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锐裂钱袋苔化学成分研究

王潇1，崔伟亮2，王姝麒1*（1. 山东大学药学院，济南　250012；2. 山东省食品药品检验研究院，济南　250101）

摘要：目的　分离鉴定锐裂钱袋苔的次级代谢产物。方法　利用 MCI 树脂、硅胶、LH-20 凝

胶、C18 反相硅胶柱色谱及高效液相色谱等技术对锐裂钱袋苔乙醇提取物进行分离纯化，通过

波谱数据分析，鉴定化合物的结构。结果　从锐裂钱袋苔中分离鉴定 6 个化合物，分别为 neryl 
hydroquinone（1）、（R，Z）-2-（3-hydroxy-3，7-dimethylocta-1，6-dien-1-yl）benzene-1，4-diol（2）、

didehydroconicol（3）、2，6-dihydroxy-3，4-dimethylbenzoic acid methyl ester（4）、ethyl orsellinate（5）
和 ethyl haematommate（6）。化合物 2 抑制促炎因子 IL-18 转录和 iNOS 及 TNF-α 表达。结论　化

合物 1 ～ 3 为异戊烯基化的对苯二酚衍生物，为首次从钱袋苔属植物中分离得到，化合物 4 ～ 6
为间苯二酚衍生物。化合物 2 可以抑制脂多糖（LPS）诱导的 RAW264.7 细胞炎症反应。

关键词：钱袋苔；苔类植物；异戊烯化；抗氧化剂；化学成分

中图分类号：R914，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2024)08-1971-05
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Chemical constituents of Marsupella commutata (Limpr.) Bernet. 

WANG Xiao1, CUI Wei-liang2, WANG Shu-qi1* (1. School of Pharmaceutical Sciences, Shandong 
University, Jinan  250012; 2. Shandong Institute for Food and Drug Control, Jinan  250101)

Abstract: Objective  To determine the secondary metabolites of Marsupella commutata (Limpr.) Bernet. 
(M. commutate). Methods  The ethanol extract from M. commutate was isolated and purified by MCI, 
silica gel, LH-20 gel, C18 reversed phase silica gel column chromatography and high performance liquid 
chromatography. The structures of the compounds were identified by spectral data analysis. Results  Totally 
6 compounds were isolated and identified from M. commutate, including neryl hydroquinone (1), (R, Z)-2- 
(3-hydroxy-3, 7-dimethylocta-1, 6-dien-1-yl) benzene-1, 4-diol (2), didehydroconicol (3), 2, 6-dihydroxy-3, 
4-dimethylbenzoic acid methyl ester (4), ethyl orsellinate (5), and ethyl haematommate (6). Compound 2 
inhibited the transcription of pro-inflammation cytokines IL-18, and the intracellular expression of iNOS 
and TNF-α. Conclusion  Compounds 1 ～ 3 are prenylated hydroquinone derivatives, which are isolated 
from M. commutata for the first time, and compounds 4 ～ 6 are resorcinol derivatives. Compound 2 can 
inhibit the inflammatory responses of lipopolysaccharide stimulated RAW264.7 cells. 
Key words: Marsupella; liverwort; prenylation; antioxidation; chemical constituent
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　　苔纲植物（Marchantiophyta）遍布世界各地，
约有 6000 种，它们可以在潮湿的土壤、岩石和树
木上生长，有些种类生长在河流和湖泊中 [1]。与
藓纲（Bryophyta）和角苔纲（Anthoceratophyta）
不同，苔纲植物的细胞内通常富含油体（oil bod-

ies），由结构多样的萜类及芳香化合物构成 [2]。目
前，从苔纲植物中已经分离得到数百个新化合物，
其中包括 40 多个萜类和芳香族化合物的新碳骨
架 [3]。民间将苔藓植物的干燥粉末与油混合，用
于治疗刀割、火烧导致的外伤 [4]。

研究论文
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　　钱袋苔属（Marsupella）植物属于苔纲全萼苔
科（Gymnomitriaceae），研究发现该属植物次级代
谢产物多为三环倍半萜类化合物，并以长叶松烷
型倍半萜（longipinane）为标志性成分 [5-12]。为了
充分挖掘钱袋苔属植物药用价值，本文对锐裂钱袋
苔 Marsupella commutata（Limpr.）Bernet. 的乙醇提
取物进行分离鉴定，从中获得了 neryl hydroquinone
（1）、（R，Z）-2-（3-hydroxy-3，7-dimethylocta-1，
6-dien-1-yl）benzene-1，4-diol（2）、didehydroconi-
col（3）、2，6-dihydroxy-3，4-dimethylbenzoic acid 
methyl ester（4）、ethyl orsellinate（5）和 ethyl haema-
tommate（6）等 6 个化合物，这是首次对锐裂钱袋
苔化学成分进行研究，化合物 1 ～ 3 系首次从钱袋
苔属植物中分离得到，化合物结构见图 1。

图 1　化合物 1 ～ 6 结构

Fig 1　Structures of compounds 1 ～ 6

1　试药与仪器

1.1　试药

　　锐裂钱袋苔全株于 2014 年 7 月采自中国吉
林省长白山，由临沂大学医学院周金川副教授鉴
定，标本保存于山东大学药学院天然药物化学研
究所，标本号：20140720-13。
　　MCI 微孔树脂（CHP20P，75 ～ 150 μm，三菱
化学工业有限公司），硅胶（200 ～ 300 目，青岛海
洋化工有限公司），C18 反相硅胶（40 ～ 63 μm，Fuji 
Sylysia 公 司）， 凝 胶（Sephadex LH-20，25 ～ 100 
μm，Pharmacia Biotech 公司），薄层层析采用硅胶
GF254 预制板（青岛海洋化工有限公司），石油醚、
丙酮、二氯甲烷、甲醇（分析纯，天津四友试剂公
司），高效液相色谱仪用甲醇（色谱纯，美国天地
公司）。MEM 培养基、DMEM 高糖培养基和胎牛血
清（Gibco 公司），非必需氨基酸（100×，武汉普诺
赛生命科技有限公司），丙酮酸钠（100 mmol·L－1）、
100×青链霉素混合液和总 RNA 提取试剂（北京索
莱宝科技有限公司），CCK-8 试剂盒（大连美仑生

物技术有限公司）。PrimeScript RT Master Mix 和 TB 
Green Premix Ex Taq（TaKaRa 公司）。HepG2 人肝癌
细胞（山东大学药学院张涛教授惠赠），RAW264.7
小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（山东大学药学院
张志岳教授惠赠），脂多糖（LPS）和棕榈酸（纯
度 ≥ 99%，Sigma-Aldrich 公 司），qPCR 引 物（生
工生物工程股份有限公司），诱导型 - 氧化氮合酶
（iNOS）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）流式检测抗体
（eBioscience 公司）。
1.2　仪器

　　N-1001 型旋转蒸发仪（东京理化器械株式会
社）；AG135 十万分之一电子分析天平（瑞士梅特勒
托利多科有限公司）；AvanceCore 核磁共振波谱仪和
Avance DRX-600 核磁共振分析（美国布鲁克科技有
限公司）；1200 型高效液相色谱仪和 Eclipse XDB-C18

（9.4 mm×250 mm，5 μm）半制备柱（美国安捷伦科
技有限公司）；Infinite f50 吸收光酶标仪（瑞士帝肯
公司）；LTQ-Orbitrap XL 高分辨质谱仪、NanoDrop 
One 超微量紫外 - 可见光分光光度计（美国赛默飞世
尔科技有限公司）；Lightcycler96 荧光定量 PCR 仪
（瑞士罗氏生命科学有限公司）；FACSCelesta 流式细
胞仪（美国碧迪生命科学有限公司）。
2　方法

2.1　提取与分离

　　自然阴干的锐裂钱袋苔全株 500 g，剪碎后，
以 10 倍体积的 90% 乙醇回流提取（4 次，每次 2.5 
h），合并抽滤液，旋转蒸发仪浓缩至浸膏。浸膏
加甲醇超声溶解后上 MCI CHP20P 微孔树脂，以
甲醇水体系梯度（30% → 100%）洗脱，对 60% 甲
醇洗脱组分（5.0 g）进行系统分离：硅胶柱以石
油醚 - 丙酮体系梯度（200∶1 → 2∶1）洗脱，得
到 Fr.1A ～ Fr.1D 四个组分，Fr.1A（134.5 mg）依
次经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱（二氯甲烷 - 甲
醇＝ 1∶2，等度洗脱）、C18 反相硅胶柱色谱（甲
醇水 50% → 90%，梯度洗脱）后再次通过硅胶柱
色谱以石油醚 / 丙酮体系（100∶1 → 10∶1，梯度
洗脱）分离得到化合物 6（2.0 mg）；Fr.1B 组分依
次经 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱（二氯甲烷 - 甲
醇＝ 1∶1，等度洗脱）、C18 反相硅胶柱色谱（甲
醇水 50% → 90% 梯度洗脱）后，高效液相色谱
（65% 甲醇）分离得到化合物 2（17.6 mg，tR ＝ 14.0 
min）；Fr.1C 和 Fr.1D 分别经 Sephadex LH-20 凝胶
柱色谱（二氯甲烷 - 甲醇＝ 1∶1，等度洗脱）后，
合并薄层色谱检测相同组分，经 C18 反相硅胶柱色
谱（甲醇水 50% → 90% 梯度洗脱）后，高效液相
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色谱（68% 甲醇）分离得到化合物 1（21.3 mg，tR ＝

32.1 min）、3（3.2 mg，tR ＝ 24.0 min）、4（26.7 mg，
tR ＝ 17.6 min）和 6（21.5 mg，tR ＝ 20.2 min）。
2.2　细胞培养

　　HepG2 人肝癌细胞和 RAW264.7 小鼠单核巨
噬细胞白血病细胞分别用 MEM 培养基（含 10%
胎牛血清、非必需氨基酸、1 mmol·L － 1 丙酮酸
钠、100 U·mL － 1 青霉素和 100 mg·mL － 1 链霉
素）和 DMEM 高糖培养基（含 10% 胎牛血清、100 
U·mL－1青霉素和100 mg·mL－1链霉素）传代培养。
2.3　细胞活力评价

　　CCK-8 法检测化合物 2 对 HepG2 细胞，300 
μmol·L－ 1 棕榈酸诱导的 HepG2 细胞、RAW264.7
细胞和 1 μg·mL－ 1 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞活
力的影响。
2.4　炎症因子转录水平检测

　　将 RAW264.7 细胞（2×105 个 / 孔）接种于 12
孔板，过夜贴壁后，弃上清液，分别加入完全培养
基、含 LPS（1 μg·mL － 1）的完全培养基和含 LPS
（1 μg·mL － 1）及化合物 2（50 μmol·L － 1）的完
全培养基，孵育 6 h，弃上清液，TRIzol 法提取总
RNA，超微量分光光度计测得质量和纯度后，逆转
录为 cDNA，qPCR 检测 IL-1β、IL-6、IL-18 转录水
平变化，以 GAPDH 为内参基因，2－ΔΔCt 法计算目
的基因 mRNA 的相对表达量，引物序列见表 1。

表 1　qPCR引物序列 
Tab 1　qPCR primer sequence

名称 引物（5'-3'）

IL-1β F GCCACCTTTTGACAGTGATGAG

R AAGGTCCACGGGAAAGACAC

IL-6 F CTCATTCTGCTCTGGAGCCC

R CAACTGGATGGAAGTCTCTTGC

IL-18 F CAACTTTGGCCGACTTCACTG

R TCTGGGGTTCACTGGCACTT

GAPDH F GTCGGTGTGAACGGATTTGG

R TTCCCATTCTCGGCCTTGAC

2.5　胞内炎症因子表达检测

　　化合物 2（50 μmol·L－ 1）和 LPS（1 μg·mL－ 1）
处理 RAW264.7 细胞 24 h 后收集细胞，PBS 清洗
一遍，400 g 离心，弃上清液，1% 多聚甲醛室温
固定 30 min，PBS 清洗，离心，大鼠血清和破膜
剂孵育 30 min，PBS 清洗，离心，加流式抗体室
温避光孵育 30 min，PBS 清洗，离心后重悬，流
式细胞仪检测胞内 TNF-α 和 iNOS 含量变化。
2.6　统计学分析

　　数据使用 GrapPad Prism 9 软件分析，各组间

差异比较使用单因素方差分析，P ＜ 0.05 表示差
异具有统计学意义。
3　结果

3.1　结构鉴定

　　 化 合 物 1： 透 明 油 状 物。HRESIMS m/z 
247.1644 [M ＋ H] ＋（calcd 247.1642），分子式为
C16H22O2。

1H NMR（400 MHz，CDCl3）δH：6.69（1H，
d，J ＝ 8.4 Hz，H-3），6.61（1H，d，J ＝ 2.8 Hz，
H-5），6.58（1H，dd，J ＝ 2.8，8.4 Hz，H-4），5.29
（1H，t，J ＝ 7.2 Hz，H-2'），5.07（1H，t，J ＝ 6.0 
Hz，H-6'），3.30（2H，d，J ＝ 7.2 Hz，H-1'），2.09
（4H，m，H-4' 和 H-5'），1.75（3H，s，H-10'），1.69
（3H，s，H-8'），1.60（3H，s，H-9'）。13C NMR（101 
MHz，CDCl3）δC：149.2（C-4），148.2（C-1），138.7
（C-3'），132.0（C-7'），128.2（C-2），123.8（C-6'），
121.2（C-2'），116.6（C-3），116.6（C-6），113.7（C-
5），39.7（C-4'），29.8（C-1'），26.4（C-5'），25.7（C-
8'），17.7（C-9'），16.2（C-10'）。以上数据与文献报
道一致 [13]，故鉴定化合物 1 为 neryl hydroquinone。
　　化合物 2：透明油状物，[α] 2 0

D ＝－ 148.10（c 
0.100，MeOH）。HRESIMS m/z 280.1904 [M ＋

NH4]
＋（calcd 280.1907），分子式为 C16H22O3。

1H 
NMR（600 MHz，CDCl3）δH：6.64（1H，d，J ＝ 8.5 
Hz，H-3），6.57（1H，dd，J ＝ 8.5，2.9 Hz，H-4），
6.48（1H，d，J ＝ 2.9 Hz，H-6），6.28（1H，d，J ＝
9.8 Hz，H-1），5.60（1H，d，J＝9.8 Hz，H-2），5.09
（1H，t，J ＝ 7.1 Hz，H-6），2.10（2H，m，H-5），
1.70（1H，m，H-4a），1.66（3H，s，H-8），1.63
（1H，m，H-4b），1.57（3H，s，H-9），1.36（3H，s，
H-10）。13C NMR（151 MHz，CDCl3）δC：149.2（C-
5'），146.9（C-2'），131.7（C-7），131.0（C-2），
124.1（C-6），122.7（C-1），122.0（C-1'），116.7（C-
3'），115.3（C-4'），112.8（C-6'），78.1（C-3），40.8
（C-4），26.0（C-10），25.7（C-8），22.7（C-5），17.6
（C-9）。以上数据与文献报道一致 [14]，故鉴定化合
物 2 为（R，Z）-2-（3-hydroxy-3，7-dimethylocta-1，
6-dien-1-yl）benzene-1，4-diol。
　　化合物 3：白色无定形粉末。HRESIMS m/z 
258.1486 [M ＋ NH4]

＋（calcd 258.1489），分子式为
C16H16O2。

1H NMR（400 MHz，CDCl3）δH：7.46（1H，
bs，H-2'），7.20（1H，d，J ＝ 2.9 Hz，H-3），7.13
（bs，1H，H-4'），6.82（1H，d，J ＝ 8.6 Hz，H-6'），
6.70（1H，dd，J＝ 8.6，2.9 Hz，H-5），2.39（3H，s，
H-10'），1.60（6H，s，H-8' 和 H-9'）。13C NMR（101 
MHz，CDCl3）δC：150.0（C-4），146.8（C-1），137.2
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（C-3'），137.1（C-6'），128.9（C-4'），128.2（C-1'），
123.4（C-2），123.1（C-5'），122.9（C-2'），118.7（C-
6），116.2（C-5），109.3（C-3），77.2（C-7'），27.4
（C-8' 和 C-9'），21.3（C-10'）。以上数据与文献报道
一致 [15]，故鉴定化合物 3 为 didehydroconicol。
　　化合物 4：白色无定形粉末。HRESIMS m/z 
219.0625 [M ＋ Na] ＋（calcd 219.0628），分子式为
C10H12O4。

1H NMR（400 MHz，CDCl3）δH：7.26
（1H，s，OH-6），6.21（1H，s，H-5），5.19（1H，
s，OH-2），3.90（3H，s，H-8），2.50（3H，s，
H-9），2.10（H3，s，H-10）。13C NMR（101 MHz，
CDCl3）δC：172.6（C-7），163.1（C-2），158.0（C-
6），140.2（C-4），110.6（C-3），108.5（C-5），105.2
（C-6），51.8（C-8），24.1（C-10），7.7（C-9）。以
上数据与文献报道一致 [16]，故鉴定化合物 4 为 2，
6-dihydroxy-3，4-dimethylbenzoic acid methyl ester。
　　化合物 5：白色无定形粉末。HRESIMS m/z 
197.0809 [M ＋ H] ＋（calcd 1198.0808），分子式为
C10H12O4。

1H NMR（400 MHz，CDCl3）δH：11.84
（1H，s，OH-2），6.28（1H，d，J＝ 2.7 Hz，H-5），
6.22（1H，d，J ＝ 2.7 Hz，H-3），5.27（1H，s，
OH-4），4.40（2H，q，J ＝ 7.1 Hz，H-8），2.51
（3H，s，H-10），1.41（3H，t，J ＝ 7.1 Hz，H-9）。
13C NMR（101 MHz，CDCl3）δC：171.7（C-7），
165.4（C-2），160.1（C-4），144.1（C-6），111.3
（C-5），105.8（C-1），101.3（C-3），61.3（C-8），
24.4（C-10），14.2（C-9）。以上数据与文献报道一
致 [17]，故鉴定化合物 5 为 ethyl orsellinate。
　　化合物 6：白色无定形粉末。HRESIMS m/z 
242.1024 [M ＋ NH]＋（calcd 242.1023），分子式为
C11H12O5。

1H NMR（400 MHz，CDCl3）δH：12.97
（1H，s，OH-4），12.40（1H，s，OH-6），10.34
（1H，s，H-10），6.29（1H，s，H-3），4.43（2H，

q，J ＝ 7.1 Hz，H-8），2.54（3H，s，H-11），1.43
（3H，t，J ＝ 7.1 Hz，H-9）。13C NMR（101 MHz，
CDCl3）δC：193.9（C-10），171.6（C-7），168.4（C-
6），166.6（C-4），152.4（C-2），112.1（C-3），108.5
（C-5），104.0（C-1），61.9（C-8），25.3（C-11），
14.2（C-10）。以上数据与文献报道一致 [18]，故鉴
定化合物 6 为 ethyl haematommate。
3.2　细胞活力评价

　　文献报道 [19] 部分异戊烯基化的对苯二酚衍
生物可作为抗氧化剂，具有抑制大鼠肝微粒体中
脂质过氧化形成的作用，因此本研究探索其对脂
肪性肝炎的治疗作用，CCK-8 法对上述化合物的
细胞毒性评价结果显示其在 50 μmol·L － 1 内对
HepG2 细胞和 RAW264.7 细胞无明显细胞毒性。
用棕榈酸诱导肝细胞系 HepG2 建立非酒精性脂肪
性肝细胞损伤模型，化合物 2 剂量依赖性地抑制
棕榈酸诱导的 HepG2 细胞死亡（见图 2）。

图 2　化合物 2 对棕榈酸诱导的 HepG2 细胞死亡的影响

Fig 2　Inhibition effect of compound 2 on the cell death of palmitic 
acid-induced HepG2

3.3　化合物 2 抑制炎症反应

　　用 LPS 诱导 RAW264.7 巨噬细胞炎症模型，
结果显示化合物 2 显著抑制促炎细胞因子 IL-18 的
转录及胞内 iNOS 和 TNF-α 蛋白的表达（见图 3）。

图 3　化合物 2 对炎性因子的影响（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）
Fig 3　Effect of compound 2 on pro-inflammatory cytokines（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）

4　讨论

　　本文系首次对锐裂钱袋苔进行化学成分的分
离与鉴定，共分离鉴定了 6 个化合物，其中化
合物 1 ～ 3 为异戊烯基化的对苯二酚衍生物，化
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合物 4 ～ 6 为间苯二酚衍生物。此前对钱袋苔
属植物的化学研究多集中在 Marsupella alpine、
Marsupella aquatica 和 Marsupella emarginata，可能
因它们分布相对广泛。长叶松烷型倍半萜被认为
是钱袋苔属植物的主要特征性成分，本次分离并
未得到，这可能与锐裂钱袋苔的生长环境和采收
时间有关。本次分离得到的化合物均为芳烃类成
分，且有较多的活泼基团，丰富了钱袋苔属植物
的化学成分种类。本次分离得到的芳烃化合物多
具有抗氧化和清除自由基活性 [17，19]，化合物 2 可
以抑制棕榈酸诱导的 HepG2 人肝癌细胞死亡，并
抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 炎症模型中促炎因子
IL-18 的转录和 iNOS 及 TNF-α 的表达，提示该化
合物可抑制脂肪性肝损伤，在脂肪性肝炎中发挥
治疗作用，本研究为其在代谢性疾病方面的研究
提供基础。
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中药芸香中（＋）/（－）-Rutabenzofuran A 和（＋）/
（－）-Rutabenzofuran B的抗肝炎活性评价
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院药学部，长沙　410013）

摘要：目的　研究中药芸香中分离鉴定的两对 Z/E 异构化的苯并呋喃香豆素对映异构体（＋）/
（－）-Rutabenzofuran A 和（＋）/（－）-Rutabenzofuran B 对肝脏的保护作用。方法　以（＋）/
（－）-Rutabenzofuran A 和（＋）/（－）-Rutabenzofuran B 为研究对象，采用脂多糖（LPS）

100 ng·mL－ 1 建立 HepG2 细胞的炎症模型，对 4 个化合物的抗肝炎活性进行初步评估。结
果　在浓度 10、20 和 40 µmol·L－ 1 下，4 个化合物可以剂量依赖性地降低谷丙转氨酶（ALT）

和谷草转氨酶（AST）水平及肿瘤坏死因子（TNF）-α 水平，升高白细胞介素（IL-4）和 IL-10
水平。结论　芸香通过抑制 TNF-α 和促进 IL-4 及 IL-10 的产生发挥抗肝炎活性，且具有剂量

依赖性，本研究为中药芸香的临床应用及药用开发提供充分的理论依据。

关键词：芸香；肝炎；IL-4；IL-10
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Anti-hepatitis activities of ( ＋ )/( － )-Rutabenzofuran A and ( ＋ )/( － )- 
Rutabenzofuran B in traditional Chinese medicine Ruta graveolens L. 

SU Yan-hong1, LIU Yan-yang2, 3, WANG Chun-jiang4, JIANG Yue-ping2, 3* (1. Department of 
Pharmacy, Yinan People’s Hospital, Linyi  Shandong  276300; 2. Department of Pharmacy, Xiangya 
Hospital of Central South University, Changsha  410008; 3. National Clinical Research Center for 
Geriatric Disorders, Xiangya Hospital of Central South University, Changsha  410008; 4. Department 
of Pharmacy, the Third Xiangya Hospital of Central South University, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To determine the hepatoprotective effect of two Z/E isomerized enantiomers 
of benzofuran coumarin ( ＋ )/( － )-Rutabenzofuran A and ( ＋ )/( － )-Rutabenzofuran B isolated 
from Rutabenzofuran. Methods  ( ＋ )/( － )-Rutabenzofuran A and ( ＋ )/( － )-Rutabenzofuran 
B were used to establish the inflammation model of HepG2 cells with lipopolysaccharide (100 
ng·mL－ 1). The anti-hepatitis activities of the 4 compounds were preliminatively evaluated. Results  
At the concentrations of 10, 20 and 40 µmol·L－ 1, the four compounds reduced the levels of 
alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and tumor necrosis factor α  level, and increased 
interleukin-4 and interleukin-10 levels dose-dependently. Conclusion  Ruta graveolens L. can 
inhibit tumor necrosis factor α  and promote interleukin-4 and interleukin-10 to produce anti-hepatitis 
activity in a dose-dependent manner, providing theoretical basis for clinical application and medicinal 
development of traditional Chinese medicine ruta. 
Key words: Ruta graveolens L.; hepatitis; interleukin-4; interleukin-10
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　　芸香（Ruta graveolens L.）属于芸香科芸香
属的多年生草本植物，以其芳香性和药用价值闻
名，原产于地中海地区，之后逐渐传播至世界各
地 [1-2]。芸香全草可入药，具有较高的治疗价值，
被用于传统医学和替代医学，具有清热解毒、凉
血散瘀的功效 [3]。迄今为止，芸香中发挥药效的
物质基础多为挥发油、苯丙素、生物碱以及黄酮
化合物 [4-7]。
　　肝脏在药物代谢中扮演着非常重要的角色，
而诱导肝脏疾病的原因很多，如病毒感染、酒
精、药物和肥胖等因素 [8]。虽然对于不同类型的

肝脏疾病治疗方法各有差异，但是控制肝脏的炎
症进程是绝大多数治疗肝脏疾病的必要手段，因
此加强对疗效好且安全性高的抗肝炎药物的研发
就显得尤为重要。芸香是一种具有良好抗炎活
性的药用植物，但是芸香的抗肝炎活性还未见相
关研究。因此，本研究选取课题组前期分离鉴定
的芸香中两对 Z/E 异构化的苯并呋喃香豆素对映
异构体 [（＋）/（－）-Rutabenzofuran A 和（＋）/
（－）-Rutabenzofuran B]（见图1）作为研究对象 [9]，
对其肝保护活性进行初步评价，为芸香科植物的
临床应用及药用开发提供充分的理论依据。

图 1　芸香水提取中分离鉴定的两对 Z/E 异构化的苯并呋喃香豆素对映异构体

Fig 1　Two pairs of Z/E isomerized enantiomers of benzofuranocoumarin isolated and identified from Ruta graveolens L.water extraction

1　材料

1.1　细胞株

　　人肝癌细胞（HepG2）[ 美国菌种保藏中心
（ATCC）]。
1.2　试药

　　MEM 培养基、胎牛血清（FBS）（Gibco 公司）；
双抗（Beyotime 公司）；PBS 缓冲液、细胞冻存
液、胰酶消化液（Abiowell 公司）；脂多糖（LPS）、
二甲基亚砜（DMSO）（Sigma 公司）；谷丙转氨酶
（ALT）试剂盒、谷草转氨酶（AST）试剂盒（南京
泰成公司）；肿瘤坏死因子（TNF）-α 试剂盒、白
细胞介素（IL）-4 试剂盒、IL-10 试剂盒（Proteintech
公司）；水飞蓟素（毕得医药公司）；CCK-8 检测试
剂盒（日本同仁公司）。
1.3　仪器

　　台式高速冷冻离心机、自动平衡离心机（湖
南湘仪实验室仪器开发有限公司）；超净工作台
（北京亚泰隆）；直热式二氧化碳培养箱（上海三
藤仪器）；倒置生物显微镜（北京中显恒业仪器）；
紫外可见分光光度计（上海天普分析仪器有限公
司）；恒温水浴锅（江苏新瑞仪器）；96 孔培养板
（Eppendorf）；6 孔培养板（Corning）；多功能酶
标分析仪（深圳市汇松科技发展有限公司）；各
型号离心管（广州杰特生物有限公司）。
2　方法

2.1　溶液配制

　　取化合物（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊、
（－）-2 ＊和阳性药水飞蓟素适量，精密称定，加
DMSO 制成 10 mmol·L－ 1 储备液备用。
2.2　细胞培养

　　HepG2 细胞培养于含 10%FBS 和 1% 双抗的
MEM 培养基中，在 37℃、5%CO2，饱和湿度培养
箱中培养。当细胞生长状态良好，生长量 80% ～ 

90% 时，进行传代培养，细胞传代 2 ～ 3 次。
2.3　炎症模型的建立

　　选取 LPS（100 ng·mL－ 1）建立 HepG2 细胞
的炎症模型，并通过检测细胞中的 ALT 和 AST
来判断造模成功与否。
2.4　待测化合物对 HepG2 细胞的毒性评价

　　将细胞悬液按照每孔 5×103 个细胞加入 96 孔
板内，每孔 100 μL，同时设置只有完全培养基的
空白组（Blank 组），所有组别在 37℃、5% CO2，
饱和湿度培养箱中培养。取对数生长的细胞给予
待测药物，每种药物设置 7 个浓度（0、10、20、
40、60、80、100 µmol·L－ 1），培养 24 h 后，去
除每孔中的培养基，然后加入含有 10 μL（10%）
CCK-8 的培养基 100 μL，每种处理均设置 3 个复
孔。继续孵育 4 h 后，取出用酶标仪测定 450 nm
下的吸光度（OD）值，取均值做柱状图。
2.5　细胞分组、给药与样品采集

　　以 LPS 诱导的 HepG2 炎症细胞为模型，分别
设立正常组、模型组、阳性组和实验低、中、高
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剂量组。细胞处于对数生长期时给药，正常组细
胞不给予 LPS 和待测药物的处理；模型组的细胞
加入 100 ng·mL－ 1 LPS 处理；阳性组给予 LPS 和
20 µmol·L－ 1 的水飞蓟素处理；实验组按照低、
中、高剂量（10 µmol·L－ 1、20 µmol·L－ 1 和 40 
µmol·L－ 1）分别给予相应的待测化合物和 LPS 处
理。所有组别孵育处理 24 h。每种处理均设置 3 个
平行组。收集细胞，在 2 ～ 8℃、1000 g 离心 15 
min，取上清液立即检测。分装的样品需－ 80℃保
存，解冻后的样品需再次离心，然后进行检测。
2.6　检测化合物对 LPS 诱导 HepG2 细胞产生的

ALT 和 AST 的影响

　　细胞分组、造模、给药及样品收集同“2.4”
项下。采用微板法，严格按照 ALT 和 AST 试剂
盒检测方法操作。加入终止液后，轻轻水平摇晃
96 孔板使其混匀，在室温下放置 15 min，用酶标
仪在 510 nm 波长测量各孔的 OD 值。
2.7　检测化合物对 LPS 诱导 HepG2 细胞产生的

炎症因子的影响

　　细胞分组、造模、给药及样品收集同“2.4”
项下。严格按照 ELISA 试剂盒的说明书操作，测
定各组 HepG2 细胞上清液中的 IL-4、IL-10 和
TNF-α 的含量。
2.8　数据分析

　　实验数据结果以平均数±标准差（x±s）表示，
采用统计软件 IBM SPSS statistics 21.0 进行单因素
方差分析（one-way ANOVA），采用 GraphPad Prism 
8.0.1 软件绘图，P ＜ 0.05 表示组与组之间比较差异
具有统计学意义。
3　结果

3.1　化合物对 HepG2 细胞的毒性评价

　　不同浓度（10 ～ 100 µmol·L－ 1）的待测化
合物作用于 HepG2 细胞 24 h，用 CCK-8 法检测
各组的细胞活力。（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊

和（－）-2 ＊对 HepG2 细胞的毒性检测结果如图
2 所示。由结果可知，与空白组（细胞存活率为
100%）相比，不同浓度的待测化合物处理组细胞
存活率显著高于空白组，表明其对细胞均无明显
毒性。根据以上实验结果以及分离得到的化合物
总量，后续实验中待测化合物的低、中、高浓度
设置为 10、20 和 40 µmol·L－ 1。
3.2　化合物对 LPS 诱导 HepG2 细胞产生 ALT 和

AST 的影响

　　（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊ 和（－）-2 ＊

的低、中、高剂量组对 HepG2 细胞上清液中 ALT

和 AST 的含量如图 3 所示。与正常组相比，模
型组的 ALT 和 AST 水平显著升高（P ＜ 0.01），
说明造模成功。与模型组相比，除了 LPS ＋ L-
（－）-1 ＊组（P ＞ 0.05），低、中、高剂量组和
阳性组的 ALT 和 AST 水平都有不同程度的下降
（P ＜ 0.01）。（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊ 和
（－）-2 ＊的低、中、高剂量组的 ALT 和 AST 水平
均显示出随给药剂量的增加呈降低的趋势。

图 3　化合物对 HepG2 细胞中 ALT（A）和 AST（B）的影响

Fig 3　Effect of compounds on ALT（A）and AST（B）in HepG2 cells
注：与正常组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01；compared 

with the model group，##P ＜ 0.01.

3.3　化合物对 LPS 诱导 HepG2 细胞产生炎症因

子的影响

　　（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊ 和（－）-2 ＊

低、中、高实验组 HepG2 细胞上清液中的促炎因子
TNF-α 和抗炎因子 IL-4、IL-10 的含量如图 4 所示。

图 2　HepG2 细胞中化合物安全浓度的测定

Fig 2　Determination of safe concentration of compounds in HepG2 
cells
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与正常组相比，模型组的 TNF-α、IL-4 和 IL-10 具有
显著差异（P ＜ 0.01）。与模型组相比，除了 LPS ＋

L-（－）-1＊组 TNF-α（81.28 pg·mL－ 1，P ＞ 0.05）
和 IL-10（8.25 pg·mL－ 1，P ＞ 0.05）外，阳性药组
和其他实验组的 TNF-α 水平显著降低（P ＜ 0.05）、
IL-4 和 IL-10 水平显著升高（P ＜ 0.05）。（－）-1＊、
（＋）-1＊、（＋）-2＊和（－）-2＊的低、中、高剂量
组的 TNF-α 水平均显示出随给药剂量的增加呈降低
趋势；（－）-1＊、（＋）-1＊、（＋）-2＊和（－）-2＊的
低、中、高剂量组的 IL-4 和 IL-10 水平随给药剂量
的增加呈增长趋势。

图 4　化合物对 HepG2 细胞中 TNF-α（A）、IL-4（B）、IL-10（C）

的影响

Fig 4　Effect of compounds on TNF-α（A），IL-4（B）and IL-10（C）

in HepG2 cells
注：与正常组相比，**P ＜ 0.01；与模型组相比，#P ＜ 0.05，

##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the normal group，**P ＜ 0.01；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

4　讨论

　　肝损伤是威胁人类健康的重要原因之一。肝
损伤导致的死亡人数占了全球死亡人数的 3.5%[10]。
肝脏可产生促炎因子，启动炎症反应。TNF-α 可直
接损伤肝细胞，同时促进炎性因子释放。炎症风暴

可导致肝损伤和肝脏清除能力降低，进而导致患
者病死率增加 [11]。在现代药理研究中芸香提取物
和芸香中的小分子化合物显示出了广泛的生物活
性，其中报道最多的是抗菌、抗炎、抗肿瘤、抗增
殖以及抗氧化等作用 [12-14]。本研究通过对芸香水提
物中分离得到的两对 Z/E 异构化的苯并呋喃对映异
构体 [（－）-1＊、（＋）-1＊、（＋）-2＊和（－）-2＊ ]
的 抗 肝 炎 活 性 评 价 显 示， 化 合 物（－）-1 ＊、
（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊和（－）-2 ＊在浓度 10 ～ 100 
µmol·L－ 1 对 HepG2 细胞无毒性，且具有一定的
促进细胞增殖的作用，能够降低 AST 和 ALT。
　　肝损伤的发生发展与巨噬细胞和单核细胞
有密切联系。在致炎因子的干预下，巨噬细胞
和单核细胞产生 TNF-α 导致肝损伤。化合物
（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊和（－）-2 ＊可显
著降低 TNF-α 水平保护肝脏。研究已经证实炎
症引发的肝炎涉及多种信号通路的改变。TLR4、
NF-κB 和 NLRP3 炎症小体在肝脏的炎症反应中
起了重要作用 [15-16]。中药提取物和单体化合物通
过 TLR4、NF-κB 和 NLRP3 信号通路在急性肝损
伤中已表现出良好的抗炎效果。抗炎因子 IL-10
可通过 JAK-STAT 通路和 NF-κB 通路发挥作用，
抑制炎症细胞因子分泌，如 TNF-α 等 [17-18]。IL-4
可抑制单核巨噬细胞产生 IL-6 和 TNF-α 等炎性
因子，减轻肝组织炎症 [19]。进一步研究显示，化
合物（－）-1 ＊、（＋）-1 ＊、（＋）-2 ＊和（－）-2 ＊

能够提高抗炎因子 IL-4 和 IL-10 的水平，具有较
好的抗肝炎活性，且呈剂量依赖性。综上，可以
证明苯并呋喃香豆素类能够剂量依赖性地发挥出
抗肝炎活性，而苯并呋喃香豆素类提高 IL-4 和
IL-10 及降低 TNF-α 水平的具体抗炎信号通路和
靶点需要进一步的探讨。
　　本研究初步探讨了苯并呋喃香豆素类的抗炎
活性。然而，研究主要基于体外研究得出的结论，
未在动物中进一步验证。因此，今后需要构建更
多的实验模型，更深入探索中药芸香的起效机
制。中药具有多途径多靶点的作用优势，作用于
肝损伤的各个阶段，如抗氧化、调控自噬、代谢、
凋亡。苯并呋喃香豆素类是否通过其他途径保护
肝脏是未来的一个研究方向。
　　综上所述，芸香可抑制 TNF-α及促进 IL-4 和
IL-10 的产生，且具有剂量依赖性。这为肝损伤
的治疗提供了一种新的治疗策略。然而，芸香抗
炎活性的机制需要进一步深入研究。
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丹参 -三七药对对氧糖剥夺 /再灌注损伤的 
小胶质细胞的保护作用

吴桂月1，李蕊臣2，雷震3，侯瑞英1，焦伟杰1*（1. 河南中医药大学第二附属医院药学部，郑州　450002；2. 河南

中医药大学药学院，郑州　450046；3. 河南中医药大学第二附属医院中心实验室，郑州　450008）

摘要：目的　探讨不同配比丹参 - 三七（SM-PN）药对抗 BV2 细胞氧糖剥夺 / 再灌注（OGD/R）

损伤的保护作用，并探索其可能的作用机制。方法　建立 BV2 细胞 OGD/R 模型，实验分为空

白组、模型组及不同配比 SM-PN ＋ OGD/R 组，采用 CCK-8 法筛选出细胞活力最好的 SM-PN
配比；Real-time PCR 检测肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素 1β（IL-1β）、白细胞介素 -6
（IL-6）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、白细胞介素 -10（IL-10）、转化生长因子 -β（TGF-β）

的 mRNA 表达；Western blot 法检测核因子 κB 抑制蛋白α（IκBα）、磷酸化核因子 κB 抑制蛋白

α（p-IκBα）、核因子 -κB p65（NF-κB p65）、磷酸化核因子 -κB p65（NF-κB p-p65）的磷酸化蛋

白水平。结果　200 mg·L－ 1 的 SM-PN 5∶3 组 BV2 细胞生存率较模型组显著升高（P ＜ 0.05）。

与模型组比较，SM-PN 组能显著下调 IκBα 和 p65 蛋白磷酸化水平；SM-PN 组 iNOS、TNF-α、

IL-1β、IL-6 mRNA 表达水平显著降低（P ＜ 0.05）；TGF-β、IL-10 mRNA 表达水平显著增加

（P ＜ 0.05）。结论　SM-PN 能减轻 OGD/R 诱导的 BV2 细胞炎症损伤，这可能与抑制 NF-κB
信号通路，促进小胶质细胞从 M1 向 M2 型转化抑制炎症反应有关。

关键词：丹参 - 三七药对；小胶质细胞；氧糖剥夺 / 再灌注；炎症

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-1981-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.003

Protective effect of salvia miltiorrhiza-panax notoginseng against microglia 
cell injury induced by oxygen-glucose deprivation/reperfusion

WU Gui-yue1, LI Rui-chen2, LEI Zhen3, HOU Rui-ying1, JIAO Wei-jie1* (1. Department of Pharmacy, 
The Second Affiliated Hospital, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou  450002; 2. School 
of Pharmacy, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou  450046; 3. Central Laborotary, The 
Second Affiliated Hospital, Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou  450008)

Abstract: Objective  To determine the protective effect of salvia miltiorrhiza-panax notoginseng 
(SM-PN) with different proportions against BV2 cell injury induced by oxygen-glucose deprivation/
reperfusion (OGD/R), and its possible mechanism. Methods  BV2 cells were cultured in vitro and 
the models were established by OGD/R. The cells were randomly divided into a blank group, a model 
group, and an SM-PN ＋ OGD/R group. The survival rate of cells in each group was screened by 
CCK-8, and the best SM-PN matching group was selected for subsequent experiments. The expression 
of TNF-α , IL-1β, IL-6, iNOS, TGF-β and IL-10 mRNA was analyzed by Real-time PCR. The protein 
levels of IκBα , p-IκBα , p65 and p-p65 were determined by Western blot. Results  Compared with 
the model group, the cell viability of SM-PN 5∶3 groups at 200 mg·L－ 1 significantly increased, 
IκBα  and p65 protein phosphorylation levels markedly decreased, the mRNA expresion level of 
iNOS, TNF-α , IL-1β, and IL-6 was significantly lower (P ＜ 0.05), and that of TGF-β and IL-10 was 
significantly higher (P ＜ 0.05). Conclusion  SM-PN can inhibit OGD/R-induced neuroin flammatory 

基金项目：河南省中医药科学研究专项（No.20-21ZY2211；No.20-21ZY3012）。
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　　缺血性脑卒中具有高致病的特点，约占脑卒中
疾病的 80%[1-2]。其神经损伤的主要病理生理机制
之一为炎性反应，炎症可引起脑水肿，进而导致神
经细胞死亡 [3-4]。小胶质细胞是中枢神经系统中的
固有免疫细胞，神经炎症主要与小胶质细胞异常激
活有关，小胶质细胞激活后可分化为促炎 M1 型和
抗炎 M2 型，促进小胶质细胞向 M2 型转化是缺血
性脑卒中的一个重要的治疗方向。
　　丹参 - 三七（salvia miltiorrhiza-panax notoginseng，
SM-PN）是广泛用于脑血管疾病的经典药对。丹参主
要成分为水溶性的酚酸类及脂溶性的二萜类，三七
的主要成分为三七总皂苷。据文献报道，丹参多酚
酸、三七总皂苷及两者配伍可上调小胶质细胞白细
胞介素 -10（interleukin-10，IL-10）、转化生长因子 -β
（transforming growth factor-β，TGF-β）的蛋白表达，
下调白细胞介素 -1β（interleukin-1β，IL-1β）、白细胞
介素 -6（interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（tu-
mor necrosis factor-α，TNF-α）、诱导型一氧化氮合酶
（inducible nitric oxide synthase，iNOS）的蛋白表达，
促进小胶质细胞 M1 型极化向 M2 型转换 [5]。
　　本研究建立 BV2 细胞氧糖剥夺 / 再灌注
（oxygen-glucose deprivation/reperfusion，OGD/R）
模型，从 SM-PN 不同配比的分组中优选出最佳组
合，并进一步结合经典的蛋白组学和分子生物学手
段，从炎症免疫损伤的角度探讨 SM-PN 药对是否
能够改善脑缺血再灌注后的炎症水平及可能机制。
1　材料

1.1　细胞 
　　小鼠小胶质细胞 BV2 细胞购自武汉普诺赛生
命科技有限公司（批号：CL-0493）。
1.2　试药

　　丹参和三七配方颗粒剂（四川新绿色药业科技
发展有限公司，批号：21010114，2104048）。磷
酸盐缓冲液（PBS）、高糖 DMEM、无糖 DMEM、
胎牛血清（FBS）、胰蛋白酶和青霉素 - 链霉素溶
液（PS）（以色列 BI 公司）；CCK-8 试剂盒（北京
索莱宝科技有限公司）；IκBα、p-IκBα、p65、p-p65
抗体（Cell Signaling Technology）；β-actin 抗体（武
汉三鹰生物公司）。

1.3　仪器 
　　3110 型 CO2 培养箱、Multiskan FC 酶标仪（美
国赛默飞公司）；FACSJazz 型流式细胞仪（美国
BD 公司）；185-2148 型基因扩增仪、170-4070 型
电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；1384-A2 型生物安
全柜（美国赛默飞公司）。
2　方法

2.1　不同 SM-PN 药对的配制

　　将丹参和三七配方颗粒分别按比例（5∶0、
5∶1、5∶3、5∶5、3∶5、1∶5、0∶5） 加
入 PBS 加 热 60℃， 超 声 30 min 溶 解，10 000 
r·min－ 1 离 心 15 min（离 心 半 径 r ＝ 7.5 cm），
取上清液用 0.22 μm 的无菌过滤膜过滤后，定量
为相同浓度，置于 4℃冰箱保存备用。
2.2　BV2 细胞培养及分组

　　快速复苏细胞，加入含 10% FBS 及 100 U·L－ 1 

PS 的高糖 DMEM，接种于 25 cm2 细胞培养瓶，在
5% CO2、95%O2、37℃环境下培养。待细胞生长至
对数生长期，胰酶消化后，1000 r·min－ 1 离心 5 min
（离心半径 r ＝ 16.5 cm），弃上清液，按 1×104 个 /
孔接种于 96 孔板，按 1×105 个 / 孔接种于 12 孔板。
将细胞随机分为空白组、模型组、不同配比（SM-
PN ＋ OGD/R）给药组。给药组分别按 100、200、400 
mg·L－ 1 三个浓度于造模前 4 h 加入相应药物。
2.3　BV2 细胞 OGD/R 模型构建 
　　依据文献 [6-7] 中 OGD/R 模型构建方法，将
BV2 细胞接种至 12 孔板的细胞生长 24 h 后，
用 PBS 洗涤 2 遍，加入无糖无血清 DMEM 在
5%CO2、95%N2、37℃环境中氧糖剥夺 6 h，将
无糖无血清培养基更换为正常培养基依次复氧 0、
6、12、24 h，确定最佳复氧时间。
2.4　CCK-8 筛选最佳给药浓度和比例

　　将对数生长期的细胞接种于 96 孔板并按照上
述造模及分组给药方式进行操作，在 OGD/R 结
束后每孔加入 100 μL 含有 CCK-8 的高糖 DMEM 
37℃孵育 1 h。在酶标仪 450 nm 吸光度值下测定
OD 值，并根据公式细胞生存率（%）＝ OD模型组 /
OD空白组×100%，计算出各组细胞生存率。选出
最优给药浓度及最佳配比组。

responses in BV2 cells, whose mechanism may be related to the inhibition of NF-κB pathway, 
promoting the polarization of the microglia from M1 to M2 phenotype. 
Key words: herbal pair of salvia miltiorrhiza-panax notoginseng; microglia cell; oxygen-glucose 
deprivation/reperfusion; inflammation
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2.5　Real-time PCR 法检测 M1 型和 M2 型小胶质

细胞相关标志物 mRNA 表达

　　Trizol 法提取各组细胞内的总 RNA，定量检

测 RNA 浓度及纯度，逆转录合成 cDNA 后进行
检测（引物详情见表 1）。根据２－△△ ct 计算各组之
间 mRNA 表达差异。

表 1　PCR引物序列 
Tab 1　Primer sequence of PCR 

引物名称 上游（5'-3'） 下游（5'-3'）

TNF-α GAGCGACTCAAACTGCCCT GCTGGTTATCTCTCAGCTCCA

IL-1β GCTTCAGGCAGGCAGTATCA TGCAGTTGTCTAATGGGAACG

IL-6 AAATGATGGATGCTACCAAACTG CTCTGGCTTTGTCTTTCTTGTTATC

IL-10 GCTGGACAACATACTGCTAACCGACTC CCTTGATTTCTGGGCCATGCTTCTC

iNOS CCGCCGCTCTAATACTTA TTCATCAAGGAATTATACAGGAA

TGF-β CGCAACAACGCCATCTAT TGCTTCCCGAATGTCTGA

β-actin TTCCTTCTTGGGTATGGAAT GAGCAATGATCTTGATCTTC

2.6　Western blot 检测 IκBα、p-IκBα、p65、p-p65 蛋

白磷酸化水平

　　收集各组细胞，加入 RIPA 裂解液振荡离心，
提取各组细胞总蛋白，BCA 法进行蛋白定量。凝
胶电泳分离蛋白后将蛋白转移至 PVDF 膜，使用
5% 的脱脂奶粉摇床封闭 2 h，一抗（1∶1000）4℃
孵育过夜。次日二抗孵育 1 h 加入显影液，凝胶
成像系统成像，采用 Image J 软件分析各蛋白灰度
值，计算 p-IκBα/IκBα、p-p65/p65 蛋白变化水平。
2.7　统计学分析 
　　使用 SPSS 23.0 版软件进行统计分析，所有数
据以均值±标准差（x±s）表示，组间比较采用单
因素方差分析，以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　BV2 细胞 OGD/R 模型的建立 
　　模型组 BV2 细胞生存率随着复氧时间的增加
而逐步下降（见图 1），且在复氧 24 h 时达到最低
值（约 50%），与空白组相比，复氧 24 h 时差异
有统计学意义（P ＜ 0.01）。因此，本研究 OGD/
R 模型的建立采用氧糖剥夺 6 h 复氧 24 h。
3.2　不同浓度不同配比 SM-PN 对 OGD/R 细胞生

存率的影响 
　　CCK-8 检测结果表明，与模型组相比，不同
配比 SM-PN ＋ OGD/R 给药组的细胞生存率均有所
增加，且呈一定的浓度依赖性，并在 200 mg·L－ 1

时达到最大值（见图 2）。使用 200 mg·L－ 1 浓度
药物进行干预时，SM-PN 5∶3 ＋ OGD/R 给药组
细胞生存率显著增加，因此选择 SM-PN 5∶3（200 
mg·L－ 1）作为后续研究的配比浓度。
3.3　SM-PN 对 OGD/R BV2 细胞 M1 型和 M2 型

标志物 mRNA 水平的影响

　　与空白组比较，模型组 iNOS、TNF-α、IL-1β、

IL-6 mRNA 表达水平明显上调（P＜ 0.01），TGF-β、
IL-10 mRNA 表达降低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）；与
模型组比较，SM-PN 组 iNOS、TNF-α、IL-1β、IL-6 
mRNA 表达水平显著降低，TGF-β、IL-10 mRNA 表
达显著增加（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），见图 3。

图 1　不同时间 OGD/R 对 BV2 细胞活性的影响（x±s，n ＝ 6）
Fig 1　Effect of OGD/R at different times on cell viability of BV2 cells
（x±s，n ＝ 6）

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

图 2　不同浓度和配比的 SM-PN 对 OGD/R 的 BV2 细胞生存率的影

响（x±s，n ＝ 6）
Fig 2　Effect of different concentrations and ratios of SM-PN on cell 
viability of BV2 cells after the OGD/R（x±s，n ＝ 6）

注：与模型组比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the model group，*P ＜ 0.05.
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3.4　SM-PN 对 OGD/R BV2 细胞中 p-IκBα/IκBα、

p-p65/p65 磷酸化蛋白水平的影响

　　Western blot 结果显示，与空白组比较，模型组
小胶质细胞中 IκBα 磷酸化水平（p-IκBα /IκBα）和
P65 磷酸化水平（p-p65/p65）显著升高（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01）。与模型组比较，SM-PN 组κBα 和 p65
蛋白磷酸化水平显著降低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），
见图 4。
4　讨论

　　2020 年版《中国药典》收录的以 SM-PN 药对
为主要成分的中药复方制剂有很多种，如复方血
栓通胶囊（50∶250，g/g）、芪参胶囊（155∶148，
g/g）、 复 方 丹 参 片（450∶141，g/g）、 丹 七 片
（250∶250，g/g）等，SM-PN 的比例不同，其功
能主治也有所差异。查阅文献，关于 SM-PN 药对
在缺血性脑卒中治疗中的优化配比文献较少，本
课题研究不同配比 SM-PN 对 BV2 细胞 OGD/R 后
细胞生存率的影响，发现 SM-PN 5∶3 配比能显
著提高 OGD/R 损伤的 BV2 细胞生存率，这可为
临床缺血性脑卒中患者开具中药复方时 SM-PN 的
给药比例提供参考。
　　M1 型小胶质细胞释放促炎细胞因子，导致

炎症反应加剧，M2 型小胶质细胞产生抑制神经
元炎症的抗炎细胞因子，并恢复中枢神经系统的
稳态 [8-9]。本研究发现，SM-PN 可抑制 M1 型小
胶质细胞标志性促炎因子 iNOS、TNF-α、IL-1β、
IL-6 mRNA 表达，其中 IL-6 mRNA 表达水平降
低更显著；增加 M2 型小胶质细胞标志性抑炎因
子 TGF-β、IL-10 mRNA 的表达。进一步查阅文
献发现，IL-6 可影响缺血性脑卒中的发生、发展
及预后，干预 IL-6 通路具有预防心血管疾病复发
的作用 [10]，提示 SM-PN 能够促进 OGD/R 损伤的
BV2 细胞由 M1 型转变为 M2 型，抑制炎症反应，
发挥脑缺血的神经保护作用。
　　NF-κB 信号通路是炎症调节的主要通路 [11]，
由 NF-κB/Rel 蛋白的同源或异二聚体组合组成，主
要的可诱导形式由 p65 和 p50 亚基组成，与 IκBα
（NF-κB 抑制剂）形成复合体存在于细胞质中 [12]。
本研究结果发现 SM-PN 可显著下调 OGD/R 损伤
的 BV2 细胞内 p65 和 IκBα 的蛋白磷酸化水平，抑
制 NF-κB 信号通路的活化，降低促炎因子 iNOS、
TNF-α、IL-1β、IL-6 的表达水平，进而发挥抗炎
作用。研究表明，小胶质细胞受到刺激后 IκBα 发
生降解和磷酸化，游离的 NF-κB p65 蛋白磷酸化
后发生核易位，结合到 DNA 上特定的启动子区域
上，促进炎症相关基因的转录和表达，进而调控
下游炎性因子的表达 [13]。但文献报道丹参和三七
及其主要成分可通过多种信号通路调控基因表
达、转录等在缺血性卒中疾病中发挥神经保护作

图 3　SM-PN 对 OGD/R BV2 细 胞 中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、
iNOS 和 TGF-β mRNA 的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 3　Effect of SM-PN on the expression of TNF-α，IL-1β，IL-6，IL-
10，iNOS and TGF-β mRNA in BV2 cells after the OGD/R（x±s，n＝3）

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

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

图 4　SM-PN 对 OGD/R BV2 细胞中 IκBα、p-IκBα、p65、p-p65 蛋

白的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 4　Effect of SM-PN on the protein expression of IκBα，p-IκBα，

p65 and p-p65 in BV2 cells after the OGD/R（x±s，n ＝ 3）
注：与空白组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较，

#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；

compared with the model group，#P ＜ 0.05；##P ＜ 0.01.
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用 [14-16]，在脑缺血损伤的炎症反应中是否涉及其
他信号通路，还有待进一步研究。
　　 综 上 所 述，SM-PN 5∶3 时 对 OGD/R 损 伤
的 BV2 细胞的保护作用最显著，且可通过抑制
NF-κB 信号通路的活化，促进 OGD/R 损伤的 BV2
细胞由 M1 型转变为 M2 型，减少促炎细胞因子的
表达，发挥抗炎作用。
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基于酰胺甲基化策略的 GluA2 内吞阻滞剂环肽的合成及评价

陈小雨，董铭心*（青岛大学药学院，山东　青岛　266071）

摘要：目的　在 GluA2-3Y 结构基础上通过环化和 N- 甲基化策略设计甲基化环肽，提高化合
物与靶标的亲和力、神经保护活性及稳定性。方法　基于 Fmoc 固相合成法合成目标多肽，经
RP-HPLC 对多肽进行分析和纯化。采用表面等离子共振技术测试多肽与 BRAG2 蛋白的亲和
力。通过 CCK8 法检测多肽对 HT22 细胞的毒性。构建氧糖剥夺（OGD）模型评价多肽的体外
神经保护活性。通过 HPLC 检测多肽的血浆稳定性。结果　基于 Fmoc 固相合成法共设计合成
14 条多肽，经 RP-HPLC 分析纯度均在 90% 以上。表面等离子共振结果显示：环肽 c10c-Y-5
表现出与对照药 Ac-3Y 相近的亲和力，解离常数 KD 为 0.68 μmol·L－ 1，与 BRAG2 蛋白有
较强的亲和力。CCK8 法测试多肽的毒性结果显示：10 μmol·L－ 1 多肽在 HT22 细胞上基本
没有毒性。环肽在 OGD 模型上对 HT22 细胞的神经保护活性结果显示：与模型组相比，环肽
c10c-Y-2 在 1 μmol·L－ 1 和 10 μmol·L－ 1 下有神经保护活性（P ＜ 0.05）；环肽 c10c-Y-5 在 3
个浓度下有神经保护活性（P ＜ 0.05）；环肽 c10c-Y5G6 在 10 μmol·L－ 1 下有神经保护活性
（P ＜ 0.01）。环肽的血浆稳定性实验结果显示：c10c-Y-2 和 c10c-Y-5 经环化和 N- 甲基化修饰
后，与线性肽相比稳定性有大幅度提高。结论　本研究应用 SPR 技术和多肽在 OGD 模型上对
HT22 细胞的神经保护活性评价手段，筛选出了具有潜在神经保护活性且增强了血浆稳定性的
环肽 c10c-Y-2 和 c10c-Y-5，可为多肽药物的修饰改造提供思路和依据。
关键词：N- 甲基化修饰；环化；HT22 细胞；神经保护；血浆稳定性
中图分类号：R914.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-1986-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.004

Synthesis and evaluation of cyclopeptide, a GluA2 endocytosis blocker 
based on amide methylation strategy

CHEN Xiao-yu, DONG Ming-xin* (School of Pharmacy, Qingdao University, Qingdao Shandong  266071)

Abstract: Objective  To design methylated cyclopeptides by cyclization and N-methylation strategies 
based on the GluA2-3Y structure to improve the affinity, neuroprotective activity and stability. Methods  
The target peptides were synthesized based on Fmoc solid-phase method, and then analyzed and purified 
by RP-HPLC. The affinity of peptides to BRAG2 protein was tested by surface plasmon resonance. The 
toxicity of peptides to HT22 cells was detected by CCK8. A model of oxygen-glucose deprivation was 
established to evaluate the neuroprotective activity of peptides in vitro. The plasma stability of peptides 
was detected by HPLC. Results  Totally 14 peptides were designed and synthesized based on Fmoc 
solid-phase method, with purity more than 90% by RP-HPLC. The surface plasmon resonance showed 
that the affinity of cyclopeptide c10c-Y-5 was similar to that of control drug Ac-3Y, the dissociation 
constant KD ＝ 0.68 μmol·L－ 1, and had a strong affinity with BRAG2 protein. The CCK8 assay 
showed that 10 μmol·L－ 1 peptides had no toxicity on HT22 cells. The neuroprotective activity of 
cyclopeptide on HT22 cells in OGD model showed that: compared with the model group, cyclopeptide 
c10c-Y-2 had neuroprotective activity at 1 μmol·L－ 1 and 10 μmol·L－ 1 (P ＜ 0.05), and cyclopeptide 
c10c-Y-5 had neuroprotective activity at three concentrations (P ＜ 0.05). Cyclopeptide c10c-Y5G6 had 
neuroprotective activity under 10 μmol·L－ 1 (P ＜ 0.01). The plasma stability test of cyclopeptides 
showed that the stability of both c10c-Y-2 and c10c-Y-5 was greatly improved as compared with linear 
peptides after cyclization and N-methylation. Conclusion  By surface plasmon resonance technique 
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　　脑卒中是一种由局部脑血液循环阻塞导致神经
功能障碍的疾病，每年脑卒中新发患者超过 1300
万，支出费用 113 亿美元，给患者和国家带来了巨
大的经济负担 [1-2]。神经保护作为一种很有前途的
治疗方法 [3]，旨在通过阻止单个或多个有害的级联
反应来延长神经元的存活时间，可用于急性缺血发
作阶段以及随后的康复阶段，对于那些错过溶栓治
疗最佳时间窗的患者十分重要。因此，探索治疗脑
缺血性损伤的新型神经保护药物是十分迫切的。
　　（S）-α- 氨基 -3- 羟基 -5- 甲基 -4- 异噁唑丙
酸受体（AMPAR）是由 GluA1-4 亚基形成的四聚
体离子型谷氨酸受体，可介导大脑中大部分快速
兴奋性突触传递。生理情况下，AMPAR 内吞和
上膜数量处于动态平衡状态，突触后膜上稳定数
量的 AMPAR 能够维持神经信号正常传递 [4]。在
某些病理状态下，兴奋性谷氨酸受体的大量激
活会导致 AMPAR 内吞数量超过上膜数量，导致
突触后膜 AMPAR 数目减少，造成 Ca2 ＋大量内
流 [5]，进而导致大脑中许多钙依赖通路的异常激
活和坏死、凋亡及自噬过程的启动 [6-7]。
　　在过去的二十年中，已有许多 AMPAR 拮抗
剂被开发，但直接阻断 AMPAR，会影响谷氨酸受
体的正常功能，产生不良反应 [5]。鸟嘌呤 - 核苷
酸交换因子 BRAG2- 腺苷酸核糖基化作用因子 6
（Arf6）通路为 GluA2 AMPAR 内吞的一种新调节
机制 [8]。GluA2 中 876 位的酪氨酸被 Src 家族的酪
氨酸激酶磷酸化后 [9-10]，通过富含酪氨酸的基序
（YKEGYNVY876G，指定为 GluA2-3Y 基序）与
BRAG2 产生特异性结合，激活了 Arf6，进而促进
了 AMPAR 的内吞作用，此外研究表明 GluA2-3Y
中酪氨酸的苯环在与 BRAG2 蛋白的结合过程中发
挥着关键作用 [11]。因此，BRAG2 的缺失或 GluA2-
BRAG2 相互作用的抑制可防止 AMPAR 内吞。
　　Tat-GluA2-3Y[12] 是一种干扰肽，由一段穿膜
序列 Tat 和模拟 GluA2 羧基端 3 个酪氨酸的活性
序列组成。它可竞争性结合 BRAG2 突触蛋白，
从而抑制 Arf6 的激活，减少过度内吞的发生 [13]，
在治疗脑卒中 [14]、重度抑郁 [15]、阿尔茨海默病 [16]

等疾病方面发挥着重要的作用。目前此药物已经
进入Ⅰ期临床，但因为直链多肽依从性稳定性
差、难以透过消化屏障和细胞膜、体内生物利用
度低、功能性不强、长链多肽合成难度也较大、

其成药性有待进一步提高。
　　为了改善线性肽的性质，本研究在 GluA2-3Y
的基础上进行结构改造，通过头尾环化以及引入
N- 甲基化策略，设计 GluA2 内吞阻滞剂环肽，探
究 N- 甲基化和环化修饰对多肽的亲和力、生物活
性和稳定性等的影响。我们优先在 GluA2-3Y 中
的 Y873 位和 Y876 位的酪氨酸进行 N- 甲基化，
并通过首尾环化的方式合成单甲基化环肽，随后
在单甲基化环肽的基础上进行二轮甲基化修饰。
1　材料
　　MQT-60R 恒温振荡器（上海旻泉科技有限公
司）；OSE-DB-02 恒温金属浴（北京天根生化科技
有限公司）；摇床（济南科哲仪器设备有限公司）；
真空泵（维根技术有限公司）；CTFD-10P 冷冻干燥
机（永和创信科技有限公司）；Nova EU 型超纯水一
体机（青岛普洛斯科技有限公司）；1220 高效液相
色谱仪、1260 高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公
司）；ST16R 高速冷冻离心机（美国赛默飞世尔科技
有限公司）；GL224-1SCN 经济型分析天平（精度：
0.0001 g，上海赛多利斯贸易有限公司）；pH 调节计
（华志电子科技有限公司）；MS-H-S 标准加热磁力
搅拌器（大龙兴创实验仪器股份公司）；FlexStation 
3 多 功 能 酶 标 仪 工 作 站（Molecular Devices）；
NIB620-FL 倒置荧光显微镜（宁波永新光学股份有
限公司）；C100-SE 型细胞计数仪（深圳瑞沃德生命
科技有限公司）；二氧化碳培养箱（苏州贝茵科技股
份有限公司）；HH-2 型恒温水浴锅（国华仪器制造
有限公司）；超净工作台（上海拜艾斯净化设备有限
公司）；厌氧培养箱（上海川宏实验仪器有限公司）。
　　甲醇、乙腈和三氟乙酸（色谱级，上海阿拉丁生
化科技股份有限公司）；二氯甲烷（DCM）和 N，N-
二甲基甲酰胺（DMF）（分析纯，北京伊诺凯科技有限
公司）；细胞级二甲基亚砜（DMSO）（纯度：99.9%）、
100×青霉素 - 链霉素溶液、氨基偶联试剂盒（北京伊
塔生物科技有限公司）；DMEM 基本培养基、DMEM
无糖培养基（亿泽丰生物科技有限公司）；胎牛血清
（FBS，深圳中科百抗生物科技有限公司）；CCK8 试
剂盒（上海和之莱生物科技有限公司）；0.25% 胰蛋白
酶 -EDTA（上海研谨生物科技有限公司）；大鼠血浆
（北京百奥莱博科技有限公司）。
2　方法与结果
2.1　目标化合物的合成

and evaluation of neuroprotective activity of polypeptides on HT22 cells in OGD model, cyclopeptide 
c10c-Y-2 and c10c-Y-5 are screened out to show potential neuroprotective activity and may enhance the 
plasma stability. This study provides ideas and basis for the modification of peptide drugs. 
Key words: N-methylation modification; cyclization; HT22 cell; neuroprotection; plasma stability
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2.1.1　目标化合物的合成方法　采用 Fmoc 固相
法 [17-18] 在 Rink Amide resin（0.32 mmol·g－ 1）上合成
线性肽 Ac-3Y（Ac-YKEGYNVYG）。N- 末端的乙酰
化反应采用 3eq 乙酸酐（Ac2O）、3eq 2-（7- 氮杂苯
并三氮唑）-N，N，N’，N’- 四甲基脲六氟磷酸酯
（HATU）、3eq 1- 羟基苯并三唑（HOBT）和 6eq N，
N- 二异丙基乙胺（DIPEA）在 DMF 中反应 1.5 h。
　　以环肽 c10c-Y-5 为例（见图 1），首先在 C- 末端
引入 Fmoc-Glu-（OAll）-OH 作为线性肽头尾环化的
连接物，然后用标准的多肽化学方法合成线性序列。
在 DCM 中用 0.03 mmol Pd（PPh3）4 和 1 mmol 苯硅烷

处理 3 次，去除 L- 谷氨酸 C 端α- 羧基上的烯丙基。
树脂在 DMF 中用 0.5 mol·L－ 1 二甲基二硫代氨基甲
酸钠洗涤 2 次，在 DMF 中加入 20% 的哌啶去除 N- 末
端 Fmoc 基团 15 min（2 次）。先后用 DMF、DCM 和
DMF 洗涤树脂各 3 次，并与 1 mol·L－ 1 HOBT 孵育
15 min。全保护直链肽在树脂上用 0.5 mmol HATU、
0.5 mmol HOBt 和 1 mmol DIPEA 在 DMF 中 环 化 2 h
（2 次）。用 87.5∶2.5∶2.5∶5（V/w/V/V）的三氟乙酸
（TFA）、二硫代苏糖醇（DTT）、苯酚（Phenol）和
H2O 从树脂上切割多肽，3 h 后收集滤液，用冰乙醚
沉淀，8000 r·min－ 1 离心，收集沉淀。

图 1　 c10c-Y-5 的合成路线图

Fig 1　Synthesis roadmap of c10c-Y-5
注：a. 固相多肽合成；b.Pd（PPh3）4；c. 哌啶；d.HATU；e.TFA。

Note：a. Solid-phase peptide synthesis；b. Pd（PPh3）4；c.piperidine；d. HATU；e.TFA.

2.1.2　环肽合成条件的优化　在直链肽 Tyr（tBu）-
Lys（Boc）-Glu（Otbu）-Gly-Tyr（Tbu）-Asn（Trt）-
Val-Tyr（Tbu）-Gly-Glu（OAll） 合 成 中， 选 用
HBTU 作为缩合剂，进行 HPLC 分析，结果出现
两个主峰（见图 2A），其中保留时间 8.295 min 处
的峰纯度为 42%，保留时间 9.589 min 处的峰纯度
为 35%。若在连接 Fmoc-Gly-OH 时选用 HATU 作
为缩合剂，HPLC 分析结果出现一个主峰（见图
2B），纯度为 70%。由此可以看出，在 HBTU 缩
合剂条件下，Gly 没有缩合完全。另外在进行头尾
环化反应时，采用 HBTU 作为缩合剂时，茚三酮
呈蓝紫色，延长反应时间效果不明显，环化反应
不彻底，考虑可能是头尾环化反应的空间位阻较
大，采取 HATU 进行环化反应的偶联，反应 4 h，
茚三酮为阴性，反应完全。因此，对于环肽反应
中 N- 甲基化氨基酸后一个氨基酸的偶联和环化反
应，采用 HATU 为缩合剂更有利于反应的进行。
2.2　目标化合物的分析与纯化
　　将粗肽冷冻干燥，溶解在最小体积的 DMSO
中。采用反相高效液相色谱法在 0.05%TFA 的水和
乙腈体系中分离纯化。用 Positisil OSD-PC18 分析

柱（5 μm，4.6 mm×250 mm）， 采 用 1 ～ 20 min，
15% ～ 60% 乙腈的洗脱条件和 1 mL·min－ 1 的流
速进行分析。根据 280 nm 处的吸光度收集组分，用
电喷雾质谱（ESI-MS）进行分子量确证。用 Positisil 
OSD-PC18 制备柱（5 μm，10 mm×250 mm）对粗
肽进行制备，采用 1 ～ 35 min，15% ～ 40% 乙腈
的洗脱梯度和 3 mL·min－ 1 的流速进行纯化。经
冷冻干燥后计算多肽的收率并对多肽的纯度进行分
析，结果如表 1 所示。

图 2　不同缩合剂条件下的直链粗肽 HPLC 图

Fig 2　HPLC of crude straight-chain peptide under different 
condensation agents
A. HBTU 为偶联缩合剂（HBTU as coupling condensation agent）；B. 
HATU 为偶联缩合剂（HATU as coupling condensation agent） 
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表 1　多肽的结果表征 
Tab 1　Characterization of polypeptides

多肽名称 多肽序列 保留时间 /min 实测分子量 /（g·mol － 1） 收率 /% 纯度 /%
Ac-3Y Ac-YKEGYNVYG   9.329 1133.52 75 92.9
c10c-Y-2 c（-YKEGYNVN-MeYGE-） 12.902 1216.68 50 98.2
c10c-Y-5 c（-YKEGNN-MeYNVYGE-） 13.843 1216.56 60 98.2
c10c-Y5G1 c（-YKEGN-MeYNVN-MeGE-） 13.550 1230.59 65 96.6
c10c-Y5Y2 c（-YKEGN-MeYNVN-MeYGE-） 14.520 1230.59 31 95.3
c10c-Y5V3 c（-YKEGN-MeYNN-MeVYGE-） 14.000 1230.28 20 99.8
c10c-Y5N4 c（-YKEGN-MeYN-MeNVYGE-） 12.492 1230.32 62 99.4
c10c-Y5G6 c（-YKEN-MeGN-MeYNVYGE-） 14.244 1230.58 63 99.6
c10c-Y5E7 c（-YKN-MeEGN-MeYNVYGE-） 14.514 1230.58 64 99.8
c10c-Y5K8 c（-YN-MeKEGN-MeYNVYGE-） 13.623 1230.67 60 99.2
c10c-Y5Y9 c（-N-MeYKEGN-MeYNVYGE-） 14.244 1230.67 25 91.1
c10c-Y2N4 c（-YKEGYNN-MeNVN-MeYGE-） 13.740 1230.59 58 99.7
c10c-Y2G6 c（-YKEN-MeGYNVN-MeYGE-） 11.618 1230.59 62 92.4
c10c-Y2E7 c（-YKN-MeEGYNVN-MeYGE-） 12.324 1230.59 55 92.4
c10c-Y2K8 c（-YN-MeKEGYNVN-MeYGE-） 13.134 1230.59 22 99.8

2.3　多肽与 BRAG2 蛋白的表面等离子共振技术
（SPR）检测
2.3.1　配体蛋白的偶联　基于表面等离子共振技
术，将 BRAG2 蛋白以氨基偶联的方式共价连接
到 CM5 芯片上。首先 1∶1 进样 1- 乙基 -（3- 二
甲基氨基丙基）碳酰二亚胺（EDC）和 N- 羟基丁
二酰亚胺（NHS）混合物 220 μL 进行活化，接触
时间 430 s，然后进样用 pH 4.5 的醋酸钠缓冲液
配制的质量浓度为 15 μg·mL－ 1 的配体分子，采
用多针进样的方式，使偶联量略高于目标偶联
量，最后进样乙醇胺进行封闭，结合时间 420 s。
根据公式：芯片表面最大结合容量＝分析物的分
子量 ÷配体的分子量 ×配体偶联水平 ×化学计
量比，一般取芯片表面最大结合容量为 100，化
学计量比为 1，进行理论配体偶联量的计算，实
际偶联量＝ 1.5 倍的理论配体偶联量。
　　配体偶联过程如图 3 所示。a 点→ b 点表示
混合 NHS 和 EDC 对芯片表面羧基的活化过程；
c 点→ d 点表示 BRAG2 蛋白以脉冲进样的方式
吸附和共价结合到芯片；d 点→ e 点表示配体偶
联后乙醇胺的封闭过程。配体的实际偶联量为
RLd-c ＝ 6723.4 RU，达到预期的实验要求。
2.3.2　多肽药物活性初筛　将对照药 Ac-3Y 配制成
不同的浓度，手动进样，流速为 30 μL·min－ 1，多
肽与蛋白结合时间 60 s，配体再生时间 30 s。根据传
感图响应强度确定对照药与 BRAG2 蛋白结合的质
量浓度为 25 μg·mL－ 1。随后将其他多肽配制成初
筛浓度，检测多肽与 BRAG2 蛋白的结合强度，挑
选响应强度大于 2.5 RU 的多肽作为潜在化合物。结
果见图 4，Ac-3Y、c10c-Y-2、c10c-Y-5、c10c-Y2N4、
c10c-Y2G6 和 c10c-Y2E7 的响应强度大于 2.5 RU，
作为潜在的活性化合物进行后续亲和力大小的测定。

图 4　化合物活性初筛

Fig 4　Compound activity primary screening

2.3.3　多肽药物亲和力测定　根据多肽活性初筛结
果，选择具有活性潜力的多肽进行亲和力大小的
测定。设置多肽的结合时间 60 s，解离时间 120 s，
再生时间 30 s。设定流速为 30 μL·min－ 1，配体分
子的流路通道选择 4-1。在初筛浓度的基础上设置
2～ 3个浓度，将配制的各浓度多肽依次流经芯片，
经结合、解离、再生后，收集和绘制各多肽响应值
随时间变化的曲线。依照不同结合模式图选择不同
的拟合模型，拟合计算多肽对 BRAG2 蛋白的解离
常数 KD，这反映了结合的强度。结果如图 5 所示，
环肽 c10c-Y-5 与 BRAG2 蛋白的结合亲和力最佳，

图 3　配体偶联传感图

Fig 3　Ligand-coupled sensing map
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KD ＝ 0.68 μmol·L－ 1，与对照药 Ac-3Y 的结合
亲和力相近。与对照药 Ac-3Y 相比，其他环肽与
BRAG2 蛋白的结合亲和力都有所下降，与 BRAG2
蛋白呈现中等强度的结合水平。
2.4　多肽对 HT22 细胞的毒性测定
2.4.1　HT22 细胞的培养和药物的准备　用完全
培养基（含 10×104 U·L－ 1 青霉素、0.1 g·L－ 1

链霉素和 10%FBS）培养 HT22 细胞（博汇生物科
技有限公司），置于 37℃、5%CO2 的培养箱中。
细胞复苏后传代 2 ～ 3 代用于实验。
　　将细胞分为空白组（基本培养基）、对照组
（含细胞的基本培养基）和给药组（含细胞和药物
的基本培养基）。多肽药物用细胞级 DMSO 配制
成 10 mmol·L－ 1 母液，然后用 DMEM 培养基将
多肽稀释到不同浓度。
2.4.2　CCK8 法检测多肽对 HT22 细胞的毒性　将
HT22 细胞以 3×104·mL－ 1 的细胞密度接种于 96
孔板中培养，12 h 后给药组用浓度为 10 μmol·L－ 1

多肽与细胞共孵育，24 h 后加入 10 μL 的 CCK8，
继续孵育 2 h，在 450 nm 波长下检测吸光度，计算
细胞存活率。细胞存活率（%）＝（给药组 OD －

空白组 OD）/（对照组 OD －空白组 OD）×100%。
　　多肽对 HT22 细胞的毒性评价结果如表 2 所示，
结果显示所有的多肽在 10 μmol·L－ 1 下 HT22 细胞
的存活率超过了 95%，基本没有细胞毒性，有利于
开展后续的细胞活性实验。

表 2　多肽的细胞毒性 
Tab 2　Cytotoxicity of polypeptides

实验组 细胞存活率 /%
对照组 100.00
Tat-GluA2-3Y   97.96±1.11
c10c-Y-2 100.08±2.24
c10c-Y-5   99.57±7.90
c10c-Y5G1   97.13±1.43
c10c-Y5Y2   98.79±1.36
c10c-Y5N4   98.05±1.61
c10c-Y5G6   98.79±2.80
c10c-Y5E7 100.45±1.75
c10c-Y5K8 100.63±1.90
c10c-Y5Y9   98.19±1.22
c10c-Y2N4 100.13±2.48
c10c-Y2G6   98.79±2.80
c10c-Y2E7   98.95±1.67
c10c-Y2K8 101.43±1.74

2.5　多肽在氧糖剥夺（OGD）模型上对 HT22 细
胞的神经保护作用评价
2.5.1　多肽药物的配制及实验分组　多肽药物用
DMSO 配制成 10 mmol·L－ 1 母液，然后用 DMEM
无糖培养基将多肽稀释到 0.1、1 和 10 μmol·L－ 1

的浓度。将细胞分为 3 组，包括对照组、OGD 组
和给药组。

2.5.2　OGD 模型的建立　取对数生长期的 HT22 细
胞以 3×104·mL－ 1 的密度铺于 96 孔板中，培养
12 h 后，弃去完全培养基，给药组中的细胞加入不
同浓度的多肽。其他组细胞更换成 DMEM 基本培
养基继续培养；孵育 24 h 后将 OGD 组和给药组中
的培养基更换为 DMEM 无糖培养基，放入缺氧装
置中缺氧。3 h 后，将 OGD 组和给药组中的培养
基更换成 DMEM 基本培养基置正常培养环境中复
氧。6 h 后取出培养板将所有组的细胞加入 10 μL 的
CCK8。用锡箔纸包好将其放入 37℃恒温培养箱中
继续孵育。2 h 后用全自动酶标仪在 450 nm 波长处
检测每个孔中细胞的 OD 值。计算细胞存活率。
2.5.3　OGD 模型中 HT22 细胞形态的变化　倒置
显微镜观察细胞形态，对照组 HT22 细胞贴壁生
长，细胞呈两极或多极，突起明显，突起之间相
互交织成网状，与对照组相比，OGD 组细胞表现
为胞体轴突减少，细胞皱缩，细胞间连接减少，
细胞贴壁不紧，部分细胞团脱落（见图 6）。
2.5.4　多肽对 HT22 细胞的神经保护活性　通过
对 HT22 细胞进行缺糖缺氧体外实验模拟脑缺血
模型，探究多肽对脑缺血再灌注损伤的保护作用。
结果如表 3 所示，与对照组相比，OGD 组的 HT22
细胞存活率差异有统计学意义（P ＜ 0.01）。与
OGD 组相比，阳性药 Tat-GluA2-3Y（1 μmol·L－ 1

和 10 μmol·L － 1）可以阻止 OGD 诱导的细胞死
亡，并将细胞存活率从 61% 分别提高到 67% 和
74%（P ＜ 0.01）；1 μmol·L － 1 和 10 μmol·L － 1

的环肽 c10c-Y-2，三个浓度的环肽 c10c-Y-5 及 10 
μmol·L － 1 的环肽 c10c-Y5G6 对细胞存活率的影
响差异有统计学意义（P ＜ 0.01）。
2.6　多肽的血浆稳定性测定
　　将一定多肽溶解在 150 μL 的血浆中配制成 200 
μmol·L－ 1 的工作样品浓度。将多肽与血浆在 37 ℃
下孵育，在不同孵育点（0、0.5、1、2、4、6、12 和
24 h）取样70 μL，每个样品立即用140 μL 乙腈淬灭。
在 4℃下以 13 000 r·min － 1 离心 10 min 收集样品，
取上清液进行 RP-HPLC 分析。以 1 mL·min－ 1 的流
速在线性梯度为 1 ～ 30 min，15% ～ 55% 乙腈条件
下对多肽进行含量分析。
　　结果如图 7 所示，Ac-3Y 在 4 h 内完全消化。
Ac-3Y 的半衰期约为 1 h，阳性药 Tat-GluA2-3Y 在
6 h 左右可达到半衰期。而 c10c-Y-2 和 c10c-Y-5 处
理 24 h 后，多肽剩余量约为 70%。这些结果表明
环化和 N- 甲基化修饰可减少酶对多肽的降解，提
高多肽的稳定性。
2.7　统计学分析
　　采用 GraphPad Prism 7 软件进行数据分析，
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采用 Origin 软件进行图片绘制。以 x±s 表示实验
结果数据。多组间比较采用 One-way ANOVA 检
验。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义，所有的实验
和测量都以随机、盲法进行。
3　讨论
　　在环肽合成的过程中，对于普通氨基酸的偶
联，使用常规缩合剂 HBTU 即可反应完全。而 N-
甲基引起的空间位阻会影响后续氨基酸的偶联效
率，因此对于 N- 甲基化基团后的偶联反应使用高
效缩合剂 HATU，反应 4 h 即可完成。头尾环化反
应，相比于其他环合方式（头与侧链环化、侧链

与侧链环化），合成难度最大，分子更偏爱形成反
式构象，呈舒展状态，造成处于反应中心羧基和
氨基在空间上距离较远，不利于发生分子内缩合
反应，采用 HATU 可以大大提高反应的合成效率。
因此正式实验中采用 HATU 为这两步的反应条件。
　　本文对合成的 14 条多肽进行 HPLC 分析，
与线性肽 Ac-3Y 相比，环肽在 HPLC 上的保留时

表 3　多肽的神经保护活性 
Tab 3　Neuroprotective activity of polypeptides

实验组
细胞存活率 /%

0.1 μmol·L － 1 1 μmol·L － 1 10 μmol·L － 1

对照组 100.0 100.0 100.0

平行 OGD 组 38.62±0.79** 38.62±0.79** 38.62±0.79**

c10c-Y-2 42.63±4.70 50.17±1.05* 49.85±2.16*

实验组
细胞存活率 /%

0.1 μmol·L － 1 1 μmol·L － 1 10 μmol·L － 1

平行 OGD 组 61.44±1.78** 61.44±1.78** 61.44±1.78**

Tat-GluA2-3Y 64.16±1.45 67.94±2.16** 74.64±5.06**

c10c-Y-5 67.50±3.91* 67.50±1.04* 67.72±1.58**

实验组
细胞存活率 /%

0.1 μmol·L － 1 1 μmol·L － 1 10 μmol·L － 1

平行 OGD 组 41.64±0.95** 41.64±0.95** 41.64±0.95**

c10c-Y5G1 36.36±1.51 49.49±5.23 41.61±2.31

c10c-Y5Y2 52.88±1.54 50.96±0.47 55.61±2.15

c10c-Y5N4 42.63±4.70 50.17±1.05 49.85±2.16

c10c-Y5G6 47.83±6.65 53.80±5.78 59.65±4.82**

c10c-Y5E7 24.12±3.14 26.42±2.53 40.98±4.11

c10c-Y5K8 26.42±0.95 32.26±2.49 25.97±1.01

c10c-Y5Y9 27.02±1.73 28.21±1.71 44.00±4.87

c10c-Y2N4 43.66±1.32 44.12±1.39 46.49±2.06

c10c-Y2G6 37.42±4.48 47.26±1.92 45.35±4.12

c10c-Y2E7 36.37±1.51 49.49±5.23 41.61±2.31

c10c-Y2K8 30.86±1.52 32.62±2.64 43.67±1.06

注：与对照组相比，**P ＜ 0.01；与 OGD 组相比，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01。

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

图 7　多肽在不同时间的血浆稳定性

Fig 7　Plasma stability of peptides at different times

图 5　多肽 Ac-3Y（A）、c10c-Y-2（B）、c10c-Y-5（C）、c10c-Y2N4
（D）、c10c-Y2G6（E）和 c10c-Y2E7（F）与 BRAG2 蛋白的动力学

曲线

Fig 5　Kinetic profile of peptide Ac-3Y（A），c10c-Y-2（B），c10c-Y-5
（C），c10c-Y2N4（D），c10c-Y2G6（E）and c10c-Y2E7（F）with 
BRAG2 protein

图 6　在正常（A）和氧糖剥夺（B）条件下 HT22细胞的成像（×20）
Fig 6　Imaging of HT22 cells under normal（A）and oxygen-glucose 
deprivation（B）conditions（×20）
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间都有所延长，说明分子极性减小，符合环肽的
设计理念，环化和 N- 甲基化可通过减少氢键供
体和氢键受体的方式增加多肽的疏水性。
　　在多肽对氧糖剥夺后 HT22 细胞的神经保护活
性评价中，除 c10c-Y-2、c10c-Y-5 和 c10c-Y5G6 外，
其他多肽并没有表现出良好的神经保护作用。分析
可能有以下几种因素影响着化合物的活性：
　　① 进入细胞中的药量能够影响多肽药物的神经
保护活性：一方面，随着给药浓度的提高，c10c-Y-2
的神经保护活性也随之提高，c10c-Y5G6 在低浓
度下没有神经保护活性，高浓度有活性；另一方
面，环肽的神经保护活性与穿膜效率有关，线性肽
Ac-3Y 与 BRAG2 蛋白的亲和力较高，然而 Ac-3Y
却不具有细胞活性 [18]，结合 Ac-3Y 在 RP-HPLC 上
的保留时间较短，相较于其他 N- 甲基化环肽，极性
较大，推测 Ac-3Y 不易穿膜，而 N- 甲基化环肽经修
饰后氢键供体和氢键受体的数量减少，亲脂性增大，
更容易进入细胞发挥神经保护作用，从而相比于其
他多肽更能发挥保护作用。
　　② 神经保护活性还与多肽和 BRAG2 蛋白的结
合亲和力有关。本研究发现，c10c-Y-5 与 BRAG2 蛋
白的结合亲和力跟对照药 Ac-3Y 相当，与在 HT22
细胞上的神经保护活性一致。研究表明将活性基团
进行构象限制能够很好地固定活性构象，降低构象
自由度，降低结合过程中因熵增加导致的结合自由
能损失，增强靶分子的结合亲和力，进而提高化合
物在细胞水平的保护疗效。
　　血浆稳定性是评价多肽药物能否成药的重要
因素之一。本研究中环肽 c10c-Y-2 和 c10c-Y-5 的
血浆稳定性明显优于线性肽 Ac-3Y 和 Tat-GluA2-
3Y。与线性肽相比，N- 甲基化环肽从两方面改善
了血浆的降解：一方面多肽经环化后，消除了 N
端和 C 端较易被水解酶识别的氨基和羧基；另一
方面多肽经环化和 N- 甲基化后，构象被限制，结
构更刚性，抑制了其在血液中的蛋白水解速率。
同时一些侧链上较易水解的基团也容易被环肽包
裹起来，使水解酶不易进入，降低了水解速率。
　　综上所述，通过甲基化和环化策略设计的环
肽 c10c-Y-2 和 c10c-Y-5，在 OGD 模型上对 HT22
细胞表现出一定的神经保护活性，能够避免血浆
中一些酶的水解，提高血浆稳定性。本研究为多
肽药物的修饰改造提供了思路和数据支持。

参考文献

[1] 陈婷，张成，潘文娟，等 . 脑卒中患者住院费用变动趋势
分析——基于灰色关联和结构变动度 [J]. 新疆医学，2023，
53（10）：1276-1278. 

[2] 中国心血管健康与疾病报告 2020 概要 [J]. 中国循环杂志，
2021，36（6）：521-545. 

[3] 王凯，张学琴，杨珍珍，等 . 神经保护剂改善急性缺血性
脑卒中神经功能的网状 Meta 分析 [J]. 中南药学，2020，18
（4）：685-693. 

[4] Bencsik N，Morales COO，Hausser A，et al. Endocytosis of 
AMPA receptors：role in neurological conditions [J]. Prog Mol 
Biol Transl Sci，2023，196：59-97. 

[5] Mattes H，Carcache D，Kalkman HO，et al. Α-amino-3-hy-
droxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid（AMPA）antago-
nists：from bench to bedside [J]. J Med Chem，2010，53（15）：
5367-5382. 

[6] Jones RS，Carroll RC，Nawy S. Light-induced plasticity of 
synaptic AMPA receptor composition in retinal ganglion cells [J]. 
Neuron，2012，75（3）：467-478. 

[7] Widagdo J，Chai YJ，Ridder MC，et al. Activity-dependent ubiq-
uitination of GluA2 and GluA2 regulates AMPA receptor intracellu-
lar sorting and degradation [J]. Cell Rep，2015，10（5）：783-795. 

[8] Fukaya M，Sugawara T，Hara Y，et al. BRAG2a mediates 
mglur-dependent AMPA receptor internalization at excitatory 
postsynapses through the interaction with PSD-95 and Endophi-
lin 3 [J]. J Neurosci，2020，40（22）：4277-4296. 

[9] Kohda K，Kakegawa W，Matsuda S，et al. The 2 glutamate 
receptor gates long-term depression by coordinating interactions 
between two AMPA receptor phosphorylation sites [J]. PNAS，
2013，110（10）：E948-E957. 

[10] Manavski Y，Carmona G，Bennewitz K，et al. BRAG2 differ-
entially regulates B1-and B3-integrin-dependent adhesion in en-
dothelial cells and is involved in developmental and pathological 
angiogenesis [J]. Basic Res Cardiol，2014，109：1-19. 

[11] Ge Y，Wang YT. Postsynaptic signaling at glutamatergic syn-
apses as therapeutic targets [J]. Curr Opin Neurobiol，2022，
75：102585. 

[12] Dias C，Wang YT，Phillips AG. Facilitated extinction of mor-
phine conditioned place preference with Tat-GluA23Y interfer-
ence peptide [J]. Behav Brain Res，2012，233（2）：389-397. 

[13] Ge Y，Wang YT. Postsynaptic signaling at glutamatergic syn-
apses as therapeutic targets [J]. Curr Opin Neurobiol，2022，
75：102585. 

[14] Lu HF，Chen SJ，Nie QQ，et al. Synaptotagmin-3 interacts 
with GluA2 mediates brain damage and functional recovery in 
stroke [J]. Cell Rep，2023，42（3）：112233. 

[15] Dong ZF，Gong B，Li HJ，et al. Mechanisms of hippocampal 
long-term depression are required for memory enhancement by nov-
elty exploration [J]. J Neurosci，2012，32（35）：11980-11990. 

[16] Migues PV，Liu LD，Archbold GEB，et al. Blocking synaptic 
removal of GluA2-containing AMPA receptors prevents the nat-
ural forgetting of long-term memories [J]. J Neurosci，2016，36
（12）：3481-3494. 

[17] 严志祥，韩帅，陈积，等 . GluA2 亚基内吞阻滞穿膜环肽
CMT-3Y 的设计合成与评价 [J]. 精准医学杂志，2022，37
（1）：22-27. 

[18] 王宇航，陈学明，刘俗生，等 . 一种多肽固相合成方法与纯
化策略研究 [J]. 中国生物工程杂志，2023，43（1）：35-41. 

（收稿日期：2024-05-16；修回日期：2024-06-04）



1993

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

甘草次酸调控铁死亡缓解舒尼替尼肝损伤的机制研究

曹蓉1，2，刘灵1，郭林2，夏爽2，罗欢3，颜苗2*，江志超1，3*（1. 湖南中医药大学，长沙　410208；2. 中南大

学湘雅二医院药学部，长沙　410011；3. 湖南中医药高等专科学校附属第一医院，湖南　株洲　410016）

摘要：目的　探讨甘草次酸（GA）对舒尼替尼诱导的肝损伤的保护作用及机制。方法　首先提
取美国 FDA 药物不良反应数据库（FAERS）中使用舒尼替尼与其他治疗转移性肾细胞癌和胃肠
道间质瘤的药物的肝脏不良事件（AEs）数据，采用贝叶斯法计算药物与不良反应的信号关联强
度，对比舒尼替尼与其他抗肿瘤药物的肝毒性风险。其次在动物水平上，将小鼠随机分为正常对
照组、舒尼替尼组（120 mg·kg－ 1）、舒尼替尼＋ GA 低剂量组（10 mg·kg－ 1）、舒尼替尼＋ GA
高剂量组（20 mg·kg－ 1），每组 5 只，各组小鼠每日灌胃给药，连续 2 周。给药结束后检测小鼠
血清谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）水平；苏木素伊红（HE）染色观察肝组织病理变
化；试剂盒测定肝组织脂质过氧化物（LPO）、丙二醛（MDA）及铁（Fe）含量；Western blot 分
别检测核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）、溶质载体家族 7 成员 11（SLC7A11）、血红素氧合酶（HO-
1）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）的蛋白表达情况。结果　FAERS 数据库信号挖掘分析发现舒
尼替尼相比于其他治疗转移性肾细胞癌和胃肠道间质瘤的药物，与肝脏 AEs 存在的信号关联性更
为显著，尤其与黄疸、高胆红血素症、AST 升高、肝衰竭紧密相关。在动物实验结果中，与正常
对照组相比，舒尼替尼组血清 ALT、AST 水平显著升高；HE 染色结果显示明显的肝细胞肝索排
列紊乱、空泡样变及炎性细胞浸润；LPO、MDA 和 Fe 含量明显升高；Nrf2、SLC7A11、HO-1、
GPX4 蛋白均表达降低。与 GA 联合后，ALT、AST 水平明显降低；肝组织病理损伤程度得到一
定的恢复；LPO、MDA 和 Fe 水平降低；Nrf2、SLC7A11、HO-1 及 GPX4 蛋白表达增加。结论　
GA 可有效缓解舒尼替尼所致的肝损伤，其作用机制可能与抑制铁死亡有关。
关键词：甘草次酸；肝损伤；舒尼替尼；铁死亡
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-1993-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.005

Glycyrrhetinic acid alleviates sunitinib-induced liver injury via regulating 
ferroptosis and related mechanism

CAO Rong1，2, LIU Ling1, GUO Lin2, XIA Shuang2, LUO Huan3, YAN Miao2*, JIANG Zhi-chao1，3* (1. 
Hunan University of Chinese Medicine, Changsha  410208; 2. Department of Pharmacy, the Second 
Xiangya Hospital of Central South University, Changsha  410011; 3. The First Affiliated Hospital of 
Hunan Chinese Medicine College, Zhuzhou  Hunan  410016)

Abstract: Objective  To determine the protective effect and of glycyrrhetinic acid (GA) on sunitinib-
induced liver injury related mechanism. Methods  Firstly, adverse event (AE) data of sunitinib and 
other drugs used for the treatment of metastatic renal cell carcinoma and gastrointestinal stromal 
tumors were collected from the US Food and Drug Administration Adverse Event Reporting System 
(FAERS) database. The signal association strength between the drugs and AEs was calculated with 
Bayesian method, and the hepatotoxicity risk of sunitinib was compared with that of other antitumor 
drugs. At the animal level, mice were randomly divided into a normal control group, a sunitinib 
group (120 mg·kg－ 1), a sunitinib plus low-dose GA group (10 mg·kg－ 1), and a sunitinib plus 
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high-dose GA group (20 mg·kg－ 1), with 5 mice in each group. The mice in each group were orally 
administered daily for 2 weeks. After the treatment, the levels of serum alanine aminotransferase 
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were measured. Hematoxylin-eosin (HE) staining was 
used to observe the pathological changes in the liver tissues. The levels of lipid peroxides (LPO), 
malondialdehyde (MDA), and iron (Fe) in the liver tissues were determined by assay kits. Western blot 
was used to detect the protein expression of nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2), solute carrier 
family 7 member 11 (SLC7A11), heme oxygenase-1 (HO-1), and glutathione peroxidase 4 (GPX4). 
Results  The signal mining of the FAERS database showed that sunitinib had a more significant 
association with the liver AEs than did other drugs in the treatment of metastatic renal cell carcinoma 
and gastrointestinal stromal tumors, especially for patients with jaundice, high bilirubin levels, AST 
elevation, and liver failure. In the animal experiment, compared with the normal control group, the 
serum ALT and AST levels in the sunitinib group significantly increased. HE staining showed obvious 
disorder in the liver cell cords, vacuolar degeneration, and inflammatory cell infiltration. The levels 
of LPO, MDA, and Fe were significantly increased, and the protein expression of Nrf2, SLC7A11, 
HO-1, and GPX4 were decreased. After combining GA, the levels of ALT and AST were significantly 
decreased, the pathological damage in the liver tissue was partially restored, the levels of LPO, 
MDA, and Fe were decreased, and the protein expression of Nrf2, SLC7A11, HO-1, and GPX4 were 
increased. Conclusion  GA can effectively alleviate sunitinib-induced liver injury, whose mechanism  
may be related to the inhibition of ferroptosis.
Key words: glycyrrhetinic acid; liver injury; sunitinib; ferroptosis

　　舒尼替尼是一种靶向血小板源性生长因子
受体、血管内皮生长因子受体和 c-Kit 原癌基因
的口服多靶点酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase 
inhibitors，TKIs）， 于 2006 年 被 FDA 批 准 用 于
转移性肾细胞癌和胃肠道间质瘤 [1]。患者在使用
舒尼替尼治疗过程中，其主要不良反应为手足综
合征、高血压、骨髓抑制、心脏毒性、肝毒性
等 [2-3]。前期队列研究报道了舒尼替尼使用者出现
肝毒性 [4]，在舒尼替尼的临床使用过程中，已有
多例舒尼替尼治疗相关的肝功能衰竭致死的病例
报道 [5]。2010 年，FDA 在舒尼替尼产品说明书中
添加肝毒性的黑框警告 [6]。但是目前关于舒尼替
尼肝毒性的研究样本量小，未能全面揭示舒尼替
尼所致肝毒性的临床特征。FDA 药物不良反应数
据库（Food and Drug Administration Adverse Event 
Reporting System，FAERS）是全球最大的药物不
良反应（adverse events，AEs）自发呈报数据库之
一，被广泛应用于药物 AEs 信号挖掘。本研究将
首先采用 FAERS 数据库对比舒尼替尼与其他抗肿
瘤药物的肝毒性信号关联强度，以揭示舒尼替尼
使用者的肝毒性风险。
　　目前，针对舒尼替尼肝毒性这一问题临床上主
要采取减量或停药、提供保肝治疗等支持措施，因
此亟待寻找切实可行的干预策略。研究发现，许多
中药有效成分有保肝护肝作用，且中医药在防治肝

损伤方面有独特优势及明确疗效 [7]。甘草具有中药
“国老”的美誉，在组方中发挥“调和诸药”“配伍
减毒”作用，其主要活性物质为甘草酸、甘草次酸
（glycyrrhetinic acid，GA）和甘草酮等 [8]。近年来
随着对 GA 的不断研究，它广泛的药理作用逐渐被
大众所熟知，主要包括抗肿瘤、抗氧化、抗病毒、
免疫调节、肾上腺皮质激素样作用和治疗心脑血管
疾病等 [9-11]。因为 GA 在抗氧化、抗肿瘤方面发挥
的优越作用，越来越多的研究考虑将其应用于药物
性肝损伤（drug-induced liver injury，DILI）的防治。
　　铁死亡是一种新型的非凋亡性细胞死亡方式，
其标志性特征表现为铁依赖性、谷胱甘肽过氧化酶
4（GPX4）活性丧失以及脂质和活性氧（ROS）过
量堆积。最新研究表明铁死亡也是 DILI 中重要的
细胞死亡方式 [12-13]。众多研究表明，具有保肝护肝
作用的天然药物不仅参与调控细胞凋亡、坏死及自
噬等，还能调控细胞铁死亡，抑制铁死亡以减轻肝
损伤。然而，GA 能否通过抑制铁死亡发挥作用尚
不清楚。因此，本研究探讨 GA 对舒尼替尼肝脏毒
性的缓解作用及其相关的分子机制，以期进一步为
TKIs 肝损伤的防治策略提供理论和实验基础，促
进临床安全用药。
1　材料
1.1　试药
　　舒尼替尼（九鼎化学试剂公司）；GA（西亚试剂
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公司）；谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）试
剂盒（南京建成生物工程研究所）；苏木素伊红（HE）
染色试剂（Servicebio 公司）；蛋白酶抑制剂、增强
型 RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（Gibco
公司）；脂质过氧化物（LPO）、丙二醛（MDA）及
铁（Fe）含量试剂盒（南京建成生物工程研究所）；
核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）抗体（批号：AF7006，
Affinity 公司）、溶质载体家族 7 成员 11（SLC7A11）
抗体（批号：ab175186）、谷胱甘肽过氧化物酶 4
（GPX4） 抗 体（批 号：ab125066）（Abcom 公 司）、
β-actin 抗体（批号：ac026，ABclonal 公司）、山羊抗
兔 IgG H&L（HRP，批号：SA00001-2）、血红素氧合
酶（HO-1）抗体（批号：10701-1-AP（Proteintech 公
司）、超敏 ECL 化学发光即用型底物（新赛美）。
1.2　实验动物
　　雄性 SPF 级 C57BL/6J 小鼠，4 ～ 6 周龄，体
重 18 ～ 22 g [ 湖南斯莱克景达实验动物有限公司，
许可证号 SCXK（湘）2019-0004]，饲养环境温度
（23±2）℃，湿度 50% ～ 60%。
2　方法
2.1　数据挖掘
　　提取 FAERS 数据库中 2006 年第一季度到 2022
年第四季度使用舒尼替尼与其他治疗转移性肾细胞
癌和胃肠道间质瘤的药物的肝脏 AEs 数据。纳入的
治疗肾细胞癌和胃肠道间质瘤的药物源于美国国家
癌症研究所官网（美国药监局批准的药物）；纳入了
Medical Dictionary for Regulatory activities（MedDRA，
25.1）中 Drug related hepatic disorders-comprehensive 
search（SMQ）下所有肝脏相关的 AEs。采用贝叶
斯法 [14] 计算信息成分（information component，IC）
值作为信号检测标准，IC 的 95% 置信区间下限
（IC025）＞ 0 可被视为药物相关 AEs 的阳性信号。
2.2　分组与给药
　　所有小鼠均自由进食饮水，适应性饲养一周
后给药。20 只 C57BL/6J 小鼠随机分为正常对照
组、舒尼替尼组（120 mg·kg－ 1）、舒尼替尼＋ GA
低剂量组（10 mg·kg－ 1）、舒尼替尼＋ GA 高剂量
组（20 mg·kg － 1），每组 5 只。正常对照组灌胃
等体积生理盐水，给药组小鼠每日灌胃给予 120 
mg·kg － 1 舒尼替尼以及按照分组剂量给予 GA，
每日 1 次，连续 2 周。末次给药 24 h 后，摘眼球
采血并安乐死处死所有小鼠，解剖取肝组织进行后
续检测与分析。
2.3　血清肝脏生化指标 ALT、AST 检测
　　动物称重，予以麻醉后摘眼球采血，血液静
置 30 min，4℃、1000 r·min－ 1 离心 15 min，取上
层血清，按照试剂盒说明书步骤使用酶标仪（瑞士

Tecan 公司）测定肝脏生化指标 ALT、AST 水平。
2.4　HE 染色观察小鼠肝脏形态
　　取肝左叶浸泡在 4% 通用型组织固定液中，室
温固定，脱水，石蜡包埋，切片，用 HE 染色，在
光学显微镜下观察小鼠肝组织的病理变化并拍照。
2.5　检测 LPO、MDA 及 Fe 含量
　　取冻存肝组织，称重后研磨制备组织匀浆，
离心后取上清液，按照试剂盒说明书步骤使用酶
标仪测定吸光度值，用 BCA 法对肝组织的蛋白
进行定量，并根据标准曲线计算 LPO、MDA 及
Fe 含量。
2.6　Western blot 法检测蛋白表达水平
　　制备动物肝组织匀浆，离心取上清液，BCA 
法测定蛋白浓度，制备 SDS-PAGE 凝胶，将蛋白
转移到 PVDF 膜后，5% 脱脂牛奶中封闭 1 h，在
一抗（1∶1000）稀释液中，4℃孵育过夜，TBST
洗膜，随后与二抗（1∶5000）于室温孵育 1 h，
TBST 洗膜 3 次后，用 ECL 发光液显影。最后，
采用 Image J 软件分析目标条带相对灰度值。
2.7　统计学分析
　　实验数据采用 SPSS 21.0软件进行处理与分析，
数据结果以 x±s 表示。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　结果
3.1　FAERS 数据库舒尼替尼肝毒性信号挖掘
　　如图 1 所示，舒尼替尼较其他治疗转移性肾
细胞癌的多数药物来说，是与肝脏 AEs 存在关联
性较强的药物，尤其与黄疸（IC025 ＝ 2.26），高胆
红血素症（IC025 ＝ 1.91），AST（IC025 ＝ 1.87）的
升高紧密相关，而在与治疗胃肠道间质瘤的其他
药物相比时，其与黄疸（IC025 ＝ 2.62）、肝衰竭
（IC025 ＝ 2.43）的关联性远远高于其他药物。
3.2　各组小鼠血清中肝脏生化指标 ALT、AST 的
含量
　　如图 2 所示，与正常对照组相比，舒尼替尼组
小鼠血清 ALT、AST 水平显著上升（P ＜ 0.001）；
与舒尼替尼组相比，舒尼替尼＋ GA 低剂量组、舒
尼替尼＋ GA 高剂量组 ALT、AST 水平均显著下降
（P ＜ 0.001）。
3.3　各组小鼠肝组织的病理变化

　　HE 染色结果显示正常对照组小鼠肝细胞排列
整齐，结构清晰，无明显细胞水肿及坏死；舒尼
替尼组小鼠肝索排列紊乱并伴有肝细胞水肿，空
泡样变，同时伴有炎性浸润；GA 干预组较舒尼替
尼组肝细胞水肿减轻，炎细胞数量减少，见图 3。
3.4　各组小鼠肝组织 LPO、MDA 及 Fe 含量情况
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图 3　各组小鼠肝组织病理切片（HE 染色，×400）
Fig 3　Histopathological sections of the liver of mice in each group（HE 
staining，×400）

　　如图 4 所示，与正常对照组相比，舒尼替尼组
肝组织 LPO、MDA 及 Fe 含量显著升高（P ＜ 0.01）；
与舒尼替尼组相比，GA 干预组肝组织 LPO、MDA
及 Fe 含量明显下降（P ＜ 0.05）。
3.5　对铁死亡相关蛋白表达的影响
　　如图 5 所示，与正常对照组相比，舒尼替尼组
肝组织 Nrf2、SLC7A11、HO-1、GPX4 的蛋白表
达水平明显降低（P ＜ 0.05）；与舒尼替尼组相比，
GA 干预组的 Nrf2、SLC7A11、HO-1 和 GPX4 的蛋
白表达明显提高（P ＜ 0.05）。
4　讨论
　　DILI 是指人体使用一定剂量药物后，由于
药物本身或其代谢产物所引起的不同程度肝损
伤 [15]，急性肝损伤最为常见，也可表现为慢性肝
损伤，主要引起机体内 ROS 生成增多，进而出

图 4　各组小鼠肝组织 LPO、MDA 及 Fe 含量情况（x±s，n ＝ 4）
Fig 4　Content of LPO，MDA and Fe in liver tissues of mice in each group（x±s，n ＝ 4）

注：与正常对照组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与舒尼替尼组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the sunitinib group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

现脂质过氧化性损伤，乃至细胞死亡。舒尼替尼
是一个临床广泛使用的抗肿瘤药物，本文通过对
FAERS 数据库的回顾性分析发现舒尼替尼与肝
毒性信号关联显著，其治疗相关的严重肝毒性已
经明显限制它的临床安全运用。甘草具有良好的
保肝护肝作用，其活性成分 GA 在抗氧化方面发

挥着较强的作用。因此，本研究探究舒尼替尼与
GA 联合后小鼠肝毒性的变化和其潜在的机制，
对临床用药安全具有重大意义。
　　血清中 ALT 和 AST 的浓度在肝损伤时会明显
升高，因此 ALT 和 AST 的水平反映了肝损伤的严
重程度 [16]。本实验结果显示 GA 不同剂量（10、20 

图 1　FAERS 数据库中舒尼替尼和其他抗肿瘤药物与肝毒性的信号

关联热图

Fig 1　Heatmap of the signal association of sunitinib with other anti-
tumor drugs with hepatotoxicity in the FAERS database

图 2　各组小鼠血清中 ALT、AST 含量（x±s，n ＝ 5）
Fig 2　Content of ALT and AST in the serum of mice in each group
（x±s，n ＝ 5）

注：与正常对照组相比，***P ＜ 0.001；与舒尼替尼组相比，
###P ＜ 0.001。

Note：Compared with the normal control group，***P ＜ 0.001；
compared with the sunitinib group，###P ＜ 0.001.
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图 5　各组小鼠肝组织铁死亡相关蛋白表达水平（x±s，n ＝ 4）
Fig 5　Expression levels of ferroptosis-related proteins in the liver tissues of mice in each group（x±s，n ＝ 4）

注：与正常对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与舒尼替尼组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the normal control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the sunitinib group，#P ＜ 0.05，

##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001.

mg·kg － 1）分别与舒尼替尼联合后，血清 ALT、
AST 水平下降；病理切片检测发现肝脏组织病理改
变较舒尼替尼单独作用组明显减轻。这些结果表明
GA 可有效缓解舒尼替尼引起的肝损伤，且 GA 低
剂量组较高剂量组保护作用明显，但两个剂量之间
差异并没有明显的统计学意义，可能是 GA 在一定
剂量范围内呈现保护的药理作用，较低或较高浓度
下差异并没有发挥效应。GA 发挥肝保护效应并不
完全呈现一定的剂量依赖性 [17]。此外，舒尼替尼
与黄疸、高胆红素血症等肝脏 AEs 紧密相关，可
通过检测反映肝排泄功能的碱性磷酸酶（ALP）以
及胆红素的水平来反映舒尼替尼肝损伤的程度。
　　研究显示，在肝脏疾病的不同发展阶段中，
均发现铁代谢紊乱、氨基酸抗氧化系统失衡和
LPO 集聚等铁死亡特征 [18-21]，而调控铁死亡可
以影响肝脏疾病进程 [22]。GPX4 是铁死亡的核心
调控因子，抑制其表达可使含多不饱和脂肪酸的
磷脂中铁依赖的 LPO 的堆积，导致细胞 / 亚细胞
膜受损，从而促进铁死亡的发生 [23]。铁死亡关
键因子除 GPX4 外，还包括 SLC7A11。该关键转
运体 SLC7A11 将胞外半胱氨酸转运至细胞内转
化为谷胱甘肽（GSH），随后 GPX4 利用 GSH 降
低脂质过氧化，进而抑制铁死亡 [24]。因此通过
调控 GPX4 或 SLC7A11 均影响铁死亡的发生发
展。多年来，Cystine/GSH/GPX4 系统被认为是
防御铁死亡的最主要手段，这一系统中的两个关
键蛋白 SLC7A11 和 GPX4 均受 Nrf2 调控。Nrf2
是控制细胞氧化还原、动态平衡和炎症的关键转
录因子，同时与铁死亡氧化应激通路密切相关，
Nrf2 作为转录因子促进 SLC7A11 和 GPX4 的表
达，还调控下游的靶基因 HO-1 [25-27]。HO-1 的表
达在很大程度上依赖于细胞的氧化应激状态，有
报道显示 Maresin1 通过激活 HO-1/GPX4 通路减

轻铁死亡诱导的肝损伤 [28]。本研究结果显示，舒
尼替尼单独给药组肝组织中 Nrf2、SLC7A11、
HO-1、GPX4 蛋白水平显著下降，可能是舒尼替
尼抑制了 Nrf2 的表达，Nrf2 又下调了 SLC7A11、
HO-1、GPX4 的表达；与 GA 联合后，肝组织
Nrf2、SLC7A11、HO-1、GPX4 水平均显著提高。
这提示 GA 对舒尼替尼引起的肝毒性的保护作用
是通过激活 Nrf2、SLC7A11、HO-1、GPX4 的表
达来抑制铁死亡实现的。
　　课题组前期研究了舒尼替尼的肝毒性机制，证
明了舒尼替尼能够通过产生过量 ROS 诱导氧化应
激 [29]、降低抗氧化能力，从而引起过氧化脂质的
堆积，造成肝细胞氧化应激损伤。脂质过氧化和代
谢功能障碍是铁死亡的关键下游反应。当铁代谢紊
乱导致细胞内游离铁增加时，铁通过芬顿反应催化
ROS 的产生，进而促进脂质过氧化，导致脂质过
氧化聚集和代谢功能紊乱 [12，30]。LPO 是一种自由
基或 ROS 作用于不饱和脂肪酸链后产生的含有过
氧基的脂质，多不饱和的脂肪酸过氧化物分解产生
MDA 和 4- 羟基烯烃类（HNE），已被证实可以准
确反映机体的脂质过氧化程度。本实验结果显示舒
尼替尼与 GA 联合后显著降低 LPO、MDA、Fe 含
量水平。这些结果证实了 GA 可通过抑制脂质过氧
化、降低 Fe 含量来缓解舒尼替尼引起的肝毒性。
　　综上所述，GA 能够缓解舒尼替尼引起的肝
毒性，其通过抑制脂质过氧化、降低 Fe 含量，激
活 Nrf2、SLC7A11、HO-1、GPX4 等蛋白的表达
来调控铁死亡，进而抑制肝细胞死亡，促进肝脏
的修复。GA 这类中药活性成分参与调节铁死亡，
发挥抗氧化及减毒效应，在一定程度上保护受损
肝细胞，为舒尼替尼这一类药物引起的肝损伤提
供了防治策略，为后续的临床安全用药提供了实
验和理论依据。
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虎杖多糖中蛋白去除工艺及多糖的抗炎作用研究

罗励耕，王丹，孟宪群*，侯昊良，黄政浩（辽宁中医药大学药学院，辽宁　大连　116600）

摘要：目的　优化虎杖多糖提取工艺，研究其对 RAW264.7 细胞活性的影响以及在脂多糖诱

导的炎症过程中的作用机制。方法　用 Sevage 法对虎杖多糖粗提取物中游离蛋白进行处理，

然后进行单因素实验，最后利用响应面法筛选虎杖多糖提取及除蛋白方案。将 RAW264.7 细

胞分为正常组和不同浓度虎杖多糖组（5、10、20、40、80、120 μg·mL－ 1），采用 CCK-8 试

剂盒检测虎杖多糖对细胞活力的影响。将 RAW264.7 细胞分为空白组，模型组（100 μg·L－ 1

脂多糖），不同浓度给药组（20、40、80 μg·mL－ 1 虎杖多糖溶液），采用 ELISA 试剂盒检测

肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -（IL-6）分泌水平；采用 Western blot 法检测 TLR4、
MyD88、NF-κBp65 蛋白表达水平。结果　筛选得虎杖多糖最优提取方案为 Sevage 试剂与供试

液体积比 1∶4、振摇强度 8 档、振摇时间 12 min、除蛋白 4 次。虎杖多糖质量浓度在 20 ～ 40 
μg·mL－ 1 内使细胞活力显著提升，对 RAW264.7 细胞生长有明显促进作用。与空白组相比，

模型组细胞活力升高，TNF-α 和 IL-6 分泌水平及 TLR4、NF-κBp65 和 MyD88 蛋白表达水平

显著升高，表明巨噬细胞炎症模型构建成功。与模型组相比，虎杖多糖 20、40、80 μg·mL－ 1

组 RAW264.7 细胞活力显著降低。此外，在细胞上清液中发现 TNF-α 和 IL-6 分泌水平明显减

少，并且 TLR4、MyD88 和 NF-κBp65 蛋白表达水平也显著降低。结论　虎杖多糖可以减少脂

多糖诱导的 RAW264.7 细胞中 TNF-α 和 IL-6 分泌，抑制 NF-κB 信号通路可能是其发挥抗炎作

用的一种机制。

关键词：虎杖多糖；响应面法；RAW264.7 细胞；脂多糖；炎症因子；NF-κB 信号通路
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Protein removal process and anti-inflammation effect of polysaccharides 
from Polygonum cuspidatum

LUO Li-geng, WANG Dan, MENG Xian-qun*, HOU Hao-liang, HUANG Zheng-hao (College of 
Pharmaceutical Sciences, Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian  Liaoning  
116600)

Abstract: Objective  To improve the extraction of polysaccharides from Polygonum cuspidatum 
and determine their effect on RAW264.7 cell activity and mechanism in lipopolysaccharide-
induced inflammation. Methods  The free protein in the crude extract of Polygonum cuspidatum 
polysaccharide was treated by Sevage method, and then the single factor experiment was conducted. 
Finally, the response surface method was used to screen the extraction of Polygonum cuspidatum 
polysaccharide and protein removal scheme. RAW264.7 cells were divided into a normal group 
and different concentrations of Polygonum cuspidatum polysaccharide groups (5, 10, 20, 40, 80 
and 120 μg·mL－ 1). CCK-8 kit was used to observe how Polygonum cuspidatum polysaccharide 
affected the cell viability. RAW264.7 cells were divided into a blank group, a model group (100 
μg·L－ 1 lipopolysaccharide), and different concentration groups (20, 40, and 80 μg·mL－ 1 
Polygonum cuspidatum polysaccharide solution). The secretion levels of inflammatory factors 
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　　中药虎杖来自蓼科植物虎杖（Polygonum 
cuspidatum Sieb.et Zucc.）的干燥根及根茎，其性平
味苦，归属肝、肺、胆经，常用于祛风利湿、活血
化瘀、止咳化痰，是一种历史悠久的名贵药材 [1]。
虎杖中的成分十分丰富，包括醌类、黄酮类、多糖
类、酚类以及二苯乙烯类等物质 [2]。多项相关研究
发现虎杖多糖具有抗炎、抗血栓、抗肿瘤等药理
作用 [3]。从天然药材中提取的多糖常含有蛋白质杂
质，蛋白质的存在不仅会影响多糖的生理活性和结
构，还会导致多糖的药理活性发生变化，如何有效
地去除蛋白质对于多糖提取至关重要。Sevage 试剂
法因具有适用广泛、成本较低、操作便捷等特点常
被用于去除多糖溶液中游离蛋白质 [4]，其原理是向
多糖溶液中加入有机试剂与蛋白质接触，使蛋白质
反应发生变性而沉淀，再通过离心把蛋白质分离，
保留多糖。但是 Sevage 试剂法需要重复多次处理
多糖样品，所以多糖有可能随着蛋白质变性沉淀而
产生损失。此外，有机溶剂溶解变性蛋白质后黏度
增大，离心分离时会带走部分多糖，产生损失 [5]。
所以探究合理的 Sevage 法去除蛋白质方案对于多
糖提取至关重要。
　　巨噬细胞是免疫系统的重要组成部分，其表
面存在多种可与植物多糖结合的受体，活化后分
泌肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -（IL-
6）等细胞因子，以抵御外来刺激，发挥免疫调节
作用 [6]。小鼠 RAW264.7 巨噬细胞能强力附着和

吞噬抗原，常被用于构建体外炎症反应模型 [7]。
脂多糖（LPS）广泛存在于细菌细胞壁中，当进入
人体后会激活 TLR4 受体，与巨噬细胞髓样分化
因子 88（MyD88）结合后，复合物进而与 IL-1 受
体相关激酶（IRAK1）结合，在 TNF 受体相关因
子 6（TRAF6）存在下激活下游炎症相关信号通路
例如核转录因子 -κB（NF-κB）通路，最终导致大
量细胞炎性因子的合成，如 IL-6、TNF-α 等 [8]。
　　本研究选用 Sevage 法对虎杖粗提多糖的游
离蛋白进行处理，然后设计单因素实验，探究多
糖保留率和蛋白质清除率在不同处理条件下的结
果，随后利用 Box-Behnken 响应面法优化虎杖
粗多糖除蛋白工艺，再利用 LPS 体外构建小鼠
RAW264.7 细胞炎症模型后，加入不同浓度的虎
杖多糖，探索其产生的影响和作用机制，为深入
研究虎杖多糖的抗炎免疫功能提供相关基础。
1　材料

1.1　药材

　　药材虎杖来源于四川省阿坝藏族羌族自治州，
经辽宁中医药大学药学院康廷国教授鉴定为虎杖
（P. cuspidatum Sieb.et Zucc.），存放于辽宁中医药
大学中药资源教研室，编号 HZSCABX-01。
1.2　细胞与试药

　　考马斯亮蓝 G-250（上海信裕生物工程有限
公司）；葡萄糖对照品、牛血清蛋白对照品（纯度
分别为 99.7%、98%，批号分别为 M11bv141284、

TNF-α  and IL-6 were detected by ELISA. The protein expression levels of TLR4, MyD88 and NF-
κBp65 were detected by Western blot. Results  The optimal extraction scheme of polysaccharides 
from Polygonum cuspidatum was as follows: the volume ratio of Sevage reagent to the test solution 
was 1∶4, the shaking intensity was 8, shaking for 12 min, and the protein was removed 4 times. 
The cell viability was greatly increased at the concentration range of 20 ～ 40 μg·mL－ 1, and the 
growth of RAW264.7 cells was much promoted. Compared with the blank group, the cell viability 
of the model group was increased, the secretion levels of TNF-α  and IL-6, and the expression levels 
of TLR4, NF-κBp65 and MyD88 proteins were obviously increased, indicating that the macrophage 
inflammation model was successfully constructed. Compared with the model group, the viability 
of RAW264.7 cells in Polygonum cuspidatum polysaccharides 20, 40 and 80 μg·mL－ 1 groups 
was greatly decreased. In addition, the secretion levels of TNF-α  and IL-6 were reduced in the cell 
supernatant, and the expression levels of TLR4, MyD88 and NF-κBp65 proteins were also reduced. 
Conclusion  Polygonum cuspidatum polysaccharides can reduce the secretion of TNF-α  and IL-6 in 
RAW264.7 cells induced by lipopolysaccharide, and the inhibition of NF-κB signaling pathway may 
be a mechanism for its anti-inflammatory effect.
Key words: Polygonum cuspidatum polysaccharide; response surface method; RAW264.7 cell; 
lipopolysaccharide; inflammatory factor; NF-κB signaling pathway
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22133975，上海联迈生物工程有限公司）；CCK-8、
TNF-α、IL-6 ELISA 试剂盒（广州奥瑞达生物技术有
限公司）；TLR4、MyD88、NF-κBp65 抗体（爱博泰
克生物技术有限公司）；CCK-8 试剂盒（碧云天生
物技术有限公司），TNF-α、IL-6 ELISA 试剂盒（北
京索莱宝科技有限公司）。
1.3　仪器

　　UV-5200 紫外可见分光光度计（上海精密仪
器仪表有限公司）；CO2 细胞培养箱、多功能酶
标仪（美国 Bio-Tek 公司）；等电聚焦多用途电泳
仪（北京六一生物科技有限公司）；全自动化学
成像分析仪（广州誉维生物科技仪器有限公司）。
2　方法

2.1　虎杖多糖除蛋白工艺优化

2.1.1　虎杖粗多糖提取　称取干燥虎杖药材粉末
10 g，用适量蒸馏水加热回流，分别在 3、5.5、
7.5 h 后取水提溶液，药渣过滤，混合 3 次水提溶
液，浓缩后加入适量 95% 乙醇进行醇沉，24 h 后
抽滤并干燥，得虎杖粗多糖提取率约为 18.76%。
2.1.2　苯酚硫酸法测定多糖含量　精密称取 10 mg
葡萄糖对照品，配制得到0.1 mg·mL－1 葡萄糖溶液。
分别量取 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 于七
支试管中，加蒸馏水至2.0 mL，得到0、0.005、0.01、
0.02、0.03、0.04、0.05 mg·mL－ 1 葡萄糖对照品溶液，
量取 5% 苯酚试剂 1.0 mL 和浓硫酸 5.0 mL 加入上述
溶液中，在沸水中持续加热 15 min。然后静置混合
物使其在室温下冷却 20 min，在波长为 490 nm 处测
定吸光度值。利用公式（1）计算多糖的保留率。
　　多糖的保留率（%）＝供试液除蛋白后多糖
浓度 / 供试液除蛋白前多糖浓度 ×100%　（1）
2.1.3　Bradford 法 测 定 蛋 白 质 含 量　 配 制 0.1 
mg·mL － 1 牛血清蛋白的标准液，精密量取 0、
0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 牛血清蛋白液，滴加
0.9% 氯化钠水溶液至 1 mL，得到 0、0.02、0.04、
0.06、0.08、0.1 mg·mL－ 1 牛血清蛋白对照品溶液，
向各个试管中滴加 5 mL 的 G-250 考马斯亮蓝染
液，随后混合使其均匀，并静置试管 2 min 后在
595 nm 处测定其吸光度值。蛋白质清除率参照公
式（2）计算。
　　蛋白质清除率（%）＝（供试液除蛋白前蛋
白质浓度－供试液除蛋白后蛋白质浓度）/ 供试液
除蛋白前蛋白质浓度 ×100%　　（2）
2.1.4　单因素实验设计　选取 Sevage 试剂与供
试液体积比（V/V）、振摇强度（档）、振摇时间
（min）、除蛋白次数这四个因素进行单因素实

验。其中振摇强度的依据是涡旋混合器的档位
（1 ～ 10 档位，转速范围 300 ～ 3000 r·min － 1）
设 Sevage 试剂与供试液的体积比为 1∶6、1∶5、
1∶4、1∶3，振摇强度为 2、4、6、8 档，振摇
时间为 10、12、14、16 min，除蛋白次数为 4、6、
8、10 次，进行实验，虎杖粗多糖溶液除蛋白后
以 3000 r·min－ 1 离心 10 min，吸取上清液，测
定多糖和蛋白质含量。
2.1.5　响应面实验设计　使用软件 Design Expert 12
中 Box-Behnken 方案，对 Sevage 试剂与供试液体
积比、振摇强度、振摇时间、除蛋白次数设计响应
面实验。设计因素及其所对应的水平编码见表 1。

表 1　Box-Behnken设计水平与因素 
Tab 1　Level and factor for Box-Behnken design 

水平

因素

体积比

（V/V）
振摇强

度 / 档
振摇时

间 /min
除蛋白次

数（次）

－ 1 1∶6 4 12 4

     0 1∶5 6 14 5

     1 1∶4 8 16 6

2.2　虎杖多糖抗炎作用探究

2.2.1　RAW264.7 细胞培养　在 10% 胎牛血清和
1% 抗菌药物的 DEME 培养基中，5%CO2 细胞培养
箱中 37℃下培养 RAW264.7 细胞，每隔 2 ～ 3 d 换
液一次，并按 1∶3 比例传代培养。
2.2.2　虎杖多糖对 RAW264.7 细胞活力的影响　
将 RAW264.7 细胞密度调整为 5×103 个·mL－ 1，
接种于 96 孔板中，培养 18 h，设 0、5、10、20、
40、80、120 μg·mL － 1 7 个质量浓度组，每组设
置 3 个复孔。正常组加入 200 μL 培养液，给药组
加入 200 μL 不同浓度的虎杖多糖细胞培养液，继
续培养 24 h，更换孔内液体，向每孔内加入完全
培养基 180 μL 和 CCK-8 溶液 20 μL，继续培养细
胞 3 h，在波长为 450 nm 处的吸光值进行检测，
采用酶标仪进行操作。
2.2.3　实验分组　在 96 孔板上接种按对数周期
生长的 RAW264.7 细胞，每孔加入 100 μL 密度为
7×104 个·mL－ 1 的细胞液，在 5%CO2 细胞培养
箱中 37℃下培养 24 h。待 RAW264.7 细胞贴壁后，
将 0 μg·L－ 1 LPS 的细胞培养液添加至 RAW264.7
细胞中，用作空白组。将含 100 μg·L － 1 LPS 的
细胞培养液添加至 RAW264.7 细胞中，作为模型
组。在此基础上，分别向模型组加入 20、40 和 80 
μg·mL － 1 的虎杖多糖细胞培养液，作为给药组，
每组均设置 3 个复孔。
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2.2.4　炎症因子 TNF-α、IL-6 水平检测　在 3000 
r·min－ 1 条件下对各组细胞培养液持续离心 15 
min，收集上清液，采用 ELISA 试剂盒检测样品
中 TNF-α 和 IL-6 的分泌水平。
2.2.5　Western blot 法检测 TLR4、MyD88、NF-κBp65
蛋白表达水平　从各组细胞裂解液中提取总蛋白
和核蛋白，并采用 BCA 法对蛋白质含量进行测定。
将样品与 5 倍浓度的上样缓冲液混合，混匀后放入
沸水中煮沸 10 min，最后将其存放在－ 80℃条件
下。取 30 μg 煮沸后的蛋白样品，使用 SDS-PAGE
电泳技术将其进行分离，将分离后得到的蛋白质转
移到聚丙烯酰胺膜上。然后，用 5% 脱脂奶粉封闭
2 h。漂洗之后与 TLR4、MyD88、NF-κBp65 对应
一抗在 4℃下孵育至第 2 日，漂洗之后加入对应二
抗在常温下孵育 2 h，计算各蛋白的相对表达率。
2.3　统计学分析

　　采用 x±s 表示实验数据，并使用 SPSS 26.0
软件进行方差齐性检验和单因素方差分析，当
P ＜ 0.05 时差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　多糖及蛋白质含量的线性回归方程

　　按照“2.1.2”“2.1.3”项下方法，以葡萄糖作为
对照，得到多糖含量线性回归方程：y ＝ 0.0378x ＋
0.0329，R2 ＝ 0.9994；以牛血清白蛋白作为对照，
得到蛋白质含量线性回归方程：y ＝ 0.1081x －

0.0092，R2 ＝ 0.9993。
3.2　单因素实验结果分析

　　根据图 1 所示：多糖保留率在供试液中
Sevage 试剂的体积比变小时先增后减，在 Sevage
试剂与供试液体积比为 1∶4 时达到最大值；蛋
白质清除率则随着 Sevage 试剂与供试液体积比变
小而逐渐提高。多糖保留率和蛋白质清除率都随
着振摇档位的增大先上升后下降，在 6 档时两者
达到最大。多糖保留率随振摇时间增长呈递增趋
势，16 min 时达到峰值，蛋白质清除率则持续降
低。去除 8 次蛋白质后多糖保留率达到最低值，
蛋白质清除率则在进行除蛋白 6 次时达到最大值。
进行 6 次除蛋白操作后，多糖的保留程度较高而
且蛋白质的清除率也达到最大值。综上，在单因
素条件下，Sevage 试剂与供试液体积比为 1∶4，
12 min 振摇处理，振摇强度 6 档，进行除蛋白 6
次可获得多糖保留和蛋白质清除的最佳效果。

图 1　各单因素对虎杖多糖保留率及蛋白清除率的影响

Fig 1　Effect of single factors on polysaccharide retention and protein clearance of Polygonu ncuspidatum polysaccharide

3.3　虎杖除蛋白响应面优化结果

3.3.1　Box-Behnken 方案设计与回归模型建立　
根据单因素实验结果，并依照 Box-Behnken 方案

进行实验设计，共设计 27 组实验。实验设计和
结果见表 2。
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表 2　响应面实验设计及结果 
Tab 2　Response surface experimental design and results

组序

因素
多糖保

留率 /%
蛋白清

除率 /%体积比
振摇

强度

振摇

时间

除蛋白

次数

1 1 0 1 0 83.25 93.66

2 1 － 1 0 0 85.33 90.52

3 － 1 － 1 0 0 90.08 87.24

4 0 － 1 0 1 87.14 86.97

5 0 0 1 1 86.10 90.03

6 0 0 0 0 87.45 89.47

7 0 1 1 0 85.61 90.98

8 1 0 0 1 84.32 96.22

9 0 0 0 0 86.92 83.09

10 0 0 0 0 88.55 83.38

11 0 1 0 － 1 90.33 87.44

12 0 0 － 1 － 1 89.64 86.84

13 1 0 － 1 0 87.69 92.55

14 0 1 － 1 0 86.99 88.56

15 － 1 0 － 1 0 91.11 82.77

16 0 0 0 0 89.03 85.32

17 1 0 0 － 1 90.86 91.11

18 0 0 0 0 88.87 84.66

19 0 1 0 1 86.20 88.65

20 － 1 0 0 － 1 91.24 83.47

21 － 1 1 0 0 89.77 83.44

22 0 0 － 1 1 87.44 88.41

23 － 1 0 1 0 92.17 84.25

24 0 0 1 － 1 86.98 88.27

25 0 － 1 － 1 0 87.59 89.11

26 1 1 0 0 88.47 91.76

27 － 1 0 0 1 88.71 83.98

　　利用 Design-Expert 12 软件进行分析，得到
针对多糖保留率（Y1）和蛋白质清除率（Y2）为响
应值的二次多项式回归方程：
　　Y1 ＝ 88.16 － 1.93A － 0.2133B － 0.8425C －

1.89D＋ 0.8625AB－ 1.38AC－AD－ 0.0075BC＋

0.57BD ＋ 0.33CD ＋ 0.5926A2 － 0.1199B2 －

0.9312C2 ＋ 0.5313D2；
　　Y2 ＝ 85.18 ＋ 4.22A ＋ 0.3308B ＋ 0.525C ＋

0.955D ＋ 1.26AB － 0.0925AC ＋ 1.15AD ＋

1.05BC － 0.0225BD ＋ 0.0475CD ＋ 1.73A2 ＋

1.32B2 ＋ 1.95C2 ＋ 1.24D2。
3.3.2　响应面优化结果分析　根据软件 Design-
Expert 12 绘制蛋白质清除率和多糖保留率交互项
的三维表观图（见图 2），可得蛋白质清除率随着
Sevage 试剂与供试液体积比增大而显著增大，多
糖保留率则随着 Sevage 试剂与供试液体积比增
大、除蛋白次数增加而显著降低。从回归模型中

得到最优工艺参数包括 Sevage 试剂与供试液体
积比为 1∶4、振摇强度为 7.99 档、振摇时间为
11.97 min 以及除蛋白次数为 3.99 次，按照该工
艺条件得出的多糖保留率为 91.83%，蛋白质清除
率为 93.71%。

图 2　各因素交互作用对虎杖多糖蛋白质清除率和多糖保留率的响

应面图

Fig 2　Response surface of the interaction of various factors on the 
protein clearance rate and polysaccharide retention rate of Polygonum 
cuspidatum polysaccharide

3.3.3　回归模型验证实验　参考响应面优化后的
最优工艺参数，即 Sevage 试剂与供试液体积比为
1∶4、振摇强度为 8 档、振摇时间为 12 min、除
蛋白次数为 4 次，进行 3 次平行实验并取平均值
来验证回归模型。最终的结果显示，多糖保留率
为 90.23%，蛋白质清除率为 91.22%，与软件给
出的优化结果相差较小，说明所建立的回归模型
具有一定的参考价值。
3.4　虎杖多糖对 RAW264.7 细胞活力的影响

　　与空白组相比较，随着虎杖多糖质量浓度的增
加，细胞活力先升高后降低，在 40 μg·mL－ 1 时
最高（见图 3），在 120 μg·mL－ 1 时抑制细胞生长，
故在后续实验中选择 20、40、80 μg·mL － 1 质量
浓度构成低、中、高剂量组进行研究。
3.5　虎杖多糖对 RAW264.7 细胞在 LPS 诱导下的

细胞活力的影响

　　与空白组比较，模型组 RAW264.7 细胞活力
显著提升；与模型组相比，虎杖多糖 20、40、80 
μg·mL － 1 组 RAW264.7 细胞活力显著降低，且
在 20 ～ 80 μg·mL － 1 内虎杖多糖浓度越大对
LPS 诱导的 RAW264.7 细胞活力降低程度越显著
（见图 4）。
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图 3　虎杖多糖对 RAW264.7 细胞活力的影响（x±s，n ＝ 3）
Fig 3　Effect of Polygonum cuspidatum polysaccharide on the viability 
of RAW264.7 cells（x±s，n ＝ 3）

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.

图 4　虎杖多糖对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞活力的影响（x±s，
n ＝ 3）
Fig 4　Effect of Polygonum cuspidatum polysaccharide on the viability 
of LPS-induced RAW264.7 cells（x±s，n ＝ 3）

注：与空白组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01；compared 

with the model group，##P ＜ 0.01.

3.6　虎杖多糖对炎症模型 RAW264.7 细胞中 TNF-α、

IL-6 分泌水平的影响

　　与空白组比较，模型组 RAW264.7细胞 TNF-α、
IL-6 分泌水平显著升高，提示炎症模型构建成功。
与模型组比较，虎杖多糖 20、40、80 μg·mL － 1

组 RAW264.7 细胞 TNF-α、IL-6 分泌水平显著降低
（见图 5），提示虎杖多糖能不同程度地抑制 TNF-α、
IL-6 的释放，且在 20 ～ 80 μg·mL－ 1 内，随着质
量浓度的增加抑制程度增大。

图 5　TNF-α、IL-6在各组 RAW264.7细胞中的分泌水平（x±s，n＝5）
Fig 5　Secretion levels of TNF-α  and IL-6 in RAW264.7 cells of each 
group（x±s，n ＝ 5）

注：与空白组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01；compared 

with the model group，##P ＜ 0.01.

3.7　虎杖多糖对炎症模型 RAW264.7 细胞中 TLR4、
MyD88、NF-κBp65 蛋白表达的影响

　　与空白组比较，模型组显著提升 TLR4、MyD88
和 NF-κBp65 蛋白表达水平；与模型组比较，虎杖多
糖 20、40、80 μg·mL － 1 组 TLR4、MyD88 和 NF-
κBp65 蛋白表达水平显著降低（见图 6）。

图 6　TLR4、MyD88、NF-κBp65 蛋白在各组 RAW264.7 细胞中的表达

Fig 6　Expression of TLR4，MyD88 and NF-κBp65 protein in RAW264.7 cells in each group
注：与空白组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01.

4　讨论

4.1　虎杖多糖除蛋白优化

　　本实验结果表明，多糖的保留率在 Sevage 试
剂与供试液体积比变小时呈现出先增后减的趋势，
这一现象可能是因为 Sevage 试剂用量相对减少，
除杂效果降低，导致更多杂质残留在溶液中，影

响多糖纯度。
　　本实验在探究蛋白去除工艺方面仍存在一定
的不足。Sevage 法除蛋白过程中温度及 pH 会影
响蛋白质的稳定性和溶解度，从而影响 Sevage 法
的除蛋白效果。此外，实验中未对 Sevage 试剂与
供试液体积比、振摇挡位和时间进行详细的优化，
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可能导致实验结果的偏差。
4.2　虎杖多糖对 RAW264.7 细胞活力影响及抗炎

作用

　　在实验中观察到虎杖多糖在 0 ～ 80 μg·mL － 1

内对 RAW264.7 细胞的活力无明显抑制作用，加入
LPS 能显著提高细胞活力，而向模型组 RAW264.7
细胞加入 20、40、80 μg·mL － 1 虎杖多糖后，细
胞活力比模型组显著下降。此现象的原因可能是：
LPS 可以激活细胞的炎症反应，导致细胞代谢活性
的增加，LPS 处理后的 RAW264.7 细胞在炎症反应
的刺激下活力增加；加入虎杖多糖后由于虎杖多糖
与 LPS 之间存在相互作用，虎杖多糖可能与 LPS
竞争细胞受体结合位点，从而减弱 LPS 对细胞的
刺激作用，导致细胞活力下降。
　　巨噬细胞是机体重要的固有免疫细胞，具有抗
原呈递性，能够通过激活免疫系统，释放细胞因
子、脂类介质以及活性氧等一系列炎症介质，引
发机体炎症反应 [9]。在 LPS 的刺激下，这些激活
的巨噬细胞会分泌大量的炎症介质和促炎因子，如
COX-2、IL-1β、IL-6、TNF-α 等 [10]。IL-6 主要由 T
细胞和巨噬细胞分泌，在损伤和感染后能迅速合
成并激活急性免疫应答。目前发现在多种与炎症相
关的疾病中 IL-6 水平均明显升高，因此 IL-6 水平
常作为抗炎效果的检测指标 [11]。TNF-α 主要由巨
噬细胞分泌，在炎症反应早期出现，其分泌水平能
够直接反映出机体炎症的严重程度，被视作经典
的炎症指标 [12]。本实验结果显示，LPS 能够诱导
RAW264.7 细胞炎症因子的分泌增多，而虎杖多糖
能够降低 LPS 诱导的 TNF-α、IL-6 分泌，结果表明
虎杖多糖能抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎症。
　　在 LPS 对 RAW264.7 细胞的激活过程中，LPS
被 LPS 结合蛋白转运到细胞表面与膜 mCD14 结合
形成三联复合物，并在 MD-2 的帮助下与 TLR4 结
合并激活 TLR4，将信号传入胞内，激活 MyD88，
进而影响下游 NF-κB、MAPK 信号通路 [13]。本实
验结果显示，LPS 能上调 RAW264.7 细胞 TLR4、
MyD88、NF-κBp65 蛋白表达，而虎杖多糖能够下
调 TLR4、MyD88、NF-κBp65 蛋白的表达，由此

可见，虎杖多糖对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎
症反应的抑制作用与调控 NF-κB 信号通路有关。
　　综上所述，本实验初步探究了虎杖多糖中
Sevage 法蛋白去除工艺的优化及多糖的抗炎作用，
并发现虎杖多糖在细胞水平上具有显著的抗炎作用。
但需进一步优化实验条件和扩大研究范围，以期为
虎杖多糖的临床应用和开发提供更为可靠的依据。
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高剪切工艺制备阿立哌唑长效注射混悬剂

朱思琪，刘坤鹏，邹佳，李海燕，王丹*，王震*（浙江圣兆药物科技股份有限公司，杭州　310051）

摘要：目的　优化阿立哌唑长效注射混悬剂的制备工艺。方法　采用高剪切工艺制备阿立哌唑

长效注射混悬剂，考察定转子类型、线速度、定转子间距、助悬剂浓度、药物浓度、料液温

度对药物粒径的影响，并与球磨法制备的样品对比颗粒形貌、体外释放、体内缓释效果。结
果　最优制备工艺为：以胶体磨模块作为剪切头，药物浓度为 13%，羧甲基纤维素钠浓度为

0.52%，辅料溶液 pH 为 5.0 ～ 6.0，转子线速度为 35 m·s－ 1，定转子间距为 100 μm，料液温度

在 48 ～ 65℃，得到阿立哌唑长效注射混悬剂的平均粒径为（3.83±0.05）μm。与球磨法制备的

样品相比，具有更好的分散性，药物颗粒更为圆滑，以及具有更为优异的体内外缓释效果。结
论　通过高剪切工艺制备阿立哌唑长效注射混悬剂，制备工艺简便，易于放大生产，并实现了

较好的缓释效果，对其他药物的开发具有一定的参考价值。

关键词：阿立哌唑；长效注射混悬剂；高剪切工艺；体外释放；体内释药
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Preparation of aripiprazole long-acting injectable suspension by  
high-shear rotor-stator wet milling

ZHU Si-qi, LIU Kun-peng, ZOU Jia, LI Hai-yan, WANG Dan*, WANG Zhen* (Zhejiang Sundoc 
Pharmaceutical Science and Technology Co., Ltd., Hangzhou  310051)

Abstract: Objective  To optimize the preparation of aripiprazole (APZ) long-acting injectable suspension 
(LAIs). Methods  APZ LAIs were prepared by high-shear rotor-stator wet milling. Effect of types of the rotor-
stator, rotation tip speed, gaps of the rotor-stator, concentrations of suspension agent, drug concentrations 
and material temperature on the particle size were determined. APZ LAIs were characterized by surface 
morphology, in vitro release and the sustained release effect in vivo, and compared with samples prepared 
by wet media milling. Results  The optimal conditions for the preparation of APZ LAIs included module 
colloid mill as a shear tool, the drug concentration at 13%, the carboxymethylcellulose sodium concentration 
at 0.52%, the pH of excipients solution at 5.0 ～ 6.0, the rotation tip speed at 35 m·s－ 1, the gap of the rotor-
stator at 100 μm, and the material temperature at 48 ～ 65℃ . The obtained average particle size of APZ 
LAIs was (3.83±0.05) μm. Compared with the samples prepared by wet media milling, APZ LAIs had better 
dispersion without aggregation, with smoother surface and shape, and more excellent sustained release effect 
in vitro and vivo. Conclusion  The preparation of APZ LAIs is simple and convenient, feasible for mass 
production. This study provides a reference for the development of other drugs.
Key words: aripiprazole; long-acting injectable suspension; high-shear rotor-stator wet milling; in 
vitro drug release; in vivo drug release
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　　精神分裂症是一种以幻觉、幻想、情感失调和
认知功能障碍为主要特征的精神疾病，具有较高的
遗传性，是一种最常见的精神病性障碍 [1]。由于精

神分裂症往往需要长期治疗，许多患者通过口服抗
精神病药物以稳定症状。然而，多数患者都难以坚
持每日的口服治疗方案，即存在依从性问题，常
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常会导致症状恶化、治疗反应不佳、频繁复发和
再次入院，并且无法得益于康复治疗和心理社会治
疗 [2]。这也是精神疾病治疗中最困难的问题。
　　阿立哌唑（aripiprazole，APZ）是一种新型的
非典型抗精神分裂症药物 [3]，从 2002 年起，美国
食品药品监督管理局（FDA）陆续批准了多种剂
型的阿立哌唑，包括普通片剂、口服溶液、口腔
崩解片、注射剂、注射用混悬剂等。阿立哌唑是
水难溶性药物，对于难溶性药物，可通过一定的
制备方法，将其制成长效制剂以实现药物在局部
注射部位缓慢释放 [4]。长效制剂相比于口服制剂
的一个重要优势在于极大地提高治疗依从性，通
过减少用药次数，延长单次给药后药物作用时间，
可有效控制病情、预防复发 [5-6]。目前，阿立哌唑
长效制剂除了已上市的注射用混悬剂（商品名分
别为 Abilify Maintena 和 Arista）外，还包括公开
资料中公布的微球制剂 [7]。混悬剂是药物颗粒分
散于水性介质中，相比于微球制剂，在制备过程
中无需添加有机溶剂如二氯甲烷，不存在有机溶
剂残留风险；此外，混悬剂的制备工艺步骤相对
更简单，工艺更为可控。
　　阿立哌唑长效注射混悬剂（APZ LAIs）的制
备方法主要包括球磨法及多工艺联用法。球磨法
是通过研磨介质与药物颗粒及腔体碰撞使颗粒减
小，但该工艺存在药物大颗粒可能会穿过研磨介
质，无法充分被研磨的问题，及可能的介质污
染 [8]。多工艺联用法包括高剪切高速搅拌机和高
压均质机联用 [9]，球磨机和高压均质机联用 [10]，
高剪切均质器与球磨机联用 [11] 等，但均存在工
艺烦琐、不利于产业化生产的问题。
　　为了解决上述工艺存在的问题，本研究探索了
采用特定工艺参数定转子高剪切工艺，直接获得阿
立哌唑混悬液的可行性。该工艺通过转子高速旋转
产生强大的离心力，形成强负压区，将物料吸入工
作腔，在定转子间距内受到剪切、离心挤压、撞击、
湍流、强烈摩擦力等综合作用，使药物颗粒粒度减
小 [12-13]。该方法操作简单、设备生产成本低、易于
产业化生产。本研究通过单因素考察优化处方工艺
参数，并与球磨法制备的样品对比颗粒形貌、体内
外释药特性，报道如下。
1　材料
1.1　试药 
　　阿立哌唑一水合物（印度 MSN 公司，批号：
HA0020618，纯度：100.3%），羧甲基纤维素钠
（美国亚什兰公司，型号：7L2P PH BET，批号：
0551901001），甘露醇（法国罗盖特公司），磷酸
二氢钠一水合物（湖南九典制药股份有限公司），

氢氧化钠（湖南尔康制药有限公司），十二烷基硫
酸钠（安徽山河药用辅料有限公司），其余试剂均
为分析纯或色谱纯，水为自制纯化水。
1.2　仪器
　　ECM-AP 05 型研磨机（华尔宝机械有限公司），
IKA 2000/4 型高剪切机、EURO-ST60D 型顶置式搅
拌（德国 IKA 公司），S8 型 pH 计（上海梅特勒 - 托
利多仪器有限公司），XT5218-B12-R25C 型低温循环
水浴（杭州雪中炭恒温技术有限公司），LYO-0.5 型
真空冷冻干燥机（上海东富龙科技股份有限公司），
马尔文 3000 型激光粒度分析仪（英国马尔文仪器有
限公司），RC8MD 溶出仪（天津市天大天发科技有
限公司），UV-1900i 型紫外可见分光光度计（日本岛
津），NovaNano450 型扫描电镜（美国 Thermo 公司），
Allegra V-15R 型离心机（美国贝克曼库尔特），5810R
型高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司），API4000 
三重四极杆液相质谱仪（美国 AB Sciex 公司）。
2　方法与结果 
2.1　APZ LAIs 的制备
　　称取 13 g 羧甲基纤维素钠，43.3 g 甘露醇和
适量磷酸二氢钠一水合物溶于 2117 g 纯水中，得
到 pH 为 5.0 ～ 6.0 的辅料溶液。将 325 g 原料药
阿立哌唑一水合物搅拌分散于辅料溶液中，形成
预混悬液。将预混悬液用 IKA 高剪切机（胶体磨
剪切头，型号 MK2000），以线速度 35 m·s－ 1，
定转子间距 100 μm 进行连续式循环剪切，流量
4.5 L· min－ 1，剪切过程中通过夹套水浴控制料
液温度在 48 ～ 65℃，获得次混悬液。再用适量
氢氧化钠调节 pH 至 6.5 ～ 7.5，获得终混悬液，
最后进行冷冻干燥，得到最终冻干成品。
2.2　APZ LAIs 粒径的测定 
　　采用马尔文激光粒度仪测定粒径，取适量
APZ LAIs 样品于少量纯水中，摇匀分散。设定
折射率 1.62，颗粒吸收率 0.01，搅拌速度 2000 
r·min－ 1，测定时间红光 20 s、蓝光 20 s，平行
测定 3 次，取平均值。
2.3　APZ LAIs 处方工艺的确定
　　采用单因素实验设计，以平均粒径（D50）、
跨距为评价指标，分别考察定转子类型、线速度、
定转子间距、助悬剂浓度、药物浓度、料液温度
对粒径的影响，筛选出较优的处方工艺参数。
2.3.1　定转子类型的考察　IKA 高剪切机有多
种定转子模块可选，选择胶体磨剪切头（型号
MK2000）、锥体磨剪切头（型号 MKO2000）、三
层定转子剪切头（＜ 6F，8SF，8SF ＞；型号
DR）3 种不同类型的剪切头进行考察。药物浓度
为 18%，羧甲基纤维素钠浓度为 0.72%，辅料溶
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液 pH 为 6.0，剪切头的线速度均为 35 m·s－ 1，
定转子间距为 100 μm（除型号 DR 定转子间距不
可调，为 200 μm），剪切时间为 3 h，控制剪切
过程中料液温度在 48℃。在剪切后的次混悬液中
加入适量氢氧化钠使 pH 至 6.5 ～ 7.5，获得终混
悬液。测定各终混悬液粒径，结果见表 1。使用
3 种不同定转子进行剪切，均可获得 D50 在 3 ～ 6 
μm 的混悬液。在相同剪切时间内，使用胶体磨
剪切头时得到的混悬液粒径最小，故优选胶体磨
剪切头。

表 1　定转子类型对 APZ LAIs粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 1　Effect of rotor-stator type on the particle size of APZ LAIs 

(n ＝ 3)

定转子类型 D50 /μm 跨距

MK2000 3.98±0.02 2.02±0.04

MKO2000 5.52±0.03 2.19±0.04

DR 5.74±0.02 2.25±0.05

2.3.2　线速度的考察　根据 IKA 高剪切机的线
速度范围，采用胶体磨剪切头，考察不同线速度
（12、24、35 m·s－ 1）对粒径的影响。药物浓度为
13%，羧甲基纤维素钠浓度为 0.52%，辅料溶液
pH 为6.0，定转子间距为100 μm，剪切时间为3 h，
控制剪切过程中料液温度在 48℃。在剪切后的次
混悬液中加入适量氢氧化钠使 pH 至 6.5 ～ 7.5，获
得终混悬液。测定各终混悬液粒径，结果见表 2。
对于定转子高剪切设备，线速度和定转子间距之
间的关系可用剪切系数表示，计算公式为：剪切
系数＝线速度 / 定转子间距 [14]。可通过调节线速
度和定转子间距，使剪切系数在一定范围内，以
得到目标粒径的样品。线速度为 12 m·s－ 1 时，
剪切系数较小为 1.2×105·s－ 1，难以使 D50 降低
至 6 μm 以下。在相同剪切时间内，线速度为 35 
m·s－ 1 时，得到的混悬液粒径最小，故优选较
高的线速度 35 m·s－ 1。

表 2　线速度对 APZ LAIs粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 2　Effect of rotor tip speed on the particle size of APZ LAIs  

(n ＝ 3)

线速度 /（m·s － 1） D50 /μm 跨距

12 7.21±0.04 2.81±0.06

24 4.40±0.02 2.05±0.05

35 3.91±0.03 1.96±0.05

2.3.3　定转子间距的考察　胶体磨剪切头的定转
子间距可连续调整，以获得最佳的剪切效果。考
察定转子间距为 150、120、100 μm 时对混悬液
粒径的影响。药物浓度为 30%，羧甲基纤维素钠
浓度为 1.2%，辅料溶液 pH 为 6.0，胶体磨剪切
头的线速度为 35 m·s－ 1，剪切时间为 3 h，控制

剪切过程中料液温度在 48℃。在剪切后的次混
悬液中加入适量氢氧化钠使 pH 至 6.5 ～ 7.5，获
得终混悬液。测定各终混悬液粒径，结果见表 3。
固定线速度，定转子间距越小时，得到的混悬液
粒径最小，故优选定转子间距为 100 μm。

表 3　定转子间距对 APZ LAIs粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 3　Effect of rotor-stator gap on the particle size of APZ LAIs 

 (n ＝ 3)

定转子间距 /μm D50 /μm 跨距

150 4.55±0.02 2.06±0.04
120 4.02±0.03 2.03±0.05
100 3.87±0.03 1.98±0.04

2.3.4　助悬剂浓度的考察　以羧甲基纤维素钠为
助悬剂，药物浓度为 30%，辅料溶液 pH 为 6.0，
胶体磨剪切头的线速度为 35 m·s－ 1，定转子间
距为 100 μm，剪切时间为 3 h，控制剪切过程中
料液温度在 48℃。分别配制羧甲基纤维素钠浓度
为 0.24%、0.72%、1.2%（即原料药与羧甲基纤维
素钠重量比分别为 125、41.7、25 倍）的预混悬液
进行制备。在剪切后的次混悬液中加入适量氢氧
化钠使 pH 至 6.5 ～ 7.5，获得终混悬液。测定各
终混悬液粒径，结果见表 4。不同羧甲基纤维素
钠用量下的 D50 相差不大。但考虑到较高浓度的
羧甲基纤维素钠更有利于减缓颗粒沉降速度，故
优选原料药与羧甲基纤维素钠重量比为 25 倍。

表 4　助悬剂浓度对 APZ LAIs粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 4　Effect of suspending agent concentration on the particle size 

of APZ LAIs (n ＝ 3)

羧甲基纤维素钠浓度 /% D50 /μm 跨距

  0.24 3.90±0.04 1.99±0.05
  0.72 3.95±0.03 1.98±0.06
1.2 3.87±0.03 1.98±0.04

2.3.5　药物浓度的考察　固定原料药与羧甲基纤
维素钠重量比为 25 倍，辅料溶液 pH 为 6.0，胶
体磨剪切头的线速度为 35 m·s－ 1，定转子间距
100 μm，剪切时间为 3 h，控制剪切过程中料液
温度在 48℃。分别配制药物浓度为 6%、13%、
18%、30% 的预混悬液进行制备。在剪切后的次
混悬液中加入适量氢氧化钠使 pH 至 6.5 ～ 7.5，
获得终混悬液。测定各终混悬液粒径，结果见表
5。药物浓度为 6% 时，D50 稍大，推测是因为低
浓度下颗粒被剪切的概率相对更小；药物浓度为
13%、18%、30% 时，D50 相差不大。从成品黏度
最为便利的通针性考虑，优选药物浓度为 13%。
2.3.6　料液温度的考察　固定药物浓度为 13%，
羧甲基纤维素钠浓度为 0.52%，辅料溶液 pH 至
5.0 ～ 6.0，胶体磨剪切头的线速度为 35 m·s－ 1，
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定转子间距为 100 μm，剪切时间为 3 h，分别控
制剪切过程中料液温度在 2、30、48、55、65℃。
在剪切后的次混悬液中加入适量氢氧化钠使 pH
至 6.5 ～ 7.5，获得终混悬液。测定各终混悬液粒
径，结果见表 6。

表 6　料液温度对 APZ LAIs粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 6　Effect of material temperature on the particle size of APZ 

LAIs (n ＝ 3)

料液温度 /℃ D50 /μm 跨距

  2 4.07±0.03 2.28±0.05
30 3.84±0.03 2.21±0.04
48 3.96±0.04 2.01±0.04
55 4.01±0.04 1.97±0.04
65 3.94±0.02 1.94±0.06

　　当料液温度在 2 ～ 65℃，均可制备获得 D50

在 3 ～ 6 μm 的混悬液，在此温度范围内增高温
度制备时，可获得更窄粒度分布（跨距值减小）
的趋势。理论上，当物料温度越高，布朗运动越
剧烈，颗粒越易聚集。但结果表明，当控制辅料
溶液的 pH 在 5.0 ～ 6.0 内，不同高低温制备时均
可实现目标粒径，均不易出现团聚。
　　较高温度（48、55、65℃）下剪切时呈现窄粒
径分布，说明小颗粒占比极小，可有效避免小颗粒
聚集。较低温度（2、30℃）下呈现相对稍宽的粒径
分布，说明存在占比相对较多的小颗粒。48℃和
65℃下跨距值相近，选择料液温度在 48 ～ 65℃。
2.4　APZ LAIs 处方工艺的验证 
　　根据单因素实验结果，APZ LAIs 制备的优选
工艺参数为：药物浓度 13%，羧甲基纤维素钠浓
度 0.52%，辅料溶液 pH 为 5.0 ～ 6.0，胶体磨剪
切头的线速度为 35 m·s－ 1，定转子间距为 100 
μm，剪切过程中料液温度在 48 ～ 65℃。按照该
工艺参数平行制备 3 批 APZ LAIs，测得粒径数据
见表 7。不同批间药物粒径相差不大，重复性好。

表 7　处方工艺验证实验结果 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 7　Prescription and process validation test (x±s，n ＝ 3)

批次 D50 /μm 跨距

1 3.82±0.03 1.94±0.04
2 3.79±0.04 1.93±0.05
3 3.88±0.03 1.96±0.04

平均值 3.83±0.05 1.94±0.04

2.5　球磨法制备 APZ LAIs 
　　参考专利 [8]，采用球磨法制备 APZ LAIs。将
13 g 羧甲基纤维素钠（浓度为 0.52%），43.3 g 甘露
醇和适量磷酸二氢钠一水合物溶于 2117 g 纯水中，
加入适量氢氧化钠调节 pH 至 6.5 ～ 7.5；再加入
325 g 阿立哌唑一水合物（药物浓度为 13%）形成
预混悬液。将预混悬液用球磨机进行研磨，研磨介
质直径为 0.5 mm，筛网孔径为 0.2 mm，研磨转速
为 1100 r·min－ 1，通过夹套水浴控制物料温度在
2 ～ 30℃，进行循环研磨至目标粒径，测得 D50 为
（3.78±0.03）μm，跨距为（2.54±0.06）。与“2.3.6”
项下高剪切法制备的样品相比，跨距更大。
2.6　冷冻干燥
　　将“2.5”及“2.3.6”项下样品灌装于 10 mL 西
林瓶中，灌装量为 3.8 mL，按表 8 冻干工艺进行
冷冻干燥。取冻干品加无菌注射用水混合调配成混
悬水溶液后，测定复溶后样品粒径，结果见表 9。

表 8　APZ LAIs冻干工艺参数 
Tab 8　Freeze-drying process parameters of APZ LAIs

步骤
工艺参数

设定温度 /℃ 设定时间 /min 维持时间 /h 控制真空 /mbar
预冻 － 45 100   5 常压

一次升华 － 12 150 40 0.2

表 9　APZ LAIs样品冻干前后粒径对比 (n ＝ 3) 
Tab 9　Particle size of APZ LAIs before and after the freeze-drying (n＝3)

样品

粒径

冻干前

D50 /μm
冻干后

D50 /μm
冻干前后

D50 差值 /μm
球磨法制备的样品 3.78±0.03 3.11±0.04 0.67±0.06
高剪切法 30℃制备的样品 3.84±0.03 3.75±0.04 0.09±0.03

　　球磨法制备的样品冻干后 D50 存在较明显的下
降。由“2.3.6”项下结果可知，高剪切法较高温度制
备获得窄粒径分布的小颗粒少，而较低温度制备时
具有占比相对较多的小颗粒，因此选取较低温度制
备的样品进行比对。高剪切法 30℃制备的样品冻干
后 D50 无明显降低。推测可能是球磨法产生了更多
的小颗粒，因小颗粒具有更高的表面能，存在部分
小颗粒团聚现象，其中的聚集颗粒经冻干过程分散，
造成冻干前后 D50 差值较大。而高剪切法通过料液
在定转子间距内受到剪切、离心挤压、撞击、湍流、
强烈摩擦力等作用使颗粒降低至目标粒度，同时能
有效抑制小颗粒的团聚，冻干前后 D50 基本一致。
2.7　体外释放度
　　选取“2.5”及“2.3.6”项下样品，按照《中国
药典》2020 年版四部通则 0931 第二法关于释放度
的测定 [15]，使用桨法进行释放度测定。以 900 mL 
0.25% 十二烷基硫酸钠溶液为溶出介质，转速设为
50 r·min－ 1，水浴温度为（37±0.5）℃，分别于

表 5　药物浓度对 APZ LAIs粒径的影响 (n ＝ 3) 
Tab 5　Effect of drug concentration on the particle size of APZ LAIs 

(n ＝ 3)

药物浓度 /% D50 /μm 跨距

  6 4.12±0.04 2.00±0.06
13 3.91±0.03 1.96±0.05
18 3.98±0.02 2.02±0.04
30 3.87±0.03 1.98±0.04
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5、15、30、60、120、180、300 min 取 样 10 mL，
并于取样后立即补充同体积同温度溶出介质。使
用紫外可见分光光度计在 252 nm 波长处测定吸光
度，计算各样品累计释放度，绘制体外释放曲线，
结果见图 1。根据体外释放结果可知，相比于球磨
法，高剪切低温法释放略有改善，高温制备的样
品体外释放显著更平缓。

图 1　不同制备工艺样品的体外药物释放曲线（n ＝ 3）
Fig 1　In vitro drug release curve of AZP LAIs with different preparation 
methods（n ＝ 3）

2.8　扫描电镜（SEM）表征形貌
　　选取原料药、“2.5”项下及“2.3.6”项下样品进
行颗粒表面形貌表征。将混悬液摇匀，吸取 1 mL
于离心管中，离心后弃去上清液，加入 1 mL 纯水
重悬后再次离心，并弃去上清液，最后用 10 mL 纯
水重悬分散，取 1 滴于 SEM 载物台上，自然挥干后
喷金；另取少量原料药粉末置 SEM 载物台上，均匀
摊开后喷金，观察药物颗粒形态，结果如图 2 所示。

图 2　原料药和不同制备工艺 APZ LAIs 样品的扫描电镜图

Fig 2　SEM images of active pharmaceutical ingredient and APZ LAIs 
with different preparation methods
A. 原料药（active pharmaceutical ingredient）；B. 球磨法制备的样品

（samples prepared by wet media milling）；C. 高剪切法 30℃制备的样品

（samples prepared by high-shear rotor-stator wet milling at 30℃）；D. 高

剪切法 48℃制备的样品（samples prepared by high-shear rotor-stator wet 
milling at 48℃）

　　从电镜图片中可以发现，原料药多呈长条棒
状，棱角较尖锐。球磨法获得的颗粒保持了原料药
的颗粒形态，即颗粒的尖锐部位较多，大部分颗粒
经研磨后多呈平面片状结构。而高剪切法较低温度
（30℃）下制备的颗粒形态较球磨法轻微改变，颗
粒表面略微圆滑，尤其观察到大颗粒表面趋于圆
滑；高剪切法较高温度（48℃）下制备的样品显著
改变了阿立哌唑晶体颗粒形态，不同于原有的原料
药形貌，获得的颗粒多呈块状，表面圆滑。
　　结合体外释放结果，发现改变颗粒形态更有
利于药物的平缓释放。推测是因设备的原理不同，
颗粒所受的作用力不同，球磨法更多是通过颗粒
和研磨介质之间的碰撞使粒度下降，其不具备高
的剪切力和空化作用，而这两个作用对颗粒形态
和解团聚作用显著。
2.9　体内释药水平 
　　采用 20 只健康的雄性 SD 大鼠 [ 动物许可
证号 SYXK（苏）2021-0019]，饲养温度维持在
20 ～ 26℃，相对湿度为 50% ～ 70%，自由进食
和饮水，正常喂养 5 d。给药前禁食 12 h，给药
后 4 h 进食，自由饮水。
　　大鼠随机分为两组，每组 10 只，选取“2.5”
及“2.3.6”项下样品，分别于大鼠后肢肌内注射给
药，给药剂量为 50 mg·kg－ 1，在给药后 1 h、6 h、
1 d、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d、7 d、8 d、9 d、14 d、
21 d、28 d、35 d、42 d 经大鼠颈静脉采血 0.5 mL，
置经肝素化的离心管中，2000 g 离心 10 min 后取
上层血浆至空白离心管中，于－ 80℃冷冻保存。
　　取 40 μL 上述血浆于离心管内，加入 200 μL
乙腈沉淀液（含内标 D8- 阿立哌唑 150 ng·mL－ 1）
涡旋 5 min 后 3220 g 离心 10 min，取上清液 60 
μL，进样 5 μL。
　　采用 LC-MS/MS 方法测定血浆中阿立哌唑
浓度 [16]。色谱条件：色谱柱为 Aglient ZORBAX 
C18（2.1 mm×50 mm，5 µm）；流动相 A 为 0.1%
甲酸水溶液，B 为乙腈含 0.1% 甲酸；流速 0.3 
mL·min－ 1；柱温 30℃；进样量 5 μL。质谱条件：
带电喷雾电离源（ESI）；定量分析在多反应监测
（MRM）模式下进行；检测方式为正离子检测模
式；测定离子对为 m/z 448.3 → 285.2，内标为 m/z 
456.3 → 293.3；喷雾电压 5000 V。
　　根据各血浆样品的测定结果计算大鼠体内的血
药浓度，并绘制平均血药浓度 - 时间曲线，结果如
图 3 所示，采用 WinNOlin 8.1 软件非房室模型计算
在大鼠体内的药动学参数，结果见表 10。由高剪
切法高温制备的样品 Cmax 显著低于球磨法制备的
样品，血药浓度更为平稳，有利于降低不良反应。
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结合球磨法制备获得的图 2B 电镜图以及高剪切法
高温制备获得的图 2D 电镜图推测，常规球磨法制
备获得的颗粒多部位呈尖锐的片状，因比表面积大
而溶解度较高，极易引起快速释放，而高剪切法制
备获得的颗粒相对圆滑，与片状或针状颗粒相比溶
出更慢，释放可控更平稳。

图 3　不同制备工艺 APZ LAIs 样品的平均血药浓度 - 时间曲线（n＝10）
Fig 3　Plasma drug concentration-time curve of APZ LAIs with different 
preparation methods（n ＝ 10）

3　讨论 
　　近年来定转子高剪切设备广泛应用于生物、
医药、食品以及各种新型材料制备等，例如溶
解和乳化过程、化学反应过程 [17]、破碎药物颗
粒 [18]。该类设备具有较高的剪切线速度和极小的
剪切间隙，高速运转时会在狭小的间隙中产生很
强的剪切力作用于物料。可根据物料特性和应用
要求，选择合适的定转子类型。
　　本研究首次采用特定工艺参数的定转子高剪切
工艺制备 APZ LAIs，通过单因素实验确定了最优的
制备工艺。体内外结果均表明，采用该方法制备的
APZ LAIs 具有良好的理化性质和优异的缓释效果。
　　与高压均质法相比，定转子高剪切设备具有
抗堵塞的优点，因转子处于持续高速旋转中，不
存在可能的药物大颗粒堵塞腔体问题。与球磨法
相比，采用定转子高剪切设备不存在药物大颗粒
无法充分被研磨的问题，不存在介质污染的问
题，可有效避免小颗粒团聚的现象，具有更平稳
的血药浓度曲线，有利于进一步降低终产品不良
反应的发生。本研究为其他混悬剂品种的工艺开
发提供了一种新思路。

参考文献

[1] Wang Y，Chan RCK，Shum DHK. Schizophrenia and pro-
spective memory impairments：a review [J]. Clin Neuropsy-
chol，2018，32（5）：836-857. 

[2] García S，Martínez-Cengotitabengoa M，López-Zurbano S，
et al. Adherence to antipsychotic medication in bipolar disorder 
and schizophrenic patients [J]. J Clin Psychopharm，2016，36
（4）：355-371. 

[3] Biagi E，Capuzzi E，Colmegna F，et al. Long-acting inject-
able antipsychotics in schizophrenia：literature review and 
practical perspective，with a focus on aripiprazole once-month-
ly [J]. Adv Ther，2017，34（5）：1036-1048. 

[4] Shah DA，Murdande SB，Dave RH. A review：pharmaceu-
tical and pharmacokinetic aspect of nanocrystalline suspen-
sions [J]. J Pharm Sci，2016，105（1）：10-24. 

[5] O’Brien MN，Jiang WL，Wang Y，et al. Challenges and op-
portunities in the development of complex generic long-acting 
injectable drug products [J]. J Control Release，2021，336：
144-158. 

[6] Pacchiarotti I，Tiihonen J，Kotzalidis GD，et al. Long-acting 
injectable antipsychotics（LAIs）for maintenance treatment of 
bipolar and schizoaffective disorders：a systematic review [J]. 
Eur Neuropsychopharm，2019，29（4）：457-470. 

[7] 张涛，李璐，邓杰 . 一种阿立哌唑缓释微球及其制备方法：

105310997B [P]. 2016-02-10. 
[8] J·W·科斯坦斯基，T·松田，M·内鲁尔卡，等 . 控释

无菌阿立哌唑注射剂和方法：1870980B [P]. 2006-11-29. 
[9] 平冈祥吾，松田贵邦，畑中润一 . 制造阿立哌唑悬浮液和

冻干制剂的方法：101801342B [P]. 2010-08-11. 
[10] 冯思欣，马莉 . 一种阿立哌唑纳米晶体及其制备方法：

104906038A [P]. 2015-09-16. 
[11] Marcin K，Tomasz P，Tomasz R，et al. Method for the 

preparation of a pharmaceutical composition comprising aripip-
razole：EP，4043008A [P]. 2022-08-17. 

[12] 李存红，侯艳，符德学 . 高压均质、高剪切乳化、微射流

均质的比较及在食品方面的应用 [J]. 焦作大学学报，2021，
34（2）：81-83. 

[13] Rodgers TL，Cooke M. Rotor-stator devices：the role of 
shear and the stator [J]. Chem Eng Res Des，2012，90（3）：

323-327. 
[14] Luciani CV，Conder EW，Seibert KD. Modeling-aided scale-

up of high-shear rotor-stator wet milling for pharmaceutical ap-
plications [J]. Org Process Res Dev，2015，19（5）：582-589. 

[15] 中国药典 2020 年版 . 一部 [S]. 2020：132. 
[16] 吴梦仪，庄铨坤，贾冉冉，等 . UPLC-MS/MS 方法测定中

国精神分裂症患者血浆中阿立哌唑和脱氢阿立哌唑浓度 [J]. 
中国临床药理学杂志，2020，36（12）：113-116.

[17] 廖启江，秦宏云，周鸣亮，等 . 高剪切混合器研究与应用

进展 [J]. 化工进展，2019，38（3）：1160-1175. 
[18] Harter A，Schenck L，Lee I，et al. High-shear rotor-stator 

wet milling for drug substances：expanding capability with im-
proved scalability [J]. Org Process Res Dev，2013，17（10）：

1335-1344. 
（收稿日期：2023-11-27；修回日期：2024-02-20）

表 10　不同制备工艺 AZP LAIs样品在大鼠体内的药动学参数 (n ＝ 10) 
Tab 10　Pharmacokinetic parameters of AZP LAIs with different 

preparation methods in rats (n ＝ 10)

样品 tmax /d
Cmax /

（ng·mL － 1）

AUC0 → t /
（ng·d·mL － 1）

球磨法制备   6.0±0.7 39.5±8.2 415.7±41.2

高剪切法 48℃制备   6.0±0.7 25.4±7.2 372.7±46.7
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褪黑素通过下调 PD-L1 表达抑制胶质瘤细胞免疫逃逸

王梦迪1，2，孙定亚2，任欢欢2，王珊2，宋涛3，戴志洁1*（1. 中南大学湘雅二医院代谢内分泌科，国家代谢性

疾病临床医学研究中心，长沙　410011；2. 中南大学化学化工学院制药工程系，长沙　410083；3. 中南大学湘雅医院神经外科，

长沙　410008）

摘要：目的　研究褪黑素对胶质瘤细胞免疫逃逸的抑制作用及机制。方法　以不同浓度的褪黑

素处理 T98G、U251、U118 三种胶质瘤细胞，CCK-8 法检测细胞活性，观察褪黑素抑制胶质瘤

细胞活性的剂量 - 效应关系。予褪黑素单独处理胶质瘤细胞，或先予 γ- 干扰素（IFN-γ）预处理

模拟肿瘤免疫微环境，再予褪黑素干预，采用 Western blot 与流式细胞术检测胶质瘤细胞程序性

死亡受体 - 配体 1（PD-L1）总蛋白与膜蛋白表达情况。将 IFN-γ 预处理或未预处理的胶质瘤细胞

与激活的外周单核细胞（PBMC）共培养，用 CCK-8 法及结晶紫染色反映胶质瘤细胞的存活情

况。结果　褪黑素可剂量依赖性地抑制 T98G、U251、U118 三种胶质瘤细胞的活性，对正常环

境下的胶质瘤细胞 PD-L1 总蛋白与膜蛋白表达无显著影响。然而，在 IFN-γ 诱导的肿瘤免疫微

环境下，褪黑素可显著下调肿瘤细胞的 PD-L1 总蛋白与膜蛋白表达，并显著抑制胶质瘤细胞的

免疫逃逸能力，增强 PBMC 免疫细胞的杀肿瘤细胞作用。结论　褪黑素可下调肿瘤免疫微环境

中胶质瘤细胞的 PD-L1 表达，抑制胶质瘤细胞的免疫逃逸能力，进而发挥间接的抗肿瘤作用。

关键词：胶质瘤；褪黑素；PD-L1；外周血单核细胞；免疫逃逸
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Melatonin attenuated the immune evasion of glioma cells by  
down-regulating PD-L1 expression

WANG Meng-di1, 2, SUN Ding-ya2, REN Huan-huan2, WANG Shan2, SONG Tao3, DAI Zhi-
jie1* (1. Department of Metabolism and Endocrinology, National Clinical Research Center for 
Metabolic Diseases, The Second Xiangya Hospital of Central South University, Changsha  410011; 
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Abstract: Objective  To determine the effect of melatonin on the immune evasion of glioma cells 
and the underlying mechanism. Methods  Three glioma cell lines were used and treated with 
melatonin of different concentrations. The cells were pretreated with IFN-γ  to imitate the immune 
microenvironment of glioma and cocultured with peripheral blood mononuclear cell (PBMC). The cell 
viability was determined by CCK-8 assay. The total and membrane PD-L1 protein were detected by 
Western blot and flow cytometry, respectively. Survived glioma cells were stained by crystal violet 
assay. Results  Melatonin inhibited the cell viability of T98G, U251, and U118 glioma cells in a dose-
dependent manner. No significant changes were observed in the total or membrane PD-L1 expression 
of melatonin-treated glioma cells in a normal environment. Nevertheless, under the IFN-γ  induced 
immune microenvironment, melatonin remarkably down-regulated both the total and membrane 
expression of PD-L1 and attenuated the immune evasion of glioma cells shown by notably eliminated 
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　　神经胶质瘤是最常见的颅内原发肿瘤，约占所
有恶性脑肿瘤的 81%，中位总生存期短，恶性胶质
母细胞瘤仅 14.4 个月 [1]。目前临床治疗神经胶质瘤
的方法是原位手术切除为主，术后再联合放疗、化
疗。但由于胶质瘤细胞的迁移能力异常活跃，且呈
浸润性生长，导致手术难度大、手术效果及预后不
理想 [2-3]。此外，神经胶质瘤对放疗不敏感，而化
疗药物存在跨血脑屏障困难，且对非中枢神经系统
毒副作用较大 [4]。因此，积极寻找可通过血脑屏障
且能有效治疗胶质瘤的药物具有重要的临床意义。
　　褪黑素（N- 乙酰 -5- 甲氧基色胺，melatonin，
MT）是一种胺类激素，主要在松果体合成，兼具
水溶性和高度亲脂性，容易透过血脑屏障 [5]。近年
来，越来越多的证据表明褪黑素可通过修饰褪黑
素受体、抑制肿瘤细胞增殖、阻止表观遗传学改
变、抑制肿瘤转移及血管生成等，在多种肿瘤的预
防、延缓发展及治疗中发挥抗肿瘤作用 [6]。褪黑素
还可对正常组织、肿瘤细胞及肿瘤微环境进行免疫
调节，在一定程度上可提高常规免疫靶向治疗的
疗效 [7]。有研究显示，褪黑素协同脂多糖调控巨噬
细胞功能表型，促进巨噬细胞 M1 表型（具抗肿瘤
活性）维持，降低其 M2 表型（具促肿瘤活性）比
率，进而抑制肺癌、肝癌细胞的免疫逃逸 [8]。在胶
质瘤中，褪黑素已被证实不仅可增加胶质瘤放疗患
者的生存时间，还可减弱肿瘤干细胞对化疗的耐药
性 [9-10]。然而，鲜有研究报道褪黑素对胶质瘤免疫
微环境及胶质瘤细胞免疫逃逸的作用。
　　由于胶质瘤微环境的强免疫抑制性，胶质瘤
细胞通常会表达免疫抑制因子程序性死亡受体 -
配体 1（programmed death-ligand-1，PD-L1）。肿
瘤细胞表面的 PD-L1 与微环境中 CD8 ＋ T 淋巴
细胞上的受体结合，抑制免疫细胞的增殖、存
活以及多种细胞因子如 γ- 干扰素（interferon γ，
IFN-γ）的分泌，削弱免疫系统的抗肿瘤效应，实
现免疫逃逸 [11-12]。本研究拟从遏制免疫逃逸入手，
探索褪黑素是否可通过影响胶质瘤细胞的 PD-L1
表达，发挥间接的抗胶质瘤作用。
　　本研究先检测褪黑素对胶质瘤细胞 PD-L1
表达水平的影响，进而将胶质瘤细胞与人源外周

血单核细胞（peripheral blood mononuclear cell，
PMBC）共培养，观察褪黑素是否能增强 PMBC
免疫细胞对胶质瘤细胞的杀伤作用。该研究将为
褪黑素作为胶质瘤关键或辅助治疗的候选药物提
供一定的理论依据。
1　材料

1.1　细胞株 
　　T98G 人脑多形性成胶质细胞瘤细胞、U251
人神经胶质瘤细胞以及 U118 人脑星形胶质母细
胞瘤细胞（中科院上海细胞库）。
1.2　试药

　　DMEM 培养基（C11995500BT）、RPMI 1640 
培养基（11875093）、胎牛血清（FBS，A31608-
02）、牛血清白蛋白（Blocker BSA，37520）、双
抗（1514012）（Gibco）；人重组 IFN-γ 蛋白（HY-
P70610G）（MCE）；CCK-8 试剂盒（MA0218）、
ECL 发光试剂盒（MA0186）（美仑生物）；PBS
磷酸缓冲液（KGB5001，凯基生物）；褪黑素
（纯 度＞ 99.0%，M8600）、2.5% 结 晶 紫 染 色 液
（G1061）、Ficoll Plus 1.077 细胞分离液（索莱宝）；
转膜液、抗体稀释液、蛋白酶抑制剂混合液（新赛
美生物）；RIPA 强裂解液、BCA 蛋白浓度测定试
剂盒、5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE
凝胶配置试剂盒、快速封闭液（碧云天生物）；转
膜液、5×TBST、预染彩色蛋白 Marker（塞维尔
生物）；PVDF 膜（Millipore）；甲醇（国药集团）；
乙醇（恒兴试剂）；PE anti-human CD274 Antibody
（Biolegend）；PD-L1 Rabbit pAb（ABclonal）； 山
羊抗兔二抗（美国 Thermo Fisher）。
1.3　仪器

　　酶联免疫检测仪（美国 Bio-rad 公司，型号
imark），流式细胞仪（美国 BD Biosciences 公司，
型号 BD FACSCalibur），冷冻离心机（美国 Sigma
公司），细胞培养箱（美国 Sheldon 公司，型号
SCO5A）。
2　方法

2.1　胶质瘤细胞的培养与传代 
　　T98G、U251、U118 三种胶质瘤细胞均使用
含 10% FBS 及 1% 双抗的 DMEM 完全培养基，

glioma cells by PBMCs. Conclusion  Melatonin may attenuate the immune evasion of glioma cells by 
down-regulating the expression of PD-L1 in glioma cells, which provides evidence for the application 
of melatonin in glioma treatment. 
Key words: glioma; melatonin; PD-L1; peripheral blood mononuclear cell; immune evasion



2014

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。当细胞生长
融合至 80% ～ 90% 时，使用 0.25% 胰蛋白酶进
行消化与传代。
2.2　细胞活性检测 
　　以二甲基亚砜为溶剂，配制质量浓度为 5 
mol·L－ 1 的褪黑素母液用于后续实验。收集处于
对数生长期的 T98G、U251、U118 细胞，以每孔
5×103 个细胞量接种于 96 孔板。待细胞贴壁后，使
用 DMEM 培养基稀释褪黑素母液，分别以 0.2、0.5、
1、3、5 mmol·L－ 1 浓度处理细胞 24 h 或 48 h。每
组设置 5 个复孔。之后每孔加入 10% 的 CCK-8 工
作液 100 μL，继续孵育 1 ～ 2 h 后，使用酶标仪在
450 nm 波长处检测吸光度，并计算其细胞活性，观
察褪黑素抑制胶质瘤细胞活性的剂量 - 效应关系，
并选择合理剂量（3 mmol·L－ 1）进行后续研究。
2.3　肿瘤细胞与 PBMC 共培养 
　　收集处于对数增长期的 T98G、U251、U118 细
胞，以每孔 5×103 个细胞量接种于 96 孔板，待细
胞贴壁后弃上清液，用质量浓度为 100 ng·mL－ 1 的
IFN-γ 处理细胞。24 h 后弃上清液，与 3 mmol·L－ 1

褪黑素共孵育 24 h。之后按照肿瘤细胞∶PBMC ＝

1∶5 的比例与其共培养。48 h 后弃上清液，用 PBS
洗去死细胞与杂质，每孔加入 100 μL CCK-8 工作
液，于 37℃培养 1 ～ 2 h，在 450 nm 处检测吸光度，
计算细胞存活率。每组设置 5 个复孔。细胞存活率
（%）＝（实验组吸光度－空白组吸光度）/（对照组
吸光度－空白组吸光度）×100%。
2.4　Western blot 检测 PD-L1 总蛋白

　　分别将 T98G、U251、U118 胶质瘤细胞以
2×105 个 / 孔细胞数接种于 6 孔板，待细胞贴壁
后，用质量浓度为 100 ng·mL－ 1 的 IFN-γ 预处理
细胞。24 h 后弃上清液，与 3 mmol·L－ 1 褪黑素
共孵育 48 h。加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，
使用刮刀收集细胞，提取细胞总蛋白。用 BCA 法
进行蛋白定量，蛋白变性后，上样于 SDS-PAGE
泳道内。垂直电泳 80 V，持续 30 min，再变成 120 
V 完全分离蛋白。使用快速转膜液 400 mA，30 
min 转膜于 PVDF 膜。将膜封闭 1 ～ 2 h 后，置于
PD-L1 一抗（1∶1000 稀释），4℃孵育过夜。洗涤
完成后，以辣根过氧化物酶结合的二抗（山羊抗兔
IgG 抗体，1∶10 000 稀释），室温孵育 2 h，洗涤 3
次后 ECL 试剂盒显色。每组设置 3 个复孔。
2.5　流式细胞术检测 PD-L1 膜蛋白

　　使用细胞刮刀收集处理之后的细胞，PBS 洗
涤一次。加入含 5%BSA 的 PBS 孵育 10 min 完成

封闭。离心收集细胞后，与 PD-L1-PE 流式抗体
冰上孵育 30 min 后，PBS 洗涤重悬。流式细胞仪
检测荧光强度。每组设置 3 个复孔。
2.6　PBMC 的提取与激活 
　　抗凝管取 8 ～ 10 mL 人全血，转移至 15 mL
离心管中，2000 r·min － 1 离心 10 min 去除上层
血清。提前在离心管中准备适当 Ficoll 分离液，
将得到的沉淀血细胞与 HBSS 溶液 1∶1 混合为混
悬液后，缓慢叠加于分离液液面上，于 4℃、400 
g 离心 30 min。离心完成后管内分为三层，取白
膜层并使用 HBSS 溶液离心（1500 r·min － 1，5 
min）洗涤两次。最终沉淀细胞重悬于含 10%FBS
的 RPMI 1640 完全培养基中，并放于细胞培养箱
中培养。24 h 后可加入 CD3/CD28 细胞因子辅助
激活，加入 IL-2 辅助细胞扩增。
2.7　结晶紫染色检测存活胶质瘤细胞

　　将三种胶质瘤细胞分别以每孔 1×103 个细胞量
接种于 24 孔板中，待细胞贴壁后进行无血清培基培
养 24 h。之后同“2.3”项下方法进行 IFN-γ 预处理。
24 h 后，按照肿瘤细胞∶PBMC ＝ 1∶5 的比例与其
共培养。每组设置 3 个复孔。48 h 后弃上清液，用
PBS 洗去死细胞，4% 的多聚甲醛固定 20 min 后用
0.5% 的结晶紫染色液孵育 10 min，PBS 洗涤后晾干，
存活的胶质瘤细胞被染成紫色，拍照并观察统计。
2.8　统计学处理 
　　使用 Image J（v1.8.0）软件计算分析蛋白印迹
值数据。使用 FlowJo 10 软件分析统计流式细胞结
果。应用 SPSS 17.0 统计软件完成实验数据的统计
与处理，结果以均值±标准差（x±s）表示。两
组数据差异比较采用 t 检验，多组数据差异比较采
用单因素 ANOVA 方差分析方法，以 P ＜ 0.05 代
表差异有统计学意义。
3　结果

3.1　褪黑素对胶质瘤细胞活性的抑制作用

　　如表 1 所示，不同浓度的褪黑素对 T98G、
U251、U118 三种胶质瘤细胞的活性均有抑制作
用，且随着褪黑素浓度的升高，其抑制作用逐渐
增强，呈剂量依赖性。而随着褪黑素作用时间由
24 h 延长至 48 h，褪黑素对胶质瘤细胞的抑制效
果并未见明显增强。此外，三种胶质瘤细胞对于
褪黑素的敏感度不同，在 U251 细胞和 T98G 细
胞中，当褪黑素浓度为 3 mmol·L － 1 时，均已可
见抑制效果差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。因此
后续研究中选取褪黑素 3 mmol·L － 1 的浓度进一
步实验。
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表 1　褪黑素对胶质瘤细胞活性的抑制作用 (n ＝ 5) 
Tab 1　Melatonin inhibited the cell viability of glioma cells (n ＝ 5)

褪黑素浓度 /
（mmol·L － 1）

T98G 细胞活性 /% U118 细胞活性 /% U251 细胞活性 /%

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

0.2 84.1±15.1 83.3±15.3 94.2±4.8 75.2±18.9 79.8±6.3* 73.6±7.2#

0.5 86.0±8.2 82.3±17.0 88.6±4.1 80.8±10.8 72.0±5.5* 62.8±7.7#

1.0 87.1±7.4 76.0±5.3# 79.4±8.3* 71.9±9.8# 56.2±4.5** 44.2±2.2###

3.0 74.5±9.9* 68.0±12.5# 82.8±12.7 64.8±6.2# 44.2±2.2*** 44.4±1.5###

5.0 64.5±2.1* 65.0±7.8# 63.0±16.0* 60.0±22.1## 14.2±3.6*** 14.6±3.6###

注：与 24 h 0 mmol·L － 1 组（对照组）比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与 48 h 0 mmol·L － 1 组（对照组）比较，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。

Note：Compared with the 24 h 0 mmol·L － 1（control group），*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the 48 h 0 mmol·L － 1 
（control group），#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001. 

3.2　褪黑素对胶质瘤细胞 PD-L1 总蛋白与膜蛋

白表达的影响

　　结果显示，褪黑素不影响胶质瘤细胞 PD-L1
总蛋白的表达水平（见图 1A、1B）。流式结果
也表明，褪黑素处理不干扰胶质瘤细胞膜表面

PD-L1 蛋白的表达（见图 1C、1D），提示褪黑素
对正常环境下胶质瘤细胞的 PD-L1 蛋白表达并无
显著影响。而对处于肿瘤微环境下的胶质瘤细胞，
褪黑素是否有作用尚不明确。

图 1　褪黑素对胶质瘤细胞 PD-L1 蛋白表达的影响

Fig 1　Effect of melatonin on the expression of PD-L1 protein in melatonin-treated glioma cells 

3.3　褪黑素逆转 IFN-γ 诱导的胶质瘤细胞 PD-L1
蛋白上调

　　蛋白印迹（见图 2A、2B）与流式结果（见
图 2C、2D）均显示，在 IFN-γ 存在的微环境下，
T98G、U118 和 U251 三种胶质瘤细胞的 PD-L1
总蛋白与膜蛋白表达均明显上调。而褪黑素处理
可一定程度上抑制这种 IFN-γ 诱导的 PD-L1 蛋白
高表达（P ＜ 0.05，见图 2）。
3.4　褪黑素抑制胶质瘤细胞的免疫逃逸并增强免

疫细胞的杀伤作用

　　将肿瘤微环境下的胶质瘤细胞与已激活的
PBMC 进行共培养，观察肿瘤细胞的存活情况。
结果如图 3A ～ 3C 所示，在 IFN-γ 诱导的肿瘤微

环境下，与 PBMC 共培养的胶质瘤细胞经褪黑
素处理后肿瘤细胞存活率显著降低，提示褪黑素
削弱了胶质瘤细胞的免疫逃逸能力，间接增强了
PBMC 对肿瘤细胞的杀伤效应（P ＜ 0.05）。其中
U251 胶质瘤细胞尤为敏感，与 PBMC 共培养的
肿瘤细胞经褪黑素处理后存活率低至 22.6%（见
图 3C）。结晶紫染色结果（见图 3D）进一步显示，
处于肿瘤微环境下的胶质瘤细胞经褪黑素处理后
更易于被 PBMC 杀伤，从而使细胞数明显减少
（染色变浅）。
4　讨论

　　在我国，脑胶质瘤年发病率为 5 万～ 10 万，
五年生存率不足 5%，其病死率仅次于胰腺癌和
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肺癌 [1，13]。胶质瘤的临床治疗中，手术、化疗和
放疗均存在一定的弊端，治疗效果不理想 [14]。此
外，胶质瘤细胞的增殖与迁移能力强，也导致预
后差。大量研究表明，抑制胶质瘤细胞的增殖可
以在一定程度上改善患者的预后 [15]。因此寻找可
穿过血脑屏障，能有效抑制胶质瘤细胞增殖的药
物有积极的研究意义。
　　褪黑素作为一种易跨过血脑屏障的内源性物
质，在抗脑肿瘤的领域中有一定的研究 [13，16]，是
治疗胶质瘤的候选药物之一，但其抗胶质瘤的作
用机制尚未完全清楚。本研究首先探究了褪黑素

对三种胶质瘤细胞增殖的直接抑制作用。通过浓度
梯度的探索发现 T98G、U118、U251 三种胶质瘤
细胞对褪黑素的敏感度不同，其中 U251 对褪黑素
的敏感度较高。当褪黑素浓度达到1 mmol·L－1 时，
U251 即可达至半数抑制。而当褪黑素浓度达到 3 
mmol·L－ 1 时，T98G 细胞和 U251 细胞的活性均
可被显著抑制，提示 3 mmol·L－ 1 可能是褪黑素
对于胶质瘤细胞的最大受用浓度。不同胶质瘤细
胞对褪黑素的敏感度差异，考虑与细胞来源有关。
T98G、U118 和 U251 细胞分别是多形胶质母细胞
瘤、星形胶质母细胞瘤和恶性胶质母细胞瘤，代

图 2　褪黑素对 IFN-γ 诱导的胶质瘤细胞 PD-L1 蛋白的影响

Fig 2　Effect of melatonin on the PD-L1 expression in glioma cells induced by IFN-γ  
注（Note）：与对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，**** P ＜ 0.0001；与 IFN-γ 预处理组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（Compared with 

the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001；compared with the IFN-γ  group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

图 3　褪黑素对胶质瘤细胞的免疫逃逸的影响

Fig 3　Effect of melatonin on the immune evasion of glioma cells. 
注：与对照组比较，*P ＜ 0.05；与 IFN-γ 预处理组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，####P ＜ 0.0001。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared with the IFN-γ  group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，####P ＜ 0.0001.
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表不同亚型的胶质瘤，具有不同的临床特征，反
映胶质瘤的多样性和异质性。
　　目前，关于褪黑素抗胶质瘤的研究主要集中
于褪黑素通过多种肿瘤相关信号通路对胶质瘤细
胞的生长和增殖的直接抑制作用 [13，15]。早期研
究显示，褪黑素抑制活性氧（ROS）及 ROS 激活
的下游转录因子核因子（NF）-κB、蛋白激酶 C
（PKC）与受体酪氨酸激酶（RTK）信号途径，阻
止 Akt 磷酸化和 NF-κB 活化，进而减少细胞周
期抑制因子 p21 的表达，下调基质金属蛋白酶
（MMP）-2 和 MMP-9 的表达，从而遏制细胞增殖
与肿瘤生长 [17-18]。近年来研究还发现对微小 RNA
（miRNA）的调控也是褪黑素发挥抗胶质瘤效应的
重要机制，如显著抑制恶性胶质瘤中 c-myb/miR-
155 的表达 [19]，上调原代胶质母细胞瘤的 miR-
6858 表达来抑制胶质瘤各恶性生物学表现 [20]，以
及调控多种血管生成相关 miRNA 阻碍胶质瘤的发
生及侵袭 [21]。而褪黑素是否可通过影响胶质瘤相
关免疫蛋白，激活免疫系统，间接实现其抗胶质
瘤的作用还未见相关报道。
　　PD-L1 是常表达于肿瘤细胞表面的第一型
跨膜蛋白，与 PD-1 受体结合后可显著抑制活化
的 T 细胞活性，实现肿瘤细胞的免疫逃逸 [22-23]。
PD-L1 是经典的评估肿瘤免疫逃逸的指标。本研
究发现，正常环境下使用褪黑素干预胶质瘤细胞
并不会影响其 PD-L1 蛋白的表达。然而，肿瘤
的发生发展离不开复杂的肿瘤微环境，IFN-γ 是
一种炎症因子，主要由 T 细胞分泌，存在于肿瘤
微环境中发挥广泛的免疫调节作用 [24]。本研究显
示在 IFN-γ 的微环境下三种胶质瘤细胞的 PD-L1
总蛋白与膜蛋白表达均显著上调，而褪黑素可有
效逆转这种上调，提示在肿瘤微环境明显上调胶
质瘤细胞 PD-L1 表达的情况下，褪黑素才会对
PD-L1 的表达水平有明显的抑制作用。进一步的
结果证明，激活的 PBMC 对经褪黑素孵育过的胶
质瘤细胞的杀伤力明显增强，提示褪黑素削弱了
胶质瘤细胞的免疫逃逸能力，从而间接增强了免
疫细胞的杀伤效果。
　　褪黑素抗肿瘤作用中调控 PD-L1 的潜在机制
及信号通路，目前仍欠清楚，仅有少量文献报道。
研究显示，褪黑素可下调巨噬细胞的 PD-L1 水平，
减弱肝癌及胃癌细胞产生的外泌体对巨噬细胞的免
疫抑制，使巨噬细胞的抗肿瘤活性得以恢复，机
制分别是 STAT3 信号途径的参与，以及对肿瘤外
泌体中相关 miRNA 的调控 [25-26]。而在 KRAS 突变

的非小细胞肺癌中，褪黑素调节免疫抑制肿瘤微
环境的机制似乎是 Yes 相关蛋白（YAP）、具 PDZ
结合基因的转录共激活因子（TAZ）及 PD-L1 轴的
互相作用 [27]。在头颈部鳞状细胞癌中，褪黑素则
在体外和体内通过 ERK1/2/FOSL1 途径显著抑制
PD-L1 表达，抑制头颈部鳞状细胞癌的上皮 - 间质
转化 [28]。现有研究显示，不同类型肿瘤中褪黑素
调节 PD-L1 表达及肿瘤微环境的作用存在明显机
制差异，提示褪黑素对不同的肿瘤细胞 PD-L1 表
达的调控强度及其涉及的信号通路不同。此外，褪
黑素在正常培养环境下即能明显降低头颈部鳞状细
胞癌 PD-L1 的表达，而本研究发现，在正常环境
下使用褪黑素干预胶质瘤细胞并不会影响其 PD-L1
蛋白的表达，只有在 IFN-γ 的微环境下，褪黑素才
明显逆转 PD-L1 的上调，其具体的机制值得进一
步探讨。后续研究可在胶质瘤细胞或组织中，联合
应用 PD-1/PD-L1 的抗体或抑制剂，进一步探索褪
黑素下调胶质瘤细胞 PD-L1 表达的相关细胞因子
及免疫逃逸通路的上下游信号，观察褪黑素对免疫
逃逸相关的其他免疫指标的影响等。
　　综上所述，褪黑素在治疗胶质瘤方面有良好
的潜在应用价值，且其抗胶质瘤作用很有可能是
通过免疫相关途径实现的，值得我们进行进一步
的探索与研究。
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基于网络药理学和体外实验探讨金银花治疗 
IgA肾病的作用机制

王蕾1，梁冬雨2，曹励欧1*（1.肾内科；2. 临床科研中心；上海市嘉定区中心医院仁济医院嘉定分院，上海　201800）

摘要：目的　运用网络药理学预测金银花治疗 IgA 肾病（IgAN）潜在作用机制，进一步通过
体外实验进行验证。方法　通过 TCMSP 平台获取金银花的主要活性成分，运用 GeneCards、
OMIM 数据库检索 IgAN 相关靶点，并映射到金银花的潜在作用靶点中，将 IgAN 和金银花靶点
取交集，通过构建药物 - 成分 - 疾病 - 靶点网络图，进行 KEGG 通路富集分析。最后通过重组
人 IgA 刺激共培养人肾小球血管内皮细胞（HRGECs）和人肾小球系膜细胞（HMCs）构建 IgAN
细胞模型，并给予不同浓度木犀草素进行干预，验证网络药理学结果。结果　网络药理学分析
结果发现 PI3K-AKT 信号通路可能是金银花治疗 IgAN 的潜在作用靶点。网络图拓扑学分析显
示，活性成分木犀草素与 PI3K-AKT 信号通路关系最大。体外实验发现，木犀草素能抑制 HMCs
增殖，减少 IL-6 分泌，从而增强 HRGECs 间黏附分子的表达，改善细胞间的紧密连接，减少
HRGECs 单层通透性。对 HMCs 内 PI3K-AKT 信号通路相关蛋白检测发现，木犀草素可以抑制
细胞内 PI3K 和 AKT 的磷酸化水平。结论　木犀草素通过抑制 HMCs 内 PI3K-AKT 信号通路，
抑制 HMCs 增殖和 IL-6 分泌，进而改善肾小球滤过屏障发挥治疗 IgAN 作用。
关键词：金银花；IgA 肾病；网络药理学；体外实验；木犀草素
中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2019-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.009

Mechanism of honeysuckle for IgA nephropathy based on network 
pharmacology and in vitro experimental verification

WANG Lei1, LIANG Dong-yu2, CAO Li-ou1* (1. Department of Nephrology; 2. Clinical Research 
Center, Jiading Branch of Renji Hospital, Central Hospital of Jiading District, Shanghai  201800)

Abstract: Objective  To predict the mechanism of honeysuckle for IgA nephropathy (IgAN) by 
network pharmacology, and to verify the results by in vitro experiments. Methods  The main active 
components of honeysuckle were obtained through TCMSP platform. The related targets of IgAN 
were retrieved by GeneCards and OMIM database, and mapped to the potential targets of honeysuckle. 
The targets of IgAN and honeysuckle were overlapped, and the KEGG pathway enrichment analysis 
was performed by constructing drug-component-disease-target network diagram. Finally, an cell 
model of IgAN was constructed by co-culturing human glomerular endothelial cells (HRGECs) and 
human mesangial cells (HMCs) stimulated with recombinant human IgA. Different concentrations 
of luteolin were given to verify the network pharmacology results. Results  Network pharmacology 
analysis showed that PI3K-AKT signaling pathway might be a potential target of honeysuckle for 
IgAN. The topological analysis of network diagram showed that the active component luteolin was 
most related to PI3K-AKT signaling pathway. In vitro experiments showed that luteolin inhibited 
the proliferation of HMCs and reduced the secretion of inflammatory factor IL-6, thus enhancing the 
expression of adhesion molecules in HRGECs, improving the junction between cells and reducing 
the permeability of HRGECs monolayers. The expression of PI3K-AKT signaling pathway-related 
proteins in HMCs was detected, and luteolin inhibited the phosphorylation of PI3K and AKT in cells. 
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　　IgA 肾 病（immunoglobulin A nephropathy，
IgAN）是目前全球范围内最为常见的原发性肾小
球疾病（占比达 20% ～ 45%）。我国慢性肾病患
者中，40% ～ 50% 属于 IgAN，且呈逐年升高趋
势，20% ～ 30% 的 IgAN 患者在 10 ～ 20 年内进
展为终末期肾脏病 [1-3]。目前只有通过减轻免疫炎
症反应以及减少蛋白尿等方法延缓疾病进展，但
治疗效果有限 [4]。IgAN 发病机制尚不清楚，近年
来，研究焦点主要集中在系膜细胞和足细胞损伤
等方面 [5-6]。然而，最近研究显示内皮细胞损伤与
多种肾小球疾病的进展有关。Kusano 等 [7] 发现在
IgAN 中肾小球内皮细胞损伤与肾脏疾病严重程
度相关，并可能是血尿、蛋白尿和肾功能下降发
生的重要原因。在最新的 IgAN 牛津病理分型中，
内皮细胞损伤也用来评判疾病严重程度和不良预
后 [8]。因此，保护内皮细胞损伤可能成为 IgAN
的治疗靶点。
　　金银花，为忍冬科类植物，入药部分为干燥
的花蕾或带初开的花，具有清热解毒、疏散风热、
凉血止痢等功效。现代药理研究表明，金银花具
有广谱抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗过敏及免疫调
节等多种作用 [9]。姚源璋等 [10] 研究表明，金银花
可以抑制核转录因子 NF-κB 活化，减轻肾脏炎性
病理损伤。中药金银花治疗 IgAN 临床疗效显著，
如名老中医聂莉芳教授经验方益气养肾汤（太子
参、生黄芪、生地、丹参、芡实、旱莲草、金银花、
炒栀子、小蓟、当归、白芍）治疗 IgAN 临床疗
效明显，方中金银花为重要药物组成部分 [11]。但
其药效物质基础和作用机制尚不明确。因此，本
研究以网络药理学为基础，运用分子生物学手
段，通过挖掘传统中医药宝库，探索金银花治疗
IgAN 的有效成分及作用机制。
1　材料
1.1　试药与仪器
　　木犀草素（成都瑞思芬公司，HPLC ≥ 98%）；
重组人 IgA（北京博尔西科技有限公司）；胎牛
血清、青霉素链霉素双抗、α-MEM、PBS（美国 
Gibco 公司）；CCK-8 试剂盒（东仁化学科技有限
公司）；IL-6 ELISA 试剂盒（美国 R&D 生物有限
公司）；ZO-1、Occludin、Claudin 5、AKT、p-AKT
（Ser473）、PI3K、p-PI3K（Tyr464）、VE-cadherin
（Abcam 公司）；β-actin、IgGHRP 和 Cy3 羊抗兔
IgG（武汉三鹰生物技术有限公司）；TRIzol（美国

Invitrogen 公司）；逆转录试剂盒、荧光定量 PCR
试剂盒（日本 TakaRa 公司）；Centrifug 5430R 高速
冷冻离心机（德国 Eppendorf）；ABI 7500 荧光定
量 PCR 仪（美国 ABI）；全自动化学发光仪器（Ta-
non 5200）；荧光显微镜（日本 OLYMPUS）。
1.2　细胞
　　原代人肾小球内皮细胞（HRGECs，#4000）和
人肾小球系膜细胞（HMCs，#4200）（美国 ScienCell 
有限公司）。细胞复苏后在含 10%胎牛血清的
α-MEM培养基中，于 37℃、5%CO2 的细胞培养箱
中培养，只有前 5 代的细胞用作此实验。
2　方法与结果
2.1　网络药理学
2.1.1　活性成分 - 潜在靶点网络的构建　通过
TCMID 数据库，根据 Caco-2 ≥ 0.4，DL ≥ 0.18，
并且结合相关文献，筛选出 36 个金银花的活性成
分，导入 Swiss TargetPrediction 数据库预测潜在作
用靶点 133 个。在 OMIN 和 GeneCards 数据库检索
IgAN 相关靶点 549 个，剔除重复靶点后映射到金
银花的潜在作用靶点中，获取 63 个共同靶点作为
金银花治疗 IgAN 的潜在作用靶点。
　　通过 Cytoscape 软件构建“活性成分 - 潜在靶
点”网络图（见图 1）。根据度值排序前后得到的
主要活性成分为槲皮素（quercetin）、木犀草素
（luteolin）、山柰酚（kaempferol）、β- 胡萝卜素（beta-
carotene）、β- 谷甾醇（beta-sitosterol）。这些成分作用
的靶点有 PTGS2、AKT、VEGF、IL-6、MAPK 等，
提示其或许与金银花治疗 IgAN 的机制相关。
2.1.2　靶点功能富集分析与网络构建　将潜在
作用靶点通过 R 语言的 cluster Profiler 软件包进
行 KEGG 富集通路分析，发现具有较大差异且与
IgAN 发病相关的通路为 PI3K-AKT 信号通路（见
图 2）。将金银花活性成分，共同靶点以及 KEGG 
富集分析结果进行可视化处理，绘制网络图，通
过拓扑学分析发现，与 PI3K-AKT 通路相关性最
大的活性成分是木犀草素（见图 3）。
2.2　体外实验
2.2.1　IgAN 细胞模型构建及分组　通过 Transwell
共培养 HMCs 和 HRGECs，上层培养 HRGECs，
下层培养 HMCs，用重组人 IgA（25 µg·mL － 1）
刺激 HMCs 建立 IgAN 细胞模型。
　　实验分组，对照组：共培养 HMCs 和 HRGECs；
模型组：共培养 HMCs 和 HRGECs，下层用重组

Conclusion  Luteolin inhibits the proliferation of HMCs and IL-6 secretion by inhibiting PI3K-AKT 
signaling pathway to improve glomerular filtration barriers in IgAN. 
Key words: honeysuckle; IgA nephropathy; network pharmacology; in vitro experiment; luteolin
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人 IgA（25 µg·mL － 1）刺激 HMCs；药物组：共
培养 HMCs 和 HRGECs，下层用重组人 IgA（25 
µg·mL－ 1）刺激 HMCs 的同时加不同浓度木犀草素
（5、10、20、40 µmol·L－ 1）进行干预。
2.2.2　CCK-8 法检测木犀草素对 IgA 刺激 HMCs
增殖的影响　将 HMCs 铺于 96 孔板中，用不同浓

度木犀草素（0、5、10、20、40 μmol·L － 1）处理
HMCs 24 h 或 48 h 后，每孔加入 10 μL 的 CCK-8
溶液，继续在培养箱避光孵育 2 ～ 4 h 后，在波长
450 nm 处测定每孔的 OD 值，计算细胞存活率，
细胞存活率（%）＝（OD 实验组－ OD 空白组）/
（OD 对照组－ OD 空白组）×100%。结果见图
4A、4B，当药物浓度≤ 20 μmol·L － 1，各组细
胞存活率无明显差异，说明对 HMCs 无明显细胞
毒作用。因此，本研究选取 10 和 20 μmol·L － 1

的木犀草素作为低浓度和高浓度药物组进行木犀
草素对 IgA 刺激 HMCs 增殖的影响实验。结果显
示，模型组（IgA 刺激）HMCs 的细胞存活率比对
照组明显升高，而药物组 HMCs 的细胞存活率比
模型组降低，且随着木犀草素浓度的增加，细胞
存活率逐渐降低（见图 4C、4D）。

图 4　木犀草素对 IgA 刺激 HMCs 增殖的影响

Fig 4　Effect of luteolin on IgA-stimulated proliferation of HMCs 
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.

2.2.3　酶联免疫吸附法检测木犀草素对 IgA 刺激
HMCs 分泌 IL-6 的影响　将细胞按照不同方式处
理 24 h 后，取细胞上清液，按照试剂盒说明书
检测细胞上清液中 IL-6 水平。结果如图 5 所示，
模型组（IgA 刺激）分泌的 IL-6 明显高于对照组
（P ＜ 0.05）。与模型组相比，药物组木犀草素以
剂量依赖的方式抑制 IL-6 的分泌。
2.2.4　实时荧光定量 PCR 检测木犀草素对 IgA 刺
激 HMCs 细胞内 IL-6 mRNA 的影响　将细胞按
照不同方式处理 24 h 后，收集细胞，提取细胞内
总 RNA，逆转录成 cDNA 第一链，以此 cDNA 为
模板，加入 IL-6 引物，上游：5'-tcaatgaggagacttg-
cctg-3'；下游：5'-gatgagttgtcatgtcctgc-3'。GAPDH引物，
上游：5'-tcattgacctcaactacatg-3'；下游：5'-gcagtgat-
ggcatggactgt-3'。按照实时荧光定量 PCR 试剂盒说明

图 1　金银花治疗 IgAN 活性成分 - 潜在靶点网络图

Fig 1　Network of active ingredients in honeysuckle for IgAN and 
potential targets

图 2　金银花 -IgAN 共同靶点 KEGG 通路富集分析

Fig 2　KEGG pathway enrichment analysis of common targets of 
honeysuckle and IgAN

图 3　金银花活性成分 - 靶点 - 通路网络图

Fig 3　Active ingredient of honeysuckle-target-pathway network 
diagram 
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书在 ABI7500 荧光定量 PCR 仪上进行定量 PCR，
以 GAPDH 作为内参，采用 2－△△ Ct 表示相对表达
量。结果如图 6，与对照组相比，模型组 HMCs
细胞内表达更高水平的 IL-6 mRNA，与模型组相
比，药物组木犀草素以剂量依赖的方式抑制细胞
内 IL-6 mRNA 水平。

图 6　木犀草素对 IgA 刺激 HMCs 内 IL-6 mRNA 的影响

Fig 6　Effect of luteolin on IL-6 mRNA in HMCs stimulated by IgA
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.

2.2.5　Western blot 检测木犀草素对 IgA 刺激 HMCs
细胞内 PI3K-AKT 信号通路的影响　将细胞按照
不同方式处理 24 h 后，收集细胞，RIPA 裂解后，
BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，取 20 μg 蛋
白经电泳、转膜、封闭，稀释一抗 AKT（1∶500）、
p-AKT（Ser473）（1∶5000）、PI3K（1∶1000）、
p-PI3K（Tyr464）（1∶1000），4℃孵育过夜，加入
辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗，继续
室温孵育 2 h，滴加化学发光检测试剂，置于全自
动化学发光仪器显色成像，Image J 软件分析蛋白
条带灰度值。结果如图7所示，IgA 刺激的模型组，
细胞内 p-PI3K 和 p-AKT 的表达水平比对照组显著
升高（P ＜ 0.05），药物组细胞内 p-PI3K 和 p-AKT
的表达水平均显著下调（P ＜ 0.05）。
2.2.6　跨膜电阻检测木犀草素对 IgAN 细胞模型
中 HRGECs 通透性的影响　将细胞按照不同方
式处理 24 h 后，将上层培养有 HRGECs 的细胞
转入新的小室中，同时加入 1.5 mL 的完全培养

基到小室下室。增设空白对照组。每日镜下观察
细胞融合状态，且用跨膜电阻仪测定跨膜电阻
（TEER），数值稳定 24 h 以上，认为单层细胞模
型已经建立。TEER 值＝（各孔电阻值－空白孔
电阻值）×上室底面积，每孔设 3 个复孔。结果
如图 8 所示，与对照组相比，模型组的 TEER 值
明显下降（P ＜ 0.05），而经木犀草素干预的药物
组 TEER 值明显升高（P ＜ 0.05）。

图 8　木犀草素对 IgAN 细胞模型中 HRGECs 通透性的影响

Fig 8　Effect of luteolin on HRGECs permeability in IgAN cell models
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.

2.2.7　FITC-BSA 检测木犀草素对 IgAN 细胞模型中
HRGECs 单层通透率的影响　FITC-BSA 实验选择
TEER 值稳定 24 h，单层细胞形成后进行实验。按
照细胞分组处理细胞 24 h 后，弃去 Transwell 板中
培养基，PBS 漂洗小室，同时加入 500 μL 含有５ 
mg·mL－ 1 FITC-BSA 的培养基，下室加入新鲜培
养基。避光培养 30 min 后，荧光分光光度计检测上
室、下室样品的荧光强度（激发波长 495 nm，发射
波长 520 nm）。采用通透率（P）表示内皮细胞单层
对牛血清白蛋白（BSA）的通透性大小，通透率的
计算公式：P ＝ [F]（1/A）（V/[L]）。其中 [F] 为下室 
FITC-BSA 的荧光强度，A 为 Transwell 上室底面积，
V 为下室溶液体积，[L] 为上室荧光强度。结果见图
9，模型组荧光通透率明显增加（P ＜ 0.05），而经
木犀草素干预的药物组同模型组相比改善了细胞通

图 5　木犀草素对 IgA 刺激 HMCs 分泌 IL-6 的影响

Fig 5　Effect of luteolin on IL-6 secretion in HMCs stimulated by IgA 
注：与对照组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05；compared 

with the model group，#P ＜ 0.05.

图 7　木犀草素对 IgA 刺激 HMCs 内 PI3K-AKT 信号通路的影响

Fig 7　Effect of luteolin on PI3K-AKT signaling pathway in HMCs 
stimulated by IgA

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

with the model group，#P ＜ 0.05.
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透性，使荧光通透率明显降低（P ＜ 0.05）。

图 9　木犀草素对 IgAN 细胞模型中 HRGECs 单层通透率的影响

Fig 9　Effect of luteolin on monolayer permeability of HRGECs in 
IgAN cell models

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

with the model group，#P ＜ 0.05.

2.2.8　免疫荧光检测木犀草素对 IgAN 细胞模型
中血管内皮细胞钙黏蛋白表达的影响　将细胞按
照不同处理 24 h 后，经固定、穿孔、封闭后加
入 1∶200 稀释的抗血管内皮细胞钙黏蛋白（VE-
cadherin）一抗，４℃ 过夜，PBS 冲洗 3 遍，加
入 Cy3 标记二抗，37℃孵育 30 min 后 PBS 冲洗，
防淬灭封片剂封片，拍照。结果见图 10，与对
照组相比，模型组细胞间 VE-cadherin 的表达明
显降低，而经木犀草素干预的药物组细胞间 VE-
cadherin 的表达较模型组显著增加，提示细胞间
紧密连接有所改善。

图 10　木犀草素对 IgAN 细胞模型中 HRGECs 细胞间 VE-cadherin
表达的影响

Fig 10　Effect of luteolin on the expression of VE-cadherin in HRGECs 
in IgAN cell models

2.2.9　Western blot 检测木犀草素对 IgAN 细胞模型
中细胞间黏附分子表达的影响　将细胞按照不同处
理 24 h 后，收集细胞，RIPA 裂解后，BCA 蛋白定
量试剂盒进行蛋白定量，取 20 μg 蛋白经电泳、转
膜、 封 闭， 稀 释 一 抗 ZO-1（1∶1000）、Occludin
（1∶1000）、Claudin 5（1∶1000），4℃孵育过夜，加
入辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗，继
续室温孵育 2 h，滴加化学发光检测试剂，置于全自
动化学发光仪器显色成像，Image J 软件分析蛋白条
带灰度值。结果如图 11 所示，模型组细胞间黏附分
子（ZO-1、Claudin-5 和 Occludin）表达水平较对照

组显著下降（P ＜ 0.05），而经木犀草素干预的药物
组 ZO-1、Claudin-5 和 Occludin 的表达与模型组相
比显著升高（P ＜ 0.05）。

图 11　木犀草素对 IgAN 细胞模型中细胞间黏附分子表达的影响

Fig 11　Effect of luteolin on the expression of intercellular adhesion 
molecules in IgAN cell models

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

with the model group，#P ＜ 0.05.

2.2.10　统计学分析　数据通过 SPSS 20.0 软件进行
分析统计，结果数据以均数±标准差（x±s）表
示，两组内比较采用独立样本 t 检验，多组间比较
采用单因素方差分析。P ＜ 0.05 认为差异有统计
学意义。
3　讨论
　　在 IgAN 中，IgA 免疫复合物在系膜区的沉积
是疾病发病的启动因素，既往研究也多集中在免疫
复合物刺激系膜细胞，引起细胞增殖、炎症反应以
及肾小球损伤 [12]。随着研究的不断深入，大量研
究显示，在 IgAN 中，系膜细胞与其他细胞之间存
在某种相关作用，共同介导 IgAN 肾损伤 [13-14]。肾
小球内皮细胞是位于肾小球最外层的一种高度分
化的内皮细胞，是肾小球滤过屏障的重要组成部
分，在肾脏生理病理过程中起着重要作用。有研究
证实肾小球内皮细胞的损伤与 IgAN 的发展密切相
关 [15]。肾小球内皮细胞通过细胞间的一系列黏附
分子在肾小球表面形成一层半透膜屏障，一旦细
胞受损，细胞间的紧密连接破坏，细胞屏障通透性
增加，大分子物质如白蛋白就会从间隙中漏出，最
终出现蛋白尿 [16]。范琦强等 [17] 发现 IgAN 大鼠模
型肾组织中 CD31、CD34 和 JG12 表达下降，提示
IgAN 大鼠模型内皮细胞和微血管减少，说明 IgAN
发病存在内皮细胞损伤和微血管的丢失。但另一方
面，有研究显示内皮细胞表面并不表达 IgA 受体，
也就是说 IgA 免疫复合物应该对内皮细胞不产生直
接作用，而且，在 IgAN 的肾活检中罕见有 IgA 沉
积内皮细胞。更说明内皮细胞的损伤可能源于周围
的炎症因子环境 [18]。因此，本研究通过 Transwell
共培养 HMCs 和 HRGECs，模拟体内生理环境，
建立 IgAN 体外细胞模型。
　　已有文献报道了金银花治疗 IgAN 的活性成
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分和作用靶点 [19]，但相关机制研究甚少，基于
此，本研究以虚拟技术分析为指导，首先发现
PI3K-AKT 信号通路可能是金银花治疗 IgAN 的潜
在作用靶点。进一步通过网络图拓扑学分析，显
示活性成分木犀草素与 PI3K-AKT 信号通路关系
最大。为了验证其活性及功能，首先在 IgAN 细
胞模型中加入不同浓度木犀草素进行干预，然后
检测其对 HMCs 和 HRGECs 的作用。结果显示，
木犀草素可以显著抑制 HMCs 的增殖以及 IL-6 的
分泌。经木犀草素干预的药物组细胞内 p-PI3K 和
p-AKT 蛋白的表达水平均被显著下调，提示木犀
草素可能通过 PI3K-AKT 信号通路抑制 HMCs 的
活化。IL-6 是系膜细胞活化后分泌的炎症因子，
其被认为参与 IgAN 的发病 [20]。在 IgAN 患者中，
尿 IL-6 浓度与肾功能密切相关，并可预测 IgAN
患者的长期肾脏转归 [21]。CD37 － / －小鼠 IgAN 模
型，其血清 IL-6 水平明显升高，而其他炎症因
子水平如 TNF-α 等却未见增加 [22]。Yang 等 [15] 研
究发现 IL-6 可以影响 IgAN 肾小球内皮细胞 VE-
cadherin 的表达，增加肾小球内皮细胞的通透性。
本研究中也发现，IgAN 模型组，HRGECs 单层的
TEER 值降低、荧光通透率增加，细胞间黏附分
子表达减少，而经木犀草素干预的药物组同模型
组相比，黏附分子的表达显著增加，HRGEC 单层
的通透性明显减少，细胞间的紧密连接被改善。
　　综上，本研究发现通过虚拟技术筛选出的木
犀草素通过抑制 PI3K-AKT 信号通路，抑制 HMCs
增殖和 IL-6 分泌，进而改善肾小球滤过屏障发挥
治疗 IgAN 作用。后续进一步在动物模型中进行验
证，探讨木犀草素治疗 IgAN 的作用及其机制。
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基于 TGF-β1/Smad2/3 信号通路探讨茴香胶囊 
抗支气管哮喘作用及机制
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摘要：目的　探讨茴香胶囊抗支气管哮喘作用及潜在机制。方法　采用环磷酰胺腹腔注射法建

立小鼠免疫低下模型评价茴香胶囊免疫增强作用；采用浓氨水引咳法及酚红排泄法评价茴香胶

囊止咳祛痰活性；采用卵清蛋白致敏和激发方式构建支气管哮喘小鼠模型，实验过程中观察并

记录小鼠体重及行为学变化；检测小鼠肺泡灌洗液（BALF）中炎症细胞计数；ELISA 法检测

免疫球蛋白 E（IgE）、γ- 干扰素（IFN-γ）、白细胞介素 -4（IL-4）、白细胞介素 -17A（IL-17A）、

转化生长因子 -β1（TGF-β1）水平；HE 和 Masson 染色观察肺组织病理学变化；RT-qPCR、

Western blot 检测 TGF-β1/Smad2/3 通路相关蛋白表达。结果　茴香胶囊可增强免疫低下小鼠的

免疫功能，延长小鼠咳嗽潜伏期，减少小鼠咳嗽次数，增加小鼠气管酚红排泌量，降低支气

管哮喘小鼠 BALF 中白细胞等炎性细胞数量，降低 IgE、IL-4、IL-17A、TGF-β1 水平，增加

IFN-γ 水平，减轻小鼠肺组织病理学变化；下调 TGF-β1/Smad2/3 通路相关蛋白表达。结论　
茴香胶囊可能通过增强机体免疫力、止咳祛痰缓解支气管哮喘小鼠哮喘症状，调节 Th1/Th2 失

衡、降低肺组织中炎症因子水平、下调 TGF-β1/Smad2/3 信号通路减少气道炎症及气道重塑。

关键词：茴香胶囊；支气管哮喘；气道炎症；转化生长因 -β1/Smad2/3 信号通路
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Anti-bronchial asthma effect of Huixiang capsules based on TGF-β1/
Smad2/3 signaling pathway and related mechanism

Ayinigeer Maimaitiaili1, Abulimiti Abulielimu1, DOU Qin2, Maimaiti Aili3, CAI Xiao-xia1, Baheshala 
Manaifu2, Silafu Aibai2* (1. College of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  830011; 2. 
Uygur Medical Research Institute, Xinjiang Uygur Autonomous Region, Urumqi  830011; 3. Uygur 
Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region, Urumqi  830049)

Abstract: Objective  To determine the anti-bronchial asthma effect and related mechanism of Huixiang 
capsules based on immune enhancement and cough expectoration. Methods  Cyclophosphamide 
intraperitoneal injection was used to establish a mouse immunocompromised model to evaluate the 
immune enhancing effect of Huixiang capsules. Concentrated ammonia cough inducing method 
and phenol red excretion method were used to evaluate the cough expectorant activity of Huixiang 
capsules. Ovalbumin sensitization and excitation were used to establish a mouse model of bronchial 
asthma. The body weight of mice and behavioral changes were observed and recorded in the 
experiment. The inflammatory cells were counted in the BALF of the mice. IgE, IFN-γ , IL-4, IL-17A, 
and TGF-β1 were detected by ELISA. Pathological changes in the lung tissues were observed by HE 
and Masson staining. The levels of TGF-β1, Smad2, Smad3, α-SMA, and VEGF mRNA expressions 
were determined by RT-qPCR and Western blot. Results  Huixiang capsule enhanced the immune 
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　　支气管哮喘（bronchial asthma，BA）简称哮
喘，《支气管哮喘防治指南（2020 年版）》指出 BA
的临床表现为反复发作的喘息、气急、咳嗽等，
以气道的慢性炎症、气道高反应性、可逆性的气
流受限以及气道重塑为主要特征 [1-2]，发病率较
高，已严重威胁人们的健康和生活。气道重塑
和气道炎症是 BA 的基本病理特征，气道炎症是
BA 的本质，气道重塑则是造成本病进展及肺功
能进行性恶化的主要原因 [3]。目前西医多以β 肾
上腺素受体激动剂等作为治疗和控制 BA 的首选
药物，但长期使用上述药物容易引发一系列不良
反应 [4]，故寻找新的治疗药物逆转气道炎症和重
塑是现阶段 BA 临床研究的热点。
　　茴香胶囊来源于维医学经典名方，由黄芪、
茴香根皮、防风、白术、牛至 5 味药材组成，具
有调节异常黏液质，增强免疫力，止咳祛痰平喘
作用。用于治疗 BA 和慢性支气管炎。方中主药
黄芪具有擅补肺脾之气，被历代医家誉为“补气
之圣药”、防风 [5]、白术 [6]、牛至等 [7] 中药已被
证实具有治疗 BA 之功效。研究显示 [8]，TGF-β1/
Smad2/3 信号通路在 BA 发生与治疗中发挥着重要
作用。据报道，抑制 TGF-β1/Smad2/3 通路可缓解
气道炎症及气道重塑 [9]。基于此，本研究以免疫
增强、止咳祛痰作为切入点，构建小鼠 BA 模型，
初步探究茴香胶囊对 BA 小鼠气道炎症和气道重
塑的影响，以期为 BA 的治疗提供实验依据。
1　材料

1.1　试药

　　 黄 芪（批 号：20200811-07）、 白 术（批 号：
20200810-08）、茴香根皮（批号：20200810-01）、防
风（批号：20200810-18）、牛至（批号：20220323-
02）（新奇康药业股份有限公司），各药材经新疆维

吾尔自治区药物研究所何江研究员鉴定。卵清蛋白
（OVA，Sigma，批号：SLCR2806）；氢氧化铝胶
生理盐水稀释液（哈药集团，批号：202315）；醋
酸地塞米松片（新乡市常乐制药有限责任公司，批
号：D2207061）；桂龙咳喘宁胶囊（桂龙药业有限责
任公司，批号：K221203）；注射用环磷酰胺（江苏
恒瑞医药股份有限公司，批号：2D542A）；玉屏风
颗粒（云南白药集团，批号：ZHB2222）；左旋咪唑
片（桂林南药股份有限公司，批号：ZX221103）；喷
托维林片（上海玉瑞生物科技药业有限公司，批号：
20220406）；氨溴索分散片（珠海同源药业有限公司，
批号：20220602）；小鼠 γ- 干扰素（IFN-γ）、白细胞
介素 -4（IL-4）、白细胞介素 -17A（IL-17A）、转化
生长因子 -β1（TGF-β1）试剂盒（武汉伊莱瑞特生物
科技股份有限公司）；TRIzol Reagent 试剂盒（Ambion
公司）；TGF-β1、Smad2、Smad3 抗体（Affinity，批
号分别为 10058、3b48041、2h43678）。小鼠免疫球
蛋白 M（IgM）试剂盒、小鼠免疫球蛋白 G（IgG）
试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）。
1.2　仪器

　　PARI Turbo BOY 型压缩雾化吸入器（德国
帕瑞有限公司）；H1650RB 型台式高速冷冻离心
机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）；RM2245
型切片机（LEICA）；KZPG-1 型摊片烤片机（天
津天利航空机电有限公司）；MyCycler Thermal 
Cycler 型 PCR 仪、POWERPAC TM 型电泳、电
转仪（Bio-Rad）。
1.3　实验动物

　　ICR 小鼠，雌雄兼用，6 ～ 8 周龄（20±2）
g [ 新疆医科大学动物实验中心，动物生产许可
证：SCXK（新）2018-0002]。BALB/c 小鼠，雌性，
6 ～ 7 周龄（18±2）g [ 北京华阜康生物科技股份

function in immunocompromised mice, prolonged the cough latency, reduced the cough times, and 
lowered the amount of phenol red excretion in the trachea. The number of inflammatory cells such as 
white blood cells in the BALF of mice with bronchial asthma was reduced as well. The levels of IgE, 
IL-4, IL-17A, and TGF-β1 were decreased, while the IFN-γ  level was increased. The pathological 
changes in the lungs of mice were relieved and the expression of TGF-β1/Smad2/3 pathway related 
proteins down-regulated. Conclusion  Huixiang capsules may alleviate symptoms in mice with 
bronchial asthma by enhancing the immunity, relieving cough and expectorant, regulating Th1/Th2 
imbalance, decreasing inflammatory factor levels in the lung tissues, and down-regulating TGF-β1/
Smad2/3 signaling pathway to reduce airway inflammation and remodel the airway. 
Key words: Huixiang capsule; bronchial asthma; inflammation of the airway; transforming growth 
factor-β1/Smad2/3 signaling pathway
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有限公司，实验动物生产许可证号 SCXK（京）
2019-0008]。饲养环境：20 ～ 26℃，相对湿度
40%～ 70%，通风良好，室内 12 h 明暗自动切换。
本研究经新疆维吾尔自治区维吾尔医药研究所伦
理委员会批准（批件号：nGLP-202301）。
2　方法

2.1　茴香胶囊制备方法

　　按处方称取上述药材，加 8 倍量水回流提取 3
次，每次1 h，滤过，合并滤液，减压浓缩（－0.02～ 

0.09 MPa，70 ～ 80℃）至药液比为 1∶5 的浸膏（相
对密度为 1.01 ～ 1.05），300 目筛网滤过，取上清液
减压浓缩至相对密度为 1.1 ～ 1.15 的浸膏，出膏率为
30%，与辅料（乳糖∶淀粉＝ 1∶1）进行一步制粒，制
成含生药材 1.57 g/ 粒的胶囊。采用高效液相色谱法测
定，防风以升麻素苷计，含量≥ 0.5 mg·g－ 1；黄芪
以毛蕊异黄酮葡萄糖苷计，含量≥ 0.19 mg·g－ 1。
2.2　茴香胶囊对免疫低下小鼠免疫功能的影响

2.2.1　动物分组、造模及给药　按参考文献方法
并改进，建立免疫抑制小鼠模型 [10]：取 56 只 ICR
小鼠，雌雄各半，按体重随机分为空白组，模型
组，左旋咪唑组（67.6 mg·kg－ 1），玉屏风颗粒组
（9.01 g·kg－ 1），茴香胶囊低、中、高剂量组（0.36、
0.72、1.44 g·kg－ 1），每组 8 只。各给药组每日
灌胃给药 1 次，连续 14 d，空白组与模型组给予
等体积生理盐水。除空白组外，各组在给药 6、8、
10、12 d 腹腔注射 80 mg/（kg·d）环磷酰胺生理
盐水溶液。
2.2.2　小鼠体重及免疫器官指数测定　给药 14 d
后小鼠眼眶取血及离心分离血清冻存备用。无菌
条件下取胸腺和脾脏计算胸腺指数、脾脏指数。
2.2.3　小鼠血清免疫球蛋白水平测定　按照
ELISA 试剂盒说明书检测小鼠血清中 IgG、IgM
的含量。
2.3　茴香胶囊对浓氨水引咳小鼠咳嗽潜伏期及咳

嗽次数的影响

　　按参考文献方法并改进，建立小鼠咳嗽模型 [11]：
60 只雄性 ICR 小鼠分为空白组，喷托维林组（15.0 
mg·kg－ 1），桂龙咳喘宁组（0.68 g·kg－ 1），茴香胶
囊低、中、高剂量组（0.36、0.72、1.44 g·kg－ 1），
每组 10 只。各给药组每日灌胃给药 1 次，连续 10 d，
空白组给予等体积生理盐水。末次给药 1 h 后，在操
作台上倒扣500 mL 的广口瓶，里面放置一团带有0.3 
mL 浓氨水的棉花，挥发 20 s 后取出棉花，将小鼠迅
速放至广口瓶内，观察并记录小鼠咳嗽潜伏期以及 2 
min 内咳嗽次数。

2.4　茴香胶囊对小鼠气管酚红排泌量的影响

　　建立小鼠气管酚红排泌模型 [11]，动物选取及给
药方式同“2.3”项下，阳性药变更为氨溴索（0.027 
mg·kg－ 1）。末次给药 1 h 后，小鼠腹腔注射 5% 酚
红生理盐水溶液 20 mL·kg－ 1，30 min 后取下气管放
入 4 mL 生理盐水中，加入 5% 碳酸氢钠溶液 0.2 mL，
振摇使气管中的酚红完全释放。在 546 nm 测定 OD
值，根据酚红的标准曲线计算出酚红的排泌量。
2.5　茴香胶囊对 BA 小鼠气道炎症及气道重塑的

影响

2.5.1　动物分组、造模及给药　将 56 只小鼠按
体重随机分为空白组，模型组，地塞米松组（1.8 
mg·kg－ 1），桂龙咳喘宁组（0.68 g·kg－ 1），茴香
胶囊低、中、高剂量组（0.36、0.72、1.44 g·kg－ 1）。
结合文献与预实验结果，制备 BA 模型 [12]：除了
空白组以外，其余小鼠分别于第 1 日和第 8 日腹
腔注射 0.2 mL 致敏液（0.5 g·L－ 1 OVA，氢氧化
铝胶生理盐水稀释液）致敏两次，空白组小鼠注
入等量的生理盐水，第 15 日开始用 2%OVA 生
理盐水溶液雾化共 21 d，每日雾化一次，每次 40 
min。给药组于实验第 15 日起每次雾化前 1 h 灌
胃给药，共给药 21 d。以小鼠出现挠鼻子、打喷
嚏、收腹样喘促等哮喘样症状，肺组织中支气管
出现炎性细胞浸润、肺泡管壁增厚、胶原沉积等
病理改变为造模成功的标准 [13]。
2.5.2　小鼠一般状态观察　观察小鼠体重变化，
及挠鼻子、打喷嚏、收腹样喘促等哮喘样症状。
2.5.3　小鼠血清 IgE 水平检测　小鼠摘眼球取血放
置离心管中，离心，取血清冻存，用于检测 IgE。
2.5.4　炎症因子检测　分离气管周围组织，结扎
右肺，在气管上段做一横切口，将 1 mL 注射器
针头插入气管内，并用无菌缝合线打结固定，将
0.8 mL 预冷的 PBS 缓冲液缓慢注射，反复灌洗
左肺共两次，离心，取上清液冻存，测定 IL-4、
IFN-γ、TGF-β1 及 IL-17A 水平；BALF 沉淀用 0.2 
mL PBS 液重悬，检测炎症细胞计数。
2.5.5　病理形态学变化　将右肺甲醛固定，脱
水、包埋、切片、脱蜡、染色、封片，观察病理
形态学改变。采用 Image J 软件计算 Masson 染色
中胶原沉积占比 [14]。
2.5.6　RT-qPCR 检测 TGF-β1/Smad2/3 通路相关蛋
白表达　取肺组织提取总 RNA，将 RNA 反转录为
cDNA 后进行扩增，检测 TGF-β1、Smad2、Smad3、
α-SMA、VEGF 的 mRNA 相对表达量。各引物序列
见表 1。
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表 1　荧光定量 PCR引物序列信息 
Tab 1　PCR primer sequence information

引物名称 序列（5' → 3'） 产物大小 / bp

TGF-β1-F CTTCAATACGTCAGACATTCGGG 142

TGF-β1-R GTAACGCCAGGAATTGTTGCTA

Smad2-F ATGTCGTCCATCTTGCCATTC 173

Smad2-R AACCGTCCTGTTTCTTTAGCTT

Smad3-F TCTCCCCGAATCCGATGTCC 108

Smad3-R GCTGGTTCAGCTCGTAGTAGG
α-SMA-F GTCCCAGACATCAGGGAGTAA 102
α-SMA-R TCGGATACTTCAGCGTCAGGA

VEGF-F GCACATAGAGAGAATGAGCTC 105

VEGF-R CTCCGCTCTGAACAAGGCTT
β-actin-F GTGACGTTGACATCCGTAAGA 245
β-actin-R GCCGGACTCATCGTACTCC

2.5.7　Western blot 检测 TGF-β1/Smad2/3 通路相
关蛋白表达　将所需检测的蛋白裂解后测定样品
蛋白浓度，电泳、转膜、封闭、膜与对应一抗
（TGF-β1、Smad2、Smad3、β-actin）4℃ 过 夜，
再与相应二抗孵育 2 h，ECL 试剂显影，蛋白条
带灰度值使用软件 Image J 处理进行统计。
2.5.8　统计学分析　采用 SPSS 27.0、GraphPad 
Prism 10.0 软件进行数据分析及作图，结果以（x±s）
表示。数据采用单因素方差分析（One way ANOVA）。
P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
3　结果

3.1　体重变化

　　与空白组比较，模型组小鼠体重增长率显著降
低（P ＜ 0.01）；与模型组比较，玉屏风颗粒组，茴
香胶囊中、高剂量组小鼠体重增长率均显著上升
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）（见表 2）。

表 2　茴香胶囊对免疫低下小鼠体重的影响 (n ＝ 8) 
Tab 2　Effect of Huixiang capsule on body weight of immune 

compromised mice (n ＝ 8)

组别 末始体重 /g

空白组 29.06±1.67

模型组 27.14±1.01##

左旋咪唑组 28.60±1.46*

玉屏风颗粒组 28.90±1.10**

茴香胶囊低剂量 28.30±0.82

茴香胶囊中剂量 28.53±0.79*

茴香胶囊高剂量 28.86±1.04**

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model 
group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

3.2　免疫器官指数

　　与空白组比较，模型组小鼠胸腺指数、脾脏
指数显著降低（P ＜ 0.01）；与模型组比较，茴

香胶囊高剂量组、左旋咪唑组胸腺指数显著升高
（P ＜ 0.05）；茴香胶囊高剂量组、玉屏风颗粒组
脾脏指数显著升高（P ＜ 0.05）（见表 3）。

表 3　茴香胶囊对免疫低下小鼠免疫器官指数的影响 (n ＝ 8) 
Tab 3　Effect of Huixiang capsule on immune organ index in 

immune compromised mice (n ＝ 8)

组别 胸腺指数 /（mg·g － 1） 脾脏指数 /（mg·g － 1）

空白组 1.63±0.24 3.30±0.43

模型组 0.73±0.19## 1.58±0.27##

左旋咪唑组 1.07±0.12* 1.98±0.13

玉屏风颗粒组 1.06±0.19 2.03±0.20*

茴香胶囊低剂量 0.91±0.15 1.64±0.21

茴香胶囊中剂量 0.95±0.08 1.95±0.22

茴香胶囊高剂量 1.02±0.09* 2.03±0.22*

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05
（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model group，*P ＜ 0.05）。

3.3　免疫因子水平

　　与空白组比较，模型组小鼠血清 IgM、IgG 含
量显著降低（P ＜ 0.01）；与模型组比较，各给药
组小鼠血清 IgM、IgG 含量均显著升高（P ＜ 0.01）
（见表 4）。

表 4　茴香胶囊对免疫低下小鼠免疫功能的影响 (n ＝ 8) 
Tab 4　Effect of Huixiang capsule on immune function in immune 

compromised mice (n ＝ 8)

组别 IgM/（ng·mL － 1） IgG/（ng·mL － 1）

空白组 4.28±0.31 4.50±0.86

模型组 3.12±0.18## 2.30±0.42##

左旋咪唑组 4.04±0.36** 4.12±0.36**

玉屏风颗粒组 4.06±0.29** 4.25±0.62**

茴香胶囊低剂量 3.68±0.33** 3.73±0.38**

茴香胶囊中剂量 3.91±0.19** 3.94±0.66**

茴香胶囊高剂量 4.03±0.28** 4.11±0.58**

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，**P ＜ 0.01
（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model group，**P ＜ 0.01）。

3.4　咳嗽潜伏期及咳嗽次数

　　与空白组比较，喷托维林组，茴香胶囊高、
中剂量组小鼠咳嗽潜伏期显著延长（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01）；各给药组小鼠咳嗽次数均显著减少
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）（见表 5）。
3.5　检测气管酚红排泌量

　　与空白组比较，各给药组小鼠酚红排泌量显
著增加（P ＜ 0.01），见表 6。
3.6　一般形态学及体量变化

　　在致敏期间，各组小鼠体征均未见异常，体重呈
逐渐增长趋势；在雾化激发过程中（d22 ～ d29），与
空白组比较，模型组小鼠体重显著降低（P ＜ 0.05），
并出现挠鼻子、打喷嚏、收腹样喘促等哮喘样症状；
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与模型组比较，地塞米松组、茴香胶囊高剂量组小鼠
体重下降幅度显著减小（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），哮
喘样症状减轻（见图 1）。
3.7　茴香胶囊对血清 IgE 水平的影响

　　与空白组比较，模型组小鼠血清 IgE 水平显
著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，茴香胶囊高、
中剂量组，地塞米松组，桂龙咳喘宁组小鼠血清
IgE 水平显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）（见表7）。
3.8　茴香胶囊对 IL-4、IFN-γ、TGF-β1、IL-17A
水平的影响

　　与空白组比较，模型组小鼠 BALF 中 IL-4、
TGF-β1、IL-17A 水平显著升高（P ＜ 0.01），IFN-γ
水平显著降低（P ＜ 0.01）；与模型组比较，各
给药组小鼠 IL-4、TGF-β1、IL-17A 水平显著降
低（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），IFN-γ 水平显著升高
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）（见表 8）。

表 8　茴香胶囊对小鼠 BALF中 IL-4、IFN-γ、TGF-β1、IL-17A水平的影响 (n ＝ 8) 
Tab 8　Effect of Huixiang capsule on levels of IL-4，IFN-γ，TGF-β1，and IL-17A in BALF of mice (n ＝ 8)

组别 IL-4/（pg·mL － 1） IFN-γ/（pg·mL － 1） TGF-β1/（ng·mL － 1） IL-17A/（ng·mL － 1）

空白组 25.55±2.22 172.50±30.52 0.33±0.07 45.18±3.97
模型组 45.60±5.22##   70.57±13.71## 0.79±0.17## 66.09±8.39##

地塞米松组 28.66±1.72** 163.74±18.60** 0.39±0.06** 41.00±4.14**

桂龙咳喘宁组 28.00±1.69** 168.20±14.78** 0.41±0.06** 46.79±7.09**

茴香胶囊低剂量组 32.00±3.53** 110.03±25.97* 0.47±0.06* 51.56±10.19**

茴香胶囊中剂量组 31.18±2.76** 150.35±32.00** 0.44±0.07** 48.23±6.21**

茴香胶囊高剂量组 29.95±6.15** 160.93±29.90** 0.42±0.02** 40.39±6.69**

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model group，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

表 5　茴香胶囊对小鼠咳嗽潜伏期及咳嗽次数的影响 (n ＝ 10) 
Tab 5　Effect of Huixiang capsule on cough latency and number of 

coughs in mice (n ＝ 10)

组别 咳嗽潜伏期 /s 咳嗽次数

空白组 23.60±3.44 51.20±8.99

喷托维林组 34.80±8.57* 30.60±8.50**

桂龙咳喘宁组 29.90±7.72 36.00±9.08**

茴香胶囊低剂量 26.40±7.28 43.50±4.45*

茴香胶囊中剂量 30.40±4.45* 41.70±6.00*

茴香胶囊高剂量 33.90±4.01** 38.00±4.73**

注（Note）： 与 空 白 组 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（vs the 
blank group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

表 6　茴香胶囊对小鼠气管酚红排泌量的影响 (n ＝ 10) 
Tab 6　Effect of Huixiang capsule on tracheal phenol red excretion 

in mice (n ＝ 10)

组别 酚红排泌量 /（ng·mL － 1）

空白组 1.15±0.33

氨溴索组 2.90±0.68**

桂龙咳喘宁组 2.59±0.51**

茴香胶囊低剂量 1.93±0.60**

茴香胶囊中剂量 2.60±0.74**

茴香胶囊高剂量 3.16±0.71**

注（Note）：与空白组比较，**P ＜ 0.01（vs the blank group，
**P ＜ 0.01）。

图 1　各组小鼠体重变化（n ＝ 8）
Fig 1　Changes in body mass of mice in each group（n ＝ 8）

注（Note）：与空白组比较，#P ＜ 0.05；与模型组比较，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01（vs the blank group，#P ＜ 0.05；vs the model group，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01）。

表 7　茴香胶囊对小鼠血清 IgE水平的影响 (n ＝ 8) 
Tab 7　Effect of Huixiang capsule on the serum IgE levels in mice 

(n ＝ 8)

组别 IgE/（ng·mL － 1）

空白组    2486.23±346.40

模型组    5657.94±626.94##

地塞米松组    2871.66±188.69**

桂龙咳喘宁组    2948.10±296.00*

茴香胶囊低剂量组    3928.37±444.02

茴香胶囊中剂量组    3404.25±503.90*

茴香胶囊高剂量组    3047.59±259.11*

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model group，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01）。

3.9　茴香胶囊对 BALF 中炎症细胞计数的影响

　　与空白组比较，模型组小鼠 BALF 炎症细
胞数量均显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比

较，各给药组以上指标均显著降低（P ＜ 0.05 或
P ＜ 0.01）（见表 9）。
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表 9　茴香胶囊对各组小鼠 BALF炎症细胞数量的影响 (n ＝ 8，×109·L － 1) 
Tab 9　Effect of Huixiang capsule on number of inflammatory cells in BALF of mice in each group (n ＝ 8，×109·L － 1)

组别 WBC Neu Lym Mon Eos

空白组 1.01±0.13 0.24±0.08 0.20±0.03 0.05±0.03 0.64±0.21

模型组 3.68±0.84## 0.69±0.09## 1.07±0.17## 0.24±0.071## 2.20±0.51##

地塞米松组 1.29±0.52** 0.25±0.11** 0.26±0.03** 0.08±0.04** 0.76±0.34**

桂龙咳喘宁组 1.22±0.49** 0.29±0.17** 0.27±0.05** 0.06±0.02** 0.92±0.27**

茴香胶囊低剂量组 2.07±0.56* 0.33±0.13** 0.73±0.98* 0.13±0.03** 1.18±0.27**

茴香胶囊中剂量组 1.68±0.68** 0.28±0.06** 0.51±0.16** 0.12±0.03** 0.90±0.52**

茴香胶囊高剂量组 1.27±0.42** 0.25±0.07** 0.35±0.11** 0.10±0.03** 0.79±0.19**

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model group，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

3.10　病理形态学变化

　　HE 染色结果显示，空白组小鼠肺组织结构
正常，无炎症细胞浸润；模型组小鼠支气管管
腔变窄，有炎症细胞浸润，黏液分泌增加；与
模型组比较，炎症细胞浸润减轻，黏液分泌减

少。Masson 染色结果显示，与空白组比较，模
型组小鼠肺组织胶原沉积增多（P ＜ 0.01）；与
模型组比较，各给药组小鼠肺组织胶原沉积减轻
（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）（见图 2、3 及表 10）。

图 2　HE 染色检测各组小鼠肺组织病理变化（×400）
Fig 2　Histopathological changes in the lungs of mice in various groups by HE staining（×400）

图 3　Masson 染色检测各组小鼠肺组织纤维化程度（×400）
Fig 3　Degree of fibrosis in the lung tissue of mice in each group by Masson staining（×400）

3.11　RT-qPCR 法检测小鼠肺组织相关基因 mRNA
表达量

　　与空白组比较，模型组小鼠 TGF-β1、Smad2、

Smad3、α-SMA、VEGF mRNA 表 达 量 显 著 升 高
（P ＜ 0.01）；与模型组比较，各给药组以上基因 
mRNA 表达量显著下降（P ＜ 0.05）（见表 11）。
3.12　Western blot 法检测小鼠肺组织相关蛋白表

达量

　　与空白组比较，模型组小鼠 TGF-β1、Smad2
蛋白表达显著上升（P ＜ 0.05），Smad3 蛋白表达
上升，但无显著差异；与模型组比较，茴香胶囊
高剂量组 TGF-β1、Smad2、Smad3 蛋白表达显著
降低（P ＜ 0.05）（见图 4）。
4　讨论

　　BA 是一种慢性呼吸道疾病，受遗传因素和环
境因素的双重影响 [15]，全球 3 亿多人患有 BA，且
其患病率每年持续增加 [16]，已成为世界性的公共
健康问题。气道炎症是 BA 发病的核心环节，气道
重塑是气道炎症慢性化发展的必然结果。气道重塑

表 10　茴香胶囊对各组小鼠肺组织胶原沉积的影响 (n ＝ 4) 
Tab 10　Effect of Huixiang capsule on collagen deposition in lung 

tissue of mice in each group (n ＝ 4)

组别 胶原沉积占比 /%

空白组   8.59±1.43

模型组 16.76±1.77##

地塞米松组   9.85±0.78**

桂龙咳喘宁组   9.79±0.28**

茴香胶囊低剂量组 14.00±1.02*

茴香胶囊中剂量组 10.83±1.44**

茴香胶囊高剂量组 10.35±0.53**

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model 
group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。
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可引起气道结构的组织学改变，包括气道基底膜增
厚、平滑肌增生、纤维化增加等，从而导致肺功能
下降 [17]。维医学认为 BA 起初是在内外诱因的作用
下，使机体体液平衡失调，异常黏液质过盛并沉积
于局部（尤其是气道）导致肺和气道的气质失调，
从而形成炎症。因此清除异常黏液质，增加体液平
衡，减少炎症是治疗 BA 的主要原则。茴香胶囊的
功效与 BA 发作的内因“脾肺不足、肺气虚弱，卫
气不固”相符，方中黄芪大补元气、健脾、补肺固
表为主药；茴香根皮、防风、白术增强免疫、理气
化痰、祛风止咳为辅药。全方共有补肺健脾益气、
止咳化痰之效，可预防和减少 BA 发作。
　　免疫器官、免疫细胞、免疫分子是免疫系统
的重要组成。脾脏是发生免疫活动的重要器官。
胸腺是 T 细胞分化和成熟的场所，可参与机体
细胞免疫过程，使机体保持免疫稳态，脾脏和胸

腺指数可以反映机体的免疫功能 [18]。IgE、IgG、
IgM 是反映体液免疫的重要指标。本研究通过小
鼠免疫低下模型，氨水引咳法和气管酚红排泌法
证明茴香胶囊可提高小鼠体内免疫调节功能，缓
解小鼠咳嗽，增加小鼠酚红排泌量，具有增强免
疫，止咳祛痰作用。
　　BA 的发病机制复杂，目前主要认为，嗜酸性
粒细胞和肥大细胞积累，Th1/Th2 比例和功能失
衡导致 BA 的发生 [19]。Th1 细胞产生的 IFN-γ 可
以抑制炎性细胞的活性，Th2 细胞产生的 IL-4 能
通过促进 B 细胞的活化、分化，诱导 IgE 的合成，
而 IgE 的过度释放亦会引起嗜酸性粒细胞、肥大
细胞、中性粒细胞等炎性因子释放，引发气道炎
症和气道重塑 [20]。常用 IFN-γ/IL-4 反映 Th1/Th2
失衡 [21-22]。IL-17A 通过释放促炎因子和中性粒细
胞等趋化因子 [23]，促进气道炎症，诱发气道重
塑 [24-25]。本研究中，经茴香胶囊给药干预后，各
剂量组小鼠 IL-4、TGF-β1、IL-17A、IgE 水平降低，
炎症细胞数量降低，IFN-γ 水平升高，肺组织肺泡
管壁增厚程度减轻，炎性细胞浸润及胶原沉积减
少、黏液分泌降低，可知茴香胶囊可能通过改善
哮喘小鼠中 Th1/Th2 失衡、减少肺组织中的炎性
细胞浸润，从而减轻气道炎症和气道重塑。
　　TGF-β1 是一种重要的免疫调节因子，可由肺组
织中多种免疫细胞合成分泌，在 BA 患者中显著高
于正常人。TGF-β1 可刺激气道和血管平滑肌细胞增
殖及表型转化，促进血管生成，诱导细胞外基质、
蛋白酶抑制物的合成和其他生长因子的基因表达，
诱导气道成纤维细胞的分裂增殖，促进成纤维细胞
向成肌纤维细胞转化，增加纤维黏蛋白和胶原的合
成 [26]。Smad 蛋白是细胞内唯一的 TGF-β1 受体激酶
底物，通过调控细胞的增殖、转化、合成和凋亡等
过程，将 TGF-β1 受体复合物下游信号从细胞膜转
运到细胞核，介导 TGF-β1 细胞内信号转导并促进
靶基因的转录。BA 发病时，肺和气道内多种炎性

表 11　茴香胶囊对小鼠肺组织中 TGF-β1、Smad2、Smad3、α-SMA、VEGF mRNA表达量的影响 (n ＝ 4) 
Tab 11　Effect of Huixiang capsule on changes in TGF-β1，Smad2，Smad3，α-SMA，and VEGF mRNA expression in lung tissues of mice (n＝4)

组别 TGF-β1 Smad2 Smad3 α-SMA VEGF

空白组 1.00±0.11 1.00±0.05 1.00±0.10 1.01±0.14 1.01±0.13

模型组 1.93±0.16## 1.63±0.15## 1.87±0.11## 2.22±0.24## 1.61±0.15##

地塞米松组 1.08±0.15* 1.03±0.09* 1.29±0.08* 1.11±0.13* 1.08±0.16*

桂龙咳喘宁组 1.23±0.16* 1.30±0.09* 1.09±0.10* 1.23±0.16* 1.19±0.13*

茴香胶囊低剂量组 1.44±0.06* 1.34±0.17* 1.33±0.13* 1.47±0.04* 1.32±0.14*

茴香胶囊中剂量组 1.40±0.09* 1.33±0.08* 1.05±0.10* 1.28±0.16* 1.32±0.08*

茴香胶囊高剂量组 1.33±0.11* 1.16±0.10* 1.02±0.12* 1.07±0.13* 1.09±0.14*

注（Note）：与空白组比较，##P ＜ 0.01；与模型组比较，*P ＜ 0.05（vs the blank group，##P ＜ 0.01；vs the model group，*P ＜ 0.05）。

图 4　茴香胶囊对各组小鼠肺组织中 TGF-β1、Smad2、Smad3 蛋白

表达的影响（n ＝ 3）
Fig 4　Effect of Huixiang capsule on expression of TGF-β1，Smad2，
and Smad3 protein of mice in each group（n ＝ 3）

注（Note）：与空白组比较，#P ＜ 0.05；与模型组比较，*P ＜ 0.05
（vs the blank group，#P ＜ 0.05；vs model group，*P ＜ 0.05）。
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细胞可以释放出大量的 TGF-β1，TGF-β1 介导下游
的 Smad 蛋白发生磷酸化，通过自分泌和旁分泌途
径激活 Smad2/3 通路，Smad2、Smad3 磷酸化后促
进α-SMA、VEGF 的表达，加重气道重塑 [27]。本实
验中，茴香胶囊可下调肺组织中 TGF-β1、Smad2、
Smad3、α-SMA、VEGF 的 mRNA 和蛋白表达。
　　综上所述，茴香胶囊可通过增强体内免疫功
能，止咳祛痰，改善 BA 小鼠中 Th1/Th2 失衡，
减少肺组织中的炎性细胞的浸润，改善气道重
塑，其作用机制可能与其下调 TGF-β1、Smad2/3 
mRNA 及蛋白的表达有关。本研究为临床用药提
供了实验依据，但是 BA 气道重塑的机制仍然较
为复杂，还需进一步研究。
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基于 UPLC-QTOF-MSE 的倒提壶指纹图谱的 
建立和多指标含量测定

阿迪莱·阿不力米提1，滕亮2，马桂芝1，3*（1. 新疆医科大学药学院，乌鲁木齐　830011；2. 新疆医科大学第一附属医

院药学部，乌鲁木齐　830054；3. 新疆及中亚特色医药资源教育部工程研究中心，乌鲁木齐　830017）

摘要：目的　对倒提壶进行化学成分分析，建立倒提壶高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并

对 5 种成分进行定量分析，对不同来源的倒提壶进行质量评价。方法　采用超高效液相色谱四

极杆 - 飞行时间串联质谱法（UPLC-QTOF-MSE）结合 UNIFI 数据库对倒提壶的化学成分进行

鉴定；采用 Agilent ZORBAX SB C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；以乙腈（A）-0.2% 磷

酸溶液（B）为流动相，梯度洗脱；流速为 1 mL·min－ 1；柱温为 30℃；检测波长为 354 nm；

进样量为 10 μL。建立 15 批倒提壶的 HPLC 指纹图谱，进行相似度评价，采用 2 种化学模式

识别方法综合分析不同来源倒提壶的差异，并对 5 种成分进行定量分析。结果　在正离子模式

下共鉴定出 8 个化合物，负离子模式下鉴定出 16 个化合物；建立了倒提壶 HPLC 指纹图谱共

有模式，确定了 14 个共有峰，指认了 5 种成分，相似度均大于 0.900，5 种成分定量分析方法

符合方法学要求。结论　基于 UPLC-QTOF-MSE 分析结果所建立的 HPLC 指纹图谱和多指标

成分定量分析方法准确可靠，可为倒提壶的质量控制提供参考。

关键词：倒提壶；化学成分；指纹图谱；定量分析；HPLC
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2033-07
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Fingerprints and multi-component content determination of Cynoglossum 
officinale L. based on UPLC-QTOF-MSE

Adila Ablimit1, TENG Liang2, MA Gui-zhi1, 3* (1. School of Pharmacy, Xinjiang Medical University, 
Urumqi  830011; 2. Department of Pharmacy, the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical 
University, Urumqi  830054; 3. Engineering Research Center of Xinjiang and Central Asian 
Medicinal Resources, Ministry of Education, Urumqi  830017)

Abstract: Objective  To identify the main chemical constituents of Cynoglossum officinale L., 
establish an HPLC fingerprint of Cynoglossum officinale L., quantitatively analyze 5 components, 
and evaluate the quality of Cynoglossum officinale L. from different sources. Methods  The chemical 
constituents in Cynoglossum officinale L. were qualitatively analyzed by ultra performance liquid 
chromatography quadrupole-time-of-flight tandem mass spectrometry (UPLC-QTOF-MSE) combined 
with UNIFI database. The separation was performed on an Agilent ZORBAX SB C18 column (250 
mm×4.6 mm, 5 μm), with a gradient elution of acetonitrile (A)-0.2% phosphoric acid solution 
(B) as the mobile phase. The flow rate was 1 mL·min－ 1, the column temperature was 30℃ , the 
detection wavelength was 354 nm, and the injection volume was 10 μL. The HPLC fingerprints 
of 15 batches of Cynoglossum officinale L. were evaluated for similarity, and 2 chemical pattern 
recognition methods were used to comprehensively analyze the differences between different sources 
of Cynoglossum officinale L. and quantify the 5 components. Results  Totally 8 compounds were 
identified in the positive ion mode and 16 compounds were identified in the negative ion mode. The 
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　　倒提壶（Cynoglossum officinale L.），又称红
花琉璃草，是紫草科（Boraginaceae）琉璃草属
（Cynoglossum）多年生草本植物，维吾尔名为都
拉高孜弯，主要分布于云南、贵州、重庆、新疆
等地 [1]，《维吾尔药志》中记载倒提壶具有清热解
毒、降压清脑等功效，用于头痛头晕、高血压、
记忆力差、痰喘咳嗽、神经衰弱 [2]；《新疆中草药
手册》中记载倒提壶主治肺痨咳嗽、失音，在新
疆农村、牧区常用于治疗鼻出血、吐血 [3]。
　　目前，关于该药材化学成分的研究甚少，
质量控制方面的研究主要集中于显微及薄层鉴
别 [4-5]、水分及灰分的检查 [4]、总黄酮的含量测
定 [6] 等方面。现有的研究不足以对该药材进行
全面的质量控制，采用指纹图谱结合多指标定量
分析评价不同批次倒提壶药材质量的研究未见报
道。中药指纹图谱能客观反映中药整体的化学成
分及其相对比例。指纹图谱结合化学计量学既能
表征中药的化学成分群整体特征，又能通过化学

识别模式对指纹图谱中的信息进行深入分析，通
过提取信息间的差异性，有效评价中药质量 [7-8]。
指纹图谱技术可实现中药的定性分析和特定目标
成分定量分析的有机结合，达到对中药质量进行
全面控制的目标。
　　本文采用 UPLC-QTOF-MSE 对倒提壶的化学
成分进行研究，采用 HPLC 法建立倒提壶药材的
指纹图谱，对 5 种有效成分进行定量分析，并进
行相似度评价及化学计量学分析，表征倒提壶化
学成分的整体性及质量差异性，可为完善倒提壶
药材的质量评价体系提供实验依据。
1　材料
1.1　材料
　　本研究共收集了 15 批倒提壶药材，经伊犁
食品药品检验所敬松主任鉴定为紫草科（Borag-
inaceae）琉璃草属（Cynoglossum）多年生草本植
物倒提壶（Cynoglossum officinale L.）的全草。样
品采集信息见表 1。

HPLC fingerprinting common mode of Cynoglossum officinale L. was established, and 14 common 
peaks were identified to designate the 5 components, with similarities greater than 0.900. The 
quantitative analysis of the 5 components met the methodological requirements. Conclusion  The 
HPLC fingerprints and quantitative analysis methods of the multi-indicator components are accurate 
and reliable, which can provide a reference for the quality control of Cynoglossum officinale L.. 
Key words: Cynoglossum officinale L.; chemical composition; fingerprint; quantitative analysis; HPLC

表 1　药材采集信息 
Tab 1　Collection information of medicinal materials

编号 采集地点 经度 /° 纬度 /° 采集时间

S1 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1427 43.2783 2023-08-26
S2 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1424 43.2846 2023-08-27
S3 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1330 43.2810 2023-08-28
S4 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1192 43.2822 2023-08-29
S5 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1077 43.2883 2023-08-30
S6 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1188 43.2903 2023-08-31
S7 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1213 43.2736 2023-09-01
S8 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县后山野狼谷 81.1074 43.2806 2023-09-02
S9 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 74 团 2 连 80.4538 42.8347 2023-09-05
S10 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 74 团 2 连 80.4431 42.8243 2023-09-06
S11 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 74 团 2 连 80.4306 42.8215 2023-09-07
S12 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 74 团 2 连 80.4154 42.8088 2023-09-08
S13 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 76 团水库 80.8047 43.0703 2023-09-10
S14 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 76 团水库 80.7597 43.0581 2023-09-11
S15 新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县 76 团水库 80.7844 43.0567 2023-09-12

1.2　试药
　　绿原酸对照品（批号：A22GB158496）、异
槲皮苷对照品（批号：HJ0604XA13）、咖啡酸对
照品（批号：M28HB183194）、迷迭香酸对照品
（批号：Y06A9K67402）（纯度≥ 98%，上海源叶
生物科技有限公司）；芦丁对照品（成都曼思特

生物科技有限公司，批号：MUST-16031813，纯
度≥ 98%）；甲醇（批号：WXBD8017V）、乙腈
（批号：WXBC4379V，色谱纯）（美国 Sigma-Al-
drich 公司）；磷酸（上海联合化工厂，分析纯）。
1.3　仪器
　　Acquity 超高效液相色谱仪、Waters Xevo-
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G2-XS-QTOF 质 谱 仪（美 国 Waters 公 司）；LC-
20AD 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；Exceed-
Cd-16A 艾柯超纯水仪（成都唐氏康宁科技发展有
限公司）；AB135-S 分析天平（精度：0.1 mg，瑞
士梅特勒公司）；KQ-5200DE 超声波清洗器（昆
山市超声仪器公司）。
2　方法与结果
2.1　倒提壶化学成分研究
2.1.1　溶液的制备
　　① 供试品溶液：精密称定倒提壶药材粉末 0.5 
g，置 50 mL 锥形瓶中，精密加入 70% 甲醇溶液
10 mL，称定重量，50℃超声提取 30 min，室温
放冷，补足减失的重量，精密量取 0.5 mL 置 25 
mL 量瓶中，加 70% 甲醇定容，即得。
　　② 对照品溶液：分别取绿原酸、咖啡酸、芦
丁、异槲皮苷、迷迭香酸对照品适量，精密称定，
加甲醇制成每 1 mL 含 10.00 μg 各对照品的对照
品溶液。
2.1.2　色谱条件　采用 ACQUITY UPLC BEH C18 色
谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；以乙腈（A）-0.1%
甲酸溶液（B）为流动相进行梯度洗脱（0～ 1.39 min，
13% ～ 14%A；1.39 ～ 3.61 min，14% ～ 15%A；
3.61 ～ 8.61 min，15%A；8.61 ～ 10.84 min，
15% ～ 17%A；10.84 ～ 13.62 min，17% ～ 19%A；
13.62 ～ 16.40 min，19%A；16.40 ～ 20.29 min，
19% ～ 25%A；20.29 ～ 22.23 min，25% ～ 45%A；
22.23 ～ 25.01 min，45% ～ 13%A）； 流 速 为 0.3 
mL·min－ 1；柱温为 40℃；进样量为 2 μL。
2.1.3　质谱条件　采用 ESI 电喷雾离子源；MSE

正、负离子扫描模式；质量扫描范围为 m/z：
50 ～ 1200；毛细管电压为 2.5 kV；锥孔电压为
40 V；锥孔气流速为 50 L·h－ 1；脱溶剂氮气流
量为 900 L·h－ 1；离子源温度为 120℃；脱溶剂
气温度为450℃；低能通道中碰撞能量设置为6 V；
高能通道中碰撞能量设置为 20 ～ 40 V；数据采
集及分析使用 Masslynx V4.2 质谱分析工作站及
Waters UNIFI V1.8 软件。
2.1.4　UPLC-QTOF-MSE 倒提壶化学成分分析　
取“2.1.1”项下供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱
条件和“2.1.3”项下质谱条件进样分析。将数据
导入 UNIFI 软件，通过获得各分子离子峰的精确
相对分子量和二级质谱碎片离子峰，结合对照品
保留时间及相关文献，对倒提壶化学成分进行分
析。在负离子模式（见图 1A）下共鉴定出 16 种
化合物，包括 5 个黄酮类成分、11 个有机酸类成
分；在正离子模式（见图 1B）下共鉴定出 8 个化
合物，包括 3 个黄酮类成分和 5 个生物碱成分。

化合物鉴定数据见表 2。

图 1　倒提壶 70% 甲醇提取物在负离子（A）和正离子（B）模式下

的总离子流图

Fig 1　Total ion flow diagram of 70% methanol extract of Cynoglossum 
officinale L. in negative（A）and positive（B）ion mode 

2.2　倒提壶指纹图谱的建立

2.2.1　溶液的制备
　　① 供试品溶液：精密称定倒提壶药材粉末 0.5 
g，置 50 mL 锥形瓶中，加入 10 mL 70% 甲醇溶
液，精密称定，50℃超声提取 30 min，放冷，补
足减失的重量，以 0.22 μm 微孔滤膜过滤，取续
滤液，即得。
　　② 对照品溶液：分别取绿原酸、咖啡酸、芦
丁、异槲皮苷、迷迭香酸对照品适量，精密称定，
置量瓶中，加甲醇使溶解，定容，制成含绿原
酸、咖啡酸、芦丁、异槲皮苷、迷迭香酸分别为
72.00、19.00、194.00、21.40、589.00 μg·mL－ 1

的混合对照品储备液。
2.2.2　色谱条件　Agilent ZORBAX SB C18 柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；以乙腈（A）-0.2% 磷酸溶
液（B）为流动相，梯度洗脱（0 ～ 5 min，13% ～ 

14%A；5 ～ 13 min，14% ～ 15%A；13 ～ 31 min，
15%A；31 ～ 39 min，15% ～ 17%A；39 ～ 49 
min，17% ～ 19%A；49 ～ 59 min，19%A；
59 ～ 73 min，19% ～ 25%A；73 ～ 80 min，
25% ～ 45%A；80 ～ 90 min，45% ～ 13%A）；流
速为 1 mL·min－ 1；柱温为 30℃；检测波长为
354 nm；进样量为 10 μL。
2.2.3　方法学验证　精密称取本品 0.5 g，按
“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.2”项
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下色谱条件进样测定，以 10 号峰（迷迭香酸）为
参照峰，分别对方法精密度、稳定性和重复性进
行考察。结果显示，精密度试验测得共有峰相
对保留时间 RSD 值均小于 0.070%，相对峰面积
RSD 值均小于 3.0%；重复性试验测得共有峰相对
保留时间 RSD 均小于 0.49%，相对峰面积 RSD 值
均小于 3.0%；稳定性试验测得共有峰相对保留时
间 RSD 值均小于 0.10%，相对峰面积 RSD 值均小
于 3.0%。所建方法精密度、重复性和稳定性良好，
均符合方法学要求。
2.2.4　HPLC 指纹图谱的建立与分析　分别取 15
批（S1 ～ S15）倒提壶药材粉末，按“2.2.1”项下
方法制备供试品溶液，按“2.2.2”项下色谱条件进
样测定并记录色谱图。将数据导入“中药色谱指纹
图谱相似度评价系统（2012 版）”，以 S1 号样品为
参照图谱，生成叠加图谱和对照指纹图谱（见图
2）。共标定 14 个共有峰，通过与混合对照品溶液
保留时间、PDA 紫外吸收光谱图比对，指认了其
中 5 个共有峰（见图 3），峰 1 为绿原酸、峰 3 为
咖啡酸、峰 5 为芦丁、峰 6 为异槲皮苷、峰 10 为

迷迭香酸。15 批倒提壶药材相似度均大于 0.900
（见表 3），说明 15 批药材的质量差异较小，药材
质量较稳定，具有较高的相似性。

图 2　15 批倒提壶药材叠加指纹图谱

Fig 2　HPLC fingerprints of 15 batches of Cynoglossum officinale L.

2.2.5　化学识别模式分析 
　　① 主成分分析（PCA）：采用 SPSS 27 软件
对 14 个共有峰峰面积进行标准化处理 [9]，以特
征值大于 1 得到了 4 类主成分，结果见表 4。4
类主成分方差百分比分别为 39.794%、13.563%、

表 2　倒提壶化学成分质谱信息 
Tab 2　Mass spectrometry information of Cynoglossum officinale L.

No. 化合物 tR/min 分子式 实测值（m/z）离子模式 主要的碎片离子

1 苹果酸   1.04 C4H6O5 133.0138 [M-H] － 115.0024
2 柠檬酸   1.10 C6H8O7 191.0190 [M-H] － 191.0190，146.9668
3 绿原酸 *   1.57 C16H18O9 353.0931 [M-H] － 191.0613，179.0376，135.0474
4 石松胺 -N- 氧化物   1.75 C15H25NO6 316.175 [M+H] ＋ 172.0963，138.0902
5 咖啡酸 *   2.18 C9H8O4 179.0403 [M-H] － 135.0474
6 仰卧天芥菜碱   2.20 C15H25NO4 284.1854 [M+H] ＋ 140.1065
7 3-O-trans-coumaroylquinic acid   2.48 C16H18O8 337.0919 [M-H] － 191.0554
8 4- 阿魏酰奎宁酸   3.05 C17H20O9 367.1021 [M-H] － 191.0551
9 芦丁 *   4.17 C27H30O16 609.1594 [M-H] － 301.0401，300.0355，271.0312，255.0388，

243.0347，151.0059
10 异槲皮苷 *   4.73 C21H20O12 463.1006 [M-H] － 301.0401，300.0355，271.0312，255.0356，

243.0379，151.0059
11 槲皮素 3-（2''- 乙酰半乳糖苷）   5.97 C23H22O13 505.0982 [M-H] － 301.0334，300.0271，271.0236
12 紫草酸   6.54 C27H22O12 537.1027 [M-H] － 339.0494
13 槲皮素 -3-O-（6''-O- 乙酰基）-β-D- 吡喃葡萄糖苷   6.83 C23H22O13 505.0978 [M-H] － 363.0744，301.0329，300.0269
14 槲皮素 -3-O- 芸香糖苷   7.19 C27H30O16 611.1631 [M+H] ＋ 303.0494
15 金丝桃苷   8.10 C21H20O12 465.1045 [M+H] ＋ 303.0509
16 蓝蓟定 -N- 氧化物   8.50 C20H31NO8 414.2120 [M+H] ＋ 254.1375
17 木犀草素 7-O-β-D-（6'- 乙酰基）- 吡喃葡萄糖苷 10.16 C23H22O12 489.1028 [M-H] － 429.0820，284.0321
18 迷迭香酸 * 10.52 C18H16O8 359.0863 [M-H] － 197.0486，179.0376，161.0284，135.0474
19 槲皮素 10.72 C15H10O7 303.0504 [M+H] ＋ 153.0178
20 丹酚酸 A 12.41 C26H22O10 493.1128 [M-H] － 295.0692
21 天芥菜品 14.59 C20H31NO7 398.2164 [M+H] ＋ 220.1319，120.0802
22 丹酚酸 B 15.01 C36H30O16 717.1453 [M-H] － 519.0921
23 欧天芥菜碱 -N- 氧化物 18.79 C16H27NO7 346.2623 [M+H] ＋ 172.8714
24 紫草酸单甲酯 19.40 C28H24O12 551.1184 [M-H] － 393.0580，321.0398，293.0453

注：* 为通过与对照品比对确证的成分。

Note：* the components confirmed by comparison with the standard solution.
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13.414%、13.303%，累计方差贡献率为 80.074%，
说明这 4 类主成分包含了倒提壶药材中 14 个共
有成分 80.074% 的信息，能较好地反映样品的主
要特征，具有较好的代表性；采用 SIMCA14.1 软
件绘制 15 批倒提壶药材的得分散点图（见图 4）。

表 4　倒提壶主成分分析特征值与累积方差贡献率 
Tab 4　PCA characteristic value and cumulative variance 

contribution of Cynoglossum officinale L.

主成分 特征值 方差贡献率 累计方差贡献率 /%

1 5.723 39.794 39.794

2 2.381 13.563 53.357

3 1.768 13.414 66.771

4 1.338 13.303 80.074

　　② 正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）：
根据 PCA 结果，采用 SIMCA14.1 软件，对 15 批
倒提壶药材进行 OPLS-DA 分析。结果显示，得到
的模型 R2Y ＝ 0.986（反映模型的稳定性），Q2 ＝

0.805（反映模型的预测能力），均大于 0.5（越接近
1 越好），表明所建立的模型稳定性及预测能力较
强，模型预测能力参数 Q2 截距为负值，说明所建
模型没有出现过拟合现象，能够有效判别分析不同
批次倒提壶药材 [9-11]。由图 5 可知，OPLS-DA 模型
中所有数据点均在 95% 置信区间内，表明 15 批倒
提壶药材聚类良好，区分明显。以 VIP 值＞ 1.0 作
为标准筛选出 6 个对不同批次药材质量影响较大的
成分，见图 6，从大到小依次为色谱峰 2、1、4、7、
8、3，其中 1 号峰为绿原酸，3 号峰为咖啡酸。

图 5　倒提壶 OPLS-DA 得分散点图

Fig 5　OPLS-DA score plots of Cynoglossum officinale L.

2.3　多指标定量分析

2.3.1　线性关系考察　精密量取“2.2.1”项下混
合对照品溶液，依次倍量稀释，制成系列质量浓
度的混合对照品溶液，按“2.2.2”项下色谱条件
进样分析，记录色谱图。以峰面积为纵坐标（Y），
质量浓度为横坐标（X）绘制标准曲线，结果见
表 5。r 均大于 0.9990，说明 5 种成分在相应浓度
范围内与峰面积有良好的线性关系。
2.3.2　精密度试验　精密称取本品 0.5 g，按
“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.2”项
下色谱条件连续进样 6 次，测得绿原酸、咖啡酸、
芦丁、异槲皮苷、迷迭香酸峰面积的 RSD 值分别
为 0.63%、2.0%、0.50%、2.4%、0.32%，均小于
3.0%，表明仪器精密度良好。

图 3　混合对照品溶液（A）和供试品溶液（B）HPLC 图谱

Fig 3　HPLC chromatogram of mixed substances solution（A）and test 
solution（B）

1. 绿 原 酸（chlorogenic acid）；3. 咖 啡 酸（caffeic acid）；5. 芦 丁

（rutin）；6. 异槲皮苷（isoquercetin）；10. 迷迭香酸（roseminic acid）

表 3　15 批倒提壶药材指纹图谱相似度评价结果 
Tab 3　Fingerprint similarity of 15 batches of Cynoglossum 

officinale L.

编号 相似度 编号 相似度

S1 0.978 S9 0.995

S2 0.998 S10 0.931

S3 0.923 S11 0.915

S4 0.992 S12 0.993

S5 0.957 S13 0.995

S6 0.979 S14 0.982

S7 0.961 S15 0.955

S8 0.962 R 1.000

图 4　倒提壶 PCA 得分散点图

Fig 4　PCA score plots of Cynoglossum officinale L.



2038

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

2.3.3　稳定性试验　精密称取本品 0.5 g，按
“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.2”项
下色谱条件分别于 0、4、8、12、16、24 h 进样
测定，测得绿原酸、咖啡酸、芦丁、异槲皮苷、

迷迭香酸峰面积的 RSD 值分别为 2.1%、2.5%、
1.2%、2.9%、0.31%，均小于 3.0%，表明供试品
溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.3.4　重复性试验　精密称取本品 0.5 g，按
“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.2”项
下色谱条件进样测定，测得绿原酸、咖啡酸、芦
丁、异槲皮苷、迷迭香酸峰含量的 RSD 值分别为
2.5%、3.0%、2.0%、1.8%、2.1%，均小于 3.0%，
表明该方法重复性良好。
2.3.5　加样回收试验　精密称定 6 份已知含量的
倒提壶药材粉末，各约 0.25 g，分别加入绿原酸、
咖啡酸、芦丁、异槲皮苷、迷迭香酸对照品适量，
按“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.2”
项下色谱条件进样测定，测得绿原酸、咖啡酸、
芦丁、异槲皮苷、迷迭香酸的平均回收率分别为
104.0%、102.2%、92.1%、97.7%、95.4%，RSD
值分别为 1.7%、1.7%、2.1%、3.2%、2.2%，表
明该方法准确度良好。
2.3.6　样品含量测定　取 15 批倒提壶药材粉末，
按“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.2”
项下色谱条件进样测定，计算绿原酸、咖啡酸、
芦丁、异槲皮苷、迷迭香酸的含量，结果见表 6。

图 6　倒提壶 OPLS-DA 的 VIP 值图

Fig 6　VIP plot of OPLS-DA of Cynoglossum officinale L.

表 5　5 种成分含量测定的线性关系 (n ＝ 5) 
Tab 5　Linear relationship of the 5 components (n ＝ 5)

化合物 回归方程 r
浓度范围 /

（µg·mL － 1）

绿原酸 Y ＝ 1.159×104X － 3.979×103 1.000   2.25 ～ 72.00

咖啡酸 Y ＝ 1.516×104X ＋ 5.512×102 1.000 0.622 ～ 19.90

芦丁 Y ＝ 1.824×104X ＋ 2.495×103 1.000   6.06 ～ 194.00

异槲皮苷 Y ＝ 2.371×104X － 3.023×103 1.000   0.67 ～ 21.40

迷迭香酸 Y ＝ 1.293×104X － 1.827×104 1.000 18.41 ～ 589.00

表 6　15 批倒提壶药材中 5 种成分的含量 (mg·g － 1，n ＝ 3) 
Tab 6　Content of 5 ingredients in 15 batches of Cynoglossum officinale L. (mg·g － 1，n ＝ 3)

批次 绿原酸 咖啡酸 芦丁 异槲皮苷 迷迭香酸

S1 1.390±0.024 0.093±0.002 0.402±0.007 0.199±0.023 6.781±0.117
S2 1.232±0.018 0.101±0.003 0.464±0.002 0.285±0.005 3.989±0.059
S3 2.984±0.099 0.067±0.006 1.172±0.040 0.556±0.027 2.775±0.054
S4 1.591±0.007 0.094±0.000 0.683±0.001 0.215±0.002 4.038±0.011
S5 1.896±0.007 0.151±0.012 1.976±0.011 0.168±0.002 4.778±0.014
S6 2.036±0.008 0.070±0.001 0.707±0.002 0.269±0.001 3.080±0.013
S7 2.528±0.022 0.080±0.001 0.781±0.001 0.407±0.011 4.242±0.008
S8 2.130±0.016 0.094±0.001 0.840±0.006 0.345±0.016 4.637±0.013
S9 1.462±0.014 0.073±0.003 0.423±0.004 0.182±0.006 3.663±0.036
S10 3.076±0.015 0.114±0.002 1.637±0.010 0.423±0.021 6.863±0.036
S11 0.167±0.003 0.087±0.009 0.062±0.002 0.028±0.002 3.575±0.049
S12 1.304±0.005 0.049±0.000 0.451±0.001 0.131±0.008 4.867±0.023
S13 1.528±0.005 0.051±0.000 0.772±0.005 0.167±0.010 4.980±0.018
S14 0.863±0.005 0.058±0.001 0.306±0.002 0.099±0.005 5.588±0.027
S15 1.224±0.001 0.089±0.001 0.363±0.000 0.110±0.006 7.127±0.007

3　讨论
3.1　指纹图谱色谱条件的优化

　　本研究在前期研究 [12] 基础上优化了 HPLC
梯度洗脱程序，采用二极管阵列检测器在波长
200 ～ 400 nm 对供试品溶液进行全波长扫描，对
不同柱温（25、30、35℃），不同扫尾剂（0.1% 甲
酸、0.2% 甲酸、0.2% 磷酸）进行了筛选。结果表
明，当流动相为乙腈 -0.2% 磷酸，柱温为 30℃，

检测波长为 354 nm 时色谱图基线平整，色谱图
峰信息丰富，且色谱峰峰形对称，分离度较好。
因此最后确定指纹图谱流动相为乙腈 -0.2% 磷酸，
柱温为 30℃，检测波长为 354 nm 进行梯度洗脱。
3.2　指纹图谱、化学计量学分析及含量测定
　　本研究以 15 批倒提壶药材为研究对象，建
立了倒提壶药材高效液相指纹图谱，标定了 14
个共有峰，并指认了其中 5 个成分（绿原酸、咖
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啡酸、芦丁、异槲皮苷、迷迭香酸）。相似度评
价结果显示 15 批药材相似度均在 0.900 以上，说
明不同批次样品间相似度较高，整体质量较为稳
定，但 15 批药材中各成分含量有一定的差异。
PCA 确定了对倒提壶药材质量贡献率大的 4 个主
成分，累计贡献率为 80.074%，信息主要来源于
12 个共有峰，其中包括绿原酸、咖啡酸、芦丁、
异槲皮苷、迷迭香酸；OPLS-DA 分析根据 VIP
值筛选出了 6 个差异性标志物质（包括绿原酸和
咖啡酸）。PCA 及 OPLS-DA 分析结果包含了指认
的 5 种成分，其中芦丁和异槲皮苷为黄酮类成分，
具有抗炎 [13-14]、抗氧化 [15-16] 等作用；绿原酸、咖
啡酸、迷迭香酸为酚酸类化合物，具有抗菌 [17-19]、
抗肿瘤 [20-22] 等活性，因此将以上 5 种成分作为评
价倒提壶质量的关键药效物质，建立了同时测定
倒提壶中绿原酸、咖啡酸、芦丁、异槲皮苷、迷
迭香酸含量的 HPLC 方法，以期通过测定药材
中的多种活性成分或标志性成分的含量，更加全
面，准确地评价倒提壶的质量。
3.3　小结
　　综上所述，本研究建立了倒提壶药材 HPLC
指纹图谱及同时测定倒提壶药材中 5 种成分含量
的 HPLC 分析方法，通过化学计量学筛选出影响
倒提壶质量的关键因素，并进行了方法学验证，
结果表明本方法稳定、可靠，可为倒提壶药材的
质量控制和质量标准完善奠定基础。
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二陈汤化裁方破壁饮片水溶液的化学成分及入血成分分析
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摘要：目的　分析二陈汤化裁方破壁饮片水溶液的化学成分及入血成分。方法　采用超高效液

相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱（UHPLC-Q-Exactive-MS）法对比复方样品、空白

血清、含药血清色谱图，分析二陈汤化裁方破壁饮片水溶液在大鼠血清中的原形及代谢产物。

结果　从复方样品中共鉴定出 151 个化学成分，通过对照品比对，最终确定了 11 个成分（柠

檬酸、绿原酸、橙皮苷、茯苓酸 B、熊果酸、天麻素、巴利森苷 A、牡荆素、金丝桃苷、人参

皂苷 Rg1、人参皂苷 Rd）。共鉴定出 33 个入血成分，其中 28 个为原形成分，5 个为代谢产物。

结论　本实验通过 UHPLC-Q-Exactive-MS 分析二陈汤化裁方破壁饮片的入血成分，为进一步

阐明二陈汤化裁方破壁饮片的药效物质基础提供了参考。

关键词：二陈汤；破壁饮片；方剂化裁；入血成分；UHPLC-Q-Exactive-MS
中图分类号：R286　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2040-08
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Chemical composition and blood compontents of the water solution of 
ultrafine granular powder of Erchen decoction modified formula

ZHANG Yi1, CHEN Wei-xuan2, LIU Miao-ling2, GAN Jun-long2, GE Peng-ling1* (1. Heilongjiang 
University of Traditional Chinese Medicine, Harbin  150000; 2. Zhongzhi Pharmaceutical Group Co., 
Ltd., Zhongshan  Guangdong  528400)

Abstract: Objective  To determine the chemical compositions and blood compontents in the 
water solution of ultrafine granular powder of Erchen decoction modified formula. Methods  Ultra 
performance liquid chromatography quadrupole electrostatic field Orbitrap high resolution mass 
spectrometry (UHPLC-Q-Exactive-MS) was used to compare the chromatograms of compound 
samples, blank serum and drug containing serum, and analyze the prototype and metabolites of the 
water solution of ultrafine granular powder of Erchen decoction modified formula in the rat serum. 
Results  Totally 151 chemical components were identified from the water solution of ultrafine 
granular powder of Erchen decoction modified formula. After comparison with standard substance, 
11 components (citric acid, chlorogenic acid, hesperidin, poric acid B, ursolic acid, gastrodin, parishin 
A, vitexin, hyperoside, hinsenoside Rg1, and ginsenoside Rd) were ultimately determined. Totally 33 
blood components were identified, 28 of which were prototypes and 5 were metabolites. Conclusion  
The blood components in the water solution of ultrafine granular powder of Erchen decoction 
modified formula are determined by UHPLC-Q-Exactive-MS, providing a reference for further 
elucidating the pharmacological substance basis and mechanism of its action. 
Key words: Erchen decoction; ultrafine granular powder of Chinese materia medica; modified 
formula; blood compontent; UHPLC-Q-Exactive-MS
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　　二陈汤始见于宋代《太平惠民和剂局方·卷
四》，是治疗痰症的基础方 [1]，在代谢疾病中也
表现出良好的防治和干预效果 [2]。本课题组对传
统二陈汤进行了药味加减化裁，去具有毒性的半
夏及令人中满的甘草，加入消食化积的山楂、养
阴生津的西洋参及平肝潜阳的天麻，在整体治疗
痰证的基础上更针对代谢类疾病的相关并发症
状 [3-7]。此外，传统中药饮片煎煮步骤烦琐，且难
以服用，特别是慢性病患者难以坚持服药，从而
降低了治疗效果 [8]。破壁饮片作为一种新型中药
饮片，具有使用方便、配伍灵活等优点 [9]。本课
题组前期进行的药效学实验中观察到了二陈汤化
裁方破壁饮片对代谢疾病良好的治疗效果。
　　药物通过吸收入血进行体内分布 [10]，故鉴定
二陈汤化裁方破壁饮片入血成分对阐明其药效物
质基础及作用机制研究至关重要。本实验采用超
高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱
（UHPLC-Q-Exactive-MS）法对二陈汤化裁方破壁
饮片水溶液给药后的入血成分进行分析，以期为该
破壁制剂药效物质基础研究提供理论依据。
1　材料
1.1　实验动物
　　SPF 级雄性 Wistar 大鼠 [ 辽宁长生生物技术
有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK（辽）
2020-0001，动物合格证号 SYXK（辽）2020-0007]。
本动物实验径黑龙江中医药大学实验动物伦理委员
会审批，动物伦理批件号：20220610001。
1.2　仪器
　　UPLC I-Class 超高效速液相色谱（Waters）；
Q Exactive 四极杆轨道离子阱质谱（ThermoFisher 
Scientific）；ACQUITY UPLC HSS T3（1.8 μm，2.1 
mm×100 mm）反相色谱柱（Waters）；Mikro 220R
台式高速冷冻离心机（Hettich Lab Technology）。
1.3　试药
　　陈皮破壁饮片（批号：CX202302141）、茯苓破
壁饮片（批号：2210130A）、山楂破壁饮片（批号：
2305020A）、天麻破壁饮片（批号：20230523T）、
西洋参破壁饮片（批号：20230523X），均由中山
市中智药业集团有限公司提供，药材经中智药业集
团甘均龙研究员及黑龙江中医药大学刘伟明研究员
鉴定为合格饮片；水为屈臣氏蒸馏水，甲醇、甲酸
（质谱级，Fisher Scientific）。
2　方法
2.1　溶液制备
2.1.1　药液制备　称取陈皮破壁饮片 10 g、茯苓破
壁饮片 15 g、山楂破壁饮片 15 g、天麻破壁饮片
10 g、西洋参破壁饮片15 g，加适量的水加热溶解，

搅拌均匀，配制成质量浓度为 0.53 g·mL－ 1 的破
壁饮片溶液备用。
2.1.2　供试品溶液制备　精密称取“2.1.1”项下
的破壁饮片母液 100 μL，置于 1.5 mL 离心管中，
加入 300 μL 甲醇，沉淀。将离心管置于低温离心
机中，4℃、12 000 r·min－ 1 下离心 10 min。取
上清液 100 μL 置于 1.5 mL 离心管中，加入 900 
μL 甲醇，混匀。将离心管置于低温离心机中，
4℃、12 000 r·min－ 1 下离心 10 min。取上清液
100 μL，置于进样瓶中，待测。
2.2　血清采集
　　大鼠适应性喂养一周后进行实验，经 12 h 禁
食不禁水，于给药前眼眶取血作为空白血液样
本，随后按千克体重换算人与大鼠给药剂量，以
60 kg 成年人为标准，根据公式：大鼠给药剂量
（mg·kg－ 1）＝折算系数（6.30）×成人用药剂量
（mg·kg－ 1）[11]。经换算后，大鼠灌胃给予二陈
汤化裁方破壁饮片水溶液（1 mL·100 g－ 1），给
药 1、2、4 h 后眼眶取血混合作为含药血样本。
2.3　样品处理
　　取空白血液、含药血样本各 100 μL，分别置
于 1.5 mL 离心管中，加入 300 μL 甲醇，沉淀。将
离心管置于低温离心机中，4℃、12 000 r·min－ 1

下离心 10 min。取血清 100 μL，置于进样瓶中，
待测。
2.4　UHPLC-Q-Exactive-MS/MS 分析条件
2.4.1　色谱条件　采用 UPLC I-Class 超高效液相
色谱系统进行分离，条件如下：Waters UPLC HSS 
T3 色谱柱（1.8 μm，2.1 mm×100 mm），以甲醇
（A）-0.1% 甲酸水溶液（B）为流动相进行梯度洗
脱（0 ～ 1 min，2%A；1 ～ 41 min，2% ～ 100%A；
41 ～ 50 min，100%A；50.1 ～ 52 min，2%A），流
速 0.3 mL·min－ 1，进样量 10.0 µL，柱温 40℃。
2.4.2　质谱条件　采用配备热电喷雾离子源的四
极杆轨道离子阱质谱仪（Q Exactive）进行质谱
分析。正、负离子的离子源电压分别为 3.7 kV 和
3.5 kV；毛细管加热温度为 320℃；鞘气压力为
30 psi，辅助气压力为 10 psi；溶剂加热蒸发温度
为 300℃；鞘气和辅助气均为氮气；碰撞气为氮
气，压力为 1.5 mTorr。一级全扫描参数为：分辨
率 70 000，自动增益控制目标 1×106，最大隔离
时间 50 ms，质荷比扫描范围 100 ～ 1500。采用
外标法校准质谱质量轴，质量误差为 5×10 － 6。
化合物鉴定采用 dd-MS2 扫描模式（数据依赖扫描
模式），参数如下：分辨率 17 500，自动增益控
制目标 1×105，最大隔离时间 50 ms，碰撞能 30 
V，强度限定 1×105。采用 Xcalibur 2.2 SP1.48 软
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件控制液质系统，并进行数据采集。
2.5　数据处理
　　通过查阅国内外相关文献，整理复方中各饮
片所含的化学成分信息，包括分子式、相对分子
质量、名称等，构建复方化学成分的数据库。采
用 Xcalibur 2.2 SP1.48 软件控制液质系统，并进
行数据采集。

3　结果

3.1　二陈汤化裁方破壁饮片 UHPLC-Q-Exactive-
MS 的总离子流图

　　在正、负离子模式下二陈汤化裁方水溶液、
空白血清和给药血清的 UHPLC-Q-Exactive-MS 结
果见图 1 和表 1。

图 1　正离子（A、C、E）及负离子（B、D、F）模式下二陈汤化裁方的总离子流图

Fig 1　Total ion flow chart of Erchen decoction under positive ion（A，C，E） and negative ion（B，D，F）modes
A、B. 二陈汤化裁方（Erchen decoction）；C、D. 空白血清（blank serum）；E、F. 含药血清（medicated serum）

表 1　二陈汤化裁方破壁饮片水溶液中化学成分分析与鉴定 
Tab 1　Analysis and identification of chemical components of the water solution of ultrafine granular powder of Erchen decoction modified formula

No.
保留时

间 /min
离子模式 实测值

质量误差 /
×10 － 6 主要碎片离子（m/z） 分子式 化合物名称 归属

  1 0.80 [M － H] ＋ 104.1075 － 0.17 101.2188 C5H14NO ＋ 胆碱 茯苓
  2 0.83 [M － H] ＋ 219.0261 － 2.10 97.0289，88.0402 C6H12O6 甘露糖 天麻
  3 0.85 [M － H] ＋ 343.1229 － 1.68 97.029，69.0347 C12H22O11 松二糖 茯苓
  4 0.85 [M － H] － 237.0607 － 4.57 87.0061，85.0268 C7H12O6 奎宁酸 茯苓
  5 0.89 [M － H] － 341.1086 － 0.90 59.0112 C12H22O11 蔗糖 西洋参
  6 0.92 [M － H] ＋ 193.0704 － 1.22 133.0283 C7H14O7 景天庚酮糖 陈皮
  7 1.24 [M － H] － 549.1677 0.99 89.022，85.0267 C18H32O16 潘糖 西洋参
  8 1.30 [M － H] ＋ 118.0864 2.04 102.0142，70.0663 C5H11NO2 L- 缬氨酸 陈皮
  9 1.56 [M － H] ＋ 150.0910 － 1.46 150.0912 C9H13NO2 对羟福林 陈皮
10 1.76 [M － H] － 479.0845 3.39 111.0062 C20H18O11 多糖苷 茯苓
11 1.80 [M － H] ＋ 156.0652 － 2.20 68.9983，111.0081 C7H6O3 二羟基苯甲醛 天麻
12* 1.95 [M － H] － 191.0181 － 8.40 174.0422，128.9685 C6H8O7 柠檬酸 山楂
13 2.02 [M － H] ＋ 169.0491 － 2.02 152.0704，134.0661 C8H8O4 香草酸 茯苓
14 2.54 [M － H] ＋ 132.1017 － 1.47 86.0973 C6H13NO2 L- 亮氨酸 陈皮
15 2.65 [M － H] ＋ 182.0809 － 1.63 136.0755，91.055 C9H8O3 顺式对羧酸 陈皮
16 2.73 [M － H] － 243.0617 － 1.88 128.0326，103.9176 C9H12N2O6 L- 尿苷 茯苓
17 3.81 [M － H] ＋ 268.1033 － 2.42 136.0616 C10H13N5O4 腺嘌呤核苷 茯苓
18 4.51 [M － H] － 321.0746 0.60 79.9548，71.0112 C17H16O5 线型二倍半萜 天麻
19 4.53 [M － H] ＋ 107.0496 4.00 93.0581 C7H8O2 4- 羟基苄醇 天麻
20* 4.53 [M － H] － 331.1035 0.25 278.9965，123.0422 C13H18O7 天麻素 天麻
21 4.94 [M － H] ＋ 127.0390 0.59 109.0288，81.0345 C6H6O3 5- 羟甲基糠醛 山楂
22 5.30 [M － H] － 331.0672 0.54 125.0221，151.0014 C13H16O10 没食子酰基葡萄糖 茯苓
23 6.08 [M － H] ＋ 137.0595 － 1.25 122.0364 C8H10O3 香草醇 天麻
24 6.80 [M － H] ＋ 146.1173 － 1.90 99.0447，86.0973 C7H12O2 2- 甲基丁 -2- 烯酸乙酯 山楂
25 9.32 [M － H] － 459.1144 0.04 111.0063 C19H24O13 巴利森苷 E 天麻
26 9.69 [M － H] ＋ 123.0442 1.30 95.0499 C7H6O2 对羟基苯甲醛 天麻
27* 10.06 [M － H] － 353.0878 － 0.03 194.5512，174.0216 C16H18O9 绿原酸 山楂
28 10.34 [M － H] － 301.1193 0.001 167.0596 C15H16N2O2 二甲氧基 - 苯甲酸 山楂
29 10.51 [M － H] ＋ 209.0804 － 1.69 117.0338，145.0283 C11H12O4 咖啡酸二甲醚 山楂
30 10.96 [M － H] ＋ 263.0519 － 2.77 182.0961，107.0496 C11H12O6 苹果酸 山楂
31 10.98 [M － H] － 239.0553 － 3.85 179.0336，146.0009 C10H10O4 阿魏酸 山楂
32 11.07 [M － H] ＋ 166.0858 － 2.74 131.0685，133.0842 C9H11NO2 苯甲酸二甲酯 陈皮
33 11.31 [M － H] ＋ 506.2017 － 0.54 191.0695，120.0813 C25H31NO10 异西米乙酰胺 陈皮
34 11.40 [M － H] － 431.0984 0.21 109.0269 C21H20O10 异卵黄蛋白 山楂
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No.
保留时

间 /min
离子模式 实测值

质量误差 /
×10 － 6 主要碎片离子（m/z） 分子式 化合物名称 归属

35 11.62 [M － H] ＋ 153.0543 － 1.82 111.0445，65.0398 C8H8O3 香兰素 天麻，陈皮
36 11.72 [M － H] － 449.1092 0.61 125.0202 C21H22O11 二辛基葡糖苷 山楂
37 11.76 [M － H] － 289.0718 0.24 242.0804，109.0274 C15H14O6 儿茶精 茯苓
38 12.43 [M － H] － 609.1468 1.22 300.0746，151.9089 C27H30O16 芦丁 山楂
39 12.68 [M － H] － 727.2100 1.31 442.7718，424.1879 C32H40O19 巴利森苷 B 天麻
40 12.95 [M － H] － 335.0775 1.04 135.043，179.0335 C15H14O6 表儿茶素 山楂
41 14.60 [M － H] － 501.1042 0.77 85.0268，119.0477 C23H20O10 Pinnatifinoside C 山楂
42 14.74 [M － H] － 387.1087 0.59 134.0351 C20H20O8 5- 羟基酸橙黄酮 山楂
43 14.83 [M － H] － 447.0935 0.62 327.0509，133.0272 C21H20O11 异荭草苷 山楂
44 15.04 [M － H] － 551.2137 0.60 59.0112 C27H36O12 滇白珠苷 B 天麻
45* 15.16 [M － H] － 995.3047 0.93 423.0936 C45H56O25 巴利森苷 A 天麻
46 15.27 [M － H] － 447.0935 0.56 327.0514 C21H20O11 荭草苷 山楂
47 15.36 [M － H] － 593.1518 1.02 297.0772 C27H30O15 葡糖苷 山楂
48* 15.80 [M － H] － 431.0984 0.08 311.0563，283.0605 C21H20O10 牡荆素 山楂
59 16.14 [M － H] － 493.1355 0.90 134.0353 C23H26O12 獐牙菜苷 天麻
50 16.23 [M － H] － 593.1518 1.18 297.0757 C27H30O15 新西兰牡荆苷 陈皮
51 16.62 [M － H] ＋ 581.1856 － 1.43 603.1663，331.0994 C27H32O14 柚皮苷 陈皮
52 16.88 [M － H] － 593.1514 0.40 285.0404 C27H30O15 牡荆素 -7- 葡萄糖苷 山楂
53* 17.10 [M － H] － 463.0884 0.55 300.0275 C21H20O12 金丝桃苷 山楂
54 17.14 [M － H] － 501.1041 0.71 267.0667 C23H20O10 山楂素Ⅰ 山楂
55 17.50 [M － H] ＋ 207.1012 － 1.50 181.0855，151.0752 C12H16O4 洋川芎内酯 H 茯苓
56* 17.64 [M － H] － 609.1821 － 0.66 301.0721，151.0017 C28H34O15 橙皮苷 陈皮
57 17.65 [M － H] ＋ 153.0179 － 1.53 101.1145 C7H6O5 没食子酸 茯苓
58 17.66 [M － H] － 677.1695 － 4.40 301.0718，323.0536 C30H32O15 没食子酰芍药苷 茯苓
59 17.66 [M － H] － 727.2083 － 1.09 423.0928，397.113 C32H40O19 巴利森苷 C 天麻
60 17.98 [M － H] － 437.1454 0.34 145.0272，119.0477 C20H24O8 天麻苷 天麻
61 18.13 [M － H] ＋ 521.1647 － 1.15 359.1122，329.0651 C25H30O13 胡黄连苷Ⅲ 西洋参
62 18.30 [M － H] － 577.1566 0.66 269.0456 C27H30O14 牡荆素鼠李糖苷 山楂
63 18.65 [M － H] ＋ 249.1480 － 1.92 105.0704，91.0551 C15H20O3 苍术内酯 茯苓
64 19.05 [M － H] － 623.1987 1.01 315.0876 C29H36O15 橙皮苷查尔酮 陈皮
65 19.42 [M － H] － 861.4867 1.73 71.0112 C42H72O15 五倍子花 C 西洋参
66* 19.44 [M － H] － 1007.5449 1.81 961.5373 C48H82O19 人参皂苷 Rd 西洋参
67 19.70 [M － H] － 437.1454 0.24 245.045，275.0927 C20H24O8 吡喃葡糖苷 天麻
68 19.86 [M － H] － 609.1829 0.81 301.0717 C28H34O15 橙皮苷查尔酮 陈皮
69 19.95 [M － H] － 863.5025 1.92 671.4399，509.3843 C42H74O15 西洋参皂苷 西洋参
70 21.21 [M － H] － 271.0612 0.35 178.1421，119.0478 C15H12O5 柚皮素 陈皮
71 21.74 [M － H] ＋ 383.1844 － 2.28 95.0136，161.0583 C23H26O5 乙基羌活醇 山楂
72 21.74 [M － H] － 515.1919 － 0.74 407.0551 C26H30O8 柠檬苦素 陈皮
73 22.10 [M － H] － 285.0404 － 0.05 243.9017，153.0272 C15H10O6 山柰酚 山楂
74 22.96 [M － H] ＋ 288.0859 4.95 258.0395 C12H16O8 吡喃葡糖苷间苯三酚 陈皮
75 23.19 [M － H] － 991.5500 1.80 945.544，770.0111 C48H82O18 人参皂苷 Re 西洋参
76 23.19 [M － H] ＋ 665.2062 1.55 329.0656，359.1114 C29H38O16 异丙托派 茯苓
77* 23.35 [M － H] － 845.4917 1.65 799.4897，633.4892 C42H72O14 人参皂苷 Rg1 西洋参
78 23.37 [M － H] ＋ 375.1066 － 2.12 345.0592 C19H18O8 金花介素 西洋参
79 23.47 [M － H] ＋ 214.1796 － 2.43 95.0862，81.0709 C12H20O2 香叶酸甲酯 茯苓
80 23.99 [M － H] ＋ 251.1247 － 2.63 192.0652，164.0704 C12H20O4 樟脑酸二甲酯 山楂
81 23.99 [M － H] ＋ 259.0595 － 2.08 219.0567，121.065 C14H10O5 山楂醌 A 山楂
82 23.99 [M － H] ＋ 329.1011 － 2.38 299.0543 C9H8O3 4- 乙酰苯甲酸 陈皮
83 24.03 [M － H] ＋ 515.2269 － 1.19 105.0705，95.0134 C28H34O9 诺米林 陈皮
84 24.11 [M － H] － 625.1783 1.59 116.926，127.0585 C27H32O14 柚皮芸香苷 陈皮
85 24.22 [M － H] ＋ 593.1521 3.31 91.0586，319.9338 C27H32O17 二辛基二葡萄糖苷 山楂
86 24.98 [M － H] ＋ 405.1536 － 1.86 427.1364，149.0233 C21H24O8 枸橼酸 陈皮
87 25.50 [M － H] － 861.4868 1.91 815.4808，71.0112 C42H72O15 五倍子花 D 西洋参
88 25.79 [M － H] － 343.0822 － 0.31 328.0596 C18H16O7 桑廷 山楂
89 26.00 [M － H] ＋ 373.1274 － 2.01 365.0622，243.7781 C20H20O7 橘皮素 陈皮
90 26.05 [M － H] ＋ 183.0802 － 1.19 105.034，95.0499 C13H12O2 二羟基二苯甲烷 天麻
91 26.11 [M － H] ＋ 455.2057 － 1.58 477.1872，119.0852 C26H30O7 黄柏酮 陈皮

续表 1
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No.
保留时

间 /min
离子模式 实测值

质量误差 /
×10 － 6 主要碎片离子（m/z） 分子式 化合物名称 归属

92 26.41 [M － H] － 845.4909 0.70 799.4846，59.0113 C42H72O14 人参皂苷 Rf 西洋参
93 26.66 [M － H] ＋ 457.3669 － 1.52 119.0858，105.0706 C30H48O3 羊毛甾醇糖苷 茯苓
94 26.86 [M － H] － 343.0821 － 0.39 328.0594，298.0124 C18H16O7 藿香黄酮醇 茯苓
95 27.24 [M － H] － 239.1282 － 3.26 195.1374，223.0286 C12H18O2 3- 丁基二氢邻苯二甲酸酯 茯苓
96 27.43 [M － H] ＋ 375.1066 － 2.18 397.0881，96.5905 C19H18O8 蓖麻素 西洋参
97 27.56 [M － H] － 863.5020 1.35 817.4983，655.4453 C42H74O15 西洋参皂苷 西洋参
98 27.60 [M － H] － 503.3380 0.42 328.4183 C30H48O6 阿江榄仁素 茯苓
99 27.94 [M － H] ＋ 403.1376 － 2.62 317.0718，243.1008 C21H22O8 川陈皮素 陈皮
100 28.13 [M － H] － 887.5014 0.59 102.9543，841.4933 C44H74O15 长春花苷 R1 西洋参
101 28.34 [M － H] － 503.3383 1.15 455.3168 C30H48O6 AlisolA 茯苓
102 28.57 [M － H] ＋ 433.1484 － 2.00 455.1295，425.0835 C22H24O9 Hepta-3 陈皮
103 28.59 [M － H] － 683.4381 0.86 683.4377 C36H62O9 人参皂苷 Rh1 西洋参
104 29.05 [M － H] ＋ 419.1328 － 2.00 441.1147，411.0671 C21H22O9 七甲氧基黄酮 陈皮
105 29.28 [M － H] ＋ 261.1843 － 2.09 77.0396，105.0341 C17H24O2 人参环氧炔醇 西洋参
106 29.47 [M － H] ＋ 587.1473 4.14 343.0799，431.9976 C17H11NO4 马兜铃内酰胺 陈皮
107 29.49 [M － H] ＋ 829.1986 1.49 461.007，676.7911 C21H18O9 羽状半糖苷 A 山楂
108 29.55 [M － H] ＋ 467.3139 － 3.41 408.3774，370.5519 C30H44O5 茯苓酸 B 茯苓
109 29.70 [M － H] ＋ 439.3562 － 1.79 95.0863，119.0858 C30H48O3 齐墩果酸 西洋参
110 29.71 [M － H] － 955.4917 1.02 793.4407 C48H76O19 竹节人参皂苷 西洋参
111 29.77 [M － H] ＋ 511.3397 0.82 88.0401 C30H48O5 泽泻醇 茯苓
112 30.13 [M － H] ＋ 439.3563 － 1.47 119.0858，95.0862 C30H48O3 丝氨酸二醇 西洋参
113 30.24 [M － H] ＋ 207.1739 － 1.85 192.1508 C14H22O 二丁基苯酚 陈皮
114 30.84 [M － H] ＋ 277.1792 － 2.23 55.0557，57.0713 C17H24O3 Pq-2 西洋参
115 31.02 [M － H] － 955.4891 － 1.73 911.4987，801.5013 C48H76O19 人参皂苷 Ro 西洋参
116 31.10 [M － H] ＋ 587.4298 － 1.29 81.0707，107.0859 C36H58O6 殷金醇棕榈酸酯 茯苓，天麻
117 31.17 [M － H] ＋ 301.1766 － 2.59 70.0664 C17H26O3 人参炔三醇 西洋参
118 31.29 [M － H] ＋ 219.1739 － 1.51 203.1429 C15H24O2 三甲基十二碳三烯醇酮 山楂
119 31.33 [M － H] ＋ 200.2005 － 1.92 55.0557，101.0603 C12H22O 十二碳烯醛 陈皮
120 31.54 [M － H] － 487.3429 0.04 91.5854 C30H48O5 榄仁萜酸 茯苓
121 31.59 [M － H] ＋ 405.3508 － 1.86 95.0863 C15H22 花侧柏烯 陈皮
122 32.30 [M － H] ＋ 301.1402 － 2.63 149.0232，219.0567，279.0928 C16H22O4 邻苯二甲酸二异丁酯 陈皮
123 32.51 [M － H] ＋ 509.3231 － 1.14 91.5806 C30H46O5 Alisol C 茯苓
124 32.54 [M － H] － 485.3273 0.18 467.3178 C31H46O5 茯苓酸 G 茯苓
125 32.56 [M － H] ＋ 181.0490 － 2.42 149.0232，163.0387 C9H8O4 二羟基肉桂酸 山楂
126 32.58 [M － H] ＋ 121.0285 1.06 120.0811，104.9487 C7H6O3 对羟基苯甲酸 山楂
127 33.14 [M － H] － 829.4970 1.93 783.4908，71.0112 C42H72O13 人参皂苷 Rg3 西洋参
128 33.80 [M － H] ＋ 338.2679 － 3.10 69.0707，55.0555 C20H32O3 二萜 茯苓
129 34.37 [M － H] ＋ 199.1688 － 1.90 55.0557，69.0711 C12H22O2 11- 十二烯酸 茯苓
130 35.07 [M － H] － 783.4896 － 0.44 59.0112 C42H72O13 人参皂苷 Rg2 西洋参
131 35.27 [M － H] － 931.5249 － 2.43 71.0112 C47H80O18 喹奎诺西 l17 西洋参
132 36.29 [M － H] ＋ 407.3663 － 2.09 443.3874，91.0585 C30H50O2 白桦脂醇 山楂
133 36.62 [M － H] － 540.3306 － 0.01 255.2326，480.3076 C24H50NO7P 溶血卵磷脂 西洋参
134 37.12 [M － H] ＋ 493.3276 － 2.46 88.0404 C30H46O4 泽泻醇 C 茯苓
135* 37.44 [M － H] － 527.3741 － 0.22 115.9182 C33H52O5 茯苓酸 茯苓
136 37.59 [M － H] － 667.4434 1.26 90.9309 C36H62O8 人参皂苷 Rh2 西洋参
137* 38.29 [M － H] － 455.3532 0.40 438.9111，393.0818 C30H48O3 熊果酸 山楂
138 38.84 [M － H] － 457.2363 0.67 78.9564，152.9933 C28H36O4 曼陀罗灵 西洋参
139 39.06 [M － H] － 255.2324 － 1.98 61.9858 C16H32O2 十六烷酸 茯苓
140 39.26 [M － H] ＋ 483.3801 － 1.56 55.0193 C30H52O3 拟人参皂苷元 西洋参
141 39.46 [M － H] － 281.2483 － 0.72 115.2516 C18H34O2 油酸 茯苓
142 39.56 [M － H] ＋ 483.3800 － 1.76 55.0193 C30H52O3 原人参二醇 西洋参
143 40.01 [M － H] ＋ 149.0229 － 2.27 121.0286 C8H6O4 邻苯二甲酸 茯苓
144 40.48 [M － H] － 283.2639 － 0.92 115.9185 C18H36O2 硬脂酸 山楂
145 41.61 [M － H] － 311.2955 － 0.09 183.0105 C20H40O2 花生四烯酸 茯苓
146 41.86 [M － H] ＋ 599.4264 － 3.05 599.4279 C35H60O6 亚历山德林 茯苓
147 41.93 [M － H] ＋ 469.3274 － 3.08 149.0232，57.0713 C28H46O4 Alisol B 茯苓
148 42.25 [M － H] ＋ 465.3691 － 2.50 57.0712 C30H50O2 乌发醇 山楂

续表 1
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3.2　二陈汤化裁方破壁饮片入血成分分析与鉴定

　　通过对比二陈汤化裁方破壁饮片水溶液、含
药血清和空白血清样品的质谱图确认入血成分。
若该化合物在二陈汤化裁方破壁饮片水溶液和给
药血清样本中均含有，而不存在于空白血清中，
则判断该化合物为二陈汤化裁方破壁饮片水溶液
的入血原形成分；若该化合物存在于给药血清样

本中，而二陈汤化裁方破壁饮片水溶液和空白血
清中不存在，则推断该成分可能是二陈汤化裁方
破壁饮片水溶液的入血代谢产物。根据化合物的
一级、二级质谱进行解析，从给药血清样本中共
检测到 33 个入血成分，其中 28 个为原形成分，
5 个为代谢产物。代谢途径主要为水解、磺酸化、
加合反应等。其 UHPLC-Q-Exactive-MS 见表 2。

No.
保留时

间 /min
离子模式 实测值

质量误差 /
×10 － 6 主要碎片离子（m/z） 分子式 化合物名称 归属

149 43.31 [M － H] － 487.3792 － 0.13 217.0857，196.8751 C30H50O2 款冬二醇 陈皮
150 43.42 [M － H] ＋ 444.4186 － 3.26 81.0709，95.0862 C30H50O α- 淀粉酶 陈皮
151 43.49 [M － H] ＋ 449.3738 － 3.50 81.0709，69.0711 C30H50O 丁酰鲸鱼醇 山楂

注（Note）：* 表示经对照品对比指认（Indicating identification through reference materials）。

续表 1

表 2　二陈汤化裁方破壁饮片水溶液入血成分鉴定结果 
Tab 2　Identification of blood compontent in the water solution of ultrafine granular powder of Erchen decoction modified formula

No.
保留时

间 /min
离子模式 实测值

质量误差 /
×10 － 6

主要碎片离子

（m/z）
分子式 化合物名称 归属

P1   0.41 [M ＋ H] ＋ 173.0813 － 1.53 101.0607 C7H6O5 没食子酸 茯苓

P2   0.82 [M ＋ H] ＋ 118.0870 2.04 102.0560，70.2681 C5H11NO2 缬氨酸 陈皮

P3   1.88 [M － H] － 191.0182 － 2.41 174.9543，129.0170 C6H8O7 柠檬酸 天麻

P4   7.50 [M － H] － 289.7745 1.05 242.1755，108.3994 C15H14O6 儿茶素 茯苓

P5 10.29 [M － H] － 192.0651 0.16 179.0425，146.9638 C10H10O4 阿魏酸 山楂

P6 17.13 [M － H] － 333.0180 0.83 279.8564，124.0380 C13H18O7 天麻素 天麻

P7 17.45 [M ＋ H] ＋ 167.0231 － 1.83 151.0056，134.9969 C8H8O4 香草酸 天麻

P8 17.82 [M － H] － 609.1831 － 0.66 302.5440，151.5726 C28H34O15 橙皮苷 陈皮

P9 19.45 [M － H] － 464.3014 0.55 300.9990 C21H20O12 金丝桃苷 山楂

P10 22.82 [M － H] － 991.5417 1.80 944.5823，770.6639 C48H82O18 人参皂苷 Re 西洋参

P11 23.35 [M － H] － 846.7272 1.65 798.6219，633.8063 C42H72O14 人参皂苷 Rg1 西洋参

M1 23.83 [M － H － HCOOH] － 243.8988 0.95 288.9363，204.9878 C14H12O2 儿茶素去甲酸代谢物 儿茶素

P12 25.78 [M － H] － 431.0323 0.22 310.1636，282.8441 C21H20O10 异牡荆苷 山楂

P13 26.31 [M ＋ H] ＋ 373.0974 1.71 365.1011，243.1959 C20H20O7 橘皮素 陈皮

P14 27.01 [M － H] － 431.2284 0.09 310.9309，288.9364 C21H20O10 牡荆素 山楂

M2 27.34 [M ＋ H ＋ SO3]
＋ 249.1101 1.41 164.9849，155.0818 C8H8O7S 香草酸磺酸化代谢物 香草酸

M3 28.01 [M － H － CH2]
－ 933.1246 － 0.71 945.2859，768.6711 C47H80O18 人参皂苷 Re 去亚甲酸代谢物 人参皂苷 Re

P15 28.17 [M ＋ H] ＋ 403.1395 1.88 317.1728，242.2118 C21H22O8 川陈皮素 陈皮

M4 30.64 [M － H － CH2]
－ 599.2999 － 0.83 153.5184 C27H32O15 橙皮苷去亚甲基代谢物 橙皮苷

P16 31.44 [M － H] － 271.8345 0.36 178.0491，119.2064 C15H12O5 柚皮素 陈皮

P17 33.69 [M － H] － 285.2069 － 0.06 243.8987，153.8664 C15H10O6 山柰酚 山楂

P18 34.20 [M ＋ H] ＋ 444.3690 4.19 218.1391，196.0631 C30H50O2 款冬二醇 陈皮

P19 34.35 [M ＋ H] ＋ 104.9642 － 0.17 101.0970 C5H14NO ＋ 胆碱 茯苓

P20 36.15 [M － H] － 353.1998 － 0.04 192.9269，174.9540 C16H18O9 绿原酸 山楂

P21 36.22 [M － H] － 608.3179 1.23 299.2586，152.2237 C27H30O16 芦丁 山楂

P22 39.16 [M － H] ＋ 466.3295 － 1.41 408.3084，369.2403 C30H44O5 茯苓酸 B 茯苓

M5 39.23 [M － H ＋ C6H8O6]
－ 369.3005 － 0.79 192.9271，146.9211 C16H18O10 阿魏酸维生素 C 加合代谢物 阿魏酸

P23 39.47 [M － H] － 281.2481 － 0.73 115.0974 C18H34O2 油酸 茯苓

P24 39.65 [M － H] － 455.3528 0.40 440.2230，393.2777 C30H48O3 熊果酸 山楂

P25 42.61 [M － H] － 727.5023 － 0.42 442.8939，424.9285 C32H40O19 巴利森苷 B 天麻

P26 44.63 [M － H] － 469.9125 － 0.74 407.1866 C26H30O8 柠檬苦素 陈皮

P27 44.79 [M － H] － 283.9308 － 0.93 115.9181 C18H36O2 硬脂酸 西洋参

P28 46.30 [M － H] － 311.1686 － 0.89 182.8599 C20H40O2 花生四烯酸 茯苓

注（Note）：P 为原形成分；M 为代谢产物（P is the original component；M is the metabolite）。

3.2.1　入血原形成分分析　陈皮中的主要化学成分
为黄酮类化合物，以川陈皮素为例。川陈皮素分子

式为 C21H22O8，精确质量数为 402.3900。该化合物
的可能裂解途径见图 2，在正离子模式下，川陈皮
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素准离子峰为 403.1395。失去 6 个亚甲基生成 m/z 
317.1728 的离子；断裂双键生成 m/z 161.0783 和 m/z 
242.2118 两个离子。

图 2　川陈皮素的质谱碎片和可能裂解途径

Fig 2　Mass spectrometry fragments and possible cleavage pathways of 
nobiletin

　　天麻中含有丰富的苯酚类物质，以巴利森苷 B
为例。巴利森苷 B 的分子式为 C32H40O19，精确质
量数为 728.6530。该化合物的可能裂解途径见图 3，
在负离子模式下，巴利森苷 B 准离子峰为 727.5023。
酯基断裂生成 m/z 442.8939 的离子；随即脱羟基生
成 m/z 424.9285 的离子。

图 3　巴利森苷 B 的质谱碎片和可能裂解途径

Fig 3　Mass spectrometry fragments and possible cleavage pathways of 
parishin B

　　山楂的主要化学成分为黄酮类化合物，以芦丁
为例。芦丁的分子式为 C27H30O16，精确质量数为
610.5180。该化合物的可能裂解途径见图 4，在负离
子模式下，芦丁的准离子峰为 608.3179。经水解反
应生成 m/z 299.2586 的离子（槲皮素）；随后经 RDA
反应生成 m/z 152.2237 的离子。

图 4　芦丁的质谱碎片和可能裂解途径

Fig 4　Mass spectrometry fragments and possible cleavage pathways of rutin

　　西洋参的主要化学成分为四环三萜类化合物，
以人参皂苷 Rg1 为例。人参皂苷 Rg1 的分子式为
C42H72O14，精确质量数为 801.0100。该化合物的可能
裂解途径见图 5，在负离子模式下，人参皂苷 Rg1 准
离子峰为 846.7272，推测是人参皂苷 Rg1 与 HCOOH

加合后的产物。脱去 1 个葡萄糖基生成 m/z 632.8063
的离子。

图 5　人参皂苷 Rg1 的质谱碎片和可能裂解途径

Fig 5　Mass spectrometry fragments and possible cleavage pathways of 
ginsenoside Rg1

　　茯苓的主要化学成分为三萜类化合物，以茯
苓酸 B 为例。茯苓酸 B 的分子式为 C30H44O5，精
确质量数为 484.6700。该化合物的可能裂解途径
见图 6，在负离子模式下，茯苓酸 B 的准离子峰为
466.3295，推测是茯苓酸 B 的脱水产物。脱去羧酸
生成 m/z 408.3084 的离子；随后脱去 1 个羧基生成
m/z 369.2403 的离子。

图 6　茯苓酸 B 的质谱碎片和可能裂解途径

Fig 6　Mass spectrometry fragments and possible cleavage pathways of 
pachymic pcid B

3.2.2　入血代谢产物分析　代谢物 M1 准离子峰为
243.8988，加合 1 分子甲酸生成 m/z 288.9363 的特征
离子，其余碎片离子与儿茶素相同，推测该为儿茶
素去甲酸代谢物。代谢物 M2 准离子峰为 249.1101，
脱去 1 分子磺酸酯基生成 m/z 164.9849 特征离子，其
余碎片离子与香草酸相同，推测该为香草酸磺酸化
代谢物。代谢物 M3 准离子峰为 933.1246，加合 1 分
子甲酸生成 m/z 989.8794 的特征离子，其余离子碎片
与人参皂苷 Re 相同，推测该为人参皂苷 Re 的去甲
酸代谢物。代谢物 M4 准离子峰为 599.2999，加合 1
个亚甲基生成 m/z 607.2215 的特征离子，其余碎片离
子与橙皮苷相同，推测该为橙皮苷去亚甲基代谢物。
代谢物 M5 准离子峰为 369.3005，脱去 1 分子维生
素 C 生成 m/z 192.9271 的特征离子，其余碎片离子与
阿魏酸相同，推测该为阿魏酸维生素 C 加合代谢物。
以代谢物 M3 为例具体说明代谢鉴定过程（见图 7）。
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图 7　代谢物 M3 的质谱碎片和可能裂解途径

Fig 7　Mass spectrometry fragments and possible cleavage pathways of 
pachymic metabolite M3

4　讨论

　　中药复方根据临床辨证不同而灵活配伍，具

有中医独特的治疗优势，但中药化学成分复杂，

难以阐明其发挥治疗作用的药效物质基础以及作

用机制 [12-13]。对药物入血成分进行分析，可在一

定程度上缩小药效物质的研究范围 [14]。本课题组

对传统治痰方剂二陈汤进行药味加减化裁，使其

更针对现代临床常见的代谢疾病相关并发症状，

并使用破壁饮片，提高了药物的溶出率和吸收利

用效率。

　　UHPLC-Q-Exactive-MS 具有分辨率高、准

确度高、分离度高的特点，是对中药复方复杂体

系中化学成分分析鉴定的高效方法。汤药溶剂中

加入有机溶剂甲醇，可溶解更多类型的有效成

分，沉淀其中可能存在的蛋白，低温条件离心保

证物质原本的结构，然后去掉沉淀和残渣，取上

清液后再次使用有机溶剂溶解，起到二次提取

的作用。在此基础上，本课题组采用 UHPLC-Q-
Exactive-MS 法对大鼠灌胃给药二陈汤化裁方破

壁饮片水溶液后的血清样本进行分析，将血清样

本与二陈汤化裁方破壁饮片水溶液及空白样本进

行对比，依据入血成分二级质谱图准分子离子及

特征碎片离子，结合文献查阅，本课题组共鉴定

出 33 个化合物，包括 28 个原形成分及 5 个代谢

产物 [15-18]。代谢产物的反应途径涉及水解、磺酸

化、加合反应等。这些化合物均可能是二陈汤化

裁方破壁饮片在体内产生药效作用的物质。

　　综上，二陈汤化裁方成分复杂，本研究通过

建立二陈汤化裁方破壁饮片含药血清的 UHPLC-
Q-Exactive-MS 分析方法，解析了二陈汤化裁方

破壁饮片的入血原形成分及代谢产物，为二陈汤

化裁方的临床合理应用及破壁饮片的进一步开发

奠定了理论基础。
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不同产地白术挥发性成分 HS-SPME/GC-MS分析

刘雅冬1，2，刘舒1，向蒙1，2，赵权1，肖扬波2，3*，彭国平1，2*（1. 湖南农业大学生物科学技术学院，长沙　

410128；2. 道地药用植物规范化栽培综合利用湖南省工程实验室，长沙　410128；3. 湖南省农科院茶叶研究所，长沙　410125）

摘要：目的　分析不同产地白术挥发性成分差异，为白术产地溯源、加工和品质评价提供科学
依据。方法　采用顶空固相微萃取技术（HS-SPME）结合气相质谱联用技术（GC-MS），联合
层次聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）和偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）法对不同产
地 11 批白术挥发性成分进行差异分析。结果　从白术样品中共鉴定出 30 种挥发性成分，其中
共有成分 17 种，占总挥发性成分含量的 88.31% 以上；不同产地白术 8 种挥发性成分含量存
在显著差异（VIP ＞ 1，P ＜ 0.05），其中包含 4 种品质挥发性成分；浙江和河北白术特征品质
挥发性成分为苍术酮，湖南白术特征品质挥发性成分为莪术烯、α- 桉叶醇和大根香叶烯 B，安
徽和重庆白术特征品质挥发性成分为α- 桉叶醇。结论　不同产地白术特征品质挥发性成分可
为产地溯源、加工和品质评价奠定基础。
关键词：白术；产地；挥发性成分
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Volatile compounds of Atractylodes macrocephala from different regions by 
HS-SPME/GC-MS
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Abstract: Objective  To determine the differences in the volatile compounds of Atractylodes 
macrocephala from different regions, and to provide reference for the region traceability processing, and 
quality evaluation of Atractylodes macrocephala. Methods  Headspace solid-phase microextraction (HS-
SPME), gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), coupled with hierarchical cluster analysis 
(HCA), principal component analysis (PCA), and orthogonal partial least squares-discriminant analysis 
(OPLS-DA) were used to analyze the differences in volatile compounds in 11 batches of Atractylodis 
macrocephala from different regions. Results  Totally 30 volatile compounds were identified, 17 
of which were shared compounds, accounting for more than 88.31% of the total volatile compound 
content. There were significant differences in the content of 8 volatile compounds in Atractylodes 
macrocephala from different regions (VIP ＞ 1, P ＜ 0.05), 4 of which contained quality volatile 
compounds. The characteristic quality volatile compounds of Atractylodes macrocephala from Zhejiang 
and Hebei included atractylenol, that from Hunan was curzerene, α-eudesmol, and germacrene B, and 
that from Anhui and Chongqing was α-eudesmol. Conclusion  The volatile compounds of Atractylodes 
macrocephala from different regions can be used for region tracing, processing and quality evaluation. 
Key words: Atractylodes macrocephala; region; volatile compound

基金项目：湖南省发改委 2019 年省预算内基本建设投资计划项目（湘发改投资【2019】208 号）；2019 年湖南省普通高校校企合作创新

创业教育基地项目（湘教通〔2019〕333 号）。

作者简介：刘雅冬，女，在读硕士研究生，主要从事中药材品质化学研究，email：lyd2373@163.com　* 通信作者：肖扬波，男，硕士，

研究实习员，主要从事茶叶与中药材香气化学研究，email：xiaoyangbohh@163.com；彭国平，男，博士，副教授，主要从事中药规范

化栽培与应用研究，email：pgphh@163.com



2049

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

　　白术为菊科植物白术（Atractylodes macrocepha-
la Koidz.）的干燥根茎，味苦、甘、温，归脾、胃经，
有健脾益气、燥湿利水、止汗、安胎功效。白术源
产于浙江省宁波市，目前在河北、湖南、安徽和重
庆等省也有广泛种植。在《神农本草经》中白术被
列为上品，主产南方，浙江地区的品质最好 [1]。
　　白术是一种药食同源的芳香性中药材，具有丰
富的营养价值和药用价值 [2]。挥发性成分是芳香性
中药材的重要药理活性成分。白术含有丰富的挥发
性成分，包括倍半萜和内酯类等挥发性成分 [3]，其
中苍术酮和白术内酯类成分含量最高，具有改善肠
胃功能、调节免疫、抗肿瘤和抗炎等药理作用 [4-7]。
然而，由于不同产地具有不同的气候环境、土壤结
构和栽培管理方式，导致不同产地白术积累的次生
代谢挥发性产物存在差异 [8]。但目前关于产地对白
术挥发油品质的影响研究报道较少。
　　顶空固相微萃取（HS-SPME）技术是挥发性
成分提取的常用方法，具有样品量需求少，提取
速度快和无有机溶剂等优势 [9-10]。气相质谱联用
（GC-MS）技术是分离香气化合物，并对目标化合
物进行定性定量分析的强有力工具 [11]。因此，本
研究通过 HS-SPME 结合 GC-MS 技术，联合层次
聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）及偏最小
二乘判别分析（OPLS-DA），分析不同产地白术挥
发性成分差异，可为白术产地溯源、品质评价及
产地加工奠定基础。
1　材料
1.1　试药
　　白术样品分别来源于浙江磐安市、河北安国
市、安徽亳州市、湖南岳阳市和重庆市，样品来
源见表 1。试验用水（华润怡宝饮料有限公司）。

表 1　样品来源信息 
Tab 1　Sample source information

编号 产地 编号 产地

ZJ 浙江省磐安市 HN-1 湖南省岳阳市

HB 河北省安国市 HN-2 湖南省岳阳市

AH-1 安徽省亳州市 HN-3 湖南省岳阳市

AH-2 安徽省亳州市 CQ-1 重庆市

AH-3 安徽省亳州市 CQ-2 重庆市

CQ-3 重庆市

1.2　仪器
　　CS-700 型高速多功能粉碎机（武义海纳电器
有限公司）；FA-2104N 型电子天平（精度：0.0001 
g，上海菁海仪器有限公司）；MASS-M02 型萃
取纤维头（上海新拓分析仪器科技有限公司）；
MASS-6036ASH 型恒温磁力加热台（上海新拓分
析仪器科技有限公司）；8860-5977B 型气相质谱
联用仪（安捷伦科技有限公司）。

2　方法
2.1　HS-SPME 提取挥发性成分
　　称取 2 g 样品于 20 mL 顶空瓶中，置恒温
磁力加热台上，40℃平衡 10 min，插入老化后
（250℃加热 10 min）的 75 μm PDMS/DVB/CAR
萃取纤维头，60℃下萃取 40 min，取出纤维头，
插入 GC-MS 仪器解析进样。
2.2　GC-MS 分析挥发性成分
2.2.1　GC 条件　DB-5ms 色谱柱（30 m×0.25 mm× 

0.25 μm）； 初 始 温 度 45℃， 保 持 3 min， 以
5℃·min － 1 速率升温至 100℃，保持 2 min，以
10℃·min－ 1 速率升温至 250℃，保持 5 min；流
速为 1.4 mL·min－ 1；检测器：MSD 检测器；载气：
He（99.999% 纯度）；进样分流比：5∶1；隔垫吹
扫流量：3 mL·min－ 1；进样口温度：250℃。
2.2.2　MS 条件　离子源为 EI 源，电子能量：70 eV；
离子源温度：230℃；四极杆温度：150℃；传输线温度：
280℃；采集方式：扫描模式（Scan/SIM）；扫描质
量范围（m/z）：35 ～ 550；溶剂延迟 1.0 min。
2.3　挥发性成分定性与定量
　　经 NIST 2017 质谱数据库检索匹配，按相似
度＞ 75% 的原则作为鉴定结果，按峰面积归一化
法计算化合物的相对百分含量。
2.4　数据处理与分析
　　通过 Office Excel 2019 对挥发性成分数据进
行统计分析，Region 2023 软件绘制环状热图，
Simca 14.1 软件进行 HCA、PCA 和 OPLS-DA 分
析，Prism 8 软件进行柱状图分析。
3　结果与分析
3.1　挥发性成分鉴定结果
　　通过 HS-SPME/GC-MS 技术对 11 批次白术样
品的挥发性成分进行分析，结果见表 2。从白术中
共鉴定出 30 种挥发性成分，其中共有成分 17 种，
占总挥发性成分含量的 88.31% 以上。11 批次白术
中含量最高的挥发性成分均为苍术酮，平均占比
30.61%，其次为丙羟木栓酮、莪术烯、β-neoclovene
和β- 新丁子香萜烯，平均占比分别为 11.09%、
10.33%、8.65% 和 8.32%。
3.2　HCA
　　采用 HCA 法对不同产地白术挥发性成分进行
分析（见图 1）。结果表明，当欧氏距离为 45 时，
可将 5 个产地的 11 批白术分为四类，重庆 3 个白
术样品归为 1 类、安徽 3 个白术样品归为 1 类、
湖南 3 个白术样品归为 1 类、河北和浙江白术归
为 1 类。通过挥发性成分聚类分析，可将湖南、
安徽、重庆与河北和浙江产地白术进行区分，但
不能区分河北产地和浙江产地的白术。
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图 1　不同产地白术挥发性成分聚类分析

Fig 1　Cluster analysis of volatile compounds of Atractylodes macro-
cephala from different regions

3.3　PCA
　　基于白术 30 种挥发性成分相对百分含量，采
用 PCA 对安徽、湖南、重庆、浙江和河北白术挥发
性成分进行分析（见图 2）。结果表明，R2X ＝ 45%、
R2Y ＝ 24.6%，总方差（R2X ＋ R2Y）为 69.6%，表明
该模型具有较好的预测性。PCA 图中，同一产地表

现出较好的聚类，而不同产地表现出较好的分离，
表明同一产地白术挥发性成分差异较小，不同产地
白术挥发性成分差异较大。
3.4　OPLS-DA
　　进一步采用 OPLS-DA 法对不同产地白术挥
发性成分进行分析（见图 3）。结果 R2X ＝ 0.938，
R2Y ＝ 0.942，Q2 ＝ 0.651，表明该模型具有较好
的预测效果，X 方向解释率为 93.8%，Y 方向解释
率为 94.2%。为验证该模型是否存在过拟合，设
置假设检验次数为 200，对该模型进行检验，结
果发现，R2 和 Q2 的回归线的斜率为正数，Q2 为
负数，表明该模型不存在过拟合。通过 OPLS-
DA 模型发现，不同产地白术在图中表现出较好
的分离，表明该模型对不同产地白术具有较好的
判别效果。
3.5　差异挥发性成分分析
　　基于 VIP ＞ 1 和 P ＜ 0.05 对不同产地白术挥发
性成分进行差异成分筛选。结果共鉴定出 8 种差异挥

表 2　白术挥发性成分鉴定结果 
Tab 2　Identification of volatile compounds in Atractylodes macrocephala

tR/min 分子式 化合物名称
CAS 号 /
CID 号

编号

ZJ HB AH-1 AH-2 AH-3 HN-1 HN-2 HN-3 CQ-1 CQ-2 CQ-3
19.38 C11H16O 4A- 甲基 -4，4a，5，6，7，8- 六氢 -3H- 萘 -2- 酮 826-56-2 2.22 3.71 2.96 3.00 3.13 3.38 3.27 3.15 2.52 2.33 3.06
21.06 C15H24 石竹烯 87-44-5 — — — — — — — — — — 0.04
21.28 C15H24 γ- 榄香烯 3242-08-8 0.80 0.00 0.68 0.80 0.94 1.26 1.18 1.10 0.72 0.78 0.53
21.61 C15H24 α- 石竹烯 6753-98-6 — — — — — — — — — — 0.08
22.07 C13H20O 4-（2，6，6- 三甲基 -2- 亚环己邻烯基）-2- 丁酮 56052-61-0 2.03 1.89 2.49 2.29 2.47 2.66 2.62 2.57 2.21 2.25 2.46
22.14 C13H20O （反式，反式）-8- 甲基 -7-（1- 甲基乙基）-3，5，

7- 壬三烯 -2- 酮
70372-94-0 5.55 6.84 4.25 4.88 5.49 5.65 5.49 5.33 3.61 4.03 3.79

22.83 C15H24 芹子 -3，7（11）- 二烯 6813-21-4 0.86 0.64 0.83 0.95 1.19 1.42 1.37 1.33 0.95 1.11 1.08
22.96 C15H22 β-vatirenene 6431532 0.76 0.70 0.77 0.78 0.86 1.28 1.18 1.08 0.91 0.90 1.33
23.13 C15H24 大根香叶烯 B 15423-57-1 0.32 0.41 0.28 0.33 0.31 0.55 0.50 0.43 0.33 0.29 0.39
23.18 C15H26O 反式橙花叔醇 7212-44-4 — — — — — — — — — — 0.18
23.49 C15H24O α- 古巴烯 -11- 醇 41370-56-3 0.50 — 0.65 0.57 — 0.41 0.42 0.42 0.79 0.68 1.06
23.63 C13H20 3，4- 二乙基 -7，7- 二甲基 -1，3，5- 环庚三烯 590161 0.46 — 1.17 0.31 — 0.58 0.52 0.46 1.63 0.80 2.21
23.89 C12H18O 8- 亚异丙基二环壬烷 -2- 酮 596085 — — 0.51 0.19 — — — — 0.98 0.64 1.29
23.98 C15H24 β-α- 石竹烯 116-04-1 — — 0.32 0.22 — — — — 0.40 0.38 0.49
24.36 C15H26O β- 桉叶醇 473-15-4 — — 0.31 0.00 — 0.00 0.13 0.24 0.40 0.35 0.56
24.44 C15H20O 莪术烯 17910-09-7 11.28 7.90 7.68 9.40 8.33 16.83 15.48 14.13 8.63 9.62 4.31
24.54 C15H26O α- 桉叶醇 473-16-5 0.43 0.08 1.17 1.17 0.99 0.99 1.05 1.11 1.18 1.14 1.14
24.65 C15H24 β- 马榄烯 489-29-2 — — 0.66 0.50 0.39 0.47 0.52 0.57 0.81 0.81 1.06
24.90 C15H24 α- 愈创木烯 3691-12-1 — — 0.83 0.49 0.32 0.34 0.41 0.47 0.46 0.72 —

25.13 C15H24O 桉油烯醇 6750-60-3 — — 0.97 — — — 0.30 0.61 0.87 1.02 1.08
25.34 C15H22O 桔利酮 6754-66-1 0.70 1.24 3.38 2.86 1.99 1.71 1.97 2.23 3.32 2.84 2.18
25.89 C10H13NO 2，2- 二甲基 -2- 苯乙酰胺 826-54-0 — — 2.14 1.68 0.93 1.14 1.28 1.41 1.64 1.44 1.88
26.55 C15H26O 蓝桉醇 51371-47-2 1.03 1.37 1.59 1.38 1.31 1.24 1.42 1.59 1.43 2.45 1.71
26.62 C11H16O 2，6，7，7a- 四氢 -4，4- 二甲基 -5（4H）- 茚酮 18366-35-3 0.66 0.74 1.39 1.08 0.63 — — — 1.03 — 1.25
26.78 C15H24 β- 新丁子香萜烯 56684-96-9 5.30 4.98 9.15 7.49 7.77 5.08 6.00 6.92 11.84 14.88 12.13
27.09 C15H18O2 白术内酯Ⅰ 73069-13-3 3.04 3.93 3.90 3.94 3.66 2.98 3.14 3.29 3.51 3.54 3.83
28.34 C15H18O2 丙羟木栓酮 552-96-5 13.54 13.32 10.15 11.14 12.17 10.87 11.23 11.61 8.87 10.24 8.85
28.68 C15H24 β-panasinsene 595133 4.34 5.37 4.99 3.82 3.78 3.40 3.46 3.52 4.79 4.32 3.99
28.81 C15H24 β-neoclovene 595094 7.03 7.02 8.01 7.46 8.25 9.17 9.58 10.00 10.02 8.93 9.61
29.19 C15H20O 苍术酮 6989-21-5 39.17 39.85 28.75 33.25 35.10 28.59 27.48 26.42 26.13 23.51 28.46

注（Note）：“—”表示该成分未检测到（“—”Indicates that the compound is not detected）。
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发性成分，包括 6 种萜类挥发性成分和 2 种其他类挥
发性成分。萜类挥发性成分为芹子 -3，7（11）- 二烯、
α- 桉叶醇、大根香叶烯 B、莪术烯和β-neoclovene，
其他类挥发性成分为 4-（2，6，6- 三甲基 -2- 亚环己
邻烯基）-2- 丁酮、白术内酯Ⅰ和苍术酮。
　　进一步对 8 种差异挥发性成分进行热图分析
（见图 4）。结果表明，浙江白术苍术酮含量较高；
河北白术中苍术酮和白术内酯Ⅰ含量较高；安徽
白术中白术内酯Ⅰ和α- 桉叶醇含量较高；湖南白
术中莪术烯、β-neoclovene、4-（2，6，6- 三甲基 -2-
亚环己邻烯基）-2- 丁酮、α- 桉叶醇和芹子 -3，7
（11）- 二烯含量较高；重庆白术中β-neoclovene 和
α- 桉叶醇含量较高。
3.6　差异品质挥发性成分分析
　　根据作用类别进行分类，白术挥发性成分可
分为药理活性品质成分、香气活性品质成分和其
他成分。据目前研究报道，不同产地白术 8 种差
异挥发性成分可分为 3 种药理活性成分、1 种香
气活性成分和 4 种其他挥发性成分。药理活性品
质成分为苍术酮、莪术烯和α- 桉叶醇，香气活性
品质成分为大根香叶烯 B。对不同产地白术中 4
种品质成分含量进行分析，结果表明，苍术酮在
浙江和河北白术中含量最高，莪术烯和大根香叶
烯 B 在湖南白术中含量最高，α- 桉叶醇在安徽、
湖南和重庆白术中含量最高（见图 5）。因此，苍
术酮是浙江和河北白术特征药理品质成分，莪术
烯和α- 桉叶醇是湖南白术特征药理品质成分，α-
桉叶醇是安徽和重庆白术特征药理品质成分；大
根香叶烯 B 是湖南白术特征香气品质成分。
4　讨论
　　本研究采用 HS-SPME/GC-MS 技术对比了
浙江、河北、安徽、湖南和重庆产地白术挥发性
成分，发现主要挥发性成分种类一致，均为苍术
酮、丙羟木栓酮、莪术烯、β-neoclovene 和β- 新

图 4　不同产地白术差异挥发性成分热图分析

Fig 4　Heatmap analysis of differential volatile compounds of Atractylodes macrocephala from different regions

丁子香萜烯等。但是，不同产地白术的挥发性成
分含量差异较大，其中 4 种品质挥发性成分存在
显著差异，为苍术酮、莪术烯、α- 桉叶醇和大根
香叶烯 B。浙江和河北白术中苍术酮含量较高，
湖南白术中莪术烯、α- 桉叶醇和大根香叶烯 B 含

量较高，安徽和重庆白术中α- 桉叶醇含量较高。
基于不同产地白术品质挥发性成分差异，可为白
术产地溯源、品质评价和加工提供理论依据。
　　苍术酮是白术中含量最高的挥发性成分，也是
白术中关键的药理活性成分，具有保肝、抗肿瘤和

图 2　不同产地白术挥发性成分 PCA 分析

Fig 2　PCA analysis of volatile compounds of Atractylodes macroceph-
ala from different regions

图 3　不同产地白术挥发性成分 OPLS-DA 模型分析

Fig 3　OPLS-DA analysis of volatile compounds in Atractylodes macro-
cephala from different regions
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抗病毒等药理作用 [12-14]。与安徽、湖南和重庆白术相
比，源产地（浙江）白术和河北白术中苍术酮含量较
高，表明浙江和河北白术挥发油品质相对较好。但
白术整体品质的评价，还需结合外形、含水量、灰
分、二氧化硫残留、多糖含量和内酯含量等因素进
行综合分析。莪术烯和α- 桉叶醇也是重要的药理活
性成分，具有抗肿瘤、抗虫、抗炎和抑制神经血管
扩张等 [15-18]。莪术烯在湖南白术中含量最高，对挥发
油品质具有一定提升作用。α- 桉叶醇在安徽、湖南
和重庆白术中含量较高，但α- 桉叶醇在总挥发性成
分中占比较低，对挥发油品质影响较小。此外，大根
香叶烯 B 是一种重要的芳香活性化合物，具有强烈
的甜香、木香和天竺葵香，有研究表明大根香叶烯 B
在酸橙皮油中占比仅 0.35%，但对整体香气起着决定
性的作用 [19]。大根香叶烯 B 在湖南白术中含量最高，
可能对湖南白术的香气品质具有重要作用。
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图 5　不同产地白术差异品质挥发性成分

Fig 5　Differential quality of volatile compounds of Atractylodes macrocephala from different regions
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UPLC-MS/MS法及均相酶免疫法测定人全血西罗莫司浓度

杨华，王兰，宋微微，杨晓娟，冀召帅，艾超*（清华大学附属北京清华长庚医院药学部，清华大学临床医学

院，北京　102218）

摘要：目的　建立高效液相色谱 - 串联质谱（UPLC-MS/MS）法监测人全血西罗莫司浓度，并将
检测结果与均相酶免疫法进行比较。方法　100 µL 全血样品加入 10 µL 西罗莫司 -D3 内标、100 
µL 0.1 mol·L－ 1 ZnSO4 溶液、300 µL 甲醇，涡旋离心后，上清液 5 µL 进样。以 0.1% 甲酸 - 甲
醇为有机相，0.1% 甲酸 - 水（含 10 mmol·L－ 1 乙酸铵）为水相，流速 0.5 mL·min－ 1，FastCore 
Super C18（2.1 mm×100 mm，2.6 µm）色谱柱进行梯度洗脱分离。在多反应监测（MRM）模式下

采用电喷雾离子源（ESI）正离子化方式检测，西罗莫司、内标的定量离子对分别为 m/z 931.6 ＞

864.6，m/z 934.6 ＞ 864.6。进行方法学考察（包括特异性、定量下限、标准曲线、准确度、精密度、
残留效应、基质效应、稳定性和回收率）。测定 94 例器官移植患者的西罗莫司浓度，与均相酶
免疫法结果进行比较。结果　西罗莫司标准曲线浓度范围为2.5～50 ng·mL－1。西罗莫司的日内、
日间准确度相对误差（RE）在－ 5.3% ～ 7.5%，变异系数（CV）小于 11.8%。低、中、高不同浓
度的质控回收率和基质效应一致，经内标校正后回收率为 100.22% ～ 108.56%，经内标归一化
后基质效应为 95.45% ～ 96.48%，CV 小于 7.0%。全血样本室温放置 3 d，4℃放置 3 d，－ 20℃
放置 20 d，反复冻融 3 次，处理后样本自动进样器放置 20 h，室温放置 24 h 结果稳定。Passing-
Bablok 回归分析及 Bland-Altman 结果表明均相酶免疫法与 UPLC-MS/MS 两种西罗莫司测量方法
存在比例偏差。结论　本研究建立了一种简单、高效的 UPLC-MS/MS 方法检测人全血西罗莫司
浓度，均相酶免疫法与 UPLC-MS/MS 法检测人全血西罗莫司存在比例偏差。UPLC-MS/MS 方法
更加准确，是免疫抑制剂治疗药物监测检测金标准。
关键词：西罗莫司；UPLC-MS/MS 方法；方法学开发；方法学验证
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Determination of sirolimus concentration in human whole blood by UPLC-
MS/MS and homogeneous enzyme immunoassay

YANG Hua, WANG Lan, SONG Wei-wei, YANG Xiao-juan, JI Zhao-shuai, AI Chao* (Department of 
Pharmacy, Beijing Tsinghua Changgung Hospital, School of Clinical Medicine, Tsinghua University, 
Beijing  102218)

Abstract: Objective  To quantify sirolimus concentration in human whole blood by UPLC-MS/MS 
and to evaluate the agreement with the homogeneous enzyme immunoassay. Methods  Human whole 
blood (100 µL)  was spiked with 10 µL sirolimus-D3 (the internal standard, IS), 100 µL 0.1 mol·L － 1 
ZnSO4 and 300 µL methanol. After the vortex and centrifugation (14 000 r·min － 1), 5 µL supernatant 
was injected. Water (containing 10 mmol·L － 1 ammonium acetate and 0.1% formic acid, solvent A) 
and methanol (containing 0.1% formic acid, solvent B) were used as the eluent, with the gradient elution 
at 0.5 mL·min － 1 in FastCore Super C18 column (2.1 mm×100 mm, 2.6 µm). The multiple reaction 
monitoring (MRM) with electrospray ionization (ESI) in the positive-ion mode was used. m/z 931.6 ＞

864.6 and m/z 934.6 ＞ 864.6 were used for sirolimus and the IS quantitation. Method validation, 
including selectivity, LLOQ, calibration curve, accuracy, precision, remaining-effect, matrix effect, 
stability and recovery was evaluated. Passing-Bablok regression analysis and Bland-Altman plot were 
used to assess the agreement between UPLC-MS/MS and homogeneous enzyme immunoassay. Results  
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　　器官移植是挽救终末期器官功能衰竭患者的
有效治疗措施。器官移植受者的长期生存和生存
质量很大程度取决于术后中长期健康管理和免疫
抑制方案。移植术后长期应用钙调磷酸酶抑制剂
（calcineurin inhibitors，CNI）可引起相关并发症，
包括肾损伤、神经毒性、糖尿病等，已经成为影
响移植长期疗效的重要原因 [1-2]。因 CNI 引起的肾
脏毒性、神经毒性等问题影响移植受者预后，近
年来临床逐渐减少其用量并积极寻求其他替代物。
　　西罗莫司（sirolimus，SRL），是哺乳动物雷帕
霉素靶蛋白抑制剂的代表，作为低毒性的抗真菌药
物被发现后，于 1999 年被批准作为免疫抑制剂上
市，主要适用于移植患者预防排斥反应 [3]。
　　西罗莫司治疗窗窄，药代动力学和药效学存
在显著个体间差异。药物暴露量过低可能引发急
性排斥反应，影响移植物存活；而药物暴露量过
高则可能引起各种不良反应。相关指南指出低剂
量 CNI 联合西罗莫司（血药浓度谷值维持在 4 ～ 8 
ng·mL－ 1）可显著改善肝移植受者的肾功能，延
长生存时间；而早期使用大剂量西罗莫司（血药浓
度谷值≥ 10 ng·mL－ 1）显著增加肝移植受者并发
症包括受者死亡率、移植物失功率和脓毒症发生
率 [4]。治疗药物监测对器官移植患者西罗莫司用
药的有效性、安全性具有重要临床意义。本研究
建立了一种高效液相色谱 - 串联质谱（UPLC-MS/
MS）法监测人全血西罗莫司浓度，并将其检测结
果与均相酶免疫法进行比较。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　ExionLC 液相色谱系统与 Triple Quad 4500 MD
三重四极杆质谱仪、数据分析处理软件 MultiQuant 
MD 3.0.3（AB Sciex）； 涡 旋 混 合 器（Thermo 
Scientific）；高速冷冻医用离心机（北京白洋医
疗）；移液器（Eppendorf）；FastCore Super C18 色
谱柱（2.1 mm×100 mm，2.6 µm，Phenomenex）。
1.2　试药
　　西罗莫司对照品（10 mg，纯度 99.79%）、西

罗莫司 -D3（内标，1 mg，纯度 98.7%）（美国 CFW 
laboratories 公司）；ZnSO4·7H2O（10 g，Sigma）；
乙酸铵（100 g，上海阿拉丁）；甲醇和甲酸（色谱纯，
Fisher Scientific）；超纯水为实验室自制。
2　方法
2.1　溶液配制
　　精密称取西罗莫司，西罗莫司 -D3 适量，分
别用甲醇定量配制成 1、0.1 mg·mL － 1 储备
液，－ 20℃保存。西罗莫司储备液配制成 25、
50、100、200、250、500 ng·mL － 1 的标准工作
液和 30、150、300 ng·mL － 1 质控工作液。内标
（IS）临用前甲醇稀释成 500 ng·mL － 1 工作液。
2.2　样品配制
　　90 μL 空白全血加入不同浓度系列标准或质控
工作溶液，内标工作液各 10 μL，混匀，加入 100 
μL 0.1 mol·L － 1 ZnSO4 溶液、300 μL 甲醇，涡旋
混匀 30 s，14 000 r·min－ 1 离心 10 min，配制质
量 浓 度 为 2.5、5、10、20、25、50 ng·mL － 1 作
为西罗莫司标准曲线溶液，质控浓度为 3、15、30 
ng·mL－ 1 的溶液。待测样品 100 μL 加入 10 μL 内
标工作液，混匀后续操作同上。
2.3　色谱方法
　　流动相为 0.1% 甲酸 - 水（含 10 mmol·L － 1

乙酸铵）（A），0.1% 甲酸 - 甲醇（B），梯度洗
脱：0 ～ 0.5 min，40% ～ 95%B；0.5 ～ 2.6 min，
95%B；2.6 ～ 2.7 min，95% ～ 40%B；2.7 ～ 4.0 
min，40%B。使用 FastCore Super C18（2.1 mm×100 
mm，2.6 µm）色谱柱，流速 0.5 mL·min－ 1，进样
量 5 μL，柱温 45℃。
2.4　质谱方法
　　在多反应监测（MRM）模式下采用电喷雾
离子源（ESI）正离子化方式检测，西罗莫司、
IS 的定量离子对分别为 m/z 931.6 ＞ 864.6，m/z 
934.6 ＞ 864.6，质谱图见图 1。西罗莫司与 IS 去
簇电压、碰撞能量、入口电压、碰撞室射出电
压分别为 180 V、52 eV、8 V、18 V，160 V、50 
eV、8 V、20 V。

The calibration ranged 2.5 ～ 50 ng·mL － 1 for sirolimus. The relative error of intra- and inter- day 
accuracy of sirolimus ranges from － 5.32% to 7.46%, and the coefficient of variation was less than 
11.8%. The IS normalized recovery and matrix effect were 100.22% ～ 108.56% and 95.45% ～ 96.48% 
with coefficient of variation less than 7.0%. Sirolimus was stable in the test conditions. Comparison 
between UPLC-MS/MS with homogeneous enzyme immunoassay showed a deviation in proportion. 
Conclusion  UPLC-MS/MS method for the determination of sirolimus in human whole blood is rapid, 
easy and reliable. A proportion deviation in the two methods is observed. 
Key words: sirolimus; UPLC-MS/MS; method development; method validation
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图 1　西罗莫司（A）、西罗莫司 -D3（B）的化学结构图及质谱图

Fig 1　Chemical structures and mass spectrums of sirolimus（A）and sirolimus-D3（B）

2.5　方法学验证
　　依照生物样本定量分析方法确证的指导原则
对该方法进行验证，验证内容包括：特异性、残
留效应、定量下限（LLOQ）、标准曲线、准确度、
精密度、基质效应、稳定性和回收率 [5-6]。
2.6　临床样本测定
　　日常进行西罗莫司治疗药物监测（TDM）的
全血样本 94 例，混匀后分装，一份送北京金域
医学检验实验室采用均相酶免疫方法测定，一份
采用所建立的 UPLC-MS/MS 方法进行检测。
　　均相酶免疫方法测定采用西门子全自动药物
浓度分析仪（SYVA.E 型号），雷帕霉素测定试
剂盒（Emit*2000，西门子）。报告范围 3.5 ～ 30 
ng·mL － 1，精密度变异系数（CV）小于 13.4%，
不同浓度质控回收率 102.0% ～ 107.7%。试剂测
定及样本处理严格按照试剂盒说明书操作。本研

究经清华大学附属北京清华长庚医院伦理委员会
批准，伦理批件号 23042-6-01。
2.7　数据分析
　　采用 SPSS 25.0（IBM，Armonk，New York）、
Excel 对数据进行记录、处理、统计分析；检测西
罗莫司结果采用 MedCalc 软件进行 Passing-Bablok
回归分析及 Bland-Altman 图形绘制。
3　结果
3.1　方法学特异性
　　在本实验条件下，西罗莫司及 IS 的保留时
间为 1.43 min。将空白全血各化合物的响应与
LLOQ 中的响应值进行比较，西罗莫司为 8.93%，
IS 为 0.08%。6 份不同来源空白全血显示内源性
物质对西罗莫司及 IS 的测定无显著干扰。人空白
全血、人空白全血加 IS、LLOQ、真实患者全血
生物样本进样分析色谱图见图 2。

图 2　西罗莫司、西罗莫司 -D3 典型图谱 
Fig 2　Typical spectrums of sirolimus and sirolimus-D3

A. 空白全血（blank blood）；B. 空白全血加内标（blank blood spiked with sirolimus-D3）；C. LLOQ 溶液（LLOQ，sirolimus 2.5 ng·mL － 1）；D. 真
实患者样本（sample from a patient）

3.2　LLOQ 及标准曲线
　　按照“2.2”项下方法处理，经 UPLC-MS/MS

分析，测得西罗莫司与内标峰面积之比（y）为
纵坐标，以全血西罗莫司浓度（x）为横坐标，
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得到标准曲线方程：y ＝ 0.0168x ＋ 0.0124（r ＝
0.9999），权重系数为 1/χ2。西罗莫司在 2.5 ～ 50 
ng·mL － 1，各浓度点偏差均在指导原则所推荐
范围内，线性良好。
3.3　准确度及精密度
　　本方法日内及日间精密度和准确度结果表明，
LLOQ 及低、中、高 3 个不同浓度水平的质控，西
罗莫司日内及日间相对误差（RE）在－ 5.3% ～ 

7.5%；西罗莫司日内及日间 CV 小于 11.8%，符合
生物样本检测要求，表明该检测方法的准确度和
精密度良好。
3.4　残留效应、回收率及基质效应
　　在测定最高浓度标准曲线样本后，测得空白
溶剂考察方法的残留效应，小于 LLOQ 的 20%，
不影响样本检测。本方法的回收率及基质效应结
果表明，经内标校正后，不同浓度质控样本的
CV 小于 7.0%，见表 1。
3.5　稳定性
　　低、中、高不同水平的质控样本分别于室温放
置 3 d，4℃放置 3 d，－ 20℃放置 20 d，反复冻融
3 次，处理后样本于自动进样器 15℃放置 20 h，室
温 24 h 条件下稳定，RE 为－ 14.9% ～ 12.7%，CV
小于 10.2%。
3.6　方法学应用与比较
　　分别采用 UPLC-MS/MS、均相酶免疫法检测 94
例器官移植患者全血西罗莫司浓度。UPLC-MS/MS
方法与均相酶免疫法检测结果的中位数及最小、最
大值分别为 5.42（2.58，12.46），7.31（3.60，17.10）
ng·mL － 1。Passing-Bablok 回归方程得出两种方法
的换算公式为 SRL均相酶免疫法＝ 1.349×SRLUPLC-MS/MS ＋

0.272。Passing-Bablok 回归和 Bland-Altman 分析结
果表明均相酶免疫法与 UPLC-MS/MS 方法一致性欠
佳，存在比例偏差，见图 3。
4　讨论
　　西罗莫司治疗窗窄，个体间差异较大，治疗
药物监测对剂量调整及不良反应预防具有重要
的临床意义。本研究建立了一种简单、高效的
UPLC-MS/MS 方法用以监测器官移植患者全血西
罗莫司的浓度。
　　西罗莫司为疏水化合物，体内分布广泛。研
究报道移植患者西罗莫司全血与血浆分布比例为
35∶1，约 95% 分布在红细胞中 [7-8]，因此临床测

定的生物样本为全血。本方法采用蛋白沉淀法，
简化样本前处理过程，缩短样本处理时间。单个
样本分析时间为 4 min，含柱子平衡时间 1.3 min，
可满足日常临床检测需求。以往文献使用不同仪
器、色谱柱、流动相等条件，单个样品分析时间
在 1.5 ～ 13 min[9-11]。
　　为提高方法的准确性，降低基质效应对检测
的影响，本方法采用了同位素内标。基质效应的
结果表明 UPLC-MS/MS 检测人全血西罗莫司存在
一定的基质抑制作用（78.64% ～ 85.81%），但经内
标校正后，基质效应为 95.45% ～ 96.48%，CV 小
于 5.2%，满足指导原则要求。文献报道西罗莫司
全血样本室温放置 7 d，反复冻融 3 次，－ 20℃放
置 14 个月，处理后样本自动进样器放置 7 d 均稳
定 [12-13]。本方法验证了室温、4℃、－ 20℃常见
的样本储存温度，化合物稳定，与文献报道一致。
　　本研究采用所建立的 UPLC-MS/MS 方法检测
94 例器官移植患者西罗莫司浓度，并与均相酶免
疫法结果进行比较。酶联免疫法与 LC-MS/MS 是
免疫抑制剂治疗药物监测重要的方法。LC-MS/MS
方法灵活、灵敏度高、特异性好、所需血液量更少，

表 1　方法测定人全血西罗莫司基质效应和提取回收率 (x±s，n ＝ 6) 
Tab 1　Matrix effect and recovery of sirolimus in human whole blood (x±s，n ＝ 6)

化合物 理论值 /（ng·mL － 1） 内标校正后基质效应 /% CV/% 内标校正后提取回收率 /% CV/%
西罗莫司 30 95.45±3.07 3.2 103.62±4.18 4.0

15 96.42±4.79 5.0 108.56±7.62 7.0
     3.0 96.48±5.01 5.2 100.22±5.19 5.2

图 3　Passing-Bablok 回归分析及 Bland-Altman 分析 UPLC-MS/MS
与均相酶免法测定人全血西罗莫司的一致性评价

Fig 3　Passing-Bablok regression analysis and Bland-Altman plots for 
UPLC-MS/MS and homogeneous enzyme immunoassay of sirolimus in 
human whole blood
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但设备昂贵、需要专业人员。酶联免疫法具有仪
器设备便宜、高度自动化及易使用等优点，主要
缺点为特异性较低，检测试剂与代谢产物、结构
类似物间的交叉反应导致结果偏高 [14]。研究表明
西罗莫司与人肝脏微粒体共同孵育后，69.7% 为西
罗莫司，9.3% 为 39-O- 脱甲基西罗莫司，9.3% 为
34- 羟基西罗莫司，4.6% 为 12- 羟基西罗莫司及其
他少量代谢产物 [15]。这些不同的代谢产物在一定
浓度下与西罗莫司酶联免疫试剂盒交叉反应率在
44% ～ 127%[16]，从而导致酶联免疫法检测西罗莫
司的结果高于 LC-MS/MS 方法。
　　Polledri 等 [9] 采用西罗莫司 LC-MS/MS 试剂盒
时与免疫分析法进行了比较。Passing-Bablok 回归
结果显示斜率为 1.23，截距为 0.36，LC-MS/MS
与免疫分析两种方法存在比例偏差，一致性欠佳。
Lee 等 [17] 采用 LC-MS/MS 及电化学发光法检测 120
例样本，Passing-Bablok 回归结果显示两种方法存
在比例偏差，斜率为 1.29。Liu 等 [18] 比较了 UPLC-
MS/MS 与化学发光微粒子免疫法、电化学发光法
检测西罗莫司的一致性。化学发光微粒子免疫法
与 UPLC-MS/MS 比较，斜率为 1.21；电化学发光
法与 UPLC-MS/MS 比较，斜率为 1.26。本研究中
均相酶免疫法与 UPLC-MS/MS 方法存在比例偏差，
斜率为 1.35，高于以往报道，可能原因是不同酶联
免疫法之间存在差异。
　　综上，本研究建立了一种简单、高效的
UPLC-MS/MS 方法检测人全血西罗莫司浓度。均
相酶免疫法与 UPLC-MS/MS 两种方法检测人全
血西罗莫司存在比例偏差。
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用于伤口镇痛及愈合的 PLGA-PEG-PLGA热敏凝胶的制备

余紫依1，夏方亮2，张建勇3，郝蕾蕾3，刘洋3，翟光喜4，张涛1，2*（1. 中国海洋大学医药学院，山东　青

岛　266003；2. 滨州市检验检测中心，山东　滨州　256606；3. 山东齐都药业有限公司，山东　淄博　255400；4. 山东大学药学

院，济南　250012）

摘要：目的　构建一种由 PLGA-PEG-PLGA/ 甘油组成的温敏凝胶系统，用以负载盐酸布比卡

因和多聚脱氧核糖核苷酸复方药物。方法　以胶凝温度作为关键响应参数，单因素法初步筛选

凝胶基质浓度、药物装载量以及甘油添加量。随后，采用正交实验设计，并引入渗透压作为优

化参数，以深化配方的优化过程。最后，对优选的配方进行质量评估。结果　优选配方包含

16%PLGA-PEG-PLGA、5% 甘油、2% 盐酸布比卡因，0.4% 多聚脱氧核糖核苷酸。常温下配方

呈均一透明溶液态，胶凝温度 33.83℃，胶凝时间 100 s，pH 值 3.11，渗透压 836 mOsm，可

注射性及黏附性良好。药物体外释放符合 Ritger-peppas 方程。开放型伤口模型证实了该样品

能够有效促进伤口的愈合，达到镇痛的效果。结论　优选配方制备工艺简单，各项质量指标均

符合要求，有望在临床中得到应用。

关键词：温敏型原位凝胶；处方筛选；镇痛；促愈合；布比卡因；多聚脱氧核糖核苷酸
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Preparation of PLGA-PEG-PLGA thermal gel for  
wound analgesics and healing

YU Zi-yi1, XIA Fang-liang2, ZHANG Jian-yong3, HAO Lei-lei3, LIU Yang3, ZHAI Guang-xi4, ZHANG 
Tao1, 2* (1. Ocean University of China School of Medicine and Pharmacy, Qingdao  Shandong  266003; 
2. Binzhou City Inspection and Testing Center, Binzhou  Shandong  256606; 3. Shandong Qidu 
Pharmaceutical Co., Ltd., Zibo Shandong  255400; 4. School of Pharmaceutical Sciences, Shandong 
University, Jinan  250012)

Abstract: Objective  To prepare a temperature-sensitive gel system composed of PLGA-PEG-PLGA/
glycerol for loading bupivacaine hydrochloride and polydeoxyribonucleotide combination drugs. 
Methods  Gelling temperature was used as the key response parameter, the gel matrix concentration, 
drug loading and glycerol addition were preliminarily screened by a single factor method. Subsequently, 
an orthogonal experiment was designed, and osmotic pressure was introduced as a parameter to optimize 
the formulation. Finally, the quality of the selected formulations was evaluated. Results  The preferred 
formula contained 16% PLGA-PEG-PLGA, 5% glycerol, 2% bupivacaine hydrochloride, and 0.4% 
polydeoxyribonucleotide. The formula was a uniform transparent solution at room temperature, with 
gelling temperature of 33.83℃ , gelling time of 100 s, pH value of 3.11, and osmotic pressure of 836 
mOsm, with good injectability and adhesion. The drug release conformed to the Ritger-peppas equation. 
The open wound model confirmed that the sample effectively promoted wound healing and showed 
analgesic effect. Conclusion  The preparation of the optimal formula is simple, and all quality indicators 
meet the requirements, which is expected to be used in clinical practice. 
Key words: temperature-sensitive in situ gel; prescription screening; analgesia; healing promotion; 
bupivacaine hydrochloride; polydeoxyribonucleotide
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　　疼痛是指机体对损伤组织或潜在损伤产生的一
种不愉快的反应，是临床中最常见却易被忽视的症
状之一。由于对疼痛治疗的错误认知，很多患者长
期忍痛生活，持续的疼痛对患者身体、心理都是巨
大的折磨，因此科学合理地止痛治疗非常必要。
　　盐酸布比卡因（bupivacaine hydrochloride，BH）
是临床上广泛使用的酰胺类局麻药，有麻醉和镇痛
的效果。相比于阿片类药物，BH 不易导致成瘾 [1-2]。
虽然 BH 是长效类局麻药，但其半衰期仅为 3 ～ 6 h，
不足以覆盖疼痛的持续期 [3]。多聚脱氧核糖核苷酸
（polydeoxyribonudeotide，PDRN）是一种生长活性物
质，具有改善微环境，有效缓解炎症，加速伤口愈
合的作用 [4]。将这两种药物联合使用，在镇痛领域是
一种新尝试，对于痛感强烈且伤口难以愈合的症状，
利用此复方制剂能够达到协同效应。
　　原位凝胶又称即位凝胶，是一种制备工艺简
单的新型制剂。特殊的相转变能力使其在响应后
由溶液转变为半固体凝胶，并在原位形成药物
贮库 [5]。原位凝胶应用广泛，优势众多，特殊的
理化性质，良好的生物相容性，优越的生物黏附
性及缓控释特性等使之成为药物制剂方向的研
究热点 [6]。PLGA-PEG-PLGA 是由亲水性嵌段聚
乙二醇（PEG）和疏水性嵌段聚丙交酯 - 乙交酯
（PLGA）组成的两亲性三嵌段共聚物。聚合物溶
于水形成自由流动液体，温度升高至相转变温度
以上，聚合物水溶液发生相变形成非化学交联的
凝胶，此特性可用于制备温敏水凝胶 [7]。
　　在本研究中，针对开放性创伤的治疗采用
BH-PDRN 温敏凝胶，单因素法确定优化区域，
正交实验设计进一步优化处方，并进行质量评
价，以探究其是否满足长效镇痛、促愈合制剂的
基础需求。
1　材料 
1.1　仪器 
　　MS204TS/02 电 子 天 平（精 度：0.0001 g）、
S210 pH 计（梅特勒 - 托利多仪器有限公司）；
YP20001 电子秤（精度：0.1 g，上海衡际科学仪
器有限公司）；DZKW-C 恒温水浴锅（上海树立仪
器仪表有限公司）；Model OM819.C 冰点渗透压仪
（德国罗泽公司）；SHZ-88 水浴恒温振荡器（江苏
金怡仪器科技有限公司）；V-2550 紫外分光光度
计、LC-10ATVP Plus 高效液相色谱仪（日本岛津
公司）；BXH-130 电热鼓风干燥箱（上海博讯医疗
生物仪器股份有限公司）；BP80 皮肤打孔器（南
京强科生物技术有限公司）。

1.2　试药 
　　BH（批号：28220201，济南诚汇双达化工有限
公司）；PDRN [ 批号：RN04-220701，润辉生物技
术（威海）有限公司 ]；PLGA-PEG-PLGA（批号：
2023021506，济南聚福凯生物技术有限公司）；BH
对照品（含量：94.6%，批号：101034-202103，中国
食品药品检定研究院）；甘油（批号：F113C201201，
湖北葛店人福药用辅料有限责任公司）；罗丹明 B
（批号：C15205928，麦克林生化科技股份有限公
司）；青霉素 V 钾片（批号：V3081201，华北制药
股份有限公司）；其余试剂均为分析纯。
1.3　动物

　　雄性 SD 大鼠，体重（200±20）g [ 济南朋
悦实验动物繁育有限公司，动物许可证号 SCXK
（鲁）2022 0006]。本研究中的动物实验得到了中
国海洋大学医药学院伦理委员会的批准（编号：
OUC-2021-0301-02），并符合《实验动物护理和使
用指南》。实验前饲养 3 d，其间不禁食禁水。
2　方法

2.1　温敏凝胶的制备 
　　称取 BH 和 PDRN 置于蒸馏水中，35℃加热
使其充分溶解。再加入 PLGA-PEG-PLGA，将混
合溶液置于 15 ～ 20℃环境下不定时搅拌，溶解
后再加入甘油，所得无色澄清透明溶液即为载药
温敏凝胶溶液。
2.2　胶凝温度 
　　采用试管倒置法测定 [8]。样品置于恒温水浴
锅，倒转 30 s 不倒流温度即为胶凝温度，测定范
围 25 ～ 50℃，每次升温 0.5℃，达到指定温度
后稳定 5 min。平行实验 3 次，结果取平均值。
2.3　胶凝时间 
　　采用试管倒置法测定。样品置于 37℃恒温水
浴锅，倒转不倒流时间即为胶凝时间，测定范围
0 ～ 300 s，每 15 s 倒转一次试管。平行实验 3 次，
结果取平均值。
2.4　pH 值 
　　按照《中国药典》2020 年版第四部通则 0631
中的方法测定。平行实验 3 次，结果取平均值。
2.5　渗透压 
　　按照《中国药典》2020 年版第四部通则 0632
中的方法测定。测定时控制环境温度不高于
17.5℃。平行实验 3 次，结果取平均值。
2.6　黏附性 
　　取部分离体鼠皮，修剪出圆形、三角形、五
角星形伤口。在伤口处给予部分用罗丹明 B 染色
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样品。再将鼠皮放入 37℃烘箱中，加热 10 min
使样品完全成胶。取出鼠皮，平铺、弯折、翻转。
观察不同伤口处样品的状态以及在活动的过程中
样品是否出现破裂或掉落的现象 [9]。
2.7　可注射性 
　　在室温环境下，取部分用罗丹明 B 染色样品
置于 5 mL 的注射器中，依次在注射器上放置4.5、
5、6、7 号的针头，推动注射器，感受推动过程
是否存在明显的堵塞和起泡感 [10]。将其注入水中
后，仔细观察样品的挤压形态。
2.8　药物的体外释放 
　　采用无膜溶出法进行实验，平行实验 3 次，结
果取平均值。取 3 份 1 mL 样品（BH：20 mg·mL－ 1，
PDRN：4 mg·mL － 1）于 10 mL 离心管中，称取
初始重量，再将离心管放入 37℃水浴恒温振荡器，
固化 10 min。分别向离心管中加入 5 mL 介质（pH 
7.4），振荡速度为 50 r·min － 1[11]。在 1、2、4、8、
24、48、72、96、120、144、168、192、216、240 h
时分别取 0.5 mL 溶出液，并补充 0.5 mL 新鲜介质，
利用高效液相色谱仪及紫外分光光度计进行分析。
2.9　开放性伤口模型 
　　选用 12 只 220 g 左右的雄性 SD 大鼠，将大鼠
平均分为两组。组 1 为模型组，造模后不给予任何
药物。组 2 为复方凝胶组，造模后给予 0.1 mL 样
品。Day0 时使用 8 mm 打孔器对大鼠背部皮肤打
孔，打孔后用生理盐水冲洗伤口，给药组再给予药
物 [12]。大鼠术后注射 1 mL 青霉素，避免因感染导
致死亡。同时拍照记录大鼠精神状态以及伤口大
小，在 Day3、Day5、Day7、Day10 观察大鼠伤口
愈合情况，并以大鼠的体重、毛发、粪便、眼部状
态、自主行动能力等指标评价大鼠的疼痛感。
3　结果 
3.1　单因素考察温敏凝胶制备工艺

3.1.1　凝胶基质浓度筛选　胶凝温度是评估温敏凝胶
质量的重要指标，在不加入活性成分的情况下，利
用胶凝温度初步筛选基质浓度（12% ～ 32%）。研究
发现，基质浓度与胶凝温度成负相关，这与体系内
胶束数量增加和缠结概率升高有关。尽管基质浓度
增加导致胶凝温度降低，但这种降低的幅度相对较
小（31.66 ～ 29.00℃）。随着基质浓度增大，溶解时
间延长（3 ～ 10 d），制剂成本升高，因此初步确定制
剂中 PLGA-PEG-PLGA 的浓度范围为 16% ～ 24%。
3.1.2　载药浓度筛选　活性成分的加入可能会影响
体系中胶束缠结、堆砌的自由度和有序性。选定
PLGA-PEG-PLGA 浓度为 16%、24%，加入活性成

分后，体系的胶凝温度显著上升。这是由于活性成
分与 PEG 嵌段相互作用，影响了体系内自组装过
程 [11-12]。然而，当添加相同浓度活性成分时，基质
的浓度变化却不会导致胶凝温度的明显改变，结合
其成胶机制发现，凝胶化过程受亲疏水嵌段平衡的
影响 [12-13]。若在不同浓度的凝胶中这种平衡能够维
持相对稳定，那么胶凝温度可能会呈现出相似性。
3.1.3　甘油浓度筛选　在制剂中，当两种活性成分
的质量浓度分别为 2.5% 和 0.5% 时，体系的胶凝温
度约为 44℃，远超过体温响应范围。甘油作为一
种多元醇，可以通过从聚合物链的水合鞘中去除水
分来降低体系的相变温度 [14]。为了探究甘油的加
入对胶凝温度的影响，固定基质浓度为 24%，BH、
PDRN 浓度分别为 2.5%、0.5% 的情况下，筛选甘
油浓度范围 2.5% ～ 10%，当甘油的浓度为 5% 时，
制剂的胶凝温度约为 38℃，接近体温响应范围，
因此初步筛选甘油浓度为 5% ～ 10%。
3.2　正交实验优选温敏凝胶制备工艺

　　在前期单因素实验的基础上，确定以 PLGA-
PEG-PLGA（A）、BH-PDRN（B）、甘油（C）的
不同浓度为考察因素，采用三因素三水平正交表，
进行正交设计，具体浓度范围见表 1。原辅料的
不同组合会影响到体系的渗透压，因此增加筛选
指标，以胶凝温度、渗透压筛选最优处方，实验
结果见表 2，方差分析结果见表 3、4。根据方差
分析结果可知，各因素对胶凝温度的影响顺序为
B ＞ C ＞ A，而对渗透压的影响顺序为 C ＞ A ＞

B。综合考虑载药量、胶凝温度、制剂成本、渗透
压等指标，确定最优工艺为 A1B2C1。即 BH 浓度
为 2.0%，PDRN 浓度为 0.4%，PLGA-PEG-PLGA
浓度为 16%，甘油浓度为 5%。

表 1　温敏凝胶制备工艺的正交设计因素水平表 
Tab 1　Factor and level for orthogonal design of temperature-

sensitive gel preparation process

因素
水平

1 2 3

PLGA-PEG-PLGA/% 16 20 24

BH-PDRN/（%/%）   1.5∶0.3   2.0∶0.4   2.5∶0.5

甘油 /%   5   7.5 10

3.3　含量测定方法学

3.3.1　测定 BH 色谱条件及方法学考察　利用高效
液相色谱仪进行考察，色谱柱为 Titank C18 色谱柱
（250 mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈 -0.02 mol 磷酸盐
（65∶35）为流动相；流速 1.0 mL·min；柱温 35℃；
检测波长 240 nm；进样量 20 μL。在该色谱条件下，
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BH 保留时间 11 min，其余成分不干扰 BH 的测定，
专属性良好。配制 50、100、250、500、750、1000 
μg·mL － 1 的系列浓度标准溶液，各取 20 μL 注入
高效液相色谱仪，记录色谱图，以峰面积（A）对质
量浓度（C，μg·mL － 1）进行线性回归。得到 BH
的标准曲线方程为 A ＝ 5.578×103C ＋ 2.545×105，
R2 ＝ 0.9982，BH 在 50 ～ 1000 μg·mL － 1 与峰面积
呈良好的线性关系。进行方法学考察，结果精密度
RSD ＝ 0.58%（n ＝ 6），日内稳定性 RSD ＝ 0.89%
（n ＝ 12），日间稳定性 RSD ＝ 1.6%（n ＝ 12），加
样平均回收率 99.22%，RSD ＝ 0.88%（n ＝ 6）。
3.3.2　测定 PDRN 色谱条件及方法学考察　利用紫
外分光光度计进行考察，紫外检测波长 260 nm，配
制 10、20、30、40、50 μg·mL－ 1 的系列浓度标准
溶液，记录吸光度，以吸光度（A）对质量浓度（C，
μg·mL－ 1）进行线性回归，得到 PDRN 的标准方程
为 A ＝ 0.0202C － 0.0702，R2 ＝ 0.9994，PDRN 在
10 ～ 50 μg·mL－ 1 与吸光度呈良好的线性关系。
3.4　优选处方质量研究 
3.4.1　外观　常温下，样品呈澄清透明溶液状，
到达体温条件后，样品呈浅白色半固体凝胶状
态，且 30 s 内不发生倒流（见图 1）。
3.4.2　胶凝温度、胶凝时间、pH 值、渗透压　平
行测定 3 次，结果如表 5 所示，测得优选处方胶
凝温度（33.83±0.24）℃，胶凝时间（100±7.07）s，
pH 值（3.11±0.01），渗透压（836±3.74）mOsm。

表 5　温敏型原位凝胶优选处方相关质量指标 
Tab 5　Preferred prescription-related quality indicators of 

temperature-sensitive in situ gel

编号 胶凝温度 /℃ 胶凝时间 /s pH 值 渗透压 /mOsm

1 34.0 105 3.10 831

2 33.5   90 3.13 840

3 34.0 105 3.12 837

3.4.3　黏附性　实验结果显示，样品能够有效地
填充各类型伤口的空腔，且不会溢出。当样品完
成溶胶 - 凝胶转变后，在弯折、翻转鼠皮的过程
中，样品未出现破裂或掉落的情况（见图 2），这
展现出了其良好的相变能力和黏附性能。
3.4.4　可注射性　在室温环境下，当推动样品经
过 4.5、5、6、7 号的针头时，并未观察到明显的
阻塞或起泡现象。目前，市面上 1 ～ 10 mL 注射
器的针头型号是 4.5 ～ 7 号，这表明样品能满足市
场上常规注射器的注射需求。通过水下注射实验
可观察到，经注射器针头挤压后，样品呈现出良
好的线性外观（见图 3）。

表 2　温敏凝胶制备工艺的正交设计结果 
Tab 2　Orthogonal design of temperature-sensitive gel preparation 

process

序号

因素

胶凝温度 /℃
渗透压 /
mOsm

PLGA-
PEG-PLGA

BH-PDRN 甘油

1 1 1 1 32.83±0.85   823±5.71

2 1 2 3 32.50±0.41 1813±5.79

3 1 3 2 36.16±0.24 1317±4.64

4 2 1 3 30.16±0.24 1827±2.05

5 2 2 2 32.66±0.47 1352±8.95

6 2 3 1 38.00±0.41   879±7.04

7 3 1 2 29.83±0.62 1353±6.16

8 3 2 1 33.83±0.62   912±4.98

9 3 3 3 33.33±0.24   1903±10.33

K1 101.49   92.82 104.66

K2 100.82   98.99   98.65

K3   96.99 107.49   95.99

k1   33.83   30.94   34.89

k2   33.61   33.00   32.88

k3   32.33   35.83   32.00

R   1.5     4.89     2.89

表 3　自变量对温敏凝胶胶凝温度的方差分析结果 
Tab 3　ANOVA of independent variables for gelling temperature of 

temperature-sensitive in situ gel

源 平方和 自由度 均方 F 值 P

校正模型        53.521a 6 8.875 39.142 0.025

截距    9953.388 1 9953.388 43 896.942 ＜ 0.001

A          3.930 2 1.965 8.666 0.103

B        36.170 2 18.085 79.759 0.012

C        13.152 2 6.576 29.001 0.033

误差          0.453 2 0.227

总计 10 007.092 9

校正总计        53.705 8

注：a. R2 ＝ 0.992（调整后 R2 ＝ 0.996）。
Note：a. R2 ＝ 0.992（adjusted R2 ＝ 0.996）.

表 4　自变量对温敏凝胶渗透压的方差分析结果 
Tab 4　ANOVA of independent variables on osmolality of 

temperature-sensitive in situ gel

源 平方和 自由度 均方 F 值 显著性

校正模型 1 439 941.333a 6 239 990.222 2550.073 ＜ 0.001

截距 16 480 893.444 1 16 480 893.444 175 121.654 ＜ 0.001

A 7705.556 2 3852.778 40.939 0.024

B 1686.222 2 843.111 8.959 0.100

C 1 430 549.556 2 715 274.778 7600.322 ＜ 0.001

误差 188.222 2 94.111

总计 17 921 023.000 9

校正总计 1 440 129.556 8

注：a. R2 ＝ 1.000（调整后 R2 ＝ 0.999）。
Note：a. R2 ＝ 1.000（adjusted R2 ＝ 0.999）.
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3.4.5　药物的体外释放　以时间为横坐标（t），累
计释放率均值（Q）为纵坐标绘制累计释放曲线，
结果见图 4。对累计释放曲线进行零级动力学、
一级动力学、Higuchi 模型、Ritger-peppas 模型拟
合 [15]。从拟合结果可看出两种药物的体外释放均
符合 Ritger-peppas 模型，见表 6。

表 6　活性成分释药动力学拟合方程及相关系数 
Tab 6　Fitting equation and correlation coefficient of drug release 

kinetics of active ingredients

活性成分 模型 方程 R2

BH 零级 Q ＝ 0.404t ＋ 16.439 0.910

一级 In（1 － Q/90.404）＝ e0.012t 0.958

Higuchi Q ＝ 6.014t1/2 － 0.072 0.993

Ritger-peppas Q ＝ 6.069t0.498 0.993

PDRN 零级 Q ＝ 0.400t ＋ 14.011 0.935

一级 In（1 － Q/94.015）＝ e0.013t 0.967

Higuchi Q ＝ 6.266t1/2 ＋ 0.931 0.994

Ritger-peppas Q ＝ 7.404t0.469 0.994

3.4.6　开放性伤口模型　通过观察模型组伤口愈合
过程可发现，伤口的愈合具有自限性，在没有使用
任何药物的情况下，Day5 ～ Day10 模型组大鼠伤

口进入了自我修复阶段。因此，在进行药效学考察
时，应着重观察 Day1 ～ Day5 期间不同组别大鼠
伤口愈合情况。从图 5 观察到，给药组大鼠在伤口
愈合速度方面明显优于模型组。此外，通过对大鼠
的体重、排便量、眼部状态、毛发光泽度、自主进
食行为进行评价发现，活性成分 BH 的加入有效地
缓解了大鼠的术后疼痛（见表 7）。样品的使用达到
了良好的镇痛效果，并促进了大鼠伤口的愈合。
4　讨论 
　　本研究利用 BH 和 PDRN 作为模型药物，采
用 PLGA-PEG-PLGA 与甘油作为辅料，构建了一
种新型的温敏型凝胶剂。通过单因素法筛选并结
合正交实验优化，得到的配方满足了长效镇痛和
伤口愈合制剂的基础需求。
　　本研究从外观、胶凝温度、胶凝时间、药物的
体外释放行为以及开放性伤口实验的角度进行探
讨。温敏凝胶具有特殊的相转变性质，使溶胶状药
液在常温下以较低黏度的形式存在，这有利于简化
生产灌装过程，并提升储存效率。在药液取用的场
景中，低黏度的药液更易于通过注射器等精密工具
进行取用，有效地解决传统凝胶剂剂量控制不精确
的问题。而在体温驱动的相变环境中，原位形成的
药物储库又能够显著延长模型药物的释药速率，持

图 4　盐酸布比卡因（A）和多聚脱氧核糖核苷酸（B）的体外累计

释放度

Fig 4　In vitro cumulative release of bupivacaine hydrochloride（A）

and polydeoxyribonucleotides（B）

图 1　温敏凝胶的外观性状的优选

Fig 1　Appearance traits of preferred prescription of temperature-
sensitive in situ gel

图 2　优选处方黏附性能

Fig 2　Optimal formulation adhesion performance

图 3　优选处方可注射性能

Fig 3　Optimal prescription injectable performance
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续及高效地释放药物，降低了患者的用药频率，提
升了治疗的顺应性。从 pH 值的角度探讨，具有酸
性 pH 值的配方能够有效抑制开放性伤口部位的菌
落的生长，创造出有利于伤口愈合的微环境。从可
注射性、黏附性能的角度讨论，该配方具有优异的
可注射特性和出色的黏附力，使其可在广泛的创面
类型和使用场景中得以应用。
　　综上所述，本文所制备复方温敏型原位凝胶剂
处方组成简单、使用方便，具有良好质量特性，研究
所得的数据可为今后进一步研究此类制剂提供参考。
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表 7　大鼠术后疼痛高发期状态 (n ＝ 6) 
Tab 7　State of high incidence of postoperative pain in rats (n ＝ 6)

术后 /d 组别 体重 /g 毛发 眼部状态 粪便 自主进食

1 模型组 193.8 ～ 203.1 暗淡到正常 大量分泌物 少量 无

给药组 190.6 ～ 201.8 正常 少量分泌物 少量 无到正常

3 模型组 199.7 ～ 209.2 暗淡到正常 少量分泌物 较少 无到正常

给药组 206.5 ～ 218.4 正常 正常 正常 正常

图 5　大鼠术后伤口愈合情况

Fig 5　Postoperative wound healing in rats
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AHP-CRITIC法结合正交设计优选芪术 
平喘止汗胶囊水提取工艺

郭君婷1，2，叶斯木·塔拉甫别克1，2，赵婷婷1，2，阿依妮葛尔·麦麦提艾力3，苏文灵1，2*，刘

桂花1，2，3*（1. 新疆维吾尔自治区药物研究所，乌鲁木齐　830000；2. 新疆维吾尔药重点实验室，乌鲁木齐　830000；3. 新疆

医科大学药学院，乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　优选芪术平喘止汗胶囊的提取工艺，为其进一步开发提供参考。方法　以总多糖、

毛蕊异黄酮葡萄糖苷、升麻素苷、5-O- 甲基维斯阿米醇苷含量和出膏率为评价指标，采用层

次分析（AHP）法、基于指标相关性的权重赋权系数（CRITIC）法以及 AHP-CRITIC 混合加权

法来确定处方中各指标的权重系数，结合正交试验结果优选出芪术平喘止汗胶囊的提取工艺

参数。结果　最终优选出的芪术平喘止汗胶囊的提取工艺条件为：加 8 倍量水加热回流提取 3
次，每次 1.0 h。结论　AHP-CRITIC 混合加权法确定的权重系数客观且真实，可以更全面地

反映处方的配伍信息，优选得到的提取工艺稳定可行，重复性良好，可为其后续研究与开发

提供参考。

关键词：芪术平喘止汗胶囊；提取工艺；正交设计；AHP-CRITIC 法；权重分析

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2064-06
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Optimization of aqueous extraction of Qizhu Pingchuan Zhihan capsules 
by AHP-CRITIC method combined with orthogonal design

GUO Jun-ting1, 2, Yesem Talpbek1, 2, ZHAO Ting-ting1, 2, Aingar Mamatali3, SU Wen-ling1, 2*, LIU 
Gui-hua1, 2, 3* (1. Xinjiang Institute of Materia Medica, Urumqi  830000; 2. Xinjiang Key Laboratory 
of Uygur Medicine, Urumqi  830000; 3. College of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  
830011)

Abstract: Objective  To optimize the extraction of Qizhu Pingchuan Zhihan capsules, and provide 
a reference for its further development. Methods  The content of total polysaccharide, calycosin 
glucoside, prim-O-glucosylcimifugin, 5-O-methyl-asamin glycoside and the extract yield were used 
as evaluation indexes, AHP, CRITIC and AHP-CRITIC hybrid weighting methods were used to 
determine the weight coefficients of each index in the formula. The extraction parameters of Qizhu 
Pingchuan Zhihan capsules were optimized by orthogonal design. Results  The optimized extraction 
of Qizhu Pingchuan Zhihan capsules included 8 times of water, heating and refluxing for 3 times, and 
1.0 h each time. Conclusion  The weight coefficient determined by AHP-CRITIC hybrid weighting 
method is objective and true, which can comprehensively reflect the compatibility of the formula. 
The optimized extraction is stable, feasible and repeatable, and can provide reference for its follow-up 
research and development. 
Key words: Qizhu Pingchuan Zhihan capsules; extraction; orthogonal design; AHP-CRITIC method; 
weighting analysis
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　　芪术平喘止汗胶囊是根据维吾尔医古方，结
合现代科学技术研制的复方制剂，由黄芪、白术、
防风等 7 味中药组成，具有止汗平喘的功效，用
于汗多、易感发喘等。该中药方剂主要为水煎温
服，拟将其开发成为胶囊制剂。提取工艺是中药
制备过程中的重要环节，结合药效学试验的预筛
选，确定了该方的最佳工艺路线为水提法。处方
中黄芪含有糖类及皂苷类有效成分（毛蕊异黄酮
葡萄糖苷）[1-2]，白术含有挥发油及多糖 [3-4]，防风
含有色原酮类（升麻素苷和 5-O- 甲基维斯阿米醇
苷）[5-7]，这些活性成分均具有明显的增强机体免
疫、镇痛、抗炎和减轻气道炎症反应的作用。考
虑到干膏得率常被用作中药复方提取率的评价依
据，因此本研究选取复方中总多糖、黄芪中毛蕊
异黄酮葡萄糖苷、防风中升麻素苷和 5-O- 甲基维
斯阿米醇苷及出膏率作为检测指标。
　　鉴于中药成分丰富多样，为了更加客观地分析
其成分，优化工艺流程等，设置多指标检测标准已
成为复方提取工艺的重要方法，同时在中药提取工
艺指标评价体系中，权重系数赋值问题显得尤为重
要，引起了广泛的关注。查阅文献发现，层次分析
法（analytic hierarchuy process，AHP），是结合主
观判断与确定权重系数的一种定性、定量方法 [8-13]。
客 观 赋 权 法 -CRITIC 赋 权 法（criteria importance 
through inter-criteria correlation，CRITIC），是利用
评价指标的对比强度与指标的冲突性综合确定指标
的客观权重，兼顾指标的变异和相关性 [14]。本研
究根据正交试验设计，采用热提法提取复方，通过
AHP 法、CRITIC 法及 AHP-CRITIC 混合加权法对
正交试验的结果进行综合分析，并根据结果筛选最
佳权重系数，采用 SPSS 21.0 软件对最佳权重系数
所评估分数进行方差分析，确定复方提取工艺最佳
参数，为进一步研究芪术平喘止汗胶囊提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　 高 效 液 相 色 谱 仪（ULTIMATE3000 型，
Thermo）；RS 紫外检测器（VWD-3x00 型，赛默
飞）；Chromeleon7 数据工作站；电子天平（CDP225D
型，赛多利斯科学仪器北京有限公司）；电子天平
（FA2004N 型，上海民桥精密科学仪器有限公司）；
电子天平（LT1002E 型，常熟市天量仪器有限责任
公司）；调温电热套（KDM 型，山东省鄄城永兴
仪器厂）；实验室专用超纯水机（SC082132 型，四
川沃特尔科技发展有限公司）；手提式高速万能粉
碎机（DET-200 型，温岭市林大机械有限公司）；

UV765 紫外可见分光光度计（上海精科）；RE-2000
型旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂）；101 型电热
鼓风干燥箱、DZKW-6-6 型电热恒温水浴锅（北京
市永光明医疗仪器有限公司）。
1.2　试药

　　黄芪（批号：20200811-16，内蒙古包头）、防
风（批号：20200810-19，内蒙古赤峰）、白术（批
号：20200810-07，安徽亳州）等药材均购自新疆
维草集有限公司，经新疆维吾尔自治区药物研究
所何江研究员鉴定，均符合《中国药典》2020 年
版相关规定。对照品升麻素苷（批号：111522-
201913，纯度：94.6%）、5-O-甲基维斯阿米醇苷（批
号：111523-201811，纯度：97.4%）、毛蕊异黄酮
葡萄糖苷（批号：111920-201907，纯度：96.8%）、
D- 无水葡萄糖（批号：110833-202109）（中国食品
药品检定研究院）；色谱纯乙腈（美国霍尼韦尔）；
甲酸（批号：20220208，天津市鑫铂特化工有限公
司，纯度 88.0%）；无水乙醇（批号：2020051045，
天津市致远化学试剂有限公司）；水为超纯水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Agilent XDBC18 色谱柱（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.2% 甲酸
（B）；梯度洗脱（0 ～ 18 min，15%A；18 ～ 28 
min，20%A；28 ～ 35 min，40%A；35 ～ 45 
min，15%A）；流速：1.0 mL·min－ 1；检测波长：
254 nm；柱温：30℃；进样量：10 μL。
2.2　对照品溶液的制备

　　分别精密称定适量升麻素苷、5-O- 甲基维斯阿
米醇苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷等对照品，用甲醇分
别配制成质量浓度为 504、498、494 μg·mL－ 1 的
对照品储备液。分别精密量取储备液适量，加入适
量甲醇，即得到对照品溶液，备用。
2.3　供试品溶液的制备

　　称取处方量药材，加水回流提取（物料比
1∶10），过滤得滤液，加水定容至 2000 mL，摇
匀后取 500 mL 药液浓缩至 100 mL，精密量取 5 
mL 浓缩液，加入适量无水乙醇定容至 10 mL，采
用 0.45 μm 微孔滤膜滤过适量溶液，即得供试品
溶液。
2.4　阴性样品溶液的制备

　　称取处方量药材（一份不含有防风，一份不
含有黄芪）各 3 份，物料比 1∶10 加水回流提取 2
次，1 h/ 次，过滤，合并滤液，加水定容至 2000 
mL，参照“2.3”项下方法制得阴性样品溶液。
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2.5　HPLC 含量测定方法学考察

2.5.1　专属性试验　分别精密吸取阴性样品溶
液、混合对照品溶液及供试品溶液，按“2.1”项
下色谱条件进样测定，HPLC 色谱图见图 1。

图 1　芪术平喘止汗胶囊 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatograms of Qizhu Pingchuan Zhihan capsules
A. 混合对照品（mixed reference）；B. 供试品（sample）；C. 缺防

风阴性样品（negative sample without of Saposhnikovia divaricata）；

D. 缺黄芪阴性样品（negative sample without of Astragalus membra-
naceus）；l. 升麻素苷（prim-O-glucosylcimifugin）；2. 毛蕊异黄酮葡

萄糖苷（calycosinglucoside）；3.5-O- 甲基维斯阿米醇苷（5-O-meth-
yl-asamin glycoside）

2.5.2　线性关系考察　取适量对照品溶液，稀释
成系列浓度，参照“2.1”项下条件进行分析，以
对照品质量浓度（μg·mL － 1）为横坐标（X），峰
面积为纵坐标（Y），进行线性回归，结果见表 1。
升麻素苷定量限、检测限分别为 0.244 μg·mL－ 1、
0.073 μg·mL－ 1，5-O- 甲基维斯阿米醇苷定量限、
检测限分别为 1.089 μg·mL－ 1、0.327 μg·mL－ 1，
毛蕊异黄酮葡萄糖苷定量限、检测限分别为 0.146 
μg·mL－ 1、0.044 μg·mL－ 1。

表 1　3 种成分线性关系 
Tab 1　Linearity of three constituents

成分 回归方程 r
线性范围 /

（μg·mL － 1）

升麻素苷 Y ＝ 0.3127X ＋ 1.0274 0.9995 25.2 ～ 126.0
5-O- 甲基维斯阿米醇苷 Y ＝ 0.3733X ＋ 0.7100 0.9995 24.9 ～ 124.5
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 Y ＝ 0.6183X ＋ 0.6008 0.9996 24.7 ～ 123.5

2.5.3　精密度试验　取同一供试品溶液，按照
“2.1”项下条件连续进样 6 次，结果升麻素苷、5-O-

甲基维斯阿米醇苷和毛蕊异黄酮葡萄糖苷的 RSD 分
别为 0.52%、0.93% 和 0.61%，表明方法精密度良好。
2.5.4　重复性试验　依据“2.3”项下方法平行制
备供试品溶液 6 份，按“2.1”项下色谱条件进
样，结果升麻素苷、5-O- 甲基维斯阿米醇苷、毛
蕊异黄酮葡萄糖苷的质量分数 RSD 分别为 1.9%、
1.6%、1.8%，表明该方法重复性良好。
2.5.5　稳定性试验　取同一供试品溶液，于制备
后 0、2、4、8、12 和 24 h 分别按照“2.1”项下
色谱条件进样分析，利用各成分峰面积计算 RSD
值，结果升麻素苷、5-O- 甲基维斯阿米醇苷、
毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰面积 RSD 分别为 1.2%、
1.5%、1.7%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.5.6　加样回收试验　依据“2.3”项下方法平行
制备供试品溶液 6 份，精密量取已知浓度的供试
品溶液（升麻素苷 152.65 μg·mL－ 1、5-O- 甲基维
斯阿米醇苷 90.50 μg·mL－ 1、毛蕊异黄酮葡萄糖
苷 65.40 μg·mL－ 1）2.5 mL，共 6 份，分别置于 10 
mL 量瓶中，精密加入对应对照品溶液 1.0 mL，用
无水乙醇定容至刻度，按“2.1”项下色谱条件测
定，并计算加样回收率，可得升麻素苷、5-O- 甲基
维斯阿米醇苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷的加样回收率
分别为 101.39%、99.57%、101.95%，其 RSD 分别
为 1.3%、1.4% 和 1.6%，表明该方法回收率良好。
2.6　总多糖的含量测定

2.6.1　D- 无水葡萄糖对照品溶液制备　取 D- 无水
葡萄糖对照品适量，105℃干燥至恒重，精密称取
的 13.30 mg，加水定容至 50 mL，摇匀，制成 266 
μg·mL－ 1 的 D- 无水葡萄糖对照品溶液，即得。
2.6.2　标准曲线制备　精密量取 D- 无水葡萄糖对
照品溶液 0、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 mL，分别加水
定容至 25 mL，摇匀。分别取已定容溶液 1.0 mL 于
10 mL 具塞刻度试管中，冰浴中精密加入 0.2% 硫酸
蒽酮溶液 4 mL，摇匀，再转移至 90℃水浴中恒温
反应 10 min，取出，速降至室温，静置 30 min，取
第一份溶液作为空白对照，在 400 ～ 700 nm 进行扫
描，可得 610 nm 为最大吸收波长。以对照品质量
浓度为 X 轴，吸光度为 Y 轴，进行回归分析，可得
标准曲线，回归方程为 Y ＝ 0.0465X ＋ 0.0821，r ＝
0.9992，结果表明 D- 无水葡萄糖在 2.128 ～ 17.024 
μg·mL－ 1 内与吸光度呈良好的线性关系。
2.6.3　供试品溶液制备　精密量取提取液 1.0 mL，
加水定容至 100 mL，摇匀后量取 1.0 mL 置于 10 mL
具塞刻度试管中，参照“2.6.2”项下自“精密加入
0.2% 硫酸蒽酮溶液”起操作，依据《中国药典》2020



2067

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

年版四部通则 0401，随行空白，在 610 nm 处测定各
样品吸光度，并计算其总多糖含量。
2.7　出膏率测定

　　精密量取 100 mL 供试品溶液，置于已恒重处
理的蒸发皿中，水浴蒸干，于 105℃干燥 3 h，取
出，置干燥器中冷却 30 min，精密称定重量，根
据公式：出膏率（%）＝干膏质量 / 药材质量 × 

100%，计算出膏率。
2.8　各成分溶出量的测定

　　鉴于前期预试验结果以及药物性质，结合
生产实际要求，选取提取次数（A）、提取时间
（B）、物料比（C）为考察因素，以总多糖、毛
蕊异黄酮葡萄糖苷、升麻素苷、5-O- 甲基维斯阿

米醇苷含量和干膏得率为指标，进行 L9（34）正
交试验，因素水平见表 2。

表 2　正交试验水平因素表 
Tab 2　Factor and level for orthogonal test

水平
因素

提取次数（A）/ 次 提取时间（B）/h 物料比（C）/ 倍

1 1 1.0 1∶8

2 2 1.5   1∶10

3 3 2.0   1∶12

　　精密吸取供试品溶液，按“2.1”项下色谱
条件进样，测定各指标性成分在药液中的含量
（mg·g－ 1）和出膏率，结果见表 3。

表 3　正交试验设计与结果 
Tab 3　Design and result of orthogonal test

序号 A B C D（误差）
升麻素苷 /

（mg·g － 1）

5-O- 甲基维斯阿米醇苷 /
（mg·g － 1）

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 /
（mg·g － 1）

总多糖 /
（mg·g － 1）

出膏率 /%

1 1 1 1 1 1.4397 0.9626 0.1799 155.06 24.22
2 1 2 2 2 1.9097 1.1045 0.2627 165.63 26.94
3 1 3 3 3 1.8905 1.0741 0.2727 168.84 29.48
4 2 1 2 3 1.8732 1.3478 0.3353 170.59 31.30
5 2 2 3 1 2.2726 1.3401 0.3473 213.75 30.62
6 2 3 1 2 1.7115 1.2943 0.3917 194.94 30.79
7 3 1 3 2 2.2181 1.6160 0.3463 192.66 32.38
8 3 2 1 3 2.8365 1.5789 0.4080 210.74 33.11
9 3 3 2 1 2.8965 1.5833 0.4168 197.65 32.03

2.9　指标权重的确立

2.9.1　AHP 法确定权重系数　根据芪术平喘止汗
胶囊药味君臣佐使配伍规律，将权重指标设定为
成分含量与出膏率并予以指标量化 [15]，按照指标
的优先顺序：总多糖＞毛蕊异黄酮葡萄糖苷＞升
麻素苷＝ 5-O- 甲基维斯阿米醇苷＞出膏率，将 5
项指标分 4 个层次，构建成对比较的判断优先矩
阵，并对各项指标赋予相对评分，指标成对比较
的判断优先矩阵见表 4。

表 4　指标成对比较的判断优先矩阵 
Tab 4　Priority judgment matrices for pairwise comparison of indicators

权重指标 总多糖

毛蕊异

黄酮葡

萄糖苷

升麻

素苷

5-O- 甲基维

斯阿米醇苷
出膏率

总多糖 1 2 3 3 5

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 1/2 1 2 2 3

升麻素苷 1/3 1/2 1 1 2

5-O- 甲基维斯阿米醇苷 1/3 1/2 1 1 2

出膏率 1/5 1/3 1/2 1/2 1

　　由表 4 结果分析表明，利用 AHP 法，经过层次
分析后，总多糖、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、升麻素苷、

5-O- 甲基维斯阿米醇苷和出膏率等指标的权重系数
分别为 0.4143、0.2410、0.1352、0.1352 和 0.0743。
结合参考文献 [16-18]，根据公式：CR（随机一致性比
率）＝ CI（一致性指标）/RI（平均随机一致性指标），
计算可得 CR ＝ 0.0039 ＜ 0.10，表明指标优先比较判
断矩阵具有满意的一致性，已获得的权重系数有效。
2.9.2　CRITIC 法确定权重系数　CRITIC 法是一
种确定客观权重的方法。为了使各组分对总体效
应贡献不同，结合 CRITIC 法确定各个指标的权
重，对表 3 中的数据按照公式：指标成分＝（实
测值－最小值）/（最大值－最小值），通过线性插
值进行标准化处理 [19]，并采用 SPSS 21.0 软件进
行分析，可得到总多糖、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、
升麻素苷、5-O- 甲基维斯阿米醇苷和出膏率的权
重系数分别为 0.2425、0.1571、0.2496、0.1833、
0.1675，具体结果见表 5。
2.9.3　AHP-CRITIC 法确定权重　鉴于复方主要治
疗功能的特点以及各配伍之间的关系，AHP 法量化
了评价指标重要性排序的信息，并主观地评估了指
标的权重，又使用 CRITIC 法客观评价相关指标的
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权重，该方法不仅考虑了抽样差异对权重的影响，
还考虑了指标之间的不一致性。本试验将两种方法
结合起来计算综合权重系数，既注重客观性，又不
剔除主观性，使评价结果更加科学有效。按照公
式：综合权重（ω 综合 ij）＝（ωAHPij ω CRITICij/∑ω  AHPij 
ωCRITICij），计算 5 项指标混合加权法权重系数，结
果为：总多糖 0.1532、毛蕊异黄酮葡萄糖苷 0.0992、
升麻素苷 0.4831、5-O- 甲基维斯阿米醇苷 0.2064、
出膏率 0.0582。
2.10　综合评价结果的比较

　　采用 3 种方法计算得出的权重系数，按照公
式：综合评分＝（总多糖含量 / 总多糖最大含量）
×0.1532×100 ＋（毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量 / 毛蕊
异黄酮葡萄糖苷最大含量）×0.0992×100 ＋（升
麻素苷含量 / 升麻素苷最大含量）×0.4831×100 ＋

（5-O- 甲基维斯阿米醇苷含量 /5-O- 甲基维斯阿米
醇苷最大含量）×0.2064×100 ＋出膏率×0.0582× 

100，进行综合评分，结果见表 6。

表 6　AHP、CRITIC、AHP-CRITIC 权重系数评分 
Tab 6　Weight coefficient score of AHP，CRITIC and AHP-CRITIC

试验号 AHP CRITIC AHP-CRITIC

1 60.66 59.95 55.96

2 71.49 71.30 68.82

3 72.92 72.82 69.02

4 79.50 79.25 74.16

5 90.20 87.62 83.99

6 86.16 81.88 73.78

7 88.50 88.73 85.37

8 98.32 98.39 98.11

9 96.36 97.25 98.25

　　从表 6 结果可知，AHP 法、CRITIC 法与 AHP-
CRITIC 法无显著差异，对 3 种方法采用相关系数
分析，结果发现 3 种方法相关性显著，其中，AHP
法与 CRITIC 法的相关系数为 0.9941，AHP 法与混
合加权法的相关系数为 0.9991，CRITIC 法与混合
加权法的相关系数为 0.9901（P ＜ 0.05），具有统
计学意义；对于权重系数进行相关性分析，结果发
现 AHP 法与 CRITIC 法的相关系数为 0.6955（P ＞

0.05），相关性不显著，两种方法较独立，而 AHP-

CRITIC 混合加权法兼顾主观因素和客观因素的影
响，考察变量更加全面、综合，使信息更接近客观、
评估结果更加符合实际情况，因此，AHP-CRITIC
法可作为综合权重评分的更好选择。
2.11　提取工艺的确定

　　为了全面评价试验结果，采用 AHP-CRITIC
法计算得到的权重系数，对试验数据进行直观分
析和方差分析。结果见表 7 和表 8。由表 7 可得，
R（A）＞ R（B）＞ R（C），表明从直观分析方面
因素 A 对工艺影响较大，因素 C 对工艺影响较小；
表 8 结果表明，从方差分析角度发现，因素 A 对
试验结果影响依然显著（P ＜ 0.05），因素 B 和因
素 C 对试验结果无影响。综合多因素的考虑及工
业大规模生产，可选择 A3B1C1 为最佳提取工艺，
即物料比 1∶8，提取 3 次，每次 1.0 h。

表 7　直观分析结果 
Tab 7　Intuitive analysis

因素 A B C D（空白）

K1 193.80 215.50 227.85 238.19
K2 231.93 250.91 241.23 227.97
K3 281.73 241.05 238.39 241.30
R   87.93   35.42   13.38   13.33

表 8　方差分析结果 
Tab 8　Variance analysis

方差来源 离差平方和 自由度 F 值 显著性

A 3888.74 2 39.99 ＜ 0.05
B   668.23 2   6.87 －

C     99.40 2   1.02 －

D（误差）     97.23 2 － －

2.12　验证工艺

　　称量处方药材 3 份，按 A3B1C1 工艺提取，对
总多糖、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、升麻素苷、5-O-
甲基维斯阿米醇苷和出膏率进行测定，结果见表
9。3 批验证试验 RSD 均小于 2.0%，说明优选出
的工艺重现性良好。

表 9　工艺验证结果 
Tab 9　Process validation

批次
总多糖 /

（mg·g － 1）

毛蕊异黄酮

葡萄糖苷 /
（mg·g － 1）

升麻素苷 /
（mg·g － 1）

5-O- 甲基维

斯阿米醇苷 /
（mg·g － 1）

出膏

率 /%

1 190.68 0.3486 2.4006 1.3035 31.86

2 184.37 0.3440 2.4247 1.2658 31.99

3 188.84 0.3555 2.4910 1.2858 31.68

RSD/%   1.7 1.7 1.9 1.5   0.50

3　讨论

　　中药复方以中医药理论为指导，在提取过程
中，有效成分总量与复方的临床疗效密切相关，

表 5　相关计算数据 
Tab 5　Related calculation data

考察

指标
总多糖

毛蕊异黄酮

葡萄糖苷

升麻

素苷

5-O- 甲基维

斯阿米醇苷
出膏率

si 35.8642 32.8166 33.7735 36.7150 32.0916
δ i   0.8826   0.6248   0.9647   0.6518   0.6815
ci 31.6541 20.5038 32.5826 23.9307 21.8703
ω i   0.2425   0.1571   0.2496   0.1833   0.1675
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活性单体和活性成分均不确定时，常使用多成
分、多组分、多因素作为评价指标进行分析研究。
本文结合芪术平喘止汗胶囊中药效确切成分，如
总多糖、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、升麻素苷、5-O-
甲基维斯阿米醇苷及工艺中的出膏率进行作为评
价指标综合评价。总多糖和毛蕊异黄酮葡萄糖苷
为君药黄芪的主要药效成分，研究表明 [20]，黄芪
多糖在 TLR4/NF-κB 信号通路对慢性阻塞性肺疾
病（COPD）鼠抑制炎症反应发挥作用。臣药白术
多糖对淋巴细胞具有免疫调节作用 [21]。升麻素苷
和 5-O- 甲基维斯阿米醇苷分别为佐使药防风的主
要药效成分，可降低大鼠体温，提高温热痛阈，
显著抑制二磷酸腺苷（ADP）诱导的血小板聚集，
具有明显的解热、抗炎和抗血小板作用 [22]。出膏
率是衡量前期提取纯化工艺的重要指标，是水提
取技术优化的次要评价指标，出膏率的稳定是后
面制剂成型的重要保证。
　　本试验采用 AHP-CRITIC 方法在确定多指标评
价的权重系数时，可以考虑到各个指标之间的相对
重要性以及它们之间的相互影响。这些指标可能包
括提取物的化学成分、生物活性、纯度、产量等，
每个指标都有其特定的权重，反映了它们在整体评
价中的相对重要性。这样的方法既考虑中药复方的
药效发挥特点及中药复方的配伍，又能客观区分实
际样本数据，获得的结果稳定可靠。
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摘要：微泡超声造影剂是一类能够显著增强医学超声检测信号的药物，常用于心脏、肝脏、肾脏
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面了解。本文归纳总结了微泡超声造影剂常用生物分析方法及其药代动力学进展，系统阐释微泡
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Abstract: Microbubble ultrasound contrast agent is a kind of drug that can significantly enhance 
the medical ultrasonic detection signal, and is often used in the ultrasonic examination of the heart, 
liver, kidney and other parts. Optimizing contrast enhancement imaging and improving diagnostic 
efficiency require a comprehensive understanding of the pharmacokinetics of microbubble contrast 
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现代医学影像中广泛使用造影剂，目前常用造影剂根据原理和用途不同，可分为 X 光和 CT 造影
剂、磁共振造影剂、超声造影剂以及光学造影剂等。造影剂在使用后可改变机体局部组织的影像对比
度，基于此特点不断创新的造影剂结合医学影像技术，可实现疾病的精准诊疗。然而不同造影剂的成
像部位与成像类型各有不同，提示其安全性和有效性与其体内处置过程密切相关，但是造影剂的药代
动力学研究尤其是临床特殊人群中的研究较少。本专栏综述了微泡超声造影剂与荧光造影剂的药代动
力学研究进展，以期为造影剂的精准诊疗及新型造影剂的研发提供参考。
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　　在当前临床诊断中，超声成像已成为一种应
用最为普遍的医学影像技术 [1]。与其他成像方式
相比，超声能够提供软组织结构和血流无创实时
的横截面图像。然而，由于血液对超声信号的反
射性差，使用常规多普勒超声检测血管或较深部
位组织中的血流时往往图像分辨率差，难以把组
织和病变组织区分开来 [2-3]。微泡超声造影剂的出
现，提高了诊断的准确性。
　　微泡超声造影剂，是一种由气体为核心、脂
质、白蛋白或其他物质为外膜组成的微泡。微泡
核心气体由惰性气体组成，如氟碳类化合物以及
六氟化硫（见图 1）。低溶解度的核心气体和具有
弹性的外壳使得微泡可以在体内循环中保持一段
时间稳定，以维持显影效果。微泡直径在 1 ～ 10 
μm 内，与红细胞的大小范围大致相同，因此它们
通过静脉注射后随血液流动完整地通过肺循环到
达人体各个器官 [4]。当暴露在超声波下时，含有微
泡的组织表现为非线性回波信号，没有造影剂的
部位主要产生线性回波信号。成像软件接收非线
性回声信号，通过分析时间 - 造影强度曲线来评价
心肌等组织的血流量和血流灌注情况。同时，当
超声波光束到达带有微泡的组织时，会产生强烈
的反向散射，从而在暗背景下产生高信号 [5]。与
电子计算机断层扫描（computed tomography，CT）
和磁共振成像（magnetic resonance imaging，MRI）
造影剂相比，超声造影剂不使用电离辐射，无肾
毒性，且具有较好的成本效益。最重要的是，它
提供了与 CT 和 MRI 相媲美的准确诊断信息 [6]。
　　微泡超声造影剂虽然已上市使用多年，但其药
代动力学研究不彻底，安全性和有效性评价不全
面，严重阻碍了该类药物的发展。微泡超声造影
剂相对于小分子化合物而言，药代动力学行为更复
杂，给药后体内会同时存在完整的微泡、游离的微
泡核心气体和微泡外壳辅料等不同成分，这也就为
其系统药代动力学研究带来了新的困难和挑战。由
于微泡中的核心气体量很少，同时大部分核心气体
会在极短的时间内由肺快速排出，这导致难以对全
血中以及呼出气体中的气体进行准确定量，对生物
分析方法的选择性和灵敏度提出了更高的要求。本

文归纳总结了微泡超声造影剂的常用生物分析方法
及其药代动力学进展，从完整的微泡、游离的微泡
核心气体和微泡外壳辅料等多个方面系统阐释微泡
超声造影剂在体内的处置过程，分析了目前微泡超
声造影剂药代动力学研究的不足和未来的发展方
向，以期为微泡类药物的研究提供参考。
1　微泡超声造影剂的分类
　　回顾微泡超声造影剂发展史，根据造影剂自
身结构组成特性，可以划分为三代（见表 1）[7]。
第一代造影剂为空气微泡包裹蛋白质外壳造影
剂，如 Albunex [8]、Levovist 等。外壳的包裹，增
加了微泡在血液中的稳定性。第一代造影剂的核
心气体为空气，与氟碳类化合物相比，空气在血
液中的溶解度更大，这也意味着该类微泡在血液
中稳定性更低，其在体内的循环时间较短，限制
了其在临床上的使用 [1，9]。
　　第二代造影剂为氟碳气体微泡包裹脂质外壳
造影剂，如 Definity（全氟脂质微泡可注射混悬
剂）、SonoVue（六氟化硫微泡冻干粉注射剂）等。
第二代造影剂使用高分子量和低溶解度的气体作
为核心气体，以延长其体内持久性 [10]。第二代微
泡比第一代更小、更稳定，能够穿过肺毛细血管
床 [11]，这些特质使得左心室成像和心肌灌注评估
结果更有效。目前第二代微泡超声造影剂也是临
床使用最多的种类 [12]。
　　第三代造影剂为正在开发的纳米级超声造影
剂，它们具有独特和特异性的标记，可以定量、
生理定位（分子成像）炎症和相关疾病状态 [13-14]。

agents in vivo. In this paper, the commonly used biological analysis methods and pharmacokinetic 
progress of microbubble ultrasound contrast agents were summarized, and the absorption, distribution, 
metabolism and excretion processes of microbubble ultrasound contrast agents in vivo were 
systematically explained, hoping to provide references for the research of microbubble drugs.
Key words: microbubble ultrasonic contrast agent; pharmacokinetics; bioanalytical method

图 1　脂质微泡超声造影剂的结构（A）和核心气体的种类（B）

Fig 1　Structure of lipid microbubble contrast agent（A）and types of 
core gases（B）
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它的优势在于具有很强的血管穿透力，其靶向性
不仅可以提高疾病诊断的准确性，对疾病的辅助
治疗也有着积极意义 [12]。
2　生物样本的采集与分析  
　　微泡超声造影剂在体内可能存在完整的微
泡、游离的微泡核心气体和微泡外壳辅料。目前，
微泡超声造影剂的体内分析过程包括呼气动力学
以及血液动力学，主要通过对呼出气体中微泡核
心气体的浓度和全血以及组织中核心气体浓度的
测定来进行评价，对完整微泡的定量分析较少。
2.1　微泡核心气体的收集与分析
　　进入血液循环的微泡是不稳定的，在被清除前
只能循环几分钟。微泡的清除主要通过与呼出气体
（主要是 N2、O2、CO2）交换核心气体，使微泡核
心气体经肺排出 [15]。所以对于呼出气体中核心气
体的准确收集和测定非常重要。例如，杨凌等 [16]

将比格犬麻醉后，气管插管后接 T 型管，T 型管一
侧接呼吸机，另一侧接采气袋；比格犬静脉注射全
氟丙烷蛋白微泡后，进行呼出气体的采集，并使
用 GC-MS/MS 分析呼出气体中全氟丙烷（C3F8）的
含量。为了收集大鼠注射 Sonazoid（全氟丁烷脂质
微泡注射剂）后的呼出气体。Uran 等 [17] 制作了一
个呼吸代谢室系统（带有特殊盖子和玻璃管连接的
玻璃笼子组成，将大鼠置于玻璃笼子中；笼子玻璃
管连接三通阀，将大鼠的呼出气体导向气体收集袋
中），并使用 GC-MS/MS 分析呼出气体中全氟丁烷
（C4F10）的含量。由于微泡中的核心气体量很少，
进入体内后，其全血和组织中浓度的分析对于分析
方法的要求较高（定量下限通常为纳克级别），通
常使用顶空气相色谱 - 串联质谱法对全血中微泡核
心气体的含量进行分析 [18-19]。
2.2　微泡外壳及完整微泡的分析方法

　　鉴于微泡超声造影剂在体内除了核心气体外，
还具有微泡外壳和完整微泡等成分，所以其分析方
法不局限于 GC-MS/MS。例如，在微泡制备过程
中加入金属元素，在研究微泡外壳代谢时，可利用
ICP-MS 量化全血中金属元素浓度的变化来反映外壳
成分的代谢情况。也可以使用放射标记法，引入放
射性的碳或者氧，来间接反映外壳成分在体内的变
化 [20]。由于超声微泡的特性，可通过超声强度的定
量来表征造影剂在人体内各组织中的分布情况 [21]。
目前完整微泡的分析方法较少。Navarro-Becerra 等 [22]

提出使用显微镜计数的方法，直接检测全血中微泡
的数量和大小，这种方法可以直接进行完整微泡的
检测，更能够反映微泡超声造影剂在体内的行为。
　　总结上述分析方法可以发现，体内微泡超声
造影剂的药代动力学研究方法可以分为两类：第
一类为间接方法，如 GC-MS/MS、放射性标记法、
超声造影等，间接方法无法区分体内微泡的完整
性以及大小和数量，这影响了微泡超声造影剂真
正有效成分微泡的药代动力学研究 [22]；第二类方
法为直接方法，如显微镜计数法，该方法目前使
用并不广泛，其稳定性以及方法耐用性有待考察。
3　微泡超声造影剂的药代动力学研究
　　传统的微泡超声造影剂药代动力学研究只针
对核心气体本身，这具有一定的局限性，并不能
系统地阐述微泡超声造影剂在体内的真实药代动
力学行为，也会为该类制剂的药代动力学和药效
学关联性研究、安全性和有效性研究带来误导。
因此，为了揭示微泡超声造影剂在体内的真实药
代动力学行为，必须同时关注微泡超声造影剂完
整的微泡、游离的微泡核心气体和微泡外壳辅料
及代谢物在体内的吸收、分布、代谢、排泄，从
而揭示微泡超声造影剂在体内的处置情况。

表 1　影像诊断研究中已研发的超声造影剂 
Tab 1　Commonly developed ultrasound contrast agents in diagnostic imaging research

微泡超声造影剂 微泡外壳材料
微泡核

心气体

微泡平均

直径 /µm
药物代谢动力学特征 文献

第一代微泡超声造影剂： 
外壳包裹空气的气泡

Albunex 白蛋白 空气 4.3 体内循环时间短，半衰期小于 1 min [1，8-9]
Levovist 脂质 / 半乳糖 空气 2 ～ 3
Sonovist 氰基丙烯酸乙酯 空气 1 ～ 2

第二代微泡超声造影剂： 
外壳包裹低溶解度气体

的气泡

BR14 脂质 全氟丁烷 2.5 ～ 3.0 体内稳定性增强，平均半衰期 
为 1 ～ 5 min

[10-12]
Definity 脂质 / 表面活性剂 全氟丙烷 1.1 ～ 3.3
EchoGen 表面活性剂 全氟正戊烷 2 ～ 5
Imagent 脂质 / 表面活性剂 氮气 / 全氟己烷 6.0
Optison 白蛋白 全氟丙烷 3.2
SonoVue 脂质 六氟化硫 2.5

第三代微泡超声造影剂： 
具有可控声学特性的气泡

AI-700 聚交酯 全氟丁烷 2 具有靶向性，可与相关靶标组合，

且停留时间较长，可达 30 min
[13-14]

CARDIOsphere 聚交酯 氮气 4.0
Sonazoid 脂质 / 表面活性剂 全氟丁烷 2.4 ～ 3.6
BR55 磷脂 氮气 / 全氟丁烷 /
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3.1　吸收
　　给药途径是影响微泡超声造影剂吸收与分布
的重要因素。通过静脉给药的微泡超声造影剂直
接进入血液循环。皮下注射微泡后，观察到微泡
能够迅速进入淋巴管和淋巴结 [23]。通过针或导管
向腹膜腔、胸膜腔、胆道、胃肠道、泌尿道等注
入微泡超声造影剂，可进行血管外（腔内）造影
成像 [24-26]。对于微泡超声造影剂血管外给药的体
内处置行为，目前研究较少。
3.2　分布
　　微泡超声造影剂在组织中的分布主要取决于微
泡大小、血管、组织供血、内皮和单核吞噬细胞系
统等因素的影响。目前常用的微泡超声造影剂多
为微米级别，其直径在 1 ～ 10 µm，由于尺寸大，
完整微泡不能穿过血管壁，所以常应用于血池造
影 [27]。由于微泡超声造影剂进入组织后，完整的微
泡难以定量，所以组织分布主要通过计算组织中放
射性元素标记微泡外壳的放射强度或组织中游离核
心气体浓度来进行研究。Killam 等 [28] 制备了放射性
碘标记的 Optison，考察完整微泡在体内的分布情
况。研究显示，大鼠静脉注射后的 5 min 内，平均
86.09% 的放射元素出现在组织中，其中大部分分布
在肝脏（50.36%）和肺部（29.09%），给药 5 min 以
后，肝脏和肺部的平均放射性水平持续下降。Toft
等 [19] 研究了 Sonazoid 在大鼠体内的分布情况，大
鼠静脉注射 80 µL·kg－ 1 的全氟丁烷微泡超声造影
剂后，于 5 min、20 min、3 h、24 h 收集血液、肝脏、
脂肪、肾脏、肌肉、心脏、肺和大脑等组织样品，
分析组织中的游离全氟丁烷气体含量。发现在注射
后 5 min 可以观察到最高浓度，各组织中游离全氟
丁烷气体浓度最高的部位依次为脾脏＞肝脏＞肺＞

肾脏＞其他组织。同时，研究发现一些造影剂（例
如 Sonazoid、BR14）可以被单核吞噬细胞系统（网
状内皮细胞，例如肝脏中的库普弗细胞）吞噬 [24]。
微泡在体内的物理状态及分布也可通过体外超声进
行控制，例如兔子静脉注射微泡超声造影剂，采用
脉冲聚焦超声照射兔子脑部，可打开血脑屏障 [29]。
　　微泡的组织分布也与其超声诊断部位息息相
关。微泡超声造影剂大部分分布于供血丰富的组
织，如脾脏、肝脏、肺、心等。目前已上市的微
泡超声造影剂其适应证大部分集中于超声心电图
造影、大血管多普勒造影、肝脏血管造影等 [30]。
　　同时，为了不断提高超声诊断的准确性和特
异性，靶向超声造影的研究越来越多。例如，在
微泡中嵌入能与相关生物标记物结合的物质，使
微泡优先于目标部位相互作用。类似的靶向性也

改变了微泡在体内的分布情况，例如，在乳腺癌
患者静脉给药后观察到靶向的 BR55 微泡在肿瘤中
的滞留时间长达 30 min[31-32]。一些不良反应的发生
也与微泡的组织分布有关。例如，微泡在肾脏微
循环中滞留，产生补体相关的中间体，从而导致
了腹部疼痛 [33]。因此，了解微泡的分布情况有助
于此类药物体内行为、有效性和安全性的评估。
3.3　药物清除（代谢、消除）
3.3.1　微泡外壳的清除　超声微泡的外壳主要由表
面活性剂、脂质、蛋白质、聚合物等材料组成 [34]。
目前研究微泡外壳常用放射性标记法，如 Killam
等 [28] 研究 Optison 白蛋白外壳的分布和消除时，采
用放射性碘标记的方法，结果发现放射性标记白
蛋白外壳及碎片的主要摄取和代谢途径发生在肝
脏。Definity 的脂质外壳含有二棕榈酰磷脂酰胆碱
（DPPC）、二棕榈酰磷脂酸钠盐（DPPA）和二棕榈
酰磷脂酰乙酰胺 - 甲氧基聚乙二醇5000（MPEG5000 
DPPE）。其中 DPPC 和 DPPA 是内源性脂质，被代
谢为游离脂肪酸；MPEG5000 DPPE 不是内源性磷
脂，它以聚乙二醇 5000（MPEG5000）的形式通过
尿液从循环中清除 [35]。研究人员在研究大鼠反复
超声造影期间，出现了加速血液清除（accelerated 
blood clearance，ABC）现象，即免疫系统识别聚乙
二醇（PEG），从而加速 PEG 的血液清除现象。这
提示，反复注射具有 PEG 成分的微泡时，该药物在
体内的清除速度会加快（半衰期减少 4.2 倍）[36]。
3.3.2　微泡核心气体的清除　微泡核心气体为氟
碳类化合物，全氟化碳通常对除碱金属外的所有
化学试剂都非常稳定，该类化合物中的碳氟键非
常稳定，气体分子不含氢和其他卤素原子，全部
被氟饱和取代，化学反应活性很弱，并且该类化
合物在血液中溶解度低，很难被酶所代谢 [37]。
　　微泡核心气体主要经肺从呼出气体中快速排出。
比格犬静脉注射 0.3、0.6 和 1.0 mL·kg－ 1 Optison 后，
在其呼出的气体中，全氟丙烷平均回收率为 111%、
100.5% 和 121.6%[28]。 兔 子 静 脉 注 射 0.3 mL·kg－ 1

的 SonoVue 后，其体内六氟化硫消除半衰期为 5.98 
min，超过 90% 的六氟化硫从呼出气体中排出 [38]。有
研究对 12 名健康受试者静脉注射两种剂量水平（0.03 
mL·kg－ 1 和 0.3 mL·kg－ 1） 的 SonoVue 后 六 氟 化
硫的血液动力学和肺消除情况进行评价，发现六氟
化硫经肺途径迅速从血液中清除，给药后 1 min 内
消除 40% ～ 50% 的注射剂量，给药后 11 min 消除
80% ～ 90% 的注射剂量；这种消除在男性和女性中相
似，且与剂量无关 [39]。比格犬静脉注射 1 mL·kg－ 1

的 Definity 后，全氟丙烷平均消除半衰期为 61 s，经
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肺快速消除，2 ～ 4 min 内达到累计排泄平台 [40]。
Uran 等 [17] 研究了 Sonazoid 在大鼠体内的排泄情况，
研究表明，以 8 μL·kg－ 1 剂量静脉注射，24 h 全氟
丁烷平均回收率为 96%（范围 81% ～ 110%），50%
以上在注射后 30 min 内呼出。多种超声微泡超声造影
剂在不同种属动物中都表现出了从体内快速消除的特
性。微泡超声造影剂从第一代发展至第三代，其性质
也在不断改进。例如微泡外壳稳定性的提高以及核心
气体溶解度的降低，使微泡在体内稳定性增强，滞留
时间延长，从而满足临床的需求 [41]。
　　Landmark 等 [42] 研究了 Sonazoid 在健康人群和肺
扩散能力降低的人群中的血液药物代谢动力学。结果
发现，肺扩散能力降低的受试者其 AUC 明显高于健
康志愿者，这表明肺功能状态会影响该药物在体内
的暴露水平。Burkard 等 [43-44] 指出，全氟化碳消除的
主要途径是通过肺泡内的血 / 气界面扩散，因此消除
的速度主要由肺灌注控制，鉴于这些特性，作者预
测全氟化碳的消除动力学在健康人中的差异有限 [45]。
3.3.3　微泡的清除　目前，有研究通过多普勒强
度测量法估计超声微泡的药代动力学特征 [46]。研
究表明，SonoVue 静脉注射后，消除动力学表现
为两个阶段：多普勒强度快速衰减的第一阶段对
应于造影剂第一次通过动脉循环，更长时间的第
二阶段缓慢下降代表超声微泡从循环中消除的过
程 [35]，消除时间（通常几分钟）将取决于微泡超
声造影剂的剂量和特性 [47]。
　　微泡超声造影剂的清除过程对超声造影效果影
响较大。第一代微泡超声造影剂半衰期小于 1 min，
极短的半衰期也说明其造影时间较短，限制了其在
临床的使用。后续微泡超声造影剂不断改进其在体
内的稳定性，以延长半衰期，从而满足临床使用需

求。通过多普勒强度测量法研究微泡超声造影剂的
药代动力学特征，虽然无法对微泡大小、数量进行
定量，但可确定微泡超声造影剂的输注效果，因此
可利用体内多普勒强度测量技术评价注射方法 [48] 及
给药剂量对超声造影的影响，以优化给药方案 [22]。
3.4　全血药代动力学
　　微泡超声造影剂在体内的暴露水平主要与给
药剂量相关。Killam 等 [28] 进行了比格犬静脉注射
Optison 的药代动力学研究，结果表明，比格犬静
脉注射 0.3、0.6 和 1.0 mL·kg－ 1 Optison 时，全
氟丙烷全血 Cmax 的均值分别为 0.197、0.66、0.79 
nmol·L－ 1，AUC0 ～ t 的均值分别为 14.49、36.3、
46.72 nmol·s·mL－ 1，给药剂量与暴露量呈线性关
系。比格犬静脉注射 Definity 的药代动力学研究表明，
静脉注射 1 mL·kg－ 1 全氟丙烷脂质微泡后，全氟丙
烷血药浓度峰值在 0.0258 ～ 0.0452 µL PFP·mL－ 1，
平均 AUC0 ～ t 估计为 3237 nL·s·mL－ 1 [40]。Li 等 [45]

研究了在中国健康受试者中，静脉注射 Sonazoid 
0.12 µL·kg－ 1 及 0.6 µL·kg－ 1， 其 AUC0 ～ t 分 别 为
（10.1±2.7）和（90.1±38.3）ng·min·g－ 1，全氟丁
烷血中 Cmax 分别为（2.3±1.1）和（19.1±9.2）ng·g－ 1。
　　虽然微泡超声造影剂已经从第一代发展到第
三代，但因给药量很少，排泄速度快，导致难以
量化其血液中的含量，微泡超声造影剂的药代动
力学研究仍然是一个挑战 [49]。不过 Correas 等 [50]

认为，微泡超声造影剂的药代动力学可能遵循微
泡核心气体成分的药代动力学规律。目前研究微
泡在体内的暴露量水平，仍然以测量微泡核心气
体成分在血液中的含量为主。
　　目前已上市的微泡超声造影剂的药代动力学
研究见表 2。

表 2　目前已上市的微泡超声造影剂的药代动力学研究 
Tab 2　Pharmacokinetics study of commercially available microbubble ultrasound contrast agents

制剂 核心气体
研究

对象
给药剂量 Cmax AUC t1/2/s

累计排

泄率 /%
文献

Optison 全氟丙烷 比格犬 0.3 mL·kg － 1 0.197±0.08 nmol·L－ 1 14.49±3.56 nmol·s·mL － 1 20.08±3.41 s 111 [28]
Optison 全氟丙烷 比格犬 0.6 mL·kg － 1 0.66±0.05 nmol·L－ 1 36.3±1.04 nmol·s·mL － 1 19.23±4.68 s 100.5 [28]
Optison 全氟丙烷 比格犬 1 mL·kg － 1 0.79±0.13 nmol·L－ 1 46.72±5.83 nmol·s·mL － 1 28.30±1.93 s 121.6 [28]
Definity 全氟丙烷 比格犬 1 mL·kg － 1 0.0258 ～ 0.0452 µL 

PFP·mL－ 1

3237 nL·s·mL － 1 61 s / [40]

Sonovue 六氟化硫 家兔 0.3 mL·kg － 1 3.1 ng·mL－ 1 / 358.8 s 98 [38-39]
Sonazoid 十氟丁烷 成人 0.12 µL·kg － 1 2.3±1.1ng·g－ 1 10.1±2.7ng·min·g － 1 162±42 s / [42]
Sonazoid 十氟丁烷 成人 0.6 µL·kg － 1 19.1±9.2 ng·g－ 1 90.1±38.3 ng·min·g － 1 1020±462 s / [42]
Sonazoid 十氟丁烷 大鼠 0.3 µL·kg － 1 7.7 ng·g－ 1 1.2 ng·min·g － 1 144 s / [42]
Sonazoid 十氟丁烷 大鼠 3 µL·kg － 1 90.6 ng·g－ 1 12.4 ng·min·g － 1 7920 s / [42]
EchoGen 十二氟戊烷 成人 0.01 mL·kg － 1 / 8.3±3.7 mg·min·L － 1   150±126 s   95±23 [50]
EchoGen 十二氟戊烷 成人 0.02 mL·kg － 1 / 10.0±2.1 mg·min·L － 1 126±48 s   97±19 [50]
EchoGen 十二氟戊烷 成人 0.05 mL·kg － 1 / 21.8±5.5 mg·min·L － 1 108±24 s   98±25 [50]
EchoGen 十二氟戊烷 成人 0.1 mL·kg － 1 / 42.6±7.6 mg·min·L － 1 138±66 s 103±12 [50]
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4　总结与展望

　　微泡超声造影剂具有使用场景多、不良反应少
等优势，成为了超声造影研究的热点，微泡超声造
影剂的使用为人们对疾病的认识和诊疗开拓了新的
道路。然而，微泡超声造影剂的药代动力学研究仍
然存在很多挑战。尤其是针对完整微泡在体内的动
力学过程。随着分析技术和药代动力学研究的不断
完善和创新，微泡超声造影剂的药代动力学研究必
将朝着更精确的方向发展，为该类药物的安全性、
有效性研究提供更加坚实的基础。

参考文献

[1] 余后强，何晓玲，丁明跃 . 医学超声造影研究现状与进

展 [J]. 生命科学仪器，2017，15（2）：3-8，38. 
[2] 李春芳 . 自制靶向纳米泡超声造影剂的特性及成像研

究 [D]. 武汉：华中科技大学，2017. 
[3] Roovers S，Segers T，Lajoinie G，et al. The role of ul-

trasound-driven microbubble dynamics in drug delivery：
from microbubble fundamentals to clinical translation [J]. 
Langmuir，2019，35（31）：10173-10191. 

[4] Chong WK，Papadopoulou V，Dayton PA. Imaging with 
ultrasound contrast agents：current status and future [J]. 
Abdom Radiol，2018，43（4）：762-772. 

[5] Aggarwal A，Goswami S，Das CJ. Contrast-enhanced 
ultrasound of the kidneys：principles and potential applica-
tions [J]. Abdom Radiol，2022，47（4）：1369-1384. 

[6] Wilson SR，Greenbaum LD，Goldberg BB. Contrast-en-
hanced ultrasound：what is the evidence and what are the 
obstacles [J]. AJR Am J Roentgenol，2009，193（1）：

55-60. 
[7] Borden MA，Song KH. Reverse engineering the ultra-

sound contrast agent [J]. Advances in Colloid and Interface 
Science，2018，262：39-49. 

[8] Keller MW，Glasheen W，Kaul S. Albunex：a safe and ef-
fective commercially produced agent for myocardial contrast 
echocardiography [J]. J Am Soc Echocardiog，1989，2（1）：

48-52. 
[9] Fournier L，de La Taille T，Chauvierre C. Microbubbles 

for human diagnosis and therapy [J]. Biomaterials，2023，
294：122025. 

[10] Abenojar EC，Nittayacharn P，de Leon AC，et al. Effect 
of bubble concentration on the in vitro and in vivo per-
formance of highly stable lipid shell-stabilized micro-and 
nanoscale ultrasound contrast agents [J]. Langmuir，2019，
35（31）：10192-10202. 

[11] Lindner JR，Song J，Jayaweera AR，et al. Microvascular 
rheology of definity microbubbles after intra-arterial and in-
travenous administration [J]. J Am Soc Echocardiog，2002，
15（5）：396-403. 

[12] Parker JM，Weller MW，Feinstein LM，et al. Safety of 
ultrasound contrast agents in patients with known or sus-

pected cardiac shunts [J]. Am J Cardiol，2013，112（7）：

1039-45. 
[13] Willmann JK，Bonomo L，Testa AC，et al. Ultrasound 

molecular imaging with BR55 in patients with breast and 
ovarian lesions：first-in-human results [J]. J Clin Oncol，
2017，35（19）：2133. 

[14] Smeenge M，Tranquart F，Mannaerts CK，et al. First-in-
human ultrasound molecular imaging with a VEGFR2-spe-
cific ultrasound molecular contrast agent（BR55）in pros-
tate cancer：a safety and feasibility pilot study [J]. Invest 
Radiol，2017，52（7）：419-427. 

[15] Stride E，Segers T，Lajoinie G，et al. Microbubble 
agents：new directions [J]. Ultrasound Med Biol，2020，
46（6）：1326-1343. 

[16] 杨凌，陈志良，刘世霆，等 . 全氟丙烷人血白蛋白微球

注射剂静脉给药后试验犬气体采集方法的建立 [J]. 南方

医科大学学报，2006，26（12）：1706-1708. 
[17] Uran S，Landmark K，Normann PT，et al. A respira-

tion-metabolism chamber system and a GC-MS method 
developed for studying exhalation of perfluorobutane in rats 
after intravenous injection of the ultrasound contrast agent 
Sonazoid [J]. J Pharm Biomed Anal，2005，39（3-4）：

746-51. 
[18] Giuliani N，Saugy M，Augsburger M，et al. Blood 

monitoring of perfluorocarbon compounds（F-tert-butylcy-
clohexane，perfluoromethyldecalin and perfluorodecalin）
by headspace-gas chromatography-tandem mass spectrome-
try [J]. Talanta，2015，144：196-203. 

[19] Toft KG，Hustvedt SO，Hals PA，et al. Disposition 
of perfluorobutane in rats after intravenous injection of 
Sonazoid [J]. Ultrasound Med Biol，2006，32（1）：

107-114. 
[20] Straub JA，Chickering DE，Hartman TG，et al. AI-700 

pharmacokinetics，tissue distribution and exhaled elimi-
nation kinetics in rats [J]. Int J Pharm，2007，328（1）：

35-41. 
[21] Correas JM，Burns PN，Lai X，et al. Infusion versus bo-

lus of an ultrasound contrast agent：in vivo dose-response 
measurements of BR1 [J]. Invest Radiol，2000，35（1）：

72-9. 
[22] Navarro-Becerra JA，Song KH，Martinez P，et al. Mi-

crobubble size and dose effects on pharmacokinetics [J]. 
ACS Biomater Sci Eng，2022，8（4）：1686-1695. 

[23] Dewitte H，Vanderperren K，Haers H，et al. Theranostic 
mRNA-loaded microbubbles in the lymphatics of dogs：
implications for drug delivery [J]. Theranostics，2015，5
（1）：97-109. 

[24] Dietrich CF，Averkiou M，Nielsen MB，et al. How to 
perform contrast-enhanced ultrasound（CEUS）[J]. Ultra-
sound Int Open，2018，4（1）：E2-E15. 

[25] Kalayeh K，Fowlkes JB，Claflin J，et al. Ultrasound con-
trast stability for urinary bladder pressure measurement [J]. 
Ultrasound Med Biol，2023，49（1）：136-151. 



2076

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

[26] Gupta S，Manchanda S，Dadhwal V. Ovarian torsion：
incremental role of contrast-enhanced ultrasound [J]. BMJ 
Case Rep，2022，15（12）：e251285. 

[27] 杨茂发，李敬，张现仁 . 纳米级超声造影剂的理论研究

进展 [J]. 净水技术，2021，40（2）：42-52. 
[28] Killam AL，Mehlhaff PM，Zavorskas PA，et al. Tissue 

distribution of 125 l-labeied albumin in rats，and whole 
blood and exhaled elimination kinetics of octafluoropropane 
in anesthetized canines，following intravenous administra-
tion of Optison®（FS069）[J]. Int J Toxicol，1999，18（1）：

49-63. 
[29] Hynynen K，McDannold N，Vykhodtseva N，et al. 

Non-invasive opening of BBB by focused ultrasound [C]//
Brain Edema Ⅻ：Proceedings of the 12 th International 
Symposium，Hakone，Japan，November 10—13，2002. 
Springer Vienna，2003：555-558. 

[30] Dietrich CF，Nolsøe CP，Barr RG，et al. Guidelines 
and good clinical practice recommendations for contrast 
enhanced ultrasound（CEUS）in the liver-update 2020 
WFUMB in cooperation with EFSUMB，AFSUMB，

AIUM，and FLAUS [J]. Ultrasound Med Biol，2020，41
（5）：562-585. 

[31] Jun HY，Park SH，Kim HS，et al. Long residence time 
of ultrasound microbubbles targeted to integrin in murine 
tumor model [J]. Acad Radiol，2010，17（1）：54-60. 

[32] Willmann JK，Bonomo L，Testa AC，et al. Ultrasound 
molecular imaging with BR55 in patients with breast and 
ovarian lesions：first-in-human results [J]. J Clin Oncol，
2017，35（19）：2133. 

[33] Liu YN，Khangura J，Xie A，et al. Renal retention of lip-
id microbubbles：a potential mechanism for flank discom-
fort during ultrasound contrast administration [J]. J Am Soc 
Echocardiog，2013，26（12）：1474-1481. 

[34] Sirsi S，Borden M. Microbubble compositions，properties 
and biomedical applications [J]. Bubble Sci Engi Technol，
2009，1（1-2）：3-17. 

[35] Abdelmoneim SS，Mulvagh SL. Perflutren lipid micro-
sphere injectable suspension for cardiac ultrasound [J]. Im-
aging Med，2012，4（2）：171. 

[36] Fix SM，Nyankima AG，McSweeney MD，et al. Accel-
erated clearance of ultrasound contrast agents containing 
polyethylene glycol is associated with the generation of an-
ti-polyethylene glycol antibodies [J]. Ultrasound Med Biol，
2018，44（6）：1266-1280. 

[37] 艾智武，盛凤仙，江骥，等 . 全氟丙烷在健康人体的

药代动力学 [J]. 中国临床药理学杂志，2009，25（3）：

211-214. 

[38] Schneider M. SonoVue，a new ultrasound contrast agent [J]. 
Eur Radiol，1999，9（Suppl 3）：S347-S348. 

[39] Morel DR，Schwieger I，Hohn L，et al. Human phar-
macokinetics and safety evaluation of SonoVue ™，a new 
contrast agent for ultrasound imaging [J]. Invest Radiol，
2000，35（1）：80. 

[40] Food and Drug Administration（FDA），21-064_Definity_
pharmr_P3，（https：//www. accessdata. fda. gov/drugsatf-
da_docs/nda/2001/21-064_Definity. cfm）.

[41] Klibanov AL. Ultrasound contrast：gas microbubbles in the 
vasculature [J]. Invest Radiol，2021，56（1）：50-61. 

[42] Landmark KE，Johansen PW，Johnson JA，et al. Phar-
macokinetics of perfluorobutane following intravenous 
bolus injection and continuous infusion of Sonazoid ™ in 
healthy volunteers and in patients with reduced pulmonary 
diffusing capacity [J]. Ultrasound Med Biol，2008，34
（3）：494-501. 

[43] Burkard ME. Behavior of bubbles of slowly permeating 
gas used for ultrasonic imaging contrast [J]. Invest Radiol，
1995，30（5）：315-321. 

[44] Klibanov AL，Hughes MS，Wojdyla JK，et al. Destruc-
tion of contrast agent microbubbles in the ultrasound field：
the fate of the microbubble shell and the importance of 
the bubble gas content [J]. Acad Radiol，2002，9（1）：

S41-S45. 
[45] Li PF，Hoppmann S，Du P，et al. Pharmacokinetics 

of perfluorobutane after intra-venous bolus injection of 
Sonazoid in healthy Chinese volunteers [J]. Ultrasound Med 
Biol，2017，43（5）：1031-1039. 

[46] Villanueva FS，Gertz EW，Csikari M，et al. Detection 
of coronary artery stenosis with power Doppler imaging [J]. 
Circulation，2001，103（21）：2624-2630. 

[47] Hyvelin JM，Tardy I，Arbogast C，et al. Use of ultra-
sound contrast agent microbubbles in preclinical research：
recommendations for small animal imaging [J]. Invest Radi-
ol，2013，48（8）：570-583. 

[48] Talu E，Powell RL，Longo ML，et al. Needle size and in-
jection rate impact microbubble contrast agent population [J]. 
Ultrasound Med Biol，2008，34（7）：1182-1185. 

[49] Omata D，Unga J，Suzuki R，et al. Lipid-based micro-
bubbles and ultrasound for therapeutic application [J]. Adv 
Drug Deliv Rev，2020，154：236-244. 

[50] Correas JM，Meuter AR，Singlas E，et al. Human phar-
macokinetics of a perfluorocarbon ultrasound contrast agent 
evaluated with gas chromatography [J]. Ultrasound Med 
Biol，2001，27（4）：565-570. 

（收稿日期：2024-01-17；修回日期：2024-04-11）



2077

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

近红外荧光造影剂的临床应用与药代动力学研究进展

刘睿婷1，李涛2，陈梓欣1，陈西敬1，赵娣1*（1. 中国药科大学基础医学与临床药学学院临床药理研究中心，南京

　211198；2. 南京医科大学附属儿童医院肿瘤病区，南京　210000）

摘要：快速发展的荧光影像技术促进了荧光造影剂的研究。临床现有的荧光造影剂包括吲哚菁
绿、亚甲蓝和 5- 氨基乙酰丙酸。这些荧光造影剂临床应用广泛，但在体内的荧光成像部位和
类型各不相同，可能与给药方式和药代动力学过程相关。目前荧光造影剂在临床尤其是特殊人
群中的药代动力学研究较少。本文总结了已上市的荧光造影剂的临床应用现状和药代动力学性
质，为明确其临床应用方向，优化药物使用提供依据。
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　　活体影像技术在临床前药物研究和临床应用中
有着重要地位，其中包括计算机断层扫描（computed 
tomography，CT）、磁共振成像（magnetic resonance 
imaging，MRI）、正电子发射断层显像（positron 
emission tomography，PET）、单光子发射计算机断
层成像（single photon emission computed tomography，
SPECT）和光学成像技术等。这些技术一般需要专
门的设备、空间和技术人员；有潜在的辐射暴露风
险；需要医师有丰富的手术经验和判别能力。荧光
影像是在使用荧光造影剂后，利用相应的设备激发
荧光，荧光信号经仪器接收处理后显示在屏幕上，

研究者或医师可以对手术目标组织及周边情况进行
观察。这项技术设备便携，操作简单，结果直观清
晰，可以作为实时导航工具应用在外科手术中。
　　近红外光是波长位于 650 ～ 1700 nm 的电磁波，
可分为近红外光谱一区（NIR- Ⅰ，700 ～ 900 nm）和
近红外光谱二区（NIR- Ⅱ，100 ～ 1700 nm）[1]。与
可见光相比，近红外光能更有效地穿透组织，降低
组织吸收和自发荧光的发生率 [1-2]。吲哚菁绿是目前
美国食品药品监督管理局（FDA）唯一批准的荧光造
影剂，另外在已上市药物中，亚甲蓝和 5- 氨基乙酰
丙酸使用后能够产生荧光，也有在临床诊疗和研究
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用于荧光成像的报道。因此本文对已上市的三种药物
荧光成像的临床应用、药代动力学特征进行了综述。
1　吲哚菁绿
　　吲哚菁绿（indocyanine green，ICG，见图 1）
属于一种两亲性的三碳菁荧光染料，其分子由两
部分亲脂性强的多环组成，中间以碳链连接，在
两个多环部分各连有一个硫酸盐基团，增强了吲
哚菁绿的亲水性，使其具备了两亲性的特征。

图 1　吲哚菁绿、亚甲蓝和 5- 氨基乙酰丙酸的化学结构式

Fig 1　Chemical structure of indocyaine green，methylene blue and 
5-aminolevulinic acid

1.1　吲哚菁绿临床应用进展
　　吲哚菁绿主要通过静脉或局部给药，是目前
FDA 唯一批准的荧光造影剂，适用于手术前、术中
和术后的血管和组织灌注成像，还包括胆管和乳腺
癌、宫颈癌和子宫癌的淋巴结和淋巴管荧光成像。
　　吲哚菁绿在临床上应用已久，用途广泛。自
20 世纪 50 年代开始被 FDA 批准应用于临床诊疗
与研究，最早因可不受血氧饱和度的影响应用于
心排血量评价 [3]。Wheeler 等 [4] 报道了吲哚菁绿在
犬体内的药代动力学特点，体现了吲哚菁绿在肝
功能评价上的优势，提示吲哚菁绿可用于肝生理
和病理过程研究及其他药物对肝脏功能影响的评
价 [5-8]。目前吲哚菁绿清除试验仍然是肝储备功能
评价的经典方法 [9-10]。自 1970 年起，吲哚菁绿开
始应用于眼科脉络膜的血管成像，但应用受限于

当时的成像技术，直至 20 世纪 90 年代，数字成
像技术与红外成像设备的升级促进了这项技术的
普及 [11]，为眼科疾病诊疗提供了极大的便利 [12]。
　　吲哚菁绿在肿瘤诊疗、淋巴成像等方面发挥了
突出作用 [13-14]。在肿瘤治疗与检测中，考虑到吲哚
菁绿在肝脏的分布、排泄特征和荧光特性，在肝脏
肿瘤诊疗与外科手术中有着明显的优势 [15]。在淋
巴成像方面，吲哚菁绿因对前哨淋巴结的示踪作用
良好，在中国和日本的临床实践指南中获得了推
荐 [16-17]。与经典的示踪剂放射性同位素锝 -99m 和
蓝色染料（亚甲蓝、专利蓝或异硫蓝）相比，吲哚
菁绿安全性更好，单独使用效果优于蓝色染料 [18]，
使用方便，避免了放射性同位素的管控问题。
1.2　吲哚菁绿药代动力学研究进展
1.2.1　吲哚菁绿的体内分析方法　吲哚菁绿的体
内分析方法主要可分为光谱法、色谱法、高效液
相色谱法（HPLC）、超高效液相色谱串联质谱法
（UPLC-MS/MS）。
　　① 光谱法：吲哚菁绿的吸收光谱在 750 ～ 900 
nm 内 [19]，可利用光谱法进行检测，包括分光光度
法（SPEC）[4-5，20] 和脉搏染料光密度法（PDD）[21-23]。
SPEC 检测迅速，但特异性低。吲哚菁绿在 800 ～ 

805 nm 处的吸收可能会被血红蛋白干扰，因此溶血
样品可能会对结果有影响 [24]。PDD 与脉搏血氧检测
方法原理类似，是根据吲哚菁绿和血红蛋白在 805 
nm 和 890 nm 波长处浓度的相对变化，展现吲哚菁
绿浓度随时间的变化过程，临床应用于心排血量和
有效肝血流量的无创测定，与 SPEC 相比，虽然该
方法实施方便，但结果准确性可能会受到不同检测
部位的影响 [23]。
　　② HPLC 法：考虑到 SPEC 选择性较低，有研
究对 HPLC-UV 检测法和 SPEC 进行了比较，发现在
同一给药剂量下后者测定的吲哚菁绿浓度始终高于
前者，这也会影响到最终的体内的药代动力学参数
计算结果（见表 1）。这一观察结果表明，SPEC 测定
的溶液中可能存在与吲哚菁绿相同吸收波长的其他
物质 [20，25-27]。HPLC 方法专属性更佳，但定量限均
高于 100 ng·mL－ 1[7，13，20，28]，较难满足分析要求。

表 1　吲哚菁绿的药代动力学参数 
Tab 1　Pharmacokinetic parameters of indocyaine green

文献 研究对象 n
给药剂量 /

（mg·kg － 1）

AUC0 ～ t /
（ng·mL － 1 ·min）

AUC0 ～∞ /
（ng·mL － 1·min）

t1/2/min
CL /[mL/

（min·kg）]
V/

（mL·kg － 1）

胆汁排

泄率 /%
检测方法

[25] 犬（i.v.）   3 0.5 / / 42.6±4.68   7.1±1.5 160±60   74.2±10.7 UPLC-MS/MS
[5] 大鼠（i.v.） 10 10 / / 1.3 4.68 35.3 76.1±3.9 SPEC
[28] 大鼠（i.v.）   5 5 / / / 11.8±3.0 64.0±2.7 / HPLC-UV
[28] 大鼠（i.v.）   5 5 / / /   7.40±1.17   50.5±16.7 / SPEC
[29] 大鼠（i.v.）   6 15 501 111.2±256 317.6 503 070.1±255 807.0 79.5±29.2   20±30   2700±4100 / UPLC-MS/MS
[8] 人（i.v.） 10 0.5 / / 3.05±0.98 10.5±2.5   44.4±10.4 / HPLC-UV
[8] 人（i.v.） 10 0.5 / / 3.61±1.01 10.5±2.6 52.2±9.4 / SPEC
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　　③ 超高效液相色谱串联质谱法：UPLC-MS/
MS 综合了色谱和质谱的优点，相较之前方法进
一步提升了分析方法的灵敏度、特异性和检测
效率。一些研究中采用此方法检测了大鼠血浆、
犬血浆和胆汁中的吲哚菁绿浓度 [25，29]，方法的
定量下限分别为 20 ng·mL － 1 和 3 ng·mL － 1。
Sottani 等 [30] 开发验证了 UPLC-MS/MS 法检测小
鼠肝匀浆中吲哚菁绿纳米颗粒，辅助完成了小鼠
不同组织中的吲哚菁绿纳米颗粒的浓度检测及向
肿瘤组织靶向递送情况的评价 [31]。
1.2.2　吲哚菁绿体内分布及排泄　文献中报道的
吲哚菁绿基本药代动力学参数如表 1 所示，不同
文献结果差异较大，特别是半衰期，这可能与分
析方法的差异和实验动物数量较少相关。但总体
而言，吲哚菁绿静脉注射给药后，迅速与体内血
浆蛋白相结合，血药浓度快速下降，半衰期较
短。随后主要进入肝脏，分布过程中不存在肝肠
循环，近 80% 的药物以原形经胆汁排出，不经尿
液排泄 [4]。
1.2.3　吲哚菁绿体内肝脏转运过程　吲哚菁绿的肝
脏转运可能涉及多种转运蛋白 [32-33]。目前报道相
关的转运蛋白包括有机阴离子转运多肽（OATP）
钠离子 - 牛磺胆酸共转运蛋白（NTCP）、多药耐药
相关蛋白（MRP）、P- 糖蛋白（P-gp）等。de Graaf
等 [34] 利用稳定表达 OATP 和 NTCP 的 CHO 细胞
对吲哚菁绿的摄取进行研究，在过表达 NTCP 或
OATP1B3 的细胞中观察到了明显的吲哚菁绿摄取，
但是由于吲哚菁绿的吸附作用和分光光度法的局限
性，无法准确检测药物浓度，未能进一步探讨不同
转运蛋白对吲哚菁绿摄取的贡献情况。有研究在
MRP2 缺陷的大鼠体内发现吲哚菁绿的排泄有所下
降，表明吲哚菁绿的外排转运过程可能与 MRP2相
关，并且可能存在其他的外排转运过程 [35-37]。还有
研究表明，P-gp 可能也与吲哚菁绿转运相关 [38-40]。
Ishizawa 等 [41-42] 报道了在成人肝细胞癌中，研究人
员发现肿瘤组织有着不同的吲哚菁绿荧光展现模
式，可分为全荧光、部分荧光和环状荧光模式，这
种模式的差异可能与转运蛋白的表达相关。但对这
一现象的临床意义的解读，如其他肝脏肿瘤中是否
有类似的结果以及如何开展个体化用药还需要更深
入的研究。
　　药物的肝胆转运受到多种因素的影响，除转运
蛋白的作用外，肝脏功能也会产生影响。吲哚菁绿
的分布及排泄特征在一定程度上能够反映这些因素
的改变程度。一些研究表明，大鼠和人类年龄增长
带来的肝血流量和肝体积的下降导致了吲哚菁绿
清除率的下降 [36，43-44]。Kimura 等 [5] 评价了在实验

性急性肝病模型大鼠（即 D- 氨基半乳糖中毒大鼠、
四氯化碳中毒大鼠和梗阻性黄疸大鼠）中吲哚菁绿
的药代动力学表现的变化。与正常大鼠相比，模型
大鼠肝血流量减少，吲哚菁绿体内血浆清除率下
降。而在不同种类的急性肝病大鼠组中，D- 氨基
半乳糖中毒大鼠中吲哚菁绿的累积胆汁排泄率明显
降低；四氯化碳中毒大鼠中几乎没有变化；在梗阻
性黄疸大鼠中吲哚菁绿的胆汁排泄出现延迟，这些
结果表明除肝血流量改变外，疾病状态下，相关肝
脏转运蛋白和肝脏功能受到了影响，可能导致了吲
哚菁绿在不同肝脏疾病中胆汁排泄的差异 [45-47]。
2　亚甲蓝
　　亚甲蓝（methylene blue，MB）是一种杂环
芳香族化合物，首次合成于 1876 年，最早在临
床研究中作为一种染料使用。目前 FDA 批准其
应用于成人和儿童的高铁血红蛋白血症的治疗，
国内还可见用于氰化物中毒的毒性延缓治疗，也
被推荐用于前哨淋巴结示踪 [16-17]。亚甲蓝使用方
式有口服和静脉注射，静脉给药剂量超过 2 ～ 7 
mg·kg－ 1 时容易发生不良反应，包括溶血、恶
心呕吐、胸痛、呼吸困难和高血压等 [48]。亚甲
蓝的激发波长为 665 nm，发射波长为 686 nm[49]，
其荧光效率低于吲哚菁绿。
2.1　亚甲蓝药代动力学特点及临床应用
　　亚甲蓝在临床诊疗上有着重要的作用，结合
近红外荧光成像，在手术中可以辅助可视化不易
观察的组织结构。目前临床应用较多的包括输尿
管成像、甲状旁腺成像和乳腺癌边缘识别药。这
些方面的荧光特性应用研究仍处于早期阶段，相
关的药代动力学过程研究并不清晰。在给药方式
上，亚甲蓝以静脉注射或局部使用为主，因此其
分布与排泄特征与其荧光成像应用关系密切。
　　在体内分布表现上，有研究对十二指肠和静脉
使用亚甲蓝在大鼠体内的组织分布情况进行了探
讨，结果发现给药 1 h 后，静脉给药组亚甲蓝在脑
内的浓度显著高于十二指肠给药组；而在十二指肠
给药组中，亚甲蓝在肠壁和肝内浓度明显较高；两
种给药方式在胆汁中的浓度相近 [50]。这一结果表明
亚甲蓝在体内有着广泛分布，使用不同的给药方式
可以达到不同的组织浓度。此外，也有研究表明在
CD1 小鼠的心、肝、脾、肺、肾、胃、肠、胆囊 8
种组织中，亚甲蓝在胃和胆囊的荧光信号更明显，
进一步研究发现在接种胃肿瘤的小鼠中，亚甲蓝在
胃组织有着比胃肿瘤更明显的荧光信号 [51]，表明亚
甲蓝也有望在胃肿瘤切除手术中提供荧光引导。
　　亚甲蓝荧光成像还可应用于甲状旁腺和乳腺
肿瘤的识别，但缺少相关的摄取分布机制的研究。
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Antakia 等 [52] 利用亚甲蓝的近红外荧光影像成功
识别了兔的甲状旁腺，研究中发现与周边组织相
比，甲状旁腺对亚甲蓝的摄取更多，但造成这一
分布特点的相关因素并不清楚。临床研究中也报
道了将亚甲蓝应用于近红外荧光成像识别甲状旁
腺的可行性 [53]，并且静脉注射 0.4 mg·kg－ 1 的亚
甲蓝就可以在术中灵敏识别甲状旁腺，提升了使
用安全性 [48，54]。乳腺癌手术中，正常和恶性组织
的区别通常不明显，亚甲蓝的近红外荧光成像能
够在手术中辅助切除恶性组织。Tummers 等 [55] 首
次利用亚甲蓝在乳腺癌患者手术中进行近红外荧
光成像，结果发现 83% 患者可以确定肿瘤分界。
　　在排泄方面，亚甲蓝主要经尿液和胆汁排
出 [48，56-57]。因此亚甲蓝也可应用于输尿管荧光成
像中。Verbeek 等 [58] 报道了接受下腹部手术的患者
给予亚甲蓝后在近红外荧光下观察输尿管，结果
表明在不高于 1 mg·kg－ 1 的不同剂量组中，也能
够清楚观察到输尿管，提高了使用安全性。在胆
管荧光成像中，与吲哚菁绿相比，应用亚甲蓝的
研究较少。Matsui 等 [59] 的研究表明静脉注射吲哚
菁绿和亚甲蓝都可以良好地识别胆管，亚甲蓝在
10 ～ 120 min 可清楚识别胆管，吲哚菁绿由于刚用
药时大量进入到肝脏中，在 90 ～ 240 min 才可见
清晰的识别结果。但成像效果上，吲哚菁绿的荧光
背景干扰低，对比度更高。
2.2　亚甲蓝的体内分析方法
　　目前亚甲蓝的检测分析方法包括光谱法、色
谱法和液相色谱串联质谱法。Bélaz-David 等 [60] 利
用 SPEC 对人全血、血浆和尿液中的亚甲蓝进行了
检测，采用离子对萃取法对样品进行处理，最低
可以检测到 0.1 μg·mL － 1。Borwitzky 等 [61] 采用
毛细管电泳法对尿液中的亚甲蓝进行检测，检测
限为 1 μg·mL－ 1；周密妹等 [62] 建立了兔血浆中亚
甲蓝的 HPLC-UV 检测方法，但运行时间较长，方
法检测限高、提取步骤多、运行时间长，限制了
方法的大规模应用。液相色谱串联质谱法一定程
度上改善了上述不足，但这类方法报道较少。Kim
等 [63] 建立了血浆中亚甲蓝的 HPLC-MS/MS 检测方
法，简化了前处理过程，采用蛋白沉淀法对血浆中
亚甲蓝进行了检测，定量限可以达到 1 ng·mL－ 1。
Mitrowska 等 [64] 和 Zhang 等 [65] 也建立了亚甲蓝的
UPLC-MS/MS 测定方法，但方法是检测水产品或
水样中的亚甲蓝，而非在生物样本中的亚甲蓝。
3　5-氨基乙酰丙酸
　　5- 氨基乙酰丙酸（5-aminolevulinic acid，5-ALA）
是一种内源性物质，本身不能发出荧光。但在体内
可以生成原卟啉（protoporphyrin IX，PPIX），最终转

化为血红素从体内代谢 [66]。原卟啉可吸收 375 ～ 440 
nm 的光，其激发波长和发射波长分别位于 405 nm 和
635 nm，其产生的荧光越来越多地应用到疾病的诊疗
中，由于组织穿透性弱，5- 氨基乙酰丙酸可用于皮
肤相关的疾病中，目前 FDA 批准 5- 氨基乙酰丙酸应
用于光化性角化病。
3.1　5- 氨基乙酰丙酸药代动力学特点及临床应用
　　在体内，原卟啉的荧光强度在皮肤上的变化与
原卟啉的浓度变化相关。Rick 等 [67] 使用 HPLC 对
口服 40 mg·kg－ 1 的受试者血浆中的 5- 氨基乙酰丙
酸和原卟啉进行了检测，结果表明 5- 氨基乙酰丙酸
血药浓度达峰时间为 30 min，8 h 后浓度低于检测
限（0.1 mg·L－ 1），原卟啉的达峰时间为（6.7±0.8）
h，35 h 后浓度低于峰浓度的 5%（35 μg·L－ 1）。皮
肤的荧光强度在 8 h 左右达到最大，40 h 后低于基
线，这与原卟啉体内浓度变化趋势相同。
　　在组织分布的研究中，5- 氨基乙酰丙酸生成
的原卟啉在体内可广泛分布。小鼠静脉注射 50 
mg·kg－ 1 5- 氨基乙酰丙酸后，体内各组织均可见
荧光，其中肿瘤组织荧光强度最强 [68]。这可能是由
于原卟啉在肿瘤细胞中分解速度要慢于正常细胞，
在肿瘤细胞内积聚，表现出荧光强度的差异 [69]。此
外，原卟啉可以产生活性氧，通过诱导细胞凋亡致
肿瘤细胞死亡，也因此应用于光动力疗法中 [70]。
　　5- 氨基乙酰丙酸在肿瘤中的荧光分布特性促
进了学者对肿瘤的荧光成像的研究，在恶性神经
胶质瘤组织中，肿瘤组织呈现红色荧光，而正常
脑组织不显示原卟啉荧光，有较高的对比度，在
89 例组织活检结果中，荧光检测对恶性组织的敏
感性为 85%，而特异性达到了 100%[71]。Denzinger
等 [72] 研究表明，使用 5- 氨基乙酰丙酸进行荧光
成像提升了膀胱肿瘤的检出率。Popken 等 [73] 在膀
胱癌患者中膀胱内予以 5- 氨基乙酰丙酸后进行了
药代动力学研究，通过 HPLC 检测了患者血浆和
尿液中的 5- 氨基乙酰丙酸和原卟啉的浓度，在给
药后 0.7 h 左右 5- 氨基乙酰丙酸达到峰浓度，所有
患者肿瘤组织中都可以观察到明显的荧光，表明
该种给药方式下，5- 氨基乙酰丙酸可以很好地穿
过紧密的膀胱上皮组织，有效发挥荧光指示作用。
对患者血浆中原卟啉的浓度进行检测，发现给药
后峰浓度约为 14 ng·mL－ 1，而在正常生理状态下，
血浆中原卟啉的浓度在 0 ～ 15 ng·mL－ 1 内，这
在一定程度上表明了局部给予 5- 氨基乙酰丙酸进
行荧光成像的安全性。除了以上研究，也有研究
报道了 5- 氨基乙酰丙酸应用于胃癌的检测中 [74]，
但缺少详细的药代动力学研究。
3.2　5- 氨基乙酰丙酸的体内分析方法
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　　5- 氨基乙酰丙酸的检测分析方法包括 SPEC 法、
HPLC 法和 UPLC-MS/MS 法。使用 SPEC 法检测需要
先使用离子交换色谱进行分离，但不能完全排除干
扰物质。Miyajima 等 [75] 利用 HPLC 建立了人血浆中
5- 氨基乙酰丙酸的分析方法，对 5- 氨基乙酰丙酸进
行了衍生化的处理，检测范围在0.01～0.5 μg·mL－1，
提升了方法的特异性与灵敏度；Alsarra 等 [76] 建立了
不需要衍生化的 5- 氨基乙酰丙酸的 UPLC-MS/MS 分
析方法，进一步简化了分析处理方法。
4　讨论与展望
　　近红外荧光成像作为一种高灵敏度、高分辨
率和快速便捷的技术，在临床研究中优势突出，
但这项技术仍在探索与更新中。本文总结了目前
临床上荧光成像可使用的三种药物的临床应用情
况及相关的药代动力学特征，重点叙述了 FDA
唯一批准的荧光造影剂吲哚菁绿。
　　目前吲哚菁绿和亚甲蓝在临床近红外荧光成像
研究中应用广泛，也在外科手术荧光引导中取得了
较好的效果，但还需要制订更详细规范药物使用方
案。另外，现在使用的三种荧光造影剂存在靶向性
弱，可能造成假阳性的缺陷，吲哚菁绿还有稳定性
差的问题。新型递送方式，如纳米制剂、细胞外囊
泡等递送方式的开发将有助于解决上述问题 [31，77]。
此外，将吲哚菁绿与一些药物连接后获得新化合
物 [78]，对吲哚菁绿的浓度分析检测在一定程度上
可以反映药物体内暴露与疗效的关系。结合近红外
荧光成像技术，未来可能为临床上越来越多的药物
提供快捷有效的治疗药物监测手段。
　　在荧光成像中，目前还存在着受限于荧光穿
透深度的问题。与 NIR- Ⅰ荧光影像相比，NIR- Ⅱ
荧光影像表现出分辨率、信噪比和穿透深度方面
的提升。因此，对于可用于 NIR- Ⅱ的荧光造影剂
的开发是今后研究的重点。一方面探究已有的可在
NIR- Ⅱ成像的吲哚菁绿和亚甲蓝的荧光成像效果。
在这些研究当中，吲哚菁绿在 NIR- Ⅱ的胆管影像
中展现出了优于 NIR- Ⅰ荧光成像的效果，提供了
更多的组织结构信息 [79]；亚甲蓝也有研究表明在泌
尿系统 NIR- Ⅱ的荧光影像中展现出分辨率和信噪
比的提升 [80]；另一方面开发新的 NIR- Ⅱ荧光造影
剂，如花菁类染料、供体 - 给体 - 供体（D-A-D）小
分子和共轭聚合物。荧光亮度高、组织穿透力强、
背景干扰低和安全性好的化合物将是较为理想的荧
光造影剂，对此类新化合物的使用方法、分布、代
谢及排泄过程及毒性的研究将影响到其临床应用。
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《辅行诀》与《脏腑标本虚实寒热用药式》中肝木疾病 
临床表现及治疗用药的异同点分析

齐明月1，吕旭潇1，金锐2*（1. 山东中医药大学附属医院，济南　250014；2. 中国中医科学院西苑医院，北京　100091）

摘要：目的　《辅行诀》与《脏腑标本虚实寒热用药式》均采用五脏虚实辨证作为理论架构，本
文比较两者关于肝木疾病辨证用药的异同点，为“汤液经法图”的现代应用和理论融入提供依
据。方法　收集《辅行诀》与《脏腑标本虚实寒热用药式》关于肝木疾病辨证论治章节的临床
症状表现和治疗药物信息，数据标准化后拆分成独立的语义概念进行比较，计算相符度。最终
拆分成 24 个独立症状与《辅行诀》比较并计算相符度，用药药味依据“汤液经法图”五味补泻
五脏规律进行定味和标记，并计算与补肝泻肝缓肝的“辛酸甘”味相符度。结果　《脏腑标本虚
实寒热用药式》肝木疾病包含 24 个症状，其中 17 个症状与《辅行诀》相符，相符度为 70.8%，
共有症状包括头痛、多怒、两胁肿痛等，《脏腑标本虚实寒热用药式》独有症状如卵缩、寒热虐
等。同时，《脏腑标本虚实寒热用药式》包含 76 个肝木病治疗中药，其中辛味、酸味和甘味药
总和占比为 71.05%。结论　《脏腑标本虚实寒热用药式》与《辅行诀》关于肝木疾病临床症状
和治疗药物的认识有许多相同之处，相似度高达 70%，两者可能具有相同的起源。五脏虚实＋

五味补泻辨证论治体系具有真实历史背景和临床实践价值。
关键词：汤液经法图；脏腑标本虚实寒热用药式；辅行诀；肝木疾病；辨证论治
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【编者按】

“十四五”中医药发展规划指出，中医药高质量发展应坚持中医药原创思维，深入挖掘中医药精
华，并积累转化为临床优势。基于此，本团队从敦煌遗书《辅行诀》中收录的“汤液经法图”入手，尝
试还原 3600 年前中医组方配伍的真正原理，解析传统中医理论识药用药的真实思路，为提高中医临
床疗效提供切实可行的参考资料。本次专题从医理、医方、中药、炮制和临床角度，运用“汤液经法
图”解决了中医中药领域若干关键问题，例如揭示了毒性中药炮制辅料选择的奥秘、诠释了半夏泻心
汤的组方配伍原理、优化了脏腑辨证体系、厘清了常用中药大黄的药性属性、丰富了运气学派司天方
的选药逻辑，并且汇报了“汤液经法图”用于临床药师会诊的实践案例，为广大中医药学者理解、运
用“汤液经法图”奠定基础。
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　　《脏腑标本虚实寒热用药式》（简称《脏腑用药
式》）为金代中医易水学派创始人张元素的代表作
之一，全书共十二篇章，分别介绍了十二个脏腑
的生理功能、标本常见症状以及其虚实寒热、温
清补泻的常用药物 [1]。该书对肝木疾病的诊断和用
药进行了归类。《辅行诀五脏用药法要》（简称《辅
行诀》）为梁代名医陶弘景所著的道家医籍，其收
录了一幅“汤液经法图”，该图以五脏虚实认识疾
病的病性和病位，描述了在八纲辨证和脏腑辨证
框架下，辛、咸、甘、酸、苦五味对脏腑虚实症
状的补泻作用，构建了一个完整严谨且符合逻辑
的“病性 - 病位 - 药性 - 配伍”临床诊疗规律，见
图 1[2]。从内容上看，两书均从五脏虚实辨证角度
进行疾病的认识和治疗，理论架构十分相似。因

此，本研究选择肝木疾病为切入点，尝试对比两
书在肝木疾病诊断和用药方面的异同点，为“汤液
经法图”的现代应用和理论融入提供依据，为《辅
行诀》和《脏腑用药式》的学术研究提供新思考。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　本研究以张大昌和钱超尘主编的《＜辅行诀五
脏用药法要＞传承集》中“1965 年范志良抄本”为
底本，选取“辨肝脏病证文并方”章节；《脏腑标本
虚实寒热用药式》以中医古籍出版社 1994 年版为
研究底本，选取“肝部”章节。对于研究涉及中药
的药味标记，以课题组前期关于中药五行属性和
主导药味的研究成果为中药药味确定的参考 [3-4]。
上述资料不收录的中药，参考《中国药典》或《中

Clinical manifestations and therapeutic use of Chinese medicine for liver 
diseases in Fuxingjue and Medication Patterns for Treating Deficiency-

excess and Cold-heat of Five Viscera

QI Ming-yue1, LYU Xu-xiao1, JIN Rui2* (1. Affiliated Hospital of Shandong University of Traditional 
Chinese Medicine, Jinan  250014; 2. Xiyuan Hospital, China Academy of Chinese Medical Sciences, 
Beijing  100091)

Abstract: Objective  To compare the similarities and differences between the two books on the 
syndrome differentiation of liver diseases to provide the basis for the modern application and 
theoretical integration of “Tang-ye-jing-fa map”, while both Fuxingjue and Medication Patterns 
for Deficiency-excess and Cold-heat of Five Viscera use syndrome differentiation of deficiency and 
excess of five viscera as the theoretical framework. Methods  The clinical symptoms and medication 
information of the chapters on syndrome differentiation and treatment of liver diseases in Fuxingjue 
and Medication Patterns for Deficiency-excess and Cold-heat of Five Viscera were collected. After the 
data standardization, the symptoms were divided into independent semantic concepts for comparison 
and calculation of the coincidence. The flavors of medication herbs were determined and labeled 
according to the principle of tonifying and purging characteristics of five flavor in “Tang-ye-jing-
fa map”, and the coincidence degree was calculated. Results  Medication Patterns for Deficiency-
excess and Cold-heat of Five Viscera included 24 symptoms of liver diseases, 17 of which were also 
recorded in Fuxingjue, with a coincidence of 70.8%. The common symptoms included headache, 
irritability, swelling and pain in both flanks, etc. The unique symptoms of Medication Patterns for 
Deficiency-excess and Cold-heat of Five Viscera included testicular atrophy, alternate cold and heat, 
etc. This book also described 76 Chinese herbs for liver diseases. Those with pungent, sour and sweet 
flavors accounted for 71.05% out of the 76 herbs. Conclusion  There are many similarities in the 
clinical symptoms and therapeutic herbs of liver diseases in both Medication Patterns for Deficiency-
excess and Cold-heat of Five Viscera and Fuxingjue, with similarity over 70%. The two books might 
share the same origin. Syndrome differentiation and treatment of deficiency and excess of five viscera 
and tonifying and purging of five flavors, may have real historical background and clinical value.
Key words: Tang-ye-jing-fa map; Medication Patterns for Deficiency-excess and Cold-heat of Five 
Viscera; Fuxingjue; liver disease; syndrome differentiation and treatment
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华本草》中记载的功效主治，按照“汤液经法图”
五味补泻五脏的规律进行药味的确定和标记 [5-7]。
1.2　方法

1.2.1　《脏腑用药式》肝木疾病症状体征拆分方法
　以《脏腑用药式》中对肝木疾病的记载“本病：
诸风眩运，僵仆强直惊痫，两胁肿痛，胸胁满痛，
呕血，小腹疝痛，症瘕，女人经病。标病：寒热
虐，头痛吐涎，目赤面青多怒，耳闭颊肿，筋挛
卵缩，丈夫癫疝；女人少腹肿痛阴病”为主 [1]，
从语义概念角度 [8-9]，对研究资料中出现的症状名
和体征名进行规范，对联合表述进行拆分。例如，
《脏腑用药式》中“目赤面青多怒”拆分成“目赤” 
“面青” “多怒”3 个症状与《辅行诀》进行对比分
析；“头痛吐涎”拆分成“头痛” “吐涎”两个症状。
1.2.2　药物名称规范与五味归类方法　首先，以
《中药学》为标准，将肝木疾病用药涉及的中
药名称进行规范校正，如将“芎䓖”规范为“川
芎”，将“莪茂”规范为“莪术”，将“真珠”规范
为“珍珠”等 [10]。然后从“汤液经法图”五味补泻
五脏角度下，逐一列出所涉及中药的五行属性和
主导药味。“汤液经法图”所用中药的药味为其五
行属性的延伸，部分中药的药味与《中国药典》
记载不同，例如麦冬在 2020 年版《中国药典》中
性味记载为“甘、微苦，微寒”，但在《辅行诀》
的二十五味药精记载中，五行属性是“金中金”，
是一个以酸味为主导药味的中药，因此在药物五
味归类时中药的药味应当予以调整 [11]，例如川芎
在《汤液经法图讲记 2》中五行属性为木中火，主
导药味为辛咸 [3，10]。《脏腑用药式》肝木疾病用药
在《汤液经法图讲记 2》和《医方图解》中未规定
中药药味时，可参考《中国药典》或《中华本草》

中记载的功效主治，按照“汤液经法图”五味补
泻五脏的规律进行药味的确定和标记，例如“莪
术”在《汤液经法图讲记 2》和《医方图解》中未
规定药味，参考《中国药典》中记载的功效主治
（行气破血，消积止痛；用于癥瘕痞块，瘀血经
闭，胸痹心痛，食胀腹痛），辛味补肝可以行气
止痛治疗胸痹心痛、食积腹胀，咸味补心可以破
血、软坚散结治疗癥瘕痞块和瘀血经闭，因此可
以将“莪术”的主导药味定为“辛咸”[5，7]。
1.2.3　《辅行诀》与《脏腑用药式》研究方法的对
比　《辅行诀》选用的研究内容为“辨肝脏病证文
并方”中“肝病者，必两胁下痛 ...... 适其性而衰之
也；小泻肝汤：治肝实，两胁下痛，痛引少腹迫急，
时干呕者方；大泻肝汤：治头痛，目赤，多恚怒，
胁下支满而痛，痛连少腹迫急无奈者方；小补肝
汤：治心中恐疑，时多恶梦，气上冲心，越汗出，
头目眩晕者方；大补肝汤：治肝气虚，其人恐惧
不安，气自少腹上冲咽，呃声不止，头目苦眩，
不能坐起，汗出心悸，干呕不能食，脉细而结者
方 [2]。”然后，与《脏腑用药式》从疾病症状体征和
疾病治疗用药两个维度进行相似度分析，计算相
似度百分比，列出异同的内容并探讨可能的原因。
2　结果

2.1　症状和体征表述的规范

　　《脏腑用药式》肝木疾病中“强直”指颈项、肢
体僵硬，不能活动自如者；“惊”指心神不定，惊惕
慌乱；“痫”是一种发作性神志异常的疾病，因此
将“强直惊痫”拆分成“强直”“惊”“痫”三组症状。
“头痛”指头部疼痛；“吐涎”指口中涎沫量多，时
时吐出，因此将“头痛吐涎”拆分为“头痛” “吐涎”
两组症状。“目赤”指眼睛发红；“面青”是色诊之一，
指面色发青，多主惊、主风、主寒、主痛；“多怒”
指易激惹，善忿怒之症，因此将“目赤面青多怒”
拆分成“目赤” “面青” “多怒”三组症状。“耳闭”以
耳内胀闷堵塞感，耳鸣、耳聋，鼓膜内陷、混浊为
主要表现的疾病；“颊肿”指脸的两旁部位肿胀，因
此将“耳闭颊肿”拆分为“耳闭” “颊肿”两组症状。
“筋挛”指肢体筋脉收缩抽急，不能舒转自如；“卵
缩”指睾丸上缩之症状，因此将“筋挛卵缩”拆分为
“筋挛” “卵缩”两组症状。“少腹肿痛”指小腹部位，
包括肚脐与骨盆之间的腹部胀痛；“阴病”在中医范
畴里没有明确的概念，据张元素另一代表著作《医
学启源》云“肝所生病者，遗尿、闭癃”，“阴病”
可能为遗尿、闭、癃之证 [12]，因此将“女人少腹肿
痛阴病”拆分为“女人少腹肿痛” “阴病”两组症状。

图 1　汤液经法图

Fig 1　Tang-ye-jing-fa map
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《脏腑用药式》所有症状拆分结果见表 1。

表 1　《脏腑用药式》肝木疾病症状拆分结果 
Tab 1　Dividing results of symptoms of liver diseases in Medication 

Patterns for Deficiency-excess and Cold-heat of Five Viscera

症状描述 拆分结果

僵仆强直惊痫 “僵仆”“强直”“惊”“痫”

头痛吐涎 “头痛”“吐涎”

目赤面青多怒 “目赤”“面青”“多怒”

耳闭颊肿 “耳闭”“颊肿”

筋挛卵缩 “筋挛”“卵缩”

女人少腹肿痛阴病 “女人少腹肿痛”“阴病”

2.2　中药药名规范结果

　　《脏腑用药式》肝木疾病“泻木”治法中用到
了“芍药”，据张元素《医学启源·五脏补泻法》
载“肝 ...... 实则白芍药泻之。”因此，此处的芍药
应为白芍 [12]。“泻火”治法中用到了“苦茶”，《汤
液本草》载“茗，苦茶，腊茶是也 ...... 茶苦”，又
据《中药大辞典》记载“茶叶又名苦茶、茗”[13-14]。
《中国药典》里既没有“苦茶”，也没有“茶叶”
的记载，但部分地方中药饮片炮制规范或中药材
标准中有“茶叶”的收录，如安徽省中药饮片炮
制规范（2019 年版）、浙江省中药炮制规范（2015
年版）、山东省中药材标准（2012 年版）等，因此
将“苦茶”规范为“茶叶”。综上，共规范 10 个
《脏腑用药式》的中药药名，见表 2。

表 2　《脏腑用药式》部分肝木药物名称规范 
Tab 2　Standard names of some medicines for liver diseases in 

Medication Patterns for Deficiency-excess and Cold-heat of Five Viscera

原书名称 标准化名称 原书名称 标准化名称

白花蛇 金钱白花蛇 牵牛 牵牛子

莪茂 莪术 青橘皮 青皮

槐子 槐角 芍药 白芍

决明 决明子 芎䓖 川芎

苦茶 茶叶 真珠 珍珠

2.3　肝木疾病症状体征表现的相似度分析

　　将《脏腑用药式》肝木疾病拆分后的临床表现
症状与《辅行诀》收录的内容进行对应，结果分为
“完全相同”“近似相同”“完全不同”三组。症状文
字描述、含义和病因病机与《辅行诀》中的症状基
本一致，则归类为完全相同组；文字描述不一致但
可用藏象学说或病机十九条解释且两者对应症状的
病因病机相同则归类为近似相同组；其他在《辅行
诀》中无对应的症状归类为完全不同组。例如“头
痛”与《辅行诀》大泻肝汤证的“头痛”对应，因此
归类为完全相同组。“僵仆”指筋肉僵硬突然直挺跌
倒，“强直”指筋肉强硬不柔和，“痫”指筋肉痉挛抽

搐，《辅行诀》中“胻善瘛”指小腿易抽筋，藏象学
说载“肝主筋”且病机十九条曰“诸风掉眩，皆属于
肝；诸暴强直，皆属于风。”因此上述症状可归类
为近似相同组。“呕血”“癥瘕”“卵缩”“寒热虐”“吐
涎”“面青”“阴病”7 个症状在《辅行诀》中并无对
应关系，因此归类为完全不同组。《脏腑用药式》肝
木疾病临床表现共拆分为 24 个独立症状，其中完
全相同组有9个、近似相同组8个、完全不同组7个，
见表 3。《脏腑用药式》与《辅行诀》完全相同和近似
相同的肝木疾病表现症状占比为 70.8%。

表 3　肝木疾病临床表现的对应关系 
Tab 3　Correspondence of clinical manifestations of liver diseases

组别 《脏腑用药式》 《辅行诀》

完全相同 诸风眩运 头目眩运

惊 肝虚则恐；心澹澹然如人将捕之；心

中恐疑，时多恶梦；恐惧不安

两胁肿痛 两胁中痛；两胁下痛；胁下支满而痛

胸胁满痛 两胁中痛；两胁下痛；胁下支满而痛

头痛 头痛

目赤 目赤

多怒 实则怒；多恚怒

耳闭 耳聋

颊肿 颊肿

近似相同 僵仆 胻善瘛（筋脉拘挛性疾病）

强直 胻善瘛（筋脉拘挛性疾病）

痫 胻善瘛（筋脉拘挛性疾病）

小腹疝痛 痛引少腹

女人经病（表现

为少腹痛）

痛连少腹

筋挛 胻善瘛（筋脉拘挛性疾病）

丈夫㿗疝（表现

为少腹痛）

痛引少腹

女人少腹肿痛 痛连少腹

完全不同 呕血 —

癥瘕 —

寒热虐 —

吐涎 —

面青 —

阴病 —

卵缩 —

　　“呕血”指血随呕吐而出，血出有声。从《辅
行诀》脏腑辨证论治体系看，脾胃不和，胃气上
逆，故见呕；心主血，与血相关的症状在《辅行
诀》内多与心火疾病相关，因此“呕血”应为脾土
疾病合心火疾病的症状。“癥瘕”指腹腔内结聚成
块的一类疾病。癥瘕积聚多因气滞血瘀、血闭导
致，治疗时多采用破血通经之药，可见仍与血关
系密切，应为心火疾病的症状。“寒热虐”即寒热
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往来，指忽寒忽热，寒与热互相往来，一天可发
作数次。往来寒热属少阳证，又因肝胆相表里，
因此“寒热虐”确可归为肝木疾病的症状，但《辅
行诀》中未见。“吐涎”指口中涎沫量多，时时吐
出。脾在液为涎，因此“吐涎”应为脾土疾病的
症状。“面青”是色诊之一，《素问·脉要精微论
篇》提到病在肝则脉弦面青，因此“面青”确可
归为肝木疾病的症状，但《辅行诀》中未见。“卵
缩”指睾丸上缩之症状，男性生殖器官又叫宗筋，
也与筋相关，肝主筋，因此“卵缩”确可归为肝
木疾病的症状，但《辅行诀》中未见。“阴病”因
在中医范畴内无明确概念含义，暂不讨论。
2.4　肝木疾病治疗用药的相似度分析

　　《辅行诀》记载“肝德在散，故经云：以辛补之，
酸泻之；肝苦急，急食甘以缓之”，从“汤液经法
图”角度，可知有 3 种药味入肝，分别为辛味补肝、
酸味泻肝、甘味缓肝。《脏腑用药式》“搜风”治法里
的“乌头”在《中国药典》里无记载，目前常用且收
录在《中国药典》内的乌头类中药有附子、川乌、草
乌，《本草衍义》和《本草图经》中明确记载了乌头与
附子、天雄、乌喙、侧子的原植物为同种 [15]，且以
上中药在“汤液经法图”的角度下都属于“木中水”
的五行属性，具有“辛苦”之味，因此这里保留“乌

头”原名进行研究。“大黄”在“行血”治法和“攻里”
治法里各出现一次，“白芍”在“补血”治法和“泻
木”治法里各出现一次，其他中药未见重复出现，
共计 76 味中药，《汤液经法图讲记 2》与《医方图解》
未收录的中药共 20 个，采用“汤液经法图”理论体
系为这 20 个中药界定主导药味见表 4。统计可知，
在这 76 个中药里，含辛味中药 36 个（包括单一辛
味的中药和辛味兼有其他药味的复合药味中药，下
同）、酸味中药 17 个、甘味中药 9 个、咸味药 29 个、
苦味药 25 个，见图 2。《脏腑用药式》肝木疾病用药
中含有“辛酸甘”味中药的占比为 71.0%。

图 2　《脏腑用药式》肝木疾病中药的药味分布

Fig 2　Distribution of flavors of liver diseases in Medication Patterns 
for Deficiency-excess and Cold-heat of Five Viscera

表 4　《脏腑用药式》部分肝木药物主导药味调整总结 
Tab 4　Modification summary of the principle medicinal flavors of some medicine for liver diseases in Medication Patterns for Deficiency-

excess and Cold-heat of Five Viscera

中药
《中国药典》2020

年版药味记载

“汤液经法图”体

系所示主导药味
中药

《中国药典》2020
年版药味记载

“汤液经法图”体

系所示主导药味

蔓荆子 辛、苦 辛、酸 决明子 甘、苦、咸 酸、咸

谷精草 辛、甘 辛、酸 夜明砂 辛 酸、咸

铅丹 辛、咸 辛、酸 金钱白花蛇 甘、咸 酸、咸

莪术 辛、苦 辛、咸 苏木 甘、咸 咸

三棱 辛、苦 辛、咸 金箔 辛、苦 咸

皂荚 辛、咸 辛、咸 铁落 酸、辛 咸

狗脊 苦、甘 辛、苦 银箔 辛 咸

萆薢 苦 辛、苦 铅粉 辛 咸、苦

密蒙花 甘 辛、苦 茶叶 苦、甘 苦

血竭 甘、咸 酸 猪胆 苦 苦

3　讨论

3.1　《脏腑用药式》肝木疾病的临床表现和治疗

用药基本符合“汤液经法图”认识

　　根据对比分析结果，《脏腑用药式》肝木疾病
的症状与《辅行诀》相似度较高，分析原因为两者
都是以五行学说为指导，藏象学说为基础，构建
出脏腑辨证论治体系。《脏腑用药式》肝木疾病症
状引用到了“诸风眩运”“强直”等符合病机十九

条的症状内容，同样《辅行诀》也遵循以病机十九
条为中医诊断和治疗疾病的基本准则，涵盖了
“头目眩运”“头目苦眩”等症状。两者肝木疾病
体现的症状表现也多围绕于肝经循行过的重要部
位，例如“目赤”“两胁肿痛”“头目眩运”“痛引少
腹”等。《脏腑用药式》中亦收录了除肝木疾病之
外其他脏腑的疾病症状，在辨证论治思路与《辅
行诀》不同的基础上，其治疗肝木疾病的用药药
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味依然高度集中于“辛酸甘”味，说明这对“汤液
经法图”理论体系是一个强有力的支撑证据。
3.2　《辅行诀》与《脏腑用药式》肝木疾病临床表

现和治疗用药上存有差异

　　经统计分析“寒热虐”“面青”“卵缩”3 个症
状属于肝，但《辅行诀》未记载，可见在脏腑病
证归纳的内容上，《脏腑用药式》更为全面，可作
为后续研究《辅行诀》脏腑辨证的补充资料。用
药上，《辅行诀》中“汤液经法图”是严格按照五
行 - 五味 - 五脏的配比关系进行脏腑虚实辨证论
治的，选用辛、酸、甘味药治疗肝木疾病，而《脏
腑用药式》同时也选用了苦味和咸味药，主要原
因可能是张元素分类时把心火疾病和脾土疾病的
症状也分到了肝，比如“呕血”“癥瘕”“吐涎”，
而“咸味补心，苦味泻心燥脾”，可见其并不是
单纯地采用五味入五脏的补泻思路，还涉及了从
气血关系和母子关系等角度考虑用药，所以存在
所用药味与“汤液经法图”不一致的情况，因此
在五味补泻五脏的遣方用药规律上，《辅行诀》中
“汤液经法图”更为严谨。
3.3　“辛酸甘”配伍在肝木疾病治疗中具有的重

要地位和价值

　　《脏腑用药式》五脏用药思路虽与选择药味直
接作用于本脏的《辅行诀》不同，但在肝木疾病治
疗时选用的中药药味与“汤液经法图”中“辛补肝、
酸泻肝、甘缓肝”选药思路一致 [16]。团队前期研
究中亦发现，在经方、时方中“辛酸甘”味配伍治
疗肝木疾病的用法也时常体现，例如《伤寒论》中
治疗拘挛疼痛诸症之方“芍药甘草汤”、《证治准
绳》中治疗肝郁气滞证之代表方“柴胡疏肝散”、
《太平惠民合剂局方》中治疗风寒湿痹代表方“小
活络丹”等 [4]。可见“辛酸甘”味药物配伍在肝木
疾病中医临床治疗中具有重要的地位和价值。
3.4　本研究的不足之处

　　本研究只涉及了肝木疾病的临床症状表现及
用药情况，对《辅行诀》与《脏腑用药式》辨证和
用药规律的解读存在一定的局限性，后续将纳入
其他脏腑疾病的研究。在“汤液经法图”中，五
味补泻五脏是组方核心，但对于中药主导药味的
界定却与现有的药味记载不完全相同 [17]，《汤液
经法图 2》与《医方图解》给出了部分中药依据
“汤液经法图”用药规律的药味定位，但未收录

的中药药味只参考《中国药典》和《中华本草》的
功效主治定其药味，可能与实际上的药物性味有
所差异。《脏腑用药式》肝木疾病涉及的中药分类
只考虑了辛补肝、酸泻肝、甘缓肝的情况，并未
进一步探讨所用中药是否存在酸咸化辛、咸苦化
酸的化味情况 [18]，这也是今后需要进一步研究的
内容之一。
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从“汤液经法图”角度探讨陈无择天干十方的组方用药规律

金锐1，王静2，齐明月3，赵依佳4（1.中国中医科学院西苑医院，北京　100091；2.青岛市海慈医疗集团青岛市中医医

院，山东　青岛　266033；3.山东中医药大学附属医院，济南　250014；北京大学第一医院密云医院，北京　101515）

摘要：敦煌遗书《辅行诀》所载“汤液经法图”展示了一套以五脏虚实辨证结合五味补泻治疗为

主的辨证论治方法学，其核心框架为五行阴阳；与此同时，五运六气同样以五行太过不及定义

中运，其核心框架同样为五行阴阳。基于此，本文在课题组前期研究基础上，基于“汤液经法

图”理论体系解析陈无择的天干十方，确定其适应证类型及组方配伍结构，分析方证相符度，

分析天干十方对应年份五行强弱与其组方思路的相符度，以阐明天干十方的组方配伍规律。
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Abstrat: Tang-ye-jing-fa map in the Dunhuang ancient book Fuxingjue displays a set of syndrome 
differentiation and treatment methods, which is mainly based on the differentiation of deficiency and 
excess of the five viscera combined with the treatment of five flavors. Its core framework is balance 
between Yin-Yang and the five elements. Sharing the same framework, the middle movement of the 
Five-Yun and Six-Qi is also defined as the excessiveness and deficiency of the five elements. Based 
on the relationship, this article tried to analyze the ten heavenly stems, based on the previous research 
of the theoretical system of “Tang-ye-jing-fa map”. We tried to determine the type of indications and 
the compatibility structure of the ten heavenly stems, and analyze their consistency of the formula. 
The consistency between the five elements in corresponding years of the ten heavenly stems and their 
composition ideas was also determined to elucidate their formulation and compatibility rules. 
Key words: Tang-ye-jing-fa map; Five-Yun and Six-Qi; formulation compatibility; Yin-Yang and the 
Five Element
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　　“汤液经法图”收载于敦煌遗书《辅行诀》，
具有重大的学术价值 [1-3]。陶弘景在《辅行诀》
中对其评价颇高，认为此图是“汤液经法尽要
之妙”[4]。本团队对此图开展了广泛而又深入的
科学研究，阐明了其中蕴含的五脏虚实辨证与
五味补泻治疗原理，探索其中记载的中药五行
属性学说，并且将其运用于识方解方和临床会
诊 [5-10]。从内容上看，“汤液经法图”直接以阴阳
五行定病性（五脏虚实），这就与五运六气学说产

生了天然联系。运气学说认为，凡六癸年火运不
及，凡六甲年土运太过，恰好也是阴阳（太过不
及）与五行（十天干）的结合。基于此，本文选择
运气方研究最为关注的陈无择《三因极一病证方
论》[11-12]，采用“汤液经法图”理论体系解析其中
所载天干十方的组方配伍原理，旨在为两种学说
的相互促进和共同发展提供支持。
1　材料
　　本研究以宋·陈无择《三因极一病证方论》所
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载天干十方为研究对象，即该书“五运时气民病证
治”章节记载的苓术汤（六壬年）、麦门冬汤（六戊
年）、附子山茱萸汤（六甲年）、牛膝木瓜汤（六庚
年）、川连茯苓汤（六丙年）、苁蓉牛膝汤（六丁年）、
黄芪茯神汤（六癸年）、白术厚朴汤（六己年）、紫
菀汤（六乙年）和五味子汤（六辛年），研究底本为
中国中医药出版社 2018 年平装本 [13]。本研究的适
应证标准化方法 [14-15]、五脏虚实辨证方法 [16-18] 及所
采用的中药主导药味 [18-19] 均来源于文献。上述文
献未涉及的中药包括钟乳粉（咸）、菟丝子（苦甘）、
松节（辛）和紫河车（咸）。
2　方法
2.1　天干十方对应年份的五行强弱分析
　　按照五行生克关系，结合《黄帝内经》原文记
载，梳理各年份需关注的五行属性和强弱情况。
例如，六壬年为木运太多，木运太过即为木强，
木克土，木强则土弱；同时，金克木，木强则金
气来复。所以，与六壬年直接相关的五行强弱属
性分别是：木强土弱，兼有金复。其余以此类推。
2.2　天干十方的适应证集和组方配伍结构分析
　　对天干十方的适应证和组方用药进行标准化提
取，整理得到适应证集和组方中药集。确定每一个
适应证的五脏虚实类型，确定每一个组方中药的主
导药味。本研究取复合药味中的主导药味进行统
计，不考虑五味配伍转化关系。例如，六壬年治疗
用的苓术汤，适应证为“治脾胃感风，飧泻注下，
肠鸣腹痛，四肢重滞，忽忽善怒，眩冒颠晕，或左
胁偏疼”。根据这段记载，对其中症状术语进行标
准化，可提取出腹泻、肠鸣、腹痛、乏力、易怒、
眩晕和胁痛作为苓术汤的适应证集。同时，对天干
十方所涉及的中药进行药味标定。复合药味中药以
其中能够体现适应证改善作用的功效，来确定本次
计入配伍结构的药味。例如，苓术汤的组方为白茯
苓、厚朴、白术、青皮、干姜、半夏、草果和甘草，
其中，茯苓和甘草味甘，干姜和草果味辛，青皮辛
酸（苓术汤适应证有腹痛胁痛，而青皮之酸味泻肝
止痛，与此相符。故对于辛味酸味均有的青皮，将
酸味计为主导药味，下同），半夏辛咸（以辛计），
白术甘苦（以甘计），厚朴咸辛（以咸计）。
2.3　天干十方的方证相符度分析
　　在“2.2”项研究的基础上，采用“汤液经法
图”所示的五脏虚实辨证和五味补泻治疗理论，一
方面确定方剂适应证的病因病机和治则治法，另
一方面确定方剂的实际配伍组方结构，对比考察
方证相应的情况，对相符药味和不相符药味进行
分类统计，分析不相符的可能原因。例如，“汤液
经法图”理论体系认为，肝虚则恐、实则怒，脾

虚则四肢不用、脾实则腹满吐泻。小补肝汤治疗
“头目眩晕”，小泻肝汤治疗“两胁下痛”。所以，
苓术汤所治疗的腹泻腹痛属于脾实证，乏力属于
脾虚证，眩晕属于肝虚证，易怒胁痛属于肝实证，
综合来看，这是一种虚实夹杂的肝脾共病，以实
证为主。根据“汤液经法图”，辛补肝、酸泻肝、
甘缓肝；甘补脾、辛泻脾、苦燥脾。以实证为主
的肝脾虚实夹杂证应该以酸辛为主、甘苦为辅来
治疗。苓术汤由 8 味中药组成，其组方配伍结构
为“三甘三辛一酸一咸”。由此可知，苓术汤的甘、
辛、酸味符合治则治法，但酸味偏少，而多咸味。
2.4　天干十方对应五行强弱及其组方思路的相符
度分析
　　在“2.1”和“2.2”项研究的基础上，采用“汤
液经法图”五行五味配属关系，考察各年份五行
强弱属性与组方配伍的对应情况，对相符部分和
不相符部分进行分类统计，分析不相符的可能原
因。例如，苓术汤为六壬年治疗方，而六壬年的
五行强弱为木强土弱，兼有金复。如果人体也感
受天地五行变化而患病，则同样为木强（肝实）土
弱（脾虚）兼有金复（肺实或肺虚），其理论治法
应该是泻木补土兼有调金。根据“汤液经法图”五
味补泻治疗原则，泻木补土兼有调金的药味组合
应该是酸泻肝、甘补脾为主，咸酸调肺为辅。所
以，六壬年疾病的理论治疗药味应该是酸、甘和
咸，而苓术汤的实际组方配伍结构是“三甘三辛
一酸一咸”。由此可知，苓术汤组方中的甘、酸、
咸味均符合治则治法，但酸味偏少，辛味偏多。
3　结果
3.1　天干十方对应年份的五行强弱
　　根据“2.1”项下方法，确定天干十方对应年
份的五行强弱情况见表 1。从干支周期上看，十
天干中运变化导致其五行本位也出现强弱变化，
并且涉及我克和克我的其他五行属性。
3.2　天干十方的适应证集
　　根据“2.2”项下方法，整理得到天干十方的适
应证，并进行标准化提取后见表 2。从表 2 可知，
天干十方常用于治疗腹痛腹泻、咳喘气短、足痿
不利等常见病症，且天干十方的适应证之间有重
复。例如，附子山茱萸汤和五味子汤都能用于足
痿，苁蓉牛膝汤和白术厚朴汤都能用于胁痛腹痛。
3.3　天干十方的五味配伍结构

　　根据“2.2”项下方法，整理得到天干十方的组
方配伍结构见表 2。除附子山茱萸汤之外，其余均
由 4 种以上药味组成，组方配伍情况比较复杂。从
主导药味上看，天干十方多以辛、甘和苦味为主。
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表 2　天干十方的适应证集 
Tab 2　Indications of ten heavenly stems

年份 治疗方 组成 配伍结构 适应证（标准化后）

六甲年 附子山茱萸汤 附子，山茱萸，木瓜，乌梅，半夏，肉

豆蔻，丁香，藿香

五辛三酸 腹痛，寒厥，足痿，腰腿痛，腹满腹泻，纳差

六乙年 紫菀汤 紫菀，白芷，人参，甘草，黄芪，地骨

皮，杏仁，桑白皮

二甘二辛

二苦一酸

一咸

咳嗽喘满，自汗，衄血，肩背不适，便血，巅顶痛，

发热，口疮，心痛

六丙年 川连茯苓汤 黄连，茯苓，麦冬，车前子，通草，远

志，半夏，黄芩，甘草

三苦四甘

一酸一辛

身热，烦躁，手足冷，心腹痛，咳喘，自汗，便血

六丁年 苁蓉牛膝汤 肉苁蓉，牛膝，木瓜，芍药，熟地黄，

当归，甘草

二酸二苦

一咸一辛

一甘

胁痛腹痛，肠鸣腹泻，发热，皮肤疮疡，咳嗽，鼻

鼽

六戊年 麦门冬汤 麦冬，白芷，半夏，竹叶，甘草，钟乳

粉，桑白皮，紫菀，人参

二咸二酸

二甘二辛

一苦

咳逆痰喘，气短，咯血，咽干，耳聋，腹泻，胸痛

连及肩背

六己年 白术厚朴汤 白术，厚朴，半夏，桂枝，藿香，青皮，

干姜，甘草

四辛二甘

一咸一酸

心腹痛，四肢乏力，肌肉颤动，易怒，吐泻，胁痛

腹痛，善太息，纳差

六庚年 牛膝木瓜汤 牛膝，木瓜，芍药，杜仲，枸杞，松节，

菟丝子，天麻，甘草

四苦二酸

二甘一辛

胸胁小腹拘挛疼痛，耳聋，目赤，咳逆，肩背下肢

痛

六辛年 五味子汤 五味子，附子，巴戟天，鹿茸，山茱萸，

熟地黄，杜仲

二苦二辛

二酸一咸

腰膝疼痛，腹胀腹泻，足痿，水肿，面色异常，筋

脉拘挛，目昏，咽痛

六壬年 苓术汤 茯苓，厚朴，白术，青皮，干姜，半夏，

草果，甘草

三甘三辛

一酸一咸

腹泻腹胀，肠鸣，四肢乏力，易怒，眩晕，胁痛

六癸年 黄芪茯神汤 黄芪，茯神，远志，紫河车，酸枣仁 二甘一苦

一咸一酸

胸痛连及肩背，神昏，下肢拘痛，腹痛腹泻，手足

屈伸不利

3.4　天干十方的方证相符度分析

　　根据“2.3”项下方法，整理得到天干十方的
方证相符度见表 3。从“汤液经法图”角度看，天
干十方适应证的五脏虚实类型与所在年份的五行
强弱属性（太过不及）具有相关性。例如，六甲
年为土运太过，脾土克肾水，则附子山茱萸汤
的主治证里既包含以腹泻腹痛为典型症状的脾实
证，也包含以腰痛足痿为典型症状的肾虚证。六
己年为土运不足，木克土，则白术厚朴汤的主治
证里既包含以乏力、纳差为典型症状的脾虚证，
也包含以肌颤、易怒为典型症状的肝实证。
　　同时，根据“汤液经法图”理论，天干十方
所治疗的病症多属于脏腑共病及虚实夹杂的情
况，需要 2 ～ 3 个药味联合治疗。实际上，天干
十方则是选用 4 ～ 5 个药味组合成方，能够覆盖
治疗所需的这 2 ～ 3 个理论治疗药味，但同时也
存在 1 ～ 2 个药味的多余或缺失。

3.5　天干十方对应年份五行强弱与其组方思路的

相符度分析

　　根据“2.4”项下方法，整理得到天干十方的
方证相符度见表 4。从“汤液经法图”角度看，调
节平衡天干十方对应年份的五行强弱需要 3 个理
论药味的配伍协同，其中 1 个药味负责泻太过、1
个药味负责补不足、1 个药味负责调节复气。天
干十方的实际选药组方中，往往会覆盖这 3 个理
论治疗药味中的 2 ～ 3 个，同时也存在理论治疗
药味使用不足、非理论治疗药味使用过多的情况。
4　讨论

4.1　“汤液经法图”可以清晰展示天干十方与所

在年份五行属性之间的关联关系

　　从“汤液经法图”角度看，无论是适应证类
型还是组方选药特点，天干十方与所在年份的五
行强弱属性具有密切的相关性。例如，六甲年土
运太过，而土克水，所以，用于六甲年的附子山

表 1　十天干年份的五行强弱 
Tab 1　Strength of the Five elements attribute based on ten heavenly stems

六甲年 六乙年 六丙年 六丁年 六戊年 六己年 六庚年 六辛年 六壬年 六癸年

中运 土运太过 金运不及 水运太过 木运不及 火运太过 土运不及 金运太过 水运不及 木运太过 火运不及

主要方面 土强水弱 金弱火强 水强火弱 木弱金强 火强金弱 土弱木强 金强木弱 水弱土强 木强土弱 火弱水强

次要方面 木复 水复 土复 火复 水复 金复 火复 木复 金复 土复
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表 3　天干十方的方证相符度 
Tab 3　Correspondence of prescription and syndrome of ten heavenly stems

名称 主治证类型 理论治疗药味 实际配伍结构 相符度分析

附子山茱萸汤 ① 肝虚

② 脾实合并脾虚

③ 肾虚

① 辛为主

② 辛甘为主

③ 苦为主

五辛三酸 辛相符，酸可，少苦

紫菀汤 ① 肺实合并肺虚

② 心实

① 咸酸为主

② 苦为主

二甘二辛

二苦一酸

一咸

苦咸酸相符，辛可，多甘，少咸酸

川连茯苓汤 ① 肺虚合并肺实

② 肝虚

③ 心虚或心实

① 酸咸为主

② 辛为主

③ 咸苦为主

三苦四甘

一酸一辛

苦酸辛相符，甘可，少咸酸

苁蓉牛膝汤 ① 肝实

② 脾实

③ 肺实

① 酸为主

② 辛为主

③ 咸为主

二酸二苦

一咸一辛

一甘

酸辛咸相符，苦甘可，少咸辛

麦门冬汤 ① 肺实合并肺虚

② 心虚或心实

① 咸酸为主

② 咸苦为主

二咸二酸二甘

二辛一苦

咸酸相符，苦辛可，多甘

白术厚朴汤 ① 脾虚合并脾实

② 肝实合并肝虚

① 甘辛为主

② 酸辛为主

四辛二甘

一咸一酸

辛甘酸相符，少酸甘，多咸

牛膝木瓜汤 ① 肝实

② 肺实

③ 肾虚或肾实

① 酸为主

② 咸为主

③ 苦甘为主

四苦二酸

二甘一辛

苦酸甘相符，辛可，少咸，多苦

五味子汤 ① 肾虚合并肾实

② 肝实

③ 脾实

① 苦甘为主

② 酸为主

③ 辛为主

二苦二辛

二酸一咸

苦酸辛相符，多咸，少甘

苓术汤 ① 脾实合并脾虚

② 肝实合并肝虚

① 辛甘为主

② 酸辛为主

三甘三辛

一酸一咸

辛甘酸相符，多咸，少酸

黄芪茯神汤 ① 心虚

② 肝实合并肝虚

③ 脾实

① 咸为主

② 酸辛为主

③ 辛为主

二甘一苦

一咸一酸

咸酸相符，多甘苦，少咸酸辛

表 4　天干十方对应年份五行强弱与组方思路相符度分析 
Tab 4　Discussion between the strength of the Five elements attribute and formulation compatibility based on ten heavenly stems

名称
对应年份的

五行强弱

理论治

疗药味

实际配

伍结构
相符度分析 名称

对应年份的

五行强弱

理论治

疗药味

实际配

伍结构
相符度分析

附子山茱萸

汤

① 土强

② 水弱

③ 木复

① 辛为主

② 苦为主

③ 酸辛为主

五辛三酸 辛酸相符，少

苦

白术厚朴汤 ① 土弱

② 木强

③ 金复

① 甘为主

② 酸为主

③ 咸酸为主

四辛二甘

一咸一酸

甘酸咸相符，

多辛

紫菀汤 ① 金弱

② 火强

③ 水复

① 酸为主

② 苦为主

③ 甘苦为主

二甘二辛

二苦一酸

一咸

苦甘酸相符，

咸可，多辛

牛膝木瓜汤 ① 金强

② 木弱

③ 火复

① 咸为主

② 辛为主

③ 苦咸为主

四苦二酸

二甘一辛

苦辛相符，甘

可，多酸少咸

川连茯苓汤 ① 水强

② 火弱

③ 土复

① 甘为主

② 咸为主

③ 辛甘为主

三苦四甘

一酸一辛

甘辛相符，酸

可，多苦少咸

五味子汤 ① 水弱

② 土强

③ 木复

① 苦为主

② 辛为主

③ 酸辛为主

二苦二辛

二酸一咸

苦辛酸相符，

咸可

苁蓉牛膝汤 ① 木弱

② 金强

③ 火复

① 辛为主

② 咸为主

③ 苦咸为主

二酸二苦

一咸一辛

一甘

苦辛咸相符，

甘可，多酸

苓术汤 ① 木强

② 土弱

③ 金复

① 酸为主

② 甘为主

③ 咸酸为主

三甘三辛

一酸一咸

酸甘咸相符，

多辛少酸

麦门冬汤 ① 火强

② 金弱

③ 水复

① 苦为主

② 酸为主

③ 甘苦为主

二咸二酸

二甘

二辛一苦

苦酸甘相符，

辛可，多咸

黄芪茯神汤 ① 火弱

② 水强

③ 土复

① 咸为主

② 甘为主

③ 辛甘为主

二甘一苦

一咸一酸

甘咸相符，苦

酸可，少辛

茱萸汤的适应证包含脾土实证（腹泻腹痛）和肾
水虚证（足痿、腰痛），附子山茱萸汤的组方包括
辛味泻脾药（半夏、肉豆蔻、丁香、藿香）和苦

味补肾药（附子）。又如，六乙年金运不及，而火
克金，所以，用于六乙年的紫菀汤适应证包含肺
金虚证（发热汗出）和心火实证（口疮、衄血），
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紫菀汤的组方也包括酸味补肺药（桑白皮）和苦
味泻心药（地骨皮、苦杏仁）。当然，不同方剂的
关联程度不同，但采用“汤液经法图”理论体系
可以清晰地展示这种关联性。需要注意的是，“汤
液经法图”分析所采用的药味来源于中药的五行
属性，可能与教材标记的药味不同，需要根据中
药功效加以核对和确认。
4.2　天干十方仍然存在优化提升的空间

　　“汤液经法图”展示了一种病症与组方之间的
配属关系，这种配属关系不仅是定性的，也是半
定量化的，即关于一个治疗特定病证组方的主辅
药味的界定。从这个角度看，陈无择天干十方仍
然存在优化提升的空间。例如，六乙年金运不及，
而火克金，故补金泻火是治疗常态，酸苦联用是
治疗常法，但用于六乙年的紫菀汤配伍结构为
“二甘二辛二苦一酸一咸”，虽然也有酸苦药味
但并非主导，故可在紫菀汤基础上，针对“自汗，
衄血，肩背不适，便血，癫顶痛，发热，口疮”
的临床表现，增加养阴止汗的酸味药麦冬、柔筋
止痛的酸味药白芍、收敛止血的酸味药仙鹤草、
凉血止血的苦味药牡丹皮等，同时适当减少甘辛
药味，可能是更好的选择。
4.3　加强“汤液经法图”与五运六气的关联性研究

　　“汤液经法图”的核心框架就是五行阴阳，而
五运六气所述五行太过不及同样是五行阴阳。所
以，两者同宗同源，底层逻辑相通。运用“汤液
经法图”解析运气方组方原理，不仅可以从症状
体征辨知五脏虚实类型，而且可以直接从年份五
行强弱推知五脏虚实类型，殊途同归。同时，“汤
液经法图”本身对于组方配伍原理的强大解析能
力，也为基于五运六气的临床选药组方提供更多
的参考 [20-21]。所以，应加强此类研究，为上述两
种学术思想的交融发展提供支持。
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对《辅行诀》中大黄味咸记载的探讨

龚宗玉1，郭红叶2，张盛敏1，金锐2*（1. 泸州市中医医院，四川　泸州　646000；2. 中国中医科学院西苑医院，北京

　100091）

摘要：从《神农本草经》记载至今，大黄药味为苦味，而敦煌遗书《辅行诀》二十五味药精中

记载大黄为火中木，属于咸味药，与历代本草中大黄味苦的定义不同。且从《辅行诀》中收载

的“汤液经法图”体系看，味苦泻心清热，味咸泻肺通便，以泻下为主的大黄似乎更应属于咸

味。本文通过查阅有关大黄基源、别名、产地、功效等信息的历代本草记载，结合“汤液经法

图”理论体系中五味的作用特点对大黄的法象药理和功效药理进行匹配分析，并对含有大黄的

三黄泻心汤、大承气汤和大陷胸汤进行方解，论证大黄归属为咸味的可能性。旨在为以“汤液

经法图”理论为基础、以法象药理与功效药理相结合为途径的中药药味认识及大黄的临床组方

配伍应用提供新的思路。

关键词：大黄；五味；药性；汤液经法图；咸味；辅行诀
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Discussion of "salty" flavor of Rheum officinale in Fuxingjue

GONG Zong-yu1, GUO Hong-ye2, ZHANG Sheng-min1, JIN Rui2* (1. Luzhou Traditional Chinese 
Medicine Hospital, Luzhou  Sichuan  646000; 2. Xiyuan Hospital, Chinese Academy of Chinese 
Medical Science, Beijing  100091)

Abstract: From the Shennong's Classic of Materia Medica to the present day, Rheum officinale (Da 
huang) taste of rhubarb is bitter, while the Dunhuang ancient book Fuxingjue records that Rheum 
officinale is a type of salty medicine, belonging to the category of wood in fire, which is different 
from the definition of bitter taste of Rheum officinale in traditional Chinese medicine throughout 
history. Moreover, from the "Tang-ye-jing-fa map" system included in the Fuxingjue, it can be seen 
that Rheum officinale, which has a bitter taste and can clear the heart and heat, and a salty taste that 
can clear the lungs and promote bowel movements, is more likely to have a salty taste. This article 
conducts a matching analysis of the pharmacological and functional properties of Rheum officinale by 
consulting historical herbal records related to its origin, alias, origin, and efficacy, combined with the 
characteristics of the five flavors in the theoretical system of "Tang-ye-jing-fa map". It also explains 
the formulas of Sanhuang Xiexin decoction, Dachengqi decoction and Daxianxiong decoction 
containing Rheum officinale, demonstrating the possibility of Rheum officinale having a salty taste. 
Intended to provide new ideas for the understanding of traditional Chinese medicine taste and the 
clinical formulation and compatibility application of rhubarb based on the theory of "Tang-ye-jing-fa 
map" and combining pharmacological theory and efficacy pharmacology. 
Key words: Rheum officinale; five flavor; herbal property; Tang-ye-jing-fa map; salty; Fuxingjue

基金项目：中国中医科学院科技创新工程项目（No. CI2021A03805）。
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药师，主要从事中药药性理论与临床中药学研究，email：jinrui9862@126.com

　　大黄为蓼科植物掌叶大黄 Rheum palmatum L.、
唐古特大黄 Rheum tanguticum Maxim. ex Balf. 和药

用大黄 Rheum officinale Baill. 的干燥根或根茎 [1]，
具有泻下、凉血、逐瘀的功效。《神农本草经》载



2096

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

其味苦性寒，并成为主流观点。从《辅行诀》中对
五味的解释来看，味苦泻心，味咸泻肺 [2]，大黄
所具有的通便、泻下和软坚作用，符合咸味的功
效表达。本文尝试从《辅行诀》所载“汤液经法图”
二十五味药精理论、历代本草记载、法象药理和
代表方方解的角度，尝试对其咸味进行讨论。
1　《辅行诀》中关于大黄味咸的理论记载

　　《辅行诀》记载了已佚《汤液经法》的内容，
并附有一张关键原理图，即“汤液经法图”（见图
1），明确了五味对五脏的作用特点。图中用为补，
体为泻，化味可由用、体味化合而生。如在肾
（水）区，苦能补肾，甘能泻肾，咸能润肾。苦
甘同用化咸，表达咸味润肾的功效。目前国内学
者普遍认为，“汤液经法图”体系是张仲景《伤寒
杂病论》经方配伍理论的源头，对于分析中药性
味归经，指导中药应用配伍具有极其重要的参考
价值及现实意义 [3]。

图 1　汤液经法图

Fig 1　Tang-ye-jing-fa map

　　《辅行诀》收载了 25 味常用中药的五行属性
和主导药味，称为二十五味药精，其中对大黄的
描述内容为：“味辛皆属木，桂为之主，椒为火，
姜为土，细辛为金，附子为水。味咸皆属火，旋
覆花为之主，大黄为木，泽泻为土，厚朴为金，
硝石为水。味甘皆属土，人参为之主，甘草为木，
大枣为火，麦冬为金，茯苓为水。味酸皆属金，
五味子为之主，枳实为木，豉为火，芍药为土，
薯蓣为水。味苦皆属水，地黄为之主，黄芩为木，
黄连为火，白术为土，竹叶为金”[2]。由此可知，
在对二十五味药精的描述中，明确大黄的五行属
性为火中木，指向的主导药味为咸味。

2　从历代本草记载和法象药理探讨大黄的咸味

2.1　大黄的别称

　　大黄的别称很多，包括将军、黄良、火参
等。如《吴普本草》载曰“大黄，一名火参”[4]，
后经考证，“火参”一名从色从形而得 [5]，火有红
色之意，参则为形状。根据中医取类比象的理论
分析，“火”为赤色属心走血，符合“二十五味药
精”中大黄属“火”的观点；“参”字与人参相似而
得，其意为补，《素问·脏气法时论》记载：“心欲
软 ...... 用咸补之”[6]，本脏所喜即名为补，故咸味
补心。因此，从其“药象”推导，大黄有属火补
心之意，符合对大黄属咸味的推断。
2.2　大黄的产地

　　中药的产地方位是五行理论判断药味的依
据之一。通过对大黄产地的本草考证 [7-11]，发现
大黄道地产区为四川、青海、甘肃，较当前道
地产区未发生明显变迁，故以产地推论大黄五
味的思路符合古今时空特性。根据五行理论分
析，大黄道地产区方位属西方，五行为金，五
脏属肺，而“汤液经法图”示，酸补肺、咸泻肺、
辛散肺，故可理解大黄的药味应与酸味，咸味，
或辛味有关。
3　从功效探讨大黄的咸味

　　《辅行诀》中“汤液经法图”理论示，每一种
中药的药味具有 3 个功效特点。例如，辛味能够
补肝、泻脾和散肺；甘味能够补脾、泻肾和缓肝；
酸味能够补肺、泻肝和收心；苦味能够补肾、泻
心和燥脾；咸味能够补心、泻肺和润肾。大黄为“火
中木”，主导药味为咸味，应该具有补心、泻肺
和润肾功效中的一个或几个。故可通过大黄对心、
肺、肾的作用及其表现的功效分析大黄的药味。
3.1　大黄对心的作用

　　心主血脉，血脉不利则心病。《灵素节注类
编》言“心主一身之血，其本脉圆活如钩者，阳
气升浮而按之柔和也”[12]。可见心脉以通为要，
以柔软当其功用。心脉瘀阻治则活血化瘀，瘀血
散，则心脉复其功用。历代医书或本草均认为大
黄有逐瘀通经，治诸血证之效。《神农本草经》
记载“大黄主下瘀血，血闭 ...... 破癥瘕积聚”[13]，
《医学衷中参西录》载大黄“能入血分，破一切
瘀血”[14]，《中国药典》记载大黄“凉血解毒，逐
瘀通经”[1]。《素问·脏气法时论》记载：心欲软，
急食咸以软之，用咸补之 [6]。表明咸味药能补心，
使心恢复正常的生理状态。大黄破瘀实为心之所
欲，补心之功，符合“汤液经法图”理论咸能补
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心的特性，表明大黄应具有咸味。
　　从现代药理学看，大黄对心血管系统的作
用 [15] 有抗血栓形成、抗血管痉挛、抗心律失常、
强心、抗动脉粥样硬化、降压等作用。心血管系
统疾病的发展会导致周围组织坚硬，血管壁增厚
发硬等。大黄可以改善此种情况，表现为咸味的
补心、软心的特征，印证了其可使心柔软的观点，
即发挥咸味药的功效。
3.2　大黄对肺的作用

　　肺主宣降，司呼吸。《黄帝内经》载：“肺实则
喘喝胸盈仰息”[6]，肺失宣降导致的胸满咳喘诸
症，为肺实证。另肺为贮痰之器，痰壅则呼吸不
畅，喘息窒闷；又因肺与大肠相表里，肠热燥结
致浊气壅于大肠，上逆于肺，则症见喘息、不能
久立。因此痰实、肠热便秘皆为肺实证，以泻肺
论治。《名医别录》记载大黄：“除痰实，肠间结
热”[7]，《药性论》言大黄：“能破痰实，冷热结聚
宿食，利大小肠贴热毒肿”[16]，《得配本草》曰大
黄：“荡涤肠胃之邪结 ...... 滚顽痰”[17]。可知大黄
有除痰清肠，泻肺之功。“汤液经法图”理论认为
“肺德在收，以酸补之，以咸泻之”，即咸能泻
肺，因此大黄应具有咸味。
　　从现代药理学看，大黄能促进结肠蠕动，同
时抑制肠平滑肌细胞膜上的 Na ＋ -K ＋ -ATP 酶产
生肠腔容积性泻下作用，也有研究表明泻下可能
与抑制结肠水通道蛋白有关 [18-19]。此外，大黄还
具有广谱抗菌作用，对细菌感染性、病毒性呼吸
道感染及脓毒症均有疗效，能治疗肺脓肿、小儿
肺炎、大叶性肺炎及其他肺系疾病。以上也佐证
了大黄具有咸味的观点，反映大黄具泻肺之功，
发挥咸味之力。
3.3　大黄对肾的作用

　　肾主水，封藏，纳气，与膀胱相表里。《注解
伤寒论》言“水停心下不行，则肾气燥”[20]，“肾
燥”实为肾脏气化失调，封藏太过，津液不布，
致小便不利，水肿，口干口渴之象。治则清热利
水，通腑气以调肾气。大黄味厚，为阴中之阴，
主下，具降浊通腑之用。且大黄在历代载有利水、
利小便之功，如《药性论》云：“大黄利水肿”[16]，
《景岳全书》亦言大黄：“通水道，退湿热”[21]，
《中国药典》记载大黄：“用于淋证、水肿”[1]。大
黄通小便，水饮随之而下，肾之气化功能得以恢
复，以治肾燥，体现润肾之效。“汤液经法图”示，
咸能润肾，大黄能润肾燥，则大黄应属咸味。
　　现代研究表明，大黄可抑制肾小管上皮细胞

水通道蛋白的表达水平，并能抑制肾髓质 Na ＋ -
K ＋ -ATP 酶均表现出利尿作用，此外对肾小球肾
炎和慢性肾衰竭有改善作用 [18，22]，体现了大黄通
利水道润肾之功，为咸味润肾的功效特点。
　　从传统中医角度看，大黄对心、肺、肾 3 个
脏腑的作用特点体现为大黄能补心、泻肺、润肾，
与“汤液经法图”理论认为咸能补心、泻肺、润
肾的作用特点相契合，为进一步证实大黄属咸味
提供理论依据。
4　从方剂配伍原理验证大黄的咸味

　　本课题组前期对“汤液经法图”理论进行了
系统研究 [23-27]，发现其核心观点是确定脏腑病症
虚实，选用该脏腑对应的药味组方，组方规律为
实证用药以泻（体）味为主，虚证以补（用）味为
主，可佐以其他药味。
　　运用“汤液经法图”原理，可以精确分析方
剂的配伍结构，明确每一味中药在配伍成方时的
角色。临床含有大黄的常用方剂很多，包括三黄
泻心汤、大承气汤、大陷胸汤等，通过对这些方
剂配伍结构的分析，也可以看出大黄在其中的主
导药味和作用。
4.1　三黄泻心汤

　　三黄泻心汤收载于《金匮要略》，亦收载于
《辅行诀》，为小泻心汤原方。三黄泻心汤由大
黄 10 g，黄连 5 g，黄芩 10 g 组成，功效为清热
解毒，泻火通便，主治三焦热盛导致的吐血、衄
血、目赤肿痛、口舌生疮等。
　　由“汤液经法图”原理分析，三焦热盛所致
的吐血衄血、目赤肿痛诸症，属于心火实证，当
以苦味泻心为主。根据《辅行诀》所载 24 首大小
补泻汤的配伍规律，所有小泻汤，均以泻该脏为
主，配以补该脏之药，配比关系为 2∶1。例如，
小泻肝汤以“二酸一辛”成方，小泻脾汤以“二辛
一甘”成方，小泻肺汤以“二咸一酸”成方，小泻
肾汤以“二甘一咸”成方。故小泻心汤以“二苦一
咸”成方（见图 2），以苦味泻心为主。在小泻心
汤组方的 3 个中药里，黄芩为苦，黄连为苦。而
大黄为咸味，发挥清热凉血的作用。
4.2　大承气汤

　　大承气汤收载于《伤寒论》，以大黄 12 g，
厚朴 24 g，枳实 12 g，芒硝 9 g 组成，功效为峻
下热结，主治大便不通、腹满而喘、热结旁流等。
　　经云“肺虚则鼻息不利；实则喘咳，凭胸仰
息”。肠燥热结导致的大便不通、腹满而喘、热
结旁流诸症，均为肺实病证，治则当以咸味泻肺
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为主。方中枳实为酸味药，厚朴、芒硝、大黄为
咸味药，组成“三咸一酸”结构（见图 3），组方
整体补泻兼施，以咸泻为主。大黄为咸味，发挥
泻下通便的作用。

图 3　大承气汤方解

Fig 3　Dachengqi decoction analysis

4.3　大陷胸汤

　　大陷胸汤收载于《伤寒论》，由大黄 10 g，
芒硝 10 g，甘遂 1 g 组成，功效为泻热逐水，主
治心下疼痛，拒按，伴短气烦躁，大便秘结等。
　　经云“肾气虚则厥逆；实则腹满，面色正黑，
泾溲不利”。水热结于胸间为肾实病症，短气烦
躁、大便不通诸症为肺实病症，治则当以甘味泻
肾和咸味泻肺为主。方中大黄、芒硝为咸味，甘
遂为甘味，则大陷胸汤为“二咸一甘”的配伍结
构（见图 4），组方整体发挥为泻肺合泻肾的作用。
大黄为咸味，发挥泻下通便、通利水道的作用。
5　讨论

　　本文以《辅行诀》所载“二十五味药精”为切
入点，从大黄的别名、产地、法象药理，尤其是
结合“汤液经法图”的医理分析和解方分析，可
以得出结论：将大黄认定为咸味药符合“汤液经
法图”理论逻辑，也能更好地理解大黄的功效特

点和使用特点。
5.1　从“汤液经法图”角度定义大黄为咸味药的

必要性

　　“汤液经法图”收载于《辅行诀》，描述了
3600 年前组方配伍的理论体系。这个理论体系与
现有辨证论治理论具有一些不同之处，最重要的
两点，其一是脏腑虚实证型的分类，其二是中药
五行属性和主导药味的认识。两者环环相扣，相
辅相成，一以贯之，共同构成“汤液经法图”辨证
论治方法学体系。只有将大黄认定为咸味药，从
咸补心（活血软坚）、咸泻肺（泻下通便）和咸润
肾（通利水道）角度认识大黄，才能解释大黄的功
效，才能明白小泻心汤、小泻肺汤、大承气汤和
大陷胸汤的组方原理。因此，要想让“汤液经法
图”理论体系用于现代临床，就必须梳理现有中
药的五行属性和主导药味，即确定常用中药的五
行属性和主导药味，是“汤液经法图”走向临床的
基础。大黄是《辅行诀》原文记载的咸味火性药精
之一，自然是研究的起点和重点。
5.2　历代均记载大黄为苦味的可能原因

　　从本草史角度看，我国本草学术发展有很强
的继承性特点，现存最早的本草《神农本草经》
就记载大黄为苦寒药，故后世医家在编纂本草
时，可能会倾向于沿袭这一记载。从临床应用角
度看，根据“热者寒之”，大黄具有的清热泻火
作用是一个典型的寒性中药作用，而目前药性研
究发现，辛味与温性、甘味与平性、苦味与寒性
有很强的关联性。所以，寒性清热中药多数具有
苦味，这可能是由固化的思维习惯造成的。从药
性研究角度看，目前在药性与功效的关联关系方
面，虽然认为此两者有关，但一般是松散的离合
关系，并非真正严谨的关联和对应。这些都是历
代本草均记载大黄为苦味药的可能原因。

图 4　大陷胸汤方解

Fig 4　Daxianxiong decoction analysis
图 2　三黄泻心汤方解
Fig 2　Sanhuang Xiexin decoction analysis
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5.3　本研究的不足

　　任何一个中医药问题，都需要循理循证相结
合的综合分析才有说服力。从循理角度看，大黄
的咸味的确与其功效、与解方有良好的对应关系。
但从单纯的循证角度，目前也的确没有本草将其
直接记载为咸味，未来可以在更多的医书中检索
挖掘。另外，从四气与五味的关系角度看，咸味
补心而心主火，辛咸属温热，酸苦配寒凉。所以，
一个典型的咸味药应该是温热性的，而大黄是寒
凉性中药，能够清热泻火，所以，从理论上看，
要么是大黄的寒凉性并不明显，要么就是大黄在
咸味同时还合并有苦味，是一个咸苦兼有的复合
型中药。这些问题，都有待未来继续研究思考。
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浅谈 rasH2-Tg小鼠短期致癌性试验的设计要点
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摘要：rasH2-Tg 小鼠是当前转基因替代模型中应用最广泛的短期致癌性试验模型小鼠，对遗

传阳性致癌物和非遗传阳性致癌物均敏感，且自发肿瘤率较低。目前国内外相关指导原则还没

有针对该转基因小鼠致癌性试验的详细设计要求，本文通过汇总并分析了 2013—2022 年在美

国获批上市且采用该转基因小鼠进行的 51 个新药的致癌性试验申报资料，并结合实际工作经

验对试验设计要点进行整理论述，为国内新药致癌性试验的开展提供参考。
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Abstract: The rasH2-Tg bioassay is a wildly used transgenic alternative model in short-term 
carcinogenicity test, which is sensitive to gene-positive or negative carcinogens. No details have been 
found about experimental requirements for the model in relevant guidelines at home and abroad. 
This review summarized the information of rasH2-Tg test batteries from 51 new drug application 
reviews evaluated by FDA/CDER from 2013 to 2022, and described the key points in the trial design 
combined with practical experience. The review aims to support the development of carcinogenicity 
trials of transgenic alternative models for the use of new drugs in China. 
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　　致癌性试验转基因替代模型（alternative 
model）是指非临床研究中用于短期或中期体内
致癌性试验，能够提供致癌性终点的转基因动
物。1997 年发布的人用药品注册技术要求国际协
调 会（The International Council for Harmonization 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use，ICH）S1B[1] 指导原则中提及的转基
因小鼠模型包括 p53 ＋ / －缺失模型、TgAC 模
型、rasH2-Tg 模型、XPA 缺失模型等，同年，国

际生命科学学会（International Life and Sciernces 
institute，ILSI）和健康与环境科学学会（Health 
and Environment Science Institute，HESI）联合发
起了一项关于以上替代模型的验证性研究 [2]。经
比较，rasH2-Tg 模型表现出对人专属致癌物的
高敏感性，试验数据重复性高、稳定性好，优
于其他模型，目前已被美国食品药品监督管理
局（Food and Drug Administration，FDA）、 中 国
国家药品监督管理局（National Medical Products 

综述
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Administration，NMPA）、欧洲专利药品委员会
（Committee for Proprietary Medicinal Products，
CPMP）、日本厚生劳动省（the Ministry of Health，
Labor，and Welfare，MHLW）等认可，成为最常
用的短期致癌性试验替代模型 [3]。
　　在 2022 年公布的 ICHS1B（R1）指导原则中，
该小鼠名称为 rasH2-Tg 小鼠，日本实验动物中央
研究所（Central Institute for Experimental Animals，
CIEA）的官网名称为 CByB6F1-Tg（HRAS）2Jic 
mice。该小鼠是由嵌入人源 c-ha-ras 三联基因
的 C57BL6/J 小鼠与 BALB/C 小鼠杂交而来 [4]，
得到的子代中杂合子为含转入基因的 rasH2-Tg
（transgenic type，rasH2-tg 型）小鼠，纯合子为不
含转入基因的 Non-rasH2-Tg（wild type，rasH2-wt
型）。虽然监管机构的技术指南或相关文献中有关
于该模型的说明，但除了在 ICHS1B（R1）[5] 中有
关于高剂量选择的意见外，其余指南均未提出具
体的试验设计指导，这给创新药物非临床致癌性
试验设计带来了困难。
　　目前国内在长周期用药研发方面正处于上升
期，致癌性试验开展还不多，良好实验室规范
（GLP）条件下开展非临床 rasH2-Tg 小鼠致癌性
试验的经验更为稀缺，虽然国内已有少数实验室
具有开展该类试验的经验，但是普遍来看国内对
短期致癌性试验的认识不足。因此，总结 rasH2-
Tg 小鼠 26 周致癌性试验设计要点十分重要。
　　 在 2013—2022 年， 美 国 FDA 的 药 品 审 评
中 心（Center for Drug Evaluation and Research，
CDER）审批通过了 428 项新药上市，其中有 51
项新药进行了 rasH2-Tg 小鼠 26 周致癌性试验，
51 项新药药物基本信息见表 1。通过对其公开资
料的分析，本文从剂量探索试验的设置、高剂量
组的剂量选择依据与再评估、rasH2-Tg 小鼠起始
给药周龄、阳性对照组的设置和检测指标设置几
方面浅谈 rasH2-Tg 小鼠短期致癌性试验设计的基
本要点。
1　试验设计要点

1.1　剂量探索试验的设置

　　剂量探索试验（dose-range finding，DRF）
是指长周期试验前的先行试验，通过进行 DRF
暴露药物毒性靶点，寻找最佳给药剂量和间隔，
估算毒性代谢动力学的趋势和毒性反应发生频
率 [6]。使用转基因小鼠开展 26 周致癌性试验
前，开展 DRF 是十分必要的：一方面由于药物在
rasH2-Tg 小鼠体内的毒性反应尚不明确，前期试

验动物种属多为大鼠和犬，且常用小鼠种系 ICR
小鼠、C57BL6/J 小鼠与 rasH2-Tg 小鼠的代谢相
关性也有待进一步研究；另一方面由于该转基因
小鼠致癌性试验的周期长、使用的动物数多，成
本高，因此进行 DRF 显得尤为重要。
　　表 1 的 51 项药物中，31 项新药的 DRF 给药
周期都在 4 周及以上（其余 20 项未显示），长于
4 周的试验周期是由于药物临床拟用间隔较长或
需前期剂量爬坡建立动物耐受。致癌试验的 DRF
试验可参考正式的重复给药毒性试验来设计；也
可在 DRF 试验开展前进行更短周期的预试验，
以探索 DRF 的剂量，预试验周期在一周或两周。
　　与正式试验主研究组使用 rasH2-Tg 小鼠不同，
DRF 使用的动物为 rasH2-wt 型小鼠，研究显示
rasH2-wt 型小鼠与 rasH2-Tg 型小鼠在生化指标、
器官重量和药物代谢上几乎没有差别 [7]。在 51 项
新药的申报资料中，设有 rasH2-Tg 小鼠对照组
的 DRF 试验结果显示：rasH2-wt 型小鼠与 rasH2-
Tg 型小鼠在药物代谢和一般毒性反应上没有显著
性差别，由此认为使用 rasH2-wt 小鼠预测正式试
验是可行的。DRF 试验结果可为正式致癌性试验
高剂量的选择提供依据，但能否以 rasH2-wt 小鼠
的体重变化作为判定条件还存在一些争议 [8]：一
方面，该小鼠多为进口所得，远途长时间运输后，
在 4 周的试验周期内有较长的适应期或应激波动，
观察到的体重改变不一定是药物毒性所致；另一
方面，由于 rasH2-wt 小鼠较同窝 rasH2-Tg 小鼠平
均体重略大 [7，9]，仅体重指标不能完全代表正式致
癌性试验中的 rasH2-Tg 小鼠；此外，一些有减重
效果的药物（如降糖药、减脂药）在高剂量下有放
大的药效作用，药效引起的 DRF 体重变化被误认
为是毒性反应会导致高剂量选择偏低而不能达到
充分暴露。基于以上，以 DRF 试验动物体重改变
作为高剂量判定依据时还需综合其他指标或前期
试验毒性反应结果。此外，毒性代谢动力学分析
在 DRF 中十分重要，供试品原药和 / 或其代谢物
在体内的暴露量决定了 rasH2-Tg 正式试验的剂量。
1.2　高剂量组的剂量选择依据与再评估

　　致癌性试验高剂量的选择应该在指导原则的
要求下进行综合考虑。ICHS1C（R2）[10] 中关于致
癌性试验高剂量的选择依据包括：基于毒性改变，
以死亡率、临床症状、体重变化或体重增长量的
变化及组织病理学异常为参照设置的最大耐受剂
量（maximum tolerated dose，MTD）；基于血液中
药物暴露倍数，50 倍血浆暴露量比值（啮齿动物：
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表 1　2013—2022 年 FDA/CDER审批通过的进行 rasH2-Tg小鼠致癌性试验的药物基本信息 
Tab 1　Information of drugs approved by FDA/CDER in 2013 to 2022

NDA/
BLA 编号

通用名 药物类型 适应证

125469 度拉糖肽（dulaglutide） 胰高血糖素样肽（GLP）-1 受体激动剂 2 型糖尿病

761033 瑞利珠单抗（reslizumab） IL-5 单抗 哮喘

022247 雌激素 / 巴多昔芬（estrogens/bazedoxifene） 复方 / 含共轭雌激素和巴多昔芬 绝经后骨质疏松

204370 卡利拉嗪（cariprazine） 非典型抗精神病药物 精神分裂症和抑郁症

204569 苏沃雷生（suvorexant） 选择性食欲素 1/2 受体拮抗剂 失眠症

205552 依鲁替尼（ibrutinib） 布鲁顿氏酪氨酸激酶（BTK）抑制剂 套细胞淋巴瘤

206038 依伐卡托 / 鲁马卡托（ivacaftor/lumacaftor） 囊性纤维化跨膜电导调节剂（CFTR）增强剂 囊性纤维化

206619 奥比他韦 / 帕利普韦 / 达塞布韦 
（ombitasvir /paritaprevir/dasabuvir）

NS5A 抑制剂 /NS3 蛋白酶抑制剂 /NS5B 非核苷类

抑制剂

抗丙型肝炎病毒

206843 达卡他韦（daclatasvir） HCVNS5A 抑制剂 抗丙型肝炎病毒

207924 巴瑞替尼（baricitinib） JAK 抑制剂 中度至重度类风湿关节炎

207988 雷西纳德（lesinurad） 尿酸再吸收抑制剂 痛风相关高尿酸血症

208051 来那替尼（neratinib） Her2 抑制剂 乳腺癌

208325 伊特卡肽（etelcalcetide） 钙敏感受体激动剂 血液透析慢性肾脏病（CKD）成年患者

继发性甲状旁腺功能亢进

208623 米加司他（migalastat） α 半乳糖苷酶 A 法布里病

208712 帕克替尼（pacritinib） JAK2 和 FLT3 抑制剂 骨髓纤维化

208794 特罗斯他乙酯（telotristat ethyl） 色氨酸羟化酶（TPH）抑制剂 成年患者类癌综合征腹泻

209241 talbenazine 囊泡单胺转运体 2（VMAT2）抑制剂 成人迟发性运动障碍

210251 比克替拉韦（bictegravir） 整合酶链转移抑制剂（INSTI）/ 核苷类似物逆转

录酶抑制剂（NRTIs）
抗艾滋病

210491 替扎卡托 / 依伐卡托（tezacaftor/ivacaftor） CFTR 蛋白构象修饰剂或稳定剂 / 囊性纤维化跨膜

电导调节剂（CFTR）增强剂

囊性纤维化

210806 加多拉韦林（doravirine） 非核苷逆转录酶抑制剂 抗艾滋病

210922 patisiran 抗 TTR mRNA 的 siRNA 遗传性转甲状腺素介导的淀粉样变性

hATTR 患者神经损伤

211150 替洛利生（pitolisant） H3 受体拮抗剂 成年发作性睡病患者的白日过度嗜睡

211172 transthyretin 甲状腺素转运蛋白 hTTR 反义寡核苷酸 遗传性甲状腺素介导的淀粉样变性导

致神经损伤

211280 拉米地坦（lamiditan） 血清素 1F 受体激动剂（5-HT） 急性治疗偏头痛

211281 乳糖醇（lactitol） 容积型泻药 慢性特发性便秘

215888 奥特康唑（oteseconazole） 抗真菌药 外阴道念珠菌复发

211675 乌帕替尼（upadacitinib） JAK 抑制剂 中重度类风湿关节炎

211801 替那帕诺（tenapanor） 钠氢交换 3 抑制剂（NHE3） 便秘型肠易激综合征

211810 培西达替尼（pexidartinib） 激酶抑制剂 腱鞘巨细胞瘤

211964 维洛沙嗪（viloxazine） 去甲肾上腺素再摄取抑制剂 注意缺陷多动障碍

212028 莱博雷生（lemborexant） 食欲素受体拮抗剂 失眠症

212161 氯苯唑酸（tafamidis） 转甲状腺素蛋白稳定剂 转甲状腺素介导的淀粉样变性引起的

心肌病

212273 elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor ＋ ivacaftor TBD/TBD/CFTR 增效剂 囊性纤维化

212327 菲卓替尼（fedratinib） 激酶抑制剂（JAK2、FLT3） 中度或高危骨髓纤维化

212839 森巴考特（cenobamate） 抗惊厥药（钠通道阻滞剂，GABAA 正向调节剂） 局灶性癫痫发作

212950 福斯特沙韦（fostemsavir） HIV-1 附着抑制剂 抗艾滋病

213137 伏塞洛托（voxeloto） 血红蛋白 S 聚合抑制剂 Hgb S 镰状细胞贫血

213378 奥氮平＋沙米多芬（olanzapine ＋ samidorphan）选择性单胺能拮抗剂和选择性 μ阿片受体拮抗剂 精神分裂症和双相障碍

213535 利斯普兰（risdiplam） SMN2 拼接修饰体 脊髓性肌肉萎缩

213871 阿布西替尼（abrocitinib） JAK1 抑制剂 难治性中重度特应性皮炎
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人）作为参考依据的药代动力学指标；基于生物
利用度的吸收饱和量；药效学指标；药物治疗窗
较宽时使用的最大可行剂量（maximum feasible 
dose，MFD）和动物实验限度剂量。此外，一些
rasH2-Tg 小鼠致癌性试验以供试品致死剂量的 1/3
作为试验的高剂量，这一选择也受到监管机构的
认可。所有的选择依据都体现了“充分暴露”这
一原则，但由 DRF 试验结果得到的 MTD 作为首
选早已达成科学共识，FDA 毒理学指南 Redbook 
2000[11] 中推荐 MTD 作为高剂量的选择依据，经
济合作与发展组织（Organization for Economic Co-
operation and Development，OECD）致癌性指导文
件 Test Guide 451（TG451）[12] 中要求选择能引起
如抑制体重增加（与阴性对照组相比约 10%）等
不影响动物预期寿命的毒性反应最高剂量水平，
这与 MTD 的设定条件一致 [12]。51 项新药中有 27
项明确选择 MTD 作为 rasH2-Tg 小鼠 26 周致癌性
试验高剂量，有 5 项注明参考 MFD 作为高剂量
（其余 19 项药物选择指标在申报资料中未见明确
信息），其他依据（基于血液中药物暴露倍数，50
倍血浆暴露量比值，基于生物利用度的吸收饱和
量，药效学指标）在剂量选择中也具有一定的参
考价值。
　　致癌性试验的终点是指与供试品相关的肿瘤
性病变，而试验中的一般毒性反应体现了致癌性
试验的暴露有效性。为验证致癌性试验设计的科
学性和试验数据有效性，研究人员应在致癌性试
验结束时，通过分析包括死亡率、临床症状、体
重变化、非肿瘤性病变和血药浓度在内的试验结
果再评估剂量设计。
1.2.1　死亡率　致癌性试验中的死亡率指发现非
预期死亡和濒死安乐死的动物数量占比。我们认
为高剂量组动物死亡率的轻微上升可以看作是剂

量达到了充分暴露这一要求的表现，但高剂量组
动物死亡率过高时，不仅要评估其对数据统计的
影响，而且要考虑过高的剂量是否会造成假阳性
率升高而影响结果判断。
1.2.2　临床症状　药物的一般毒性反应靶点在重
复给药毒性试验中已有研究，出现一般毒性反应
症状是体内暴露量达到毒性剂量的直接体现，在
致癌性研究中，需要区分实验系统出现的异常临
床改变是由供试品毒性反应引起还是由肿瘤继发
性改变引起，或是否属于偶发症状。在致癌性试
验中首次发现的异常临床改变应给予足够的重
视，必要时需针对该症状开展追加调查。
1.2.3　体重变化　体重是实验动物生长状况的综
合体现，体重的异常包括体重降低或体重增长量
的降低，过低的体重会影响动物正常寿命，这
是剂量设置过高的体现。Tenapanor（NDA 编号
211801）[13] 的 rasH2-Tg 小鼠 26 周致癌性试验中
高剂量组由于雄性动物体重与阴性对照组相比降
低超过 40%，预测继续给药会导致高剂量组雄性
动物大量死亡，因此对高剂量雄性动物进行剂量
调整，在第 99 日由原来的剂量 165 mg/（kg·d）
调整到了 110 mg/（kg·d）。
1.2.4　非肿瘤性病变　在 51 项新药中常见的与
供试品相关的非肿瘤性病变有肝细胞肥大、空泡
化、坏死以及脾脏重量增加或降低等，高剂量组
这些轻微到轻度的异常足以证明 MTD 选择合理
有效。研究人员在评估非肿瘤性病变时，建议从
以下几个方面考虑：① 是否属于 rasH2-Tg 小鼠
背景性病变；② 是否已在本品的其他一般毒理学
试验中有相关发现；③ 是否属于肿瘤继发病变；
④ 是否会对临床试验产生影响。
1.2.5　血药浓度　在 ICHS1C 中并未对转基因小鼠
的体内暴露量倍数给出建议，仅是要求两年致癌

NDA/
BLA 编号

通用名 药物类型 适应证

214012 英克司兰（inclisiran） 合成 siRNA 家族性杂合子高胆固醇血症或其他高

血脂性心血管疾病

214094 贝罗司他（berotralstat） 激肽释放酶抑制剂 遗传性血管水肿

214662 氯马昔巴特（maralixibat） 钠依赖型胆汁酸转运蛋白抑制剂 Alagille 综合征所致的胆汁淤积性瘙痒

214916 difelikefalin 外周选择性κ 阿片受体激动剂 CKD 透析期间相关的中重度瘙痒

214958 氘可来西替尼（deucravacitinib） 激酶 TYK2 抑制剂 中重度斑块银屑病

214985 达利雷生（daridorexant） 食欲素受体阻滞剂 成人失眠

214998 玛伐凯泰（mavacamten） 选择性可逆心肌肌球蛋白抑制剂 梗阻性肥厚型心肌病

215866 替尔泊肽（tirzepatide） GLP-1 和 GIP 双靶点激动剂 2 型糖尿病

续表 1
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性试验的暴露倍数不少于 25 倍。在转基因小鼠致
癌性试验中，若以上毒性反应指标均无异常，可
结合毒性代谢动力学数据或组织分布结果考察代
谢和体内暴露以评价剂量水平合理性。rasH2-Tg
小鼠 26 周致癌性试验伴随进行毒性代谢动力学
试验的目的一为得到 GLP 条件下药物代谢趋势，
二为确认 MTD 剂量下动物的体内暴露，ICHS1B
（R1）[5] 中认为 rasH2-Tg 小鼠给予高剂量时体内暴
露量达到 50 倍人的血浆暴露比值符合充分暴露。
1.3　rasH2-Tg 小鼠起始给药周龄

　　FDA、OECD、美国国家环境保护局（U.S. 
Environmental Protection Agency，EPA）等机构相关
指导文件均建议啮齿类动物起始给药周龄在 8 周龄
及以前，并遵循离乳后经检疫或适应期后尽早开始
的原则 [11-14]。小鼠 6 ～ 8 周龄已达性成熟期，器官
发育成熟，生理生化指标稳定。转基因小鼠致癌性
试验动物起始给药周龄受到离乳后基因型检测、国
际运输、出入境检疫、rasH2-Tg 小鼠自发肿瘤等多
重制约：一方面，小鼠出生后 20 ～ 21 d 离乳，之
后通过 RT-PCR、Northern 杂交、Western blot 及免
疫组化等方法检测人源 ras 基因表达 [15]，确定转
基因座位与标准遗传概貌完全一致 [16]，区分杂合
子 rasH2-Tg 小鼠和纯合子 rasH2-wt 小鼠，长途运
输后进入机构通过检疫期并适应环境。由于长距离
运输后动物容易应激，建议观察和环境适应时间
在 1 ～ 2 周；另一方面，rasH2-Tg 小鼠在 34 周龄
之后一些自发肿瘤发生率升高，影响试验结果的判
断 [17]。小鼠自发肿瘤主要与周龄有关，周龄越大，
自发肿瘤发生率越高。rasH2-Tg 小鼠致癌性试验给
药周期长达 26 周，由于前后限制因素，给药起始
周龄建议选择在 8 周龄及之前。
1.4　阳性对照组的设置

　　小的基因群体中由于动物生育数量不同导
致基因型频率波动的现象称为遗传漂变（genetic 
drift）[18]。转基因小鼠需要同时关注遗传漂变和
转入的基因功能是否丧失，因此有必要设置阳性
对照组以帮助判断实验体系是否满足科学性。致
癌性试验的阳性对照组试剂应选择具有明确致癌
效应的遗传阳性物。已有研究中使用同时对人和
啮齿类动物有致癌作用的 N- 甲基 -N- 亚硝基脲
（MNU）和尿烷建立啮齿类动物胃癌、乳腺癌、
前列腺癌等模型 [19-20]。MNU 单次腹腔注射剂量
75 mg/（kg·d）即可引起动物患肿瘤概率升高，
诱发肿瘤，以恶性淋巴瘤、胃乳头状瘤较多；尿
烷给药剂量一般选择 1000 mg/（kg·d），隔日给

药一次，共腹腔注射 3 次，诱发上皮异常增生和
腺瘤的概率较大 [20]。51 项新药 26 周致癌性试验
结束时，阳性对照组动物死亡率最高可达 100%；
注明阳性对照品选择的共 44 项，其中 29 项选择
MNU，15 项选择尿烷；阳性对照组的动物数量
在每种性别 10 ～ 25 只，其中每种性别 10 只占
46%，15 只占 31%，其他占 23%。
1.5　检测指标设置

　　致癌性试验除了常规检查指标，如一般临床
观察、详细临床观察、体重、摄食量等项目外，
还要有针对肿瘤的触诊检查，以及针对不同的供
试品特性设置的非常规指标，如激素水平检测、
免疫原性等，帮助评估剂量水平合理性 [21]。血涂
片是检查血液细胞形态学的样本，rasH2-Tg 小鼠
致癌性试验需制备血涂片，可在经组织病理学评
估有造血系统肿瘤的情况下进行辅助诊断 [22]。
　　检测指标中组织病理学死亡原因分析是进行
肿瘤统计学检测的前提，为帮助解释死亡原因，
致癌性试验组织学检查部位要求详尽且有代表
性 [23]。致癌性试验使用的动物数多，镜下检查范
围广，因此病理检查的工作量大、时间久，而致
癌性试验要求在上市前完成，关注度高，研究压
力大，取材检查部位过多会增加技术难度、拖延
试验进度 [24]。2003 年美国毒理学会（STP）[23] 给
FDA 关于致癌性试验的病理检查清单中建议在欧
洲和日本监管机构检查部位的基础上删去如咽、
喉、视神经、输卵管、输尿管、鼻腔、凝固腺等
部位，理由是这些脏器极少见供试品致癌相关
性、不具有所在生理系统代表性或病发即可见于
临床观察等。哈氏腺、前胃、Zymbal’s 腺等是
大小鼠特有的解剖学结构，与人体安全学的相关
性 有 待 研 究 [25]。FDA[11]、OECD[12] 和 CDE[26] 建
议取材部位和 STP 建议取材清单见表 2。
　　组织样本的病理学评估是致癌性试验的关键
部分，包括专题病理学家的诊断结果和同行评议
病理学家的评审结果。专题病理学家诊断致癌性
试验中动物组织或器官的异常改变并出具病理学
报告，具有同行评议资格的病理学家进行同期或
回顾性病理学同行评议（pathology peer review），
保证病理结果和病理学报告的质量 [27]。虽然同行
评议不是 GLP 研究的必需项，但是各国 GLP 法规
中均有提及，并且在 2019 年 FDA 颁布《非临床毒
理学研究病理学同行评议指南草案：Q&A》[28] 中
规范了病理学同行评议的管理和实施，进一步强
调了同行评议在安全性评价研究中的重要性。我
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们建议国内致癌性试验均进行同行评议，原因是
致癌性试验根据组织病理学检查结果评价细胞在
形态学上是否发生肿瘤性改变，从而判断有无致
癌潜力，病理学结果的准确性是判断的关键，同
行评议主要是确保病理学诊断术语的准确性和一
致性，确保病理学检查的完整性，确认剂量选择
的合理性，进而确保病理学报告解释的正确性 [29]。
2　综合试验结果判断实验体系是否成立
　　根据国标 GB/T 35823—2018 中关于实验动物
质量的标准，使用基因修饰的动物应明确其遗传
背景 [30]，rasH2-Tg 小鼠转入研究机构前已完成基
因型鉴定，但需要在 26 周致癌性试验中进一步
确定其转入基因的表达情况，主要是基于阴性组
和阳性对照组动物的死亡率和肿瘤发生情况。根
据 Nambiar 等 [31] 在 2012 年进行的 rasH2-Tg 小鼠
自发病变研究，rasH2-Tg 小鼠致癌性试验阴性组
动物死亡原因包括自发性肿瘤、非肿瘤性病变造
成的死亡及其他原因死亡，阴性对照组动物经 26
周试验后存活率在 92% ～ 100%，平均存活率在
95% 以上，本文中 51 项新药致癌性研究中阴性组
动物平均存活率为 96%。根据背景数据 [32-33]，阴
性组动物死亡原因及概率见表 3。阳性组动物的
死亡原因与阳性对照品诱导的肿瘤性病变有关，
51 项新药中阳性组动物平均死亡率在 80% 以上。
肿瘤发生情况包括肿瘤发生类型及发生率。阴性

对照组动物常见自发肿瘤类型及概率见表 4。肿
瘤发生情况方面，上文提及尿烷与 MNU 的诱发
肿瘤类型稍有不同，使用 MNU 诱发 rasH2-Tg 小
鼠肿瘤的研究较多，常见诱发肿瘤类型及发生概
率见表 5。
表 4　rasH2-Tg小鼠 26 周致癌性试验过程中阴性对照组动物常见

自发肿瘤类型及概率 
Tab 4　Spontaneous tumor and its percentage in rasH2-Tg mice 

during 26-week carcinogenicity test in negative control group

常见自发肿瘤类型
概率 /%

雄性 雌性

肺癌 / 肺腺瘤 7.4 7.4
血管瘤 / 血管肉瘤 5.5 5.2
胃癌 / 胃乳头状瘤 2.6 2.3
皮肤乳头状瘤 1.4 1.1

　　表 4 中的 rasH2-Tg 小鼠的背景数据显示自发
概率最高的是肺部肿瘤，其次是血管瘤和血管肉
瘤，但是这些自发性病变在不同研究中的数据差

表 3　rasH2-Tg小鼠 26 周致癌性试验结束时阴性对照组动物死亡

原因及概率 
Tab 3　Mortality and percentage of animals in negative control 

groups at the end of 26-week carcinogenicity test of rasH2-Tg mice

死亡原因
概率 /%

雄性 雌性

肿瘤性病变 1.5 2.2

非肿瘤性病变 1.5   0.27

其他原因死亡 0.3 2.2

表 2　FDA、OECD、CDE的指导原则关于病理检查部位的建议及 STP推荐病理检查部位清单 
Tab 2　Recommended list for histopathologic examination in FDA guidelines，OECD test guidelines，CDE guidelines and STP proposal

指导原则或建议 病理检查部位

FDA：红皮书 2000 啮齿类致

癌性研究

肾上腺、主动脉、脑（至少 3 个水平）、盲肠、结肠、十二指肠、子宫和子宫颈、附睾、食管、眼、胆囊（如

果有）、哈氏腺、心脏、肾脏、回肠、空肠、肝脏、肺脏（附主支气管）、淋巴结（一个与给药途径相关，

一个在较远距离）、乳腺、卵巢和输卵管、胰腺、垂体、前列腺、唾液腺、精囊（如果有）、皮肤、骨骼肌、

脊髓（3 个部位：颈椎、中段胸椎、腰椎）、脾脏、胃、睾丸、甲状腺 / 甲状旁腺、气管、膀胱、阴道、所

有大体观察到的异常、骨（股骨）、骨髓（胸骨）、直肠、鼻甲、坐骨神经、胸腺（如果有）、Zymbal's 腺
OECD：致癌性研究 Test 

No.451
肾上腺、主动脉、脑（包括大脑、小脑和脑髓 / 脑桥的切片）、盲肠、结肠、十二指肠、子宫（包括子宫颈）、

附睾、食管、眼（包括视网膜）、胆囊（大鼠除外）、哈氏腺、心脏、肾脏、回肠、空肠、肝脏、肺脏、淋

巴结（包括浅表和深处）、乳腺（雌性必须取，如果雄性可以操作的话也取）、卵巢、胰腺、垂体、前列腺、

唾液腺、精囊、皮肤、骨骼肌、脊髓（3 个部位：颈椎、中段胸椎、腰椎）、脾脏、胃（前胃，腺胃）、睾丸、

甲状腺和甲状旁腺、气管、膀胱、阴道、所有大体损伤、带关节的股骨、骨髓切片及 / 或新鲜骨髓抽吸术

胸骨、直肠、上呼吸道，包括鼻、鼻甲和鼻旁窦、外周神经、凝固腺、牙齿、舌头、输尿管、尿道、嗅球、

泪腺（exorbital）
CDE：重复给药的指导原则 肾上腺、主动脉、脑（至少 3 个水平）、盲肠、结肠、十二指肠、子宫和子宫颈、附睾、食管、眼、胆囊、哈氏腺、

心脏、肾脏、回肠、空肠、肝脏、肺脏（附主支气管）、淋巴结（一个与给药途径相关，一个在较远距离）、

乳腺、卵巢和输卵管、胰腺、垂体、前列腺、唾液腺、精囊（如果有）、皮肤、骨骼肌、脊髓（3 个部位：颈椎、

中段胸椎、腰椎）、脾脏、胃、睾丸、甲状腺（含甲状旁腺）、气管、膀胱、阴道、所有大体观察到的异常

组织、骨（股骨）、骨髓（胸骨）、直肠、鼻甲、坐骨神经、胸腺（或胸腺区域）

STP：长期毒性和致癌性试验

病理学检查内容推荐目录

肾上腺、主动脉、脑、盲肠、结肠、十二指肠、子宫、附睾、食管、眼、胆囊、哈氏腺、心脏、肾脏、回肠、空肠、

肝脏、肺脏、淋巴结、乳腺、卵巢、胰腺、垂体、前列腺、唾液腺、精囊、皮肤、骨骼肌、脊髓、脾脏、胃、

睾丸、甲状腺和甲状旁腺、气管、膀胱、阴道、其他有大体损伤的器官、骨和骨髓、组织切块、外周神经、

胸腺
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异性很大，且发生情况十分复杂：血管瘤在不同
组织中表现出相似的特点，但不同类型的血管瘤
发生率有差别；肺部肿瘤细胞形态学区别较大，
分布情况不同，出现的概率也差别较大 [34]。根据
对照组背景数据和试验结果判定的实验动物体系
可以帮助排除供试品主研究组中出现的假阳性结
果，这也是致癌性试验总结报告的重要部分。
3　讨论
　　rasH2-Tg 小鼠作为皮肤致癌性试验短期替代
模型的研究也在开展。在此之前 TgAC 小鼠曾作
为皮肤给药致癌性研究的替代动物，但研究发现
TgAC 小鼠具有假阳 / 阴性率高、与人组织相关性
不明等缺点，目前已经不再使用 [33]。Suguro 等 [34]

使用能特异性诱导小鼠肺部肿瘤的化学致癌物 1，
2- 二氯乙烷经皮给予 rasH2-Tg 小鼠 26 周致癌性
试验，肿瘤发病率达到 100%，证明了该小鼠模
型也可以考虑用于皮肤给药途径的致癌性试验。
另外阳性对照品对 rasH2-Tg 小鼠的高肿瘤诱导率
让研究人员发现了该品系建立疾病模型的可能。
目前一些实验使用了 rasH2-Tg 小鼠进行肺部肿瘤
的研究，Teruaki 等 [35] 借助该品系建立了化学诱
导的肺癌疾病模型，用于临床前评估抗肿瘤药物
药效。
　　随着我国医药产业的发展，临床拟用时长
在 6 个月以上的创新性药物正被不断开发。致癌
性试验一般在Ⅱ期临床完成后开始，上市前完
成，完成一项两年致癌性试验需要 3 ～ 4 年的时
间 [36]，而进行一项 rasH2-Tg 小鼠 26 周致癌性试
验仅大约需要 1.5 年时间。目前 rasH2-Tg 小鼠致
癌性试验仍作为两年致癌性试验的附加试验，但
51 项药物中有因大鼠非相关种属经过风险评估后
使用 rasH2-Tg 小鼠致癌性研究材料申报上市的例
子 [37]，这说明 rasH2-Tg 小鼠在解释药物致癌风
险方面的权重在增加。
　　尽管 rasH2-Tg 小鼠不尽完善，但其对致癌
物质更加敏感 [38]，暴露时间远小于人体的终生暴

露；与两年啮齿类动物致癌性试验相比，rasH2-
Tg 小鼠试验周期短，试验结束时动物的周龄较
小，因此可以排除一些老年病对结果分析的干
扰；26 周试验节省供试品约 90%，动物设施和饲
养成本节约 75%，这大大降低了临床前试验的成
本，减轻了创新药申报的压力。总体而言，致癌
性试验相较其他临床前试验周期长、难度大，更
需要经过严谨的设计、严密的监控和合理的分析
才能支持药物临床研究或上市申请。
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不同化学型樟树中萜类成分及药理活性的研究进展
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摘要：5 种化学型樟树在医药、化工、香精香料等领域具有重要的价值，这与其含有丰富的萜

类成分密切相关。经统计，在 5 种化学型樟树中已报道的萜类成分共有 184 种，包括单萜 94
种、倍半萜 88 种和二萜 2 种，这些萜类化合物中除了共有成分 7 种以外，特有成分油樟型樟

树有 18 种、脑樟型樟树有 7 种、芳樟型樟树有 27 种、龙脑樟型樟树有 41 种以及异樟型樟树

有 25 种。5 种化学型樟树具有抗菌、抗炎、抗肿瘤和抗病毒等作用，因此备受人们的关注。

本文对近 30 年 5 种化学型樟树中萜类成分及药理活性研究进行总结分析，并对其萜类化合物

的药物开发进行讨论与展望，以期为不同化学型樟树的深入研究与开发提供参考。

关键词：樟树；化学型；萜类；化学成分；药理活性
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Research progress in terpenoids and their pharmacological activities in 
different chemotypes of Cinnamomum Camphora
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Abstract: Different chemotypes of Cinnamomum Camphora have important medicinal values, and 
also in chemical industry, flavor and fragrance seletion, which is closely related to their rich terpenoids. 
According to statistics, 184 terpenes have been reported in 5 camphor trees, including 94 monoterpenes, 
88 sesquiterpenes and 2 diterpenes. In addition to 7 common components, there are also 18 cineol types, 
7 cineol types, 27 linalod types, 41 bornecol types, and 25 isonerolidol types. The terpenes reported 
in different chemotypes of Cinnamomum Camphora mainly include monoterpenes, sesquiterpenes, 
and diterpenes, most showing anti-bacterial, anti-inflammatory, anti-cancer, and anti-flu virus effects. 
Terpenoids of different chemotypes of Cinnamomum Camphora have attracted much attention. This review 
summarized terpenoids and their pharmacological activities in different chemotypes of Cinnamomum 
Camphora in the past 30 years and analyzed; the research and development of terpenoids was discussed to 
provide reference for further development of chemotypes of Cinnamomum Camphora.
Key words: Cinnamomum Camphora (L.) Presl; chemotype; terpenoid; chemical constituent; 
pharmacological activity
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　　樟树是樟科樟属的一种常绿乔木，可以存活
多年，广泛生长在中国长江以南，其中台湾地区
的数量最为丰富。根据樟树枝叶精油中所含主成
分的不同，可把其划分成油樟（主含 1，8- 桉叶

素）、脑樟（主含樟脑）、芳樟（主含芳樟醇）、龙
脑樟（主含右旋龙脑）和异樟（主含异橙花叔醇）
5 种化学型 [1]。不同化学型樟树的划分有助于更
好地认识和利用这一植物资源，优化资源利用并
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降低生产成本，进一步发挥樟树的经济和社会价
值 [2]。因此，深入了解不同化学型樟树对推动相
关产业的发展具有重要意义。
　　目前，不同化学型樟树已报道的化学成分主
要有挥发油、萜类、木脂素类、糖苷类、黄酮类
等，其中挥发油萜类成分是特征成分，对其地理
分布、亲缘关系及系统发育等研究具有重要参考
意义。同时，该类成分是传统药材临床功效的物
质基础，也是活性筛选的重要化学来源 [3]。不同
化学型樟树具有多种药理活性，如抗肿瘤 [4]、抗
菌 [5]、抗病毒 [6] 等功效。基于此，本文就近 30
年来 5 种化学型樟树的萜类成分及药理活性进行
总结分析，并对其萜类化合物的药物开发进行探
讨与展望，以期为基于萜类化合物的新药发现和
药物设计提供借鉴。
1　樟树中的萜类成分
1.1　不同化学型樟树中萜类成分种类数的比较
　　根据表 1 可知 [7-34]，5 种不同化学型樟树共有
萜类成分 184 种，包括单萜成分 94 种，倍半萜
成分 88 种，二萜成分 2 种。这些成分中，油樟
型共有萜类成分 58 种，其中单萜成分 43 种（链
状单萜 12 种，环状单萜 31 种），倍半萜成分 15 
种（链状倍半萜 1 种，环状倍半萜 14 种）；脑樟
型共有萜类成分 22 种，其中单萜成分 15 种（链
状单萜 2 种，环状单萜 13 种），倍半萜成分 7 种
（链状倍半萜 4 种，环状倍半萜 3 种）；芳樟型共
有 72 种，其中单萜成分 32 种（链状单萜 10 种，
环状单萜 22 种），倍半萜成分 40 种（链状倍半
萜 2 种，环状倍半萜 38 种）；龙脑樟型共有萜类
成分 80 种，其中单萜成分 45 种（链状单萜 9 种，
环状单萜 36 种），倍半萜成分 34 种（链状倍半萜
1 种，环状倍半萜 33 种），二萜成分 1 种（链状
二萜 1 种）；异樟型共有萜类成分 67 种，其中单
萜成分 29 种（链状单萜 5 种，环状单萜 24 种），
倍半萜成分 37 种（链状倍半萜 2 种，环状倍半萜
35 种），二萜成分 1 种（链状二萜 1 种）。5 种不
同化学型樟树中均具有的萜类化合物共 7 种，这
7 种化合物均属于环状单萜。
1.2　不同化学型樟树中萜类成分组成的差异
　　由表 1 可知，5 种不同化学型樟树中除了共
有成分α- 蒎烯、β- 蒎烯、α- 水芹烯、樟脑、萜品
醇 -4、α- 松油醇和α- 石竹烯外，还有各自化学型
樟树特有成分。油樟型樟树特有成分有 18 种；脑
樟型樟树有 7 种；芳樟型樟树有 27 种；龙脑樟型
樟树有 41 种；异樟型樟树有 25 种。由此可见，5
种化学型樟树萜类化合物组成差异非常明显。在
大多数情况下，不同的药材含有各自独特的有效
成分，这些成分的不同导致了它们各自具有不同

的功效。因此，对于 5 种化学型樟树资源，应当
区别对待，根据它们各自的特点进行综合开发利
用，发挥出它们各自的优势，满足不同的需求。
1.3　不同化学型樟树中萜类的主要组成成分
　　樟树是一种具有多种化学型的植物，不同化
学型樟树在萜类组成成分和特性上存在显著差
异。这些差异主要源于它们的生物合成路径和
基因型。如油樟主要含有 1，8- 桉叶素，该成分
具有强烈的油腻气味，因此油樟在香料和化妆品
等领域有广泛的应用。脑樟主含樟脑，它具有清
凉感和一定的刺激性，常用于药品和清凉油等领
域。芳樟主含芳樟醇，具有强烈的香气，可利用
其香气增强产品的感官体验。因此芳樟在相关产
业中具有较高的经济价值。龙脑樟主含龙脑成分，
具有强烈的刺激性，治疗一些疾病或抑制微生物
的生长。异樟主含异橙花叔醇等成分，也具有独
特的香味，在相关产业中具有较高的经济价值。
2　不同化学型樟树药理活性
2.1　抗菌作用
　　不同化学型樟树具有一定的抑菌效果。丁雄
等 [18] 发现，龙脑樟鲜叶中的挥发油及其主要成
分右旋龙脑对细菌、酵母菌和霉菌都具有抗菌效
果。而杨鹏飞等 [25] 则进一步研究了其挥发油的抗
烟草花叶病毒（TMV）活性以及对烟曲霉、白念
珠菌的抑制作用，首次报道了挥发油的抗 TMV
活性，并发现其对烟曲霉和白念珠菌有显著抑制
作用。胡文杰等 [34] 从油樟叶中得到了芳姜黄酮和
3S-（＋）-9- 氧代橙花叔醇 2 个倍半萜化合物，并
测定了其抗百合尖孢镰刀菌的活性。尹浩等 [35] 研
究显示，利用酶辅助溶剂萃取、酶辅助水蒸气蒸
馏和酶辅助同时蒸馏萃取法提取的油樟油对大肠
埃希菌和金黄色葡萄球菌均有较好的抗菌效果，
而超临界流体萃取提取的油樟油抗菌效果较差。
郑红富等 [11] 研究结果表明，芳樟精油表现出对水
稻纹枯病菌的显著抑菌活性，在 500、250 和 125 
mg·L － 1 的质量浓度下，其抑制率分别为 100%、
90.88% 和 67.94%。林雅慧 [36] 研究发现芳樟油对
大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、
肺炎链球菌、铜绿假单胞菌、溶血性链球菌有显
著的抗菌活性，其中以气相熏蒸法抗菌能力更为
明显。此外，芳樟醇具有很好的抗菌性能，对于
致龋菌具有显著的抑制作用，因此，可以作为牙
膏或漱口液的有效成分。然而，需要注意的是芳
樟醇应控制在0.4 mg·mL－1以下以保证安全性 [37]。
胡文杰等 [24] 曾用异樟叶精油对尖孢镰刀菌、七叶
树壳梭孢和拟茎点霉进行抑菌活性研究，但具体
异樟叶精油中哪种物质对其有抑菌效果，还有待
进一步研究。Chavan 等 [38] 研究发现从异樟精油
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表 1　不同化学型樟树萜类化学成分 
Tab 1　Chemical constituents of terpenoids from different chemical types of Cinnamomum Camphora

类别 序号 化学成分 化学式
不同化学型

参考文献
油樟型 脑樟型 芳樟型 龙脑樟 异樟

链状单萜 1 香叶烯 C10H16 √ — √ √ — [7，10，25]
2 芳樟醇 C10H18O √ — √ √ √ [7-18]
3 橙花醇 C10H18O √ √ — — — [7] 
4 橙花醛 C10H16O √ — √ — — [7，10，19-20]
5 β- 罗勒烯 C10H16 √ — √ — √ [8-10，16]
6 乙酸 -4- 松油烯醇酯 C10H18O2 √ — — — — [8]
7 异丁酸芳樟酯 C14H24O2 √ — — — — [8]
8 β- 月桂烯 C10H16 √ — — √ — [17-18，21]
9 罗勒烯 C10H16 √ — — √ √ [13，15，22-25]
10 香叶烯醇 C10H16O √ — — — — [26]
11 牻牛儿醛 C10H16O √ √ √ — — [10，19-20]
12 （2，6- 二甲基 -3，7- 辛二烯）-2，6- 二醇 C10H18O2 — — √ — — [9]
13 香茅醇 C10H20O — — √ — — [10]
14 香叶醇 l C10H18O — — √ — — [10]
15 乙酸香茅酯 C12H22O2 — — √ — — [10]
16 β- 香茅醇 C10H20O — — — — √ [15，23-24]
17 蒿酮 C10H16O — — — — √ [13]
18 反式 -β- 罗勒烯 C10H16 — — — √ — [17]
19 2，5- 二甲基 -3- 亚甲基 -1，5- 庚二烯 C10H16 — — — √ — [17]
20 甲酸芳樟酯 C11H18O2 — — — √ — [17]
21 6- 羟基 -6- 甲基 -4，7- 辛二烯醇 C9H12O2 — — √ — — [27]
22 薰衣草醇 l C10H18O — — — √ — [28]
23 顺式菊醇 C10H18O — — — √ — [28]
24 β- 萜品烯 C10H16 √ — — — — [29]

环状单萜 1 α - 宁烯 C10H16 √ — — √ — [7，17-18，21]
2 α - 蒎烯 C10H16 √ √ √ √ √ [7，10，13-22，24，26，28]
3 α - 莰烯 C10H16 √ — — — — [7-8]
4 香桧烯 C10H16 √ — — — — [7]
5 β- 蒎烯 C10H16 √ √ √ √ √ [7，10，13-17，19-22，25-

26]
6 α - 水芹烯 C10H16 √ √ √ √ √ [7-8，10，13，15，17-20，

22-24]
7 3- 蒈烯 C10H16 √ — — √ — [7-8，17，29]
8 1，8- 桉叶油素 C10H18O √ — — √ √ [7，13-15，18，21-22，24，

29-30]
9 γ - 萜品烯 C10H16 √ — — — √ [7，14-15，21，26]
10 冰片 C10H18O √ √ — — √ [7，15，19，33]
11 樟脑 C10H16O √ √ √ √ √ [7，10，12-17，19，24-25，

28，33]
12 萜品醇 -4 C10H18O √ √ √ √ √ [7-8，10，13-15，17，19，

21-26]
13 α - 萜品醇 C10H18O √ — — — — [7，26]
14 黄樟油素 C10H16O2 √ — — √ √ [7，14，16，18，24]
15 β- 水芹烯 C10H16 √ — √ — — [8，10，22，29]
16 萜品油烯 C10H16 √ — — √ √ [8，14-15，17，25]
17 乙酸异龙脑酯 C12H20O2 √ — — — — [8]
18 γ - 松油烯 C10H16 √ — √ √ — [8，10，17，22，25，29]
19 α - 松油烯 C10H16 √ — — √ — [8，18]
20 对伞花烃 C10H14 √ — — — √ [8，14-15，22，24]
21 4- 亚甲基 -1-（1- 甲基乙基）环己烯 C10H16 √ — — — — [8]
22 β- 桉叶油醇 C10H18O √ — — — — [8，20]
23 2- 蒈烯 C10H16 √ — √ √ — [8，10，17]
24 侧柏醇 C10H18O √ — √ — — [8，10，22]
25 α - 松油醇 C10H18O √ √ √ √ √ [8，10，13-15，17，19，21-

25，29-30]
26 乙酸松油酯 C12H20O2 √ — — — — [8]
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类别 序号 化学成分 化学式
不同化学型

参考文献
油樟型 脑樟型 芳樟型 龙脑樟 异樟

27 4（10）- 侧柏烯 C10H16 √ — — — — [21]
28 异嗪皮啶 C11H10O5 √ — — — — [31]
29 黑麦草内酯 C11H16O3 √ — — — — [31]
30 邻伞花烃 C10H14 √ — — √ — [17，22]
31 丁子香酚 C10H12 √ √ √ — — [6，12，19]
32 4- 蒈烯 C10H16 — — √ — — [10]
33 2- 蒎烯 C10H16 — — √ — — [10]
34 莰烯 C10H16 — √ √ √ √ [10，12-19，23-25，32]
35 2- 蒈烯环氧化合物 C10H16O — — √ — — [10]
36 柠檬烯 C10H16 — — √ — √ [12，10，13，15-16，24]
37 桉叶油素 C10H18O — √ √ — — [10，19]
38 （＋）-4- 蒈烯 C10H16 — — √ — — [10]
39 异蒲勒醇 C10H18O — — √ — — [10]
40 （＋）氧化柠檬烯 C10H16O — — √ — — [10]
41 桉树脑 C10H18O — √ — — — [19，33]
42 异茨烷 C10H18 — √ — — — [19，33]
43 β- 松油醇 C10H18O — √ — — — [19]
44 侧柏烯 C10H16 — — — — √ [14-15，23-24]
45 桧烯 C10H16 — — — √ √ [13，15-18，23-24，30]
46 左旋乙酸龙脑酯 C12H20O2 — — — — √ [15，23-24]
47 异龙脑 C10H18O — — — √ √ [13，17，25]
48 顺式 - 桧烯水合物 C10H16O — — — — √ [14]
49 肉豆蔻醚 C11H12O3 — — — — √ [14-15]
50 左旋樟脑 C10H16O — — — — √ [23]
51 水芹烯 C10H16 — — — √ √ [13，25]
52 右旋龙脑 C10H18O — — — √ — [17，25]
53 桉叶油醇 C10H18O — — — √ — [17，25]
54 l- 莰烯 C10H16 — — — √ — [17]
55 l- 龙脑 C10H18O — — — √ — [17]
56 （S）-l- 柠檬烯 C10H16 — — — √ — [17]
57 α - 侧柏烯 C10H16 — — — √ — [17]
58 1，7，7- 三甲双环 [2.2.1] 庚 -2- 烯 C10H16 — — — √ — [17]
59 3- 甲基 -6-（1- 甲基乙亚基）环己烯 C10H16 — — — √ — [17]
60 （R）-1- 甲基 -5-（1- 甲基乙烯基）环己烯 C10H16 — — — √ — [17]
61 1，5，5- 三甲基 -6- 亚甲基环己烯 C10H16 — — — √ — [17]
62 对薄荷 -1（7），3- 二烯 C10H16 — — — √ — [17]
63 3，6，6- 三甲基 - 双环（3.1.1）庚 -2- 烯 C10H16 — — — √ — [17]
64 乙酸龙脑酯 C12H20O2 — — — √ — [17-18，28]
65 安息香 C14H12O2 — — — √ — [17]
66 薄荷醇 C10H20O — — — √ — [28]
67 α - 崖柏烯 C10H16 — — — √ — [18]
68 松油醇 C10H18O — — — √ — [18]
69 顺式芳樟醇氧化物 C10H18O2 — — √ — √ [10，15，24]
70 反式芳樟醇氧化物 C10H18O2 — — √ — √ [10，15，24]

链状倍半萜 1 β- 橙花叔醇 C15H26O — — — — √ [16]
2 橙花叔醇 C15H26O — √ √ √ — [3，12，10，18-19]
3 金合欢醇 C15H26O — — √ — — [10]
4 α - 麝子油烯 C15H24 — √ — — — [19]
5 麝子油醇 C15H26O — √ — — — [19]
6 麝子油醛 C15H26O — √ — — — [19]
7 异橙花叔醇 C15H26O — — — — √  [13-15，23-24，30]
8 3S-（＋）-9- 氧代橙花叔醇 C15H24O2 √ — — — — [27，34]

环状倍半萜 1 β- 丁香烯 C15H24 √ — — — — [7]
2 香树烯 C15H24 √ — √ √ √ [7，10，13，17]
3 γ - 榄香烯 C15H24 √ — √ √ — [7-9，17，29]
4 β- 榄香烯 C15H24 √ — √ √ — [8，10，13-15，17，23-24]
5 α - 石竹烯 C15H24 √ √ √ √ √ [8-13，15，17-19，23-24]
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类别 序号 化学成分 化学式
不同化学型

参考文献
油樟型 脑樟型 芳樟型 龙脑樟 异樟

6 荜澄茄烯 C15H24 √ — — — √ [8，13，15，23-24]
7 β- 葎草烯 C15H24 √ — — — — [8]
8 异长叶烯 C21H32O2 √ — — √ — [8，17]
9 愈创木醇 C15H26O √ — √ — √ [8，12，16，18，24]
10 大根香叶烯 B C15H24 √ — √ √ — [11，17，21]
11 β- 石竹烯 C15H24 √ — — √ — [13，20，25]
12 匙叶桉油烯醇 C15H24O √ — — — √ [15，23-24，26，30]
13 δ- 榄香烯 C15H24 — — √ — — [10]
14 α - 荜澄茄油烯 C15H24 — — √ √ — [10，17]
15 依兰烯 C15H24 — — √ — √ [10，14]
16 α - 可巴烯 C15H24 — — √ — — [10]
17 β- 波旁烯 C15H24 — — √ — √ [10，13，15，24]
18 α - 古芸烯 C15H24 — — √ — √ [10，14-15]
19 石竹烯 C15H24 √ — √ √ — [9-11，17，19]
20 榄香烯 C15H24 — — √ — √ [10，15，23-24]
21 马兜铃烯 C15H24 — — √ — √ [12，10，15]
22 γ - 衣兰油烯 C15H24 — — √ — — [10]
23 γ - 芹子烯 C15H24 — — √ √ √ [10，14-15，17]
24 β- 荜澄茄油烯 C15H24 — — √ √ — [10，17]
25 喇叭烯 C15H24 — — √ — √ [10，14-15]
26 α - 芹子烯 C15H24 — √ √ √ — [10，19，17]
27 δ- 荜澄茄烯 C15H24 — — √ — — [10]
28 γ - 荜澄茄烯 C15H24 — — √ — — [10]
29 β- 荜澄茄烯 C15H24 — — √ — — [10]
30 去氢白菖烯 C15H24 — — √ — — [10]
31 α - 荜澄茄烯 C15H24 — — √ — — [10]
32 石竹烯氧化物 C15H24O — — √ √ √ [9-12，15，23-25，30]
33 蓝桉醇 C15H26O — — √ — √ [10，12-13]
34 表蓝桉醇 C15H26O — — √ — √ [10，14-15]
35 檀香醇 C15H24O — — √ — — [10]
36 蛇麻烯氧化物 C15H24O — — √ — √ [10，13]
37 荜澄茄油烯醇 C15H26O — — √ — — [10]
38 （－）- 斯巴醇 C15H24O — — √ — — [10]
39 异长叶醇 C15H26O — — √ — — [10]
40 异喇叭烯 C15H24 — — √ — — [12]
41 大根香叶烯 -D C15H24 — — √ √ √ [9，14-15，17，24]
42 桉油烯醇 C15H24O — — √ — √ [9，11-13]
43 异丁香烯 C15H24 — — — √ √ [15，23-25]
44 β- 桉叶烯 C15H24 — — — — √ [15，23-24]
45 桧脑 C15H26O — — — — √ [15，23-24]
46 古巴烯 C15H24 — — — — √ [14-15]
47 瑟林烯 C15H24 — — — — √ [14-15]
48 葎草烯环氧化物Ⅱ C15H24O — — — — √ [14]
49 佛术烯 C15H24 — — — — √ [14-15]
50 α - 布黎烯 C15H24 — — — — √ [15，17，28]
51 瓦伦亚烯 C15H24 — — — — √ [15]
52 绿花白千层醇 C15H26O — — — — √ [15]
53 香柠烯醇 C15H26O — — — — √ [15]
54 τ- 杜松醇 C15H26O — — — — √ [15]
55 牛儿烯 C15H24 — — — — √ [13]
56 β- 瑟林烯 C15H24 — — — — √ [13，17]
57 δ- 芹子烯 C15H24 — — — √ — [17]
58 3，7（11）- 蛇床二烯 C15H24 — — — √ — [17]
59 δ- 杜松烯 C15H24 — — — √ — [17，25]
60 β- 杜松烯 C15H24 — — — √ — [17]
61 二环大根香叶烯 C15H24 — — — √ — [17]
62 D- 佛术烯 C15H24 — — — √ — [17]
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中分离出的石竹烯氧化物等物质具有抑菌等作用。
马英姿等 [39] 曾对樟树叶精油抑菌作用进行研究，
樟树叶精油对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、青
霉和黑曲霉 4 种试验菌株表现出良好的抑菌效果，
但天竺桂精油对青霉无抑制作用。
2.2　抗炎作用
　　不同化学型樟树植物的精油、萜类等成分均
存在抗炎作用。丛赢等 [8] 通过对脂多糖（LPS）
致炎 RAW 264.7 巨噬细胞的 MTT 检验和一氧化
氮（NO）含量检测，发现油樟精油具有一定的
抗炎活性。低、中、高剂量油樟精油对大鼠肿胀
部位均有不同程度抑制作用并可改善组织水肿。
Peana 等 [40] 研究发现，天然芳樟醇具有减轻小鼠
水肿的功效。Li 等 [41] 研究发现，芳樟醇可通过
激活 Nrf2/HO-1 信号传导途径，抑制 LPS 诱导的
BV2 小胶质细胞炎症，从而起到抗炎作用。
2.3　抗肿瘤作用
　　Ling 等 [42] 研究结果显示辛纳毒蛋白和樟脑
水杨酸钠两种核糖体失活蛋白能产生细胞毒性从
而抑制癌细胞。张婷 [43] 研究发现，芳樟醇通过诱
导肿瘤细胞以细胞凋亡的方式来抑制多种人淋巴
细胞白血病细胞的生长和增殖。Cheng 等 [44] 发现
芳樟醇通过调节 SIRT3-SOD2-ROS 信号传导对胶
质瘤细胞具有抑制作用。曹明原等 [45] 研究发现低

剂量的龙脑樟枝乙酸乙酯部位可显著抑制炎症介
质 NO 的释放，有一定的抗炎活性；中等剂量的
样品对 SH-SY5Y 神经瘤细胞及 HepG2 肝癌细胞
的增殖有显著的抑制作用。
2.4　抗病毒作用
　　Saddi 等 [46] 研究发现油樟叶挥发油的主要成
分 1，8- 桉叶油素具有抗病毒和抗微生物等药理
作用。
2.5　抗氧化能力
　　吴静等 [47] 研究发现樟树根多糖、樟树茎多
糖、樟树叶多糖以及樟树果实多糖均具有抗氧化
活性并可以提高免疫力，在功能食品的开发中，
可以作为一个潜在的抗氧化剂、免疫调节剂。
2.6　镇静作用
　　芳樟精油中主要成分为芳樟醇，陈冬晶 [48] 
研究发现芳樟醇有非常好的助眠效果，芳樟醇被
广泛使用于含有芳樟醇的挥发油，作为镇静剂和
催眠药物。此外，人体吸收试验表明，芳樟醇具
有镇静、放松等功效 [49-50]。
2.7　其他生理活性
　　除以上活性外，樟脑还具有促进皮肤吸收的作
用 [51] 以及强心、升压和兴奋呼吸作用 [52]。
3　总结与展望
　　不同化学型樟树主产化合物为环状单萜和环

类别 序号 化学成分 化学式
不同化学型

参考文献
油樟型 脑樟型 芳樟型 龙脑樟 异樟

63 反式 -Z-α - 环氧化红没药烯 C15H24O — — — √ — [17]
64 1，5，9，9- 四甲基 -1，4，7- 环十一碳三烯 C15H24 — — — √ — [17]
65 （1S，8aR）-1- 异丙基 -4，7- 二甲基 -1，2，3，

5，6，8a- 六氢萘 
C15H24 — — — √ — [17]

66 3，3，7，7- 四甲基 -5-（2- 甲基 -1- 丙烯）三

环 [4.1.0.02，4] 庚烷

C15H24 — — — √ — [17]

67 （1S，2E，6E，10R）-3，7，11，11- 四甲基二

环 [8.1.0] 十一 -2，6- 二烯

C15H24 — — — √ — [17]

68 γ - 阿吗啉 C15H24 — — — √ — [17]
69 2，6，10，10-四甲基双环 [7.2.0]十一 -2，6-二烯 C15H24 — — — √ — [17]
70 顺式 -α - 甜没药烯 C15H24 — — — √ — [28]
71 环氧化蛇麻烯Ⅱ C15H24O — — — √ — [25]
72 β- 丁子香烯 C15H24 — — — √ — [18]
73 α - 古巴烯 C15H24 — — — √ — [18]
74 β- 甜没药烯 C15H24 — — — √ √ [18]
75 别香树烯氧化物 C15H24O — — √ — — [10]
76 红没药烯环氧化合物 C15H24O — — √ — — [10]
77 β- 澄椒烯 C15H24 — √ — — — [19]
78 反式 -Z- 环氧红没药烯 C15H24O — — — — √ [15，23-24]
79 β- 朱栾 C15H24 — — — — √ [15]
80 芳姜黄酮 C15H20O √ — — — — [34]

链状二萜 1 叶醇 C20H40O — — — — √ [13]
2 异植醇 C20H40O — — — √ — [18]

注：“－”表示尚未检测到该成分；“√” 表示检测到该成分。

Note：“－” indicates that no component has been detected；“√” indicates that an ingredient has been detected.
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状倍半萜，其中萜类是自然界存在最广泛的一类
天然产物，在植物生长繁殖和防御反应等方面发
挥重要作用 [53]。目前针对不同化学型樟树中萜类
成分的研究主要集中在精油。
　　萜类及其衍生物是一类具有异戊二烯单位
（C5）结构特征的化合物，它们由戊二羟酸构成。
根据分子中的异戊二烯数量，可以将萜类划分为
单萜、倍半萜、二萜、三萜、四萜等不同类型 [54]。
单萜类化合物中，大多数萜类及其衍生物具有强
烈的香气，例如α- 蒎烯是合成香料的重要原料，
主要用于合成松油醇、芳樟醇以及一些檀香型香
料，也可用于日化品以及其他工业品的加香，还
可用作合成润滑剂、增塑剂等 [55-56]；双环单萜龙
脑（冰片）具有发汗、抗菌、镇静止痛和驱虫作
用 [57]。在挥发油中，倍半萜化合物是常见的成
分，它们通常具有香气和生物活性，如α- 石竹
烯具有抗炎功效，可有效防止感冒、肺炎等呼吸
道疾病病毒侵入人体 [58]。随着分子量的增大，如
二萜类化合物，绝大多数物质不具备挥发性，叶
醇是一种具有强烈新鲜叶草香气的名贵香料，属
于清香型，它被广泛应用于香精配方、化妆品行
业以及食品香料中，并常用于制备系列的叶醇
酯 [59-60]。因此，对植物化学成分与生物活性的对
应关系进行更深入的研究，将有助于设计出更安
全、更高效的新型药物。
　　5 种不同化学型樟树资源在利用上具有较大
的差异：油樟主要用于提取樟脑和樟油，广泛应
用于香料、油漆、印刷油墨等制造领域，同时具
有抗炎、抗肿瘤等功效；龙脑樟主要用于提取龙
脑，广泛应用于医药、日用品、香料等领域；芳
樟主要用于香料、化工、医药等领域，还可用于
提取精油、生产樟脑油等；樟脑则侧重于提取樟
脑，除了用于药品、清凉油等产品，还可用于生
产驱虫药、樟脑丸等；异樟在香料工业中具有重
要价值，其挥发油可用于高级香水、化妆品等，
同时还可以提取生物活性物质如黄酮类化合物，
具有抗菌、抗炎等作用。因此，不同化学型樟树
资源的应用开发情况各有特色和优势，这反映了
它们各自独特的化学组成和性质。通过合理地开
发和利用这些资源，可以推动相关产业的发展，
提高经济效益和社会效益，为人类健康和经济发
展作出更大的贡献。
　　5 种不同化学型樟树资源的主含成分具有广
泛的药理活性，包括消炎、抗菌、镇痛、抗肿瘤、
抗氧化等作用，并可用于治疗一些疾病。这些主
含成分还具有清凉感、刺激性和香味等特点，广
泛应用于香料、化妆品、食品和医药等领域。不
同化学型樟树资源在利用上表现出多样性，如油

樟主要用于提取 1，8- 桉叶素，脑樟侧重于提取
樟脑，芳樟用于提取芳樟醇，龙脑樟则提取右旋
龙脑，而异樟可以提取异橙花叔醇和其他生物活
性物质。总的来说，芳樟是目前研究最多、应用
最广泛的化学型。
　　不同化学型樟树的化学成分复杂，药理活性
多样，具有广谱的抗菌、抗病毒等作用。深入研
究樟树各类化学成分的药理活性、构效关系及作
用机制，为发挥我国作为樟树植物资源大国，实
现其资源保护、可持续利用、生态效应等方面提
供坚实基础，为临床应用和新药研发提供基础数
据和有益参考。
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丹参酚酸类化合物的合成生物学研究进展
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摘要：丹参酚酸类化合物是丹参发挥保护心血管系统、抗肿瘤与抗纤维化等多种药理作用的一

类关键物质基础。以合成丹酚酸 A、丹酚酸 B 和迷迭香酸等丹参酚酸类化合物为目标的微生

物细胞工厂的构建，可以实现丹参酚酸类化合物异源高效合成，缓解临床对丹参药材的用药压

力。本文就丹参酚酸类化合物的合成生物学、生物合成关键催化酶及其代谢调控等研究现状进

行了归纳分析，以期为丹参酚酸类化合物的高效合成与资源应用提供科学依据。

关键词：丹参；丹参酚酸；合成生物学；生物合成；代谢工程
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Research progress in synthetic biology of salvianolic acid compounds
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Materia Medica, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. Tianjin Key 
Laboratory of Therapeutic Substance of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617)

Abstract: Salvianolic acid compounds serve as pivotal constituents in Salvia miltiorrhiza Bge., 
exhibiting diverse pharmacological effects such as cardiovascular protection, anti-tumor activity, 
and anti-fibrotic properties. The establishment of microbial cell factories aiming at synthesizing of 
salvianolic acid A, salvianolic acid B and rosmarinic acid and other salvianolic acid compounds 
can realize the heterogeneous and efficient synthesis of salvianolic acid compounds, and relieve the 
clinical pressure in the use of Salvia miltiorrhiza Bge.. This paper summarized the synthesis biology 
of salvianolic acids, key catalytic enzymes of biosynthesis and metabolic regulation of salvianolic 
acids to provide scientific basis for efficient synthesis and resource application of salvianolic acids. 
Key words: Salvia miltiorrhiza Bge.; salvianolic acid; synthetic biology; biosynthesis; metabolic 
engineering
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　　丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参（Salvia 
miltiorrhiza Bge.）的干燥根和根茎，具有活血祛
瘀、通经止痛、清心除烦、凉血消痈的功效 [1]。
现代药理学研究表明其具有保护心血管系统 [2]、
抗肿瘤 [3] 和抗纤维化 [4] 等多种药理作用。目前，
丹参及其提取物制品临床应用广泛，市场需求量
大，但由于存在野生资源匮乏、引种质量不稳定
和药效成分含量低等问题，极大地限制了其药用
价值的应用。
　　丹参中含有种类丰富的次生代谢产物，其中水
溶性丹参酚酸类化合物是其发挥疗效的关键物质
基础 [5]。丹参酚酸类化合物大部分属于丹参素和迷

迭香酸的衍生物，主要包括迷迭香酸（rosmarinic 
acid，RA）、丹酚酸 A（salvianolic acid A，SAA）、
丹酚酸 B（salvianolic acid B，SAB）以及丹参素
等 [6]。基于丹参酚酸类化合物的合成生物学研究，
构建微生物细胞工厂，以合成丹参酚酸类化合物为
目标，可以实现异源高效合成，为中药制剂生产提
供大量原材料，有效降低丹参制剂的提取成本，缓
解中医临床对丹参药材的用药压力。同时，从生物
合成途径关键酶基因出发，建立多元、完整的丹参
质量控制体系，可为丹参的安全性和有效性提供保
障 [5]。因此，丹参酚酸类化合物的合成生物学及其
合成途径关键酶的研究广受关注。
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　　本文就丹参酚酸类化合物的合成生物学、丹
参酚酸类化合物生物合成的关键催化酶及其代谢
调控等研究进展进行较为全面的概述，以期为丹
参酚酸类化合物的合成生物学研究与规模化生产
提供参考。
1　丹参酚酸类化合物的主要生物合成途径及其

关键酶研究

　　丹参酚酸类化合物的生物合成途径复杂，涉
及多个基因和酶的参与。在丹参酚酸类化合物的
生物合成中，主要通过苯丙氨酸途径和酪氨酸途
径生成 4- 香豆酰辅酶 A 和 4- 羟基苯乳酸（4-hy-
droxyphenyllactic acid，4-HPL）；两者在迷迭香
酸合成酶（rosmarinic acid synthase，RAS）和细
胞色素 P450 单加氧酶（cytochrome P450 monoo-
xygenase，CYP）的催化作用下生成前体物质 RA。
RA 主要存在于唇形科与紫草科植物中，其生物
合成途径最初从唇形科植物彩叶草（Coleus blu-
mei）中研究发现 [7]。丹参酚酸类化合物的结构具
有较高的相似度，故推测 RA 是其他丹参酚酸类
化合物的前体物质。在丹参的根及根茎中，RA
再经不同方式的缩合修饰形成各种结构的丹参酚
酸类化合物。
1.1　苯丙氨酸途径所涉及的酶

　　苯丙氨酸途径以 L- 苯丙氨酸为起始，在苯丙
氨酸解氨酶（L-phenylalanine ammonia-lyase，PAL）
的催化下脱氨基形成肉桂酸，肉桂酸进一步受 C4H
羟基化生成对香豆酸（p-coumaric acid，p-HCA），
4- 香豆酰辅酶 A 连接酶（4-coumarate CoA ligase，
4CL）作为苯丙氨酸途径最后环节的关键酶，以
p-HCA 为底物催化生成 4- 香豆酰辅酶 A。目前研究
人员已从丹参植株中鉴定出 3 个 PAL 的基因，包括
SmPAL1、SmPAL2 和 SmPAL3[8]。SmPAL1 和 SmPAL3
在根中高度表达，并且 SmPAL3 直接参与 RA 的生
物合成，SmPAL1 调控丹参酚酸类化合物的合成途
径 [8]。Huang 等 [9] 克隆出 C4H 基因，通过半定量
RT-PCR 分析发现 SmC4H 在丹参根和根茎中具有更
高的组成性表达，表明 C4H 在丹参地下部分合成
丹参酚酸类化合物中发挥重要作用。研究人员从丹
参植株中鉴定出的 2 个 4CL 基因，通过分析两种酶
的动力学参数发现 Sm4CL2对 p-HCA 的 Km 值更低，
说明 4CL2 在苯丙氨酸合成途径中发挥更重要的作
用 [10]。此外，值得注意的是，抑制 Sm4CL2 表达不
仅会下调苯丙氨酸途径的基因，还会激活萜类化合
物生物合成途径中的基因，导致副产物的增加 [11]。
Sm4CLs 的表达水平可显著影响苯丙氨酸途径的相

关基因表达以及副产物的生成，证明 4CL 是苯丙
氨酸途径中重要的调节酶。鉴于苯丙氨酸途径也是
黄酮类化合物和木脂素等其他副产物合成的通用途
径，因此，构建微生物细胞工厂时，可通过采取上
调或过表达 Sm4CL2 的策略，抑制副产物的合成，
提高 RA 的产量。
1.2　酪氨酸途径所涉及的酶

　　酪氨酸途径以酪氨酸为起始，经酪氨酸氨
基转移酶（tyrosine aminotransferase，TAT）催化
发生羟基化形成 4- 羟基苯丙酮酸，进一步经羟
脯氨酸合成酶（hydroxyphenylpyravate reductase，
HPPR） 还 原 生 成 4-HPL。Huang 等 [12] 从 丹 参
植株内克隆出 SmTAT 并分析发现 SmTAT 在丹参
的茎中具有更高的组成性表达。已有研究表明，
HPPR 是丹参的酪氨酸衍生途径中重要的调节
酶。研究人员从丹参中克隆出 SmHPPRs，并通
过生物工程技术构建得到重组 HPPR，发现重组
HPPR 具有更强的催化活性，可以高效地将 4- 羟
基苯丙酮酸还原为 4-HPL[13]。此外，在丹参毛状
根中诱导过表达 SmHPPR1 可显著提高 RA、SAB
以及总丹酚酸的产量，分别是对照组的1.09、1.29
和 1.15 倍；值得注意的是，过表达 SmHPPR1 还
可以影响酪氨酸途径涉及的其他基因，间接提高
丹参酚酸类化合物的产量 [14]。
1.3　RA 的合成及其酶

　　4- 香豆酰辅酶 A 和 4-HPL 在 RAS 的催化下偶
联形成 4- 香豆酰 -4'- 羟基苯乳酸；该化合物进一步
被 CYP98A14 催化羟基化反应，引入 3- 和 3'- 羟基
形成 RA。研究人员针对 RA 合成过程中涉及的关
键酶进行基因鉴定和酶功能分析。丹参共包含 1 个
SmRAS，5 个 SmHCTs 和 1 个 SmCYP98A14 的 RA 合
成基因 [15]；Di 等 [16] 通过反义基因遗传转化的方法
抑制 SmRAS 和 SmCYP98A14 的表达，丹参毛状根
中 RA 的含量显著降低，证明 RAS 和 CYP98A14 与
丹参 RA 合成具有强相关性。此外，Zhou 等 [17] 采用
CRISPR/Cas9 系统敲除丹参毛状根 SmRAS 的基因后，
发现 RA 的产量显著降低。研究结果表明，丹参中
的 RAS 和 CYP98A14 基因与 RA 的合成密切相关，
尤其是 RAS 作为丹参酚酸类化合物生物合成调节的
关键酶，对 RA 的合成以及丹参酚酸类化合物的积
累起着至关重要的作用。
1.4　丹参其他酚酸类化合物的生物合成酶

　　目前，关于丹参酚酸类化合物的生物合成途
径，已阐明的仅有 RA 的生物合成途径，其他丹参
酚酸类成分的生物合成途径尚不明确。现有研究推
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测，SAB 是在丹参漆酶的催化下，以 RA 为前体物
质合成 [16]。漆酶是多铜氧化酶家族中的一类金属
糖蛋白酶，广泛存在于多种植物体内，其主要功能
是催化植物生理代谢中的氧化反应 [18]。丹参根系
中的漆酶基因共有 29 个，可以分为 7 个类群，具
有不同的功能 [19]。Li 等 [19] 通过对 SmLACs 转录组
学分析发现，SmLAC7、SmLAC20 和 SmLAC28 过
表达或抑制后，丹参毛状根中 SAB 和 RA 含量均
出现显著变化。Zhou 等 [20] 利用 CRISPR/Cas9 系统
敲除大部分漆酶基因后，发现丹参毛状根的发育
明显被抑制，毛状根木质部细胞相较野生型大而疏
松，并且 SAB 的总合成量降低。此外，值得注意
的是 SmLAC25 的过度表达可促进木质素合成，从
而导致 SAB 生物合成的代谢通量下降 [21]。以上研
究表明，丹参漆酶对丹参酚酸类化合物的合成具有
重要的作用，但丹参漆酶家族中不同漆酶的催化功
能以及 SAB 的生物合成机制还有待深入研究阐明。
　　总体而言，提高丹参酚酸类化合物产率的途
径主要有两种：直接或间接调节关键酶以及重要
调节酶的基因表达，强化上游合成途径并抑制副
产物的合成，使代谢更偏向目标产物。因此，阐
明丹参酚酸类化合物生物合成途径所涉及酶的催
化机制，有利于在体外构建用于合成丹参酚酸类
化合物的微生物细胞工厂。
2　丹参酚酸类化合物的合成生物学发展

　　近年来，生物工程学和合成生物学蓬勃发
展，丹参酚酸类化合物的合成生物学研究得到了
广泛关注。目前，应用以大肠埃希菌（Escherichia 
coli）和酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）为代
表的微生物，在其体内重建异源丹参酚酸类化合
物生物合成途径的相关研究取得了较大进展。在
重建的异源丹参酚酸类化合物生物合成途径中，
研究者通过改良与调控涉及的关键酶和关键基因，
并结合诱导处理及细胞工厂等生物工程技术，达
到提高丹参酚酸类化合物的产量以及质量的目的。
2.1　大肠埃希菌合成丹参酚酸类化合物

　　大肠埃希菌是最早被应用于构建异源产物生物
合成途径的微生物，具有遗传信息简单、代谢与生
长速度快等优点，而且大肠埃希菌的基因工程技术
发展较为成熟，是合成生物学中应用最广泛的底盘
细胞。目前，关于大肠埃希菌合成丹参酚酸类化合
物的研究领域主要聚焦于 RA 和 SAA 的合成。
2.1.1　RA 在大肠埃希菌中的合成（见图 1）　
Bloch 等 [22] 基于 RA 的全生物合成途径，以咖啡酸
和 3，4- 二羟基苯乳酸为底物，在大肠埃希菌中成

功构建出可实现 RA 生物合成的菌株，并揭示了
彩叶草 RAS 在催化 RA 合成方面具有高效能，生
成 RA 的产量可达 0.6500 mg·L － 1，为微生物异
源合成丹参酚酸类化合物奠定了坚实基础。在以往
研究的基础上，研究人员优化了异源关键酶基因
的选择，通过克隆彩叶草 RAS 和拟南芥 4CL 的基
因完成 RA 合成途径在大肠埃希菌中的重建，实现
了 RA 的显著增产，产量可达约 130.0 mg·L－ 1[23]。
值得注意的是，更改底物种类或采用多种底物组合
的方式，也可提高大肠埃希菌合成 RA 的效率 [24]。
以上研究通过引入多种异源的 4CL 和 RAS 基因，
并基于其催化特性优化底物，从而在大肠埃希菌中
重构 RA 的生物合成途径，可以为后续在细菌微生
物中合成丹参酚酸类化合物的关键酶与底物的选择
提供依据。

图 1　迷迭香酸的主要生物合成途径

Fig 1　Main biosynthetic pathways of rosmarinic acid

　　模块化共培养多种工程大肠埃希菌的模式在
合成生物学领域中的研究应用取得了较大进展，
这种方法根据生物合成途径酶的功能对酶进行模
块化分组，并基于分组构建出多个工程菌株，从
而减轻单一工程菌株的代谢负担，有效提高合成
效率。Li 等 [25] 利用模块化共培养，将 RA 的生
物合成途径划分为两个上游模块与一个下游模
块，培养 3 种大肠埃希菌菌株，共合成 RA 172.0 
mg·L － 1。模块化共培养为合成丹参酚酸类化合
物的研究提供了新思路，有望进一步提高异源合
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成丹参酚酸类化合物的纯度和产量。另外，Wang
等 [26] 通过引入酪氨酸解氨酶、L- 氨基酸脱氨酶
和 4- 羟基苯乳酸 -3- 羟化酶的基因，并敲除竞争
通路基因以及硫酯酶基因，使大肠埃希菌中 RA
的产率提高到 5781 mg·L － 1。这些基因的引入
可以进一步优化代谢途径，提高产物的合成效
率。值得注意的是，在部分研究中，分批补充葡
萄糖的发酵方法也有助于提高 RA 的产量 [26]。控
制葡萄糖的补充时间和浓度，可以有效地调节代
谢途径，提高产物的产量和纯度。这种方法使合
成途径的调节更加灵活且可控，有助于优化微生
物中目标产物的生成。
2.1.2　SAA 在大肠埃希菌中的合成　Yao 等 [27] 将
戊糖乳酸杆菌（Lactiplantibacillus pentosus）的 D-
乳酸脱氢酶基因引入大肠埃希菌中，并应用基因
组修饰技术优化 SAA 合成途径，以 4- 羟基苯丙酮
酸（4-hydroxyphenylpyruvic acid，4-HPP）为底物，
使 SAA 的产量达到 7.100 g·L－ 1。该研究首次实
现 SAA 的高效异源生物合成，并为优化 SAA 的
全合成途径奠定了基础。研究人员将模块化共培
养模式应用于 SAA 的异源合成，并采用染色体工
程方法将模块化整合后的基因序列引入大肠埃希
菌中，共从头合成出 SAA 5.600 g·L－ 1[28]。此外，
以左旋多巴胺为底物在大肠埃希菌内合成 SAA，
SAA 产率高达 96.60%[29]。可以发现，SAA 的合成
生物学研究也沿用了 RA 合成生物学的研究思路
与方法，通过优化异源关键酶与底物的选取，实
现 SAA 的高产率合成，可为以大肠埃希菌为代表
的细菌微生物合成丹参酚酸类化合物提供参考。
　　目前，模块化共培养模式中多种菌株之间的
平衡稳定性以及丹参酚酸类化合物生物合成途径
的探索优化仍为大肠埃希菌合成丹参酚酸类化合
物的大规模化生产带来一定的挑战。总之，明确
与优化丹参酚酸类化合物的生物合成途径，提高
模块化共培养中多种大肠埃希菌菌株群的系统稳
定性，及引入异源高效关键酶的基因等多种策略
的结合运用，有助于实现高纯度、高产量的丹参
酚酸类化合物生物合成。
2.2　酿酒酵母合成丹参酚酸类化合物

　　酿酒酵母长久以来被广泛用于酿酒、烘焙及
食品与药品工业当中，同时酿酒酵母也是最早被
全基因组测序的真菌微生物之一，因此有关酿酒
酵母的合成生物学研究得到了广泛关注。酿酒酵
母作为真核细胞，其内部结构和代谢模式相较属
于原核细胞的大肠埃希菌而言，与高等植物细胞

更加相似；因此，酿酒酵母也被认为具备较大合
成异源天然化合物的潜力，是植物次级代谢产物
生物合成的理想微生物工厂。
2.2.1　RA 在酿酒酵母中的合成　酿酒酵母中的
细胞色素 P450 还原酶与彩叶草中合成 RA 细胞
的 CPR 蛋白序列具有同源性，提示酿酒酵母是从
头合成 RA 的潜在宿主。目前酿酒酵母合成 RA
的研究主要集中于在酿酒酵母细胞中引入关键酶
基因，从而重构 RA 生物合成途径。Babaei 等 [30]

选取多来源多物种的关键酶基因，并增加关键酶
基因的拷贝数，在酿酒酵母细胞中成功地构建了
RA 完整的生物合成途径，以酪氨酸为底物，确
认合成出 RA，产量为 5.930 mg·L － 1，该研究
验证了酿酒酵母合成 RA 的可行性，并展示了应
用酿酒酵母合成丹参酚酸类化合物的发展潜力。
Zhou 等 [31] 基于可高产咖啡酸的酿酒酵母菌株进
行基因改造，并通过敲除预苯酸脱氢酶基因与下
调 4CL 基因表达水平从而减弱副产物苯乳酸的合
成，将 RA 合成量提高至 208.0 mg·L － 1。该研
究中通过基因工程技术抑制酿酒酵母副产物的合
成，提高主产物产量的研究方法，可为今后以酿
酒酵母为代表的真核细胞生物合成丹参酚酸类化
合物的研究提供新思路。
2.2.2　SAB 在酿酒酵母中的合成　尽管目前 SAB
的生物合成途径尚未完全阐明，但其合成生物学
的相关研究或有助于揭示其生物合成机制。Xu
等 [32] 采取基因整合策略将多种不同来源的基因
整合进两组酿酒酵母菌株，以期实现 SAB 全合
成，另外两组菌株在不添加额外底物的情况下，
首次分别合成出 34.00 μg·L － 1 和 30.00 μg·L － 1

的 SAB，该研究为利用微生物细胞从头合成 SAB
提供了一种新的研究思路。值得注意的是，在没
有引入外源 LAC 基因的条件下，酿酒酵母底盘细
胞仍然能合成 SAB，这表明 SAB 的生物合成机
制以及漆酶的催化功能还有待深入研究阐明。
　　微生物体内合成丹参酚酸类化合物具有反应条
件温和且生产周期短的优点，是实现工业化生产丹
参酚酸类化合物的重要手段。但丹参酚酸类化合物
生物合成途径的复杂性，以及合成机制尚未阐明的
问题，为其合成生物学的研究带来了困难。筛选高
催化活性的关键酶基因，优化目标产物的生物合成
途径，发掘高效并且稳定的微生物培养模式以及选
择合适的底物仍是当前重要的研究方向。
3　丹参酚酸类化合物生物合成的代谢调控

　　目前的研究表明，丹参酚酸类化合物的生物
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合成受多种非生物和生物因素的影响，例如无机
盐、内生菌和植物激素等，这些影响因素调控多
种丹参基因编码酶和转录因子的表达。
3.1　非生物因素 
　　研究表明金属离子、UV-B 辐射和磷酸盐等多
种非生物因素均可以影响丹参酚酸类化合物的生
物合成（见表 1）。适宜条件下非生物因素对丹参
酚酸类化合物中关键酶的影响多呈促进作用，其
中 TAT 为受非生物因素影响最大的关键酶。因此
在丹参的培养过程中，适量补充部分金属元素或减
少丹参中的部分非金属元素，能够增加丹参酚酸
类化合物的积累。Ag＋通过提高丹参酚酸类化合物
生物合成途径所涉及上游基因（PAL、C4H、4CL、
TAT、HPPR）和下游基因（RAS、CYP98A14）的表
达水平，促进丹参中 RA、咖啡酸和阿魏酸的合成，
但抑制 SAB 和肉桂酸的合成 [33]。5 μmol·L － 1 的
Cu2 ＋可激活丹参中的 LAC20、LAC13、LAC7 和
RAS 并促进 SAA 的合成 [34]。La2 ＋通过提高 TAT 和
HPPR 活性，增强丹参毛状根中丹参酚酸类化合物
的积累 [35]；同时，La2 ＋作为钙通道阻滞剂还可对
丹参毛状根中的钙调蛋白产生影响，继而影响代
谢调控 [36]。Ca2 ＋处理丹参细胞培养物后，可同时
增加 PAL 和 TAT 的活性从而显著提高 RA 的产量，
并且对 PAL 的酶促作用比 TAT 更明显 [37]。UV-B
辐射通过激活丹参酚酸类化合物生物合成途径所涉
及的多个关键酶以及转录因子，从而促进丹参中丹
参酚酸类化合物的合成。研究发现，UV-B 处理后
可以增加促进 SAA 合成的植物激素的含量 [38]。在
磷酸盐缺乏的条件下，RA 和 SAB 的产量可随着编
码 PAL、C4H、TAT、HPPR 和 RAS 基因表达的增
强而增加 [39]。
3.2　生物因素

　　调节丹参中丹参酚酸类化合物生物合成的生物
因素包括酵母浸膏、植物内生菌、真菌菌丝提取物
和叶酸等（见表 2）。生物因素对丹参酚酸类化合
物中关键酶的影响没有明显偏向性，其中 TAT 为
受生物因素影响最大的关键酶。在丹参的培养过程
中，需注意控制植物生长的外界环境以改变微生物
繁殖对于丹参酚酸类化合物积累的影响，增加有益
菌在丹参中的种群优势。酵母浸膏处理丹参毛状根
后，可提高 TAT 活性使丹参酚酸类化合物含量显
著增加 [40]。Yan 等 [41] 从丹参中分离出 5 种植物内
生菌，并证实其可抑制丹参毛状根中 PAL 和 TAT
的活性并导致 RA 和 SAB 生成量降低；Zhou 等 [42]

从丹参中鉴定出 28 株 Alternaria 内生菌并对其进

行研究分析，结果表明 Alternaria sp. A13 通过提高
C4H 的活性而促进丹参生长与丹参酚酸类化合物
合成。真菌菌丝提取物可以使苯丙烷途径中的关键
酶（PAL、C4H 和 4CL）活性增加 [43]；此外，真菌
菌丝提取物也可以抑制丹参毛状根 TAT 和 HPPR 的
基因表达 [44]。叶酸对丹参毛状根中 RA 和 SAB 的
合成均有正向诱导作用，现有研究表明叶酸可上调
PAL、TAT 和 RAS 的基因表达 [45]。

表 1　非生物因素对丹参酚酸类化合物生物合成酶的影响 
Tab 1　Effect of abiotic factors on key enzymes of salvianolic  

acid biosynthesis

酶
金属离子

UV-B 辐射 磷酸盐
Ag ＋ Cu2 ＋ La2 ＋ Ca2 ＋

PAL ＋ — — ＋ ＋ —

C4H ＋ — — — — —

4CL ＋ — — — — —

TAT ＋ — ＋ ＋ ＋ —

HPPR ＋ — ＋ — — —

RAS ＋ ＋ — — ＋ —

CYP98A14 ＋ — — — — —

LAC — ＋ — — — —

注：“＋”表示对关键酶产生促进作用，“－”表示对关键酶产生

抑制作用。

Note：“＋”indicates promoting effect on key enzymes，“－” 
indicates inhibiting effect on key enzymes.

表 2　生物因素对丹参酚酸类化合物生物合成酶的影响 
Tab 2　Effect of biological factors on key enzymes of  

salvianolic acid biosynthesis

酶 酵母浸膏 植物内生菌 真菌菌丝提取物 叶酸

PAL — — ＋ ＋

C4H — ＋ ＋ —

4CL — — ＋ —

TAT ＋ — — ＋

HPPR — — — —

RAS — — — ＋

注：“＋”表示对关键酶产生促进作用，“－”表示对关键酶产生

抑制作用。

Note：“＋”Indicates promoting effect on key enzymes，“－” 
indicates inhibiting effect on key enzymes.

3.3　植物激素

　　植物激素和植物生长调节剂在丹参酚酸类化
合物生物合成中起着重要的调节作用。水杨酸、
茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，MeJA）、脱落酸
（abscisic acid，ABA）、 赤 霉 素（gibberellic acid，
GA）和乙烯通过影响丹参酚酸类化合物合成途径
中的关键酶，从而调节丹参酚酸类化合物的合成
（见表 3）。适宜条件下植物激素对丹参酚酸类化合
物中关键酶的影响多呈促进作用，其中 PAL 为受
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植物因素影响最大的关键酶，TAT 在多种植物激素
影响下活性均被提高。水杨酸可诱导丹参悬浮培养
细胞中 NO 产生，NO 通过激活 PAL 促进 SAB 生
物合成 [46]。另外，水杨酸提高 PAL 活性也可能与
过氧化氢（H2O2）有关。水杨酸处理后的丹参细胞
可显著提高 H2O2 生成量，提高 PAL 的活性，进而
促进 RA 的合成 [47]。MeJA 可上调丹参中涉及丹参
酚酸类化合物生物合成的酶基因表达，进而促进
丹参酚酸类化合物的产生。Xing 等 [48] 研究发现，
MeJA 通过上调 C4H、4CL、TAT、HPPR 和 RAS 的
基因表达促进 RA 和 SAB 的生物合成，但是同时
PAL 的表达受到 MeJA 抑制；除此之外，MeJA 还
可激活 RA 合成途径中的关键酶 CYP98A14，促进
丹参中 RA 的合成量 [49-50]。ABA 处理丹参毛状根
后，编码 PAL、TAT、C4H、RAS、CYP98A14 等关
键酶的基因表达显著增高；同时，该研究还分析了
LAC 基因的表达情况，发现其中 7 个 LACs 与 RAS
和 CYP98A14 表现出相似的激活模式，促进丹参
酚酸类化合物的形成 [51]。GA 和乙烯均能提高 PAL
和 TAT 的活性从而诱导丹参毛状根合成丹参酚酸
类化合物 [52]。

表 3　植物激素对丹参酚酸类化合物生物合成酶的影响 
Tab 3　Effect of phytohormone on key enzymes of  

salvianolic acid biosynthesis

酶 水杨酸 MeJA ABA GA 乙烯

PAL ＋ — ＋ ＋ ＋

C4H — ＋ ＋ — —

4CL — ＋ — — —

TAT — ＋ ＋ ＋ ＋

HPPR — ＋ — — —

RAS — ＋ ＋ — —

CYP98A14 — ＋ ＋ — —

LAC — — ＋ — —

注：“＋”表示对关键酶产生促进作用，“－”表示对关键酶产生

抑制作用。

Note：“＋”Indicates promoting effect on key enzymes，“－” 
indicates inhibiting effect on key enzymes.

4　总结与展望

　　作为广泛应用于临床心脑血管疾病治疗的中
药，丹参酚酸类化合物具有重要的药理活性。然
而，目前丹参酚酸类化合物的规模化生产尚未实
现，导致其临床广泛应用受限。因此，识别丹参
酚酸类化合物在丹参中的合成途径及代谢调控机
制，为提高丹参产量和丹参酚酸类化合物含量至
关重要。近年来，高通量代谢组学、基因组学、
转录组学以及蛋白质组学等研究手段的应用为解

析丹参酚酸类化合物在丹参中的生物合成与代谢
调控提供了新的突破口 [53]。这些技术可用于识别
与丹参酚酸类化合物生物合成相关的基因和代谢
途径，并进一步优化丹参培育和加工方法以提高
丹参酚酸类化合物的产量。但是，丹参酚酸类化
合物的生物合成依然存在不可避免的问题：① 如
何对具体的代谢途径和酶催化机制进行更深入的
研究；② 如何利用所明晰的代谢调控机制来进一
步提高丹参酚酸类化合物的生物合成；③ 如何解
决丹参酚酸类化合物的生物合成产物含量低且易
转化的问题。利用合成生物学和基因工程技术构
建简单、繁殖代谢快速的天然微生物，结合微生
物细胞内的全生物合成途径，可以实现对丹参酚
酸类化合物的高效大规模生产，从而实现更高效
和可控的生产方式 [54]。合成生物学的出现，为丹
参酚酸类化合物的生产优化提供了新的机遇，同
时在为丹参酚酸类化合物生物合成途径予以佐证
的基础上，也为其生物合成机制提供了进一步完
善的可能。
　　综上所述，生物合成研究以及合成生物学技
术的发展为丹参酚酸类化合物的产量和质量提高
提供了新的途径。在未来的研究中，可聚焦于深
入探索并阐明 SAA 和 SAB 等其他丹参酚酸类成
分在丹参中的生物合成与累积机制，完善关键酶
的结构与功能解析，为进一步对微生物底盘进行
改造奠定理论基础，利用合成生物学手段提升多
种丹参酚酸类化合物的产量和质量，应用多种代
谢调控因素协同使用的手段促进所需丹参酚酸类
化合物的定向合成，从而进一步提高其药用价值。
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达比加群在儿童血栓栓塞性疾病的应用研究进展
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摘要：近年来，静脉血栓栓塞症在儿童人群中发病率逐渐升高。达比加群作为新型直接口服抗

凝血药，具有剂量固定、口服方便、无需监测国际标准化比值（INR）、与食物和药物的相互

作用少、起效快以及血浆半衰期短等优点，现已成为预防和治疗儿童血栓栓塞性疾病的重要药

物。达比加群酯口服颗粒于 2021 年 6 月经 FDA 批准用于治疗 3 个月至 12 岁的儿童静脉血栓

以及复发性血栓，同时批准达比加群酯口服胶囊剂用于治疗 8 岁及以上患者的静脉血栓，以及

预防完成首次静脉血栓治疗后的血栓复发。本文就达比加群在防治儿童血栓栓塞性疾病的研究

进展进行综述。
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Research of dabigatran in children with thromboembolic diseases
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Abstract: In recent years, the incidence of venous thromboembolism in children is gradually 
increasing. As a new type of direct oral anticoagulant, dabigatran has the advantages of fixed dose, 
convenient oral administration, no need to monitor international standardized ratio, few interactions 
with food and drugs, fast onset, and short plasma half-life. Dabigatran has therefore become an 
important drug for the prevention and treatment of thromboembolism in children. Dabigatran 
etexilate oral granules were approved by the FDA in June 2021 for venous thrombosis and recurrent 
thrombosis in children aged 3 months to 12 years old. At the same time, dabigatran etexilate oral 
capsules were approved for the treatment of venous thrombosis in children aged 8 years and above, 
as well as for preventing the recurrence of thrombosis after the first venous thrombosis treatment. 
This article reviewed the research progress of dabigatran in the prevention and treatment of 
thromboembolic diseases in children. 
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　　静脉血栓栓塞（venous thromboembolism，VTE）
在 0 ～ 18 岁人群中发病率约为十万分之一 [1-2]，呈
双峰分布，在婴儿（＜ 1 岁）和青少年（13 ～ 18 岁）
中发病率最高 [3-4]。近年来，随着诊断水平的提高
和中心静脉导管使用的增加，VTE 确诊率较前上

升 [5]。美国血液学会《2018 年静脉血栓栓塞管理指
南（小儿静脉血栓栓塞的治疗）》指出目前儿科使用
的抗凝药主要有三种：低分子肝素（low molecular 
weight heparin，LMWH）、普通肝素（unfractionated 
heparin）和维生素 K 拮抗药（vitamin K antagonists，
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VKAs）[6]。LMWH 是儿科 VTE 的首选药物，但其抗

凝作用仅部分被鱼精蛋白逆转 [7]。普通肝素具有潜

在的不良反应，应避免长期使用 [7-8]。华法林是最常

用的 VKAs，但在治疗期间需频繁监测国际标准化

比值（international normalized ratio，INR）[7，9]，降低

了患儿的依从性。达比加群（dabigatran）是一种选

择性、可逆性的直接凝血酶抑制药（direct thrombin 
inhibitors，DTIs），与上述常用抗凝血药相比，达比

加群等直接口服抗凝血药（direct oral anticoagulants，
DOACs）具有固定剂量、无需监测 INR、与食物和

药物的相互作用少、起效快以及血浆半衰期短等优

势 [10-11]，可能成为儿童 VTE 治疗的选择 [11]。美国

食品药品监督管理局（Food and Drug Administration，
FDA）于 2021 年 6 月 21 日批准达比加群酯口服颗

粒用于治疗 3 个月至 12 岁的儿童静脉血栓以及复发

性血栓 [12]，同时还批准达比加群酯口服胶囊剂用于

治疗 8 岁及以上患者的静脉血栓，以及预防完成首

次静脉血栓治疗后的血栓复发 [12]。国内尚无达比加

群用于儿童的临床研究，现就达比加群应用于儿童

血栓栓塞性疾病的研究进展进行综述。

1　达比加群在儿童中的药代动力学

　　达比加群酯属于β- 丙氨酸类凝血酶抑制药，

是达比加群的前体药物 [13]。达比加群的种群药代

动力学（pharmacokinetics，PK）可用一级消除

和吸收的两室模型充分描述，年龄、体重、体表

面积、标准化肾功能和性别是具有统计学意义的

协变量 [14]。儿童 VTE 人群 PK 模型可以预测表

观清除率的变化，并以此调整给药剂量，以达到

与成人相似的暴露量 [14]。

　　达比加群酯口服后，经胃肠吸收进入体内，

被血浆酯酶水解为达比加群 [15-16]。达比加群酯的

生物利用度通常为 3% ～ 7%[15]，在 0.5 ～ 2 h 内

达到最大血浆浓度 [17]。根据成人达比加群临床研

究得出暴露剂量的参考范围（26～250 ng·mL－1），

达比加群酯给药后 12 h，大多数幼儿服用口服液

后暴露量在成人参考范围内，只有少数儿童的暴

露量＜ 26 ng·mL－ 1 或＞ 250 ng·mL－ 1（分别＜ 5%
和＜ 1%）[14]。达比加群表观分布容积为 50 ～ 70 
L，血浆蛋白结合率约 35%，20% 通过偶联反应

代谢 [16，18]，不发生氧化反应。达比加群是唯一不

经细胞色素 P450 同工酶代谢的 DOACs [13]，它主

要通过肾脏排泄，以达比加群形式（77%）或达比

加群葡糖醛酸苷形式（4%）随尿液排泄 [18]。肾功

能不全显著增加其血药浓度，故严重肾功能损伤

的患者禁用达比加群，以防止药物蓄积和大出血

风险增加 [19]。

2　达比加群用于 VTE儿童的临床试验

　　不同剂型（胶囊、颗粒或口服液）达比加群

的儿童给药剂量是基于 Hayton 方程并根据年龄

和体重调整的 Nomogram 预测计算得出 [20]，即

根据患儿的年龄和体重来估计肾功能，调整给药

剂量以达到与成人群体相似的暴露量（成人 bid，
每 次 150 mg）[20-21]。Halton[22-25] 和 Brandão[26] 等

的五项临床试验评估了达比加群预防和治疗儿童

VTE 的 PK/PD 关系以及安全性、耐受性，讨论

根据年龄和体重制订儿童用药方案的适用性以及

达比加群作为儿童 VTE 治疗的替代的可能性。

2.1　Ⅱa 期临床试验：达比加群酯用于儿童人群

的安全性、耐受性和 PK/PD
　　有学者依次在不同年龄段（12 ～ 18 岁青少年

患者 [22]、1 ～ 12 岁儿童患者 [23] 和 1 岁以下婴儿患

者 [24]）的儿童开展临床试验。结果显示，达比加

群在不同年龄段患儿的安全性以及耐受性均较好，

且都具有与成人相似的药动学 / 药效学（pharmaco-
kinetics/pharmacodynamics，PK/PD）关系。

　　2009 年 8 月至 2012 年 2 月进行的一项多中

心、开放标签、多剂量Ⅱa 期临床研究（NCT- 
00844415）[22]，旨在探讨达比加群酯在 12 ～ 18 岁

原发性 VTE 青少年（n ＝ 9）中的安全性、耐受性

和 PK/PD 关系。患者服用达比加群酯（bid，持续

3 d），首次给药 1.71 mg·kg － 1，随后 3 d 观察患

者各指标以及安全问题。若无安全问题，自首日

的第二次给药开始，剂量增加至 2.14 mg·kg－ 1；

若存在安全问题则停药。试验中未报道出血事件、

死亡或与药物相关的严重不良反应，除了 2 名患

者出现消化不良反应外，达比加群酯的总体耐受

性良好。结果显示，达比加群血浆总浓度与稀释

凝血酶时间（dilute thrombin time，dTT）和蝰蛇毒

凝血时间（ecarin clotting time，ECT）呈线性 PK/
PD 关系，与活化部分凝血活酶时间（activated par-
tial thromboplastin time，APTT）呈非线性 PK/PD
关系，该部分原发性 VTE 青少年患者与成人具有

相同的 PK/PD 关系。

　　2010 年 3 月至 2016 年 2 月进行的一项开放

标签、多国多中心、非随机、非对照的单臂Ⅱa
期临床研究（NCT01083732）[23]，旨在研究达比
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加群酯口服液体制剂在 1 ～ 12 岁 VTE 儿童患者

（n ＝ 18）中的安全性、耐受性和 PK/PD 关系。

所有研究对象已完成了 LMWH 或口服 VKAs 抗
凝血药的标准治疗，患者在最后一次标准治疗后

5 ～ 30 d 内服用达比加群酯口服液体制剂。结果

显示，治疗期间和治疗后发生的不良反应判定为

与试验无关，且无死亡事件、出血事件；治疗

后随访 1 个月 VTE 无复发。达比加群总浓度与

dTT 和 ECT 存在线性 PK/PD 关系；与 APTT 呈

非线性 PK/PD 关系，该部分儿童 VTE 患者与成

人和青少年具有相同的 PK/PD 关系。

　　2014 年 9 月至 2016 年 1 月进行的一项开放

标签、非随机、非对照、单剂量、单臂、多国安

全性Ⅱa 期临床研究（NCT02223260）[24]，旨在

研究达比加群酯口服液体制剂在 VTE 婴儿中的

安全性、耐受性和 PK/PD 关系。研究对象为年

龄在 0 ～ 12 个月的 VTE 婴儿（n ＝ 8），接受单

剂量达比加群酯口服液体制剂治疗。结果显示，

在研究期间，所有接受治疗的患者均未发生出血

事件、死亡事件以及与治疗相关的不良事件；婴

儿对达比加群酯耐受性良好。达比加群总浓度与

ECT 和 dTT 呈线性 PK/PD 关系，与 APTT 呈非

线性 PK/PD 关系，该部分婴儿 VTE 患者与成人

和青少年具有相同的 PK/PD 关系。

2.2　Ⅱb/Ⅲ期临床试验：DIVERSITY 多样性试

验研究

　　DIVERSITY 多样性试验（NCT01895777）是

一项多国、多中心、随机、对照、开放标签、非

劣效性的Ⅱb/Ⅲ期临床试验 [25]。研究对象为 18 岁

以下的儿童患者（n ＝ 267），其中 90 人（33.7%）

接受标准治疗（LMWH、普通肝素、VKAs 或磺

达肝癸钠），177 人（66.3%）接受达比加群酯。主

要综合疗效终点是治疗 3 个月期间血栓是否完全

消退，随访 1 个月期间复发性 VTE 和 VTE 相关

死亡发生率。由于 VTE 危险因素持续存在，部分

需要接受 3 个月以上抗凝治疗的患者（标准治疗

组 33% vs 达比加群组 34%）将转入Ⅲ期临床试

验（NCT02197416），两组差异无统计学意义。标

准治疗组与达比加群组患者血栓完全消退的比例

相似（42% vs 46%），无 VTE 复发（92% vs 96%）

与无 VTE 相关死亡（99% vs 100%）的患者比例

差异无统计学意义。达比加群组在血栓溶解和复

发性 VTE 方面非劣效于标准治疗组，同时也显

示了达比加群儿童给药剂量算法的适用性。标准

治疗组和达比加群组均报道了不良反应（67% vs 
77%），报告的出血事件相似（24% vs 22%），显

示达比加群的疗效和安全性与标准治疗相似。综

上，DIVERSITY 多样性试验的结果表明，达比

加群可作为儿童急性 VTE 标准治疗的替代选择。

2.3　Ⅲ期临床试验：达比加群用于预防儿童 VTE
复发的疗效和安全性

　　2014 年 7 月至 2020 年 4 月进行了一项开放

标签、单臂、前瞻性队列的临床Ⅲ期安全性研究

（NCT02197416）[26]，旨在描述使用达比加群酯

预防儿童 VTE 复发的安全性。研究对象为 3 个

月～ 18 岁的 VTE 儿童（n ＝ 203）。纳入标准为

确诊为 VTE 并接受标准治疗或者在 DIVERSITY
试验中需进一步抗凝治疗的患者。达比加群治疗

12 个月后评估患者的 VTE 风险因素，如果已解决

则停止治疗，如未解决则改用标准治疗方案继续

治疗。所有患者达比加群暴露的中位时间为 36.3
周，停用达比加群后随访 28 d。主要终点为入组

后 6 个月和 12 个月评估的 VTE 复发、死亡和重

大出血事件。结果显示，2 名儿童（1.0%）出现了

VTE 复发。在报告了出血事件的 40 名儿童中，有

3 名（1.5%）是重大出血事件，37 名（18.2%）是

轻微出血事件，治疗期间无死亡病例。结果表明，

给予达比加群治疗后 VTE 的复发率较低，重大出

血事件或临床相关非重大出血事件较 DIVERSITY
试验少，达比加群对具有持续性 VTE 危险因素的

3 个月～ 18 岁患者的静脉畸形患者发生的慢性消

耗性凝血病称为二级预防表现出良好的安全性。

　　达比加群用于儿童 VTE 的临床试验汇总见
表 1。
3　达比加群在儿童血栓疾病中的病例报道

3.1　达比加群用于儿童静脉畸形引起的凝血障碍

　　静脉畸形患者发生的慢性消耗性凝血病称为

局部血管内凝血（localized intravascular coagula-
tion，LIC），甚至可转化为弥散性血管内凝血（dis-
seminated intravascular coagulopathy，DIC）[27]。

LIC 的特点是血浆纤维蛋白原水平低，而血浆 D-
二聚体和纤维蛋白降解产物（fibrin degradation 
product，FDP）水平升高 [27]。达比加群酯不仅可

以降低血浆 D- 二聚体和 FDP 水平，还可提高血

浆纤维蛋白原水平，缓解疼痛。1 例 2 岁静脉畸

形患者右臂出现疼痛和运动障碍，LIC 和 DIC 潜
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在风险高。使用达比加群酯（55 mg qd）治疗 2 d
后，患者疼痛减轻，右臂运动改善，脱离潜在风

险，因此停用达比加群，进行血管内硬化治疗。

治疗 2 d 后，患儿血浆纤维蛋白原水平由治疗前

的 0.38 g·L－ 1 增加至 0.72 g·L － 1，血浆 D- 二
聚体水平由 24.1 mg·mL－ 1 降至 6.61 mg·mL － 1，

血 FDP 由 70.4 µg·mL－ 1 降至 26.9 µg·mL－ 1[28]。

1 例 17 岁患者静脉畸形病情加重，已经从 LIC 发

展为 DIC。住院期间首次给予达比加群（110 mg 
bid）治疗，无明显出血，且在肾功能正常的情况

下，患者开始小剂量达比加群治疗以避免药物性

出血。服用达比加群后，纤维蛋白原水平恢复至

正常水平，FDP 和血浆 D- 二聚体水平显著降低。

后因裂红细胞未改善，达比加群剂量上调至 150 
mg bid[29]。从上述病例报道中可知，达比加群酯

是静脉畸形患者术前改善凝血功能和疼痛的合适

选择以及治疗 DIC 的潜在药物。

3.2　达比加群用于儿童囊性纤维化（cystic fibrosis，
CF）中心静脉导管诱导的血栓形成

　　儿童 CF 是以消化和呼吸功能障碍为特征，

可导致生长受限、慢性呼吸道感染、进行性肺部

病变加重和早夭。患者如果存在中心静脉导管，

如完全植入式静脉通路装置或外周静脉穿刺中心

静 脉 置 管（peripherally inserted central catheters，
PICC），则会增加 VTE 的发生风险 [30]。Bansal
等 [31] 报道了 2 例 CF 青少年患者使用达比加群酯

成功抗凝的病例。患者 1 为 17 岁女性 CF 患者，

因肺功能恶化入院治疗。入院当日，患者左上肢

放置 PICC；第 5 日，患者的 PICC 部位发生血栓。

在院期间给予 LMWH 治疗，因该药的皮下注射

方式与给药频率导致患者依从性不佳，不希望出

院后继续使用，故出院后拔除 PICC，改用达比

加群酯（150 mg bid），服用期间未出现并发症。

PICC 拔除 1 个月后，超声检查显示血栓消失。后

续在右上肢接受 PICC 治疗，治疗期间继续服用

达比加群预防血栓形成，无并发症出现。患者 2
为 18 岁女性 CF 患者，有肺功能恶化复发病史。

入院后需在右上肢放置 PICC，但因右上肢存在

陈旧血栓而失败。血液科建议口服达比加群 150 
mg bid，以防止血栓进展为急性静脉血栓。服用

期间未出现不良事件。患者随后几次入院，使用

完全植入式静脉通路装置时未发生血栓。以上 2
例病例提示，达比加群可作为 CF 儿童患者 PICC
血栓形成抗凝治疗的一种选择。

表 1　达比加群用于儿童 VTE的临床试验汇总 
Tab 1　Clinical trials of dabigatran for pediatric venous thromboembolism

临床试验 试验人群
给药剂量（等同于成

人 150 mg bid）
主要观察指标 试验结论 试验时间 安全性

Ⅱ a 期研究

（NCT00844415）[22]

12 ～ 18 岁原发

性 VTE 青少年

（n ＝ 9）

达比加群酯 bid，3 d dTT、ECT、APTT、
不良反应

原发性 VTE 青少年患者与成

人具有相同的 PK/PD 关系

2009 年 8 月—

2012 年 2 月

2 名患者出现消化

不良反应

Ⅱ a 期研究

（NCT01083732）[23]

1 ～ 12 岁 VTE 患

儿（n ＝ 18）
多剂量（bid，3 d）或

者单剂量的达比加

群酯口服溶液

dTT、ECT、APTT、
不良反应

儿童 VTE 患者与成人和青少

年具有相同的 PK/PD 关系

2010 年 3 月—

2016 年 2 月

无死亡事件、出血

事件

Ⅱ a 期研究

（NCT02223260）[24]

0 ～ 12 个月的

VTE 婴儿 
（n ＝ 8）

单剂量达比加群酯口

服液体制剂

dTT、ECT、APTT、
不良反应

婴儿 VTE 患者与成人和青少

年具有相同的 PK/PD 关系

2014 年 9 月—

2016 年 1 月

无死亡事件、出血

事件以及与治

疗相关的不良

事件；耐受性

良好

DIVERSITY 试验

（NCT01895777）[25]

18 岁以下 VTE 患

儿（n ＝ 267）
基于 Hayton 方程、年

龄和体重调整后的

Nomogram 计算剂

量

治疗 3 个月血栓是

否消退；随访 1
个月有无复发性

VTE 和 VTE 相关

死亡

达比加群在血栓溶解和复发

性 VTE 方面非劣效于标准

治疗组，同时也显示了达

比加群儿童给药剂量算法

的适用性

2014 年 2 月—

2019 年 11 月

标准治疗组和达比

加群组均报告了

不良反应，报告

的出血事件相似

Ⅲ期安全性研究

（NCT02197416）[26]

3 个月～ 18 岁

VTE 患儿 
（n ＝ 203）

基于 Hayton 方程、年

龄和体重调整后的

Nomogram 计算剂

量

入组后 6 个月和 12
个月评估 VTE 复

发、死亡和重大

出血事件

给予达比加群治疗后 VTE
的复发率较低，重大

出血事件或临床相关

非重大出血事件较

DIVERSITY 试验少

2014 年 7 月—

2020 年 4 月

40 名（19.7%）儿

童报告了出血事

件，治疗期间无

死亡病例



2128

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

3.3　肝移植后血栓与出血并发症

　　儿童进行肝移植（liver transplantation，LT）
后，出血和血栓并发症的风险大，促凝血药和抗

凝血药通常用于预防和治疗血栓及出血并发症 [32]。

Werner 等 [33] 在 20名接受肝移植的终末期肝病儿童

（16 岁及以下）的血浆样本中，测试促凝血药和抗

凝血药对凝血酶生成能力的影响，并与 30 名年龄

匹配的健康儿童进行对照。抗凝血药组在两个预

定时间点采取血样，分别是麻醉诱导后不久（pre-
LT）、移植后 30 日或出院当日（post-LT）；对照组

患者在麻醉诱导后立即采集血样后开始小手术。

试验所测试的抗凝血药为：达比加群、利伐沙班、

普通肝素和 LMWH。结果显示，在 pre-LT 组达

比加群（从 629 降至 17 nmol·L － 1 IIa·min，减

少 96%）和普通肝素（从 629 降至 14 nmol·L － 1 
IIa·min，减少 97%）的内源性凝血酶电位显著

降低，都显示出较高的抗凝效力；LMWH（减少

43%）在患者中的疗效稍差。此研究结果有助于为

小儿肝移植手术术中及术后出血和血栓并发症等

情况制订预防和治疗方案。

4　儿童摄入过量达比加群的处置

　　在美国血液学会 2018 年静脉血栓栓塞管理指

南（抗凝治疗的最佳管理）中，对于在达比加群过

量治疗且出现危及生命的出血患者，建议在停用

达比加群的基础上使用伊达鲁齐单抗 [34]。Shapiro
等 [35] 报道了 1 例 15 岁女童意外摄入 30 ～ 50 片

150 mg 达比加群酯片的病例。该女童无其他重要

病史、无药物过敏史，检查显示全血计数、肝肾

功能正常，凝血功能异常，其中 APTT 高达 121.6 
s，凝血酶时间（thrombin time，TT）为 53 s，重

复凝血试验证实 INR 增加、活化部分凝血活酶比

率增加。因无活动性出血，医师决定静脉注射 10 
mg·kg － 1 氨甲环酸和 10 mg 维生素 K。鉴于该

患者服用的达比加群剂量过大，大约需 48 h 才能

清除，因此使用标准剂量伊达鲁齐单抗（5 g）逆

转达比加群。使用伊达鲁齐单抗后无明显不良反

应，给药后 30 min 凝血功能显示达比加群完全逆

转，APTT 和 TT 降至正常范围，未发生进一步的

出血。该病例显示，伊达鲁齐单抗用于逆转儿童

过量服用达比加群的安全性和有效性。

5　妊娠期和哺乳期妇女使用达比加群的安全性

　　在美国血液学会《2018 年静脉血栓栓塞管理

指南（妊娠期静脉血栓栓塞）》中，LMWH 是妊

娠期 VTE 的首选，不建议妊娠期、哺乳期妇女

使用 DOACs[36]。达比加群能部分通过胎盘屏障，

可能会引起生殖毒性或间接影响胎儿的凝血功

能 [37]，但达比加群是在人类母乳中排泄量最少

的 DOACs[38]。

　　DALMATION（Dabigatran Presence in Breast 
Milk）是一项单中心、开放标签的临床试验

（ISRCTN87845776）[39]，研究旨在检测达比加群

是否进入母乳，估计达比加群在婴儿体内的暴露

量，并研究其对新生儿凝血指标的潜在影响。该

临床试验已经纳入 2 例受试者，在分娩后 2 ～ 7 
d 给予单次口服达比加群酯（220 mg）后，在 t ＝
0（给药前）及给药 1、2、3、5、7 和 10 h 后采

集 10 mL 静脉血和最多 15 mL 母乳样本。给药

后 2 ～ 3 h，2 例受试者血药浓度达到峰值 204.6、
414.9 ng·mL－ 1；给药后 5 ～ 7 h，母乳中达比

加群的峰值浓度为 8.0、53.0 ng·mL－ 1（分别为

其血浆峰值浓度的 4% 和 12%）。母乳内达比加

群 AUC 随时间变化受试者 1（AUC0 ～ 5 h）为 0.016 
μg/（mL·h），受试者 2（AUC0 ～ 10 h）为 0.17 μg/
（mL·h）。同时，测定脐带血的 TT、纤维蛋白

原水平，与其他 DTIs 比较，以评估达比加群对

新生儿凝血指标的影响。凝血试验数据表明，新

生儿血浆中预测的达比加群峰值浓度远低于对凝

血指标有显著影响的浓度。本研究结果表明，达

比加群酯用于产后妇女血栓预防的口服药物值得

深入研究。

　　目前临床数据还不能表明达比加群酯会引起

胚胎畸形 [40-41]。Beyer 等 [40] 回顾了 233 个妊娠期

DOACs 暴露的独立病例，只有 137 例（58.8%）

可获得妊娠结局信息，7 例出现异常（5.1%），其

中 3 例（2.2%）活产婴儿的面部畸形可能被解释

为胚胎病。由于病例数样本量少、结果数据不完

整等原因，尚不能认为 DOACs 会导致胚胎畸形。

因此，需进一步的临床试验研究探讨妊娠期、哺

乳期妇女使用达比加群的安全性以及有效性。

6　结语与展望

　　达比加群酯是 FDA 批准的一种儿童口服直

接抗凝血药。相较于其他抗凝血药，达比加群酯

不需要频繁检测 INR 等凝血指标，与食物和药物

的相互作用少，患者依从性较高，提示其在儿童

抗凝治疗领域的广阔前景。DIVERSITY 等五项

临床试验证实了达比加群酯用于 18 岁以下儿童



2129

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

VTE 的有效性、安全性以及耐受性，提供了达比

加群酯用于儿童的 PK/PD 数据，证明了儿童给

药剂量算法的适用性，为其应用于儿童 VTE 提

供参考。目前关于妊娠期妇女等特殊人群服用达

比加群酯的临床研究较少，是值得进一步研究的

DOACs 药物。国内暂无达比加群酯用于儿童抗

凝治疗的报道，需要更多来自上市后研究的真实

数据，以补充达比加群酯在儿童人群中使用的证

据，探索达比加群酯用于中国儿童的安全性、有

效性以及耐受性。
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透明质酸修饰血清白蛋白纳米粒在肿瘤诊疗中的研究进展

唐嘉，周莉莉*（湖南中医药大学药学院，长沙　410208）

摘要：传统检测和治疗肿瘤的方法存在局限性，如靶向性不足、灵敏度有限等。科学家们开发
出的一种新型纳米系统，即利用透明质酸修饰血清白蛋白构建一种生物相容性和降解性都得到
改善的纳米系统，有望提供一种新的肿瘤诊疗方法。此外，该纳米系统还具有独特的双重靶向
效应，可间接提高肿瘤成像的灵敏度和治疗的准确性。本文旨在探讨透明质酸血清白蛋白纳米
粒在肿瘤成像诊断、治疗和治疗一体化应用中的最新研究进展，并指出现阶段仍面临的挑战及
须解决的问题，进而为抗肿瘤靶向纳米制剂的开发提供理论依据及方法指导。
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Advances of hyaluronic acid-modified serum albumin nanoparticles in the 
diagnosis and treatment of cancer

TANG Jia, ZHOU Li-li* (School of Pharmacy, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha  
410208)

Abstract: The conventional methods of tumor detection and treatment have limitations, such as 
inadequate targeting and limited sensitivity. However, scientists have developed a new nanosystem 
that may offer a solution. They have modified the serum albumin with hyaluronic acid, resulting in a 
nanosystem with improved biocompatibility and degradability. This nanosystem has a unique dual-
targeting effect, which can indirectly enhance tumor imaging sensitivity and therapeutic accuracy. This 
article discussed the most recent advances in hyaluronic acid-modified serum albumin nanoparticle 
research on tumor imaging diagnosis, treatment, and therapeutic integration, based on domestic and 
international literatures. It also identified the challenges that still need to be addressed, offered theoretical 
support and methodological guidance for the development of targeted anti-tumor nano-formulations.
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　　近年来，随着纳米技术的不断发展，纳米体
系逐渐应用于肿瘤诊疗医学领域。自 2005 年血清
白蛋白结合紫杉醇纳米粒注射混悬液被 FDA 批准
上市以来，纳米递药系统作为一种药物靶向载体
再次引起研究者的重视。血清白蛋白纳米粒是以
白蛋白为基质的纳米级微粒，属于内源性天然产
物。因其具有较好的可修饰性、被动靶向性、生
物降解性等，已广泛用于显影剂或治疗剂的开发，
但未经功能化修饰的白蛋白仍存在许多问题。例
如，疗效不够显著，存在易产生耐药性、靶向

性弱、稳定性差等问题 [1]。透明质酸（hyaluronic 
acid，HA）是一种与机体炎症、肿瘤病变等进程
密切相关的糖胺聚糖，能够增强纳米粒的亲水性、
稳定性，延长半衰期。最重要的是，其作为配体
还能够靶向于肿瘤微环境（tumor mircroenvirment，
TME）中过表达的活性 CD44 受体，促进细胞
内化并最终被体内的透明质酸酶（hyaluronidase，
HAase）降解。因此，将 HA 对牛血清白蛋白（bo-
vine serum albumin，BSA）/ 人血清白蛋白（human 
serum albumin，HSA）进行修饰来构建具有成像或
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治疗作用的纳米体系，可显著提高诊疗效果。本
文综述了 HA-BSA/HSA 纳米粒在肿瘤诊疗应用中
的研究进展，以期为其深入研究提供参考。
1　血清白蛋白、HA及其受体
1.1　血清白蛋白
　　根据来源的不同，血清白蛋白主要分为 BSA
和 HSA，分别来源于牛血清、人血清，由 583、
585 个氨基酸组成，前者较后者成本更低但具潜
在免疫原性 [2]。血清白蛋白作为纳米材料具有以
下优点：① 结构上富含 -NH2 和 -COOH 等亲水基，
易于功能化修饰 [3]，内部的 SudlowⅠ、SudlowⅡ
位点可结合疏水性药物 [4]；② 具备实体瘤高通透
性和滞留效应，可延长药物的血液循环保留时间
和被动靶向肿瘤部位 [5]；③ 通过与肿瘤细胞表面
存在的白蛋白受体 Gp60 结合，胞吞后与过表达
的分泌蛋白相互作用，促进肿瘤部位的富集 [6]；
④ 进入人体内，可被蛋白酶分解成更小的肽或
氨基酸，有利于释放内容物且降解产物无毒副作
用 [7]。因此，血清白蛋白纳米粒的各种优势使其
成为纳米药物递送体系的理想载体之一。
1.2　HA 
　　HA 是一种非硫酸化线性糖胺聚糖，Meyer 等
于 1934 年首次从牛眼玻璃体中分离得到后进一步
证实它是由重复排列的 N- 乙酰氨基葡糖和 D- 葡
糖醛酸二糖组成的高级多糖 [8]，分子结构见图 1。
按照分子大小的不同，可将 HA 分为高分子量 HA
（≥ 1000 kDa）、低分子量 HA（10 ～ 100 kDa）和
寡聚 HA（≤ 10 kDa）三类 [9]。HA 分子均具有多种
活性基团，即羧基、羟基、羟甲基和乙酰氨基，其
中乙酰氨基又可脱乙酰为氨基。HA 的理化性质与
基团种类密切相关，① 亲水性：HA 富含亲水基团，
可改善药物自身水溶性差的特点 [10]，同时通过引
入结合水分子形成的纳米颗粒亲水壳能够有效延长
纳米粒的系统循环时间；② pH 敏感性：HA 在生
理条件 pH 7.4 时，分子上的羧基被电离形成聚阴
离子 [11]，可用于静电结合带正电的血清白蛋白纳
米粒，或使其修饰的纳米载体呈高负电位从而提高
自身稳定性，而在体内与血清蛋白之间产生同电荷
排斥作用进一步延长药物血浆半衰期 [12]；③ 可修
饰性：HA 结构上丰富的官能团可作为功能修饰点
与纳米材料共价结合，还可通过改性进一步扩大其
在医药学领域的应用范围 [13]。
　　此外，HA 修饰的纳米粒可在体内被 HAase
降解，也可通过活性氧（reactive oxygen species，
ROS）、高温热、酸碱性等方式降解 [14]，具有良好
的可降解性，可用于构建酶触发尺寸可缩小的纳
米系统。在正常生理条件下，HA 几乎以高分子量
HA 形式存在于人体组织中，在抗炎介质的产生、

伤口的愈合、肿瘤细胞的生长等方面发挥着重要
作用 [15]。与之相反，在严重的癌变等病理条件下，
高分子量 HA 会被体内 HAase 或 ROS 降解成片段
HA，使得低分子量和寡聚 HA 增多，肿瘤细胞侵
袭和生长能力的增强。目前，越来越多的研究显
示，当 HA 作为药物或载体表面修饰物时，由于
不同分子量的 HA 对受体结合能力和肿瘤细胞生
长作用有所差异，导致治疗效果可能不同 [16-17]。
1.3　透明质酸受体
　　透明质酸受体是一种膜蛋白，主要分布于人
体关节、皮肤等器官中，可分为 CD44、RHAMM、
LYVE-1、HARE 等类型 [18]。在能够与 HA 结合的
膜分子中，CD44 被认为是肿瘤治疗药物最主要的
作用靶点，其多表达于肿瘤细胞表面。HA 可与之
结合进而参与细胞内以及细胞表面的调节功能，影
响肿瘤细胞的迁移、信号传导等过程。CD44 主要
存在两种亚型，即标准型 CD44s 和变异型 CD44v。
CD44s 无处不在，而 CD44v 主要在肿瘤细胞中过表
达。CD44 及其亚型在胞外结构域的 N- 末端区域含
有 HA 结合位点，该结构域是 CD44 被动激活及其
与外部刺激相互作用的结构基础，且仅有活化后的
CD44 能够与 HA 结合并内化 HA[19]。在正常组织中，
CD44 尽管能够内源性表达、调节机体功能、维持
细胞稳态，但表达水平相对较低且不与 HA 结合；
而在肿瘤细胞中的 CD44 不需活化却能够过表达
（已知 HA 与 CD44 蛋白受体相互结合的片段有 160
多个氨基酸），这一特性显著提高了 TME 中 CD44
及亚型与 HA 结合和内化的可能性。因此，HA 与
CD44 之间结合的高敏感性增强了 HA 结合型纳米材
料对肿瘤细胞的靶向性和相容性，同时 CD44 及其
亚型也被广泛用于肿瘤诊疗标志物或靶向配体 [20]。
此外，RHAMM 在肿瘤中上调并控制与肿瘤发生、
增殖和运动相关的蛋白表达，因此其作为肿瘤的治
疗靶点具有巨大的潜力，但其分布、功能及机制等
方面的相关研究尚少 [21]。LYVE-1 和 HARE 分别表
达于淋巴内皮细胞表面、肝血窦及淋巴结内，对
HA 的黏附性和全身转运性有较大的影响 [22]。
2　HA-BSA/HSA纳米粒在肿瘤成像方面的应用
　　基于上述血清白蛋白与 HA 的优势，采用特
定方式将 HA-BSA/HSA 纳米粒与造影剂进行结合，

图 1　HA 分子结构图

Fig 1　HA molecular structure diagram
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可增加造影剂在肿瘤细胞中的富集，提高成像灵敏
度或背景对比度。
2.1　荧光成像（fluorescence imaging，FI）
　　早在 1944 年，FI 就被应用于临床诊断中。与
计算机断层扫描、正电子发射断层扫描等常规成像
方式相比，FI 作为一种非侵入性的成像方式，不
会产生电离辐射、放射性损伤等不良反应，却能提
供高灵敏度、实时可视化、超高分辨率的影像资料。
基于纳米荧光探针的 FI 技术可以用于肿瘤诊疗过
程的补充性手段。荧光探针经光照激发后会在富集
处发射荧光信号，经仪器捕捉后形成荧光影像，具
有极高的分辨率（微米级）[23]。
　　为探究 HA 不同分子量与不同荧光染料间的
作用关系，Qi 等 [24] 以 BSA 为纳米载体，将三种
不同分子量的 HA 分别与 Cy7.5 和 IRDye800 两
种荧光染料的共轭物与白蛋白结合，形成具有稳
定性好、亲和性的纳米荧光探针。通过对比近红
外 FI 效果可知，由于造影剂的肿瘤特异性靶向
和腹腔内器官积聚作用，该荧光探针在胰腺内的
肿瘤信号均显著增强，此外，还发现任何分子
量的 HA 与 Cy7.5 形成的探针定向分布顺序为肝
脏、脾脏和肠道，但 IRDye800 荧光剂与不同分
子量的 HA 偶联会导致探针的生物分布情况截然
不同，例如，与 5 kDa 和 20 kDa HA 的结合低，
与 100 kDa HA 结合后的作用导致肝和脾信号变
高。因此，不同分子量 HA 与不同荧光材料结合
形成的荧光探针可以提供优异的胰腺癌成像诊断
技术，且其分布特性对于在特定部位使用 FI 的药
物开发具有一定指导意义。
　　石墨烯量子点（graphene quantum dots，GQD）
具有优异的生物相容性、低细胞毒性、良好的多
光子激发能力、易于表面修饰等特点，GQD 功能
化修饰后在肿瘤医学成像和示踪方面得到了广泛
的应用 [25]。Nigam 等 [26] 基于 GQD 设计合成了多
功能药物递送和成像平台（HA 功能化的绿色荧光
GQD 标记的 HSA 纳米粒）。结果表明，HA 靶向
肿瘤细胞 CD44 受体后，可表现出高产量荧光特
性（约 14% 的荧光量子产率），该纳米粒在胰腺癌
特异性药物传递和生物成像方面具有较大潜力。
2.2　磁共振成像（magnetic resonance imaging，MRI）
　　MRI 能够提供高空间分辨率、高对比度的三维
图像，是临床诊断和监测多种疾病的首选。MRI 的
成像机制是病变组织和正常组织的弛豫时间不同，
但遗憾的是，正常组织和肿瘤等病变组织的弛豫时
间往往相互重叠，导致成像分辨率受到影响。通过
引入造影剂来加速质子弛豫速率，同时利用纳米颗
粒的特殊尺寸和功能性能够使其在体内的特定位置

聚集，在一定程度上可提高成像分辨率 [27]。二氧化
锰（MnO2）具有良好的生物相容性，可在 TME 弱
酸环境下快速分解为 Mn2 ＋，为 MRI 提供优良造影
信号 [28]。Zhou 等 [29] 选取 MnO2 作为 MRI 阳性造
影剂，利用 HA 对复合 BSA- 多巴胺 -MnO2 混合纳
米粒进行修饰，形成杂化纳米粒 HMDNs。HMDNs
在体外和体内实验中表现出优异的 MRI 对比能力，
其纵向弛豫率为 22.2 mm·s－ 1，成像时间长达 2 h
以上。因此，该纳米系统具有优异的成像效果和较
长的观察窗，为制备靶向肿瘤的多功能纳米诊疗药
物提供了一种新方法。
2.3　光声成像（photoacoustic imaging，PAI）
　　新兴的 PAI 是一种兼具光学的高对比度和超
声的高空间分辨率特性的成像技术，它能够实时
收集检测信息，并参与临床相关的深度成像工
作 [30]。然而，部分造影剂在体内成像过程中由于
灵敏度不够，导致信号背景比较低和临床应用受
限 [31]。吲哚菁绿（indocyanine green，ICG）是一
种临床常用光学造影剂，但其在水中不稳定，易
发生不可逆降解。Thangavel 等 [32] 将 ICG 和一线
化疗药物紫杉醇（pentatonix，PTX）包载于 HSA
中后，与 HA 共价结合，开发了基于 PAI 的 HA-
ICG-PTX-HSA 纳米递送系统，并利用血管模拟
管和鸡肌肉模型分别评估该纳米粒的成像信号强
度与深度，结果表明，其 PAI 强度是游离 ICG 的
2 倍，且信号检测深度高达 10 mm。同时，ICG
在纳米体系中表现出更好的稳定性。该实验通
过使用 HA 功能化纳米粒包裹的的造影剂来改善
PAI 能力和药物稳定性，具有实现实时监测与精
准治疗肺肿瘤的潜在应用价值。
2.4　MRI-FI
　　采用两种及以上的多模态成像技术突破了单
一模态成像的尺度局限性，具有全方位可视化的
优点。在肿瘤检测中低灵敏度导致采集时间长是
MRI 的主要局限性。FI 则与之相反，具有高灵敏
度、实时显示等优点，将其与 MRI 进行互补成像，
可使肿瘤信息的获取趋于完整。CuInS2-ZnS 量子
点由于具有高近红外光致发光性、组织穿透性和
良好的生物相容性，已被用于体内成像 [33]。磁性
氧化铁（Fe3O4）纳米颗粒因其有效性和安全性而
成为 MRI 和肿瘤磁靶向治疗的通用剂 [34]。Yang
等 [35] 通 过 将 HA-BSA 包 被 的 CuInS2-ZnS 量 子
点（BQDs-HA）与普鲁士蓝涂覆的 Fe3O4 纳米粒
（Fe3O4 @PB）偶联，构建了近红外荧光 /MRI 双
模态成像纳米递药系统 Fe3O4@PB@PEI@BQDs-
HA（FPPBH）。 在 FPPBH 纳 米 粒 中，HA 能 通
过受体 - 配体相互作用特异性结合各种肿瘤细胞
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过表达的 CD44 受体，使 HA 修饰的纳米粒用于
肿瘤靶向成像和治疗。Fe3O4 @PB 具有磁靶向和
MRI 的双重功能，其外部 PB 壳层作为近红外光
吸收剂用于光热疗法。CuInS2-ZnS 量子点作为近
红外荧光显像剂。所得 FPPBH 纳米粒粒径在 140 
nm 左右，经静脉注射纳米粒制剂和外磁场处理
后，近红外激光照射可有效消融裸鼠肿瘤，肿瘤
生长抑制率达 89.95% 以上。FPPBH 对于治疗前
准确识别肿瘤的大小和位置、治疗中实时监测光
热治疗过程、治疗后评估疗效至关重要。
3　HA-BSA/HSA纳米粒在肿瘤治疗方面的应用
3.1　单一疗法
3.1.1　化疗　化疗一直是肿瘤治疗的主导模式，然
而，传统的化疗药物有明显的局限性，如细胞选
择性差、生物利用度低、毒副作用大等。阿霉素
（doxorubicin，DOX）是一种典型的化疗药物，通
过细胞凋亡途径发挥作用，但其严重毒副作用大大
限制了其应用。研究者在化疗的基础上发展出多
种纳米共递体系，通过实现药物在病灶区域的靶向
富集和定点释放，来提高治疗效率和降低 DOX 的
毒副作用 [36]。Brindisi 等 [37] 以 HA-HSA 偶联物为
原料，制备了具有氧化还原响应特性的主动靶向
纳米粒 DOX@HAlb，并评估了对 MCF-7 和 MDA-
MB-231 乳腺癌细胞的抑制作用。该纳米粒平均直
径约 120 nm，体外实验结果显示，通过 CD44 靶
向性和氧化还原活性，使得 DOX@HAlb 的有效性
显著提高，MCF-7 和 MDA-MB-231 的半抑制浓度
分别从 0.9959 和 2.516 μg·mL－ 1 降低到 0.4014 和
0.3094 μg·mL－ 1。而在正常的 MCF-10A 细胞中未
检测到药物毒性的增强。
3.1.2　光热疗法（photothermal，PTT）　PTT 是
利用光热转换剂将光能转化为热能，从而提高局
部肿瘤温度，导致肿瘤细胞死亡或蛋白质变性。
PTT 对正常组织细胞影响较小，其光热剂的吸光
能力、光热转换率以及在肿瘤中的积累量是该技
术的核心 [38]。PTT 因其无损伤性、易控性和高精
确度等特点，已经在当前肿瘤治疗方法中受到了
广泛关注。研究人员将光热剂分为无机光热剂、
有机光热剂和无机 - 有机复合光热剂。其中，无
机 - 有机复合光热剂被证明能够兼具两种材料的
优势，即无机光热剂的表面易修饰、高光热效应
特性以及有机光热剂的良好生物相容性、可降解
性，可协同增强 PTT 治疗肿瘤的效率 [39]。ICG
是一种经 FDA 认证的有机光热剂，Liu 等 [40] 将
生物相容性良好的 BSA 包覆在无机光热剂金纳
米团簇外层以提高无机材料的生物利用度和分
散度，然后负载 ICG，形成 AuNC@CBSA-ICG。

AuNC@CBSA-ICG 通 过 静 电 作 用 与 HA 结 合
（AuNC@CBSA-ICG@HA），以提高肿瘤细胞摄
取载体的概率。AuNC@CBSA-ICG@HA 粒径约
200 nm，易于保留在肿瘤部位，并可被 TME 中
特异性 HAase 降解成小纳米颗粒，用于肿瘤的深
层穿透。在近红外激光照射下，由于 HA 靶向和
光热效应的协同作用，AuNC@CBSA-ICG@HA
对肿瘤的抑制率高达 95%。
3.2　联合疗法
　　联合方案可提供靶向肿瘤细胞中的不同治疗
途径，并降低药物剂量以减少毒副作用，弥补单
一疗法的缺陷。因此如何结合各种治疗方法的特
点，优势互补，构建新的“鸡尾酒疗法”成为肿
瘤治疗的新思路。
3.2.1　化疗 -PTT　PTT 具有高选择性、非侵入性、
副作用少等优点，在肿瘤治疗的发展中极具潜力。
然而，由于其在肿瘤组织中分布不均匀、穿透受
限等缺陷，单一疗法往往不能根治肿瘤。当 PTT
与化疗联合治疗肿瘤时，利用化疗药物自身的优
势特性可改善 PTT 的光分散性缺陷。同时，除了
可直接热消融肿瘤细胞外，光热剂介导的轻度升
温可增加肿瘤内未成熟血管的通透性和血流速度，
促进药物在肿瘤内转运和积累 [41]。据报道，较高
浓度的一氧化氮（NO）可通过调节 TME 来抑制肿
瘤生长、防止转移，临床上多以硝酸酯类以及有
机亚硝酸酯类等物质作为 NO 供体 [42]。Liu 等 [43]

先将 HA 与阳离子 BSA 包被金纳米簇静电结合
（AuNC@CBSA@HA），进而引入硝酸酯、抗肿
瘤药物环磷酰胺（PTX）和光热剂 ICG 以构建基
于光热 - 化疗双重治疗且兼具肿瘤转移抑制能力
的纳米系统 AuNC@CBSA@HA，并在体外细胞摄
取实验和体内肿瘤靶向效率实验中筛选出的 200 
nm 为纳米粒的最佳粒径。该粒径下，纳米粒对
脏器的毒性较小，在肿瘤部分的累积量与滞留时
间更佳。在此基础上，进一步引入 NO 供体与化
药，并保持其粒径在 200 nm 左右。体内研究表明，
AuNC@CBSA-PTX-ICG@HA-NO3 在 PTT 与 化 疗
的联合治疗以及 HA、NO 的辅助下，肿瘤生长抑
制率高达 95.3%，抑制了 88.4% 的肺转移生长，均
显著优于单一的 PTT 或化疗结果。因此，该多功
能纳米复合物能够实现 PTT- 化疗的协同作用，促
进纳米系统靶向递送至肿瘤，以提高治疗效率。
3.2.2　PTT- 放射治疗（radio therapy，RT）　RT
是一种肿瘤治疗方法，它使用高剂量的辐射来杀
死肿瘤细胞 [44]。传统的 RT 效果有限，并且存在
严重的毒副作用。当射线照射肿瘤部位时，少量
电离辐射能量被肿瘤组织吸收，而大部分射线通
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过正常组织而引起非选择性损伤 [45]。因此，提高
肿瘤组织对 RT 的敏感性，开发肿瘤组织靶向的
RT，并协同其他安全有效的治疗模式，是提高
肿瘤治疗效果并降低毒副作用的关键。相较于单
一疗法，RT 与 PTT 联合使用可在光热转换的驱
动下增加肿瘤组织的血流量和血管通透性，改善
氧合作用，从而使细胞对辐射更敏感 [46]。Cheng
等 [47] 利用生物相容性较好的 BSA 包被高纵向弛
豫率的造影剂 Gd2O3 与具有高近红外吸光度、可
作为放射增敏剂的 MoS2 进行连接，再用 HA 进
一步靶向性修饰，开发了诊疗一体化的纳米颗粒
（Gd2O3/BSA@MoS2-HA）。该纳米粒在体内的光
热转换效果较好，温度高达 55℃，足以杀死肿瘤
细胞。在 808 nm 的 X 射线照射下，由于 HA 介
导的活性靶向作用以及 MoS2 与肿瘤细胞中高水
平谷胱甘肽反应后的可降解作用，Gd2O3/BSA@
MoS2-HA 在肿瘤体积变化、小鼠体重变化和存
活率都表明其具有最佳的治疗效果，且无明显的
副作用。因此，以可修饰性和靶向性的纳米粒与
光热转换剂作为增敏载体，与 RT 进行合理结合，
在肿瘤治疗方面是一种极具潜力的策略。
3.2.3　化疗 - 光动力疗法（photodynamic therapy，
PDT）　PDT 是通过利用光敏剂在外部光源的刺
激下产生具有细胞毒性的 ROS 或单线态氧来诱
导肿瘤细胞凋亡或坏死的治疗方法 [48]。光敏剂对
肿瘤 PDT 治疗效果起关键作用，但大多数光敏剂
具有强疏水性、肿瘤靶向性差等缺点。有研究发
现，PDT 可通过联合其他抗肿瘤药物的多功能递
送系统，增加光敏剂溶解度，促进其在肿瘤部位
富集 [49]，同时，PDT 能够克服相关抗肿瘤化疗药
物的耐药性，增强肿瘤协同治疗 [50]。化疗药物顺
铂（cisplatin，CDDP）是 1978 年 FDA 批准的首个
用于肿瘤治疗的铂类化合物，具有抗瘤谱广、作用
机制独特等特点，然而，其耐药性大大限制了它的
临床应用 [51]。Hou 等 [52] 将 CDDP 与光敏剂 ICG、
酰肼化 HA-BSA 纳米粒进行双配位，开发了一种
基于协同治疗策略的新型配位纳米前药（HBCI）。
由于 CDDP 与 ICG 间的协同负载效应，两者表
现出非常高的负载率，其中，ICG 负载效率可高
达 99.87%。在体外实验中，HBCI 可高效内化至
HepG2 细胞中，在 808 nm 激光照射下产生过量的
细胞内 ROS，并通过诱导线粒体介导的细胞凋亡
有效杀伤肿瘤细胞。体内抗肿瘤研究表明，协同治
疗策略比单一疗法表现出更高的肿瘤抑制效率，肿
瘤体积显著减小了 87%，并具有良好的生物安全
性。可见，基于纳米前药介导的联合 PDT 在肿瘤
治疗中具有巨大的前景，但文献中均未对药物耐药

性问题进行研究。
3.2.4　化疗 - 免疫治疗　新型的免疫治疗是针对
患者免疫逃逸而形成的肿瘤治疗新思路，通过人
为刺激固有免疫系统和适应性免疫系统来达到治
疗效果，具有生存率高、治疗效果持久、安全性
好等优势。有研究表明，免疫治疗可以改善化药
受到免疫调节机制的抑制作用 [53]。吲哚胺 -2，3
双加氧酶（indoleamine-2，3 dioxygenase，IDO）
是一种细胞内免疫调节酶，在 TME 中高表达，
可通过抑制 T 细胞和 NK 细胞的活性引起免疫逃
逸 [54]。雷公藤红素是从中药雷公藤中提取的一种
五环三萜类化合物，对一组胰腺肿瘤细胞系（包
括 Panc 01、Panc 02 和 BxPC-3）显示出强烈的
抑制作用，其中，小鼠 Panc 02 细胞内可高表达
IDO。Hu 等 [55] 将水溶性 IDO 抑制剂 1- 甲基色氨
酸与疏水性雷公藤红素共同包封在阳离子 BSA
中，结果显示，该纳米系统在联合治疗的作用
下，在 Panc 02 异种移植瘤和原位瘤模型中肿瘤
抑制作用显著增强。鉴于 T 细胞数量与 IDO 的抑
制作用成反比关系，在 TME 中 T 细胞数量的检
测明显降低，可证明该纳米能够有效逆转肿瘤免
疫抑制环境和抑制胰腺癌生长。由此可得，免疫
疗法与化疗的联合具有极大的发展潜力。
4　诊疗一体化 
　　如何实现肿瘤的诊疗一体化以达到实时监测
肿瘤的发生发展一直是研究者们致力解决的问
题。得益于 HA- 血清白蛋白纳米材料的表面功能
化、生物相容性和可降解性，越来越多的研究者
将药物和显像剂共载到同一纳米载体上，利用纳
米载体自身优势以实现由成像技术引导的高效可
视化治疗策略 [56]（见表 1）。
　　与传统 FI 技术不同，荧光素酶转染成像法
是通过细胞被基因工程改造以表达荧光素酶，该
酶与外源性递送的底物反应产生光，进而用于监
测肿瘤疗效的一种成像技术 [57]，但目前主要用于
活体动物。Pulakkat 等 [58] 采用分层技术，构建了
HA 表面修饰的负载抗肿瘤药物 DOX 的 BSA 纳米
系统（DOX-Ab-HA），通过荧光素酶转染 MDA-
MB-231 细胞以实现全身成像观察 DOX-Ab-HA 的
分布以及乳腺癌生长情况，结果表明，该纳米系
统有效优化了自身空间稳定性和体内循环半衰期，
且在 TME 酸性条件、HAase 和胰蛋白酶的协同作
用下可促进药物释放，实现药物在肿瘤部位释放
的可控性与提高药物自身安全性。通过全身成像
系统可以清楚地观察到，与游离 DOX 相比，由于
HA 对转移性乳腺癌细胞中过表达的 CD44 特有的
靶向性，DOX-Ab-HA 在肿瘤部位的积累浓度提高



2136

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

了 2.26 倍，肿瘤体积显著减小。此外，Zhou 等 [29]

构建了一种由 MRI 引导 PTT 的多功能纳米粒系统
HMDNs，该纳米粒不仅具有 MRI 优越的对比度，
且具有良好的光热转换能力，可在 808 nm 光的照
射下于 5 min 内迅速升高 20℃，有效诱导肿瘤细
胞凋亡。因此，将成像技术与治疗技术相结合，
使得单一纳米系统在肿瘤治疗过程中同时具备实
时监测与个性化治疗的优势。
5　结论与展望 
　　HA-BSA/HSA 纳米系统作为一种新型的纳

米平台，其在医学诊疗方面具有无毒性、生物相
容性等优势，此外，合理利用 HA 分子的肿瘤特
异靶向性和血清白蛋白纳米粒的被动靶向性，可
使药物毒副作用最小化，疗效最大化。尽管两者
的应用具有诸多优势，该纳米系统仍处于起步阶
段，许多问题需进一步解决。
　　① 工艺复杂：多数纳米系统的制备过程较
烦琐，不仅加大了该药物在大规模生产中的难
度，还可能会影响或改变物质的活性；② HA
与 CD44 的相关研究匮乏：不同分子量的 HA 对
肿瘤的靶向性及作用效果具有一定差异性或相
反性，而文献对 HA 分子量的分类标准并不一
致，且 HA 和 CD44 自身在生理和病理情况具有
复杂性，现有文献对两者的细胞功能及其作用机
制的认识仍然较为缺乏。尽管 HA 主要与活化的
CD44 受体结合，但人体中正常细胞表面同样含
有 HA 的多种受体，如何有效阻断或避免正常细
胞对 HA 修饰纳米粒的吸收还有待深入考究；③ 
临床研究少：目前基于 HA-BSA/HSA 纳米递送
系统的临床抗肿瘤治疗研究较少，没有相关临床
研究可作为参考。
　　综上所述，HA-BSA/HSA 纳米粒需进一步探
索，以弥补和解决现有的不足，发挥其在肿瘤医
学领域的诊疗作用。
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雪莲多糖的结构分析及其生物活性研究进展

马巧丽，胡玉龙，李杰明，董春红*（河南中医药大学，郑州　450046）

摘要：雪莲是一种我国传统的珍稀中药材，甘温，微苦，归肝、肾经，可祛风湿、强筋骨、补
肾阳、调经止血等功效，多糖是雪莲的主要生物活性成分之一，具有抗氧化、抗炎、终止妊娠、
抗菌、抗病毒等多种生物活性。本文对其结构及生物活性进行分析、归纳、总结，以期为今后
雪莲多糖的深入研究及糖创新药物研发、功能性产品开发利用提供参考。
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Research progress in structure analysis and bioactivities of Saussurea 
involucrata polysaccharide
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Medicine, Zhengzhou  450046)

Abstract: Saussurea involucrata is a rare traditional Chinese herbal medicine, which can dispel 
rheumatism strengthen muscles and bones, tonify and nourish the kidney yang, regulate menstruation 
and stop bleeding, etc. Polysaccharides, one of the main bioactive chemical constituents in Saussurea 
involucrata, have many bioactivities, such as antioxidant, anti-inflammatory, termination of 
pregnancy, antibacterial, and antiviral effect. This review systematically summarized its structure 
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and bioactivities, aiming to provide reference for future in-depth research on Saussurea involucrata 
polysaccharides and the development of innovative drugs and utilization of functional product. 
Key words: Saussurea involucrata polysaccharides; structural analysis; bioactivity

　　雪莲是菊科凤毛菊属（Saussurea）罕见的高
山多年生草本植物，主要有天山雪莲、绵头雪莲、
水母雪莲等，生长在新疆、西藏等海拔 4500 米
左右的高山上，《月王药物》和《本草纲目拾遗》
中记载了其全草或地上部分可作为生药，是我国
民族药中一种名贵稀有的中药材 [1-5]，具有抗疲
劳、抗氧化、止痛、抗肿瘤等功效。雪莲的主要
化学成分有黄酮类、生物碱、多糖类等，国内外
主要对其黄酮类化合物进行了研究，并已开发出
成药，但对其多糖类化合物研究较少 [5-9]。已有
研究证实雪莲多糖具有广泛的生物活性，如抗病
毒、抗氧化、抗疲劳、终止妊娠等。
1　雪莲的种类
　　根据雪莲形态的不同，可将其分为雪兔子亚
属和雪莲亚属，雪兔子亚属主要有绵头雪莲、水
母雪莲、星状雪兔子和三指雪兔子等；雪莲亚
属主要有苞叶雪莲、天山雪莲和藏雪莲等（见表
1）[2，10-12]。这几种雪莲有混用的现象，是由于生
物多样性的原因，同属同科的雪莲有很多种，其
所含有的化学成分大致相似，从而导致其生物活
性也大致相同。多糖类化合物是雪莲主要化学成

分之一，其单糖组分、分子量及生物活性也类似。
2　雪莲多糖的结构分析
　　多糖是聚合高分子碳水化合物，通过糖苷键
连接不少于 10 个单糖的糖链。多糖的化学结构
不同其生物活性有着很大的差异，多糖的分子
量、单糖组成、主链结构、高级结构、分支度等
都会影响其生物活性，因此分析多糖的结构对研
究其生物活性有着十分重要的作用。
2.1　单糖组成及结构 
　　研究雪莲多糖的单糖组成是研究其结构、生
物活性及构效关系的基础，单糖组成会直接影响
多糖的活性 [13]。雪莲多糖主要有阿拉伯糖、鼠李
糖、半乳糖、葡萄糖、半乳糖醛酸、甘露糖、木
糖等单糖组成（见表 2 及图 1 ～ 2），且具有很好
的抗氧化活性，对超氧阴离子和羟自由基有明显
的清除效果，还可以减轻氧化应激反应，起到一
定的抗炎作用。雪莲多糖抗氧化活性与其糖醛酸
的含量有很大的关系，其糖醛酸含量越高，清除
自由基的活性越强；其抑菌与抗炎活性和半乳糖
的含量有关，且随着半乳糖含量的增加，抑菌与
抗炎活性越强（见表 2）[7，14-18]。

图 1　雪莲多糖（SIP-II）的预测结构图

Fig 1　Predictive structure of Saussurea involucrata polysaccharides（SIP-II）

图 2　绵头雪莲多糖（SLP-4）的预测结构图

Fig 2　Predictive structure of Saussurea laniceps polysaccharides（SLP-4）

2.2　多糖的构型及活性功能基团对活性的影响

　　绵头雪莲多糖（SLP-4，见图 2）是一种果胶
型多糖，能和乙型肝炎病毒 e 抗原（HBeAg）发
生相互作用，比 SLP-4 与乙型肝炎病毒表面抗原

（HBsAg）的相互作用更强，这是由于 SLP-4 对
HBeAg 抑制作用更显著，其通过与乙型肝炎病毒
（HBV）蛋白相互作用，从而达到抗 HBV 的作
用 [17]。大多数硫酸化多糖具有抗凝血作用，研究
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表 1　雪莲的种类，分布及形态特征  
Tab 1　Species，distribution and morphological characteristics of Saussurea involucrata

雪莲种类 分布
形态特征

文献
区别点 共同点

雪兔子

亚属

绵头雪莲（Saussurea 
laniceps，SL）

主要分布在云南、

西藏等地

中上端被白色或淡褐色的稠密棉毛覆盖，如同一团棉花，

褐色叶柄，叶呈披针形或倒椭圆形且分布极密，花为同

形淡紫色的筒状两性花

雪兔子亚属较

矮小，叶密，

被雪白色的

棉毛所覆盖，

头状花序密

集

[2，10]

水母雪莲（Saussurea 
medusa，SM）

主要分布在青藏高

原等地

叶片多呈灰绿色 

星状雪兔子（Saussurea 
stella Maxim，SS）

叶呈莲座状，为紫红色

三指雪兔子（Saussurea 
tridactyla，ST）

叶片为白色或灰白色，被稠密的棉毛所覆盖

雪莲亚

属

苞叶雪莲（Saussurea 
obvallata，SO）

主要分布在甘肃、

青海等地

茎直立，有短柔毛或无毛；叶有长柄，长椭圆形或卵形，

两面有腺毛；最上部茎叶为黄色，呈苞片状，长椭圆形

或卵状长圆形，包围着花序；球形花序，无小花梗或短

的小花梗

三种雪莲茎直、

粗，球形花

序，苞叶呈

淡黄色、卵

形

[10-12]

天山雪莲（Saussurea 
involucrate，（Kar.et 
Kir.） Sch.-Bip.）又称为

新疆雪莲

主要分布在新疆的

乌鲁木齐、博克

达山、和硕等地

独茎不分枝，莲座和茎部叶子都有叶柄，叶子是椭圆形或

倒卵形，两面都是绿色且被柔毛所覆盖，边缘有缘毛，

最上面的叶子无柄；球形花序；苞叶呈长卵形或卵形，

淡黄色，其微香，味微苦

藏雪莲（Saussurea 
Tridactyla Sch.-Bip.，
SSB）

主要分布在青藏高

原及其毗邻地区

花序聚生茎顶呈球形，苞叶是淡黄绿色且微透明，茎粗厚，

底部有纤维状残叶基；叶密集丛生，茎叶圆形或倒披针

形且无柄、叶的边缘有锯齿

发现 5 种不同硫酸化程度的雪莲多糖都能通过经
典途径和替代途径表现出较强的抗凝血活性，并
呈剂量依赖性。低分子量的硫酸化雪莲多糖具有
很好的抗凝血作用，但天然的雪莲多糖则没有这
种作用，这表明多糖的硫酸基团可能对抗凝血活
性至关重要 [19]。
3　雪莲多糖的生物活性及作用机制

3.1　抗氧化

　　自由基是人体新陈代谢所产生的，在体内保
持一种生理的动态平衡，当这个平衡体被打破，
就会引发一系列的疾病，例如炎症、衰老等。中
药多糖具有很好的抗氧化活性，一方面可以直接
清除机体自由基；另一方面，还可以通过调节机
体一系列抗氧化酶的表达而间接清除自由基，从
而抑制氧化损伤的发生（见表 3）[7，9，11，18，20-28]。
3.2　终止妊娠

　　研究发现，雪莲多糖可以引起子宫收缩，且
兴奋子宫，从而达到终止妊娠的作用。雪莲多糖
通过对动情期组、非动情期组及乙烯雌酚诱发动
情期组的大鼠子宫 3 级离体实验发现：雪莲多糖
对各性周期离体大鼠子宫肌条都有明显的兴奋作
用，子宫收缩频率、振幅和张力、强度和其剂量
有关。其对动情期子宫的兴奋作用要明显高于非
动情期，可能是雌激素增加了子宫平滑肌对其的

敏感性 [21]。雪莲多糖能引起子宫平滑肌收缩，对
各周期离体的大鼠子宫肌条都有明显的兴奋作
用，其除了具有直接兴奋子宫的作用外，还可以
促进内源性前列腺素合成 [29]，因此雪莲多糖具有
终止妊娠的药理活性。
3.3　抗炎作用

　　炎症是一种常见的生理反应，也是对刺激所
产生的一种防御反应，但炎症常常伴随着红、肿、
热、痛等表现，进一步发展就会导致组织的坏死
和增生，从而导致症状或疾病的恶化。研究发现，
雪莲多糖可以通过抑制 P38MAPK 通路、炎症因
子以及调控 TLR-2 和 Th2 相关细胞因子的表达等
多靶点发挥抗炎作用，而且中药多糖还具有多途
径、多靶点、低毒性、不良反应少等独特的优势
（见表 4）[14，27-31]。
3.4　抑菌作用
　　天然多糖具有很好的抗菌活性，如黄芪多
糖、壳聚糖已经被应用于医药、食品等领域。天
然多糖种类很多，但其抗菌作用机制并无显著差
别，主要通过破坏细菌的细胞壁和细胞膜、调控
细菌内酶活性和离子水平、调控能量代谢、影响
基因等方面，达到抑菌效果 [32]。新疆雪莲水溶性
多糖（XL3）对细菌有较强的抑菌作用，但对真菌
没有抑菌作用，对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、



2141

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

表 2　雪莲多糖的单糖组成及活性 
Tab 2　Monosaccharide composition and bioactivity of Saussurea involucrata polysaccharides

种类 提取方法 单糖组成及摩尔比 相对分子质量 /Da 活性 文献

栽培雪莲多糖 超声 - 去离子水 Glc、Gal、Xyl、Rha、Ara、GalA
（0.76∶0.66∶0.11∶5.59∶0.32∶44.66）

  88 600 清除自由基 [7]

Glc、Gal、Xyl、Rha、Ara、GalA
（1.65∶0.39∶0.07∶8.33∶1.76∶40.43）

163 500

雪莲多糖 热水提取法 Ara、Rha、Gal、GalA、Glc
（19.85∶20.30∶27.12∶11.95∶8.69）

237 570 抗炎 [14]

藏雪莲多糖 热水浸提法 Xyl、Ara、Rha、Gal、Glc、GalA、Man
（1.00∶2.80∶2.60∶2.60∶2.00∶7.60∶1.60）

－ 清除超氧阴离子自

由基和羟自由基

[15]

绵头雪莲环面 热水提取法 Man、Rha、GlcA、GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara
（0.25∶0.53∶0.19∶15.35∶0.51∶1.10∶0.63∶1.73）

10 113 清除自由基抗 HBV [16-17]

Man、Rha、GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara
（0.83∶2.03∶15.00∶0.84∶8.26∶4.04∶6.01）

Man、Rha、GlcA、GalA、Glc、Gal、Ara
（0.92∶5.61∶0.93∶19.50∶2.42∶5.27∶3.01）

12 392 抗氧化 [18]

注（Note）：Glc. 葡萄糖（glucose）；Gal. 半乳糖（galactose）；Ara. 阿拉伯糖（arabinose）；Man. 甘露糖（mannose）；Rha. 鼠李糖

（rhamnose）；Xyl. 木糖（xylose）；GlcA. 葡糖醛酸（glucuronic acid）；GlaA. 半乳糖醛酸（galacturonic acid）；Fuc. 岩藻糖（fucose）。

表 3　雪莲多糖抗氧化活性研究及机制探讨  
Tab 3　Antioxidant activity and mechanism of Saussurea involucrata polysaccharides

种类 方法及对象 结果 机制 文献

栽培雪莲多糖 Marklun 法、DPPH
溶液、Wang 法

吸光度下降 清除超氧阴离子自由基、清除 DPPH 自由基、清除羟基自

由基

[7]

雪莲多糖 体外抗氧化实验 ① 抗氧化；② 抗黑色素生成 清除自由基；下调黑色素形成相关蛋白和因子，显著抑制

黑色素的生物合成

[9]

暴露于紫外线 B
（UVB）后的小鼠

降低 UVB 辐照诱导的氧化应激和 
DNA 损伤，增加角质形成细胞的

分化和脂质的产生

激活 PPAR-α 通路，减轻 UVB 诱导的氧化应激并抑制炎

症反应，调节角质形成细胞的增殖和分化，减轻脂质合

成障碍

[20]

绵头雪莲多糖 红细胞溶血实验 细胞内抗氧化活性 抑制生产活性氧和丙二醛（MDA）的生成，维持细胞抗氧

化酶 [ 超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）] 的正常活性，调节谷

胱甘肽（GSH）和氧化型谷胱甘肽（GSSG）的含量

[18]

天山雪莲多糖 小鼠 小鼠耗氧量降低、延长游泳时间 抑制小鼠肝匀浆硫代巴比妥酸钠反应物的产生 [21]

清除自由基活性测定 抗氧化 对 •OH 和 O2
－自由基的清除效果较好，对 R• 几乎没有清

除能力

[22]

水母雪莲多糖 昆明种雄性小鼠 减轻 UVB 辐照导致的小鼠皮肤损伤 水通道蛋白 3（AQP3）通路来减轻 UVB 辐照导致的小鼠

皮肤损伤

[23]

细胞实验 抑制中波紫外线照射所致的细胞凋亡 上调人成纤维细胞 P38、P53 和 Bcl-2 的表达，下调 Bax
和活性 caspase-3 的表达，增加 SOD、CAT 的活性和谷

胱甘肽的含量，减少 MDA 含量

[24]

小鼠 UVB 辐照引起的皮肤光老化 提高超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶和羟脯氨酸

（HYP）水平，同时降低 MDA 水平

[25]

藏雪莲多糖 氮蓝四唑比色法、

小鼠

溶液褪色、小鼠耗氧量降低、延长游

泳时间

清除超氧阴离子自由基 [11]

HaCaT 细胞实验 ① 对 UVB 辐照的 HaCaT 细胞的氧化

损伤具有保护作用；② 抗氧化

提高细胞活力，减少凋亡细胞数量，减轻细胞水肿程度，

恢复细胞形态，提高 SOD 活性、GSH 含量、CAT 活性，

降低 MDA 含量

[26]

HaCaT 细胞实验 减轻 UVB 辐照对 HaCaT 细胞造成的

凋亡 / 炎性损伤

通过 P38MAPK 通路减少 UVB 辐照后 HaCaT 细胞的凋

亡 / 炎性损伤，抑制 IL-6、TNF-α 的表达

[27-28]
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枯草杆菌这三种细菌都有很好的抑菌作用，其抑
菌活性顺序为：大肠埃希菌＞金黄色葡萄球菌＞

枯草杆菌，且随着多糖浓度的升高其抑菌作用更
好 [22]。从凤毛属植物分离出来的多糖（PS-SC）具
有较好的抑菌作用及成骨活性，但与分离出来的
黄酮类化合物相比，其对金黄色葡萄球菌的抑制
作用相对较强，但其成骨活性较强 [33]。天山雪莲
和其组织培养雪莲的粗多糖经分离纯化分别得到
新疆天山雪莲均一多糖（XJXL1）和组织培养雪莲
均一多糖（PYXL1），通过细胞实验发现，XJXL1

和 PYXL1 具有很好的抗菌作用，但是对真菌没有
最低浓度限制，可以推断这两个多糖对真菌没有
抑制作用 [34]。
3.5　其他活性
　　从绵头雪莲花瓣中分离纯化出一种多糖 SLP-
4，能够有效地抑制 HBV 的分泌，其作用机制是通
过 SLP-4 与 HBV 蛋白的相互作用来实现的，但对
HepG2细胞中 HBV 的增殖没有明显的抑制作用 [17]。
凤毛属植物分离纯化的多糖（SSP2、SSP6、SFP2
和 SFP6）主要有木糖（63.1% ～ 76.7%）、葡萄糖
（11.8% ～ 19.2%）、半乳糖（4.7% ～ 8.3%）和鼠
李糖（6.8% ～ 9.4%）等单糖组成。其中，SSP2、
SSP6 和 SFP2 具有较强的免疫调节活性，可诱导
单核 THP-1 细胞产生 NO，激活转录因子 NF-κB/
AP-1，并诱导单核 THP-6 细胞产生白细胞介素
（IL）-1α、IL-1β、IL-6、粒细胞巨噬细胞集落刺激
因子（GM-CSF）等细胞因子 [35]。雪莲多糖可以不
同程度地减轻辐照诱发的小鼠骨髓造血功能病理学
改变，显著提高血常规红细胞数量、血红蛋白含量
等，还可以明显促进 CD34＋造血细胞在整体细胞
中所占比率，其活性与阳性药再造生血片相当，因
此，雪莲多糖对再生障碍性贫血具有一定的治疗作
用 [36]。天山雪莲水提物可以显著地抑制乳腺癌细胞
的增殖，还能抑制乳腺癌细胞的迁移 [37]。
4　总结与展望
　　雪莲生长在高原寒带地区，是一种常用的中
药材，但对它的研究还处于初步阶段，对雪莲多
糖的结构和生物活性研究还不完善，其在抗病

毒、抗疲劳、终止妊娠、延缓衰老等方面仍具有
较大的开发价值。雪莲活性化学成分众多，但其
具有药理活性的多糖类化合物的作用机制亟待研
究。雪莲多糖的研究弊端主要存在以下几个方面：
① 雪莲生长条件比较恶劣，且数量有限，又由于
过度的开采，从而限制了雪莲在中药及功能性产
品中的广泛应用；② 雪莲多糖的研究多集中在单
糖组成，对其结构特征研究很少；③ 其活性研究
多集中在活性验证和机制探讨阶段，缺乏对其精
细结构的研究，从而导致多糖的结构与生物活性
之间的关系不明确，很难在分子水平阐明其活性
作用机制。
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治疗视网膜分支静脉阻塞及继发黄斑水肿药物研究进展

杨玉畅1，白杰1，胡盼祥1，刘曼婷1，史文娟1，朱倩1，刘娟1，谢立科2，郝晓凤2*，曲昌海1*

（1.北京中医药大学中药学院，北京　102488；2.中国中医科学院眼科医院，北京　100040）

摘要：视网膜分支静脉阻塞（BRVO）为临床常见眼科疾病，会对患者视力造成不可逆的损伤，

严重威胁人类生命健康。黄斑水肿（ME）为 BRVO 常见继发症，目前尚无特效药物针对治疗，

因此对 BRVO 及继发 ME 相关治疗药物的研究显得尤为重要。本文就近年来治疗 BRVO 和继

发 ME 的药物研究最新进展进行综述。
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Advances in drug therapy for branch retinal vein occlusion
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Chinese Medicine, Beijing  100040)

Abstract: Branch retinal vein occlusion (BRVO) is a prevalent ocular pathology in clinical practice, 
which may potentially cause irreversible damage upon patients’ visual acuity and consequently pose a 
substantial threat to overall human well-being. Macular edema (ME) emerges as a prevalent sequelae 
of BRVO, and as of now, there lacks a definitive pharmaceutical intervention for its management. 
Consequently, development of drugs targeting BRVO and secondary ME matters much. This article 
comprehensively reviewed the recent advance in pharmaceutical research on the treatment of BRVO 
and secondary ME. 
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　　视网膜分支静脉阻塞（branch retinal vein oc-
clusion，BRVO）发病率较高，30 ～ 89 岁人群患
病率为 0.77%，且半数以上患者会继发黄斑水肿
（macular edema，ME），给视功能带来严重威胁。
血流动力学变化、血管壁退化和血液高凝状态是
BRVO 病理发展过程中的重要因素，但具体发病
原因尚不明晰。其具有年龄相关性，随年龄的增
长患病率不断增加。ME 是 BRVO 常见并发症，
会对患者视功能造成严重损伤 [1]，其病理发展过
程见图 1。目前，临床治疗手段主要包括药物治
疗和手术治疗，而药物治疗是最常用的治疗手段，

治疗 BRVO 药物分类见图 2。抗血管内皮生长因
子（vascular endothelial growth factor，VEGF） 类
药物的玻璃体内注射以及针对炎症途径的药物在
缓解视网膜血管异常和减少 ME 方面表现出良好
的前景。此外，传统中药在视网膜血管疾病的治
疗中展现了独特的优势，与西药治疗相结合，中
药不仅可以减轻症状，还可能在改善患者视觉功
能方面发挥积极作用。因此，本综述旨在全面总
结近年来治疗 BRVO 的药物认识和研究进展，以
期推动治疗 BRVO 药物的开发。
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图 1　BRVO 及继发 ME 病理发展过程图

Fig 1　Pathological development process of BRVO and secondary ME

图 2　治疗 BRVO 药物汇总图

Fig 2　Summary of drugs for treating BRVO

1　西药治疗 BRVO
1.1　抗 VEGF 药

　　VEGF 是 BRVO 病理发展过程中的关键因子。
VEGF 具有改变血管通透性和诱导新血管形成的
能力，致使血 - 视网膜屏障（blood-retinal barrier，
BRB）受到破坏，导致眼部血管病变 [2]。因此，
抗 VEGF 药物应运而生，因其疗效确切而成为临
床治疗的一线用药，见表 1。

　　抗 VEGF 药物具有高亲和性和高靶向性，由
于抗 VEGF 药物具有不同的结构特征，其在靶
向选择性、药物吸收、分布、代谢、亲和力方面
存在差异。雷珠单抗和贝伐单抗可以结合所有
VEGF-A 亚型，并且雷珠单抗为针对 VEGF-A 的
单克隆抗体片段，其抗原结合部分具有更高的亲
和性。而阿柏西普能够捕获 VEGF-A、VEGF-B 和
胎盘生产因子（placental growth factor，PLGF）[16]。
Puddu 等 [17] 的划痕实验证明，在抑制新生血管生
成方面，雷珠单抗要比阿柏西普更加有效。但有
研究指出，在临床应用方面四种单克隆抗体在有
效性、安全性方面无显著性差异。为个别患者选
择抗 VEGF 药物时，应考虑其他因素，包括可负
担性、药物可获得性和患者特征。
1.2　糖皮质激素

　　尽管抗 VEGF 药物在治疗 BRVO 方面疗效显
著，但有些患者存在心血管疾病等相关禁忌证，或
者对抗 VEGF 药物反应不佳 [18]，为此，糖皮质激
素成为一种备选治疗方案。糖皮质激素是一种类固
醇，通常由肾上腺合成并释放，具有调节人体生
长、发育等功能。在药理剂量下，糖皮质激素可以
抑制 VEGF、IL-1、IL-6 等细胞因子表达，发挥抗
炎、降低血管通透性、稳定 BRB 的作用 [19]。目前
治疗 BRVO 及继发 ME 常用的糖皮质激素类药物
包括曲安奈德和地塞米松玻璃体植入剂（见表 2）。

表 1　治疗 BRVO的抗 VEGF药物信息 
Tab 1　Anti-VEGF drugs for BRVO

名称 结构类型 作用机制 临床疗效 文献

贝伐单抗 重组人源化单克隆抗体，嵌

合了人免疫球蛋白 G1

（immunoglobulin G1，IgG1）

抑制原钙黏蛋白 7、蛋白 FAM192A、ATP 合酶蛋白 8、
白细胞介素（interleukin）-6（IL-6），IL-8 和单核细

胞趋化蛋白 -1（monocyte chemoattractant protein-1，
MCP-1）表达；上调甲状腺素转运蛋白和Ⅲ型泛酸激酶

患者视力显著提升，中央黄

斑厚度（central macular 
thickness，CMT）明显降低；

促进 BRVO 继发 ME 消退

[3-5]

雷珠单抗 贝伐单抗 Fab 片段 抑制 VEGF、IL-6、IL-8、可溶性细胞间黏附分子 -1
（intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1）、血小板

来源生长因子 -AA（platelet-derived growth factor-AA，

PDGF-AA）、MCP-1 等细胞因子表达

患者 CMT 水平明显提高；治

疗有效率明显提升，且未增

加并发症发生风险

[6-7]

阿柏西普 人体 VEGF 受体（receptor）-1
（VEGFR1）和 VEGFR2
的胞外区与人 IgG1 的抗

体结晶片段（fragment 
crystallizable，FC）组成

维持脉络膜正常生理结构；降低 VEGF、IL-6、IL-8、
IL-12 蛋白表达

患者最佳矫正视力由治疗前

的（0.73±0.21）提升至

（0.53±0.17）；虽有部分患

者出现眼压升高、眼痛等不

良反应，但均自行缓解

[8-11]

康柏西普 人源化的可溶性的 VEGFR
融合蛋白，具有 VEGFR1
的细胞外结构域 -2 和

VEGFR-2 的细胞外结构

域 -3、细胞外结构 -4

降低 ICAM-1、血清巨噬细胞炎性蛋白 -1（serum 
macrophage inflammatory protein-1，MIP-1）、活性氧

（reactive oxygen species，ROS）、还原型烟酰胺嘌呤

二核苷酸磷酸氧化酶 1（NADPH oxidase 1，NOX1）及

NOX-4、VEGF 蛋白表达；视网膜内皮细胞增殖减弱

患者视力水平明显提升，最

佳矫正视力从治疗前的

（0.62±0.18），提高至注

射后一年的（0.40±0.10）；

CMT 明显降低

[12-15]
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表 2　治疗 BRVO的糖皮质激素类药物信息 
Tab 2　Glucocorticoid drugs for BRVO

名称 作用机制 临床效果 参考文献

曲安奈德 抑制 IL-1、IL-6 和肿瘤坏死因子α（TNF-α）等

炎症因子的表达，减轻相关炎症反应；抑制

VEGF 的表达，降低血管通透性；抑制巨噬细

胞的修复和吞噬作用，抑制免疫反应

与激光光凝联合治疗显著改善患者最佳矫正视

力，CMT 明显降低，血管血流密度显著上升；

但治疗过程中部分患者存在眼压升高现象

[20-21]

地塞米松玻璃体植入剂 抑制 VEGF 过度表达从而减少水肿；抑制 IL-8、
TNF-α、ICAM-1 以减轻炎症细胞的浸润；抑

制血小板聚集以减轻血栓形成风险

与雷珠单抗联用改善患者 CMT 水平，提高治疗

有效率，有效减轻因注射引起的并发症；早期

（0 ～ 3 个月）应用治疗效果更佳

[22-24]

　　曲安奈德与地塞米松玻璃体植入剂在治疗
BRVO 及继发 ME 上表现出显著的治疗效果。然
而全身应用糖皮质激素可能引起强烈不良反应，
而局部用药则难以达到有效的药物浓度。因此，
眼内注射被广泛采用，研究指出，后筋膜囊下注
射方式更安全，对眼内压的影响较小 [21]。与曲
安奈德相比，地塞米松与小梁网和晶状体的亲和
力相对较低，降低了眼压升高和白内障发生的风
险。地塞米松玻璃体植入剂由含有地塞米松微颗
粒的乳酸和乙醇组成，释药平稳、药效持久，可
有效维持 BRB 的稳定性 [25]。纳米技术的应用使
得糖皮质激素类药物精准递送成为可能。采用纳
米脂质体包载曲安奈德可达到靶向给药的目的，
从而提高药物的安全性和耐受性 [21]。
1.3　Rho 相关激酶抑制剂

　　Rho 相关激酶是一类蛋白激酶，研究发现，
Rho 相关激酶异常活性会刺激视网膜色素上皮层
（retinal pigment epithelial，RPE）细胞中 ICAM-1
的表达，促进白细胞黏附并导致白细胞淤积和炎
症因子水平升高。此外，视网膜处血管口径也受
到 Rho 相关激酶通路的调节。其通过诱导血管收
缩、腔内起泡、视网膜缺氧和 RPE 细胞重塑，促
进了 BRVO 的病理发展过程 [26]。
　　Rho 相关激酶抑制剂多为小分子化合物，作
用机制为与腺苷三磷酸（adenosine triphosphate，
ATP）竞争 Rho 相关激酶分子上的 ATP 结合位点，
抑制 Rho 相关激酶催化的 ATP 的末端磷酸基团向
底物分子的转移。目前 Rho 相关激酶抑制剂被研究
用于治疗多种眼部疾病，对 BRVO 及继发 ME 也
展现出治疗潜力。研究表明 Rho 激酶抑制剂可降低
模型小鼠视网膜中肌球蛋白磷酸化、内皮一氧化氮
合酶（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）磷酸
化和 VEGF 的表达水平，抑制内皮细胞中 ICAM-1
的表达，显著减少血管渗漏和新生血管形成 [27]。
此外其可有效维持眼部细胞的骨架形态，降低基
质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）和

TNF-α 的含量 [28]。这些效应有助于保护视网膜结构
和功能，维护 BRB 的稳定，减少视力受损的风险。
目前 Rho 相关激酶抑制剂应用于眼部疾病的治疗
领域大多还处于研究阶段，并没有广泛进入临床应
用。利巴舒地尔和奈他舒地尔是两种可用于眼科的
Rho 相关激酶抑制剂，通常耐受性良好，但伴有轻
度和短暂的局部不良反应如红肿、瘙痒等。
2　中药治疗 BRVO
　　中医视角下 BRVO 无明确病名相对应，属
“络损暴盲”“血证”范畴。中医认为 BRVO 的病
因主要是由情志内伤、肝气郁结、血瘀引起，医
家多从这几方面入手，通过辨证论治治疗疾病。
2.1　中药汤剂

　　中药汤剂最能切合中医辨证施治的理论要
求，可随症加减、配伍灵活。大多数临床方剂是
根据中医古代经典名方加减变化或多方重组而
来，如渗湿明目方由天麻钩藤饮合五苓散变化而
来 [29]，祛瘀通络方由血府逐瘀汤合二陈汤加减而
成 [30]，黄斑消肿方由《丹溪心法》中所载四苓散
化裁而成 [31]。通过对临床方剂中药物的分析，发
现使用频次较高的药物主要有桃仁、红花、川芎、
生地黄、当归和茯苓等。这些药物性味多为甘寒
或苦寒，大都归于肝经，具有祛瘀、活血、行气
的功效，说明医家多根据活血化瘀、利水消肿、
调达血气、化痰消肿的治疗思路进行辨证用药。
常用的组方药对包括红花 - 桃仁、川芎 - 茯苓等，
提示组方需注意活血化瘀、行气、利水渗湿药物
之间的配伍组合。
　　中药汤剂在临床使用过程中，常根据患者自
身症状随症加减，体现中医辨证施治的特点。例
如，对于祛积通络方增加方中地龙和红花的含量
可以提高对视网膜出血患者的治疗效果 [32]，而对
于水肿明显的患者，则可以使用黄斑消肿方并增
加茯苓和猪苓的含量。在临床应用中，中药方剂
很少单独使用，常与抗 VEGF 药物联合应用以取
得更好的治疗效果。例如，加味桃红四物汤与康
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柏西普联合使用，疗效显著提升，临床总有效率
从 75.56% 提升至 92.00%[33]。
　　近年来研究者们对中药复方也展开了部分实
验研究，结果表明中药复方对于 IL-6、IL-8、缺
氧诱导因子 1α、VEGF 以及 Janus 激酶蛋白 2、
磷酸化 Janus 激酶蛋白 2 的蛋白表达具有下调作
用 [34]，其对于眼表炎症和局部缺氧缺血的状态都
有一定的改善作用。
2.2　中成药

　　随着科技的不断进步，治疗 BRVO 及继发
ME 的中成药制剂不断出现，具有方便、易用、
价格相对较低等优点。经过分析发现中成药组方
形式主要有三种：复方中药制剂、单味药中药制
剂、中西医复方制剂。
　　复方中药制剂在中成药中所占比例最大，组
方遵循传统的“君臣佐使”原则，中成药在组方
和治疗上偏向于调节身体肝肾功能，通过祛瘀化
痰辨证治疗 BRVO 及继发 ME。绝大部分药物通
过口服给药，存在片剂、丸剂、胶囊剂、颗粒剂、
注射剂等多种剂型。值得注意的是，注射剂本身
具有高风险特征，因此在中药注射液的应用过程
中，应在中医药理论的指导下，辨证用药。目前
已上市治疗 BRVO 的中成药有复方血栓通胶囊、
益脉康胶囊等，临床也常采用治疗糖尿病视网膜
病变和凉血化瘀类药物作为替代药物，如芪明颗
粒 [35] 和血明目片 [36] 等。经过文献汇总分析发现，
中成药处方中所含药物多为活血化瘀类药物，性
味多以甘寒类药物居多，决明子、枸杞子、当归、
菊花等药物在中成药的组方中出现频率较高，这
可为我们进一步研发新药提供基础。
　　丹参注射液为单味中药组成的中成药，临床
研究显示其可以有效改善患者视网膜血液循环和
血液高凝状态，从而缓解细胞缺氧状态，起到保
护视网膜细胞，维持血管内皮细胞正常生理状态
的功能 [37]。银杏叶滴丸有效成分为银杏叶总黄酮
苷、银杏萜内酯，是中药银杏叶提取物，具有抗氧
化、抗血栓、抗血小板聚集的功能，可以显著降低
血液黏度，改善视网膜微循环，临床与康柏西普联
用可有效改善患者视力水平，临床总有效率显著提
高 [35]。复方樟柳碱注射液、银杏达莫注射液属于
中西医复方制剂，均具有视网膜处血液微循环，缓
解细胞氧化应激反应的功能 [38]。但目前中西医复
方制剂的相互作用机制并不明确，因此在使用过程
中应谨慎、合理用药。
3　小结与展望

　　BRVO 的发病率相对较高，全球有 1600 多
万人受其影响。目前，抗 VEGF 药物、糖皮质激
素类药物和中药复方等是常用的 BRVO 治疗药
物。然而，这些治疗药物普遍存在疗效单一、易
复发等问题。眼内注射使得 Rho 相关激酶抑制剂
具有更高的特异性和更低的不良反应发生率。尽
管 Rho 相关激酶在 BRVO 病理中扮演着重要的角
色，但其抑制剂的疗效和安全性尚未完全确定，
因此需要更多的临床试验来验证其治疗效果。
　　眼部独特的生理结构使得药物在眼后端递送
困难，即便采用眼内注射方式，也难以达到长期
治疗效果。因此，BRVO 的治疗策略还需进一步深
入探索以更好地满足临床需求。目前针对 BRVO
药物的研究集中在将抗 VEGF 药物与纳米材料结
合，以实现药物在体内精准递送至病变部位。尽
管相关研究已经取得一定进展，但大部分仍处于
实验室研究阶段，离临床应用还需要更多深入的
研究和验证。未来药物研发的方向应充分借助新
兴技术，如基因治疗和纳米技术，以提升治疗的
精准度和效能；加强对潜在药物靶点的深入研究，
以开发更为精确和有针对性的治疗方法。
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钩藤碱治疗阿尔茨海默病的药理作用研究进展

张阳，朱梦宇，陈垒*，邝莹*（赣南医科大学，江西　赣州　341000）

摘要：阿尔茨海默病（AD）是一种常发于老年人的神经退行性疾病，发病机制复杂，且治疗

药物有限，给社会造成了巨大负担。钩藤碱是从中药钩藤中分离得到的一种吲哚类生物碱，具

有显著的神经药理作用，可通过多种机制发挥抗 AD 治疗作用。本文首先对 AD 可能的发病机

制进行总结，深化对 AD 发病机制的认识，为 AD 药物开发提供潜在的治疗靶点；同时，也对

钩藤碱的神经药理作用进行综述，为以钩藤碱为先导化合物的抗 AD 药物开发提供新思路。
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Alzheimer’s disease
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Abstract: Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease that often occurs in the elderly. 
Its pathogenesis is complex and treatment drugs are limited, which causes a huge burden to the 
society. Rhynchophylline is an indole alkaloid isolated from Uncaria rhynchophylla, which has 
remarkable neuropharmacological and anti-AD therapeutic effects via various mechanisms. This 
paper summarized the pathogenesis of AD in recent years, and proposed potential therapeutic targets 
for AD drug development. At the same time, the neuropharmacological action of rhynchophylline 
was reviewed to provide new ideas for the development of anti-AD drugs with rhynchophylline as the 
leading compound. 
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　　阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）
是一种常见的导致大脑细胞退化的神经退行性疾
病，是造成老年痴呆的主要原因，其典型特征是
个人日常活动中思维能力、语言能力和独立能力
下降 [1]。目前全球大约有 5000 万 AD 患者，预计
到 2050 年这一数字将增至 1.52 亿人 [2]。AD 的主
要病理特征包括β 淀粉样蛋白（amyloid β，Aβ）
沉积形成的老年斑、tau 蛋白过度磷酸化形成的
神经原纤维缠结、神经炎症和氧化应激等 [3]。由
于发病机制不明确，目前尚无能够根治 AD 的药
物，临床上主要采用“对症治疗”策略，通过胆
碱酯酶抑制剂（多奈哌齐等）、N- 甲基 -D- 天冬氨

酸（N-methyl-D-aspartic acid，NMDA）受体拮抗
剂（美金刚）和脑代谢复活剂（尼麦角林等）等疗
法来改善患者的认知功能，缓解病情 [4]。因此，
阐明 AD 发病机制，揭示其潜在的治疗靶点，并
以此寻找有效的治疗药物迫在眉睫。
　　生物碱作为一类重要的天然产物，其结构
复杂，功能多样，对中枢神经系统具有多种药
理作用。部分生物碱类药物已被用于临床治疗
AD，如胆碱酯酶抑制剂加兰他敏 [5]。钩藤是我
国一种重要的药用资源，为钩藤属植物的干燥带
钩茎枝，具有息风定惊、清热平肝的功效，对中
枢神经系统疾病和心血管疾病具有显著的治疗作
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用 [6]。钩藤碱是从钩藤中提取出的一种代表性吲
哚类生物碱，是钩藤主要的药效物质。此外，钩
藤中的另一种有效物质异钩藤碱与钩藤碱互为同
分异构体，在体内钩藤碱和异钩藤碱可相互转
化 [7]。大量研究证实，钩藤碱对 AD 具有显著的
神经保护作用，可通过多种机制发挥抗 AD 治疗
作用。我国对钩藤碱的提取和应用具有天然优势，
从钩藤中提取钩藤碱或化学合成钩藤碱的方法均
已得到开发 [8]。本文将系统介绍 AD 的发病机制，
并对钩藤碱和异钩藤碱治疗 AD 的药理作用进行
综述，以期为 AD 药物开发和治疗提供新思路。
1　AD发病机制

1.1　Aβ 假说

　　AD 的进展总是伴随 Aβ 沉积导致的老年斑的
形成，但 Aβ 是否是导致 AD 的病因之一还存在疑
点。一方面一篇发表在 Nature 上的“Aβ 假说”领域
的重要开创性论文存在学术造假，许多基于 Aβ 的
研究效果甚微；另一方面 FDA 批准上市的 Aβ 抗
体药物 Lecanemab 已显示出有效性。对 Aβ 药物的
评价应基于其对β- 淀粉样蛋白的清除率和对 AD
症状的改善作用综合判断。Aβ 由β- 淀粉样蛋白前
体蛋白（amyloid precursor protein，APP）顺序水解
而得 [9]，是一种主要存在于神经元上的大型Ⅰ型
跨膜蛋白，具有两个不同的结合位点，能分别结
合α- 分泌酶和β- 分泌酶。α- 分泌酶将 APP 切割
后得到 C 端片段 C83，β- 分泌酶切割后得到 C 端
片段 C99，接下来 γ- 分泌酶结合到 C99，进一步
将其切割产生 Aβ 肽（见图 1）[10]。Aβ 肽是可溶性
物质，能通过晚期糖基化终产物受体（the receptor 
of advanced glycation endproducts，RAGE）和低密
度脂蛋白受体相关蛋白 1（low-denisity lipoprotein 
receptor-related protein 1，LRP1）等途径转移出大
脑 [11-12]。当 Aβ 的产生与转移失衡后，Aβ 在脑内
浓度增加，可形成斑块沉积和低聚体 [13]。Aβ 低
聚体能引起 Ca2 ＋内流紊乱，导致神经元活力下降
甚至死亡。沉积的 Aβ 斑块和低聚体可与生物膜
结合后破坏生物膜的正常生理功能 [14]，还能够与
多种模式识别受体结合激活小胶质细胞，使其释
放多种炎症因子诱导炎症损伤。小胶质细胞和星
形胶质细胞释放的凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis-
associated speck-like protein，ASC） 与 Aβ 形 成 复
合物后，再与邻近小胶质细胞 / 星形胶质细胞
NOD 样受体蛋白热蛋白结构域蛋白 3（NOD-like 
receptor thermal protein domain associated protein 3，
NLRP3）结合形成炎症小体。与 ASC 相比，ASC-

Aβ 会放大促炎反应，并导致细胞焦亡 [15-16]。因此，
抑制β- 分泌酶和 γ- 分泌酶的活性，减少 Aβ 的产
生，增加 Aβ 的清除，抑制 Aβ 诱导的神经损伤，
并以 AD 症状改善为参考，可作为治疗 AD 和药物
开发的方向。

图 1　APP 的两种水解途径

Fig 1　Two hydrolysis pathways of APP

1.2　tau 蛋白

　　tau 蛋白是一种微管相关蛋白（microtubule-as-
sociated protein tau，MAPT），在轴突中将微管蛋
白聚合为微管并维持其稳定性，能够维持复杂的
神经元细胞微结构并负责细胞内物质运输，是神
经元细胞骨架的重要组成部分 [17-18]。在病理条件
下，tau 蛋白被糖原合成酶激酶 -3β（GSK-3β）及
其调节因子 c-Jun 末端激酶（JNK）、细胞周期蛋
白依赖性蛋白激酶 -5（Cdk5）、丝裂原活化蛋白
激酶（MAPK）等激酶过度磷酸化 [19]，影响其结
合微管蛋白和促进微管组装的能力，最终导致细
胞骨架崩溃、细胞活力丧失和死亡 [20]。在 AD 小
鼠模型中，能观察到 Aβ 和 tau 蛋白的关联性：Aβ
可以加速 tau 蛋白的聚集，而 tau 蛋白表达的减少
可以削弱 Aβ 诱导的神经元功能障碍 [21]。tau 蛋白
相关药物的开发方向主要以抑制诱导过度磷酸化
的激酶为主。
1.3　神经炎症

　　研究表明，神经炎症也是诱发 AD 退行性病
变的一个关键因素。早期研究主要集中在小胶质
细胞介导的固有免疫应答方面。作为中枢神经系
统的固有免疫细胞，小胶质细胞在大脑监测和稳
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态中发挥着重要作用。生理条件下，小胶质细胞
具有免疫监视和神经营养作用。当小胶质细胞受
到病原相关分子刺激时，则会分泌大量炎症介质
和神经毒性物质，致使神经元损伤和凋亡，损害
机体认知功能。全身炎症反应产生的炎症因子浸
润或脑内病理相关的 Aβ 和 tau 蛋白等异常蛋白
可通过模式识别受体刺激并激活小胶质细胞，活
化后的小胶质细胞释放大量白细胞介素（IL）-1β
（IL-1β）、干扰素 -γ（IFN-γ）、肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）和 IL-6 等促炎细胞因子和神经毒性物
质，加剧周围神经元的损伤 [22]。活化的小胶质细
胞还会合成组织蛋白酶 B 等水解酶来破坏细胞外
基质导致神经元功能障碍。受损或死亡的神经元
也会释放内源性损伤相关分子进一步刺激小胶质
细胞，最终导致长期炎症和神经退行性病变 [23]。
此外，TNF-α 能增强β- 分泌酶和 γ- 分泌酶的活
性，IL-1 和 IL-6 能增加 APP 的表达，导致大脑
内产生更多的 Aβ。IL-1、IL-6 还分别通过 MAPK
途径和 CDK5 途径诱导 tau 蛋白过度磷酸化 [24]。
　　大量研究证实 T 细胞介导的适应性免疫应答对
神经炎症反应也具有重要的调控作用。根据表型和功
能，CD4＋T 细胞可分为辅助性 T 细胞（helper T cell，
Th）和调节性 T 细胞（regulatory T cell，Treg）。其中
Th1 和 Th17 是主要的效应 T 细胞亚群，常诱导中枢
炎症的产生。调节性 T 细胞则能抑制机体过度免疫
应答，发挥抗炎或神经修复作用。生理条件下，Th
和 Treg 处于动态平衡以维持机体免疫稳态。而病理
条件下，Aβ 和 tau 等自身抗原可诱导 Th 大量激活，
Treg 减少，打破中枢免疫平衡，从而促发或加剧神
经炎症反应 [25]。Th1 细胞释放 IFN-γ 和 TNF-α 促进小
胶质细胞活化，小胶质细胞也通过提呈自身抗原诱
导更多 Th 分化。Th1 细胞还可通过激活 CD8＋ T 淋
巴细胞介导细胞毒作用，诱导神经元凋亡 [26]。Th17
细胞及其细胞因子 IL-1、IL-6 会损害血脑屏障的完整
性，促进外周淋巴细胞浸润。IL-17a 对神经元和血脑
屏障具有直接毒性，并能够募集中枢神经系统中性
粒细胞的浸润，激活中性粒细胞产生更多的 IL-17a，
最终导致病情逐步恶化 [27]。实验发现，用 Aβ 反应性
Teffs 处理 APP/PS1 小鼠会加剧小鼠记忆障碍和神经
炎症，小胶质细胞活性上升和 Aβ 负荷增加，Treg 细
胞数量减少 [28]。而过继转移体外扩增培养的 Aβ 特异
性 Treg 细胞能有效抑制 AD 转基因小鼠的神经炎症，
并改善其记忆和认知功能 [29]。因此，调节 Teffs/Treg
的平衡，能有效延缓 AD 患者的病理进程。参与调控
CD4＋T 细胞的转录因子和炎症介质如表 1 所示。

1.4　氧化应激

　　氧化应激也参与了神经元损伤和 AD 退行性病
变过程。神经元受到损伤刺激后，诱导氧化作用与
抗氧化能力失衡，抗氧化酶活性改变或耗竭，从而
导致大量活性氧自由基（ROS）的累积。此外，活
化的小胶质细胞为介导炎症反应，通过呼吸爆发大
量生成氧自由基。ROS 主要在线粒体生成，大量线
粒体 ROS 可以破坏线粒体膜电位，并进一步加速
ROS 的产生。当线粒体内 ROS 增加到一定程度后
导致其他细胞器受累，最终导致蛋白和质膜发生过
度氧化 [30]。ROS 可影响细胞的正常代谢，导致 Aβ
累积增加和 tau 蛋白的过度磷酸化。Aβ 也可以通过
与线粒体膜结合来加速 ROS 的产生，改变线粒体
功能，最终导致细胞能量代谢异常，诱导神经元凋
亡和突触功能丧失，发生进行性退变 [31]。核因子
E2 相关因子 2（Nrf2）是对抗氧化应激的主要调节
因子，被认为是一个有吸引力的 AD 治疗靶点 [32]。
Nrf2 激活后从细胞质转移到细胞核，调控数个抗
氧化基因转录，产生包括醌氧化还原酶（quinone 
oxidoreductase 1，NQO1）[ 如 NAD（P）H]、 谷 胱
甘肽 - 硫基转移酶（glutathione-S-transferses，GSTs）
等产物对抗氧化应激 [33-34]。一项关于 Nrf2 的研究
发现，Nrf2 存在于正常海马神经元的细胞核和细胞
质中，并且在细胞核中的丰度更大。然而，在 AD
患者中，Nrf2 仅存在于细胞质中，这表明 AD 患者
大脑中 Nrf2 活性降低 [35]。
1.5　胆碱能学说

　　研究发现，早期 AD 患者就伴随着基底前脑
胆碱能神经元的退行性病变，出现大量胆碱能神
经元丢失。患者的记忆丧失程度和胆碱能突触功
能缺失密切相关，如乙酰胆碱受体下调，乙酰胆
碱合成减少等均显著影响患者的记忆功能 [36]。乙
酰胆碱受体一般分为两类：烟碱乙酰胆碱受体

表 1　CD4 ＋ T细胞亚群在神经炎症中的作用 
Tab 1　Role of subpopulations of CD4 ＋ T cells in the 

neuroinflammation

细胞

种类

调控相关

转录因子

自身分泌炎症

介质
对神经炎症的影响

Th1 STAT4、
T-bet

IFN-γ、
TNF-α、
IL-2

促进小胶质细胞活化、激活 CD8 ＋

T 淋巴细胞介导的细胞毒作用、

诱导神经元凋亡

Th17 STAT3、
RORγt

IL-1、IL-6、
IL-17a、 
IL-22

对神经元具有直接毒性、损害血脑

屏障的完整性、募集中枢神经系

统中性粒细胞的浸润

Treg Foxp3 IL-10、TGF-β 上调免疫抑制功能、控制或逆转神

经炎症



2152

Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8 　中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期

（nicotinic acetylcholine receptor，nAChR）和毒蕈碱
型乙酰胆碱受体（muscarinic acetylcholine receptors，
mAChR）。Aβ 对 nAChR 产生的作用与脑内 Aβ 的
浓度有关。生理条件下，低浓度 Aβ 激活 nAChR。
而在病理环境下，Aβ 浓度增加形成斑块沉积和低
聚体时，这种作用则被逆转，并导致受体抑制和
胆碱能缺失 [37]。另外，nAChR 与细胞膜特性密切
相关，其跨膜结构域与周围脂质广泛接触。因此，
nAChR 功能也受其脂质微环境的影响。APP 加工
成 Aβ 的过程改变了细胞膜的结构，同时也可能改
变了 nAChR 的位置和功能 [38]。胆碱酯酶抑制剂是
目前临床获批最多的 AD 治疗药物，例如盐酸多
奈哌齐，在治疗早期 AD 患者尤其是改善记忆认
知方面效果非常显著 [5]。目前从天然产物中寻找
高靶向性、高选择性、低毒副作用的胆碱酯酶抑
制剂依旧是抗 AD 药物开发的一个重要方向。
1.6　神经兴奋性损伤

　　NMDA 受体是人脑中的关键受体之一，在海
马体、纹状体、大脑皮层和杏仁核中密度极高。
NMDA 受体数量与联想记忆、学习和突触强度
密切相关。NMDA 与突触外 NMDA 受体结合引
起 Ca2 ＋内流，产生兴奋性动作电位，NMDA 受
体过度兴奋可导致衰老大脑的神经可塑性受损和
认知缺陷 [39]。有研究发现，tau 蛋白在 NMDA 受
体突触传递过程中发挥了重要作用。tau 蛋白能与
一种 Src 酪氨酸激酶 Fyn 结合，形成 tau-Fyn，tau-
Fyn 能定位并磷酸化突触后膜外 NMDA 受体上的
GluN2B 位点，这种磷酸化促进了 NMDA 受体和
PSD95 的相互作用，并激活 NMDA 受体。而磷酸
化的 tau 蛋白与 Fyn 结合后会增强该激酶的活性，
最终导致 NMDA 受体过度兴奋 [40]。NMDA 受体
拮抗剂（美金刚）也是临床治疗 AD 的药物之一。
2　钩藤碱的抗 AD药理作用

2.1　钩藤碱的神经保护作用

　　钩藤碱及其同分异构体异钩藤碱具有显著的神
经保护作用，能抑制神经元的非正常凋亡。Zheng
等 [41] 使用 LY294002（一种 PI3K 选择抑制剂），在
1- 甲基 -4- 苯基吡啶（MPP＋）处理的 PC12细胞中，
其能阻断钩藤碱引起的 Bax 和 caspase-3 减少和
Bcl-2 增加，LY294002 还有效抑制了钩藤碱引起的
Akt 磷酸化，这表明钩藤碱通过激活 PI3K/Akt 信号
通路发挥神经保护作用。
　　异钩藤碱也有神经保护作用。异钩藤碱通过下
调海马 Bcl-2/Bax、caspase-3 和 caspase-9 的蛋白和
mRNA 水平，以及抑制 tau 蛋白 Ser396、Ser404 和

Thr205 位点的过度磷酸化，减弱了 Aβ25-35 诱导的
神经元凋亡 [42]。进一步研究表明，异钩藤碱可以
通过作用 PI3K 或 PI3K/Akt 信号通路，加强 Akt 的
磷酸化，对 GSK-3β 产生抑制作用。GSK-3β 表达下
调后，脑内 tau 蛋白过度磷酸化和细胞凋亡减少。
该结果表明，GSK-3β 活性的下调和 PI3K/Akt 信号
通路的激活与异钩藤碱的神经保护密切相关 [43]。
2.2　钩藤碱对 Aβ 和 tau 蛋白的作用

　　在 APP/PS1 小鼠中观察到淀粉样斑块在大脑
皮层和海马中积聚，而钩藤碱给药后显著降低了
两个大脑区域淀粉样斑块的总面积，且显著降低
了 APP/PS1 小鼠大脑皮层中 Aβ 的可溶性组分，大
脑皮层中可溶性 Aβ1-40 和 Aβ1-42 水平相比对照组，
含量分别减少约 30% 和 20%[43]。大鼠海马注射
Aβ25-35 诱导空间记忆障碍、神经元凋亡和 tau 蛋
白过度磷酸化。使用异钩藤碱治疗 21 d 可显著改
善 Aβ25-35 诱导的大鼠认知缺陷。钩藤碱和异钩藤
碱都能减少脑内 Aβ和 tau 的聚集 [42]。钩藤碱和异
钩藤碱都能减少脑内 Aβ 和 tau 的聚集。Kim 等 [44]

通过组织学和硫黄素 T（ThT）染色显示，在 3xTg
小鼠中，钩藤碱可以调节 Aβ 和 tau 的聚集和解离。
异钩藤碱可减少 TgCRND8 小鼠大脑皮层和海马中
Aβ的沉积，通过抑制 Aβ诱导的 JNK 信号通路的
激活，降低 TgCRND8 小鼠大脑中 c-Jun 和 JNK 的
磷酸化水平，从而抑制小胶质细胞和星形胶质细
胞的激活 [45]。
2.3　钩藤碱对神经炎症的调节

　　小胶质细胞的过度激活导致炎性细胞因子的
产生增加，从而导致神经炎症。研究发现，钩藤
碱给药能显著减少 APP/PS1 小鼠中 Aβ 斑块相关
反应性小胶质细胞的数量；钩藤碱给药导致 Spp1、
Gpnmb 和 Itgax 三种炎症相关基因的转录水平降
低 [42]。Song 等 [46] 研究发现脂多糖（LPS）能刺激
小胶质细胞产生促炎介质，而钩藤碱给药后能显
著降低 LPS 激活的小胶质细胞中炎症介质一氧化
氮（NO）、前列腺素 E2（PGE2）、单核细胞趋化
蛋白 -1（MCP-1）、TNF-α 和 IL-1β 的水平。此外，
异钩藤碱给药 40 mg·kg－ 1 能抑制小胶质细胞和
星形胶质细胞的活化，降低 TNF-α、IL-6 和 IL-1β
的水平 [47]。钩藤碱还可显著改善 1-（2，5- 二甲氧
基 -4- 碘代苯基）-2- 氨基丙烷（DOI）诱导的秽语
综合征（TS）模型大鼠的行为变化，降低 TS 大鼠
纹状体和血清中 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的水平，抑
制 TS 大鼠纹状体 TLR/NLRP3/NF-κB 信号蛋白通
路的激活 [48]。
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2.4　钩藤碱对氧化应激的调节

　　研究显示，小鼠腹腔注射钩藤碱可以降低小
鼠额叶皮层和海马中 ROS 和丙二醛（MDA）的含
量，上调谷胱甘肽（GSH）水平，从而减轻 Aβ1-42

诱导的氧化应激反应，改善小鼠认知障碍。钩藤碱
还能恢复 Aβ1-42 处理组小鼠额叶皮层和海马中 Nrf2
及其下游蛋白血红素加氧酶 -1（HO-1）、NQO1[ 如
NAD（P）H] 和重组谷氨酸 - 半胱氨酸连接酶修饰
亚基（GCLM）的表达 [49]。Xian 等 [42] 用异钩藤碱
治疗 Aβ25-35 诱导的 PC12 细胞神经毒性，结果显示
异钩藤碱显著提高了 PC12 细胞的细胞活力，降低
了细胞内 ROS 和 MDA 的水平，提高了 GSH 的水
平，并稳定了线粒体膜电位。这些证据表明钩藤碱
可以缓解氧化应激和维持代谢稳态。
2.5　钩藤碱对 AD 的其他作用

　　酪氨酸蛋白激酶 A4 受体（ephrin A4 receptor，
EphA4）是酪氨酸蛋白激酶家族成员，是神经元突
触后膜的重要细胞表面受体。EphA4 主要在成年
海马中表达，可抑制神经传递和突触可塑性。研
究表明，在多种神经退行性疾病中，EphA4 会阻

碍轴突再生 [50]。Aβ 低聚体可以激活海马神经元中
的 EphA4，使 EphA4 信号在 APP/PS1 小鼠模型的
海马中过表达 [2]。而有研究证实，钩藤碱是 AD 新
靶点 EphA4 的有效抑制剂。Fu 等 [51] 研究揭示了
EphA4 在介导 AD 海马突触功能障碍中的调控作
用，并证明阻断 EphA4 的配体结合结构域可逆转
AD 小鼠模型中的突触损伤。而钩藤碱作为一种新
型 EphA4 抑制剂，能够有效阻断海马神经元中的
EphA4 依赖性信号传导，降低 APP/PS1 小鼠海马
中的 EphA4 活性。更值得一提的是，钩藤碱给药
后恢复了 AD 转基因小鼠模型中受损的海马功能。
　　有研究表明，钩藤碱也能抑制 Aβ1-42 诱导的
大鼠突触外 NMDA 受体过度激活，下调突触外
NMDA 受体的 Ca2 ＋过载，改善大鼠的空间学习和
记忆功能 [52]。Kang 等 [53] 发现钩藤碱和异钩藤碱
本身不能诱导膜电流，但它们能以浓度依赖性方
式可逆地降低 NMDA 诱导的电流。钩藤碱和异钩
藤碱作为 NMDA 受体的非竞争性拮抗剂，可用于
神经保护，治疗 AD。
　　钩藤碱对 AD 的药理作用研究结果总结见表2。

表 2　钩藤碱抗 AD的药理作用机制 
Tab 2　Pharmacological effects mechanism of rhynchophylline for AD

作用机制 动物 / 细胞模型 目标靶点 文献

神经保护作用 PC12 细胞 Bcl-2、Bax、caspase-3 [41]

减少脑内 Aβ 含量 APP/PS1 小鼠 Aβ1-40、Aβ1-42 [43]

调节神经炎症 APP/PS1 小鼠 Spp1、Gpnmb 和 Itgax 三种炎症相关基因，NO、PGE2、MCP-1、TNF-α、IL-1β 等炎症介质 [43，46-47]

调节氧化应激 Aβ1-42 小鼠 MDA、GSH、HO-1、NQO1、GCLM [49]

保护神经突触 APP/PS1 小鼠 EphA4 [50-51]

3　结语

　　综上所述，AD 是一种由多因素介导的复杂
的神经系统退行性疾病，由于其发病机制不明
确，目前尚无有效的治疗药物。阐明 AD 确切的
发病机制，开发有效治疗或延缓 AD 病理进程的
药物，已成为亟待解决的重大社会问题。随着研
究的深入，人们逐渐认识到 T 细胞活化介导的神
经炎症反应是诱导 AD 病理损伤，推动病理进程
发展的重要因素之一。因此，除了 Aβ 斑块沉积
和 tau 蛋白磷酸化之外，神经炎症也被称为 AD
的第三大病理学特征。调节 Teffs 与 Treg 功能平
衡，改善神经炎症，可作为治疗或延缓 AD 等神
经退行性疾病一个行之有效的策略。
　　现代药理学研究发现，钩藤碱作为中药钩藤
的主要药效物质，具有显著的神经保护作用。其
毒副作用低，不良反应少，并可通过多靶点、多
途径发挥 AD 治疗作用，有望成为临床治疗 AD

的候选药物。本文系统综述了钩藤碱的神经药理
作用，将为以钩藤碱为先导化合物的抗 AD 药物
开发提供新思路。此外，前期大量研究揭示钩藤
碱具有显著的抗炎作用，但是都集中在小胶质细
胞介导的固有免疫应答效应，T 细胞介导的适应
性免疫应答是否也参与了钩藤碱的抗炎和神经保
护作用以及相关的作用机制值得深入探讨。
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数学模型在肾脏药物浓度预测中的应用

赵一馨，何华*（中国药科大学，南京　211198）

摘要：肾脏是机体调节水盐平衡和容量平衡的重要器官，也是大多数药物的排泄器官，探究肾

脏生理以及药物在肾脏的暴露水平对于新药研发意义重大。基于肾脏生理，多种数学模型被应

用于肾脏药物浓度的预测，包括房室模型、生理药代动力学（PBPK）模型和定量系统药理学

（QSP）模型的数学模型，它们有助于预测肾脏药物浓度和分布。本文介绍该三类预测肾脏药

物水平的数学模型构建过程和具体应用，以期为药物肾毒性预测、以肾脏为靶点的药物机制探

索和肾脏毒性药物的临床合理应用提供参考。
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Mathematical models in predicting renal drug concentration

ZHAO Yi-xin, HE Hua* (China Pharmaceutical University, Nanjing  211198)

Abstract: Kidneys are vital organs for water and salt balance as well as volume equilibrium in the 
body, a crucial excretion path for most drugs. Exploring renal physiology and exposure levels of 
drugs in the kidney is important in new drug development. Various mathematical models, including 
compartment models, physiologically-based pharmacokinetic models, and quantitative systems 
pharmacology (QSP) models, have been used based on renal physiology to predict drug concentration 
and distribution in the kidney. This paper introduced the construction process and specific applications 
of three types of mathematical models in predicting drug levels in the kidney, providing insights 
for predicting renal drug concentration and distribution. It also provided reference for drug-induced 
renal toxicity prediction, exploration of drug mechanisms targeting the kidney, and rational use of 
nephrotoxic drugs. 
Key words: kidney; mathematical model; kidney injury; drug concentration prediction
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　　肾脏是机体的重要器官，主要功能是调节水
和电解质的平衡，并排泄机体产生的代谢废物。
肾脏在尿液的浓缩和排泄、血容量调节以及其他
多种生理过程中发挥着重要作用，许多现有的治
疗药物也以肾脏为靶点发挥药效 [1]。
　　肾脏中药物浓度与药物的治疗效果、毒性作
用密切相关。在药物研发的早期阶段，肾脏药物
浓度预测有助于筛选候选药物，选择具有肾脏靶
向效果以及肾毒性较低的药物。在临床治疗中，
可以根据预测的肾脏药物浓度更好地调整剂量和
治疗方案，以确保药物在肾脏中达到有效的治疗
水平并减少不良反应事件的发生。
　　相比于传统的动物实验和临床试验，数学模

型可以通过模拟降低研究成本并对不同个体实行
个体化预测。肾脏数学模型是利用微分方程、偏
微分方程和代数方程将肾脏解剖学、病理生理学
和药理学等知识整合到一个模型框架中，从而描
述核心的肾脏生理过程。作为主要清除器官，肾
脏是药代动力学（pharmacokinetics，PK）、药效
动力学（pharmacodynamics，PD）和毒理学等新
药开发阶段的关键研究对象，而肾脏数学模型
能够模拟药物在肾组织的分布、排泄等过程，帮
助研究人员深入了解药物体内处置的动态过程，
如肾脏转运体表达对药物相互作用（drug-drug 
interactions，DDI）的影响等。同时，肾脏模型
能够模拟药物在肾脏的浓度以及对肾脏的潜在毒
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性，为评估药物安全性提供了重要信息。
　　本文介绍了三种预测肾脏药物浓度和分布的
数学模型——房室模型、生理药代动力学（phys-
iologically based pharmacokinetic，PBPK） 模 型、
定量系统药理学（quantitative system pharmacolo-
gy，QSP）模型以及各模型的具体应用场景，以期
为以肾脏靶点作用药物药代动力学特征和药效学
机制、肾脏毒性药物临床前筛选以及临床合理应
用提供参考。
1　建立肾脏数学模型的生理基础

　　肾脏主要由皮质和髓质（包括外髓质和内髓
质）组成，其不仅过滤身体中的代谢废物和毒素，
也在调节身体的水分平衡、电解质平衡和酸碱平
衡 [2]、血压 [3] 和血流等方面起重要的作用。
　　这些功能的实现与肾脏基本单位——肾单位
（nephron）有关，其与集合管一起共同完成血浆净
化和尿液生成过程 [4]。人体每个肾脏中包含 80 万
至 100 万个肾单位，每个肾单位由具备初始滤过
功能的肾小体 [ 由肾小球（glomerulus）和肾小囊
（bowman capsule）组成 ] 及具有重吸收和主动分泌
功能的肾小管组成。传入小动脉的血液部分由于压
力梯度进入肾小囊，其余血液流入传出小动脉。肾
小囊的延续部分即为肾小管，肾小管依次由以下
部分组成：近曲小管（proximal convoluted tubule）、
髓袢（loop of Henle，又称“亨利环”）和远曲小管
（distal convoluted tubule）。血浆经肾小球滤过形成
超滤液后，其中的水和无机盐等物质经肾小管、集
合管的重吸收形成小管液后最终形成尿液。
　　药物在肾脏内的分布与药物自身理化性质以
及肾脏生理过程密切相关。药物在肾脏中经过肾
小球滤过、肾小管的重吸收以及近端小管的主动
分泌等过程后排出体外，这些过程共同决定了药
物在肾脏内部的药物浓度。完整的肾小球隔膜可
以阻隔全部血浆蛋白及电荷，因此与血浆蛋白结
合的药物以及带电荷的游离药物无法通过肾小球
滤过进入肾小管 [5]。当肾小球滤过功能发生损伤
时，游离药物无法及时通过肾小球滤过消除从
而导致肾脏功能障碍 [6]。与血浆蛋白结合的药物
可通过肾小管管壁的多种肾脏摄取转运蛋白如有
机阴离子转运蛋白 OAT 和有机阳离子转运蛋白
OCT 等转运进入肾小管管腔从而排出体外 [7]。而
位于近端小管顶端刷状缘膜上的外排转运蛋白如
P-gp 和 MRP 可将药物从肾小管重吸收进入血液
循环 [8]。由于滤过和主动分泌作用，肾小管上皮
细胞始终充分暴露于各种药物中，药物浓度会随

肾小管不同区段重吸收程度不同有所改变，当药
物浓度过高时，会对肾小管上皮细胞造成损害。
对于整个肾脏来说，当疾病导致肾小球功能不良
和功能性肾单位数量下降时，药物在肾脏的消除
速率下降，进而可能因为药物沉积在肾脏中导致
肾脏疾病毒性 [9]。
2　描述肾脏药物浓度的数学模型

　　在肾脏药物浓度的数学模型研究中，研究人
员通常使用微分方程、偏微分方程和代数方程等
数学工具来描述药物在肾脏排泄的生理过程。首
先，在大鼠等动物实验数据的基础上，开发出动
物肾脏数学模型 [10-11]（见图 1），并结合体外实
验将相关参数比放入人类开发人体肾脏生理模
型中 [12-13]。接着，结合药物自身理化性质以及药
物在肾脏内作用的药理过程开发模拟肾脏内药物
浓度的数学模型。

图 1　几种用于描述肾脏药物暴露水平的数学模型

Fig 1　Several mathematical models that are used to estimate kidney 
exposure
A. 房室模型（compartment model）；B. PBPK 模型（PBPK model）；

C. 定量系统药理学模型（QSP model）

　　模拟肾脏中药物浓度的模型可以根据其在肾
脏中的药物暴露机制分为以下几类：① 使用血浆
药物浓度作为肾脏药物浓度替代物的房室模型；
② 基于肾脏解剖生理学描述肾脏亚器官甚至是细
胞水平药物浓度变化的 PBPK 模型；③ 在考虑肾
脏生理基础上引入各种生理反馈的 QSP 模型。
2.1　房室模型

　　经典的房室模型是将机体看作一个系统，并
根据药物在体内的转运速率分为一个或几个房
室，而药物在房室之间可逆转运或被消除 [14]。肾
脏作为血流灌注丰富的器官，往往可以使用血浆
游离药物浓度作为肾脏暴露水平的替代物。
2.1.1　房室模型的建立　传统的房室模型通常包
括一个中央室或一到两个外周室。下式以二房室
模型为例，介绍了静脉推注情况下模型的动力
学，其中，中央室的药物量可以用公式（1）来描
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述；外周室的药量可以用公式（2）来描述，C 和
V 代表中央室药物浓度和中央室分布容积，Cp 和
Vp 代表外周室药物浓度和外周室分布容积。
d（C×V）/dt ＝－ CL×C － Q×（C － Cp）　 （1）
d（Cp×Vp）/dt ＝ Q×（C － Cp）　　　　    （2）
　　使用房室模型替代肾脏浓度，往往要求细胞内
的游离药物浓度和血浆中的游离药物浓度满足一定
关系。药物需为高渗透性的中性药物，并且不是肾
脏转运体的活性底物，否则会出现较大误差。
2.1.2　房室模型用于抗菌药物肾脏毒性预测　
Rougier 等 [15] 通过 PKPD 模型研究了氨基糖苷类
抗菌药物在肾脏内分布并引起肾毒性的情况。其
中，PK 模型为二房室模型，PK 与 PD 之间使用
中央室血浆药物浓度链接，PD 指标为抗菌药物
在肾脏内的累积量、药物对于肾细胞数量的影响
以及肾小球滤过率的下降程度，并引入了血清肌
酐水平作为肾功能的校准指标。由于抗菌药物在
使用过程中非常容易引发肾脏毒性，该模型通过
模拟不同给药剂量和给药频率，比较了不同给药
方式下肾脏抗菌药物暴露情况，得出降低给药频
率、增大给药剂量可以降低肾脏毒性的结论，为
该类抗菌药物的临床给药方案提供了支持。
　　房室模型十分简便，通过将机体器官抽象化
为简单房室，可以较好地描述一些药物的基础药
代动力学行为，如药物的吸收、分布、代谢和排
泄等。由于房室模型涉及的微分方程相对简单，
并且参数数量较少，使得与模型相关参数更容易
估计。然而，房室模型也有很多局限性。由于其
简化的假设，它可能无法准确地描述药物在器官
水平的药物暴露，对于药物本身理化性质等也有
较多限制。同时，房室模型无法较好地描述转运
体的功能以及药物相互作用。这些缺点使得房室
模型在描述肾脏药物浓度方面的应用有限。
2.2　PBPK 模型

　　PBPK 模型是一种基于人体的解剖学和生理
学，结合药物的物理化学性质和有关药物转运及
代谢的信息，来表征药物的吸收、分布、代谢和
排泄的建模方法 [16]。在 PBPK 模型中，可以通过
调整器官的特征，如 pH、转运体和酶表达的位
点特异性变化，以及药物理化性质相关参数来模
拟药物浓度 [17]。PBPK 模型在探究药物相互作用、
剂量选择和特殊患者群体药物暴露水平变化等方
面有着重要的应用价值。
2.2.1　PBPK 模型的建立　相比于房室模型，
PBPK 模型使用更多房室来代表具体器官，各个

房室之间转运的血流量也由各器官实际血流量表
示 [18]。PBPK 模型建立思路为：第一，基于整个
机体的生理学，建立一个由血管连接的器官和组
织的结构模型；第二，收集系统特异性参数，如
血流、器官体积、酶和转运蛋白表达以及血浆蛋
白浓度用作模型输入 [19]；第三，收集药物特性的
参数如清除率、分布体积、溶解度、血浆蛋白结
合率、膜通透性等用作模型输入 [20]。
　　PBPK 模型通过血浆分布系数 Kp，即肾脏中
总药物浓度与血浆中总药物浓度的比值，来模拟
肾脏中的药物浓度，而 Kp 与药物的物理化学性
质相关 [21]。
　　对于肾脏、肝脏一类的包含消除过程的器官，
药物浓度往往用公式（3）表示：
VT×dCT/dt ＝ QT×CA － QT×CVT － CLint×CVUT　（3）
　　其中，CT 为肾脏药物浓度，QT 为肾血流量，
CA 为动脉药物浓度，CVT ＝ CT/Kp，CVUT 为游离药
物浓度。
　　使用 PBPK 模型预测肾脏药物排泄速率时，
需要考虑的主要因素包括肾血流速率、血浆蛋白
结合率、肾小球滤过等，这些参数可以描述药物
在差异的个体肾脏中的清除作用 [22-23]。
2.2.2　PBPK 模型用于药物肾内结晶风险预测　
部分化合物在肾脏内会发生溶质沉淀，导致液体
流动受阻，进一步导致肾细胞损伤。Li 等 [24] 基于
PBPK 模型、药物特征性理化参数如 pKa、pH、
通透性和血浆蛋白结合等，预测了 20 种药物的
药物诱导晶体型肾病发生的可能性。该研究基于
人类的生理参数、药物理化性质、大鼠和狗的实
验结果，综合考虑肾脏中血流对药物的影响、转
运体外排，以及药物在肾小管内由于 pH 梯度变
化对药物溶解度的影响等因素建立了 PBPK 模
型，并可利用该模型预测肾脏中的药物浓度，从
而进行临床前化合物筛选。
2.2.3　PBPK 模型用于 DDI 引起的肾脏损伤预测
　肾脏中的摄取转运蛋白在肾脏排泄外源性物质
中起着重要作用。因此，联合给药的药物可能通
过对这些转运蛋白的竞争性抑制从而引发药物之
间的不良相互作用。Hsu 等 [25] 开发了三种主要经
肾脏清除的药物羧酸奥司他韦、西多福韦和头孢
呋辛的 PBPK 模型，并利用血浆和尿液的药物浓
度数据调节模型中三种药物的滤过和主动分泌参
数，从而预测转运体介导的肾脏药物分泌程度。
此外，该模型能够预测竞争性抑制肾摄取转运体
和急性肾损伤对上述三种药物的药代动力学行为
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的影响用于肾脏药物暴露的预测，并评估肾毒性
的潜在风险。
　　PBPK 模型可以考虑个体差异，如体重、年龄、
性别、代谢差异等因素，使得模型更具个体化，能
够更好地预测不同患者对药物的反应，具有向不同
疾病状态的人群外推的能力 [26]。相比于房室模型，
PBPK 模型将机体看作多个房室，对决定药物浓度
和药物作用的生理学、病理学和药理学过程进行了
一定的描述，从而使模型在组织中药物浓度的模拟
和外推具有合理性。PBPK 模型可以根据疾病情况
对转运体转运效率等参数进行调整从而模拟药物在
特殊人群中的药代动力学，如美托洛尔在肾功能不
全患者中的药代动力学行为 [27]。
　　然而，PBPK 模型中往往将各个器官看作独立
的房室，缺少各器官之间的联系以及机体层面的
反馈调节，与机体真实情况仍然具有一定差距。
2.3　QSP 模型

　　随着高质量大数据的发展，基于机体基本生
理学特性的定量系统生理学建模方法已被广泛应
用于定量探索生理过程和解释疾病机制 [28]。QSP
模型是一种通过整合体外实验数据、生理药理基
础和疾病特征机制的数学建模方式，在基于模型
的药物开发 [29] 以及器官药物浓度预测 [30] 方面显现
出越来越大的影响力。由于 QSP 模型考虑了机体
反馈调节、各器官协同作用以及药物细胞水平暴
露，在药物的新靶点和疾病机制探索方面发挥着
重要作用。肾脏生理模型的建立与肾脏功能的关
键步骤如肾小球滤过、肾小管重吸收以及肾脏自
身调节等紧密相连，这些过程的定量描述和模拟
不仅可以进行肾脏自身疾病机制研究，还可用于
糖尿病和心血管疾病等治疗药物的开发。
2.3.1　模型的建立　基于肾脏生理的 QSP 模型需
考虑肾小球滤过、肾小管重吸收、反馈机制、激
素反馈调节等多个过程。
　　多年来，研究者们针对肾小球滤过这一生
理过程定量建模进行了一系列的研究用于体现
肾小球的不同生理、病理状态 [31-33]。大鼠实验数
据表明，滤过压力达到平衡时，肾小球滤过率
（glomerular filtration rate，GFR）的变化与血浆
流量的变化成正比。描述肾脏肾小球滤过过程的
参数 GFR 由单个肾单位的肾小球滤过率（single 
glomerular filtration rate，SNGFR）组成：
SNGFR ＝ Kf×PUF　　　　　　　　　　 （4）
PUF ＝△P －△Π＝（PGC － PT）－ΠGC　（5）
ΠGC ＝ 1/2×（ΠEA －ΠAA）　　　　　　（6）

　　其中，PUF 为肾小球任一点的驱动力，PGC 为
毛细血管静水压力，PT 为鲍曼空间（Bowman’s 
space）压力，ΠGC 为平均肾小球毛细血管胀亡压，
Kf 为肾小球超滤系数。而ΠEA、ΠAA 则分别表示单
个传入小动脉和传出小动脉阻力。
　　Hallow 等 [34] 对于肾小管水和钠的重吸收过
程进行了建模：假设近曲小管是一段均匀的圆柱
形管道，Na ＋和水在该部位的重吸收是完全均匀
分布；同时假设高渗透性的髓袢降支与间质液迅
速达到平衡，并且所有被重吸收的水都被管周毛
细血管迅速吸收 [35]。
Ri ＝－ 1/Li×ln（1 － η i）　　　（7）
　　而 Na 在小管内的浓度可表示为：
Na（x）＝ Na（0）×e － Rpl×x　　（8）
　　其中，Na（0）为肾小球过滤后的 Na ＋浓度，
x 为区段肾小管长度，R 表示各区段单位长度的
实际重吸收速率，η 表示区段标准重吸收率，L
表示区段长度。
　　肾小管流量在很大程度上依赖于 GFR，而
GFR 主要受肾小管 - 球间反馈（tubuloglomerular 
feedback，TGF）和肌源学说调节。TGF 通过感
知致密斑中的氯化钠浓度并提供反馈信号来调节
传入小动脉直径，从而帮助稳定血流。肌原学说
是指肾小球前血管系统通过肌源性血管收缩来响
应灌注压力的变化。TGF 和肌原性自调节共同对
肾小球压力发挥调节作用，从而对 GFR 产生调
节作用。Sgouralis 等 [36] 开发的描述性模型较好
地模拟了健康肾脏中流量和小动脉直径相关的自
身调节，而 Williamson 等 [37] 则通过模型模拟了
收缩压敏感性对肌源学说的影响。TGF 的建模过
程应突出髓袢升支部分的超滤液浓度 [38-39]，在此
基础上 Czerwin 等 [40] 将整个肾脏单元当作电阻进
行串联，以传入小动脉肌为反馈调节的制动器，
通过其舒张 / 收缩程度的改变来进行流量调节。
Feldberg 等 [41] 的研究表明 TGF 机制的调节如果
没有以肌源性反应作为基础，TGF 就不可能对肾
血流量进行自动调节，说明两者紧密联系。
　　由于肾小球滤过是由压力驱动的，因此，机
体的血容量、血压和激素等因素对肾脏生理尤其
是利钠过程十分重要 [42-43]。这种调节往往与机体的
肾素 - 血管紧张素 - 醛固酮系统（renin-angiotensin-
aldosterone system，RAAS）进行的神经 - 体液调节
有关。RAAS 激活可通过增强钠重吸收、水重吸收
和血管张力来提高血容量，从而升高血压 [44]，而
抑制 RAAS 可减缓肾病向终末期肾病的进展 [45]。
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　　复杂生理参数可以较完整地描述生理过程，但
是同时也容易导致模型过拟合。因此，应相较于研
究目的选择合适参数。例如，Hallow 等 [46] 研究糖
尿病与肾脏之间的联系，在模型中有针对性地仅考
虑了肾小管水和钠离子的处置过程，着重描述了近
端小管相关转运体对水和钠的处置，而有选择性
地简化了肾小球滤过的有关过程。Czerwin 等 [40] 研
究了稳态状态下平均动脉压（mean arterial pressure，
MAP）对于肾脏功能的影响，描述平均动脉压与
GFR 之间的关系。在该模型中，肾小球滤过和相
关反馈调节被着重描述，而重吸收的具体过程则被
简化。
2.3.2　QSP 模型用于药物临床前毒理学评价　
辉瑞公司研发了一类肝选择性葡萄糖激酶激活剂
（GKa）药物 PF-04991532 用于治疗 2 型糖尿病，
该药物是一种强极性、低渗透性羧酸，并且是
OAT 转运体的底物 [47]。这些理化性质导致该药容
易在肾小管和尿液蓄积，从而造成药物在肾小管
处结晶而导致肾脏损伤。为了探究肾脏内部 PF-
04991532 药物浓度，研究者们建立肾脏药物暴露
模型预测该药物在肾小管液的浓度，并结合体外
实验溶解度数据进行比较，发现肾脏中的药物浓
度高于药物的溶解度，导致晶体的形成，引发肾
毒性 [48]。在临床前毒理学实验中发现，该药物会
导致肾小管变性和再生进而导致晶体型肾病，辉
瑞公司继而中止了该药物的研发。
2.3.3　QSP 模型用于药物肾脏损伤机制研究　
Gebremichael 等 [49] 在肾脏生理机制模型的基础
上，开发了药物引起的肾脏近曲小管上皮细胞损
伤模型。该模型研究了在使用传统抗肿瘤药物顺
铂后人体肾脏近曲小管上皮细胞的损伤情况，在
细胞、器官和机体多层面上分别进行建模，并选
取血液和尿液中的几种生物标志物 Kim-1、α- 谷
胱甘肽 S 转移酶（αGST）、葡萄糖、尿量等指标，
对肾脏损伤程度进行评估。通过细胞水平的标志
物的表达情况预测肾脏近曲小管上皮细胞的损伤
程度，进而在器官水平上观察 GFR 和血清肌酐
的变化，以验证假设。该模型首次定量地将尿液
中的生物标志物以及尿液动力学与细胞水平和器
官水平的药物暴露、肾损伤联系起来，为优化给
药方案提供了一种定量的方法，该方法也可大大
提高检测和预防临床出现急性肾损伤的能力。
2.3.4　QSP 模型用于疾病机制研究　QSP 模型也
可用于研究疾病机制和以肾脏为靶点的药物作用
机制。钠葡萄糖协同转运蛋白Ⅱ（sodium-glucose 

cotransporter Ⅱ，SGLT2）受体抑制剂是近年来
备受关注的一种新型治疗糖尿病的药物。与传统
降糖药往往作用于胰岛细胞或提高细胞胰岛素敏
感型不同的是，SGLT2 抑制剂类药物的作用机
制为加快近曲小管附近葡萄糖的排出从而降低血
糖，并在临床试验中被发现有改善心力衰竭的作
用 [50]。由于 SGLT2 抑制剂类药物改善心力衰竭的
机制尚不清晰，Hallow 等 [34] 在基础肾脏生理模型
的基础上建立了心脏 - 肾脏交互模型，详细描述
了血流动力学、心脏、肾脏以及反馈调节的生理
过程 [51]。通过心 - 肾交互模型，研究者们定量分
析了 SGLT2 抑制剂在利钠、利尿、肾小球压力改
变等方面以及对于血浆 / 间质液分布变化的影响，
并结合临床试验中受试者服用达格列净后的临床
指标对无法实验观察的机制如肾小球压力变化等
进行了模拟 [52]。接着，通过调节参数构建虚拟糖
尿病患者对渗透性利尿、药物直接抑制钠和葡萄
糖重吸收等过程进行模拟，结果发现糖尿病患者
间质液量降低、血压降低，这些现象与临床观察
相吻合。通过模拟药物在肾脏亚器官水平上的药
理作用对血容量的影响，为 SGLT2 抑制剂类药物
改善心力衰竭机制研究提供了一种可能。
3　总结与展望

　　关于肾脏的探索从未停歇，而先进的技术手
段和数学方法可以帮助我们更好地理解机体的运
作过程。肾脏内药物暴露水平，对于研究药物诱
导的肾损伤以及以肾脏为靶点的药物十分重要。
过去十几年，基于肾脏生理的数学模型发展十分
迅速，并在预测肾脏亚器官层面药物浓度、肾脏
疾病发生机制以及作用于肾脏药物等方面有许多
成果。从方便简洁的房室模型到可预测肾脏器
官内药物浓度的 PBPK 模型，再到可以预测亚器
官水平并结合机体反馈调节进行疾病机制预测的
QSP 模型，它们从不同的层次水平替代传统的体
内外实验，对肾脏的药物浓度进行预测，促进了
药物的研发以及合理用药方案的探索。
　　目前，使用这些模型来预测肾脏药物暴露方
面还存在着一系列挑战，其中最重要的是缺乏直
接的体内药物浓度数据（例如肾单位细胞浓度和
管腔内浓度等）对模型进行更加精准的验证。但
不可否认的是，数学建模方法依然是高效、节省
人力物力的技术手段，相信蓬勃发展的计算机技
术以及更为先进的检测手段会为数学建模方法带
来更为广阔的应用前景。
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橘红药材、饮片、标准汤剂与配方颗粒的指纹图谱相关性研究

李仰华1，2，3，黄凯伟1，2，3*，郭志俊1，2，3，赵伟志1，2，3，张辉1，2，3，谭沛1，2，3（1. 华润三九现代中

药制药有限公司，广东　惠州　516000；2. 中药配方颗粒安徽省重点实验室，安徽　淮北　235000；3. 华润三九医药股份有限公

司，广东　深圳　518000）

摘要：目的　建立橘红药材、饮片、标准汤剂、配方颗粒的 HPLC 指纹图谱，并分析其相关性和

差异性。方法　采用 CORTECS T3 色谱柱（150 mm×4.6 mm，2.7 μm），乙腈（A）和 0.05% 磷

酸水溶液（B）为流动相，进行梯度洗脱，流速为 1.1 mL·min－ 1，检测波长为 300 nm，柱温为

30℃，进样量为10 µL。以橙皮苷为参照峰，测定15批橘红药材、饮片、标准汤剂与3批配方颗粒；

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，确定共有峰，并进行聚类分

析。结果　橘红药材、饮片、标准汤剂、配方颗粒的 HPLC 指纹图谱均确定了 12 个共有峰，并指

认了其中 7 个峰，峰 4 为维采宁 -2，峰 6 为阿魏酸，峰 7 为柚皮芸香苷，峰 8 为橙皮苷，峰 10 为

川陈皮素，峰 11 为 3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲氧基黄酮，峰 12 为橘皮素。橘红药材、饮片、标

准汤剂、配方颗粒四者与相应对照指纹图谱的相似度均大于 0.980；相关性分析的结果表明大部分

共有峰显著相关；系统聚类分析结果表明，药材、饮片、标准汤剂、配方颗粒之间无显著性差异。

饮片到配方颗粒的质量分数转移率在 21.7% ～ 26.8%，均值为 24.8%，在均值的 ±30% 范围，未

出现离散，说明传递性较好。结论　橘红药材、饮片、标准汤剂、配方颗粒的主要化学成分组成

基本相同，指纹图谱相关性良好，可为橘红配方颗粒生产过程的质量控制提供参考。

关键词：橘红；标准汤剂；配方颗粒；高效液相色谱法；指纹图谱

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2163-07
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Correlation analysis of fingerprints of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal 
materials, decoction pieces, standard decoction and formula granules

LI Yang-hua1, 2, 3, HUANG Kai-wei1, 2, 3*, GUO Zhi-jun1, 2, 3, ZHAO Wei-zhi1, 2, 3, ZHANG Hui1, 2, 3, TAN Pei1, 2, 3 
(1. China Resources Sanjiu Modern Chinese Medicine Pharmaceutical Co., Ltd., Huizhou  Guangdong  
516000; 2. Anhui Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine Formula Granules, Huaibei  Anhui  
235000; 3. China Resources Sanjiu Medical & Pharmaceutical Co., Ltd., Shenzhen  Guangdong  518000)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprints of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal 
materials, decoction pieces, standard decoction and formula granules, and analyze their correlation 
and difference. Methods  Gradient elution was performed on a CORTECS T3 (150 mm×4.6 mm, 2.7 
μm) column with acetonitrile (A) and 0.05% phosphoric acid (B) as the mobile phase. The flow rate 
was 1.1 mL·min－ 1, the detection wavelength was 300 nm, the column temperature was 30℃ , and 
the injection volume was 10 µL. The HPLC fingerprints of 15 batches of Citri Eoxcarpium Rubrum 
medicinal materials, decoction pieces, standard decoction and 3 batches of formula granules were 
determined with the hesperidin peak as the reference peak. The Similarity Evaluation System for 
Chromatographic Fingerprints of Traditional Chinese Medicine (Version 2012) was used to evaluate 
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　　橘红为芸香科植物橘 Citrus reticulata Blanco 
及其栽培变种的干燥外层果皮，性温，味辛、苦。
归肺、脾经，具有理气宽中，燥湿化痰的功效，
适用于治疗咳嗽痰多、食积伤酒等症状 [1-3]。现代
研究表明，橘红主要化学成分包括黄酮类、挥发
油、多糖等化学成分 [4-6]，其中最常见的黄酮类化
合物包括橙皮苷、芸香柚皮苷、川陈皮素、橘皮
素等 [7-9]。黄酮类化合物被认为是其主要生物活性
成分，具有抗病毒、抗炎、抗肿瘤、调节心血管
系统功能、保护神经系统等多种药理活性 [10]。
　　中药材来源广泛，化学成分复杂，为保证中药
的有效性与安全性，需要进行中药质量评价，并在
此基础上提高质量的可控性。中药配方颗粒源于中药
饮片，其质量控制也备受业界关注 [11]。橘红配方颗
粒是以橘红为原料，经过水提、浓缩、干燥制备得
到的颗粒剂，失去了原有饮片的外观形态，在制备
过程中，部分化学成分可能发生变化。2020 年版《中
国药典》橘红项下含量测定方法仅规定橙皮苷单个化
学成分限度，无指纹图谱测定方法相关规定。因此，
对橘红药材、饮片、标准汤剂及配方颗粒的物质传
递过程中各有效成分进行质量相关性研究尤为重要。
　　目前，有关橘红配方颗粒的指纹图谱研究较
少 [12-14]，且其检测得到的特征图谱，存在特征峰
少、检测时间长的问题，更缺少橘红药材、饮片、
标准汤剂、配方颗粒之间的相关性和差异性的研
究。本研究采用高效液相色谱法建立橘红药材、
饮片、标准汤剂和配方颗粒的指纹图谱，并开展
从橘红药材到橘红配方颗粒之间的相关性研究，
以期为橘红配方颗粒整体质量的评价提供参考。

1　仪器与试药 
1.1　仪器
　　Alliance2695 型高效液相色谱仪（美国沃特
世公司）；XS204 型万分之一天平（瑞士梅特勒
托利多公司）、ME36S 型百万分之一天平（德国
赛多利斯公司）、KQ-500DE 型超声仪（昆山市超
声仪器有限公司）。
1.2　试药
　　橙皮苷（批号：110721-202019，纯度：95.3%）、
川陈皮素（批号：112055-202102，纯度：99.7%）、
橘皮素（批号：112054-202102，纯度：99.7%）、阿
魏酸（批号：110773-201915，纯度：99.4%）（中国食
品药品检定研究院），维采宁 -2（批号：DST210901-
023，纯度：98%，成都乐美天医药科技有限公司）；
柚皮芸香苷（批号：250107-202110，纯度：98%）、3，
5，6，7，8，3'，4'- 七甲氧基黄酮（批号：170106-
202111，纯度：98%）（上海鸿永生物科技有限公司）；
乙腈为色谱纯，水为超纯水；其他试剂均为分析纯。
　　15 批橘红药材产地分别来自四川省（A1、A2、
A6）、江西省（A3 ～ A5）、浙江省（A7 ～ A12）、
福建省（A13 ～ A15），经安徽中医药大学刘守金
教授鉴定为橘 Citrus reticulata Blanco 及其栽培变种
的干燥外层果皮。15 批橘红饮片（B1 ～ B15）严
格按照 2020 年版《中国药典》一部橘红项下饮片炮
制规定进行炮制 [1]：除去杂质、切碎，制得橘红饮
片。15 批橘红饮片标准汤剂（C1 ～ C15）严格按
照《医疗机构中药煎药室管理规范》和《中药配方
颗粒质量控制与标准制定技术要求》中煎药方法进
行制备：取橘红饮片，提取制得标准汤剂，为了

the similarity and identify common peaks, and the cluster analysis was conducted. Results  There 
were 12 common peaks in the HPLC fingerprints of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal materials, 
decoction pieces, standard decoction and 3 batches of formula granules, and 7 of them were identified. 
Peak 4 was vicenin-2, peak 6 was ferulic acid, peak 7 was narirutin, peak 8 was hesperidin, peak 
10 was nobiletin, peak 11 was 3, 5, 6, 7, 8, 3', 4'-heptamethoxyflavone, and peak 12 was tangeretin. 
The similarity between each of the Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal materials, decoction pieces, 
standard decoction and formula granules fingerprints and its corresponding control fingerprint was 
greater than 0.980. The correlation analysis showed that most common peaks were significantly 
correlated and the cluster analysis showed no significant difference among the medicinal materials, 
decoction pieces, standard decoction and formula granules. The content transfer rate from decoction 
pieces to formula granules was 21.7% ～ 26.8% with an average value of 24.8%. No dispersion was 
found within ±30% of the mean, indicating good transferability. Conclusion  The main chemical 
components of the medicinal materials, decoction pieces, standard decoction and formula granules of 
Citri Eoxcarpium Rubrum are basically the same. With good correlation, the fingerprint could provide a 
reference for the quality control of the production of the formula granules of Citri Eoxcarpium Rubrum. 
Key words: Citri Eoxcarpium Rubrum; standard decoction; formula granule; HPLC; fingerprint
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标准汤剂的长期储存，根据《中药配方颗粒质量控
制与标准制定技术要求》，进行低温减压浓缩，冷
冻干燥，得橘红饮片标准汤剂。根据标准汤剂的标
准，制备橘红配方颗粒（D1 ～ D3），以麦芽糊精
辅料作为原料制备得阴性颗粒。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂色谱柱：
Waters CORTECS T3（150 mm×4.6 mm，2.7 μm），以
乙腈为流动相 A，0.05% 磷酸溶液为流动相 B，进行
梯度洗脱（0 ～ 35 min，3% → 8%A；35 ～ 45 min，
8% → 22%A；45 ～ 55 min，22% → 50%A；55 ～ 60 
min，50% → 90%A）；检测波长为 300 nm；柱温为
30℃；流速为 1.1 mL·min－ 1；进样量为 10 μL。
2.2　混合对照品溶液的制备
　　取橙皮苷、川陈皮素、橘皮素、阿魏酸、维采
宁 -2、柚皮芸香苷、3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲氧
基黄酮对照品适量，精密称定，加甲醇分别制成每
1 mL 含对照品 50 µg 的溶液，即得混合对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备
2.3.1　橘红药材、饮片　取本品粉末（过四号筛）
约 1 g，置具塞锥形瓶中，加水 50 mL，加热回流
60 min，取出，滤过，滤液蒸干，残渣加入 50%
甲醇 50 mL，加热回流 30 min，冷却，过滤，取
续滤液，即得。
2.3.2　橘红标准汤剂、橘红配方颗粒、阴性颗粒
　取本品约 0.2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，
加入 50% 甲醇 50 mL，密塞，加热回流 30 min，
取出，放冷，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2.4　方法学验证
2.4.1　专属性试验　分别精密吸取阴性样品溶
液、混合对照品溶液及供试品溶液，按“2.1”项
下色谱条件进样测定，记录色谱图。采用对照品
定位，指认了维采宁 -2、阿魏酸、柚皮芸香苷、
橙皮苷、川陈皮素、3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲
氧基黄酮、橘皮素 7 种成分。结果供试品溶液色
谱在与对照品溶液色谱相应位置上有吸收峰，分
离度均大于 1.5，且阴性样品无干扰，表明方法
专属性良好（见图 1 ～ 2）。
2.4.2　精密度试验　取同一份供试品溶液（批号：
D1），按“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，记
录色谱图。以橙皮苷为参照峰，计算得 12 个特
征峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 值均小
于 2%，表明仪器精密度良好。
2.4.3　重复性试验　取同一批样品（批号：D1），
制备 6 份供试品溶液，进样分析，记录色谱图。
以橙皮苷为参照峰，计算得 12 个特征峰的相对

保留时间和相对峰面积的 RSD 值均小于 2%，表
明方法重复性良好。

图 1　阴性样品溶液（A）、供试品溶液（B）和混合对照品溶液

（C）HPLC 图 
Fig 1　HPLC chromatograms of negative solution（A），test solution
（B），and mixed reference solution（C）

4. 维采宁 -2（vicenin-2）；6. 阿魏酸（ferulic acid）；7. 柚皮芸香苷

（narirutin）；8. 橙 皮 苷（hesperidin）；10. 川 陈 皮 素（nobiletin）；

11. 3，5，6，7，8，3'，4'- 七 甲 氧 基 黄 酮（3，5，6，7，8，3'，
4'-heptamethoxyflavone）；12. 橘皮素（tangeretin）

图 2　药材样品（S1）、饮片样品（S2）、标准汤剂样品（S3）和配方

颗粒样品（S4）HPLC 色谱图

Fig 2　HPLC chromatograms of the medicinal materials（S1），
decoction pieces（S2），standard decoction（S3），and formula granules
（S4）
4. 维采宁 -2（vicenin-2）；6. 阿魏酸（ferulic acid）；7. 柚皮芸香苷

（narirutin）；8. 橙 皮 苷（hesperidin）；10. 川 陈 皮 素（nobiletin）；

11. 3，5，6，7，8，3'，4'- 七 甲 氧 基 黄 酮（3，5，6，7，8，3'，
4'-heptamethoxyflavone）；12. 橘皮素（tangeretin）

2.4.4　稳定性试验　取同一份供试品溶液（批号：
D1），在配制后第 0、2、4、8、12、18、24 h 进样。
记录色谱图。以橙皮苷为参照峰，计算得 12 个特
征峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 值均小
于 2%，说明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.5　指纹图谱的建立及分析

2.5.1　指纹图谱的建立　分别取“1.2”项下 15 批橘
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红药材、饮片、标准汤剂以及 3 批橘红配方颗粒，按
“2.3”项下方法制备供试品溶液，进样测定，记录色
谱图。将数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系
统（2012 版）”，进行各色谱峰匹配，建立特征图谱，
得到 7 个响应值较合适、分离度较好、纯度较高的
共有特征峰，建立对照特征图谱及共有模式图谱（见
图 3）。以峰 8 橙皮苷对照品为参照物峰（S 峰），计
算各特征峰与 S 峰的相对保留时间，应在规定值的
±10% 之内。规定值为：0.36（峰 1）、0.41（峰 2）、0.50
（峰 3）、0.65（峰 4）、0.69（峰 5）、0.70（峰 6）、0.92
（峰 7）、1.28（峰 9）、1.38（峰 10）、1.41（峰 11）、1.42
（峰 12）。
2.5.2　相似度评价分析　12 个特征峰在药材、饮
片、标准汤剂、配方颗粒中均存在，较好地保留了
药材的特征成分。将 15 批橘红药材、饮片、标准
汤剂及 3 批配方颗粒指纹图谱导入“中药色谱指纹
图谱相似度评价系统（2012 版）”并计算各批次与
其对照图谱的相似度，结果见表 1。15 批橘红药材
特征图谱相似度均＞ 0.990，说明不同产地的橘红
药材化学成分具有良好的相似性；15 批饮片、标
准汤剂及 3 批配方颗粒的指纹图谱相似度均大于
0.980，表明不同批次橘红饮片、标准汤剂、配方
颗粒成分基本一致。将 15 批橘红饮片、标准汤剂
及 3 批配方颗粒指纹图谱生成的对照指纹图谱 S1、
S2、S3 分别导入软件“中药色谱指纹图谱相似度
评价系统（2012 版）”，结果表明，橘红饮片、标准
汤剂与配方颗粒成分基本一致（见图 4），说明标准
汤剂在提取、浓缩、干燥过程中各成分种类无明显
变化，质量较为稳定，生产工艺稳定可靠。
2.6　共有峰相关性分析

　　采用 SPSS 23.0 软件，以 15 批橘红药材、饮
片、标准汤剂和 3 批配方颗粒共 48 个样品各特征峰
的峰面积值为变量进行斯皮尔曼相关性分析，结果
见表 2。可见，48 个样品中色谱峰峰 1 和峰 2 ～ 5、
峰 7 ～ 12；峰 2 和峰 3 ～ 5、峰 7 ～ 12；峰 3 和峰
4 ～ 5、峰 7 ～ 12；峰 4 和峰 5、峰 7 ～ 12；峰 5 和
峰 7 ～ 12；峰 7 和峰 8 ～ 12；峰 8 和峰 9 ～ 12；峰
9 和峰 10 ～ 12；峰 10 和峰 11 ～ 12；峰 11 和峰 12；
峰 2 和峰 6；峰 6 和峰 9 ～ 12 均具有显著的正相关性。
2.7　聚类分析评价

　　采用 SPSS 23.0 软件，以 15 批橘红药材、饮
片、标准汤剂和 3 批配方颗粒共 48 个样品各特征
峰面积为变量进行聚类分析。当距离为 15 时，48
批样品可以分为两类，A1 ～ A15、B1 ～ B15 聚
为一类，C1 ～ C15、D1 ～ D3 聚为一类（见图 5）。

结果表明，橘红药材与饮片无显著差异，证明药
典饮片炮制中“除去杂质，切碎”等步骤的合理
性，同时标准汤剂与配方颗粒聚类更为接近，符
合《中药配方颗粒质量控制与标准制定技术要求》
中配方颗粒具备汤剂的基本属性的基本要求。

图 3　橘红（A）、饮片（B）、标准汤剂（C）及配方颗粒（D）药材

指纹图谱

Fig 3　Fingerprints of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal materials
（A），decoction pieces（B），standard decoction（C），and formula 
granules（D）

4. 维采宁 -2（vicenin-2）；6. 阿魏酸（ferulic acid）；7. 柚皮芸香苷

（narirutin）；8. 橙 皮 苷（hesperidin）；10. 川 陈 皮 素（nobiletin）；

11. 3，5，6，7，8，3'，4'- 七 甲 氧 基 黄 酮（3，5，6，7，8，3'，
4'-heptamethoxyflavone）；12. 橘皮素（tangeretin）
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表 1　15 批橘红药材、饮片、标准汤剂及 3 批配方颗粒指纹图谱相

似度结果  
Tab 1　Similarity of 15 batches of Citri Eoxcarpium Rubrum 

medicinal materials，decoction pieces，and standard decoction and 
3 batches of formula granules

药材

编号
相似度

饮片

编号
相似度

标准汤

剂编号
相似度

配方颗

粒编号
相似度

A1 0.993 B1 0.992 C1 0.993 D1 1
A2 0.994 B2 0.994 C2 0.993 D2 1
A3 0.992 B3 0.992 C3 0.992 D3 1
A4 0.999 B4 0.998 C4 0.990
A5 0.995 B5 0.994 C5 0.993
A6 0.994 B6 0.993 C6 0.990
A7 0.994 B7 0.993 C7 0.991
A8 0.995 B8 0.994 C8 0.997
A9 0.997 B9 0.997 C9 0.992
A10 0.992 B10 0.992 C10 0.995
A11 0.998 B11 0.998 C11 0.991
A12 0.995 B12 0.994 C12 0.996
A13 0.994 B13 0.993 C13 0.997
A14 0.996 B14 0.997 C14 0.993
A15 0.993 B15 0.993 C15 0.988

图 4　橘红药材（S1）、饮片（S2）、标准汤剂（S3）和配方颗粒对照

指纹图谱（S4）
Fig 4　Reference fingerprints of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal 
materials（S1），decoction pieces（S2），standard decoction（S3）and 
formula granules（S4）by HPLC

图 5　橘红药材、饮片、标准汤剂和配方颗粒 HPLC 指纹图谱聚类

分析树状图 
Fig 5　Cluster analysis tree of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal 
materials，decoction pieces，standard decoction and formula granules

表 2　15 批橘红药材、饮片、标准汤剂、3 批配方颗粒指纹图谱共有峰的相关性分析结果  
Tab 2　Correlation of common peaks of 15 batches of Citri Eoxcarpium Rubrum medicinal materials，decoction pieces，standard decoction 

and 3 batches of formula granules
峰号 峰 1 峰 2 峰 3 峰 4 峰 5 峰 6 峰 7 峰 8 峰 9 峰 10 峰 11 峰 12
峰 1 1
峰 2 0.990** 1
峰 3 0.921** 0.902** 1
峰 4 0.826** 0.815** 0.913** 1
峰 5 0.898** 0.897** 0.838** 0.696** 1
峰 6 0.265 0.328* 0.053 0.102 0.236 1
峰 7 0.842** 0.839** 0.810** 0.675** 0.979** 0.184 1
峰 8 0.665** 0.671** 0.717** 0.874** 0.542** 0.263 0.561** 1
峰 9 0.669** 0.672** 0.705** 0.854** 0.440** 0.337* 0.397** 0.894** 1
峰 10 0.740** 0.745** 0.766** 0.922** 0.549** 0.312* 0.517** 0.927** 0.964** 1
峰 11 0.663** 0.665** 0.702** 0.874** 0.454** 0.324* 0.415** 0.910** 0.985** 0.977** 1
峰 12 0.744** 0.753** 0.776** 0.917** 0.574** 0.292* 0.558** 0.951** 0.940** 0.982** 0.952** 1

2.8　多批质量分数测定及量值传递关系

　　对橘红药材、饮片、标准汤剂、配方颗粒进
行质量分数测定，考虑到柚皮芸香苷、橙皮苷、
川陈皮素、3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲氧基黄酮、
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橘皮素均属于黄酮类成分，属于橘红的主要有效
成分，其药理作用基本相同，因此分别计算药材、
饮片到标准汤剂冻干粉与药材、饮片到配方颗粒
指标成分的总量转移率，结果见表 3。15 批橘红
药材和饮片的指标成分柚皮芸香苷、橙皮苷、川
陈皮素、3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲氧基黄酮、
橘皮素的总质量分数变化率略有偏差，变化率在
0.3% ～ 3.5%，均值为 1.4%，其原因主要是橘红
药材经除去杂质，切碎后所得，经过炮制切碎后
得到饮片，饮片样品的指标成分提取更加完全，
质量分数略有增加。15 批标准汤剂指标成分的总
质量分数为 4.37% ～ 6.46%，均值为 5.27%，均未
超出均值的 70%（3.69%）～ 130%（6.85%）范围；

饮片到标准汤剂的转移率为 25.0% ～ 40.4%，均
值 33.2%，均未超出均值的 70%（23.3%）～ 130%
（43.2%）范围，未出现离散。3 批配方颗粒指
标成分的总质量分数为 5.05% ～ 5.34%，均值
为 5.20%，未超出均值的 70%（3.64%）～ 130%
（6.76%）范围；饮片到成品配方颗粒的转移率
为 21.7% ～ 26.8%，均值为 24.8%，未超出均值
的 70%（17.4%）～ 130%（32.3%）范围，未出现
离散。以上结果说明，橘红指标成分柚皮芸香苷、
橙皮苷、川陈皮素、3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲
氧基黄酮、橘皮素的总质量分数在药材、饮片、
标准汤剂、配方颗粒研究过程中量值传递较好。

表 3　质量分数测定及转移率结果 
Tab 3　Content and transfer rate

橘红原料 标准汤剂 配方颗粒

药材编号
药材总质

量分数 /%
饮片

编号

饮片总质

量分数 /%
质量分数

变化率 /%
标准汤

剂编号

出膏

率 /%
总质量

分数 /%
转移

率 /%
配方颗

粒编号

总质量

分数 /%
转移

率 /%
A1 7.24 B1 7.36 1.8 C1 30.60 6.01 25.0 D1 5.21 21.7
A2 7.11 B2 7.21 1.4 C2 36.20 5.60 28.2 D2 5.34 26.8
A3 5.44 B3 5.47 0.6 C3 42.60 4.37 34.0 D3 5.05 26.0
A4 4.87 B4 4.96 1.9 C4 32.30 4.99 32.5
A5 5.65 B5 5.82 2.9 C5 37.20 5.01 32.0
A6 7.12 B6 7.17 0.8 C6 36.90 5.69 29.3
A7 7.13 B7 7.19 0.8 C7 41.00 5.44 31.0
A8 5.05 B8 5.22 3.4 C8 37.50 4.92 35.3
A9 6.03 B9 6.07 0.8 C9 42.50 5.15 36.1
A10 5.43 B10 5.49 1.1 C10 36.00 4.63 30.4
A11 4.84 B11 4.88 0.8 C11 42.40 4.61 40.1
A12 5.59 B12 5.62 0.6 C12 40.30 5.16 37.0
A13 5.06 B13 5.24 3.5 C13 40.00 5.28 40.4
A14 6.10 B14 6.12 0.3 C14 38.20 6.46 40.3
A15 7.22 B15 7.27 0.7 C15 34.60 5.71 27.2

3　讨论
　　橘红中主要含有黄酮类、多糖类等成分，针对
其主要成分展开指纹图谱方法研究，通过不同色
谱柱 [CORTECS T3（4.6 mm×150 mm，2.7 μm）、
Kromasil 100-5-C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）、
Agilent SB-C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）、Agilent 
Eclipse Plus C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）] 进
行筛选及优化，CORTECS T3（4.6 mm×150 mm，
2.7 μm）色谱柱下峰信息量最为丰富，对不同酸体
系（甲酸、乙酸、磷酸）及酸浓度（0.05%、0.1%、
0.15%、0.2%）、不同柱温（25、30、35℃）、不
同流速（0.9、1.0、1.1 mL·min－ 1）进行考察，选
择乙腈 -0.05% 磷酸水溶液为流动相、流速为 1.1 
mL·min－ 1、柱温为 30℃时各特征峰分离最佳，
并用不同仪器（Dionex UltiMate 3000 和 Shimadzu 
Prominence LC-20A）进行验证，各特征峰较为一

致且分离好，相对保留时间无偏差，同时采用二
极管阵列检测器（DAD）进行全波段检测，发现
在 300 nm 处，色谱峰数较多且响应值较好。最终
选择本文条件，建立的方法简单、高效，可用于
橘红的质量评价。
　　本研究通过建立橘红配方颗粒 HPLC 指纹图
谱，以相似度结合特征峰的相对保留时间，并使
用相关性分析、质量分数测定等方法对多批药材、
饮片、标准汤剂及配方颗粒质量进行分析，都具
有 12 个特征峰，相似度均大于 0.980，说明化学
成分组成基本一致，质量较为稳定，生产工艺稳
定可靠。参照《中药配方颗粒质量控制与标准制定
技术要求》开展特征图谱中各成分量值传递的相关
性分析，标准汤剂作为配方颗粒的基准物质，用
以衡量中药配方颗粒与临床汤剂的一致性，其质
量参数是分析饮片、标准汤剂、配方颗粒相关性
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的依据，能够阐明物质传递的情况，从而保证药
效成分的有效转移 [15]。斯皮尔曼相关性分析检验
了共有峰两两之间的关系强度，表明大部分共有
峰成显著正相关，说明橘红药材、饮片、标准汤
剂和配方颗粒在化学成分类型以及成分的含量上
没有明显的差异，可以进行较稳定的质量传递，
与“中药配方颗粒与其相对应的单味中药饮片临床
汤剂基本一致”的要求相符合。由聚类分析的结果
可知，不同批次橘红药材、饮片较分散，主要由
产地不同、特征成分的含量积累不同造成的；不
同批次标准汤剂、配方颗粒之间较紧密，表明配
方颗粒生产制备过程中，各特征峰均能稳定传递，
没有发生明显的降解或者增加的情况，制得的配
方颗粒质量水平与传统标准汤剂基本一致，且从
特征峰的个数上看，饮片与标准汤剂、配方颗粒
在化学成分的一致性。对橘红药材、饮片、标准
汤剂、配方颗粒进行指标成分柚皮芸香苷、橙皮
苷、川陈皮素、3，5，6，7，8，3'，4'- 七甲氧基
黄酮、橘皮素的质量分数测定，15 批橘红药材经
过炮制切碎后，饮片样品的指标成分提取更加完
全，质量分数略有增加。多批次样品指标成分的
总质量分数与转移率未出现离散，说明橘红指标
成分的总质量分数在药材、饮片、标准汤剂、配
方颗粒研究过程中量值传递较好。
　　中药饮片的质量与用药的准确性在临床运用上
极其重要，但是由于部分中药饮片外观相似，很容
易出现混淆，导致用药错误，引起不良反应的发
生。橘红、陈皮是较常用的中药饮片，两者来源于
同属同科植物，陈皮是橘的干燥成熟果皮，橘红为
干燥外层果皮。虽两者功效有相似之处，同为理气
燥湿化痰药，但在临床应用时仍然有不少差别。生
活中，人们经常将橘红与陈皮（橘皮）混为一谈，
使用较混乱。陈皮药材分为陈皮和广陈皮。陈皮的
含量指标成分为橙皮苷，广陈皮的含量指标成分为
橙皮苷、川陈皮素、橘皮素，由本研究建立的方法
获得的橘红特征图谱可知，橘红均含有以上化学成
分，在含量测定上难以达到区分的效果。因此本研
究进一步对陈皮与橘红的特征图谱的区分研究进行
分析，结果表明，橘红与陈皮、广陈皮呈现同样的
特征峰，没有明显的差别；但在相似度方面，多批
次和生产验证中的橘红样品均大于 0.940，而陈皮
和广陈皮样品的相似度小于 0.900，明显低于橘红，
可为橘不同采收部位的区分作为参考依据，对于提

高易混淆中药饮片的鉴别准确率，保证患者用药安
全具有现实意义。
　　本研究建立了橘红药材、饮片、标准汤剂和配
方颗粒指纹图谱，该方法检测的图谱特征峰多且检
测时间短，专属性强，重复性好，运用多种统计方
法对橘红药材、饮片、标准汤剂和配方颗粒四者的
相关性进行分析，结果表明四者具有良好的相关性；
又通过质量分数测定对橘红进行质量评价，全面地
反映了橘红配方颗粒生产全过程的量值传递规律，
本研究可为橘红配方颗粒生产制备过程中从原料到
成品阶段的质量评价和质量控制提供参考依据。
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药用辅料甘油三乙酯中 7 种 ICH控制元素测定方法的建立
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摘要：目的　建立电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）测定药用辅料甘油三乙酯中钒（V）、

钴（Co）、镍（Ni）、砷（As）、镉（Cd）、铅（Pb）、汞（Hg）元素的含量。方法　样品经微波

消解处理后，按拟订的仪器工作条件，采用 ICP-MS 法进行测定，并通过在线加入内标元素来

校正测量结果。结果　各元素在 1 ～ 50 ng·mL－ 1 与响应值线性关系良好（r 在 0.998 ～ 0.999）；

回收率均在 80.7% ～ 105.8%（n ＝ 6）。结论　本方法准确度高、重现性好，可用于药用辅料

甘油三乙酯中多种元素杂质的含量测定。

关键词：甘油三乙酯；电感耦合等离子体质谱法；元素杂质；ICH Q3D；药用辅料；定量分析
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Determination of 7 elements in pharmaceutical excipient triacetin  
by ICH requirement
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Hunan Institute for Drug Control, Changsha  410001; 2. Hunan Drug Inspection Center, Changsha  
410001; 3. NMPA Key Laboratory for Pharmaceutical Excipients Engineering Technology Research, 
Changsha  410001)

Abstract: Objective  To establish the inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) to 
determine V, Co, Ni, As, Cd, Pb and Hg in pharmaceutical excipient triacetin. Methods  The elements 
in triacetin were determined by ICP-MS after the microwave digestion treatment. The measurement 
results were corrected through online adding the internal standard solution. Results  The standard 
curves showed good linearity (r was 0.998 ～ 0.999). The recovery was 80.7% ～ 105.8% (n ＝ 6). 
Conclusion  The method has good accuracy and reproducibility, and can be used for the determination 
of element impurities in pharmaceutical excipient triacetin. 
Key words: triacetin; ICP-MS; element impurity; ICH Q3D; pharmaceutical excipient; quantitative 
analysis
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　　甘油三乙酯又称三醋酸甘油酯、甘油三乙酸
酯、三醋精，英文名为 triacetin，为无色澄清稍
具黏性的油状液体。本品收载于 2020 年版《中国
药典》四部（ChP2020）[1]，美国药典（USP 现行
版）[2]、英国药典 2021 年版（BP2021）[3] 和欧洲
药典 11.0 版（EP11.0）[4]，仅 ChP2020 设置有重
金属、砷盐检查项。ChP2020 重金属检查法主要
控制银（Ag）、砷（As）、铋（Bi）、镉（Cd）、铜

（Cu）、汞（Hg）、钼（Mo）、铅（Pb）、锑（Sb）
和锡（Sn）等 10 种元素杂质，该方法存在专属性
差、灵敏度低等问题，已不能满足药品安全性控
制的需要。
　　元素杂质的控制是药品整体控制策略的一部
分，用以确保药品中元素杂质水平不超过允许
日暴露量（PDE）[5-6]。近年来，各国药典与相关
指导原则都对元素杂质检查提出了更高的要求。
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ICH Q3D 最新版本指出原料药和辅料中的元素
杂质被引入到药品中的可能性应在风险评估中反
映 [7]。故辅料中元素杂质的风险应予以重视。本
品由甘油与乙酸酯化而得，为合成来源的辅料，
根据前期调研显示，生产工艺中无有意添加的元
素杂质，初步评估元素杂质安全风险较低。本品
作为溶剂、增塑剂和保湿剂等，主要应用于片剂、
胶囊剂。根据 ICH Q3D 规定，对口服给药途径，
应评估药品中是否可能存在 1 类（As、Cd、Pb、
Hg）和 2A 类钒（V）、钴（Co）、镍（Ni）元素
杂质，其他非有意添加元素，无需进行风险评估。
因此，本次研究采用电感耦合等离子体质谱（ICP-
MS）法测定 As、Cd、Pb、Hg、Co、Ni、V 这 7
种元素杂质含量，快速检测样品中的主要风险元
素杂质，为本品的风险评估提供依据，为质量控
制提供参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　iCAPQc 电感耦合等离子体质谱分析仪（赛
默飞仪器公司）；ML204 电子分析天平（Mettler 
Toledo，精度：0.1 mg）。
1.2　试药

　　硝酸（优级纯，国药集团化学试剂有限公司，
批号：20220321）；V、Co、Ni、As、Cd、Pb、Hg
多元素标准溶液（北京北方伟业计量技术研究院，
质量浓度均为 1000 µg·mL－ 1，批号：20210726）；
钪（Sc）、 铟（In）、 锗（Ge）、Bi、 铑（Rh）、 铽
（Tb）、镥（Lu）等混合内标溶液（安捷伦有限公司，
质量浓度均为 100 µg·mL－ 1，批号：4-75MKBY2）。
甘油三乙酯为市售样品。
2　方法与结果

2.1　仪器参数

　　射频功率：1200 W；射频匹配：2.0 V；雾
化室温度：2℃；仪器使用纯氦气作为碰撞气体；
蠕动泵转速：40.0 r·min－ 1；扫描次数：200；取
样时间：90 s，冲洗时间：40 s；采集模式：单一
动能歧视效应（KED）碰撞池模式。
　　待测元素质谱参数：51V、59Co、60Ni、75As、
111Cd、208Pb、202Hg；内标元素质谱参数：21Sc、
115In、72Ge、209Bi、103Rh、159Tb、175Lu。
2.2　溶液的制备

　　 标 准 溶 液： 取 V、Co、Ni、As、Cd、Pb、
Hg 多元素标准溶液适量，用 2% 硝酸溶液定量稀
释制成 1、3、10、30、50 ng·mL－ 1 系列标准溶液。
　　供试品溶液：取本品 0.5 g，精密称定，置聚

四氟乙烯消解罐中，加 8.0 mL 硝酸，90℃预消
解 4 h，冷却，放入微波消解仪中消解 2 h 后，取
出，110℃赶酸至消解液约 0.5 mL，用 2% 硝酸
转移至 50 mL 量瓶中，定容，即得。
　　空白溶液：除不加入待测样品外，其余操作
同供试品溶液的制备。
　　内标溶液：精密量取混合内标液适量，用 2%
硝酸溶液定量稀释成每 1 mL 含 Sc、In、Ge、Bi、
Rh、Tb、Lu 各 100 ng 的内标溶液。所有的空白
溶液、标准溶液和供试品溶液都通过蠕动泵在线
加入内标溶液。
2.3　标准曲线、检测限和定量限

　　取“2.2”项下系列标准溶液，直接测定，以
各元素理论浓度为横坐标（x），各元素离子响应
值（y，内标校正后结果）为纵坐标，绘制标准工
作曲线。结果各元素在 1 ～ 50 ng·mL－ 1 的质量
浓度范围内与响应值呈良好的线性关系。取空白
溶液连续测定 11 次，计算样品中各元素检测限
与定量限，结果见表 1。

表 1　各元素的标准曲线、检测限与定量限结果 (n ＝ 6) 
Tab 1　Standard curve，detection limit，and quantification limit of 

each elements (n ＝ 6)

元素 标准曲线方程 r
检测限 /

（ng·mL － 1）

定量限 /
（ng·mL－ 1）

V y ＝ 1.3×104x ＋ 9.8×102 0.9991 0.35 1.06

Co y ＝ 9.1×103x ＋ 22.6 0.9992 0.17 0.51

Ni y ＝ 1.9×103x ＋ 3.1×102 0.9981 0.80 2.43

As y ＝ 1.2×103x － 10.0 0.9982 0.65 1.98

Cd y ＝ 1.7×103x ＋ 13.9 0.9984 0.19 0.57

Hg y ＝ 1.6×103x ＋ 12.7 0.9983 0.31 0.96

Pb y ＝ 1.1×104x ＋ 8.0×102 0.9982 1.09 3.30

注（Note）：ND. 未检出（Not detected）。

2.4　精密度试验

　　取“2.2”项下 10 ng·mL－ 1 多元素标准溶液，连
续进样 6 次，以各元素离子响应值为考察指标，结
果各元素 RSD 均小于 4%，表明仪器的精密度良好。
2.5　重复性试验

　　 精 密 称 取 样 品（批 号：73603）0.5 g， 平
行制备 6 份供试品溶液，以样品中各元素含量
（ng·g－ 1）为考察指标。结果样品中 Hg、Co、
Ni 含量分别为 0.4、0.4、8.6 ng·g－ 1，RSD 分别
为 4.5%、5.4%、3.9%；其他元素未检出。
2.6　加样回收试验 
　　取样品（批号：73603）0.5 g，精密加入多元
素 标 准 溶 液（Hg、V、Co、Ni、As、Cd、Pb：0.5 
μg·mL－ 1）1.0 mL，照“2.2”项下方法处理后进样测
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定。结果 7 种元素平均回收率在 80.7% ～ 105.8%，
RSD 在 1.7% ～ 6.4%，符合要求。
2.7　样品测定

　　取 7 批样品制备供试品溶液，进样测定，计算
样品中各元素的含量，结果见表 2。7 批样品中 7 种
元素杂质含量远低于 ICH Q3D 推荐的口服允许量。

表 2　样品测定结果 (ng·g－ 1) 
Tab 2　Sample determination (ng·g－ 1)

编号 企业 批号 As Cd Pb Hg Co Ni V

J1 A 75597 14.08 0.18 45.71 5.38 9.11 3.80 12.78

J2 A 73603 ND ND ND 0.37 0.39 8.58 ND

J3 A 71432 ND ND ND ND 0.74 ND ND

J4 B 20210401 ND ND ND ND 0.22 2.30 ND

J5 B 20210402 ND 0.25 ND ND ND ND ND

J6 B 20210403 ND 0.56 ND ND 1.68 16.95 ND

J7 C K53639700 ND ND ND ND ND 20.89 ND

注（Note）：ICH Q3D 推荐的口服允许质量浓度为 As 1.5 µg·mL－ 1、

Cd 0.5 µg·mL－ 1 、Pb 0.5 µg·mL－ 1、Hg 3 µg·mL－ 1、Co 5 µg·mL－ 1、

Ni 20 µg·mL－ 1、V 10 µg·mL－ 1（ICH Q3D recommends oral allowable 
concentrations：As 1.5 µg·mL－ 1，Cd 0.5 µg·mL－ 1，Pb 0.5 µg·mL－ 1，

Hg 3 µg·mL－ 1，Co 5 µg·mL－ 1，Ni 20 µg·mL－ 1，and V 10 µg·mL－ 1）。

3　讨论

3.1　检测元素种类的选择 
　　ICH Q3D 根据元素的毒性（PDE）及其在药品
中出现的可能性，将 24 种需要监控的元素杂质分
为 3 类（1 类、2 类、3 类），其中 2 类进一步分成
2A 类和 2B 类亚类。1 类元素在药品生产中为限制
使用或禁用，所有潜在元素杂质来源以及给药途
径都需要进行风险评估。2 类元素为给药途径依赖
型的人体毒素，2A 类元素为出现在药品中的相对
可能性高的元素，对所有潜在元素杂质来源以及给
药途径都需要进行风险评估。甘油三乙酯为合成来
源，无有意添加的元素杂质，主要应用于片剂、胶
囊剂。因此，本文选择 1 类、2A 类共 7 种元素进
行检测。
3.2　样品的制备

　　本品在水中易溶，直接采用 2% 硝酸稀释样
品后测定，基体干扰严重，回收率低，无法满足
试验要求。以常用的硝酸、盐酸、王水（盐酸、
硝酸体积比为 3∶1）为溶剂进行微波消解考察。
结果显示，样品在 8.0 mL 硝酸或 8.0 mL 王水体

系中预消解 4 h 后，再进行微波消解处理，样品
能完全消解，回收率能达到 ChP2020 相关规定。
预消解过程中，可加入玻璃珠或瓷片防止暴沸，
消化产生大量泡沫时，应立即减小火力。采用微
波消解处理，操作人员能避免接触酸雾，自动化
程度高，但操作过程中应避免过高压力的设置，
如样品消解不完全，可适当延长预消解过程。简
便考虑，选用硝酸进行消解。
3.3　内标元素的选择

　　采用 ICP-MS 法进行多元素分析时，容易受多
原子离子的干扰，造成严重的基体效应 [8]。在线内
标法可有效修正不同基体对测试的影响，根据标准
HJ 700—2014、HJ 803—2016 及相关文献筛选内标
元素 [9-10]，21Sc、72Ge、103Rh、115In 对于低质量段元
素具有较好的校正效果，159Tb、175Lu、209Bi 对于高
质量段元素具有较好的校正效果。因此，采用 Sc、
Ge、Rh、In、Tb、Bi、Lu 混合内标校正基体效应。
4　小结

　　本文建立了 ICP-MS 法测定甘油三乙酯中 7 种
ICH 控制元素的测试方法，该方法具有灵敏度高、
分析速度快、准确性高等优点。结果显示，A 企业
3 批样品批间差异较大，生产工艺控制有待进一步
完善，但 7 种元素杂质含量远低于 ICH Q3D 推荐
的口服允许量，说明该品种元素杂质风险较低。
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药用玻璃颗粒耐水性测定的能力验证研究

齐艳菲1，李晓宇2，谢兰桂1，赵霞1*，杨会英1（1.中国食品药品检定研究院，北京　100050；2.中国药科大学，

南京　211198）

摘要：目的　设计和组织药用玻璃颗粒耐水性测定的能力验证项目（No. NIFDC-PT-420），评价

参加者对玻璃类包材耐水性测定的能力。方法　按照中国合格评定国家认可委员会（CNAS）

规定的程序进行样品制备，发样前进行均匀性检验，通过随机发放不同的干扰样品防止数据串

通、伪造。采用稳健统计方法，以所有参加者报告结果的中位值为指定值，以标准化四分位距

为能力评定标准差，计算 z 比分数，对上报结果进行评定。结果　样品的均匀性符合能力验证

项目要求，42 家实验室，“满意”结果 34 家，“可疑”结果 4 家，“不满意”结果 4 家，满意率为

81.0%。结论　本次能力验证客观科学地评估了全国部分实验室药包材的检验能力，部分企业

实验室的检测能力还有待提高，药品监管部门须持续关注该类实验室的检验能力建设。

关键词：药用玻璃；颗粒耐水性；能力验证

中图分类号：R95，R927　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2173-04
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Hydrolytic resistance of pharmaceutical glass grains 

QI Yan-fei1, LI Xiao-yu2, XIE Lan-gui1, ZHAO Xia1*, YANG Hui-ying1 (1. National Institute for Food 
and Drug Control, Beijing  100050; 2. China Pharmaceutical University, Nanjing  211198)

Abstract: Objective  To design and organize the ability test project (No. NIFDC-PT-420) to determine 
the hydrolytic resistance of pharmaceutical glass grains and evaluate the participants’ ability to determine 
hydrolytic resistance of glass packaging materials. Methods  The samples were prepared according to 
the procedures specified in the China National Accreditation Service for Conformity Assessment. The 
uniformity was tested before the sample distribution. Different interference samples were randomly 
distributed to prevent data collusion and forgery. Robust statistical method and z scores were used to 
evaluate the reported results. z scores were calculated with the median of all participants’ reported results 
as the specified value and the standardized quartile distance as the standard deviation in the ability 
evaluation. Results  The uniformity of the samples met the requirements of the proficiency test. Among 
the 42 laboratories, 34 laboratory results were satisfactory, 4 were suspicious and 4 were not qualified. 
The satisfaction rate was 81.0%. Conclusion  This proficiency test objectively and scientifically 
evaluates the testing ability of pharmaceutical packaging materials in some laboratories in China. The 
testing ability of some enterprise laboratories need to be improved and drug regulatory authorities should 
pay attention to the testing ability building in such laboratories. 
Key words: pharmaceutical glass; hydrolytic resistance of glass grain; proficiency test
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　　近年来，随着我国医药工业的快速发展和药
包材关联审评制度的持续推进，制药行业对药包
材质量控制的关注度不断提高，越来越多的药品
生产企业及第三方检测机构获得中国合格评定国
家认可委员会（CNAS）药包材的检验检测资质。

能力验证（proficiency test，PT）是利用实验室间
比对，按预先制订的指导原则评价参加者能力的
活动。能力验证是评价和监控检验检测机构技术
能力的有效手段，同时还可以有效帮助实验室识
别自身在检测过程中存在的技术漏洞，进而提升
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检验检测质量 [1-3]。
　　玻璃类药包材具有良好的理化性质，是中国
应用最早、覆盖面最广的药用包装材料之一。颗
粒耐水性是药用玻璃容器化学稳定性监测的关键
性能指标之一，用于评价药用玻璃材质耐受水浸
蚀的能力 [4-6]。颗粒耐水性方法标准收载于《中国
药典》2020 年版四部，通过滴定浸提液测定 [4]。
虽然，滴定法在检测领域是常见的检测方法，但
样品制备过程中仍然存在容易忽略的操作要点，
较易出现结果偏差。此外，玻璃颗粒耐水性的测
定结果能代表性地反映各检测实验室玻璃类药包
材的检测能力，间接反映各检测实验室在药包材
检测领域的整体水平。基于以上考量，2023 年中
国食品药品检定研究院（简称中检院）按照能力验
证系列文件的有关要求，在各级药检机构、相关
药包材、药品生产企业和第三方检验机构内组织
实施药包材领域“玻璃颗粒耐水性测定”能力验证
计划（NIFDC-PT-420）。本文概述了本计划的组织
与实施情况，并对结果进行技术分析和总结，为
管理部门判断实验室水平提供基础数据，同时通
过原始记录的深入解读，向参加的实验室提出技
术改进的建议，以期其能有针对性地改善与提高。
1　仪器与试药
　　本项目中各参加实验室使用的仪器型号不同，
以下仅列出本实验室使用的仪器及型号：BXM-
VE-P 型立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯医疗生
物仪器股份有限公司）；电子天平（瑞士 Mettler 
Toledo 公司）；DKN612C 型鼓风干燥箱（日本亚
玛拓科技）；甲基红钠（TCI 试剂）；乙醇（国药
化学试剂有限公司）。
　　能力验证样品：本次能力验证样品为药用玻
璃碎片，以塑料桶进行包装，每桶约 500 g。为
防止数据的串通与伪造，设计了 2 种干扰样品。
样品共分为 3 种，为方便区分，标记为样品 A、
样品 B 和样品 C，其中样品 A 是最终进行数据
统计的真实样品，样品 B 和样品 C 均为干扰样
品。每种样品各 200 份，于室温下保存。样品
编 号 分 别 为 ANP4200001-A ～ ANP4200200-A、
ANP4200001-B ～ ANP4200200-B、ANP4200001-
C ～ ANP4200200-C。
2　方法与结果
2.1　样品均匀性和稳定性研究 [4，7-8]

　　依据能力验证样品均匀性和稳定性评价指南
（CNAS-GL003：2018）和该项目自身特点，对样
品的均匀性和稳定性进行评价。在样品发出前，
将 200 瓶样品按顺序编号，从中随机数取样 15
瓶，作为能力验证均匀性检验用样品。参照《中
国药典》2020 年版四部＜ 4001 ＞ 121℃玻璃颗粒

耐水性测定法进行测定，每份样品重复测定 3 次，
为了减小测量中定向变化的影响，样品的所有重
复测试按随机次序进行。参加实验室数据返回后，
对样品的均匀性进一步采用 SS ≤ 0.3σ准则进行
评价。
　　采用单因素方差分析评价均匀性，F（1.61） 
＜ F 临界值（2.04），表明在 95% 置信水平下，样
品均匀性符合要求。参加实验室数据返回后，满
足 SS ≤ 0.3σ，进一步证明样品均匀。
　　由于样品为玻璃材质，具有较好的稳定性，
在样品制备、分装及运输等过程中，温湿度的变
化不会影响玻璃样品的理化性能。因此，本次能
力验证所用样品无需进行稳定性考察 [8]。
2.2　样品的分发和要求
　　能力验证组织者通过中国药检能力验证服务
平台，赋予每个参加实验室临时随机且具有唯一
性代码，按随机分配的方式向每个参加实验室提
供 1 份样品，每份样品 2 瓶，采用样品 A ＋ B 与
A ＋ C 的组合形式，通过中国邮政 EMS 分发给
每个实验室。要求收到样品后在能力验证平台进
行样品确认，将样品室温保存。
　　要求其参照《NIFDC-PT-420 玻璃颗粒耐水性
测定能力验证计划作业指导书》，按《中国药典》
2020 年版四部＜ 4001 ＞ 121℃玻璃颗粒耐水性测
定法测定。检测完成后提交 3 份平行测定的颗粒
耐水性结果并报告均值，均值保留小数点后 2 位。
2.3　参加实验室情况
　　共有 43 家实验室报名，其中 1 家实验室退
出本项能力验证活动，样品未开封并退回，剩余
42 家实验室均按时提交了结果报告。参加本次能
力验证的实验室分布于我国 19 个省 / 自治区 / 直
辖市，主要包括省市级药品、医疗器械检验机构
（占比 45%）、药品生产企业（占比 26%）、药包
材生产企业（占比 17%）及其他检测机构、实验
室（占比 12%），每个省 / 自治区 / 直辖市的各级
实验室分布见图 1。
2.4　结果的统计分析和评定
　　以 42 家实验室报送的结果统计总体，分布
直方图见图 2，数据呈单峰分布。计算极大值、
极小值、均值、相对标准偏差（%）、中位值、标
准化四分位距等统计量，详见表 1。
　　依据 CNAS-GL002 能力验证结果的统计处
理和能力评价指南 [9] 和 GB/T 28043—2019/ISO 
13528：2015 利用实验室间比对进行能力验证的
统计方法 [10]，采用稳健统计方法进行运算，以减
少正态分布假设或异常值（离群值）对总体的影
响 [11-12]。以所有参加实验室报告结果的中位值为
指定值（X），以标准化四分位距（nIQR）为能力
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评定标准差σ。指定值的标准不确定度按照公式
μx ＝ 1.25×s*/√p 计算，p 为实验室的个数（42），
s* 为能力验证结果的稳健标准差（0.25）。指定值
的标准不确定度 μx ＝ 0.048。μx ＜ 0.3σ（0.075），
指定值的标准不确定度可忽略不计。
　　按以下公式计算得各参加实验室的 z 比分数，
以 z 比分数作为统计量，对各检测结果进行评价。
42 个反馈结果中，34 家实验室的检测结果为“满
意”（|z| ≤ 2.0），满意率为 81.0%；4 家实验室结
果为可疑（2.0 ＜ |z| ＜ 3.0），占比 9.5%；4 家实
验室结果不满意（|z| ≥ 3.0），占比 9.5%。
　　z ＝（x － X）/σ
　　式中：x 为参加者的测定值；X 为指定值；σ
为能力评定标准差。
　　为了清晰地表示各参加实验室的结果，将 z
值按大小顺序排列做柱状图（见图 3）。根据柱
状图，每个参加实验室可以将结果与其他实验室
的结果进行比较，了解其结果在本次能力验证计
划中所处的水平。代码为 145、826、367、007、
877、284 的 6 家实验室 z 值均小于－ 2.0，测定

结果偏低，其中代码为 145 的实验室，z 值达－

11.4，测定结果严重偏离真实值。代码为 258、
700 的实验室 z 值均大于 2.0，测定结果偏高。另
外代码为 464 的实验室，z 值为－ 2.0，虽然结果
为满意，但应提高警惕，查找试验过程中引起测
定结果偏低的因素，以纠正测定结果的偏差。

图 3　实验室 z 比分数柱状图（实验室代码 -z 值）

Fig 3　Laboratory z-score bar chart（No-z）

3　讨论
3.1　参加实验室情况分析
　　本次能力验证计划的 42 家实验室分布于全
国 19 个省 / 自治区 / 直辖市，尚未覆盖全国，基
于药用玻璃包装容器使用的普遍性，参加实验
室的覆盖率还有待进一步提高。统计 2017 年至
2022 年药包材能力验证计划中药品及药包材生产
企业实验室和第三方检测机构的参与比例发展情
况，企业实验室的占比从 2017 年的 11% 逐步增
长至 2022 年的 28%，并在 2023 年的本次能力计
划中，占比升至 55%。企业实验室参与率逐年升
高的趋势，反映出药包材质量控制与检验检测受
到越来越广泛的关注。特别是药品生产企业实验
室的参与度逐年提高，本次能力验证计划中占比
26%，突显了药品生产企业在加强药包材质量控
制和研究方面所扮演的角色日渐重要，彰显其作
为药品质量第一责任人的责任感和积极性。
3.2　本次能力验证计划的结果分析
　　从评定结果来看，“不满意”结果的 4 家实验
室均为企业检测实验室，其中 2 家为生物制药公
司实验室（占药品生产企业实验室总数的 18%），
2 家为第三方检测公司（占第三方检测公司实验
室总数的 40%）。“可疑”结果的 4 家实验室，1 家
为省级药检单位（占省市级药品、医疗器械检验
机构总数的 5%），剩余 3家均为企业检测实验室，
包括 1 家药包材生产企业实验室（占药包材生产
企业实验室总数的 14%）、2 家生物制药公司实验
室（占药品生产企业实验室总数的 18%）。
　　从以上结果可以看出，省市级药品、医疗器械
检验机构满意率良好（满意率为 95%）、药包材生

图 1　参加实验室分布情况

Fig 1　Distribution of participating laboratory

表 1　检测结果的统计量汇总 
Tab 1　Summary of test results for statistics

参加实验

室数量
最大值 最小值 平均值

相对标

准偏差
中位值

标准化四

分位距

42 个 7.72 mL 3.10 mL 5.88 mL 10.4% 5.95 mL 0.25 mL

图 2　参加单位结果分布直方图

Fig 2　Distribution histogram of participating laboratories
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产企业实验室的满意率一般（满意率为 86%），而
药品生产企业与第三方检测公司实验室满意率较差
（分别为 64%、60%）。药品生产企业与第三方检
测公司对药包材检验检测的能力仍需进一步提升。
3.3　产生不满意 / 可疑结果的原因分析
　　玻璃颗粒耐水性的测定主要分为三个步骤，
一是玻璃颗粒的制备，二是供试液的制备，三是
对供试液进行滴定。通过原始记录的深入解读，
对产生不满意 / 可疑结果的原因进行分析。
　　在玻璃颗粒的制备方面，本次能力验证的样
品需按照标准的要求制备成 300 ～ 425 μm 的玻
璃颗粒，并进行清洗干燥后待用。粒径大小的控
制、样品是否清洗干净以及是否干燥完全均会影
响最终结果。例如玻璃颗粒表面吸附的粉尘未完
全清洗干净，会导致测定结果偏大；样品未完全
干燥便进行称定，则会导致测定结果偏小。
　　在供试液的制备方面，供试液的制备要求是
将玻璃颗粒加入一定量的试验用水后，置高压蒸
汽灭菌器内，121℃保持 30 min 取出。标准对高
压灭菌器的升、降温程序有严格的规定即“以平
均 1℃·min － 1 的速率在 20 ～ 22 min 内将温度
升至（121±1）℃，到达该温度时开始计时。在
（121±1）℃保持（30±1）min 后，缓缓冷却和减
压，在 40 ～ 44 min 内将温度降至 100℃”。通用
灭菌器不能满足标准的要求，需要配备专用的升降
温程序。一般情况下，通用灭菌器升降温的时间偏
短，缩短了整个加热过程，导致测定结果偏低。3
家实验室均因为使用的灭菌器达不到标准要求，导
致测定结果偏低，能力验证评定结果为不满意 / 可
疑。另外，供试液制备过程中所使用的玻璃容器如
烧杯、锥形瓶等应为石英玻璃或平均线热膨胀系数
约为 3.3×10－ 6·K－ 1 的硼硅玻璃，且需要经过老
化处理。在与样品一同进行高压蒸汽灭菌的过程
中，如果使用的玻璃容器不符合标准要求，可能会
因其释放出少量的浸出物，从而影响测定结果。
　　在供试液的滴定方面发现的问题：① 滴定液
稀释过程中，稀释倍数过大，移取体积过小，导
致滴定液浓度误差增大；② 使用的滴定管的量程
远小于滴定体积，增大读数误差；③ 滴定管读数
位数有误。
　　此外，药用玻璃颗粒耐水性的测定过程相对
较复杂，操作人员对标准的理解和掌握程度以及
各个环节试验操作的规范性均会影响测定结果。
3.4　技术建议
　　针对以上对不满意 / 可疑结果的原因分析中
提出的问题，给出以下几条建议：① 各实验室在
执行《中国药典》标准时，应加强对标准学习与人

员的培训，重视《中国药品检验标准操作规范》[13]

中的相关规定，充分了解溶液配制与滴定操作的
相关规范；② 在进行玻璃颗粒耐水性测定时，玻
璃颗粒制备所使用的不锈钢网筛应进行计量和确
认，无水乙醇清洗玻璃颗粒时应清洗至上清液澄
清透明，且玻璃颗粒完全干燥后方可进行下一步
试验；③ 配置满足标准要求的高压灭菌容器。
　　基于不同实验室测定样品与干扰样品的结果
均同步偏大或偏小，测定过程中存在一定的系统
偏差。且药用玻璃包装容器多用于注射剂，颗粒
耐水性测定结果的偏差直接影响对药用玻璃容器
性能的判断，耐水性能差的容器包装注射剂后，
会引发一系列的安全风险。尤其是本次能力验证
计划不满意与可疑的药品生产企业实验室均为生
物制药公司，生物制品对药用玻璃容器的性能有
更高的要求 [14]。建议监管机构基于以上风险的考
虑，发放药用玻璃颗粒耐水性测定用对照物质，
以纠正测定结果的偏差，保证测定结果的准确
性，进而保障药品质量。
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红药片中黄曲霉毒素的含量测定及限度研究

张耀文，李尚颖，隋晓璠，徐万魁*（辽宁省检验检测认证中心，辽宁省药品检验检测院，化学药品质量研究与评价

国家重点实验室，沈阳　110036）

摘要：目的　建立高效液相色谱 - 质谱联用法测定红药片中黄曲霉毒素（以黄曲霉毒素 B1、黄

曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1 和黄曲霉毒素 G2 总量计）的含量，制订红药片中黄曲霉毒素的

限度。方法　以 Venusil MP C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）为色谱柱；流动相为 2 mmol·L－ 1

醋酸铵溶液（A）- 甲醇（B），梯度洗脱；串联质谱仪检查，电喷雾离子源（ESI），正离子检

测模式。结果　黄曲霉毒素 B1 在 0.0108 ～ 54.0 ng·mL－ 1、黄曲霉毒素 B2 在 0.0145 ～ 14.5 
ng·mL－ 1、 黄 曲 霉 毒 素 G1 在 0.0101 ～ 50.5 ng·mL－ 1、 黄 曲 霉 毒 素 G2 在 0.0150 ～ 15.0 
ng·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好。黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 回收率分别为 89.24%、

80.31%、87.06% 和 74.19%（n ＝ 6）；重复性 RSD 分别为 2.9%、4.6%、3.3% 和 5.0%。6 批红

药片中的黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 的含量及总量均小于所制订的黄曲霉毒素限度，结果均

符合规定。结论　本试验建立了高效液相色谱 - 质谱联用法测定红药片中黄曲霉毒素的含量，

并制订了红药片中黄曲霉毒素的限度，为其他中成药的黄曲霉毒素含量的检测及限度的制订

提供了新的思路和理论参考。

关键词：红药片；黄曲霉毒素；高效液相色谱 - 质谱联用法；TD50

中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2177-05
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Determination and limit of aflatoxins in Hongyao tablets

ZHANG Yao-wen, LI Shang-ying, SUI Xiao-fan, XU Wan-kui* (Liaoning Inspection, Examination 
& Certification Centre, Liaoning Institute for Drug Control, State Key Laboratory of Chemical Drug 
Quality Research and Evaluation, Shenyang  110036)

Abstract: Objective  To establish a liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS) method for 
the determination of aflatoxins (aflatoxins B1, aflatoxins B2, aflatoxins G1 and aflatoxins G2) in Hongyao 
tablets, and to set limits on the amount of aflatoxins in Hongyao tablets. Methods  The chromatographic 
column was Venusil MP C18 (4.6 mm×150 mm, 5 μm). The mobile phase consisted of 2 mmol·L－ 1 
ammonium acetate solution (A)-methanol (B) with gradient mode. Electrospray ionization source (ESI) 
was used for the determination by tandem mass spectrometer, and the positive ion mode was adopted. 
Results  The linear calibration curves were obtained at 0.0108 ～ 54.0 ng·mL－ 1 for aflatoxins B1, 
0.0145～14.5 ng·mL－1 for aflatoxins B2, 0.0101～50.5 ng·mL－1 for aflatoxins G1, and 0.0150～15.0 
ng·mL－ 1 for aflatoxins G2, respectively. The recoveries of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 were 89.24%, 
80.31%, 87.06% and 74.19%, respectively. The RSDs of repeatability were 2.9%, 4.6%, 3.3% and 5.0%, 
respectively. The content and total amount of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 in 6 batches of Hongyao 
tablets were all lower than the aflatoxins limits. Conclusion  The HPLC-MS method is established for 
the determination of aflatoxins in Hongyao tablets, and the limit of aflatoxins in Hongyao tablets is 
established at the same time, which provids a new idea and theoretical reference for the determination of 
aflatoxins content in other proprietary Chinese medicines. 
Key words: Hongyao tablet; aflatoxin; HPLC-MS; TD50
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　　中成药红药片由三七、红花、当归、川芎、白
芷和土鳖虫 6 味中药组成，具有活血止痛、祛瘀生
新功效，临床主要用于治疗跌打损伤、筋骨瘀血肿
痛、风湿麻木，是临床上应用多年且疗效显著的中
药复方制剂 [1-2]。《中国药典》2020 年版一部中依据
“真菌毒素测定法”，共对 24 种中药及其饮片进行
了黄曲霉毒素含量的控制。其中土鳖虫为红药片的
处方成分，存在黄曲霉毒素残留风险 [3]。黄曲霉毒
素是由真菌黄曲霉和寄生曲霉等产生的一类有毒次
生代谢产物 [4]，毒性极大，能引起人类、各种饲养
动物的急性中毒死亡，还能致癌、致畸、致突变 [5]。
迄今为止，已经发现的黄曲霉毒素至少包含黄曲
霉毒素 B1、B2、G1、G2、M1、M2 等 17 种结构相
似且特征已知的化合物，其结构特征为都含有一个
二呋喃环（糖酸呋喃）的基本毒性结构和一个香豆
素（氧杂萘邻酮）结构。其中黄曲霉毒素 B1、B2、
G1、G2 是主要的毒性物质，以黄曲霉毒素 B1 毒性
最强 [6-8]。目前国家尚未规定有关中成药中黄曲霉
毒素含量测定方法和限度标准。由于黄曲霉毒素不
溶于水，并且耐热性很高，加热到 280℃才能发生
裂解破坏，一般的水洗、加热炮制等对其含量影响
不大 [9-10]，因此，中药材一旦发生霉变，被黄曲霉
毒素污染，在制剂中也会存在而且比较稳定，建立
中药制剂中黄曲霉毒素限度标准，保证临床用药的
安全，具有非常重要的意义。
　　《中国药典》2020 年版的“真菌毒素测定法”
包括液相色谱法、液相色谱 - 串联质谱法和酶联
免疫法。其中液相色谱 - 串联质谱法以其高灵敏
度和准确性，被广泛应用于真菌毒素的检测。本
试验首次建立了高效液相色谱 - 质谱联用法测定
红药片中黄曲霉毒素（以黄曲霉毒素 B1、B2、G1

和 G2 总量计）的含量，方法方便、准确。依据黄
曲霉毒素 B1 的半数中毒剂量（TD50）计算数值和
《中国药典》2020 年版一部对中药材和中药饮片
中黄曲霉毒素限度的要求 [11]，制订红药片中黄曲
霉毒素的限度，以对红药片的安全性进行全面评
价，可为其他中成药中黄曲霉毒素含量的检测及
限度的制订提供新的思路和理论参考。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　LC-20A 液相色谱仪（岛津公司）；Q trap 4000
（美国 AB 公司）；ALC-1100.2 型电子分析天平
（Sartorius 公司，精度：0.01 g）；AS10200AD 超声
波振荡器（天津奥特赛恩斯仪器有限公司）；酸度
计（美国梅特勒）。

1.2　试药

　　红药片（企业 A，批号：220303、220302；企
业 B，批号：220505、220607、220611；企业 C，
批号：220701）。黄曲霉毒素混合对照品（批号：
610001-202107，中国食品药品检定研究院，黄曲
霉毒素 B1 以 1.08 µg·mL－ 1 计算；黄曲霉毒素
B2 以 0.33 µg·mL－ 1 计算；黄曲霉毒素 G1 以 1.01 
µg·mL－ 1 计算；黄曲霉毒素 G2 以 0.30 µg·mL－ 1

计算）。免疫亲和柱（VICAM，美国维康），甲醇
（色谱纯，默克），醋酸铵（色谱纯，Sigma），其
他试药为分析纯，水为超纯水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Venusil MP C18（4.6 mm×150 mm，
5 μm）；流动相：2 mmol·L－ 1 醋酸铵溶液为流
动相 A，甲醇为流动相 B，梯度洗脱（0 ～ 5 min，
55% ～ 15%A；5 ～ 7 min，15% ～ 0%A；7 ～ 7.5 
min，0% ～ 55%A；7.5 ～ 10 min，55%A）；柱温：
40℃；流速：0.5 mL·min－ 1；进样量：5 μL。
2.2　质谱条件

　　电喷雾离子源（ESI）；正离子模式；采集时
间为 6.5 ～ 9.0 min。各化合物检测离子对、锥孔
电压（DP）和碰撞电压（CE）见表 1。

表 1　黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 对照品的检测离子对、DP和

CE值 
Tab 1　Detection ion pairs，taper hole voltage (DP) and collision 

voltage (CE) for aflatoxins B1，B2，G1 and G2

化合物 母离子（m/z）子离子（m/z） DP/V CE/V 性质

黄曲霉毒素 B1 313 285
241

100 35
60

定量

定性

黄曲霉毒素 B2 315 287
259

110 40
40

定量

定性

黄曲霉毒素 G1 329 243
311

100 35
30

定量

定性

黄曲霉毒素 G2 331 245
313

100 40
53

定量

定性

2.3　溶液的制备

2.3.1　供试品溶液　取本品 50 片，除去包衣，研
细，混匀，取约5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，
加入氯化钠 3 g，精密加入 70% 甲醇溶液 50 mL，
超声处理 40 min（功率 560 W，频率 40 Hz），离
心 20 min（离心速度 5000 r·min－ 1），精密量取上
清液 15 mL，置 50 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，
摇匀，离心 10 min（离心速度 5000 r·min－ 1），精
密量取上清液 20 mL，通过免疫亲和柱，流速 3 
mL·min－ 1，先用淋洗缓冲液（称取 8.0 g 氯化钠、
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1.2 g 磷酸氢二钠、0.2 g 磷酸二氢钾、0.2 g 氯化钾，
加水 990 mL 使溶解，用盐酸调节 pH 值至 7.0，加
水稀释至 1000 mL，即可）10 mL 洗脱，再用水 20 
mL 洗脱，弃去洗脱液使空气进入柱子，将水挤出
柱子，再用适量甲醇洗脱，收集洗脱液，置 2 mL
量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜
（0.22 µm）滤过，取续滤液，即得。
2.3.2　混合对照品储备液　精密量取黄曲霉毒素

混合对照品 0.5 mL，置 10 mL 量瓶中，用甲醇稀
释至刻度，作为混合对照品储备液。
2.3.3　空白溶液　取已知无黄曲霉毒素的样品，
按照“2.3.1”项下方法制备，作为空白溶液。
2.4　系统适用性试验

　　精密吸取空白溶液、混合对照品储备液、供
试品溶液各 5 μL 注入液相色谱仪，结果空白溶液
对 4 种黄曲霉毒素的含量测定无干扰，见图 1。

图 1　红药片中黄曲霉毒素含量测定代表性色谱图

Fig 1　Representative chromatogram for determination of aflatoxin in Hongyao tablet
A. 空白溶液（blank solution）；B. 混合对照品储备液（mixed reference stock solution）；C. 供试品溶液（批号：220505）（sample solution，batch：
220505）；1. 黄曲霉毒素 G2（aflatoxins G2）；2. 黄曲霉毒素 G1（aflatoxins G1）；3. 黄曲霉毒素 B2（aflatoxins B2）；4. 黄曲霉毒素 B1（aflatoxins B1）

2.5　线性关系考察及检测限、定量限

　　精密量取黄曲霉毒素混合对照品储备液适量，
用甲醇稀释制成以黄曲霉毒素 B1 质量浓度计分别
为 0.0108、0.054、0.54、1.08、5.4、54 ng·mL－ 1

的线性溶液及检测限（以 3 倍信噪比计）、定量限
（以 10 倍信噪比计）溶液，进样测定，黄曲霉毒
素 B1、B2、G1 和 G2 质量浓度在试验范围内与峰
面积线性关系良好，结果见表 2。
2.6　精密度

　　精密量取混合对照品储备液 2 mL 置 10 mL
量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，精密量取

1 mL 置 10 mL 量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇
匀，即得对照品溶液，连续进样 6 次，记录峰面
积。结果黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 的 RSD
分别为 1.2%、1.9%、0.80% 和 2.3%，表明仪器
精密度良好。
2.7　准确度和重复性

　　精密量取混合对照品储备液 0.015 mL，加入
空白样品中，按“2.3.1”项下方法制得回收率样
品，同法制备 6 份，进样测定，计算回收率。黄
曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 的平均回收率分别为
89.24%、80.31%、87.06% 和 74.19%。以 6 份回收
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率样品作为重复性试验样品，结果测得黄曲霉毒
素 B1、B2、G1 和 G2 的平均含量分别为 4.82、1.32、
4.40 和 1.11 µg·kg－ 1，RSD 分 别 为 2.9%、4.6%、
3.3% 和 5.0%，表明方法的准确度和重复性良好。
2.8　溶液稳定性

　　按“2.6”项下方法制备对照品溶液。取一份回
收率样品作为供试品溶液。取对照品溶液和供试品
溶液分别于 0、4、8、12、16、24 h 进样测定，结

果表明在 24 h 内，对照品溶液中黄曲霉毒素 B1、
B2、G1和 G2峰面积的 RSD 分别为4.4%、4.3%、3.2%
和 2.0%；供试品溶液中黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和
G2 峰面积的 RSD 分别为 2.5%、4.6%、4.7% 和 3.6%，
表明对照品溶液与供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.9　样品测定结果

　　对 6 批样品中黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2

进样测定，结果见表 3。

表 2　黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 检测的线性关系、定量限和检测限相关结果 
Tab 2　Linearity，quantification limit，and detection limit of aflatoxins B1，B2，G1 and G2 detection

化合物 线性方程 相关系数 线性范围 /（ng·mL － 1） 定量限 /（ng·mL － 1） 检测限 /（ng·mL － 1）

黄曲霉毒素 B1 Y ＝ 1.336X×104 ＋ 1.580×103 0.9998 0.0108 ～ 54.0 0.0108 0.0036

黄曲霉毒素 B2 Y ＝ 9724X×103 ＋ 165.7 0.9996 0.0145 ～ 14.5 0.0145 0.0048

黄曲霉毒素 G1 Y ＝ 1.113X×103 ＋ 1.933×103 0.9998 0.0101 ～ 50.5 0.0101 0.0034

黄曲霉毒素 G2 Y ＝ 3.845X×103 ＋ 36.06 1.000 0.0150 ～ 15.0 0.0150 0.0050

表 3　红药片中黄曲霉毒素测定结果 (µg·kg － 1) 
Tab 3　Content determination of aflatoxin in Hongyao tablet (µg·kg － 1)

样品批号 黄曲霉毒素 B1 黄曲霉毒素 B2 黄曲霉毒素 G1 黄曲霉毒素 G2 总量

220505 0.6 未检出 0.6 未检出 1.2

220607 0.4 未检出 0.5 未检出 0.9

220611 0.2 未检出 0.4 未检出 0.6

220303 0.2 未检出 0.3 未检出 0.5

220302 0.2 未检出 0.4 未检出 0.6

220701 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出

2.10　结果分析

　　根据 ICH M7[12] 中注释 4“可以根据啮齿类

动物致癌效价数据，例如 TD50 值（导致 50% 肿

瘤发生率的给药剂量相当于患癌风险可能性水平

为 1∶2），来计算特定化合物的可接受摄入量。”

根据 CPDB 数据库 [13]，黄曲霉毒素 B1 的 TD50 为

0.0032 mg/（kg·d）（大鼠）。

　　计算十万分之一概率致癌剂量，将该值除

以 50 000，即：0.0032 mg/（kg·d）÷50 000 ＝

6.4×10－ 5 μg/（kg·d）。
　　计算人类每日总摄入量：6.4×10－ 5 μg·kg－ 1 

×50 kg（体重）＝ 0.0032 μg/（人·d）。
　　注：目前 ICH M7 指导原则中以 50 kg/ 人为

平均体重来计算基因毒性杂质的限量。

　　红药片一次口服 0.5 g，一日服用 2 次。若以

红药片每日最大给药剂量 1.0 g 计算，红药片中

允许黄曲霉毒素 B1 含量为：0.0032 μg÷1.0 g ＝

0.0032 μg·g－ 1。

　　在 CPDB 数据库中，未查询到黄曲霉毒素 B2、

G1 和 G2 的 TD50 值。依据《中国药典》2020 年版一

部对中药材及中药饮片的限度要求“本品每 1000 g

含黄曲霉毒素 B1 不得过 5 μg，含黄曲霉毒素 G2、

G1、B2 和 B1 的总量不得过 10 μg”，制订红药片

中黄曲霉毒素的限度为“本品含黄曲霉毒素 B1 不

得过 0.0032 μg·g－ 1，含黄曲霉毒素 G2、黄曲霉

毒素 G1、黄曲霉毒素 B2 和黄曲霉毒素 B1 的总量

不得过 0.0064 μg·g－ 1。”

　　本次试验对 6 批红药片中的黄曲霉毒素 B1、

B2、G1 和 G2 的含量进行测定，结果表明有 5 批

样品中检出黄曲霉毒素 B1 及黄曲霉毒素 G1，6 批

样品中均未检出黄曲霉毒素 B2 及黄曲霉毒素 G2，

黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 的含量及总量均小

于所制订的黄曲霉毒素限度。

3　讨论

3.1　色谱条件的选择

　　本文依据《中国药典》2020 年版通则 2351“真

菌毒素测定法”中的“一、黄曲霉毒素测定法 第
二法（液相色谱 - 串联质谱法）”建立检验方法

测定红药片中黄曲霉毒素的含量。通过比较 10 
mmol·L－ 1 醋酸铵和 2 mmol·L－ 1 醋酸铵为流

动相 A 时目标化合物的响应强度，确定选用 2 
mmol·L－ 1 醋酸铵为流动相 A。
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3.2　建议企业加强对红药片中黄曲霉毒素的检测

　　本研究建立了高效液相色谱 - 质谱联用法测

定红药片中黄曲霉毒素的含量，并制订了红药片

中黄曲霉毒素的限度，结果虽均小于安全限度，

但所试验的 6 批样品中有 5 批样品有不同程度的

检出，提示存在黄曲霉毒素超限量的风险。但因

本次涉及的生产企业和抽取的样本量较少，不足

以评估红药片是否存在黄曲霉毒素超限量风险。

中成药污染黄曲霉菌与其药材生产、加工、贮存、

保管、季节等环节都有密切关系。建议企业采用

“避免为主，控制为辅”的策略，从中药材、工艺

质量控制、运输贮存等方面考察黄曲霉毒素的来

源，对产品中的黄曲霉毒素进行检测并加以控制，

使其在安全阈值以下，提高药品的质量可控性。

3.3　建议监管部门开展中成药中黄曲霉毒素的专

项监督

　　《中国药典》2020 年版一部中共对九香虫、土

鳖虫、大枣、酸枣仁等 24 种中药及其饮片进行了

黄曲霉毒素含量的控制，其中土鳖虫为红药片的

处方成分，存在黄曲霉毒素残留风险。多个中成

药处方中含有这 24 种中药材成分，建议监管部门

陆续开展上述中成药中黄曲霉毒素检查的专项监

督工作，对企业生产和风险控制进行指导。
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HPLC法测定富马酸伏诺拉生注射液中有关物质的含量

解元元，崔祥祯，杨永，王肖，张贵民*（鲁南制药集团股份有限公司，国家手性制药工程技术研究中心，山东　

临沂　273400）

摘要：目的　建立 HPLC 测定富马酸伏诺拉生注射液中有关物质含量的方法。方法　采用
YMC-Pack Pro C18 色 谱 柱（4.6 mm×150 mm，3 µm）， 流 动 相 A 为 0.04 mol·L－ 1 磷 酸 二
氢钾溶液（含 0.2% 三乙胺，用磷酸调节 pH 至 6.6）- 乙腈 - 异丙醇（92∶4∶4），流动相 B 为
0.04 mol·L－ 1 磷酸二氢钾溶液（含 0.2% 三乙胺，用磷酸调节 pH 至 6.6）- 乙腈（40∶60），采
用梯度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，柱温 40℃，检测波长 220 nm，进样量 20 μL。结果　
杂质 H、杂质 B、杂质 C、杂质 F、杂质 D、杂质 E、杂质 J 和伏诺拉生的质量浓度分别在
0.12 ～ 4.99、0.12 ～ 4.99、0.12 ～ 4.90、0.13 ～ 5.01、0.12 ～ 4.99、0.13 ～ 5.01、0.13 ～ 5.01、
0.13 ～ 5.01 μg·mL－ 1 内与峰面积呈良好线性关系（r ＞ 0.9990）；7 个杂质的回收率为
94.72% ～ 100.67%，其 RSD 值均小于 2.0%；7 个杂质和伏诺拉生的定量限为 0.12 ～ 0.13 
μg·mL－1，检测限为0.040～0.043 μg·mL－1。结论　经方法学验证，本法专属性强、灵敏度高、
准确度高，可用于富马酸伏诺拉生注射液中有关物质的含量测定。
关键词：富马酸伏诺拉生注射液；HPLC；有关物质
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2182-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.035

HPLC determination of related substances in vonoprazan fumarate injection

XIE Yuan-yuan, CUI Xiang-zhen, YANG Yong, WANG Xiao, ZHANG Gui-min* (Lunan 
Pharmaceutical Group Co., Ltd., National Engineering and Technology Research Center of Chirality 
Pharmaceutical, Linyi  Shandong  273400)

Abstract: Objective  To establish an HPLC method to determine the related substances in 
vonoprazan fumarate injection. Methods  YMC-Pack Pro C18 column (4.6 mm×150 mm, 3 µm) 
was used. Mobile phase A was 0.04 mol·L－ 1 potassium dihydrogen phosphate solution (containing 
0.2% triethylamine, adjusted to pH 6.6 with phosphoric acid)-acetonitrile-isopropanol (92∶4∶4), 
while mobile phase B was 0.04 mol·L－1 potassium dihydrogen phosphate solution (containing 0.2% 
triethylamine, adjusted to pH 6.6 with phosphoric acid)-acetonitrile (40∶60). Gradient elution 
was used, the flow rate was 1.0 mL·min－ 1, the column temperature was 40℃ , the detection 
wavelength was 220 nm, and the injection volume was 20 μL. Results  Impurity H, impurity B, 
impurity C, impurity F, impurity D, impurity E, impurity J and vonoprazan all showed good linear 
relationship with the peak area at the concentration ranges of 0.12～4.99, 0.12～4.99, 0.12～4.90, 
0.13 ～ 5.01, 0.12 ～ 4.99, 0.13 ～ 5.01, 0.13 ～ 5.01 and 0.13 ～ 5.01 μg·mL－ 1 (r ＞ 0.9990). 
The average recoveries of the above 7 impurities ranged 94.72% ～ 100.67%, with all the RSD less 
than 2.0%. The quantitation limits of 7 impurities and vonoprazan were 0.12 ～ 0.13 μg·mL－ 1 
and the detection limits were 0.040 ～ 0.043 μg·mL－ 1. Conclusion  The method is exclusive, 
sensitive and accurate, which can be used to determine the related substances in vonoprazan 
fumarate injection. 
Key words: vonoprazan fumarate injection; HPLC; ralated substance

作者简介：解元元，女，工程师，主要从事新药质量研究，email：xyyxieyuanyuan@163.com　* 通信作者：张贵民，男，研究员，主

要从事新药研究与开发，email：lunanzhangguimin@163.com
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　　富马酸伏诺拉生（vonoprazan fumarate，TAK-
438）是日本武田制药研发的钾离子竞争性酸阻滞
药，是一种可逆型 K＋拮抗剂 [1-4]，其片剂于 2014
年 12 月首次在日本上市，对糜烂性食管炎、幽门
螺杆菌感染、十二指肠溃疡、消化性溃疡、胃溃疡、
食管炎等胃酸相关性疾病（ARDs）疗效良好 [5-10]。
　　由于富马酸伏诺拉生片的水溶性较差，口服生
物利用度偏低。为弥补临床应用的局限性，我公司开
发了富马酸伏诺拉生注射液。富马酸伏诺拉生通过静
脉滴注途径给药，可大幅度提高药物的生物利用度。
　　本文旨在建立一种 HPLC 法测定富马酸伏诺
拉生注射液中有关物质的含量，并对建立的方法
进行全面的方法学考察，以用于富马酸伏诺拉生
注射液中有关物质的检查。
1　材料
1.1　仪器
　　e2695 型高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）；

XPR2 型百万分之一、XS205 型十万分之一电子天
平 [ 梅特勒托利多科技（中国）有限公司 ]；Sevencom-
pact 型 pH 计 [ 梅特勒托利多科技（中国）有限公司 ]。
1.2　试药
　　富马酸伏诺拉生对照品（含量：99.64%，山东
新时代药业有限公司，批号：626190501）；杂质 H
对照品（含量：85.58%，批号：18101927）、杂质 B
对照品（含量：92.68%，批号：18032930）、杂质
C 对照品（含量：96.02%，批号：18081425）及杂
质 E 对照品（含量：97.78%，批号：18051026）（深
圳菲斯生物科技有限公司）；杂质 F 对照品（含量：
95.71%，批号：1851843V-SL-01）、杂质 D 对照品
（含量：98.57%，批号：195186V-SL-01）及杂质 J（含
量：99.16%，批号：1951848V-SL-01）对照品（深圳
市斯坦德化工科技有限公司）。富马酸伏诺拉生注射
液（山东新时代药业有限公司，规格：1 mL/1 mg，
批号：ZJ01、ZJ02）。各对照品的结构式见图 1。

图 1　富马酸伏诺拉生及其主要杂质化学结构式

Fig 1　Chemical structures of vonoprazan fumarate and its main inpurities

　　乙腈、异丙醇均为色谱纯（Merck）；盐酸、
氢氧化钠、过氧化氢、磷酸二氢钾、磷酸、三乙
胺、氯化钠均为市售分析纯；水为纯化水。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　采用 YMC-Pack Pro C18 色谱柱（4.6 mm×150 
mm，3 µm），流动相：A 为 0.04 mol·L－ 1 磷酸二
氢钾溶液（含 0.2% 三乙胺，用磷酸调节 pH 至 6.6）-
乙腈 - 异丙醇（92∶4∶4），B 为 0.04 mol·L－ 1 磷
酸二氢钾溶液（含 0.2% 三乙胺，用磷酸调节 pH 至
6.6）- 乙腈（40∶60），按表1进行梯度洗脱，流速1.0 
mL·min－ 1，柱温 40℃，检测波长 220 nm，进样
量 20 μL。
2.2　专属性试验
2.2.1　空白干扰试验　分别精密称取杂质 H、杂
质 B、杂质 C、杂质 F、杂质 D、杂质 E、杂质 J
和伏诺拉生对照品适量，加溶剂溶解并稀释制成

每 1 mL 中约含 2.5 μg 的混合对照品溶液。取空白
溶剂（30% 乙腈溶液）、空白辅料（0.9% 氯化钠溶
液）和混合对照品溶液，进样测定，结果见图 2，
空白溶剂及空白辅料均不干扰本品有关物质检查，
主成分与各杂质及各杂质之间均可达到基线分离。
2.2.2　强制降解试验　取本品（批号：ZJ02）5 支，
取出内容物，置同一 10 mL 量瓶中，加溶剂稀释至

表 1　梯度洗脱程序 
Tab 1　Program of gradient elution

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%

  0 100     0

15   70   30

20   70   30

45     0 100

50     0 100

51 100     0

56 100     0
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图 2　富马酸伏诺拉生注射液中有关物质测定的典型 HPLC 色谱图

Fig 2　Typical HPLC chromatograms of ralated substance in vonoprazan fumarate injection
1. 杂质 H（impurity H）；2. 杂质 B（impurity B）；3. 杂质 C（impurity C）；4. 杂质 F（impurity F）；5. 伏诺拉生（vonoprazan）；6. 杂质 D
（impurity D）；7. 杂质 E（impurity E）；8. 杂质 J（impurity J）

刻度，摇匀，作为未降解样品（即供试品溶液）。平
行取本品 5 支，将内容物置同一 10 mL 量瓶中，进
行降解试验：酸降解（加 1 mL 0.1 mol·L－ 1 盐酸溶
液，90℃加热 45 min，冷却中和，溶剂定容）、碱降
解（加 1 mL 0.1 mol·L－ 1 氢氧化钠溶液，室温放置
2.5 h，中和，溶剂定容）、氧化降解（加 1 mL 3% 过
氧化氢溶液，室温放置约 25 h，溶剂定容）、热降解
（90℃加热 2 h，冷却，溶剂定容）、光降解（5000 lx

光照 18 h 后，溶剂定容）。取各降解条件下配制好的
溶液，进样测定，色谱图见图 3。结果显示，各条
件下，本品对酸、热较稳定，对碱、氧及光不稳定，
主峰与相邻杂质峰之间的分离度均符合要求，主峰
峰纯度角度均小于峰纯度阈值，物料保持守恒（各
条件降解后测得总峰面积与未降解溶液总峰面积的
比值在 90% ～ 110%），结果见表 2。说明该方法专
属性好，能够有效检测样品中的降解产物。

图 3　富马酸伏诺拉生注射液不同降解条件下的 HPLC 色谱图

Fig 3　HPLC chromatogram of vonoprazan fumarate injection under different degradation conditions
D. 未降解样品（undegraded sample）；E. 酸降解样品（acid degradation sample）；F. 碱降解样品（alkali degradation sample）；G. 氧化降解样

品（oxidative degradation sample）；H. 热降解样品（thermal degradation sample）；I. 光降解样品（photodegradation sample）
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表 2　富马酸伏诺拉生注射液强制降解试验物料守恒数据 
Tab 2　Meterial conservation data of forced degradation test of vonoprazan fumarate injection

条件 主峰纯度角度 主峰纯度阈值 主峰面积 A 主峰含量 /% 总峰面积 A 校正 /%
未降解 1.049 3.210 22 470 118 99.82 22 510 637 —

酸降解 1.148 3.210 21 876 909 99.80 21 920 751 97.38 
碱降解 1.056 3.211 20 356 894 96.10 21 183 032 94.10 
氧化降解 1.186 3.211 20 862 844 98.81 21 114 102 93.80 
热降解 1.175 3.209 21 798 131 99.80 21 841 815 97.03 
光降解 1.053 3.210 21 815 142 98.47 22 154 100 98.42 

2.2.3　杂质峰定位　分别精密称取杂质 H、杂质 B、
杂质 C、杂质 F、杂质 D、杂质 E 及杂质 J 对照品适
量，加溶剂溶解并稀释制成每 1 mL 中约含 0.1 mg 的
溶液，依法测定， 结果显示上述杂质的保留时间分别
为 10.396 min（λmax ＝ 199.2 nm、252.3 nm）、11.531 
min（λmax ＝ 199.2 nm、276.0 nm）、15.137 min（λmax ＝

193.3 nm、258.2 nm）、17.240 min（λmax ＝ 193.3 nm）、
20.334 min（λmax ＝ 193.3 nm）、26.173 min（λmax ＝

193.3 nm）、29.397 min（λmax ＝ 193.3 nm）。
2.3　线性关系、定量限和检测限
　　分别精密称取各杂质对照品及富马酸伏诺拉

生对照品适量，加溶剂溶解并逐步稀释制成每 1 
mL 中约含各杂质 25 μg 的混合溶液，作为混合
对照品母液。精密量取上述混合对照品母液 0.1 
mL 置于 20 mL 量瓶中，另取 0.1、0.2、0.5、1.0、
2.0 mL 分别置 10 mL 量瓶中，用溶剂稀释至刻
度， 摇 匀， 作 为 5%、10%、20%、50%、100%、
200% 比例的溶液，按“2.1”项下条件进行测定，
记录峰面积。以峰面积 A 为纵坐标，质量浓度 C
（μg·mL－ 1）为横坐标进行线性回归。对混合对
照品母液逐级稀释，以信噪比约为 3 时计算检测
限，以信噪比为 10 时计算定量限，结果见表 3。

表 3　伏诺拉生与各杂质线性关系、定量限、检测限结果 
Tab 3　Linearity，LOQ and LOD of vonoprazan and related substances 

成分 回归方程 相关系数 r 浓度 /（μg·mL － 1） 相对校正因子 [11-13] LOQ/（μg·mL － 1） LOD/（μg·mL － 1）

杂质 H A ＝ 32 929.53C ＋ 8.75 1.0000 0.12 ～ 4.99 1.3 0.12 0.040
杂质 B A ＝ 53 384.79C － 170.67 1.0000 0.12 ～ 4.99 0.8 0.12 0.040
杂质 C A ＝ 32 708.67C ＋ 199.02 1.0000 0.12 ～ 4.90 1.3 0.12 0.040
杂质 F A ＝ 33 042.65C ＋ 298.81 0.9999 0.13 ～ 5.01 1.3 0.13 0.043
伏诺拉生 A ＝ 43 600.90C ＋ 2056.71 0.9999 0.13 ～ 5.01 — 0.12 0.040
杂质 D A ＝ 42 912.25C － 161.45 1.0000 0.12 ～ 4.99 1.0 0.12 0.040
杂质 E A ＝ 41 834.56C ＋ 264.08 1.0000 0.13 ～ 5.01 1.0 0.13 0.043
杂质 J A ＝ 51 115.88C － 131.21 1.0000 0.13 ～ 5.01 0.9 0.13 0.043

2.4　进样精密度
　　取“2.3”项下的 100% 比例溶液，精密量取 20 
μL 注入液相色谱仪，连续测定 6 次，计算峰面积
RSD，结果显示杂质 H、杂质 B、杂质 C、杂质 F、
杂质 D、杂质 E、杂质 J 和伏诺拉生峰面积的 RSD
值分别为 0.41%、0.21%、0.23%、0.21%、0.26%、
0.15%、0.19%、0.18%。
2.5　准确度试验
　　按照“2.3”项下方法配制混合杂质对照品母
液。精密量取混合杂质对照品母液 1 mL，置 10 
mL 量瓶中，用溶剂稀释至刻度，摇匀，作为对
照品溶液，平行配制两份。
　　取本品（批号：ZJ02）60 支，混合均匀，精密量
取 5 mL，置 10 mL 量瓶中，加溶剂稀释至刻度，摇
匀，作为校正溶液；精密量取5 mL，置10 mL 量瓶中，
精密加入混合杂质对照品母液 1 mL，用溶剂稀释至
刻度，摇匀，作为 100% 供试品溶液，同法制备 20%、
150% 供试品溶液，每个浓度制备 3 份。取上述溶液，
依法测定，按外标法以峰面积计算回收率，结果各杂

质不同加入量的平均回收率均在 94% ～ 101%，RSD
均小于 2.0%，说明本方法准确度良好。
2.6　中间精密度
　　由不同的人采用不同的仪器测定中间精密度。
对照品溶液、供试品溶液（100% 浓度）配制方法
均同“2.5”项下，取上述溶液按照外标法计算供试
品溶液中各杂质的量，每个仪器测定 6 份，计算
12 次测定结果的 RSD。12 次测定的杂质 H、杂质
B、杂质 C、杂质 F、杂质 D、杂质 E、杂质 J 的
含量分别为 0.52%、0.55%、0.52%、0.61%、0.51%、
0.53%、0.52%，RSD 值分别为 1.0%、2.2%、1.0%、
0.74%、0.76%、0.98%、1.0%。
2.7　溶液稳定性
2.7.1　对照品溶液　取各杂质对照品及富马酸伏
诺拉生对照品各适量，精密称定，加溶剂溶解并
稀释制成每 1 mL 中分别约含 2.5 μg 的混合溶液，
分别于室温避光 24 h 和 5000 lx 光照箱放置 8 h，
考察稳定性。结果上述考察条件下各杂质峰面积
最大变化值均在 ±10% 范围内，表明对照品溶液
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室温避光放置 24 h、5000 lx 光照下放置 8 h 稳定。
2.7.2　供试品溶液　取本品（ZJ02 批）5 支，转
移至 10 mL 量瓶中，用溶剂稀释至刻度，分别考
察室温避光 22 h 和 5000 lx 光照条件放置 8 h 的稳
定性。室温避光 22 h 内，总杂、各已知杂质含量
及杂质个数均无明显变化，说明供试品溶液室温
避光条件下 22 h 内稳定。5000 lx 光照 6 h，总杂、
各已知杂质含量及杂质个数均无明显变化，光照
8 h 后，总杂含量由 0.234% 增加至 0.298%，主峰
前出现较多未知杂质，杂质个数增加，稳定性差。
说明本品供试品溶液对光照敏感，应避光保存。
2.8　系统适用性试验
　　取富马酸伏诺拉生及杂质 D 各适量，加 30% 乙
腈溶液溶解并稀释制成每 1 mL 中约含伏诺拉生 0.5 
mg、杂质 D 为 2.5 µg 的混合溶液，作为系统适用性
试验溶液。按照“2.1”项下色谱条件，记录色谱图，

伏诺拉生峰与杂质 D 峰的分离度为 3.95，符合要求。
2.9　耐用性试验
　　通过改变本法的柱温（±5℃）、流速（±0.1 
mL·min－ 1）、波长（±5 nm）、流动相中盐溶液
的 pH 值（±0.2）及更换不同批号色谱柱，验证
本法的耐用性。结果显示本法对柱温、流速、波
长、流动相中盐溶液的 pH 值及不同批号色谱柱
的耐用性均较好，与标准条件对比，主峰与杂质
D 峰的分离度、理论板数均符合要求，且无明显
差异，样品溶液中杂质检出数目及总杂含量均无
明显差异，说明本法耐用性较好。
2.10　样品测定
　　取本品 2 批样品，采用加校正因子的自身对
照法测定有关物质（其中杂质 B 的相对校正因子
为 0.8，为严格控制，将相对校正因子按 1.0 进行
计算），结果见表 4。

表 4　2 批样品有关物质含量测定结果 (%) 
Tab 4　Content of related substances in two batches samples (%)

批号 杂质 H 杂质 B 杂质 C 杂质 F 杂质 D 杂质 E 杂质 J 其他最大单杂 总杂

ZJ01 ND 0.037 0.019 0.082 ND ND ND 0.085 0.27
ZJ02 ND 0.061 0.015 0.089 ND ND ND 0.052 0.26
注（Note）：“ND”表示未检测到（ND means not detected）

3　讨论
　　根据本品原料有关物质 1 检查方法，经过方
法对比、筛选，制订了本品有关物质检查的色谱
条件。分析原料中的重要工艺杂质及制剂中的降
解杂质，制订了杂质分析策略。其中杂质 H、杂
质 B、杂质 C、杂质 F、杂质 D、杂质 E、杂质
J 均属于原料的工艺杂质，杂质 B、F 为制剂的
主要降解杂质。本品重点关注的杂质中，杂质 D
（去氟异构体）与主峰较难分离，故将杂质 D 列
入系统适用性试验中，以保证杂质的有效检出。
　　因氧化降解产生的氧化杂质 2、氧化杂质 3
均含基因毒性警示结构，故按照基因毒性杂质单
独建立方法严格控制；氧化降解杂质吡啶 -3- 磺
酰胺由于极性较强，也单独建立方法控制。
　　经验证，本文建立的 HPLC 法测定富马酸伏
诺拉生注射液中有关物质的含量，该方法专属性
强，准确度高，灵敏度高，可准确检测富马酸伏
诺拉生注射液中的有关物质。
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离子色谱法同时测定低分子量肝素钠注射液中的 
有机酸和无机阴离子

肖菁1，王蓉蓉1，张俊1，谢莹莹2，李子珊1，黄舒1，姚静3*（1.湖南省药品检验检测研究院，长沙　

410001；2.湖南省药品审核查验中心，长沙　410001；3.中国食品药品检定研究院，北京　102629）

摘要：目的　建立同时测定低分子量肝素钠注射液中醋酸根离子、氯离子、亚硫酸根离子、硫
酸根离子和草酸根离子含量的离子色谱法。方法　色谱柱为 Dionex IonPac AS11（250 mm×4 
mm），保护柱为 Dionex IonPac AG11（50 mm×4 mm），用淋洗液自动发生器，采用氢氧化钾
梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min－ 1，检测器为配有化学抑制器的电导检测器。结果　醋酸根离
子、氯离子、亚硫酸根离子、硫酸根离子和草酸根离子分别在 0.12 ～ 24 μg·mL－ 1、0.24 ～ 48 
μg·mL－ 1、0.4 ～ 80 μg·mL－ 1、0.04 ～ 8 μg·mL－ 1、0.3 ～ 60 μg·mL－ 1 与测定值线性关系
良好，r 分别为 0.9991、0.9999、0.9999、0.9995、0.9995；加样回收率分别为 105.3%、101.0%、
102.3%、96.8% 和 108.3%（n ＝ 6），RSD 分别为 2.2%、1.8%、1.6%、2.6% 和 1.6%。结论　该
方法操作简便，灵敏，高效，可用于同时测定低分子量肝素钠注射液中醋酸根、亚硫酸根、硫
酸根、草酸根和氯离子的含量，为其质量提供保证。
关键词：离子色谱法；低分子量肝素钠注射液；醋酸根离子；氯离子；亚硫酸根离子；硫酸根离子；
草酸根离子
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2187-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.036

Determination of organic acids and inorganic anions in low molecular 
weight heparin sodium injection by ion chromatography

XIAO Jing1, WANG Rong-rong1, ZHANG Jun1, XIE Ying-ying2, LI Zi-shan1, HUANG Shu1, YAO 
Jing3* (1. Hunan Institute for Drug Control, Changsha  410001; 2. Hunan Drug Inspection Center, 
Changsha  410001; 3. National Institutes for Food and Drug Control, Beijing  102629)

Abstract: Objective  To establish an ion chromatography to simultaneously determine acetate ion, chloride 
ion, sulfurous acid ion, sulfate ion and oxalate ion in low molecular weight heparin sodium injection. 
Methods  The chromatographic column was Dionex IonPack AS11 (250 mm×4 mm), and the protective 
column was Dionex IonPack AG11 (50 mm×4 mm). The automatic eluent generator and the gradient elution 
of potassium hydroxide were used. The flow rate was 1.0 mL·min－ 1. A conductivity detector was used with 
a chemical inhibitor. Results  The method showed good linearity at 0.12 ～ 24 μg·mL－ 1 for acetate ion (r ＝
0.9991), 0.24 ～ 48 μg·mL－ 1 for chloride ion (r ＝ 0.9999), 0.4 ～ 80 μg·mL－ 1 for sulfurous acid ion (r ＝
0.9999), 0.04～8 μg·mL－1 for sulfate ion (r＝0.9995), and 0.3～60 μg·mL－1 for oxalate ion (r＝0.9995), 
respectively. The average recoveries (n ＝ 6) were 105.3% (RSD ＝ 2.2%), 101.0% (RSD ＝ 1.8%), 102.3% 
(RSD ＝ 1.6%), 96.8% (RSD ＝ 2.6%), and 108.3% (RSD ＝ 1.6%) for acetate ion, chloride ion, sulfurous 
acid ion, sulfate ion and oxalate ion, respectively. Conclusion  The method is simple, sensitive and efficient, 
which can be used to simultaneously determine the content of acetate, sulfurous acid, sulfate, oxalate and 
chloride ions in low molecular weight heparin sodium injection, and to control its quality. 
Key words: ion chromatography; low molecular weight heparin sodium injection; acetate ion; 
chloride ion; sulfurous acid ion; sulfate ion; oxalate ion 
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　　低分子量肝素是以未分级肝素为原料，经过
降解后所制备得到的一类分子量更小的抗凝血药
物，低分子量肝素的抗凝性质和质量更可控、半
衰期更长、生物利用度更高，同时其出血倾向及
骨质疏松等不良反应更少，故近年来其临床的应
用不断扩大 [1-2]。由于生产工艺不同，低分子量
肝素分为低分子量肝素钠和低分子量肝素钙。低
分子量肝素钠，具有抑制Ⅹ a 活性，同时保留Ⅱa
的部分活性的药理作用，在药效学上表现为抗体
内外血栓以及动静脉血栓作用强，在发挥抗栓作
用时，出血的可能性较小。临床上主要用于治疗
急性深部静脉血栓，预防血液透析时血凝块形
成，治疗不稳定型心绞痛和非 Q 波心肌梗死，预
防与手术有关的血栓形成 [3-4]。
　　低分子量肝素钠是通过从猪肠黏膜提取的肝
素经过碱裂解、酶降解、亚硝酸降解等途径得到
的 [5-6]。在肝素分子中，硫酸基团取代了双糖结
构上的多个位置，硫酸基团所取代的位置和数量
决定了肝素的抗凝活性的不同。在制备低分子量
肝素钠的工艺过程中，糖链上的硫酸基团会发生
脱落，而当硫酸基团脱落数量过多时，将显著影
响低分子量肝素的抗凝活性，故需要对生产工艺
参数进行精确的控制；本品在贮存过程中，硫酸
基团也会有脱落现象，因此对本品中游离硫酸根
的控制十分必要 [7]。同时在生产工艺中不同的裂
解方法、不同的调节 pH 值的有机酸和不同企业
用水质量，可能带入醋酸根离子、亚硫酸根离子、
草酸根和氯离子等常见的有机酸和无机阴离子残
留，通过对这些残留离子进行数据化控制，有助
于评估低分子量肝素注射液的工艺控制水平。
　　离子色谱法测定有机酸和无机阴离子具有应
用范围广、灵敏度高、选择性好、可多组分同时
测定等优点。本文建立了一种离子色谱法，用于
同时测定低分子量肝素钠注射液中的醋酸根离
子、亚硫酸根离子、硫酸根离子、草酸根离子和
氯离子含量，该方法准确、灵敏且操作简便，并
将该方法应用于评价国内市场所收集的 56 批次
低分子量肝素钠注射液中上述 5 种有机酸和无机
阴离子残留，现报道如下。
1　材料
　　Thermo ICS-5000 ＋ 型 离 子 色 谱 仪（美 国
赛默飞世尔科技公司，电导检测器，工作站为
Chromeleon7.2）；MS105DU 电子天平（瑞士梅特勒 -
托利多公司，精度为十万分之一）。水中氯离子标准
溶液 [ 批号：GBW（E）080268]、水中亚硫酸成分
分析标准物质（批号：BW20035-1000-W-2）、水中
硫酸成分分析标准物质（批号：BWZ6990-2016）（中

国计量科学研究院，质量浓度均为 1000 μg·mL－ 1），
醋酸盐标准溶液（批号：BWZ6990-2016）、草酸盐
标准溶液（批号：BWJ4209-2016）（北京北方伟业计
量技术研究院，质量浓度均为 1000 μg·mL－ 1）；水
为自制超纯水。收集 4 家生产企业共计 56 批样品，
其中 17 批 A 企业样品，31 批 B 企业样品，3 批 C
企业样品，5 批 D 企业样品。
2　方法与结果
2.1　色谱条件 [8-9]

　　色谱柱：Dionex IonPac AG11 保护柱（50 mm×4 
mm） 和 Dionex IonPac AS11 阴 离 子 分 析 柱（250 
mm×4 mm）；KOH 淋洗液（淋洗液自动发生器），
梯度洗脱（0 ～ 13 min，5 → 10 mmol·L－ 1 KOH；
13 ～ 13.1 min，10 → 5 mmol·L－ 1 KOH；13.1 ～ 17 
min，15 mmol·L－ 1 KOH）；流速：1.0 mL·min－ 1；
柱温：30℃；检测器：配有化学抑制器的电导检测器；
进样量：25 μL；采集时间：17 min。
2.2　溶液的制备
2.2.1　对照品溶液的制备　分别精密量取适量的
水中醋酸根、氯离子、亚硫酸根、硫酸根及草酸
根标准溶液，置同一量瓶中，加水稀释至刻度，
制备对照品溶液储备液，再用超纯水逐步稀释，
得到表 1 中的各有机酸和无机阴离子系列混合对
照品溶液。

表 1　各有机酸和无机阴离子的系列混合对照品溶液 (μg·mL－ 1) 
Tab 1　Series of mixed standard solutions for various organic acids 

and inorganic anions (μg·mL－ 1)

目标离子 STD1 STD2 STD3 STD4 STD5

醋酸根 0.12 0.6 3.0 12 24

氯离子 0.24 1.2   6.0 24 48

亚硫酸根 0.40 2.0 10.0 40 80

硫酸根 0.04 0.2   1.0   4   8

草酸根 0.30 1.5   7.5 30 60

2.2.2　供试品溶液　精密量取低分子量肝素钠注
射液 1.0 mL，置 10 mL 量瓶中加水稀释至刻度，
摇匀，精密量取 0.2 mL，置 10 mL 量瓶中，加水
稀释至刻度，摇匀，即得。
2.3　系统适用性及专属性试验

　　取“2.2.1”项下的混合对照品溶液 STD3 25 
μL，按“2.1”项下色谱条件进行测定，并记录色
谱图（见图 1）。结果醋酸根离子、氯离子、亚硫
酸根离子、硫酸根离子和草酸根离子理论板数均
大于 10 000，且各有机酸和无机阴离子与相邻离
子的色谱峰的分离度均符合要求（分离度均大于
1.5），空白溶液（超纯水）不干扰各有机酸和无机
阴离子的测定，表明该方法专属性良好。
2.4　线性关系考察
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　　精密取“2.2.1”项下系列混合对照品溶液各
25 μL，注入离子色谱仪，记录色谱图，以峰面积
（Y）为纵坐标，质量浓度（X，μg·mL－ 1）为横
坐标，进行线性回归，结果见表 2。

表 2　各组分标准曲线 
Tab 2　Linearity of each ion

目标离子 标准曲线 r
线性范围 /

（μg·mL － 1）

醋酸根 Y ＝ 0.0765X ＋ 0.0623 0.9991 0.12 ～ 24
氯离子 Y ＝ 0.2646X － 0.0111 0.9999 0.24 ～ 48
亚硫酸根 Y ＝ 0.1138X － 0.0362 0.9995 0.04 ～ 80
硫酸根 Y ＝ 0.2216X － 0.0063 0.9995 0.04 ～ 8
草酸根 Y ＝ 0.1192X ＋ 0.0705 0.9995   0.3 ～ 60

2.5　检测限与定量限试验

　　取“2.2.1”项下混合对照品溶液 STD1，按一
定的倍数稀释后进样，记录色谱图，并计算信噪
比，以信噪比约为 3 时所对应的浓度为检测限，
信噪比约为 10 时所对应的浓度为定量限。结果
醋酸根离子、氯离子、亚硫酸根离子、硫酸根
离子和草酸根离子检测限分别为 0.075、0.025、
1.175、0.275、0.825 ng， 定 量 限 分 别 为 0.200、
0.075、3.875、0.950、2.775 ng。
2.6　精密度试验
　　取“2.2.1”下混合对照品溶液 STD3 25 μL，
连续进样测定 6 次，记录峰面积。结果醋酸根离
子、氯离子、亚硫酸根离子、硫酸根离子和草酸
根离子峰面积的 RSD 分别为 1.5%、1.3%、1.1%、
1.8%、1.3%，结果表明仪器精密度良好。
2.7　重复性试验
　　分别精密量取低分子量肝素钠注射液（批号：
1L0432008）各 6 份，制备供试品溶液，进样 25 
μL，记录峰面积，计算各有机酸和无机阴离子含
量，结果供试品溶液中未检出草酸根离子；醋酸
根离子、氯离子、亚硫酸根离子、硫酸根离子含
量 的 RSD 分 别 为 1.6%、1.0%、1.1% 和 0.50%，
表明本方法的重复性较好。
2.8　回收试验
　　采用加标回收法测定回收率，分别精密量取 6
份低分子量肝素钠注射液（批号：1L0432008）1.0 
mL，分别置于 100 mL 量瓶中，再分别加入醋酸根
含量为 150 μg·mL－ 1、氯离子含量为 100 μg·mL－ 1、
亚硫酸根含量为 111 μg·mL－ 1、硫酸根含量为 89 
μg·mL－ 1 和草酸根含量为 111 μg·mL－ 1 的混合
对照品溶液 0.9 mL，摇匀，精密量取 2.0 mL，置
10 mL 量瓶中加水稀释至刻度，摇匀，即得回收率
供试品溶液，进样测定，结果醋酸根离子、氯离
子、亚硫酸根离子、硫酸根离子和草酸根离子的回
收率分别为 105.3%、101.0%、102.3%、96.8% 和
108.3%，RSD 分别为 2.2%，1.8%、1.6%、2.6% 和
1.6%。结果表明，本方法的准确度较好。
2.9　稳定性试验
　　取“2.8”项下的回收率供试品溶液，在室温
放置 0、2、6、12、24、48 h 时分别取样 25 μL，
按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。
结果醋酸根离子、氯离子、亚硫酸根、硫酸根和
草酸根离子峰面积的 RSD 分别为 2.7%、1.3%、
1.1%、0.40%、3.8%，说明供试品溶液在 48 h 内
稳定性良好。
2.10　样品测定
　　分别精密量取各批次样品（共计 56 批），制
备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，

图 1　低分子量肝素钠注射液的离子色谱图

Fig 1　Ion chromatograms of low molecular weight heparin sodium 
injection
A. 混 合 对 照 品 溶 液（mixed standard solution）；B. 供 试 品 溶 液

（sample solution）；C. 空白溶液（blank solution）；1. 醋酸根离子

（acetate ion）；2. 氯离子（chloride ion）；3. 亚硫酸根离子（sulfurous 
acid ion）；4. 硫酸根离子（sulfate ion）；5. 草酸根离子（oxalate ion）
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采用标准曲线法计算样品中各有机酸和无机阴离
子的含量，硫酸根离子的限度参考国家药典委员
会网站公示的达肝素钠注射液标准中游离硫酸根
项目的限度，其限度规定为“本品每 1 mL 中含硫
酸根离子的量，不得过 1.2 mg”，所测定的硫酸
根离子的试验结果表明，A 企业的 17 批样品中有
3 批样品超出限度，B 企业的 31 批样品中有 17
批样品超出限度，C 企业的 3 批样品和 D 企业的
5 批样品均超出限度，56 批样品中共计有 28 批
次样品硫酸根离子限度超标。所含的醋酸根离子、
氯离子和亚硫酸根含量极低，草酸根离子的含量
极低或未检出。
3　讨论
3.1　色谱柱的选择 
　　由于亚硫酸根离子和硫酸根离子较难分
离 [10-11]，色谱柱的选择尤为重要。本试验考察了
Dionex AS18（250 mm×4 mm）、Dionex AS19（250 
mm×4 mm）和 Dionex AS11（250 mm×4 mm）等
离子色谱柱，结果使用 AS11 色谱柱进行梯度洗脱，
能更好地分离亚硫酸根和硫酸根离子，且峰形较
好，同时其他的阴离子也分离良好，有明显优势。
3.2　淋洗液的选择 
　　常见的淋洗液主要有两类，一类为氢氧根体
系，如 KOH 或 NaOH 溶液，其抑制产物为水，
有利于保持基线稳定；另一类为碳酸盐体系，如
NaHCO3/Na2CO3，其抑制产物为碳酸，可能导致
基线漂移，因此较少用于梯度洗脱系统 [12]。综合
考虑，本研究选用 KOH 溶液作为淋洗液，并采
用梯度洗脱策略。
3.3　淋洗液梯度选择 
　　当 KOH 淋洗液的起始浓度为 5 mmol·L－ 1

时，分别考察等度洗脱或梯度洗脱至终浓度为
10、15、20 mmol·L－ 1 这 4 种不同的洗脱条件，
当 KOH 淋洗液的终浓度为 10 mmol·L－ 1 时，各
有机酸和无机阴离子能较好地分离，且进样分析
过程仅需 17 min 即可顺利完成。因此，本研究最
终采用 KOH 淋洗液以起始浓度为 5 mmol·L－ 1，
终浓度为 10 mmol·L－ 1 的梯度洗脱策略。
3.4　结果分析与建议 
　　EP 和 USP 对达肝素钠中的游离硫酸盐采用
离子色谱法进行测定，USP 对达肝素钠注射液中
的游离硫酸盐采用离子色谱法进行测定，现行国
内法定标准未对低分子量肝素钠的原料和制剂中

的游离硫酸盐进行控制，各生产企业未对原料和
制剂中的游离硫酸盐进行足够的关注和相应的控
制，故造成了本品的游离硫酸盐离子含量较高。
参考国家药典委员会网站公示的达肝素钠注射液
和那屈肝素钙注射液标准中游离硫酸根项目限度
标准，低分子量肝素钠注射液不合格批次为 28
批，占总批次（56 批）的 50%，不合格率较高，
建议将游离硫酸根项目列入低分子量肝素钠注射
液的质量标准中进行严格控制。同时考虑到醋酸
根离子、氯离子、亚硫酸根离子和草酸根离子含
量均比较低，且各批次的抽样测出的量不会对产
品的安全性造成影响，可暂不列入低分子量肝素
钠注射液的质量标准中。

参考文献

[1] 低分子肝素的制备技术及临床应用进展 [J]. 山东化工，

2020，49（10）：52-57. 
[2] 张明瑜 . 低分子量肝素精细结构分析与活性测试方法研

究 [D]. 北京：中国科学院大学，2016. 
[3] 陈茹茹，罗厚江，杨军 . 低分子量肝素作用机制及临床应

用研究进展 [J]. 中国现代医生，2021，59（6）：182-186. 
[4] 吴崇才，林鸿彪，吴清强 . 低分子量肝素对腹腔镜下胆囊

切除术后深静脉血栓形成的预防价值 [J]. 血管与腔内血管

外科杂志，2023，9（6）：698-700. 
[5] 张丽萍，李雷刚，马中苏 . 亚硝酸降解法制备低分子肝素

的工艺参数优化与确定 [J]. 药物分析杂志，2009，29（7）：

1148-1151. 
[6] Higashi K，Hosoyama S，Ohno A，et al. Photochemical 

preparation of a novel low molecular weight heparin [J]. Car-
bohydr Polym，2012，87（2）：1737-1743. 

[7] 李京，范慧红 . 离子色谱法测定肝素及其类似物中游离和

结合硫酸根 [J]. 药物分析杂志，2010，30（3）：452-455. 
[8] 范卫平 . 离子色谱法同时测定那屈肝素钙中氯离子和硫

酸根离子的含量 [J]. 中国无机分析化学，2021，11（2）：

15-20. 
[9] 吴崇才，林鸿彪，吴清强 . 低分子量肝素对腹腔镜下胆囊

切除术后深静脉血栓形成的预防价值 [J]. 血管与腔内血管

外科杂志，2023，9（6）：698-700
[10] 顾晓风，金伟斌，杨袁 . 离子色谱法同时测定微晶纤维素

中氯离子和硫酸根离子含量 [J]. 中国药业，2022，31（6）：

1367-1370. 
[11] 范迪，赵敬丹，秦峰，等 . 离子色谱法同时测定硫酸妥布

霉素注射液中硫酸根及抗氧剂焦亚硫酸钠的含量 [J]. 中国

医药工业杂志，2020，51（8）：88-1059. 
[12] 离子色谱法测定肝素及其类似物中游离和结合硫酸根 [J]. 

药物分析杂志，2020，30（3）：452-455. 
（收稿日期：2024-05-23；修回日期：2024-06-17）



2191

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

高温条件下盐酸雷尼替丁中 N-亚硝基二甲胺及 
其前体化合物二甲胺和亚硝酸盐研究

杜冬生1，钟鸿姣1，胡杰2，吴静2，刘永3*（1. 安徽师范大学生命科学学院，安徽　芜湖　241000；2. 芜湖市食品

药品检验中心，安徽　芜湖　241007；3. 安徽省食品药品检验研究院，合肥　230051）

摘要：目的　考察盐酸雷尼替丁原料药中的 N- 亚硝基二甲胺（NDMA）及其前化合物二甲胺
（DMA）和亚硝酸盐（NO2

－）在高温条件下含量变化。方法　盐酸雷尼替丁原料药分别置于有
氧和无氧环境中，在 40℃和 60℃的条件下破坏 5、10 和 30 d。采用超高效液相色谱串联质谱
法（UPLC-MS/MS）、阳离子和阴离子色谱法，分别测定破坏后样品中 NDMA、DMA 和 NO2

－

的含量。结果　建立的 3 种检测方法的专属性、灵敏度、线性、回收率和重复性均满足要求。
在有氧和无氧环境中，60℃破坏的盐酸雷尼替丁样品中 3 种物质的含量均高于 40℃；另外，
在有氧条件下，3 种物质的含量也明显高于相应的无氧条件，其中第 30 日，60℃有氧条件下
NDMA、DMA 和 NO2

－分别增长至 1.92、55.50 和 44.76 μg·g－ 1。结论　温度和氧气是盐酸雷
尼替丁产生 NDMA 及其前体化合物 DMA 和 NO2

－的重要因素；同时，间接验证盐酸雷尼替丁
产生 NDMA 可能的机制为首先降解生成 DMA 和 NO2

－，并进一步反应生成 NDMA。本研究
可为盐酸雷尼替丁贮存条件设置和质量标准提升提供参考。
关键词：超高效液相色谱串联质谱法；离子色谱法；盐酸雷尼替丁；N- 亚硝基二甲胺；二甲胺；
亚硝酸盐；高温破坏
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N-nitrosodimethylamine and its precursors dimethylamine and nitrite in 
ranitidine hydrochloride under high temperature 
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Abstract: Objective  To determine the content change of N-nitrosodimethylamine (NDMA), and 
its precursor compounds dimethylamine (DMA) and nitrite (NO2

－ ) in ranitidine hydrochloride drug 
substance under high temperature. Methods  Ranitidine hydrochloride was exposed to aerobic and 
anaerobic environments at 40℃ and 60℃ for 5, 10 and 30 days. The content of NDMA, DMA and 
NO2

－ in the degraded samples was determined by ultra-performance liquid chromatography tandem 
mass spectrometry (UPLC-MS/MS), cation chromatography and anion chromatography, respectively. 
Results  The specificity, sensitivity, linearity, recovery, and repeatability of the three methods all met the 
requirements. In both aerobic and anaerobic conditions, the content of the three substances in ranitidine 
hydrochloride samples degraded at 60℃ was higher than that at 40℃ . In addition, the amount of 
the three substances was much higher under aerobic conditions compared with that under anaerobic 
conditions. On the 30th day, at 60℃ under aerobic conditions, the content of NDMA, DMA and NO2

－ 
increased to 1.92, 55.50 and 44.76 μg·g－ 1, respectively. Conclusion  Temperature and oxygen are 
crucial factors for ranitidine hydrochloride to produce NDMA and its precursor compounds DMA and 
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　　盐酸雷尼替丁为 H2 受体拮抗剂，能有效地抑
制组胺及五肽胃泌素刺激后引起的胃酸分泌，临
床应用于胃及十二指肠溃疡、应激性溃疡、胃出
血、胃食管反流病和卓 - 艾综合征等消化系统疾病
的治疗 [1-2]。2019 年 9 月 13 日，美国食品药品监
督管理局（FDA）官网中第一次发布公告，因多个
盐酸雷尼替丁药品中被检出含有低浓度的基因毒
性杂质 N- 亚硝基二甲胺（N-nitrosodimethylamine，
NDMA），要求召回相关产品 [3]；2020 年 4 月 1 日，
再次要求下架所有盐酸雷尼替丁的药物 [4]；2020
年 5 月 8 日，我国国家药品监督管理局发布的
《化学药物中亚硝胺类杂质研究技术指导原则（试
行）》，也要求对盐酸雷尼替丁原料药及其制剂中
产生的 NDMA 进行溯源和控制研究 [5]。
　　目前普遍认为 NDMA 可能通过亚硝化机
制生成，即在一定条件下，前体化合物二甲胺
（dimethylamine，DMA）与亚硝酸盐（如 NaNO2）
反应而产生 [6]。由此推测，在物料、生产工艺、共
线产品等药品制备环节中可能引入上述前体化合
物，并进一步反应生成 NDMA。另一种可能由盐
酸雷尼替丁降解而产生，2019 年 10 月，澳大利
亚药品管理局发现盐酸雷尼替丁近有效期的相关
制剂产品中 NDMA 的含量显著高于新生产的样
品 [7]。后续有学者进一步证明盐酸雷尼替丁原料药
及其制剂在高温、高湿以及含有氧气条件下易产生
NDMA；并理论分析盐酸雷尼替丁化学结构中的
DMA 和亚硝基结构片段（NO2

－）是 NDMA 两个前
体化合物的来源 [8-10]。然而，尚未见通过强降解试
验并同时检测该三种物质来验证上述理论的报道。
　　本研究首先建立超高效液相色谱串联质谱法
（UPLC-MS/MS）、阳离子色谱法和阴离子色谱
方法，分别测定盐酸雷尼替丁原料药中 NDMA、
DMA 和 NO2

－，并应用上述方法检测盐酸雷尼替
丁原料药在有氧和无氧环境中，经 40℃和 60℃
破坏 5、10 和 30 d 后三种物质的含量，分析其规
律，以期为盐酸雷尼替丁贮存条件的设置和质量
标准的提升提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　UPLC-20AD 超高效液相（日本岛津公司），

串 联 Triple Quad 4500 三 重 四 极 杆（美 国 AB 
SCIEX 公司）；Dionex ICS-6000 离子色谱仪（配
有 CDRS 600 离子抑制器）、Dionex AQ-1200 型离
子色谱仪（配抑制器 ADRS 600 离子抑制器）（美
国赛默飞公司）；ME55 型十万分之一电子分析天
平（瑞士梅特勒托利多公司）；Mili-Q 纯水仪（美
国默克密理博公司）；JL-DY24-N2Y 圆形旋转氮
吹仪（上海靳澜仪器制造有限公司）；LRHS-800
稳定性试验箱（上海林频仪器股份有限公司）。
1.2　试药
　　NDMA 对照品（纯度＞ 99.0%，上海梯希爱
化成工业发展有限公司，批号：D0761）；二甲
胺盐酸盐对照品（纯度：以 C2H7N 计，含量为
54.9%，中国食品药品检定研究院，批号：195086-
202101）；亚硝酸钠对照品（纯度：200.0 μg·mL－ 1，
坛墨质检标准物质中心，批号：B21040055）；甲
醇（色谱纯，美国默克公司）；甲酸（分析纯，国
药集团化学试剂有限公司）；甲磺酸、氢氧化钾
（色谱纯，美国赛默飞公司）；盐酸雷尼替丁原料
药（由 A 厂家提供，批号：20230101、20230202、
20230203）；Ag 柱和 C18 固相萃取柱、水系 0.22 
μm 微孔滤膜（美国安捷伦公司）。
2　方法和结果
2.1　UPLC-MS/MS 测定盐酸雷尼替丁中 NDMA
的含量
2.1.1　色谱与质谱条件
　　① 色谱条件：采用 ZORBAX SB-C18（4.6 
mm×150 mm，5 μm）柱，流动相 A 为 0.1% 甲酸水
溶液，B 为 0.1% 甲酸甲醇溶液，梯度洗脱（0 ～ 8.0 
min，95%A；8.0 ～ 10.0 min，95% ～ 5%A；
10.0 ～ 13.0 min，5%A；13.0 ～ 15.0 min，5% ～ 

95%A；15.0 ～ 20.0 min，95%A）； 进 样 量 20 μL；
柱温 40℃；流速 0.6 mL·min－ 1。
　　② 质谱条件：离子源为大气压化学电离源
（APCI），正离子模式；离子源温度（TEM）350℃；
碰撞气体（CAD）7 kPa；气帘气（CUR）30 kPa；喷
雾气（GS1）35 kPa；质谱采集时间 3.0 ～ 7.5 min；
NDMA 定量离子对 m/z 75.0 → 43.1；定性离子对 m/z  
75.0 → 58.0；去簇电压（DP）20 V；入口电压（EP）
6 V；碰撞能量（CE）：19 V（定量离子对）、16 V（定

NO2
－ . The study indirectly verifies that the possible mechanism of ranitidine hydrochloride producing 

NDMA is the primary degradation to DMA and NO2
－ , and further reaction to NDMA. This research 

also provides a reference for storage conditions and quality standards of ranitidine hydrochloride.
Key words: UPLC-MS/MS; ion chromatography; ranitidine hydrochloride; N-nitrosodimethylamine; 
dimethylamine; nitrite; high temperature degradation 
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性离子对）；出口电压（CXP）6 V。
2.1.2　溶液的制备
　　① 对照品溶液：取 NDMA 对照品 100.24 mg，
精密称定，置 100 mL 量瓶中，加纯化水溶解并稀
释至刻度，摇匀，即得对照品储备液。进一步稀释
配制成 0.20、0.50、1.00、2.00、5.01、10.02、20.05
和 50.12 ng·mL－ 1 系列浓度对照品溶液。
　　② 供试品溶液：取盐酸雷尼替丁约 2.79 g，
精密称定，置 100 mL 量瓶中，加纯化水溶解并
稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试
品溶液。
2.1.3　专属性试验　分别取空白溶剂、对照品溶
液和供试品溶液，注入色谱仪，记录色谱图见图
1。NDMA 峰无相邻色谱峰，且空白溶剂不干扰
NDMA 检测，方法专属性良好。

图 1　UPLC-MS/MS 测定 NDMA 典型色谱图

Fig 1　Typical UPLC-MS/MS chromatograms of NDMA 
A. 空白溶剂（blank solution）；B. 对照品溶液（control solution）；

C. 供试品溶液（sample solution）

2.1.4　方法检测限、定量限和线性范围　精密量
取“2.1.2”项下系列对照品溶液，按照“2.1.1”项
下条件测定，记录色谱图。以浓度为横坐标（X）、
峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线。结果线性
方程为 Y ＝ 8.13×104X ＋ 7.24×104，r ＝ 0.9996，
结果表明，NDMA 在 0.50 ～ 50.12 ng·mL－ 1 内与
峰面积线性关系良好。以信噪比（S/N）＝ 3 为检
测限，S/N ＝ 10 为定量限，测得结果分别为 0.20 
ng·mL－ 1 和 0.50 ng·mL－ 1。
2.1.5　回收试验　取盐酸雷尼替丁原料药（批号：

20230101）2.79 g，精密称定，置 100 mL 量瓶中，
共11份。其中2份直接加纯化水溶解并稀释至刻度，
用于计算样品中 NDMA 的含量。另9份均分为3组，
精密加入“2.1.2”项下 NDMA 对照品溶液适量，配
制成含 NDMA 0.50、10.02和50.12 ng·mL－1的溶液，
进样测定，计算平均回收率。结果显示，样品本底
未检出 NDMA，低、中、高浓度的平均回收率分
别为 93.95%、94.16% 和 96.21%，RSD 分别为 1.4%、
0.88% 和 1.3%，表明该方法准确度良好。
2.1.6　重复性试验　取“2.1.5”项下 NDMA 浓度
为 10.02 ng·mL－ 1 的溶液 6 份，进样测定，计
算其平均含量和 RSD。结果显示，6 份供试品溶
液中 NDMA 的平均含量为 0.38 μg·g－ 1，RSD 为
0.76%，表明该方法重复性良好。
2.1.7　样品测定结果　取 3 批样品，按“2.1.2”
项下方法制备供试品溶液，进样测定，结果 3 批
样品中均未检出 NDMA。
2.2　阳离子色谱法测定盐酸雷尼替丁中 DMA 的
含量
2.2.1　色谱条件　采用 Dionex IonPac CS16 阳离子
交换色谱柱（5 mm×250 mm，5.5 μm）和 Dionex 
IonPac CS16 保护柱（5 mm×50 mm，5 μm），以 30 
mmol·L－ 1 甲磺酸溶液作为流动相，等度洗脱，流
速为 1.0 mL·min－ 1，柱温为 30℃，进样体积为 25 
μL。检测方式为电导检测器（配抑制器 CDRS 600，
4 mm），抑制电流为 88 mA，电导池温度为 30℃。
2.2.2　溶液的制备
　　①对照品溶液：取盐酸二甲胺对照品约
179.93 mg（相 当 于 DMA，99.48 mg）， 精 密 称
定，置 100 mL 量瓶中，加纯化水溶解并稀释至
刻度，摇匀，即得 DMA 对照品储备液；并进一
步稀释配制 001、0.02、0.05、0.10、0.20、0.50、
0.99、1.99 和 3.98 μg·mL－ 1 系列浓度对照品溶液。
　　②供试品溶液：精密移取“2.1.2”项下供试
品溶液 1 mL 至 10 mL 量瓶中，加纯化水定容，
摇匀，滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。
2.2.3　专属性试验　分别取空白溶剂、DMA 对
照品溶液和供试品溶液，注入离子色谱仪，记录
色谱图（见图 2）。结果表明 DMA 峰与相邻峰的
分离度较好，均大于 1.5，且空白溶剂无干扰。
2.2.4　方法检测限、定量限和线性范围　精密量取
“2.2.2”项下系列浓度对照品溶液，注入离子色谱
仪，记录色谱图。结果线性方程为：Y ＝ 0.1347X －

0.0002（r ＝ 0.9999）， 表 明 DMA 在 0.02 ～ 3.98 
μg·mL－ 1 内与峰面积具有良好的线性关系。另以 S/
N ＝ 3 为检测限，S/N ＝ 10 为定量限，测得结果分
别为 0.01 μg·mL－ 1 和 0.02 μg·mL－ 1。
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图 3　测定 NO2
－典型离子色谱图

Fig 3　Typical ion chromatograms of NO2
－

A. 空白溶剂（blank solution）；B. 对照品溶液（control solution）；C. 供试品溶液（sample solution）

2.2.5　回收试验　取盐酸雷尼替丁原料药（批号：
20230101）2.79 g，精密称定，置 100 mL 量瓶中，
加纯化水溶解并定容至刻度，制备盐酸雷尼替丁
储备液。进一步精密量取储备液 2 mL，置 20 mL
量瓶中，共 11 份，其中 2 份直接加纯化水稀释
并定容至刻度。另 9 份均分为 3 组，每组分别精
密加入“2.2.2”项下 DMA 对照品溶液适量，加
入纯化水稀释并定容至刻度，配制成含 DMA 分
别为 0.02、0.99 和 3.98 μg·mL－ 1 的溶液，进样
测定，计算平均回收率。结果显示，样品本底未
检出 DMA，低、中、高浓度平均回收率分别为
100.73%、99.90% 和 96.43%，RSD 分别为 3.7%、
0.76% 和 1.8%，表明该方法具有良好的准确度。
2.2.6　重复性试验　取“2.2.5”项下 DMA 为 0.99 
μg·mL－ 1 的溶液 6 份，进样测定，计算平均含量和
RSD，结果显示，DMA 的平均含量为 392.77 μg·g－ 1，
RSD 为 1.4%，表明该方法具有良好的重复性。
2.2.7　样品测定结果　取 3 批样品，按“2.2.2”
项下方法制备供试品溶液，进样测定，记录色谱
图，结果 3 批样品均未检出 DMA。
2.3　阴离子色谱法测定盐酸雷尼替丁中 NO2

－的
含量

2.3.1　色谱条件　采用 DIONEX IonPac AS19（4 
mm×250 mm，7.5 μm）阴离子交换色谱柱和 Dionex 
IonPac AG19 保护柱（4 mm×50 mm，11 μm），以氢
氧化钾溶液作为流动相，梯度洗脱（0 ～ 30 min，10 
mmol·L－ 1；30.0 ～ 35.0 min，10 ～ 70 mmol·L－ 1）；
进样量 50 μL；柱温 35 ℃；流速 1.0 mL·min－ 1；
抑制电流为 174 mA，电导池温度为 35℃。
2.3.2　溶液的制备
　　① 对照品溶液：精密移取 7.5 mL 亚硝酸
钠标准溶液（200.0 μg·mL－ 1，相当于 NO2

－为
133.33 μg·mL－ 1），置 100 mL 量瓶中，加纯化
水稀释至刻度，摇匀，配制成对照品储备液；进
一步稀释配制 0.01、0.02、0.05、0.10、0.50、1.00
和 5.00 μg·mL－ 1 系列浓度对照品溶液。
　　② 供试品溶液：精密移取“2.1.2”项下供试
品溶液 1 mL 至 25 mL 量瓶中，加纯化水定容，
摇匀，依次通过 Ag 柱、C18 固相萃取柱和滤膜
滤过，取续滤液，即得供试品溶液。
2.3.3　专属性试验　分别取空白溶剂、NO2

－对照
品溶液和供试品溶液，注入离子色谱仪，记录色
谱图。结果表明，NO2

－峰与相邻的峰分离度较
好，均大于 1.5，且空白溶剂无干扰（见图 3）。

图 2　测定 DMA 典型离子色谱图

Fig 2　Typical ion chromatograms of DMA
A. 空白溶剂（blank solution）；B. 对照品溶液（standard solution）；C. 供试品溶液（sample solution）

2.3.4　方法检测限、定量限和线性范围　精密量
取“2.3.2”项下系列对照品溶液，注入离子色谱
仪，记录色谱图。结果线性方程：Y ＝ 0.4440X ＋

0.0005（r ＝ 0.9999），表明 NO2
－ 在 0.02 ～ 5.00 

μg·mL－ 1 内具有良好的线性关系。另以 S/N ＝ 3
为检测限，S/N ＝ 10 为定量限，测得结果分别为
0.01 μg·mL－ 1 和 0.02 μg·mL－ 1。
2.3.5　回收试验　取盐酸雷尼替丁原料药（批号：
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20230101）2.79 g，精密称定，置 100 mL 量瓶中，
加纯化水溶解并定容至刻度，制备盐酸雷尼替丁储
备液。进一步精密量取储备液 1 mL，置 25 mL 量
瓶中，共 11 份，其中 2 份直接加纯化水稀释并定
容至刻度。另 9 份均分为 3 组，每组分别精密加入
“2.3.2”项下 NO2

－对照品溶液适量，加入纯化水稀
释并定容至刻度，配制成含 NO2

－分别为 0.02、0.50
和 5.00 μg·mL－ 1 溶液，进样测定，计算平均回收
率。结果显示，样品本底未检出 NO2

－，平均回收
率分别为 109.42%、94.92% 和 98.93%，RSD 分别
为 6.5%、0.80% 和 1.6%，表明该方法具有良好的
准确度。
2.3.6　重复性试验　取“2.3.5”项下 NO2

－为 0.50 
μg·mL－ 1 的溶液 6 份，进样测定，计算平均含
量和 RSD，结果显示，供试品溶液中的平均含量
为 474.58 μg·g－ 1，RSD 为 0.76%，表明该方法
具有良好的重复性。
2.3.7　样品测定结果　取 3 批样品，按“2.3.2”
项下方法配制供试品溶液，进样测定，记录色谱
图，结果 3 批样品均未检出 NO2

－。
2.4　盐酸雷尼替丁高温降解试验 
　　参照《中国药典》（2020 年版）第四部通则指
导原则 9001“原料药物与制剂稳定性试验指导原
则”，考察盐酸雷尼替丁原料药在高温、含氧或
氮气条件下三种化合物含量及其变化规律。
　　分别取 12 份盐酸雷尼替丁原料药（批号：
20230101）2.79 g，精密称定，置 20 mL 顶空西林瓶
中，胶塞密封；其中 6 份样品采用氮吹仪以流量为
10 L·min－ 1 充入氮气 30 s，排出氧气。12 份样品
再分别置 40 和 60℃高温条件下放置，每个条件下
6 份，于 5、10 和 30 d 取样后加入纯化水溶解，并
转移至 100 mL 的量瓶中，分别按照“2.2.2”“2.3.2”
和“2.4.2”项下方法配制 NDMA、DMA 和 NO2

－供
试品溶液，进样检测，结果见表 1。
　　未经高温破坏的盐酸雷尼替丁（0 d），3 种
物质均未检出。40℃充氮气保护下（无氧条件），
NDMA 和 DMA 30 d 内均未检出，而 NO2

－第 5 日
即已检出，且呈现逐渐增长趋势，第 30 日为 28.96 
μg·g－ 1。40℃无氮气保护下（有氧条件），NDMA
在第10日即已检出，为0.02 μg·g－1，第30日为0.03 
μg·g－ 1；同样的条件下 DMA 和 NO2

－第 5 日即已
检出，且均呈现增长趋势，第 30 日分别为 11.21 和
31.11 μg·g－ 1。60℃无氧条件下，NDMA 第 5 日已
检出，第 30 日增长至 0.18 μg·g－ 1；DMA 和 NO2

－

第 5 日也均被检出，第 30 日分别为 17.20 μg·g－ 1

和 37.65 μg·g－ 1。在 60℃有氧条件下，3 种化合
物均被检出，各时间点高于无氧条件（除第 5 日的

NO2
－），第 30 日 NDMA、DMA 和 NO2

－分别增长
至 1.92、55.50 和 44.76 μg·g－ 1。
3　讨论
3.1　检测方法讨论
　　NDMA 检测的方法主要包括高效液相色谱 -
串联质谱法（HPLC-MS/MS）、气相色谱 - 质谱联
用法（GC-MS）、顶空气相色谱 - 质谱联用法（HS-
GC-MS）等 [11]。本研究主要参考 FDA 推荐的
HPLC-MS/MS 方法 [12]，采用可耐低 pH 和高含水
量流动相的 ZORBAX SB-C18（4.6 mm×150 mm，
5 μm），以甲醇和水溶液作为流动相，并在两相
中均加入 0.1% 甲酸，促进 NDMA 正离子化。另
外，NDMA 极性大，易溶于水，首先以 95% 水相
洗脱 8.0 min，待 NDMA 出峰后，再缓慢降至 5%
并维持 3.0 min，冲洗色谱柱中高浓度的盐酸雷尼
替丁，结果表明专属性良好。质谱采用的离子源
为 APCI，相较于常用的电喷雾电离源（ESI），一
般只产生单电荷离子，且离子化效率高，更适用
于包括 NDMA 分子量小的化合物 [13-14]。
　　DMA 为短链脂肪族仲胺类化合物，极性大、
易挥发，且无发色基团。文献报道检测方法包括
柱前衍生化高效液相色谱法 [15]、顶空气相色谱法
（HS-GC-FID）[16] 和亲水相互作用液相色谱串联
质谱法（HILIC-MS/MS）[17]。根据 DMA 为碱性
化合物，Chemdraw 软件模拟 pKa 为 10.19，在酸
性条件下带正电荷，因此可通过阳离子色谱法进
行检测。目前已有文献报道采用离子色谱方法检
测化学药品中 DMA（如甲磺酸伊马替尼、二甲双

表 1　盐酸雷尼替丁高温降解样品中 NDMA、DMA和 NO2 －检测

结果 (μg·g－ 1) 
Tab 1　NDMA，DMA and NO2

－ in ranitidine hydrochloride by 
forced degradation at high-temperature (μg·g－ 1)

放置条件 检测项目
放置时间 /d

0 5 10 30
40℃ 无氧 NDMA N/D N/D N/D N/D

DMA N/D N/D N/D N/D
NO2

－ N/D 9.22 12.61 28.96 
有氧 NDMA N/D N/D 0.02 0.03 

DMA N/D 9.61 9.93 11.21 
NO2

－ N/D 11.34 14.87 31.11 
60℃ 无氧 NDMA N/D ＜ LOQ 0.04 0.18 

DMA N/D 10.11 10.50 17.20 
NO2

－ N/D 19.99 26.36 37.65 
有氧 NDMA N/D 0.15 0.18 1.92 

DMA N/D 27.15 32.63 55.50 
NO2

－ N/D 15.72 30.54 44.76 
注：N/D 表示未检测出目标物质；＜ LOQ 表示低于定量下限。

Note：N/D indicates that the target substance was not detected， 
＜ LOQ indicates that the content of target substance was below the limit 
of quantitation.
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胍等）[18-19]。本研究选择高容量阳离子交换色谱
柱 IonPac CS16，该色谱柱的离子交换基团为羧
基，可有效分离短链烷基胺和烷醇胺类化合物 [20]。
以甲磺酸为淋洗液，并考察其浓度（25、30、35 
mmol·L－ 1），结果表明分离度均满足要求。最后
确定条件：淋洗液浓度为 30 mmol·L－ 1，流速为
1 mL·min－ 1，柱温为 30℃ [19]。
　　NO2

－的测定方法主要有离子色谱、比色法、
滴定法和分光光度法等 [21]。其中，离子色谱法具
有简便、快速、灵敏、高效、选择性高的特点，
为常规阴离子检测的首选方法。本研究主要参
考《国家标准：食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定
（GB5009.33—2016）》中离子色谱测定方法。另
外，盐酸雷尼替丁原料药中含有氯离子，且保留
时间与 NO2

－接近，因此供试品溶液进样前依次
通过 Ag 柱和 C18 固相萃取柱进行净化。
　　最后，进一步对上述三种方法进行方法学考
察，结果表明三种方法的分离度、灵敏度、回收
率和重复性均能满足要求，为检测盐酸雷尼替丁中
NDMA 及其前体化合物 DMA 和 NO2

－的有效方法。
3.2　影响盐酸雷尼替丁产生 NDMA 及其前体化
合物 DMA 和 NO2

－的因素
　　经高温降解 30 d 结果表明，温度对 NDMA、
DMA 和 NO2

－产生有显著影响，对比 40℃和 60℃无
氧条件下，前者在 30 d 内未产生 NDMA、DMA，而
后者第 5 日即已检出 DMA，第 10 日检出 NDMA，
且呈逐渐增长趋势；较低温度下，NO2

－在第 5 日已
检出，同时温度越高降解量越高。同时，氧气也是
产生 NDMA 及其前体化合物 DMA 和 NO2

－的重要因
素，40℃有氧条件下，DMA 和 NO2

－在第 5 日检出，
NDMA 在第 10 日检出，三种物质均呈现增长的趋
势；60℃有氧条件下，三种物质在第 5 日均已检出，
且均高于相应的无氧条件。另外，DMA 和 NO2

－在
各条件（除未检出 DMA 的 40℃无氧条件）、各时间
点的检出量均高于 NDMA。间接验证盐酸雷尼替丁
产生 NDMA 机制之一，是由于其含有不稳定的二甲
胺和亚硝基片段，首先降解生成 DMA 和 NO2

－，并
进一步反应产生 NDMA，但具体的降解机制有待进
一步研究。本研究也为贮存盐酸雷尼替丁原料药及
其制剂的温度和残氧控制提供了一定的依据。
3.3　盐酸雷尼替丁中 NDMA、DMA 和 NO2

－标
准制订初步探讨
　　 经 高 温 影 响 试 验 表 明，NDMA、DMA 和
NO2

－均为盐酸雷尼替丁降解杂质。根据 ICH Q3A，
须进行检验和控制。2019 年 12 月，国家药典委员
会发布《关于盐酸雷尼替丁及其制剂国家药品标准
修订草案》设置 NDMA 的限度为 0.32 μg·g－ 1（即

0.32 ppm）。但包括美国药典 2023 版、欧洲药典
11.0 版在内，均尚未收录其前体化合物 DMA 和
NO2

－检测方法和接受标准。
　　根据 CPDB 数据库显示，亚硝酸钠（NaNO2

－）
沙门氏菌回复突变试验（Ames）呈阳性，大鼠的
50% 肿瘤发生率（TD50）为 167 mg/（kg·d），线性
外推至可能性为十万分之一患癌风险的每日可接受
摄入量为：167 mg·kg－ 1÷50 000×50 kg≈每人每
日 0.167 mg。盐酸雷尼替丁每日最大摄入量为 300 
mg[4]，因此计算允许盐酸雷尼替丁中亚硝酸盐的含
量为：0.167 mg÷300 mg≈ 556.66 μg·g－ 1。DMA
虽不是基因毒性杂质，但作为盐酸雷尼替丁降解杂
质，依据 ICH Q3A 附件 1，盐酸雷尼替丁每日最
大摄入量低于 2 g·d－ 1，应控制限度为 0.10%（即
1000 μg·g－ 1）。另外，建议生产盐酸雷尼替丁原料
药及其制剂企业建立 DMA 和 NO2

－内控标准，有
利于提前预警 NDMA 的产生。
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高效液相色谱法同时测定多索茶碱注射液中 9 种杂质的含量

李锋武1，范菲1，周娜1，冯琴琴2*（1.西安市食品药品检验所，西安　710061；2.兵器工业五二一医院，西安　

710065）

摘要：目的　建立高效液相色谱法同时测定多索茶碱注射液中 9 种杂质的含量。方法　使用

CAPCELL PAK C18 ME 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）；以乙腈 - 磷酸盐缓冲液为流动相，

梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min－ 1，柱温为 30℃，检测波长为 273 nm。对多索茶碱注射液中可

能存在的 9 种杂质进行定量分析和限度检查。结果　在该条件下，9 种杂质均能完全分离，回

收率均在 97.0% ～ 105.0%。结论　该方法专属性强，重复性好，可用于多索茶碱注射液有关物

质的测定。
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　　多索茶碱由意大利 Roberts 公司首先开发，于
1988 年上市。多索茶碱为甲基黄嘌呤衍生物，呼吸
系统用药，磷酸二酯酶抑制剂，用于治疗支气管哮
喘、喘息性慢性支气管炎等 [1-3]。目前该品种我国共
有 45 个批准文号，涉及 28 个生产企业、4 种规格。
　　多索茶碱注射液的现行质量标准共计有 19
个，其中有关物质检查项共涉及 9 种不同杂质，
每个质量标准中关于有关物质的检查方法和杂质
的数量和限度均不相同。HPLC 可用于检测多索
茶碱中有关物质 [4-5]，然而未发现有同时测定多
索茶碱中 9 种杂质的研究方法 [6-10]，因此本研究
拟建立多索茶碱注射液有关物质 HPLC 检测方

法，以控制多索茶碱注射液的质量，为市售多索
茶碱注射液的质量评价提供方法学借鉴。
1　材料

1.1　仪器

　　260 型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；
MS105 型分析天平（瑞士梅特勒 - 托利多公司）；
Milli-Qreference 型超纯水机（美国密理博公司）。
1.2　试药

　　使用的各杂质对照品信息见表 1；乙腈（色谱
纯，赛默飞世尔科技公司）；磷酸二氢钾、磷酸氢
二钾（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；水
为纯化水。

Simultaneous determination of 9 impurities in doxofylline injection by HPLC

LI Feng-wu1, FAN Fei1, ZHOU Na1, FENG Qin-qin2* (1. Xi’an Institute for Food and Drug 
Inspection, Xi’an  710061; 2. The 521st Hospital of Ordnance Industry, Xi’an  710065)

Abstract: Objective  To determine 9 impurities in doxofylline injection by high performance liquid 
chromatography (HPLC). Methods  A CAPCELL PAK C18 ME column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 
was used. Acetonitrile-phosphate buffered saline was used as the mobile phase, with gradient elution. 
The flow rate was 1.0 mL·min－ 1, the column temperature was 30℃ , and the detection wavelength 
was 273 nm. Nine possible impurities in doxofylline injection were quantitatized and the limit was 
checked. Results  Under these conditions, the 9 impurities were completely separated, with recoveries 
between 97.0% ～ 105.0%. Conclusion  This method is specific and reproducible, and can be used 
for the determination of related substances in doxofylline injection. 
Key words: doxophylline injection; HPLC; impurity

表 1　杂质对照品信息 
Tab 1　Impurity reference information

编号 名称 批号 纯度 /% 生产厂家

杂质 1 N- 甲基 -1-（1，3，- 二氧杂 -2，- 环戊基甲基）-4- 甲氨基咪唑 -5- 甲酰胺 18-09-1010   97.40 SINCO PHARMACHEM
杂质 2 茶碱 -7- 乙醛 22-12-0250   96.89 SINCO PHARMACHEM
杂质 3 茶碱 100121-201104 100.00 中国食品药品检定研究院

杂质 4 9-（1，3- 二氧杂 -2- 环戊基甲基）茶碱 22-06-2808   99.20 SINCO PHARMACHEM
杂质 5 乙羟茶碱 100215-202202 100.00 中国食品药品检定研究院

杂质 6 可可碱 101110-201202 100.00 中国食品药品检定研究院

杂质 7 7-（1，3- 二甲基 -2，6- 二氧 -1，2，3，6- 四氢 -7H- 嘌呤 -7- 基）甲基 -1，
3- 二甲基 -1H- 嘌呤 -2，6（3H，7H）- 二酮

20-10-2008 100.00 SINCO PHARMACHEM

杂质 8 1-（1，3- 二氧戊环 -2- 基）-4-（1，3 二甲脲基）-1 氢 - 咪唑 -5- 甲酸 21-06-0708   95.23 SINCO PHARMACHEM
杂质 9 7-（2，2- 二甲氧基乙基）-1，3- 二甲基 -1 氢 - 嘌呤 -2，6（3 氧，7 氧）- 二酮 18-07-2476   98.84 SINCO PHARMACHEM

2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：CAPCELL PAK C18 ME 色谱柱（4.6 
mm×250 mm，5 µm）；流速：1.0 mL·min－ 1；
柱温：30℃；检测波长：273 nm；进样量：10 
μL；流动相：A 为乙腈，B 为磷酸盐缓冲液（取

磷酸二氢钾 8.34 g 和磷酸氢二钾 0.87 g，加水溶
解并稀释制成 1000 mL，调节 pH 值至 5.8），梯
度洗脱，见表 2。
2.2　对照品储备液的制备

　　分别精密称定各杂质1～9对照品10.49、9.64、
10.22、9.97、10.53、9.77、10.70、9.56、9.69 mg，
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置于同一 100 mL 量瓶中，用乙腈 - 水（50∶50）溶
解并稀释至刻度，制成对照品储备液。
2.3　检测波长的选择

　　对各杂质进行全波长扫描，除杂质 8 在 233 
nm 有最大吸收外，其他杂质均在 205 nm 和 273 
nm 的波长附近有最大吸收，经过色谱图分析，
在 205 nm 的波长附近，色谱图噪声较大，基线
不平，且低浓度各杂质在此波长处无法检出，因
此选择 273 nm 作为检测波长，噪声较小，基线
平稳，各杂质均能检出，且检测限更低。
2.4　专属性试验

　　分别精密吸取对照品溶液、样品溶液（未检
出杂质，批号为 2209241）和空白溶剂（纯化水），
进样分析，结果如图 1 所示，各杂质峰附近无干
扰，且分离度大于 1.5，表明该方法专属性良好。

图 1　多索茶碱注射液专属性 HPLC 图

Fig 1　Specific HPLC chromatogram of doxophylline injection 
A. 混合对照品溶液（mixed control solution）；B. 样品溶液（sample 
solution）；C. 空白溶剂（blank Solvent）；1 ～ 9. 杂质 1 ～ 9（impurity 
1 ～ 9）；10. 多索茶碱（doxophylline）

2.5　线性关系考察

　　分别精密吸取“2.2”项下对照品储备液 0.1、0.5、
1.0、2.0、5.0 mL，置于 100 mL 量瓶中，加水稀释至
刻度，制成系列浓度的对照品溶液（系列 1 ～ 5）。进
样测定，以峰面积（y）对质量浓度（x，μg·mL－ 1）
作线性回归，得回归方程，结果见表 3。各杂质相关系
数均大于 0.999，表明各杂质与峰面积线性关系良好。
2.6　检测限和定量限

　　准确移取“2.2”项下对照品储备液，逐步稀
释，按“2.1”项下色谱条件进行检测，至峰面积
信噪比（S/N）≈ 10 时，为定量限浓度；S/N ≈ 3
时，为检测限浓度，结果见表 3。

表 3　多索茶碱注射液中 9 种杂质线性关系考察结果 
Tab 3　Linearity of 9 impurities in doxophylline injection

编号 回归方程 相关系数（r） 线性范围 /（μg·mL － 1） 检测限 /（ng·mL － 1） 定量限 /（ng·mL － 1）

杂质 1 y ＝ 0.1787x ＋ 0.0014 1.000 0.10 ～ 5.11   2.41   7.22
杂质 2 y ＝ 0.2445x ＋ 0.0050 1.000 0.09 ～ 4.67   2.18   6.53
杂质 3 y ＝ 0.3790x ＋ 0.0067 1.000 0.10 ～ 5.11   1.38   4.15
杂质 4 y ＝ 0.2284x ＋ 0.0052 1.000 0.10 ～ 4.95   3.30   9.91
杂质 5 y ＝ 0.2845x ＋ 0.0048 1.000 0.11 ～ 5.27   2.11   6.32
杂质 6 y ＝ 0.3812x ＋ 0.0059 1.000 0.10 ～ 4.89   1.21   3.63
杂质 7 y ＝ 0.2806x ＋ 0.0048 1.000 0.11 ～ 5.35   3.67 11.02
杂质 8 y ＝ 0.0297x － 0.0002   0.9998 0.09 ～ 4.55   9.87 29.61
杂质 9 y ＝ 0.2338x ＋ 0.0019   0.9999 0.10 ～ 4.79 30.54 91.62

2.7　精密度试验

　　精密吸取线性对照品溶液，连续进样 5 次，按
“2.1”项下色谱条件进行检测，结果杂质 1 ～ 9 的
RSD 分别为 0.75%、0.47%、0.53%、0.58%、0.65%、
0.37%、0.73%、1.2%、0.30%，均小于 1.5%，表明
各杂质的精密度良好。
2.8　稳定性试验

　　精密吸取线性系列 3 对照品溶液，按“2.1”项
下色谱条件分别在 0、2、4、8、12、24 h 进行检
测，结果杂质 1 ～ 9 的 RSD 分别为 1.2%、0.48%、

0.57%、1.1%、0.73%、1.0%、1.2%、0.72%、1.3%，
表明样品制成溶液后在 24 h 内稳定。
2.9　回收试验

　　取批号为 2209241 的样品（该批次样品中未
检测出杂质）9 份，分别加入混合对照品储备液
0.8、1.0 和 1.2 mL，制成低、中、高 3 种浓度的
溶液，按“2.1”项下色谱条件进行检测，结果 9
种杂质的平均回收率均在 97.0% ～ 105.0%，RSD
均小于 1.5%，表明该方法回收率良好。
2.10　破坏性试验

表 2　梯度洗脱程序 
Tab 2　Gradient elution

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%

  0 12 88

28 12 88

33 20 80

45 20 80

46 12 88

55 12 88
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　　取批号为 2209241 的样品 2 mL，分别经酸
（0.5 mL 3 mol·L－1 HCl）、碱（0.5 mL 0.4%NaOH）、
光（4800 lx 照 72 h）、氧（0.1 mL H2O2）强制破坏，
按“2.1”项下色谱条件进行检测，对比经不同处

理后样品的保留情况，如图 2 所示，结果表明该
品种样品在光、氧化条件下稳定，在酸、碱条件
下不稳定。

图 2　多索茶碱注射液破坏性试验色谱图

Fig 2　Destructive test chromatogram of doxophylline injection
A. 碱破坏试验（alkali degradation）；B. 酸破坏试验（acid degradation）；C. 氧化破坏试验（oxidative degradation）；D. 光照破坏试验（light 
degradation）；1. 杂质 8（impurity 8）；2. 杂质 1（impurity 1）；3. 多索茶碱（doxophylline）；4. 杂质 2（impurity 2）

2.11　样品检测

　　按照上述方法对全国各地抽检的 18 个厂家
的 208 批次多索茶碱注射液有关物质进行检验，
结果只在 4 个厂家的样品中检出杂质 2、杂质 4、
杂质 5 和杂质 7，且含量均未超过 0.1%，表明该
方法可用于多索茶碱注射液有关物质检测。
3　讨论

　　该品种为注射剂，为最终灭菌产品，灭菌温
度为 121℃，故在破坏试验中未考察高温破坏。
本试验建立了多索茶碱注射液中 9 种已知杂质的
HPLC 法，分别考察了不同缓冲液对杂质分离度
的影响，如磷酸钾缓冲液、磷酸钠缓冲液以及醋
酸 - 醋酸钠缓冲液，结果显示以 pH 5.8 的磷酸钾
缓冲液为水相时，各杂质分离度可达到 1.5，且无
拖尾现象，同时稳定性试验和回收试验结果表明
该方法专属性强，稳定性好，分析结果准确。
　　根据多索茶碱合成路线和结构特征，杂质 1、
杂质 2、杂质 5 和杂质 8 为原料制备过程中产生的
副产物及降解产物，杂质 3 和杂质 6 为原料引入，
杂质 4 为在原料制备过程中产生的工艺杂质，为位
置异构体、杂质 7 为原料合成反应副产物、杂质
9 为原料制备过程中产生的工艺杂质，为氯乙醛缩
乙二醇中杂质氯乙醛缩二甲醇和茶碱反应产生 [11]。
《中国药典》2020 年版二部中该品种有关物质的检
测方法为等度洗脱 [12]，且只规定了单个杂质和总
杂质的限度，未明确各杂质的名称。该方法的建
立，有助于生产企业明确各杂质的准确信息并在生
产过程中予以规避，更好地提升产品质量。
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《神农本草经》与《中国药典》2020 年版对中药 
四气五味表述异同分析

王莹，杨文华，梁艳，张莎莎，张安特，孙晓迪，薛春苗*（北京中医药大学东直门医院，北京　100700）

摘要：目的　明确《神农本草经》与现代中药四气五味表述的差异，为进一步指导临床合理用

药提供参考。方法　以《神农本草经》收载的 365 种中药为来源进行统计，《中国药典》2020 年

版和《临床用药须知》（2015 版）收录《神农本草经》记载的药物为研究对象，建立数据库，对

比分析中药“四气”“五味”的表述差异。结果　本研究共统计 203 种中药，其中中药四气表述

完全不相同的有 66 种，占 32.51%；中药五味表述完全不一致的有 20 种，占 9.85%。结论　
通过对比《中国药典》《临床用药须知》与《神农本草经》中药“四气”“五味”，大部分中药表

述一致，表述不一致的中药值得进一步深入研究。

关键词：中药；四气；五味；《神农本草经》；《中国药典》

中图分类号：R283　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2201-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.039

Similarities and differences between Shennong’ s Herbal Classic and Chinese 
Pharmacopoeia (2020) on the expression of four properties and five flavors of 

traditional Chinese medicine

WANG Ying, YANG Wen-hua, LIANG Yan, ZHANG Sha-sha, ZHANG An-te, SUN Xiao-di, XUE 
Chun-miao* (Dongzhimen Hospital of Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  100700)

Abstract: Objective  To clarify the difference between Shennong’s Herbal Classic and modern 
Chinese medicine on the expression of four properties and five flavors, and to provide reference to 
guide clinical rational drug use. Methods  The 365 traditional Chinese medicines from Shennong’s 
Herbal Classic were used as the source of statistics, and the drugs from Shennong’s Herbal Classic 
collected in Chinese Pharmacopoeia (2020) and Clinical Medication Guidelines (2015) were used as 
the research objects. A database was established to compare the differences in the description of ‘four 
properties’ and ‘five flavors’ of traditional Chinese medicine. Results  Totally 203 traditional Chinese 
medicines were counted, 66 (32.51%) of which were completely different in the description of the 
four properties of traditional Chinese medicines; while 20 (9.85%) drugs had completely inconsistent 
expressions of the five flavors of traditional Chinese medicine. Conclusion  By comparing the 
Chinese Pharmacopoeia, Instructions for Clinical Use of Drugs and Shennong’s Herbal Classic, most 
descriptions of the four properties and five flavors of Chinese medicines are consistent and those that 
are inconsistent deserve further in-depth study. 
Key words: traditional Chinese medicine; four properties; five flavors; Shennong’s Herbal Classic; 
Chinese Pharmacopoeia 
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　　中药的四气也称四性，四气的概念最早出现
于《神农本草经》，是指药物有“寒、热、温、凉”
四气。中药的四气与四季气候密切相关，其核心
内涵就是药物作用性质，反映了药物的寒热作用倾
向 [1]。五味作为药性理论最早见诸《黄帝内经》《神
农本草经》中，是中药药性理论的核心内容之一，
与中药的功效密切相关 [2]。《神农本草经》是现存最
早的系统论述药物的本草著作，记载了365种中药，
是中国现存最早的药物学专著。该书在序列中清楚
记载着“药有酸、咸、甘、苦、辛五味，又有寒、热、
温、凉四气，及有毒、五毒”[3]，即现行四气五味
和有毒无毒理论的全部框架。本研究分析《神农本
草经》[4] 与现代中药药性四气五味的表述是否有差
异，以期为临床更好地择药组方提供参考。
1　研究方法
1.1　数据来源
　　本研究以《神农本草经》收载的 365 种中药为
来源进行统计，与《中国药典》2020 年版 [5]（简称
《中国药典》）进行对比，《临床用药须知·中药成
方制剂卷》（2015 版）（简称《临床用药须知》）为补
充，结果《中国药典》实收载《神农本草经》药物
189 种，未收载的药物在《临床用药须知》中有 8

种，其中《神农本草经》收载的 6 种药物在《中国
药典》中分别分为2个品种，故共统计203种中药。
1.2　数据录入
1.2.1　药名录入　将《神农本草经》收载的 365
种中药药名录入 Excel 表，《中国药典》《临床用药
须知》相对应的药名录入，药名最终参照《中国
药典》记载的中药名称。
1.2.2　中药性味录入　将《神农本草经》收载中药
四气五味录入 Excel 表，《中国药典》《临床用药须
知》相对应的中药四气和五味录入，录入完成后，
由双人负责数据审核，保证数据的准确性。
1.3　数据统计分析
　　将《神农本草经》记载的中药四气五味与《中
国药典》《临床用药须知》进行统计、对比，重点
将表述有异的中药进行统计、分析。
2　结果
2.1　药名差异
　　《神农本草经》记载药名与《中国药典》《临床
用药须知》药名相同的中药有 107 种，药名有差
异的有 96种。详见表 1。药名差异对照是根据《神
农本草经译释》中药物名称及书中记载的对应的
中国药典药名而统计得出的。

表 1　《神农本草经》与《中国药典》药名差异对照 
Tab 1　Differences in drug names between Shennong’s Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia 

类别 药名

药名一致 阿胶、白头翁、白芷、车前子、大豆黄卷、大黄、丹参、甘草、甘遂、干漆、藁本、黄连、苦参、狼毒、龙胆、龙骨、漏芦、蒲黄、

青葙子、瞿麦、忍冬、麝香、王不留行、蜈蚣、细辛、夏枯草、辛夷、徐长卿、紫石英、阳起石、泽漆、蝼蛄、巴豆、巴戟天、

白及、白敛、白薇、百合、半夏、萹蓄、鳖甲、常山、茺蔚子、磁石、大枣、当归、地肤子、地榆、独活、杜仲、防风、防己、

附子、干姜、葛根、狗脊、龟甲、海藻、厚朴、滑石、黄芪、黄芩、积雪草、桔梗、菊花、卷柏、决明子、连翘、鹿茸、麻黄、

牡蛎、木香、牛黄、牛膝、秦艽、秦皮、人参、肉苁蓉、桑螵蛸、山茱萸、商陆、蛇床子、射干、升麻、石膏、石斛、石

韦、水蛭、通草、菟丝子、吴茱萸、五味子、雄黄、续断、玄参、淫羊藿、禹余粮、远志、泽兰、泽泻、知母、枳实、猪

苓、紫草、紫菀、芜荑、铅丹

药名不一致 矾石 / 白矾；茅根 / 白茅根；芍药 / 白芍、芍药 / 赤芍；术 / 白术；白鲜 / 白鲜皮；柏实 / 柏子仁；斑猫 / 斑蝥；沙参 / 北沙参、

沙参 / 南沙参；枲耳实 / 苍耳子；茈胡 / 柴胡；橘柚 / 陈皮；五色石脂 / 赤石脂；贝母 / 川贝母、贝母 / 浙贝母；楝实 / 川楝

子；乌头 / 川乌、乌头 / 草乌；芎 / 川芎；竹叶 / 淡竹叶；干地黄 / 地黄；白颈蚯蚓 / 地龙；冬葵子 / 冬葵果；萆薢 / 粉萆

薢、萆薢 / 绵萆薢；露蜂房 / 蜂房；伏苓 / 茯苓；水萍 / 浮萍；蓬蔂 / 覆盆子；枸杞 / 枸杞子；海蛤 / 蛤壳；乌贼鱼骨 / 海螵蛸；

合欢 / 合欢皮；胡麻 / 黑芝麻；秦椒 / 花椒；槐实 / 槐角；蘖木 / 黄柏；丹雄鸡 / 鸡内金；蒺梨子 / 蒺藜；白僵蚕 / 僵蚕；大

戟 / 京大戟；假苏 / 荆芥；杏核 / 苦杏仁；款冬 / 款冬花；紫芝 / 灵芝；紫葳 / 凌霄花；零羊角 / 羚羊角；石流黄 / 硫磺；龙眼 /
龙眼肉；白胶 / 鹿角胶；落石 / 络石藤；麦门冬 / 麦冬；蔓荆实 / 蔓荆子；朴消 / 芒硝；贯众 / 绵马贯众；牡丹 / 牡丹皮；女

贞实 / 女贞子；藕实茎 / 藕节；兰草 / 佩兰；鸡头实 / 芡实；茜根 / 茜草；草蒿 / 青蒿；紫参 / 拳参；箘桂 / 肉桂、箘桂 / 桂枝；

蕤核 / 蕤仁；桑根白皮 / 桑白皮；桑上寄生 / 桑寄生；署豫 / 山药；犀角 / 水牛角；酸枣 / 酸枣仁；桃核 / 桃仁；天门冬 / 天冬；

栝蒌 / 天花粉；赤箭 / 天麻；莨菪子 / 天仙子；亭历 / 葶苈子；䗪虫 / 土鳖虫；梅实 / 乌梅；五加 / 五加皮；旋复花 / 旋覆花；

发髲 / 血余炭；薏苡人 / 薏苡仁；茵陈蒿 / 茵陈；女萎 / 玉竹；郁核 / 郁李仁；芫华 / 芫花；皂荚 / 皂角刺；代赭 / 赭石；枝子 /
栀子；石钟乳 / 钟乳石；丹沙 / 朱砂；铁落 / 生铁落；蝟皮 / 刺猬皮；蜚虻 / 虻虫

注：“/”前是《神农本草经》记载的药名，“/”后是《中国药典》记载的药名。

Note：Before "/" is the name of the medicine recorded in Shennong's Herbal Classic，and after "/" is the name of the medicine recorded in the 
Chinese Pharmacopoeia.

　　《神农本草经》收载的中药在《中国药典》中
分为 2 个品种的药物有 6 种：芍药含赤芍、白芍，
贝母含川贝母、浙贝母，乌头含川乌、草乌，萆

薢含粉萆薢、绵萆薢，箘桂含肉桂、桂枝，沙参
含北沙参、南沙参。
2.2　药性对比
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2.2.1　中药四气对比
　　① 《神农本草经》与《中国药典》中药四气分类
对比：《神农本草经》将中药四气主要分为“寒、热、
温、凉”四类，《中国药典》对中药四气性能的描述
有“大寒、寒、微寒、凉、平、微温、温、热、大热”9
种。《神农本草经》与《中国药典》四气划分对比结果
见图 1，表明在《神农本草经》记载中，药性为平、
寒、温的中药最多，少数中药药性为微寒或微温，
而未见药性为热、大热、微温、大寒、凉的中药；《中
国药典》记载中，药性为寒、温、平、微寒的中药
最多，少数中药药性为大寒、凉、微温、热、大热。
　　② 《神农本草经》与《中国药典》中药四气归
类异同对比：通过对比《神农本草经》与《中国药
典》《临床用药须知》中药四气性能，大部分药物
四气描述相同或趋势相同，约三分之一的药物四

气描述完全不同。
　　中药四气描述完全相同的中药共 109 种，占
占 53.70%（见表 2）。

　　中药四气性能趋势相同的中药共 28 种，占
13.79%。其中大寒、微寒同属于“寒”，温、微
温同属于“温”，只是在层次上划分更为准确，
但性能趋势相同（见表 3）。

表 3　《神农本草经》与《中国药典》中药四气性能趋势相同表 
Tab 3　Same trend of the four properties in Chinese medicine 

between Shennong’s Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia

四气描述
药名

《神农本草经》《中国药典》

寒 大寒 葶苈子

寒 微寒 牡丹皮、拳参、天花粉、禹余粮、枳实

寒 凉 冬葵果

微寒 寒 铅丹、凌霄花、秦皮

微寒 大寒 石膏

微寒 凉 薏苡仁

温 微温 旋覆花、苦杏仁、蒺藜、荆芥、防风

微温 温 海螵蛸、黄芪、肉苁蓉

温 热 巴豆、干姜、吴茱萸、川乌、草乌

温 大热 附子、肉桂

平，微寒 微寒 白蔹

　　中药四气描述完全不相同的中药共 66 种，占
32.51%。其中寒热药性、寒温药性相反的有 10 种，

多数药物是由“平性”至“寒”“温”药性转变。对于
某一味药来说，平性只是相对的，在实际用药治疗
过程中，肯定存在偏寒偏热的不同情况。详见表 4。
2.2.2　中药五味对比　中药五味即酸、苦、甘、
辛、咸五种味，此外还有淡味和涩味，涩味附于
酸味，淡味附于甘味，故仍以五味称之 [6]。《神
农本草经》与《中国药典》《临床用药须知》对比，
中药五味描述完全相同的有 87 种，占 42.86%；
中药五味性能趋势相同的有 9 种，占 4.43%；中
药五味描述部分相同的有 87 种，占 42.86%。可
见大多数中药五味表述一致（详见表 5 ～ 7）。中
药五味描述完全不相同的有 20 种，占 9.85%。其中
由“苦味”向“甘味”转变的药物较多，如临床常用
的枸杞、蜂房、南沙参、淡竹叶等（见表 8）。
3　讨论
　　中药四气五味理论是古代医家根据临床治疗经
验总结归纳，并受整体观及天人相应运气学说所影
响，通过四时寒、热、温、凉等属性表述中药性味
的理论 [7]，是药物根据其药性应用于治疗疾病的重
要治则。四气是反映药物在影响人体阴阳盛衰、寒
热变化方面的作用倾向。中药四气中的温热与寒

表 2　《神农本草经》与《中国药典》中药四气完全相同表 
Tab 2　Exact equivalence of the four properties in Chinese medicine between Shennong’s Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia

四气描述 药名

寒 地龙、白鲜皮、青蒿、车前子、磁石、常山、大黄、京大戟、赭石、地肤子、白矾、甘遂、地黄、海藻、滑石、槐角、黄连、积雪草、

苦参、川楝子、羚羊角、龙胆、漏芦、白茅根、黄柏、芒硝、茜草、瞿麦、桑白皮、浮萍、水牛角、夏枯草、泽泻、土鳖虫、

栀子、知母、紫草、蝼蛄

微寒 丹参、朱砂、地榆、绵马贯众、蔓荆子、青葙子、玄参、泽漆、北沙参、南沙参、虻虫

温 陈皮、白芷、当归、干漆、藁本、厚朴、款冬花、鹿茸、麻黄、木香、花椒、麝香、硫黄、钟乳石、白术、蜈蚣、五加皮、五味子、

苍耳子、细辛、辛夷、川芎、徐长卿、芫花、远志、皂角刺、紫石英、紫菀、桂枝

微温 巴戟天、续断、泽兰、阳起石

平 阿胶、柏子仁、大豆黄卷、茯苓、甘草、合欢皮、黑芝麻、芡实、佩兰、狼毒、蜂房、乌梅、藕节、蒲黄、秦艽、桑螵蛸、桑寄生、

水蛭、酸枣仁、桃仁、菟丝子、王不留行、郁李仁、猪苓、刺猬皮、粉萆薢、绵萆薢

图 1　《神农本草经》与《中国药典》四气分类对比

Fig 1　Division of the four properties in the Shennong’s Herbal Classic 
and Chinese Pharmacopoeia 
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本草多记载雄黄的药性为“平、寒”或“平”，笔
者认为是多沿袭《神农本草经》的说法以及医家结
合自己的临床实践形成的对药物特点的总结；自
明代张景岳在《景岳全书·本草正》将雄黄药性改
为“温”，此后大部分本草、医书及现代本草均记
载为“温”，雄黄的“寒”“温”药性有待进一步详

细考证。人参在《神农本草经》载曰：“人参味甘，
微寒”，认为人参主补五脏之阴；《名医别录》曰：
“微温，无毒”，认为人参主治肠胃中冷等，由此
拉开人参药性寒温之争的序幕。有研究认为历代
人参或寒、或热、或平、或一药二性的药性，彼
此并不矛盾，在一定临床条件下人参不同药性有
存在的合理性和科学性 [12]。中药四气的核心内涵
是药物作用性质，反映了药物的寒热作用倾向。
近年来，国内众多学者也利用现代研究方法，对
中药四气五味的物质基础、性效发生机制进行了
深入系统的研究，从不同侧面阐释其规律，为发
展性味理论提供了新的视角 [13]。如用红外扫描成
像技术来研究中药的寒热药性，这一方法具有很
高的应用价值 [14]。朱明等 [15] 选择黄芩进行红外

表 5　《神农本草经》与《中国药典》中药五味完全相同表 
Tab 5　Exact equivalence of the five flavors in Chinese medicine between Shennong’s Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia

五味 药名
酸 硫黄
苦 白蔹、白鲜皮、萹蓄、川楝子、黄柏、黄芩、京大戟、连翘、绵马贯众、茜草、水牛角、赭石、栀子、白头翁、大黄、丹参、甘遂、

黄连、苦参、龙胆、漏芦、青葙子、瞿麦、王不留行、络石藤、射干、血余炭、虻虫、泽漆、粉萆薢、绵萆薢、赤芍
苦，辛 夏枯草
甘 白茅根、百合、柏子仁、大枣、地黄、合欢皮、黑芝麻、黄芪、鸡内金、灵芝、龙眼肉、蕤仁、桑白皮、山药、石斛、玉竹、

钟乳石、朱砂、阿胶、车前子、大豆黄卷、甘草、蒲黄、忍冬藤、紫石英
辛 巴豆、半夏、斑蝥、川芎、浮萍、干姜、荆芥、卷柏、佩兰、白芷、干漆、藁本、狼毒、麝香、蜈蚣、细辛、辛夷、徐长卿、

花椒、生铁落
辛、苦 葶苈子
咸 鳖甲、地龙、羚羊角、牡蛎、土鳖虫、阳起石、蝼蛄

凉是与疾病的寒凉与温热相对而言的，《神农本草
经》：“疗寒以热药，疗热以寒药”。《素问至真要大
论》：“寒者热之，热者寒之”[8]。寒凉药应用不当，
会损伤阳气；温热药应用不当，会耗伤阴液。五味
代表着药物不同的功效，是药物作用的重要标志。
《素问·藏气法时论》最早概括了五味与功效的关
系：“辛散、酸收、甘缓、苦坚、咸软”[9]。五味实
质上是药物本身的滋味和疗效的标志。中药四气五
味是中医药理论的重要组成部分，两者必须综合起
来看，五味是物质基础，四气是在五味基础上产生
的效应 [10]。每一种中药都具有气与味，气与味分
别从不同角度说明药物的作用，两者合参才能全面
而准确地了解药性、使用药物。
　　本研究通过对比《神农本草经》与《中国药
典》中药四气五味的归类，发现很多中药性味的
描述与《中国药典》有差异。中药四气差异较大
的药物中，淫羊藿在《神农本草经》记载为“寒”
性，《中国药典》记载为“温”性，且经文献考证自
明代李时珍的《本草纲目》将其改为“温”后，此
后历代本草、医书及当今的中药辞典、中药教科
书等多载为“温”[11]。查阅历代本草发现，雄黄在
《神农本草经》记载为“性平、寒”，明代以前的

表 4　《神农本草经》与《中国药典》中药四气完全不同表 
Tab 4　Completely difference of the four properties in Chinese 
medicine between the Shennong’s Herbal Classic and Chinese 

Pharmacopoeia
四气描述

药名
《神农本草经》《中国药典》
寒 平 枸杞子
寒 热 斑蝥
寒 温 天仙子、雄黄、淫羊藿
微寒 微温 人参
温 寒 忍冬藤、白头翁
温 微寒 络石藤、蕤仁
温 平 卷柏、灵芝、山药、天麻、血余炭
微温 平 鸡内金、桔梗
微温 微寒 茺蔚子
平 寒 白薇、百合、淡竹叶、防己、蛤壳、黄芩、

商陆、射干、天冬、浙贝母
平 微寒 白及、萹蓄、鳖甲、柴胡、龟甲、菊花、

决明子、连翘、麦冬、牡蛎、石斛、

石韦、通草、茵陈、玉竹、白芍、赤芍、

川贝母
平 温 半夏、赤石脂、大枣、杜仲、覆盆子、狗

脊、龙眼肉、鹿角胶、蛇床子、升麻
平 微温 独活、山茱萸
平 凉 葛根、牛黄、女贞子、生铁落
未记载 平 僵蚕、牛膝、龙骨
未记载 温 芜荑

表 6　《神农本草经》与《中国药典》中药五味性能趋势相同表 
Tab 6　Same trend of the five flavors in traditional Chinese medicine 

between Shennong’s Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia

五味描述
药名

《神农本草经》 《中国药典》

酸 酸、涩 白矾、山茱萸、乌梅

苦 微苦 槐角

甘 甘、淡 茯苓、滑石、薏苡仁、泽泻、猪苓
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扫描成像技术，在人体服用中药前后 2 h 分别进
行红外成像的对比观测，进而推导出黄芩的寒热
属性为“寒”，而《神农本草经》中记载黄芩“性
平”。明确中药四气属性，能够便于认识和把握
药物，更好地发挥临床疗效。
　　中药五味差异较大的药物中，枸杞子在《神
农本草经》记载为“味苦”，《中国药典》记载为
“味甘”，李时珍的《本草纲目》首次出现了对枸
杞“根、叶、苗、实”性味及功效的区别，并将
性味改为“凉，甘”，更加明确了枸杞子主在滋
补 [16]，甘味药能缓能补能和，具有补益缓和作

用，临床上主要用于虚证及拘挛疼痛证，与枸杞
子滋补肝肾的功效较为贴合。苦杏仁在《神农本
草经》中载曰“味甘”，而“苦味”最早见于《名医
别录》，此后各时期本草著作如《开宝本草》《本
草蒙筌》《本草逢原》《中华本草》《中国药典》均
承此观点 [17]。五味兼具“口尝味”与“功能味”的
“综合味”，由口尝判断苦杏仁味苦，苦味能泄、
能燥、能坚，由功效亦可判定苦杏仁味苦。五味
是药物作用规律的高度概括，明确中药五味属性，
对中药在临床中的应用发挥着重要的指导作用。
4　小结
　　《神农本草经》与《中国药典》中药四气五味
表述差异大的药物较多，中药药性的古今差异变
化，可能是不同年代、不同环境、不同医家的医
疗实践所获取的临床经验的差异，从而对中药性
味的重新思考。查阅文献发现，目前对中药四气
五味理论及现代研究较多，但未发现系统梳理
《神农本草经》与《中国药典》中药四气五味的对
比研究。本文通过对比《神农本草经》与《中国药
典》中药四气五味的描述，发现很多药物性味不
一致，值得深入研究，下一步我们将系统梳理历
代医家对中药性味的认识，以期为指导临床更好
地择药组方、保证临床合理用药提供参考。
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表 7　《神农本草经》与《中国药典》中药五味部分相同表 
Tab 7　Partial same of the five flavors of Chinese medicines between 

Shennong’s Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia

五味描述
药名

《神农本草经》《中国药典》

酸 甘、酸 覆盆子、凌霄花、酸枣仁、五味子

苦 苦、甘 白术、狗脊、女贞子、桑寄生、桃仁、

知母、菊花、石韦、天冬

苦 苦、咸 白薇、蛤壳、海藻、芒硝

苦 辛、苦 柴胡、地肤子、独活、蒺藜、秦艽、蔓

荆子、蛇床子、紫菀、厚朴、常山、

积雪草、青蒿、天仙子、续断、茵陈、

远志、泽兰

苦 辛、微苦 麻黄

苦 苦、涩 刺猬皮、秦皮

苦 苦、酸 白芍

苦 苦、甘、酸 牛膝

苦 甘、微苦 天花粉、北沙参

苦 甘、苦、咸 玄参

苦 苦、辛、酸 枳实

苦 苦、甘、涩 白及
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牡丹皮
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表 8　《神农本草经》与《中国药典》中药五味完全不同表 
Tab 8　Completely difference of the five flavors in Chinese medicine 
between the Shennong's Herbal Classic and Chinese Pharmacopoeia 

五味描述
药名

《神农本草经》 《中国药典》

酸 辛、苦、甘 郁李仁

苦 甘、淡 淡竹叶

苦 甘 蜂房、枸杞子、牛黄、南沙参

苦 甘、咸 紫草

甘 苦 苦杏仁

甘 辛、苦 苍耳子、升麻

辛 咸 磁石

辛 甘 杜仲、天麻

辛 苦 防己、商陆、浙贝母

辛 甘、淡 通草

辛 苦、甘 川贝母

苦、平 辛 雄黄
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麻黄“先煮”“去沫”理论的历史演变规律与探讨

杨文华，王莹，潘霖，李佳怡，张安特，雷珍珍，薛春苗*（北京中医药大学东直门医院，北京　100700）

摘要：目的　探索麻黄“先煮”“去沫”的历史演变规律，并探讨其机制。方法　检索古代文献

含麻黄的本草著作及方书，构建麻黄本草数据库及含麻黄内服汤剂数据库，并结合现代文献，

探索古今医家对麻黄“先煮”“去沫”的要求及认识。结果　古代文献中，不同朝代、不同本草、

不同方书及方剂中对麻黄的煎煮要求及煎煮程度不尽相同。东汉至唐代时要求麻黄“先煮”“去

沫”的占比急剧下降，唐至宋金元时期小幅度下降，金元至明清时期无太大变化。汉晋时期含

麻黄汤剂中要求麻黄“先煮”的占 58.33%、“去沫”占 55.56%，唐代时分别占 20.87%、20.08%，

至清代时分别仅占12.50%、12.50%。麻黄日剂量在2.01～10.00 g 时，要求麻黄“先煮”“去沫”

的仅占 8.41% 和 5.61%，而麻黄日剂量大于 60 g 时“先煮”“去沫”的占比均超过 50.0%，相关

性分析结果也显示麻黄日用剂量与“先煮”“去沫”之间存在弱的正相关关系，相关系数 r1 ＝

0.259、r2 ＝ 0.263，（P ＜ 0.001）。结论　自汉唐至明清乃至现代都有麻黄“先煮”“去沫”的记

载，但未形成统一的认识，现代医家多已不再沿用“先煮”“去沫”的特殊煎煮方法，临证用药

时可结合自身诊疗经验及麻黄用量等选择煎煮方式。
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　　麻黄始载于《神农本草经》，来源于麻黄科
植物草麻黄、中麻黄或木贼麻黄的干燥草质茎 [1]，
具有发汗散寒、宣肺平喘、利水消肿的功效，被
称为“伤寒解肌第一药”，在新型冠状病毒感染
专利复方中出现频次较高 [2]，是其防治的重要用
药。一般解表类中药不宜久煎，以防止挥发性成
分丢失而降低药效，但早在东汉·张仲景《伤寒
论》中就明确提出了麻黄在汤剂中使用时需“先
煮”“去沫”的特殊煎煮方法。后代中医药著作也
在不同程度上记载了麻黄的这种煎煮方法，如北
宋·《本草图经》言“古方汤用麻黄，皆先煮去沫，
然后内诸药”，而现行标准《中国药典》并未沿用
“先煮”“去沫”的要求。因此，本文拟对古代文
献中含麻黄的本草著作及方书进行分析，探讨麻
黄“先煮”“去沫”的历史演变规律，并结合现代
文献，从药材标准与炮制规范、化学成分、药理
药效、临床应用等方面探究麻黄“先煮”“去沫”
的原因及意义。

1　资料与方法

1.1　数据来源

　　本研究所用数据来源于第五版《中华医典》电
子丛书，它将历代中医药古籍分为医经、诊法、
本草、方书、温病、综合医书、医论医案等十二
个大类，涵盖方书甚广，能够满足本研究的需求。
1.2　数据筛选

　　以“麻黄”为关键词在《中华医典》电子丛书中
进行检索，并按以下纳入、排除标准进行筛选录入。
1.2.1　纳入标准　需完全满足下列条件：① 组成
中包含麻黄的成人水煎内服汤剂；② 服用方法为
成人水煎内服的一日剂量；③ 含麻黄方剂的方名、
方源、组成、剂量、煎煮方法、服用方法等数据基
本完整。
1.2.2　排除标准　① 麻黄单用为方；② 处方中
未标明剂量，或仅写“等分”“一大把”“长 XX
寸 / 节”等；③ 方名、组成、剂量三者完全相同
的按重复方剂处理，按朝代顺序仅保留一项。

Abstract: Objective  To discuss the historical evolution and  the theory of “boiling first” and “removing 
foam” for Ephedrae Herba. Methods  Materia medica and formulas containing Ephedrae Herba in 
ancient literature were retrieved, and the materia medica works database of Ephedrae Herba and the 
database of oral decoction containing Ephedrae Herba were constructed. Combined with modern 
literature, the requirements and understanding of ancient and modern physicians on Ephedrae Herba 
“boiling first” and “removing foam” were explored. Results  In ancient literature, the decoction 
requirements and the degree of decoction of ephedra varied in different dynasties, different Materia 
medica works, different formulas and prescriptions. From the Eastern Han Dynasty to the Tang Dynasty, 
the proportion of Ephedrae Herba required “boiling first” and “ removing foam” decreased sharply. 
From the Tang Dynasty to the Song, Jin and Yuan Dynasties, the proportion decreased slightly. From 
the Jin and Yuan Dynasties to the Ming and Qing Dynasties, there was little change. In the Han and Jin 
Dynasties, 58.33% and 55.56% of the decoctions containing Ephedrae Herba required “boiling first” 
and “removing foam” respectively, 20.87% and 20.08% in the Tang Dynasty, and only 12.50% and 
12.50% in the Qing Dynasty. When the daily dose of Ephedrae Herba was 2.01 ～ 10.00 g, only 8.41% 
and 5.61% were required “boiling first” and “removing foam”, while the proportion was more than 
50.0% when the daily dose was more than 60 g. The results of correlation analysis also showed that 
there was a weak positive correlation between the daily dose of Ephedrae Herba and “boiling first” 
and “removing foam”, the correlation coefficient r1 ＝ 0.259, r2 ＝ 0.263 (P ＜ 0.001). Conclusion  
Since the Han and Tang Dynasties to the Ming and Qing Dynasties and even in modern times, there are 
records of Ephedrae Herba’s “boiling first” and “removing foam”, but no unified understanding has 
been formed. Most modern doctors no longer follow the special decoction methods of “boiling first” and 
“removing foam”. In clinical medication, the decoction method can be selected according to their own 
diagnosis and treatment experience and the amount of Ephedrae Herba. 
Key words: Ephedrae Herba; boiling first; removing foam; historical evolution; ancient and modern 
literature; dosage of Ephedrae Herba
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1.3　构建方药数据库

　　按照纳入和排除标准，录入不同朝代含麻黄内
服汤剂的相关数据，包括朝代、方源、方名、麻黄
剂量、服用方法、煎煮方法等，共筛选出 468 条含
麻黄内服汤剂，涉及东汉至清代包括《伤寒论》《备
急千金要方》《太平圣惠方》《景岳全书》《医学衷中
参西录》等在内的共 34 本方书。再按照剂量折算标
准将麻黄剂量折算成现代剂量“g”，构建基于历代
方书的水煎内服麻黄方剂数据库。剂量折算规则如
下 [3-4]：东汉至唐代 1 斤折算为 220 g；宋金元时期 1
斤折算为 660 g；明清时期 1 斤折算为 596.8 g。

2　结果

2.1　不同朝代本草著作中麻黄“先煮”“去沫”的

研究

　　麻黄始载于《神农本草经》，但并未记录麻
黄的煎煮方法。中医经典著作《伤寒论》中明确
提出麻黄“先煮”“去上沫”的特殊煎煮方法。后
代本草著作，如南北朝时期《本草经集注》、唐
代《新修本草》中均明确记载麻黄使用时需“先煮
一两沸，去上沫”，北宋《证类本草》以及后世
明、清等各朝代的 20 余部本草著作中都记录了
麻黄“先煮”“去沫”的煎煮方法（见表 1）。

表 1　麻黄“先煮”“去沫”的本草考证 
Tab 1　Herbal authentication of Ephedrae Herba “ boiling first ” and “ removing foam ”

朝代 来源 煎煮方法描述

南北朝 《本草经集注》 先煮一两沸，去上沫，沫令人烦

唐代 《新修本草》 先煮一两沸，去上沫，沫令人烦

北宋 《本草图经》 古方汤用麻黄，皆先煮去沫，然后内诸药

北宋 《证类本草》 凡汤中用麻黄，皆先别煮两三沸，掠去其沫，更益水如本数，乃内余药，不尔，令人烦

北宋 《本草衍义》 以水半升煎，俟沸，去上沫，再煎，去三分之一，不用滓

元代 《汤液本草》 煮三二沸，去上沫。不则，令人心烦闷

明代 《本草品汇精要》 煎三四十沸竹片掠去上沫尽漉出晒干用之若不尽令人心闷

明代 《本草蒙筌》 单煮数沸，倾上沫

明代 《本草纲目》 水煮十余沸，以竹片掠去上沫，沫令人烦

明代 《炮炙大法》 去节并沫若不尽服之令人闷。煎三四十沸竹片掠去上沫

明代 《雷公炮制药性解》 凡使去节并沫，若不尽，服之令人闷。煎三四十沸，竹片掠去上沫尽

明代 《本草正》 入滚汤中煮三、五沸，以竹片掠去浮沫，晒干用之，不尔，令人动烦

明代 《本草汇言》 水煮十余沸，以竹片掠去上沫用，恐令人烦

明代 《本草通玄》 煮数沸，掠去上沫，不去沫，令人烦

清代 《本草易读》 凡煎宜去上沫再煎

清代 《本草备要》 煮十余沸，掠去浮沫，或用醋汤略泡

清代 《本经逢原》 汤泡去沫

清代 《本草经解》 水煮去沫用

清代 《本草从新》 煮十余沸，掠去浮沫

清代 《得配本草》 先煎十余沸，以竹片掠去浮沫。沫能令人烦

清代 《要药分剂》 煮十余沸。竹片掠去浮沫

清代 《本草述钩元代》 水煮十余沸，竹片掠去上沫。（沫令人烦）后入他药

清代 《本草害利》 水煎十余沸，以竹片掠去上沫，沫令人烦

　　古代本草著作中，关于使用麻黄时是否都需要
“先煮”“去沫”，北宋《本草图经》言“古方汤用麻
黄，皆先煮去沫，然后内诸药”，清《本草易读》
“凡煎宜去上沫再煎”。关于“先煮”的程度，各本
草著作记载不尽相同，如“先煮一两沸”“煮三、五
沸”“单煮数沸”“水煮十余沸”“煎三四十沸”等。
关于为何“去沫”方面，多解释为“沫令人烦”“令
人心闷”。
2.2　不同朝代方书内服汤剂中麻黄“先煮”“去

沫”的研究

　　本研究共录入含麻黄内服汤剂 468 条，关于麻
黄的特殊煎煮方法主要归纳为“先煮”“去沫”“先
煮，去沫”“无特殊煎煮要求”四类。统计分析可
知：内服汤剂中仅要求麻黄“先煮”的 7 条（占
1.50%），仅要求“去沫”的 2 条（占 0.43%），同时
要求“先煮，去沫”的 86 条（占 18.38%），“无特殊
煎煮要求”的 373 条（占 79.70%）。
　　关于麻黄的煎煮程度方面，主要归纳为以下
三类：
　　① 先煮麻黄，去沫：如《金匮要略》越婢加半
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2.3　不同朝代方书内服汤剂中麻黄“先煮”“去

沫”的变化趋势

　　不同朝代方书内服汤剂中对麻黄的特殊煎煮
要求存在一定的不同，东汉至唐代时要求麻黄“先
煮”“去沫”的占比急剧下降，唐至宋金元时期小幅
度下降，宋金元至明清时期无太大变化。本研究
共录入含麻黄内服汤剂 468 条，汉晋时期要求麻黄
“先煮”“去沫”的分别占 58.33%、55.56%，唐代时
占 20.87%、20.08%，至清代时要求麻黄“先煮”“去
沫”的分别仅占 12.50%、12.50%（见图 1）。

图 1　不同朝代含麻黄内服汤剂中麻黄“先煮”“去沫”的占比

Fig 1　Proportion of Ephedrae Herba “ boiling first ” and “ removing 
foam ” in oral decoction from different dynasties

2.4　不同剂量区间麻黄“先煮”“去沫”的变化趋势

　　不同剂量区间对麻黄“先煮”“去沫”的要求不
尽相同。整体来说，随着麻黄剂量的增加，要求麻
黄“先煮”“去沫”的比例基本呈现出上升趋势（见
图 2）。在此基础上，为探究麻黄日用剂量与麻黄
特殊煎煮方法的关系，本研究采用 SPSS 26.0 软件
进行二元相关性分析，结果显示，麻黄日用剂量与
“先煮”“去沫”之间的相关系数分别为 r1 ＝ 0.259、
r2 ＝ 0.263（P ＜ 0.001），说明麻黄日用剂量与“先
煮”“去沫”之间存在弱的正相关关系。另外，《中
国药典》规定麻黄剂量为 2 ～ 10 g，未要求“先
煮”“去沫”，本研究共录入麻黄日剂量为 0 ～ 10 g
时的数据128条，要求“先煮”的仅有9条，“去沫”
的仅 6 条，正如清代医学大家张锡纯在《医学衷中
参西录》更定麻杏甘石汤方中所言“不先煎麻黄吹
去浮沫者，因所用只一钱，而又重用生石膏以监制
之也”，认为麻黄用量小时无需“先煮”“去沫”。
3　讨论

　　清代名医徐灵胎言“煎药之法，最宜深讲，药
之效不效，全在乎此”，说明煎煮方法对药效的
发挥至关重要。自《伤寒论》中提到麻黄需“先
煮”“去沫”，后世医家也在一定程度上延续了这种

表 2　不同朝代方书中明确要求麻黄“先煮”“去沫”的方剂 （列举部分） 
Tab 2　Prescriptions from different dynasties clearly required Ephedrae Herba “ boiling first ” and “ removing foam ”(List part)

朝代 方源 方名 煎服方法

汉晋 《伤寒论》 大青龙汤 上七味，以水九升，先煮麻黄，减二升，去上沫，内诸药，煮取三升

葛根汤 上七味，以水一斗，先煮麻黄、葛根，减二升，去白沫，内诸药，煮取三升

麻黄连轺赤小豆汤上八味，以潦水一斗，先煮麻黄再沸，去上沫，内诸药，煮取三升

麻黄汤 上四味，以水九升，先煮麻黄，减二升，去上沫，内诸药，煮取二升半

《金匮要略》 麻黄白术汤 上五味，以水九升先煮麻黄，减二升，去上沫，纳诸药，煮取二升半

越婢汤 上五味，以水六升，先煮麻黄，去上沫，内诸药，煮取三升

《小品方》 贝母汤 上七味，切，以水二斗三升，先煮麻黄，得十沸，纳药，煮取三升

唐代 《备急千金要方》 大续命汤 以水一斗，先煮麻黄两沸，掠去沫，下诸药煮取四升

射干麻黄汤 以东流水一斗二升，先煮麻黄，去上沫，纳药，煮取三升

宋金元 《脾胃论》 麻黄人参芍药汤 都作一服，水三盏，煮麻黄一味，令沸，去沫，至二盏，入余药，同煎至一盏

《兰室秘藏》 麻黄白术汤 水二大盏半先煎麻黄令沸去沫再入诸药同煎至一盏

明代 《古今医统大全》 桂枝二麻黄一汤 水三盏先煎麻黄一二沸，去沫，纳诸药，煎二盏，分二服

桂枝麻黄各半汤 上水四盏先煎麻黄二三沸，去沫，纳诸药，煎至二盏，分三服

《脉症治方》 麻黄附子细辛汤 上作一服。先煎麻黄一二沸。次下二味同煎服

《景岳全书》 麻黄甘草汤 上咀。用水二钟，先煮麻黄三、四沸，去沫，入甘草，再煎至八分

清代 《温病条辨》 麻杏石甘汤 水八杯，先煮麻黄，减二杯，去沫，纳诸药，煮取三杯

小青龙汤 水八碗，先煮麻黄减一碗许，去上沫，纳诸药，煮取三碗

《医学衷中参西录》 麻黄汤 先煎麻黄数沸，吹去浮沫，再入余药同煎汤一大盅

夏汤“先煮麻黄去上沫”；② 先煮麻黄数沸，去上
沫：如《备急千金要方》麻黄汤“煮麻黄三沸，去沫
纳药”；③ 先煮麻黄，减数升或数碗、数盏、数杯，
去上沫：如《伤寒论》大青龙汤“先煮麻黄，减二升，

去上沫”。总体来说，不同内服汤剂中要求麻黄“先
煮”的程度不同，第一种煎煮方法未明确麻黄需要
先煮的程度，第二种、第三种方法虽然描述不同，
但都明确了麻黄的“先煮”程度。详见表 2。
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特殊煎煮方法，但沿用程度不尽相同，如《伤寒杂
病论》的33首含麻黄汤剂中就有26首要求麻黄“先
煮，去沫”[5]，而唐代孙思邈《备急千金要方》的
140 首含麻黄汤剂中，仅 30 首明确“先煎，去上
沫”[6]。为了解麻黄特殊煎煮的缘由，今之学者从
现代标准、理论探讨、化学成分、药理研究、临床
应用等多个方面探究麻黄“先煮”“去沫”的机制。
3.1　现代标准及教材对麻黄“先煮”“去沫”的要求
　　检索包括《中国药典》《中华本草》《北京市中
药饮片炮制规范》《广东省中药炮制规范》《河南省
中药饮片炮制规范》《四川省中药材标准》《台湾中
药典第三版》等 50 余种标准及规范，发现仅《吉林
省中药饮片炮制规范（1986 年版）》提到麻黄“需先
煎”。查阅中药学相关书籍，颜正华主编的《中药
学》中提到“内服煎汤宜先煎，去水面浮沫”[7]；张
冰主编的《临床中药学》中提到“入汤剂常规煎煮，
去浮沫”[8]；《张廷模临床中药学讲稿》中也提到了
麻黄“先煎”的问题，认为与其他解表药相比，麻
黄的成分溶出比较缓慢，可以适当久煎，但相对
于真正需要先煎的中药来说，麻黄不必先煎 [9]。全
国中医药院校教材《方剂学》中，如麻黄汤、小青
龙汤、大青龙汤等方剂的现代用法也未保留《伤寒
论》中的“先煮麻黄”“去上沫”的煎煮方法 [10]。总
体来说，虽然有些中医药教材中提到麻黄特殊煎煮
的问题，但现代中医药标准并未要求麻黄煎煮时需
“先煮”“去沫”，临证用药时也多未采用。
3.2　麻黄“先煮”“去沫”的化学成分研究
　　现代学者通过 HPLC、UPLC 等方法，对麻黄
“先煮”“去沫”的机制进行研究。麻黄的有效成分
主要为麻黄碱、伪麻黄碱、挥发油等。麻黄碱、挥
发油受热易挥散消失，有学者认为“先煮”旨在挥散
“令人烦”的麻黄碱与挥发油 [11]；另有研究则发现，
麻黄类生物碱虽能随水蒸气挥发，但“先煮”麻黄时
麻黄类生物碱的溶出度更高 [12]。此外，古人认为麻
黄沫性悍烈，现代研究发现，麻黄沫中的有效成分
主要为麻黄碱、伪麻黄碱等生物碱类 [13]。关于麻黄
沫中成分含量方面，有研究认为沫中麻黄碱、伪麻

黄碱含量与麻黄水煎液中相差不大 [14]，另一实验却
发现上沫中所含生物碱含量较少 [15]。也有研究发现
麻黄上沫热解后的主要成分为苯甲醛 [16]，去沫后能
够防止其对胃部及气道黏膜产生刺激性伤害。
3.3　麻黄“先煮”“去沫”的药理作用研究
　　有研究发现，麻黄“先煮”能够增加抗菌、抗
流感病毒作用 [17]。另有学者研究麻杏石甘汤不同
煎煮方法对哮喘模型小鼠的影响，发现麻黄“先
煮，去上沫”对于降低小鼠支气管哮喘气道黏液
高分泌 [18]，抑制哮喘气道平滑肌细胞增殖和改善
缺氧状态的效果更佳 [19]。另外，麻黄碱具有拟肾
上腺素作用，是麻黄主要药效成分也是其毒性成
分，可产生心率加快、心肌收缩力增强、血压升
高等不良反应 [20]，有研究发现“先煮、去沫”可
降低麻黄碱含量 [21]，能有效避免大鼠过汗、心率
加快、血压升高等不良反应 [22]。
3.4　现代学者对麻黄“先煮”“去沫”的认识
　　关于对麻黄“先煮”的认识，现代学者通过
对经方含麻黄汤剂的研究，主要形成两种不同的
观点：
　　①“先煮、去沫”缓其峻烈之性 [23]：麻黄先煎
与否在于所治病证及组方配伍，“先煎、去沫”可减
弱发汗药效，若取其峻猛发汗之用者，或方剂配伍
复杂有制约其悍猛之性者，或麻黄用量小者则不必
“先煮、去沫”。②“先煮”增其发散之力：“先煮”
麻黄时间与方剂的发散力成正相关，“先煮”时间短
则避免过汗伤正，时间长则确保祛邪外出 [24]。
　　关于对麻黄“去沫”的认识，现总结如下：
　　① 沫性悍烈，张锡纯《医学衷中参西录·药
物》言“麻黄发汗力甚猛烈，先煮之去其浮沫，
因其沫中含有发表之猛力，去之所以缓麻黄发表
之性也”；现代著名医学家李克绍在《伤寒语释》
中言“麻黄先煮去沫是为了减轻其悍烈之性”。
② 沫令人恶心 [25]，《金匮玉函经·卷七》有言“凡
煎药，皆去沫，沫浊难饮，令人烦”，认为上浮
之沫有碍视觉，令人抗拒难以下咽。
　　另外，有学者认为古今所用麻黄存在差异，
张仲景时多用鲜麻黄，煎服时需“先煮去沫”[26]；
而现代临床用经过炮制后的麻黄入药，煎煮时沫
少 [22]；国医大师王绵之先生也认为麻黄“放陈”
之后便“不令人烦”，故无需“先煮”“去上沫”[27]。
此外，现代医家根据自己的临床经验发现常规剂
量麻黄不经“先煮、去沫”使用，临床疗效不受影
响且未出现心烦等不良反应 [28]。当然临床医案文
献中也有少数医家仍坚持“先煮，去沫”[29]，或仅
“先煮”[30-31]，或仅“去沫”[32] 的煎煮方法。

图 2　不同剂量区间麻黄“先煮”“去沫”的占比

Fig 2　Proportion of Ephedrae Herba “ boiling first ” and “ removing 
foam ” in different dosage ranges
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　　总之，现代医家多认为临证使用麻黄时无需
采取“先煮”“去沫”的煎煮方法，但也有医家坚
持遵循经方思想或依据患者病情、体质、麻黄用
量等选择是否需要特殊煎煮 [33]。
4　小结
　　本研究从古文献中挖掘不同历史时期麻黄
“先煮”“去沫”的历史演变规律，发现自汉唐至
明清都有麻黄“先煮”“去沫”的记载，但不同本
草著作、不同朝代、不同方书中对麻黄是否需要
特殊煎煮及煎煮程度的要求不尽相同，且与麻黄
用量存在一定的关系，一般认为麻黄用量小时无
需“先煮”“去沫”。现代中医药标准如《中国药
典》、各省市炮制规范及临证使用麻黄时多已不
再沿用“先煮”“去沫”的特殊煎煮方法，这可能
与现代临证使用时麻黄的用量小有一定关系，但
仍有部分医家坚持经方中麻黄的用法。现代学者
从化学成分、药理作用探析麻黄特殊煎煮的机制，
但关于麻黄沫所含成分及含量，麻黄“先煮”“去
沫”是否增加有效成分溶出，“先煮”“去沫”是否
能够减毒增效等方面的认识不一致。但不论麻黄
是否需要“先煮”“去沫”，都是为了临床疗效及
安全服务，临证用药时可根据患者情况、麻黄用
量等再结合自身诊疗经验决定选择何种煎煮方式。
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基于数据挖掘的《奇效良方》中鲜药应用特点分析

井卫朋，李洵，齐玉濮，周天豹，喻帅克，苗明三*（河南中医药大学药学院，郑州　450046）

摘要：目的　通过对《奇效良方》中鲜用药的规律特点进行总结分析，为鲜药的临床应用及相
关研究提供参考。方法　查阅《奇效良方》中可鲜用的中药，用 Excel 2016 建立数据库，运
用频次统计的方法进行数据挖掘，分析《奇效良方》中药鲜用的频次、性味、归经、毒性等特
点。结果　经筛选后，共纳入可鲜用中药 246 种。药性以寒、温、平为主；药味以苦、甘、辛
为主；归经则多归肝、肺、胃经。在诊治疾病上，使用鲜药占比最高的是内科疾病（795 次，
45.64%）和外科疾病（346 次，19.86%）。结论　《奇效良方》中疾病诊治应用鲜药的例子层出
不穷，鲜药多为地产药材，代表性高，临床应用广泛，涉及内、外、妇、儿、皮肤、耳鼻喉科
等；不但用于常见疾病，亦多用于各种疑难病症。挖掘鲜药的相关古籍文献，不仅可以逐渐丰
富鲜药的用药理论，还可进一步为鲜药的现代临床应用提供参考。
关键词：《奇效良方》；鲜药；文献研究；临床应用
中图分类号：R283　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2212-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.041

Characteristics of use of fresh medicine in Qixiao Liangfang  
based on data mining

JING Wei-peng, LI Xun, QI Yu-pu, ZHOU Tian-bao, YU Shuai-ke, MIAO Ming-san* (School of 
Pharmacy, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou  450046)

Abstract: Objective  To summarize the characteristics of use of fresh medicine in Qixiao Liangfang, 
and provide reference for the clinical application and research of fresh medicine. Methods  We 
searched fresh Chinese herbal medicines in Qixiao Liangfang, established a database with Excel 
2016 for data mining. The characteristics of fresh Chinese herbal medicines in Qixiao Liangfang 
were analyzed, including frequency, taste, meridian distribution, and toxicity. Results  Totally 
246 fresh Chinese herbal medicines were included. The highest proportion of fresh drugs use was 
in internal medicine diseases (795 times, 45.64%) and surgical diseases (346 times, 19.86%). 
Conclusion  Fresh medicine is widely used in the diagnosis and treatment of diseases in Qixiao 
Liangfang. Fresh medicine is mostly local medicinal materials with high representativeness and wide 
clinical applications, involving internal medcine and surgery, gynecology, pediatrics, dermatology, 
and otolaryngology, etc. It is not only used for common diseases, but also for various difficult and 
complicated diseases. Exploring relevant ancient literatures of fresh medicine provides reference for 
its modern clinical application. 
Key words: Qixiao Liangfang; fresh medicine; literature research; clinical application
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　　鲜药是中药最原始的状态，是指不经任何干
燥及加工处理，在中医药理论的指导下直接用于
治疗疾病的中药材 [1]。鲜药的临床应用贯穿了中
医药起源与发展的整个过程 [2]。古人提倡“中药

鲜用”以及“生者尤良”的观点，是几千年来大量
临床实践的经验总结。鲜药一直受历代医家推崇，
从大量的古籍和医学文献中可以发现，鲜药在中
医临床上发挥着重要的作用 [3-4]。
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　　《奇效良方》是 15 世纪的一部医学巨著，汇集
了前人多种医籍精华，全书 69 卷，卷内分门，共
64 门，载有方剂 7000 余首 [3]。每门若干病证，每
病有理有方有药，内容丰富，实用性强 [4]。本文
系统整理了董宿编纂的《奇效良方》中有关鲜药的
应用，并对其使用特点进行总结和论述，以期为
今后鲜药的引进和临床应用提供参考。
1　资料与方法
1.1　数据来源
　　通过查阅《奇效良方》中鲜用的中药，用
Excel 2016 建立数据库。
1.2　纳入标准
　　选取带有“鲜”“活”“汁”“捣”“绞”“露”“生”
等字眼的中药。
1.3　数据处理
　　参照《中国药典》2020 年版 [5] 和“十四五”规
划教材《中药学》[6] 以及相关参考文献，对文中出
现的鲜用药名称、性、味、归经进行规范统计和
分类，并名称统一（如萝卜统一名称为莱菔，生
萝卜子统一名称为生莱菔子）。同一味中药的不
同用药部位（如生姜和生姜皮、苍耳根和苍耳叶、
芭蕉根和芭蕉叶等）或者不同的使用方法（生姜
和生姜汁、生藕和生藕汁等）分开统计。
2　鲜药数量、入药方式及性味归经和毒性分析
2.1　鲜药数量、药用部位及入药方式分析
　　经统计筛选，全书医案中共使用鲜药种类
257 种，去除重复项后剩 246 种（植物药 200 种，
动物药 46 种）。全书使用鲜药频次 2159 次（植物
药 2081 次，96.39%；动物药 78 次，3.61%）。入
药方式也不尽相同，有取汁入药（生姜汁、生地
黄汁），有捣敷入药（葱涎调敷脐中）等。鲜药使
用频次排名靠前的主要为生姜、生地黄、葱白、
甘草、生姜汁等，详见表 1。

表 1　排名前 20 位的鲜药使用的频次 
Tab 1　Top 20 use frequency of fresh medicines

鲜药 频次 频率 /% 鲜药 频次 频率 /%
生姜 1061 60.08 薄荷 15 0.85
生地黄   171 9.68 白附子 10 0.57
葱白   113 6.4 南星 10 0.57
甘草     82 4.64 猪胆 10 0.57
生姜汁     81 4.59 草乌   9 0.51
生地黄汁     67 3.79 生藕   9 0.51
附子     30 1.7 莱菔   9 0.51
川乌     28 1.59 商陆   7 0.40
牵牛     23 1.3 黑豆汁   6 0.34
大黄     19 1.08 牛乳汁   6 0.34

2.2　鲜药性味归经分析
　　鲜药大多现采现用，其汁液丰富，不经加
热、干燥等特殊处理，药性不经改变，不被破坏，

因而鲜药多为寒凉之性。
　　对《奇效良方》中出现的 246 种常用鲜药进
行性味归经分析，性味归经参照《中华本草》[7]、
《中药大辞典》[8]。据统计，明确标明药性的鲜药
239 种，共统计药性 239 次，其中寒性药有 80 种
（包括性寒 65 种，性微寒 15 种），占比 33.47%；
温性药有 60 种（包括性温 52 种，性微温 8 种），
占比 25.10%；平性药有 49 种，占比 20.50%、凉
性药有 35 种（包括性凉 34 种，性微凉 1 种），占
比 14.64%；热性药仅 15 种，占比 6.28%。药味
分类中存在一药多味和药味无从考证的情况 [9]，
246 味鲜药共统计药味频次 340 次，以味苦、味
甘、味辛为主，其中苦味药 107 次（包括“苦”
频次 97、“微苦”频次 7），占比 31.47%；甘味药
105 次（包括“甘”频次 102、“微甘”频次 3），占
比 30.88%；辛味药 79 次（包括“辛”频次 78、“微
辛”频次 1）占比 23.24%（见图 1、2）。

图 1　鲜药的药性频次及占比

Fig 1　Frequency and proportion of fresh medicinal properties

图 2　鲜药的药味分类

Fig 2　Frequency and proportion of the medicinal taste of fresh medicine

　　经统计归经总频次 579 次，归肝经的 118 次，
占比最大，为 20.38%，然后归经占比从高到低依
次为肺、胃、脾、肾、心、大肠、膀胱、胆、小肠、
心包、三焦，见图 3。
　　鲜药多有气浓汁丰、清润通利等特点，具有
清泄肝火，清热凉血，润肺、润胃之功效。《奇效
良方》中多用鲜药治温热病。温热病多耗伤气津，
尤用鲜药最为适宜。因此，《奇效良方》中鲜药多
归肝、肺、胃经。
2.3　鲜药毒性分析
　　对《奇效良方》中出现的 246 种鲜药进行毒
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性分析。查阅《中国药典》（2020 年版），其中有
大毒的鲜药有 4 种，分别为巴豆、川乌、草乌、
五倍子；有毒的鲜药有 16 种，分别为白附子、
白药根、蟾酥汁、附子、甘遂、蛤蟆、苦楝、鲤
鱼胆、南星、蛴螬、青鱼胆、商陆、野苎麻根、
鱼胆、原蚕蛾、皂角；有小毒的鲜药有 9 种，分
别为吴茱萸、艾叶、苍耳根、苍耳叶、贯众、蒺藜、
生苍耳、蜗牛、知母（见表 2）。
2.4　鲜药的临床应用特点及规律

　　将 246 种鲜药的临床应用主治大致分为以下 7

类：内科疾病、外科疾病、妇科 / 男科疾病、儿科
疾病、皮肤科疾病、耳鼻喉等五官科疾病、传染病。
鲜药使用频次最高的是内科疾病 795 次（45.64%），
其次是外科疾病 346 次（19.86%）、耳鼻喉等五官科
疾病 345 次（19.80%）、传染病 88 次（5.05%）、妇
科 / 男科疾病 85次（4.88%）、皮肤病 73次（4.19%）、
儿科疾病 10 次（0.57%）。详细分类见表 3、4。

表 3　《奇效良方》中鲜药主治疾病类型 
Tab 3　Types of diseases indicating fresh medicines in Qixiao Liangfang

疾病类型 主治病症 / 频次 频数 / 次 百分比 /%
内科疾病 诸风 358 次、解诸毒 107 次、伤寒 71 次、呕吐 68 次、痢 57 次、头痛 34 次、吐血 25 次、

气喘 22 次、烦躁 18 次、肺痿肺痈 15 次、消渴 13 次、惊悸 7 次、

795 45.64

外科疾病 治诸肿 148 次、诸疮 133 次、治虫伤 18 次、诸毒（热毒 16 次）、二便不通 13 次、痈疽 13 次、

痔疮肿痛 4 次、小便尿血 1 次、

346 19.86

耳鼻喉等五官科

疾病

眼目 120 次、耳部疾病 45 次、鼻 43 次、咽喉疾病 37 次、口舌 33 次、膈噎 27 次、牙齿 21 次、

唇 15 次、失音 4 次、

345 19.80

传染病 霍乱 42 次、疟 41 次、瘟疫 5 次、   88 5.05
妇科 / 男科疾病 妊娠病 35 次、产后 31 次、月经病 10 次、遗精白浊 9 次、   85 4.88
皮肤科疾病 香港脚 43 次、痈疽 13 次、癣 7 次、白癜风 5 次、丹毒 3 次、瘭疽 2 次、   73 4.19
儿科病 小儿急疳 4 次、小儿风热 4 次、小儿下痢 1 次、小儿腹胀 1 次   10 0.57

表 4　不同疾病类型对应的常用鲜药频数统计 
Tab 4　Frequency of commonly used fresh drugs corresponding to different disease types

疾病类型 运用的鲜药 / 频次 频数 / 次 百分比 /%
内科疾病 生姜（452 次）、生地黄（115 次）、葱白（49 次）、甘草（43 次）、生姜汁（28 次）、川乌（18 次）、附子（11

次）、大黄（10 次）、白附子（8 次）、薄荷（8 次）、南星（6 次）、半夏（6 次）等

908 45.54

外科疾病 生姜（112 次）、生地黄（70 次）、甘草（50 次）、葱白（28 次）、大黄（13 次）、牵牛（9 次）、商陆（6 次）、

葱（4 次）、白附子（3 次）、蟾酥汁（3 次）、黄芩（3 次）、芸苔菜（3 次）等

405 20.31

妇科 / 男科疾病 生姜（57 次）、生地黄（17 次）、葱白（9 次）、薄荷（2 次）、卷柏（1 次）等   97   4.86
儿科疾病 生姜（4 次）、牵牛（3 次）生姜汁（1 次）、葱白（1 次）、猪胆（1 次）等   10   0.50
皮肤科疾病 生姜（44 次）、甘草（5 次）、草乌（4 次）、牛蹄根（2 次）、生松叶（2 次）、大黄（2 次）、乌头（1 次）等   74   3.71
耳鼻喉等五官科

疾病

生姜（143 次）、生地黄（77 次）、甘草（23 次）、葱白（21 次）、生姜汁（15 次）、薄荷（7 次）、白附子（6
次）、附子（4 次）、人乳汁（4 次）等

406 20.36

传染病 生姜（71 次）、葱白（5 次）、生姜汁（2 次）、生地黄（2 次）、蒜（2 次）、桃叶（2 次）等   94   4.71

3　鲜药应用特点总结分析
3.1　鲜药来源广泛，方便易得

　　246 种鲜药中使用频次较高的鲜药如生姜
（生姜汁）、生地黄（生地黄汁）、葱白、甘草、

图 3　鲜药的归经分类

Fig 3　Classification of the meridian of fresh medicines

表 2　鲜药的毒性分类 
Tab 2　Toxicity classification of fresh drugs

鲜药名 毒性 鲜药名 毒性

巴豆 大毒 商陆 有毒

草乌 大毒 野苎麻根 有毒

川乌 大毒 鱼胆 有毒

五倍子 大毒 原蚕蛾 有毒

白附子 有毒 皂角 有毒

白药根 有毒 吴茱萸 小毒

蟾酥汁 有毒 艾叶 小毒

附子 有毒 苍耳根 小毒

甘遂 有毒 苍耳叶 小毒

蛤蟆 有毒 贯众 小毒

苦楝 有毒 蒺藜 小毒

鲤鱼胆 有毒 生苍耳 小毒

南星 有毒 蜗牛 小毒

蛴螬 有毒 知母 小毒

青鱼胆 有毒
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附子等，均属常见地产药材，部分鲜药为药食同
源类，巧妙地运用瓜果食疗的传统理念，且药食
同源类药物来源广泛，便于就地取材，多现取现
用，注重药物本性。鲜用植物药多以根、茎、叶、
果实和种子入药，极少数以全草入药；动物类鲜
药多以某一器官或部分组织入药，少数体型较小
的动物或昆虫则以整体入药。书中鲜药多有一药
多用的记载，如生姜可生嚼、生锉、煎煮、取自
然汁和丸、取自然汁内服等；葱白可煎汤、生嚼、
研涂、捣膏、捣汁和丸、捣烂做饼、泡茶等，具
有多种鲜用方式。同时鲜药功效多样，如生姜可
用于风寒感冒、胃寒呕吐、寒痰咳嗽等，葱白可
用于风寒感冒等。
3.2　鲜药的性味归经分析
　　对鲜药性味归经特点进行总结，药性以寒性
为主，寒性药一般具有清热泻火、凉血解毒、清
化热痰等作用，主要用于火毒疮疡、血热吐衄、
痰热咳喘等。药味统计以甘、苦最多，甘味药“能
补、能和、能缓”，苦味药“能泄、能燥、能坚”，
甘苦兼味应用，具有补阴泄热之能，于温病最
宜 [10]。书中鲜药归经以肝经、肺经居多，《温热
论》云：“温邪上受，首先犯肺，逆传心包”，故
温病用属肺经之鲜药，多有辛散凉润之功 [11]。鲜
药以其津丰、气清、味芳等特点，尤其是在杂病
和温病治疗上优势较干药更为突出 [11-12]。参照中
医学基础理论，寒凉性中药的鲜品较干品偏凉偏
润；滋阴类中药，鲜品较干品偏润，滋养阴液更
为迅捷，鲜药汁润燥力强于干品，药效迅捷 [13]。
3.3　鲜药的毒性分析
　　《黄帝内经》[14] 首提“有毒、无毒”及“大
毒”“常毒”“小毒”“无毒”，之后历代本草书籍
中，常在每一味中药的性味之下标明“有毒”“无
毒”。古代常把药物的毒性看作药物的偏性，如
《药治通义》[15] 引张载人语：“凡药皆有毒也，非
指大毒、小毒之毒”，论述了毒药的广义含义，
阐明了毒性就是药物偏性，中药依靠这种偏性来
治疗疾病 [16]。明代张景岳《类经》[17] 云：“药以治
病，因毒为能，所谓毒者，因气味之有偏也”，
强调中药“以毒为能”，利用“偏性”“以偏纠偏”
是中药治病的基本原理 [18]。中药毒性是纠正人体
偏盛偏衰的基础，其特性（如四气、五味、归经、
升降、沉浮）通过内服或外用方法，使人体吸收
药物中的毒性，调整机体出现的阴阳失衡和脏腑
失常，从而达到消除病态、改善症状、恢复机体
功能的目的 [19]。因此，中药毒性是其本身所具有
的特质，是客观存在的，且鲜药较干品通常具有
更大的毒性，但只要诊断准确、对症用药、合理

配伍、剂量得当，并做到中病即止，鲜药在临床
应用上也不会出现明显的毒性反应。
3.4　《奇效良方》中鲜药的现代药理及临床应用
　　鲜药广泛用于内科、外科、耳鼻喉等五官科、
妇科、儿科、皮肤科等疾病治疗。在书中记载的
单方或验方中，在多卷目频繁出现的鲜药且现代
临床也较常用的有生姜、生地黄、葱白、甘草、
附子等。首先以生姜为例，现代研究表明，生姜
的化学成分可分为挥发油、姜辣素和二苯基庚烷
三大类 [20]。生姜具有止呕、抗炎、抗肿瘤等作
用 [21-23]。中医临床上生姜主要用于治疗呕吐和伤
寒等疾病，现代临床多用其治疗肿瘤、神经系统
疾病、心血管疾病 [24-25]。其次是治疗出血和发热
疗效较优的地黄，主要化学成分为糖类、环烯醚
萜苷等，具有抗癌、清除自由基等作用 [26]，临床
上多用于治疗心脑血管疾病 [27]。葱白为药食同源
类中药，也是临床常用的鲜药，主要活性成分为
硫化物、黄酮类化合物等 [28]，它具有发汗解热、
抗氧化等药理作用 [29]。甘草解药食中毒、调和药
性能力较为突出，因而在中医临床应用很广，素
有“十药九草”之称 [30]，其主要化学成分有三萜
皂苷类、黄酮类、香豆素类等，具有抑菌、抗炎
等生物活性，对心脑血管疾病、糖尿病等具有良
好的治疗作用，还有补脾益气、缓急止痛及调和
诸药的作用 [31-32]。附子为大毒中药，不可久服，
被列为下品 [33]。张仲景记载：“附子炮制后毒性减
少，而温经复阳，补火散寒之功加强”[34]，这是
用附子火炮的最早记载。生附子主要功效为回阳
救逆，经方中附子生用的例子很多，如白通汤、
白通加猪胆汁汤、茯苓四逆汤、干姜附子汤、四
逆汤、四逆加人参汤、通脉四逆汤、通脉四逆加
猪胆汁汤 [35]，可见生附子在古代经方中的应用。
4　讨论
　　《奇效良方》中所载鲜药应用涉及疾病种类及
科别众多，奏效迅速，对现代临床仍具有重要指
导意义。根据传统中医药理论，鲜品与干品功效
差异主要分两种情况：① 鲜干品功效相近，但鲜
品作用之力更甚。② 鲜干品功效相异（相较于干
品，鲜品功效相反或增加新功能）。如干鱼腥草
清热解毒和消痈排脓之力不及鲜鱼腥草；艾叶散
寒止痛，温经止血，但鲜艾叶有清热解毒功效；
生地黄清热生津凉血之力不及鲜地黄，且鲜地黄
还有止血功效 [36]。研究表明，金龙胶囊（鲜守
宫、鲜金钱白花蛇、鲜蕲蛇）能够抑制多种恶性
肿瘤细胞生长，如肝癌、肺癌等 [37]。在抗菌试验
中，鲜马齿苋对大肠埃希菌、痢疾杆菌、金黄色
葡萄球菌的抗菌效果均优于干马齿苋 [13]。虽然市
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场上已有许多鲜药制剂，但整个鲜药产业情况仍
不容乐观，2020 年版《中国药典》收录仅有鲜石
斛、鲜益母草、鲜芦根、鲜地黄、鲜鱼腥草、牡
荆叶和生姜 7 种鲜药，对鲜药的临床应用和推广
极其不利 [38]。鲜药产业的发展及应用面临多方面
的问题：① 鲜药理论匮乏，临床应用缺少系统理
论的指导；② 鲜药含水量高，易发霉变质、储存
运输困难；③ 鲜药生产受限，目前我国鲜药质量
标准几乎空白，药企生产使用鲜药无法可依 [39]；
④ 传统鲜药材种植和应用难以形成系统；⑤ 鲜
药临床调剂麻烦，医师和患者都不太愿意使用鲜
药；⑥ 社会生产生活模式的变化，在一定程度上
限制了鲜药的应用。
　　本文归纳总结了《奇效良方》中所记载的鲜
药及用药特点，旨在为今后鲜药的发展与应用提
供一定的数据支持，呼吁广大中医药工作者提高
对鲜药的关注度，对其药理作用、临床应用及
其机制进行更深入的研究，实现其丰富的药用价
值，促进祖国医药事业的发展。
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1 例抗 GABABR抗体相关脑炎的全程化药学监护和用药分析

张璇，姜珊珊，焦秀秀，朱青霞，俞晓艳*（上海交通大学医学院附属第九人民医院药剂科，上海　200011）

摘要：1 例 67 岁男性患者因“阵发性抽搐发作 2 周余”入院，诊断为抗 γ- 氨基丁酸 B 型受体

（GABABR）抗体相关脑炎。入院后给予免疫治疗，治疗过程中出现癫痫持续状态、肺部感染、

低蛋白血症、凝血功能异常等。临床药师结合患者病情，在免疫治疗方案的选择上给予甲泼

尼龙联合静脉注射免疫球蛋白，在需要抗感染治疗时给予美罗培南（1 g q8h ivgtt）；应用多烯

磷脂酰胆碱护肝，给予氨溴索联合布地奈德改善肺功能，应用低分子量肝素钙预防血栓形成，

对患者的营养和电解质平衡方面进行监护，给予患者全程化监护，最终患者病情好转出院。

关键词：抗 GABABR 抗体相关脑炎；全程化；药学监护；用药分析

中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2217-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.042

Whole-course pharmaceutical care for a patient with anti-γ-aminobutyric 
acid B receptor encephalitis and medication analysis

ZHANG Xuan, JIANG Shan-shan, JIAO Xiu-xiu, ZHU Qing-xia, YU Xiao-yan* (Department of 
Pharmacy, Shanghai Ninth People’s Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, 
Shanghai  200011)

Abstract: A 67-year-old male patient was admitted to the hospital because of paroxysmal limb 
convulsions for 2 weeks, and was diagnosed as anti-γ-aminobutyric acid B receptor encephalitis. He 
developed status epilepticus, pulmonary infection, hypoproteinemia, and coagulation disorder, etc 
during the immunotherapy after the admission. Based on the patient’s condition, clinical pharmacists 
suggested giving methylprednisolone and intravenous immunoglobulin for immunotherapy, 
meropenem (1 g q8h ivgtt) for anti-infective therapy, polyene phosphatidylcholine for liver damage, 
ambroxol combined with budesonide for improving lung function, and low molecular weight heparin 
calcium for prevention of thrombosis. The nutrition condition and electrolyte balance of the patient 
was also closely monitored by clinical pharmacists. Finally, the patient was discharged with improved 
condition after the whole-course pharmaceutical care.
Key words: anti-γ-aminobutyric acid B receptor encephalitis; whole-course; pharmaceutical care; 
medication analysis
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　　自身免疫性脑炎（autoimmune encephalitis，
AE）是指一类由自身免疫机制介导的脑炎 [1]。抗
GABABR 抗体相关 AE 具有边缘性脑炎的表现，
占 AE 的 4% ～ 5%，最早于 2010 年由 Lancaster
等 [2-3] 首次报道。抗 GABABR 抗体相关 AE 相对

预后较差，对这类患者的药学监护是保证合理用
药的重要过程。本文通过对 1 例抗 GABABR 抗体
相关 AE 患者全程化用药监护的介绍，为临床药
师参与临床实践提供参考。
1　病例概况

临床药师在临床
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　　患者，男性，67 岁，身高 176 cm，体重 62 
kg。以“阵发性抽搐发作 2 周余”入院。
　　患者于 2023 年 2 月 13 日 18：00 突发抽搐，
口角不能闭合，从椅子上滑落，失去意识，眼睛
上翻，口吐白沫，四肢抽搐，持续 2 ～ 3 min，
120 急救车送至外院，就诊 5 d，具体诊治不详，
苏醒后对于抽搐当时记忆丧失；2 月 22 日 21：
00 第 2 次发作，症状同前，程度较前减轻，持续
2 ～ 3 min 自行缓解，未就诊；2 月 23 日 20：30
第 3 次发作，症状同前，外院就诊，家属诉注射
镇静剂，具体不详；2 月 27 日 6：50 在睡眠中第
4 次发作，症状同前，伴头部左右晃动，伴小便
失禁，遂至我院急诊神经内科就诊。为明确诊治，
以“癫痫”收治入院。
　　入院查体：体温（T）36.4℃，脉率（P）78 
次·min－ 1，呼吸（R）20 次·min－ 1，血压（BP）
140/70 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）。患者神清，
构音障碍，饮水呛咳，双侧软腭上抬受限，理解
力全、定向力全。双瞳孔等大等圆，对光反射存
在，眼震（－）；伸舌居中；四肢肢体肌张力正
常，双上肢肌力 5 级；双下肢肌力 4 级，颈无抵
抗，双侧病理征（－）；双侧痛觉、深感觉、皮
质复合觉正常。双肺呼吸音粗，未闻及明显湿啰
音；心律齐，未及明显杂音，腹软，未及压痛、
反跳痛，双下肢不肿。血常规结果回报：白细胞
计数 12.87×109·L－ 1，淋巴细胞百分比 12.4%，
中性粒细胞百分比 82.6%，其余指标正常。胸部
CT 结果回报右肺炎症，双肺肺气肿。凝血指标
D- 二聚体 1.16 mg·L－ 1。初步诊断为癫痫。入
院后给予丙戊酸钠缓释片口服（500 mg bid）抗癫
痫，因患者存在肺炎，给予注射用盐酸头孢替安
（1 g bid ivgtt）抗感染治疗。
2　主要治疗经过

　　患者入院后昏睡，言语含糊，强烈刺激后有
少量对答，颈项可疑强直，克氏征阳性，四肢见
自主活动，存在癫痫持续状态。完善腰穿，患者
脑脊液无色透明，无凝块，脑脊液中细胞总数
15×106·L－ 1，白细胞数 13×106·L－ 1，脑脊液
中蛋白 383.8 mg·L－ 1，葡萄糖 5.6 mmol·L－ 1，
氯 126 mmol·L－ 1，脑脊液涂片未见菌体、新型
隐球菌和抗酸杆菌。脑脊液抗 GABABR 抗体 IgG
阳性，滴度 1∶100。医师诊断为抗 GABABR 抗
体相关 AE，予以大剂量糖皮质激素冲击联合静
脉注射免疫球蛋白（IVIG）进行免疫治疗。予以
口服丙戊酸钠缓释片（500 mg bid），左乙拉西坦

片（0.5 g bid）控制癫痫症状。
　　患者入院第 2 日昏迷，存在全面性癫痫持
续状态，医师予以地西泮注射液 20 mg 静脉注射
有效，地西泮注射液 40 mg 静脉泵入 4 mL·h－ 1

维持过程中再次发作，药师建议肌内注射苯
巴比妥钠 0.1 g bid，无效后改为丙戊酸钠首剂
10 mg·kg－ 1，5 min 内静脉注射，再以 20 mg/
（kg·d）静脉滴注控制癫痫发作。考虑患者存在
肺部感染，氧饱和度 93%，血气分析提示二氧化
碳潴留，入院第 3 日予以紧急气管插管，行深静
脉导管置入术，转入重症监护室继续治疗。予以
美罗培南 1 g q8h ivgtt 抗感染，药师建议停用丙
戊酸钠，改为咪达唑仑注射液 0.1 mg/（kg·h）
联合丙泊酚中长链脂肪乳 1 mg/（kg·h）静脉泵
入维持治疗。同时积极治疗原发病，甲泼尼龙
500 mg qd，IVIG 400 mg·kg－ 1 ivgtt 连续 5 d 进
行免疫治疗。为了保证患者的能量供给，给予患
者留置胃管，并予肠内营养混悬液 500 mL bid，
鼻饲。为了预防血栓形成，予以低分子量肝素钙
注射液 4100 IU 皮下注射给药。注射用艾普拉唑
钠首剂 20 mg，之后 10 mg qd ivgtt 预防消化道出
血。患者入院第 7 日，复查胸部 CT 回报双肺炎
症改善，停用美罗培南，改为哌拉西林钠他唑巴
坦钠 4.5 g q8h ivgtt 抗感染。药师建议停用咪达唑
仑，改为丙戊酸钠静脉泵入抗癫痫治疗，同时逐
渐减停丙泊酚。
　　患者入院第 2 周，整体癫痫持续状态得到控
制。患者入院第 8 日谷丙转氨酶 93 U·L－ 1，谷
草转氨酶 93 U·L－ 1，白蛋白 25 g·L－ 1，药师建
议予以多烯磷脂酰胆碱（456 mg q12h ivgtt）护肝，
人血清白蛋白（12.5 g q12h ivgtt）补充白蛋白，激
素减量为 240 mg qd ivgtt。入院第 9 日患者神志清
楚，四肢肌力较前好转，无四肢抽搐，今日拔除
气管插管，逐渐减停注射用丙戊酸钠，改为口服
给药。患者入院第 10 日，激素减量为 120 mg qd 
ivgtt，血钙 2.06 nmol·L－ 1，药师建议给予葡萄
糖酸钙注射液 1 g 静脉泵入，监测电解质。患者
入院第 11 日，丙戊酸钠血药浓度 53.14 μg·mL－ 1，
未再出现癫痫发作，激素减量至 60 mg qd ivgtt，
转出重症监护室。入院第 13 日，多烯磷脂酰胆碱
注射液序贯多烯磷脂酰胆碱胶囊 456 mg tid po 治
疗，考虑患者使用激素冲击，药师建议予氯化钾
（1 g bid po），碳酸钙（600 mg qd po）补钾补钙。
　　患者入院第 3 周，患者新发烦躁，医师予以
口服喹硫平片早 12.5 mg，晚 25 mg 改善症状。
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停用注射用甲泼尼龙琥珀酸钠，改为口服醋酸泼
尼松 60 mg qd 序贯治疗。头颅 MR 回报左岛叶
局灶性弥散受限，急性缺血灶可能，予以丁苯酞
（25 mg bid ivgtt），吡拉西坦（8 g qd ivgtt）改善
循环。哌拉西林钠他唑巴坦钠改为头孢替安（2 g 
bid ivgtt）抗感染。
　　患者入院第 4 周，停用抗感染药物和低分子量
肝素钙，维持醋酸泼尼松（55 mg qd po）给药，补
钾补钙护胃及抗癫痫治疗。患者入院第 5 周，病情
稳定，拔除胃管，予以半流质饮食，激素减量至醋
酸泼尼松 45 mg 口服。血红蛋白 103 g·L－ 1，提示
贫血，药师建议予以生血宝合剂（10 mL tid po）对
症支持治疗。患者未再出现抽搐发作，予以带药出
院。一个月后门诊回访，激素减量过程中患者没有
癫痫发作，继续进行免疫治疗。
3　临床药学监护

3.1　对抗 GABABR 抗体相关 AE 合理用药的监护

　　抗 GABABR 抗体相关 AE 主要见于中老年，
男性多于女性，主要症状包括癫痫发作、精神行
为异常、近事记忆力下降。根据中国专家共识 [1]，
AE 的治疗包括免疫治疗、对癫痫发作和精神症状
等的症状治疗、支持治疗和康复治疗。免疫治疗
分为一线免疫治疗、二线免疫治疗、长程免疫治
疗、升级免疫治疗和添加免疫治疗等。一线免疫
治疗包括糖皮质激素、IVIG 和血浆置换。其中，
静脉注射糖皮质激素是首选的一线免疫治疗。对
于重症 AE 患者，可联合使用糖皮质激素冲击治
疗与 IVIG[4]。该患者亚急性病程，逐渐进展，入
院后昏迷且存在癫痫持续状态，由于肺部感染伴
呼吸衰竭行气管插管，结合血和脑脊液自身抗体
阳性，患者 AE 诊断明确。医师予以静脉注射免疫
球蛋白 25 g ＋甲泼尼龙 500 mg 冲击治疗，药师建
议在激素减量过程中密切观察病情波动，必要时
可予以第二次激素冲击治疗。大剂量的激素冲击
会增加机会感染的风险，结合患者使用呼吸机辅
助通气并有癫痫发作风险，药师建议升级抗菌药
物为美罗培南（1 g q8h ivgtt）。激素使用过程中会
导致血糖、血压、血脂的异常，需要监护患者的
血糖、血压和血脂水平，必要时积极干预。激素
的使用还会导致胃出血、骨质疏松的风险增高 [5]，
造成低钾以及肝损伤，药师建议予以艾普拉唑钠
（10 mg qd ivgtt）护胃，口服碳酸钙 D3 颗粒补钙，
口服氯化钾补钾，建议患者在住院期间进行限钠、
补钾的饮食。患者在激素使用的第 4 日出现肝酶
升高，药师建议予以多烯磷脂酰胆碱（456 mg q12h 

ivgtt）护肝，4 d 后序贯口服多烯磷脂酰胆碱胶囊
继续治疗。个别患者在输注免疫球蛋白时出现一
过性头痛、心慌、恶心等不良反应，可能与输注
速度过快或个体差异有关。这些不良反应大多轻
微且发生在输液开始一小时内，药师建议护士在
输注过程中观察患者的一般情况，控制免疫球蛋
白的输注速度，必要时减慢或暂停输注。
　　目前尚无大型随机临床试验比较一线免疫治
疗的优劣，但已发表的既往病例经验表明，血浆
置换对于改善 AE 患者的临床症状非常重要。英
国的一项研究报道显示，在抗 AE 治疗初期接
受血浆置换的患者 89% 最终完全康复，而接受
IVIG 和激素治疗的患者只有 47% 完全康复 [6]。
经查阅文献，血浆置换在难治性 AE 中的反应率
为 65%，其中，具有神经元细胞表面抗体的患者
在血浆置换后 83% 病情改善，抗 GABABR 抗体
为抗细胞表面抗原抗体 [7-9]。综上，考虑到 IVIG
后立即血浆置换可能会降低其疗效 [10]，药师建议
在 IVIG 治疗结束后至少 14 d 再根据病情评估是
否行血浆置换术。
3.2　对抗 GABABR 抗体相关 AE 并发症的药学监护

　　严重且难治的癫痫发作是抗 GABABR 抗体相
关 AE 的主要并发症，以全面强直阵挛性发作为
主，抗癫痫发作药物通常无效，可迅速进展为癫痫
持续状态。患者入院时给予丙戊酸钠和左乙拉西坦
联合治疗，癫痫控制不佳并有持续发作，先后予以
地西泮静脉注射、苯巴比妥肌内注射、丙戊酸钠
静脉注射治疗，入院第 3 日调整抗菌药物为美罗
培南，考虑到美罗培南会降低丙戊酸钠的血药浓
度 [11]，药师提出停用丙戊酸钠，改为咪达唑仑联
合丙泊酚控制癫痫持续状态。肺部感染好转后，调
整抗菌药物为哌拉西林钠他唑巴坦钠，恢复使用丙
戊酸钠，逐步减停丙泊酚和咪达唑仑。药师和医师
积极配合，持续监测丙戊酸钠的血药浓度，调控丙
泊酚的剂量，避免丙泊酚输注综合征的发生，有效
控制患者的癫痫发作。
　　大剂量的激素冲击治疗往往增加机会感染的
风险，由于患者入院时已有肺炎，在使用呼吸机
辅助通气后更要关注肺部感染的进展。根据指
南 [12]，考虑到覆盖铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯
菌、鲍曼不动杆菌等病原菌，避免诱发患者癫痫
发作，选择美罗培南进行抗感染治疗。由于患者
在癫痫持续状态时使用的镇静类药物会抑制呼吸
道纤毛的运动，阻碍痰液的排出，已有文献报道
氨溴索联合布地奈德在慢性阻塞性肺疾病和新生
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儿肺炎的治疗中都取得了良好的疗效 [13-14]，药师
提出氨溴索联合布地奈德的治疗方案，以进一步
改善患者的肺功能，增强抗炎疗效。
　　深静脉血栓形成是股静脉穿刺置管的严重并
发症，结合患者长期卧床，血清 D- 二聚体进行
性升高，提示患者有深静脉血栓形成的风险。医
师给予低分子量肝素钙预防性抗凝，药师对患者
的血小板计数和肾功能各项指标进行监护，患者
在院期间没有发生深静脉血栓栓塞。
3.3　对抗 GABABR 抗体相关 AE 患者营养和内环

境的监护

　　对于重症 AE 患者，营养支持极其重要。药
师根据患者的体重 62 kg，按照 25 ～ 30 kcal/
（kg·d），计算出该患者需能量 1550 ～ 1860 
kcal·d－ 1。当患者昏迷时，需要全面的肠内营养
支持，给予肠内营养混悬液 1000 mL·d－ 1（1500 
kcal·d－ 1）。早期肠内营养可促进肠道蠕动、刺
激胃肠激素分泌、改善肠道血流灌注，有助于
维持肠黏膜结构和屏障功能的完整性，减少致
病菌定植和细菌移位，优于肠外营养。患者在癫
痫持续状态时镇静类药物的使用导致胃肠道蠕动
减慢，从而影响营养的吸收，患者出现低蛋白血
症，药师建议输注适量人血清白蛋白，补充肠外
营养。
　　大剂量糖皮质激素的使用影响电解质代
谢 [15]，加速血钾和血钙的流失，继发性升高血
钠，药师建议给予患者积极的补钾补钙治疗，监
护电解质水平，保证内环境的稳定性。
4　小结

　　综上，对抗 GABABR 抗体相关 AE 患者进行
药学监护时，既要对 AE 治疗方案的安全性、有
效性和合理性进行监护，也要加强对其并发症的
合理用药监护，还要积极关注患者的营养状况和
内环境的稳定性。全程化药学监护可以改善抗
GABABR 抗体相关 AE 的预后，临床药师在优化
患者的治疗方案和提高用药安全性方面发挥了重
要的作用。
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1 例利奈唑胺与克拉霉素药物相互作用的病例分析
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摘要：探讨利奈唑胺与克拉霉素之间可能存在的相互作用，为复杂非结核分枝杆菌感染患者用

药安全提供药物的信息支持。临床药师参与 1 例利奈唑胺联合克拉霉素治疗淋巴结分枝杆菌感

染患儿方案的调整，发现利奈唑胺血药浓度异常升高，结合患儿前期不良反应及合并用药情

况进行分析，发现克拉霉素可能与利奈唑胺发生相互作用致其血药浓度升高。以此提醒临床医
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关键词：临床药师；利奈唑胺；克拉霉素；药物相互作用；药学监护

中图分类号：R969.3　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2221-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.043

作者简介：刘群，女，主管药师，主要从事临床药学研究，email：liuqun85700@163.com　* 通信作者：多布拉，男，主任药师，主要

从事药事管理和临床药学研究，email：995794210@qq.com

　　利奈唑胺是噁唑烷酮类合成抗菌药物，主
要被用于治疗革兰氏阳性菌引起的感染。早
在 2000 年就报道了利奈唑胺对非结核分枝杆菌
（nontuberculous mycobacteria，NTM）的体外药
敏试验 [1]。NTM 淋巴结病常见于儿童，是儿童最
多见的 NTM 病，近年来呈增长趋势 [2]。克拉霉
素联合利奈唑胺越来越多地出现在 NTM 的治疗
方案中。利奈唑胺会引起血红蛋白减少、血小板
减少、贫血等血液系统不良反应 [3-4]。本文详细阐
述了临床药师参与 1 例淋巴结分枝杆菌感染患儿
的治疗过程，并发现利奈唑胺暴露增加可能与克
拉霉素发生药物相互作用有关。
1　病例资料

　　患者，男，9 岁，4 个月前（2021 年 9 月）患
儿无明显诱因出现左侧颈部肿物，直径约 2 cm，
质地较硬。病初在院外予阿莫西林、头孢抗感染
治疗，颈部肿物无明显变化；后予替考拉宁（5 d）
抗感染治疗，肿物较前无明显变化。期间完善淋
巴结穿刺活检，病理结果显示：镜下呈肉芽肿性
炎症改变，考虑淋巴结肉芽肿性炎。后患儿颈部
肿物持续有坏死物质排出，行局部清创，取坏死
物质送检二代病原测序，检出 NTM 脓肿分枝杆
菌，予头孢西丁、阿米卡星、利奈唑胺（0.5 g po 
bid）及克拉霉素治疗（11 月 22 日—12 月 18 日），
局部肿胀减轻。半个月前患儿复查血常规全血细
胞下降，减少利奈唑胺剂量为 0.4 g po bid，予人
粒细胞刺激因子皮下注射。患儿颈部肿物仍迁延
不愈，为求进一步诊治，于 2021 年 12 月 30 日到

我院门诊，并以“淋巴结分枝杆菌感染”收入院。
　　入院检查：体温 36.3℃，脉搏 109 次·min－ 1，
呼吸 25 次·min－ 1，血压 102/58 mmHg（1 mmHg ＝

133.2 Pa），身高 152 cm，体重 55 kg。血常规结果
显示白细胞（WBC）5.80×109·L－ 1，红细胞计数 
4.85×1012·L－ 1，血小板计数 369×109·L－ 1，中
性粒细胞 65.3%，淋巴细胞 27.8%。神清，精神可，
左侧颈部可扪及数个肿大淋巴结融合成片，质地较
硬，与周围组织粘连，大小约 2 cm，表面皮肤有破
溃。右侧淋巴结活动度可，大小约 2 cm×1 cm，表
面皮肤无红肿破溃。咽红，无异常分泌物，扁桃体
Ⅰ度肿大。
　　治疗经过：患儿入院后临床医师邀临床药
师会诊，共同探讨治疗方案。考虑院外抗感染
治疗方案有效，结合指南 [2]，入院当日选择阿米
卡星 0.8 g ivgtt qd、利奈唑胺片 0.4 g po bid 和克
拉霉素片 0.25 g po bid 抗感染治疗。入院 3 日后
查利奈唑胺血药浓度显示，血清峰浓度 22.051 
μg·mL－ 1，血清谷浓度 11.824 μg·mL－ 1；因浓
度过高立即减利奈唑胺剂量为 0.3 g po bid，患儿
血常规检测暂无异常，后患儿出院。
　　2022 年 2 月 9 日患儿因颈部肿物情况未见明
显好转再次入院，考虑药物使用时间长（2021 年
11 月 22 日—2022 年 2 月 8 日），而病情未见明
显好转，2 月 10 日增加利奈唑胺剂量为 0.57 g po 
q8h，阿米卡星和克拉霉素剂量不变。2 月 11 日
临床药师发现该患儿再次入院使用利奈唑胺剂量
较之前显著增加，提醒临床医师该患儿血药浓度
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过高，但因患儿病情未见好转，此次临床选用常
规推荐剂量观察治疗效果。2 月 16 日查利奈唑
胺血药峰浓度 32.778 μg·mL－ 1，谷浓度 21.123 
μg·mL－ 1，因浓度太高立即减剂量为 0.3 g po 
bid，后患儿出院。
　　有文献指出利奈唑胺 Cmin ≥ 2 mg·mL－ 1 能
够发挥较好的治疗作用，而 Cmin ≥ 10 mg·mL－ 1

则可能出现不良反应 [5]，大多数医疗机构将利奈
唑胺血清谷浓度高限定为 7 mg·mL－ 1 [6]；因患
儿离本院较远，一直网上问诊未再次来院，临床
药师后续对患儿进行电话回访，仔细询问知晓患
儿利奈唑胺使用剂量持续保持 0.3 g po bid，其
他药物剂量不变。2022 年 5 月停药，停药时患
儿颈部肿物基本愈合，其间查过两次利奈唑胺血
药浓度均在正常安全范围，谷浓度分别为 5.23 
mg·mL－ 1 和 6.45 mg·mL－ 1。
2　讨论

2.1　治疗方案的分析

　　脓肿分枝杆菌复合群（MABC）病，由 3 个亚
种组成：脓肿亚种、马赛亚种和博莱亚种 [2]。在
一线抗结核药物中，几乎所有的 NTM 对异烟肼
都高度耐药，部分物种对利福平中等敏感，对乙
胺丁醇相对敏感；在其他药物中，NTM 仅对利奈
唑胺、氯法齐明、阿米卡星、妥布霉素和克拉霉
素表现出一般敏感性，这些多作为临床推荐治疗
NTM 的药物 [7]。2021 年由上海市公共卫生临床中
心牵头发表文献指出 [8]，NTM 对阿米卡星、利奈
唑胺、头孢西丁高度敏感（96% ～ 100%），对亚胺
培南和妥布霉素敏感性也较高（72.7% ～ 90.6%）；
利奈唑胺不仅敏感度较高，对皮肤、软组织及脑
脊液的渗透性也良好，并且有口服剂型，可作为
初始治疗选择 [2] 及后期的维持治疗。欧洲指南推
荐包含大环内酯类的三药方案优于不含大环内酯
类的三药方案 [9]。克拉霉素和阿奇霉素是近 20 年
来治疗 NTM 病最为重要的药物 [2]。
　　该患儿在外院已接受头孢西丁、阿米卡星、克
拉霉素及利奈唑胺治疗（11 月 22 日—12 月 18 日），
局部肿胀有减轻。NTM 治疗疗程至少 4 个月 [2]，
临床药师和医师综合考虑后选择阿米卡星静脉滴
注、利奈唑胺口服、克拉霉素口服作为该患儿的治
疗方案；会诊讨论中临床药师提出避免利奈唑胺和
克拉霉素可能的相互作用和耐药的发生，建议阿奇
霉素代替克拉霉素，但临床医师考虑前期用药的有
效性，坚持使用克拉霉素。临床药师通过查阅相关
资料，有文献指出 NTM 对克拉霉素的敏感性高于

阿奇霉素 [10]，支持临床医师的用药方案。
2.2　患儿利奈唑胺暴露增加的原因分析 
　　利奈唑胺清除率在各年龄层的儿童患者中有所
不同，年龄最小的儿童组（即出生一周后至 11 岁）
其清除速率最快；随着年龄的增加，利奈唑胺的清
除率逐渐降低，青少年患者的清除率与成年人相
似 [11]。该患儿 9 岁，55 kg，按利奈唑胺推荐使用
剂量为 10 mg·kg－ 1 q8h，但因患儿外院使用利奈
唑胺期间发生全血细胞下降，后减量为 0.4 g（7.3 
mg·kg－ 1）bid，此次入院继续原剂量服用。2022
年 1 月 2 日查利奈唑胺血药浓度，谷浓度 11.824 
μg·mL－ 1 高于文献推荐浓度（2 ～ 7 mg·mL－ 1）；
也明显高于皮肤软组织感染最低限（有的为 4.0 
mg·mL－ 1，有的甚至需要达到 6.7 mg·mL－ 1 才
有效）[5]。分析其原因可能在于：① 采血时间点是
否正确（给药前 30 min 采血）；② 患儿年龄、肝肾
功能；③ 药物相互作用等。与医师及护理人员沟
通后，采血时机合适，排除影响因素①。结合上述
利奈唑胺代谢与年龄的关系，该患儿 9 岁体重 55 
kg，利奈唑胺一日正常推荐剂量为 1.65 g，患儿实
际使用剂量为 0.8 g（0.4 g bid），患儿使用剂量低于
推荐剂量，年龄因素影响不大；患儿肝肾功能无异
常，可以排除影响因素②。
　　患儿再次入院（2 月 9 日）使用该年龄段推荐
剂量后血药谷浓度 21.123 μg·mL－ 1，更是远远
超出推荐安全浓度 2 ～ 7 mg·mL－ 1。减剂量为
每日 0.6 g（0.3 g bid）后才维持了安全浓度。
2.3　患儿治疗过程中药物相互作用分析

　　患儿治疗方案中还有阿米卡星、克拉霉素，
入院前也在使用头孢西丁。阿米卡星和头孢西丁
对肝药酶无作用，克拉霉素属于肝药酶抑制剂，
由肝细胞色素 P450（CYP3A）同工酶代谢。在
此机制下，会使同时使用的其他药物的代谢受抑
制，导致其在血清中的药物浓度升高。利奈唑胺
主要代谢产物是吗啉环的氧化，无需或极少由 
P450 代谢，因此认为除作为单胺氧化酶抑制剂与
肾上腺素药物及 5- 羟色胺类制剂存在药物相互作
用外，与其他药物的相互作用罕见 [6]。
　　临床药师通过软件（用药助手、uptodate、
Lexicomp Drug）查阅了利奈唑胺与阿米卡星、克
拉霉素、头孢西丁之间的相互作用，仅在用药
助手软件上显示利奈唑胺与克拉霉素存在相互
作用，作用程度为轻度。一项前瞻性药动学相
互作用的研究显示，克拉霉素（0.5 g qd）可使利
奈唑胺（0.3 g q12h）暴露量增加 44%，并且差
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异具有统计学意义；小剂量的克拉霉素（0.25 g 
qd）也可使利奈唑胺暴露量增加，但差异无统计
学意义 [12]。另外国外报道过一项前瞻性药动学
研究 [13]，克拉霉素（1000 mg qd）明显增加利奈
唑胺（300 mg bid）的浓度；利奈唑胺的曲线下
面积（AUC）从 29 mg·h·L－ 1 显著增加至 108 
mg·h·L－ 1。另有文献报道 4 例免疫功能低下龟
分枝杆菌皮肤感染患者，采用利奈唑胺和克拉霉
素联合治疗发现，该方案临床疗效好、无复发，
但克拉霉素增加了利奈唑胺的血清浓度，致使频
繁发生不良反应 [14]。
　　因患儿在外院（12 月 18 日）发生全血细
胞减少，后降低利奈唑胺剂量，12 月 30 日入
院检查全血细胞数无异常。临床药师采用诺氏
（Naranjo）评估量表 [15] 进行因果关系评价，患儿
的该不良反应与利奈唑胺相关性评分 7 分（很可
能），具体评分见表 1。患儿初次利奈唑胺治疗

剂量（0.5 g po bid）低于该患儿正常推荐剂量（10 
mg·kg－ 1 tid），同时低于成人一日剂量（1.2 g）
而发生全血细胞减少，临床药师疑似由利奈唑胺
与克拉霉素相互作用致其浓度过高引起，根据药
物相互作用可能量表评分为 6 分（可能），具体
见表 2 [16]。患儿利奈唑胺减剂量为 0.4 g po bid 入
院后查利奈唑胺血药浓度仍过高，再次验证临床
药师的猜想，该患儿可能发生利奈唑胺和克拉霉
素之间的相互作用。大环内酯类是 P- 糖蛋白（P-
gp）的有效抑制剂 [17]，其中克拉霉素和罗红霉素
对 P-gp 抑制作用最强 [18]。利奈唑胺和克拉霉素
之间相互作用被认为是由 P-gp 介导。利福平是
明确的 P-gp 和细胞色素 P450 酶的诱导剂，可降
低危重患者的利奈唑胺血清水平，推测克拉霉素
也是通过影响 P- 糖蛋白，抑制 P- 糖蛋白外排泵，
导致利奈唑胺浓度升高，具体作用机制尚不明确
需要进一步的研究证实 [12]。

表 1　利奈唑胺致患儿全血细胞减少的 Naranjo 评估量表

序号 相关问题
分值

得分
是 否 未知

1 以前是否有类似的报道 ＋ 1      0 0 ＋ 1

2 ADR 是否在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 0 ＋ 2

3 ADR 是否在停用或应用拮抗剂后得到缓解 ＋ 1      0 0      0

4 ADR 是否在再次使用可疑药物后重复出现 ＋ 2 － 1 0      0

5 是否存在其他原因引起该 ADR － 1 ＋ 2 0 ＋ 2

6 该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0      0

7 药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度 ＋ 1      0 0      0

8 随剂量增加（或减少）ADR 是否加重（或减轻） ＋ 1      0 0 ＋ 1

9 患者是否曾暴露于该药或同类药物出现类似反应 ＋ 1      0 0      0

10 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1      0 0 ＋ 1

注：总分≥ 9 肯定；5 ～ 8 很可能；1 ～ 4 可能；≤ 0 可疑。

表 2　利奈唑胺与克拉霉素药物相互作用可能性量表

序号 问题 是 否 不明 评分

1 关于该药物相互作用，既往是否有可信的临床报道 ? ＋ 1 － 1 0 ＋ 1

2 该药物相互作用是否与“促变药”的药效学或药动学性质相关 ? ＋ 1 － 1 0 ＋ 1

3 该药物相互作用是否与“受变药”的药效学或药动学性质相关 ? ＋ 1 － 1 0 ＋ 1

4 该药物相互作用发生的时间是否与两药使用的时程相符 ? ＋ 1 － 1 0 ＋ 1

5 该药物相互作用是否在“促变药”停用后减轻 ?（如未停用“促变药”，请选择“不明”，并跳过第 6 题） ＋ 1 － 2 0      0

6 再次给予“促变药”后，该药物相互作用是否发生 ? ＋ 2 － 1 0      0

7 是否有其他因素 a，也可以引起该药物相互作用 ? － 1 ＋ 1 0      0

8 “受变药”血（或其他体液）药浓度变化是否与该相互作用的预期反应一致 ? ＋ 1      0 0      0

9 是否有其他客观事实（除第八题的药物浓度外）证明该药物互作用 ? ＋ 1      0 0 ＋ 1

10 该药物相互作用是否与“促变药”的剂量成正比 ? 药物相互作用可能性： ＋ 1 － 1 0 ＋ 1

极可能 □（＞ 8 分）；可能 □（5 ～ 8 分）；稍有可能 □（2 ～ 4 分）；可疑 □（＜ 2 分） 总分：6 分

注：a. 指疾病状况、其他起作用药物、患者依从性差、危险因子（如年龄、“受变药”用法用量不正确等）。

　　克拉霉素与利奈唑胺对于耐多药结核分枝杆
菌均为敏感药物，两药联合可能使利奈唑胺暴露

增加，因此需要监测利奈唑胺血药浓度，如发现
浓度过高则需减少剂量，以降低治疗成本和不良
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事件 [19]。通过对更多人群和更长时间的克拉霉素
和利奈唑胺联合用药进行研究评估，考虑克拉霉
素可以用作利奈唑胺的增强剂，相对便宜的克拉
霉素可以减少昂贵的利奈唑胺的剂量，同时保持
相同的暴露量，从而保持疗效，降低成本；但由
于患者间个体差异很大，需要监测利奈唑胺血药
浓度 [12]。
3　小结

　　NTM 的治疗常需要多药联合且治疗疗程较
长，NTM 对克拉霉素和利奈唑胺敏感性高，且
有方便服用的口服剂型，在治疗方案中占据重要
地位。在国内尚未报道过克拉霉素增加利奈唑胺
血药浓度的病例。临床药师通过此例相互作用，
提醒临床医师在使用利奈唑胺联合克拉霉素抗分
枝杆菌治疗时，应关注两药可能的相互作用，尽
可能避免利奈唑胺严重血液系统不良反应的发
生，有条件的应该监测利奈唑胺血药浓度并调整
剂量使其处于合适范围（2 ～ 7 mg·mL－ 1），并
可以利用其潜在的相互作用减少利奈唑胺的用
量，降低患者的治疗成本。临床药师参与患者治
疗过程时需要提高警惕，及时发现药物不良反应
并寻找原因，不可忽视罕见的药物相互作用。同
时期待更多的研究探讨克拉霉素和利奈唑胺之间
的相互作用机制，给临床治疗提供合适的药物剂
量方案。
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个体化预测急性脑梗死患者阿替普酶溶栓出血风险的
Nomgram模型的初步建立及验证

庞天义，满德强，常群（临泉县人民医院，安徽　阜阳　236400）

摘要：目的　分析急性脑梗死患者阿替普酶溶栓出血的危险因素并建立相应的 Nomgram 风险预
测模型。方法　回顾性分析 2020 年 1 月至 2022 年 1 月于我院就诊采用阿替普酶静脉溶栓治疗的
108 例急性脑梗死患者作为研究对象，收集患者的临床资料，将患者的年龄、性别、高血压、高
血脂、基线血糖水平、基线 NIHSS 评分以及吸烟、饮酒史等因素与溶栓后是否发生出血不良反
应进行单因素分析，随后建立 Logistic 回归模型筛选患者溶栓后发生出血的独立危险因素，根据
筛选出的独立危险因素建立 Nomgram 风险预测模型，并对该模型进行内部验证。结果　溶栓后
共 40 例患者发生出血，其中高龄（OR ＝ 2.083，95%CI：1.216 ～ 2.950）、高血压（OR ＝ 4.402，
95%CI：2.001 ～ 9.652）、高基线 NIHSS 评分（OR ＝ 1.615，95%CI：1.150 ～ 2.080）、高基线血
糖水平（OR ＝ 2.561，95%CI：1.440 ～ 4.517）为溶栓后发生出血的独立危险因素，根据筛选出
的独立危险因素，构建个体化预测急性脑梗死患者阿替普酶溶栓出血风险的 Nomgram 模型，该
模型的 C-index 指数为 0.738，表明模型具有较好的区分度，对该模型进行验证后发现预测值和
观察值基本一致，表明该预测模型具有良好的一致性。结论　本研究通过筛选出急性脑梗死患者
采用阿替普酶静脉溶栓治疗后发生出血的独立危险因素建立了能够预测出血不良反应发生风险的
Nomgram 模型，此风险预测模型区分度及一致性良好，对快速甄别急性脑梗死患者阿替普酶溶栓
出血的高风险人群，针对相关危险因素及早采取有效的应对措施有着较为重要的指导意义。
关键词：急性脑梗死；阿替普酶；静脉溶栓；危险因素；Nomgram 模型
中图分类号：R563.1，R743.3　　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2024)08-2225-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.044

Preliminary establishment and verification of Nomgram model for 
individualized prediction of the risk of bleeding in patients with acute 

cerebral infarction and thrombolysis with alteplase

PANG Tian-yi, MAN De-qiang, CHANG Qun (People’s Hospital of Linquan County, Fuyang  Anhui  236400)

Abstract: Objective  To analyze the risk factors of bleeding in patients with acute cerebral infarction and 
thrombolysis with alteplase and to establish corresponding Nomgram risk prediction model. Methods  
Totally 108 patients with acute cerebral infarction treated with intravenous thrombolysis of alteplase in 
our hospital from January 2020 to January 2022 were retrospectively analyzed. The clinical data of the 
patients were collected. Univariate analysis was performed on age, gender, hypertension, hyperlipidemia, 
baseline of blood glucose, baseline of NIHSS score, smoking history, drinking history etc and whether 
there were adverse reactions of bleeding after the thrombolysis. Subsequently, Logistic regression 
model was established to screen the independent risk factors for bleeding after the thrombolysis. Finally, 
Nomgram risk prediction model was established based on the screened independent risk factors, and 
the model was verified internally. Results  Bleeding occurred in 40 patients after the thrombolysis, old 
age (OR ＝ 2.083, 95%CI: 1.216 ～ 2.950), hypertension (OR ＝ 4.402, 95%CI: 2.001 ～ 9.652), high 
baseline of NIHSS score (OR ＝ 1.615, 95%CI: 1.150 ～ 2.080), and high baseline of blood glucose level 
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　　急性脑梗死（acute cerebral infarction，ACI）是
指供应脑部动脉血管的血流急性中断后导致的脑神
经细胞变性、坏死，是神经内科较为常见的疾病。
随着社会老龄化进程加速，此疾病的发病、致残及
致死率都在逐年增高，严重影响了人们的身心健康
并且加重了患者的经济负担 [1-2]。目前临床上使用
阿替普酶进行静脉溶栓为公认治疗 ACI 最有效的方
法之一，且国内外相关诊疗指南推荐，在患者起病
至 4.5 h 内使用阿替普酶静脉溶栓为 ACI 首选治疗
方案 [3-4] ，然而 ACI 患者采用阿替普酶溶栓治疗将
面临着发生出血不良反应的风险，如颅内出血、消
化道出血及皮肤黏膜出血，目前阿替普酶静脉溶栓
患者发生出血风险的危险因素有待进一步探究 [5-6]。
因此本研究回顾性分析了我院 2020 年 1 月至 2022
年 1 月期间接受阿替普酶静脉溶栓治疗的 108 例
ACI 患者，探究导致出血不良反应的危险因素并据
此建立相应的 Nomgram 风险预测模型，以期在治
疗过程中通过风险预测以及早防治出血不良反应，
为阿替普酶的临床合理应用提供一定的参考。
1　资料与方法
1.1　一般资料
　　回顾性选取 2020 年 1 月至 2022 年 1 月于我院
神经内科就诊并接受阿替普酶静脉溶栓治疗的 ACI
患者 108 例，其中男性 68 例，女性 40 例，年龄分
布为 33 ～ 91 岁，平均年龄（70.55±37.55）岁。纳
入标准：① 患者年龄＞ 18 岁；② 符合中华医学会
制定的《急性缺血性脑卒中诊治指南》中的相关诊
断标准，确诊为 ACI；③ 发病时间≤ 4.5 h。排除
标准：① 发病时间＞ 4.5 h；② 急性出血倾向，服
用抗凝剂致凝血功能异常；③ 近 3 个月发生脑卒中
或颅脑创伤，有颅内出血病史者；④ 近 3 周发生泌
尿、消化系统出血或接受大型外科手术，活动性内
脏出血者；⑤ 病历资料不全者。整理并记录的患者
的性别、年龄、心脑血管疾病史、长期服用抗血小

板和 / 或抗凝药物史、血糖、血压、血脂指标，发
病至接受阿替普酶静脉溶栓治疗时间，吸烟、饮
酒、基线美国国立卫生研究所卒中量表（National 
Institutes of Health Stroke Scale，NIHSS）评分 [7]、基
线血糖水平、血同型半胱氨酸水平，进而分析这些
因素与阿替普酶静脉溶栓出血不良反应的相关性。
1.2　治疗方法
　　所纳入患者均采用注射用阿替普酶（勃林格殷
格翰，50 mg）进行静脉溶栓治疗，给药剂量为 0.9 
mg·kg － 1，给药总量＜ 90 mg。具体方法：开始
将总量的 10% 于 1 min 内静脉推注完，然后将剩余
的 90% 于 60 min 内静脉泵入。患者在溶栓治疗 24 
h 后复查 CT 证实无颅内出血后给予患者降纤维蛋
白原、神经保护、抗血小板以及相应的对症治疗。
1.3　统计学方法
　　采用 SPSS 25.0 统计软件对数据进行分析，计
数资料以百分比表示，采用χ2 检验或 Fisher 确
切概率法，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。多因
素 Logistic 回归模型用于筛选影响结局事件的独
立影响因素；采用 R（R3.6.1）软件包，加载并应
用 rms 程序包建立 Nomgram 风险预测模型；加
载 caret 程序包，使用 Bootstrap 法对所建立的模
型进行内部验证，采用 Harrell’s C statistic 计算一
致性指数（C-index）。受试者操作特征（receiver 
operating characteristic，ROC）曲线通过加载 rms 
程序包，采用 ROCR 绘制。
2　结果
2.1　溶栓后出血不良反应发生情况及单因素分析
　　本研究所纳入的 108 例 ACI 患者在使用阿
替普酶静脉溶栓治疗期间，总计 40 例发生了出
血不良反应，出血并发症的发生率为 37.04%。
其中发生最多的为牙龈出血（20 例，18.52%），
其次为颅内出血（7 例，6.48%）、口腔出血（6
例，5.56%）、鼻腔内出血（5 例，4.63%）、舌尖

(OR ＝ 2.561, 95%CI: 1.440 ～ 4.517) were independent risk factors of bleeding after the thrombolysis. 
According to the four independent risk factors screened, a Nomgram model for individualized prediction 
of the risk of bleeding in patients with acute cerebral infarction and thrombolysis with alteplase was 
established. The C-index of the model was 0.738, indicating that the Nomgram model had a good 
discrimination. After verification of the model, the predicted value and the observed value were basically 
consistent, showing a good consistency of the prediction model. Conclusion  The independent risk 
factors for bleeding in patients with acute cerebral infarction and thrombolysis with alteplase were 
screened out to establish a Nomgram model that predicts the risk of adverse reactions of bleeding. This 
prediction model has good discrimination and consistency, which has important guiding significance 
for rapid screening of the high-risk population of bleeding in patients with acute cerebral infarction and 
thrombolysis with alteplase and taking effective measures against possible risk factors. 
Key words: acute cerebral infarction; alteplase; intravenous thrombolysis; risk factor; Nomgram model 
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或舌黏膜出血（5 例，4.63%）以及痰中带血（1
例，0.93%）。部分患者发生多部位出血，如同
时发生颅内出血、牙龈出血和口腔或舌黏膜出血
等，出血不良反应发生时间在静脉溶栓开始后
25 ～ 1440 min。单因素分析结果显示：患者的年
龄、高血压、基线 NIHSS 评分、基线血糖水平，
服用抗血小板和 / 或抗凝药物史为导致 ACI 患者
发生出血不良反应的影响因素，详见表 1。

表 1　108 例 ACI患者临床资料的单因素分析 
Tab 1　Univariate analysis of clinical data of 108 patients with ACI

因素
未出血

（n）
出血

（n）
 χ2 值 P 值

年龄 ＜ 80 岁 35 12 4.723 0.030

＞ 80 岁 33 28

性别 男 47 21 2.982 0.084

女 21 19

高血压 是 36 32 7.908 0.005

否 32 8

高血糖 是 46 31 1.195 0.274

否 22 9

高脂血症 是 37 23 0.097 0.755

否 31 17

吸烟 是 22 7 2.829 0.093

否 46 33

饮酒 是 11 6 0.026 0.871

否 57 34

基线 NIHSS 评分 ≤ 4 分 25 6 6.162 0.046

5 ～ 20 分 20 18

＞ 20 分 23 16

基线血糖水平 ＜ 10 mmol·L － 1 35 11 5.918 0.015

≥ 10 mmol·L － 1 33 29

发病至溶栓治疗 
时间

≤ 3 h 32 26 0.405 0.524

＞ 3 h 36 14

既往脑卒中史 是 26 20 1.426 0.232

否 42 20

房颤 是 15 12 0.847 0.357

否 53 28

服用抗血小板和 /
或抗凝药物史

是 11 15 4.431 0.035

否 57 25

高同型半胱氨酸血

症

是 35 25 1.241 0.265

否 33 15

2.2　发生出血不良反应的多因素 Logistic 回归分析
　　将患者接受治疗期间否发生出血不良反应作为
因变量，前述单因素分析结果中 P ＜ 0.05 的因素作
为自变量，构建多因素 Logistic 回归模型，即对患者
的年龄、高血压、基线 NIHSS 评分、基线血糖水平，
服用抗血小板和 / 或抗凝药物史这五项影响因素作
回归分析，结果筛选出患者的年龄、高血压、基线 
NIHSS 评分、基线血糖水平为导致 ACI 患者发生出
血不良反应的独立影响因素，详见表 2。

表 2　多因素 Logistic回归分析结果 
Tab 2　Multivariate Logistic regression analysis

因素 β 值 Wald 值 P 值 OR 值 95%CI

年龄 0.734   7.148 ＜ 0.001 2.083 1.216 ～ 2.950

高血压 1.480 13.654 ＜ 0.001 4.402 2.001 ～ 9.652

基线血糖水平 0.942   5.858 ＜ 0.001 2.561 1.440 ～ 4.517

基线 NIHSS 评分 0.480   7.668      0.006 1.615 1.150 ～ 2.080

2.3　个体化预测 ACI 患者溶栓出血风险的 Nomgram
模型的初步建立及评估
　　本项研究基于年龄、高血压、基线 NIHSS 评
分、基线血糖水平是阿替普酶静脉溶栓治疗发生
出血不良反应的独立影响因素，初步构建了能够
个体化预测 ACI 患者溶栓出血风险的 Nomgram
模型。从该模型直观可见随着独立影响因素相对
应评分的增加，模型的总得分升高，患者发生出
血不良反应的风险上升（见图 1）。采用 Bootstrap
自抽样法对该模型进行内部验证，重复 Bootstrap
自抽样及验证过程 1000 次，获得并导出校准曲
线（见图 2），由校准曲线图可见该 Nomgram 模
型预测 ACI 患者发生溶栓出血风险的观察值和预
测值具有较好的一致性。应用 ROC 曲线分析该
Nomgram 模型预测 ACI 患者溶栓发生出血风险
的效率，一致性指数（C-index）为 0.738（95%CI：
0.701 ～ 0.775），表明该 Nomgram 模型区分度良
好，详见图 3。
3　讨论
　　阿替普酶是一种靶向纤维蛋白的特异性血栓
溶解药，其分子结构中的赖氨酸残基可结合纤
维蛋白，并通过活化与纤维蛋白结合的纤溶酶
原，使其转变为纤溶酶，进而产生较强的溶栓作
用 [8-9]。临床实践表明阿替普酶可较好地溶解血
栓，对急性缺血性脑卒中、深静脉血栓及其他血
管疾病有良好的治疗效果，虽然该药物引起的出
血不良反应弱于链激酶，但临床上仍然存在出
血风险。出血为阿替普酶静脉溶栓治疗时最常
见，也是最值得警惕的不良反应，其中颅内出血
最为严重，其也正是限制阿替普酶临床应用的主
要因素，而其他部位出血如牙龈、黏膜出血等也
是对患者可能出现颅内出血的早期预警，因此探
究应用该药物后可能导致颅内及其他部位出血的
独立影响因素就有较为重要的临床意义 [10-12]。研
究显示阿替普酶溶栓治疗后颅内出血发生率为
4.7% ～ 11.4%[13]，本研究结果显示，108 例 ACI
患者溶栓治疗期间共 40 例发生了出血不良反应，
其中颅内出血 7 例，发生率为 6.48%；而最为
常见的出血部位为牙龈出血，发生率为 18.52%
（20/108），与相关报道接近 [14]，这可能与牙龈本
身的生物结构以及部分患者可能存在牙周疾病有
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关，但相关病历资料并未明确指出，因此仍需进
一步观察明确。所有出血不良反应均在静脉溶栓
开始后 25 ～ 1440 min 内陆续发生。
　　本研究通过 Logistic 多因素回归分析筛选出
高龄、高血压、高基线 NIHSS 评分、高基线血糖
水平为 ACI 患者采用阿替普酶静脉溶栓治疗发生
出血不良反应的独立危险因素。高龄被认为是溶
栓治疗后发生出血并发症，尤其是颅内出血的独

立危险因素。有研究发现老年患者的年龄每增加
10 岁，溶栓治疗后颅内出血的风险升高 1.3 倍，
若年龄超过 75 岁则风险升高至 1.6 倍 [15]，但考量
到风险 / 收益比，最新的指南仍将年龄大于 80 岁
作为相对禁忌证。本研究发现 ACI 患者年龄大于
80 岁是导致阿替普酶溶栓治疗发生出血不良反应
的一项独立危险因素，这可能与高龄老人出现脑
白质疏松及脑淀粉样血管病等有关 [16]，因此对于
高龄患者选用阿替普酶进行溶栓治疗仍应谨慎。
高血压本身就是导致 ACI 发生的一个重要危险因
素，ACI 患者的部分动脉血管壁已发生变性，甚
至坏死，对血压升高的承受能力显著下降；此外，
长期的高血压能够引发血小板过度活化，加重血
管内皮细胞的氧化应激损伤，同时可对已存在变
性，甚至坏死的动脉管壁施加更大的压力，导致
出血并发症更容易发生 [17-18]。本研究也证实，高
血压是导致阿替普酶溶栓治疗发生出血不良反应
的独立危险因素，且相关性很高，这也提示了实
施溶栓前良好的血压控制是治疗安全有效的重要
保障。脑梗死患者合并高血糖在临床中较为常
见，相关研究表明，高血糖与阿替普酶溶栓后发
生颅内出血并发症相关，患者血糖水平每升高 1 
mmol·L － 1，颅内出血发生率增加 7%，且症状
性颅内出血更容易出现 [19]。其可能的机制为高血
糖可导致血脑屏障内基质金属蛋白酶（MMPs）
表达增加，下调对维持血脑屏障具有重要作用的
蛋白质表达，同时促进乳酸累积，对基底膜造成
一定程度的破坏，改变血脑屏障的通透性，加重
缺血再灌注损伤，进而使出血风险增加 [20]。本
研究同样也发现，高基线血糖水平是导致阿替普
酶溶栓治疗发生出血不良反应的一项独立危险因
素。较高的 NIHSS 评分是已被证实的 ACI 患者
溶栓治疗后发生颅内出血并发症的重要危险因
素。有研究表明对于基线 NIHSS 评分＞ 20 分的
患者，溶栓治疗后发生症状性颅内出血的概率是

图 2　Nomgram 模型预测 ACI 患者阿替普酶溶栓出血风险的内部验证

Fig 2　Internal validation of Nomgram model predicting the risk of 
alteplase thrombolysis bleeding in patients with ACI

图 3　Nomgram 模型预测 ACI 患者阿替普酶溶栓出血风险的 ROC
曲线

Fig 3　ROC curve of Nomgram model predicting the risk of alteplase 
thrombolysis bleeding in patients with ACI

图 1　个体化预测 ACI 患者阿替普酶溶栓出血风险的 Nomgram 模型

Fig 1　Nomgram model for individualized prediction of the risk of alteplase thrombolysis bleeding in patients with ACI
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低于 5 分者的 11 倍 [21]。其可能的机制为 NIHSS
评分反映神经功能缺损程度，神经功能缺损程度
高往往提示存在大面积脑梗死及严重的脑水肿，
血管受到压迫发生缺血，血管壁受到破坏，通透
性发生改变，此外，侧支循环也难以建立，从而
使得缺血再灌注后发生出血并发症的风险显著升
高 [22]。本研究结果也提示高 NIHSS 评分是导致
阿替普酶溶栓治疗发生出血不良反应的独立危险
因素。
　　本研究建立了个体化预测 ACI 患者阿替普酶
溶栓出血风险的 Nomgram 模型，并对该模型采用
Bootstrap 自抽样法进行内部验证，结果显示该模
型预测 ACI 患者阿替普酶溶栓出血风险具有良好
的一致性；采用 ROC 曲线及计算得出该 Nomgram
模型的 C-index 为 0.738，说明该模型具有较好的
区分度。但本项研究因目前有效样本量有限，仅
对所建立的 Nomgram 模型采用了基于自抽样法
的内部验证，未能通过外部验证来进一步考察该
Nomgram 模型临床应用的可行性，因此未来需要
获取更多的外部数据来验证及修正该模型。
　　综上所述，本项研究基于 ACI 患者的年龄、
高血压、基线 NIHSS 评分、基线血糖水平这四
项独立影响因素建立了个体化预测 ACI 患者阿替
普酶溶栓出血风险的 Nomgram 模型，该模型不
仅能够让临床工作者直观地判断导致阿替普酶溶
栓出血不良反应的各影响因素的不同权重，且具
有较好的区分度与一致性，对快速甄别 ACI 患者
阿替普酶静脉溶栓发生出血不良反应的高风险人
群，提前制订相应的防治对策具有一定的指导意
义，因此具有较高的临床应用价值。
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利培酮联合阿立哌唑对男性精神分裂症患者 
内分泌激素水平的影响

张燕1，王国元2，郭影影2*（1.上海市奉贤区精神卫生中心，上海　201418；2.上海市宝山区精神卫生中心，上海　

201900）

摘要：目的　探讨利培酮与阿立哌唑联用对男性精神分裂症患者内分泌激素水平的影响。方法
　将 107 例男性精神分裂症患者根据用药方案分为对照组（54 例，单一利培酮）和观察组（53
例，口服利培酮联合阿立哌唑），治疗前及治疗 8 周后分别检测两组患者血清中游离三碘甲状

腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）、三碘甲状腺原氨酸（T3）、甲状腺素（T4）、促甲状腺

激素（TSH）和泌乳素（PRL）浓度，计算不良反应发生率，并进行相关统计学分析。结果　
治疗 8 周后，对照组 TSH 水平较治疗前明显升高（P ＜ 0.05），且较观察组治疗后 TSH 水平明

显升高（P ＜ 0.05），但观察组 TSH 水平与治疗前无明显差异，两组 FT3、FT4、T3、T4 均较治

疗前无明显差异，且组间亦无明显差异；两组 PRL 水平均较治疗前明显升高（P ＜ 0.05），对

照组血清 PRL 升高水平显著高于观察组（P ＜ 0.05）。两组不良反应发生率无明显差异。结论
　在利培酮治疗基础上联用阿立哌唑有助于抑制利培酮引起的 PRL 升高，可能减低其对甲状

腺功能的影响，且未观察到不良反应的增加，有重要的临床联用价值。

关键词：利培酮；阿立哌唑；精神分裂症；甲状腺激素；泌乳素
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Effect of risperidone combined with aripiprazole on the endocrine hormone 
levels in male patients with schizophrenia

ZHANG Yan1, WANG Guo-yuan2, GUO Ying-ying2* (1. Fengxian District Mental Health Center, 
Shanghai  201418; 2. Baoshan District Mental Health Center, Shanghai  201900)

Abstract: Objective  To determine the effect of combination of risperidone and aripiprazole on the 
endocrine hormone levels in male patients with schizophrenia. Methods  Totally 107 male patients 
with schizophrenia were divided into a control group (54 patients, taking oral risperidone) and an 
observation group (53 patients, taking oral risperidone and aripiprazole) according to the treatment 
plan. Before the treatment and 8 weeks after the treatment, the serum levels of free triiodothyronine 
(FT3), free thyroxine (FT4), triiodothyronine (T3), thyroxine (T4), thyroid stimulating hormone (TSH) 
and prolactin (PRL) in both groups were measured. The incidence of adverse reactions was calculated, 
and statistical analysis conducted. Results  After 8 weeks of treatment, the level of TSH in the 
control group was higher than that before the treatment (P ＜ 0.05), and also higher than that in the 
observation group after the treatment (P ＜ 0.05). No significant difference was found before and after 
the treatment in the observation group. There were no obvious difference in the levels of FT3, FT4, 
T3, and T4 in both groups before the treatment, and no significant difference between the groups. The 
level of PRL in both groups was higher than that before the treatment (P ＜ 0.05), but the level in the 
control group was much higher than that in the observation group (P ＜ 0.05). There was no obvious 
difference in the incidence of adverse reactions between both groups. Conclusion  Combination of  
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　　精神分裂症病因尚未完全阐明，主要表现为
行为、思维和情感等多方面的异常 [1]，是精神障
碍中较为复杂严重的一种类型 [1-2]。利培酮 [3] 和
阿立哌唑 [4] 均为非典型抗精神病药物，在临床上
日益受到青睐，然而用药后的不良反应尚不明确，
尤其对机体内分泌激素水平的影响研究相对较
少 [5]。考虑到男性较少受生理周期影响，本研究
以男性精神分裂症患者为对象，进行不同用药方
案的分析比较，探索利培酮联合阿立哌唑对男性
精神分裂症患者内分泌激素水平及不良反应的影
响，为精神分裂症的安全合理用药奠定理论基础。
1　材料和方法
1.1　研究对象
　　本研究纳入 2021 年 6 月至 2023 年 10 月上海
市奉贤区精神卫生中心收治的男性精神分裂症患者
107 例作为研究对象，其中单一口服利培酮治疗的
54 例患者作为对照组，口服利培酮联合阿立哌唑
治疗的 53 例患者作为观察组。对照组患者年龄为
23 ～ 58 岁，平均年龄（44.89±9.72）岁。观察组患
者年龄为 20 ～ 57 岁，平均年龄（43.96±9.14）岁。
两组患者的年龄差异无统计学意义（P ＞ 0.05），
可进行后续研究。本研究经医院伦理委员会审批通
过（伦理批件号：20210301）。
1.2　入组和排除标准
　　入组标准：① 男性，年龄在 18 ～ 60 周岁，
符合国际疾病分类第 10 版（ICD-10）中精神分裂
症的诊断标准；② 无甲状腺疾病史、垂体瘤疾病
史及其他相关内分泌疾病史；③ 半年内未服用过
抗精神疾病类药物；④ 对利培酮及阿立哌唑无使
用禁忌；⑤ 患者及家属对本研究知情同意。
　　排除标准：① 有严重躯体疾病者；② 有可
能影响内分泌激素水平的用药史；③ 有其他神经、
精神疾病史；④ 对利培酮或阿立哌唑过敏者；⑤
无法配合完成研究者。
1.3　用药方法 
　　对照组采用利培酮单独治疗，口服利培
酮片（浙江华海药业股份有限公司，国药准字
H20052330），初始剂量为 1 mg bid，后根据病情逐
渐增加剂量，以病情稳定的剂量为维持剂量，注意
每日用量应不超过 6 mg。观察组采用利培酮联合阿
立哌唑治疗，利培酮剂量参考上述对照组，并加服

阿立哌唑片（浙江华海药业股份有限公司，国药准
字 H20203074），初始剂量为 5 mg qd，维持 1 周后
根据药效及患者耐受情况酌情增加用药剂量，注意
每日剂量不超过 30 mg。两组用药疗程均为 8 周。
1.4　观察指标
1.4.1　甲状腺激素测定　两组患者用药前和用药
8 周后，分别抽取空腹安静状态下静脉血 5 mL，
4000 r·min － 1 离心 10 min 后，使用安图全自动
化学发光测定仪 AutoLumo A2000 Plus 检测血清
中游离三碘甲状腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素
（FT4）、三碘甲状腺原氨酸（T3）、甲状腺素（T4）、
促甲状腺激素（TSH）浓度。
1.4.2　泌乳素（PRL）测定　用药前和用药 8 周
后，分别抽取两组患者空腹安静状态下静脉血 3 
mL，4000 r·min － 1 离心 10 min 后，使用安图全
自动化学发光测定仪 AutoLumo A2000 Plus 检测
患者血清中 PRL 含量，并做好记录。
1.4.3　不良反应评估　患者用药后可能出现震颤、
心动过速、嗜睡、流涎、便秘等不同类型的不良
反应，评估统计两组患者不良反应发生情况。
1.5　统计学方法
　　使用 SPSS 23.0 统计软件对各组数据进行分析
处理，符合正态分布的计量资料以均数±标准差
（x±s）表示，组间比较采用 t 检验；计数资料以
n（%）表示，组间比较采用 χ2 检验。以 P ＜ 0.05
表示差异有统计学意义。
2　结果
2.1　甲状腺激素水平比较
　　治疗前两组 FT3、FT4、T3、T4、TSH 水平无
明显差异（P ＞ 0.05）；治疗后对照组 TSH 水平
较治疗前明显升高（P ＜ 0.05），且较观察组治疗
后 TSH 水平明显升高（P ＜ 0.05）；观察组 TSH
水平与治疗前无明显差异；治疗后两组 FT3、FT4、
T3、T4 均较治疗前无明显差异，且组间亦无明显
差异，见表 1。
2.2　PRL 水平比较
　　治疗前两组 PRL 水平无明显差异（P ＞

0.05）；治疗后两组 PRL 水平均较治疗前明显升高
（P ＜ 0.05），但观察组血清 PRL 水平较对照组低
（P ＜ 0.05），见表 1。

aripiprazole and risperidone can help suppress the elevation of PRL caused by risperidone and may 
reduce its impact on the thyroid function, without increasing adverse reactions. 
Key words: risperidone; aripiprazole; schizophrenia; thyroid hormone; prolactin
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表 1　两组治疗前后甲状腺激素及 PRL水平比较 (x±s) 
Tab 1　Levels of thyroid hormone and PRL before and after the treatment between both groups (x±s)

组别
FT3/

（pmol·L － 1）

FT4/
（pmol·L － 1）

T3/
（nmol·L － 1）

T4/
（nmol·L － 1）

TSH/
（μIU·mL － 1）

PRL/
（ng·mL － 1）

对照组（n ＝ 54） 治疗前 4.56±0.58 16.08±2.67 1.32±0.27 120.13±19.68 1.41±0.36 17.29±2.73

治疗后 4.47±0.52 15.78±2.48 1.26±0.23 115.10±16.78 1.76±0.39* 52.58±7.18*

观察组（n ＝ 53） 治疗前 4.63±0.60 16.26±2.71 1.35±0.29 122.25±20.02 1.45±0.38 17.46±2.88

治疗后 4.40±0.49 15.67±2.46 1.27±0.25 119.36±18.62 1.47±0.40# 29.23±3.25*#

注：与同组治疗前比较，*P ＜ 0.05；与对照组治疗后比较，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the same group before the treatment，*P ＜ 0.05；compared with the control group after the treatment，#P ＜ 0.05.

2.3　不良反应发生率比较
　　记录两组不良反应发生情况如下，观察组不

良反应发生率（7.55%）与对照组发生率（11.11%）
比较，差异无统计学意义，见表 2。

3　讨论
　　随着工作和生活压力的不断增大，精神分裂
症发病率逐年升高，寻求有效且不良反应较少的
治疗方案成为了研究热点。研究表明，下丘脑通
过多种途径（如下丘脑 - 垂体 - 甲状腺轴和下丘
脑 - 垂体 - 性腺轴紊乱等）影响精神分裂症患者的
症状和体征 [6-8]。部分学者指出，甲状腺激素可通
过调节神经细胞的增殖分化进而对神经发育产生
影响 [9]，呆小症是由于先天性甲状腺功能减退引
起的智力发育障碍，而甲状腺功能过于活跃则会
造成甲状腺功能亢进致使患者出现焦虑、情绪亢
奋、易激动等精神症状，以上均证实甲状腺与精
神活动密切相关。基于以上理论本研究选取了非
典型抗精神病药物利培酮与阿立哌唑进行比较，
分析男性精神分裂症患者不同用药方案后甲状腺
功能的变化情况，发现利培酮治疗后 TSH 水平显
著升高，但利培酮联合阿立哌唑治疗后 TSH 水平
较治疗前并未增加，提示加用阿立哌唑能纠正利
培酮治疗引起的甲状腺功能变化，有助于维持甲
状腺功能的稳定。分析以上现象的原因可能是利
培酮作为多巴胺受体阻断剂可调节促甲状腺激素
释放激素的合成及释放，进而导致 TSH 水平升
高，而阿立哌唑可部分激活多巴胺受体 [10-12]，拮
抗了利培酮的升 TSH 效应 [13]。FT3、FT4、T3、T4

水平虽有所降低，但差异无统计学意义，可能与
选取时间有关，下一步可考虑设置多个用药时间
段进行更细致的比较分析。

　　PRL 是由垂体前叶腺嗜酸细胞分泌的蛋白质
类激素 [14]。临床研究表明，PRL 升高可导致男性
患者出现乳腺发育、勃起功能障碍和不育症等症
状，从而降低患者的用药依从性，而多巴胺可与
垂体前叶腺嗜酸细胞膜上的多巴胺受体结合，导
致 PRL 分泌受阻 [15]。本研究结果显示，服用利
培酮后患者血清 PRL 水平显著升高，可能由于利
培酮能阻断多巴胺受体，导致 PRL 分泌的抑制作
用减弱，从而引起 PRL 水平升高。而在利培酮
基础上联用阿立哌唑治疗的患者血清 PRL 水平
轻度升高，提示阿立哌唑可能抑制利培酮的升高
PRL 作用，原因可能是阿立哌唑有多巴胺受体激
活作用，部分拮抗了利培酮对多巴胺受体的阻断
作用。此结果提示在利培酮治疗产生高 PRL 血症
时，可酌情考虑是否加用阿立哌唑以中和其升高
PRL 作用，从而提升患者用药配合度。
　　两组患者用药后不良反应发生率无显著差异，
提示加用阿立哌唑并未增加不良反应的发生。从
保证安全性的角度分析，可根据病情适当联用阿
立哌唑以提升用药疗效，减少不良反应的发生。
　　基于以上研究可知，在利培酮治疗基础上联
用阿立哌唑有助于抑制利培酮引起的内分泌功能
紊乱，也未引起更多不良反应的发生，对临床用
药有重要的指导意义。后续研究将考虑增大样本
量，设置更多追踪间隔，并进一步挖掘两药联用
的作用机制，为精神分裂症的临床合理用药提供
更多参考价值。

表 2　两组治疗后不良反应比较 [n(%)] 
Tab 2　Adverse reactions after the treatment between both groups [n(%)]

组别 震颤 心动过速 嗜睡 流涎 便秘 合计

对照组（n ＝ 54） 2（3.70） 1（1.85） 1（1.85） 1（1.85） 1（1.85）  6（11.11）

观察组（n ＝ 53） 1（1.89） 1（1.89） 1（1.89） 0（0.00） 1（1.89） 4（7.55）

χ2 0.638

P 0.402
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免疫检查点抑制剂治疗非小细胞肺癌患者疗效 
影响因素分析及预测模型的构建

罗竣豪，沈悦，陈洁祺，于珍，陈娟，曹磊，孟英才，李湘平*（中南大学湘雅医院药学部，长沙　410008）

摘要：目的　探讨影响免疫检查点抑制剂（ICI）治疗非小细胞肺癌（NSCLC）患者疗效的因
素，并建立预测模型及验证。方法　回顾性分析某三甲医院 2017 年 1 月—2022 年 1 月 656 例
使用过 ICI 治疗 NSCLC 患者的一般资料和临床数据。Log-Rank 单因素分析与 Cox 多因素回
归分析影响无进展生存期（PFS）的因素。使用 R stutio 4.2.0 绘制软件构建列线图模型，通过
一致性指数（C-index）、受试者工作曲线（ROC）、校正曲线和决策曲线分析（DCA）对模型
进行内部与外部验证。结果　Cox 多因素结果显示体质量指数（BMI）、治疗方案、免疫表达、
脑转移、肾上腺转移、吸烟指数、KRAS 突变、合并抗菌药物、合并 PPI、合并降压药、合并
糖皮质激素、合并镇痛药、PLR 和 CRP 为 PFS 的独立影响因素。PFS 预测模型的训练集和验
证集的 C-index 分别为 0.849 vs 0.884。3、6、12 和 18 个月的曲线下面积分别为 0.900 vs 0.964，
0.885 vs 0.891，0.835 vs 0.860 和 0.804 vs 0.846。3、6、12 和 18 个月的 Brier 指数分别为 0.093 
vs 0.039，0.110 vs 0.050，0.116 vs 0.083 和 0.118 vs 0.085。ROC 曲线表明模型具有较好的临床
鉴别能力。校准曲线的实际曲线接近理想曲线，表明该模型具有较好的临床区分度和校准度。
决策曲线表明，该预测模型有较好的临床净获益。结论　① 高 BMI 基线、吸烟指数＞ 400、
选择 ICI 合并化疗治疗方案、免疫表达、KRAS 突变是免疫治疗预后的独立保护因素。脑转移、
肾上腺转移、合并抗菌药物、合并 PPI、合并降压药、合并糖皮质激素、合并镇痛药、高 PLR
基线和 CRP 水平异常是免疫治疗疗效的独立风险因素；② 构建的预测模型可以为临床上使用
ICI 治疗 NSCLC 患者疗效预测提供一定的参考。
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and clinical data of 656 patients with NSCLC treated with ICI from January 2017 to January 2022 in a top 
comprehensive hospital were retrospectively analyzed. Log-Rank univariate analysis and Cox multivariate 
regression analysis were used to identify the factors that affected progress free survival (PFS). A Nomogram 
model was established with the R stutio 4.2.0 rendering software, and the model was validated internally and 
externally by consistency index (C-index), receiver operating curve (ROC), correction curve, and decision 
curve analysis (DCA) curve. Results  Cox multivariate results showed that body mass index, treatment 
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　　近年来，免疫检查点抑制剂（ICI）被广泛用
于治疗非小细胞肺癌（NSCLC）患者，效果优于传
统化疗，但客观缓解率（ORR）仅 20% ～ 40%[1]，
且无进展生存期（PFS）较低 [2]。研究表明，体质
量指数（BMI）、PD-L1 表达可能会影响 ICI 的疗
效 [3-4]，合并使用靶向治疗药物、非甾体抗炎药
（NSAID）、降压药可能会导致患者疗效的降低与
其他并发症的产生 [5-6]，是否还有其他因素仍然有
待探讨。同时，使用 ICI 治疗后，患者的预后情况
也受到普遍关注。因此，本研究旨在通过回顾性分
析，探究影响 NSCLC 患者使用 ICI 疗效的影响因
素，并构建预测模型及列线图，以预测患者的 PFS
在 3、6、12 和 18 个月进展的概率，为临床上使用
ICI 治疗的 NSCLC 患者疗效判定提供指导。
1　材料与方法
1.1　研究对象
　　本研究为回顾性研究，收集了湖南某三甲医
院从 2017 年 1 月—2022 年 1 月接受不同类型的
ICI 的晚期 NSCLC 患者的相关资料。入组标准：1）
年龄 18 ～ 80 岁。2）使用 ICI 治疗方案：① ICI
单用；② ICI 联合化疗；③ ICI 联合靶向治疗、④ 
ICI 联合化疗和靶向治疗。排除标准为：1）合并其
他系统恶性肿瘤；2）患有获得性免疫缺陷综合征
等自身免疫性疾病；3）处于妊娠期或哺乳期妇女。
1.2　临床数据
　　通过电子病历系统收集相关临床特征，合并
用药情况与检验指标。临床特征包括年龄、性别、
BMI、吸烟状态（吸烟状态通过吸烟指数来衡量：
吸烟年 ×日吸烟根数，若戒烟超过 15 年，认为

无吸烟状态）、病理分型等。合并用药包括抗菌药
物、质子泵抑制剂（PPI）、NSAID、降压药、降
糖药等。收集患者在进行初次治疗前最近的一次
检验指标数据，包括绝对淋巴细胞（ALC）、绝对
单核细胞（AMC）、绝对中性粒细胞（ANC）、血
小板（PLT）、白蛋白（Alb）、C 反应蛋白（CRP）
和乳酸脱氢酶（LDH）等。计算中性粒细胞与
淋巴细胞比值（NLR）、血小板与淋巴细胞比值
（PLR）、单核细胞与淋巴细胞比值（MLR）、全
身免疫指数（SII）和预后营养指数（PNI）等。
1.3　评价指标
　　依据 RESIST1.1 评价临床疗效，主要终点指
标为 PFS，次要终点指标为 ORR 与疾病控制率
（DCR）。
1.4　统计学方法
　　训练集与验证集按照 7∶3 的比例划分。在训
练集队列中，X-tile 确定指标在 PFS 中的 cut-off
值。PFS 单因素分析采用 log-rank 检验，Lasso 回
归分析剔除多重共线性强的因素，多因素分析采
用 Cox 比例风险模型分析。通过训练集队列中得
到的独立影响因素建立列线图，通过一致性指数
（C-index），ROC 曲线下面积，校正曲线，Brier
指数和决策曲线分析（DCA）验证模型。本研究
使用 SPSS 26.0 与 X-tile 软件分析数据。定性资料
用例数（%）衡量，符合正态分布定量资料采用
均数 ±标准差表示，非正态分布的定量资料用四
分位间距和中位数表示，检验水准α ＝ 0.05。
2　结果
2.1　患者基线特征和检验指标

regimen, immune expression, brain metastases, adrenal metastases, smoking index, KRAS mutation, 
antibiotic combination, proton pump inhibitor combination, antihypertensive combination, glucocorticoids 
combination, analgesic combination, platelet-to-lymphocyte ratio (PLR) and C-reactive protein (CRP) were 
all independent influencing factors for PFS. The C-index of the training set and the validation set of PFS 
prognostic model was 0.849 vs 0.884, respectively. The area under curve at 3, 6, 12 and 18 months was 0.900 
vs 0.964, 0.885 vs 0.891, 0.835 vs 0.860 and 0.804 vs 0.846, respectively. The Brier index at 3, 6, 12 and 
18 months was 0.093 vs 0.039, 0.110 vs 0.050, 0.116 vs 0.083 and 0.118 vs 0.085, respectively. ROC curve 
showed that the model had good clinical differential ability. The actual curve of calibration curve was close 
to the ideal curve, indicating good clinical differentiation and calibration degree of the model. The decision 
curve showed good clinical net benefit of the prediction model. Conclusion  ① High body mass index 
baseline, smoking index＞400, choice of ICI combined with chemotherapy, immune expression, and KRAS 
mutation are independent protective factors for the prognosis of immunotherapy. Brain metastasis, adrenal 
metastasis, concomitant use of antibiotics, proton pump inhibitor, antihypertensive drugs, glucocorticoids, 
and analgesics, high PLR baseline, and abnormal CRP levels are independent risk factors for the efficacy of 
immunotherapy; ② The established prediction model can provide a certain reference for the efficacy of ICI 
treatment for NSCLC patients in clinical practice. 
Key words: non-small cell lung cancer; immune checkpoint inhibitor; prediction model; nomogram
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　　本研究最终共纳入患者 656 例，其中男性
540 例（82.3%），女性 116 例（17.7%）；非鳞癌
患者 338 例（51.5%），鳞癌患者 318 例（48.5%）。
患者 mPFS 为 7.7 个月（95%CI 6.8 ～ 8.6），ORR

为 18.1%，DCR 为 51.4%。按照 7∶3 分为训练集
和验证集，两组基线、检验指标、PFS、ORR 和
DCR 没有显著差异（P ＞ 0.05）。患者具体的临
床特征和检验指标见表 1 与表 2。

表 1　患者的临床特征  
Tab 1　Clinical characteristics of patients

因素 训练集（n ＝ 448） 验证集（n ＝ 208） χ2 P
性别 [n（%）] 女 76（17.0） 40（19.2） 0.501 0.479

男 372（83.0） 168（80.8）
年龄 [n（%）] ＜ 65 岁 255（56.9） 128（61.5） 1.247 0.264

≥ 65 岁 193（43.1） 80（38.5）
BMI [n（%）] ＜ 18.5 kg·m － 2 45（10.0） 24（11.5） 2.747 0.253

18.5 ～ 23.9 kg·m － 2 255（57.0） 104（50.0）
＞ 23.9 kg·m － 2 148（33.0） 80（38.5）

ECOG-PS 评分 [n（%）] ≤ 1 分 301（67.2） 149（71.6） 1.304 0.253
≥ 2 分 147（32.8） 59（28.4）

吸烟指数 [n（%）] ≤ 400 176（39.3） 98（47.1） 3.580 0.058
＞ 400 272（60.7） 110（52.9）

TNM 分期 [n（%）] Ⅲ期 97（21.7） 63（30.3） 5.749 0.056
Ⅳ A 期 195（43.5） 81（38.9）
Ⅳ B 期 156（34.8） 64（30.8）

治疗方案 [n（%）] 单用免疫 95（21.2） 36（17.3） 2.368 0.500
免疫＋化疗 280（62.5） 131（63.0）
免疫＋靶向 36（8.0） 18（8.7）
免疫＋化疗＋靶向 37（8.3） 23（11.1）

病理分型 [n（%）] 非鳞癌 221（49.3） 117（56.3） 0.925 0.336
鳞癌 227（50.7） 91（43.7）

经外周静脉置入中心静脉导管 [n（%）] 无 263（58.7） 136（65.4） 2.659 0.103
有 185（41.3） 72（34.6）

KRAS 突变 [n（%）] 无 404（90.2） 180（86.5） 1.926 0.165
有 44（9.8） 28（13.5）

EGFR 突变 [n（%）] 无 385（85.9） 167（80.3） 3.398 0.065
有 63（14.1） 41（19.7）

TP53 突变 [n（%）] 无 406（90.6） 179（86.1） 3.070 0.080
有 42（9.4） 29（13.1）

免疫表达 [n（%）] ＜ 1% 143（31.9） 67（32.2） 0.099 0.952
1 ～ 49% 151（33.7） 72（34.6）
≥ 50% 154（34.4） 69（33.2）

转移 [n（%）]
脑转移 /% 无 372（83.0） 160（76.9） 3.462 0.063

有 76（17.0） 48（23.1）
骨转移 /% 无 311（69.4） 134（64.4） 1.625 0.202

有 137（30.6） 74（35.6）
肝转移 /% 无 385（85.9） 186（89.4） 1.530 0.216

有 63（14.1） 22（10.6）
肾上腺转移 /% 无 386（86.2） 184（88.5） 0.660 0.417

有 62（13.8） 24（11.5）
合并用药 [n（%）]

合并抗菌药物 无 251（56.0） 130（62.5） 2.445 0.118
有 197（44.0） 78（37.5）

合并 PPI 无 124（27.7） 69（33.2） 2.065 0.151
有 324（72.3） 139（66.8）

合并降压药 无 345（77.0） 158（76.0） 0.087 0.768
有 103（23.0） 50（24.0）

合并降糖药 无 404（90.2） 188（90.4） 0.007 0.934
有 44（9.8） 20（9.6）
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因素 训练集（n ＝ 448） 验证集（n ＝ 208） χ2 P
合并糖皮质激素 无 146（32.6） 53（25.5） 3.397 0.065

有 302（67.4） 155（74.5）
合并 NSAID 无 355（79.2） 163（78.4） 0.066 0.798

有 93（20.8） 45（21.6）
合并他汀类 无 379（84.6） 178（86.1） 0.106 0.745

有 69（15.4） 30（13.9）
合并镇静催眠药 无 293（65.4） 126（60.6） 1.433 0.231

有 155（34.6） 82（39.4）
合并抗凝药 无 288（64.3） 141（81.7） 0.770 0.380

有 160（35.7） 67（18.3）
合并抗组胺药 无 267（59.6） 132（63.5） 0.890 0.346

有 181（40.4） 76（36.5）
合并β2 受体激动剂 无 395（88.2） 196（92.3） 2.584 0.108

有 53（11.8） 12（7.7）
合并止呕药 无 107（23.9） 61（29.3） 2.209 0.137

有 341（76.1） 147（70.7）
合并镇痛药 无 290（64.7） 124（59.6） 1.597 0.206

有 158（35.2） 84（40.4）
ORR/% 17.6 23.8 0.244 0.621
DCR/% 51.3 51.4 0.001 0.980
PFS/ 月   7.7   7.2 0.796 0.372

表 2　患者的检验指标数据 
Tab 2　Laboratory parameter data of patients

指标 训练集（n ＝ 448） 验证集（n ＝ 208） Z P
PLT/（×109·L － 1） 246.50（195.00，297.75） 244.5（192.50，307.00） － 1.160 0.246
ANC/（×109·L － 1） 4.60（3.40，6.10） 4.45（3.50，5.95） － 0.219 0.827
AMC/（×109·L － 1） 0.60（0.40，0.70） 0.60（0.40，0.80） － 0.023 0.982
ALC/（×109·L － 1） 1.40（1.10，1.80） 1.40（0.90，1.78） － 1.152 0.249
WBC/（×109·L － 1） 7.00（5.70，8.80） 6.97（5.70，9.07） － 0.076 0.939
Alb/（g·L － 1） 39.10（36.00，42.20） 39.35（35.95，4.80） － 0.055 0.956
CRP/（mg·L － 1） 9.43（3.29，28.68） 9.79（7.10，16.39） － 1.899 0.058
LDH/（U·L － 1） 190.05（166.93，231.70） 196.55（145.50，277.00） － 0.399 0.690
Cre/（μmol·L － 1） 86.80（75.40，103.98） 86.60（74.50，98.58） － 1.841 0.066
TBIL/（μmol·L － 1） 12.70（9.83，17.38） 12.90（9.30，16.25） － 1.271 0.204
DBIL/（μmol·L － 1） 4.70（3.40，6.30） 4.70（3.40，6.70） － 0.099 0.921
AST/（U·L － 1） 39.45（28.15，55.70） 39.20（15.40，84.15） － 1.133 0.257
ALT/（U·L － 1） 42.05（25.95，67.55） 40.95（23.55，73.10） － 0.207 0.836

注：指标均为非正态分布，使用中位数与四分位间距。

Note：This study are all non normal distributions with median and interquartile intervals.

续表 1

2.2　影响 PFS 的单因素分析

　　患者的 PLR、NLR、MLR、SII、PNI、ALI 和
dNLR 根据 PFS 结局情况使用 X-tile 分析，得到它
们 的 cut-off 值 分 别 为：164.62/236.67，3.06/5.64，
0.38/0.73，518.47/1087.82，40.30/45.60，107.14/342
和 2.12。单因素分析结果见表 3。将患者单因素分
析（见表 3）中有统计学意义的结果纳入 Lasso 回归
分析。因变量 Y 选择以 PFS 和是否进展的结局，自
变量 X 为 Log-rank 分析中对 PFS 有统计学意义的影
响因素（P ＜ 0.05），对其进行 Lasso 回归。根据十
折交叉验证的结果，当λ.min ＝ 0.044 时，模型误差
最小，此时对应的模型是最优解，最佳的λ 值对应

了 21 个非零回归系数，35 个自变量的回归系数值
如表 4 所示，其中“.”表示系数被算法压缩至 0。
2.3　影响 PFS 的多因素分析

　　将 Lasso 回归分析中得到的 21 个变量作为协
变量纳入 Cox 比例风险模型回归分析。在 Cox 比
例风险模型回归分析中，被纳入协变量进行分析
的因素的个数与总样本量中阳性的例数之间的倍
数关系应为 10 ～ 15 倍。训练集队列中进展的患
者为 218 例，倍数关系在此范围内。Cox 比例风
险模型回归分析结果认为 BMI（P ＝ 0.001）、吸
烟指数（P ＝ 0.008）、免疫表达（P ＝ 0.001）、
治疗方案（P＜ 0.001）和 KRAS 突变（P＝ 0.005）
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表 3　影响 PFS的单因素分析结果 
Tab 3　Single factor analysis affecting PFS

因素 分类 例数
中位生

存期 / 月
P 因素 分类 例数

中位生存

期 / 月
P

性别 女 76 11.3 0.422 合并降糖药 无 404 7.3 0.397
男 372 7.0 有 44 6.5

年龄 ＜ 65 岁 255 7.0 0.106 合并糖皮质激素 无 146 12.0 ＜ 0.001
≥ 65 岁 193 7.8 有 302 5.8

BMI ＜ 18.5 kg·m － 2 45 3.6 ＜ 0.001 合并 NSAID 无 355 8.7 ＜ 0.001
18.5 ～ 23.9 kg·m － 2 255 6.4 有 93 5.3
＞ 23.9 kg·m － 2 148 12.0 合并他汀类 无 379 7.0 0.746

经外周静脉置入中

心静脉导管

无 263 8.2 0.024 有 69 8.0
有 185 6.1 合并镇静催眠药 无 293 8.0 0.002

ECOG-PS 评分 ≤ 1 301 9.1 ＜ 0.001 有 155 6.1
≥ 2 147 5.3 合并抗凝药 无 288 8.5 ＜ 0.001

吸烟指数 ≤ 400 176 5.8 ＜ 0.001 有 160 5.8
＞ 400 272 9.0 合并抗组胺 无 267 8.3 0.005

TNM 分期 Ⅲ期 97 23.0 ＜ 0.001 有 181 5.8
Ⅳ A 期 195 8.2 合并β2 受体激动剂 无 395 7.7 0.011
Ⅳ B 期 156 5.6 有 53 5.3

治疗方案 单用免疫 95 5.8 0.001 合并止呕药 无 107 12.9 ＜ 0.001
免疫＋化疗 280 8.9 有 341 5.9
免疫＋靶向 36 6.3 合并镇痛药 无 290 10.0 ＜ 0.001
免疫＋化疗＋靶向 37 6.1 有 158 5.6

病理分型 非鳞癌 221 8.1 0.582 PLR ≤ 164.62 217 10.8 ＜ 0.001
鳞癌 227 6.6 164.62 ～ 236.67 113 6.5

KRAS 突变 无 404 6.9 0.004 ≥ 236.67 118 4.2
有 44 15.6 NLR ≤ 3.06 217 11.3 ＜ 0.001

EGFR 突变 无 385 8.1 ＜ 0.001 3.06 ～ 5.64 137 5.8
有 63 4.2 ≥ 5.64 94 3.6

TP53 突变 无 406 7.7 0.379 MLR ≤ 0.38 191 10.8 ＜ 0.001
有 42 5.7 0.38 ～ 0.73 197 5.8

免疫表达 ＜ 1% 143 4.7 ＜ 0.001 ≥ 0.73 60 3.6
1% ～ 49% 151 8.3 全身免疫指数 ≤ 518.47 153 12.9 ＜ 0.001
≥ 50% 154 12.9 518.47 ～ 1087.82 139 7.7

脑转移 无 372 8.8 ＜ 0.001 ≥ 1087.82 156 4.3
有 76 5.6 预后营养指数 ≤ 40.30 76 3.6 ＜ 0.001

骨转移 无 311 9.1 ＜ 0.001 40.30 ～ 45.60 124 5.8
有 137 5.6 ≥ 45.60 248 10.4

肝转移 无 385 8.0 ＜ 0.001 肺癌炎性指数 ≤ 107.14 60 3.5 ＜ 0.001
有 63 5.6 107.14 ～ 342 214 5.9

肾上腺转移 无 386 8.0 ＜ 0.001 ≥ 342 174 12.0
有 62 5.6 CRR 正常 207 14.2 ＜ 0.001

合并抗菌药物 无 251 12.9 ＜ 0.001 异常 241 4.8
有 197 5.6 LDH 正常 364 7.3 0.147

合并 PPI 无 124 14.2 ＜ 0.001 异常 84 6.4
有 324 5.7 肺免疫预后指数分级 优 222 8.8 0.004

合并降压药 无 345 8.3 0.009 中 179 5.8
有 103 5.6 差 47 4.8

是 PFS 的独立保护因素。脑转移（P ＝ 0.007）、
肾上腺转移（P ＝ 0.001）、合并抗菌药物（P ＝

0.003）、合并 PPI（P ＝ 0.001）、合并降压药（P ＝

0.029）、合并糖皮质激素（P ＝ 0.007）、合并镇
痛 药（P ＝ 0.034）、PLR（P ＝ 0.001） 和 CRP
（P ＜ 0.001）是 PFS 的独立危险因素。被纳入

在 Cox 比例风险模型中的因素个数与总样本量之
间的倍数关系应为 15 ～ 20 倍。训练集队列共有
448 例患者，被纳入模型中的因素（包含哑变量）
共 19 个，认为倍数关系在范围之内。具体统计
学分析结果见表 5。
2.4　PFS 预测模型的建立与验证
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　　PFS 临床预测模型的列线图是由 BMI、治疗
方案、免疫表达、脑转移、肾上腺转移、吸烟指数、
KRAS 突变、合并抗菌药物、合并 PPI、合并降压
药、合并糖皮质激素、合并镇痛药、PLR 和 CRP
所构建的。用于预测患者 3、6、12、18 个月是否
进展的概率（见图 1）。
　　训练集的 C-index 为 0.849，3 个月、6 个月、

12 个月和 18 个月 PFS 的 AUC 分别为 0.900、0.885、
0.835 和 0.804，见图 2。验证集的 C-index 为 0.884，
3 个月、6 个月、12 个月和 18 个月 PFS 的 AUC 分
别为 0.964、0.891、0.860 和 0.846，见图 3。C-index
与 AUC 均大于 0.8，表明该模型具有较好的临床鉴
别能力。训练集 3 个月、6 个月、12 个月和 18 个月
PFS 校正曲线的 Brier 指数分别为 0.093、0.110、0.116
和 0.118，见图 4。验证集 3 个月、6 个月、12 个月
和 18 个月 PFS 校正曲线的 Brier 指数分别为 0.039、
0.050、0.083 和 0.085，见图 5。校准曲线的实际曲

表 4　PFS各因素 Lasso分析的回归系数表 
Tab 4　Regression coefficient table for Lasso analysis of PFS factors 

变量 回归系数 变量 回归系数

吸烟指数 － 0.193 CRP 0.748
BMI － 0.246 TNM 分期 －

ECOG-PS 评分 0.086 KRAS 突变 － 0.486
治疗方案 － 0.221 EGFR 突变 0.071
脑转移 0.093 合并镇静催眠药 －

骨转移 － 合并抗凝药 0.051
肝转移 － 合并抗组胺药 －

肾上腺转移 0.099 合并β2 受体激动剂 －

免疫表达 － 0.256 合并止呕药 －

经外周静脉置入中心静脉导管 － 合并镇痛药 0.201
合并抗菌药物 0.308 PLR 0.192
合并 PPI 0.515 NLR －

合并降压药 0.118 MLR 0.072
合并糖皮质激素 0.351 全身免疫指数 0.048
合并 NSAID － 肺癌炎性指数 － 0.115
预后营养指数 － 肺免疫预后指数分级 －

表 5　影响 PFS的 Cox多因素分析结果 
Tab 5　Cox multifactor analysis on PFS 

变量 HR 95%CI P 值

体质量指数 0.001

偏瘦 / 正常 0.684 0.443 ～ 1.056 0.087

偏瘦 / 超重 0.408 0.246 ～ 0.678 0.001

吸烟指数（≤ 400/ ＞ 400） 0.674 0.504 ～ 0.901 0.008

治疗方案 ＜ 0.001

单纯免疫 / 合用化疗 0.358 0.250 ～ 0.513 ＜ 0.001

单纯免疫 / 合用靶向 0.613 0.376 ～ 1.001 0.050

单纯免疫 / 三者联用 0.430 0.235 ～ 0.784 0.006

脑转移（无 / 有） 1.593 1.138 ～ 2.231 0.007

肾上腺转移（无 / 有） 1.846 1.271 ～ 2.683 0.001

免疫表达 0.001

＜ 1%/1% ～ 49% 0.599 0.424 ～ 0.848 0.004

＜ 1%/ ≥ 50% 0.500 0.340 ～ 0.737 ＜ 0.001

KRAS 突变（无 / 有） 0.397 0.207 ～ 0.762 0.005

合并抗菌药物（无 / 有） 1.615 1.171 ～ 2.228 0.003

合并 PPO（无 / 有） 2.221 1.410 ～ 3.497 0.001

合并降压药（无 / 有） 1.405 1.035 ～ 1.908 0.029

合并糖皮质激素（无 / 有） 1.692 1.154 ～ 2.481 0.007

合并镇痛药（无 / 有） 1.382 1.024 ～ 1.864 0.034

PLR 0.001

≤ 164.62/164.62 ～ 236.67 1.387 0.964 ～ 1.995 0.078

≤ 164.62/ ≥ 236.67 1.975 1.378 ～ 2.830 ＜ 0.001

CRP（正常 / 异常） 2.780 1.964 ～ 3.934 ＜ 0.001

图 1　PFS 预测模型的列线图

Fig 1　A nomogram of the PFS prediction model
注（Note）：1. 联合化疗（combination chemotherapy）；2. 三者

联合（combination of three regimes）；3. 联合靶向（shared targeting）；

4. 单用免疫（monotherapy immunity）。
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线接近理想曲线，表明该模型具有较好的临床区分
度和校准度。

图 2　PFS 预测模型训练集的 3（A）、6（B）、12（C）、18（D）个

月的 ROC 曲线

Fig 2　ROC curves of  the training set in PFS prediction model at 3（A），

6（B），12（C）and 18（D）months

图 3　PFS 预测模型验证集的 3（A）、6（B）、12（C）、18（D）个

月的 ROC 曲线

Fig 3　ROC curves of the validation set of PFS prediction models at 3
（A），6（B），12（C）and 18（D） months

2.5　模型决策曲线分析 
　　对 PFS 预测模型进行决策曲线分析，图中横
坐标为阈概率，纵坐标为净获益（真阳性的获益
和假阳性的损失的差值）。在图 6 中，将阈概率
定义为患者进展的概率，当通过模型预测患者进
展的概率为 10% 时，患者能在模型干预下有净获
益。本研究进一步对 B 模型进行比较，认为本模

型在临床上的净获益更高，主要原因是考虑了患
者合并用药情况。
3　讨论

　　本研究发现 BMI、吸烟指数、治疗方案、脑
转移、肾上腺转移、免疫表达、KRAS 突变、合
并抗菌药物、合并 PPI、合并降压药、合并糖皮
质激素、合并镇痛药、PLR 和 CRP 是影响晚期
NSCLC 使用 ICI 患者疗效的重要因素。通过这些
因素建立的列线图可以更精准地预测患者的 PFS。
　　患者高 BMI 基线、吸烟指数＞ 400、选择 ICI

图 4　PFS 预测模型训练集的 3（A）、6（B）、12（C）、18（D）个

月的校正曲线

Fig 4　Correction curves of the training set of PFS prediction model at 3
（A），6（B），12（C）and 18（D） months

图 5　PFS 预测模型验证集的 3（A）、6（B）、12（C）、18（D）个

月的校正曲线

Fig 5　Calibration curves of the validation set of the PFS prediction 
model at 3（A），6（B），12（C）and 18（D） months
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合并化疗方案、免疫表达、KRAS 突变是免疫治疗
预后的独立保护因素。Wang 等 [7] 的研究中表明，
在肥胖的大鼠体内，功能失调的 T 细胞显著增加，
这种衰竭可能部分由免疫检查点介导（如 PD-1/
PD-L1 途径），并由瘦素驱动，因此，更可能由
ICI 引起 [8]；患者的吸烟指数＞ 400 是免疫治疗预
后的一个保护因素，Riviz 等 [9] 的研究对使用了免
疫治疗的 NSCLC 患者进行了 GWAS 分析，结果
显示在具有吸烟史的患者中发现了较高的非同义
突变和更多的抗原负荷，这两个方面均有可能提
高患者的免疫治疗的疗效；ICI 合并化疗属于患
者治疗的一线方案，使用这种治疗方式的患者有
更好的疗效，这与目前的研究结论一致 [10]；关于
免疫表达，其中 PD-L1 表达大于 50% 的患者使用
ICI 治疗有更好的疗效，本研究结果和临床试验相
同 [11]；KRAS 突变对接受 ICI 治疗的患者是一个有
利因素，是因为有研究证明 KRAS 突变与 CD8 ＋

TILs、PD-L1 水平和 TMB 成正相关 [12-13]。
　　脑转移、肾上腺转移、合并抗菌药物、合并
PPI、合并降压药、合并糖皮质激素、合并镇痛药、
高 PLR 基线和 CRP 水平异常是免疫治疗疗效的
独立风险因素。有脑转移和肾上腺转移的患者的
TNM 分期更高，身体状态更差，疗效更低，这
和目前的研究结论一致 [14]；有研究表明，肠道微
生物群的多样性越高，对 ICI 的反应就越高，因
为它与 T 细胞数量和活性成正相关 [15]，与非抗菌
药物和 PPI 使用者相比，抗菌药物和 PPI 使用者
的肠道微生物群的多样性较低 [16]，所以合并抗菌
药物和合并 PPI 是接受 ICI 治疗的不利因素；有
研究表明，糖皮质激素通过诱导 T 细胞凋亡，阻
止促炎细胞因子的产生和释放，通过降低分化簇
CD28 和 CD80 分子的表达，减少白细胞介素 -2
的产生 [17-18]。加上 PD-L1 和 CTLA-4 在 NSCLC
患者肺组织中的过度表达 [19]，早期使用糖皮质激

素可能会增加 ICI 免疫级联反应的阻碍，从而抑
制有效抗肿瘤免疫的激活，对 NSCLC 患者的预
后产生不利影响；合镇痛药与 ICI 疗效降低有关，
在纳入患者的亚组分析中，合并镇痛药对 ICI 治
疗期间的生存有长期的负面影响，几乎每个亚组
都观察到 PFS 和总生存期（OS）的降低 [20]，这
与本研究结果一致；合并降压药物不利于接受
ICI 治疗患者的疗效，是因为肾素 - 血管紧张素
系统（RAS）在肿瘤细胞和内皮细胞中的高表达，
其在肿瘤细胞增殖、凋亡、血管形成和转移中起
重要作用 [21]。血管紧张素Ⅱ通过与肿瘤细胞中的
血管紧张素Ⅱ受体结合来诱导细胞增殖，还通过
上调血管内皮生长因子（VEGF）的表达来促进
肿瘤血管生成 [22]，RAS 组分也在大多数免疫细
胞中表达 [23]，在巨噬细胞、髓源性抑制细胞和成
纤维细胞中被激活，并在肿瘤微环境中诱导免疫
抑制；研究表明，当活化后的 PLT 与肿瘤细胞结
合后，可阻止肿瘤细胞被人体免疫细胞检测和攻
击，促使肿瘤细胞产生免疫逃逸，并且产生血管
内皮生长因子和转化生长因子 -β，促进肿瘤细胞
生长，从而不利于 ICI 的效果；研究表明 CRP 水
平升高的患者机体内转化生长因子 -β 等免疫抑制
因子的表达受到影响，抑制自然杀伤细胞功能，
影响效应 T 细胞功能 [24-25]，从而降低患者 ICI 的
疗效。
　　本研究构建的预测模型，以期帮助临床医师
更好地预测治疗 NSCLC 患者的疗效。因为相比之
前的模型，我们将患者的临床特征、合并用药情
况和临床指标纳入模型中，所有模型的 AUC 治疗
NSCLC 和 C-index 均大于 0.8，能更加精准地预测
患者的疗效。当然，这一模型也有待于未来临床
使用更多样本量、多中心进一步验证和完善。
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两票制政策对医疗机构药品供应的影响效应 
研究——以山东省某医院为例

梁轶群，闫美兴，于宝东（青岛大学附属妇女儿童医院药学部，山东　青岛　266034）

摘要：目的　探讨“两票制”政策对医院药品供应的影响。方法　收集 2016 年 11 月 1 日至

2022 年 11 月 1 日期间某医院涨价、降价、涨幅区间、降幅区间品规数，1 家及多家配送企业

对应品规数，临时及正式转配送品规数，配送企业平均份额及平均品规数，分析“两票制”对

药品价格、配送品规数及配送集中度的影响。结果　涨价品规数占比逐年下降，降价品规数

先减少后增加（P ＜ 0.05）；涨幅＞ 1000% 的品规数占比最大，多数涨幅区间内品规数占比下

降；降幅区间内品规数占比变化不明显。由 1 家配送企业对应品规数占比显著减少，由多家配

送企业对应品规数占比明显增加（P ＜ 0.05）；临时及正式转配送品规数比例均先增加后减少

（P ＜ 0.05）。配送企业平均份额及平均品规数增加。结论　“两票制”对医院药品供应影响显

著：抑制大部分药品涨价，但少数药品涨幅突出；药品供货初期不稳定，渐趋改善；药品供应

链集中化。建议对涨幅过高品种采取有力措施，进一步减轻患者用药负担。

关键词：两票制；医院药品供应；药品价格；配送品规数；药品配送集中度
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Effect of Two-vote system on drug supply in medical institutions: a hospital 
in Shandong as a case study

LIANG Yi-qun, YAN Mei-xing, YU Bao-dong (Qingdao Women and Children’s Hospital Qingdao 
University, Qingdao  Shandong  266034)

Abstract: Objective  To determine the influence of“Two-vote system” policy on hospital drug supply, 
and provide reference for policy making. Methods  Data from November 1st, 2016 to November 1st, 
2022 were collected, concerning price change in drugs, proportion of changes types and ranges of 
change delivery and manufacturers, average delivery quota and types, etc. The impact of Two-vote 
system on drug prices, distribution regulations and drug distribution patterns were analyzed. Results  
Two-vote system significantly affected drug price (P ＜ 0.05). The proportion of price-increase drugs 
decreased year by year. The percentage of products increased by 1000% was the largest, the rest of 
product range mostly declined. The change of product gauge was not obvious in the decreasing range. 
The number of products corresponding to one distribution enterprise decreased (P ＜ 0.05), and more 
than one distribution enterprise increased (P ＜ 0.05). The proportion of temporary trans-distribution and 
formal trans-distribution decreased after the increasing of the regulation (P ＜ 0.05). Drug distribution 
concentration was reflected in the distribution enterprise average share and distribution enterprise 
average product size centralized. Conclusion  Drug supply has been significantly impacted. Price 
increasing has been controlled, but partial still has been rising sharply. The stability of drug supply has 
been fluctuated and drug supply chain has been restructured. The optimization and concentration of drug 
distribution has appeard. Targeted measures with partial drug price increasing should be taken to reduce 
the burden of drug use for patients. 
Key words: Two-vote system; hospital drug supply; drug price; distribution regulation; drug delivery 
distribution
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　　“两票制”是指药品生产企业到流通企业开一
次发票，流通企业到医疗机构开一次发票。2017
年 1 月，国务院医改办等八部委联合出台《关于
在公立医疗机构采购中推行“两票制”的实施意见
（试行）》，要求我国公立医疗机构落实药品供应
“两票制”。2017 年 11 月 1 日，根据《山东省公
立医疗机构药品采购推行“两票制”实施方案（试
行）》及《青岛市公立医疗机构药品采购推行“两
票制”实施方案（试行）》的文件要求，青岛市公
立医疗机构启动实施“两票制”，并在 6 个月过渡
期后全部执行药品采购“两票制”。2019 年 10 月，
修订版《山东省公立医疗机构药品采购推行“两票
制”实施方案》公布。“两票制”的初衷是规范药品
流通秩序，压缩药品价格水分，打破原有的多层
级供应链条 [1-2]。“两票制”对医院药品供应的影响
如何？此类研究以往多采用系统分析或问卷调查，
本研究通过设定三个维度，分析某医院在“两票
制”实施前后连续六年的药品采购数据，旨在较
全面地探讨该政策对医院药品供应的影响，为政
策的制定提供有价值的参考依据。
1　资料与方法
1.1　资料
　　收集某医院 2016 年 11 月 1 日至 2022 年 11
月 1 日的药品价格、配送企业对应品规数、配送
企业份额等数据。其中，“两票制”政策允许按国
家现行规定采购的药品除外（麻醉药品、精神药
品、医疗用毒性药品、放射性药品等特殊药品，
以及中药饮片和疫苗等）。
1.2　方法
　　将 2016 年 11 月 1 日至 2017 年 10 月 31 日界
定为“两票制”实施前一年，将 2017 年 11 月 1 日
至 2018 年 10 月 31 日界定为“两票制”实施后第
一年，依此类推。以药品价格、配送品规数、药
品配送集中度为研究维度 [1]。各维度的定义如下：
　　药品价格：是指配送企业供货药品的销售价
格，是反映医疗服务价格在药品领域上涨或下降
的直观维度。
　　配送品规数：是指药品在是否由独家供货商
配送、临时或正式转换配送企业等不同供货状态
下，医院配送企业对应的品规数。该维度包含三
个参数，既与药品配送状态是否稳定有关，又关
联配送关系的转换模式，体现一定时期内医院药
品供货情况的连续变化趋势。
　　药品配送集中度：是指医院配送企业所占份
额及品规数的集中或离散程度，该维度从更深层
面反映在配送状态及模式的转变过程中，医院药

品供应链的重构趋势。药品配送集中度越高，说
明药品供应链趋向优化集中，反之，则趋向离散。
　　其中，药品价格以涨价品规数、降价品规数、
涨幅区间内品规数、降幅区间内品规数为参数；
配送品规数以配送企业对应品规数、临时转配送
品规数、正式转配送品规数为参数；药品配送集
中度以配送企业平均份额、配送企业平均品规数、
超过平均份额的配送企业个数、超过平均品规数
的配送企业个数为参数。各参数定义及计算方法
如下：
　　涨价品规数：在界定的某年度内较前一年度
价格上涨的品规数。
　　降价品规数：在界定的某年度内较前一年度
价格下降的品规数。
　　涨幅区间内品规数：在设定的药品价格涨幅
区间内的品规数。
　　降幅区间内品规数：在设定的药品价格降幅
区间内的品规数。
　　配送企业对应品规数：由一家或多家配送企
业供货对应的品规数。若某品种只有独家供货商，
则为 1 家配送企业对应品规，符合该条件的所有
品规数之和，即为 1 家配送企业对应品规数；有
2 家供货商的品规数汇总，即为 2 家配送企业对
应品规数；以此类推，分别汇总 3 家、4 家配送
企业对应品规数。
　　临时转配送品规数：医院因一家配送企业未
到货导致库存不足或断货，为保证临床用药，从
另一家配送企业临时采购的品规，则为临时转配
送品规，某年度符合该情况的所有品规数之和，
即临时转配送品规数。
　　正式转配送品规数：生产企业重新指定配送
权，使某一药品由一家配送企业正式转换至另一
家配送企业长期供货的品规，则为正式转配送品
规，当年符合此情况的品规数之和，即为正式转
配送品规数。
　　配送企业平均份额：配送企业在医院所有供
货商中占比的平均值，配送企业平均份额二 / 当
年医院配送企业数量。假设医院有 20 家配送企
业，则平均份额为 5%，统计医院当年采购金额
占比＞ 5% 的配送企业数量，即为超过平均份额
的配送企业个数。
　　配送企业平均品规数：每家配送企业供货品
规数的平均值，配送企业平均品规数二当年医院
品规数之和 / 当年医院配送企业数量。假设医院
有 1000 个品规，有 20 家配送企业，则平均品规
数为 50，统计当年供货品规数＞ 50 的配送企业
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数量，即为超过平均品规数的配送企业个数。
1.3　统计学分析方法
　　采用 SPSS 20.0 统计软件进行分析。“两票
制”政策实施前后的药品价格、配送企业对应品
规数、转配送品规数等各项参数采用 χ2 检验进行
比较。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　“两票制”对医院药品价格的影响
2.1.1　药品价格变化情况　表 1 结果显示，“两票
制”对药品价格有显著影响。其中，涨价品规数
占比逐年显著下降，降价品规数先减少后明显增
加（P ＜ 0.05）。
2.1.2　药品涨幅及降幅情况　由表 2 看出，涨幅
α ＞ 1000% 的品规数占比最高，其余多数涨幅区

间内品规数占比在“两票制”实施后第五年下降。
　　表 3 结果显示，各降幅区间内品规数占比变
化趋势不明显。

表 2　“两票制”实施前后药品涨幅情况 [n(%)] 
Tab 2　Range of increase before and after the implementation of “Two-vote system”[n(%)]

时间

涨幅区间内的品规数（占涨价品规数比例）

α ＜ 50%
50% ＜α
≤ 100%

100% ＜α
≤ 200%

200% ＜α
≤ 300%

300% ＜α
≤ 400%

400% ＜α
≤ 500%

500% ＜α
≤ 1000%

α ＞ 1000%

实施前一年（n ＝ 112） 8（7.14） 10（8.93） 3（4.11） 9（8.04） 9（8.04） 8（7.14） 13（11.61） 26（23.21）

实施后第一年（n ＝ 94） 11（11.70） 3（3.19） 3（4.11） 8（8.51） 4（4.26） 4（4.26） 9（9.57） 45（47.87）

实施后第二年（n ＝ 73） 3（4.11） 3（4.11） 13（17.81） 6（8.22） 4（5.48） 1（1.37） 10（13.70） 33（45.21）

实施后第三年（n ＝ 65） 3（4.62） 4（6.15） 6（8.22） 5（7.69） 4（6.15） 1（1.52） 12（18.46） 24（36.92）

实施后第四年（n ＝ 59） 4（6.78） 3（5.08） 4（5.48） 5（8.47） 3（5.08） 2（3.39） 13（22.03） 19（32.20）

实施后第五年（n ＝ 51） 2（3.92） 1（1.96） 33（45.21） 4（7.84） 2（3.92） 1（1.96） 10（19.61） 22（43.14）

表 3　“两票制”实施前后药品降幅情况 [n(%)] 
Tab 3　Range of decrease before and after the implementation of “Two-vote system” [n(%)]

时间

降幅区间内品规数（占降价品规数比例）

α ＜ 50%
50% ＜α
≤ 100%

100% ＜α
≤ 200%

200% ＜α
≤ 300%

300% ＜α
≤ 400%

400% ＜α
≤ 500%

500% ＜α
≤ 1000%

α ＞ 1000%

实施前一年（n ＝ 112） 24（9.45） 18（7.09） 23（9.06） 21（8.27） 23（9.06）   8（3.15） 40（15.75）   93（36.61）

实施后第一年（n ＝ 94） 11（7.80）   7（4.96） 14（9.93）   18（12.77）   15（10.64）  15（10.64） 30（21.28）   29（20.57）

实施后第二年（n ＝ 73） 17（7.59） 20（8.93） 17（7.59） 16（7.14） 18（8.04）   9（4.02） 42（18.75）   85（37.95）

实施后第三年（n ＝ 65） 18（7.26） 22（8.87） 15（6.05） 20（8.06） 23（9.27）   8（3.23） 44（17.74）   98（39.52）

实施后第四年（n ＝ 59） 21（7.29） 25（8.68） 14（4.86） 23（7.99） 25（8.68） 11（3.82） 49（17.01） 120（41.67）

实施后第五年（n ＝ 51） 22（7.24） 27（8.89） 17（5.59） 27（8.89） 24（7.89） 13（4.28） 52（17.11） 122（40.13）

2.2　“两票制”对配送品规数的影响
2.2.1　配送企业品规数　表 4 显示，“两票制”对
配送企业品规数有显著影响，由 1 家配送企业对
应品规数占比减少，由多家配送企业对应品规数
比例增加（P ＜ 0.05）。
2.2.2　“两票制”对转配送品规数的影响　表 5 显
示，“两票制”对转配送品规数影响显著，临时
转配送品规数比例、正式转配送品规数比例均
在“两票制”实施后的前两年先增加，随后减少
（P ＜ 0.05）。
2.3　“两票制”对药品配送集中度的影响
　　表 6 及表 7 显示，“两票制”实施后，配送企

业平均份额及配送企业平均品规数逐年上升，超
过平均份额及平均品规数的配送企业增加。
3　讨论 
　　“两票制”政策是国务院出台的一项重大决
策，其目的是支持医疗服务价格改革，从流通领
域要红利。当前，医疗机构的改革重在破除以药
养医的传统机制，一方面取消了药品加成，另一
方面通过招标采购来压缩药品价格空间。随着国
家医改步伐加快，一致性评价、飞行检查等手段
从源头上提高了市场准入门槛，国家适时推出
“两票制”政策，以期从终端上严格监管药品使
用，降低药品价格、保持医疗机构的良性运转。

表 1　“两票制”实施前后药品价格情况 [n(%)] 
Tab 1　Drug prices before and after the implementation of “Two-

vote system” [n(%)]

时间
品规数量

价格不变 涨价 降价

实施前一年（n ＝ 936） 570（60.90） 112（11.96） 254（27.14）

实施后第一年（n ＝ 955） 720（75.39） 94（9.84） 141（14.76）

实施后第二年（n ＝ 976） 679（69.57） 73（7.45） 224（22.95）

实施后第三年（n ＝ 996）
实施后第四年（n ＝ 1048）
实施后第五年（n ＝ 1067）

683（68.57）
701（66.89）
712（66.73）

65（6.77）
59（5.63）
51（4.78）

248（24.90）
288（27.48）
304（28.50）

注（Note）：χ2 ＝ 59.3156，P ＜ 0.05.
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　　本研究表明，“两票制”政策能够抑制大部分
药品涨价，分析原因：一是，“两票制”政策增加
了监管机构对药品从生产到使用全过程的掌控力
度，医院药品价格更透明；二是，对于山东省药
品招标采购平台规定最高限价的品种，医院采用
招标议价模式，加大二次议价力度，以低价中选

的原则进行院内招标，从而挤掉一部分价格虚报
的水分 [3]；三是，“两票制”缩减了不必要的流通
环节，使药品流通全流程更为简洁可控，流通渠
道的合并归拢，使节省下来的资金一部分流向更
大规模的配送企业，通过企业竞争促使实力雄厚
的供货企业更加有话语权 [4]。但本研究也发现，
“两票制”实施后，少部分大幅涨价的药品比实
施前增加，这一研究结论与文献基本一致 [1，5-6]。
可能的原因：一是，该部分药品往往是临床用量
小，难采购的必需品种，如鱼精蛋白注射液，原
料稀缺，存在原料垄断，由于政策性因素，这些
品种在山东省招标采购平台的中标价很低，但流
通企业供货价格远高于此，或者供货品种并非招
标挂网的产地，医院为保证临床用药，不得不
高于中标价或在平台之外采购 [7]；二是，传统的
“底价代理”模式只能依靠过票企业，上下游的
运作都需要大量资金投入，而“两票制”使药品
代理人排除在药品流通渠道之外，靠走票、挂
靠生存的小型流通企业被淘汰，流通环节的各种
费用全部上溯到生产企业，倒逼生产企业将药
品出厂价格由“底价代理”模式转变为“高开返
佣”[1，3，8-9]；三是，“两票制”实施后，流通企业
增加了对接生产企业、核对票据、在电子系统上
传纸质票据信息等大量工作，人力财力等各种成
本增加 [4，9]。
　　“两票制”政策的影响不仅体现在药品价格

表 4　“两票制”实施前后配送企业对应品规数 [n(%)] 
Tab 4　Numbers corresponding to enterprises before and after the implementation of “Two-vote system” [n(%)]

时间
品规数

1 家配送企业 2 家配送企业 3 家配送企业 4 家配送企业

实施前一年（n ＝ 976） 956（97.95） 17（1.74） 1（0.10） 2（0.20）

实施后第一年（n ＝ 955） 901（94.35） 48（5.03） 5（0.52）  1（0.10）

实施后第二年（n ＝ 936） 865（92.41） 55（5.88）
59（5.97）
66（6.28）
76（7.09）

15（1.60）
20（2.02）
31（2.93）
36（3.35）

 1（0.11）
39（3.92）
50（4.77）
83（7.78）

实施后第三年（n ＝ 996） 878（88.12）

实施后第四年（n ＝ 1048） 901（85.98）

实施后第五年（n ＝ 1067） 872（81.74）

注（Note）：χ2 ＝ 59.3156，P ＜ 0.05。

表 5　“两票制”实施前后转配送品规数 [n(%)] 
Tab 5　Numbers of trans-distribution before and after the implementation of “Two-vote system”[n(%)]

时间
品规数

未转配送 临时转配送 正式转配送

实施前一年（n ＝ 976） 942（96.52） 19（1.95） 15（1.54）

实施后第一年（n ＝ 955） 886（92.77） 53（5.55） 16（1.68）

实施后第二年（n ＝ 936）
实施后第三年（n ＝ 996）
实施后第四年（n ＝ 1048）
实施后第五年（n ＝ 1067）

855（91.35）
934（93.78）
1007（96.09）
1044（97.84）

71（7.59）
52（5.22）
33（3.11）
17（1.59）

19（2.07）
10（1.01）
8（0.78）
6（0.59）

注（Note）：χ2 ＝ 34.16，P ＜ 0.05。

表 6　“两票制”实施前后配送企业平均份额及品规数情况 
Tab 6　Average share and numbers before and after the 

implementation of “Two-vote system”

时间 配送企业平均份额 /% 配送企业平均品规数

实施前一年 3.12 28.36

实施后第一年 3.20 31.83

实施后第二年

实施后第三年

实施后第四年

实施后第五年

3.35 
4.27 
4.96 
5.73 

34.86
37.09
39.21
41.83

表 7　“两票制”实施前后超过平均份额及品规数的配送企业 
情况 [n(%)] 

Tab 7　Enterprises exceeding average share and numbers before 
and after the implementation of “Two-vote system”[n(%)]

时间
超过平均份额的配送

企业个数

超过平均品规数的配

送企业个数

实施前一年   9（71.69）   4（48.61）

实施后第一年 10（74.13）   7（65.03）

实施后第二年

实施后第三年

实施后第四年

实施后第五年

11（82.89）
13（83.21）
14（84.72）
16（86.19）

  8（69.20）
10（71.20）
11（72.32）
11（72.32）
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上，还显著影响配送品规数。本研究显示，“两
票制”实施后，独家配送企业减少，多家配送企
业对应的品规数比例增加，这反映出供货不稳
定。分析原因，首先，“两票制”实施后，生产企
业与流通企业之间的关系发生了根本性转变，过
票行为受到严厉打击，资金的拖欠方变成了生产
企业，而流通企业需先垫付货款，因投入和回报
之间的风险加大，可能减少备货，导致药品供货
不及时 [1，9]；其次，个别承诺执行“两票制”的配
送企业在实际供货时不符合“两票制”，医疗机
构按照要求不能违规采购，导致药品断货；再者，
生产企业勾选的唯一配送企业并非医院原有供货
商，医院不得不走程序申请重新开户，导致供货
延迟。但另一个角度，当一家配送企业供货不足
时，医疗机构有更多选择，可从其他配送企业获
取所需药品，在一定程度上可缓解药品缺货的影
响。本研究还表明，临时转配送及正式转配送品
规数比例均先增加后减少，这说明在药品供货稳
定性波动的同时，配送关系经历了重构过程，药
品断货状况渐趋平稳 [7-10]。分析原因，可能是医
疗机构为加强对药品供应链的管理，更倾向于与
配送企业建立长期稳定的合作关系，这促使原
来基于各自商业考虑的流通企业不得不进行渠道
整合优化、产品合理布局，药品流通渠道在经历
调整后相对集中，使大型配送企业的资金有了保
证，从而能够保障医疗机构药品供货及时。
　　此外，本研究发现，“两票制”也显著影响药品
配送集中度。在政策实施后，配送企业平均份额及
平均品规数、超过平均份额及平均品规数的配送企
业数量均增加。研究发现，“两票制”实施后，较大
规模配送企业份额排名大幅上升。如“两票制”实
施前排名第 19位、第 20位的 2家流通企业，在“两
票制”实施后第二年份额分别升至第 9 位、第 7 位。
药品配送集中度提高，意味着药品供应链发生了
深刻转变。这是由于医院可能需要建立新的配送关
系，以保证原有品规继续供应，考虑供货方服务资
质和水平、供货信誉和能力，对配送企业的评估和
筛选有更高要求；再者，对于无法供货品种，医院
可能选择其他生产企业的同类药品，实现可替代品
规更新 [11]，这都促使配送企业份额及品规数向实
力更强的大型流通企业集中，它们能够覆盖更广的
配送区域，更容易与上游企业建立信任，获得更多
生产企业配送权 [11-14]。
　　当前，“两票制”政策成效凸显，压缩了中间
环节，降低了医院运营成本。对少数药品价格大

幅波动的状况，建议医疗机构稳定和优化药品配
送渠道，形成竞争报价态势，加强与政府部门的
沟通合作，及时反映遇到的困难，争取更多支持
和帮助；药品供货稳定性方面，流通企业应做好
布局谋篇，修正自身问题，保证及时供货；同时，
建议政府部门加大价格监管力度，保障供应稳定，
确保价格合理，在医改深度和广度上达到目标。
4　结论
　　综上所述，“两票制”政策显著影响医院药品
供应：有效控制多数药品价格，但少量药品涨幅
突出；药品供货初期不稳定，并渐趋平稳；药品
供应链优化集中。期待监管部门对少数猛涨药品
采取有力措施，进一步降低患者用药负担。
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基于 FAERS数据库的喹硫平不良事件信号挖掘与分析

邓珍珍1，冯灿2，汪江林1*（1.中南大学湘雅三医院药学部，长沙　410013；2. 中南大学湘雅药学院，长沙　410013）

摘要：目的　基于美国食品药品监督管理局（FDA）不良事件报告系统（FAERS）数据库挖掘喹
硫平的药物不良事件（ADE）信号，为该药的临床安全使用提供参考。方法　检索 FAERS 数据
库中 2004 年至 2023 年共 79 个季度关于喹硫平的不良反应报告，同时采用报告比值比法、比例
报告比值法、贝叶斯置信区间神经网络传播法、多重伽马 - 泊松收缩估计法，按药物不良事件
术语集的首选术语（PT）和系统器官分类（SOC）对纳入的 ADE 报告进行分类并计算风险信号。
结果　共收集主要怀疑药物为喹硫平的 ADE 报告 261 725 份，涉及的患者有 68 012 例，其中以
女性（37 495 份，55.13%）及老年患者（＞ 65 岁）（35 312 份，占 51.9%）居多，报告国家以美国
为主，结局多为其他严重后果、住院、死亡和危及患者生命。共挖掘出喹硫平阳性风险信号 PT 
713 个，涉及 SOC 27 个，所得信号基本与药品说明书一致，其中报告数最多的 ADE 为糖尿病，
且信号强度较高。报告数超过 500 例的 ADE 中，共挖掘 47 个阳性风险信号 PT，其中横纹肌溶
解为说明书中未收载的 ADE。喹硫平引起 ADE 发生的时间不一，常在用药后 30 d 内或用药一
年以上发生。结论　临床在使用喹硫平时除应在全程关注药品说明书收录的 ADE 外，还应警惕
说明书未提及的 ADE，并且根据性别、年龄等制订个体化的用药监护方案。
关键词：喹硫平；美国 FDA 不良事件报告系统；药物不良事件；发生时间
中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2248-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.048

Data mining of adverse drug event signals for quetiapine  
based on FAERS database

DENG Zhen-zhen1, FENG Can2, WANG Jiang-lin1* (1. Department of Pharmacy, the Third Xiangya 
Hospital of Central South University, Changsha  410013; 2. Xiangya School of Pharmaceutical 
Sciences, Central South University, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To mine adverse drug event (ADE) signals for quetiapine from the FDA 
Adverse Event Reporting System (FAERS) database, and provide reference for its safe clinical use. 
Methods  We searched the FAERS database for ADE reports related to quetiapine from 2004 to 
2023, 79 quarters in total. Several methods were used, including the reporting odds ratio, proportional 
reporting ratio, Bayesian confidence propagation neural network, and multi-item Gamma poisson 
shrinker. The ADE reports were categorized and risk signals were grouped based on the preferred 
terms and system organ classes. Results  Totally 261 725 ADE reports were collected in which 
quetiapine was the primary suspect drug, involving 68 012 patients. The majority of these reports 
came from females (37 495 reports, 55.13%) and over 65 years old (35 312 reports, 51.9%), mainly 
reported in the United States, with outcome often being other serious consequences, hospitalization, 
death, or life-threatening conditions. Totally 713 positive risk signals for quetiapine were identified, 
covering 27 system organ classes, basiclly consistent with the insruction in the drug package. The 
most frequently reported ADE was diabetes, with strong signals. Among those ADEs with more than 
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　　喹硫平（quetiapine）是较新的第二代非典型
抗精神病药物，通过拮抗脑内包括多巴胺 2 型受
体和 5- 羟色胺 2 型受体在内的多种神经递质受体，
从而起到抗精神病、稳定心境、助眠、镇静等作
用，该药于 1997 年获得美国食品药品监督管理局
（FDA）批准用于治疗精神分裂症。喹硫平与肌
张力障碍和锥体外系副作用的相关性较小，而且
能改善精神病患者受损的认知功能，因此其被认
为是精神分裂症的一线治疗药物，并逐渐取代经
典的抗精神病药物，在国际上获得广泛认可。后
来，喹硫平又被 FDA 批准用于治疗双相抑郁及躁
狂，以及与锂盐丙戊酸联合用于双相情感障碍的
维持治疗 [1]，是目前唯一被 FDA 批准，并在国内
外治疗指南中推荐用于双相情感障碍急性期、巩
固期和维持期治疗的一线药物 [2-6]。2022 年国内医
疗机构终端销售达 16 亿元人民币，位居精神镇静
类药物销量第三名。除了 FDA 正式批准的适应证
外，喹硫平还经常被超说明书用于治疗包括阿尔
茨海默病、广泛性焦虑症、激越、创伤后应激障
碍、强迫症以及原发性失眠等疾病。
　　喹硫平药理学机制及效应复杂，且其临床
应用越来越广泛，近年来该药的不良反应报告
也在不断增多，常见的不良反应主要为胃肠系
统疾病、神经系统疾病、血液及淋巴系统疾病、
心脏器官疾病、代谢和营养类疾病、眼器官疾
病、免疫系统疾病、肝胆疾病等，且约 30% 的
病例报告结局严重。但目前仍缺乏基于真实世界
数据的喹硫平药物不良事件（adverse drug event，
ADE）的系统性研究。FDA 的不良事件报告系统
（FAERS）是世界上最大的药物不良事件数据库
之一，收集了来自世界各地的 ADE 报告，能够
发现新的和潜在的不良反应，实时跟踪药物不良
反应的发生及发展，并分析这些反应与药物之间
的联系及相关程度，以此来弥补说明书的更新滞
后、不确定性和信息不全等问题。因此，本研究
旨在利用 FAERS 数据库，通过信号检测和统计
分析，全面了解喹硫平在真实世界中 ADE 的发
生情况，为喹硫平的临床应用提供参考。
1　资料与方法

1.1　资料来源
　　从 FAERS 数据库中提取 2004 年第一季度至
2023 年第三季度共 79 个季度的原始数据，每个季
度的原始数据都包含 7 张表，即：人口统计信息
（DEMO）表、不良事件记录（REAC）表、药物
使用记录（DRUG）表、治疗结果记录（OUTC）
表、报告来源（RPSR）表、治疗时间（THER）表
和诊断（INDI）表。
1.2　方法
1.2.1　数据清洗　根据 FDA 推荐的标准进行去除
重复，同时通过 PRIMARYID 字段建立数据间的
映射关系，对年龄、体重等异常值进行处理。
1.2.2　数据标准化　本研究采用《国际医学科学组
织理事会国际医学用语词典》（MedDRA 26.0 版）
中药物不良事件术语集的首选术语（preferred term，
PT）和系统器官分类（system organ class，SOC）对
纳入的 ADE 报告进行标准化、汉化及分类。
1.2.3　数据提取　以喹硫平的缩写、商品名、
Embase 和 PubMed 数据库检索到的主题词和自
由词为关键词，提取以喹硫平为首要怀疑药物的
ADE 报告。
1.2.4　数据分析与筛选　本研究采用比例失衡法中
的报告比值比法（reporting odds ratio，ROR）和比
例报告比值法（proportional reporting ratio，PRR）、
贝叶斯法中的贝叶斯置信区间神经网络传播法
（Bayesian confidence propagation neural network，
BCPNN）和多重伽马 - 泊松收缩估计法（multi-item 
gamma Poisson shrinker，MGPS）同时检测药物的
ADE 信号，具体方法参考 Zou 等 [7] 的研究，其中
ROR、PRR、IC025、EBGM05 数值越大，表示目
标药物与目标 ADE 之间的关联性越强。所有统计
分析采用 Microsoft EXCEL 2021 及 R 4.3.2 软件联
合完成。
2　结果
2.1　ADE 报告的情况
　　在去除重复数据后，从 FAERS 数据库中收集
了以喹硫平为首要怀疑药物的相关 ADE 报告共计
261 725 份，涉及的患者有 68 012 例，其中女性占
55.13%，男性占 38.42%，性别不清楚的占 6.45%。

500 reports, 47 positive risk signals were identified, except rhabdomyolysis, which was not listed in 
the instruction. The time of ADEs onset induced by quetiapine varied, often occurring within 30 days 
or a year after the treatment. Conclusion  Clinicians should not only monitor the ADEs of quetiapine 
in the instuction but also be vigilant about those not mentioned. Individualized monitoring plans 
should be catered based on factors such as gender and age. 
Key words: quetiapine; FAERS; adverse drug event; time of onset
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ADE 报告中患者的年龄涉及各个阶段，其中 64 ～ 85
岁年龄段占了一半以上（35 312 份，占 51.9%）；报
告数据来源于 119 个国家，其中报告数量前 5 的国家
依次为美国、英国、意大利、德国、法国。适应证
以产品用于未知适应证、双相情感障碍、抑郁、精
神分裂症、焦虑居多；近 29.42%ADE 的结局为其他
严重后果，其次是住院（25.01%）、死亡（10.65%）和
危及生命（6.63%）。喹硫平相关 ADE 报告的基本信
息详见表 1。各年度喹硫平相关 ADE 报告数量呈波
动变化，其中以 2012 年报告数最多，见图 1。

表 1　喹硫平相关 ADE 报告的基本信息 
Tab 1　Characteristics of ADE reports associated with quetiapine

基本信息 分类 报告例数 /（n） 构成比 /%
不良事件总数 68 012
性别 女 37 495 55.13

男 26 127 38.42
未知 4390   6.45

年龄 / 岁 ＜ 18 2593   3.81
18 ～ 64 1427   2.10
64 ～ 85 35 312 51.92
＞ 85 6728   9.89
未知 21 952 32.28

体重 /kg ＜ 50 1952   2.87
50 ～ 100 15 105 22.21
＞ 100 4411   6.49
 缺失 46 544 68.43

报告人员 医务人员 37 993 55.86
非医务人员 17 419 25.61
未知 12 600 18.53

报告国家（前 5） 美国 36 063 53.02
英国 4732   6.96
意大利 4242   6.24
德国 4127   6.07
法国 2894   4.26

不良事件结局 住院 17 007 25.01
死亡 7246 10.65
危及生命 4508   6.63
残疾 2176   3.20
先天畸形 506   0.74
永久缺陷 749   1.10
其他 20 012 29.42
未知 15 808 23.24

适应证（前 5） 用于未知适应证 13 741 20.20
双相情感障碍 11 860 17.44
抑郁 9296 13.67
精神分裂症 6186   9.10
焦虑 4774   7.02

2.2　喹硫平 ADE 信号累及的 SOC 分类
　　按照 Med DRA 26.0 版的 SOC 将有信号的
PT 进行了分类，得到了 27 个对应 SOC。SOC 的
报告频次和占比见表 2，前 5 位的 SOC 分别是精
神病类，各类神经系统疾病，各类损伤、中毒及
操作并发症，全身性疾病及给药部位各种反应，
代谢及营养类疾病。在 4 种分析方法中至少满足
一个阈值判定标准的 SOC 有 9 个，包括精神病

类，各类神经系统疾病，各类损伤、中毒及操作
并发症，代谢及营养类疾病，心脏器官疾病，妊
娠期、产褥期及围产期状况，社会环境，各种先
天性家族性遗传性疾病，内分泌系统疾病；其中
代谢及营养类疾病是唯一一个同时满足 4 种分析
方法阈值判定标准的 SOC。
2.3　喹硫平相关 ADE 的信号分析
　　在 PT 层级下，同时满足 4 种分析方法阈值判
定标准的喹硫平相关 ADE 阳性信号数有 713 个，
共涉及 27 个 SOC。ADE 报告数超过 500 例且同
时满足 4 种分析方法阈值判定标准的 PT 有 47 个，
共涉及 10 个 SOC，详见表 3，其中喹硫平引起的
糖尿病是报告数最多的 PT，其 ROR 值为 22.91。
同时，在这 47 个 PT 中，横纹肌溶解是唯一一个
药品说明书未提及的且同时满足 4 种分析方法阈
值判定标准的 ADE。而 ADE 报告数超过 100 例
且同时满足 4 种分析方法阈值判定标准的 PT 有
128 个，共涉及 15 个 SOC（除上述 9 个 SOC 外，
还涉及生殖系统及乳腺疾病、呼吸系统、胸及纵
隔疾病、眼器官疾病、内分泌系统疾病、肾脏及
泌尿系统疾病），得到药品说明书未提及的且同
时满足 4 种分析方法阈值判定标准的喹硫平相关
PT 阳性信号除横纹肌溶解外还包括肠胃结石 [n＝
168；ROR（95%CI）＝ 41.88（35.44 ～ 49.48）；
PRR ＝ 41.85；χ2 ＝ 5502.94；EBGM05 ＝ 30.05；
IC025 ＝ 3.44]、心肌炎 [n ＝ 157；ROR（95%CI）＝

3.87（3.31 ～ 4.54）；PRR ＝ 3.87；χ2 ＝ 327.83；
EBGM05 ＝ 3.34；IC025 ＝ 0.27]、 缺 血 性 结 肠
炎 [n ＝ 150；ROR（95%CI）＝ 5.36（4.55 ～ 6.30）；
PRR ＝ 5.35；χ 2 ＝ 516.64；EBGM05 ＝ 4.57；
IC025 ＝ 0.72]。
2.4　ADE 发生的时间分布情况 
　　在排除不准确、缺失或未知的发病时间报告
后，对收集的 12 886 例报告进行 ADE 发生的时间
分析，结果如图 2 所示，大多数病例发生 ADE 是
在给药超过 1 年后（n ＝ 4878，37.86%），其次是

图 1　2004 年第一季度至 2023 年第三季度间喹硫平相关 ADE 每年

的报告数量

Fig 1　Number of annual reports of quetiapine-related ADEs between 
the first quarter of 2004 and the third quarter of 2023
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在第 1 个月内（n ＝ 3654，28.36%）。随着用药时
间的推移，ADE 报告数首先呈明显下降趋势，但
用药 3 个月后，ADE 报告数又呈明显增加的趋势。

图 2　喹硫平相关 ADE 发生的时间分布情况

Fig 2　Time to onset of ADE associated with quetiapine

3　讨论
3.1　喹硫平 ADE 的性别差异
　　本文对 261 725 份以喹硫平为首要怀疑药物
的相关 ADE 报告进行分析和挖掘，研究结果显

示，女性 ADE 的报告数明显高于男性，提示女
性发生喹硫平相关 ADE 的风险可能高于男性。
既往研究表明，在所有药物类别中，女性出现不
良反应的风险几乎是男性的两倍，而且因不良反
应而住院的可能性明显更高 [8-9]，也有研究结果
显示抗精神病药物的不良反应在女性中比在男性
中更为普遍和严重 [10-11]。然而，喹硫平引起的不
良反应存在的性别差异其原因暂不明确，这可能
由多种因素造成 [11]：① 男女性激素水平的差异
可能影响喹硫平在体内的药代动力学过程，从而
导致相同剂量的药物在女性体内产生更高的血药
浓度，增加女性不良反应发生的风险 [12]；② 性
别角色和社会心理因素的影响，女性可能更加关
注自己的健康状况，这使其更可能报告药物不良
反应；③ 喹硫平是脂溶性药物，女性通常比男性
有更高的体脂比例 [13]，这可能会导致女性体内的
药物累积更多，从而增加不良反应在女性中的发
生风险；④ 女性比男性更有可能同时使用多种
药物，数据显示女性平均每年使用的药物种类为
5 种，而男性平均每年使用的药物种类为 3.7 种，
这可能进一步增加了女性发生 ADE 的风险  [14]。
3.2　喹硫平 ADE 的年龄分布差异
　　从年龄分布上看，小于 18 岁及 18 ～ 64 岁之

表 2　喹硫平 ADE信号累及的 SOC分类报告情况 
Tab 2　Signals of ADEs of quetiapine at the System Organ Class level in FAERS database

SOC 构成比 /% 报告例数 ROR（95%CI） PRR χ2 EBGM05 IC025
精神病类 17.76 46 488 3.61（3.58 ～ 3.65） 3.15 71 153.11 3.08 － 0.03 
各类神经系统疾病 14.99 39 221 1.88（1.86 ～ 1.91） 1.75 13 734.18 1.73 － 0.86 
各类损伤、中毒及操作并发症 11.75 30 762 1.20（1.18 ～ 1.21） 1.18 887.98 1.16 － 1.43 
全身性疾病及给药部位各种反应 10.52 27 524 0.56（0.55 ～ 0.56） 0.60 8738.85 0.59 － 2.39 
代谢及营养类疾病 8.46 22 130 4.21（4.15 ～ 4.27） 3.94 48 561.57 3.82      0.29 
各类检查 6.21 16 241 1.00（0.98 ～ 1.02） 1.00 0.00 0.98 － 1.67 
胃肠系统疾病 6.01 15 733 0.68（0.67 ～ 0.70） 0.70 2141.26 0.69 － 2.17 
各种肌肉骨骼及结缔组织疾病 3.11 8146 0.58（0.57 ～ 0.59） 0.59 2403.19 0.58 － 2.42 
心脏器官疾病 3.10 8126 1.16（1.14 ～ 1.19） 1.16 176.98 1.13 － 1.46 
呼吸系统、胸及纵隔疾病 2.99 7820 0.62（0.61 ～ 0.64） 0.63 1735.02 0.62 － 2.32 
感染及侵染类疾病 1.98 5180 0.37（0.36 ～ 0.38） 0.38 5513.96 0.37 － 3.06 
血管与淋巴管类疾病 1.87 4902 0.86（0.84 ～ 0.89） 0.87 103.53 0.84 － 1.87 
皮肤及皮下组织类疾病 1.72 4497 0.31（0.30 ～ 0.32） 0.32 6919.49 0.31 － 3.31 
眼器官疾病 1.54 4027 0.78（0.75 ～ 0.80） 0.78 257.53 0.76 － 2.03 
肾脏及泌尿系统疾病 1.40 3673 0.72（0.69 ～ 0.74） 0.72 400.07 0.70 － 2.13 
血液及淋巴系统疾病 1.20 3136 0.71（0.68 ～ 0.73） 0.71 375.42 0.69 － 2.16 
肝胆系统疾病 0.84 2207 0.92（0.88 ～ 0.96） 0.92 14.60 0.88 － 1.78 
生殖系统及乳腺疾病 0.80 2092 0.88（0.84 ～ 0.91） 0.88 36.88 0.84 － 1.86 
妊娠期、产褥期及围产期状况 0.70 1830 1.60（1.53 ～ 1.68） 1.60 406.26 1.52 － 1.00 
社会环境 0.59 1539 1.27（1.21 ～ 1.34） 1.27 89.10 1.21 － 1.32 
各种先天性家族性遗传性疾病 0.48 1268 1.54（1.45 ～ 1.62） 1.53 234.05 1.45 － 1.05 
各种手术及医疗操作 0.44 1149 0.33（0.31 ～ 0.35） 0.34 1529.83 0.32 － 3.24 
内分泌系统疾病 0.37 973 1.49（1.40 ～ 1.59） 1.49 157.12 1.40 － 1.09 
良性、恶性及性质不明的肿瘤（包括囊状和息肉状） 0.36 932 0.13（0.12 ～ 0.14） 0.13 5523.97 0.12 － 4.59 
耳及迷路类疾病 0.31 810 0.71（0.66 ～ 0.76） 0.71 96.82 0.66 － 2.16 
免疫系统疾病 0.27 697 0.24（0.22 ～ 0.26） 0.24 1673.65 0.23 － 3.71 
产品问题 0.24 621 0.15（0.14 ～ 0.16） 0.15 2976.01 0.14 － 4.38 
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表 3　喹硫平 ADE报告数在 500 例以上且满足 4 种分析方法阈值判定标准的 PT信号强度 
Tab 3　PT signal intensity with more than 500 ADE reports of quetiapine meeting the threshold criteria of 4 analytical methods

SOC PT 构成比 /% 报告例数 ROR（95%CI） PRR χ2 EBGM05 IC025
代谢及营养类疾病 糖尿病 2.63 6875 22.91（22.34 ～ 23.50） 22.33 125 702.62 19.70 2.66
精神病类 失眠 1.46 3813 3.34（3.24 ～ 3.45） 3.31 6062.75 3.18 0.04
各类损伤、中毒及操作并发症 各种制剂毒性 1.43 3744 4.97（4.81 ～ 5.14） 4.91 11 418.35 4.69 0.60
各类神经系统疾病 嗜睡 1.35 3545 4.21（4.07 ～ 4.35） 4.17 8375.20 3.99 0.37
代谢及营养类疾病 2 型糖尿病 1.24 3238 24.47（23.58 ～ 25.38） 24.18 63 950.21 20.94 2.77
胃肠系统疾病 胰腺炎 1.12 2937 13.81（13.30 ～ 14.34） 13.67 32 225.17 12.43 2.02
精神病类 药物滥用 0.91 2388 6.81（6.54 ～ 7.09） 6.76 11 328.43 6.34 1.05
精神病类 实施自杀行为 0.89 2331 9.33（8.95 ～ 9.73） 9.26 16 398.57 8.57 1.48
全身性疾病及给药部位各种反应 药物相互作用 0.89 2328 3.44（3.30 ～ 3.59） 3.42 3926.12 3.26 0.09
精神病类 自杀既遂 0.89 2324 6.39（6.13 ～ 6.66） 6.34 10 129.08 5.96 0.96
各类损伤、中毒及操作并发症 有意用药过量 0.81 2124 8.05（7.71 ～ 8.41） 8.00 12 495.64 7.44 1.28
各类损伤、中毒及操作并发症 有意误用产品 0.71 1861 3.90（3.72 ～ 4.08） 3.88 3899.23 3.67 0.27
精神病类 自杀想法 0.65 1699 4.36（4.16 ～ 4.58） 4.34 4281.68 4.10 0.43
精神病类 酣睡 0.58 1524 27.82（26.36 ～ 29.36） 27.67 34 258.27 23.25 2.94
精神病类 激越 0.54 1412 4.35（4.13 ～ 4.59） 4.33 3542.35 4.07 0.42
各类神经系统疾病 昏迷 0.52 1366 6.78（6.43 ～ 7.16） 6.75 6475.16 6.27 1.05
各类检查 心电图 QT 间期延长 0.47 1236 8.31（7.85 ～ 8.80） 8.28 7589.47 7.61 1.33
各类神经系统疾病 神经抑制剂恶性综合征 0.47 1236 27.36（25.77 ～ 29.04） 27.23 27 367.40 22.81 2.92
心脏器官疾病 心动过速 0.47 1224 3.26（3.08 ～ 3.45） 3.25 1875.47 3.06 0.02
代谢及营养类疾病 酮症酸中毒 0.45 1174 44.55（41.80 ～ 47.47） 44.35 40 439.85 34.36 3.51
代谢及营养类疾病 高血糖症 0.45 1172 7.65（7.21 ～ 8.11） 7.62 6482.75 7.01 1.21
代谢及营养类疾病 糖尿病酮症酸中毒 0.43 1133 11.62（10.94 ～ 12.34） 11.58 10 330.58 10.44 1.79
各类检查 血胆固醇升高 0.43 1133 5.95（5.61 ～ 6.31） 5.93 4505.33 5.50 0.87
各类神经系统疾病 镇静 0.41 1073 10.89（10.24 ～ 11.58） 10.85 9084.53 9.80 1.70
各类神经系统疾病 意识水平下降 0.40 1049 6.22（5.85 ～ 6.61） 6.20 4434.08 5.73 0.93
各类神经系统疾病 迟发性运动障碍 0.39 1019 7.78（7.31 ～ 8.29） 7.76 5769.80 7.11 1.24
精神病类 故意的自我伤害 0.38 993 9.91（9.30 ～ 10.56） 9.88 7538.54 8.95 1.57
精神病类 攻击 0.35 924 4.18（3.91 ～ 4.46） 4.17 2178.78 3.88 0.37
代谢及营养类疾病 糖尿病控制不佳 0.35 919 12.61（11.79 ～ 13.48） 12.57 9187.12 11.21 1.90
各类神经系统疾病 运动障碍 0.33 867 4.99（4.67 ～ 5.34） 4.98 2688.74 4.61 0.62
代谢及营养类疾病 肥胖 0.33 861 14.48（13.51 ～ 15.52） 14.43 10 015.50 12.73 2.09
各类神经系统疾病 糖尿病神经病变 0.30 782 41.11（38.05 ～ 44.41） 40.99 25154.49 31.84 3.42
精神病类 双相障碍 0.29 748 16.32（15.14 ～ 17.58） 16.27 9888.67 14.17 2.25
各类神经系统疾病 糖尿病昏迷 0.28 742 77.57（71.23 ～ 84.48） 77.36 39 898.89 51.65 4.13
精神病类 精神障碍 0.28 726 3.94（3.66 ～ 4.24） 3.93 1558.07 3.64 0.29
精神病类 精神病性障碍 0.26 685 5.46（5.06 ～ 5.89） 5.44 2417.42 4.99 0.75
代谢及营养类疾病 1 型糖尿病 0.26 671 28.21（26.01 ～ 30.59） 28.14 15 324.62 23.06 2.96
精神病类 躁狂 0.24 638 9.22（8.51 ～ 9.98） 9.20 4448.98 8.25 1.48
精神病类 躁动 0.24 616 3.88（3.59 ～ 4.21） 3.88 1290.30 3.57 0.27
各类神经系统疾病 构音不全 0.23 611 3.76（3.47 ～ 4.08） 3.75 1212.00 3.46 0.22
妊娠期、产褥期及围产期状况 妊娠糖尿病 0.23 604 35.29（32.36 ～ 38.49） 35.21 16 974.77 27.83 3.24
各种肌肉骨骼及结缔组织疾病 横纹肌溶解 0.22 588 3.33（3.07 ～ 3.62） 3.33 941.92 3.07 0.05
精神病类 惊恐发作 0.21 546 3.51（3.23 ～ 3.82） 3.51 960.86 3.22 0.13
各类检查 血三酰甘油升高 0.21 541 7.12（6.53 ～ 7.76） 7.10 2737.58 6.41 1.12
代谢及营养类疾病 高脂血症 0.21 540 10.22（9.37 ～ 11.15） 10.20 4258.53 9.06 1.62
各类神经系统疾病 锥体外系疾病 0.21 537 4.58（4.20 ～ 4.99） 4.57 1464.12 4.18 0.50
各类神经系统疾病 肌张力障碍 0.20 513 5.90（5.41 ～ 6.45） 5.89 2023.09 5.34 0.86

间 ADE 的报告数分别为 2593 和 1427，64 ～ 85 岁
ADE 的报告数超过一半，大于 85 岁 ADE 的报告
数 6728，这表明 64 ～ 85 岁患者发生 ADE 的相对
风险较其他年龄组高。出现这一现象的原因包括：
① 老年人体内药物代谢和排泄的速度会变慢，导
致药物在体内积累，从而增加不良反应的发生风
险。富马酸喹硫平的说明书中提到老年人喹硫平

的平均清除率较 18 ～ 65 岁成年人低 30% ～ 50%，
另有研究显示 70 岁以上老年人喹硫平的血药浓度
较 18 ～ 69 岁成年人高了 67%[15]；② 老年人常患
有多种慢性疾病而需长期服用多种药物，这可能
会导致药物相互作用，从而增加不良反应的发生风
险；③ 由于老年人的生理处于自然衰老过程，导
致其对药物的敏感性可能增加而对药物的耐受性可
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能降低。因此，在为老年患者开具喹硫平等药物
时，医师需要综合考虑上述因素，适当调整剂量，
以确保治疗的安全性和有效性。
3.3　喹硫平 ADE 累及系统器官的特点
　　喹硫平 ADE 的 SOC 层级分析结果与其说明书
基本一致，说明本研究具有一定的可信度。在喹硫
平相关 ADE 信号所涉及的 27 个 SOC 中，精神病
类疾病的报告数最多，明显高于其他 SOC，提示
该 SOC 的 ADE 在临床中最为常见，用药期间应加
以关注。本次喹硫平相关 ADE 的 SOC 层级分析结
果中也存在与说明书不一致的地方，说明书中描述
的胃肠系统疾病如口干、呕吐、消化不良、便秘是
比较常见的，但本研究的真实世界数据分析发现这
几个胃肠系统疾病报告的病例数并不多，这可能与
报告偏倚有关。本研究中 SOC 层级排名第 5 的代
谢及营养类疾病是唯一一个同时满足 4 种分析方法
阈值判定标准的 SOC，主要表现为糖尿病、高血
糖症、高脂血症、代谢综合征、体质量异常、肥胖、
体重过大及食欲增加等，基本与喹硫平说明书描述
一致，其中糖尿病是喹硫平相关 ADE 报告中发生
频次最高的代谢及营养类疾病。研究显示拮抗组胺
受体和 5- 羟色胺受体在抗精神病药诱导高血糖中
起核心作用 [16]，喹硫平对组胺 H1 受体和 5- 羟色
胺 2C 受体都有相当大的亲和力 [17]，因此喹硫平引
起糖代谢异常的机制可能与其可阻断组胺 H1 受体
和 5- 羟色胺 2C 受体有关 [18]。
3.4　喹硫平 ADE 信号分析
　　在 ADE 报告数超过 500 例且同时满足 4 种
分析方法阈值判定标准的 47 个 PT 中，有 46 个
PT 在药品说明书中都有提及，挖掘出常见的不
良反应多数也与说明书具有一致性，比如糖尿
病、体重增加、嗜睡、头晕等，但本研究中报告
数排在第 2 位的失眠及第 8 位的胰腺炎均不是说
明书中常见的不良反应，因此在临床应用中也要
警惕。此外，该药说明书中警示的自杀意念及自
杀行为风险，在本研究 ADE 报告数中排位靠前，
分别为第 12 位和第 14 位，提示自杀意念及自杀
行为在应用喹硫平期间也较为常见，因此使用喹
硫平期间应针对自杀意念及自杀行为予以密切监
测。在这 47 个 PT 中，只有横纹肌溶解是喹硫平
药品说明书中未提及的阳性 PT，其报告数达到
了 588 例，国内外已有多例关于喹硫平引起横纹
肌溶解的报道 [19]，这说明喹硫平可能具有潜在的
肌毒性，不过一项汇总了 12 例喹硫平相关横纹
肌溶解的研究显示，出现喹硫平相关横纹肌溶解
的患者在立即停用喹硫平并接受支持治疗后均可
康复 [19]。在 ADE 报告数超过 100 例且同时满足

4 种分析方法阈值判定标准的阳性 PT 中，除横纹
肌溶解外，心肌炎、缺血性结肠炎、肠胃结石 3
个阳性 PT 也在喹硫平药品说明书中未提及。喹
硫平相关心肌炎在本研究中只有 157 例，国内外
也只有极少数的个案报道 [20-22]。对于喹硫平相关
缺血性结肠炎近年来也有病例报道 [23-24]，这可能
是通过其抗胆碱能作用降低肠道运动，引起结肠
梗阻和随之而来的结肠扩张 [25]，严重的粪便潴留
可能会进一步恶化上述情况，导致受影响部位出
现气体和细菌的过度增殖，最终可能导致组织坏
死和全身败血症。
3.5　喹硫平 ADE 的发生时间分布情况
　　本研究结果显示，开始服用喹硫平至发生
ADE 从一日至数月不等，只有 28.36% 的病例在
用药第 1 个月内发生 ADE，总体中位发生时间为
186 d。张明等 [26] 对已报告的 359 例喹硫平相关
ADE 进行了汇总，结果显示，26.18% 的患者发生
于用药第 1 周，16.43% 的患者发生于用药第 2 周，
177 例 49.30% 发生于用药 2 周以上，这与本研究
结果存在差异，可能与该研究的病例数较少有关。
鉴于喹硫平相关 ADE 发生时间的不确定性，建议
在临床使用该药物的整个过程中关注其不良反应。
3.6　局限性
　　本研究利用 FAERS 数据库来挖掘和分析真实
世界中发生的喹硫平相关 ADE，分析揭示了与喹
硫平使用相关的一些关键 ADE 信息，并为药品说
明书补充了一些迟发或罕见的 ADE，但本研究也
存在一些局限性和不足：① 本研究收集的 ADE
报告主要来自欧美国家，其他国家或地区的数据
稀少，其结果可能不适用于其他国家或地区，因
为不同地区的患者群体、医疗实践和报告习惯可
能存在显著差异；② FAERS 数据库为自发呈报系
统，其数据上报质量参差不齐，存在漏报、误报、
选择性报告、少报、信息不全等情况，这可能会
导致研究结果存在偏倚；③ 本研究使用的分析方
法挖掘的风险信号也仅提示喹硫平与 ADE 存在统
计学关联，不能明确两者之间的因果关系。
3.7　结论
　　综上所述，本研究利用 FAERS 数据库较全
面地对真实世界中发生的喹硫平相关 ADE 进行
了信号挖掘和分析，结果显示喹硫平相关 ADE
涉及 27 个 SOC，报告数超过 500 例的 ADE 中，
达到 4 种分析方法阳性标准的 ADE 共 47 个，这
些 ADE 基本与说明书一致，只有横纹肌溶解为
说明书中未收载的 ADE，这在一定程度上补充
了喹硫平的安全性数据，也为临床安全用药提供
了参考依据。同时需要注意的是，喹硫平引起的
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ADE 发生风险可能存在年龄和性别差异，老年人
及女性可能更易发生，因此医务工作者更应重视
老年人及女性患者使用该药的安全性。此外，由
于喹硫平引起 ADE 发生的时间不一，因此在该
药使用的整个过程中都应监测其安全性。尽管本
研究为喹硫平在临床的安全使用提供了一些有价
值的依据，但由于本研究的局限性，因此未来还
需进一步的临床研究加以验证。

参考文献

[1] Quetiapine indications：FDA-approved and off-label 
uses [2024-4]. https：//psychopharmacologyinstitute. com/
publication/quetiapine-indications-fda-approved-and-off-la-
bel-uses-2112. 

[2] UK NCCF. Bipolar Disorder：The NICE Guideline on the 
Assessment and Management of Bipolar Disorder in Adults，
Children and Young People in Primary and Secondary 
Care [M]. London：The British Psychological Society and 
The Royal College of Psychiatrists，2014. 

[3] Yatham LN，Kennedy SH，Parikh SV，et al. Canadian 
Network for Mood and Anxiety Treatments（CANMAT）and 
International Society for Bipolar Disorders（ISBD）2018 
guidelines for the management of patients with bipolar disor-
der [J]. Bipolar Disord，2018，20（2）：97-170. 

[4] Sakurai H，Kato M，Yasui-Furukori N，et al. Pharmaco-
logical management of bipolar disorder：Japanese expert 
consensus [J]. Bipolar Disord，2020，22（8）：822-830. 

[5] Wang Z，Zhang DH，Du YL，et al. Efficacy of quetiapine 
monotherapy and combination therapy for patients with bipo-
lar depression with mixed features：a randomized controlled 
pilot study [J]. Pharmaceuticals（Basel），2023，16（2）：

287. 
[6] 于欣，方贻儒 . 中国双相障碍防治指南 [M]. 北京：中华医

学电子音像出版社，2015. 
[7] Zou F，Cui ZW，Lou SY，et al. Adverse drug events asso-

ciated with linezolid administration：a real-world pharma-
covigilance study from 2004 to 2023 using the FAERS data-
base [J]. Front Pharmacol，2024，15：1338902. 

[8] Nakagawa K，Kajiwara A. Female sex as a risk factor for 
adverse drug reactions [J]. Nihon Rinsho，2015，73（4）：

581-585. 
[9] Tharpe N. Adverse drug reactions in women’s health care [J]. 

J Midwifery Womens Health，2011，56（3）：205-213. 
[10] Ercis M，Sanchez-Ruiz JA，Webb LM，et al. Sex differ-

ences in effectiveness and adverse effects of mood stabilizers 
and antipsychotics：a systematic review [J]. J Affect Disord，
2024，352：171-192. 

[11] Seeman MV. The pharmacodynamics of antipsychotic 

drugs in women and men [J]. Front Psychiatry，2021，12：
650904. 

[12] Castberg I，Westin AA，Skogvoll E，et al. Effects of age 
and gender on the serum levels of clozapine，olanzapine，
risperidone，and quetiapine [J]. Acta Psychiatr Scand，2017，
136（5）：455-464. 

[13] Power ML，Schulkin J. Sex differences in fat storage，fat 
metabolism，and the health risks from obesity：possible 
evolutionary origins [J]. Br J Nutr，2008，99（5）：931-940. 

[14] Manteuffel M，Williams S，Chen W，et al. Influence of 
patient sex and gender on medication use，adherence，and 
prescribing alignment with guidelines [J]. J Womens Health
（Larchmt），2014，23（2）：112-119. 

[15] Castberg I，Skogvoll E，Spigset O. Quetiapine and drug 
interactions：evidence from a routine therapeutic drug 
monitoring service [J]. J Clin Psychiatry，2007，68（10）：

1540-1545. 
[16] Holt R. Association between antipsychotic medication use and 

diabetes [J]. Curr Diab Rep，2019，19（10）：96. 
[17] Correll CU. From receptor pharmacology to improved out-

comes：individualising the selection，dosing，and switching 
of antipsychotics [J]. Eur Psychiatry，2010，25（Suppl 2）：

S12-S21. 
[18] Montastruc F，Palmaro A，Bagheri H，et al. Role of se-

rotonin 5-HT2C and histamine H1 receptors in antipsychot-
ic-induced diabetes：a pharmacoepidemiological-pharmaco-
dynamic study in VigiBase [J]. Eur Neuropsychopharmacol，
2015，25（10）：1556-1565. 

[19] Heng G，Soh TH，Kwok C. Rhabdomyolysis associated 
with mirtazapine and quetiapine therapy：a case report and 
review of the literature [J]. Cureus，2024，16（2）：e53428. 

[20] Wassef N，Khan N，Munir S. Quetiapine-induced myocar-
ditis presenting as acute STEMI [J]. BMJ Case Rep，2015，
2015：bcr2014207151. 

[21] Roesch-Ely D，Van Einsiedel R，Kathofer S，et al. Myo-
carditis with quetiapine [J]. Am J Psychiatry，2002，159
（9）：1607-1608. 

[22] Bhogal S，Ladia V，Paul TK. Quetiapine-associated myo-
pericarditis [J]. Am J Ther，2018，25（5）：e578-e579. 

[23] Vernay J. Quetiapine-induced ischemic colitis. A case re-
port [J]. Presse Med，2015，44（5）：538-541. 

[24] Arkfeld DV，Svingen LA，Sutton S，et al. Repeat ischemic 
colitis in a patient taking quetiapine [J]. Prim Care Companion 
CNS Disord，2018，20（6）：17l02250. 

[25] Dome P，Teleki Z，Kotanyi R. Paralytic ileus associated 
with combined atypical antipsychotic therapy [J]. Prog Neuro-
psychopharmacol Biol Psychiatry，2007，31（2）：557-560. 

[26] 张明，张捷，周木子，等 . 359 例喹硫平药品不良反应文

献分析 [J]. 中国药业，2020，29（18）：26-28. 
（收稿日期：2024-01-08；修回日期：2024-04-03）



2255

中南药学 2024 年 8 月 第 22 卷 第 8 期　Central South Pharmacy. August   2024, Vol. 22 No. 8

替雷利珠单抗治疗晚期非小细胞肺癌致免疫相关性胰腺炎 1 例
谢杏梅，高悦*（上海交通大学医学院附属松江医院药剂科，上海　201600）

关键词：替雷利珠单抗；免疫检查点抑制剂；不良反应；免疫相关性胰腺炎

中图分类号：R969.3　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)08-2255-03
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.08.049

基金项目：2018 年上海市临床药学重点专科建设项目 [No. 沪卫计药政（2018）9 号 ]。
作者简介：谢杏梅，女，硕士研究生，主管药师，主要从事临床药学工作，email：m15026956267@163.com　* 通信作者：高悦，女，

副主任药师，主要从事临床药学及医院管理研究，email：gynjmu@163.com

　　免疫检查点抑制剂（ICIs）在许多肿瘤免疫治
疗领域中取得了突破性进展，通过抑制 T 细胞信
号，使 T 细胞重新被激活，清除肿瘤细胞。当免
疫反应异常增强，也会攻击自体正常细胞或组织，
引发免疫相关性不良反应（irAEs）[1-2]。本文报道
了 1 例替雷利珠单抗治疗晚期非小细胞肺癌致免
疫相关性胰腺炎的治疗经过，以期增加临床对此
类不良反应的认识和处理经验。
1　病例资料
　　 患 者， 男，59 岁， 身 高 172 cm， 体 重 65 
kg，2017 年 6 月因“发现肺部阴影 1 月余” 于上
海市胸科医院就诊，CT 提示左肺上叶结节，左
侧胸膜及左侧胸壁多发结节，转移可能，考
虑周围型肺癌。全麻下电视辅助胸腔镜手术
（VATS）左上肺楔形切除＋胸膜活检术，术后
病理提示（左肺上叶楔切）微乳头型浸润性腺
癌，伴实体型及乳头型成分，大小 2.5 cm×2 
cm×2 cm，肿瘤侵脏层胸膜（新发胸壁结节），见
癌转移，基因检测提示 EGFR 和 ALK 均为野生型。
2017 年 7 月术后予培美曲塞二钠＋卡铂辅助化疗
至 2019 年 11 月。2020 年 10 月行颈部淋巴结穿
刺（右锁骨上淋巴结穿刺活检）：转移性低分化
腺癌，肺源性，TP53 基因（NM-000546.5）5 号
外显子错义突变，c.524G ＞ A（p.R175H），丰
度：18.29%，SMAD4 基 因（NM-005359.5）6 号
外显子无义突变，c.715C ＞ T（p.Q239*），丰度：
17.44%。2020 年 11 月，评估病情进展后予培美曲
塞二钠＋卡铂联合贝伐珠单抗靶向治疗至 2023 年
3 月。2023 年 2 月 24 日行头颅 MRI 增强检查，诊
断为脑内多发转移，较前增大，3 月予头颅放疗。
4 月 8 日方案改为紫杉醇脂质体 240 mg ＋卡铂
450 mg ＋替雷利珠单抗 200 mg（百泽安，广州百
济神州生物制药有限公司，批号不详）方案治疗，
患者诉化疗后间断恶心、呕吐。5 月 5 日化验结果
提示血淀粉酶 1141 U·L － 1↑（参考值为 25 ～ 125 
U·L － 1），暂停第二次免疫治疗。5 月 7 日患者

因“肺癌 6 余年，恶心呕吐 20 余日”入我院治疗，
否认糖尿病、冠心病、高血压、脑梗死病史，否
认肝炎、结核、血吸虫等传染病史，否认特殊食
物药物过敏，否认烟酒等嗜好。入院查体：体温
36.8℃，脉搏 75 次·min－ 1，呼吸 20 次·min－ 1，
血压 130/88 mmHg。巩膜及全身皮肤无黄染，全
腹无压痛，无反跳痛，无移动性浊音，肠鸣音正
常。入院诊断：肺恶性肿瘤，P-T2aNxM1 Ⅳ期，
呕吐待查。予雷贝拉唑钠肠溶胶囊抑酸治疗。
　　5 月 8 日，入院生化报告结果提示血淀粉酶 802 
U·L－ 1↑；上腹部增强 CT 提示肠系膜根部及腹膜后
多发淋巴结显示、部分肿大，肝脏多发血管瘤，肝脏
及双肾多发囊肿，右肾结石，胆囊结石，两肺散在纤
维灶，胰周无明显渗出、水肿表现。5 月 10 日无痛超
声胃镜结果提示胰腺形态尚规则，内部回声欠均匀，
可见花斑样改变，胰管无明显扩张；胆总管无扩张，
腔内未见异常回声；肠系膜上动脉周围淋巴结显示。
结合患者体征、既往史和个人史，诊断为急性药物性
胰腺炎，轻症。患者既往因肺恶性肿瘤术后规律化
疗，临床药师考虑血淀粉酶升高为抗肿瘤药物所致，
加用胰酶肠溶胶囊抑制胰酶活性，双歧杆菌三联活菌
胶囊调节肠道菌群。5 月 11 日复查血淀粉酶未见明
显下降（776 U·L－ 1），血常规、肝功能未见明显异常，
患者仍诉进食后恶心呕吐，嘱患者禁食。次日停止口
服药物，予注射用艾司奥美拉唑钠抑酸治疗、注射用
生长抑素抑制胰腺分泌、甲磺酸加贝酯注射液治疗胰
腺炎、补液及营养支持治疗。5 月 14 日复查血淀粉
酶 750 U·L－ 1↑，白细胞介素（IL）45.25 pg·mL－ 1

（参考值为0～7 pg·mL－1），患者仍有间断腹部不适，
伴恶心呕吐。患者及家属要求出院，出院诊断：肺恶
性肿瘤，急性药物性胰腺炎（轻度）。6 月 2 日患者至
中山医院就诊，血淀粉酶 573 U·L－ 1↑，MRI 检查提
示肠系膜根部及腹膜多发淋巴结，胆囊小结石，肝脏
多发血管瘤，肝脏及双肾多发囊肿，胰腺所见无殊，
综合病史和影像学结果，考虑免疫检查点抑制剂相关
血淀粉酶升高，暂无激素治疗指征，建议无油饮食，
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停用替雷利珠单抗，予胰酶肠溶胶囊对症治疗。患者
每月定期复查，淀粉酶变化情况见图 1。

图 1　患者血淀粉酶变化情况

2　讨论
2.1　免疫相关性胰腺炎与免疫治疗的关联性评价
　　按照我国药品不良反应关联性评价标准 [3] 进
行评价，患者于 2023 年 4 月 8 日调整治疗方案使
用替雷利珠单抗联合紫杉醇脂质体和卡铂抗肿瘤治
疗，5 月 5 日复查血淀粉酶异常升高且伴间断餐后
恶心、呕吐等症状，5 月 10 日无痛超声胃镜提示
胰腺炎性改变。替雷利珠单抗说明书中提到在接受
替雷利珠单抗与化疗联合治疗的患者中，免疫相关
性胰腺炎的发生率为 0.3%，时间在 0.6 ～ 2.1 个月，
中位时间为 1.4 个月，本例患者发生的不良反应与
说明书中提及的免疫相关性胰腺炎有合理的时间关
系。目前，有免疫检查点抑制剂导致的免疫相关性
胰腺炎的报道：许峰等 [4] 报道 1 例纳武利尤单抗治
疗胃癌的免疫相关性胰腺炎，CT 提示胰头部局限
性肿大伴血淀粉酶升高，予激素治疗后好转；周仕
明等 [5] 报道 1 例帕博利珠单抗治疗肺癌的免疫相关
性胰腺炎，CT 提示胰头及钩突周围脂肪间隙略模
糊，有炎性渗出，磁共振胰胆管成像（MRCP）可
见胰周脂肪间隙浑浊，血淀粉酶和脂肪酶升高，予
激素治疗后好转；崔丽丽等 [6] 报道 1 例信迪利单
抗治疗腹膜上皮样型间皮瘤引起胰腺损伤，导致爆
发性 1 型糖尿病，予胰岛素替代治疗后好转；马国
伟等 [7] 报道 1 例卡瑞丽珠单抗治疗肝癌导致的急性
胰腺炎，MRI 提示胰腺实质水肿，胰周脂肪间隙少
量渗液，血淀粉酶和脂肪酶升高，予激素治疗后好
转。紫杉醇脂质体和卡铂联合使用发生该不良反应
鲜有报道。患者停用替雷利珠单抗后复查血淀粉酶
正常，无明显恶心、呕吐。经鉴别诊断，患者 CT
提示胆囊结石，但询问病史既往无胆囊炎发作史，
且无痛超声提示胆总管无扩张，腔内未见异常回
声，胆源性胰腺炎可能性小；患者肝肾功能、随机
血糖正常，无高三酰甘油血症，无饮酒史；未曾进
行过内镜逆行胰胆管造影术；发病前患者无不洁饮
食史，肠鸣音及血常规正常，炎性肠病可能性小；
停用替雷利珠单抗后未再发生免疫相关性胰腺炎。

综上分析，该患者使用替雷利珠单抗与其发生免疫
性胰腺炎的关联性为“很可能”。
2.2　免疫相关性胰腺炎的分级和治疗
　　免疫治疗导致的免疫相关性胰腺炎的不良反
应发生率不高，临床上一般对其进行鉴别诊断。
诊断需要满足以下 3 项标准中的 2 项：急性发作
的持续的严重的胃脘痛，并常放射到背部；血清
脂肪酶 / 淀粉酶升高，至少高于正常值上限的 3
倍；B 超、CT 或者其他影像学检查出现典型的急
性胰腺炎的特征性表现 [8]。患者入院完善相关检
查，血清淀粉酶高于正常值上限的 6 倍、无痛超
声胃镜结果提示胰腺炎性改变，不伴有器官功能
障碍及局部或全身并发症、无典型腹痛症状，本
例患者急性胰腺炎诊断明确。免疫相关性胰腺毒
性发病率低，引起典型胰腺炎的病例并不多见，
一般病例出现淀粉酶和 / 或脂肪酶的升高，伴或不
伴有腹部不适，影像学不一定有胰腺渗出的表现。
相关指南和专家共识指出 [8-10]：排除其他原因引起
的淀粉酶 / 脂肪酶升高，如胆源性、高三酰甘油
血症、内镜逆行胰胆管造影术、炎性肠病、肠梗
阻、胃轻瘫、糖尿病等。无急性胰腺炎证据可继
续免疫治疗；有急性胰腺炎证据，轻度急性胰腺
炎按照急性胰腺炎诊治原则处理且可考虑暂停免
疫治疗，中度 / 重度急性胰腺炎停止免疫治疗、使
用激素治疗及按照急性胰腺炎诊疗规范对症治疗。
该患者为轻度急性胰腺炎，对其停止使用替雷利
珠单抗，并进行包括液体治疗、营养支持以及针
对病因和并发症的对症治疗。该患者有恶心呕吐
症状，通过检查淀粉酶并进行影像学检查考虑免
疫治疗介导的轻度急性胰腺炎，对于这类胰腺炎
患者，糖皮质激素的应用存在争议，糖皮质激素
似乎不会影响 ICIs 诱导的胰腺损伤的结果；此外，
接触不少于 10 mg·d － 1 泼尼松当量会降低 ICIs
的抗肿瘤疗效，较未使用激素的肺癌患者缩短了
其无进展生存期和总生存期，甚至还有可能促进
机会性感染 [11-15]。目前没有免疫相关性胰腺炎的
死亡病例报道，根据替雷利珠单抗说明书中提及
的临床试验研究：部分患者发生 3/4 级胰腺相关毒
性未接受全身糖皮质激素治疗痊愈或缓解。故本
例患者未接受激素治疗，出院后嘱其定期复查胰
腺功能，密切检测血淀粉酶，患者胰腺功能正常，
血淀粉酶无明显异常。
2.3　免疫相关性胰腺功能损伤的研究现状
　　ICIs 通过调节 T 细胞活化及增殖，激活抗肿瘤
免疫反应实现肿瘤杀伤作用。ICIs 治疗是继手术、
放疗、化疗和靶向治疗的又一重要治疗手段，随着
ICIs 的广泛应用，其 irAEs 发生率随之上升。目前，
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ICIs 介导的相关性胰腺损伤的机制尚未明确，存
在的可能机制包括 ICIs 诱导 T 淋巴细胞过度活化，
不仅产生针对肿瘤抗原的特异性反应，同时增加
正常组织抗原的活性，产生“靶向”副作用，导致
irAEs [16]；T 淋巴细胞增加肿瘤和正常组织的抗原
活性及浓度的同时，可刺激炎症因子如干扰素 -γ
（IFN-γ）、IL-17 和 IL-6 释放，加剧对正常组织的
伤害，此外肿瘤微环境、免疫滤过器和肠道微生
物群等可能也是 ICIs 产生的 irAEs 的潜在原因 [17]。
ICIs 在延长患者生存期的同时也会产生较多 irAEs，
可累及多种器官，如肺、结肠、肝、肾、胰腺、皮
肤和内分泌器官等，其中诱导的胰腺毒性的临床
症状和影像学表现为非特异性，包括无症状性血
淀粉酶、脂肪酶升高和急性胰腺炎 [18]。目前，我
国有四款自主研发的 ICIs（信迪利单抗、卡瑞利
珠单抗、特瑞普利单抗、替雷利珠单抗），全部被
纳入医保目录，根据说明书提供的临床试验数据，
不同 ICIs 诱导的免疫相关性胰腺炎的发生率稍有
差异，信迪利单抗说明书中共 17 例发生胰腺炎、
淀粉酶和 / 或脂肪酶升高，占治疗人数的 3.1%；卡
瑞利珠单抗 14 例，占治疗人数的 1.3%；特瑞普利
单抗 16 例，占治疗人数的 2.7%。替雷利珠单抗单
药治疗中有 7 例（0.4%）发生相关性胰腺炎，其中
6 例发生 3 级淀粉酶 / 脂肪酶升高胰腺炎，1 例发
生 4 级淀粉酶升高，7 例中 4 例未接受全身糖皮质
激素治疗而痊愈；本品联合化疗治疗患者中有 4 例
（0.3%）发生相关性胰腺炎，包括 3 例发生 3 级胰
腺炎和 1 例发生 4 级胰腺炎，无患者接受全身糖皮
质激素治疗，其中 2 例已缓解。免疫相关性胰腺炎
总体发生率不高，但复发率较高 [19]，因此需要提
醒患者康复后进行规律随访，建议每 6 个月对胰腺
功能进行评估，注意是否出现远期并发症。
3　小结
　　ICIs 是恶性肿瘤的新型免疫疗法，具有显著
的抗肿瘤效果，但也会产生诸多不良反应。因此
了解其引起的不良反应及治疗手段显得尤为重要。
目前，关于免疫相关性胰腺炎的危险因素及发病
机制仍不清楚，需要进一步研究以便做出准确的
临床诊断并制订合理防治方案，提高用药安全性。
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　　雷公藤多苷片是雷公藤根茎提取物 [1]，其主
要生物活性成分如雷公藤内酯醇、雷公藤内酯二
醇、雷公藤内酯酮和生物碱具有多种信号通路活
性。临床试验（NCT01613079）显示其在类风湿
关节炎的治疗中具有显著的效果 [2]。由于雷公藤
具有多种药理活性，它已被用作治疗类风湿关
节炎、癌症、克罗恩病和获得性免疫缺陷综合征
（AIDS）。近年来，雷公藤多苷片已被用于肾脏
疾病的治疗，并能显著降低蛋白尿和保护肾功能，
在临床上显示出更多的应用潜力 [3]。然而，雷公
藤多苷片存在诸多不良反应如胃肠不适、腹泻、
生殖毒性、肾毒性、肝毒性、骨髓抑制与血液循
环系统相关问题 [4]，尤其是肝损伤，使其在临床
的应用受到一定的限制。
　　由于雷公藤的有效剂量和毒性剂量十分接
近 [5]，且其通过与毒性反应相同的机制发挥治疗作
用，如诱导细胞凋亡、氧化应激和释放乳酸脱氢酶
等 [6]，因此雷公藤制剂在临床上的应用常受到安全
性的限制。Zhang 等 [7] 的 Meta 分析显示，雷公藤
多苷的不良反应主要集中在胃肠道症状（13.3%）、
不良生殖结局（11.7%）、不良皮肤反应（7.8%）、
血液学事件和心血管事件（6.5%）几个方面。雷公
藤多苷导致肝损伤的相关报道较多，且其对于肝
脏的毒性作用与用药时间和剂量具有相关性 [8]，而
其对物质吸收代谢影响的报道鲜少。本文报道了 1
例疑似长期服用雷公藤多苷片导致的维生素 B12 吸
收代谢障碍，继而诱发亚急性联合变性的案例。
1　病历摘要
　　患者男，63 岁，因进行性双手麻木无力 2 月
余，伴颈部疼痛 1 个月，双下肢力弱半个月，于
2022 年 2 月 26 日入住首都医科大学宣武医院。患
者 2 个月前（约 2021 年 12 月）无明显诱因出现双
手麻木感，主要表现为左手食指、中指、无名指、
小指掌面和右手四指末端指节掌面，起初不伴有

四肢无力，无头痛、头晕；麻木症状呈持续性并逐
渐进展至左手整个掌面、右手四指掌面及手掌尺侧
面，同时逐渐出现双手无力感，表现为持重物力
弱，双手精细触觉减弱，不能通过触摸辨别出物
体的性质及纹理，温度觉减弱，自觉双手较前怕
冷、手指发凉；麻木症状在较热的环境下加重，经
甩手或活动上肢后减轻；1 个月前，患者自觉间断
性颈后疼痛感，颈部活动不受限，无颈部僵硬感，
经休息可缓解；半个月前，患者在活动中自觉双下
肢发软力弱，活动耐力较前减低，必须停下来休
息才能缓解，偶有步态不稳，脚底踩棉花感。患者
于外院治疗，查颈部 MRI 提示颈 2 ～ 6 椎间盘突
出伴髓内后索异常信号，患者选择保守治疗，服
用舒筋活血药物未能改善麻木症状，贴敷膏药可
缓解颈部疼痛，具体药物名称不详。此次入院为求
进一步治疗。
　　患者日常饮食正常，无特殊饮食习惯。既往
有高血压病史 20 余年，最高可达 160/90 mmHg（1 
mmHg ＝ 0.133 kPa），联合服用降压药硝苯地平
控释片 30 mg qd 和缬沙坦胶囊 80 mg qd，血压控
制良好；2 型糖尿病 10 余年，空腹血糖 13 ～ 16 
mmol·L － 1，使用门冬胰岛素 30 注射液早晚各
12 IU 降糖治疗，未监测血糖；10 余年前因尿潜血
阳性发现肾小球肾炎，经肾活检诊断为 IgA 肾炎，
服用中药制剂雷公藤多苷片 10 mg bid 治疗。无食
物及药物过敏史，有家族性高血压病史，吸烟饮
酒史 20 余年，吸烟每日约 70 支，饮酒每日约 100 
mL，已戒烟戒酒 10 余年。
　　入院体格检查：体温 36.1℃，脉搏 78次·min－ 1，
呼吸 18 次·min－ 1，血压 138/87 mmHg。记忆力轻
度下降，右侧瞳孔光反射迟钝（系既往外伤遗留）；
左上肢远端肌力 5 级，右下肢远端肌力 5 级，左
侧腱反射减低（－），右侧腱反射消失，双侧踝反
射未引出，病理征阴性；双手掌面针刺觉、温度
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觉减低，左侧为著，左下肢音叉振动觉减低。余
未见异常。颈部 MRI 提示颈 2 ～ 6 椎间盘突出伴
髓内后索异常信号（见图 1）。查血清维生素 B12 和
叶酸含量，维生素 B12 含量 103.00 pg·mL－ 1（正
常范围 180.0 ～ 914.0 pg·mL－ 1），叶酸含量 20.88 
ng·mL－ 1（正常范围 3.1 ～ 19.9 ng·mL－ 1），其余
指标无特殊异常。考虑患者的肢体麻木症状由维生
素 B12 缺乏导致的可能性大，诊断为“脊髓亚急性
联合变性（SCD）病可能性大”。为改善患者肢体麻
木，精细触觉减弱等症状，给予甲钴胺注射液 500 
μg 和维生素 B1 注射液 0.1 g 肌内注射，叶酸片 5 mg 
po，均 1 次·d－ 1，以营养神经，改善神经功能。3
月 1 日临床药师查房，询问患者服药后改善情况，
患者自述用药后肢体麻木的症状有所改善，精细触
觉有所恢复，对物品性质的触觉有所改善，痛觉减
退，左侧显著。3 月 7 日，患者双手麻木感较前明
显改善，麻木范围缩小，实体觉改善，痛觉减退改
善，查体可见深浅感觉较前改善明显。血清维生
素 B12 水平显著升高，超过 1500 pg·mL－ 1，叶酸
21.25 ng·mL－ 1；颈椎 MRI 显示颈 2 ～ 5 水平脊髓
条状异常信号（见图 1）。患者症状改善明显，建议
出院后坚持肌内注射甲钴胺注射液，口服维生素 B1

片和叶酸片 2 周，2 周后门诊复诊。
　　根据信息推断，SCD 可能与患者长期服用雷
公藤多苷片有关。根据国家不良反应监测中心关联
性评价方法，结合患者血常规指标及用药情况，包
括：① 患者在长期服用雷公藤多苷片后出现 SCD
症状，维生素 B12 缺乏需要一定的时间积累，因此
存在一定程度的时间相关性；② 雷公藤多苷片常
见的不良反应为消化系统反应和肝损伤，两者均与
物质的吸收代谢密切相关，可能会导致某些代谢性
疾病的发生，但说明书中并未明确提示有与维生素
B12 代谢相关的不良反应；③ 未停用药物，因患者
的治疗需要，未停用雷公藤多苷片，仅通过大量补
充维生素 B12 进行治疗，治疗效果明显；④ 未停用
药物，故无再次使用方面的评价；⑤ 患者既往用药
史中使用的药物，均未查到代谢方面相关的不良反
应，相关性不大，患者基础疾病控制良好，本次治
疗前无其他神经系统相关疾病。患者前后两次 MRI
结果对比显示，干预前（2 月 26 日），出现 SCD 的
患者在矢状面（a）图像上显示出涉及颈脊髓后部
的高信号，在轴向截面（b，箭头）上显示出倒置的
V 征；干预后（3 月 7 日），矢状面（c）图像上颈脊
髓后部的高信号和轴切面（d，箭头）上倒 V 征均
消失（见图 1）。
2　讨论

　　SCD 是由维生素 B12 缺乏引起的神经系统变性

疾病，病变主要累及脊髓的后索、侧索及周围神
经，严重时大脑白质和视神经也可受累 [9]。在体
内维生素 B12 有 3 种形式的辅助因子，分别作为辅
酶参与叶酸（一碳单位）和丙酸（三羧酸循环）的
代谢 [10]。1981 年，Scott 等 [11] 研究发现补充甲硫
氨酸可以有效防止暴露在 N2O 中的猴子出现 SCD，
这也证明了维生素 B12 缺乏导致的神经缺陷是由甲
基化反应受损所致。现在的研究认为在神经系统中
起作用的主要是甲基维生素 B12（Me B12）和腺苷维
生素 B12（Ado B12），引起 Me B12 和 Ado B12 合成
和利用障碍及影响其依赖酶活性的各种因素，都
可能引起 SCD[12]。
　　可能导致维生素 B12 缺乏的主要原因有先天性
维生素 B12 代谢步骤的障碍，基因缺陷，长期素食
导致的摄入不足，消化系统疾病导致的获得性吸
收不良以及药物导致的维生素 B12 缺乏等，后 3 种
类型导致的相关疾病通过补充维生素 B12 可以快速
有效地缓解。人体储存的维生素 B12 2 ～ 5 mg，每
日丢失 0.1% ～ 0.2%，发生明显的缺乏需要 3 ～ 6
年的时间 [13]。
　　本例患者膳食均衡，无特殊饮食习惯，无消化
系统病史，基因检测结果无明显缺陷，却出现维生
素 B12 缺乏情况，并发生 SCD。综合患者既往用药
史分析，认为很可能是雷公藤多苷片导致的，长期
服用雷公藤多苷片对消化系统造成影响，导致维生
素 B12 吸收障碍，继而出现相关症状。
　　雷公藤多苷是从卫矛科植物雷公藤的根茎中
提取精制而成的一种脂溶性混合物，其药理活性
由多种成分（二萜内酯、生物碱、三萜等）协同产
生，具有抗炎、免疫抑制或免疫调节、抗肿瘤及抗
菌等多种作用，对类风湿关节炎、肾小球肾炎、系

图 1　患者干预前和干预后两次 MRI 结果对比 
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统性红斑狼疮等多种自身免疫性疾病具有独特疗
效。现代研究显示，雷公藤多苷对于肾病综合征、
IgA 肾病、慢性肾小球肾炎均具有显著疗效 [3]，但
与之伴随的是雷公藤制剂频发的不良反应。雷公藤
及其制剂具有明显的消化系统毒性，主要表现为
转氨酶升高、恶心、腹泻、肝功能异常等不良反应，
且发生率均较高 [7]。临床研究显示，雷公藤多苷对
多种代谢通路均会产生一定的影响，主要是脂质
代谢通路 [14-15]、三羧酸循环 [16] 和消化吸收通路 [17]。
高剂量的雷公藤多苷会引起一个时间依赖性的毒
性作用，比如代谢调节网络中包括的能量代谢紊
乱、氨基酸和胆碱代谢通路的作用增强以及肠道
菌群结构的改变等 [18]。雷公藤多苷对 NIH 小鼠、
SD 大鼠的消化道系统均具有明显的毒性作用，毒
性反应具有明显的剂量 - 反应关系，长期服用雷公
藤多苷可能导致胃肠黏膜结构被破坏，导致吸收
障碍，且雷公藤对于消化系统的毒性作用与机体
的状态相关，其对于正常和免疫亢进大鼠的作用
机制略有差别 [19]。雷公藤多苷对消化道结构及菌
群的影响，可能是其导致吸收障碍，进而出现维
生素 B12 缺乏，患者出现 SCD 的机制之一。代谢
组学研究显示，长期大剂量服用雷公藤多苷片后，
大鼠尿液中的氨基酸含量显著升高，如亮氨酸、赖
氨酸、乙酰基甜菜碱、酪氨酸和谷氨酰胺等 [16]。
这一结果说明雷公藤多苷对氨基酸的代谢通路具
有显著的增强作用，这也是雷公藤多苷片可能导
致 SCD 的可能因素之一。因为维生素 B12 作为甲
硫氨酸代谢通路中的关键辅酶，与氨基酸的代谢
通路密切相关，氨基酸代谢通路的作用增强，可
能导致代谢通路中的辅酶大量消耗，维生素 B12 消
耗量增加，血清中维生素 B12 含量下降，机体储存
维生素 B12 不足，最终导致患者出现 SCD。
3　结论
　　本文报道了 1 例长期服用雷公藤多苷片治疗
IgA 肾病，导致维生素 B12 吸收代谢障碍，进而诱
发 SCD 的案例，该病例提示我们雷公藤多苷片对
于消化系统的毒性作用可能不仅局限于恶心、呕
吐、转氨酶升高等方面，其对物质的吸收代谢可能
也存在一定的影响，雷公藤多苷的长期服用可能
有诱发代谢性疾病的风险，应引起临床关注。
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