ERK1/2、c-Jun 氨 基 末
端激酶（JNK）、p-JNK 及核因子 -κB p65（NF-κB 
p65）、p-NF-κB p65、p-IκBα、GAPDH 抗 体（北
京博奥森公司，批号分别为 bs-0637R、bs-5476R、
bsm-52259R、bs-1522R、bs-2592R、bs-4163R、bs-
20160R、bs-3543R、bs-5514R、bs-2188R）。
1.3　仪器
　　SEQUOIA512 小动物超声影像系统（德国
SIEMENS 公司）；ELX800 全波长酶标仪（美国
Bio-Tek 公司）；RM2245 石蜡切片机、Histostar
包埋机（德国 Leica 公司）；CR22N 高速低温离心
机（日本 Hitachi 公司）；1658001 蛋白电泳转膜
系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2　方法
2.1　分组、模型构建与给药 
　　将 60 只大鼠按体重随机分为假手术组、模型
组、Bre 组、SB202190 组、Bre ＋ SB202190 组，
每组 12 只。除假手术组外，其他 4 组参照孙瑞英
等 [5] 报道的方法制备 EMs 大鼠模型：1 次·d－ 1 灌
胃 0.1 mg·kg－ 1 戊酸雌二醇，3 d 后 40 mg·kg－ 1

腹腔注射（ip）戊巴比妥钠麻醉，取左侧子宫角部
分子宫内膜组织，修剪成 0.5 cm×0.5 cm 小块后移
植到右侧腹壁皮下筋膜层和腹壁肌层之间。假手术
组行手术通路，切除左侧子宫角部分子宫内膜组
织，但不移植。4 周后，通过动物超声影像系统检
测，右侧腹壁下出现暗灰色低回声区，即为异位
病灶，异位病灶体积≥ 50 mm3 即造模成功 [6]。经
超声影像检测判定造模成功后，Bre 组 ip 给予 1 
mg·kg－ 1 Bre（根据人与大鼠剂量换算公式计算所
得），SB202190 组 ip 给予 15 mg·kg－ 1 SB202190[7]，
Bre ＋ SB202190 组 ip 给 予 1 mg·kg－ 1 Bre ＋ 15 
mg·kg－ 1 SB202190，假手术组和模型组 ip 给予等
体积 0.9% 氯化钠溶液，1 次·d－ 1 连续 4 周。
2.2　超声影像系统测量异位病灶体积及 Haber 评
分标准行盆腔粘连评分
　　给药完成 12 h 后，通过超声影像系统测量异

位病灶体积。40 mg·kg－ 1 ip 戊巴比妥钠实施麻
醉后开腹，暴露异位病灶，参照 Haber 等 [8] 报道
的评分标准进行盆腔粘连评分：无粘连记 0 分；
轻微粘连，记 1 ～ 2 分；轻度粘连，异位病灶周
围可见少许粘连带，记 3 ～ 4 分；中度粘连，异
位病灶周围可见一些粘连带，记 5 分；中重度粘
连，可见较多的粘连带围绕异位病灶，肠管周围
出现少许粘连带，记 6 ～ 7 分；重度粘连，肠管
周围出现大量粘连带，记 8 ～ 9 分；严重粘连，
大量粘连带围绕肠系膜和腹膜间，肠系膜和腹膜
间见严重粘连，记 10 分。
2.3　HE 染色法观察异位病灶组织病理改变 
　　取部分异位病灶组织（假手术组取在位子宫
内膜组织），10% 中性甲醛溶液固定、石蜡包埋、
4 μm 切片、烤片、脱蜡处理后行 HE 染色，显微
镜下观察异位病灶组织病理改变。
2.4　酶联免疫吸附法检测异位病灶炎症因子含量 
　　取每只大鼠 100 mg 异位病灶组织（假手术组取
在位子宫内膜组织），加入 1 mL 0.9% 氯化钠溶液后
研磨匀浆，3000 r·min－ 1 离心 5 min 取上清液，按
试剂盒说明检测炎症因子 TNF-α、IL-6、IL-8 含量。
2.5　Western blot 法检测异位病灶蛋白表达 
　　每只大鼠取 50 mg 异位病灶组织（假手术组
取在位子宫内膜组织），加入 RIPA 裂解液提取
总蛋白，BCA 法测定蛋白含量，以 40 μg 蛋白
量上样，通过 10% SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋
白、转膜、室温封闭后，4℃孵育一抗稀释液 p38
（1∶1000）、p-p38（1∶1000）、ERK1/2（1∶800）、
p-ERK1/2（1∶800）、JNK（1∶800）、p-JNK
（1∶800）、NF-κB p65（1∶1000）、p-NF-κB p65
（1∶1000）、p-IκBα（1∶800）、GAPDH（1∶2000）
过夜，室温孵育二抗（1∶4000）1.5 h，ECL 显影，
通过 Image J 软件分析蛋白条带灰度值。
2.6　统计学方法 
　　应用 SPSS 22.0 软件进行处理，运用 K-S 法检
测计量资料正态性，Levene 法检验方差齐性。符合
正态分布的以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方
差分析，方差齐，两两比较采用 LSD-t 检验，方差
不齐，两两比较采用 Dunnett’T3 检验；不符合正态
分布的以四分位数间距 [M（P25，P75）] 表示，采用
Kruskal-Wallis 非参数检验。P ＜ 0.05 为差异有统计
学意义。
3　结果
3.1　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶体积和盆腔粘连评
分的影响 
　　假手术组未见异位病灶；与模型组相比，
Bre 组、SB202190 组和 Bre ＋ SB202190 组异位



3170

Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 　中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期

图 2　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶组织病理改变的影响（HE，×400）
Fig 2　Effect of Bre on the histopathological changes of the ectopic lesions in EMs rats（HE，×400）

病灶体积和盆腔粘连评分显著降低（P ＜ 0.05）；
与 SB202190 组相比，Bre 组异位病灶体积显著
降低（P ＜ 0.05），盆腔粘连评分差异无统计学意

义（P ＞ 0.05）；与 Bre 组和 SB202190 组相比，
Bre ＋ SB202190 组异位病灶体积和盆腔粘连评分
显著降低（P ＜ 0.05）。结果见图 1 及表 1。

图 1　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶的影响（超声影像图）

Fig 1　Effect of Bre on the ectopic lesions in EMs rats（Ultrasonic image）

表 1　Bre对 EMs大鼠异位病灶体积和盆腔粘连评分的影响 (n ＝ 12) 
Tab 1　Effect of Bre on the ectopic lesion volume and pelvic 

adhesion score of EMs rats (n ＝ 12)

组别 病灶体积 /mm3 盆腔粘连评分 / 分
假手术组 － －

模型组 91.43±14.05 7.00[5.00，8.00]
Bre 组 27.15±3.64# ▲ 3.00[2.00，3.00]#

SB202190 组 38.96±5.08# 3.00[2.00，4.00]#

Bre ＋ SB202190 组 20.41±3.12# △▲ 2.00[1.00，2.00]# △▲

注：与模型组比较，#P ＜ 0.05；与 Bre 组比较，△ P ＜ 0.05；
与 SB202190 组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the model group，#P ＜ 0.05；compared 
with the Bre group，△ P ＜ 0.05；compared with the SB202190 group，
▲ P ＜ 0.05.

3.2　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶组织病理改变的

影响

　　假手术组在位子宫内膜上皮细胞单层整齐排
列、间质细胞紧密；模型组异位病灶呈柱状异常增
生、上皮细胞呈假双侧或多层结构、间质细胞增
多、新生血管丰富、腺体数量增多；与模型组相比，
Bre 组、SB202190 组和 Bre ＋ SB202190 组异位病
灶呈现不同程度的结构紊乱、间质疏松、上皮细胞
坏死脱落、新生血管减少、腺体萎缩、炎性细胞浸
润减少等病理改变，其中 Bre ＋ SB202190 组效应
优于 Bre 组和 SB202190 组。结果见图 2。

3.3　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 TNF-α、IL-6、IL-8
含量的影响 

　　与假手术组在位子宫内膜相比，模型组异位病
灶 TNF-α、IL-6、IL-8 含量显著升高（P ＜ 0.05）；
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3.4　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 p38、p-p38、ERK1/2、
p-ERK1/2、JNK、p-JNK 蛋白表达的影响

　　与假手术组在位子宫内膜相比，模型组异位
病灶 p-p38、p-ERK1/2、p-JNK 相对表达量及 p38、
ERK1/2、JNK 磷酸化比率 [p-p38/p38、（p-ERK1/2）/
（ERK1/2）、p-JNK/JNK] 显著升高（P ＜ 0.05）；与模
型组相比，Bre 组、SB202190 组和 Bre ＋ SB202190
组 p-p38、p-ERK1/2、p-JNK 相 对 表 达 量 及 p38、
ERK1/2、JNK 磷酸化比率显著降低（P ＜ 0.05）；与
Bre 组相比，SB202190 组 p-p38、p-ERK1/2/P-JNK 相
对表达量及 p38、ERK1/2、JNK 磷酸化比率显著降低
（P ＜ 0.05），与 Bre 组和 SB202190 组相比，Bre ＋

SB202190 组 p-p38、p-ERK1/2、p-JNK 相对表达量及
p38、ERK1/2、JNK 磷酸化比率显著降低（P ＜ 0.05）。
结果见图 3、4。

图 3　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 p38、p-p38、ERK1/2、p-ERK1/2、
JNK、p-JNK 蛋白表达的影响

Fig 3　Effect of Bre on the expression of p38，p-p38，ERK1/2，
p-ERK1/2，JNK，and p-JNK in ectopic lesions of EMs rats

3.5　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 NF-κB p65、p-NF-
κB p65、p-IκBα 蛋白表达的影响 
　　与假手术组在位子宫内膜比较，模型组异位病
灶 p-NF-κB p65、p-IκBα 相对表达量及 NF-κB p65

磷酸化比率（p-NF-κB p65/NF-κB p65）显著升高
（P ＜ 0.05）；与模型组相比，Bre 组、SB202190 组和
Bre ＋ SB202190 组 p-NF-κB p65、p-IκBα 相对表达量
及 NF-κB p65 磷酸化比率显著降低（P ＜ 0.05）；与
Bre 组相比，SB202190 组 p-NF-κB p65、p-IκBα 相对
表达量及 NF-κB p65 磷酸化比率差异均无统计学意义
（P ＞ 0.05）；与 Bre 组和 SB202190 组相比，Bre ＋

SB202190 组 p-NF-κB p65、p-IκBα 相对表达量及 NF-
κB p65 磷酸化比率显著降低（P ＜ 0.05）（见图 5、6）。

表 2　Bre对 EMs大鼠异位病灶 TNF-α、IL-6、IL-8 含量的影响 (n ＝ 12) 
Tab 2　Effect of Bre on the content of TNF-α，IL-6，and IL-8 in the ectopic lesions of EMs rats (n ＝ 12)

组别 TNF-α/（ng·L － 1） IL-6/（ng·L － 1） IL-8/（ng·L － 1）

假手术组 118.53±19.47 34.72±4.88 106.41±16.29

模型组 259.06±37.18* 81.53±10.72* 233.82±34.61*

Bre 组 175.49±27.63# ▲ 48.65±6.38# ▲ 151.79±25.04#

SB202190 组 206.80±29.24# 57.09±8.16# 174.25±28.36#

Bre ＋ SB202190 组 143.49±21.65# △▲ 40.81±5.73# △▲ 125.39±18.40# △▲

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，#P ＜ 0.05；与 Bre 组比较，△ P ＜ 0.05；与 SB202190 组比较，▲ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；compared with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the Bre group，

△ P ＜ 0.05；compared with the SB202190 group，▲ P ＜ 0.05.

与模型组相比，Bre 组、SB202190 组和 Bre ＋

SB202190 组 TNF-α、IL-6、IL-8 含量显著降低
（P ＜ 0.05）；与 SB202190 组相比，Bre 组 TNF-α、
IL-6 含量显著降低（P ＜ 0.05），IL-8 含量差异无统

计学意义（P＞0.05）；与 Bre 组和 SB202190组相比，
Bre ＋ SB202190 组 TNF-α、IL-6、IL-8 含量显著降
低（P ＜ 0.05）。结果见表 2。

图 4　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 p38、p-p38、ERK1/2、p-ERK1/2、
JNK、p-JNK 蛋白相对表达量和 p38、ERK1/2、JNK 磷酸化比率的

影响（n ＝ 3）
Fig 4　Effect of Bre on the relative expression of p38，p-p38，
ERK1/2，p-ERK1/2，JNK，p-JNK and the phosphorylation ratio of 
p38，ERK1/2，JNK in ectopic lesions of EMs rats（n ＝ 3）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，#P ＜ 0.05；
与 Bre 组比较，△ P ＜ 0.05；与 SB202190 组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；
compared with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the Bre 
group，△ P ＜ 0.05；compared with the SB202190 group，▲ P ＜ 0.05.
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图 5　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 NF-κB p65、p-NF-κB p65、p-IκBα
蛋白表达的影响

Fig 5　Effect of Bre on the expression of NF-κB p65，p-NF-κB p65，
and p-IκBα  in the ectopic lesions of EMs rats

图 6　Bre 对 EMs 大鼠异位病灶 NF-κB p65、p-NF-κB p65、p-IκBα
蛋白相对表达量和 NF-κB p65 磷酸化比率的影响（n ＝ 3）
Fig 6　Effect of Bre on the relative expression of NF-κB p65，p-NF-κB 
p65，p-IκBα  and the phosphorylation rate of NF-κB p65 in the ectopic 
lesions of EMs rats（n ＝ 3）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，#P ＜ 0.05；
与 Bre 组比较，△ P ＜ 0.05；与 SB202190 组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；
compared with the model group，#P ＜ 0.05；compared with the Bre 
group，△ P ＜ 0.05；compared with the SB202190 group，▲ P ＜ 0.05.

4　讨论

　　EMs 动物模型制备方法主要有体外培养法、
自体移植法、异体移植法等，其中自体移植法具
有成功率高、复制性好、与人临床病理特点接
近等优势，是普遍认可的 EMs 造模方法 [9]。本
研究发现，经 Bre 或 SB202190 干预能够明显降
低 EMs 大鼠异位病灶体积和盆腔粘连评分，诱
导异位病灶结构紊乱、间质疏松、上皮细胞坏死
脱落、新生血管减少、腺体萎缩、炎性细胞浸
润减少等病理学改变，降低 TNF-α、IL-6、IL-8

含量，且 Bre ＋ SB202190 组作用优于 Bre 组和
SB202190 组，提示 Bre 可抑制 EMs 大鼠异位病
灶生长、减轻盆腔粘连，其作用机制可能与抑制
炎症反应有关。
　　炎症反应在 EMs 疾病进展过程中发挥着关键
作用，而 p38MAPK 信号通路则是调控炎症反应
的重要信号转导通路。SB202190 是一种咪唑吡啶
类化合物，能够通过阻碍 ATP 与 p38MAPK 结合
而抑制 p38MAPK 信号通路，研究表明 SB202190
阻断 p38MAPK 通路能够减轻炎症反应 [10]，因此
p38MAPK 信号通路作为抗感染治疗的有效靶点被
广泛关注。有文献报道通过抑制 p38MAPK 信号
通路及其介导的炎症反应可有效抑制大鼠 EMs[11]。
p38MAPK 通路主要包括 p38、ERK1/2、JNK 等关
键信号分子，3 种信号分子被诱导磷酸化激活后
核转位，进而诱导 TNF-α、IL-6、IL-8 等炎症因子
表达与浸润，引发并加重炎症反应 [12]。正常生理
状态下，NF-κB p65 亚基与特异性抑制分子 IκBα
结合，以 NF-κB p65-IκBα 复合体形式存在于细胞
质中，p38MAPK 通路活化信号分子 p-ERK1/2 能
够诱导 IκBα 和 NF-κB p65 磷酸化而促进 NF-κB 
p65-IκBα 复合体解离，游离 p-NF-κB p65 核转位
后可诱导 TNF-α、IL-6、IL-8 等炎症因子表达与释
放 [13]。本研究发现，经 Bre 或 SB202190 干预能够
明显降低 p-p38、p-ERK1/2、p-JNK、p-NF-κB p65
相对表达量和 p38、ERK1/2、JNK、NF-κB p65 磷
酸化比率，Bre ＋ SB202190 组作用优于 Bre 组和
SB202190 组，提示 Bre 可能通过抑制 p38MAPK
信号通路过度激活而抑制 EMs 大鼠炎症反应，Bre
和 SB202190 的协同增效机制可能与两者均能抑制
p38MAPK 信号通路活化有关。
　　综上所述，Bre 可抑制 EMs 大鼠异位病灶生
长、减轻盆腔粘连，其机制可能与抑制 p38MAPK
信号通路过度激活，进而抑制炎症反应有关。本
课题组后续将采用 p38MAPK 激动剂联合 Bre 给
药，以进一步证实该药对 p38MAPK 信号通路的
直接靶效作用。
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　　眩晕宁是在泽泻汤、二陈汤和二至丸的基础
上加减化裁而来 [1]，具有健脾利湿、益肝补肾的
功效，临床常用于痰湿中阻、肝肾不足引起的头
昏、头晕 [2]。现代研究发现，眩晕宁对良性阵发
性位置性眩晕复位后残余症状 [3]、后循环缺血性
眩晕 [4] 效果显著，且能提高基底动脉平均血流速
度、降低血浆黏度、增加脑血流、减少脑血管阻
力 [5-6]，值得深入研究。鉴于眩晕宁的血清药物化
学研究方面的内容未见报道，本研究采用 UPLC-
Q-TOF-MS 分析技术与中药血清药物化学相结合
的方法，以 SD 大鼠含药血清为研究对象，鉴定
眩晕宁灌胃给药后的入血成分，为探讨其药效物
质基础提供实验依据。
1　材料

1.1　仪器

　　Xevo G2-XS QTOF/MS 超高效液相色谱串联四
极杆飞行时间质谱仪、Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18 色谱柱（美国 Waters）；QL-901 型涡旋仪（海
门市其林贝尔仪器制造有限公司）；Centrifuge5424 
R 型小型台式微量冷冻离心机（德国 Eppendorf）；
Direct-Q5UV 型超纯水仪一体机（广西南宁市博美
生物科技有限公司）；A502200 型可视氮吹仪（浙
江月旭材料有限公司）。
1.2　试药

　　眩晕宁药材流浸膏（桂林三金生物制药有限
公司，由泽泻、白术、茯苓、法半夏、女贞子、
墨旱莲、菊花、牛膝、陈皮、甘草按处方剂量，
经水提、浓缩而成，1 g 浸膏相当于生药 2 g）；
乙腈（批号：201643，赛默飞世尔科技有限公
司）；水合氯醛（批号：2018103001，成都市科
隆化学品有限公司）；氯化钠（批号：L2002022，
上海阿拉丁生化科技有限公司）；甲醇（批号：
20210401，赛默飞世尔科技有限公司）。

1.3　实验动物

　　SPF 级 SD 雄性大鼠，体重为 180～ 220 g [ 湖
南斯莱克景达实验动物有限公司，许可证号：SCXK
（湘）2019-0004]。本实验过程中对实验动物的操作
符合实验动物福利伦理专业委员会的要求并在《实
验动物福利伦理审查指南》的规定下进行。
2　方法

2.1　试药制备

　　取眩晕宁流浸膏 24 g，加去离子水稀释并定
容至 100 mL，混匀，即得眩晕宁药液（每 1 mL
含生药 0.48 g）。
2.2　血清的获取

　　取 SD 大鼠适应性饲养 3 d 后，随机分为空
白组（4 只）和给药组（4 只），按 10 mL·kg－ 1 的
剂量分别给予生理盐水和眩晕宁药液；大鼠给药
前 12 h 禁食不禁水，1 d 给药 3 次，共给药 1 d，
末次给药 1 h 后，腹主动脉取血，离心，取血清，
同组血清等体积混匀，即得空白血清和含药血清。
2.3　中药血清药物化学研究

2.3.1　眩晕宁供试品的制备　取眩晕宁药液 30 
μL，加 2 mL 甲醇，离心（14 000 r·min－ 1，4℃）
10 min，取上清液即得眩晕宁供试品。
2.3.2　血清供试品的制备　取含药血清 0.5 mL，
加3倍量乙腈，涡旋1 min，离心（14 000 r·min－1，
4℃）10 min，取上清液，氮吹至干，残渣加 100 
μL 甲醇复溶，离心，取上清液即得含药血清供试
品。同法制备空白血清供试品。
2.4　数据采集

　　采用 UPLC-Q-TOF-MS 技术在正、负离子模
式下分别对眩晕宁药液、含药血清和空白血清的
供试品进行数据采集。
2.4.1　色谱条件　Waters ACQUITY UPLC BEH C18
色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相为0.1%

Abstract: Objective  To determine the blood components of Xuanyunning and the possible basis for 
pharmacodynamic material via serum medicinal chemistry of traditional Chinese medicine. Methods  
UPLC-Q-TOF-MS technology was used to collect the data of the blank serum, serum containing 
drug and Xuanyunning liquid in rats. Combined with MassLynx V4.1 and UNIFI software, the 
blood components of Xuanyunning were identified with retention time, exact mass and secondary 
fragment information. Results  Totally 28 prototype blood components were identified in the serum 
of rats treated with Xuanyunning, including coumarins, terpenoids, flavonoids, volatile oils, and 
alkaloids, etc. Conclusion  The blood components identified in the serum may be the potential active 
components of Xuanyunning, which provides a basis for the research of its pharmacodynamics.
Key words: Xuanyunning; medicated serum; serum pharmacochemistry; UPLC-Q-TOF-MS
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甲酸水溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈（B），梯度洗脱
（0 ～ 1 min，95%A；1 ～ 20 min，95% ～ 5%A；
20 ～ 21 min，5% ～ 95%A；21 ～ 22 min，95%A），
流速 0.50 mL·min－ 1，进样量 0.2 μL，柱温 40℃。
2.4.2　质谱条件　离子源温度 100℃，扫描范围
50 ～ 1500 Da，毛细管电压 500 V（正离子模式）
或 2500 V（负离子模式），样品锥孔电压 30.0 V，
脱溶剂气温度 450℃，锥孔气体流速 50 L·h－ 1，
脱溶剂气流速 900 L·h－ 1，流速 10 μL·min－ 1。
2.5　数据处理

　　采用 MassLynx V4.1 及 UNIFI 软件进行数据
处理。首先，通过查阅文献自建眩晕宁各味药的
化合物数据库，结合 UNIFI 软件的自动筛查功
能，初步得到质谱数据分析结果，通过质谱数据
对软件给出的可能存在的化合物列表进行手动鉴
定，将含药血清、空白血清及眩晕宁药液的一级
质谱、保留时间进行对比，筛选出含药血清和眩
晕宁药液的共同成分，并扣除空白血清及空白背
景中的成分，即眩晕宁药液的原形入血成分；结
合其二级碎片信息、裂解过程及参考文献，最终
确定眩晕宁原形入血成分。
3　结果

　　通过对眩晕宁供试品和血清供试品的数据处
理，结果共鉴定眩晕宁的原形入血成分 28 个（见
表 1），其中萜类化合物 9 个、黄酮类化合物 4 个、
香豆素类化合物 3 个、挥发油类化合物 3 个、生
物碱类化合物 3 个、其他类化合物 6 个。
3.1　萜类 
　　在眩晕宁原形入血的化合物中共鉴定 9 个萜
类成分，包括 alismorientols A（3）、白术内酯Ⅳ
（4）、dammarendiol-3-O-palmitate（5）、竹节参皂
苷 -1（6）、atractylmacrol B（7）、ligustrin A（8）、
alismanoid C（21）、alismanol M（22）、23- 乙酰泽
泻醇 S（23）。以化合物 3 为例，对其鉴定过程予
以说明。其在负离子模式下产生的一级质谱准分
子离子峰为 m/z 317.1988，与 alismorientols A 加甲
酸的离子峰 [M ＋ HCOO]—一致，保留时间为 4.89 
min，通过 UNIFI 软件确定其分子式为 C15H28O4，
二 级 质 谱 给 出 的 碎 片 离 子 m/z 243.9035、m/z 
253.0514 为准分子离子峰，为 m/z 271.1388 [M-
H]—分别失去 1 分子 C2H4 和 1 分子 H2O 形成，结
合文献 [7]，推测该化合物为 alismorientols A，其
二级质谱图及其可能的裂解过程见图 1。
3.2　黄酮类 
　　在眩晕宁原形入血的化合物中共鉴定 4 个黄酮

类成分，包括槲皮素 -3-O- 葡萄糖苷（9）、芫花素
（10）、5- 羟基 -4'- 甲氧基二氢黄酮（11）、5，7，8，
4'- 四甲基黄酮（24）。以化合物 9 为例，对其鉴定
过程予以说明。其在负离子模式下产生一级质谱准
分子离子峰 m/z 463.0908 [M-H]—，保留时间为 4.61 
min，通过 UNIFI 软件确定其分子式为 C21H20O12。
二级质谱给出了碎片离子 m/z 301.0482，为其失去
1 个葡萄糖基（Glc）得到，继而失去 1 分子 CO、
2 个 H 得到 m/z 271.0634 或失去 1 分子 CO、1 分子
OH、1 个 H 得到 m/z 255.0722，结合文献 [8]，推测
该化合物为槲皮素 -3-O- 葡萄糖苷，其二级质谱图
及可能的裂解过程见图 2。
3.3　香豆素类 
　　在眩晕宁原形入血的化合物中共鉴定 3 个香
豆素类成分，包括蟛蜞菊内酯（1）和 kanzonol W
（2）、红花岩黄芪香豆雌酚 E（20）。香豆素类化合
物的裂解碎片多为 [M-H-CO]—、[M-H-COO]—、[M-H-
CH3]

—离子峰。以化合物 20 为例，对其鉴定过程予
以说明。该化合物在正离子模式下产生一级质谱准
分子离子峰 m/z 329.0658 [M ＋ H] ＋，保留时间为
3.64 min，借助 UNIFI 软件确定分子式为 C17H12O7，
其二级碎片离子 m/z 285.0604，推断是失去 1 分子
COO 而得；准分子离子峰脱去 1 分子 CO 得到碎

图 1　Alismorientols A 在负离子模式下的二级质谱图（A）及其裂解

过程（B）

Fig 1　Secondary mass spectrum of alismorientols A in negative ion 
mode（A）and its fragmentation pathway（B）
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片离子峰 m/z 301.0758，结合参考文献 [9] 及可能存
在的裂解过程，推测为红花岩黄芪香豆雌酚 E，其
二级质谱图及可能存在的裂解过程见图 3。
3.4　挥发油类 
　　在眩晕宁原形入血的化合物中共鉴定 3 个挥
发油类成分，包括α- 松油醇（12）、苯甲醛（13）、
1- 甲基 -1，2，4- 三唑（25）。以化合物 12 为例，
对其鉴定过程予以说明。其在负离子模式下产生
一级质谱准分子离子峰 m/z 216.1254 [M ＋ NO3]

—，
保留时间为 4.43 min，确定其分子式为 C10H18O，
二级质谱给出了碎片离子 m/z 153.0292 [M-H]—，
脱去 1 分子 H2O 后得到 m/z 135.0131，结合 UNIFI
数据库，推测为α- 松油醇，其二级质谱图及可能
的裂解过程见图 4。
3.5　生物碱类 

　　在眩晕宁原形入血的化合物中共鉴定 3 个
生物碱类成分，包括腺苷（14）、2'-O- 甲基腺苷
（15）、N- 甲基酪胺（26）。以化合物 14 为例，其
在负离子模式下产生一级质谱准分子离子峰 m/z 
266.0905 [M-H]—，保留时间为 0.54 min，确定分
子式为 C10H13N5O4，结合 UNIFI 数据库及参考文
献 [10]，推测其为腺苷。
3.6　其他类 
　　眩晕宁的入血成分除上述类型化合物以外，
尚有 9- 氧代壬酸（17）、L（＋）- 精氨酸（18）、
鸟氨酸（28）、果糖（16）、氢氧化胆碱（19）、
atractylodemayne F（27）。
4　讨论

4.1　动物实验与血清预处理

　　本研究前期对动物实验过程中的给药剂量（6

表 1　眩晕宁原形入血成分 
Tab 1　Prototype blood components of Xuanyunning 

序号
保留时

间 /min
离子

模式
分子式

测定值

（m/z）
加合

离子

误差 /
×10 － 6 主要离子碎片 化合物名称 来源

1 5.10 [M-H] － C16H10O7 313.0374 － H 6.3 313.0375、299.0657、285.0441、
255.0834、243.9035

蟛蜞菊内酯 墨旱莲

2 2.49 [M-H] － C20H16O5 335.0929 － H 1.2 335.9150、319.6202、308.9882 kanzonol W 甘草

3 4.89 [M-H] － C15H28O4 317.1988 ＋ HCOO 5.7 271.1388、253.0514、243.9035 alismorientols A 泽泻

4 7.94 [M-H] － C17H22O5 305.1412 － H 5.6 305.0084、261.9914、262.9956、245.8930 白术内酯Ⅳ 白术

5 19.51 [M-H] － C46H82O3 727.6209 ＋ HCOO － 5.1 682.6343、443.0063、427.0025 dammarendiol-3-O-
palmitate

女贞子

6 11.43 [M-H] － C36H58O8 663.4109 ＋ HCOO － 0.8 454.9903、410.0013 竹节参皂苷 -1 牛膝

7 10.75 [M-H] － C16H26O2 295.1934 ＋ HCOO 6.6 185.0623、159.0112、108.1121、93.0014 atractylmacrol B 白术

8 0.50 [M-H] － C83H146O10 1302.0918 － H 5.8 1302.1486、694.7872、650.7298 ligustrin A 女贞子

9 4.61 [M-H] － C21H20O12 463.0908 － H 5.6 463.0936、301.0482、271.0634、255.0722 槲皮素 -3-O- 葡萄糖苷 牛膝

10 0.92 [M-H] － C16H12O5 319.0383 ＋ Cl 1.5 283.1091、253.0402、121.0363 芫花素 甘草

11 4.43 [M-H] － C16H14O4 332.0801 ＋ NO3 7.5 269.1130、255.0666、227.7947 5- 羟基 -4'- 甲氧基二氢

黄酮 
—

12 4.43 [M-H] － C10H18O 216.1254 ＋ NO3 5.7 153.0292、135.0131 α- 松油醇 菊花

13 5.24 [M-H] － C7H6O 151.0412 ＋ HCOO 7.3 105.3363、76.7033 苯甲醛 法半夏

14 0.54 [M-H] － C10H13N5O4 266.0905 － H 3.7 266.8014、215.0311、135.0295、119.9462 腺苷 菊花、法

半夏

15 0.54 [M-H] － C11H15N5O4 280.1061 － H 3.3 146.9654、135.0295、119.9462 2'-O- 甲基腺苷 法半夏

16 0.54 [M-H] － C6H12O6 215.0334 ＋ Cl 2.8 179.0564、162.8397、160.0654 果糖 菊花

17 4.72 [M-H] － C9H16O3 217.1097 ＋ HCOO 7.3 171.1028、127.8755 9- 氧代壬酸 法半夏

18 0.49 [M-H] － C6H14N4O2 173.1049 － H 2.8 112.9845 L（＋）- 精氨酸 法半夏

19 0.71 [M-H] － C5H15NO2 156.0790 ＋ Cl － 4.6 120.9008 氢氧化胆碱 法半夏

20 3.64 [M+H] ＋ C17H12O7 329.0658 ＋ H 0.8 329.0664、301.0758、285.0604、313.1597 红花岩黄芪香豆雌酚 E 甘草

21 4.42 [M+H] ＋ C15H26O3 272.2222 ＋ NH4 0.8 255.0729、211.0727 alismanoid C 泽泻

22 8.14 [M+H] ＋ C30H48O6 505.3531 ＋ H 1.5 505.1193、476.3107 alismanol M 泽泻

23 19.94 [M+H] ＋ C32H48O6 546.3748 ＋ NH4 － 7.6 486.3111、468.3700 23- 乙酰泽泻醇 S 泽泻

24 0.62 [M+H] ＋ C19H18O2 317.0956 ＋ K 5.5 250.0774、234.0714 5，7，8，4'- 四甲基 
黄酮

陈皮

25 4.48 [M+H] ＋ C3H5N3 84.0557 ＋ H 0.7 84.0545 1- 甲基 -1，2，4- 三唑 菊花

26 8.68 [M+H] ＋ C9H13NO 152.1075 ＋ H 3.5 152.0662、137.0970、135.1176 N- 甲基酪胺 陈皮

27 2.19 [M+H] ＋ C20H24O5 367.1499 ＋ Na － 4.5 301.1186、258.1121 atractylodemayne F 白术

28 1.12 [M+H] ＋ C5H12N2O2 155.0806 ＋ Na 9.8 117.0582、87.0333、72.9374 鸟氨酸 法半夏
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图 2　槲皮素 -3-O- 葡萄糖苷在负离子模式下的二级质谱图（A）及

其裂解过程（B）

Fig 2　Secondary mass spectrum of quercetin-3-O-glucoside in negative 
ion mode（A）and its fragmentation pathway（B）

图 3　红花岩黄芪香豆雌酚 E 在正离子模式下的二级质谱图（A）及

其裂解过程（B）

Fig 3　Secondary mass spectrum of hedysarimcoumestan E in positive 
ion mode（A）and its fragmentation pathway（B）

倍、9 倍成人等效剂量）、给药次数（1 d 给药 3 次，
每次间隔 4 h，共给药 1 d；1 d 给药 1 次，共给
药 3 d）、取血时间（末次给药 0.5 h、1 h 后）进行
了考察，结果发现按 9 倍成人等效剂量给药的入
血成分（UPLC 法，以色谱峰数量计）多于 6 倍
给药方法，故予以实验动物 9 倍成人等效剂量。
1 d 给药 3 次与 3 d 连续给药 1 次相比，两者入血
成分无显著差异，且眩晕宁的临床用法是 1 d 服
药 3 ～ 4 次，故动物实验的给药次数确定为 1 d
给药 3 次。末次给药 0.5 h 与 1 h 相比，末次给药
1 h 后的入血成分多于 0.5 h，故以末次给药 1 h 后
作为取血时间。
　　溶剂萃取法和固相萃取法是中药血清药物化
学研究过程中最常见的血清预处理方式，本研究
采用 UPLC 法色谱峰的数量及峰面积的大小为指
标优选血清的预处理方法。结果发现，溶剂萃取
法样品的峰面积比固相萃取法样品的峰面积大，
且色谱峰数量也多于固相萃取法。此外，与固相
萃取法相比，溶剂萃取法用品成本低，方法简
便，且处理样品耗时短。故本研究采用溶剂萃取
法处理血清。
4.2　入血成分分析

　　眩晕是空间定位障碍产生的一种运动错觉，常
表现为突发性的自身和 / 或外物按一定方向旋转、
浮沉、漂移或翻滚感 [6，11]。其发病机制尚不完全
明确，但主要与中枢神经系统及前庭疾病有关 [12]，
针对眩晕的病因或症状，抗眩晕药可分为安定镇静
药、改善微循环药、糖皮质激素药、利尿脱水药和

图 4　α- 松油醇在负离子模式下的二级质谱图（A）及其裂解过程（B）

Fig 4　Secondary mass spectrum of α-Terpineol in negative ion mode
（A）and its fragmentation pathway（B）
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钙离子阻滞剂等 [13]。眩晕宁是在充分挖掘祖国医
学治疗眩晕经验的基础上加减化裁而来，其临床多
用于高血压、颈椎病、眼原性眩晕、梅尼埃病、晕
动病等耳性眩晕和脑动脉粥样硬化引起的脑性眩晕
等 [1]。本研究采用 UPLC-Q-TOF-MS 技术快速鉴定
了眩晕宁中 28 个原形入血成分，其中三萜皂苷成
分竹节参皂苷 -1 可降低卒中型自发性高血压大鼠
血压，具有一定的降压作用 [14]；黄酮类成分芫花
素是治疗高血压的主要活性成分 [15]，两者均可缓
解高血压导致的眩晕 [1，16]。萜类成分 alismanoid C、
alismanol M 及 23- 乙酰泽泻醇 S 是泽泻利尿作用的
活性成分 [17]，其通过排出体内多余水分纠正血浆
渗透压而有助于治疗眩晕 [18-19]。
5　结论

　　本研究采用 UPLC-Q-TOF-MS 与血清药物化
学相结合的研究方法，对眩晕宁的入血成分进行
研究，共鉴定出萜类、黄酮类、香豆素类、挥发
油类、生物碱类等 28 个原形入血成分，为其药
效物质基础的研究提供了参考。
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手掌参对 2 型糖尿病认知障碍的作用及机制研究

石勇，曹珊珊，张瑞华，张雨涵，史磊磊，王欣，李溪，张雪航，韩朝军，王斌，刘继平*（陕

西中医药大学药学院 陕西省中医药管理局中药药效机制与物质基础重点研究室，陕西　咸阳　712046）

摘要：目的　观察手掌参对 2 型糖尿病认知障碍大鼠的影响，评价其神经保护作用并探讨其

机制。方法　雄性 SD 大鼠，随机选取 8 只为空白组，以普通饲料喂养，其余均以自制高脂

高糖饲料喂养 30 d 后腹腔注射链脲佐菌素（STZ）35 mg·kg－ 1，对照组注射等体积柠檬酸缓

冲液。72 h 后尾尖静脉取血检测空腹血糖，以空腹血糖≥ 16.7 mmol·L － 1 视为糖尿病造模成

功。造模成功后继续喂养 60 d 高脂高糖饲料，随后将大鼠随机分为模型组，二甲双胍组 [0.2 g/
（kg·d）]，手掌参水提物低（PaGL）、中（PaGM）、高（PaGH）剂量组 [0.6、1.2、2.4 g/（kg·d）]，
每组 8 只，给药 30 d 后 Morris 水迷宫法进行测试，结束后大鼠取血，检测大鼠血清中超氧化物

歧化酶（SOD）活性和丙二醛（MDA）水平，HE 染色观察海马组织病理改变，Western blot 法
检测海马组织中 PI3K/Akt 蛋白的表达。结果　与空白组相比，模型组大鼠血糖明显升高，体

重显著下降，大鼠逃避潜伏期和游泳距离明显延长，目标象限的游泳时间和穿越站台的次数显

著降低，海马神经元损伤严重，血清中 SOD 活性降低，MDA 含量升高，PI3K/Akt 蛋白表达水

平明显降低；与模型组大鼠比较，手掌参可明显增加大鼠体重和降低空腹血糖，缩短大鼠逃避

潜伏期和游泳距离，增加目标象限的游泳时间和穿越站台的次数，改善海马神经元损伤，提高

SOD 活性，降低 MDA 水平，升高 PI3K/Akt 蛋白表达水平。结论　手掌参可明显改变糖尿病大

鼠的认知障碍，其机制可能与降低 MDA 水平、提高 SOD 的活性及调控 PI3K/Akt 通路有关。

关键词：手掌参；2 型糖尿病；认知障碍；PI3K/Akt 通路

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3179-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.013

Effect of Gymnadenia conopsea on rats with type 2 diabetes cognitive 
impairment and related mechanism

SHI Yong, CAO Shan-shan, ZHANG Rui-hua, ZHANG Yu-han, SHI Lei-lei, WANG Xin, LI Xi, 
ZHANG Xue-hang, HAN Chao-jun, WANG Bin, LIU Ji-ping* (College of Pharmacy, Shaanxi 
University of Chinese Medicine, Key Laboratory of Pharmacodynamic Mechanism and Material 
Basis of Traditional Chinese Medicine (TCM), Shaanxi Administration of TCM, Xianyang  Shaanxi  
712046)

Abstract: Objective  To determine the effect of Gymnadenia conopsea on rats with type 2 diabetes 
cognitive impairment, evaluate its neuroprotective effect and explore its mechanism. Methods  Totally 
8 male SD rats were randomly selected as a control group with ordinary diet. The rest of the rats were 
given homemade high-fat and high-sugar diet for 30 days and then intraperitoneally injected with 
streptozotocin 35 mg·kg－ 1. The control group was injected with an equal volume of citric acid buffer. 
After 72 hours, the blood was taken from the caudal vein to detect fasting blood glucose in major rats, 
and the fasting blood glucose ≥ 16.7 mmol·L － 1 was regarded as successful diabetes modeling. After 
successful modeling, the rats were fed high-fat diet for 60 days, and then the rats were randomly divided 
into a model group, a metformin group [0.2 g/ (kg·d)], the Gymnadenia conopsea water extracts low, 
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　　糖尿病（diabetes mellitus，DM）是一种以慢
性高血糖水平为特征的代谢紊乱综合征 [1]，持续
高浓度的血糖会引起全身性血管损伤，引起心脏、
肾脏和神经等多种并发症 [2]。有研究证明，糖尿
病、糖尿病并发症会对大脑代谢、结构和功能产
生影响，临床研究发现，60% ～ 90% 的糖尿病患
者会发生不同程度的神经病变，进而引发认知功
能障碍 [3]。糖尿病脑病（diabetic encephalopathy，
DE）是糖尿病主要的慢性并发症之一，以获得
性认知障碍和行为缺陷为主要特征，有学者称之
为糖尿病认知障碍（diabetic cognitive impairment，
DCI），其临床表现为记忆力减退，语言表达、理
解能力下降，可伴有神情淡漠、行动迟缓等 [4]。
已有研究表明糖尿病患者患阿尔茨海默病风险约
是正常人的 2 倍 [5]。我国是糖尿病患病率上升最
快及患病人数最多的国家 [6]。随着糖尿病患者的
增加，糖尿病认知障碍的发病率显著升高。因此，
开发新的潜在药物来防治糖尿病认知障碍具有非
常重大的现实意义。手掌参 Gymnadenia conopsea
（L.）R.Br. 又名佛手参、手参等，始载于《四部医
典》，具有填精补髓、增强体质、生津止渴、安
神增智的功效，现代药理研究表明，手掌参具有
神经保护和改善记忆障碍等作用 [7-10]。如藏药央
宗三宝，其主要成分为手掌参，研究发现其能治
疗心血管疾病，对心肌供血和心率具有显著的改
善作用，对血压、心率具有双向调节作用，尤其
对高血压的治疗效果比较显著 [11]。李红等 [12] 应用

蒙医经验方金沙丸治疗慢性肾炎、尿毒症等泌尿
系统疾病，在较短时间内可恢复肾脏功能且不易
复发。马宏伟等 [13] 研究发现，复方手参滴丸可用
于糖尿病肾病的辅助治疗。益寿丸（手掌参、西
红花等 20 味药组成）具有滋补肝肾，益精健脑明
目功效，用于肝肾不足，气血亏虚所致的健忘、
头晕、心悸失眠、倦怠乏力等 [14]。本研究旨在探
讨手掌参对 2 型糖尿病认知障碍的影响，为其后
续研究开发及临床使用该药提供理论依据。
1　材料

1.1　实验动物

　　6 周龄 SPF 级 SD 大鼠，（200±20）g [ 成都
达硕实验动物有限公司，合格证号：SCXK（川）
2020-030]；饲养于陕西中医药大学中药药理实验
室，动物分笼饲养，保持 12 h 昼夜节律，室温
（22±1）℃，湿度（55±5）%，自由饮水摄食。
1.2　试药

　　手掌参药材购自太白县，经陕西中医药大学
中药鉴定教研室颜永刚教授鉴定为正品（10 倍水
浸泡 30 min 后煎煮 1.5 h，过滤收集滤液，残渣
8 倍水煎煮 1 h，收集滤液，合并两次滤液浓缩并
配制成生药浓度分别为 0.6、1.2、2.4 g·mL－ 1 药
液），盐酸二甲双胍片（批号：ABV1015，中美
上海施贵宝制药有限公司）。链脲佐菌素（STZ，
Sigma 公司，货号：S0130），丙二醛（MDA）试
剂 盒（批 号：20211211）、SOD 试 剂 盒（批 号：
20211213）（南京建成生物工程研究所），PI3K 抗体

medium and high dose groups [0.6, 1.2, 2.4 g/ (kg·d)], 8 rats in each group. Morris water maze method 
was tested after 30 days of administration, and blood were taken after the test. Superoxide dismutase 
(SOD) activity and malondialdehyde (MDA) level in the rat serum were detected, the hippocampal 
histopathological changes were observed by HE staining, and PI3K/Akt protein expression in the 
hippocampal tissues was detected by Western blot. Results  Compared with the blank group, the blood 
glucose increased obviously and body weight decreased in the model group, the rat escape latency and 
swimming distance prolonged, the swimming time and the number of platform crossing in the target 
quadrant reduced, severe hippocampal neuronal damaged, SOD activity decreased, MDA content 
increased, and the expression level of PI3K/Akt protein significantly decreased. Compared with the 
model rats, Gymnadenia conopsea significantly increased body weight, reduced fasting blood glucose, 
shortened the rat escape latency and swimming distance, increased the swimming time and number of 
platform crossing in the target quadrant, improved the hippocampal neuronal damage, improved SOD 
activity, reduced MDA level, and increased the expression level of PI3K/Akt protein. Conclusion  
Gymnadenia conopsea significantly improve cognitive impairment in diabetic rats, whose mechanism 
may be related to reducing MDA level, increasing SOD activity and regulating PI3K/Akt pathway. 
Key words: Gymnadenia conopsea; type 2 diabetes; cognitive impairment; PI3K/Akt pathway
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（货号：AF8241）、p-PI3K 抗体（货号：AF3242）
（Affinity 公司），Akt（货号：9272S）、p-Akt（货号：
4060S）（CST 公 司），GAPDH（货 号：10017731，
Proteintech 公司），羊抗小鼠（BA1050）、羊抗兔
（BA1054）、超敏 ECL 化学发光液（AR1197）（武
汉博士德生物工程有限公司）。
1.3　仪器

　　Morris 水迷宫（上海吉量软件科技有限公司），
罗氏血糖仪（YZB/GER 5513-2014），Eon 全波长
酶标仪（美国 Bio Tek），TGL-16M 台式高速冷冻
离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），正
置荧光显微镜与成像系统（日本尼康），电泳仪
（美国 Bio-Rad）。
2　方法

2.1　动物模型制备

　　动物适应性饲养 1 周，随机挑选 8 只为对
照（Control）组，其余小鼠采用自制高脂高糖饲
料（基础饲料 59%、蔗糖 20%、猪油 18%、蛋黄
3%）喂养 1 个月后腹腔注射 STZ（临用前溶于 0.1 
mol·L － 1、pH 4.2 的柠檬酸缓冲液中配制成 1% 的
浓度）35 mg·kg － 1，72 h 后尾静脉采血，用罗氏
血糖仪测空腹血糖，以血糖浓度≥ 16.7 mmol·L － 1

为糖尿病造模成功 [15]。然后继续高脂高糖饲料喂
养 60 d，选择 Morris 水迷宫测试糖尿病认知障碍模
型成功者，随后将大鼠随机分为模型（Model）组，
二甲双胍（Metformin）组 [0.2 g/（kg·d）]，手掌
参水提物低（PaGL）、中（PaGM）、高（PaGH）剂量
组 [0.6、1.2、2.4 g/（kg·d）]，每组 8 只，灌胃 30 d，
给药期间动物全部采用普通饲料喂养，每周测其体
重和血糖含量，自由饮水摄食。
2.2　Morris 水迷宫实验

　　动物给药 30 d 后进行 6 d 的 Morris 水迷宫实
验，分别从两个不同的标记点将大鼠面向池壁放入
水中，每次 90 s，第 1 日引导大鼠进入站台，并使
其在站台上停留 20 s，第 2 ～ 5 日使其自己进入站
台，不进行引导，记录游泳距离和潜伏期，第 6 日
撤去站台，记录大鼠 90 s 内穿越平台的次数。
2.3　取材与处理

　　水迷宫实验后 12 h 内禁食，各组大鼠全身麻
醉，腹腔主动脉取血，取血后低温冷冻离心机分
离出血清，用于 SOD 活力和 MDA 含量测定。每
组选择 4 只大鼠取完整全脑，置于 4% 多聚甲醛
组织固定液中，其余大鼠取海马，用于 Western 
blot 实验。
2.4　HE 染色观察大鼠海马区病理变化

　　取 4% 多聚甲醛固定大脑组织，经乙醇梯度
脱水后，二甲苯梯度透明，常规石蜡包埋。石蜡
包埋的大脑组织切片（3 μm）使用二甲苯脱蜡，
并使用苏木精染色 3 ～ 5 min，随后将切片暴露
于梯度酸性乙醇溶液中，用无水乙醇和二甲苯脱
水澄清，伊红染色 5 min，脱水，透明，中性树
胶封片，最后在光学显微镜下观察大脑海马 CA1
区组织细胞形态和数目变化。
2.5　Western blot 法检测相关蛋白表达

　　取出冻存的海马组织用 PBS 洗涤，并在裂解
缓冲液中裂解，加入磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制
剂和 EDTA，用研磨仪研磨组织，至完全粉碎，
4℃离心 2 次，取上清液，用 BCA 蛋白测定试剂
盒定量海马蛋白浓度，并在 95℃下用 2- 巯基乙
醇加热 5 min。提取的蛋白质通过 SDS-PAGE 电
泳，并转移到 PVDF 膜上。利用 5% 的脱脂奶粉
封闭 60 min（阻断非特异性结合位点），相应一抗
4℃孵育过夜，TBST 洗涤印迹，孵育二抗，并
在室温下与一抗相结合的二抗孵育 1 h。特超敏
ECL 化学发光试剂盒和化学发光成像系统显示特
定的条带。以 GAPDH（目标蛋白为磷酸化则以
总蛋白）作为参照，重复 3 次，利用 Image J 计算
目的蛋白的相对表达量 [16]。
2.6　统计学方法

　　采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析，实验数
据以均数 ±标准差（x±s）表示，组间两两比较
方差齐时采用单因素方差分析，方差不齐时采用
非参数性检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
采用 Graphpad Prism 8.0 进行数据制图。
3　结果

3.1　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠体重及血糖的

影响

　　与 Control 组相比，Model 组大鼠体重均显
著降低，血糖显著升高。前两周手掌参各剂量组
与 Model 组相比体重差异均无统计学意义；第
2 周 PaGH 组相较 Model 组血糖显著降低；第 3
周 PaGM 组、PaGH 组与 Model 组相比体重均显
著增加，血糖显著降低；第 4 周手掌参各剂量组
与 Model 组相比体重均显著增加，血糖显著降低
（见表 1、2）。
3.2　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠水迷宫检测评

分的影响

　　随着训练天数的增加，各组大鼠逃避潜伏期
和游泳距离均呈下降趋势，第 2 日开始 Model 组
与 Control 组相比大鼠逃避潜伏期和游泳距离显著
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增加，第 3 日 PaGH 组与 Model 组相比逃避潜伏
期显著降低，第 4 日、第 5 日手掌参各剂量组逃
避潜伏期和游泳距离均显著减少（见表 3、4）。第

6 日撤去站台后，Model 组大鼠穿越次数显著低于
Control 组（P ＜ 0.01），手掌参各剂量组与 Model
组相比穿越次数显著升高（见表 5）。

表 3　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠水迷宫试验潜伏期的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 3　Effect of Gymnadenia conopsea on the incubation period of water maze test in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量 /（g·kg － 1）
逃避潜伏期 /s

D1 D2 D3 D4 D5

Control 组 － 89.25±3.19 56.66±19.94 49.88±7.76 39.50±7.24 25.50±4.81

Model 组 － 88.84±5.71 88.57±6.42##   83.5±10.02## 79.74±15.01## 64.46±26.96##

Metformin 组 0.2 89.73±2.69 72.61±21.95 53.89±18.01* 33.35±7.17** 21.32±3.63**

PaGL 组 0.6 90.19±2.12 83.29±11.01 68.75±13.29 45.07±16.32* 36.79±10.45*

PaGM 组 1.2 90.00±2.65 78.74±12.93 64.85±22.66 41.10±11.09** 30.68±12.63*

PaGH 组 2.4 89.91±2.89 73.55±17.54 60.01±12.24* 36.54±20.57** 29.23±10.55**

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

3.3　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠血清 SOD 活

力和 MDA 含量测定

　　与 Control 组相比，Model 组大鼠血清 SOD
活力明显降低，MDA 含量明显增加。与 Model
组 相 比，PaGL 组、PaGM 组、PaGH 组 血 清 SOD
活力明显升高，MDA 含量明显减少（见表 6）。
3.4　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠大脑以及海马

组织病理学影响

　　Control 组海马 CA1 区神经细胞排布规则，

细胞结构均一，细胞圆润完整，细胞核清晰可
见，未见细胞明显异常。模型组神经细胞排列紊
乱，细胞形态遭到破坏，细胞形状发生改变。手
掌参和二甲双胍给药组可有效减轻神经细胞的损
伤程度，神经细胞排列较为整齐有序，细胞形态
较完整，改善较为明显（见图 1）。
3.5　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠海马组织中

PI3K/Akt 通路表达的影响

　　 与 Control 组 相 比，Model 组 p-PI3K/PI3K 与

表 1　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠体重变化的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 1　Effect of Gymnadenia conopsea on weight changes in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量 /（g·kg － 1）
体重 /g

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

Control 组 － 535.75±22.53 551.75±16.42 553.25±22.31 524.38±15.39

Model 组 － 377.13±11.31## 378.75±16.69## 379.38±14.48## 375.13±11.92##

Metformin 组 0.2 379.38±33.36 408.50±35.91* 418.50±36.60** 425.75±18.86**

PaGL 组 0.6 377.63±32.87 383.00±15.47 384.13±20.31 408.75±14.28**

PaGM 组 1.2 379.13±28.82 386.00±19.86 407.75±21.05* 415.88±17.29**

PaGH 组 2.4 379.75±22.05 391.25±21.63 412.38±22.39** 419.25±21.11**

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

表 2　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠血糖变化的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 2　Effect of Gymnadenia conopsea on blood glucose changes in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量 /（g·kg － 1）
血糖 /（mmol·L － 1）

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

Control 组 －   5.74±0.70   6.05±0.62   6.58±0.50   6.24±0.57

Model 组 － 30.98±1.85## 30.87±1.61## 31.31±2.81## 32.53±0.86##

Metformin 组 0.2 30.01±2.50 25.56±1.03** 23.98±1.20** 20.00±2.10**

PaGL 组 0.6 30.13±2.76 28.18±2.74 26.04±3.26 24.14±2.03**

PaGM 组 1.2 30.95±3.49 27.40±4.64 25.24±2.38** 24.85±3.61**

PaGH 组 2.4 30.96±2.98 26.83±2.44* 23.83±2.52** 22.23±3.47**

注：与对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，##P ＜ 0.01；compared with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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p-Akt/Akt 比值均明显下降。与 Model 组相比，手
掌参各剂量组的 p-PI3K/PI3K 与 p-Akt/Akt 比值均
显著升高。Metformin 组与手掌参各剂量组均能明
显升高 PI3K 及 Akt 的磷酸化水平（见表 7及图 2）。
4　讨论

　　中医认为糖尿病属于“消渴症”，但在中医
典籍中没有糖尿病脑病的相关病名，根据其临
床表现及特征，可归为“消渴”合并“呆证”“健
忘”的范畴。《圣济总录》云：“消渴日久，健忘怔

忡 [17]”。现代医学研究表明，糖尿病脑病的发生
涉及多个机制和靶点，其机制主要与神经营养因
子的缺乏、胰岛素抵抗、炎症反应和氧化应激等
多种因素有关 [18-21]。中药中多糖类成分大多具有
降血脂、降血糖的作用 [22-24]，手掌参中多糖有抗
氧化、抗炎、增强免疫功能等作用 [25-27]，此外，
手掌参还能改善多种原因所致的认知障碍，如李
敏等 [28] 研究表明手掌参提取物可改善东莨菪碱

表 4　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠水迷宫试验游泳距离的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 4　Effect of Gymnadenia conopsea on the exploration distance of water maze test in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n ＝ 8)

组别 剂量 /（g·kg － 1）
游泳距离 /m

D1 D2 D3 D4 D5

Control 组 － 21.62±3.25 14.11±4.35 11.43±2.13   8.83±1.84   5.14±2.00

Model 组 － 20.46±1.88 23.84±2.33## 22.57±4.37## 23.47±4.01## 17.23±7.81##

Metformin 组 0.2 22.25±1.93 20.72±7.10 12.75±5.17   8.43±2.26**   6.37±1.41**

PaGL 组 0.6 21.57±1.95 22.80±4.22 19.53±3.15 11.93±3.53** 10.00±3.16*

PaGM 组 1.2 20.65±1.73 20.55±3.93 18.49±6.15 10.69±3.91**   9.27±5.04**

PaGH 组 2.4 20.78±2.49 17.56±4.43 15.57±3.49   9.90±5.91**   8.18±3.12**

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

表 5　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠穿越次数及目标象限距离比的

影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 5　Effect of Gymnadenia conopsea on crossing times and target 

quadrant distance in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n＝8)

组别 剂量 /（g·kg － 1） 穿越次数 / 次 目标象限距离比 /%
Control 组 － 3.63±0.99 26.29±2.62
Model 组 － 0.38±0.48## 21.16±2.70
Metformin 组 0.2 3.25±0.97** 26.45±7.39
PaGL 组 0.6 2.50±1.00** 23.40±3.69
PaGM 组 1.2 2.75±1.09** 23.55±6.54
PaGH 组 2.4 3.00±1.58** 23.68±3.96

注：与对照组相比，##P ＜ 0.01；与模型组相比，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，##P ＜ 0.01；compared 

with the model group，**P ＜ 0.01.

表 6　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠血清中 SOD活力、MDA含量

的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 6　Effect of Gymnadenia conopsea on serum SOD activity and 

MDA content in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n＝8)

组别 剂量 /（g·kg－1）SOD/（U·mL － 1）MDA/（nmol·mL－1）

Control 组 － 140.04±6.06 16.21±2.68
Model 组 － 116.78±3.22## 24.31±2.93##

Metformin 组 0.2 134.05±4.83** 17.64±1.97**

PaGL 组 0.6 124.27±2.06* 20.72±3.07*

PaGM 组 1.2 126.39±3.98** 18.15±1.70**

PaGH 组 2.4 130.83±0.46** 19.69±2.91**

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

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

图 1　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠海马 CA1 区病理变化的影响

（×100）
Fig 1　Effect of Gymnadenia conopsea on the pathological changes 
in CA1 region of the hippocampus in rats with diabetic cognitive 
impairment（×100）

表 7　手掌参对糖尿病认知障碍大鼠 PI3K/Akt通路蛋白表达的影响

(x±s，n ＝ 3) 
Tab 7　Effect of Gymnadenia conopsea on the expression of PI3K/Akt 

pathway protein in rats with diabetic cognitive impairment (x±s，n＝3)

组别 剂量 /（g·kg － 1） p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt
Control 组 － 1.23±0.12 1.02±0.05
Model 组 － 0.64±0.06## 0.85±0.03##

PaGL 组 0.6 0.81±0.03* 0.94±0.02*

PaGM 组 1.2 0.87±0.06** 1.05±0.01**

PaGH 组 2.4 1.07±0.01** 1.11±0.02**

Metformin 组 0.2 1.15±0.07** 1.14±0.05**

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

Note：Compared with the control group，##P ＜ 0.01；compared 
with the model group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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所致大鼠的认知障碍，张丹等 [29-30] 研究表明手
掌参提取物同样可改善 D- 半乳糖（D-Gal）和亚
硝酸钠（NaNO2）所致衰老小鼠的认知障碍。Pan
等 [31] 研究发现手掌参可通过调节 PI3K/Akt 信号
通路发挥神经保护的作用，因此本研究在前人的
研究基础上首次探索手掌参对 2 型糖尿病引起认
知障碍的作用及机制。
　　本研究过程中大鼠前期体重普遍增长较快，
毛发旺盛、洁白、光亮，空腹血糖均正常，造模
后除 Control 组外，Model 组大鼠均出现“三多一
少”的糖尿病特征，体重显著降低，皮毛稀少干
枯，色泽发黄，空腹血糖显著升高，随着饲养时
间延长，大鼠运动迟缓，应激反应阈值上升，提
示该批次动物模型能较好地模拟人类 2 型糖尿病
脑病的发生及发展过程。大鼠灌胃治疗后，除
Model 组外手掌参各给药组大鼠血糖均有所下降，
表明手掌参有良好的降糖作用。水迷宫实验结果
发现，与 Model 组比较，手掌参各给药组大鼠的
逃避潜伏期和游泳距离均显著减少，穿越平台的
次数增加。研究表明，氧化应激和炎症因子与糖
尿病认知障碍的发生密切相关，通过试剂盒检测
血清中 SOD 活性和 MDA 含量，与 Model 组相
比，给药组大鼠的 SOD 活性均显著高于模型组，
MDA 的含量低于 Model 组，提示手掌参可以增
加大鼠体内 SOD 的活性和减少 MDA 的含量，表
明手掌参具有一定的抗氧化能力。
　　磷脂酰肌醇 3- 激酶（PI3K）是一个细胞内
脂质激酶家族，可转导来自细胞表面受体的信
号，Akt 是 PI3K 途径的中心介质，在正常情况
下，当 PI3K/Akt 被激活时可以调节身体机能，当
能量摄入过多时，PI3K/Akt 通路会被抑制；而激
活 PI3K/Akt 通路可减轻肥胖和胰岛素抵抗。大量
研究均表明，PI3K/Akt 通路的激活与糖尿病脑病
的发生密切相关，胰岛素与胰岛素样生长因子与

受体结合后，均可通过 PI3K/Akt 信号转导通路，
产生许多对神经突起生长、突触可塑性调节及记
忆相关基因转录的继发反应，是神经元存活信息
转导途径之一 [32-33]。本研究结果发现手掌参调节
PI3K/Akt 蛋白表达，促进 PI3K/Akt 的磷酸化水
平，提示手掌参可能通过上调 PI3K/Akt 蛋白的磷
酸化水平从而改善糖尿病认知障碍的发生、发展。
　　综上所述，手掌参能有效降低血糖，改善糖
尿病引起大鼠的认知障碍，其作用机制可能与手
掌参具有抗氧化活性和调节 PI3K/Akt 通路有关。
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基于核受体 PXR、CAR调控 CYP3A4 研究三七总皂苷 
提高硝苯地平疗效的机制

李秋红1，周育生1，胡勇1，郄青松1，鞠爱霞1，2*（1.黑龙江中医药大学药学院，哈尔滨　150040；2.黑龙江中医

药大学附属第一医院，哈尔滨　150040）

摘要：目的　研究三七总皂苷（PNS）与硝苯地平（NF）联用后疗效增强的作用机制，为指导

临床合理用药提供理论遵循。方法　将 SD 雄性大鼠随机分为空白组、三七总皂苷组、硝苯

地平组和联合给药组。采用 HPLC 测定血浆中硝苯地平及肝微粒体中咪达唑仑的浓度；应用

qPCR 技术检测核受体 PXR、CAR 和肝药代谢酶 CYP3A4 的基因表达量。结果　与 NF 组相比，

PNS ＋ NF 组中硝苯地平药时曲线下面积升高、半衰期延长、清除率降低、最大血药浓度 Cmax

和达峰时间 tmax 增加（P ＜ 0.01）；与空白组相比，PNS 组与 PNS ＋ NF 组中肝脏药物代谢酶

CYP3A4 活性降低（P ＜ 0.05），PNS 组与 PNS ＋ NF 组肝脏中核受体 PXR、CAR 和 CYP3A4 
mRNA 表达量均降低（P ＜ 0.01）；与 NF 组相比，PNS 组与 PNS ＋ NF 组肝脏中核受体 PXR、

CAR 和 CYP3A4 mRNA 表达量均降低，但差异无统计学意义。结论　三七总皂苷与硝苯地平

联用后，PNS 可能通过抑制核受体 PXR、CAR 进而抑制肝药代谢酶 CYP3A4 的活性与基因表

达，提高硝苯地平血药浓度使疗效增强。

关键词：联合用药；三七总皂苷；硝苯地平；核受体；CYP3A4
中图分类号：R285.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3186-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.014

Mechanism of Panax notoginseng saponins improving the efficacy of nifedipine 
based on nuclear receptor PXR and CAR regulation CYP3A4

LI Qiu-hong1, ZHOU Yu-sheng1, HU Yong1, QIE Qing-song1, JU Ai-xia1,2* (1. School of Pharmacy, 
Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  150040; 2.First Affiliated Hospital, 
Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin 150040)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of synergistic effect of Panax notoginseng 
saponins (PNS) and nifedipine (NF) to provide a theoretical basis for its rational use. Methods  SD 
male rats were randomly divided into a blank group, a PNS group, a NF group and a co-administration 
group. The concentrations of nifedipine in the plasma and midazolam in the liver microsomes were 
determined by HPLC. The gene expression levels of nuclear receptor PXR, CAR and liver drug 
metabolizing enzyme CYP3A4 were determined by qPCR. Results  Compared with the NF group, 
the area under the concentration-time curve of nifedipine was increased, the half-life was prolonged, 
the clearance rate was decreased, the maximum plasma concentration and time to the peak were 
increased in the co-administration group (P ＜ 0.01). Compared with the blank group, the activity 
of liver drug metabolizing enzyme CYP3A4 in the PNS group and the co-administration group 
decreased (P ＜ 0.05), and the expression of nuclear receptor PXR, CAR and CYP3A4 mRNA in the 
liver of the PNS group and the co-administration group also decreased (P ＜ 0.01). Compared with 
the NF group, the expressions of PXR, CAR and CYP3A4 mRNA in the liver of the PNS group and 
the co-administration group decreased, without much difference. Conclusion  After combining Panax 
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　　高血压是临床上常见的慢性病，以全身动脉
血压升高为主要特征，可诱发中风、冠心病、动
脉粥样硬化等心脑血管疾病 [1-2]。目前，我国高血
压发病率逐年上升，高血压及其并发症严重威胁
着患病人群的生命安全。然而，使用单一药物治
疗降压效果并不理想，无法达到正常值和实现持
久降压的目的，因此，临床上常将两种或两种以
上的药物联合用于治疗高血压。
　　 三 七 总 皂 苷（Panax notoginseng saponins，
PNS）是从五加科人参属植物三七中提取的有效
活性成分，具有降低血压、抗炎、抗氧化、调节
血脂等药理作用 [3-5]。硝苯地平（nifedipine，NF）
属于二氢吡啶类药物，常用于高血压和心绞痛的
治疗，但 NF 口服生物利用度较低 [6-7]。临床上将
PNS 与 NF 联合应用后疗效显著增强，但其增效的
机制目前尚不明确。研究表明，PNS 可抑制肝药
酶 CYP3A4 的活性，而 NF 是该酶的底物 [8-9]。因
此，PNS 与 NF 之间可能存在由 CYP3A4 酶介导
的药物相互作用。肝药酶 CYP3A4 同时又受核受
体 PXR、CAR 的调控，当 PXR、CAR 被某些配体
激活时会诱导或抑制肝药酶 CYP3A4 的活性 [10-11]。
故此，我们推测 PNS 可能通过抑制核受体 PXR、
CAR 的表达从而抑制 CYP3A4 酶的活性，进而提
高 NF 的血药浓度导致药物的疗效增强。
1　材料
1.1　仪器
　　高效液相色谱仪（山东鲁创分析仪器有限公
司）；酶标仪（美国 BIOTEK 公司）；红外微定量
分析仪（北京欣安诚科技有限公司）；低温高速
离心机（长沙英泰仪器有限公司）；实时荧光定
量 PCR 仪（赛默飞世尔科技有限公司）；核酸蛋
白分析仪（上海艾研生物科技有限公司）；干式
氮吹仪（上海梓桂仪器有限公司）。
1.2　试药
　　硝苯地平原料药（Meilunbio 试剂公司）；硝苯
地平对照品（纯度≥ 98%，批号：Y14S6C3327，上
海源叶生物科技有限公司）；咪达唑仑注射液（国药
集团工业有限公司）；注射用血塞通（冻干）（哈尔滨
珍宝制药有限公司）；地西泮对照品（纯度＞ 99%，
批号：20120118ACSW，中国食品药品检定研究院）。
　　甲醇（TEDIA 公司）；BCA 蛋白浓度测定试
剂盒（Beyotime 公司）；动物总 RNA 快速抽提试

剂 盒（Sangon Biotech 公 司）；Fast King cDNA 第
一链合成试剂盒（TIANGEN 公司）；FastStart Uni-
versal SYBR Green Master（ROX）核酸染料（Roche 
Diagnostics GmbH 公 司）；CYP3A4、PXR、CAR
及β-actin 引物由 Sangon Biotech 公司合成。
1.3　实验动物
　　SPF 级 雄 性 SD 大 鼠，6 ～ 8 周 龄， 体 重
180 ～ 200 g，由青岛派特福德白鼠养殖公司提供，
实验动物生产许可证号：SCKK（鲁）2014-004。
饲养环境：温度（23±3）℃，湿度 40% ～ 65%。
本实验符合实验动物伦理委员会的伦理学标准。
2　方法和结果
2.1　硝苯地平大鼠血浆药物浓度测定
2.1.1　给药方案与分组　SD 大鼠 20 只随机均分
为空白组、三七总皂苷组（PNS 组）、硝苯地平组
（NF 组）和联合给药组（PNS ＋ NF 组）。NF 经
灌胃给药，PNS 经腹腔注射给药，持续给药 7 d，
给药剂量根据各药的临床给药剂量采用体表面积
法折算（PNS、NF 给药剂量分别为 60 mg·kg－ 1、
30 mg·kg－ 1，联合给药组同时给予两种药物），
空白组给予同体积生理盐水。末次给药后禁食不
禁水 12 h。
2.1.2　样品采集与处理
　　① 空白组血浆样品：经眼眶采集血样 500 μL
于肝素钠抗凝离心管中，4℃离心 10 min（3500 
r·min－ 1），从中取出上清液 100 μL 于 1.5 mL 离
心管中，加入 50 μL 地西泮内标溶液，混匀后加
入 1 mL 氯仿涡旋 5 min，4℃离心 10 min（12 000 
r·min－ 1），从中取出 800 μL 上清液于玻璃试管
中，再次加入 1 mL 氯仿重复上述步骤。合并所
得到的上清液，37℃条件下氮气缓缓吹干，加流
动相 100 μL 复溶，涡旋 30 s，即完成生物样品处
理，－ 20℃保存备用。
　　② 给药组血浆样品：在给药前和给药后 0.167、
0.33、0.67、1、2、3、4、6、8、12、24 h 经 眼 眶
采集血样 500 μL，处理过程同“空白组血浆样品”。
2.1.3　色谱条件　取处理后的血浆样品进样分
析，色谱条件：Diamonsil（R）C18 柱（150 mm× 

4.6 mm）；流动相为甲醇 -0.03% 磷酸二氢钠＝

62∶38（V/V）；检测波长为 240 nm；检测流速为
1.0 mL·min－ 1；检测柱温为 20℃。

notoginseng saponins with nifedipine, PNS may inhibit the activity and gene expression of hepatic 
drug metabolizing enzyme CYP3A4 by inhibiting the nuclear receptors PXR and CAR, and increasing 
the plasma concentration of nifedipine to enhance the therapeutic effect. 
Key words: combination medication; Panax notoginseng saponin; nifedipine; nuclear receptor; CYP3A4
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2.2　肝微粒体 CYP3A4 酶活性的测定
2.2.1　肝微粒体制备　参考相关文献 [12]，采用氯化
钙沉淀法在 4℃环境中制备小鼠肝微粒体混悬液，防
止肝药酶失活变性，采用 BCA 法测定总蛋白含量。
2.2.2　肝微粒体体外孵育体系　肝微粒体蛋白
含量为 0.4 mg·mL－ 1，探针药物咪达唑仑 2.5 
µmol·L－ 1，磷酸盐缓冲液（0.1 mol·L－ 1，pH 7.4）
补足总体积为 500 µL。混匀后，37℃水浴摇床孵
育 5 min，加入 50 µL NADPH（1 mmol·L－ 1）溶
液并混匀，37℃水浴摇床孵育 30 min。
2.2.3　肝微粒体中咪达唑仑浓度测定　孵育后的
样品室温静置 3 min 后加入 500 µL 4℃预冷的甲醇
终止液（含地西泮 8 µg·mL－ 1），混匀后，4℃离
心 15 min（12 000 r·min－ 1），取上清液进样分析。
2.2.4　色谱条件　采用 Topsil C18 分析柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm），C18 预柱（10 mm×4.6 mm），

以甲醇 - 磷酸氢二铵缓冲液（51∶49，V/V）为流动
相，检测波长为 230 nm；柱温为 35℃；流速为 0.8 
mL·min－ 1；进样量为 20 μL。
2.3　方法学考察
2.3.1　专属性考察　取处理后血浆样品和肝微粒
体样品，分别按“2.1.3”与“2.2.4”项下方法进样
分析。结果表明，各色谱峰峰形尖锐，且分离度
良好（R ＞ 1.5），并无杂峰干扰。硝苯地平和内标
物地西泮的保留时间分别为 8.8 min 和 18.6 min 左
右，咪达唑仑和内标物地西泮的保留时间分别为
19.3 min 和 29.8 min 左右，内源性杂质及内标物地
西泮在测定条件下不干扰硝苯地平和咪达唑仑的
测定。咪达唑仑是 CYP3A4 酶的特异性底物，对
该药浓度变化的考察可以间接反映 CYP3A4 酶活
性的变化。色谱图见图 1 及 2。

图 1　血浆样品色谱图

Fig 1　Typical chromatograms of plasma samples
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 空白血浆＋硝苯地平＋内标（blank plasma ＋ nifedipine ＋ internal standard）；C. 血浆样品＋内标（plasma ＋

internal standard）；1. 硝苯地平（nifedipine）；2. 地西泮（diazepam）

图 2　肝微粒体样品色谱图

Fig 2　Chromatograms of liver microsome samples
A. 空白肝微粒体（blank liver microsome）；B. 咪达唑仑＋内标（midazolam ＋ internal standard）；C. 空白肝微粒体＋咪达唑仑＋内标（blank 
liver microsome ＋ midazolam ＋ internal standard）；1. 咪达唑仑（midazolam）；2. 地西泮（diazepam）

2.3.2　线性关系考察　取 100 μL 空白血浆样品加
入适量的硝苯地平和地西泮溶液制备一系列浓度
梯度的血浆样品溶液，按“2.1.2”项下方法操作，
各配制 3 份，并按“2.1.3”项下条件进样分析。以
硝苯地平浓度为横坐标（X），硝苯地平与内标物
地西泮峰面积的比值为纵坐标（Y），绘制标准曲
线，得回归方程为 Y ＝ 0.3133X ＋ 0.1057，R2 ＝

0.9991，线性范围为 1.00 ～ 50.00 μg·mL－ 1。

　　制备无活性的肝微粒体，按“2.2.3”项下方法
进行操作，咪达唑仑终浓度分别为 7.5、6.25、5、
2.5、1.25、0.625、0.3125 μmol·L－ 1，同一浓度各
制备 3 份，以药物咪达唑仑的浓度为横坐标（X），
咪达唑仑与地西泮峰面积比值为纵坐标（Y），绘
制标准曲线，得回归方程为 Y＝0.1186X－0.0014，
R2 ＝ 0.9967，线性范围为 0.031 ～ 7.50 μmol·L－ 1。
2.3.3　精密度与准确度考察　取 100 μL 空白生物



3189

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

样品溶液加入一定体积的硝苯地平、内标地西泮
溶液制备高、中、低浓度的血浆样品，平行制备
5 份，按“2.1.2”项下方法操作，按“2.1.3”项下
条件进样分析，计算硝苯地平日内、日间精密度
及相对回收率。
　　制备无活性的肝微粒体，按“2.2.1”项下方
法制备成高、中、低 3 个浓度的咪达唑仑肝微粒
样品，终浓度分别为 7.5、2.5、0.625 μmol·L－ 1，
平行制备 5 份，按“2.2.4”项下条件进样分析，
计算咪达唑仑日内、日间精密度及相对回收率。
硝苯地平与咪达唑仑精密度与准确度结果符合生
物分析方法的标准，见表 1、2。

表 1　硝苯地平的精密度及相对回收率 (n ＝ 5，x±s) 
Tab 1　Precision and recovery of nifedipine in biological samples 

(n ＝ 5，x±s)

硝苯地平 /
（µg·mL － 1）

日内 日间

回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/%
  1.0 95.33 6.2 95.00 9.2
20.0 96.50 5.1 91.92 9.3
50.0 95.39 4.8 91.73 6.0

表 2　咪达唑仑的精密度及相对回收率 (n ＝ 5，x±s) 
Tab 2　Precision and recovery of midazolam in liver microsome 

samples (n ＝ 5，x±s)

咪达唑仑 /
（µg·mL － 1）

日内 日间

回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/%
    0.625   99.21 4.7 97.00 5.5

2.5   99.89 4.4 94.78 5.2
7.5 101.25 4.5 99.67 5.3

2.3.4　稳定性考察　分别制备高、中、低浓度
的硝苯地平血浆样品，按“2.1.2”项下方法操
作，按“2.1.3”项下条件进样分析，通过长期冷
冻储存、室温放置、冷冻解冻循环进行稳定性
考察。同时对咪达唑仑进行考察。结果显示，
RSD ＜ 15%，表明硝苯地平在血浆样品中长期冷
冻保存时仍然稳定。咪达唑仑稳定性考察结果显
示，肝微粒体中高、中、低浓度的咪达唑仑 RSD
值均小于 10%，说明咪达唑仑在肝微粒体的稳定
性较好。
2.4　数据处理与分析

　　药动学参数采用统计软件 DAS 2.0 计算，数
据统计采用 SPSS 24.0 软件进行处理，所有值以平
均数±标准差（x±s）表示，多组间采用 One-way 
ANOVA 进行方差齐性检验（F 检验），两两比较时
进行 t 检验，P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
2.5　硝苯地平在大鼠体内的药动学过程

　　与硝苯地平组相比，硝苯地平联合三七总皂

苷后药动学参数显示，硝苯地平药时曲线下面积
升高，半衰期升高，最大血药浓度（Cmax）和达
峰时间（tmax）显著增加（P ＜ 0.01）、清除率显著
降低（P ＜ 0.01），见图 3 及表 3。

图 3　大鼠体内的血浆药物浓度 - 时间曲线（n ＝ 5，x±s）
Fig 3　Plasma drug-time curve of in rats（n ＝ 5，x±s）

表 3　大鼠体内的药动学参数 (n ＝ 5，x±s) 
Tab 3　Pharmacokinetic parameters of rats (n ＝ 5，x±s)

药动学参数 NF 组 PNS ＋ NF 组

t1/2α  /h   0.60±0.02   0.90±0.09**

t1/2β /h 11.45±0.76 14.68±0.74**

tmax/h   0.78±0.19   0.89±0.18**

Cmax/（mg·L － 1）   3.63±0.03   4.89±0.10**

AUC0 ～ 24/（mg·h·L － 1） 30.74±1.19 37.60±1.24**

MRT0 ～ 24/h   7.95±0.15   8.07±0.13

CL/F/（L·h － 1）   0.82±0.03   0.63±0.01**

注：与硝苯地平组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the nifedipine group，**P ＜ 0.01.

2.6　qPCR 技术检测肝脏中核受体 PXR、CAR 和

CYP3A4 mRNA 表达水平

　　取肝脏组织加液氮研磨，提取大鼠肝脏 RNA
（参照动物总 RNA 快速抽提试剂盒说明书）测
定其浓度后进行质量检测，质量符合要求后参照
Fast King cDNA 第一链合成试剂盒说明书逆转录
合成 cDNA。实时荧光定量 PCR 总反应体系为 50 
µL，包含上下引物各 1 µL、25 µL SYBR Green、
18 µL RNase-Free 水以及 5 µL cDNA 模板。反应条
件：95℃预变性 10 min；45 次循环（95℃变性 15 s，
60℃退火 30 s，55℃延伸 30 s）；72℃ 5 min 稳定
产物。采用 2－△△ Ct 计算相对表达倍数，引物序列
见表 4。
2.6.1　三七总皂苷对 CYP3A4 酶活性的影响　
与空白组相比，三七总皂苷组和联合给药组中
CYP3A4 酶活性降低（P ＜ 0.05），而硝苯地平组
无影响，表明三七总皂苷对 CYP3A4 酶有抑制作
用（见图 4）。
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表 4　qPCR引物序列 
Tab 4　Sequence of qPCR primers

基因 序列

CYP3A4 F：5'-ACCAGCAGCACACTTTCCTT-3'
R：5'-CATAGGTGGGAGGTGCCTTA-3'

PXR F：5'-GACGGCAGCATCTGGAACTAC-3'
R：5'-TGATGACGCCCTTGAACATG-3'

CAR F：5'-TACCTGTTCAGCCATCACC-3'
R：5'-TACCGCATCTTCCATCTTGT-3'

β-actin F：5'-CTGGCCCGACCTGACAGA-3'
R：5'-GCGGCAGTGGCCATCTC-3'

图 4　各组对 CYP3A4 酶活性的影响

Fig 4　Effect of each group on the CYP3A4 enzyme activity
注：与空白组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05.

2.6.2　三七总皂苷对肝脏中核受体 PXR、CAR 和
CYP3A4 mRNA 表达水平的影响　与空白组相比，
硝苯地平组肝脏中核受体 PXR、CAR 和 CYP3A4 
mRNA 表达量降低，但差异无统计学意义（P ＞

0.05），三七总皂苷组和联合给药组中各基因表达量
均降低（P ＜ 0.01）；与硝苯地平组相比，三七总
皂苷组和联合给药组中各基因表达量降低，但差异
无统计学意义，见图 5。
3　讨论

　　高血压及其并发症已成为威胁人类生命健
康的主要因素之一 [13]。目前，常用降压药包括
钙通道阻滞剂、血管紧张素转换酶抑制剂、利
尿剂、血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂和β 受体阻滞
剂 [14]。然而，使用单一药物治疗高血压及其并
发症疗效并不显著，因此，在临床上常联合其他
药物使用 [15-16]。硝苯地平属钙通道阻滞剂，其口
服生物利用度较低，该药与三七总皂苷联合应用
后疗效显著提高，但其作用机制尚未明晰。为进
一步证明本课题组的推测，从三七总皂苷对硝苯
地平的药动学过程的影响、三七总皂苷对肝药代
谢酶 CYP3A4 活性的影响以及三七总皂苷对核
受体 PXR、CAR 和肝药酶 CYP3A4 基因表达量

的影响三个方面探究其增效的机制。药动学结果
显示，硝苯地平的血药浓度 - 时间曲线下面积增
加、半衰期延长和清除率显著降低，表明三七总
皂苷可通过影响硝苯地平的药动学过程进而提高
硝苯地平的血药浓度。三七总皂苷对肝药代谢酶
CYP3A4 活性的影响结果显示，三七总皂苷能通
过降低 CYP3A4 酶的活性使硝苯地平的代谢减慢。
通过检测核受体 PXR、CAR 和肝药酶 CYP3A4
的基因表达量发现，三七总皂苷能够抑制 PXR、
CAR 和肝药酶 CYP3A4 的基因表达，该结果与
CYP3A4 酶活性受到抑制呈现一致性。因此，两
药联合疗效增加的机制可能是三七总皂苷抑制核
受体 PXR、CAR 的表达进而抑制肝药酶 CYP3A4
活性及基因表达，减缓硝苯地平的代谢提高其血
药浓度，进而增强硝苯地平的疗效。然而，在药
效增强的同时其不良反应发生率也可能增加。

图 5　各组 PXR、CAR 和 CYP3A4 mRNA 表达量

Fig 5　mRNA expression of PXR，CAR and CYP3A4 in each group
注：与空白组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01.
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　　药物相互作用是引起不良反应的重要因素之
一，在药动学方面主要体现在药物代谢和转运过
程中的相互作用 [17]。代谢环节对代谢酶的诱导或
抑制是影响药物相互作用的主要因素，即两种或
两种以上的药物一同或前后使用时，其中一种药
物诱导或抑制代谢酶的活性，进而促进或减慢另
一种药物的代谢 [18]。CYP3A4 酶作为 CYP3A 家
族中主要亚型之一，其作用底物多，除硝苯地平
外还包括尼群地平、维拉帕米和阿托伐他汀等药
物 [19]。因此，在临床上三七总皂苷与这些药物共
同应用时都需防止因肝药代谢酶 CYP3A4 受到抑
制而诱发的药物不良反应。
　　综上，本课题组阐明了三七总皂苷与硝苯地
平协同作用的机制，为两药联合应用疗效增强奠
定了理论基础。同时因本研究只在健康大鼠中探
讨三七总皂苷对硝苯地平药动学过程的影响，还
需要建立大鼠高血压模型，更进一步研究三七总
皂苷对硝苯地平药效学的影响。其次，还可以采
用 Western blot 技术检验蛋白表达量进行相互印
证，开展细胞实验以更深一步地研究三七总皂苷
联合硝苯地平疗效增强的作用机制。
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电子加速器辐照对藏药小檗皮中主要有效成分 
及灭菌效果的影响

吴剑英1，3，4，尼玛次仁2，张国庆4，张继稳1，3，陈丽华3，5*，谢和兵1，2，3*（1.安徽中医药大学药学院，

合肥　230012；2. 西藏神猴药业有限责任公司，西藏　日喀则　857000；3.长三角药物高等研究院，江苏　南通　226000；4. 江

苏云视药物科技有限公司，江苏　南通　226000；5. 江西中医药大学，南昌　330004）

摘要：目的　探究电子加速器辐照对小檗皮粉末和其水提液的灭菌效果及对主要活性成分的影
响。方法　采用 2、4、6、8、10 kGy 辐照剂量对小檗皮粉末和水提液进行灭菌，分别比较辐
照前后小檗皮粉末和水提液的性状、显微特征、薄层色谱图、微生物水平、主要活性成分（盐
酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱、木兰花碱）的含量变化和指纹图谱相似度。结果　经不
同辐照剂量灭菌后，小檗皮粉末和水提液的性状、显微特征、薄层色谱图均未见明显变化，盐
酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱、木兰花碱的含量无显著变化（P ＞ 0.05），细菌菌落数、
霉菌和酵母菌菌落总数显著降低（P ＜ 0.001），当辐照剂量为 4 kGy 及以上时，样品的微生物
符合 2020 年版《中国药典》的限度要求。结论　电子束辐照对藏药小檗皮中的主要有效成分无
显著影响，在 4 kGy 时达到良好的灭菌效果，电子束辐照适用于小檗皮及其提取液的灭菌。
关键词：小檗皮；辐照；有效成分；含量；灭菌；指纹图谱
中图分类号：R29，R284.1　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3192-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.015

Effect of electron accelerator irradiation on the main active components 
and sterilization of Berberidis Cortex

WU Jian-ying1, 3, 4, Ni-ma-ci-ren2, ZHANG Guo-qing4, ZHANG Ji-wen1, 3, CHEN Li-hua3, 5*, XIE He-
bing1, 2, 3* (1. College of Medicine, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Tibet God 
Monkey Pharmaceutical Co., Ltd., Shigatse  Tibet  857000; 3. Yangtze Delta Drug Advanced Research 
Institute, Nantong  Jiangsu  226000; 4. Jiangsu High View Pharmaceutical Technology Co., Ltd., 
Nantong  Jiangsu  226000; 5. Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang  330004)

Abstract: Objective  To determine the effect of electron accelerator irradiation on the main active 
components and sterilization of Berberidis Cortex powder and its aqueous extract. Methods  
Berberidis Cortex powder and aqueous extract were sterilized by the irradiation doses at 2, 4, 6, 
8, and 10 kGy. The properties, microscopic characteristics, thin layer chromatography (TLC), 
microbial levels, content changes of berberine hydrochloride, palmatine hydrochloride, jatrorrhizine 
hydrochloride, and magnoflorine, and fingerprint similarity of Berberidis Cortex powder and its 
aqueous extract were compared before and after the irradiation. Results  The properties, microscopic 
characteristics and TLC of Berberidis Cortex powder and its aqueous extract had no changes after 
the sterilization with all the irradiation doses, and the contents of berberine hydrochloride, palmatine 
hydrochloride, jatrorrhizine hydrochloride and magnoflorin did not change (P ＞ 0.05). However, the 
number of bacterial colonies, the total number of mold and yeast colonies were significantly decreased 
after the sterilization (P ＜ 0.001). When the irradiation dose was 4 kGy or above, the microbial limits 
of the samples met the requirements in Chinese Pharmacopoeia (Version 2020). Conclusion  Electron 
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　　小檗皮（藏药名，吉堪）是藏医防治“赤
巴”病最常用的藏药之一，为小檗科植物刺红珠
（Berberis dictyophylla Franch.）及同属多种植物茎
或根的内皮 [1]。小檗皮始载于《四部医典》，味
苦、涩，性寒，具有清热、解毒、燥湿、消炎等
功效，常用于治疗痢疾、尿路感染、肾炎、结膜
炎等疾病 [2-3]，还可平稳血糖及预防糖尿病并发
症 [4-6]。小檗皮主要以生药粉碎制成散剂或制成丸
剂，如“八味小檗皮散”“八味獐牙菜丸”“四味姜
黄汤散”。目前藏药常用的灭菌方式是湿热和干
热灭菌，但本团队研究发现小檗皮经热灭菌后，
药材性状发生显著变化，这与小檗皮中所含小檗
碱等生物碱类有效成分受热发生变化有关。因此，
常规的热灭菌不适用于小檗皮生药材或含小檗皮
生药材成药的灭菌。
　　电子加速器辐照灭菌是利用电子加速器产生
的高能电子束照射物质达到灭菌目的，是一种冷
加工物理过程，与传统灭菌方式相比，具有穿透
力强、灭菌效果彻底、经济、安全、适用于大规
模生产等优势，且不会残留有害物质，能最大限
度地保持中药材的性状、活性成分、含量及药理
作用，适用于含生药粉及挥发性成分较多的热敏
性成分中药材的灭菌处理。目前已在食品、药品
及医疗用品的灭菌工艺中被推广应用 [7-11]。本研
究通过不同剂量电子束辐照处理小檗皮粉末及其
水提液，比较辐照前后样品的性状、显微、薄层、
微生物及有效成分（盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、
盐酸药根碱和木兰花碱）的含量变化，考察电子
束辐照对小檗皮主要有效成分和灭菌效果的影响，
为小檗皮药材以及含小檗皮生药材的成药的灭菌
方法提供实验依据。
1　材料
1.1　试药
　　小檗皮（批号：20200401）由西藏神猴药业有
限责任公司提供，经西藏神猴药业有限责任公司
副主任藏药师尼玛次仁鉴定为小檗科植物刺红珠 
Berberis dictyophylla Franch. 及同属多种植物茎或
根的内皮；盐酸小檗碱对照品（纯度：85.9%，批
号：110713-202015）、盐酸巴马汀对照品（纯度：
85.7%，批号：110732-201913）、盐酸药根碱对照
品（纯度：90.3%，批号：110733-202110）、木兰

花碱对照品（批号：112090-202201，供含量测定
用）（中国食品药品检定研究院）；乙酸乙酯、异
丙醇、甲苯、磷酸（国药集团化学试剂有限公司）；
甲醇（色谱纯，批号：221027100215，上海迈瑞
尔化学技术有限公司）；磷酸二氢钠（ACS 级，
批号：L8A0T78，河北百灵威科技有限公司）；盐
酸（批号：2101788，上海安谱实验科技股份有限
公司）；水为怡宝纯净水。
1.2　仪器
　　DZ-10/20 电子加速器（安徽戈瑞电子科技股
份有限公司，功率 10 MeV）；Agilent 1260 高效
液相色谱仪（美国 Agilent 公司）；ZYL1000-1 万
分之一天平（精度：0.01 mg，上海赞维衡器有限
公司）；WMS-1037 生物显微镜（上海无陌光学仪
器有限公司）；SB-5200DT 超声波清洗器（宁波新
芝生物科技股份有限公司）；DHG-9240A 鼓风干
燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；1730R 离心
机（上海贝晶生物技术有限公司）；KWF-20 超微
粉碎机（浙江瑞昊机械制造公司）。
2　方法
2.1　电子加速器辐照灭菌
　　将小檗皮样品粉碎后过 60 目筛，采用聚乙烯
袋封装，每组 6 袋，每袋 12 g。取小檗皮样品粉
末 250 g，置于圆底烧瓶中，加 6 倍水回流提取 4
次，每次 1 h，其中第一次加水浸泡 4 h 后开始煎
煮 [12]，提取结束后合并水提液，将小檗皮水提液
分为 6 组，装入透明 PET 瓶中，每组 6 瓶，每瓶
30 mL。小檗皮粉末及其水提液辐照样品均由中广
核戈瑞科技有限公司采用电子加速器辐照灭菌处
理，辐照剂量分别为 2、4、6、8、10 kGy。
2.2　性状比较
　　通过日光下眼观、手摸、鼻嗅、口尝等方式
对辐照样品的外观、色泽、气味进行直观判断。
2.3　显微鉴别
　　参照 2020 年版《四川省藏药标准》显微鉴别
法，取不同辐照剂量的样品粉末少许置载玻片上，
滴加甘油醋酸试液，盖上盖玻片，置生物显微镜
下观察。
2.4　薄层色谱鉴别
　　分别取不同辐照剂量小檗皮粉末（0、2、4、
6、8、10 kGy）0.5 g，加甲醇 5 mL，超声处理 30 

accelerator irradiation (4 kGy) has no deteriorated effect on the effective components of Berberidis 
Cortex powder and its aqueous extract, and sterilization remains, indicating that this method is 
suitable for the sterilization of Berberidis Cortex and its aqueous extract. 
Key words: Berberidis Cortex; irradiation; active ingredient; content; sterilization; fingerprint
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min，过 0.45 μm 滤膜，取滤液作为供试品溶液 1；
分别取不同辐照剂量小檗皮水提液（0、2、4、6、
8、10 kGy）1 mL，过 0.45 μm 滤膜，取滤液作为
供试品溶液 2。另取盐酸小檗碱对照品，加甲醇
制得质量浓度为 0.2 mg·mL－ 1 的盐酸小檗碱对
照溶液。照薄层色谱法（通则 0502）试验，吸取
上述溶液各 1 ～ 2 µL，分别点于同一硅胶 G 薄
层板上，以甲苯 - 乙酸乙酯 - 甲醇 - 异丙醇 - 水
（6∶3∶3∶2∶1）为展开剂，置氨蒸气饱和的展
开缸内展开，取出，晾干，置紫外光灯（365 nm）
下检视。
2.5　含量测定
2.5.1　混合对照品溶液的制备　精密称取盐酸小
檗碱 10.03 mg、盐酸巴马汀 10.12 mg、盐酸药根
碱 10.08 mg 和木兰花碱 9.26 mg，分别置于 10 mL
量瓶中，加入适量甲醇溶解，定容，摇匀，分
别制得质量浓度为 0.862、0.867、0.910、0.926 
mg·mL－ 1 的单一对照品溶液。精密移取盐酸小
檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱和木兰花碱对
照品储备液各 1 mL，置于 5 mL 量瓶中，加甲
醇 -0.1% 磷酸溶液（3∶7，V/V）定容至刻度，摇
匀，制得盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱
和木兰花碱质量浓度分别为 0.172、0.173、0.182、
0.185 mg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.5.2　小檗皮粉末供试品溶液的制备　精密称取
小檗皮粉末约 0.1 g，置具塞锥形瓶中，加入盐
酸 -70% 甲醇（1∶100）20 mL，密塞，称定重量，
超声处理（功率 250 W，频率 40 kHz）30 min，放
冷，称定重量，用盐酸 -70% 甲醇（1∶100）补足
减失重量，摇匀，经 0.45 μm 微孔滤膜过滤，取
滤液，即得。
2.5.3　小檗皮水提液供试品溶液的制备　取小檗
皮水提液 0.5 mL 置于 10 mL 量瓶中，加 30% 甲醇
定容，摇匀，过0.45 μm 微孔滤膜，取滤液，即得。
2.5.4　测定方法　采用高效液相色谱法测定盐酸
小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱和木兰花碱
的含量。色谱条件如下：色谱柱为 Agilent 5 TC-
C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）； 流 动 相 为
乙腈（A）-0.05 mol·L－ 1 磷酸二氢钠溶液（磷
酸调节 pH 至 3.0）（B），梯度洗脱程序为 0 ～ 12 
min，80% → 68%B；12 ～ 30 min，68% → 80%B；
30 ～ 32 min，80%B；流速为 1.0 mL·min－ 1；检
测波长为 270 nm；进样量为 10 μL，柱温为 30℃。
2.6　微生物检查
　　参照 2020 年版《中国药典》第四部通则中无
菌产品微生物限度检查法，包括通则 1105（微生
物计数法）、通则 1106（控制菌检查法）及通则

1107（非无菌药品微生物限度标准），检查辐照前
后小檗皮粉末和水提液的细菌菌落总数、霉菌和
酵母菌菌落总数、大肠菌群的变化。
2.7　数据分析
　　运用 SPSS 27.0 软件（IBM SPSS Statistics 27）
进行数据处理，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；采用“中药
色谱指纹图谱相似度评价系统（2012 年版）”软件，
以辐照前小檗皮粉末和水提液色谱图作为参照图
谱，选择平均数法生成对照图谱，设置时间窗为
0.5 min，采用多点校正法建立指纹图谱，对辐照
前后小檗皮粉末和水提液的盐酸小檗碱、盐酸巴
马汀、盐酸药根碱、木兰花碱色谱图进行相似度
分析，计算各图谱与对照指纹图谱的相似度。
3　结果
3.1　性状变化
　　与辐照前样品相比，辐照后小檗皮粉末和水
提液的外观、色泽、气味均未发生明显变化，表
明电子束辐照对小檗皮粉末和水提液的性状无明
显影响（见图 1）。
3.2　小檗皮粉末的显微鉴别
　　辐照处理前，小檗皮粉末在显微镜下可见黄
绿色至黄棕色的纤维状石细胞，大小、形态各异，
常成片存在，孔沟深而清晰，壁孔明显；见淡黄
色的韧皮纤维，长棱形，孔沟细密而清晰，壁孔明
显，壁略厚；韧皮薄壁细胞成片存在，多由 3 个以
上纺锤形细胞端壁相连而成，细胞壁呈扁珠状或均
匀加厚；草酸钙方晶易见，多呈菱形和不规则形；
见淡黄色的木栓细胞，长方形或类方形，排列紧
密，垂周壁微波状增厚。辐照处理后，小檗皮粉末
均能呈现上述显微特征（见图 2），表明电子加速器
辐照灭菌对小檗皮粉末的显微特征无影响。
3.3　薄层鉴别
　　未经辐照灭菌的小檗皮粉末和水提液（即 0 
kGy）和经 2、4、6、8、10 kGy 剂量辐照的小檗
皮粉末和水提液在与盐酸小檗碱对照品的相应位
置上，显相同颜色的斑点（见图 3），其中粉末
Rf ＝ 0.53，水提液 Rf ＝ 0.63。结果表明经电子加
速器辐照灭菌后小檗皮粉末和水提液薄层色谱无
明显改变。
3.4　含量测定结果
3.4.1　专属性　取空白溶液 [ 盐酸 -70% 甲醇
（1∶100）]、混合对照品溶液、供试品溶液分别
按“2.5.4”项下色谱条件进行测定，记录色谱图。
结果见图 4，可见色谱图在木兰花碱、盐酸药根
碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱保留时间处无干扰
峰出现，且该方法可以同时检出 4 种物质。



3195

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

3.4.2　各成分的含量变化　分别对辐照前后小檗
皮粉末及其水提液中主要活性成分的含量进行测
定。结果见表 1，辐照前后小檗皮粉末和水提液
中盐酸小檗碱、盐酸药根碱、盐酸巴马汀、木兰
花碱的含量无显著变化（P ＞ 0.05）。
3.5　指纹图谱相似度
　　用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012
年版）”对所得色谱图进行处理，以未辐照样品（即
0 kGy）色谱图为参照，经过多点校正、全谱峰匹
配，生成对照图谱 R（见图 5），计算相似度。结果
显示，样品相似度均在 0.998 及以上（见表 2）。
3.6　微生物限度
　　辐照处理前，小檗皮粉末和水提液的微生物总
数均不符合 2020 年版《中国药典》中非无菌药品微
生物限度标准（需氧菌总数≤ 2×103 cfu·g－ 1，霉
菌和酵母菌总数≤ 200 cfu·g－ 1，控制菌大肠埃希
菌不得检出）。辐照处理后，细菌菌落总数、霉菌
和酵母菌菌落总数均显著下降，采用 4 kGy 及以上

剂量时，小檗皮粉末和水提液的霉菌和酵母菌菌落
总数、大肠菌群总数均符合药典标准（见表 3）。
4　讨论
4.1　主要有效成分的选择
　　现代药理学研究表明，盐酸小檗碱、盐酸巴
马汀、盐酸药根碱和木兰花碱均具有良好的抗菌、
抗炎、镇痛等作用 [13-16]。目前，已有文献对小檗
皮中这 4 种生物碱进行了定性定量分析 [17-20]。为
了提高藏药小檗皮的质量评价水平，本研究以盐
酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱和木兰花碱
作为重要指标进行同时测定，以明确辐照灭菌对
小檗皮中主要有效成分的影响。
4.2　辐照剂量的选择
　　根据国家市场监督管理总局 2015 年发布的
《中药辐照灭菌技术指导原则》规定，中药最大辐
照灭菌剂量不应超过 10 kGy 的原则，选定 2、4、

图 3　小檗皮粉末（A）及水提液（B）辐照前后薄层色谱图 
Fig 3　TLC before and after the irradiation of Berberidis Cortex powder 
and aqueous extract
1. 盐酸小檗碱对照品（reference materials of berberine hydrochloride）；

2 ～ 7. 供试品（辐照剂量依次为 0、2、4、6、8、10 kGy）[test samples
（the irradiation dose was 0，2，4，6，8，and 10 kGy，respectively]。

图 4　空白溶液、混合对照品溶液与样品溶液的 HPLC 色谱图

Fig 4　HPLC chromatograms of blank，mixed reference and sample 
solutions
1. 木兰花碱（magnoflorine）；2. 盐酸药根碱（jatrorrhizine hydro-
chloride）；3. 盐酸巴马汀（palmatine hydrochloride）；4. 盐酸小檗碱

（berberine hydrochloride）

图 1　辐照前后性状图

Fig 1　Appearance of samples before and after the irradiation 
A. 小檗皮粉末（Berberidis Cortex powder）；B. 小檗皮水提液（Ber-
beridis Cortex aqueous extract）

图 2　小檗皮粉末辐照前后的显微特征（×100）
Fig 2　Microscopic characteristics of Berberidis Cortex powder before 
and after the irradiation（×100）
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6、8、10 kGy 辐照剂量处理小檗皮粉末与提取液，
考察辐照灭菌对其指纹图谱及化学成分含量的影

表 1　不同辐照剂量对小檗皮粉末和水提液中各成分含量的影响 (n ＝ 3) 
Tab 1　Effect of different radiation doses on the compounds contents of Berberidis Cortex powder and aqueous extract (n ＝ 3)

样品
辐照剂

量 /kGy
盐酸小檗碱 盐酸巴马汀 盐酸药根碱 木兰花碱

含量 /（mg·g － 1） P 值 含量 /（mg·g － 1） P 值 含量 /（mg·g － 1） P 值 含量 /（mg·g － 1） P 值

粉末   0 35.69 － 3.42 － 4.99 － 54.25 －

  2 35.62 0.123 3.42 0.835 4.97 0.189 53.92 0.113
  4 35.65 0.361 3.42 0.835 4.99 1.000 54.05 0.344
  6 35.82 0.484 3.42 0.735 4.99 0.922 55.14 0.061
  8 35.46 0.458 3.40 0.490 5.00 0.541 54.45 0.634
10 36.37 0.093 3.45 0.284 5.08 0.082 54.89 0.119

水提液   0 15.96 － 1.64 － 3.00 － 33.88 －

  2 15.94 0.922 1.64 0.952 3.02 0.727 34.21 0.548
  4 15.89 0.662 1.65 0.706 3.02 0.411 33.51 0.471
  6 16.05 0.888 1.63 0.589 2.94 0.410 34.52 0.453
  8 15.91 0.915 1.63 0.419 3.03 0.755 33.53 0.643
10 15.62 0.098 1.61 0.126 2.88 0.067 33.89 0.987

表 2　辐照样品指纹图谱相似度 
Tab 2　Similarity of fingerprints of irradiated samples

样品 辐照剂量 /kGy 0 2 4 6 8 10 R
粉末   0 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

  2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
  4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
  6 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
  8 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
10 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
  R 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

水提液   0 1.000 1.000 1.000 0.999 0.999 0.998 1.000
  2 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 0.998 1.000
  4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 0.999
  6 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000
  8 0.999 0.999 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
10 0.998 0.998 0.999 0.999 1.000 1.000 0.999
  R 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000

图 5　辐照前后指纹图谱 
Fig 5　Fingerprints before and after the irradiation
A. 小檗皮粉末（Berberidis Cortex powder）；B. 小檗皮水提液（Ber-
beridis Cortex aqueous extract）

表 3　小檗皮粉末和水提液微生物限度检查结果 (n ＝ 2) 
Tab 3　Microbial limit test of Berberidis Cortex powder and 

aqueous extract (n ＝ 2)

样品
辐照剂

量 /kGy

微生物种类及含量

细菌菌落 /
（cfu·g － 1）

霉菌和酵母菌菌

落 /（cfu·g － 1）

大肠菌群 /
（mpn·g － 1）

粉末   0 25 018.0±25.5   612.5±17.7 －

  2 2505.0±21.2***   － －

  4 157.5±10.6***   － －

  6   －   － －

  8   －   － －

10   －   － －

水提液   0 50 015.0±21.2 1012.5±17.7 －

  2 15 023.0±4.2***   － －

  4 992.5±10.6***   － －

  6 57.5±10.6***   － －

  8   －   － －

10   －   － －

注：“－”表示未检出；与辐照剂量 0 kGy 比较，***P ＜ 0.001。
Note：“－” indicates no detection；compared with the irradiation 

dose of 0 kGy，***P ＜ 0.001.
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响 [21-24]。经不同辐照剂量处理后的小檗皮粉末和
水提液指纹图谱共有峰数量无变化。随着辐照剂
量的上升，样品微生物含量显著下降，当剂量为
4 kGy 时，微生物水平满足 2020 年版《中国药典》
规定，且对主要成分含量无显著影响。
4.3　辐照灭菌的应用
　　随着辐照灭菌技术的研发推广和发展完善，
目前在中药灭菌领域已有广泛应用，除适用于
含热敏性和芳香性成分并以生药粉入药的药材
外 [25-26]，还适用于含有多种蛋白质和多肽类成分
的动物类药粉的灭菌。与辐照灭菌技术相比，传
统灭菌方法易造成动物药材蛋白变性从而影响后
续有效成分的提取。目前已有多篇文献研究报
道 [27-29]，辐照灭菌技术既可以达到灭菌效果，且
对药物理化性质、成分含量等方面无显著影响，
其克服了传统灭菌方法灭菌温度高、时间长、破
坏成分的弊端，可将其作为工业生产中含蛋白质
和多肽类成分动物药材的主要灭菌方法。
5　结论
　　不同剂量电子束辐照对小檗皮粉末和水提液
的性状、薄层色谱、主要有效成分（盐酸小檗碱、
盐酸巴马汀、盐酸药根碱、木兰花碱）含量及其
指纹图谱均无显著影响，当辐照剂量达 4 kGy 时，
可达到良好的灭菌效果。因此，电子加速辐照灭
菌是一种有效的控制小檗皮生药粉及水提液微生
物水平的方法，并对药品质量无显著的影响。本
研究可为小檗皮及其藏成药的灭菌工艺提供参
考。
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DOK3 在胶质母细胞瘤替莫唑胺耐药中的作用及机制研究

文海韬1，安喆妮2，吴水华1*（1. 湖南省儿童医院神经外科，长沙　410007；2. 湖南省儿童医院药学部，长沙　

410007）

摘要：目的　研究停靠蛋白 3（DOK3）在胶质母细胞瘤替莫唑胺（TMZ）耐药中的作用及可

能机制。方法　使用 CCK8 法测定细胞活力和 TMZ 的半数抑制浓度（IC50），采用流式细胞术

评价细胞凋亡。Western blot 法检测 DOK3、O6- 甲基鸟嘌呤 -DNA- 甲基转移酶（MGMT）、磷

脂酰肌醇 3- 激酶（PI3K）、p-PI3K、AKT 和 p-AKT 蛋白的表达。Transwell 法测定细胞的迁移

能力，免疫荧光测定核转录因子（NF-κB）的核转位。结果　DOK3 在 TMZ 抗性的 U251 细胞

中的表达水平低于其亲本细胞，而 MGMT、p-PI3K 以及 p-AKT 的表达水平高于其亲本细胞。

DOK3 的过表达降低了 TMZ 耐药细胞对 TMZ 的 IC50 值，也加速了 TMZ 诱导的细胞凋亡和细

胞迁移抑制，降低了 MGMT、p-PI3K 和 p-AKT 的蛋白表达以及抑制了 NF-κB 的核转位。结论
　DOK3 通过 PI3K/AKT/NF-κB 途径调控 MGMT，导致神经胶质瘤细胞对 TMZ 产生耐药性。

关键词：替莫唑胺；U251 细胞；停靠蛋白 3；胶质母细胞瘤；O6- 甲基鸟嘌呤 -DNA- 甲基转移酶
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Role and mechanism of DOK3 in temozolomide resistance in glioblastoma

WEN Hai-tao1, AN Zhe-ni2, WU Shui-hua1* (1. Department of Neurosurgery, Hunan Children’s 
Hospital, Changsha  410007; 2. Department of Pharmacy, Hunan Children’s Hospital, Changsha  
410007)

Abstract: Objective  To determine the effect and possible mechanisms of docking protein 3 (DOK3) 
in temozolomide resistance in glioblastoma. Methods  Cell counting kit-8 was used to measure the 
cell viability and the half-inhibitory concentration (IC50) of temozolomide, and the flow cytometry 
was used to evaluate the cell apoptosis. Western blot was used to detect the expression level of 
DOK3, O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), 
p-PI3K, AKT, and p-AKT proteins. Transwell was used to measure the migration ability of cells, and 
immunofluorescence was used to measure the nuclear translocation of nuclear transcription factor-
κB (NF-κB). Results  The expression level of DOK3 in temozolomide-resistant U251 cells was 
lower than its parent cells, while the expression levels of MGMT, p-PI3K, and p-AKT were higher 
than their parent cells. Overexpression of DOK3 reduced the IC50 value of temozolomide-resistant 
cells and accelerated temozolomide-induced cell apoptosis and cell migration inhibition. Meanwhile, 
overexpression of DOK3 reduced the expression of MGMT, p-PI3K, and p-AKT and inhibited nuclear 
translocation of NF-κB. Conclusion  DOK3 regulates MGMT through the inactivated PI3K/AKT/NF-
κB pathway, leading to drug resistance of glioma cells to temozolomide. 
Key words: temozolomide; U251 cell; docking protein 3; glioblastoma; O6-methylguanine-DNA 
methyltransferase
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　　胶质母细胞瘤是恶性程度最高的星形细胞
瘤，占脑胶质瘤的一半以上。其中位生存时间仅
约１年，５年生存率不超过 10%[1]。手术切除肿
瘤合并术后替莫唑胺（temozolomide，TMZ）辅
助化疗是目前治疗胶质瘤的标准治疗方法。但
神经胶质瘤易对 TMZ 产生耐药性，这是导致治
疗失败的重要原因 [2]。DNA 修复酶 O6- 甲基鸟
嘌呤 -DNA- 甲基转移酶（O6-methylguanine-DNA-
methyltransferase，MGMT）在恶性胶质瘤中异常
表达是 TMZ 耐药的主要原因 [3]，降低恶性胶质
瘤中 MGMT 的表达水平，对增强 TMZ 的化疗敏
感性具有重要意义。核转录因子 NF-κB（nuclear 
transcription factor-κB）是调控 MGMT 基因表达
的重要转录因子 [4]，研究发现磷脂酰肌醇 3- 激酶
（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/AKT 可通
过 NF-κB 调节 MGMT 的表达 [5]。
　　停靠蛋白 3（docking protein 3，DOK3）是负
调控蛋白酪氨酸激酶的适配蛋白，其在 B 细胞发
育、浆细胞分化、宿主免疫、炎症反应中起重要
的调节作用 [6-7]。DOK1－ /－ -DOK2－ /－ -DOK3－ /－

全敲除的小鼠易发生组织细胞肉瘤 [8]。作为蛋白
酪氨酸激酶的调节子，DOK3 在 NF-κB 转录调节
中发挥了重要作用 [9]，因此 DOK3 可能在 TMZ
耐药中发挥重要作用。本文研究了 DOK3 在
TMZ 耐药中的作用及机制，为 TMZ 耐药的机制
提供新的实验依据。
1　材料

　　TMZ（上海阿拉丁生化科技股份有限公司），
CCK8 试验（北京索莱宝科技有限公司），胎牛
血清（FBS，浙江天杭生物科技股份有限公司），
p-PI3K p85 抗体和 DOK3 抗体（Affinity Biosciences
公司），MGMT 以及β-actin 抗体（武汉博士德生物
公司），FITC-Annexin V 细胞凋亡检测试剂盒（美
国 BD 公 司），PI3K p85 抗 体、p-NF-κB、DAPI 染
色液、蛋白提取试剂盒和蛋白定量试剂盒（上海
碧云天生物技术有限公司），AKT 和 p-AKT ser 抗
体（美国 CST 公司），辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG
（H ＋ L）和辣根酶标记山羊抗兔 IgG（H ＋ L）（北
京中杉金桥生物技术有限公司），结晶紫水溶液
（长沙艾碧维生物科技有限公司），流式细胞仪（美
国 BD 公司），酶标仪（杭州奥盛仪器有限公司），
凝胶成像分析仪（美国 Bio-Rad 公司），荧光显微
镜 IX51（日本 Olympus 公司）。LV-DOK3-CMV ＞

EGFP/T2A/Puro 质粒（LOT：230209LVH602）和
LV-CMV ＞ EGFP/T2A/Puro 慢病毒质粒（LOT：

220806LVH601）（赛业生物科技有限公司）。
2　方法

2.1　细胞培养

　　U251 细胞株购于中国科学院典型培养物保
委员会细胞库，用含 10% FBS 的 DMEM 高糖培
养基在 37℃、5% CO2 恒温培养箱中培养。
2.2　耐 TMZ 细胞株的构建

　　将 U251 细胞暴露于 1 μmol·L － 1 TMZ 初始
浓度下，待存活的细胞恢复生长到融合度为 80%
时，且对该浓度药物不敏感后，依次将 TMZ 的浓
度增加到 5、25、50、100、200 μmol·L－ 1，最后
增加到 400 μmol·L－ 1。建立的 TMZ 抗性细胞系
命名为 U251/TR。
2.3　CCK8 法检测细胞活力以及半数抑制浓度

（IC50）值

　　将 U251 细胞以及 U251/TR 以 1×104 个细胞 /
孔的密度接种在 96 孔板中，重复 3 次。分别用
不同浓度的 TMZ（0、10、20、40、80、160、320 
μmol·L－ 1）处理 72 h。然后加入 10 μL CCK8 溶
液，于 37℃、5%CO2 恒温培养箱中培养 2 h，在
450 nm 波长处测定吸光度。
2.4　质粒构建以及转染

　　将 U251/TR 细胞以 1×104 个细胞 / 孔的密
度接种。待细胞融合度达到 50% 时，加入 LV-
DOK3-CMV ＞ EGFP/T2A/Puro 质 粒 以 及 LV-
CMV ＞ EGFP/T2A/Puro 慢病毒质粒稀释液（慢病
毒稀释液＋终质量浓度 5 μg·mL － 1 Polybrene）。
12 h 后更换细胞培养液，在荧光显微镜下观察转
染情况。
2.5　流式细胞术分析细胞死亡

　　将 U251/TR 细胞以 1×104 个细胞 / 孔的密度
接种在 6 孔板中，分别转染 LV-DOK3-CMV ＞

EGFP/T2A/Puro 以及 LV-CMV ＞ EGFP/T2A/Puro
慢病毒质粒。分别用 TMZ（220 μmol·L－ 1）处理
72 h。收集细胞，在 4 ℃下以 1000 r·min － 1 离
心 5 min，重悬于 1×结合缓冲液中，加入 5 μL
的 FITC Annexin V 以及 5 μL 的 PI 染色液，并在
室温孵育 15 min。使用流式细胞仪进行检测，用
FlowJo 软件对数据进行分析。
2.6　免疫荧光

　　细胞处理完毕后，用 4% 的多聚甲醛室温固
定细胞 30 min，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗后加
入 10% 牛血清白蛋白封闭液封闭 30 min，加入
一抗 p-NF-κB（1∶100）4℃封闭过夜，后加入荧
光二抗（1∶2500）室温避光孵育 l h，PBS 清洗后
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使用 DAPI 染核 5 min，清洗后使用荧光显微镜
IX51 观察并拍照。
2.7　Transwell 发测定细胞迁移

　　在 24 孔板中接种 U251/TR 细胞（1×105 个细
胞 / 孔），分别转染 LV-DOK3-CMV ＞ EGFP/T2A/
Puro 以及 LV-CMV ＞ EGFP/T2A/Puro 质粒后常规
条件培养 24 h。将细胞消化后，加入至 Transwell
小室。12 h 后加入 220 μmol·L－ 1 的 TMZ，常规
培养 72 h。取出 Transwell 小室，用甲醇固定 15 
min，0.1% 结晶紫染色 20 min，用棉签擦去微孔膜
上层细胞，PBS 清洗两次。在显微镜拍照，计数。
2.8　Western blot 分析

　　收集细胞，加入 1×RIPA 裂解缓冲液（含 1%
的蛋白酶抑制剂），冰浴 30 min。10 000 r·min－ 1

离心 15 min，取上清液，测定蛋白质浓度。上清液
热变性后通过 10%SDS-PAGE 进行分离。并转移至
0.45 µm 聚偏二氟乙烯膜（Millipore，美国 Sigma 
aldrich 公司）。用 5% 脱脂奶粉在室温下封闭聚偏
二氟乙烯膜 1 h，分别与抗 MGMT 抗体（1∶500）、
p-PI3K p85 抗体（1∶500）、PI3K p85 抗体（1∶500）、
DOK3 抗 体（1∶500）、AKT 抗 体（1∶1000）、
p-AKT ser 抗体（1∶500）或抗β-actin（1∶1000）抗
体在 4℃下孵育过夜。随后，用磷酸盐吐温缓冲液
（PBST）洗涤膜，并与辣根过氧化物酶（HRP）偶
联的二抗抗体（1∶5000）在室温下孵育 1 h。PBST
洗涤后，使用 Bio-Rad 成像仪对膜进行显影。使
用 Image J 软件（美国国立卫生研究院，Bethesda，
MD，USA）进行光密度定量。
2.9　统计分析

　　实验独立重复 3 次，采用 SPSS 20.0 软件进行
统计学分析，数据用均数±标准差（x±s）表示，
两组间比较用 t 检验分析，多组间比较用 SNK 分
析，P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　DOK3 蛋白在 U251/TR 细胞中的表达降低

　　经不同浓度的 TMZ 处理亲本 U251 细胞和
U251/TR 细胞 72 h，U251 细胞的细胞活力相比于
U251/TR 细胞明显下降（见图 1A）。TMZ 对 U251/
TR 细胞的 IC50 值明显高于 U251 细胞（219.29±6.48 
vs 66.75±1.63）（见图 1B）。U251 细胞用不同浓度的
TMZ（20、40、60、80 μmol·L－ 1）处理 72 h，随着
TMZ 浓度的增加，DOK3 的表达明显下调（见图 1C
和 1D）。另外，直接测定了 DOK3 在 U251 和 U251/
TR 中的表达，结果发现 DOK3 蛋白在 U251/TR 细
胞中的表达明显低于 U251 细胞（见图 1E 和 1F）。

图 1　DOK3 蛋白在 U251/TR 细胞中的表达

Fig 1　Expression of DOK3 protein in U251/TR cells
A. TMZ 对 U251 和 U251/TR 细胞活力的影响（effect of TMZ on the 
viability of U251 and U251/TR cells）；B. TMZ 对 U251 和 U251/TR
细胞的 IC50 值（IC50 value of TMZ on U251 and U251/TR cells）；C. 
TMZ 对 DOK3 蛋白表达的影响（effect of TMZ on the expression of 
DOK3 protein）；D. DOK3 蛋白表达统计图（statistical analysis of 
DOK3 protein）；E. DOK3 蛋白在 U251 和 U251/TR 细胞中的表达

（expression of DOK3 protein in U251 and U251/TR cells）；F. DOK3
蛋白表达统计图（statistical analysis of DOK3 proteins）

注（Note）：**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。

3.2　DOK3 过表达对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞凋

亡的影响

　　Western blot 结果表明：U251/TR 细胞过表
达 DOK3 后，其蛋白表达量明显高于 LV-Vector
组（见图 2A）。U251/TR 细胞过表达 DOK3 后用
TMZ 处理细胞，其 IC50 值明显低于 LV-Vector 组
（见 图 2B）。 相 比 于 LV-Vector ＋ TMZ 组，LV-
DOK3 ＋ TMZ 组细胞活力明显降低（见图 2C），
细胞凋亡率明显增加（见图 2D）。
3.3　DOK3 过表达对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞迁

移的影响

　　U251/TR 细 胞 过 表 达 DOK3 后 TMZ（220 
μmol·L－ 1）处理 72 h，与 LV-Vector ＋ TMZ 组
相比，LV-DOK3 ＋ TMZ 组细胞的迁移数量明显
降低（见图 3）。
3.4　DOK3 过表达对 TMZ 诱导 PI3K/AKT 信号

通路的影响

　　检测 U251 和 U251/TR 细胞中 MGMT、p-PI3K 
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p85、PI3K p85、AKT、p-AKT ser 蛋白的表达，结
果显示 U251/TR 细胞中 MGMT、p-PI3K p85/PI3K 
p85、p-AKT ser/AKT 蛋白的表达明显比 U251 细
胞增加（见图 4A）。U251/TR 细胞过表达 DOK3
后 TMZ（220 μmol·L－ 1）处理 72 h，相比于 LV-
Vector ＋ TMZ 组，LV-DOK3 ＋ TMZ 组 细 胞 的
MGMT、p-PI3K p85/PI3K p85、p-AKT ser/AKT 蛋白
的水平明显降低（见图 4B）。
3.5　过表达 DOK3 对 TMZ 诱导 NF-κB 的核转位
的影响
　　免疫荧光染色结果显示，U251/TR 细胞中
p-NF-κB 的核转位水平明显高于 U251 细胞（见图
5A）。相比于 LV-Vector ＋ TMZ 组，LV-DOK3 ＋

TMZ 组细胞 p-NF-κB 的核转位水平明显降低（见
图 5B）。
4　讨论
4.1　TMZ 诱导细胞死亡的机制
　　脑胶质瘤是最常见的颅内原发性恶性肿瘤，
具有生长迅速和侵袭性强等特点。世界卫生组
织在 2007 年将其按恶性程度分为Ⅰ～Ⅳ级，包
括毛细胞星形细胞瘤（Ⅰ级）、弥漫性星形细胞
瘤（Ⅱ级）、间变性星形细胞瘤（Ⅲ级）以及胶质
母细胞瘤（Ⅳ级）[10]。TMZ 是临床常用的治疗恶

性胶质瘤的一线化疗药物，为新型的咪唑类口服
二代烷化剂，其具有口服生物利用度高、易透过
血脑屏障、不良反应少等特点 [11-12]。在生理条件
下，TMZ 能够自发地转化为有效的抗肿瘤代谢物
3- 甲基（三氮杂烯基）咪唑 -4- 甲酰胺，继而降解
为甲基重氮阳离子，此阳离子可将 DNA 中鸟嘌
呤的 N7 和 O6 以及腺嘌呤的 O3 位置甲基化，其
中 O6 位的甲基化在 TMZ 抗肿瘤活性中起关键作
用 [13]。甲基化的鸟嘌呤不能与胸腺嘧啶结合，可
在细胞 DNA 复制期间诱发错配修复，导致 DNA 
的短链或长链发生断裂，最终导致细胞死亡 [14]。
尽管 TMZ 通常被用作胶质母细胞瘤的标准治疗
方法，但 TMZ 化疗因近 40% 的胶质母细胞瘤患
者出现耐药性而受到影响 [15]。目前关于 TMZ 耐
药的机制尚未完全明确，深入研究 TMZ 耐药机
制对神经胶质瘤的防治具有重要意义。
4.2　MGMT 介导 TMZ 耐药的机制
　　DNA 修复酶 MGMT 的表达水平异常是胶
质母细胞瘤 TMZ 耐药的重要因素。MGMT 是
细胞中维持基因组稳定，修复 DNA 损伤的一
类蛋白质。研究发现 MGMT 可逆转 TMZ 引起
的 DNA 甲基化，修复 DNA，阻止胶质瘤细胞
的凋亡，从而造成化疗耐药，直接影响 TMZ 的

图 2　过表达 DOK3 对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞凋亡的影响

Fig 2　Effect of overexpression of DOK3 on TMZ-induced apoptosis in U251/TR cells
A. DOK3 的过表达情况（DOK3 overexpression）；B. 过表达 DOK3 对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞 IC50 的影响（effect of overexpression of DOK3 
on TMZ-induced IC50 in U251/TR cells）；C. 过表达 DOK3 对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞活力的影响（effect of overexpression of DOK3 on TMZ-
induced U251/TR cell viability）；D. 过表达 DOK3 对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞凋亡的影响（effect of overexpression of DOK3 on TMZ-induced 
apoptosis in U251/TR cells）

注（Note）：与 LV-Vector ＋ TMZ 组比较，***P ＜ 0.001（Compared with the LV-Vector ＋ TMZ group，***P ＜ 0.001）。



3202

Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 　中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期

抗肿瘤作用 [16]。作为一种细胞 DNA 修复蛋白，
MGMT 受到多种因素的调节，包括转录因子、微
小 RNA、组蛋白修饰（如乙酰化）以及 MGMT
启动区的甲基化 [17]。在 DNA 修复过程中，一个
MGMT 分子从鸟嘌呤的 O6 位到其半胱氨酸残基
仅不可逆地去除一个烷基。因此，DNA 修复的能
力取决于 MGMT 的表达量 [18]。在本研究中，我
们确定 U251/TR 细胞过表达 DOK3 可明显降低

MGMT 蛋白的表达，说明 DOK3 蛋白可通过调
控 MGMT 的表达量而影响胶质母细胞瘤细胞对
TMZ 的耐药性。事实上细胞实验也证实过表达
DOK3 明显地降低了耐药细胞 U251/TR 对 TMZ
的 IC50 值，流式细胞术结果也显示过表达 DOK3
明显增加了耐药细胞 U251/TR 的凋亡率。
4.3　DOK3 通过 PI3K/AKT/NF-κB 通路调控 TMZ
耐药
　　PI3K 蛋白家族参与细胞增殖、分化、凋亡
等多种细胞功能的调节 [19]。其中Ⅰ类 PI3K 由调
节亚基 p85 和催化亚基 p110 组成，多种生长因
子及信号传导复合物可激活受体酪氨酸激酶，进
而活化 PI3K。活化的 PI3K 与细胞内苏氨酸蛋白
激酶 AKT 结合导致 AKT 活化 [20]。PI3K/AKT 信
号通路在神经胶质瘤发生发展过程中发挥重要
作用 [21]，研究表明在 TMZ 耐药细胞株中 PI3K/
AKT 信号通路被异常激活 [21]，此信号通路的激
活可活化下游的多种信号通路，促进肿瘤细胞的
增殖，抑制肿瘤细胞的凋亡 [22]。我们的研究也发
现，U251/TR 细胞中 p-PI3K 和 p-AKT 的表达明
显高于亲本细胞，DOK3 的过表达抑制了 PI3K/
AKT 通路的活化，其他研究也表明 DOK3/Grb2/
SHIP1 蛋白模块可被募集到 B 细胞抗原受体并负
调节 PI3K 信号的传导 [23]。
　　核转录因子 NF-κB 是细胞内重要的核转录因
子，它参与机体的炎症反应、免疫应答、增殖与
凋亡等过程 [24]。NF-κB 是 PI3K/AKT 通路的下游
分子，活化的 AKT 通过磷酸化作用激活 NF-κB
的转录活性 [25]。NF-κB 被磷酸化后进入细胞核
发挥转录功能，其核转位的水平与其磷酸化水

图 3　过表达 DOK3 对 U251/TR 细胞的迁移影响

Fig 3　Effect of overexpression of DOK3 on TMZ-induced migration of 
U251/TR cells
A. 结晶紫染色（crystal violet staining，×200）；B. 细胞迁移定量分

析（the quantitative analysis for cell migration）
注（Note）：与 LV-Vector＋TMZ 组比较，***P＜0.001（Compared 

with the LV-Vector ＋ TMZ group，***P ＜ 0.001）。

图 4　DOK3 过表达对 TMZ 诱导 PI3K/AKT 信号通路的影响

Fig 4　Effect of overexpression of DOK3 on TMZ-induced PI3K/AKT 
signaling pathway
A. U251 和 U251/TR 细胞中 p-AKT、AKT、p-PI3K、PI3K 以及 MGMT
的表达情况（expression of p-AKT，AKT，p-PI3K，PI3K，and MGMT 
in U251 and U251/TR cells）；B. 过表达 DOK3 对 TMZ 诱导 U251/TR 细

胞中 p-AKT、AKT、p-PI3K、PI3K 以及 MGMT 表达的影响（effect of 
overexpression of DOK3 on p-AKT，AKT，p-PI3K，PI3K，and MGMT 
in TMZ-treated U251/TR cells）

注（Note）：*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

图 5　过表达 DOK3对 TMZ 诱导 p-NF-kB 的核转位的影响（×200）
Fig 5　Effect of overexpression of DOK3 on TMZ-induced nuclear 
translocation of NF-kB（×200）
A. p-NF-κB 在 U251 和 U251/TR 细胞中的核转位情况（nuclear trans-
location of p-NF-κB in U251 and U251/TR cells）；B. 过 表 达 DOK3
对 TMZ 诱导 U251/TR 细胞中 p-NF-κB 核转位的影响（effect of over-
expression of DOK3 on p-NF-κB nuclear translocation induced by TMZ 
in U251/TR cells）
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平有关 [26]。研究发现 NF-κB 是调控 MGMT 基因
表达的重要转录因子，抑制 NF-κB 的活性下调
MGMT 基因的表达，并且恢复 TMZ 对耐药细胞
株的敏感性 [4]。过表达 DOK3 消除了 U251/TR 细
胞中 p-NF-κB 的核转位，说明在 U251/TR 细胞
中 DOK3 可调控 NF-κB 信号通路。因此，我们得
出结论，降低 DOK3 的表达，可通过激活 PI3K/
AKT/NF-κB 途径提高 MGMT 蛋白的表达，增加
TMZ 胶质母细胞瘤细胞对 TMZ 的耐药性。
5　结论
　　本研究证实，DOK3 蛋白在胶质母细胞瘤
TMZ 耐药中发挥重要作用，其机制可能与调节
PI3K/AKT/NF-κB/MGMT 信号有关。本研究为胶
质母细胞瘤 TMZ 耐药机制研究提供了细胞分子
水平的数据支持。
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基于商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉碳源的菌株筛选、 
分离与功能性评价

唐雷梦媛，阿呷吕布，李侯希尔，吴家慧，张大川，杨丽，王学勇*（北京中医药大学中药学院，北京　100029）

摘要：目的　筛选、鉴定和功能性评价优势酵解商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉的健康人体肠道菌，

为商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉合生元制剂提供高价值菌种。方法　采用商用芭蕉芋 RS3 型抗性

淀粉改良 BHI 固体培养基，筛选并鉴定优势酵解肠道菌，用 DPPH 自由基清除实验和 ABTS 自

由基清除实验考察菌株抗氧化能力，用溶血性实验和药敏实验评价其安全性。结果　菌株 1-6 和

菌株 S1 能够发酵商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉并显著降低体系 pH 值（P ＜ 0.05），经鉴定均为

蜡样芽孢杆菌。两种菌株无细胞提取上清液对 DPPH 自由基清除率分别 79.63% 和 51.56%，对

ABTS 自由基清除率分别为 63.79% 和 39.39%。两种菌株均无溶血性且对抗菌药物敏感。结论　

菌株 1-6 与菌株 S1 具有抗氧化潜力且安全性高，可作为健康食品市场应用的高价值候选菌株。

关键词：合生元；筛选；抗氧化；蜡样芽孢杆菌；商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉
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Screening, isolation and function of strains based on a commercial type 3 
resistant starch from Canna edulis carbon source 

TANG Lei-meng-yuan, AGA Lyu-bu, LI Hou-xi-er, WU Jia-hui, ZHANG Da-chuan, YANG Li, 
WANG Xue-yong* (School of Chinese Meteria Medica, Beijing University of Chinese Medicine, 
Beijing  100029)

Abstract: Objective  To screen, identify, and evaluate enterobacteria from healthy human dominantly 
fermented with commercial type 3 resisitant starch from Canna edulis (CCE) to provide high-value 
strains for CCE synbiotic preparations. Methods  CCE was used as a carbon source to modify the 
brain heart infusion medium to screen strains from human fecal bacteria. The strains were screened 
and identified. The antioxidant capacity of the strains was examined by DPPH assay and ABTS 
assay, whose safety was evaluated by hemolytic assay and drug sensitivity assay. Results  Strain 1-6 
and strain S1 were able to ferment CCE and significantly reduced the pH of the fermentation system 
(P ＜ 0.05). Both strains were identified as Bacillus cereus. The cell-free culture supernatants of the 
two strains 1-6 and S1 for DPPH clearance rates were 79.63% and 51.56%, respectively. The ABTS 
clearance rates were 63.79% and 39.39%, respectively. Both strains were non-hemolytic and all 
sensitive to antibiotics. Conclusion  Strains 1-6 and S1 have antioxidant potential with high safety 
profile and can become probable candidates for health food. 
Key words: synbiotics; screening; antioxidant activity; Bacillus cereus; type 3 resistant starch from 
Canna edulis
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　　抗性淀粉（resistant starch，RS）是一类能够抵
抗小肠消化，到达大肠由肠内微生物发酵，对健康
有益的膳食纤维 [1]。以芭蕉芋块茎作为原料，制备

得到的芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉，作为健康食品具有
很高的应用价值。据报道，其能够通过改善宿主 -
微生物群相互作用改善肥胖和代谢性炎症 [2]，还能
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作为功能性膳食纤维发挥抗糖尿病作用 [3]，且已有
成熟的食品加工制备工艺。商用芭蕉芋 RS3 型抗性
淀粉有望作为原料应用于降糖挂面研究 [4]，或作为
功能性食品直接应用，因此，扩大其应用范围并优
化其在人体中的吸收在食品工业中具有重要意义。
　　抗性淀粉具有益生元作用，具体表现为能够选
择性增加肠内益生菌丰度、降低肠内 pH 值、有助
于肠道内短链脂肪酸的产生和调节肠内微生物群
平衡 [5]。抗性淀粉能够与益生菌形成共生关系，通
过多种方式使宿主受益 [6]。益生菌被定义为施以
足够用量时，能够为宿主带来健康益处的活微生
物 [7]。将益生元和益生菌组合使用，可作为合生元
制剂。合生元能够发挥益生元和益生菌的双重协同
作用 [8]，使宿主结肠中微生物群维持更好的平衡，
对宿主健康具有益处 [9]。因此，筛选能够促进抗性
淀粉在肠内酵解，具有益生活性的菌株，能够协同
增加益生元的作用，并扩大益生元应用范围。
　　本研究旨在利用商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀
粉，从健康人群粪便微生物群中筛选能够优势发
酵该底物的菌株，研究菌株可能存在的健康潜
力，为商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉合生元制剂研
究提供候选益生菌并扩大其应用领域。
1　材料

1.1　样品来源

　　粪便样品：采集于健康成年男性 [ 年龄为
20 ～ 23 岁，体质量指数（BMI）＝ 23 ～ 25，3 个
月内未服用过抗菌药物、细菌制剂、益生菌等相
关产品 ]；商用芭蕉芋 RS3 型抗性淀粉（commercial 
type 3 resistant starch from Canna edulis，CCE）（工
业级，贵州伊利泰生物科技有限公司）。
1.2　培养基

　　脑心浸液（BHI）培养基配方组成（g·L－ 1）：
胰蛋白胨 10.0 g，牛心浸粉 17.5 g，氯化钠 5.0 g，
葡萄糖 2.0 g，磷酸氢二钠 2.5 g。115℃高压灭菌
15 min，调节 pH 至（7.4±0.2），固体培养基在此
基础上添加琼脂粉 15 g。
　　参照 Jawan 等 [10] 方法改良 BHI 培养基：使
用 CCE 替代 BHI 培养基中葡萄糖，固体培养基
添加琼脂粉后倒平板制备。
1.3　试药与仪器

　　细菌微量生化鉴定管和血液琼脂基础培养基
（青岛高科技工业园海博生物技术有限公司）；药敏
纸片（湖南比克曼生物科技有限公司）；细菌 DNA
提取试剂盒（湖南艾科瑞生物工程股份有限公司）；
1，1- 二苯 -2- 苦基肼（DPPH）试剂（纯度≥ 97%，

福州飞净生物科技有限公司）；2，2'- 联氨 - 双（3-
乙基苯并噻唑啉 -6- 磺酸）二胺盐（ABTS）试剂（纯
度：≥ 98%，北京索莱宝科技有限公司）；厌氧培养
箱 HYQX- Ⅱ（闪谱科技有限公司）；T6 系列紫外可
见分光光度计（北京普析通用仪器有限公司）；FE28
台式酸度计 [ 梅特勒托利多科技（中国）有限公司 ]。
2　方法与结果

2.1　人源粪菌悬液制备

　　将新鲜粪便样品置于无菌粪便采集管中，密
封，迅速转移至厌氧培养箱中。称取 1 g 粪便样
品分散于 10 mL 无菌 PBS 缓冲液中，四层纱布过
滤后获得粪菌悬液样品，3 份样品等体积混合后，
使用 BHI 培养基进行扩增培养，温度为 37℃，
厌氧箱气体组成为 5%CO2、10%H2、85%N2。以
上过程均严格无菌操作。
2.2　基于 CCE 碳源的菌株筛选

　　人类肠道内微生物群种类复杂，于粪菌悬液
中，添加 1% CCE 作为底物，厌氧发酵 48 h 以富
集酵解 CCE 肠道菌。5000 r·min－ 1 离心 15 min，
弃上清，用无菌 PBS 缓冲液重悬后，梯度稀释
（1×10－ 3 ～ 1×10－ 5），涂布于改良 BHI 固体培养
基上，改良 BHI 固体培养基与原始培养基在外观上
呈现差异，表面可见白色抗性淀粉成分（见图 1）。
　　厌氧培养 48 h 后，改良 BHI 固体培养基上分
离得到单菌 6 株（分别编号为 1-5、1-6、1-8、1-9、
S3、S1），传代 3 次后接入 BHI 培养基中，添加 1% 
CCE 作为底物发酵 24 h。每株菌以相同的条件不
添加底物作为空白组，测定 pH 值。表 1 结果显示，
与空白组相比，发酵组体系内 pH 值均表现出不同
程度下降，菌株 1-6 与菌株 S1 组的 pH 值差异有统
计学意义（P ＜ 0.05）。发酵体系 pH 值变化能够反
映菌株的产酸性能以及对发酵基质的利用程度，同
时能够侧面反映出发酵菌株的耐酸能力 [11-12]。菌株
1-6 与菌株 S1 是酵解 CCE 的优势菌。

表 1　添加 1% CCE发酵后各菌株发酵组 pH值变化 
Tab 1　pH change of each strain group after  

adding 1% CCE fermentation

菌株 空白组 pH 值 发酵组 pH 值

1-5 5.22±0.02 5.19±0.02

1-6 5.42±0.02   5.35±0.02**

1-8 5.37±0.04 5.33±0.01

1-9 5.33±0.00 5.32±0.02

S3 5.41±0.01 5.39±0.03

S1 5.48±0.02  5.43±0.02*

注：与空白组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.
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2.3　遗传稳定性实验

　　将菌株1-6与菌株 S1连续传代8次后，添加1% 
CCE 作为底物接入 BHI 液体培养基中发酵 24 h。由
表 2 可知，两种菌株仍能稳定酵解 CCE 并产酸。

表 2　菌株 1-6 与菌株 S1 的酵解能力遗传稳定性 
Tab 2　Genetic stability of fermentation capacity of strain 1-6 and 

strain S1

菌株 空白组 pH 值 发酵组 pH 值

1-6 5.48±0.04  5.33±0.02***

S1 5.59±0.05 5.45±0.03**

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

2.4　筛选菌株鉴定

2.4.1　形态学鉴定　将菌株 1-6 和菌株 S1 扩增后稀
释涂布于 BHI 固体培养基上，37℃厌氧培养 48 h，
并挑取少量菌落参照革兰氏染色试剂盒说明书对细
菌进行染色。用显微镜观察结果（见图 2），在 BHI
培养基上培养 48 h 后，菌株 1-6 可观察到大小不一的
白色圆形菌落，表面光滑且有突起。菌株 S1 的菌落
为白色，直径比菌株 1-6 更大（见图 2A，2B）。革兰
氏染色镜检显示菌株 1-6 和菌株 S1 均为革兰氏阳性。

图 2　菌株 1-6 与菌株 S1 的形态特征和革兰氏染色镜检

Fig 2　Morphological characteristics and gram staining of strain 1-6 and 
strain S1

2.4.2　生化鉴定　按照细菌微量生化鉴定试剂管
说明书对候选菌株进行七叶苷、纤维二糖、麦芽
糖、甘露醇、山梨醇、蔗糖、棉子糖、乳糖的微
量生化鉴定。结果表明菌株 1-6 与菌株 S1 能分解
七叶苷、纤维二糖、麦芽糖和蔗糖，不分解甘露
醇、山梨醇、棉子糖和乳糖（见表 2）。

表 2　菌株 1-6 与菌株 S1 生化鉴定结果 
Tab 2　Biochemical characteristics of strain 1-6 and strain S1

菌株

编号

特征

七叶苷
纤维

二糖
麦芽糖 甘露醇 山梨醇 蔗糖 棉子糖 乳糖

1-6 ＋ ＋ ＋ － － ＋ － －

S1 ＋ ＋ ＋ － － ＋ － －

注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性。

Note：“＋” means positive；“－” means negative.

2.4.3　分子生物学鉴定　提取菌株基因组 DNA，
用细菌通用引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增（PCR
扩增体系：2× pro Taq Master Mix 25 μL，引物各 1 
μL，DNA 模板 20 μL，双蒸水 3 μL。PCR 扩增条
件：94℃预变性 30 s，98℃变性 10 s，55℃退火
30 s，72℃延伸 1 min，35 个循环）。
　　菌株 1-6 和菌株 S1 的 PCR 扩增产物大小约
为 1500 bp。将上海生工测序结果上传至 NCBI 数
据库，序列号分别是 QQ391208 和 QQ391209。
在 Genbank 中进行同源性比对，使用 MEGA 11.0
构建系统发育树（见图 3）。菌株 1-6 和菌株 S1 与
模式菌株 Bacillus cereus ATCC 14579T.112 同源性
分别是 92% 与 98%，且处于不同分支上。

图 3　菌株 1-6 与菌株 S1 系统发育进化树

Fig 3　Phylogenetic tree of strain 1-6 and strain S1

　　结合形态鉴定、生化鉴定和分子生物学鉴定
结果，确定菌株 1-6 与菌株 S1 为蜡样芽孢杆菌
（Bacillus cereus）。

图 1　筛选培养基

Fig 1　Medium for screening
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2.5　筛选菌株潜在益生活性研究

2.5.1　细菌不同组分制备　在黄玉军等 [13] 报道的
方法基础上对细菌不同组分进行制备。细菌上清
液制备：将菌株 1-6 与菌株 S1 接种于 BHI 培养基
中扩增培养，调节细菌计数至 1×109 CFU·mL－ 1，
12 000 r·min－ 1 离心 5 min，收集沉淀及上清液。
采用 0.22 μm 微孔滤膜过滤上清液保存于－ 80℃
冰箱中，标记为细菌上清液。沉淀采用等体积无
菌水重悬后，一部分冻存于－ 80℃冰箱中，标记
为细菌悬液。一部分用超声冰浴对菌体细胞进行
破碎，超声条件为：超声 6 s，间隔 6 s，总工作
时长 1 h，标记为细菌破碎液。
2.5.2　DPPH 自由基清除实验　按邹思博等 [14] 方
法稍作修改。采用无水乙醇溶解 DPPH 粉末，制
得 0.2 mmol·L － 1 的 DPPH 溶液。无水乙醇作为
参比，在 500 μL 无水乙醇中加入 2.5 mL DPPH
溶液，用紫外分光光度计测定 517 nm 下的吸光

度为 Ad。2.5 mL 的 0.2 mmol·L － 1 DPPH 溶液与
500 μL 细菌的不同组分避光反应 10 min，3000 
r·min－ 1 离心 15 min 后取上清液测定吸光度，
记为 As。将 500 μL 细菌不同组分样品与 2.5 mL 
DPPH 溶液混合测定吸光度，记为 Ay。用以下公
式计算细菌清除 DPPH 自由基能力进行评价：
　　DPPH 自由基清除能力 /% ＝ [Ad －（As －

Ay）/Ad]×100%。
　　如图 4A 所示，菌株 1-6 与菌株 S1 的不同细
菌组分对 DPPH 自由基清除能力不同，菌株 1-6
的细菌上清液、细胞悬液和细胞破碎液的 DPPH
自由基清除率分别是 79.63%、31.49% 和 18.09%，
菌株 S1 分别是 51.56%、3.81% 和 10.93%。两种
菌株的细菌上清液抗氧化能力最强，不同加样体
积下 DPPH 自由基清除能力均以浓度依赖性方式
增加（见图 4B 和图 4C）。

图 4　菌株 1-6 与菌株 S1 对 DPPH 自由基清除率的作用

Fig 4　DPPH free radical scavenging rate of strain 1-6 and strain S1

2.5.3　ABTS 自由基清除实验　按杜妹玲等 [15] 方
法稍作修改。配制 7 mmol·L － 1 ABTS 无水乙醇
溶液，与等体积 2.45 mmol·L － 1 的 K2S2O8 溶液
混合，避光反应 12 h 后，使用无水乙醇稀释母
液至 734 nm 下吸光度为（0.7±0.02）。将 30 μL
各细菌组分与 1.97 mL ABTS 稀释液避光反应 30 
min 后，在 734 nm 下测吸光度为 As。将 1.97 μL 
ABTS 稀释液与 50 μL 无水乙醇混合测吸光度为
Aa。将 1.97 mL 无水乙醇与 50 μL 细菌不同组分
混合测吸光度为 Ay。用以下计算细菌不同组分清
除 ABTS 自由基能力：
　　ABTS 阳离子自由基清除能力 /% ＝ [Aa －

（As － Ay）/Aa]×100%。
　　图 5A 结果表明，菌株 1-6 细菌上清液、细胞
悬液和细胞破碎液的 ABTS 自由基清除率分别是
63.79%、1.99% 和 2.57%， 菌 株 S1 分 别 是 39.39%、
2.42% 和 2.13%。与 DPPH 自由基清除实验一致，两
种菌株无细胞培养上清液清除 ABTS 自由基能力最

强，且清除率表现出剂量依赖性（见图 5B 和图 5C）。
2.6　筛选菌株应用安全性研究

2.6.1　溶血性实验　将待测菌株于 BHI 平板上培
养过夜后，使用无菌接种环挑取单菌落于血平板
中划线。37℃厌氧培养 48 h，菌株 1-6 呈灰白色，
边缘光滑。菌株 S1为白色不透明菌落，边界清晰。
两种菌株周围没有溶血环出现，不具有溶血性。
2.6.2　药物敏感性实验　采用药敏纸片琼脂扩散
法测定细菌对抗菌药物的药物敏感性实验。用
无菌 PBS 调节 BHI 液体培养基中菌液至 600 nm
下吸光度为（0.6±0.02），每板取 100 μL 涂布于
BHI 平板上。用无菌一次性医用镊子夹取药敏纸
片，放置于平板各个位置，37℃倒置培养 24 h。
用游标卡尺对药敏纸片的抑菌圈大小进行测量。
　　菌株 1-6 和菌株 S1 对于不同种类抗菌药物的
敏感性表现出差异（见表 4）。菌株 1-6 表现为对
四环素敏感，对头孢曲松和环丙沙星中介，对氨
苄西林耐药。菌株 S1 表现为对四环素中介，对
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头孢曲松、环丙沙星敏感，对氨苄西林耐药。

表 4　药敏实验结果 
Tab 4　Antibiotic susceptibility test results

抗菌药物类型 抗菌药物 菌株 1-6 菌株 S1
四环素类 四环素 S I
头孢菌素类 头孢曲松 I S
喹诺酮类 环丙沙星 I S
β- 内酰胺类 氨苄西林 R R

注（Note）：R 表示菌株耐药（resistant）；I 表示菌株中介

（intermediary）；S 表示菌株敏感（sensitivity）。

2.7　数据处理

　　如非特殊说明，实验均重复三次，结果描述为
x±s，采用 Prism Graphpad 8.0 软件进行数据分析
与作图。多组间数据比较使用单因素方差分析（one 
way ANOVA），最终结果采用 Turkey 法再进行多
重比较。当 P ＜ 0.05 时，表示差异有统计学意义。
3　讨论

　　工业生产中，RS 不受加工条件的影响 [16]。
RS3 被报道能够在 95 ～ 120℃保持其耐酶性 [17]。
RS 与益生菌联用具有协同作用。本研究对 BHI
固体培养基进行改良，验证了 CCE 中 RS3 成分
可作为培养基中的碳源，筛选具有优势酵解能力
的肠道菌。该方法可以进一步开发，以提供更多
菌株材料，加速 CCE 合生元制剂的开发。
　　本研究分离得到菌株 1-6 和菌株 S1，经鉴定
均为蜡样芽孢杆菌，是此前未被研究过的菌种，酵
解 CCE 产酸能力具有遗传稳定性，两种菌株细菌

上清液中存在的活性成分具有抗氧化作用，能够扩
大 CCE 合生元制剂的应用范围。若在体内发挥作
用，菌株 1-6 和菌株 S1 需要经过复杂的人体上消
化道环境并定植于肠道中。蜡样芽孢杆菌是能够
产生芽孢的常见革兰氏阳性菌，具有较强的抗逆
性 [18]。人体内进食后胃内 pH 为 4.5 ～ 5.0，十二
指肠 pH 为 5.7 ～ 6.4，空肠 pH 为 5.9 ～ 6.8，回肠
pH 为 7.3 ～ 7.7[19]。菌株 1-6 和菌株 S1 在文中生长
发酵 pH 范围分别是 5.33 ～ 7.20、5.43 ～ 7.20，基
本涵盖人体上消化道内 pH 值变化范围。胃内有胃
蛋白酶，小肠内有 0.2% ～ 0.4% 胆盐，文献报道，
蜡样芽孢杆菌的生长期和产生的孢子能够抵抗胃
蛋白酶水解与胆盐破坏，在复杂的胃肠道环境中
存活 [20]。菌株 1-6 与菌株 S1 对胃蛋白酶和胆盐耐
受性需进行深入研究以确定其胃肠内存活率，为食
品工业应用提供基础数据。益生性蜡样芽孢杆菌的
表面蛋白对其在肠道表面的黏附起着重要作用 [21]。
黏附于肠道细胞表面可使肠道内微生物得到补充、
抵抗病原菌 [22]。需研究蜡样芽孢杆菌对肠内细胞
黏附率，以确定食品添加剂量。
　　蜡样芽孢杆菌分为有毒型和无毒型两种表
型。有毒型菌株可能引发食物中毒 [23]，而无毒
型菌株经欧盟委员会批准，可作为动物饲料添加
剂，促进动物繁育生长和提高消化系统健康水
平 [24]。抗菌药物耐药和敏感性评价是研究益生菌
安全性的标准之一，以避免在益生菌使用时出现
耐药菌株 [25]。本文对菌株进行安全性评价，结果
显示其不具有溶血性和抗菌药物耐药性。初步评
价这两种菌株可以安全应用于食品市场，可作为
CCE 合生元制剂候选益生菌株。
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复方葛根温敏凝胶的制备与体外评价研究
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代中药制剂教育部重点实验室，南昌　330004；2. 江西省儿童医院药学部，南昌　330006）

摘要：目的　研究复方葛根温敏凝胶（TISG of Gegen compound）的处方与制备工艺，并进行

体外质量评价。方法　以泊洛沙姆（P407、P188）为凝胶基质处方，以胶凝温度作为评价指标，

采用 Box-Beheken 法确定复方葛根温敏凝胶的处方和制备工艺，并对其进行流变学特性、体

外释放等评价。结果　复方葛根温敏凝胶的最佳处方为葛根 - 桂枝提取物 3%、精油微乳 9%、

PEG6000 1.54%、P407 20.18%、P188 4.97%，胶凝温度为（32.3±0.3）℃，24 h 内葛根素和肉

桂酸的累计释放量分别为（6069.03±2403.78）μg·cm－ 2、（229.94±36.21）μg·cm－ 2，均符合

零级动力学方程。结论　精油微乳和提取物复配制备成的温敏凝胶具有控释作用，能延长药物

停留时间，可为临床治疗项背疼痛的制剂提供参考。

关键词：复方葛根温敏凝胶；精油微乳；流变学性质；经皮渗透性；葛根素；肉桂酸
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Preparation and in vitro evaluation of temperature-sensitive  
in situ gel of Gegen compound

YANG Li-na1, WAN Zhi-yan1, TAO Ying1, ZHU Wei-feng1, WAN Xin-hao1, GUO Ming-xin1, LU Yan-
xiang2*, GUAN Yong-mei1* (1. Key Laboratory of Modern Preparation of Traditional Chinese Medicine  
of Ministry of Education, Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang  330004; 2. 
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Abstract: Objective  To determine the formulation and preparation of temperature-sensitive in situ 
gel (TISG) of Gegen compound and to evaluate its quality. Methods  Poloxam (P407, P188) was 
used as the gel matrix prescription, and the gel temperature was used as the evaluation index. The 
formulation and preparation process of TISG of Gegen compound were determined with Box-Beheken 
method. The rheological properties and in vitro release of the compound were evaluated. Results  The 
optimal TISG of Gegen compound included pueraria-cassia extract 3%, essential oil microemulsion 
9%, PEG6000 1.54%, P407 20.18%, and P188 4.97%. The gel temperature was (32.3±0.3)℃ . The 
cumulative releases of puerarin and cinnamic acid within 24 h were (6069.03±2403.78) μg·cm－ 2 
and (229.94±36.21) μg·cm－ 2, respectively, which were consistent with the Zero-order kinetic 
equation. Conclusion  The thermosensitive gel prepared with essential oil microemulsion and extract 
has controlled release effect, which can provide reference for clinical preparations for back pain. 
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　　亚健康状态是新世纪人类医学的重大命题，
我国亚健康人群中身体疼痛者发生率高达 56.3%，
其中项背部疼痛占较大比重 [1]。临床认为项背疼
痛是以颈部肌肉为主的颈椎动力性平衡系统受损
期，为颈椎病的前期，是颈性病亚健康状态的
最主要表现，在此时期及时纠正可降低颈椎病的
发病率 [2]。经皮给药是常用的给药途径之一，近
年来，温敏型水凝胶经皮给药在中药学领域的研
究越来越多，其以高分子材料（如泊洛沙姆）作
为基质，可响应外界温度变化在病变部位发生溶
胶 - 凝胶的相态转变，具有给药方便、可长时间
维持血药浓度等优势 [3]，可提高患者依从性和药
物疗效。因此，开发一款高效、稳定、使用方便，
又能缓解项背疼痛的温敏凝胶具有重要意义。
　　葛根为治疗项背疼痛的要药，常与桂枝联
用，中医临床常使用葛根汤、桂枝加葛根汤内
服 [4] 或打粉外敷 [5] 来治疗项背疼痛，方中葛根和
桂枝起协同效应发挥主要治疗作用 [6-7]。当疼痛
加剧时，常加入川芎、乳香、没药等具有活血化
瘀作用的药材 [8]。研究证明葛根中的葛根素具有
抗炎镇痛、改善血液流变、松弛肌肉等活性 [9-10]。
桂枝中的肉桂酸具有抗氧化、抗炎等活性 [11]，川
芎、乳香、没药中的精油均具有良好的解痉 [12]、
镇痛 [13-14] 作用。因此，本研究根据多个葛根、桂
枝联用治疗项背疼痛的临床处方，即葛根 12 g、
桂枝 6 g、川芎 12 g、乳香 10 g、没药 10 g，其
中川芎含油量为 0.6%、乳香含油量为 2.0%、没
药含油量为 2.0%，在此基础上拟定了复方葛根的
处方为葛根 12 g、桂枝 6 g、川芎精油 0.072 mL、
乳香精油 0.2 mL、没药精油 0.2 mL。
　　目前中药温敏型水凝胶的复配体系多为不同
中药的醇提物间或几种中药精油间的同相复配，
不同中药之间的醇提物与精油复配研究极为少
见。因此，本课题组选用精油微乳（川芎精油 -
乳香精油 - 没药精油）与葛根 - 桂枝醇提物进行复
配，研究精油微乳与中药提取物复配制备成温敏
凝胶的处方与工艺，并探究温敏凝胶的体外渗透
规律，为治疗项背疼痛的中药复方外用制剂的开
发奠定基础。
1　材料

1.1　仪器

　　TK-60B 型透皮扩散实验仪（上海锴凯贸易有
限公司）；Anton Paar Physica MCR101 型流变仪
（Anton Paar 厂家）；Agilent1260 型高效液相色谱
仪（美国安捷伦科技有限公司）；EM-100CXⅡ 型

透射电镜（JEOL 日本电子）；PHS-3C pH 计（雷
磁仪电科学仪器）；JZNCL-BS140*140 型磁力搅
拌器（河南胜博仪器设备有限公司）；BS124S 电
子分析天平（德国 Sartorius 公司）；探针式温度
计（YNGDO 公司）；EPED 实验室级超纯水器
（南京易普易达科技发展有限公司）。
1.2　试药

　　葛根素、肉桂酸对照品（成都普菲德生物技术
有限公司，批号分别为 21061602、PS0094-0100MG，
纯度分别为 99.82%、＞ 98.0%）；葛根饮片（批号：
210402，产地四川）、桂枝饮片（批号：210402，产
地广西）[ 江中饮片公司，由江西中医药大学葛菲教
授鉴定，符合 2020 年版《中国药典》要求 ]。川芎
精油、乳香精油、没药精油（医药级，颇黎芳香医
药科技有限公司）；聚氧乙烯氢化蓖麻油（RH40，
药用级，批号：099599002480，江苏海安石油化工
厂），聚乙二醇 6000（PEG6000，药用级，批号：
810T032，Solarbio）， 泊 洛 沙 姆 188、407（P188，
P407，德国 BASF 公司，批号分别为 GNF21021B、
GNF21011）；乙腈（安徽天地高纯溶剂有限公司，
色谱级）；磷酸（西陇科学股份有限公司，分析纯）。
1.3　动物

　　SPF 级 KM 小鼠，雄性，购于江西中医药大
学实验动物科技中心，体重（18±2）g，许可证
号：SCXK（赣 2018-0003）。所有动物实验遵循
江西中医药大学动物实验伦理委员会有关实验动
物管理和使用的规定，符合 3R 原则。
2　方法与结果

2.1　提取物的制备

　　前期经正交实验确定葛根 - 桂枝提取物的
制备工艺，即称取葛根 12 g、桂枝 6 g 置于圆底
烧瓶中，加入 15 倍量 60% 乙醇溶液，回流提取
3 次，每次 30 min，合并提取液，减压浓缩至 1 
g·mL－ 1 后冷冻干燥，得提取物粉末，提取物得
率为 21.62%，复方葛根一处方可得提取物 3.89 g。
2.2　精油微乳的制备

　　前期经伪三元相图法和星点设计效应面（CCD-
RSM）法确定了精油微乳处方与制备工艺。油相
为复方精油（V川芎精油∶ V乳香精油∶ V没药精油＝ 0.072 
mL ∶ 0.2 mL ∶ 0.2 mL，混匀，总质量为 451 mg）；
乳化剂为 RH40，助乳化剂为无水乙醇，Km 值为 2
（Km ＝乳化剂的质量 / 助乳化剂的质量），混匀即为
乳化剂相。称取 202.2 mg·mL－ 1 乳化剂相与 37.3 
mg·mL－ 1 油相置于烧杯中，磁力搅拌 [500 r·min－ 1、
（25±2）℃ ]10 min 后缓慢滴加蒸馏水，至溶液澄
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清不再变化，即得精油微乳，粒径和 PDI 平均值分
别为（19.52±0.07）nm、（0.138±0.008）。4℃下保
存 3 个月测定粒径、PDI 分别为（20.49±0.26）nm、
（0.226±0.004），无显著性变化，表明精油微乳稳定
性较好。即复方葛根一处方所含的 0.472 mL 精油经
滴水法可制备成精油微乳 12.09 mL。
2.3　温敏凝胶的制备

　　称取 PEG6000、葛根 - 桂枝提取物溶于处
方量的水，超声溶解后，缓慢滴入精油微乳中，
磁力搅拌 20 min。在冰浴的条件下加入 P407、
P188，搅拌均匀后置于 4℃冰箱溶胀，静置过夜，
即得。
2.3.1　温敏凝胶胶凝温度的测定　采用“搅拌子
法”测定温敏凝胶的胶凝温度，磁力搅拌转速
200 r·min－ 1，升温速率为 1 ～ 2℃·min－ 1，记
录样品完全凝结（不流动）时的温度，即为胶凝
温度，每个样品平行测定 3 次，取平均值。本研
究设计的复方葛根温敏凝胶为皮肤外用制剂，因
此胶凝温度应高于环境温度 [（25±1）℃ ]，低于
皮肤温度 [（33±0.5）℃ ]，故将温敏凝胶的最佳
胶凝温度设置为 33℃ [15]。
2.3.2　单因素考察 [16-18]

　　① P407 的用量（W/W）对胶凝温度的影
响：固定 P188 为 2%，PEG6000 为 2%，在冰浴
条件下加入 15% ～ 25% 的 P407，置于 4℃冰箱
静置过夜，测定胶凝温度。结果见图 1A，可知
随着 P407 浓度的升高，胶凝温度降低，用量为
19% ～ 23% 时，胶凝温度在 24.0 ～ 33.5℃，需
进一步优化。
　　② P188 的用量（W/W）对胶凝温度的影响：
固定 P407 为 20%，PEG6000 为 2%，在冰浴条
件下加入 1% ～ 10% 的 P188，置于 4℃冰箱静
置过夜，测定胶凝温度。结果见图 1B，可知随
着 P188 浓度的增大，胶凝温度增加，在用量为
1% ～ 5% 时，胶凝温度在 24.0 ～ 33.5℃，需进
一步优化。
　　③ PEG6000的用量（W/W）对温敏凝胶的影响：
根据课题组前期研究，选择 PEG6000 作为葛根 - 桂
枝提取物的凝胶助溶剂 [19]，筛选助溶剂的比例为
1% ～ 5%，固定 P407 为 20%，P188 为 2%，冰浴
溶解后置于 4℃冰箱静置过夜，测定胶凝温度。结
果见图 1C，可知 PEG6000 用量为 1% ～ 3% 时，胶
凝温度在 24.0 ～ 33.5℃，需进一步优化。

图 1　P407（A）、P188（B）、PEG6000（C）用量对胶凝温度变化的影响

Fig 1　Influence of dosage of P407（A），P188（B）and PEG6000（C）on gelling temperature

2.3.3　Box-Behnken 法优化处方　采用 Design-
expert 8.0 软件，根据单因素实验结果，以 P407、
P188、PEG6000 用量为影响因素，胶凝温度
（33℃）为评价指标，设计三因素三水平实验，
因素水平表见表 1，实验结果见表 2，各项因素
回归系数见表 3。
　　通过二次多项式逐步拟合得到方程：胶凝温
度＝ 30.38 － 4.34A ＋ 1.25B ＋ 1.71C ＋ 0.47AB －

1.30AC － 0.67BC ＋ 1.31A2 ＋ 0.38B2 － 0.34C2。
该模型 P ＜ 0.0001，表明有极显著差异；方差
分析相关系数 R2 ＝ 0.9914，表明该模型预测值
与测定值的相关性良好；失拟项 P ＝ 0.7473 ＞

0.05，不具有显著性，表明方程拟合度和可信度

良好；A、B、C、AC 均具有显著或极显著差异。
结果表明各因素之间具有良好的相关性。自变量
与响应值的三维图如图 2 所示。胶凝温度是评价
温敏凝胶的主要指标，应接近 33℃，因此确定最
优空白温敏凝胶处方：P407 为 20.18%，P188 为
4.97%、PEG6000 为 1.54%。按最优处方平行制

表 1　因素水平 
Tab 1　Level and factor

水平
因素

A：P407 B：P188 C：PEG6000

－ 1 19% 1% 1%

     0 21% 3% 2%

     1 23% 5% 3%
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备 3 批空白温敏凝胶处方，测得平均胶凝温度为
（32.9±0.4）℃，与预测值 33℃接近（相对偏差
为 0.19%），表明制备方法可行，工艺稳定可靠。
2.3.4　温敏凝胶载药量考察　前期研究确定复方
葛根一处方可得精油微乳 12.09 mL（约为 12 g）、
提取物 3.89 g，因此应按照精油微乳∶葛根 - 桂
枝提取物≈ 3 ∶ 1 的比例进行载药量考察。根据
预实验结果从提取物 1% ～ 10% 开始考察，载
入空白温敏凝胶后测定其胶凝温度，结果见表
4。选择对空白温敏凝胶温度影响最小且温度在
（33±0.5）℃范围内载药量最大的处方，即载精

表 2　Box-Behnken实验结果 (n ＝ 3) 
Tab 2　Box-Behnken experimental (n ＝ 3)

No. A B C
胶凝温

度 /℃
No. A B C

胶凝温

度 /℃

1      0 － 1      1 31.8 10      0 0      0 29.5

2      1 － 1      0 25.9 11      1 0      1 27.3

3 － 1 － 1      0 35.7 12      0 0      0 30.6

4      0 － 1 － 1 26.6 13      0 0      0 30.3

5      0      1      1 32.9 14 － 1 0      1 38.4

6      1      1      0 29.4 15 － 1 0 － 1 32.8

7      0      1 － 1 30.4 16      0 0      0 30.4

8 － 1      1      0 37.3 17      0 0      0 31.1

9      1      0 － 1 26.9 － － － － －

表 3　各项因素回归系数 
Tab 3　Regression coefficient and variance analysis of each factor

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 204.31 9   22.70   89.50 ＜ 0.0001 A2 7.23 1 7.23 28.49 0.0011

A 150.51 1 150.51 593.4 ＜ 0.0001 B2 0.62 1 0.62   2.46 0.1607

B   12.50 1   12.50   49.28      0.0002 C2 0.49 1 0.49   1.92 0.2085

C   23.46 1   23.46   92.50 ＜ 0.0001 残差 1.76 7 0.25

AB     0.90 1     0.90     3.56      0.1012 失拟项 0.43 3 0.14   0.42 0.7473

AC     6.76 1     6.76   26.65      0.0013 纯误差 1.35 4 0.34

BC     1.82 1     1.82     7.19      0.0315 总离差 206.08 16

图 2　自变量与响应值的三维图

Fig 2　Three-dimensional plot of the argument and response values
A. P188 与 P407 用量对胶凝温度的影响（influence of dosage of P188 and P407 on gelling temperature）；B. P407 与 PEG6000 用量对胶凝温

度的影响（influence of dosage of P407 and PEG6000 on gelling temperature）；C. P188 与 PEG6000 对胶凝温度的影响（influence of P188 and 
PEG6000 on gelling temperature）

油微乳量为 9%，葛根桂枝提取物量为 3%。
2.3.5　复方葛根温敏凝胶处方验证　制备 20 g 复
方葛根温敏凝胶。称取 PEG6000 0.31 g、葛根 -
桂枝提取物 0.60 g、蒸馏水 12.26 g 置于烧杯中超
声溶解后，缓慢滴入复方精油微乳 1.8 g 中，磁
力搅拌20 min，在冰浴的条件下加入 P407 4.04 g、
P188 0.99 g，搅拌均匀后置于 4℃冰箱溶胀，静
置过夜，即得。平行制备 3 批，测定平均胶凝温
度为（32.3±0.3）℃，胶凝时间为（60.7±0.8）s，
表明处方可行。
2.4　温敏凝胶的质量评价

2.4.1　外观与离心稳定性评价　如图 3 所示，室
温下，复方葛根温敏凝胶为外观均一分散的溶
液，流动性较好，加热至 32.5℃时呈现胶凝状
态，有弹性，黏性较强；测定 pH 值为（5.9±0.3），
符合经皮制剂 pH 值要求。取本品适量置于离心
管中，于 3000 r·min－ 1 离心 30 min，未出现分
层现象，稳定性较好。
2.4.2　扫描电镜观察微观形态　将复方葛根温敏凝
胶制成冻干粉，取适量凝胶粉末，喷金，加速电压
3.01 V，采用场发射扫描电镜（SEM）观察，结果
见图 4，样品为三维网状结构，符合水凝胶特征。
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图 3　复方葛根温敏凝胶的外观

Fig 3　Exterior of TISG of Gegen compound

图 4　复方葛根温敏凝胶电镜图

Fig 4　Electron microscopic view of TISG of Gegen compound

2.4.3　流变学特性评价　使用 Anton Paar Physica 
MCR101 型流变仪，取适量复方葛根温敏凝胶置
于 PP50 不锈钢平行板（直径 50 mm），设置测试
间隙参数为 1 mm，温度为（33±0.5）℃（相变温
度测试除外）。
　　① 黏弹性测定：设置仪器振幅扫描参数，应
变（γ） 为 0.01% ～ 100%， 频 率 为 10 r·s － 1，
测定样品的黏弹区（LVR），样品在形变过程中
因弹性形变而储存的能量为储能模量（G'），因
黏性形变而以热的形式损耗的能量为损耗模量
（G''）。 结 果 见 图 5， 当 γ ＜ 1% 时，G' ＞ G''，
表明样品内部结构弹性大于黏性，表现出凝胶结
构；当 γ ＞ 1% 时，G' 开始下降，表明凝胶结构
开始被破坏；当 G' ＝ G'' 时，凝胶结构完全被破

坏；G' ＜ G'' 时，黏性占主体，表现出流体性质。
因此所有的动态振荡实验都需控制 γ 在 1% 以内。

图 5　复方温敏凝胶凝胶的黏弹区测定结果

Fig 5　LVR test of TISG of the Gegen compound 

　　② 相变温度测定：设置振荡模式参数，频率
为 1 Hz，γ 为 1%，加热速率为 2℃·min－ 1，温
度范围为 4～ 50℃，测定其溶胶 - 凝胶转变温度。
结果见图6，在30℃左右 G' 和 G'' 相交进行相变，
交点为相变发生温度，在此温度前样品表现出明
显的流体性质，相变温度后逐渐 G' ＞ G''，说明
凝胶结构正在形成，在 32℃左右时 G' 和 G'' 趋于
平缓，表明凝胶黏弹性趋于稳定，形成稳定的凝
胶状态。
　　③ 频率扫描：振荡模式下设置参数，γ 为 1%，
频率扫描范围为 0.1 ～ 10 Hz，结果见图 7，在
0.1 ～ 10 Hz 内，G' 曲线始终高于 G" 曲线，表现
出明显的弹性特性，未出现显著的频率依赖性，
表明复方葛根温敏凝胶内部结构稳定。
2.5　温敏凝胶离体经皮渗透性研究

2.5.1　葛根素、肉桂酸经皮渗透的 HPLC 方法学
建立 [20]

　　① HPLC 条件：5C18-MS-IIC18 色谱柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）； 以 乙 腈（A）-0.1% 磷 酸
水（B）为流动相，梯度洗脱（0 ～ 10 min，12 ～ 

表 4　复方葛根温敏凝胶处方考察结果 (n ＝ 3) 
Tab 4　Prescription of TISG of Gegen compound (n ＝ 3)

编号 微乳 /% 提取物 /% P188/% P407/% PEG6000/% 水 /% 胶凝温度 /℃ 现象

  1   3   1 4.97 20.18 1.54 69.31 32.5 基质完全溶胀，浅棕色，均一，澄清

  2   6   2 4.97 20.18 1.54 65.31 33.0 基质完全溶胀，浅棕色，均一，澄清

  3   9   3 4.97 20.18 1.54 61.31 32.5 基质完全溶胀，浅棕色，均一，澄清

  4 12   4 4.97 20.18 1.54 57.31 30.1 基质完全溶胀，棕色，均一，澄清

  5 15   5 4.97 20.18 1.54 53.31 29.4 基质完全溶胀，棕色，均一，有少量沉淀

  6 18   6 4.97 20.18 1.54 49.31 27.1 基质完全溶胀，棕色，均一，有沉淀

  7 21   7 4.97 20.18 1.54 45.31 24.3 基质大部分溶胀，棕色，有沉淀

  8 24   8 4.97 20.18 1.54 41.31 － 基质未完全溶胀，有沉淀

  9 27   9 4.97 20.18 1.54 37.31 － 基质未完全溶胀，有沉淀

10 30 10 4.97 20.18 1.54 33.31 － 基质未完全溶胀，有沉淀
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14%A；10 ～ 15 min，14% ～ 46%A；15 ～ 21 
min，46%A；21 ～ 25 min，46% ～ 12%A）；检测
波长为 254 nm（葛根素），275 nm（肉桂酸），柱温
为 30℃，流速为 1.0 mL·min－ 1，进样量为 20 μL。
　　② 对照品溶液的制备：精密称取葛根素、肉
桂酸对照品置于 25 mL 量瓶中，用 60% 甲醇溶解
定容，摇匀，得含葛根素 180.40 μg·mL－ 1、肉
桂酸 3.30 μg·mL－ 1 的混合对照品储备液。
　　③ 专属性考察：将混合对照品溶液、供试品
溶液及空白溶液进样检测，记录色谱图，如图 8
（275 nm 下）所示，各峰之间无干扰、基线平稳，
表明该方法专属性良好。
　　④ 标准曲线的建立：将混合对照品储备液
逐级稀释，进样检测，以峰面积（A）为纵坐标，
样品质量浓度（C）为横坐标，得葛根素的线性
方 程 为 A ＝ 68.005C － 7.9129（r ＝ 1.000）， 在
0.088～18.400 μg·mL－1内与峰面积线性关系良好；
肉桂酸的线性方程为 A ＝ 155.57C ＋ 3.3753（r ＝
0.9998），在 0.052 ～ 3.300 μg·mL－ 1 内与峰面积
线性关系良好。
　　⑤ 方法学考察：取混合对照品溶液，平行测定
6 次，记录峰面积，计算葛根素和肉桂酸峰面积的
RSD 值分别为 0.30%、0.41%，表明仪器的精密度良
好。取同浓度供试品溶液 6 份，进样测定，记录峰

面积，计算葛根素和肉桂酸峰面积的 RSD 值分别
为 1.1%、0.56%，表明方法重复性良好。取 24 h 时
的透皮接收液于 0、2、4、6、8、10、12、24 h 进
样检测，记录峰面积，计算葛根素和肉桂酸峰面积
的 RSD 值分别为 0.23%、0.42%，表明样品在 24 h
内稳定性好。精密吸取同一样品 6 h 的透皮接收液
0.5 mL，精密加入含葛根素 19.70 μg·mL－ 1 和肉
桂酸 0.97 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液 0.5 mL，置
于 1 mL 量瓶中，涡旋 10 min，平行 6 份，进样检
测，记录峰面积，计算葛根素和肉桂酸的加样回收
率分别为 100.11%、103.09%，RSD 值分别为 0.22%、
0.30%，符合加样回收率要求。
2.5.2　离体鼠皮的制备 [21] 　小鼠麻醉后，剃毛
机除去腹部毛发，剪下腹部皮肤，生理盐水洗去
皮下脂肪及组织，滤纸吸干水分，用锡箔纸包
好，置于－ 20℃环境下保存，备用。
2.5.3　样品的制备
　　① 复方葛根温敏凝胶：按“2.3.4”项下方法
制备。
　　② 提取物温敏凝胶：精密称取 PEG6000
（1.54%）、提取物（3%）溶于处方量的水（70.31%），
在冰浴的条件下缓慢加入 P407（20.18%）、P188
（4.97%），搅拌溶解后置于 4℃冰箱溶胀，静置过
夜，即得。
　　③ 微乳溶液：精密称取 PEG6000（1.54%）、
提取物（3%）溶于处方量的水（86.46%），超声溶
解后，缓慢滴加进处方量的微乳（9%）中，磁力
搅拌 20 min，即得。

图 6　复方葛根温敏凝胶的相变温度测定结果

Fig 6　Phase transition temperature measurement of TISG of Gegen 
compound

图 7　复方葛根温敏凝胶的频率扫描结果

Fig 7　Requency scan of TISG of Gegen compound

图 8　接收液 HPLC 图

Fig 8　HPLC diagram of receiving solution
A.空白接收液（blank receiving solution）；B. 混合对照品（mixed 
standard）；C. 透皮接收液（transdermal receiving solution）
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2.5.4　体外透皮实验 [21-22] 　将完整鼠皮平铺于有搅
拌子的改良 Franz 扩散池上，表皮层朝供给池，真
皮层朝接收池，接收池注入 30% 乙醇生理盐水接
收液后密封，置于透皮实验仪中，设置参数温度为
（37±0.5）℃、转速为 400 r·min－ 1，平衡 30 min。
分别精密吸取 1 mL 的复方葛根温敏凝胶、提取物
温敏凝胶、微乳溶液加入供给池并密封，于 4、6、
8、10、12、24 h 从接收池中取样 1 mL，并及时补
充 1 mL 接收液（37℃水浴储存），按“2.5.1”项下
HPLC 条件测葛根素与肉桂酸的峰面积。
2.5.5　累计渗透量（Qn）　将各取样点的峰面积
代入标准曲线求出葛根素和肉桂酸浓度，按下式
计算各点累计渗透量（Qn）：
　　Qn ＝（CnV ＋∑n － 1

i ＝ 1 （CiVi）/A
　　其中，Qn 代表第 n 个时间点药物单位面积累
计透过量，Cn 表示第 n 个时间点测得的药物质量
浓度，V 为接收池体积（V ＝ 13.97 mL），Ci 表示
第 i 个时间点接收液中葛根素和肉桂酸的质量浓
度，Vi 为每次取样体积（Vi ＝ 1 mL），A 表示有

效透皮面积（A ＝ 1.13 cm2）。
　　按照公式计算 3 种样品中葛根素与肉桂酸
24 h 的累计透过量，可知复方葛根温敏凝胶、提
取物温敏凝胶、微乳溶液中葛根素 Q24 分别为
（6069.0338±2403.7781）μg·cm－ 2、（285.5946± 

159.1431）μg·cm－ 2、（9664.7991±1840.1219）
μg·cm－ 2，肉桂酸 Q24 分别为（229.9358±36.2103）
μg·cm－ 2、（71.1290±28.6685）μg·cm－ 2、
（593.5455±36.5916）μg·cm－ 2。以时间 t 为横坐
标，累计渗透量（Qn）为纵坐标，进行方程模拟，
线性回归斜率为稳态透皮速率（Js），以方程拟合
时相关系数 R2 最大为最好的拟合结果，结果见表
5、表 6 及图 9。研究表明 3 种样品中葛根素与肉桂
酸的释药均符合零级方程。其中，复方葛根温敏凝
胶、提取物温敏凝胶、微乳溶液中葛根素 Js 分别为
315.68 μg/（cm2·h）、14.78 μg/（cm2·h）、502.30 
μg/（cm2·h），肉桂酸 Js 分别为 11.88 μg/（cm2·h）、
3.68 μg/（cm2·h）、30.49 μg/（cm2·h）。

表 5　葛根素的累计渗透量 -时间拟合方程 (n ＝ 4) 
Tab 5　Cumulative permeation-time fitting equation of puerarin (n ＝ 4)

样品 模型 方程 拟合结果 拟合优度（R2）

复方葛根温敏凝胶 零级动力学 Qn ＝ Q0 ＋ kt Qn ＝ 315.68t － 1492.75 0.9712
一级动力学 lgQn ＝ kt Qn ＝ 0.081t － 2.070 0.7381
Higuchi 模型 Qn ＝ kt1/2 Qn ＝ 2199.77t1/2 － 5019.34 0.9374
Ritger-peppas 模型 lnQn ＝ klnt Qn ＝ 35.45t1.62 0.9532

提取物温敏凝胶 零级动力学 Qn ＝ Q0 ＋ kt Qn ＝ 14.78t － 67.15 0.9683
一级动力学 lgQn ＝ kt Qn ＝ 0.08t ＋ 0.83 0.7525
Higuchi 模型 Qn ＝ kt1/2 Qn ＝ 103.16t1/2 － 232.80 0.9386
Ritger-peppas 模型 lnQn ＝ klnt Qn ＝ 1.95t1.58 0.9488

微乳溶液 零级动力学 Qn ＝ Q0 ＋ kt Qn ＝ 502.30t － 2340.18 0.9691
一级动力学 lgQn ＝ kt Qn ＝ 0.08t ＋ 2.30 0.7415
Higuchi 模型 Qn ＝ kt1/2 Qn ＝ 3503.84t1/2 － 7962.92 0.9378
Ritger-peppas 模型 lnQn ＝ klnt Qn ＝ 60.54t1.60 0.9496

表 6　肉桂酸的累计渗透量 -时间拟合方程 (n ＝ 4) 
Tab 6　Cumulative permeation-time fitting equation of cinnamic acid (n ＝ 4)

样品 模型 方程 拟合结果 拟合优度（R2）

复方葛根温敏凝胶 零级动力学 Qn ＝ Q0 ＋ kt Qn ＝ 11.88t － 52.60 0.9663

一级动力学 lgQn ＝ kt Qn ＝ 0.08t ＋ 0.76 0.7411

Higuchi 模型 Qn ＝ kt1/2 Qn ＝ 83.09t1/2 － 186.27 0.9411

Ritger-peppas 模型 lnQn ＝ klnt Qn ＝ 1.75t1.54 0.9443

提取物温敏凝胶 零级动力学 Qn ＝ Q0 ＋ kt Qn ＝ 3.68t － 16.68 0.9681

一级动力学 lgQn ＝ kt Qn ＝ 0.07t ＋ 0.23 0.7451

Higuchi 模型 Qn ＝ kt1/2 Qn ＝ 25.71t1/2 － 57.98 0.9393

Ritger-peppas 模型 lnQn ＝ klnt Qn ＝ 0.49t1.57 0.9480

微乳溶液 零级动力学 Qn ＝ Q0 ＋ kt Qn ＝ 30.49t － 131.05 0.9650

一级动力学 lgQn ＝ kt Qn ＝ 0.07t ＋ 1.24 0.7517

Higuchi 模型 Qn ＝ kt1/2 Qn ＝ 213.34t1/2 － 474.35 0.9407

Ritger-peppas 模型 lnQn ＝ klnt － b Qn ＝ 4.90t1.51 0.9441
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图 9　3 种样品中葛根素（A）、肉桂酸（B）的累计透过量

Fig 9　Cumulative transmittance of puerarin（A）and cinnamic acid
（B）in 3 samples

　　复方葛根温敏凝胶中葛根素和肉桂酸的 Q24

为提取物温敏凝胶的 21.25 倍和 3.23 倍，微乳溶
液中葛根素和肉桂酸的 Q24 为复方葛根温敏凝胶
的 1.59 倍和 2.58 倍，微乳溶液中葛根素和肉桂
酸的 Q24 为提取物温敏凝胶的 33.84 倍和 8.34 倍。
复方葛根温敏凝胶中葛根素和肉桂酸的 Js 为提取
物温敏凝胶的 21.36 倍和 3.23 倍，微乳溶液中葛
根素和肉桂酸的 Js 为复方葛根温敏凝胶的 1.59 倍
和 2.57 倍，微乳溶液中葛根素和肉桂酸的 Js 为
提取物温敏凝胶的 33.99 倍和 8.29 倍。表明复方
精油微乳对葛根素和肉桂酸均具有一定的促透效
果，同时将精油微乳载入温敏凝胶基质后可改善
其作为经皮给药载体黏附性差、皮肤涂抹相差、
滞留时间短等问题 [23]，且制备成复方葛根温敏凝
胶后葛根素和肉桂酸仍具有较好的渗透性。
3　讨论

　　随着中药外用制剂的不断发展，“内病外治”
已成为今后研究发展的方向之一，温敏凝胶剂是
目前中药外用制剂研究较为深入的外用剂型之
一，可使药物剂型随温度的变化由液态转化为凝
胶状态，具有作用时间长，避免首过效应等特
点，尤其适合作各种中药提取物的给药载体 [24]。
课题组研究发现乳香精油、没药精油可通过提高
人永生化角质形成细胞 HaCaT 的细胞膜流动性
促进药物透膜入胞，表现出类似氮酮的作用方
式 [25]。葛根为治疗肩颈疼痛的要药，但是其有效
成分葛根素是异黄酮结构，水溶性和脂溶性都较
差，生物利用度低，限制了其更广泛的应用。精
油比提取物含有更多的小分子，能够高效透皮吸
收，两者复配后精油也可促进提取物的吸收，增
强两者的功效 [26]。因此本课题考虑以处方中所
含精油来加强葛根与桂枝中有效成分的渗入，经
预实验选择将精油制备成微乳剂型来提高其稳定
性 [27]。同时，微乳作为亲脂性药物与亲水性药物
载体，具有能提高载药能力，促进药物透皮吸收

的作用。
　　本实验采用泊洛沙姆为基质，以人体平均皮
肤温度 33℃为评价指标，通过 Box-Behnken 法
优化出空白处方，将葛根 - 桂枝提取物与精油微
乳负载于温敏凝胶基质中，制备方法简单，可直
接涂抹于疼痛部位，达到延长药物停留时间的目
的。同时，从凝胶黏弹区、相变温度、频率扫描
对复方葛根温敏凝胶微观结构的流变学特性进
行了研究，表明其具有较高的稳定性 [28]。采用
Franz 扩散池法对复方葛根温敏凝胶的体外释放
规律进行了研究，样品中葛根素和肉桂酸的释放
均符合零级方程，具有较好的累积渗透量，且能
明显加快药物渗透速率 [29]。且通过对比可知复方
精油微乳对葛根 - 桂枝提取物有促透作用，提示
精油微乳有利于水溶性与油溶性较差葛根素的渗
透，可为中药新剂型与新技术提供参考。
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小檗碱和鱼腥草素钠离子对化合物体外抗菌活性评价
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摘要：目的　研究鱼腥草素、新鱼腥草素经碳链修饰并与盐酸小檗碱离子配对后的 6 种离子对化

合物的体外抗菌活性。方法　采用琼脂打孔扩散法测定化合物对标准菌的抑菌圈大小；二倍稀释

法测定化合物和抗菌药物对标准菌及临床分离耐药菌株的最低抑菌浓度（MIC）和最低杀菌浓度

（MBC、MFC）；微量稀释棋盘法测定化合物与抗菌药物联用的部分抑菌浓度指数（FICI），评价

其与抗菌药物联用的效果。结果　己酰乙醛亚硫酸氢钠、庚酰乙醛亚硫酸氢钠、癸酰乙醛亚硫酸

氢钠小檗碱离子对化合物显示出比对照品化合物更显著的抗菌活性，但抗菌活性弱于临床常用抗

菌药物；合成的离子对化合物对实验所用临床分离耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）的活性

比临床常用抗菌药物更好；联合抑菌实验表明离子对化合物与抗菌药物之间的协同作用较弱。实

验中离子对化合物在抗菌药物中的添加多数情况降低了测试抗菌药物对病原菌的 MIC 值。结论
　合成的离子对化合物对 MRSA 有很好的抗微生物活性，其在临床上的应用具有潜在价值。
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　　随着各种抗菌药物的广泛使用和不合理应用，
耐药菌不断出现，细菌耐药机制越来越复杂，研发
一些安全有效且对细菌和真菌有抑制作用的新型化
合物极其重要。小檗碱，也称黄连素，是从毛茛科
黄连属植物黄连（Coptis chinensis Franch.）根茎中
提取的异喹啉生物碱，属于季铵类化合物，有价格
低廉、安全性高、效果显著等特点 [1]。近年来研究
发现，小檗碱具有抗病原微生物、抗炎、抗肿瘤、
降血糖、调血脂等药理作用 [2]。小檗碱对各种微生
物具有不同程度的抑制作用，但一般效果较弱，而
对痢疾杆菌有较好的作用，一直被临床用于抗胃肠
炎、腹痛和腹泻。但小檗碱水溶性差，口服较难
吸收，且具有一定的心肌毒性，因此其在临床上
的应用受到了限制 [3-4]。鱼腥草（Houttuynia cordata 
Thunb）为三白草科蕺菜属植物蕺菜的干燥地上部

分和新鲜全草，具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、抗氧
化、抗菌、免疫调节等作用 [5]。鱼腥草素钠是鱼腥
草的主要有效成分，是临床常用药物鱼腥草注射液
的主要成分，具有消肿、抗化脓感染的功效，主治
呼吸道感染及皮肤化脓感染。1952 年有人在水蒸
气蒸馏法所得鱼腥草精油中发现了一种有抗菌活性
的物质，被确定为癸酰乙醛。癸酰乙醛不溶于水，
不稳定，常常需要被转化为有一定水溶性，且稳定
的加成物才能使用。1971 年国内用人工方法合成
了癸酰乙醛亚硫酸氢钠，被称为合成鱼腥草素，其
对多种细菌引起的感染有效，广泛应用于临床 [6]。
本研究通过将鱼腥草素结构进行修饰，然后与小檗
碱离子配对形成一系列不同碳链长度的化合物，分
别探究了其在单独使用情况下对标准菌、临床分离
耐药菌的抗菌效果。现有的抗菌药物有着不同的作

Antimicrobial activity evaluation on ion-pair compounds of berberine and 
sodium houttuyfonate in vitro

MA Xu-dong1, 2, CHEN Si-kai2, LIU Xiang-qiong3, XIAO Jie1, LI Wen1, YU Wei2*, XU Guang-yu4* 
(1. College of Pharmacy, Dali University, Dali  Yunnan  671000; 2. Department of Pharmacy, 920th 
Hospital of Joint Logistic Support Force, Kunming  650032; 3. Department of Geriatrics, 920th 
Hospital of Joint Logistics Support Force, Kunming  650032; 4. College of Chemistry and Chemical 
Engineering, Hunan Normal University, Changsha  410006)

Abstract: Objective  To determine the antimicrobial activity in vitro of six ion-pair compounds  
synthesized by carbon chain modification of houttuynia and neohouttuynia and pairing with 
berberine hydrochloride ions. Methods  The diameter of inhibition zone of compounds against 
standard microbes was determined by AGAR diffusion method. The minimum inhibitory 
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and minimum fungicidal 
concentration (MFC) of compounds and antibiotics against standard microbes and clinical isolates 
were determined by double dilution method. The fractional inhibitory concentration index (FICI) of 
the compounds combined with antibiotics was determined by microdilution checkerboard. Results  
The ion-pair compounds of hexanoyl, heptanoyl and decanoyl acetaldehyde sodium bisulfite 
showed more significant antimicrobial activity than the control compounds, but the antimicrobial 
activity was weaker than that of commonly used clinical antibiotics. The activity of synthesized 
ion-pair compounds against the clinical isolation of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) was better than that of commonly used clinical antibiotics. The combined antimicrobial 
experiments showed weak synergistic effect between ion-pair compounds and antibiotics. Addition 
of ion-pair compounds to antibiotics in most cases reduced the MIC value of tested antibiotics 
against pathogens. Conclusion  Synthesized ion-pair compounds have good antimicrobial activity 
against MRSA, and potential value in clinical application. 
Key words: sodium houttuyfonate; berberine hydrochloride; ion-pair compound; antimicrobial 
activity; synergistic effect
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用机制，合理的联合用药可以产生协同作用，减少
耐药性的产生，本研究同时将合成的离子对化合物
与临床常用抗菌药物进行了联合，旨在发现合成化
合物是否能增加常用抗菌药物的临床抗菌治疗效
果，减少单一抗菌药物使用的剂量和药物毒性。
1　材料

1.1　实验菌株

　　金黄色葡萄球菌（S. aureus ATCC25923）、大
肠埃希菌（E. coli ATCC25922）、铜绿假单胞菌（P. 
aeruginosa ATCC27853）、白假丝酵母菌（C. albicans 
ATCCY0109）（中国食品药品检定研究院）。临床分
离耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA 181、183、
184、187），临床分离白假丝酵母菌（C. albicans 
20、819、953），由解放军联勤保障部队第 920 医
院药剂科临床微生物实验室依据《全国临床检验操
作规程》及常规细菌分离鉴定方法，从本院呼吸科
临床重症感染患者痰标本中分离、鉴定、培养而来。
1.2　试药与仪器

　　Mueller-Hinton 琼脂培养基（批号：20150906，
规格：250 g）、Mueller-Hinton 肉汤培养基（批号：
20151225，规格：250 g）、沙氏琼脂培养基（批号：
20170213，规格：250 g）、液体沙氏培养基（批号：
20170435，规格：250 g）（青岛高科园海博生物技术
有限公司）；注射用硫酸阿米卡星（amikacin，AK，
江苏吴中医药集团有限公司，批号：411211）；注射
用头孢唑林钠（kefzol，KZ，哈药集团制药总厂，批
号：B111130807）；注射用头孢他啶（ceftazidime，
CAZ，广州白云山天心制药股份有限公司，批号：
120356）；注射用盐酸万古霉素（vancomycin，VA，
批号：113140102）、注射用替考拉宁（teicoplanin，
TEC，批号：131003）（浙江医药股份有限公司新昌
制药厂）；氟康唑注射液（fluconazole，FLU，辉
瑞，批号：A388403）；注射用两性霉素 B（ampho-
tericin B，AmB，华北制药股份有限公司，批号：
1BFLC20301）； 盐 酸 特 比 萘 芬 [terbinafine，TER，
西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司，产品编
号：Sigma-Aldrich-PHR1298]；酮康唑 [ketoconazole，
KET，西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司，产品
编号 ：Sigma-k1003]；伊曲康唑 [itraconazole，ICZ，
西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司，产品编号：
Sigma-Aldrich-Y0001100]；丙二醇（风船化学试剂科
技有限公司）；氯化钠（上海化学试剂总厂）；二甲
基亚砜（DMSO，利安隆博华医药有限责任公司）；
合成的丁酰乙醛、戊酰乙醛、己酰乙醛、庚酰乙
醛、癸酰乙醛、十二酰乙醛亚硫酸氢钠小檗碱离子

对化合物由湖南师范大学化学化工学院徐广宇教授
合成并提供，结构均已鉴定，下文依次表示为化合
物 1 ～ 6；鱼腥草素钠、新鱼腥草素钠、盐酸小檗碱，
下文依次表示为化合物 7 ～ 9。手提式压力蒸汽灭
菌器（江阴滨江医疗设备有限责任公司，DGS-280B
型），CHA-213 电子显微镜（日本 OLYMPUS），超
净化工作台（苏州净化设备厂，SW-CJ-2FD 型），微
量加样器（德国 Eppendor 公司），96 孔微量培养板
（德国 Greiner bio-one 股份有限公司），XW-80A 漩涡
混合器（上海精科实业有限责任公司），冷藏柜（青
岛海尔股份有限公司），FA1004 型电子天平（上海精
密科学仪器有限公司）。
2　方法与结果

2.1　样品溶液的制备

　　分别称取化合物 1 ～ 9 20 mg 用 5% 丙二醇
溶解，配制成 20 mg·mL－ 1 的母液，再将化合物
母液稀释为 2000 μg·mL－ 1 备用，用于琼脂打孔
扩散法；用无菌生理盐水配制 1024 μg·mL－ 1 的
抗菌药物母液，用于测定最低抑菌浓度（MIC）
和最低杀菌浓度（MBC、MFC）；将化合物和抗
菌药物母液稀释为各倍数的 MIC，用于测定部分

抑菌浓度指数（FICI）。
2.2　菌悬液的制备

　　取少量活化菌落转移至无菌试管，无菌生理盐
水进行稀释，校正浓度为 0.5 麦氏比浊标准，相当
于 1.5×108 cfu·mL－ 1，用于测定抑菌圈；调整菌
悬液浓度为 1.0×106 cfu·mL－ 1 用于测定 MIC 及
MBC；调整菌悬液浓度为 5.5×105 cfu·mL－ 1 用于
测定 FICI。真菌配制成浓度为 1.0×106 cfu·mL－ 1

的菌悬液用于测定抑菌圈，进一步稀释为 1.0×104 
cfu·mL－ 1 用于测定 MIC 及 MFC。
2.3　鱼腥草素钠及离子对化合物的合成

　　原料鱼腥草素（侧链 R ＝ C9H19）和新鱼腥草
素（侧链 R ＝ C11H23）分别与亚硫酸氢钠作用制
成鱼腥草素钠和新鱼腥草素钠，后将其水溶液或
50% ～ 70% 乙醇溶液加入盐酸小檗碱的水溶液中，
冷却放置，过滤，洗涤，干燥得黄色固体，即癸酰
乙醛亚硫酸氢钠小檗碱离子对化合物和十二酰乙醛
亚硫酸氢钠小檗碱离子对化合物；以戊酮、己酮、
庚酮、辛酮为原料先后与甲酸甲酯、亚硫酸氢钠反
应合成丁酰乙醛、戊酰乙醛、己酰乙醛、庚酰乙醛
的亚硫酸氢钠加成物，后分别与盐酸小檗碱水溶液
离子反应制得丁酰乙醛亚硫酸氢钠小檗碱离子对化
合物、戊酰乙醛亚硫酸氢钠小檗碱离子对化合物、
己酰乙醛亚硫酸氢钠小檗碱离子对化合物、庚酰乙
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醛亚硫酸氢钠小檗碱离子对化合物。

图 1　离子对化合物的合成途径

Fig 1　Synthesis pathways of ion-pair compounds

2.4　抑菌圈的测定

　　对化合物 1 ～ 9 进行药敏实验。制作培养基
平板，在超净工作台中用孔径为 6 mm 的无菌玻璃
管在培养基上均匀打孔，后将浓度分别为 1.5×108 
cfu·mL－ 1 的细菌悬液、1.0×106 cfu·mL－ 1 的真
菌悬液涂布于 Mueller-Hinton 琼脂培养基和沙氏琼
脂培养基。微量加样器吸取 20 mg·mL－ 1 的药液，
分别加入不同的孔中，每孔 50 μL。取其中一孔为
溶媒对照孔，只加 5% 丙二醇。最后将培养基平板
置于 35℃恒温箱中培养 18 ～ 24 h。以《药理实验
方法学》抗菌药物实验法中的平皿打孔法为判定标
准 [7]：当抑菌圈直径＜ 10 mm 时，表示抑菌作用
弱或无抑菌作用；当直径为 10 mm 时，表示轻度
敏感；当直径为 11 ～ 15 mm 时，表示中度敏感；
当直径＞ 16 mm 时，表示高度敏感。
　　从抑菌圈大小可以看出，对于 4 个标准菌，
除 化 合 物 8 对 P. aeruginosa ATCC27853 无 活 性，
其余化合物均有活性。对白假丝酵母菌 C. albicans 
ATCCY0109 除化合物 8 无抑菌圈出现，其余具有
活性（化合物 8 对实验所选菌种均表现为无活性
或活性很弱）。离子对化合物 3 ～ 5（R ＝ C5H11、
C6H13、C9H19）对所有菌种活性明显高于对照品，
详细结果见图 2 ～ 5。
2.5　MIC 和 MBC 的测定

　　无菌 96 孔微量培养板，每排的第 1 孔加入

Mueller-Hinton 肉汤培养基或液体沙氏培养基 200 
μL 作 为 阴 性 对 照， 第 2 ～ 12 孔 各 加 入 100 μL 
Mueller-Hinton 肉汤培养基或液体沙氏培养基，向
每排的第 2 孔加入质量浓度为 2000 μg·mL－ 1 的化
合物和 1024 μg·mL－ 1 的抗菌药物各 100 μL，移液
管吹吸混匀后吸取 100 μL 加至第 3 孔中，以此类推
进行倍比稀释至第 11 孔，混匀后弃去 100 μL，第
12 孔不做处理，为阳性对照。最后于第 2 ～ 12 孔
分别加入细菌悬液或真菌悬液 100 μL，培养板置于
35℃恒温箱中培养 18 ～ 24 h。培养液清晰透亮的
最低浓度孔中的药物浓度为 MIC，取 96 孔微量培

图 2　化合物 1 ～ 9 对 S. aureus ATCC25923 的抑菌圈测定结果（10
代表 5% 丙二醇）

Fig 2　Inhibition zone of compounds 1 ～ 9 against S. aureus ATCC25923
（10 represents 5% propylene glycol）

图 3　化合物 1 ～ 9 对 E. coli ATCC25922 的抑菌圈测定结果（10 代

表 5% 丙二醇）

Fig 3　Inhibition zone of compounds 1 ～ 9 against E. coli ATCC25922
（10 represents 5% propylene glycol）

图 4　化合物 1 ～ 9 对 P. aeruginosa ATCC27853 的抑菌圈测定结果

（10 代表 5% 丙二醇）

Fig 4　Inhibition zone of compounds 1 ～ 9 against P. aeruginosa 
ATCC27853（10 represents 5% propylene glycol）

图 5　化合物 1～ 9 对 C. albicans ATCCY0109 的抑菌圈测定结果（10
代表 5% 丙二醇）

Fig 5　Inhibition zone of compounds 1 ～ 9 against C. albicans 
ATCCY0109（10 represents 5% propylene glycol）
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养板中的菌液（MIC 值前 3 ～ 6 孔）转种于 Mueller-
Hinton 琼脂培养基或沙氏琼脂培养基，置于 35℃
恒温箱中培养 18 ～ 24 h。活菌计数法检查琼脂平
板上的菌落，平均数小于 5 个的最小浓度即为此药
的 MBC[8]。所有实验测定 3 个复孔，平行测定 3 次，
S. aureus ATCC25923 作为每次实验的质控菌株。
　　从 MIC 测定值来看，合成化合物及对照品

对标准菌抗菌活性均弱于临床常用抗菌药物，与
文献报道的小檗碱和鱼腥草素钠对各种微生物具
有不同程度的抑制作用，但一般效果较弱相吻
合。离子对化合物 3、4、5（R ＝ C5H11、C6H13、
C9H19）抗菌活性虽然比对照品有所提高，但整体
活性不如抗菌药物，结果见表 1、2。

表 1　抗菌药物对标准菌的 MIC、MBC和 MFC (μg·mL － 1) 
Tab 1　MIC，MBC and MFC of antibiotics against standard bacteria (μg·mL － 1)

抗菌药物
S. aureus ATCC25923 E. coli ATCC25922 P. aeruginosa ATCC27853 C. albicans ATCCY0109

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC

KZ   0.488   0.977        1.953        3.906 ＞ 62.500 ＞ 62.500 － －

CAZ 15.625 31.250        0.122        0.244        0.488        0.488 － －

VA   0.488   0.488      62.500    125.000 ＞ 62.500 ＞ 62.500 － －

TEC   0.122   0.244 ＞ 62.500 ＞ 62.500 ＞ 62.500 ＞ 62.500 － －

AK   0.488   0.977        0.977        0.977        0.244        0.244 － －

FLU － － － － － － 7.813 15.625

注（Note）：“－”表示未测（“－” means no detection）。

表 2　化合物对标准菌的 MIC、MBC和 MFC (μg·mL － 1) 
Tab 2　MIC，MBC and MFC of compounds against standard bacteria (μg·mL － 1)

化合物
S. aureus ATCC25923 E. coli ATCC25922 P. aeruginosa ATCC27853 C. albicans ATCCY0109

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC

1 15.625   62.500   15.625   62.500   31.250 62.500 31.250   31.250

2 15.625   31.250   62.500   62.500   62.500 62.500 31.250   62.500

3   7.813   31.250   62.500   62.500   62.500 125.000 31.250   31.250

4 15.625 125.000   62.500   62.500 125.000 125.000 15.625   15.625

5 31.250   62.500   15.625 250.000   62.500  62.500 15.625   15.625

6 62.500 250.000   62.500 250.000   62.500  62.500 31.250   31.250

7 62.500 125.000   62.500 125.000   62.500 125.000   7.813     7.813

8 62.500 250.000   62.500 250.000 250.000 250.000 250.000 250.000

9 31.250 250.000 250.000 250.000 250.000 250.000   62.500   62.500

　　选取从我院呼吸科重症病房患者口痰分离
的 4 株 MRSA 菌株和 3 株耐药白假丝酵母菌作
为受试菌株。从表 3、4 结果来看，所选用的抗
菌 药 物 对 于 4 株 MRSA， 除 AK 对 MRSA183、
MRSA184、MRSA187 有一定抗菌活性，其余都
呈耐药状态。抑菌圈结果显示，3 株耐药白假丝
酵母菌对 FLU、KET、TER、AmB、ICZ 呈现中

度敏感或高度敏感。C. albicans20 对 TER 和 KET
呈现耐药。化合物 1 ～ 9 对 MRSA 的抗菌活性较
所用抗菌药物明显。而对耐药白假丝酵母菌的抗
菌活性弱于所用抗菌药物 FLU。从表 3、5、6 实
验结果来看，临床常用抗菌药物 TEC、CAZ、VA
对 4 株 MRSA 的活性明显弱于小檗碱、鱼腥草素
钠和合成的离子对化合物。

表 3　抗菌药物对 MRSA 的 MIC、MBC (μg·mL － 1) 
Tab 3　MIC and MBC of antibiotics against MRSA (μg·mL － 1)

抗菌药物
MRSA181 MRSA183 MRSA184  MRSA187

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC

TEC   256        256 512 ＞ 512   512   512 256 256

AK   256        256 32        32     64     64   32   64

KZ   512        512 256      512   256   512 128 256

CAZ 1024 ＞ 1024 512   1024 1024 1024 256 512

VA   256        256 512 ＞ 512   512   512 256 256
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表 4　抗菌药物对白假丝酵母菌耐药菌株的抑菌效果 (mm) 
Tab 4　Inhibition zone diameter of antibiotics against clinical 

isolates of C.albicans (mm)

抗菌药物 C. albicans20 C. albicans819 C. albicans953
AmB 25       20 12
FLU 25      32 22
TER －      34 16
KET － ＞ 50 24
ICZ 22      34 －

注（Note）：“－”表示无明显抑菌圈（“－”means no obvious 
inhibition zone）。

2.6　联合用药 FICI 的测定

　　测定 9 个化合物对 4 种临床常用抗菌药物
TEC、VA、AK、FLU 的体外联合用药效果。联
用的化合物和抗菌药物于 96 孔微量培养板上分
别以二维棋盘的纵向（A 至 H）、横向（2 至 11）
两个方向进行二倍倍比稀释 [8]。根据所测定的化
合物和抗菌药物单独对受试菌株的 MIC 值，化
合物沿 y 轴自上向下、抗菌药物沿 x 轴自右向
左 各 自 以 1/16MIC、1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC、

表 5　化合物对 MRSA 的 MIC和 MBC (μg·mL － 1) 
Tab 5　MIC and MBC of compounds against MRSA (μg·mL － 1)

化合物
 MRSA181  MRSA183 MRSA184 MRSA187

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
1 ＞ 100.00 ＞ 100.00 500.00 ＞ 100.00 250.00 ＞ 250.00 250.00 ＞ 250.00
2        22.08 ＞ 250.00 250.00 ＞ 100.00   55.20      250.00 250.00      250.00
3        22.08 ＞ 250.00 250.00 ＞ 250.00   55.20      125.00 250.00      250.00
4        11.04      250.00 125.00      250.00   55.20        62.50 250.00      250.00
5        11.04      250.00   62.50      125.00   11.04      125.00   62.50      125.00
6        22.08      250.00   62.50      125.00   22.08      250.00   62.50      125.00
7        11.04      250.00   31.25        62.50   11.04      250.00   31.25        62.50
8      125.00 ＞ 100.00   31.25        62.50   62.50 ＞ 100.00   15.63        31.25
9 ＞ 100.00 ＞ 100.00 250.00 ＞ 100.00   62.50 ＞ 250.00 125.00 ＞ 250.00

表 6　抗菌药物 /化合物对白假丝酵母菌临床分离株的 MIC和 MFC (μg·mL － 1) 
Tab 6　MIC and MFC of antibiotics/compounds against clinical isolates of C.albicans (μg·mL － 1)

抗菌药物 / 化合物
 C. albicans20  C. albicans819 C. albicans953

MIC MFC MIC MFC MIC MFC
FLU          4.00          4.00  16.00   16.00   ＞ 2.00   ＞ 2.00

1      125.00 ＞ 250.00   62.50   62.50      250.00 ＞ 250.00
2        62.50 ＞ 250.00   31.25   31.25      250.00      250.00
3        62.50      250.00   31.25   31.25      125.00      125.00
4        62.50      250.00   31.25   31.25      125.00      250.00
5        31.25      125.00   31.25   31.25        62.50      125.00
6        62.50 ＞ 250.00 125.00 125.00      250.00      250.00
7        62.50      125.00   31.25   31.25        62.50      125.00
8 ＞ 250.00 ＞ 250.00 125.00 250.00 ＞ 250.00 ＞ 250.00
9        62.50 ＞ 250.00 125.00 250.00        62.50      125.00

MIC、2MIC、4MIC 的浓度梯度分别进行联合。
每孔加 100 µL 药液，最后各孔加入 100 μL 菌液。
（H，1）孔加 100 μL 肉汤和 100 μL 菌液为阳性
对照，（A，9）孔加 200 μL 肉汤为阴性对照。将
培养板置于 35℃培养箱中孵育 18 h。抗菌药物和
化合物之间的相互作用根据 FICI 确定，FICI ＝
（MIC 化合物联用 / MIC 化合物单用）＋（MIC 抗
菌药物联用 /MIC 抗菌药物单用）。FICI 值判读标
准为：FICI ≤ 0.5 为协同作用；0.5 ＜ FICI ≤ 1.0
为 相 加 作 用；1.0 ＜ FICI ≤ 2.0 为 无 关 作 用；
FICI ＞ 2.0 为拮抗作用 [9]。
　　联合治疗被认为是抗临床多药耐药菌的有效

方法，即使多重耐药（MDR）菌株对单一抗菌药
物不敏感，它也可能提供协同作用。FICI 测试显
示合成的离子对化合物与抗菌药物之间的协同、
相加和拮抗作用。对于 S. aureus ATCC25923，化
合物 7、8 与 AK 联合，化合物 4 与 VA 联合，两
药显示为协同作用；化合物 2 与 TEC 联合，化合
物 5、6 与 AK 联合，化合物 9 与 VA 联合，两药
显示为相加作用；对于 C. albicans ATCCY0109，
化合物 9 与 FLU 联合，两药显示为相加作用。其
余组合大都显示 1.0 ＜ FICI ≤ 2.0 为无关作用，
表明合成的离子对化合物与所用抗菌药物之间的
协同作用较弱，结果见表 7 ～ 10。
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表 7　化合物与替考拉宁 (TEC)联合对 S. aureus ATCC25923 的
FICI测定结果 (μg·mL － 1) 

Tab 7　FICI of compounds combined with TEC against S. aureus 
ATCC25923 (μg·mL － 1)

联合用药
MIC（Alone） MIC（Comb）

FICI
相互

作用化合物 TEC 化合物 TEC
1 ＋ TEC   62.500 0.250     1.953 0.250 1.031 无关

2 ＋ TEC   62.500 0.500   31.250 0.250 1.000 相加

3 ＋ TEC   31.250 0.250     0.977 0.250 1.031 无关

4 ＋ TEC   62.500 0.250   62.500 0.063 1.252 无关

5 ＋ TEC   31.250 0.125   31.250 0.063 1.504 无关

6 ＋ TEC 125.000 0.125 125.000 0.063 1.504 无关

7 ＋ TEC   62.500 0.250     7.813 0.250 1.125 无关

8 ＋ TEC 125.000 0.125 125.000 0.063 1.504 无关

9 ＋ TEC     7.813 0.125     3.906 0.125 1.500 无关

表 8　化合物与阿米卡星 (AK)联合对 S. aureus ATCC25923 的
FICI测定结果 (μg·mL － 1) 

Tab 8　FICI of compounds combined with AK against S. aureus 
ATCC25923 (μg·mL － 1)

联合用药
MIC（Alone） MIC（Comb）

FICI
相互

作用化合物 AK 化合物 AK

1 ＋ AK 62.500 0.250 1.953 0.250 1.031 无关

2 ＋ AK 62.500 0.500 1.953 0.500 1.031 无关

3 ＋ AK 31.250 0.250 0.977 0.500 2.031 拮抗

4 ＋ AK 62.500 0.250 1.953 0.250 1.031 无关

5 ＋ AK 62.500 1.000 3.906 0.500 0.562 相加

6 ＋ AK 125.000 0.500 62.500 0.063 0.626 相加

7 ＋ AK 62.500 0.500 15.625 0.125 0.500 协同

8 ＋ AK 125.000 0.500 31.250 0.125 0.500 协同

9 ＋ AK 31.250 0.500 62.500 0.063 2.126 拮抗

表 9　化合物与万古霉素 (VA)联合对 S. aureus ATCC25923 的 FICI
测定结果 (μg·mL － 1) 

Tab 9　FICI of compounds combined with VA against S. aureus 
ATCC25923 (μg·mL － 1)

联合用药
MIC（Alone） MIC（Comb）

FICI
相互

作用化合物 VA 化合物 VA
 1 ＋ VA 62.500 0.500 1.953 0.500 1.031 无关

 2 ＋ VA 31.250 0.500 1.953 0.500 1.062 无关

 3 ＋ VA 31.250 0.500 0.977 0.500 1.031 无关

 4 ＋ VA 62.500 1.000 1.953 0.250 0.281 协同

 5 ＋ VA 31.250 0.500 3.906 0.500 1.125 无关

 6 ＋ VA 125.000 0.500 125.000 0.125 1.250 无关

 7 ＋ VA 62.500 0.500 31.250 0.500 1.500 无关

 8 ＋ VA 125.000 0.500 125.000 0.125 1.250 无关

 9 ＋ VA 31.250 0.500 15.625 0.125 0.750 相加

3　讨论

　　一直以来有关植物活性成分在抗菌方面的研
究是国内外学者研究的热点之一，一些天然产物
有望成为新的抗菌剂。小檗碱是从中药黄连中分
离的一种生物碱，其分子由两个异喹啉环稠合而
成，结构中含有氮杂环和季铵盐结构，在临床上

主要应用于细菌性痢疾和其他胃肠道细菌性感染
及功能紊乱的治疗 [10]。中药有效成分鱼腥草素钠
在临床上被用于治疗慢性支气管炎及其他上呼吸
道感染性疾病，具有多种药理活性，包括抗菌、
抗炎、抗真菌和心血管保护作用 [11]。文献报道在
小檗碱 C-8 位引入不同长度的碳基链（甲基、乙
基、丙基和丁基），其衍生物的抗菌活性极大增
强，且衍生物的抗菌活性也随着取代烷基链的增
长依次增强，C-8 位用乙酰氧基取代后对 MRSA
有较好的抗菌活性 [12]。后来又有研究者通过修饰
小檗碱 C-7 位合成了一系列衍生物，发现小檗碱
C-7 位取代衍生物对 MRSA 和耐万古霉素肠球菌
（VRE）有较好的活性 [13]。本研究是在小檗碱 N-7
位引入具有活性的鱼腥草素钠离子对成分，对
其碳基链进行增减（R ＝丙基、丁基、戊基、己
基、壬基、十一烷基），琼脂打孔和 MIC 测定实
验结果显示合成的离子对化合物 3、4、5（R ＝

C5H11、C6H13、C9H19）广谱抗菌活性强于小檗碱、
鱼腥草素钠和新鱼腥草素钠。后期的研究可以在
鱼腥草素离子对碳基链上进行更复杂的基团如卤
素（-F、-Cl、-Br、-I）、-SH 等的取代，或取代
基上引入酯键、醚键增加化合物的脂溶性，观察
对抗菌活性有无进一步的影响。MRSA 的出现是
一个全球性问题，随之带来的是金黄色葡萄球菌
成为医院获得性感染的最常见诱因之一。金黄色
葡萄球菌大面积抗多种药物能力的提升对感染控
制造成了极为严峻的考验，本研究中合成的离子
对化合物对临床分离菌株 MRSA 的活性强于所用
抗菌药物。从最近的研究文献来看，小檗碱可能
破坏 MRSA 细胞壁结构和细胞膜的完整性，其具
体机制还不明确 [14]。此外，一些研究表明小檗碱

表 10　化合物与氟康唑 (FLU)联合对 C. albicans ATCCY0109 的
FICI测定结果 (μg·mL － 1) 

Tab 10　FICI of compounds combined with FLU against C. albicans 
ATCCY0109 (μg·mL － 1)

联合用药
MIC（Alone） MIC（Comb）

FICI
相互

作用化合物 FLU 化合物 FLU

 1 ＋ FLU 15.625 7.813 15.625 0.977 1.125 无关

 2 ＋ FLU 15.625 7.813 15.625 0.977 1.125 无关

 3 ＋ FLU 3.906 7.813 3.906 0.977 1.125 无关

 4 ＋ FLU 31.250 7.813 31.250 0.977 1.125 无关

 5 ＋ FLU 31.250 7.813 31.250 0.977 1.125 无关

 6 ＋ FLU 62.500 7.813 62.500 0.977 1.125 无关

 7 ＋ FLU 62.500 7.813 62.500 0.977 1.125 无关

 8 ＋ FLU 62.500 7.813 62.500 7.813 2.000 无关

 9 ＋ FLU 125.000 7.813 3.906 3.906 0.531 相加
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对 MRSA 的抗菌机制可能包括抑制生物膜的形
成、蛋白质合成和细菌分裂 [15]。本实验中，合成
的离子对化合物对 MRSA 具有较好的活性，是否
具有特殊的作用机制值得进一步研究。联合治疗
被认为是临床抗多药耐药菌的有效方法，本文研
究了合成的 6 种离子对化合物与抗菌药物联用对
S. aureus ATCC25923 及 C. albicans ATCCY0109 的
作用，结果显示离子对化合物与抗菌药物之间的
协同作用较弱。但从实验结果来看，合成的离子
对化合物在抗菌药物中的添加多数情况下降低了
所测试抗菌药物对病原菌的 MIC，表明合成的离
子对化合物能增加抗菌药物对病原菌的敏感性，
其可能是一类有效的抗菌药物辅助剂。
4　结论

　　小檗碱 N-7 位引入具有活性的鱼腥草素钠
离子对成分，对其碳基链进行增减，当取代基为 
R ＝ C5H11、C6H13、C9H19 时，离子对化合物抗菌
活性强于对照品，但仍弱于常用抗菌药物。如需
进一步增加化合物的抗菌活性，推测可以在碳基
链上引入脂溶性取代基，以增加化合物膜渗透性，
促进化合物更多地进入病原菌细胞；合成的离子
对化合物对 MRSA 具有比临床常用抗菌药物更好
的活性，具体机制有待进一步研究；本文测试的
6 种离子对化合物与临床常用抗菌药物联用对 S. 
aureus ATCC25923 及 C. albicans ATCCY0109 协同
作用较弱，但能降低所测试抗菌药物对病原菌的
MIC。合成的离子对化合物具有的抗 MRSA 作用
及降低联用抗菌药物对金黄色葡萄球菌 MIC 的特
性，将有利于治疗 MRSA 感染时两者的联合应用。
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基于 UPLC-Q-TOF-MS/MS技术的玉蝴蝶祛斑膏 
化学成分分析
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医药大学，贵阳　550025；2. 盈科瑞（横琴）药物研究院有限公司，广东　珠海　519031；3. 福建汇天生物药业有限公司，福建

　三明　365001）

摘要：目的　采用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术对玉蝴蝶祛斑膏的中间体及单药味进行化学成

分鉴定及综合分析，并对其化学成分进行药味归属，为建立玉蝴蝶祛斑膏特征图谱奠定基础。

方法　以 phenomenex Luna Omega Polar C18（2.1 mm×100 mm，1.6 μm）为色谱柱，以 0.2%
乙酸水溶液为流动相 A，乙腈为流动相 B，梯度洗脱（0 ～ 1 min，12% ～ 17%B；1 ～ 5 min，
17% ～ 28%B；5 ～ 10 min，28% ～ 90%B；10 ～ 11 min，90% ～ 100%B；11 ～ 14 min，

100%B）；检测波长为 300 nm；柱温为 25℃，流速为 0.25 mL·min － 1。并采用 G6530C 型

Q-TOF-MS，质谱检测分别在正、负离子模式下进行，干燥气温度：350℃，干燥气流速：10 
L·min － 1，雾化气压力：35 psi，鞘气温度：350℃，鞘气流速：12 L·min － 1，毛细管电压：

4000 V（正模式）和 3500 V（负模式），一级质谱选用 MS 模式，质量扫描范围：100 ～ 1500 
m/z。二级质谱选用 Auto-MS/MS 模式，质量扫描范围：100 ～ 1000 m/z，碰撞电压：10、15、
20、30 eV。所得数据由 Agilent MassHunter 软件采集。数据处理采用 Agilent 软件 Qualitative 
Navigator（B.08.00）和 Qualitative Workflows（B.08.00）。对玉蝴蝶祛斑膏及单药味进行 UPLC-
UV 和 UPLC-TOF-MS 分析，在正负离子模式下采集数据。结果　在正负离子模式条件下共鉴

定和推测出 19 个化合物，结合质谱碎片信息对各色谱峰进行指认和归属。其中 5 个化合物归

属到柿叶，14 个化合物归属到木蝴蝶，5 个化合物归属到菟丝子；结合文献报道和对照品对比，

鉴定出 15 个化合物，主要为黄酮类化合物，其中包括黄芩苷、木蝴蝶苷 B、金丝桃苷、芹菜

素等。结论　本研究比较全面地阐明了玉蝴蝶祛斑膏的化学组成，对玉蝴蝶祛斑膏的鉴别和质

量评价研究有重要的参考价值。

关键词：玉蝴蝶祛斑膏；高效液相 - 质谱联用；化学成分；木蝴蝶苷 B
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3226-08
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.020

Chemical constituents in Yuhudie macula-removing cream by  
UPLC-Q-TOF-MS

ZHANG Yun1, 2, MAO Xiang-jun1, ZHAN Xue-xiong3, ZHANG Li-yan1, CHEN Bi-qiang3, YU Ting2, 
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Abstract: Objective  To identify and comprehensively analyze the chemical components in Yuhudie 
macula-removing cream and single pharmaceutical flavor, and to classify the chemical components 
based on the pharmaceutical flavor, to lay the foundation for the establishment of characteristic 
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map of Yuhudie macula-removing cream by UPLC-Q-TOF-MS/MS. Methods  The separation was 
conducted with phenomenex Luna Omega Polar C18 (2.1 mm×100 mm, 1.6 μm) column, with 
0.2% acetic acid aqueous solution as the mobile phase A, acetonitrile as the mobile phase B, and 
gradient elution (0 ～ 1 min, 12% ～ 17%B; 1 ～ 5 min, 17% ～ 28%B; 5 ～ 10 min, 28% ～ 90%B; 
10 ～ 11 min, 90% ～ 100%B; 11 ～ 14 min, 100%B). The detection wavelength was 300 nm. The 
column temperature was 25℃ and the flow rate was 0.25 mL·min － 1. G6530C Q-TOF-MS was 
used to detect the mass spectrum in the positive and negative ion modes. The drying temperature was 
350℃ , the drying gas flow rate was 10 L·min － 1, the atomizing gas pressure was 35 psi. The sheath 
temperature was 350℃ , the sheath gas flow rate was  12 L·min － 1, the capillary voltage were 4000 
V (positive mode) and 3500 V (negative mode).MS mode was selected for primary mass spectrometry, 
with the mass scanning ranged 100 to 1500 m/z. Auto-MS/MS mode was used for secondary mass 
spectrometry, with a mass scanning range of 100 ～ 1000 m/z and collision voltage of 10, 15, 20 
and 30 eV. The data were collected with Agilent MassHunter software. Agilent software Qualitative 
Navigator (B.08.00) and Qualitative Workflows (B.08.00) were used for the data processing. UPLC-
UV and UPLC-TOF-MS analysis were conducted on Yuhudie macula-removing cream and single 
medicine flavor. The data were collected under the positive and negative ion mode. Results  Totally 
19 compounds were identified under the condition of positive and negative ion mode, and the 
chromatographic peaks were identified and attributed according to the mass spectrum fragment 
information: 5 compounds were attributed to Shiye, 14  to Muhudie, and 5 to Tusizi. According 
to literature reports and comparison of control products, 15 compounds were identified, mainly 
flavonoids, including baicalin, baicalin-7-diglucoside, hyperoside, and apigenin, etc. Conclusion  
This experiment comprehensively elucidates the chemical compositions of Yuhudie macula-removing 
cream, which has important reference value for its identification and quality evaluation. 
Key words: Yuhudie macula-removing cream; high performance liquid chromatography-mass 
spectrometry; chemical constituent; baicalin-7-diglucoside

　　黄褐斑，最早出现在《黄帝内经》称为“面
尘”者，后世医家称本病为“皯黯”“面黑皯”“黚
黯”等。现代医学研究表明，其病因主要包括家
族遗传和种族差异 [1]，紫外线照射 [2]，内分泌失
调 [3]，皮肤屏障破坏 [4]，炎症反应 [5]，皮肤光老
化 [6]，血管增生扩张 [7]，自由基增多 [8] 等。调查
显示，黄褐斑多发病于妊娠期妇女，月经不调以
及其他一些妇科疾患，本病虽无明显自觉症状，
但对患者容颜损害及精神上带来了巨大伤害，截
至目前，对此病的治疗中西医及美容界均无尚无
理想的药物治疗，特别是外涂药物更是缺如。
　　以中医药理论为指导原则，我们研发了一
种具有益气填精、养肌消斑功效的医用外用制
剂——玉蝴蝶祛斑膏。以柿叶 20 g，木蝴蝶 15 
g，菟丝子 2 g 入药，该玉蝴蝶祛斑膏组方中柿叶
味苦、性寒、无毒、专入肺经，主治咳喘，肺气
胀，各种内出血，具有消退色斑及消除瘀血的作
用，为君药。木蝴蝶为臣药，其性味苦寒，有清
肺理气等功能。菟丝子，其性味辛、甘、平，入

肝肾经，能调补肝脾肾，益经血，达到调节脏腑
功能、润肤的目的，为佐药。故玉蝴蝶祛斑膏适
用于气血瘀滞精血不足所致的面部黄褐斑，对皮
肤无刺激。现代研究表明其具有养颜、护肤、祛
斑的功效，其主要机制是其中的黄酮类化合物具
有清除体内自由基的功能 [9-10]，如黄芩苷 [11]，金
丝桃苷 [12]，槲皮素 [13]，芹菜素 [14] 等。现有研究
表明，黄酮清除自由基的能力主要集中在分子结
构的酚羟基上，黄酮类化合物结构中酚羟基数目
越多，其活性越强 [15]。
　　目前，对玉蝴蝶祛斑膏组方整体的化学成分
的研究未见报道。因此，本实验采用超高效液相
色谱 - 四极杆飞行时间质谱联用技术（UPLC-Q-
TOF-MS/MS），对玉蝴蝶祛斑膏及单味药的化学
成分进行分析，建立了单味药材的化学成分数据
库，采用数据库匹配，对照品验证的方式，对检
测到的成分进行了鉴定和药味归属，可为工艺生
产过程的质量控制、稳定性研究以及质量标准起
草等提供科学依据。
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1　材料

1.1　仪器 
　　超高效液相色谱仪（Agilent 1290Ⅱ，UPLC），
四极杆 - 飞行时间串联质谱仪 [G6530C，Q-TOF-
MS，配有 Agilent MassHunter 软件、Agilent Quali-
tative Navigator（B.08.00）软件、Qualitative Work-
flows（B.08.00）软件 ]，数控超声波清洗器（KQ-
500DE，昆山市超声仪器有限公司），电子加热套
（98-1-B，天津市泰斯特仪器有限公司），实验室纯
水与超纯水系统（Master-S15，上海和泰仪器有限
公司），高速台式离心机（TD5B，长沙湘智离心
机仪器有限公司），电子天平（JJ1000，常熟市双
杰测试仪器厂），电子天平（SOP，赛多利斯科学
北京仪器有限公司）。
1.2　试药

　　柿叶（批号：SY-220507-J-YP01，产地：河北）、
木蝴蝶（批号：MHD-220507-D-YP01，产地：云
南）、菟丝子（批号：TSZ-220507-M-YP01，产地：
内蒙古），柿叶、木蝴蝶、菟丝子经盈科瑞（横琴）
药物研究院有限公司中药副主任王宗权鉴定柿叶
为柿树科植物柿 Diospyros kaki L.f. 的干燥叶，木
蝴蝶为紫葳科植物木蝴蝶 Oroxylum indicum（L.）
Vent. 的干燥成熟种子，菟丝子为旋花科植物菟
丝子 Cuscuta chinensis Lam. 的干燥成熟种子；对
照品木蝴蝶苷 B（批号：111915-201804，纯度为
90.4%）、黄芩苷（批号：110715-202122，纯度为
94.2%）、金丝桃苷（批号：111521-201809，纯度
为 94.9%）（中国食品药品检定研究院）。乙腈（色
谱纯，批号：22100312G402，OCEANPAK），乙
醇（分析纯，批号：2022070110）、乙酸（分析纯，
批号：2022080102）（广州化学试剂厂）。
2　方法与结果

2.1　检测条件

2.1.1　 色 谱 条 件　 采 用 Agilent 1290 Ⅱ 型 超 高
效 液 相 色 谱（UPLC），phenomenex Luna Omega 
Polar C18 色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，1.6 μm），
配有在线过滤器；以 0.2% 乙酸水溶液为流动
相 A，乙腈为流动相 B，梯度洗脱（0 ～ 1 min，
12% ～ 17%B；1 ～ 5 min，17% ～ 28%B；5 ～ 10 
min，28% ～ 90%B；10 ～ 11 min，90% ～ 100%B；
11 ～ 14 min，100%B）；检测波长为 300 nm；柱温
为 25℃，流速为 0.25 mL·min－ 1；进样量为 2 μL。
2.1.2　质谱条件　采用 G6530C 型四极杆 - 飞行时
间串联质谱仪（Q-TOF-MS），配有独立四元泵、
自动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器（DAD）

和电喷雾离子源（ESI），质谱检测分别在正、负
离子模式下进行，干燥气温度：350℃，干燥气流
速：10 L·min － 1，雾化气压力：35 psi，鞘气温
度：350℃，鞘气流速：12 L·min － 1，毛细管电
压：4000 V（正模式）和 3500 V（负模式），一级质
谱选用 MS 模式，质量扫描范围：100 ～ 1500 m/z。
二级质谱选用 Auto-MS/MS 模式，质量扫描范围：
100 ～ 1000 m/z，碰撞电压 10、15、20、30 eV。所
得数据由 Agilent MassHunter 软件采集。数据处理
采用 Agilent 软件 Qualitative Navigator（B.08.00）和
Qualitative Workflows（B.08.00）。
2.2　溶液的制备

2.2.1　玉蝴蝶祛斑膏全方供试品溶液　称取木蝴
蝶 15 g 加水煎煮 2 次，每次 2 h，第一次加水 300 
mL，200 目过滤，第二次加水 225 mL，200 目过
滤，合并滤液备用；另称取柿叶 20 g、菟丝子 2 
g 加水煎煮 2 次，每次 30 min，第一次加水 440 
mL，200 目过滤，第二次加水 330 mL，200 目过
滤，合并滤液与上述滤液合并，浓缩至约 500 g，
离心，取上清液，即得玉蝴蝶祛斑膏浓缩液。取
浓缩液约 1.5 g，精密称定，置锥形瓶中，精密加
入乙醇 50 mL，称定重量，超声处理 30 min（功
率 250 W，频率 40 kHz），放冷，再称定重量，
用乙醇补足减失的重量，摇匀，用微孔滤膜（0.2 
μm）滤过，取续滤液，即得。
2.2.2　柿叶供试品溶液　称取柿叶 20 g 加水煎煮
2 次，每次 30 min，第一次加水 400 mL，200 目
过滤，第二次加水 300 mL，200 目过滤，合并滤
液，浓缩，离心，取上清液，即得柿叶供试品溶
液。取浓缩液约 1.5 g，精密称定，置锥形瓶中，
精密加入乙醇 50 mL，称定重量，超声处理 30 
min（功率 250 W，频率 40 kHz），放冷，再称定
重量，用乙醇补足减失的重量，摇匀，用微孔滤
膜（0.2 μm）滤过，取续滤液，即得。
2.2.3　木蝴蝶供试品溶液　称取木蝴蝶 15 g 加水
煎煮 2 次，每次 2 h，第一次加水 300 mL，200
目过滤，第二次加水 225 mL，200 目过滤，合并
滤液，浓缩，离心，取上清液，即得木蝴蝶供试
品溶液。取浓缩液约 0.6 g，精密称定，置锥形瓶
中，精密加入乙醇 50 mL，称定重量，超声处理
30 min（功率 250 W，频率 40 kHz），放冷，再称
定重量，用乙醇补足减失的重量，摇匀，用微孔
滤膜（0.2 μm）滤过，取续滤液，即得。
2.2.4　菟丝子供试品溶液　称取菟丝子 2 g 加水
煎煮 2 次，每次 30 min，第一次加水 40 mL，200
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目过滤，第二次加水 30 mL，200 目过滤，合并
滤液，浓缩，离心，取上清液，即得菟丝子供试
品溶液。取浓缩液约 0.2 g，精密称定，置锥形瓶
中，精密加入乙醇 50 mL，称定重量，超声处理
30 min（功率 250 W，频率 40 kHz），放冷，再称
定重量，用乙醇补足减失的重量，摇匀，用微孔
滤膜（0.2 μm）滤过，取续滤液，即得。
2.2.5　对照品溶液　分别取黄芩苷、木蝴蝶苷 B、
金丝桃苷对照品适量，精密称定，置 10 mL 量瓶
中，加甲醇使溶解，定容至刻度，摇匀，制成 10 
mg·L－ 1 对照品溶液。
2.3　化学成分分析

　　将“2.2.1”项下的供试品溶液，按“2.1”项下
条件进样分析，获得正负离子模式下玉蝴蝶祛斑
膏供试品溶液的总离子流色谱图（TIC），见图 1。
所得数据由 Agilent MassHunter 软件采集，数据
采用 Agilent 软件 Qualitative Navigator（B.08.00）
和 Qualitative Workflows（B.08.00）进行处理。

图 1　玉蝴蝶祛斑膏 UPLC-MS 总离子流图和 UPLC-UV 色谱图

Fig 1　UPLC-MS ion modes diagram and UPLC-UV chromatographic 
diagram of Yuhudie macula-removing
A. 正离子模式（positive ion modes）；B. 负离子模式（negative ion 
modes）；C. 紫外色谱图（UV chromatographic）

　　查阅相关文献报道，收集木蝴蝶，柿叶，菟
丝子的化学成分信息，包括分子式及相对分子质
量等。通过玉蝴蝶祛斑膏样品进行一级质谱分析，
并进行二级质谱扫描，得到化合物的离子碎片信
息，并结合对照品裂解规律以及文献资料对所得
化合物进行鉴定和推测，共鉴定和推测出 19 个
化合物，其中 3 个化合物经对照品比对得到鉴定，
并归属到相应的单味药中，见表 1。
　　组方中化学成分以黄酮类化合物为主，其中
包括木蝴蝶苷 A、木蝴蝶苷 B、黄芩苷、金丝桃
苷、芹菜素等。该类化合物具有相同的母核，由
A、B、C 三个闭环构成，结构见图 2。
　　黄酮类化合物常在 A 环的 C-5 至 C-8，C 环
的 C-3 及 B 环的 C-4' 至 C-5' 与甲基、羟基等取代

基形成不同的化合物，该类化合物常与糖类化合
物缩合形成黄酮苷类化合物，多见丢失糖基的苷
元碎片离子以及环的断裂裂解产生的碎片，母核
中 A 环较稳定，B 环和 C 环连接易断裂，C 环的
1，3 键和 1，4 键易发生 RDA 裂解。黄酮类化合
物离子多会产生特征性的中性丢失，易发生 H2O、
CH3、CO、CO2 等的中性丢失。可根据其特征碎
片离子推断母核上特殊的取代基。
　　以金丝桃苷（化合物 3）为例，通常是 C 环的
C-3 断裂失去一分子葡萄糖。本实验在正离子模式
下可见 m/z 465.1022 [M ＋ H] ＋，m/z 487.0838 [M ＋

Na] ＋，m/z 503.0568 [M ＋ K] ＋，负离子模式下可
见 m/z 463.0883 [M － H]－，二级裂解碎片可见 m/z 
303.0501 [M＋H-Glc]＋，m/z 301.0354 [M－H-Glc]－，
与文献报道信息一致 [18，21-25]，并结合对照品比对，
将化合物 3 鉴定为金丝桃苷，并归属到菟丝子药味，
二级质谱及裂解规律见图 3、4。

图 3　金丝桃苷二级质谱

Fig 3　Secondary mass spectrogram of hyperoside

图 4　金丝桃苷的裂解途径

Fig 4　Fragment pathways of hyperoside

　　以木蝴蝶苷 B（化合物 4）为例，本实验在正离
子模式下可见 m/z 595.1654 [M ＋ H]＋，负离子模式
下可见 m/z 593.1521 [M－H]－，m/z 1187.3075 [2M－

H]－。二级裂解碎片可见 m/z 595.1671 [M ＋ H] ＋，
m/z 433.1132 [M ＋ H-Glc] ＋，m/z 271.0602 [M ＋

H-2Glc] ＋，m/z 269.0460 [M － H-2Glc]－。与文献报

图 2　黄酮类化合物母核

Fig 2　Parent nucleus of flavonoids
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表 1　玉蝴蝶祛斑膏化学成分的 UPLC-Q-TOF-MS/MS分析结果 
Tab 1　UPLC-Q-TOF-MS/MS analysis of chemical components of Yuhudie macula-removing

No tR/min 母离子 m/z 分子式 误差 /×10－ 6 化合物 碎片离子 m/z 来源

1 6.162 549.1612 [M ＋ H] ＋， C26H28O13 － 1.59 未鉴定 [16] 549.1577，531.1476， 木蝴蝶

547.1459 [M － H] －， － 0.83 513.1384，495.1262，

411.1046，393.0962，

547.1460，457.1160，

374.9988

2 6.162 595.1312 [M － H] －， C26H28O16 － 1.44 槲皮素 -3-O-β-D- 半乳 NA 菟丝子

糖 -（2→ 1）-β-D- 芹糖苷 [17]

3 6.688 465.1022 [M ＋ H] ＋， C21H20O12 1.50 金丝桃苷 [18] 303.0501 [M ＋ H-Glc] ＋， 菟丝子

487.0838 [M ＋ Na] ＋， 2.79 463.0889 [M － H] －，

503.0568 [M ＋ K] ＋ 0 301.0354 [M － H-Glc] －

463.0883 [M － H] －， － 0.39

4 7.300 595.1654 [M ＋ H] ＋， C27H30O15 0.59 木蝴蝶苷 B[18] 595.1671 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

593.1521 [M － H] －， － 1.14 433.1132 [M ＋ H-Glc] ＋，

1187.3075 [2M － H] － 271.0602 [M ＋ H-2Glc] ＋，

593.1527 [M － H] －，

269.0460 [M － H-2Glc] －

5 7.566 449.1088 [M ＋ H] ＋， C21H20O11 － 1.79 山柰酚 -3-O-β-D- 葡萄糖

苷 [19]

287.0546 [M ＋ H-Glc] ＋， 柿叶

471.0902 [M ＋ Na] ＋， － 0.50 447.0919 [M － H] －，

487.0634 [M ＋ K] ＋， － 0.40 284.0327 [M － H-Glc] －

447.0938 [M － H] － － 1.10

6 7.702 601.1182 [M ＋ H] ＋， C28H24O15 0.31 未鉴定 601.1191，315.0711， 柿叶

623.0996 [M ＋ Na] ＋， 1.47 599.1041，285.0405，

559.1053 [M － H] －， － 1.59

639.0730 [M ＋ K] ＋， 0

7 7.842 625.1772 [M ＋ H] ＋， C28H32O16 － 1.13 山柰素 -3-O- 葡萄糖 - 葡萄

糖苷 [20]

625.1745 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

623.1628 [M － H] －， － 1.26 463.1224 [M ＋ H-Glc] ＋，

8 7.849 601.1193 [M ＋ H] ＋， C28H24O15 － 0.71 未鉴定 301.0698 [M ＋ H-2Glc] ＋ 柿叶

559.1046 [M － H] －， － 0.20 601.1191，315.0711，

599.1041，285.0405

9 8.068 579.1725 [M ＋ H] ＋， C27H30O14 － 2.63 白杨黄素 -7-O- 双葡萄

糖 [20]

579.1711 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

577.1573 [M － H] －， － 1.74 417.1182 [M ＋ H-Glc] ＋，

255.0648 [M ＋ H-2Glc] ＋

10 8.231 447.0931 [M ＋ H] ＋， C21H18O11 － 2.18 黄芩苷 [18，20] 447.0928 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

445.0783 [M － H] －， － 0.96 271.0602 [M ＋ H-C6H8O6]
＋，

915.1583 [2M ＋ Na] ＋， 1.66 445.0772 [M － H] －，

891.1625 [2M － H] －， 0.08 269.0454 [M － H-C6H8O6]
－

11 8.391 433.1134 [M ＋ H] ＋， C21H20O10 － 0.61 木蝴蝶苷 A[18，20] 433.1133 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

431.0995 [M － H] －， － 2.40 271.0600 [M ＋ H-Glc] ＋，

431.0979 [M － H] －，

269.0454 [M － H-Glc] －

12 8.521 477.1034 [M ＋ H] ＋， C22H20O12 － 1.31 未鉴定 477.1045 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

951.1825 [2M － H] －， 0.25 301.0712 [M ＋ H-C6H8O6]
＋

475.0892 [M － H] －， － 1.55

13 8.620 463.1250 [M ＋ H] ＋， C22H22O11 － 3.01 山柰素 -7-O- 葡萄糖苷 [20] 463.1228 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

301.0699 [M ＋ H-Glc]，

461.1093 [M － H] －， － 0.37 461.1112 [M － H] －，

299.0553 [M － H-Glc] －
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No tR/min 母离子 m/z 分子式 误差 /×10－ 6 化合物 碎片离子 m/z 来源

14 8.850 431.0977 [M ＋ H] ＋， C21H18O10 － 1.14 白杨素 -7- 葡糖醛酸苷 [16] 431.0969 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

429.0836 [M － H] －， － 1.81 255.0647 [M ＋ H-C6H8O6]
＋，

859.1738 [2M － H] －， 0.25 429.0824 [M － H] －，

253.0502 [M － H-C6H8O6]
－

15 9.851 274.2736 [M ＋ NH4]
＋， C16H32O2 1.95 棕榈酸 [18] 274.2737 [M ＋ NH4]

＋， 柿叶、

475.1238 [M ＋ HCOO] －， 1.93 256.2624 [M] ＋ 菟丝子

16 9.981 271.0611 [M ＋ H] ＋， C15H10O5 － 3.32 芹菜素 [18] 271.0605 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

269.0455 [M － H] －， 0.14 253.0490 [M ＋ H-H2O] ＋

17 10.893 255.0657 [M ＋ H] ＋， C15H10O4 － 1.65 白杨黄素 [18] 255.0646 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶

253.0507 [M － H] －， － 0.07 153.0171 [M ＋ H-C8H6]
＋，

253.0502 [M － H] －，

209.0597 [M － H-CO2]
－

18 11.305 415.2120 [M ＋ H] ＋ C29H50O NA β- 谷甾醇 [18] 415.2111 [M ＋ H] ＋， 木蝴蝶、

357.0731 [M ＋ H-CH3-CH（CH3）2]
＋，柿叶、

240.9889，119.0852， 菟丝子

19 12.805 279.1597 [M ＋ H] ＋， C16H22O4 － 2.19 邻苯二甲酸丁酯 205.0865 [M ＋ H-CO2]
＋， 木蝴蝶、

149.0239 [C8H5O3]
＋ 柿叶、

菟丝子

续表 1

道结果一致 [20，24，26]，并结合对照品比对，将化合
物 4 鉴定为木蝴蝶苷 B，并归属到木蝴蝶药味，二
级质谱及裂解规律见图 5、6。

图 5　木蝴蝶苷 B 二级质谱

Fig 5　Secondary mass spectrogram of baicalin-7-diglucoside

图 6　木蝴蝶苷 B 的裂解途径

Fig 6　Fragment pathways of baicalin-7-diglucoside

　　化合物5在正离子模式下可见 m/z 449.1088 [M＋

H] ＋，m/z 471.0902 [M ＋ Na] ＋，m/z 487.0634 [M ＋

K]＋等离子峰，负离子模式下可见 m/z 447.0938 [M －

H]－，二级离子碎片可见 m/z 287.0546 [M＋H-Glc]＋，
m/z 284.0327 [M － H-Glc]－。结合文献报道 [19，27-28]，
推测化合物 5 为山柰酚 -3-O-β-D- 葡萄糖苷，并归属
到柿叶药味，二级质谱及裂解规律见图 7、8。
　　化合物7在正离子模式下可见 m/z 625.1772 [M＋

H]＋，负离子模式下可见 m/z 623.1628 [M － H]－，二
级裂解碎片可见 m/z 463.1224 [M ＋ H-Glc] ＋，m/z 
301.0698 [M ＋ H-2Glc]＋。与文献报道一致 [20]，鉴定

化合物 7 为山柰素 -3-O- 葡萄糖 - 葡萄糖苷。并归属
到木蝴蝶药味，二级质谱及裂解规律见图 9、10。

图 9　山柰素 -3-O- 葡萄糖 - 葡萄糖苷二级质谱

Fig 9　Secondary mass spectrogram of kaempferol-3-O-glucose-glucoside

　　化合物10在正离子模式下可见 m/z 447.0931 [M＋

H]＋，负离子模式下可见 m/z 445.0783 [M － H]－，二
级裂解碎片可见 m/z 271.0602 [M ＋ H-C6H8O6]

＋，
m/z 269.0454 [M － H-C6H8O6]

－，结果与文献报道一
致 [20，24-25]，并经过对照品比对，将化合物 10 鉴定为

图 7　山柰酚 -3-O-β-D- 葡萄糖苷二级质谱

Fig 7　Secondary mass spectrogram of kaempferol-3-O-β-D-glucoside

图 8　山柰酚 -3-O-β-D- 葡萄糖苷的裂解途径

Fig 8　Fragment pathways of kaempferol-3-O-β-D-glucoside
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黄芩苷。并归属到木蝴蝶药味，二级质谱及裂解规律
见图 11、12。

图 11　黄芩苷二级质谱

Fig 11　Secondary mass spectrogram of baicalin

图 12　黄芩苷的裂解途径

Fig 12　Fragment pathways of baicalin

　　化合物 16在正离子模式下可见 m/z 271.0611 [M＋

H]＋，负离子模式下可见 m/z 269.0455 [M － H]－，二
级裂解碎片可见 m/z 253.0490 [M ＋ H-H2O]＋，结果与
文献报道一致 [29]，并经过对照品比对，将化合物 16
鉴定为芹菜素。并归属到木蝴蝶药味，二级质谱及裂
解规律见图 13、14。

图 13　芹菜素二级质谱

Fig 13　Secondary mass spectrogram of apigenin

图 14　芹菜素的裂解途径

Fig 14　Fragment pathways of apigenin

　　化合物17在正离子模式下可见 m/z 255.0657 [M＋

H]＋，负离子模式下可见 m/z 253.0507 [M － H]－，二
级裂解碎片可见 m/z 153.0171 [M ＋ H-C8H6]

＋，m/z 
209.0597 [M － H-CO2]

－，上述结果与文献报道数据一
致 [24，29-30]，故将化合物 17 鉴定为白杨黄素。并归属

到木蝴蝶药味，二级质谱及裂解规律见图 15、16。

图 15　白杨黄素二级质谱

Fig 15　Secondary mass spectrogram of chrysin

图 16　白杨黄素的裂解途径

Fig 16　Fragment pathways of chrysin

　　白杨黄素也可发生 RDA 裂解，二级质谱及
裂解规律见图 17、18。

图 17　白杨黄素的 RDA 二级质谱

Fig 17　Secondary mass spectrogram of chrysin

图 18　白杨黄素的 RDA 裂解途径

Fig 18　RAD Fragment pathways of chrysin

　　玉蝴蝶祛斑膏中检出的归属于木蝴蝶、柿叶、
菟丝子的成分主要是黄酮类成分，而木蝴蝶、柿
叶、菟丝子中的主要活性成分也均为黄酮类成分。
3　讨论

　　本研究对色谱条件进行了优化，考察了不同色
谱柱，柱温及洗脱梯度等，最后选择了 phenomenex 
Luna Omega Polar C18（2.1 mm×100 mm，1.6 μm）
色谱柱，流动相为 0.2% 乙酸水 - 乙腈系统，柱温为
25℃，此色谱条件的分离效果较好。
　　玉蝴蝶祛斑膏中的成分不尽相同，正离子模
式适用于检测杂原子化合物，负离子模式更适用
于多羟基的化合物。因此，本研究采用了两种离
子扫描模式（ESI ＋和 ESI－）对玉蝴蝶祛斑膏中
间体及各药味的成分进行鉴定，共鉴定了 15 个
化合物，大多数为黄酮类化合物，其中包括黄芩
苷、木蝴蝶苷 B、木蝴蝶苷 A 等化合物，以及四

图 10　山柰素 -3-O- 葡萄糖 - 葡萄糖苷的裂解途径

Fig 10　Fragment pathways of kaempferol-3-O-glucose-glucoside
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环三萜类化合物β- 谷甾醇。并通过对照品比对指
认出黄芩苷、木蝴蝶苷 B 及金丝桃苷 3 个化合物，
由于目前对玉蝴蝶祛斑膏相关研究报道较少，且
部分成分存在多种同分异构体，导致一些响应较
好的色谱峰为未鉴定出的成分，这一部分内容需
要在后续研究中继续挖掘和探索。
　　本研究建立了基于 UPLC-Q-TOF-MS 技术的
分析方法，对中药复方制剂玉蝴蝶祛斑膏的中间
体及其药味的化学成分进行了较为全面的分析，
所鉴别的化合物可全面反映其化学物质基础，本
研究对玉蝴蝶祛斑膏的工艺开发、质量控制和临
床应用具有重要的参考意义。
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高效液相色谱法测定人血浆中奥希替尼的浓度

董馨蔚，倪美鑫，夏娴娴，王慧芳，朱罗晨，顾海娟*（南通大学附属肿瘤医院/南通市肿瘤医院药剂科，江苏

　南通　226300）

摘要：目的　建立一种快速、简便检测人血浆中奥希替尼浓度的高效液相色谱法（HPLC），

并应用于临床。方法　色谱柱：Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 柱（4.6 mm×150 mm，

4 μm）；流动相：磷酸二氢钾（pH 3.6）- 乙腈＝ 68.5∶31.5（V/V），流速：1 mL·min － 1；柱

温：30℃，进样量：20 μL。结果　色谱图显示奥希替尼与杂质分离良好，奥希替尼线性范围

是 62.50 ～ 2500.00 ng·mL － 1（R2 ＝ 0.9991）；定量下限变异系数为 4.4%；日内、日间精密

度相对标准偏差小于 8.0%，方法回收率在 85% ～ 115%，稳定性试验相对标准偏差小于 10%，

方法学考察符合要求。应用该方法对 10 位口服甲磺酸奥希替尼的非小细胞肺癌患者进行血药

浓度检测，奥希替尼血药浓度在 112.694 ～ 539.877 ng·mL － 1。结论　该方法简便准确，成本

低廉，可操作性强，可应用于临床奥希替尼血药浓度的检测。

关键词：高效液相色谱；奥希替尼；血药浓度；临床应用

中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3234-05
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Determination of osimertinib in human plasma by high performance  
liquid chromatography

DONG Xin-wei, NI Mei-xin, XIA Xian-xian, WANG Hui-fang, ZHU Luo-chen, GU Hai-juan* 
(Department of Pharmacy, Affiliated Tumor Hospital of Nantong University/Nantong Tumor Hospital, 
Nantong  Jiangsu  226300)

Abstract: Objective  To establish a rapid and simple method to determine osimertinib in human 
plasma by high performance liquid chromatography, and use it in clinical practice. Methods  The 
column was Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (4.6 mm×150 mm, 4 μm), the mobile phase 
was potassium dihydrogen phosphate (pH 3.6)-acetonitrile (68.5∶31.5, V/V) with a flow rate of 1 
mL·min－ 1, the column temperature was 30℃ , and the injection volume was 20 μL. Results  The 
chromatogram showed that osimertinib was well separated from the impurities. The linear ranges of 
plasma osimertinib concentrations was 62.50 ～ 2500.00 ng·mL－ 1 (R2 ＝ 0.9991); the variation 
coefficients of the lower limit of quantification was 4.4%; the relative standard deviation of intra-
day and inter-day precision was less than 8.0%; the recovery rate was 85% ～ 115%, and the relative 
standard deviation of stability test was less than 10%. The methodology met the requirements. The 
established method was used for 10 patients with non-small cell lung cancer who received osimertinib 
orally. The concentration of osimertinib in the plasma ranged 112.694 ～ 539.877 ng·mL－ 1. 
Conclusion  This method is simple, accurate with low cost and highly manipulable, which is suitable 
for clinical detection of plasma osimertinib concentration. 
Key words: high performance liquid chromatography; osimertinib; plasma concentration; clinical 
application
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　　肺癌是世界高发的恶性肿瘤之一，亦是我国
发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，且呈年轻化，
严重威胁人们的生命安全；其中非小细胞肺癌
（non-small cell lung cancer，NSCLC）是肺癌中最
常见的组织类型 [1-3]。甲磺酸奥希替尼（osimertinib 
mesylate）是第三代表皮生长因子受体 - 酪氨酸
激酶抑制剂（epidermal growth factor receptor-tyro-
sine kinase inhibitor，EGFR-TKI），可用于 EGFR 
T790M 突变阳性的局部晚期或转移性 NSCLC 患
者的治疗。国外研究发现，服用相同剂量甲磺酸
奥希替尼的患者，其血药浓度存在较大的个体化
差异 [4]；且皮疹、腹泻等不良反应在高血药浓度
患者中更容易出现 [5]。FDA 颁布的《口服靶向抗
肿瘤药物的治疗药物监测》（2021 年版）中指出，
奥希替尼血药浓度与患者疗效及安全性密切相
关 [6]，故临床上很可能出现不良反应或疗效低的
风险。因此，奥希替尼血药浓度监测在临床患者
科学制订合理用药方案及精准个体化治疗中具有
重要意义。本文拟通过建立一种快速，简便，可
操作性强的高效液相色谱法，测定人血浆中奥希
替尼的浓度，并应用于临床为后续血药浓度相关
深入研究提供技术支持。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦
科技有限公司）；KQ-500DY.A 型超声波清洗机
（昆山市超声仪器有限公司）；GZX-9246 MBE 
数显鼓风干燥箱（上海博讯实业有限公司医疗设
备厂）；DN-12W 水浴加热氮吹仪（上海楚定分
析仪器有限公司）；分析型 1010A 摩尔超纯水
机（上海摩勒科学仪器有限公司）；AP-01P 真空
泵（天津奥特赛恩斯仪器有限公司）；BS100S 电
子天平 [ 赛多利斯（北京）科学仪器有限公司 ]；
XW-80A 漩涡混合器（上海精科实业有限公司）；
Minnisin 离心机、5702 离心机（德国 Eppendorf）。
1.2　试药

　　甲磺酸奥希替尼对照品（Zzstandard 生物科技有
限公司，批号：ZC-49637，纯度：99.78%）；乙酸
乙酯（汕头市西陇化工厂有限公司，批号：090701，
含量≥ 99.5%）；磷酸二氢钾（批号：09070460325，
含 量 ≥ 99.5%）、 氢 氧 化 钠（批 号：180408138E，
含 量 ≥ 96%）、 磷 酸（批 号：10051810 542， 含
量≥ 85%）（南京化学试剂有限公司）；甲醇、乙腈
（国药集团化学试剂有限公司）。
　　空白血浆为江苏省南通市肿瘤医院体检人群

血浆，未服用过甲磺酸奥希替尼药品。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-
C18 柱（4.6 mm×150 mm，4 μm）；流动相：磷
酸二氢钾（pH 3.6）- 乙腈＝ 68.5∶31.5（V/V），
流速：1 mL·min－ 1；柱温：30℃，检测波长：
251 nm，进样量：20 μL。
2.2　溶液配制

2.2.1　标准曲线工作溶液的配制　精密称取甲磺
酸奥希替尼对照品 10.0 mg，用甲醇溶解并定容
于 10 mL 量瓶中，得到 1 mg·mL－ 1 的甲磺酸
奥希替尼储备液。精密吸取甲磺酸奥希替尼储备
液，用甲醇进行稀释，得到系列浓度对照品溶
液，分别为 25 000.0、12 500.0、5000.0、2500.0、
1250.0 和 625.0 ng·mL－ 1，在－ 20℃条件下保存，
作为标准曲线工作液。
2.2.2　质控品溶液的配制　精密吸取“2.2.1”项
下甲磺酸奥希替尼储备液，用甲醇进行稀释，得
到甲磺酸奥希替尼低、中、高浓度质控品溶液，
分别为 1250.0、5000.0、18 750.0 ng·mL－ 1。
2.3　血浆样品制备

2.3.1　标准曲线血浆样品的制备　分别移取
“2.2.1”项下的甲磺酸奥希替尼标准曲线工作液
22 μL，加入 198 μL 空白血浆，涡旋 40 s，混合
制成不同浓度的甲磺酸奥希替尼标准曲线血浆
样品（质量浓度分别为 2500.0、1250.0、500.0、
250.0、125.0 和 62.5 ng·mL－ 1）。
2.3.2　质控品制备　使用移液枪分别移取“2.2.2”
项下配制的低、中、高浓度的甲磺酸奥希替尼质控
品溶液 22 μL，加入 198 μL 空白血浆，涡旋 40 s，
混合制成低、中、高浓度的甲磺酸奥希替尼质控品
（质量浓度分别为 125.0、500.0、1875.0 ng·mL－ 1）。
2.4　样品处理

　　取血浆样品 220 μL 于 1.5 mL 无菌 Ep 管中，
加入 0.1 mol·L－ 1 NaOH 100 μL，涡旋 40 s；加入
1000 μL 乙酸乙酯，涡旋 5 min 后，离心（13 400 
r·min－ 1，8 min）；用移液枪取上清液 850 μL 置
1.5 mL Ep 管中，氮气吹干；取 200 μL 流动相复溶，
涡旋 5 min 后，离心（13 400 r·min － 1，8 min），
取上清液至进样瓶中，待进样分析。若为患者血
液样品，先进行离心（4400 r·min － 1，10 min），
取上清液再进行上述步骤，将上清液置于－ 20℃
条件下保存。
2.5　方法学考察
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2.5.1　专属性　分别取空白血浆、空白血浆加入甲
磺酸奥希替尼对照品以及患者口服甲磺酸奥希替尼
后血浆样品，在“2.1”项色谱条件下进样检测。结

果见图 1，奥希替尼保留时间在 6.8 min 左右；血
浆样品分离测定不受内源性物质等杂质峰干扰。

图 1　奥希替尼 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatograms of osimertinib
A. 奥希替尼对照品溶液（standard solution）；B. 空白血浆（blank human plasma）；C. 空白血浆＋奥希替尼对照品（blank plasma spiked with 
osimertinib）；D. 服药后血浆样品（plasma sample after the administration）

2.5.2　标准曲线与定量下限　取“2.3”项下的甲磺
酸奥希替尼标准曲线血浆样品，在“2.1”项色谱
条件下检测分析，每个浓度平行 5 组，以质量浓
度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y）进行线性
回归，拟合得到奥希替尼标准曲线方程为：Y ＝

0.029 09X ＋ 0.001 58（R2 ＝ 0.9991）。取“2.3”项
下甲磺酸奥希替尼标准曲线最低点浓度的血浆样
品（62.50 ng·mL－ 1）平行 6 组，作为定量下限浓
度血浆样品，在“2.1”项色谱条件下进样，计算其
定量下限的变异系数为 4.4%。
2.5.3　回收率与精密度　取“2.3”项下所制备的
甲磺酸奥希替尼定量下限，低、中、高质控品样
品，每个浓度设置 5 个平行组，在“2.1”项色谱
条件下同日进样，并计算回收率及日内精密度；
连续进样 3 d，计算方法日间精密度。结果显示，
奥希替尼定量下限，低、中、高浓度质控样品的
回收率均在 85% ～ 115%；日内精密度 RSD 分别
为 4.4%、1.8%、7.0% 和 1.9%；日间精密度 RSD
分别为 4.3%、2.8%、5.2% 和 1.7%。结果表明回
收率与精密度结果符合要求。
2.5.4　稳定性　取“2.3”项下制备的甲磺酸奥希替
尼低、中、高质控样品，每个浓度设置 3 个平行

组，分别考察样品在 4 ℃条件下放置 12 h、反复
冻融 3 次以及－ 80℃环境放置 30 d 的稳定性。结
果显示奥希替尼质控样品在 4 ℃放置 12 h、反复
冻融 3 次和－ 80℃ 放置 30 d 条件下 RSD 分别在
0.98% ～ 6.3%、2.7% ～ 9.9%、2.3% ～ 8.2%， 表
明该方法稳定性符合要求，短期、长期、反复冻
融的储存条件并不影响本方法对样品的准确测定。
2.6　统计学方法

　　所有样本均为独立样本，且重复 3 次。数据
处理采用 Data Analysis 工作站，数据分析采用 
Excel 软件计算均值、标准差，结果采用均数 ±

标准差（x±s）表示，日内、日间精密度用 RSD
进行评价。
2.7　血药浓度监测的临床应用

　　根据建立的检测方法，选择口服甲磺酸奥希
替尼的 NSCLC 患者血样进行验证与应用。纳入
标准：① 明确诊断为 NSCLC 的患者；② 规律且
连续口服甲磺酸奥希替尼大于 1 个月，依从性良
好，未出现漏服和少服药物的现象；③ 男女不限，
年龄≥ 18 岁；④ 患者参与研究前被告知目的，
且愿意接受并签署知情同意书；⑤ 临床资料齐全，
随访信息完整者。排除标准：① 口服甲磺酸奥希
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替尼小于 1 个月；② 双靶治疗，即同时服用甲磺
酸奥希替尼及其他靶向药物；③ 依从性较差；④ 
沟通、认知障碍等；⑤ 预计生存期＜ 3 个月。于
患者第二日服药前 2 ～ 3 h 进行采血。本课题已
获得南通市肿瘤医院伦理委员会的批准 [ 审批号：
通肿伦审（科研）2022-064]，涉及血样的患者或

家属已签署《知情同意书》。本研究选择了 10 名
口服甲磺酸奥希替尼片（泰瑞沙，As traZeneca 
AB， 批 号：MMNF/2208514、MMPD/2210522）
的 NSCLC 患者进行验证与应用。其中男性 4 例，
女性 6 例，所有患者用法用量均为 80 mg po qd，
具体结果见表 1。

表 1　HPLC法检测临床 NSCLC患者奥希替尼血药浓度结果 
Tab 1　Plasma drug concentration of osimertinib in NSCLC patients detected by HPLC

性别
年龄 /
岁

身高 /
cm

体重 /
kg

谷丙转氨酶 /
（U·L － 1）

谷草转氨酶 /
（U·L － 1）

肌酐 /
（μmol·L － 1）

血药浓度 /
（ng·mL － 1）

临床诊断

女 75 155 47   6 16 65 539.877 右肺恶性肿瘤；慢性乙型病毒肝炎

女 62 147 58   9 18 64 112.694 右肺下叶浸润性腺癌术后，EGFR-21 突变

女 47 158 50   9 19 43 134.283 左肺腺癌，EGFR-21、L858R 突变，T790M 突变

男 69 163 66 20 26 71 214.514 左肺恶性肿瘤，EGFR-19Del 突变，T790M 突变

女 72 156 52   9 19 65 182.317 右肺上叶腺癌术后（pT3N1M0）

男 52 170 60 25 26 92 128.549 右肺上叶癌术后脑转移，EGFR-L858R 突变

男 65 163. 58 16 23 96 174.043 左肺腺癌，EGFR-19Del 突变

男 79 173 65 13 24 101 285.325 右肺腺癌，EGFR-L858R 突变

女 75 160 45   8 17 106 146.455 右肺腺癌，EGFR-L858R 突变

女 58 150 51 53 36 61 197.145 右肺腺癌，EGFR-L858R 突变

3　讨论

3.1　奥希替尼血药浓度监测方法

　　目前，关于奥希替尼血药浓度的检测方法有
HPLC 法 [7]、液相色谱 - 质谱法（LC-MS/MS）[8]、
超高效液相色谱 - 质谱法（UPLC-MS/MS）[9]、基
质辅助激光解吸 / 电离法（MALDI）/MS[5] 等；
UPLC-MS/MS 方法专属性好且准确度高，是目
前定量药物在血浆中的药代动力学分析和患者监
测的黄金标准 [5]；但其基质效应对定量检测影响
较大，且仪器昂贵，检测成本及对人员、环境的
要求较高，不适用于医院治疗药物监测的广泛使
用。相比液质联用的方法，HPLC 法灵敏度较低，
但其成本低廉，可操作性强，对流动相离子浓度
变化影响不显著，对实验室环境（如温度、湿度）
等实验要求不高，可推广应用于各级别医疗机
构，为临床制订个体化用药方案提供参考。
3.2　奥希替尼血浆样品的处理

　　奥希替尼具有与亲核细胞及人血浆蛋白形成 
Michael 加合物的能力 [9-11]。国外有研究表明，奥
希替尼在人血浆中高度不稳定 [12]，Michael 加合
物的形成可能是奥希替尼在人血浆中可测浓度不
稳定的原因之一 [9]。Veerman 等 [9] 对此进行了更
为深入的稳定性实验，研究结果表明：环境温度
下，人血浆中奥希替尼浓度在 3 h 内保持稳定；
在 T ＝ 0℃条件下，奥希替尼在人血浆中稳定至

少24 h。且在相同的暴露条件下，环境温度在 T＝

37℃时，奥希替尼在全血中的稳定性几乎是在血
浆中的 5 倍；室温条件下，人血浆中奥希替尼浓
度至少在 5 h 内保持稳定。因此，在实际临床检
测患者奥希替尼血药浓度时，应注意血浆样品的
存放时间和条件，于抽血后 3 h 内完成血浆样品
的制备并进行检测为佳；若无法立即进行血药浓
度检测，可于 0 ℃环境下全血存放 24 h，以避免
长时间放置不稳定引起的血药浓度检测差异。
　　奥希替尼分子量为 426，水溶性较差，亲脂 
性强 [13]，本研究考虑奥希替尼这一特点，采用乙
酸乙酯液液萃取的方法进行样品预处理，该方法
相对于固相萃取法操作简便、蛋白沉淀法灵敏度
好，提取方便效率高 [7]。
3.3　奥希替尼血药浓度监测的临床应用及影响因素

　　甲磺酸奥希替尼作为目前治疗 NSCLC 的一
线靶向药物，临床使用广泛；其所致的不良反应
累及全身多个系统 / 器官，例如呼吸系统、消化
系统、心血管系统等，且不乏严重和新的不良反
应 [14]。研究显示，对于服用相同剂量奥希替尼的
患者，奥希替尼血药浓度存在个体间差异，药物
不良反应发生情况与奥希替尼血药浓度存在相关
性 [4，15]；因此，奥希替尼血药浓度监测在临床精
准治疗中具有重要意义。甲磺酸奥希替尼主要通过
CYP3A4 和 CYP3A5 代谢，平均半衰期为 38 h[16]。
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有研究表明，患者同时服用氨氯地平可导致奥希替
尼血药浓度升高，这可能与氨氯地平为 CYP3A 弱
抑制剂有关 [7]；当奥希替尼与 CYP3A 诱导剂（如
利福平）联用时，会导致患者奥希替尼的血药浓度
下降，显著降低其药物活性 [17]。但食物不会影响
奥希替尼生物利用度，且同时服用奥美拉唑，改变
胃内环境 pH，对奥希替尼血药浓度亦未产生显著
影响 [18]。目前，有关奥希替尼血药浓度影响因素
的研究报道甚少，国内外也未见基于患者年龄、性
别、体重、种族、吸烟状况等与其血药浓度相关
性的研究 [19]。奥希替尼血药浓度监测尚未在国内
临床实践中广泛开展，这可能与其监测方法要求
高、中国人群奥希替尼治疗窗尚未明确以及监测
意识缺乏有关 [20]。本研究对所建立的高效液相色
谱法进行了临床应用，结果显示服用相同剂量甲
磺酸奥希替尼的 NSCLC 患者，其血药浓度结果在
112.694～539.877 ng·mL－1，存在较大个体间差异。
　　本研究主要通过高效液相色谱仪建立一种检
测人血浆中奥希替尼浓度的方法，并于临床进行
验证与应用。方法学研究结果显示专属性，灵敏
度，日内、日间精密度及稳定性良好。本方法较
LC-MS/MS 法操作要求低、无基质效应且成本较
为低廉，可用于临床奥希替尼血药浓度的检测，
亦可为后续血药浓度相关深入研究提供技术支持。
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功能化氧化石墨烯搭载双氯芬酸对大鼠膝骨关节炎的药效研究

薛泽宇，庞铭诗，刘元艳*（北京中医药大学中药学院，北京　100102）

摘要：目的　合成 PEP-PEG-GO/DIC 纳米片并研究其对膝骨关节炎（KOA）大鼠的药效。方
法　通过红外、电镜、粒径及电位表征 PEP-PEG-GO/DIC，并检测其载药量、释药曲线，然后

通过膝关节给药治疗 KOA 模型大鼠，观察病理、免疫组化染色以及测定 TNF-α、IL-6、MMP-
13 在大鼠膝关节组织匀浆中的含量，对比 PEP-PEG-GO/DIC 与双氯芬酸（DIC）单药的治疗

效果。结果　合成的 PEP-PEG-GO/DIC 为不规则片状，电位为（18.3±0.9）mV，平均直径为

（402.7±5.4）nm。PEP-PEG-GO/DIC 相较于单独 DIC 药物组对 KOA 模型大鼠病理损伤更轻，

炎症和疾病标志物含量更低。结论　PEP-PEG-GO/DIC 能够提高 DIC 对于 KOA 的治疗作用，

能够在关节腔内注射后持续缓慢释放药物，延长药物在关节内的停留时间，提高治疗效率，

并且有效缓解 KOA 的软骨损伤，减少炎症因子，具有生物安全性。

关键词：膝骨关节炎；氧化石墨烯；双氯芬酸；功能化纳米片
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Effect of functional graphene oxide with diclofenac on  
knee osteoarthritis in rats

XUE Ze-yu, PANG Ming-shi, LIU Yuan-yan* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University 
of Chinese Medicine, Beijing  100102)

Abstract: Objective  To synthesize PEP-PEG-GO/DIC nanosheets and determine the effect on 
knee osteoarthritis (KOA) in rats. Methods  PEP-PEG-GO/DIC was characterized by NIR, electron 
microscope, particle size and zeta potential, and its drug loading and release curve were measured. Then, 
KOA model rats were treated via knee joint administration. The pathological and immunohistochemical 
stainings were observed, and the content of TNF-α , IL-6 and MMP-13 in the knee joint tissue 
homogenate of rats was determined. The therapeutic effect of PEP-PEG-GO/DIC was compared with 
that of diclofenac monotherapy. Results  The synthesized PEP-PEG-GO/DIC was irregular, fragments 
with a potential of (18.3±0.9) mV and an average diameter of (402.7±5.4) nm. Compared with the 
DIC alone, KOA model rats had less pathological damage and lower levels of inflammation and disease 
markers. Conclusion  PEP-PEG-GO/DIC can improve the therapeutic effect of DIC on KOA, and can 
release drugs slowly and continuously after intraarticular injection. It can prolong the residence time of 
drugs in joints, effectively alleviate the cartilage injury of KOA, reduce the inflammatory factor and side 
effects of DIC, and it is biosafe. 
Key words: knee osteoarthritis; graphene oxide; diclofenac; functionalized nanosheet

作者简介：薛泽宇，男，硕士研究生，主要从事新型纳米药物研究，email：913059627@qq.com　* 通信作者：刘元艳，女，研究员，

主要从事中药药效物质基础研究，email：yyliu_1980@163.com

　　骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种由年
龄、肥胖、炎症、创伤及遗传因素等多种因素引
起的慢性退行性疾病，易发生于中老年人群，发
病率高且预后差。其中以膝骨关节炎（knee os-
teoarthritis，KOA）最为常见，在65岁以上膝痛的

中老年人群中患病率超过 50%[1]，75 岁以上超过
80%[2-3]。临床表现为关节疼痛、关节活动受限及
关节畸形，病理表现包括软骨破坏、增生及骨赘
形成。目前的治疗策略主要包括关节镜、关节置
换术等可能损伤关节的手术治疗以及抗炎、软骨
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修复等为目的的药物治疗。双氯芬酸（diclofenac，
DIC）为一线非甾体抗炎药（nonsteroidal antiin-
flammatory drugs，NSAIDs），能够抑制炎症发生
且促进软骨形成，相较于塞来昔布治疗起效速度
更快 [4]。周志洁等 [5] 通过膝关节注射复方双氯芬
酸钠研究其对 KOA 大鼠的影响，发现其可以起
到修复软骨、抑制炎症因子的作用。尽管 DIC 对
KOA 的抗炎镇痛效果较好，但长期使用会导致胃
肠道损伤、肾损伤、肝损伤等器官的损伤，限制
了其临床使用。针对 KOA 的发病特点，局部关
节腔注射法给药的疗效优于口服给药，且可降低
药物对患者全身的不良反应 [6-7]，但在关节药物
注射治疗中，滑膜关节的屏障和清除作用是很大
的挑战。由于滑液交换，关节注射的小分子药物
将迅速被清除，治疗时，需要增加注射频率，但
会造成额外的损伤，并使患者依从性降低。纳米
药物递送系统如金属纳米颗粒、脂质体及水凝胶
等用于 KOA 治疗药物时，可延长小分子在关节
腔中的停留时间 [8-12]。
　　氧化石墨烯（graphene oxide，GO）是由石
墨烯经过氧化作用得到的二维纳米材料，具有
高比表面积、高透光率、高强度、高柔韧性、光
致发光能力、良好的导电性和导热性等特性，还
具有边缘亲水中间疏水、高度可调节性等化学
性质，以及抗菌、抗炎、润滑、清除活性氧等
生物学性质 [13]。GO 的边缘富有活跃的羧基、羟
基、环氧基等基团，在生物环境内 GO 会与蛋
白、细胞等作用而对其造成损伤，因此需要对其
进行功能化修饰来增加其稳定性。对 GO 表面进
行功能化修饰分为共价和非共价修饰两种。共
价修饰是依靠 GO 表面具有能够进行酯化、酰化
等共价修饰的含氧基团。非共价修饰主要是依
靠π-π 共轭、氢键、范德华力、离子反应等分子
间作用力。在使用生物相容性好的材料如聚乙二
醇（polyethylene glycol，PEG）， 对 GO 修 饰 后
增强了其稳定性，改善了其亲水性，减小了不良
反应，更能够发挥其优势 [14]。并且，GO 结构中
有π 电子基团，能够通过π-π 堆叠作用力吸附含
有苯环的分子，提高药物的装载能力。DIC 结构
中含有苯环，因此适合用功能化 GO 装载实现缓
释，提高局部药物浓度，降低其不良反应。关节
软骨基质中的胶原蛋白有许多种，其中Ⅱ型胶原
蛋白占 90% ～ 95%[15]。KOA 病理状态下，关节
软骨的蛋白聚糖丢失，软骨基质降解导致了Ⅱ型
胶原蛋白暴露在关节腔中，因此，可以利用具有
与胶原蛋白结合能力的物质实现关节软骨的靶向
递送。Rothenfluh 等 [16] 利用噬菌体展示技术筛选

出了胶原靶向肽（collagen peptide，PEP，序列为 
WYRGRL），相较于干扰肽修饰，经过靶向肽修
饰的纳米粒子在关节软骨中的含量高出 70 多倍。
研究表明，PEP 修饰的纳米粒子在关节腔内的半
衰期相较于未修饰的纳米粒子延长了 12 倍 [17]。
此外，KOA 关节腔内大量的炎性细胞浸润，pH
值从生理状态下的中性变为弱酸性。同时在细胞
外基质（extracellular matrix，ECM）中还存在着
天然带有弱酸性的黏多糖，使 ECM 表面呈现弱
负电，这一静电作用使得带正电的粒子便于进入
软骨下骨深处 [18]。而 PEP 为带正电的粒子，用其
修饰 GO 后能够使纳米药物更容易靶向软骨下骨。
　　本研究设计了一种靶向软骨下骨的功能化 GO
纳米片装载 DIC，通过 PEG 修饰改善 GO 的溶解
性和生物相容性，利用 PEP 与Ⅱ型胶原蛋白特异
性结合的能力实现靶向递送，同时 PEP 带正电，
能够使电位上升，便于使载体通过负电黏多糖网
络达到软骨下骨进行治疗，缓慢释放药物。因此，
合成得到的 PEP-PEG-GO/DIC 纳米片具有生物相
容性良好、靶向性强、载药量高等优势，为 KOA
的局部给药治疗提供了一种可选择的有效方案。
1　材料
1.1　仪器
　　电子分析天平（德国 Sartorius，万分之一），
TCQ-250 超声清洗器（北京医疗设备二厂），傅
里叶变换红外光谱仪、高速冷冻离心机、酶标仪
（赛默飞世尔科技公司），透射电子显微镜（日本
JEM-1400Flash），扫描电子显微镜（日本 JSM-
IT200），紫外分光光度计（上海佑科），磁力搅拌
器（科瑞仪器有限公司），粒径电位仪（英国马尔
文公司 Zetasizer Nano-ZS90），冷冻干燥机（日本
JEM-1400），恒温水浴锅（日本 EYELA 公司），
注射器（欧健医用器材公司），盖玻片、防脱载玻
片（美国 Corning），脱钙机（湖南康利来医疗器
械公司），移液枪、离心机（Eppendorf），恒温水
浴锅（上海精宏实验设备有限公司），超纯水机
（Millipore）。
1.2　试药
　　氧化石墨烯分散液（先丰纳米，2 mg·mL－ 1，
50 ～ 200 nm），氨基聚乙二醇巯基（NH2-PEG-
SH，MW：2000，上海芃硕生物），Ⅱ型胶原靶向
肽（PEP，序列为 WYRGRL，西安瑞禧生物），
双氯芬酸钠（CAS 号：15307-79-6，上海源叶生
物，HPLC ≥ 99%），氢氧化钠、盐酸（国药化学
试剂有限公司），1- 乙基 -（3- 二甲基氨基丙基）
碳酰二亚胺（EDC，含量：98.5%，麦克林），N-
羟基丁二酰亚胺（NHS，99%，上海源叶生物），
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氯乙酸钠（迈瑞尔），30% 过氧化氢（AR，北京
化工厂），碘乙酸钠（麦克林），戊巴比妥钠（青
岛捷世康生物科技公司），碘伏（上海展云化工公
司），EDTA 脱钙液、4% 多聚甲醛、苏木素 - 伊
红染色试剂盒、改良番红 O- 固绿软骨染色液（北
京索莱宝科技有限公司），生理盐水（金山化学有
限公司），免疫组化试剂盒（北京中杉金桥科技
有限公司），基质金属蛋白酶 -13（MMP-13）一
抗（美国博士德），大鼠肿瘤坏死因子（TNF）-α、
白细胞介素（IL）-6、MMP-13 ELISA 试剂盒（武
汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）。
1.3　动物

　　SPF 级雄性 Wistar 大鼠 15 只来自斯贝福（北
京）生物技术有限公司，体重均为 200 g 左右，
许可证编号 SCXK（京）2019-0010。
2　方法
2.1　合成路线
　　制备过程如图 1 所示。GO 经过羧基化后，
和 NH2-PEG-SH 分子中的氨基发生酰胺化反应，
使 PEG 连接到 GO 表面，随后利用 PEG 一段的
巯基与 PEP 中的巯基形成二硫键，制备获得 PEP-
PEG-GO，最后通过 GO 结构中间的π-π 堆叠吸附
带有苯环结构的 DIC，获得 PEP-PEG-GO/DIC。

图 1　PEP-PEG-GO/DIC 的合成过程

Fig 1　Synthesis of PEP-PEG-GO/DIC

2.1.1　GO 的羧基化　首先量取 50 mL GO 分散液
置于烧杯中，称取 5.0 g 氯乙酸钠和 5.0 g 氢氧化
钠，溶于装有 GO 分散液的烧杯中，室温下用磁
力搅拌器搅拌 2 h。用盐酸调节 pH 至 7，得到的溶
液在室温下透析 48 h，经过干燥得到羧基化 GO。
2.1.2　PEG 修 饰 GO　 称 取 40 mg 的 NH2-PEG-
SH 加入烧杯中，加适量蒸馏水溶解。称取 100 
mg EDC 和 50 mg NHS 加入 PEG 溶液中，室温搅
拌 3 h。称取 25 mg 干燥的羧基化 GO 于适量蒸馏
水中，称取 25 mg EDC 和 50 mg NHS 加入 GO 悬
液中，室温搅拌 3 h。随后将搅拌好的 NH2-PEG-
SH 溶液逐滴加至搅拌好的 GO 混悬液中，室温下
搅拌 24 h，得到的溶液在室温下透析 48 h，采用
水作为透析液，经过干燥得到黑色的 PEG-GO。
2.1.3　PEP-PEG-GO 的合成　称取适量 PEG-GO
于烧杯中，加入蒸馏水，超声 10 min。称取适量
PEP 加入混悬液，加入适量 30% 过氧化氢，室温
下搅拌 24 h。以水为透析液透析 48 h，干燥得到
PEP-PEG-GO。
2.1.4　PEP-PEG-GO/DIC 的合成　称取干燥的
PEP-PEG-GO 10 mg，加入 10 mL PBS 中，超声

10 min 制成混悬液，加入 10 mL 的 2 mg·mL－ 1

的双氯芬酸钠溶液，以 500 r·min－ 1 在室温下
搅拌 3、6、12、20、24 h，反应完成后，4℃、
10 000 r·min－ 1 离心，保留上清液以备后续实验，
沉淀干燥后得到 PEP-PEG-GO/DIC。
2.2　PEP-PEG-GO 的表征
2.2.1　GO、GO-COOH、PEG-GO、PEP-PEG-GO
的红外光谱　用傅里叶变换红外光谱仪对产物的
红外光谱进行表征。将干燥的纳米颗粒样品按照
质量分数 1∶100 与溴化钾粉末混合，为防止吸
收水分，将其置于烘灯下充分研磨。将研磨好的
样品放在压片模具上，将其压成均匀的样品薄
片，迅速将样品薄片置于红外光谱仪进行检测。
检测时红外光谱分析仪的分辨率为 0.5 cm－ 1，信
噪比为 40 000∶1，波数范围为 4000 ～ 400 cm－ 1。
2.2.2　GO、PEG-GO、PEP-PEG-GO 的 Zeta 电
位与粒径　分别取适量 GO、PEG-GO、PEP-PEG-
GO 分散于水中，使得质量浓度为 0.1 mg·mL－ 1，
超声 30 min 后，转移到测量皿中，使用粒径电位
仪测定其粒径以及电位，参数设置为 25℃，平衡
时间为10 s，测量均重复3次，最终结果取平均值。



3242

Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 　中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期

2.2.3　PEP-PEG-GO/DIC 的形貌分析　使用扫描
电子显微镜对 PEP-PEG-GO/DIC 的形貌进行分
析。将干燥后的样品研磨处理后，置于加速电压
为 200 kV 的电子显微镜下观察。根据照片中各处
灰度不同，可看出其形态。
　　使用透射电子显微镜对 PEP-PEG-GO/DIC 的
形貌进行分析。取适量样品分散于水中，并滴于
铜片上，由于 GO 具有导电性，所以不需要在样
品上镀电导层。待样品干燥后，将铜片粘在样品
座上的导电胶带上，在电压为 20.0 kV 的条件下
进行扫描，记录扫描电镜图，并进行分析。
2.3　载药以及释药实验
2.3.1　载药量测定　首先绘制双氯芬酸钠标准曲
线。精密称取 1 mg 双氯芬酸钠溶解于 10 mL PBS
（pH 6.2）中，转移到 25 mL 量瓶中定容，分别用
移液枪移取 1000、2000、3000、5000 μL 的双氯
芬酸钠溶液至 25 mL 量瓶中，用 PBS 定容到 25 
mL，分别得到 0.0016、0.0032、0.0048、0.0080 
mg·mL－ 1 的双氯芬酸钠溶液。使用紫外分光光
度计在 280 nm 波长处测定吸光度，根据吸光度
和对应的溶液浓度绘制标准曲线。
　　收集“2.1.4”项下离心后的上清液，用紫外
分光光度计测定吸光度，并根据标准曲线计算未
装载的药物质量，根据公式计算载药量：
　　载药量（%）＝（M1 － M2）/MPEP-PEG-GO×100%
　　M1 代表双氯芬酸初始质量，M2 代表未装载
的双氯酚酸质量。
2.3.2　释药曲线　精密称取 5 mg PEP-PEG-GO/
DIC 分散到 10 mL PBS 释放介质中，再转移至透
析袋中，密封，置于装有 500 mL 的 PBS（pH ＝

6.2）的烧杯中，在 37℃下恒温搅拌。间隔一定
时间（0.5、1、2、3、4、6、8、12、24、48、72 h）
取样，每次取样 5 mL，并补入空白释放介质 5 
mL。样品过滤后，使用紫外检测在 280 nm 测定
吸光度并利用“2.3.1”项下测定的标准曲线确定
浓度，并计算释药量，以释放时间作为横坐标，
释药量作为纵坐标，绘制体外释放曲线。同法绘
制 pH 7.4 下的释放曲线。
2.4　动物实验
2.4.1　造模　Wistar 大鼠适应性喂养一周后，随
机分为 KOA 组，DIC 组，PEP-PEG-GO/DIC 组，
每组 5 只。分组造模给药，在麻醉的状态下使用
脱毛剂将左膝关节附近毛脱去，并用 75% 乙醇擦
去多余脱毛剂，在其左膝关节单次注射 50 μL（20 
mg·mL－ 1）的碘乙酸钠溶液 [19]。通过观察膝关
节损伤以及组织切片判断造模情况。
2.4.2　给药　大鼠造模成功后进行分组给药，根

据“人和动物间按体表面积折算的等效剂量比值
表”计算给药剂量 [5]，每组注射时间保持一致。
KOA 组：注射生理盐水；DIC 组：注射双氯芬酸
钠药物 10 mg·kg－ 1；PEP-PEG-GO/DIC 组：注
射相当于搭载 DIC 10 mg·kg－ 1 的 PEP-PEG-GO/
DIC。每周膝关节注射给药一次，持续 4 周。每
日观察动物的日常活动，在实验开始前及结束实
验前各称重一次，实验期间每周称量体重一次。
通过检测大鼠膝关节组织匀浆中 MMP-13、IL-6、
TNF-α 的含量判断治疗效果。
2.4.3　组织病理学改变观察　给药结束后将各组
大鼠处死，取患肢，去除非必要组织，保留完整
膝关节，进行观察拍照并按照 Pelletier 大体标准
对其评分，评估各组软骨变化 [20]。由两名实验人
员统一评分标准后遵循双盲原则进行评分并计算
均值。评分依据如下，0 分：大鼠膝关节面光整，
色泽如常；1 分：大鼠膝关节面粗糙，有小的裂
隙且色泽灰暗；2 分：大鼠膝关节面糜烂，软骨
缺损深达软骨表层或中层；3 分：大鼠膝关节面
溃疡形成，缺损深达软骨深层；4 分：大鼠膝软
骨剥脱，软骨下骨质暴露。
2.4.4　组织学染色　使用 4% 多聚甲醛固定大鼠膝
关节 48 h，然后将固定好的大鼠膝关节标本放到
10%EDTA 脱钙液中，使用脱钙机脱钙，脱钙时间
持续一个月，间隔两日进行一次 10%EDTA 的脱钙
液的更换，最终大鼠膝关节组织变软说明脱钙完
成，结束脱钙。随后使用自来水将残留在大鼠膝关
节表面的脱钙液冲洗干净，之后将组织转移到脱水
机内使用预先设好的浓度梯度的乙醇进行脱水，再
使用透明剂处理，使膝关节透明。然后熔化石蜡加
到包埋框中，立即按照包埋面要求将大鼠膝关节组
织转移到包埋框，贴好标签，冷却后－ 20℃冰箱中
保存。需要时取出蜡块，使用切片机连续切片，片
厚 5 μm。切片贴附到防脱载玻片上，65℃烘烤 4 h，
最后室温保存在切片盒中备用。切片用于苏木素 -
伊红染色，番红 O- 固绿染色以及 MMP-13 和 Col2A
免疫组织化学染色 [21]。番红 O- 固绿染色切片按照
OARSI 标准进行评分，由两名实验人员统一评分标
准后遵循双盲原则进行评分并计算均值。
　　使用显微镜对切片进行观察，用 PANNORAM-
IC 全景切片扫描仪将组织切片进行扫描。使用
SlideViewer2.5 扫描软件选取组织的目的区域进行
200 倍或 400 倍成像。成像完成后使用 Image-Pro 
Plus 6.0 分析软件，统一以像素面积 pixel 作为标准
单位，分别测量每张切片中 3 个视野阳性的累计光
密度值（IOD）以及对应的阳性像素面积（Area），
并计算出平均光密度值（AOD 值）＝ IOD/Area。
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2.4.5　大鼠膝关节组织匀浆中 MMP-13、IL-6 及
TNF-α 含量检测　采用预冷的 PBS（0.01 mol·L－ 1，
pH 7.4）冲洗组织，去除残留血液，称重后将组织
剪碎。将剪碎的组织与 PBS 按 1∶9 的重量体积
比，在 PBS 中加入蛋白酶抑制剂加入玻璃匀浆器
中，在冰上充分研磨。为了进一步裂解组织细胞，
对匀浆液进行反复冻融。最后将匀浆液于2～8℃，
5000×g 离心 5 ～ 10 min，取上清液进行检测。
3　结果
3.1　PEP-PEG-GO/DIC 的表征
3.1.1　红外表征　如图 2 所示，GO 的红外光
谱， 在 3400、1630 和 1050 cm－ 1 处 有 特 征 峰，
3400 cm－ 1 处是 O-H 伸缩振动峰，1630 cm－ 1 处
是 C ＝ C 伸缩振动峰，1050 cm－ 1 处是 C-O 伸缩
振动峰。羧基化后 1630 cm－ 1 处的 C ＝ C 峰吸收
增加，说明 GO 表面羧基含量增加。与 GO 相比，
GO-PEG 的红外光谱中增加了 1100 cm－ 1 的 C-O，
2900 cm－ 1 的 C-H，1640 cm－ 1 的 NH-CO 这 3 个
特征峰，说明 GO 与 NH2-PEG-SH 之间的酰胺键
生成，证明了 PEG 的成功修饰。相较来说，PEP-
PEG-GO 的红外光谱无法判断出 PEP 是否修饰成
功，需要根据其他结果进行判断。

图 2　GO、GO-COOH、PEG-GO 及 PEP-PEG-GO 的红外光谱图

Fig 2　NIR spectral of GO，GO-COOH，PEG-GO，and PEP-PEG-GO

3.1.2　Zeta 电位与粒径　PEP-PEG-GO/DIC 合成
中电位和粒径的变化结果见表 1，初始 GO 电位
为（－ 26.5±0.9）mV，粒径为（206.3±3.4）nm；
在经过 PEG 修饰后，电位变为（－ 8.2±0.8）mV，
粒径变为（321.3±2.8）nm；使用 PEP 修饰后，电
位变为（18.3±0.9）mV，粒径变为（402.7±5.4）
nm。初始 GO 为负电位，PEG 修饰后将 GO 包裹
起来屏蔽了一部分的负电，因此电位上升。PEP 为
带正电的阳离子，因此在连接之后使电位上升为正
电位，证明 PEP 成功修饰。电位的上升能够使纳
米片更容易穿过软骨表面负电屏障，粒径增大能够
降低纳米片对细胞的毒性，降低其在关节内的清除
速率，但可能会降低穿过软骨的效率 [18，22]。

表 1　合成过程中粒径与电位的变化 
Tab 1　Particle size and Zeta potential during the synthesis process

名称 Zeta 电位 /mV 粒径 /nm PDI

GO － 26.5±0.9 206.3±3.4 0.279

PEG-GO  － 8.2±0.8 321.3±2.8 0.438

PEP-PEG-GO      18.3±0.9 402.7±5.4 0.265

3.1.3　PEP-PEG-GO/DIC 的形貌分析　扫描电子
显微镜和透射电子显微镜观察 PEP-PEG-GO/DIC
的形貌，结果见图 3，能够看到其形貌为不规则
片状，直径大多为 200 ～ 500 nm，链状 PEG 枝
接在 GO 片上，表明 PEG 成功修饰。

图 3　PEP-PEG-GO/DIC 纳米片的透射电子显微镜图（A）及扫描电

子显微镜图（B）

Fig 3　TEM（A）and SEM（B）of PEP-PEG-GO/DIC nano sheets

3.2　PEP-PEG-GO/DIC 搭载药物与释药测定

　　绘制双氯芬酸钠的浓度 - 吸光度标准曲线，
线性方程为 Y ＝ 30.846X － 0.0499（R2 ＝ 0.997）。
经过计算得到最终载药量为（98±0.91）%。
　　生理状态下关节内 pH 为中性，KOA 病变时
关节内由于炎症导致 pH 降低。实验中采用 pH 6.2
的缓冲液模拟关节内的环境。
　　从图 4 中可看出，在 pH 为 6.2 的环境中 PEP-
PEG-GO/DIC 释药速度较快，最终释药率也更高
（61.2%）。前期由于药物浓度差导致释药速率较快，
2 h 释药量约为 0.99 mg，无突释现象。随着浓度差
降低，释药速率逐渐变缓，72 h 后视为药物全部释
放，累计释药量为 3.06 mg。
3.3　PEP-PEG-GO/DIC 对 KOA 大鼠的治疗效果
3.3.1　组织观察与评分　大鼠膝关节照片结果如图
5 所示。通过肉眼观察可以看出，KOA 组可见明
显炎症表现，软骨表面出现损伤，软骨表面溃疡，
呈现出较大面积缺损糜烂，损伤达到软骨深层，部
分软骨剥脱，露出软骨下骨面。DIC 组软骨表面轻
度损伤，软骨缺损面积不大，部分软骨缺损达到软
骨表层或中层，软骨表面轻度糜烂。PEP-PEG-GO/
DIC 组可以看出软骨表面轻度损伤，软骨面粗糙，
软骨表面未见糜烂，未见明显软骨缺损。图 6 为对
大鼠关节软骨的评分，KOA 组评分最高，DIC 组
和 PEP-PEG-GO/DIC 组评分低于 KOA 组。评分高
低为 KOA 组＞ DIC 组＞ PEP-PEG-GO/DIC 组。各
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图 8　各组大鼠膝关节番红 O- 固绿染色（×20，A）及切片的 OARSI 评分（B）

Fig 8　O-solid green staining of rat knee join（×20，A）and its OARSI score（B）

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

组之间差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。

图 5　大鼠膝关节照片

Fig 5　Rat knee joint 
A. KOA 组（KOA group）；B. DIC 组（DIC group）；C. PEP-PEG-
GO/DIC 组（PEP-PEG-GO/DIC group）

图 6　各组大鼠膝关节软骨评分（****P ＜ 0.05）
Fig 6　Knee cartilage score of rats in each group（****P ＜ 0.05）

3.3.2　组织学染色　HE 染色结果见图 7。可看出
KOA 组表现出关节炎炎症，软骨表面出现裂隙，
裂隙直达软骨下骨。DIC 组仍能观察到软骨炎症，
软骨表面较薄，有少量裂隙。PEP-PEG-GO/DIC
组的软骨表面较为完整，软骨层较厚，表现好于
KOA 组和 DIC 组，表明 PEP-PEG-GO/DIC 能够
有效修复软骨损伤。
　　番红 O- 固绿染色能够看出软骨基质中蛋白
聚糖含量的变化。染色结果如图 8，KOA 组呈

图 4　PEP-PEG-GO/DIC 在 pH 6.2 和 pH 7.4 环境下的药物释放曲线

Fig 4　Drug release curve of PEP-PEG-GO/DIC in pH 6.2 and pH 7.4

图 7　大鼠组织学 HE 染色（×20）
Fig 7　HE staining of rat histology（×20）

现出炎症表现，软骨层较为薄，红色少，呈现软
骨缺损，同时还有蛋白聚糖含量减少，损失严
重，软骨表面侵蚀，软骨细胞少，有深达软骨下
骨的裂隙，基质损失严重。DIC 组也呈现出炎症

表现，软骨基质中蛋白聚糖相较 KOA 组增多。
PEP-PEG-GO/DIC 组软骨结构较为完整，炎症表
现不明显蛋白聚糖含量最为丰富。结果 KOA 组＞

DIC 组＞ PEP-PEG-GO/DIC 组。
3.3.3　大鼠膝关节中标志物表达分析　通过免疫组
化染色分析 DIC 和 PEP-PEG-GO/DIC 对 KOA 分解
代谢标志物 MMP-13 的表达的影响，从而反映软

骨损伤程度。MMP-13 作为炎性分解代谢的指标，
是 KOA 相关病理环境的标志物。结果如图 9 所示，
KOA 组呈现出软骨表层和中间层的 MMP-13 强阳
性表达，而 DIC 组和 PEP-PEG-GO/DIC 组阳性表达
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图 9　大鼠膝关节组织中 MMP-13、Col2A 的免疫组化染色（×20）和表达（A）及不同因子含量（B）

Fig 9　Immunohistochemical staining of MMP-13（A）and Col2A（B）and average optical density of rat knee tissue（×20）and different factors in 
knee tissue homogenate

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

减弱，尤其 PEP-PEG-GO/DIC 组的 MMP-13 阳性表
达最弱，表明 PEP-PEG-GO/DIC 能够修复关节软骨
缺损。使用 ELISA 检测大鼠膝关节组织匀浆中的促
炎因子 TNF-α、IL-6 以及 MMP-13，结果如图 9 所
示。与 KOA 组相比，DIC 组和 PEP-PEG-GO/DIC

组大鼠膝关节组织匀浆中的 TNF-α、IL-6、MMP-
13 含量均有降低，PEP-PEG-GO/DIC 组的 3 顶指标
含量最低。说明 DIC 和 PEP-PEG-GO/DIC 对大鼠
KOA 均有治疗作用，且 PEP-PEG-GO/DIC 较单独
DIC 药物治疗效果更好。

3.3.4　毒性分析　对大鼠的主要器官（肺、肝、
心、肾、脾）进行组织学分析，通过 HE 染色观
察 DIC 和 PEP-PEG-GO/DIC 对大鼠主要器官的毒
性影响。如图 10 所示，PEP-PEG-GO/DIC 组器官

无明显损伤，DIC 组与 KOA 组相比无明显器官
组织损伤，说明 PEP-PEG-GO/DIC 没有引起明显
的体内毒性。

图 10　各组大鼠主要器官组织切片 HE 染色（×20）
Fig 10　HE staining performed on major organ sections of rats in each group（×20）

4　结论与讨论
　　本文构建了一种经 PEG 和 PEP 修饰的 GO
纳米片搭载 DIC，该纳米片具有良好的载药性
能、pH 酸性敏感性能，同时也具有一定的安全性
和稳定性，有利于 DIC 在 KOA 治疗中的应用。

　　KOA 是由多种因素引起的以关节软骨磨损、
皲裂、溃疡、脱失，关节软骨下骨及周围骨反应、
滑膜炎性反应、关节周围肌肉萎缩，关节疼痛、
关节功能下降的退行性关节病。关节腔内药物注
射法所需时间短，操作安全、简单，可重复性好，



3246

Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 　中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期

稳定性强，可模拟软骨破坏的终末环节并使关节
囊保持完整，不仅降低了关节的感染率，还避免
了造模过程中出现的物理损伤，适用于软骨病理、
药物防治的研究，关节腔内药物注射造模时发生
的病理过程与人类 KOA 接近，就目前研究 KOA
的造模方法现状来看，是比较理想的一种方法。
因此本研究使用膝关节注射碘乙酸钠来进行造模。
　　近年研究表明，MMPs 在软骨基质降解中具有
重要作用。MMPs 参与蛋白聚糖和胶原蛋白的降解，
其中 MMP-13 的作用最为突出。MMP-13 是活性最
强的Ⅱ型胶原裂解酶，可直接降解Ⅱ型胶原，还能
降解聚集蛋白聚糖，造成软骨退变 [21]。免疫组化结
果显示，在 KOA 组中，软骨组织的 MMP-13 免疫
组化染色阳性率明显升高，呈显著强阳性，且以炎
性细胞为主，纤维组织较少，说明炎症反应严重。
在 DIC 组和 PEP-PEG-GO/DIC 组中，MMP-13 的阳
性率明显降低，结果与组织匀浆检测中的 ELISA 实
验结果一致。同时，实验结果表明还发现在 PEP-
PEG-GO/DIC 组中 MMP-13 免疫组化染色阳性比
DIC 组更弱，由此说明了 PEP-PEG-GO/DIC 能够
更好地抑制 KOA 模型大鼠膝关节组织中 MMP-13
的表达，进而减轻关节炎的进展。为了考察 PEP-
PEG-GO/DIC 的生物安全性，该实验通过观察 PEP-
PEG-GO/DIC 组大鼠心、肝、脾、肺、肾的切片，
以 KOA 组为对照，判断 PEP-PEG-GO/DIC 大鼠对
全身主要器官的毒性，结果显示 PEP-PEG-GO/DIC
对大鼠心、肝、脾、肺、肾无明显不良反应。
　　综上，本研究使用 PEG 和 PEP 修饰 GO 并搭
载 DIC 通过关节腔注射治疗 KOA 模型大鼠，结
果表明 PEP-PEG-GO/DIC 对 KOA 疗效较好，为
KOA 治疗提供了一种新方案。
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细胞外囊泡产生机制研究进展
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摘要：细胞外囊泡（EVs）是包载有蛋白质、核酸、脂质和小分子物质的脂质双分子层纳米囊

泡。EVs 在不同生理病理条件下均具有重要作用，但 EVs 的高度异质性严重阻碍了 EVs 的功

能研究。EVs 产生机制的多样性是 EVs 高度异质性产生的主要原因，阐释 EVs 的产生机制有

助于其功能的确定和应用。本文简要介绍了 EVs 的命名和分类，重点综述了 EVs 的产生机制。
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Progress in the underlying mechanism for production of extracellular vesicles
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are lipid bilayer vesicles encapsulating many proteins, nucleic 
acids, lipids, and small molecule metabolites. Studies have shown that EVs play important roles 
under physiological and pathological conditions. The EVs are highly heterogenous, which is due 
to the diverse mechanisms underlying the EV production, and the heterogeneity severely impeded 
the functional elucidation of EVs. Therefore, the elucidation of the underlying mechanism for EV 
production is critical for the advance of the functional investigation and the application of EVs in 
health and disease. This paper briefly introduces the nomenclature and classification of EVs and 
mainly focuses on the underlying mechanism for EV production. 
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　　细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs）是由
脂质双分子层包被的纳米囊泡，内含蛋白质、脂
质、核酸和小分子代谢物等不同物质 [1-3]。由于内
容物来自其亲本细胞 [3-4]，EVs 能够保持亲本细胞
的功能，如间充质干细胞产生的 EVs 和间充质干
细胞一样对急性肾衰竭 [5]、心肌梗死 [6]、肝损伤 [7]

和大脑神经损伤 [8] 具有修复作用。EVs 能以不同
方式进入靶细胞并将不同分子转运至靶细胞，从

而参与炎症、癌症、细胞稳态维持和再生修复等
不同生理病理过程 [9-10]。因此，EVs 在基因和药
物递送、疾病诊断和治疗等不同领域被广泛研究。
然而，由于 EVs 的产生机制多样，产生的 EVs 具
有高度异质性，这使得 EVs 的检测、分类和功能
确定均极具挑战。阐明 EVs 的产生机制将为 EVs
的制备和应用提供重要的理论依据。为此，本研
究系统地总结了 EVs 的分类及其可能的产生机制。

综述 
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1　EVs
　　EVs 是由细胞产生的，是几乎可以从所有生物
体液中获得的天然纳米囊泡 [4]。1946 年，Chargaff
等 [11] 首次发现通过超高速离心获得的微粒样沉淀
物可以缩短血浆凝血时间；1967 年，Wolf[12] 首次
通过电镜观察这些微粒样沉淀物的形态及大小，并
将其命名为“血小板尘埃”；1987 年，Johnstone
等 [13] 首次从绵羊网织红细胞的体外培养液中通
过 100 000 g 离心 90 min 获得囊泡，这些囊泡具
有网织红细胞质膜的特征，被命名为“外泌体”。
2011 年 György 等 [14] 提出将所有不同类型的脂质
双分子层包裹的细胞外结构称为“细胞外囊泡”。
EVs 内容物包含亲本细胞来源的蛋白质、mRNA、
miRNA、脂质和小分子代谢物等物质，这些物质
可通过 EVs 转运至受体细胞发挥作用，从而介导
细胞间通信 [15]。EVs 参与各种重要的生理病理过
程的调控，比如免疫调节 [16] 和肿瘤细胞的生长、
转移和侵袭 [17-18]，因此 EVs 可以作为疾病诊断标
记物、治疗药物、药物靶标和药物载体等。
2　EVs的命名与分类

　　不同细胞类型和组织均可产生 EVs，而且因产
生机制不同，EVs 的大小、形态和内容物存在异质
性。EVs 命名没有统一标准，目前存在多种命名方
式。根据来源细胞或组织名称命名：树突状细胞来
源的囊泡称为 Dexosomes[19]；前列腺来源的囊泡称
为前列腺体 [20]；骨、软骨和动脉粥样硬化斑块中的
囊泡称为基质囊泡 [21]；来自神经元的囊泡称为突触
小泡 [22]。根据囊泡的产生机制、生物物理或生化特
性和受体组成将囊泡分为外泌体（exosome）、微囊
泡（microvesicle）、凋亡小体（apoptotic body）、外
泌体样囊泡（exosome like vesicle）、迁移体（migra-
some）和脱落体（ectosomes）等，其中最常见的是
外泌体、微囊泡和凋亡小体三类 [23-26]。目前的囊
泡提取分离技术还不能将不同生物途径来源的囊
泡进行区分，2018 年国际细胞外囊泡协会建议根
据粒径的大小将 EVs 进行分类，200 nm 及以下的
囊泡称为小细胞外囊泡，是目前研究最为深入的
一类囊泡，也是生物学功能相对清楚的一类囊泡；
200 ～ 500 nm 的称为中细胞外囊泡；大于 500 nm
的称为大细胞外囊泡 [27]，见图 1。

图 1　不同类型的细胞外囊泡

Fig 1　Different types of extracellular vesicles

3　EVs的产生及产生机制

　　EVs 的产生同时受细胞外环境及细胞自身
的调控，不同细胞环境下相同细胞产生的囊泡
也不一样。不同种类 EVs 的产生机制也不一
样，比如微囊泡是质膜外向出芽产生的膜性小
泡（membrane vesicle）[28]，外泌体则是多囊泡
体（multivesicular body，MVB）与质膜融合释放
到细胞外环境的腔内小泡（intraluminal vesicles，
ILVs）[29]。
3.1　外泌体的产生机制（见图 2）
　　外泌体主要通过内体途径产生，始于质膜内

陷形成的早期内体 [30-31]。早期内体膜内向芽殖，
在腔内生成 ILVs，形成具有特征性多泡外观的多
囊泡体（MVB）。MVB 既可与质膜融合将 ILVs
释放到细胞外环境，被释放的 ILVs 称为外泌体，
其粒径在 30 ～ 200 nm；也可与溶酶体 / 自噬体
进行融合将 MVB 降解 [32]。简而言之，外泌体的
生成包括三个步骤：ILVs 的生成、MVB 的转运
和外泌体的释放。
3.1.1　ILV 的生成　目前已知的 ILV 生成机制
根据是否有内体分选转运复合体（the endosomal 
sorting complex required for transport，ESCRT）
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的参与，可分为两大类：ESCRT 依赖途径和非
ESCRT 依赖途径（Syndecan-Syntenin-ALIX，脂
质，四次跨膜蛋白质，Rab 家族蛋白质）。
　　 ① ESCRT 依 赖 途 径：ESCRT 包 含 4 种 不
同的蛋白质复合物（ESCRT-0、-Ⅰ、-Ⅱ、-Ⅲ）
及其他辅助蛋白 [33-34]。其中 ESCRT-0 是由 2 分
子 HRS（hepatocyte growth factor-regulated tyro-
sine kinase substrate） 和 2 分 子 STAM1（signal 
transducing adaptor molecule 1）形成的异源四聚
体 [35]。ESCRT-Ⅰ是一成茎型的异源四聚体，由
TSG101（tumor susceptibility gene 101）、Vps28
（vacuolar protein sorting 28）、Vps37 和 MVB12
（multivesicular body sorting factor 12 kDa） 或
UBAP1（ubiquitin binding associated protein 1）组
成 [36]。ESCRT-Ⅱ 是 由 EAP45（Vps36）、EAP30
（Vps22）和 2 分子的 EAP20（Vps25）组成的 Y
型异源四聚体 [37]。ESCRT-Ⅰ 和 ESCRT-Ⅱ可以
通过 Vps28 和 EAP45（Vps36）相互作用 [38]。ES-
CRT-Ⅲ的组成还不清楚，但主要包括含α 螺旋的
带电荷的多囊泡体蛋白质家族（charged multive-
sicular proteins，CHMPs）蛋白寡聚物或多聚物，
以 CHMP4（Vps32）同源蛋白为主 [39]。ESCRT-Ⅱ
和 ESCRT-Ⅲ通过 EAP20 和 CHMP6 结合 [38]。
　　ESCRT 是膜变形（deformation）和剪切的
主要驱动力，也是 MVB 中 ILV 形成的主要机
制 [40]。ESCRT 在早期内体膜和质膜上以连续复
合物（ESCRT-0、-Ⅰ、-Ⅱ、-Ⅲ）的形式结合，
以调节货物分选和 ILV 形成。ILV 的形成始于早
期内体膜上的货物装载，由 STAM 和 HRS 组成
的 ESCRT-0 介导 [38，41]。ESCRT-0 含有 10 个泛素
结合位点，其中每个 HRS 分子上有 3 个，每个
STAM 分子上有 2 个。当泛素化货物与 ESCRT-0
复合物结合后，HRS-STAM 复合物通过 HRS 上
FYVE 结构域与早期内体膜上磷酸肌醇 3 磷酸
结合而导向内体膜，然后其中泛素与 ESCRT-I
的 TSG101 上 UEV 结 构 域（或 者 UBAP1 上 的
SOUBA 结 构 域 和 MVB12 上 的 UBA 结 构 域）
结合将 ESCRT-Ⅰ募集到内体膜 [38]。网格蛋白
（clathrin）可与 HRS 结合，促进 ESCRT-0 簇集。
ESCRT-Ⅰ通过 Vps28 上 GLUE 结构域与膜上的
磷酸肌醇 3 磷酸和泛素结合。随后，ESCRT-Ⅰ
通过 Vps28 和 EAP45（Vps36）亚基的连接招募
ESCRT-Ⅱ。之后，ESCRT-Ⅲ被 ESCRT-Ⅱ招募并
使带电荷的多囊泡体蛋白 2-4（charged multive-
sicular body protein，CHMP2-4）聚合物成核，介

导 ILV 的雕刻（sculpting）和剪切（scission）[42]。
ESCRT-Ⅲ 也 可 被 ALIX（apoptosis linked gene 
2 interacting protein X）招募。最后，辅助蛋白
AAA-ATPase Vps4 解离 ESCRTⅢ复合体并使其
循环回收 [43]。
　　基因敲低筛选发现， 在表达 MHC-II 的 Hela
细胞中敲低 ESCRT 相关基因 HRS、TSG101 和
STAM1 时，通过 CD63 捕获抗体结合和流式分析
发现 CD63 阳性的囊泡分泌减少，而 CHMP4C、
VPS4B、VTA1（vesicle trafficking 1）和 ALIX 敲
低后 CD63 阳性的囊泡分泌增加。HRS、TSG101
和 STAM1 敲低时，囊泡相关的 CD63 和 MHC-II
分泌减少，但不同基因对细胞分泌的囊泡大小和
囊泡蛋白质组成的影响不同；而 Vps4B（vacuolar 
protein sorting 4B） 敲低则导致囊泡相关的 CD63
和 MHC-II 分泌增加，但不改变囊泡的特征 [44]。
　　②非 ESCRT 依赖途径：研究发现同时抑制
四种 ESCRT 复合物的关键亚基不能阻止 MVB 形
成 [45]。随后的研究发现 Syndecan-Syntenin-ALIX
通路、脂质、四次跨膜蛋白和 Rab 家族蛋白质均
可通过非 ESCRT 依赖途径调控多囊泡内腔内小
泡的生成。
　　 Syndecan-Syntenin-ALIX：在缺乏泛素化货
物和 ESCRT-0 复合物的情况下可以招募 ESCRT
相关蛋白参与 ILV 的生成和货物分选，除涉及
Syndecan、Syntenin 和 ALIX 外，这一系统发挥
作用时也必须有 ESCRT-Ⅲ存在 [46]。Syndecan 1
是一种跨膜硫酸乙酰肝素蛋白聚糖，它作为共受
体介导生长因子和趋化因子信号传导 [47-48]。Syn-
tenin（SDCBP）是一种细胞溶质因子，含有 2 个
PDZ 结构域，能与 Syndecan 羧基末端以高亲和
力结合，从而将 Syntenin 募集至细胞质膜，随后
Syntenin 通过其 N 末端与 ALIX 结合，这一结合
可促进 ESCRT-Ⅰ蛋白 TSG101 和 ESCRT-Ⅲ蛋白
Vps32（CHMP4）相互作用，促进 Syndecan 在多
囊泡体内向出芽至 ILV 中，从而促进 ILV 的生成
以及货物分选 [46]。此外，该过程还依赖 Src 介导
的 Syndecan 1 内吞并且与 PLD2（phospholipase 
D2）和 ARF6（ADP-ribosylation factor 6）GTPase
活性调节有关 [49-50]。
　　脂质（lipids）：Trajkovic 等 [51] 发现少胶质细
胞 Oli-neu 产生的囊泡中富含胆固醇、鞘脂和神经
酰胺。神经酰胺由中性鞘磷脂酶 2（neutralsphin-
gomyelinase 2，nSMase 2）水解去除鞘磷脂中磷
酸胆碱部分后形成，它可以通过两种不同方式促
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进 ILV 生成：① 诱导微区结构聚集，促进微区结
构诱导出芽（domain induced budding）；② 神经
酰胺的锥形结构通过产生膜叶之间的面积差异引
起自发性负性膜弯曲（negative membrane curva-
ture）[52]。这种 ILV 生成途径在多种肿瘤细胞的研
究中得到了证实，其中 EVs 在抑制神经酰胺的合
成时减少并在采用神经酰胺刺激时增加 [53-55]。胆
固醇是 MVB 的重要组成部分，是另一种 EVs 膜
上富集的脂质 [56-57]。研究表明，少突胶质细胞晚
期内体的胆固醇累积能以筏蛋白（flotillin）依赖
的方式增加 EVs 分泌 [58]。
　　四次跨膜蛋白质（tetraspanins）：tetraspanin
家族蛋白质 [59-60] 含有 4 个跨膜结构域，在哺乳动
物中具有 33 个成员，包括 CD9、CD37、CD51、
CD53、CD63、CD81、CD82 等 [61-62]。Van 等 [60] 发
现人黑色素细胞中前黑素小体蛋白 PMEL 的 ILV
分选与泛素化和 ESCRT 无关，而 CD63 的敲低导
致 PMEL 的 ILV 分选和 ILV 生成减少。黑色素瘤
细胞中具有靶向作用的 EVs 生成和唐氏综合征患
者成纤维细胞中 EVs 的生成也依赖于 CD63[59，63]。
进一步的研究发现载脂蛋白 E 参与了 CD63 介导
的非 ESCRT 依赖的 ILV 生成和释放 [59，64]。Perez
等 [65] 通过蛋白质组学分析发现细胞 CD81 富集的
膜微区结合和粘附的蛋白质与囊泡中鉴定的蛋白
质大量重叠，这说明 CD81 参与 ILV 货物分选。
CD9 和 CD82 的过表达 / 敲低可以增加 / 减少以
EVs 释放的β- 连环蛋白（β-catenin）[66]。
　　Rab 家族蛋白质：Wei 等 [67] 通过构建表达组
成型活化形式的 Rab-GTP 酶的稳转细胞株，发
现 依 赖 于 Rab31 的 ILV 生 成 不 会 因 ESCRT 相
关基因（Hrs、Tsg101 和 Alix）或四次跨膜蛋白
（CD9 和 CD81）的敲低而发生改变，而抑制神
经酰胺和胆固醇的生成会使 ILV 生成减少。进一
步研究发现，在被表皮生长因子受体（epidermal 
growth factor receptor，EGFR）等受体酪氨酸激
酶（receptor tyrosine kinases，RTKs）磷酸化后，
Rab31 被激活，通过与脂筏微区 Flotillin 蛋白的
SPFH 区域结合，驱动 EGFR 等进入 CD63 阳性
的 MVB，促进 ILV 生成。
3.1.2　MVB 的命运抉择——降解还是释放　ILV
生成后，MVB 有 3 种去向：① 被转运到质膜与
质膜融合，随后将 ILV 释放到细胞外环境中；② 
通过与溶酶体融合而降解；③ 与自噬体融合形成
自噬内涵体（amphisome）后进一步转运到质膜
并与质膜融合，将 EV 释放到细胞外环境中，或

者进一步与溶酶体融合而降解 [15]。MVB 的转运
机制目前尚不清楚，仍需深入研究 [68-69]。
　　MVB 向质膜的转运涉及它们与细胞骨架、相
关驱动蛋白和小 GTP 酶的相互作用，微囊泡生
成也涉及类似的相互作用 [70-71]。虽然参与这一过
程的驱动蛋白尚未确定，但肌动蛋白被证明为
肿瘤细胞中的 MVB 细胞内转运提供了停靠位点
（docking site）[55，72]，MVB 停靠位点的稳定性受
皮质肌动蛋白（Cortactin）、Rab27A 和 Coronin 1b
调控，Cortactin 的敲低或过表达分别使得 EVs 分
泌减少或增加，但不影响囊泡内容物的组成 [73]。
　　Rab 蛋白是小 GTPase Ras 超家族的一个亚家
族，研究发现不同的 Rab 蛋白参与了细胞内囊泡
运输的不同步骤，是调节细胞内囊泡转运的分子
开关 [72，74]。Rab11 是第一个被报道参与 EVs 分泌
的 Rab GTP 酶。Savina 等 [75] 报 道 Rab11 突 变 体
的过表达可以抑制 K562 细胞中含有转铁蛋白受
体（transferrin receptor，Tfr）和热激蛋白 70（heat 
shock protein 70，HSC70）的 EVs 的释放。后续研
究 发 现 Rab7、Rab27A、Rab27B、Rab35 和 Rab31
等 Rab 蛋白也参与外泌体产生的调节 [76-78]。Chieh
等 [76] 发现 Rab35 是 PLP 外泌体释放和少突胶质细
胞中 MVB 与质膜对接所必需的。Fei 等 [77] 发现拟
泛素化（neddylation）修饰的 Coro1a 可与 MVB 表
面的 Rab7 结合并激活 Rab7，促进 MVB 与溶酶
体的融合，导致 MVB 降解，从而引起 HEK293、
RAW264.7 和 HeLa 细 胞 外 泌 体 分 泌 减 少。Os-
trowski 等 [78] 发 现 Rab27 的 两 种 异 构 体 Rab27A
和 Rab27B 是 MVB 在质膜的停靠分子，可以促进
HeLa 细胞中携带 CD63、CD81 和 MHC Ⅱ（major 
histocompatibility complex Ⅱ）等分子以外泌体形式
分泌。如前所述，Rab31 能够不依赖 ESCRT 驱动
ILV 形成，促进外泌体生成；同时 Rab31 通过招募
GTP 酶激活蛋白 TBC1D2B 使 Rab7 失活，从而避
免 MVB 与溶酶体融合而被降解 [67]。
3.1.3　外泌体的释放　外泌体是 MVB 与质膜融合
后释放到细胞外环境中的纳米颗粒。该过程需要
可溶性 N- 马来酰亚胺敏感因子黏附受体（soluble 
N-ethylmaleimide sensitive factor attachment recep-
tor，SNARE）蛋白复合物的参与，当 MVB 向质
膜靠近时，MVB 表面的 v-SNARE 和质膜上的
t-SNARE 可相互结合形成功能性的 SNARE 复合
物，从而诱导 MVB 与质膜的融合，将 ILV 释放
到细胞外环境生成外泌体 [79]。v-SNARE 相关蛋白
VAMP7（vesicle associated membrane protein 7）参
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与了膜转运、细胞迁移、自噬体产生等过程，已
证明 VAMP7 可以调节 K562 白血病细胞中 EVs 的
释放 [80]，但抑制 MDCK 细胞中的 VAMP7 对 EVs
的分泌没有影响 [81]。t-SNARE 相关蛋白 SNAP23
（synaptosomal associated protein 23）在细胞膜上
的定位参与了肿瘤细胞衍生的 EVs 的分泌。已有
研究证明 SNAP23 在 PKM2（pyruvate kinase iso-
form M2）介导的磷酸化控制下促进肿瘤细胞中外
泌体的释放 [82]。另一种 SNARE 家族蛋白 YKT6
参与内质网到高尔基体复合物的转运，研究发现
YKT6 是 HEK293 细胞和 A549 细胞外泌体释放必
需的分子媒介 [83]。类似地，不同的 SNARE 复合
物可介导特定细胞器与不同细胞类型中的质膜的
融合或单个细胞类型中不同 MVB 亚群的融合 [84]。

图 2　外泌体的产生

Fig 2　Production of exosomes

3.2　微囊泡的产生机制（见图 3）
　　微囊泡的生成不同于外泌体，它是直接从质
膜上出芽形成，其粒径在 100 ～ 1000 nm[23]。微
囊泡的生成机制与 ILV 生成类似。微囊泡的生成
涉及与 ILV 生成类似的机制。已证明其中一种
机 制 涉 及 ESCRT， 当 ALIX、TSG101、Vps22、
CHMP1/3（charged multivesicular body protein 
1/3）和 Vps4 等 ESCRT 蛋白敲低时微囊泡分泌
减 少 [85]。Nabhan 等 [86] 发 现 ARRDC1（arrestin 
domain containing protein 1） 通 过 将 ESCRT-I 亚
基 TSG101 和 Vps4 招募到质膜，直接驱动质膜出
芽。脂质依赖机制也被报道，Bianco 等 [87] 发现酸
性鞘磷脂酶诱导星形胶质细胞产生神经酰胺依赖
性的微囊泡，而中性鞘磷脂酶是外泌体生成所必
需的 [51]。Del 等 [88] 发现另一种脂质依赖机制，当
胆固醇在激活的中性粒细胞中耗尽时，微囊泡的
形成就会受损。微囊泡出芽涉及 Ca2 ＋依赖的细胞

骨架重组，在这个过程中 Ca2 ＋水平会显著升高，
从而导致钙蛋白酶激活，以及内翻酶、外翻酶和
乱序酶的改变，进而驱动膜不对称的细胞骨架重
塑，导致质膜出芽形成微囊泡 [89-91]。Rho 家族小 G
蛋白和 Rho 相关蛋白激酶（Rho-associated kinase，
ROCK）是微囊泡释放所必需的 [92-93]。Wang 等 [94]

发现 Rho 家族小 G 蛋白 CDC42（cell division cycle 
42）是微囊泡生成过程中多种调控信号的汇聚节
点。GTP 激活的 CDC42 与下游效应蛋白 - 含 IQ 结
构域的 GTP 酶激活样蛋白 1（IQ-domain GTPase-
activating protein 1，IQGAP1）结合后可以促进微
囊泡脱落，激活的 CDC42 通过抑制细胞表面受
体（包括 EGFR 和 VEGF 寡聚体 VEGF90K）的内
吞来维持持续的 EGF 信号转导，促进微囊泡的释
放。研究还发现小 GTP 结合蛋白 ARF1 或 ARF6
可激活 RhoA 和促进肌动肌肉蛋白的收缩，从而促
进微囊泡的释放 [95-96]。

图 3　微囊泡的生成

Fig 3　Production of microvesicles

3.3　凋亡小体的产生机制（见图 4）
　　凋亡小体是细胞程序性死亡时产生的，是细
胞凋亡的标志，其粒径在 50 ～ 5000 nm[97]。这可
以将它们与正常活细胞不断产生的其他类型的细
胞外囊泡（例如外泌体和微囊泡）区分开来 [98]。凋
亡小体是在凋亡细胞分解过程中产生的，细胞核
和细胞质被迅速包裹成多个大小不一的致密膜结
合囊泡 [99-100]。单个凋亡小体的货物由恰好在产生
它的细胞质突起中的细胞成分组成 [99，101]。因此，
可以根据其货物不同分为两组：① 如果它们携带
凋亡细胞核的片段，则称为核凋亡小体（nuclear 
apoptotic bodies，NAB），这类凋亡小体的粒径往
往大于外泌体和微囊泡，粒径在 0.5 ～ 5 μm[97，102]；
② 如果它们携带的是细胞质，则称为细胞质凋
亡 体（cytoplasmic apoptotic bodies，CAB）， 这 类
凋亡小体的粒径较小，在 50 ～ 500 nm[103-104]。已
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4　小结

　　随着技术的进步，人们对 EVs 产生机制的理
解取得了重大进展。由于 MVB 和 EVs 在不同的
细胞及不同的细胞环境中，其特性会发生动态变
化，因此，仍然存在许多挑战和问题。在未来的
研究中，应该更加注意使用互补的分析方法和更
准确的生物标志物来区分异质性的 EVs，这将有
利于确定不同 EVs 的亚群及其对应的生成分泌机
制，也可以指导基于 EVs 的药物开发和 EVs 制备
新策略的发现。
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紫草素抗肺癌的作用机制及其研究进展 
惠姣姣，董永成，郑涛（十堰市太和医院（湖北医药学院附属医院）药学部，湖北　十堰　442000）

摘要：紫草素是传统中药紫草的活性成分，具有广泛的抗肿瘤作用。肺癌是一种发病率和死亡

率都较高的恶性肿瘤。大量研究结果证实紫草素具有抗肺癌活性。本文通过检索文献，对紫草

素抗肺癌作用及其作用机制研究进展进行归纳总结。研究表明紫草素可通过抑制肺癌细胞增

殖、诱导肺癌细胞凋亡、阻滞细胞周期、抑制肺癌细胞侵袭和迁移、诱导肺癌细胞坏死和自噬

以及逆转肿瘤耐药多个方面发挥抗肺癌作用。
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Research progress in mechanism of action shikonin for lung cancer

HUI Jiao-jiao, DONG Yong-cheng, ZHENG Tao (Department of Pharmacy, Taihe Hospital, Hubei 
University of Medicine, Shiyan  Hubei  442000)

Abstract: Shikonin is the active ingredient of the Arnebiae Radix, a traditional herbal medicine with 
therapeutic effect on cancers. Lung cancer is a malignant tumor with high morbidity and mortality. 
Accumulating evidence has demonstrated that shikonin exhibits therapeutic effect on lung cancer. This 
review summarized the research progress in shikonin for lung cancer. Evidence has demonstrated that 
shikonin can inhibit lung cancer cells, which include inhibiting proliferation, inducing the apoptosis, 
blocking the cell cycle, inhibiting invasion and migration, inducing necrosis and autophagy, and 
reversing drug resistance. 
Key words: shikonin; lung cancer; mechanism of action; research progress
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　　癌症已成为威胁人类健康的重大疾病，其
致死率高，是导致人类预期寿命降低的重要因
素。国际癌症研究机构（international agency for 
research on cancer，IARC）2020 年的统计数据显
示，癌症是目前 112 个国家中＜ 70 岁人口的第
一或第二大死因 [1]。肺癌是全球癌症致死的重要
原因，约占癌症致死总数的 18%[2-3]。
　　肺癌主要分为非小细胞肺癌（non-small cell 
lung cancer，NSCLC）和小细胞肺癌（small cell 
lung cancer，SCLC），其中 NSCLC 较为常见，占
肺癌总数的 80% ～ 85%。目前临床治疗肺癌的主
要方式是手术治疗、放疗和化疗综合治疗 [4]，但
其效果不佳，存在并发症多、复发率高等问题。
中药具有多靶点协同作用、对机体正常细胞损伤
较小的高效低毒的特点，从中探寻有效的抗肿瘤
作用成分成为近年来的研究热点。
　　紫草最早见于《神农本草经》，是我国传统

中药。据 2020 年版《中国药典》记载，紫草为
紫草科植物新疆紫草 Arnebia euchroma（Royle）
Johnst. 或内蒙紫草 Arnebia guttata Bunge 的干燥
根，具有清热凉血、活血解毒、透疹消斑的功效，
可用于血热毒盛、斑疹紫黑、麻疹不透、疮疡、
湿疹、水火烫伤等症的治疗 [5]。近年来，较多研
究者对紫草中的活性成分紫草素（shikonin）及其
衍生物的药理活性尤其是抗肿瘤作用进行了深入
研究。研究表明，紫草素对肺癌 [6]、肝癌 [7]、乳
腺癌 [8]、宫颈癌 [9]、结直肠癌 [10] 等多种癌症的发
生发展具有治疗作用。本文通过检索相关文献，
对紫草素抗肺癌作用与机制进行综述，以期为后
续的研究提供参考。
1　紫草素是紫草中的主要抗肿瘤活性成分
　　紫草中含有的化学成分复杂，紫草素等萘醌
类化合物是紫草中的主要抗肿瘤活性成分 [11]（见
图 1）。紫草素属于萘茜类萘醌，其母核为 5，8-
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二 羟 基 -1，4- 萘 醌（5，8-dihydroxy-1，4-naph-
thoquinone），并具有异己烯基侧链。根据其旋光性
不同，可将紫草素类化合物分为左旋紫草素（阿
卡宁，S 型，alkannin）与右旋紫草素（紫草宁，
R 型，shikonin）两种异构体 [12]。钱薇等 [13] 运用
网络药理学方法，发现紫草中 1- 甲氧基乙酰紫草
素、吡氟甲禾灵、甘露醇、谷甾醇和乙酰紫草素
5 种活性成分与癌症疾病关联度最高，且 ESR1
基因、雄激素受体（androgen receptor，AR）、孕
激素受体（progesterone receptor，PR）等可能为
紫草抗癌的关键靶点。

图 1　紫草中常见抗肿瘤活性成分结构式

Fig 1　Common structural formula of anti-tumor active components in 
Arnebiae Radix

2　紫草素抗肺癌的作用机制

　　大量研究证实紫草素及其衍生物可通过抑制
细胞增殖、诱导细胞凋亡、阻滞细胞周期、抑制
肿瘤细胞侵袭和迁移、诱导肿瘤细胞自噬、逆转
肿瘤细胞耐药等途径发挥抗肿瘤作用。
2.1　抑制肺癌细胞增殖
2.1.1　抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路　磷脂酰肌
醇 3- 激 酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/
蛋白激酶 B（protein kinase B，PKB/Akt）/ 哺乳动
物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，
mTOR）信号通路影响 NSCLC 细胞的生长、增殖、
凋亡、迁移、侵袭、转移和耐药，是 NSCLC 治疗
中的关键通路。李世玲等 [6] 研究发现，经不同浓
度紫草素（5 ～ 20 μmol·L－ 1）处理后的 NSCLC
细胞株 NCI-H358 的 p-Akt、p-PI3K 和 p-mTOR 蛋
白水平均受到抑制，细胞活力及迁移能力明显下
降。Li 等 [14] 研究发现，紫草素以时间和剂量依赖
性方式抑制耐阿法替尼的 NSCLC 细胞（H1650/R，
H1975/R）的增殖，其作用机制主要与下调 PI3K
和 Akt 的表达，负调控 PI3K/Akt 信号通路有关，
进一步的体内研究发现紫草素可抑制 H1650/R 荷
瘤小鼠的肿瘤生长，对增殖相关信号蛋白的检测
结果与体外实验结果一致。Akt 是 PI3K 信号的重
要下游效应器，被 PI3K 激活后能磷酸化部分关键

的癌前分子，以促进细胞活力和抑制凋亡 [15]。多
个研究表明紫草素可下调 Akt 的表达及其磷酸化
水平 [16-18]，与紫草素抑制肺癌细胞增殖作用相关。
　　以上研究证明，紫草素可通过负调控 PI3K/
Akt/mTOR 信号通路，下调肺癌细胞中 p-Akt、
p-PI3K 和 p-mTOR 蛋白水平，产生显著的抑制肺
癌细胞增殖作用。
2.1.2　抑制有氧糖酵解　Warburg 效应是指肿瘤细
胞的代谢转化主要是有氧糖酵解，可为肿瘤细胞
无限增殖提供足够的能量，是肿瘤细胞产生三磷
酸腺苷（ATP）的中心代谢途径。6- 磷酸果糖 -2-
激酶 / 果糖 -2，6- 二磷酸酶 2（6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2，6-biphosphatase 2，PFKFB2） 在
NSCLC 组织中的表达显著上调，其过表达可促进
肺癌细胞的增殖、迁移和 Warburg 效应。Sha 等 [19]

研究发现紫草素可显著下调 NSCLC 细胞株 A549
和 H446 中 PFKFB2 转录水平，继而抑制 Warburg
效应，减少肺癌细胞的增殖和迁移。丙酮酸激
酶 M2（pyruvate kinase M2，PKM2）是糖酵解途
径的关键限速酶，在肺、乳腺、肝脏等肿瘤组织
中高表达。Dai 等 [20] 研究发现，紫草素通过下调
PKM2 抑制肺癌细胞 A549 和 PC9 的增殖、迁移、
侵袭和有氧糖酵解水平，而 PKM2 敲低后紫草素
的抗糖酵解及抑制增殖作用丧失，说明紫草素可
靶向 PKM2 介导的糖酵解，进而抑制肿瘤细胞的
增殖。
2.2　诱导肺癌细胞凋亡
2.2.1　上调促凋亡蛋白 p53 及 Bax 的表达、下
调 抑 凋 亡 蛋 白 Bcl-2 及 XIAP 的 表 达　Bcl-2 蛋
白家族包括抑凋亡蛋白 B 淋巴细胞瘤 -2（B-cell 
lymphoma-2，Bcl-2）和促凋亡蛋白 Bcl-2 相关 X
蛋白（Bcl-2-associated X，Bax），其相互间的复杂
作用促成了线粒体介导的凋亡。p53 基因是促凋
亡基因，其可通过调节胱天蛋白酶（caspase）-3
调控其下游基因 Bcl-2 的蛋白表达。
　　miR-628-3p 属于微小 RNA（miRNA），在多
种肿瘤细胞中低表达，过表达的 miR-628-3p 可
以抑制肿瘤细胞的生长和迁移并诱导肿瘤细胞凋
亡。Pan 等 [21] 研究发现紫草素可通过上调 p53 的
表达来促进 miR-628-3p 的表达，呈剂量依赖性诱
导 NSCLC 细胞株 A549 和 PC-9 的凋亡并抑制其
增殖。Yeh 等 [22] 研究表明，紫草素可上调 A549
细胞中 p53、p16 和裂解型胱天蛋白酶（cleaved 
caspase）-3 的表达，并促进细胞色素 C 的释放，
呈剂量依赖性地诱导细胞凋亡、坏死和衰老，而
p53 特异性抑制剂可减弱以上作用。以上研究证
明紫草素诱导肺癌细胞凋亡的作用与 p53 的表达
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上调有关。
　　也有多个研究证明，紫草素可抑制 Bcl-2 的
表达、上调 Bax 的表达，通过调节肺癌细胞 Bcl-2
和 Bax 的蛋白表达比例调控线粒体膜的通透性，
激活线粒体凋亡途径，从而发挥促凋亡作用，进
而抑制细胞增殖，并具有剂量依赖性 [14，17，23-25]。
紫草素还能通过促进线粒体凋亡途径标志物细胞
色素 C 的释放 [24]、下调凋亡抑制蛋白家族的关键
成员 X- 连锁凋亡抑制蛋白（X-linked inhibitor of 
apoptosis，XIAP）的表达 [23] 发挥促凋亡作用。
2.2.2　调控 caspase 家族蛋白　刘晓莉等 [24] 研究
发现紫草素可上调 cleaved caspase-9 和 cleaved 
caspase-3 的表达，在一定剂量范围内呈剂量依
赖性地诱导 A549 细胞的凋亡。黄静山等 [26] 研
究发现细胞凋亡和程序性坏死途径都是紫草素诱
导 A549 细胞死亡的作用机制之一，紫草素可通
过 caspase 途径诱导细胞凋亡，表现为 caspase-3
和 caspase-8 表达活性升高，而经不可逆 caspase
抑制剂干预后细胞凋亡率有所降低。XIAP 是
细胞凋亡和自噬的主要调节因子，主要通过与
caspase 直接结合并阻断 caspase-3/7/9 的激活和成
熟来阻止细胞凋亡。Wang 等 [27] 研究发现，紫草
素可抑制 NSCLC 细胞 H1299 的 Survivin 信号通
路，通过调控 Survivin 下游分子 XIAP 及其介导
的 caspase-3 和 caspase-9 的表达，导致线粒体膜
电位的下降，诱导 H1299 细胞凋亡。
2.2.3　上调活性氧（reactive oxygen species，ROS），
引起细胞衰老　ROS 可导致细胞能量代谢紊乱，
ROS 的蓄积也可损伤细胞，多个研究表明，紫
草素可诱导肺癌细胞内 ROS 的大量产生和蓄积，
通过 ROS 介导的内质网应激进而诱导肺癌细胞
凋亡 [26，28-30]。紫草素可在诱导 NSCLC 细胞株
A549、H1650 和 H1975 生成大量 ROS 的同时使
细胞凋亡指标 caspase-3/9 和多腺苷二磷酸核糖聚
合 酶 [Poly（ADP-ribose）polymerase，PARP] 的
活性显著提高，抗凋亡因子 Bcl-2 和 B 淋巴细胞
瘤 -xL（Bcl-xL）的表达下调，而在使用 ROS 抑
制剂后上述诱导凋亡作用被阻断，说明紫草素诱
导的细胞凋亡与细胞内 ROS 升高密切相关 [29-30]。
　　紫草素还可通过诱导 ROS 水平升高从而对
DNA 造成氧化损伤，进而引起细胞衰老。郑宏
明 [31] 的研究发现，紫草素可诱导肺癌细胞 A549
和 H1299 大量生成 ROS，并显著上调肺癌细胞的
p53 和 DNA 损伤标志蛋白 p-H2A.X 的蛋白水平，
导致 DNA 损伤，引起细胞衰老。Zheng 等 [32] 研
究发现，相较于诱导细胞凋亡，促进细胞衰老是
紫草素发挥抗肿瘤作用的主要机制，且紫草素的

促衰老作用强烈依赖于增加细胞中 ROS 的生成。
也有研究发现，紫草素诱导细胞凋亡、衰老的作
用主要与 p53 的表达上调有关 [22]。
2.3　阻滞细胞周期
　　细胞周期有高度的组织性和条理性，以确保
遗传物质的完整性。该过程依赖于许多基因和蛋
白的共同调节，细胞周期异常可导致细胞增殖
失控，细胞凋亡被抑制，最终导致肿瘤的发生，
细胞周期的进展在一定程度上与细胞周期蛋白
（cyclin）、周期蛋白依赖性激酶（cyclin-dependent 
kinase，CDK）、周期蛋白依赖性激酶抑制因子
（cyclin-dependent-kinase inhibitor，CKI）、 细 胞
分裂周期因子 25（cell division cycle 25，CDC25）
等多种调节因子之间的平衡有关 [33]。多个研
究发现紫草素可使肺癌细胞发生 G0/G1 期阻
滞 [18，27，31-32]，其中 Wang 等 [27] 的研究发现紫草
素的细胞周期阻滞作用与其靶向 Survivin 信号通
路并下调其下游分子 CDK2、CDK4、cyclin E 和
cyclin D1 的蛋白水平有关。王媛等 [16] 研究发现
紫草素可使肺癌细胞 H1975 发生 S 期阻滞，阻止
细胞进入 G2/M 期。也有研究发现紫草素可使肺
癌细胞周期阻滞在 G2/M 期，并指出这可能与紫
草素上调 p21、p53 和 p16 的表达有关 [22，34]。
　　总之，紫草素可通过调节 p53、p16、p21 及
细胞周期相关蛋白 cyclins、CDKs 的表达，产生
细胞周期阻滞作用。
2.4　抑制肺癌细胞侵袭和迁移
2.4.1　逆转肺癌细胞上皮间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT）　EMT 是 肿 瘤
细胞迁移和侵袭过程中的关键环节。沈东等 [35]

通过肝细胞生长因子（hepatocyte growth factor，
HGF）诱导建立了肺癌 PC9 细胞 EMT 模型，研
究发现紫草素干预后能明显逆转 EMT，进而抑
制 PC9 细胞的侵袭和迁移。张小方等 [36] 的研究
表明紫草素可减弱血管内皮生长因子、基质金属
蛋白酶 14、纤维连接蛋白和波形蛋白的表达，抑
制肺癌细胞的 EMT，并通过抑制 PI3K/Akt 信号
通路抑制 A549 细胞的活力及侵袭、迁移能力。
在表皮生长因子受体（epidermal growth factor 
receptor，EGFR）突变的肺癌细胞中 c-Met 信号
通路被高度激活，Hsieh 等 [37] 的研究发现紫草素
能呈剂量依赖性地抑制肺癌细胞 HCC827 的侵袭
和迁移，与紫草素抑制内源性 c-Met 的激活，负
调控 c-Met 介导的 PI3K/Akt 和胞外信号调节激酶
（extracellular signal-regulated kinase，ERK）信号
通路及 EMT 有关。
　　越来越多的证据表明，炎症性肿瘤微环境可
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导致肿瘤细胞迁移，炎性细胞因子白细胞介素（IL-
6）的下游因子信号转导及转录激活因子 3（signal 
transduction and activator of transcription 3，STAT3）
可在多种癌症中被过度激活从而加重 EMT 和肿
瘤迁移。Pan 等 [38] 研究发现紫草素可通过 IL-6/
STAT3 信号通路阻断 NSCLC 细胞在炎症微环境中
的迁移和侵袭，表现为肺癌细胞的侵袭和迁移能
力、STAT3 磷酸化和 EMT 均受到显著抑制。
2.4.2　抑制 CD54 和整合素家族的表达　细胞
间黏附分子 -1（intercelluar adhesion molecule-1，
ICAM-1/CD54）和整合素（integrin）家族都属于
黏附分子家族，与肿瘤细胞的增殖、黏附、转移
等多种生物学功能相关。何刚等 [39] 研究表明紫草
素能显著抑制肺癌细胞 H292 的 CD54 和 integrin 
β1、integrin β3、integrin β4、integrin α5 的 转 录
及蛋白表达水平，从而抑制 H292 细胞的活性、
黏附、迁移和侵袭能力，并具有剂量依赖性。
Wang 等 [40] 的研究发现，紫草素通过抑制整合素
integrin β1 的表达和 ERK1/2 信号通路抑制肺癌细
胞 A549 对细胞外基质的黏附和转移，且在较低
浓度（＜ 2 μmol·L － 1）区间，紫草素能呈浓度
依赖性抑制 A549 细胞的侵袭和迁移。
2.5　诱导肺癌细胞坏死和自噬
　　程序性坏死是由死亡受体介导的不依赖于
caspase 的细胞死亡方式，与细胞凋亡不同，其
具有细胞肿胀、细胞膜完整性丧失等坏死细胞
的形态学特征。受体相互作用蛋白（receptor-
interacting protein，RIP）1/RIP3/ 混 合 系 列 蛋 白
激酶样结构域（mixed lineage kinase domain-like 
protein，MLKL）轴是介导细胞程序性坏死的重
要信号传导途径之一，RIP1 和 RIP3 还可间接地
诱导细胞内 ROS 的产生和蓄积，促进细胞程序
性坏死进程。黄静山等 [26] 研究发现，紫草素可使
RIP1、RIP3 的蛋白表达及 p-MLKL/MLKL 比值
升高，通过 RIP1/RIP3/MLKL 通路诱导 A549 细
胞发生程序性坏死。张海鹏 [41] 的研究证明，紫
草素通过提高 RIP1 和 RIP3 的表达诱导 ROS 的
异常表达，最终导致 A549 细胞发生程序性坏死，
并呈浓度依赖性。
　　PARP 可导致细胞内 ATP 的快速丢失，其介
导的细胞死亡是程序性坏死的另一种重要形式。
Kim 等 [42] 的研究发现，紫草素能浓度依赖性地
增加细胞中 RIP1 蛋白的水平，通过 RIP1 依赖的
程序性坏死途径诱导 A549 细胞死亡及自噬。进
一步研究发现，自噬抑制剂能增加 RIP1、cleaved 
PARP 和 caspase-3 的表达，这表明抑制紫草素诱
导的自噬可促进其诱导的程序性坏死，并增强

PARP 介导的细胞死亡。
2.6　协同增敏，逆转肿瘤耐药
　　EGFR 突变基因是我国晚期 NSCLC 最常见的
驱动基因，目前吉非替尼、埃克替尼、阿法替尼
及奥希替尼等表皮生长因子受体 - 酪氨酸激酶抑制
剂（epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase 
inhibitor，EGFR-TKI）类靶向药物是其最主要和首
选的治疗方式 [43]，但靶向治疗后易致获得性耐药，
其耐药机制主要有 T790M 突变、c-Met 突变或扩增、
EMT 及 NSCLC 向 SCLC 转化等。多项研究报道了
紫草素与 EGFR-TKI 联用后可产生协同增敏、逆转
耐药作用，分子机制研究显示以上作用主要与紫草
素逆转 EMT 和抑制 Akt 蛋白磷酸化、抑制 PKM2/
STAT3/cyclin D1 信号通路和 EGFR 信号通路分子磷
酸化、增加 ROS 介导的内质网应激有关 [28，44-46]。
　　含铂双药化疗为肺癌治疗的一线化疗方案，
治疗后期肿瘤细胞多药耐药是导致化疗失败的主
要原因之一。周娟等 [47] 研究发现紫草素能在不产
生细胞毒性的条件下逆转耐药肺癌细胞株 A549
细胞对顺铂的耐药性，并增强顺铂的杀伤作用。
Dai 等 [20] 研究发现紫草素能增加肺癌细胞对顺铂
化疗的敏感性，并提出其逆转耐药机制可能与紫
草素阻断外泌体 PKM2 的产生和外分泌有关。
　　 核 富 集 转 录 体 1（nuclear enriched abundant 
transcript 1，NEAT1） 属 于 长 链 非 编 码 RNA，
NEAT1 可激活 PI3K/Akt 信号通路影响 NSCLC 的
发生发展 [48-49]。值得关注的是，NEAT1 在紫杉醇
耐药的 NSCLC 细胞中显著上调，研究发现，紫
草素可下调紫杉醇耐药肺癌细胞 A549（A549/
PTX）的 NEAT1 和 Akt 信号传导水平，通过抑制
NEAT1/Akt 信号通路治疗紫杉醇耐药 NSCLC[50-51]，
且 Li 等 [50] 的进一步研究发现 NEAT1 主要通过激
活 Akt/mTOR 信号通路介导 NSCLC 细胞紫杉醇耐
药，且 NEAT1 是 NSCLC 对紫杉醇耐药的基础，
这为后续如何逆转 NSCLC 耐药提供了研究思路。
3　结语
　　随着对传统中医药研究的逐渐深入，越来越
多的中药有效成分被证明具有多样的药理作用。
紫草作为传统中药，因其表现出多环节、多途径
的广泛抗肿瘤效应，以及其高效低毒的作用模式，
近年来已成为研究热点。综上所述，紫草素抗肺
癌作用机制主要有以下几个方面（见图 2）：① 通
过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，抑制有氧糖酵
解，抑制肺癌细胞的增殖；② 通过上调促凋亡蛋
白 p53 及 Bax 的表达、下调抑凋亡蛋白 Bcl-2 及
XIAP 的表达、激活 caspase 依赖的线粒体凋亡途
径、上调 ROS 并引起细胞衰老等途径促进肺癌细
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胞凋亡；③ 通过调节 p53、p16、p21 及细胞周期
相关蛋白 cyclins、CDKs 等的表达，引起肺癌细
胞周期阻滞；④ 通过逆转肺癌细胞 EMT、抑制
CD54 和整合素家族的表达，抑制肺癌细胞的侵袭
和迁移；⑤ 通过激活 RIP1/RIP3/MLKL 通路、促
进 PARP 的表达，诱导肺癌细胞坏死和自噬；⑥ 
通过逆转 EMT，抑制 EGFR 信号通路分子磷酸
化，下调 NEAT1、Akt 与 PKM2 的水平，与抗肿
瘤药物联合发挥协同增敏、逆转肿瘤细胞耐药作
用。除了上述研究所展现的肺癌治疗作用外，有
不少研究也证明紫草素还可以通过减轻肺水肿、
减少炎症因子释放和中性粒细胞的浸润等多方面
作用缓解肺损伤，改善肺功能 [52-53]。这提示紫草
素可在肺癌治疗作用的基础上改善肺功能，有利
于肺癌患者的预后。紫草素还可选择性地抑制肺
癌细胞的增殖，而对人正常肺细胞影响轻微，说
明紫草素具有选择性细胞毒性，具有高效低毒的
肺癌治疗特性 [23，29-30]。

图 2　紫草素抗肺癌作用机制示意图

Fig 2　Diagram of the anti-lung cancer mechanism of shikonin

　　目前药用紫草以新疆紫草品质最佳 [11]，其经
济价值和药用价值均较高，具有广阔的开发应用前
景。但紫草的野生资源逐年锐减，在发掘更多药用
价值的同时还应关注资源保护及其可持续发展。仍
需关注的是，紫草素的抗肿瘤研究大多还停留在分
子水平以及肿瘤细胞系的体外实验，需充实异种移
植动物模型研究，测定其有效作用的剂量范围，并
进一步验证其有效性和安全性，从而更有力地佐证
其抗肿瘤效果。除此之外，其肺癌治疗作用的确切
分子机制也有待进一步研究，后续还可挖掘更多的
潜在治疗靶点，发挥更大效用。
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靶向嗜酸性肉芽肿性多血管炎的抗体药物研究进展
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摘要：嗜酸性肉芽肿性多血管炎（EGPA），是可累及全身多个系统、罕见的一种自身免疫性

疾病，主要表现为外周血及组织中嗜酸性粒细胞（EOS）增多、浸润及中小血管的坏死性肉芽

肿炎症。EGPA 治疗的主要药物为糖皮质激素和免疫抑制剂，但长期使用这些药物可出现骨质

疏松、感染、血糖控制不佳等并发症。当前，靶向 EGPA 的抗体药物已面世，并逐渐被临床医

师用于治疗 EGPA。本文旨在综述靶向 EGPA 的抗体药物研究进展。
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Abstract: Eosinophilic granulomatosis with polyangiitis (EGPA) is a rare autoimmune disease 
that involves multiple systems throughout the body, mainly presenting by increased eosinophils 
(EOS) in the peripheral blood and tissues, infiltration and necrotizing granulomous inflammation of 
small and medium blood vessels. The main drugs for EGPA treatment are glucocorticoids (GC) and 
immunosuppressants, but long-term use can cause complications such as osteoporosis, infection and 
poor blood glucose control. Previously, antibody drugs targeting EGPA have been available and are 
gradually used for EGPA. This paper reviewed the progress of antibody drugs targeting EGPA. 
Key words: target; anti-IgE monoclonal antibody; anti-IL-5/IL-5R monoclonal antibody; anti-CD20 
monoclonal antibody; eosinophilic granulomatosis with polyangiitis
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　　嗜酸性肉芽肿性多血管炎（eosinophilic granu-
lomatosis with polyangiitis，EGPA）曾称为 Churg-
Strauss 综合征（Churg Strauss syndrome，CSS）或
变应性肉芽肿性血管炎（allergic granulomatosis 
and angiitis，AGA），是一种罕见但可累及全身多
系统（如呼吸、循环、消化和神经系统），甚至危
及生命的自身免疫性疾病，其属于抗中性粒细胞
胞 质 抗 体（anti-neutrophil cytoplasmic antibodies，
ANCA）相关性血管炎 [1]。约 50% 的 EGPA 患

者 ANCA 为阳性，其总患病率为（10.7 ～ 17.8）/
百万，年发病率为（0.9 ～ 2.4）/ 百万 [2]。
　　当前认为，ANCA 介导的血管壁损伤和嗜酸性
粒细胞（EOS）浸润为 EGPA 的发病机制 [1]。EGPA
在不同程度上影响肺、鼻窦、心脏、肾脏、皮肤、
神经系统，其中呼吸道和肺脏为最早且最易累及的
部位，大多数首发症状为喘息症状和鼻 - 鼻窦炎症
状，故大多数患者首先至呼吸与危重症医学科就
诊，并且易误诊为难治性嗜酸性粒细胞性哮喘。
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　　2018 年嗜酸性肉芽肿性多血管炎诊治规范多
学科专家共识编写组制订了我国首个嗜酸性肉芽
肿性多血管炎诊治规范多学科专家共识 [1]，嗜酸
性肉芽肿性多血管炎治疗的主要药物为糖皮质激
素（glucocorticoids，GC）和免疫抑制剂，但长期
使用这些药物可出现骨质疏松、感染、血糖控制
不佳等并发症。随着临床医师对 EGPA 重视程度
的不断上升，靶向抗体药物逐渐被临床医师用于
治疗 EGPA。本文旨在综述靶向 EGPA 的抗体药
物研究进展。
1　抗免疫球蛋白 E（IgE）抗体——奥马珠单抗

（omalizumab，OMA）
　　OMA 是一种重组人源化抗 IgE 单克隆抗体，
其通过与 IgE 的 Cε3 区域特异性结合，降低游离
IgE 水平，并且通过降低 IgE 高亲和力受体 FcεRI
表达，阻抑炎症细胞激活和多种炎性介质释放，
从而阻断炎症级联反应。此外，OMA 还有以下
免疫调节作用机制：① 增加干扰素分泌，减少病
毒复制等；② 减少表达 IgE 的 B 细胞数量，并
且抑制 B 细胞产生 IgE；③ 调控干扰素α 和肿瘤
坏死因子α 的表达，抑制过敏性炎症；④ 与平滑
肌细胞直接及间接作用，以及下调包括白细胞介
素（IL）-4、IL-5、IL-33 等细胞因子的表达 [3]。
OMA 通过与 EOS 膜上的 IgE 受体相互作用和 /
或减少 IL-5 等 EOS 生长因子，从而诱导 EOS 凋
亡，最终减少外周血和组织中 EOS[4]。
　　2018 年嗜酸性肉芽肿性多血管炎诊治规范多
学科专家共识 [1] 推荐，OMA 可减少 EGPA 患者
的喘息和 / 或鼻窦症状及 GC 剂量。王晓旭等 [5]

报道 OMA 治疗 EGPA 的案例显示，使用 OMA
后 12 h，患者的荨麻疹、鼻炎、哮喘症状及腹
痛症状缓解，停用所有口服及吸入药物，给予
OMA 16 周后，患者外周血 EOS 由 29.1% 降至
13.7%，肺功能较前改善，并且未复发，未发生
不良反应。OMA 可成功治疗 EGPA 患者的哮喘
症状和鼻 - 鼻窦炎症状 [6-8]。在 EGPA 和中重度过
敏性哮喘患者中，OMA 是有益且安全的 [8-9]，并
且可减少 GC 剂量，同时减少 EOS 计数，改善哮
喘症状超过 36 个月 [8]。欧昌星等 [10] 关于 OMA
对以哮喘为首发症状的 EGPA 的疗效和安全性
分析的研究显示，经 OMA 治疗 4 个月后 EGPA
患者的总体应答率为 68.2%，OMA 对 EGPA 哮
喘样症状疗效好，减少口服糖皮质激素（oral 
corticosteroids，OCS）维持用量，安全性好；外
周血 EOS 比例较低的 EGPA 应答较好。

　　关于 OMA 治疗 EGPA 的用法和用量方面，
参考奥马珠单抗治疗过敏性哮喘的中国专家共
识（2021 版）[3]，根据患者治疗前测定的血清总
IgE（U·mL － 1）和体重（kg），利用剂量表确定
OMA 的给药剂量和给药频率（每 2 周或 4 周给
药 1 次），每次给药剂量为 75 ～ 600 mg，若剂
量≤ 150 mg，则于 1 个部位皮下注射；若剂量＞

150 mg，则按需分 1 ～ 4 个部位分别皮下注射。
OMA 每次给药的最大推荐剂量为 600 mg，每 2
周 1 次。
　　当前关于 OMA 治疗 EGPA 的疗程无明确规
定 [1]。欧昌星等 [10] 研究显示，使用 OMA 维持治
疗 EGPA 患者 6 个月至 1 年能控制患者症状，有
2 例 EGPA 患者治疗 4 个月为部分应答，治疗 1
年后变为完全应答，该研究说明 EGPA 患者有必
要使用 OMA 长期维持治疗。
　　根据欧洲过敏和临床免疫学会（EAACI）重
度哮喘生物制剂推荐指南建议 [11]，在 OMA 注射
后的一段时期内，应密切观察是否有过敏反应的
发生，推荐前 3 次注射后观察 60 min，并可由医
师根据患者个体反应或既往不良反应史决定注射
后观察时间。OMA 治疗 EGPA 安全有效，常见
不良反应为注射部位疼痛、肿胀、红斑、瘙痒，
全身不良反应为发热、头痛、关节痛，持续时间
短，均可自行消失 [5]。
2　抗 IL-5/IL-5R抗体

　　抗 IL-5 单克隆抗体（抗 IL-5 抗体）包括美泊利
珠单抗（mepolizumab，MEPO）、瑞利珠单抗（resli-
zumab，RESL），抗 IL-5受体单克隆抗体（抗 IL-5R
抗体）包括贝那利珠单抗（benralizumab，BENR）。
IL-5 是诱导 EOS 性炎症的主要驱动因子。EGPA 患
者中 IL-5升高，抗 IL-5可作为潜在的治疗靶点 [12]。
　　MEPO 是首个 FDA 批准 [13] 用于治疗 EGPA
的抗 IL-5 生物制剂，其是人源化单克隆 IgG1 抗
体，通过结合游离 IL-5，阻抑 IL-5 与 EOS 膜表达
的 IL-5 受体的α 亚基结合 [14]，从而阻止 EOS 的
活化和积聚，最终减少 EOS 对组织、器官的损害。
　　RESL 是 IgG4/k 类人源化抗 IL-5 抗体，通过
与 IL-5 高亲和力结合，降低外周血 EOS 水平 [14]，
从而靶向治疗 EGPA。
　　BENR 是抗 IL-5R 单克隆抗体，与 EOS 表面
的 IL-5 受体α 高亲和结合，抑制 EOS 活化，导
致 EOS 耗竭 [14]，从而减少 EOS 对组织、器官的
损害。
2.1　MEPO
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　　国家药品监督管理局于 2021 年 11 月批准
MEPO 用于治疗 EGPA。但当前，国内尚未见
MEPO 治疗 EGPA 的研究报道。2017 年首次见国
外一项多中心、双盲、随机试验研究报道，与安
慰剂组相比，MEPO 组 EGPA 患者缓解期明显更
长 [15]，GC 使用剂量减少，并且复发率低。2018
年嗜酸性肉芽肿性多血管炎诊治规范多学科专家
共识 [1] 推荐，MEPO 可有效降低外周血 EOS 计
数，而且显著降低 GC 剂量。MEPO 还可控制
哮喘症状和耳鼻喉症状，且复发率低 [16]。Ueno
等 [17] 研究显示，给予 EGPA 患者 MEPO 治疗后
12 个月患者的缓解率为 75%，伯明翰血管炎活
动度评分（BVAS）、EOS 计数及 GC 剂量均显著
降低，同时使用免疫抑制剂的患者数量也随着
时间的推移而减少，且复发率低。MEPO 在诱导
和维持方面有效，特别是在以哮喘和过敏表现
为主的 EGPA 患者中 [7]，且诱导和维持难愈性、
复发性和 GC 依赖性的 EGPA 病情缓解，GC 剂
量减少 [18-19]，对于 ANCA 阳性或 EOS 计数增多
（≥ 150 个·μL － 1）的患者可能有更大的益处 [20]。
　　MEPO 治疗 EGPA 在最佳剂量和疗程方面，
当前无明确规定。在一项欧洲多中心研究评估
MEPO 100 mg/4 周 和 300 mg/4 周 治 疗 EGPA 后
3 ～ 24 个月的有效性和安全性的研究中 [21]，158
名患者接受 100 mg/4 周治疗，33 名患者接受 300 
mg/4 周治疗。结果显示 25 名患者（12.3%）在
治疗 3 个月后完全缓解，治疗 12 个月和 24 个
月时，完全缓解率分别增加到 30.4% 和 35.7%，
MEPO 100 mg/4 周 和 300 mg/4 周 治 疗 EGPA 的
完全缓解率差异无统计学意义。治疗 3 个月到 24
个月，BVAS 评分、泼尼松剂量和 EOS 计数显著
降低，并且 100 mg/4 周和 300 mg/4 周无显著差
异。该研究表明 MEPO 100 mg/4 周和 300 mg/4
周治疗 EGPA 均有效，完全缓解率差异无统计学
意义。Özdel Öztürk 等 [22] 研究亦显示 MEPO100 
mg/4 周治疗 EGPA 可显著降低口服 OCS 剂量，
改善哮喘控制测试（ACT）评分、哮喘生活质
量问卷（AQLQ）评分、鼻结膜炎生活质量问卷
（RQLQ）和鼻窦结局测试（sot-22）评分，并显
著降低第 6 个月和第 12 个月哮喘加重次数和外
周血 EOS 计数。多项研究结论 [23-25] 与上述研究
结论一致。
　　多项研究提示使用 MEPO 治疗 EGPA 患者没
有发生明显的不良反应，总体安全有效 [15，17，22-25]。
2.2　RESL

　　当前，国内尚未见 RESL 治疗 EGPA 的研究。
Manka 等 [26] 评估了 10 名 EGPA 受试者静脉注射
RESL（3 mg·kg － 1）的安全性和有效性，结果显
示 EGPA 患者耐受性良好，RESL 可减少 OCS 剂
量。表明 RESL 与其他 IL-5 生物药物具有相似的
效果，可能是一种安全有效的 EGPA 治疗方法。
但当前 RESL 治疗 EGPA 的研究甚少，还需要更
多大规模多中心前瞻性随机试验来研究 RESL 治
疗 EGPA 的疗效和安全性。
2.3　BENR
　　国外一项前瞻性开放标签研究纳入 10 例
EGPA 患者，在 EGPA 治疗前、治疗中和治疗后
40 周评估不良事件、OCS、病情加重和肺功能，
结果显示，EGPA 耐受性良好，并减少 OCS 剂
量，其中 5 名患者停止使用 OCS；与治疗前和
治疗后相比，治疗期间平均年恶化率最低，表明
BENR 耐受性良好，减少 EGPA 病情加重次数及
OCS 剂量，甚至停用 OCS[27]。
　　对于 GC 依赖或者难治性有并发症的 EGPA
患者，给予 BENR 治疗后 OCS 剂量减少，其中超
过 40% 的 EGPA 患者停用 OCS，并对 MEPO 难治
性 EGPA、有顽固性心脏病变和神经病变并发症
的患者有效 [28]。亦有 BENR 成功治疗 EGPA 心肌
炎的案例 [29]。对于 MEPO 难治性的 EGPA 患者，
给予 BENR 治疗 EGPA 后患者症状明显改善，严
重哮喘和慢性鼻窦炎伴鼻息肉（CRSwNP）控制
良好，并且 OCS 剂量减少，外周血 EOS 计数减
少，肺功能、胸部 CT 扫描见肺部病变和皮肤病
变较前改善 [30]。对于表现为严重神经病变和严重
哮喘 EGPA 患者，经 MEPO 治疗后疗效欠佳，给
予 BENR 治疗后患者的神经病变明显改善，患者
能够单独行走，并且 BENR 治疗 EGPA 及其并发
症的疗效维持了 4 年多 [31]。BENR 可能是 EGPA
表现为神经病变伴严重哮喘的一种有效的治疗方
法。对于 OCS 治疗 EGPA 后出现积液性中耳炎
和感音神经性耳聋的患者，经 BENR 治疗后，哮
喘、积液中耳炎、鼻窦炎症状明显改善 [32]。多项
研究结论 [33-36] 与上述结论一致。
　　关于 BENR 治疗 EGPA 安全性方面，多项研
究提示使用 BENR 治疗 EGPA 患者没有发生明
显不良反应，安全性好、耐受性好 [27-36]，并且在
EGPA 重症病例中有效 [29-33]。
　　当前，BENR 治疗 EGPA 的剂量和疗程尚无
明确规定，还需要更多大规模多中心前瞻性随机
试验来明确其最佳剂量和疗程。
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3　抗 CD20 抗体——利妥昔单抗（rituximab，
RTX）
　　RTX 是抗 CD20 人鼠嵌合型单克隆抗体，能
与 B 淋巴细胞上的 CD20 抗原特异性结合，引起
B 细胞消耗，进而减轻 B 细胞产生 ANCA 对机体
造成的损害。
　　2021 年 ACR/VF 指南 [37] 建议活动性和重症
EGPA 患者在有条件的情况下可使用 RTX 诱导缓
解，复发性 EGPA 患者使用 RTX 维持治疗。目前，
RTX 被推荐用于 EGPA 伴严重疾病的诱导缓解，特
别是 ANCA 阳性且有血管疾病的患者 [7]。对免疫抑
制剂如环磷酰胺诱导缓解无效的 EGPA 患者，一项
36 个月随访研究显示，RTX 可以诱导缓解 EGPA，
并且缓解持续时间长，EOS 计数、C- 反应蛋白和
IgE 水平下降；在 36 个月的观察期内无复发，RTX
耐受性良好，未发生明显的不良反应，表明 RTX 在
诱导缓解方面有效且安全 [38]。RTX 对初诊或复发难
治性 EGPA 患者可有效诱导、持续缓解并减少 GC
剂量，而且对 ANCA 阳性患者比阴性患者有更大的
潜在益处 [39]。多位学者观点 [40-42] 与上述观点一致。
　　对累及多个系统的重症 EGPA，RTX 联合
MEPO 是一种很好的治疗选择。对伴有肺动脉血
栓、急性呼吸衰竭、心力衰竭、胃肠道症状和周
围神经病变的耐 GC、环磷酰胺和 MEPO 的难治
性 EGPA 患者，使用 RTX 后患者症状改善，并且
未复发 [43]。对累及中枢神经系统、严重肺出血、
心脏、胃肠道、肾病和心肌炎，加用 RTX 联合
MEPO 后达到缓解 [44-45]。
　　当前，RTX 治疗 EGPA 的最佳剂量和疗程尚
无明确规定，还需要更多大规模多中心前瞻性随
机试验来明确。
　　关于 RTX 治疗 EGPA 安全性方面，多项研究
提示使用 RTX 治疗 EGPA 患者没有发生明显不良
反应，安全性、耐受性好 [38-42]，并且对于累及多
个系统的重症 EGPA，RTX 联合 MEPO 是一种很
好的治疗选择 [43-45]。
4　总结与展望

　　综上所述，EGPA 治疗的主要药物为 GC 和免
疫抑制剂，但长期使用不良反应大。当前，靶向
EGPA 的抗体药物已面世，在经济条件允许的情
况下，对于 GC 和免疫抑制剂有禁忌，耐 GC 和
免疫抑制剂的难治性、维持治疗或复发性 EGPA
患者，靶向 EGPA 的抗体药物是一种很好的治疗
选择。但目前仅见个案报道或小样本研究，还需
要更多大规模多中心前瞻性随机临床试验来验证

其有效性和安全性，并且明确最佳剂量和疗程。
　　MEPO 的说明书适应证为成人 EGPA，其他具
有靶向 EGPA 作用的抗体药物的说明书适应证无
EGPA。目前，我院已采入抗 IgE 抗体 -OMA 用于
治疗中重度过敏性哮喘并且已纳入医保报销范畴，
还未采入其余具有靶向 EGPA 作用的抗体药物，
亦未纳入医保报销范畴，期待早日采入且早日纳
入医保报销范畴，为更多 EGPA 患者带来福音。
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神经外科降颅压药物的研究进展
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摘要：颅内压（ICP）升高是神经外科中常见的临床症状，药物治疗是临床上降颅压分层管理

的重要环节，多种药物可以降低颅内压，如高渗脱水剂、利尿剂、血容量扩充剂和激素等。高

渗脱水剂的应用最普遍，其中甘露醇的应用时间最长，是被广泛使用的一线药物；利尿剂、血

容量扩充剂单独降颅压作用较弱，多与高渗脱水剂配伍使用；糖皮质激素可用于脑水肿，治疗

其他类型颅内压增高的证据有限；其他药物如苯巴比妥、乙酰唑胺等也可能起到降颅压的作用，

但临床应用较少。哪一种药物的效果更好、更具应用价值，是临床需要关注的问题。本文拟就

国内外降颅压相关的药物作一综述，以期为临床制订药物治疗方案提供参考。

关键词：颅内压；神经外科；药物治疗；甘露醇；高渗盐水
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Research progress of therapeutic drugs for reducing intracranial pressure
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Abstract: Elevated intracranial pressure (ICP) is a common clinical symptom in neurosurgery. Drug 
therapy is an important part of the hierarchical management of ICP reduction. A variety of drugs can 
reduce ICP, such as hypertonic dehydrants, diuretics, blood volume expanders, and hormones. The 
application of hypertonic dehydrants is the most common, among which mannitol has been used 
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　　颅内压（intracranial pressure，ICP）是颅腔
内容物（脑组织、脑脊液、血液）对颅腔壁产生
的压力。颅脑创伤、脑肿瘤、颅内感染等病理损
伤可能使颅内压超过正常限度，从而引起脑缺
血、脑水肿、脑疝等神经外科常见的临床综合征。
颅内压的绝对值、升高的持续时间与预后相关 [1]，
及时进行降颅压治疗有助于降低病死率，改善神
经预后功能。临床上使用分层管理的策略来进行
降颅压治疗，除了基本治疗如头位抬高、维持正
常血压和血容量、保持体温，药物治疗也是重要
环节 [1-2]。高渗脱水剂是使用时间最长、应用最普
遍的药物类型，其代表药物甘露醇和高渗盐水是
临床的一线常用药。本文就国内外降颅压相关药
物及研究现状作一综述。
1　颅内压增高治疗建议

　　各国指南对需要进行人工干预以降低颅内的
标准定义不同，2018 年欧洲神经重症指南 [3] 建议
以颅内压＞ 25 mmHg 作为开始渗透治疗的标准，
2017 年美国第四版重症颅脑损伤指南 [4] 建议干
预标准为颅内压＞ 22 mmHg，国内关于治疗脑出
血、颅脑损伤、脑水肿等的指南及专家共识多以
颅内压＞ 20 mmHg 为降颅压治疗的标准 [5-8]。指
南建议对颅内增高实施分层管理策略，根据临床
表现、影像资料等情况对患者进行综合评估，在
治疗原发疾病的基础上，采取抬高头位、维持血
压血糖稳定、镇痛镇静等措施，如基础治疗后患
者颅内压仍增高，实施药物降颅压治疗；对于药
物治疗无效的难治性颅内高压，可采用手术、低
温治疗、过度通气等方式减压。
2　药物治疗现状

2.1　高渗脱水剂

2.1.1　甘露醇　甘露醇具有迅速提高血浆渗透
压、增加肾小球滤过率和减少水钠等溶质重吸收
等作用，在静脉注射后 20 min 内起效，促进脑

组织和脑脊液中的水分转移入血循环并通过肾脏
排出，作用时间持续 4 ～ 6 h。2019 年国内专家
共识建议低剂量甘露醇（0.25 ～ 1 g·kg－ 1）应于
10 ～ 20 min 内输注，每 4 ～ 6 h 给药一次，脉
冲式给药；大剂量（1.0 ～ 2.0 g·kg－ 1）甘露醇
则常用于紧急降颅内压的短期治疗。如首次给药
后颅内压仍高于 20 mmHg，需重复给药 [1]。在
一项纳入 20 例患者的随机对照试验（randomized 
controlled trial，RCT）中 [9]，20% 甘露醇静脉输
注 60 min 和 120 min 后颅内压分别下降 45% 和
32%；与术中给药相比，切皮后立即给药使甘露
醇的作用时间延长，降压效果更好 [10]；几项 RCT
比较了甘露醇剂量与降压效果的关系，与低剂量
组相比，高剂量组甘露醇的脑松弛效果更好，但
不良反应更多 [11-13]。
　　甘露醇在脑脊液中的排泄较慢，使用后可引
起血容量迅速增多、加重心脏负荷，也可因过
度利尿导致细胞损害和电解质异常，从而发生
颅内压反跳、急性肾损伤、电解质紊乱和心力
衰竭等常见不良反应。成人渗透压间隙（实测血
浆渗透压值与计算血浆渗透压值之差）小于 10 
mOsm·L－ 1 时需重复给药，大于 20 mOsm·L－ 1

应避免用药 [14]，血浆渗透压超过 320 mOsm·L－ 1

时有发生急性肾小管坏死和肾衰竭的风险 [15]，输
注速率越高，急性肾损伤（acute kidney injury，
AKI）越严重。缺血性脑卒中患者的血脑屏障遭
到破坏，甘露醇可从破裂血管进入病灶区，加重
脑水肿，增加死亡率。
　　甘露醇作用迅捷、作用时间长，是临床上使
用最普遍的高渗药物，降颅压效果显著。使用甘
露醇治疗期间，除结合临床和影像学检查评价治
疗效果外，还需及时监测患者血浆渗透压、肾功
能、电解质和尿量等指标，以降低不良反应危害。
2.1.2　高渗盐水（hypertonic saline，HTS）　渗

for the longest time and is the widely used first-line drug. Diuretics and blood volume expanders 
alone have a weak effect on reducing intracranial pressure, and are often used in combination with 
hypertonic dehydrants. Glucocorticoids can be used for the treatment of cerebral edema, and there is 
limited evidence for the treatment of other types of increased intracranial pressure. Other drugs such 
as phenobarbital and acetazolamide may also play a role in reducing intracranial pressure, and they 
are rarely used in clinical practice. Which drug has better effect and more application value is the 
problem that needs to be paid attention to clinically. This article reviews the drugs related to reducing 
intracranial pressure at home and abroad, so as to provide reference for clinical drug treatment. 
Key words: intracranial pressure; neurosurgery; medical treatment; mannitol; hypertonic saline
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透压高于 320 mOsm·L－ 1 的含钠盐溶液称为高
渗盐水，通过直接提高细胞外液钠离子浓度、增
加血浆渗透压，促进水分及组织间液回流，从而
降低颅内压。高渗盐水对内环境平衡的影响小，
有利于保持细胞体积及静息电位，也可以升高平
均动脉压（mean arterial pressure，MAP）和脑灌
注 压（cerebral perfusion pressure，CPP）， 还 具
有改善炎症反应、增加抗炎因子生成的作用 [16]。
HTS 对肾脏相对安全，在因肾功能损伤不宜使
用甘露醇或甘露醇疗效不佳的情况下，患者可选
用 HTS。儿童颅脑创伤（traumatic brain injury，
TBI）指南唯一推荐使用 HTS 降压 [15]，因为其对
儿童的生化及代谢影响较小。
　　临床常使用的高渗盐水浓度为 3% ～ 23.4%，
各浓度降低颅内压的作用均得到证实。在使用习
惯上，常用的浓度为 3%、5%、7% 和 23.4%，其
中美国通常用 3% 和 23.4%，欧洲以 5% 和 7% 居
多 [17]，我国专家共识推荐 3%[7]。3% HTS 常用于
控制各种类别的颅内压升高，23.4% HTS 用于颅
内高压的紧急降压、甘露醇耐受的颅内压升高及
脑疝的逆转 [18]，20% HTS 可在密切监测下长期控
制创伤后的激素异常、血钠异常，改善 CPP；在
TBI 中，应用 5% HTS 的患者比起其他浓度 HTS
的死亡率更低，其中 7.5% HTS 相对于 5%HTS
的死亡率明显更高，需要指出的是由于样本量限
制、患者人群等原因，还需样本量更大、方法学
更完善的研究进一步确证 [19]。
　　因脑桥对高渗状态更为敏感，血钠上升速率
不应超过 8 ～ 10 mmol·d－ 1，以防低钠血症纠正
过快引起脑桥中央髓鞘溶解症 [7]。使用 HTS 发生
肾脏不良反应的可能性较低，但当血钠浓度超过
160 mmol·L－ 1 时可能造成肾损害 [20]。有研究提
出 HTS 可能具有延长凝血时间、减少血小板聚集
等作用 [21]，还可能使红细胞溶血，溶血细胞比例
与 HTS 浓度成正相关，使用期间还需监测血常规
及凝血功能。电解质异常（高钠、低钾、高氯血
症等）是 HTS 最常见的不良反应，需在监测电解
质的情况下及时进行对症处理，治疗期间血氯应
低于 115 mmol·L－ 1 [22]，连续 7 d 氯离子输入量＞

2055 mEq 时发生高氯血症和 AKI 的可能性大 [23]。
为降低外周静脉炎的发生率，3% HTS 的输注速
率不应超过 100 mOsm·h－ 1，使用中心静脉给药
可减少不良反应的发生 [24]。
2.1.3　其他高渗脱水剂　甘油作用机制与甘露醇
类似，经肾脏排泄少，静脉或口服使用均能起到

降颅压的作用。国内常使用 10% 的甘油氯化钠注
射液。2018 年国内难治性颅内压增高专家共识 [6]

纳入了两项治疗颅脑创伤和缺血性脑水肿的小样
本研究，患者在短时间内发生颅内压反弹，不推
荐首选甘油进行治疗。
　　甘油果糖是常用的脱水剂，由 10% 甘油溶
液中添加 5% 的果糖制成。甘油果糖经血液进入
全身组织，起效、消除均缓慢，2 ～ 3 h 达平衡。
与单独使用甘露醇相比，甘油果糖和甘露醇交替
使用可起到更好的降颅压效果，且有利于维持
CPP[25]。由于果糖的存在，甘油组的乳酸水平显
著高于甘露醇组，且乳酸升高幅度与甘油输注时
间成正比 [26]。
　　醋酸盐在肝内外均能代谢，代谢速度快，机
体可耐受 300 mmol·L－ 1，临床上可考虑用醋
酸钠缓冲的 HTS 溶液（hypertonic saline buffered 
with sodium acetate，HSwSA）替代 HTS。使用
HTS 和 HSwSA 治疗，HSwSA 组显著较低氯离子
负荷和 AKI 发生率 [27]。早期给予 TBI 患者乳酸
钠静脉滴注 3 h，患者乳酸、丙酮酸和葡萄糖的
浓度增加，谷氨酸和颅内压降低，表明乳酸钠治
疗对脑代谢有益 [28]。乳酸钠和醋酸钠的终末代谢
产物都是碳酸氢钠，循环不良的情况下代谢速率
减慢，故禁用于重症代谢性酸中毒、重度低钾、
心力衰竭和严重肝肾功能不全的患者。
　　山梨醇是甘露醇的异构体，大部分以原形从
肾脏排泄，静脉注射后迅速进入细胞外液，在 15 
min 内出现降颅压作用。在常用的三种渗透剂（甘
油、甘露醇、山梨醇）中，山梨醇最不易进入脑
脊液，且能影响体内葡萄糖代谢，导致血糖升
高 [29]。山梨醇可增强利尿药和碳酸酐酶抑制药的
作用，也可与乳酸钠合用治疗有代谢性酸中毒并
需补充热量的脱水患者。
　　需要指出的是，甘露醇和高渗盐水是临床上
使用最多、用途最广的高渗降颅压药物，与它们
相比，其他高渗药物的研究总体样本量偏少，文
献质量相对较低，还需进一步的高质量研究来证
实其有效性和安全性。
2.2　利尿剂

　　呋塞米是强效利尿剂，作用于肾小管髓袢
厚壁段，抑制氯化钠的重吸收，也能抑制前列
腺素分解酶活性，扩张肾血管。静脉给药后 5 
min 起效，1 h 内效果达到最大，利尿作用持续 2 
h。单独应用时存在起效慢、持续时间短且易导
致电解质紊乱的情况，降颅压作用有限，故多
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与其他药物联用。加用呋塞米后，低剂量甘露醇
可获得与高剂量甘露醇相似的疗效 [30-31]，可替
代高剂量甘露醇，降低肾损伤和水电解质紊乱
的可能性；另外，呋塞米联合 HTS 也能有效降
低颅内压 [32]。
2.3　胶体渗透剂

　　人血清白蛋白是常用的胶体渗透剂，2018 年
欧洲神经重症指南 [3] 不推荐神经重症患者使用白
蛋白维持液体平衡，不推荐急性缺血性脑卒中患
者使用大剂量（20% ～ 25%）白蛋白。在急性颅
脑损伤的治疗上，输注白蛋白可导致更严重的不
良后果，也不推荐使用 [3]。SAFE-TBI 研究发现
第 1 周内白蛋白组颅内压和死亡率显著增加，但
有证据表明白蛋白升高颅内压的作用与溶液张力
有关，与溶质无关，尚需进一步的临床研究来确
定其是否有益 [33]。
　　羟乙基淀粉（hetastarch，HES）常与氯化钠
合并配制成 130/0.4 或 200/0.5（分子量 / 摩尔取
代度）的电解质溶液使用。多项研究表明 HTS-
HES 可延长 HTS 的作用时间、提高血浆渗透压，
也能起到扩充血容量、改善血流动力学的作用。
Harutjunyan 等 [34] 的小样本研究比较了 HTS-HES
和甘露醇对颅内压升高的治疗效果，输注 7.2% 
HTS-HES 降低颅内压的时间更短，使 CPP 和
MAP 升高的效果可能更好。
　　右旋糖酐是化学合成的多糖类聚合物，可降
低血液黏滞性，改善微循环。右旋糖酐 10/20/40/70
可与葡萄糖或氯化钠配伍，静脉滴注给药。一项
小样本研究中，右旋糖酐与 HTS 合用时降低颅内
压的效果优于甘露醇 [35]。
2.4　镇静剂

　　治疗浓度的巴比妥类药物可降低谷氨酸的兴
奋作用、加强 γ 氨基丁酸的抑制作用，也可通过
抑制脑代谢、增加脑血管阻力，明显降低颅内压。
巴比妥类不是一线降颅压用药，常用来治疗对传
统治疗措施无效的患者。与戊巴比妥相比，使用
硫喷妥钠的患者颅内压控制可能更好，两组神经
系统结局及低血压发生率无显著差异 [36]；使用巴
比妥治疗可显著增加 TBI 患者低血压的发生率，
但不能明显改善预后和死亡率 [36]，使用时需及时
监测血压、心电图和颅内压等指标。其他的镇静
或麻醉剂如咪达唑仑、丙泊酚应严格掌握使用指
征，原因是潜在的颅内压低灌注风险 [15，37]。
2.5　糖皮质激素

　　糖皮质激素可以减轻血管源性水肿和细胞内
水肿，间接降低颅内压。感染性脑水肿患者常发
生炎性综合征，临床选用强效地塞米松大剂量冲
击，快速制止炎症发展，大多数患者可于 2 ～ 3
剂后缓解 [38]；结核性、隐球菌性脑膜炎导致的慢
性脑水肿常选用氢化可的松静脉滴注和泼尼松口
服，根据病情决定剂量和疗程 [38]。激素在脑损伤
性脑水肿中的使用意见尚未达成一致，TBI 管理
指南 [4] 不建议对重症 TBI 患者使用激素，但在缺
乏有效替代方案的情况下，临床上仍在 TBI 后使
用激素治疗。鉴于激素存在的副作用，用药时间
不宜过长，停药时需逐渐减量。
3　甘露醇和高渗盐水有效性和安全性的系统评价

　　随着药物治疗研究的深入，甘露醇输注所带
来的肾损伤、水电解质紊乱等并发症越发受到重
视，关于另一种常用的渗透性脱水剂高渗盐水的
研究逐渐增多，两者的对比研究也成为了降颅压
治疗的热门话题。3%HTS 的渗透浓度与 20% 甘
露醇相似（1026 vs 1100 mOsm·L－ 1），与甘露醇
相比，反射系数 HTS 高于甘露醇（1.0 vs 0.9），脱
水效果更好，不易引起低血容量、肾损伤和颅内
压反跳等现象，多项研究显示其与甘露醇对神经
预后的影响类似，降颅压效果和血流动力学稳定
性等方面甚至更具优势 [39-41]，meta 分析显示 TBI
时 3%HTS 比 20% 甘露醇降颅压时间持续更久且
能增加脑灌注压，其中低脑灌注压与更差的临床
结局相关 [42]，也有研究表明由于目前临床证据
有限，HTS 在有效性和安全性上并不优于甘露
醇 [43]。此外，高渗盐水的电解质较多，快速输注
时可能引起高钠血症、高氯血症和脱髓鞘等并发
症，需注意输液速度、严密监测离子浓度。目前，
输注 HTS 的最适剂量和给药方式尚无统一意见，
与两种降颅压药物的疗效、安全性相关的循证证
据还需进一步完善。
4　降颅压药物临床注册研究及未来趋势

　　分别检索国内外降颅压药物治疗相关的临床
试验，来源于美国临床试验中心的有 30 个，来
源于中国的有 13 个，注册时间为 2002 年 5 月至
2023 年 1 月，目标药物有甘露醇、高渗盐水、乙
酰唑胺、乳酸钠等（见表 1）。与高渗药物有效性
和安全性相关的研究最多，对降颅压药物选择、
使用剂量和方式的研究较少，且样本量较少，未
来还需大样本和高质量的 RCT 来对研究结果加
以证实。
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表 1　降颅压药物临床注册研究数量 
Tab 1　Number of clinical studies of intracranial pressure lowering drugs

目标药物
注册数量 试验状态 研究类型 样本量

中国 美国 进行 完成 未知 干预性 RCT 观察性 ≤ 50 51 ～ 100 ≥ 101

甘露醇 4 2 0 4 2   5   5 1 1 3 2

高渗盐水 2 1 0 2 1   2   2 1 1 1 1

甘露醇 / 高渗盐水 6 6 1 7 4 12 10 0 3 6 3

甘露醇 / 乳酸钠 0 1 0 1 0   1   1 0 1 0 0

羟乙基淀粉 2 1 0 2 1   3   3 0 1 2 0

地塞米松 0 1 1 0 0   1   1 0 0 0 1

乙酰唑胺 0 2 0 2 0   2   2 0 2 0 0

AZD4017 0 1 0 1 0   1   1 0 1 0 0

氯胺酮 0 2 1 0 1   2   1 0 1 1 0

右美托咪定 0 3 1 2 0   3   2 0 2 1 0

七氟烷 0 2 0 1 1   2   2 0 0 1 1

地氟醚 / 瑞芬太尼 0 1 0 1 0   1   0 0 0 1 0

5　小结

　　各颅内压增高的指南和专家共识中，高渗脱
水剂是常见的治疗药物，其中甘露醇和高渗盐水
的应用最为广泛（见表 2）。近年来，由于甘露醇
治疗中常出现肾损伤、电解质紊乱、颅内压反跳
等不良反应，而高渗盐水的疗效和安全性似乎更

具优势，关于两者的对比研究愈发受到重视。针
对不同原因导致的颅内压增高，临床使用的药物
治疗方式各不相同，关于降颅压药物种类的选择
和最佳的药物浓度、剂量和使用时间的推荐意见
尚未达成一致，还需更多、更严谨的研究来为临
床降颅压药物的使用提供依据。

表 2　国内外各指南对颅内压增高的治疗建议 
Tab 2　Recommendations for the treatment of elevated intracranial pressure at home and abroad

指南名称 诊断 颅内监测 分级治疗 激素 推荐药物

2019 SIBICC[15] sTBI 推荐 是 不推荐 推荐使用 HTS；甘露醇在儿童中应用的证据不足；应用镇痛镇静药如咪达

唑仑、芬太尼时应严格掌握适应证

2020 NIH[2] sTBI 无 是 未提及 首选 HTS、可选甘露醇；严重时可考虑巴比妥类；不推荐利尿剂

2018 ESICM[3] NIC 推荐 否 未提及 HTS 或甘露醇

2020 NCS[44] TBI 推荐 否 未提及 建议使用 HTS，无法接受者使用甘露醇替代，但两者均可能无法改善预后

2018 SFAR[37] sTBI 推荐 是 条件反对 甘露醇或 250 mOsm HTS；不建议 4% 白蛋白溶液；不建议大剂量糖皮质激素

2018 TBMC NIC[45] TBI 推荐 是 未提及 HTS 或甘露醇；条件推荐苯巴比妥

2021 SINch[46] TBI 推荐 是 条件反对 反对非弹丸（脉冲）式静脉注射甘露醇，未提及 HTS；反对常规应用激素；

反对应用呋塞米

2018 颅内压治疗

中国共识 [6]

难治性颅内

压增高

推荐 是 条件反对 首选甘露醇，可选 HTS；镇痛镇静药可条件推荐咪达唑仑、丙泊酚、硫喷

妥钠控制躁动以维持颅内压稳定，不推荐芬太尼；不推荐大剂量激素

2019 高渗盐水专

家共识 [1]

颅内压增高 推荐 是 未提及 甘露醇最常用，也可选 HTS

2022 甘露醇中国

共识 [7]

颅内压增高 推荐 否 未提及 首选 HTS，也可选甘露醇

注（Note）：西雅图国际严重创伤性脑损伤共识会议（Seattle International Severe Traumatic Brain Injury Consensus Conference，SIBICC）；

重型颅脑创伤（severe traumatic brain injury，sTBI）；美国国立卫生研究院（National Institutes of Health，NIH）；欧洲危重病医学会（European 
Society of Intensive Medicine，ESICM）；神经重症监护（neurointensive care，NIC）；神经重症监护学会（Neurocritical Care Society，NCS）；

法国麻醉和复苏学会（Société francaise d’anesthésie et de réanimation，SFAR）；东京湾医学中心神经重症指南（Tokyo Bay Medical Center 
neurointensive care，TBMC NIC）；意大利神经外科学会（Italian Society of Neurosurgery，SINch）。
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基于 UPLC指纹图谱和多指标成分定量的野生与 
栽培贯叶金丝桃的质量评价

周海琴，何雨晴，陈盛君*（江阴天江药业有限公司，江苏　江阴　214434）

摘要：目的　研究并建立贯叶金丝桃 UPLC 指纹图谱和多指标成分的含量测定方法。方法　采
用 Eclipse Plus C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 µm）；以乙腈 -0.1% 磷酸水溶液为流动相进行
梯度洗脱，检测波长为 300 nm；流速为 0.25 mL·min－ 1；柱温为 25℃。建立了同时测定金丝桃苷、
芦丁、槲皮苷、槲皮素含量及指纹图谱的方法，并结合相似度评价、聚类分析、主成分分析和
正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-DA）对 22 批贯叶金丝桃样品进行质量分析。结果　建立
了贯叶金丝桃药材 UPLC 指纹图谱共有模式，标定了 11 个共有峰，并指认了其中 9 个，主成分
分析基本可将 22 批贯叶金丝桃按照不同产地分为 5 类；采用 OPLS-DA 分析，得到 5 个质量差
异标志物，差异排序依次为峰 10（槲皮苷）＞峰 5 ＞峰 6（芦丁）＞峰 8（异槲皮苷）＞峰 1（绿
原酸）。含量测定结果表明，野生品与栽培品 4 个指标成分总含量差异不甚明显，不同产地 4 个
指标成分总量略有差异，其中以陕西、新疆产地的含量较高。结论　建立的 UPLC 指纹图谱和 4
个指标成分同时测定的方法可用于贯叶金丝桃药材的质量控制及质量标准提升。
关键词：贯叶金丝桃；指纹图谱；含量测定
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3274-07
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Quality analysis of wild and home hyperici perforati herba by UPLC 
fingerprint and multi-component quantitation

ZHOU Hai-qin, HE Yu-qing, CHEN Sheng-jun* (Jiangyin Tianjiang Pharmaceutical Co., Jiangyin  
Jiangsu  214434)

Abstract: Objective  To establish a UPLC fingerprints and multi-component quantitation of hyperici 
perforati herba. Methods  Eclipse Plus C18 (100 mm×2.1 mm, 1.8 µm) column was used. The mobile 
phase was acetonitrile-0.1% phosphoric acid solution with gradient elution. The detection wavelength 
was 300 nm, the flow rate was 0.25 mL·min － 1 and the column temperature was 25℃ . The content 
of hyperoside, rutin, quercitrin, quercetin was determined and the fingerprint was established. Variance 
analysis of single factor, combined with cluster analysis (CA), principal component analysis (PCA) and 
the partial orthogonal least square discriminant analysis (OPLS-DA) was used to analyze the quality 22 
batches of hyperici perforati herba. Results  The common pattern of UPLC fingerprints was established. 
We distinguished out 11 common peaks. CA and PCA showed that 22 batches of different origins of 
hyperici perforati herba were broadly divided into 5 categories. The OPLS-DA showed 5 difference 
markers, following the order of significance difference：peak 10 (quercitrin) ＞ peak 5 ＞ peak 6 (rutin) ＞
peak 8 (isoquercitrin) ＞ peak 1 (chlorogenic acid). There was no big difference in the wild and cultivated 
products as to the content of 4 ingredients. The content of the 4 indicators were slightly different from 
different origins, the content of Shaanxi and Xinjiang production areas was higher. Conclusion  The 
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　　 贯 叶 金 丝 桃 为 藤 黄 科 植 物 贯 叶 金 丝 桃
Hypericum perforatum L. 的干燥地上部分 [1]，具有
疏肝解郁，清热利湿，消肿通乳的功效，为冷背中
药，又名贯叶连翘、圣约翰草。主产于陕西、甘肃、
新疆、湖北、湖南、贵州、四川等地 [2]，贯叶金丝
桃含多种生物活性成分 [3]，主要包括苯并二蒽酮
类、黄酮类（金丝桃苷、槲皮素、芦丁、槲皮苷等）、
间苯三酚类等化合物，此外还有挥发油类等成分，
现代药理研究表明，贯叶金丝桃有抗抑郁、抗病毒、
抗肿瘤、抗菌等作用 [4-5]，贯叶金丝桃提取制成的
制剂已在欧美大量上市，近年来在世界范围内掀起
研究、开发和应用热潮 [6]。随着市场需求量的逐年
增加，贯叶金丝桃的野生资源日益减少，采用栽培
品是保护其野生资源和满足市场需求的有效方式。
　　目前，对贯叶金丝桃的研究多集中于化学成
分、药理作用、栽培技术、提取工艺等方面，但
对野生转栽培后质量的评价研究暂未见报道。本
研究发现，贯叶金丝桃中含有较高含量的芦丁、
金丝桃苷、槲皮苷、槲皮素，这些成分均具有一
定活性，结合文献 [7-11] 及 2020 年版《中国药典》，
选择芦丁、金丝桃苷、槲皮苷、槲皮素等 4 种黄
酮类成分的总量作为贯叶金丝桃质量控制的指标
性成分。此外，中药指纹图谱是一种综合的、可
量化的鉴定手段，主要用于评价中药材以及中药
制剂半成品质量的真实性、优良性和稳定性，因
此，本研究在 2020 年版《中国药典》贯叶金丝桃
评价方法的基础上，建立指纹图谱技术结合多指
标成分定量综合评价野生与栽培贯叶金丝桃的质
量差异，为贯叶金丝桃资源扩展及其栽培品的规
模应用提供理论依据。
1　材料
1.1　仪器
　　Waters Acquity UPLC 超高效液相色谱仪（Waters
公司）；Empower 3 工作站（Waters 公司）；Agilent 
Technologies 1290 Infinity 超高效液相色谱仪（配
有二极管阵列检测器，柱温箱，自动进样器，四元
泵，OpenLAB CDS 2.3 色谱工作站，美国安捷伦）。
METTLER TOLEDO XP6 百万分之一天平、ME204E
型电子分析天平 [ 梅特勒 - 托利多（上海）仪器有限
公司 ]；KQ-250B 超声清洗机（昆山市超声仪器有
限公司）；Milli-Q IQ 型纯水系统（Millipore公司）；
AS165W 型离心机 [ 亚速旺（上海）商贸有限公司 ]；

GKC114 控温水浴锅（南通华泰实验仪器有限公司）。
乙腈（色谱纯，Thermo Fisher 公司）；水为超纯水；
磷酸（色谱纯，Aladdin 公司）；其他试剂均为分析纯。
1.2　试药
　　芦丁（批号：100080-201811，含量：91.7%）、
金丝桃苷（批号：111521-201507，含量：94.3%）、
槲皮苷（批号：111538-201606，含量：90.6%）、槲
皮素（批号：100081-201610，含量：99.1%）、原
儿茶酸（批号：110809-201906，含量：97.7%）、绿
原酸（批号：110753-202018，含量：96.1%）、异槲
皮苷（批号：111809-201804，含量：97.2%）、贯叶
金丝桃对照药材（批号：121506-200501）（中国食品
药品检定研究院）。新绿原酸（批号：3209，含量：
99.3%）、隐绿原酸（批号：3208，含量：98.3%）
（上海诗丹德生物技术有限公司）。
　　14 批野生贯叶金丝桃分别购于陕西、贵州、
湖北等地，8 批栽培品购于新疆、甘肃，经江阴
天江药业有限公司陈盛君主任药师鉴定为藤黄科
植物贯叶金丝桃 Hypericum perforatum L. 的干燥
地上部分，均符合 2020 年版《中国药典》要求。
具体样品信息见表 1。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　采用 Eclipse Plus C18 色谱柱（100 mm×2.1 
mm，1.8 µm）； 以 乙 腈（A）-0.1 磷 酸 溶 液
（B）为流动相，进行梯度洗脱（0 ～ 7 min，
5 % → 9 % A； 7 ～ 1 2  m i n， 9 % → 1 6 % A；
12 ～ 25 min，16% → 21%A；25 ～ 33 min，
21% → 40%A；34 ～ 36 min，40%A）；流速为 0.25 
mL·min － 1；柱温为 25℃；检测波长为 300 nm；
进样量 1 µL。
2.2　参照物溶液的制备
　　取贯叶金丝桃对照药材 0.5 g，置具塞锥形瓶
中，加入 70% 甲醇 25 mL，加热回流 1 h，放冷，
再称定重量，用 70% 甲醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液，作为对照品溶液。另取芦
丁、金丝桃苷、槲皮苷、槲皮素对照品适量，精
密称定，分别加甲醇制成每 1 mL 各含芦丁 100 
μg、金丝桃苷 150 μg、槲皮苷 50 μg、槲皮素 30 
μg 的溶液，作为对照品溶液。再取绿原酸、新绿
原酸、隐绿原酸、异槲皮苷、原儿茶酸对照品适
量，精密称定，加甲醇制成每 1 mL 含绿原酸 15 

fingerprint and content determination method can be used to control the quality and improve the quality 
standard of the hyperici perforati herba. 
Key words: hyperici perforati herba; fingerprint; content determination
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μg、新绿原酸 10 μg、隐绿原酸 15 μg、异槲皮苷
10 μg、原儿茶酸 15 μg 的溶液，作为对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备
　　取贯叶金丝桃样品粉末（过四号筛）约 1 g，
精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 70% 甲醇
50 mL，密塞，称定重量，加热回流 1 h，放冷，
再称定重量，用 70% 甲醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。
2.4　指纹图谱方法学考察
2.4.1　精密度试验　取贯叶金丝桃（S1）供试品
溶液，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，以
绿原酸对照品为参照物峰（S1），计算峰 1、峰 2、
峰 4、峰 5 与 S1 峰的相对保留时间和相对峰面积，
以金丝桃苷对照品为参照物峰（S2），计算峰 6、
峰 8、峰 9、峰 10、峰 11 与 S2 峰的相对保留时
间和相对峰面积。各特征峰的相对保留时间 RSD
值在 0.02% ～ 0.11%，相对峰面积的 RSD 值在
0.05% ～ 0.29%，表明仪器精密度良好。
2.4.2　重复性试验　取同一批号贯叶金丝桃样
品（S1），平行 6 份，按 “2.3”项下方法制备，进
样测定，结果各特征峰的相对保留时间 RSD 值
在 0.01% ～ 0.46%， 相 对 峰 面 积 的 RSD 值 在
0.11% ～ 1.9%，表明方法重复性良好。
2.4.3　稳定性试验　取同一批号样品贯叶金丝桃
样品（S1），按“2.3”项下方法制备，分别在 0、
4、8、12、16、20、24 h 进样测定，结果各特征
峰的相对保留时间 RSD 值在 0.50% ～ 1.7%，相
对峰面积的 RSD 值在 0.22% ～ 1.4%，表明供试
品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.4.4　中间精密度试验　由不同分析人员在不同
时间、不同厂家色谱仪下操作，取同一批号贯叶
金丝桃样品（S1），平行 3 份，按 “2.1.3”项下方
法制备，进样测定，计算得各特征峰的相对保留

时间和相对峰面积的 RSD 值均小于 2.0%，表明
中间精密度良好。
2.5　指纹图谱建立及相似度评价
2.5.1　共有峰的确定　分别取 14 批野生贯叶金
丝桃和 8 批栽培贯叶金丝桃药材样品，按 “2.3”
项下方法制备，进样测定，记录色谱图，采用国
家药典委员会推荐的“中药色谱指纹图谱相似度
评价系统（2012 版）”对贯叶金丝桃色谱图进行分
析，以样品 S1 的图谱为参照，对 22 批贯叶金丝
桃进行多点校正和 Mark 峰匹配，结果共标定 11
个共有峰，见图 1。通过质谱指认及对照品确认，
确定了其中 9 种成分，峰 1 为原儿茶酸、峰 2 为
新绿原酸、峰 3 为绿原酸、峰 4 为隐绿原酸、峰
6 为芦丁、峰 7 为金丝桃苷、峰 8 为槲皮苷、峰
10 为槲皮苷、峰 11 为槲皮素，分别见图 2、图 3。

图 1　22 批贯叶金丝桃药材 UPLC 指纹图谱叠加图

Fig 1　UPLC fingerprint overlay chart of 22 batches of hyperici perforati 
herba

2.5.2　相似度评价　计算各样品指纹图谱与
对照指纹图谱的相似度，结果见表 2。22 批
贯叶金丝桃指纹图谱与对照指纹图谱的相似度
0.687 ～ 0.994，14 批野生贯叶金丝桃与野生贯叶
金丝桃对照指纹图谱的相似度在 0.930 ～ 0.991，

表 1　贯叶金丝桃样品信息 
Tab 1　Sample information of hyperici perforati herba

编号 批号 产地 来源 编号 批号 产地 来源

S1 2203151 陕西省商洛市柞水县 野生 S12 2203084 湖北省恩施来凤县 野生

S2 2203152 陕西省商洛市柞水县 野生 S13 2203085 湖北省恩施利川市 野生

S3 2203153 陕西省商洛市柞水县 野生 S14 2203086 湖北省恩施宣恩县 野生

S4 2204040 湖北省恩施巴东县 野生 S15 2207013 甘肃省陇南市礼县 栽培

S5 2204041 湖北省恩施来凤县 野生 S16 2207014 甘肃省陇南市礼县 栽培

S6 2204042 湖北省恩施利川市 野生 S17 2207015 甘肃省陇南市礼县 栽培

S7 2204043 湖北省恩施宣恩县 野生 S18 2208007 新疆塔城地区塔城市 栽培

S8 2204060 贵州省贵阳市修文县 野生 S19 2208008 新疆塔城地区塔城市 栽培

S9 2204061 贵州省贵阳市修文县 野生 S20 2208009 新疆塔城地区塔城市 栽培

S10 2204062 贵州省贵阳市修文县 野生 S21 2208156 甘肃省陇南市礼县 栽培

S11 2203083 湖北省恩施巴东县 野生 S22 2208158 甘肃省陇南市武都县 栽培
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8 批栽培贯叶金丝桃与栽培贯叶金丝桃对照指纹
图谱的相似度在 0.916 ～ 0.994，说明相同来源样
品不同批次间药材质量大体一致。野生、栽培一
起分析，相似度略低，说明野生贯叶金丝桃和栽
培贯叶金丝桃样品有相似的物质基础，但在化学
成分上存在一定的差异。
2.5.3　聚类分析　以 11 个共有峰的峰面积为变
量，采用 SPSS 23.0 软件，以瓦尔德法对 22 批
样品进行聚类分析，结果见图 4，当参考线大
于 20 时，22 批贯叶金丝桃样品可分为两类，Ⅰ
类为样品 S1 ～ S14，均为野生品；Ⅱ类为样品
S15 ～ S22，均为栽培品。当参考线为 7.5 时，可
分为五类，Ⅰ类为样品 S8 ～ S10，产地是贵州贵
阳；Ⅱ类为样品 S1 ～ S3，产地是陕西商洛；Ⅲ
类为样品 S4 ～ S7，S11 ～ S14，产地是湖北恩
施；Ⅳ类为样品 S18 ～ S20，产地为新疆塔城；
V 类为样品 S15 ～ S17，S21 ～ S22，产地为甘肃
陇南，因此，通过聚类分析可将贯叶金丝桃野生
品和栽培品进行区分，亦可将贯叶金丝桃不同产
地进行区分。
2.5.4　主成分分析　以 11 个共有指纹峰的峰面

积积分值为变量，采用 SIMCA 14.1 软件对 22 批
贯叶金丝桃样品进行主成分分析，得分图见图 5，
22 批贯叶金丝桃基本可分为 5 类，贵州贵阳、陕
西商洛、湖北恩施、新疆塔城、甘肃陇南分别各
自聚类一类，说明不同来源（野生、栽培）、不同
产地贯叶金丝桃成分上的差异可以通过指纹图谱
的差异来体现。
2.5.5　正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-
DA）　为了进一步寻找不同批次贯叶金丝桃的差
异标志物，采用 SIMCA 14.1 软件对样品数据进
行 OPLS-DA 分析，以 11 个共有峰峰面积为变
量，得分图见图 6，每个产地样品可单独聚为一
类，与聚类分析和主成分分析结果均一致；将该
模型随机排列 200 次进行置换检验（见图 7），置
换参数 R2X＝ 0.908，R2Y＝ 0.836，Q2＝ 0.747＞
0.5 结果可靠。VIP 值见图 8，以 VIP ＞ 1.0 为
标准，得到 5 个差异标志物，差异排序依次为峰

表 2　贯叶金丝桃样品指纹图谱相似度评价 
Tab 2　Similarity evaluation of fingerprints of hyperici perforati herba

编号 相似度 编号 相似度

S1 0.908 S12 0.837

S2 0.954 S13 0.882 

S3 0.876 S14 0.899 

S4 0.687 S15 0.994 

S5 0.742 S16 0.993 

S6 0.889 S17 0.990 

S7 0.846 S18 0.988 

S8 0.901 S19 0.990 

S9 0.903 S20 0.989 

S10 0.904 S21 0.920 

S11 0.743 S22 0.990 

图 4　22 批贯叶金丝桃药材聚类分析树状图

Fig 4　Dendrogram of cluster analysis of 22 batches of hyperici perforati 
herba

图 2　贯叶金丝桃药材对照指纹图谱

Fig 2　Reference fingerprint（R）of hyperici perforati herba
1. 原 儿 茶 酸（protocatechuic acid）；2. 新 绿 原 酸（neochlorogenic 
acid）；3. 绿原酸（chlorogenic acid）；4. 隐绿原酸（cryptochlorogenic 
acid）；6. 芦丁（rutin）；7. 金丝桃苷（hyperoside）；8. 异槲皮苷

（isoquercitrin）；10. 槲皮苷（quercitrin）；11. 槲皮素（quercetin）

图 3　对照品溶液的 UPLC 色谱

Fig 3　UPLC chromatogram of reference substances
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10（槲皮苷）＞峰 5 ＞峰 6（芦丁）＞峰 8（异槲
皮苷）＞峰 1（绿原酸）。这 5 个峰可作为贯叶金
丝桃药材质量控制的标志物，用来区别不同来源
（野生、栽培）及不同产地的贯叶金丝桃样品。

图 6　22 批贯叶金丝桃样品 OPLS-DA 得分

Fig 6　Scatter diagram of OPLS-DA of hyperici perforati herba

图 7　OPLS-DA 模型置换验证图 
Fig 7　OPLS-DA model permutation test diagram 

2.6　含量测定
　　根据指纹图谱测定结果可知，黄酮类（芦
丁、金丝桃苷、异槲皮苷、槲皮苷、槲皮素）及
酚酸类（绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸、原儿茶
酸）成分为贯叶金丝桃的主要成分，且芦丁、异

槲皮苷、槲皮苷及绿原酸为贯叶金丝桃药材质量
评价的标志性成分，因此，采用 UPLC 法对贯
叶金丝桃中相对较为稳定，专属性较强的黄酮
类成分芦丁、金丝桃苷、槲皮苷和槲皮素进行含
量测定。
2.6.1　线性关系考察　精密量取“2.2”项下芦丁、
金丝桃苷、槲皮苷及槲皮素对照品溶液各 0.25、
0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0、5.0 mL，分别置于 5.0 
mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，配制成
不同质量浓度的对照品溶液。按“2.1”项下色谱
条件测定，以对照品峰面积值为纵坐标（Y），以
进样质量浓度为横坐标（X），绘制标准曲线，求
得回归方程，结果见表 3，各成分在各自浓度范
围内与峰面积的线性关系良好。

表 3　线性关系考察结果 
Tab 3　Linearity of content determination

成分
线性范围 /

（μg·mL － 1）
回归方程

相关

系数

芦丁 10.01 ～ 200.10 Y ＝ 7.131×103X ＋ 8.360×103 0.9993

金丝桃苷 14.98 ～ 299.50 Y ＝ 9.631×103X ＋ 9.074×103 0.9994

槲皮苷   5.00 ～ 100.00 Y ＝ 1.041×103X ＋ 5.338×103 0.9993

槲皮素 3.02 ～ 60.33 Y ＝ 1.349×103X － 9.143×103 0.9995

2.6.2　精密度试验　分别精密吸取芦丁、金丝
桃苷、槲皮苷、槲皮素对照品溶液，连续进样 6
次，结果 4 种对照品峰面积 RSD 值分别为 0.32%、
0.75%、0.63%、0.17%，表明仪器精密度良好。
2.6.3　重复性试验　精密称取同一批贯叶金丝桃
样品（编号：S1），平行制备 6 份供试品溶液，进
样分析，计算得芦丁、金丝桃苷、槲皮苷、槲
皮素含量的 RSD 值分别为 1.9%、1.8%、2.0%、
1.8%，表明该方法重复性良好。
2.6.4　稳定性试验　精密称取同一批贯叶金丝桃
样品（编号：S1），分别于 0、2、4、6、8、12、
24 h 进样测定，计算得到芦丁、金丝桃苷、槲皮

图 5　22 批贯叶金丝桃样品主成分分析得分图

Fig 5　Scatter diagram of PCA of hyperici perforati herba

图 8　贯叶金丝桃样品 OPLS-DA VIP 值图

Fig 8　OPLS-DA VIP value plot of hyperici perforati herba
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苷、槲皮素峰面积 RSD 值分别为 0.56%、1.0%、
1.2%、0.89%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.6.5　加样回收试验　取已知含量的贯叶金丝桃
粉末约 0.5 g，精密称定，平行 9 份，分别按样品
和对照品含量比（0.5∶1、1∶1、1∶1.5），加入芦
丁、金丝桃苷、槲皮苷、槲皮素对照品，每个比
例平行处理 3 份，按“2.1”项下色谱条件进样分
析，计算加样回收率及 RSD，结果芦丁在 0.1668、
0.3417、0.5115 mg 加入量水平下，平均回收率为分
别为 100.9%、101.0%、97.80%，RSD 分别为 0.94%、
0.26%、2.0%；金丝桃苷在 0.2275、0.4556、0.6872 
mg 加入量水平下，平均回收率分别为 99.75%、
99.15%、97.18%，RSD 分别为 1.9%、0.47%、1.4%；
槲皮苷在 0.0695、0.1370、0.2085 mg 加入量水平
下，平均回收率分别为 97.81%、100.2%、99.61%，
RSD 分别为 1.1%、0.22%、1.7%；槲皮素在 0.1905、
0.3919、0.5766 mg 加入量水平下，平均回收率分
别为 98.40%、98.40%、97.70%，RSD 分别为 1.6%、
1.3%、1.2%，表明该方法准确度良好。
2.6.6　样品含量测定　取 22 批贯叶金丝桃样品，
按“2.1”项下色谱条件进样分析，结果见表 4，贯
叶金丝桃药材中芦丁、金丝桃苷、槲皮苷、槲皮
素平均含量分别为 0.26%、0.48%、0.12%、0.18%；
不同批次间 4 个成分含量存在差异，RSD 值在
29.0% ～ 80.4%。对不同产地贯叶金丝桃含量进行
比较，结果见表 5，陕西省商洛市和新疆维吾尔
自治区塔城地区塔城市的样品中 4 个指标性成分
总含量较高，不同产地贯叶金丝桃各指标成分含
量存在差异，可能与其生长环境、采收时间、产
地加工等因素有关。
2.6.7　结果分析　以上述 4 个含量指标为检验变
量，野生贯叶金丝桃和栽培贯叶金丝桃为分组变
量，采用 SPSS 23.0 软件进行单因素 ANOVA 检
验，结果见表 6，可以看出，金丝桃苷及槲皮素
含量在野生与栽培贯叶金丝桃中的差异具有统计
学意义（P ＜ 0.05）；芦丁和槲皮苷含量及 4 个
指标成分总含量无显著性差异（P ＞ 0.05）。从
含量测定结果看，野生贯叶金丝桃各含量指标均
值分别为金丝桃苷 0.41%，槲皮素 0.21%，槲皮
苷 0.10%，芦丁 0.25%；栽培贯叶金丝桃各含量
指标均值分别金丝桃苷 0.60%，槲皮素 0.12%，
槲皮苷 0.15%，芦丁 0.28%，野生品与栽培品金
丝桃苷、槲皮素及槲皮苷含量差异较大，芦丁几
乎没有差异，总含量栽培品略高，但与野生品差
异不显著。

表 6　单因素 ANOVA检验分析 
Tab 6　One-way ANOVA test analysis

成分 检验方式 P 值

芦丁 单因素 ANOVA 检验 0.645

金丝桃苷 单因素 ANOVA 检验 0.007

槲皮苷 单因素 ANOVA 检验 0.201

槲皮素 单因素 ANOVA 检验 0.021

总含量 单因素 ANOVA 检验 0.196

3　讨论

3.1　指纹图谱分析 
　　由于黄酮类和有机酸类是贯叶金丝桃的活性
成分，在 300 nm 波长下，各个特征峰响应值均

表 4　22 批贯叶金丝桃中 4 个成分含量测定结果 (%) 
Tab 4　Content of 4 components in 22 batches of hyperici perforati 

herba (%)

编号 芦丁 金丝桃苷 槲皮苷 槲皮素 总含量

S1 0.53 0.81 0.28 0.24 1.86 

S2 0.28 0.51 0.08 0.08 0.95 

S3 0.50 0.65 0.12 0.09 1.35 

S4 0.16 0.19 0.05 0.17 0.56 

S5 0.29 0.39 0.12 0.33 1.12 

S6 0.21 0.43 0.16 0.11 0.92 

S7 0.06 0.26 0.07 0.33 0.72 

S8 0.27 0.42 0.04 0.24 0.98 

S9 0.23 0.34 0.03 0.19 0.79 

S10 0.29 0.44 0.05 0.25 1.03 

S11 0.21 0.23 0.05 0.14 0.63 

S12 0.30 0.41 0.03 0.27 1.01 

S13 0.19 0.44 0.20 0.14 0.96 

S14 0.03 0.20 0.08 0.34 0.66 

S15 0.23 0.53 0.06 0.22 1.04 

S16 0.33 0.59 0.08 0.18 1.18 

S17 0.28 0.64 0.05 0.08 1.05 

S18 0.36 0.67 0.30 0.07 1.40 

S19 0.38 0.66 0.32 0.07 1.43 

S20 0.31 0.58 0.26 0.06 1.21 

S21 0.15 0.53 0.10 0.19 0.97 

S22 0.19 0.57 0.04 0.06 0.86 

平均值 0.26 0.48 0.12 0.18 1.03

RSD 45.3 35.0 80.4 53.1 29.0

表 5　不同产地贯叶金丝桃平均含量比较 (%) 
Tab 5　Comparison of the average content of hyperici perforati 

herba from different origins (%)

产地 芦丁 金丝桃苷 槲皮苷 槲皮素 总含量

陕西商洛 0.44 0.66 0.16 0.14 1.39

湖北恩施 0.18 0.32 0.10 0.23 0.82

贵州贵阳 0.26 0.40 0.04 0.23 0.93

甘肃陇南 0.24 0.57 0.07 0.15 1.02

新疆塔城 0.35 0.64 0.29 0.07 1.35
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较好，并且基线平稳、分离度佳，主峰清晰无
干扰，因此选择 300 nm 作为检测波长。考察了
ACQUITY UPLC BEH C18、ZORBAX SB C18、
Eclipse Plus C18 等 3 种不同型号的色谱柱，结果
贯叶金丝桃样品在 BEH C18 和 ZORBAX SB C18
色谱柱中峰 6 和峰 7 的分离效果较差，而 Eclipse 
Plus C18 分离度和峰形均较好，因此选择 Eclipse 
Plus C18 色谱柱。分别考察了不同提取溶剂（甲
醇、70% 甲醇、50% 甲醇、30% 甲醇、水）、提
取方式（超声提取、加热回流、振摇提取）、提
取体积（15 mL、25 mL、50 mL）、提取时间（0.5 
h、1 h、1.5 h、2 h）对提取效果的影响，以色谱
峰总峰面积 / 称样量为评价指标，最后选择 70%
甲醇加热回流提取 1 h。本研究建立了贯叶金丝
桃 UPLC 指纹图谱，共确定 11 个特征峰，通过
对照品指认 9 个成分。通过聚类分析、主成分分
析发现，20 批不同来源（野生、栽培）及不同产
地的贯叶金丝桃均能较好地区分，可见不同产
地贯叶金丝桃药材化学成分存在一定的差异。采
用 OPLS-DA 对影响分类的差异性成分进行分析，
得到 5 个差异标志物，差异排序为峰 10 ＞峰 5 ＞

峰 6 ＞峰 8 ＞峰 1。
3.2　含量测定

　　本研究在《中国药典》及文献 [7-11] 基础上对黄
酮类成分芦丁、槲皮苷、槲皮素的含量进行测定。
结果表明，14 批野生品 4 个指标成分总含量均值
为 0.97%，8 批栽培品 4 个指标成分总含量均值
为 1.14% 且较稳定，野生品与栽培品含量差异相
对较小；不同产地 4 个指标性成分总量略有差异，
其中以陕西、新疆产地的含量较高，根据 OPLS-
DA 分析，芦丁和槲皮苷均为差异性标志物，贯
叶金丝桃中芦丁、金丝桃苷、槲皮苷、槲皮素等
黄酮类成分含量较高，且母核均为槲皮素，因此
4 个指标成分总量能更好地反映贯叶金丝桃药材
中槲皮素及其衍生物的含量，因此，建立的多指
标成分含量测定法能够更好地评价贯叶金丝桃药
材质量，为其质量标准提升提供参考。
3.3　资源情况

　　贯叶金丝桃在我国多个省区均有分布，属多年
生草本植物，花期 7 ～ 8 月，果期 9 ～ 10 月 [12]。
2018 年以前市场贯叶金丝均为野生品，因其具有
疏肝解郁等作用，近年来随着抗抑郁功效的开发，
其年用量逐渐增长，为保护野生资源，解决用药需
求，2016 年开始对贯叶金丝桃进行栽培试验，并
取得成功，随后在新疆、甘肃、四川等地开展种植，

目前市场上野生和栽培品共存，仍以野生为主。本
研究对野生及栽培贯叶金丝桃质量进行研究，结果
表明，栽培品的性状、鉴别、检查项及含量均符合
2020 年版《中国药典》规定，并在《中国药典》基
础上增加指纹图谱和多成分含量为评价指标，通过
指纹图谱确定 11 个共有峰；4 个指标性成分总含
量差异相对较小。目前贯叶金丝桃仍处于推广种植
阶段，今后随着贯叶金丝桃种植技术的逐步完善，
贯叶金丝桃栽培品将可能发展为主流甚至替代野生
资源。调研发现野生贯叶金丝桃多每年采一茬，以
夏季 6 ～ 7 月为主；栽培品一年可采收两茬，以夏
季 6 ～ 7 月采收较多，采收后继续生长，至 8 月中
下旬可再次开花，9 ～ 10 月采收第二茬，具体时
间随气候、海拔、温度等不同稍有差异，一茬采摘
量约占 80%，且质量相对较好。本研究采用 UPLC
指纹图谱及多指标成分含量测定综合评价了贯叶金
丝桃野生品及栽培品的质量，可为贯叶金丝桃质量
标准提升及野生转栽培提供参考。
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石榴皮菝葜复方搽剂指纹图谱的建立及 3 种成分的含量测定

赛力克阿拉·阿里汗，赵婷婷，木合布力·阿布力孜*，曹仕辰，麦合苏木·艾克木，艾克白

尔·买买提（新疆医科大学药学院，乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　建立石榴皮菝葜复方搽剂（SLPBQ）指纹图谱，结合化学模式识别方法进行分

析，并对主要成分进行含量测定。方法　采用 Waters XBriage C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm），流动相为乙腈（A）- 水（B），梯度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，进样体积 10 μL，检

测波长 270 nm，柱温 30℃。采用《中药指纹图谱相似度评价系统（2012 版）》绘制 10 批次

SLPBQ 的 HPLC 指纹图谱，确认共有峰，并分析多批次复方搽剂相似度。利用 SPSS22.0 及

SIMCA-P14.1 数据分析软件进行化学模式识别分析。通过单味药材及阴性对照图谱结合对照

品比对指认化学成分，并对部分主要成分进行定量分析。结果　10 批次样品筛选出 22 个共有

峰，且相似度均大于 0.974；聚类分析将 10 批样品分为两大类；主成分分析筛选出 5 个主成分，

累计方差贡献率为 98.79%。对 3 种成分进行定量检测，发现各成分在各自浓度范围内的与峰

面积线性关系良好（r ≥ 0.9999），加样回收率为 95.87% ～ 103.76%，RSD 均≤ 2%。结论　
该方法可用于 SLPBQ 的质量控制，简便、重复性好、稳定性好、准确度高。

关键词：中药复方；主成分分析；指纹图谱；含量测定；石榴皮菝葜复方搽剂
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Fingerprint construction and 3 components determination of pomegranate 
peel sarsaparilla compound liniment

Sailikeala Alihan, ZHAO Ting-ting, Mourboul Ablise*, CAO Shi-chen, Maihesumu Aikemu, Akbar 
Memet (School of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To establish a fingerprint of pomegranate peel sarsaparilla compound liniment 
(SLPBQ), combined with chemical pattern recognition method for analyzing and determining the 
content of main components. Methods  A Waters XBriage C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 
was used with a mobile phase consisted of acetonitrile (A)-water (B) by gradient elution. The flow 
rate was 1.0 mL·min－ 1, the injection volume was 10 μL, the detection wavelength was 270 nm 
and the column temperature was 30℃ . The HPLC fingerprints of 10 batches of SLPBQ were 
plotted using the Fingerprint Similarity Evaluation System for Traditional Chinese Medicine (2012 
version). The shared peaks was confirmed and the similarity of multiple batches of the compound 
liniment was analyzed. Chemical pattern recognition analysis was performed with SPSS22.0 and 
SIMCA-P14.1 data analysis software. The chemical components were identified by single herb and 
negative control mapping combined with control comparison, and some of the major components 
were quantified. Results  Twenty-two common peaks were screened from 10 batches of samples and 
all had a similarity greater than 0.974. Ten batches of samples were divided into two main categories 
by cluster analysis. Five principal component were screened by principal component analysis with 
a cumulative variance contribution of 98.79%. The 3 components were quantified and had good 
linearity (r ≥ 0.9999) in their respective concentration ranges, with the spiked recoveries ranging 
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　　中药复方因构成药材多样化导致其化学成分
繁杂 [1]，药效的物质基础不明确，这对探索其治
疗疾病的作用机制带来一定难度；在中药复方制
剂的制备过程中，各味中药材中的不同成分会相
互作用，相互影响，引发助溶、沉淀或化学反应
等 [2-3]，导致中药复方制剂中提取制备的有效成分
含量改变，从而影响中药复方制剂的治疗效果。
　　石榴皮菝葜复方搽剂（SLPBQ）是一种治疗白
癜风的外用中药搽剂，由石榴皮、丹参、土茯苓、
鸡血藤、菝葜、红花等 6 味中草药组成。本中药配
方也是新疆医科大学专利权属的一种中药专利配方
（国家发明专利号：ZL201711230949.0），本课题组
在前期对本配方制剂抗白癜风药效进行了研究，并
结合网络药理学初步确定部分药效成分及作用靶
点，用黑色素细胞实验进行功效验证 [4]。本研究在
前期工作基础上，通过 HPLC 的方法对 SLPBQ 开
展指纹图谱建立，结合化学模式识别分析方法对其
进行综合评价及主要成分含量测定等研究，建立
SLPBQ 制剂的质量控制方法。
1　材料

1.1　仪器

　　Waters2695 高效液相分析仪（美国沃特世公
司）；SartoriusCP225D 十万分之一分析天平（德
国赛利多斯公司）；超声提取仪（昆山市超声仪
器有限公司）；旋转蒸发仪、磁力搅拌水浴锅（上
海艾朗仪器有限公司）。
1.2　试药

　　乙腈、甲醇（色谱纯，弗顿公司），无水乙醇
（分析纯，天津致远化学试剂），丹参酮Ⅱ A（批号：
wkq22080312）、芒柄花素（批号：wkq22053108）、
落新妇苷（批号：wkq22012109）对照品（四川维克
奇生物，纯度≥ 98%），石榴皮，丹参，菝葜，鸡
血藤，红花，土茯苓药材均从新疆乌鲁木齐百草堂
药店分批次购买，由新疆医科大学维吾尔医学院麦
合苏木·艾克木副教授鉴定，石榴皮为石榴科植物
石榴 Punica granatum L. 的干燥果皮，丹参为唇形
科植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bge 的干燥根和根茎，
菝葜为百合科植物菝葜 Smilax china L 的根茎，鸡
血藤为豆科植物密花豆 Spatholobus suberectus Dunn

的干燥藤茎，红花为菊科植物红花 Carthamus tinc-
torius L 的干燥花，土茯苓为百合科植物光叶菝葜
Smilax glabra Roxb 的干燥根茎。10批次（S1～S10）
SLPBQ 均在实验室制备（25 mL/ 瓶）。
2　方法与结果

2.1　溶液制备

2.1.1　供试品溶液的制备　按专利配方比例称取
石榴皮、菝葜、红花、丹参、土茯苓及鸡血藤 6
味干燥药材粉末，混合，加入 10 倍量的 75% 乙
醇浸泡过夜；次日超声（功率 250 W，频率 80 
kHz）15 min，连接回流装置，并加入转子，加热
回流 1 h 提取并抽滤，滤液浓缩至浸膏，冷冻干
燥为粉末状。精密称取 0.25 g SLPBQ 干燥粉末倒
入 10 mL 量瓶中，加甲醇定容，超声（功率 250 
W，频率 80 kHz）20 min，滤过，取续滤液即得。
2.1.2　混合对照品溶液的制备　精密称取适量丹
参酮Ⅱ A、落新妇苷、芒柄花素对照品适量，置
于 10 mL 量瓶中，用甲醇溶解定容，分别得到
0.45、1.5、1.8 mg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.1.3　阴性样品溶液的制备　按“2.1.1”项下方
法制备缺少相应药材的干燥药材粉末，分别制备
出阴性样品溶液。
2.1.4　单味药材溶液制备　按“2.1.1”项下方法，
分别制备丹参、鸡血藤、菝葜、石榴皮、土茯苓、
红花单味药材溶液。
2.2　色谱条件 
　　采用 Waters XBriage C18（4.6 mm×250 mm，
5 μm）色谱柱；流动相为乙腈（A）- 水（B），梯
度洗脱（0 ～ 7 min，3% ～ 12%A；7 ～ 20 min，
12% ～ 19%A；20 ～ 60 min，19% ～ 44%A；
60～80 min，44%～75%A；80～90 min，3%A），
检测波长 270 nm，进样体积 10 μL，流速 1.0 
mL·min－ 1，柱温 30℃。
2.3　指纹图谱方法学验证

2.3.1　精密度试验　精密称取 SLPBQ 干燥粉末适
量（S3），按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，重
复进样 6次，以 10号峰芒柄花素为参照峰，测得各
共有峰相对保留时间的 RSD 值为 0.040% ～ 0.14%，
相对峰面积的 RSD 值为 0.090% ～ 3.6%，表明仪器

from 95.87% to 103.76% and RSDs all less than 2%. Conclusion  A simple, reproducible, stable and 
accurate assay is established for the quality control of SLPBQ traditional preparation. 
Key words: traditional Chinese medicine compound; principal component analysis; fingerprint; 
content determination; pomegranate peel sarsaparilla compound liniment
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精密度良好。
2.3.2　稳定性试验　精密称取 SLPBQ 干燥粉末 1
份（S3），按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，分
别于制备后 0、4、8、12、18、24 h 进样分析，以
10 号峰芒柄花素为参照峰，测得各共有峰相对保
留时间的 RSD 值为 0.040% ～ 0.43%，相对峰面积
的 RSD 值为 1.1% ～ 3.3%，表明供试品溶液在室
温下放置 24 h 稳定。
2.3.3　重复性试验　精密称取 SLPBQ 干燥粉末 1 份
（S3），按“2.1.1”项下方法平行制备 6 份供试品溶
液，进样分析，以 10 号峰芒柄花素为参照峰，测得
各共有峰相对保留时间的 RSD 值为0.060%～0.21%，
相对峰面积的 RSD 值为 0.87% ～ 3.1%，表明该方法
重复性良好。
2.4　指纹图谱的建立及对照图谱建立

　　将 10 批 SLPBQ 供试品溶液分别进样测定，
将图谱以 CDF 格式保存，导入到“中药色谱指纹
图谱相似度评价系统（2012 版）”中，以 S3 样品图
谱作为参照图谱，时间宽度设为 0.5 min，采用中
位数法，多点校正，mark 峰匹配，绘制 10 批次
SLPBQ 叠加图谱（见图 1）及对照图谱（R，见图
2），共确定了 22 个色谱峰为 SLPBQ 指纹图谱的
共有峰，并指认了其中 3 种成分（见图 3）。
2.5　相似度分析 
　　10 批样品色谱图相似度的相关系数利用中药
色谱分析软件与数据管理系统软件对 SLPBQ 共
有峰峰面积进行计算得到，结果见表 1。
2.6　阴性样品图谱

　　取“2.1.3”项下的阴性样品溶液在“2.2”条件
下测定，色谱图见图 4。

表 1　10 批样品的相似度 
Tab 1　Similarity for 10 batches of samples

No. S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 对照

S1 1.000 0.994 0.993 0.999 0.998 0.998 0.993 0.999 1.000 0.994 0.999 
S2 0.994 1.000 1.000 0.996 0.998 0.998 0.977 0.991 0.994 1.000 0.997 
S3 0.993 1.000 1.000 0.994 0.998 0.997 0.974 0.989 0.993 1.000 0.996 
S4 0.999 0.996 0.994 1.000 0.999 0.999 0.992 0.999 0.999 0.996 1.000 
S5 0.998 0.998 0.998 0.999 1.000 1.000 0.987 0.996 0.998 0.998 1.000 
S6 0.998 0.998 0.997 0.999 0.998 1.000 0.987 0.997 0.998 0.998 1.000 
S7 0.993 0.977 0.974 0.992 0.987 0.987 1.000 0.996 0.993 0.977 0.989 
S8 0.999 0.991 0.989 0.999 0.996 0.997 0.996 1.000 0.999 0.991 0.998 
S9 0.998 0.993 0.990 0.999 0.998 0.998 0.998 0.999 1.000 0.993 0.999 
S10 0.995 1.000 0.997 0.996 0.999 0.993 0.977 0.991 0.999 1.000 0.997 
对照 0.999 0.997 0.996 1.000 1.000 1.000 0.989 0.998 0.999 0.997 1.000 

图 1　10 批 SLPBQ 指纹图谱

Fig 1　Fingerprints of 10 batches of SLPBQ

图 2　SLPBQ 对照图谱

Fig 2　Standard chromatogram of SLPBQ

图 3　混合对照品图谱

Fig 3　Chromatogram of mix standard substances
3. 落新妇甘（astilbin）；10. 芒柄花素（formononetin）；22. 丹参酮

Ⅱ A（tanshinone Ⅱ A）

2.7　单味药材图谱

　　取“2.1.4”项下的单味药材溶液在“2.2”项色
谱条件下测定单味药材图谱，结合特征图谱与阴

性样品图谱归属特征峰来源药材，结果见图 5。
2.8　化学模式识别

2.8.1　聚类分析（CA）　以共有峰作为参照峰的
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相似度计算结果对 10 批次 SLPBQ 进行分类，发
现相似度之间的差别很小，相似的色谱图可能无
法区分。为了进一步评估它们之间的相似性和差
异性，进行了 CA 分析。
　　将 10 批次 SLPBQ 样品中的 10 个特征峰相对
峰面积导入 SPSS 软件中，进行 CA，形成 25×10
的矩阵。结果如图 6 所示，在 CA 树状图中 [5]，两
个样品间的距离越短，表明相似性越高，聚在同
一组的样品是最相似的。采用组间聚类法 [6]，以
SPSS 22 软件的欧氏距离为指标，将 10 批 SLPBQ
样品共有的 22 个峰的相对峰面积作为 CA 变量。
10 批 SPLBQ 之间的分类距离为 10 时，样本被分
为 2 类，SLPBQ 各批次之间有明显的分类，其中

S2、S9、S1、S8、S7、S5 为一类、S3、S10、S4、
S6 为一类，表明即使指纹图谱相似度较好的情况
下，由于药材批次及提取时间的不同，所得制剂
的质量也存在差异；S2、S9 被归为一类，S3、S4、
S6、S10 被分为一类，S1、S5、S8、S7 被分为一类，
表明即使指纹图谱相似度较好的情况下，由于药
材批次及提取时间的不同，所得制剂的质量也存
在差异。

图 6　SLPBQ 的 CA 树状图

Fig 6　Cluster analysis tree diagram of SLPBQ

2.8.2　主成分分析（PCA）　为进一步研究 10 批
SLPBQ 样品的差异性，对其进行 PCA 分析。将 10
批 SLPBQ 样品中的 22 个共有峰峰面积数据导入
SPSS22.0 软件，进行 PCA 分析。得到了每个成
分的碎石图、主成分矩阵表。主成分评估矩阵是
用 SIMCA14.1 软件得出的。PCA 结果见图 7，碎
石图表明前 4 个成分变化较剧烈，其他成分之间
比较平缓。

图 7　SLPBQ 主成分分析碎石图

Fig 7　Principal component analysis gravel plot of SLPBQ

　　载荷矩阵反映了各主成分与 22 个共有峰之
间的相关系数，结果见表 2，1 号成分主要显示
了色谱峰 12、20、21、9、16 等峰信息，2 号成

图 4　SLPBQ 阴性样品图谱

Fig 4　Chromatogram of SLPBQ negative sample 
S1. 对照图谱（standard chromatogram）；S2. 缺丹参药材（negative 
sample without Salvia miltiorrhiza）；S3. 缺土茯苓（negative sample 
without Smilax glabra Roxb）；S4. 缺 红 花（negative sample without 
Carthamus tinctorius L）；S5. 缺 菝 葜（negative sample without Smi-
lax china L）；S6. 缺 石 榴 皮（negative sample without Pomegranate 
peel）；S7. 缺鸡血藤（negative sample without Spatholobus suberectus 
Dunn）

图 5　SLPBQ 中单味药材图谱

Fig 5　Chromatogram of single herb in SLPBQ
S1. 对照图谱（standard chromatogram）；S2. 红花药材（Carthamus 
tinctorius L）；S3. 土茯苓药材（Smilax glabra Roxb）；S4. 石榴皮

药材（Pomegranate peel）；S5 鸡血藤药材（Spatholobus suberectus 
Dunn）；S6. 菝葜药材（Smilax china L）；S7. 丹参药材（Salvia mil-
tiorrhiza）
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分主要显示了色谱峰 1、2、3 的信息，3 号成分
主要显示了色谱峰 7、18、14 的信息，4 号成分
主要显示了色谱峰 13、14 的信息，5 号成分主要
显示了色谱峰 14、18 的信息。

表 2　SLPBQ主成分矩阵表 
Tab 2　Matrix of principal components of SLPBQ

峰号 1 2 3 4

峰 12 0.988 － 0.146 － 0.020 － 0.041

峰 20 0.984 － 0.087 0.137 － 0.007

峰 21 0.982 － 0.064 － 0.083 0.096

峰 9 0.969 0.114 － 0.065 － 0.208

峰 16 0.967 － 0.112 － 0.067 － 0.193

峰 22 0.959 0.119 － 0.217 － 0.069

峰 19 0.953 0.255 － 0.139 － 0.015

峰 10 0.935 － 0.079 － 0.041 － 0.202

峰 17 0.928 0.080 － 0.028 － 0.173

峰 15 0.927 － 0.134 － 0.126 0.210

峰 4 0.911 0.137 － 0.378 － 0.035

峰 13 0.815 0.353 0.405 － 0.019

峰 6 0.808 － 0.330 － 0.177 0.327

峰 14 0.581 － 0.106 0.567 0.489

峰 1 0.050 0.882 0.261 0.307

峰 3 0.157 0.831 0.346 － 0.278

峰 2 0.347 0.773 0.490 － 0.147

峰 8 0.379 0.739 － 0.520 0.146

峰 5 0.654 － 0.676 － 0.166 0.264

峰 7 0.148 － 0.453 0.775 － 0.276

峰 11 0.433 － 0.553 0.554 － 0.436

峰 18 0.243 － 0.014 0.644 0.647

　　以 10 批 SLPBQ 指纹图谱中 22 个共有峰的
峰面积参数为变量，运用 SPSS 22 软件进行 PCA
分析，以主成分特征值＞ 1 为提取标准并生成因
子得分系数矩阵。其累积方差贡献率为 98.789%，
说明这 5 个主成分可代表所有变量 98% 以上的信
息，因此可以通过 5 个成分代替指纹图谱 22 个共
有峰评价 SLPBQ 样品，结果见表 3。

表 3　特征值和累积方差贡献率 
Tab 3　Eigenvalues and cumulative variance contributions

成分 特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /%

1 12.678 57.627 57.627

2   4.013 18.240 75.867

3   2.827 12.849 88.716

4   1.529   6.949 95.665

5   0.687   3.124 98.789

　　以 10 批次 SLPBQ 的指纹图谱的 22 个共有
峰峰面积为变量，导入 SIMCA-P 14.1 进行分析，
生成得分矩阵图见 8。由得分矩阵图可知，所有
数据点均在 95% 置信区间内。

2.8.3　正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-
DA）　将 10 批次 SLPBQ 的指纹图谱共有峰峰面
积参数作为变量，导入 SIMCA-P 14.1 软件，进
行 OPLS-DA 建模分析，通过自动拟合建立模型。
结果见图 9，其中 S2、S9 为一类，S3、S4、S6、
S10 为一类，S1、S5、S7、S8 为一类，与 CA 结
果相似。根据变量重要性预测 [7]（VIP）值进行
测试差异性关联，得到差异性标志物的 VIP 得分
图，见图 10，以 VIP 值＞ 1 为阈值，VIP 值越
高，对组间差异的影响越大 [8]；筛选出了 15 个
峰，按 VIP 值的大小依次排序为 2、3、5、1、9、
13、19、16、6、12、8、22、20、17、10 峰，筛
选其中 3（落新妇甘）、10（芒柄花素）、22（丹参
酮Ⅱ A）号峰进行定量分析，并开展方法学验证。

图 9　SLPBQ 的 OPLS-DA 分析得分

Fig 9　OPLS-DA analysis score for SLPBQ

2.9　SLPBQ 主要成分含量测定

2.9.1　标准曲线绘制　分别精密称量落新妇苷、
芒柄花素与丹参酮Ⅱ A 3 种成分，混合，用甲
醇溶解，超声 15 min，过滤，制备母液，将母
液依次稀释成 6 个梯度浓度，按照“2.2”项条件
进样，绘制标准曲线，线性方程见表 4。结果表

图 8　10 批 SLPBQ 样品主成分分析得分矩阵图

Fig 8　Principal component analysis scores for 10 batches of SLPBQ 
samples
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明落新妇苷在 4.125 ～ 132 μg·mL－ 1、芒柄花
素 在 4.413 ～ 141.2 μg·mL－ 1、 丹 参 酮 Ⅱ A 在
6.325 ～ 202.4 μg·mL－ 1 与峰面积具有良好的线
性关系。

表 4　线性关系考察结果 
Tab 4　Linear relationship

成分 线性方程 r
线性范围 /

（μg·mL － 1）

落新妇苷 Y ＝ 8.457×103X － 3.0238×103 0.9999 4.125 ～ 132.0

芒柄花素 Y ＝ 1.3363×104X ＋ 1.379×103 0.9999 4.413 ～ 141.2

丹参酮Ⅱ A Y ＝ 5.8019×104X ＋ 1.3172×104 0.9999 6.325 ～ 202.4

2.9.2　重复性试验　分别取同一批（S4）样品
6 份 0.25 g，按“2.1.1”项下方法制备供试品溶
液，进样测定，结果显示落新妇苷、芒柄花素、
丹参酮Ⅱ A 的平均含量分别为 1.97、1.80、0.54 
mg·g － 1，RSD 为 2.1%、1.7%、1.4%， 表 明 该
方法重复性较好。
2.9.3　稳定性试验　精密称取适量同一批号
（S3）样品，按照“2.1.1”项下方法制备供试品溶
液，分别在 0、4、8、12、18、24 h 时进样分析，
计算得落新妇苷、芒柄花素、丹参酮Ⅱ A 含量
RSD 值为 1.4%、1.4%、0.36%，结果表明复方在
24 h 内具有较好的稳定性。
2.9.4　精密度试验　取同一批号（S3）样品，按
“2.1.1”项下方法制备，连续进样 6 次，结果落
新妇苷 RSD 为 1.4%、芒柄花素 RSD 为 1.3%、丹
参酮Ⅱ A RSD 为 1.1%，表明该方法具有很好的
精密度。
2.9.5　加样回收试验　精密称取同一批号（S3）已
知含量的 SLPBQ样品约 0.125 g，取 6 份，分别按
照对照品加入量与供试品中相应成分含量的比为
1 ∶ 1 的量精密加入 3 种成分的对照品 [落新妇苷
24.27 μg·mL－ 1、芒柄花素 16.81 μg·mL－ 1 及丹
参酮Ⅱ A 5.65 μg·mL－ 1]，进样测定，结果芒柄花
素、落新妇苷、丹参酮Ⅱ A的平均回收率分别为

95.87%、100.55%、103.76%，且 RSD都在 2%以内，
表明该方法准确度好。
2.9.6　样品含量测定　按照“2.1.1”项下的方法制
备供试品溶液 S3、S4、S7，进样测定，计算图谱
中落新妇苷、芒柄花素及丹参酮Ⅱ A 含量，结果
见表 6，不同批次的 SLPBQ 各成分含量有差异。

表 6　3 批 SLPBQ含量测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 6　Content of 3 batches of sample (mg·g － 1)

批号 落新妇苷 芒柄花素 丹参酮Ⅱ A

S3 1.97 1.80 0.54

S4 1.83 1.55 0.48

S7 2.13 1.67 0.57

3　讨论

3.1　供试品制备方法的确定 
　　在供试品制备过程中，以出膏率及指标成分
含量作为指标，考察乙醇浓度、料液比及回流时
长等因素对指标的影响，设计 L9（34）正交试验，
最终确定供试品最佳制备工艺为用 75% 乙醇提
取，1∶10 料液比，回流时长为 1 h。
3.2　HPLC 检测条件确定

　　本研究主要对甲醇 - 水及乙腈 - 水流动相体
系进行筛选，当使用乙腈 - 水溶液作为流动相时，
色谱峰分离效果较好，出峰数较多，色谱峰分离
度较好且基线平滑；比较 20、25、30℃对色谱图
测定的影响，发现在 30℃柱温下色谱峰高而窄。
比较流速 0.8 与 1 mL·min－ 1 对色谱图测定的影
响，结果流速在 1 mL·min－ 1 时色谱峰分离度更
高。比较依利特、安捷伦及沃特世 3 种 C18 柱色
谱柱，发现沃特世色谱柱分离效果最好，出峰最
多。对 SLPBQ 溶液进行 200 ～ 400 nm 全波长扫
描，发现在 270 nm 波长下出峰最多，峰形最好。
3.3　小结

　　SLPBQ 是一种治疗白癜风的医院制剂，其
药效物质基础及作用机制尚不清楚。现如今白
癜风 [9] 发病机制尚不清晰，有研究表明氧化应
激 [10] 及自身免疫等 [11-12] 是引发白癜风的主要因
素；在 SLPBQ 的 HPLC 指纹图谱中指认出其中 3
个共有成分，分别为落新妇苷、芒柄花素和丹参
酮Ⅱ A；其中落新妇苷可下调 CD4 ＋ T 细胞活性，
起到抗炎及保护黑色素细胞的作用 [13]；芒柄花素
具有促进酪氨酸酶活性 [14] 且能够抑制活性氧 [15]

（ROS）对黑色素细胞的损伤，起到保护细胞的
作用，因此对于白癜风疾病治疗有一定的积极效
果；丹参酮Ⅱ A 能够抑制 CD8 ＋ T 细胞侵袭黑色
素细胞 [16-17]，且对氧化应激具有抑制作用 [18]，因

图 10　OPLS-DA 分析 VIP 值图

Fig 10　VIP plot for OPLS-DA
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此对于白癜风疾病有一定的预防效果。结合前期
研究结果，推测这 3 种成分可能与 SLPBQ 抗白
癜风的药理活性有关，可为后期的药效物质基础
研究及先导化合物筛选提供依据。
　　本研究通过 HPLC 建立了 SLPBQ 制剂的指
纹图谱，确定其 22 个共有峰，10 批制剂相似度
在 0.974 以上，表明提取方法误差小，提取药液
稳定性较好。本试验中建立了 SLPBQ 制剂的指
纹图谱，结合 CA、PCA 及 OPLS-DA 等化学模式
识别法进行分析，较全面客观地评价 SLPBQ 质
量；对复方中落新妇苷、芒柄花素及丹参酮Ⅱ A
进行含量测定，所建立的方法重复性好、准确度
高，可作为 SLPBQ 制剂的质量评估方法。
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高效液相色谱法测定孟鲁司特钠中有关物质的含量

张磊（临沂市检验检测中心，山东　临沂　276001）

摘要：目的　建立高效液相色谱法测定孟鲁司特钠原料药中 7 种有关物质的含量。方法　采用

ZORBAX SB-Phenyl 苯基色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以 0.1% 三氟乙酸水溶液（A）- 乙腈

（B）为流动相，线性梯度洗脱，检测波长 255 nm，流速 1.0 mL·min－ 1，柱温 30℃，进样量 10 
μL。结果　7 种有关物质线性范围分别为杂质 A 1.312 ～ 13.116 µg·mL－ 1（r ＝ 0.9997）、杂质 B 
0.499 ～ 4.985 µg·mL － 1（r ＝ 0.9997）、 杂 质 C 0.952 ～ 9.521 µg·mL － 1（r ＝ 0.9997）、 杂 质 D 
1.066 ～ 10.659 µg·mL － 1（r ＝ 0.9999）、杂质 E 0.320 ～ 3.199 µg·mL － 1（r ＝ 0.9995）、杂质 F 
0.592 ～ 5.922 µg·mL－ 1（r ＝ 0.9993）、杂质 G 0.781 ～ 7.807 µg·mL－ 1（r ＝ 0.9997），平均回收

率分别为 95.4%、95.0%、95.3%、97.2%、93.7%、92.4% 和 95.8%，RSD 分别为 3.8%、2.5%、3.0%、

2.4%、1.6%、1.3% 和 2.0%。7 种有关物质的含量为 1.376 ～ 6.558 mg·g－ 1。结论　该方法准确可靠，

灵敏度高，可用于孟鲁司特钠原料药有关物质的质量控制。

关键词：孟鲁司特钠；有关物质；高效液相色谱法
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Determination of 7 related substances in montelukast sodium by HPLC

ZHANG Lei (Linyi Inspection and Testing Center, Linyi  Shandong  276001)

Abstract: Objective  To establish an HPLC method for the assay of 7 related substances in montelukast 
sodium. Methods  A ZORBAX SB-Phenyl (4.6 mm×250 mm, 5 μm) column was used, with the mobile 
phase of 0.1% trifluoroacetic acid aqueous solution (A)-acetonitrile (B) by linear gradient elution, and 
the detection wavelength of 255 nm. The flow rate was 1.0 mL·min－ 1 and the column temperature 
was 30℃ . The injection volume was 10 μL. Results  The calibration curves of 7 related substances 
showed good linearity in the range of impurity A 1.312 ～ 13.116 µg·mL－ 1 (r ＝ 0.9997), impurity B 
0.499 ～ 4.985 µg·mL－ 1 (r ＝ 0.9997), impurity C 0.952 ～ 9.521 µg·mL－ 1 (r ＝ 0.9997), impurity 
D 1.066 ～ 10.659 µg·mL－ 1 (r ＝ 0.9999), impurity E 0.320 ～ 3.199 µg·mL－ 1 (r ＝ 0.9995), 
impurity F 0.592 ～ 5.922 µg·mL－ 1 (r ＝ 0.9993), and impurity G 0.781 ～ 7.807 µg·mL－ 1 (r ＝

0.9997). The average recoveries for the 7 related substances were 95.4%, 95.0%, 95.3%, 97.2%, 93.7%, 
92.4% and 95.8%, with RSD of 3.8%, 2.5%, 3.0%, 2.4%, 1.6%, 1.3% and 2.0%. The content of 7 related 
substances were at 1.376 ～ 6.558 mg·g－ 1. Conclusion  The method is accurate and reliable, which 
can be used for the quality control of montelukast sodium.
Key words: montelukast sodium; related substance; HPLC

作者简介：张磊，男，硕士，副主任药师，主要从事药品质量标准提升研究，email：lei0528@126.com

　　孟鲁司特钠（montelukast sodium）是一种特
异性白三烯受体拮抗剂，其与白三烯受体具有
良好的亲和力，在体内与白三烯竞争受体，可
抑制炎症反应，从而发挥抗炎与抗哮喘作用 [1]。
临床用于成人和儿童哮喘与肺炎的预防和治
疗 [2-4]。孟鲁司特钠质量标准收载于《欧洲药典》
11.0 版（EP11.0）[5]、《美国药典》2023 版（USP-

NF2023）[6] 和《日本药典》18 版（JP18）[7]。《中国
药典》2020 年版并未收载该品种的质量标准。
　　孟鲁司特钠中存在多种有关物质，严重影响
了其质量和安全性。黄涛 [8] 采用外标法对《欧洲
药典》中规定的孟鲁司特钠相关杂质进行检测；
宋杏芳等 [9] 采用 HPLC 法对孟鲁司特钠咀嚼片中
4 种已知杂质进行分析；刘阿利等 [10] 建立 HPLC
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法分析孟鲁司特钠原料药中 5 种有关物质；以上
方法检测的有关物质均为 EP11.0、USP-NF2023
和 JP18 中收载的已知杂质 A、B、C、D、F，并
未对杂质 E 和杂质 G 建立定量方法进行分析。本

文建立 HPLC 法对孟鲁司特钠中 7 种有关物质
（结构式见图 1）进行分析，以期为全面控制孟鲁
司特钠的质量提供技术方法。

图 1　孟鲁司特钠及各杂质的化学结构式

Fig 1　Chemical structures of montelukast sodium and its impurities
1. 孟鲁司特钠（montelukast sodium）；2. 杂质 A（impurity A）；3. 杂质 B（impurity B）；4. 杂质 C（impurity C）；5. 杂质 D（impurity D）；6. 
杂质 E（impurity E）；7. 杂质 F（impurity F）；8. 杂质 G（impurity G）

1　材料

　　LC-20AT 高效液相色谱仪（包括自动进样器、四
元泵、柱温箱、二极管阵列检测器以及 LC solution
色谱工作站，日本岛津公司）。METTLER XP 205 电
子分析天平（瑞士梅特勒公司，精度为 0.01 mg），
Milli-Q A10 型超纯水仪（美国密理博公司）。
　　孟鲁司特钠对照品（含量：98.6%，批号：
100893-201902，中国食品药品检定研究院）、杂
质 A 对照品（含量：99.2%，批号：20210701）、杂
质 B 对照品（含量：97.1%，批号：20210303）、杂
质 C 对照品（含量：98.5%，批号：20210707）、杂
质 D 对照品（含量：94.8%，批号：20220763）、杂
质 E 对照品（含量：96.6%，批号：20220815）、杂
质 F 对照品（含量：98.4%，批号：20210523）、杂
质 G 对照品（含量：93.7%，批号：20200720）（天
津麦迪嘉试剂公司）；孟鲁司特钠原料药（批号：
20221101、20221201、20221202，QL 公司），乙腈
（色谱纯，默克公司），三氟乙酸（色谱纯，阿拉丁
试剂），水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：ZORBAX SB-Phenyl 苯基色谱柱
（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相 A：0.1% 三
氟乙酸水溶液，流动相 B：乙腈，线性梯度洗脱，
程序见表 1；流速：1.0 mL·min－ 1；检测波长：
255 nm；柱温：30℃；进样量：10 μL。

表 1　线性梯度洗脱程序 
Tab 1　Linear gradient elution procedure

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%
  0 50 50
10 45 55
15 30 70
25 30 70
40   5 95

2.2　溶液配制

2.2.1　供试品溶液　取孟鲁司特钠原料药 100 
mg，精密称定，置 100 mL 棕色量瓶中，用溶剂
（初始梯度流动相）溶解并稀释至刻度，摇匀，
滤过，制得质量浓度为 1.0 mg·mL－ 1 的供试品
溶液。
2.2.2　对照品储备溶液　取孟鲁司特钠对照品
72.60 mg、杂质 A 对照品 66.11 mg、杂质 B 对照
品 25.67 mg、杂质 C 对照品 48.33 mg、杂质 D 对



3290

Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 　中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期

2.4　专属性试验

　　称取孟鲁司特钠原料药 5 份，各约 50 mg，分
别置 50 mL 棕色量瓶中，进行以下破坏性试验。
① 酸破坏试验：精密加入 0.1 mol·L－ 1 盐酸溶液
1 mL，使溶解，暗处放置 30 min，精密加入 0.1 
mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 1 mL，用溶剂稀释至刻度，
摇匀；② 碱破坏试验：精密加入 0.1 mol·L－ 1 氢
氧化钠溶液 1 mL，暗处放置 30 min，精密加入 0.1 
mol·L－ 1 盐酸溶液 1 mL，用溶剂稀释至刻度，摇
匀；③ 氧化破坏试验：精密加入 3% 过氧化氢溶液
1 mL，暗处放置 1 h，用溶剂稀释至刻度，摇匀；
④ 高温破坏试验：将样品用溶剂溶解，于 80℃水
浴加热 2 h，摇匀；⑤ 光照破坏试验：将样品用溶
剂溶解后倒入石英吸收皿中，放在紫外光灯（245 
nm）下照射 10 min。按照“2.1”项下色谱条件进样
测定，记录色谱图（见图 3）。结果显示，孟鲁司特
钠在高温和碱破坏条件下相对较为稳定；在酸破坏
条件下，杂质 F 增加较为显著；在氧化破坏条件下，
杂质 A 和杂质 G 增加的量较大，杂质 D 和杂质 E
增加的量较少；在光照破坏条件下，杂质 C 的量
增加非常大。通过破坏试验，推测杂质 F 为酸降解
产物，杂质 A、杂质 G、杂质 D 和杂质 E 为氧化

降解产物，杂质 C 为光降解产物。破坏试验结果
表明，孟鲁司特钠在光照条件下稳定性较差，提示
在各种溶液配制和检测过程中应注意避光操作。
2.5　线性关系考察

　　精密量取对照品储备液 0.1、0.2、0.4、0.6、
0.8、1 mL，分别置 100 mL 棕色量瓶中，用溶剂
稀释至刻度，摇匀，制得标准系列溶液，进样检
测，记录色谱图。以孟鲁司特钠和各杂质溶液质
量浓度（μg·mL－ 1）为横坐标（X），以峰面积 Y
为纵坐标，采用偏最小二乘法进行线性回归，制
得标准曲线方程。孟鲁司特钠与各杂质的标准曲
线方程、相关系数（r）和线性范围结果见表 2。
2.6　检测限（LOD）与定量限（LOQ）
　　取混合对照品溶液用溶剂逐步稀释，以各成分
色谱峰信噪比 S/N 约等于 10 时测得孟鲁司特钠与
各杂质 LOQ，以各成分色谱峰信噪比 S/N 约等于 3
时测得孟鲁司特钠与各杂质 LOD，结果见表 2。
2.7　精密度试验

　　精密量取“2.2”项下混合对照品溶液，连续
进样 6 次，记录孟鲁司特钠与各杂质色谱峰的
峰面积，结果孟鲁司特钠与杂质 A ～ G 峰面积
的 RSD（n ＝ 6）分别为 0.74%、0.59%、0.92%、

图 2　孟鲁司特钠高效液相色谱图

Fig 2　HPLC chromatograms of montelukast sodium
A. 空白溶剂（blank solvent）；B. 系统适用性试验溶液（system suitability test solution）；C. 供试品溶液（sample solution）；1. 孟鲁司特钠

（montelukast sodium）；2. 杂质 A（impurity A）；3. 杂质 B（impurity B）；4. 杂质 C（impurity C）；5. 杂质 D（impurity D）；6. 杂质 E（impurity 
E）；7. 杂质 F（impurity F）；8. 杂质 G（impurity G）

照品 56.22 mg、杂质 E 对照品 16.56 mg、杂质 F
对照品 30.09 mg 和杂质 G 对照品 41.66 mg，精密
称定，分别置 50 mL 棕色量瓶中，用溶剂溶解并
稀释至刻度，摇匀，制得质量浓度分别为 1.432、
1.312、0.499、0.952、1.066、0.320、0.592、0.781 
mg·mL－ 1 的对照品储备溶液。
2.2.3　混合对照品溶液　精密量取各对照品储备
溶液 1 mL，置同一 100 mL 棕色量瓶中，用溶剂
溶解并稀释至刻度，摇匀，制得混合对照品溶液。

2.2.4　系统适用性试验溶液　精密量取混合对照
品溶液 1 mL，置 50 mL 棕色量瓶中，用溶剂溶解
并稀释至刻度，摇匀，制得系统适用性试验溶液。
2.3　系统适用性试验

　　取“2.2”项下系统适用性试验溶液、供试品溶
液与空白溶剂，进样测定，记录色谱图（见图 2）。
结果显示，在该色谱条件下，各色谱峰之间的分离
度均大于 1.5，各色谱峰理论板数均大于 5000，各
色谱峰拖尾因子均小于 1.5。
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0.76%、0.98%、0.70%、0.38%、0.87%，结果表
明仪器的精密度良好。
2.8　重复性试验

　　取孟鲁司特钠原料药（批号：20221101），按
“2.2”项下方法制备供试品溶液，共 6 份，分别
进样检测，记录 7 种杂质峰面积并计算平均含
量。结果杂质 A ～ G 含量的 RSD（n ＝ 6）分别
为 1.2%、1.5%、1.3%、1.8%、1.5%、1.8% 和 1.8%，
表明方法的重复性良好。
2.9　稳定性试验

　　取同一供试品溶液（批号：20221101），于暗处
放置 0、2、4、8、12、16 和 24 h 进样检测，记录 7
种杂质色谱峰面积。结果杂质 A ～ G 峰面积的 RSD
分别为 1.2%、1.3%、0.95%、0.93%、0.82%、1.3%

和 1.1%，表明样品溶液在暗处放置 24 h 内稳定。
2.10　加样回收试验

　　精密称取同一批孟鲁司特钠原料药（批号：
20221101）约 50 mg，共 6 份，置 100 mL 棕色量
瓶中，精密加入各对照品储备溶液 0.25 mL，按
“2.2”项下方法制备供试品溶液，进样测定，计
算各杂质的回收率。结果杂质 A ～ G 的平均回收
率分别为 95.4%、95.0%、95.3%、97.2%、93.7%、
92.4% 和 95.8%，RSD 分别为 3.8%、2.5%、3.0%、
2.4%、1.6%、1.3% 和 2.0%。
2.11　样品中杂质的含量测定

　　取孟鲁司特钠原料药，按“2.2”项下方法制
备供试品溶液，分别进样测定，7 种杂质 A ～ G
的含量测定结果见表 3。

图 3　孟鲁司特钠破坏试验色谱图

Fig 3　Chromatograms of destruction test of montelukast sodium
A. 酸破坏试验（acid degradation）；B. 碱破坏试验（alkali degradation）；C. 氧化破坏试验（oxidative degradation）；D. 高温破坏试验（heat 
degradation）；E. 光照破坏试验（light degradation）；1. 孟鲁司特钠（montelukast sodium）；2. 杂质 A（impurity A）；3. 杂质 B（impurity B）；

4. 杂质 C（impurity C）；5. 杂质 D（impurity D）；6. 杂质 E（impurity E）；7. 杂质 F（impurity F）；8. 杂质 G（impurity G）

表 2　孟鲁司特钠与各杂质线性关系、LOD、LOQ结果 
Tab 2　Linearity，LOD and LOQ of montelukast sodium and related substance

化合物 标准曲线方程 线性范围 /（μg·mL － 1） r LOD/（ng·mL － 1） LOQ/（ng·mL － 1）

孟鲁司特钠 Y ＝ 954.23X ＋ 10.15 1.432 ～ 14.317 0.9996 30   90

杂质 A Y ＝ 923.17X ＋ 55.84 1.312 ～ 13.116 0.9997 33 100

杂质 B Y ＝ 997.31X ＋ 74.60 0.499 ～ 4.985 0.9997 40 120

杂质 C Y ＝ 785.36X ＋ 46.08 0.952 ～ 9.521 0.9997 30   90

杂质 D Y ＝ 658.27X ＋ 65.75 1.066 ～ 10.659 0.9999 33 100

杂质 E Y ＝ 891.47X ＋ 57.25 0.320 ～ 3.199 0.9995 30   90

杂质 F Y ＝ 1885.2X ＋ 55.64 0.592 ～ 5.922 0.9993 33 100

杂质 G Y ＝ 795.85X ＋ 78.45 0.781 ～ 7.807 0.9997 40 120
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表 3　杂质含量测定结果 (mg·g － 1，n ＝ 3) 
Tab 3　Content of impurities (mg·g － 1，n ＝ 3)

批号 杂质 A 杂质 B 杂质 C 杂质 D 杂质 E 杂质 F 杂质 G

20221101 6.558 2.493 4.761 5.330 1.600 2.961 3.904

20221201 6.409 2.344 4.803 5.116 1.398 2.403 3.626

20221202 6.417 2.312 4.808 5.120 1.376 2.225 3.471

3　讨论

　　在已经报道的孟鲁司特钠有关物质检测方法
中，使用的流动相水相有 0.15% 三氟乙酸溶液、
0.15% 高氯酸钠溶液、0.1% 磷酸溶液等，有机相
有乙腈和甲醇。经过对 3 种水相流动相进行比较，
采用三氟乙酸溶液时，各色谱峰的峰形对称性良
好，拖尾因子均小于 1.5，基线平直且基线噪音较
低。采用另外两种水相流动相时，色谱峰对称性
较差，拖尾因子均大于 2。同时，本文考察了三
氟乙酸溶液的浓度（0.1% 和 0.15%），发现选用上
述浓度的三氟乙酸溶液作流动相时的色谱图没有
差异，为保护色谱柱，本文采用 0.1% 三氟乙酸溶
液。本文考察了甲醇与乙腈两种有机流动相对分
离的影响，结果采用甲醇作为流动相时，色谱图
中会出现其他的杂质峰，这与张琳琳等 [11] 报道的
结果一致，其推测流动相甲醇与孟鲁司特钠发生
了反应产生了其他的杂质。因此，本文采用 0.1%
三氟乙酸溶液 - 乙腈作为流动相，并对梯度洗脱
条件进行优化，结果所有待测成分分离度均良好。
　　本文采用二极管阵列检测器，对 7 种待测
杂质成分进行全波长扫描，发现所有待测成分
在 255 nm 波长处均具有较大吸收，因此选择 255 
nm 作为检测波长。同时，对样品的色谱图进行
光谱学纯度检查，所有待测成分均为单一的色谱
峰，待测成分不受其他成分干扰。
　　孟鲁司特钠原料药中存在一些工艺杂质和降
解杂质，其本身稳定性较差，在光照、高温和酸
性条件下容易降解，严重影响其纯度。国外药典
与文献报道对其中的杂质 A、B、C、D、F 进行
检测，王英新等 [12] 采用液质联用方法对孟鲁司
特钠颗粒中的有关物质进行分离并分析其降解途
径和各杂质的来源，首次报道了杂质 G（孟鲁司
特钠喹啉环氮氧化物），并推测杂质 G 是孟鲁司

特钠喹啉环结构上的氮原子在弱氧化条件下加热
接受氧原子而生成喹啉环氮氧化合物。杂质 E 为
药品生产企业的内控杂质，并未见文献报道杂质
E 的检测方法。根据本文降解破坏试验考察，杂
质 E 和杂质 G 是属于其氧化降解产物，应该控制
其含量。本文在 EP11.0 方法的基础上，对液相色
谱条件进行优化，建立同时检测其中的 7 种有关
物质的方法，该方法准确、可靠、灵敏度高，为
孟鲁司特钠的质量控制提供方法参考。
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UPLC-MS/MS同时测定止咳平喘类保健食品和 
中成药中的 25 种非法添加化学成分

张珊珊，贾昌平，郑佳新*（苏州市药品检验检测研究中心，江苏　苏州　215000）

摘要：目的　建立超高效液相色谱 - 串联质谱法（UPLC-MS/MS）同时测定止咳平喘保健食

品和中成药中 25 种非法添加的化学成分。方法　样品采用甲醇超声提取，经色谱柱分离，以

甲醇（含 0.1% 甲酸）-0.1% 甲酸溶液梯度洗脱，采用电喷雾离子源正负离子模式，多反应监

测（MRM）模式检测。结果　25 种止咳平喘药物在各自线性范围内与测定值线性关系良好，

相关系数均≥ 0.9990；检测限为 1.5 ～ 37.2 ng·g － 1，平均回收率 72.0% ～ 109.8%，RSD 为

0.10% ～ 8.7%。应用该方法对 10 批样品进行筛查，共有 2 批中成药胶囊剂中检出标识外成分，

其中 1 批检出茶碱，另 1 批检出那可丁和盐酸麻黄碱。结论　该方法操作简便，具有良好的选

择性、灵敏度及准确度，能够用于止咳平喘类保健食品和中成药中非法添加药物的测定。

关键词：止咳平喘；保健食品；中成药；非法添加；超高效液相色谱 - 串联质谱法

中图分类号：R284.1，R927　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3293-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.030

Simultaneous determination of 25 illegally added chemical components in 
anti-cough and anti-asthmatic health food and traditional Chinese  

medicine by UPLC-MS/MS

ZHANG Shan-shan, JIA Chang-ping, ZHENG Jia-xin* (Suzhou Institute for Drug Control, Suzhou 
Jiangsu  215000)

Abstract: Objective  To establish an ultra performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry (UPLC-MS/MS) method to simultaneously determine 25 illegally added chemical 
components in anti-cough and anti-asthmatic health food and traditional Chinese medicine. Methods  
The samples were extracted by methanol ultrasonic extraction, the separation was executed on an 
column with mobile phase consisting of methanol (containing 0.1% formic acid)-0.1% formic acid 
solution, and detected by electrospray ionization source in positive and negative ion mode with 
multiple reaction monitoring (MRM) mode. Results  The 25 anti-cough and anti-asthmatic drugs 
had good linearity with the correlation coefficients no less than 0.9990. The limits of detection 
ranged 1.5 ～ 37.2 ng·g－ 1, the average recoveries ranged 72.0% ～ 109.8%, and the RSD ranged 
0.10% ～ 8.7%. The method was applied to screen 10 batches of samples, two batches of unlabeled 
components were detected in two traditional Chinese medicine capsules, among which theophylline 
was detected in 1 batch and noscapine and ephedrine hydrochloride were detected in 1 batch. 
Conclusion  The method is easy to operate, has good selectivity, sensitivity and accuracy, and can be 
used for the determination of illegally added drugs of anti-cough and anti-asthmatic components in 
health food and traditional Chinese medicine. 
Key words: anti-cough and anti-asthmatic; health food; traditional Chinese medicine; illegally 
addition; UPLC-MS/MS
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　　由于现代环境、个人生活习惯等因素的影响，
越来越多的人深受呼吸系统疾病的困扰，其中咳
嗽、哮喘是最常见的两种，针对中国成人肺部健
康的相关研究结果显示：我国 20 岁以上成人哮喘
患病率为 4.2%，全国总患病人数为 4570 万，近
年来随着人口老龄化和环境污染，哮喘患病率在
我国有逐年增长的趋势 [1]。目前关于止咳平喘类
保健食品及中成药中非法添加化学成分的相关研
究较少，已报道 40 余种，多为常见临床治疗药
物，如抗组胺药物苯海拉明、氯苯那敏，镇咳类
药物喷托维林、氯哌丁，祛痰类药物氨溴索、溴
己新，平喘类药物沙丁胺醇、茶碱，糖皮质激素
醋酸泼尼松，抗菌类药物磺胺甲噁唑等，而针对
这些非法添加成分的检测手段主要以液相色谱和
液相色谱质谱联用方法为主 [2-8]。为加强对止咳
平喘类中成药及保健食品的监管，杜绝不法分子
为获利而向其中非法添加化学成分的行为，保

护消费者的合法权益，本研究参考《支气管哮喘
基层合理用药指南》及《咳嗽的诊断与治疗指南
（2021）》[9-10] 中指导使用治疗用药种类及化合物
类型结合国家药品补充检验方法（批准文件编号
2009031）中规定的 8 种化合物，共挑选了有较大
添加风险的 25 种化合物，采用 UPLC-MS/MS 法
为检测手段，以期能够为相关监管部门在日常监
督止咳平喘类保健食品及中成药中是否有非法添
加化学成分提供一种科学且客观的判断依据，以
减少因非法添加化学成分而可能带来的安全问题。
1　试药与仪器

　　甲醇、乙腈（质谱纯，美国 Fisher 公司）；甲
酸铵、甲酸（质谱纯，德国 Merck 公司）；25 种
化合物相关信息见表 1，来源分别为中国食品药
品检定研究院（简称中检院），上海安谱璀世标准
技术服务有限公司（简称安谱）；所用样品购于
网络平台。

表 1　25 种对照品信息 
Tab 1　Standard product information of 25 components

化合物 来源 批号 含量 /% 化合物 来源 批号 含量 /%
茶碱 中检院 100121-201805   99.9 富马酸酮替芬 中检院 100230-201904   99.9
吡嘧司特钾 中检院 100700-200401   99.3 盐酸氨溴索 安谱 2106872   99.9
曲尼司特 安谱 2251846   98.3 氢溴酸右美沙芬 中检院 100201-202205   94.8
硫酸特布他林 安谱 2101132   99.8 盐酸苯海拉明 中检院 100066-202108   99.8
沙丁胺醇 中检院 100204-201103   99.7 盐酸溴己新 中检院 100427-202204 100.0
盐酸丙卡特罗 中检院 100275-202104   96.9 盐酸异丙嗪 中检院 100422-202004   99.5
二羟丙茶碱 中检院 100417-201603 100.0 氢化可的松 中检院 100152-202008   99.7
盐酸麻黄碱 中检院 171241-201809   99.7 枸橼酸喷托维林 中检院 100432-201803   99.8
多索茶碱 中检院 100625-202003   99.9 磷酸苯丙哌林 中检院 100237-201804   99.8
磺胺甲噁唑 中检院 100025-201906   99.8 盐酸氯哌丁 中检院 100529-201001 100.0
盐酸二氧丙嗪 中检院 100299-201803   99.8 醋酸泼尼松 中检院 100012-202108   99.7
那可丁 中检院 171224-201605 100.0 地西泮 中检院 171225-201805   99.9
马来酸氯苯那敏 中检院 100047-202008   99.7

　　Sciex Q-trap 5500 ＋三重四极杆 - 线性离子阱
复合质谱仪（上海爱博才思分析仪器贸易有限公
司）；XS205DU 型电子天平 [ 梅特勒 - 托利多仪
器（上海）有限公司 ]；Biofuge primo R 型高速离
心机 [ 赛默飞世尔（中国）有限公司 ]；SK8210HP
型超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；
MilliQ 超纯水仪（美国 Millipore 公司）；0.22 μm
有机相针式过滤器。
2　方法与结果

2.1　液相条件

　　色谱柱：Acquity UPLC BEH C18（100 mm× 

2.1 mm，1.7 μm）；流速：0.3 mL·min－ 1；柱温：
30℃；进样体积：0.5 μL；流动相：甲醇（含 0.1%
甲酸）（A）-0.1% 甲酸溶液（B），梯度洗脱（0～ 3.0 
min，35%A；3.0 ～ 5.0 min，35% ～ 50%A；

5.0 ～ 11.0 min，50% ～ 95%A）。
2.2　质谱条件
　　电喷雾正负离子模式（ESI ＋ /－），检测模式
为多反应监测（MRM）；离子源喷雾电压（IS）：
5500 V（－ 4500 V）；离子源温度：500℃；气
帘气（CUR）、雾化气（GAS1）、加热辅助气
（GAS2）、碰撞气（CAD）均为高纯氮气；监测离
子对、定量离子对、去簇电压（DP）、碰撞电压
（CE）等信息见表 2。结果见图 1。
2.3　混合对照品储备溶液的制备
　　精密称取各对照品 20 mg 置于 20 mL 棕色量
瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，混匀，即得质
量浓度为 1 mg·mL－ 1 的各对照品储备液。使用
时按需分别吸取 25 种对照品储备溶液适量混合，
用甲醇稀释成混合对照品储备溶液。
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表 2　25 种化合物特征选择离子及质谱参数 
Tab 2　Characteristic selection ions and MS/MS parameters of 25 compounds

化合物 保留时间 /min 母离子（m/z） 主要碎片离子（m/z） DP/V CE/V
茶碱 1.88 178.9 164.0，122.0 － 80，－ 80 － 27，－ 29
吡嘧司特钾 3.35 227.1 171.1，117.1 － 18，－ 30 － 20，－ 20
曲尼司特 9.88 326.1 266.0，251.0 － 70，－ 70 － 31，－ 43
硫酸特布他林 1.41 226.1 152.2，125.1 30，30 22，23
沙丁胺醇 1.42 240.1 148.2，166.1 40，40 26，19
丙卡特罗 1.56 291.1 273.2，231.2 35，35 19，27
二羟丙茶碱 1.75 254.9 181.1，124.0 40，40 27，38
盐酸麻黄碱 1.81 166.0 133.1，148.2 20，20 27，16
多索茶碱 2.61 267.1 181.1，87.1 30，30 28，26
磺胺甲噁唑 2.68 254.0 156.2，108.0 40，40 23，32
盐酸二氧丙嗪 3.82 317.1   86.2，272.2 50，50 28，28
那可丁 4.50 414.1 220.1，205.1 70，70 30，57
马来酸氯苯那敏 5.46 275.0 230.1，167.0 30，30 20，52
富马酸酮替芬 5.79 310.1   96.1，213.0 125，125 30，38
盐酸氨溴索 6.00 379.0 264.0，114.2 40，40 30，24
氢溴酸右美沙芬 7.18 272.1 215.2，171.2 110，110 32，51
盐酸苯海拉明 7.28 256.1 167.1，152.0 10，10 14，47
盐酸溴己新 8.09 377.0 114.3，264.0 45，45 24，38
盐酸异丙嗪 8.18 285.1   86.0，198.2 20，20 20，27
氢化可的松 8.40 363.3 121.1，105.1 90，60 30，68
枸橼酸喷托维林 8.54 334.2 100.1，145.2 80，80 30，33
磷酸苯丙哌林 8.96 310.1 126.1，91.0 85，85 31，43
盐酸氯哌丁 9.00 329.9 201.0，166.0 20，20 23，49
醋酸泼尼松 9.11 401.2 295.3，147.0 60，70 22，30
地西泮 9.64 285.0 193.1，154.1 115，115 43，36

图 1　25 种化合物负离子模式（A）和正离子模式（B）典型提取离子流叠加色谱图

Fig 1　Typical extracted ion chromatogram of negative ion mode（A）and positive ion mode（B）for 25 compounds
1. 茶碱（theophylline）；2. 吡嘧司特钾（pemirolast potassiun）；3. 曲尼司特（tranilast）；4. 硫酸特布他林（terbutaline sulfate）；5. 沙丁胺醇

（salbutamol）；6. 盐酸丙卡特罗（procaterol hydrochloride）；7. 二羟丙茶碱（diphylline）；8. 盐酸麻黄碱（ephedrine hydrochloride）；9. 多索茶

碱（doxofylline）；10. 磺胺甲噁唑（sulfamethoxazole）；11. 盐酸二氧丙嗪（dioxopromethazine hydrochloride）；12. 那可丁（noscapine）；13. 马
来酸氯苯那敏（chlorphenamine maleate）；14. 富马酸酮替芬（ketotifen fumarate）；15. 盐酸氨溴索（ambroxol hydrochloride）；16. 氢溴酸右

美沙芬（dextromethorphan hydrobromide）；17. 盐酸苯海拉明（diphenhydramine hydrochloride）；18. 盐酸溴己新（bromhexine hydrochloride）；

19. 盐酸异丙嗪（promethazine hydrochloride）；20. 氢化可的松（hydrocortisone）；21. 枸橼酸喷托维林（pentoxyverine citrate）；22. 磷酸苯丙哌

林（benproperine phosphate）；23. 盐酸氯哌丁（cloperastine hydrochloride）；24. 醋酸泼尼松（prednisone acetate）；25. 地西泮（diazepam）
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表 3　25 种化合物的线性范围、线性方程、相关系数、检出限、定量限 
Tab 3　Linear range，linear equation，correlation coefficient，detection limit and quantitative limit of the 25 compounds

化合物名称 线性范围 /（ng·mL － 1） 回归方程 相关系数（r） LOD/（ng·g － 1） LOQ/（ng·g － 1）

茶碱 2.22 ～ 221.58 Y ＝ 4.47×103X ＋ 2.68×103 0.9997 13.3 44.4 
吡嘧司特钾 2.23 ～ 446.5 Y ＝ 1.18×104X ＋ 1.48×104 0.9998 37.2 123.9 
曲尼司特 1.97 ～ 197.29 Y ＝ 1.93×103X ＋ 1.10×103 0.9995 9.9 33.0 
硫酸特布他林 0.87 ～ 87.37 Y ＝ 2.26×105X ＋ 1.19×105 0.9999 4.6 15.4 
沙丁胺醇 1.25 ～ 125.02 Y ＝ 2.41×105X ＋ 1.42×105 0.9995 7.6 25.2 
盐酸丙卡特罗 4.07 ～ 407.37 Y ＝ 1.37×105X ＋ 8.22×104 1.000 23.1 77.0 
二羟丙茶碱 1.78 ～ 177.80 Y ＝ 9.49×104X ＋ 1.16×105 1.000 11.1 37.1 
盐酸麻黄碱 1.16 ～ 116.25 Y ＝ 3.95×105X ＋ 3.49×105 0.9999 5.4 17.8 
多索茶碱 1.33 ～ 133.37 Y ＝ 5.75×104X ＋ 6.16×104 0.9999 7.3 24.4 
磺胺甲噁唑 1.21 ～ 121.16 Y ＝ 1.05×105X ＋ 8.47×104 0.9999 4.9 16.3 
盐酸二氧丙嗪 0.99 ～ 98.95 Y ＝ 2.50×105X ＋ 6.82×104 0.9996 2.9 9.8 
那可丁 0.55 ～ 54.50 Y ＝ 4.86×105X ＋ 1.09×105 0.9999 1.6 5.4 
马来酸氯苯那敏 1.16 ～ 116.05 Y ＝ 2.50×105X－ 9.91×105 0.9996 7.0 23.2 
富马酸酮替芬 1.15 ～ 115.38 Y ＝ 1.52×105X ＋ 4.78×103 0.9995 5.5 18.4 
盐酸氨溴索 0.66 ～ 65.90 Y ＝ 1.62×104X ＋ 1.39×102 0.9999 4.4 14.7 
氢溴酸右美沙芬 0.72 ～ 72.29 Y ＝ 2.28×105X ＋ 8.94×104 0.9999 4.3 14.4 
盐酸苯海拉明 0.52 ～ 52.07 Y ＝ 3.75×105X ＋ 7.09×104 0.9998 3.1 10.4 
盐酸溴己新 0.63 ～ 62.77 Y ＝ 2.52×105X ＋ 6.44×104 0.9990 1.9 6.2 
盐酸异丙嗪 0.58 ～ 58.16 Y ＝ 3.27×105X ＋ 1.05×105 1.000 1.7 5.8 
氢化可的松 1.95 ～ 195.41 Y ＝ 5.15×103X ＋ 3.17×103 0.9999 19.6 65.3 
枸橼酸喷托维林 0.56 ～ 55.59 Y ＝ 3.53×105X ＋ 2.71×104 0.9992 1.7 5.6 
磷酸苯丙哌林 0.50 ～ 49.90 Y ＝ 3.66×105X ＋ 2.50×104 0.9997 1.5 5.0 
盐酸氯哌丁 0.59 ～ 58.65 Y ＝ 9.06×104X － 5.28×103 0.9997 1.7 5.8 
醋酸泼尼松 2.02 ～ 202.49 Y ＝ 6.41×102X － 2.06×103 0.9998 20.2 67.3 
地西泮 0.53 ～ 52.95 Y ＝ 1.32×105X － 1.72×103 0.9994 2.9 9.8 

2.4　供试品溶液的制备

　　精密称取各剂型样品适量（胶囊剂：取出 1
粒内容物，必要时研细，混合均匀作为供试样品；
水剂：直接吸取 0.5 mL 称重；颗粒剂：取一袋研
细后进行称量）置于 20 mL 棕色量瓶中，加入甲醇
适量，涡旋振荡混匀后超声 20 min，冷却至室温
后用甲醇定容至刻度，混匀，置于 13000 r·min－ 1

离心 10 min，取上清液过 0.22 μm 有机滤膜，即得
供试品溶液（可根据检出情况进行适当稀释进样）。
2.5　方法学考察

2.5.1　线性范围及检测限　分别精密吸取“2.3”
项下混合对照品储备溶液适量，用甲醇逐级稀释，
即得系列对照品溶液，进样分析，以各化合物的
峰面积（Y）为纵坐标，质量浓度（X，mg·L－ 1）
为横坐标，进行线性拟合，计算回归方程。
　　取不含上述 25 种组分的各剂型阴性样品等质
量混合作为空白基质样品。在空白基质中加入适量
“2.3”项下混合对照品储备溶液，按“2.4”项下方
法操作，以 3 倍信噪比计算方法检测限（LOD）和
10 倍信噪比确定方法定量限（LOQ），结果见表 3。

2.5.2　回收率　以检测结果阴性的水剂、胶囊剂、
颗粒剂 3 种类型的样品为基质，进行 3 个浓度水
平 [11.08、44.32、110.79 ng·mL－ 1（以茶碱计）]
的加标回收率试验，每个浓度水平配制 6 份，按
“2.4”项下方法样品处理，进样测定。分别计算
该样品溶液中待分析物质谱响应与同浓度的对
照品溶液比值，以评价该方法的回收率。结果显
示 3 种基质平均回收率范围为 72.0% ～ 109.8%，
RSD 为 0.10% ～ 8.7%，表明方法回收率良好。
2.5.3　精密度　以 2.22 ng·mL－ 1（以茶碱计）的
25 种混合对照品溶液置于自动进样器中，连续进
样 6 次，计算各组分的响应值 RSD。结果显示 25
种组分响应值 RSD（n ＝ 6）均小于 6.3%，表明

精密度良好。
2.5.4　溶液稳定性　取2.22 ng·mL－1（以茶碱计）
的 25 种混合对照品溶液置于自动进样器中，分
别于配制后 1、4、12、24 h 进样测定，计算各组
分的响应值 RSD，结果显示 25 种组分在 24 h 内
响应值 RSD 均小于 8.9%，表明溶液稳定性良好。
2.5.5　样品含量测定　用所建立的 UPLC-MS/MS
法对 10 批保健食品和中成药样品（包含 2 批保健
食品水剂，4 批中成药胶囊剂及 3 批中成药颗粒
剂）进行测定（典型离子图见图 2、3）。结果显示：
其中 2 批中成药胶囊剂检出有非法添加成分，1
批检测到茶碱（0.12 mg·kg－ 1），另 1 批检测到那
可丁（0.11 mg·kg－ 1）和麻黄碱（1.35 mg·kg－ 1）。
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3　讨论

3.1　色谱柱
　　25 种化合物性质差异较大，参考相关文献报
道 [2-8]，发现本试验中目标化合物在反相色谱柱
（C18 柱）上分离效果较好。因此考察了 ACQUITY 
UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）、AC-
QUITY UPLC HSS T3（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）、
Phenomenex Luna Omega C18（100 mm×2.1 mm，
1.6 μm）和 Phenomenex Kinetex C18（100 mm×2.1 
mm，2.6 μm）4 种色谱柱对目标化合物分离的影

响。结果显示在同一流动相洗脱体系下，ACQUI-
TY UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）对
于目标化合物的分离效果均优于其他色谱柱，因此
选用该色谱柱进行后续的相关试验。
3.2　流动相的选择
　　本试验考察了不同浓度甲酸铵、乙酸铵、甲
酸配合甲醇或乙腈等不同流动相体系及不同初始
比例对 25 种化合物的色谱峰形、出峰时间及信
号强度的影响，发现甲醇（含 0.1% 甲酸）-0.1%
甲酸溶液初始比例为 35∶65 时对于各组分的分
离效果和峰形最优。
3.3　提取溶剂的选择
　　由于本试验研究的 25 种化合物的极性有一
定的差异，如茶碱、沙丁胺醇、特布他林等极性
较大，而地西泮和曲尼司特则极性相对较小，因
此试验比较了以不同浓度甲醇、乙腈分别作为提
取溶剂时的提取回收率情况。综合对于不同剂型
和不同化合物提取回收率的结果，选择提取效率
相对较好的甲醇作为提取溶剂，能够同时满足对
于不同剂型的提取需求。
4　结论
　　本试验依据相关文献和补充检验方法，并结
合实际检测情况选取了有较大添加风险的 25 种
化合物，建立了快速的筛查、定量检测方法。结
果表明该方法灵敏、快速、高效，可用于止咳平
喘类保健食品和中成药中 25 种非法添加化学成
分的检验。同时在使用上述条件对实际样品的检
测中发现存在同时检出一种及以上具有止咳平喘
类功效的非法添加化学成分的情况，说明不法分
子对于非法添加化学成分的选择具有一定的目的
性，且由于化学成分的添加具有一定隐蔽性且添
加量不明确，消费者在自行购买服用时存在用药
配伍冲突及服用过量风险，如麻黄碱虽常与苯海
拉明等止咳平喘药物联合用于缓解支气管哮喘症
状，但如大量使用可引起震颤、焦虑、失眠等不
良反应，因此对于止咳平喘类中成药和保健食品
建立一种准确的定性及定量方法确有必要。
　　本试验建立了 UPLC-MS/MS 法同时测定止
咳平喘保健食品和中成药中的 25 种非法添加化
学成分的检测方法，应用该方法对 10 批样品进
行检测，其中 2 批中成药胶囊剂检出有标识外成
分。本方法操作简便，具有良好的选择性、灵敏
度及准确度，涵盖了国家药品补充检验方法（批
准文件编号 2009031）中规定的及其他具有较大
添加风险的 25 种化合物，检测容量大，适用范
围广，可为止咳平喘类保健食品和中成药中非法
添加药物的监督检验工作提供技术支撑。

图 2　阴性样品负离子模式（A）和正离子模式（B）典型提取离子

流叠加色谱图

Fig 2　Typical extracted ion chromatograms of negative ion mode（A）

and positive ion mode（B）for negative sample

图 3　阳性样品负离子模式（A）和正离子模式（B）典型离子流叠

加色谱图

Fig 3　Typical extracted ion chromatogram of negative ion mode（A）

and positive ion mode（B）for positive sample
a. 茶碱（theophylline）；b. 盐酸麻黄碱（ephedrine hydrochloride）；

c. 那可丁（noscapine）
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一测多评法同时测定肺气肿片中 14 种成分的含量

杨婷1，2，邓芳2，刘涛2，李顺祥1，3*，傅黎春2*（1. 湖南中医药大学药学院，长沙　410000；2. 衡阳市市场监督检

验检测中心，湖南　衡阳　421001；3. 湖南省中药活性物质筛选工程技术研究中心，长沙　410000）

摘要：目的　建立一测多评法同时测定肺气肿片中 14 种指标性成分（绿原酸、苦杏仁苷、咖
啡酸、补骨脂苷、异补骨脂苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、丹酚酸 B、淫羊藿苷、槲皮素、补骨脂
素、异补骨脂素、野马追内酯 B、丹参酮ⅡA、补骨脂酚）的含量。方法　用甲醇提取肺气肿片，
采用 Shimadzu Shim-pack GIST-C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈 -0.1% 磷酸，
梯度洗脱；体积流速 1.0 mL·min－ 1；柱温 30℃；检测波长 246 nm 和 210 nm；进样量 10 μL。
以补骨脂素为内标，计算其他 13 种成分的相对校正因子，测定其含量。结果　采用一测多评
法测定了肺气肿片中 14 种成分的含量，所得结果与外标法接近。结论　该方法快速、准确、
可靠、简便，可用于肺气肿片的质量控制。
关键词：肺气肿片；化学成分；特征图谱；一测多评法
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3298-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.031
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　　肺气肿片是中西结合复方处方用药，具有补
肾益气、活血化瘀、止咳祛痰等功效 [1-2]；临床上
主要用于肺肾不足，痰浊阻肺，胸闷憋气，动辄
喘乏，咳嗽痰多，腰膝酸痛，慢性气管炎阻塞性
肺气肿属上述症候者。肺气肿片由野马追、淫羊
藿、丹参、红花、补骨脂、桃仁、黄芪、盐酸克
伦特罗、牡荆油制成。肺气肿片的现行质量标准
《中华人民共和国卫生部药品标准中药成方制剂
第十七册》未对肺气肿片中组成成分进行精确的
含量测定。目前国内外关于肺气肿片中化学成分
含量的研究鲜有，仅位岩平等 [3] 采用 HPLC 法测
定肺气肿片中淫羊藿苷的含量；罗春华等 [4] 采用
HPLC 法测定肺气肿片中补骨脂素和异补骨脂素
的含量。
　　一测多评法（QAMS）已广泛应用于中药及
复方制剂的质控研究 [5-7]，通过中药有效成分内
在函数关系和比例关系，以中药中价廉易得的典
型成分为内标，得到该成分与其他成分间的相对
校正因子，再通过校正因子同步计算出其他成分
的含量，从而实现多成分的同步测定。为提高制
剂质量，本研究采用一测多评法建立肺气肿片的
多成分质控体系，为该制剂的质量监控提供科学
依据。
1　材料
1.1　仪器
　　SHIMADZU LC-20AT 型高效液相色谱仪（岛
津公司）；Thermo UItimate 3000 型高效液相色谱
仪（赛默飞公司）；AE240S 型电子分析天平（十万
分之一，瑞士 Mettler-Toledo 公司）；XMTD-4000
型八孔电热恒温水浴锅（北京永光明医疗器械
厂）；KQ-500E 型超声清洗仪（昆山美美超声仪

器有限公司）。
1.2　试药
　　 绿 原 酸（批 号：110753-202119， 纯 度：
96.10%）、 苦 杏 仁 苷（批 号：111637-202111， 纯
度：88.20%）、咖啡酸（批号：110885-201703，纯
度：99.7%）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（批号：111920-
201907，纯度：96.8%）、丹酚酸 B（批号：111562-
201917，纯度：97%）、淫羊藿苷（批号：110737-
202017，纯度：94.2%）、槲皮素（批号：100081-
201610，纯度：99.10%）、补骨脂素（批号：110739-
201918，纯度：99.9%）、丹参酮ⅡA（批号：110766-
202022，纯度：99.5%）、异补骨脂素（批号：110738-
202016，纯度：99.4%）（中国食品药品检定研究院）。
野马追内酯 B（成都曼思特生物科技有限公司，批
号：MUST-21110721，纯度：96.85%）；补骨脂
酚（Chem Faces 公司，批号：CFS202101，纯度：
98.0%）；补骨脂苷（批号：020163-202112，纯度：
98.00%）、异补骨脂苷（批号：250299-202112，纯
度：98.00%）（上海鸿永生物科技有限公司）。乙腈、
甲醇均为色谱纯，水为去离子蒸馏水，其余试剂
均为分析纯。肺气肿片样品均为市购，S1 ～ S11
均来自 A 公司（批号：210904、210906、210601、
210901、201204、221104、221001、210702、
211005、220203、220407）；S12 ～ S20 均来自 B
公司（批号：210302、200504、210301、220402、
220403、210323、210302、210204、220702）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：SHIMADZU Shim-pack GIST-C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：以 0.1% 磷酸水溶
液为流动相 A，乙腈为流动相 B；梯度洗脱（0 ～ 10 

Abstract: Objective  To establish a quantitative analysis of multi-components by single marker 
(QAMS) for the simultaneous content determination of 14 index constituents (chlorogenic acid, 
amygdalin, caffeic acid, psoralenoside, isopsoralenoside, calycosin-7-O-β-D-glucoside, salvianolic 
acid B, icariin, quercetin, psoralen, isopsoralen, eupalinolide B, tanshinone ⅡA, and bakuchiol) in 
Feiqizhong tablets. Methods  The methanol extract of this drug was analyzed on a 30℃ thermostatic 
Shimadzu Shim-pack GIST-C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm), with the mobile phase of 
acetonitrile-0.1% phosphoric acid flowing at 1.0 mL·min－ 1 in a gradient elution manner. The 
detection wavelength was set at 246/210 nm, and the sample size was 10 μL. Psoralen was used as the 
internal standard to calculate the relative correction factors of the other 13 constituents. Results  The 
content of 14 components in Feiqizhong tablets has been measured by QAMS. The results are close to 
those of the external standard method. Conclusion  This rapid, accurate, reliable and simple method 
can be used for the quality control of Feiqizhong tablets. 
Key words: Feiqizhong tablet; chemical constituent; specific chromatogram; quantitative analysis of 
multi-components by single marker
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图 1　肺气肿片中各成分 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatograms of various constituents in Feiqizhong tablet
1. 绿原酸（chlorogenic acid）；2. 苦杏仁苷（amygdalin）；3. 咖啡酸（caffeic acid）；4. 补骨脂苷（psoralenoside）；5. 异补骨脂苷（isopsorale-
noside）；6. 毛蕊异黄酮葡萄糖苷（calycosin-7-O-β-D-glucoside）；7. 丹酚酸 B（salvianolic acid B）；8. 淫羊藿苷（icariin）；9. 槲皮素（quercitin）；

10. 补骨脂素（psoralenoside）；11. 异补骨脂素（isopsoralenoside）；12. 野马追内酯 B（eupalinolide B）；13. 丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA）；

14. 补骨脂酚（bakuchiol）；A、C. 混合对照品（mixed reference）；B、D. 供试品（sample）

2.2　溶液制备
2.2.1　混合对照品溶液制备　精密称取绿原酸、
苦杏仁苷、咖啡酸、补骨脂苷、异补骨脂苷、毛
蕊异黄酮葡萄糖苷、丹酚酸 B、淫羊藿苷、槲皮
素、补骨脂素、异补骨脂素、野马追内酯 B、丹
参酮ⅡA、补骨脂酚对照品适量，加入甲醇超声溶
解，制成质量浓度分别为 112.16 μg·mL－ 1、7.96 
mg·mL－ 1、178.54 μg·mL－ 1、3.10 mg·mL－ 1、1.31 
mg·mL－ 1、200.68 μg·mL－ 1、2.67 mg·mL－ 1、1.25 
mg·mL－ 1、373.75 μg·mL－ 1、3.94 mg·mL－ 1、4.94 
mg·mL－ 1、3.15 mg·mL－ 1、591.83 μg·mL－ 1 和
16.17 mg·mL－ 1 的单一对照品储备液，备用；分
别精密量取上述对照品溶液适量，置同一 50 mL
量瓶中，加入甲醇至刻度，即得质量浓度分别为
2.24、159.20、3.57、62.06、26.21、4.01、53.39、

25.00、7.47、78.87、98.72、63.06、11.84、323.33 
μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液制备　取本品 20 片，除去包
衣，精密称定，研细，精密称取 2 g，置 250 mL
锥形瓶中，精密加入甲醇 50 mL，称定重量，超
声处理（功率 500 W，频率 40 kHz）30 min，放
冷，擦干外壁水分，称定重量，用甲醇补足损失
的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2.3　方法学验证
2.3.1　线性范围　取“2.2.1”项下混合对照品溶
液，用甲醇稀释配制为梯度浓度的混合对照品溶
液，进样测定。分别以 14 个成分的质量浓度为 X
轴，峰面积为 Y 轴，进行线性拟合，结果见表 1。
相关系数（r）均大于 0.999，表明各成分在相应
范围内与峰面积线性关系良好。

表 1　肺气肿片中各成分线性关系 
Tab 1　Linear relationships of various constituents in Feiqizhong tablet

成分 线性方程 线性范围 /（μg·mL － 1） r
绿原酸 Y ＝ 1.746×104X ＋ 122.2 0.36 ～ 3.61 1.000
苦杏仁苷 Y ＝ 8.785×103X ＋ 1.269×103   10.38 ～ 259.50 1.000
咖啡酸 Y ＝ 4.140×104X ＋ 313.3 0.21 ～ 5.28 1.000
补骨脂苷 Y ＝ 3.735×104X ＋ 9.952×103     5.45 ～ 136.30 0.9999
异补骨脂苷 Y ＝ 3.809×104X ＋ 3.736×103   2.40 ～ 59.90 1.000
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 Y ＝ 7.780×104X ＋ 9.299×103   2.11 ～ 52.80 0.9998
丹酚酸 B Y ＝ 1.242×104X － 1.921×103   10.40 ～ 260.00 1.000
淫羊藿苷 Y ＝ 3.031×104X ＋ 4.097×103     4.30 ～ 172.16 1.000
槲皮素 Y ＝ 3.875×104X ＋ 7.744×103   0.69 ～ 27.49 0.9991
补骨脂素 Y ＝ 7.593×104X ＋ 9.947×104     1.98 ～ 198.00 0.9995
异补骨脂素 Y ＝ 6.602×104X ＋ 1.411×105   24.49 ～ 244.92 0.9991
野马追内酯 B Y ＝ 2.252×103X － 11.90   2.46 ～ 61.52 0.9999
丹参酮ⅡA Y ＝ 2.345×104X ＋ 3.349×103   2.46 ～ 55.64 0.9998
补骨脂酚 Y ＝ 2.122×104X ＋ 5.828×104   24.78 ～ 991.20 0.9999

min，88%A；10 ～ 30 min，88% ～ 50%A；30 ～ 60 
min，50% ～ 30%A；60 ～ 65 min，30%A；65 ～ 70 
min，30% ～ 88%A；70 ～ 75 min，88%A）；流速：
1.0 mL·min－ 1；柱温：30℃；检测波长：246 nm，

210 nm；进样量：10 μL。补骨脂素与异补骨脂素的
分离度应大于 2.0；理论塔板数按补骨脂素峰计算应
不低于 10 000，色谱图见图 1。



3301

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

2.3.2　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液 10 
μL，连续进样 6 次，分别计算 14 个成分峰面积
的 RSD，结果见表 2。精密度 RSD 值均不大于
2%，表明精密度良好。
2.3.3　稳定性试验　取“2.2.2”项下方法制备的
供试品（批号：210906）溶液，分别于 0、2、4、8、
12和24 h 进样测定各成分的峰面积，结果见表2，
表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.3.4　重复性试验　精密称取同一批肺气肿片样
品（批号：210906）6 份，按“2.2.2”项下方法制
备供试品溶液，进样测定各成分的峰面积，计算
出 14 个成分的质量分数，结果见表 2，RSD 均小
于 2%，表明该方法重复性良好。

表 2　肺气肿片中 14 个分析物的方法学考察结果 (n ＝ 6) 
Tab 2　Methodology of 14 detected compounds (n ＝ 6)

分析物
精密度

RSD/%
稳定性

RSD/%
重复性

质量分数 /% RSD/%
绿原酸 0.04 0.78 0.006 0.86
苦杏仁苷 0.03 1.0 0.31 0.91
咖啡酸 0.02 0.92 0.006 0.77
补骨脂苷 0.18 0.78 0.12 1.8
异补骨脂苷 0.09 1.2 0.049 1.4
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 0.20 0.96 0.003 1.3
丹酚酸 B 0.12 0.77 0.17 1.2
淫羊藿苷 0.14 1.48 0.056 1.7
槲皮素 0.11 0.84 0.019 1.3
补骨脂素 0.10 1.3 0.25 1.6
异补骨脂素 0.11 1.15 0.29 1.5
野马追内酯 B 0.06 0.99 0.097 0.79
丹参酮ⅡA 0.08 0.77 0.039 1.70
补骨脂酚 0.03 1.4 1.1 1.8

2.3.5　回收试验　精密称取同一批肺气肿片样品
（批号：210906）6 份，各精密称取 1 g，按照 1∶1
分别依次精密加入“2.1.2”项下 14 个单一对照品
储备液，氮气流挥干溶剂后，按“2.2.2”项下方法
制备供试品溶液，进样测定，计算回收率。结果
绿原酸、苦杏仁苷、咖啡酸、补骨脂苷、异补骨
脂苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、丹酚酸 B、淫羊藿苷、
槲皮素、补骨脂素、异补骨脂素、野马追内酯
B、丹参酮ⅡA、补骨脂酚平均加样回收率分别为
106.14%、104.20%、98.26%、100.49%、98.03%、
104.94%、104.58%、99.65%、97.25%、98.06%、
94.04%、90.71%、98.52%、100.90%，RSD 分别为
1.1%、1.2%、0.58%、1.2%、1.2%、0.61%、0.23%、
0.38%、0.38%、0.36%、0.45%、1.3%、0.42%、
0.84%，均小于 2%，表明该方法回收率良好。
2.4　相对校正因子（fs/i）的建立

　　采用标准曲线相对斜率法及浓度法，以补骨

脂素为内标参照物，测定其他 13 个指标性成分
相对于补骨脂素的校正因子。
2.4.1　斜率法 fs/i 的计算　分别使用各成分标准曲
线的过原点的线性斜率和不过原点的线性斜率，
以补骨脂素斜率 / 待测成分斜率计算各成分 fs/i，
结果见表 3。

表 3　斜率法 fs/i 结果 
Tab 3　Relative correction factor calculated by slope method

成分
校正因

子代码

不过原点 过原点

线性

斜率

校正

因子

线性

斜率

校正

因子

绿原酸 fj/a 17 456 4.350 17 499 4.376
苦杏仁苷 fj/b   8785 8.643   8792 8.709
咖啡酸 fj/c 41 399 1.834 41 478 1.846
补骨脂苷 fj/d 37 354 2.033 37 450 2.045
异补骨脂苷 fj/e 38 091 1.993 38 174 2.006
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 fj/f 77 802 0.976 78 035 0.981
丹酚酸 B fj/g 12 424 6.112 12 414 6.168
淫羊藿苷 fj/h 30 310 2.505 30 345 2.523
槲皮素 fj/i 38 747 1.960 39 160 1.955
异补骨脂素 fj/k 66 024 1.150 66 756 1.147
野马追内酯 B fj/l   2253 33.711   2252 33.997
丹参酮ⅡA fj/m 23 451 3.238 23 540 3.253
补骨脂酚 fj/n 21 219 3.579 21 305 3.594

2.4.2　浓度法（多点法）fs/i 的计算　精密吸取
“2.2.1”项下混合对照品溶液 1、5、10 μL（n ＝

3）注入液相色谱仪中，记录峰面积，根据 QAMS
的 fs/i 计算公式 fs/i ＝ fs/fi ＝ As×Ci/（Ai×Cs）（式中
Ci 为待测组分的浓度，Ai 为待测组分的峰面积，
Cs 为内标参物 s 的浓度，As 为内标参物 s 的峰面
积），以补骨脂素为内标参物，计算各组分的 fs/i，
结果见表 4。由表 4 可知，由（过原点和不过原
点）标准曲线线性斜率及浓度法计算得出的 fs/i 差
距不大，RSD 不大于 2.0%，表明三种计算方法均
可行。后续试验选取不过原点的标准曲线线性斜
率 fs/i 进行考察。
2.5　fs/i 耐用性评价

2.5.1　不同色谱柱柱温对 fs/i 的影响　采用 SHI-
MADZU LC-20AT 型高效液相色谱系统，SHIMAD-
ZU Shim-pack GIST-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）。
考察不同柱温（20、25、30、35、40℃）对 fs/i 的影
响，结果见表 5。其 RSD 均小于 2.0%，表明各色
谱柱柱温对 fs/i 无显著性差异。
2.5.2　不同流速对 fs/i 的影响　考察了不同流速
（0.9、1.0、1.1 mL·min－ 1）对 fs/i 的影响，精密吸
取混合对照品溶液 10 μL 注入液相色谱仪中，记
录峰面积，结果见表 6。各成分 fs/i 的 RSD 均小于
2.0%，表明不同体积流量对各成分 fs/i 无显著影响。
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表 4　浓度法 fs/i 结果 
Tab 4　Relative correction factor calculated by concentration method

进样量 /μL fj/a fj/b fj/c fj/d fj/e fj/f fj/g fj/h fj/i fj/k fj/l fj/m fj/n

1 4.397 9.048 1.997 2.110 2.080 1.021 6.519 2.655 1.999 1.131 35.139 3.339 3.540

5 4.527 9.067 1.881 2.090 2.057 1.004 6.380 2.604 1.953 1.135 35.361 3.332 3.665

10 4.338 8.555 1.810 2.011 1.971 0.962 6.149 2.490 1.870 1.150 33.453 3.222 3.514

平均值 4.421 8.890 1.896 2.070 2.036 0.995 6.350 2.583 1.941 1.139 34.651 3.298 3.573

表 5　不同柱温对 fs/i 的影响 
Tab 5　Relative correction factor of different column temperatures

柱温 /℃ fj/a fj/b fj/c fj/d fj/e fj/f fj/g fj/h fj/i fj/k fj/l fj/m fj/n

20 4.32 8.572 1.856 2.067 1.973 0.966 6.134 2.495 1.866 1.132 33.604 3.27 3.564

25 4.284 8.543 1.848 2.023 1.979 0.972 6.297 2.497 1.849 1.137 33.269 3.245 3.572

30 4.338 8.358 1.833 2.006 1.98 0.956 6.406 2.501 1.876 1.142 33.576 3.241 3.601

35 4.346 8.605 1.884 2.054 1.984 0.989 6.232 2.491 1.887 1.134 33.355 3.233 3.559

40 4.381 8.533 1.863 2.067 1.998 0.969 6.193 2.502 1.874 1.148 33.644 3.256 3.547

平均值 4.33 8.52 1.86 2.04 1.98 0.97 6.25 2.50 1.87 1.14 33.49 3.25 3.57 

RSD/% 0.82 1.2 1.1 1.4 0.47 1.3 1.7 0.18 0.75 0.57 0.50 0.44 0.57

表 6　不同流动相流速对 fs/i 的影响 
Tab 6　Relative correction factor of different volume flow rates

流速 /
（mL·min － 1）

fj/a fj/b fj/c fj/d fj/e fj/f fj/g fj/h fj/i fj/k fj/l fj/m fj/n

0.9 4.575 8.461 1.868 2.001 1.957 0.955 6.721 2.436 1.858 1.152 33.479 3.196 3.516

1.0 4.557 8.482 1.857 2.003 1.978 0.956 6.715 2.484 1.856 1.150 33.547 3.182 3.519

1.1 4.578 8.426 1.831 2.017 1.992 0.966 6.761 2.430 1.853 1.146 33.567 3.142 3.546

平均值 4.57 8.46 1.85 2.01 1.98 0.96 6.73 2.45 1.86 1.15 33.53 3.17 3.53

RSD/% 0.25 0.33 1.1 0.43 0.89 0.63 0.37 1.3 0.14 0.27 0.14 0.88 0.47

2.6　目标化合物色谱峰的定位

　　精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液进样
测定，记录 14 种成分的色谱峰保留时间，以内
参物补骨脂素色谱峰为基准峰，采用相对保留时
间值法（待测目标化合物保留时间与内参物保留

时间的比值）在不同仪器、色谱柱条件下对待测
化合物色谱峰进行定位，结果见表 7。在不同仪
器、色谱柱条件下计算出的各相对保留时间值的
RSD 均≤ 2.0%，表明不同仪器、色谱柱对各色谱
峰的相对保留时间影响较小。

表 7　不同仪器、色谱柱对相对保留时间值的影响 
Tab 7　Effect of different instruments and columns on relative retention time values

仪器 色谱柱 fj/a fj/b fj/c fj/d fj/e fj/f fj/g fj/h fj/i fj/k fj/l fj/m fj/n

仪器 1 色谱柱 1 0.207 0.243 0.320 0.428 0.493 0.633 0.831 0.883 0.906 1.024 1.091 2.012 2.203

色谱柱 2 0.218 0.251 0.337 0.439 0.500 0.636 0.827 0.875 0.905 1.023 1.084 2.009 2.192

色谱柱 3 0.211 0.248 0.330 0.430 0.497 0.644 0.818 0.853 0.900 1.021 1.059 1.999 2.198

仪器 2 色谱柱 1 0.212 0.251 0.330 0.430 0.496 0.646 0.812 0.875 0.891 1.025 1.099 2.079 2.276

色谱柱 2 0.212 0.244 0.321 0.441 0.497 0.660 0.818 0.883 0.897 1.025 1.095 2.075 2.280

色谱柱 3 0.207 0.240 0.331 0.419 0.501 0.655 0.805 0.887 0.892 1.022 1.064 1.990 2.275

平均值 0.21 0.25 0.33 0.43 0.50 0.65 0.82 0.88 0.90 1.02 1.08 2.03 2.24

RSD/% 2.0 1.8 2.0 1.9 0.56 1.7 1.2 1.5 0.68 0.14 1.6 2.0 2.0

2.7　QAMS 与外标法（EMS）测定的比较

　　取样品，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品
溶液，依法测定各批次样品，采用 EMS 计算肺气
肿片中 14 种成分的含量；依据不过原点的线性斜
率得出 14 种成分的 fs/i，并计算出各成分的含量，
各批次样品测定 2 次，取平均值。比较 QAMS

与 EMS 的含量，结果见表 8。两种方法所得到的
14 个成分含量基本一致，RSD 均小于 4%，表明
QAMS 法可以代替 EMS 进行多成分质量评价。
3　讨论

3.1　指标成分选取依据

　　肺气肿片由野马追、淫羊藿、丹参、红花、补



3303

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

骨脂、桃仁和黄芪等多味药材制成。通过对肺气肿
片制备药材进行文献检索，预筛选了各药材的有效
性指标成分。经测定发现野马追中野马追内酯 B、
绿原酸，淫羊藿中的淫羊藿苷，丹参中的丹参酮

ⅡA、丹酚酸 B，红花中的槲皮素、咖啡酸，补骨
脂中的补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂苷、异补骨
脂苷、补骨脂酚，桃仁中的苦杏仁苷，黄芪中的毛
蕊异黄酮葡萄糖苷在同一色谱条件下均有较强响应

表 8　ESM与 QAMS测定肺气肿片中 14 个成分的含量比较 (mg/片，n ＝ 3) 
Tab 8　Content of 14 components by external standard methods and QAMS (mg/tablet，n ＝ 3)

编号
补骨脂素 绿原酸 苦杏仁苷 咖啡酸 补骨脂苷 异补骨脂苷 毛蕊异黄酮葡萄糖苷

ESM ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS

S1 0.83 0.02 0.02 1.07 1.06 0.03 0.03 0.44 0.45 0.17 0.18 0.01 0.01 

S2 0.77 0.02 0.02 0.95 0.93 0.02 0.02 0.38 0.39 0.15 0.15 0.01 0.01 

S3 0.61 0.02 0.02 0.95 0.94 0.02 0.02 0.45 0.47 0.17 0.18 0.02 0.02 

S4 0.56 0.02 0.02 0.76 0.75 0.02 0.02 0.35 0.36 0.15 0.16 0.01 0.01 

S5 0.83 0.03 0.03 1.01 1.00 0.03 0.03 0.58 0.59 0.25 0.25 0.03 0.03 

S6 0.76 0.02 0.02 1.12 1.11 0.02 0.02 0.47 0.48 0.18 0.18 0.01 0.01 

S7 0.70 0.02 0.02 0.99 0.98 0.02 0.02 0.39 0.41 0.15 0.16 0.01 0.01 

S8 0.69 0.02 0.02 0.97 0.96 0.02 0.02 0.39 0.40 0.15 0.16 0.01 0.01 

S9 0.67 0.02 0.02 0.93 0.91 0.02 0.02 0.41 0.42 0.17 0.18 0.01 0.01 

S10 0.81 0.03 0.03 1.09 1.08 0.02 0.02 0.48 0.50 0.21 0.21 0.01 0.01 

S11 0.62 0.02 0.02 0.81 0.80 0.02 0.02 0.42 0.43 0.23 0.23 0.01 0.01 

S12 0.52 0.01 0.01 2.12 2.09 0.03 0.03 0.66 0.68 0.35 0.36 0.02 0.02 

S13 0.56 0.02 0.02 0.79 0.78 0.02 0.02 0.33 0.34 0.15 0.16 0.01 0.01 

S14 0.77 0.02 0.02 1.13 1.12 0.02 0.02 0.45 0.47 0.18 0.19 0.01 0.01 

S15 0.56 0.01 0.01 2.10 2.07 0.04 0.04 0.72 0.74 0.45 0.47 0.02 0.02 

S16 0.60 0.02 0.02 1.10 1.08 0.02 0.02 0.45 0.47 0.17 0.18 0.02 0.02 

S17 0.56 0.02 0.02 0.79 0.78 0.02 0.02 0.34 0.35 0.15 0.16 0.01 0.01 

S18 0.50 0.01 0.01 1.85 1.82 0.04 0.04 0.66 0.68 0.42 0.43 0.01 0.02 

S19 0.48 0.01 0.01 1.95 1.92 0.04 0.04 0.67 0.69 0.35 0.36 0.01 0.01 

S20 0.56 0.01 0.01 2.10 2.07 0.04 0.04 0.72 0.74 0.45 0.47 0.02 0.02 

编号
丹酚酸 B 淫羊藿苷 槲皮素 异补骨脂素 野马追内酯 B 丹参酮ⅡA 补骨脂酚

ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS

S1 0.55 0.56 0.18 0.19 0.06 0.06 0.96 0.96 0.34 0.35 0.13 0.13 3.54 3.67 

S2 0.52 0.54 0.17 0.17 0.06 0.06 0.89 0.89 0.30 0.31 0.12 0.12 3.33 3.45 

S3 0.28 0.29 0.16 0.16 0.07 0.07 0.85 0.85 0.32 0.33 0.12 0.13 2.80 2.90 

S4 0.42 0.43 0.15 0.15 0.06 0.06 0.70 0.70 0.28 0.30 0.10 0.10 2.79 2.89 

S5 0.55 0.56 0.28 0.28 0.08 0.09 1.09 1.10 0.40 0.42 0.15 0.15 3.24 3.36 

S6 0.57 0.59 0.20 0.21 0.06 0.06 0.94 0.95 0.39 0.41 0.12 0.12 3.54 3.67 

S7 0.58 0.59 0.18 0.19 0.06 0.06 0.89 0.90 0.36 0.37 0.12 0.12 3.35 3.47 

S8 0.57 0.59 0.18 0.18 0.06 0.06 0.89 0.89 0.35 0.36 0.12 0.12 3.40 3.52 

S9 0.54 0.55 0.19 0.19 0.06 0.06 0.83 0.83 0.39 0.41 0.12 0.12 3.40 3.53 

S10 0.77 0.78 0.21 0.22 0.06 0.07 0.95 0.96 0.42 0.43 0.14 0.14 3.78 3.92 

S11 0.57 0.58 0.19 0.19 0.05 0.06 0.76 0.76 0.37 0.39 0.11 0.11 3.18 3.29 

S12 0.10 0.10 0.14 0.14 0.05 0.05 0.61 0.61 0.27 0.28 0.05 0.05 1.58 1.63 

S13 0.46 0.47 0.16 0.16 0.05 0.06 0.69 0.70 0.29 0.31 0.10 0.10 2.77 2.87 

S14 0.61 0.62 0.20 0.20 0.06 0.07 0.97 0.97 0.38 0.40 0.13 0.13 3.62 3.75 

S15 0.43 0.44 0.20 0.20 0.07 0.08 0.60 0.61 0.39 0.41 0.07 0.07 2.77 2.87 

S16 0.31 0.32 0.17 0.17 0.06 0.07 0.84 0.84 0.39 0.40 0.13 0.13 2.76 2.86 

S17 0.43 0.44 0.16 0.16 0.05 0.06 0.70 0.70 0.32 0.34 0.10 0.10 3.33 3.45 

S18 0.38 0.38 0.18 0.18 0.07 0.07 0.54 0.54 0.35 0.36 0.07 0.07 2.55 2.64 

S19 0.10 0.10 0.13 0.14 0.04 0.05 0.56 0.56 0.24 0.25 0.05 0.05 1.50 1.56 

S20 0.10 0.10 0.20 0.20 0.07 0.08 0.61 0.61 0.39 0.41 0.07 0.08 2.71 2.81 
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且分离度良好，该 14 个成分能满足 QAMS 的检测
分析，可全面较好地实现肺气肿片的质量控制。
3.2　色谱条件选择

　　本试验对流动相（甲醇 - 水、乙腈 - 水、甲
醇 -0.1% 磷酸、乙腈 -0.1% 磷酸）、柱温（20、25、
30、35、40℃）进行考察。结果，在柱温 30℃、
流动相乙腈 -0.1% 磷酸的色谱条件下梯度洗脱时，
各色谱峰与相邻峰分离较好，而且基线平稳。
3.3　检测波长选择

　　本试验参考文献 [8-13]，采用二极管阵列检测
器，在190～760 nm 波长范围内进行全波长扫描。
对不同检测波长下色谱峰的数目、分离度和峰面
积进行考察。最终，选择双波长检测，在 210 nm
波长下测定苦杏仁苷、咖啡酸、毛蕊异黄酮葡萄
糖苷、淫羊藿苷，在 246 nm 波长下测定绿原酸、
补骨脂苷、异补骨脂苷、丹酚酸 B、槲皮素、补
骨脂素、异补骨脂素、野马追内酯 B、丹参酮
ⅡA、补骨脂酚，此时各成分色谱峰响应好，相
邻色谱峰之间分离度高，干扰较少。
3.4　内标选择

　　通过对比肺气肿片中 14 种化学成分的特性，
发现补骨脂素化学性质稳定、无毒、对照品廉价
易得，来源可靠；且补骨脂素在肺气肿片中含量
高，色谱峰峰形好，与相邻色谱峰分离度高，故
选择其作为内标。
3.5　供试品溶液制备方法选择

　　本试验对提取方法（超声、加热回流、研磨
溶解）、提取溶剂（90% 甲醇、50% 甲醇和纯甲
醇）、提取时间（0.2、0.5、1、1.5和2 h）进行考察，
确定最佳提取条件为甲醇超声提取 30 min。
4　结论

　　本试验采用 QAMS 同时测定肺气肿片绿原
酸、苦杏仁苷、咖啡酸、补骨脂苷、异补骨脂苷、
毛蕊异黄酮葡萄糖苷、丹酚酸 B、淫羊藿苷、槲
皮素、补骨脂素、异补骨脂素、野马追内酯 B、
丹参酮ⅡA、补骨脂酚的含量，该方法简便准确，

所得结果与外标法接近，可为肺气肿片全面科学
的质量评价提供参考。
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气相色谱法测定不同产地艾叶中 9 种挥发性成分含量

张文静，李海燕，王晓伟，王海波*，李桂本，李向阳，耿怡玮（河南省药品医疗器械检验院（河南省疫

苗批签中心）国家药品监督管理局中药材及饮片质量控制重点实验室，郑州　450008）

摘要：目的　建立艾叶中 9 种挥发性成分的含量测定方法，比较不同产地艾叶挥发性成分

的差异。方法　采用水蒸气蒸馏法提取艾叶挥发性成分，色谱柱为 HP-5（30 m×0.32 mm，

0.25 μm），程序升温：初始温度为 60℃，先以 3℃·min － 1 的速率升温至 120℃，再以

15℃·min－ 1 的速率升温至 250℃，载气流速为 1 mL·min－ 1。结果　α- 蒎烯、桉油精、侧柏酮、

樟脑、龙脑、4- 萜品醇、α- 萜品醇、反式石竹烯、氧化石竹烯在各自的质量浓度范围内与测

定值线性关系良好，平均加样回收率均在90.8%～98.2%。聚类分析中20批艾叶样品分为2类，

不同类别艾叶主要差异成分为樟脑、龙脑、反式石竹烯、侧柏酮。结论　该方法操作便捷、重

复性好，可用于艾叶挥发性成分的质量评价。

关键词：艾叶；气相色谱法；挥发性成分；含量测定；聚类分析；正交偏最小二乘判别分析

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3305-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.032

Determination of 9 volatile components in artemisia argyi from different 
habitats by gas chromatography

ZHANG Wen-jing, LI Hai-yan, WANG Xiao-wei, WANG Hai-bo*, LI Gui-ben, LI Xiang-yang, GENG 
Yi-wei (Henan Institute for Drug and Medical Device Inspection (Henan Vaccine Issuance Center), 
NMPA Key Laboratory for Quality Control of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou  450008)

Abstract: Objective  To establish a gas chromatography (GC) method to determine the content of 9 
volatile components in artemisia argyi, to compare the volatile components of artemisia argyi from 
different origins. Methods  The volatile oil of artemisia argyi was extracted by steam distillation. 
GC was performed on HP-5 (30 m×0.32 mm, 0.25 μm) chromatographic column. The column 
temperature was set as follows: initial temperature strated at 60℃ , increased to 120℃ at the rate of 
3℃·min － 1, and then to 250℃ at 15℃·min － 1. The flow rate of carrier gas was 1 mL·min － 1. 
Results  Eucalyptus essence, α-pinene, platycladone, camphor, borneol, 4-terpineol, α-terpineol, trans 
caryophyllene and oxidized caryophyllene had good linearity in the range of mass concentration, and 
the average recoveries ranged 90.8% ～ 98.2%. Cluster analysis showed that 20 batches of artemisia 
argyi were belonged to 2 categories. The partial least squares discriminant analysis showed that the 
differences in the compositions of artemisia argyi were mainly caused by platycladone, camphor, trans 
caryophyllene and platycladone. Conclusion  The method is convenient and accurate, and can be used 
for the quality evaluation of volatile components in artemisia argyi. 
Key words: artemisia argyi; gas chromatography; volatile component; content determination; cluster 
analysis; orthogonal partial least squares discriminant analysis
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　　 艾 叶 为 菊 科 植 物 艾 Artemisia argyi Lévl.et 
Vant. 的干燥叶，在我国使用历史悠久。艾叶药

用始载于《名医别录》，其后历代本草均有记载。
现行标准为《中国药典》2020 年版：艾叶辛、苦、
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温，有小毒，具有温经止血、散寒止痛的功效，
主要用于吐血、衄血、崩漏、经寒不调、宫冷不
孕等 [1]。艾叶具有特殊的清香气味，其中含有大
量挥发性成分，研究表明，艾叶挥发性成分具有
平喘、镇咳、祛痰、抗过敏、抗炎活血、抗病毒
等药理作用 [2-3]。
　　艾叶主产于湖北、河南、河北、安徽等地，
受气候、土壤等环境因素及品种差异的影响，不
同产地艾叶挥发性成分有一定差异 [4-5]。艾叶挥
发性成分主要包括单萜及其衍生物、倍半萜及
其衍生物 [2]，其中桉油精具有抑菌、抗炎的药理
作用 [6]，龙脑具有开窍醒神、消肿止痛、抗菌的
功效 [7]，α- 蒎烯有抗炎、抗菌、抗肿瘤等药理作
用 [8]，萜品醇类成分和石竹烯类成分与艾叶平喘
作用密切相关 [9]，樟脑有兴奋、强心、消炎、镇
痛、抗菌、止咳等药理作用，但对卵巢、睾丸、
神经、肝脏、心脏、胎儿、孕妇有明显毒性 [10]，
侧柏酮具有一定的神经毒性，也是苦艾酒中致幻
的主要成分，推测可能是引起痉挛，惊厥等毒副
作用的成分之一 [11-12]。关于不同产地艾叶挥发性
成分的差异，现有研究多对挥发性成分种类及相
对含量进行初步评价 [13-14]，建立的含量测定方法
较少 [15]。因此，本研究建立气相色谱法测定艾叶
中α- 蒎烯、桉油精、侧柏酮、樟脑、龙脑、4- 萜
品醇、α- 萜品醇、反式石竹烯、氧化石竹烯等 9
种成分的含量测定，进一步结合聚类分析、正交
偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）[16-17] 对不同产
地的艾叶 9 种成分的差异进行分析，为艾叶挥发
性成分质量评价提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　XPE205 电子分析天平 [ 梅特勒 - 托利多仪器
（上海）有限公司 ]；挥发油测定仪（上海那艾实
验仪器有限公司）；Agilent 7890B 气相色谱仪（美
国安捷伦公司）
1.2　试药

　　α- 蒎烯（批号：AF210929-14，纯度：98.38%）、
侧柏酮（批号：THJ-982234，纯度：98.4%）、反式
石竹烯（批号：CYH-207225，纯度：95.40%）、α-
萜品醇（批号：AL210810-20，纯度：98.05%）、氧
化石竹烯（批号：CHO-222076，纯度：97.40%）
（Stanford Analytical Chemicals Inc）；樟脑（批
号：110747-202011，纯度：98.8%）、龙脑（批号：
110881-201709， 纯 度：99.6%）、 桉 油 精（批 号：
110788-202108，纯度：99.4%）、4- 萜品醇（批号：

11196-201501，纯度：95.4%）（中国食品药品检定
研究院）；乙酸乙酯为分析纯，水为去离子水。
　　本研究中的 20 批样品均来自 2022 年国家样
品评价性抽检工作，经河南省药品医疗器械检验
院雷留成主任鉴定为菊科植物艾 Artemisia argyi 
Lévl.et Vant. 的干燥叶。其中 S1～S5产地为河北，
S6 ～ S10 产地为安徽，S11 ～ S15 产地为河南，
S16 ～ S20 产地为湖北。
2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　供试品溶液的制备　参照《中国药典》
2020 年版一部，取艾叶适量，剪碎成约 0.5 cm
的碎片，取约 2.5 g，精密称定，置圆底烧瓶中，
加水 300 mL，连接挥发油测定器。自测定器上
端加水使充满刻度部分，并溢流入烧瓶为止，再
加乙酸乙酯 2.5 mL，连接回流冷凝管。加热至沸
腾，再加热 5 h，放冷，分取乙酸乙酯液，置 10 
mL 量瓶中，用乙酸乙酯分次洗涤测定器及冷凝
管，转入同一量瓶中，用乙酸乙酯稀释至刻度，
摇匀，即得。
2.1.2　混合对照品溶液的制备　取各对照品适
量，精密称定，加乙酸乙酯制成每 1 mL 约含α-
蒎烯 37 μg、桉油精 766 μg、侧柏酮 1858 μg、樟
脑 3374 μg、龙脑 291 μg、4- 萜品醇 203 μg，α-
萜品醇 210 μg、反式石竹烯 166 μg、氧化石竹烯
156 μg 的混合对照品溶液，即得。
2.2　色谱条件

　　 色 谱 柱：Agilent HP-5 19091J（30 m×0.32 
mm×0.25 μm）；柱温为程序升温，初始温度
60℃，先以 3℃·min － 1 的速率升温至 120℃，
再以 15℃·min － 1 的速率升温至 250℃；流速为
1 mL·min － 1。
2.3　方法学考察

2.3.1　线性关系考察　精密吸取“2.1.2”项下混
合对照品溶液适量，加乙酸乙酯进行梯度稀释，
分别精密吸取各溶液 1 μL，注入气相色谱仪，进
行测定，色谱图见图 1。以各成分质量浓度为横
坐标（X）、以峰面积为纵坐标（Y）进行线性回
归，结果见表 1，各成分在浓度范围内与峰面积
呈良好的线性关系。
2.3.2　精密度试验　取艾叶（S1）适量，剪碎成
约 0.5 cm 的碎片，取约 2.5 g，精密称定，按照
“2.1.1”项下方法制备，连续进样 6 次，记录色
谱峰面积。9 种成分峰面积的 RSD 均≤ 0.44%，
表明仪器精密度良好。
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2.3.3　重复性试验　取艾叶（S1）适量，剪碎成
约 0.5 cm 的碎片，取约 2.5 g，精密称定，按照
“2.1.1”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，进
样分析，结果 9 种成分含量的 RSD 均≤ 1.5%，
表明该方法重复性良好。
2.3.4　稳定性试验　取艾叶（S1）适量，剪碎成
约 0.5 cm 的碎片，取约 2.5 g，精密称定，按照
“2.1.1”项下方法制备，分别于 0、2、4、8、10、
12 h 进样分析，记录色谱峰峰面积，结果 9 种成
分峰面积的 RSD 均≤ 1.1%，表明供试品溶液在
12 h 内稳定。
2.3.5　回收试验　取艾叶（S1）适量，剪碎成约
0.5 cm 的碎片，取约 1.25 g，精密称定，加入α-
蒎烯、桉油精、侧柏酮、樟脑、龙脑、4- 萜品醇、
α- 萜品醇、反式石竹烯、氧化石竹烯对照品 0.044、
0.919、0.028、0.676、0.872、0.348、0.304、0.277、
0.156 mg，按“2.1.1”项下方法平行制备 6 份样品
溶液，进样测定，记录峰面积并计算各成分回收

率。结果α- 蒎烯、桉油精、侧柏酮、樟脑、龙脑、
4- 萜品醇、α- 萜品醇、反式石竹烯、氧化石竹
烯回收率分别为 90.8%、97.2%、91.4%、98.3%、
95.7%、98.2%、97.9%、95.0%、97.1%，RSD 分
别 为 1.7%、0.48%、2.0%、1.8%、1.8%、0.40%、
1.4%、2.0%、0.84%，符合《中国药典》2020 年版
规定。
2.4　样品含量测定结果

　　取艾叶饮片样品，按“2.1.1”项下方法制备
供试品溶液，进样测定，4 个产地艾叶中 9 种成
分的含量测定结果柱状图见图 2。9 种成分含量
平均值排序为：桉油精＞龙脑＞樟脑＞ 4- 萜品
醇＞α- 萜品醇＞氧化石竹烯＞反式石竹烯＞侧柏
酮＞α- 蒎烯。不同产地艾叶挥发性成分含量差异
较大，河北、安徽、河南地区侧柏酮含量较低，
湖北地区侧柏酮含量较高，同产地不同批次间样
品含量波动较大。
2.5　聚类分析

　　以 20 批艾叶样品 9 种挥发性成分的含量为
变量，得到 20×9 的数据矩阵，采用 SPSS 25.0
软件，进行系统聚类分析。采用组间连接聚类方
法，区间测量选择平方欧氏距离，聚类分析结果
见图 3。当分类间距为 25 时 20 批艾叶可以分为
2 类，产地为河北的 S1 ～ S5 聚为一类，其余河
南、安徽、湖北的样品 S6 ～ S20 聚为一类。可
能是由于河北地区艾叶不含侧柏酮，樟脑、龙脑
含量较高，反式石竹烯、氧化石竹烯、反式石竹
烯含量较低，与其他 3 个主产区存在明显差别。
2.6　OPLS-DA 分析

　　基于聚类分类结果，将 20 批样品分为两类，
采用 SIMCA 14.0 软件对 20 批样品 9 个成分的含
量进行有监督模式的 OPLS-DA 分析，得分散点
图见图 4。所建立的 OPLS-DA 模型的拟合参数
为：R2X 0.669（X 为矩阵结实率参数，应高于0.5），
R2Y 0.905（Y 为模型稳定性参数，应高于 0.5），
Q2 0.877（预测能力参数，应高于 0.5），说明所建
OPLS-DA 模型稳定性、预测能力均较好。OPLS-
DA 模型中的 VIP 值可以进一步反映各成分含量
对模型的贡献度，VIP 值＞ 1 的成分为樟脑（VIP
值为 1.42）、龙脑（VIP 值为 1.31）、反式石竹烯
（VIP 值为 1.10）、侧柏酮（VIP 值为 1.02），是引
起不同类别艾叶差异的主要成分（见图 5）。
3　讨论与结论

　　艾叶挥发性成分的提取方法包括浸提法、水
蒸气蒸馏法、超临界萃取法等 [18]，试验前期分别

图 1　混合对照品（A）和艾叶（B）气相色谱图

Fig 1　GC chromatograms of mixed reference substances（A）and 
artemisia argyi（B）

1.α- 蒎烯（apinene）；2. 桉油精（eucalyptol）；3. 侧柏酮（thujone）；

4. 樟脑（camphor）；5. 龙脑（borneol）；6.4- 萜品醇（4-terpenol）；7.α-
萜品醇（α-terpenol）；8. 反式石竹烯（trans-caryophyllene）；9. 氧化

石竹烯（caryophyllene oxide）

表 1　艾叶中 9 种成分的线性关系考察结果 
Tab 1　Linearity of 9 components in artemisia argyi

化合物 线性回归方程 r 线性范围 /（μg·mL － 1）

α- 蒎烯 Y ＝ 3.156X ＋ 0.75 0.9999 0.3747 ～ 37.47

桉油精 Y ＝ 2.850X ＋ 6.48 0.9999   38.30 ～ 766.0

侧柏酮 Y ＝ 2.560X － 2.16 0.9998 0.3712 ～ 1858

樟脑 Y ＝ 2.743X － 0.66 0.9998 0.6695 ～ 3374

龙脑 Y ＝ 2.861X － 2.04 0.9998   14.55 ～ 291.0

4- 萜品醇 Y ＝ 2.402X － 0.92 0.9999   2.037 ～ 203.7

α- 萜品醇 Y ＝ 2.471X － 1.02 0.9999   2.098 ～ 209.8

反式石竹烯 Y ＝ 2.107X － 0.92 0.9998   1.656 ～ 165.6

氧化石竹烯 Y ＝ 2.323X － 1.55 0.9998   1.555 ～ 155.5
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图 3　20 批艾叶聚类分析的树状图

Fig 3　CA dendrogram of 20 samples of artemisia argyi
图 4　20 批艾叶 OPLS-DA 分析得分图

Fig 4　OPLS-DA scatter plot of 20 samples of artemisia argyi

图 2　艾叶中 9 种挥发性成分测定结果

Fig 2　Content of 9 volatile components in artemisia argyi
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采用正己烷回流法、正己烷超声法、水蒸气蒸馏
法提取艾叶挥发性成分，结果发现以水蒸气蒸馏
法提取效率较高，待测成分峰形较好。有研究比
较水蒸气蒸馏法与 CO2 超临界萃取法提取艾叶挥
发性成分的差异，结果发现水蒸气蒸馏法提取的
艾叶挥发性成分以小分子萜类为主，CO2 萃取法
提取的以长链的蜡质、酯、醇等为主 [19-20]，含量
测定结果亦表明前者所得桉油精含量较高 [21]。综
上，以小分子单萜、倍半萜类成分为含量测定指
标时，采用水蒸气蒸馏法提取效率较高。
　　本试验建立了 GC 法同时测定艾叶中的 9 种
挥发性成分，并结合聚类分析及 OPLS-DA 评价
不同产地艾叶挥发性成分的差异。聚类结果表
明，不同产地样品分为 2 类：湖北、安徽、河南
的样品聚为一类，河北的样品聚为第二类。结合
含量测定结果发现第一类样品反式石竹烯、氧化
石竹烯、侧柏酮含量较高，第二类样品樟脑、龙
脑含量较高。OPLS-DA 发现不同类别样品差异
成分主要成分为樟脑、龙脑、反式石竹烯、侧柏
酮，提示在艾叶挥发性成分质量评价中应关注上
述成分的含量。
　　本研究采用气相色谱法对艾叶中 9 种挥发性
成分（α- 蒎烯、桉油精、侧柏酮、樟脑、龙脑、4-
萜品醇、α- 萜品醇、反式石竹烯、氧化石竹烯）
进行了含量测定，所建立的方法简便、精密度、
重复性、准确性良好，可为艾叶的挥发性成分质
量评价提供参考。
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图 5　OPLS-DA 模型中 9 种成分 VIP 值

Fig 5　VIP value of 9 components in OPLS-DA model
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香卿止痛喷雾剂指纹图谱建立及指标成分含量测定研究

汤淏，李金慈，姜俊翔，苏华，高茗*（东部战区总医院药剂科，南京　210002）

摘要：目的　建立香卿止痛喷雾剂 UPLC 指纹图谱和 HPLC 含量测定方法，结合化学模式识别

分析，为其质量评价提供依据。方法　采用 Waters CORTECS T3 色谱柱（4.6 mm×50 mm，2.7 
μm），以 0.1% 磷酸水溶液 - 甲醇为流动相，梯度洗脱，检测波长 220 nm，流速 1.0 mL·min－ 1，

柱温 25℃，建立 10 批香卿止痛喷雾剂指纹图谱并计算相似度，采用 SIMCA 软件进行主

成分分析和正交偏最小二乘法判别分析。采用 Agilent 5 TC-C18（2）色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm），以 1% 冰醋酸水溶液 - 甲醇为流动相，梯度洗脱，检测波长 274 nm，流速 1.0 
mL·min－ 1，柱温 25℃，建立丹皮酚、槲皮苷含量测定方法。结果　建立了香卿止痛喷雾剂

的共有模式指纹图谱，标定 19 个共有峰，指认了丹皮酚、槲皮苷 2 个成分，10 批样品相似度

均大于 0.99，化学模式识别分析得到丹皮酚等 3 个质量差异标志物，含量测定结果显示槲皮苷

为 3.932 ～ 4.168 mg·mL－ 1，丹皮酚为 1.973 ～ 2.403 mg·mL－ 1，批次间差异趋势与化学模

式识别分析结果一致。结论　所建指纹图谱和含量测定方法简便可靠，可为香卿止痛喷雾剂的

全面质量评价和生产过程质量控制提供参考。

关键词：香卿止痛喷雾剂；指纹图谱；含量测定；槲皮苷；丹皮酚

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3310-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.033

Fingerprint establishment and determination of index components in 
Xiangqing Zhitong spray

TANG Hao, LI Jin-ci, JIANG Jun-xiang, SU Hua, GAO Ming* (Department of Pharmacy, General 
Hospital of Eastern Theater Command, Nanjing  210002)

Abstract: Objective  To establish the UPLC fingerprint and HPLC content determination of 
Xiangqing Zhitong spray, and combine with chemical pattern recognition to provide basis for its 
quality evaluation. Methods  The UPLC fingerprint was performed on a Waters CORTECS T3 
column (4.6 mm×50 mm, 2.7 μm) with 0.1% phosphoric acid solution-methanol as the mobile phase 
in a gradient elution mode. The detection wavelength was 220 nm, the flow rate was 1.0 mL·min－ 1 

and the column temperature was 25℃ . The fingerprints of 10 batches of Xiangqing Zhitong spray 
were established and the similarity was evaluated. SIMCA software was used for principal component 
analysis and orthogonal partial least squares discriminant analysis. The index components were 
determined on an Agilent 5 TC-C18 (2) column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) with 1% glacial acetic 
acid-methanol as the mobile phase in a gradient elution mode. The detection wavelength was 274 nm, 
the flow rate was 1.0 mL·min－ 1, and the column temperature was 25℃ . Results  The common 
pattern fingerprint of Xiangqing Zhitong spray was established. Totally 19 common peaks were 
marked, and two components were identified as paeonol and quercetin. The similarity of 10 batches of 
samples was higher than 0.99. Three quality difference markers, including paeonol, were obtained by 
chemical pattern recognition. The content of quercetin was 3.932 ～ 4.168 mg·mL－ 1, and paeonol 
was 1.973 ～ 2.403 mg·mL－ 1. The difference between batches was consistent with the results of 
chemical pattern analysis. Conclusion  The fingerprint and content determination methods are simple 

作者简介：汤淏，男，硕士，副主任药师，主要从事中药制剂研究，email：tang_hao0518@ sina.com　* 通信作者：高茗，女，副主任

药师，主要从事医院药学研究，email：njzygaoming@163.com



3311

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

　　香卿止痛喷雾剂为我院药剂科针对军事训练
伤开发的外用中药复方制剂，处方由红茴香、徐
长卿、冰片等组成，具有活血化瘀、消肿止痛之
功效，主要用于跌打损伤、瘀血肿痛、风湿痹痛
等的治疗 [1-2]。目前香卿止痛喷雾剂的质量控制方
法仅限于采用 HPLC 对槲皮苷、丹皮酚进行含量
测定 [3]，质控方法的整体性表征较弱，个别化学
成分含量无法反映制剂的整体质量。且对于该制
剂生产工艺的稳定性、批次间差异性也未有文献
报道。指纹图谱技术作为一种专属性强的、可量
化的整体质量控制方法，不仅推动了中药质量标
准进步和产业技术革新，而且为安全、有效、稳
定、可控的现代中药研制提供了必要的手段，目
前在中药质量一致性评价、过程质量控制中起到
越来越重要的作用 [4-6]。采用化学计量学方法挖掘
指纹图谱的数据信息，可有效提取数据背后的深
层次化学信息，进而可寻找不同样品之间的质量
差异物 [7]。因此，本研究在参考前期质量控制方
法的基础上，建立了香卿止痛喷雾剂的 UPLC 指
纹图谱分析方法，对原槲皮苷和丹皮酚含量测定
方法进行了改进和完善，并采用化学模式识别方
法寻找到不同批次样品间的质量差异物，可为香
卿止痛喷雾剂的整体质量控制提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　1290 Infinity Ⅱ型超高效液相色谱仪、1260
型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；Waters 
CORTECS T3 色谱柱（4.6 mm×50 mm，2.7 μm，
沃特世科技有限公司）；Agilent 5 TC-C18（2）
柱（4.6 mm×250 mm，5 μm，安捷伦科技有限
公司）；AE240 十万分之一电子天平（Mettler 
Toledo）；KQ2200DB 型数控超声波清洗器（昆山
市超声仪器有限公司）；GM-0.33A 型真空泵、0.22 
μm 针头过滤器（天津津腾科技有限公司）。
1.2　试药
　　甲醇为色谱纯（西陇科学股份有限公司，批
号：B2103011），无水乙醇为分析纯（上海振兴化
工一厂，批号：202011330），冰醋酸（南京化学试
剂有限公司，批号：22083085F）；水为自制纯化水。
　　槲皮苷对照品（纯度：93.5%，批号：111538-
202007）、丹皮酚对照品（纯度：99.9%，批号：
110708-201908）（中国食品药品检定研究院）；10 批

香卿止痛喷雾剂（自制，编号 S1～ S10，批号分别
为 20210306、20210313、20210319、20210326、
20210406、20210410、20210414、20210422、
20210511、20210516）。
2　方法与结果
2.1　指纹图谱研究
2.1.1　色谱条件　Agilent 1290 Infinity Ⅱ型超高
效液相色谱仪，Waters CORTECS T3 色谱柱（4.6 
mm×50 mm，2.7 μm）；流动相为 0.1% 磷酸水
溶液（A）- 甲醇（B），梯度洗脱（见表 1）；检测
波长 220 nm；流速 1.0 mL·min－ 1；柱温 25℃；
进样量 1 μL。

表 1　指纹图谱梯度洗脱条件 
Tab 1　Gradient elution program for fingerprint

时间 /min 流动相 A/%

  0 94

  8 85

23 75

30 72

37 70

47 48

64 26

72 16

2.1.2　对照品溶液的制备　精密称取槲皮苷、丹
皮酚对照品，加 75% 乙醇溶解制成质量浓度分别
为 0.7160、0.7480 mg·mL－ 1 的对照品储备液。分
别精密移取上述对照品储备液 4 mL，置 20 mL 量
瓶中，用 75% 乙醇定容，即得槲皮苷和丹皮酚的
混合对照品溶液，4℃储存备用。
2.1.3　供试品溶液的制备　精密量取香卿止痛喷
雾剂 5 mL，置 10 mL 量瓶中，加 75% 乙醇稀释
并定容至刻度，摇匀，0.22 μm 微孔滤膜滤过，
取续滤液，即得。按处方中药味比例和制备工艺，
分别制备缺红茴香、缺徐长卿的阴性样品，同法
制备阴性样品溶液。
2.1.4　精密度试验　取 S5 号香卿止痛喷雾剂适量，
按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项
下色谱条件连续进样测定 6 次。以 10 号峰（槲皮
苷）为参照峰（S），计算得各共有峰的相对保留时
间 RSD 为 0.0010% ～ 0.033%，相对峰面积 RSD 为
0.098% ～ 2.2%，表明仪器精密度良好。
2.1.5　重复性试验　取 S5 号香卿止痛喷雾剂适

and reliable, which can provide reference for the overall quality evaluation control of Xiangqing 
Zhitong spray. 
Key words: Xiangqing Zhitong spray; fingerprint; content determination; quercitrin; paeonol
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量，按“2.1.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶
液，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，以 10 号
色谱峰为参照（S），计算得各共有峰的相对保
留时间 RSD 为 0.0010% ～ 0.059%，相对峰面积
RSD 为 0.39% ～ 2.7%，表明该方法重复性良好。
2.1.6　稳定性试验　取 S5 号香卿止痛喷雾剂按
“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，分别于制备
后的 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，以 10 号
色谱峰为参照（S），计算得各共有峰的相对保
留时间 RSD 为 0.0090% ～ 0.078%，相对峰面积
RSD 为 0.20% ～ 2.6%，表明供试品溶液在 24 h
内稳定性良好。
2.1.7　 指 纹 图 谱 的 建 立 及 相 似 度 评 价　 取
S1 ～ S10 共 10 批香卿止痛喷雾剂供试品溶液，
按“2.1.1”项下色谱条件进样分析，记录色谱图，
将 10 批样品分析数据导入“中药色谱指纹图谱相
似度评价系统（2012 版）”，以 S5 号色谱图为参
照，时间窗设为 0.1 s，采用中位数法生成对照图
谱（R），采用全谱峰匹配建立 10 批样品的指纹
图谱共有模式（见图 1），共确定了 19 个共有峰，
通过与对照品进行比对，指认了其中 9 号、10 号
峰分别为丹皮酚、槲皮苷（见图 2）。分别取缺红
茴香、缺徐长卿的阴性样品溶液进样测定，色谱
图见图 3，由图中可看出第 2、9、11、12、15、
16、19 号峰来源于徐长卿，第 1、2、3、4、5、6、
7、8、11、12、13、14、15、16、17、18、19 号
峰来源于红茴香，其中 2、11、12、15、16、19
号峰为两种药材共有。S1 ～ S10 样品的相似度分
别为 0.996、0.999、0.995、0.994、0.998、0.999、
1.00、0.996、0.997、0.999，均大于 0.99，表明
香卿止痛喷雾剂的生产工艺较稳定，制剂批次间
差异较小。

图 1　香卿止痛喷雾剂 UPLC 指纹图谱（S1～S10）及对照图谱（R）

Fig 1　UPLC fingerprints（S1 ～ S10）and control fingerprint（R）of 
Xiangqing Zhitong spray

2.1.8　化学模式识别分析　以 10 批香卿止痛喷
雾剂样品中的 19 个共有峰峰面积作为变量，建
立 10*19 阶原始数据矩阵，导入 SMICA 14.1 软件

进行无监督模式的聚类分析建模，拟合选择 3 个
主成分，模型拟合参数 R2X ＝ 0.921，模型预测参
数 Q2 ＝ 0.522。分析结果见图 4，由主成分分析
（PCA）得分图可见，不同批次样品之间尚存在一
定差异，由 PCA 载荷图可见，峰 9、峰 19 和峰 2
距离原点较远，对样品之间分类起到主要作用。为
进一步确认各批次样品之间的显著性差异成分，对
10 批样品进行有监督的正交偏最小二乘法判别分
析（OPLS-DA）建模。在该模型下 X 矩阵解释率
R2X ＝ 0.729，模型稳定性参数 R2Y ＝ 0.857，模型
预测参数 Q2 ＝ 0.67，均大于 0.5，表明该模型具有
较好的预测能力。由图 5A 可知样品聚类良好，分
离显著，在 0.95 置信区间内，由图 5B 可知变量重
要性投影值（VIP）大于 1 的色谱峰为峰 9（VIP ＝

3.41）、 峰 19（VIP ＝ 1.51）、 峰 2（VIP ＝ 1.22），
为各批次样品间具有统计学意义的差异标志物。

图 2　对照品（A）和香卿止痛喷雾剂供试品（B）的色谱图

Fig 2　UPLC chromatogram of mixed reference substances（A）and 
Xiangqing Zhitong spray（B）

图 3　香卿止痛喷雾剂阴性样品色谱图

Fig 3　UPLC chromatogram of negative sample of Xiangqing Zhitong 
spray
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图 4　10 批香卿止痛喷雾剂 PCA 得分图（A）和载荷图（B）

Fig 4　PCA score plot（A）and loading plot（B）of 10 batches of 
Xiangqing Zhitong spray

图 5　10 批香卿止痛喷雾剂 OPLS-DA 得分图（A）和 VIP 图（B）

Fig 5　OPLS-DA score plot（A）and VIP plot（B）of 10 batches of 
Xiangqing Zhitong spray

2.2　指标性成分的含量测定
2.2.1　色谱条件　采用 Agilent 1260 型高效液相色
谱仪，Agilent 5 TC-C18（2）色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm）；流动相为甲醇（A）-1% 冰醋酸溶
液（B），梯度洗脱（0 ～ 15 min，44% A；15 ～ 35 
min，44% ～ 60% A）；检测波长 274 nm；流速 1.0 
mL·min－ 1；柱温 25℃；进样量 10 μL。
2.2.2　对照品溶液的制备　取槲皮苷、丹皮酚对
照品适量，精密称定，加 75% 乙醇制成槲皮苷质
量浓度为 0.1876 mg·mL－ 1、丹皮酚质量浓度为
0.1135 mg·mL－ 1 的对照品储备液。精密量取各
储备液 4 mL 置 20 mL 量瓶中，75% 乙醇定容至
刻度，即得混合对照品溶液。
2.2.3　供试品溶液的制备　精密吸取本品 1 mL，
置 100 mL 量瓶中，加 75% 乙醇稀释并定容至刻
度，摇匀，0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液作

为供试品溶液。另按处方量 1% 的量，取除红茴
香、徐长卿以外的其余辅料按制剂工艺及供试品
溶液制备方法制成阴性样品溶液。
2.2.4　专属性试验　取混合对照品溶液、供试品
溶液和阴性样品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件
进样测定，结果见图 6，丹皮酚在 16.9 min 处出
峰，槲皮苷在22.3 min 处出峰，阴性样品无干扰。

图 6　香卿止痛喷雾剂阴性样品（A）、混合对照品（B）和供试品

（C）HPLC 图

Fig 6　HPLC chromatogram of negative sample（A），mixed reference 
substance（B），and Xiangqing Zhitong spray（C）

1. 丹皮酚（paeonol）；2. 槲皮苷（quercetin）

2.2.5　线性关系考察　精密吸取上述对照品储备
液 0.5、1、2、4、8、10 mL 分别置 20 mL 量瓶中，
75% 乙醇稀释至刻度，摇匀，制成系列浓度的混
合对照品溶液。按“2.2.1”项下色谱条件进样测
定，以峰面积（y）为纵坐标，对照品溶液质量浓
度（x）为横坐标，绘制标准曲线，得槲皮苷的回
归方程为 y ＝ 14.44x ＋ 4.956（r ＝ 0.9999）；丹皮
酚的回归方程为 y ＝ 48.60x ＋ 4.426（r ＝ 0.9998）。
结果表明，槲皮苷与丹皮酚分别在 4.69 ～ 93.8 
μg·mL－ 1 和 2.84 ～ 56.75 μg·mL－ 1 内与其峰面
积呈良好的线性关系。
2.2.6　精密度试验　取“2.2.2”项下混合对照品
溶液，按“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6
次，记录峰面积，计算得丹皮酚与槲皮苷 RSD 分
别为 0.067% 和 0.066%，表明仪器精密度良好。
2.2.7　重复性试验　取 S5 号香卿止痛喷雾剂，按
“2.2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按
“2.2.1”项下色谱条件进样测定，结果得丹皮酚的含
量平均值为 2.428 mg·mL－ 1，RSD 为 0.37%；槲皮
苷的含量平均值为 3.966 mg·mL－ 1，RSD 为 0.46%，
表明方法重复性良好。
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2.2.8　稳定性试验　取 S5 号同一供试品溶液，
分别于 0、1、2、4、6、8、12 h 进样测定，记录
峰面积，丹皮酚与槲皮苷的 RSD 分别为 0.33% 和
0.46%，表明供试品溶液在 12 h 内稳定性良好。
2.2.9　加样回收试验　精密吸取 S5 号香卿止痛喷
雾剂 0.5 mL 置 100 mL 量瓶，共取 9 份，3 份一组，
每组分别加入低、中、高浓度对照品溶液，75% 乙
醇定容至刻度，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶
液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算得丹皮
酚的平均加样回收率为 102.38%，RSD 为 1.4%；槲

皮苷的平均加样回收率为 103.01%，RSD 为 0.93%。
2.2.10　耐用性试验　取 S5 号香卿止痛喷雾剂按
“2.2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，分
别在不同流速（0.9、1.0、1.1 mL·min－ 1）、不
同柱温（23、25、27℃）、不同检测波长（272、
274、276 nm）、不同冰醋酸浓度（0.9%、1.0%、
1.1%）条件下，进样测定，记录峰面积，分别计
算丹皮酚和槲皮苷的含量，结果见表 2，表明该
方法耐用性良好。

表 2　香卿止痛喷雾剂含量测定方法耐用性试验结果 
Tab 2　Durability test for content determination of Xiangqing Zhitong spray

耐用性变化参数
丹皮酚 槲皮苷

含量 /（mg·mL － 1）平均值 /（mg·mL － 1） RSD/% 含量 /（mg·mL － 1） 平均值 /（mg·mL － 1） RSD/%
流速 0.9 mL·min － 1 2.542 2.541 0.44 3.959 3.965 0.37

1.0 mL·min － 1 2.535 3.957
1.1 mL·min － 1 2.546 3.979

柱温 23℃ 2.574 2.574 0.081 4.007 3.935 2.1
25℃ 2.574 3.959
27℃ 2.574 3.841

波长 272 nm 2.580 2.579 0.18 3.975 3.975 0.063
274 nm 2.581 3.977
276 nm 2.577 3.975

冰醋酸浓度 0.9% 2.529 2.545 0.97 3.972 3.967 0.22
1.0% 2.574 3.959
1.1% 2.532 3.971

2.2.11　样品含量测定　取 S1 ～ S10 号香卿止痛
喷雾剂，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，按
“2.2.1”项下色谱条件进样测定丹皮酚和槲皮苷的
含量，结果见表 3。槲皮苷在不同批次间含量基本
一致，而丹皮酚指标含量变化稍大，与指纹图谱
OPLS-DA 结果互相印证。

表 3　10批香卿止痛喷雾剂中槲皮苷与丹皮酚的含量测定结果 (n ＝ 2) 
Tab 3　Content of paeonol and quercitrin in Xiangqing Zhitong 

spray (n ＝ 2)

编号 丹皮酚 /（mg·mL － 1） 槲皮苷 /（mg·mL － 1）

S1 2.403 4.168 

S2 2.300 4.096 

S3 2.403 4.081 

S4 1.973 4.083 

S5 2.317 4.092 

S6 2.359 4.069 

S7 2.109 4.090 

S8 2.198 4.027 

S9 2.082 4.082 

S10 2.045 3.932 

平均值 2.22 4.07

RSD/% 7.14 1.47

3　讨论

　　中药是以多成分相互协调发挥药理作用的复
杂整体，中药及制剂有其特定的药效成分群或质
量标志物，建立指纹图谱是为获取与药效、质量
相关的物质成分群的特征，因此指纹图谱构建过
程中样品预处理应以获得尽量多的指纹特征为前
提 [4]。香卿止痛喷雾剂是将红茴香和徐长卿两味
中药经 75% 乙醇溶液进行浸渍、渗漉、浓缩等一
系列工艺提取制备，并加入冰片、月桂氮䓬酮等
经皮促渗剂而开发出的外用喷雾剂。制剂生产过
程即为药材中化学成分的提纯过程，因此试验中
样品预处理选择了 75% 乙醇溶液直接稀释，试验
过程中比较了直接稀释和稀释后超声两种方法，
结果发现两者无明显区别，因此保留了简便省时
的直接稀释法。
　　红茴香药材中主要含有黄酮类成分，已有文
献报道其指纹图谱在 222 nm 处响应较多且较稳
定 [8]，但紫外扫描发现槲皮苷在 256 nm 处有最
大吸收。徐长卿中化学成分以挥发油类、C21 甾
体类和多糖为主，其中丹皮酚占挥发油成分的
90%[9]，已有文献报道其指纹图谱在 220 nm 检测
波长下色谱峰较多 [10]，但紫外扫描发现丹皮酚在
274 nm 处有最大吸收。因此，本研究比较了 220、
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260、280 nm 处香卿止痛喷雾剂指纹图谱的出峰
情况，结果显示 220 nm 波长下色谱信息最丰富。
试验考察了甲醇 -0.1% 磷酸溶液、乙腈 -0.1% 磷
酸溶液、甲醇 -1% 冰醋酸溶液、乙腈 -1% 冰醋酸
溶液 4 种流动相体系的分离效果，并筛选了 0.8、
1.0、1.2 mL·min－ 1 不同流速的分析效果，结果
显示在 1.0 mL·min－ 1 的流速下以甲醇 -0.1% 磷
酸溶液进行梯度洗脱，所获得的指纹图谱基线更
平稳、色谱峰分离度更佳、峰形更好。
　　槲皮苷是地方炮制规范中红茴香的质量评价
成分 [11]，丹皮酚是药典中徐长卿的质量评价成
分 [12]，两者均有镇痛、抗炎、抗氧化等功效 [13-14]，
因此本研究选择槲皮苷、丹皮酚作为含量测定指
标性成分。本研究中 HPLC 含量测定方法是在原
方法基础上进行的改进，原方法仪器设备过于陈
旧，在方法转移过程中存在峰形较差、分离度不
高等问题，因此本研究针对当前药检仪器水平和
要求进行了改进和完善，并增加耐用性考察，以
确保条件发生微小变化时方法也可靠。
　　10 批香卿止痛喷雾剂指纹图谱相似度均大于
0.99，说明不同批次制剂之间化学信息轮廓基本一
致，批次间质量具有一定的稳定性，但进一步的
PCA 和 OPLS-DA 化学模式识别挖掘出不同样品之
间存在微小差异，差异标志物为 9 号峰、19 号峰和
2 号峰，其中 9 号峰是丹皮酚，含量测定结果也显示
此成分含量 RSD 为 7.1%，波动范围较大，进一步印
证了模式分析结果。2 号峰、19 号峰为红茴香和徐
长卿中共有的成分，其中 2 号峰在药材中含量均较
低，但在制剂中含量较高，可能是生产过程中发生
了某些化学成分变化所导致，具体还需后续进行过
程质量研究，并借助质谱等仪器进行深入研究。
　　丹皮酚为小分子酚类化合物，熔点为 52℃，
性质不稳定，见光易分解，且极易挥发，在 40℃
时即有挥发的现象，在处理和贮存过程中均应避
免高温、强光的环境 [15-16]。香卿止痛喷雾剂生产
过程主要包括渗漉、浓缩等步骤，渗漉工艺设备
简单，操作容易，有利于充分提取热不稳定成
分 [17]，但浓缩工艺影响因素较多，如加热时间、
温度、受热均匀性等 [18]，可能直接影响到制剂的
质量均一性。因此，后期应增进制药过程理解，
以指纹图谱及含量测定为基础，探索过程建模技
术，寻找影响工艺的关键参数，以期实现精准质
量控制，提升制剂质量的均一稳定性。
　　综上，本研究首次建立了香卿止痛喷雾剂的
指纹图谱，提升了现有质量控制方法，并筛选出

丹皮酚等 3 个影响制剂质量的潜在差异标志物，
为香卿止痛喷雾剂的全面质量控制和生产过程质
量控制提供了可靠依据。
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牛黄益金片 GC特征图谱研究及 4 种挥发性成分的含量测定

朱伟堃1，王静1，周春峰1，周欣1，林永强2*，赵丹彤1，3*（1. 菏泽市食品药品检验检测研究院，山东　菏泽　

274000；2. 山东省食品药品检验研究院/山东省中药标准创新与质量评价工程实验室，济南　250101；3. 山东中医药大学药学院，

济南　250355）

摘要：目的　建立牛黄益金片的气相色谱（GC）特征图谱，并同时测定柠檬烯、桉油精、

（－）- 薄荷酮、薄荷脑 4 种成分的含量。方法　采用 GC 分析方法，Agilent DB-FFAP 毛细管

色谱柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm），火焰离子化检测器（FID），进样口温度 250℃，检测器

温度 250℃。载气为氮气，流速为 1.0 mL·min－ 1。柱温为程序升温：初始温度 60℃，保持 4 
min，以 1.5℃·min － 1 的速率升温至 130℃ 1，再以 20℃·min － 1 的速率升温至 200℃；进样

量为 2 μL，分流比为 2∶1。应用中药色谱指纹图谱相似度评价软件（2012 版）对 3 家企业的

15 批次牛黄益金片特征图谱的相似度进行分析，同时对 4 种成分的含量进行测定和分析。结
果　15 批样品色谱图与对照特征图谱相似度均在 0.99 以上，特征图谱共有 7 个特征峰，指认

了其中 4 个共有峰。15 批样品中柠檬烯、桉油精、（－）- 薄荷酮、薄荷脑的质量浓度分别在

0.1246～ 6.232 μg·mL－ 1（R2＝ 0.9994）、0.1893～ 1.893 μg·mL－ 1（R2＝ 0.9994）、1.384～ 276.8 
μg·mL－ 1（R2 ＝ 0.9999）、67.76 ～ 677.6 μg·mL－ 1（R2 ＝ 0.9999） 与 峰 面 积 线 性 关 系 良

好，平均回收率（n ＝ 6）及 RSD 分别为 91.61%（1.5%）、91.25%（1.5%）、96.05%（1.5%）、

99.21%（1.1%）。结论　建立的 GC 特征图谱结合 4 种成分的含量测定方法，能较全面地反映

牛黄益金片中挥发性成分的质量，可用于牛黄益金片中挥发性成分的质量控制。

关键词：牛黄益金片；挥发性成分；特征图谱；气相色谱；含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3316-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.034

GC characteristic chromatogram and content determination of 4 volatile 
components of Niuhuang Yijin tablets 

ZHU Wei-kun1, WANG Jing1, ZHOU Chun-feng1, ZHOU Xin1, LIN Yong-qiang2*, ZHAO Dan-
tong1, 3* (1. Heze Institute for Food and Drug Control, Heze Shandong  274000; 2. Shandong Institute 
for Food and Drug Control, Shandong Engineering Laboratory for Standard Innovation and Quality 
Evaluation of TCM, Jinan  250101; 3. Shandong University of Traditional Chinese Medicine, Jinan  
250355)

Abstract: Objective  To establish a gas chromatography (GC) characteristic chromatogram of 
Niuhuang Yijin tablets and simultaneously determine the content of its 4 components, namely, 
limonene, eucalyptol, ( － )-menthone, and menthol. Methods  GC analysis was performed on an 
Agilent DB-FFAP capillary column (30 m×0.25 mm, 0.25 μm) with a flame ionization detector 
(FID). The injector temperature was 250℃ , and the detector temperature was maintained at 250℃ . 
Nitrogen gas was used as the carrier gas at 1.0 mL·min－ 1. The column temperature was programmed 
as follows: initial temperature of 60℃ held for 4 min, then ramped to 130℃ at a rate of 1.5℃·min－1, 
and finally increased to 200℃ at a rate of 20℃·min － 1. The injection volume was 2 μL, and the 
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　　牛黄益金片处方由黄柏、硼砂、玄明粉、人
工牛黄、薄荷脑、薄荷素油组成 [1-3]，具清热利咽、
消肿止痛之功效，临床常用于急、慢性咽炎的治
疗 [4]。处方中薄荷脑和薄荷素油为制剂的挥发性
成分，分别以原粉和喷洒方式入药，两者是制剂
清热利咽、消肿止痛的重要物质基础。经查询，
牛黄益金片为口服中药含片，全国共 3 家生产企
业，涉及 3 个法定质量标准 [1-3]，生产工艺基本相
同，制剂规格均为 0.5 g/ 片，但样品处方量存在
差异，其中一家企业样品处方量为其余企业的一
半。3 个法定质量标准中对于挥发性成分均仅以
薄荷脑为指标进行定性薄层鉴别，目前尚无牛黄
益金片中挥发性成分的整体性研究报道，因此制
剂中薄荷脑和薄荷素油的内在质量无法有效控制。
本研究在参考相关文献的基础上 [5-8]，收集了 3 家
生产企业的 15 批次牛黄益金片，进行了挥发性成
分的特征图谱研究，并对其中 4 种成分进行定量
分析，旨在控制该制剂中挥发性药味的质量，为
进一步全面控制牛黄益金片的质量提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　Agilent 7890B 气相色谱仪 - 配置火焰离子
化检测器（FID）（美国安捷伦科技有限公司）；
XS105 电子天平（精度：0.01 mg）、XPR2 电子天
平（精度：0.001 mg）（瑞士梅特勒托利多公司）；
GN-12A 歌能超声波清洗机（深圳市重子声学清
洗设备有限公司）。
1.2　试药

　　对照品柠檬烯（批号：100470-201503，含量以
96.0% 计）、桉油精（批号：110788-202108，含量以
99.4% 计）、（－）- 薄荷酮（批号：111705-202106，
含量以 98.5% 计）、薄荷脑（批号：110728-201707，
含量以 99.8% 计）、薄荷素油对照提取物（BHSY，
批号：111551-201704）（中国食品药品检定研究
院），无水乙醇（分析纯，天津市富宇精细化工有
限公司）。牛黄益金片样品共 15 批次，来自 3 家
企业，其中 A 企业 5 批（编号为 A1 ～ A5），B 企
业 8 批（编号为 B6 ～ B13），C 企业 2 批（编号为
C14 ～ C15）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用 Agilent 7890B 气相色谱仪；Agilent DB-
FFAP 毛细管色谱柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm）；
载气为氮气；进样口温度 250℃，检测器温度
250℃；柱温为程序升温：初始温度 60℃，保持
4 min，以 1.5℃·min－ 1 的速率升温至 130℃，
再以 20℃·min－ 1 的速率升温至 200℃；流速为 1.0 
mL·min－ 1；进样量为 2 μL，分流比为 2∶1。
2.2　特征图谱研究

2.2.1　混合对照品溶液的制备　精密称取柠檬烯
对照品 16.23 mg、桉油精对照品 9.52 mg、（－）-
薄荷酮对照品 14.05 mg，分别置 50 mL 量瓶中，
精密称取薄荷脑对照品 67.90 mg 置 20 mL 量瓶
中，加无水乙醇使溶解并定容至刻度，摇匀，作
为对照品储备液。分别精密量取柠檬烯、桉油精、
（－）- 薄荷酮、薄荷脑对照品储备液 0.50、0.50、

split ratio was 2∶1. The Chinese herbal medicine chromatographic fingerprint similarity evaluation 
software (2012 edition) was used to analyze the similarity of the characteristic chromatograms of 
Niuhuang Yijin tablets from 3 different companies, based on a total of 15 batches. Simultaneously, 
the content of the 4 components was determined and analyzed. Results  The similarities of 
chromatographic and reference characteristic chromatograms of 15 batches of samples were above 
0.99. Totally 7 characteristic peaks, among which 4 common peaks were identified. The quantitative 
analysis of the 4 components in the 15 batches of samples revealed the mass concentrations of 
limonene, eucalyptol, ( － )-menthone, and menthol within 0.1246 ～ 6.232 μg·mL－ 1 (R2 ＝

0.9994), 0.1893 ～ 1.893 μg·mL－ 1 (R2 ＝ 0.9994), 1.384 ～ 276.8 μg·mL－ 1 (R2 ＝ 0.9999), 
and 67.76 ～ 677.6 μg·mL－ 1 (R2 ＝ 0.9999), respectively. The linear relationships showed good 
correlation coefficients. The average recovery and RSD were 91.61% (1.5%) for limonene, 91.25% 
(1.5%) for eucalyptol, 96.05% (1.5%) for ( － )-menthone, and 99.21% (1.1%) for menthol (n ＝ 6). 
Conclusion  The GC characteristic chromatogram and content determination of 4 components can 
provide a comprehensive reflection of the quality of volatile components in Niuhuang Yijin tablets, 
which is suitable for the quality control of volatile components in Niuhuang Yijin tablets. 
Key words: Niuhuang Yijin tablet; volatile; characteristic chromatogram; GC; content determination
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5.00、5.00 mL 置同一 100 mL 量瓶中，加无水乙
醇定容至刻度，摇匀，作为混合对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液的制备　取本品适量，研细，
取约 2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加
入无水乙醇 20 mL，密塞，称定重量，冰浴超声
处理 15 min，再称定重量，用无水乙醇补足减失
的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2.2.3　阴性样品溶液的制备　根据牛黄益金片处
方组成和制备工艺（B 和 C 企业），制备缺薄荷脑
和薄荷素油的阴性样品，并按“2.2.2”项下方法
制备阴性样品溶液。
2.2.4　薄荷素油对照提取物溶液的制备　精密量
取薄荷素油对照提取物 0.10 mL 置 10 mL 量瓶中，
加无水乙醇至刻度，摇匀，作为薄荷素油对照提
取物溶液。
2.2.5　精密度试验　取牛黄益金片（C15）适量，
按“2.2.2”项下方法制备，按“2.1”项下色谱条
件连续进样 6 次，记录色谱图。以薄荷脑峰（7
号峰）为参照峰，计算特征峰的相对保留时间及
相对峰面积，结果各特征峰的相对保留时间的
RSD ＜ 0.44%，相对峰面积的 RSD ＜ 1.6%，表
明仪器精密度良好。
2.2.6　稳定性试验　取牛黄益金片（C15）适量，
按“2.2.2”项下方法制备，分别于 0、2、4、8、
12、24 h 进样测定，记录色谱图。以薄荷脑峰
（7 号峰）为参照峰，计算特征峰的相对保留时间
及相对峰面积，结果各特征峰的相对保留时间的
RSD ＜ 0.51%，相对峰面积的 RSD ＜ 1.7%，表
明供试品溶液 24 h 内稳定。
2.2.7　重复性试验　取牛黄益金片（C15）适量，
按“2.2.2”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按
“2.1”项下色谱条件分别进样测定，记录色谱
图。以薄荷脑峰（7 号峰）为参照峰，计算特征
峰的相对保留时间及相对峰面积，结果各特征峰
的相对保留时间的 RSD ＜ 0.19%，相对峰面积的
RSD ＜ 2.0%，表明本方法重复性良好。
2.2.8　特征图谱的建立　取 15 批次牛黄益金片，按
“2.2.2”项下方法平行制备 6份供试品溶液，按“2.1”
项下色谱条件分别进样测定，记录色谱图。将 15 批
次样品色图谱与薄荷素油对照提取物色谱图数据导
入中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012 版），截
取 5 ～ 45 min 的色谱图信息，以 C15 样品的图谱作
为参照图谱，采用多点校正进行匹配，生成对照特
征图谱（R），各共有峰保留时间相对稳定，并计算
相似度。15 批次样品图谱叠加图谱见图 1，对照特征

图谱（R）见图 2，结合峰面积信息，选定峰面积相
对百分比在 1% 以上的 7 个共有色谱峰作为共有特征
峰，选定的 7 个共有特征峰峰面积所占比例在 90%
以上，说明所选择的共有峰可以较为全面地反映样
品中化学成分的信息。其中 7 号色谱峰与相邻色谱
峰得到良好的分离，确定为参照峰，并计算各共有
特征峰的平均相对保留时间及 RSD，结果分别为峰 1
（0.217，0.10%）、峰 2（0.228，0.46%），峰 3（0.605，
0.04%），峰4（0.659，0.04%），峰5（0.821，0.04%），
峰 6（0.904，0.03%），峰 7（1.000，0.11%）。

图 1　15 批次牛黄益金片和薄荷素油对照提取物特征图谱叠加图

Fig 1　Characteristic chromatogram of 15 batches of samples and 
peppermint oil reference extract

图 2　牛黄益金片对照特征图谱

Fig 2　Reference specific chromatogram of Niuhuang Yijin tablet

　　采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012
版）对 15 批次牛黄益金片进行分析，计算 15 批
次样品的特征图谱相对于对照特征图谱的相似度，
均在 0.99 以上，说明各样品间成分组成较为相似。
2.3　4 种成分的含量测定与分析

　　采用建立的牛黄益金片中挥发性成分特征图
谱方法，对制剂中挥发性药味进行特征图谱定性
鉴别，结果企业间样品特征图谱相似度虽然较
高，但峰面积差异较大。经对照品对照，确认特
征图谱中的 1 号峰为柠檬烯、2 号峰为桉油精、3
号峰为（－）- 薄荷酮、7 号峰为薄荷脑，为更好
地控制挥发性药味的质量，分析厂家间峰面积差
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异的原因，对已确认的 4 种成分开展定量分析。
　　吸取“2.2.1 ～ 2.2.4”项下溶液，按“2.1”项
下色谱条件进样测定。在该条件下，4 种成分分
离度良好，色谱图见图 3。

图 3　混合对照品（A）、供试品（B）、阴性样品（C）和薄荷素油

对照提取物（D）的色谱图

Fig 3　Chromatogram of mixed reference substances（A），sample
（B），negative sample（C）and peppermint oil reference extract（D）

1. 柠 檬 烯（limonene）；2. 桉 油 精（cineole）；3.（－）- 薄 荷

酮 [（－）-menthone]；7. 薄荷脑（menthol）

2.3.1　线性关系考察及检测限、定量限　精密吸
取“2.2.1”项下的对照品储备液适量，加无水乙醇
分别稀释，摇匀，作为系列标准曲线溶液，注入
气相色谱仪测定。以质量浓度为横坐标，峰面积
为纵坐标，分别绘制标准曲线，结果见表 1，结
果表明各化合物在相应范围内线性关系良好。精
密吸取“2.2.1”项下的混合对照品溶液，逐步稀
释，以信噪比（S/N）为 3 时为检测限，S/N 为 10
时为定量限，4 种成分的检测限和定量限见表 1。
2.3.2　精密度试验　精密吸取“2.2.1”项下混合
对照品溶液，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6
次，计算柠檬烯、桉油精、（－）- 薄荷酮、薄荷
脑峰面积的 RSD，结果分别为 0.41%、0.67%、
0.25%、0.47%，表明仪器精密度良好。
2.3.3　稳定性试验　取同一供试品溶液（C15），
分别于 0、2、4、6、8、12、24 h 进样测定，计
算柠檬烯、桉油精、（－）- 薄荷酮、薄荷脑峰
面积的 RSD。结果 RSD 分别为 0.71%、0.66%、
0.59%、0.40%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.3.4　重复性试验　取牛黄益金片（C15）适量，
按“2.2.2”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，
分别进样测定，供试品中柠檬烯、桉油精、（－）-
薄荷酮、薄荷脑含量的 RSD 分别为 1.9%、2.0%、
0.92%、0.63%，表明该方法重复性良好。
2.3.5　加样回收试验　取已知含量的牛黄益金片
样品（C15）粉末 1 g，共 6 份，精密称定，分别
精密加入 0.0151 mg·mL－ 1 的柠檬烯对照品溶液
1.00 mL，0.0040 mg·mL－ 1 的桉油精对照品溶液

表 1　牛黄益金片中 4 种成分的线性回归方程和线性范围 
Tab 1　Regression equations and linearity of 4 components in Niuhuang Yijin tablets

成分 回归方程 R2 线性范围 /（μg·mL － 1） 检测限 /（μg·mL － 1） 定量限 /（μg·mL － 1）

柠檬烯 y ＝ 19.19x ＋ 0.7840 0.9994 0.1246 ～ 6.232 0.04 0.08

桉油精 y ＝ 16.48x － 0.2449 0.9994 0.1893 ～ 1.893 0.04 0.09

（－）- 薄荷酮 y ＝ 17.00x ＋ 13.82 0.9999   1.384 ～ 276.8 0.14 0.28

薄荷脑 y ＝ 17.43x ＋ 35.88 0.9999   67.76 ～ 677.6 0.17 0.34

1.00 mL，0.2756 mg·mL－ 1 的（－）- 薄荷酮对
照品溶液 2.00 mL 及 4 mg 薄荷脑，再以无水乙醇
补足至 20 mL。按“2.2.2”项下方法制备供试品溶
液，按“2.1”项下色谱条件分别进样测定，计算
回收率及 RSD，结果柠檬烯、桉油精、（－）- 薄
荷酮和薄荷脑的平均加样回收率（n ＝ 6）分别为
91.61%（RSD ＝ 1.5%）、91.25%（RSD ＝ 1.5%）、
96.05%（RSD ＝ 1.5%）、99.21%（RSD ＝ 1.1%），
表明该方法回收率良好。
2.3.6　样品含量测定　取 15 批次牛黄益金片，

分别按“2.2.2”项下方法制备，按“2.1”项下色谱
条件进样测定，计算各成分含量，结果见表 2。
2.3.7　聚类分析与主成分分析　为进一步分析
企业间样品的差异，对 A 企业样品测定结果进
行 2 倍处理后与 B、C 企业样品含量测定结果导
入 SPSS 19.0 软件进行统计分析，采用组间连接
系统聚类法，测量区间为平方欧氏距离，对 15
批次样品进行聚类分析，结果见图 4，当平方欧
氏距离为 15 时，A4、A2、C14、C15 聚为一类，
其他样品聚为一类；并以 15 批次牛黄益金片特
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征图谱中 7 个共有峰的相对峰面积为变量，导入
SPSS 19.0 软件，降维进行因子分析。当特征值
为 1 时，共提取了 2 个主成分，其累计贡献率为
94.8%，其中第一主成分贡献率为 78.0%，第二主
成分贡献率为 16.8%，以主成分得分绘制散点图，
结果见图 5。分析结果可知，15 批次样品可明显
分为两类，其中 A4、A2、C14、C15 为一类，其
他样品为另一类，与聚类分析结果一致。

图 4　15 批次牛黄益金片聚类分析图

Fig 4　Cluster analysis of 15 batches of Niuhuang Yijin tablets

3　讨论

3.1　色谱柱的选择

　　根据牛黄益金片中挥发性药味主要成分的
极性 [9-10]，对弱极性 Agilent HP-5 色谱柱和强极
性 Agilent DB-FFAP 色谱柱进行了考察，发现采
用弱极性色谱柱时待测成分保留时间较长，但改

用强极性色谱柱后在分离度、峰形等满足要求的
基础上可缩短保留时间，因此选择了强极性的
Agilent DB-FFAP 色谱柱。
3.2　提取方法的优化

　　参考有关挥发性成分测定的文献报道 [11-18]，
对供试品溶液制备的提取方式、溶剂、温度、时
间进行了考察。首先对提取方式（回流、超声）
的考察，发现回流提取法回收率偏低且耗时过
长、不易操作，超声提取法回收率较好且提取效
率较高；其次对提取溶剂进行了比较（乙醚、乙
酸乙酯、无水乙醇），乙醚在样品处理过程中易
挥发，影响待测成分的定量分析，乙酸乙酯和无
水乙醇提取效果相当，但乙酸乙酯更易挥发，注
入气相色谱仪时易导致进样体积不准确，最终选
择无水乙醇作为提取溶剂；而后对比了不同超声
温度（冰浴、25℃、室温）对提取效率的影响，
发现随着温度的升高，挥发性成分有下降的趋
势，为求结果更为准确，选择了冰浴超声处理；
最后对提取时间（10、15、20、30 min）进行了优
化，发现在 15 min 以后各成分提取效率有下降的
趋势，故提取时间选择为 15 min。
3.3　特征图谱和含量测定结果分析

　　15 批牛黄益金片中，4 种成分各批次样品均
有检出，说明各企业牛黄益金片对于薄荷脑和薄
荷素油均有投料；但不同企业样品 4 种成分含量
差异较大。由聚类分析和主成分分析结果可知，
B 企业和 C 企业样品中 4 种成分含量测定结果较
为均一、稳定，A 企业样品含量测定结果较为离
散。说明 B 企业和 C 企业的投料、生产工艺等在
样品批次间相对稳定、一致，A 企业产品可能由
于药材质量、生产工艺等方面的不稳定因素，导

表 2　15 批次牛黄益金片 4 种成分的含量测定结果 (n ＝ 3，mg/片 ) 
Tab 2　Contents of 4 components in 15 batches of Niuhuang Yijin 

tablets (n ＝ 3，mg/片 )

编号 批号 柠檬烯 桉油精 （－）- 薄荷酮 薄荷脑

A1 20201101 0.0013 0.0034 0.0225 0.7420 

A2 20210301 0.0013 0.0021 0.0519 1.3109 

A3 20210302 0.0011 0.0020 0.0216 0.7272 

A4 20211101 0.0031 0.0017 0.0801 1.7206 

A5 20211102 0.0007 0.0023 0.0087 0.4239 

B6 042111003 0.0016 0.0016 0.0308 0.7962 

B7 042111004 0.0020 0.0021 0.0326 0.8383 

B8 042112005 0.0025 0.0018 0.0357 0.8558 

B9 042112006 0.0025 0.0020 0.0392 0.9431 

B10 042201001 0.0019 0.0019 0.0396 1.0413 

B11 042201002 0.0019 0.0020 0.0441 1.0990 

B12 042203003 0.0016 0.0023 0.0215 0.9261 

B13 042203004 0.0033 0.0018 0.0389 1.0218 

C14 0085001 0.0091 0.0018 0.1247 2.1005 

C15 1085001 0.0099 0.0018 0.1029 2.0608 

图 5　15 批次牛黄益金片主成分得分图

Fig 5　Principal component score chart for 15 batches of Niuhuang Yijin 
tablets



3321

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

致批间质量波动大，建议企业对批间药材质量及
生产工艺稳定性等方面进行持续考察。
　　综上所述，牛黄益金片存在同一制剂规格处
方量不同、现行法定质量标准关键项目缺失等问
题。本研究以完善牛黄益金片质量标准、提升该
制剂质量标准为目的，建立了牛黄益金片 GC 特
征图谱，并同时对其中 4 种成分进行了含量测定。
结果表明，15 批次牛黄益金片特征图谱与对照特
征图谱的相似度在 0.99 以上，共确定了 7 个共有
峰，指认出柠檬烯、桉油精、（－）- 薄荷酮、薄
荷脑 4 个共有峰。3 家生产企业样品的成分组成
虽较为相似，但 4 种成分的含量高低、一致性差
异较大，个别企业产品批间一致性有待提高，说
明需加强对牛黄益金片药材质量、生产工艺稳定
性方面的管理，同时对该制剂的规格和质量标准
进行进一步规范和提高，完善了原有质量标准中
挥发性成分的质量控制方法，以更加系统、全面
地评价牛黄益金片的质量，从而保障牛黄益金片
的用药安全。
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甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液中有关物质定性研究
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摘要：目的　通过对甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液中相对保留时间（RRT）约为 0.9 的未知杂

质（杂质 A）进行溯源、定性研究和来源分析，以期阐明杂质产生机制，为本品的杂质谱分析

和质量控制提供依据。方法　通过高效液相色谱、制备色谱及核磁共振波谱等对本品中杂质 A
进行溯源和结构解析研究。结果　鉴定出本品中杂质 A 结构，其为本品原料药合成过程中产

生的副产物，此外，对杂质 A 在原料工艺过程中的产生源头进行分析，制订出杂质 A 控制策

略。结论　本方法测定结果准确可靠，为甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液的杂质谱分析和质量控

制提供参考。
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Abstract: Objective  To elucidate production mechanism of a unknown impurity (impurity A) 
with relative retention time (RRT) approximately 0.9 in pazufloxacin mesylate and sodium chloride 
injection via traceability, qualitative and source analysis, and to provide evidence for the spectrum 
analysis and quality control of this impurity. Methods  High performance liquid chromatography, 
preparation chromatography, and nuclear magnetic resonance were used to analyze the source 
and structure of impurity A. Results  The structure of impurity A was identified and a byproduct 
was generated during the synthesis of active pharmaceutical ingredients. In addition, the source of 
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　　甲磺酸帕珠沙星是由日本三菱制药株式会社
和富山化学工业株式会社联合开发的第四代氟喹
诺酮类抗菌药物，通过抑制 DNA 旋转酶和 DNA
拓扑异构酶Ⅳ活性，阻碍 DNA 合成而导致细菌
死亡。具有抗菌谱广、抗菌作用强的特点。帕珠
沙星对革兰氏阳性菌和部分厌氧菌有良好的抗菌
效果，临床主要用于治疗革兰氏阳性菌及革兰氏
阴性菌引起的各种感染 [1-4]。
　　我司产品甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液多批

次产品在检测过程中发现本品中相对保留时间
（RRT）约为 0.9 的未知杂质（命名为：杂质 A）
含量在 0.03% ～ 0.15% 内波动，接近本品质量标
准的控制限度（0.2%），给生产造成了较大困扰，
此外，由于对该杂质来源及结构未知，无法判断
其产生条件以及在稳定性过程中是否有增长，因
此，为保证公司产品质量，对该未知杂质溯源和
结构研究，以期阐明其产生机制，为本品质量控
制提供保障。喹诺酮类药物的不良反应的发生机
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制与其化学结构有直接关系 [5-9]，阐明杂质的产
生机制和控制条件有助于提高本品杂质控制水
平，减少本品的毒副作用。此外，经查询目前关
于本品中杂质研究的文献较少，汪鑫等 [10] 曾对
甲磺酸帕珠沙星中杂质进行过定性研究，确定了
两个原料工艺杂质。国外有文献报道帕珠沙星水
溶液的多个光降解产物 [11]，甲磺酸帕珠沙星及
文献报道杂质见图 1。Liu 等 [12] 对帕珠沙星的光
毒性开展过研究。目前，各国药典均未收载甲磺
酸帕珠沙星及其制剂标准 [13]，无本品中杂质的
相关信息。基于此，对本品中的未知杂质进行溯
源和定性研究，对丰富本品杂质谱及保证产品质
量具有重要意义。

图 1　甲磺酸帕珠沙星及杂质结构

Fig 1　Structure of pazufloxacin mesylate and impurities

　　本文通过高效液相色谱、制备色谱及核磁共
振等手段，确认了甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液
中杂质 A 的来源和结构，并对杂质 A 来源进行
分析，确认杂质 A 为原料合成工艺过程中的副产
物，并制订了控制策略，现报道如下。
1　仪器及试药
　　Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司）；Agilent Technologies Prestar 制备色谱仪（美
国安捷伦公司）；Bruker 500M 核磁共振仪（德
国 布 鲁 克 公 司）；Agilent 6200 series TOF/6500 
series 高分辨质谱仪（美国安捷伦公司）；Waters 
Xbridge C18 色谱柱（250 mm×19 mm，5 µm 和
250 mm×4.6 mm，5 µm， 美 国 沃 特 世 公 司）；
XP205 十万分之一电子天平（梅特勒）；乙腈、

三氟乙酸（色谱纯，默克公司）；磷酸（分析纯，
国药集团化学试剂有限公司）；庚烷磺酸钠（含
量＞ 98%，东京化成工业株式会社）。
　　甲磺酸帕珠沙星原料（批号：161001），起始物
料（批号：Z027-1711209），中间体 A08-5、A08-7、
A08-7-1（批号：171204、171101、I04701180224）（湖
南华纳大药厂股份有限公司）；甲磺酸帕珠沙星
氯化钠注射液（扬子江药业集团有限公司，批号：
17031051）。
2　方法
2.1　杂质溯源研究方法
2.1.1　色谱条件　色谱柱 Waters Xbridge C18（250 
mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：以 1.01 g 庚烷磺
酸钠溶解于 1 L 0.1% 磷酸溶液 - 乙腈（38∶12）中
即得；检测波长：247 nm；流速：1 mL·min－ 1，
进样量：10 µL。
2.1.2　溶液配制
　　①甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液供试品溶
液：移取本品 5 mL，置 100 mL 量瓶中，加流动
相稀释至刻度，摇匀，即得。
　　② 定位溶液：称取甲磺酸帕珠沙星、起始物
料、中间体 A08-5、中间体 A08-7、中间体 A08-
7-1 适量，置不同 20 mL 量瓶中，用乙腈稀释至
约 0.5 mg·mL－ 1 的溶液，摇匀，即得。
2.2　杂质定性方法
2.2.1　色谱条件　流动相：0.1% 三氟乙酸水溶液 -
乙腈（85∶15），色谱柱：Waters XBridge C18（250 
mm×19 mm，5 μm），检测波长：247 nm，流速：
20 mL·min－ 1，进样量：100 ～ 800 µL。
2.2.2　制备溶液配制　称取中间体 A08-7-1（杂
质含量最高）约 1.0 g，置 10 mL 量瓶中，用乙腈
溶解并定容，摇匀，即得。
　　取制备溶液，注入制备色谱仪，将分离得到
的溶液浓缩，得到杂质 A 约 5 mg，用于定性研
究，确定该杂质的结构。
3　结果
3.1　杂质溯源
　　利用高效液相色谱仪对甲磺酸帕珠沙星氯化
钠注射液供试品溶液和定位溶液进行检测，图谱
显示甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液中的杂质 A 并
非本品原料的起始物料、中间体，但本品原料、
中间体及制剂成品中均含有该杂质且在中间体
A08-7-1（帕珠沙星）中含量最大，见图 2，上述
结果表明杂质 A 是在原料工艺过程中产生的，为
原料工艺杂质。
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图 2　中间体 A08-7-1（A）及甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液（B）色

谱图

Fig 2　Chromatogram of intermediate A08-7-1（A）and pazufloxacin 
mesylate and sodium chloride injection（B）

3.2　杂质结构确证

3.2.1　杂质结构信息　杂质 A 为羟基取代的帕珠
沙星，结构见图 3，分子式为 C16H15FN2O5。从结
构分析，杂质 A 不易降解得到，为工艺副产物可
能性较大，与杂质溯源结果一致。

图 3　杂质 A 结构

Fig 3　Structue of impurity A

3.2.2　核磁共振　1H-NMR（500 M，DMSO，TMS），
显示该化合物结构中共有 15 个氢原子，质子数
由高场到低场为 2∶3∶2∶1∶1∶1∶2∶1∶1∶1。
1H-NMR 及 1H-1H COSY 谱 显 示，δ 4.86 ～ 4.91 与
δ 1.40 ～ 1.43 的 3 个氢原子互为相关，为组成 -CH
（CH3）的结构片段；δ 1.44 ～ 1.50 与δ 1.24 ～ 1.30
的 4 个氢原子互为相关，组成 -CH2CH2- 的结构片
段；δ 5.98 与负电性较强的氧原子相连，化学位移移
至低场区；δ 7.67 ～ 7.69，δ 9.15 为 2 个孤立 -CH，
为芳环上氢原子的特征峰；δ 8.59 ～ 8.64，δ 8.15，δ 
14.74 为 3 个活泼氢 -NH2、-OH、-COOH 的特征峰，
以上数据提示化合物中含有 -CH（CH3）、-CH2CH2-、 
-CH、-NH2、-OH、-COOH。
　　13C-NMR（125 M，DMSO，TMS），显示核
磁共振碳谱中共有 19 个峰，其中有 3 组碳原子裂
分为 d 峰，是由于与相连或相邻的氟原子耦合造
成，表明样品分子应有 16 个碳原子，与结构式相
符。样品分子中的 16 个碳原子分别为 1 个伯碳原
子，2 个仲碳原子，4 个叔碳原子，9 个季碳原子，
与 DEPT135° 谱 一 致。δ 26.70，108.38，117.5，
123.53，（126.61，126.69），（144.85，144.90），
158.37，165.48，176.50 为 9 个季碳原子的化学位

移，δ 59.02，92.60，102.48，147.59 为 4 个 叔 碳
原子的化学位移，δ 11.88，11.95 为 2 个仲碳原子
的化学位移，δ 17.97 为 1 个伯碳原子的化学位移。
由 1H-1HCOSY 谱 可 知，δ 1.44 ～ 1.50 的 氢 与δ 
1.24 ～ 1.30 的氢耦合，表明δ 1.44 ～ 1.50 的氢与
δ 1.24 ～ 1.30 的氢处于相邻的碳上；δ 1.44 ～ 1.50
的氢与δ 4.86～ 4.91的氢耦合，表明δ 1.44～ 1.50
的氢与δ 4.86 ～ 4.91 的氢处于相邻的碳上；根
据 HSQC 谱 可 知，δ 11.88，11.95 的 碳 原 子 与δ 
1.24 ～ 1.30，1.44 ～ 1.50 的 氢 相 连，δ 17.97 的
碳原子与δ 1.40 ～ 1.43 的氢相连，δ 59.02 的碳原
子与δ 4.86 ～ 4.91 的氢相连，δ 92.60 的碳原子与
δ 5.98 的氢相连，δ 102.28，102.48 的碳原子与δ 
7.67 ～ 7.69 的氢相连，δ 147.59 的碳原子与δ 9.15
的氢相连。再结合 HMBC 谱，可以确证δ （11.88，
11.95），17.97，26.70，59.02，92.60，（102.28，
102.48），108.38，117.55，123.53，（126.61，
126.69），（144.85，144.90），147.59，158.37，
165.48，176.50 分别为（15，16），12，14，2，1，
6，4，11，10，7，8，3，9，13，5 号碳。
　　1H-NMR 和 13C-NMR 具体归属，见表 1 ～ 2。

表 1　核磁共振氢谱和 1H-1H COSY谱数据 
Tab 1　Data of 1H-NMR and 1H-1H COSY

质子序号 化学位移 多重性 质子数 相应质子
1H-1H COSY

相关 H
15，16 1.24 ～ 1.30 m 2 CH2 1.44 ～ 1.50
12 1.40 ～ 1.43 m 3 CH3 /
15，16 1.44 ～ 1.50 m 2 CH2 1.24 ～ 1.30
2 4.86 ～ 4.91 m 1 CH 1.40 ～ 1.43
1 5.98 s 1 CH /
6 7.67 ～ 7.69 m 1 CH /
/ 8.59 ～ 8.64 m 2 NH2 /
/ 8.15 s 1 OH /
3 9.15 s 1 CH /
/ 14.74 s 1 COOH /

3.2.3　质谱（ESI-MS）　样品质谱图中 m/z 335.1046
的离子峰为 [M ＋ H] ＋的峰，m/z 357.0861 的离
子峰为 [M ＋ Na] ＋的峰，[M ＋ H] ＋的分子式为
C16H16FN2O5，不饱和度Ω ＝ 10，由此可知高分辨
质谱给出信息与样品结构一致。
4　讨论
4.1　杂质来源分析及控制策略
　　本研究甲磺酸帕珠沙星氯化钠注射液原料的
合成工艺为采用左氧氟沙星合成中间体左氧环合
酯为起始物料，经多步反应得到本品原料。起始
物料左氧环合酯是采用四氟苯甲酰氯、N，N- 二
甲氨基丙烯酸及 L- 氨基丙醇为原料经多步反应
得到，其中，物料 L- 氨基丙醇为 L- 氨基丙酸经
还原得到，上述反应的具体合成路线见图 4。由
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表 2　核磁共振碳谱、HMBC和 HSQC谱数据 
Tab 2　Data of 13C-NMR、HMBC and HSQC 

碳序号 化学位移 DEPT 谱 HSQC 相关 H HMBC 相关 H
15，16 11.88，11.95 CH2 1.24 ～ 1.30，

1.44 ～ 1.50
/

12 17.97 CH3 1.40 ～ 1.43 /
14 26.70 C / /
2 59.02 CH 4.86 ～ 4.91 1.40 ～ 1.43，9.15
1 92.60 CH 5.98 1.40 ～ 1.43
6 102.28，102.48 CH 7.67 ～ 7.69 /
4 108.38 C / 9.15
11 117.55 C / 7.67 ～ 7.69
10 123.53 C / 7.67 ～ 7.69，9.15
7 126.61，126.69 C / /
8 144.85，144.90 C / 7.67 ～ 7.69，9.15
3 147.59 CH 9.15 /
9 158.37 C / 7.67 ～ 7.69
13 165.48 C / 9.15
5 176.50 C / 7.67 ～ 7.69，9.15

图 5　喹诺酮类药物结构与副作用及药效关系总结

Fig 5　Relationship between the structure，side effects，and pharmacodynamics of quinolone drugs

图 4 可知，L- 氨基丙酸在合成过程中过度还原产
生 2- 氨基 -1，1- 丙二醇，参与左氧环合酯合成，
形成杂质 SMZ1，杂质 SMZ1 参与帕珠沙星合成，
得到本品制剂中杂质 A，因此，将杂质 SMZ1 定
入起始物料质量标准中，通过杂质加标挑战性试
验，制订合理限度，可保证本品制剂产品中杂质
A 含量符合要求。
4.2　杂质 A 与光毒性

　　根据文献 [14]，喹诺酮类药物的副作用主要与
喹诺酮类母核结构的 1、2、5、7、8 位置有关，

图 4　帕珠沙星及杂质 A 工艺流程图

Fig 4　Flow diagram of pazufloxacin and impurity A 

具体结构与副作用及药效之间的关系，见图 5。
喹诺酮母核 8 位主要与喹诺酮类药物的光毒性相
关。据文献 [12，15]，甲磺酸帕珠沙星光毒性产生机
制主要与 3 位的羧基发生电离，与溶菌酶进行电
子转移，从而产生光损伤，杂质 A 在 8 位产生半
缩醛结构，相较帕珠沙星，多了 1 个电子转移位
点，可产生更强的光毒性，因此，对本品中杂质
A 进行控制，可降低本品光毒性。

5　结论

　　综上，本文对甲磺酸帕珠沙星原料及氯化钠
注射液中杂质 A 进行了溯源、定性以及来源分
析，鉴定出杂质 A 结构，制订了杂质 A 控制策

略，丰富了本品杂质谱，对控制本品制剂质量和
原料合成工艺具有重要意义。此外，讨论了杂质
A 与本品光毒性之间的关系，降低本品中杂质 A
含量，可降低本品固有的光毒性。



3326

Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 　中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期

参考文献

[1] 南新三郎，服部力三，松田朗 . Characteristics and clin-
ical localization of the novel quinolone antibacterial drug 
pazufloxacin mesylate for injection [J]. Folia Pharmacol Jpn，
2005，122：161-178. 

[2] Mikamo H，Sato Y，Hayasaki Y，et al. In vitro activities of 
pazufloxacin，a novel injectable quinolone，against bacteria 
causing infections in obstetric and gynecological patients [J]. 
Chemotherapy，1999，45：154-157. 

[3] Higa F，Akamine M，Haranaga S，et al. In vitro activity 
of pazufloxacin，tosufloxacin，and other quinolones against 
legionella species [J]. J Antimicrob Chemoth，2005，56：
1053-1057. 

[4] 刘明亮，郭慧元 . 新喹诺酮类抗菌药甲磺酸帕珠沙星 [J]. 
中国新药杂志，2004，13（12）：1164-1168. 

[5] 章伟，吴友良，赵小风 . 甲磺酸帕珠沙星原料药的急性毒

性作用研究 [J]. 中国药业，2007，16（15）：16-17. 
[6] 周淦，谭志荣，韩春婷，等 . 甲磺酸帕珠沙星在中国健康

受试者体内的药物代谢动力学研究 [J]. 中南药学，2006，
4（2）：113-115. 

[7] 梁秀群，黄天国，尹桃 . 帕珠沙星致急性肾功能衰竭 1
例 [J]. 中南药学，2008，6（6）：765. 

[8] Sawada Y，Nakamura M，Tokura Y. Generalized fixed drug 
eruption caused by pazufloxacin [J]. Acta Derm Venereol，
2011，91：600-602. 

[9] Rubinstein E. History of quinolones and their side effects [J]. 
Chemotherapy，2001，47（3）：3-8. 

[10] 汪鑫，陈蓉，晏菊姣 . 甲磺酸帕珠沙星原料及注射剂

中有关物质的定性研究 [J]. 中国药师，2019，22（12）：

2331-2335. 
[11] Demachi K，Maeda H，Todd Y，et al. Studies on structure 

of light degradation products of（－）-（S）-10-（1-amino-
cyclopropyl）-9-fluoro-3-methyl-7-oxo-2，3-dihydro-7H-pyr-
ido[1，2，3-de][1，4]benzoxazine-6-carboxylic acid（T-
3761）in aqueous solution and solid state [J]. Yakugaku 
Zasshi，1995，115（9）：716-731. 

[12] Liu YC，Zhang P，Li HX，et al. Photochemical properties 
and phototoxicity of pazufloxacin：a stable and transient 
study [J]. J Photochem Photobiol B，2013，118：58-65. 

[13] Abdallah N. Validated stable-indicating HPLC and thin layer 
lensitometric methods for the determination of pazufloxacin：
application to pharmaceutical formulation and degradation ki-
netics [J]. J Chromatogr Sep Tech，2014，5（2）：218-225. 

[14] Domagala JM. Structure-activity and structure-side-effect 
relationships for quinolone antibacterials [J]. J Antimicrob 
Chemother，2019，33：685-706. 

[15] Xu YL，Liu YC，Li HX，et al. Photosensitive damage of 
lysozyme caused by pazufloxacin and the protective effect of 
ferulic acid [J]. Sci China Chem，2015，58（3）：508-513. 

（收稿日期：2023-01-02；修回日期：2023-03-08）

HPLC-PDA波长切换法测定远志 -石菖蒲药对中 
4 种主要成分的含量

孟雪，张瑜，王娣，张玉茹，崔小敏，任慧，陈志永，陈娟*（陕西省中医药研究院，西安　710003）

摘要：目的　建立高效液相色谱 - 二极管阵列检测器（HPLC-PDA）波长切换法同时测定远志 -
石菖蒲药对提取液中 4 种主要成分远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚

的含量。方法　采用 Agilent TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱，流动相为甲醇 -0.2% 甲

酸水溶液，梯度洗脱，检测波长分别为 257 nm、320 nm，流速为 0.8 mL·min－ 1，柱温 30℃。

结果　远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚在各自质量浓度范围与峰面

积线性关系良好（r 均≥ 0.9998），精密度、重复性、稳定性 RSD 值均小于 5.0%；低、中、高浓

度的平均加样回收率在 100.79% ～ 103.57%；远志 - 石菖蒲药对中远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰

基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚含量平均值分别为 0.5829、3.7005、6.3593、1.4827 mg·g－ 1。结
论　所建立的多成分含量测定方法简单、准确、重复性好，可用于远志 - 石菖蒲对药的质量控制。

关键词：远志 - 石菖蒲；药对；切换波长；含量测定；高效液相色谱 - 二极管阵列检测器
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Content of determination of 4 main components in Polygala tenuifolia 
Willd.-Acorus tatarinowii Schott. herb pair by HPLC-PDA  

wavelength-switching method

MENG Xue, ZHAGN Yu, WANG Di, ZHAGN Yu-ru, CUI Xiao-min, REN Hui, CHEN Zhi-yong, 
CHEN Juan* (Shaanxi Academy of Traditional Chinese Medicine, Xi'an  710003)

Abstract: Objective  To simultaneous determine the content of 4 main components (polygalaxanthone 
Ⅲ, 3, 6'-disinapoyl sucrose, β-asarone and α-asarone) in the extract of Polygala tenuifolia Willd. -Acorus 
tatarinowii Schott. herb pair by HPLC-PDA wavelength-switching method. Methods  Agilent TC-
C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm) column was used in gradient elution with methanol and 0.2% aqueous 
formic acid as the mobile phase. Detection wavelengths were 257 nm and 320 nm. The flow rate was 0.8 
mL·min－ 1 and the column temperature was 30℃ . Results  There was a good linearity between the 
concentration of polygalaxanthone Ⅲ, 3, 6'-disinapoyl sucrose, β-asarone and α-asarone and the peak 
area (r ≥ 0.9998). The RSD values of the precision, repeatability and stability of the 4 main components 
were less than 5.0%. The average recoveries of low, medium, and high concentrations were between 
100.79% ～ 103.57%. The average content of 4 main components in herb-pair of Polygala tenuifolia 
Willd. -Acorus tatarinowii Schott. was 0.5829, 3.7005, 6.3593, and 1.4827 mg·g－ 1. Conclusion  This 
method is simple, accurate, reproducible and can be used for the quality control of Polygala tenuifolia 
Willd. -Acorus tatarinowii Schott. herb pair. 
Key words: Polygala tenuifolia Willd. -Acorus tatarinowii Schott.; herb pair; wavelength switching; 
content determination; HPLC-PDA

　　远志、石菖蒲配伍为防治痴呆的传统常用药
对 [1]，痴呆是以智力衰退、记忆损害、行为人格改
变及语言障碍等为特征的一种慢性进行性病症。我
国痴呆患者数量较大 [2-3]，目前，尚无能延缓或者
终止疾病进展的有效药物。弓箭等 [4] 统计了常用
治疗阿尔茨海默病的单方药物，其中用药频率石菖
蒲居首位，远志排第七；平洋等 [5] 整理治疗痴呆
药对发现“远志 - 石菖蒲”为临床常用，两者配伍
见于开心散、定志小丸等方剂，临床常用于安神益
智。远志性温行散，石菖蒲辛散温通，两药配伍，
安神益智、开窍豁痰、启闭宁神之力更强。
　　远志为远志科植物远志 Polygala tenuifalia 
Willd. 的干燥根，具有安神益智，交通心肾，祛
痰消肿之效；主要含有三萜皂苷、 酮、寡糖酯
质等成分；现代研究其具有抗痴呆、神经保护、
抗衰老等多种生物活性 [6-10]。石菖蒲为天南星科
植物石菖蒲 Acorus tatarinowii Schott. 的干燥根
茎，具有开窍豁痰、醒神益智、化湿开胃之功效；
化学成分包括挥发油、氨基酸和糖类等，挥发油
主要活性成分为β- 细辛醚、α- 细辛醚等 [11-12]；现
代药理研究表明其具有抗痴呆、抗炎、抗惊厥等
作用 [13-15]。

　　远志 - 石菖蒲药对配伍现代研究方面，化学
成分含量研究较少 [16]，主要集中于药理药效研
究 [17-19]。目前，尚未见采用 HPLC 法同时测定远
志 - 石菖蒲药对主要成分含量的报道，远志单味
药材定量测定通常采取 HPLC 法测定 [20-21]，而石
菖蒲成分多具有挥发性，故定量测定常采用 GC
或 GC-MS 法测定 [22-23]。
　　本研究选取远志活性成分也是入血成分 [24]

的 3，6'- 二芥子酰基蔗糖，远志 酮Ⅲ，石菖
蒲活性成分α- 细辛醚及β- 细辛醚为指标性成分，
采用高效液相色谱 - 二极管阵列检测器（HPLC-
PDA）切换波长法，同时测定 4 种化学成分的含
量，为两者配伍或含有该药对的复方制剂的质量
控制提供研究基础。
1　材料

1.1　仪器

　　Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦公
司），KH-300D 型数控超声波清洗器（昆山禾创
超声仪器有限公司）；Sartorius BP61 万分之一天
平、Sartorius BP125D 十万分之一天平（北京赛多
利斯仪器有限公司）。
1.2　试药
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　　3，6'- 二芥子酰基蔗糖，远志 酮Ⅲ，β-
细辛醚对照品（纯度均≥ 98%，批号分别为
19031208、19051001、19052204，上海圻明生物
科技有限公司），α- 细辛醚对照品（纯度≥ 98%，
批 号：S18779-459， 美 国 Sigma-Aldrich 公 司）。
远 志、 石 菖 蒲 药 材（批 号 分 别 为 20230101、
20230701，陕西兴盛德药业有限责任公司）经任
慧副研究员鉴定，符合药典要求。甲醇为色谱纯，
水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
2　方法与结果
2.1　溶液的制备
2.1.1　混合对照品溶液　分别取远志 酮Ⅲ、3，
6'- 二芥子酰基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚对照
品适量，精密称定，加甲醇溶解，配制质量浓度
分别为 22.5 µg·mL－ 1、120.0 µg·mL－ 1、180.0 
µg·mL－ 1 和 45.0 µg·mL－ 1 的混合对照品溶液，
摇匀，即得。
2.1.2　供试品溶液　精密称取干燥至恒重的远
志、石菖蒲药材粉末各 0.2000 g（质量比为 1∶1），
置 100 mL 锥形瓶中，精密量取 80% 甲醇 20.0 

mL，称重，超声（300 W，频率 40 kHz）30 min，
取出，放至室温，再次称重，补足甲醇至原始重
量，摇匀、滤过、取续滤液，经 0.45 µm 微孔有
机滤膜过滤，4℃冷藏备用。
2.2　远志 - 石菖蒲中 4 种主要成分含量测定方法
的建立
2.2.1　色谱条件与专属性考察　色谱柱 Agilent 
TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为甲醇
（A）-0.2% 甲酸水溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 10 
min，38%A；10 ～ 21 min，38% ～ 43%A；
21 ～ 25 min，43% ～ 74%A；25 ～ 38 min，
74%A）；流速：0.8 mL·min－ 1；检测波长：0 ～ 19.2 
min，257 nm（测 定 远 志 酮Ⅲ）；19.2 ～ 24.0 
min，320 nm（测 定 3，6'- 二 芥 子 酰 基 蔗 糖）；
24.0 ～ 38.0 min，257 nm（测定β- 细辛醚及α- 细
辛醚）；柱温：30℃；进样量：10 µL。取“2.1”
项下混合对照品溶液、供试品溶液，进样测定，
结果见图 1，远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基
蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚理论塔板数均大于
4000，峰形较好，表明方法专属性较好。

图 1　专属性考察 HPLC 图

Fig 1　HPLC chromatogram of specific test

A. 空白溶剂（blank solvent）；B. 混合对照品（mixed reference）；C. 供试品（sample）；1. 远志 酮Ⅲ（polygalactoneone Ⅲ）；2. 3，6'- 二芥

子酰基蔗糖（3，6'-disinapoyl sucrose）；3. β- 细辛醚（β-asarone）；4. α- 细辛醚（α-asarone）

2.2.2　线性关系考察　精密吸取“2.1”项下混合对
照品溶液，用甲醇逐步稀释，得到系列混合对照
品溶液。远志 酮Ⅲ质量浓度分别为 22.5、18.0、
15.0、12.0、9.0、6.0、3.0、1.5 µg·mL－ 1，3，
6'- 二芥子酰基蔗糖质量浓度分别为 120.0、96.0、
80.0、64.0、48.0、32.0、16.0、8.0 µg·mL－ 1，β-
细辛醚质量浓度分别为 180.0、144.0、120.0、96.0、
72.0、48.0、24.0、12.0 µg·mL－ 1；α- 细辛醚质量
浓 度 分 别 为 45.0、36.0、30.0、24.0、18.0、12.0、
6.0、3.0 µg·mL－ 1。精密吸取上述各溶液 10 µL，
按“2.2.1”项下色谱条件进样，记录峰面积，以对
照品中化合物的质量 X（µg）为横坐标，峰面积 Y
为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程、相关系数
（r）和线性范围，化合物的检测限（LOD）和定量
限（LOQ）分别以信噪比（S/N）的 3∶1 和 10∶1
为基准推算，结果见表 1。

2.2.3　精密度考察　精密吸取同一混合对照品
溶液 10 µL，按“2.2.1”项下色谱条件连续进样 6
次，记录峰面积，计算日间精密度。结果远志
酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细
辛醚的精密度 RSD 分别为 0.48%、0.38%、0.17%、
0.28%，均符合要求。
2.2.4　稳定性考察　取同一供试品溶液，分别于
0、2、4、8、12、16、20、24 h 进样分析，记录
色谱峰峰面积，结果测得远志 酮Ⅲ、3，6'- 二
芥子酰基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚的 RSD 分
别为 2.3%、0.71%、0.50%、0.82%，表明该方法
稳定性较好。
2.2.5　重复性考察　称取远志 - 石菖蒲粉末共 6
份，每份约0.4 g，置于100 mL 量瓶中，按“2.1.2”
项下方法制备药材供试品溶液，进样分析。结果
测得远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、β- 细辛
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醚及α- 细辛醚的平均含量分别为 0.5819 mg·g－ 1、
3.6902 mg·g－ 1、6.3889 mg·g－ 1、1.4878 mg·g－ 1，
RSD 值分别为 1.7%、1.4%、1.4%、1.5%，说明该
方法重复性较好。
2.2.6　加样回收试验　称取已知含量的远志 - 石
菖蒲粉末共 9 份，每份约 0.2 g，分别加入低、中、
高 浓 度 的 远 志 酮Ⅲ（0.1000、0.1500、0.2000 
mg）、3，6'- 二 芥 子 酰 基 蔗 糖（0.4000、0.8000、
1.2000 mg）、β- 细 辛 醚（0.6000、1.2000、1.8000 
mg）及α- 细辛醚（0.1500、0.3000、0.4500 mg）对
照品，每个浓度测定 3 份重复样品，按“2.1.2”项
下方法制备药材供试品溶液，进样分析。结果测
得远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、β- 细辛醚
及α- 细辛醚的低、中、高浓度平均回收率分别为
101.45%、102.93%、101.63%，100.79%、102.4%、
102.07%，102.16%、102.32%、101.56%，101.75%、
103.57%、102.23%；RSD 值 分 别 为 2.8%、1.8%、
2.3%，2.0%、0.89%、2.2%，1.4%、1.6%、0.63%，
1.6%、0.92%、2.3%，表明方法的准确性良好。
2.2.7　耐用性考察　取“2.1.2”项下供试品溶液，
改变柱温、流动相中甲酸添加量、流速以及选
取同品牌不同批号 Agilent TC-C18（250 mm×4.6 
mm，5 µm） 色 谱 柱（批 号：570525、575472、
563408），考察较小范围内改变色谱条件对检测
结果的影响。结果发现，4 种化合物均能实现良
好分离，其含量 RSD 值均＜ 3.0%，表明方法耐
用性良好，结果见表 2。

表 2　耐用性测定结果 
Tab 2　Durability test 

RSD/%

化合物

远志

酮Ⅲ

3，6'- 二芥

子酰基蔗糖

β- 细
辛醚

α- 细
辛醚

柱温（±3℃） 2.1 1.8 0.3 2.3

流速（±0.05 mL·min－1） 2.8 2.5 2.3 1.3

甲酸的添加量（±0.5%） 1.4 1.6 1.4 0.61

色谱柱（不同批次） 1.2 1.1 1.7 0.67

2.3　远志 - 石菖蒲药对 4 个化学成分含量的测定

　　称取远志 - 石菖蒲粉末共 6 份，按“2.1.2”项
下方法制备供试品溶液，进样分析。计算 4 种成
分的含量，结果见表 3。

表 3　远志 -石菖蒲中各成分含量测定结果 (n ＝ 6，mg·g － 1) 
Tab 3　Sample determination of Polygala tenuifolia Willd. -Acorus 

tatarinowii Schott. (n ＝ 6，mg·g － 1)

样品 远志 酮Ⅲ 3，6'- 二芥子酰基蔗糖 β- 细辛醚 α- 细辛醚

1 0.5698 3.7670 6.1772 1.4477
2 0.5857 3.6754 6.4112 1.5177
3 0.5928 3.7021 6.2762 1.4466
4 0.5877 3.7423 6.5037 1.5050
5 0.5781 3.5989 6.4205 1.5062
6 0.5834 3.7175 6.3670 1.4731

均值 0.5829 3.7005 6.3593 1.4827
RSD/% 1.4 1.6 1.8 2.1

3　讨论
3.1　指标成分和检测方法的选择
　　远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖为远志
中重要的活性成分和质量标志物 [25]，具有镇静、
抗抑郁作用，也为 2020 年版《中国药典》远志项
下含量测定指标。石菖蒲药材挥发油中的主要活
性成分为β- 细辛醚及α- 细辛醚，药理作用报道
较多，有明显的抗痴呆、抗癫痫作用 [26-27]；目前，
2020 年版《中国药典》检测项下并无石菖蒲具体
成分的含量测定，只有挥发油测定；文献中对于
石菖蒲中β- 细辛醚及α- 细辛醚的测定大多采用
气相色谱 - 质谱法 [28]，对于仪器要求较高，适合
测定挥发性成分，无法同时测定远志中的水溶性
成分；若同时用两种方法分别检测，则样品处理
方法较为复杂，增加了系统误差；考虑到临床中
药复方多为水煎煮提取，HPLC 方法对于非挥发
性成分检测适用性更广；目前采取同一色谱方法
检测远志 - 石菖蒲药对含量测定的文献报道尚无，
故本文选择 HPLC-PDA 波长切换法，同时测定远
志 - 石菖蒲药对中 4 种化学成分的含量。
3.2　流动相的选择
　　本试验考察了甲醇 - 水溶液、乙腈 - 水溶液、
甲醇 -0.2% 甲酸水溶液、乙腈 -0.2% 甲酸水溶液
等流动相，水相添加 0.2% 甲酸溶液后，峰形较
好；有机相甲醇和乙腈对待测成分峰形影响不大，
最终选择甲醇 -0.2% 甲酸水溶液作为流动相，能
够对远志 - 石菖蒲药对中 4 种成分实现基线分离。
3.3　检测波长的选择

　　对远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、β-

表 1　4 种成分的线性回归分析及检测限、定量限 
Tab 1　Regression，LOD and LOQ of 4 components

成分 回归方程 r 线性范围 /µg LOD/µg LOQ/µg

远志 酮Ⅲ Y ＝ 4.144×103X － 13.98 0.9998 0.015 ～ 0.225 0.004 0.006

3，6'- 二芥子酰基蔗糖 Y ＝ 2.927×103X － 15.31 0.9999 0.080 ～ 1.200 0.006 0.009

β- 细辛醚 Y ＝ 3.653×103X － 12.69 0.9998 0.120 ～ 1.800 0.004 0.005

α- 细辛醚 Y ＝ 5.375×103X － 16.27 0.9999 0.030 ～ 0.450 0.003 0.004
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细辛醚及α- 细辛醚在 200 ～ 400 nm 的紫外吸收
进行全扫描，并结合文献资料，选定 254、257、
280、310、316、320 nm 波长进一步考察 4 个指
标性成分的最佳吸收波长。结果远志 酮Ⅲ、α-
细辛醚在 257 nm 有最大吸收；β- 细辛醚在 254 
nm 有最大吸收，但在 257 nm 处吸收也较大；3，
6'- 二芥子酰基蔗糖在 320 nm 处有最大吸收。所
以最终选择分段波长，设置不同时间段选取 257 
nm 与 320 nm，保证每个待测物均有最大吸收，
能够准确测定其含量。
3.4　小结

　　本文建立 HPLC-PDA 波长切换法同时测定远
志 - 石菖蒲药对中远志 酮Ⅲ、3，6'- 二芥子酰
基蔗糖、β- 细辛醚及α- 细辛醚 4 种化学成分的含
量，方法精密度高、稳定性好、重现性好，且操
作简便，可为远志 - 石菖蒲药对配伍研究和质量
控制研究提供参考。
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不同产地首乌藤指纹图谱及 4 种成分的含量测定

曹斯琼，周湘媛，陈康梅，李国卫*（广东一方制药有限公司，广东省中药配方颗粒企业重点试验室，广东　佛山　

528244）

摘要：目的　建立首乌藤药材高效液相色谱指纹图谱，并同时测定 4 种有效成分的含量，评价不

同产地首乌藤药材质量的差异。方法　采用高效液相色谱法进行测定，色谱柱为 Waters Xselect 
HSS T3 C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相为甲醇 -0.1% 甲酸溶液，梯度洗脱，流速为 1.0 
mL·min－ 1，柱温为 30℃，波长为 290 nm，进样量为 10 μL；建立 15 批首乌藤药材指纹图谱，通

过对照品比对，对共有峰进行指认，并对 4 种有效成分的含量进行测定；对 15 批首乌藤药材指纹

图谱进行相似度评价和主成分分析（PCA），并利用正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-DA）寻

找不同产地首乌藤药材的差异性成分。结果　首乌藤药材指纹图谱有 8 个共有峰，指认出其中 4 个

峰，分别为 2，3，5，4- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素

和大黄素甲醚；除四川产区的样品外，同一省份样品的相似度值均大于 0.80；PCA 分析将 15 批首

乌藤药材聚成 5 类，分别对应 5 个不同的产区，OPLS-DA 法确定 4 个差异标志物。不同产地首乌

藤主要化学成分含量差异很大，说明不同产地间首乌藤的化学成分存在较大的差异。结论　该方法

能有效地分析不同产地首乌藤药材质量的差异性，为不同产地首乌藤药材质量的评价提供参考。

关键词：首乌藤药材；指纹图谱；多指标定量；差异标志物

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)12-3331-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.12.037

Fingerprints and determination of 4 components in Polygoni Multiflori 
Caulis from different origins

CAO Si-qiong, ZHOU Xiang-yuan, CHEN Kang-mei, LI Guo-wei* (Guangdong Yifang 
Pharmaceutical Co., Ltd., Guangdong Provincial Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine 
Formula Granules, Foshan  Guangdong  528244)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprints of Polygoni Multiflori Caulis (PMC) and 
determine the content of 4 active components to evaluate the quality difference of PMC from different 
origins. Methods  HPLC was used for the determination. The column was Waters Xselect HSS T3 C18 
(250 mm×4.6 mm, 5 µm). The mobile phase was methanol-0.1% formic acid solution at the flow rate of 
1.0 mL·min － 1 in a gradient elution, with the column temperature of 30℃ . The detection wavelength 
was 290 nm and the injection volume was 10 μL. The fingerprints of 15 batches of PMC were established. 
The common peaks were identified through the comparison of standards, while the content of the 4 active 
components determined. The fingerprints of PMC were analyzed by similarity evaluation, principal 
component analysis (PCA) and orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) to 
determine the different components of PMC from different origins. Results  There were 8 common peaks 
in the fingerprints of PMC by comparing with the reference substances, 4 common peaks were identified, 
namely 2, 3, 5, 4-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside, emodin-8-O-β-D-glucoside, emodin, and 
emodin-3-methyl ether. Totally 15 batches of PMC were clustered into 5 categories, corresponding to 5 
origins by PCA respectively. Four differential markers were determined by OPLS-DA indicating  great 
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　　首乌藤又名夜交藤，为蓼科植物何首乌 
Polygonum multiflorum Thunb. 的干燥藤茎，为安
神类中药，具养血安神、祛风通络功效。用于失
眠多梦，血虚身痛，风湿痹痛，皮肤瘙痒 [1]。现
代研究表明 [2-3]，首乌藤含有的主要成分包括蒽
醌类、黄酮类、多糖类、二苯乙烯类等。全国大
部分区域均有分布，主产于西南、华南以及长江
流域各省区，广东、广西、贵州、四川等地为首
乌藤主要产地。文献研究发现，不同产地不同采
收期首乌藤中 2020 年版《中国药典》规定指标 2，
3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷含
量差异很大 [4]。药材质量差异较大的主要影响因
素有产地、采收、炮制、储藏等 [5]。目前有关首
乌藤研究的文献多以单一成分测定或指纹 / 特征
图谱研究为主 [6-8]，普遍存在样品量较少、药材
的来源不明确等问题，样品大都购自药材市场或
者药店。本研究首乌藤的道地产区及主产区收集
多个批次的样品进行分析，通过保证药材来源的
道地性和代表性，使研究结果具有客观性和普遍
性。近年来，有学者采用化学计量学对中药材质
量进行评价，更能客观地反映中药材质量 [9-11]。
为了全面评价首乌藤药材质量，以建立完善的首
乌藤药材质量评价体系，本试验采用 HPLC 法对 
15 批不同产地的首乌藤药材进行指纹图谱研究，
结合主成分分析，并对大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖
苷、2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷、大黄素甲醚、大黄素共 4 个成分进行定量
分析，对首乌藤药材质量作出综合评价，为首乌
藤药材质量控制提供了理论依据。
1　材料
　　超高效液相色谱仪（沃特世公司），KQ-500DE
型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），
ME204E 型万分之一天平、XP26 型百万分之一天
平（梅特勒 - 托利多公司），Milli-Q Direct 超纯水
系统（默克股份有限公司）。甲醇、甲酸为色谱纯，
其他试剂为分析纯；水为超纯水。
　　对照品大黄素（纯度：98.7%，批号：110756-
201512），2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D-
葡萄糖苷（纯度：93.6%，批号：110844-201713），
大 黄 素 甲 醚（纯 度：99.2%， 批 号：110758-

201817）（中国食品药品检定研究院）；大黄素 -8-O-
β-D- 葡萄糖苷（纯度：98.0%，批号：1902903，成
都普菲德生物技术有限公司）。收集了 6 个产地共 
15 批首乌藤样品，经广东一方制药有限公司孙冬
梅主任中药师鉴定为蓼科植物何首乌 Polygonum 
multiflorum Thunb. 的干燥藤茎。样品信息表见表 1。

表 1　首乌藤样品信息 
Tab 1　Sample information

编号 来源 编号 来源

SWT1 四川省凉山市 SWT9 湖南省怀化市

SWT2 四川省凉山市 SWT10 湖南省怀化市

SWT3 云南省红河州 SWT11 贵州省黔西南

SWT4 云南省红河州 SWT12 贵州省黔西南

SWT5 云南省红河州 SWT13 贵州省兴义市

SWT6 湖北省随州市 SWT14 广东省肇庆市

SWT7 湖北省随州市 SWT15 广东省肇庆市

SWT8 湖北省宜昌市 / /

2　方法与结果
2.1　对照品溶液的配制
　　分别称取各对照品适量，精密称定，加 70%
乙醇制成含 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-
β-D- 葡萄糖苷 852.134 μg·mL－ 1，大黄素 -8-O-
β-D- 葡萄糖苷 270.750 μg·mL－ 1，大黄素 97.728 
μg·mL－ 1，大黄素甲醚 40.966 μg·mL－ 1 的混合
对照品储备液。
2.2　供试品溶液的制备
　　精密称定首乌藤样品（过四号筛）0.5 g，精
密加入 70% 乙醇 25 mL，称定重量，加热回流 30 
min，放冷，补重，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2.3　色谱条件
　　Waters Xselect HSS T3 C18 为色谱柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇（A）-0.1%
甲酸（B），梯度洗脱（0 ～ 40 min，35% ～ 68%A；
40 ～ 50 min，68% ～ 95%A；50 ～ 60 min，
95%A）；检测波长：290 nm；柱温：30℃；流速：
1.0 mL·min－ 1；进样量：10 μL。
2.4　指纹图谱方法学验证
2.4.1　 精 密 度 试 验　 取 同 一 份 供 试 品 溶 液
（SWT1），按“2.3”项下色谱条件连续进样 6 次，
以 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖
苷（1 号峰）为参照峰，分别计算 8 个共有峰的相
对保留时间及相对峰面积的 RSD，均小于 3.0%。

differences in the main contents of PMC, and in the accumulation of chemical components of PMC from 
different origins. Conclusion  The method effectively analyzes, the quality difference of PMC from 
different origins and provides a reference for the quality evaluation of PMC. 
Key words: Polygoni Multiflori Caulis; fingerprint; multi-index content determination; differential 
marker
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表明仪器精密度良好。
2.4.2　重复性试验　取同一批次首乌藤药材粉末
（SWT1），采用“2.2”项下方法制备供试品溶液，
平行制备 6 份，按“2.3”项下色谱条件连续进样，
以 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷为参照峰，分别计算 8 个共有峰的相对保留
时间及相对峰面积的 RSD，均小于 3.0%。表明该
方法重复性良好。
2.4.3　稳定性试验　取同一份供试品溶液（SWT1），
采用“2.3”项下色谱条件，分别于室温放置 0、2、
4、8、12、24 h 进样测定，以 2，3，5，4'- 四羟基
二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷为参照峰，计算 8 个共
有峰的相对保留时间及相对峰面积的 RSD，均小于
3.0%，表明样品在室温放置 24 h 稳定。
2.5　指纹图谱的建立
2.5.1　共有峰的标定　取 15 批样品，按“2.2”项
下方法制备，按“2.3”项下色谱条件进样测定，
记录色谱图，导入“中药色谱指纹图谱相似度评
价系统（2012 版）”，以 SWT1 为参照图谱，采用
多点校正自动匹配，选择平均数法生成对照指纹
图谱，见图 1、2，选择首乌藤药材中的主要成分
且分离较好的色谱峰作为共有峰，共标定了 8 个
共有峰，总面积占总峰面积的 90% 以上。与对
照品的保留时间进行比对，并结合紫外吸收光谱
图，确定峰 1 为 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-
O-β-D- 葡萄糖苷，峰 3 为大黄素 -8-O-β-D- 葡萄
糖苷，峰 7 为大黄素，峰 8 为大黄素甲醚。由
于 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷为首乌藤的主要有效成分之一，对照品易
得，并且该成分色谱峰面积最大，分离度较好，
因此选为参照峰，各指纹峰的相对保留时间的
RSD 为 0.14% ～ 0.32%，相对峰面积的 RSD 为 
81.47% ～ 131.09%，结果见表 2、3。
2.5.2　相似度评价　采用“中药色谱指纹图谱相似
度评价系统（2012 版）”，计算各样品的相似度，结
果见表 4，结果显示，同一省份样品的相似度值均
大于 0.80，云南、湖北、湖南、贵州和广东 5 个产
地的样品相似度也大于 0.80，但四川凉山产地的相
似度只有 0.553 ～ 0.892，说明该产地的样品在化
学成分上与其他产地的药材存在较大的差异。
2.5.3　PCA 和 OPLS-DA 分析
　　① PCA 分析：采用 SIMCA 14.1 软件，以峰
面积为变量进行 PCA 分析，共生成 3 个主成分，
累计贡献率达到 94.3%，Q2 为 0.73，证明模型有
效。以主成分得分和峰面积变量得到 Score 图和
Loading 图（见图 3 和图 4），结果显示，15 批首
乌藤药材被聚成 5 类，湖南和广东 2 个产地的首

乌藤药材聚为一类，四川、云南、湖北、贵州产
区各聚为一类，分类结果与药材产地密切相关，
且四川产区样品的得分离原点较远，这与相似度
结果一致，说明不同产地的样品化学成分具有较
大差异。根据分析变量对主成分 1 的影响权重，
大小依次为峰 2、峰 5、大黄苷、峰 4，变量对主
成分 2 的影响权重，大小依次为大黄素甲醚、2，
3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、
大黄素。
　　② OPLS-DA 分析：以 8 个共有指纹峰峰面积
为变量进行 OPLS-DA 分析，所建立的模型 R2X＝

0.986，R2Y ＝ 0.938，Q2 ＝ 0.882，表明该模型可
以用于不同产地首乌藤的模式识别。通过 OPLS-
DA 的 Scores 图（见图 5）可知，不同产地首乌藤
药材也明显分为 5 类，且通过 8 个变量的 VIP 值

图 1　15 批首乌藤药材 HPLC 特征图谱共有峰

Fig 1　Common peaks of HPLC figerprints of 15 batches of Polygonum 
multiflorum Thunb.

图 2　首乌藤药材共有峰对照品归属图

Fig 2　Chromatogram of standards and Polygonum multiflorum Thunb.
A. 对 照 品（reference）；B. 首 乌 藤 药 材（Polygonum multiflorum 
Thunb.）；1. 2，3，5，4’- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷（2，
3，5，4’-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside）；3. 大 黄 素 -8-O-
β-D- 葡萄糖苷（emodin-8-O-β-D-glucoside）；7. 大黄素（emodin）；

8. 大黄素甲醚（emodin-3-methyl ether）
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图（见图 6）可知，以 VIP ＞ 1.0 为显著影响，共
找到 4 个差异标志物，对其影响显著性排序，分
别为 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷＞大黄素甲醚＞大黄素＞峰 6，提示这几个
化学成分对于区分不同产地首乌藤贡献较大，且
不同产地的含量具有明显区别。

图 5　首乌藤药材的 OPLS-DA 分析 Scores 图
Fig 5　OPLS-DA score plot of Polygonum multiflorum Thunb.

2.6　多指标成分含量测定
　　进一步对明确成分的 4 个差异标志物 2，3，
5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄
素甲醚、大黄素及大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷进行
含量测定，大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷具有改善睡
眠的作用 [12]，与首乌藤用于失眠多梦的功效相关。
2.6.1　线性关系考察　分别精密吸取“2.1”项下
混合对照品溶液 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 mL

图 3　15 批首乌藤药材 Scores 图
Fig 3　Score plot of Polygonum multiflorum Thunb.

图 4　首乌藤药材色谱峰变量 Loading 图

Fig 4　Variable loading plot of Polygonum multiflorum Thunb.

表 2　15 批首乌藤药材共有峰的相对保留时间 
Tab 2　Relative retention time of common peaks of 15 batches of 

Polygonum multiflorum Thunb.

编号
峰号

1 2 3 4 5 6 7 8
SWT1 1.000 2.205 2.977 3.263 3.519 3.915 4.811 5.086 
SWT2 1.000 2.208 2.981 3.267 3.523 3.920 4.820 5.097 
SWT3 1.000 2.209 2.982 3.271 3.525 3.922 4.819 5.096 
SWT4 1.000 2.205 2.975 3.264 3.517 3.914 4.812 5.088 
SWT5 1.000 2.203 2.972 3.258 3.509 3.904 4.806 5.082 
SWT6 1.000 2.201 2.966 3.253 3.503 3.900 4.784 5.058 
SWT7 1.000 2.202 2.968 3.255 3.505 3.902 4.788 5.062 
SWT8 1.000 2.204 2.974 3.263 3.514 3.913 4.805 5.081 
SWT9 1.000 2.198 2.962 3.250 3.500 3.893 4.771 5.044 
SWT10 1.000 2.201 2.968 3.256 3.507 3.903 4.790 5.064 
SWT11 1.000 2.207 2.976 3.262 3.519 3.913 4.815 5.093 
SWT12 1.000 2.207 2.976 3.263 3.519 3.914 4.817 5.095 
SWT13 1.000 2.207 2.975 3.261 3.517 3.912 4.815 5.093 
SWT14 1.000 2.205 2.975 3.265 3.517 3.915 4.810 5.085 
SWT15 1.000 2.203 2.971 3.261 3.512 3.911 4.807 5.083 
均值 1.00 2.20 2.97 3.26 3.51 3.91 4.80 5.08 
RSD/% 0.00 0.14 0.18 0.17 0.21 0.20 0.30 0.32 

表 3　15 批首乌藤药材共有峰的相对峰面积 
Tab 3　Relative peak area of common peaks of 15 batches of 

Polygonum multiflorum Thunb.

编号
峰号

1 2 3 4 5 6 7 8
SWT1 1.000 0.087 1.238 1.036 0.369 0.141 0.701 0.182 
SWT2 1.000 0.035 0.540 0.364 0.110 0.050 0.210 0.067 
SWT3 1.000 0.050 0.417 0.282 0.234 0.109 0.688 0.367 
SWT4 1.000 0.058 0.419 0.324 0.250 0.119 0.590 0.346 
SWT5 1.000 0.051 0.356 0.276 0.184 0.103 0.441 0.267 
SWT6 1.000 0.007 0.063 0.101 0.021 0.027 0.079 0.041 
SWT7 1.000 0.009 0.075 0.072 0.025 0.026 0.082 0.041 
SWT8 1.000 0.008 0.059 0.093 0.027 0.029 0.073 0.030 
SWT9 1.000 0.002 0.018 0.028 0.009 0.010 0.133 0.058 
SWT10 1.000 0.002 0.018 0.036 0.009 0.011 0.132 0.055 
SWT11 1.000 0.013 0.105 0.165 0.038 0.043 0.077 0.043 
SWT12 1.000 0.016 0.133 0.203 0.047 0.051 0.085 0.045 
SWT13 1.000 0.021 0.177 0.239 0.049 0.046 0.098 0.076 
SWT14 1.000 0.006 0.038 0.045 0.022 0.017 0.315 0.148 
SWT15 1.000 0.008 0.045 0.050 0.024 0.015 0.242 0.117 
均值 1.00 0.02 0.25 0.22 0.09 0.05 0.26 0.13 
RSD/% 0.00 102.82 131.09 114.15 118.06 81.47 87.83 91.03 

表 4　15 批首乌藤药材相似度评价表 
Tab 4　Similarity analysis of 15 batches of Polygonum multiflorum Thunb.

编号 相似度 编号 相似度

SWT1 1.000 SWT9 0.553
SWT2 0.892 SWT10 0.557
SWT3 0.856 SWT11 0.652
SWT4 0.873 SWT12 0.684
SWT5 0.851 SWT13 0.722
SWT6 0.600 SWT14 0.615
SWT7 0.595 SWT15 0.609
SWT8 0.593
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品溶液，进样分析，计算得 2，3，5，4'- 四羟基
二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O-β-D-
葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚的平均含量依次
为 4.248、6.320、1.831、0.792 mg·g － 1，RSD 
依次为 0.12%、0.30%、0.27%、0.96%，表明该
方法重复性良好。
2.6.4　稳定性试验　取同一供试品溶液，于室温
放置 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，计算得 2，
3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、
大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲
醚峰面积的 RSD 均小于 3.0%，表明供试品溶液
室温放置 24 h 稳定。
2.6.5　加样回收试验　精密称取已知含量的首
乌藤药材粉末 0.25 g（SWT1），共称取 6 份，分
别加入一定量的对照品溶液，按“2.2”项下方法
制备，进样分析并计算回收率，结果 2，3，5，
4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄
素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚平
均加样回收率分别为 96.72%、97.47%、95.01%、
93.93%。RSD 分别为 2.1%、2.0%、1.7%、1.5%，
表明方法准确性良好。
2.6.6　样品含量测定　取 15 批样品粉末进行分
析测定，计算上述 4 个成分的含量，结果见表 6。
　　结果显示，不同产地首乌藤含量差异很大，15
批首乌藤样品间 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-
O-β-D- 葡萄糖苷含量相差 7 倍以上，其中首乌藤中
2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷
湖北宜昌产地的含量最高，达到 26.084 mg·g－ 1；
云南红河产地的含量最低为 3.383 mg·g－ 1，但来
自四川凉山的不同批次之间含量差异也较大，表明

2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷
在首乌藤中具有不稳定性。15 批首乌藤样品间大
黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷含量差异最大，相差 40 倍
以上，其中来自湖南怀化的大黄素 -8-O-β-D- 葡萄
糖苷含量最低，仅有 0.194 mg·g－ 1，而来自四川
凉山的首乌藤大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷含量高达
8.300 mg·g－ 1。15 批首乌藤样品大黄素、大黄素
甲醚的含量最高值和最低值分别相差 5 倍和 4 倍，
来自云南红河的 2 批样品 2，3，5，4'- 四羟基二苯
乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷含量最低，而大黄素甲醚
含量最高。说明不同产地间首乌藤的化学成分的积
累存在较大的差异。

置 10 mL 量瓶中，稀释定容，按“2.3”项下色谱
条件进样分析，以待测成分质量浓度（μg·mL－ 1）
与峰面积拟合标准曲线，线性关系结果见表 5。
2.6.2　精密度试验　取同一混合对照品溶液，按
“2.3”项下色谱条件连续进样 6 次，测定峰面积，
计算得 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D-
葡萄糖苷、大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素、
大黄素甲醚的峰面积 RSD 均小于 3.0%，表明仪
器精密度良好。
2.6.3　重复性试验　取同一批首乌藤药材粉末
（SWT1），按“2.2”项下方法平行制备 6 份供试

表 6　首乌藤药材中 4 个成分含量测定结果 
Tab 6　Content determination of 4 components

批号

2，3，5，4'- 四羟基

二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡
萄糖苷 /（mg·g－ 1）

大黄素 -8-O-
β-D- 葡萄糖

苷 /（mg·g－ 1）

大黄素 /
（mg·g－ 1）

大黄素

甲醚 /
（mg·g－ 1）

SWT1   4.248 6.320 1.831 0.792
SWT2 12.789 8.300 1.649 0.869
SWT3   3.383 1.687 1.434 1.273
SWT4   3.539 1.774 1.286 1.255
SWT5   4.373 1.864 1.190 1.195
SWT6 24.099 1.826 1.166 1.014
SWT7 23.679 2.123 1.193 0.981
SWT8 26.084 1.851 1.168 0.797
SWT9   9.623 0.194 0.791 0.566
SWT10 14.300 0.308 1.166 0.803
SWT11   8.956 1.122 0.431 0.386
SWT12   7.028 1.115 0.376 0.319
SWT13   7.319 1.548 0.447 0.563
SWT14   6.940 0.310 1.346 1.055
SWT15   6.885 0.360 1.026 0.823

图 6　首乌藤药材 VIP 图

Fig 6　VIP score plot of Polygonum multiflorum Thunb.

表 5　4 个成分的标准曲线、相关系数、线性范围 
Tab 5　Regression equation，correlation coefficient and linear range of 4 components

成分 回归方程 线性范围 /（μg·mL－ 1） r
2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷 Y ＝ 2.87×104X ＋ 1963.4   8.521 ～ 852.13 0.9997
大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷 Y ＝ 2.39×104X ＋ 4049.0   2.708 ～ 27.075 0.9999
大黄素 Y ＝ 4.69×104X － 8636.8 0.9770 ～ 97.728 0.9993
大黄素甲醚 Y ＝ 2.79×104X ＋ 3372.3 0.4100 ～ 40.966 0.9997
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3　讨论
3.1　色谱条件的优化和供试品溶液制备方法的考察
　　选择甲醇 -0.1% 甲酸溶液为流动相，选取
290 nm 为检测波长，并优化其洗脱程序，各特征
峰分离度达到 1.5 以上，各指纹峰的响应值最大，
基线平稳且无干扰。对提取方式（超声提取、加
热回流提取）进行了考察，最终确定了首乌藤药
材指纹图谱和含量测定方法采用同一供试品制备
方式，该方法既最大限度地保留了化学成分，又
实现了良好的色谱分离。
3.2　指纹图谱的构建及分析评价
　　首乌藤在我国分布十分广泛，以野生居多，本
研究用样品分别来自广东、贵州、四川、湖南、湖
北、云南等 6 个产地，共标识出 8 个共有指纹峰，
通过对照品指认出 4 个有效成分，分别为 2，3，5，
4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-
O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚。相似度评
价结果显示，同省区的药材，相似度较高，除了四
川产地外，不同产地的首乌藤药材指纹图谱的相似
度值均大于 0.80；PCA 和 OPLS-DA 分析将 15 批首
乌藤药材被聚成 5 类，湖南和广东 2 个产地的首乌
藤药材聚为一类，四川、云南、湖北、贵州产地各
聚为一类，分类结果与药材产地密切相关，说明不
同产地首乌藤药材化学成分具有较大差异。OPLS-
DA 分析找到了 4 个差异标志物，分别为 2，3，5，
4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素甲
醚、大黄素、峰 6，说明不同产地首乌藤药材的化
学成分存在较大差异，这种差异可能与药材产地的
土壤类型、气候类型、光照等生态因子有关 [13]。
3.3　多指标成分的测定与分析
　　2020 年版《中国药典》首乌藤药材项下规定2，
3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷的含
量应不低于 0.20%，15 批样品均符合药典的规定，
其中湖北产地的 3 批药材 2，3，5，4'- 四羟基二
苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷的含量是药典限度的 10 
倍，均高于其他 5 个产地，而云南产地的首乌藤
药材 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷含量则整体均低于其他 5 个产地。多指标成
分的含量测定结果表明，2，3，5，4'- 四羟基二苯
乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖
苷、大黄素和大黄素甲醚 4 个成分含量差异均较
大。四川产地的首乌藤药材大黄素 -8-O-β-D- 葡萄
糖苷含量最高，比含量最低的湖南产地和广东产
地高 20 倍以上，贵州产地的首乌藤药材 2 个蒽醌
类成分大黄素及大黄素甲醚含量整体较低。2，3，
5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷有降血
脂、降胆固醇及调节机体免疫功能的作用 [14]；蒽

醌类成分（大黄素、大黄素甲醚及其苷类等）能够
改善脑缺血导致的神经损伤 [15-16]。因此，根据发
挥作用的药效物质不同，可选择合适产地的药材。
　　本文在指纹图谱的基础上，增加对有效成
分 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷、大黄素 -8-O-β-D- 葡萄糖苷、大黄素和大
黄素甲醚的测定，从多角度研究不同产地首乌藤
药材质量的差异性，该方法简便，专属性强，重
复性良好，能有效地分析首乌藤药材质量的差异
性，为首乌藤药材的质量评价提供参考。
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基于 FAERS数据库的神经激肽 -1 受体拮抗剂 
不良事件信号挖掘与分析
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摘要：目的　通过对神经激肽 -1 受体拮抗剂（NK-1RA）药品不良事件（ADE）信号挖掘分析，

探讨 NK-1RA（阿瑞匹坦、福沙匹坦、奈妥匹坦）潜在的不良反应，为临床安全合理用药提供参

考。方法　从美国食品药品监督管理局（FDA）不良事件报告系统（FAERS）数据库中提取 2014
年第一季度至 2022 年第四季度 NK-1RA 的 ADE 报告数据，采用报告比值比（ROR）法和综合

标准（MHRA）法对相关报告进行数据挖掘和危险因素分析。结果　三种 NK-1RA 共获得 263
个有效 ADE 信号，其中阿瑞匹坦 144 个，福沙匹坦 98 个，奈妥匹坦 21 个；有效信号共涉及 19
个系统器官分类（SOC）。阿瑞匹坦与关节沉积、脑病、口腔黏膜变粗糙关联性强，福沙匹坦与

注射部位血管炎、输液部位静脉炎、速发严重过敏反应关联性较强，奈妥匹坦则与中性粒细胞

减少性结肠炎关联性强。结论　三种 NK-1RA 的 ADE 涉及的主要系统器官不同，与各系统器官

某些 ADE 的关联性也不同；发现了说明书收录不全之处，挖掘出多个新的不良反应。建议临床

用药时，密切监测患者的不良反应，及时采取措施进行干预。

关键词：神经激肽 -1 受体拮抗剂；比例失衡法；FAERS；药品不良事件；信号挖掘
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Data-mining and analysis of adverse event signals of neurokinin-1 receptor 
antagonists based on FAERS database
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Abstract: Objective  To provide reference for safe and rational drug use, signal mining and analysis 
of adverse events (ADEs) neurokinin-1 receptor antagonists (NK-1RA) and determine the potential 
adverse reactions of aprepitant, fosapitant and netopitant. Methods  Adverse event reports of NK-1RA 
from the first quarter of 2014 to the fourth quarter of 2022 were collected from the FAERS database. 
The reported odds ratio and the comprehensive standard were used for the data mining and risk factor 
analysis. Results  Totally 263 effective ADEs signals were obtained from the three types of NK-1RA, 
including 144 effective signals of aprepitant, 98 effective signals of fosapitant and 21 effective signals of 
netopitant. These signals involved 19 system organs class. Aprepitant was strongly correlated with joint 
deposition, encephalopathy and oral mucosal roughness; fosapitant was strongly correlated with injection 
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　　化疗引起的恶心呕吐（chemotherapy-induced 
nausea and vomiting，CINV）病理生理学因素涉
及多种神经递质和受体 [1]，显著降低患者的生活
质量以及对抗肿瘤治疗的依从性 [2]。控制不佳或
严重的 CINV 可导致化疗剂量减少或周期延迟 [3]，
最终影响化疗结果 [4]。神经激肽 -1 受体拮抗剂
（neurokinin-1 receptor antagonist，NK-1RA）通过结
合中枢神经系统及其外围的 NK-1 受体阻滞 P 物质
的释放而达到止吐作用，是一类具有独特抗焦虑、
抗抑郁和止吐特性的止吐药 [5]。阿瑞匹坦作为全球
第一个 NK-1RA，于 2003 年在美国获批上市 [6]。多
项研究结果证实 NK-1RA 与标准止吐治疗联合使用
是预防 CINV 的有效药物 [7]。鉴于支持性数据，美
国临床肿瘤学会指南（ASCO）认为 NK-1RA 是接
受中致吐化疗方案（middle emetogenic chemotherpy，
MEC）和 / 或高致吐化疗方案（highly emetogenic 
chemotherpy，HEC）患者的标准治疗 [8]。
　　美国食品药品监督管理局不良事件报告系统
（FDA adverse event reporting system，FAERS）
作为药品不良事件（ADE）自发报告的全球权威
开源数据库，可以弥补说明书的滞后性、不确定
性和不完整性等缺点 [9]。作者对近几年真实世界
中 NK-1RA 的 ADE 信号进行挖掘和分析，探讨
NK-1RA 药品 ADE 的差异，为 NK-1RA 药物的
临床选择和安全使用提供参考。
1　资料与方法

1.1　数据来源

　　本研究数据来源于 FAERS 数据库，提取
2014 年第一季度至 2022 年第四季度共 36 个季
度的所有数据，导入 MySQL 软件，根据 FDA 的
建议 [10] 当 CASEID 相同时选择最新 FDA_DT，
当 CASEID 和 FDA_DT 都 相 同 时 选 择 更 高 的
PRIMARYID，去重后得到以“role_code”为“首
要怀疑药物”的数据共 11 946 763 条，从中筛选
出首要怀疑药物为阿瑞匹坦、福沙匹坦、奈妥匹
坦的报告数分别为 1319、1269、229 例。

1.2　方法

　　本研究采用报告比值比法（ROR）和综合标准
法（MHRA）[11-12] 分别计算 ROR 值和比例报告比
值（proportional reporting ratio，PRR），并筛选潜
在 ADE 信号。同时满足 ROR 法中 95%CI 下限＞

1 且报告数 a ≥ 3 例条件和 MHRA 法中 PRR ≥ 2、
χ2 ≥ 4 且 a ≥ 3 例条件则提示生成一个 ADE 信
号 [13-14]。ROR 与 PRR 值越大，则表示信号越强，
目标药物与目标 ADE 的相关性就越大。
　　本文采用国际医学科学组织理事会《药品监管
活动医学词典》（Medical Dictionary for Regulatory 
Activities，MedDRA）中药物不良反应术语集的首
选系统器官分类（system organ class，SOC）[15] 和
首选术语（preferred term，PT）[16]，对每例报告的
不良反应名称按照系统和器官进行规范化编码，
可有效减少因不良反应报告术语不同导致的差异
性，从而提高研究的准确度和可信度。
1.3　数据处理

　　所有统计分析使用 GraphPad Prism 8 和 Mic-
rosoft Excel 2019 软件完成。
2　结果

2.1　ADE 报告病例基本信息

　　如表 1 所示，以阿瑞匹坦为主要怀疑药物的
报告数为 1319 例，以福沙匹坦为主要怀疑药物的
报告数为 1269 例，以奈妥匹坦为主要怀疑药物的
报告数为 229 例。在已知年龄的患者中，18 ～ 60
岁的患者所占比例最大，其次是60岁以上的患者；
在已知性别的患者中，三种 NK-1RA 的 ADE 报告
女性占比均明显高于男性。ADE 报告主要来源于
美国。
2.2　ADE 信号累及系统器官分析

　　根据 MedDRA 的 SOC 中规定的 PT-SOC 对应
关系对有信号的 PT 进行分类，结果显示 NK-1RA
的 ADE 信号共累及 19 个 SOC（阿瑞匹坦涉及 19 
个 SOC、福沙匹坦涉及 16 个 SOC、奈妥匹坦涉
及 8 个 SOC）。阿瑞匹坦主要集中在全身性疾病及

site vasculitis, infusion site phlebitis and rapid severe allergic reaction; while netopitant was strongly 
correlated with neutropenic colitis. Conclusion  The major systems involved in the three common ADE 
of NK-1RA vary. The intensity of some adverse events associated with each system also varies. The 
instructions are not complete, and many new adverse reactions are revealed. Adverse reactions among 
patients should be closely monitored and timely measures taken. 
Key words: neurokinin-1 receptor antagonist; proportional imbalance method; FAERS; adverse drug 
event; signal mining
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给药部位各种反应、胃肠系统疾病、各类神经系
统疾病；福沙匹坦主要集中在全身性疾病及给药
部位各种反应、胃肠系统疾病、呼吸系统；奈妥
匹坦主要集中在全身性疾病及给药部位各种反应、
胃肠系统疾病、血液及淋巴系统疾病（见图 1）。

图 1　三种 NK-1RA 的 ADE 累及系统和 / 或器官

Fig 1　Systems and/or organs of the three NK-1RA ADEs involved

2.3　ADE 信号分析

　　经 ROR 和 PPR 筛选，排除产品问题、社会环
境、各种手术及医疗操作等与药物无关和 / 或适应
证无关的信号，最终获得有效信号 263 个（阿瑞
匹坦 144 个，福沙匹坦 98 个，奈妥匹坦 21 个），
PT 报告总数 3799 例（阿瑞匹坦 1428 例，福沙匹
坦 2153 例，奈妥匹坦 218 例）；对关联性前 20 位
且信号强度大于阈值的 PT 进行分析，并与说明书
进行详细对比，结果见表 2。阿瑞匹坦关联性较强
PT 为关节沉积、口腔黏膜变粗糙、发育不全；福
沙匹坦为注射部位血管炎、输液部位静脉炎；奈妥

匹坦则与中性粒细胞减少性结肠炎关联性较强。发
现未列入药品说明书的 ADE 信号共 22 个（阿瑞匹
坦 9 个，福沙匹坦 4 个，奈妥匹坦 9 个），新信号
主要集中在血管与淋巴管系统、胃肠道系统、各类
神经系统。
2.4　各 NK-1RA 显著 ADE 信号分析

　　通过数据挖掘，各 NK-1RA 在各 SOC 相关
不良事件和信号强度差异较大。胃肠道系统疾病
是 NK-1RA 常见 ADE，阿瑞匹坦与口腔黏膜变粗糙
关联性较强（ROR 495.11，χ2 1399.63）；奈妥匹坦则
在中性粒细胞减少性结肠炎方面强信号检出（ROR 
345.24，χ2 2314.41）（见图 2）。

图 2　NK-1RA 胃肠道系统相关 ADE
Fig 2　NK-1RA gastrointestinal system-associated ADEs

注：图中数值为各 PT 对应的卡方值（χ2）。

Note：The values in the figure is the χ2 corresponding to each PT.

　　此外，福沙匹坦在血管及淋巴系统疾病 ADE
关联性显著高于阿瑞匹坦及奈妥匹坦，表现在静脉
炎（ROR 153.25，χ2 5628.90）及潮红（ROR 31.01，
χ2 3629.53）。在呼吸系统、胸及纵隔疾病方面，阿
瑞匹坦及福沙匹坦与呃逆关联性较强，福沙匹坦

表 1　NK-1RA相关 ADE报告基本信息 
Tab 1　Basic information of the NK-1RA related ADEs

信息 分类
报告例数 [n（%）]

阿瑞匹坦 福沙匹坦 奈妥匹坦

性别 男性 409（31.01%） 423（33.33%） 88（38.43%）

女性 704（53.37%） 581（45.78%） 133（58.08%）

不清楚 206（15.62%） 265（20.88%） 8（3.49%）

年龄 / 岁 ≤ 18 54（4.09%） 25（1.97%） 2（0.87%）

18 ～ 60 408（30.93%） 445（35.07%） 93（40.61%）

≥ 60 398（30.17%） 356（28.05%） 91（39.74%）

不清楚 459（34.80%） 443（34.91%） 43（18.78%）

报告国家（前 5） 1 美国 [403（30.59%）] 美国 [494（30.02%）] 美国 [113（49.56%）]
2 法国 [256（19.43%）] 韩国 [332（36.22%）] 德国 [19（8.33%）]
3 加拿大 [235（17.84%）] 加拿大 [195（15.40%）] 法国 [11（4.82%）]
4 埃及 [122（9.26%）] 埃及 [54（4.26%）] 澳大利亚 [9（3.95%）]
5 日本 [82（6.22%）] 日本 [48（3.79%）] 英国 [8（3.51%）]
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表 2　NK-1RA ADE信号强度前 20 的 PT排序 
Tab 2　PT sequence of the top 20 ADEs signal intensity of NK-1RA

PT
阿瑞匹坦 福沙匹坦 奈妥匹坦

例数
ROR（95% 
CI 下限）

PRR
（χ2）

PT 例数
ROR（95% 
CI 下限）

PRR
（χ2）

PT 例数
ROR（95% 
CI 下限）

PRR
（χ2）

关节沉积 * 3 939.01
（285.69）

936.87
（2541.70）

注射部位血管炎 4 2221.90
（746.59）

2214.90
（7165.59）

中性粒细胞减

少结肠炎 *

7 345.24
（162.31）

334.72
（2314.41）

口腔黏膜变 
粗糙 *

3 495.11
（154.70）

493.99
（1399.63）

输液部位静脉炎 3 349.47
（110.25）

348.64
（1002.80）

脑病 5 21.67
（8.93）

21.22
（96.37）

发育不全 * 7 48.53
（23.05）

48.28
（322.44）

静脉炎 39 153.25
（111.15）

148.57
（5628.90）

血清素综合征 3 16.52
（5.29）

16.32
（43.17）

黏膜出血 * 3 40.58
（13.04）

40.49
（115.04）

输液部位荨麻疹 5 116.10
（47.98）

115.64
（561.38）

疾病进展 17 15.41
（9.40）

14.34
（212.05）

脑病 49 37.58
（28.24）

36.22
（1673.31）

输液相关超敏反应 3 114.14
（36.51）

113.87
（331.63）

白细胞减少症 5 9.88
（4.07）

9.69
（39.05）

压抑感 3 36.40
（11.70）

36.32
（102.65）

静脉变色 3 101.46
（32.48）

101.22
（294.52）

药物相互作用 14 9.12
（5.31）

8.63
（95.07）

呃逆 16 35.45
（21.63）

35.03
（527.15）

输液部位刺激 7 98.89
（46.87）

98.35
（667.57）

低钠血症 * 5 8.85
（3.65）

8.68
（34.05）

发热性骨髓再生

障碍 *

7 26.47
（12.58）

26.34
（170.17）

输液部位皮疹 6 72.01
（32.19）

71.67
（415.00）

口腔黏膜炎 * 5 7.43
（3.06）

7.29
（27.22）

麻疹样皮疹 3 19.19
（6.17）

19.15
（51.49）

输液部位反应 9 69.25
（35.86）

68.77
（596.73）

心动过缓 * 4 7.37
（2.74）

7.26
（21.65）

阵挛 3 18.91
（6.08）

18.87
（50.66）

输液部位疼痛 40 48.90
（35.66）

47.39
（1808.65）

感染性休克 * 3 6.96
（2.23）

6.88
（15.10）

Ⅳ 型超敏反应 3 18.61
（5.99）

18.57
（49.78）

注射部位萎缩 4 46.06
（17.22）

45.92
（174.92）

死亡 * 51 6.61
（4.85）

5.36
（188.92）

尿路阻塞 3 18.16
（5.84）

18.12
（48.45）

呃逆 * 18 41.56
（26.07）

40.99
（699.40）

中性粒细胞减

少症

9 6.31
（3.24）

6.10
（38.62）

非心源性胸痛 3 17.44
（5.61）

17.41
（46.30）

外渗 7 31.28
（14.86）

31.11
（203.37）

发热性中性粒

细胞减少症

4 5.90
（2.20）

5.82
（16.01）

角膜炎 * 3 17.40
（5.60）

17.36
（46.17）

潮红 * 141 31.01
（26.02）

27.68
（3629.53）

呕吐 21 4.72
（3.01）

4.38
（55.89）

红斑 * 5 16.81
（6.98）

16.75
（73.94）

癫痫样现象 * 3 27.35
（8.79）

27.28
（75.75）

潮红 * 4 4.40
（1.64）

4.34
（10.32）

中毒性脑病 5 16.56
（6.88）

16.50
（72.70）

脉搏异常 * 4 26.65
（9.97）

26.57
（98.18）

便秘 10 4.39
（2.33）

4.24
（25.03）

抗利尿激素分泌

失调

9 16.41
（8.51）

16.30
（129.12）

注射部位硬结 18 25.06
（15.73）

24.72
（408.81）

脱水 * 5 3.75
（1.55）

3.69
（9.87）

肌肉不自主收缩 3 15.70
（5.05）

15.67
（41.13）

静脉疾病 7 24.04
（11.42）

23.91
（153.30）

恶心 28 3.65
（2.46）

3.33
（47.38）

骨髓功能衰竭 * 22 15.45
（10.13）

15.20
（291.78）

输液部位红斑 12 23.56
（13.34）

23.35
（256.16）

惊厥发作 * 5 3.26
（1.34）

3.21
（7.68）

舌溃疡 * 3 14.95
（4.81）

14.92
（38.90）

速发严重过敏反应 60 21.09
（16.27）

20.14
（1091.60）

腹痛 6 2.45
（1.09）

2.41
（5.02）

注：* 表示未在说明书中出现的 PT。
Note：*Expression the PT that does not appear in the instructions.

体还存在呼吸困难（ROR 6.43，χ2 749.97）较强信
号。免疫系统疾病方面福沙匹坦与速发严重过敏
反应（ROR 21.09，χ2 1091.60）、过敏性休克（ROR 
18.81，χ2 396.34）、输液相关超敏反应（ROR 114.14，
χ2 331.63）关联性较强。本研究结果提示阿瑞匹坦可
能存在肝胆系统相关 ADE（见图 3）。
2.5　说明书中未提及的新的显著 ADE 信号分析

　　表 3 提示阿瑞匹坦与关节沉积强关联性
（ROR 939.01，χ2 2541.70），这一点在阿瑞匹坦
说明书中未提及。
3　讨论
3.1　NK-1RA 的 ADE 发生的人口学特征
　　如表 1 所示，在已知年龄的患者中，18 ～ 60
岁的患者所占比例略高于 60 岁以上的患者，但



3341

中南药学 2023 年 12 月 第 21 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2023, Vol. 21 No. 12 

图 3　NK-1RA 其他系统相关 ADE
Fig 3　NK-1RA other system-related ADEs

注：图中数值为各 PT 对应的卡方值（χ2）。

Note：The values in the figure is the χ2 corresponding to each PT.

表 3　NK-1RA肌肉骨骼与结缔组织相关 ADEs 
Tab 3　NK-1RA musculoskeletal and connective tissue-associated ADEs

PT
阿瑞匹坦 福沙匹坦 奈妥匹坦

报告例数 ROR 95%CI 下限（ROR） PRR χ2 报告例数 ROR 95%CI 下限（ROR） PRR χ2 －

关节沉积 3 939.01 285.69 936.87 2541.70 － － － － － －

手畸形 4 4.34 1.62 4.33 10.23 － － － － － －

滑膜炎 4 3.00 1.12 2.99 5.32 － － － － － －

背痛 － － － － － 103 7.68 6.28 7.14 549.79 －

差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；在已知性别的患
者中，女性患者的报告例数明显高于男性患者，
提示 NK-1RA 的 ADE 发生率可能具有性别特异
性 [17]，但中老年、女性等是否为 NK-1RA ADE 的
危险因素有待进一步验证。从上报国家来看，三
种 NK-1RA 的 ADE 报告国家主要为美国及其他欧
美国家，这可能与药品在不同国家上市时间有关，
且 FAERS 数据库为美国 FDA 不良事件报告系统，
存在上报者地域信息的差异性；亚洲地区（韩国、
日本除外）报告数相对较少且可能严重被低估 [18]。
3.2　三种 NK-1RA 主要涉及的 SOC 分析
　　本研究通过 FAERS 数据库得到三种 NK-
1RA 的 ADE 信号，经 ROR 法和 MHRA 法阈值
筛选后，信号主要集中在全身性疾病及给药部位
各种反应、胃肠道系统疾病、各类神经系统疾病
等方面，包括食欲减退、呃逆、消化不良、疲乏
等。这些 ADE 均收录在药品说明书，也与一些
文献报道、临床随机试验的结果类似 [19-21]，证明
了 FAERS 数据的可靠性及研究方法的可行性。
　　本研究结果显示，福沙匹坦在全身性疾病

及给药部位各种反应相关 ADE 发生率及关联性
均较高，尤以注射部位血管炎、输液部位静脉
炎、输液相关超敏反应突出。注射用福沙匹坦双
葡甲胺是阿瑞匹坦的前药，含有非离子表面活性
剂聚山梨酯 80。聚山梨酯 80 是一种生物活性化
合物，广泛应用于多种静脉注射制剂中，如多西
他赛和重组人促红素注射液 [22]。在使用这些药物
期间和之后的超敏全身反应（HSRs）和输液不良
事件（ISAEs）可能部分是由于聚山梨酯 80 的存
在，常表现为过敏、注射或输注部位疼痛、红斑
和血栓性静脉炎等 [23]。一项Ⅲ期临床试验结果显
示，与阿瑞匹坦相比，福沙匹坦的 ISAEs 总发生
率分别为 2.2% 和 0.4%[24]。本研究结果也提示在
免疫系统疾病、血管及淋巴系统疾病中福沙匹坦
的速发严重过敏反应、输液相关超敏反应、潮红
及静脉炎的发生率和关联性显著高于阿瑞匹坦及
奈妥匹坦。日本一项关于福沙匹坦 ISAEs 的回顾
性研究表明，在使用 HEC 的乳腺癌患者中，经
由中心静脉导管输注福沙匹坦可降低 ISAEs 的发
生率 [25]。国内有关文章建议临床在输注福沙匹坦
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时还可考虑使用低浓度的福沙匹坦溶液和延长输
注时间 30 min 以上 [26]。此外，一项关于静脉注
射用阿瑞匹坦（HTX-019）和福沙匹坦在健康受
试者中的安全性的研究显示：不含聚山梨酯 80
和其他合成表面活性剂的阿瑞匹坦制剂比福沙匹
坦更安全 [27]。奈妥匹坦虽无数据检出，但其复方
制剂中的另一成分帕洛诺司琼注射液上市后报道
过十分罕见的过敏反应、速发过敏反应及休克。
　　NK-1RA 胃肠道系统的 ADE 主要表现为消
化不良、便秘、食欲不佳等。阿瑞匹坦已被证明
具有促溃疡愈合作用，当作为抗恶心和呕吐药
物给予接受化疗的癌症患者时，显示出对胃肠
道疾病的保护作用，并被认为没有必要添加新
的胃保护剂 [28]。奈妥匹坦 / 帕洛诺司琼（NEPA；
Akynzeo）是一种新型口服固定剂量复方药物，
由 300 mg 奈妥匹坦和 0.50 mg 帕洛诺司琼（第二
代 5-HT3 受体拮抗剂，是第一个也是目前唯一一
个具有预防迟发性 CINV 特定适应证的 5-HT3 受
体拮抗剂 [29]）组成。奈妥匹坦 / 帕洛诺司琼已在
美国和欧盟获批用于预防成人 CINV[30]；一项关
于奈妥匹坦 / 帕洛诺司琼预防中度致吐化疗后引
起的恶心和呕吐的有效性和安全性的随机Ⅲ期临
床研究显示：最常见的 ADE 是头痛和便秘，没
有导致停药或死亡的相关不良事件 [31]。综上，
NK-1RA 胃肠道系统 ADE 虽然常见但不严重。值
得关注的是本研究结果显示阿瑞匹坦、奈妥匹坦
在延迟性恶心方面关联性较福沙匹坦低。延迟性
恶心的控制效果不如呕吐，目前仍然是临床上亟
待解决的问题 [32-33]。一项基于接受顺铂的 HEC
的Ⅱ期临床试验结果证实服用奈妥匹坦的患者在
治疗延迟性恶心方面获益 [34]。但一项关于注射用
福沙匹坦双葡甲胺对比阿瑞匹坦预防国人高致吐
性化疗所致的恶心、呕吐的随机、双盲、Ⅲ期临
床试验结果显示，试验组和对照组中无显著恶心
率、无恶心率以及对恶心呕吐的总体满意度差异
均无统计学意义（P ＞ 0.05）[35]。迄今为止，只
有很少研究表明，添加 NK-1RA 到双药止吐方案
可以显著改善恶心 [4]，也没有关于 NK-1RA 对化
疗相关恶心的预防或治疗确切有效的结论 [7]，还
需要更多的研究及更好的止吐方案来改善恶心控
制效果。
3.3　其他显著 ADE 分析
　　注射用福沙匹坦双葡甲胺说明书指出，其在
与异环磷酰胺合用后有报告出现异环磷酰胺诱导
的神经毒性事件；一些研究也表明，给予阿瑞匹
坦后神经毒性事件发生率高达 26%[36]。但有研究

指出异环磷酰胺诱导的神经毒性与阿瑞匹坦给药
之间并没有统计学上的显著关联 [37]，同时使用阿
瑞匹坦和异环磷酰胺在神经毒性方面具有安全的
结局 [38-39]。为解释相关神经毒性 ADE 的发生，有
文献指出由于阿瑞匹坦或福沙匹坦的 CYP3A4 抑
制作用，异环磷酰胺浓度的药代动力学发生显著
变化；但一项评估阿瑞匹坦对异环磷酰胺药代动
力学影响的研究却显示在使用阿瑞匹坦后未检测
到异环磷酰胺浓度的实质性变化 [37]。综上，临床
需要进一步的研究及更大的数据来对 NK-1RA 与
异环磷酰胺诱导的神经毒性之间的关联性进行论
证。对于呃逆、呼吸困难、喉咙缩紧感等 ADE，
福沙匹坦的发生率和关联性显著高于阿瑞匹坦、
奈妥匹坦。一项基于阿瑞匹坦用于肺癌咳嗽的临
床随机双盲对照试验结果显示阿瑞匹坦组的咳嗽
频率较对照组有所改善，这可能与阻断 NK-1RA
的 P 物质（SP）激活有关 [40]。另一项关于阿瑞匹
坦用于预防急性肺损伤的随机、对照试验结果显
示，阿瑞匹坦可能是减少脓毒症引起的肺损伤的
新的潜在治疗选择 [41]。对于原有呼吸系统疾病的
患者，使用阿瑞匹坦的安全性可能更高。
　　NK-1RA 被认为是治疗肌腱病、类风湿关节
炎和骨关节炎有希望的药物 [42]。肌肉骨骼疾病是
一组影响脊柱和四肢肌肉、肌腱和骨骼的异质性
疾病。SP 是一种神经炎症介质，由感觉神经纤维
和局部炎症细胞产生 [43]，在许多生理和病理生理
功能（如炎症、血管生成和疼痛）中起重要作用。
SP-NK1R 通路在各种炎症性疾病中的异常表达为
其参与炎症过程提供了可能性 [44]。本研究结果显
示阿瑞匹坦与关节沉积的发生率不高但关联性较
强，提示这一 ADE 虽然罕见但可能与阿瑞匹坦密
切相关，这一点在药品说明书中并未提及；其发
生可能与 SP-NK1R 通路的激活有关。注射用福沙
匹坦为阿瑞匹坦的前药，其结果中却未提示这一
ADE，可能与阿瑞匹坦上市时间最早，药品使用
率高，ADE 上报例数多有关；这也提示临床在后
续治疗中注意识别福沙匹坦及奈妥匹坦有无关节
沉积等 ADE 并积极上报。有研究表明阿瑞匹坦与
治疗期间血清肝酶升高有关，但临床特异性肝损
伤病例与黄疸之间没有证实的相关性 [38]；一些临
床前研究结果却显示，阿瑞匹坦对化疗药物顺铂
诱导的肝毒性和肾毒性具有保护作用 [45-46]。综上，
阿瑞匹坦引起的严重肝损伤可能罕见。
3.4　研究局限性
　　本研究为上市后 ADE 信号研究，数据来
源于真实世界，样本量大，是评价药品安全风
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险的重要方法，但仍存在一定的局限性。首先，
FAERS 数据库是自发呈报系统，报告来源比较
复杂，且多数为欧美国家，不可避免发生报告不
准确、少报和漏报的现象，可能导致研究结果
产生偏倚 [47]。其次，虽然已有研究证明 ROR 法
和 MHRA 法能减少数据偏倚使结果获得较好的
一致性 [48]，但在特定条件下依然会出现假阳性信
号 [49]。再次，由于数据库的局限性，缺少全部
用药人群的信息，没有分母，不能计算目标药物
NK-1RA 的 ADE 发生率；其挖掘到的 ADE 信号
仅阐述了 NK-1RA 与该信号存在统计学上的关联
性 [50]，仅对临床选用药物提供参考，临床决策时
仍需依据高质量的临床试验研究。
4　结论
　　三种 NK-1RA 不良反应主要累及 SOC 为全
身性疾病及给药部位各种反应、胃肠系统疾病、
血液及淋巴系统疾病等。其中，阿瑞匹坦与关节
沉积、脑病、口腔黏膜变粗糙有很强的相关性，
这一类不良反应可能与 SP 的激活相关；福沙匹
坦在注射部位血管炎、静脉炎、输液部位静脉炎、
速发严重过敏反应强相关性则与聚山梨酯 80 密
切相关；奈妥匹坦与中性粒细胞减少性结肠炎强
关联除了 SP 激活，其是否与奈妥匹坦另一组成
成分帕洛诺司琼相关则需进一步的临床研究及数
据来论证。本研究对临床安全用药提供了一定的
参考，发现多个新的不良反应信号，丰富了 NK-
1RA 的 ADE 信息，有助于降低用药风险。
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SWOT分析儿童专科医院门诊处方前置审核规则库建设的 
应用与成效

吴国丽1，卢晓林2，王荟1*（1. 山西省儿童医院药剂科，太原　030013；2. 山西医科大学药学院，太原　030001）

摘要：目的　建立儿童专科医院门诊处方前置审核规则库，提高处方审核效率，降低儿科不合

理处方比例。方法　应用 SWOT 分析法分析处方前置审核规则库建设的优势、劣势、机会、威

胁，据此制订相应的策略并实施。比较规则库实践前后的各项指标，对实践结果进行评价。结
果　实施后，不合理处方、假阳性处方、假阴性处方率及不合理处方类型均显著低于规则库修

改前（P ＜ 0.05）。结论　将 SWOT 分析法运用于儿科门诊处方前置审核规则库建设，可有效

提升处方审核质量，为门诊处方前置审核在儿科用药安全领域的研究提供有益的思路与经验。

关键词：SWOT 分析；儿科；处方前置审核；规则库；合理用药
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Application and effectiveness of outpatient prescriptions pre-audit rules in 
children's specialist hospitals based on SWOT analysis method

WU Guo-li1, LU Xiao-lin2, WANG Hui1* (1. Department of Pharmacy, Children’s Hospital of Shanxi, 
Taiyuan  030013; 2. College of Pharmacy, Shanxi Medical University, Taiyuan  030001)

Abstract: Objective  To establish outpatient prescriptions pre-audit rules in children’s specialist hospitals, 
thereby improving the efficiency of prescription review, and reducing the unreasonable prescription ratio 
of pediatrics. Methods  Using SWOT analysis (situation analysis), this paper investigated the strengths, 
weaknesses, opportunities and threats for the establishment of outpatient prescriptions pre-audit rules 
in children’s specialist hospitals, to develop development strategies. We evaluated practical results by 
comparing the various indicators before and after the rule base. Results  After the implementation, the 
unreasonable prescription, the false positive prescription and the false negative prescription, unreasonable 
prescription types were substantially lower than those before the regular library modification. The 
difference was statistically significant (P ＜ 0.05). Conclusion  Accordingly, the SWOT analysis method 
is applied to create a set of outpatient prescriptions pre-audit rules of children’s specialist hospitals, 
which can effectively enhance prescription quality, and provide favorable ideas and experiences for the 
prevention of outpatient prevention in the field of pediatric medication safety. 
Key words: SWOT analysis; pediatrics; prescription pre-audit; rule base; reasonable medication
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　　为促进临床合理用药，保障患者用药安全。在
2018 年 7 月，国家卫生健康委员会发布了《医疗机
构处方审核规范》[1]，并要求“所有处方均应当经
审核通过后方可进入划价收费和调配环节，未经审
核通过的处方不得收费和调配”“医疗机构应当积
极推进处方审核信息化，通过信息系统为处方审核

提供必要的信息”。为落实国家政策，全国各地医
疗机构逐渐开展了通用型合理用药软件辅助的处方
前置审核工作，使用单位多为综合医院，服务对象
主要是成人患者 [2-3]。由于儿童特殊的生理特征及
用药特点 [4]，目前尚无统一的适合儿童的合理用药
软件的处方前置审核规则库 [5-6]。
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　　SWOT 分析法即态势分析法，是 20 世纪 80
年代初由美国旧金山大学的管理学教授韦里克
提出的一种战略选择工具 [7]，是在密切分析所需
研究对象的主要内部优势 S（strength）、劣势 W
（weakness）、外部机会 O（opportunity）和威胁
T（threat）等因素的基础上，再构建 SWOT 分析
矩阵，从而得出相应的带有决策性质的结论。
　　本文通过应用 SWOT 分析法对当前通用型
合理用药软件辅助的儿童专科医院门诊处方前置
审核中发现的共性和特殊问题进行汇总及科学分
析，结合儿童的特殊性，制订儿童专科医院门诊
处方前置审核规则库，提高处方的合理比例。
1　资料与方法
1.1　一般资料
　　收集合理用药软件（即处方前置审核系统）
在 2020 年 3—8 月处方前置审核规则库修改前与
2021 年 3—8 月规则库修改后的数据信息。
1.2　方法
　　门诊处方前置审核规则库修改前期，药剂科
成员通过查阅政策和文献，结合医院门诊出诊医
师访谈内容，对合理用药软件运行状态进行实地
调研，探讨存在的问题，提出规则库修改的合理
建议。资料整合后，通过 SWOT 分析法，集思广
益找出儿童专科医院门诊处方前置审核规则库建
立的内部优势 S 和劣势 W，以及外部机会 O 和威
胁 T，并提出儿童专科医院门诊处方前置审核规
则库建设的发展策略。
1.2.1　不合理处方　选取 2020 年 3—8 月与 2021
年 3—8 月两个期间的不合理处方。
1.2.2　假阳性处方　假阳性处方为实际合理而点
评系统筛选出的问题处方。每月抽查合理用药软
件审核为不合理的处方 1000 张，审方药师复查
并判断假阳性处方。
1.2.3　假阴性处方　假阴性处方在实际审方过程
中发现，但系统筛选不出来的问题处方。每月抽
查合理用药软件审核通过的合理处方 1000 张，
审方药师复查并判断假阴性处方。
1.2.4　不合理处方类型分析　对随机抽取的处方
进行回顾性处方点评分析，比较规则库修改前后
的不合理处方类型变化。
1.3　统计学方法
　　应用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行统计学
处理，计数资料选择 χ2 检验，P ＜ 0.05 为差异有
统计学意义。
2　SWOT在儿童专科医院门诊处方前置审核规
则库建设的应用
　　该院在使用通用型合理用药软件辅助门诊

处方前置审核中发现许多影响因素，因此应用
SWOT 调查、列举、分析儿科处方前置审核规则
库建设相关的 S、W、O、T 因素，并据此制订策
略方案加以实施。
2.1　优势分析
2.1.1　医院综合实力与科室优势　山西省儿童医
院，是一所为全省妇女儿童提供全方位多层次医
疗、保健、预防、康复技术服务的三级甲等省级
医院。年诊疗 140 万余人次，平台优良，处方前
置审核信息资源丰富。
2.1.2　合理用药软件技术支持　本院使用上海卫
宁公司合理用药软件 V5.0，进行“系统审核＋问
题处方人工复核”的审方模式。合理用药软件针
对临床工作需求，可以提供知识库功能，进行相
关知识查询 [8]。审方药师可以借助强有力的信息
系统，高效快捷地全方位审核，既提高了审方效
率，又避免了系统的非智能化，系统实现了院内
互联互通，可以在线实时与临床医师进行处方审
核问题联络沟通（流程详见图 1）。
2.1.3　学习培训资源丰富　科室为加速药师转
型，提升药学技术服务质量，先后选派药师参加
了“山西省医院药师处方审核能力”培训班。药
剂科每月定期更新药学时报，实时了解药学信
息。组建处方前置审核小组，每月对门诊处方前
置审核总结、维护，这些处方审核经验，都是我
们丰富的学习资源。
2.2　劣势分析
2.2.1　工作量大、相关临床专业知识缺乏　基于
儿童专科医院处方量大、儿科用药复杂、处方审
核时间短、超说明书用药等原因，处方审核很难
细致、全面地对患儿同科室和跨科室处方用药的
合理性进行审核。比如戊酸雌二醇片说明书中儿
童用药项下写明不用于儿童和青少年，系统会判
定儿童和青少年使用戊酸雌二醇片为不合理处
方，但是特纳综合征青少年可以使用雌激素 [9]。
2.2.2　目前尚无较成熟的儿科处方前置审核规则
库可供参考　有研究对我国医疗机构处方前置审
核开展的现状进行分析，发现目前我国开展医疗
机构处方前置审核的主要是综合性医院，儿童专
科医院较少 [10-11]。目前通用型的合理用药软件，
主要服务对象是成人患者，存在“假阳性”和“假
阴性”比例较高的问题。由于儿童特殊的生理特
征及用药特点，合理用药软件在使用时除了成人
医院使用已有问题以外，还存在一些儿童专科医
院特有的问题 [11]。因此需要建立针对儿童的合理
用药软件规则库。
2.2.3　缺乏专业性审方药师　审方药师不仅要有
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相关工作经验，还需要经过系统的处方审核培训
方能胜任。审方药师的多少与水平直接影响规则
库建立的数据准确性、深入程度、研究可持续性
等，进而影响到医院合理用药工作的进行。
2.2.4　返聘老专家实行难度大，旧规难破　处方
前置审核规则库修改前走访本院 37 位医师对合理
用药软件的意见，发现返聘的老专家对软件的信
息提示和警示信息不关注，习惯性地使用传统的
用药经验。对合理用药软件缺乏认知，认为其提
示预警信息较为烦琐，限制了医师开药的权限。
2.3　机会分析
2.3.1　宏观政策扶持：国家政策战略的需求　
2020 年 2 月 21 日，《关于加强医疗机构药事管理
促进合理用药的意见》[12] 的通知，要求强化药师
或其他药学技术人员对处方的审核。所有处方均
应经过药师审核后，才可进入划价收费与处方调
配的环节。这意味着处方前置审核已经成为硬性
要求，药师审核处方是保证患者用药安全的一道
屏障。
2.3.2　增强竞争力，模式新颖，研究趋势明显　
目前国内处方前置审核开展的并不多，但是相关
研究的热度和趋势却很明显。因此，我们应加快
儿科处方前置审核规则库的建立，进一步拓宽医
院的服务功能，增强医院在医疗卫生事业中的竞
争力，全面提高医院的服务水平。
2.3.3　临床医师对合理用药软件的需求增加　合
理用药软件可以实现个体化审核配制，比如超说
明书用药的药品信息、特殊人群（儿童、妊娠、
哺乳、肝肾功能受损等）用药，方便医师进行相
关信息的使用，提高工作效率，防止患者意外的
发生，减少患者往返医院的时间。
2.4　威胁分析
2.4.1　药学服务模式的转变，对药师自身素质和
能力要求更高　信息化的合理用药处方前置审核
工作逐渐成为药学服务的重要组成部分 [13]。要

求审方药师自身应具有更高要求的药学专业素
质 [14]，尤其是针对儿童专科处方前置审核的审方
药师。目前国内对药师素质的关注主要集中在专
业知识和综合技能的培养方面，隐性素质培养方
面相对较少，未来仍需提升内涵素养，推动药学
服务整体发展。
2.4.2　规则库标准不一，儿科处方审核规则库建
立实施周期较长　我国合理用药软件的应用仍处
于初级阶段，因此迫切需要探索建立标准化、同
质化、规范化的规则库建设体系 [15]。由于儿科用
药的复杂性，儿科规则库的完善必须有前期积累
的病例或丰富的经验才能够顺利完成，如此周而
复始，不断促进处方审核质量的提高，因此儿科
处方审核规则库建立实施周期更长。
2.4.3　药师与医师沟通不畅　审方药师发现问题处
方后需及时与医师沟通，目前主要采用合理用药软
件在线交流平台的方式，缺乏面对面沟通的直接
性，存在问题的滞后性。药师修改规则库应及时发
布到医药交流群，方便医师快速、准确开具处方。
药师应通过多渠道（交流会、讲座）向医师介绍和
宣传处方前置审核规则库，加强药师的沟通能力以
及处方前置审核工作对医师的宣传力度。
　　随着医疗改革的深化，审方药师应明确自身
定位，从而抓住机遇、立足优势、克服劣势、化
解威胁，积极探索处方前置审核的药学服务模
式，建立全方位的儿科处方前置审核规则库，逐
步获得医患认可。
3　效果评价
　　现对我院儿科处方前置审核规则库建设前后
的实施结果进行分析及评价。
3.1　假阳性处方率
　　2020 年 3—8 月规则库修改前假阳性处方率
基本大于 5%，主要问题为用法用量不适宜。2021
年 3—8 月规则库修改后，假阳性处方率低于 1%，
效果理想。

图 1　处方前置审核系统流程

Fig 1　Workflow of prescriptions pre-audit system
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3.2　假阴性处方率
　　2020 年 3—8 月规则库修改前假阴性处方率
基本大于 5%，主要问题为常见含毒性成分饮片
的中成药不宜联合使用；药品剂型或给药途径不
适宜等。2021 年 3—8 月规则库修改后，假阴性
处方率低于 1%，效果理想。
3.3　不合理处方占比明显下降

　　合理用药软件进行门诊处方前置审核大大
简化了传统人工处方审核的压力。门诊处方前
置审核中 1 ～ 4 级处方，5 ～ 8 级处方占总处方
的比例分别从 2020 年 3—8 月规则库修改前的
19.87%、1.83% 下降至 2021 年 3—8 月规则库修
改后的 14.47%、0.40%（P ＜ 0.001），门诊医师对
系统的适应性和用药的合理性逐月提高（见表 1）。

表 1　处方前置审核规则库建设前后的不合理处方比例 
Tab 1　Proportion of unreasonable prescriptions before and after the construction of the prescription pre-audit rule library

时间 门诊处方审核总数 不合理处方 [n（%）] 1 ～ 4 级不合理处方 [n（%）] 5 ～ 8 级不合理处方 [n（%）]
2020 年 3—8 月（规则库修改前） 320 078 69 458（21.7） 63 612（19.87） 5846（1.83）
2021 年 3—8 月（规则库修改后） 317 036 47 138（14.87） 45 874（14.47） 1264（0.40）
χ2 4972.30 3268.64 2942.15
P ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

3.4　不合理处方类型分析

　　规则库修改前后的不合理处方中，给药剂量
错误、适应证不适宜的占比均较高，其他不合理
处方类型在规则库修改后比例显著下降，见表 2。

表 2　处方前置审核规则库建设前后的不合理处方类型变化 [n(%)] 
Tab 2　Changes of unreasonable prescription types before and after 

the construction of the prescription pre-audit rule library [n(%)]

不合理处方类型
2020 年 3—8 月

（规则库修改前）

2021 年 3—8 月

（规则库修改后）

给药途径错误 35（3.5）   0（0.0）
给药频次错误 27（2.7）   5（0.5）
给药剂量错误 89（8.9） 59（5.9）
重复用药 15（1.5） 79（0.7）
超说明书用药   5（0.5）   1（0.1）
适应证不适宜 56（5.6） 32（3.2）

　　① 给药途径错误：处方诊断为支气管炎，处
方开具注射用头孢孟多酯钠（0.5 g po bid）。注射
用头孢孟多酯钠给药途径应为肌内注射。系统审
核发现为不合理处方，审方药师经过复核，将这
一类型问题，统一设置为 8 级处方，属于处方绝
对错误情况，系统直接驳回，无需药师审核，直
接提示医师必须修改处方。规则库修改后，给药
途径错误比例降为 0。
　　② 给药频次错误：处方诊断为性早熟，处方
开具注射用醋酸亮丙瑞林微球（3.75 mg ih qd）。
注射用醋酸亮丙瑞林微球给药频次应为每 4 周 1
次。系统审核发现为不合理处方，审方药师经过
复核，将这一类型问题统一汇总与医师沟通后，
医师更改处方。处方诊断为支气管炎，处方开具
注射用头孢孟多酯钠（0.5 g im bid）。注射用头孢
孟多酯钠说明书婴幼儿给药频次为每隔 4 ～ 8 h
给药一次，由于实际工作的限制，婴幼儿肌内注
射目前为一日两次，审方药师继续和医师沟通中。
目前给药频次错误问题比例明显下降。

　　③ 给药剂量错误：占所有提示问题的 50%
以上。一方面，有可能是医师剂量单位书写错误，
比如 125 mg 书写为 125 g，超过单次给药最大剂
量，系统直接拦截。另一方面，对于儿童用法用
量信息缺失的药品，临床实际使用时需要根据患
儿年龄或体重等进行剂量调整，用药剂量往往低
于成人剂量，而审方系统以说明书中成人剂量为
标准，判为用法用量不适宜，往往属于误判。同
时临床上会考虑经济学因素，如体重 11 kg 患儿
使用阿奇霉素干混悬剂（规格为 0.1 g）时，其医
嘱用量可能为 0.1 g（1 包）而不是 0.11 g。因此审
方药师需要根据儿童专科医院的临床需求，建立
适合儿童专科医院的用法用量审核规则库，进一
步提高审核效率。
　　④ 重复用药：处方诊断为支气管炎，处方开
具氨溴特罗口服溶液和盐酸丙卡特罗口服溶液。
其中克仑特罗和丙卡特罗均为β 受体激动剂，起
到舒张支气管平滑肌的作用，属于重复用药。系
统审核为不合理处方，审方药师与医师沟通后，
医师更改处方。
　　⑤ 超说明书用药：处方诊断为癫痫，医师开
具左卡尼汀口服液。处方为超说明书用药，建议
医师填写超说明书备案表，经过医院药事委员会
审核通过后，方可开具。
　　⑥ 适应证不适宜：处方诊断为系统性红斑狼
疮，使用大剂量激素冲击疗法时，为预防不良反
应，医师会开具维生素 D 和钙制剂。适应证的审
核是基于药品说明书，若诊断字段在说明书适应证
以外，则系统弹框提示，系统审核缺乏逻辑。建议
针对不同适应证完善预防不良反应的用药规则库。
4　讨论与总结
　　目前处方前置审核软件的发展处于初级阶
段，以通用审核规则库为基础，其内容框架、数
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据来源与临床实际契合程度不高，缺乏儿童专科
特色的个体化审核规则库。因此本文运用 SWOT
分析法充分了解处方前置审核合理用药软件的 S、
W、O、T 等情况，从而针对儿童特殊的生理特
征及用药特点，建立儿童专科医院特有的处方前
置审核规则库。
　　儿童专科医院自主的处方审核信息规则库的
建立，可以较好地解决本院药师人工审核出现的
问题，使处方审核质量达到同质化，提高处方审
核的审核效率，降低了处方不合理比率，提高医
师对问题处方的重视度，规范医师处方开具，降
低患者的用药风险。
　　本研究结果显示规则库修改后用法用量问题
占不合理处方类型提示问题的 50% 以上。对于药
品说明书缺失儿童用法用量信息以及儿童用药酌
减的情况，临床实际使用时医师需要根据患儿年
龄、体重以及其特定发育过程进行全面评价以进
行剂量调整，而软件严格按照说明书中的成人剂
量进行审核，判为用法用量不适宜。对于有儿童
用药信息的药品，年龄、体重及医嘱用量均与说
明书匹配的情况下才会认为合理，任何一项与说
明书不符即予以提示。比如地氯雷他定干混悬剂
（规格：0.5 g/2.5 mg），软件按照其主要成分地氯
雷他定进行年龄段划分审核，有的医师按照每袋
的重量进行开具，软件判为用法用量不适宜。
　　解决措施：审方中心药师增强事后处方点评，
定期进行归纳总结、讨论分析。药品基本信息维
护应增加儿童常用剂量以及剂量误差范围设置等。
进一步增进与临床的沟通交流，邀请临床医师对
软件使用过程中发现的问题进行讨论，达成临床
共识后，纳入数据库。当更换来自不同厂家的同
种药品或新药时，应加强审核监控，及时更新用
药信息，手动维护针对该药品的自定义规则。
　　除此之外，适应证不适宜占不合理处方类型
的第二位。软件审核规则的数据绝大多数来源于
药品说明书，若临床诊断在说明书适应证以外，
则系统弹框提示，软件审核缺乏临床逻辑。这种
无效提示会导致医师引起视疲劳，使潜在的不合
理用药的发生率增加。
　　解决措施：审方药师根据临床实际使用需求，
定期对处方进行抽查和复审，针对系统漏判和误
判的处方及时调整用药规则。对新药、药品说明
书修改及指南共识推荐的信息及时进行系统维护
和更新，添加新的适应证以扩大其涵盖面，确保
处方审核规则设置的准确性，同时不断精细化不
同适应证对应的用法用量。

　　具有儿科特色的处方前置审核规则库的建立
和持续完善可降低前置审核中问题处方的发生
率，提高医师工作效率及临床满意度。审方药师
应充分发挥合理用药软件的优势，完善其审核规
则，积极探索药学服务模式，为患儿提供更好的
全程药学服务。
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体外膜氧合支持治疗患者治疗药物监测的文献计量分析

董瑜霜1，2，沈丹天2，钟晗1*，潘波波3，王卫华3（1.上海交通大学医学院附属仁济医院药剂科，上海　200127；

2.宁波市杭州湾医院药学部，浙江　宁波　315300；3.宁波市第二医院药学部，浙江　宁波　315300）

摘要：目的　探索体外膜氧合（ECMO）支持治疗患者治疗药物监测（TDM）的研究现状、

热点和发展趋势。方法　检索 Web of Science 数据库 ECMO 治疗患者 TDM 相关文献，以

“ECMO”“PK”“TDM”为关键词，检索年限为 2011—2021 年，利用 VOSviewer 和 CiteSpace
软件对作者、期刊、国家、机构等进行分析，可视化展示本领域的研究热点和趋势。结果　
共纳入 311 篇文献，发表文献最多的杂志是 Critical Care，机构是昆士兰大学，作者是 Roberts 
JA。ECMO 支持治疗患者 TDM 研究热点及趋势是镇静、抗感染、婴幼儿用药、药物体外试验

模型研究。结论　ECMO 支持治疗患者 TDM 研究的地域发展不均衡，聚焦不足，作者、机构、

国家间的合作关系有待加强，需进一步在世界范围内展开多中心、对照研究。
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visualizing the research hotspots and trends in this field. Results  Totally 311 literatures were 
included. The journal with the most publications was Critical Care, the institution was the University 
of Queensland, and the author was Roberts JA. The hot spots and trends in the study of TDM in 
ECMO patients were sedation, anti-infection, infantile medicine, and in vitro drug test model research. 
Conclusion  The regional development of TDM research in ECMO patients is uneven, the focus is 
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　　体外膜氧合（extracorporeal membrane oxy-
genation，ECMO）是严重心肺功能衰竭患者循环
支持的重要手段，ECMO 为拯救 COVID-19 重症
患者生命发挥了重大作用 [1-2]。ECMO 支持治疗的
危重症患者药物药动学（pharmacokinetics，PK）
受 ECMO 回路、药物性质、重症疾病因素的多
重影响，药物表观分布容积（apparent volume of 
distribution，Vd）和清除率（clearance，CL）发生
变化，导致血药浓度不达标，从而影响其治疗效
果 [1，3]。因此，探索药物 PK 特点，对 ECMO 患
者开展治疗药物监测（therapeutic drug monitor-
ing，TDM），制订个体化给药方案，对提高治疗
成功率有重大意义 [4]。本研究应用文献计量分析
工具，对 ECMO 患者 TDM 研究进行深度挖掘和
分析。以期科学识别本领域的研究现状和趋势，
进一步开展高质量 ECMO 相关 TDM 研究，为优
化疾病 - 药物 - 装置之间的和谐统一提供参考。
1　材料与方法
1.1　文献检索与数据来源
　　在 Web of Science（WOS）数据库检索关于
ECMO 治疗患者 TDM 的文献，检索策略：TS ＝

（Extracorporeal Membrane Oxygenation OR Extra-
corporeal Life Support OR ECMO OR ECLS）AND 
TS ＝（Pharmacokinetics OR Drug Kinetics OR 
ADMET OR ADME OR LADMER）AND TS ＝

（Therapeutic Drug Monitoring OR TDM）；检索年
限：2011—2021 年，文献类型：论著和综述，语
种无限制。纳入与 ECMO 患者 TDM 研究相关的
期刊论文，剔除个案、新闻、学位论文、会议论
文等不相关及重复的文献，最终纳入 311 篇文献。
1.2　文献计量分析
　　采用 Endnote X9 对文献去重，并通过阅读
标题和摘要去除与主题无关的文献。将纳入的
文献以纯文本形式导出，导出文件包含文献标
题、作者、来源、摘要和引文记录等内容，以
download_**.txt 命名。使用 Excle 2019 对纳入文献
数据进行统计。利用 VOSviewer 软件（1.6.10 版）
对国家、机构、作者、被引文献、关键词进行分析。
使用 gCLUTO（1.0 版）对高频关键词双聚类进行
分析，探索新兴热点研究领域。运用 CiteSpace 软
件（6.1.R2 版）进行突现关键词检测，发现研究趋
势并预测未来研究方向 [5]。参数设置：时间跨度
为 2011 年 1 月 1 日 至 2021 年 12 月 31 日， 时 间
分区为 1 年，阈值为 Top 50，剪切选项为关键路
径、修剪图形。节点类型选择关键词，在关键词
共现图谱基础上进行突现词分析。

2　结果
2.1　发文情况
　　对纳入的 311 篇文献按发表年份进行统计。
发文量从 2011 年（12 篇）至 2021 年（49 篇）呈
波动式上升，见图 1。热门研究领域包括药理学、
内科学、儿科学、感染病学和心脏病学。

图 1　年发文量统计

Fig 1　Annual publication statistics

2.2　合作关系分析

　　共 1143 位作者发表了相关论文，发表 5 篇以
上的有 29 位（见图 2A）。图谱中不同的颜色表示
不同的集群，圆圈大小表示文献发表量，线条粗细
表示关联强度。其中来自昆士兰大学烧伤创伤和
重症医学研究中心的 Roberts JA 排名第一（22 篇），
且与其他作者关联度最大（被引 850 次，总关联度
为 63），其研究主要集中在 ECMO 回路中药物的
滞留和 ECMO 治疗期间常用药物的 PK。Tibboel D
排名第二（20 篇），Shekar K 第三（15 篇），Cohen-
Wolkowiez M、Fraser JF 并列第四（11 篇）（见表 1）。
　　共 427 个机构发表了相关论文，发表 5 篇以
上的有 29 个（见图 2B）。其中发文量最多的是
Queensland University（昆士兰大学）（29 篇，被引
897 次，总关联度为 39），主要合作伙伴是 Royal 
Brisbane & Womens Hospital（皇家布里斯班妇女
医院）。排名第二为 Duke University（杜克大学）
20 篇，见表 1。
　　共 34 个国家对该领域的出版作出贡献，发表
5 篇以上的有 16 个（见图 2C），其中美国是发文
量最多的国家（116 篇，被引 1081 次，总关联度为
56），说明美国在 ECMO 患者 TDM 的研究占核心
地位。其次是澳大利亚 38 篇、荷兰 34 篇、法国
29 篇、比利时 19 篇（见表 1）。
2.3　高被引文献分析
　　ECMO 患者 PK 研究文献总被引频次最高的
10 篇见表 2。大部分文献是关于 ECMO 治疗期间
常用镇静、镇痛和抗菌药物 PK 变化的队列研究
或离体实验。Kiran 等 [6] 于 2012 年发表在 Criti-
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cal Care 上 的“Sequestration of drugs in the circuit 
may lead to therapeutic failure during extracorporeal 
membrane oxygenation”是被引用次数最多的文章

（被引用 124 次）。该文章旨在通过离体实验研究
ECMO 回路中常用抗菌药物、镇静剂、镇痛药的
隔离程度，发现电路中药物的隔离对药物的选择
和剂量都有影响。其次是“Protein-bound drugs are 
prone to sequestration in the extracorporeal membrane 
oxygenation circuit：results from an ex vivo study”（被
引用 87）与“Predictors of insufficient amikacin peak 
concentration in critically ill patients receiving a 25 mg/
kg total body weight regimen”（被引用 64 次）。说明
以上高被引文献已经成为 ECMO 患者 TDM 研究
领域发展的重要知识基础。
2.4　高频关键词共现分析
　　在检索到的 435 个关键词中，出现 5 次以上的
共有 27 个，被定义为高频关键词并纳入共现分析，
最常见的关键词是“体外膜氧合”（出现频次 116，
总关联度 220）、“药代动力学”（出现频次 101，关
联度 205）、“药效学”（出现频次 31，关联度 91），
“儿科”（出现频次 22，关联度 40）、“治疗药物监
测”（出现频次 17，关联度 36）（见图 3）。

图 3　高频关键词共现分析

Fig 3　Co-occurrence analysis of high-frequency keywords

表 1　发文量前 5 的作者、机构、国家 
Tab 1　Top 5 authors，institutions and countries in the number of publications

排名 作者 数量 机构 数量 国家 数量

1 Roberts JA 22 Queensland University 29 USA（美国） 116

2 Tibboel D 20 Duke University 20 Australia（澳大利亚）   38

3 Shekar K 15 Erasmus MC Sophia Childrens Hospital 15 Netherlands（荷兰）   34

4 Cohen-Wolkowiez M 11 Prince Charles Hospital 15 France（法国）   29

5 Fraser JF 11 Royal Brisbane & Womens Hospital 15 Belgium（比利时）   19

图 2　作者（A）、机构（B）及国家（C）合作分析图谱

Fig 2　Cooperation analysis map of author（A），institution（B），and 
country（C）

2.5　高频关键词双聚类分析与研究热点
　　高频关键词经 gCLUTO 双聚类分析后被分为
5 个集群，并进一步被可视化为热图（见图 4A）
和山图（见图 4B）。热图以源文献的序号为横轴，

以高频率关键词为纵轴，红色方块颜色越深表示
出现频次越高。山图的每个峰代表一个集群，山
峰高度与聚类内部相似性成正比，山峰体积与聚
类包含的元素数量成正比，峰顶颜色与聚类内部
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的偏差成反比（红色表示标准差小，蓝色表示标
准差大）。各聚类描述如下：
　　聚类 0：万古霉素在儿科中的群体 PK 研
究。该类包含万古霉素、人群药代动力学、儿科
等 5 个关键词，Cies 等 [7] 研究新生儿 ECMO 接
受 14 个疗程的万古霉素治疗，表明万古霉素 PK
与非 ECMO 的差异，特别是快速清除的情况下，
ECMO 可能导致万古霉素浓度降低。
　　聚类 1：合并感染或脓毒症的危重患者的抗
感染治疗药物监测。该类包含 ICU、抗真菌、感
染等 6 个关键词，Jef 等 [8] 概述了危重儿童抗菌药
物治疗的最佳选择、持续时间、剂量和给药途径。
　　聚类 2：入住 ICU 的危重症患者的镇静、镇
痛治疗。该类包含镇静、重症监护、芬太尼等 6
个关键词，Yang 等 [9] 探讨 ECMO 危重成人患者
中瑞芬太尼的总体 PK，发现相比非 ECMO 患者，
ECMO 患者瑞芬太尼用量和 CL 增加，建议增加
剂量达到镇静水平。
　　聚类 3：ECMO 支持治疗的新生儿或婴儿的 PK/
PD 研究。该类包含药效学、ECMO、新生儿等 7 个
关键词，Wildschut 等 [10] 的文章概述了新生儿和儿童
ECMO 中可用的 PK/ PD 研究，提出了改变两者的可
能机制，并确定了进一步研究领域。
　　聚类 4：危重症患者的体外生命支持和肾脏
替代治疗（enal replacement therapy，RRT）。该类

包含危重症、肾脏替代疗法、体外生命支持等 5
个关键词，Cheng 等 [11] 将 27例 ECMO 患者入组，
其中 14 例接受 RRT，研究哌拉西林 / 他唑巴坦在
ECMO 患者中接受和不接受 RRT 的群体 PK，结
果为哌拉西林 / 他唑巴坦的剂量应符合危重患者
的标准建议，以肌酐清除率和 RRT 为指导。
2.6　高频主题词聚类分析
　　出现频次超过 10 次的主题词定义为高频主题
词。本次研究共有 98 个高频主题词，VOSviewer
聚类分析后被分为 4 个集群。红色集群的主题为
新生儿、婴儿、儿童人群中的 ECMO 药代动力
学模型。绿色集群的主题为 ECMO 回路对镇静
镇痛药物和抗菌药物的影响。蓝色集群的主题为
ECMO 治疗患者或非 ECMO 治疗患者和连续肾脏
替代治疗患者的群体 PK 研究（见图 5A）。“非线性
混合效应”出现 11 次，属于热门主题（见图 5B）。
2.7　突现词分析
　　利用 CiteSpace 软件对关键词进行突现词检
索，按突发起始时间顺序，得到 6 个。由图 6 可
见，2011—2016 年突现词“庆大霉素的药代动力
学”“体外试验”“失败”，此阶段重点通过体外试
验研究庆大霉素在 ECMO 患者中的药代动力学。
2018—2021 年突现词为“模型”“影响”“治疗药物
监测”，此阶段主要构建药物 PK 模型以及 TDM
研究，其中强度最大的关键词是影响（impact），

表 2　被引频次排名前 10 的文章 
Tab 2　Top 10 articles cited frequently

排序 标题 杂志 研究类型 出版年 引用频次

1 Sequestration of drugs in the circuit may lead to therapeutic failure 
during extracorporeal membrane oxygenation

Critical Care 体外研究 2012 124

2 Protein-bound drugs are prone to sequestration in the extracorporeal 
membrane oxygenation circuit：results from an ex vivo study

Critical Care 体外研究 2015 87

3 Predictors of insufficient amikacin peak concentration in critically ill 
patients receiving a 25 mg/kg total body weight regimen

Intensive Care Medicine 前瞻性观察

性研究

2014 64

4 Fluconazole loading dose pharmacokinetics and safety in infants Pediatric Infectious Disease Journal 队列研究 2011 62
5 ASAP ECMO：antibiotic，sedative and analgesic pharmacokinetics 

during extracorporeal membrane oxygenation：a multi-centre 
study to optimise drug therapy during ecmo

BMC Anesthesiology 多中心药代动

力学研究

2012 58

6 Propofol，midazolam，vancomycin and cyclosporine therapeutic 
drug monitoring in extracorporeal membrane oxygenation circuits 
primed with whole human blood

Critical Care 体外和细胞

实验

2015 52

7 Increased sedation requirements in patients receiving extracorporeal 
membrane oxygenation for respiratory and cardiorespiratory failure

Anaesthesia and Intensive Care 回顾性研究 2012 51

8 Vancomycin population pharmacokinetics during extracorporeal 
membrane oxygenation therapy：a matched cohort study

Critical Care 队列研究 2014 46

9 Scaling clearance in paediatric pharmacokinetics：All models are 
wrong，which are useful?

British Journal of Clinical 
Pharmacology

药代动力学

研究

2017 45

10 Beta-lactam pharmacokinetics during extracorporeal membrane 
oxygenation therapy：a case-control study

International Journal of  
Antimicrobial Agents

病例对照 
研究

2015 44
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同时这几年的发文量较高，说明 TDM 在 ECMO
患者治疗中的应用越来越广泛。
3　讨论
3.1　ECMO 支持治疗患者 TDM 研究现状
　　本研究共纳入 311 篇 ECMO 支持治疗患者
TDM 研究相关文献进行文献计量分析。由发文量
趋势可见，年发表文献＜ 70 篇，可见过去十年
ECMO 支持治疗患者 TDM 相关研究聚焦不足，
医疗机构和科研机构对该领域的关注、投入和产
出均较少。研究合作分析可见，作者、机构、国
家间的合作关系松散，研究以单中心研究为主，
缺乏国家 / 国际层面的多中心研究。且研究主要
集中在欧美国家，亚洲及其他地区研究较少见，
提示 ECMO 支持治疗患者 TDM 相关研究的地域
发展不均衡。研究类型方面，以体外研究和回顾
性观察性研究为主，前瞻性、对照研究较少。提
示学者未来可加强跨地区合作，开展前瞻性、多
中心、对照研究。
3.2　ECMO 支持治疗患者 TDM 研究热点及趋势
　　高频关键词共现和聚类分析可在一定程度上
反映某领域的研究热点，突现强度可预测该领域
研究的前沿内容。通过以上分析了解到 ECMO 患

者 TDM 的研究热点和趋势是新生儿、婴儿、儿
童患者、危重症患者药物的 PK 研究，抗感染、
镇静镇痛药物的 PK 和 TDM 研究。
3.2.1　ECMO 支持治疗患者镇静药 TDM 研究　

图 5　高频主题词聚类分析的 4 个集群（5A）和热门主题（5B）

Fig 5　4 clusters（5A）and popular topics（5B）of clustering analysis of 
high-frequency subject words

图 6　突现关键词分析

Fig 6　Bursts keywords

图 4　高频关键词双聚类分析的热图（A）和山图（B）

Fig 4　Heat map（A）and mountain map（B）of dual-cluster analysis 
for high-frequency keywords
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镇静是 ECMO 辅助治疗的重要部分。合理的镇静
不但可减轻患者应激反应，减少氧耗，还能促进
人机同步，防止患者躁动，减轻不适感。然而在
临床实践过程中，镇静药物血药浓度难以控制，
长时间镇静会造成药物 CL、PK 和耐受性等改
变 [12]。美国于 2017 年出版了“Sedation manage-
ment in children supported on extracorporeal mem-
brane oxygenation for acute respiratory failure”，该
研究发现 ECMO 支持治疗者比非 ECMO 支持治
疗者使用阿片类受体和苯二氮䓬类药物的剂量在
第 3 日增加 36% 和 58%[13]；另有研究 [14-15] 显示
无论是 ECMO 新回路还是旧回路，右美托咪定的
浓度在 24 h 的 ECMO 过程中都有所下降，丙泊
酚由于蛋白结合率高被回路吸附较多，表明右美
托咪定和丙泊酚药物在 ECMO 时需要更大的剂量
才能达到有效镇静 [14-15]，而氯胺酮只需低剂量就
可实现深度镇静。因此在 ECMO 患者的镇静管理
中，调整个体剂量、监测血药浓度、研究镇静药
的 PK 至关重要。
3.2.2　ECMO 支持治疗患者抗感染药物 TDM 研
究　使用 ECMO 的患者感染风险增加，会常规给
予抗菌药物预防或治疗感染。Shekar 等 [16] 于 2015
年发表了“Protein-bound drugs are prone to seques-
tration in the extracorporeal membrane oxygenation 
circuit：results from an ex vivo study”，该文章被
引频次排名第二，通过对等量的头孢曲松、环丙
沙星、利奈唑胺、卡泊芬净等药物进行稳定性试
验，结果为在 24 h 内 ECMO 中头孢曲松、卡泊芬
净的回收率明显降低。Donggyu 等 [17] 发现 ECMO
治疗时亲水性的氨基糖苷类、β 内酰胺类 Vd 会显
著增加，万古霉素、庆大霉素的 CL 显著降低；
而碳青霉烯类药物的 CL 降低和 Vd 增加同时存
在，PK 变化显著，若一并进行 RRT，情况则更复
杂，说明 ECMO 使抗感染药物的 PK 呈现复杂变
化。危重患者检出的细菌多为多重耐药菌，致替
加环素、多黏菌素使用增加，但缺乏大规模研究
数据 [18]。可见，探索患者 ECMO 期间各种抗感染
药物的 PK 特征仍是研究的方向和热点。
3.2.3　ECMO 支持治疗患者新生儿、婴儿、儿科
用药 TDM 研究　“儿科”和“新生儿”在高频关
键词共现分析中出现频次分别排第四和第八，说
明 ECMO 患者 TDM 研究对象主要是新生儿、婴
儿、儿童。该类患者由于本身生理结构具有特
殊性，各组织和器官的功能发育尚不成熟，使用
ECMO 可能加重肝肾损伤、肝肾灌注减少，使药
物在肝肾的代谢率、排泄率降低，造成药物清除

下降 [19]。Wells 等 [20] 发现 ECMO 新生儿使用布美
他尼的 Vd 和消除半衰期增加，虽达到有效利尿效
果，但作用时间比预期短，表明 ECMO 期间布美
他尼的药物剂量或给药频率可能需要适当增加。
一旦给药剂量不适宜也可能会导致患儿心血管、
神经系统等发育不良。有研究建议对于 ECMO 患
者为达到治疗效果，阿米卡星的负荷剂量应增大
到 30 ～ 35 mg·kg － 1，由于氨基糖苷类的毒副作
用，患儿使用时建议进行 TDM[21]。随着 ECMO
在儿科临床应用的增多，为了确保用药的安全性
和有效性，需开展更全面的 PK 变化研究。
　　通过文献计量分析，本文探讨了近十年
ECMO 患者 TDM 研究的现状、热点和趋势。该
领域虽然研究逐年增多，但发文量较少，而且学
者、国家、机构间缺乏紧密合作，地域发展不均
衡，缺少国际性的多中心研究。然而本研究存在
一些局限性，本文仅检索了 WOS 核心数据库，
在数据的收集上会有所缺漏，对结果产生一定影
响，但其结论仍具有重要的指导意义。
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　　药物性肝损伤（DILI）是由药物及其代谢产
物乃至辅料等所诱发的肝损伤，是常见的药品不
良反应之一 [1]。我国人口基数庞大，临床药物种
类繁多，公众不规范用药较为普遍、对药物安全
性问题和 DILI 的认知不够，DILI 发病率有逐年
升高的趋势 [2]。海曲泊帕是一种新型小分子、口
服、非肽类血小板生成素受体激动剂（TPO-RA），
其作用机制为激活 TPO-R 依赖的 STAT 和 MAPK
信号转导通路，刺激巨核细胞增殖和分化，促进
血小板生成 [3]。海曲泊帕于 2021 年 6 月获得国
家药品监督管理局（NMPA）批准用于既往对糖
皮质激素、免疫球蛋白等治疗反应不佳的慢性原
发性免疫性血小板减少症（ITP）成年患者以及
对免疫抑制治疗反应不佳的重型再生障碍性贫血
（SAA）成年患者 [4]，其常见的不良反应包括谷
丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、血小板
计数（PLT）、γ- 谷氨酰转移酶（GGT）、碱性磷
酸酶（ALP）升高和头痛等。虽然肝功能指标异
常是海曲泊帕常见的不良反应，但由于 DILI 发
病时间差异大，与用药的关联常较隐蔽，且缺乏
特异性诊断标志物，易被原发疾病掩盖，故常被
漏诊或误诊 [5]。本文通过 1 例海曲泊帕致 DILI 患
者的药学监护与分析，探讨海曲泊帕致 DILI 的
可能发病机制、影响因素及处理措施等，旨在加
强医务人员对海曲泊帕引起的 DILI 的关注和重
视，保障患者用药安全。
1　病例概况

　　患者，女性，34 岁，身高 160 cm，体重 50 
kg，体质量指数（BMI）：19.53 kg·m － 2，体表

面积 1.52 m2，皮层脑电图（ECOG）评分 1 分，因
“腹部不适半年余”于 2023 年 1 月 12 日收入结直
肠外科。患者半年前无明显诱因下出现腹部不适，
表现为上腹部隐痛，半个月前出现呕血，伴黑便。
胃镜显示（2023 年 1 月 9 日）：胃小弯侧见巨大浸
润样溃疡灶，累及胃角，周围黏膜呈结节样隆起，
余未见异常。病理结果：胃窦小弯侧及胃角，腺癌，
部分呈低分化腺癌。诊断为：胃癌，贫血，低血
小板症。
2　主要治疗经过

　　2023 年 1 月 16 日，PET-CT 提示胃癌伴多发转
移，暂无手术指征，于 1 月 17 日转入肿瘤科继续
治疗。入科后完善相关检查，生化指标显示：ALP 
1220.60 U·L－ 1↑，其他肝肾功能指标均无异常；血
细胞分析：红细胞（RBC）2.23×1012·L－ 1↓，血红
蛋白（HB）62.00 g·L－ 1↓，PLT 56.00×109·L－ 1↓。
1 月 17 日，予重组人血小板生成素针（15 000 U qod 
ih）、海曲泊帕乙醇胺片（江苏恒瑞医药股份有限公
司，批号：220817JE，5.0 mg qd po）升血小板治疗；
予以琥珀酸亚铁缓释片（0.2 g bid po）、人促红素注
射液（1.0 mL qd ih）促红细胞生成。1 月 19 日患者
出院，继续以海曲泊帕升血小板治疗。
　　1 月 24 日，患者因“胃恶性肿瘤，进一步
治疗”入院。入院诊断：胃腺癌（cTxNxM1 Ⅳ
期），ERBB2 突 变 型（MSI-H）； 血 细 胞 分 析：
RBC 2.41×1012·L－ 1↓，HB 70.00 g·L－ 1↓，PLT 
112.00×109·L－ 1↓，生化常规（异常指标）：AST 
45.15 U·L－ 1↑，GGT 42.05 U·L－ 1，ALP 785.50 
U·L－ 1↑；入院继续以海曲泊帕乙醇胺（5.0 mg 

临床药师在临床
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qd po）升血小板，异甘草酸镁注射液（200 mg qd 
ivgtt）保肝治疗，人促红素注射液（1 mL qd ih）
促红细胞生成。1 月 28 日，患者肝酶指标未见好
转，ALT 115.80 U·L－ 1↑，AST 179.95 U·L－ 1↑，
GGT 97.49 U·L－ 1↑，ALP 821.10 U·L－ 1↑，谷氨
醇脱氢酶（GLDH）135.55 U·L－ 1↑，进一步询问
用药史，患者出院后只服用海曲泊帕，同时，排
除疾病进展的可能，考虑海曲泊帕引起药物性肝
损伤的可能，暂予海曲泊帕乙醇胺减量（2.5 mg qd 
po）。1 月 30 日，患者部分肝功能指标有所好转，
ALT、GGT 持续异常，如图 1 所示，故暂停用海
曲泊帕乙醇胺，加用熊去氧胆酸（250 mg bid po）
利胆保肝治疗。2 月 2 日，患者生化常规显示，肝
功能明显好转，并于当日开始帕博利珠单抗免疫
治疗，治疗结束予以出院。

图 1　患者用药情况及肝酶指标变化趋势图

注：标准值为 ALT ＜ 35 U·L－ 1，AST 14 ～ 36 U·L－ 1，GGT 
12 ～ 43 U·L－ 1，GLDH ≤ 7 U·L－ 1。

3　临床药学监护

3.1　血小板减少症治疗方案评价

　　根据《中国成人血小板减少症诊疗专家共
识》[6]，实体瘤患者出现血小板减少症主要考虑
与治疗、骨髓侵犯和免疫性因素有关，治疗原则
为首先治疗原发病，为避免因为血小板过低引起
致命性出血，可采取血小板输注、药物和脾切除
等治疗方式，药物治疗包括重组人血小板生成素
（TPO）、TPO-RA、糖皮质激素等。TPO-RA 与
内源性 TPO 作用机制不同，不会与内源性 TPO
产生竞争，联合用药具有协同效应 [7]。目前，海
曲泊帕已获批的适应证包括成人 ITP 与 SAA，用
于肿瘤治疗相关血小板减少症 [6，8]、移植后血小
板减少等适应证尚未获批 [9]。由此可知，该患者
属于超说明书用药。根据超药品说明书用药有关
指南 [10]、专家共识 [11] 及院内管理制度，临床药
师建议医师向药事管理与药物治疗学委员会和伦
理委员会提交超说明书用药申请，同时，充分告

知患者及家属用药方案、预后情况及可能出现的
风险，超说明书用药经药事会和伦理会审批通过
及获得患者知情同意后方可使用。治疗期间，临
床药师须同临床医师一起对患者用药疗效及不良
反应进行监测、分析和评价。
3.2　不良反应关联性评价

　　根据国家药品不良反应监测中心制定的关联
性评价标准 [12]，对本例患者的肝酶异常进行关
联性评价：① 患者既往无肝损伤病史，肝酶异
常是在使用海曲泊帕 14 d 后出现，且停药后患者
肝酶指标明显好转，不良反应的发生与海曲泊帕
的使用具有时间相关性；② 海曲泊帕说明书中
关于“不良反应”的描述中提示，常见的不良反
应包括 ALT、AST 升高，发生率分别为 11.2% 和
10.6%，本例患者不良反应的发生符合海曲泊帕
已知的不良反应类型；③ 查阅患者同期使用的其
他药品说明书及有关文献，未见有致肝酶异常的
报道，药师进一步询问患者病史及用药史，患者
表示未使用过其他化疗药物、传统中药、保健品
和膳食补充剂等，排除其他药物、食物的影响。
同时，根据患者目前疾病情况，医师已排除原患
疾病和疾病进展的影响；④ 临床药师考虑本例患
者肝酶异常可能由海曲泊帕所致，故建议医师停
用海曲泊帕，加用熊去氧胆酸利胆保肝治疗，医
师采纳药师意见，1 月 30 日停用海曲泊帕，给予
异甘草酸镁和熊去氧胆酸联合保肝治疗后，肝酶
指标明显下降。综上，采用 Naranjo 评估量表法
进行因果关系等级评分，结果为 7 分，因此，患
者肝酶异常“很可能”由海曲泊帕所致。
3.3　DILI 的可能机制及影响因素

　　DILI 的发病机制很复杂，目前仍不明了，但
已有相当多的研究从各个方面探讨其可能的发生机
制。研究发现通过肝脏代谢率越高的药物其发生肝
损伤的概率越大，大多数 DILI 是由药物反应性代
谢物引起 [13]。海曲泊帕的代谢主要通过肼键裂解、
葡糖醛酸结合、乙酰化和丙酰化，血浆中的主要代
谢产物为葡糖醛酸结合物。在体内，海曲泊帕原形
药物不经过 CYP450 酶代谢，非临床研究显示，其
主要通过二磷酸尿苷葡糖醛酸转移酶（UGT）家
族代谢，多种亚型的 UGT 参与了葡糖醛酸结合反
应 [3]。根据海曲泊帕的体内外代谢情况，推测其
DILI 的可能机制及影响因素。
　　海曲泊帕中含有羧酸基团，如图 2 所示，含
羧酸基团的药物在体内易与葡糖醛酸结合，经过
UGT 酶催化形成酰基葡糖醛酸苷（AGs）。肝细胞
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通过基底膜上的有机阴离子转运多肽将 AGs 摄取
进入肝细胞中，AGs 化学性质较为活泼，具有亲
电子活性，易与细胞内功能大分子蛋白共价结合
形成药物 - 蛋白加合物，促使内源性功能蛋白失
活，影响细胞器正常功能，当 AGs 在肝细胞中大
量蓄积，达到一定水平后诱发肝毒性反应。此外，
肝细胞亦可将 AGs 转运至胆汁，AGs 与胆管膜蛋
白形成加合物，这可能是引起胆汁淤积型 DILI 的
原因之一。也有免疫反应的观点认为，AGs 与肝
内蛋白质结合形成抗原决定簇，刺激免疫细胞引
发特异性的免疫应答，受 CD8 ＋ T 淋巴细胞攻击，
引起肝细胞型 DILI[13-15]。综上所述，UGT 诱导的
代谢激活物的生成可能是海曲泊帕诱发肝毒性的
原因之一，但还需要进一步的研究证实。

图 2　海曲泊帕乙醇胺结构式

　　DILI 的影响因素复杂，不仅与所使用的药物
种类、剂量疗程、患者肝功能、疾病状态、合并
用药有关，还与患者的年龄、性别、营养状况、
遗传等因素相关 [16]。海曲泊帕主要通过 UGT 家
族代谢，基因多态性、UGT 底物间药物相互作
用可能是导致 DILI 不可忽视的因素。在艾曲泊
帕致急性肝衰竭的病例报道中，携带 CYP2C8、
UGT1A1 和 ABCG2 等位变异基因的患儿具有高
的血药浓度 [17]。虽然，海曲泊帕缺少相关遗传学
临床研究数据，但东亚人群代谢酶 UGT1A1 具有
遗传多态性 [18]，基因多态性可能也会导致血药浓
度个体差异及不良反应的发生。
3.4　DILI 处理措施

　　DILI 首要治疗措施是及时停用导致肝损伤
的可疑药物，尽量避免再次使用可疑或同类药
物，并根据患者受损靶细胞类型，予保肝降酶治
疗。根据《药物性肝损伤诊治指南（2023）》[5] 及
患者指标情况，评估患者 DILI 严重程度为Ⅰ级
（轻度肝损伤），计算 R 值≤ 2（R ＝ 0.51），判
断 DILI 为“胆汁淤积型”。胆汁淤积是由于胆汁
合成缺陷、排泌异常或功能性障碍等因素使得胆
汁成分入血所致的临床症候群，对于胆汁淤积型
DILI 患者，指南建议使用熊去氧胆酸或 S 腺苷蛋
氨酸，以降低 ALP 水平。因此，临床药师建议加
用熊去氧胆酸利胆保肝治疗。该病例中患者联合

使用异甘草酸镁和熊去氧胆酸两种保肝药物，研
究表明异甘草酸镁可有效降低 DILI 患者的 ALT
和 AST 水平，促进肝损伤恢复，是目前唯一具有
急性 DILI 适应证的药物。熊去氧胆酸是一种亲
水、非细胞毒的胆汁酸，具有多种作用机制，可
保护受损胆管细胞，促进胆汁排泌，导致肝细胞
的凋亡，降低 ALP 水平 [19-20]。患者经过联合保肝
治疗，肝酶指标明显改善。
　　关于保肝药物的联合使用，目前无证据显示
2 种或以上抗炎保肝药物对 DILI 有更好的疗效，
因此，指南不推荐 2 种或以上都以降低 ALT 为主
的肝损伤治疗药物联合应用，以防加重肝脏的代
谢负担或增加药物之间相互作用的可能 [5]，但一
种降低 ALT 为主的保肝药物和一种改善胆汁淤积
的药物联合使用是被接受的。
3.5　肝功能异常患者 TPO-RA 类药物的选择

　　血小板减少症和肝损伤是肿瘤患者常见且严
重的临床问题，肿瘤合并肝损伤患者血小板减少
症（TCLI）的病因复杂，常见于肝损伤和肿瘤治
疗，血小板减少症和肝损伤的叠加进一步增加了
肿瘤治疗的难度。TPO-RA 可在多种临床情境下
有效提升血小板水平，在 TCLI 领域具有良好的
应用前景。目前，我国上市的 TPO-RA 药物有艾
曲泊帕、阿伐曲泊帕、海曲泊帕，药物间的区别
如表 1 所示 [21]。对于肝功能异常的患者，可选择
阿伐曲泊帕，其关键临床研究显示，阿伐曲泊帕
无肝毒性不良事件，对于肝功能障碍患者也无需
减少剂量 [22]。

表 1　中国获批上市口服小分子 TPO受体激动剂的比较

指标 艾曲泊帕 阿伐曲泊帕 海曲泊帕

国内获批适应证 ITP 择期行诊断性操作或

者手术的肝病相关

血小板减少症

ITP、SAA

TPO 受体结合形式 跨膜 跨膜 跨膜

健康受试者的效力 ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋

饮食影响 是 否 是

阳离子相互作用 ＋＋ 否 ＋＋

东亚人减少剂量 是 否 是

肝功能障碍减少剂量 是 否 是

增加肝功能检查 ＋ 否 ？

用于肾衰竭 可能可以 可能可以 无数据

4　讨论

　　DILI 虽然是海曲泊帕较为常见的药物不良反
应，但 DILI 患者往往无症状，容易被忽视，该案
例中临床药师对 DILI 及时识别、处理，开展药学
监护，使得患者尽早化疗。对于使用 TPO-RA 的
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患者，建议从以下几个方面开展药学监护：① 使
用前，评估药物选择的适宜性，为临床提供合理
的循证建议；② 使用期间，重点关注药物不良反
应（如血栓形成 / 血栓栓塞并发症、肝毒性等），
药物间相互作用（BCRP 底物、CYP450 抑制剂和
诱导剂、UGT 抑制剂）等；③ 加强对患者及家属
的安全用药教育，告知患者应空腹用药，服药 2 h
内，避免食用乳制品（如牛奶、酸奶和冰淇淋等）
或含多价阳离子的矿物质补充剂（如铝、钙、镁、
铁等），服药 2 h 后方可进餐；定期监测血小板数
量、肝功能指标，以降低不良反应发生率。
　　本研究具有一定局限性，对海曲泊帕的肝损
伤机制尚不明确，推测的可能机制也需要进一步
研究证实。此外，对于 TPO-RA 是否需要基因
检测或血药浓度监测指导用药，还有待进一步研
究，为确保患者用药安全，对于携带 UGT 变异
基因的患者，建议使用海曲泊帕和艾曲泊帕时重
点监测患者肝功能。
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我国药师主导的华法林患者抗凝管理模式发展现状

郭艳1，罗娟1，廖雅琪1，吴健1，刘志清1，谭胜蓝2*（1. 桃源县人民医院药剂科，湖南　常德　415700；2. 中南

大学湘雅二医院药学部，长沙　410011）

摘要：华法林是临床广泛使用的口服抗凝药物，由于其治疗窗窄、个体差异大、易受食物及药物
影响，华法林使用患者通常需要进行抗凝管理。近年来，我国对于抗凝管理越来越重视，专人随
访、抗凝药师门诊、“互联网＋”管理模式以及基于即时检测（POCT）的管理等模式逐渐发展起来。
本文拟对国内抗凝模式进行总结，以期为后续开展华法林患者抗凝管理提供指导。
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　　随着社会的发展和人口老龄化进程的加速，
血栓栓塞性疾病的发病率越来越高，目前已成为
全球性的重大健康问题。研究显示全球四分之一
的住院死亡原因与血栓相关，前三位的心血管病
死因均与血栓有关。血栓栓塞性疾病已成为导致
全球人口死亡的第一位原因 [1]。
　　目前，包括房颤、冠心病、心脏瓣膜置换术
后、深静脉血栓、脑卒中、肺栓塞及肿瘤等疾病
需要进行抗凝的预防和治疗，规范应用抗凝药物
能明显降低血栓栓塞的发生率。华法林作为世界
上使用最广泛、应用最悠久的抗凝药物，在治疗
血栓性疾病中显示出明显的益处。虽然新型口服
抗凝药物因其安全性、有效性以及无需监测凝血
功能等优点，在许多疾病的治疗上逐渐取代华法
林的使用，但在某些情形下华法林仍处于一线地
位，如机械瓣膜置换术后、严重的二尖瓣狭窄等。
由于华法林治疗窗窄，个体差异大，容易受食
物、药物的影响，必须常规监测国际标准化比值
（INR），根据 INR 结果调整剂量，才能有效预防
血栓的形成，减少不良反应的发生。因此，华法
林患者的抗凝管理就显得尤为重要。
　　20 世纪 70 年代起，美国的药师开始参与到
抗凝管理中，随后药师主导的抗凝管理模式逐渐
扩大到全世界，药师对使用华法林的患者进行服
药指导、剂量调整、对药物不良反应采取合适的
应对措施等。目前国外的抗凝管理模式主要包括
药师抗凝门诊、基于即时检测（POCT）的自我检
测和管理、基于计算机软件和远程医疗的管理等，
抗凝管理服务的开展，可以明显提高患者的生活
质量及患者 INR 达标率，降低治疗相关不良事件

发生后的住院率和急诊就诊率 [2-5]。
　　与国外的抗凝管理相比，我国传统模式对抗
凝患者的管理主要由医师在门诊完成。受就诊人
数和就医时长的影响，门诊医师无法对每位华
法林患者提供详细的用药教育和后续的随访管
理，存在抗凝治疗率低、达标率低、患者依从性
低的“三低”情形，导致患者的出血和血栓风险较
高 [6]。与欧美国家相比，我国华法林患者 INR 监
测频率、治疗范围内的时间比（TTR）普遍偏低。
为提高我国华法林患者抗凝管理效率与质量，国
内学者进行了相关研究与探索，各种药师主导的
华法林抗凝管理模式应运而生。本文拟对目前国
内的抗凝模式进行总结，以期为后续开展华法林
患者抗凝管理提供指导。
1　药师专人随访
　　有学者对专人随访管理模式进行了探讨，由
专人负责对患者进行全程干预、全方位防治，每
周进行电话随访及门诊随访，干预内容包括健康
教育咨询、生活方式指导和行为干预，告知患者
需要注意的问题、INR 监测、华法林的剂量调整、
不良反应的识别与处理，督促患者按时服药及随
访 [7-8]。结果表明，专人随访可显著提升患者的
INR 达标率，减少 INR 首次达标后的监测次数以
及全程监测频次，同时显著降低缺血性卒中、皮
肤黏膜出血、牙龈出血等不良事件的发生率。
2　抗凝药学门诊
　　2010 年南京鼓楼医院率先引入抗凝管理模式，
建立了国内首家药师管理的抗凝门诊。目前我国已
有多家三级医院已经开展了抗凝门诊，包括单独药
师主导的抗凝门诊以及医 - 药联合的抗凝门诊等。
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成熟的抗凝门诊通常由具备药物治疗学和药代动力
学等专业知识的药师对需要接受长期抗凝药物治疗
的患者进行抗凝管理服务 [9]。服务的内容包括：① 
明确抗凝适应证；② 明确实验室检查；③ 药物剂
量调整；④ 明确复查时间；⑤ 评估相互作用；⑥ 
对需要手术的患者提供用药指导；⑦ 为患者及医疗
护理团队进行抗凝治疗教育 [10]。研究表明，与普通
门诊相比，抗凝门诊提高了抗凝药物的有效性、安
全性和患者依从性，患者服用华法林期间 INR 的
TTR 较传统模式下显著提升（70% vs 45%），同时
异常性波动事件（INR ＞ 4.5 和 INR ＜ 1.5）的发生
率有所下降，血栓栓塞和出血并发症的风险及医疗
费用降低，患者满意度增加 [11-12]。
3　基于“互联网＋”管理模式
　　2014 年福建医科大学附属协和医院首次利用
QQ 群分组管理的方式对心脏瓣膜置换术后患者进
行统一的抗凝管理 [13]，此后随着微信的推广，以微
信为平台的抗凝管理模式也逐渐发展起来。何显荣
等 [14] 建立华法林抗凝微信群及 QQ 群，定期发布房
颤教育知识、服用华法林注意事项等，定期举办线
上抗凝知识讲座，接受患者咨询，并提醒患者准时
复查 INR，调整剂量。与常规管理组相比，采取“互
联网＋”管理能显著提高患者的 INR 达标率（80% vs 
50%，P ＜ 0.05）。邱莎 [15] 基于“互联网＋” 建立了
一个由临床药师管理的房颤抗凝管理平台，该平台
以网页浏览器和手机微信为端口，包含药学门诊、
患者管理、用药评估、随访管理、药品管理、健康
教育、患者提醒等多个功能模块，可以对患者进行
及时且长期的随访，并且可以对随访数据进行记录
和保存，有利于药师或医师全面了解每位患者的疾
病情况，为患者制订个体化的治疗方案。另外，还
有一些人工智能软件如“抗凝助手”也逐渐用于抗凝
管理，药师可基于平台线上给患者提供药物剂量调
整和下次监测时间建议，保障患者用药安全 [16-17]。
4　POCT的管理
　　POCT 是指利用便携式凝血检测仪，只需一滴
血即可报告结果。这种装备不仅避免了静脉采血的
不便与痛苦，还可解除患者检测的时空限制，其便
利、及时、准确的特性受到广泛欢迎。而且检测仪
器为一次性投入，对于长期用药人群可进一步降低
医疗支出。多数研究表明，POCT 检测 INR 的准确
性并不亚于大型实验室检测 [18-19]。此外，有研究者
认为，由于避免血样转运中的凝血反应等过程，及
时快速的 POCT 可能准确性更高。POCT 的使用，
华法林患者可以进行家庭管理，模式有两种：一种
是患者自我监测模式，由患者自行检测 INR，通过
在线沟通，由医疗保健者提供剂量调整意见；另一

种模式为患者自我管理模式，由患者进行 INR 测试
并自行调整剂量，这种模式要求患者具有较强的学
习能力、自我管理能力以及风险控制能力 [20-22]。黄
煜 [23] 进行了一项基于便携式凝血仪和远程医疗的
抗凝管理模式的研究，结果表明此种模式能显著提
升患者的 INR 检测频率以及达标率，患者满意度更
高。中南大学湘雅二医院谭胜蓝团队在 2019 年初正
式提出了华法林管理之 SMART 模式，通过培训湖
南省县市级医院的医务工作者建立医师药师多学科
治疗团队，利用 POCT 仪和手机 APP 小程序，采用
远程医疗手段对华法林患者进行居家抗凝指导，并
且根据患者 PT/INR 结果和是否发生不良反应，对
患者进行危险分层管理，以确保患者的安全 [24]。
5　小结
　　华法林目前在血栓栓塞性疾病的治疗中仍发挥
着举足轻重的作用。国内外的研究结果表明，药师
主导的抗凝管理模式较传统模式而言更佳，不仅能
够显著提高患者的 INR 达标率，降低血栓及出血的
风险，还可提升患者依从性和满意度，并在一定程
度上降低患者的医疗成本 [25-28]。但也还存在一些不
足，详见表 1。

表 1　各种抗凝管理模式的不足

抗凝管理模式 不足之处

药师专人随访 药师管理水平有参差，缺乏管理规范，工

作量较大，能够提供服务的人数有限

抗凝药学门诊 主要集中在大城市，偏远地区患者路程遥

远，昂贵的路费导致经济负担较大；药

师处方权受限

基于“互联网＋”管理 网络信息安全问题

基于 POCT 管理 POCT 仪器以及配套使用试纸未进入医保收

费项目，患者一次性投入的成本较高

　　随着医疗技术的发展，我国抗凝管理也在不
断优化。2019 年我国发布首个《抗凝（栓）门诊标
准操作规程专家共识》，对于开展抗凝（栓）门诊
的基本设施要求、诊疗流程与诊疗内容、工作记录、
信息化管理、风险控制及防范等方面进行了推荐。
此外，为解决药师处方权和检查权受限的问题，
广东省药学会也进行了一些新的尝试，组织专家
制定了《药师与医师抗栓治疗协议推荐文本》，通
过与医师达成协议进行处方调整来解决药师的处
方权，目前已在广东的 19 家医院开展，这一举措
可补齐药师的短板，给患者带来更好的就医体验。
　　《“健康中国 2030”规划纲要》中指出，做好慢
性病防治工作，降低疾病负担，提高居民健康期
望寿命，努力全方位、全周期保障人民健康。抗
凝管理对于慢性血栓性疾病患者的生命健康与安
全具有重要意义，目前我国的药师已经建立了多
种华法林抗凝管理模式，并取得了一定成效。然
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而，探寻高效的抗凝管理模式将是一个长期的过
程。笔者认为，基于 POCT 仪的患者自我管理结
合智能化远程监测模式是未来进行华法林抗凝管
理的一种较好的选择。在此模式下，患者可以自
行监测并调整华法林剂量，不仅可以降低患者的
支出，也可减少药师的工作量；同时智能化远程
监测可在患者的 INR 持续异常时对药师及时预警，
药师能够及时参与到患者的抗凝方案调整，增加
患者的安全保障。在此，笔者呼吁国家层面出台
更多的慢病管理相关政策，将部分基于患者自我
管理的费用纳入医保报销，实施患者 - 医务人员
的共管模式，同时加大科普宣传，落实“提前预
防”，增加健康意识，保障全民健康。
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使用中文版 EDIN量表与 Wong-Baker量表评价对乙酰氨基酚
与布洛芬改善 0～ 5 岁发热儿童舒适度的效果

王文莉1，史金平1*，张先霞2（1. 西安国际医学中心医院药学部，西安　710100；2. 西安国际医学中心医院儿内科，西

安　710100）

摘要：目的　评价对乙酰氨基酚与布洛芬在发挥退热作用的同时，改善患儿舒适度的疗效。方
法　依据临床用药品种，将患儿分为对乙酰氨基酚治疗组与布洛芬治疗组，分别使用中文版

EDIN 量表及 Wong-Baker 量表，在给药前，给药第 1 日、第 2 日、第 3 日对两组患儿进行舒

适度评分，比较治疗后两组患儿舒适度评分差异。结果　共纳入 94 名患儿，其中对乙酰氨基

酚组 36 人，给药前中文版 EDIN 量表评分 6.03±2.50，Wong-Baker 量表评分 4.86±2.43；布

洛芬组 58 人，给药前中文版 EDIN 量表评分 5.66±2.34，Wong-Baker 量表评分 5.03±2.43。
给药第 3 日，对乙酰氨基酚组、布洛芬组中文版 EDIN 量表评分较前分别显著降低 3.50±1.76、
4.69±1.74。Wong-Baker 量表评分虽均有所改善，但改善幅度差异无统计学意义。结论　对乙

酰氨基酚与布洛芬均可改善 0 ～ 5 岁急性发热患儿舒适度，以中文版 EDIN 量表评分作为衡量

标准时，布洛芬改善患儿舒适度的疗效优于对乙酰氨基酚。

关键词：对乙酰氨基酚；布洛芬；发热；舒适度；新生儿疼痛与不适量表；Wong-Baker 面部

表情疼痛量表
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 Evaluation of the effect of acetaminophen and ibuprofen on comfort 
improvement in 0～ 5-year-olds with fever by Chinese EDIN scale and 

Wong-Baker scale 

WANG Wen-li1, SHI Jin-ping1*, ZHANG Xian-xia2 (1. Department of Pharmacy, Xi’an International 
Medical Center Hospital, Xi’an  710100; 2. Department of Pediatrics, Xi’an International Medical 
Center Hospital, Xi’an  710100)

Abstract: Objective  To evaluate the efficacy of acetaminophen and ibuprofen in relieving fever and 
improving comfort in children. Methods  Children with fever were divided into a acetaminophen 
treatment group and an ibuprofen treatment group. The Chinese version of the neonatal pain and 
discomfort (EDIN) scale and the Wong-Baker scale were used respectively to score the comfort of 
children in both groups before the administration, on day 1, 2, and 3 after the administration. The 
difference between the comfort scores in both groups after the treatment was compared. Results  
Totally 94 children were included: 36 in the acetaminophen group, with a Chinese version of the EDIN 
scale score of 6.03±2.50 and a Wong-Baker scale score of 4.86±2.43 before the administration; 58 
in the ibuprofen group, with the score of the Chinese EDIN scale of 5.66±2.34, and the score of the 
Wong-Baker scale of 5.03±2.43. Three days after the administration, the scores of Chinese EDIN 
scale in the acetaminophen group and the ibuprofen group were 3.50±1.76 and 4.69±1.74, lower 
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　　退热是儿童发热的最常见的对症治疗方式之
一，其主要目的是改善患儿舒适度，而非单纯恢
复正常体温 [1]。对乙酰氨基酚与布洛芬是儿童常
用的解热镇痛药，目前国内外研究较多强调两者
用于儿童解热时的疗效，大部分研究认为两者疗
效相似，部分研究认为布洛芬解热疗效略优于对
乙酰氨基酚，但这些研究均忽略了两者改善发热
患儿舒适度的疗效 [2-3]。目前国内外尚缺乏统一的
量表来评价儿童急性发热的舒适度，因此尚无统
一的指标来衡量对乙酰氨基酚与布洛芬改善发热
患儿舒适度的疗效。我国学者龚宗容等汉化了新
生儿疼痛与不适量表（neonatal pain and discomfort 
scale，EDIN），证明了其与 Wong-Baker 面部表
情疼痛量表（Wong-Baker FACES rating scale）（简
称：Wong-Baker 量表）关联效度较好，可用于评
价 0 ～ 5 岁儿童急性发热时的舒适度，并将其纳
入 2020 年国内《解热镇痛药在儿童发热对症治疗
中的合理用药专家共识》，因此其或可作为衡量
对乙酰氨基酚与布洛芬改善发热患儿舒适度的疗
效指标 [1-4]。本文使用中文版 EDIN 量表和 Wong-
Baker 量表评价对乙酰氨基酚与布洛芬改善 0 ～ 5
岁发热儿童舒适度的疗效，并比较两种量表评估
结果的差异，为发热患儿舒适度评价及用药提供
参考。
1　资料

　　某院 2022 年 6 月—12 月因发热于门诊就诊且
入院治疗，并首次使用对乙酰氨基酚口服混悬液
或布洛芬混悬滴剂的患儿。纳入标准：年龄 0 ～ 5
岁；用药疗程≥ 3 d；符合急性发热的诊断标准，
即入院时用玻璃水银体温计测腋温≥ 37.5℃ [5]；
药物给药剂量由医师根据患儿病情调整。排除标
准：危重症患者，如意识不清、昏迷及生命体征
不平稳者；患儿家属不配合调查者；交替使用对
乙酰氨基酚与布洛芬者；使用其他非甾体抗炎药
者。本研究经我院伦理委员会批准（批件号为：
GJYX-KY-2023-046）。
2　方法

2.1　调查方法

　　由临床医师（临床医师难以兼顾时由临床药
师代替）对首次使用对乙酰氨基酚口服混悬液或
布洛芬混悬滴剂的患儿（在患儿家属的配合下），
分别在用药前、用药第 1 日、用药第 2 日、用药
第 3 日，使用中文版 EDIN 量表和 Wong-Baker 量
表逐条对患儿舒适度进行评分。
2.2　中文版 EDIN 量表的使用 [1-4]

　　中文版 EDIN 量表从面部活动、身体活动、
睡眠质量、与父母或抚育者的接触、安抚时的反
应 5 个维度评价 0 ～ 5 岁急性发热患儿舒适度，
每个维度有 4 个行为描述，分别赋值 0 ～ 3 分，
总分 15 分，得分由低到高，代表患儿疼痛与不
适加重。该量表克朗巴赫系数为 0.892、重测信度 
0.734、量表各条目的相关系数在 0.513 ～ 0.782，
各条目与量表总分间的相关系数在 0.788 ～ 0.896，
证明中文版 EDIN 信效度良好。
2.3　Wong-Baker 量表的使用 [4-6]

　　研究显示，中文版 EDIN 量表与 Wong-Baker
量表的评分相关系数为 0.885，标准关联效度较
好，理论上也可用于评价急性发热患儿的舒适度。
该量表依据患儿面部表情分别赋值 0 ～ 10 分，得
分由低到高，代表患儿疼痛与不适加重。其中 0
分提示患儿无痛；2 分提示患儿有点痛；4 分提示
轻微疼痛；6 分提示明显疼痛；8 分提示严重疼痛；
10 分提示剧烈疼痛。
2.4　统计学方法

　　使用 SPSS 26 软件进行统计分析，计数资料
用频数及频率表示，采用卡方检验进行差异比较；
计量资料用均数 ±标准差表示，采用方差分析进
行差异比较；以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　纳入患者的基础资料分析

　　共纳入 94 名患者，其中对乙酰氨基酚组 36
人，布洛芬组 58 人，两组患者性别、年龄、体
温分层、平均给药疗程差异均无统计学意义，见
表 1。

than before, respectively. Although the scores of the Wong-Baker scale all improved, the improvement 
was not significant. Conclusion  Both acetaminophen and ibuprofen can improve the comfort in 
children aged 0 ～ 5 years with acute fever. When the Chinese EDIN scale score is used as the 
measurement standard, ibuprofen is better than acetaminophen in improving the comfort in children. 
Key words: acetaminophen; ibuprofen; fever; comfort level; neonatal pain and discomfort scale; 
Wong-Baker FACES rating scale
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表 1　纳入患者基本情况 
Tab 1　Basic information of included patients

项目
对乙酰氨基酚组

（n ＝ 36）
布洛芬组

（n ＝ 58）
χ2/F P

性别（男） 17（47.22%） 36（62.07%） 1.99 0.16
年龄 / 岁 2.62±1.45 2.42±1.22 0.51 0.48
体温＞ 39℃ 21（58.33%） 37（63.79%） 0.28 0.60
平均给药疗程 /d 3.67±0.93 3.86±0.96 0.94 0.33

3.2　给药前后中文版 EDIN 量表评分

　　两组患者治疗前中文版 EDIN 量表评分表差异
无统计学意义，给药第 1 ～ 2 日两组患者的评分均
有所改善，但改善幅度差异无统计学意义，给药
第 3 日布洛芬组评分改善幅度（4.69±1.74）显著大
于对乙酰氨基酚组（3.50±1.76）（P ＝ 0.02）。结果
提示（见表 2），以中文版 EDIN 量表评分作为衡量
0 ～ 5 岁急性发热患儿舒适度的标准时，布洛芬改
善患儿舒适度的疗效优于对乙酰氨基酚。
3.3　给药前后 Wong-Baker 量表评分

　　对乙酰氨基酚、布洛芬两组患者治疗前 Wong-
Baker 量表评分分别为 4.86±2.43 与 5.03±2.43，
差异无统计学意义，给药第 3 日两组患者的评分
均有所改善，但改善幅度差异无统计学意义（见表
2）。与中文版 EDIN 量表评分结果不一致。

表 2　治疗前后中文版 EDIN量表评分 (分 ) 
Tab 2　Chinese EDIN scale before and after the treatment (score)

量表 时间
对乙酰氨基酚

组（n ＝ 36）
布洛芬组

（n ＝ 58）
χ2/F P

中文版 EDIN 量表 给药前 6.03±2.50 5.66±2.34   0.54 0.47

△ 1 d 1.00±1.22 1.28±1.24   1.11 0.29

△ 2 d 2.28±1.56 2.84±1.40   3.34 0.07

△ 3 d 3.50±1.76 4.69±1.74 10.28 0.02

Wong-Baker 量表 给药前 4.86±2.43 5.03±2.43   0.11 0.74

△ 1 d 0.92±1.05 0.98±1.05   0.09 0.77

△ 2 d 2.75±1.46 2.91±1.77   0.22 0.64

△ 3 d 3.67±1.71 4.31±2.20   2.24 0.14

注（Note）：△ 1 d ＝给药前－给药第 1 日（Subtract the score 
before the administration from score on the first day of administration）；

△ 2 d ＝ 给 药 前 － 给 药 第 2 日（Subtract the score before the 
administration from the score on the second day of administration）；

△ 3 d ＝ 给 药 前 － 给 药 第 3 日（Subtract the score before the 
administration from the score on the third day of administration）。

4　讨论

　　发热是儿童常见的住院原因之一，此类患儿
血液或组织吞噬细胞大量合成与释放内生致热
原，使大脑中的前列腺素 E2 大量释放，因此急
性发热的儿童通常合并肌肉、关节疼痛等症状，
增加患儿的不适感 [7-8]。2016 年《中国 0 至 5 岁儿
童病因不明急性发热诊断和处理若干问题循证指

南》指出发热是机体的一种应激反应，不能仅凭
体温的高低预测疾病的严重程度 [9]，同时，2017
年 Corrard 等 [10] 的一项多中心观察研究也证实了
发热儿童的疾病行为与发热的程度无关，因此退
热治疗的目标不应是将患儿体温恢复至正常水
平，而应是在改善患儿舒适度的基础上，积极寻
找发热原因，治疗原发病。
　　适宜的物理措施可改善发热患儿的舒适度，
2019 年英国国家卫生与临床优化研究所指南推
荐，适当减少衣物可降低患儿体温，增加舒适
感 [11]。但不适当的物理措施可能导致患儿不适感
加重，Thomas 等 [12] 的一项随机研究证明，与单
纯使用退热药物相比，退热药物联合温和海绵擦
拭身体虽然可起到快速降温的作用，但对最终降
温没有任何优势，且可能导致其他不适；Josna
等 [13] 的研究指出相比温和海绵擦拭，使用温热
海绵擦拭可提高患儿舒适度。同时多国指南也不
推荐使用乙醇擦身、冰水灌肠等方法，因为其可
能致患儿寒战、哭闹、起鸡皮疙瘩，增加患儿不
适感 [14]。
　　同时药物治疗也是改善发热患儿舒适度的主
要方式，对乙酰氨基酚与布洛芬是被证实可安全
用于儿童的退热治疗，其中国外一项专家共识推
荐，对乙酰氨基酚是唯一一种可用于 0 ～ 3 个月
儿童退热治疗的药物 [15]。但两者改善患儿舒适度
的疗效优劣性尚不明确，同时缺乏有统一、有效
的评价标准。2015 年我国学者龚宗容等 [4] 汉化了
EDIN 量表，证明了其与 Wong-Baker 量表关联效
度较好，可用于评价 0 ～ 5 岁急性发热儿童舒适
度的有效性，因此本文以中文版 EDIN 量表评分
和 Wong-Baker 量表评分作为衡量对乙酰氨基酚
与布洛芬改善发热患儿舒适度的疗效指标。结果
显示，对乙酰氨基酚与布洛芬均可改善 0 ～ 5 岁
急性发热患儿舒适度，以中文版 EDIN 量表评分
作为衡量标准时，在用药 3 日后布洛芬改善患儿
舒适度的疗效优于对乙酰氨基酚，以 Wong-Baker
量表评分作为衡量标准时，在用药 3 日后，两组
患儿的舒适度改善幅度仍无明显差异。探究其
原因，可能与两种量表的特点差异有关，Wong-
Baker 量表主要依据患儿面部表情评分，虽然使
用简便，但主观差异较大，不同评分者对患儿面
部表情的识别能力不同，容易造成偏差；而中文
版 EDIN 量表从面部活动、身体活动、睡眠质量、
与父母或抚育者的接触、安抚时的反应 5 个维度
进行评分，虽然较为烦琐，但可操作性更强，不
易受评价者主观因素的影响。
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　　综上所述，本文使用中文版 EDIN 量表与
Wong-Baker 量表评价对乙酰氨基酚与布洛芬改善
0 ～ 5 岁发热儿童舒适度的疗效，结果证实，两
种量表对发热患儿舒适度的评价结果可能存在差
异，且使用中文版 EDIN 量表评估时，布洛芬在
改善急性发热患儿舒适度方面的疗效可能优于对
乙酰氨基酚，但由于两种量表的评价结果并不一
致，尚需进一步研究。
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　　富马酸替诺福韦二吡呋酯（TDF）是一种核
苷酸逆转录酶抑制剂，于 2001 年和 2008 年分别
被美国食品药品监督管理局批准用于治疗人类免
疫缺陷病毒（HIV）和乙型肝炎病毒（HBV）感
染 [1]，也是我国目前抗 HIV 和 HBV 感染的常用
一线治疗药物。低磷酸盐血症性佝偻病（HR）/
低磷酸盐血性骨软化症（HO）是一种以低磷酸盐
血症为主要特征的罕见骨骼矿化障碍疾病，发生
在儿童期为 HR，发生在成人期为 HO。患病原因
主要为遗传性因素和少数获得性原因，其中获得
性原因包括肿瘤性骨软化症、药物或毒物对肾小
管的损害等 [2]。引起 HO 的药物报道较多的是阿
德福韦酯，然而研究表明 TDF 也具有一定的肾
毒性和骨毒性，可导致散发性范可尼综合征以及
骨密度降低、骨软化等骨病 [3-4]。药物所致 HO 可
表现为乏力、骨痛、身材变矮、多发骨折、活动
受限等，发病率低，存在诊断不及时、漏诊、误
诊、治疗不规范的问题，具有较高的致残率和致
畸率 [4]。本文报道 1 例 TDF 所致 HO 病例，并对
TDF 所致 HR/HO 进行文献汇总分析，总结其临
床特点，为 TDF 的安全使用提供参考。
1　病例资料
　　患者女性，54 岁，绝经后 5 年，身高 150 
cm，体重 35 kg，体质量指数（BMI）16 kg·m－ 2，
因“反复骨折 1 年，全身疼痛 10 个月”于 2023 年
2 月 28 日入四川省人民医院住院治疗。既往病史：
2017 年诊断获得性免疫缺陷综合征（AIDS），之
后长期口服 TDF 0.3 g qn、拉米夫定 0.1 g qn、洛

匹那韦利托那韦 250 mg bid，余无特殊。否认高
血压、糖尿病史，无食物、药物过敏史，无家族
遗传病史，否认激素使用史。2022 年 2 月患者
出现非暴力性左侧肋骨骨折，经院外保守治疗后
疼痛好转，后自行间断服用碳酸钙、维生素 AD
剂。2022 年 4 月患者无明显诱因出现双膝关节持
续性隐痛，院外予以玻璃酸钠注射治疗后未见好
转。2022 年 6 月患者无明显诱因先后出现腰部、
双踝关节、肩背部持续性隐痛，体位改变、用力
时疼痛加重，症状逐步加重并影响行走。2022 年
8 月前患者因行走时不慎摔倒，双膝着地致左侧
髌骨骨折，股骨外髁软骨下骨折，予以保守治疗
后好转。2022 年 10 月前患者再次出现非暴力性
左侧肋骨骨折，予以保守治疗后患者全身疼痛仍
存在。2022 年 12 月患者感全身疼痛明显，行走、
翻身坐起困难，影响日常生活，自觉身高下降
4 ～ 5 cm，伴有食欲下降，夜尿增多。2023 年
1 月 29 日，患者血电解质检查提示低血磷（0.37 
mmol·L － 1），立即停用 TDF，调整抗病毒药物
为比克恩丙诺（含比克替拉韦钠 50 mg，恩曲他
滨 200 mg，TDF 25 mg）每日 1 片。
　　入院体格检查：体形消瘦，精神差，浅表淋
巴结、甲状腺未扪及肿大，心肺腹查体阴性，脊
柱无侧弯无畸形，各胸腰椎体均有压痛及叩痛；
步行困难，轮椅助行。实验室及辅助检查：肌
酐 80.6 μmol·L － 1， 估 算 肾 小 球 滤 过 率 71.59 
mL·min－ 1↓， 血 钙 2.49 mmol·L － 1（参 考 值：
2.11 ～ 2.52）， 血 磷 0.77 mmol·L － 1↓（参 考 值：

药品不良反应
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0.85 ～ 1.51），碱性磷酸酶（ALP）319 U·L － 1↑
（参考值：50 ～ 135），甲状旁腺素（PTH）14.40 
pg·mL－ 1↓（参考值：15 ～ 64）。骨代谢指标：β
胶原降解产物 2985 pg·mL － 1↑，Ⅰ型前胶原氨
基端肽 180 ng·mL － 1↑，25- 羟基维生素 D 28.1 
ng·mL － 1↓。24 h 尿 量 2.5 L、24 h 尿 钙 11.25 
mmol↑、24 h 尿磷 7.25 mmol↑，尿蛋白（＋）、pH 
值 7.5，磷廓清指数：0.7 mmol·L－ 1↓；肾小管磷
重吸收率 79.59%↓（正常范围 84.7% ～ 90.8%）。
双能 X 线骨密度检查提示重度骨质疏松（T 值：
腰 1-4.4，腰 2-5.5，腰 3-4.4，腰 4-4.9，L1-L4-4.8，
左侧股骨颈 -4.4，左髋关节 -4.4）。胸腰椎 DR 检
查：胸椎序列连续，曲度正常，椎间隙未见异常，
软组织无肿胀，部分椎体缘骨质增生，胸腰椎骨
质密度稍减低。血常规、心肌损伤标志物、肿瘤
标志物、凝血功能、促肾上腺皮质激素、性激素、
甲状腺功能、生长激素、胰岛素样生长因子 1、肾
素、醛固酮、抗核抗体谱、大便常规未见明显异常。
　　入院后治疗：2023 年 3 月 6 日经骨质疏松及
代谢性骨病多学科门诊会诊后诊断 HO，排除遗
传性及肿瘤性来源病因学，考虑 TDF 所致 HO。
继续停用 TDF，予以参芪补肾口服液 10 mL qd、
金水宝片 1.68 g tid 促肾小管恢复，碳酸钙 D3 片
1.2 g qn、维生素 D3 800 iu qd、阿法骨化醇 0.25 
μg qd 治疗。2023年 3月 28日，患者复查血钙 2.67 
mmol·L － 1↑，血磷 1.06 mmol·L － 1，患者恢复
部分活动，病情好转。2023 年 7 月 31 日，临床
药师电话随访患者，患者诉骨痛明显好转，能室
内行走，未再发生骨折。
　　TDF 所致 HO 的关联性分析：该例中年女性
HIV 感染患者在使用 TDF 治疗 5 年后出现乏力、
骨痛、身材变矮、多发骨痛、行走及活动受限等临
床症状，患者无遗传性疾病及肿瘤病史，实验室检
查提示，血磷水平显著降低、尿磷增加、肾磷阈降
低、ALP 升高、肾小球滤过率降低、25- 羟基维生
素 D 不足、PTH 接近正常、血钙正常，骨密度检
查提示重度骨质疏松。停用 TDF，换用比克恩丙
诺治疗 2 个月后，患者血清磷恢复至正常水平，部
分活动恢复。根据药品不良反应关联性评价原则
进行分析：① 该患者 TDF 的使用与 HO 的出现有
合理的时间关系；② 符合 TDF 已知的不良反应类
型；③ 停药后 HO 的症状减轻；④ 患者未再次使
用 TDF；⑤ 患者 HO 不能用合并用药的作用、患
者病情的进展及其他治疗的影响来解释。因此该案
例 TDF 导致 HO 不良反应的关联性评价为很可能。
换用抗病毒药物、护肾、补充钙和维生素 D 治疗
后患者症状明显好转，治疗效果佳。

2　文献汇总分析及结果
2.1　纳入和排除标准
　　纳入标准：① 国内外有关 TDF 导致 HR/HO
的案例报道或临床研究；② 研究对象为 HIV 或
HBV 感染的患者。排除标准：① 与主题无关的
研究，如仅报道范可尼综合征、骨密度降低等；
② 仅有摘要的会议论文。
2.2　检索策略
　　以“Tenofovir、Hypophosphatemic、Osteoma-
lacia、Fanconi Syndrome”为英文检索词，以“替
诺福韦、低血磷、骨软化、范可尼综合征”为中
文检索词，计算机检索 PubMed、EMbase、中国
知网和万方医学数据库，检索时间为建库至 2023
年 3 月 15 日。语言限制为中文或英文。
2.3　数据提取及统计分析
　　由两位研究者按照纳入与排除标准独立筛选
纳入文献、提取数据，如有分歧，经讨论达成共
识。提取纳入文献的以下信息：研究作者、发表
年份、发表期刊、纳入患者基本信息、病毒感染
类型、TDF 使用时间、血磷、血钙、ALP、PTH、
25- 羟基维生素 D 以及疾病相关的其他特征。
　　使用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，计
数资料采用例数（构成比）描述，计量资料采用
（x±s）进行描述。采用 t 检验进行组间的比较，
P ＜ 0.05 即差异有统计学意义。

图 1　TDF 导致 HR/HO 案例纳入流程图

2.4　结果

　　共纳入 27 篇文献 [5-31]，其中英文 25 篇，中文
2 篇，最终纳入 33 例 TDF 所致 HR/HO 的案例，
详见表 1。除 Zúñiga 等 [18] 报道的 1 例 HIV 感染的
11 岁女孩经 TDF 治疗 18 个月后出现 HR，其余案
例报道均为 HO。
　　包括本文报道案例在内，共计 34 例纳入汇总分
析。分析结果显示，TDF 所致 HR/HO 患者中，男
性与女性数量相同，各 17 例（50%）。患者平均年
龄为（46.94±12.03）（11 ～ 58）岁，使用 TDF 平均时
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间为（4.36±3.59）年（6周～ 12年）。纳入的案例中，
TDF 治疗 HIV 感染的最多，共 19 例（55.88%）；治
疗 HBV 感染 12 例（35.29%）；还有 3 例（8.82%）合
并 HIV 和丙型肝炎病毒（HCV）感染。HR/HO 发生
时，患者平均血磷水平为（0.49±0.16）mmol·L－ 1，
血钙水平为（2.26±0.16）mmol·L － 1，ALP 水平

为（462.17±0.16）U·L－ 1，PTH 为（46.73±44.51）
pg·mL － 1，25- 羟基维生素 D 为（26.76±19.56）
ng·mL － 1，详见表 2。对 TDF 治疗 HIV 或 HBV
导致的 HO 进行分组分析，发现两组在年龄，TDF
使用时长，血清 Ca、P、ALP、25- 羟基维生素 D、
PTH 差异均无统计学意义（P ＞ 0.05），详见表 3。

表 1　TDF导致 HR/HO的案例报道

序号 文献 原发疾病 性别 年龄 / 岁
病毒感染

时长 / 年
TDF 使

用时长

Ca/
（mmol·L － 1）

 P/
（mmol·L － 1）

ALP/
（U·L － 1）

25- 羟基

维生素 D/
（ng·mL － 1）

PTH/
（pg·mL － 1）

1 Joseph 2023[5] HIV 女 46 12 12 年 2.30 0.68 577 17.60 65.40 

2 Rao 2021[6] HIV 女 54 NA 10 年 2.15 0.55 258 33.00 80.00 
3 Iatan 2021[7] HBV 女 61 NA NA 2.52 0.30 NA 37.60 22.64 
4 Hadzimuratovic 

2021[8]

HBV 女 33 NA 15 年 2.20 0.69 279 48.00 69.00 

5 Francis 2021[9] HIV 女 56   8 8 年 2.42 0.73 375 22.30 12.50 
6 钮含春 2021[10] HBV 男 37   4 1 年 2.41 0.50 435 NA NA
7 Cundy 2020[11] HBV 女 68   7 5 年 2.17 0.70 174 NA NA
8 Woo 2020[12] HIV/HCV 男 44 NA NA NA 0.54 NA NA NA
9 Chung 2019[13] HBV 男 58 NA 2.5 年 2.00 0.39 281 17.80 222.00 
10 Moon 2018[14] HBV 男 51 NA 3 年 NA 0.26 1197 NA NA
11 Wang 2018[15] HBV 男 31 10 0.5 年 2.13 0.30 473 20.30 12.32 
12 Sarikaya 2018[16] HBV 女 55   8 2 年 2.02 0.36 303 14.50 37.00 
13 祝玲 2017[17] HIV/HCV 女 37   3 3 年 NA 0.63 417 NA NA
14 Zúñiga 2017[18] HIV 女 11 11 1.5 年 2.40 0.84 660 15.40 25.90 
15 Suh 2017[19] HBV 男 45 13 4 年 2.25 0.65 288   6.42 54.24 
16 Hajek 2017[20] HIV 男 45 10 5 年 NA NA 1223 NA NA
17 Khoo 2017[21] HBV 男 51 NA 1 年 NA NA NA NA NA
18 Kim 2016[22] HBV 男 47   9 2 年 2.42 0.58 310 12.80 40.20 
19 Mateo 2016[23] HIV 男 64 24 6 年 2.51 0.41 355 16.50 39.60 

HIV 女 46 19 5 年 2.20 0.59 170   5.90 54.00 
HIV 女 41 20 10 年 2.15 0.44 158 20.00 28.00 
HIV 男 42 18 7 年 2.17 0.32 295 46.00 15.00 
HIV 男 58 24 6 年 2.19 0.68 139 88.00 44.60 

20 Gómez Martinez 
2014[24]

HBV 女 49 NA 1 年 NA 0.55 438 NA NA

21 Koenig 2014[25] HIV 男 42 12 5 年 2.12 0.22 447 44.00 1.71 
22 Lucey 2013[26] HIV 男 17 15 4 年 NA 0.37 353   8.40 70.75 
23 De Socio 2012[27] HIV 女 45 22 1 年 2.22 0.48 1365   5.00 47.00 
24 Haverkort 2011[28] HIV 男 42 14 4 年 NA 0.29 NA 33.20 33.02 

HIV 男 53 15 5 年 NA 0.41 312 48.00 38.68 
25 Di Biagio 2009[29] HIV/HCV 女 48 12 6 周 NA 0.52 1247 NA NA
26 Wanner 2009[30] HIV 女 62   8 1 年 2.40 0.60 349 NA NA
27 Parsonage 2005[31] HIV 男 47 15 2.08 年 NA 0.43 358 NA NA

HIV 女 56   4 0.92 年 NA 0.47 310 NA NA
28 本文患者 HIV 女 54   6 6 年 2.49 0.37 319 28.1 14.4

注（Note）：NA 原文未提供数据（No data provided in the original text）。

3　讨论

　　HR/HO 是 TDF 已知的一种罕见不良反应，其
发生机制目前仍不清楚，但研究大多认为与近端肾
小管功能障碍有关 [5-11]。TDF 是水溶性双酯前体药
物，在体内首先水解转化为替诺福韦（TFV），然

后通过细胞酶磷酸化为活性代谢产物二磷酸替诺福
韦，二磷酸替诺福韦通过与天然底物 5'- 三磷酸脱
氧腺苷竞争，并且在与 DNA 整合后终止 DNA 链，
从而抑制 HIV-1 反转录酶和 HBV 反转录酶的活性，
发挥抗病毒的作用 [1，3]。TFV 主要经肾小球滤过和
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近端肾小管分泌排泄，70% ～ 80% 的药物以原形
经尿液排泄。TDF 的血浆稳定性差，进入血浆后迅
速被水解为生物利用度低的 TFV，大量的 TFV 经
有机阴离子转运蛋白（OAT1）转运积聚在近端肾
小管并导致其功能异常 [5]。因肾小管功能异常，对
磷的重吸收减少，从而导致 HR/HO[2]。
　　本文通过文献系统分析发现，TDF 致 HR/HO
多发于青中年，偶发于儿童，以 HO 为主。在性别
方面无差异，患病平均年龄为（46.94±12.03）岁，
发病年龄早于原发性骨质疏松患病年龄 [32]，晚于
遗传性或肿瘤相关 HO，有助于鉴别诊断。服用
TDF 后发生 HR/HO 的时间不一，大部分患者在用
药 2 ～ 5 年后出现症状，与阿德福韦酯使用后发
生时间相似 [4]。纳入分析的患者血磷水平显著降
低，血钙正常，ALP 水平升高，PTH 正常或轻度
升高，25- 羟基维生素 D 多为正常或偏低，符合
HO 的特点 [2]。TDF 治疗 HIV 导致的 HR/HO 病例
多于 TDF 治疗 HBV，有可能不同病毒感染对骨损
伤有差异，但分组分析发现两组在上述血清学指
标差异无统计学意义，因此不同疾病下使用 TDF
后引起 HR/HO 的临床特点是否会有不同有待进一

表 2　TDF导致 HR/HO的案例特点 (n ＝ 34)

项目 数值

年龄 / 岁 46.94±12.03

＜ 18 2（5.88）

18 ～ 30 0（0）

31 ～ 40 4（11.76）

41 ～ 50 14（41.18）

51 ～ 60 10（29.41）

61 ～ 68 4（11.76）

性别 [n（%）]

男 17（50）

女 17（50）

病毒感染类型 [n（%）]

HIV 19（55.88）

HIV/HCV 3（8.82）

HBV 12（35.29）

病毒感染时长 / 年（n ＝ 26） 12.42±6.00

TDF 使用时长 / 年（n ＝ 32） 4.36±3.59

入院血清检查

Ca（n ＝ 22）/（mmol·L － 1） 2.26±0.16

P（n ＝ 32）/（mmol·L － 1） 0.49±0.16

ALP（n ＝ 30）/（U·L － 1） 462.17±0.16

25- 羟基维生素 D（n ＝ 22）/（ng·mL － 1） 26.76±19.56

PTH（n ＝ 22）/（pg·mL － 1） 46.73±44.51

表 3　TDF导致 HR/HO在 HIV和 HBV感染患者中的差异

感染类型 年龄 / 岁
TDF 使用

时长 / 年
Ca/

（mmol·L － 1）

 P/
（mmol·L － 1）

ALP/
（U·L － 1）

25- 羟基维生素 D/
（ng·mL － 1）

PTH/
（pg·mL － 1）

HIV 感染 46.37±13.42 5.24±3.21 2.29±0.14 0.49±0.17 445.72±335.58 28.76±21.58 38.04±22.83

HBV 感染 48.83±11.17 3.36±4.10 2.23±0.18 0.48±0.17 417.80±288.67 22.49±14.84 65.34±71.59

P 0.59 0.21 0.47 0.82 0.83 0.5 0.19

步研究。Joseph 等 [5] 研究表明，TDF 诱发 HO 的
危险因素包括治疗时间、低 CD4 细胞计数的晚期
HIV、ABCC4转运蛋白基因多态性、高龄、糖尿病、
合并 HCV 感染、肾功能不全、低肌酐清除率、低
体质量指数、使用非甾体抗炎药，以及联合使用
蛋白酶抑制剂等。本文报道的 1 名女性 HIV 感染
患者在使用 TDF 治疗 5 年后出现 HO，具备治疗
时间长、肾功能不全、低体质量指数，以及联合
使用蛋白酶抑制剂等危险因素。因此临床在使用
TDF 时应充分评估患者是否存在相关危险因素，
做好用药监护。
　　目前国内较多关注阿德福韦酯相关 HO，对
于长期使用 TDF 引起的 HR/HO 的关注相对不足。
2015 年欧洲艾滋病临床协会指南建议使用 TDF
患者每 3 ～ 12 个月检测一次肌酐，每 6 ～ 12 个
月检查骨骼指标（钙、磷酸盐和 ALP），如果在
接受治疗时出现低血磷、高 ALP 水平，持续或

恶化的骨骼或肌肉症状，则应考虑继发于近端肾
小管损伤的低磷血症和骨软化症，并立即停用
TDF[20]。虽然一定程度的肾小管损伤可能是永久
性的，但停用 TDF 后肾功能趋于逐渐改善，补充
磷酸盐和维生素 D 可以帮助骨愈合和再矿化，因
此在使用 TDF 时应及时进行安全性监测。
　　本研究仍存在一些不足之处，如纳入的样本
量较少，本研究是基于已报道的案例进行分析，
TDF 导致的 HR/HO 虽然是罕见的，但许多病例
可能没有被发现和报道。
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　　奥美沙坦是一种血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，
于 2002 年在美国获批上市，主要用于治疗高血
压。这种药物最常见的不良反应包括高血钾、横
纹肌溶解、急性肾损伤、荨麻疹等。2012 年，梅
奥诊所首次报道了服用奥美沙坦后出现奥美沙
坦 相 关 肠 病（olmesartan-associated enteropathy，
OAE）的病例，并在停止使用该药后症状得到缓
解 [1]。继而美国食品药品监督管理局于 2013 年发
布了关于使用奥美沙坦后可能出现 OAE 的安全
警告。OAE 是一种比较罕见的药品不良反应，说
明书已经有明确记载。OAE 在国外已经有较多的
病例报道，但是在国内鲜有报道，且在日常诊疗
活动中很难识别，极易漏诊和误诊。本文对 1 例
OAE 病例进行报道及文献复习，以期引起临床医
师对 OAE 的重视，提高鉴别不良反应的能力。
1　病历资料

1.1　病例介绍

　　患者，男，40 岁，因“体检发现血压升高 1 个
月，乏力伴体重下降 20 d”于我院门诊全科医学科
就诊。该患者既往体健，1 个月前体检发现血压
偏高，后多次测量血压波动在 160 ～ 140/90 ～ 80 
mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），心内科医师建议给
予奥美沙坦酯片（40 mg qd）口服降血压治疗。患者
服用奥美沙坦3 d 后出现反复轻度腹痛、腹胀、腹泻，
四肢乏力，食欲减退，体重 20 d 内减轻约 8 kg。患
者自诉近期无感染症状，无糖尿病、甲状腺功能亢
进等疾病病史，无旅行史，无饮食结构改变。
1.2　诊疗经过

　　入院时血压 128/81 mmHg，体重 69 kg，体
质量指数（BMI）24.8 kg·m－ 2。体格检查示腹
部轻度压痛。实验室检查未发现明显异常：血
红蛋白 132 g·L－ 1，白蛋白 45 g·L－ 1，总胆固

醇 3.8 mmol·L－ 1，葡萄糖 5.6 mmol·L－ 1，肌
酐 61 μmol·L－ 1， 钠 143.6 mmol·L－ 1， 钾 4.1 
mmol·L－ 1，钙 2.31 mmol·L－ 1，糖化血红蛋白
5.4%。甲状腺功能五项正常，粪便潜血试验以及
沙门氏菌、志贺氏菌、弯曲杆菌、大肠埃希菌、
艰难梭菌抗原和 A/B 毒素测定的粪便培养物结果
均为阴性。胸部、腹部 CT 扫描均显示正常。
　　接诊医师认为此患者乏力和体重下降可能是
奥美沙坦药物的不良反应，建议患者到药学门诊
进行专业咨询。接诊药师详细了解了患者临床症
状及近期使用的药物，发现患者目前仅使用奥
美沙坦（南京正大天晴制药有限公司，规格：20 
mg/ 片，批号：230203）一种药物，且使用的是
常规剂量（40 mg qd）。药师通过 Naranjo 评定法
进行不良反应因果评价，患者得分 7 分，结果判
定为很可能（具体评分见表 1）。药师与医师沟通
后，建议患者进行食管、胃、十二指肠活检，以
进一步明确诊断，患者以准备不足为由表示拒
绝。药师建议患者立即停用奥美沙坦，改为氨氯
地平 10 mg qd 降压。1 周后患者复诊显示相关症
状有较好缓解，1 个月后随访显示体重基本恢复
正常，无明显腹胀和乏力等症状。
2　文献复习

2.1　奥美沙坦相关肠病的流行病学特点

　　近年来，OAE 在临床上的报道越来越多。
Rubio-Tapia 等 [2] 研究发现，在一组患有慢性腹
泻、体重减轻或不明原因肠病的患者中，高达
25% 的患者使用了奥美沙坦。Dong 等 [3] 通过 Cox
回归模型，研究了 2002—2015 年美国 5 个医疗
保险数据库中使用奥美沙坦或其他血管紧张素转
换酶受体抑制剂（ARB）类药物共计 1 928 469 患
者，结果显示使用奥美沙坦与乳糜泻、慢性腹泻、
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体重减轻和非感染性肠病的发生率增加显著相关。
尤其是年龄＞ 65 岁、治疗时间＞ 1 年和大剂量使
用奥美沙坦患者发病率更高。文献表明，OAE 在
男性和女性当中发病率大致相当 [4]。OAE 通常表
现为非血性腹泻、痉挛性腹痛、呕吐、乏力和体
重减轻 [5]；使用奥美沙坦到出现症状之间的时间
范围为 6 ～ 120 个月 [6]。
2.2　奥美沙坦相关肠病的病理生理学机制

　　OAE 的病理生理学确切机制尚不清楚。有
研究发现 OAE 和乳糜泻具有相似的特征，包
括 CD8 ＋细胞数量增加和白细胞介素 -15 过度表
达 [7]。由于十二指肠活检中 CD8 ＋细胞数量的增
加以及奥美沙坦治疗开始后与临床症状出现之间
的长时间延迟，Rubio-Tapia 等 [8] 认为 OAE 是细
胞介导的免疫损伤，而不是Ⅰ型超敏反应。也有
研究认为人体存在两种不同类型的血管紧张素Ⅱ
受体，即 AT1 和 AT2。其中 AT1 受体在整个消
化道中表达，并参与血管紧张素Ⅱ介导的转化生
长因子β（TGF-β）信号传导，它是维持肠道免疫
稳态所必需的 [9]。而 AT2 受体表达于十二指肠和
空肠，并可能诱导肠上皮细胞凋亡。奥美沙坦主
要通过与 AT1 受体不可逆结合发挥药理作用，当
AT1 被阻断后，人体内 AT2 受体在细胞膜的表达
增多。血管紧张素Ⅱ与 AT2 结合，上调上皮细
胞内促凋亡蛋白 Bax、GATA-6 的表达，并下调
抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达，导致肠上皮细胞死亡，
发挥非炎症相关的致病作用 [10]。
2.3　奥美沙坦相关肠病的诊断方法

　　OAE 通常难以诊断，食管胃十二指肠活检发
现绒毛萎缩，可能有助于本病的早期诊断 [11]。OAE

患者贫血、电解质紊乱和低蛋白血症很常见，乳
糜泻的血清学检查结果一般为阴性 [12]。值得注意
的是，有些 OAE 患者可能不伴随腹泻症状，Gade
等 [13] 首次报道了 1 例不伴腹泻症状的 OAE 病例。
OAE 患者胃和结肠活检可能分别显示淋巴细胞性胃
炎和显微镜下结肠炎 [14]。对于出现腹泻、严重体重
减轻和不明原因的十二指肠黏膜绒毛萎缩的患者，
必须将药物诱发的肠病视为潜在诊断 [15]。在乳糜泻
血清学阴性的情况下，对患者的药物进行全面审查
后，奥美沙坦诱发性肠病是最可能的诊断 [16]。
2.4　奥美沙坦相关肠病的治疗方法

　　OAE 一般采取立即停止使用奥美沙坦以及
对症支持治疗。Ianiro 等 [4] 的一项系统评价显示，
OAE 患者停用奥美沙坦后，100% 的患者出现临
床症状缓解，几乎所有患者均显示十二指肠组织
学恢复。停止使用奥美沙坦后，一般需要几周到
几个月才能缓解症状 [17]。小肠黏膜改变大多在停
药 3 ～ 6 个月内消失。对于症状严重、因脱水而
反复住院或症状改善缓慢的患者，短疗程使用糖
皮质激素可能会获益 [18]。
　　对于既往出现过 OAE 的患者，应避免再次
使用奥美沙坦。Gallivan 等 [19] 报告了 1 例严重
腹泻患者的病例，其临床症状在停用奥美沙坦后
消退，在重新使用奥美沙坦后患者腹泻症状复
发。目前已有除奥美沙坦以外其他 ARB 类药物
出现相关肠病的病例报道，涉及的药物有厄贝沙
坦 [20]、替米沙坦 [21]、缬沙坦 [22]，这些报道提示
ARB 类药物有导致相关肠病的类效应。法国一项
全国性观察性队列研究显示，血管紧张素转换酶
抑制剂（ACEI）也可以导致相关肠病，但是奥美
沙坦导致相关肠病发病率更高 [23]；2018 年德国和
意大利的一项关于 ARB 和 ACEI 导致肠病的研究
也得到了同样的结论 [24]。因此，对于出现 OAE
的患者，不建议更换为其他 ARB 药物或 ACEI 药
物，可以考虑使用未见肠病不良反应报道的钙离
子通道阻滞剂（CCB）或β 受体阻滞剂替代。
3　结论

　　奥美沙坦是一种常用的降压药物，其不良
反应较少，但也有可能导致罕见的 OAE 发生。
OAE 患者乳糜泻血清学检查结果一般为阴性，
十二指肠活检发现绒毛萎缩有利于早期诊断。本
文报道了 1 例高血压患者使用奥美沙坦后出现慢
性腹泻、体重减轻和乏力等症状，停用奥美沙坦
后症状缓解。尽管未进行食管、胃、十二指肠活
检明确诊断，但根据药品不良反应相关性可以确

表 1　Naranjo评分量表

相关问题 是 否 得分

1. 该反应先前是否有结论性报告 ＋ 1      0 ＋ 1

2. 该反应是否是在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 ＋ 2

3. 该反应是否在停药或应用拮抗剂后得到缓解 ＋ 1      0 ＋ 1

4. 该反应是否在再次使用可疑药物后重复出现 ＋ 2 － 1 －

5. 是否存在其他原因能单独引起该反应 － 1 ＋ 2 ＋ 2

6. 该反应是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 －

7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度 ＋ 1      0 －

8. 该反应是否随剂量增加而加重，或随剂量减

少而缓解

＋ 1      0 －

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过

类似反应

＋ 1      0 －

10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1      0 ＋ 1

得分     7

注：“肯定”≥ 9 分，“很可能” 5 ～ 8 分，“可能”1 ～ 4 分，“可

疑”≤ 0 分。
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定患者出现了 OAE。临床医师在日常诊疗中，对
于长期使用奥美沙坦且出现类似症状的患者，特
别是患有多种疾病、长期使用多种药物的患者，
应加强 OAE 鉴别诊断，警惕 OAE 发生的可能，
并在确诊 OAE 后立即停用奥美沙坦。
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1　病史资料

　　75 岁男性患者，考虑“乙状结肠中分化腺
癌”，为求手术治疗于2020年2月14日入住我院。
当日未予特殊处理。2 月 15 日上午使用艾司奥美
拉唑、维生素 B6、维生素 C、氯化钠注射液进行
治疗。2 月 16 日患者出现发热，最高 39.5℃，全
身多处出现红疹且左手手掌、阴囊、口腔黏膜出
现水疱，进展迅速。检查结果示：碳酸氢根离子 
28 mmol·L－ 1；尿素 4.45 mmol·L－ 1，血糖 5.99 
mmol·L－ 1，查体：心率最高 110 次·min－ 1。继
续使用上述药物后症状进一步加重。请皮肤科会
诊：患者前期有发热；且口腔、生殖器黏膜受到
损伤、形成水疱；Stevens-Johnson 综合征相关的
先兆性体检特征：Nikolsky 征阳性 [1-2]；考虑为药
物所致的 Stevens-Johnson 综合征。建议完善病理
检查，明确诊断；并停用相关药物，使用地塞米
松抗过敏、苯扎溴铵涂洗伤口对症治疗。患者拒
绝相关检查，管床医师按会诊意见对症治疗。2
月 19 日，患者无明显畏寒发热，全身红疹明显减
退，左手掌水疱较前稍减轻、阴囊会阴部皮肤局
部破溃。2 月 21 日，患者会阴部及包皮多处溃烂、
水肿明显，余无特殊不适。患者自觉好转，强烈
要求回家，劝阻无效，于 2 月 21 日签字出院。3
月 21 日，患者为求手术治疗再次入院。此时，仅
阴茎处稍有破溃、有色素沉着，口腔黏膜等破溃
已经好转。详细追问病史，患者自诉在家使用抗
菌药物预防感染，未使用糖皮质激素。期间水疱
逐渐加大、破溃，约半个月后达峰值，口腔黏膜
严重溃疡致吞咽困难，手掌、会阴处皮肤逐步剥
离、脱落，随后慢慢恢复。
2　讨论
　　Stevens-Johnson 综合征一般是通过体格检查
发现，并通过组织病理学检查确定。其中，组织
病理学虽有助于诊断，但不是必须条件 [3]。故患
者虽未完善组织病理检查，但是根据其发热、黏
膜损伤、Nikolsky 征等典型的临床表现，仍诊断

为 Stevens-Johnson 综合征。Stevens-Johnson 综合
征多由抗惊厥药、抗抑郁药、磺胺类、非甾体抗
炎药、抗菌药物等引起，而质子泵抑制剂引起的
可能性极低 [4]。分析患者用药情况，在发生 Ste-
vens-Johnson 综合征前仅使用艾司奥美拉唑、维生
素 B6、维生素 C、氯化钠注射液，且维生素 B6、
维生素 C、氯化钠注射液说明书、文献检索均无
导致 Stevens-Johnson 综合征的相关报道。故考虑
Stevens-Johnson 综合征可能是艾司奥美拉唑引起
的。查《中国药典临床用药须知》，艾司奥美拉唑
十分罕见的不良反应中有 Stevens-Johnson 综合征。
在 PubMed 中用质子泵抑制剂、Stevens-Johnson 综
合征为关键词进行检索，发现由质子泵引起 Ste-
vens-Johnson 综合征的报道 6 篇 [5-10]。根据不良反
应评价标准，该患者药物不良反应得分为6分（见
表 1），提示很可能有关。而根据中国国家药品不
良反应关联性评价标准：该患者使用艾司奥美拉
唑及发生 Stevens-Johnson 综合征时间顺序合理，
停药后反应减轻，有文献资料佐证并排除其他疾
病、药物等因素干扰，评价结果为很可能。综合
以上分析，该患者所发生的 Stevens-Johnson 综合
征为艾司奥美拉唑所致不良反应。
3　总结
　　Stevens-Johnson 综合征是一种严重的皮肤 -
黏膜反应，绝大多数由药物引起，具有较高的死
亡风险。Stevens-Johnson 综合征前期可有发热不
适，可发生皮损，甚至形成水疱、大疱。眼、口
腔、鼻、生殖器黏膜损伤是其临床特征之一，大
约 93% 的患者出现口腔黏膜损伤，63% 的患者出
现生殖器黏膜损伤，78% 的患者出现眼周围黏膜
损伤，66% 的患者可同时累及这 3 个部位 [1，4]。
Stevens-Johnson 综合征病死率高，应予积极治疗，
可分为系统治疗和支持治疗。目前，针对 Stevens-
Johnson 综合征的最佳治疗方案充满争议，尚无
定论。中国的专家共识表明系统应用糖皮质激
素、静脉注射免疫球蛋白（IVIG）、肿瘤坏死因子
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（TNF-α）受体、血浆置换疗法、联合治疗等可以
发挥一定作用 [4]；英国的指南认为及时停用致不
良反应药物并支持治疗比系统治疗更有益 [1]；日
本的研究持相反意见，认为系统治疗比支持治疗
更有效，推荐首选糖皮质激素，效果不佳时再联
用 IVIG 等 [11]。本案例中，我们结合患者的疾病
情况及经济状况，并充分尊重患者的自身意愿，
选择使用地塞米松进行全身性系统治疗。经过 4 d
住院治疗，患者红疹明显消退、水疱进展不明显，
病情较稳定。患者出院后未进行规范治疗，病情
迅速进展，水疱出现大破溃，且半个月后达到顶
峰，大面积破溃皮肤剥离、脱落，一个月后才逐
步恢复，病程延长。提示规范治疗对于 Stevens-
Johnson 综合征进展有重要意义，应予以重视。此
外，我们对该患者出院时疾病的严重程度进行评
估。根据 SCORTEN 评分，患者得分为 2 分（见
表 2），预测死亡风险为 12%（评分为 0 到 7 时，
对应的预测的死亡风险依次为 1%、4%、12%、
32%、62%、85%、95%、99%）[4，12]。死亡风险
较低，这可能是患者后期未进行规律治疗但仍然
痊愈的原因。

表 2　SCORTEN评分

相关数据 分值 得分

年龄＞ 40 岁（75 岁） 1 1
心率＞ 120 次·min － 1（110 次·min － 1） 1 0
伴恶性肿瘤（直肠癌） 1 1
初始表皮松解面积＞ 10% 体表面积（否） 1 0
血清尿素氮水平＞ 10 mmol·L － 1（4.45 mmol·L － 1） 1 0
血清葡萄糖水平＞ 14 mmol·L － 1（5.99 mmol·L － 1） 1 0
血清碳酸氢盐水平＜ 20 mmol·L － 1（28 mmol·L － 1） 1 0
总分 2
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表 1　诺氏药物不良反应评估量表

相关问题
问题分值

是 否 未知 得分

1. 该反应先前是否有结论性报告 ＋ 1      0 0 1
2. 该反应是否是在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 0 2
3. 该反应是否在停药或应用拮抗剂后得到缓解 ＋ 1      0 0 1
4. 该反应是否在再次使用可疑药物后重复出现 ＋ 2 － 1 0
5. 是否存在其他原因能单独引起该反应 － 1 ＋ 2 0 2
6. 该反应是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0
7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度 ＋ 1      0 0
8. 该反应是否随剂量增加而加重，或随剂量减少而缓解 ＋ 1      0 0
9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过类似反应 ＋ 1      0 0
10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1      0 0
总分值 6
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　　依替米星为我国自主研发的半合成氨基糖苷
类抗菌药物 [1]，具有抗菌谱广、抗菌活性强、交
叉耐药性小等优点，被临床广泛应用于治疗呼吸
道感染、肾脏和泌尿生殖系统感染、皮肤软组织
感染和其他感染等 [2-3]。目前一般认为其安全性
较高，注射前无须做皮肤过敏试验，不良反应相
对较少，说明书未记载过敏性休克。本文报道 1
例硫酸依替米星注射液致迟发型过敏性休克的病
例，以期提高临床对此类不良反应的重视，保障
患者安全用药。
1　病例资料

　　 患 者， 男，57 岁， 体 重 65 kg， 身 高 170 
cm，主诉“发现肺癌 3 月余，放化疗后”于 2023
年 1 月 6 日收入某三级医院。患者既往“结肠癌
术后”病史 2 年；对青霉素过敏；否认糖尿病、
高血压、冠心病史；新冠感染转阴半月余，否
认其他传染病史；否认外伤史；否认食物过敏
史。入院体检：体温（T）36.5℃，脉搏（P）86
次·min－ 1，呼吸频率（R）21 次·min－ 1，血压
（BP）125/72 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）；一
般状况可，神志清，心律齐，未闻及病理性杂
音，右肺呼吸音低，左肺呼吸音粗，余未见明显
阳性体征。胸部计算机断层扫描（CT）：右肺癌
治疗后，双肺纹理增强、紊乱，双肺野透光度增
强。双肺见多发斑片状及结节状密度增高影，部
分呈磨玻璃样密度增高影，边缘模糊，较 2022
年 9 月 CT 片部分为新发病变。实验室检查，血
常规示：白细胞计数（WBC）2.93×109·L－ 1↓，
中性粒细胞百分比（NEUT%）62.3%，淋巴细胞
百分比（LYMPH%）29.5%，红细胞计数（RBC）
3.74×109·L－ 1↓，血红蛋白（Hb）119 g·L－ 1↓，
血小板计数（PLT）164×109·L－ 1，超敏 C 反应
蛋白 1.84 mg·L－ 1。肿瘤标志物：癌胚抗原 1.62 
ng·mL－ 1，神经元烯醇化酶 17.35 μg·L－ 1↑，细
胞角蛋白 19 片段 7.07 μg·L－ 1↑，鳞状细胞癌相

关抗原 1.82 ng·mL－ 1。入院诊断：① 右肺小细
胞癌（cT2NOMO，ⅡA 期，局限期），双肺多发
磨玻璃病变；② 结肠癌术后；③ 荨麻疹。患者
目前已行 3 周期化疗，方案为“依托泊苷 0.1 g 
d1 ～ d5 ＋卡铂 0.6 g d1”，其间以“右肺门病灶”
为靶区，行超分割放疗 30 次，放疗剂量 45 Gy。
由于患者出现双肺多发磨玻璃病变，近日咳嗽伴
有黄痰等症状，结合新型冠状病毒感染后期治疗
实践经验，考虑新型冠状病毒后期合并细菌感染
可能，遂建议选择依替米星作为初始经验性抗感
染治疗方案，并予以糖皮质激素治疗，减轻肺内
炎症反应。
　　2023 年 1 月 7 日医嘱给予地榆升白片 2 粒 po 
tid 升白细胞治疗；强力枇杷露 15 mL po tid 止咳；
注射用甲泼尼龙琥珀酸钠 40 mg ＋ 0.9% 氯化钠注
射液 100 mL ivgtt qd 抗炎（1 月 7 日开始应用，1 月
12 日停用，未与其他药物配伍）；硫酸依替米星注
射液 0.2 g（无锡济煜山禾药业股份有限公司，规
格：2 mL/100 mg，批号：22042020）＋ 0.9% 氯化
钠注射液 250 mL ivgtt qd 抗感染等治疗。1 月 12
日查血常规示：WBC 10.11×109·L－ 1↑，NEUT% 
84.6%↑，LYMPH% 8.5%↓，RBC 3.63×109·L－ 1↓，
Hb 121 g·L－ 1↓，PLT 158×109·L－ 1。连续应用硫
酸依替米星注射液第 6 日（1 月 12 日），9：20 开
始输注，9：27 在输注过程中患者突然出现呼吸困
难，伴有皮肤发红、全身瘙痒。随之视物模糊、头
晕、呕吐、意识不清。心电监护示：T 36.2℃，P 
85 次·min－ 1，R 19 次·min－ 1，BP 89/45 mmHg，
血氧饱和度 94%。考虑过敏性休克，立即停用硫
酸依替米星注射液，给予地塞米松磷酸钠注射液
5 mg iv，盐酸肾上腺素注射液 1 mg iv，盐酸异丙
嗪注射液 25 mg im，同时吸氧。经过上述治疗措
施后，患者于 9：50 意识清醒，自觉胸闷，随即
给予盐酸多巴胺注射液 20 mg iv，心电监护示：T 
36.0℃，P 89 次·min－ 1，R 20 次·min－ 1，BP 
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116/60 mmHg，血氧饱和度 98%。患者生命体征恢
复平稳，症状明显改善，持续观察。11：50 心电
监护示：T 36.1℃，P 88 次·min－ 1，R 20 次·min－ 1，
BP 106/70 mmHg，血氧饱和度 100%。患者意识清
楚，精神尚可，未诉其他不适。后续住院期间使用
“依托泊苷 0.1 g d1 ～ d5 ＋卡铂 0.6 g d1”化疗，未
再使用硫酸依替米星注射液，患者未再出现过敏性
休克症状。1 月 15 日患者出院。
2　讨论

2.1　不良反应关联性评价

　　本例患者入院时生命体征平稳，用药后出现
血压下降、呼吸困难、胸闷、视物模糊、意识不
清等症状，符合“过敏性休克”判定标准 [4]。根
据国家药品不良反应监测中心制定的关联性评价
方法 [5] 进行分析：① 患者第 6 日静脉滴注硫酸依
替米星注射液 7 min 后出现过敏性休克症状，用
药与不良反应发生时间存在合理的时间关系；② 
说明书未记载过敏性休克，但有相关个案文献
报道 [6-11]，过敏性休克发生时间为首次给药后 20 
s ～ 10 min；③ 立即停药并及时给予抗休克、抗
过敏等治疗后患者病情好转；④ 停药后未再次使
用该药；⑤ 患者既往肺癌病情相对稳定，其他并
用药品说明书中未记载过敏性休克，该不良反应
无法用原发疾病及其进展、其他并用药品的作用
解释。综上，关联性评价判断为“很可能”。
2.2　不良反应原因分析

　　依替米星致过敏性休克的发生机制尚不明
确，本例患者发生过敏性休克的原因可能为以下
几点：
　　① 药物因素：依替米星为氨基糖苷类抗菌药
物，其本身无免疫原性 [9]，但可能作为半抗原进
入体内与蛋白质或多肽分子结合成全抗原，诱发
过敏反应，过敏严重者进而出现过敏性休克。本
例患者在连续使用硫酸依替米星注射液的第 6 日
开始输注 7 min 后发生过敏性休克，考虑为迟发
型过敏性休克。
　　② 辅料因素：硫酸依替米星注射液的辅料为
无水亚硫酸钠（Na2SO3），其分子结构与硫代硫
酸钠（Na2S2O3）类似，注射用硫代硫酸钠的说明
书中有记载过敏性休克，推测辅料无水亚硫酸钠
亦有可能引发过敏性休克。
　　③ 个体因素：本例患者对青霉素过敏，可
能属于过敏体质，对该药耐受性较差，易发生不
良反应。大样本的药源性过敏性休克文献回顾表
明，发生过敏性休克的患者，有药物过敏史的占

15% ～ 20%，其中有青霉素等抗菌药物过敏史的
占有药物过敏史的 50% ～ 70%[12-15]。因此，既往
有药物过敏史，尤其是有青霉素等抗菌药物过敏
史，可能为依替米星致过敏性休克的重要危险因
素。此外，患者在入院前感染新型冠状病毒，尽
管转阴半月余，但可能造成机体免疫功能紊乱，
导致过敏风险和过敏发生机制不确定性增加。既
往个案文献报道中患者均否认或者未提及新型冠
状病毒感染史、药物过敏史。综上，新型冠状病
毒感染和过敏体质的影响可能为本例患者与既往
个案文献报道有所不同的重要原因。
2.3　建议及时修订完善依替米星相关制剂的说明书

　　硫酸依替米星注射液的说明书记载其不良反
应主要为耳毒性、肾毒性、神经肌肉阻滞作用，
其他罕见的反应有恶心、皮疹、静脉炎、心悸、
胸闷及皮肤瘙痒等，未记载过敏性休克。但近年
来，依替米星致呕血、高热、呼吸困难、多形性
红斑、重症大疱型药疹等不良反应时有报道 [16-19]。
因此，建议生产企业及时修订完善说明书，补充
临床使用中发现的新的和严重不良反应，进一步
提高临床对该药安全性的认识，最大程度地降低
用药风险。
3　小结

　　过敏性休克是依替米星的罕见严重不良反
应，既往个案报道依替米星导致的过敏性休克均
为速发型。本病例提示，需对依替米星致迟发型
过敏性休克的风险保持高度警惕，患者的过敏体
质可能为一项重要危险因素。建议临床用药严格
掌握适应证，强化用药前的过敏史询问，有药
物、食物等过敏史及药物过敏家族史、特别是有
青霉素等抗菌药物过敏史的患者，要慎用该药，
如必须使用应结合患者自身特点，考虑适当调整
给药浓度，且具备急救条件。静脉滴注时要严格
控制滴速，按照说明书要求每次滴注应至少 1 h。
加强连续用药过程中的监护，尤其是每次用药前
的 30 min，一旦出现过敏性休克和其他严重过
敏反应，立即停药，保持静脉通道畅通，及时给
予抗组胺药、钙注射剂、糖皮质激素、肾上腺素
等急救药物进行抢救，严密监测患者生命体征变
化，确保患者生命安全。
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