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Peptaibol类多肽 Trichorzin F对结直肠癌细胞 SW480 增殖、
侵袭、凋亡和周期的影响

王晨蔚1，2，林霄1，2，高程海1，2，易湘茜1，2*，唐振洲1，2*（1. 广西中医药大学海洋药物研究院/药学院，南宁

　530200；2. 广西海洋药物重点实验室，南宁　530200）

摘要：目的　研究 Peptaibol 类多肽 Trichorzin F 对结直肠癌细胞 SW480 的抑制作用以及相关机制。
方法　在体外培养 SW480 细胞，使用 MTT 法检测 Trichorzin F 对 SW480 细胞的活力影响；使用
Transwell 小室实验检测 Trichorzin F 对 SW480 细胞侵袭能力的影响；采用 PI 染色和流式细胞术检
测 Trichorzin F 作用下的 SW480 细胞周期分布和凋亡情况；通过实时荧光定量聚合酶链反应（RT-
qPCR）检测细胞周期调控基因 CCND1、CDK4 mRNA 的表达情况；通过 Western blot 实验检测
Trichorzin F 对 SW480 细胞周期、凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2 和 Cyclin D1 表达的影响，并分析其对
Erk1/2 通路的影响。结果　与空白组相比，Trichorzin F 能够抑制 SW480 细胞活力和侵袭能力；PI
单染和流式细胞术结果表明 Trichorzin F 可呈时间和剂量依赖性地诱导 SW480 细胞发生凋亡，并
将细胞周期阻滞在 G0/G1 期；RT-qPCR 结果显示 Trichorzin F 可下调 CCND1、CDK4 mRNA 的表达
情况；Western blot 结果显示 Trichorzin F 可上调 Bax 蛋白的表达，下调 Cyclin D1、Bcl-2 蛋白的表
达以及 Erk1/2 磷酸化水平。结论　Trichorzin F 可抑制 SW480 细胞的活力和侵袭能力，诱导细胞凋
亡，并阻滞细胞周期进程，其作用机制可能与调控 Erk1/2 信号通路有关。
关键词：Trichorzin F；SW480 细胞；结直肠癌；凋亡；细胞周期
中图分类号：R965　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3127-06
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Effect of Peptaibol peptide Trichorzin F on the proliferation, invasion, 
apoptosis and cycle of colorectal cancer cell SW480

WANG Chen-wei1, 2, LIN Xiao1, 2, GAO Cheng-hai1, 2, YI Xiang-xi1, 2*, TANG Zhen-zhou1, 2* (1. 
Institute of Marine Drugs/Faculty of Pharmacy, Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning  
530200; 2. Guangxi Key Laboratory of Marine Drugs, Nanning  530200)

Abstract: Objective  To determine the inhibition effect of Peptaibol peptide Trichorzin F on 
colorectal cancer cell SW480 and related mechanism. Methods  SW480 cells were cultured in vitro, 
and MTT assay was used to determine the effect of Trichorzin F on the cell viability. Transwell cell 
assay was used to detect the effect of SW480 cell invasion ability. Flow cytometry and PI staining 
were used to investigate the effect of Trichorzin F on the cell cycle distribution and apoptosis. RT-
qPCR assay was performed to detect the expression of CCND1, and CDK4 mRNA related to cell cycle 
regulation. Western blot was used to detect the protein expressions of Bax, Bcl-2 and Cyclin D1, and 
analyze their effect on Erk1/2 pathway. Results  Compared with the blank control group, Trichorzin 
F inhibited SW480 cell viability and invasion ability. PI staining and flow cytometry showed that 
Trichorzin F induced the apoptosis of SW480 cells in a time and dose dependent manner, and blocked 
the cell cycle in the G0/G1 phase. RT-qPCR displayed that Trichorzin F down-regulated the expression 
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　　结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是一种常见
的恶性肿瘤，据 2022 年数据统计，结直肠癌在我国
癌症死亡率中位居第二 [1]。因结直肠癌早期发病隐
匿，多数患者无法有效治疗甚至出现转移，而转移
性结直肠癌患者中，仅有 20% 的患者能存活超过 5
年 [2]。因此，亟需寻找有效治疗结直肠癌的药物。
　　Peptaibol 类多肽是由木霉属真菌分离的一
类富含α- 氨基丁酸的特殊抗菌肽 [3]。研究表明，
Peptaibol 类多肽具有抗肿瘤、抗菌、抗疟原虫等
多种药理活性 [4-6]。Trichorzin F 是从木霉属真菌
Trichoderma sp. GXIMD 01001 次级代谢产物中分
离得到的一种 Peptaibol 类十八肽，前期研究发现
Trichorzin F 对多种肿瘤细胞均具有抗增殖作用，
其中对结直肠癌 SW480 抑制活性更为显著 [7]，但
相关的作用机制还不清晰，本研究将基于体外细
胞实验对 Trichorzin F 抗结直肠癌细胞 SW480 作
用机制进行进一步深入的研究。

1　材料
1.1　细胞
　　人结直肠癌细胞株 SW480 细胞（中科院上海
细胞库）。
1.2　试药
　　Trichorzin F（HPLC 纯度≥ 98%，广西中医药大
学海洋药物研究院实验室提取分离，结构见图 1）；
胎牛血清（美国 Gibco 公司）；噻唑蓝（MTT）、青
霉素 - 链霉素混合液、L15 培养基、结晶紫（北京
索莱宝科技有限公司）；碘化丙啶（PI）染料（美国
MedChemExpress 公司）；细胞凋亡检测试剂盒、细
胞周期检测试剂盒（北京四正柏生物科技有限公司）；
逆转录试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）；
Bax、Bcl-2、Cyclin D1、p21 抗 体（美 国 Proteintech 
Group 公司）；Erk1/2、p-Erk1/2、GAPDH 抗体（美国
Cell Signaling Technology 公司）；超灵敏化学发光检
测试剂盒（上海雅酶生物医药科技有限公司）。

of CCND1 and CDK4 mRNA. Western blot showed that Trichorzin F up-regulated the expression 
of Bax protein, down-regulated the expression of CyclinD1, Bcl-2 protein and the phosphorylation 
level of Erk1/2. Conclusion  Trichorzin F can inhibit the viability and invasion ability of SW480 
cells, induce the cell apoptosis, and block the cell cycle process, the mechanism may be related to the 
regulation of Erk1/2 signaling pathway. 
Key words: Trichorzin F; SW480 cell; colorectal cancer; cell apoptosis; cell cycle

图 1　Trichorzin F 的化学结构

Fig 1　Chemical structure of Trichorzin F

1.3　仪器 
　　VICTOR Nivo 多功能酶标仪（美国 Perkin Elmer
公司）；LSRFortessa 流式细胞分析仪（美国 BD 公司）；
Amersham Imager 680 超灵敏发光成像仪（美国 GE 公
司）；高通量实时荧光定量 PCR 系统（瑞士 Roche 公
司）；DMi8 荧光倒置显微镜（德国 Leica 公司）。
2　方法
2.1　细胞培养
　　用 L15 完全培养液（含 10% 胎牛血清＋ 1%
青霉素 - 链霉素混合液）复苏 SW480 细胞，置于
37℃、5%CO2 条件下的恒温培养箱中培养，每 2 日
换液 1 次，待细胞贴壁生长到皿底的 70% ～ 80%，
用胰酶消化传代。

2.2　MTT 检测细胞活力 [8]

　　取对数生长期的 SW480 细胞，按细胞浓度
2.5×105 个·mL－ 1，接种于 96 孔板中，在 37℃、
5%CO2 的恒温培养箱中培养 24 h 后，弃去旧培养
液，加入 0（空白组）、0.3125、0.625、1.25、2.5、
5 μmol·L－ 1 浓度的 Trichorzin F，继续在恒温培养
箱中培养。在培养 24、48、72 h 时，每孔加入 10 
μL 的 5 mg·mL－ 1 的 MTT 试剂，避光孵育 4 h，
加入二甲基亚砜（DMSO）溶剂，用酶标仪在 490 
nm 波长处检测细胞吸光度（OD 值）。
2.3　Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力
　　将基质胶用无血清培养基按 1∶7 稀释，将稀
释好的基质胶按 80 μL/ 孔包被 Transwell 小室的上
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室，在细胞培养箱中静置 2 ～ 4 h。吸弃上室多余
的液体，取对数生长期的 SW480 细胞，将细胞悬
液浓度调整为 1×106 个·mL－ 1，加入 0（空白组）、
1.25、2.5 μmol·L－ 1 的 Trichorzin F， 各 取 200 μL
细胞悬液加入上室中，在下室加入 500 μL 完全培
养基（含 10% 胎牛血清）。培养 48 h 后，用棉签擦
净小室上室，加入多聚甲醛固定 20 ～ 30 min，PBS
洗涤 2 次，用结晶紫染料染色 15 min。实验重复 3
次。在显微镜下观察拍照，用 Image J 软件进行穿
过小室的细胞数量计数。
2.4　PI 染色
　　取对数期生长的 SW480 细胞，按细胞浓度
1×106 个·mL－ 1，接种于 24 孔板中，待细胞贴
壁后，各孔都加入 0（空白组）、2.5 μmol·L－ 1 的
Trichorzin F， 分 别 在 0、6、12、24 h 时，PBS 洗
涤 2 次，在不同的孔内加入 200 μL PI 染料，避光
染色 15 min 后，置于倒置荧光显微镜下，选用大
于 536 nm 的激发光，进行观察拍照。
2.5　流式细胞术检测细胞周期和凋亡 [9]

　　取对数生长期的 SW480 细胞，按细胞浓度
2×105 个·mL－ 1，接种于 6 孔板中，待细胞贴壁
后，加入 0（空白组）、1.25、2.5 μmol·L－ 1 浓度的
Trichorzin F，恒温培养 24 h 后，PBS 洗涤 2 次，用
不含 EDTA 的胰酶消化，消化的细胞使用 PBS 洗涤
2 次，使用 PI 和 FITC 染料进行双染，采用 BD 流
式细胞仪进行细胞凋亡的测定。收集细胞后，加入
预冷的 75% 乙醇，在 4℃固定 24 h，使用 PI 染料
进行单染，采用 BD 流式细胞仪进行细胞周期的测
定。实验结果采用 ModFit LT 5.0 进行数据分析。
2.6　实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）法
检测 mRNA 的表达
　　取对数生长期的 SW480 细胞，按细胞浓度
2×105 个·mL－ 1，接种于 6 孔板中，待细胞贴
壁后，加入 0（空白组）、1.25、2.5 μmol·L－ 1 的
Trichorzin F。恒温培养 24 h 后，用 TRIZOL 法提
取 RNA，按照逆转录试剂盒方法，将 RNA 反转
录成 cDNA，引物序列见表 1，以 GAPDH 为内
参测定 CCND1、CDK4 mRNA 表达水平，采用
2－△△ Ct 法计算基因相对表达量。

表 1　GAPDH、CCND1、CDK4的引物序列 
Tab 1　Primers sequence of GAPDH，CCND1 and CDK4

基因 引物序列

GAPDH Forward：5'-CCCTGCAAATGAGCCCCA-3'

Reverse：5'-GATGCCCCCATGTTCGTCAT-3'

CCND1 Forward：5'-GATGCCAACCTCCTCAACGA-3'

Reverse：5'-ACTTCTGTTCCTCGCAGACC-3'

CDK4 Forward：5'-GTGTATGGGGCCGTAGGAAC-3'

Reverse：5'-CCATAGGCACCGACACCAAT-3'

2.7　Western blot 检测相关蛋白的表达 [10]

　　取对数生长期的 SW480 细胞，按细胞浓度
2×105 个·mL－ 1，接种于 6 孔板中，待细胞贴壁
后，加入不同浓度的 Trichorzin F。恒温培养 24 h
后，用 PBS 洗一次，在冰上加入细胞裂解液，提
取细胞蛋白，用 BCA 法进行蛋白定量，用 SDS-
PAGE 进行蛋白分离，再转印至 PVDF 膜上，5%
的脱脂牛奶封闭后，在 4℃条件下一抗孵育过夜，
用 TBST 洗脱抗体后，在室温下二抗孵育 2 h，在
发光成像仪下显影，使用 Image J 进行数据处理。
2.8　统计学分析
　　采用 SPSS 22.0 软件对各组实验数据进行统
计学分析。数据用均数 ±标准差表示，组间用
单因素方差分析（ANOVA）方法，P ＜ 0.05 为差
异具有统计学意义。
3　结果
3.1　Trichorzin F 对 SW480 细胞活力的影响
　　Trichorzin F 分别作用 SW480 细胞 24、48、72 
h 后，随着药物浓度的增加，细胞存活率显著降低
（P ＜ 0.01）。同一浓度下，随着 Trichorzin F 作用
时间增加，细胞活力降低，表明 Trichorzin F 显著
抑制 SW480 细胞的活性，且呈剂量和时间依赖性
（见图 2）。

图 2　Trichorzin F 对 SW480 细胞活力的影响

Fig 2　Effect of Trichorzin F on SW480 cell viability
注：与空白组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01.

3.2　Trichorzin F 对 SW480 细胞侵袭能力的影响
　　与空白组相比，经过 Trichorzin F 给药处理后，
穿过基底膜的侵袭细胞数均显著减少（P ＜ 0.01），
且呈浓度依赖性，说明 Trichorzin F 能随着浓度的
增加而显著抑制 SW480细胞的侵袭能力（见图3）。
3.3　Trichorzin F 诱导 SW480 细胞凋亡

　　PI 染料可穿透凋亡细胞的细胞膜，与细胞
核结合并发出红色荧光，如图 4 所示，在倒置显
微镜下观察 2.5 μmol·L－ 1 的 Trichorzin F 刺激
SW480 细胞不同时间（6、12、24 h）的细胞染色
情况，结果发现，与对照组相比，随着 Trichorzin 
F 作用于 SW480 细胞的时间增加，代表细胞凋亡
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的红色荧光光斑有增加趋势，初步表明 Trichorzin 
F 可呈时间依赖性地诱导 SW480 细胞凋亡。

图 4　不同时间下的 PI 荧光图（A）、白光图（B）、PI 荧光和白光

合并图（C）（×10）
Fig 4　PI fluorescence image（A），white light image（B），and PI 
fluorescence spot and white light combined image（C）at different times
（×10）

　　流式细胞术 Annexin V/PI 双染法检测结果显
示，Trichorzin F 刺激 SW480 细胞 24 h 后，1.25 和
2.5 μmol·L－ 1 的 Trichorzin F 引起细胞膜内磷脂
酰丝氨酸蛋白外翻染色阳性的早期凋亡细胞占比
分别为（1.56±0.62）%、（12.67±1.65）%，而细胞
核碘化丙啶染色阴性的晚期凋亡细胞占比分别为
（7.84±1.35）%、（42.53±3.68）%（见图 5），说明
Trichorzin F 可呈剂量依赖性地诱导 SW480 细胞凋
亡，并主要发生晚期凋亡。
　　为进一步验证 Trichorzin F 对 SW480细胞凋亡的
诱导作用，本实验通过 Western blot 分析凋亡的关键
蛋白 Bax 和 Bcl-2的表达情况，结果显示，Trichorzin 
F 刺激 SW480 细胞 24 h 后，随着 Trichorzin F 浓度的
增加，Bax 蛋白的表达升高，Bcl-2 蛋白的表达降低，
说明 Trichorzin F 诱导 SW480 凋亡可能与调控 Bax、
Bcl-2 蛋白的表达水平有关（见图 6）。

图 5　Trichorzin F 对 SW480 细胞凋亡的影响

Fig 5　Effect of Trichorzin F on apoptosis of SW480 cells
注：与空白组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01.

图 3　Trichorzin F 对 SW480 细胞侵袭能力的影响（×10）
Fig 3　Effect of Trichorzin F on invasion ability of SW480 cells（×10）

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

3.4　Trichorzin F 阻滞 SW480 细胞周期
　　Trichorzin F 刺 激 SW480 细 胞 24 h 后， 流 式
细胞术检测结果发现，随着 Trichorzin F 浓度的增
加，2.5 μmol·L－ 1 时 G0/G1 期的细胞数量显著增
加（P ＜ 0.01），S 期和 G2/M 期的细胞数量有所降
低，表明 Trichorzin F 作用 SW480 细胞后，可将细
胞阻滞在 G0/G1 期（见图 7）。
　　如图 8 所示，随着 Trichorzin F 浓度的增加，2.5 
μmol·L－ 1 时 SW480 细胞中 CCND1、CDK4 mRNA

的表达下调（P ＜ 0.01），提示 Trichorzin F 阻滞细胞
周期进程可能通过下调 CCND1、CDK4 mRNA 的表
达有关。
　　Western blot 实验结果也表明，Trichorzin F 可
显著抑制 SW480 细胞中周期蛋白 Cyclin D1 的表达
水平（P ＜ 0.01）。本实验结果表明 Trichorzin F 可
能通过影响周期调控相关基因和蛋白 Cyclin D1 的
表达，进而阻滞 SW480 细胞的周期进程（见图 9）。
3.5　Trichorzin F 抑制 Erk1/2 信号通路
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图 6　Trichorzin F 对 SW480 细胞 Bax、Bcl-2 蛋白的表达的影响

Fig 6　Effect of Trichorzin F on the expression of Bax and Bcl-2 
proteins in SW480 cells

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

图 7　Trichorzin F 对 SW480 细胞周期的影响

Fig 7　Effect of Trichorzin F on the cell cycle of SW480
注：与空白组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01.

　　Erk1/2 是 MAPK 信号通路中的重要成员之一，
Erk1/2 相关信号通路可参与细胞凋亡、侵袭和癌变
等多种细胞生命活动 [11]。因此采用 Western blot 检
测 Erk1/2 信号通路相关蛋白的表达，结果如图 10
所 示， 在 1.25 和 2.5 μmol·mL－ 1 的 Trichorzin F
刺激 SW480 细胞后，Erk1/2 磷酸化水平明显下调
（P ＜ 0.01），Erk1/2 总蛋白的表达变化并不明显，
提示 Trichorzin F 可能通过下调 Erk1/2 信号通路，
并诱导其凋亡。
4　讨论
　　本研究初步揭示了 Peptaibol 类多肽 Trichorzin 
F 抑制结直肠癌 SW480 细胞的作用及其机制，发
现 Trichorzin F 可 抑 制 SW480 细 胞 的 活 力 和 侵
袭能力，呈时间和剂量依赖性地诱导 SW480 细
胞发生凋亡，并将细胞周期阻滞于 G0/G1 期。推
测 Trichorzin F 抑制 SW480 细胞作用可能与下调
Erk1/2 信号通路有关。

　　细胞凋亡是导致肿瘤细胞死亡的重要途径之
一，也是许多抗肿瘤药物抑癌的主要作用机制。
PI 染色和流式细胞术结果表明，Trichorzin F 呈时
间和剂量依赖性地诱导细胞凋亡。Bax 和 Bcl-2
是 Bcl-2 蛋白家族中的经典凋亡蛋白，分别发挥
促凋亡和抗凋亡作用，属于相互拮抗的关系 [12]。
Western blot 分析发现，Trichorzin F 可下调抗凋亡

蛋白 Bcl-2 的表达，而上调促凋亡蛋白 Bax 的表
达，提示 Trichorzin F 可能通过调控 Bax 和 Bcl-2
两种凋亡蛋白的表达促进 SW480 细胞的凋亡。
　　细胞周期是一个连续的进程，其中运行的每

图 8　Trichorzin F 对 SW480 细胞 CCND1（A）、CDK4（B）mRNA
表达的影响

Fig 8　Effect of Trichorzin F on the expression of CCND1（A）and 
CDK4（B）mRNA in SW480 cells

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

图 9　Trichorzin F 对 SW480 细胞 CyclinD1 蛋白的表达的影响

Fig 9　Effect of Trichorzin F on the expression of CyclinD1 proteins in 
SW480 cells

注：与空白组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01.
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一步都受到 Cyclin/CDK/CKI 轴的严格调控，故这
些细胞周期相关调控因子是许多抗肿瘤药物研究的
热门作用靶点。CDK4 为细胞周期的正调控因子，
在 G1 期激活，引发底物磷酸化，进而催化后续进
程 [13]。实验结果表明 Trichorzin F 可下调 CDK4 的
表达，推测 Trichorzin F 阻滞 SW480 细胞于 G0/G1

期与 CDK4 密切相关。Cyclin D1 主要参与调控细
胞 G1 期过渡到 S 期的周期进程，高表达的 Cyclin 
D1 可促进细胞周期 G1 期向 S 期的快速过渡，并
在多种肿瘤中均发现 Cyclin D1 过表达而导致细胞
增殖失控 [14]。RT-qPCR 和 Western blot 实验结果均
表明 Trichorzin F 可下调 Cyclin D1 的表达，提示
Trichorzin F 可能通过调控 Cyclin D1 的表达阻滞细
胞周期进程，进而发挥抗增殖、促凋亡作用。
　　Erk1/2 通路是真核生物细胞内重要的信号传
递途径之一，细胞外部信号通过跨膜受体进入细
胞，经由 RAF-MEK-Erk 途径进行信号输送，其
中 Erk1/2 是 MEK 专一靶点，激活后的 Erk 从细
胞质转移至细胞膜，对蛋白激酶、信号传递因子、
细胞骨架蛋白以及核内转录调控蛋白等多个底物
进行磷酸化，进而调控细胞的增殖、分化、凋亡、
迁移和侵袭等多种细胞进程 [15-17]。本研究发现
Trichorzin F 可抑制 Erk1/2 的磷酸化程度，基于
此，可推测 Trichorzin F 抑制结直肠癌 SW480 细
胞的作用机制可能与调控 Erk1/2 信号通路有关。
　　综上，Trichorzin F 具有抗结直肠癌 SW480
细胞作用，推测可能与调控 Erk1/2信号通路有关。
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图 10　Trichorzin F 对 SW480 细胞 Erk1/2 信号通路的影响

Fig 10　Effect of Trichorzin F on Erk1/2 signaling pathway in SW480 
cells

注：与空白组比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01.
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芦荟大黄素对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 聚集及细胞毒性的影响

赵希彤，陈杨，杜保健，范文倩，王楚茵，尹佳宁，方芳*，关君*（北京中医药大学中药学院，北京　

102488）

摘要：目的　研究芦荟大黄素（AE）在体外对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 聚集及细胞毒性的抑制作用。

方法　实验设置 Aβ42 组、（Aβ42 ＋ Cu2 ＋）组、（Aβ42 ＋ AE）组、（Aβ42 ＋ Cu2 ＋＋ AE）组，应

用硫黄素 T 荧光实验、浊度法、透射电镜及 CCK8 细胞毒性实验分别探究各组 Aβ42 的纤维化

聚集过程、总聚集程度、聚集体形貌及细胞毒性。结果　与空白组相比，Cu2 ＋可增强 Aβ42 的

总聚集程度，诱导 Aβ42 聚集形成低β- 折叠结构的无规则聚集体，显著降低人神经母细胞瘤细

胞 SH-SY5Y 的活力。AE 不仅能抑制 Aβ42 自发聚集，而且能抑制 Cu2 ＋诱导的 Aβ42 聚集。与

（Aβ42 ＋ Cu2 ＋）组相比，AE 能降低 Aβ42 的总聚集程度，诱导 Aβ42 形成低β- 折叠结构的近圆

形或短粗棒状聚集体，并提高细胞活力。结论　AE 可抑制 Cu2 ＋存在下 Aβ42 聚集及细胞毒性。

关键词：阿尔茨海默病；Aβ42；芦荟大黄素；铜；细胞毒性
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Effect of aloe emodin on the aggregation and cytotoxicity of Aβ42 in  
the presence of Cu2 ＋

ZHAO Xi-tong, CHEN Yang, DU Bao-jian, FAN Wen-qian, WANG Chu-yin, YIN Jia-ning, FANG 
Fang*, GUAN Jun* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, 
Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the inhibitory effect of aloe emodin (AE) on the aggregation and 
cytotoxicity of Aβ42 in the presence of Cu2 ＋ in vitro. Methods  An Aβ42 group, a (Aβ42 ＋ Cu2 ＋ ) group, 
a (Aβ42 ＋ AE) group, and a (Aβ42 ＋ Cu2 ＋ ＋ AE) group were set up in the experiment. The fibrotic 
aggregation process, total aggregation degree, aggregates morphology and cytotoxicity of Aβ42 in each 
group were studied by thioflavin T fluorescence test, turbidity test, transmission electron microscopy test, 
and CCK8 cytotoxicity test. Results  Compared with the blank group, Cu2 ＋ enhanced the total degree of 
Aβ42  aggregation, induced the Aβ42 aggregation to form irregular aggregates with low β-sheet structure, 
and greatly reduced the viability of human neuroblastoma cells SH-SY5Y. AE inhibited not only auto 
aggregation of Aβ42, but also Cu2 ＋ -induced aggregation of Aβ42. Compared with the (Aβ42 ＋ Cu2 ＋ ) 
group, AE reduced the total aggregation degree of Aβ42, induced Aβ42 to form near-round or short rod-like 
aggregates with low β-sheet structure, and increased the cell viability. Conclusion  AE can inhibit Aβ42 
aggregation and cytotoxicity in the presence of Cu2 ＋ . 
Key words: Alzheimer’s disease; Aβ42; aloe emodin; copper; cytotoxicity
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　　阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）
是一种起病隐匿、进行性发展的神经退行性疾病，
临床主要表现为学习记忆能力下降、情感语言障

碍、自理能力丧失等。截至 2020 年，我国 60 岁
及以上人群中的 AD 患者约为 983 万人 [1]，预计
到 2050 年，患病人数将攀升至 3003 万 [2]，这将
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给经济和社会发展带来沉重负担。
　　AD 的发病机制复杂，存在多种假说。其中，
β 淀粉样蛋白（β-amyloid protein，Aβ）级联假说
一直被认为是 AD 发病机制的一种主流假说。该
假说认为异常聚集的 Aβ 可作为始发因子，触发
Tau 蛋白磷酸化、氧化应激、炎症反应等一系列
级联反应，最终导致 AD[3-6]。Aβ 是由淀粉样前
体蛋白经β- 分泌酶、γ- 分泌酶剪切形成的含有
39 ～ 43 个氨基酸的多肽，其中以 Aβ40 和 Aβ42 最
为常见 [7]。虽然大脑中 Aβ40 的含量远高于 Aβ42，
但是 Aβ42 的聚集能力及细胞毒性更强，所以本
研究以 Aβ42 为研究对象。Aβ42 的聚集过程复杂，
Aβ42 的自发聚集过程包括成核期、延伸期、稳定
期三个阶段，最终形成富含β- 折叠结构的纤维状
聚集体 [8]。而且 Aβ42 的聚集过程易受 Cu2 ＋等金
属离子的影响，在 Cu2 ＋存在下，Aβ42 的聚集途
径将被改变，主要通过非纤维聚集途径形成无定
形聚集体 [9]。
　　Cu2 ＋与 Aβ42 亲和能力较强，解离常数 Kd 值为
1×10－ 8 ～ 1×10－ 11 mol·L － 1，结合位点主要为
Aβ42 上的 6、13、14 位组氨酸 [10]。Alghamdi 等 [11]

利用时间分辨荧光技术证实，Cu2 ＋可与 Aβ 形
成 Cu-Aβ 复合物，该复合物又能加速 Aβ 的聚集。
Cu2 ＋和 Aβ 结合后被还原成 Cu＋，进而通过 Fenton
反应和 Haber-Weiss 反应产生大量高毒性的自由基，
引起脂质、蛋白质过氧化和 DNA、RNA 损伤，进
而影响神经元的功能 [12]。因此，应用 Cu2 ＋螯合剂
阻断 Cu2 ＋与 Aβ42 的相互作用，抑制 Cu2 ＋诱导的
Aβ42 聚集和细胞毒性是治疗 AD 的一条重要策略。
　　芦荟大黄素（aloe emodin，AE）具有 C-1、
C-8 位羟基和 C-9 位羰基，完整的大 π 键共轭体
系，强配位氧原子与合适的空间构型，是天然优
良的 Cu2 ＋螯合剂。潘晓丽 [13] 合成了 Cu2 ＋ -AE
螯合物并进行表征，实验结果显示，2 个 AE 分
子失去 C-8 位酚羟基的质子并通过 C-9 位氧原子
与 1 个 Cu2 ＋螯合即可获得 Cu2 ＋ -AE 螯合物，且
Cu2 ＋ -AE 螯合物的抗氧化、抑菌活性均高于 AE。
此外，AE 能有效抑制 Aβ40 和 Aβ42 聚集，减弱
Aβ 诱导的细胞毒性 [14]。Tao 等 [15] 的研究显示，
AE 通过抑制乙酰胆碱酯酶活性、调节氧化应激
等途径发挥抗 AD 的神经保护作用。基于 AE 具
有抑制 Aβ42 自发聚集及螯合 Cu2 ＋的能力，推测
AE 一方面可直接抑制 Aβ42 聚集；另一方面可通
过阻断 Cu2 ＋与 Aβ42 相互作用，抑制 Cu2 ＋诱导
的 Aβ42 聚集和毒性。因此，本研究应用硫黄素 T
（thioflavin T，ThT）荧光实验、浊度法、透射电
镜及 CCK8 细胞毒性实验考察 AE 对 Cu2 ＋存在下
Aβ42 聚集和细胞毒性的影响，旨在为 AE 应用于

AD 治疗提供理论依据。
1　材料
1.1　仪器
　　N-EVAP 116 氮 吹 仪（美 国 Organomation 公
司）；FS-50B 恒温培养摇床 [ 菲斯福仪器（河北）
有限公司 ]；KQ-100DE 数控超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）；Epoch 酶标仪（美国 BioTek
公司）；SpectraMax i3x 多功能微孔读板机（美国
Molecular Devices 公司）；JEM-1200Ex 透射电镜（日
本 JEOL 公司）；BJ-2CD 超净工作台（上海博迅医
疗生物仪器股份有限公司）；311 二氧化碳培养箱
（美国 Thermo Fisher 公司）；Eclipse Ts100 倒置相
差显微镜（日本 Nikon 公司）；SC-2542 低速离心
机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）。
1.2　试药
　　芦荟大黄素（批号：A17GS145379，HPLC ≥ 

95%）、Tris-HCl（99%， 批 号：T19O11K127940）、
六氟异丙醇（HFIP，99.5%，批号：J07IS216861）、
二甲基亚砜（DMSO，99%，批号：A16IS223190）
（上海源叶生物科技有限公司）；无水氯化铜（Ⅱ）
（CuCl2，上海麦克林生化科技股份有限公司，
99.99% metals basis， 批 号：C14071629）；Aβ42（南
京肽业生物科技有限公司，HPLC ≥ 95%，批
号：NJP32802-230511）；氢氧化钠（NaOH，批
号：RH264779）、ThT（批号：RH231951，上海易
恩化学技术有限公司）；DMEM/F-12（1∶1）（1×，
MA0214-Sep-05I）、0.25% Trypsin-EDTA Phenol Red
（改良型 meilunbio，批号：MA0233）、胎牛血清
（FBS，批号：A0823D）、青霉素 / 链霉素溶液（100×
无菌，批号：MA0110-Nov-28I2）、细胞增殖及毒性
检测试剂盒（CCK8）（增强型，MA0218-Jun-15I）、
PBS（1×，大连美仑生物技术有限公司）；乙酸双氧
铀（北京中镜科仪技术有限公司）。人神经母细胞瘤
细胞 SH-SY5Y 购自北京协和医学院基础医学院。
2　方法
2.1　样品溶液制备
2.1.1　Aβ42 母液　将 Aβ42 冻干粉充分溶解于预冷
的 HFIP 中，配制成1 g·L－1的溶液。氮吹仪吹干，
形成肉眼可见的无色肽膜，－ 20℃冷藏。使用前
将 Aβ42 肽膜充分复溶于 0.8 g·L－ 1 的 NaOH 溶液，
用 Tris-HCl 缓冲液（pH 7.4）稀释至 1 g·L－ 1。
2.1.2　芦荟大黄素母液　将 AE 溶于 0.2%DMSO
配制成 0.1 g·L－ 1 的溶液。
2.1.3　CuCl2 母液　取无水氯化铜（Ⅱ）适量，使
用去离子水配制成 0.04 g·L－ 1 的溶液。
2.2　分组
　　Aβ42 组：用 Tris-HCl 缓冲液将 Aβ42 母液稀释至
25 μmol·L－ 1；（Aβ42 ＋ Cu2 ＋）组：Aβ42 与 CuCl2 共同
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孵育（Aβ42 终浓度为 25 μmol·L－ 1，CuCl2 终浓度分
别为 3.125、6.25、12.5 μmol·L－ 1）；（Aβ42 ＋ AE）组：
Aβ42 与 AE 共同孵育（Aβ42 终浓度为 25 μmol·L－ 1，
AE 终浓度分别为 6.25、25、100 μmol·L－ 1）；（Aβ42 ＋

Cu2 ＋＋ AE）组：先将 CuCl2 溶液与 Aβ42 溶液混匀，
立即向混合体系中加入不同量的 AE 溶液（Aβ42 终浓
度为 25 μmol·L－ 1，CuCl2 终浓度为 3.125 μmol·L－ 1，
AE 终浓度分别为 6.25、25、100 μmol·L－ 1）。将各
组置于 37℃、150 r·min－ 1 的恒温培养摇床中避光
孵育 120 h，分别在不同时间点取样进行检测。
2.3　ThT 荧光实验
　　分别吸取各组孵育 0、1、2、4、6、12、24、
48、72、96、120 h 的样品 50 μL 至黑色透底 96
孔板中，加入 ThT 溶液 150 μL（ThT 终浓度为 20 
μmol·L － 1），室温避光反应 30 min，使用多功能
微孔读板机测定荧光强度。设定激发波长为 450 
nm，发射波长为 485 nm，带宽分别为 9、15 nm，
检测前振板 10 s。实验数据需扣除不含 Aβ42 的空
白背景，将 Aβ42 单独孵育的最大荧光强度设为
100% 进行归一化处理。
2.4　浊度法
　　分别吸取各组孵育 0、6、24、48、72、96、
120 h 的样品 200 μL，加入 96 孔板中。使用酶标
仪测定其在 400 nm 处的吸光度，实验结果均扣
除相应的空白背景。
2.5　透射电子显微镜实验
　　分别吸取各组孵育 24、120 h 的样品 30 μL
滴加到碳支持膜上，干燥后滴加 30 μL 2% 乙酸双
氧铀溶液进行负染，干燥 3 h 后用透射电镜观察
形貌。
2.6　CCK8 细胞毒性实验
　　SH-SY5Y 细胞用含有 10%FBS、1% 青霉素 /
链霉素溶液的 DMEM/F-12 培养基，置于 37℃、
5%CO2 培养箱中孵育。每隔 2 d 传代 1 次，其间换
液1次。收集对数期细胞，将细胞以2×104个细胞 /
孔的密度接种于 96 孔细胞培养板中，孵育 24 h。
待细胞贴壁后，实验组用各组预先孵育 120 h 的样
品处理细胞（Aβ42 终浓度为 5 μmol·L － 1），继续
孵育 24 h。将孔内培养基吸除后，向每孔中加入
100 μL 10% 的 CCK8 溶液，避光孵育 4 h。使用酶
标仪测量 450 nm 处的吸光度 A，以仅含有细胞的
样品作为对照组，实验数据均扣除不含细胞的空白
背景，每组设置 5 次平行实验，计算细胞生存率。
细胞生存率（%）＝ A实验组 /A空白组×100%。
2.7　数据统计学处理
　　实验数据通过 SPSS Statistics 20 软件进行
统计学分析，应用 GraphPad Prism 10 软件作图。
计量资料的结果均以均数 ±标准差（x±s）表

示，多组间比较采用单因素方差分析（One-way 
ANOVA），方差不齐的计量资料采用非参数秩和
检验进行分析，P＜ 0.05 认为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　AE 对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 纤维化聚集过程的
影响
　　ThT 可与富含β- 折叠结构的淀粉样纤维结合，
在 450 nm 激发光的作用下，于 485 nm 处产生荧光信
号。蛋白的β- 折叠结构含量越多，ThT 荧光强度就
越强，因此 ThT 荧光实验可用于评估 Aβ42 的纤维化
聚集过程 [16]。如图 1 所示，单独孵育 Aβ42，0 ～ 6 h
为延伸期，Aβ42 单体快速聚集为富含β- 折叠结构
的聚集体，成核期几乎不明显；6 h 之后荧光强度
缓慢增长，从 24 h 开始荧光强度基本保持不变，达
到稳定期。将 Cu2 ＋与 Aβ42 共同孵育，与单独孵育
Aβ42 相比，延伸期的斜率以及稳定期的荧光强度随
Cu2 ＋浓度增加而逐渐降低；当 Cu2 ＋浓度增加到 12.5 
μmol·L－ 1 时，孵育 12 h 后荧光强度开始降低，孵
育 72 h 后几乎检测不到荧光。表明在实验浓度范围
内，Cu2 ＋浓度依赖性地抑制 Aβ42 的纤维化聚集。

图 1　Cu2 ＋对 Aβ42 纤维化聚集过程的影响

Fig 1　Effect of Cu2 ＋ on the fibrotic aggregation process of Aβ42

　　将 AE 与 Aβ42 共同孵育，与 Aβ42 单独孵育相
比，延伸期的斜率以及稳定期的荧光强度随 AE
浓度的增加而逐渐降低。当 AE 浓度增加到 100 
μmol·L－ 1 时，孵育 120 h 可使 Aβ42 的荧光强度
降低至 44.79%（见图 2）。表明 AE 可抑制 Aβ42 的
纤维化聚集。

图 2　芦荟大黄素对 Aβ42 纤维化聚集过程的影响

Fig 2　Effect of aloe emodin on the fibrotic aggregation process of Aβ42

　　将 AE 与 Cu2 ＋、Aβ42 共同孵育，随着 AE 浓度
增加，延伸期的斜率以及稳定期的荧光强度逐渐降
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低，表明 Cu2 ＋存在下，AE 也能抑制 Aβ42 的纤维化
聚集。当 AE 浓度为 100 μmol·L－ 1 时，孵育 120 h
可使 Aβ42 的荧光强度降低至 37.05%（见图 3）。

图 3　芦荟大黄素对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 纤维化聚集过程的影响

Fig 3　Effect of aloe emodin on the fibrotic aggregation process of Aβ42 
in the presence of Cu2 ＋

3.2　AE 对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 总聚集程度的影响

　　浊度法的基本原理是溶液中颗粒物的量与
400 nm 处的吸光度成正比，因此通过浊度法可检
测 Aβ42 各种结构聚集体的总聚集程度。如图 4 所
示，单独孵育 Aβ42，120 h 内样品的浊度缓慢增
加，120 h 时溶液的吸光度增长为原来的 2.28 倍。
将 Cu2 ＋与 Aβ42 共同孵育，样品的浊度明显高于
同时间单独孵育 Aβ42 的浊度，说明 Cu2 ＋对 Aβ42

总聚集程度有促进作用。而“3.1”项下 ThT 荧光
实验的结果显示，Cu2 ＋能浓度依赖性地抑制 Aβ42

的纤维化聚集。结合 ThT 荧光实验和浊度实验的
结果，推测 Cu2 ＋促进 Aβ42 聚集所形成的聚集体
并非富含β- 折叠结构的纤维。

图 4　Cu2 ＋对 Aβ42 总聚集浊度的影响

Fig 4　Effect of Cu2 ＋ on the turbidity of Aβ42 total aggregation

　　如图 5 所示，将 AE 与 Aβ42 共同孵育，与单
独孵育 Aβ42 相比，溶液的浊度明显降低。当 AE
的浓度为 6.25 μmol·L－ 1 时，孵育 120 h 可使 Aβ42

的浊度降低 13.29%，表明 AE 可抑制 Aβ42 聚集。
将 AE 与 Aβ42、Cu2 ＋共同孵育，样品的浊度进一
步降低。与（Aβ42 ＋ Cu2 ＋）组（CuCl2 终浓度为
3.125 μmol·L－ 1）相比，6.25 μmol·L－ 1 AE 孵育
120 h 可使样品的浊度降低 25.24%，表明 AE 能抑
制 Cu2 ＋诱导的 Aβ42 聚集。由于 AE 的溶解度较差，
本实验体系下高浓度的 AE 会析出，影响浊度实验
结果，因此本实验未探究 25、100 μmol·L－ 1 AE
对 Aβ42 聚集的影响。

图 5　芦荟大黄素对 Aβ42 总聚集浊度的影响

Fig 5　Effect of aloe emodin on the turbidity of Aβ42 total aggregation

3.3　AE 对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 聚集体形貌的影响 
　　为进一步研究 Aβ42 的聚集过程，采用透射电
镜观察各组聚集体的形貌。如图 6A、6B 所示，单
独孵育 Aβ42，24 h 时形成 100 ～ 350 nm 的短纤维，
120 h 时形成 400 nm 以上的长纤维。如图 6C 所示，
与 Aβ42 单独孵育相比，加入 Cu2 ＋和 Aβ42 共孵育
24 h，形成的纤维长度较短，同时形成直径 30 nm
左右的无规则聚集体。如图 6D 所示，加入 Cu2 ＋

和 Aβ42 共孵育 120 h，视野内几乎没有纤维，仅形
成结构较为致密的、直径 100 nm 左右的无规则聚
集体。结合 ThT 荧光实验和浊度法的结果，证明
Cu2 ＋能促进 Aβ42 聚集形成低β- 折叠结构的无规则
聚集体。如图 6E、6F 所示，将 AE 和 Aβ42 共孵育，
形成 100 ～ 200 nm 的粗纤维和一些无规则结构聚
集体；孵育 120 h 还可见 100 nm 左右的无定形块
状聚集体。结合 ThT 荧光实验和浊度法的结果，
证明 AE 能抑制 Aβ42 的纤维化聚集，改变 Aβ42 的
聚集途径形成低β- 折叠结构的聚集体。如图 6G、
6H 所示，将 AE 与 Aβ42、Cu2 ＋共孵育 24 h，视野
内聚集体较少，仅有一些直径 10 ～ 20 nm 的近圆
形聚集体；孵育 120 h，出现 20 ～ 50 nm 的短粗
棒状聚集体。结合 ThT 荧光实验和浊度法的结果，
证明 AE 可抑制 Cu2 ＋诱导的 Aβ42 聚集。
3.4　AE 对 Cu2 ＋存在下 Aβ42 细胞毒性的影响
　　首先考察各组除 Aβ42 以外的组分对 SH-SY5Y
细胞活力的影响。如图 7 所示，与空白组比较，
在实验浓度范围内的 Cu2 ＋、AE 以及 Cu2 ＋ -AE 复
合物对 SH-SY5Y 的细胞活力基本没有影响。
　　如图 8 所示，单独孵育 Aβ42 120 h 形成的长纤
维具有一定的毒性，可使细胞活力降低至 74.38%。
与空白组比较，0.625、1.25、2.5 μmol·L－ 1 Cu2 ＋

与 Aβ42 共同孵育形成无规则聚集体可显著降低细
胞活力（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001），表明 Cu2 ＋可增
强 Aβ42 的细胞毒性。加入 AE 与 Aβ42 共同孵育，
AE 以浓度依赖性的方式提高细胞活力。当 AE 的
浓度增加到 20 μmol·L－ 1 时，可使细胞活力恢复
至 85.82%，表明 AE 可降低 Aβ42 的细胞毒性。与
（Aβ42 ＋ Cu2 ＋）组（Cu2 ＋浓度为 0.625 μmol·L－ 1）
相比，（Aβ42 ＋ Cu2 ＋＋ AE）组（Cu2 ＋浓度为 0.625 
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μmol·L－ 1，AE 浓度分别为 1.25、5、20 μmol·L－ 1）
的细胞活力明显升高，表明 AE 可减轻 Cu2 ＋诱导
Aβ42 的细胞毒性。
4　讨论
　　本研究中将 Aβ42 置于 pH 7.4、37℃的条件下
孵育 120 h，ThT 荧光强度、浊度逐渐增加，形
成富含β- 折叠结构的长纤维聚集体，验证了 Aβ42

作为一种疏水多肽会自发聚集；成核期不明显，
可能是因为 Aβ42 成核较为迅速，ThT 荧光实验难
以检测到。将 Cu2 ＋和 Aβ42 在 pH 7.4、37℃的条
件下共孵育 120 h，形成低β- 折叠结构的细胞毒
性较强的无规则聚集体，这与已报道的实验结果
一致 [9，16-17]。Cu2 ＋增强 Aβ42 毒性的机制，主要与
催化活性氧生成、改变 Aβ 构象、导致细胞内外
铜稳态失调有关 [18]。

　　蒽醌可以插入β- 折叠结构中破坏链间氢键的
稳定性，干扰 Aβ 纤维颤动，抑制 Aβ 聚集 [19-20]。
AE 作为大黄蒽醌单体之一，是一种优良的蛋白
聚集抑制剂 [21-22]。本研究结果显示，AE 可直接
与 Aβ42 作用，降低样品的 ThT 荧光强度和浊度，
改变 Aβ42 的聚集途径形成细胞毒性较低的无定形
聚集体，有效抑制 Aβ42 聚集。此外，在 Cu2 ＋存
在下，AE 降低了 Aβ42 的 ThT 荧光强度和浊度，
使其形成直径较小、细胞毒性较低的聚集体。因
此，AE 可作为一种效果优良的双功能抑制剂，
一方面抑制 Aβ42 的自发性聚集，一方面通过螯
合 Cu2 ＋抑制 Cu2 ＋诱导的 Aβ42 聚集。AE 在体内
是否能抑制 Cu2 ＋存在下 Aβ42 的聚集及细胞毒性
尚有待进一步研究。AE 能穿透血脑屏障到达大
脑发挥作用 [23-24]。未来可通过饲喂含铜饲料或饮
水、脑注射 Cu2 ＋或 Cu2 ＋ -Aβ42 等方法造模 AD 动
物 [25-30]，考察 AE 在体内的抗 Aβ42 聚集和神经保
护作用。

图 7　Cu2 ＋、AE 及 Cu2 ＋ -AE 复合物对 SH-SY5Y 细胞活力的影响

（x±s，n ＝ 5）
Fig 7　Effect of Cu2 ＋，AE and Cu2 ＋ -AE complex on the viability of 
SH-SY5Y cells （x±s，n ＝ 5）

图 6　各组 Aβ42 孵育 24、120 h 形成的聚集体形貌（×30 000）
Fig 6　Aggregate morphology of Aβ42 cultured for 24 and 120 h in each 
group（×30 000）
A、B. Aβ42组（Aβ42 group）；C、D. Aβ42＋3.125 μmol·L－1 Cu2＋组 [Aβ42＋

3.125 μmol·L－ 1 Cu2 ＋ group]；E、F. Aβ42 ＋ 100 μmol·L－ 1 AE 组 [Aβ42 ＋

100 μmol·L－ 1 AE group]；G、H. Aβ42 ＋ 3.125 μmol·L－ 1 Cu2 ＋＋ 100 
μmol·L－ 1 AE 组 [Aβ42 ＋ 3.125 μmol·L－ 1 Cu2 ＋＋ 100 μmol·L－ 1 AE 
group]

图 8　Aβ42 预孵育 120 h 对 SH-SY5Y 细胞活力的影响（x±s，n ＝ 5）
Fig 8　Effect of Aβ42 cultured for 120 h on the viability of SH-SY5Y 
cells（x±s，n ＝ 5）

注：与空白组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001.
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基于 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS的二十五味大汤丸 
化学成分分析

严志宏1，许金娣1，索朗次仁2，张臣1，张宁方1，罗珍2*，杨雅雯１（1. 江西中医药大学，南昌　330004；

2. 西藏藏医药大学，拉萨　850000）

摘要：目的　采用 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 法对二十五味大汤丸的化学成分进行分析鉴定。方法　
利用超高效液相色谱 - 线性离子阱 - 静电场轨道阱高分辨质谱技术（UPLC-LTQ-Orbitrap-MS）进行
检测，正、负离子模式采集数据，采用 TraceFinder 4.1 软件筛查目标化合物，分析化合物特征碎片
离子，结合相关文献对数据进行系统分析和各成分的中药来源进行归属。结果　在正、负离子模
式下共鉴定出 102 个化合物，包括黄酮类 30 个，有机酸类 22 个，萜类及三萜类 11 个，苯丙素类
17 个，鞣质类 10 个，其他类 12 个。结论　应用 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 技术可快速有效、全面
地表征二十五味大汤丸中的主要化学成分，为深入揭示其药效物质及作用机制提供依据。
关键词：二十五味大汤丸；UPLC-LTQ-Orbitrap-MS；化学成分；裂解规律
中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3139-10
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.003

Chemical composition analysis of Twenty-five Flavor Soup pills based on 
UPLC-LTQ-Orbitrap-MS

YAN Zhi-hong1, XU Jin-di1, Suo-lang-ci-ren2, ZHANG Chen1, ZHANG Ning-fang1, LUO Zhen2*, 
YANG Ya-wen1 (1. Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang  330004; 2. University of 
Xizang Medicine, Lasa  850000)

Abstract: Objective  To identify the chemical components of Twenty-five Flavor Soup pills by UPLC-
LTQ-Orbitrap-MS method. Methods  The detection was carried out using ultra performance liquid 
chromatography-linear ion trap-electrostatic field orbitrap high-resolution mass spectrometry (UPLC-
LTQ-Orbitrap-MS), and the data were collected in the positive and negative ion modes, and the target 
compounds were screened using TraceFinder 4.1 software to analyse the compound characteristic 
fragment ions, combined with the relevant literature for systematic analysis of the data and the attribution 
of the traditional Chinese medicine sources of each component. Results  Totally 102 compounds were 
identified in the positive and negative ion modes, including 30 flavonoids, 22 organic acids, 11 terpenes 
and triterpenes, 17 phenylpropanoids, 10 tannins, and 12 other compounds. Conclusion  The application 
of UPLC-LTQ-Orbitrap-MS technology can rapidly, effectively and comprehensively characterise the 
main chemical components in Twenty-five Flavor Soup pills, and provide the basis for the in-depth 
revelation of its pharmacological substances and mechanism of action. 
Key words: Twenty-five Flavor Soup pill; UPLC-LTQ-Orbitrap-MS; chemical component; cracking 
regularity
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　　二十五味大汤丸，是藏族地区常用的藏药成
方，藏药名汤钦尼埃日布，收录于 1995 年版的
《中华人民共和国卫生部药品标准藏药》[1]，属于

藏药处方中的平息方，该方由红花、诃子、毛诃
子、余甘子、藏木香、木香、波棱瓜子、渣驯膏、
石榴子、榜嘎、角茴香、紫菀花、乌奴龙胆、豆蔻、
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木瓜、猪血粉、甘青青兰、骨碎补、芫荽、獐牙
菜、兔耳草、秦艽花、绿绒蒿、水柏枝、巴夏嘎
二十五味药组成 [2]，方中主药为红花、诃子、毛
诃子，余甘子调和诸药。具有开胃、愈溃疡、止
痛、治疗月经过多等功能 [3]，现代临床常用于急
慢性胃炎、浅表性胃炎、胃溃疡、胃酸、胃痛胃
胀等胃肠功能紊乱疾病。现有二十五味大汤丸的
研究多停留在临床应用和质量标准层面，而关于
其活性物质基础的研究尚未有相关研究。为此，
确定二十五味大汤丸的主要化学成分对其进一步
的药效物质阐明和作用机制研究非常重要。
　　UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 全称为超高效液相色
谱 - 线性离子阱 - 静电场轨道阱高分辨质谱法，具
备离子阱质谱多级碎裂和静电场轨道阱高分辨功
能，是一种超高效率和灵敏度的液质联用技术，
是鉴定中药成分的有效手段之一 [4]。基于此，本
实验首次利用该技术对二十五味大汤丸中的化学
成分进行快速分析鉴定，为深入开展其功效物质
基础的研究奠定了基础。
1　材料
1.1　仪器
　　UltiMate 3000 型超高效液相色谱仪、LTQ 
Orbitrap 型 质 谱 仪、Xcalibur 2.1 化 学 工 作 站、
TraceFinder 4.1 软件（美国 Thermo Fisher 公司），
Milli-Q Synthesis 型超纯水纯化系统（美国密理博
公司），TGL-16B 型高速离心机（上海安亭科学仪
器厂），SZ-93 型自动双重纯水蒸馏器（上海亚荣
生化仪器厂），BSA224S 型万分之一电子天平（德
国赛多利斯公司）。
1.2　试药
　　去甲基雏菊叶龙胆酮（批号：23040309）、香
叶木素 -7-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷（批号：21030907）、
大波斯菊苷（批号：21053112）、没食子酸（批号：
23101303）、柯里拉京（批号：23062603）、绿原酸
（批号：22121606）（成都普菲德技术有限公司）；α-
亚麻酸（批号：J13IB220095，上海源叶生物科技
有限公司），所有对照品纯度均＞ 98%；二十五味
大汤丸（批号：Z54020063，0.5 g/ 丸，西藏甘露藏
药股份有限公司）；质谱级甲醇、甲酸、乙腈（德
国 Merck KGaA 公司）；超纯水为自制。
2　方法
2.1　二十五味大汤丸化学成分数据库的建立
　　通过中药系统药理学数据库与分析平台、中国
中医药数据库检索系统，结合相关文献报道，收集
二十五味药材的化合物信息（名称、分子式、相对
分子量），构建二十五味大汤丸化学成分数据库。
2.2　二十五味大汤丸的制备 
　　应用多功能粉碎机将二十五味大汤丸复方进

行粉碎，过 60 目筛，精确称取 0.2 g 粉末于 10 mL
离心管中，加 5 mL 50% 的甲醇溶液，振荡混匀，
超声40 min，于13 000 r·min－1离心10 min，取出，
取上清液，过 0.22 μm 微孔滤膜，测样分析。
2.3　对照品溶液的制备 
　　称取对照品去甲基雏菊叶龙胆酮、香叶木
素 -7-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷适量，粉末置于量瓶
中，加 50% 甲醇使其充分溶解，再稀释至刻度
线，摇动混匀，作为混合对照品 1；称取对照品
大波斯菊苷、没食子酸、柯里拉京、绿原酸适量，
粉末置于量瓶中，加 50% 甲醇使其充分溶解，再
稀释至刻度线，摇动混匀，作为混合对照品 2；
量取对照品α- 亚麻酸适量，溶液置于量瓶中，加
50% 甲醇使其充分溶解，再稀释至刻度线，摇动
混匀，作为对照品 3。
2.4　色谱条件
　　色谱柱为 ACQUITY UPLC BEH C18 色 谱 柱
（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相为 0.1% 甲
酸水溶液（A）- 乙腈（B），梯度洗脱（正离子模
式：0 ～ 1 min，5%B；1 ～ 7 min，5% ～ 20%B；
7 ～ 12 min，20% ～ 24%B；12 ～ 15 min，
24% ～ 30%B；15 ～ 18 min，30% ～ 35%B；
18 ～ 28 min，35% ～ 60%B；28 ～ 34 min，
60% ～ 75%B；34 ～ 37 min，75% ～ 100%B；
3 7 ～ 3 9  m i n， 1 0 0 % B； 3 9 ～ 3 9 . 1  m i n，
100% ～ 5%B；39.1 ～ 42 min，5%B。负离子模
式：0 ～ 1 min，5%B；1 ～ 6 min，5% ～ 17%B；
6 ～ 10 min，17% ～ 23%B；10 ～ 20 min，
23% ～ 36%B；20 ～ 27 min，36% ～ 48%B；
27 ～ 35 min，48% ～ 76%B；35 ～ 38 min，
76% ～ 100%B；38 ～ 42 min，100%B；42 ～ 42.2 
min，100% ～ 5%B；42.2 ～ 45 min，5%B）， 流
速 0.3 mL·min－ 1，柱温 35℃，进样体积 3 μL。
2.5　质谱条件
　　数据采集模式为正、负离子模式，应用电喷
雾离子源（ESI）；正、负离子模式采集条件相同，
均为离子源温度 350℃，毛细管温度 320℃，毛
细管电压 35 V，管透镜电压 110 V，喷雾电压 4 
kV，鞘气流速 35 L·h－ 1，辅助气流速 10 L·h－ 1；
进行样品全扫描，分辨率 30 000，扫描范围 m/z 
50 ～ 1250；二级质谱采用 DDA 动态数据依赖性
扫描，选取丰度值排名为前六强的峰进行 CID 碰
撞诱导解离碎片扫描，采用离子阱打拿极检测。
2.6　数据采集与预处理
　　应用 Xcalibur 2.1 化学工作站采集数据，基于
UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 技 术 结 合 TraceFinder 4.1 
软件筛查目标化合物。查阅二十五味藏药的化学
成分相关文献，收集二十五味藏药的化合物信息
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（化合物名称、分子式、相对分子量），汇总成表
格，保存为 CSV 格式，建立数据库。将正、负离
子模式下采集的数据导入 TraceFinder 4.1 软件进行
自动筛查匹配，实际分子量与理论分子量的偏差
值（δ）设置为 5 ppm（1 ppm ＝ 1×10－ 6），质谱精
确性设置为 5。最后，进行化合物鉴定，结合相关
文献对化合物的精确质量数和质谱裂解碎片及特
征碎片离子进行结构推断，确定最终筛选结果。
3　结果
　　采用 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 对二十五味大汤
丸主要化学成分进行定性分析，总离子流图见图
1。筛查目标化合物运用 TraceFinder 4.1 软件，对
两个模式下 [M ＋ H] ＋、[M － H]－检测出来的化
合物偏差进行筛选，初步筛选出δ ＜ 5 ppm 的化
合物，获取相关化合物的特征碎片离子图谱，再
结合文献和对照品对化合物进行系统分析，最后
共鉴定出 102 个化合物，包括黄酮类 30 个，有机
酸类 22 个，萜类及三萜类 11 个，苯丙素类 17 个，
鞣质类 10 个，其他类 12 个。
3.1　黄酮及其苷类
　　黄酮类化合物是一种分子结构包含 2- 苯基色
原酮基本母核，由酚羟基苯环和中央碳原子构成的
C6-C3-C6 结构的化合物。本实验从二十五味大汤丸
提取液中鉴定出了 30 种黄酮及其苷类化合物。黄
酮类化合物的母核 C 环容易发生逆狄尔斯 - 阿尔德
（RAD）裂解，从而生成一系列碎片离子。峰 90 的
保留时间为 17.57 min，准分子离子峰 m/z 259.0240 
[M-H]－，接连丢失 CO 产生碎片离子 231.0919 [M-H-
CO]－、203.0218 [M-H-2CO]－；丢失 CO2 产生碎片
离子 215.1081 [M-H-CO2]

－、继而丢失一分子 CO 产
生碎片离子 186.9501 [M-H-CO2-CO]－；丢失一分子
CHO 产生碎片离子 230.1215 [M-H-CHO]－；该化合
物还发生 RAD 裂解产生碎片离子 151.0763 [M-H-

C6H4O2]
－、107.1646 [M-H-C7H4O4]

－，通过相关文献 [50]

和对照品比对，可以确定峰 90 是去甲基雏菊叶龙胆
酮，该化合物属于黄酮化合物中的𠮿酮类化合物，
分子式为 C13H8O6，裂解规律如图 2 所示。

图 1　二十五味大汤丸 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 总离子流图

Fig 1　UPLC-LTQ-Orbitrap-MS total ion current diagram of Twenty-
five Flavor Soup pills 
A. 正离子模式（positive ion mode）；B. 负离子模式（negative ion mode）

图 2　去甲基雏菊叶龙胆酮的裂解规律途径

Fig 2　Fragmentation pathway of desmethybellidifolin

3.2　有机酸及其苷类
　　二十五味大汤丸中有机酸化合物有 22 种，包

括酚酸类、没食子酸类、单宁类及其苷类等，在
负离子模式中，有机酸主要产生 [M-H-H2O]－、[M-
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表 1　二十五味大汤丸主要成分鉴定结果 
Tab 1　Identification of the main components of the Twenty-five Flavor Soup pills 

峰号 化合物 化学式
离子

模式

m/z
理论值

m/z
实测值

δ/
×10 － 6

tR/
min

二级碎片离子 来源 类别 文献

1 果糖 C6H12O6 [M-H]- 179.0561 179.0560 － 0.5305 0.21 161.0799 c 其他 [5]

2 粘酸 C6H10O8 [M-H]- 209.0303 209.0300 － 1.5392 0.95 191.0181、147.0342、133.0257 d 有机酸 [6]

3 顺式 - 乌头酸 C6H6O6 [M-H]- 173.0092 173.0090 － 0.9093 0.98 128.9920、111.0665、93.2088、
85.2155

k 有机酸 [7]

4 D- 半乳糖 C6H12O6 [M-H]- 179.0561 179.0560 － 0.5305 0.99 160.9956、142.9745 q 其他 [5]

5 呋喃甲酸 C5H4O3 [M-H]- 111.0088 111.0087 － 0.2407 1.13 93.0611、83.1059、67.0762 k 有机酸 [8]

6 苹果酸 C4H6O5 [M-H]- 133.0143 133.0141 － 0.7902 1.21 114.9936、87.0658、71.0803 k 有机酸 [9]

7 脱氢二没食子酸 C14H10O10 [M-H]- 337.0201 337.0195 － 1.7469 1.25 318.9743、292.9992、249.0293、
274.9672、

x 鞣质 [10]

8 琥珀酸 C4H6O4 [M-H]- 117.0193 117.0193 － 0.3013 1.27 117.0354、73.0844 q、k 有机酸 [11]

9 没食子酸 * C7H6O5 [M-H]- 169.0143 169.0139 － 1.9761 1.37 151.1424、124.9863、107.0419、
97.1939

b、n、s、d、x、
i、k、c

有机酸 [12]

10 奎宁酸 C7H12O6 [M-H]- 191.0561 191.0556 － 2.4938 1.38 172.9842、146.9815、111.0346、
85.2087、59.2937

c、k 苯丙素 [12]

11 粘酸 -1，4- 内酯 -3- O-
没食子酸酯

C13H12O11 [M-H]- 343.0307 343.0299 － 2.4307 1.42 190.9939 d 有机酸 [13]

12 诃子次酸 C14H12O11 [M-H]- 355.0307 355.0301 － 1.7469 1.64 337.0415、319.0254、311.0639、
293.0715

c、b、d 鞣质 [6]

13 ５- 羟甲基糠醛 C6H6O3 [M-H]- 125.0244 125.0243 － 0.9018 1.90 107.0600、81.1243 t、u、c 其他 [5]

14 L- 苯丙氨酸 C9H11NO2 [M-H]- 164.0717 164.0716 － 0.9236 2.02 147.0235、120.0612、103.1494 l 其他 [5]

15 香草酸 C8H8O4 [M-H]- 167.0350 167.0348 － 1.2286 2.28 151.9815、149.0189、123.0136、 k、p、x、c 有机酸 [5]

16 3，4- 二羟基 - 苯乙

醇 -8-O-β-D- 吡喃阿

洛糖苷

C14H20O8 [M-H]- 315.1085 315.1077 － 2.5799 2.74 152.9983、135.0284 n 其他 [14]

17 2，3- 二羟基苯甲酸 C7H6O4 [M-H]- 153.0193 153.0192 － 0.6792 2.78 109.0532 p 有机酸 [15]

18 3- 乙酰胺基 -4- 羟基 -
苯甲酸

C9H9NO4 [M-H]- 194.0459 194.0455 － 1.8709 3.00 176.1104、150.0239 n 有机酸 [14]

19 L- 色氨酸 C11H12N2O2[M-H]- 203.0826 203.0821 － 2.2746 3.14 186.1011、159.0534、142.0186、
130.0841、116.0485

l、g、d 其他 [16]

20 绿原酸 * C16H18O9 [M-H]- 353.0878 353.0870 － 2.1917 3.23 335.1183、191.0555、179.0301、
173.0523、135.0111

m、s、u、k 苯丙素 [17]

21 咖啡酸 C9H8O4 [M-H]- 179.0350 179.0348 － 0.9758 3.50 135.0149 p、n、s、x、k、
w

苯丙素 [18]

22 香豆酸 -4- 葡萄糖苷 C15H18O8 [M-H]- 325.0929 325.0923 － 1.7667 3.60 281.0705、162.9998 n 有机酸 [19]

23 原儿茶醛 C7H6O3 [M-H]- 137.0244 137.0244 － 0.1547 3.72 109.0838、93.0658 p、r 有机酸 [5]

24 马钱苷酸 C16H24O10 [M-H]- 375.1297 375.1287 － 2.6868 3.74 357.1127、213.0341、195.0250、
169.0088、151.0232

r 萜类 [20]

25 对香豆酸 C9H8O3 [M-H]- 163.0401 163.0400 － 0.7513 3.80 119.0292 n、w、k、q、x苯丙素 [21]

26 桃叶珊瑚苷 C15H22O9 [M-H]- 345.1191 345.1181 － 3.0062 3.94 299.1074、183.0174 y、q 萜类 [5]

27 对羟基苯甲酸 C7H6O3 [M-H]- 137.0244 137.0244 － 0.1547 4.01 93.0346 p、n、u、k、c 有机酸 [5]

28 8-epiloganic acid C16H24O10 [M-H]- 375.1297 375.1287 － 2.6868 4.04 357.1127、213.0537、195.0593、
169.0640、151.0542

q 萜类 [22]

29 邻苯二酚 C6H6O2 [M-H]- 109.0295 109.0294 － 0.7434 4.11 91.3263 h、p 有机酸 [21]

30 3- 乙酰氧基苯甲酸 C9H8O4 [M-H]- 179.0350 179.0348 － 0.9758 4.60 161.0550、135.0069、164.0116 p 有机酸 [11]

31 阿魏酸 C10H10O4 [M-H]- 193.0506 193.0503 － 1.7458 4.67 178.011、149.0290、134.0382 d 苯丙素 [20]

32 二氢红花菜豆酸 -4'-O-
β-D- 吡喃葡萄糖苷

C21H32O10 [M-H]- 443.1923 443.1914 － 1.9489 4.78 425.2358、399.1305、281.1380、
237.1146、219.1695

a 萜类 [23]

33 没食子酸甲酯 C8H8O5 [M-H]- 183.0299 183.0297 － 1.2110 4.83 168.0105、139.0562、124.0058 b、d、c 有机酸 [9]

34 柯里拉京 * C27H22O18 [M-H]- 633.0733 633.0717 － 2.5648 4.85 463.0073、300.9724 b、d、c 鞣质 [12]

35 羟基红花黄色素 A C27H32O16 [M+H]+ 613.1763 613.1743 － 3.3508 5.13 595.0859、451.0826、433.1161、
415.0680、355.0779

a 黄酮 [24]

36 3-O- 阿魏酰奎尼酸 C17H20O9 [M-H]- 367.1035 367.1023 － 3.1737 5.15 193.0291、173.0840、134.0537 u 苯丙素 [25]

37 原儿茶酸 C7H6O4 [M-H]- 153.0193 153.0192 － 0.6792 5.16 109.0052 b、n、s、y、d、
k、w、p、r

有机酸 [15]

38 东莨菪素 C10H8O4 [M-H]- 191.0350 191.0352 1.1622 5.18 176.0480、172.9716 v、u 苯丙素 [20]
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39 景天庚酮糖 C7H12O6 [M-H]- 191.0561 191.0556 － 2.4938 5.19 172.9716、155.0022、119.1208 k 其他 [26]

40 新绿原酸 C16H18O9 [M-H]- 353.0878 353.0870 － 2.1917 5.34 191.0752、179.0189、173.0044、
135.0089

u、t 苯丙素 [17]

41 短叶苏木酚酸 C13H8O8 [M-H]- 291.0146 291.0139 － 2.6975 5.55 247.0257、203.0235 c 有机酸 [25]

42 间羟基苯甲酸 C7H6O3 [M-H]- 137.0244 137.0244 － 0.1547 5.56 93.0327 p、h 有机酸 [15]

43 反式咖啡酸 C9H8O4 [M-H]- 179.0350 179.0348 － 0.9758 5.67 135.0181、121.0093 n 苯丙素 [18]

44 咖啡酸甲酯 C10H10O4 [M-H]- 193.0506 193.0503 － 1.7458 5.91 178.0104、149.0341、134.0135 s、y、x 苯丙素 [20]

45 异荭草素 -7-O- 葡萄糖

苷

C27H30O16 [M+H]+ 611.1607 611.1593 － 2.2224 5.95 593.1359、575.1371、449.1213、
431.1511、413.1107、383.1003、
353.1053、329.1135

r 黄酮 [27]

46 诃子宁 C27H24O19 [M-H]- 651.0839 651.0828 － 1.7453 6.07 633.0682、337.0317、318.9946、
275.0014

c 鞣质 [17]

47 1，2，6- 三 -O- 没食子

酰基 -β-D- 葡萄糖

C27H24O18 [M-H]- 635.0890 635.0879 － 1.7311 6.23 483.0829、465.1004、331.1043、
313.0683、301.0391

b 鞣质 [9]

48 异荭草素 -4'-O- 葡萄糖

苷

C27H30O16 [M+H]+ 611.1607 611.1593 － 2.2224 6.26 593.1305、449.1326、431.1075、
413.1086、383.1309、353.1155、
329.1123

r 黄酮 [27]

49 芒果苷 C19H18O11 [M-H]- 421.0776 421.0763 － 3.1005 6.40 330.9958、301.0013、258.9971 p 黄酮 [9]

50 二氢山柰酚己糖苷 C21H22O11 [M-H]- 449.1089 449.1069 － 4.5132 6.67 359.1047、329.0856、269.0650、
259.0654

i 黄酮 [28]

51 3，5- 二羟基 -4- 甲氧

基 - 苯甲酸甲酯

C9H10O5 [M-H]- 197.0456 197.0451 － 2.1036 6.95 182.0143 x 有机酸 [29]

52 1，3，6- 三没食子酰

葡萄糖

C27H24O18 [M-H]- 635.0890 635.0879 － 1.7311 7.07 483.0883、465.0721、331.0643、
313.0740、301.0737

b 鞣质 [9]

53 绿原酸甲酯 C17H20O9 [M-H]- 367.1035 367.1023 － 3.1737 7.09 191.0231 m、k 苯丙素 [11]

54 没食子酸乙酯 C9H10O5 [M-H]- 197.0456 197.0451 － 2.1036 7.22 182.0330、169.0223 b、q、x、c 有机酸 [9]

55 6- 羟基山柰酚 -3-O-β-
芸香糖苷 -6-O-β-D-
葡萄糖苷

C33H40O21 [M-H]- 771.1989 771.1978 － 1.4459 7.28 609.2208、301.1164 a 黄酮 [30]

56 6- 羟基芹菜素 -3，6-
二 -O-β-D- 葡萄糖苷

C27H30O16 [M+H]+ 611.1607 611.1593 － 2.2224 7.56 593.1741、449.0782、287.0480 a 黄酮 [30]

57 槲皮苷 C21H20O11 [M-H]- 447.0933 447.0920 － 2.7712 7.62 300.9826、300.0295 b、x 黄酮 [5]

58 诃黎勒酸 C41H30O27 [M-H]- 953.0902 953.0902 － 0.0221 7.71 633.1858、463.1583、301.1911 b、c 鞣质 [12]

59 丁香酸 C9H10O5 [M-H]- 197.0456 197.0451 － 2.1036 7.72 182.0122、153.1183 p、e、c 有机酸 [31]

60 orientin 7-caffeate C30H26O14 [M-H]- 609.1250 609.1246 － 0.5684 7.74 447.0975、285.0872 r 黄酮 [32]

61 金丝桃苷 C21H20O12 [M-H]- 463.0882 463.0871 － 2.3815 7.83 301.0087、300.1598 k 黄酮 [9]

62 芦丁 C27H30O16 [M+H]+ 611.1607 611.1593 － 2.2224 8.14 465.0890、303.0509 k、c、b、p、e、d、
o、u、x、a

黄酮 [20]

63 异槲皮苷 C21H20O12 [M-H]- 463.0882 463.0871 － 2.3815 8.32 301.0097、271.1293、151.0573 x、w、t、p、q、
u、d

黄酮 [9]

64 山柰酚 -3-O-β-D- 吡喃

葡萄糖苷 -7-O-α-L-
阿拉伯呋喃糖苷

C26H28O15 [M-H]- 579.1355 579.1332 － 3.9719 8.33 447.0769、265.0324 n 黄酮 [33]

65 槲皮素 -3-O- 葡萄糖醛

酸苷

C21H18O13 [M-H]- 477.0675 477.0656 － 3.8080 8.35 301.0621 x 黄酮 [21]

66 特马里素 C34H26O22 [M+H]+ 787.0989 787.0963 － 3.2226 8.68 769.1478、617.0638、447.0212、
429.0152

c 鞣质 [24]

67 紫云英苷 C21H20O11 [M-H]- 447.0933 447.0920 － 2.7712 8.69 429.1338、357.0910、327.1031、
285.0635

p、n、q 黄酮 [9]

68 木犀草素 -7-O-β-D- 葡
萄糖醛酸苷

C21H18O12 [M-H]- 461.0726 461.0714 － 2.6024 8.76 327.0295、285.0194 n 黄酮 [34]

69 胡黄连苷Ⅱ C23H28O13 [M-H]- 511.1457 511.1449 － 1.5299 8.82 349.0693、235.0414、207.0393、
166.9825

y 萜类 [35]

70 毛蕊花糖苷 C29H36O15 [M-H]- 623.1981 623.1962 － 3.0680 8.87 461.2240、443.2310、315.1280、
251.1644、179.0313

q 苯丙素 [5]

续表 1
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71 诃子林鞣酸 C41H32O27 [M-H]- 955.1058 955.1051 － 0.7512 8.90 937.3085、803.2325、785.2575、
767.2589、651.2458、633.2950、
337.9863

b、d、c 鞣质 [12]

72 neocarthamin C21H22O11 [M-H]- 449.1089 449.1069 － 4.5132 8.92 329.0576、287.0529、269.1447 a 黄酮 [36]

73 肉桂酸甲酯 C10H10O2 [M-H]- 161.0608 161.0606 － 1.1927 9.23 117.1129 j 苯丙素 [37]

74 对羟基苯乙酮 C8H8O2 [M-H]- 135.0452 135.0451 － 0.3334 9.44 120.2020、117.1854、91.0149 q 其他 [38]

75 隐绿原酸 C16H18O9 [M-H]- 353.0878 353.0870 － 2.1917 9.50 191.0555、179.0301、173.0523、
135.0117

t、u 苯丙素 [17]

76 山柰酚 -3-O-β-D- 葡萄

糖醛酸苷

C21H18O12 [M-H]- 461.0726 461.0714 － 2.6024 9.64 415.2107、285.0389 x 黄酮 [39]

77 黄樟素 C10H10O2 [M-H]- 161.0608 161.0606 － 1.1927 9.84 133.0111、115.1063 j 其他 [40]

78 异荭草苷 C21H20O11 [M-H]- 447.0933 447.0920 － 2.7712 10.04 429.1020、411.0630、357.0625、
339.0848、327.0526、285.0440

r 黄酮 [41]

79 丁香脂素 C22H26O8 [M-H]- 417.1555 417.1546 － 2.1286 10.05 402.1280、387.1687、181.0239、
165.9682、150.9721

p、d、x、c 苯丙素 [42]

80 香叶木素 -7-O-β-D- 吡
喃葡萄糖苷 *

C22H22O11 [M+H]+ 463.1235 463.1220 － 3.2632 10.20 301.0535、153.0858 q 黄酮 [43]

81 大波斯菊苷 * C21H20O10 [M-H]- 431.0984 431.0963 － 4.6996 10.22 341.0970、311.0531、269.0882、
150.9725

m、r、q 黄酮 [44]

82 3'-O- 甲基鞣花酸 - 
4-O- 鼠李糖苷

C21H18O12 [M-H]- 461.0726 461.0714 － 2.6024 10.29 446.1282、315.0968 x 鞣质 [39]

83 柯伊利素 -7-O-β-D- 吡
喃葡萄糖苷

C22H22O11 [M+H]+ 463.1235 463.1220 － 3.2632 10.42301.0508、153.0331 q 黄酮 [45]

84 圣草酚 -7-O-β-D- 葡萄

糖苷

C21H22O11 [M-H]- 449.1089 449.1069 － 4.5132 10.48 329.0400、287.0452 n 黄酮 [37]

85 乌奴龙胆苷 D C23H28O13 [M-H]- 511.1457 511.1449 － 1.5299 10.58 467.1744、349.1190、152.9979 v 萜类 [46]

86 阿福豆苷 C21H20O10 [M-H]- 431.0984 431.0963 － 4.6996 11.02 285.0502、255.0298、227.0431 u 黄酮 [21]

87 6-hydroxykaemp-
ferol-di-O-glucoside

C27H30O17 [M+H]+ 627.1556 627.1537 － 3.0192 14.14 609.2440、465.1401、385.0712、
303.1434

a 黄酮 [47]

88 norathyriol C13H8O6 [M-H]- 259.0248 259.0240 － 3.2958 15.05 231.1286、230.0893、215.0356、
187.0647

p 黄酮 [48]

89 herpetetrone C40H42O13 [M-H]- 729.2553 729.2535 － 2.3585 17.35 711.2167、699.2231、681.2358、
669.2626

g 苯丙素 [49]

90 去甲基雏菊叶龙胆酮 * C13H8O6 [M-H]- 259.0248 259.0240 － 3.2958 17.57 231.0919、230.1215、215.1081、
203.0218、186.9501、151.0763、
107.1646

p 黄酮 [50]

91 姜油酮 C11H14O3 [M-H]- 193.0870 193.0866 － 2.1292 19.76 178.0696、175.0066 j 苯丙素 [51]

92 乔松素 C15H12O4 [M-H]- 255.0663 255.0656 － 2.8551 21.49 213.0126、150.9644 j 黄酮 [43]

93 1，3，8- 三羟基 -7- 甲
氧基呫吨酮

C14H10O6 [M-H]- 273.0405 273.0398 － 2.4358 21.71 258.0696 p 黄酮 [52]

94 1，3，8- 三羟基 -5- 甲
氧基呫吨酮

C14H10O6 [M-H]- 273.0405 273.0398 － 2.4358 22.75 258.0254 p 黄酮 [52]

95 阿江榄仁酸 C30H48O5 [M-H]- 487.3429 487.3416 － 2.7019 25.36 469.3708、443.3362、425.3876、
407.3242、391.3419

b、c 三萜 [53]

96 2α，3α/β，19α- 三羟基

乌索 -12- 烯 -28- 酸
C30H48O5 [M-H]- 487.3429 487.3416 － 2.7019 27.23 469.2720、443.3520、425.3338、

406.9889、
k、c 三萜 [53]

97 异木香酸 C15H22O2 [M-H]- 233.1547 233.1542 － 2.1217 30.80 189.1195 f 萜类 [24]

98 α- 亚麻酸 * C18H30O2 [M-H]- 277.2173 277.2166 － 2.5855 31.95 233.2142 m、g、i、d、c、
u

其他 [21]

99 亚油酸 C18H32O2 [M-H]- 279.2330 279.2323 － 2.4378 33.36 235.2501 b、m、g、d、w、

i
其他 [44]

100 油酸 C18H34O2 [M-H]- 281.2486 281.2478 － 2.9432 35.21 265.1255 g、m、g、d、o、
q、i

其他 [42]

101 熊果酸 C30H48O3 [M-H]- 455.3531 455.3521 － 2.1713 35.23 437.3641、411.2937、395.8283、
369.3552

k、c、w、p、d、
q、x、r、h

三萜 [41]

续表 1
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102 齐墩果酸 C30H48O3 [M-H]- 455.3531 455.3521 － 2.1713 35.98 437.2584、411.4828、407.3611、
395.1744

c、k 三萜 [41]

注（Note）：a. 红 花（Carthamus tinctorius）；b. 诃 子（Medicine terminalia）；c. 毛 诃 子（Terminaliae belliricae fructus）；d. 余 甘 子

（Phmllanthi fructus）；e. 藏木香（Inulae racemosa）；f. 木香（Aucklandia lappa）；g. 波棱瓜子（Semenherpetospermi）；h. 渣驯膏（Faeces 
ochotonae erythrotis）；i. 石榴子（Semen punicae granati）；j. 豆蔻（Whitefruit amomim fruit）；k. 木瓜（Chaenomeles speciosa）；l. 猪血粉（Swine 
blood meal）；m. 甘青青兰（Dracocephalum tanguticum）；n. 骨碎补（Drynaria fortune）；o. 芫荽（Fructus coriandri sativa）；p. 獐牙菜（Herba 
swertiae mussotii）；q. 兔耳草（Lagotis brevituba）；r. 秦艽花（Gentiana staminea）；s. 榜嘎（Bang ga）；t. 角茴香（Hypecoum leptum）；u. 紫
莞花（Aster flaccidus）；v. 乌奴龙胆（Gentiane urnula）；w. 绿绒蒿（Herba meconopsis）；x. 水柏枝（Ramulus myricariae）；y. 巴夏嘎（Adhatoda 
vasica）；* 为对照品比对的化合物（*mean confirmed with standards）。

续表 1

图 3　苹果酸的裂解规律途径

Fig 3　Fragmentation pathway of malic acid 

3.3　苯丙素类

　　苯丙素类化合物是一类天然有机化合物，其基
本母核包含一个或多个 C6-C3 单元。这类化合物
包括简单苯丙素、香豆素、木脂素等结构类型。本
研究从二十五味大汤丸提取液中鉴定出了 16 种苯
丙素类化合物，其结构通常含有多个氧原子、甲氧
基、羟基等与芳香环相连接，因此在质谱中可能观
察到一系列丢失羟基、羰基、水、甲基或甲氧基的
碎片离子峰。峰 20 的保留时间为 3.23 min，准分子

离子峰 m/z 353.0870 [M-H]－，丢失 H2O 产生碎片离
子 335.1183 [M-H-H2O]－、丢失 C9H7O3 产生碎片离子
191.0555 [M-H-C9H7O3]

－、再丢失 H2O 产生碎片离子
173.0523 [M-H-C9H7O3-H2O]－、丢失 C7H12O5 产生碎
片离子 179.0301 [M-H-C7H12O5]

－、再丢失 CO2 产生
碎片离子 135.0111 [M-H-C7H12O5-CO2]

－，通过对照品
和相关文献 [17] 比对，可以确定峰 20 是绿原酸，分子
式为 C16H18O9，裂解规律如图 4 所示。

图 4　绿原酸的裂解规律途径

Fig 4　Fragmentation pathway of chlorogenic acid 

3.4　萜类及三萜类

　　萜类是一类母核具有一个或多个异戊二烯结构
首尾相连的聚合体及其衍生物的天然有机化合物，
本研究从二十五味大汤丸提取液中鉴定出了 12 种萜
类及三萜类化合物。峰 95 的保留时间为 25.36 min，
准分子离子峰 m/z 487.3416 [M-H]－，丢失 H2O、CO2

分别产生碎片离子 469.3708 [M-H-H2O]－、443.3362 
[M-H-CO2]

－、同时丢失 CO2 和 H2O 产生碎片离子
425.3876 [M-H-CO2-H2O]－、同时丢失 CO2 和两分子
H2O 产生碎片离子 407.3242 [M-H-CO2-2H2O]－，通
过相关文献 [53] 比对，可以确定峰 95 是阿江榄仁酸，
分子式为 C30H48O5，裂解规律如图 5 所示。

H-CO]－、[M-H-CO2]
－等中性碎片离子峰。峰 6 的

保留时间为 1.21 min，准分子离子峰 m/z 133.0141 
[M-H]－，同时丢失 H2O 产生碎片离子 114.9936 
[M-H-H2O]－，再接着丢失一分子 CO2 产生碎片离

子 71.0803 [M-H-H2O-CO2]
－，丢失一分子 HCOOH

产生碎片离子 87.0658 [M-H-HCOOH]－，通过相关
文献 [9] 比对，可以确定峰 6 是苹果酸，分子式为
C4H6O5，裂解规律如图 3 所示。
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3.5　鞣质类化合物

　　鞣质类化合物也称为单宁类化合物，是植物多
酚化合物，由没食子酸或其聚合物的葡萄糖、其他
多元醇酯、黄烷醇及其衍生物组成。从二十五味大
汤丸提取液中鉴定出了 10 种鞣质类化合物，鞣质类
化合物结构中含有六羟基二苯甲酰基结构（HHDP），
分子质量为 302，负离子模式下会丢失一个氢，产生

m/z 301 的特征碎片。峰 34 保留时间为 4.85 min，准
分子离子峰 m/z 633.0717 [M-H]－，丢失一个没食子
酸产生碎片离子 463.0073 [M-H-gallic]－、丢失一分子
没食子葡萄糖单元产生特征碎片离子 HHDP 300.9724 
[M-H-galloyglucose]－，通过对照品和相关文献 [12] 比
对，可以确定峰 34 是柯里拉京，分子式为 C27H22O18，
裂解规律如图 6 所示。

图 5　阿江榄仁酸的裂解规律途径

Fig 5　Fragmentation pathway of arjunolic acid 

图 6　柯里拉京的裂解规律途径

Fig 6　Fragmentation pathway of corilagin 

3.6　其他类

　　在负离子模式下，从二十五味大汤丸中鉴定出 9
种其他类化合物。峰 14 保留时间为 2.02 min，准分
子离子峰 m/z 164.0716 [M-H]－，丢失一分子氨基产
生碎片离子 147.0235 [M-H-NH3]

－、丢失一分子羰基

产生碎片离子 120.0612 [M-H-CO2]
－、继而丢失一分

子氨基产生碎片离子 103.1494 [M-H-NH3-CO2]
－，通

过相关文献 [5] 比对，可以确定峰 14 是 L- 苯丙氨酸，
分子式为 C9H11NO2，裂解规律如图 7 所示。

图 7　L- 苯丙氨酸的裂解规律途径

Fig 7　Fragmentation pathway of L-phenylalanine pathway

4　讨论
　　复方的中药物质基础研究一直以来都是中药
现代研究的热点和难点，这些药物的有效成分是
由多种复杂成分组合而成的，这些成分共同发挥
作用。UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 同时具备离子阱质
谱的多级碎裂和 Orbitrap 的高分辨功能，具有高
灵敏度、高分辨率和精确分子测定等优点，能通
过一次进样高通量完成对复杂化学成分的鉴定，

是分析鉴定中药复杂体系中化学成分最前沿的技
术之一。实验通过使用 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS
现代分析技术快速分析了藏成方二十五味大汤丸
的主要化学成分，共鉴定出了 102 个化合物，涵
盖黄酮类、有机酸类、苯丙素类、萜类及三萜类、
鞣质类等多种类型的化合物。总结的各类化合物
的裂解规律可为二十五味大汤丸后续成分研究以
及同类化合物的鉴定提供一定的参考依据。
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　　现代药理研究表明，黄酮类成分大波斯菊苷、
紫云英苷具有抗肿瘤活性，大波斯菊苷还具有促
进乳腺癌细胞自噬的能力，能抑制乳腺癌的发
展 [54]。有机酸类化合物没食子酸具有抗氧化作用，
能够减轻氧化应激并抑制炎症反应 [55]。五环三萜
类化合物熊果酸具有抗肿瘤、抗病毒、抗氧化等
多种药理活性且毒性小 [56]，单萜中的环烯醚萜苷
类马钱苷酸具有保肝、抗炎镇痛、抑菌、抗氧化
等活性 [57]。苯丙素类化合物咖啡酸具有降低血糖、
消炎抗菌、抗氧化、抗凋亡等多种药理活性，对
急性肺损伤具有保护作用 [58]。鉴定出的化合物涵
盖了二十五味组方药材的活性成分，归属成分较
多的藏药主要是诃子、毛诃子、余甘子、獐牙菜、
木瓜等，组方中这些成分所占克重比例也比较多。
　　二十五味大汤的组方中的二十五味药，红花
和诃子为君药，而藏木香、骨碎补、木瓜、余甘
子等为辅药。方中各味药配伍，其性味以辛、温、
苦、寒为主，能够温中和胃、收敛止血、祛瘀止痛、
清热解毒。君药红花性温，能够疏通经络、活血
化瘀、缓解疼痛，对因出血后的机体虚弱情况具
有改善作用；毛诃子味甘涩、性平，能够收敛养
血、调和诸药。藏木香性温，具有健脾和胃的作
用，与木瓜、木香、甘青青兰、獐牙菜、紫菀花
等几味药合用可有效保护肺、脾、胃等重要脏器
功能；余甘子、猪血粉、石榴子、巴夏嘎味酸涩、
性温，有止血功效，对胃溃疡出血症状能够有效
控制；獐牙菜、榜嘎、绿绒蒿、波棱瓜子、兔耳草、
角茴香几味藏药性凉寒，具有清热、解毒的功效，
能够降低机体的炎症反应，改善症状；渣驯膏作
为一味矿物药，清除胃中邪热，对胃溃疡具有重
要治疗作用 [59]。二十五味大汤中的各种藏药的合
理配伍，有效改善胃溃疡出血症状，治疗胃溃疡，
并抑制病情发展，实现对机体的整体性调节。因
此，对藏药成分的深入分析有助于了解其药理作
用及临床应用。UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 技术能够
系统、准确地对二十五味大汤丸的化学成分进行
表征，为进一步开展该方的药代动力学和药效物
质基础研究提供了数据支持，为临床应用提供了
理论基础。
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槲皮素 -3'-O-乙基衍生物的设计、合成与抗结肠癌活性研究

刘翠婷1，3，程卉2*（1.安徽中医药大学 药学院，合肥　230012；2.安徽中医药大学 科研技术中心，合肥　230012；3.长三角

药物高等研究院，江苏　南通　226133）

摘要：目的　设计和合成槲皮素 -3'-OH 位衍生物，初步筛选抗结肠癌活性更强的槲皮素衍生

物。方法　以槲皮素为先导化合物，在槲皮素 -3'-OH 位连接不同长度的烷烃链，再通过酰

胺键或磺酰胺键连接不同类型的片段基团，设计合成一系列槲皮素衍生物并对上述化合物进

行抗肿瘤活性测试。结果　设计合成了 11 个槲皮素衍生物 QCT-001 ～ QCT-011，大部分化

合物都具有较好的抗肿瘤活性，其中 QCT-009 的抑制肿瘤活性最佳，IC50 为 11.25 ～ 23.25 
μmol·L－ 1。结论　通过对槲皮素 -3'-OH 位进行片段生长、增大分子结构的修饰策略提高槲皮

素抗肿瘤活性具备一定可行性，为后续研究该类化合物的合成研究提供了实验基础。

关键词：槲皮素；衍生物；抗肿瘤；分子对接
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Design, synthesis, and anti-colon cancer activity of  
quercetin-3'-O-ethyl derivatives

LIU Cui-ting1, 3, CHENG Hui2* (1. School of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  
230012; 2. Research and Technology Center, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 3. 
Drug Research Institute of Yangtze Delta, Nantong  Jiangsu  226133)

Abstract: Objective  To design and synthesize derivatives of quercetin-3'-OH with the aim of 
preliminary screening for quercetin derivatives displaying stronger anti-colon cancer activity. 
Methods  Quercetin was utilized as the lead compound to connect various lengths of alkyl chains at 
3'-OH position. Different types of fragment groups were linked via amide or sulfonamide bonds. A 
series of quercetin derivatives were designed, synthesized, and subjected to anti-tumor activity testing. 
Results  Totally 11 quercetin derivatives QCT-001 ～ QCT-011 were successfully designed and 
synthesized, with most of the compounds exhibiting good anti-tumor activity. Among them, QCT-
009 demonstrated the highest inhibitory activity with an IC50 ranging from 11.25 to 23.25 μmol·L－ 1. 
Conclusion  The strategy of fragment growth and structural modification at 3'-OH position of 
quercetin shows promise in enhancing its anti-tumor activity. This study provides an experimental 
foundation for further research on the synthesis of such compounds. 
Key words: quercetin; derivative; anti-tumor; molecular docking
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　　结肠癌作为消化系统中常见的恶性肿瘤，是
全球四大常见恶性肿瘤之一，也是第五大癌症死
因 [1]。研究发现，当 Wnt/β-catenin 信号通路被异常
激活时，细胞内的β-catenin 蛋白无法被破坏蛋白
复合物水解，进而发生核易位，激活下游 c-myc、
Axin2、Cyclin D1 等癌症相关的靶基因，在结肠癌
的形成、侵袭和复发中充当着关键角色 [2-3]。大量

研究表明，抑制β-catenin 对下游靶基因的激活，可
以有效抑制肿瘤生长。Wnt 通路上游靶标易导致严
重的毒副作用，因此近十几年人们逐渐把目光集
中在 Wnt 信号通路的下游阶段。其中 BCL9（B-cell 
lymphoma 9）作为 Wnt 信号通路的诱导基因之一，
在 Wnt 信号通路组成异常活跃的结肠癌细胞核内
高表达 [4]。后续科研人员通过进一步基因耗竭实验
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和小鼠实验证实，BCL9 的缺失能降低肿瘤中 Wnt
信号传导，减少结肠癌细胞中 Wnt 靶基因的表达，
但对正常细胞没有明显影响 [5-6]。由此可知靶向
β-catenin/BCL9 是 Wnt 信号通路上一个具有开发潜
力的抗结肠癌的靶点，目前已报道了该领域多个相
关的小分子抑制剂，例如 PNPB-29[7]、ZW4864[8]、
C41[9] 等。除此之外，鼠尾草酸 [10]、槲皮素 [11]、姜
黄素 [12] 等天然产物也陆续被发现能阻断β-catenin/
BCL9 蛋白 - 蛋白相互作用。通过结构修饰，这些
化合物成为具有抗结肠癌作用的潜在先导化合物。
本研究选择槲皮素作为先导化合物进行研究。
　　槲皮素（quercetin，QCT）作为一种多羟基
黄酮类化合物，是多种中药的重要有效成分，具
有极高的药用价值，在抗肿瘤药物领域被广泛
研究。目前主要作为一种膳食补充剂在美国上
市。根据既往研究报道，QCT 抗肿瘤的分子机制
复杂，能通过多种途径抑制肿瘤的生长，例如影
响线粒体完整性和扰乱活性氧（ROS）稳态，抑
制β-catenin 核易位，阻断 Wnt 信号通路的传导
等 [13-14]。近期研究发现，QCT 及其衍生物能靶向
阻断β-catenin/BCL9 蛋白 - 蛋白相互作用，经荧
光偏振（fluorescence polarization，FP）检测 IC50

为 10.08 μmol·L－ 1，具有较好的抗肿瘤活性，
这一研究不仅为β-catenin/BCL9 小分子抑制剂领
域增加了新的结构骨架，同时也为 QCT 的抗肿
瘤作用机制提供了新的研究思路 [11]。
　　 在β-catenin/BCL9 抑 制 剂 的 研 究 中，Shen
等 [11] 以 QCT 作为先导化合物，通过在不同羟基
位点延长分子片段并连接不同的亲水基团，发现
3'-OH 位可能是 QCT 合适的取代位置（见图 1A），
能显著提高 QCT 衍生物的抗肿瘤活性。通过对
β-catenin/BCL9（PDB ID：2GL7）结合位点的进一
步分析，可得知β-catenin N 端的结合口袋由残基
D145、A149、A152、L156、L159、L160、V167、
A171、M174、L178、K181 组成，具有较大的空
腔结构并且以疏水相互作用为主，是一个适合药
物设计的停靠位点（见图 1B）[15-16]。目前大多数
β-catenin/BCL9 抑制剂的主要研发思路是通过设
计修饰，使配体与蛋白之间产生稳定的氢键相互
作用以及增强其对蛋白疏水空腔的填充作用以达
到较好的结合活性 [17]。将 QCT 与β-catenin 蛋白
进行分子对接，推测 QCT 分子骨架较小，无法充
分占据β-catenin 的疏水空腔（见图 1C），因此选
用片段生长，连接亲水基团等修饰策略更好地适
配蛋白的疏水口袋，提高配体与靶蛋白的结合能
力。考虑到β-catenin N 端的结合位点是以疏水相
互作用为主导，因此本研究将继续探索在槲皮素
的 3'-OH 位进行修饰的可能性，沿用片段拼接的

方式，延长烷烃链的长度连接不同的疏水基团片
段填充上方疏水口袋，增强其与β-catenin 蛋白的
疏水相互作用。除此之外，参考其他的β-catenin/
BCL9 抑制剂结构，多选用酰胺键和磺酰胺键连
接片段基团，因此在后续设计上选择引入酰胺键
和磺酰胺键作为烷烃链与疏水片段的连接器。为
了评估该分子设计的可行性，本研究使用 QCT 作
为起始化合物，合成了 11 个槲皮素衍生物，并进
行抗结肠癌活性测试。最后通过分子对接模拟，
预测其与β-catenin 的结合方式以及相互作用。

图 1　QCT 与β-catenin 结合位点的作用

Fig 1　Role of QCT with the β-catenin binding site
A. QCT 及其衍生物结构（structures of QCT and its derivatives）；B. 
β-catenin/BCL9 结合位点关键残基（key residues of β-catenin/BCL9 
binding site）；C. QCT 与β-catenin 的 对 接 结 果（docking results of 
QCT with β-catenin）

1　材料

　　DF-101S 集热式加热磁力搅拌器（上海仪昕科
学仪器有限公司）；Bruker NMR 400 MHz 型核磁共
振仪 [DMSO-d6 为溶剂，四甲基硅烷（TMS）为内
标，德国 Bruker 公司 ]；UPLC-MS 质谱仪（Waters
中国有限公司）；旋转蒸发仪（EYELA 东京理化
器械株式会社）；硅胶（200 ～ 300 目，青岛海洋，
为快速柱层析固定相）；制备液相色谱仪（江苏汉
邦科技有限公司），多功能酶标仪（珀金埃尔默仪
器）。槲皮素（含量：98%，上海麦克林生化科技
有限公司），其余试剂都为市售溶剂，且均为分析
纯或化学纯产品。人结肠癌 HCT-116 细胞、SW-
480 细胞（武汉普诺赛生命科技有限公司），小鼠结
肠癌 CT-26 细胞（南京科佰生物科技有限公司）。
2　方法与结果
2.1　目标化合物合成路线
　　将 QCT 和溴化苄（BnBr）反应进行选择性
保护得到 S1，S1 经 Williamson 醚化反应与不
同长度的烷烃链连接得到 S2 ～ S3。随后在三
氟乙酸（TFA）的作用下脱去 S2 ～ S3 上的 Boc
后得到 S4 ～ S5，S4 ～ S5 与羧酸类化合物进
行酰胺缩合反应得到 S6 ～ S12，或者 S5 与磺
酰氯类化合物在碱性条件下发生亲核取代生成
S13 ～ S15。其中 S12 ～ S14 与不同的硼酯类化
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合物通过 Suzuki 偶联反应得到 S16 ～ S19。最后
S6 ～ S11、S15 ～ S19 通过氢化反应脱去苄基得
到终产物 QCT-001 ～ QCT-011（见图 2）。

图 2　槲皮素衍生物 QCT-001 ～ QCT-011 合成路线

Fig 2　Synthesis route of quercetin derivatives QCT-001 ～ QCT-011
A. 碳酸钾，N，N- 二甲基甲酰胺，室温，12 h（K2CO3，DMF，rt，
12 h）；B. 碳 酸 钾，N，N- 二 甲 基 甲 酰 胺，60℃，12 h（K2CO3，

DMF，60℃，12 h）；C. 三氟乙酸，二氯甲烷，室温，1 h（TFA，

DCM，rt，1 h）；D. N，N- 二异丙基乙胺，2-（7- 偶氮苯并三氮

唑）-N，N，N'，N'- 四甲基脲六氟磷酸酯，N，N- 二甲基甲酰胺，室

温，5 h（DIPEA，HATU，DMF，rt，5 h）；E. N，N- 二异丙基乙胺，

二氯甲烷，0℃升至室温，6 h（DIPEA，DCM，0℃ to rt，6 h）；F. 碳
酸钾，1，1'- 双二苯基膦二茂铁二氯化钯，1，4- 二氧六环 - 乙醇 -
水（5∶2∶1），85℃，12 h [K2CO3，Pd（dppf）Cl2，1，4-dioxane-
EtOH-H2O（5∶2∶1）]，85℃，12 h；G.10% 氢氧化钯炭，乙醇 - 四
氢呋喃（1∶1），50℃，12 h [10% Pd（OH）2/C，EtOH/THF（1∶1），
50℃，12 h]。

　　槲皮素系列衍生物使用 QCT 作为原料，通
过苄基保护、醚化、TFA 脱保护、酰胺缩合或亲
核取代、Suzuki 偶联反应得到一系列中间体，最
后氢化脱去苄基得到了 11 个槲皮素 3'-OH 位取代
衍生物。氢化反应中选择了 10% Pd（OH）2/C 作
为催化剂。在实验条件探索的过程中，发现 10% 
Pd/C 的脱氢效率较低，反应产物较杂，而 Pd
（OH）2/C 对于苄基的脱除效果更为纯净。同时

通过条件优化，在 50℃的温度下反应效率更高，
12 h 后反应基本完成。除此之外在反应体系中添
加 3 滴浓盐酸有助于提供质子，将苄基羟基转化
为羟基，同时还能帮助催化反应的进行，更有利
于保护基的脱去。
2.2　目标化合物 QCT-001 ～ QCT-011 的合成
2.2.1　化合物 S1 的合成　将 QCT（2.00 g，6.62 
mmol）、K2CO3（1.83 g，13.25 mmol）溶于 40 mL 
DMF 中，缓慢滴加 BnBr（3.51 g，20.52 mmol），
常温反应 12 h，反应完成后经 TLC 板检测，向
反应液中加入 100 mL 水，用 30 mL 二氯甲烷萃
取 3 次，合并有机相得到粗产品。粗产品经硅胶
柱层析纯化（洗脱剂：石油醚 - 二氯甲烷＝ 2∶1，
V/V），最终得到黄色固体 S1（1.99 g，产率为
52.5%）。MS（ESI）m/z：573.6[M ＋ H] ＋。
2.2.2　化合物 S2 ～ S3 的合成（以 S2 为例）　
将 S1（1.00 g，1.75 mmol）、K2CO3（0.48 g，3.51 
mmol）、N-Boc- 溴乙胺（0.47 g，2.10 mmol）溶
于 20 mL DMF 中，60℃反应 12 h，反应完成后
经 TLC 板检测，向反应液中加入 50 mL 水，用
15 mL 二氯甲烷萃取 3 次，合并有机相得到粗
产品。粗产品经硅胶柱层析纯化（洗脱剂∶石油
醚 - 二氯甲烷＝ 3∶1，V/V），最终得到黄色固
体 S2（1.05 g，产率为 84.0%）。MS（ESI）m/z：
716.7[M ＋ H] ＋。S3 参照此法合成。
2.2.3　化合物 S4 ～ S5 的合成（以 S4 为例）　
将 S2（1.00 g，1.39 mmol）溶于 12 mL DCM/TFA
（3∶1）中，室温反应 1 h，反应完成后经 TLC
板检测，减压蒸除溶剂，将得到的残留物用饱
和 Na2CO3 溶液调 pH 至 8 ～ 9，用 15 mL 二氯
甲烷萃取 3 次，合并有机相并得到微黄色油状
物 S4（0.82 g，产率为 95.0%）。MS（ESI）m/z：
616.5[M ＋ H] ＋。S5 参照此法合成。
2.2.4　化合物 S6 ～ S12 的合成（以 S6 为例）　将
S4（0.30 g，0.49 mmol），间氟苯甲酸（0.08 g，0.54 
mmol），HATU（0.20 g，0.54 mmol），DIPEA（0.07 
g，0.54 mmol）溶于 5 mL DMF 中，室温反应 5 h，
反应完成后经 TLC 板检测，向反应液中加入 20 
mL 水，用 15 mL 二氯甲烷萃取 3 次，合并有机相
得到粗产品。粗产品经硅胶柱层析纯化（洗脱剂：
石油醚 - 二氯甲烷＝ 1∶1，V/V），最终得到黄色
固体 S6（0.21 g，产率为 58.3%）。MS（ESI）m/z：
738.5[M ＋ H]＋。S7 ～ S12 参照此法合成。
2.2.5　化合物 S13 ～ S15 的合成（以 S13 为例）
　 将 S4（0.60 g，0.97 mmol），DIPEA（0.40 g，
1.08 mmol）溶于 15 mL 无水二氯甲烷中，N2 保
护，3- 溴苯磺酰氯（0.28 g，1.08 mmol）溶于 5 
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mL 无水二氯甲烷中，在 0℃的冰水浴中缓慢滴
入反应体系中，滴加完毕后升至室温，反应 6 h，
反应完成后经 TLC 板检测，加入 20 mL 水，用
15 mL 二氯甲烷萃取 3 次，合并有机相得到粗
产品。粗产品经硅胶柱层析纯化（洗脱剂：石油
醚 - 二氯甲烷＝ 5∶1，V/V），最终得到黄色固
体 S13（0.64 g，产率为 78.0%）。MS（ESI）m/z：
834.4[M ＋ H] ＋。S14 ～ S15 参照此法合成。
2.2.6　化合物 S16 ～ S19 的合成（以 S18 为例）
　将 S13（0.30 g，0.49 mmol），苯硼酸频哪醇酯
（0.22 g，1.10 mmol）为原料，K2CO3（0.08 g，0.58 
mmol），Pd（dppf）Cl2（0.02 g，0.03 mmol）溶于
16 mL 1，4-dioxane/EtOH/H2O（5∶2∶1） 中，N2

置换，85℃反应 12 h，反应完成后经 TLC 板检
测，终止反应后过滤，减压浓缩滤液。粗产品经
硅胶柱层析纯化（洗脱剂：石油醚 - 乙酸乙酯＝

5∶1，V/V），最终得到黄色固体 S18（0.17 g，产
率 为 51.6%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ： 
12.67（s，1H），8.13 ～ 8.03（m，2H），7.91（dt，
J ＝ 7.9，1.4 Hz，1H），7.85（dt，J ＝ 7.9，1.3 
Hz，1H），7.66（dd，J ＝ 8.2，3.2 Hz，4H），7.60
（d，J ＝ 2.1 Hz，1H），7.53 ～ 7.34（m，15H），
7.30 ～ 7.26（m，2H），7.18（d，J ＝ 8.8 Hz，
1H），6.87（d，J ＝ 2.2 Hz，1H），6.49（d，J ＝

2.2 Hz，1H），5.22（d，J ＝ 4.5 Hz，4H），5.05
（s，2H），3.96（t，J ＝ 5.8 Hz，2H），3.17（q，
J ＝ 5.6 Hz，2H）；MS（ESI）m/z：832.7[M ＋ H]＋。
S16 ～ S17，S19 参照此法合成。
2.2.7　 化 合 物 QCT-001 ～ QCT-011 的 合 成（以
QCT-001 为例）　将 S6（0.21 g，0.28 mmol），10% 
Pd（OH）2/C（0.06 g，30% wt） 溶 于 8 mL EtOH/
THF（1∶1）中，加入 3 滴浓盐酸，0.4 MPa 50℃
催化加氢反应 12 h，经 HPLC 检测反应完成后，减
压过滤，浓缩滤液得到黄色油状物。将得到的黄
色油状物溶解于 10 mL 去离子水 - 乙腈（MeCN）
（1∶6）中，用 C18 柱（MeCN/H2O，0.01% TFA）进
行反相液相色谱纯化。将得到的水溶液冻干，得到
3- 氟 -N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚
基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）苯甲酰胺（QCT-
001），黄色固体（0.023 g，产率 17.7%）。1H NMR
（400 MHz，DMSO-d6）δ：12.45（s，1H），10.76
（s，1H），9.56（s，1H），9.42（s，1H），8.78（t，
J＝5.6 Hz，1H），7.78（d，J＝2.2 Hz，1H），7.72
（dt，J ＝ 8.3，2.0 Hz，2H），7.65（dt，J ＝ 10.1，
2.2 Hz，1H），7.53（td，J ＝ 8.1，5.8 Hz，1H），
7.38（td，J ＝ 8.4，2.6 Hz，1H），7.01 ～ 6.91（m，
1H），6.50（d，J ＝ 2.1 Hz，1H），6.20（d，J ＝

2.1 Hz，1H），4.18（t，J＝5.7 Hz，2H），3.71（q，
J ＝ 5.7 Hz，2H）；MS（ESI）m/z：468.3[M ＋ H] ＋。
QCT-002 ～ QCT-011 参照此法合成。
　　3- 氟 -N-（3-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4-
氧亚基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 丙基）苯甲酰胺
（QCT-002），黄色固体（0.031 g，产率为 19.4%）。
1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ： 12.46（s，1H），
10.78（d，J＝ 17.4 Hz，1H），9.69（s，1H），9.40
（s，1H），8.64（t，J ＝ 5.6 Hz，1H），7.78 ～ 7.61
（m，4H），7.51（td，J ＝ 8.0，5.8 Hz，1H），
7.41 ～ 7.33（m，1H），6.97（d，J ＝ 8.5 Hz，
1H），6.45（dd，J＝19.6，2.1 Hz，1H），6.19（d，
J ＝ 2.0 Hz，1H），4.12（q，J ＝ 6.1 Hz，2H），
3.53 ～ 3.46（m，2H），2.10 ～ 1.98（m，2H）；
MS（ESI）m/z：482.3[M ＋ H] ＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚
基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）苯甲酰胺（QCT-
003），黄色固体（0.013 g，产率为14.4%）。1H NMR
（400 MHz，DMSO-d6）δ： 12.45（s，1H），10.76
（s，1H），9.56（s，1H），9.42（s，1H），8.69
（t，J ＝ 5.7 Hz，1H），7.86（td，J ＝ 4.8 Hz，2.6 
Hz，2H），7.78（d，J ＝ 2.1 Hz，1H），7.72（dd，
J ＝ 8.5，2.2 Hz，1H），7.54 ～ 7.50（m，1H），
7.47（dd，J ＝ 8.2，6.5 Hz，2H），6.96（d，J ＝

8.6 Hz，1H），6.50（d，J ＝ 2.0 Hz，1H），6.20
（d，J ＝ 2.1 Hz，1H），4.17（t，J ＝ 5.7 Hz，
2H），3.71（q，J ＝ 5.7 Hz，2H）；MS（ESI）m/z：
450.5[M ＋ H] ＋。
　　2，3- 二氟 -N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三
羟基 -4- 氧亚基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）
苯甲酰胺（QCT-004），黄色固体（0.021 g，产
率 为 14.2%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）
δ：12.44（s，1H），10.76（s，1H），9.47（d，
J ＝ 23.4 Hz，2H），8.70（t，J ＝ 5.6 Hz，1H），
7.79 ～ 7.67（m，2H），7.57（dtd，J ＝ 9.9，8.0，
1.7 Hz，1H），7.43（ddt，J ＝ 7.6，5.9，1.6 Hz，
1H），7.29（tdd，J ＝ 8.1，4.9，1.5 Hz，1H），
6.97（d，J ＝ 8.5 Hz，1H），6.48（d，J ＝ 2.1 
Hz，1H），6.19（d，J ＝ 2.0 Hz，1H），4.16（t，
J ＝ 5.4 Hz，2H），3.71（q，J ＝ 5.6 Hz，2H）；
MS（ESI）m/z：486.3[M ＋ H] ＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚
基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）萘 -2- 甲酰胺
（QCT-005），黄色固体（0.011 g，产率为 13.1%）。
1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：12.45（s，1H），
10.76（s，1H），9.59（s，1H），9.43（s，1H），
8.86（t，J ＝ 5.7 Hz，1H），8.46（d，J ＝ 1.6 Hz，
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1H），8.05 ～ 7.87（m，4H），7.81（d，J ＝ 2.1 
Hz，1H），7.76～7.68（m，1H），7.68～7.54（m，
2H），6.97（d，J ＝ 8.5 Hz，1H），6.51（d，J ＝

2.1 Hz，1H），6.19（d，J＝ 2.1 Hz，1H），4.22（t，
J ＝ 5.6 Hz，2H），3.77（q，J ＝ 5.7 Hz，2H）。
MS（ESI）m/z：500.6[M ＋ H]＋。
　　7- 氟 -N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧
亚基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）-1H- 吲哚 -2-
甲酰胺（QCT-006），黄色固体（0.018 g，产率为
21.1%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：12.45（s，
1H），12.05（d，J ＝ 2.2 Hz，1H），10.76（s，1H），
9.67 ～ 9.61（m，1H），9.43（s，1H），8.74（t，J ＝
5.7 Hz，1H），7.80（d，J＝2.1 Hz，1H），7.72（dd，
J ＝ 8.5，2.1 Hz，1H），7.48 ～ 7.40（m，1H），
7.20（dd，J ＝ 3.2，2.1 Hz，1H），7.06 ～ 6.93（m，
3H），6.49（d，J ＝ 2.0 Hz，1H），6.19（d，J ＝ 2.0 
Hz，1H），4.19（t，J＝ 5.6 Hz，2H），3.74（q，J＝
5.7 Hz，2H）。MS（ESI）m/z：507.4[M ＋ H]＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚基
色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基｝乙基）-3-[4-（丙 -2- 基）苯
基 ] 苯甲酰胺（QCT-007），黄色固体（0.013 g，产
率 为 21.1%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：
12.45（s，1H），10.75（s，1H），9.58（s，1H），
9.42（s，1H），8.79（t，J ＝ 5.6 Hz，1H），8.10
（q，J ＝ 2.2 Hz，1H），7.85 ～ 7.77（m，3H），
7.74～ 7.69（m，1H），7.67～ 7.61（m，2H），7.54
（t，J ＝ 7.7 Hz，1H），7.36（td，J ＝ 6.2，5.5，2.2 
Hz，2H），6.97（d，J ＝ 8.5 Hz，1H），6.50（d，
J＝ 2.0 Hz，1H），6.19（d，J＝ 2.0 Hz，1H），4.20
（t，J ＝ 5.7 Hz，2H），3.74（q，J ＝ 5.7 Hz，2H），
2.94（p，J ＝ 6.9 Hz，1H），1.24（d，J ＝ 6.9 Hz，
6H）；MS（ESI）m/z：568.4[M ＋ H]＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚基
色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）-3-[4-（丙 -2- 基）苯
基 ] 苯磺酰胺（QCT-008），黄色固体（0.026 g，产
率 为 22.2%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：
12.45（s，1H），10.76（s，1H），9.42（s，1H），
9.37（s，1H），8.02（dd，J ＝ 3.7，1.8 Hz，2H），
7.81（ddt，J ＝ 11.3，7.9，1.3 Hz，2H），7.71（dd，
J ＝ 8.5，2.1 Hz，1H），7.64 ～ 7.58（m，2H），
7.56 ～ 7.51（m，2H），7.30 ～ 7.26（m，2H），6.93
（d，J ＝ 8.5 Hz，1H），6.46（d，J ＝ 2.0 Hz，1H），
6.19（d，J ＝ 2.0 Hz，1H），3.98（t，J ＝ 5.5 Hz，
2H），3.29 ～ 3.24（m，2H），2.90（p，J ＝ 6.9 Hz，
1H），1.20（d，J ＝ 6.9 Hz，6H）；MS（ESI）m/z：
604.5[M ＋ H]＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚基

色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）-3- 苯基苯磺酰胺
（QCT-009），黄色固体（0.023 g，产率为 19.2%）。
1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：12.45（s，1H），
10.76（s，1H），9.40（d，J ＝ 11.0 Hz，2H），
8.08 ～ 8.03（m，1H），8.02（d，J ＝ 6.1 Hz，1H），
7.86（ddt，J ＝ 19.4，8.0，1.3 Hz，2H），7.70（dd，
J ＝ 8.5，2.1 Hz，1H），7.68 ～ 7.58（m，4H），
7.50 ～ 7.42（m，2H），7.42 ～ 7.35（m，1H），
6.93（d，J ＝ 8.6 Hz，1H），6.46（d，J ＝ 2.1 Hz，
1H），6.19（d，J ＝ 2.1 Hz，1H），4.00（t，J ＝ 5.5 
Hz，2H），3.27（q，J ＝ 5.6 Hz，2H）；MS（ESI）
m/z：562.5[M ＋ H]＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧亚基
色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）-4-[4-（丙 -2- 基）
苯基 ] 苯磺酰胺（QCT-010），黄色固体（0.021 g，
产率为 14.0%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：
12.44（d，J ＝ 3.6 Hz，1H），10.77（s，1H），9.41
（d，J ＝ 4.3 Hz，2H），8.00（t，J ＝ 6.0 Hz，1H），
7.89 ～ 7.85（m，2H），7.76 ～ 7.72（m，2H），
7.55 ～ 7.48（m，3H），7.28 ～ 7.24（m，2H），
6.96（d，J ＝ 8.5 Hz，1H），6.44（d，J ＝ 2.1 Hz，
1H），6.19（d，J ＝ 2.1 Hz，1H），3.88（t，J ＝ 5.4 
Hz，2H），3.28（t，J ＝ 5.7 Hz，2H），2.90 ～ 2.83
（m，1H），1.18（d，J ＝ 6.9 Hz，6H）；MS（ESI）
m/z：604.3[M ＋ H]＋。
　　N-（2-{[2- 羟基 -5-（3，5，7- 三羟基 -4- 氧
亚基色烯 -2- 基）苯基 ] 氧基 } 乙基）-3-（三氟甲
基）苯磺酰胺（QCT-011），黄色固体（0.028 g，
产率为 21.9%）。1H NMR（400 MHz，DMSO-d6）
δ：12.44（d，J ＝ 6.0 Hz，1H），10.79（d，J ＝

14.8 Hz，1H），9.42（d，J ＝ 5.1 Hz，1H），
8.23（t，J ＝ 6.0 Hz，1H），8.05（d，J ＝ 8.1 
Hz，2H），7.93（dd，J ＝ 8.4，6.1 Hz，2H），
7.76 ～ 7.66（m，1H），7.63 ～ 7.55（m，1H），
6.95（dd，J＝ 8.6，5.0 Hz，1H），6.45（dd，J＝
13.8，2.0 Hz，1H），6.20（d，J ＝ 2.0 Hz，1H），
4.03 ～ 3.93（m，2H），3.28（t，J ＝ 5.7 Hz，
2H）；MS（ESI）m/z：554.5[M ＋ H] ＋。
2.3　体外抗肿瘤活性测试
　　本研究采用 CCK-8 实验检测 QCT、QCT-001 ～ 

QCT-011 在 HCT-116、SW-480、CT-26 细胞中的体
外抗肿瘤活性。取对数生长期的上述结肠癌细胞分
别 铺 于 96 孔 板 中，HCT-116、SW-480、CT-26 细
胞密度为 2000 个 / 孔，在 37℃、5%CO2 条件下恒
温培养 24 h。随后去除原培养基更换为药物浓度为
0、5、10、20、40、80 μmol·L － 1（QCT、QCT-
001～QCT-011）的含药培养基，每组设3个平行孔，
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继续孵育 72 h；孵育结束后每孔加入 10 μL CCK-8
增强型溶液，再次孵育 3 h，孵育完成后在酶标仪上
测定 450 nm 处的吸光度，根据吸光度计算槲皮素及
其衍生物在各浓度下的细胞存活率并计算 IC50 值，
具体结果如表 1 所示。

表 1　槲皮素及其衍生物对三种结肠癌细胞的抑制活性 
Tab 1　Antiproliferative activity of quercetin and its derivatives 

against three colon cancer cells

化合物
IC50/（μmol·L － 1）

HCT-116 SW-480 CT-26
QCT 40.58 37.52 21.00
QCT-001 35.94 28.52 46.77
QCT-002 24.83 24.23 21.00
QCT-003 48.81 35.51 28.74
QCT-004 22.26 33.26 45.99
QCT-005 17.64 22.03 28.14
QCT-006 20.39 22.93 23.11
QCT-007 24.36 72.28 41.88
QCT-008 14.64 ＞ 80 ＞ 80
QCT-009 11.25 23.25 17.41
QCT-010 14.71 18.88 21.43
QCT-011 ＞ 80 ＞ 80 ＞ 80

　　对合成的 11 个化合物进行初步抗结肠癌活
性测试，结果显示相对于 QCT，大部分槲皮素
衍生物抗肿瘤活性均有一定提升。初步的构效关
系表明：当 QCT-001 中的乙胺键被 QCT-002 丙
胺键替换后，抑制活性有一定的提升；然而当
QCT-001 的苯环上的 3-F 取代基被去除后对活性
提高没有明显帮助；反观 2，3- 二氟苯基、萘环、
4- 氟吲哚的引入对抑制活性改善得更为明显，表
明亲脂性的基团有助于抑制活性的提高，并且芳
香环的尺寸越大，可能对抑制活性提高更显著。
除了延长碳链和增大环尺寸外，还通过引入联苯
基团进一步增大芳香基团的尺寸，QCT-007 采用
联苯策略增大分子的片段，在苯环上连接 4- 异丙
基 - 苯基进一步延伸片段后，发现抑制活性没有
明显变化，甚至在 SW-480 跟 CT-26 细胞中表现
出抑制活性降低的情况。然而当 QCT-007 的酰
胺键转换成磺酰胺键后，活性有了明显改善，在
HCT-116 细胞中抑制活性提高了接近 1 倍。综合
对比多个联苯衍生物，QCT-009 的抑制效果最
佳，在三种不同结肠癌细胞中都表现出较好的抑
制活性，IC50 为 11.25 ～ 23.25 μmol·L－ 1，具有
潜在的抗结肠癌先导化合物的特征。
2.4　分子对接
　　选用 QCT 和 QCT-009 与β-catenin 进行分子
对接模拟，探究其结合模式与相互作用。β-catenin
（PDB ID：2GL7）从 RCSB 蛋白质数据库（PDB）
获得（https：//www. rcsb. org/）；采用 SchrÖdinger 

Maestro 11.5 对β-catenin 蛋白进行预处理，仅保留
A 链后优化蛋白结构；使用 LigPrep 工具和 OPLS3
力场进行配体制备；选择β-catenin 与 BCL9 相互作
用的主要残基 A149、A152、L156、L159、L160、
V167、A171、M174 和 L178 作为对接的主要活性
位点 [18]；随后选择分子对接模块进行目标产物与
β-catenin 分子对接，其余参数使用默认设置，配
体 - 蛋白质的结合最终评估是通过打分完成。随
后将对接结果加载到 Hermite（https：//hermite.
dp.tech/）计算结合能，并且导入 PyMol 进行可视
化分析。
　　从分子对接结果（见图 3）可知 QCT 结合在
活性口袋的下方区域，A 环两个羟基与 D145 形成
氢键作用，羰基与 K181 产生氢键作用，结合能
为－ 43.66 kJ·mol－ 1，初步推断这可能是 QCT 与
β-catenin 蛋白结合并能阻断β-catenin/BCL9 相互作
用的原因。QCT-009 与β-catenin 对接结果如图 3B
所示，可观察到 QCT-009 的母核结构与β-catenin
结合模式和槲皮素相似，通过叠合分析发现母核
结合位置近乎重叠在一起，形成了几乎一致的相
互作用。而相同骨架以外的部分，3'-OH 位连接二
苯基能与上方 L156、L159、L160、V167 和 A171
残基组成的疏水口袋形状相匹配并产生疏水相互
作用。这些范德华作用驱动 QCT-009 更倾向进入
蛋白的疏水空腔，形成更稳定的结合模式，结合
能为－ 111.35 kJ·mol－ 1，这可能是 QCT-009 抗
肿瘤活性得到提高的原因之一。
3　讨论与总结

　　在 3'-OH 位对 QCT 进行修饰，通过引入酰
胺键或磺酰胺键连接不同类型的疏水基团，增大
分子结构，共合成了 11 个化合物，其结构均经
过 MS 谱和 1H NMR 谱确证。利用三种结肠癌细
胞对上述衍生物进行初步筛选，结果显示槲皮素
衍生物的抗结肠癌活性均有不同程度提高。从初
筛结果可得知，抗肿瘤活性与疏水基团的选择有
较大关联，乙胺基所连接的片段基团的环尺寸越
大越有助于抑制活性的提高；并且结果显示同样
的联苯类基团片段，磺酰胺键进行连接的分子活
性提高的更为显著。综合比较下 QCT-009 的抑制
活性较为理想，IC50 为 11.25 ～ 23.25 μmol·L－ 1。
随后结合分子对接预测 QCT-009 与β-catenin 的
结合模式以及相互作用，推测相比于 QCT，可能
QCT-009 上的二苯基增强对 L156、L159、L160、
V167 和 A171 残基组成的疏水空腔的疏水相互作
用。这表明疏水基团的引入可能有助于增强配体
与上方蛋白空腔形成疏水相互作用，或许这也是
QCT-009 表现出更佳抑制活性的重要原因之一。
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　　为了进一步阐明构效关系，后期将选用更多
不同类型的大分子片段或联苯类化合物进行修饰
取代，获得更多的槲皮素 -3'-O- 乙基衍生物，深
入探讨该类化合物与抗肿瘤活性方面的关联。与
此同时后续研究中将进行更多药效学评价，深入
探讨槲皮素衍生物对β-catenin/BCL9 的靶向抑制
作用，寻找抗肿瘤活性更高的槲皮素 -3'-O- 乙基
衍生物。
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图 3　QCT（A）及 QCT-009（B）与β-catenin 相互作用的三维结构

和二维结构

Fig 3　Three-dimensional and two-dimensional structures of QCT（A）

and QCT-009（B）interacting with β-catenin
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针对 K-Ras（G12C）突变肿瘤的还原响应型纳米胶束的 
制备及评价
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摘要：目的　以不同分子量的巯基化聚乙二醇和 K-Ras（G12C）抑制剂 6 合成一系列还原敏感型
高分子前药（PERI），制备并筛选出最优纳米胶束（PERIs 胶束），考察其理化性质和体外抗肿瘤
作用。方法　通过二硫键将巯基化聚乙二醇与小分子抑制剂结合，得到还原敏感型 PERIs 高分子
前药，通过其自组装制备 PERIs 胶束。透射电镜观察其形态；粒度仪测定其粒径和表面电位；芘
荧光探针法测定其临界胶束浓度；间接法测定其载药量及包封率；透析法测定其在不同还原条件
下的体外释药行为；采用 CCK-8 法评价其细胞增殖毒性。结果　核磁共振氢谱表明 PERIs 成功
合成；PERIs 胶束（Mw：2000）的平均粒径为（95.76±1.8）nm，多分散系数为（0.189±0.0084），
Zeta 电位为－（7.07±0.14）mV，临界胶束浓度为 0.875 μg·mL － 1，载药量为（11.5±0.16）%，
包封率为（71.6±0.83）%；体外释放度实验表明 PERIs 胶束具有还原敏感性；细胞毒性实验表明
PERIs 胶束对肿瘤细胞有较强的增殖抑制作用。结论　制备的 PERIs 胶束（Mw：2000）粒径均一，
分散性及稳定性良好，具有控释能力，并对肿瘤细胞有较强的增殖抑制作用。
关键词：巯基化聚乙二醇；K-Ras（G12C）抑制剂 6；还原敏感；前药纳米胶束
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Preparation and evaluation of reduction-responsive nanomicelles for  
K-Ras (G12C) mutant tumors

LU Gui-ru1, LIU Yang1*, LIU Jing-yang1, FENG You-cheng1, MA Meng-cheng2, ZHANG Zhuang-
zhuang3, FU Zhi-yuan4 (1. Department of Pharmacy, the Affiliated Hospital of Xinyang Vocational and 
Technical College, Xinyang  Henan  464000; 2. Department of Pharmacy, Xinyang Central Hospital, 
Xinyang  Henan  464000; 3. Ningbo Baoting Biotechnology Co., Ltd., Ningbo  Zhejiang  315000; 4. 
State Key Laboratory of Biotherapy, Chengdu  610000)

Abstract: Objective  To synthesize a series of reduction-sensitive macromolecular predrugs from 
thiolated polyethylene glycol of different molecular weights and K-Ras (G12C) inhibitor 6 to prepare 
nanomicelles, and to screened the optimal nanomicelle (PERIs micelles) to evaluate its physicochemical 
property and anti-tumor effect in vitro. Methods  Through disulfide bonds, the thiolated polyethylene 
glycol was combined with K-Ras (G12C) inhibitor 6 to form reduction sensitive PERIs predrug 
nanocarriers, and PERIs micelles were prepared by its self-assembly property. The morphology was 
observed by transmission electron microscopy. The particle size and Zeta potential were measured by 
particle size analyzer. The critical micelle concentration was determined by pyrene-based fluorescence 
probe. Drug loading and encapsulation rate were measured indirectly. Drug release of the micelles was 
evaluated by dialysis, and cytotoxicity was evaluated by CCK-8. Results  A series of reduction-sensitive 
macromolecular predrugs (PERI) were verified by 1H-NMR. Based on the size, surface potential and drug 
loading, PERIs micelles (Mw：2000) was screened for subsequent experiments. The mean particle size 
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　　大鼠肉瘤基因（rat sarcoma gene，Ras）家族中
K-Ras 突变最为常见 [1]。Ras 蛋白是 Ras 基因表达的
产物，通过调节鸟嘌呤三核苷酸磷酸（GTP）与鸟
嘌呤二核苷酸磷酸（GDP）的相互转化来调节细胞
增殖分化 [2]。Ras 基因突变后，Ras 蛋白构型发生转
变，失去了调节能力，造成细胞不可控地增殖 [3]。
Ostrem 等 [4] 发现了一种针对 K-Ras（G12C）突变体
的 K-Ras（G12C）抑制剂 6 [K-Ras（G12C）inhibitor 
6，RI]，其可以使 Ras 蛋白倾向于与 GDP 结合而处
于失活状态，因此可大幅度降低含有 K-Ras（G12C）
突变的肿瘤细胞活性，并且加速其凋亡 [5-6]。但 RI
不溶于水，在临床治疗过程中需要助溶剂增加其溶
解度，而助溶剂会给机体带来严重不良反应，临床
应用受限 [7-8]。
　　纳米制剂能够改善传统化疗药物的生物利用度
并将其通过被动 / 主动靶向递送至肿瘤部位，其中
刺激响应型前药纳米制剂可避免使用大量助溶剂以
及递送过程中发生药物渗漏所造成的严重不良反应，
具有肿瘤微环境响应释药特性并具有较高的载药能
力，备受研究者关注 [9-11]。由于肿瘤细胞活跃地增殖
生长，肿瘤细胞内谷胱甘肽（GSH）浓度比正常组
织高 100 ～ 1000 倍 [12]。二硫键是人体内重要的还原
敏感型共价键，其在正常生理条件下非常稳定，但
在高 GSH 浓度下易被还原成巯基而断裂 [13]。因此，
本实验选择有良好的水溶性、生物相容性和生物膜
可渗透性的聚乙二醇（PEG）作为载体 [14]，将 RI 通
过二硫键偶联到巯基化聚乙二醇的末端，构建具有
还原敏感的功能化纳米胶束（PERIs），并对其理化
性质和体外抗肿瘤作用进行评价。
1　材料
1.1　试药
　　巯基化聚乙二醇、二硫二吡啶（纯度：98%）、
二氯甲烷（分析纯）、磷酸盐缓冲液（PBS）粉末
（上海阿拉丁科技），RI（纯度＞ 98%）、CCK-8
试剂（大连美仑生物技术有限公司），透析袋（索
莱宝生物科技有限公司），细胞培养皿（Corning 
Incorporated），0.25% 胰酶（含 EDTA）、青霉素 /
链霉素双抗溶液（Hyclon），96 孔细胞培养板

（Corning Incorporated），二甲基亚砜（DMSO）（纯
度＞ 99.8%，Sigma-Aldrich），RPMI-1640 培养基、
胎牛血清（FBS）（Gibco），人非小细胞肺癌细胞
H358、小鼠成纤维细胞 L929（ATCC）。
1.2　仪器
　　万分之一分析天平（瑞士 Mettler-Toledo），
恒温摇床（上海一恒科学仪器），核磁共振波
谱仪（美国 Bruker），马尔文激光粒度仪（英国
Malvern Nano-ZS），紫外分光光度计（上海翱艺
仪器），酶标仪（美国 Thermo Scientific），透射电
子显微镜（日本 Hitachi）。
2　方法与结果
2.1　高分子前药（PERI）的合成与表征
　　反应 1：称取巯基化聚乙二醇（Mw：1000，1 g，
1 mmol）加入 50 mL 反应瓶中，用 5 mL DMSO 溶
解并加入 200 μL 乙酸。称取二硫二吡啶（1.1 g，5 
mmol）溶于 5 mL DMSO 中，在室温搅拌下缓慢加
入反应瓶中，滴加完毕后继续搅拌反应 5 h。反应
完成后先后在 DMSO 和二氯甲烷中透析，然后旋
蒸干燥得到二硫吡啶化聚乙二醇（PR）。
　　反应 2：称取 PR（Mw：1000，0.5 g，0.5 mmol）
加入 50 mL 反应瓶中，用 5 mL DMSO 溶解并加
入 200 μL 乙酸。称取 RI（0.4 g，1 mmol）溶于 5 
mL DMSO 中，在室温搅拌下缓慢加入反应瓶中，
滴加完毕后继续搅拌反应 10 h。反应完成后先后
在 DMSO 和二氯甲烷中透析，然后旋蒸干燥得到
PERI，记为 PERI（Mw：1000）。反应路线见图 1，
PERI（Mw：2000），PERI（Mw：4000），PERI（Mw：
5000）均采用上述步骤合成得到。
　　PERI（Mw：2000）1H-NMR 鉴定产物结果见
图 2，化学位移 7 ～ 8 中 3 个特征峰是 RI 苯环上
3 个氢的特征峰，8.03 是 RI 仲胺氢的特征峰，合
成原料及各步骤合成结果的核磁对比图表明目标
产物 PERI 成功合成。
2.2　标准曲线的建立
　　由于聚乙二醇和小分子抑制剂均无光学特
性，而上述反应 1 和反应 2 有相同且单一的副产
物 2- 吡啶硫酮，与反应产物以及原料的摩尔比均

was (95.76±1.8) nm with a polydispersity index of (0.189±0.0084), Zeta potential was － (7.07±0.14) 
mV, critical micelle concentration was 0.875 μg·mL － 1, the drug loading was (11.5±0.16)% and the 
encapsulation rate was (71.6±0.83)%. The drug release experiments in vitro showed that PERIs were 
sensitive to reduction. Cytotoxicity analysis showed that PERIs effectively inhibited the proliferation of 
tumor cells. Conclusion  The prepared PERIs micelles (Mw：2000) exhibits uniform particle size, good 
dispersion and stability, sustained drug release, and strong proliferation inhibition of tumor cells．
Key words: thiolated polyethylene glycol; K-Ras (G12C) inhibitor 6; reduction-sensitive; predrug 
nanomicelle
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为 1∶1，且在约 375 nm 波长处有吸收 [15-16]，因此
利用反应副产物的特性分别在 370、375、380 nm
处考察标准曲线的吻合程度。首先将抑制剂 RI 溶
解在 DMSO 中，配制成质量浓度为 1 mg·mL － 1

的溶液作为母液，将母液稀释成一系列含有抑制
剂 RI 的 DMSO 溶液（2、5、8、10、15、20、25、
30、35、40、50 μg·mL － 1），然后分别加入二硫
二吡啶按照反应 1 的步骤充分反应。反应结束后
将反应液加入 DMSO 定容至 1 mL，然后对吸光
度进行检测，以抑制剂 RI 的浓度为横坐标，吸光
度为纵坐标，绘制标准曲线。根据 R2 值，375 nm
波长处得到的标准曲线拟合度最好，线性方程为
y ＝ 0.0056x － 0.0003。
2.3　载药量（DL）及包封率（EE）测定
　　吸取 500 μL 的终反应液，使用 DMSO 定容至
1 mL，测定其吸光度，根据浓度与吸光度之间的
函数关系式计算出副产物 2- 吡啶硫酮的量。副产
物 2- 吡啶硫酮和 RI 的摩尔比为 1∶1，通过以下
公式计算高分子前药中 RI 的 DL 和 EE，结果见表
1。材料 PERI（Mw：2000）和 PERI（Mw：1000）
的 DL 和 EE 均大于材料 PERI（Mw：4000）、PERI
（Mw：5000），因此可初步定为候选材料。DL
（%）＝高分子前药中 RI 的含量 / 高分子前药的质
量×100%；EE（%）＝高分子前药中 RI 的含量 /
投入 RI 的质量×100%。
2.4　粒径、电位及稳定性测定
　　超声法制备 1 mg·mL － 1 的胶束溶液，通过
动态光散射测试法对胶束的粒度进行表征。检测
条件：温度为 25℃，散射角 173°，每个样品测
定 3 次。将制备的 1 mg·mL － 1 的胶束溶液转入
37℃恒温箱中，在预设的时间点（1、2、3、4、5、
6、7 d）取出并测定其粒径和电位，每个样品测定
3 次。结果如表 1 所示，4 种材料的多分散系数显
示粒径较均匀，只有 PERI（Mw：2000）的粒径小
于 100 nm。稳定性测定结果如图 3 所示，4 种材料
均显示出较好的稳定性。综上，本实验选择粒径

图 1　高分子前药 PERI 的合成路线

Fig 1　Synthesis route of polymeric prodrug PERI

图 2　PERI（Mw：2000）的核磁共振氢谱

Fig 2　1H-NMR spectra of PERI（Mw：2000）

表 1　不同分子量 PERIs胶束的物理性质对比结果 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 1　Physical properties of PERIs micelles with different molecular weights (x±s，n ＝ 3)

材料 EE/% DL/% 粒径 /nm 多分散系数 Zeta 电位 /mV
PERIs（Mw：1000） 10.5±0.28 75.3±0.56 104.3±3.4   0.096±0.0045 － 5.63±0.55
PERIs（Mw：2000） 11.5±0.16 71.6±0.83 95.76±1.8   0.189±0.0084 － 7.07±0.14
PERIs（Mw：4000）   8.6±0.13 57.1±0.68 120.2±4.2 0.105±0.007 － 9.19±0.89
PERIs（Mw：5000）   9.2±0.35 62.4±0.85 114.6±5.3 0.167±0.012 － 8.10±0.57

大小合适、Zeta 电位稳定且载药量和包封率较高的
PERIs 胶束（Mw：2000）用于后续的研究。PERIs
胶束（Mw：2000）的平均粒径为（95.76±1.8）nm，
多分散系数为（0.189±0.0084），表明其粒径均一，
分散性良好。进一步测定 PERIs 胶束（Mw：2000）

在含有 10%FBS 的（RPMI-1640）培养基中的粒径
和 Zeta 电位稳定性（见图 4），其在培养基中仍具
有较好的稳定性。
2.5　PERIs 胶束（Mw：2000）的形态测定

　　制备 1 mg·mL － 1 的胶束溶液，稀释后滴到
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铜网上，磷钨酸负染后利用透射电镜（TEM）观
察纳米胶束的形貌。结果见图 5，PERIs 胶束形
态良好，分布均匀，呈现出规则的球形状，且未
见相互粘连。
2.6　临界胶束浓度（CMC）的测定
　　通过芘探针荧光光谱法测定载药胶束的
CMC。将冻干的胶束用少量 DMSO 溶解后，剧烈
搅拌下加入适量芘水，避光敞口搅拌过夜制备得
到一定浓度的胶束溶液。将该胶束母液用芘水稀
释得到一系列浓度梯度的胶束溶液，然后用荧光
光度计检测样品的荧光光度值。固定激发波长为

334 nm，记录 373 nm 和 384 nm 处的荧光强度分
别记为 I1 和 I3。以 373 nm 和 384 nm 处荧光强度
的比值 I1/I3 对 PERIs 胶束对数浓度作图，通过斜
率的突变点确定 PERIs 胶束的 CMC 值。结果如
图 6 所示，PERIs 胶束的 CMC 为 0.875 µg·mL－ 1。

图 6　芘探针在不同波长处荧光强度的比值

Fig 6　Ratio of fluorescence intensity of pyrene at different emission 
wavelengths

2.7　体外释药行为测定
　　模拟还原环境 [ 含 10 mmoL·L － 1 二硫苏糖
醇（DTT）的 PBS，0.01 mol·L － 1，pH 7.4] 和非
还原环境（不含 DTT 的 PBS，0.01 mol·L － 1，pH 
7.4），进行体外药物释放实验。分别取 1 mL 药物
质量浓度为 1 mg·mL － 1 的纳米胶束置于透析袋
中，将其置于含有 20 mL 相应缓冲液的离心管中，
每组设定 3 个平行样。将所有离心管放入 37℃恒
温摇床中，转速 120 r·min － 1，避光振荡。在预
先设定的时间点从各组中取出 5 mL 缓冲液，并分
别加入等量的相应新鲜缓冲溶液。最后将取出的
所有样品通过高效液相色谱法测定其浓度 [17]，再
计算纳米胶束的累计释放量。结果如图 7 所示，
PERIs 胶束在非还原性条件下释药速率较慢，10 h
后其释药量趋于稳定，仅释放约 10% 的药物；在
还原性环境中的释药速率大为增加，10 h 时释放
约 65% 的药物，随着时间的延长，累计释放量
可达约 82%。这是由于该高分子前药的二硫键在
DTT 存在下发生断裂，造成胶束结构破坏，致使
小分子抑制剂快速释放出来。

图 3　4种胶束在7 d 内的粒径（A）和 Zeta 电位（B）稳定性（x±s，
n ＝ 3）
Fig 3　Particle size（A）and Zeta potential（B）stability of 4 micelles 
within 7 days（x±s，n ＝ 3）

图 4　PERIs 胶束（Mw：2000）在 RPMI-1640 培养基中的粒径（A）

和 Zeta 电位（B）稳定性（x±s，n ＝ 3）
Fig 4　Particle size（A）and Zeta potential（B）stabilization of PERIs 
micelles（Mw：2000）within RPMI-1640（x±s，n ＝ 3）

图 5　PERIs 胶束（Mw：2000）的粒径分布（A）和 TEM（B）图

Fig 5　Size distribution（A）and TEM（B）image of PERIs micelles
（Mw：2000）
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图 7　不同还原条件下小分子抑制剂的累计释放曲线（x±s，n＝ 3）
Fig 7　In vitro release curve of small molecule inhibitors under different 
reduction conditions（x±s，n ＝ 3）

2.8　中间体 PR 的生物相容性实验
　　将对数生长期的 H358 细胞和 L929 细胞分别
按照每孔 5000 个和 2000 个细胞的密度接种在 96
孔板中，置于 37℃、5%CO2 的孵育箱中孵育，24 
h 贴壁后吸去原有培养基，加入含有 PR 的新鲜
培养基，孵育 48 h，孵育之后每孔加入 100 μL 含
CCK-8 的培养基，继续培养 2 h，用酶标仪检测
470 nm 波长下的吸光度（OD）值，并计算细胞存
活率，细胞存活率（%）＝（OD样品－ OD空白对照）/
（OD阴性对照－ OD空白对照）×100%。每组设置 5 个
平行样。结果如图 8 所示，中间体 PR 对 H358 和
L929 细胞并未显示出系统毒性，即使在高浓度
500 μg·mL－ 1 时，仍表现出一定程度的促增殖作
用，表明其具有良好的生物相容性。

图 8　中间体 PR 与 H358 和 L929 细胞孵育 48 h 后的生物相容性

（x±s，n ＝ 5）
Fig 8　Biocompatibility of PR with H358 and L929 cells after incubation 
for 48 h（x±s，n ＝ 5）

2.9　纳米胶束的体外抗增殖实验
　　将对数期生长的 H358 细胞按照每孔 5000 个
细胞的密度接种在 96孔板中，置于 37℃、5%CO2

的孵育箱中孵育，24 h 贴壁后吸去原有培养基。
加入含有载药胶束溶液的新鲜培养基，孵育48 h，
孵育之后操作方式及计算方式同生物相容性实
验。结果如图 9 所示，PERIs 胶束的毒性随着抑
制剂 RI 浓度的增加而增强，说明其在肿瘤细胞

内能释放出 RI 抑制肿瘤细胞增殖且呈现出浓度
依赖性。

图 9　RI 和 PERIs 与 H358细胞孵育48 h 后的细胞存活率（x±s，n＝5）
Fig 9　Cell viabilities of H358 after incubation with RI and PERIs for 
48 h（x±s，n ＝ 5）

3　讨论
　　近年来，一些新的药物递送系统，包括脂质
体 [18]、纳米粒 [19]、胶束 [20] 等，被用于不同药物
的体内递送。随着研究的深入，为了使载体更加
的智能化，针对刺激响应性载体的研究更是百花
齐放，如 pH[21]、酶 [22]、光 [23]、温度 [24] 等，然而
真正应用到临床的却寥寥无几，因此本实验回归
临床转化的初心，选择安全性良好、研究较为成
熟的 PEG 作为药物载体，期望能为从开发到临
床转化提供实验基础。研究显示粒径在 60 ～ 100 
nm 的胶束更有利于通过高渗透长滞留效应增强
药物在肿瘤的聚集 [25]，胶束表面负电荷可以防
止胶束间的聚集，避免蛋白吸附，增加体内稳定
性，延长体内循环时间 [26]，因此在 PERIs 胶束
（Mw：1000）和 PERIs 胶束（Mw：2000）的载药
量及包封率相近的情况下，选择粒径小于 100 nm
的 PERIs 胶束（Mw：2000）用于后续研究。通
常，CMC 越低，在相同浓度下，形成的胶束浓
度越高，难溶性药物的载药量越多。而且较低的 
CMC 使胶束溶液具有更好的稀释稳定性。PERIs
胶束（Mw：2000）具有较低的 CMC，表明其具
有优良的载药性能和稳定性 [27]。
　　PERIs 胶束（Mw：2000）表征结果显示，其粒
径大小合适且均一，有利于增加肿瘤部位药物浓
度，提高抗肿瘤效果；表面带负电荷，有助于延长
体内的循环时间；药物释放实验显示其在高还原性
肿瘤细胞内能够实现有效的药物释放；L929 细胞
实验显示中间体 PR 具有良好的生物相容性，可以
作为一种安全无毒的载体负载药物；抗增殖体外研
究结果表明其可高效递送小分子抑制剂，显著抑制
K-Ras（G12C）突变的 H358 细胞的增殖。PERIs 胶
束 [IC50 为（5.79±0.087）μg·mL－ 1] 的细胞毒性小
于 RI [IC50 为（4.72±0.058）μg·mL－ 1]，可能由于
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纳米胶束经过胞吞途径入胞，入胞后需进一步裂解
二硫键释放出游离药物，而游离药物则可通过被动
扩散入胞，入胞后直接发挥作用。正因为如此，游
离药物因其对机体无选择性攻击而造成的严重不良
反应大大限制了其临床应用。
　　该纳米药物递送体系 PERIs 兼具被动靶向和
还原响应控释性能，为小分子抑制剂的靶向输送
提供了新的策略，然而本实验在载药量方面仍需
提高，体内抗肿瘤效果仍需验证，下一步将从体
内抗肿瘤效果评价、联合化疗及分子机制方面进
行更加深入全面的研究。
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关苍术不同极性部位化学成分研究及其抗肿瘤活性研究
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摘要：目的　研究菊科苍术属植物关苍术（Atractylodes japonica Koidz. ex Kitam）的化学成分。
方法　使用关苍术干燥根茎，将其 75% 乙醇提取物中的二氯甲烷部位与正丁醇部位进行分离
纯化，使用正相硅胶色谱、反相 ODS 和 HPLC 等方法，并使用各种波谱技术对所得化合物进
行结构鉴定。使用人胃癌细胞 MGC-803 和人宫颈癌细胞 HeLa 对 14 个化合物进行抗肿瘤活性
测定。结果　从中共得到 14 种化合物，通过 NMR 和 HR-ESI-MS 方法鉴定分别为：五味子甲
素（1）、（7S，8R）-dihydrodehydrodiconiferyl alcohol-9'-O-β-D-glucopyranoside（2）、（7S，8R）-
dehydrodiconiferyl alcohol 9'-β-glucopyranoside（3）、artemordolignan glycoside A（4）、开环异落
叶松脂素 -9-O-β-D- 葡萄糖苷（5）、2- 甲氧基 -4-（2- 丙烯基）苯基 -β-D- 吡喃葡萄糖苷（6）、1，
2-di-O-β-D-glucopranosyl-4-allylbenzene（7）、白术内酯Ⅰ（8）、白术内酯Ⅱ（9）、表白术内酯Ⅰ
（10）、白术内酯Ⅲ（11）、atractylenother（12）、双白术内酯（13）、双表白术内酯（14）。从二氯
甲烷组分中分离得到化合物 1，8 ～ 14，正丁醇组分中分离得到化合物 2 ～ 7。MTT 实验结果
显示，化合物 1，8 ～ 14 对 HeLa 细胞具有一定的抗肿瘤活性，化合物 8 ～ 11，13 对 MGC-
803 具有一定的抗肿瘤活性。结论　本次实验共得到 14 个化合物，其中化合物 1 ～ 7 均为首
次从该药用部位中分离获得，部分化合物具有一定的抗肿瘤活性。
关键词：关苍术；化学成分；提取分离；结构鉴定；抗肿瘤活性
中图分类号：R283，R285　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3162-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.006

Chemical compositions of different polar parts of Atractylodes japonica and 
its antitumor activity

SUN Jie1, WANG Jing1, SUN Zhao1, WANG Ping2, FANG Zhen-xing3, YU Hai-long4, WANG Dao-
shen1, ZHOU Yuan-yuan1* (1. Key Laboratory of Basic and Applied Research in Northern Medicine, 
Commission Education, Heilongjiang University of Traditional Chinese Medicine, Harbin  150040; 
2. Heilongjiang Academy of Traditional Chinese Medicine, Harbin  150036; 3. Institute of Nature 
and Ecology, Heilongjiang Academy of Sciences, Harbin  150040; 4. Harbin Examing and Inspection 
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Abstract: Objective  To determine the chemical components of Atractylodes japonica Koidz. 
ex Kitam. Methods  Dried rhizome of Atractylodes japonica Koidz. ex Kitam was used. The 
dichloromethane part separated and purified from the n-butanol part of its 75% ethanol extract. The 
structure of the resulting compounds was identified by normal-phase silica gel chromatography, 
reversed-phase ODS, HPLC, and other spectroscopic techniques. The antitumor activity was 
determined for 14 compounds using human gastric cancer cells MGC-803 and human cervical cancer 
cells HeLa. Results  Totally 14 compounds were obtained from Atractylodes japonica Koidz. ex 
Kitam and identified as deoxyschizandrin (1), (7S, 8R)-dihydrodehydrodiconiferyl alcohol-9'-O-β-D-
glucopyranoside (2), (7S, 8R)-dehydrodiconiferyl alcohol 9'-β-glucopyranoside (3), artemordolignan 
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　　关苍术（Atractylodes japonica Koidz. ex Kitam）
为菊科苍术属的一种草本植物，广泛分布于我国
黑、吉、辽三省，以其根茎入药。关苍术作为苍
术属五大主属之一，根据现有文献，具有抗胃溃
疡 [1]、抗菌消炎 [2]、对心脑血管系统保护 [3] 及抗
肿瘤 [4]、抗糖尿病、降血糖 [5] 等作用。此外，关
苍术的化学成分如白术内酯Ⅰ主要具有抗炎和肝
障碍诱发症的抑制作用 [6]。本实验对关苍术干燥
根的二氯甲烷和正丁醇不同萃取部位进行系统的
分离纯化，并使用波谱技术对其进行结构鉴定。
本次实验共得到 14 种化合物（结构式见图 1），其
中化合物 1 ～ 7 均为首次从该植物中得到，并对
14 种化合物进行抗肿瘤活性测定，以期扩大关苍
术的应用。
1　材料
　　EYELA 旋转蒸发仪 N-1101（东京理化器械株式
会社）；Bruker-600 型超导核磁共振仪（德国 Bruker
公司）；Q-TOF（ESI）高分辨质谱仪（美国 Waters 公
司）；柱色谱硅胶（200 ～ 300 目）和薄层色谱硅胶板
（GF254 青岛海洋化工厂）；LC-20AR 型半制备型高
效液相色谱（日本岛津公司）；多功能全波长酶标仪
（美国赛默飞世尔科技公司）；96 孔细胞培养板（北
京甄选科技有限责任公司，批号：11312）；二氧化
碳培养箱（美国 Thermo 公司，批号：150i）；Agilent 
Eclipse XDB-C18 半 制 备 型 色 谱 柱（9.4 mm×250 
mm，5 µm，美国安捷伦公司）；用于半制备液相的
试剂为色谱纯；D- 葡萄糖对照品（HPLC ≥ 99.5%，
上海士锋生物科技有限公司）；其余均为分析纯。D-
葡萄糖对照品（HPLC ≥ 99.5%，上海士锋生物科技
有限公司）。
　　人胃癌细胞 MGC-803、人宫颈癌细胞 HeLa、
二甲基亚砜（DMSO）、顺铂（上海碧云天生物
技术有限公司）；噻唑蓝（MTT）；DMEM 培养
液（浙江吉诺赛百尔生物科技有限公司，批号：
GNM-31053）；胎牛血清、青霉素 - 链霉素（美国

Thermo 公司）。
　　实验所使用关苍术药材采摘自吉林省延边
州长白山区域。经黑龙江中医药大学药学院杨
炳友教授鉴定为菊科植物关苍术（Atractylodes 
Japonica）的干燥根茎，本次实验的标本植物（编
号为 20200928）保存于黑龙江中医药大学中药化
学教研室。
2　提取与分离
　　将已阴干的关苍术药材根茎适度粉碎（10.0 

glycoside A (4), secoisolariciresinol-9-O-β -D-glucopyranoside (5), 2-methoxy-4-(2-propenyl)
phenyl-β-D-glucopyranoside (6), 1, 2-di-O-β-D-glucopranosyl-4-allylbenzene (7), atractylenolide 
Ⅰ (8), atractylenolide Ⅱ (9), isoatractylenolide Ⅰ (10), atractylenolid Ⅲ (11), atractylenother (12), 
biatractylenolide (13), and biepiatractylenolide (14). Compounds 1, 8 ～ 14 were isolated from the 
dichloromethane fraction while compounds 2 ～ 7 were isolated from the n-butanol fraction. The 
MTT experiments showed that compounds 1, 8 ～ 14 had certain anti-tumor activity against HeLa 
cells, and compounds 8 ～ 11, 13 had certain anti-tumor activity against MGC-803. Conclusion  
Totally 14 compounds have been obtained. Compounds 1 ～ 7 have been isolated from this medicinal 
part for the first time, several compounds showed certain anti-tumour activity. 
Key words: Atractylodes japonica Koidz. ex Kitam; chemical constituent; extraction and separation; 
structural identification; anti-tumor activity

图 1　化合物 1 ～ 14 结构

Fig 1　Structures of compounds 1 ～ 14
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kg），用 75% 乙醇溶液连续回流提取 5 次，每
次 4 h，减压可得粗提物（693.4 g）。使用热水将
所得粗提物分散，依次用石油醚、二氯甲烷、乙
酸乙酯和水饱和的正丁醇减压萃取，得石油醚萃
取部位（113.6 g），二氯甲烷萃取部位（59.3 g），
乙酸乙酯萃取部位（208.2 g）、正丁醇萃取部位
（251.5 g）。本实验主要对关苍术的二氯甲烷和正
丁醇萃取部位进行系统的分离纯化。
　　二氯甲烷萃取部位用硅胶色谱以二氯甲烷 -
甲醇（1∶0 → 0∶1，V/V）为流动相梯度洗脱。经
TLC 检测合并得到 8 个组分（Fr.A1 ～ 8）。Fr.A4
经硅胶柱色谱法以二氯甲烷 - 甲醇（1∶0 → 0∶1，
V/V）为流动相洗脱，得 5 个组分（Fr.A4.1 ～ 4.5）。
Fr.A4.2 用硅胶柱洗脱得化合物 8（19.8 mg），9
（11.8 mg），10（8.3 mg），11（18.6 mg）。Fr.A5 经
硅胶柱色谱法以二氯甲烷 - 甲醇（50∶1→ 0∶1，V/
V）洗脱，得 8 个组分（Fr.A5.1 ～ 5.8）。Fr.A5.4 经
硅胶柱洗脱得化合物 12（6.3 mg），13（15.2 mg），
14（7.4 mg）。Fr.A7 组分经硅胶柱分离洗脱得化合
物 1（5.7 mg）。
　　正丁醇萃取部位用硅胶色谱柱以二氯甲烷 - 甲
醇（1∶0 → 0∶1，V/V）为流动相梯度洗脱，TLC
检测合并得到 10 个组分（Fr.B1 ～ 10）。Fr.B2 组分
用 ODS 柱色谱以甲醇 - 水（1∶9 → 1∶0，V/V）为
流动相洗脱得 6 个组分（Fr.B2.1 ～ 2.6）。Fr.B2.6 用
半制备型 HPLC（甲醇 - 水＝ 42∶58，3 mL·min－ 1）
纯化，得到化合物4（2.7 mg，tR＝15.3 min），5（4.3 
mg，tR ＝ 17.3 min）。Fr.B2.7 用半制备型 HPLC（甲
醇 - 水＝ 45∶55，3 mL·min － 1）纯化，得到化合
物 2（14.6 mg，tR ＝ 20.1 min），3（4.3 mg，tR ＝

24.2 min）。Fr.B7 组分用 ODS 柱色谱以甲醇 - 水
（1∶9 → 1∶0，V/V）为流动相洗脱得 7 个组分（Fr.
B7.1～ 7.6）。Fr.B7.3用半制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

38∶62，3 mL·min － 1）纯化，得到化合物 7（4.9 
mg，tR ＝ 15.1 min）；Fr.B7.5 用半制备型 HPLC（甲
醇 - 水＝ 56∶44，3 mL·min － 1）纯化，得到化合
物 6（5.3 mg，tR ＝ 19.5 min）。
3　结构鉴定
　　化合物 1：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
434.2539 [M ＋ NH4]

＋（计 算 值 434.2537），[α] ＝ 

－ 52.3°（c 1.0，CHCl3）。其分子式为 C24H32O6。
1H-NMR（CDCl3，600 MHz）δ：6.58（1H，
s，H-4'），6.52（1H，s，H-4），3.93（3H，s，
2-OCH3），3.87（6H，s，1，2'-OCH3），3.82（3H，
s，1'-OCH3），3.62（3H，s，3'-OCH3），3.55（3H，
s，3-OCH3），2.54（1H，dd，J ＝ 13.6，7.5 Hz，
H-7a），2.53（1H，dd，J ＝ 13.6，1.6 Hz，H-7b），
2.28（1H，dd，J ＝ 13.4，9.6 Hz，H-7'a），2.03

（1H，d，J ＝ 13.4 Hz，H-7'b），1.95（1H，m，
H-8），1.82（1H，m，H-8'），1.00（3H，d，J ＝ 7.2 
Hz，9-CH3），0.75（3H，d，J ＝ 7.2 Hz，9'-CH3）；
13C-NMR（CDCl3，150 MHz）δ：152.8（C-3'），
152.3（C-1），151.9（C-3），151.5（C-1'），140.3（C-
2'），140.1（C-2），139.1（C-5），134.3（C-5'），123.3
（C-6），122.4（C-6'），110.5（C-4'），107.2（C-4），
61.3（1-OCH3，2-OCH3，1'-OCH3，2'-OCH3），56.3
（3-OCH3，3'-OCH3），41.2（C-8'，8），35.5（C-7'），
34.3（C-7），21.9（9-CH3），12.8（9'-CH3）。与文献
报道 [7] 基本一致，故鉴定其为五味子甲素。
　　化合物 2：淡黄色粉末。HR-ESI-MS m/z：
523.2246 [M ＋ H] ＋（计 算 值 523.2248），[α] ＝ 

＋ 62.3°（c 1.0，MeOH）。其分子式为 C26H34O11。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：6.95（1H，d，
J ＝ 1.5 Hz，H-2），6.85（1H，dd，J ＝ 1.5，8，2 
Hz，H-6），6.76（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-5），6.74
（2H，s，H-2'，6'），5.48（1H，d，J ＝ 6.3 Hz，
H-7），4.25（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''），3.86
（3H，s，3'-OCH3），3.81（3H，s，3-OCH3），3.79
（1H，m，H-9a），3.65（2H，m，H-9'），3.60（1H，
m，H-6''a），3.53（1H，m，H-8），3.50（1H，dd，
J ＝ 13.1，6.8 Hz，H-9b），3.41（1H，m，H-6''b），
3.31（1H，m，H-4''），3.29（1H，m，H-5''），3.28
（1H，m，H-3''），3.24（1H，m，H-2''），2.70
（2H，t，J ＝ 7.3 Hz，H-7'）；1.93（2H，m，H-8'）；
13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：147.8（C-3），
146.2（C-4'），145.8（C-4），143.8（C-3'），135.2
（C-1'），133.2（C-1），128.6（C-5'），118.0（C-6），
116.5（C-6'），114.9（C-5），112.7（C-2'），108.9
（C-2），103.2（C-1''），87.4（C-7），76.6（C-3''，
5''），73.5（C-2''），70.4（C-4''），68.3（C-9'），
63.3（C-9），61.5（C-6''），55.5（3'-OCH3），54.8（3-
OCH3），54.1（C-8），31.8（C-8'），31.3（C-7'）。将
化合物进行酸水解，经 GC 分析发现其保留时间
与葡萄糖对照品保留时间一致（tR ＝ 16.3 min），
因此确定其中含糖，且糖为葡萄糖。其中糖的端
基碳信号为δ：103.2，且δ：4.25（1H，d，J ＝

7.8 Hz，H-1''）为糖的端基质子信号，说明为β 构
型，与文献报道 [8] 基本一致，故鉴定化合物其为
（7S，8R）-dihydrodehydrodiconiferyl alcohol-9'-O-β-
D-glucopyranoside。
　　化合物3：淡黄色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
543.2363 [M ＋ Na] ＋（计 算 值 543.2365），[α] ＝ 

－ 22.1°（c 0.5，MeOH）。分子式为 C26H32O11。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：7.00（1H，brs，
H-6'），6.99（1H，s，H-2'），6.95（1H，s，H-2），
6.87（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-6），6.78（1H，d，
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J ＝ 8.0 Hz，H-5），6.63（1H，d，J ＝ 15.6 Hz，
H-7'），6.23（1H，dt，J ＝ 15.6，6.1 Hz，H-8'），
5.52（1H，d，J ＝ 6.2 Hz，H-7），4.52（2H，dd，
J ＝ 5.8，12.5 Hz，H-9'），4.42（1H，d，J ＝ 7.7 
Hz，H-1''），4.30（1H，dd，J ＝ 12.4，6.8 Hz，
H-6''a），3.87（3H，s，3'-OCH3），3.85（1H，d，
J ＝ 5.6 Hz，H-9a），3.84（3H，s，3-OCH3），3.79
（1H，m，H-9b），3.70（1H，dd，J ＝ 11.9，5.5 
Hz，H-6''b），3.51（1H，m，H-8），3.40（1H，
m，H-3''），3.34（1H，m，H-5''），3.33（1H，
m，H-4''），3.29（1H，t，J ＝ 8.3 Hz，H-2''）；
13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：149.3（C-4'），
148.7（C-3），147.6（C-4），145.4（C-3'），134.5
（C-1），133.9（C-7'），132.3（C-1'），130.2（C-
5'），124.2（C-8'），119.4（C-6），116.5（C-6'），
116.1（C-5），112.0（C-2'），110.6（C-2），103.1
（C-1''），89.0（C-7），78.1（C-3''），78.0（C-5''），
74.7（C-2''），71.3（C-4''），70.6（C-9'），64.6（C-
9），62.6（C-6''），56.7（C-8），56.0（3'-OCH3），
54.6（3-OCH3）。将化合物进行酸水解，经 GC 分
析发现其保留时间与葡萄糖对照品保留时间一
致（tR ＝ 16.3 min），因此确定其中含糖，且糖为
葡萄糖。其中糖的端基碳信号为δ：103.1，且δ：
4.42（1H，d，J ＝ 7.7 Hz，H-1''）为糖的端基质子
信号，说明为β 构型，与文献报道 [9] 基本一致，
故鉴定其为（7S，8R）-dehydrodiconiferyl alcohol 
9'-β-glucopyranoside。
　　化合物 4：白色不定形粉末。HR-ESI-MS 
m/z：521.2035 [M-H]－（计算值 521.2033），[α] ＝ 

－ 12.1°（c 0.5，MeOH）。分子式为 C26H34O11。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：6.97（1H，brs，
H-2），6.87（1H，brd，J ＝ 8.3 Hz，H-6），6.76
（1H，brs，H-6'），6.75（1H，brs，H-2'），6.73
（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-5），5.61（1H，d，J ＝

6.2 Hz，H-7），4.36（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''），
4.19（1H，m，H-9a），3.89（1H，m，H-6''a），
3.87（3H，s，3'-OCH3），3.80（3H，s，3-OCH3），
3.77（1H，m，H-9b），3.68（1H，m，H-8），
3.63（1H，m，H-6''b），3.58（2H，t，J ＝ 6.5 
Hz，H-9'），3.36（1H，m，H-5''），3.29（1H，
m，H-4''），3.26（1H，m，H-3''），3.22（1H，t，
J ＝ 8.4 Hz，H-2''），2.61（2H，t，J ＝ 7.6 Hz，
H-7'），1.83（2H，m，H-8'）；13C-NMR（CD3OD，
150 MHz）δ：147.9（C-3），146.4（C-4），146.2
（C-4'），143.7（C-3'），135.2（C-1'），133.2（C-
1），128.1（C-5'），118.2（C-6），116.6（C-6'），
114.5（C-5），112.9（C-2'），109.2（C-2），103.4
（C-1''），87.7（C-7），76.8（C-5''），76.5（C-3''），

73.5（C-2''），71.2（C-9''），70.4（C-4''），61.2
（C-6''），60.9（C-9'），55.3（3'-OCH3），55.2（3-
OCH3），51.8（C-8），34.5（C-8'），31.2（C-7'）。
将化合物进行酸水解，经 GC 分析发现其保留
时间与葡萄糖对照品保留时间一致（tR ＝ 16.3 
min），因此确定其中含糖，且糖为葡萄糖。其中
糖的端基碳信号为δ：103.4，且δ：4.36（1H，d，
J ＝ 7.8 Hz，H-1''）为糖的端基质子信号，说明
为β 构型，与文献报道 [10] 基本一致，故鉴定其为
artemordolignan glycoside A。
　　化合物 5：白色不定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
525.2305 [M ＋ H] ＋（计 算 值 525.2303），[α] ＝ 

－ 27.1°（c 1.0，MeOH）。分子式为 C26H36O11。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：6.65（1H，
d，J ＝ 3.8 Hz，H-5'），6.65（1H，d，J ＝ 1.6 
Hz，H-2），6.63（1H，d，J ＝ 3.8 Hz，H-5），
6.62（1H，d，J ＝ 1.6 Hz，H-2'），6.60（1H，
m，H-6），6.59（1H，m，H-6'），4.17（1H，d，
J ＝ 7.8 Hz，H-1''），3.89（1H，m，H-6''a），
3.82（1H，m，H-9'a），3.74（6H，s，3，3'-
OCH3），3.69（1H，m，H-6''b），3.65（1H，m，
H-9a），3.59（2H，m，H-9b，9'b），3.36（1H，
m，H-4''），3.34（1H，m，H-5''），3.31（1H，
m，H-3''），3.24（1H，m，H-2''），2.71（2H，
m，H-7'），2.66（2H，m，H-7），2.05（1H，m，
H-8'），2.01（1H，m，H-8）；13C-NMR（CD3OD，
150 MHz）δ：148.7（C-3，3'），145.6（C-4，
4'），134.2（C-1），133.8（C-1'），123.0（C-6），
122.9（C-6'），115.9（C-5），115.6（C-5'），113.7
（C-2'），113.3（C-2），104.5（C-1''），78.3（C-
3''），78.1（C-5''），75.2（C-2''），71.9（C-4''），
70.7（C-9'），62.8（C-9），62.6（C-6''），56.5（3-
OCH3），56.1（3'-OCH3），44.3（C-8），41.5（C-
8'），35.8（C-7'），35.4（C-7）。将化合物进行酸
水解，经 GC 分析发现其保留时间与葡萄糖对照
品保留时间一致（tR ＝ 16.3 min），因此确定其中
含糖，且糖为葡萄糖。其中糖的端基碳信号为δ：
104.5， 且δ：4.17（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''）
为糖的端基质子信号，说明为β 构型，与文献报
道 [11] 基本一致，鉴定为开环异落叶松脂素 -9-O-
β-D- 葡萄糖苷。
　　化合物 6：白色粉末。HR-ESI-MS m/z：
327.1326 [M ＋ H] ＋（计算值 327.1324），[α ] ＝ 

－ 54.1°（c 0.2，MeOH）。分子式为 C16H22O7。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：7.03（1H，d，
J ＝ 8.0 Hz，H-6），6.78（1H，brs，H-3），6.67
（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-5），5.88（1H，m，
H-8），4.97（1H，d，J ＝ 4.4 Hz，H-9a），4.95



3166

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

（1H，brs，H-9b），4.92（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，
H-1'），3.79（3H，s，2-OCH3），3.78（1H，m，
H-6'a），3.75（1H，m，H-6'b），3.44（1H，m，
H-2'），3.40（1H，m，H-5'），3.36（1H，m，
H-3'），3.30（2H，m，H-7'），3.29（1H，m，
H-4'）；13C-NMR（CD3OD，150 MHz）δ：150.8
（C-2），146.4（C-1），139.1（C-8），136.2（C-
4），122.1（C-5），117.9（C-6），115.4（C-9），
114.3（C-3），103.0（C-1'），78.2（C-3'），77.7
（C-5'），74.5（C-2'），71.0（C-4'），62.2（C-6'），
56.7（2-OCH3），40.7（C-7）。将化合物进行酸水
解，经 GC 分析发现其保留时间与葡萄糖对照品
保留时间一致（tR ＝ 16.3 min），因此确定其中
含糖，且糖为葡萄糖。其中糖的端基碳信号为δ：
103.0， 且δ：4.92（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'）
为糖的端基质子信号，说明为β 构型，与文献
报道 [12] 数据基本一致，故鉴定化合物为 2- 甲氧
基 -4-（2- 丙烯基）苯基 -β-D- 吡喃葡萄糖苷。
　　 化 合 物 7： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
475.2089 [M ＋ H] ＋（计 算 值 475.2087），[α] ＝ 

－ 46.7°（c 0.5，MeOH）。分子式为 C21H30O12。
1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：7.11（1H，d，
J ＝ 1.5 Hz，H-3），7.09（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-6），6.81（1H，dd，J ＝ 8.0，1.5 Hz，H-4），
5.89（1H，m，H-8），5.00（2H，m，H-9），4.82
（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-1''），4.80（1H，d，J ＝

8.0 Hz，H-1'），3.81（2H，m，H-6'），3.79（2H，
m，H-6''），3.63（2H，m，H-2'，2''），3.46（2H，
m，H-3'，3''），3.42（1H，m，H-4''），3.39（1H，
m，H-4'），3.34（1H，m，H-5'），3.33（1H，m，
H-5''），3.29（2H，m，H-7）；13C-NMR（CD3OD，
150 MHz）δ：148.7（C-1），147.0（C-2），138.3
（C-5），137.1（C-8），124.8（C-4），120.8（C-
3），120.7（C-6），116.1（C-9），103.8（C-1'），
103.6（C-1''），77.9（C-5'，5''），77.7（C-3'，
3''），74.7（C-2'，2''），71.3（C-4''），71.2（C-
4'），62.5（C-6'），62.3（C-6''），40.4（C-7）。将化
合物进行酸水解，经 GC 分析发现其保留时间与
葡萄糖对照品保留时间一致（tR ＝ 16.3 min），因
此确定其中含糖，且糖为葡萄糖。其中两个糖的
端基碳信号为δ：103.8、103.6，且δ：4.82（1H，
d，J ＝ 8.0，H-1''）、4.80（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-1'）为糖的端基质子信号，说明为β 构型，与
文献报道 [13] 基本一致，鉴定为 1，2-di-O-β-D-
glucopranosyl-4-allylbenzene。
　　 化 合 物 8： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
231.1326 [M ＋ H] ＋（计 算 值 231.1324），[α] ＝ 

＋ 19.1°（c 1.0，MeOH）。分子式为 C15H18O2。

1H-NMR（CD3OD，600 MHz）δ：5.68（1H，s，
H-9），4.91（1H，brd，J ＝ 1.1 Hz，H-15a），4.72
（1H，brd，J ＝ 1.1 Hz，H-15b），2.77（1H，dd，
J ＝ 17.0，3.9 Hz，H-6a），2.61（1H，m，H-6b），
2.41（1H，m，H-3a），2.34（1H，m，H-5），2.10
（1H，m，H-3b），1.87（3H，dd，J ＝ 1.7，6.4 
Hz，13-CH3），1.72（2H，m，H-2），1.65（2H，
m，H-1），0.95（3H，s，14-CH3）；13C-NMR
（CD3OD，150 MHz）δ：172.4（C-12），149.8（C-
4），149.0（C-7），148.9（C-8），120.5（C-11），
120.1（C-9），107.7（C-15），48.2（C-5），39.4（C-
1），38.4（C-10），36.7（C-3），23.4（C-6），22.9
（C-2），18.8（14-CH3），8.6（13-CH3）。与文献报
道 [14] 基本一致，故鉴定化合物为白术内酯Ⅰ。
　　 化 合 物 9： 白 色 针 晶，mp 100 ～ 103℃。
HR-ESI-MS m/z：233.1453 [M ＋ H] ＋（计 算 值
233.1454），[α] ＝＋ 22.1°（c 1.0，MeOH）。分
子 式 为 C15H20O2。

1H-NMR（CDCl3，600 MHz）
δ：4.89（1H，d，J ＝ 1.0 Hz，H-15a），4.88（1H，
dd，J ＝ 11.6，6.4 Hz，H-8），4.62（1H，d，J ＝

1.0 Hz，H-15b），2.74（1H，dd，J ＝ 13.6，3.6 
Hz，H-6a），2.37（1H，dt，J ＝ 13.6，2.4 Hz，
H-3a），2.29（1H，m，H-9a），2.27（1H，m，
H-6b），1.97（1H，dt，J＝12.6，5.6 Hz，H-3b），
1.87（1H，dt，J ＝ 12.6，1.4 Hz，H-5），1.80
（3H，s，13-CH3），1.65（1H，m，H-1a），1.58
（2H，m，H-2），1.35（1H，dt，J ＝ 13.6，4.8 
Hz，H-1b），1.13（1H，t，J ＝ 11.6 Hz，H-9b），
0.92（3H，s，14-CH3）；13C-NMR（CDCl3，150 
MHz）δ：174.8（C-12），162.4（C-7），148.6（C-
4），120.3（C-11），107.1（C-15），78.2（C-8），
50.1（C-5），47.7（C-9），40.8（C-1），36.8（C-
10），36.5（C-3），25.6（C-6），22.3（C-2），16.4
（14-CH3），8.4（13-CH3）。与文献报道 [14] 基本一
致，故鉴定化合物为白术内酯Ⅱ。
　　化合物 10：白色针晶，mp 123 ～ 126℃。
HR-ESI-MS m/z：233.1455 [M ＋ H] ＋（计 算 值
233.1453），[α] ＝－ 17.3°（c 1.0，MeOH）。分
子 式 为 C15H20O2。

1H-NMR（CDCl3，600 MHz）
δ：5.03（1H，t，J ＝ 10.2 Hz，H-8），4.91（1H，
s，H-15a），4.68（1H，s，H-15b），2.67（1H，
dd，J ＝ 18.6，12.5 Hz，H-6a），2.62（1H，m，
H-6b），2.42（1H，d，J ＝ 14.4 Hz，H-3a），2.41
（1H，d，J ＝ 5.5 Hz，H-5），2.22（1H，dd，J ＝

13.8，10.2 Hz，H-9a），1.84（3H，s，13-CH3），
1.69（1H，m，H-3b），1.61（1H，m，H-1a），
1.59（2H，m，H-2），1.54（1H，m，H-1b），1.35
（1H，dd，J ＝ 13.8，8.8 Hz，H-9b），0.67（3H，
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s，14-CH3）；13C-NMR（CDCl3，150 MHz）
δ：175.3（C-12），162.3（C-7），147.9（C-4），
121.4（C-11），108.3（C-15），77.6（C-8），44.3
（C-9），42.8（C-5），42.7（C-1），36.6（C-3），
35.4（C-10），24.5（C-6），23.3（C-2），21.3（14-
CH3），8.4（13-CH3）。上述数据与文献报道 [15] 基
本一致，故鉴定化合物为表白术内酯Ⅰ。
　　化合物 11：白色针晶，mp 166 ～ 170℃。
HR-ESI-MS m/z：249.1429 [M ＋ H] ＋（计 算 值
249.1426），[α] ＝＋ 23.4°（c 2.0，MeOH），分
子 式 为 C15H20O3。

1H-NMR（CDCl3，600 MHz）
δ：4.87（1H，brs，H-15a），4.62（1H，brs，
H-15b），2.64（1H，dd，J ＝ 13.4，3.1 Hz，
H-6a），2.45（1H，t，J ＝ 12.9 Hz，H-3a），2.37
（1H，d，J ＝ 13.4 Hz，H-6b），2.32（1H，d，
J ＝ 13.5 Hz，H-9a），1.97（1H，td，J ＝ 12.3，
7.0 Hz，H-3b），1.86（1H，d，J ＝ 12.3 Hz，
H-5），1.83（3H，s，13-CH3），1.66（2H，m，
H-2），1.58（1H，d，J ＝ 10.5 Hz，H-1a），1.54
（1H，d，J ＝ 13.5 Hz，H-9b），1.24（1H，td，
J ＝ 5.3，12.8 Hz，H-1b），1.03（3H，s，14-
CH3）；13C-NMR（CDCl3，150 MHz）δ：172.0（C-
12），160.6（C-7），148.7（C-4），122.1（C-11），
106.8（C-15），103.3（C-8），51.8（C-9），51.2
（C-5），41.2（C-1），36.8（C-10），36.2（C-3），
24.7（C-6），22.2（C-2），16.7（14-CH3），8.3（13-
CH3）。数据与文献报道 [14] 基本一致，故鉴定化合
物为白术内酯Ⅲ。
　　化合物 12：白色固体。HR-ESI-MS m/z：
235.1696 [M ＋ H] ＋（计算值 235.1695），[α ] ＝ 

＋ 13.3°（c 0.1，MeOH），分子式为 C15H22O2。
1H-NMR（CDCl3，600 MHz）δ：4.83（1H，d，J ＝
1.3 Hz，H-15a），4.73（1H，dd，J ＝ 16.0，1.3 
Hz，H-12a），4.54（1H，d，J ＝ 1.3 Hz，H-15b），
4.08（1H，dd，J ＝ 16.0，2.8 Hz，H-12b），2.54
（1H，dd，J ＝ 13.6，3.0 Hz，H-6a），2.41（1H，
dt，J＝13.2，2.0 Hz，H-3a），2.11（1H，dd，J＝
13.6，1.2 Hz，H-6b），1.98（1H，td，J ＝ 13.2，
6.2 Hz，H-5），1.83（1H，dd，J ＝ 12.9，1.2 Hz，
H-5），1.79（1H，d，J ＝ 13.6 Hz，H-9a），1.69
（3H，s，13-CH3），1.65（1H，m，H-2a），1.62
（1H，m，H-2b），1.51（1H，dt，J ＝ 13.2，3.2 
Hz，H-1a），1.31（1H，d，J ＝ 13.6 Hz，H-9b），
1.23（1H，td，J ＝ 13.2，4.8 Hz，H-1b），1.05
（3H，s，14-CH3）；13C-NMR（CDCl3，150 MHz）
δ：149.8（C-4），130.3（C-7），124.7（C-11），
106.1（C-15），97.5（C-8），73.0（C-12），50.1（C-
5），46.7（C-9），41.3（C-1），36.6（C-3），36.5（C-

10），24.0（C-6），22.6（C-2），16.9（14-CH3），
13.8（13-CH3）。与文献报道 [15] 基本一致，故鉴定
化合物为 atractylenother。
　　化合物 13：白色颗粒状晶体，mp 207 ～ 

213℃。HR-ESI-MS m/z：463.2782 [M ＋ H] ＋（计
算值 463.2783），[α] ＝＋ 24.7°（c 0.2，MeOH），
分子式为 C30H38O4。

1H-NMR（CDCl3，600 MHz）δ：
4.86（2H，s，H-15a，15'a），4.65（2H，s，H-15b，
15'b），2.87（2H，d，J ＝ 14.4 Hz，H-9a，9'a），
2.75（2H，d，J ＝ 13.2 Hz，H-6a，6'a），2.68（2H，
dd，J ＝ 13.2，3.4 Hz，H-6b，6'b），2.35（2H，d，
J ＝ 13.0 Hz，H-3a，3'a），1.93（2H，m，H-6b，
6'b），1.78（6H，s，13-CH3，13'-CH3），1.72（2H，
m，H-5，5'），1.68（4H，m，H-2，2'），1.64（2H，
m，H-1a，1'a），1.41（2H，d，J ＝ 14.4 Hz，H-9b，
9'b），1.25（2H，m，H-1b，1'b），1.13（6H，s，14-
CH3，14'-CH3）；13C-NMR（CDCl3，150 MHz）δ：
172.3（C-12，12'），164.8（C-7，7'），148.2（C-4，
4'），124.8（C-11，11'），107.6（C-15，15'），89.6
（C-8，8'），53.0（C-5，5'），49.7（C-9，9'），42.2
（C-1，1'），37.1（C-10，10'），36.1（C-3，3'），
28.0（C-6，6'），22.3（C-2，2'），17.3（14-CH3，
14'-CH3），8.5（13-CH3，13'-CH3）。与文献报道 [15]

基本一致，鉴定化合物为双白术内酯。
　　化合物 14：无色针晶，mp 205 ～ 208℃。
HR-ESI-MS m/z：463.2780 [M ＋ H] ＋（计 算 值
463.2782），[α] ＝－ 0.4°（c 0.3，MeOH），分子
式 为 C30H38O4。

1H-NMR（CDCl3，600 MHz）δ：
4.86（2H，s，H-15a，15'a），4.61（2H，s，H-15b，
15'b），2.83（2H，t，J ＝ 10.0 Hz，H-5，5'），2.66
（2H，dd，J ＝ 17.4，10.2 Hz，H-6a，6'a），2.35
（2H，d，J ＝ 13.2 Hz，H-3a，3'a），2.34（2H，d，
J ＝ 15.0 Hz，H-9a，9'a），2.17（2H，ddd，J ＝

17.4，7.8，2.0 Hz，H-6b，6'b），2.07（2H，m，
H-3b，3'b），2.01（2H，d，J ＝ 15.0 Hz，H-9b，
9'b），1.78（6H，s，13-CH3，13'-CH3），1.67（2H，
m，H-2a，2'a），1.56（2H，m，H-1a，1'a），1.49
（2H，m，H-2b，2'b），1.44（2H，m，H-1b，
1'b），0.50（6H，s，14-CH3，14'-CH3）；13C-NMR
（CDCl3，150 MHz）δ：172.8（C-12，12'），163.5
（C-7，7'），148.3（C-4，4'），125.4（C-11，11'），
107.4（C-15，15'），89.4（C-8，8'），47.0（C-9，
9'），42.6（C-5，5'），42.1（C-1，1'），37.0（C-
10，10'），36.8（C-3，3'），24.8（C-6，6'），22.7
（C-2，2'），19.0（14-CH3，14'-CH3），8.5（13-CH3，
13'-CH3）。与文献报道 [16] 基本一致，故鉴定化合
物为双表白术内酯。
4　细胞毒活性研究
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　　使用 MTT 法对本次实验得到的 14 种化合物
进行人胃癌细胞 MGC-803 和人宫颈癌细胞 HeLa
的活性筛选。将对数生长期的细胞按 5×104 个 /
孔接种于 96 孔板中，在培养箱 37℃、5%CO2 条
件下培养。当细胞贴壁后，将 96 孔板设空白组
（空白培养基）和给药组，每组设置 3 个复孔，给
药培养 24 h 后，每孔加入 MTT 试剂（5 g·L－ 1）
20 μL，放入培养箱中培养 4 h 后加入 120 μL 的
DMSO，振荡，用酶标仪在 570 nm 波长处测定
OD 值，计算细胞抑制率，得到 IC50 值。由表 1 结
果可知，化合物 1、8 ～ 14 对 HeLa 细胞具有一定
的抗肿瘤活性，化合物 8 ～ 11、13 对 MGC-803
具有一定的抗肿瘤活性。其中化合物白术内酯Ⅲ
对 HeLa 和 MGC-803 的细胞毒作用最强，其 IC50

值为（20.19±1.30）、（59.98±2.62）μmol·L－ 1。

表 1　14 个化合物单体及顺铂对 HeLa和 MGC-803 细胞的 IC50 

比较 (μmol·L － 1) 
Tab 1　IC50 of 14 compounds alone and cisplatin on HeLa and 

MGC-803 cells (μmol·L － 1)
化合物 HeLa MGC-803

化合物 1 85.72±2.07 ＞ 100
化合物 2 ＞ 100 ＞ 100
化合物 3 ＞ 100 ＞ 100
化合物 4 ＞ 100 ＞ 100
化合物 5 ＞ 100 ＞ 100
化合物 6 ＞ 100 ＞ 100
化合物 7 ＞ 100 ＞ 100
化合物 8 33.42±1.11 70.61±2.05
化合物 9 22.13±1.03 75.28±1.81
化合物 10 27.51±1.66 77.36±1.76
化合物 11 20.19±1.30 59.98±2.62
化合物 12 48.88±2.25 ＞ 100
化合物 13 78.52±1.99 87.63±3.16
化合物 14 82.64±2.67 ＞ 100
顺铂 20.73±2.12 18.32±2.03

5　讨论
　　本实验共分离出 14 种化合物，主要为倍半
萜和木脂素类成分。据现代研究表明，关苍术的
倍半萜类成分主要具有抗炎抗菌和肝障碍诱发症
的抑制作用；菊科中，木脂素类成分主要具有抗
肿瘤、抗炎等药理活性。本次实验中化合物 1 ～ 7
为首次从关苍术的二氯甲烷和正丁醇的萃取部位
分离得到，新天然产物的发现有利于进一步对该
资源的深入开发。药理细胞毒活性实验表明白术
内酯Ⅲ对 HeLa 和 MGC-803 细胞具有良好的抑制
作用。随着苍术资源的不断减少，关苍术具有某

些与苍术相似的药用功效，正在被逐步开发为苍
术的替代品使用。本实验进一步研究了关苍术的
化学成分，为关苍术的药理作用研究和进一步开
发利用提供有价值的药效物质基础，为了充分发
挥其药用价值，应继续推进对关苍术化学成分和
药理作用的相关研究。
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基于化学成分和代谢组学分析的传统去皮净制 
对何首乌肝毒性影响探讨

陈潘1，罗寒燕2，张伟豪2，李新星1，陈锦津2，朱利霞3，许军2*，赵中振1*，魏胜利1*（1. 北京中医

药大学中药学院，北京　102488；2. 香港浸会大学中医药学院，香港　999077；3. 中山大学附属第八医院药学部，广东　深圳　

518033）

摘要：目的　比较去皮对何首乌水提物化学成分及潜在肝毒性的影响。方法　用 UPLC-Q-TOF-
MS 技术分析去皮何首乌水提物、粗皮水提物的化学成分并鉴定，结合多元统计分析对比何首乌
不同组织部位水提物肝毒性成分含量差异。选取雄性 SD 大鼠 40 只，随机分为正常组，未去皮何
首乌水提物给药组，去皮何首乌水提物给药组，粗皮水提物给药组，各给药组大鼠灌胃剂量 20 
g·kg－ 1（按照未去皮何首乌药材量计算），正常组灌胃等体积去离子水，每日一次，连续灌胃 35 
d，搜集血清、肝脏。通过血清生化指标分析、肝病理学观察比较各组肝损伤情况。通过代谢组
学分析，比较各给药组大鼠肝损伤生物标志物水平的变化。结果　共鉴定出何首乌中 190 种化学
成分，去皮显著减少何首乌水提物中肝毒性成分 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖
苷（THSG）和潜在肝毒性成分 THSG 二聚体（Di-THSG）及蒽醌类成分，并明显减轻何首乌对大
鼠的肝脏病理损伤。代谢组学分析结果提示，相对不去皮给药，去皮给药显著回调大鼠体内内源
性肝损伤生物标志物二十二碳六烯酸、哌啶酸、甘羟胆酸、酪氨酸和还原型谷胱甘肽水平，与正
常组差异无统计学意义。结论　本研究明确了去皮可减少何首乌水提物中二苯乙烯苷类和蒽醌类
肝毒性成分，其可能通过减弱何首乌对内源性肝损伤生物标志物的扰动降低药物的肝病理损伤作
用，为何首乌的加工方法标准化提供了科学依据。
关键词：代谢组学；肝毒性；何首乌；加工；去皮
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Effect of traditional peeling on the hepatotoxicity of Polygonum multiflorum 
Thunb. based on chemical composition analysis and metabolomics

CHEN Pan1, LUO Han-yan2, ZHANG Wei-hao2, LI Xin-xing1, CHAN Kam-chun2, ZHU Li-xia3, XU 
Jun2*, ZHAO Zhong-zhen1*, WEI Sheng-li1* (1. School of Chinese Materia Medica, Beijing University 
of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. School of Chinese Medicine, Hong Kong Baptist University, 
Hong  Kong  999077; 3. Department of Pharmaceutical, The Eighth Affiliated Hospital of Sun Yat-sen 
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Abstract: Objective  To compare the effect of peeling on the chemical compositions and potential 
hepatotoxicity of the water extract of Polygonum multiflorum Thunb. (Heshouwu). Methods  The 
chemical constituents of water extract of peeled Heshouwu, and water extract of peels were analyzed 
by UPLC-Q-TOF-MS, before the identification. Multivariate statistical analysis was used to compare 
the levels of hepatotoxic constituents in different parts of Heshouwu. Totally 40 male SD rats were 
selected and randomly divided into a normal group, a water extract of unpeeled Heshouwu group 
and a water extract of peeled Heshouwu group. The rats in each treatment group were orally given a 
dose of 20 g·kg－ 1 (calculated according to the amount of unpeeled Heshouwu materials), while the 
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rats in the normal group were orally given an equivalent volume of deionized water once daily for 35 
consecutive days, before the serum and liver samples were collected. Serum biochemical analysis and 
liver pathology were used to compare the liver injury in each group, while metabolomics was used 
to compare the level of liver injury biomarkers of rats in each administration group. Results  Totally 
190 chemical constituents were identified in Heshouwu. Peeling significantly reduced the levels of 
hepatotoxic constituent 2, 3, 5, 4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside and potentially hepatotoxic 
constituent dimer of 2, 3, 5, 4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside, as well as anthraquinones 
in the water extract of Heshouwu. Peeling also obviously alleviated the liver pathological damage of 
Heshouwu to rats. Metabolomic analysis showed that peeled Heshouwu greatly reversed the levels of 
endogenous liver injury biomarkers such as docosahexanoic acid, pipecolinic acid, glycohyocholic 
acid, tyrosine and reduced glutathione in rats compared with unpeeled Heshouwu. Conclusion  Peeling 
can reduce the hepatotoxic constituents of stilbene glycosides and anthraquinones in the water extract 
of Heshouwu and may reduce the hepatic pathological damage effect of Heshouwu by attenuating 
the perturbation of endogenous liver injury biomarkers. This study provides a scientific basis for the 
standardisation Heshouwu processing. 
Key words: metabolomics; hepatotoxicity; Polygonum multiflorum Thunb.; processing; peeling

　　何首乌为蓼科植物何首乌 Polygonum multi-
florum Thunb. 的干燥块根，临床上常用于分解毒
素、滋肠通便。然而，国内外不断出现临床上服
用何首乌后出现肝损伤的不良后果 [1-4]，其原因尚
未完全明确。产地加工和炮制是中药增效减毒的
重要手段，吴玟萱等 [5] 指出金铁锁的根去皮后，
水煎液毒性大大降低。明代《本草纲目》记载了
何首乌的加工方式：“用何首乌赤白各一斤，竹刀
刮去粗皮，切片 ......”，但在《中国药典》（2020
年版）中何首乌未被要求除粗皮 [6]。古今的加工
方法差异，可能与何首乌的临床肝毒性有重要关
系。二苯乙烯类和蒽醌类为何首乌的主要肝毒
性成分 [7]，且二苯乙烯苷、游离 / 结合大黄素和
游离 / 结合大黄素甲醚的含量在皮中的含量均不
低 [8]，但目前尚不清楚去皮对何首乌整体化学成
分及何首乌体内肝毒性的影响，本研究将通过化
学分析、动物实验及代谢组学分析探讨去皮对何
首乌肝毒性的影响及潜在机制，为优化何首乌加
工方法提供更加丰富的理论基础。
1　材料

1.1　仪器与试药

　　Agilent 6540 型 QTOF/MS、Agilent 1290 UPLC
超高效液相色谱系统、PL602E 型电子分析天平（瑞
士 METTLER TOLEDO 公司），OSB-2200 型旋蒸仪
器（东京理化器械株式会社），TGL-16 型冷冻高速
离心机（湘仪离心机仪器有限公司），N-EVAP 型氮
吹仪（美国 Organomation 有限公司），水质叶绿素
提取研磨仪（武汉赛维尔生物科技有限公司）自动

生化分析仪 [ 型号：7060，日立（中国）有限公司 ]，
DM3000 LED 生物显微镜（德国莱卡有限公司）。
　　生何首乌药材（批号：YT7041004127613，济
世堂有限公司）购自中国四川省，经北京中医药
大学赵中振教授鉴定为蓼科植物何首乌 Polyg-
onum multiflorum Thunb. 的干燥块根，凭证标本
HSWE20220815 存放于中国香港浸会大学中医学
院香港中药鉴定中心。谷草转氨酶（AST）测定试
剂盒（货号：E-BC-K236-M）、谷丙转氨酶（ALT）
测定试剂盒（货号：E-BC-K235-M）（武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司），HE 染色（北京索莱宝
科技有限公司），乙腈为色谱级，甲醇、甲酸为分
析级，水为去离子水，其他试剂为分析纯。
1.2　动物

　　雄性 SD 大鼠 40 只，体重（200±20）g [ 香港
中文大学实验动物中心（中国香港），生产许可证
号为：2023-21-A]，饲养于香港浸会大学大鼠动
物房。所有动物实验均经香港浸会大学环境健康与
安全委员会批准（伦理审查号：03/2023/HMF-7-B），
程序均符合香港浸会大学动物护理伦理委员会及香
港特别行政区卫生署的指导方针。
2　方法与结果

2.1　何首乌各植物部位水提物全面化学表征

2.1.1　何首乌及各部位水提物制备　将生首乌均分
为两部分，一部分标记为未去皮何首乌（HSW），另
一部分将 0.5 mm 厚的粗皮与肉质分离，分别标记为
去皮何首乌（Flesh）和粗皮（Peel）。以上三种样品
切成小块（约 2 mm×0.5 mm），分别加去离子水提
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取两次，第一次加 8 倍量水（g/mL，按未去皮何首
乌药材量计算）煮沸 2 h，180 目尼龙网过滤，取上
清液，药渣用 4倍量水煮沸2 h，过滤，合并上清液，
减压浓缩干燥，去离子水溶解为 1.5 g·mL－ 1（按未
去皮何首乌药材量计算）溶液，依次得何首乌水提
物（HSWE）、去皮何首乌水提物（FleshE）、粗皮何
首乌水提物（PeelE）。取 HSWE、FleshE、PeelE 各
5 mL，分别加入 25 mL 甲醇，涡旋混匀，4℃下静
置 48 h，离心（10 000 r·min－ 1，4℃，10 min），上
清液减压浓缩至 1/10，0.22 μm 滤膜过滤，上清液用
于液质分析。
2.1.2　色谱质谱条件　ACQUITY UPLC BEH C18
色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）；流动相为
0.1% 甲酸水溶液（A）和 0.1% 甲酸乙腈（B）溶
液，洗脱条件：0 ～ 2 min，2%B；2 ～ 4.5 min，
2% ～ 8%B；4.5 ～ 6.5 min，8%B；6.5 ～ 12.5 
min，8% ～ 22%B；12.5 ～ 14.5 min，22%B；
14.5 ～ 22 min，22% ～ 45%B；22 ～ 22.5 
min，45% ～ 70%B；22.5 ～ 23.5 min，70%B；
23.5 ～ 23.6 min，70% ～ 100%B；23.6 ～ 26.6 
min，100%B；26.6 ～ 26.7 min，100% ～ 2%B；
26.7 ～ 30 min，2%B。样品室温度 4℃；流速 0.3 
mL·min－ 1；柱温 40℃；进样量 3 μL。
　　质谱条件：采用 QTOF/MS 质谱仪；正（ESI＋）、
负（ESI－）离子源；干燥气体（N2）温度 300℃，
流量 7 L·min－ 1；鞘气流量 8 L·min－ 1；气体加
热丝350℃；雾化器压力45 psi；毛细管电压3500 V；
全扫描质量范围 m/z 100 ～ 1700，分辨率 30 000。
2.1.3　In-house 数据库建立及成分鉴定　总结文献
报道的何首乌化学成分建立数据库，导入 Agilent 
Mass Hunter PCDL Manager 软件（版本 B.04.00，
Agilent Technologies，Inc. 2011）匹配化合物，将对
应的二级碎片信息与文献 [9-12] 和 Pubchem 网站信息
比对，鉴定化合物，最大质量测量误差10.0 ppm（1 
ppm ＝ 1×10－ 6）。
　　FleshE 和 PeelE 中共鉴定出 190 种化合物（见
表 1 及图 1），主要包括二苯乙烯类 19 种、蒽醌
类 19 种、黄酮类 69 种、多酚类 34 种，还包括脂
肪酸类、糖类、氨基酸类、生物碱类、羧酸类、
萜类和其他类。FleshE 中鉴定出 171 种化学成分，
其中二苯乙烯类 17 种，蒽醌类 18 种。PeelE 中鉴
定出 148 种化学成分，其中二苯乙烯类 13 种，蒽
醌类 16 种。PeelE 中二苯乙烯类和蒽醌类成分种
数与 FleshE 中接近，提示去皮可能对 HSWE 中二
苯乙烯类和蒽醌类成分含量有较大影响。

图 1　去皮何首乌水提物和粗皮水提物负（A 和 C）、正（B 和 D）

离子 BPC 图

Fig 1　Typical representative BPC of water extract of peeled Heshouwu 
and water extract of peel in negative（A and C）and positive（B and D）

ion modes

2.2　HSWE 与 FleshE 化学成分差异

　　将 HSWE 和 FleshE 的液质数据导入 Metabo-
Analyst 6.0 平台进行归一化、主成分分析（PCA）
和火山图分析（P ＜ 0.05，FC ＞ 1）。HSWE 组和
FleshE 组在 PCA 得分图（见图 2A）上明显分离，表
明两组化学特征差异明显，火山图分析筛选出 80
种差异成分（见表 1 及图 2B），主要包含二苯乙烯
苷类、蒽醌类、黄酮类和多酚类，其中二苯乙烯苷
类有 11 种，成分 65、70、76、90、120、132、141
在 HSWE 中相对含量更高，对应的 log2（FC）值为
0.85、0.81、0.15、2.98、0.47、0.54、1.40，其中成
分 76 [2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄
糖苷（THSG）] 为肝毒性成分 [13-14]，成分 120[THSG
二聚体（Di-THSG）] 为潜在肝毒性成分，成分 53、
55、108、113 在 FleshE 中相对含量更高，对应的
log2（FC）值为－ 0.42、－ 0.56、－ 0.51、－ 0.21，
在差异显著性相似情况下，HSWE 中的 7 种成分对
应的 FC 值更大，提示去皮整体上降低了 HSWE 中
二苯乙烯苷类成分的含量。蒽醌类差异成分有14种，
其相对含量均在 HSWE 中更高。以上结果表明，去
皮显著减少 HSWE 中二苯乙烯苷类和蒽醌类这两种
具有潜在肝毒性成分的含量。
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图 2　正负离子模式下未去皮何首乌水提物和去皮何首乌水提物化

学成分的 PCA 得分图（A）及差异成分火山图（B）

Fig 2　PCA plots（A）and volcano plots（B）of chemical compositions 
of water extract of unpeeled Heshouwu and water extract of peeled 
Heshouwu in negative and positive ion modes

2.3　各提取物对大鼠的肝毒性研究

2.3.1　分组与给药　雄性 SD 大鼠随机分为 4 组，每
组 10 只，分别为正常组（CON 组）、HSWE 给药组，

FleshE 给药组和 PeelE 给药组。实验在 SPF 环境中进
行。大鼠适应性喂养 1 周，标准实验室饮食并自由
饮水，动物房温度（22±1）℃，湿度 40% ～ 55%。
给药组大鼠灌胃剂量为 20 g·kg－ 1（按照对应的未去
皮何首乌生药量计算），CON 组大鼠灌胃等体积去
离子水，每日上午给药一次，连续灌胃 35 d。
2.3.2　标本采集　最后一次给药结束后，CON
组、HSWE 给药组、FleshE 给药组和 Peel 给药组
分别剩余 10 只、7 只、10 只、9 只大鼠存活。大
鼠禁食不禁水 12 h，麻醉，腹主动脉取血，分离
血清，－ 80℃保存。摘取肝脏，一半用 4% 多聚
甲醛固定，一半－ 80℃保存。
2.3.3　血清生化指标分析　按试剂盒说明书操作，并
在全自动生化分析仪上定量。用 GraphPad 单因素方
差分析（One-way ANOVA）比较组间差异。给药后，
大鼠血清 AST 和 ALT 水平（见图 3A）未显著上升。
2.3.4　组织病理学观察　固定后的肝组织进行
HE 染色。观察到 CON 组和 FleshE 给药组肝细
胞核大而圆，细胞核居中，肝细胞整齐排列，
HSWE 给药组肝细胞出现肿胀和轻微坏死，有明
显局灶性炎症细胞浸润（见图 3B），提示 HSWE
给药导致肝细胞损伤，而 FleshE 无明显肝毒性。

图 3　大鼠血清 AST 和 ALT 水平（A）及不同组别 HE 染色结果（B）

Fig 3　AST and ALT levels in rat serum（A）and HE staining of different group（B）

2.4　血清、肝脏代谢组学
2.4.1　样品前处理　① 血清样品：取 150 μL 血清加
入 600 μL 乙腈 - 甲醇（4∶1，V/V），涡旋 60 s，离
心（4℃，15 000 g，10 min），取上清液，40℃下氮
气吹干，加入 150 μL 60% 甲醇，涡旋 60 s 溶解。② 
肝脏样品：取肝脏 50 mg 加入离心管，加入 500 μL 
80% 甲醇（预冷）和 3 mm、4 mm 钢珠各一颗，研
磨两次，每次 30 s，离心（19 000 g，4℃，20 min），
经 0.22 μm 滤膜过滤，取上清液。
2.4.2　色谱质谱条件　采用 ACQUITY UPLC HSS T3
（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）柱。血清样品洗脱条
件：0 ～ 6 min，2% ～ 75%B；6 ～ 9 min，75% ～ 

100%B；9 ～ 12 min，100%B；12 ～ 12.1 min，
100% ～ 2%B；12.1 ～ 15 min，2%B。肝脏样品洗
脱条件：0 ～ 5.5 min，1% ～ 22%B；5.5 ～ 8.2 min，
22%B；8.2 ～ 8.21 min，22% ～ 75%B；8.21 ～ 10 

min，75% ～ 100%B；10 ～ 12 min，100%B；
12 ～ 12.01 min，100% ～ 1%B；12.01 ～ 15 min，
1%B。其余色谱质谱条件同“2.1.2”项下。
2.4.3　数据提取与分析　Mass Hunter 软件（版本
B.06.00，Agilent）提取样品数据。质谱原始数据
经 AnalysisBaseFileConverter 软 件 转 换 成 Abf 格
式，导入 MS-Dial 5.1.230429，用其自建二级质谱
数据库注释代谢物。质谱原始数据经 ProteoWizard
软件转成 mzML 格式，导入 MetaboAnalyst 6.0，
进行数据归一化、有监督模式的偏最小二乘法分
析（PLS-DA）、火山图分析，将筛选的差异代谢
物与 MS-Dial 注释结果进行比对鉴定，鉴定出的
差异代谢物导入 MetaboAnalyst 6.0 进行通路分析。
用 GraphPad Prism 10.1.2 软件 One-way ANOVA 分
析各组肝损伤生物标志物水平差异，结果表示为
平均值 ±标准误（x±SEM），P ＜ 0.05 认为差异
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表 1　通过 UPLC-QTOF-MS/MS鉴定出的 FleshE样品和 PeelE样品中的主要化学成分 
Tab 1　Identification of major components in FleshE samples and PeelE samples by UPLC-QTOF-MS/MS

No. tR/min 中文名 分子式 离子模式 m/z
误差 /
×10 － 6

二级碎片

质荷比（m/z）
Flesh 

E
Peel 

E
趋势

结构

类型

1 0.937 葡萄糖酸 C6H12O7 [M-H]- 195.0494 － 8.52 75.0070，99.0089 ＋ ＋ 糖类

2 1.012 赤藓糖 C4H8O4 [M+HCOO]- 165.0408 2.14 55.0188，56.9659，59.0137，
73.0278

－ ＋ 糖类

3 1.012 阿洛糖 C6H12O6 [M+HCOO]- 225.0612 0.43 59.0137，71.0129，89.0240 － ＋ 糖类

4 1.012 阿拉伯糖 C5H10O5 [M+HCOO]- 195.0511 0.20 59.0136 － ＋ 糖类

5 1.012 乳果糖 C12H22O11 [M+HCOO]- 387.1132 － 2.96 161.0398，101.0221 － ＋ 糖类

6 1.029 L- 精氨酸 C6H14N4O2 [M+H]+ 175.1186 － 2.15 70.0649，71.0488，116.0674，
158.0833，130.0895

＋ － 氨基酸类

7 1.070 丁二酸异构体 C4H6O5 [M-H]- 133.0140 － 1.99 72.9926，59.0133 － ＋ 羧酸类

8 1.129 柠檬酸 C6H8O7 [M-H]- 191.0205 3.86 87.0084，85.0290，111.0080，
191.0153，

＋ ＋ 羧酸类

9 1.259 丁二酸异构体 C4H6O5 [M-H]- 133.0141 － 0.87 72.9932，59.0151 ＋ ＋ 羧酸类

10 1.466 柠檬酸异构体 C6H8O7 [M-H]- 191.0209 5.73 87.0088，85.0294，111.0085，
191.0184

－ ＋ 羧酸类

11 1.673 L- 酪氨酸异构体 C9H11NO3 [M+H]+ 182.0801 － 6.00 123.0413，136.0721，91.0529，
119.0479

＋ ＋ 氨基酸类

12 1.698 丁二酸 C4H6O4 [M-H]- 117.0196 3.01 72.9927，59.0132 ＋ ＋ 羧酸类

13 1.844 亮氨酸 C6H13NO2 [M-H]- 130.0874 0.07 71.0138 ＋ ＋ 氨基酸类

14 2.012 没食子酸 -O- 葡萄糖苷 C13H16O10 [M-H]- 331.0676 2.89 169.0145，125.0253，124.0113，
81.0341

＋ ＋ 多酚类

15 2.049 丁二酸异构体 C4H6O5 [M-H]- 133.0144 1.01 72.9936，59.0155 ＋ － 羧酸类

16 2.224 1，3，5- 苯三醇异构体 C6H6O3 [M-H]- 125.0246 1.91 97.0298，125.0242，67.0186 ＋ ＋ ↑**** 多酚类

17 2.224 柠檬酸异构体 C6H8O7 [M-H]- 191.0202 2.35 87.0103，85.0272，111.0100 ＋ － 羧酸类

18 2.248 没食子酸 C7H6O5 [M-H]- 169.0153 5.81 123.0070，169.0138，81.0347，
97.0293

＋ ＋ 多酚类

19 2.575 1，3，5- 苯三醇 C6H6O3 [M-H]- 125.0244 0.85 97.0314，125.0238，67.0209 ＋ ＋ 多酚类

20 2.751 乳果糖异构体 C12H22O11 [M-H]- 341.1094 1.06 101.0243，161.0472 ＋ － 糖类

21 3.683 2- 羧间苯二酚异构体 C7H6O4 [M-H]- 153.0196 1.50 91.0180，67.0190，65.0390，
153.0185，109.0304

＋ ＋ 多酚类

22 3.757 茉莉酸甲酯 C13H20O3 [M+Na]+ 247.1293 － 5.79 77.0373，165.0527 － ＋ 萜类

23 3.917 羧香草酸 C9H8O6 [M-H]- 211.0255 3.16 123.0448 ＋ ＋ 多酚类

24 4.034 4- 羟基苯甲醛 C7H6O2 [M+HCOO]- 167.0352 1.22 93.0338，108.0199 ＋ ＋ ↓*** 多酚类

25 4.034 多巴乙酸 C8H8O4 [M-H]- 167.0351 0.78 123.0449，122.0370 ＋ ＋ ↓*** 多酚类

26 4.498 2- 羧间苯二酚 C7H6O4 [M-H]- 153.0195 1.13 91.0175，65.0395，153.0180，
109.0296

＋ ＋ 多酚类

27 5.270 5- 羟基麦芽酚 C6H6O4 [M+H]+ 143.0337 － 1.31 68.0258 ＋ ＋ 吡喃酮类

28 5.337 它乔糖苷 C13H18O8 [M+HCOO]- 347.0994 3.55 139.0397，140.0081 ＋ ＋ ↑* 多酚类

29 5.386 2-（β-D- 吡喃葡萄糖基氧基）-3，
5- 二羟基苯甲醛

C13H16O9 [M-H]- 315.0729 2.50 153.0181 ＋ ＋ 多酚类

30 5.659 L- 酪氨酸 C9H11NO3 [M-H]- 180.0668 0.98 163.0242，121.0624，134.0603 ＋ ＋ ↑**** 氨基酸类

31 6.094 3- 羟基苯甲酸异构体 C7H6O3 [M-H]- 137.0248 2.36 65.0032，93.0333 ＋ ＋ 多酚类

32 6.177 2- 乙烯基 -1H- 吲哚 -3- 羧酸 C11H9NO2 [M+H]+ 188.0709 1.48 144.0810，118.0645，116.0684 ＋ ＋ 生物碱类

33 6.298 3- 羟基苯甲酸异构体 C7H6O3 [M-H]- 137.0246 1.32 93.0349，65.0387，75.0209 ＋ ＋ 多酚类

34 6.386 表儿茶素 -5-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷 C21H24O11 [M-H]- 451.1246 － 1.12 289.0717，271.0634 ＋ ＋ 黄酮类

35 6.419 儿茶素异构体 C15H14O6 [M+H]+ 291.0862 － 0.45 111.0433，124.0532 － ＋ 黄酮类

36 6.440 烯丙基愈创木酚 C10H12O2 [M+H]+ 165.0903 － 6.63 77.0345 ＋ － 多酚类

37 6.445 杜仲苷异构体 C15H22O9 [M-H]- 345.1195 6.32 89.0246，59.0145， ＋ － ↓* 萜类

38 6.632 原花青素 B8/B5/B6 C30H26O12 [M-H]- 577.1363 1.51 289.0720，125.0243，245.0820，
407.0769

＋ － 黄酮类

39 6.691 表没食子儿茶素 C15H14O7 [M-H]- 305.0668 0.38 125.0257，137.0225，109.0307，
139.0368，125.0206

＋ － ↑**** 黄酮类

40 6.900 原花青素 B8/B5/B6 异构体 C30H26O12 [M-H]- 577.1355 0.25 289.0717，125.0249，245.0417 ＋ ＋ 黄酮类

41 7.037 2- 乙烯基 -1H- 吲哚 -3- 羧酸异 
构体

C11H9NO2 [M-H]- 186.0566 2.58 116.0505，142.0663 ＋ ＋ ↓* 生物碱类
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No. tR/min 中文名 分子式 离子模式 m/z
误差 /
×10 － 6

二级碎片

质荷比（m/z）
Flesh 

E
Peel 

E
趋势

结构

类型

42 7.037 刺桐碱 C14H18N2O2 [M-H]- 245.1301 1.75 142.0659，186.0574 ＋ ＋ ↓* 生物碱类

43 7.329 儿茶素异构体 C15H14O6 [M+HCOO]- 335.0778 4.64 109.0293，123.0452，122.0358 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

44 7.355 3- 羟基苯甲酸异构体 C7H6O3 [M+H]+ 139.0390 － 0.21 67.0190 ＋ ＋ 多酚类

45 7.376 脱落酸 C15H20O4 [M+H]+ 265.1425 － 4.97 187.0692 ＋ － 羧酸类

46 7.762 原花青素 B8/B5/B6 异构体 C30H26O12 [M-H]- 577.1354 － 0.22 407.0748，289.0716，125.0247，
245.0430

＋ ＋ 黄酮类

47 7.844 THSG 二聚体异构体 C40H42O18 [M+H]+ 811.2444 － 1.50 649.1943，487.1424 ＋ ＋ 二苯乙烯类

48 7.844 杜仲苷 C15H22O9 [M+Na]+ 369.1176 5.53 189.0563，207.0675 ＋ － ↓** 萜类

49 8.049 THSG 二聚体异构体 C40H42O18 [M+H]+ 811.2441 － 0.77 649.1865，487.1363 ＋ － 二苯乙烯类

50 8.163 4- 羟基苯甲醛异构体 C7H6O2 [M-H]- 121.0298 2.18 92.0268，121.0295 ＋ ＋ ↓** 多酚类

51 8.663 原花青素 B8/B5/B6 异构体 C30H26O12 [M+H]+ 579.1496 － 0.98 291.082，127.0386，247.0568，
409.0906

＋ ＋ 黄酮类

52 8.747 聚黄烷醇 A 异构体 C35H34O15 [M-H]- 693.1820 － 1.70 405.1195 ＋ － ↑** 黄酮类

53 8.834 何首乌糖苷 A/B C40H44O18 [M+HCOO]- 857.2502 － 1.16 649.1913，243.0666，405.1175，
487.1406

＋ ＋ ↓**** 二苯乙烯类

54 8.888 原花青素 B8/B5/B6 异构体 C30H26O12 [M-H]- 577.1348 － 1.56 289.0703，125.0233，245.0753，
407.0773

＋ ＋ 黄酮类

55 9.218 Polygonumosides C C40H44O19 [M-H]- 827.2418 1.13 485.1175，421.1161，405.1211，
349.1066，331.0974，315.0725，
259.0612，241.0555，153.0192

＋ ＋ ↓* 二苯乙烯类

56 9.336 羟基酸模素 - 己糖 C19H22O9 [M+H]+ 395.1338 0.59 233.0803，189.0621，109.0251 ＋ ＋ ↓* 萘类

57 9.336 2'，3'，4'- 三甲氧基苯乙酮 C11H14O4 [M+Na]+ 233.0800 7.11 191.0694，160.0497 ＋ － 多酚类

58 9.397 甘草素 - 己糖 - 木糖 / 芳酸 C26H30O13 [M-H]- 549.1605 － 1.82 387.1065，297.0743，281.0418，
269.0732，255.0693，241.0492，
176.0159，161.0106

＋ － 黄酮类

59 9.497 Polygonumosides C 异构体 C40H44O19 [M-H]- 827.2392 － 2.07 485.1327，421.1094，405.1216，
349.0855，331.1013，315.0727，
259.0551，153.0186

＋ ＋ 二苯乙烯类

60 9.788 儿茶酚 C15H14O6 [M-H]- 289.0731 4.31 109.0289，123.0455，122.0364 ＋ ＋ 黄酮类

61 9.904 2，4- 二羟基 -6-[（1E）-2-（4- 羟
基苯基）乙烯基 ] 苯基 -2-O-
β-D- 呋喃果糖基 -β-D- 吡喃葡

萄糖苷

C26H32O14 [M+HCOO]- 613.1778 0.34 405.1193 ＋ ＋ 多酚类

62 10.067 白果内酯 C15H18O8 [M+Na]+ 349.0916 6.82 165.0672，239.0667 ＋ ＋ 萜类

63 10.067 儿茶素异构体 C15H14O6 [M-H]- 289.0724 2.23 109.0292，123.0450 － ＋ 黄酮类

64 10.106 3，4'-5- 三羟基二苯乙烯 -3-β-D-
吡喃葡萄糖苷

C20H22O8 [M+HCOO]- 435.1301 2.02 227.0335，185.0319 ＋ ＋ 二苯乙烯类

65 10.318 四羟基二苯乙烯 -O- 丙二酰基 - 己
糖异构体

C23H24O12 [M-H]- 491.1196 － 0.75 285.0786，329.0606，313.0645 ＋ － ↑**** 二苯乙烯类

66 10.318 桑皮苷 F C26H30O14 [M-H]- 565.1565 － 2.34 403.1464，241.3479 ＋ － 黄酮类

67 10.423 原花青素 B8/B5/B6 异构体 C30H26O12 [M-H]- 577.1351 － 0.25 289.0734，125.0218，245.0462，
407.0747

－ ＋ 黄酮类

68 10.497 羧香草酸异构体 C9H8O6 [M-H]- 211.0253 2.32 123.0451 ＋ ＋ ↑* 多酚类

69 10.660 2- 香豆酸 C9H8O3 [M-H]- 163.0402 0.74 119.0503，93.0309 ＋ ＋ ↑* 多酚类

70 10.748 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2- 
O-（2''-O- 乙酰基）-β-D- 葡萄糖

苷异构体

C22H24O10 [M+HCOO]- 493.1366 3.15 243.0460 ＋ － ↑**** 二苯乙烯类

71 10.748 乙酰基表儿茶素 - 葡糖苷酸乙酰

表儿茶素 - 葡糖苷酸

C23H26O12 [M-H]- 493.1366 2.79 269.0869，330.0735，401.1244，
243.0640，255.0658，227.0738，
161.0206，

＋ ＋ ↑*** 黄酮类

72 10.769 肉桂基 - 没食子酰基 - 己糖异构体 C22H22O11 [M+H]+ 463.1233 － 0.03 301.0667 ＋ ＋ 多酚类

73 10.806 2，4- 二羟基 -6-[（1E）-2-（4- 羟基

苯基）乙烯基 ] 苯基 2-O-β-D- 呋
喃果糖基 -β-D- 吡喃葡萄糖苷异

构体

C26H32O14 [M-H]- 567.1729 2.34 405.1194 ＋ ＋ 多酚类

续表 1
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No. tR/min 中文名 分子式 离子模式 m/z
误差 /
×10 － 6

二级碎片

质荷比（m/z）
Flesh 

E
Peel 

E
趋势

结构

类型

74 10.827 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2- 
O-β-D- 葡萄糖苷异构体

C20H22O9 [M+H]+ 407.1332 － 1.49 245.0774，227.0693，199.0727 ＋ ＋ 二苯乙烯类

75 10.835 槲皮素 C15H10O7 [M-H]- 301.0361 2.49 255.0252，227.1386，211.0386，
107.0120

＋ ＋ ↓* 黄酮类

76 11.069 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-
O-β-D- 葡萄糖苷

C20H22O9 [M-H]- 405.1202 2.07 243.0663，225.0568，197.0471 ＋ ＋ ↑* 二苯乙烯类

77 11.099 水杨酸甲酯 C8H8O3 [M-H]- 151.0403 1.44 95.0525，151.0400，67.0195， ＋ ＋ ↑*** 多酚类

78 11.186 原花青素 B8/B5/B6 异构体 C30H26O12 [M-H]- 577.1351 － 1.39 289.0697，125.0240，407.0754 ＋ － 黄酮类

79 11.433 6- 甲氧基 -2- 乙酰基 -3- 甲基胡桃

酮 -8-O-β-D- 葡萄糖苷

C20H22O10 [M-H]- 421.1147 1.25 259.0628 ＋ ＋ 萘类

80 11.578 橙皮素 -7-O- 葡萄糖苷 C22H24O11 [M-H]- 463.1257 1.94 301.0692，151.0367 ＋ ＋ 黄酮类

81 11.669 2，5- 二甲基 -7- 羟基色酮 C11H10O3 [M-H]- 189.0560 1.57 148.0696，121.0604，161.0646 ＋ ＋ 黄酮类

82 11.669 5- 羧甲基 -7- 羟基 -2- 甲基色酮 C12H10O5 [M-H]- 233.0462 2.60 189.0550，161.0254 ＋ ＋ ↑**** 黄酮类

83 11.684 5，7- 二甲氧基苯酞 C10H10O4 [M+H]+ 195.0650 7.33 189.0543 ＋ ＋ 苯并呋喃类

84 11.859 羟基酸模素 - 己糖异构体 C19H22O9 [M+H]+ 395.1344 1.85 233.0805，109.0285 － ＋ 萘类

85 11.860（＋）- 南烛木树脂酚 -3-O-β- 吡喃

葡萄糖苷

C28H38O13 [M+HCOO]- 627.2294 0.28 419.1698 ＋ ＋ ↑**** 多酚类

86 12.035 芹菜苷 C26H28O14 [M-H]- 563.1406 － 0.20 269.0093，270.0449，89.0239 ＋ ＋ 黄酮类

87 12.223 儿茶素 -3-O- 没食子酸酯 C22H18O10 [M-H]- 441.0850 5.09 289.0715，259.0582，243.0658，
169.0150，137.0239

＋ ＋ 黄酮类

88 12.320 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-
O-β-D- 葡萄糖苷异构体

C20H22O9 [M+H]+ 407.1327 － 2.94 245.0789，227.0673，199.0731 ＋ ＋ 二苯乙烯类

89 12.381 蒽林异构体 C14H10O3 [M+H]+ 227.0696 － 2.67 152.0621 ＋ ＋ 蒽醌类

90 12.385 何首乌糖苷 A/B 异构体 C40H44O18 [M-H]- 811.2477 2.35 243.0670，405.1205 ＋ ＋ ↑**** 二苯乙烯类

91 12.502 槲皮素异构体 C15H10O7 [M-H]- 301.0363 3.26 227.0307，107.0105 － ＋ 黄酮类

92 12.612 儿茶素 -3-O- 没食子酸酯异构体 C22H18O10 [M+H]+ 443.0944 － 7.12 291.0849，139.0379 ＋ ＋ 黄酮类

93 12.691 甘草苷异构体 C21H22O9 [M-H]- 417.1196 1.19 255.0638，213.0510 ＋ － 黄酮类

94 12.725 肉桂酰 - 没食子酰 - 己糖 C22H22O11 [M+H]+ 463.1259 4.57 301.0707 ＋ ＋ ↑**** 多酚类

95 12.887β-D- 吡喃葡萄糖苷，2，4- 二羟

基 -6-[（1E）-2-（4- 羟基苯基）

乙烯基 ] 苯基

C27H26O13 [M-H]- 557.1322 3.40 395.0752 ＋ ＋ 多酚类

96 12.887 何首乌糖苷 A/B 异构体 C40H44O18 [M-H]- 811.2445 － 1.82 405.1189，243.0680 ＋ ＋ 二苯乙烯类

97 12.932 大黄素 -8-O-D- 己糖硫酸盐异构体C21H20O13S [M-H]- 511.0558 0.36 431.1014 ＋ － ↑* 黄酮类

98 13.184 4'，7- 二羟基黄烷酮 4'-β-D- 吡喃

葡萄糖苷

C21H22O9 [M+H]+ 419.1356 3.83 257.0806，173.0531，215.0576 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

99 13.270 四羟基菲 -O- 己糖 C20H20O9 [M+HCOO]- 449.1098 1.58 213.0447 ＋ ＋ ↓* 菲类

100 13.330 2，5- 二甲基 -7- 羟基色酮 A 异 
构体

C11H10O3 [M+H]+ 191.0699 － 1.79 162.0643，151.0345，123.0444 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

101 13.358 聚黄烷醇 A C35H34O15 [M-H]- 693.1821 － 1.07 405.1241 ＋ ＋ ↑*** 黄酮类

102 13.446 3- 羟基苯甲酸 C7H6O3 [M-H]- 137.0243 － 0.30 93.0312，75.0254，65.0371 ＋ － 多酚类

103 13.615β-D- 吡喃葡萄糖苷，2，4- 二羟

基 -6-[（1E）-2-（4- 羟基苯基）

乙烯基 ] 苯基异构体

C27H26O13 [M-H]- 557.1319 2.75 395.0771 ＋ ＋ 多酚类

104 13.811 二氢槲皮素 C15H12O7 [M-H]- 303.0512 0.24 125.1259，285.0157，303.0481 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

105 13.864 反式 -N- 咖啡酰酪胺 C17H17NO4 [M+H]+ 300.1231 － 0.70 163.0379，145.0378，135.0435，
117.0322，89.0380

－ ＋ ↑* 生物碱类

106 14.015 牡丹皮苷 E C24H30O13 [M-H]- 525.1615 － 1.03 167.0314，363.6899 ＋ － ↑*** 萜类

107 14.086 壬二酸 C9H16O4 [M-H]- 187.0979 1.25 125.0963，187.0949，97.0652，
123.0764

＋ ＋ ↑*** 羧酸类

108 14.337 四羟基二苯乙烯 -O- 丙二酰基 - 
己糖

C23H24O12 [M-H]- 491.1196 － 0.13 313.0328，329.0635，285.0383，
169.0133

＋ ＋ ↓** 二苯乙烯类

109 14.394 1，3- 双（2，4- 二甲氧基苯

基）-1，3- 丙二酮

C19H20O6 [M+HCOO]- 389.1242 － 0.39 136.4310 ＋ ＋ 多酚类

110 14.545 2，5- 二甲基 -7- 羟基色酮 A 异 
构体

C11H10O3 [M+H]+ 191.0708 2.22 163.0705，151.0393，123.0787，
122.0342

＋ ＋ ↑** 黄酮类

续表 1



3176

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

No. tR/min 中文名 分子式 离子模式 m/z
误差 /
×10 － 6

二级碎片

质荷比（m/z）
Flesh 

E
Peel 

E
趋势

结构

类型

111 14.645β-D- 吡喃葡萄糖苷，2，4- 二羟

基 -6-[（1E）-2-（4- 羟基苯基）

乙烯基 ] 苯基异构体

C27H26O13 [M-H]- 557.1318 2.56 395.0815 ＋ ＋ 多酚类

112 14.749 羟基酸模素 - 己糖异构体 C19H22O9 [M+H]+ 395.1325 － 2.16 233.0812，189.0574，109.0234 ＋ － ↑* 萘类

113 14.789 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙

烯 -2-O-（2''-O- 乙酰基）-β-D-
葡萄糖苷

C22H24O10 [M-H]- 447.1292 － 3.45 243.0666，225.0521 － ＋ ↓* 二苯乙烯类

114 14.789 黄芪苷异构体 C21H20O11 [M+HCOO]- 493.1002 3.39 285.0413，284.0301 － ＋ 黄酮类

115 14.862β-D- 吡喃葡萄糖苷，4，6- 二羟

基 -3-（羟甲基）-2-[（1E）-2-
（4- 羟基苯基）乙烯基 ] 苯基

C21H24O10 [M-H]- 435.1303 0.81 273.0758 ＋ － 多酚类

116 14.895 根皮素 C15H14O5 [M+H]+ 275.0904 － 3.27 107.0479，108.0646 ＋ － 多酚类

117 15.003 3，5，7- 三羟基黄酮 C15H10O5 [M+H]+ 271.0603 0.86 271.0602，153.0723，105.0381，
141.0688，197.0574

＋ ＋ ↑**** 黄酮类

118 15.124 1，5- 二羟基蒽醌 C14H8O4 [M+HCOO]- 285.0410 2.09 182.0335，197.0608 ＋ ＋ ↑** 蒽醌类

119 15.124 2- 羟基大黄素异构体 C15H10O6 [M-H]- 285.0410 1.75 241.0506 ＋ ＋ ↑**** 蒽醌类

120 15.254 THSG 二聚体 C40H42O18 [M-H]- 809.2292 － 1.00 647.1755，485.1195 ＋ － ↑**** 二苯乙烯类

121 15.656 水杨酸甲酯异构体 C8H8O3 [M-H]- 151.0402 0.52 123.0222 ＋ － ↑**** 多酚类

122 16.004 二氢槲皮素异构体 C15H12O7 [M-H]- 303.0516 1.72 151.0398，257.0436，125.0248，
123.0445

＋ ＋ ↑* 黄酮类

123 16.188 芹菜素 6，8- 二吡喃葡萄糖苷 C27H30O15 [M-H]- 593.1503 － 2.33 593.1441 ＋ － 黄酮类

124 16.296 N- 反式阿魏酰酪胺 C18H19NO4 [M+H]+ 314.1398 2.89 177.0544，145.0278，146.0628，
117.0332，121.0640，
194.0800，65.0396，77.0386

＋ ＋ 生物碱类

125 16.349 黄芪苷 C21H20O11 [M-H]- 447.0934 0.26 285.0393，284.0247 ＋ ＋ ↑*** 黄酮类

126 16.493 1，3，8- 三羟基 -6- 甲基 -9，10-
蒽二酮，单β-D- 吡喃葡萄糖苷

C21H20O10 [M-H]- 431.0991 1.43 269.0455 ＋ ＋ 蒽醌类

127 16.493 大黄素 -8-O-D- 己糖硫酸盐 C21H20O13S [M-H]- 511.0571 3.31 431.0995，269.0456，241.0476，
225.0549

＋ ＋ ↑*** 黄酮类

128 16.652 肉桂基 - 没食子酰基 - 己糖异构体C22H22O11 [M-H]- 461.1090 － 0.52 299.0599 ＋ － ↓** 多酚类

129 16.675ω- 羟基大黄素 -8- 甲醚异构体 C16H12O6 [M+H]+ 301.0705 － 0.32 199.0740，185.0591，171.0763 ＋ ＋ ↑**** 蒽醌类

130 16.751 欧前胡素 C16H14O4 [M+HCOO]- 315.0879 1.29 128.9288 ＋ ＋ ↑** 苯并吡喃类

131 16.863 反式 -N- 阿魏酰基 -3-O- 甲基多 
巴胺

C19H21NO5 [M-H]- 342.1352 1.11 327.1104 ＋ ＋ ↑*** 生物碱类

132 17.039 二 -2，3，5，4'- 四羟基二苯乙

烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷异构体

C40H42O18 [M-H]- 809.2293 － 1.15 647.1748，485.1226 － ＋ ↑*** 二苯乙烯类

133 17.277 4- 甲基伞形酮 -β-D- 葡萄糖苷 C16H18O8 [M+H]+ 339.1068 － 2.64 177.0540 ＋ ＋ 苯并吡喃类

134 17.348 槲皮素异构体 C15H10O7 [M-H]- 301.0358 2.02 151.0033，121.0289，107.0133，
245.0446

＋ ＋ ↑**** 黄酮类

135 17.529 黄芪苷异构体 C21H20O11 [M-H]- 447.0942 2.12 285.0383，284.0359 ＋ ＋ 黄酮类

136 17.718 2- 乙酰大黄素 C17H12O6 [M-H]- 311.0566 0.66 269.0458，283.0685 ＋ ＋ ↑**** 黄酮类

137 17.827 异鼠李醇 C16H12O7 [M+H]+ 317.0647 － 0.53 299.0532 ＋ ＋ ↑**** 苯并吡喃类

138 17.971 二 -2，3，5，4'- 四羟基二苯乙

烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷异构体

C40H42O18 [M-H]- 809.2298 － 0.67 647.1771，482.1251 ＋ － 二苯乙烯类

139 18.155 决明柯酮 C14H14O4 [M-H]- 245.0826 2.70 230.0590 ＋ ＋ 萘类

140 18.168 银杏内酯 A C20H24O9 [M+H]+ 409.1499 1.14 295.0888，307.0973，303.1251，
255.0946

＋ ＋ ↑**** 萜类

141 18.198 3，4'-5- 三羟基二苯乙烯 -3-β-D-
吡喃葡萄糖苷异构体

C20H22O8 [M+H]+ 391.1396 1.73 229.0806 ＋ － ↑**** 二苯乙烯类

142 18.382 乙酰大黄素 -O- 己糖苷异构体 C23H22O11 [M-H]- 473.1090 0.28 311.0572，283.0512，241.0453 ＋ － 黄酮类

143 18.432 儿茶素异构体 C15H14O6 [M+Na]+ 313.0695 4.13 165.0688，139.0386 ＋ － ↑**** 黄酮类

144 18.578 3，5，7- 三羟基黄酮异构体 C15H10O5 [M+H]+ 271.0610 2.74 271.0591，153.0173，105.0337，
141.0687，197.0594

＋ ＋ 黄酮类

145 18.610 1，5- 二羟基蒽醌异构体 C14H8O4 [M+HCOO]- 285.0409 1.95 138.1440，197.0605 ＋ ＋ ↑**** 蒽醌类

146 18.610 2- 羟基大黄素异构体 C15H10O6 [M-H]- 285.0410 1.72 241.0509 ＋ ＋ ↑** 蒽醌类

续表 1



3177

中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12

No. tR/min 中文名 分子式 离子模式 m/z
误差 /
×10 － 6

二级碎片

质荷比（m/z）
Flesh 

E
Peel 

E
趋势

结构

类型

147 18.815 6- 羧基大黄素 C16H10O7 [M-H]- 313.0360 2.10 269.0463，241.0511，225.0551 ＋ ＋ 黄酮类

148 18.889 蒽林 C14H10O3 [M+HCOO]- 271.0615 1.84 150.0204 ＋ － 蒽醌类

149 18.918 黄芪苷异构体 C21H20O11 [M-H]- 447.0933 0.05 285.0426，284.0348 ＋ ＋ 黄酮类

150 19.001ω- 羟基大黄素 -8- 甲醚 C16H12O6 [M-H]- 299.0564 0.79 169.0304，240.0384，212.0573，
183.0789

＋ ＋ ↑** 蒽醌类

151 19.359 乙酰大黄素 -O- 己糖苷异构体 C23H22O11 [M-H]- 473.1095 － 2.70 311.0616，283.0952，241.0424，
225.0546

＋ ＋ 黄酮类

152 19.359 3，5，7- 三羟基黄酮异构体 C15H10O5 [M+H]+ 271.0608 2.14 271.0599，105.0437，141.0695，
197.0586

＋ ＋ 黄酮类

153 19.447 苜蓿素 C17H14O7 [M+H]+ 331.0815 0.06 331.0811，315.0501，301.0345 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

154 19.489 决明柯酮 -8-O-（6'- 乙酰基）- 吡喃

葡萄糖苷

C22H26O10 [M-H]- 449.1456 0.51 245.0824，230.0577 ＋ ＋ ↓* 萘类

155 19.506 乙酰基 - 表儿茶素 - 葡糖苷酸 
异构体

C23H26O12 [M+H]+ 495.1531 2.71 271.0963，257.0748，229.0859 ＋ ＋ ↓* 黄酮类

156 19.572 4- 苯基香豆素 7-O-β-D- 吡喃葡萄

糖苷异构体

C21H20O8 [M+HCOO]- 445.1142 0.42 283.0618 ＋ － ↑*** 黄酮类

157 19.572 大黄素甲醚 1-O-β-D- 葡萄糖苷异

构体

C22H22O10 [M-H]- 445.1142 0.06 283.0618，254.0029 ＋ － ↑** 黄酮类

158 19.593 汉黄芩素异构体 C16H12O5 [M+H]+ 285.0767 2.48 285.0753，270.0502 ＋ ＋ 黄酮类

159 19.834 乙酰大黄素 -O- 己糖苷 C23H22O11 [M-H]- 473.1089 － 0.54 311.0521，283.0543，241.0505，
225.0578

＋ ＋ ↑*** 黄酮类

160 19.850 1，5- 二羟基蒽醌异构体 C14H8O4 [M+HCOO]- 285.0413 3.14 183.0481，211.0389，239.0336 ＋ － 蒽醌类

161 19.850 2- 羟基大黄素异构体 C15H10O6 [M-H]- 285.0413 2.63 241.0513，257.0439，267.0204 ＋ ＋ 蒽醌类

162 20.013 4- 苯基香豆素 7-O-β-D- 吡喃葡萄

糖苷

C21H20O8 [M+HCOO]- 445.1144 1.05 283.0616 － ＋ 黄酮类

163 20.013 大黄素甲醚 1-O-β-D- 葡萄糖苷 C22H22O10 [M+HCOO]- 491.1199 0.69 283.0615，254.0580 ＋ ＋ ↑**** 黄酮类

164 20.107 汉黄芩素 C16H12O5 [M+H]+ 285.0769 3.62 285.0757，270.0504，252.0406 ＋ ＋ ↓* 黄酮类

165 20.374 2- 羟基大黄素异构体 C15H10O6 [M-H]- 285.0415 3.55 241.0513，257.0430，267.0232 ＋ ＋ 蒽醌类

166 20.390 1，5- 二羟基蒽醌异构体 C14H8O4 [M+HCOO]- 285.0408 1.40 197.0642，211.0420 － ＋ 蒽醌类

167 20.487 3，5，7- 三羟基黄酮异构体 C15H10O5 [M+H]+ 271.0606 1.52 271.0603，105.0434，141.0698，
197.0579

＋ ＋ 黄酮类

168 20.687 二大黄素 -8-O-D- 葡萄糖苷 C42H42O18 [M-H]- 833.2289 － 1.54 671.1718，269.0575 ＋ － ↑**** 黄酮类

169 20.884 乙酰大黄素 -O- 己糖苷异构体 C23H22O11 [M-H]- 473.1094 0.60 311.0555，283.0626，241.0413 ＋ ＋ 黄酮类

170 20.888 3，5，7- 三羟基黄酮异构体 C15H10O5 [M+H]+ 271.0595 － 2.09 271.0643，141.0709，197.0603 ＋ － 黄酮类

171 21.064 汉黄芩素异构体 C16H12O5 [M+H]+ 285.0753 － 2.19 270.0584，252.0350 ＋ ＋ ↓* 黄酮类

172 21.126 决明柯酮 -8-O-（6'- 乙酰基）- 吡喃

葡萄糖苷异构体

C22H26O10 [M-H]- 449.1462 1.57 245.0822，230.0591 ＋ ＋ ↑* 萘类

173 21.152 决明柯酮异构体 C14H14O4 [M+H]+ 247.0956 － 3.39 247.0956，232.0819 ＋ ＋ ↓*** 萘类

174 21.353 汉黄芩素异构体 C16H12O5 [M-H]- 283.0616 1.23 283.0612，285.0563， ＋ － 黄酮类

175 22.203 1，5- 二羟基蒽醌异构体 C14H8O4 [M+HCOO]- 285.0410 2.49 183.0451，181.9337，197.0662，
211.0385，239.0302

＋ ＋ 蒽醌类

176 22.224 汉黄芩素异构体 C16H12O5 [M+H]+ 285.0751 － 2.01 285.0711，270.0500 ＋ － 黄酮类

177 22.418 3，5，7- 三羟基黄酮异构体 C15H10O5 [M-H]- 269.0465 3.13 269.0459，196.0537，171.0435 ＋ ＋ ↑**** 黄酮类

178 22.529ω- 羟基大黄素 -8- 甲醚异构体 C16H12O6 [M+H]+ 301.0708 0.00 199.0727，171.0811，214.0450 ＋ － 蒽醌类

179 22.767ω- 羟基大黄素 -8- 甲醚异构体 C16H12O6 [M-H]- 299.0567 1.30 240.0427，212.0488，197.0210，
183.0426

＋ ＋ ↑**** 蒽醌类

180 22.858 乙酰大黄素 -O- 己糖苷异构体 C23H22O11 [M-H]- 473.1088 － 0.60 311.0596，241.0519，225.0519 － ＋ 黄酮类

181 23.592 苍术内酯Ⅲ C15H20O3 [M-H]- 247.1340 0.17 247.0646，203.1403，89.0232 ＋ ＋ 萜类

182 23.613 6- 羧基大黄素异构体 C16H10O7 [M-H]- 313.0354 0.99 269.0461，241.0528，225.0596 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

183 23.830 6- 羧基大黄素异构体 C17H12O6 [M-H]- 311.0567 1.81 269.0445 ＋ ＋ ↑* 黄酮类

184 24.150 3，5，7- 三羟基黄酮异构体 C15H10O5 [M+Na]+ 293.0422 3.28 271.0611，105.0332，141.0707，
197.0598

＋ ＋ 黄酮类

185 24.150α- 亚麻酸 C18H30O2 [M+H]+ 279.2313 － 1.83 67.0058，81.0700，95.0861，
109.1010

＋ ＋ ↓* 脂肪酸类

186 24.322 2- 羟基大黄素 C15H10O6 [M-H]- 285.0410 2.80 285.0409，257.0444 ＋ ＋ 蒽醌类

续表 1
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187 24.572 1，5- 二羟基蒽醌异构体 C14H8O4 [M+HCOO]- 285.0411 2.54 211.0371，197.0600 ＋ ＋ 蒽醌类

188 24.572 2- 羟基大黄素异构体 C15H10O6 [M-H]- 285.0411 2.13 285.0414，257.0453 ＋ ＋ 蒽醌类

189 24.572 肉豆蔻酸异丙酯 C17H34O2 [M+HCOO]- 315.2545 1.52 58.0067 ＋ ＋ 脂肪酸类

190 24.877α- 亚麻酸异构体 C18H30O2 [M+H]+ 279.2319 0.43 67.0547，81.0692，95.0847，
109.1000

＋ ＋ 脂肪酸类

注：与 FleshE 组相比，↓↑HSWE 组中差异显著的化学成分的水平变化趋势；*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01；***P ＜ 0.001；****P ＜ 0.0001。
Note：Compared with FleshE group，↓↑trends in the level of chemical compositions that differ significantly in HSWE；*P ＜ 0.05；

**P ＜ 0.01；***P ＜ 0.001；****P ＜ 0.0001.

续表 1

具有统计学意义。
2.4.4　代谢组学结果　各组的血清代谢物群和肝
脏代谢物群均能在 PLS-DA 得分图上被明显区分
（见图 4A ～ 4B），且 HSWE 给药组比 FleshE 给
药组距离 CON 组更远，提示 HSWE 给药对血清、
肝脏代谢物水平影响比 FleshE 给药更大。对血清、
肝脏代谢物进行火山图分析（P ＜ 0.05，FC ＞ 1）
（见图 4C ～ 4D），血清和肝脏中分别筛选出 15 个
和 14 个给药组与 CON 组的差异代谢物（见表 2）。
将各给药组差异代谢物分别导入 Metaboanalyst 6.0
分析通路。血清中，HSWE 给药干扰了 10 条代谢
通路，而 FleshE 给药只干扰了 5 条（见图 5A）；
肝脏中，HSWE 给药干扰了 22 条代谢通路，而
FleshE 给药组只干扰 11 条，且谷胱甘肽代谢通

路异常仅出现在 HSWE 给药组（见图 5C）。提示
HSWE 给药比 FleshE 给药扰乱的代谢通路更多。
与 CON 组相比，血清中肝损伤生物标志物二十二
碳六烯酸（DHA）[15]、哌啶酸 [16]、甘羟胆酸 [17] 和
肝脏中肝损伤生物标志物酪氨酸 [18]、还原型谷胱
甘肽 [19] 及肝损伤相关代谢物维生素 C[20] 在 HSWE
给药组中显著变化趋势与大鼠肝损伤时趋势一致，
而在 FleshE 给药组中显著回调至与 CON 组无显
著差异（见图 5B 和 5D），提示 FleshE 给药相比于
HSWE 给药可显著减轻大鼠肝损伤生物标志物的
扰动，并使其与正常组无显著差异。以上结果显
示，未去皮何首乌给药使大鼠出现显著的肝脏代
谢紊乱，而去皮后给药导致的紊乱显著减轻，提
示去皮显著降低何首乌的潜在肝毒性。

3　讨论

　　Xu 等 [21] 指出 THSG 会加重小鼠肝脏中谷胱甘
肽的消耗，肝脏中还原谷胱甘肽不足会降低肝脏的
解毒作用，从而导致肝损伤 [19]，这可能导致了本
研究中 HSWE 给药组大鼠肝损伤程度大于 FleshE
给药组。现行药典何首乌项下只要求了 THSG 含

量下限 [6]，因此进一步控制何首乌中 THSG 的含量
上限对降低药材肝毒性可能有重要作用。Di-THSG
是 THSG 的二聚体，本文猜测其在体内代谢后与
THSG 具有类似的肝毒性作用。本研究中，HSWE
给药组大鼠出现肝病理损伤而未见 AST、ALT 水
平相对于 CON 组显著升高，与 Yan 等 [22] 研究结果

表 2　HSWE给药组和 FleshE给药组大鼠血清、肝脏差异代谢物 
Tab 2　Different metabolites in the serum and liver of rats in the HSWE and FleshE groups

血清差异代谢物 肝脏差异代谢物
编号 中文名 HSWE 给药组 FleshE 给药组 编号 中文名 HSWE 给药组 FleshE 给药组

1 L- 赖氨酸 ↑ 1 鸟氨酸 ↓
2 哌啶酸 ↑ 2 赖氨酸 ↓ ↓
3 5- 氧代 -D- 脯氨酸 ↓ 3 天冬氨酸 ↓ ↓
4 L- 酪氨酸 ↓ 4 Sn- 甘油 3- 磷酸酯 ↓
5 3- 羟基丁酸酯 ↓ 5 维生素 C ↓
6 组氨酸 ↑ 6 蛋氨酸 ↓
7 D- 葡萄糖醛酸内酯 ↓ 7 还原型谷胱甘肽 ↓
8 甘氨胆酸 ↑ ↑ 8 尿酸盐 ↑
9 甘羟胆酸 ↑ 9 酪氨酸 ↓
10 鹅去氧胆酸 ↓ 10 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADP＋） ↓ ↓
11 γ- 亚麻酸 ↓ 11 苯丙氨酸 ↓
12 二十二碳六烯酸 ↓ 12 色氨酸 ↓
13 花生四烯酸 ↓ 13 甘氨胆酸 ↑
14 羟孕酮 ↓ 14 花生四烯酸 ↓ ↓
15 油酸 ↓
注：与对照组比较，↓↑ 表示差异显著的代谢物水平变化趋势。

Note：Compared with the control group，↓↑trends in the level of metabolites that differ significantly.
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图 5　给药组大鼠血清（A）、肝脏（C）异常代谢通路及血清（B）、肝脏（D）肝损伤生物标志物水平（*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01；
***P ＜ 0.001；****P ＜ 0.0001）
Fig 5　Disturbed serum（A）and liver（C）metabolic pathways in rats of dosing groups，and liver injury biomarker levels in rat serum（B）and liver
（D）（*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01；***P ＜ 0.001；****P ＜ 0.0001）

图 4　各组大鼠血清（A）、肝脏（B）代谢物 PLS-DA 得分图及血清（C）、肝脏（D）差异代谢物火山图

Fig 4　PLS-DA plots of the serum（A）and the liver（B）metabolites and volcano plot of differential metabolites in the serum（C）and the liver（D）

of rats in dosing group
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一致。血清生化结果未显示出肝损伤可能与给药时
间不足有关，在后期的研究中，可增加给药时间，
或在不改变给药时间的情况下进行脂多糖（LPS）
诱导 [23]，以更清晰地呈现药物的特异质肝损伤作
用。本研究为何首乌加工方法标准化提供了科学依
据，以确保何首乌用药安全性，也为其他需要加工
且已被报道具有类似不良反应的中药的加工方法提
供了研究模型。
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基于电子鼻技术和 GC-MS对不同产地乌药的鉴别和 
挥发油成分分析

王子燕，王博诗，王一帆，管家齐*，张睿*（浙江中医药大学，杭州　310053）

摘要：目的　利用电子鼻技术和气相色谱质谱联用（GC-MS）法对不同产地乌药进行鉴别以

及成分分析。方法　采用电子鼻检测来自 10 个产地的乌药块根气味信息，采用主成分分析

（PCA）、线性判别分析（LDA）和负荷加载分析（LA）构建分类乌药鉴别模型实现快速区分，

同时结合 GC-MS 对其挥发油成分进行定性和定量分析验证。结果　PCA 分析表明第一主成分

的贡献率为 97.57%，总贡献率为 99.08%。LDA 分析表明第一主成分的贡献率为 55.47%，总

贡献率为 92.61%。GC-MS 从 10 个产地乌药中共检测出 145 种成分，13 种共有成分，49 种特

有成分。结论　不同产地的乌药由于挥发性成分种类及相对含量有差异，并且电子鼻技术可以

对不同产地乌药进行有效区分。可为后续此类药物药效动力学研究和质量控制研究提供科学规

范的物质基础。

关键词：乌药；挥发油；质量控制；产地鉴别
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Idetification of volatile oil composition of Wuyao from different origins 
based on electronic nose technology and GC-MS

WANG Zi-yan, WANG Bo-shi, WANG Yi-fan, GUAN Jia-qi*, ZHANG Rui* (Zhejiang University of 
Chinese Medicine, Hangzhou  310053)

Abstract: Objective  To identify the volatile compositions of Wuyao from different origins based 
on electronic nose and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Methods  Electronic nose 
was used to detect the odor of Wuyao from 10 origins. Principal component analysis (PCA), linear 
discriminant analysis (LDA), and loading analysis (LA) were used to establish a classification model. 
GC-MS was used to verify the volatile components both qualitatively and quantitatively. Results  
The findings from the PCA reveal that primary component 1 accounts for a substantial proportion 
of 97.57%, and the total contribution rate reached 99.08%. LDA showed that the contribution rate 
of primary component 1 was 55.47%, while the total contribution rate reached 92.61%. Totally 145 
components, 13 common components and 49 specific components of samples were detected by GC-
MS from Wuyao from 10 origins. Conclusion  There is a clear difference in volatile constituents 
and relative content in Wuyao from different origins. Electronic nose can effectively distinguish 
Wuyao samples from different origins. It can provide standardized material basis for subsequent 
pharmacokinetics and quality control of similar herbs. 
Key words: Wuyao; volatile oil; quality control; origin identification
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　　乌药 Radix Linderae 药用来源为樟科山胡椒
属乌药 Lindera aggregate（Sims）Kosterm. 的干燥

块根，具有止痛行气、温肾散寒等功效，临床用
于治疗腹脘胀痛，头痛胸胁，痛经及产后腹痛，
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寒疝，尿频症等 [1]。陈藏器曰：“乌药生岭南、邕
州、容州及江南。今台州、雷州、衡州皆有之，
以天台者为胜”[2]。历代本草关于乌药的产地记载
不一，自宋代起以浙江天台所产者为最佳，现代
浙江天台仍为道地产区，但均未有深入的产地质
量控制研究。同时，现代药理研究表明，作为乌
药主要有效成分之一的挥发油，具有镇痛消炎、
灭菌止痒、抗肿瘤等活性 [3]。因不同产地乌药的
挥发油含量及成分不同，表现出的药理作用可能
有所差异，本实验首次将嗅觉仿生技术运用于产
地乌药鉴别，采集不同样品气味信息构建气味数
据分析模型区分不同产地乌药，同时通过气相色
谱 - 质谱联用技术（GC-MS）对不同产地乌药挥
发油所含成分进行定性分析，以验证电子鼻鉴别
不同产地乌药方法的可靠性，也可为后续乌药中
药材生产质量研究提供理论基础。
1　材料

1.1　药材

　　乌药药材收集于全国 10 个产地，共 10 批。
样品性状鉴别：各批样品均呈纺锤状，7 ～ 15 cm，
大小不等，表面均为黄褐色，干燥，略弯曲，有
纵皱纹，质坚硬；切面为淡黄棕色或黄棕色，有
放射状射线；气香，味微苦。粉末显微鉴别：各
批样品均淀粉粒多，单粒呈球状，椭圆状，脐点
多叉状、人字状；木纤维淡黄色，成束；韧皮纤
维长梭形，单个散在，壁极厚；均含油细胞少量，
内有棕色分泌物。最终均经浙江中医药大学药学
院管家齐副教授鉴定为正品，具体信息见表 1。

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

组别 产地 采集时间

1 浙江天台 2023 年 2 月

2 浙江建德 2023 年 1 月

3 湖北咸宁 2023 年 3 月

4 江西德兴 2023 年 3 月

5 江西宜春 2023 年 4 月

6 江西上饶 2023 年 2 月

7 江西景德镇 2023 年 1 月

8 广西贺州 2023 年 3 月

9 湖南邵阳 2023 年 4 月

10 云南大理 2023 年 5 月

1.2　仪器 
　　PEN3 电子鼻（德国 AIRSENSE 公司），内置 10
个 MOS 传感器组成的传感器阵列（其功能见表 2）；
AL104 电子分析天平（瑞士梅特勒 - 托利多仪器有限
公司，精度为 0.0001 g）；CX-200 型高速多功能粉碎

机（浙江永康市太阳机电有限公司）；7890A/5975C
型 GC-MS、HP-5MS 型色谱柱（美国 Agilent 科技有
限公司）；TBSD-2874 型挥发油提取器（天长市天博
盛达分析仪器有限公司）；LWFS32701 型超纯水机
（安维迪生命科学有限公司）。

表 2　PEN3 系统各传感器名称及特点 
Tab 2　Names and features of PEN3 system sensors

编号 传感器名称 性能 选择气体
检测范围 /

（L·L －１）

S1 W1C 对芳香成分灵敏 甲苯 1×10 － 5

S2 W5S 灵敏度大，对氮氧化合

物很灵敏

NO2 1×10 － 6

S3 W3C 对氮水、芳香成分灵敏 苯 1×10 － 5

S4 W6S 对氢气灵敏 H2 1×10 － 4

S5 W5C 对烷烃、芳香成分灵敏 丙烷 1×10 － 6

S6 W1S 对甲烷灵敏 CH4 1×10 － 4

S7 W1W 对硫化物灵敏 H2S 1×10 － 6

S8 W2S 对乙醇灵敏 CO 1×10 － 4

S9 W2W 对芳香成分、有机硫化

物灵敏

H2S 1×10 － 6

S10 W3S 对烷烃灵敏 CH3 1×10 － 5

1.3　试药

　　正己烷（上海麦克林生化科技有限公司，批
号：C15600364）。
2　方法

2.1　电子鼻检测

2.1.1　样品准备　取乌药药材粉碎，过五号筛，
称取乌药样品细粉每份 0.3 g，置于 300 mL 玻璃
烧杯中密封。为确保测试数据的精度，每批产地
样品重复取 6 份，共计 60 份样品。
2.1.2　样品检测　预设置每份样品传感器进气冲
洗时间 100 s，采样时间 100 s。每个产地批次样
品测试后可得 6 个数据文件，由此建立 6×10 个
数据矩阵（采样时间内 10 个传感器的响应值）。
10 批乌药样品采集完毕共获得 600（10×60 ＝

600）个数据文件。
2.1.3　数据分析　利用 PEN3 的 Winmuster 分析
软件对已采集的样品数据进行分析，主要分析方
法为通过响应曲线图、主成分分析（PCA）、线
性判别分析（LDA）、负荷加载分析（LA）模型。
2.2　GC-MS 检测

2.2.1　供试品溶液制备　取单个产地乌药样品，经
粉碎处理过二号筛，称取 100 g 粗粉。按比例 1∶12
加入超纯水，振摇，静置 3 h，应用挥发油提取装置
提取乌药中的挥发油，冷凝回流 3 h，使用正己烷分
离提取物中的油相，定容至 20 mL，置于 4℃备用。
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2.2.2　样品检测　GC-MS 条件：使用 HP-5MS 色谱
柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm），初温设定60℃，终
温升高至 250℃，维持时间≥ 8 min，升温速率为
6℃·min － 1，保持此温度时间 30 min；选定载气
为氦气，分流比为 30∶1。设定离子源温度 200℃，
电离压 70 eV，扫描质量范围 m/z 35 ～ 400，扫描
间隔 0.5 s[4]。用 Agilent MassHunter Qualitative Anal-
ysis 6.0-QualDAMethod.m 软件处理数据，并经匹配
NIST 质谱库，同时与人工图谱解析结合分析未知
化合物，采用面积归一化法定量分析，计算检测样
品中各成分占比。
3　结果

3.1　电子鼻成分检测结果

3.1.1　LA 分析　应用电子鼻对不同产地乌药进
行 LA 分析，结果总贡献率为 99.29%，由图 1 可
得，首先筛选出对第一主成分香气物质较为灵敏
的传感器是 S7 号、S9 号传感器，对第二主成分
灵敏度最高的是 S2 号传感器。由表 2 可知 S2 号
传感器对应响应氮氧化合物，S7 号传感器对应响
应硫化物，而 S9 号传感器则对芳香成分、有机
硫化物最为灵敏。具体结果见图 1。

图 1　基于电子鼻不同产地乌药的 LA 分析

Fig 1　LA of different origins of Wuyao based on electronic nose

3.1.2　PCA 分析　应用电子鼻对不同产地乌药的
PCA 分析显示第一主成分的贡献率为 97.57%，第
2 主成分的贡献率为 1.51%，总贡献率为 99.08%，
说明这两个主成分包含了样品的大部分信息，可
以反映整体挥发性物质的规律，且样品差异性主
要体现在第一主成分上。从图 2 中可以看出，10
个产地乌药的挥发性成分形成 10 个不同区域，
特别是不同省份区块之间边界明显，有明显的距
离区分，说明不同产地乌药各自有独特的香气成
分。具体结果见图 2。

图 2　基于电子鼻不同产地乌药的 PCA 分析

Fig 2　Principal component analysis of different origins of Wuyao based 
on electronic nose

3.1.3　LDA 分析　应用电子鼻对不同产地乌药的
LDA 分析显示第一主成分的贡献率为 55.47%，第二
主成分的贡献率为 37.14%，总贡献率为 92.61%。从
图 3 中可以看出，不同产地乌药彼此区分明显且样本
点之间无交叉，说明不同产地乌药有独特的风味成
分。因此，LDA 方法同样可以从挥发性物质角度较
好地区分不同产地乌药样品，这与图 2 电子鼻对不
同产地乌药的 PCA 分析结果一致。具体结果见图 3。

图 3　基于电子鼻不同产地乌药的 LDA 分析

Fig 3　Linear discriminant analysis of different origins of Wuyao based 
on electronic nose

3.2　GC/MS 成分检测结果

　　GC-MS 从 10 个产地乌药中共检测出 145 种成
分，其中浙江天台、浙江建德、湖北咸宁、江西德
兴、江西宜春、江西上饶、江西景德镇、广西贺州、
湖南邵阳、云南大理 10 个产地的乌药挥发油样品
分别检出不同数量成分，见表 3。其中不同产地乌
药挥发油组成成分种类差异大，化合物含量也有明
显区别。所认定的挥发油共有化学成分相对百分含
量对比见表 4，产地特有成分含量见表 5。
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表 3　不同产地乌药所检出化合物数量 
Tab 3　Number of compounds detected in different origins of Wuyao

组别 产地 化合物数量

1 浙江天台 47

2 浙江建德 58

3 湖北咸宁 55

4 江西德兴 55

5 江西宜春 68

6 江西上饶 65

7 江西景德镇 78

8 广西贺州 49

9 湖南邵阳 47

10 云南大理 35

4　分析与讨论

　　乌药作为传统中药，在中国已经有几千年的
应用历史 [5-6]，其所含成分复杂多样，市场现有
在售药材种类繁杂，良莠不齐，仍缺乏完善的质
量控制 [7]。因此本研究采用电子鼻技术快速区别
不同产地乌药，并用水蒸气蒸馏法提取药材中挥
发油成分 [1]，对乌药挥发油样品成分进行 GC-MS
分析验证以提高精度 [8]。
　　电子鼻 PCA、LDA 和 LA 分析结果表明，其
可对不同产地乌药进行有效快速区分。PCA 通过
矩阵线性变换从降维的角度表达不同样品间的差
异，用较少变量来解释较多的原始信息，降低计

表 4　不同产地挥发油样品中共有化合物名称及相对百分含量 (%) 
Tab 4　Names and relative percentages of shared compounds in volatile oil samples from different origins (%)

组别

4（15），5，10
（14）- 大根香

叶三烯 -1- 醇
香樟烯 杜松醇

γ- 摩
勒烯

大根香

叶烯 B 

β- 桉
叶醇 

吉马酮

4a- 甲基 -1- 亚甲

基 -1，2，3，4，4a，
9，10，10a- 八氢菲

8- 甲基 -2- 苯
基 - 壬 -4，7-
二烯 -2- 醇 

莪术呋

喃烯 
β- 榄香烯 

异香橙烯

环氧化物

人参环

氧炔醇

1 1.54 25.40 0.74 0.46 0.22 1.46 1.16 29.02 24.43 3.55 0.46 0.44 0.30

2 0.78 27.72 0.70 0.70 0.54 1.79 1.32 20.16 22.29 4.74 0.98 0.25 0.70

3 0.66 16.78 3.96 0.42 0.14 1.55 1.03 49.44   8.06 3.17 0.61 0.06 0.10

4 2.20 24.32 0.68 0.66 0.37 1.80 1.53 17.24 29.52 3.56 0.79 1.13 0.39

5 1.67 25.89 0.74 0.71 0.43 2.42 1.23 20.12 24.04 3.49 1.00 0.25 0.41

6 2.21 24.73 0.69 0.51 0.41 0.85 1.57 20.90 27.95 4.05 0.68 0.97 0.42

7 1.55 22.46 0.82 0.80 0.58 1.48 1.64 18.08 25.90 5.13 1.43 0.52 0.46

8 2.43 19.51 3.10 0.60 0.30 1.38 1.08 25.38 25.53 3.25 0.66 0.63 1.00

9 2.08 21.78 0.69 0.38 0.42 0.63 1.08 21.96 24.48 4.78 1.28 0.85 0.43

10 1.12 22.57 0.88 0.25 0.21 1.80 1.40 19.16 28.03 3.57 0.48 1.10 0.83

算量，解决问题的复杂性，可得样品的最佳描述
特征 [9]。而 LDA 分析法能使同一类别内部的分布
及相互距离增大，通过从所有数据中采集信息，
以增加不同类目之间区分精度 [10]。LA 分析能够
反映原始指标变量与主成分的相关系数，也能反
映各个变量与因子间的相关程度 [11]。所得结果
不同产地乌药样本点之间无交叉，说明彼此区分
度良好。证明应用电子鼻收集不同样品气味信息
可以高效区别不同产地乌药。同时分析得 S7 号、
S9 号传感器对第一主成分（芳香类、硫化物）贡
献率较大。
　　GC-MS 结果显示样品挥发油中共检测出 145
种成分，从化学成分组成的种类分析，10 个产地
乌药挥发油结果显示其中共有成分 13 种，其中 4
（15），5，10（14）- 大根香叶三烯 -1- 醇、杜松醇、
γ- 摩勒烯、大根香叶烯 B、β- 桉叶醇、吉马酮、莪
术呋喃烯、β- 榄香烯、异香橙烯环氧化物、人参
环氧炔醇 10 种相对含量存在一定差异，但相对含
量差值均小于 5.13%。而共有成分 4a- 甲基 -1- 亚

甲基 -1，2，3，4，4a，9，10，10a- 八氢菲、8- 甲
基 -2- 苯基 - 壬 -4，7- 二烯 -2- 醇、香樟烯含量在
不同产地乌药挥发油中有明显差异，其中广西贺
州产地挥发油化学成分中 4a- 甲基 -1- 亚甲基 -1，
2，3，4，4a，9，10，10a- 八氢菲相对含量最高
（49.44%），江西上饶产地挥发油中该成分相对含
量最低（17.24%）；江西上饶产地挥发油成分中 8-
甲基 -2- 苯基 - 壬 -4，7- 二烯 -2- 醇相对含量最高
（29.52%），广西贺州产地挥发油中该成分相对含
量最低（8.06%）；湖南邵阳产地挥发油化学成分
中香樟烯相对含量最高（27.72%），广西贺州产地
挥发油化学成分中该成分相对含量最低（16.78%）。
说明不同产地乌药中挥发性成分的种类繁多，不同
产地含特有成分，部分共有成分含量差异明显，产
地对于乌药挥发油成分具有较大影响。恰好印证电
子鼻的区分结果。而 GC-MS 分析共有成分占比最
高的为萜类和倍半萜成分，属芳香化合物，则印证
电子鼻分析 S9 号传感器结果。但 GC-MS 未检出
硫化物，S7 号传感器结果未完全对应，由结果可
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推测 GC-MS 与电子鼻分析对物质识别分类方式有
一定差异和局限性。作为乌药的活性成分之一的倍
半萜类，已有文献研究发现该类成分具有抗肿瘤、
抗炎、抗高血脂、抗肝纤维化等活性 [12-13]。
　　实验发现 4a- 甲基 -1- 亚甲基 -1，2，3，4，
4a，9，10，10a- 八氢菲、8- 甲基 -2- 苯基 - 壬 -4，
7- 二烯 -2- 醇、香樟烯等共有成分在不同产地乌
药挥发油中含量占比最高，差异大。同时现代研
究表明，从乌药中提取的挥发油具有较强的抗肿
瘤、抗菌和调节胃肠运动等作用 [14]。结合单体成
分研究，杜松醇能够抑制促炎细胞因子的活性，
从而发挥抗炎作用 [15]，其他共有成分β- 榄香烯
具有抗肿瘤活性 [16-17]，吉马酮具有抗炎、抗肿瘤、
抗病毒活性 [18-21]，已有文献研究表明香樟烯具有
镇痛抗炎作用 [22]。几种活性成分之间或者是活性
成分与挥发油的其他成分之间的协同作用，也是

挥发油发挥作用的可能机制之一 [23]。根据乌药的
临床效用与这些化合物的生物活性、药理作用有
一定的相关性的结果，推测这些不同产地的共有
成分可能作为乌药挥发油质控的潜在成分，具有
深入研究价值。
　　其中天台乌药含有 5 种特有成分，从挥发油
成分分析为天台乌药的道地性研究提供一定的理
论依据。中药材挥发油成分组成复杂，无论是提
取纯化中采用提取方法、提取时间，还是后续贮
存方式以及分析鉴定方法的不同都会间接导致检
测结果的差异。根据部分地区乌药挥发油含有的
特有成分，推测不同产地乌药中挥发油含量和种
类不同，可能是受到海拔、土壤、光照、气候、
人为干预、采集季节等因素影响，进而影响挥发
油的生物合成 [11，24-25]。为区分不同产地的乌药，
还需扩大样本量进行实验，分析其中的特有成分，

表 5　不同产地乌药挥发油特有成分及相对百分含量 (%) 
Tab 5　Compounds and relative percentages of distinctive compounds in volatile oil samples from different origins (%)

产地 化合物名称 相对含量 产地 化合物名称 相对含量

浙江天台 螺旋 [4.4] 壬 -1，6- 二烯 0.10 异乌药内酯 0.06

环氧柏木烷 0.56 双环 [4.1.0] 庚 -2- 醇，1β-（3- 甲基 -1，3- 丁二烯） 0.05

8H- 苯并 [1，2-b：3，4-b'] 二吡喃 -2- 酮，8，8-
二甲基

0.65 莰烯 0.04

广西贺州（－）- 蓝桉醇 0.56

双环 [4.1.0] 庚烷，7- 双环 [4.1.0] 庚 -7- 亚甲基 0.03 （＋）- 异愈创木醇 0.74

蓝桉醇 0.14 宝丹酮 0.44

江西景德镇 三环 [3.2.2.0] 壬烷 -2- 羧酸 0.04 3β-17β- 二羟基酯 -4- 烯 0.09

锡瓦斯密菊蒿内酯 0.17 呋喃桉 -1，3- 二烯 0.34

2- 环丙基亚金刚烷 0.03 （＋）- 绿花白千层醇 0.09

桧烯 0.11 石竹烯醇 0.20

（－）-β- 古巴烯 0.43 古巴烯 0.06

双环 [4.4.0] 癸 -2- 烯 -4- 醇，2- 甲基 -9-（丙

基 -1- 烯 -3- 醇 -2- 基）

0.27 异橄榄烯 0.06

荜澄茄油烯醇 0.05

反 - 长叶松香芹醇 0.07 愈创木醇 0.66

甲基 -2- 苯基 - 壬 -4，7- 二烯基 -2- 醇 0.75 云南大理（－）-α- 菖蒲二烯 0.22

邻伞花烃 0.03 江西上饶 6，9- 愈创木二烯 0.07

浙江建德 （9α，10β）-（＋ / －）- 三环 8.6.0.02.9 十六烷 -1
（16），2- 二烯

0.13 2- 蒎烯 0.06

愈创木酯 -1（10），11- 二烯 0.14

A- 菖蒲醇 0.17 湖南邵阳（5R，6R）-3.6- 二甲基 -5-（丙基 -1- 烯 -2- 基） 
-6- 乙烯 -6，7- 二氢苯呋喃 -4（5H）- 酮

0.01

2，5- 二甲基 -4- 乙烯基 -6-2，5- 二烯醛 0.20

愈创木酯 -3，9- 二烯 0.19 A- 菖蒲醇 0.18

乙酸异龙脑酯 1.17 湖北咸宁 4，6，6- 三甲基 -2-（3- 甲基丁基 -1，3- 二烯

基）-3- 氧三环 [5.1.0.0（2，4）] 辛烷

0.18

（－）-（Z）- 澳白檀醇 0.09

竹节参炔 0.05 萘，1，6- 二甲基 -4-（1- 甲基乙基） 0.11

江西宜春 （－）- 马兜铃烯 0.14 十氢二甲基甲乙烯基萘酚 0.14

（4R，5E，9S，11aS）-4，9- 二羟基 -6- 甲基 -3，
10- 二（亚甲基）-3A，4，7，8，9，10，11，
11A- 八氢环癸并 [b] 呋喃 -2（3H）- 酮

0.11 江西德兴 双环 [4.2.0] 辛烯 -1- 烯，7-（1E）-1- 丙烯 
-1- 基

0.05

环己烯，3- 甲基 -6-（1- 甲基环己烯） 0.03

雄甾 -1，4，6- 三烯 -3，17- 二酮 0.19
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由此可为乌药品种和产地鉴别提供新思路 [26]。
　　综上，本实验初步探索了基于电子鼻技术对
不同产地乌药的气味进行快速区别，该方法高
效、方便简单、鉴别准确率高。基于 GC-MS 技
术从挥发性成分分析的结果，探讨了乌药不同产
地药材的差异，可为乌药挥发油成分的物质基础
研究提供参考。当然，为实现乌药药材的全面质
量控制，还需要结合中药药效学、毒理学展开研
究。这将对规范乌药药材生产质量，完善质量控
制标准，实现乌药生产产业化具有深远意义。
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基于分子对接和表面等离子共振分析五酯胶囊与 
CYP3A4 的作用机制

叶倩倩1，2，蒋跃平1，2，葛成昱1，王柠柠1，2，刘韶1，2*（1.中南大学湘雅医院药学部，长沙　410008；2.国家

老年疾病临床医学研究中心（湘雅医院），长沙　410008）

摘要：目的　探讨五酯胶囊通过 CYP3A4 影响其他药物代谢的作用机制。方法　首先采用分

子对接技术虚拟筛选五酯胶囊中 6 种主要活性成分（即五味子甲素、五味子乙素、五味子丙素、

五味子醇甲、五味子醇乙及五味子酯甲）和阳性对照药物伊曲康唑与 CYP3A4 的作用机制，应

用 Molecular Operating Enviroment 软件的 Dock 功能进行分子对接，得出对接评分（S）。之后

利用表面等离子共振（SPR）评估各活性成分及阳性对照与 CYP3A4 的亲和力。结果　分子对

接结果显示五酯胶囊的 6 种主要成分与 CYP3A4 在空间结构上互补性高，其中五味子酯甲的

S 值最低，为－ 8.4517。SPR 显示五味子酯甲与 CYP3A4 的亲和力最强，Kd 值为 3.21×10 － 8 
mol·L － 1，其次为五味子甲素，五味子醇甲与五味子丙素与 CYP3A4 的亲和力相对较弱。亲

和力拟合曲线显示五酯胶囊的 6 种主要活性成分与 CYP3A4 亲和力均较好。结论　五味子酯

甲与 CYP3A4 的结合力最强，相较于伊曲康唑，其他成分与 CYP3A4 同样存在较强的结合能

力，这可能是五酯胶囊通过 CYP3A4 影响其他药物代谢的主要原因。

关键词：五酯胶囊；分子对接；表面等离子共振；相互作用

中图分类号：R285，R286　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3187-06
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Mechanism of interaction between Wuzhi capsules and CYP3A4 based on 
molecular docking and surface plasmon resonance

YE Qian-qian1, 2, JIANG Yue-ping1, 2, GE Cheng-yu1, WANG Ning-ning1, 2, LIU Shao1, 2* (1. 
Department of Pharmacy, Xiangya Hospital of Central South University, Changsha  410008; 2. 
National Clinical Research Center for Geriatric Disorders, Xiangya Hospital, Changsha  410008)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of Wuzhi capsules affecting the metabolism of 
other drugs through CYP3A4. Methods  Molecular docking was used to screen the mechanism of six 
main active components of Wuzhi capsules: schisandrin A, schisandrin B, schisandrin C, schisandrol A, 
schisandrol B, and schisantherin A, along with the positive control drug itraconazole with CYP3A4. The 
docking function of Molecular Operating Environment software was used to obtain the docking scores (S). 
Subsequently, surface plasmon resonance (SPR) was used to assess the affinity of each active component 
and the positive control with CYP3A4. Results  The molecular docking showed that the six main 
components of Wuzhi capsules were highly complementary to CYP3A4 in terms of space structure, 
among which schisantherin A had the lowest S-value of － 8.4517. SPR showed that schisantherin 
A had the strongest binding affinity to CYP3A4, with a Kd of 3.21×10 － 8 mol·L － 1, followed by 
schisandrin A. The affinity of schisandrin C, and schisandrol A propin to CYP3A4 was relatively weak. 
In the affinity fitting curves, the six main components of pentosan capsules had better affinity with 
CYP3A4. Conclusion  Schisantherin A shows the strongest binding to CYP3A4. As compared with the 
itraconazole, other components also show strong binding ability to CYP3A4, which may be the main 
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　　五酯胶囊是木兰科植物华中五味子的果实经
醇提制成的具有保肝作用的中药制剂。华中五味
子又称“南五味子”，主产于我国西南及长江流域
以南各省。五酯胶囊适用于慢性、迁延性肝炎谷
丙转氨酶升高者，临床上广泛用于治疗各种类型
肝损伤 [1]。高剂量环磷酰胺（cyclophosphamide，
CTX）和单剂量五酯胶囊联合给药显示大鼠体内
CTX 的代谢物一氯乙醛显著降低，对 CTX 诱导
的肾脏和大脑氧化应激具有保护作用 [2]。另有机
制显示通过激活核因子 E2 相关因子 2（Nuclear 
factor erythroid 2 related factor 2，NRF2）介导的
防御反应，五酯胶囊对顺铂诱导的肾毒性具有保
护作用 [3]。近期的研究显示五酯胶囊的各主要成
分具有多种药理作用，五味子甲素通过促进法尼
醇 X 受体信号通路降低肠道炎症改善小鼠急性
溃疡性结肠炎 [4]，五味子乙素通过 Toll 样受体 4
（TLR4）/ 核转录因子 -κB（NF-κB）信号通路减轻
急性胰腺炎大鼠肺损伤，修复肺功能 [5]。近年的
研究显示五酯胶囊具有更广阔的医药应用前景 [6]。
　　细胞色素 CYP450 3A（cytochrome P450 3A，
CYP3A）是人体最重要的药物代谢酶，占 CYP450
总含量 30% 以上，参与多种治疗药物的代谢 [7]。其
中 CYP3A4 广泛分布于肝脏和肠道，在包括芬太尼、
咪达唑仑、免疫抑制剂等大约 50% 在售药品的代谢
中发挥了重要作用 [8-9]。研究显示五酯胶囊可影响
CYP3A 活性，通过影响其他药物的代谢进而导致药
物 - 药物相互作用（drug-drug interaction，DDI）[10]。
根据不同的用药情况，DDI 可能引起不良反应，也
可能对治疗用药有益。既往研究证实五酯胶囊及五
酯片通过抑制 CYP3A 从而升高他克莫司及环孢素
的血药浓度，五味子制剂和他克莫司联用时对于
CYP3A5 快代谢型患者可升高他克莫司浓度 1 倍 [11]。
本课题组前期研究同样发现五酯胶囊可显著增加肾
移植患者他克莫司的血药浓度且减少日剂量，显示
出较好的安全性、经济性 [12]。另有研究显示，五酯
胶囊与 CTX 联用较 CTX 单用时的 AUC 及 Cmax 均有
所增加，提示两者联用时应密切监测 CTX 的不良反
应 [13]。除此之外，一些抗肿瘤药与抗血小板聚集药
等均显示与五味子制剂具有相互作用 [14-15]。
　　目前，五酯胶囊主要成分与 CYP3A4 相互作
用的研究较少且不够系统，五酯胶囊对于其他药
物代谢的机制研究仍不充分，本研究拟用分子对

接（molecular docking）和表面等离子共振技术
（surface plasmon resonance，SPR）研究五酯胶囊
主要成分与 CYP3A4 相互作用强度，以期为五酯
胶囊在临床安全合理应用提供依据。
1　材料与方法
1.1　试药
　　雷帕霉素（上海源叶生物科技有限公司，批
号：B20714， 规 格：20 mg，HPLC ≥ 99%）， 药 品
五味子甲素（批号：W005118111023，规格：20 mg，
HPLC ＞ 98%）、五味子乙素（批号：W005118111013，
规格：20 mg，HPLC ＞ 98%）（北京中科质检生物
技术有限公司），五味子丙素（上海源叶生物科技
有限公司，批号：J05GB150952，规格：20 mg，
HPLC ＞ 98%），五味子醇甲（批号：92KNRHR，规
格：20 mg，HPLC ≥ 95%）、五味子醇乙（批号：
9SEK5R6Q，规格：20 mg，HPLC ≥ 95%）、五味子
酯甲（批号：9GPKR6MU）（萨恩化学技术有限公司），
伊曲康唑（MedChemExpress，批号：15455，规
格：100 mg，纯度：99.81%）。
1.2　五酯胶囊主要成分与 CYP3A4 的分子对接研究
1.2.1　数据库与软件　分子对接采用 Molecular 
Operating Enviroment 软件（MOE，version 2016）
中的 Dock 模块，所有受体分子均来源于 RCSB 
PDB 数据库（http：//www.resb.org/），Dock 模块
参 数 采 用 Placement：Triangle Matcher，Refine-
ment：Induced it，London dG：30，GBVI/WSA 
dG：5，其他参数除非特别指明，均为默认值。
1.2.2　CYP3A4 蛋白结构准备　从 RCSB PDB 数据库
（http：//www.resb.org/）中下载具有活性结合位点标
识的 CYP3A4 晶型结构，PDB 蛋白编码为 CYP3A4-
5A1R（种属：人），分辨率为 2.45 Å。蛋白晶体前处
理及结合口袋的定义：删除水分子、金属离子、原
配体分子及其非相关的蛋白质构象，经 QuickPrep 工
具进行优化处理，定义蛋白为受体，通过 MOE 中的
SiteView 功能快速寻找结合口袋，最后保存备用。
1.2.3　配体分子的准备及数据库构建　从 PubChem
数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）搜集得
到 6 种五酯胶囊主要成分以及阳性对照化合物结构，
将其导入 MOE 软件建立数据库，通过加氢以及
Wash 功能对配体分子进行结构优化，保存后作为分
子对接的配体分子数据库。五酯胶囊 6 种主要成分
和阳性对照物（伊曲康唑）的化学结构，见图 1。

reason how Wuzhi capsules affect the metabolism of other drugs through CYP3A4. 
Key words: Wuzhi capsule; molecular docking; surface plasmon resonance; drug interaction
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图 1　五酯胶囊 6 种活性成分及伊曲康唑的化学结构

Fig 1　Structures of 6 main active ingredients in Wuzhi capsules and 
itraconazole

1.2.4　分子对接方法　将上述组建的小分子配体
和受体导入 MOE，调用 Dock 模块，修改对接
参 数 Placement：Triangle Matcher，Refinement：
Induced it，London dG：30，GBVI /WSA dG：1，
其余均为默认值；同样的参数调节，将阳性对照
小分子化合物、五酯胶囊主要成分与受体进行对
接。S 得分越低，表明配体与蛋白结合力越强。
1.2.5　对接方法可行性验证　含有原配体的蛋白晶
体复合结构，若将原配体抽离，之后按原参数对接
回其结合口袋，计算对接构象与原配体结构的均方
根偏差值（root mean square deviation，RMSD），一
般认为 RMSD ≤ 2 时 [16]，提示该套参数可较好地
重现此配体与受体的结合模式，该对接方法可行。
1.3　五酯胶囊主要成分 SPR 研究
1.3.1　测试芯片打印　将 7 种化合物样品、1 种
蛋白样品从－ 80℃冰箱取出后室温回温。使用
二甲基亚砜（DMSO）将 7 种化合物稀释至打印
浓度作为固定相打印工作液。之后通过 Biodot 
AD1520 芯片阵列打印机将打印工作液打印在 3D
光交联芯片上，每种样品打印 4 个重复点，四角
打印 4 组阳性对照点（雷帕霉素）。将打印后的芯
片进行真空干燥，之后放置于光交联仪器内进行
光交联反应；然后依次使用 N，N- 二甲基甲酰胺
（DMF）、乙醇、水摇洗 15 min，氮气吹干，装
配 Flowcell Cover 备用。
1.3.2　亲和力检测　向 1 种蛋白样品储备液加入
PBST 缓冲液（pH 7.4，0.1% Tween 20）稀释为 5
个浓度梯度（10、40、160、640、2560 nmol·L － 1）。
所有样品依次流通，进行测试。PBST 缓冲液在整
个实验中作为流动载体 [17]。互作测试环节，分析
物以 0.5 μL·s－ 1 流经在芯片表面；表面重生环节，
用 Glycine-HCl 溶液（pH 2.0）作为重生液，流速
为 2 μL·s－ 1。实验按浓度由低到高依次加载不同
浓度梯度的化合物样品，流速为 0.5 μL·s－ 1，结
合反应温度为 4℃，结合时间为 600 s，解离时间
为 360 s。随后，用 Glycine-HCl 溶液（pH 2.0）作

为重生液，进行重生。最后收集实验数据，评价
筛选出 7 种化合物与蛋白受体的结合能力。
　　亲和曲线拟合用 Origin 软件进行评估及拟
合。绘制单体化合物与靶蛋白的结合曲线，即
SPR 光谱图，并且计算获得动力学参数 Ka、解离
速率常数 Kd 和解离平衡常数 KD。
2　结果
2.1　分子对接结果分析
　　分析五酯胶囊 6 种活性成分及伊曲康唑与
CYP3A4 的相互作用模式，得出相互作用的残基见
表 1。伊曲康唑作为阳性对照物，五酯胶囊 6 种活性
成分的对接评分（S）值均小于伊曲康唑（－ 6.5746），
表明各成分与 CYP3A4 的空间结构上互补性高，其
中五味子酯甲的 S 值最低，为－ 8.4517，其次为五
味子醇甲、五味子甲素，详见图 2。
2.2　SPR 结果分析
　　采用 SPR 生物传感器检测 7种化合物与 CYP3A4
之间的结合力，结果显示五味子丙素和五味子醇甲
的解离常数 Kd 值以及动力学参数 Ka 值较小，各亲和
力参数见表2。五味子酯甲与 CYP3A4的亲和力最强，
KD 为 3.21×10－ 8 mol·L － 1），其次为五味子甲素，
五味子醇甲与五味子丙素与 CYP3A4 的亲和力相对
较弱。在亲和力拟合曲线中，6 种五酯胶囊的主要成
分与 CYP3A4 亲和力均较好，如图 3 所示。
3　讨论
　　中药是中华民族的瑰宝，中草药制剂也成为更
多患者的选择，中药与西药的联合使用在临床中更
加常见，中药和西药间的相互作用也可能随之增
加 [18]。五酯胶囊可显著增加移植患者中他克莫司的
血药浓度，在移植领域应用较广 [19]。然而，目前
对五酯胶囊与细胞色素 P450 酶的研究主要倾向于
CYP3A5[20-21]。CYP3A4 主要在肝脏和小肠中大量表
达，对很多药物的代谢有着重要作用，参与了黄酮
类、香豆素类、生物碱类等天然产物以及咪达唑仑
和利托那韦等多种药物的代谢过程 [22]。因此，明确
五酯胶囊对 CYP3A4 的抑制作用，对预测五酯胶囊
临床应用中可能产生的药物相互作用具有重要意义。
　　唑类抗真菌药是 CYP450 的典型抑制剂，在
DDI 中发挥着重要作用，其中酮康唑、氟康唑及
伊曲康唑是研究 DDI 常用的参比药物 [23]。既往
五味子提取物与 CYP3A 相互作用研究中，酮康
唑作为一种经典的 CYP3A4 竞争性可逆性抑制
剂，是体外孵育实验常用的经典对照品 [24]。相较
于酮康唑，伊曲康唑在临床中应用更为广泛，对
CYP3A4 具有较强的抑制作用。一项体外研究显
示伊曲康唑对吡咯替尼有较强的抑制作用，IC50

值为 0.27 μmol·L － 1[25]。故本研究采用伊曲康唑
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作为阳性对照。
　　分子对接是预测配体与受体活性位点相互作
用的一种计算机仿真建模技术，通过利用计算机
技术，模拟酶和底物结合过程，进而预测配体与
靶点在分子水平上的相互作用或确定结构 - 活性关

系 [26]。自 20 世纪 70 年代应用以来，分子对接已
被证明是分析化合物与其分子靶点相互作用的重要
工具，并逐渐运用到药物靶点捕捉、多药药理学、

表 1　五酯胶囊 6 种活性成分和伊曲康唑与 CYP3A4 相互作用情况 
Tab 1　Relations between CYP3A4 and 6 main active ingredients of Wuzhi capsules and itraconazole

化合物 S RMSD
相互作用

H-donor H-acceptor pi-cation pi-H
五味子甲素 － 7.7859 2.0363 His267，Asp201 Arg212，Arg260
五味子乙素 － 6.9061 1.1139 Cys442 Lys424
五味子丙素 － 7.0333 1.2836 Arg130，Lys67 Arg212
五味子醇甲 － 7.9123 1.7367 Met256，Gly190 Arg260，Lys453，Arg212 Phe57
五味子醇乙 － 7.0373 1.5419 Asp357，Asp174，Phe189，Cys442
五味子酯甲 － 8.4517 0.8036 Pro434，Gln200，Asp174 Arg212 Ala370
伊曲康唑 － 6.5746 1.8066 Ser495 Lys251，Asn280，Lys67，

Lys115，Arg243，Lys466
Lys413，

Arg496
Leu211，Gly31，

Arg161，Glu165
注：对接评分（S）是选取 5 种构象中的最小值，RMSD 是选取最小 S 对应的 RMSD。

Note：Docking score（S）is the minimum value selected from the 5 conformations，and RMSD is the RMSD corresponding to the minimum S.

图 2　五酯胶囊 6 种活性成分和伊曲康唑与 CPY3A4 的对接构象图

Fig 2　Relations between CYP3A4 and 6 main active components of Wuzhi capsules and itraconazole

表 2　五酯胶囊 6 种活性成分及伊曲康唑与 CYP3A4 的动力学及 
亲和力参数 

Tab 2　Binding affinity between CYP3A4 and 6 main active 
components of Wuzhi capsules and itraconazole

化合物 Ka/（·Ms － 1） Kd/（·s － 1） KD/（mol·L － 1）

五味子甲素 1.42×105 6.35×10 － 3 4.47×10 － 8

五味子乙素 3.26×104 7.83×10 － 3 2.40×10 － 7

五味子丙素 1.87×103 1.23×10 － 2 6.57×10 － 6

五味子醇甲 1.81×104 1.02×10 － 2 5.64×10 － 7

五味子醇乙 2.29×105 1.88×10 － 2 8.21×10 － 8

五味子酯甲 3.43×105 1.10×10 － 2 3.21×10 － 8

伊曲康唑 2.86×105 1.80×10 － 2 6.29×10 － 8

DMSO 2.53 3.78×10 － 1 1.49×10 － 1

图 3　五酯胶囊 6 种活性成分及伊曲康唑与 CYP3A4 的拟合曲线

Fig 3　Fitting curves of interactions between CYP3A4 and 6 main active 
components of Wuzhi capsules and itraconazole
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相互作用分析以及不良反应预测等众多领域 [27]。
本研究采用 MOE 软件对五酯胶囊中的 6 种主要活
性成分、阳性对照物伊曲康唑与 CYP3A4 进行模
拟对接，结果显示 6 种活性成分的 S 值主要在－ 7
左右，且低于伊曲康唑的 S 值，提示这 6 种成分与
CYP3A4 的空间结构互补性较高。而五味子酯甲的
S 值达到－ 8 左右，相较于其他成分具有较强的相
互作用关系。然而，一项动物实验显示他克莫司与
五味子甲素、五味子乙素、五味子丙素、五味子醇
甲、五味子醇乙联用时，AUC 较单独使用他克莫
司组相比，分别增加了 152.0%、109.6%、46.4%、
41.4%、598.4%（P ＜ 0.0005），五味子醇乙显示出
最强的抑制作用 [28-29]。另有研究显示五味子制剂
对 CYP3A 的强效抑制作用可能是亚甲基二氧苯基
结构与 P450 酶形成的代谢物 - 中间体复合物所致，
即具有一个亚甲基二氧苯基结构的木脂素如 Gom 
A、Gom B、Gom C 和 Sch B，对 CYP3A 活性的抑
制作用最强，IC50 值低至 0.19 ～ 0.28 μmol·L － 1，
远低于其他 P450 同工酶 [24，30-31]。对于这些五味子
木脂素成分，一些研究获得了更大的 IC50 值，其
差异可能源于孵育条件（包括 CYP3A 探针底物和 /
或酶来源）的不同 [32]。
　　SPR 是一种基于光学原理探索生物分子间相
互作用的生物传感分析技术，因其检测灵敏度高、
消耗样品少及实时化等优点，现已广泛应用于
药动学分析、高通量筛选及小分子检测等多个领
域 [33-34]。目前，利用 SPR 分析底物或抑制剂对于
CYP450 相互作用的研究较少且不够系统。Ershov
课题组针对此课题开展了相关研究，前期研究利
用 SPR 筛选与 CYP51A1 有相互作用的唑类，发现
酮康唑与其亲和力最高，同时探索了奥美拉唑与
CYP2C19 的亲和力 [35-36]。Pearson 等 [37] 利用 SPR
分析伊曲康唑和酮康唑与 CYP3A4 的结合模式，
结果观察到多项结合动力学，显示 SPR 在阐明药
物与蛋白相互作用方面具有明显的实用性。本研
究首次使用 SPR 分析五酯胶囊中木脂素成分与
CYP3A4 的相互作用机制，结果显示五味子酯甲
与 CYP3A4 的亲和力最强（其 Kd 值最小），这与分
子对接的结果一致（S 值最小）。
　　本研究证实五味子酯甲与 CYP3A4 结合力
最强，而其他成分的亲和力强弱呈现结果并不一
致。目前，分子对接已广泛应用于中药研究领域，
据报道基于该方法识别的活性成分靶点假阳性率
高达 50%[38-39]。故在实际科研探索中，多种方法
联合应用不仅可以发挥各方法的优势、同时还能
提高结果的可信度。然而，鉴于体外实验存在不
一致性，仍需借助分子生物学、动物实验及临床

研究进行进一步验证。
　　本研究首次使用分子对接及 SPR 联合技术探
索了五酯胶囊 6 种成分与 CYP3A4 的相互作用，
发现五味子酯甲对 CYP3A4 的亲和力最强，对于
研究中药与药物代谢酶间的相互作用提供了新的
研究思路与方法。
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葛根中异黄酮类化学成分鉴定及其网络药理学研究

吴文娟，吕伯龙*（国检测试控股集团（安徽）拓维检测服务有限公司，安徽　宣城　242000）

摘要：目的　研究葛根中的异黄酮类化学成分，结合网络药理学探究其治疗糖尿病的作用机

制。方法　利用大孔树脂、C18 柱色谱和制备高效液相色谱等技术，从葛根 80% 乙醇提取物中

分离纯化得到单体成分，通过 NMR 等波谱分析进行结构鉴定。利用 PubChem 和 GeneCards
等数据库预测所鉴定成分的糖尿病治疗靶点及通路，对核心基因进行 GO 和 KEGG 富集分析，

并使用 Cytoscape 软件构建“成分 - 靶点 - 通路 - 疾病”网络图。结果　共分离得到 15 个异黄酮

类化合物，分别鉴定为 3'- 甲氧基大豆苷元（1）、葛根素 -4'-O-β-D- 葡萄糖苷（2）、6''-O- 丙二酰

基大豆苷（3）、葛根素 -6''-O- 木糖苷（4）、黄豆黄苷（5）、3'- 甲氧基大豆苷（6）、葛根素（7）、3'-
甲氧基葛根素（8）、大豆苷元（9）、葛根素芹菜糖苷（10）、美佛辛 -4'-O- 葡萄糖苷（11）、3'- 羟

基葛根素芹菜糖苷（12）、大豆素 -7，4'- 二葡萄糖苷（13）、芒柄花苷（14）和二氢大豆苷（15）。

利用 15 个化合物筛选出葛根治疗糖尿病的 111 个潜在靶点，确定化合物 3 和化合物 15 分别作

用于 CASP3 和 PRKCA 两个关键靶点。结论　化合物 15 为首次从葛属中分离得到的异黄酮类

化合物，网络药理学研究结果为葛根治疗糖尿病的研究提供思路。

关键词：葛根；异黄酮；化学成分；结构鉴定；网络药理学

中图分类号：R283，R286　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3193-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.010

Identification of isoflavone chemical constituents in Puerariae lobatae radix 
and related network pharmacology

WU Wen-juan, LYU Bo-long* (CTC. (Anhui) Topway Testing Services Co., Ltd., Xuancheng  Anhui  242000)

Abstract: Objective  To determine isoflavone chemical constituents in Puerariae lobatae radix and their 
mechanisms of action in treating diabetes mellitus with network pharmacology. Methods  Isoflavone 
compounds were isolated and purified from an 80% ethanol extract of Pueraria lobata with macroporous 
resin, C18 column chromatography, and preparative high-performance liquid chromatography. The 
structures were identified primarily through NMR and other spectral analyses. The potential targets and 
pathways for treating diabetes were predicted with databases such as PubChem and GeneCards. The core 
genes were subjected to Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
enrichment analysis. A “constituent-target-pathway-disease” network was establish wtih Cytoscape 
software. Results  Totally 15 isoflavone compounds were isolated and identified: 3'-methoxydaidzein (1), 
puerarin-4'-O-β-D-glucopyranoside (2), 6''-O-malonyldaidzin (3), puerarin 6''-O-xyloside (4), glycitin (5), 
3'-methoxydaidzin (6), puerarin (7), 3'-methoxypuerarin (8), daidzein (9), mirificin (10), mirificin-4'-O-
glucoside (11), 3'-hydroxymirificin (12), daidzein-7, 4'-diglucoside (13), ononin (14), and dihydrodaidzin 
(15). Out of the 15 compounds, 111 potential targets in Pueraria lobata for diabetes were screened, with 
compound 3 and compound 15 acting on the key targets CASP3 and PRKCA, respectively. Conclusion  
Compound 15 is a newly isolated isoflavone from the genus Pueraria. The network pharmacology 
research provides insights into the use of Pueraria lobata for diabetes mellitus. 
Key words: Pueraria lobata root; isoflavone; chemical constituent; structural identification; network 
pharmacology
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　　葛 [Pueraria lobata（Willd.）Ohwi] 隶属于豆
科葛属，是一种广泛分布于温带和亚热带地区的
多年生攀缘植物 [1]。葛的地下部分葛根，是一味
常用的中药，不仅在传统中医中占有重要地位，
具有解表退热、生津止渴、升阳止泻等功效 [2]。
因其丰富的药用和食用价值，葛根受到人们的广
泛关注，被誉为“亚洲人参”[3]。早在 1988 年，
葛根被我国卫生部列入“药食同源”物品名录 [4]。
葛根的药用历史可追溯至数千年前。《神农本草
经》中记载葛根“主消渴，身大热，呕吐，诸痹，
起阴气，解诸毒，主下利”[5]。《本草纲目》中则
记载葛根能“止渴，排毒，利大小便，解酒，去
烦热”[6]。葛根同时也是多种中成药的重要原料，
如葛根素注射液、葛根芩连片等 [2]。
　　近年来，随着对葛根的深入研究，多种活性
成分被陆续发现。据文献报道，葛根中已鉴定出
的化学成分超过 100 种，包括异黄酮类、三萜类

化合物、香豆素和生物碱等，这些成分被证实具
有降血糖、抗高血压、抗动脉粥样硬化、抗心肌
缺血等广泛的药理作用 [7-9]。特别是葛根素等异黄
酮类成分，已被广泛研究并用于治疗心脑血管疾
病 [10]。此外，葛根的“药食同源”特性，使其在
食品工业中也有广泛应用，如葛根粉、葛根茶等，
为人们的日常饮食提供了新的选择。
　　网络药理学是一种系统生物学方法，通过分
析药物成分、靶点和疾病之间的网络关系，揭示
药物的多成分、多靶点、多途径作用机制 [11]。本
研究旨在进一步探索葛根中的化学成分，特别是
异黄酮类化合物。通过对葛根 80% 乙醇提取物
的系统提取、分离和结构鉴定，得到一系列异黄
酮类化合物（见图 1）。同时，结合网络药理学的
方法，探讨这些化合物在治疗糖尿病中的潜在应
用。通过对葛根中异黄酮类化合物的深入研究，
为其药用价值的深入开发和应用提供科学依据。

图 1　化合物 1 ～ 15 的结构式

Fig 1　Structures of compounds 1 ～ 15

1　材料
　　Bruker AVANCE Ⅲ HD 400 型核磁共振波谱仪
（德国布鲁克公司）；Orbitrap Exploris 120 高分辨
质谱仪（美国赛默飞公司）；LC-16P 制备液相色谱
仪 [ 岛津仪器（苏州）有限公司 ]，配备 PDA 检测
器、C18 色谱柱（10 mm×250 mm，5 μm）；MCI（日
本富士化学公司）；AB-8 型大孔树脂（日本三菱化
学株式会社）；HSGF254 薄层层析硅胶板（青岛海洋
化工有限公司）；RP-18 高效薄层色谱预制板（美国
默克公司）。色谱纯乙腈、甲醇（美国赛默飞世尔科
技公司）；其他分析级试剂均为天津市大茂化学试
剂厂生产；氘代试剂均由上海麦克林生化科技有限
公司生产；核磁样品管（美国 Wilmad 公司）。
　　样品于 2021 年 7 月购自安徽亳州中药材
批发市场，由吕伯龙工程师鉴定为葛 [Pueraria 
lobata（Willd.）Ohwi] 干燥的根，样品标本编号
No.20210701。

2　方法
2.1　提取与分离
　　取干燥后的葛根根茎 3 kg，进行粉碎处理，
用 80% 乙醇溶液浸渍 3 次，每次 7 日。提取液经
旋转蒸发器在 40℃下减压浓缩，得到 520 g 总浸
膏。将总浸膏溶解于甲醇中，并经 AB-8 型大孔
树脂柱色谱洗脱。采用甲醇 - 水梯度洗脱（20∶80
至 100∶0，V/V），通过薄层色谱（TLC）检视并
合并相同流份的洗脱液，最终获得 4 个主要组分
Fr.A ～ Fr.D。
　　Fr.A 经过 MCI 柱进行进一步的分离，使用甲
醇 - 水（30∶70 至 100∶0，V/V）作为洗脱剂，得
到 5 个亚流份 Fr. A1 ～ Fr.A5。亚流份 Fr. A1-1 通
过制备液相色谱仪（Prep-HPLC），以甲醇 - 水
（40∶60，V/V）等度洗脱，纯化得到化合物 1（7.6 
mg）；亚流份 Fr. A1-2 以甲醇 - 水（60∶40，V/V）
等度洗脱，纯化得到化合物 2（6.2 mg）和化合物 3
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（5.7 mg）；亚流份 Fr. A1-4 以甲醇 - 水（65∶35，V/
V）等度洗脱，纯化得到化合物 4（9.1 mg）和化合
物 5（7.5 mg）；亚流份 Fr. A1-5 以甲醇 - 水（60∶40，
V/V）等度洗脱，纯化得到化合物 6（8.4 mg）。亚
流份 Fr. A2 首先以甲醇 - 水（40∶60，V/V）进行
Prep-HPLC 洗脱，随后使用乙腈 - 水（40∶60，V/
V）进行 Prep-HPLC 洗脱，成功分离出化合物 7
（9.1 mg）和化合物 8（10.4 mg）。亚流份 Fr.A3 则
通 过 Prep-HPLC 以 甲 醇 - 水（40∶60，V/V） 洗
脱，得到 Fr. A3-1 ～ Fr. A3-4。Fr. A3-1 经乙腈 - 水
（45∶55，V/V）洗脱，得到化合物 9（9.4 mg）。Fr. 
A3-2 在经过乙腈 - 水（40∶60，V/V）Prep-HPLC
洗脱后，再以甲醇 - 水（35∶65，V/V）进行第二
次 Prep-HPLC 洗脱，得到化合物 10（8.8 mg）。Fr. 
A3-3 和 Fr. A3-4 通过两次 Prep-HPLC 洗脱，使用
乙腈 - 水（50∶50，V/V）作为流动相进行洗脱，分
别得到化合物 11（9.3 mg）和化合物 12（8.9 mg）。
Fr. B 通过 MCI 柱分离，使用甲醇 - 水（40∶60 至
100∶0，V/V）作为洗脱剂，TLC 分析后合并得
到 5 个亚流份 Fr. B1 ～ Fr. B5。Fr.B1 经两次 Prep-
HPLC 洗脱以乙腈 - 水（30∶70，V/V）洗脱，得到
化合物 13（9.7 mg）和化合物 14（15.2 mg）。Fr. B2
经 Prep-HPLC 以乙腈 - 水（40∶60，V/V）洗脱，再
以甲醇 - 水（70∶30，V/V）进行第二次 Prep-HPLC
洗脱，得到化合物 15（4.7 mg）。
2.2　网络药理学分析方法
　　所有鉴定的化合物均转换为 PubChem 数据
库 [PubChem（nih.gov）] 中的 SMILES 结构格式。
利用 Swiss Target Prediction 数据库（Swiss Target 
Prediction）获得这些化合物的潜在作用靶点。利
用 GeneCards 数据库（www.genecards.org）获取
与糖尿病相关的靶基因。利用微生信可视化平台
（bioinformatics.com.cn）将葛根的潜在基因与糖尿
病的靶基因取交集并可视化。此外，利用 Metas-
cape 对葛根靶点进行基因本体（GO）富集和京都
基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，获得
靶点治疗糖尿病可能的通路，同时利用微生信可
视化平台（Bioinformatics.com.cn）分析富集结果，
通过核心通路寻找最核心靶点。最终利用 Cytos-
cape 3.9.1 绘制中药 - 化合物 - 靶点 - 疾病网络图。
3　结果
3.1　结构鉴定
　　化合物 1 为淡黄色粉末（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 283.0607 [M － H] －（计算值：283.0612，偏
差：－ 1.7568，分子式：C16H12O5）；1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：10.77（1H，s，7-OH），9.00
（1H，s，C4'-OH），8.28（1H，s，H-2），7.96（1H，
d，J ＝ 8.8 Hz，H-5），7.05（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，

H-2'），7.00（1H，dd，J ＝ 8.2，2.0 Hz，H-6'），
6.95（1H，dd，J ＝ 8.8，2.2 Hz，H-6），6.92（1H，
d，J ＝ 2.2 Hz，H-8），6.85（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，
H-5'），3.79（3H，s，3'-OCH3），

13C-NMR（100 
MHz，DMSO-d6）δ：174.6（C-4），162.6（C-7），
157.4（C-9），153.1（C-2），147.6（C-3'），146.1
（C-4'），127.4（C-5），124.8（C-3），123.4（C-1'），
119.8（C-6'），116.7（C-10），115.2（C-5'），116.5
（C-6），115.2（C-2'），102.2（C-8），55.7（3'-
OCH3）。NMR 数据与文献 [12] 中报道的 3'- 甲氧基大
豆苷元基本一致，因此鉴定化合物 1 为 3'- 甲氧基
大豆苷元（3'-methoxydaidzein）。
　　化合物 2 为棕褐色粉末（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 577.1555 [M － H]－（计算值：577.1552，偏差：
0.4759，分子式：C27H30O14）；1H NMR（DMSO-d6）
δ：8.41（1H，s，H-2），7.95（1H，d，J ＝ 8.8 Hz，
H-5），6.99（1H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-6），7.08（2H，
d，J ＝ 8.6 Hz，H-2'，6'），7.51（2H，d，J ＝ 8.6 
Hz，H-3'，5'），4.82（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，glc-
1），4.91（1H，glc-1'），3.18 ～ 3.72（6H，m，glc-
2 ～ 6），3.18 ～ 3.72（6H，m，glc-2' ～ 6'）；13C 
NMR（DMSO-d6）δ：153.6（C-2），123.2（C-3），
175.3（C-4），126.0（C-5），115.0（C-6），161.8
（C-7），113.2（C-8），156.7（C-9），117.2（C-10），
125.5（C-1'），130.4（C-2'，6'），116.4（C-3'，5'），
156.1（C-4'），73.4（glc-1），70.8（glc-2），77.1
（glc-3），70.2（glc-4），82.3（glc-5），61.9（glc-
6），100.9（glc-1'），73.7（glc-2'），76.5（glc-3'），
70.1（glc-4'），76.6（glc-5'），61.2（glc-6'）。NMR
数据与文献 [13] 中报道的葛根素 -4'-O- 葡萄糖苷基
本一致，因此鉴定化合物 2 为葛根素 -4'-O-β-D- 葡
萄糖苷（puerarin-4'-O-β-D-glucopyranoside）。
　　化合物 3 为白色粉末（甲醇），1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：9.58（1H，s，4'-OH），8.35
（1H，s，H-2），8.07（1H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-5），
7.12（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-6），7.15（1H，d，
J＝8.4 Hz，H-8），7.40（2H，d，J＝8.8 Hz，H-2'，
6'），6.81（2H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-3'，5'），5.14
（1H，d，J ＝ 7.3 Hz，H-1''），3.20 ～ 4.44（6H，
m，H-2'' ～ 6''），3.47（1H，br s，H-2'''）。13C 
NMR（DMSO-d6）δ：153.4（C-2），122.3（C-3），
174.8（C-4），127.1（C-5），115.0（C-6），161.1
（C-7），103.6（C-8），157.0（C-9），118.6（C-10），
122.3（C-1'），130.1（C-2'，6'），115.3（C-3'，5'），
157.0（C-4'），99.8（C-1'），73.8（C-2'），76.2（C-
3'），69.7（C-4'），73.0（C-5'），64.1（C-6'），168.0
（C-1''），41.4（C-2''），166.9（C-3''）。NMR 数据
与文献 [14] 中报道的 6''-O- 丙二酰基大豆苷基本一
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致，因此鉴定化合物 3 为 6''-O- 丙二酰基大豆苷
（6''-O-malonyldaidzin）。
　　化合物 4 为白色粉末（甲醇），ESI-HRMS：m/z 
547.1453 [M － H] －（计算值：547.1457，偏差： 
－ 0.8231，分子式：C26H28O13）；1H NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：9.52（1H，s，7-OH），4.91（1H，d，
J ＝ 6.8 Hz，glc-H-1），8.33（1H，s，H-2），7.93
（1H，d，J ＝ 6.0 Hz，H-5），6.98（1H，d，J ＝ 5.6 
Hz，H-6），7.40（2H，d，J ＝ 6.0 Hz，H-2'），6.81
（2H，d，J ＝ 6.0 Hz，H-3'），5.04（1H，d，J ＝ 7.8 
Hz，glc-1），3.25 ～ 3.67（5H，m，glc-H）；13CNMR
（100 MHz，DMSO-d6）δ：153.1（C-2），123.0（C-
3），175.4（C-4），126.7（C-5），115.4（C-6），161.5
（C-7），113.0（C-8），117.3（C-9），156.7（C-10），
123.3（C-1'），130.5（C-2'），157.2（C-4'），73.2
（glc-C-1），71.3（glc-C-2），79.0（glc-C-3），69.7
（glc-C-4），80.6（glc-C-5），69.9（glc-C-6），104.4
（xyl-C-1），71.1（xyl-C-2），77.0（xyl-C-3），69.8
（xyl-C-4），66.1（xyl-C-5）。这些 NMR 数据与文
献 [15] 报道基本一致，确定化合物 4 为葛根素 -6''-O-
木糖苷（puerarin 6''-O-xyloside）。
　　化合物 5 为白色粉末（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 445.1136 [M － H] －（计算值：445.1140，偏差： 
－ 1.0427，分子式：C22H32O1）；1H-NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：9.55（1H，s，7-OH），8.38（1H，s，
H-2），7.49（1H，s，H-5），7.33（1H，s，H-8），
7.42（2H，d，J ＝ 8 Hz，H-2'，6'），6.82（2H，d，
J ＝ 8 Hz，H-3'，5'），3.88（3H，s，OCH3-6），5.17
（1H，d，J ＝ 7.4 Hz，Glc-1），3.17 ～ 3.73（6H，
m，Glc-2 ～ 6）。13C-NMR（100 MHz，DMSO-d6）
δ：153.49（C-2），123.6（C-3），174.86（C-4），
105.22（C-5），147.93（C-6），153.49（C-7），103.90
（C-8），151.69（C-9），118.29（C-10），123.07（C-
1'），130.55（C-2'，6'），115.46（C-3'，5'），157.65
（C-4'），56.31（OCH3-6），100.10（glc-1），73.49
（glc-2），77.22（glc-3），70.06（glc-4），77.68（glc-
5），61.11（glc-6）。NMR 数据与文献 [16] 中报道基本
一致，故鉴定化合物 5 为黄豆黄苷（glycitin）。
　　化合物 6 呈白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 445.1137 [M － H] －（计 算 值：445.1140， 偏
差： － 0.7685， 分 子 式：C22H22O10）；1H-NMR
（400 MHz，DMSO-d6）δ：9.08（1H，s，4'-OH），
8.40（1H，s，H-2），8.02（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-5），7.10（1H，dd，J＝8.0，2.2 Hz，H-6），7.20
（1H，d，J ＝ 2.2 Hz，H-8），7.14（1H，d，J ＝

1.8 Hz，H-2'），6.79（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-5'），
6.97（1H，dd，J ＝ 8.2，1.8 Hz，H-6'），5.15（1H，
d，J ＝ 7.8 Hz，glc-H-1''），3.27 ～ 3.35（1H，m，

glc-H-2''），3.13（1H，m，glc-H-4''），3.28（1H，
m，glc-H-5''），3.35（1H，m，glc-H-6''），3.70
（1H，m，glc-H-6''），3.76（3H，s，3'-OCH3）。
NMR 数据与文献 [14] 中的 3'- 甲氧基大豆苷报道基
本一致，因此鉴定化合物 6 为 3'- 甲氧基大豆苷
（3'-methoxydaidzin）。
　　化合物 7 呈白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 451.1026 [M － H] －（计 算 值：415.1035， 偏
差：－ 1.9869，分子式：C21H20O9）；1H-NMR（400 
MHz，CD3OD）δ：8.13（1H，s，H-2），7.99（1H，
d，J ＝ 7.8 Hz，H-5），7.31（2H，d，J ＝ 7.0 Hz，
H-2'，6'），6.93（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-6），6.79
（2H，d，J ＝ 7.0 Hz，H-3'，5'），5.04（1H，d，
J ＝ 7.6 Hz，glc-H-1''），以及 3.43 ～ 4.08（6H，m，
glc-H-2'' ～ 6''）。这些 NMR 数据与文献 [17] 中的葛
根素报道基本一致，因此鉴定化合物 7 为葛根素
（puerarin）。
　　化合物 8 呈白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 445.1133 [M － H] －（计 算 值：445.1140， 偏
差：－ 1.7283，分子式：C22H22O10）；1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：8.34（1H，s，H-2），7.91（1H，
d，J ＝ 8.0 Hz，H-5），6.94（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，
H-6），7.14（1H，d，J＝1.8 Hz，H-2'），6.78（1H，
d，J＝8.0 Hz，H-5'），7.02（1H，dd，J＝8.0，1.8 
Hz，H-6'），4.80（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，Glc-H-1''），
3.22 ～ 4.03（6H，m，Glc-H-2'' ～ 6''），3.78（3H，
s，3'-OCH3）。

13C-NMR（100 MHz，DMSO-d6）δ：
154.7（C-2），125.5（C-3），178.2（C-4），128.1（C-
5），116.2（C-6），163.0（C-7），113.1（C-8），154.7
（C-9），118.5（C-10），124.7（C-1'），114.0（C-
2'），148.8（C-3'），147.8（C-4'），116.2（C-5'），
122.8（C-6'），56.5（3'-OCH3），75.6（C-1''），73.0
（C-2''），80.0（C-3''），71.7（C-4''），82.7（C-5''），
62.8（C-6''）。NMR 数据与文献 [15] 中的 3'- 甲氧基
葛根素报道基本一致，因此鉴定化合物 8 为 3'- 甲
氧基葛根素（3'-methoxypuerarin）。
　　化合物 9 为无色针状晶体（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 253.0502 [M － H] －（计算值：253.0506，偏差： 
－ 1.7622，分子式：C15H10O4）；1H-NMR（400 MHz，
CD3OD）δ：10.81（1H，s，7-OH），9.56（1H，s，4'-
OH），8.26（1H，s，H-2），7.97（1H，d，J＝8.4 Hz，
H-5），7.36（2H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-2'，6'），6.93
（1H，dd，J ＝ 8.4，2.1 Hz，H-6），6.85（1H，d，
J ＝ 2.1 Hz，H-8），6.80（2H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-3'，
5'）。13C-NMR（100 MHz，CD3OD）δ：152.9（C-2），
122.6（C-3），174.8（C-4），127.4（C-5），115.0（C-
6），162.6（C-7），102.17（C-8），157.5（C-9），116.7
（C-10），123.6（C-1'），130.15（C-2'，6'），115.2（C-
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3'，5'），157.2（C-4'）。NMR 数据与文献 [17] 中报道的
大豆苷元基本一致，因此鉴定化合物 9 为大豆苷元
（daidzein）。
　　化合物 10 为白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 547.1447 [M － H] －（计 算 值：547.1457， 偏
差：－ 1.9386，分子式：C26H28O13）；1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：8.34（1H，s，H-2），7.95（1H，
d，J ＝ 8.4 Hz，H-5），6.99（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，
H-6），7.40（2H，d，J ＝ 8.6 Hz，H-2'，6'），6.81
（2H，d，J ＝ 8.6 Hz，H-3'，5'），9.54（1H，s，
4'-OH），4.78（1H，d，J ＝ 9.8 Hz，H-1''），4.01
（1H，dd，J ＝ 9.8，8.5 Hz，H-2''），3.40（1H，
dd，J ＝ 8.5，8.0 Hz，H-3''），3.27（1H，dd，J ＝
8.2，8.4 Hz，H-4''），3.25（1H，dd，J ＝ 8.4，7.6 
Hz，H-5''），3.93（1H，dd，J ＝ 11.2，7.6 Hz，Ha-
6''），4.77（1H，br d，J ＝ 11.2 Hz，Hb-6''），5.09
（1H，br s，H-1'''），4.44（1H，br s，H-2'''），3.84
（1H，d，J ＝ 9.4 Hz，Ha-4'''），3.57（1H，d，J ＝
9.4 Hz，Hb-4'''），3.26（1H，d，J ＝ 5.0 Hz，Ha-
5'''），3.30（1H，d，J＝ 5.0 Hz，Hb-5'''）。13C-NMR
（100 MHz，DMSO-d6）δ：153.1（C-2），123.6（C-
3），175.4（C-4），126.8（C-5），115.5（C-6），161.5
（C-7），113.0（C-8），157.6（C-9），117.4（C-10），
123.0（C-1'），130.5（C-2'，6'），115.5（C-3'，5'），
156.7（C-4'），73.7（C-1''），71.2（C-2''），79.1
（C-3''），71.0（C-4''），80.5（C-5''），68.8（C-6''），
109.6（C-1'''），76.2（C-2'''），79.2（C-3'''），73.9
（C-4'''），63.6（C-5'''）。NMR 数据与文献 [15] 中报
道的葛根素芹菜糖苷基本一致，因此确定化合物
10 为葛根素芹菜糖苷（mirificin）。
　　化合物11为白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 709.1979 [M － H] －（计算值：709.1985，偏差： 
－ 0.9325，分子式：C32H38O18）；1H-NMR（400 
MHz，CD3OD）δ：8.14（1H，s，H-2），7.96
（1H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-5），7.08（1H，d，J ＝

8.8 Hz，H-6），7.39（2H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-2'，
6'），6.90（1H，d，J ＝ 8.8 Hz，H-3'，5'），5.02
（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，glc-1），4.86（1H，m，api-
1），3.79～3.80（1H，m），3.79～3.80（1H，m），
3.55 ～ 3.65（2H，m），3.38 ～ 3.43（2H，m），
3.21 ～ 3.26（6H，m）。NMR 数据与文献 [15] 中报
道的美佛辛 -4'-O- 葡萄糖苷基本一致，因此确定
该化合物11为美佛辛 -4'-O- 葡萄糖苷（mirificin-4'-
O-glucoside）。
　　化合物 12 为白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 563.139 53 [M － H] －（计 算 值：563.140 63，
偏差：－ 1.957 32，分子式：C26H28O14）；1H-NMR
（400 MHz，DMSO-d6）δ：8.28（1H，s，H-2），7.94

（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-5），7.00（1H，d，J ＝

8.2 Hz，H-6），7.04（1H，d，J ＝ 1.9 Hz，H-2'），
6.76（1H，d，J ＝ 8.1 Hz，H-5'），6.82（1H，dd，
J ＝ 8.1，1.9 Hz，H-6'），4.81（1H，d，J ＝ 8.3 
Hz，H-1''），4.78（1H，d，J ＝ 3.0 Hz，H-1'''），
3.93 ～ 5.07（glc，api-OH），3.18 ～ 4.01（m，glc，
api-H）。13C-NMR（100 MHz，DMSO-d6）δ：153.0
（C-2），123.5（C-3），175.4（C-4），126.7（C-5），
115.8（C-6），161.6（C-7），113.0（C-8），156.6（C-
9），117.5（C-10），122.9（C-1'），114.9（C-2'），
145.2（C-3'），145.7（C-4'），117.1（C-5'），120.2
（C-6'），75.0（C-1''），71.0（C-2''），78.1（C-3''），
73.7（C-4''），80.5（C-5''），68.8（C-6''），109.5（C-
1'''），75.2（C-2'''），78.2（C-3'''），72.8（C-4'''），
63.4（C-5'''）。NMR 数据与文献 [18] 中报道的 3'- 羟
基葛根素芹菜糖苷基本一致，因此鉴定化合物 12
为 3'- 羟基葛根素芹菜糖苷（3'-hydroxymirificin）。
　　化合物 13 为白色粉末状（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 577.1554 [M － H] －（计 算 值：577.1563， 偏
差： － 1.5302， 分 子 式：C27H30O14）；1H-NMR
（400 MHz，DMSO-d6）δ：8.46（1H，s，H-2），8.06
（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，H-5），7.53（2H，d，J ＝

8.2 Hz，H-2'，6'），7.17（1H，J ＝ 1.8 Hz，H-8），
7.15（1H，dd，J ＝ 8.5，1.8 Hz，H-6），7.10（2H，
d，J ＝ 8.5 Hz，H-3'，5'），5.09（1H，d，J ＝

8.1，7-O-glc H-1''），4.91（1H，d，J ＝ 7.6 Hz，
4'-O-glc-H-1'），3.20 ～ 3.75（glc-H）。13C-NMR
（100 MHz，DMSO-d6）δ：154.3（C-2），123.8
（C-3），175.1（C-4），127.5（C-5），116.5（C-6），
161.9（C-7），103.9（C-8），157.5（C-9），118.9（C-
10），122.3（C-1'），130.5（C-2'），116.1（C-3'），
156.7（C-4'），100.8（C-1''），73.0（C-2''），77.7
（C-3''），73.3（C-4''），77.0（C-5''），70.1（C-6''），
100.5（C-1''），73.0（C-2''），77.5（C-3''），70.2
（C-4''），77.1（C-5''），61.1（C-6''）。NMR 数据与
文献 [19] 中报道的大豆素 -7，4'- 二葡萄糖苷基本一
致，因此鉴定化合物 13 为大豆素 -7，4'- 二葡萄糖
苷（daidzin-7，4'-diglucoside）。
　　化合物 14 为棕褐色粉末（甲醇），ESI-HRMS：
m/z 429.1187 [M － H]－（计算值：429.1180，偏差：
1.7134，分子式：C22H22O9）；1H-NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：8.45（1H，s，H-2），8.06（1H，d，
J＝8.8 Hz，H-5），7.54（2H，d，J＝8.8 Hz，H-2'，
6'），7.25（1H，d，J ＝ 1.8 Hz，H-8），7.17（1H，
dd，J＝ 8.8，1.8 Hz，H-6），7.00（2H，d，J＝ 8.8 
Hz，H-3'，5'），5.10（1H，d，J ＝ 7.6 Hz，H-1''），
3.80（3H，s，4'-OCH3），以及3.19～3.80（6H，m，
glc-H）为糖部分的质子信号。NMR 数据与文献 [20]
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中报道的芒柄花苷基本一致，因此鉴定化合物 14
为芒柄花苷（ononin）。
　　化合物 15 为淡黄色无定形粉末（甲醇），ESI-
HRMS：m/z 417.1183 [M － H]－（计算值：417.1191，
偏差：－ 1.9642，分子式：C21H22O9）；1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）的数据显示了苷元部分和葡萄糖
苷部分的质子信号，包括：δ 4.60（1H，dd，J ＝

4.5，12.0 Hz，H-2a），5.02（1H，dd，J ＝ 7.4，12.0 
Hz，H-2b），3.90（1H，t，J ＝ 4.5 Hz，H-3），7.84
（1H，d，J＝8.4 Hz，H-5），6.75（1H，dd，J＝2.3，
8.4 Hz，H-6），6.70（1H，d，J ＝ 2.3 Hz，H-8），
7.10（2H，d，J ＝ 8.6 Hz，H-2'，6'），6.79（2H，
d，J ＝ 8.6 Hz，H-3'，5'），以及葡萄糖苷部分的信
号：δ 4.61（1H，d，J ＝ 7.6 Hz，H-1''），3.50（1H，
dd，J ＝ 7.6，9.0 Hz，H-2''），3.68（1H，t，J ＝ 9.0 
Hz，H-3''），3.47（1H，t，J ＝ 9.0 Hz，H-4''），3.34
（1H，m，H-5''），3.71（1H，dd，J ＝ 12.2，3.5 Hz，
H-6''a），3.89（1H，dd，J ＝ 12.2，5.3 Hz，H-6''b）。
NMR 数据与文献 [21] 中报道的二氢大豆苷基本一致，
因此鉴定化合物 15 为二氢大豆苷（dihydrodaidzin）。
3.2　网络药理学分析结果

3.2.1　葛根中化学成分的靶点预测以及疾病靶点
的检索　根据葛根中分离鉴定的 15 个化合物，在 
PubChem 中 获 取 其 Canonical SMILES， 于 Swiss 
Target Prediction 中预测潜在靶点，筛选出概率大于 
0 的靶点，去除重复项后得 125 个潜在药物靶点。
在 GeneCards 数据库以“Diabetes Mellitus”为关键词
在 GeneCards 中共得到糖尿病相关靶点 15 924 个。
3.2.2　潜在治疗靶点的筛选及富集分析　利用
Excel 软件筛选出药物靶点与疾病靶点的交叉靶
点，将交叉的靶点作为葛根治疗糖尿病的潜在治
疗靶点，共交集获得 111 个交叉靶点。利用 Metas-
cape 构建蛋白质 - 蛋白质相互作用网络（PPI），并
对潜在靶点进行 GO 富集和 KEGG 富集分析。对
111 个潜在治疗靶基因进行 GO 富集（如图 2 所
示），主要包括分子功能（MF）、生物过程（BP）
以及细胞组分（CC）。在 BP 富集分析中，目标
基因主要富集在细胞对氮化合物的反应（cellular 
response to nitrogen compound）、细胞对有机环状
化 合 物 的 反 应（cellular response to organic cyclic 
compound）和对外源性刺激的反应（response to xe-
nobiotic stimulus）中；在 CC 富集分析中，目标基
因主要富集在细胞的顶端部分（apical part of cell）、
细胞体（cell body）和细胞质的核周区（perinuclear 
region of cytoplasm）中；在 MF 富集分析中，目

标基因主要富集在碳酸酐酶活性（carbonate dehy-
dratase activity）、一氧化氮合酶调节活性（nitric-ox-
ide synthase regulator activity）和氧化还原酶活性
（oxidoreductase activity）中。KEGG 富集分析显
示（如图 3 所示），上述潜在治疗靶基因主要富集
在脂质与动脉粥样硬化（lipid and atherosclerosis）、
MAPK 信号通路（MAPK signaling pathway）以及
血清素能突触（serotonergic synapse）中，且有研
究证明这些通路可能与糖尿病的发生发展有关。
根据 KEGG 富集结果的拓扑逻辑属性分析，脂质
与动脉粥样硬化、MAPK 信号通路以及血清素能
突触的富集程度较高，其中脂质与动脉粥样硬化
信号通路的富集程度最高。将这 3 个通路的靶基
因进行了可视化，最终得出了两个共同的核心基
因为 CASP3 和 PRKCA。
3.3.3　中药 - 成分 - 靶点 - 通路 - 疾病网络构建　
利用 Cotoscape 3.9.1 将葛根中 15 个化合物与 111
个交叉靶点以及富集得到的核心通路进行可视
化，构建中药 - 化合物 - 靶点 - 疾病网络图，见图
4。结合以上信息，葛根中的化合物 3 和 15，分
别通过作用于 CASP3和 PRKCA 这两个关键靶点，
进而影响了脂质与动脉粥样硬化、MAPK 信号通
路以及血清素能突触这 3 个重要的生物途径，这
些作用机制最终可能有助于治疗糖尿病。
4　讨论

　　本研究深入研究了葛根中的异黄酮类化学成
分，成功分离并鉴定了 15 个异黄酮类化合物。
化合物 15（二氢大豆苷，dihydrodaidzin）首次从
葛属植物中被分离鉴定，这一发现丰富了葛根的
化学成分信息，为其药用价值提供了新的物质基
础。利用 PubChem 和 GeneCards 等数据库，我
们预测了这些化合物可能在治疗糖尿病方面的作
用靶点及通路。通过筛选，共鉴定出 111 个潜在
靶点，涵盖多个与糖尿病相关的生物学过程和信
号通路。特别是化合物 3 和化合物 15 被确认作
用于 CASP3 和 PRKCA 这两个关键靶点，为进一
步揭示葛根治疗糖尿病的分子机制提供了重要线
索。异黄酮类化合物在葛根中表现出显著的生物
活性，已成为药物研发的热点，包括抗糖尿病、
抗炎、抗氧化和抗肿瘤等多种生物活性。这些活
性可能与其化学多样性相关，包括不同的异黄酮
骨架及甲氧基化、甲基化和糖基化等化学修饰形
式。尤其是本研究新发现的二氢大豆苷，其药理
作用尚未被充分研究，值得进一步探索。作为传
统中药，葛根的药用价值已被广泛认可。本研究
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不仅为葛根的化学成分研究提供了新的数据支
持，也为其深入开发和应用提供了科学依据。
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图 2　潜在治疗靶基因 GO 富集分析图

Fig 2　GO enrichment analysis map of potential therapeutic target genes

图 3　KEGG 富集气泡分析图

Fig 3　KEGG enrichment bubble analysis diagram

图 4　化合物 - 靶点 - 通路 - 疾病网络图

Fig 4　Compound-target-pathway-disease network diagram
注（Note）：粉色为靶点；蓝色为化合物成分；绿色为核心通路；

紫色为中药；橙黄色为疾病（Pink represents targets；blue represents 
compound components；green represents core pathways；purple 
represents traditional Chinese medicine；orange represents diseases）。
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基于网络药理学和分子对接探讨苦杏仁苷治疗胃癌的 
作用机制及实验验证

彭琳1，廖彬1，龙慧玲2*（1. 湖南省药品审核查验中心，长沙　410001；2. 湖南省药品审评与不良反应监测中心，长沙　

410001）

摘要：目的　基于网络药理学的方法，结合分子对接和体外实验，揭示苦杏仁苷治疗胃癌的生物

活性、关键靶点和潜在的药理作用机制。方法　基于公共数据库筛选出苦杏仁苷以及胃癌的靶点

基因，进行靶点标准化；运用 Cytoscape 软件构建胃癌 - 苦杏仁苷 - 靶点网络；将获得的关键靶标

上传到 STRING 数据库，用于蛋白质相互作用网络分析；通过拓扑分析确定苦杏仁苷治疗胃癌的

核心靶标，并进行功能注释分析和路径富集分析；结合分子对接技术验证苦杏仁苷与核心靶标之间

结合活性的强弱；最后通过体外实验进行验证。结果　CCK-8 结果显示，与对照组比较，苦杏仁

苷 4、8 mg·mL－ 1 干预 48 h 后，HGC-27 细胞增殖作用受到显著抑制；流式细胞术结果表明，苦

杏仁苷能够浓度依赖性地促进胃癌细胞的凋亡；与对照组比较，苦杏仁苷 4、8 mg·mL－ 1 干预 48 
h 后，Bax 蛋白表达水平明显增加，Bcl2 蛋白表达水平明显下降。共筛选出苦杏仁苷治疗胃癌的交

集靶点 34 个，核心靶点分别是 SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5，分子对接结果显示苦杏

仁苷与这 5 个核心靶点有极好的结合能力；与对照组比较，苦杏仁苷 4、8 mg·mL－ 1 干预 48 h 后，

SSTR3 蛋白表达水平明显增加。结论　苦杏仁苷可以通过发挥类似生长抑素的作用于生长抑素受体 
SSTR3，增加胃癌细胞凋亡，并影响其生长增殖的生物学过程来发挥对胃癌的治疗作用。
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Mechanism of amygdalin for gastric cancer based on network 
pharmacology and molecular docking 

PENG Lin1, LIAO Bin1, LONG Hui-ling2* (1. Hunan Drug Inspection Center, Changsha  410001; 2. 
Hunan Center for Drug Evaluation and Adverse Reaction Monitoring, Changsha  410001)

Abstract: Objective  To determine the biological activity, key targets, and potential pharmacological 
mechanism of amygdalin for gastric cancer based on network pharmacology, molecular docking and in 
vitro experiments. Methods  The relevant targets of amygdalin and gastric cancer were identified and 
standardized based on data from public databases. The gastric cancer-amygdalin-target network was 
established with Cytoscape software. Key targets were uploaded to the STRING database for protein-
protein interaction (PPI) analysis. Topological analysis identified the core targets of amygdalin therapy 
in gastric cancer, followed by Gene Ontology and pathway enrichment analyses of Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes enrichment. Molecular docking was used to evaluate the binding affinities 
between amygdalin and the core targets. In vitro experiments validated these findings, and assessed the 
therapeutic potential of amygdalin against gastric cancer. Results  The CCK-8 results indicated that 
the proliferation of HGC-27 cells was much inhibited after 48 h of intervention with 4 mg·mL － 1 and 
8 mg·mL － 1 of amygdalin, as compared with the control group. Totally 34 intersecting target genes 
of amygdalinfor gastric cancer were identified, with the core targets being SSTR1, SSTR2, SSTR3, 
SSTR4, and SSTR5. Molecular docking analysis showed good binding activity between amygdalin and 
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　　根据 2020 年全球癌症统计数据，胃癌的死亡
率排名第四，发病率极高；早期胃癌患者无症状，
通常诊断时已为晚期，对人们的生命和健康构成严
重的威胁 [1]。尽管手术方法、放疗、化疗和新辅助
治疗的进步显著提高了胃癌患者的生存率，但预后
不良和治疗选择有限，晚期胃癌患者的预后仍然令
人失望，因此，需要寻找新的治疗方法 [2-3]。
　　中药具有靶点多、不良反应少等特点，在改善胃
癌患者生活质量方面具有巨大优势。天然产物是治
疗疾病和开发合成药物的丰富来源 [4]，苦杏仁苷主要
存在于苦杏仁中，是一种天然芳香氰化物，广泛分
布于植物中，尤其存在于蔷薇科植物种子中，如杏、
桃、樱桃、李子等 [5]。苦杏仁苷除了具有抗纤维化、
抗炎、抗动脉粥样硬化、改善消化系统和生殖系统、
镇痛、免疫调节以及降低血糖的药理活性等作用外，
还具有抗肿瘤的特性。研究表明，苦杏仁苷的抗肿
瘤活性是通过诱导细胞凋亡，抑制肿瘤细胞生长和
减少肿瘤细胞转移来实现的 [6]。但其在胃癌治疗方面
尚未见相关研究。本课题组前期研究表明，苦杏仁
苷能够以浓度依赖性的方式抑制胃癌细胞的增殖。
　　网络药理学结合了系统生物学和生物信息学
来阐述药物的复杂机制，为疾病的药物发现提供
了新的途径，为阐明药物的作用机制提供了新的
方法 [7-8]。本研究旨在通过网络药理学和分子对
接并结合体外实验，分析苦杏仁苷防治胃癌的作
用机制，为其治疗胃癌的进一步研究提供科学依
据，现报道如下。
1　材料

1.1　细胞株

　　人胃癌细胞株 HGC-27 细胞，购自中科院上
海细胞库。
1.2　试药

　　苦杏仁苷（Sigma 公司）；RPMI-1640 培养基、
胎牛血清、青霉素 - 链霉素双抗（Gibco 公司）；流
式检测凋亡试剂盒（BD，USA）；一抗 Bax、Bcl2、
SSTR3、GAPDH、山羊抗兔和山羊抗鼠二抗（三
鹰生物技术有限公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂

盒（博士德）；0.25% 胰蛋白酶溶液（北京索莱宝公
司）；CCK-8 试剂溶液（美仑生物）；RT-PCR 试剂
盒（Promega 公司）。
1.3　仪器

　　电子分析天平（d ＝ 0.0001 g，SHIMADZU）；
CO2 细胞培养箱（Panasonic 公司）；电泳仪、电泳槽、
转膜槽（美国 Bio-Rad 公司）；生化培养箱（宁波扬
辉仪器有限公司）；多功能酶标仪 DTX880（美国
Themo 公司）；Mastercycle PCR 仪（德国 Eppendorf
公司）。
2　方法与结果

2.1　苦杏仁苷对胃癌细胞增殖的影响

　　将 HGC-27 细胞置于 5%CO2、37℃ 培养箱中
培养，待细胞密度达到 80% 左右，将其消化，离
心收集后重悬，然后以 1×104 个每孔接种于 96 孔
板中，置于 37℃、5%CO2 的恒温培养箱中培养
过夜。已有体外研究结果显示，苦杏仁苷发挥抗
肿瘤作用的质量浓度范围为 1 ～ 10 mg·mL－ 1[9]，
苦杏仁苷质量浓度为 4、8 mg·mL － 1 时肝癌 
HuH-7 细胞存活率显著低于对照组 [10]。故本实验
设置 3 组：苦杏仁苷药物组高、低剂量组（给药质
量浓度分别为 8、4 mg·mL－ 1）及对照组（不给予
药物）。在各组培养 48 h 时，使用含有 10% CCK-
8 的空白培基孵育细胞 1 h，在酶标仪 450 nm 波长
下检测吸光度，计算细胞存活率。实验结果显示，
苦杏仁苷作用于 HGC-27 细胞 48 h 后，显著抑制
胃癌细胞增殖，见图 1。
2.2　流式细胞术检测细胞凋亡

　　将 HGC-27 细胞按 3×105 个 / 孔接种于 6 孔板
中，稳定培养 24 h；加入 0、4、8 mg·mL－ 1 苦杏
仁苷干预 48 h，收集细胞置于离心管中，用 PBS 洗
涤细胞，离心后弃上清液；加入 200 μL 1×Binding 
Buffer，重悬细胞，避光，加入 Annexin-FITC，冰
上孵育 10 min；加入 PI，冰上孵育 10 min，使用
Flow Jo 软件进行统计学分析。结果显示，苦杏仁
苷以浓度依赖性的方式诱导 HGC-27 细胞凋亡（见
图 2A 及 2B）。

the 5 core targets. Compared with the control group, the expression levels of Bax and SSTR3 proteins 
treatly increased, while the expression level of Bcl2 protein decreased after 48 h of intervention with 4 
mg·mL － 1 and 8 mg·mL － 1 of amygdalin. Conclusion  Amygdalin has a therapeutic effect on gastric 
cancer by acting as a growth inhibitor on the SSTR3 receptor, increasing the apoptosis of gastric cancer 
cells, and affecting their growth and proliferation processes. 
Key words: amygdalin; gastric cancer; network pharmacology; molecular docking; in vitro experiment



3202

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

图 1　苦杏仁苷对 HGC-27 细胞增殖的影响

Fig 1　Effect of amygdalin on the proliferation of HGC-27
注：与对照组（0 mg·mL － 1）相比，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the control group（0 mg·mL － 1），

*P ＜ 0.05.

2.3　网络药理学分析
2.3.1　苦杏仁苷 - 胃癌疾病靶点　通过 TCMSP
以“amygdalin”为关键词搜索得到 7 个靶点。同
时，使用 SwissTargetPrediction 数据库，在首页选
择 “homo sapiens” 输入从 PubChem 获得 SMILES 
号，得到苦杏仁苷 100 个潜在靶点，选取前 32 个
probability 大于 0 的靶点用于后续分析；去重，最
终共获得 39 个潜在靶点。通过 GeneCards 在线数
据库得到“胃癌”相关疾病靶点 11 842 个。使用 
Venny 2.1.0 在线平台，得到交集靶点 34 个，作为
苦杏仁苷治疗胃癌的潜在作用靶点。
2.3.2　苦杏仁苷 - 胃癌靶点 GO 功能与 KEGG 富集

图 2　苦杏仁苷对 HGC-27 细胞凋亡的影响

Fig 2　Effect of amygdalin on the apoptosis of HGC-27 cells
注：与对照组（0 mg·mL － 1）比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group（0 mg·mL － 1），**P ＜ 0.01.

分析　将与胃癌治疗相关的 34 个苦杏仁苷靶点映
射到 DAVID 数据库进行生物功能富集分析，从整
体角度出发，系统研究苦杏仁苷在对胃癌治疗方面
可能涉及的生物功能及相关分子机制。GO 分析结
果显示，苦杏仁苷在胃癌治疗方面可能参与细胞增
殖的负调控、生长抑素信号通路等生物学过程。靶
基因主要富集在质膜和细胞质中，以及具有调节生
长抑素受体活性、碳酸盐脱水酶活性等分子功能，
见图 3。KEGG 分析结果显示，苦杏仁苷主要参与
了代谢以及胃酸分泌等相关信号通路，见图 4。富
集结果表明，苦杏仁苷可能通过参与生长抑素信号
通路在胃癌发病过程中发挥关键作用。
2.3.3　苦杏仁苷 - 胃癌潜在作用靶点的 PPI　将
34 个潜在作用靶点导入 STRING 数据库以构建

PPI 网络，剔除 4 个与其他靶点不存在相互作用
的潜在作用靶点，得到最终的 PPI 网络。将其导
入到 Cytoscape 3.2.1 软件中，得到共涉及 30 个
节点，55 条边的可视化的蛋白质相互作用体系
网络。在网络中，节点大小、颜色与靶点蛋白的
Degree 值成正比，节点间连线表示靶点蛋白间存
在潜在的相互作用关系。使用 CytoNCA 进行打
分，结果表明 SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、
SSTR5 在该网络体系中的重要程度较高，见图 5。
2.3.4　分子对接验证核心活性成分与关键靶点的
结 合 作 用　 利 用 AutoDock 1.5.6 工 具 和 Vina 对
“2.3.3”项下所得到的核心子网络中的蛋白与苦杏
仁苷分别进行对接，并根据对接结合自由能进行
评分，结果见表 1。一般认为结合能小于－ 17.78 
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kJ·mol － 1 提示配体与受体有一定的结合活性，
小于－ 20.92 kJ·mol － 1 有较好的结合活性，小
于－ 29.29 kJ·mol－ 1 有强烈的结合活性 [11]；可以
看出，这 5 个核心靶点均能够与苦杏仁苷之间形成
极好的结合。最后使用 PyMOL 4.6.0 对结果进行可
视化，结果见图 6。

表 1　各蛋白体系与苦杏仁苷分子对接能 
Tab 1　Molecular docking energy scale of each protein system  

and amygdalin

核心靶点 分子对接能量 /（kJ·mol － 1）

SSTR1 － 30.79
SSTR2 － 30.42
SSTR3 － 33.22
SSTR4 － 32.13
SSTR5 － 33.77

2.4　RT-PCR 实验
　　苦杏仁苷处理 HGC-27 细胞 48 h 后用 Trizol 法
提取各组总 RNA，用 Real-Time PCR 试剂盒进行

图 3　苦杏仁苷 - 胃癌基因的 GO 富集分析的条形图

Fig 3　Barplot map of GO enrichment analysis of amygdalin-gastric 
cancer gene

图 4　苦杏仁苷 - 胃癌基因的 KEGG 富集分析气泡图

Fig 4　Bubble map for KEGG enrichment analysis of amygdalin-gastric 
cancer gene

图 6　苦杏仁苷与核心靶点的对接

Fig 6　Docking of amygdalin with core targets
A ～ E. 依次为 SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4 和 SSTR5 与苦杏仁苷的对接（A ～ E. SSTR1，SSTR2，SSTR3，SSTR4 and SSTR5 docking 
with amygdalin）

逆转录得到 cDNA，然后检测其中 SSTR1、SSTR2、
SSTR3、SSTR4 和 SSTR5 的 mRNA 水平，引物序
列见表 2。与对照组相比，4、8 mg·mL － 1 苦杏
仁苷干预胃癌 HGC-27 细胞后，核心基因均显示
上调趋势，结果如图 7A 所示。其中，SSTR3 上调

最为明显。
2.5　Western blot 法检测细胞 Bax、Bcl2、SSTR3 
蛋白表达
　　取对数生长期胃癌 HGC-27 细胞，接种于 6
孔培养板中，置于 37℃、5% CO2 饱和湿度培养

图 5　苦杏仁苷 - 胃癌靶点蛋白互作网络图

Fig 5　Interaction network of amygdalin-gastric target proteins 
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箱中过夜；使用4、8 mg·mL－1苦杏仁苷处理细胞，
收集各组细胞，充分裂解后进行蛋白质定量，计
算蛋白上样体积（上样量 20 μg）；加入适量上样
缓冲液至剩余蛋白中，使其终浓度为 1×即可。
将混合后的样本 95℃水煮 10 min，于－ 20℃环
境下保存；取蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，结束后
湿转至 PVDF 膜，室温封闭，4℃一抗孵育过夜，
次日洗膜，后显影；使用 Image J 软件进行灰度
分析。发现用苦杏仁苷处理后，Bax 的表达显著
增加，而 Bcl2 的表达显著降低（见图 2C、D）。
图 7B、C 显示，苦杏仁苷可显著上调 SSTR3 在
HGC-27 细胞中的蛋白表达水平。

图 7　苦杏仁苷对 HGC-27 细胞中 SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、
SSTR5 基因（A）及 SSTR3 蛋白（B）变化的影响

Fig 7　Effect of amygdalin on SSTR1，SSTR2，SSTR3，SSTR4，
SSTR5 genes（A）and SSTR3 protein（B）in HGC-27 cells

注：与对照组（0 mg·mL－ 1）比较，**P ＜ 0.01。
Note：Compared the with control group（0 mg·mL－ 1），**P ＜ 0.01.

3　讨论
　　近年来，胃癌发病率和死亡率逐渐增加，这
与饮食、生活方式、遗传等因素有关。由于远处
转移和复发，大多数患者预后不良 [4，12]。中药已

有两千多年的历史，临床应用广泛 [13]；近年来，
传统中医药在胃癌治疗领域的发展速度显著加快，
众多研究报道了中药单体成分在对抗胃癌方面的
疗效，如黄芪甲苷、丹皮酚等 [14-15]。苦杏仁苷具
有良好的抗肿瘤作用，然而，其在胃癌治疗领域
的作用及作用机制尚未见详细文献报道。
　　HGC-27 细胞株是胃癌相关研究中常用的细
胞株，故本研究选择其进行体外实验验证 [16-17]。
结果发现，苦杏仁苷具有良好的抗肿瘤活性，能
够浓度依赖性地抑制胃癌细胞的增殖；流式细胞
术实验结果表明，苦杏仁苷呈剂量依赖性的方式
诱导胃癌细胞凋亡，并且上调 Bax、下调 Bcl2 蛋
白的表达。随后，使用网络药理学对苦杏仁苷
治疗胃癌的作用机制进行初步探究。结果显示，
SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4 和 SSTR5 可
能是苦杏仁苷治疗胃癌的核心靶点；富集分析结
果表明苦杏仁苷可能通过调节生长抑素受体活性
以及参与细胞增殖的负调控的生物学过程发挥对
胃癌的治疗作用。大量研究表明，生长抑素类似
物可以抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡 [18]。生长
抑素通过与特定的表面膜受体 SSTRs 结合来发
挥作用，SSTR1 ～ SSTR5 是 SSTR 的五种亚型。
Zhao 等 [19] 发现生长抑素受体 1（SSTR1）是一种
由胃癌细胞中 EB 病毒感染驱动的新型甲基化基
因，可作为潜在的肿瘤抑制因子；有学者通过实
验发现 SSTR3 可能通过结合生长抑素在胃癌和胃
癌细胞的生长中发挥作用，如果 SSTR3 消失，生
长抑素将失去其作用靶点，然后失去其细胞抑制
或凋亡的作用 [20]；SSTR2 表达已在多种内分泌
型肿瘤中鉴定出来，研究证实，体内生长抑素对
胃黏膜细胞增殖的抑制作用下降可能是胃癌发生
的原因之一 [21]。分子对接结果显示，苦杏仁苷与 
SSTR3 具有较高的结合活性。
　　在正常的胃黏膜中，SSTR3 蛋白分布于黏膜
下层的细胞膜和细胞质或间质组织中，胃癌患者
中 SSTR3 蛋白的表达明显低于正常黏膜患者 [20]。
本研究中 RT-PCR 实验结果显示，苦杏仁苷能够
显著升高人胃癌 HGC-27 细胞中 SSTRs 的 mRNA
水平，SSTR3 较为明显；同时，用苦杏仁苷进行
干预后，HGC-27 细胞中 SSTR3 蛋白表达显著增
加。提示苦杏仁苷可能通过作用于 SSTR3 发挥类
似于生长抑素类似物的作用诱导抑制胃癌细胞增
殖并且诱导其凋亡来发挥对胃癌的治疗作用。
　　本研究利用网络药理学和分子对接并结合体外
实验阐明了苦杏仁苷治疗胃癌的可能的作用机制，
苦杏仁苷有潜力成为治疗胃癌的有效药物，后续需
要进行体内实验来进一步证实其疗效及作用机制。

表 2　RT-PCR检测的引物序列 
Tab 2　Primer sequence detected by RT-PCR

基因 引物

SSTR1 Forward：5'-TAACAGACCGCACATGCACT-3'
Reverse：5'-CGGCTCTGGACTGGTAAATG-3'

SSTR2 Forward：5'-CCTCCAGGGTCCATTAAGGT-3'
Reverse：5'-CATGTGTGGCTTCCATTGAG-3'

SSTR3 Forward：5'-TAGGGCCTACTTCCCAAGGT-3'
Reverse：5'-AGACCTGGCAGCAATAGCAT-3'

SSTR4 Forward：5'-CGCTATCCAGTGCATCTACG-3'
Reverse：5'-GGTAGCCGTCTTCATCTTGG-3'

SSTR5 Forward：5'-CCCTTCTTCACCGTCAACAT-3'
Reverse：5'-GTTGGCGTAGGAGAGGATGA-3'
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　　综上所述，苦杏仁苷可能通过作用于 SSTR3 
抑制胃癌细胞增殖并诱导其凋亡发挥治疗作用，
本研究结果为进一步阐明其作用机制和后续实验
研究提供了一定的参考。
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紫丁香叶化学成分研究
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摘要：目的　研究紫丁香叶的化学成分。方法　运用硅胶、ODS 等柱色谱方法及制备型高

效液相色谱等技术对紫丁香叶进行系统的提取分离，采用 NMR、MS 等技术综合解析鉴定化

学成分的结构。结果　从紫丁香叶中共分离得到 19 个化合物，分别鉴定为 syringalactone B
（1）、（8E）-ligstroside（2）、（8E）- 女贞子苷（3）、hydroxyframoside（4）、fraxiformoside（5）、

oleoacteoside（6）、丁香苦苷（7）、tetracentronside B（8）、（＋）松脂酚 -4-O-β-D- 吡喃葡萄糖

苷（9）、4，4'-dimethoxy-3'-hydroxy-7，9'：7'，9-diepoxylignan-3-O-β-D-glucopyranoside（10）、

lariciresinol-4'-O-β-D-glucopyranoside（11）、olivil-4'-O-β-D-glucopyranoside（12）、isolariciresinol-
4-O-β-D-glucopyranoside（13）、 紫 丁 香 苷（14）、 松 柏 苷（15）、（4ξ）-α-terpineol 8-O-[α-L-
arabinopyranosyl-（1→6）-β-D-glucopyranoside]（16）、（Z）-3-hexenyl β-D-glucopyranoside（17）、

苯甲醇 -β- 巢菜糖苷（18）、冬绿苷（19）。结论　化合物 5、10、15、16 ～ 19 为首次从丁香属

植物中分离得到，化合物 4、6、12 为首次从紫丁香叶中分离得到。

关键词：紫丁香叶；化学成分；分离鉴定
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doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.012

Chemical constituents of Syringa oblata leaves

FENG Xiao-tao, SUN Yan-ping, LI Guan-lan, WANG Zhi-bin, YANG Bing-you, KUANG Hai-xue* 
(Heilongjiang University of Chinese Medicine, Key Laboratory of Basic and Applied Research in 
North Medicine, Commission Education, Heilongjiang Key Laboratory of Drug Efficacy Material of 
Traditional Chinese Medicine and Natural Product, Harbin  150040)

Abstract: Objective  To determine the chemical constituents of Syringa oblata (S.oblata) leaves. 
Methods  The chemical components of S.oblata leaves were separated and purified by column 
chromatography with silica gel, ODS, and preparative HPLC. The structures of the chemical components 
were determined comprehensively with nuclear magnetic resonance and mass spectrum. Results  Totally 
19 compounds were isolated ftom S.oblata leaves and identified as syringalactone B (1), (8E)-ligstroside 
(2), (8E)-ligustroside (3), hydroxyframoside (4), fraxiformoside (5), oleoacteoside (6), syringopicroside 
(7), tetracentronside B (8), (＋ ) pinoresinol-4-O-β-D-glucopyranoside (9), 4, 4'-dimethoxy-3'-hydroxy-7, 
9': 7', 9-diepoxylignan-3-O-β-D-glucopyranoside (10), lariciresinol-4'-O-β-D-glucopyranoside (11), 
olivil-4'-O-β-D-glucopyranoside (12), isolariciresinol-4-O-β-D-glucopyranoside (13), syringin (14), 
coniferin (15), (4ξ)-α-terpineol 8-O-[α-L-arabinopyranosyl- (1 → 6)-β-D-glucopyranoside] (16), (Z)-3-
hexenyl β-D-glucopyranoside (17), benzyl alcohol-β-vicianoside (18), and gaultherin (19). Conclusion  
Compounds 5, 10, 15 and 16 ～ 19 have been first isolated from Syringa, and compounds 4, 6, 12 have 
been isolated for the first time from S.oblata leaves. 
Key words: Syringa oblata leave; chemical constituent; isolation and identification
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　　紫丁香（Syringa oblata L.）为木犀科丁香属的
小乔木或灌木。2019 年版《吉林省中药材标准》记
载紫丁香叶味苦性寒，归肝、肺、大肠经，具清热
燥湿、解毒、止咳、止痢等功效。紫丁香在我国具
有悠久的使用历史，具有抗炎 [1]、抗菌 [2]、保护肝
脏 [3]、抗氧化 [4]、调控血糖 [5] 等作用。研究显示，
紫丁香叶中主要含有环烯醚萜类、木脂素类、苯丙
素类、苯乙醇类化合物，为丰富紫丁香叶的化学成
分 [6]。本研究对紫丁香叶乙醇提取物的正丁醇部位
进行化学成分研究，分离鉴定出 19 个化合物，其
中包括 8 个单萜苷类、8 个苯丙素类、3 个其他类
化合物，分别为 syringalactone B（1）、（8E）-ligstro-
side（2）、（8E）- 女贞子苷（3）、hydroxyframoside
（4）、fraxiformoside（5）、oleoacteoside（6）、丁香

苦苷（7）、tetracentronside B（8）、（＋）松脂酚 -4-
O-β-D- 吡喃葡萄糖苷（9）、4，4'-dimethoxy-3'-hy-
droxy-7，9'：7'，9-diepoxylignan-3-O-β-D-glucopyra-
noside（10）、lariciresinol-4'-O-β-D-glucopyranoside
（11）、olivil-4'-O-β-D-glucopyranoside（12）、isolari-
ciresinol-4-O-β-D-glucopyranoside（13）、紫丁香苷
（14）、松柏苷（15）、（4ξ）-α-terpineol 8-O-[α-L-arab-
inopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranoside]（16）、
（Z）-3-hexenyl β-D-glucopyranoside（17）、苯甲醇 -β-
巢菜糖苷（18）、冬绿苷（19）。化合物 5、10、15、
16 ～ 19 为首次从丁香属分离得到，化合物 4、6、
12 为首次从紫丁香中分离得到。化合物结构见图 1，
现报道如下。

图 1　化合物 1 ～ 19 的结构式

Fig 1　Structures of compounds 1 ～ 19 

1　材料

　　Bruker-600 超导核磁共振光谱仪瑞士（Bruker
公 司）；2695-2996 型 分 析 HPLC、Q-TOF（ESI）
高分辨质谱仪（美国 Waters 公司）；LC-20AR 型制
备 HPLC（日本岛津公司）；EYELA N-1300 型旋

转蒸发仪、EYELA NVC-2200 型旋转蒸发仪（日本
东京理化株式会社）；硅胶柱色谱（80 ～ 100 目，
200 ～ 300 目，青岛海洋化工厂）；分析型色谱柱（5 
μm，4.6 mm×150 mm， 美 国 Waters 公 司）；ODS
（日本 YMC 公司）；薄层层析硅胶（青岛海洋化工
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厂）；半制备高效液相色谱所用试剂为色谱纯，其
他试剂均为分析纯。
　　紫丁香叶于 2023 年 6 月采自黑龙江中医药
大学，经黑龙江中医药大学药学院药用植物教研
室樊锐锋副教授鉴定为木犀科丁香属植物紫丁香
Syringa oblata L. 的叶。
2　提取分离

　　紫丁香叶 40.0 kg，干燥后 75% 乙醇冷浸 3
次，每次 2 h，回收溶剂得 7.5 kg 总提取物。将
总提取物用水（8 L）混悬，依次用石油醚（8 L）、
乙酸乙酯（8 L）、水饱和正丁醇（8 L）萃取，减
压回收溶剂，得石油醚萃取物 100.8 g，二氯甲烷
萃取物 690.3 g，正丁醇萃取物 450.1 g。将 250.0 
g 正丁醇层进行硅胶柱色谱分离，以二氯甲烷∶甲
醇（1∶0 ～ 0∶1）梯度洗脱，合并得到 5 个组分
Fr.S1 ～ Fr.S5。
　　Fr.S1 采用 ODS 开口柱分离，经甲醇 - 水
（20∶80 ～ 100∶0）洗脱得到 2 个流份 Fr.S1.1 和
Fr.S1.2。Fr.S1.1 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

55∶45）分离纯化得到化合物 2（6.1 mg，tR ＝

26 min）、7（9.4 mg，tR ＝ 17 min）和 8（4.9 mg，
tR ＝ 25 min）；Fr.S1.2 通过制备型 HPLC（甲醇 -
水＝ 42∶58）分离纯化得到化合物 9（3.0 mg，
tR ＝ 20 min）、10（23.1 mg，tR ＝ 22.5 min）。
　　Fr.S2 采用 ODS 开口柱分离，经甲醇 - 水
（10∶90 ～ 100∶0）洗脱得到 3 个流份 Fr.S2.1 ～ 

Fr.S2.3。Fr.S2.1 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

30∶70）分离纯化得到化合物 1（57.2 mg，tR ＝

29 min）、11（6.9 mg，tR ＝ 26 min）和 13（3.1 
mg，tR ＝ 19 min）；Fr.S2.2 通过制备型 HPLC（甲
醇 - 水＝ 58∶42）分离纯化得到化合物 4（13.0 
mg，tR ＝ 31 min）、5（7.9 mg，tR ＝ 20 min）；
Fr.S2.3 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝ 24∶76）
分离纯化得到化合物 14（3.3 mg，tR ＝ 29 min）、
15（5.2 mg，tR ＝ 45 min）。
　　Fr.S3 采用 ODS 开口柱分离，经甲醇 - 水
（10∶90 ～ 100∶0）洗脱得到 3 个流份 Fr.S3.1 ～ 

Fr.S3.3。Fr.S3.1 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

31∶69）分离纯化得到化合物 12（4.9 mg，tR ＝

14 min）；Fr.S3.2 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

48∶42）分离纯化得到化合物 16（5.9 mg，tR ＝

42.5 min）；Fr.S3.3 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

40∶60）分离纯化得到化合物 19（15.7 mg，tR ＝

16 min）。
　　Fr.S4 采用 ODS 开口柱分离，经甲醇 - 水

（10∶90 ～ 100∶0）洗脱得到 2 个流份 Fr.S4.1 和 

Fr.S4.2。Fr.S4.1 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

55∶45）分离纯化得到化合物 3（8.9 mg，tR ＝

30 min）；Fr.S4.2 通过制备型 HPLC（甲醇 - 水＝

33∶67）分离纯化得到化合物 17（10.4 mg，tR ＝

52 min）、18（14.6 mg，tR ＝ 22 min）。
　　Fr.S5 采用 ODS 开口柱分离，经甲醇 - 水
（10∶90 ～ 100∶0）洗脱后通过制备型 HPLC
（甲醇 - 水＝ 45∶55）分离纯化得到化合物 6（8.7 
mg，tR ＝ 21 min）。
3　结构鉴定

　　化合物 1：白色无定形粉末，HR-ESI-MS m/z：
527.1759[M ＋ H] ＋（计算值 527.1686），[α ] ＝ 

－ 42.0° （c 2.86，MeOH），分子式为 C24H30O13。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.46（1H，d，
J ＝ 7.7 Hz，H-1），7.51（1H，s，H-3），3.01
（1H，m，H-5），2.81（1H，m，H-6α），2.44
（1H，m，J ＝ 11.5，16.6 Hz，H-6β），4.47（1H，
m，H-8），2.10（1H，m，H-9），1.48（3H，d，
J ＝ 6.4 Hz，H-10），6.65（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，
H-2'），6.68（1H，d，J ＝ 8.0 Hz，H-5'），6.54
（1H，dd，J ＝ 2.0，8.0 Hz，H-6'），4.26（2H，
m，H-7'），2.79（2H，m，H-8'），4.70（1H，d，
J ＝ 7.9 Hz，H-1''），3.38（1H，m，H-2''），3.20
（1H，m，H-3''），3.24（1H，m，H-4''），3.33
（1H，m，H-5''），3.90（1H，dd，J ＝ 1.9，11.9 
Hz，H-6'α），3.62（1H，dd，J ＝ 6.8，11.9 Hz，
H-6'β）；13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：96.3
（C-1），154.4（C-3），109.6（C-4），28.1（C-5），
34.6（C-6），174.8（C-7），75.8（C-8），21.7
（C-9），167.9（C-10），131.0（C-11），116.5（C-
1'），154.4（C-2'），146.2（C-3'），144.9（C-4'），
117.1（C-5'），121.3（C-6'），66.5（C-7'），35.5
（C-8'），100.6（C-1''），74.7（C-2''），78.5（C-
3''），71.6（C-4''），77.9（C-5''），62.9（C-6''）。其
核磁数据与文献 [7] 报道一致，故鉴定化合物 1 为
syringalactone B。
　　化合物 2：白色无定形粉末，HR-ESI-MS m/z：
525.1967[M ＋ H] ＋（计 算 值 525.1894），[α] ＝ 

－ 182.6°（c 0.30，MeOH），分子式为 C25H32O12。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.92（1H，brs，
H-1），7.51（1H，s，H-3），3.97（1H，dd，J ＝

4.4，9.2 Hz，H-5），2.70（1H，dd，J ＝ 4.4，
14.2 Hz，H-6α），2.42（1H，dd，J ＝ 9.2，14.2 
Hz，H-6β），6.08（1H，q，J ＝ 7.1 Hz，H-8），
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1.64（3H，dd，J ＝ 1.2，7.1 Hz，H-10），7.05
（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-2'），6.72（1H，d，J ＝

8.5 Hz，H-3'），6.72（1H，d，J＝8.5 Hz，H-5'），
7.05（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-6'），2.82（2H，t，
J ＝ 6.9 Hz，H-7'），4.20（1H，dt，J ＝ 7.0，10.7 
Hz，H-8'α），4.10（1H，dt，J ＝ 7.0，10.7 Hz，
H-8'β），4.80（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''），3.41
（1H，m，H-2''），3.32（1H，m，H-3''），3.33
（1H，m，H-4''），3.35（1H，m，H-5''），3.88
（1H，dd，J ＝ 1.2，12.0 Hz，H-6''α），3.66（1H，
dd，J ＝ 5.6，12.0 Hz，H-6''β），3.71（3H，s，
11-OCH3；

13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：95.2
（C-1），155.2（C-3），109.4（C-4），31.8（C-5），
41.3（C-6），173.3（C-7），124.9（C-8），130.5
（C-9），13.6（C-10），168.7（C-11），130.1（C-
1'），131.0（C-2'），116.3（C-3'），157.0（C-4'），
116.3（C-5'），131.0（C-6'），35.2（C-7'），66.9
（C-8'），100.9（C-1''），74.8（C-2''），78.0（C-
3''），71.6（C-4''），78.5（C-5''），62.8（C-6''），
52.0（11-OCH3）。核磁数据与文献 [8] 报道一致，
故鉴定化合物 2 为（8E）-ligstroside。
　　化合物 3：白色无定形粉末，HR-ESI-MS m/z：
687.2495 [M ＋ H] ＋（计算值 687.2422），[α ] ＝ 

－ 137.0°（c 0.44，MeOH），分子式为 C31H42O17。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.90（1H，brs，
H-1），7.50（1H，s，H-3），3.94（1H，dd，J ＝

4.8，8.4 Hz，H-5），2.73（1H，dd，J ＝ 4.8，
14.3 Hz，H-6α），2.48（1H，dd，J ＝ 8.8，14.3 
Hz，H-6β），6.08（1H，m，H-8），1.71（3H，
dd，J ＝ 1.5，7.1 Hz，H-10），7.04（1H，d，J ＝

8.5 Hz，H-2'），6.68（1H，d，J＝8.5 Hz，H-3'），
6.68（1H，d，J ＝ 8.5 Hz，H-5'），7.04（1H，d，
J ＝ 8.5 Hz，H-6'），2.82（2H，m，H-7'），3.87
（1H，dd，J ＝ 2.0，12.0 Hz，H-8'α），3.70（1H，
m，H-8'β），4.29（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''），
4.33（1H，dd，J ＝ 2.2，11.9 Hz，H-6''α），4.20
（1H，dd，J ＝ 5.8，11.9 Hz，H-6''β），4.80（1H，
d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'''），3.94（1H，m，H-6'''α），
3.65（1H，m，H-6' ' 'β），3.67（3H，s，11-
OCH3）；13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：95.2
（C-1），155.2（C-3），109.4（C-4），31.8（C-5），
41.3（C-6），173.1（C-7），125.0（C-8），130.5
（C-9），13.7（C-10），168.7（C-11），130.7（C-
1'），131.0（C-2'），116.2（C-3'），156.8（C-4'），
116.2（C-5'），131.0（C-6'），36.4（C-7'），72.2

（C-8'），104.4（C-1''），74.8（C-2''），78.0（C-
3''），71.6（C-4''），75.2（C-5''），65.0（C-6''），
100.9（C-1'''），75.0（C-2'''），78.4（C-3'''），71.5
（C-4'''），78.0（C-5'''），62.7（C-6'''），52.0（11-
OCH3）。核磁数据与文献 [9] 报道一致，故鉴定化
合物 3 为（8E）- 女贞子苷。
　　化合物 4：白色无定形粉末，HR-ESI-MS m/z：
647.2334 [M ＋ H] ＋（计算值 647.2262），[α ] ＝ 

－ 107.0°（c 0.65，MeOH），分子式为 C32H38O14。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.89（1H，
brs，H-1），7.45（1H，s，H-3），3.90（1H，m，
H-5），2.37（1H，dd，J ＝ 4.4，14.2 Hz，H-6α），
2.64（1H，dd，J ＝ 9.4，14.2 Hz，H-6β），6.07
（1H，m，H-8），1.71（3H，d，J ＝ 7.1 Hz，
H-10），4.79（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'），3.66
（1H，m，H-2'），3.40（1H，m，H-3'），3.38
（1H，m，H-4'），3.38（1H，m，H-5'），3.90
（1H，m，H-6'α），3.66（1H，m，H-6'β），4.27
（2H，m，H-1''），2.86（2H，t，J ＝ 6.5 Hz，
H-2''），7.05（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-4''），6.69
（1H，overlap，H-5''），6.69（1H，overlap，
H-7''），7.05（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-8''），4.09
（1H，dt，J ＝ 7.1，10.7 Hz，H-1'''α），4.20（1H，
m，H-1'''β），2.75（2H，t，J ＝ 7.1 Hz，H-2'''），
6.69（1H，overlap，H-4'''），6.69（1H，overlap，
H-7'''），6.54（1H，dd，J＝ 1.9，8.0 Hz，H-8'''）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：95.2（C-1），
155.2（C-3），109.6（C-4），31.8（C-5），41.2（C-
6），173.2（C-7），124.9（C-8），131.0（C-9），
13.6（C-10），168.2（C-11），100.9（C-1'），74.8
（C-2'），78.4（C-3'），71.5（C-4'），78.0（C-5'），
62.8（C-6'），66.4（C-1''），35.4（C-2''），130.4
（C-3''），130.8（C-4''），116.3（C-5''），157.1
（C-6''），116.3（C-7''），131.0（C-8''），66.9（C-
1'''），35.4（C-2'''），130.3（C-3'''），117.1（C-4'''），
146.3（C-5'''），144.9（C-6'''），116.5（C-7'''），
121.4（C-8'''）。核磁数据与文献 [10] 报道一致，故
鉴定化合物 4 为 hydroxyframoside。
　　化合物 5：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
631.2385 [M ＋ H] ＋（计算值 631.2312），[α ] ＝ 

－ 109.3°（c 0.39，MeOH），分子式为 C32H38O13。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：6.00（1H，brs，
H-1），7.50（1H，s，H-3），4.06（1H，dd，J ＝

4.4，9.4 Hz，H-5），2.87（1H，overlap，H-6α），
2.66（1H，m，H-6β），6.16（1H，q，J ＝ 5.9 Hz，



3210

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

H-8），1.74（3H，d，J ＝ 5.9 Hz，H-10），7.06
（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-2'），6.70（1H，d，J ＝

8.4 Hz，H-3'），6.70（1H，d，J＝8.4 Hz，H-5'），
7.06（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-6'），2.81（2H，
t，J ＝ 6.9 Hz，H-7'），4.28（2H，m，H-8'），
6.99（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-2''），7.24（1H，
d，J ＝ 8.4 Hz，H-3''），7.24（1H，d，J ＝ 8.4 
Hz，H-5''），6.99（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-6''），
2.81（2H，t，J ＝ 6.9 Hz，H-7''），3.74（2H，t，
J ＝ 6.9 Hz，H-8''），4.81（1H，d，J ＝ 7.9 Hz，
H-1'''）；13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：95.3
（C-1），155.3（C-3），109.4（C-4），31.7（C-5），
41.0（C-6），171.7（C-7），125.1（C-8），130.9
（C-9），13.8（C-10），168.2（C-11），130.3（C-
1'），131.0（C-2'），116.3（C-3'），157.1（C-4'），
116.3（C-5'），131.0（C-6'），35.3（C-7'），66.5
（C-8'），150.5（C-1''），122.6（C-2''），130.9（C-
3''），138.2（C-4''），130.9（C-5''），122.6（C-6''），
39.6（C-7''），64.1（C-8''），101.0（C-1'''），74.8
（C-2'''），78.0（C-3'''），71.4（C-4'''），78.4（C-
5'''），62.7（C-6'''）。核磁数据与文献 [11] 报道一致，
故鉴定化合物 5 为 fraxiformoside。
　　化合物 6：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
1011.3340 [M ＋ H] ＋（计算值 1011.3267），[α] ＝ 

－ 147.2°（c 0.43，MeOH），分子式为 C46H58O25。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.61（1H，brs，
H-1），7.45（1H，brs，H-3），3.85（1H，m，
H-5），1.95（1H，dd，J ＝ 8.3，16.3 Hz，H-6α），
2.11（1H，dd，J ＝ 3.4，16.3 Hz，H-6β），5.99
（1H，brq，J ＝ 6.8 Hz，H-8），1.67（3H，brd，
J ＝ 7.0 Hz，H-10），6.7（1H，overlap，H-2'），
6.71（1H，overlap，H-5'），6.56（1H，brd，J ＝

8.0 Hz，H-6'），2.81（2H，m，H-7'），3.73
（1H，overlap，H-8'α），4.04（1H，m，H-8'β），
7.04（1H，overlap，H-2''），6.71（1H，overlap，
H-5''），6.97（1H，brd，J ＝ 8.2 Hz，H-6''），7.59
（1H，d，J ＝ 15.8 Hz，H-7''），6.26（1H，d，
J ＝ 15.8 Hz，H-8''），4.38（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，
H-1'''），3.45（1H，overlap，H-2'''），3.90（1H，t，
J ＝ 9.1 Hz，H-3'''），4.98（1H，t，J ＝ 9.5 Hz，
H-4'''），3.55（1H，m，H-5'''），3.55（1H，m，
H-6'''α），3.64（1H，m，H-6'''β），5.47（1H，brs，
H-1''''），3.85（1H，m，H-2''''），3.64（1H，m，
H-3''''），4.81（1H，overlap，H-4''''），3.73（1H，
overlap，H-5''''），1.07（3H，d，J ＝ 6.1 Hz，

H-6''''），4.84（1H，overlap，H-1'''''），3.32（1H，
m，H-2'''''），3.46（1H，t，J ＝ 8.4 Hz，H-3'''''），
3.32（1H，m，H-4'''''），3.40（1H，m，H-5'''''），
3.73（1H，overlap，H-6'''''α），3.97（1H，brd，
J ＝ 11.7 Hz，H-6'''''β），3.70（3H，s，11-OCH3）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：95.5（C-1），
155.1（C-3），109.2（C-4），30.7（C-5），40.9（C-
6），172.9（C-7），124.6（C-8），130.9（C-9），13.7
（C-10），168.7（C-11），131.4（C-1'），116.3（C-
2'），146.1（C-3'），144.7（C-4'），117.1（C-5'），
121.3（C-6'），36.6（C-7'），72.3（C-8'），127.5
（C-1''），115.4（C-2''），147.0（C-3''），150.0（C-
4''），116.8（C-5''），123.1（C-6''），148.2（C-7''），
114.2（C-8''），168.1（C-9''），104.2（C-1'''），76.7
（C-2'''），77.6（C-3'''），70.2（C-4'''），75.8（C-
5'''），62.2（C-6'''），101.0（C-1''''），74.8（C-2''''），
78.0（C-3''''），71.4（C-4''''），78.2（C-5''''），62.7
（C-6''''），51.9（11-OCH3）。核磁数据与文献 [12]

报道一致，故鉴定化合物 6 为 oleoacteoside。
　　化合物 7：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
495.1861 [M ＋ H] ＋（计算值 495.1788），[α ] ＝ 

－ 114.0°（c 0.47，MeOH），分子式为 C24H30O11。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.61（1H，d，
J ＝ 3.1 Hz，H-1），7.44（1H，s，H-3），3.20
（1H，m，H-5），2.31（1H，m，H-6α），2.10
（1H，m，H-6β），2.56（1H，m，H-8），2.44
（1H，m，H-9），1.14（3H，d，J ＝ 7.1 Hz，
H-10），7.04（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-2'），6.71
（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，H-3'），6.71（1H，d，J ＝

8.4 Hz，H-5'），7.04（1H，d，J＝8.4 Hz，H-6'），
2.84（2H，t，J ＝ 6.9 Hz，H-7'），4.25（2H，m，
H-8'），4.67（1H，d，J ＝ 7.9 Hz，H-1''），3.24
（1H，m，H-2''），3.38（1H，m，H-3''），3.28
（1H，m，H-4''），3.33（1H，m，H-5''），3.90
（1H，dd，J ＝ 1.9，11.9 Hz，H-6''α），3.65（1H，
dd，J ＝ 6.2，11.9 Hz，H-6''β）；13C-NMR（150 
MHz，CD3OD）δ：95.4（C-1），153.2（C-3），
111.2（C-4），28.2（C-5），43.5（C-6），218.1（C-
7），44.6（C-8），46.5（C-9），13.7（C-10），168.4
（C-11），130.1（C-1'），130.9（C-2'），116.3（C-
3'），157.1（C-4'），116.3（C-5'），130.9（C-6'），
35.3（C-7'），66.3（C-8'），100.2（C-1''），74.7
（C-2''），78.0（C-3''），71.6（C-4''），78.4（C-
5''），62.7（C-6''）。核磁数据与文献 [8] 报道一致，
故鉴定化合物 7 为丁香苦苷。
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　　化 合 物 8： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
521.2017 [M ＋ H] ＋（计算值 521.1945），[α ] ＝ 

－ 10.5° （c 0.24，MeOH）， 分 子 式 为 C26H32O11。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：6.60（1H，d，
J ＝ 3.1 Hz，H-2），6.66（1H，d，J ＝ 7.7 Hz，
H-5），6.58（1H，m，H-6），2.61（2H，m，H-7），
2.05（1H，m，H-8），3.86（1H，m，H-9α），3.51
（1H，m，H-9β），5.87（2H，s，H-10），6.60
（1H，d，J ＝ 3.1 Hz，H-2'），6.66（1H，d，J ＝

7.7 Hz，H-5'），6.58（1H，m，H-6'），2.61（2H，
m，H-7'），1.97（1H，m，H-8'），3.60（1H，m，
H-9'α），3.54（1H，m，H-9'β），5.87（2H，s，
H-10'），4.18（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1''），3.19
（1H，m，H-2''），3.35（1H，m，H-3''），3.22
（1H，m，H-4''），3.25（1H，m，H-5''），3.88
（1H，m，H-6' 'α），3.66（1H，m，H-6'β）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：136.2（C-1），
108.8（C-2），149.0（C-3），147.1（C-4），110.4（C-
5），123.2（C-6），35.6（C-7），44.3（C-8），70.3（C-
9），102.0（C-10），136.3（C-1'），108.8（C-2'），
149.0（C-3'），147.1（C-4'），110.4（C-5'），123.2
（C-6'），35.6（C-7'），41.8（C-8'），62.8（C-9'），
102.0（C-10'），104.6（C-1''），71.7（C-2''），78.1
（C-3''），75.2（C-4''），78.0（C-5''），62.6（C-6''）。
核磁数据与文献 [13] 报道一致，故鉴定化合物 8 为
tetracentronside B。
　　 化 合 物 9： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
521.2017 [M ＋ H] ＋（计 算 值 521.1945），[α] ＝ 

－ 62.0°（c 0.15，MeOH）， 分 子 为 C26H32O11。
1H-NMR （600 MHz，CD3OD）δ：7.02（1H，d，J ＝
1.8 Hz，H-2），7.14（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-5），
6.91（1H，dd，J ＝ 1.8，8.3 Hz，H-6），4.75（1H，
d，J ＝ 4.2 Hz，H-7），3.13（1H，m，H-8），4.24
（1H，m，H-9α），3.84（1H，m，H-9β），6.94（1H，
d，J ＝ 1.8 Hz，H-2'），6.76（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，
H-5'），6.80（1H，dd，J＝ 1.8，8.3 Hz，H-6'），4.70
（1H，d，J ＝ 4.2 Hz，H-7'），3.13（1H，m，H-8'），
4.24（1H，m，H-9'α），3.84（1H，m，H-9'β），4.87
（1H，d，J ＝ 7.2 Hz，H-1''），3.45（1H，m，H-2''），
3.47（1H，m，H-3''），3.38（1H，m，H-4''），3.39
（1H，m，H-5''），3.84（1H，m，H-6''α），3.68（1H，
m，H-6''β），3.86（3H，s，3-COH3），3.85（3H，s，
3'-OCH3）；13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：137.5
（C-1），111.7（C-2），151.0（C-3），147.5（C-4），
118.1（C-5），119.8（C-6），87.1（C-7），55.6（C-

8），72.8（C-9），133.8（C-1'），111.0（C-2'），149.2
（C-3'），147.4（C-4'），116.1（C-5'），120.1（C-
6'），87.5（C-7'），55.4（C-8'），72.7（C-9'），102.9
（C-1''），74.9（C-2''），77.9（C-3''），71.4（C-4''），
78.2（C-5''），62.5（C-6''），56.8（3-OCH3），56.4（3'-
OCH3）。核磁数据与文献 [14] 报道一致，故鉴定化合
物 9 为（＋）松脂酚 -4-O-β-D- 吡喃葡萄糖苷。
　　 化 合 物 10： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
521.2017 [M ＋ H] ＋（计 算 值 521.1945），[α] ＝ 

－ 53.2°（c 1.15，MeOH），分子式为 C26H32O11。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：7.01（1H，brs，
H-2），7.13（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-5），6.90
（1H，brd，J＝ 8.3 Hz，H-6），4.74（1H，d，J＝
3.4 Hz，H-7），3.10（1H，overlap，H-8），4.22
（2H，m，H-9），6.92（1H，brs，H-2'），6.76
（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-5'），6.79（1H，brd，
J ＝ 8.3 Hz，H-6'），4.69（1H，d，J ＝ 3.7 Hz，
H-7'），3.11（1H，overlap，H-8'），3.86（2H，
overlap，H-9'），4.87（1H，d，J ＝ 7.4 Hz，
H-1''），3.34 ～ 3.45（4H，m，H-3''），3.68（1H，
m，H-6''α），3.49（1H，m，H-6''β），3.85（3H，
s，4-OCH3），3.84（3H，s，4'-OCH3）；13C-NMR
（150 MHz，CD3OD）δ：137.5（C-1），111.6（C-
2），147.5（C-3），151.0（C-4），118.0（C-5），
119.8（C-6），87.1（C-7），55.5（C-8），72.7（C-
9），133.8（C-1'），111.0（C-2'），147.3（C-3'），
149.1（C-4'），116.1（C-5'），120.1（C-6'），87.5
（C-7'），55.3（C-8'），72.7（C-9'），102.8（C-
1''），74.9（C-2''），77.8（C-3''），71.3（C-4''），
78.2（C-5''），62.5（C-6''），56.8（4-OCH3），56.4
（4'-OCH3）。核磁数据与文献 [15] 报道一致，故鉴
定化合物 10 为 4，4'-dimethoxy-3'-hydroxy-7，9'：
7'，9-diepoxylignan-3-O-β-D-glucopyranoside。
　　 化 合 物 11： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
523.2174 [M ＋ H] ＋（计 算 值 523.2101），[α] ＝ 

－ 17.6°（c 0.34，MeOH），分子式为 C26H34O11。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：6.79（1H，d，
J ＝ 1.9 Hz，H-2），6.71（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，
H-5），6.64（1H，d，J ＝ 1.9，8.0 Hz，H-6），
2.91（1H，dd，J ＝ 5.0，13.6 Hz，H-7α），2.51
（1H，dd，J ＝ 11.1，13.6 Hz，H-7β），2.72（1H，
m，H-8），4.00（1H，dd，J ＝ 6.6，8.3 Hz，
H-9α），3.70（1H，m，H-9β），6.98（1H，d，
J ＝ 1.9 Hz，H-2'），7.14（1H，d，J ＝ 8.4 Hz，
H-5'），6.88（1H，dd，J ＝ 1.9，8.4 Hz，H-6'），
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4.83（1H，d，J ＝ 6.4 Hz，H-7'），2.35（1H，m，
H-8'），3.74（1H，dd，J ＝ 6.4，8.4 Hz，H-9'α），
3.64（1H，m，H-9'β），4.88（1H，d，J ＝ 7.4 
Hz，H-1''），3.49（1H，m，H-2''），3.49（1H，
m，H-3''），3.40（1H，m，H-4''），3.46（1H，
m，H-5''），3.88（1H，m，H-6''α），3.68（1H，
m，H-6''β），3.83（3H，s，3-OCH3），3.86（3H，
s，3'-OCH3）；13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：
133.5（C-1），113.4（C-2），149.0（C-3），145.8
（C-4），116.2（C-5），122.1（C-6），33.6（C-7），
43.8（C-8），73.7（C-9），139.5（C-1'），111.3
（C-2'），150.8（C-3'），147.3（C-4'），117.9
（C-5'），119.6（C-6'），83.8（C-7'），54.1（C-
8'），60.5（C-9），102.9（C-1''），75.0（C-2''），
78.2（C-3''），71.4（C-4''），77.8（C-5''），62.5
（C-6''），56.4（3-OCH3），56.7（3'-OCH3）。核磁
数据与文献 [16] 报道一致，故鉴定化合物 11 为
lariciresinol-4'-O-β-D-glucopyranoside。
　　化合物 12：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
539.2123 [M ＋ H] ＋（计 算 值 539.2050），[α] ＝ 

－ 0.90°（c 0.24，MeOH），分子式为 C26H34O12。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：7.14（1H，d，
J ＝ 1.9 Hz，H-2），6.73（1H，d，J ＝ 8.2 Hz，
H-5），6.84（1H，dd，J ＝ 1.9，8.2 Hz，H-6），
4.72（1H，d，J ＝ 7.3 Hz，H-7），2.30（1H，q，
J ＝ 6.3 Hz，H-8），3.39（2H，m，H-9），7.00
（1H，d，J ＝ 1.9 Hz，H-2'），7.08（1H，d，J ＝

8.2 Hz，H-5'），6.87（1H，dd，J ＝ 1.9，8.2 Hz，
H-6'），3.02（1H，d，J ＝ 13.9 Hz，H-7'α），2.96
（1H，d，J ＝ 13.9 Hz，H-7'β），3.85（1H，m，
H-9'α），3.74（1H，m，H-9'β），4.86（1H，m，
H-1''），3.80（1H，m，H-2''），3.69（1H，m，
H-3''），3.60（1H，d，J ＝ 9.3 Hz，H-4''），3.83
（1H，m，H-5''），3.48（2H，m，H-6''），3.84
（3H，s，3-OCH3），3.86（3H，s，3'-OCH3）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：133.5（C-1），
111.6（C-2），146.7（C-3），150.4（C-4），115.7
（C-5），120.8（C-6），85.8（C-7），62.0（C-8），
60.8（C-9），134.1（C-1'），116.2（C-2'），147.2
（C-3'），149.1（C-4'），117.8（C-5'），124.0（C-
6'），40.7（C-7'），82.5（C-8'），77.9（C-9'），103.0
（C-1''），75.0（C-2''），78.2（C-3''），71.4（C-
4''），78.0（C-5''），62.6（C-6''），56.7（3-OCH3），
56.4（3'-OCH3）。核磁数据与文献 [17] 报道一致，故
鉴定化合物 12 为 olivil-4'-O-β-D-glucopyranoside。

　　化合物 13：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
523.2174 [M ＋ H] ＋（计 算 值 523.2101），[α] ＝ 

－ 30.3°（c 0.15，MeOH），分子式为 C26H34O11。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：6.75（1H，s，
H-2），6.50（1H，s，H-5），2.81（2H，d，J ＝

7.6 Hz，H-7），1.78（1H，m，H-8），3.69（1H，
m，H-9α），3.65（1H，m，H-9β），6.68（1H，d，
J ＝ 11.9 Hz，H-2'），6.74（1H，brs，H-5'），6.61
（1H，dd，J ＝ 1.9，8.1 Hz，H-6'），3.84（1H，
m，H-7'），2.04（1H，m，H-8'），3.68（1H，m，
H-9'α），3.40（1H，m，H-9'β），4.38（1H，d，
J ＝ 7.9 Hz，H-1''），3.3 ～ 3.7（6H，m，H-2''），
3.82（3H，s，3-OCH3），3.78（3H，s，3-OCH3）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：132.3（C-1），
113.2（C-2），149.1（C-3），146.3（C-4），119.0
（C-5），134.8（C-6），33.4（C-7），47.5（C-8），
65.8（C-9），138.1（C-1'），113.9（C-2'），148.6
（C-3'），146.2（C-4'），116.2（C-5'），123.3
（C-6'），48.2（C-7'），39.9（C-8'），62.3（C-9'），
103.4（C-1''），74.7（C-2''），77.9（C-3''），70.8
（C-4''），78.0（C-5''），62.0（C-6''），56.4（3-
OCH3），56.8（3'-OCH3）。核磁数据与文献 [18] 报道
一致，故鉴定化合物 13 为 isolariciresinol-4-O-β-D-
glucopyranoside。
　　化合物 14：白色针状结晶。HR-ESI-MS m/z：
373.1493 [M ＋ H] ＋（计 算 值 373.1420），[α] ＝ 

－ 17.4°（c 0.16，MeOH）分子式为 C17H24O9。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD），δ：6.74（1H，s，
H-3），6.74（1H，s，H-5），6.54（1H，d，J ＝

15.8 Hz，H-7），6.32（1H，dt，J ＝ 5.6，15.8 
Hz，H-8），4.21（2H，dd，J ＝ 1.9，5.6 Hz，
H-9），4.86（1H，d，J ＝ 7.7 Hz，H-1'），3.20
（1H，m，H-2'），3.47（1H，m，H-3'），3.41
（1H，m，H-4'），3.40（1H，m，H-5'），3.77
（1H，dd，J ＝ 2.3，12.0 Hz，H-6'α），3.66（1H，
dd，J ＝ 5.2，12.0 Hz，H-6'β），3.85（3H，s，
2-OCH3），3.85（3H，s，6-OCH3）；13C-NMR（150 
MHz，CD3OD）δ：135.9（C-1），154.4（C-2），
105.5（C-3），135.3（C-4），105.5（C-5），154.4
（C-6），130.1（C-7），131.3（C-8），63.6（C-9），
105.3（C-1'），75.7（C-2'），78.4（C-3'），71.3
（C-4'），77.8（C-5'），62.6（C-6'），57.0（2-
OCH3），57.0（6-OCH3）。核磁数据与文献 [19] 报道
一致，故鉴定化合物 14 为紫丁香苷。
　　化合物 15：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
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343.1387 [M ＋ H] ＋（计 算 值 343.1315），[α] ＝ 

－ 57.8°（c 0.26，MeOH），分子式为 C16H22O8。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：7.06（1H，brs，
H-2），7.10（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，H-5），6.93
（1H，brd，J ＝ 8.3 Hz，H-6），6.54（1H，d，J ＝
15.8 Hz，H-7），6.26（1H，dt，J ＝ 5.6，15.8 Hz，
H-8），4.20（2H，d，J ＝ 5.6 Hz，H-9），4.88（1H，
d，J ＝ 7.4 Hz，H-1'），3.46（1H，m，H-2'），3.39
（1H，m，H-3'），3.46（1H，m，H-4'），3.39（1H，
m，H-5'），3.85（1H，overlap，H-6'α），3.68（1H，
dd，J ＝ 5.3，13.3 Hz，H-6'β），3.87（3H，s，
3-OCH3）；13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：133.7
（C-1），111.4（C-2），150.9（C-3），147.7（C-4），
118.0（C-5），120.8（C-6），131.3（C-7），128.9（C-
8），63.7（C-9），102.8（C-1'），74.9（C-2'），78.3
（C-3'），71.4（C-4'），77.9（C-5'），62.5（C-6'），
56.7（3-OCH3）。核磁数据与文献 [20] 报道一致，故
鉴定 15 化合物为松柏苷。
　　化合物 16：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
449.2381 [M ＋ H] ＋（计 算 值 449.2308），[α] ＝ 

－ 33.0°（c 0.29，MeOH），分子式为 C21H36O10。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：5.35（1H，m，
H-2），2.04（1H，m，H-3α），1.91（1H，m，
H-3β），1.78（1H，m，H-4），2.04（1H，m，
H-5α），1.68（1H，m，H-5β），2.04（1H，m，
H-6α），1.29（1H，d，J ＝ 9.3 Hz，H-6β），1.62
（3H，s，H-7），1.17（3H，s，H-9），1.22（3H，
s，H-10），4.44（1H，d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'），
3.12（1H，dd，J ＝ 7.7，9.1 Hz，H-2'），3.25
（1H，m，H-3'），3.34（1H，m，H-4'），3.34
（1H，m，H-5'），3.93（1H，m，H-6'α），3.75
（1H，d，J ＝ 9.6 Hz，H-6'β），4.95（1H，d，J ＝
6.4 Hz，H-1''），3.55（1H，m，H-2''），3.34（1H，
m，H-3''），3.93（1H，m，H-4''），3.85（1H，d，
J ＝ 2.3 Hz，H-5''α），3.55（1H，m，H-5''β）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：135.0（C-1），
121.9（C-2），28.2（C-3），45.1（C-4），25.1（C-
5），32.1（C-6），23.6（C-7），81.1（C-8），23.0（C-
9），25.2（C-10），104.6（C-1'），71.7（C-2'），8.1
（C-3'），75.2（C-4'），78.0（C-5'），62.6（C-6'），
110.9（C-1''），75.4（C-2''），76.4（C-3''），71.9
（C-4''），65.9（C-5''）。核磁数据与文献 [21] 报道一
致，故鉴定化合物 16 为（4ξ）-α-terpineol 8-O-[α-
L-arabinopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranoside]。
　　化合物 17：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：

395.1912 [M ＋ H] ＋（计 算 值 395.1839），[α] ＝ 

－ 36.4°（c 0.52，MeOH），分子式为 C17H30O10。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：3.85（2H，m，
H-1），2.38（2H，q，J ＝ 7.3 Hz，H-2），5.45
（1H，dt，J ＝ 7.1，10.8 Hz，H-3），5.38（1H，
dt，J ＝ 7.1，10.8 Hz，H-4），2.08（2H，m，
H-5），0.97（3H，t，J ＝ 7.5 Hz，H-6），4.27（1H，
d，J ＝ 7.8 Hz，H-1'），3.49（1H，m，H-2'），
3.35（1H，m，H-3'），3.19（1H，m，H-4'），3.43
（1H，m，H-5'），3.19（2H，m，H-6'），4.32
（1H，d，J ＝ 7.5 Hz，H-1''），3.55（1H，m，
H-2''），3.35（1H，m，H-3''），3.29（1H，overlap，
H-4''），4.09（1H，dd，J＝2.1，11.6 Hz，H-5''α），
3.74（1H，dd，J ＝ 5.6，11.6 Hz，H-5''β）；
13C-NMR（150 MHz，CD3OD）δ：70.6（C-1），
28.8（C-2），125.9（C-3），134.5（C-4），21.6（C-
5），14.7（C-6），104.4（C-1'），74.8（C-2'），77.9
（C-3'），71.2（C-4'），77.7（C-5'），69.7（C-6'），
105.5（C-1''），75.0（C-2''），76.9（C-3''），71.4
（C-4''），66.9（C-5''）。核磁数据与文献 [22] 报道
一致，故鉴定化合物 17 为（Z）-3-hexenyl β-D-
glucopyranoside。
　　 化 合 物 18： 白 色 粉 末。HR-ESI-MS m/z：
403.1599 [M ＋ H] ＋（计 算 值 403.1526），[α] ＝ 

－ 66.7°（c 0.73，MeOH），分子式为 C18H26O10。
1H-NMR（600 MHz，C5D5N）δ：7.56（1H，m，
H-2），7.38（1H，m，H-3），7.29（1H，m，H-4），
7.38（1H，m，H-5），7.56（1H，m，H-6），5.22
（1H，d，J ＝ 11.9 Hz，H-6α），4.83（1H，d，
J ＝ 11.9 Hz，H-6β），4.91（1H，d，J ＝ 7.7 Hz，
H-1'），4.35（1H，dd，J ＝ 2.5，11.4 Hz，H-6'），
5.04（1H，d，J ＝ 7.4 Hz，H-1''），4.87（1H，dd，
J ＝ 1.9，11.4 Hz，H-5''α），4.37（1H，dd，J ＝

1.2，11.4 Hz，H-5''β）；13C-NMR（150 MHz，
C5D5N）δ：139.0（C-1），128.7（C-2），128.6（C-
3），127.8（C-4），128.6（C-5），128.7（C-6），71.8
（C-7），103.9（C-1'），75.2（C-2'），78.6（C-3'），
71.2（C-4'），77.4（C-5'），70.1（C-6'），106.2（C-
1''），75.1（C-2''），78.4（C-3''），71.0（C-4''），
67.3（C-5''）。核磁数据与文献 [23] 报道一致，故鉴
定化合物 18 为苯甲醇 -β- 巢菜糖苷。
　　化合物 19：白色无定形粉末。HR-ESI-MS m/z：
447.1497 [M ＋ H] ＋（计算值 447.1424），[α ] ＝ 

－ 85.3°（c 0.78，MeOH），分子式为 C19H26O12。
1H-NMR（600 MHz，CD3OD）δ：7.44（1H，d，
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J ＝ 8.4 Hz，H-3），7.56（1H，m，H-4），7.12
（1H，t，J ＝ 7.6 Hz，H-5），7.75（1H，dd，
J ＝ 1.4，7.6 Hz，H-6），4.86（1H，d，J ＝ 7.6 
Hz，H-1'），4.32（1H，d，J ＝ 7.6 Hz，H-1''），
3.88（3H，s，7-OCH3）；13C-NMR（150 MHz，
CD3OD）δ：122.3（C-1），158.6（C-2），119.2
（C-3），135.4（C-4），123.7（C-5），132.1（C-6），
168.6（C-7），103.9（C-1'），77.7（C-2'），77.6
（C-3'），77.4（C-4'），75.0（C-5'），75.0（C-6'），
105.5（C-1''），71.3（C-2''），71.2（C-3''），69.9
（C-4''），66.9（C-5''），52.8（7-OCH3）。核磁数据
与文献 [24] 报道一致，故鉴定化合物 19 为冬绿苷。
4　讨论

　　本研究从紫丁香叶中共分离鉴定出 19 个化合
物，包括 8 个单萜苷类、8 个苯丙素类、3 个其他
类化合物。化合物 5、10、15、16 ～ 19 为首次从
丁香属分离得到，化合物 4、6、12 为首次从紫丁
香中分离得到。紫丁香叶中的化学成分具有抗病
毒 [25]、神经保护 [26]、镇痛、镇静 [27] 等其他药理作
用，本文分离鉴别得到的化合物可能为其发挥药效
的物质基础。本研究不仅丰富了紫丁香叶化学成
分，也可为后续的药理学以及药效物质基础研究提
供参考。
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木犀草素药 -药共晶的制备、性质及生物利用度研究

李静萍，陈新科，蒋才武*，邓刚（广西中医药大学，广西壮瑶药重点实验室，南宁　530200）

摘要：目的　合成木犀草素 -5- 氟尿嘧啶（LU-5-FU）和木犀草素 - 烟酸（LU-NA）共晶，增加木

犀草素的水溶性及其生物利用度。方法　通过湿法研磨法和溶剂法设计合成两个药物 - 药物共

晶，采用粉末 X 射线衍射、红外光谱、差热分析和磁共振谱等技术对其进行表征，利用高效液相

色谱法研究其在 pH 1.2 盐酸溶液中的体外溶出度，并在大鼠体内进行药动学研究，计算主要药动

学参数。结果　LU-5-FU 共晶和 LU-NA 共晶出现了特征光谱；在 pH 1.2 盐酸溶液中最大溶出度

分别提高 2320% 和 300%；药动学实验中，LU-5-FU 共晶和 LU-NA 共晶的最大血药浓度（Cmax）、

曲线下面积（AUC0 ～ t）与木犀草素原料药相比，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），共晶的 Cmax 与

AUC0 ～ t 对比原料药有显著提高，其相对生物利用度分别为 850% 和 560%。结论　合成了两个化

学计量比为 1∶1 的目标共晶，它们能够显著提高木犀草素的体外溶出度和体内生物利用度。

关键词：木犀草素；5- 氟尿嘧啶；烟酸；药物共晶；溶出度；生物利用度
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Preparation, properties and bioavailability of drug-drug cocrystal of luteolin

LI Jing-ping, CHEN Xin-ke, JIANG Cai-wu*, DENG Gang (Guangxi University of Chinese Medicine, 
Guangxi Key Laboratory of Zhuang and Yao Medicine, Nanning  530200)

Abstract: Objective  To synthesize luteolin-5-fluorouracil (LU-5-FU cocrystal) and luteolin-nicotinic 
acid (LU-NA cocrystal) cocrystals and improve their water solubility and bioavailability. Methods  
Two drug-drug cocrystals were designed and synthesized by wet grinding and solvent method. They 
were characterized by powder X-ray diffraction, infrared spectroscopy, differential thermal analysis 
and nuclear magnetic resonance spectroscopy. Their in vitro dissolution in pH 1.2 hydrochloric acid 
solution was determined by high performance liquid chromatography. The main pharmacokinetic 
parameters of rats were calculated. Results  The characteristic spectra of LU-5-FU cocrystal and 
LU-NA cocrystal appeared. The maximum dissolution rate in the pH 1.2 hydrochloric acid solution 
increased by 2320% and 300%, respectively. In  the pharmacokinetic experiments, there was a 
significant difference (P ＜ 0.05) in the maximum blood drug concentration (Cmax) and area under the 
curve (AUC0 ～ t) of LU-5-FU cocrystal and LU-NA cocrystal as compared with the raw material of 
luteolin. The Cmax and AUC0 ～ t were greatly improved as compared with the raw material of luteolin, 
with relative bioavailability at 850% and 560%, respectively. Conclusion  Two target cocrystals with 
a stoichiometric ratio of 1∶1 are synthesized, whose in vitro dissolution and in vivo bioavailability of 
luteolin have been improved. 
Key words: luteolin; 5-fluorouracil; nicotinic acid; drug cocrystal; dissolution; bioavailability
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　　药物共晶，是指活性药物成分（API）和共
晶形成物在氢键或其他非共价键的作用下结合而
成的具有特定化学计量比的晶体，可增加 API 的

形态，改善药物的诸多性质，如溶解度、稳定性、
机械性质、生物利用度等 [1]，是近年来解决创新
药成药性问题和开发改良型新药的新技术。形成
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共晶主要依靠氢键的作用，需要分子结构中有形
成氢键的官能团，根据法规，共晶形成物一般是
公认安全的物质，包括药用辅料、营养保健品等，
也可以是药物分子，即形成药物 - 药物共晶。
　　木犀草素（LU）是一类天然黄酮类化合物，
具有多种药理作用 [2-8]，但其溶解度小，限制了应
用，因此考虑制成共晶改善其水溶性 [9-10]。根据氢
键形成规则和药理作用，本文选择 5- 氟尿嘧啶（5-
FU）和烟酸（NA）作为共晶配体。在药理上，木
犀草素具有抗肿瘤和改善心血管功能的作用，5-
氟尿嘧啶是临床抗代谢类抗肿瘤药物，烟酸可用
于治疗高脂血症和高血压，因此，联合使用可产
生协同增效作用。在结构上，木犀草素分子中含
有芳香环结构和多个 -OH，可作为氢键的供体，
烟酸和 5- 氟尿嘧啶的 O、N 原子均可作为氢键的
受体，其药物共晶也是研究的热点 [10-17]。因此，
本文制备了木犀草素 -5- 氟尿嘧啶（LU-5FU）和木
犀草素 - 烟酸（FU-NA）两个新型具有协同增效作
用的药物 - 药物共晶。

图 1　木犀草素（LU）、5- 氟尿嘧啶（5-FU）和烟酸（NA）的化学

结构

Fig 1　Chemical structures of luteolin（LU），5-fluorouracil（5-FU）

and nicotinic acid（NA）

1　材料

1.1　仪器 
　　Mini Flex 600 粉末衍射仪、STA449F5 同步热
分析仪（日本理学株式会社）；PerkinElmer 傅里叶
红外光谱仪（Llantrisant，UK）；Ascend 600M 核磁
共振波谱仪（瑞士 Bruker 公司）；Agilent 1260 高效
液相色谱仪（安捷伦科技有限公司）；SOP 型电子
天平（赛多利斯公司）；DF-101S 集热式恒温加热
磁力搅拌机（上海力辰邦西仪器科技有限公司）。
1.2　试药 
　　木犀草素对照品（纯度：99.6%，中国食品药
品检定研究院，批号：A2GF-WXQZ），木犀草
素供试品（纯度：98%，批号：C12617611）、5-
氟尿嘧啶（纯度：98%，批号：C13454414）（上
海麦克林生化科技股份有限公司）；烟酸（纯度：
98%，阿拉丁试剂有限公司）；甲醇、无水乙醇、
乙腈（AR，广东光华科技股份有限公司）；甲醇

（色谱纯，赛默飞世尔科技公司）；甲酸（AR，
国药集团）。
1.3　动物

　　SPF 级 SD 大鼠 [ 雌雄各半，体重（200±5）g，
湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产许可证
号 SCXK（湘）2019-0004]。
2　方法与结果

2.1　木犀草素含量测定

2.1.1　色谱条件　色谱柱为 Acclaim C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇 -0.1% 甲
酸水（65∶35），检测波长为 349 nm，流速为 1 
mL·min－ 1，柱温为 30℃，进样量为 10 μL。
2.1.2　线性关系考察　精密称取木犀草素对照品
4 mg 于 20 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并稀释至
刻度，得到 0.2 mg·mL－ 1 的对照品储备液。用
甲醇逐步稀释成质量浓度为 0.05、0.4、1、4、16 
μg·mL－ 1 的系列对照品溶液，进样测定，以质
量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线。
结果为 Y ＝ 38.55X － 0.7284，R2 ＝ 1.000。
2.1.3　精密度考察　取高、中、低质量浓度（16.0、
4.0、0.4 μg·mL－ 1）的木犀草素对照品溶液，按
照“2.1.1”项下条件分别连续进样 6 次，结果木犀
草素峰面积的 RSD 值分别为 0.70%、1.1%、4.1%。
2.1.4　稳定性考察　精密称取木犀草素供试品 2 
mg 于 50 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并稀释至刻
度，得到 4 μg·mL－ 1 的供试品溶液。分别于 0、
1、5、18、22、67 h 进样测定木犀草素的峰面积
变化情况，结果显示其峰面积的 RSD 为 1.2%。
2.1.5　重复性考察　按照“2.1.4”项下方法制备 4 
μg·mL－ 1 的供试品溶液，平行配制 6 份。按照
“2.1.1”项下色谱条件分别进样测定，结果显示
木犀草素峰面积的 RSD 为 1.1%。
2.1.6　加样回收试验　取“2.1.5”项下的溶液适
量，加入木犀草素对照品，配制 100% 浓度加样
回收率溶液（n ＝ 6），进样分析，结果显示回收
率为 98.3%，RSD 值小于 10%。
2.2　共晶的制备

2.2.1　LU-5-FU 共晶的制备　分别精密称取木犀
草素供试品 286 mg（1 mmol）和 5- 氟尿嘧啶 130 
mg（1 mmol）置于玛瑙研钵中，滴入 3 ～ 5 滴甲
醇 - 乙腈（1∶1，V/V），研磨至溶剂挥干。将上
述研磨产物粉置于 100 mL 圆底烧瓶中，加入 30 
mL 甲醇 - 乙腈（1∶1，V/V）溶液，在 50℃下回
流搅拌 6 h 至沉淀完全溶解，在室温下静置挥发，
即得 LU-5-FU 共晶。
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2.2.2　LU-NA 共晶的制备　分别精密称取木犀
草素供试品 286 mg（1 mmol）与烟酸 126 mg（1 
mmol）放进研钵中，混匀，滴加 1 mL 50% 乙醇，
充分研磨至溶剂挥干，放入圆底烧瓶中，加入 60 
mL 50% 乙醇，室温搅拌 12 h，于室温下静置挥
发，即得 LU-NA 共晶。
2.3　共晶的表征

2.3.1　X- 射线粉末衍射（PXRD）　使用 Mini Flex 
600 X- 射线粉末衍射仪对样品进行检测。设置 2θ
扫描范围为 3° ～ 40°，扫描速度为 10 °·min－ 1，
步长为 0.02°，粉末衍射数据采用 Origin 软件处理。
结果见图 2，LU-5-FU 共晶在 9.76°、9.97°、11.98°、
19.03°、20.62°、22.14°、23.58° 处出现新的特征峰，
LU-NA 共晶在 7.27°、13.45°、15.23°、22.50° 处出
现新的特征峰，说明新相形成。

图 2　LU-5-FU（A）和 LU-NA（B）的粉末衍射图

Fig 2　Powder X-ray diffraction patterns of LU-5-FU（A）and LU-NA（B）

2.3.2　傅里叶变换红外光谱法（FT-IR）　分别
测试原料药、共晶的红外光谱，在 4000 ～ 500 
cm－ 1 进行扫描，结果见图 3。木犀草素 νO-H 峰
位于 3392 cm－ 1，LU-5-FU 共晶 νO-H 峰位于 3580 
cm－ 1；木犀草素 νC ＝ O 峰位于 1664 cm－ 1，5- 氟
尿嘧啶 νC ＝ O 峰位于 1672 cm－ 1，LU-5-FU 共晶 
νC ＝ O 峰位于 1651 cm－ 1。木犀草素 νO-H 峰位于

3393 cm－ 1，烟酸 νO-H 峰位于 3076 cm－ 1，LU-NA
共晶 νO-H 峰位于 3411 cm－ 1；木犀草素 νC ＝ O 峰
位于 1667 cm－ 1，烟酸 νC ＝ O 峰位于 1707 cm－ 1，
LU-NA 共晶 νC ＝ O 峰位于 1654 cm－ 1。说明共晶
中木犀草素羟基与 5- 氟尿嘧啶、烟酸中羰基形成
氢键，引起木犀草素羟基峰发生蓝移、烟酸羰基
峰发生红移。

图 3　LU-5-FU（A）和 LU-NA（B）的红外光谱图

Fig 3　Infrared patterns of LU-5-FU（A）and LU-NA（B）

2.3.3　差示扫描量热法（DSC）　由 Rigaku DSC
差示扫描量热仪对样品进行 DSC 测定。精密称重
待测样品约 3 mg，装入铝坩埚中，以空坩埚作参
比，扫描速度：5℃·min－ 1，以氮气作为保护气
体及吹扫气，N1 流速：5 mL·min－ 1，N2 流速：
20 mL·min－ 1，测试温度为室温至 400℃。数据
采用 Origin 软件处理。测试曲线如图 4 所示，共
晶的熔化峰在两个共形成物的熔点之间或比两者
的更小，说明共晶新相形成。
2.3.4　核磁共振法（1H NMR）　称取 3 mg 共晶
样品于核磁管中，加入 0.6 mL 二甲基亚砜 -d6

（DMSO-d6），完全溶解后，利用 600 M 核磁共振
波谱仪进行核磁氢谱测试。结果显示，LU-5-FU
共晶的 1H NMR（600 MHz，DMSO-d6）：δ 12.97
（1H，s，5-OH），10.84（1H，s，7-OH），9.93
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（1H，s，4'-OH），9.42（1H，s，3'-OH），7.76
（1H，t，J ＝ 6.1 Hz，2'-H），7.41（1H，dd，J ＝

8.3，2.3 Hz，6'-H），6.88（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，
5'-H），6.67（1H，s，3-H），6.44（1H，d，J ＝

2.1 Hz，8-H），6.18（1H，d，J ＝ 2.0 Hz，6-H）
归属为木犀草素特征峰 [18]；7.39（1H，d，J ＝ 2.3 
Hz，1'-H）归属为 5- 氟尿嘧啶特征峰。分别选取
木犀草素和 5- 氟尿嘧啶的特征峰进行积分，木犀
草素的特征峰化学位移 12.97 积分为 0.97，5- 氟
尿嘧啶的特征峰 1'-H 化学位移 7.39 积分为 1.00，
以上结果表明 LU-5-FU 共晶是由木犀草素和 5-
氟尿嘧啶组成，摩尔比为 1∶1。LU-NA 共晶的
1H NMR（600 MHz，DMSO-d6）δ：12.99（1H，s，
5-OH），7.42（1H，dd，J ＝ 8.3，2.3 Hz，6-H），
6.89（1H，d，J ＝ 8.3 Hz，5-OH），6.68（1H，
s，H-3），6.45（1H，d，J ＝ 2.1 Hz，H-8），6.19
（1H，d，J ＝ 2.1 Hz，H-6），归属为木犀草素特
征峰 [19]；9.08（1H，d，J ＝ 2.2 Hz，H-2），8.79

（1H，dd，J＝4.8，1.7 Hz，H-6），8.27（1H，m，
J ＝ 7.9，1.9 Hz，H-4），7.55（1H，dd，J ＝ 7.9，
4.8 Hz，H-5），归属为烟酸特征峰 [20]。分别选取
木犀草素和烟酸的特征峰进行积分，木犀草素特
征峰 5-OH 的化学位移 12.99 积分为 1，烟酸的特
征峰 H-6 化学位移 8.79 积分为 1.01，以上结果表
明 LU-NA 共晶由木犀草素和烟酸组成，其摩尔
比为 1∶1。
2.4　共晶的体外溶出度研究

　　在圆底烧瓶中加入 50 mL 的盐酸缓冲溶液
（pH 约 1.2），在 37℃下预热 30 min，精密称取
1 mg 的木犀草素供试品、LU-5-FU 共晶、LU-NA
共晶置于圆底烧瓶中，37℃下以 15 r·min－ 1 搅
拌，分别在 5、15、30、60 min 及 2、4 h 取 1 mL
溶液，过滤，补充相同体积的原溶液，重复做 3
次。过滤液在 40℃下氮气吹去溶剂，加 200 μL
甲醇复溶，按“2.1.1”项下方法进行含量测定。
结果见图 5，由溶出曲线可以看出，共晶在不同
时间点的溶出度都高于原料，LU-5-FU 共晶在前
2 h 平均溶出度是原料的 13.1 倍，最高达 24.2 倍。
LU-NA 共晶在前 2 h 平均溶出度是木犀草素原料
的 2.9 倍，最高达 4 倍。说明共晶具有改善溶解
度，提高溶出速率的作用。

图 5　木犀草素及其共晶溶出曲线图 
Fig 5　Dissolution curve of luteolin and its cocrystal 

2.5　药动学研究

2.5.1　动物实验步骤　取木犀草素供试品、LU-5-
FU 共晶、LU-NA 共晶适量，用 0.5% CMC-Na 溶
液配制成 10 mg·mL－ 1 的混悬液作为灌胃溶液。
取 SD 大鼠 18 只，雌雄各半，随机分为 3 组，每
组 6 只。于实验室环境中适应 5 d，自由喝水。给
药前禁食 12 h（但不限饮水），按 100 mg·kg－ 1 

图 4　LU-5-FU（A）和 LU-NA（B）的差示扫描量热图

Fig 4　DSC patterns of LU-5-FU（A）and LU-NA（B）
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剂量灌胃。各组大鼠于实验开始 5、15、30、45 
min，1、1.5、2、3、6、9、12 h 眼内眦静脉丛取
血约 0.4 mL 置肝素抗凝管，5000 r·min－ 1 离心 10 
min（r ＝ 6 cm）。精密吸取肝素抗凝血浆 100 μL，
转移至另一空白离心管中，放入－ 20℃的冰箱保
存，等待分析。分析前解冻，向装有血浆 100 μL
的离心管中加入 0.1% 甲酸 - 乙腈 400 μL，漩涡 5 
min，离心（13 000 r·min－ 1，r ＝ 6 cm）10 min。
取上清液 300 μL 置于进样瓶内衬管，氮气吹去有
机溶剂，100 μL 甲醇复溶沉淀物。按“2.1.1”项下
方法，进样 50 μL，由 Origin 绘制血药浓度 - 时间
曲线，SPSS 统计分析数据。
2.5.2　对照品溶液的配制　精密称取木犀草素对
照品 2 mg 置于 10 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并
稀释至刻度，得到0.2 mg·mL－1的对照品储备液。
用甲醇逐步稀释成质量浓度为 0.03、0.1、0.25、
0.5、1 μg·mL－ 1 的系列对照品溶液。
2.5.3　专属性及线性曲线考察　取装有 100 μL 大
鼠空白血浆的离心管，分别精密量取 100 μL 的质
量浓度为 0.03、0.1、0.25、0.5、1 μg·mL－ 1 的系
列对照品溶液置于离心管内，并加入 0.1% 甲酸 -
乙腈 300 μL，漩涡 5 min，离心（13 000 r·min－ 1，
r ＝ 6 cm）10 min。取上清液 300 μL 于进样瓶内衬
管，氮气吹去有机溶剂，100 μL 甲醇复溶沉淀物。
进样 50 μL，记录 HPLC 色谱峰面积。以质量浓度
为横坐标，峰面积为纵坐标制作标准曲线，回归
方程为 Y ＝ 21.741X ＋ 0.0645，R2 ＝ 0.9991。
2.5.4　方法学考察　取低、中、高质量浓度（0.1、
0.5、1 μg·mL－ 1）的血浆对照品溶液，日内精密
度结果显示，低、中、高浓度木犀草素血浆溶液
的 RSD 值分别为 3.8%、2.4%、1.2%（n ＝ 3），日
间精密度 RSD 结果分别为 8.5%、7.9%、7.3%（n ＝

3）。按“2.5.2”项下方法配制质量浓度为 0.1、0.5、
1 μg·mL－ 1 的木犀草素供试品溶液，按“2.5.3”
项下方法配制相应的血浆样品溶液，用 HPLC 分
析，代入线性回归方程计算含量，以测定质量浓
度与配制质量浓度的比值作回收率。结果回收率
在 94.6% ～ 106.0%。取 0.5 μg·mL－ 1 的血浆供试
品溶液，连续 3 d 进样分析，结果显示其 RSD 为
8.0%，可以认为其稳定。
2.5.5　药动学实验结果　绘制血药浓度 - 时间曲
线见图 6，木犀草素进入血液的量非常少，几乎
不吸收，而共晶各个时间点的血药浓度均高于原
料药，说明共晶入血速度快，生物利用度高，且
在较长时间内维持较高浓度，说明共晶中的木

犀草素在体内作用时间长。主要药动学参数见表
1，共晶的 Cmax、AUC0 ～ t 与木犀草素原料药相比
差异有统计学意义（P ＜ 0.01，P ＜ 0.05），共晶
的 Cmax 与 AUC0 ～ t 对比原料药木犀草素有显著提
高，LU-NA 共晶与木犀草素的 tmax 差异无统计学
意义（P ＞ 0.05），而 LU-5-FU 共晶的 tmax 显著延
后（P ＜ 0.01）。结果表明，共晶可明显提高药物
吸收入血的速度和程度，进一步提高木犀草素的
进入体循环的量，其相对生物利用度分别是原料
的 8.5 倍和 5.6 倍。
3　讨论

　　木犀草素在水中溶解度低，在冷水中几乎不
溶，热水中略微溶解。实验表明，制成共晶可明
显改善其溶出度和生物利用度，其中，LU-5-FU
共晶在短时间内能达到较高血药浓度，并显示出
较慢的体内消除速度，这使得药物在体内停留时
间延长，增强临床疗效，且两者具有不同的抗肿
瘤作用靶点，联合应用可能产生协同增效的效
果。此外，共晶可以减少药物的用量，发挥药效
的同时减少毒性。
　　本文成功合成了 LU-5-FU 和 LU-NA 两种药
物 - 药物共晶，通过 X 射线衍射、DSC、红外光
谱和核磁共振进行了结构表征。结果表明，合成

图 6　木犀草素及其共晶药物浓度 - 时间曲线图

Fig 6　Profiles of plasma concentration-time of luteolin and its cocrystal

表 1　木犀草素及其共晶的药动学参数表 (n ＝ 6) 
Tab 1　Pharmacokinetic parameters of luteolin and its cocrystal (n＝6)

化合物 tmax/h
Cmax/

（μg·mL － 1）

AUC0 ～ t/
（μg·h·mL － 1）

F

LU 0.19±0.03 0.87±0.02 0.17±0.1094 1

LU-5-FU 共晶 1.12±0.30## 0.74±0.15## 1.47±0.5121## 8.50

LU-NA 共晶 0.43±0.09 0.78±0.13## 0.97±0.3307# 5.60

注（Note）：vs LU group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
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了摩尔比为 1∶1 的目标药物 - 药物共晶，与原料
药木犀草素相比，共晶在 pH 1.2 的盐酸溶液中溶
解度显著增加，其中，LU-5-FU 共晶的溶解度改
善更为显著。体内实验也表明共晶能增加木犀草
素口服用药的生物利用度，同时也为临床抗肿瘤
药物 5- 氟尿嘧啶与中药联用新剂型开发提供研究
基础，具有重大的理论和实际意义。
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基于仿生技术和反向传播神经网络的黄芪产地 
判别模型构建研究

陈万金1，李虹1，张沛沛2，邵炜娴1，王越1，范昕煜1，赵婷1，3，刘凤波1，3，魏胜利1，3*，于芳1*，

张媛1，3*（1. 北京中医药大学中药学院，北京　102488；2. 中国药科大学药学院，南京　211198；3. 中药材规范化生产教育部工程

研究中心，北京　102488）

摘要：目的　基于仿生技术和反向传播神经网络（BPNN）构建黄芪的产地鉴别模型。方法　采用

色度计、电子鼻和电子舌共测得 21 项指标，通过 RFI 进行特征筛选后得到 14 项指标，并将黄芪

产地鉴定问题建模为多分类问题。通过对随机森林（RF）、支持向量机（SVM）和 BPNN 这三种

机器学习模型的比较，我们建立了一个基于 BPNN 的黄芪产地分类决策系统。结果　BPNN 仅用

了 11 个特征变量就能够较好地预测黄芪产地。多分类模型构建后，引入 SHAP 值对构建的产地

鉴别模型进行解释。结论　SHAP 特征重要性的排序揭示了变量在实际构建出的模型的重要程度。

可解释预测模型在增加产地预测模型的透明度的同时，又能保持原模型的判别正确率。该研究为

产地鉴别模型的构建提供了一定的启示，也为客观产地鉴别提供了参考。

关键词：黄芪；产地鉴别；仿生技术；反向传播神经网络；SHAP；可解释机器学习
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Identification of origin place for Astragali Radix based on biomimetics

CHEN Wan-jin1, LI Hong1, ZHANG Pei-pei2, SHAO Wei-xian1, WANG Yue1, FAN Xin-yu1, ZHAO 
Ting1, 3, LIU Feng-bo1, 3, WEI Sheng-li1, 3*, YU Fang1*, ZHANG Yuan1, 3* (1. School of Chinese Materia 
Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. School of Pharmacy, China 
Pharmaceutical University, Nanjing  211198; 3. Engineering Research Center of Good Agricultural 
Practice for Chinese Crude Drugs, Ministry of Education, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To construct the origin identification model of the roots of Astragalus 
membranaceus var. mongholicus based on biomimetics and back propagation neural network 
(BPNN). Methods  Totally 21 indicators were measured by colorimeter, electronic nose (E-nose), and 
electronic tongue (E-tongue). Totally 14 indicators were obtained by random forest importance（RFI） 
after feature screening, and AR origin identification was modeled as a multi-classification problem. 
By comparing the three machine learning models (RF, SVM, and BPNN), a decision system was built 
for classification based on BPNN. Results   BPNN well predicted the geographical origins of AR 
with only 11 feature variables. After constructing the multi-classification model, SHapley Additive 
exPlanation (SHAP) values were introduced to interpret the constructed origin identification model. 
Conclusion  The importance ranking of the SHAP features shows how important the variables are in 
the actual model. Interpretable prediction models increase the transparency of the origin prediction 
model while maintaining the discrimination correctness of the original model. This study provides 
some reference for the construction of origin identification models. 
Key words: Astragali Radix; geographical traceability; biomimetics; back propagation neural 
network; SHapley Additive exPlanation; interpretable machine learning
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　　黄芪为中医传统大宗中药材之一，系豆科植
物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus（Fisch.）Bge. 
var. mongholicus（Bge.）Hsiao 或膜荚黄芪 Astragalus 
membranaceus（Fisch.）Bge. 的干燥根 [1]，具有抗肿
瘤 [2]、抗氧化 [3]、保肝 [4]、增强免疫功能 [5]、防治
阿尔茨海默病 [6-7] 等药理作用。黄芪的市场用量巨
大，陕西、山西、甘肃、宁夏等多地的黄芪药材成
为了市场主流商品。但受不同产地的土壤、气候、
栽培方式等因素的影响，黄芪质量参差不齐，黄芪
产地溯源方法的研究对其质量控制具有重要意义。
　　传统中药产地鉴别主要通过眼观、鼻闻、口
尝等多维度性状鉴别方法实现，该方法简便高
效，但需要丰富的专业经验，鉴定结果的准确率
易受到主观因素的影响。如何能够客观传承专家
鉴定经验，同时保证鉴定结果的准确性和稳定性
是解决中药产地鉴别的关键问题。随着仿生技术
的发展，中药性状特征客观化得以实现，通过色
度仪、电子鼻、电子舌等仿生仪器对中药的形色
气味特征进行分析 [8]，实现了中药性状特征的客
观化和数据化。近年来仿生技术在中药领域应用
逐渐广泛：在中药材的产地鉴别方面，如基于性
状电子检测技术对薏苡仁的产地进行了鉴别 [9]，
并基于电子鼻、电子舌对肉豆蔻的产地进行鉴
别 [10]；在中药的真伪鉴别方面，使用电子鼻区分
了金银花和山银花 [11]；在中药基原鉴别方面，基
于电子感官系统区分了大黄的不同基原 [12]；在中
药炮制方面，基于电子鼻识别了炮制前后药材的
变化，如白芍 [13] 和草果仁 [14]。
　　但想要建立准确的产地识别方法，挖掘特征
数据并拟合出产地鉴别的数学模型是核心。近年
来，有学者采用多源光谱融合技术结合随机森林
（RF）、卷积神经网络 [15] 等人工智能机器学习技
术对黄芪药材的产地进行识别 [16]。由此可知，人
工智能是值得尝试的中药产地判别模型建立的技
术。识别模型的构建常采用的机器学习方法有反
向传播神经网络（BPNN）、支持向量机（support 
vector machines，SVM）、RF 等。BPNN 是 一 种
按误差逆传播算法训练的多层前馈网络 BP，它
是通过反向传播来不断调整网络的权值和阈值，
使网络的误差平方和最小 [17]。SVM 是一种二分
类模型，它的基本模型是定义在特征空间上的间
隔最大的线性分类器 [18-19]。RF 是通过集成学习的
Bagging 思想将多棵树集成的一种算法，它的基
本单元就是决策树 [20]。但是，人工智能技术建立
的识别模型缺乏可解释性，使中药产地鉴别成为
难以解释的黑箱。
　　SHAP 算法是一种模型事后解释的算法，可
以对复杂的机器学习模型的识别结果进行解释。

SHAP 值可以通过量化每个变量对于模型识别结
果所做的贡献，不仅可以反映各个变量对于产地
识别结果的影响程度，而且可以准确指明影响程
度的正负，使得模型具有了可解释性 [21-24]。
　　本研究拟采用色度计、电子鼻和电子舌将黄芪
的颜色、气味和味道等感官特征进行客观化、数据
化。并将数据化的性状特征应用于建立产地判别模
型中，应用 BPNN、SVM 和 RF 尝试构建了黄芪的
产地识别模型；建模后结合 SHAP 值揭示不同特征
在分类模型中的重要程度，从而阐明产地与中药特
征识别的内在机制。
1　材料
1.1　药材
　　118 份新鲜黄芪样品来源于陕西省、山西省、
甘肃省和宁夏回族自治区 4 个产地，所有样品均
于 2021 年 9 月至 10 月采集，详细信息见表 1。选
择符合《中国药典》2020 年版中规定的直径＞ 1 
cm 的黄芪段作为实验用样品，切段、烘干、打
粉，于室温（25℃）保存备用。其中甘肃和宁夏
的黄芪为当地广泛采用的育苗移栽方式，种植两
年或三年采收；山西和陕西黄芪为当地广泛采用
的仿野生种子直播方式，种植五年采收。经北
京中医药大学张媛教授对收集的样品进行鉴定，
确定所收样品均为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus 
membranaceus（Fisch.）Bge. var. mongholicus
（Bge.）Hsiao 的根，凭证标本存放于北京中医药
大学中药资源样品库。

表 1　黄芪样品信息表 
Tab 1　Detailed information of Astragali Radix samples

产地 采收时间 采收年限 样品量

陕西 2021 年 9 月 五年 47
山西 2021 年 10 月 五年 30
甘肃 2021 年 10 月 两年或三年 23
宁夏 2021 年 9 月 两年或三年 18

1.2　仪器
　　AL204 型电子分析天平（d ＝ 0.0001 g，梅特
勒 - 托利多仪器有限公司）；CM-5 型分光测色仪
（日本柯尼卡美能达公司）；全新气流式超微粉机
（欣镇精密企业有限公司）；HH-S8 恒温水浴锅（北
京科伟有限公司）；α-Fox3000 气味指纹分析仪、
α-Astree 电子舌系统（法国 Alpha Mos 公司）。
2　方法与结果
2.1　不同产地黄芪的颜色比较
　　实验采用 CM-5 型分光测色仪对不同产地的黄
芪粉末颜色差异进行测定。采用 CIE 色度空间系统
进行颜色量化，色度空间由 L*、a*、b* 表示，分别
对应于亮度（范围：0 ～ 100）、红 - 绿轴（范围：－

120 ～ 120）和黄 - 蓝轴（范围：－ 120 ～ 120）[25-26]。
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　　不同产地的黄芪因所含的黄酮类成分含量不
同，导致其粉末颜色也具有一定的差异。由于测
定中黄芪样品粉末的 a* 值数值过小，导致误差值
过大，因此在本文中只测定不同产地黄芪粉末的
L* 值与 b* 值来表示粉末颜色，并进行后续分析。
　　取混合均匀的黄芪粉末适量，置于石英比
色皿中，使粉末铺满比色皿底部，测定光源 D 
65，测定试场 10°，视角测量口径φ3 mm，起
止波长 360 ～ 740 nm，测量模式为排除镜面反射
（SCE），对仪器进行黑白板校正后，进行样品的
测量。每份样品平行测定 3 次，取平均值。
　　使用色度计测定不同产地黄芪的颜色。测定
结果采用单因素方差分析，见图 1。从图 1 可以
看出，不同产地的黄芪粉末的 L* 和 b* 值略有不
同。在 L* 值中，陕西样本与山西、宁夏样本差
异有统计学意义；在 b* 值中，宁夏样本与陕西、
甘肃样本差异有统计学意义。通过数据分析发现，
陕西黄芪的 L* 值与山西、宁夏两地样品相比较
低，说明陕西黄芪的明度较低；宁夏产地黄芪的
b* 值更高，说明与其他 3 个产地的黄芪样品相
比，宁夏黄芪的黄度值更高。

图 1　黄芪样品 L* 值（A）和 b* 值（B）（**P ＜ 0.01；***P ＜ 0.001）
Fig 1　L* values（A）and b* values（B）for Astragali Radix samples
（**P ＜ 0.01；***P ＜ 0.001）

2.2　基于传感器优化的不同产地黄芪气味比较

　　本研究中所采用的电子鼻包括了 12 根不同的

传感器，可以检测不同种类的气体，详见表 2[27]。

表 2　电子鼻传感器型号 
Tab 2　Main application of 12 sensors in E-nose

传感器型号 检测范围

LY2/LG 氧化气体

LY2/G 氨气 / 有机胺类、一氧化氮

LY2/AA 乙醇

LY2/GH 氨气 / 有机胺类

LY2/gCT1 硫化氢

LY2/gCT 丙烷 / 丁烷

T30/1 有机溶剂

P10/1 烃类、甲烷

P10/2 甲烷

P40/1 氟

T70/2 芳香族化合物

PA/2 乙醇、氨气 / 有机胺类

　　将 0.7 g 黄芪样品（过四号筛）置于 10 mL 的
顶空瓶中，在 55℃中孵化 300 s，后将样品气体
注射进传感器中分析，每次注射 1500 μL，分析
时间持续 120 s 以获得关于挥发性化合物的信息。
每秒收集一个信号进行分析。
　　电子鼻传感器的响应信号表示为 G/G0（电阻
率，Ω），其中 G 和 G0 分别表示传感器暴露于
挥发性气体和清洁空气时的电导率。每个样品平
行测定 3 次，选取 12 根传感器的最大响应值作
为数据分析及建模的原始数据。每个样品获得 12
个特征用于化学计量分析。
　　对 118 份不同产地的黄芪样品粉末进行电子
鼻检测，电子鼻雷达图结果见图 2A。由图 2 可
知，4 个产地的黄芪样品在某些传感器上的响应
值差异很小。为删除冗余数据，本研究拟基于
Kruskal-Wallis H 检验、累计相关系数分析、聚类
分析结合典则判别指标筛选法、逐步判别分析法，
筛选电子鼻的最优传感器 [28-29]。

图 2　电子鼻传感器雷达图结果（A）和传感器阵列优化后的雷达图结果（B）

Fig 2　E-nose sensor radar map results（A）and radargram results after sensor array optimization（B）

2.2.1　Kruskal-Wallis H 检验　对电子鼻 12 根传
感器的最大响应值进行正态性检验，12 根传感
器的最大响应值均不符合正态分布，因此采用多
个独立样本的 Kruskal-Wallis H 检验，结果见表

3。根据结果的渐进显著性 P 值判断，P 值越小，
表明传感器在 4 个产地间的区分度越好。如表 3
所示，按 P 值由大到小排序，PA/2 的 P 值最小，
LY2/LG 的 P 值最大。
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表 3　12 根传感器的单因素方差分析结果 
Tab 3　ANOVA test table of maximum response values of 12 sensors

传感器 P 值 传感器 P 值
LY2/LG 0.003 763 LY2/gCT 0.001 982
LY2/G 0.000 144 T30/1 0.000 439
LY2/AA 0.000 178 P10/1 0.000 037
LY2/Gh 0.000 560 P10/2 0.000 951
LY2/gCTl 0.000 704 P40/1 0.000 996
PA/2 0.000 017 T70/2 0.000 090

2.2.2　相关性分析　相关系数是反映两个特征之
间相关性的统计指标，而一个特征与其他类别的
所有特征之间的总体相关性很难推断。因此定义
变量（Rr）来反映各传感器之间的总体相关性，
其方程如下：

　　
 m  m

　　式中，P 是指类别的数量，N 是指每个类别
的特征的数量，Rmj 是指第 r 个特征与第 m 个类
别的第 j 个特征之间的相关系数，并且 Rr 是指第
r 个特征与来自其他类别的特征的总体相关系数。
　　传感器相关性分析的结果见表 4，相比较来说，
具有较高 Rr 的传感器具有更多的冗余信息。12 根
传感器中 LY2/LG 的 Rr 最小，T70/2 的 Rr 最大。

表 4　12 根传感器的 Rr 值 
Tab 4　Rr values of 12 sensors features

传感器 Rr 值 传感器 Rr 值
LY2/LG 4.55764 LY2/gCT 8.41941
LY2/G 8.68081 T30/1 9.44941
LY2/AA 8.66068 P10/1 9.47516
LY2/Gh 8.22126 P10/2 9.24196
LY2/gCTl 8.23133 P40/1 9.25697
PA/2 9.50966 T70/2 9.59727

2.2.3　逐步判别分析法　采用 Wilks’ Lambda 方法进
行逐步判别分析，以 F 值作为判别统计量，一个变
量能否进入模型主要取决于协方差分析中检验的显
著性水平和设置的进入、离开模型的 F 值，逐步判
别分析的结果见表 5。表中统计量 F 是该变量的均方
与误差均方的比值。该值越大，P 值越小，该值最大
的先进入判别函数。当 P 值小于 0.05 或 0.01 时，拒
绝零假设。显著性检验结果 P ＝ 0.00，可以得出结
论 LY2/gCT 和 LY2/AA 对判别的贡献有统计学意义。
2.2.4　聚类分析结合典型指标筛选法　聚类分析
是一种无监督的学习算法，用于将不同特征的对
象分类到不同的集合中。在均值和变异系数分析
的基础上，采用平方欧氏距离进行聚类分析。对
电子鼻 12 根传感器进行聚类分析，结果如图 3
所示，特征可以被分为不同的集合。从变量聚类
全过程的树形图可以看出，12 根传感器可分为 3
组，A 组：LY2/Gh、LY2/gCTl、LY2/gCT、LY2/

AA、LY2/LG、LY2/G；B 组：P10/1、P40/1、
PA/2；C 组：P10/2、T70/2、T30/1。

图 3　电子鼻 12 根传感器聚类分析结果

Fig 3　Cluster analysis of 12 sensors of the E-nose

　　聚类分析后，为了减少特征矩阵的冗余，需
要从每一类中选择一个相关指数最高的特征，因
此通过 Rr 值对每组特征进行选择。最终确定优
化后的电子鼻传感器阵列组成为 LY2/gCT、LY2/
LG、LY2/AA、LY2/G、P10/1、T30/1。
　　优化后的传感器阵列结果见图 2B 和表 6。对
传感器结果进行单因素方差分析，结果不同产地
的黄芪在气味上的差异具有统计学意义。在传感
器 LY2/LG、LY2/G、P10/1 和 T30/1 上，甘肃黄
芪的气味最浓；而宁夏黄芪则在传感器 LY2/gCT
和 LY2/AA 的气味最浓，与其他产地黄芪相比，
差异具有统计学意义。
2.3　基于传感器优化的不同产地黄芪味道比较
　　本研究所采用的电子舌传感器阵列包含了 7 个
不同的传感器：AHS（酸）、CTS（咸）、NMS（鲜）、
ANS（甜）、SCS（苦）、PKS（通用）、CPS（通用）[30]。
　　取过 65 目筛的样品 1.0 g，置于圆底烧瓶中，
与 200 mL 去离子水混合，100℃水浴回流 2 h。冷
却至室温后，离心（5000 r·min－ 1，10 min），取
上清液即得。样品检测时间为 120 s，并且每 1 s
记录响应信号。每份样品平行测定 9 次，并将每
份样品后 3 次 100 ～ 120 s 处的数据用于后续的化
学计量学分析。为避免样品间交叉污染及确保稳

表 5　逐步判别分析结果 
Tab 5　Stepwise discriminant analysis

步骤
输入

变量

Wilks’ Lambda

统计量 Df1 Df2 Df3
F

统计量 Df1 Df2 P
1 LY2/gCT 0.783 1 3 114 10.506 3 114 0.00
2 LY2/AA 0.555 2 3 114 12.885 6 226 0.00

注：最大步骤数为 24；要输入的最小偏 F 为 3.84，要删除的

最大偏 F 为 2.71。
Note：The maximum number of steps is 24；the minimum offset 

to enter is 3.8，and the maximum offset to remove is 2.71.

 i
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表 6　电子鼻传感器阵列优化后结果 (x±s) 
Tab 6　E-nose sensors results after sensor array optimization (x±s)

传感器 陕西（n ＝ 47） 山西（n ＝ 30） 甘肃（n ＝ 23） 宁夏（n ＝ 18）
LY2/gCT － 0.007±0.001b － 0.007±0.001b － 0.008±0.002b － 0.005±0.002a

LY2/LG 0.050±0.015b 0.054±0.013b 0.065±0.017a 0.059±0.017ab

LY2/AA － 0.046±0.007a － 0.045±0.006a － 0.048±0.007a － 0.039±0.007b

LY2/G － 0.080±0.013a － 0.078±0.012a － 0.083±0.013a － 0.065±0.012b

P10/1 0.561±0.059ab 0.558±0.047ab 0.592±0.051a 0.525±0.025b

T30/1 0.440±0.057ab 0.436±0.044ab 0.471±0.051a 0.411±0.026b

注（Note）：同行不同小写字母表示不同组数据间，P ＜ 0.05（Different lowercase letters in the same industry between different sets of data 
indicate significant differences，P ＜ 0.05）。

定的电势，两样品间设置一杯去离子水清洗传感
器，清洗时间为 30 s。
　　对 118 份不同产地黄芪样品的水提液进行电
子舌检测，电子舌的结果见图 4A。为剔除传感
器中的冗余数据，依据“2.2.1 ～ 2.2.4”项下步骤
对电子舌的传感器阵列进行优化，优化后结果见
图 4B 和表 7。最终确定优化后的电子鼻传感器阵
列组成为 PKS（通用）、CTS（咸味）、NMS（鲜

味）、CPS（通用）、ANS（甜味）、SCS（苦味）。
对传感器结果进行单因素方差分析，结果见表 7。
由表 7 可知，不同产地的黄芪在味道上差异具有
统计学意义；在甜味上，陕西黄芪的浓度高于山
西和宁夏的黄芪；在咸味和苦味上，陕西黄芪的
浓度均大于其他三个产地的黄芪；在鲜味上甘肃
黄芪是最浓的。山西黄芪的咸味、甜味和苦味在
4 个产地黄芪中浓度均是最低的。

表 7　电子舌传感器阵列优化后结果 (x±s) 
Tab 7　E-tongue sensors after sensor array optimization (x±s)

传感器 陕西（n ＝ 47） 山西（n ＝ 30） 甘肃（n ＝ 23） 宁夏（n ＝ 18）
PKS 2692.79±203.57a 2650.95±224.20a 2449.41±150.74b 2379.76±103.39b

CTS 631.58±68.31a 539.01±23.11b 626.89±33.77a 603.39±19.55a

NMS 2439.82±662.80b 2734.30±613.51ab 2840.60±657.30a 1330.04±90.87c

CPS 720.84±57.22a 645.48±34.62b 721.12±36.03a 692.85±16.92a

ANS 776.34±59.18a 692.33±26.83b 790.89±38.77a 765.55±22.29a

SCS 790.96±46.43a 738.83±30.54b 785.64±34.53a 752.78±21.54b

注（Note）：同行不同小写字母表示不同组数据间，P ＜ 0.05（Different lowercase letters in the same industry between different sets of data 
indicate significant differences，P ＜ 0.05）。

2.4　基于 RFI 的特征排序
　　将通过传感器优化后的变量提交到一个
过滤器的功能选择方法，RFI（Random Forest 
Importance）[31]。该方法通过 RF 分类器对筛选
后得到的 14 个特征的重要性进行排序。我们根
据每个变量的重要性选择变量，并应用于之后的
模型预测。利用 RFI 对各个变量的重要性进行排
序，结果见图 5。由图可知，对模型预测贡献度
最大的变量为 PKS，其次为 NMS，分别为 0.148
和 0.127。对模型预测贡献度最小的变量为 LY2/
LG，为 0.0309，其次为 LY2/gCT 和 LY2/G，均
为 0.0310。
2.5　模型方法及变量个数筛选
　　基于 RFI 的结果，分别采用 SVM、RF 和
BPNN 执行如下 14 个分类模型。第一个分类模型
仅使用一个变量（PKS），第二个分类模型使用前
两个变量（PKS 和 NMS），以此类推，直到第 14
个分类模型，则使用经由传感器优化得到的 14
个变量。表 8 分别表示了 SVM、RF 和 BPNN 的
14 个分类模型判别结果，给出了输入的变量及每

个分类模型的准确度值。最终采用 BPNN 进行产
地鉴别模型的构建，并纳入排名前 11 个变量进
行构建。
2.6　模型的构建
　　基于“2.5”项下选择的机器学习方法及变量
个数，进行产地判别模型构建。采用颜色中的
L* 值，b* 值；3 个气味传感器 LY2/AA、T30/1、
P10/1；6 个味道传感器 PKS（通用）、NMS（鲜）、
CTS（咸）、ANS（甜）、CPS（通用）、SCS（苦），
共 11 个变量进行产地鉴别。随机抽取总样品量
的 80% 作为模型的训练集，其余 20% 为模型的
测试集。BPNN 的参数设置为：隐藏层设置为两
层，神经元数量分别为 5 和 6；最大迭代次数设
置为 2000；选择神经网络激活函数为 tanh；采用
五折交叉验证进行分析。BPNN 的流程图见图 6。
最终得到黄芪的产地鉴别模型正确率为 84%。
2.7　模型结果解释

　　为进一步深入理解建模过程，探究究竟哪些
特征影响了模型的预测结果，需要分析给定模型
的特征重要性的信息。为此，使用 SHAP 中的
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表 8　SVM、RF和 BPNN的模型预测结果 
Tab 8　Classification with SVM，RF，and BPNN associated to feature selection

模型 变量 SVM/% RF/% BPNN/%
#01 PKS 31 59 51
#02 PKS，NMS 49 64 79
#03 PKS，NMS，CTS 74 73 82
#04 PKS，NMS，CTS，ANS 74 72 85
#05 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS 76 78 81
#06 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L* 78 77 83
#07 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS 77 75 81
#08 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA 75 76 83
#09 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA，T30/1 75 75 81
#10 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA，T30/1，P10/1 76 76 83
#11 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA，T30/1，P10/1，b* 76 75 84
#12 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA，T30/1，P10/1，b* LY2/G 76 75 75
#13 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA，T30/1，P10/1，b* LY2/G，LY2/gCT 78 74 77
#14 PKS，NMS，CTS，ANS，CPS，L*，SCS，LY2/AA，T30/1，P10/1，b* LY2/G，LY2/gCT，LY2/LG 79 75 79

图 5　基于 RFI 的 14 个变量重要性排序

Fig 5　Importance ranking of 14 variables according to RFI

Kernel SHAP 方法做进一步分析，Kernel SHAP
方法可对任意模型进行解释。图 7 显示了用于黄
芪产地判别解释性分析的 SHAP 特征重要性的
排序，揭示了变量在实际构建的模型中的重要程
度，以确定哪些变量对特定的类分配贡献最大。
在该黄芪产地鉴别模型中，排名前 5 位的变量均
为味道方面的变量，各个产地黄芪的味道主要在
甜味、咸味和苦味这三方面存在差异。可知味道
是造成各个产地黄芪存在差异的主要因素。后几
名指标为气味变量，说明气味信息在黄芪产地鉴
别中不是决定性因素。 图 7　预测模型变量重要性排名

Fig 7　Importance ranking of predictive model variables

图 4　电子舌传感器雷达图结果（A）和传感器阵列优化后的雷达图结果（B）

Fig 4　E-tongue sensors radar map（A）and radargram after sensor array optimization（B）

图 6　BPNN 模型构建流程图

Fig 6　Flowchart of BPNN model construction 
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图 8　陕西省（A）、山西省（B）、甘肃省（C）和宁夏回族自治区（D）黄芪 11 个特征变量 SHAP 摘要图

Fig 8　SHAP summary plots of the 11 characteristic variables of Shannxi（A），Shanxi（B），Gansu（C）and Ningxia（D）

　　为了进一步明确各个变量对于模型中分类
的正 / 负关系，采用 SHAP 概要图对单个产地的
SHAP 值分析，揭示特征取值是如何影响模型分类
到该类别的概率。SHAP 概要图是将特征重要性
与特征效应结合在一起。样本颜色由蓝到红代表
特征的值由低到高。如图 8A 所示，以分类为陕西
产地的样品为例，CPS 和 CTS 具有高特征值且对
应其具有正向 SHAP 值，这说明该特征数值越大，

模型将样品分类为陕西产地的可能性越大；而从
图 8B 中可知，CTS 对模型将样品分类为山西产
地的影响最大，CTS 具有高特征值，但对应其具
有负向 SHAP 值，这说明该特征数值越小，模型
将样品分类为山西产地的可能性越大；综合来看，
这与黄芪的电子舌测定结果相一致，说明 Kernel 
SHAP 对模型的解释与实际情况一致，证明了产地
鉴别模型的实用性。

3　结论与讨论

　　利用机器学习模型构建产地判别模型是近年来
的热点问题 [32]，然而不同的机器学习模型对产地判
别的能力及模型可解释性问题均有待于深入研究。
基于此，本文以 4 个产地的黄芪药材为例，采用三
种仿生技术手段对黄芪的感官特征进行测定与分
析，并通过进行特征筛选和机器学习模型的训练，
构建了一个黄芪产地判别模型。最后使用 SHAP 值
进行了建模后的分析与解释，得到如下主要结论：
　　① 本研究结合 BPNN 方法与仿生技术共同分
析，使得黄芪的产地鉴别正确率达 84%。相较于
RF、SVM 这两种机器学习模型，BPNN 在黄芪
产地鉴定方面具有较高准确率。
　　② 在黄芪产地鉴别模型中，变量重要性排
名前 5 名均为黄芪味道特征的变量，说明味道在
黄芪产地鉴别问题所涉及的感官指标中是重要因
素。后几名指标为 LY2/G、T30/1、NMS 和 LY2/
AA，为气味变量，说明气味和颜色在黄芪产地
鉴别问题中并不是决定性因素。在建立模型时，

应更关注味道指标。
　　通过对陕西黄芪的 SHAP 值分析，可知陕西产
地黄芪味道变量的 SHAP 值多为正值，且与电子舌
结果比较发现，陕西黄芪的甜味、苦味和咸味相较
于其他产地黄芪的味道更浓，这与陕西黄芪的味道
感官特征具有一致性。因此在不同的鉴别场景中，
味道越浓，鉴定为陕西黄芪的可能性越大。
　　传统中药的产地鉴别往往依赖专家经验，且
鉴定结果易受主观因素影响。本文通过采集感官
指标构建机器学习模型，并对模型进行解释。一
方面，颜色、气味和味道是中药鉴别的重要部分，
通过仿生技术手段可以客观化表征中药的形色气
味，对样品进行整体分析，解决了传统鉴别需依
赖专家经验的问题，对中药的感官进行了系统的
评价；另一方面，基于建立的感官评价可以为未
来客观化鉴别中药的产地提供一定的依据，在中
药的鉴别上有较好的应用前景。
　　本文收集了 4 个产地的蒙古黄芪样品，产地
鉴别正确率较高；而《中国药典》2020 年版一部
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中规定了黄芪的基原为蒙古黄芪和膜荚黄芪，本
研究对黄芪药材的鉴别应用范围仍有不足，后续
可通过进一步收集样品进行实验对膜荚黄芪的产
地进行鉴别。
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基于分子对接与分子动力学模拟的 NorA抑制剂虚拟筛选
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摘要：目的　基于计算机的方法筛选天然产物数据库中潜在的新型 NorA 抑制剂。方法　利用分子

对接、ADMET 性质预测、分子动力学模拟、结合自由能计算等方法进行虚拟筛选。结果　筛选得

到 4 个化合物，它们通过与 NorA 蛋白发生特异性非共价相互作用而结合，分子动力学模拟也表明

这些复合物体系在模拟时间内保持稳定。结论　这 4 个化合物具有潜在的 NorA 抑制活性，本研究

为发现新的 NorA 抑制剂提供了新思路，并为进一步实验验证和药物开发提供了潜在候选化合物。

关键词：外排泵抑制剂；虚拟筛选；分子对接；分子动力学模拟
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Virtual screening of NorA inhibitors based on molecular docking and 
molecular dynamics simulation
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of Medicine, Central South University, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To screen potential novel NorA inhibitors from natural product databases 
by computer-based methods. Methods  Virtual screening was conducted with molecular docking, 
ADMET property prediction, molecular dynamics simulation, and binding free energy calculation. 
Results  Four compounds were identified, which interacted with NorA proteins through specific non-
covalent interactions. Molecular dynamics simulations showed that these complex systems remained 
stable throughout the simulation. Conclusion  The obtained 4 compounds show promising NorA 
inhibition potential. This research introduces a novel concept to uncover new NorA inhibitors and 
identifies potential compounds for future experimental testing and drug development. 
Key words: efflux pump inhibitor; virtual screening; molecular docking; molecular dynamics 
simulation
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　　当前，细菌的多药耐药性已经成为全球公共
卫生领域面临的严重问题之一。多药耐药性指的
是细菌对多种抗菌药物产生耐药性，导致常规抗
菌药物无法有效治疗感染性疾病，从而病死率不
断上升 [1]。主动外排机制是细菌产生多药耐药性
的重要机制之一 [2]，通过外排泵的作用，细菌能
够识别和主动排出抗菌药物分子，使得细菌细胞
内的抗菌药物浓度降低，从而削弱抗菌药物的杀
菌效果 [3-4]。细菌对抗菌药物产生耐药性，进一步
增加了感染治疗的难度。由于新的抗菌药物的研

发异常困难，近二十年来全球都没有新的抗菌药
物获批上市，因此，抗菌药物佐剂成为备受瞩目
的替代治疗选择。抗菌药物佐剂能够恢复或增强
抗菌药物的活性 [5-7]，最大限度地减少甚至直接
阻断耐药性的产生。因此，开发外排泵抑制剂被
认为是对抗细菌多药耐药性的有效途径 [8-10]。
　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Methicillin-Re-
sistant Staphylococcus Aureus，MRSA）是一种特
殊的金黄色葡萄球菌亚型，因其对多种抗菌药物，
包括甲氧西林耐药，而被称为“超级细菌”。这
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种细菌的出现，大大增加了感染治疗的难度。细
菌外排泵作为一种耐药机制，是导致细菌产生多
药耐药性的主要原因之一。在 MRSA 中，外排泵
的作用尤其显著，是 MRSA 产生耐药性的关键因
素。因此，探索并发现新的外排泵抑制剂，对于
有效防控 MRSA 感染具有极其重要的意义。
　　NorA 多药外排泵蛋白（NorA multidrug efflux 
pump protein）是革兰氏阳性菌（如金黄色葡萄球
菌）中的反向膜转运蛋白，与多药耐药性密切相
关 [11-12]。它能识别和结合多种抗菌药物，如青霉素
和氟喹诺酮类药物 [13]，并通过三磷酸腺苷（ATP）
将其泵出细胞，导致抗菌药物失效。因此，NorA
成为研发外排泵抑制剂的潜在目标。抑制 NorA 可
增强抗菌药物效果，降低耐药性，为感染治疗提
供新途径 [14-15]。目前还没有临床批准上市的外排泵
抑制剂，大多在研的化合物存在毒性和较强的副作
用，而天然产物通常具有毒性低，生物活性多样，
在生物体内表现出较好的相容性，并且有较好的生
物可获取性等优点，因此，从天然产物中寻找低毒
性的潜在 NorA 抑制剂具有较大的可行性。
　　计算机辅助药物设计通过模拟分子结构、相
互作用和性质，预测生物活性和药代动力学特
征，从而加速新药发现，提高研发效率，节省资
源 [16-17]。本研究运用分子对接、分子动力学模拟
及自由能计算等方法，从天然产物库中筛选出有
潜力的 NorA 抑制剂，为抗 MRSA 药物研发提供
新型先导化合物 [15]。
1　方法
　　本研究采用基于结构的虚拟筛选方法。首先，
针对细菌外排泵蛋白 NorA 的三维结构，利用分
子对接方法，将天然产物化合物数据库中的 6342
个分子对接到靶标的结合口袋，根据小分子与靶
标口袋的几何形状和化学性质匹配程度，通过打
分函数进行评估筛选。其次，计算 MMGBSA，
并预测化合物的吸收、分布、代谢、排泄及毒性
（ADMET）性质参数，以评估化合物的类药性。
最后，对候选化合物与蛋白复合物进行分子动力
学模拟，计算 MMPBSA，以全面评估化合物和
靶蛋白的结合亲和力及稳定性。最终筛选得到的
化合物可作为潜在的外排泵抑制剂进一步研究。
1.1　分子对接
　　从 RCSB 蛋白质数据库中下载 NorA 的晶
体 结 构（PDBID：7LO7）[14]， 使 用 Schrodinger 
2022-1 的 Protein Preparation Wizard[18] 模 块 对 蛋
白进行去水加氢，并修正和补充不合理或缺失的
氨基酸残基，最后进行能量最小化。根据已知的
活性位点（见图 1）确定结合口袋并生成对接盒

子，其中包括关键残基 Gln51、Asn137、Phe140、
Glu222、Asp307、Arg310、Ser337、Asn340[1]。

图 1　NorA 活性口袋及关键位点

Fig 1　Activity pocket and key sites of NorA

　　下载天然产物小分子数据库（来自 selleck 网
站：www.selleck.cn）， 使 用 Schrodinger 2022-1 的
LigPrep 模块进行质子化以及能量最小化处理，在
OPLS3e 力场下对小分子能量进行优化，同时在
pH 为 7.0±2.0 的环境下对小分子带电状态进行分
析，设置每个小分子最多产生 32 个立体异构，将
化合物的 2D 结构转化为 3D 形式。
　　使用 Schrodinger 2022-1 的 Ligand Docking 模
块进行分子对接，分别采用标准精度（SP）和超
高精度（XP）模式对接，根据对接得分进行初步
筛选 [19-22]。
1.2　ADMET 性质预测
　　使用 SwissADME（www.swissadme.ch）平台
对候选化合物进行 ADMET 性质预测 [23]，通过
Lipinski 规则、PAINS 规则过滤候选化合物，确定
小分子的生物相容性、生物利用度、人类肠道吸
收等重要参数。使用 Schrodinger 2022-1 的 QikProp
模块计算皮肤渗透性、脑血分配系数、与人血白
蛋白结合常数、水溶性等参数，进一步评估和验
证药物相似性。
1.3　分子动力学模拟
　　对候选化合物与蛋白复合物进行分子动力学模
拟，评估蛋白配体的动态相互作用 [16]，整个模拟
过程使用 Gromacs 2022.3 软件进行 [24]。准备过程：
　　① 系统构建：使用 CHARMM-GUI 构建初始
模型 [25]，并应用 CHARMM36 力场参数化。将模型
置于边长距离蛋白 10Å 的周期性边界盒中，并基于
TIP3P 水模型，添加适量水分子和盐离子以模拟生
理环境。② 能量最小化：通过最速下降法进行能量
最小化，直至系统最大力小于 1000 kJ·mol－ 1·nm，
以消除高能位形。③ 预平衡：先后在 NVT（50 ps，
310 K，V-rescale 温度耦合）和 NPT（100 ps，1 bar，
Berendsen 压力耦合）集合下进行预平衡，以达到热
力学平衡。④ 生产模拟：在 NPT 集合下进行 100 ns
的无约束生产模拟。模拟结束后对轨迹进行矫正，计
算均方根偏差（root mean square deviation，RMSD）、
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均方根涨落（root mean square fluctuation，RMSF），
测量回旋半径（radius of gyration，Rg）和分子间氢键
的建立（hydrogen bonds，H-bond），观察这几个指标
随时间的变化，并从 90 ～ 100 ns 轨迹中提取 200 帧
轨迹文件，通过 gmx_MMPBSA[26] 进行结合自由能计
算，评估结合强度及能量贡献 [27]。
2　结果
2.1　虚拟筛选结果分析
　　基于 NorA 的三维结构从中药及天然产物数
据库中进行多轮虚拟筛选（见图 2）。首先，通过
分子对接初步筛选，选用 SP 模式对接，并选取
打分小于－ 6 的化合物进行下一轮 XP 模式对接；
对 XP 对接打分小于－ 7 的化合物进行 MMGBSA
计算，筛除 MMGBSA 值大于－ 30 kJ·mol－ 1 的
化合物（见表 1）。接着，预测 ADMET 性质进行
再次筛选（见表 2），对于成药性较好的化合物，
我们根据结合模式选择合理的构象进行分子动力
学模拟并计算结合自由能，以进一步评估小分子
与蛋白结合的稳定性，最终得到 4 个候选化合物。

图 2　虚拟筛选流程

Fig 2　Virtual screening process

2.2　分子动力学模拟结果分析
　　通过以上的几轮筛选，最后得到 4 个潜在化合
物，为了进一步评估候选化合物与蛋白结合的稳定
性和分子间相互作用，本研究对 4 个化合物进行分
子动力学模拟。我们使用各种标准模拟参数严格分
析了所有化合物的最终轨迹，这些参数包括计算配
体和主链原子的 RMSD、Rg，确定不同氨基酸残基
的 RMSF，并检查 H-bond。
　　RMSD 值是某时刻的结构相对于初始构象的
偏差，可以反映模拟过程中体系稳定情况，由图
可知 4 个化合物体系的 RMSD 值都在 10 ns 后基
本达到稳定并维持到最后（见图 3A），变化趋势
相似，均无较大波动，表明体系在模拟过程中达
到了平衡。RMSD 值越小说明体系越稳定，结合
越紧密，如图所示 Hit4 体系的 RMSD 值最低，
说明该化合物在同等条件下与靶蛋白的结合最稳
定（见图 3A）。
　　Rg 是用于描述聚合物或生物大分子的空间
展开程度或紧密程度的指标。MD 模拟过程中 4
个化合物都表现出明显的致密性模式，均保持稳
定，表明具有很强的致密构象，维持了蛋白质结
构的稳定性（见图 3B）。

表 1　候选化合物对接得分和 MMGBSA结合自由能 
Tab 1　Docking score and MMGBSA binding free energy of 

candidate compounds

化合物 分子量
对接

得分

MMGBSA 结

合自由能 /
（kJ·mol － 1）

相互作用残基

Hit1 414.69 － 7.12 － 39.60 Asn137，Glu222，Arg310，
Asn340

Hit2 408.88 － 7.41 － 51.82 Asn137，Phe306，Asp307，
Arg310，Asn340

Hit3 230.26 － 7.64 － 31.96 Asn137，Asp307，Arg310，
Glu22

Hit4 302.28 － 7.13 － 32.46 Gln51，Glu222，Arg310

表 2　ADMET性质参数 
Tab 2　Parameters of ADMET properties

化合物 QPlogS QPloghERG QPlogBB QPlogKhsa 胃肠道吸收（GIA） 生物利用度 /%
Hit1 － 3.17 － 5.72 － 0.35 － 0.25 优 55
Hit2 － 4.44 － 5.66 － 1.63 － 0.19 优 55
Hit3 － 2.91 － 5.11 － 1.29 － 0.11 优 55
Hit4 － 4.51 － 5.64 － 1.89      0.10 优 55

注：QPlogS（水溶性）. 参考范围为－ 6.5 ～ 0.5；QPlogHERG（钙通道阻塞的 LogP 值）. 推荐范围＜－ 5，值越小越好；QPlogBB（脑血

分配系数）. 推荐范围－ 3.0 ～ 1.2；QPlogKhsa（与人血清蛋白的结合常数）. 推荐范围－ 0.5 ～ 1.5；生物利用度 . 推荐范围 0.5 ～ 1，越高越好。

Note：QPlogS（water solubility）reference range is － 6.5 to 0.5；QPlogHERG（LogP value of calcium channel blockage）recommended 
range：＜－ 5，the smaller，the better；QPlogBB（cerebral blood partition coefficient）recommended range：－ 3.0 to 1.2；QPlogKhsa（binding 
constant with human serum albumin）recommended range：－ 0.5 to 1.5；bioavailability：recommended range 0.5 ～ 1，the higher，the better.

　　RMSF 值为原子位置变化对于时间的平均，给
出了结构各个区域柔性的表征，表示分子中各原子

运动的自由程度，用来评价模拟过程中氨基酸的
稳定性。如图所示 4 个体系变化趋势基本相同（见
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表 3　4 个化合物的结合自由能 (kJ·mol － 1) 
Tab 3　Free energy of binding of 4 compounds (kJ·mol － 1)

化合物 范德华作用能 静电能 溶剂化极化能 非极性溶剂化能 气相自由能 溶剂化自由能 总结合自由能

Hit1 － 35.30 － 146.34 154.22 － 3.16 － 181.64 151.06 － 30.58

Hit2 － 35.74 － 49.25   59.61 － 4.75 － 84.98   54.86 － 30.12

Hit3 － 27.83 － 25.32   33.33 － 3.38 － 53.15   29.94 － 23.20

Hit4 － 23.84 － 33.43   35.27 － 3.28 － 57.27   31.99 － 25.28

　　根据分子动力学模拟结果，4 个化合物体系
均有较好的稳定性以及较高的结合亲和力，可进
一步计算结合自由能进行评估。
2.3　MMPBSA 计算结果分析
　　结合自由能用于评估不同小分子与靶蛋白结
合的稳定性及结合亲和力。本研究分别选取 4 个
化合物的一段稳定的动力学轨迹进行 MMPBSA 计
算。结合能分项包括范德华作用能（VDWAALS）、
静电能（EEL）、溶剂化极化能（EPB）、非极性溶
剂化能（ENPOLAR）、气相自由能（GGAS）和溶

剂化自由能（GSOLV）（见表 3）。根据表 3 的结果，
范德华作用能、静电能、溶剂化极化能和气相自由
能都有助于蛋白配体的结合。其中，静电能和气相
自由能的作用尤为显著。总结合自由能是评估蛋白
配体结合稳定性和亲和力的重要指标，所有候选
化合物总的结合自由能都为负值，表明这些复合
物在热力学上是稳定的，且结合过程可以自发进
行。其中氢溴酸常山酮和达格列净的自由能值低
于－ 30 kJ·mol－ 1，说明它们与靶蛋白的结合最稳
定，具有较高的亲和力，是潜在的优质候选药物。

图 3　分子动力学模拟结果

Fig 3　 Molecular dynamics simulation

图 3C），残基 RMSF 值基本在 1 nm 以内，没有
大幅波动；结合口袋中关键残基 Gln51、Asn137、
Phe140、Glu222、Asp307、Arg310、Thr336、
Asn340 的 RMSF 值均处于一个相对较低的水平，
说明化合物与结合口袋形成了稳定的相互作用。
　　最后分析了模拟过程中的氢键变化，氢键是
分子间关键的弱相互作用，对稳定分子结构、调

控相互作用及影响功能至关重要。如图所示 Hit2
形成的氢键数量较多，表明其分子间相互作用
强，结构可能更稳定（见图 3D）。其他化合物也
都产生了氢键，表明蛋白和配体之间均存在相互
作用，氢键的形成有助于维持分子的稳定结构，
证明了结合模式有较好的稳定性。

2.4　候选化合物与靶蛋白相互作用分析
　　通过多轮虚拟筛选，最终得到 4 个化合物，
分别为氢溴酸常山酮、达格列净、二氢白藜芦
醇、橙皮素。我们选取蛋白配体的最佳构象分析
了相互作用力。如图所示，氢溴酸常山酮与 NorA
（见图 4A）蛋白的关键残基 Asn137、Glu222、

Arg310、Asn340 之间存在氢键相互作用，形成稳
定的复合物。达格列净与 NorA（见图 4B）蛋白
的 关 键 残 基 Asn137、Asp307、Arg310、Asn340
存在氢键相互作用，与残基 Phe306 也形成了氢
键，此外与关键残基 Phe140 之间存在π-π 堆积作
用，使结合亲和力增加，降低了结合能，与活性
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残基紧密结合，形成稳定的复合物。二氢白藜芦
醇与 NorA（见图 4C）蛋白的关键残基 Asn137、
Asp307、Arg310、Glu222 之间形成氢键，二氢白
藜芦醇同样与 Phe140 之间形成π-π 堆积作用，使
其与蛋白的亲和力增加，形成了稳定的复合物。
橙皮素与 NorA（见图 4D）蛋白的关键残基 Gln51、
Glu222、Arg310 之间形成氢键，并且与残基 Phe16
和 Phe140 之间存在疏水相互作用，使蛋白质空间
结构稳定。

图 4　候选化合物与 NorA 相互作用

Fig 4　Interacting of Hit compounds and NorA
注（Note）：A. NorA- 氢溴酸常山酮（NorA-halofuginone）；B. 

NorA- 达格列净（NorA-dapagliflozin）；C. NorA- 二氢白藜芦醇（NorA-
dihydroresveratrol）；D. NorA- 橙皮素（NorA-hesperetin）。

　　上述结果表明，候选化合物均与 NorA 蛋白
之间存在多种相互作用力，结合紧密，形成了稳
定的复合物。为进一步验证虚拟筛选方法的准确
性和可靠性，本课题组以利血平作为阳性药参
照，研究表明利血平对 NorA 蛋白具有抑制作用，
分析利血平与 NorA 蛋白的结合模式及结合口袋
位置。如图 5 所示，利血平与 NorA 的氨基酸残
基 Glu222 和 Asn340 之间产生了氢键，与 Phe140
和 Arg310 之间产生 π-π 堆积作用，形成稳定的复
合物。4 个候选化合物与 NorA 的结合模式与利
血平相似，且结合口袋位置相同，表明候选化合
物可能具有与利血平相似的作用。

图 5　利血平与 NorA 相互作用

Fig 5　Interacting of reserpine and NorA

2.5　候选化合物结构分析
　　经过多轮虚拟筛选得到了 4 个候选化合物，
对 NorA 有抑制活性，其结构如图 1 所示。氢溴常
山酮属于喹诺酮类化合物，达格列净属于 C- 葡萄
糖苷类化合物，二氢白藜芦醇属于二苯乙烯类化
合物，是白藜芦醇的还原形式，橙皮素属于黄酮
类化合物。尽管这些化合物属于不同类别，但都
具有氢键供体或受体基团，如羟基或酮基等极性
官能团，这些基团能够形成氢键，增加了化合物
与靶标蛋白的结合稳定性。4 个候选化合物都具有
芳香环结构，有助于增强化合物与 NorA 蛋白的相
互作用，特别是与疏水性残基的堆积作用。此外，
这些化合物都具有一定的结构灵活性，与 NorA 蛋
白的多个不同残基形成了相互作用，能够适应蛋
白质表面的不同结合口袋。这些共性特征可以为
后续 NorA 抑制剂的开发研究提供参考。
3　讨论
　　细菌的多药耐药性已成为一个日益严峻的问
题，极大地限制了新抗菌药物的开发。因此，研发
抗菌药物佐剂成为解决这一问题的关键途径之一。
外排泵是细菌耐药性的重要机制，大多数已发现的
外排泵抑制剂因毒性大、成药性差或活性低而难以
应用于临床。因此，开发新型外排泵抑制剂对于克
服细菌耐药性至关重要。传统的药物研发流程耗时
长且效率低下，而计算机虚拟筛选方法则可以大幅
缩短研发周期，提高成功率。本研究利用计算机方
法从天然产物库中筛选出具有潜力的新型 NorA 抑
制剂，旨在解决细菌的多药耐药问题。
　　NorA 蛋白是革兰氏阳性细菌多药耐药性的关
键调控因子，抑制 NorA 蛋白功能对于克服多药
耐药性具有重要意义。本文基于 NorA 蛋白的三维
结构，从中药及天然产物数据库中进行虚拟筛选，
并采用分子对接和分子动力学模拟等方法进行深
入研究。经过多轮筛选，最终获得了 4 个对 NorA
具有抑制活性的候选化合物。分子对接结果显示
这些化合物与 NorA 形成了稳定的复合物，并具有
较强的结合亲和力。同时，ADMET 性质预测和
分子动力学模拟结果也表明这些化合物具有良好
的成药性和结构稳定性。未来，我们将对这些化
合物的活性进行测试，并进行毒性和安全性评估，
以确保它们在临床应用中的可行性和安全性。
　　综上所述，本研究通过虚拟筛选方法成功筛
选出 4 个有潜力的 NorA 蛋白抑制剂候选化合物，
为解决多药耐药性问题提供了新的希望。然而，
这些结果仍需要在实验中得到验证，并进行更深
入的研究，以实现其在临床上的应用。这一研究
为抗菌药物研发和多药耐药性的克服提供了新的
方向和启示。
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两种 10-羟基喜树碱碳酸酯的合成及其抗结肠癌活性研究

王维1，陈家美2，贺欢欢1，刘静1，杨俊2，梁光平2*（1. 遵义医科大学附属医院临床医学公共实验中心，贵州　

遵义　563000；2. 遵义医药高等专科学校药学系，贵州　遵义　563006）

摘要：目的　寻找高效低毒的 10- 羟基喜树碱新型衍生物。方法　以 4- 氨基丁醇为起始原料，
羟基端通过酯化反应与 N- 苄氧羰基甘氨酰 -L- 脯氨酸保护，N 端进一步与对硝基苯基氯甲酸酯
反应后，再分别与 10- 羟基喜树碱、7- 乙基 -10- 羟基喜树碱反应得到两种碳酸酯类衍生物，其结
构经 HR-MS、1H-NMR、13C-NMR 表征确认。以伊立替康为阳性对照，采用 CCK8 法测试它们
对人结肠癌细胞（HCT-116、Caco2）、人结肠癌耐药细胞（HCT-15/Taxol、HCT-8/V、HCT-116/5-
FU）、人正常结肠上皮细胞（NCM-460）的抑制活性。HPLC 初步分析衍生物在不同 pH 下的稳定
性。结果　两种碳酸酯类衍生物对五种结肠癌细胞具有显著的抑制作用，且来源于 7- 乙基 -10-
羟基喜树碱的衍生物对 HCT-15/Taxol、HCT-8/V、HCT-116/5-FU 等结肠癌耐药细胞的抑制活性优
于非耐药结肠癌细胞 HCT-116、Caco2，IC50 分别为 2.56、2.70、1.42 μmol·L－ 1。其对 HCT-8/V、
HCT-116/5-FU 的选择指数（SI）也优于阳性对照伊立替康。在 pH 1.0 下，该衍生物 3 h 内可稳定
在 70% 左右，4 h 后急剧下降到 10% 以下；在 pH 7.4 下，12 h 内可稳定在 80% ～ 90%。结论　
来源于 7- 乙基 -10- 羟基喜树碱的碳酸酯衍生物可作为抗结肠癌药物做进一步研究。
关键词：10- 羟基喜树碱；衍生物；结肠癌
中图分类号：R96，R283　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3235-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.016

Synthesis and anti-colon cancer activity of 10-hydroxycamptothecin carbonates

WANG Wei1, CHEN Jia-mei2, HE Huan-huan1, LIU Jing1, YANG Jun2, LIANG Guang-ping2* (1. Public 
Laboratory Center for Clinical Medicine, Affiliated Hospital of Zunyi Medical University, Zunyi  Guizhou  
563000; 2. Department of Pharmacy, Zunyi Medical and Pharmaceutical College, Zunyi  Guizhou  563006)

Abstract: Objective  To find novel 10-hydroxycamptothecin derivatives with high efficiency and 
low toxicity. Methods  The 4-aminobutanol was used as the starting material, the hydroxyl group was 
protected by Z-Gly-Pro-OH through esterification reaction, and the N-terminal was further reacted 
with p-nitrophenylchloroformate, and then reacted with 10-hydroxycamptothecin or 7-ethyl-10-
hydroxycamptothecin to obtain two carbonic acid derivatives, whose structures were confirmed by 
HR-MS, 1H-NMR and 13C-NMR. CCK8 assay was used to test the inhibition of irinotecan on human 
colon cancer cells (HCT-116 and Caco2), human colon cancer drug resistant cells (HCT-15/Taxol, 
HCT-8/V, and HCT-116/5-FU) and human normal colon epithelial cells (NCM-460) with irinotecan as 
positive control. The stability at different pH values was analyzed by HPLC. Results  Both carbonic 
acid derivatives had significant inhibition on 5 colon cancer cells. The derivative derived from 7-ethyl-
10-hydroxycamptothecin showed better inhibition on HCT-15/Taxol, HCT-8/V and HCT-116/5-FU 
cells (with IC50 values being 2.56, 2.70 and 1.42 μmol·L－ 1, respectively) than that on HCT-116 and 
Caco2 cells. The selection index of HCT-8/V and HCT-116/5-FU was better than that of irinotecan. At 
pH 1.0, the original drug stabilized at about 70% for 3 h, and then drop sharply to less than 10% after 4 
h. At pH 7.4, the original drug stabilized at about 80% ～ 90% within 12 h. Conclusion  Carbonic acid 
derivatives from 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin can be further studied as anti-colon cancer drugs.
Key words: 10-hydroxycamptothecin; derivative; colon cancer
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　　结直肠癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之
一，位居女性第二、男性第三 [1]。目前，虽然结
直肠癌的治疗方法以手术切除为主，但随着新型
靶向药物的应用，靶向治疗已逐步成为结直肠癌
个体化治疗和综合治疗的一线方案，如西妥昔单
抗、瑞戈非尼、伊立替康、拉罗替尼等均已获批
用于结直肠癌的治疗 [2-3]。在这些小分子药物中，
经天然产物 10- 羟基喜树碱结构衍生的伊立替康是
研究最好的拓扑异构酶Ⅰ抑制剂之一，它是一种
水溶性喜树碱类前体药物，在体内羧酸酯酶的裂
解下转化为 7- 乙基 -10- 羟基喜树碱（SN38）而发
挥作用 [4]，常与其他药物（如奥沙利铂）配合作为
结直肠癌的一线或二线治疗方案使用。但是，伊
立替康存在恶心、呕吐、疲乏、发热、迟发性腹泻、
脱发等多种不良反应以及稳定性低的缺陷。其中，
迟发性腹泻的发生率较高，严重者甚至会危及生
命，这也限制了伊立替康在临床中的应用 [4]。
　　根据伊立替康的体内代谢可知，羧酸酯酶主
要裂解 C10-OH 连接的酰胺结构。而碳酸酯作为常
见的一种结构，已用于人参皂苷元 [5]、姜黄素 [6]

等天然产物的结构修饰中，得到的衍生物具有良
好的抗肿瘤活性，并且碳酸酯结构用于前体药物
研究也有报道 [7]。鉴于喜树碱 C10-OH 连接酰胺结
构得到的伊立替康存在多种不良反应，碳酸酯在
抗肿瘤化合物结构修饰中已有应用。因此，本研
究以 10- 羟基喜树碱（6a）、SN38（6b）为原料，
通过如图 1 所示路线制备了两种碳酸酯类衍生物
（7a、7b），并通过活性筛选评价它们在结直肠癌
治疗中的应用潜力，为 10- 羟基喜树碱碳酸酯类
衍生物在抗结直肠癌方面的应用研究提供参考。

图 1　10- 羟基喜树碱碳酸酯衍生物的合成路线

Fig 1　Synthetic route of 10-hydroxycamptothecin carbonate derivatives

1　材料
1.1　仪器
　　AVANCE NEO 600MHz 型 NMR 仪（DMSO-d6 为
氘代溶剂，德国 Bruker 公司）；8045 型三重四极杆
LC-MS 仪（日本岛津公司）；U3000-Q Exactive Focus
型 HR-MS 仪（美国 Thermo Fisher 公司）；MCO-15AC
型二氧化碳培养箱（日本 SANYO 公司）；Flexstation 

3 型酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）；SGW X-4
型显微熔点仪（上海仪电物理光学仪器有限公司）；
RV3 型旋转蒸发仪（德国 IKA 公司）。
1.2　试药
　　10- 羟基喜树碱、SN38、N- 苄氧羰基甘氨
酰 -L- 脯氨酸、对硝基氯甲酸苯酯、氯甲酸异丁
酯（IBCF）（上海阿拉丁生化科技股份有限公司），
伊立替康（MedChemExpress 公司）；乙腈、二氯
甲烷（DCM）、甲醇、三乙胺（TEA）、N'，N'-
二甲基甲酰胺（DMF）均为市售分析纯，未经进
一步处理直接使用。
1.3　细胞
　　人结肠癌细胞（HCT-116、Caco2）、人正常
结肠上皮细胞（NCM-460）（上海富衡生物科技有
限公司）。人结肠癌耐药细胞（HCT-15/Taxol）、
人结肠癌长春新碱耐药株（HCT-8/V）（北京北纳
创联生物技术研究院）。人结肠癌耐药细胞（HCT-
116/5-FU）（武汉华研生物科技有限公司）。DMEM
培养基、胎牛血清、PRMI1640 培养基、胰蛋白
酶（索莱宝公司）。
2　方法
2.1　化学合成
2.1.1　中间体 3 的合成　取 N- 苄氧羰基甘氨
酰 -L- 脯氨酸 2（600 mg，1.96 mmol）溶于 30 mL
乙腈，加入三乙胺（1.1 mL，7.83 mmol）后冰浴
10 min，搅拌下缓慢滴加氯甲酸异丁酯（1.0 mL，
7.83 mmol）。继续冰浴反应 30 min，缓慢滴加 4-
氨基 -1- 丁醇（1，2.7 mL，29.38 mmol）的乙腈溶
液 6 mL，滴毕后自然升温至室温反应，TLC 检
测 6 h 反应完全，45℃减压除去乙腈，残留物加
水（150 mL）稀释，二氯甲烷（100 mL×3）萃取，
45℃减压回收溶剂得黄色油状物中间体 3，未经
纯化直接用于下一步反应。
2.1.2　中间体 5 的合成　将上一步制得的中间
体 3（930 mg，2.46 mmol）溶解在 40 mL 二氯甲
烷中，室温下加入对硝基氯甲酸苯酯 4（992 mg，
4.93 mmol）搅拌溶解后，缓慢滴加三乙胺（688 
μL，4.93 mmol），室温搅拌反应，TLC 检测 22 h
反应完全，反应液加 200 mL 水稀释，乙酸乙酯
（150 mL×3）萃取，45℃减压回收溶剂，残留物
经快速柱层析（二氯甲烷 - 甲醇＝ 30∶1）纯化得
黄色油状物 5，45℃干燥后未经纯化直接用于下
一步反应。
2.1.3　目标产物 7a、7b 的合成　参照文献 [8] 方
法， 取 6a（185.6 mg，0.51 mmol） 溶 于 二 氯 甲
烷∶N'，N'- 二甲基甲酰胺（1∶1）20 mL 混合溶液
中，依次加入三乙胺（177 μL，1.27 mmol）、中间
体 5（330 mg，0.61 mmol），室温搅拌，TLC 检测
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36 h 反应完全，反应液加 150 mL 水稀释，乙酸乙
酯（100 mL×3）萃取，减压回收溶剂，残留物经
快速柱层析（二氯甲烷 - 甲醇＝ 70∶1）纯化得浅
黄色粉末 7a，收率 67.4%。m.p. 205.4 ～ 206.0℃；
1H-NMR（600 MHz，DMSO-d6）δ：8.66（s，1H，
7-ArH），8.20（d，J ＝ 9.2 Hz，1H，12-ArH），
8.02（d，J ＝ 2.5 Hz，1H，9-ArH），7.77（dd，
J ＝ 9.1，2.6 Hz，1H，11-ArH），7.34（s，1H，
14-ArH），7.17（t，J ＝ 5.6 Hz，1H，6'-NH），
6.55（s，1H，20-OH），5.43（s，2H，17-CH2），
5.28（s，2H，5-CH2），4.27（t，J ＝ 6.5 Hz，2H，
2'-CH2），3.77 ～ 3.71（m，2H，8'-CH2），3.04
（q，J ＝ 6.7 Hz，2H，5'-CH2），1.93 ～ 1.85（m，
2H，19-CH2），1.85 ～ 1.79（m，1H，9'-CH），
1.74 ～ 1.67（m，2H，3'-CH2），1.53（dt，J ＝

14.4，7.0 Hz，2H，4'-CH2），0.89（t，J ＝ 5.1 
Hz，3H，18-CH3），0.88（d，J ＝ 6.7 Hz，6H，
10'，11'-CH3）。

13C-NMR（151 MHz，DMSO-d6）δ：
172.9（22-C ＝ O），157.2（21-C ＝ O），156.9（10-
C），153.4（-C＝O），153.2（-C＝O），150.5（15-
C），149.6（6-C），146.4（8-C），145.7（13-C），
131.8（12-C），131.1（3-C），131.0（2-C），128.7
（7-C），125.9，119.7，119.3，97.2（14-C），72.8
（C-20），70.1（-OCH2），69.1（-OCH2），65.7（17-
C），50.7（5-C），40.5（5'-C），30.7（19-C），28.1
（9'-C），26.2（-CH2），25.9（-CH2），19.4（2×C，
10'，11'-CH3），8.3（18-CH3）。HR-MS，m/z calcd. 
for C30H34O9N3（[M ＋ H] ＋）：580.2289，found：
580.2267[9]。
　　 取 6b（200.2 mg，0.51 mmol）、 三 乙 胺
（177 μL，1.27 mmol）、中间体 5（330 mg，0.61 
mmol），采用与化合物 7a 相同方法制得淡黄色
粉 末 7b， 收 率 62.3%。m.p. 223.0 ～ 223.5℃；
1H-NMR（600 MHz，DMSO-d6）δ：8.15（d，
J ＝ 9.1 Hz，1H，12-ArH），8.08（d，J ＝ 2.3 
Hz，1H，9-ArH），7.72（dd，J ＝ 9.1，2.4 Hz，
1H，11-ArH），7.30（s，1H，14-ArH），7.17
（t，J ＝ 5.7 Hz，1H，6'-NH），6.54（s，1H，
20-OH），5.43（s，2H，17-CH2），5.24（s，2H，
5-CH2），4.27（t，J ＝ 6.5 Hz，2H，2'-CH2），
3.73（d，J ＝ 6.7 Hz，2H，8'-CH2），3.14（q，
J ＝ 7.3 Hz，2H，23-CH2），3.04（q，J ＝ 6.6 
Hz，2H，5'-CH2），1.93 ～ 1.79（m，3H，19-
CH2，9'-CH），1.74 ～ 1.67（m，2H，3'-CH2），
1.53（dt，J ＝ 14.3，7.0 Hz，2H，4'-CH2），1.28
（t，J ＝ 7.6 Hz，3H，24-CH3），0.89（t，J ＝ 6.0 
Hz，3H，18-CH3），0.87（d，J ＝ 6.7 Hz，6H，
10'，11'-CH3）。

13C-NMR（151 MHz，DMSO-d6）

δ：172.5（22-C ＝ O），156.8（21-C ＝ O），156.5
（10-C），153.0（-C ＝ O），152.1（-C ＝ O），
150.0（15-C），149.3（6-C），146.5（8-C），145.8
（13-C），145.5，131.4，128.5，127.0，125.0，
119.1，114.9，96.8（14-C），72.4（C-20），69.7
（-OCH2），68.6（-OCH2），65.3（17-C），49.5
（5-C），40.1（5'-C），30.4（19-C），27.7（9'-C），
25.8（-CH2），25.5，22.3，19.0（2×C，10'，11'-
CH3），13.9（-CH3），7.8（18-CH3）。HR-MS，m/
z calcd. for C32H38O9N3（[M ＋ H] ＋）：608.2603，
found：608.2581[9]。
2.2　细胞活性测试
　　以伊立替康为阳性对照，设置浓度为 0.01、0.1、
1、10、100 μmol·L－ 1，根据文献 [9] 的 CCK-8 法测
试化合物 7a、7b 作用 48 h 对 HCT-116、Caco2、HCT-
15/Taxol、HCT-8/V、HCT-116/5-FU、NCM-460 细胞
的抑制活性，采用 GraphPad Prism9 计算其半数抑制
浓度（IC50），同时以化合物对 NCM-460 细胞的 IC50

和各种结肠癌细胞的 IC50 比值计算选择指数（SI 值）。
2.3　分子对接分析
　　从 PDB 数据库下载喜树碱耐药的拓扑异构
酶Ⅰ突变蛋白（PDB：1RRJ）晶体结构，按文
献 [10] 方法采用 Autodock 进行处理，分析合成化
合物与喜树碱耐药的拓扑异构酶Ⅰ的相互作用。
2.4　pH 稳定性分析
　　化合物储备液的配制、色谱条件、HPLC 分
析同文献 [9]。pH 1.0、pH 4.0 缓冲液按文献 [11] 方
法配制。
3　结果与讨论
3.1　目标化合物的合成及表征
　　在最初的合成过程中，课题组拟以 4- 氨
基 -1- 丁醇（1）作为连接臂，将特异性作用于成
纤维细胞激活蛋白α（FAPα）的底物 N- 苄氧羰
基甘氨酰 -L- 脯氨酸（2）与 10- 羟基喜树碱拼接，
以获取 10- 羟基喜树碱衍生物（9a、9b，见图 2），
开展作用于成纤维细胞激活蛋白α 的相关研究。
但在实际合成中，经质谱和核磁表征确定所得终
产物为化合物 7a、7b，并未获得预期的化合物
9a、9b。通过对合成路径的分析，发现 4- 氨基 -1-
丁醇在氯甲酸异丁酯和三乙胺的作用下可同时与
NH2、OH 形成中间态，当 N- 苄氧羰基甘氨酰 -L-
脯氨酸加入后，4- 氨基 -1- 丁醇 OH 端的中间态
优先和 N- 苄氧羰基甘氨酰 -L- 脯氨酸的羧基反
应生成中间体 3，而并非通过反应得到中间体 8。
随后，中间体 3 与对硝基氯甲酸苯酯继续在三乙
胺作用下反应时，N- 苄氧羰基甘氨酰 -L- 脯氨酸
部分起到类似“保护载体”的作用，被对硝基氯
甲酸苯酯置换去除，最终生成了中间体 5。中间
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体 5 再分别与 10- 羟基喜树碱、SN38 反应得到了
具有碳酸酯结构的衍生物 7a、7b。

图 2　10- 羟基喜树碱与 N- 苄氧羰基甘氨酰 -L- 脯氨酸拼接合成原

定路线

Fig 2　Original synthesis route of 10-hydroxycamptothecin and Z-Gly-
Pro-OH

　　由于实际合成目标产物并非为预想中的结
构，我们通过 1H-NMR 分析了第一步反应所得油
状物 3。对比原料 2 的 1H-NMR，在中间体 3 的
1H-NMR 中新增了酰胺、CH2、CH3 等片段信息
（见图 3）。在 MS 中，也检测到 m/z 478 的碎片
信息，为中间体 3 的分子离子峰。因此，初步确
定得到的中间体为化合物 3，而非化合物 8。

图 3　原料 2 和中间体 3 的 1H-NMR 对比

Fig 3　1H-NMR comparison of raw material 2 and intermediate 3

　　同时，借助 HR-MS 分析得知化合物 7a 中含有
30 个 C、33 个 H。在化合物 7a 的 1HNMR 中，δH 
0.89、0.88 附近有 9 个 H 质子信号，分别为 10- 羟
基喜树碱结构中的 18-CH3 以及 10' 和 11' 位的 2 个
甲基信号。δH 7.17 的三重峰为酰胺 NH 的 H 质子信

号，δH 4.27、3.04、1.74-1.67、1.53 为来源于 4- 氨
基 -1- 丁醇的 4 个 CH2 质子信号，δH 1.85 ～ 1.79 的
1 个 H 为来源于氯甲酸异丁酯中异丁基 CH 质子信
号，δH 3.71 的 2 个 H 为来源于氯甲酸异丁酯中异
丁基 CH2 质子信号。而在 13C-NMR 中，δC 19.4 也
有 2 个来源于相同化学环境的甲基 C 信号，且δC 
153.4、153.2 比 10- 羟基喜树碱多了 2 个羰基 C 信
号。其他 C、H 信号与文献 [12] 报道的 10- 羟基喜树
碱的 1H-NMR、13C-NMR 信号基本一致。因此，我
们确认化合物 7a、7b 为如图 1 中所示的结构。
3.2　抗肿瘤活性
　　根据表 1 的细胞活性结果可知，化合物 7a、
7b 对人正常结肠细胞 NCM-460 的抑制作用比阳
性对照伊立替康弱，说明化合物 7a、7b 对正常细
胞的毒性可能更低。在对五种结直肠癌细胞抑制
作用方面，虽然化合物 7a、7b 的抑制强度虽比阳
性对照弱，但也具有较好的 IC50。同时，化合物
7b 对三种结肠癌耐药细胞（HCT-15/Taxol、HCT-
8/V、HCT-116/5-FU）的抑制活性优于两种非耐
药结肠癌细胞（HCT-116、Caco2），对 HCT-15/
Taxol、HCT-8/V、HCT-116/5-FU 的 IC50 值分别为
2.56、2.37、1.42 μmol·L－ 1，初步显示化合物 7b
可能在结直肠癌耐药研究中具有更大的潜力。
　　同时，计算化合物 7a、7b 对五种结直肠癌
细胞的选择指数 SI 值（见表 1）。结果显示，除
化合物 7a 对 HCT-116/5-FU 细胞的 SI 值小于 1.0
外，其余 SI 值均大于 1.00，尤以化合物 7b 对结
肠癌耐药细胞 HCT-8/V、HCT-116/5-FU 的作用最
突出，分别达到了伊立替康的 2.8 倍、1.5 倍。提
示化合物 7b 在对 5- 氟尿嘧啶、长春新碱等药物
治疗后的结肠癌耐药情况可能比伊立替康更有潜
力，值得进一步研究。

表 1　化合物 7a、7b对 6 种细胞的抑制作用及其选择指数 
Tab 1　Inhibitory effect of compounds 7a and 7b on 6 cells and their selection index

化合物

HCT-116 Caco2 HCT-15/Taxol HCT-8/V HCT-116/5-FU NCM-460

IC50/
（μmol·L － 1）

SI
IC50/

（μmol·L － 1）
SI

IC50/
（μmol·L － 1）

SI
IC50/

（μmol·L － 1）
SI

IC50/
（μmol·L － 1）

SI
IC50/

（μmol·L － 1）
SI

7a 7.01 1.77 5.22 2.38 11.76 1.05 9.23 1.34 12.56   0.99 12.40 1.00

7b 7.71 1.95 5.33 2.82   2.56 5.87 2.37 6.33   1.42 10.56 15.02 1.00

伊立替康 0.35 6.25 0.70 3.16   0.33 6.68 0.98 2.24   0.31   7.07   2.20 1.00

　　化合物 7b 对三种结肠癌耐药细胞（HCT-15/
Taxol、HCT-8/V、HCT-116/5-FU）的抑制活性优于两
种非耐药结肠癌细胞（HCT-116、Caco2），且具有较
高的 SI，故我们采用分子对接分析了化合物 7b 与喜
树碱耐药的拓扑异构酶Ⅰ突变蛋白（PDB：1RRJ）的
结合作用。结果显示，化合物 7b 与该蛋白的结合自

由能为－ 36.8 kJ·mol－ 1，并且与蛋白残基 Asn491、
Thr501、Arg364 形成 3 个氢键，键长分别为 2.98Å、
2.84Å、2.91Å。同时，化合物 7b 与 Val502、Lys493、
Thr498、Gly363、Phe361、Glu418、Lys374、Lys425、
Asp533、Lys532、Gly490、Gly503、Arg488 等 13 个
蛋白残基还产生了疏水作用（见图 4）。
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　　而阳性对照伊立替康与该蛋白无论是氢键数
量还是疏水作用均弱于化合物 7b。仅在 Asn352
形成 1 个键长为 2.93Å 的氢键（见图 4）。在疏水
作用方面，伊立替康与 Pro431、Lys436、Pro357、
Tyr426、Glu418、Lys374、Ile377、Glu356、
Asn419、Lys425、Arg375 等 11 个蛋白残基形成疏
水作用，也少于化合物 7b 的 13 个。

图 4　化合物 7b（左）、伊立替康（右）与喜树碱耐药的拓扑异构

酶Ⅰ突变蛋白的分子对接

Fig 4　Molecular docking of compounds 7b（left）and irinotecan
（right）with camptothecin-resistant topoisomerase Ⅰ mutant protein

　　此外，由于喜树碱类药物的稳定性也是影响其
使用的重要因素，本研究还初步分析了化合物 7b
在 pH 1.0、pH 7.4 下的稳定性。结果显示，化合物
7b 在 pH 1.0 中的稳定性差，3 h 内原药结构形式仅
稳定在 70% 左右，到 4 h 急剧下降到 10% 以下 [9]。
而在 pH 7.4 中，化合物 7b 在 12 h 内原药结构形式
可稳定在 80% ～ 90%（见图 5）。但由于喜树碱内
酯环在不同 pH 下具有不同的解离形式 [13]，暂不确
定化合物 7b 降解后的具体情况。

图 5　化合物 7b 在不同 pH 下的稳定性

Fig 5　Stability of compound 7b at different pH

4　结论

　　以 N- 苄氧羰基甘氨酰 -L- 脯氨酸充当“保护
基”作用，通过三步反应制得了两种 10- 羟基喜
树碱碳酸酯衍生物，反应条件温和且易操作。来
源于 7- 乙基 -10- 羟基喜树碱的碳酸酯衍生物对耐
药结直肠癌细胞的抑制作用、SI 优于非耐药结直
肠癌细胞，且该衍生物在弱碱性条件下具有较好
的稳定性，具有进一步研究的潜力。
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参紫灵胶囊对二氧化硅诱导的大鼠肺纤维化 
的改善作用及其作用机制研究

邹敏，王风华，胡雄飞，余晓巍，张婷，田秋艳，王若伊，卢涛，邓晓彬*，田审*（湖南省职业病

防治院，长沙　410007）

摘要：目的　观察参紫灵灌胃对二氧化硅诱导的大鼠肺纤维化改善作用，并探讨其作用机制。方
法　将雄性 SD 大鼠 120 只随机分为 5 组，分别为对照组、模型组、参紫灵胶囊低剂量组、参紫

灵胶囊中剂量组、参紫灵胶囊高剂量组，每组 24 只。除对照组外，其余各组采用一次性非暴露式

二氧化硅气管滴注法制作硅肺模型。造模成功后第 2 日，对照组和模型组均给予 10 mL/（kg·d）
生理盐水灌胃，参紫灵胶囊高、中、低剂量组分别给予 0.60、0.30、0.15 mg /（g·d）参紫灵胶囊

灌胃，连续 28 d。分别检测大鼠体重增重、肺脏脏器系数、肝脏脏器系数和脾脏脏器系数。HE 染

色观察肺组织病理变化；ELISA 试剂盒检测各组大鼠血清中干扰素（IFN）-γ、白细胞介素（IL）-
17、IL-4 和 CD25 水平。结果　与模型组相比，对照组及参紫灵胶囊低剂量组、中剂量组和高剂

量组的大鼠在体重增重、肺脏器系数、肝脏器系数和脾脏器系数方面差异无统计学意义（P ＞

0.05）。模型组大鼠的肺泡腔内充满分泌物及渗出物，并且炎性浸润显著增加。经参紫灵胶囊治疗

后，大鼠肺组织的炎性损伤显著减轻，血清中的 IFN-γ、IL-17 和 CD25 水平显著降低（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01），而 IL-4 水平显著增加（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结论　参紫灵胶囊能改善肺组织炎症损

伤，其作用机制可能与抑制 IFN-γ、IL-17 和 CD25 因子释放，增加 IL-4 因子表达水平有关。

关键词：参紫灵；肺纤维化；炎症损伤

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3240-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.017

Effect and mechanism of Shenziling capsules on silica-induced  
pulmonary fibrosis in rats

ZOU Min, WANG Feng-hua, HU Xiong-fei, YU Xiao-wei, ZHANG Ting, TIAN Qiu-yan, WANG 
Ruo-yi, LU Tao, DENG Xiao-bin*, TIAN Shen* (Hunan Provincial Institute for Occupational Disease 
Prevention, Changsha  410007)

Abstract: Objective  To observe the improvement effect of Shenziling capsules on silica-induced 
pulmonary fibrosis in rats and to explore its mechanism. Methods  Totally 120 male SD rats were 
randomly divided into 5 groups: a control group, a model group, a low-dose Shenziling capsule 
group, a medium-dose Shenziling capsule group, and a high-dose Shenziling capsule group, with 24 
rats in each group. Except for the normal group, the other groups used a single non-exposure silica 
tracheal instillation method to create a silicosis model. On the second day after successful modeling, 
the control group and model group were given 10 mL/(kg·d) normal saline by oral administration, 
and the high-, medium-, and low- dose Shenziling capsule groups were given 0.60, 0.30, and 0.15 g/
(g·d) Shenziling capsules by oral administration for 28 consecutive days. The body weight gain, 
lung organ coefficient, liver organ coefficient, and spleen organ coefficient of the rats were measured. 
HE staining was used to observe pathological changes in lung tissue. ELISA kits were used to detect 
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　　肺纤维化是一种慢性、进行性的肺组织纤维
化病变，表现为肺泡结构破坏和肺功能下降 [1]。
该病症导致纤维结缔组织在肺组织内过度增生，
造成组织硬化和弹性丧失，从而影响气体交换 [2]。
全球范围内，肺纤维化的发病率逐年上升，在欧
美国家为每 10 万人中有 5 ～ 20 例，且以中老年
男性为主 [3]。中医学认为其主要病因包括热毒、
痰瘀阻滞肺络，归属于“肺痹”“肺萎”等范畴 [4]。
西医学则指出，肺纤维化涉及细胞损伤与修复失
调，尤其是肺泡上皮细胞和内皮细胞的反复损
伤 [5]。慢性炎症导致纤维母细胞活化，过度生成
胶原蛋白和细胞外基质，吸烟、空气污染和职业
暴露（如石棉、煤矿粉尘等）也是重要诱因。特发
性肺纤维化预后不佳，平均生存期为 3 ～ 5 年 [6]。
当前治疗方法包括抗纤维化药物（如吡非尼酮和尼
达尼布），这些药物能够延缓疾病进展 [7-8]。此外，
免疫抑制剂如糖皮质激素和硫唑嘌呤也被使用，
但效果有限且副作用较大 [9-10]。抗纤维化药物虽然
能在一定程度上延缓病情进展，但总体效果有限，
无法根治疾病。多数患者在治疗后病情仍逐渐恶
化，可能需要依赖氧疗或考虑肺移植。治疗效果
受限于肺纤维化发病机制复杂且尚未完全阐明。
　　参紫灵的处方是我院职业病科在传统方剂的
基础上，根据临床疗效不断修改和整理而得出的
独特配方，包含西洋参 40 g、冬虫夏草 80 g、紫
河车 80 g、灵芝 60 g、枸杞子 40 g、何首乌 40 
g、甘草 20 g，采用二君二臣二佐一使的组方原
则。各药合用，具有补益肺肾、养血安神、止咳
平喘的功效。经过多年的临床系统观察，确认该
处方在治疗肺纤维化方面具有独特且确切的疗
效 [11]。肺部疾病通常伴随着炎症的产生，干扰素
（IFN）-γ、白细胞介素（IL）-17 和 CD25 等促炎

因子通过增强细胞介导的免疫反应，可能在肺纤
维化的早期阶段通过加剧炎症反应导致组织损伤
和纤维化 [12-14]；而 IL-4、IL-10 等抗炎因子通过
抑制 Th1 型免疫反应，可能在某些情况下对纤维
化过程起到保护作用 [15]。肺纤维化的发生和发展
涉及复杂的免疫调节机制，促炎因子和抗炎因子
在其中扮演着关键角色。了解这些因子的具体作
用，有助于开发新的治疗策略，调节免疫反应，
延缓纤维化进程。基于此，本实验拟采用二氧化
硅诱导的大鼠肺纤维化模型，初步研究参紫灵灌
胃对肺纤维化的抗炎作用，并探讨其机制，为中
药的临床应用及二次开发提供参考。
1　材料

1.1　动物

　　SD 大鼠 120 只 [ 湖南斯莱克景达实验动物
有限公司，体重 180 ～ 220 g，许可证号：SCXK
（湘）2019-0004]。实验动物饲养于湖南省职业病
防治院 SPF 级动物房，动物房内 12/12 h 明暗交
替，温度（22±2）℃，相对湿度 45% ～ 60%。本
研究由湖南省职业病防治院伦理委员会批准，批
准备案编号：S2021JJMSXM3214。
1.2　药物

　　参紫灵胶囊是湖南省职业病防治院职业病科
制备的医院制剂，配方成分包括西洋参、冬虫夏
草、紫河车、灵芝、枸杞子、何首乌和甘草，按
照比例称量后清洗、干燥、粉碎，均匀混合后制
粒并填充胶囊，每粒规格为 0.36 g。成人每日总
剂量为 2.88 g（48 mg·kg － 1），大鼠等效剂量为
302.4 mg·kg － 1，实验分为低、中、高剂量组，
分别为 0.15、0.30、0.60 mg/（g·d）。二氧化硅（国
药集团化学试剂有限公司，批号：91053-39-3）。
　　苏木素 - 伊红染色液 [HE，云科生物技术（泰

the levels of IFN-γ , IL-17, IL-4, and CD25 in the serum of each group of rats. Results  Compared 
with the model group, there was no significant difference in body weight gain, lung organ coefficient, 
liver organ coefficient, and spleen organ coefficient among the control group, low-dose Shenziling 
capsule group, medium-dose Shenziling capsule group, and high-dose Shenziling capsule group 
(P ＞ 0.05). The alveolar cavity of rats in the model group was filled with secretions and exudates, 
and inflammatory infiltration increased significantly. After the treatment with Shenziling capsules, 
the inflammatory damage of lung tissue was significantly reduced, and the levels of IFN-γ , IL-
17, and CD25 in the serum were significantly decreased (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01), while the level of 
IL-4 increased significantly (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01). Conclusion  Shenziling capsules can improve 
inflammatory damage in the lung tissue, and its mechanism may be related to inhibiting the release of 
IFN-γ , IL-17, and CD25 factors and increasing the expression level of IL-4. 
Key words: Shenziling capsule; pulmonary fibrosis; inflammatory damage
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州）有限公司 ]；IFN-γ、大鼠 IL-17、大鼠 IL-4、大
鼠 CD25 ELISA 检测试剂盒（上海酶联生物科技有
限公司）。
1.3　仪器

　　徕卡 2235 病理切片机（德国徕卡仪器有限公
司）；Axio Scope. A1 生物显微镜（德国蔡司）；高
速冷冻离心机（HeraeusMultifuge X1R，赛默飞世
尔科技公司）；TECAN sunrise 酶标仪（瑞士帝肯）。
2　方法

2.1　分组、造模及给药

　　将雄性 SD 大鼠 120 只随机分为 5 组，分别
为对照组、模型组、参紫灵胶囊高剂量组、参紫
灵胶囊中剂量组、参紫灵胶囊低剂量组，每组 24 
只，分笼饲养。正常饲养 7 d 后，除对照组外，
模型组和参紫灵胶囊高、中、低剂量组采用一次
性非暴露式二氧化硅气管滴注法制作硅肺模型。
大鼠麻醉后，模型组及参紫灵胶囊不同剂量组气
管内滴注 1 mL 二氧化硅混悬液，对照组气管内
滴注 1 mL 生理盐水。造模后第 19 日每组随机抽
取 2 只大鼠解剖观察大鼠肺组织纤维化程度，病
理切片证实大鼠肺组织纤维化形成即造模成功。
造模成功后第 2 日，将参紫灵胶囊的内容物从胶
囊中取出，并与生理盐水混合，制成均匀的悬浊
给药液，对照组和模型组均给予 10 mL/（kg·d）
生理盐水灌胃。参紫灵胶囊高、中、低剂量组分
别给予相应剂量参紫灵胶囊灌胃，连续 28 d。
2.2　取材

　　末次给药后，大鼠禁食不禁水 12 h，腹腔注
射 3% 戊巴比妥钠麻醉，开胸腹，腹主静脉采血
后分离血清，于－ 20℃冰箱保存。取肺组织，水
洗，滤纸吸干，称定重量，左侧肺叶固定于 4%
多聚甲醛，右侧肺叶于冻存管－ 80℃冰箱备用。
2.3　各组大鼠一般情况观察

　　5 组大鼠每周称重记录，观察并记录动物的
饮食活动、毛色、死亡等情况。每组于造模 28 d
后取 5 只大鼠处死，处死后称量全肺、肝、脾湿
重并记录。计算公式如下：脏器系数（%）＝脏
器湿重（mg）/ 体重（g）×100%。
2.4　HE 染色

　　每组大鼠的左肺组织被制成石蜡切片，并进
行脱蜡和水化处理后，使用苏木精染色，随后用
盐酸水溶液分化，再用氨水水溶液返蓝，接着进
行伊红染色、脱水和封片。观察肺组织中的炎性
细胞浸润情况，肺泡腔内是否有渗出物，以及是
否存在充血和水肿的改变。

2.5　ELISA 试剂盒测定大鼠血清中 IFN-γ、IL-
17、IL-4 和 CD25 水平

　　将冷冻保存的血清样本依次在－ 20℃和 4℃条
件下解冻，将试剂盒平衡至室温后，按照 ELISA 试
剂盒说明书的步骤进行加样、孵育和洗板，最后检
测血清中 IFN-γ、IL-17、IL-4 和 CD25 的含量变化。
2.6　统计分析

　　采用 GraphPad Prism 10.0.2 和 SPSS 25.0 软件
进行数据图表制作及统计分析。计量资料用均数
±标准差（x±s）表示。对于满足正态分布和方差
齐性的情况，采用单因素方差分析，并使用 LSD
法进行两两比较；对于不满足正态分布的情况，应
用非参数检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　各组大鼠体重情况比较

　　与对照组相比，药物干预 2 周和 3 周时，模
型组的大鼠体重均有所增加，但差异无统计学意
义（P ＞ 0.05）。与模型组相比，药物干预后 2 周
和 3 周时，参紫灵胶囊高剂量组的大鼠体重增重
有所增加，而参紫灵胶囊低剂量组及中剂量组的
大鼠体重增重有所减少，但差异均无统计学意义
（P ＞ 0.05）。详见表 1。

表 1　药物干预 2 周和 3 周各组大鼠体重增加情况比较 
Tab 1　Weight gain in rats in each group at 2 weeks and 3 weeks 

after drug intervention

组别
增重 /g

干预后 2 周 干预后 3 周

对照组 18.7±7.8 44.3±11.4
模型组 26.3±5.8 48.9±5.3
参紫灵胶囊低剂量组 25.0±8.0 50.0±12.6
参紫灵胶囊中剂量组 22.4±11.0 40.9±18.5
参紫灵胶囊高剂量组 26.4±12.4 56.1±10.5

3.2　各组大鼠脏器系数比较

　　与对照组相比，模型组的肺脏、肝脏、脾脏
脏器系数有所增加，但差异无统计学意义（P ＞

0.05）。与模型组相比，参紫灵胶囊低、中、高
剂量组的各脏器系数差异均无统计学意义（P ＞

0.05）。详见表 2。
3.3　各组大鼠肺组织病理形态比较

　　在对照组大鼠中，肺泡结构清晰，无充血、水
肿及结节现象；而模型组大鼠则表现为肺泡间隔增
宽，肺泡腔内充满分泌物和渗出物，并伴有大量炎
性浸润，炎症相对面积显著增加。与模型组相比，
参紫灵胶囊低、中、高剂量组大鼠的肺泡结构较为
完整，肺泡腔内仅有少量渗出物和炎性浸润，其炎
症和纤维化相对面积显著减少。详见图 1。
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图 1　参紫灵胶囊对肺纤维化大鼠肺组织病理形态的影响

Fig 1　Effect of Shenziling capsule on the pathological morphology of 
lung tissue in rats with pulmonary fibrosis

3.4　各组大鼠血清中 IFN-γ、IL-17、IL-4、CD25
水平比较

　　与对照组比较，模型组大鼠血清中 IFN-γ、
IL-17 显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，参紫
灵低、中、高剂量组大鼠血清中 IFN-γ、IL-17 明显
降低（P ＜ 0.05）。这些结果表明 IFN-γ、IL-17 上
调促进了大鼠肺纤维化的进程。与对照组比较，模
型组大鼠血清中 IL-4 显著降低（P ＜ 0.01）；与模
型组比较，参紫灵高剂量组大鼠血清中 IL-4 明显增
加（P ＜ 0.05）。这些结果表明 IL-4 水平上调抑制
了大鼠肺纤维化的进程。与对照组比较，模型组大
鼠血清中 CD25 显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比
较，参紫灵中、高剂量组大鼠血清中 CD25 明显降
低（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。这些结果表明 CD25 水
平上调促进了大鼠肺纤维化的进程（见图 2）。
4　讨论与结论

　　本研究系统评估了参紫灵胶囊对肺纤维化大
鼠的治疗效果，并探讨了其潜在机制。结果显示，
参紫灵胶囊在各剂量下均能显著降低模型组大鼠
血清中的 IFN-γ 和 IL-17 水平，同时提高 IL-4 水

图 2　参紫灵胶囊对肺纤维化大鼠血清中 INF-γ、IL-17、IL-4 及 CD25 水平影响

Fig 2　Effect of Shenziling capsule on the levels of INF-γ，IL-17，IL-4，and CD25 in the serum of rats with pulmonary fibrosis
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01；与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

平，并降低 CD25 水平，这表明该胶囊在调节炎
性因子方面具有潜在作用，并提示这些因子在肺
纤维化病理过程中扮演关键角色。尽管药物干预
后大鼠的肺脏、肝脏和脾脏脏器系数有所变化，
但差异未有统计学意义，可能与样本量限制有
关。然而，病理结果表明，参紫灵胶囊能显著改
善肺组织的病理变化，减轻炎症和纤维化损伤，
保护肺泡结构。这些发现支持了参紫灵胶囊在肺
纤维化治疗中的潜在应用价值。
　　参紫灵胶囊治疗组大鼠血清中的 IFN-γ 显著
降低，提示 IFN-γ 可能在肺纤维化进程中起促进
作用。已有研究显示，IFN-γ 作为促炎性细胞因
子，通过激活免疫细胞促进纤维化的发生和发
展 [16]。本研究结果进一步支持这一观点，并表明
参紫灵胶囊通过下调 IFN-γ 水平，可能有效减轻
肺纤维化。
　　其次，IL-17 在模型组大鼠血清中显著升高，而

参紫灵胶囊治疗后显著降低，这也与肺纤维化的病
理机制密切相关。文献报道 IL-17 在多种纤维化疾
病中均表现出显著的升高，并通过促进炎症反应和
纤维化组织重塑，加剧疾病进程 [17]。本研究结果表
明，参紫灵胶囊可能通过抑制 IL-17 的表达，减少
炎症浸润和组织损伤，从而发挥其抗纤维化作用。
　　此外，IL-4 作为一种抗炎性细胞因子，在模型组
大鼠血清中显著下降，而在高剂量参紫灵胶囊组中
则显著上调。这一发现与 IL-4 在抗纤维化中的保护
作用相吻合。IL-4 可以通过促进 M2 型巨噬细胞的极
化和抗炎因子的释放，减缓纤维化的进展 [18]。因此，
参紫灵胶囊通过上调 IL-4 水平，可能在肺纤维化的
治疗中发挥了重要的保护作用。
　　最后，CD25 作为 T 细胞活化的标志物，在纤
维化病理过程中也表现出重要作用。本研究发现模
型组大鼠血清中 CD25 水平显著升高，而参紫灵胶
囊中、高剂量组则显著降低，进一步支持了参紫

表 2　药物干预后各组大鼠脏器系数比较 
Tab 2　Organ coefficients in rats after the drug intervention

组别
肺脏脏器

系数 /%
肝脏脏器

系数 /%
脾脏脏器

系数 /%

对照组 0.473±0.010 2.563±0.098 0.206±0.019

模型组 0.565±0.156 2.577±0.204 0.215±0.050

参紫灵胶囊低剂量组 0.635±0.099 2.572±0.245 0.195±0.013

参紫灵胶囊中剂量组 0.605±0.173 2.562±0.202 0.198±0.030

参紫灵胶囊高剂量组 0.539±0.096 2.756±0.408 0.209±0.022
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灵胶囊在调节免疫反应中的作用。已有研究表明，
CD25 的高表达与 T 细胞的过度活化和组织损伤密
切相关 [19]，本研究结果表明参紫灵胶囊可能通过
抑制 CD25 的表达，从而减轻免疫介导的肺损伤。
　　综上所述，本研究系统地揭示了参紫灵胶囊在
调节多种炎性因子中的作用，并进一步阐明了其在
肺纤维化治疗中的潜在机制。这些发现不仅丰富了
我们对参紫灵胶囊作用机制的理解，也为其在纤维
化疾病中的临床应用提供了新的理论依据。尽管本
研究揭示了参紫灵胶囊在调节多种炎性因子中的
作用，并阐明了其在肺纤维化治疗中的潜在作用
机制，但仍存在一些不足之处。例如，本研究缺乏
长期疗效观察，尚未全面探讨参紫灵胶囊对肺纤维
化的长期影响；虽然初步探讨了参紫灵胶囊的作用
机制，但具体的分子机制和信号通路仍需进一步研
究。未来研究应着重于长期疗效的评估和更深入的
机制研究，以进一步验证和完善本文发现。
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鳖甲软脉汤改善慢性脑缺血小鼠学习和记忆障碍的作用研究

郭羽晨1，邓珊珊2，高原2，章越凡2，李铁军1*（1. 上海市浦东新区浦南医院，上海　200125；2. 上海大学医学

院，上海　200444）

摘要：目的　研究鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠学习和记忆障碍的改善作用并初步探究其作用机

制。方法　采用双侧颈总动脉狭窄法制备小鼠慢性脑缺血模型，通过 Morris 水迷宫和新物体识别

实验评估小鼠的学习记忆能力，采用 LFB 染色、尼氏染色、NeuN 染色、TUNEL 染色检测小鼠脑

组织的髓鞘损伤及神经元凋亡情况；采用免疫荧光染色检测小鼠脑组织中 NF-κB p65 的表达情况；

采用免疫印迹法检测小鼠脑组织中 NF-κB p65、IKK-β 的表达情况。结果　Morris 水迷宫实验结

果显示，与模型组相比，鳖甲软脉汤高剂量组小鼠学习和记忆功能得到改善（P ＜ 0.05）。新物体

识别实验中，给药 6 周后，鳖甲软脉汤低剂量组和高剂量组新物体识别指数显著增加（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01）；给药 12 周后，鳖甲软脉汤高剂量组新物体识别指数显著增加（P ＜ 0.05）。病理结果

显示，鳖甲软脉汤治疗组小鼠脑组织中神经元髓鞘损伤减轻，神经元凋亡情况减少。免疫荧光染

色显示，鳖甲软脉汤低剂量组小鼠脑组织小胶质细胞 NF-κB p65 表达减少（P ＜ 0.05）；高剂量

组小鼠脑组织小胶质细胞 CD11b、NF-κB p65表达减少（P＜0.05，P＜0.01）。免疫印迹结果显示，

鳖甲软脉汤高剂量组小鼠脑组织 NF-κB p65、IKK-β 的表达水平明显下降（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。

结论　鳖甲软脉汤能改善慢性脑缺血小鼠认知功能障碍，其治疗作用可能是通过 NF-κB 途径减少

慢性脑缺血小鼠的脑组织髓鞘及神经元损伤。
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Effect of Biejia Ruanmai decoction on learning and memory impairment in 
mice with chronic cerebral hypoperfusion 

GUO Yu-chen1, DENG Shan-shan2, GAO Yuan2, ZHANG Yue-fan2, LI Tie-jun1* (1. Shanghai Punan 
Hospital of Pudong New District, Shanghai  200125; 2. School of Medicine, Shanghai University, 
Shanghai  200444)

Abstract: Objective  To determine the therapeutic effect of Biejia Ruanmai decoction on learning and 
memory impairment in mice with chronic cerebral hypoperfusion (CCH) and its potential mechanism of 
action. Methods  CCH mice models were established with the bilateral common carotid artery stenosis 
method. We evaluated the learning and memory abilities of the mice through the Morris water maze and 
novel object recognition tests. We detected the myelin damage and neuronal apoptosis in the mouse brain 
tissues through LFB, Nissl, NeuN, and TUNEL staining. The expression of NF-κB p65 in the mouse 
brain tissues was detected by immunofluorescence staining. The expression levels of NF-κB p65 and 
IKK-β in the mouse brain tissues were detected by Western blot. Results  The Morris water maze test 
obviously improved the learning and memory in the high-dose Biejia Ruanmai group as compared with 
the model group (P ＜ 0.05). After 6 weeks of treatment, both the low- and high-dose Biejia Ruanmai 
groups significantly increased the novel object recognition index (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01), with sustained 

基金项目：上海市浦东新区卫生系统学科建设项目 - 新兴、交叉学科（No.PWXx2020-03）；上海市浦东新区卫生系统学科建设项目 - 重
点专科（No.PWZzk 2022-08）。
作者简介：郭羽晨，女，硕士研究生，主要从事中药药理学研究，email：guoyuchen0623@163.com　* 通信作者：李铁军，男，主任药

师，副教授，硕士研究生导师，主要从事心脑血管药理学研究，email：ltj204@163.com



3246

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

　　慢性脑缺血（chronic cerebral hypoperfusion，
CCH），又称慢性脑低灌注，是一种由于多种原
因引起的脑血管结构性病变和 / 或血液浓度及血
流动力异常性低灌注，导致大脑整体水平或前、
后循环供血区域性血供减少的一种病理状态。临
床上患者主要表现包括头痛、头胀等症状，可
能伴有高血压、眼底动脉硬化改变或脑灌注动脉
的血管杂音 [1]。长期慢性的全脑或局部脑缺血低
灌注易导致皮层和海马缺血缺氧，诱发迟发性神
经元损伤，最终发展为严重的认知功能障碍综合
征，严重影响了患者的日常生活。目前，治疗慢
性脑缺血多侧重于抗血小板聚集、抗凝、改善循
环及脑代谢等药物。虽然这些治疗方法效果肯定，
但常伴有不确定的不良反应。因此，寻找有效的
治疗策略对于改善患者预后具有重要意义。
　　中医临床将慢性脑缺血归类于“眩晕”“不
寐”“痴呆”“郁病”等范畴，其治疗宗旨在于活血
化瘀、益气通络。上海中医药大学附属岳阳中西
医结合医院奚九一教授根据中医理论和长期临床
实践总结拟订中药复方鳖甲软脉汤，由鳖甲、垂
盆草、石菖蒲、白芍、黄芪、续断、甘草、川芎
组成，具有软坚解痉、清热解毒、益气活血的功
效，在临床上用于治疗经络不畅导致的结缔组织
增生及外周小血管循环不畅等症状，具有非常好
的临床疗效 [2]。基于此，本研究旨在探究鳖甲软
脉汤对慢性脑缺血小鼠的学习和记忆障碍的改善
作用，并初步揭示其潜在的作用机制。
　　本实验采用双侧颈总动脉狭窄（bilateral com-
mon carotid artery stenosis，BCAS）法在 C57 小鼠
上制备慢性脑缺血模型。术后 1 个月开始连续灌
胃给药 12 周，假手术组和模型组连续灌胃等量
生理盐水，其余给药组灌胃给予相应药物。利用
Morris 水迷宫和新物体识别实验评估小鼠的学习

记忆能力，并通过组织染色和免疫印迹实验等方
法，检测小鼠脑组织的病理变化和相关蛋白的表
达情况，阐明鳖甲软脉汤改善慢性脑缺血小鼠的
学习和记忆障碍的作用机制。
1　材料

1.1　实验动物

　　SPF 级 25 ～ 30 g 健康雄性 C57BL/6 小鼠 [ 动
物生产合格证号：SCXK（苏）2021-0013]，均饲养
于 SPF 级动物房，实验中自由获取水和食物。环
境温度（22±3）℃，相对湿度（60±10）%，12 h
明 / 暗交替。受试小鼠经适应性饲养 1 周后再进行
实验。整个实验过程严格遵照上海大学实验动物伦
理委员会要求，伦理编号为 No. ECSHU 2023-009。
1.2　试药

　　银杏叶提取物（上海阿拉丁生物化学技术公
司，批号：G195711）。鳖甲软脉汤由鳖甲、垂盆
草、石菖蒲、白芍、黄芪、续断、甘草、川芎八味
药材组成，药方配比为 10∶6∶6∶9∶9∶6∶3∶9，
所用药材均由上海中医药大学药学院张宏教授提供
和鉴定。NeuN 抗体（批号：ab177487）、NF-κB p65
抗体（批号：ab207297）（美国 Abcam 公司）；IKK-β
抗体（美国 CST 公司，批号：8943）；CD11b 抗体
（批号：GB15058）、TUNEL 染液（批号：G1507）（武
汉赛维尔生物科技有限公司）；尼氏（Nissl）染液
（批号：G3245）、LFB 染液（批号：G1202）（北京
索莱宝技术有限公司）；ECL 发光液（美国 Biosharp
公司，批号：BL520A）。
1.3　仪器

　　Morris 水迷宫（上海奥尔科特生物科技有限
公司）；组织脱水机、包埋机（武汉俊杰电子有
限公司）；倒置生物显微镜（日本尼康）；病理切
片机（上海俫卡仪器有限公司）；免疫组化笔（武
汉赛维尔生物科技有限公司）；化学发光成像系

improvement in the high-dose group after 12 weeks (P ＜ 0.05). Histopathological examination 
indicated reduced myelin damage and neuronal apoptosis in the brain tissues of Biejia Ruanmai-treated 
mice. Immunofluorescence staining showed reduced NF-κB p65 expression in the microglia of the low-
dose group (P＜0.05), and reduced CD11b and NF-κB p65 expression in the high-dose group (P＜0.05, 
P ＜ 0.01). Western blot confirmed that the high-dose BJRM group significantly downregulated NF-
κB p65 and IKK-β expression in the brain tissues (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01). Conclusion  Biejia Ruanmai 
decoction may mitigate brain myelin and neuronal damage in CCH mice through the NF-κB pathway, 
thereby ameliorating cognitive dysfunction. 
Key words: Biejia Ruanmai decoction; chronic cerebral hypoperfusion; learning and memory 
impairment; apoptosis; myelin sheath injury; NF-κB
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统（上海勤翔科学仪器有限公司）。
2　方法

2.1　提取方法

　　用 8 倍体积量的 75% 乙醇回流提取中药材 2 次，
每次提取时间为 1.5 h。提取液经四层纱布过滤后，
在旋转蒸发器中浓缩，然后在冷冻干燥机料盘中－

50℃预冻 5 h，真空干燥 [2]。最后将温度固定在－

40℃，保持 72 h，制成冻干粉，保存在－ 80℃冰箱
中待用。
2.2　分组与模型制备

　　采用 BCAS 方法制作慢性脑缺血小鼠模
型 [3-4]。术前禁食 12 h，禁水 4 h。小鼠腹腔注射
1% 戊巴比妥钠麻醉后，剃除颈部毛发，仰卧位
固定，用手术剪沿颈部矢状正中线剪开 1 cm 纵向
切口，逐层钝性分离颈部组织，以显露并分离颈
总动脉和迷走神经，将两条 4-0 缝合线绕过颈总
动脉，取微弹簧（线圈内径 0.18 mm，无锡萨密
你弹簧有限公司）缠绕在双侧颈总动脉上，将小
鼠颈部组织归位，缝合颈部切口。
　　共造模 45 只慢性脑缺血模型小鼠，10 只假手
术组（Sham 组）小鼠未进行微弹簧套扎。实验小
鼠术后正常饲养 1 个月，其间慢性脑缺血模型小
鼠死亡 3 只，并剔除 2 只状态不佳的小鼠。余下
30 只模型小鼠随机分组：银杏叶提取物组（GBE
组，30 mg·kg － 1），鳖甲软脉汤低剂量治疗组
（BJRMT-L 组，3.78 g·kg － 1），鳖甲软脉汤高剂
量治疗组（BJRMT-H 组，14.9 g·kg－ 1），每组 10
只。分组后开始给药处理，GBE 组小鼠灌胃给予
银杏叶提取物，BJRMT 组小鼠灌胃给予相应剂量
鳖甲软脉汤，Sham 组、模型（CCH）组小鼠灌胃
给予等量生理盐水，所有小鼠连续给药 12 周。
2.3　Morris 水迷宫测试

　　在第 6 周和第 12 周的给药后，对存活的小鼠
进行 Morris 水迷宫实验，评估它们的学习和记忆
能力。整个实验包括定位航行阶段和空间探索阶
段。在定位航行阶段中，每日将小鼠面向池壁放入
圆形水池的不同象限游泳，记录小鼠入水后成功找
到平台所需的时间即为逃避潜伏期。小鼠找到平台
后或者始终找不到平台，则将其引导至平台休息
10 s 再进行下一次实验，每只小鼠每日训练 3 次，
每进行一次训练休息 1 min，连续训练 5 d。每日实
验结束后用毛巾将小鼠擦干后，放在白炽灯下烤 5 
min 再放回笼内。在第 6 日空间探索阶段，将小鼠
面向池壁释放到起始平台对面的象限，小鼠自由探
索空间，通过 Morris 水迷宫自动监视处理系统记

录穿过平台的小鼠次数和停留在目标象限的时间百
分比，停留在目标象限的时间百分比（%）＝停留
在目标象限的时间 / 潜伏期时间×100%。
2.4　新物体识别实验

　　啮齿类动物很容易被新物体吸引并表现出较为
强烈的探索偏好，因此新物体识别实验常被用于评
估小鼠的记忆能力。
　　在第 6 周和第 12 周给药后，对存活的小鼠进
行新物体识别实验以检测其学习记忆能力，分为适
应、熟悉和测试 3 个阶段。适应阶段：实验前 3 日
将小鼠放入箱子（长宽高均为 50 cm）熟悉 10 min 后
再取出，让小鼠适应箱子环境。熟悉阶段：实验第
4 日在箱内两端对称处放置两个完全相同的木方块
（旧物体，3 cm×3 cm×1 cm），两木块距箱壁及箱
中心处距离均为 1 cm，将小鼠放入箱内与两方木块
等距的位置，等待小鼠自由探索 10 min。测试阶段：
将其中一个木方块换成木三角块（新物体，3 cm×2 
cm×1 cm），分别记录小鼠在 10 min 内对木三角块
和木方块的探索时间，计算新物体识别指数。
　　新物体识别指数（%）＝探索木三角块时间 /
（探索木三角块时间＋探索木方块时间）×100%。
2.5　LFB 染色

　　小鼠完成行为学实验后，腹腔注射 1% 戊巴比
妥钠麻醉，取出脑组织在 4% 多聚甲醛中浸泡固定
24 h，经过蒸馏水清洗 2 h，依次在 70% ～ 100% 的
乙醇、二甲苯和石蜡中脱水、透明和浸蜡，随后进
行常规石蜡包埋、切片和干燥。切片在二甲苯中脱
蜡 15 min，通过乙醇梯度水化，用蒸馏水清洗，将
切片浸入 LFB 染液中染色，并用 95% 乙醇处理过量
染液。染色后的切片用蒸馏水清洗，并用碳酸锂溶
液处理 20 s 后开始分化，直至背景呈浅蓝色。最后，
切片通过乙醇逆梯度脱水，二甲苯透明处理后封片，
在显微镜下观察胼胝体髓鞘的情况。
2.6　尼氏染色

　　尼氏染色的制片、脱蜡和水化过程与 LFB 染
色相同。在完成水化步骤后，将切片置于尼氏染
色液中染色 10 min，使用磷酸盐缓冲液（PBS）
洗去未结合的染料，通过 70% ～ 100% 的乙醇进
行逆梯度脱水，在二甲苯中透明化处理后，封片
并在显微镜下观察细胞尼氏小体的形态。
2.7　NeuN 染色

　　NeuN 染液可以与神经元核的抗原特异性结合，
因此通过 NeuN 染色可以分析脑组织神经元的情
况。NeuN 染色的制片、脱蜡和水化过程与 LFB 染
色相同。在完成水化步骤后，将切片置于柠檬酸溶



3248

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

液中，通过微波处理以暴露抗原。随后，使用 PBS
洗涤切片，在 3% 过氧化氢溶液中室温孵育 20 min，
PBS 洗涤，滴加封闭液覆盖组织，室温孵育 30 
min，滴加 NeuN 抗体 4℃过夜孵育。然后，用 PBS
洗涤切片，滴加二抗，室温下孵育 1 h，用 PBS 洗
涤后，滴加链霉菌抗生物素蛋白 - 过氧化物酶，室
温孵育 1 h，用二氨基联苯胺进行显色，直至切片
上出现棕黄色颗粒，经过苏木素复染、纯水洗涤、
分化液分化、氨水返蓝和纯水冲洗，封片后，在显
微镜下观察神经元细胞的分布情况。
2.8　TUNEL 染色

　　凋亡细胞的细胞核 DNA 断裂会暴露出 3'-OH 末
端，TUNEL 染色可检测 3'-OH 末端的存在，从而评
估细胞凋亡情况。TUNEL 染色的制片、脱蜡和水化
过程与 LFB 染色相同。在完成水化步骤后，用 PBS
洗涤切片 5 min，在柠檬酸溶液中处理 15 min 以促进
抗原的暴露。随后，使用 PBS 洗涤切片，在室温下
使用 3% 过氧化氢溶液孵育 20 min，加入 TUNEL 反
应混合液，37℃孵育 1 h，用 PBS 洗涤 3 次，加入
辣根过氧化物酶反应液，在 37℃下孵育 30 min，用
二氨基联苯胺进行显色，直至观察到棕黄色颗粒。
显色完成后，切片经过苏木素复染、纯水洗涤、分
化液分化、纯水洗涤、氨水返蓝和纯水冲洗，在二
甲苯中透明化并封片，在显微镜下观察凋亡细胞的
分布情况。
2.9　组织免疫荧光

　　完成行为学测试后，受试小鼠腹腔注射 1%
戊巴比妥钠麻醉，取脑组织，进行常规的脱水、
硬化、透明、包埋和浸蜡处理。切片后，进行脱
蜡和乙醇梯度水化处理，使用双蒸水和 PBS 进行
洗涤。切片随后被置于柠檬酸缓冲液中，微波修
复抗原，用 PBS 洗涤 3 次以去除未结合的抗体，
滴加封闭液，室温封闭 1 h，一抗 4℃孵育过夜，
用 PBS 洗涤后加入相应的二抗。封片后利用显微
镜观察并拍摄图像。
2.10　蛋白免疫印迹检测

　　完成行为学测试后，受试小鼠腹腔注射 1%
戊巴比妥钠麻醉，取脑组织，加入含蛋白酶抑制
剂的 RIPA 裂解液，经研磨后使用 BCA 试剂盒测
定蛋白浓度。样品蛋白变性后，SDS-PAGE 凝胶
电泳分离蛋白，转至 PVDF 膜上，脱脂牛奶封闭
2 h，一抗 4℃孵育过夜，洗涤后室温孵育二抗，
采用 ECL 发光液进行化学发光。
2.11　数据统计分析

　　研究采用 GraphPad Prism 8.2.4 软件对所得

数据进行统计学分析。样本数据为计量资料，使
用 x±s 表示。采用单因素方差分析（One-way 
ANOVA）进行组间比较，P ＜ 0.05 表示差异有
统计学意义。
3　结果

3.1　鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠学习和记忆能

力的影响

　　分别在小鼠给药的第 6 周（n ＝ 8）和第 12
周（n ＝ 6），采用 Morris 水迷宫实验评估每组小
鼠的学习和记忆能力。结果如图 1A ～ 1D 所示，
CCH 组小鼠相较于 Sham 组小鼠在目标象限的活
动时间和跨越平台次数显著减少（P ＜ 0.05）。给
药 6 周后，鳖甲软脉汤高剂量组小鼠平台穿越次
数显著增加（P ＜ 0.05）；给药 12 周后，鳖甲软
脉汤高剂量组小鼠目标象限的活动时间百分比和
平台穿越次数显著增加（P ＜ 0.05）。
　　在给药的第 6 周（n ＝ 8）和第 12 周（n ＝

6），分别对小鼠进行新物体识别实验测试。如图
1E 所示，给药 6 周后，CCH 组小鼠与 Sham 组小
鼠相比新物体识别指数显著降低（P ＜ 0.01），经
过鳖甲软脉汤治疗后，新物体识别指数显著增加
（P ＜ 0.01）。如图 1F 所示，给药 12 周后，CCH 组
小鼠与 Sham 组小鼠相比新物体识别指数显著降低
（P ＜ 0.05）；与 CCH 组相比，鳖甲软脉汤高剂量
组新物体识别指数显著增加（P ＜ 0.05）。以上结果
提示，鳖甲软脉汤可以改善慢性脑缺血小鼠的学习
和记忆能力。
3.2　鳖甲软脉汤减轻慢性脑缺血小鼠的病理损伤

　　采用 NeuN 染色、TUNEL 染色和尼氏染色检
测小鼠脑组织的病理损伤情况，结果见图 2 及图
3。Sham 组海马 NeuN 阳性细胞较多，细胞多层且
紧密排列，CCH 组小鼠海马 NeuN 阳性细胞明显
减少（P ＜ 0.01），结构松散。经过银杏叶提取物
和鳖甲软脉汤高剂量治疗后 NeuN 阳性细胞增加
（P ＜ 0.05），提示海马神经元损伤的情况得到了改
善。Sham 组皮层细胞的 TUNEL 阳性细胞数较少，
CCH 组小鼠相较于 Sham 组小鼠皮层 TUNEL 阳性
细胞显著增多（P ＜ 0.01），表明皮层有大量神经
元凋亡，经过银杏叶提取物和鳖甲软脉汤治疗后
TUNEL 阳性细胞减少（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01），神
经元损伤的情况得到了改善。
　　Sham 组小鼠的海马神经元尼氏阳性细胞数量较
多，尼氏小体着色深，细胞核完整，而 CCH 组小
鼠海马神经元尼氏阳性细胞数明显减少（P＜0.01），
结构松散且细胞核固缩，尼氏小体色浅，鳖甲软脉
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图 1　鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠学习和记忆能力的影响

Fig 1　Effect of Biejia Ruanmai decoction on learning and memory ability of mice with CCH
注：与 Sham 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 CCH 组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the Sham group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.05；compared with the CCH group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

汤高剂量组小鼠相较于 CCH 组小鼠海马神经元尼
氏阳性细胞数明显增加（P ＜ 0.05）。LFB 染色常
用于检测髓鞘结构形态及轴突纤维密度。本实验采
用 LFB 染色检测小鼠脑组织胼胝体神经元髓鞘病理
损伤情况，以评估鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠脑
白质胼胝体病理损伤的治疗作用。实验结果显示，
Sham 组小鼠胼胝体髓鞘结构致密，着色较深；CCH
组小鼠胼胝体髓鞘着色较浅，结构松散，部分髓鞘
空泡化。经鳖甲软脉汤和银杏叶提取物治疗后，髓
鞘病理损伤减轻，染色加深，髓鞘空泡化现象减
少，以上结果表明鳖甲软脉汤能减轻慢性脑缺血小
鼠脑组织的髓鞘损伤（见图 3）。
3.3　鳖甲软脉汤抑制慢性脑缺血小鼠脑组织中

NF-κB 途径

　　CD11b 是小胶质细胞的标志物，在小胶质细胞
激活过程中表达增加。免疫荧光实验结果如图 4A
显示，Sham 组小鼠脑组织皮层区域 CD11b 阳性细
胞较少，说明基本无小胶质细胞聚集。与 CCH 组
相比，鳖甲软脉汤低剂量组小鼠脑组织小胶质细
胞 NF-κB p65 表达减少（P ＜ 0.05）；高剂量组小
鼠脑组织小胶质细胞 CD11b、NF-κB p65 表达减少
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
　　进一步采用免疫印迹方法对小鼠脑组织中
NF-κB 信号通路相关蛋白的表达进行检测。如图

5 所示，CCH 组相较于 Sham 组，NF-κB p65 和
IKK-β 蛋白表达水平上调（P ＜ 0.01），而经过银
杏叶提取物、鳖甲软脉汤高剂量的处理后，NF-
κB p65 和 IKK-β 蛋白表达水平下调（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01）。上述结果表明鳖甲软脉汤能抑制慢性
脑缺血小鼠脑组织中 NF-κB 信号通路。
4　讨论与结论

　　慢性脑缺血指大脑长期血流量不足，其典型临
床表现包括头昏、乏力、记忆力减退以及认知功能
障碍等症状 [5]。研究表明，慢性脑缺血的病理生理
机制涉及皮质和海马区神经元丢失、脑白质病变
（WML）、免疫炎症损伤、血管内皮功能障碍、氧
化应激损伤和细胞凋亡等 [6-7]。在慢性脑缺血发生
时，大脑处于持续缺氧状态，脑内的免疫细胞如小
胶质细胞和星形胶质细胞会快速反应并激活 MAPK
和 NF-κB 等免疫相关信号通路，产生大量炎症介
质，导致血管内皮细胞功能障碍和脑血流微循环受
阻。这些炎症介质还会促进免疫炎症恶性循环和内
皮细胞功能障碍，进一步加重 WML 和认知功能障
碍 [8-9]。这一点在慢性脑缺血动物模型中也有表现，
例如 Morris 水迷宫实验显示，慢性脑缺血大鼠的逃
避潜伏期和游泳路径均明显延长 [10-11]。此外，慢性
脑缺血还会导致基底前脑胆碱能神经系统损伤，从
而在整体水平出现学习记忆障碍 [12]。
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图 2　NeuN 染色和 TUNEL 染色检测小鼠脑组织的病理损伤情况

Fig 2　Pathological damage in the mouse brain tissues detected by NeuN staining and TUNEL staining 
A. NeuN 染色图（NeuN staining）；B. NeuN 阳性细胞统计图（NeuN-positive cell statistic）；C. TUNEL 染色图（TUNEL staining graph）；D. 
TUNEL 阳性细胞统计（TUNEL-positive cell statistic）。

注：与 Sham 组相比，**P ＜ 0.01；与 CCH 组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the Sham group，**P ＜ 0.01；compared with the CCH group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01. 

图 3　尼氏染色和 LFB 染色检测小鼠脑组织的病理损伤情况

Fig 3　Pathological damage in mouse brain tissue detected by Nissl staining and LFB staining 
A. 尼氏染色图（Nissl staining graph）；B. 尼氏阳性细胞统计图（Nissl-positive cell statistic）；C. LFB 染色图（LFB staining graph）。

注：与 Sham 组相比，**P ＜ 0.01；与 CCH 组相比，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the Sham group，**P ＜ 0.01；compared with the CCH group，#P ＜ 0.05.
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　　鳖甲软脉汤经过多年的临床应用，已被证实对
小血管疾病有良好的治疗效果 [2]。给药第 6 周和第
12 周均进行了水迷宫实验和新物体识别实验，实
验结果显示，经过鳖甲软脉汤治疗的慢性脑缺血小
鼠有更好学习记忆能力，后续的病理学实验进一
步验证了鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠的治疗作
用。LFB 染色实验结果显示慢性脑缺血小鼠胼胝
体髓鞘结构松散甚至有部分髓鞘出现部分空泡化的
现象，表明长时间的脑低灌注导致了慢性脑缺血小
鼠胼胝体髓鞘的损伤。经鳖甲软脉汤治疗后，髓鞘
病理损伤减轻，髓鞘空泡化现象减少。尼氏染色、
NeuN 染色和 TUNEL 染色的病理染色结果显示，
慢性脑缺血小鼠皮层和海马神经元都出现了大量神
经元凋亡的情况，而经过鳖甲软脉汤的治疗后，慢
性脑缺血小鼠的神经元损伤的情况得到了改善。以
上结果都验证了鳖甲软脉汤对慢性脑缺血导致的髓
鞘损伤和神经元凋亡有改善作用。
　　小胶质细胞作为中枢神经系统的常驻免疫细
胞，在大脑受到损伤时会迅速动员激活，是大脑
神经炎症发生的标志。在采用 BCAS 手术建立的
小鼠模型研究中发现，小鼠持续的脑低灌注导致
脑内炎症反应活跃，小胶质细胞激活加重脑白质
损伤，进一步加重认知功能损伤。NF-κB 信号通
路作为经典的核心炎症通路，已经被证实可以介
导小胶质细胞激活极化的作用，同时小胶质细胞

图 4　鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠脑组织中 NF-κB 表达的影响

Fig 4　Effect of Biejia Ruanmai detection on NF-κB expression in the 
brain tissues of mice with chronic cerebral hypoperfusion

注：与 Sham 组相比，**P ＜ 0.01；与 CCH 组相比，#P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01。

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

图 5　鳖甲软脉汤对慢性脑缺血小鼠脑组织中 NF-κB 蛋白表达的影响

Fig 5　Effect of Biejia Ruanmai detection on NF-κB protein expression in the brain tissue of mice with chronic cerebral hypoperfusion
注：与 Sham 组相比，**P ＜ 0.01；与 CCH 组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the Sham group，**P ＜ 0.01；compared with the CCH group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

激活极化在慢性脑缺血的发生发展过程中也有着
多重的作用。因此，本研究探讨了鳖甲软脉汤对
NF-κB 信号通路的影响。免疫荧光和免疫印迹实
验结果表明，鳖甲软脉汤治疗能显著降低慢性脑
缺血小鼠脑组织中 NF-κB p65 和 IKK-β 的表达水
平。所以，鳖甲软脉汤有可能通过抑制 NF-κB 信
号通路发挥神经保护作用，这为鳖甲软脉汤治疗
慢性脑缺血提供了一种可能的分子机制。

　　值得注意的是，鳖甲软脉汤多成分的协同作用
可能是其发挥疗效的关键 [13-15]。鳖甲软脉汤中的药
材如鳖甲、垂盆草、石菖蒲等均具有清热解毒、益
气活血等功效，鳖甲软脉汤中的许多化合物或成分
已被发现与慢性脑缺血的治疗有关。例如，已知的
天然类黄酮类化合物槲皮素可清除自由基，介导小
胶质细胞向抗炎表型的转变，并减少海马区促炎症
因子的产生，减轻脑白质损伤 [16]。木犀草素可通过
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调节 PI3K/Akt 信号通路减轻慢性脑缺血诱导的大
鼠认知功能障碍 [17]。这些成分可能通过不同的途径
共同发挥神经保护和抗炎作用。然而，鳖甲软脉汤
的具体成分如何相互作用以及各自的贡献仍需进一
步的研究。
　　综上所述，本研究表明鳖甲软脉汤对慢性脑
缺血小鼠学习和记忆障碍具有显著改善作用，并
初步揭示了其通过 NF-κB 信号通路发挥神经保护
作用的潜在机制。这些发现为治疗慢性脑缺血相
关认知功能障碍方面的应用提供了科学依据，并
为未来的临床研究和药物开发提供了参考。
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UPLC-MS/MS测定人血浆中阿莫西林浓度及其 
在生物等效性研究中的应用

唐维英1，朱恒怡1，李莎1，杨姗姗2，吴强1*（1.四川省药品检验研究院 国家药品监督管理局药物制剂体内外相关

性技术研究重点实验室，成都　611731；2.四川尚锐分析检测有限公司，成都　610093）

摘要：目的　建立一套样品和沉淀剂用量更少，操作更简便的超高效液相色谱 - 串联质谱法

（UPLC-MS/MS）测定人血浆中阿莫西林浓度，并应用于国产制剂阿莫西林胶囊与其参比制剂的

生物等效性研究。方法　采用 Waters Acquity UPLC BEH C18 色谱柱（2.1 mm×50 mm，1.7 μm），

以 0.05% 甲酸水溶液（A）- 含 0.1% 甲酸的 75% 甲醇水溶（B）为流动相，流速 0.35 mL·min－ 1

进行梯度洗脱，进样量 1 μL，柱温 35℃，以 ESI 离子源、正离子 MRM 模式测定阿莫西林（m/z 
366.1 → 114.0），阿莫西林 -d4（m/z 370.2 → 114.0）作为内标。血浆样品依次加入内标、甲醇沉

淀蛋白后，取上清液稀释后进样检测。结果　阿莫西林在 20 ～ 8000 ng·mL－ 1 与测定值线性

关系良好，定量下限为 20 ng·mL－ 1，质控样品批内、批间精密度 CV ≤ 3.9%，准确度相对偏

差在标示值－ 1.9% ～ 3.9%，提取回收率、专属性、基质效应、稳定性等各项指标均符合《中

国药典》四部通则中生物样品定量分析方法验证指导原则。本方法被成功应用于健康受试者口

服 250 mg 阿莫西林胶囊的生物等效性研究，在餐后给药状态下，受试制剂和参比制剂 Cmax 分别

为（4922.16±967.16）和（5172.19±905.07）ng·mL－ 1，AUC0 ～ 12 h 分别为（14 165.22±1686.79）
和（13 869.53±1939.31）h·ng·mL－ 1；在空腹给药状态下，受试制剂和受试制剂 Cmax 分别为

（6087.36±1766.53）和（5697.95±1768.73）ng·mL－ 1，AUC0 ～ 12 h 分别为（15 081.27±2342.12）
和（14 564.04±2364.83）h·ng·mL － 1，受试制剂与参比制剂 Cmax、AUC0 ～ 12 h 几何均值比的

90% 置信区间均落在 80.00% ～ 125.00%。结论　该方法灵敏度高、前处理过程简便，适用于血

浆样品中阿莫西林的高通量分析；受试制剂阿莫西林胶囊与参比制剂具有生物等效性。

关键词：阿莫西林；抗菌药；血浆浓度；生物等效性；超高效液相色谱 - 串联质谱法
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Determination of amoxicillin concentration in human plasma by UPLC-
MS/MS and its application in bioequivalence study
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Abstract: Objective  To establish a UPLC-MS/MS method with less sample and precipitant and easy 
operation to determine amoxicillin concentration in human plasma, and to use it in the bioequivalence 
study of amoxicillin capsules and their reference preparations. Methods  A Waters Acquity UPLC BEH 
C18 (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm) column was used with the mobile phase consisting of 0.05% formic acid 
water (A) and 75% methanol solution (containing 0.1% formic acid) (B) in gradient elution. The flow 
rate was 0.35 mL·min － 1 with the injection volume of 1 μL and the column temperature was 35℃ . 
Amoxicillin (m/z 366.1 → 114.0) was detected by ESI ion source and positive ion MRM scanning 
mode, with amoxicillin-d4 (m/z 370.2 → 114.0) as the internal standard. After adding the internal 
standard, the plasma protein was precipitated by methanol, the supernatants were diluted and measured. 
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Results  The linearity ranged 20 ～ 8000 ng·mL － 1 and the lower limit of quantification was 20 
ng·mL － 1. The intra-day and inter-day precision CV of quality-control samples was ≤ 3.9%, and 
the accuracy ranged － 1.9% ～ 3.9% in terms of relative error. The recovery rate, specificity, matrix 
effect and stability all met the guiding principles for verification of quantitative analysis of biological 
samples in the General Rules of Chinese Pharmacopoeia (four edition). The method was successfully 
applied to a bioequivalence study of amoxicillin orally disintegrating capsules containing 250 mg in 
healthy volunteers. In the fed test, the Cmax of the test or reference formulation of amoxicillin capsules 
was (4922.16±967.16) and (5172.19±905.07) ng·mL － 1; AUC0 ～ 12 h was (14 165.22±1686.79) and 
(13 869.53±1939.31) h·ng·mL － 1. In the fasting test, the Cmax of the test or reference formulation 
of amoxicillin capsules was (6087.36±1766.53) and (5697.95±1768.73) ng·mL － 1; AUC0 ～ 12 h was 
(15 081.27±2342.12) and (14 564.04±2364.83) h·ng·mL － 1. The 90% confidence intervals of the 
geometric mean ratios of Cmax, and AUC0 ～ 12 h between the test and the reference formulation completely 
fell at 80.00% ～ 125.00%. Conclusion  The method is highly sensitive, simple and rapid, and is 
suitable for high throughput analysis of amoxicillin in the plasma sample. The test amoxicillin orally 
disintegrating capsules are bioequivalent to the reference capsules. 
Key words: amoxicillin; antimicrobial; plasma concentration; bioequivalence; UPLC-MS/MS

　　阿莫西林作为第二代广谱半合成青霉素，具
有抗菌谱广、对酸稳定、口服吸收快、杀菌速度
优于青霉素、头孢菌素等特点，是一种高效、安
全、患者耐受性好以及服用方便的抗感染药物 [1]。
　　随着新药Ⅰ期临床试验中药物的一致性评价
工作的不断开展，人血浆中阿莫西林的检测方法
从早期的液相色谱方法 [2-3] 转变为液 - 质联用的
方法，前处理方法目前主要有蛋白沉淀法 [4-9]、蛋
白沉淀 - 液液萃取法 [10]，但蛋白沉淀方法都存在
血浆用量以及沉淀剂用量较大等问题 [3-9]，导致
样品处理只能采用传统大容器，不适用快速和大
批量样品检测；而蛋白沉淀 - 液液萃取方法前处
理更加耗时且烦琐。本研究采用 UPLC-MS/MS
技术建立了一套样品和沉淀剂用量更少，操作更
简便的新方法用于血浆中阿莫西林浓度的快速测
定，并将该方法应用于阿莫西林胶囊受试制剂及
参比制剂在中国健康受试者体内的药动学特征以
及生物等效性研究，为临床合理用药以及药物评
价提供参考。
1　仪器与试药

　　LC-30AD 超高效液相色谱仪（日本岛津公
司）；TQ5500 质谱仪（美国 AB SCIEX 公司）；色
谱柱为 Waters Acquity BEH C18（1.7 μm，2.1 mm× 

50 mm）；X3R 低温离心机、ULTS1368 超低温冰
箱（美国 Thermo 公司）；XPR6UD5 百万分之一电
子分析天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）。
　　 阿 莫 西 林（批 号：130409-201913， 含 量：
87.0%，中国食品药品检定研究院），阿莫西

林 -d4（批号：2938-083A3，HPLC 纯度：98.7%，
同位素纯度：98.2%，含水量：15.4%，TLC 公司），
受试制剂阿莫西林胶囊（批号：200702，好医生
药业集团有限公司，规格：250 mg/ 粒）；参比制
剂 Sawacillin（批号：2002A03，LTL ファーマ株
式会社，规格：250 mg/ 粒）；甲醇和甲酸分别为
HPLC 级和质谱级（美国 Fisher 公司），实验中纯
水均由德国默克 Milli-Q 超纯水仪制得。山东省
聊城市人民医院提供本实验用的空白血浆；溶血
空白血浆由破红的全血加入空白血浆 [ － 70℃冷
冻 2 h 后于室温解冻振摇破红的全血 - 空白血浆
（1∶49，V/V）] 制备，高脂空白基质由 20% 脂肪
乳加入空白血浆 [20% 脂肪乳 - 空白血浆（1∶9，
V/V）] 制备。
2　方法

2.1　血药浓度测定方法的建立

2.1.1　色谱条件　采用 Waters Acquity UPLC BEH 
C18色谱柱（2.1 mm×50 mm，1.7 μm），以0.05%
甲酸水溶液（A）和含 0.1% 甲酸的 75% 甲醇水
溶液（B）为流动相，梯度洗脱（0.0 ～ 0.8 min，
95%A；0.8 ～ 2.0 min，95% ～ 20%A；2.0 ～ 3.0 
min，20%A；3.0 ～ 3.1 min，20% ～ 95%A；
3.1 ～ 4.0 min，95%A）， 流 速 0.35 mL·min－ 1，
含 0.1% 甲酸的 75% 甲醇水溶液为洗针液（进行
针管外清洗，吸入样品前后清洗，置换清洗液
体积为 550 μL，针管浸入清洗口时间为 5 s，仅
使用清洗泵清洗针管，清洗时间为 4 s），柱温
35℃，自动进样器温度 8℃，进样量 1 μL。
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2.1.2　质谱条件　采用正离子多反应监测（MRM）
模式测定待测物阿莫西林（m/z 366.1 → 114.0）、内
标阿莫西林 -d4（m/z 370.2 → 114.0），阿莫西林和
内标子离子的去簇电压（DP）均为 45 V，入口电
压（EP）均为 10 V，碰撞室出口电压（CXP）均为
8 V，碰撞电压（CE）分别为 26 V、27 V，分析物
滞留时间（Dwell time）：200 ms。离子源为 ESI 源，
电压（IS）5500 V，温度（TEM）500℃，气帘气
（CUR）35 psi，辅助气 1（GS1）和辅助气2（GS2）
分别为 50 psi 和 55 psi。
2.2　试验设计和样品采集

　　该研究是在健康成年受试者中进行的单中
心、单剂量、空腹及餐后、随机、开放、两周期、
双交叉试验，临床研究单位为成都中医药大学附
属医院，伦理批件号为 2020ZL-010。共纳入体
检筛选合格的餐后和空腹各 24 例受试者，受试
者按照筛选先后顺序随机分为两组，在空腹状态
下（在给药前空腹至少 10 h）或进食高脂高热餐
后（给药前 30 min 时开始进食高脂高热餐，并在
30 min 内将高脂高热餐全吃完）按照随机分组表
给药，每周期分别单次给予受试制剂或参比制剂
250 mg（250 mg/ 粒 ×1 粒），用温水 240 mL 送
服，给药后 2 h 内需要保持坐位或半卧位，除了
必要的活动，4 h 之后不可进行剧烈的活动，清
洗期为 5 d。
　　空腹试验在给药 0 h（给药前 60 min 内）和给
药 后 0.333（20 min）、0.5、0.75、1、1.25、1.5、
1.75、2、2.25、2.5、3、3.5、4、4.5、5、6、8、
10、12 h；餐后试验在给药 0 h（于餐后至给药
前）和给药后 0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、
2.25、2.5、3、3.25、3.5、4、4.5、5、6、8、10、
12 h 分别于肘前或以下静脉采血 4 mL，置于已标
记好的含有肝素抗凝剂的采血管中。血样采集完
毕后尽快放入低温离心机（4℃）中，1700 g 离心
10 min，离心后立即取约 1 mL 血浆移至检测样品
管，剩余的血浆移至备份样品管，一份用于血样
分析，一份备份。采集过程中，全血样品及离心
后的血浆样品需在黄光、冰浴条件下暂存，直至
放入－ 70℃超低温冰箱。从血样采集到血浆样品
放入冰箱的过程不能超过 2 h。
2.3　血浆样品前处理

　　取血浆样品 50 μL 置于 2.2 mL 96 深孔聚丙
烯板中，加入 20 μL 内标工作液（300 ng·mL－ 1），
涡旋混匀后，加入 230 μL 甲醇振摇提取 5 min，

然后将样品板于 4℃、2120 g 离心 10 min，添加
160 μL 5% 甲醇水溶液置于 96 深孔聚丙烯板中，
并转移上述离心后的上清液 100 μL 至相应孔位，
混匀后，封膜进样。
2.4　数据处理

　　所有原始数据由 Analyst v1.6.3 采集处理后的
样品得到，通过 Analyst v1.6.3 与 Watson LIMS 7.5 
SP1 系统的传输接口，将数据传输至 Watson LIMS
系统计算得到数据结果。使用 Phoenix WinNonlin
软件（ver 8.0）计算临床样品中阿莫西林的药动学
参数，经对数转换后，采用非房室模型进行方差
分析、双单侧 t 检验和 90% 置信区间分析，评价
两种制剂的生物等效性。
3　结果

3.1　方法学验证

3.1.1　选择性　分别用 6 个来源空白血浆、1 个
来源溶血空白血浆、1 个来源高脂空白血浆配制
空白血浆样品（不添加待测物和内标）和定量下限
（LLOQ）血浆样品（添加内标），每个来源各 3 个
重复，按“2.3”项下方法处理后进样分析。结果空
白血浆对阿莫西林和内标阿莫西林 -d4 检测无干
扰，见图1。配制定量上限（ULOQ）血浆样品（不
添加内标，6 个重复）和空白血浆样品（只添加内
标，6 个重复），按照“2.3”项下方法处理后进样
分析。结果显示，在工作液考察稳定时间范围内，
阿莫西林和阿莫西林 -d4 内标检测相互无干扰。
3.1.2　定量下限、标准曲线和定量范围　用 50% 甲
醇水溶液配制阿莫西林储备液（1.00 mg·mL－ 1），
以及系列阿莫西林标准曲线工作液（160、130、80、
40、16、4、1、0.4 μg·mL－ 1）， 临 用 前 用 空 白
血浆按 1∶19 比例稀释工作液，制得标准曲线血
浆样品进行测定。结果阿莫西林的定量下限为 20 
ng·mL－ 1，线性范围为 20 ～ 8000 ng·mL－ 1，用
加权线性回归方法计算回归方程（权重系数为 1/χ2）
为：Y ＝ 8.61×10－ 4X ＋ 2.89×10－ 4，r ＝ 0.9998。
3.1.3　精密度、准确度的考察　取阿莫西林储备
液，用 50% 甲醇水溶液稀释系列阿莫西林质控工
作液（120、70、8、1.2、0.4 μg·mL－ 1），临用前
用空白血浆按 1∶19 比例稀释工作液，制得质控
血浆样品，每个浓度重复 6 次，按“2.3”项下方
法在不同天处理 3 个分析批，进样分析，结果显
示准确度（以相对偏差 RE 表示）和精密度（以变
异系数 CV 表示）良好，见表 1。
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表 2　基质效应结果 
Tab 2　Matrix effect 

质量浓度 /
（ng·mL － 1）

空白基质 溶血基质 /% 高脂基质 /%

内标归一化基质效应因子 均值 RSD/% 准确度 RSD 准确度 RSD

    60 0.961 0.973 0.958 1.006 0.994 0.993 0.981 1.97 － 7.7 ～ 1.7 4.8 － 2.2 ～ 1.1 1.8

3500 1.076 1.082 1.062 1.072 1.057 1.076 1.071 0.91 － 1.6 ～ 2.4 2.0      1.7 ～ 5.0 1.7

6000 0.982 0.969 0.969 0.983 0.992 0.987 0.980 0.97 － 0.4 ～ 2.5 1.5      1.3 ～ 4.4 1.6

图 1　阿莫西林和阿莫西林 -d4 的 UPLC-MS/MS 图

Fig 1　UPLC-MS/MS chromatograms of amoxicillin and amoxicillin-d4
A. 空白血浆样品（blank plasma sample）；B. 定量下限血浆样品（LLOQ plasma sample）；C. 受试者口服给药 1.25 h 后的血浆样品（plasma 
sample at 1.25 h after oral administration）

表 1　精密度准确度结果 
Tab 1　Precision and accuracy

质量浓度 /
（ng·mL － 1）

精密度（CV）/% 准确度（RE）/%

批内（最大值） 批间 批内（范围） 批间

    20 3.9 3.3 － 0.1 ～ 3.9 1.5

    60 2.3 1.7 － 1.9 ～ 0.2 － 0.85

  400 1.6 1.2 － 1.3 ～－ 1.7 － 1.5

3500 1.2 1.3 0.3 ～ 2.0 1.0

6000 2.3 1.7 － 1.5 ～ 0.1 － 0.84

3.1.4　基质效应　分别取 6 个来源的空白血浆，
不添加内标，按“2.3”项下方法进行蛋白沉淀提
取得 6 个不同来源空白血浆上清液，用上述 6 个
来源上清液配制基质效应测试样品 [ 阿莫西林
和内标阿莫西林 -d4 浓度与 3 个浓度水平（60、

3500、6000 ng·mL－ 1）的质控血浆样品进样浓
度一致 ]，每个浓度重复 3 次，以超纯水代替空
白血浆，配制阿莫西林和内标阿莫西林 -d4 浓度
与基质效应测试样品浓度一致的作为基质效应参
比样品，每个浓度重复 3 次，进样分析。内标归
一化基质效应因子为每个来源基质效应测试样品
与基质效应参比样品中待测物峰面积的比值除以
内标的峰面积的比值，结果见表 2。
　　用 1 个来源的溶血和高脂空白血浆配制 60、
3500、6000 ng·mL－ 1 质量浓度下的质控血浆样品，
每个浓度重复 3 次，考察准确度和精密度。溶血
和高脂质控血浆样品的平均测定值与其理论值的
偏差≤±15.0%，结果见表 2。

3.1.5　提取回收率　取 1 个来源空白血浆配制 3 个
浓度水平（60、3500、6000 ng·mL－ 1）的质控血浆

样品，每个样品取 50 μL（每个浓度重复 6 次），按
“2.3”项下方法处理作为提取回收率测试样品；取
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同一来源的空白血浆，不添加内标，按“2.3”项下
方法进行蛋白沉淀提取空白血浆上清液，配制与提
取回收率测试样品中阿莫西林和内标阿莫西林 -d4
浓度一致的样品作为提取回收率参比样品（每个浓
度重复 6 次）。计算提取回收率测试与参比样品中
待测物和内标的峰面积比值，结果 3 个质控浓度
（60、3500、6000 ng·mL－ 1）的平均回收率分别为
107.4%、100.6%、104.4%，RSD 分别为 3.2%、1.7%、
0.90%；内标回收率为 104.8%，RSD 为 2.3%。
3.1.6　稳定性的考察　分别考察了血浆样品在室温白
光，黄光冰浴，－ 20℃、－ 70℃条件下放置以及反
复冻融 4 次的稳定性；样品处理后在进样器（8℃）的
稳定性；前处理过程中，分别在加入内标后、加入
沉淀剂后、振摇提取后在室温白光下放置 30 min，离
心后在 4℃放置 30 min，于前处理结束后在室温白
光下放置 1 h 稳定性。配制低、高浓度的稳定性质控

样品，在相应条件下放置考察各项样品稳定性，取
样品 50 μL（各验证条件下各浓度均重复 6 次），按
“2.3”项下方法处理，进样检测，使用新鲜制备的标
准曲线定量，其结果均符合测定浓度与理论浓度的
偏差≤±15% 的要求，结果见表 3；另考察了全血
样品在黄光冰浴放置 3 h，全血样品放置后待测物和
内标峰面积比值的均值与 0 h 峰面积比值的均值的偏
差≤－ 10.5%，表明全血样品在上述条件下稳定。
　　同时考察了储备液和工作液稳定性，结果表明
阿莫西林储备液室温白光放置 13 h，阿莫西林 -d4
储备液室温白光放置 6 h，阿莫西林和阿莫西林 -d4
的储备液－ 20℃放置 15 d，阿莫西林以及阿莫西
林 -d4 的工作液室温白光放置 13 h 和－ 20℃放置
15 d，溶液与 0 h 溶液的响应的偏差均≤－ 7.0%，
RSD 均≤ 1.9%，表明各溶液在上述条件下稳定。

表 3　稳定性试验准确度相对偏差结果 (n ＝ 6，%) 
Tab 3　Relative deviation of stability test (n ＝ 6，%)

理论浓度 /
（ng·mL － 1）

短期放置 反复冻融 进样器放置 长期放置 前处理过程

中稳定性室温白光 8 h 黄光冰浴 23 h － 70℃ 4 次 8℃ 43 h － 20℃ 8 d － 70℃ 46 d

    60 － 9.5 － 6.0 － 1.0 0.9 － 13.2 － 1.5 2.6

6000 － 9.1 － 5.6 － 0.2 1.2 － 13.7 － 1.8 2.6

3.1.7　其他　使用不同批次的色谱柱，进行方法耐
用性考察，待测物和内标的色谱峰形、保留时间无
明显变化，质控样品准确度、精密度符合要求；对
稀释可靠性（稀释质控浓度 12 000 ng·mL－ 1），稀
释因子（3）、分析批容量（运行样品 164 个）、进样
残留项目进行考察。所有方法验证结果均符合《中
国药典》四部通则中生物样品定量分析方法验证指
导原则 [11] 及数据核查要求。
3.2　药动学及生物等效性评价结果

　　健康受试者在空腹和餐后条件下分别口服 250 
mg 阿莫西林胶囊受试制剂与参比制剂，采集血
浆样品，前处理后进行 UPLC-MS/MS 分析。按
“2.4”项下方法进行数据处理，餐后和空腹组受试
者阿莫西林的参比制剂和受试制剂平均血药浓度 -
时间曲线见图 2，具体药代动力学参数见表 4。
　　本次空腹试验和餐后试验均有 24 例受试者纳入
生物等效性数据集。餐后试验中，受试制剂与参比
制剂的 Cmax、AUC0 ～ 12 h 和 AUC0 ～∞几何均值比分
别为 95.17%、102.13%、102.12%，90% 置信区间
分别为 89.69% ～ 100.97%、99.75% ～ 104.57%、
99.79% ～ 104.51%；空腹试验中，受试制剂与参比
制剂的 Cmax、AUC0 ～ 12 h 和 AUC0 ～∞几何均值比分
别为 106.83%、103.55%、103.62%，90% 置信区间

分别为 99.36% ～ 114.87%、100.59% ～ 106.60%、
100.67%～106.64%，详见表5。两种制剂 AUC0～12 h、
AUC0 ～∞和 Cmax 几何均值比的 90% 置信区间均落
在 80.00% ～ 125.00%，主要药动学参数 AUC0 ～ 12 h、
AUC0 ～∞和 Cmax 均符合生物等效的判定标准，表明
两种制剂生物等效。
4　讨论

图 2　阿莫西林的平均血药浓度 - 时间曲线（n ＝ 24）
Fig 2　Mean concentration-time curves of amoxicillin（n ＝ 24）
A. 餐后条件（fed condition）；B. 空腹条件（fasting condition）
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表 4　餐后、空腹试验中阿莫西林受试与参比制剂的药代动力学参数 (n ＝ 24) 
Tab 4　Pharmacokinetic parameters of amoxicillin of test capsule and reference capsule under fed and fasting condition (n ＝ 24)

试验 制剂 Cmax/（ng·mL － 1） AUC0 ～ 12 h/（h·ng·mL － 1）AUC0 ～∞ /（h·ng·mL － 1） tmax/h t1/2/h
餐后 受试制剂 4922.12±967.16 14 165.22±1686.79 14 249.17±1712.18 3.00（1.75，5.00） 1.33±0.19

参比制剂 5172.19±905.07 13 869.53±1939.31 13 952.82±1942.58 3.00（2.00，5.00） 1.34±0.14
空腹 受试制剂   6087.36±1766.53 15 081.27±2342.12 15 160.14±2354.49 1.25（0.75，3.00） 1.52±0.23

参比制剂   5697.95±1768.73 14 564.04±2364.83 14 631.15±2374.93 1.25（0.75，3.50） 1.45±0.17

试验 制剂 CL/（mL·h － 1） VZ/mL MRT/h λ z/ h
－ 1 AUC_%，Extrap/%

餐后 受试制剂 17 544.88±1958.76 33 579.16±5685.28 3.82±0.60 0.52±0.06 1.85±1.14
参比制剂 17 917.52±2579.96 34 711.49±6531.19 3.77±0.60 0.52±0.05 2.03±0.56

空腹 受试制剂 16 490.61±2416.61 36 081.20±6257.13 2.36±0.47 0.46±0.07 2.70±1.04
参比制剂 17 086.84±2601.74 35 623.74±8284.37 2.46±0.41 0.48±0.05 2.33±0.73

表 5　餐后、空腹试验中阿莫西林受试与参比制剂的生物利用度参数 
Tab 5　Bioavailability parameters of amoxicillin test capsule and reference capsule under fed and fasting condition

试验 药动学参数 几何均值比（R/T）/% 受试者体内变异系数 /% 90% 置信区间 /% 试验把握度

餐后 Cmax/（ng·mL － 1）   95.17 11.99   89.69 ～ 100.97 1.00
AUC0 ～ 12h/（h·ng·mL － 1） 102.13   4.76   99.75 ～ 104.57 1.00
AUC0 ～∞ /（h·ng·mL － 1） 102.12   4.66   99.79 ～ 104.51 1.00

空腹 Cmax/（ng·mL － 1） 106.83 14.71   99.36 ～ 114.87 0.97
AUC0 ～ 12h/（h·ng·mL － 1） 103.55   5.86 100.59 ～ 106.60 1.00
AUC0 ～∞ /（h·ng·mL － 1） 103.62   5.81 100.67 ～ 106.64 1.00

　　阿莫西林结构中含有β-内酰胺环，β-内酰胺
环热稳定性较差 [12]，因此试验过程中考察了室温
白光和黄光冰浴条件下血浆样品的稳定性，结果
表明在黄光冰浴条件下更稳定，但室温白光放置
8 h 稳定，满足样品测定所需的时间，因此整个样
品测定在室温白光下进行，更加便于操作。同时
考察了柱温 25、30、35℃时同一浓度阿莫西林的
响应，结果响应无明显差别，故选择 35℃为柱温
的设置温度，降低系统压力的同时对仪器友好。
　　本研究建立了一套样品、沉淀剂用量更少、
操作更简便的测定人体血浆中阿莫西林浓度的 
UPLC-MS/MS 方法。样品采用在 96 深孔聚丙烯
板中直接蛋白沉淀的处理方法，血浆用量仅需 50 
μL，更利于临床试验过程中样品的采集；沉淀蛋
白的甲醇仅用 230 μL，操作便捷，可极大节约成
本、减少环境污染。本方法具有前处理简便，灵
敏度高、选择性好、基质效应小的优点，适用于
血浆样品中阿莫西林的高通量测定分析，满足阿
莫西林体内药动学试验的检测需要。在本研究中，
该方法成功应用于人体生物等效性试验，研究表
明中国健康受试者服用受试制剂阿莫西林胶囊与
参比制剂 Sawacillin 具有生物等效性。
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天蒲清脑颗粒制剂工艺及质量标准研究
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摘要：目的　筛选天蒲清脑颗粒的最佳制备工艺，并对其质量标准进行研究。方法　以干浸膏

得率和提取物中葛根素的含量作为考核指标，通过 L9（34）正交试验法确定天蒲清脑颗粒的水

提取工艺，进一步确定浓缩工艺、干燥工艺、成型工艺。采用薄层色谱法对川芎、钩藤、羌活

进行定性鉴别；采用高效液相色谱法对葛根中葛根素含量进行测定。结果　最佳水提取工艺为

提取两次，第一次 10 倍量水煎煮 120 min，第二次 8 倍量水煎煮 90 min；采用减压浓缩、微

波干燥获得干膏粉，干膏粉与糊精比例在 1∶2 湿法制粒时所得颗粒最佳；薄层鉴别斑点清晰，

阴性样品无干扰。结论　天蒲清脑颗粒制备工艺稳定可行，并且该制剂质量标准专属性强，重

复性好，可用于其质量控制。

关键词：天蒲清脑颗粒；正交试验；制备工艺；质量标准；含量测定；薄层鉴别
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Preparation and quality standard of Tianpu Qingnao granules
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of Chinese Medicine, Xi’an  712046; 2. The Second Affiliated Hospital of Shaanxi University of 
Chinese Medicine, Xianyang  Shaanxi  712046)

Abstract: Objective  To determine the optimal preparation of Tianpu Qingnao granules and related 
quality standard. Methods  The dry extract yield and content of puerarin in the extract were used as 
the indexes. The aqueous extraction of Tianpu Qingnao granules was determined by L9(3

4) orthogonal 
test. The concentration, drying and shaping were further determined. The thin layer chromatography 
was used to qualitatively identify Chuanxiong Rhizoma, Uncariae ramulus cum uncis, and 
Notopterygii rhizoma et radix, and the content of puerarin in Puerariae Lobatae radix was determined 
by high performance liquid chromatography. Results  The optimal water extraction was twice. The 
initial extraction used 10 times of water and 120 min decoction. In the subsequent extraction, 8 times 
of water, and 90 min decoction. The dry paste powder was obtained through vacuum concentration 
and microwave drying techniques. The particle size was optimal when the ratio of dry paste powder 
to dextrin was 1∶2, followed by additional wet granulation. The thin layer identification spots were 
clear, without interference of the negative sample. Conclusion  The preparation of Tianpu Qingnao 
granules is both stable and feasible. Additionally, the quality standards exhibit strong specificity and 
good repeatability, facilitating effective quality control.
Key words: Tianpu Qingnao granule; orthogonal experiment; preparation; quality standard; content 
determination; thin layer identification
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　　头晕、目眩、头痛是一种十分常见的疾病，往
往是由影响内耳或参与平衡的脑部疾病引起的 [1]。
症状可能包括虚脱、平衡失调、眩晕、难以描述
的头重脚轻或游泳感，或多种症状合并出现 [2]。此
外，严重者还并伴有呼吸困难、肢体偏瘫、意识障
碍等伴随症状 [3]。中医则认为头晕、目眩、头痛等
症基本病机是风火痰瘀等病邪侵扰清窍或闭阻脑
脉，或正虚脑失所养 [4]。天蒲清脑颗粒是陕西中医
药大学第二附属医院在中医药理论指导下所研发的
院内制剂，主要由天麻、川芎、葛根、盐泽泻、钩
藤、茯苓、白芷、石菖蒲、羌活、菊花、姜半夏等
十一味药材组成，可有效治疗头晕、目眩、头痛等
症状。本试验旨在探寻天蒲清脑颗粒的最佳制备工
艺路线及其质量标准，以期为天蒲清脑颗粒的进一
步研发利用以及工业化大生产提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　LC-2030 高效液相色谱仪（日本岛津公司），
XMTD-400 型电热恒温水浴锅、DZTW 电子调
温电热套（上海科恒实业发展有限公司），DHG-
9140A 型电热鼓风干燥箱、DZF-6020 真空干燥箱
（上海一恒科学仪器有限公司），M1-L213B 微波
炉（中国美的集团），AL204 电子天平（上海梅特
勒 - 托利多仪器有限公司），PL-S40 超声波清洗
仪（东莞康士洁超声波科技有限公司），416 高速
离心机（上海基因有限公司），N-1200B 旋转蒸发
仪（上海爱朗仪器有限公司）。
1.2　试药
　　天麻、川芎、葛根等中药材（陕西兴盛德药业
有限责任公司），经陕西中医药大学颜永刚教授鉴
定；川芎对照药材（批号：120918-201813）、钩藤
对照药材（批号：121190-201204）、紫花前胡苷（纯
度：99.6%，批号：11182-201604）、葛根素（纯度：
95.4%，批号：110752-201514）（中国食品药品检
定研究院）。水为纯净水（杭州娃哈哈集团有限公
司）；甲醇为色谱纯（美国费希尔公司）；其余试
剂均为分析纯（天津市科密欧化学试剂有限公司）。
2　方法与结果
2.1　水提取工艺考察
2.1.1　色谱条件　采用 Agilent 5 TC-C18（2）（250 
mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；流动相为甲醇 - 水
（75∶25，V/V）；流速 1 mL·min－ 1；检测波长 250 
nm；进样量 10 μL；柱温 30℃；时间 30 min[5]。方
法学考察结果均符合药典要求。回归方程为：Y ＝

3.788×106X ＋ 1.053×105（R2 ＝ 0.9993），葛根素
在 0.604 ～ 6.04 µg 与峰面积的线性关系良好。

2.1.2　溶液的制备　① 对照品溶液：取葛根素
适量，精密称定，置 25 mL 量瓶中，加 30% 乙
醇制成 0.302 mg·mL－ 1 的对照品溶液，用 0.22 
μm 微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。② 供试品
溶液：精密量取样品提取液 70 mL，置具塞锥形
瓶中，再加无水乙醇 30 mL，称定重量，超声处
理 30 min，放冷，用 30% 乙醇补足减失的重量，
0.22 μm 微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。③ 空
白溶液：另取 30% 乙醇溶液用 0.22 μm 微孔滤膜
过滤，取续滤液，即得。
2.1.3　吸水率考察　按照处方比例称取处方量饮
片 71 g，加一定量的水，浸渍至药材透芯（浸渍
约 4 h），对其进行过滤，称取吸水后的饮片重
量，计算得饮片的吸水率为 140.81%，初次提取
应加 1.5 倍量水，以补充药材的吸水量。
2.1.4　葛根素转移率的测定　取适量不同水提
工艺下的样品，依据“2.1.2”项下方法制备，按
“2.1.1”项下色谱条件测定，计算葛根素的含量。
2.1.5　干膏率的测定　取浓缩药液适量，加入
恒重且编号的干燥蒸发皿中，置水浴锅上恒温
100℃浓缩，得棕褐色稠膏，然后放置烘箱中，
105℃浓缩液完全烘干，称取蒸发皿及干膏总重，
计算干膏率 [6]。
2.1.6　正交试验的设计　试验对加水量、提取时
间、提取次数进行考察，设计三因素三水平试
验 [7]，具体因素水平见表 1。以干膏率和葛根素含
量作为正交试验的评价指标，采用综合评分（综
合评分＝干膏率 / 干膏率的最大值 ×30 ＋葛根
素含量 / 葛根素含量最高值 ×70）的方法进行评
价 [8]，结果可见表 2、3。由表可知，加水量对试
验有较大影响，其余两者次之。方差分析结果发
现提取次数具有显著影响。结合实际生产和经济
成本等方面考虑，确定工艺条件为 A3B2C3，即采
用水煎煮提取 2 次，先加 10 倍水量，并煎煮 120 
min；再加 8 倍水量，并煎煮 90 min。
2.1.7　验证试验　取处方量 2 倍药材进行提取，
重复提取过程 3 次，测定干膏率以及葛根素含量，
结果见表 4。结果表明该水提工艺制备出的成品
干膏率及葛根素含量上下波动并不显著，说明此
工艺稳定可靠，重复性较好。
2.2　浓缩工艺考察

　　考察常压浓缩与减压浓缩两种不同浓缩方式对
工艺影响 [9]。按处方准确称取各饮片，共计 71 g，
滤液平行分为两份。常压浓缩（温度 100℃），减压
浓缩（浓缩参数为 70℃，真空度 0.05 ～ 0.06 MPa），
平行一次试验。浓缩至相对密度为 1.20 ～ 1.25
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（60℃），测定干膏率及葛根素含量，结果见表 5。
浓缩方式对干膏率和葛根素含量的影响较小，但
常压浓缩工艺更为耗时，结合实际生产角度，选
用减压浓缩方式用于后续的干燥工艺。

表 5　浓缩工艺考察结果 
Tab 5　Concentration process

浓缩方式 干膏率 /% 葛根素含量 /（mg·g － 1）

常压浓缩 25.20 44.04
减压浓缩 26.00 45.94

2.3　干燥工艺考察

　　上述水煎提取浓缩得浸膏，分别置微波干
燥、热风干燥及真空干燥中，考察 3 种不同方式
对葛根素含量的影响 [10]，结果见表 6。微波干燥
对葛根素含量影响较小，且耗时较少，故最终采
用微波干燥作为干燥方式。进一步对微波干燥温
度进行考察，发现温度低于 50℃时干燥时间较
长，效率低，温度高于 60℃时浸膏易发生焦糊。
综上，微波干燥的温度定于 55℃，以保证干燥完
全，不易焦糊。

表 6　干燥工艺考察结果 
Tab 6　Drying process investigation results

干燥方式 葛根素含量 /（mg·g － 1）

微波干燥 44.98
热风干燥 31.48
真空干燥 42.07

2.4　成型工艺考察

　　本研究中干浸膏粉为水提物制备的粉末，且
多糖类物质含量较大，药膏干粉吸湿性强，不可
使用含水量高的润湿剂，因此后续选用乙醇作为
润湿剂。进一步考察颗粒剂制备时的辅料种类与
用量 [11]。分别以淀粉、糊精、蔗糖作为填充剂制
备颗粒，发现淀粉所制得颗粒较为松散，而蔗糖
在制粒过程中极易黏结成块状固体，因此确定糊
精作为填充剂，结果见表 7。

表 7　成型工艺考察结果 
Tab 7　Molding process

填充剂 成型率 /% 得率 /% 性状

淀粉 78.96 67.54 棕褐色颗粒，粉末较多

糊精 98.03 93.60 棕褐色颗粒，粉末较少

蔗糖 21.75   4.10 黏结为褐色块状固体，无法制粒

　　进一步考察辅料用量对颗粒成型的影响，结
果表明，干膏粉与糊精比例在 1∶2 时制得颗粒
效果较好，软材软硬适中，成型率好，适宜制成
颗粒剂。
2.5　含量测定

2.5.1　溶液的制备　① 对照品溶液：按照“2.1.2”
项下方法制备对照品溶液。② 供试品溶液：取制
备好的颗粒 1 g，研细，精密称定，置具塞锥形瓶
中，精密加入 30% 乙醇 50 mL，称定重量，超声
处理 30 min，放冷，再称定重量，用 30% 乙醇补
足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
③ 空白溶液：另取 30% 乙醇溶液用 0.22 μm 微孔
滤膜过滤，取续滤液，即得。
2.5.2　线性试验　以对照品峰面积（Y）对葛根素

表 1　正交试验因素水平 
Tab 1　Orthogonal test factor level

水平
因素

A 加水量 / 倍 B 提取时间 /min C 提取次数 / 次
1   6   60 1
2   8   90 2
3 10 120 3

表 2　正交试验结果 
Tab 2　Orthogonal experiment

编号

因素

A B C 干膏率 /%
葛根素含量 /
（mg·g － 1）

评分

1 1 1 1 15.75 25.72 51.98
2 1 2 2 23.20 51.13 94.68
3 1 3 3 27.93 50.05 98.25
4 2 1 2 25.56 46.02 90.20
5 2 2 3 28.01 49.93 98.16
6 2 3 1 21.11 37.36 73.61
7 3 1 3 27.50 49.34 96.81
8 3 2 1 21.83 41.65 80.25
9 3 3 2 28.20 48.28 96.10
K1 244.91 238.99 205.84
K2 261.97 273.09 280.98
K3 273.16 267.96 293.22

极差   28.25 34.1   87.38

表 3　正交试验方差分析结果 (以空白项为误差 ) 
Tab 3　Variance analysis for orthogonal experiments (with blank 

term as error)

方差来源
离差平

方和 SS
自由度 方差 MS F 值 临界值 显著性

加水量   134.925 2   67.463   1.39   9
提取时间   225.376 2 112.688   2.32 99
提取次数 1492.345 2 746.173 15.38 P ＜ 0.05
空白     97.012 2   48.506

表 4　验证结果 
Tab 4　Verification

编号 干膏率 /% 葛根素含量 /（mg·g － 1）

1 26.53 45.88
2 26.96 46.14
3 26.45 44.77

平均值 26.65 45.59
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含量（X）进行线性回归，得线性回归方程为 Y＝

3.981×109X － 1.015×104（R2 ＝ 1.000），结果表
明葛根素在 0.302 ～ 3.02 µg 内与峰面积成良好的
线性关系。
2.5.3　专属性的考察　取供试品、对照品溶液、
空白溶液，按“2.1.1”项下色谱条件分别进样，
结果见图 1，结果表明空白溶液无干扰。

图 1　空白溶剂（S1）、葛根素对照品（S2）、天蒲清脑颗粒供试品

（S3）的 HPLC 图谱

Fig 1　HPLC of blank solvent（S1），puerarin control（S2）and Tianpu 
Qingnao granules sample（S3）
1. 葛根素（puerarin）

2.5.4　精密度、重复性、稳定性、加样回收试验
　吸取对照品溶液 10 μL，重复进样 6 次，计算
峰面积 RSD ＜ 1.0%，表明精密度较好。取天蒲
清脑颗粒同一批样品，分为同等质量的 6 份，按
“2.5.1”项下方法制备供试品溶液，进样测定，
计算峰面积 RSD ＜ 1.0%，表明方法重复性较好。
取天蒲清脑颗粒样品，按“2.5.1”项下方法制备
供试品溶液，于 0、2、4、6、8、10、12、24 h
进样测定，计算峰面积 RSD ＜ 2.0%，表明样品
中葛根素在室温条件下稳定。取天蒲清脑颗粒约
0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，每份精密加
入与样品含量约 1∶1 的对照品葛根素溶液（质量
浓度为 0.302 mg·mL－ 1）10.110 mL，精密加入
30% 乙醇 39.890 mL，按“2.5.1”项下方法制备样
品溶液，平行操作 6 份，进样测定，计算回收率，
结果平均回收率为 100.19%，RSD 为 0.37%，表
明方法准确良好。
2.5.5　样品测定　取天蒲清脑颗粒的中试产品3批，
按含量测定方法对葛根素进行测定，3 批产品葛根
素平均含量为 6.28 mg·g－ 1。综合考虑其他因素的
影响，暂定本制剂含葛根以葛根素（C21H20O9）计，
不得少于 5.02 mg·g－ 1（测得量的 80%）。
2.6　薄层鉴别
2.6.1　川芎　取天蒲清脑颗粒 3 g，研细，加二
氯甲烷 20 mL，加热回流 30 min，滤过，滤液蒸

干，残渣加乙醇 1 mL 使溶解，作为供试品溶液。
另取川芎对照药材 0.5 g，加二氯甲烷 20 mL，同
法制成对照药材溶液。照薄层色谱法（《中国药
典》2020 年版四部通则 0502）试验，吸取上述
两种溶液各 5 ～ 10 μL，分别点于同一硅胶 G
薄层板上，以正己烷 - 乙酸乙酯（9∶5）为展开
剂，饱和 15 min 后，展开，取出，晾干，置紫
外光（365 nm）下检视。供试品色谱中，在与对
照药材色谱相应的位置上，显相同颜色的荧光斑
点 [12]，见图 2。
2.6.2　钩藤　取天蒲清脑颗粒 5 g，研细，加水
50 mL，溶解，调节 pH 至 11 ～ 12，加三氯甲烷
50 mL，超声 30 min，取三氯甲烷层挥干，残渣
加甲醇 2 mL 使溶解，作为供试品溶液。另取钩
藤对照药材 0.5 g，加 1 mL 浓氨水浸泡 30 min，
再加三氯甲烷 50 mL，同法制成对照药材溶液。
照薄层色谱法（《中国药典》2020 年版四部通则
0502）试验，吸取上述两种溶液 5 ～ 10 μL，分
别点于同一硅胶 G 薄层板上，以三氯甲烷为展
开剂，展开，取出，晾干，喷以改良碘化铋钾溶
液。在日光下检视，供试品色谱在与对照品色谱
相应的位置上，显相同颜色的斑点 [13]，见图 3。
2.6.3　羌活　取天蒲清脑颗粒 5 g，研细，加甲
醇 30 mL，超声处理 30 min，取上清液，作为
供试品溶液。取紫花前胡苷对照品适量，加甲
醇制成每 1 mL 中含 0.5 mg 的溶液作为对照品溶
液。照薄层色谱法（《中国药典》2020 年版四部
通则 0502）试验，吸取上述 3 种溶液各 5 μL，分
别点于同一硅胶 G 薄层板上，以三氯甲烷 - 甲醇
（8∶2）为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外光
（365 nm）下检视。供试品色谱中，在与对照品
色谱相应的位置上，显相同颜色的荧光斑点 [14]，
见图 4。
3　讨论
　　本研究通过正交试验筛选出天蒲清脑颗粒的
最佳水提取工艺，考察了其浓缩、干燥和成型工
艺，保证了该制剂工艺水平的经济、可靠和稳定。
本研究在前期生产工艺指标性成分筛选基础上，
建立了以葛根素含量测定为主的质量标准，选择
了图谱清晰、分离度好、专属性强、重复性好的
川芎、钩藤和羌活对天蒲清脑颗粒进行定性鉴别，
为天蒲清脑颗粒质量标准的建立提供一定依据。
　　此外，在干燥工艺考察阶段发现鼓风干燥可
显著降低葛根素含量，这主要是由于葛根素是葛
根中的主要黄酮成分，随着鼓风干燥温度上升，
加快了葛根素的氧化程度，最终导致样品中葛根
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素含量降低。因此选择快速高效的微波干燥，以
降低有效成分的流失 [15]。
　　综上所述，本研究所建立的部分药材鉴定方
法以及含量测定方法其专属性、灵敏度、重现性
都符合标准，因此可以用于后续天蒲清脑颗粒的
质量控制。
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图 2　川芎药材在紫外光灯下检视色谱图

Fig 2　Chromatogram of Chuanxiong rhizoma herb under ultraviolet light
注（Note）：1. 川芎对照药材（Chuanxiong rhizoma control herb）；

2. 供试品1（test sample 1）；3. 供试品2（test sample 2）；4. 供试品3（test 
sample 3）；5. 缺川芎阴性对照（negative sample without Chuanxiong 
rhizoma）。

图 3　钩藤药材在日光灯下检视色谱图

Fig 3　Uncariae ramulus cum uncis herbs examined under fluorescent light
注（Note）：1. 钩藤对照药材（Uncariae ramulus cum uncis con-

trol herb）；2. 供试品 1（sample 1）；3. 供试品 2（sample 2）；4. 供
试品 3（sample 3）；5. 缺钩藤阴性样品（negative sample without Un-
cariae ramulus cum uncis）。

图 4　羌活药材在紫外光灯下检视色谱图

Fig 4　Notopterygii rhizoma et radix herbs examined under ultraviolet light
注（Note）：1. 紫花前胡苷对照品（previoside control）；2. 供试

品 1（sample 1）；3. 供试品 2（sample 2）；4. 供试品 3（sample 3）；5. 缺
羌活阴性对照（negative sample without Notopterygii rhizoma et radix）。
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摘要：急性髓系白血病异基因造血干细胞移植后复发是移植后死亡的首要原因。移植后复发的
治疗暂无统一标准，主流的治疗措施包括二次异基因造血干细胞移植、供者淋巴细胞输注、常
规化疗、去甲基化药物的应用、靶向药物治疗、嵌合抗原 T 细胞疗法（CAR-T）等。本文就急
性髓系白血病异基因造血干细胞移植后复发的治疗最新进展做一综述。
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中枢神经系统淋巴瘤是一种较为罕见的结外非霍奇金淋巴瘤，病理类型 90% 以上为弥漫大 B 细胞
淋巴瘤非生发中心型，恶性程度高、预后较差，一线治疗以大剂量甲氨蝶呤联合化疗为主。继以大剂
量化疗后的自体造血干细胞移植，对于高龄、并发症多、肾功能不全的患者往往受到限制，新的靶向
治疗布鲁顿酪氨酸激酶（BTK）抑制剂对弥漫大 B 细胞淋巴瘤具有很高的 BTK 抑制作用，在复发和难
治性中枢神经系统淋巴瘤患者中显示出良好的脑脊液分布，单中心回顾性研究发现其取得了良好的临
床疗效。分析中性粒细胞与淋巴细胞比值对接受免疫检查点抑制剂治疗淋巴瘤患者预后的影响，单中
心结果显示其比值动态变化能更好地预测疗效，且在临床中更容易获取该比值分析结果，其可作为一
个简单可行的预后评价指标。急性髓系白血病是成人最常见的急性白血病，异基因造血干细胞移植是
急性髓系白血病治疗的重要选择，为疾病最终治愈提供可能，与常规化疗相比有更好的长期生存，移
植后复发是移植后死亡的首要原因，暂无统一治疗标准，主流的治疗措施包括第二次异基因造血干细
胞移植、供者淋巴细胞输注、常规化疗、去甲基化药物的应用、靶向药物治疗、嵌合抗原 T 细胞疗法等，
为复发后精准治疗带来曙光，更多的治疗手段将会基于分子生物学进行分层，从而达到个体化治疗。
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　　急性髓系白血病（AML）是成人最常见的急
性白血病，年发病率为（3 ～ 4）/10 万，全球年均
死亡人数约 80 000[1]。异基因造血移植是急性髓
系白血病治疗的重要选择，为疾病最终治愈提供
可能。与常规化疗相比，异基因造血移植患者有
更好的长期生存。然而，40% ～ 50% 的 AML 患
者会面临复发，移植后复发的患者 2 年总生存期
（OS）低于 20%[2]。随着预处理方案、移植物抗宿
主病（GVHD）预防和支持治疗的改进，移植相
关死亡风险不断降低，复发成为移植后死亡的首
要原因。AML 患者诊断时的高危遗传学特征，移
植前疾病未到达完全血液学缓解，移植时使用降
低强度的预处理方案，移植后 T 细胞功能缺失等
均是移植后复发的高危因素。分子生物学技术的
发展，特别是二代测序（NGS）技术，为 AML 患
者提供了基于基因层面的危险分层，为白血病复
发后的精准治疗奠定了基础。同样，除了多参数
流式细胞术（MFC）、聚合酶链式反应（PCR）技
术，NGS 技术能够更好地追踪微小残留（MRD）
的状态 [3]，及早地发现移植后复发的证据。因此，
移植后复发患者的治疗可依据 MRD 的检测情况
进行抢先治疗，以避免血液学全面复发，或者在
疾病全面复发时进行。目前，AML 移植后复发的
治疗暂无统一标准，主流的治疗措施包括二次异
基因造血干细胞移植、供者淋巴细胞输注（DLI）、
常规化疗、去甲基化药物的应用、靶向药物治
疗、嵌合抗原 T 细胞疗法（CAR-T）等 [4]。本文就
AML 异基因造血干细胞移植后复发的治疗最新进
展做一综述。
1　细胞免疫治疗

1.1　DLI
　　DLI 作为细胞治疗最早应用于慢性髓性白
血病（CML）异基因移植后复发的患者，可使
70% ～ 80% 的血液或细胞遗传学 CML 复发患者完
全缓解，其通过增强移植物抗白血病效应（GVL）
诱导持久的缓解。然而，只有不到 40% 的急性白血
病患者对 DLI 有反应，根据使用 DLI 的时机分为预
防性治疗 DLI、抢先治疗性 DLI、治疗性 DLI。
　　Naparstek 等 [5] 在 1995 首先开展了 DLI 的预
防性使用，研究纳入 146 例全相合异基因造血干
细胞移植患者（其中 81 例为 AML 患者），使用
Campath 1 单克隆抗体进行 T 细胞清除，为了诱
导移植物抗白血病效应作用，移植后输注了供者
外周血淋巴细胞，结果显示复发率显著降低。De 
Lima 等 [6] 对移植后不同时间段 DLI 进行了研究，
共纳入 12 例患者（其中 4 例 AML），在移植后的
30、60 和 90 d 应用 DLI，结果显示有高达 75% 的
反应率，但 GVHD 发生率升高。移植后第 30 日，
1×107 个 CD3＋细胞·kg － 1 的 DLI 将导致一半患
者发生 GVHD。Schmid 等 [7] 对 75 例接受异基因造
血干细胞患者使用 DLI 作为预防措施（其中 50 例
患者患有 AML），对于完全缓解且未发生 GVHD
的患者，在移植后 120 d 或停止使用免疫抑制药物
后 30 d 给予 DLI，DLI 的剂量逐渐增加 5 ～ 10 倍，
在没有 GVHD 发生的情况下，在 4 ～ 6 周的间隔
内共给药 3 次，结果显示 12 例患者符合预防性
DLI 的条件，其中 11 例持续完全缓解（CR），从
移植时起 3 年无白血病生存率达 92%。Dominietto
等 [8] 研究了预防性使用 DLI 对移植后 MRD 阳性患
者复发的保护作用，选取了 80 例异基因移植患者
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（其中 36 例为 AML），结果显示未接受 DLI 治疗
的 MRD 阳性患者复发率最高（63%），接受 DLI 治
疗的 MRD 阳性患者复发率最低（6%）。
　　关于 AML 移植后血液学复发患者的治疗性
DLI，欧洲血液和骨髓移植协会急性白血病工作
组（EBMT-ALWP）进行了一项回顾性研究 [9]，共
纳入 399 名异基因移植后复发的 AML 患者，其中
171名患者接受了 DLI 治疗，结果显示接受 DLI 治
疗的患者的 2 年 OS 为（21±3）%，而未接受 DLI
治疗的患者的 2 年 OS 为（9±2）%。在多因素分
析后，DLI 治疗仍然是获得更好 OS 的独立预测因
素（P ＝ 0.04），而且较低的肿瘤负荷（低于 35%
的骨髓原始细胞）（P ＝ 0.006）、疾病完全缓解
（P ＜ 0.0001）和良好的细胞遗传（P ＝ 0.004）患
者使用 DLI 回输能获得更好的 OS。EBMT-ALWP
进行的另一项研究 [10]，纳入 263 名经降低强度预
处理（RIC）异基因移植后复发的 AML 患者，结
果显示与未接受细胞治疗的患者相比，38 例再次
诱导化疗后完全缓解的患者接受巩固性 DLI 和 /
或（allo-HSCT）与 OS 改善相关 [（55±11）% vs
（20±10）%]。然而，在对一线化疗无反应并接受
DLI 治疗的患者中，并没有显示出生存获益。因
此，在使用治疗性 DLI 前，更加倾向于采取再次
诱导化疗的策略，使移植后复发患者尽可能降低
肿瘤负荷，甚至达到再次缓解。Takami 等 [11] 对
AML 患者治疗性 DLI 后 OS 获益的主要因素进行
了研究，结果显示在 143 例首次血液学复发的成
人 AML 患者中，76% 的患者接受单次 DLI 输注，
其余患者接受 2 次或 2 次以上 DLI 输注，治疗后
1 年、2 年和 5 年的总生存率分别为（32±4）%、
（17±3）% 和（7±3）%。只有 8% 的患者在 DLI
前到达完全缓解，其 2 年生存率高达 100%。DLI
后 OS 最强的预测因素是 DLI 治疗时的完全缓解
状态。另一个预测更好 OS 的因素是移植和复发
之间的时间间隔≥ 5 个月。在亚组分析中比较这
两个预测因素时，移植后≥ 5 个月复发的患者的
2 年 OS 仅为 12%。这表明，治疗性 DLI 获益人群
主要为再次完全缓解患者。
1.2　二次异基因造血干细胞移植
　　相对于治疗性 DLI，二次异基因造血干细胞
移植需要再次行预处理，且受限于第一次移植复
发，往往需选择新的预处理方案及供者 [12]。目前
尚无大型随机对照研究来探索二次移植与其他细
胞治疗的疗效差异，现有研究大多是回顾性研究，
因此证据等级有限。EBMT-ALWP 的一项回顾性
研究比较了异基因造血干细胞移植后复发的 AML
患者二次使用移植与治疗性 DLI 的疗效，研究共

纳入 418 例 AML 患者，其中 137 例接受了二次
移植，281 例接受了 DLI 治疗，结果二次移植组
和 DLI 组报告的 5年 OS 分别为 19% 和 15%（P＝

0.86），两组之间的 OS 差异无统计学意义 [13]。
　　日本一项基于 1265 例完全缓解时行异基因造
血干细胞移植后复发的 AML 患者的研究 [14]，发现
复发的中位时间为 6.1 个月；在移植后的前 3 ～ 6
个月，复发率最高为 29%，此后随着时间的推
移，复发率下降，3 年后复发率小于 1%。分别对
152 例（12%）和 481 例（38%）患者进行了治疗性
DLI 和二次移植治疗，再次 CR 患者接受二次移植
时 的 2 年 OS 为 38%（95%CI，29% ～ 46%）， 非
CR 患者接受二次移植的 2 年 OS 为 25%（95%CI，
18% ～ 32%），以 CR 组二次移植为对照，非 CR 组
二次移植的校正 HR（95%CI）为 1.36（1.02 ～ 1.81）
（P ＝ 0.034）。因此二次移植在 CR 进行时，可以
看到明显的生存获益。这项研究证明了二次移植的
有效性，并强调了移植前缓解状态的重要性。二次
移植后的生存获益，根据研究人群、供体类型和预
处理方案的不同，多项研究报告了不同的 OS 结果。
　　一项大型回顾性研究纳入了 179 例患者，其中
132 例为 AML，二次移植后的 2 年 OS 率为 25%，
在多因素分析中，复发与移植之间的时间间隔超过
6 个月是 OS 的有利因素。Christopoulos 等 [15] 研究
了 58 例异基因造血干细胞移植后复发的 AML 患
者，接受二次移植后 1 个月时 50 例患者到达 CR，
3 年复发率为 56%，治疗相关死亡率为 31%，OS
为 18%，无事件生存期（EFS）为 13%。OS 随着患
者年龄的减小、第一次移植后无复发间隔时间的延
长以及存在慢性移植物抗宿主病而改善。3 年生存
率低至 18%，复发率高达 56%。CIBMTR 公布了
125 例接受二次异基因造血干细胞移植的 AML 患
者的 3 年生存率为 27%。而 EBMT 报告了二次造血
干细胞移植的 AML 患者的 5 年 OS 为 17%[16]。
1.3　CAR-T 细胞治疗
　　CAR-T 细胞是一种修饰后的 T 细胞，通过表
面表达的嵌合抗原受体（CAR）来改变 T 细胞的抗
原特异性，并增强其抗肿瘤活性。CAR-T 细胞治疗
在治疗淋巴瘤方面取得了显著的成果，并已经获得
了美国食品药品监督管理局（FDA）的批准。鉴于
CD19 CAR-T 细胞治疗急性 B 淋巴细胞白血病取得
令人鼓舞的疗效，近年来，CD33、CD123、CLL-1、
CD70、TIM-3、FRβ、CD93、FLT-3 等肿瘤抗原已成
为治疗 AML 的潜在靶点 [17-18]。
　　CD33 是一种骨髓特异性唾液酸结合受体，
几乎在 90% 髓系原始细胞上表达，在临床试验中
已被验证为有效靶点 [19]。Kenderian 等 [20] 使用靶
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向 CD33 CAR-T 细胞体外试验表明具有显著的抗
白血病效应。
　　CD123 是白细胞介素 -3（IL-3）受体的α 亚
基。CD123 在多种免疫细胞上表达，包括单核细
胞、B 细胞、巨核细胞、浆细胞样树突状细胞和
造血干 / 祖细胞。
　　大多数髓系原始细胞中存在 C 型凝集素样分
子 1（CLL-1）的表达，但仅限于造血谱系中，未
定型的干细胞（CD34＋ CD38－或 CD34＋ D33－）
上大多不表达。一项 CLL-1 CAR-T 细胞治疗复
发难治 AML 临床试验显示，10 例受试者在回输
CAR-T 细胞后，7 例达到完全缓解伴或不伴血液
学恢复（CR/CRi）[21]。
　　CD70 属于 TNF-α 家族，在白血病干细胞上
表达，而在正常造血细胞上几乎没有表达，最近
作为 AML 的细胞表面靶抗原得到了重视。Reither
等 [22] 证明应用去甲基化药物（HMA）治疗的
AML 患者白血病干细胞（LSCs）CD70 表达上调。
因此，Sauer 等 [23] 进一步研究显示靶向 CD70 特异
性 CAR-T 细胞呈现出很好的抗白血病效应，且不
会损害正常干细胞。其他大量 AML 相关的 CAR-T
靶点都在临床前实验阶段，但距离 CAR-T 细胞治
疗真正应用于 AML 患者的目标越来越近 [24]。
2　药物治疗 
2.1　异柠檬酸脱氢酶抑制剂（IDH）
　　10% ～ 30% 的 AML 患者具有编码异柠檬酸脱
氢酶 1（IDH1）或异柠檬酸脱氢酶 2（IDH2）的基
因突变，但这两种突变通常不会同时出现。IDH1
基因位于 2 号染色体上，而 IDH2 基因位于 15 号
染色体上。它们的编码产物存在于细胞的不同区
域，IDH1 编码的酶主要在于细胞质和线粒体间质
中，而 IDH2 编码的酶绝大部分在线粒体中。这些
酶催化异柠檬酸盐转化为酮戊二酸盐。IDH1/IDH2
突变导致酶活性改变，使异柠檬酸盐转化为 2- 羟
戊二酸，从而引起能量代谢异常，使造血干细胞
的细胞分化受损，进一步诱导白血病的发生 [25]。
IDH 抑制剂选择性靶向作用于白血病细胞，研究
显示针对复发难治急性髓系白血病 IDH1 抑制剂
艾伏尼布（ivosidenib）和 IDH2 抑制剂恩西地平
（enasidenib）的完全缓解率约为 30%，为此 FDA
批准了这两种药物用于复发难治 AML[26]。DiNardo
等 [27] 的一项研究调查了选择性 IDH1 抑制剂艾伏
尼布在 R/R IDH1 突变 AML 患者中的作用，结果
显示中位 OS 为 8.8 个月，其中一半的患者在 18 个
月随访时达到 CR。选择性 IDH2 抑制剂恩西地平
也在 R/R IDH2 突变 AML 患者中进行了研究。一
项复发难治 AML 患者使用恩西地平的Ⅰ / Ⅱ期

临床研究中，20% 的患者达到 CR，客观缓解率
为 40.3%，其中较低的肿瘤负荷能获得更好的反
应 [28]。目前有关 IDH 抑制剂用于治疗造血干细胞
移植后复发的临床试验还在早期阶段。一项正在进
行的Ⅰ期临床试验旨在评估恩西地平治疗异基因造
血干细胞移植后 IDH2 突变型 AML 的疗效 [29]，另
一项研究是在评估恩西地平在 AML 维持治疗中的
疗效 [30]。艾伏尼布治疗异基因造血干细胞移植后
IDH1 突变型 AML 的疗效评估也正在临床试验阶
段（NCT03564821）。相关临床试验结果暂未公布。
2.2　去甲基化药物（HMAs）
　　HMAs 在 AML 患者的诱导治疗阶段显示出
很好的疗效，特别是对于可能无法耐受更强化
疗的老年患者。最常用的 HMAs 包括阿扎胞苷
（AZA）和地西他滨（DAC）。阿扎胞苷除了通过
DNA 低甲基化发挥抗白血病活性外，阿扎胞苷还
可以通过增加肿瘤相关抗原 DR-1 的表达，增强
移植后的 GVL，从而促进疾病控制 [31]。HMAs 还
具有免疫调节活性，可增强调节性 T 细胞和细胞
毒性 T 细胞的活性，这两种细胞在维持 GVL 和调
节 GVHD 中发挥重要作用 [32]。
　　一项回顾性研究纳入 9 例异基因造血干细胞
移植后复发的患者使用低剂量阿扎胞苷，5 名患
者达到 CR[33]。De Lima 等 [34] 进行的一项Ⅰ期剂
量限制性研究，纳入 37 例异基因移植的 AML 患
者以及 8 例骨髓增生异常综合征患者，使用了不
同剂量的阿扎胞苷维持治疗，结果显示低剂量阿
扎胞苷 32 mg·m－ 2 连续使用 5 d 是最佳剂量，1
年 OS 为 77%，复发率为 53%；除了评估其疗效
外，该研究还显示阿扎胞苷还能在移植后的前 3
个月内增加免疫调节性 T 调节细胞的数量，这揭
示了移植后使用阿扎胞苷作为增强 GVL 而不增
加 GVHD 风险的机制。另一项 RICAZA 试验研究
同样显示在异基因造血干细胞移植后使用阿扎胞
苷降低了复发的风险 [35]。Platzbecker 等 [36] 通过供
体 CD34 ＋血细胞嵌合分析，研究了骨髓增生异常
综合征（MDS）或 AML 患者在接受异基因造血干
细胞移植后进行 MRD 监测后，将阿扎胞苷作为
MRD 转阳时的抢先治疗取得很好疗效。在这项试
验之后，Platzbecker 团队还进行了一项前瞻性研
究，该研究纳入 172 例 AML 患者和 26 例 MDS 患
者，在常规化疗或异基因造血干细胞移植后获得
完全缓解 [37]；但其中 60 例（30%）在随访 24 个月
时 MRD 转阳，有 53 例开始行阿扎胞苷治疗，6
个月后，无复发生存率为 58%；随访 1 年，无复
发生存率为 46%。这提示了阿扎胞苷在预防和 / 或
MRD 转阳时抢先治疗时可延缓复发。此外，El-
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Cheikh 等 [38] 的一项观察性研究表明，在移植后维
持使用低剂量阿扎胞苷，可以降低高危 AML 患者
的复发风险，并诱导持续缓解。Oran 等 [39] 进行的
一项Ⅱ期随机临床试验评估了阿扎胞苷在移植后
维持治疗的疗效，共纳入了 187 例异基因造血干
细胞移植后的 AML 患者。阿扎胞苷的使用周期为
4 疗程，虽然相对于对照组无复发生存和总生存差
异没有统计学意义，但提示了移植后进行前瞻性
试验是安全的。另一项多中心随机试验纳入 204
例接受异基因造血干细胞移植并达到 MRD 阴性的
高危 AML 患者，应用小剂量地西他滨联合重组人
粒细胞集落刺激因子维持治疗，维持治疗组 2 年
复发率为 15%，而未接受维持治疗的患者为 38%
（P ＜ 0.01）[40]。另一项口服阿扎胞苷 CC-486 的
临床试验结果显示在移植患者中耐受性良好，一
年复发率为 21%[41]。
　　此外，HMAs 联合 DLI 回输相关研究也显示出
一定效果。比利时血液学会一项Ⅱ期前瞻性研究，
纳入 49 名 AML 或 MDS 移植后复发患者，接受第 1
周期硫唑嘌呤（AZA）100 mg·m2×5 日，第 2 ～ 6
周期，阿扎胞苷剂量降至 35 mg·m－ 2，如未出现
GVHD，则在第 2、4、6 周期的第 1 或 2 日行 DLI
回输，DLI 呈现剂量递增方案：同胞供者 5×107、
1×108 和 5×108 CD3＋·kg－ 1， 无 关 供 者 5×106、
1×107 和 5×107 CD3＋·kg－ 1[42]。 结 果 显 示 11 例
（22.4%）患者对 AZA 有反应，包括 10 例 CR/CRi
和 1 例 PR，第 180 日的 ORR 为 29%，中位 OS 为 6
个月。与阿扎胞苷相比，地西他滨相关前瞻性研究
比较有限，德国一项 DAC 联合 DLI 回输治疗移植
后复发的多中心研究，回顾性分析了来自德国 6 个
移植中心 36 例移植后复发的患者资料，其中 AML 
29 例，MDS 7 例 [43]。全部患者接受了中位 2 个周
期的 DAC 治疗，其中 22 例患者（61%）还接受了中
位 2 次 DLI 回输，结果显示总缓解率为 25%，包括
6 例 CR（17%） 和 3 例 PR（8%），2 年 OS 为 11%
（±6%）。
2.3　维奈克拉 
　　BCL-2 的选择性抑制剂维奈克拉（venetoclax）
与 HMAs 或低剂量阿糖胞苷联合治疗新诊断的
AML 患者中已显示出有效的效果，尤其在不适合强
烈化疗的患者中有良好的耐受性 [44]。Dinardo 等 [45]

研究表明，维奈克拉联合地西他滨或阿扎胞苷治疗
老年 AML 耐受性良好且有效，67% 的患者实现了
CR。在另一项研究中，对于不适合强化疗的 AML
患者，维奈克拉联合低剂量阿糖胞苷可将 CR 率从
8% 提高到 26%[46]。基于这些试验的结果，FDA 批
准维奈克拉联合阿扎胞苷或低剂量阿糖胞苷用于强

烈化疗不耐受或由于年龄较大、伴有严重并发症等
不适合强烈诱导的患者。正是鉴于维奈克拉靶向白
血病细胞的作用以及良好的耐受性，Kent 等 [47] 研
究了其在复发风险高的 AML 患者移植后维持治疗
中作用，结果显示维奈克拉作为单一药物作为移植
后维持治疗耐受性良好，无复发生存率为 87%。然
而，仍存在 4.8% 的患者因骨髓抑制而减低用药剂
量。移植后复发应用维奈克拉作为挽救性治疗的临
床数据十分有限。Zucenka 等 [48] 的一项回顾性研究
比较了 20 例接受维奈克拉、低剂量阿糖胞苷和放
线菌素 D 治疗的患者与 29 例接受 FLAG-IDA 强烈
化疗方案治疗移植后复发的 AML 患者的预后，结
果维奈克拉组总有效率为 75%，而 FLAG-IDA 组总
有效率为 66%，但差异无统计学意义（P ＝ 0.542）；
然而，维奈克拉组的治疗相关死亡率为 0%，而化
疗组为 34%，因此维奈克拉联合治疗具有很好的抗
白血病效果，而不增加治疗相关死亡。
2.4　FLT-3 抑制剂 
　　大约 30% 的新诊断 AML 成人中存在编码 FMS
样酪氨酸激酶 3（FLT-3）的基因突变 [47]。这些患者
中近 75% 为内部串联重复突变（ITD），其主要位于
受体的近膜结构域，其余 25% 的患者在受体的酪氨
酸激酶结构域（TKD）中存在点突变 [49-50]。而 FLT3-
ITD 突变会带来不良预后，TKD 突变的预后影响不
确定。第一代 FLT-3 抑制剂米哚妥林（midostaurin）、
索拉非尼（sorafenib）为非选择性抑制剂，而不是特
异性的 FLT-3 抑制剂，这种可能抑制其他激酶的特
性解释了作为单一药物给药时的脱靶效应以及存在
较多不良反应，但在 FLT-3 野生型 AML 患者中的显
示出的疗效也促使相关研究的进行。一项大型Ⅲ期
随机对照试验，研究对象为 18 ～ 60 岁伴有 FLT-3
突变的 AML 患者，结果显示，与安慰剂＋标准诱
导和巩固化疗治疗组相比，米哚妥林＋标准诱导和
巩固化疗联合治疗组 OS 提高 23%（P ＝ 0.0074）；
米哚妥林治疗组中位 OS 为 74.7 个月，安慰剂组中
位 OS 为 25.6 个月，且差异有统计学意义 [51]。米哚
妥林是第一个显示出总体生存获益的 FLT-3 抑制剂，
这导致米哚妥林被批准用于 FLT-3 突变 AML 患者的
一线治疗。当与传统化疗联合使用可使死亡风险降
低 22%，特别是在首次完全缓解后接受异基因造血
干细胞移植的患者具有更显著的生存获益。而一项
关于索拉非尼的随机Ⅱ期临床试验，对其在异基因
后的维持治疗进行了测试（EUDRACT 2010-018539-
16），最新临床试验结果表明索拉非尼在移植后维持
治疗的总体生存率和无复发生存率方面获益 [52]。尽
管 FDA 未批准该适应证，但在考虑对伴有 FLT-3 突
变患者进行维持治疗的选择有参考意义。第二代
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FLT-3 抑制剂，例如吉瑞替尼（gilteritinib）和奎扎
替尼（quizartinib），可以更特异性地选择抑制 FLT-
3，并且即使作为单一药物使用也更有效。奎扎替尼
针对具有 FLT3-ITD 突变的复发难治 AML 患者的随
机Ⅲ期临床试验 [53] 共终纳入 539 例 FLT3-ITD 阳性
AML 患者（男性 294 例，女性 245 例），并随机分
配到奎扎替尼组（268 例）或安慰剂组（271 例），中
位随访时间为 39.2 个月，奎扎替尼组的中位总生存
期为 31.9 个月，安慰剂组为 15.1 个月（HR ＝ 0.78，
95%CI 0.62 ～ 0.98，P ＝ 0.032），而且奎扎替尼组显
示出更高的完全缓解率（48% vs 27%）。
2.5　来那度胺（Lena）
　　来那度胺属于一类免疫调节药物（IMiD）已在
多发性骨髓瘤、伴 del（5q）的较低危组骨髓增生异
常综合征取得很好的疗效。尽管来那度胺在血液系
统恶性肿瘤中的临床反应上佳，但复发和耐药仍然
是基于 IMiD 治疗中的难题。随着来那度胺抗肿瘤
治疗的分子机制不断被发现，其在恶性血液肿瘤中
的应用不断被拓宽。He 等 [54] 研究发现，在 MDS
和 AML 中，来那度胺介导的 Ikaros 家族锌指蛋
白 1（IKZF 1）降解导致 G 蛋白偶联受体 68（GPR 
68）相关的促凋亡途径活化，并抑制钙调神经磷酸
酶 1（RCAN 1）等促存活信号通路调节因子，因
此移植后预防 GVHD 的关键药物环孢菌素 A 可以
增强来那度胺在伴有或不伴有 del（5 q）的 MDS/
AML 中的抗白血病活性。
　　Azalena 临床研究（NCT02472691）纳入 50 例
移植后复发患者，其中 AML 23 例（46%）、MDS 
24 例（48%）、CMML 3 例（6%），复发中位时间
233 d。患者接受 8 个周期的 Azalena（75 mg·m－ 2，
第1～7日），来那度胺（2.5 mg 或5 mg，第1～21
日）和最多 3 次 DLI 回输，结果显示总有效率为
56%，25 例患者（50%）达到 CR，持续缓解率
为 80%，中位 OS 为 21 个月，1 年 OS 率为 65%。
Craddock 等 [55] 研究纳入 29 名因 AML 或 MDS 异
基因造血干细胞移植后复发的患者，复发中位时
间 10 个月，中位随访时间为 23 个月。患者接受
了连续 Azalena（75 mg·m－ 2，持续 7 d）治疗，
随后在第 10 ～ 30 日接受剂量递增的来那度胺治
疗。结果显示移植后来那度胺联合 Azalena 的最
大耐受剂量为 25 mg·d－ 1。其中 25 mg 组 15 例
患者中 3 例患者发生 2 ～ 4 级 GVHD，无 GVHD
相关死亡，7 例患者（47%）在治疗后获得了主要
临床应答（3 例 CR，3 例 CRi，1 例 PR）。
3　展望 
　　尽管过去几十年来在 AML 治疗、降低非复
发死亡率方面已取得了很多进展，但移植后复发
仍是一项巨大挑战。一旦诊断明确移植后血液学

复发，首先应立即停用免疫抑制剂并尽早开始治
疗。移植后防治复发处理措施包括减 / 停免疫抑
制、靶向药物、放化疗、免疫治疗和细胞治疗。
髓外复发的治疗病变受累的范围选择局部治疗、
全身化疗或联合治疗，局部治疗包括手术切除、
鞘内注射和局部放疗，全身治疗包括化疗、供者
淋巴细胞输注和二次移植等。疗效肯定的是 DLI，
特别是那些早期复发的患者，通常难以耐受强烈
化疗，而且即使是采用细胞疗法，也只有少数患
者能够生存获益。新的研究进展肠道菌群在免疫
稳态中的重要作用，影响异基因造血干细胞移植
免疫重建，并可能成为监测指标以调整移植后的
免疫相关策略，由于肠道菌群存在免疫调控作用
并在 GVHD 发生中发挥潜在作用，且也与疾病预
后有关，有可能成为重要的治疗随访指标之一，
肠道菌群失衡可导致移植后出现疾病复发，说明
维持肠道微生态稳态可能在抗肿瘤药物治疗过程
中发挥关键作用，通过干扰全身代谢、免疫系统
和炎症来影响抗肿瘤药物的治疗效果 [56-57]。新技
术的进步揭示了造血干细胞移植后复发的机制多
样性，还有二代测序的发展对于复发机制的理解
可能为复发后精准治疗的指导带来曙光，更多的
治疗手段将会基于分子生物学进行分层，从而达
到个体化治疗。
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中性粒细胞 /淋巴细胞比值与免疫检查点抑制剂治疗 
淋巴瘤患者预后的相关性分析

侯莉娜1，2，郭智1，3，任骅1，2，王强1*（1. 武汉科技大学医学院，武汉　430065；2. 国家癌症中心/国家肿瘤临床医学
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摘要：目的　探讨中性粒细胞与淋巴细胞比值（NLR）对接受免疫检查点抑制剂（ICIs）治疗淋
巴瘤患者预后的影响。方法　回顾性分析本中心 2018 年 1 月至 2022 年 6 月期间接受 ICIs 治疗的
100 例淋巴瘤患者的病例资料，收集患者每一次治疗前中性粒细胞数、淋巴细胞数，计算 NLR 值，
通过受试者工作特征曲线（ROC）得到 NLR 的最佳截断值（Cut-off 值），以此值将患者分为两组，
生存分析用 Kaplan-Meier 曲线和 Log-rank 检验，危险因素用 Cox 比例风险回归模型，分析 NLR 和
各种临床特征与免疫抑制剂治疗疗效、无进展生存期（PFS）和总生存期（OS）之间的关系。结
果　两组患者在疗效方面有差异（P ＝ 0.041）。低 NLR 组第 1、2、3 年累计无进展生存率分别为
70.4%、69.1%、64.8%，明显高于高 NLR 组的52.6%、15.8%、15.8%（P＝0.001）；低 NLR 组第1、2、
3年累计生存率分别为85.2%、81.5%、81.5%，高于高 NLR 组的78.9%、57.9%、57.9%（P＝0.043）。
单因素分析显示年龄、首次使用免疫治疗年龄、治疗方式、治疗前 NLR 为 PFS 预后不良的危险因
素（P ＜ 0.05）；Cox 多因素分析发现治疗前 NLR 和治疗方式是 PFS（P ＝ 0.005，P ＝ 0.004）的
独立预后预测因素。结论　对于接受 ICIs 治疗的淋巴瘤患者，治疗前较低的 NLR 可以获得较长的
PFS，低 NLR 的患者更能从免疫抑制剂治疗中获益，因此 NLR 是一个简单可行的预后评价指标。
关键词：淋巴瘤；免疫检查点抑制剂；中性粒细胞与淋巴细胞比值；预后
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Correlation between neutrophil-to-lymphocyte ratio and prognosis of 
patients with lymphoma treated with immune checkpoint inhibitors

HOU Li-na1, 2, GUO Zhi1, 3, REN Hua1, 2, WANG Qiang1* (1. College of Medical, Wuhan University of 
Science and Technology, Wuhan  430065; 2. National Cancer Center/National Clinical Research Center 
for Cancer/Cancer Hospital & Shenzhen Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union 
Medical College, Shenzhen  Guangdong  518116; 3. Department of Hematology, Huazhong University 
of Science and Technology Union Shenzhen Hospital, Shenzhen  Guangdong  518052)

Abstract: Objective  To determine the impact of neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) on the 
prognosis of patients with lymphoma treated with immune checkpoint inhibitors (ICIs). Methods  We 
retrospectively analyzed 100 patients with lymphoma treated with ICIs from January 2018 to June 2022. 
The neutrophil and lymphocyte counts before each ICI treatment were collected, and the NLR was 
measured. The best cut-off value for NLR was obtained with a receiver operating curve. The patients 
were divided into two groups based on this cut-off value. Kaplan-Meier method and Log-rank test were 
used for survival analysis. Univariate and multivariate Cox regression models evaluated the relationship 
between NLR and various clinical features, as well as the efficacy of immunotherapy and progression-
free survival (PFS) and overall survival (OS). Results  Significant differences in the curative effect were 
observed between the low and high NLR groups (P ＝ 0.041). The PFS in the low NLR group was much 
better than that in the high NLR group (1-year PFS: 70.4% vs 52.6%; 2-year PFS: 69.1% vs 15.8%; 3-year 
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　　淋巴瘤是临床上常见的一种肿瘤，根据病理
组织学特点分为霍奇金淋巴瘤（Hodgkin’s lym-
phoma，HL）和非霍奇金淋巴瘤（Non-Hodgkin’s 
lymphoma，NHL）[1-3]。随着淋巴瘤治疗研究的深
入，淋巴瘤的治疗由原先的传统化疗逐渐转化为综
合治疗模式 [4-6]。免疫治疗尤其是免疫检查点抑制
剂（immune checkpoint inhibitors，ICIs）是目前淋
巴瘤治疗的一个新方向。程序性死亡蛋白 -1（pro-
grammed death-1，PD-1）与肿瘤细胞上的程序性
死亡蛋白配体 -1（programmed death ligand-1，PD-
L1）结合，通过负反馈抑制 T 细胞免疫功能，使肿
瘤细胞发生免疫逃逸，而 PD-1 检查点抑制剂能够
激活 T 细胞免疫功能，进而杀灭肿瘤细胞 [6-10]。
　　PD-1/PD-L1 逃避免疫应答的主要机制是肿瘤细
胞与肿瘤微环境的相互作用、肿瘤细胞的 PD-L1 高
表达 [11-12]。研究显示 PD-L1 在淋巴瘤中过表达的主
要机制有染色体 9p24.1 的遗传改变 [13]、JAK/STAT
通路的激活 [14]。因此抗 PD-1/PD-L1 抑制剂可阻断 
PD-1/PD-L1 信号通路，增强肿瘤 T 细胞免疫功能的
激活作用，进而加强抗肿瘤作用 [15]。9p24.1 异常会
增加 PD-1 配体的蛋白表达，上调 Janus 激酶（JAK）
2 表达，激活 Janus 激酶 - 信号传导与转录激活因子
（JAK/STAT）信号通路，从而进一步增强 PD-1 配体
的表达 [13]。研究发现霍奇金淋巴瘤经典型（classical 
Hodgkin lymphoma，cHL）、原发睾丸弥漫大 B 细
胞淋巴瘤（diffuse large B-cell lymphoma，DLBCL）
和原发中枢神经系统弥漫大 B 细胞淋巴瘤、原发纵
隔大 B 细胞淋巴瘤（primary mediastinallarge B-cell 
lymphoma，PMBCL）患者中均存在 9p24.1 染色体异
常 [16-18]；非生发中心型 DLBCL 约 30% 有 MYD88 突
变，从而激活 JAK/STAT 通路 [19]，导致 PD-L1 上调；
JAK/STAT3 是 PD-L1 过表达的上游信号通路，通过
抑制和调控这些通路信号传导可发挥抗肿瘤作用 [20]。
多个研究表明应用 ICIs 可以提高淋巴瘤治疗的总缓
解率（ORR）和完全缓解率（CR），延长总生存期
（OS）和无进展生存期（PFS）[21-23]。
　　随着 ICIs 在肿瘤治疗中的广泛应用，能预测接

受 ICIs 治疗生存获益的生物标志物也越来越受到关
注。已被证明与 ICIs 疗效相关的生物标志物有肿瘤
组织 PD-L1 的表达水平 [24-25]、肿瘤突变负荷（tumor 
mutational burden，TMB）[26]、错配修复缺陷 / 微卫星
高度不稳定（deficient mismatch repair/microsatellite in-
stability-high，DMMR/MSI-H）[27]、肿瘤浸润淋巴细胞
（tumor infiltrating lymphocytes，TILs）[28-29]。但这些
指标检测常需要精密的检测平台，在临床中未广泛
开展应用。炎症反应已被证实在肿瘤发生、发展中起
重要作用。有研究报道血常规中的中性粒细胞与淋巴
细胞比值（neutrophil to lymphocyte ratio，NLR）与肺
癌、肝癌等实体瘤接受 ICIs 治疗的预后有一定的相
关性，较高的 NLR 生存获益比低 NLR 的差 [30-37]。最
近一项关于 NSCLC 患者接受 PD-1 治疗的研究结果
显示，NLR 低表达组（NLR ＜ 5.6）中位 PFS 为 8.51
个月，而 NLR 高表达组（NLR ≥ 5.6）中位 PFS 为
0.70 个月；NLR 低表达组中位 OS 为 20.30 个月，而
NLR 高表达组中位 OS 为 1.21 个月 [38]。但 NLR 对淋
巴瘤预后作用价值的研究相对较少。本研究旨在回
顾性分析治疗前 NLR 对接受 PD-1 检查点抑制剂治
疗淋巴瘤患者预后的影响。
1　资料与方法
1.1　入选标准
　　2018 年 1 月至 2022 年 6 月期间在中国医学科
学院肿瘤医院深圳医院确诊为淋巴瘤，并采用 PD-1
检查点抑制剂治疗的淋巴瘤患者的病例资料。本研
究通过中国医学科学院肿瘤医院深圳医院伦理委员
会审核批准（JS2024-16-1）。病例纳入标准：① 临床
或病理确诊为淋巴瘤；② 经影像学证实有可评价的
客观病灶；③ 给予 PD-1 检查点抑制剂为非一线治
疗或之前治疗失败后使用至少一个周期；④ 患者年
龄＜ 80 岁。排除标准：① 严重的器官功能不全；② 
合并第二肿瘤；③ 凝血功能障碍性疾病；④ 合并活
动性感染；⑤ 既往治疗期间出现不可逆重度骨髓抑
制；⑥ 外院转入且已在外院进行 PD-1 检查点抑制
剂治疗，无法明确初次治疗前血常规结果。本研究
对符合标准的 100 例患者进行分析。

PFS: 69.1% vs 15.8%; P ＝ 0.001). Similarly, the OS in the low NLR group was much better than that 
in the high NLR group (1-year OS: 85.2% vs 78.9%; 2-year OS: 81.5% vs 57.9%; 3-year OS: 81.5% 
vs 57.9%; P ＝ 0.043). Univariate analysis showed that age, age at first immunotherapy, treatment 
modality, and pretreatment NLR served as prognostic risk factors (P ＜ 0.05). Cox multifactorial 
analysis found pretreatment NLR and treatment modality to be independent prognostic predictors of PFS 
(P ＝ 0.005, P ＝ 0.004). Conclusion  Patients with low NLR receiving ICIs treatment have longer PFS 
and are more likely to benefit from immunosuppressive therapy. Therefore, NLR is a simple and feasible 
prognostic indicator for patients with lymphoma treated with ICIs. 
Key words: lymphoma; immune checkpoint inhibitor; neutrophil to lymphocyte ratio; prognosis
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1.2　临床资料
　　所有患者均接受 PD-1 检查点抑制剂，直至疾病
进展或因药品不良反应停止治疗，具体剂量根据患
者情况调整。PD-1 检查点抑制剂作为单药或联合化
疗、靶向治疗使用。治疗前所有患者都要进行常规血
液检测（包括血常规、血液生化和血清肿瘤标志物水
平）以及 CT、MRI、超声等影像学检查，以全面评
估病情并获得基线信息。定期复查患者血液学指标，
包括血常规、血液生化等，采用影像学检查评价患
者的疗效，详细记录治疗过程中出现的不良反应。
1.3　疗效评价
　　根据 2014 年 Lugano 修订版淋巴瘤疗效评价
标准，评价疗效可分为完全缓解（CR）、部分缓解
（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展（PD）。PFS
和 OS 评价预后生存。PFS 为从患者接受 PD-1 治疗
到疾病复发或进展的时间间隔，OS 为从患者接受
PD-1 治疗到任何原因引起的死亡或末次随访的时间
间隔。客观缓解率（ORR）% ＝（CR ＋ PR）/ 总人
数×100%，疾病控制率（DCR）% ＝（CR ＋ PR ＋

SD）/ 总人数×100%。随访截至 2023 年 6 月 30 日。
1.4　统计学分析
　　采用 SPSS 25.0 软件和 R Statistical Software
（version 4.2.1；R Foundation for Statistical Comput-
ing，Vienna，Austria）进行统计分析。对于服从正
态分布的计量资料采用 x±s 描述，并采用 t 检验进
行组间比较；对于不服从正态分布的计量资料，采
用中位数（四分位数）描述，并采用秩和检验进行
组间比较；计数资料采用例数（百分比）描述，并
采用卡方检验进行组间比较。P ＜ 0.05 为差异有
统计学意义。生存曲线采用 Kaplan-Meier 法进行分
析，生存率比较用 Log-rank 检验。多因素分析采
用 Cox 回归分析，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义，
剔选界值入选标准α ＝ 0.05，剔除标准α ＝ 0.10。
2　结果
2.1　患者基本情况
　　100 例淋巴瘤患者中，男性 59 例（59.0%），女
性 41 例（41.0%）；平均年龄为 46.8 岁；NHL78 例
（78.0%），其中 DLBCL 51 例（51%）、滤泡性淋巴
瘤（follicular lymphoma，FL）9 例（9%）、外周 T 
细胞淋巴瘤（peripheral T-cell lymphoma，PTCL）13
例（13%）和其他类型淋巴瘤 5 例（5%）；HL 22 例
（22.0%），都是 cHL。死亡 22 例（22.0%），其中
男性死亡 13 例，女性死亡 9 例；NHL 死亡 20 例，
HL 死亡 2 例。6 例在接受治疗 3 个月时死亡。治
疗方式为 PD-1 检查点抑制剂单药治疗和 PD-1 检
查点抑制剂联合其他治疗方式（包括化疗和靶向治
疗）。PD-1 检查点抑制剂单药治疗 31 例，联合治
疗 69 例，其中 54 例患者接受 PD-1 检查点抑制剂

联合化疗，3 例患者接受 PD-1 检查点抑制剂联合
化疗和靶向治疗，12 例患者受 PD-1 检查点抑制剂
联合靶向治疗。100 例淋巴瘤患者使用均为 PD-1
检查点抑制剂，分别是纳武单抗治疗 3 例（3.0%），
替雷利珠单抗治疗 13 例（13.0%），特瑞普利单抗
47 例（47.0%），信迪利单抗 37 例（37.0%）。100 例
患者中应用 PD-1 检查点抑制剂最短 1 个周期，最
长 17 个周期，中位周期为 5 个。
2.2　ROC 曲线
　　利用受试者工作特征曲线（receiver operating 
curve，ROC）获取 NLR 的最佳截断值（Cut-off 值），
用治疗前 NLR 作为预测因子，对患者在随访期内是
否发生疾病进展进行预测。通过 ROC 曲线获得患
者 PD-1 治疗前 NLR 的 Cut-off 值为 5.20，敏感性和
特异性分别为 43.2% 和 98.2%。ROC 曲线下的面积
（AUC）为 0.727（见图 1）。根据 NLR 最佳截断值
5.20 将所有患者分为高 NLR 组（NLR ＞ 5.20）和低
NLR 组（NLR ≤ 5.20）。

图 1　治疗前 NLR 的 ROC 曲线和曲线下面积

Fig 1　ROC and area under the curve of NLR before the treatment

2.3　NLR 与临床特征之间关系

　　低 NLR 组患者 81 例，DLBCL  44 例（54.3%）
最多，cHL 15 例；高 NLR 组患者 19 例，cHL 7 例
（36.8%）、DLBCL 7 例（36.8%）；在性别、年龄、
分期、体质量指数（BMI）、既往首次治疗方式、
肿瘤类型、IPI 评分、治疗方式、免疫治疗药物、
免疫治疗周期数、免疫治疗时间方面差异均无统
计学意义（P ＞ 0.05）（见表 1）。
2.4　疗效分析

　　100 例患者中，CR 34 例、PR 25 例、SD 27 例、
PD 14 例；ORR 为 59.0%、DCR 为 86.0%。两组患
者的疗效差异有统计学意义（P ＝ 0.041）（见表 2）。
亚组分析 51 例 DLBCL 的低 NLR 组与高 NLR 组疗
效，结果差异有统计学意义（P ＝ 0.034）（见表 3）。
22 例 cHL 患者低 NLR 组与高 NLR 组疗效差异无
统计学意义（P ＝ 1.000）（见表 4）。
2.5　生存分析 
　　低 NLR 组第 1、2、3 年累计无进展生存率分



3275

中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12

别为 70.4%、69.1%、64.8%，明显高于高 NLR 组
（52.6%、15.8%、15.8%）（P ＝ 0.001，见图 2A）。
低 NLR 组第 1、2、3 年累计生存率分别为 85.2%、
81.5%、81.5%，明显高于高 NLR 组（78.9%、57.9%、

57.9%）（P ＝ 0.043，见图 2B）。亚组分析 51 例
DLBCL 低 NLR 组第 1、2、3 年累计无进展生存率
分别为 63.6%、63.6%、63.6%，明显高于高 NLR 组
的 57.1%、14.3%、0.0%（P ＝ 0.026，见图 3A）；低

表 1　淋巴瘤患者低 NLR组与高 NLR组的临床特征 
Tab 1　Clinical features of both low NLR group and high NLR group of patients with lymphoma 

变量 总数（n ＝ 100） NLR ≤ 5.20（n ＝ 81） NLR ＞ 5.20（n ＝ 19） P χ2/z
性别 /n（%） 0.354 0.861 

男 59（59.0） 46（56.8） 13（68.4）
女 41（41.0） 35（43.2） 6（31.6）

年龄分类 /n（%） 0.965 0.002 
≤ 60 岁 68（68.0） 55（67.9） 13（68.4）
＞ 60 岁 32（32.0） 6（31.6）

BMI 分类 /n（%） 0.078 5.106
≤ 8.4 kg·m － 2 12（12.0） 5（26.3）
18.5 ～ 23.9 kg·m － 2 48（48.0） 9（47.4）
≥ 24 kg·m － 2 40（40.0） 5（26.3）

第一次使用免疫治疗年龄 / 岁 49.9±16.1 47.1±19.6 0.056 3.747 
分期 /n（%） 1.000 0.022 

Ⅰ、Ⅱ 25（25.0） 5（26.3）
Ⅲ、Ⅳ 75（75.0） 14（73.7）

既往首次治疗方式 /n（%） 0.722 0.127
化疗 87（87.0） 17（89.5）
手术 13（13.0） 2（10.5）

肿瘤类型 /n（%） 0.128 Fisher
HL
cHL 22（22.0） 7（36.8）
NHL
DLBCL 51（51.0） 44（54.3） 7（36.8）
FL 9（9.0） 9（11.1） 0（0.0）
PTCL 13（13.0） 9（11.1） 4（21.1）
其他 5（5.0） 4（4.9） 1（5.3）

IPI 评分 0.281 Fisher
0 ～ 1 19（19.0） 16（19.8） 3（15.8）
2 ～ 3 64（64.0） 49（60.5） 15（78.9）
4 ～ 5 17（17.0） 16（19.8） 1（5.3）

治疗方式 /n（%） 0.173 1.859 
单药治疗 31（31.0） 28（34.6） 3（15.8）
联合治疗 69（69.0） 53（65.4） 16（84.2）

免疫治疗药物 /n（%） 0.228 Fisher
纳武单抗 3（3.0） 0（3.7） 0（0.0）
特瑞普利单抗 47（47.0） 40（49.4） 7（36.8）
替雷利珠单抗 13 13.0） 12（14.8） 1（5.3）
信迪利单抗 37（37.0） 26（32.1） 11（57.9）

免疫治疗周期数 5（3.25，8） 5（3.5，8） 5（3，8） 0.995 0.993
免疫治疗时间 / 月 7（4，11） 7（4，11） 6（3，9） 0.422 0.802 

表 2　淋巴瘤患者低 NLR组与高 NLR组的疗效差异 [n(%)] 
Tab 2　Difference in efficacy between low NLR group and high NLR 

group of patients with lymphoma [n(%)]

变量
总人数

（n ＝ 100）
低 NLR 组

（n ＝ 81）
高 NLR 组 
（n ＝ 19）

P z/χ2

CR 34（34.0） 32（39.5）   2（10.5） 0.041 7.827
PR 25（25.0） 17（21.0）   8（42.1）
SD 27（27.0） 22（27.2）   5（26.3）
PD 14（14.0） 10（12.3）   4（21.1）
ORR 59（59.0） 49（60.5） 10（52.6） 0.607 0.999
DCR 86（86.0） 71（87.7） 15（78.9） 0.460 Fisher

表 3　弥漫大 B细胞淋巴瘤患者低 NLR组与高 NLR组的疗效 [n(%)] 
Tab 3　Difference in efficacy between low NLR group and high NLR 

group of patients with diffuse large B-cell lymphoma [n(%)]

变量
总人数

（n ＝ 51）
低 NLR 组

（n ＝ 44）
高 NLR 组 
（n ＝ 7）

P z/χ2

CR 18（35.3） 18（40.9） 0（0.0） 0.034 Fisher
PR 11（21.6） 7（15.9） 4（57.1）
SD 14（27.5） 12（27.3） 2（28.6）
PD 8（15.7） 7（15.9） 1（14.3）
ORR 29（56.9） 25（56.8） 4（57.1） 1.000 Fisher
DCR 43（84.3） 37（84.1） 6（85.7） 1.000 Fisher
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NLR 组第 1、2、3 年累计生存率与高 NLR 组差异无
统计学意义（P ＝ 0.918，见图 3B）。22 例 cHL 亚
组分析低 NLR 组第 1、2、3 年累计无进展生存率分
别为 86.7%、80.0%、80.0%，明显高于高 NLR 组的
71.4%、42.9%、28.6%（P ＝ 0.013，见图 4A）。低
NLR 组第 1、2、3 年累计生存率与高 NLR 组差异均
无统计学意义（P ＝ 0.599，见图 4B）。

图 2　不同 NLR 组患者的 PFS 和 OS 
Fig 2　PFS and OS in patients with different NLR groups

图 3　弥漫大 B 细胞淋巴瘤患者的不同 NLR 组 PFS 和 OS 情况分析

Fig 3　PFS and OS in patients with diffuse large B-cell lymphoma with 
different NLR values

图 4　cHL 患者不同 NLR 组的 PFS 和 OS 情况分析

Fig 4　PFS and OS in patients with classical Hodgkin lymphoma 
different NLR values

2.6　单因素及多因素的预后分析

　　单因素分析显示，年龄、首次使用免疫治疗年
龄、治疗方式、治疗前 NLR 是 PFS 预后不良的危
险因素（P ＜ 0.05）（见表 5）。将年龄、首次使用
免疫治疗年龄、治疗方式、治疗前 NLR 引入 Cox
回归模型，结果发现治疗前 NLR[HR（95%CI）：
2.494（1.312，4.740），P ＝ 0.005]、治疗方式 [HR
（95%CI）：4.073（1.571，10.558），P ＝ 0.004] 对
PFS 有显著影响（见表 6）。
2.7　NLR 动态变化分析

2.7.1　NLR 动态变化对预后的预测分析　根据完
成 4 周期 PD-1 治疗后的疗效分为进展组和非进展
组，观察患者 NLR 的变化，进展组 NLR 变化中位
数为－ 0.96（－ 2.98，0.47），未进展组 NLR 变化
中位数－ 0.04（－ 1.52，0.44），两组 NLR 变化差
异无统计学意义（z ＝ 0.770，P ＝ 0.441）（见表 7）。
2.7.2　NLR 动态变化与 PFS 和 OS 的关系　对所有完
成 4 个周期 PD-1 治疗的 52 例患者进行治疗前 NLR0
和 治 疗 4 周 期 后 的 NLR4 的 PFS 和 OS 分 析。 低
NLR0- 低 NLR4 患者第 1、2、3 年累计无进展生存
率分别为 83.3%、80.8%、74.8%，明显高于高 NLR0-
低 NLR4 患 者 的 50.0%、50.0%、50.0% 和 高 NLR0-
高 NLR4 患者的 50.0%、25.0%、0%（P ＜ 0.001，见
图 5A）。低 NLR0- 低 NLR4 患者第 1、2、3 年累计
生存率分别为 95.2%、92.9%、92.9%，明显优于高
NLR0- 低 NLR4 患 者 的 83.3%、66.7%、66.7% 和 高
NLR0- 高 NLR4 患者的 75.0%、50.0%、50.0%（P ＝

0.012，见图 5B）。

图 5　NLR 动态变化 PFS 和 OS 情况分析

Fig 5　PFS and OS in NLR dynamic change patients

3　讨论
　　ICIs 已被用于治疗包括淋巴瘤在内的各种恶性
肿瘤 [13]。PD-1 与其配体 PD-L1 结合后，向 T 细胞
受体（TCR）通路转导抑制性信号，从而抑制 TCR
介导的淋巴增生和活化，进而下调免疫应答 [13]。
阻断 PD-1/PD-L1 通路可使 T 细胞从肿瘤细胞的抑
制作用中释放出来，并恢复 T 细胞介导的抗肿瘤
免疫应答 [13，15]。近几年 PD-1 检查点抑制剂在淋巴

表 4　霍奇金淋巴瘤经典型患者低 NLR组与高 NLR组的疗效 
差异 [n(%)] 

Tab 4　Difference in efficacy between low NLR group and high NLR 
group in patients with classical Hodgkin lymphoma[n(%)]

变量
总人数

（n ＝ 22）
低 NLR 组

（n ＝ 15）
高 NLR 组 
（n ＝ 7）

P z/χ2

CR 5（22.7） 3（20.0） 2（28.6） 1.000 Fisher
PR 11（50.0） 7（46.7） 4（57.1）
SD 5（22.7） 4（26.7） 1（14.3）
PD 1（4.5） 1（6.7） 0（0.0）
ORR 16（72.7） 10（66.7） 6（85.7） 1.000 Fisher
DCR 16（72.7） 10（66.7） 6（85.7） 1.000 Fisher
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瘤治疗中的应用已观察到了一定的临床效果，但
如何选择有效预后指标进而快速精准筛选淋巴瘤免
疫治疗最佳获益人群越来越受到关注。PD-L1 的表
达、TMB、dMMR/MSI-H、TILsCD8＋是目前 PD-1
检查点抑制剂常用的预测指标 [24-29]，但因检测平台
未标准化、检测成本高等多种因素限制并没有广泛
应用于临床。为了探索更加简便的预测指标，很多
学者开始关注炎性指标，其中 NLR 已被多个研究
证实与实体瘤预后有相关性，高 NLR 患者的 PFS
和 OS 都明显低于低 NLR 患者 [35-38]，也就是 NLR
升高的患者更容易发生进展、预后较差。有研究报
道 NLR 测量的外周中性粒细胞计数与肿瘤微环境
的中性粒细胞数量直接相关 [39-40]，即当外周中性粒
细胞增高时肿瘤微环境中的中性粒细胞也增高，进
而促进肿瘤细胞发生增殖和转移 [41-42]。淋巴细胞
是重要的免疫细胞，能够抑制肿瘤细胞增殖和转

移 [43]。因此无论是中性粒细胞增高还是淋巴细胞
减少都会导致肿瘤进展，这也就解释了 NLR 升高
的肿瘤患者预后不良。
　　本研究中低 NLR 组第 1、2、3 年累计无进
展生存率及累计生存率明显高于高 NLR 组，但
ORR、DCR 的差异无统计学意义（P ＞ 0.05），可
能与该亚组样本量小有关。同时亚组分析显示，51
例 DLBCL 亚组和 22 例 cHL 亚组的低 NLR 组与
高 NLR 组的 PFS 有显著统计学意义（P ＝ 0.026，
P ＝ 0.013），而亚组分组的 OS 差异均无统计学意
义（P ＝ 0.918，P ＝ 0.599）。
　　本研究单因素分析发现年龄、首次使用免疫药
物年龄、治疗方式、治疗前 NLR 是 PFS 的影响因
素，而 IPI 评分、分期和 PD-1 检查点抑制剂治疗
淋巴瘤预后未发现显著相关性，这与传统淋巴瘤预
后结果不一致，可能与本研究样本量少有关。纳入

表 5　淋巴瘤患者预后危险因素的单因素分析 
Tab 5　Univariate analysis of prognostic risk factors in patients with lymphoma

变量
PFS

变量
PFS

进展率 /% P χ2 进展率 /% P χ2

性别 0.879 0.023 肿瘤类型      0.477 0.507
男 42.4 NHL 44.9
女 43.9 HL 36.4

年龄 0.023 5.148 IPI 评分      0.337 2.178
≤ 60 岁 35.3 0 ～ 1 36.8
＞ 60 岁 59.4 2 ～ 3 40.6

BMI 分类 0.385 1.911 4 ～ 5 58.8
≤ 18.4 kg·m － 2 33.3 治疗方式 ＜ 0.001 13.235
18.5 ～ 23.9 kg·m － 2 50.0 单药治疗 16.1
≥ 24 kg·m － 2 37.5 联合治疗 55.1

首次使用免疫治疗年龄分类 0.012 6.349 免疫治疗药物      0.202 4.614
＜ 60 岁 33.8 纳武单抗 33.3
≥ 60 岁 60.0 特瑞普利单抗 53.2

分期 0.907 0.014 替雷利珠单抗 23.1
Ⅰ、Ⅱ 44.0 信迪利单抗 37.8
Ⅲ、Ⅳ 42.7 治疗前 NLR ＜ 0.001 16.253

既往首次治疗方式 0.397 0.717 ≤ 5.2 33.3
化疗 41.4 ＞ 5.2 84.2
手术 53.8

表 6　影响淋巴瘤患者 PFS的多因素分析 
Tab 6　Multivariate analysis of risk factors for PFS of patients with lymphoma

变量 B SE W P HR
95.0% Exp（B）的 CI
下限 上限

治疗前 NLR（≤ 5.2 vs ＞ 5.2）
治疗方式（单药 vs 联合）

首次使用免疫治疗年龄

0.914
1.404
0.602

0.328
0.486
0.750

7.776
8.352
0.683

0.005
0.004
0.409

2.494
4.073
1.859

1.312
1.571
0.427

  4.740
10.558
  8.092

年龄（≤ 60 岁 vs ＞ 60 岁） 0.225 0.754 0.114 0.736 1.290 0.294   5.654

表 7　NLR动态变化对预后的预测分析 
Tab 7　Prognostic analysis of NLR dynamic changes

分组 中位数（P25，P75） 中位数差值（95%CI）
Wilcoxon 两样本秩和验
z P

进展组 － 0.96（－ 2.98，0.47） 0.479（－ 0.474 ～ 1.812） 0.770 0.441
未进展组 － 0.04（－ 1.52，0.44）
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多因素分析发现治疗前 NLR 和治疗方式是 PFS 的
独立预后预测因素（P ＝ 0.005，P ＝ 0.004）。一
项纳入 51 例 NSCLC 患者接受 PD-1 检查点抑制剂
研究发现低 NLR 患者可以获得较长的 PFS 和 OS，
低 NLR 组中位 PFS 为 8.51 个月，而高 NLR 组中
位 PFS 为 0.70 个 月； 低 NLR 组 中 位 OS 为 20.30
个月，高 NLR 组中位 OS 为 1.21 个月 [38]。
　　同时本研究也关注了 BMI 对预后的影响，发
现 BMI 对预后没有显著相关性，但由于本研究样
本量少，还需进一步扩大样本进行验证。
　　关于 NLR 动态变化与预后的关系研究比较少，
有研究报道 NLR 动态变化对胃癌辅助化疗疗效有
很好预测价值（HR 5.309，95%CI 2.585 － 10.901；
P ＜ 0.001），NLR 的治疗相关变化比治疗前 NLR
更有预测价值，NLR 动态变化可能反映了治疗引起
的免疫应答的动态反应 [44]。本研究也关注了治疗过
程中 NLR 动态变化与预后的相关性，研究发现治
疗前低 NLR 和治疗后低 NLR（低 NLR0- 低 NLR4）
水平的淋巴瘤患者疗效最好，PFS 更长，而治疗前
高 NLR 和治疗后低 NLR（高 NLR0- 低 NLR4）的患
者疗效也明显优于治疗前高 NLR 和治疗后高 NLR
（高 NLR0- 高 NLR4）的患者。因此治疗前后 NLR
的变化与 PD-1 检查点抑制剂治疗的 PFS 相关，即
治疗前后 NLR 值均低于截断值的淋巴瘤患者更有
可能从 PD-1 检查点抑制剂治疗中获益，而治疗过
程中 NLR 升高可能提示预后不良。
　　总之，治疗前 NLR 可能是 PD-1 检查点抑
制剂治疗淋巴瘤患者的较好预后指标，治疗期间
NLR 动态变化可能更好地预测经 PD-1 检查点抑
制剂治疗的淋巴瘤患者的疗效。在 PD-1 检查点抑
制剂治疗期间，NLR 值在临床中更容易测量获取，
且费用较低。本研究存在一定的局限性，首先本
研究为单中心、小样本回顾性研究，可能存在选
择性偏倚，但本研究明确了 NLR 在淋巴瘤免疫治
疗中的预测作用，也提示了治疗期间 NLR 动态变
化在淋巴瘤免疫治疗中可能有更好的预测价值。
　　综上所述，对于接受免疫抑制剂治疗的淋巴瘤
患者，治疗前较低 NLR 可以获得较长的 PFS，治
疗前后 NLR 的变化与免疫抑制剂治疗的 PFS 相关。
且 NLR 仅需检查血常规即可获得，治疗前 NLR 动
态变化作为淋巴瘤免疫抑制剂治疗的一个简单可行
的预后指标，具有进一步研究和探索价值。
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布鲁顿酪氨酸激酶抑制剂治疗老年 /体弱原发性中枢神经系统 
淋巴瘤患者的临床疗效和安全性分析

徐佳欢1，张倩2，冯佳2，孙丽华2，钟凤鸾2，张文丽2，许蕾2，徐海婵2，温娟娟2，覃宝珍2，蒋

官忆2，李晋萌2，陈思亮2，吴泽华2，戴婧2，张红宇1，2*（1. 安徽医科大学北大深圳医院临床学院/安徽医科大

学第五临床医学院，合肥　230032；2.北京大学深圳医院血液内科，广东　深圳　518000）

摘要：目的　探讨布鲁顿酪氨酸激酶（BTK）抑制剂治疗老年 / 体弱原发性中枢神经系统淋巴

瘤患者的临床疗效和安全性，并随访生存情况。方法　回顾性收集 2018 年 3 月至 2023 年 3 月

北京大学深圳医院收治的老年 / 体弱原发性中枢神经系统淋巴瘤患者 15 例，收集患者的临床

资料。所有患者接受基于 BTK 抑制剂的诱导或维持治疗，观察其无进展生存期（PFS）、总生

存期（OS）和不良反应。结果　15 例患者中位维持治疗时间为 13（IQR 7 ～ 16）个月，6 个

月、12 个月的 PFS 率分别为 85.6%、66.7%，中位 PFS 为 13 个月。中位 OS 在随访期内未达到。

有 5 例原发性中枢神经系统淋巴瘤患者行 BTK 抑制剂联合治疗，有 10 例原发性中枢神经系统

淋巴瘤患者接受了 BTK 抑制剂单药治疗，两组患者 PFS、OS 差异均无统计学意义。在本研究

中，观察到的不良反应有白细胞减少、血红蛋白减少、肺部感染、复杂性尿路感染等。结论　

BTK 抑制剂单药或联合治疗在老年 / 体弱原发性中枢神经系统淋巴瘤患者中具有良好的临床疗

效，且不良反应可耐受，值得临床进一步推广应用。

关键词：布鲁顿酪氨酸激酶抑制剂；原发性中枢神经系统淋巴瘤；临床疗效；安全性
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Efficacy and safety of Bruton’s tyrosine kinase inhibitors for the elderly or 
infirm patients with primary central nervous system lymphoma

XU Jia-huan1, ZHANG Qian2, FENG Jia2, SUN Li-hua2, ZHONG Feng-luan2, ZHANG Wen-li2, 
XU Lei2, XU Hai-chan2, WEN Juan-juan2, QIN Bao-zhen2, JIANG Guan-yi2, LI Jin-meng2, CHEN 
Si-liang2, WU Ze-hua2, DAI Jing2, ZHANG Hong-yu1, 2* (1. College of Clinical, Peking University 
Shenzhen Hospital/Fifth Clinical Medical College, Anhui Medical University, Hefei  230032; 2. 
Department of Hematology, Shenzhen Hospital of Peking University, Shenzhen  Guangdong  518000)

Abstract: Objective  To evaluate the clinical efficacy and safety of Bruton’s tyrosine kinase (BTK) 
inhibitors for elderly or infirm patients with primary central nervous system lymphoma (PCNSL), 
and to assess the post-treatment survival outcomes. Methods   Date of 15 elderly and infirm PCNSL 
patients treated at Shenzhen Hospital of Peking University between March 2018 and March 2023 
were retrospectively analyzed. The treatment regimen included induction or maintenance therapy with 
BTK inhibitors. The key endpoints included progression-free survival (PFS), overall survival (OS), 
and adverse events. Results  The median duration of maintenance therapy was 13 months (interquartile 
range, 7 to 16 months). The PFS rates at 6 and 12 months were 85.6% and 66.7%, respectively, with 
a median PFS of 13 months. We failed to reach the median OS within the follow-up period. Among 
the cohort, five patients received combination therapy with BTK inhibitors, and the other ten patients 
received therapy with single BTK inhibitor, without obvious difference in the PFS and OS between 

基金项目：广东省自然科学基金项目（编号：2021A151012185）；深圳市科创委基础研究专项（编号：JCYJ20210324105802007）。
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　　原发性中枢神经系统淋巴瘤（PCNSL）是一
种较为罕见的结外非霍奇金淋巴瘤。随着年龄增
长，其发病率增长越快，70 ～ 79 岁患者的发病
率为 4.32/10 万 [1-2]。其病理类型 90% 为弥漫大
B 细胞淋巴瘤，且以非生发中心型为主，恶性程
度高，预后较差。治疗上，目前认为一线治疗以
大剂量甲氨蝶呤为基础的联合化疗为主，继以大
剂量化疗后的自体干细胞移植（HDC/ASCT）或
全脑放疗（WBRT）作为巩固治疗 [3]。然而这些
治疗往往更适用于基础疾病少、相对较年轻的患
者。对于高龄、并发症多、器官功能不全的患
者，上述治疗往往受到限制。新的靶向治疗，布
鲁顿酪氨酸激酶（BTK）抑制剂可降低 NF-κB 信
号通路的活性，并在一系列 B 细胞肿瘤中发挥治
疗作用 [4-5]。分子和基因表达谱研究表明，大多
数 PCNSL 是活化 B 细胞型的弥漫大 B 细胞淋巴
瘤（ABC-DLBCL）， 通 常 携 带 MYD88L265P 和
CD79B 的突变 [3]。目前国外已有多项研究显示
BTK 抑制剂对 ABC-DLBCL 的患者，特别是同时
有 MYD88L265P 和 CD79B 突变的患者，具有很
强的抑制作用 [6-9]，然而国内相关报道较少。本研
究旨在评价 BTK 抑制剂在老年 / 体弱的 PCNSL
患者中的临床疗效及安全性，以期为临床进一步
积累资料。
1　资料与方法
1.1　病例资料
　　回顾性分析 2018 年 3 月至 2023 年 3 月我院
收治的 15 例经病理证实为 PCNSL 的老年 / 体弱
患者的临床资料。纳入标准：① 经组织病理学确
诊为淋巴瘤且无其他系统累及；② 年龄≥ 60 岁；
③ 年龄＜ 60 岁且合并心、肾、脑、代谢等共患
疾病，aCCI ≥ 3 分的患者。排除标准：① 未使用
BTK 抑制剂治疗的 PCNSL 患者；② 年龄＜ 60 岁，
aCCI ＜ 3 分的患者；③ 使用 BTK 抑制剂但确诊
为继发性中枢神经系统淋巴瘤患者；④ 临床资料
不完整的患者。本研究已通过医院伦理委员会审
批同意，批件号：北大深医伦审（研）[2024] 第
（037）号。所有患者均接受了含 BTK 抑制剂的诱
导或维持治疗，其中 14 例患者使用二代测序的方

法行淋巴瘤基因突变检测。观察患者使用 BTK 抑
制剂后的无进展生存期（PFS，为从使用 BTK 抑
制剂治疗至疾病进展或死亡或末次随访时间）、总
生存期（OS，为从使用 BTK 抑制剂治疗到死亡
或末次随访时间）及安全性。
1.2　治疗
　　所有患者在经过诱导治疗后转入维持治疗。
BTK 抑制剂包括伊布替尼、泽布替尼和奥布替
尼，化疗相关药物包括甲氨蝶呤、阿糖胞苷、替
莫唑胺，单抗类为利妥昔单抗，免疫相关药物为
来那度胺。伊布替尼的初始剂量均为420 mg·d－1，
泽布替尼的初始剂量均为 320 mg·d － 1，奥布替
尼的初始剂量均为 150 mg·d － 1。
1.3　评价方法
　　根据国际 PCNSL 协作组（IPCG）治疗反应
评价共识标准进行疗效评价 [10]，分为完全缓解
（CR）、CR/ 未确认（CRu）、部分缓解（PR）、稳
定（SD）、进展（PD）。维持治疗的有效性通过增
强脑磁共振成像（MRI）进行评估。客观缓解率
（ORR，%）＝ [（CR ＋ PR）/ 总人数 ]×100%。
以 ORR 作为评价近期疗效的主要指标。采用电话
或门诊病历系统随访，随访截至 2024 年 1 月。根
据临床表现、体格检查、实验室检查和不良事件
评估治疗方案的安全性。根据常见毒性分级标准
5.0 版（CTCAE 5.0）对不良事件进行分级 [11]。
1.4　统计学分析
　　采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，使用
Graphpad Prism 10.0 软件作图。计量资料以均数±

标准差（x±s）或中位数和四分位间距（IQR）表
示，计数资料以百分率（%）或构成比表示，结果
采用描述性方法进行分析。采用 Kaplan-Meier 法
计算生存曲线，采用 Log-rank 检验比较疗效差异，
采用α ＝ 0.05 作为显著水平参数，P ＜ 0.05 为差
异具有统计学意义。
2　结果
2.1　患者一般资料分析
　　所有纳入患者的基线资料见表 1，年龄＜ 60 岁
的 6 例，年龄≥ 60 岁的 9 例，平均年龄（61.1±10）
岁；男性 8 例，女性 7 例；15 例患者中有 14 例患

the two groups. The observed adverse events included leukopenia, anemia, pulmonary infections, and 
complex urinary tract infections. Conclusion  BTK inhibitor monotherapy and combination therapy 
demonstrate good clinical efficacy and manageable safety profiles in the elderly and infirm patients 
with PCNSL, which facilitates further clinical application of BTK inhibitors in the elderly. 
Key words: Bruton’s tyrosine kinase inhibitor; primary central nervous system lymphoma; clinical 
efficacy; safety
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者病理类型为弥漫大 B 细胞淋巴瘤，其中 GCB 型 5
例，non-GCB 型 9 例；1 例为相对罕见的原发眼内
淋巴瘤，其病理类型为侵袭性 B 细胞淋巴瘤伴浆样
分化。ECOG 评分＜ 2 分者 5 例，ECOG 评分≥ 2
分者 10 例；IELSG 评分＜ 2 分者 4 例，IELSG 评
分≥ 2 分者 11 例；15 例患者中 14 例行淋巴瘤基
因突变检测，其中检测到 MYD88L265P 突变 10 例，
CD79B 突变 8 例，MYD88L265P 和 CD79B 共突变者
7 例，未检测到上述基因突变者 2 例。

表 1　所有纳入患者的基线特征 
Tab 1　Baseline characteristics of all patients

患者特征 n/%
年龄 / 岁

＜ 60 6（40.0）
≥ 60 9（60.0）

性别

男 8（53.3）
女 7（46.7）

病理类型

GCB 5（35.7）
non-GCB 9（64.3）

ECOG 评分 / 分
＜ 2 5（33.3）
≥ 2 10（66.7）

IELSG 评分 / 分
＜ 2 4（26.7）
≥ 2 11（73.3）

基因突变

MYD88L265P 10（71.4）
CD79B 8（57.1）
CD79B 和 MYD88L265P 7（50.0）
无 2（14.3）

2.2　疗效分析
　　15 例患者的诱导及维持治疗信息见表 2，15
例患者使用 BTK 抑制剂治疗后的疗效及后续随
访信息见图 1。15例患者中位随访时间为 16（IQR 
13 ～ 27）个月，中位维持治疗时间为 13（IQR 
7 ～ 16）个月，6 个月、12 个月的 PFS 率分别为
85.6%、66.7%，中位 PFS 为 13 个月。中位 OS 在
随访期内未达到。治疗 3 ～ 6 个月均可评价，其
中 CR/CRu 者 7 例（46.7%），PR 者 2 例（13.3%），
SD 者 1 例（6.7%），PD 者 5 例（33.3%），患者总
ORR 为 60%。所有患者使用 BTK 抑制剂治疗的
生存曲线见图 2。
　　15例使用 BTK 抑制剂的患者中，可分为 BTK
抑制剂联合治疗组、BTK 抑制剂单药组，两组患
者的 PFS 及 OS 生存曲线对比见图 3，在诱导治
疗后有 5 例 PCNSL 患者使用 BTK 抑制剂联合免
疫治疗，在治疗 7（IQR 4 ～ 22.5）个月后，中位

PFS 为 7 个月。有 10 例 PCNSL 患者接受了 BTK
抑制剂单药治疗，在治疗 13.5（IQR 11.3 ～ 18）个
月后，中位 PFS 为 13.5 个月，两组患者 PFS、OS
差异均无统计学意义。

  

A                                                    B

图 3　BTK 抑制剂单药组及联合治疗组患者的 PFS（A）及 OS（B）

生存曲线

Fig 3　PFS（A）and OS（B）survival curves for patients treated with 
combination therapy of BTK inhibitors or single BTK inhibitor

　　15 例使用 BTK 抑制剂的患者中，可分为
MYD88L265P、CD79B 单一突变组及 MYD88L265P、
CD79B 双突变组，两组患者的 PFS 及 OS 生存曲
线对比见图 4。在本组患者中有 4 例患者检测出
MYD88L265P、CD79B 单一突变，有 7 例患者检测
出 MYD88L265P、CD79B 双突变。两组患者 PFS、
OS 差异均无统计学意义。
2.3　不良反应

图 1　15 例患者使用 BTK 抑制剂治疗后缓解持续时间及疗效评价的泳

道图

Fig 1　Swimmer plot of the duration of remission and efficacy 
assessment in 15 patients treated with BTK inhibitor

                    

A                                                    B

图 2　15 例使用 BTK 抑制剂治疗 PCNSL 患者的 PFS（A）及 OS
（B）生存曲线

Fig 2　PFS（A）and OS（B）survival curves of 15 patients with 
PCNSL treated with BTK inhibitors
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A                                                          B

图 4　MYD88L265P、CD79B 单一突变组与 MYD88L265P、CD79B
双突变组的 PFS（A）及 OS（B）生存曲线

Fig 4　PFS（A）and OS（B）survival curves for MYD88L265P and 
CD79B single mutation group versus MYD88L265P and CD79B double 
mutation group

　　在本研究中，较常见的不良反应有白细胞减
少、血红蛋白减少、血小板减少、肺部感染、泌
尿系感染等。所有用药患者均参加随访，皆可耐
受相关不良反应，经对症治疗后可恢复，暂无患
者因出现严重不良反应而减量或停药，截至随访
时间，共 2 名患者因疾病进展而死亡，无治疗相
关性死亡案例。所有患者的不良反应见表 3。
3　讨论
3.1　一般资料分析
　　PCNSL 是一种相对罕见的颅内肿瘤，好发于
中老年人，大多数在 60 岁左右发病，男性发病率
高于女性。病理类型多为弥漫大 B 细胞淋巴瘤，占

70% ～ 90%，且以 non-GCB 亚型多见 [2-3，12]。本研
究 15 例患者中，患者平均年龄 61 岁，男女比例为
1.14∶1，14 例患者原发部位为脑，病理类型均为弥
漫大 B 细胞淋巴瘤，其中 non-GCB 亚型占 64.3%，
GCB 亚型占 35.7%。研究表明，在 PCNSL 中，BCR
和 Toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）通路发生
频繁突变。BTK 连接 BCR 和 TLR 通路，激活下
游的 NF-κB 通路，导致细胞周期失调，从而发生
不受控制的细胞增殖。该通路主要受 MYD88L265P
和 CD79B 的频繁复发突变的影响 [13-16]。高通量基
因测序提示在 67% ～ 72% 的 PCNSL 患者中检出
MYD88L265P 的突变，61% 的患者检出 CD79B 的
突变 [17-18]。我中心针对 14 名 PCNSL 患者行淋巴
瘤基因突变检测，结果表明，71.4% 的患者存在

表 2　患者诱导及巩固治疗相关信息 
Tab 2　Information of induction and consolidation therapy for all patients

病例 诱导 / 复发后再诱导治疗方案 疗效评价 维持治疗 PFS/ 月 疗效评价

1 R-MA 方案 5 程＋ MTR 方案 4 程 CRu L ＋ O   7 CRu
2 R-MA 方案 5 程 CR L ＋ O 31 CR
3 R-M 方案 2 程 PD L ＋ I   3 PD
4 MTR 方案 6 程 PR O 14 PR
5 MTR 方案 4 程 CRu O 12 PD
6 MTR 方案 6 程 PR O   9 PD
7 R-MOT 方案 5 程 PR O 16 CR
8 R-M 方案 5 程序贯 R2 方案 PD ZR2 14 PD
9 IR2 方案 6 程 PD －   5 PD
10 R-MAT 方案 6 程 CRu O 27 CRu
11 MTR 方案 2 程＋ R-MOT 方案 4 程 CR O 15 CR
12 MTR 方案 6 程 PR Z 12 PR
13 ZR ＋ HDMTX 方案＋ MTX 眼内注射 4 程 SD Z   7 SD
14 MTR 方案 7 程 CRu O 13 CRu
15 R-MA 方案 6 程 CRu O 24 CRu

注（Note）：R-MA 方案 . 利妥昔单抗＋大剂量甲氨蝶呤＋阿糖胞苷；MTR 方案 . 大剂量甲氨蝶呤＋替莫唑胺＋利妥昔单抗；R-M 方

案 . 利妥昔单抗＋大剂量甲氨蝶呤；R-MOT 方案 . 利妥昔单抗＋大剂量甲氨蝶呤＋替莫唑胺＋奥布替尼；R2 方案 . 利妥昔单抗＋来那度

胺；IR2 方案 . 伊布替尼＋利妥昔单抗＋来那度胺；R-MAT 方案 . 利妥昔单抗＋大剂量甲氨蝶呤＋阿糖胞苷＋替莫唑胺；L ＋ O. 来那度

胺＋奥布替尼；L ＋ I. 伊布替尼＋来那度胺；O. 奥布替尼；Z. 泽布替尼；ZR2. 泽布替尼＋利妥昔单抗＋来那度胺；ZR ＋ HDMTX. 泽布替

尼＋利妥昔单抗＋大剂量甲氨蝶呤（R-MA regimen. rituximab ＋ high-dose methotrexate ＋ cytarabine；MTR regimen. high-dose methotrexate ＋

temmozolomide ＋ rituximab；R-M regimen. rituximab ＋ high-dose methotrexate；R-MOT regimen. rituximab ＋ high-dose methotrexate ＋

temmozolomide ＋ orelabrutinib；R2 regimen. rituximab ＋ lenalidomide；IR2 regimen. ibrutinib ＋ rituximab ＋ lenalidomide；R-MAT regimen. 
rituximab ＋ high-dose methotrexate ＋ cytarabine ＋ temmozolomide；L ＋ O. lenalidomide ＋ orelabrutinib；O. orelabrutinib；Z. zanubrutinib；
ZR2. xanubrutinib ＋ tituximab ＋ lenalidomide；ZR ＋ HDMTX. zanubrutinib ＋ rituximab ＋ high-dose methotrexate）。

表 3　不良反应分析 [n(%)] 
Tab 3　Adverse reactions [n(%)]

不良反应 1 ～ 2 级 3 ～ 4 级

血液学不良反应

血红蛋白减少 3（20.0） 0（0.0）
白细胞减少 19（6.7） 1（6.7）
血小板减少 2（13.3） （0.0）

非血液学不良反应

肺部感染 1（6.7） 1（6.7）
泌尿系感染 1（6.7） 1（6.7）
低白蛋白血症 3（20.0） （0.0）
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MYD88L265P 突变，54.1% 的患者存在 CD79B 突变，
50% 的患者存在 MYD88L265P 和 CD79B 的共突变，
这与既往文献报道基本相符 [15，17-18]。这提示 BCR 和
TLR 通路的频繁突变可能是 PCNSL 发生的重要驱动
因素。
3.2　临床疗效分析
　　BTK 抑制剂可靶向抑制 BCR 及 TLR 通路，
阻断下游 NF-κB 通路的活化，从而抑制 B 细胞淋
巴瘤的生长并促进其凋亡 [4]，因此 BTK 抑制剂可
能是治疗 PCNSL 患者，特别是携带 MYD88L265P
和 / 或 CD79B 突变患者的有希望的药物。一项前
瞻性、多中心的Ⅱ期临床试验招募了 52 名复发 /
难治的 PCNSL 患者，所有患者均接受了伊布替尼
的治疗，结果显示 44 例患者可评价为缓解，在接
受伊布替尼单药治疗 2 个月后，中位随访时间为
25.7 个月，mPFS 和 mOS 分别为 4.8 个月和 19.2
个月 [19]。同样在常规治疗剂量下，相较于伊布替
尼，新一代 BTK 抑制剂泽布替尼及奥布替尼在复
发 / 难治的 PCNSL 患者中显示出更加良好的脑脊
液分布。Wu 等 [20] 在一项针对 23 例中枢神经系
统淋巴瘤（CNSL）的回顾性研究中发现，在新诊
断的 CNSL 患者中使用奥布替尼，患者的 ORR 可
达 100%，6 个月 PFS 率和 OS 率均为 100%；在
15 例复发 / 难治的 CNSL 患者中 ORR 为 60%，6
个月 PFS 率和 OS 率分别为 67.7% 和 70%。Zhang
等 [21] 在一项回顾性病例系列研究中发现，第二
代 BTK 抑制剂泽布替尼对于 PCNSL 及复发 / 难
治系统性弥漫大 B 细胞淋巴瘤（DLBCL）均有良
好的效果，总有效率达 84.5%。马珊珊等 [22] 回
顾性评价了 11 例 PCNSL 患者使用奥布替尼治疗
的临床疗效，结果显示在中位维持治疗 5（IQR 
2.3 ～ 8.5）个月后，患者的 6 个月、12 个月 PFS
率分别为 63.6%、50.9%。我中心 15 例使用 BTK
抑制剂的 PCNSL 患者大部分使用新一代 BTK 抑
制剂，患者中位维持治疗时间为 13（IQR 7 ～ 16）
个月，6 个月、12 个月的 PFS 率分别为 85.6%、
66.7%，患者 ORR 为 60%。各研究间出现差异
的原因可能与各中心纳入的样本数量、患者使用
BTK 抑制剂维持治疗的时间及患者启用 BTK 抑
制剂时的疾病状态等差异有关，且我中心 15 例患
者均为 PCNSL，尚未纳入继发中枢神经系统淋巴
瘤，而既往研究表明，与继发中枢神经系统淋巴
瘤相比，PCNSL 对于 BTK 抑制剂的治疗反应性
更高 [23-24]。
　　联合治疗可通过单抗靶向杀伤肿瘤细胞、靶
向治疗阻断增殖途径、免疫治疗调节肿瘤微环境
等多方面消除肿瘤细胞。一项回顾性病例分析

研究报道了来那度胺联合奥布替尼对复发 / 难治 
PCNSL 的近期疗效评价，结果表明该联合方案显
示出了良好的抗肿瘤活性，ORR 为 86.7%，DCR
为 93.3%，并且在复发 / 难治的 PCNSL 患者中具
有可接受的毒性 [25]。在我中心 15 例 PCNSL 患
者中，有 5 例患者接受了基于 BTK 抑制剂的联
合治疗，包括利妥昔单抗、来那度胺。为了探
讨 BTK 抑制剂单药和联合治疗对于患者的 PFS、
OS 是否有差异，本研究将 15 例患者分为 BTK
抑制剂单药组及联合治疗组，分别对两组患者
的 PFS、OS 进行比较，结果提示两组间差异均
无统计学意义。本研究为单中心、非随机的回顾
性临床研究，受两组患者的基线特征、样本量及
个体对于药物的反应性等的影响，该结果目前还
存在诸多局限性。BTK 抑制剂单药组及联合治疗
组对于 PCNSL 的 ORR、DCR 是否存在差异，联
合治疗相较于单药治疗是否可以进一步延长患者
的 PFS、OS，以及联合用药的安全性等问题，未
来还需要更多前瞻性的队列研究进一步探索。既
往少量文献报道 MYD88L265P 突变常与较好的预
后相关 [26]，但也有文献报道 MYD88L265P 突变
与较差的预后相关 [27-28]，本研究对本中心检测到
MYD88L265P、CD79B 单一突变或共突变患者的
PFS、OS 进行比较，结果提示两组间差异无统计
学意义。由于样本量较少，组间病例数不均，该
研究结果尚存在一定的局限性。
3.3　不良反应
　　本研究中 3 ～ 4 级不良反应共观察到 3 例，
包括泌尿系感染、肺部感染和白细胞减少。患者
经过积极的临床治疗，症状可好转。尚未观察到
一代 BTK 抑制剂常存在的脱靶效应，如房颤、腹
泻、出血等不良反应。本研究中大部分患者使用
的我国首创的新型 BTK 抑制剂奥布替尼，该药
较其他 BTK 抑制剂，有更小的空间夹角、更少
的铰链区 H 键结合位点，因此具有更好的激酶选
择性，极少出现脱靶效应 [29]。目前的临床研究中
也显示其发生不良反应的概率更低。
　　综上所述，BTK 抑制剂对于 PCNSL 的治疗
反应好，用药不良反应少，可耐受，值得临床进
一步推广应用。未来期待更多针对中国 PCNSL
患者的真实世界研究，通过设计良好的前瞻性随
机对照试验，检查靶向治疗的疗效，对本研究结
果进一步确认。此外 BTK 抑制剂的耐药性仍是目
前亟待解决的问题，期待更多基础实验及临床试
验对 BTK 抑制剂的耐药机制进行深入探索，为
老年 / 体弱的 PCNSL 患者提供更多的治疗选择。
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沉默信息调节因子 3 介导的线粒体功能在心肌损伤中的 
作用及中药干预研究进展

梁雨娟1，成翠翠1，李星2，吕明1*，朱彦1*（1.天津中医药大学，现代中药创制全国重点实验室，天津　301617；2. 

贵州百灵企业集团制药股份有限公司，贵阳　550000）

摘要：沉默信息调节因子 3（SIRT3）是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD）依赖性脱乙酰化酶，

其定位于线粒体中，被激活后能够通过脱乙酰化下游线粒体蛋白，调节线粒体氧化还原平衡、

能量代谢、线粒体自噬、线粒体动力学等生物学过程。心肌细胞中富含大量的线粒体，SIRT3
在线粒体功能障碍引起的心肌损伤的预防和治疗中具有重要作用。越来越多的研究报道，中药

及其活性成分能够激活 SIRT3 及其下游通路。本文将总结归纳 SIRT3 介导的线粒体功能在心肌

梗死、心力衰竭、心肌肥大、糖尿病及高血压等诱导的心肌损伤中的作用，并综述相关中药及

活性成分干预的研究进展，以期为靶向 SIRT3 在中医药临床治疗心血管疾病应用提供参考。

关键词：沉默信息调节因子 3；线粒体；心肌损伤；中药

中图分类号：R714，R283　　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3286-09
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Research progress on the role of mitochondrial function mediated by silent 
information regulator 3 in myocardial injury and traditional Chinese 

medicine intervention

LIANG Yu-juan1, CHENG Cui-cui1, LI Xing2, LYU Ming1*, ZHU Yan1* (1. National Key Laboratory 
for the Creation of Modern Chinese Medicine, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, 
Tianjin  301617; 2. Guizhou Bailing Group Pharmaceutical Co., Ltd., Guiyang  550000)

Abstract: Silent information regulator 3 (SIRT3) is a nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) dependent 
deacetylase located in the mitochondria. After the activation, its downstream mitochondrial proteins can 
be deacetylated to regulate mitochondrial redox balance, energy metabolism, mitochondrial autophagy, 
mitochondrial dynamics, and other mitochondrial biological processes. The mitochondria have lots of 
myocardial cells. SIRT3 has great potential in the prevention and treatment of myocardial injury caused 
by mitochondrial dysfunction. More and more research reported that traditional Chinese medicine (TCM) 
and related active ingredients can activate the expression of SIRT3 and downstream pathway. This 
article summarized the role of SIRT3-mediated mitochondrial function in myocardial infarction, heart 
failure, myocardial hypertrophy and myocardial injury induced by diabetes and hypertension, as well as 
the research progress in TCM and related active ingredients that regulate SIRT3 expression, to provide 
reference for the clinical application of TCM targeting SIRT3 for cardiovascular diseases.
Key words: silent information regulator 3; mitochondrial; myocardial injury; traditional Chinese medicine
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　　心血管疾病（CVD）仍然是全球最常见的死
亡原因，根据全球心血管风险联盟数据显示，在
2010 年至 2020 年的十年中，全球心血管疾病死
亡率显著增加，其中全因死亡率归因比例女性占
22%，男性占 19.1%[1]。尽管，近年来缺血性心脏
病治疗的改善和生存率的提高，能够延长心力衰
竭患者的生命，心力衰竭的患病率仍然在不断增
加 [2]。此外，由糖尿病、高血压以及其他因素导
致的心血管危险事件也应受到关注 [3]。SIRT3 在
富含线粒体的组织中广泛表达，具有强脱乙酰活
性，能够通过脱乙酰化线粒体蛋白，调节线粒体
内的氧化还原、能量代谢，以及线粒体动力学平
衡等线粒体生物学过程 [4]。心肌细胞中富含线粒
体，可为心脏的收缩舒张提供能量 [5]。因此，心
肌损伤导致心功能障碍时，线粒体也会随之出现
功能紊乱，调节受损心肌的线粒体功能障碍是
治疗心血管疾病的重要机制。中药治疗具有多成
分、多靶点、多途径的特点，可以实现整体的平
衡和全面的改善。目前，中药已越来越多地应用
于心血管疾病的预防和治疗。值得注意的是，多
种中药及其成分可以通过调节线粒体功能和相关
信号通路来保护心肌细胞，治疗心血管疾病 [6]。
本文以 SIRT3 为核心，对其通过调节线粒体功能
在心肌梗死、心肌肥大、心力衰竭、糖尿病心肌
病、高血压及其他因素诱发的心肌损伤中的作用
及机制进行梳理。通过以“SIRT3”“Cardiac”或
“Heart”“Chinese medicine” 或“Natural product”
为关键词检索近十年有关中药或天然产物调控
SIRT3 治疗心肌损伤的研究，讨论其潜在的临床
治疗意义，以期为靶向 SIRT3 干预心血管疾病在
中医临床的应用提供参考。
1　SIRT3 的结构和功能
　　SIRT3 是 NAD 依赖性蛋白质脱乙酰酶家族
Sirtuins 中的一员。SIRT3 因其具有高度保守的酶
核心区域，以 NAD 依赖性方式发挥脱乙酰功能。
其核心区域包含一个 Rossmann 折叠组成的大结构
域和一个由螺旋束与锌结合基序组成的小结构域，
其中大结构域是 NAD 特异性结合位点。SIRT3 的
底物结合位点位于两个结构域之间。SIRT3 具有
较强的脱乙酰功能，乙酰化修饰参与线粒体功能
调节的各个方面，包括三羧酸循环（TCA）、脂质
代谢、抗氧化和线粒体稳态 [7]。因此乙酰化修饰
对线粒体的命运至关重要。研究报道，线粒体中
SIRT3 可以直接与线粒体中至少 84 种蛋白相互作
用，参与线粒体生物学的多个方面，如维持线粒
体代谢稳定性，包括 TCA、脂肪酸氧化、氧化磷
酸化；线粒体动力学稳定，包括线粒体自噬、线

粒体融合和分裂、线粒体生物合成等维持线粒体
稳态以保护线粒体免受损伤。SIRT3 在线粒体功
能调节中发挥着至关重要的作用 [4-5]。线粒体是提
供细胞代谢所需能量的主要细胞器，SIRT3 也能
在调节三磷酸腺苷（ATP）的产生中发挥作用，调
节线粒体能量代谢和氧化还原平衡 [8]。
2　SIRT3 调控线粒体功能在心肌损伤中的作用机制
　　心脏是一个强大的肌肉泵，线粒体在心肌细
胞中含量丰富，线粒体氧化磷酸化产生 ATP 为心
脏的收缩和舒张供能 [9]，占90% 以上的能量供应。
线粒体功能障碍直接影响心肌细胞的收缩和舒张
功能，导致一系列心血管疾病 [10]，包括心肌梗
死、心力衰竭、心肌肥大等。SIRT3 主要参与维
持线粒体稳态、线粒体能量代谢，在心肌损伤中
起着不可替代的作用。本文将对 SIRT3 在心肌缺
血再灌注损伤、心力衰竭、心肌肥大、糖尿病心
肌病和其他因素诱导的心肌损伤中的作用机制进
行总结，以阐明 SIRT3 在心肌损伤中的重要作用，
机制简图如图 1 所示。

图 1　SIRT3 调控线粒体功能在心肌损伤中的作用机制简图（基于

Figdraw [4-5] 绘制）

Fig 1　Mechanism of SIRT3 regulating mitochondrial function in 
myocardial injury（Adapted from Figdraw[4-5]）

2.1　心肌缺血再灌注（I/R）损伤
　　心肌缺血可能是由于动脉粥样硬化斑块破裂
和血栓形成引起的，也可能是心肌供氧失衡导
致的 [11]，及时有效地再灌注治疗恢复血流是临床
上应对急性心肌缺血的治疗方法。然而，尽管及
时再灌注能够恢复心肌供血，但突然的血氧输送
会导致活性氧（ROS）的积累，造成细胞损伤。
线粒体被认为是 ROS 的主要来源，I/R 应激期间
ROS 生成异常，导致氧化还原稳态紊乱触发一系
列信号通路，诱导线粒体功能障碍，导致心脏不
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可逆损伤，而 SIRT3 可以通过调节底物代谢和炎
症维持氧化还原稳态，从而发挥心肌保护作用 [12]。
　　研究显示，sirt3 的缺失会加重心肌缺血诱
导的心功能障碍和细胞死亡，而过表达 sirt3 可
以减轻心肌缺血导致的心功能障碍，维持心脏
功能 [13-14]。在 sirt3 缺失的小鼠心脏中，线粒体
膜通透性增加，线粒体肿胀严重，同时电子传
递链（ETC）复合物Ⅱ活性降低，线粒体质量增
加，线粒体中 ROS 的产生增加，超氧化物歧化酶
2（SOD2）活性降低，导致线粒体蛋白的氧化损
伤增加 [15]，而 SIRT3 的上调可降低 SOD2 的乙酰
化，减少氧化应激和细胞凋亡，从而改善心肌 I/
R 损伤 [16-17]。同时，SOD2 的去乙酰化显著抑制 I/
R 诱导的自噬，并保留了自噬通量 [18]。而 SOD2
过度乙酰化导致 SOD2 活性的降低则会引起线粒
体裂变和融合失衡 [19]。另外，上调 SIRT3 蛋白的
表达，激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK），降低
过氧化物酶体增殖受体 γ 辅激活因子α（PGC-1α）
的乙酰化能够抑制线粒体氧化应激和细胞凋亡，
从而对 I/R 心脏发挥心肌保护作用 [20]。SIRT3 定
位于线粒体中，在调节线粒体功能中发挥关键
作用，除抗氧化应激外，缺氧复氧（H/R）损伤
引发 H9c2 心肌细胞中线粒体自噬过度增强，而
SIRT3/ 叉头框蛋白 O3a（FOXO3a）信号通路的激
活，能够抑制线粒体自噬的过度增强，改善线粒
体功能障碍，保护心肌细胞 [21]。也有研究报道，
SIRT3 可被外泌体如 miR-503 激活，通过 PGC-1β/
核呼吸因子 1（NRF-1）和 SIRT3/ 丙酮酸脱氢酶
（PDH）/ATP 合酶信号通路触发线粒体功能障碍
和心肌细胞死亡 [22]。综上，在 I/R 中，SIRT3 主
要通过调节线粒体蛋白的乙酰化程度，降低氧化
应激水平和线粒体自噬来改善线粒体功能，进而
改善心肌缺血损伤。
2.2　心力衰竭
　　心力衰竭是一种复杂的临床综合征，是由多
种病因导致的心脏损伤代偿失败的终末结果。心
脏主要依赖线粒体中的氧化代谢来提供能量，长
期以来，无法有效产生和传递能量一直被认为是
连接线粒体功能障碍和心力衰竭的主要机制 [23]。
在慢性心力衰竭和病理性心肌肥大患者血浆中烟
酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氢（NADPH）含量降
低，而外源性的 NADPH 可以增加 SIRT3 的表达，
从而改善能量代谢，改善线粒体功能，促进 ATP
的产生，进而在病理性心肌肥大和心力衰竭中显
示出积极的正性肌力作用，该研究体现出 SIRT3
蛋白在病理性心肌肥大和心力衰竭中的重要作
用 [24]。Zhang 等 [25] 发现在主动脉弓缩窄（TAC）

诱导的心力衰竭心肌中 SIRT3 的表达降低，导致
心肌能量代谢关键酶 PDH 复合物和 ATP 合酶乙
酰化增加，酶活性降低，进而引起线粒体代谢功
能障碍。
　　在心力衰竭心脏中，线粒体稳态的破坏也是
心肌受损的主要原因之一。心肌梗死后心力衰竭
小鼠的线粒体自噬水平下降，并出现了不平衡的
线粒体融合 - 裂变动力学。增加 SIRT3 在线粒体
中的积累，能够激活 FOXO3a 的细胞核转导，激
活线粒体自噬，促进 PTEN 诱导性激酶蛋白 1
（PINK1）/ 帕金森病蛋白（Parkin）的表达，并通
过调节线粒体融合和分裂蛋白促进线粒体动力学
平衡，改善缺血诱发的心力衰竭 [26]。抑制 SIRT3
的表达与线粒体融合和裂变有着直接的相互作用，
促进 SIRT3 的表达，能够促进 TAC 诱导的心力衰
竭心脏中线粒体融合视神经萎缩蛋白 1（OPA1）
表达升高，促进线粒体融合机制，缓解压力超负
荷引起的心力衰竭 [27]。SIRT3 在射血分数保留型
心力衰竭（HFpEF）中也发挥着重要作用，其特
征是左心室肥厚和舒张功能障碍而左心室射血分
数保持不变。研究报道，HFpEF 心肌中线粒体功
能存在障碍，特异性敲除 sirt3 的小鼠表现出明显
的舒张功能障碍，表明心肌细胞 SIRT3 在 HFpEF
发病机制中具有保护作用 [28]。此外，SIRT3 的上
调，能够促进 PGC-1α 的信号传导，进而上调线
粒体转录因子 A（TFAM）和 NRF1 的表达，促进
线粒体生物合成，改善异丙肾上腺素诱导的心力
衰竭 [29]。因此，无论是在心肌梗死诱导的心力衰
竭、TAC 诱导的压力负荷型心力衰竭还是 HFpEF
中，SIRT3 调控的线粒体代谢功能和线粒体动力
学都发挥着重要作用。
2.3　心肌肥大
　　心肌肥大是心脏对负荷增加的反应，若未得
到适当干预，最终可能发展为严重的收缩功能障
碍和失代偿性心力衰竭。持续的心脏超负荷必然
导致高能量消耗，破坏了线粒体能量供应和心脏
能量需求的平衡。越来越多的研究表明，线粒体
功能障碍与病理性心肌肥厚相关。线粒体能量代
谢和线粒体蛋白质组成的显著变化等都可能加速
心肌肥大的发生和进展 [30]。
　　研究表明，SIRT3 通过调控过氧化物酶体生
物发生因子 5 的表达来缓解肥厚型心肌细胞的过
氧化物酶体异常，调节过氧化物酶体 - 线粒体的
相互作用，从而改善线粒体功能，维持线粒体稳
态，抑制心肌肥大 [31]。SIRT3 是 miR-214 的直接
靶标，miR-214 的过表达能够降低 SIRT3 的表达，
在血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）诱导的小鼠心肌肥大



3289

中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12

中 sirt3 的缺乏加剧了小鼠心肌肥大，而敲低 miR-
214 能够通过激活 SIRT3-FOXO3a 信号传导，上调
线粒体融合蛋白 2（Mfn2），平衡线粒体稳态，改
善线粒体功能，改善心肌肥大 [32]。在 TAC 诱导的
心肌肥大小鼠心肌组织中，SIRT3 能够通过促进
OPA1、PGC-1α 的表达，抑制线粒体动力相关蛋白
1（Drp1）的表达，改善线粒体稳态 [33]。有研究表
明，sirt3 过表达能够改善肥大心肌细胞的线粒体
能量代谢功能障碍 [34]。SIRT3 可以与聚腺苷二磷
酸核糖聚合酶 1（PARP-1）相互作用，过表达 sirt3
能够降低 PARP-1 的乙酰化水平和活性 [35]，增
加 FOXO3a 和 SOD2 的表达，降低过度的线粒体
ROS 的产生 [36]，抑制 AngⅡ诱导的心肌细胞的氧
化应激 [37]，缓解心肌肥大。SIRT3 被报道在阿霉
素（Dox）诱导的心肌肥大中也发挥着关键作用，
研究结果表明 SIRT3 可抑制线粒体功能和心肌细
胞死亡关键因子 Bcl-2/ 腺病毒 E1B 19kD 蛋白相互
作用蛋白 3 的表达，使心脏免受 Dox 诱导的心肌
肥大和线粒体功能障碍的影响 [38]。
2.4　糖尿病心肌病（DCM）
　　DCM 是由糖尿病引起的心功能受损，可发
展为心力衰竭，代谢紊乱是其基本病理特征 [39]。
研究表明，靶向 PARP1-NAD-SIRT3 轴为干预
DCM 的机制策略。在 DCM 小鼠心脏组织中，过
表达 ADP- 核糖基水解酶 1（Macrod1）显著抑
制 PARP1 的表达，减少 NAD 消耗，从而激活
SIRT3 的表达，发挥抗氧化应激的作用 [40]。Jin
等 [41] 研究了成纤维细胞生长因子 21（FGF21）在
DCM 改善作用中的机制。结果表明，FGF21 可
以通过诱导 AMPK/FOXO3/SIRT3 信号轴改善线
粒体功能和氧化应激。SIRT3 与 SIRT6 的相互作
用，能够保护心脏免受肥胖诱导的 DCM 的影响。
SIRT3 通过减少氧化应激来维持 SIRT6 水平，而 
SIRT6 通过上调核因子红系 2 相关因子 2（Nrf2）
依赖性 Sirt3 基因转录来维持 SIRT3 蛋白水平。
SIRT6 和 SIRT3 可以维持彼此的活性并保护心脏
免受 DCM 的侵害 [42]。DACH1 的内含子长链非
编码 RNA（LncDACH1）已被证明与心力衰竭和
心脏再生密切相关。Zhang 等 [43] 发现 LncDACH1
能够直接与 SIRT3 结合通过泛素化促进 SIRT3 的
降解，促进小鼠心脏中线粒体氧化损伤和细胞凋
亡，心肌纤维化和心肌肥大，加重 DCM。线粒
体自噬降解受损的线粒体并维持健康的线粒体，
对于糖尿病应激下心肌细胞的存活至关重要。哺
乳动物 Ste20 样激酶 1 是 Hippo 信号通路的关键
组成部分，通过抑制 SIRT3-Parkin 线粒体自噬信
号在 DCM 的进展中起关键作用 [44]。sirt3 的缺失

会导致 FOXO3a-Parkin 信号传导介导的线粒体自
噬下调，从而加剧糖尿病引起的心功能障碍 [45]。
此外，sirt3 的敲除还可能激活 NOD 样受体蛋白
3 炎症小体，促进坏死性凋亡，并最终加剧了链
脲佐菌素诱导的 DCM[46]。
2.5　其他心肌损伤
　　Dox 是一种对白血病、淋巴瘤和其他肿瘤有效
的蒽环类药物，但会对心脏产生毒性并引起一系
列心肌病，如心肌肥大、扩张型心肌病等。研究
发现 SIRT3 的激活与 Dox 诱导的心肌病（DICM）
改善有关。SIRT3 激活修复线粒体 DNA 损伤，保
护心脏免受 Dox 诱导的心肌肥大 [47]。DICM 心脏
中 SIRT3 下调，其下游转录因子 EB（TFEB）也
下调，溶酶体功能减弱，导致线粒体自噬通量下
降，破坏线粒体功能。激活 SIRT3/TFEB 信号通路，
可恢复自噬通量，保护心脏免受 Dox 损伤 [48]。同
时 SIRT3 的下调也增加了心肌细胞中参与氧化应
激的线粒体蛋白质乙酰化，促进氧化应激的发生，
增加线粒体 ROS 产生，导致线粒体功能障碍。而
sirt3 过表达能够调节细胞氧化应激，保护心脏功
能 [49-50]。据报道，miRNA 参与 Dox 诱导的 DICM
进展，miR-34a-5p 已被确定为 DICM 的早期诊断标
志；SIRT3 是 miR-34a-5p 的直接靶点，miR-34a-5p
能够通过调节 SIRT3 改善线粒体自噬和线粒体融合
分裂来缓解心肌细胞焦亡，进而改善 Dox 诱导的
扩张型心肌病 [51]。
　　高血压是心肌梗死和心力衰竭的主要危险因
素，线粒体功能障碍可导致高血压，SIRT3 在调
节与高血压相关的代谢和抗氧化功能方面至关重
要。高血压患者 SIRT3 的缺乏会促进内皮功能障
碍、血管肥大和血管炎症 [52]，影响血管生成而
加速高血压导致的心脏重构 [53]。研究表明，sirt3
过表达可以恢复淋巴管生成，减轻心脏损伤。
Zhang 等 [54] 发现 SIRT3 可能通过影响血管内皮
生长因子受体 3 和 ERK 通路，促进淋巴管生成，
改善 AngⅡ诱导的高血压心脏损伤。
　　脓毒性休克引起的急性心损伤是危重症患者
常见的心血管并发症。SIRT3 在脓毒症引起的心
肌损伤中也发挥着关键作用。已有研究报道，脓
毒症可诱导 SIRT3 表达降低，而 sirt3 的缺失导致
线粒体 TCA 中的关键酶过度乙酰化，导致心脏能
量代谢障碍 [55]。过表达 sirt3 能够激活 AMPK 介
导的线粒体生物发生信号通路，维持线粒体氧化
还原稳态，维持线粒体呼吸，抑制细胞凋亡，减
少脓毒症诱导的心肌损伤 [56]。
　　综上，SIRT3 在心肌损伤中扮演着重要角色，
在各种因素诱导的心肌损伤中，SIRT3 通过调节
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不同的信号通路，维持线粒体功能，改善心肌损
伤导致的心功能障碍。因此，靶向 SIRT3 调控线
粒体功能可能成为干预心肌损伤导致的心脏疾病
的一个重要的治疗策略。
3　中药干预 SIRT3 调节线粒体功能发挥心肌保
护作用
　　中药对于心肌梗死、心力衰竭等心血管疾病
治疗效果显著，可有效控制心血管危险因素且具
有良好的安全性。在病理机制上，中药因其多成

分 - 多靶点的优势，可通过多组分配伍发挥疗效。
由于心血管疾病复杂的致病机制和西医疗效的
减弱，现代医学联合中医治疗心血管疾病的模式
已在中国被确立为主要方法，甚至部分以中医为
主 [57]。从中药的角度，基于 SIRT3 对心肌损伤的
改善作用，一些中药单体化合物已被报道可以作
为 SIRT3 的激活剂，用于心肌病的治疗，而中药
复方或中药制剂也能够通过调控 SIRT3 的表达来
改善线粒体功能改善受损心肌。汇总情况见表 1。

表 1　中药调控 SIRT3 介导的线粒体功能在心肌损伤中的作用 
Tab 1　Role of TCM in modulating SIRT3-mediated mitochondrial function in myocardial injury

中药 靶点 / 信号通路 功能 疾病 参考文献

总丹酚酸注射液 SIRT1/SIRT3 氧化应激 I/R [59]
淫羊藿次苷 Nrf2/SIRT3 线粒体动力学 I/R [61]
白藜芦醇 SIRT3/TFAM 线粒体质量控制 I/R、DCM [63，81]
枸杞多糖 SIRT3 氧化应激 I/R [64]
土贝母苷甲 SIRT3 氧化应激 I/R [65]
苓桂术甘汤 SIRT3、Mfn2、PGC-1α、PPAR-γ、p-Drp-1 线粒体动力学和氧化应激 HF [66]
附子联合生姜 PPAR-α、PGC-1α、SIRT3 能量代谢 HF [70]
大豆苷元 SIRT3/FOXO3a 能量代谢 HF [68]
大黄素 SIRT3/PGC-1α 氧化应激 心肌肥大 [74]
大蒜 SIRT3/MnSOD 线粒体生物合成 DCM [77]
和厚朴酚 SIRT3/MnSOD/MFN1/OPA1、DRP1 氧化应激 / 能量代谢 DCM [75-76，78]
淫羊藿苷 Apelin/SIRT3/PGC-1α、Mfn2 和 Cyt-b 线粒体动力学 DCM [79]
红景天苷 SIRT3/AMPK/PGC-1α/TFAM 线粒体生物合成 DCM [80-81]

3.1　靶向 SIRT3 中药在防治 I/R 损伤中的作用
　　总丹酚酸注射液（TSI）是丹参活性成分的
制剂。丹酚酸属于丹参中水溶性成分的一种，主
要作用于血管和心肌，具有保护心肌、抗氧化
等功效 [58]。在 I/R 心脏中，TSI 减轻了 I/R 诱导
的心肌损伤，这与氧化应激的抑制有关。TSI
可以上调 SIRT1/SIRT3，增加呼吸链复合酶Ⅰ
（ComplexⅠ）、复合酶 Ⅱ的亚基 NADH 氧化还原
酶辅酶 10 和琥珀酸脱氢酶的表达，揭示了 TSI 能
够作为一种抗氧化剂用于 ETC，缓解 I/R 引起的
心肌损伤 [59]。药理学研究表明，淫羊藿具有抗氧
化、抗炎等药理作用，临床上被广泛用于治疗心
血管疾病。在心肌梗死、心力衰竭、动脉粥样硬
化等心血管疾病中具有广泛的应用前景 [60]。淫羊
藿次苷Ⅱ（ICS Ⅱ）是淫羊藿中的活性成分之一，
研究报道，ICS Ⅱ可以通过激活 Nrf2/SIRT3 信号
通路促进线粒体融合，抑制线粒体裂变和氧化应
激来平衡线粒体动力学，减轻心肌梗死造成的心
肌损伤 [61]。白藜芦醇是一种多酚，具有广泛的药
理作用，如抗氧化、抗炎，具有心脏和神经保护
作用，还能够抗糖尿病、抗肿瘤等。SIRT3 是白藜
芦醇的上游信号分子之一 [62]。研究报道显示，白
藜芦醇增加 H/R 损伤的心肌细胞中 SIRT3 的表达，
改善线粒体融合 - 裂变平衡、线粒体自噬通量和线

粒体生物合成，在线粒体质量控制中有着重要作
用 [63]。此外，枸杞多糖可减轻 H/R 造成的心肌细
胞损伤，并上调 SIRT3 的表达，同时给予 SIRT3
抑制剂能够阻断枸杞多糖对 H9c2 心肌细胞的保护
作用 [64]。心脏 I/R 导致 SIRT3 表达和活性显著降
低，给予土贝母苷甲后能够上调 SIRT3 的表达和
活性，减弱氧化应激，改善心肌 I/R 损伤 [65]。
3.2　靶向 SIRT3 中药在防治心力衰竭中的作用
　　苓桂术甘汤已用于缺血性心血管疾病的临床
治疗，能够显著改善心功能，防止心肌梗死后的
心室重塑。苓桂术甘汤处理心肌梗死大鼠和氧糖
剥夺（OGD）损伤的 H9c2 心肌细胞后，能够逆转
缺血缺氧诱导的 SIRT3、Mfn2、PGC-1α、过氧化
物酶体增殖物激活受体 -γ（PPAR-γ）表达，降低
p-Drp-1 表达，改善线粒体动力学紊乱和氧化应
激。而给予 SIRT3 抑制剂后，阻断了苓桂术甘汤
的保护作用，表明苓桂术甘汤对心肌损伤的保护
作用是通过激活 SIRT3，保护线粒体功能，改善
心肌梗死后的心室重塑发挥的 [66]。附子与生姜的
联用是治疗心血管疾病的经典配伍，两者联用能
够增强心肌收缩力、降低心肌耗氧量、扩张血管
等，从而发挥抗心力衰竭的作用。Wen 等 [67] 证明
了附子联合生姜能够通过上调 PPAR-α、PGC-1α
和 SIRT3 的蛋白和基因表达，促进线粒体能量代
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谢，显著改善 Dox 诱导的心力衰竭导致的左心室
功能障碍。四氢姜黄素（THC）是姜黄素的主要
活性代谢产物，近年来其调节氧化应激和线粒体
功能的能力引起广泛关注 [68]。研究报道，THC 可
抑制心肌梗死（MI）小鼠中 Nrf2 的核积累的减少
和 SIRT3 信号传导，减少 ROS 的产生，保护线粒
体功能，从而减轻 MI 后心肌的氧化应激，从而
改善心力衰竭 [69]。大豆苷元（DAI）是一种存在
于多种植物中的异黄酮，广泛用于治疗更年期综
合征、前列腺癌、乳腺癌、心脏病、心血管疾病
和骨质疏松症，具有抗氧化和抗炎特性。研究发
现，DAI 对心力衰竭也有改善作用，能够显著改
善 Dox 诱导的心功能下降，降低左室射血分数、
心脏炎症、氧化应激、细胞凋亡和纤维化。机制
上，DAI 通过调控 SIRT3 影响心脏能量代谢，并
在体内外实验中通过改善糖、脂、酮体代谢以及
恢复线粒体功能障碍来满足心脏对 ATP 的需求。
此外，DAI 可通过 SIRT3/FOXO3a 通路发挥抗氧
化作用，减轻心力衰竭 [70]。
　　心肌纤维化是多种心血管疾病转化为心力衰
竭的重要病理过程。黄芪生脉饮可以抑制异丙肾
上腺素诱导的心功能障碍，并能上调 SIRT3 的表
达，抑制转化生长因子 -β1/Smad 信号通路，改善
心肌纤维化，阻断心力衰竭的发展 [71]。
3.3　靶向 SIRT3 中药在防治心肌肥大中的作用
　　槲皮素是一种天然黄酮醇，在体内外都可以
防治心肌肥大。槲皮素能够显著抑制 AngⅡ诱导
的心肌细胞中 PARP-1 上调，减弱线粒体膜电位
去极化，恢复膜电位，逆转 SIRT3 的表达；敲低
sirt3 后，槲皮素的保护作用减弱，表明槲皮素通
过调节 SIRT3/PARP-1 信号通路在线粒体功能中
发挥保护作用 [72]。通脉养心通过上调 SIRT3 表
达来发挥抗心肌肥大作用。从通脉养心中鉴定出
的甘草异黄酮 A 可通过上调 SIRT3 的表达，降低
SOD2 蛋白的乙酰化改善去氧肾上腺素诱导的心肌
肥大。这些结果表明，甘草异黄酮 A 是一种潜在
的 SIRT3 激活剂，对心肌肥大具有治疗作用 [73]。
已有研究报道，中药大黄用于心力衰竭、心肌肥
大等慢性心脏病的治疗，其活性成分之一大黄素
对 TAC 或异丙肾上腺素诱导的心肌肥大小鼠和
去氧肾上腺素损伤的心肌细胞有保护作用，可通
过激活 SIRT3，进而调控上下游信号通路，保护
线粒体功能，改善心肌肥大 [74]。和厚朴酚来源于
木兰科，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等特性。研
究表明，和厚朴酚是 SIRT3 的激活剂，通过激活 
SIRT3，促进 SOD2 的去乙酰化，上调 Mfn1/OPA1
表达水平，下调 DRP1 表达，促进线粒体融合和

裂变平衡，减轻线粒体损伤 [75]，同时也减少线粒
体中蛋白的乙酰化，阻断心肌肥大的发展，并能
抑制成纤维细胞分化，发挥抗纤维化作用 [76]。
3.4　靶向 SIRT3 中药在防治 DCM 中的作用
　　大蒜可以激活 DCM 心脏中 SIRT3 的表达，
促进线粒体生物发生，促进 SOD2 的去乙酰化，
降低 ROS 的水平，改善线粒体功能障碍 [75]。和厚
朴酚具有心肌保护作用，不仅能够抑制心肌肥大
和心肌纤维化，还能够通过增加 ATP 的合成，改
善线粒体能量代谢，改善 DCM[78]。淫羊藿苷被
证明在 DCM 的治疗中发挥作用，显著激活 DCM
小鼠或高糖诱导的心肌细胞中被抑制的脂肪细胞
因子艾帕素（Apelin）和 SIRT3，上调 PGC-1α、
Mfn2 和线粒体 DNA 细胞色素 b（Cyt-b）线粒体
相关蛋白的表达水平，恢复线粒体膜电位，维持
线粒体稳态，并抑制细胞凋亡减少心肌纤维化，
延缓 DCM 的发展 [79]。红景天苷和白藜芦醇可减
轻高脂饮食联合链脲佐菌素诱导糖尿病小鼠的心
功能障碍，直接或间接激活 SIRT3 并通过激活
AMPK/PGC-1α/TFAM 信号通路，降低 TFAM 的
乙酰化，促进线粒体生物发生，改善线粒体功能，
进而改善 DCM[80-81]。
4　总结与展望
　　本文对 SIRT3 调节线粒体功能在心肌损伤中
的作用机制进行总结，并梳理了已知中药复方及
单体活性成分通过调节或靶向 SIRT3 在心肌损伤
中的有益作用。线粒体为心脏提供收缩舒张的能
量和动力，线粒体功能障碍是参与心血管疾病发
展的重要机制。SIRT3 作为一个具有强脱乙酰作
用的酶存在于线粒体中，可通过脱乙酰化线粒体
蛋白，调节 ATP 的产生，抑制 ROS 的生成，改
善线粒体氧化应激和能量代谢；同时也参与 TCA
和 ETC 线粒体复合物的合成，调节线粒体呼吸。
此外，SIRT3 可以调节线粒体动力学，维持线粒
体稳态。当线粒体受损时，SIRT3 激活线粒体自
噬清除受损线粒体，促进受损线粒体的分裂和健
康线粒体的融合，维持线粒体数量和质量，同时
线粒体受损严重还可以促进线粒体的生物合成，
因此靶向 SIRT3 有望成为治疗心肌损伤引起的心
脏疾病的又一策略。
　　中医药在治疗心血管疾病方面具有较大的潜
力，本文归纳了调节或靶向 SIRT3 改善心肌损伤
的中药复方和单体化合物，旨在强调具有中药激
活 SIRT3 调控线粒体功能改善心肌损伤对于心血
管疾病的重要作用及广泛前景。目前靶向 SIRT3
抗心肌损伤的临床试验较少，尽管运用动物与细
胞的实验尽可能地接近临床，但在指导临床用药
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方面依然面临着巨大的挑战。此外，线粒体在治
疗各种心肌损伤相关的心血管疾病中扮演着重要
的角色，SIRT3 参与了线粒体生物学各个方面。
在未来的研究中，开发 SIRT3 激活剂及创新中药
抗心肌损伤治疗心血管疾病具有广阔的研究价值
和社会效益。
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天然法尼醇 X受体激动剂对腹泻型肠易激综合征的治疗潜力

孙聪颖，钟鑫勤，赵玉翠，袁思宇，祝世晓，王小莹*（天津中医药大学 中药学院，天津　301617）

摘要：受饮食习惯、社会和心理压力等因素的影响，腹泻型肠易激综合征在国内的患病率越来

越高，其中不少患者伴随胆汁酸代谢异常。法尼醇 X 受体（FXR）是参与胆汁酸代谢的关键受

体，可以调控胆汁酸合成。本文总结了对腹泻型肠易激综合征具有潜在治疗作用的天然 FXR
激动剂，其药理作用主要包括改善临床症状，调节胆汁酸代谢，改善肠屏障损伤以及调节肠

道菌群。天然 FXR 激动剂有望成为治疗伴胆汁酸代谢异常腹泻型肠易激综合征的潜力药物。

关键词：腹泻型肠易激综合征；FXR 激动剂；胆汁酸代谢；肠屏障损伤；肠道菌群
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Therapeutic potential of natural Farnesoid X receptor agonists for irritable 
bowel syndrome with diarrhea
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(College of Traditional Chinese Medicine, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  
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Abstract: Affected by dietary habits, social and psychological pressure and other factors, the irritable 
bowel syndrome with diarrhea in China is getting more prevalent. Many patients are accompanied by 
abnormal bile acid metabolism. Farnesoid X receptor (FXR) is a key receptor involved in the bile acid 
metabolism and can regulate bile acid synthesis. This article summarized the potential therapeutic 
effect of natural FXR agonists on irritable bowel syndrome with diarrhea, which mainly included 
improving clinical symptoms, regulating bile acid metabolism, improving intestinal barrier damage, 
and regulating intestinal flora. Natural FXR agonists are expected to be potential drugs for irritable 
bowel syndrome with diarrhea with abnormal bile acid metabolism. 
Key words: irritable bowel syndrome with diarrhea; Farnesoid X receptor agonist; bile acid 
metabolism; intestinal barrier injury; intestinal flora
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　　腹泻型肠易激综合征（irritable bowel syndrome 
with diarrhea，IBS-D）是一种以腹泻和持续性腹痛
为主要症状的功能性肠病，对人们的生活质量造
成了严重的影响 [1]。据统计，超过 25% 的 IBS-D
患者伴有胆汁酸代谢异常 [2]，表现为粪便总胆汁
酸量增加、初级胆汁酸比例升高，并与结肠传输
速率、粪便 Bristol 评分、排便次数以及内脏超敏
反应相关 [3-4]。法尼醇 X 受体（farnesoid X receptor，
FXR）作为胆汁酸受体参与机体内多种生理功能，
是核受体超家族的成员之一 [5]。FXR 的一个重要
生理功能是参与胆汁酸的负反馈调节，调控胆汁

酸合成，因此 FXR 激动剂被用于治疗胆汁酸代谢
异常相关疾病。近年来研究发现，天然 FXR 激动
剂不仅可以治疗胆汁酸代谢异常，对 IBS-D 也有
潜在的治疗作用。因此，本文归纳了对伴胆汁酸
代谢异常 IBS-D 有潜在治疗作用的天然 FXR 激动
剂，旨在为临床开发利用新的治疗药物提供参考。
1　胆汁酸合成与代谢

　　胆汁酸以胆固醇为原料在肝脏中合成，其合成
途径分为经典途径和替代途径。如图 1 所示，经
典途径由 CYP7A1 启动，经 CYP8B1 和 CYP27A1
作用后产生胆酸（cholic acid，CA）和鹅脱氧胆
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酸（chenodeoxycholic acid，CDCA）。替代途径由
CYP27A1 启动，经 CYP7B1 作用后产生 CDCA[6]。
其中 CYP8B1 促进胆酸形成可以决定胆酸与 CDCA
的比例。在肝细胞中，大多数游离胆汁酸经酶作用
后与甘氨酸或牛磺酸结合形成结合型胆汁酸，通过
胆盐输出泵（bile salt export pump，BSEP）从肝脏
分泌到胆管中 [7]。而硫酸化或葡糖醛酸化的胆汁酸
经甘氨酸或牛磺酸结合后，通过多药耐药相关蛋白
（multidrug resistance-associated protein，MRP）2 从
肝脏分泌到胆管中 [8]。

图 1　胆汁酸的合成与代谢

Fig 1　Synthesis and metabolism of bile acids

　　胆囊收缩将胆汁释放到肠腔后，大部分胆
汁酸在回肠末端经顶端钠依赖性胆汁酸转运蛋
白（apical sodium-dependent bile acid transporter，
ASBT）重吸收 [9]，与回肠胆汁酸结合蛋白（ileal 
bile acid-binding protein，IBABP）结合后通过肠
上皮细胞转运到基底外侧膜，在有机溶质转运蛋
白（organic solute transporter，OST）α-Ostβ 复 合
体的作用下向门静脉转运 [10]，回到肝脏完成肝 -
肠循环。
　　到达结肠的胆汁酸经胆盐水解酶（bile salt 
hydrolases，BSH）和 7α- 脱羟基酶去结合后形成
次级胆汁酸脱氧胆酸（deoxycholic acid，DCA）和
石胆酸（lithocholic acid，LCA）[7]，CDCA 还可被
羟基类固醇脱氢酶（hydroxysteroid dehydrogenase，
HSDH）转化为熊去氧胆酸（ursodeoxycholic acid，
UDCA）[11]。在结肠中，Bacteroides、Clostridium、
Lactobacillus、Bifidobacterium 和 Listeria 等多种微

生物表达 BSH，参与胆汁酸解偶联 [12]。厚壁菌门
成员 Clostridium 和 Eubacterium 则具有 7α- 脱羟基
酶作用 [13]。结肠中的游离胆汁酸经被动扩散重吸
收回到肝脏或随粪便排出，其中 DCA 和 LCA 占
粪便总胆汁酸的 80% ～ 90%[14]，葡糖醛酸化或硫
酸化的胆汁酸通过 MRP2 随尿液排出 [15]。
2　FXR与 IBS-D
　　FXR 参与 IBS-D 的机制如图 2 所示。FXR 与配
体结合后，以单体或与 9- 顺式维甲酸受体（9-cis-ret-
inoic acid receptor，RXR）形成异二聚体的形式与多
种 DNA 元件结合，调控下游基因的转录 [16]。当机
体内胆汁酸池增大时，胆汁酸激活 FXR 诱导小异二
聚体伴侣（small heterodimer partner，SHP）1 表达，
进而抑制 CYP7A1 基因表达 [17]。肠道 FXR 可以直接
诱导成纤维细胞生长因子（fibroblast growth factor，
FGF）19 产生，FGF19 通过门静脉循环进入肝脏激
活 FGFR4，经 cJun N-JNK 途径抑制 CYP7A1 基因
表达，减少胆汁酸合成 [18]。研究发现，与健康对照
组相比，IBS-D 患者血清中 FGF19 的含量较低 [19]，
说明由 FXR 介导的 FGF19-FGFR4-JNK 负反馈调节
通路在 IBS-D 患者中可能受到了抑制，从而导致胆
汁酸代谢异常，促进了 IBS-D 的发展。肠道中过量
的胆汁酸可以诱导内脏超敏反应发生。Li 等 [20] 发
现肠道胆汁酸激活 FXR 后，通过 MKK3/6-p38- 丝
裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，
MAPK）- 核 因 子κB（nuclear factor kappa-B，NF-
κB）途径，诱导肠黏膜肥大细胞分泌神经生长因子
（nerve growth factor，NGF），NGF 与高亲和力受
体酪氨酸激酶（tyrosine kinase，Trk）A 结合，进一
步诱导伤害性背根神经节上的瞬时受体电位香草酸
（transient receptor potential vanilloid，TRPV）1 表达，
导致内脏超敏反应发生。因此，减少肠道中的胆汁
酸含量对于缓解内脏超敏反应具有重要意义。
3　天然 FXR激动剂对 IBS-D的潜在药理作用

　　胆汁酸是内源性天然 FXR 激动剂，其中作
用最强的是 CDCA，其次是 DCA 和 LCA[21]。外
源性天然 FXR 激动剂主要来自植物、微生物等。
本文总结了外源性天然产物中的 FXR 激动剂，
主要包括黄酮类、萜类及甾体、生物碱类、酚类
衍生物等化合物，其对伴胆汁酸代谢异常 IBS-D
的作用机制包括调节胆汁酸代谢、保护肠道屏障、
调节肠道菌群以及改善临床症状等，如表 1 所示。
3.1　缓解 IBS-D 临床症状

3.1.1　生物碱类 FXR 激动剂　小檗碱（berberine）
又名黄连素，是生物碱类 FXR 激动剂 [22]。小檗碱
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可以激活肠道 FXR 受体信号通路，上调肠道 FXR
及其靶基因表达，但在 FXR 基因敲除小鼠中小
檗碱的治疗作用消失，证明小檗碱可能靶向激活
FXR 受体产生效应 [23]。每日给予 IBS-D 患者小檗
碱 400 mg，与安慰剂组相比，治疗 8 周后患者的
腹泻、腹痛减轻，急便次数显著减少，焦虑和抑
郁情况显著改善，生活质量大大提高且未出现不
良反应 [24]。小檗碱可以通过 μ、δ- 阿片受体作用
逆转 IBS-D 小鼠肠道运动过度、分泌过多和伤害
性感受，并增加了小鼠肠道和大鼠胎脑皮层神经
元中的 μ、δ- 阿片受体表达 [25]。离体实验显示，小
檗碱可抑制神经递质引起的结肠纵行平滑肌收缩，
包括乙酰胆碱激动剂（卡巴胆碱）、NOS 抑制剂
（L-NAME）和 P2Y1 受体拮抗剂（MRS2500）[26]。
这些研究表明，小檗碱可以抑制肠道过度收缩、
减少肠道分泌、缓解内脏超敏反应，有效改善
IBS-D 的临床症状。

图 2　FXR 参与 IBS-D 的机制

Fig 2　Mechanism of FXR involved in IBS-D

表 1　天然 FXR激动剂对 IBS-D的主要作用及机制 
Tab 1　Main effect and mechanism of natural FXR agonists on IBS-D

分类 天然 FXR 激动剂 主要作用及机制

黄酮类 黄腐醇 具有抗焦虑和抑郁作用；改变菌群分布，丙酸盐水平 ↑

橙皮苷 CYP7A1、CYP27A1↓

licraside SHP↑，胆汁酸水平 ↓

EGCG 血清促炎因子 ↓；炎症相关菌丰度 ↓，益生菌丰度、短链脂肪酸含量 ↑

萜类及甾体 alisol B 23-acetate SHP↑，CYP7A1、CYP8B1↓；结肠促炎因子 ↓，NF-κB/MAPK/TLR/MyD88 和 TLR4-NOX1/ROS 通路 ↓，
肠 TJ 蛋白 ↑；致病菌 Klebsiella 和 Citrobacter 丰度 ↓，益生菌丰度、菌群多样性 ↑

咖啡醇 CYP7A1、CYP27A1 和 CYP7B1 基因表达 ↓

二氢青蒿素 CYP7A1 基因表达、CA 和 CDCA↓；CD4 ＋ T 细胞、Th 细胞、促炎因子 ↓，Treg 细胞、肠 TJ 蛋白 ↑；
致病菌丰度 ↓，益生菌丰度、菌群多样性 ↑

齐墩果酸 SHP 基因表达 ↑，CYP7A1 基因表达、胆汁酸水平 ↓；TGR5 基因表达、TLR4 表达 ↓，肠 TJ 蛋白 ↑

胡黄连苷Ⅱ CYP7A1、CYP8B1↓；依赖 TLR4 的 PI3K/AKT/NF-κB 通路 ↓；益生菌丰度 ↑，致病菌 Helicobacte、
Escherichia_Shigella 丰度 ↓

人参皂苷 Rg1 促炎因子、TLR4/MyD88 通路、Th 细胞 ↓，抑炎因子、Treg 细胞 ↑；益生菌丰度 ↑，致病菌 Odoribacter
和 Turicibacter 丰度 ↓，血清吲哚 -3- 甲醛、吲哚 -3- 乳酸、3- 吲哚丙酸和烟酰胺水平 ↑

薯蓣皂苷 TLR4/MyD88/NF-κB 通路、促炎因子 ↓，抑炎因子、回肠杯状细胞、肠 TJ 蛋白 ↑；菌群多样性、

Lachnospiraceae、Ruminococcaceae 丰度 ↑，Escherichia coli 丰度 ↓

京尼平苷酸 NF-κB 通路、促炎因子 ↓，肠 TJ 蛋白 ↑；菌群丰富度和多样性、Bacteroidetes 丰度 ↑

熊果酸 肠 TJ 蛋白 ↑，回肠炎性细胞浸润、NF-κB 通路 ↓

环黄芪醇 SphK/MIP-1α/miR-143 通路 ↓

生物碱类 小檗碱 改善腹泻、腹痛、排便急迫、焦虑和抑郁等症状；粪便 UDCA、DCA 比例 ↑，肠道 FXR、TGR5 表达 ↑；
肝脏 CYP7A1↓ 和 TGR5 表达 ↓；结肠黏蛋白、A20 基因表达 ↑，TNF-α/NF-κB/MLCK 通路 ↓；益生菌丰

度 ↑，致病菌 Alloprevotella 和 Eisenbergiella 丰度 ↓，乙酸、丁酸、戊酸水平 ↑

酚类衍生物 五味子甲素 具有抗抑郁作用；肠上皮细胞活力、肠 TJ 蛋白 ↑，NF-κB、MAPK、ROS、促炎因子、CD4 ＋ T 细胞 ↓

葡萄内酯 CYP7A1、CYP8B1↓；促炎因子、MPO 活性、TLR4/NF-κB 信号通路 ↓，肠 TJ 蛋白、短链脂肪酸水平 ↑

nelumal A 肠道 FXR、SHP、FGF15 基因表达，肝脏 FGFR4 基因表达 ↑，CYP7A1 基因表达 ↓；结肠 TNF-α↓，过氧

化氢酶、GPX、SOD、肠 TJ 蛋白 ↑

yangonin SULT2A1 基因表达 ↑，CYP7A1、CYP8B1 基因表达 ↓
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3.1.2　黄酮类 FXR 激动剂　黄腐醇（xanthohu-
mol）为黄酮类 FXR 激动剂，在啤酒花中含量丰
富，可以剂量依赖性地诱导 BSEP 启动子驱动的
荧光素酶活性 [27]。研究显示，黄腐醇可显著改
善大鼠早期应激诱导的抑郁和焦虑样行为，降
低血浆皮质酮水平，升高脑源性神经营养因子
（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）水平，
从而发挥抗抑郁作用 [28]。
3.1.3　酚类衍生物 FXR激动剂　五味子甲素（deoxy-
schizandrin）来源于中药五味子，是木质素类 FXR 激
动剂，双荧光素酶报告基因和环磷酸腺苷（cAMP）
测定将其鉴定为 FXR 激动剂，可激活 FXR 信号通
路 [29]。五味子甲素可以减轻慢性不可预知应激诱
导的小鼠抑郁样行为，影响 Toll 样受体 4（Toll like 
receptor 4，TLR4）/NF-κB/NOD 样受体热蛋白结构域
相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal protein domain 
associated protein 3，NLRP3）炎症小体途径，通过谷
氨酸受体（glutamate receptor，GluR）/ 突触后致密区
95（postsynaptic density-95，PSD95）级联反应改善树
突棘密度，达到抗抑郁作用 [30]。
3.2　调节胆汁酸的合成与代谢

3.2.1　黄酮类 FXR 激动剂　橙皮苷（hesperidin）
主要来源于柑橘属果皮，分子对接模型预测橙皮
苷可与 FXR 结合，体外和体内实验证明橙皮苷可
以增加 FXR 的表达和活性，从而抑制胆汁酸合成
相关酶 CYP7A1 和 CYP27A1 的表达，进而抑制
肝脏胆汁酸合成 [31]。Licraside 来源于中药甘草，
分子对接方法和双荧光素酶报告基因测定法证明
licraside 通过激活 FXR 上调下游蛋白 SHP 表达，
进而抑制胆汁酸合成，降低胆汁酸水平 [32]。
3.2.2　萜类及甾体 FXR 激动剂　Alisol B 23-acetate
来源于中药泽泻，可以激活肝脏 FXR，诱导 SHP
表达，抑制肝脏 CYP7A1 和 CYP8B1 活性，从而
减少胆汁酸合成，调节胆汁酸分布 [33-34]。咖啡醇
（cafestol）主要来源于咖啡豆，作为 FXR 激动剂
配体可以增加肠道中 FXR 靶基因的表达 [35]，下调
小鼠肝脏中 CYP7A1、CYP27A1 和 CYP7B1 基因的
表达，从经典途径和替代途径来抑制胆汁酸的合
成 [36]。二氢青蒿素（dihydroartemisinin）主要来源
于植物黄花蒿，可以激活 FXR 抑制肝脏 CYP7A1 基
因表达，降低 CA 和 CDCA 水平 [37]。然而，FXR 拮
抗剂及 FXR 基因沉默可以消除或减弱二氢青蒿素的
效应，说明二氢青蒿素可以特异性激活 FXR 发挥作
用 [38]。齐墩果酸（oleanolic acid）主要来源于油橄榄
树，与 FXR 的配体结合域（ligand binding domain，

LBD）结合，阻断其与共激活因子 SRC-3 相互作用
的能力，并适当增强 FXR 靶基因 SHP 的表达 [39]，
进而抑制 CYP7A1 基因表达，降低胆汁酸水平 [40]。
胡黄连苷Ⅱ（picrosideⅡ）来源于植物胡黄连，可
以激活 FXR 通路，降低 CYP7A1 和 CYP8B1 表达，
减少胆汁酸合成；FXR 基因沉默消除了胡黄连苷Ⅱ
对胆汁酸代谢的调节作用，且双荧光素酶报告基因
测定结果表明 FXR 被胡黄连苷Ⅱ激活 [41]。
3.2.3　生物碱类 FXR 激动剂　研究发现，小檗
碱可以上调结肠炎小鼠中产生 BSH 的 Lactobacil-
lus 和 Roseburia 的丰度，增加粪便中次级胆汁酸
UDCA 和 DCA 的比例，抑制肝脏 CYP7A1 和武田
G 蛋白偶联受体 5（takeda G protein-coupled receptor 
5，TGR5）蛋白表达，上调肠道 FXR 和 TGR5 蛋
白水平，负反馈抑制胆汁酸合成，但在肠道菌群
耗竭的结肠炎小鼠中无法发挥此作用，说明小檗
碱对胆汁酸代谢的调节作用依赖于肠道菌群 [42]。
3.2.4　酚类衍生物 FXR 激动剂　葡萄内酯（aurap-
tene）是一种来自柑橘属的香豆素类化合物，可以
通过激活 FXR 抑制肝脏中 CYP7A1 和 CYP8B1 的
表达来减少胆汁酸合成 [43]，FXR 拮抗剂和 FXR
基因沉默可以消除葡萄内酯对肝脏的效应 [44]。
Nelumal A 来源于植物莲叶橐吾，双荧光素酶报告
基因检测结果显示 nelumal A 可与 FXR 的 LBD 结
合，且表现出较强的活性 [45]。Nelumal A 可以上调
结肠炎小鼠肠道中 FXR、SHP 和 FGF15 基因表达，
上调肝脏中 FGFR4 基因表达，下调 CYP7A1 基因
表达，从而抑制胆汁酸合成 [46]。Yangonin 来源于
卡瓦胡椒，可以通过激活 FXR 诱导磺基转移酶家
族（sulfotransferase family 2A1，SULT2A1）基因表
达，抑制 CYP7A1 和 CYP8B1 基因表达，从而改善
胆汁酸稳态 [47]。体外证据表明，当 FXR 被沉默后，
yangonin 诱导的转运体和酶的变化被消除 [48]。
3.3　改善肠屏障损伤

3.3.1　黄酮类 FXR 激动剂　表没食子儿茶素 -3- 没
食子酸酯（epigallocatechin-3-gallate，EGCG）主要
来源于植物茶树，EGCG 可以特异性激活 FXR 诱
导靶基因表达，并对其他 FXR 激动剂具有拮抗作
用 [49]。EGCG 可以减弱 Clostridioides difficile 对小
鼠肠组织结构完整性和屏障功能的损害，降低血清
炎性因子白细胞介素（interleukin，IL）6 和肿瘤坏
死因子（tumor necrosis factor，TNF）α 水平，从而
减轻结肠炎症 [50]。
3.3.2　萜类及甾体 FXR 激动剂　动物实验显示，
alisol B 23-acetate 抑制结肠炎小鼠结肠组织中炎症因
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子 IL-6、TNF-α 和干扰素（interferon，IFN）γ 表达，
抑制炎症信号通路 NF-κB/MAPK/TLR/ 髓分化因子
（myeloid differentiation factor，MyD）88，上调肠道
紧密连接（tight junction，TJ）蛋白表达，降低肠道
通透性，维持肠屏障完整 [51]；体外实验显示，alisol 
B 23-acetate 可以抑制脂多糖（LPS）诱导的 Caco-2
细胞产生 IL-6、TNF-α 和 IL-1β，并抑制 TLR4-
NOX1/ 活性氧（reactive oxygen species，ROS）信号
通路，上调 TJ 蛋白表达，改善肠屏障功能障碍 [52]。
人参皂苷（ginsenoside）Rg1 来源于中药人参，具有
激活 FXR 调节其靶基因表达的效力 [53]。人参皂苷
Rg1 可以降低结肠中 IL-6、IL-33、TNF-α、IL-1β、
IL-17A 和 IFN-γ 水平，增加 IL-10 和 IL-4 水平，抑
制 TLR4/MyD88 通路改善肠道炎症，还可上调结
肠炎小鼠脾脏中调节性 T 细胞（regulatory T cell，
Treg）水平，下调辅助性 T 细胞（T helper cell，Th）
17 水平以维持肠道内稳态 [54-55]。二氢青蒿素通过促
进血红素加氧酶 -1 产生，诱导活化的 CD4＋ T 细胞
凋亡，恢复 Th/Treg 平衡发挥抗结肠炎作用 [56]。二
氢青蒿素还可减少肠道炎症细胞浸润，降低 TNF-α
和 IL-1β 表达，上调 TJ 蛋白表达，有效改善结肠炎
小鼠肠功能障碍 [57]。薯蓣皂苷（dioscin）富含于中
药山药中，通过氢键、疏水作用和静电作用直接靶
向 FXR，可以激活 FXR 对抗氧化应激 [58]。薯蓣皂
苷可抑制肠黏膜炎大鼠的 TLR4/MyD88/NF-κB 通
路，减少促炎因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的表达，
促进免疫调节介质 IL-10 产生，同时上调回肠杯状
细胞数量及 TJ 蛋白表达，保护肠黏膜屏障 [59]。京
尼平苷酸（geniposidic acid）主要来源于中药杜仲，
分子对接和双荧光素酶报告基因测定发现京尼平
苷酸可以激活 FXR 及其信号通路 [60]。京尼平苷酸
可以抑制结肠中 NF-κB 通路的激活，降低炎症因
子 IL-1β 和 TNF-α 表达，增强 TJ 蛋白表达以维持
结肠屏障完整性 [61]。研究显示，TGR5 基因表达上
调促进肠道细胞凋亡，补充适量齐墩果酸可以抑制
TGR5 基因的表达，减轻细胞凋亡，从而改善肠道
健康状况 [62]。此外，齐墩果酸还可维持肠道 TJ 蛋
白的表达和定位，保护肠道 TJ 屏障的完整性，并
抑制 TLR4 表达使 NF-κB 失活，下调 NF-κB 相关蛋
白，抑制 MAPK 通路中关键蛋白的磷酸化，有效减
轻肠道炎症的发展 [63]。研究发现，胡黄连苷Ⅱ具有
抗炎和抗氧化活性，通过抑制依赖 TLR4 的磷脂酰
肌醇 -3- 激酶（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K）/
蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）/NF-κB 通路，
改善肠屏障损伤 [64]。熊果酸（ursolic acid）在山茱

萸中含量较高，可通过调节 FXR 间接调控有机阴离
子转运多肽（organic anion transporting polypeptides，
OATP）1B3 的表达，沉默 FXR 后熊果酸的作用消
除 [65]。熊果酸可以显著上调肠道 TJ 蛋白表达，减
少回肠固有层炎性细胞浸润，降低肠组织中丙二醛
（malondialdehyde，MDA）、P67phox 和 NOX2 表
达，改善肠道氧化应激 [66]；并可下调 NF-κB 抑制蛋
白（inhibitor of NF-κB，IκB）α 磷酸化，减轻结肠炎
症反应 [67]。体外研究显示，熊果酸可以抑制 TNF-α
诱导 COLO 205 细胞产生 IL-8，活化 NF-κB 及磷
酸化 IκBα，还可抑制 LPS 诱导腹腔巨噬细胞产生
TNF-α、IL-6 和 IL-12，抑制 NF-κB 信号通路 [67]。环
黄芪醇（cycloastragenol）来源于中药黄芪，基因表
达、蛋白分析和分子对接实验均验证了环黄芪醇对
FXR 信号通路的激活 [68]。环黄芪醇通过抑制鞘氨醇
激酶（sphingosine kinase，SphK）/ 巨噬细胞炎症蛋
白（macrophage inflammatory protein，MIP）-1α/ 微
小 RNA-143（microRNA-143，miR-143）通路，减轻
肠道炎症和凋亡，改善结肠炎 [69]。
3.3.3　生物碱类 FXR 激动剂　研究显示，小檗
碱能明显改善结肠炎小鼠结肠组织中黏蛋白减
少，抑制肠道炎症反应，修复肠屏障损伤 [42]。小
檗碱还可上调 IBS-D 小鼠中 A20 基因的表达，抑
制 TNF-α/NF-κB/ 肌球蛋白轻链激酶（myosin light 
chain kinase，MLCK）通路的异常激活，保护肠上
皮紧密连接，修复 IBS-D 对肠上皮屏障的损伤 [70]。
3.3.4　酚类衍生物 FXR 激动剂　研究显示，葡
萄内酯可以抑制小鼠结肠组织中 NF-κB、TNF-α、
信号传导和转录激活因子 3（signal transducer and 
activator of transcription 3，STAT3）、核因子红细
胞系 2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2，Nrf2）、IL-6 和 IL-1β 表达，缓解结肠炎
症 [71]，还可抑制髓过氧化物酶（myeloperoxidase，
MPO）活性和 TLR4/NF-κB 信号通路的激活，上
调结肠 TJ 蛋白表达和短链脂肪酸（short chain fatty 
acids，SCFAs）水平，改善肠屏障损伤 [72]。五味
子甲素可以增加肠上皮细胞活力，恢复肠 TJ 蛋
白表达，阻断 NF-κB 向核内转运，抑制 IκBα 降
解和 NF-κB 活化，并可抑制 MAPK 活化和 ROS
增加，从而减少细胞凋亡 [73-74]。五味子甲素还可
降低结肠中炎性细胞因子的水平，抑制 CD4 ＋ T
细胞浸润，有效抑制细胞凋亡，缓解结肠炎小鼠
的肠道损伤 [75]。Nelumal A 可以降低结肠黏膜中
TNF-α 水平，上调过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化
物酶（glutathione peroxidase，GPX）、超氧化物歧
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化酶（superoxide dismutase，SOD）和 TJ 蛋白表
达，保护肠屏障功能 [46]。
3.4　调节肠道菌群

3.4.1　黄酮类 FXR 激动剂　EGCG 可以减少肠道
炎症相关的肠球菌科（Enterococcaceae）和肠杆
菌科（Enterobacteriaceae）丰度，增加产生短链脂
肪酸的乳杆菌科（Lactobacillaceae）和毛螺菌科
（Lachnospiraceae）丰度，并提高盲肠中短链脂肪
酸水平，调节肠道免疫功能 [50]。EGCG 还可富集
Akkermansia，增加短链脂肪酸的产生，促进肠道
抗炎、抗氧化状态 [76]。黄腐醇可以调节抑郁大鼠
肠道 Lachnospiraceae、Asteroplasma 和 Coprococcus
的丰度，回调细菌代谢产物丙酸盐的水平 [28]。
3.4.2　萜类及甾体 FXR 激动剂　Alisol B 23-ace-
tate 可以增加结肠炎小鼠肠道菌群多样性，减少
致病菌 Klebsiella 和 Citrobacter 丰度，增加益生
菌 Bacteroides、Lactobacillus 和 Alloprevotella 丰
度 [51]。二氢青蒿素可以增加结肠炎小鼠肠菌多
样性，上调拟杆菌门（Bacteroidetes）和疣微菌门
（Verrucomicrobia）丰度，下调厚壁菌门（Firmic-
utes）和变形菌门（Proteobacteria）丰度，恢复结
肠炎小鼠的菌群组成 [57]。薯蓣皂苷调节肠黏膜炎
大鼠的菌群结构，恢复其多样性及 Firmicutes 和
Proteobacteria 的比例，降低 Escherichia coli 丰度，
促进 Lachnospiraceae 和瘤胃球菌科（Ruminococca-
ceae）生长，减少黏膜损伤 [59]。结肠炎小鼠给予京
尼平苷酸治疗后改变了菌群的丰富度和多样性，
显著增加 Bacteroidetes 丰度 [61]。人参皂苷 Rg1 可
以调节结肠炎小鼠菌群结构，增加益生菌 norank_
f_Muribaculaceae、Akkermansia 和 Lactobacillus 丰
度，减少致病菌 Odoribacter 和 Turicibacter 丰度，
并调节微生物色氨酸代谢，升高血清中吲哚 -3-
甲醛、吲哚 -3- 乳酸、3- 吲哚丙酸和烟酰胺水平，
缓解结肠炎症 [77]。胡黄连苷Ⅱ通过升高 Lactoba-
cillus 和 Prevotella 的相对丰度，降低 Helicobacte
和 Escherichia_Shigella 的相对丰度，改善肠屏障
损伤 [64]。
3.4.3　生物碱类 FXR 激动剂　小檗碱增加结肠炎
小鼠中益生菌 Lactobacillus、Lactococcus、Butyr-
icicoccus、Roseburia 和 Tyzzerella 的相对丰度，降
低致病菌 Alloprevotella 和 Eisenbergiella 的相对丰
度，并逆转了乙酸、丁酸和戊酸的下调 [42]。
3.4.4　酚类衍生物 FXR 激动剂　葡萄内酯通过
增加 Lactobacillaceae、Allobaculum 和 Oscillospira
等有益菌的数量，降低有害菌的数量，提高了结

肠炎小鼠肠道菌群的多样性 [72]。
　　上述研究表明，天然 FXR 激动剂可以改善
肠道微生物群的组成，上调其丰富度和多样性，
通过调节菌群丰度及代谢产物发挥治疗作用。
4　讨论

　　临床证据显示，IBS-D 中有部分患者存在胆
汁酸腹泻（bile acid diarrhoea，BAD），胆汁酸增
强黏膜通透性，诱导水和电解质分泌，并可刺激
推进性高振幅结肠收缩来加速结肠转运 [78]。奥
贝胆酸和 tropifexor 等 FXR 激动剂已被用于治疗
BAD。奥贝胆酸可以减少胆汁酸合成，显著改善
BAD 患者的腹痛和腹泻症状，减少排便频率和腹
泻次数 [79]。Tropifexor 显著增加 BAD 患者血清中
FGF19 水平，降低 C4 水平，显著延长结肠排空
的时间 [80]。这些证据表明 FXR 激动剂可以作为
治疗伴胆汁酸代谢异常 IBS-D 的潜力药物。
　　当胆汁酸的肠肝循环出现障碍时，回肠胆汁
酸重吸收减少、FGF19 合成不足，导致结肠中胆
汁酸浓度过高，进而激活肠嗜铬细胞上的 TGR5
刺激 5- 羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）分
泌 [78]。5-HT 激活内源性初级传入神经元上的
5-HT4 受体，释放降钙素基因相关肽（calcitonin 
gene-related peptide，CGRP），胆汁酸也可以直接
激活肠神经元上的 TGR5，诱导 CGRP 释放 [81]。
CGRP 可以调节运动神经元上神经递质的释放，
影响肠道蠕动 [82]。此外，5-HT 激活肠道传入神
经元上的 5-HT3 受体可以诱导超敏反应 [83]。因此，
结肠中过度存在的胆汁酸可能是加重 IBS-D 患者
腹泻、腹痛等症状的重要因素。
　　天然 FXR 激动剂通过特异性激活 FXR，负
反馈抑制胆汁酸合成，可以有效降低胆汁酸水
平，减轻胆汁酸诱发的不良反应；部分天然 FXR
激动剂可以直接靶向肠道，减轻肠道炎症和氧化
应激，改善肠屏障损伤，抑或通过调节肠道菌群
间接发挥作用。总的来说，天然 FXR 激动剂是治
疗伴胆汁酸代谢异常 IBS-D 的潜力药物，进一步
发掘其药理机制和药用价值，有助于为 IBS-D 等
相关疾病的治疗提供有效方案。
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植物类天然产物改善对乙酰氨基酚致肝损伤 
作用机制的研究进展

王有根1，杨志慧2，杨秀鸿3，易吉平3，曾明1*（1. 中南大学湘雅公共卫生学院卫生毒理学系，长沙　410013；2. 

西安交通大学第一附属医院癌症中心，西安　710061；3. 湖南省职业病防治院，长沙　410021）

摘要：对乙酰氨基酚（APAP）是应用最广泛的解热镇痛药之一，过量服用可导致急性肝损伤，甚

至急性肝衰竭。近年来，植物类天然产物因具有多靶点、多途径、低毒性等优点，被广泛用于防

治药物性肝损伤的研究。因此，本文对 APAP 诱导肝损伤的发生情况和相关机制，以及植物类天

然产物改善 APAP 致肝损伤的作用机制研究进行综述，以期为防治 APAP 致肝损伤提供参考。

关键词：植物类天然产物；对乙酰氨基酚；肝损伤

中图分类号：R965，R283　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3304-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.026

Research progress in the mechanism of plant-derived natural products in 
ameliorating acetaminophen-induced liver injury
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Abstract: Acetaminophen (APAP) is a widely used antipyretic and analgesic drug, but its overdose 
may lead to acute liver injury or even acute liver failure. Recently, plant-derived natural products have 
attracted much attention in preventing and treating drug-induced liver injury for their potential multi-
target effects, multiple pathways, and low toxicity. This paper reviewed the incidence and mechanisms 
of APAP-induced liver injury, and the progress in the protective effects of plant-derived natural 
products against APAP-induced liver damage, to provide a reference for prevention and treatment of 
APAP-induced liver injury. 
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　　药物性肝损伤（drug-induced liver injury，DILI）
是指由药物或其代谢产物引起的肝脏毒性作用，进
而影响肝脏代谢、解毒、免疫调节、消化等重要功
能。除处方药外，包括生物制剂、中药、保健品、
膳食补充剂及其代谢产物在内的各种药物都可能导
致 DILI [1-2]。其中，对乙酰氨基酚（acetaminophen，
APAP）是一种解热镇痛药，在治疗剂量下具有良
好的治疗效果，是数百种非处方和处方药的主要
成分。但其过量服用可能会导致急性肝损伤（acet-
aminophen-induced liver injury，AILI）[3]。

　　天然产物主要包括植物、动物和矿物，其原
料药材是现代医学理论指导下使用的天然药用物
质、天然提取物及复合物等。植物类天然产物主
要包括多糖类、黄酮类、萜类、多酚类和生物碱
类等化合物 [4]，具有来源广、生物利用度高、不
良反应少、多靶点、多途径的优点 [5]。已有研究
表明，植物类天然产物具备抗肝损伤的生理活
性，如 Kong 等 [6] 发现青蒿琥酯能够通过调节肝
星状细胞铁蛋白吞噬介导的铁死亡来减轻四氯化
碳诱导的肝纤维化。因此，本文针对 AILI 的发生
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情况和致病机制，以及植物类天然产物改善 AILI
的相关作用机制进行综述，以期为研发防治 AILI
安全有效的药物提供新思路。
1　APAP致肝损伤的发生情况及机制
　　治疗剂量下的 APAP 通常是安全的，当 APAP
过量时则会导致肝损伤甚至急性肝衰竭。在美
国，每年约有 30 000 名患者因 APAP 肝毒性而入
院治疗，过量服用容易发生肝衰竭并导致肝移植
的转诊 [7]。虽然大多数 APAP 过量患者表现为症
状较轻的不良反应，如肝炎，无症状的谷丙转氨
酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）升高，但 APAP
肝毒性导致的急性肝衰竭约占急性肝衰竭诊断的
48%[8]。在我国，APAP 导致的急性肝衰竭仅占所有
DILI 的 5% 左右，并不是导致 DILI 的主要诱因 [9]。
但随着 APAP 和阿片类药物联合镇痛药的出现，以
及居民对解热镇痛药物的不规范使用，使更多的患
者面临 APAP 肝毒性的风险。由此可见，APAP 肝
毒性是一个重要的公共卫生问题。
　　正常情况下，APAP 经过血液循环后会在肝脏
中分别与葡糖醛酸基转移酶和硫基转移酶结合生成
无毒化合物，然后随尿液排出体外，此过程通常
可代谢 85% ～ 90% 的 APAP [8]；剩下 5% ～ 9% 的
APAP 在细胞色素 P450 酶（CYP450）系统中进行代
谢，其中以 CYP2E1 酶作用最为显著，生成高活性
毒性产物 N- 乙酰 - 对苯二酚亚胺（N-acetyl-p-benzo-
quinoneimine，NAPQI）[10]。服用治疗剂量的 APAP
时，NAPQI 会迅速与谷胱甘肽（GSH）结合而被解
毒为无害的代谢物，然后随尿液排出。
　　然而，当机体接触过量的 APAP 时，葡糖醛
酸化或硫酸化途径会饱和，使大量的 NAPQI 与
GSH 结合，造成 GSH 耗竭，从而导致 NAPQI 蓄
积 [11]。过量的 NAPQI 无法代谢排出，会进一步
与肝细胞中蛋白尤其是线粒体蛋白共价结合形成
蛋白加合物，其中一种重要的谷胱甘肽过氧化物
酶（GPx）被 NAPQI 加合后，其酶活性降低 60%，
从而诱导线粒体发生氧化应激，产生大量的超氧
化物 [12-13]。这些超氧阴离子一部分经由超氧化物
歧化酶（SOD）转化为过氧化氢，另一部分与一氧
化氮（NO）反应生成过氧亚硝酸盐——一种被认
为是 APAP 引发肝脏损伤的重要强氧化剂 [14]。此
外，大量活性氧（ROS）和蓄积的 NAPQI 会通过
多种途径激活线粒体外 c-Jun-N 末端激酶（c-Jun 
N-terminal kinase，JNK），使其与凋亡信号调节激
酶 1（apoptosis signal-regulating kinase 1，ASK1）
解离后发生磷酸化易位至新的线粒体中，从而放
大线粒体氧化应激，形成恶性循环，导致线粒体
通透性转变（mitochondrial permeability transition，

MPT）孔的开放，使膜电位崩溃和三磷酸腺苷
（ATP）合成停止 [15]。线粒体膜电位的崩溃会导致
外膜破裂，蛋白质从膜间大量释放，如核酸内切
酶 G 以及凋亡诱导因子（AIF），两者可易位至细
胞核中，诱导核 DNA 断裂，引起肝细胞坏死 [16]。
坏死的肝细胞会刺激大量损坏相关分子模式因子
（damage-associated molecular patterns，DAMPs）
分泌，进一步激活肝脏库普弗细胞（Kupffer cells，
KCs），活化的 KCs 会产生大量促炎因子和趋化因
子，募集众多单核细胞 / 巨噬细胞、中性粒细胞在
损伤处，进而诱导过度的无菌性炎症，导致损伤
无法及时再生修复 [17]。最终造成以肝小叶中心坏
死为主要特征的严重损伤 [18]。

图 1　APAP 引起肝脏损伤相关作用机制

Fig 1　Mechanisms of liver injury induced by acetaminophen

2　植物类天然产物对 APAP致肝损伤的保护作
用及机制
　　植物类天然产物具有巨大的治疗潜力，目前
许多临床药物以植物源性天然产物或其衍生物为
主要治疗成分，其中具有代表性的就是吗啡、咖
啡因以及秋水仙素等 [19-20]。近期的众多研究提示
植物类天然产物可以通过多种方式在 AILI 模型
中发挥保护作用 [21]。尽管某些治疗方式可能需要
进一步验证，但它们为治疗 APAP 致肝损伤的药
物开发提供了重要的参考，其中具有代表性的主
要为以下几种作用机制。
2.1　激活 Nrf2，增强抗氧化系统
　　核因子红细胞 2 相关因子 2（nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2，Nrf2）是肝脏抗氧化反
应基因的主要调节因子。正常情况下，Nrf2 在肝
脏中通过与 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Kelch-like 
ECH-associated protein 1，Keap1）结合而被抑制，
从而保持低活性状态。然而，当生理条件发生变
化时，ROS 可氧化 Keap1 中的巯基，导致 Nrf2 释
放并易位到细胞核，从而上调抗氧化防御酶的表
达，包括 GPx、SOD 和血红素氧合酶 -1（heme 
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oxygenase-1，HO-1）等。因此，Nrf2 是限制氧化
应激的重要内源性手段 [22]。有研究发现，在一次
性大剂量注射 APAP 后，与野生型（WT）小鼠
相比，Nrf2 敲除小鼠的血浆 ALT 活性显著升高，
死亡率也显著增加；并且在小鼠肝组织中也发现
APAP 蛋白加合物增多，GSH 合成酶有所减少 [23]。
　　在植物类天然产物中，许多化合物被发现能
够通过不同机制激活 Nrf2 信号通路，从而增强
肝脏的抗氧化防御机制，减轻 APAP 诱导的肝损
伤。其中蒲公英水溶性多糖通过降低抑制性蛋白
Keap1 的表达进而诱导 Nrf2 活化，导致下游抗氧
化蛋白包括 NAD（P）H：醌氧化还原酶 1（NQO1）
和 HO-1 的表达增加，抗氧化酶 GSH、GPx、总超
氧化物歧化酶（T-SOD)、过氧化氢酶（CAT）表达
水平呈剂量依赖性增加，进而预防 APAP 引起的
肝氧化损伤 [24]。槲皮苷是一种广泛存在于植物中
的黄酮类单体化合物，具有抗氧化 [25]、抗炎 [26] 和
增强免疫 [27] 活性。在 APAP 肝损伤小鼠模型中，
槲皮苷通过激活 Nrf2/ARE 途径及其下游抗氧化因
子，恢复抗氧化酶 SOD、GPx 活性，减轻炎症 [28]。
在我国由黄芩苷制成的片剂和胶囊已在临床上用
于急慢性肝炎的治疗中 [29]。研究发现，黄芩苷能
通过降低磷酸化蛋白磷酸酶 2A-A 亚基（PP2A-A）
和丝裂原活化蛋白激酶 -1（MAPK phosphatase-1，
MKP-1）的表达从而诱导细胞外信号调节激酶 1
和 2（extracellular signal-regulated kinase 1 and 2，
ERK1/2）及蛋白激酶 C（protein kinase C，PKC）
的持续磷酸化，最终导致 Nrf2 增加及随后的核
积累，更多地与核内抗氧化应答元件（ARE）结
合，增强肝脏细胞对氧化应激和毒性物质的抵抗
能力 [30]。人参皂苷也同样通过促进 Nrf2 核转位，
调节 GSH 的合成、结合和分泌，剂量依赖性地拮
抗 APAP 小鼠急性药物性肝损伤 [31]。灵芝总三萜
则在 APAP 诱导的 Wistar 大鼠急性肝损伤模型中
通过上调肝组织 Nrf2 下游靶基因 HO-1 的表达，
从而增加 GSH 和 SOD 的活性，提高机体内的抗
氧化能力，减轻 AILI [32]。柯里拉京是一种从叶下
珠和老鹳草中提取出来的天然多酚化合物。在实
验中，柯里拉京可以通过增强 AMPK/GSK3β 途径
刺激诱导 Keap1-Nrf2/ARE 信号通路的激活，增强
小鼠肝脏的抗氧化能力，最终降低 APAP 诱发的
小鼠死亡率和肝毒性 [33]。山柰酚则通过阻止 Nrf2
与 Keap1 结合来上调小鼠肝脏和 L02 肝细胞中的
GPx4 以抑制 APAP 诱导的铁死亡进而减轻 APAP
诱导的肝损伤，分子对接结果也表明山柰酚与
Keap1 存在潜在的相互作用 [34]。综上所述，植物
类天然产物可以通过解离 Keap1-Nrf2 复合物、促

进 Nrf2 的核转位以及激活下游抗氧化基因表达
（如 NQO1、HO-1 等），显著增强肝脏的抗氧化防
御机制从而减轻 APAP 诱导的肝损伤，揭示了植
物天然产物在肝脏保护中的潜力。
2.2　抑制 CYP450 酶的代谢，减少 NAPQI 的产生
　　CYP450 通常被认为可以代谢大多数外来化学
物质 [35]，而其中与 APAP 代谢相关的主要亚型分
别是 CYP2E1、CYP1A2 和 CYP3A4，其中最关键
的代谢酶是 CYP2E1[36]。超剂量的 APAP 在进入人
体后大部分由葡糖醛酸基转移酶和硫基转移酶代
谢成无毒物质经尿液和血液排出体外，但仍存在
部分 APAP 会在 CYP450 酶系统下代谢为高毒性
物质 NAPQI。因此，有学者认为抑制 CYP450 酶
系统的功能减少 NAPQI 的产生或许对治疗有所
帮助。研究显示，4- 甲基吡唑（4-methylpyrazole）
在体内外实验中通过抑制 CYP2E1 的表达，造成
NAPQI 与细胞蛋白螯合物的减少从而改善 APAP
过量肝脏损伤 [37]。
　　而在植物类天然产物中，桑黄多糖通过其配
体与 CYP2E1 结合，从而抑制 APAP 代谢成高毒产
物 NAPQI，降低小鼠体内 APAP 过量时的氧化应
激和炎症状态 [38]。水飞蓟素是治疗肝脏疾病常见
的药物，在临床上被广泛使用 [39]。Yang 等 [40] 的实
验发现，水飞蓟素能够降低大鼠体内 CYP2E1 的
酶活性，减少 CYP2E1 介导的药物代谢进而减轻
肝损伤。紫杉醇作为一种结构复杂且独特的四环
二萜类天然产物，其通过降低 AILI 小鼠肝组织中
CYP2E1 以及 CYP3A4 的蛋白表达，使小鼠肝脏
病理损伤减轻 [41]。甘草次酸在 100 mg·kg－ 1 剂量
下预处理小鼠，通过抑制 CYP2E1 的表达，进而
提高 GSH 水平，并使肝脏中一系列炎性因子如高
迁移率族蛋白 1（HMGB1）的含量明显减少，降
低 AILI 小鼠肝组织中肝细胞的坏死凋亡以及炎症
细胞的浸润水平 [42]。迷迭香酸是一种天然酚，具
有抗氧化的作用。Hasanein 等 [43] 通过使用迷迭香
酸预处理雄性 Wistar 大鼠一周后进行 APAP 腹腔注
射，发现迷迭香酸能够显著抑制 CYP2E1 活性，改
善肝脏中 GSH 的含量，保护肝脏免受 APAP 诱发
的损伤。非瑟酮是一种膳食性的多酚类黄酮，可通
过抑制 CYP2E1 发挥保肝作用 [44]。和厚朴酚是一
种从厚朴树皮提取的生物活性成分，能够抑制另一
种 CYP450 酶亚型 CYP1A2 的活性，减少 APAP 蛋
白加合物的生成从而改善 APAP 引起的肝损伤 [45]。
综上表明，植物类天然产物通过抑制 CYP450 酶的
代谢从而减少有毒代谢产物 NAPQI 的产生，也是
保护肝脏病变的可行方式之一。
2.3　减轻线粒体功能障碍
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　　线粒体是细胞内有氧呼吸及能量代谢的主
要场所，也是影响细胞生存 / 死亡及信号传导的
重要细胞器 [46]。APAP 过量后，线粒体内锰超氧
化物歧化酶（Mn-SOD）水平减少、线粒体氧化
应激和过氧化氢通过多种途径激活 MAPK 激酶
JNK，导致其磷酸化并易位到新的线粒体内，加
剧线粒体氧化应激并进一步造成线粒体膜 MPT
孔的失控，这些过程都在 APAP 诱导的肝损伤中
发挥着关键作用 [47]。因此，靶向调节线粒体损伤
对于防护 APAP 肝毒性也具有重要的应用价值。
　　岩藻依聚糖为从褐海藻中提取的硫酸化多糖。
Wang 等 [48] 发现岩藻依聚糖通过减弱氧化应激诱导
的 JNK 易位以及线粒体 MPT 孔的开放，最终改善
APAP 肝毒性。水飞蓟素在 100 mg/（kg·d）剂量下
预处理小鼠 3 d 后，同样显著降低了 JNK 的表达和
磷酸化，减轻了 APAP 过量小鼠肝脏中炎性因子表达
以及小鼠肝脏病理损伤 [49]。醉茄素 A 是一种从醉茄
植物中提取的甾体内酯，通常被认为具有抗氧化活
性 [50]。Jadeja 等 [50] 则发现醉茄素 A 通过减轻因 JNK
和 Bax 活化导致的线粒体功能的障碍从而改善 APAP
过量引起的肝损伤。小檗碱预处理通过抑制线粒体外
JNK 磷酸化，从而阻止 APAP 诱导线粒体 MPT 孔的
开放以及随后的核 DNA 断裂，显著降低促炎细胞因
子、HMGB1、p-p65 和 cleaved caspase-1 的表达，并
抑制巨噬细胞和中性粒细胞的浸润 [51]。悬铃木苷是
一种潜在的新型四分子植物药物抗生素，可有效对
抗耐药传染病。而在 APAP 过量肝损伤小鼠模型中，
悬铃木苷处理抑制了线粒体膜外 JNK 的活化以及
与线粒体膜上转导和转录激活因子结合蛋白（signal 
transducer and activator of transcription-binding protein，
Sab）的结合，从而减少对线粒体的损伤，减轻因
APAP 诱导的肝损伤 [52]。由此可见，利用植物类天然
产物靶向调节减轻线粒体功能障碍对治疗 APAP 诱导
的肝损伤具有较大应用潜力。
2.4　增强自噬功能
　　自噬是蛋白质和细胞器降解的细胞过程 [53]。
在 APAP 过量导致的肝脏损伤中，一旦 GSH 耗尽，
NAPQI 与许多细胞蛋白（尤其是线粒体蛋白）形成
蛋白加合物，这些 APAP 蛋白加合物就会导致线粒
体损伤和肝细胞坏死。而作为维持细胞稳态的重要
机制，自噬可以去除 APAP 蛋白加合物和受损的线
粒体，从而防止 APAP 诱导的肝细胞坏死 [54]。有研
究发现二甲双胍可通过增强线粒体自噬的能力，从
而减轻因 APAP 过多造成的线粒体氧化应激和线
粒体功能障碍 [55]。在 APAP 处理的原代肝细胞中，
使用 p62 蛋白也能促进 APAP 蛋白加合物的自噬清
除，进而减少 APAP 诱导的肝毒性 [56]。因此，增强

自噬是对抗 APAP 肝毒性的一个有前景的方式。
　　紫锥菊多糖通过促进 Parkin 蛋白诱导线粒体
发生依赖性自噬，从而改善由 APAP 诱导的小鼠肝
损伤；并且在体外实验中，紫锥菊多糖处理后的
L02 肝细胞在透射电子显微镜下可以观看到细胞内
自噬泡数量明显增长，导致 L02 肝细胞坏死数减
少 [57]。阿魏酸是一种广泛存在于自然界的酚类化
合物，在诸如坚果、西红柿和当归等植物中均有发
现 [58]。Wu 等 [59] 的研究证实，阿魏酸可以通过增加
自噬通量从而减轻 APAP 诱导的肝损伤，并且通过
网络药理学分析和体外 HepG2 细胞实验发现，阿
魏酸主要依靠 AMPK 磷酸化来增强自噬。除此之
外，桑黄多糖在 80 mg·kg－ 1 剂量下可以显著上
调 AILI 小鼠肝脏中自噬相关蛋白 7（AuTophaGy 
7，ATG7）、ATG12、ATG5 和 ATG3 水平从而减轻
APAP 肝毒性 [60]。而 ATG 基因对于自噬的调节至关
重要，ATG7 调节自噬体的大小，ATG12 则促进自
噬体的形成 [17]。异柚皮素是从传统中药柑橘皮中
分离出来的主要生物活性成分之一。在 APAP 处理
的小鼠和肝细胞中，异柚皮素通过增强 PPP3/ 钙调
神经磷酸酶活性，导致转录因子 EB（transcription 
factor EB，TFEB）去磷酸化和核转位，进而激活
自噬溶酶体途径，从而使一系列与自噬、溶酶体水
解酶、溶酶体膜和溶酶体酸化相关基因的蛋白和
mRNA 表达升高，最终改善 APAP 诱导的氧化应激
和肝损伤 [61]。荷叶碱是从荷花中分离出来的一种阿
朴啡生物碱 [62]，可通过疏水接触和氢键从而与一
系列自噬蛋白（如 LC3-Ⅱ、Beclin 1 等）结合并使
其表达水平呈剂量依赖性增加，进而诱导自噬改善
APAP 诱导的 AILI [63]。上述研究表明，通过增强自
噬的方式减轻 APAP 引起的肝损伤，也是许多植物
类天然产物对肝脏保护的一种方式。
2.5　减轻细胞内质网应激
　　维持细胞蛋白质稳态是细胞健康的关键。为
了维持这种稳态，内质网会采用多种机制来控制
蛋白质合成、折叠、细胞内运输以及调节蛋白质
降解 [64]。而进入内质网中新合成的多肽链和离
开内质网的折叠蛋白质之间的不平衡会导致未折
叠或错误折叠的蛋白质在内质网中积累，进而引
起内质网应激 [65]。多项研究表明，内质网应激
是 APAP 引起肝损伤反应级联的事件之一 [66-67]。
Paridaens 等 [68] 的研究发现内质网应激抑制剂牛磺
熊去氧胆酸与 N- 乙酰半胱氨酸联合应用对 APAP
所致肝损伤的治疗效果优于常规治疗。提示通过
植物类天然产物来调控内质网应激信号可能也是
降低 APAP 肝毒性的重要策略。
　　红景天苷是一种苯丙素类糖苷化合物，是红
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景天根的主要成分。Xu 等 [69] 的研究发现，以 100 
mg·kg－ 1 的剂量腹膜内注射红景天苷可以通过激
活 AMPK/SIRT1 信号通路从而抑制内质网应激，
减轻 APAP 诱导的小鼠急性肝损伤。同样，在金
合欢素预处理的小鼠中，内质网应激相关 C/EBP 
同源蛋白（C/EBP homologous protein，CHOP）、
激活转录因子 6（activating transcription factor 6，
ATF6）和 磷酸化内质网激酶（p-PERK）表达明
显降低，从而有效降低了 APAP 处理小鼠血清
ALT、AST 和碱性磷酸酶（ALP）水平 [70]。冬凌
草甲素作为一种二萜类化合物，具有抗炎 [71]、抗
肿瘤 [72]、抗氧化 [73] 特性，在前期研究发现冬凌草
甲素可预防四氯化碳以及脂多糖（LPS）引起的
急性肝损伤 [74]。而 Yu 等 [75] 的研究发现，冬凌草
甲素以 ATF4/PGC-1α 依赖的方式抑制由线粒体功
能障碍和内质网应激引起的氧化应激，从而有效
预防 APAP 诱导的急性肝损伤。在另外一项实验
中，木犀草素降低了 ATF4 和 CHOP 水平，表明
木犀草素对 APAP 肝损伤的保护作用也可能是由
于其抗内质网应激的能力 [76]。显然，通过利用植
物类天然产物调节内质网应激，为开发更有效的
APAP 肝损伤治疗策略提供了有益的启示。
3　结语
　　综上，植物类天然产物可以从增强抗氧化、
减少 APAP 代谢毒物产生、减轻线粒体功能障碍、
激活自噬以及调节内质网应激等方面发挥抗肝损
伤保护作用。并且随着计算机药理学的兴起，以
及纳米颗粒与药物提取物分子对接技术的发展，
天然产物药物的开发将更加深入。
　　在目前植物类天然产物对 APAP 致肝损伤的
保护研究中，研究模式仍存在很多不足，多数研
究仍侧重于检测血清及肝脏生化指标、肝脏病
理组织变化来判断对肝损伤改善的效果，缺乏
对天然产物在体内代谢转运的具体评估。对于
天然产物抗肝损伤的分子作用机制方面的研究
也不够深入。此外，动物模型之间造模剂量差
异较大、造模时间点和给药方法不统一、动物
模型研究中需天然产物单体成分进行研究等，导
致大部分研究成果以实验结果为主，缺少临床应
用。以在上述研究中发现的造模时间点问题为
例，APAP 致肝损伤造模是在水飞蓟素预处理长
达 21 d 之后进行的 [40]，而这显然与患者因 APAP
致肝损伤之后再入院治疗的情况不符。并且在动
物模型方面，只有小鼠和小鼠肝细胞因 APAP 引
起的肝损伤病理生理学才与人类相接近 [77]。但已
发表的研究中，却有使用大鼠模型的。因此，合
理筛选动物模型、制订良好的实验设计，深入研
究植物类天然产物对 APAP 诱导的肝损伤的保护

作用及机制仍将是今后的研究重点。
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天然产物抗心肌缺血 /再灌注损伤分子机制的研究进展
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摘要：心肌缺血 / 再灌注损伤（myocardial ischemia/reperfusion injury，MIRI）机制主要涉及氧

化应激、炎症反应、钙超载、细胞凋亡、自噬和能量代谢障碍等。天然产物因具有低毒性、多

靶点等优势，已被广泛应用于心脑血管疾病的防治，为了深入研究它们对 MIRI 的治疗机制，

本文综合评述了天然产物在抗 MIRI 相关信号通路方面的研究进展，并利用网络药理学分析技

术预测天然产物治疗 MIRI 的机制。由于天然产物机制复杂，完全阐明其抗 MIRI 分子机制仍

任重道远。

关键词：天然产物；MIRI；氧化应激；炎症反应；钙超载；细胞凋亡；自噬；能量代谢障碍

中图分类号：R285.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3311-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.027

Research progress in the molecular mechanism of natural products against 
myocardial ischemia/reperfusion injury

TANG Can1, LUO Xiu-ju2, PENG Jun1* (1. Department of Pharmacology, Xiangya School of 
Pharmaceutical Sciences, Central South University, Changsha  410078; 2. Department of Laboratory 
Medicine, Third Xiangya Hospital, Central South University, Changsha  410013)

Abstract: The mechanism of myocardial ischemia/reperfusion injury (MIRI) primarily involves 
oxidative stress, inflammatory response, calcium overload, cell apoptosis, autophagy, and energy 
metabolism disorders. Natural products have been widely used in the prevention and treatment of 
cardiovascular and cerebrovascular diseases due to their of low toxicity and multiple targets. To 
further determine their therapeutic mechanisms for MIRI, this paper comprehensively reviewed the 
progress in the study of natural products related to the signaling pathways of MIRI. It also discussed 
the mechanism of natural products against MIRI with network pharmacological analysis. Due to 
the complex of natural medicines, there is still a long way to go to fully elucidate their molecular 
mechanisms of alleviating MIRI. 
Key words: natural product; MIRI; oxidative stress; inflammatory response; calcium overload; cell 
apoptosis; autophagy; energy metabolism disorder
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　　心肌梗死是一种非常严重的缺血性心脏
病，临床治疗策略为尽快恢复缺血心肌的血液供
应，以减少心肌细胞损伤和死亡。然而，除缺血
外，再灌注本身对缺血心肌造成损伤 [1]。中医药
在心肌缺血的防治中占据重要的地位，随着分
子生物学技术和网络药理学等研究方法的广泛
应用，目前对天然产物抗心肌缺血 / 再灌注损伤
（myocardial ischemia/reperfusion injury，MIRI）

分子机制的认识不断提高。本文就天然产物防治
MIRI 的相关信号通路进行综述并用网络药理学
技术进行预测，以期为更多的天然产物治疗缺血
性心脏病提供理论依据。
1　天然产物拮抗氧化应激的信号通路

　　心肌缺血 / 再灌注时，活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）生成与清除失衡，导致 ROS 过量
堆积而引起氧化应激，造成心肌损伤 [2]。天然产物
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可通过调节一条或多条信号通路发挥抗氧化应激作
用，进而减轻 MIRI。天然产物抗氧化损伤的经典
途径涉及磷脂酰肌醇 3- 激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B
（AKT）[3]，核转录因子 E2 相关因子 2（Nrf2）/ 血
红素加氧酶 -1（HO-1）[4] 等。
1.1　PI3K/AKT 信号通路

　　白藜芦醇预处理 MIRI 大鼠后，一氧化氮合
酶（nitric oxide synthase，NOS）及一氧化氮（nitric 
oxide，NO）表达增加，PI3K-AKT 特异性阻断剂
可以逆转这一变化 [5]。人参皂苷 Rg1 可以通过调控
PI3K/AKT/ 内皮型一氧化氮合酶（eNOS）信号通路
改善异丙肾上腺素诱导的急性心肌缺血 [6]。缺血 /
再灌注大鼠在经甘木通总黄酮干预后，心肌梗死面
积显著降低，AKT 和 eNOS 磷酸化水平明显升高，
说明其抗氧化应激、减轻 MIRI 作用可能与激活
PI3K/AKT/eNOS 信号通路有关 [7]。体外实验结果表
明黄芪甲苷Ⅳ可通过 PI3K/AKT/HO-1 信号通路发
挥抗 MIRI 的作用 [8]。另有研究表明淫羊藿黄素通
过抑制磷酸酶及张力蛋白同源基因（phosphatase and 
tensin homolog，PTEN）的表达，激活 PI3K/AKT 信
号通路来减少丙二醛和 ROS 的生成，减轻 MIRI[9]。
1.2　Nrf2/HO-1 通路

　　有学者用降香新黄酮处理 H9c2 细胞缺氧 / 复
氧模型 [10]，发现它能通过激活 Nrf2/HO-1 通路增
强 HO-1 表达，提升细胞活力，抑制氧化应激来
发挥对心肌细胞的保护作用 [11]。MIRI 大鼠经风
轮菜总黄酮干预后，抗氧化能力显著增强，心肌
缺血损伤得到缓解，而这可能与激活 Nrf2/HO-1
信号通路有关 [12]。常山酮也能够激活 Nrf2/HO-1
信号通路减轻心肌缺血 / 再灌注所致心肌细胞氧
化损伤，改善心律失常 [13]。
2　天然产物抑制炎症损伤的分子机制

　　心肌缺血 / 再灌注后诱发的炎症反应是造成
心肌损伤的重要机制之一。心肌梗死后心肌细胞
释放大量细胞因子，激活免疫通路，引起剧烈的
炎症反应，造成免疫通路失调，炎症抑制功能受
损，进一步恶化心功能，最终诱发心力衰竭 [14]。
炎症反应涉及多条信号通路，如 Toll 样受体 4
（TLR4）/ 核因子κB（NF-κB），NOD 样受体热
蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）/ 半胱氨酸蛋白
酶 -1（Caspase-1）/ 白细胞介素 -1β（IL-1β）通路。
目前已发现多种天然产物能通过阻断炎症相关信
号通路减轻心肌缺血 / 再灌注炎症损伤，从而改
善心肌梗死症状和预后。
2.1　TLR4/NF-κB 通路

　　有研究发现丹酚酸 B 能剂量依赖性地抑制内
毒素诱导的 H9c2 细胞中 TLR4/NF-κB 信号通路的
激活和 NLRP3 炎症体的表达，进而抑制炎症级联
反应，减轻 MIRI[15-16]。葛根素是从中药葛根中分
离得到的一种异黄酮类化合物，具有抗炎、抗氧化
等活性，它可以通过降低 TLR4、髓样分化因子 88
（MyD88）以及 IL-1β、白细胞介素 18（IL-18）和
肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平，同时抑制 NF-κB
蛋白磷酸化，减轻 MIRI[17]。丹参酮ⅡA 在心肌梗
死所致心力衰竭大鼠模型中能显著改善心功能，下
调 TLR4、IL-1β 和 NF-κB p65 在心肌组织中的水
平，减轻心肌损伤 [18]。
2.2　NLRP3/Caspase-1/IL-1β 通路

　　有学者发现在急性心肌梗死模型中，安石榴苷
可与 NLRP3、Caspase-1 结合，通过抑制 NLRP3/
Caspase-1/IL-1β 通路减轻缺血 / 再灌注炎症损伤，改
善心脏功能 [19-20]。肉桂酸可以显著改善 MIRI 后心
脏舒张功能，降低缺血 / 再灌注后心肌组织 NLRP3、
Caspase-1、IL-18和 IL-1β 的水平，减轻炎症反应 [21]。
有学者发现用冬凌草甲素干预 MIRI 小鼠可降低
TNF-α、IL-1β 和 IL-18 等炎症因子水平，并进一步
证实冬凌草甲素通过靶向抑制 NLRP3/Caspase-1/
IL-1β 通路减轻心肌缺血 / 再灌注炎症损伤 [22]。
3　天然产物抑制钙超载的分子机制

　　钙稳态在维持心肌细胞的兴奋 - 收缩耦联中
发挥重要作用，而心肌缺血 / 再灌注时会引起心肌
细胞钙超载，线粒体钙离子过载和 ROS 增加可导
致线粒体通透性过渡孔（mitochondrial permeability 
transition pore，mPTP）打开，从而进一步损害细胞
能量学，加重 MIRI。因此，钙通道阻滞剂常用于
治疗心肌梗死 [23]。近年来，随着对天然产物的研
究不断深入，发现某些天然产物也可通过减轻钙超
载来改善 MIRI。天然产物抑制钙超载的相关通路
包括 WNT/Ca2 ＋通路、L- 型钙通道（LTCC）等。
3.1　WNT/Ca2 ＋通路

　　有研究发现，抑制 WNT5A/Ca2 ＋通路可减轻
MIRI。实验证明，人参皂苷 Rd 能增强低氧 / 复氧
处理后的心肌细胞线粒体膜电位，降低 WNT5A
和磷酸化钙蛋白激酶Ⅱ（p-CaMKⅡ）/ 钙蛋白激
酶Ⅱ（CaMKⅡ）的蛋白水平，进而抑制 WNT5A/
Ca2 ＋通路，减轻钙超载，缓解 MIRI[24]。白藜芦醇
能够抑制 WNT5A 基因及蛋白表达水平，抑制缺
血 / 再灌注后心肌细胞钙离子超载 [25]。
3.2　L- 型钙通道

　　LTCC 是心肌细胞膜上的主要钙离子通道。
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心肌细胞兴奋时会使 LTCC 开放，Ca2 ＋流向细胞
内并触发肌浆网“以钙释钙”机制迅速升高细胞
内 Ca2 ＋水平，满足心肌细胞兴奋收缩耦联所需
的 Ca2 ＋ [26]。因此，抑制该通道可以有效减轻心肌
缺血 / 再灌注时的钙超载，进而减轻线粒体损伤，
改善心肌梗死患者的症状和预后。
　　羟基红花黄色素 A 是红花的水溶性成分，临
床上主要用于治疗稳定型心绞痛。利用膜片钳全
细胞记录技术，发现羟基红花黄色素 A 对于心肌
细胞的 LTCC 具有一定的阻断作用，进而抑制细胞
凋亡和钙超载来保护心肌细胞，改善 MIRI[27]。金
盏花苷 E 具有浓度依赖性地阻滞大鼠心室肌细胞
LTCC 的作用，可以通过调控离子稳态来缓解继发
性 MIRI[28]。研究证明槲皮素对于心肌缺血的治疗
作用也与抑制 Ca2 ＋内流和细胞收缩力有关 [29]。
4　天然产物抑制细胞凋亡的经典信号通路

　　细胞凋亡是 MIRI 的重要病理机制，因而抑
制细胞凋亡是改善 MIRI 预后的有效途径 [30]。细
胞凋亡经典途径包括死亡受体途径和线粒体途
径，两条途径均涉及激活 Caspases 家族。天然产
物抗 MIRI 涉及细胞凋亡相关的经典信号通路主要
包括丝裂原活化蛋白激酶（MAPK），Janus 激酶
（JAK）/ 信号传导与转录活化因子（STAT）。
4.1　MAPK 通路

　　MAPK 家族包括细胞外信号调节激酶 1/2
（ERK1/2）、c-Jun N 末端激酶（JNK）、p38 丝裂原
活化蛋白激酶（p38-MAPK）、细胞外信号调节激酶
5（ERK5）这 4 个分支。从尼泊尔黄堇中分离的生
物碱类成分可以通过 p38-MAPK 信号通路抑制细
胞凋亡，改善心功能 [31]。从中药积雪草中提取纯
化的积雪草酸能够抑制 p38-MAPK 和 JNK-MAPK
的磷酸化，减少心肌细胞凋亡，从而发挥心脏保护
作用 [32]。山楂有机酸能够通过上调 p-ERK、p-AKT
的蛋白表达，下调 p-p38 和 p-JNK 的蛋白表达改善
过氧化氢诱导的心肌细胞损伤，表明山楂有机酸对
于心肌细胞的保护作用与 PI3K/AKT 和 MAPK 信
号通路有关 [33]。
4.2　JAK/STAT 通路

　　黄芩苷可以通过影响 JAK/STAT 信号通路，减
少促凋亡因子 Caspase-3 和增加抗凋亡因子 Bcl2 的
表达，进而减少心肌细胞凋亡，发挥心脏保护作
用 [34]。黄连中的活性成分小檗碱可上调 p-JAK2、
p-STAT3 的表达，抑制细胞凋亡，对缺氧 / 复氧的
H9c2 细胞具有良好的保护作用 [35]。丹参素可以通
过抑制 JAK2/STAT3 信号通路抑制心肌细胞凋亡，

减轻冠心病心肌损伤 [36]。川芎嗪 [37]、圣草次苷 [38]、
人参皂苷等天然产物均能调控 JAK2/STAT3 信号通
路，促进缺血 / 再灌注后心功能恢复。
5　天然产物调节细胞自噬的经典通路

　　细胞自噬在 MIRI 中是一把双刃剑。心肌缺血
早期，细胞自噬通过降解细胞成分提供能量，对缺
血心肌具有保护作用，而再灌注后期因自噬被持续
激活导致细胞大量死亡，加重心肌损伤，因此，应
用天然产物在心肌缺血早期适度促进自噬可有效减
轻 MIRI[39]。自噬经典途径涉及腺苷酸活化蛋白激
酶（AMPK）/ 哺乳类雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信
号通路，缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）/BCL2 相互作
用蛋白 3（BNIP3）信号通路等。
5.1　AMPK/mTOR 信号通路

　　虫草素是蛹虫草的主要活性成分，有研究发现
缺血 / 再灌注小鼠在给予虫草素干预后，心肌梗死
体积显著减小，并进一步证明虫草素是通过 AMPK/
mTOR 信号通路增强自噬，发挥心脏保护作用，促
进 MIRI 后的心脏功能恢复 [40]。从中药西红花中提
取的藏红花素通过 AMPK/mTOR 通路调节心肌缺血
和再灌注期间的自噬激活，减少了细胞凋亡和坏死，
具有心肌保护作用 [41]。天然化合物五味子乙素对于
MIRI 的保护作用也涉及 AMPK/mTOR 信号通路 [42]。
5.2　HIF-1α/BNIP3 信号通路

　　黄酮类物质乔松素通过上调 HIF-1α/BNIP3 信
号通路而促进自噬，减轻炎症与氧化应激，抑制
缺氧 / 复氧诱导的心肌细胞凋亡 [43]。有研究报道
柚皮苷也可通过激活 HIF-1α/BNIP3 信号通路来调
节自噬，减轻 MIRI[44]。此外，小檗碱 [45]、三七总
皂苷 [46] 等也均能通过调节 HIF-1α/BNIP3 通路促进
自噬，保护心肌细胞。
6　天然产物改善能量代谢的信号通路

　　线粒体是机体的能量中心，其功能障碍会引
起能量代谢紊乱 [47]，从而破坏心肌细胞中糖代谢
和脂质代谢之间的平衡。天然产物通过改善线粒
体功能而改善心肌缺血 / 再灌注时的能量供应，
减轻心肌损伤，涉及 AMPK、Ras 同源家族成员
A（RhoA）/Rho 相关激酶（ROCK）等信号通路。
6.1　AMPK 信号通路

　　AMPK 被称为是真核细胞的“代谢感受器”或
“燃料开关”，在心肌能量代谢中占据关键地位。
AMPK 通路通过激活过氧化物酶体增殖物激活受
体 γ 共激活因子 1α（PGC-1α）活化沉默信息调节
因子 -1（SIRT1）减轻线粒体氧化损伤，从而改善
心肌缺血 / 再灌注时的能量代谢 [48]。香青兰总黄酮
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可通过提高 AMPK、SIRT1、PGC-1α mRNA 水平，
升高 AMPK 蛋白的磷酸化水平和 SIRT1、PGC-1α
蛋白表达水平，抵抗线粒体氧化损伤，改善能量代
谢，减轻心肌梗死严重程度 [49]；从中药灯盏花中
提取的灯盏花素具有抗血栓、抗炎等心肌保护作
用，进一步研究发现灯盏花素可通过调节 AMPK/
SIRT1/PGC-1α 信号通路来改善心肌缺血大鼠的能
量供应进而减轻 MIRI[50]。
6.2　RhoA/ROCK 信号通路

　　RhoA 属于小 G 蛋白 Rho 亚家族，在调控心肌
细胞凋亡中发挥着重要作用，它与下游分子 ROCK
共同作用，可以改善缺血心肌能量代谢，减轻
MIRI[51]。三七皂苷 R1 可以发挥类似 ROCK 抑制剂

Y-27632 的作用，通过抑制 RhoA/ROCK 信号通路
促进能量物质的合成，减轻线粒体损伤，从而防止
MIRI 引起的能量代谢障碍 [52]。
　　天然产物抗 MIRI 的机制众多，如穿心莲内酯
可以通过调节 NF-κB、PI3K/AKT、MAPK 等多种
信号通路调节炎症反应，减轻 MIRI 大鼠心肌损
伤；也可通过激活 Nrf-2 来抑制氧化应激；还可通
过胰岛素样生长因子 1 受体（IGF-1R）、过氧化物
酶体增殖物激活受体α（PPAR-α）等机制来调节细
胞凋亡，减轻 MIRI[53]。因此，很难将具体药物的
作用机制进行完整阐述，这是本综述的不足之处。
　　天然产物及活性成分改善 MIRI 的作用机制
见表 1。

表 1　天然产物对心肌缺血 /再灌注损伤的作用机制 
Tab 1　Mechanisms for the role of natural products in myocardial ischemia-reperfusion injury

药理机制 天然产物 作用机制 信号通路 参考文献

调节氧化应激 白藜芦醇 p-AKT 表达水平显著上调，抑制氧化应激 PI3K/AKT [5]
人参皂苷 Rg1 显著上调 PI3K 蛋白表达及 AKT 蛋白磷酸化水平 PI3K/AKT/eNOS [6]
甘木通总黄酮 增强 AKT 和 eNOS 磷酸化水平 PI3K/AKT/eNOS [7]
黄芪甲苷Ⅳ 增加 AKT 磷酸化，促进 HO-1 的表达 PI3K/AKT/HO-1 [8]
淫羊藿黄素 增加 AKT 的磷酸化，抑制 PTEN 的表达 PTEN/PI3K/AKT [9]
降香新黄酮 升高胞浆中 Nrf2、HO-1 及胞核中 Nrf2 蛋白表达 Nrf2/HO-1 [10]
风轮菜总黄酮 增强 SOD、CAT 酶活性，诱导 Nrf2 核易位和 HO-1 蛋白表达 AKT/Nrf2/HO-1 [12]
常山酮 上调心肌组织 Nrf2 和 HO-1 蛋白表达水平 Nrf2/HO-1 [13]

抑制炎症反应 丹酚酸 B 下调 TLR4、NF-κB、NLRP3 的表达 TLR4/NF-κB [16]
葛根素 下调 TLR4、MyD88、TNF-α 的蛋白表达，减少 NF-κB 磷酸化 TLR4/NF-κB [17]
丹参酮Ⅱ A 下调 TLR4、NF-κB p65、IL-1β 的表达水平 TLR4/NF-κB p65 [18]
安石榴苷 降低 NLRP3，Caspase-1，IL-1β 的表达 NLRP3/Caspase-1/IL-1β [20]
肉桂酸 下调 NLRP3、IL-1β、IL-18、Caspase-1 的表达水平 NLRP3/Caspase-1/IL-1β [21]
冬凌草甲素 降低 TNF-α、IL-1β 和 IL-18 水平，抑制 NLRP3 炎症小体途径 NLRP3 [22]

减轻钙超载 人参皂苷 Rd 降低 WNT5A、p-CaMK Ⅱ /CaMK Ⅱ表达以及钙超载 WNT5A/Ca2 ＋ [24]
白藜芦醇 显著降低 WNT5A 基因表达及 WNT5A 蛋白水平 WNT5A/Ca2 ＋ [25]
羟基红花黄色素 A 降低线粒体膜电位，抑制细胞凋亡和钙超载 LTCC [27]
金盏花苷 E 抑制 L 型钙电流增加，调节钙稳态 LTCC [28]
槲皮素 以浓度依赖性抑制 LTCC，抑制钙离子内流 LTCC [29]

抑制细胞凋亡 尼泊尔黄堇生物碱 抑制 p38 MAPK 的蛋白表达 p38 MAPK [31]
积雪草酸 抑制 p38 MAPK 和 JNK-MAPK 的磷酸化 MAPK [32]
山楂有机酸 上调 p-AKT 和 p-ERK 的蛋白表达，下调 p-JNK 和 p-p38 的蛋白表达 MAPK [33]
黄芩苷 抑制 JAK2 和 STAT3 磷酸化水平 JAK/STAT [34]
小檗碱 上调 p-JAK2、p-STAT3 的表达 JAK/STAT [35]
丹参素 p-JAK2/JAK2、p-STAT1/STAT1、p-STAT3/STAT3 降低 JAK/STAT [36]
川芎嗪 增加 JAK2、STAT3、Bcl2 蛋白表达 JAK/STAT [37]
圣草次苷 显著降低 p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3 水平 JAK/STAT [38]

调节细胞自噬 虫草素 调节 AMPK 通路，缺氧期间诱导自噬 AMPK/mTOR [40]
藏红花素 调节 AMPK 通路，缺氧期间诱导自噬 AMPK/mTOR [41]
五味子乙素 促进 AMPK 的激活，下调 mTOR 的磷酸化 AMPK/mTOR [42]
乔松素 诱导自噬介导的 HIF-1α/BNIP3 蛋通路 HIF-1α/BNIP3 [43]
柚皮苷 增强血管生成因子 HIF-1α 生成，调节自噬 HIF-1α/BNIP3 [44]
小檗碱 诱导自噬介导的 HIF-1α/BNIP3 通路 HIF-1α/BNIP3 [45]
三七总皂苷 升高 HIF-1α 和 BNIP3 表达 HIF-1α/BNIP3 [46]

抗线粒体功能障碍 香青兰总黄酮 显著提高 AMPK、SIRT1 和 PGC-1α  mRNA 水平 AMPK [49]
灯盏花素 升高 SIRT1 和 PGC-1α 蛋白水平 AMPK/SIRT1/PGC-1α [50]
三七皂苷 R1 抑制 RhoA 和 ROCK-1 的表达 RhoA/ROCK [52]
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7　基于网络药理学分析天然产物治疗 MIRI的
机制
　　进一步利用网络药理学预测表 1 中所包含的天
然产物治疗 MIRI 的作用机制。首先，在 PubChem
数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）查询天
然产物的 SMILES；将 SMILES 导入 Swiss Target-
Prediction 数据库（http：//swisstargetprediction.ch/）
中获取靶点；再通过中药系统药理数据库和分析
平台（Traditional Chinese Medicine Systems Pharma-
cology Database and Analysis Platform，TCMSP）获
取天然产物靶点和来源中药，取并集后去除重复
靶 点； 以“myocardial ischemia reperfusion injury”
为关键词在 Genecards 数据库（https：//www.gene-
cards.org/）中进行检索，收集 MIRI 的靶点；再使

用 Venn 图对上述得到的天然产物靶点和疾病靶点
取 交 集（http：//www.bioinformatics.com.cn/）， 获
得天然产物治疗 MIRI 的可能靶点；将天然产物抗
MIRI 的靶点导入 DAVID 数据库，进行 GO 功能富
集分析和 KEGG 通路富集分析，最终取排名前 10
的信号通路构建疾病 - 来源中药 - 天然产物 - 作用
靶点 - 信号通路网络图（见图 1）。该图包含 456 个
节点和 2000 条边，20 个信号通路节点，35 个成分
节点，100 个中药节点，1 个疾病节点，300 个靶
点节点。在这些天然产物中，拥有较高度值的槲皮
素、白藜芦醇可能在抗 MIRI 中发挥更加重要的作
用。靶点富集程度较高的信号通路有癌症通路、脂
质和动脉粥样硬化通路等。

图 1　“天然产物 - 天然产物来源 - 作用靶点 - 通路 - 疾病”网络

Fig 1　“Natural products-sources of natural products-target-pathway-disease” network
注：绿色八边形表示天然产物来源，粉色六边形节点表示天然产物，红色菱形节点表示疾病，橙色圆形节点表示交集靶点，蓝色节点

表示通路，线代表天然产物、天然产物来源、交集靶点、疾病和信号通路之间的关系。

Note：Green octagons represent natural product sources，pink hexagonal nodes represent natural products，red rhombic nodes represent 
diseases，orange circular nodes represent intersecting targets，blue nodes represent pathways，and the lines show the connections between natural 
products，sources of natural products，intersecting targets，disease and signaling pathways.
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8　小结与展望
　　总之，天然产物可通过拮抗氧化应激、减少
炎症反应、阻止钙超载、抑制细胞凋亡、调节自
噬和能量代谢等多种机制减轻 MIRI，上述机制
之间也存在相互作用。当细胞中 ROS 含量过高
造成氧化应激时还会激活炎症反应，进一步加重
氧化损伤；ROS 水平增加还会损伤线粒体，导致
钙超载进而诱发细胞凋亡；抑制钙超载可以有效
减轻 MIRI 中的氧化损伤；阻止线粒体 mPTP 通
道的开放所致能量代谢障碍同样可以减少氧化应
激，进而减轻 MIRI。目前，天然产物在心脑血
管疾病的防治方面已得到广泛应用，但天然产物
特别是中药复方作用机制尚不明确，导致很多患
者对中药的疗效将信将疑。本文从信号通路出发
阐述天然产物抗 MIRI 机制，有助于加深对天然
产物抗 MIRI 的理解。相信随着网络药理学在探
讨天然产物机制方面的应用，其多靶点的机制将
逐步阐明，其作用途径更加明晰，也更有利于优
化中药配伍，实现精准治疗和适度治疗。
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药食同源中药防治中枢神经系统疾病的研究进展
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摘要：中枢神经系统疾病严重影响大脑和脊髓功能，威胁患者生命健康。随着人类寿命的延长
和人口老龄化的加剧，中枢神经系统疾病的患病率逐年攀升，医学界乃至全社会高度关注此
类疾病的防治。药食同源中药以其预防性强、安全性高、适用范围广、综合调理效果显著和患
者接受度良好等特点，成为防治中枢神经系统疾病的优选，具有广泛的应用前景和重要医学
价值。因此，本文查阅国内外文献，系统综述了用于防治中枢神经系统疾病的药食同源中药及
其作用机制的研究进展，以期为药品或功能性食品的开发提供参考。
关键词：药食同源中药；中枢神经系统疾病；缺血性脑卒中；阿尔茨海默病；帕金森病；抑郁症；
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Research progress in the prevention and treatment of central nervous 
system diseases by medicinal and edible homologous herbs
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Abstract: Central nervous system (CNS) illnesses have a major impact on the brain and spinal 
cord function, putting patients’ lives and health at risk. As human life expectancy increases and the 
population ages, the prevalence of CNS diseases rises year after year. The medical community, and 
even society as a whole, is deeply worried about the prevention and treatment of these diseases. 
Medicinal and edible homologous herbs have become the preferred choice for CNS diseases due to 
their strong prevention, high safety, broad application, comprehensive conditioning effect, and fair 
patient acceptance. They also have wide application prospect and good medical value. This paper 
reviewed the domestic and foreign literatures and the research progress in medicinal and edible 
homologous herb for the prevention and treatment of CNS diseases, as well as ralated mechanism. 
Key words: medicinal and edible homologous herb; central nervous system disease; ischemic stroke; 
Alzheimer’s disease; Parkinson’ s disease; depression; epilepsy
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　　中枢神经系统（central nervous system，CNS）
为调控人类思维、情感、运动等高级功能的核心
系统，由脑和脊髓构成，以神经元与胶质细胞为
基本单元，参与能量代谢、营养支持、血脑屏障
（BBB）维护等关键过程 [1]。CNS 疾病的发病机
制异常复杂，往往涉及神经元的退化、神经递质

的失衡、神经通路的异常等多个环节，加之血脑
屏障的存在，使得药物研发面临重重挑战。当前，
临床上用于治疗 CNS 疾病的药物虽不乏其数，但
主要集中于受体调节剂和神经递质调节剂。此类
药物局限于特定受体或神经递质，对疾病进程改
善有限，并伴随嗜睡、呕吐、头晕等不良反应，
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导致患者长期治疗体验与效果均不理想 [2]。因此，
探索安全、有效的 CNS 疾病预防和治疗策略，已
成为该领域研究的热点与迫切需求。
　　《黄帝内经·太素》中“空腹食之为食物，
患者食之为药物”的论述，深刻揭示了利用食
材的药物特性以调和人体至均衡状态的传统智
慧 [3]。药食同源中药，作为这一智慧的现代诠
释，既保障能量供给，又蕴含防病之效，实现了
食物安全与药物疗效的完美融合。卫健委公布
的 110 味药食同源中药，是中医药大健康产业发
展的重要基石，其功能开发更是聚焦于功能性
食品与药品的革新研发。特别是在应对阿尔茨
海默病（Alzheimer’ s disease，AD）、帕金森病
（Parkinson’ s disease，PD）等慢性 CNS 疾病时，
这些中药展现出了卓越的长期调理潜力。鉴于此，
本文通过梳理国内外相关文献，系统总结了药食
同源中药对 CNS 疾病防治的作用及机制，旨在
为 CNS 疾病患者提供高效安全的治疗途径，并
促进中医药在现代医疗中的创新融合与发展。
1　药食同源中药在 CNS疾病防治中的作用
　　CNS 疾病主要包括脑血管疾病、神经退行性
疾病、癫痫功能性疾病等几大类。这些疾病虽各
具病理特征，如缺血性脑卒中（ischemic stroke，
IS）的脑血流障碍、AD 的认知衰退、PD 的运动
障碍、抑郁的情绪异常以及癫痫的神经元异常放
电，但均涉及 CNS 的结构与功能异常。药食同源
中药以其多成分、多靶点优势，通过调节神经递
质、抗氧化应激、抑制炎症等多途径干预，有效
保护神经元，促进神经功能的恢复与重建。
1.1　IS
1.1.1　中医对 IS 的病因病机认识及药食同源中药
防治策略　IS 作为中医“中风”范畴，常表现为猝
然昏仆、口舌歪斜、神识昏蒙等症状。国医大师张
志远教授认为中风急性期的病机关键在玄府闭塞、
气血不通，恢复期多属气虚血瘀之证，后遗症期则
以元气亏虚为主 [4]。赵赫等 [5] 强调中焦脾虚为 IS
发病之先，脾虚进而引发肝风内动、肾阳不足等病
机。刘雪梅 [6] 则认为 IS 急性期元气始亏，多见阴
火亢盛实证；恢复期及后遗症期则以肾气衰虚等虚
证为主。综上，IS 多为肝肾阴虚、脾虚气弱之本
虚，加之风火痰瘀等邪实，形成虚实夹杂之证。
　　基于上述病因病机，中医多利用具有益气活
血、平肝熄风、清热解毒等功效的药食同源中药，
达到辅助防治中风的效果。如西红花疏通血脉，
能够保障 IS 患者大脑的血供和氧供 [7]；姜黄祛瘀
通滞，兼具抗炎、抗凋亡、保护血脑屏障等作用，
协同抵御 IS[8]。白芷祛风解毒，可促进脑血栓溶
解，减轻氧化应激损伤，以改善神经缺损症状 [9]。

黄芪与人参等补益类中药可通过补充气血、促进
气血运行，改善脑血供不足的状态。栀子清热泻
火、凉血解毒，能够有效抑制炎症反应，强化血
管内皮保护、促进神经营养，发挥脑保护作用 [10]。
1.1.2　药食同源中药防治 IS 的作用机制　IS 为
由暂时或永久性的大脑动脉供血不足引起的脑
组织坏死，是 CNS 常见且严重的脑血管病之一，
具有较高的致死率和致残率。研究表明，IS 主要
涉及神经元自损伤、氧化应激反应、神经炎症和
程序性细胞死亡等病理机制 [11]。
　　维护血脑屏障结构和功能的完整性是改善 IS
的重要途径。Oh 等 [12] 通过建立短暂性大脑中动脉
闭塞（tMCAO）大鼠模型，发现当归能上调酪氨
酸蛋白激酶受体 -2（Tie-2）、闭锁小带蛋白 -1（ZO-
1）和咬合蛋白（Occludin）的表达，降低缺血诱导
的血脑屏障通透性并抑制神经元死亡。此外，肉
苁蓉总苷也已被证实能够上调结构蛋白的表达，
维持血脑屏障紧密连接的结构和功能，从而有效
减轻脑组织因缺血诱发的炎症和氧化应激损伤 [13]。
　　脑缺血触发胶质细胞异常活化，释放过量炎症
介质，进而介导神经元受损。Liu 等 [14] 研究表明，
葛根素显著降低了脑缺血 / 再灌注（I/R）大鼠脑组
织中白细胞介素（IL）-1β、IL-6 和肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）的水平，减少缺血性脑梗死体积，其机制
可能与 Janus 激活的激酶 2（JAK2）/ 转录激活因子 3
（STAT3）信号通路的激活与核因子κB（NF-κB）信
号通路的抑制有关。另外，6- 姜烯酚可通过抑制丝
裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号传导，下调环氧化
酶（COX-2）和诱导型一氧化氮合酶（iNOS）等炎症
相关酶的表达，改善大脑中动脉闭塞（MCAO）小
鼠缺陷性行为 [15]。
　　抗氧化应激是药食同源中药发挥脑保护作用的
核心策略。蒲公英甾醇可增强醌氧化还原酶1（NQO-
1）和谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）-3的表达，显著降
低海马神经元中活性氧（ROS）和丙二醛（MDA）
含量，有效减轻脑组织氧化应激损伤 [16]。牡荆素通
过激活 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路，增强超氧化物歧
化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）等抗氧化酶的活性，
降低氧化应激标志物水平，进而减轻缺血缺氧性脑
损伤 [17]。另外，体内实验结果表明，丁香酚缓解心
肌 I/R 损伤与抗氧化防御系统的恢复有关 [18]。
　　当脑组织缺血缺氧后，神经元过度凋亡，进
而加剧脑部损伤。银杏内酯 B 可上调抗凋亡蛋白
B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）水平，下调促凋亡蛋白
Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）和半胱氨酸的天冬氨酸蛋
白水解酶（Caspase）-3 的表达，从而抑制神经元细
胞凋亡 [19]。黄豆苷元通过激活 Akt/mTOR/BDNF 通
路，上调 Bcl-2 相关死亡启动因子（BAD）磷酸化
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水平，降低 Caspase-3 的表达，显著改善神经功能
缺损并降低梗死体积 [20]。人参皂苷 Rg1 则通过下
调 cAMP 激活的交换蛋白分子（Epac1）、Ras 相关
蛋白 1（Rap1）、Caspase-3 等蛋白的表达，抑制脑
神经凋亡，发挥神经保护作用 [21]。
　　血管新生作为恢复缺血区血液供应的重要
途径，是药食同源中药干预 IS 的关键环节。研
究发现，黄芪甲苷能够上调血管内皮生长因子

（VEGF）水平，提高缺血区脑组织微血管的密
度 [22]。另外，当归多糖可上调 VEGF 和血小板内
皮细胞黏附分子（CD31）水平，促进缺血区血管
的修复和新血管的再生，进而减少脑梗死体积 [23]。
　　综上，药食同源中药可维护血脑屏障的完整
性、调控氧化应激和炎症反应、抑制细胞凋亡、
促进血管新生，干预 IS 病理生理性变化，延缓其
发生与发展，详见表 1。

表 1　药食同源中药防治 IS的作用及机制 
Tab 1　Mechanism of prevention and treatment of IS by medicinal and edible homologous herb

中药 活性成分 药效机制 分子机制 参考文献

当归 根部水提物 保护血脑屏障 Tie-2、ZO-1 和 Occludin 表达 ↑ [12]
肉苁蓉 肉苁蓉总苷 claudin-5、Occludin 和 ZO-1 水平 ↑ [13]
葛根 葛根素 抑制炎症反应 激活 JAK2/STAT3 信号通路，抑制 NF-κB 信号通路，IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平 ↓ [14]
生姜 6- 姜烯酚 抑制 MAPK 信号传导，COX-2 和 iNOS 表达 ↓，IL-1β 和 TNF-α 水平 ↓ [15]
蒲公英 蒲公英甾醇 抗氧化应激 NQO-1 和 GPx-3 表达 ↑，ROS 和 MDA 水平 ↓ [16]
山楂 牡荆素 激活 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路，SOD 和 GSH 水平 ↑，ROS 和 MDA 水平 ↓ [17]
丁香 丁香酚 SOD 水平 ↑，MDA 水平 ↓ [18]
白果 银杏内酯 B 抑制神经元凋亡 Bcl-2 水平 ↑，Bax 和 Caspase-3 水平 ↓ [19]
葛根 黄豆苷元 激活 Akt/mTOR/BDNF 通路，p-BAD 水平 ↑，Caspase-3 表达 ↓ [20]
人参 人参皂苷 Rg1 Epac1、Rap1 和 Caspase-3 表达 ↓ [21]
黄芪 黄芪甲苷 促进血管新生 VEGF 水平 ↑ [22]
当归 当归多糖 VEGF 和 CD31 表达 ↑ [23]

注：“↑”表示上调或者激活；“↓”表示下调或抑制。

Note：“↑” Indicates upregulation or activation；“↓”indicates downregulation or inhibition.

1.2　AD
1.2.1　中医对 AD 的病因病机认识及药食同源中
药防治策略　AD 在中医范畴内归属“痴呆”，临
床以记忆衰退、精神淡漠、反应迟钝为主要特征。
黄巧艺等 [24] 强调脾肾虚损为 AD 发病的关键，因
虚致瘀、最终瘀毒损伤脑络。鲍远程教授 [25] 认
为 AD 病机以肾精亏虚为本，痰瘀阻窍为要，虚
实夹杂，累及心肝脾肾。国医大师卢芳教授 [26] 指
出 AD 的病位为心窍和脑窍，主张痰邪与瘀血阻
窍为核心病机。故而，AD 属本虚标实之候，其
核心在于脾肾等脏腑功能不足，而由此引发的痰
瘀毒等病理产物则是病情加重的关键因素。
　　药食同源中药在 AD 的防治中具有独特的优
势，多通过滋补肾精、补脾益气、疏肝解郁、活血
通络等途径发挥作用。如黄精与当归配伍，具有补
肾填精、活血通络之功效，不仅强化机体抗氧化能
力，还可减轻脑内炎症反应，改善 AD 患者生活自
理能力 [27]。黄芪滋养脾胃，能通过抗炎和神经保
护机制，促进认知功能恢复 [28]。人参有大补元气、
补脾益肺之功，内含皂苷与多糖等多种成分，可
有效保护神经突触、改善胆碱能系统，缓解 AD 症
状 [29]。天麻疏肝解郁、增智益脑，能显著修复海
马区突触可塑性损伤，展现神经保护潜力 [30]。姜
黄多用于气滞血瘀之证，其主要成分姜黄素可改善
神经元损伤，修复记忆与认知功能 [31]。

1.2.2　药食同源中药防治 AD 的作用机制　AD
作为典型的年龄相关性神经退行性疾病，其核心
病理特征包括老年斑（SP）、神经原纤维缠结以
及神经元的丢失，这些变化主要涉及β- 淀粉样蛋
白（Aβ）的异常聚集、Tau 蛋白过度磷酸化、线
粒体功能障碍等病理机制 [32]。
　　药食同源中药通过调控 Aβ 生成与降解的关键
酶，可有效减少 Aβ 的生成与积累。例如，石斛
生物碱可增强去整合素 - 金属蛋白酶（ADAM）17
的蛋白表达并降低 ADAM10 的蛋白表达 [33]；四
氢姜黄素可抑制β- 分泌酶（BACE）及 γ- 分泌酶
（PS1）的活性，两者均能促进 Aβ 的清除，从而减
轻海马及大脑皮层中的毒性累积 [34]。此外，花椒
提取物 N-[2-（3，4- 二甲氧基苯基）乙基 ]-3- 苯基
丙烯酰胺（gx-50）可穿透血脑屏障，直接分解 Aβ
低聚物，减少其在脑内的沉积，改善认知能力 [35]。
　　抑制 Tau 蛋白的过度磷酸化是药食同源中药
防治 AD 的重要策略。山茱萸多糖通过减少糖原
合成酶激酶 3β（GSK-3β）水平，党参多糖通过上
调蛋白磷酸酶 2A（PP2A）的活性，发挥抑制 Tau
蛋白的过度磷酸化，减少 Tau 缠结的形成，保护
受损神经元的作用 [36-37]。
　　在抗氧化应激方面，蒲公英总黄酮可显著上调
SOD 活性，下调 MDA、ROS 等氧化应激标志物的
水平，有效清除自由基，以减轻氧化应激对神经元
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的损害 [38]。此外，黄芪多糖可通过激活 Nrf2 抗氧
化通路，增加 SOD 和 GSH-Px 的含量，抑制脂质
过氧化，从而减少自由基对机体的损伤 [39]。
　　针对神经炎症这一关键环节，紫苏醇提物可清
除 Aβ 沉积物，阻止小胶质细胞和星形胶质细胞的
增多，通过发挥抗炎作用来改善记忆障碍 [40]。京
尼平苷可抑制细胞外调节蛋白激酶（ERK）和 IκB/
NF-κB 炎症通路，减少 AD 模型小鼠体内 TNF-α、
IL-1β 等促炎因子的产生，发挥抗神经炎症作用 [41]。
　　药食同源中药能够改善胆碱能系统的功
能，促进神经细胞的修复和再生。茯苓多糖和羟
基 -α- 山椒素等成分可通过增强乙酰胆碱转移酶
（ChAT）表达，抑制乙酰胆碱酯酶（AChE）活
性，促进乙酰胆碱（Ach）合成，以恢复胆碱能
神经传递，对抗认知障碍 [42-43]。
　　在抑制细胞凋亡方面，当归多糖通过调节凋亡
相关蛋白，上调 Bcl-2 水平，并抑制 Bax 与 Caspase-3
表达，减少神经细胞的凋亡，维护神经元正常的结

构与功能 [44]。此外，紫苏多糖通过增强聚腺苷二磷
酸 - 核糖聚合酶（PARP）等 DNA 修复酶的表达，下
调细胞色素 C（Cyt C）、Caspase-3 和 Caspase-8 等蛋
白水平，减轻神经元损伤并发挥神经保护作用 [45]。
　　药食同源中药在调节线粒体功能、促进线粒体
自噬方面也表现出显著作用。例如，人参皂苷 Rg1

可增强 PTEN 诱导激酶 1（PINK1）、帕金（Parkin）
蛋白的表达，增加微管相关蛋白轻链 3（LC3）Ⅱ/Ⅰ
比例并降低 p62 蛋白水平，进而促进线粒体自噬，
维护线粒体稳态，对抗 AD 中的能量代谢障碍 [46]。
党参多糖可通过下调 CD38 表达，增加默信息调节
2 同系物 1（SIRT1）、SIRT3 和过氧化物酶体增殖活
化受体 γ 共激活因子 -1α（PGC-1α）等关键因子活
性，改善线粒体功能障碍并减弱神经毒性 [47]。
　　综上所述，药食同源中药防治 AD 机制多元，
涵盖减少 Aβ 沉积、抑制 Tau 磷酸化、抗氧化、抗炎、
调节胆碱能及改善线粒体功能障碍等多个途径，协
同保护神经元，防御 AD 病理损害，详见表 2。

表 2　药食同源中药防治 AD的作用及机制 
Tab 2　Mechanism of prevention and treatment of AD by medicinal and edible homologous herb

中药 活性成分 药效机制 分子机制 参考文献

铁皮石斛 石斛生物碱 减少 Aβ 的生成和积累 ADAM17 表达 ↑，APP、ADAM10 和 BACE1 表达 ↓，Aβ1-42 水平 ↓ [33]
姜黄 四氢姜黄素 PS1 和 BACE 水平 ↓，Aβ 生成 ↓ [34]
花椒 gx-50 Aβ 聚集 ↓ [35]
山茱萸 山茱萸多糖 抑制 Tau 过度磷酸化 GSK-3β 水平 ↓，Tau 蛋白磷酸化水平 ↓ [36]
党参 党参多糖 PP2A 活性 ↑，Tau 蛋白磷酸化水平 ↓ [37]
蒲公英 蒲公英总黄酮 抑制氧化应激 SOD 活性 ↑，ROS 和 MDA 含量 ↓ [38]
黄芪 黄芪多糖 激活 Nrf2 通路，SOD 和 GSH-Px 水平 ↑，MDA 含量 ↓ [39]
紫苏 紫苏醇提物 抑制神经炎症 小胶质细胞、星形胶质细胞水平 ↓ [40]
栀子 京尼平苷 抑制 ERK 和 IκB/NF-κB 通路的激活，TNF-α 和 IL-1β 水平 ↓ [41]
茯苓 茯苓多糖 降低胆碱能损伤 Ach 和 ChAT 水平 ↑，AChE 水平 ↓ [42]
花椒 羟基 -α- 山椒素 AchE 活性 ↓，Ach 含量 ↑ [43]
当归 当归多糖 抑制细胞凋亡 Caspase-3 和 Bax 水平 ↓，Bcl-2 水平 ↑ [44]
紫苏 紫苏多糖 PARP 表达 ↑，Bax、Cyt C、Caspase-3、Caspase-8 和 Caspase-9 水平 ↓，Bcl-2 水平 ↑ [45]
人参 人参皂苷 Rg1 改善线粒体功能障碍 PINK1 和 Parkin 表达 ↑，LC3 Ⅱ / Ⅰ ↑，p62 水平 ↓ [46]
党参 党参多糖 CD38 表达 ↓，SIRT1、SIRT3、PGC-1α 和 ATP 水平 ↑ [47]

1.3　PD
1.3.1　中医对 PD 的病因病机认识及药食同源中
药防治策略　PD 属中医“颤证”范畴，以静止性
震颤、运动迟缓和肌肉僵直为主要临床症状。黄
煌教授认为 PD 病因的核心为“风胜则动”，病涉
肝筋，关联肺脾肾心 [48]。马云枝教授主张肝肾虚
损为 PD 发病之始，中期以气虚血瘀为要，晚期
为五脏元气皆虚 [49]。而老中医符为民认为 PD 病
源脑府，核心为肝肾脾亏、气血双虚等虚证，并
表现痰浊、瘀血、火热、腑实等邪实症状 [50]。总
之，PD 为本虚标实之证，其病因核心在于肝肾
亏虚，并与风、痰、瘀、毒等病理因素相互交织，
导致脑窍失养，五脏稳态失衡。
　　针对 PD 的治疗策略中，药食同源的理念被

广泛应用，旨在通过温补肾阳、平肝熄风、祛痰
化湿与活血化瘀等方法，综合调理患者体质。如
杜仲叶补肝肾、强筋骨，可对抗多巴胺神经元的
退行性丢失，从而缓解 PD 症状 [51]。天麻为颤证
治疗要药，其主要活性成分天麻素在抗凋亡和
抗炎方面展现出显著疗效，能够有效对抗 PD[52]。
甘草祛痰止咳，其黄酮类成分在抗炎、调节免疫
方面表现优异，可减轻 PD 僵直、震颤等症状 [53]。
针对血瘀痹阻的病机，西红花可减轻氧化应激和
炎症对多巴胺能神经元的损伤，有效保护神经元
并促进脑络畅通 [54]。
1.3.2　药食同源中药防治 PD 的作用机制　PD 在
人群中的发病率逐年上升，是仅次于 AD 的第二
大神经退行性疾病。PD 的核心病理特征在于中
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脑黑质多巴胺能神经元的进行性丧失，是神经炎
症、氧化应激、细胞凋亡以及线粒体功能障碍等
多重机制共同作用的结果 [55]。
　　PD 患者黑质区神经炎症显著，表现为胶质细胞
的激活与炎症因子的过度释放。研究发现甘草黄酮
A 通过抑制 ERK1/2、NF-κB 炎症通路的激活，抑制
小胶质细胞的过度活化及 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等
促炎介质的释放，从而保护多巴胺神经元免受炎症
侵袭 [56]。此外，松果菊苷通过增强 STAT3 在 Ser727
位点磷酸化水平、抑制 STAT3 在 tyr705 位点上的磷
酸化，实现神经营养和抗炎双重作用 [57]。
　　抑制氧化应激在防御 PD 的作用机制中扮演
着重要角色。黄芪甲苷可通过增强 SOD 活性，减
少 ROS 的生成，进而有效缓解 1- 甲基 -4- 苯基吡
啶离子（MPP ＋）诱导的神经细胞损伤，展现出
抗氧化应激效应 [58]。另外，西红花苷可缓解 PD
果蝇的运动缺陷，其相关机制与增强过氧化氢酶
（CAT）、GSH 等抗氧化酶的活性有关 [59]。
　　 细 胞 凋 亡 是 PD 神 经 元 丧 失 的 直 接 原 因，
Caspase 家族及 Bcl-2 家族蛋白在此过程中扮演着关
键角色。研究表明，白藜芦醇可降低 Bax/Bcl-2比值，
下调 Caspase-3 水平，抑制 6- 羟多巴胺（6-OHDA）
的毒性作用 [60]。松果菊苷则通过抑制激活转录因子 
3（ATF3）、C/EBP 同源蛋白（CHOP）和α- 突触核蛋
白（SCNA）等凋亡基因的表达，降低 Caspase-3 活

性并部分上调 BDNF 的表达，进而提高多巴胺能神
经元的存活率 [61]。另外，石斛碱通过上调中脑星形
胶质细胞源性神经营养因子（MANF）表达，有效缓
解内质网应激，从而抑制多巴胺能神经元凋亡 [62]。
　　自噬作为细胞内的降解系统，其功能紊乱与
PD 的神经元丢失密切相关。研究表明，迷迭香
酸可抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，激活细胞自
噬，并促进 Bcl-2 表达以抑制细胞凋亡 [63]。山柰
酚能增强自噬特异性基因（Beclin-1）和 LC3 等自
噬相关蛋白的表达，有效维持黑质多巴胺能神经
元内的自噬平衡 [64]。
　　线粒体功能障碍作为 PD 病理链条的下游，可
导致三磷酸腺苷（ATP）生成减少、ROS 释放过度，
进而加速神经元死亡。乌梅总黄酮通过促进线粒体
自噬，增加 ATP 酶活性，并上调 Bcl-2 相互作用蛋
白 3（BNIP3）等蛋白的表达，有效改善线粒体功能
损伤 [65]。此外，人参总蛋白可通过调节线粒体未折
叠蛋白反应，促进 PINK1 缺陷型黑腹果蝇线粒体功
能的维持，抑制 ROS 的生成，恢复 ATP 水平，并显
著增加大脑中的多巴胺（DA）含量，防止多巴胺能
神经元变性 [66]。
　　综上所述，抑制神经炎症、抗氧化应激、抑
制细胞凋亡、调节自噬以及改善线粒体功能障碍
是药食同源中药有效保护多巴胺神经元、延缓
PD 病理进程的重要途径，详见表 3。

表 3　药食同源中药防治 PD的作用及机制 
Tab 3　Mechanism of prevention and treatment of PD by medicinal and edible homologous herb

中药 活性成分 药效机制 分子机制 参考文献

甘草 甘草黄酮 A 抑制神经炎症 抑制 ERK1/2 和 NF-κB 信号通路，小胶质细胞水平 ↓，IL-1β、TNF-α 和 IL-6 水平 ↓ [56]
肉苁蓉 松果菊苷 p-STAT3（Ser727）↑，p-STAT3（tyr705）↓，IL-6、IL-1β 和 TNF-α 水平 ↓ [57]
黄芪 黄芪甲苷 抗氧化应激 激活 JAK2-STAT3 信号通路，SOD 活性 ↑，ROS 水平 ↓ [58]
西红花 西红花苷 SOD 活性 ↑，GSH 和 CAT 水平 ↑ [59]
决明子 白藜芦醇 抑制细胞凋亡 激活 PI3K/Akt 信号通路，Bax/Bcl-2↓，Caspase-3 水平 ↓ [60]
肉苁蓉 松果菊苷 ATF3、CHOP 和 SCNA 表达 ↓，Caspase-3 水平 ↓ [61]
铁皮石斛 石斛碱 MANF 表达 ↑，CHOP 表达 ↓，TH 水平 ↑，Caspase-3 水平 ↓，Bcl-2/Bax↑ [62]
紫苏 迷迭香酸 调节自噬 抑制 PI3K/Akt/mTOR 通路，Bcl-2 水平 ↑，Beclin-1 和 LC3 Ⅱ / Ⅰ表达 ↑ [63]
山柰 山柰酚 抑制 mTOR 信号通路，Beclin-1、LC3 表达 ↑ [64]
乌梅 乌梅总黄酮 改善线粒体功能障碍 LC3- Ⅱ、Beclin-1 和 BNIP3 表达 ↑，ATP 活性 ↑ [65]
人参 人参总蛋白 DA 含量 ↑，ATP 水平 ↑，ROS 水平 ↓ [66]

1.4　抑郁症
1.4.1　中医对抑郁症的病因病机认识及药食同源
中药防治策略　抑郁症多属中医学“郁证”的范
畴，其核心症状围绕心情低落、情绪不宁及生理
功能紊乱展开。国家名老中医马云枝 [67] 认为抑郁
症初期以肝气郁滞为主，兼有痰、瘀和火等实证；
后期涉及心脾肾等脏腑气血阴阳失调等虚证。马
烈光教授 [68] 则指出主要病机在于肝郁脾虚，气
机郁滞与脾气不足两者皆不可忽视。总而言之，
抑郁症多因肝脾功能失调、心神失常，以致气、

血、痰、火、湿等病理产物积聚，最终扰乱神机。
　　依据上述病机，中医在防治抑郁症时，多采
用具有疏肝解郁、健脾益气、活血化瘀、除烦安
神等功效的药食同源中药。如佛手行气解郁，具
有调节神经递质水平、增强神经营养的作用 [69]。
黄精补脾气、升清阳，可通过调节神经递质来保
护神经元，改善抑郁样行为 [70]。当归，以其补血
活血之功，不仅滋养肝血，还通过影响神经可塑
性、调节细胞因子及抗氧化应激等途径，发挥抗
抑郁作用 [71]。栀子清心除热，在调控神经递质、
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抑制神经元损伤、降低炎症水平等多个层面展现
出抗抑郁潜力 [72]。
1.4.2　药食同源中药防治抑郁症的作用机制　抑
郁症是一种常见的精神障碍病，与多种 CNS 疾
病展现出较高的共病风险。目前公认的抑郁症病
理机制包括单胺假说、下丘脑 - 垂体 - 肾上腺轴
（HPA）功能失调、神经炎症、免疫系统异常等 [73]。
　　单胺类神经递质包括 5- 羟色胺（5-HT）、去
甲肾上腺素（NE）、DA 等，其代谢异常会导致
神经传递减少和认知能力受损，从而引发抑郁
症。刘亚敏等 [74] 研究显示夏枯草水提物可改善抑
郁小鼠在强迫游泳实验和悬尾实验中的行为，其
作用机制可能与增加海马中 5-HT、NE、DA 及
脑源性神经营养因子（BDNF）含量有关。此外，
黄精多糖调节突触可塑性，改善抑郁样行为，与
5-HT 的增加有关 [75]。
　　HPA 轴功能亢进，边缘系统受到过度刺激会产
生抑郁样行为。橙皮苷可降低肾上腺皮质激素皮质
酮（CORT）水平，增加糖皮质激素受体（GR）表
达，负反馈调节 HPA 轴，起到抗抑郁作用 [76]。胡
椒碱则通过降低促皮质激素释放因子（CRF）和促
肾上腺皮质激素（ACTH）水平，从上游抑制 HPA
轴功能亢进，显著改善抑郁导致的行为障碍 [77]。
　　神经炎症也是导致抑郁症的重要诱因之一。

Zhao 等 [78] 研究发现栀子苷可抑制神经元凋亡，
并降低 IL-1β 和 TNF-α 水平，减轻神经炎症，发
挥抗抑郁样作用。另外，姜黄素通过抑制 NF-κB
炎症通路和 NLRP3 炎性小体的活化，下调 IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 炎症介质水平，改善了慢性不
可预知轻度应激（CUMS）大鼠的抑郁样行为 [79]。
　　氧化应激水平的升高是抑郁症发病机制中的
另一关键因素。研究表明，人参皂苷 Rh2 和葛根
素可通过增强 SOD、GSH-Px、CAT 等抗氧化酶
的活性，降低 ROS 和 MDA、NO 等氧化产物水
平，有效抑制神经细胞氧化应激损伤，进而改善
抑郁症状 [80-81]。
　　神经可塑性障碍是抑郁症发作的重要病理特
征。Qian 等 [82] 通过建立卒中后抑郁小鼠模型，发
现莫诺苷可激活 BDNF/ 酪氨酸激酶受体 B（TrkB）
信号通路，促进神经细胞的生成与突触重塑，保护
受损神经元，从而缓解抑郁症状。此外，灵芝多糖
能通过激活α- 氨基 -3- 羟基 -5- 甲基 -4- 异噁唑丙酸
受体（AMPA）受体，增强突触可塑性，改善慢性
社会挫败应激（CSDS）模型小鼠的抑郁行为 [83]。
　　综上，调控单胺类神经递质、恢复 HPA 轴平
衡、抗炎、抗氧化和改善神经可塑性是药食同源中
药减缓抑郁症发生、发展的主要途径，详见表 4。

1.5　癫痫

1.5.1　中医对癫痫的病因病机认识及药食同源中
药防治策略　癫痫，中医称之为“痫病”“羊癫
风”等，是一种以突发意识丧失、肢体抽搐、口
吐涎沫、颈项强直等为特征的反复发作性神志病。
名老中医董少龙教授 [84] 认为癫痫病位在脑，发
作期呈以痰风为主的标实之症；缓解期则以脏腑
虚损为主。迟华基教授 [85] 则认为癫痫以脾虚肾亏
为本虚，痰浊气逆为标实之关键。可知，癫痫多
属本虚标实之证，病因病机涉及心肝脾肾失衡之
虚证，风、火、痰、瘀等标证。

　　在中医防治癫痫的策略中，常采用具有平肝
熄风、补肾益精、化痰祛瘀、宁心安神等功效的
药食同源中药。如天麻为“治风之神药”，通过
调节神经递质、抑制细胞凋亡与氧化应激，能有
效缓解抽搐症状 [86]。山茱萸补肝益肾，可改善认
知与运动功能，减少癫痫发作次数 [87]。姜黄多用
于气滞血瘀之症，其活性成分姜黄素具有抗炎、
抗氧化功效，能显著减轻脑部炎症与氧化应激，
发挥抗癫痫作用 [88]。灵芝以其独特的养心安神功
效，有效抑制神经元癫痫样放电，同时促进神经
修复，保护脑组织并减轻癫痫发作程度 [89]。

表 4　药食同源中药防治抑郁症的作用机制 
Tab 4　Mechanism of prevention and treatment of depression by medicinal and edible homologous herb

中药 活性成分 药效机制 分子机制 参考文献

夏枯草 夏枯草水提物 调节单胺类神经递质 5-HT、NE、DA 水平 ↑ [74]
黄精 黄精多糖 CORT 水平 ↓，5-HT 水平 ↑ [75]
陈皮 橙皮苷 调节 HPA 轴 CORT 水平 ↓，CRF 表达 ↓，GR 表达 ↑ [76]
胡椒 胡椒碱 CRF 和 ACTH 水平 ↓ [77]
栀子 栀子苷 调节炎症反应 IL-1β 和 TNF-α 水平 ↓ [78]
姜黄 姜黄素 NF-κB 活化 ↓，NLRP3 表达 ↓，IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平 ↓ [79]
人参 人参皂苷 Rh2 抑制氧化应激 SOD 和 GSH-Px 水平 ↑，MDA 和 NO 水平 ↓ [80]
葛根 葛根素 SOD 和 CAT 活性 ↑，ROS 水平 ↓ [81]
吴茱萸 莫诺苷 改善神经可塑性 激活 BDNF/TrkB 信号通路，BDNF 水平 ↑ [82]
灵芝 灵芝多糖 AMPA 受体表达 ↑，BDNF 水平 ↑ [83]
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2　结论与展望

　　CNS 结构的复杂性，调控机制的精密性以及
涵盖病种的多样性导致其成为诸多慢性病、疑难
病、罕见病产生的高地。药食同源中药具有多成
分、多靶点、多通路的协同调控作用，与现代多
靶点治疗复杂疾病的原理不谋而合。研究证实，
药食同源中药在 CNS 疾病中展现广泛疗效，涵盖
抑制神经元凋亡、抗氧化、抗炎、改善线粒体功
能障碍、调节 HPA 轴与自噬水平等多种作用途径
（见图 1），并通过调控 NF-κB、Nrf2/HO-1、PI3K/
Akt 及 MAPK 等关键信号通路，发挥预防和治疗
作用。由此可见，药食同源中药的多靶点干预策
略为 CNS 疾病防治提供了新视角，预示着其在功
能食品或药物研发中的独特优势和广阔前景。
　　当前，药食同源中药在 CNS 疾病防治中的

图 1　药食同源中药防治中枢神经系统疾病机制图（来源于 www.
figdraw.com）

Fig 1　MEHHs in the prevention and treatment of CNS diseases 
[provided by FigDraw（www.fgdraw.com）]

1.5.2　药食同源中药防治癫痫的作用机制　癫痫是
一种常见的慢性 CNS 疾病，其核心特征在于大脑
细胞的异常放电现象，涉及神经递质紊乱、炎症、
氧化应激反应以及神经元凋亡等多重发病机制 [90]。
　　神经递质的抑制性和兴奋性失衡是癫痫发作的
主要机制。γ- 氨基丁酸（GABA）作为关键抑制性神
经递质，其活性增强被视为治疗癫痫的潜在途径。
在毛果芸香碱诱导的癫痫模型中，天麻素通过保护
GABAA 受体α1 亚基，促进 GABA 传递，以减轻
神经元兴奋性毒性 [91]。此外，酸枣仁醇提物能增强
AChE 和丁酰胆碱酯酶（BchE）活性，延长抽搐潜
伏期，展现抗惊厥潜力，从而预防癫痫发作 [92]。
　　癫痫发作时会诱导促炎因子的生成与释放，
加剧炎症反应。在戊四唑诱导的癫痫模型小鼠中，
黄芪多糖可减少小胶质细胞与星形胶质细胞的活
化，下调 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等促炎因子水平，
从而阻断神经炎症级联反应，显著减轻伴随的认
知功能障碍 [93]。丁香酚可靶向 NF-κB 及 NLRP3
炎症小体，降低 TNF-α 和 IL-1β 的水平，抑制癫
痫发作后的过度炎症反应 [94]。

　　氧化与抗氧化系统失衡会引发神经元损伤和
凋亡，进一步加剧神经元的异常放电。枸杞多糖
可通过升高 SOD 和 GSH-Px 活性，降低 MDA 水
平，有效保护海马神经元，进而提升癫痫大鼠的
学习和记忆能力 [95]。人参皂苷 Rb1 可增加脑组织
中 GSH 水平，同时降低 MDA 水平，降低癫痫发
作严重程度并改善认知功能缺陷 [96]。
　　在癫痫发作后，神经元凋亡是神经元丢失的重
要形式。山茱萸多糖通过抑制 MAPK 通路，下调 Cyt 
C 和 Caspase-3 水平，抑制神经元凋亡 [97]。灵芝酸
则通过下调钙敏感受体（CaSR）表达，降低 Bax 和
Caspase-3 水平，并增加 Bcl-2 的含量，抑制神经元
凋亡，展现出显著的抗癫痫活性与神经保护作用 [98]。
胡椒碱能够改善大鼠癫痫持续状态和记忆障碍，与
Caspase-3 活性和 Bax/Bcl-2 比例的下调有关 [99]。
　　综上所述，药食同源中药在癫痫治疗中，通
过调控神经递质平衡、抑制神经炎症、增强抗氧
化能力以及抑制神经元凋亡等多个途径，有效降
低癫痫发作频率，缓解认知功能减退等伴随症
状，详见表 5。

表 5　药食同源中药防治癫痫的作用及机制 
Tab 5　Mechanism of prevention and treatment of epilepsy by medicinal and edible homologous herb

中药 活性成分 药效机制 分子机制 参考文献

天麻 天麻素 调节神经递质及受体 GABAA 受体 α1 亚基水平 ↑，GABA 活性 ↑ [91]
酸枣仁 醇提物 AchE 和 BchE 活性 ↑ [92]
黄芪 黄芪多糖 抑制炎症反应 小胶质细胞、星形胶质细胞的活化 ↓，IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平 ↓ [93]
丁香 丁香酚 抑制 NF-κB 的激活，NLRP3 表达 ↓，TNF-α 和 IL-1β 水平 ↓ [94]
枸杞 枸杞多糖 抗氧化应激 SOD、GSH-Px 活性 ↑，MDA 水平 ↓ [95]
人参 人参皂苷 Rb1 GSH 水平 ↑，MDA 水平 ↓ [96]
山茱萸 山茱萸多糖 抑制神经元凋亡 抑制 MAPK 信号通路，Cyt C 和 Caspase-3 水平 ↓ [97]
灵芝 灵芝酸 CaSR 表达 ↓，Bax 和 Caspase-3 水平 ↓，Bcl-2 含量 ↑ [98]
胡椒 胡椒碱 Caspase-3 活性 ↓，Bax/Bcl-2↓ [99]
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研究面临模型局限、临床验证不足及创新乏力等
挑战。未来研究应着重：① 深化药效基础，融合
肠道微生物组学、代谢组学和免疫学等多组学技
术阐明作用机制；② 融合现代医学，实施严谨的
临床试验，强化疗效验证与安全保障；③ 优化给
药途径，利用纳米技术等新兴载体或改良鼻腔、
脑脊液给药系统，增强药物靶向性。总体而言，
药食同源中药在预防疾病领域显示出巨大潜力，
未来应聚焦药效机制研究、个性化治疗及新药或
功能性食品的研发，促进其在 CNS 疾病治疗中
的实践应用，实现传统医学与现代科学的深度融
合与创新。
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单萜类化合物抗抑郁作用及其机制的研究进展
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摘要：单萜类化合物是一类含有两个异戊二烯结构的重要天然产物，具有广泛的药理活性，包

括抗炎、抗氧化、免疫调节、神经保护等。越来越多的研究证实，单萜类化合物在抗抑郁疾病

方面具有潜在的效果。一些单萜类化合物能通过调节神经递质水平，改善下丘脑 - 垂体 - 肾上

腺轴功能，影响神经营养因子水平，抑制炎症和氧化应激等机制缓解抑郁症状。本文归纳了具

有抗抑郁作用的单萜类天然产物，并对其抗抑郁作用机制进行了汇总，以期为抑郁症的治疗

与药物研发提供参考。
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Abstract: Monoterpenoids are important natural product containing two isoprene structures with 
many pharmacological activities, including anti-inflammation, antioxidation, immune regulation, and 
neuroprotection, etc. Some monoterpenoids can relieve depressive symptoms by regulating the levels 
of neurotransmitters, improving the function of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, affecting the 
levels of neurotrophic factors, and inhibiting the inflammation and oxidative stress, etc. This article 
summarized natural monoterpenoids with antidepressant effect and summarized their antidepressant 
mechanism, to provide reference for the treatment and drug development of depression. 
Key words: monoterpenoid; iridoid; natural product; antidepressant; mechanism of action
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　　抑郁症是一种常见的精神障碍疾病，主要表现
为情绪低落、快感缺乏、易怒、注意力不集中以及
食欲和睡眠异常等症状 [1]。世界卫生组织（WHO）
于 2022 年 3 月发布的数据显示，全世界有超过 3.5
亿人正遭受抑郁症困扰，预计影响的人数还在快速
增长中 [2]。抑郁症的病因较复杂，机体的神经递质
水平异常、下丘脑 - 垂体 - 肾上腺（HPA）轴功能
异常、激素失调、神经营养中断、肠道微生物组紊

乱、线粒体能量代谢障碍等因素都有可能导致抑郁
症 [3]。虽然临床上抗抑郁药物较多，但是治疗效果
并不理想，存在疗效延迟、较易复发等问题，而且
这些药物普遍存在一定的不良反应，例如恶心、头
晕、头痛、胃肠道不适、体重增加、性功能障碍和
睡眠障碍等 [4-5]。因此从种类丰富、来源广泛的天
然产物中寻找更有效更安全的抗抑郁化合物具有重
要意义。
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　　单萜类化合物是一类以两分子异戊二烯为基
本骨架的化合物，广泛存在于植物中，也是许多
中药的药理活性物质，具有抗炎、抗氧化、免疫
调节、神经保护等作用 [6]。本文综述了天然存在
的环烯醚萜类化合物及其他单萜类化合物的抗抑
郁作用及机制，以期为抑郁症治疗和药物研发提
供参考。
1　环烯醚萜类化合物
　　环烯醚萜类化合物是一组具有环戊烷环和半

缩醛结构的特殊单萜类化合物，主要存在于玄参
科、茜草科、唇形科、龙胆科、马鞭草科、木犀
科等双子叶植物中。据不完全统计，已从植物中
分离并鉴定结构的环烯醚萜类化合物超过 800 种，
其中大多数为苷类成分 [7]。研究发现具有抗抑郁
作用的环烯醚萜类化合物主要包括梓醇、栀子苷、
山栀苷甲酯、马钱子苷、莫诺苷、桃叶珊瑚苷、
龙肝苦苷和橄榄苦苷等（结构见图 1）。

图 1　部分具有抗抑郁作用的环烯醚萜类化合物

Fig 1　Some iridoid compounds with antidepressant effect

1.1　梓醇的抗抑郁作用

　　梓醇属于 7，8- 环氧型环烯萜类化合物，是地黄
的主要活性成分之一 [8]。梓醇的抗抑郁作用可能与
中枢神经系统中的 5- 羟色胺（5-HT）能神经元密切
相关。梓醇治疗显著改善了利血平（囊泡再摄取抑制
剂）导致的小鼠直肠温度下降、运动障碍和眼睑下垂
等症状；并且增加了小鼠大脑中 5-HT 和 5- 羟基吲
哚乙酸（5-HIAA）的水平，但对去甲肾上腺素（NE）
和多巴胺（DA）的水平没有影响 [9]。梓醇可能通过
上调磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B（Akt）/
核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）/ 血红素加氧酶 -1（HO-
1）通路起到抗抑郁作用。PI3K/Akt 信号通路在预防应
激诱发性抑郁症的发生中起重要作用，还可以促进
Nrf2/HO-1 通路与抗氧化反应元件的结合，从而保护
身体免受氧化应激损伤 [10]。在慢性温和不可预见刺
激（CUMS）小鼠模型中，梓醇可以上调 PI3K、Akt、
Nrf2 和 HO-1 的水平，发挥神经保护和抗氧化作用，
改善小鼠的动力缺乏、兴趣低、快感缺乏和行为绝
望等抑郁样行为 [11]。梓醇还可通过影响脑源性神经
营养因子（BDNF）和环氧合酶 -2（COX-2）水平而
发挥抗抑郁作用。在 CUMS 大鼠模型中，梓醇通过
上调 BDNF、原肌球蛋白受体激酶 B（TrkB）的水平，
下调 COX-2 的水平，修复神经元可塑性的损伤，改
善大鼠的神经炎症和抑郁样行为 [12]。此外，梓醇还

可能通过氧化应激调控 NLRP3 炎症小体而发挥抗抑
郁作用。在 CUMS 模型小鼠中，梓醇能够通过减少
活性氧（ROS）的产生来抑制 NLRP3 的激活，显著
降低裂解的半胱氨酸蛋白酶 -1（Caspase-1）、诱导型
一氧化氮合酶（iNOS）、白细胞介素 1β（IL-1β）和肿
瘤坏死因子 -α（TNF-α）的水平，并抑制小胶质细胞
活化，改善小鼠的抑郁症状 [13]。
1.2　栀子苷的抗抑郁作用
　　栀子苷属于 7，8- 环戊烯型环烯萜类化合物，
是栀子、地黄、杜仲和牛膝等中药的有效成分 [14]，
主要来源于栀子，在药用栀子果实中占 3.3% ～ 

8.6%[15]。栀子苷是一种胰高血糖素样肽 -1受体（GLP-
1R）激动剂，可通过激活 GLP-1R/AKT 信号通路来发
挥抗抑郁作用。GLP-1R 在海马体、新皮层、下丘脑、
脊髓和小脑中广泛表达，能减少脑部的神经炎症，
增加存活细胞的腺苷酸环化酶（AC）、蛋白激酶 C
（PKC）和丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等 G 蛋白
信号传导 [16]。栀子苷可以促进反复抑制应激（RRS）
模型小鼠海马的 GLP-1R/AKT 信号通路相关蛋白的
表达来抑制小鼠海马的神经元凋亡，降低 IL-1β 和
TNF-α 水平，改善小鼠的抑郁症状，并且这些作用
可被 GLP-1R 拮抗剂阻断 [17]。栀子苷可能通过影响
脑内酸性鞘磷脂酶（ASM）/ 神经酰胺（Cer）系统而
发挥抗抑郁作用。ASM/Cer 系统被认为是抗抑郁的
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潜在靶点，条件性敲除 ASM 可以降低大脑中 Cer 的
水平，促进 Akt/GSK3β 信号传导来保护神经元 [18-19]。
栀子苷可以抑制 CUMS 模型小鼠脑内 ASM 的活性，
降低 Cer 水平，升高 PI3K、Akt 和糖原合酶激酶 -3β
（GSK-3β）的磷酸化水平，抑制细胞凋亡相关蛋白的
表达，进而缓解神经元凋亡，改善小鼠的抑郁样行
为 [20]。栀子苷能够抑制酪氨酸激酶（BTK）的信号传
导而发挥抗抑郁作用。在脂多糖（LPS）诱导的小鼠
中，栀子苷可以减弱 BTK、Janus 激酶 2（JAK2）的
信号传导和转录激活因子 1（STAT1）的磷酸化，并
且能够抑制 BDNF/TrkB 信号传导，抑制小胶质细胞
的活化，降低 TNF-α 和 IL-6 的水平，改善小鼠的神
经炎症和抑郁样行为 [21]。栀子苷还增加 CUMS 模型
小鼠对蔗糖的偏好，减少小鼠在悬尾实验（TST）和
强迫游泳实验（FST）的不动时间，其机制可能是抑
制了 BTK/TLR4/NF-κB 信号通路，从而降低了 TNF-α
和 IL-6 的水平以及抑制超氧化物歧化酶（SOD）和谷
胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）的活性 [22]。栀子苷还
可以通过影响 HPA 轴来发挥抗抑郁作用。在 CUMS
模型大鼠中，栀子苷可以抑制下丘脑促肾上腺皮质激
素释放激素（CRH）mRNA 的表达水平，上调下丘脑
糖皮质激素受体（GR）mRNA 水平，从而调节 HPA
轴的水平，改善大鼠的抑郁样行为 [23]。
1.3　山栀苷甲酯的抗抑郁作用
　　山栀苷甲酯属于环戊烷型环烯醚萜类化合物，
是独一味的主要活性成分，也是 2020 年版《中国药
典》独一味药材指标成分之一 [24]。山栀苷甲酯可以
增加 CUMS 模型小鼠对蔗糖的偏好，以及减少小
鼠在 FST 和 TST 的不动时间。其抗抑郁机制可能
是山栀苷甲酯能够抑制海马体中 miRNA-155 的表
达，促进细胞因子信号抑制因子 1（SOCS1）的信
号传导，减少 IL-6 和 TNF-α 的产生 [25]。
1.4　莫诺苷的抗抑郁作用
　　莫诺苷是一种非典型的环烯醚萜类化合物，其
结构与常见环烯醚萜类化合物的不同之处是五元碳
环的 C-7 和 C-8 处双键断裂，并被六元环醚片段取
代，是山茱萸和接骨木药材中的主要活性成分之
一 [26-27]。莫诺苷可以改善 CUMS 模型大鼠抑郁样
行为，包括增加大鼠对蔗糖的偏好以及在旷场实验
（OFT）中活动水平。此外，莫诺苷还改善了大鼠
大脑前额叶脑区神经元的组织病理学改变，能够抑
制 NF-κB 信号通路，降低神经炎症反应，使神经元
细胞数量增加，排列整齐 [28]。
1.5　马钱子苷的抗抑郁作用
　　马钱子苷属于环戊烷型环烯醚萜类化合物，也
是山茱萸的主要活性成分之一，在山茱萸中含量可
达 0.50% ～ 0.91%[29]。马钱子苷的抗抑郁作用可能

是由中枢神经系统的 5-HT 能神经元介导的。马钱
子苷能减少抑郁小鼠在 TST 的不动时间，并显著
提高中枢神经系统的 5-HT 水平，但不影响 NE 的
水平。此外，马钱子苷对 5-HIAA 的水平没有显著
影响，但可能会抑制 5-HT 代谢为 5-HIAA[30]。马
钱子苷可以改善 HPA 轴功能障碍而发挥抗抑郁作
用。在 CUMS 小鼠模型中，马钱子苷可以增加小
鼠对蔗糖的偏好，减少小鼠在 FST 和 TST 中的不
动时间，并且能够显著降低小鼠血清中促肾上腺皮
质激素（ACTH）和皮质酮（CORT）的水平，增加
前额叶皮层中单胺类神经递质的水平和促进 BDNF
的表达 [31]。马钱子苷还能改善抑郁症相关的神经炎
症。根据网络药理学分析，连环蛋白β1（CTNNβ1）
可能是马钱子苷 - 炎症 - 抑郁交叉靶点交叉网络中
的主要节点。在 LPS 诱导的 BV-2 小胶质细胞炎
症模型中，马钱子苷能够显著升高 BV-2 细胞中
CTNNB1 的 mRNA 水平，抑制细胞的炎症反应 [32]。
此外，在抑郁症合并糖尿病的大鼠模型中，马钱子
苷显著降低 IL-6和 TNF-α 的水平，减少大鼠在 FST
的不动时间 [33]。
1.6　桃叶珊瑚苷的抗抑郁作用
　　桃叶珊瑚苷属于 7，8- 环戊烯型环烯醚萜类化
合物，是玄参、杜仲和车前草等中草药的有效成
分之一 [34-35]。桃叶珊瑚苷可能通过激活 GR 来抑
制 NF-κB/NLRP3 信号通路，发挥抗抑郁作用。桃
叶珊瑚苷能够抑制 CUMS 模型小鼠血清中 CORT、
ACTH 和 CRH 的释放，通过促进下丘脑和海马中
GR 的磷酸化来抑制 NF-κB/NLRP3 信号通路传导，
降低 L-1β 和 IL-18 的水平，促进神经元的轴突再
生，增加神经元数量，改善小鼠抑郁样行为 [36]。
1.7　龙胆苦苷的抗抑郁作用
　　龙胆苦苷属于裂环环烯醚萜类化合物，是多种
龙胆科植物的主要活性成分之一 [37]。龙胆苦苷可以
通过抑制犬尿氨酸（KYN）途径来改善抑郁症状。
KYN 途径是色氨酸代谢的主要途径，在吲哚胺 2，
3- 双加氧酶的催化下，形成代谢产物犬尿喹啉酸和
喹啉酸 [38]。犬尿喹啉酸和喹啉酸可以通过多种机制
作用于 N- 甲基 -D- 天冬氨酸受体（NMDA），与抑
郁症密切相关 [39]。在 LPS 诱导的小鼠模型中，龙
胆苦苷能够降低小鼠脑中 IL-1β 和 TNF-α 的水平，
降低 KYN/ 色氨酸比值，抑制小鼠的色氨酸过度
降解，改善抑郁样行为 [40]。龙胆苦苷还可以降低
CORT 模型大鼠的花生四烯酸等代谢物水平，调节
5-HT 水平，促进 BDNF 的表达，抑制 Caspase-3 的
表达，减轻海马体的细胞凋亡和氧化应激；而体外
研究表明，花生四烯酸逆转了龙胆苦苷对 CORT 诱
导的神经母细胞瘤细胞氧化应激的治疗作用 [41]。
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1.8　橄榄苦苷的抗抑郁作用
　　橄榄苦苷属于苯酚类裂环环烯醚萜苷化合物，
广泛存在于木樨科的木樨榄属、丁香属、女贞属和
茉莉属植物中，也是橄榄树果实和叶片中主要的酚
类化合物 [42]。橄榄苦苷可通过抑制 RhoA/ROCK 信
号通路而发挥抗抑郁作用。在 LPS 诱导的小鼠模型
中，橄榄苦苷能够通过抑制 RhoA 和 ROCK 的表达
来上调 NT-3 和 NT-4 的水平，调节神经元细胞的生

长和分化，改善小鼠抑郁样行为 [43]。橄榄苦苷还
可以改善 CORT 模型小鼠抑郁样行为，减少小鼠在
TST 和 FST 的不动时间，减少小鼠在旷场中央区域
的运动，并调节 HPA 轴的水平，逆转 CORT 模型
小鼠脑部的 GSH 水平降低和硫代巴比妥酸反应物
（TBARS）水平升高，减轻脑部氧化应激 [44]。
　　综上所述，常见的环烯醚萜类化合物在抑郁症
中的作用机制见表 1。

图 2　部分具有抗抑郁作用的其他单萜类化合物

Fig 2　Other monoterpenoids with antidepressant effects

表 1　环烯醚萜类化合物抗抑郁症作用机制 
Tab 1　Mechanism of antidepressant of iridoid compounds

化合物 动物 / 细胞模型 剂量 /（mg·kg － 1） 作用机制 文献

梓醇 FST，TST 导致的急性应激模型小鼠 5、10、20 增加 5-HT 和 5-HIAA 水平 [9]
CUMS 小鼠 10 上调 PI3K、Akt、Nrf2、HO-1 水平 [11]
CUMS 大鼠 5、10、20 上调 BDNF、TrkB 水平，下调 COX-2 水平 [12]
CUMS 小鼠 20 抑制 NLRP3 的激活，降低裂解的 Caspase-1、iNOS、IL-1β 和

TNF-α 的水平

[13]

栀子苷 RRS 小鼠 100 抑制 GLP-1R/AKT 信号通路，降低 IL-1β、TNF-α 水平 [17]
CUMS 小鼠 30、60、90 抑制脑内 ASM 的活性，减少 Cer 水平，促进 PI3K、Akt 和 GSK-

3β 的磷酸化

[20]

LPS 诱导小鼠 10、40 抑制 BDNF/TrkB 信号传导，下调 TNF-α、IL-6 水平 [21]
CUMS 小鼠 10、40 抑制 BTK/TLR4/NF-κB 信号通路，抑制 SOD、GSH-PX 的活性，

下调 TNF-α、IL-6 水平

[22]

CUMS 大鼠 25、50、100 抑制 CRH 的 mRNA 的表达，上调 GR 的 mRNA 水平，调节 HPA
轴水平

[23]

山栀苷甲酯 CUMS 小鼠 25、50 抑制海马体中 miRNA-155 的表达，促进 SOCS1 信号传导，下调

IL-6、TNF-α 水平

[25]

莫诺苷 CUMS 大鼠 200 抑制 NF-κB 信号通路 [28]
马钱子苷 TST 导致的急性应激模型小鼠 3、12.5、50 提高 5-HT 水平 [30]

CUMS 小鼠 12.5、50 下调 ACTH 和 CORT 的水平，上调单胺类神经递质的水平，促进

BDNF 表达

[31]

LPS 诱导 BV-2 小胶质细胞 10、20、40 上调 CTNNB1 的 mRNA 水平 [32]
STZ 诱导大鼠 40 下调 IL-6 和 TNF-α 水平 [33]

桃叶珊瑚苷 CUMS 小鼠 10、20 调节 HPA 轴激素水平，抑制 NF-κB/NLRP3 通路，下调 IL-1β、
IL-18 水平

[36]

龙胆苦苷 LPS 诱导小鼠 50 降低 IL-1β 和 TNF-α 的水平，降低 KYN/ 色氨酸比值 [40]
CORT 诱导大鼠 100 降低花生四烯酸等代谢物水平，促进 BDNF 的表达， [41]

橄榄苦苷 LPS 诱导小鼠 10 抑制 RhoA/ROCK 信号通路，促进 NT-3 和 NT-4 的表达 [43]
CORT 诱导小鼠 8、16、32 调节 HPA 轴的水平，上调脑部 GSH 水平、下调 TBARS 水平 [44]

2　其他单萜类化合物
　　除了环烯醚萜类化合物，其他的单萜类化合物
结构通常更简单，分子量更小，具有明显的挥发
性，少数单萜类化合物上连有其他官能团，结构更
丰富，常不具备挥发性 [45]。虽然一些富含单萜类化
合物的精油如薰衣草精油、柠檬精油、川芎精油和
细辛精油等常用于缓解抑郁和平静情绪 [46]，但是这
类单萜类化合物作为单一成分被用于抑郁症的研究
比较少，主要包括芍药苷、大麻二酚、香叶醇、麝
香草酚、L- 薄荷酮和紫苏醇等（结构见图 2）。
2.1　芍药苷的抗抑郁作用
　　芍药苷是具有蒎烷骨架的单萜双环糖苷类化合

物，其骨架上连接了β-D- 吡喃葡萄糖基、苯甲酰基
和半缩醛结构，主要来源于毛莨科植物芍药根、牡
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丹根、紫牡丹根 [47]。芍药苷可以上调神经元释放
5-HT 的水平，改善 CUMS 模型小鼠的抑郁样行为，
显著缩短小鼠在 FST 和 TST 中的不动时间。经利
血平处理的小鼠可出现上睑下垂、体温过低和僵直
症状，这些症状能被芍药苷拮抗。此外，芍药苷还
显著增加了海马体中 5-HT 和 5-HIAA 的水平 [48]。
芍药苷可以促进细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）
信号通路来发挥抗抑郁作用。ERK1/2 是一种重要
的 MAPK，在抑郁症中起重要作用。当小鼠经历
慢性束缚应激（CRS）时，参与 ERK1/2 信号通路
的关键蛋白（包括 ERK1/2、CREB 和 BDNF）的
表达显著降低 [49]。芍药苷可以促进 CRS 模型小鼠
ERK1/2 蛋白的表达，改善小鼠海马神经元的不良
形态，增加海马神经元的数量，改善小鼠抑郁样行
为 [50]。芍药苷可以通过抑制 TLR4/NF-κB/NLRP3
信号通路传导来减轻小鼠的抑郁症状。在 LPS 诱导
的小鼠模型中，芍药苷可以通过抑制 TLR4、NF-
κB、NLRP3 的磷酸化来降低海马中的促炎细胞因子
水平和抑制小胶质细胞活化，并上调神经元的成纤
维细胞生长因子（FGF-2）的水平和树突棘的密度，
发挥抗抑郁作用 [51]。
2.2　大麻二酚的抗抑郁作用
　　大麻二酚是一种柠檬烯衍生物的单萜类化合
物，其骨架上连接了间苯二酚和戊碳链结构，是
大麻中的非精神活性成分 [52]。大麻二酚在 FST/
习得性无助（LH）模型小鼠和 Flinders 敏感品系
（FSL）/Flinders 抗性品系（FSL）模型大鼠中均发
挥着快速的抗抑郁药样作用。大麻二酚抗抑郁样作
用呈剂量依赖性，给药后 30 min 即可显著减少抑郁
模型的小鼠和大鼠在 FST 的不动时间。大麻二酚快
速抗抑郁样作用可能涉及 BDNF/TrkB 和雷帕霉素靶
蛋白（mTOR）信号传导。大麻二酚能在短时间内
提高海马和前额叶皮层中的 BDNF 水平，并且促进
突触后致密区蛋白 95（PSD95）和突触素（SYP）表
达，增加前额叶皮层中突触蛋白和树突棘的密度，
改善抑郁样行为 [53]。大麻二酚的抗抑郁作用可能与
中枢神经系统的 5-HT 能神经元密切相关。大麻二
酚与 5-HT 抗抑郁药（氟西汀）具有协同作用，并且
使用对氯苯氧乙酸（PCPA）和 N-（2- 氯乙基）-N- 乙
基 -2- 溴苄胺盐酸盐 （DSP-4）预处理小鼠，结果只
有 PCPA 抑制了大麻二酚在 FST 中对小鼠行为所产
生的影响 [54]。在抑郁症嗅球切除（OBX）小鼠模型
中，大麻二酚也能通过调节 5-HT1A 受体增强 5-HT
和谷氨酸（Glu）的传递来发挥抗抑郁作用 [55]。大麻
二酚还可以通过抑制 NF-κB 信号通路降低 LPS 诱导
的模型小鼠中 IL-6 水平，并且能够激活 KYN 通路，
增加海马体和皮层中 KYN/ 前体色氨酸（TRP）和

KYN/5-HT 比率，改善小鼠抑郁症状 [56]。
2.3　香叶醇的抗抑郁作用
　　香叶醇是一种无环单萜类化合物，主要存在于
玫瑰、生姜、掌楸、柠檬、橙子、薰衣草等植物中 [57]。
香叶醇可以增加 CUMS 小鼠对蔗糖的偏好，缩短小
鼠在 TST 和 FST 的不动时间，其作用机制可能是通
过抑制小鼠前额叶皮层的 NF-κB 通路，调节 NLRP3
炎症小体激活，从而改善小鼠的神经炎症和抑郁样
行为 [58]。此外，香叶醇还可以改善创伤后应激障
碍（PTSD）模型小鼠的抑郁状况，减少小鼠在 FST
和 TST 的不动时间。香叶醇能够缓解 PTSD 小鼠的
HPA 轴失调，降低 TNF-α 和 IL-6 的水平，改善小鼠
脑部氧化症状 [59]。
2.4　麝香草酚的抗抑郁作用
　　麝香草酚是一种天然存在的伞花烃单萜类化合
物，是百里香精油、牛至油和罗勒精油等精油的主
要成分之一 [60]。麝香草酚可以改善 CORT 模型小鼠
的抑郁样行为，包括减少小鼠在 TST 和 FST 的不
动时间，其抗抑郁机制可能与上调 BDNF 的水平有
关 [61]。此外，在 CUMS 模型小鼠中，麝香草酚还
可以调节 HPA 轴水平，并且抑制 NLRP3 炎症小体
的表达，降低 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平 [62]。
2.5　L- 薄荷酮的抗抑郁作用
　　L- 薄荷酮是单环单萜类化合物，广泛存在于
薄荷、五味子、黄芩、广藿香等植物中 [63]。L- 薄
荷酮可以增加 CUMS 模型大鼠对蔗糖的偏好，增
加大鼠在 OFT 中的运动活力和探索行为，缩短在
TST 和 FST 的不动时间，并恢复前额叶皮层 5-HT
和 NE 的水平。L- 薄荷酮还可以显著抑制 CUMS 模
型大鼠中 NLRP3 和 Caspase-1 的表达，下调 IL-1β、
IL-6 和 TNF-α 的水平 [64]。
2.6　紫苏醇的抗抑郁作用
　　紫苏醇是单环单萜类化合物，存在于柑橘、薄
荷、留兰香、薰衣草、鼠尾草、芹菜、樱桃等植物
中 [65]。紫苏醇可通过抑制硫氧还蛋白相互作用蛋白
（TXNIP）/ 硫氧还蛋白（TRX）/NLRP3 信号通路传
导来发挥抗抑郁作用。在 CUMS 模型大鼠中，紫苏
醇可以下调 TXNIP 和 TRX 的水平，抑制海马体中
NF-κB 和 NLRP3 炎症小体的表达，从而抑制 IL-1β
的产生和分泌，改善大鼠的抑郁样行为 [66]。紫苏醇
还能显著缩短 LPS 诱导的小鼠模型在 TST 和 FST 中
的不动时间，可以有效上调前额叶皮层中 5-HT 和
NE 的水平，并下调 TNF-α 和 IL-6 的水平 [67]。
　　综上，其他的单萜类化合物在抑郁症中的作用
机制汇总见表 2。
3　小结与展望

　　从天然植物中寻找安全、高效的抗抑郁化合
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物，是开发抗抑郁药物的重要途径。单萜类化合
物是地黄、栀子、马钱子、龙胆、独一味、芍药
等药用植物中重要的活性成分，具有丰富的结构
和生物活性。其中多种天然的环烯醚萜类化合物
和其他单萜类化合物在抑郁症的体内外实验中表
现出明显的治疗作用，能够通过抑制神经炎症和
氧化应激、调节神经营养因子、调节神经递质水
平、改善 HPA 轴功能、增加突触可塑性等作用机
制来改善抑郁症状，是一类具有多靶点协同作用
特征的天然化合物（见图 3）。

图 3　单萜类化合物的抗抑郁作用机制

Fig 3　Antidepressant mechanisms of monoterpenoids

　　虽然含有单萜类化合物成分的经方和精油已
经用于治疗抑郁症，但是单一的单萜类化合物在
抑郁症的临床应用研究报道较少。药用植物中存
在结构多样的单萜类化合物，但大多数单萜类化
合物的抗抑郁作用没有被发掘出来。因此，需要
更多单萜类化合物开展体内外临床前研究甚至临
床研究，以深入研究其抗抑郁作用及可能的机

制。环烯醚萜类多是以糖苷的形式稳定存在，而
且其他单萜类化合物大多是低沸点的油类化合
物。在后期的研究中也可对这类化合物进行结构
修饰，提高化合物的稳定性，增加化合物的生物
利用度，增强抗抑郁作用。
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Tab 2　Mechanism of antidepressant of other monoterpenoids

化合物 动物 / 细胞模型 剂量 /（mg·kg － 1） 作用机制 文献

芍药苷 CUMS 10、20、40 上调海马中 5-HT、5-HIAA 水平 [48]

CRS 10、30、60、120 促进 ERK1/2、CREB、BDNF 表达 [50]

LPS 诱导小鼠 20、40、80 抑制 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路传导，降低海马中的促炎细胞因子水平

并上调神经元中 FGF-2 的水平

[51]

大麻二酚 FST 小鼠、LH 小鼠、

FSL 大鼠、FSL 大鼠

7、10、30 促进 BDNF/TrkB 和 mTOR 信号传导，上调 BDNF 水平，促进突触后

PSD95 和 SYP 表达

[53]

OBX 小鼠 50 调节 5-HT1A 受体，增强 5-HT 和 Glu 的神经传递 [55]

LPS 诱导小鼠 30 降低 IL-6 水平，提高 KYN/ 前体 TRP 和 KYN/5-HT 比率 [56]

香叶醇 CUMS 小鼠 20、40 抑制 NF-κB 通路，促进 NLRP3 炎症小体激活，下调 IL-1β 水平 [58]

PTSD 小鼠 50、100 调节 PTSD 小鼠的 HPA 轴水平，降低 TNF-α、IL-6 水平 [59]

麝香草酚 CORT 小鼠 50 上调 BDNF 水平 [61]

CUMS 小鼠 15、30 调节 HPA 轴水平，抑制 NLRP3 炎症小体，降低 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平 [62]

L- 薄荷酮 CUMS 大鼠 15、30 上调 5-HT、NE 水平，抑制 NLRP3、Caspase-1 的表达，下调 IL-1β、IL-6、
TNF-α 水平

[64]

紫苏醇 CUMS 大鼠 20、40 抑制 TXNIP/TRX/NLRP3 信号通路传导，抑制海马体中 NF-κB、NLRP3
炎症小体的表达，降低 IL-1β 水平

[66]

LPS 诱导小鼠 60、120 上调 5-HT、NE 水平，下调 TNF-α、IL-6 水平 [67]
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骨改良药物在肺癌骨转移中的研究进展
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摘要：目前各指南推荐恶性肿瘤骨转移的内科治疗药物主要为骨改良药物，分为地舒单抗和双
膦酸盐类，同时这两类药物也获批适应证为治疗高钙血症、骨质疏松。双膦酸盐类药物临床使
用时间长，应用广泛，种类较多，目前分为三代，每代都有不同的代表药物，如一代的依替
膦酸二钠、膦酸二钠等，二代的帕米膦酸二钠，三代的唑来膦酸等。肺癌是全球发病率较高的
肿瘤，患者就诊时大多已为晚期，其中出现骨转移的患者约占一半，给患者的生活质量带来
了巨大的负担，因此一旦明确诊断肺癌骨转移，应尽早使用骨改良药物治疗。本文就骨改良药
物在肺癌骨转移中的应用做一综述。
关键词：骨改良药物；肺癌；骨转移
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doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.030

Role of bone-modifying agents in the treatment of  
bone metastasis in lung cancer

WANG Kai1, WANG Na2, JIANG Jin1, MIN Si-cong1, YE Kai-shan1* (1. Department of Orthopedics, 
Second Hospital of Lanzhou University, Lanzhou  730000; 2. Department of Oncology, Second 
Hospital of Lanzhou University, Lanzhou  730000)

Abstract:Currently, the medical treatment drugs recommended by various guidelines for bone 
metastasis of malignant tumors are mainly bone-modifying agent, which are divided into desuzumab 
and bisphosphonate drugs, and these two kinds of drugs are also approved to be used in the treatment 
of hypercalcemia and osteoporosis. Bisphosphonate drugs have been used in clinic for a long time, 
with wide applicationed and many varieties. At present, they are divided into three generations, 
and each generation has different representative drugs, such as the first generation of etidronate 
chlorophosphonate, the second generation of pamidronate disodium, the third generation of zoledronic 
acid and so on. Lung cancer is a tumor with a high incidence globally. Most patients are in the advanced 
stage when they see a doctor, and about half of them show bone metastasis, a huge burden to patients 
quality of life. Therefore, once the bone metastasis of lung cancer is clearly diagnosed, bone-modifying 
agent should be used as soon as possible. This article reviewed the application of bone-improving drugs 
for bone metastasis in lung cancer.
Key words: bone-modifying agent; lung cancer; bone metastasis

基金项目：甘肃省自然科学基金（No.23JRRA1620，No.22JR5RA957，No.22JR5RA984）。
作者简介：王凯，男，副主任医师，主要从事骨肿瘤及骨科常见疾病的诊治，email：56966186@qq.com　* 通信作者：叶凯山，男，主

任医师，博士，主要从事骨科的外科治疗，email：455166039@qq.com

　　肺癌作为人类常见的恶性肿瘤之一，在世界范
围内发病率及死亡率均较高。而在我国，肺癌的发
病率和病死率均位于恶性肿瘤的首位 [1]，并且，发
病率还在逐年增高。肺癌临床表现没有特异性，因
此初期不易发现，大部分患者就诊时已处于晚期，
且出现多部位转移，其中骨是常见的转移部位之

一 [2]。现在肺癌已经进入了精准的靶向治疗时代，
特别是对于携带表皮生长因子受体（EGFR）或间
变性淋巴瘤激酶（ALK）基因突变的患者，靶向药
物带来了新的希望。对于驱动基因突变阴性的患
者，使用化疗联合贝伐珠单抗为主的抗血管生成治
疗、免疫检查点抑制剂程序性死亡受体 1（PD1）/
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程序性死亡受体 - 配体 1（PDL1）的单用或联合治
疗的应用，使得晚期肺癌患者的 5 年生存率较前显
著提高 [3]，但患者生存期不断延长的同时，发生骨
转移及骨相关事件（skeletal related events，SREs）
的风险也明显提高 [4-5]。
　　肺癌骨转移的治疗目标以延长生存时间、缓
解症状、提高生活质量、预防或延缓病理性骨折
及解除神经压迫症状为主，因此一般采用综合治
疗手段，包括放射治疗、外科手术治疗、局部治
疗（射频消融和冷冻消融）、骨改良药物治疗（双
膦酸盐和地舒单抗）、对症治疗（止痛及营养支
持）等。
　　骨改良药物主要分为双膦酸盐类药物和地舒
单抗（denosumab，D-mab），两者在预防骨相关事
件发生方面，均可使患者获益 [6]。
1　骨改良药物的概述
1.1　双膦酸盐类药物
　　双膦酸盐主要作用于破骨细胞，选择性地抑
制破骨细胞活性，导致破骨细胞凋亡，阻止破骨
细胞分化成熟，进而抑制骨吸收，避免肿瘤细胞
扩散、浸润和黏附于骨质 [7-10]。
　　目前进入临床应用的双膦酸盐类药物分为三
代：第一代代表药物，如依替膦酸二钠、氯膦酸
二钠等，与第二代、第三代相比，第一代双膦酸
盐类药物在结构上的区别是不含氮原子，可作为
焦膦酸盐的类似物，能够抑制骨细胞活性。研究
表明，与安慰剂相比，氯膦酸盐能明显降低骨相
关事件的发生率 [11]。第一代双膦酸盐类药物的具
体用法：氯膦酸盐片 1600 mg·d － 1；或氯膦酸盐
针剂 300 mg·d － 1，输注时间大于 2 h，连用 5 d，
后改为口服。但因疗效不如第二代、第三代，已
逐渐被淘汰。
　　第二代代表药物，如帕米膦酸二钠、阿仑膦
酸钠，作用机制为与骨小梁表面结合，阻止破骨
细胞溶解，使破骨细胞不能向骨表面移动，同时
还可以阻断破骨细胞前体向破骨细胞转化。具体
用法：帕米膦酸二钠 90 mg，输注时间大于 4 h，
每 3 ～ 4 周重复；阿仑膦酸钠片：口服，每日早
餐前至少 30 min 空腹用 200 mL 温开水送服，一次
10 mg，一日 1 次。
　　第三代代表药物，如唑来膦酸、伊班膦酸钠、
因卡膦酸二钠和利塞膦酸钠片。作用机制依然是
进入到破骨细胞中，使破骨细胞的功能下降，有
效减少 SREs 的发生风险，缓解骨痛。以唑来膦
酸为例，其作用机制为：① 循环系统优先被转运
到骨代谢活跃的部位，沉积到骨表面，阻滞矿物
质骨和软骨的再吸收；② 直接抑制破骨细胞的活
化和增生来抑制骨吸收，减少骨基质生长因子的

释放；③ 通过抑制甲醛戊酸途径、阻滞细胞周期
来诱导破骨细胞和单核细胞前体细胞的凋亡，提
高抑制骨吸收的效果 [12]。具体用法：唑来膦酸 4 
mg，输注时间大于 15 min，每 3 ～ 4 周重复；伊
班膦酸钠 6 mg，静脉输注时间大于 15 min，每
3 ～ 4 周重复；因卡膦酸二钠 10 mg，对于 65 周
岁以上老年患者剂量进行减量，调整为 5 mg，静
脉输注时间 2 ～ 4 h，每 3 ～ 4 周重复；利塞膦酸
钠片：口服用药，需至少餐前 30 min 直立位服用，
200 mL 左右清水送服，服药后30 min 内不宜卧床。
用量为一日一次，一次 5 mg。
1.2　地舒单抗
　　地舒单抗是高效的骨吸收抑制剂，是人免疫
球蛋白 G2（IgG2）单克隆抗体，可抑制核因子 -κB
受体活化因子配体（RANKL），其作用机制是通过
特异性结合 RANKL，抑制破骨细胞的形成、增殖
及存活。RANKL 是一种由肿瘤细胞和成骨细胞分
泌的蛋白，是破骨细胞激活的关键因子，它可与破
骨细胞表面的 RANKL 受体结合，促进破骨细胞的
分化、增殖和成熟，从而发挥破骨细胞对骨骼的损
伤作用 [13]。地舒单抗在 2020 年经国家药品监督管
理局（NMPA）批准用于恶性肿瘤骨转移及多发性
骨髓瘤，加入骨改良药物的分类中，给患者提供了
更多的选择。针对不同的适应证，地舒单抗用法不
同，用于骨巨细胞瘤或肿瘤所致高钙血症推荐剂量
为 120 mg，每 4 周一次，治疗第 1 个月的第 8 日
和第 15 日分别额外给予 120 mg；用于体瘤骨转移
推荐剂量为 120 mg，每 4 周一次。地舒单抗使用
过程中需补充钙剂及维生素 D。
　　在骨转移治疗方面的药物主要为双膦酸盐及
地舒单抗，在骨质疏松治疗方面的药物除骨改良
药物外，还包括罗莫佐单抗、特立帕肽等，但目
前尚未在骨转移中获批适应证。
2　骨改良药物在肺癌骨转移中的应用进展
　　晚期肺癌的转移部位中，骨转移是其常见的转
移途径之一。针对肺癌骨转移的治疗，除了放化
疗、靶向治疗、免疫治疗等治疗方式外，骨改良药
物的应用，已有越来越多的科学证据支持。第一代
双膦酸盐类药物，由于疗效及服用方式等特点，逐
渐被第二代及第三代双膦酸盐类药物所替代。一项
针对肺癌骨转移的临床研究对比唑来膦酸与安慰
剂，结果显示，唑来膦酸可有效降低骨不良事件的
发生率 [14]。
　　在第二代与第三代之间的比较中，帕米膦酸
二钠与唑来膦酸头对头的治疗肺癌骨转移的研究
结果显示，在疼痛控制、临床疗效和安全性等方
面，唑来膦酸与帕米膦酸二钠均可有效改善晚期
肺癌骨转移患者的症状，安全性好，但唑来膦酸
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输注时间短，用药剂量小，临床使用更方便 [15]。
　　其次，第三代双膦酸盐之间的比较，唑来膦
酸与伊班膦酸钠在治疗肺癌骨转移方面的对比结
果提示，在疗效、癌痛评分、生活质量评分、相
关生化指标及不良反应发生情况方面，伊班膦酸
钠效果显著，可降低癌痛评分，提高患者生活质
量，降低肾毒性发生率 [16]。
　　双膦酸盐与地舒单抗之间的对比，两者都可
以改善肺癌骨转移患者的 SREs 的风险。一项关于
肺癌骨转移的临床试验，亚组分析地舒单抗和唑
来膦酸之间的对比 [17]，提示地舒单抗的总生存期
长于唑来膦酸，且肾毒性发生率低。
　　肺癌骨转移的防治策略旨在实现多方面目标：
第一是改善症状，缓解疼痛；第二是预防或延迟
骨相关事件的发生；第三是延长患者生存期并显
著提高生活质量。
3　骨改良药物在肺癌骨转移治疗中出现的不良反应
3.1　药物性颌骨坏死
　　药物性颌骨坏死是骨改良药物相对严重的并
发症，其发生部位主要为下颌骨，发生率相对较
低，临床表现主要是牙齿持续或间断疼痛，针刺
样，有时伴有牙龈软组织破溃、流脓、口臭等，
如病情进一步加重，可导致颌骨疼痛加重，有可
能出现内外瘘，创面无法修复 [18]。因是骨改良药
物引起的颌骨坏死，也就意味着大部分都是恶性
肿瘤骨转移引起的，所以出现药物性颌骨坏死时，
主要是对症治疗，包括内科的止痛、抗感染及姑
息局部手术治疗。目前关注比较多的是双膦酸盐
治疗相关的颌骨坏死。虽然骨改良药物引起的颌
骨坏死导致的后果比较严重，对患者的生活质量
影响很大，但是其发生率低，且可通过预防降
低发生风险。《骨改良药物安全性管理专家共识》
2021 版推荐其预防及治疗措施主要为：① 应用骨
改良药物前，全面评估口腔健康，尽量在用药前
完成相关诊疗；② 如在使用骨改良药物时需要进
行口腔疾病治疗，建议暂停骨改良药物的使用，
尽量选择微创手术；③ 如在骨改良药物治疗结束
后必须拔牙的患者，也应该尽量选择微创，同时
密切观察术后情况，因即使停用骨改良药物，仍
有发生颌骨坏死的风险 [19]。
3.2　低钙血症
　　低钙血症是骨改良药物使用过程中出现的不良
反应，其机制主要为：骨改良药物抑制破骨细胞
的分化和成熟，抑制骨吸收进而降低血钙。因此
在使用此类药物时注意监测离子水平，常规补充钙
剂。地舒单抗相较双膦酸盐发生低钙血症的概率更
高，一项地舒单抗与唑来膦酸治疗恶性肿瘤骨转移

的 meta 分析表明，地舒单抗的低钙血症概率高于
唑来膦酸，但大部分无缺钙的临床表现，且易通过
补充钙剂和维生素 D 纠正 [20]。《骨改良药物安全性
管理专家共识》2021 版推荐其预防及治疗措施主要
为：使用骨改良药物治疗的患者（除了出现高钙血
症的患者）每日至少补充钙（500 mg）和维生素 D
（400 IU），并规律监测血清钙或钙离子水平 [19]。
3.3　流感样症状
　　使用骨改良药物后 1 ～ 3 d 内可出现发热等类
似流感样症状，属于双膦酸盐的急性期反应，且
在伊班膦酸盐和唑来膦酸盐中发生率更高 [21]。国
外一项前瞻性研究结果表明，输注唑来膦酸组的
患者流感样症状的发生率可达 47.7%，第一次输注
时出现发热的比例更高，可达 55.6%[22]。我国的一
项多中心研究也有同样的发现，第一次输注唑来
膦酸一周内出现发热的患者比例有 28.65%，除了
发热，伴有疼痛的患者比例高达 54.36%[23]。虽然
流感样症状发生率高，但临床发热一般程度较轻，
经过对症处理后大部分患者可缓解。《骨改良药物
安全性管理专家共识》2021 版推荐其预防及治疗
措施主要为：对于体温不超过 38.5℃的低热患者，
建议物理降温；对于体温超过 38.5℃的患者，物
理降温的同时可给予解热镇痛药，必要时给予静
脉补液；对于出现持续高热的患者，可根据具体
情况加用激素类药物 [19]。
3.4　肾不良反应
　　国内外的各项研究中关于唑来膦酸的肾功能
损伤已有报道，唑来膦酸经肾脏代谢，有导致肾
功能损伤的可能性 [24]。临床应用过程中发现使用
双膦酸盐类药物出现肾功能损伤的发生率比较低，
并且用药前做好尿常规、肾功能等指标的评估，
可有效减少肾功能损伤的发生率。不过，不良反
应虽然发生率低，但是后果较为严重，临床应用
时仍不能轻视，并且必要时联系肾病科进行多学
科讨论。《骨改良药物安全性管理专家共识》2021
版推荐其预防及治疗措施主要为：对于轻中度肾
功能不全者，应根据肌酐清除率调整唑来膦酸剂
量，若使用帕米膦酸则无需降低用药剂量，但需
延长输液时间，至少长于 4 h；对于严重肾功能不
全者，不建议使用其他双膦酸盐类，若应用伊班
膦酸钠，需调整剂量，用药剂量调整为 2 mg，适
当延长输注时间，建议不低于 1 h，每 3 ～ 4 周一
次。地舒单抗因不经肾脏代谢，肾脏不良反应发
生率低，相对使用安全，若临床上出现肾功能损
伤，建议先排除其他病因，可不调整地舒单抗的
应用剂量 [19]。
4　结语
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　　肺癌骨转移发生率高，目前内科治疗的药物
主要为双膦酸盐类药物及地舒单抗，美国临床肿
瘤学会年会（American Society of Clinical Oncology 
Annual Meeting，ASCO）已经将这两种药物归为
骨改良药物，也推荐应用于恶性肿瘤骨转移治疗
中。至于在临床上如何应用，应根据患者的个体
情况选用，如伊班膦酸钠、地舒单抗肾毒性稍低
于其他骨改良药物，地舒单抗的低钙血症发生率
稍高于双膦酸盐类药物，但用法方便，且预防骨
相关事件疗效优于唑来膦酸等。唑来膦酸与地舒
单抗药理机制不同，不存在交叉耐药，在临床应
用时给患者提供了更多的选择。
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十一味草果丸气相色谱指纹图谱及多成分含量测定研究
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摘要：目的　建立十一味草果丸气相色谱法（GC）指纹图谱，并测定其中桉油精、丁香酚、

土木香内酯、异土木香内酯、去氢木香内酯的含量。方法　采用 SH-WAX（0.25 mm×0.25 
μm×30 m）毛细管柱；进样口温度为 220℃；检测器温度为 240℃；程序升温；分流比为

10∶1。结果　建立了10批十一味草果丸指纹图谱，相似度均大于0.99，共标定了20个共有峰，

对其中 5 个成分（桉油精、丁香酚、土木香内酯、异土木香内酯、去氢木香内酯）进行含量测定，

各成分质量浓度分别在 0.80 ～ 7.98 μg·mL － 1，34.93 ～ 349.30 μg·mL － 1，19.66 ～ 196.57 
μg·mL － 1，23.44 ～ 234.39 μg·mL － 1，14.21 ～ 142.14 μg·mL － 1 内与峰面积呈良好的线性

关系（r ≥ 0.9998）；高、中、低浓度的平均加样回收率（n ＝ 3）分别在 90.68% ～ 92.66%、

95.44% ～ 96.42%、99.59% ～ 102.38%、98.34% ～ 103.04%、98.94% ～ 101.66%。结论　 建

立的指纹图谱及多成分含量测定方法专属性强、精密度高、稳定可靠，可较为全面地对十一味

草果丸进行质量控制，为其质量评价和标准建立提供科学依据。

关键词：十一味草果丸；气相色谱法；指纹图谱；多成分含量测定
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GC fingerprints and content determination of multi-components of in 
Shiyiwei Caoguo pills

WANG Pei1, 3, 4, SU Mei-yun1, 3, 4, YIN Yan1, 3, 4, WU Ming-hui1, 3, 4, ZHU Ye-jing2*, XIE He-bing1, 3, 4, 5* 
(1. School of Pharmacy, Anhui University of Traditional Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. School 
of Medicine & Holistic Integrative Medicine, Nanjing University of Traditional Chinese Medicine, 
Nanjing  210023; 3. Yangtze Delta Advanced Drug Research Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 4. 
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Abstract: Objective  To establish the gas chromatographic (GC) fingerprints of Shiyiwei Caoguo 
pills and to determine the content of eucalyptus oleoresin, eugenol, geomannan lactone, isogeomannan 
lactone and dehydrogeomannan lactone. Methods  SH-WAX (0.25 mm×0.25 μm×30 m) capillary 
column was used. The temperature of the injection port was 220℃ ; the temperature of the detector 
was 240℃ ; the column temperature was programmed to increase; and the partition ratio was 10∶1. 
Results  The fingerprints of 10 batches of Shiyiwei Caoguo pills were established, with similarities all 
greater than 0.99. Totally 20 common peaks were calibrated, and the content of 5 components (eucalyptus 
oleoresin, eugenol, geomannanolide lactone, isogeomannanolide lactone, and dehydrogeomannanolide 
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　　十一味草果丸，藏药名“阿如久巴日布”，处方
源于《四部医典》，并收载于中华人民共和国卫生部
1995 年出版的《药品标准·藏药：第一册》[1]，本品
是由草果、藏茜草、紫草茸、荜茇、诃子、波棱瓜子、
麻黄、木香、豆蔻、丁香、藏木香十一味药材粉碎
为细粉，直接入药制备的水泛丸，具有健脾的功效，
用于寒热脾症引起的腹胀、肠鸣、脾区疼痛等症状，
目前临床主要用于急慢性胃肠炎的治疗 [2]，本课题
组研究发现本方在预防和治疗放射性肠损伤方面具
有显著的药效，临床应用价值巨大。
　　十一味草果丸是西藏神猴药业有限责任公司
生产的全国独家产品，现行标准为国家药品监督
管理局标准（试行）WS-631（Z-176）—2002，该
标准中只规定了性状、薄层鉴别（丁香、木香、
紫草茸、藏茜草）、重量差异、水分和微生物限
度 [3]，没有指标成分的定量检测，无法满足对产
品质量全面控制的要求，影响产品的质量稳定
性。有文献报道十一味草果丸中麻黄碱、没食子
酸等极性较大的水溶性成分的含量测定方法 [2]，
但对极性较小的挥发性成分研究还未有报道。本
方中的挥发性成分主要为草果、丁香、木香、藏
木香、豆蔻等药材的有效成分，具有显著的药理
作用。其中草果、豆蔻中的挥发性成分桉油精具
有调节胃肠道功能、抑菌等多种药理作用，对消
化系统具有显著的保护作用，且安全性良好 [4-7]。
丁香中挥发油成分丁香酚具有抗炎、抗氧化、改
善消化系统功能等药理作用 [8-11]。木香、藏木香、
豆蔻三种药材具有健胃消食的传统药理功效，有
利于胃肠保护 [12]。藏木香和木香中的去氢木香内
酯具有抗菌、抗肿瘤、抗炎等生物活性，还具有
扩张支气管、改善胃功能、缓解血管平滑肌痉挛
等作用 [13-15]。藏木香中土木香内酯和异土木香内
酯具有抗炎、抗菌等作用 [16-18]。因此，为更好地
控制十一味草果丸质量，确保临床疗效的稳定，
本研究采用 GC 法建立了十一味草果丸的指纹图

谱，同时测定桉油精、丁香酚、土木香内酯、异
土木香内酯、去氢木香内酯 5 种成分的含量，旨
在为十一味草果丸质量标准的建立提供依据。
1　仪器与试药

　　GC-2014C 气相色谱仪（配 FID 检测器，岛
津公司）；XSR205DU/AC 十万分之一天平（梅特
勒托利多公司）；ZJSB-5200 超声清洗仪（300W、
50 kHz，常州中捷试验仪器制造有限公司）。
　　桉油精对照品（批号：DSTDA002502，纯度：
98.83%）（乐美天医药科技有限公司）；土木香内
酯对照品（批号：111524-201811，纯度：99.4%）、
丁 香 酚 对 照 品（批 号：110725-201917， 纯 度：
99.1%）、异土木香内酯对照品（批号：111524-
201806，纯度：97.4%）、去氢木香内酯对照品（批
号：111525-201912，纯度：99.5%）（中国食品药
品检定研究院）；氯仿（分析纯）、甲醇（色谱纯）
（国药集团化学试剂有限公司）；十一味草果丸（批
号：20220501、20220901、20221201、20230101、
20230201、20230401、20230502、20230602、
20230801、20230901，每丸重 0.5 g，西藏神猴医
药有限责任公司，编号 S1 ～ S10）。
2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　对照品溶液　分别精密称定桉油精、丁香
酚、土木香内酯、异土木香内酯、去氢木香内酯
对照品 23.88、24.44、19.68、20.37、20.37 mg，分
别置于 20 mL 量瓶中，加甲醇溶解定容，制成质
量浓度分别为 1180.03、1211.00、978.10、992.02、
1013.41 μg·mL－ 1 的对照品储备液。再分别精密
移取各储备液适量，置同一量瓶中，用甲醇稀释
至刻度，配成各成分质量浓度分别为桉油精 7.98 
μg·mL－ 1、丁香酚 349.30 μg·mL－ 1、土木香内酯
196.57 μg·mL－ 1、异土木香内酯 234.39 μg·mL－ 1、
去氢木香内酯 142.14 μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.1.2　供试品溶液　取十一味草果丸适量，用捣

lactone) were determined. The linearity concentrations ranged 0.80 ～ 7.98 μg·mL － 1, 34.93 ～ 349.30 
μg·mL － 1, 19.66 ～ 196.57 μg·mL － 1, 23.44 ～ 234.39 μg·mL － 1 and 14.21 ～ 142.14 μg·mL－ 1, 
respectively (r ≥ 0.9998). The average recoveries of low, middel, high concentration (n ＝ 3) were 
within 90.68% ～ 92.66%, 95.44% ～ 96.42%, 99.59% ～ 102.38%, 98.34% ～ 103.04%, and 
98.94%～ 101.66%. Conclusion  The established fingerprints and multi-component content determination 
methods are exclusive, stable and reliable, which can be used to control the quality of Shiyiwei Caoguo 
pills comprehensively, and provide a scientific basis for the quality control and standards establishment. 
Key words: Shiyiwei Caoguo pill; gas chromatography; fingerprinting; multi-component content 
determination
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药罐捣碎成粗粉，精密称取 1 g，置 150 mL 锥形
瓶中，按重量体积比 1∶20 加入氯仿，称重，超
声（功率 300 W，频率 50 kHz）30 min，放冷，
用氯仿补足减失的量，摇匀，静置，取上清液过
0.45 μm 微孔滤膜，即得供试品溶液。
2.1.3　空白溶液　取不加十一味草果丸药材的粗
粉，其余操作同“2.1.2”项下，制得空白溶液。
2.2　色谱条件

　　SH-WAX 毛细管柱（0.25 mm×0.25 μm×30 m）；
进样口温度为 220℃；FID 检测器温度为 240℃；
程序升温（初始温度 30℃，以 10℃·min－ 1 升至
100℃，保留 1 min，以 25℃·min－ 1 升至 200℃，保
留 1 min，以 20℃·min－ 1 升至 220℃，保留 1 min，
以 2℃·min－ 1 升至 240℃，保留 2 min）；分流进样，
分流比 10∶1，进样量 1 μL；载气为 99.9% 的氮气，
流速 1 mL·min－ 1，空气流速 400 mL·min－ 1，氢气
流速 40 mL·min－ 1，尾吹气流速 30 mL·min－ 1。
2.3　指纹图谱

2.3.1　精密度　取十一味草果丸供试品溶液（编号
S1），按“2.2”项下色谱条件进样，连续进样 6 次，
以 16 号（土木香内酯）为参照峰，结果 20 个共有
峰的相对保留时间 RSD 均小于 0.49%，相对峰面
积的 RSD 均小于 2.0%，表明仪器精密度良好。
2.3.2　重复性　取十一味草果丸供试品溶液（编
号 S1）6 份，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液
样品，以 16 号（土木香内酯）为参照峰，结果 20
个共有峰的相对峰面积的 RSD 均小于 1.7%，表
明该方法重复性良好。
2.3.3　稳定性　取十一味草果丸供试品溶液（编号
S1），分别在 0、4、8、16、24 h 进样测定，以 16 号
（土木香内酯）为参照峰，结果 20 个共有峰的相对
保留时间 RSD 均小于 0.35%，相对峰面积的 RSD 均
小于 1.5%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.3.4　指纹图谱的建立　取 10 批十一味草果丸，
按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液（S1 ～ S10），
按“2.2”项下色谱条件测定，记录色谱图。采用
“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（2012）对
10 批样品进行分析，采用多点校正后进行色谱峰
匹配（时间窗为 0.1 min），用平均数法生成 10 批
十一味草果丸的 GC 指纹图谱和对照指纹图谱 R，
共标定了 20 个共有峰，见图 1。通过与混合对照
品溶液色谱图（S0）进行比对，指认了 5 个共有
峰，即 1 号峰（桉油精）、10 号峰（丁香酚）、16
号峰（土木香内酯）、18 号峰（异土木香内酯）、
20 号峰（去氢木香内酯），见图 2。

图 1　10 批十一味草果丸的 GC 指纹图谱（S1 ～ S10）和对照指纹

图谱（R）

Fig 1　GC fingerprints and reference fingerprint（R）of 10 batches 
Shiyiwei Caoguo pills（S1 ～ S10）

图 2　十一味草果丸共有峰的指认图

Fig 2　Identification of common peaks in Shiyiwei Caoguo pills
1. 桉油精（eucalyptus oleoresin）；10. 丁香酚（eugenol）；16. 土木

香 内 酯（geomannan lactone）；18. 异 土 木 香 内 酯（isogeomannan 
lactone）；20. 去氢木香内酯（dehydrogeomannan lactone）

2.3.5　指纹图谱相似度评价　采用《中药色谱指纹
图谱相似度系统（2012.130723 版本）》软件计算 10
批十一味草果丸指纹图谱与对照指纹图谱 R 的相
似度。结果显示，10 批十一味草果丸指纹图谱的
相似度均在 0.99 以上，说明不同批次的十一味草
果丸间相似度较高，整体质量较为稳定，见表 1。
2.4　含量测定

2.4.1　系统适用性及专属性试验　取“2.1”项下各溶
液，按“2.2”项色谱条件分别测定，色谱图见图 3。
结果显示供试品、对照品溶液色谱图中各成分的色
谱峰保留时间一致，各成分峰完全分离，理论塔板
数均在 10 000 以上。
2.4.2　线性关系、检测限和定量限　取“2.1.1”项
下混合对照品溶液，用甲醇稀释成系列质量浓度，
分别测定。以溶液质量浓度为横坐标（X），峰面积
为纵坐标（Y）作回归曲线；以信噪比 3∶1、10∶1
时的浓度分别作为检测限和定量限，结果见表 2。



3343

中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12

2.4.3　精密度试验　取“2.1.1”项下混合对照品溶
液，连续进样 6 次，结果桉油精、丁香酚、土木香
内酯、异土木香内酯、去氢木香内酯峰面积的 RSD
（n ＝ 6）分别为 1.8%、2.0%、1.2%、1.2%、1.2%，
表明仪器精密度良好。另取“2.1.2”项下供试品溶
液，于 1 d 内重复进样 6 次，连续进样 3 d，计算
日内精密度（n ＝ 6）和日间精密度（n ＝ 3），结果
显示日内精密度 RSD 分别为 1.3%、0.95%、1.0%、
1.7%、0.97%，日间精密度 RSD 分别为 1.9%、1.9%、
1.5%、1.5%、1.5%，表示日内、日间精密度良好。
2.4.4　稳定性试验　按“2.1.2”项下方法制备供
试品溶液，分别在 0、2、4、8、12、24 h 进样检

测，结果桉油精、丁香酚、土木香内酯、异土木
香内酯、去氢木香内酯峰面积的 RSD（n ＝ 6）分
别为 1.6%、1.9%、1.9%、1.8%、1.9%，表明溶
液在 24 h 内稳定。
2.4.5　重复性试验　取十一味草果丸（批号：
20230201）6份，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶
液，分别测定，结果桉油精、丁香酚、土木香内
酯、异土木香内酯和去氢木香内酯的平均含量依
次为 0.03、1.47、0.70、0.80、0.56 mg·g－ 1，RSD
（n ＝ 6）依次为 1.2%、1.9%、1.5%、1.8% 和 1.7%，
表明本方法重复性良好。
2.4.6　加样回收试验　取各成分含量已知的十一味

表 1　10 批十一味草果丸相似度评价结果 
Tab 1　Similarity of 10 batches of Shiyiwei Caoguo pills

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 R

S1 1.000 0.999 0.998 0.994 0.995 0.998 0.998 0.999 0.998 0.995 0.999

S2 0.999 1.000 0.998 0.995 0.996 0.999 0.998 0.999 0.995 0.996 0.998

S3 0.998 0.998 1.000 0.996 0.995 0.999 0.996 0.998 0.995 0.999 0.999

S4 0.995 0.995 0.996 1.000 0.999 0.995 0.993 0.995 0.998 0.998 0.997

S5 0.995 0.996 0.995 0.999 1.000 0.996 0.994 0.997 0.998 0.999 0.997

S6 0.998 0.999 0.999 0.995 0.996 1.000 0.998 0.999 0.999 0.995 0.999

S7 0.998 0.998 0.996 0.993 0.994 0.997 1.000 0.998 0.999 0.999 0.998

S8 0.999 0.999 0.998 0.995 0.997 0.999 0.997 1.000 0.998 0.998 0.999

S9 0.998 0.998 0.998 0.998 0.998 0.998 0.998 0.999 1.000 0.995 0.993

S10 0.999 0.998 0.994 0.995 0.998 0.998 0.999 0.998 0.996 1.000 0.999

R 0.999 0.998 0.999 0.997 0.998 0.999 0.998 0.999 0.998 0.995 1.000

图 3　空白溶液（A）、混合对照品溶液（B）及供试品溶液（C）的 GC 图

Fig 3　GC chromatogarm of blank solution（A），mixed references solution（B）and sample solution（C）

1. 桉油精（eucalyptus oleoresin）；2. 丁香酚（eugenol）；3. 土木香内酯（geomannan lactone）；4. 异土木香内酯（isogeomannan lactone）；5. 去
氢木香内酯（dehydrogeomannan lactone）

表 2　线性范围、检测限和定量限结果 
Tab 2　Linearity，limit of detection and limit of quantification

成分 回归方程 线性范围 /（μg·mL － 1） r 检测限 /（μg·mL － 1） 定量限 /（μg·mL － 1）

桉油精 Y ＝ 1.521×103X ＋ 1.93 0.80 ～ 7.98 0.9999 0.13 0.435

丁香酚 Y ＝ 1.135×103X ＋ 1.300×103   34.93 ～ 349.30 0.9998 0.46 1.520

土木香内酯 Y ＝ 1.359×103X ＋ 1.023×103   19.66 ～ 196.57 0.9998 0.83 2.769

异土木香内酯 Y ＝ 1.394×103X ＋ 438.85   23.44 ～ 234.39 0.9998 0.18 0.586

去氢木香内酯 Y ＝ 1.318×103X ＋ 458.56   14.21 ～ 142.14 0.9998 0.11 0.355
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草果丸（批号：20230201）9 份，每份 1 g，精密称
定，分成高、中、低浓度加样组，分别精密加入相
当药材中指标成分量的 150%、100%、50% 的桉油
精、丁香酚、土木香内酯、去氢木香内酯和异土
木香内酯对照品储备液适量，每个浓度加样组平
行制备 3 份，按“2.1.2”项下方法制备溶液，分别
测定，计算得桉油精、丁香酚、土木香内酯、去
氢木香内酯和异土木香内酯 5 种成分高、中、低
浓度平均加样回收率分别为 90.68% ～ 92.66%、
95.44% ～ 96.42%、99.59% ～ 102.38%、98.34% ～ 

103.04%、98.94% ～ 101.66%，RSD 值均小于 2.0%，
符合方法学要求。
2.4.7　样品含量测定　取 10 批十一味草果丸，
按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，分别测定，
外标法计算各成分含量，结果见表 3。

表 3　10 批十一味草果丸的含量样品测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 3　Content determination of 10 batches of Shiyiwei Caoguo pills 

(mg·g － 1)

批号 桉油精 丁香酚
土木香

内酯

异土木

香内酯

去氢木

香内酯

S1 0.03 1.63 0.77 0.89 0.62

S2 0.03 1.44 0.70 0.81 0.56

S3 0.03 1.71 0.83 0.95 0.66

S4 0.03 1.66 0.74 0.83 0.59

S5 0.03 1.56 0.69 0.76 0.52

S6 0.02 1.78 0.85 0.94 0.61

S7 0.04 1.39 0.69 0.76 0.52

S8 0.04 1.48 0.69 0.76 0.52

S9 0.03 1.63 0.85 0.94 0.61

S10 0.02 1.70 0.80 0.92 0.64

3　讨论
3.1　样品前处理研究
　　十一味草果丸是传统的生药丸剂，质地较硬，
需要破碎后再用于制备供试品溶液，本研究比较
了捣碎、研磨、粉碎机粉碎方式以及不同粉末粒
径对 5 种指标成分含量的影响。结果发现采用研
磨、粉碎机粉碎的方式制备的供试品溶液中桉油
精、丁香酚的含量显著低于捣碎方式，其原因为
研磨、粉碎机粉碎过程中的局部摩擦高温导致易
挥发性指标成分的逸失，且捣碎的粒径对供试品
溶液中的指标成分含量影响显著。因此，本研究
采用将样品捣碎为粗粉制备供试品溶液的方法。
3.2　供试品溶液的制备研究
　　本研究通过单因素试验比较了提取方式、溶
剂、时间以及液料比对供试品溶液中指标成分的影
响 [19-21]。结果表明，水蒸气蒸馏提取的挥发油分层导
致难以收集，而且挥发油中成分更为复杂，对指标

成分的色谱峰干扰严重；与石油醚、氯仿、正己烷、
乙酸乙酯、甲醇、乙醇相比，氯仿提取的供试品溶
液中 5 种成分均能检出，且含量较高；超声时间在
10 ～ 30 min 内与提取液中指标成分的含量成正相关，
但超声时间超过 30 min，提取液中指标成分含量反
而下降，可能是长时间超声提取使得溶液温度上升，
导致挥发性成分的逸失；提取溶剂与样品的体积质量
比在（5 ～ 20）∶1 内与提取液中指标成分的含量成正
相关，当提取溶剂与样品的体积质量比超过20∶1时，
提取液中 5 种指标成分的含量变化不显著。因此，本
研究的供试品溶液制备方法是采用氯仿为提取溶剂，
液料比 20∶1，超声提取 30 min。
3.3　色谱条件的研究
　　本研究尝试采用 100、150、200℃柱温分析 5
种挥发性指标成分 [22-24]，但均未能实现分离，其
原因与指标成分的沸点差异较大有关 [17，25]，因此
采取程序升温的方式。在色谱柱的选择中，本研
究发现使用非极性（SH-5）色谱柱，异土木香内
酯与去氢木香内酯不能与其他成分分开，而使用
强极性（SH-WAX）毛细管色谱柱可以使主要色
谱峰均有效分离，色谱行为较为理想。
4　小结
　　本研究建立了十一味草果丸的 GC 指纹图谱
并同时测定其中 5 种指标成分桉油精、丁香酚、
土木香内酯、异土木香内酯和去氢木香内酯的含
量，结果表明本方法的线性范围广，系统适用性、
重复性、精密度良好，稳定可行，可为十一味草
果丸的质量控制以及质量标准完善提供依据。
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基于 UPLC-MS/MS技术的更年宁水蜜丸中 
藏柴胡掺伪方法的研究

蒋芦荻，杨琰，刘亚楠，李海燕，王海波*，王晓燕（河南省药品医疗器械检验院，国家药品监督管理局中药

材及饮片质量控制重点实验室，郑州　450018）

摘要：目的　建立更年宁中藏柴胡掺伪检查方法，考察生产企业是否存在使用藏柴胡替代柴胡
投料的情况。方法　采用超高效液相色谱 - 三重四极杆质谱联用技术，选择 Waters BEH C18 色
谱柱（2.1 mm×50 mm，1.7 μm），流动相为乙腈（A）-0.1% 甲酸水溶液（B），梯度洗脱，流速
0.3 mL·min － 1，柱温 35℃，进样量 1 μL；采用电喷雾离子源（ESI），负离子模式，进行多反
应监测（MRM），选择 m/z 943.5 → 635.4、m/z 943.5 → 797.5 和 m/z 943.5 → 781.5 为尼泊尔柴
胡皂苷 K 的检测离子对。结果　尼泊尔柴胡皂苷 K 质量浓度在 93.3 ～ 3734 ng·mL － 1 内与峰
面积呈现良好的线性关系（r ＝ 0.9998）；精密度、重复性、稳定性（24 h）试验的 RSD 均小于
2.0%；3 个浓度平均加样回收率为 96.4% ～ 99.6%（RSD 均＜ 3.0）。更年宁中藏柴胡掺伪比例
在 3% ～ 100% 内与尼泊尔柴胡皂苷 K 质量浓度的线性关系良好（r ＝ 0.9947）。以掺伪藏柴胡
不得过 10% 为限度，对 44 批更年宁样品进行筛查，结果 5 批更年宁掺伪藏柴胡 22% ～ 36%，
超出拟订限度。结论　该方法准确、可靠，可用于更年宁中藏柴胡掺伪检查及市场监管。
关键词：更年宁；柴胡；藏柴胡；掺伪；尼泊尔柴胡皂苷 K；超高效液相色谱 - 质谱联用法
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　　更年宁，收载于《卫生部药品标准（中药成方
制剂）》第六册，由柴胡、黄芩、人参等 22 味药组
成，剂型包括水蜜丸和大蜜丸，具有疏肝解郁、益
气养血、健脾安神的功效 [1]。处方中首味药柴胡，
来源于伞形科植物柴胡 Bupleurum chinense DC.（B. 
chinense DC.）或狭叶柴胡 Bupleurum scorzonerifo-
lium Willd. 的干燥根 [2]。柴胡近源品种较多，近年
来柴胡需求量大增，市场上常有柴胡混伪品作药用
的情况 [3-5]。其中，藏柴胡为常见伪品，藏柴胡为
伞形科植物窄竹叶柴胡 Bupleurum marginatum Wall. 
ex DC. var. stenophyllum（Wolff）Shan et Y. Li（B. 
marginatum Wall. ex DC. var. stenophyllum）的干燥
根 [6-7]。因其资源量大、价格低、性状与柴胡相近、
柴胡皂苷含量高，市场上存在藏柴胡掺入柴胡使
用的情况 [8-9]。研究表明，藏柴胡具有抑制流感病
毒活性、解热、抗炎等作用 [10]；但动物实验表明，
服用藏柴胡的小鼠出现明显的中毒症状，而相同生
药量柴胡并未呈现毒性 [11]。藏柴胡掺伪柴胡使用，
使得临床用药安全性和有效性受到很大威胁。
　　含柴胡的中成药有 500 余种，《中国药典》等标

准中采用柴胡对照药材进行定性鉴别，或以柴胡皂
苷 a 和柴胡皂苷 d 对照品进行定量分析。目前，含
柴胡中成药标准仅能控制柴胡不投料或少投料情
况，因藏柴胡中柴胡皂苷 a 和柴胡皂苷 d 的含量较
柴胡高，现行标准无法检查柴胡投料真伪，不法企
业利用此漏洞以藏柴胡掺伪或替代柴胡投料。更年
宁现行质量标准缺乏柴胡的质量控制项目 [1]，为有
效控制更年宁的质量，提高临床用药的安全性和有
效性，本研究以藏柴胡的特征性成分尼泊尔柴胡皂
苷 K 为基础 [12-15]，采用 UPLC-MS/MS 技术检查更
年宁中藏柴胡掺伪的情况，为柴胡在中药制剂中掺
伪投料的监管提供技术支持。
1　仪器与试药
　　Thermo Fisher TSQ Altis 三重四极杆液相色谱 -
质谱联用仪（赛默飞世尔公司）；XPE205 电子天平
（十万分之一，Mettler Toledo 公司）；KQ-300DA 型
数控超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司；超
声功率：300 W；频率：40 kHz）。
　　尼泊尔柴胡皂苷 K 对照品（批号：112073-
202201，含量以 94.2% 计）、柴胡对照药材（批号：

Adulteration of Bupleurum marginatum var. stenophyllum in  
Gengnianning water-honeyed pill by UPLC-MS/MS 

JIANG Lu-di, YANG Yan, LIU Ya-nan, LI Hai-yan, WANG Hai-bo*, WANG Xiao-yan (Henan 
Institute for Drug and Medical Device Inspection, State Drug Administration Key Laboratory of 
Quality Control of Chinese Herbal Medicine and Decoction Pieces, Zhengzhou  450018)

Abstract: Objective  To establish the detection method for the adulteration of Bupleurum marginatum var. 
stenophyllum in Gengnianning water-honeyed pill, and to find out whether Bupleurum marginatum var. 
stenophyllum was used to replace Bupleuri Radix in the manufacturing enterprises. Methods  UPLC-MS/MS 
was performed on Waters BEH C18 column (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm), with acetonitrile and 0.1% formic acid 
as the mobile phase in gradient elution at 0.3 mL·min－ 1. The column temperature was 35℃ and the injection 
volume was 1 μL. A triple quadrupole mass spectrometer was used for the detection in negative ion mode with 
an electrospray ion source. m/z 943.5 → 635.4, m/z 943.5 → 797.5 and m/z 943.5 → 781.5 were selected as the 
ion pairs and multiple reaction monitoring (MRM) mode was used for the determination of nepasaikosaponin 
K. Results  Nepasaikosaponin K showed a good linearity at 93.3 ～ 3734 ng·mL－ 1 (r ＝ 0.9998). The 
RSDs of precision, repeatability and stability (24 h) were all lower than 2.0%. The average recoveries at three 
spiked levels were 96.4% ～ 99.6% (RSD ＜ 3.0%). The adulteration ratio of Bupleurum marginatum var. 
stenophyllum in Gengnianning water-honeyed pill showed a good linearity to the content of nepasaikosaponin K 
within 3% ～ 100% (r ＝ 0.9947). Totally 44 batches of Gengnianning water-honeyed pill were screened with 
the limit that the doping of Bupleurum marginatum var. stenophyllum should not exceeding 10%. The doping of 
Bupleurum marginatum var. stenophyllum in 5 batches of Gengnianning water-honeyed pill was 22% ～ 36%, 
which exceeded the proposed limit. Conclusion  The method is accurate and reliable, can be used to detect the 
adulteration of Bupleurum marginatum var. stenophyllum in Gengnianning water-honeyed pill. 
Key words: Gengnianning water-honeyed pill; Bupleuri Radix; Bupleurum marginatum var. 
stenophyllum; adulteration; nepasaikosaponin K; UPLC-MS/MS
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120992-201509）（中国食品药品检定研究院），藏
柴胡对照药材（批号：WXHY-ZCH-001，天津万
象恒远科技有限公司）。甲醇、氨水（分析纯），
乙腈、甲酸（质谱级），水为 Milli-Q 系统制备。
　　收集到柴胡样品 12 批、藏柴胡样品 12 批，经
河南省药品医疗器械检验院刘亚楠副主任中药师
鉴定分别为伞形科植物柴胡 B. chinense DC. 的干燥
根、伞形科植物窄竹叶柴胡 B. marginatum Wall. ex 
DC. var. stenophyllum 的干燥根；更年宁水蜜丸 44
批次（5 个企业）均为 2022 年国家药品抽检样品。
2　方法与结果
2.1　色谱 - 质谱条件
　　采用 Waters BEH C18 色谱柱（2.1 mm×50 mm，
1.7 μm），以乙腈（A）-0.1% 甲酸水溶液（B）为
流动相，梯度洗脱（0 ～ 3 min，25% ～ 30%A；
3 ～ 30 min，30% ～ 50%A；30 ～ 31 min，
50% ～ 90%A；31 ～ 34 min，90%A；34 ～ 35 
min，90%～25%A；35～40 min，25%A）；流速0.3 
mL·min－ 1，柱温 35℃；进样量 1 μL。
　　采用电喷雾离子源（ESI），负离子扫描，多
反应监测（MRM）模式，离子喷雾电压 2.5 kV，
鞘气 50 Arb，辅助气 10 Arb，蒸发温度 350℃，
离子传输管温度 325℃。选择 m/z 943.5 → 635.4
（定量离子对）、m/z 943.5 → 797.5（定性离子对）
和 m/z 943.5 → 781.5（定性离子对）为尼泊尔柴
胡皂苷 K 的检测离子对，碰撞能量均为 45 eV。
2.2　溶液制备
2.2.1　对照品储备溶液　取尼泊尔柴胡皂苷 K 对
照品适量，精密称定，加甲醇制成每 1 mL 含 100 
μg 的对照品储备溶液。
2.2.2　供试品溶液　取更年宁水蜜丸适量，研碎，
取约 2.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
含 5% 浓氨试液的甲醇溶液 25 mL，密塞，称定重
量，超声处理（功率 300 W，频率 40 kHz）30 min，
放冷，再称定重量，用 5% 浓氨试液的甲醇溶液补
足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2.2.3　藏柴胡药材溶液　取藏柴胡药材约 0.1 g，
按“2.2.2”项下方法制备，精密吸取续滤液 1 mL，
置 10 mL 量瓶中，用含 5% 浓氨试液的甲醇溶液
稀释至刻度，摇匀，即得。
2.2.4　柴胡药材溶液　取柴胡药材约 0.1 g，精密
称定，按“2.2.2”项下方法制备，即得。
2.2.5　柴胡阴性样品溶液　按更年宁水蜜丸处方
比例及工艺自制柴胡阴性样品 1 批，按“2.2.2”
项下方法制备柴胡阴性样品溶液。
2.3　方法学研究
2.3.1　专属性考察　取“2.2”项下对照品溶液、供试
品溶液、柴胡阴性样品溶液，依照“2.1”项下条件检

测，结果显示，柴胡阴性样品中特征离子对均未检
出，阴性样品无干扰。尼泊尔柴胡皂苷 K 的保留时
间为 4.40 min，其 MRM 提取离子流图见图 1。
2.3.2　基质效应考察　更年宁水蜜丸处方药味众
多，柴胡投料量占比较低（约占处方量 2.9%），故
需对制剂基质效应进行考察。基质效应对照品溶
液：精密量取 3734 ng·mL－ 1 的尼泊尔柴胡皂苷
K 对照品溶液 1 mL，置 10 mL 量瓶中，用甲醇稀
释至刻度，摇匀，即得。基质效应标准加入溶液：
精密量取 3734 ng·mL－ 1 的尼泊尔柴胡皂苷 K 对
照品溶液 1 mL，置 10 mL 量瓶中，用柴胡阴性样
品溶液稀释至刻度，摇匀，即得。取上述2种溶液，
分别进样测定，以基质效应标准加入溶液峰面积与
基质效应对照品溶液峰面积的比值计算基质效应。
　　结果，基质效应标准加入溶液 m/z 943.5 → 
635.4 的色谱图中尼泊尔柴胡皂苷 K 色谱峰的峰面
积为 248 907，基质效应对照品溶液相应色谱峰面
积为 259 008，计算得出基质效应为 96.1%，表明
样品基质对尼泊尔柴胡皂苷 K 的测定基本无干扰。
2.3.3　线性关系考察及定量限测定　精密量取
“2.2.1”项下对照品储备液适量，以甲醇配制系列
浓度（n ＝ 5）对照品溶液，按“2.1”项下条件进
样测定，以尼泊尔柴胡皂苷 K 进样质量浓度（X，
ng·mL－ 1）为横坐标，峰面积值（Y）为纵坐标对 X
进行线性回归，得回归方程为 Y ＝ 674.88X ＋ 7051.2
（r ＝ 0.9998），线性范围为 93.3 ～ 3734 ng·mL－ 1。
　　将对照品溶液稀释至不同浓度，进样测
定，以信噪比 3∶1 时的对照品质量浓度为检测
限，10∶1 时的对照品质量浓度为定量限。结果
更年宁水蜜丸中尼泊尔柴胡皂苷 K 的检测限为 3.7 
ng·mL－ 1，定量限为 7.5 ng·mL－ 1。
2.3.4　精密度试验　取尼泊尔柴胡皂苷 K 质量
浓度为 186.7 ng·mL － 1 的对照品溶液，连续进
样 6 次，以 m/z 943.5 → 635.4 的色谱图中尼泊尔
柴胡皂苷 K 色谱峰的峰面积进行计算，结果 RSD
（n ＝ 6）为 1.1%，表明仪器精密度良好。
2.3.5　重复性试验　分别精密称取同一更年宁水蜜
丸样品（B 企业，批号：210401）6 份，按“2.2.2”
项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下条件进样
测定，测得尼泊尔柴胡皂苷 K 的平均含量为 14.9 
μg·g－1，RSD 为0.80%，表明该方法的重复性良好。
2.3.6　稳定性试验　取“2.3.5”项下同一供试品溶液，
分别于 0、2、4、8、12、24 h 按“2.1”项下条件进样，
测定峰面积，结果尼泊尔柴胡皂苷 K 峰面积的 RSD
为 1.5%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.3.7　回收试验　精密称取已知尼泊尔柴胡皂
苷 K 含量的更年宁水蜜丸样品（B 企业，批号：
210401）粉末 1.0 g 共 9 份，置具塞锥形瓶中，以
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图 1　对照品溶液（A）、供试品溶液（B）和柴胡阴性样品溶液（C）的 MRM 提取离子流图

Fig 1　Extraction MRM chromatogram of reference solution（A）， sample solution（B）and negative sample solution（C）

3 份为一组，分别按相对于本品约 50%、100%、
200% 的 3 个含量比例精密加入尼泊尔柴胡皂苷 K
对照品溶液，按“2.2.2”项下方法操作，即得。进
样测定，计算加样回收率。结果尼泊尔柴胡皂苷

K 在 3 个浓度水平的加样回收率（n ＝ 3）分别为
96.4%、99.6%、97.9%，RSD 分别为 2.9%、0.80%、
1.9%，表明该方法回收率良好。
2.4　藏柴胡掺伪检查的限度拟订研究
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2.4.1　药材中尼泊尔柴胡皂苷 K 的测定　取不同
批次的藏柴胡及柴胡药材各 0.1 g，精密称定，分
别按“2.2.3”和“2.2.4”项下方法制备藏柴胡及柴
胡药材溶液。按“2.1”项下条件进样分析，计算
尼泊尔柴胡皂苷 K 的含量。结果表明，柴胡及藏
柴胡中均含有尼泊尔柴胡皂苷 K，藏柴胡中尼泊
尔柴胡皂苷 K 的含量是柴胡的40倍左右，见表1。

表 1　柴胡药材和藏柴胡药材中尼泊尔柴胡皂苷 K的含量 
Tab 1　Content of nepasaikosaponin K in B.chinense DC and B. 

marginatum var. stenophyllum

柴胡编号 含量 /（μg·g － 1） 藏柴胡编号 含量 /（μg·g － 1）

1 16.2 1 1028.7 
2 22.7 2   740.9 
3 45.7 3   750.9 
4 15.1 4   902.4 
5 12.6 5 1011.5 
6 33.4 6 1206.9 
7 20.9 7   849.4 
8 19.4 8   841.4 
9 17.2 9 1088.9 
10 24.7 10   880.0 
11 19.7 11   889.5 
12 12.8 12   566.4 

对照药材 20.1 对照药材   524.4 
平均值 21.6 平均值   867.8 

2.4.2　掺伪比例与尼泊尔柴胡皂苷 K 质量浓度的
线性关系考察　取柴胡对照药材，分别以含藏柴胡
3%、5%、10%、25%、50%、100% 的比例制备不
同掺伪比例的柴胡原料，按更年宁水蜜丸处方比例
及工艺制备模拟掺伪样品，按“2.2.2”项下方法制
备溶液，进样分析。不同掺伪比例样品中尼泊尔柴
胡皂苷 K 的质量浓度分别为 145.8、240.6、338.7、
721.7、1538.5、3406.2 ng·mL － 1。以尼泊尔柴胡
皂苷 K 的质量浓度（Y）为纵坐标，掺伪比例（X）
为横坐标，进行线性回归，计算得回归方程为 Y ＝

33.332X － 6.9116（r ＝ 0.9947）。结果表明，藏柴
胡掺伪比例在 3% ～ 100% 与尼泊尔柴胡皂苷 K 质
量浓度呈良好的线性关系，该方法可对更年宁水蜜
丸中藏柴胡掺伪量进行定量检测。
2.4.3　掺伪判定浓度的拟订　参照 2020 年版《中国
药典》四部“0212 药材和饮片检定通则”所述杂质通
常不得过 3%，考虑柴胡存在交叉种植、种质多样及
性状易混淆的情况，而柴胡药材中均含有微量尼泊
尔柴胡皂苷 K，同时结合更年宁水蜜丸制法与柴胡
处方量，为防止限度拟订过低造成假阳性结果，本
研究拟订更年宁水蜜丸中藏柴胡的掺伪限度为 10%。
　　以 12 批藏柴胡药材、1 批藏柴胡对照药材分别
按含藏柴胡 10% 的比例掺入柴胡对照药材，按更
年宁水蜜丸处方比例及工艺制备 13 批藏柴胡掺伪
比例为 10% 的参比掺伪样品，按“2.2.2”项下方法

制备其溶液，进样分析，根据“2.3.3”项下回归方
程计算尼泊尔柴胡皂苷 K 的浓度，结果见表 2。参
比掺伪样品溶液中尼泊尔柴胡皂苷 K 的平均质量浓
度为 271.6 ng·mL － 1，拟订更年宁水蜜丸供试品
溶液中尼泊尔柴胡皂苷 K 的质量浓度不得超过 272 
ng·mL－ 1，并以此浓度作为检查更年宁水蜜丸中
是否存在藏柴胡掺伪的判定质量浓度。更年宁水蜜
丸为全粉入药制剂，折算成更年宁水蜜丸中尼泊尔
柴胡皂苷 K 的含量限度为不得过 3.4 μg·g－ 1。

表 2　13 批藏柴胡制备掺伪 10%藏柴胡的参比溶液检测结果 
Tab 2　Detection of 13 batches of B. marginatum var. stenophyllum 

added with 10% reference solutions

自制掺伪

编号

尼泊尔柴胡皂苷 K/
（ng·mL － 1）

自制掺伪

编号

尼泊尔柴胡皂苷 K/
（ng·mL － 1）

1 216.9 8 287.3 
2 258.5 9 335.1 
3 329.8 10 313.2 
4 261.3 11 289.0 
5 320.6 12 228.9 
6 257.6 13 185.1 
7 247.8 

2.5　样品测定及结果分析
　　取 44 批更年宁水蜜丸样品各 2 份，分别按
“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项下
条件进样测定，以随行标准曲线计算含量，结果
见表 3。5 批样品（B 企业，批号分别为 210201、
210202、210401、210601、210602）尼泊尔柴胡皂
苷 K 含量超出拟订限度，提示藏柴胡掺伪投料。
将上述样品尼泊尔柴胡皂苷 K 质量浓度分别代入
“2.4.2”项下掺伪比例与尼泊尔柴胡皂苷 K 质量浓
度的线性方程，5 批样品藏柴胡掺伪比例在 22% ～ 

36%。B 企业样品中，上述问题样品生产日期集中
在 2021 年 2 月至 6 月，2021 年下半年至 2022 年
年初样品未发现藏柴胡掺伪投料情况。提示 B 企
业应加强原料质量控制，严格把好入库关。
3　讨论

3.1　供试品溶液制备方法考察

　　考察不同溶剂（甲醇、含 5% 浓氨试液的甲醇
溶液、乙腈），提取方式（回流、超声），提取时间
（回流 0.5、1 h，超声 15、30、45 min）的提取效果。
结果含 5% 浓氨试液的甲醇溶液提取效果优于甲醇
或乙腈溶液，采用超声提取 30 min 结果最优。
3.2　色谱 - 质谱条件优化

3.2.1　流动相条件考察　对流动相组成（甲醇 - 水、
甲醇 -0.1% 甲酸水、乙腈 - 水、乙腈 -0.1% 甲酸水）
进行优化，结果以乙腈 -0.1% 甲酸水为流动相进行
梯度洗脱，峰形对称、出峰时间稳定、分离度最佳。
3.2.2　色谱柱的选择　考察了 3 种色谱柱 Waters 
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BEH C18（1.7 μm，2.1 mm×50 mm）、YMC-Triart 
C18（1.9 μm，2.1 mm×100 mm）、YMC-Triart C18（3 
μm，2.1 mm×150 mm）对分离的影响。结果显示，
粒径 3 μm 的色谱柱分离度不佳；粒径 1.7 μm 和 1.9 
μm 的色谱柱各项方法学均满足要求，粒径 1.7 μm
的色谱柱呈现的峰分离度和峰形更好。故本方法
采用 1.7 μm 色谱柱进行检测。
3.2.3　检测离子对的选择　电喷雾负离子模式下
可检出尼泊尔柴胡皂苷 K 的分子离子峰，选取丰
度最高的分子离子峰 [M-H]－ 943.5 为母离子，选
择 m/z 943.5 → 635.4、m/z 943.5 → 797.5 和 m/z 
943.5 → 781.5 为尼泊尔柴胡皂苷 K 的检测离子对，
其中 m/z 943.5 → 635.4 的色谱峰响应值最大、分离
度好、信噪比高，故选择该离子对作为定量离子对。
3.3　基质效应考察
　　基质效应是指在对分析物的浓度或质量测定过
程中，来自样品中其他化合物的一种或几种综合的
影响。可通过比较空白样品加标与采用纯溶剂配制
的同样浓度的对照品溶液的测定值确认基质效应
的有无及强弱 [16]。若基质效应在 85% ～ 115% 内，
可以认为基质效应不明显 [17]。本研究基质效应为

96.1%，无需采用基体匹配校准法、标准加入法等
方法消除基质效应。
4　结论
　　本研究首次建立了 UPLC-MS/MS 法检查更
年宁水蜜丸中藏柴胡掺伪的方法，该方法可靠性
强，快速便捷，可为评价更年宁水蜜丸等含柴胡
中药制剂中柴胡投料掺伪情况提供技术支撑。
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表 3　更年宁水蜜丸中尼泊尔柴胡皂苷 K含量测定结果 (μg·g － 1) 
Tab 3　Contents of nepasaikosaponin K in Gengnianning water-

honeyed pill (μg·g － 1)

企业 批号
尼泊尔柴

胡皂苷 K
企业 批号

尼泊尔柴

胡皂苷 K
A 21030536 1.6 C 210601 2.4 
A 21033791 1.4 C 210801 2.5 
B 210201 9.4 C 210802 2.5 
B 210202 9.8 C 210804 2.6 
B 210401 14.9 C 210805 2.4 
B 210601 11.9 C 210806 2.5 
B 210602 11.1 C 210808 2.3 
B 211001 1.1 C 211001 2.5 
B 211201 1.2 C 211003 2.5 
B 220201 1.7 C 211006 2.4 
C 200405 2.1 C 211008 2.1 
C 200610 1.2 C 211009 2.3 
C 200807 1.2 C 211205 2.5 
C 201013 2.1 C 220104 2.5 
C 201203 2.5 C 220105 2.1 
C 201209 2.2 D 200702 1.2 
C 201210 2.0 D 201201 1.3 
C 201215 2.3 D 201203 1.2 
C 210202 2.0 D 200703 1.2 
C 210413 1.7 D 201202 1.3 
C 210414 1.5 E 191001 1.2 
C 210415 1.7 E 191002 1.5 
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一测多评法同时测定柴胡牡蛎颗粒中 6 种成分的含量

秦柳柳1，2，3，林佳明5，林利城5，黄雨颖6，杜正彩2，3，4，梁钰莹1，2，3，覃豪丽1，2，3，邓家刚2，3，4*，

侯小涛1，2，3*（1.广西中医药大学药学院，南宁　530200；2. 广西中药药效研究重点实验室，南宁　530200；3. 广西农作物废弃物功能

成分研究协同创新中心，南宁　530200；4. 广西中医药大学广西中医药科学实验中心，南宁　530200；5. 钦州市中医医院，广西　钦州　

535000 ；6. 广西食品药品审评查验中心，南宁　530200）

摘要：目的　建立柴胡牡蛎颗粒中 6 种成分的一测多评（QAMS）定量分析方法。方法　采用

Waters C18 反相色谱柱；流动相为乙腈 -0.5% 磷酸溶液，梯度洗脱；流速为 0.8 mL·min－ 1；

柱温为 25℃，检测波长为 274 nm。以黄芩苷为内参物，建立 HPLC 一测多评法测定黄芩苷、

野黄芩苷、千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素的含量。结果
　6 种成分在各自的浓度范围内线性关系良好（r ≥ 0.999）。以黄芩苷为内参物，野黄芩苷、

千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素的相对校正因子分别为

1.80、1.14、0.91、0.69、0.62。7 批柴胡牡蛎颗粒中以上 6 种成分的含量分别为 7.80 ～ 8.61、
0.32 ～ 0.36、0.94 ～ 1.09、1.77 ～ 1.83、0.17 ～ 0.18、0.12 ～ 0.13 mg·g － 1。结论　建立的

QAMS 法简便、经济、适用性好，可为柴胡牡蛎颗粒的质量控制研究提供基础。

关键词：柴胡牡蛎颗粒；一测多评法；含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3351-05
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Simultaneous determination of 6 components in Chaihu Muli  
granules by QAMS

QIN Liu-liu1, 2, 3, LIN Jia-ming5, LIN Li-cheng5, HUANG Yu-ying6, DU Zheng-cai2, 3, 4, LIANG Yu-
ying1, 2, 3, QIN Hao-li1, 2, 3, DENG Jia-gang2, 3, 4*, HOU Xiao-tao1, 2, 3* (1. Faculty of Pharmacy, Guangxi 
University of Chinese Medicine, Nanning  530200; 2. Guangxi Key Laboratory of Efficacy Study on 
Chinese Materia Medica, Nanning  530200; 3. Guangxi Collaborative Innovation Center of Study on 
Functional Ingredients of Agricultural Residues, Nanning  530200; 4. Guangxi Scientific Experimental 
Center of Traditional Chinese Medicine, Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning  530200; 5. 
Qinzhou Hospital of Traditional Chinese Medicine, Qinzhou  Guangxi  535000; 6. Guangxi Food and 
Drug Evaluation and Inspection Center, Nanning  530200)

Abstract: Objective  To establish a quantitative analysis of multi-components by single marker 
(QAMS) to determine 6 components in Chaihu Muli granules. Methods  Waters C18 reverse 
chromatographic column was used. The mobile phase was acetonitrile-0.5% phosphoric acid solution 
with gradient elution; the flow rate was 0.8 mL·min－ 1; the column temperature was 25℃ ; and 
the detection wavelength was 274 nm. Baicalin was used as the internal standard, a QAMS method 
was established to simultaneously determine the content of baicalin, scutellarin, oroxylin A-7-O-β-D-
glucuronide, wogonoside, baicalein and wogonin. Results  The 6 components showed good linearity 
in their respective concentration ranges (r ≥ 0.999). With baicalin as the internal standard, the relative 
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　　随着社会经济的发展、人们生活习惯的改变、
生活节奏的加快及竞争压力的增大，郁病发病率
逐年增加。柴胡牡蛎颗粒方由汉代张仲景《伤寒
论》中“柴胡加龙骨牡蛎汤”加减而成，由柴胡、
黄芩、法半夏、生牡蛎、党参、茯苓、首乌藤、
远志、炙甘草等中药组成，具有解郁化痰、宁心
安神的功效，主要用于治疗痰热内扰型郁病。
　　中药或中成药成分复杂，单一成分往往不能
确切体现中药或中成药的质量，因此对中药及中
成药中多种成分进行同步质量控制 [1] 很有必要。
一测多评法（QAMS）在 2005 年由王智民教授提
出后 [2]，逐渐被行业内认可，并在方法的适应范
围、方法学验证等方面进行了完善 [1]。该法可在
明确代表性成分与其他成分之间相对校正因子的
前提下，完成对中药及其复方制剂所含多成分的
质量控制。本研究采用高效液相色谱法（HPLC），
以黄芩苷为内参物，建立野黄芩苷等 5 个化学成
分测定的 QAMS 方法，旨在为该制剂的质量控制
提供思路。
1　材料

1.1　仪器 
　　Alliance e2695 型高效液相色谱仪（沃特世科
技有限公司）；Agilent1260 型高效液相色谱仪（安
捷伦科技有限公司）；LC-2030 PLUS 型高效液相
色谱仪（岛津仪器有限公司）；KD2200DB 型超
声波清洗机（江苏昆山市超声仪器有限公司）。
1.2　试药 
　　黄芩苷（纯度：98.5%，批号：110715-202122，
中国食品药品检定研究院）；汉黄芩苷（纯度：
98%，批号：B20488，上海源叶生物科技有限
公司）；野黄芩苷（纯度：98%，批号：MUST-
23041711）、千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷
（纯 度：98%， 批 号：MUST-23102111）、 黄 芩
素（纯度：98%，批号：MUST-23030618）、汉黄
芩 素（纯 度：98%， 批 号：MUST-23032214）（曼
斯特生物科技有限公司）；柴胡牡蛎颗粒（批号：
S220903 ～ S220909，规格：15 g/ 袋）及阴性颗粒

（批号：230303）（广西大海阳光药业有限公司）；
乙醇（分析纯，成都市科隆化学品有限公司）；乙
腈（色谱纯，Fisher Chemical 试剂公司）；磷酸（色
谱纯，天津市大茂化学试剂厂）；超纯水自制。
2　方法 
2.1　HPLC 色谱条件

　　色谱柱为 Waters C18 色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 μm）；流动相为乙腈（A）-0.5% 磷酸水
溶液（B）（梯度洗脱：0 ～ 29 min，5% ～ 22%A，
2 9 ～ 5 0  m i n ， 2 2 % A ， 5 0 ～ 6 5  m i n ，
22% ～ 27%A，65 ～ 87 min，27% ～ 33%A，
87 ～ 88 min，33% ～ 39%A，88 ～ 97 min，
39% ～ 42%A，97 ～ 107 min，42% ～ 44%A，
107 ～ 108 min，44% ～ 62%A，108 ～ 113 min，
62%A）；柱温 25℃；检测波长 274 nm；流速 0.8 
mL·min － 1；进样量 10 µL。混合对照品、柴胡
牡蛎颗粒溶液及阴性样品溶液的色谱图见图 1。
2.2　供试品溶液及阴性样品溶液的制备

　　将该制剂研成粉末，精密称定 0.1 g，置具塞
锥形瓶中，精密移取 15 mL 50% 乙醇溶液加入，
称重，超声 30 min[3]，取出，放冷，称重，补足
重量，摇匀，取续滤液过 0.45 µm 的微孔滤膜，
作为柴胡牡蛎颗粒含量测定的供试品溶液。同法
制备阴性样品溶液。
2.3　对照品储备液的制备

　　精密称取各对照品适量加甲醇稀释定容，制
成野黄芩苷、黄芩苷、千层纸素 A-7-O-β-D- 葡
萄糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素质量
浓度分别为 23.9、148.8、19.3、26.7、12.9、11.9 
μg·mL－ 1 的混合对照品储备液，备用。
2.4　定量方法的建立 
2.4.1　线性关系考察　精密吸取 0.5、1、3、5、
7 mL 混合对照品储备液，置 10 mL 量瓶中，用甲
醇定容成不同浓度的混合对照品溶液，按“2.1”
项下色谱条件进样，以质量浓度（μg·mL－ 1）与
峰面积作线性回归 [4]，结果见表 1。
2.4.2　精密度、重复性、稳定性的考察　取柴胡

correction factors of scutellarin, oroxylin A-7-O-β-D-glucuronide, wogonoside, baicalein and wogonin 
were 1.80, 1.14, 0.91, 0.69 and 0.62, respectively. The 6 components in 7 batches of Chaihu Muli 
granules were 7.80 ～ 8.61, 0.32 ～ 0.36, 0.94 ～ 1.09, 1.77 ～ 1.83, 0.17 ～ 0.18, and 0.12 ～ 0.13 
mg·g－ 1. Conclusion  The QAMS method is simple, economical and feasible, which provides a basis 
for the quality control of Chaihu Muli granules. 
Key words: Chaihu Muli granule; QAMS; content determintion
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牡蛎颗粒 1 份，按“2.2”项下方法制备，进样测定
6 次，计算得野黄芩苷、黄芩苷、千层纸素 A-7-
O-β-D- 葡萄糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄
芩素峰面积的 RSD 分别为 1.1%、0.36%、1.8%、
0.50%、1.4%、1.4%，表明仪器精密度良好。取
S220903 批次柴胡牡蛎颗粒 6 份，按“2.2”项下方
法制备，进样测定，计算得上述 6 种成分的含量
分 别 为 454.5、8077.5、1047.0、1783.5、202.5、
138.0 μg·g － 1，RSD 分别为 1.5%、1.4%、1.3%、
1.6%、1.7%、1.8%（n ＝ 6），表明方法的重复性
良好。取 S220903 批次柴胡牡蛎颗粒，按“2.2”
项下方法制备，进样测定，计算得上述 6 种成分
峰面积的 RSD 分别为 1.6%、1.6%、1.7%、1.6%、
0.71%、0.52%，表明供试品溶液在 12 h 内稳定。
2.4.3　加样回收试验　精密称定已知含量的柴胡
牡蛎颗粒约 0.05 g，平行 6 份 [3]，分别加入大约等

于已知含量的对照品溶液，按“2.2”项下方法制
备，进样测定，计算得野黄芩苷、黄芩苷、千层纸
素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷、汉黄芩苷、黄芩素、
汉黄芩素的加样回收率分别在 95.95% ～ 102.93%、
95.58% ～ 105.28%、95.31% ～ 107.12%、
92.77% ～ 101.55%、96.96% ～ 103.20%、
91.22% ～ 102.07%，RSD 在 2.5% ～ 4.4%，表明方
法准确度良好。
2.5　相对校正因子（fs/i）的建立

　　采用斜率法计算，分别以黄芩苷标准曲线斜
率 / 待测成分标准曲线斜率 [5] 计算各成分 fs/i，结
果野黄芩苷、千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷、
汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素校正因子 fs/a、fs/b、fs/c、
fs/d、fs/e 分别为 1.801、1.124、0.904、0.674、0.617。
2.6　fs/i 的耐用性评价

2.6.1　耐用性考察　考察了不同色谱柱（Waters、

图 1　混合对照品（A）、柴胡牡蛎颗粒溶液（B）及缺黄芩阴性颗粒溶液（C）的色谱图

Fig 1　Chromatogram chart of mixed reference substance（A），Chaihu Muli granules（B）and negative granules without Scutellaria（C）

1. 野黄芩苷（scutellarin）；2. 黄芩苷（baicalin）；3. 千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷（oroxylin A-7-O-β-D-glucuronide）；4. 汉黄芩苷

（wogonoside）；5. 黄芩素（baicalein）；6. 汉黄芩素（wogonin）

表 1　柴胡牡蛎颗粒中各成分线性关系 
Tab 1　Linearity of various constituents in Chaihu Muli granules

成分 线性方程 线性范围 /（μg·mL － 1） r

野黄芩苷 y ＝ 2.306×104x － 1.748×104 1.19 ～ 16.73 0.9990

黄芩苷 y ＝ 4.153×104x － 1.002×105 7.44 ～ 104.16 0.9998

千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷 y ＝ 3.695×104x － 1.216×104 0.96 ～ 13.51 0.9996

汉黄芩苷 y ＝ 4.596×104x － 1.512×104 1.33 ～ 18.69 1.0000

黄芩素 y ＝ 6.165×104x － 1.551×104 0.64 ～ 9.03 0.9998

汉黄芩素 y ＝ 6.736×104x － 7.185×103 0.59 ～ 8.33 0.9999
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Phenomenex、Welch，规格均为 250 mm×4.6 mm，
5 μm）、不同流速（0.6、0.8、1.0 mL·min－ 1）、不
同柱温（20、25、30℃）和不同仪器（Waters2695、
Agilent1260、岛津 2030）对 fs/i 的影响，结果见表
2，表明在不同因素下各成分间的 f 无显著性差异。

表 2　不同因素对 fs/i 的影响 
Tab 2　Relative correction factor of different factors

因素 fs/a fs/b fs/c fs/d fs/e

色谱柱 Waters 1.784 1.145 0.912 0.694 0.630

Phenomenex 1.765 1.134 0.901 0.685 0.625

Welch 1.762 1.152 0.911 0.695 0.636

平均值 1.77 1.14 0.91 0.69 0.63

RSD/% 0.67 0.79 0.67 0.80 0.87

流速 /
（mL·min － 1）

0.6 1.812 1.133 0.907 0.683 0.620

0.8 1.808 1.179 0.899 0.687 0.620

1.0 1.816 1.169 0.910 0.688 0.622

平均值 1.81 1.16 0.91 0.69 0.62

RSD/% 0.22 2.1 0.63 0.39 0.19

柱温 /℃ 20 1.785 1.143 0.910 0.695 0.630

25 1.784 1.141 0.914 0.695 0.630

30 1.788 1.166 0.914 0.697 0.631

平均值 1.79 1.15 0.91 0.70 0.63

RSD/% 0.12 1.2 0.25 0.17 0.092

仪器 Waters2695 1.784 1.145 0.912 0.694 0.630

Agilent1260 1.823 1.123 0.899 0.672 0.611

岛津 2030 1.858 1.104 0.886 0.665 0607

平均值 1.82 1.12 0.90 0.68 0.62

RSD/% 2.0 1.8 1.4 2.2 2.0

2.6.2　fs/i 的确定　综合上述试验结果，取各影响
因素考察结果的平均值确定为最终的 fs/i，即：fs/a＝

1.80、fs/b ＝ 1.14、fs/c ＝ 0.91、fs/d ＝ 0.69、fs/e ＝ 0.62，
RSD 分别为 1.2%、1.5%、0.55%、1.2%、0.92%。
2.6.3　色谱峰定位　考察不同仪器、色谱柱下各
成分的相对保留时间（待测成分与内参物保留时
间之比），结果见表 3，各成分保留时间 RSD 均
小于 3.0%，表明不同仪器、色谱柱下各成分的相
对保留时间无显著差异。
2.7　不同批次柴胡牡蛎颗粒 6 种成分含量测定

　　取各批次样品，分别按“2.2”项下方法制备
供试品溶液，在“2.1”项色谱条件下测定各批次
样品的含量，结果见表 4。
3　讨论与结论

3.1　柴胡牡蛎颗粒中成分与郁病的相关研究

　　研究发现，柴胡牡蛎颗粒中的黄芩在发病率
最高的神志病——郁病的治疗中占据了不容忽视
的地位，其中野黄芩苷、黄芩苷成分被证实具
有抗抑郁作用，黄芩素和黄芩苷被认为是黄芩
中发挥解热作用的主要成分。野黄芩苷通过激
活 GSK-3β/β-catenin 信号通路，调控海马神经从
而改善抑郁样行为 [6]。黄芩苷可通过上调 PI3K/
AKT/GSK3 β/β-catenin 信号通路促进抑郁模型小
鼠齿状回神经发生发挥抗抑郁作用 [7]。有研究表
明黄芩素和黄芩苷是黄芩解热作用的重要物质基
础 [8]，黄芩苷和黄芩素能够通过干扰花生四烯酸

表 3　不同仪器、色谱柱对相对保留时间的影响 
Tab 3　Effect of different instruments and columns on relative retention time

仪器 色谱柱
相对保留时间

野黄芩苷 千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷 汉黄芩苷 黄芩素 汉黄芩素

Waters2695 Waters 0.67 1.35 1.49 1.75 2.14

Phenomenex 0.70 1.32 1.50 1.75 2.25

Welch 0.71 1.31 1.50 1.75 2.25

Agilent1260 Waters 0.67 1.35 1.49 1.74 2.14

Phenomenex 0.70 1.32 1.50 1.74 2.24

Welch 0.70 1.32 1.50 1.75 2.25

岛津 2030 Waters 0.67 1.36 1.50 1.74 2.14

Phenomenex 0.70 1.32 1.50 1.75 2.25

Welch 0.71 1.31 1.50 1.75 2.25

平均值 0.69 1.33 1.50 1.75 2.21

RSD/% 2.5 1.4 0.29 0.29 2.5

的代谢通路、抑制细胞因子的活性等产生解热抗
炎作用 [9-13]。有研究表明汉黄芩苷具有显著的体
内外抗炎活性及明确的抗炎分子作用机制 [14]。
3.2　内参物的选择 
　　依据 QAMS 方法要求 [15]，宜选择中药材中

药理活性明确且廉价易得的成分作为内参物，通
过内参物与其他活性组分之间 fs/i 的换算实现对其
他组分的同时测定。内参物的选择一般采用含量
较高并且化学性质较为稳定的物质，本方法下黄
芩苷含量较高且稳定，故选其为内参物。
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3.3　fs/i 的耐用性考察及确认

　　不同测定条件可能导致色谱峰的响应值等发生
变化从而影响 fs/i

[16]，本试验考察了野黄芩苷等 5 个
成分的 fs/i，结果表明在不同色谱柱，流速、柱温、
仪器下各成分的 fs/i 的 RSD 均小于 3.0%，表明以上
因素对 fs/i 无显著影响，取各因素下的 fs/i 的平均值
作为确定值合理。
3.4　小结

　　综上，本研究首次建立了以黄芩苷为内参
物，同时测定柴胡牡蛎颗粒中野黄芩苷、黄芩
苷、千层纸素 A-7-O-β-D- 葡萄糖醛酸苷、汉黄芩
苷、黄芩素、汉黄芩素 [10-11]6 种成分的 QAMS 方
法，该方法简便、耐用性好、准确度高、成本较
低；同时，有机溶剂用量减少，也降低了环境污
染，可用于柴胡牡蛎颗粒的整体质量评价。
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表 4　不同批次柴胡牡蛎颗粒 6 种成分含量测定结果 (mg·g－ 1) 
Tab 4　Determination of 6 constituents in different batches of 

Chaihu Muli granules (mg·g－ 1)

批号 黄芩苷
野黄

芩苷

千层纸素

A-7-O-β-D- 葡
萄糖醛酸苷

汉黄

芩苷
黄芩素

汉黄

芩素

S220903 7.95 0.35 0.94 1.77 0.17 0.13

S220904 7.80 0.35 1.05 1.77 0.17 0.13

S220905 7.85 0.36 1.08 1.83 0.18 0.13

S220906 7.95 0.35 1.07 1.80 0.17 0.13

S220907 8.61 0.32 1.07 1.82 0.18 0.12

S220908 7.96 0.33 1.09 1.82 0.17 0.13

S220909 7.95 0.35 0.94 1.77 0.17 0.13
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HPLC法测定藏药细果角茴香中原阿片碱含量及其与 
海拔等影响因素的相关性分析

吴雪花1，松长青1，金秉巾1，张轶惟1，牟妍红1，丁玉2，3，4，梁永欣2，3，4，林鹏程2，3，4*（1.青

海省人民医院药学部，西宁　810007；2.青海民族大学药学院，西宁　810007；3.青海省青藏高原植物化学重点实验室，西宁　

810007；4.国家民委青藏高原藏药资源保护与开发利用重点实验室，西宁　810007）

摘要：目的　建立 HPLC 法测定 31 批不同产地、不同海拔藏药材细果角茴香中原阿片碱含量。

方法　色谱柱 ZORBAX SB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为甲醇 -0.1 mol·L － 1 醋

酸铵溶液体系（32∶68，V/V），进样量 20 μL，流速 0.8 mL·min － 1，柱温 35℃，检测波长

289 nm。结果　31 批不同产地细果角茴香中原阿片碱含量存在较大差异，处于中高海拔地区

的药材中原阿片碱含量偏高，处于高海拔地区的药材中原阿片碱含量偏低。结论　该方法科

学、简便、准确，可用于原阿片碱含量测定。不同海拔细果角茴香中原阿片碱含量的差异，对

该药材种植、开发和利用具有一定的参照价值。

关键词：细果角茴香；高效液相色谱；原阿片碱；含量测定；海拔

中图分类号：R917　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3356-05
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HPLC determination of the content of protopine in Hypecoum leptocarpum 
and its influence factors at different altitudes

WU Xue-hua1, SONG Chang-qing1, JIN Bing-jin1, ZHANG Yi-wei1, MOU Yan-hong1, DING Yu2, 3, 4, 
LIANG Yong-xin2, 3, 4, LIN Peng-cheng2, 3, 4* (1. Department of Pharmacy, Qinghai Provincial People’s 
Hospital, Xining  810007; 2. College of Pharmacy, Qinghai Nationalities University, Xining  810007; 
3. Qinghai Provincial Key Laboratory for Chemistry of Plant Resources of Qinghai-Xizang Plateau, 
Xining  810007; 4. State Ethnic Affairs Commission Key Laboratory for Protection Development and 
Utilization of Qinghai-Xizang Plateau Xizang Medicine Resources, Xining  810007)

Abstract: Objective  To establish an HPLC method to determine the content of protopine in 31 
batches of Xizang medicine Hypecoum leptocarpum from different origins and altitudes. Methods  A 
ZORBAX SB-C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used with a mobile phase of methanol-0.1 
mol·L － 1 ammonium acetate solution (32∶68, V/V). The injection volume was 20 μL, the flow 
rate was 0.8 mL·min － 1, the column temperature was 35℃ , and the detection wavelength was 289 
nm. Results  There was a significant difference in the protopine content in Hypecoum leptocarpum 
from different origins, with higher protopine content in middle to high altitudes, but low levels in 
high altitudes. Conclusion  The method can be used for the determination of protopine content. 
The difference in protopine content at different altitudes provides reference for the cultivation, 
development, and utilization of the medicinal herb. 
Key words: Hypecoum leptocarpum; HPLC; protopine; content determination; altitude
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　　藏药细果角茴香（Hypecoum leptocarpum Hook. 
f.et Thoms.），藏药名“Bar-bata（音译）”，为罂粟科
角茴香属的干燥全草。生长于海拔 2000 ～ 4300 m
的山坡、草甸、砂砾地上，在四川、青海、云南、
西藏均有分布。全草入药，性寒，味苦，具有止
痛、清热解毒和祛湿功效，可治疗瘟疫病、血热病、
中毒热症、急性咽喉炎、肺炎、胆囊炎、关节疼痛
等 [1-2]，根据《青海经济植物志》记载，细果角茴香
细果角茴香是藏医治疗流感、肝胆等疾病的常见药
物之一 [3]。《藏药志》记载：细果角茴香是“七味草
药方”“二十二味胆汤”“十二味翼首草散”等 35 个
方剂的主要原料 [4]。现代药理学研究表明角茴香有
抑菌、镇痛、抗炎、保肝、抗病毒等作用，含有生
物碱类、酚类、强心苷、内酯类、香豆素等多种成
分。其中生物碱类成分活性显著，具有重要的药用
价值，如原阿片碱具有镇痛、抗心律失常、抗血小
板凝集作用，血根碱和白屈菜红碱、苯菲啶季铵碱
表现出广谱抗肿瘤、抑菌、抗炎等活性 [5]。
　　目前，细果角茴香在藏药制剂中使用广泛，但
现有的研究主要集中在对其成分和临床药理作用的
研究，缺乏对其质量检测和标准的研究，本研究采
用高效液相色谱法对 31 批细果角茴香中原阿片碱
成分的含量进行测定，方法操作简便、有效，可为
今后进一步研究细果角茴香质量提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　Agilent 1100 型高效液相色谱仪，配自动进
样器和二极管阵列检测器（美国 Agilent 公司）；
XS105DU 梅特勒 - 托利多专业型 XS 分析天平
（精度：0.01 mg，瑞士梅特勒 - 托利多仪器有限
公司）；SB25-12DT 新芝超声波清洗机（宁波新
芝生物科技股份有限公司）；Milli-Q2355 超纯水
机（美国密理博有限公司）。
1.2　试药
　　乙腈（HPLC 级，山东禹王实业有限公司化工
分公司）；乙酸铵（分析纯，天津市永大化学试剂
有限公司）；冰乙酸（分析纯，天津市百世化工有
限公司）；甲醇（分析纯，天津市富宇精细化工有
限公司）；原阿片碱对照（纯度≥ 98%，Solarbio
公司，批号：SP8610）。药材产地信息见表 1，样
品经青海民族大学药学院林鹏程教授鉴定为罂
粟科角茴香属细果角茴香 Hypecoum leptocarpum 
Hook. f.et Thoms. 的干燥全草，S1 ～ S29 号样品于
2019 年及 2020 年 7、8 月（花期）采自青海省湟中、
门源等 29 个不同地区，S30、S31 号样品于 2023
年 7、8 月（花期）采自青海省祁连、玛多 2 个不
同地区，粉碎备用。

表 1　药材产地信息 
Tab 1　Information of habitat of medicinal materials

编号 地名 海拔 /m 经度 /° 纬度 /°
S1 青海玉树 3488   96.42 32.53
S2 青海同德 3108 100.58 35.52
S3 青海湟中 2618 101.56 36.80
S4 青海同仁 2495 102.02 35.51
S5 青海泽库 3655 101.47 35.03
S6 青海乐都 1989 102.40 36.48
S7 青海贵南 3091 100.75 35.59
S8 青海玛沁 3723 100.24 34.48
S9 青海门源 2867 101.62 37.38
S10 青海互助 2900 102.14 36.84
S11 青海西宁 2246 101.73 36.65
S12 青海大通 2665 101.57 37.11
S13 青海民和 1817 102.83 36.32
S14 青海湟源 2490 101.40 36.67
S15 青海久治 3416 101.29 33.26
S16 青海祁连 2730 100.25 38.18
S17 青海海晏 3110 100.90 36.96
S18 青海共和 2862 100.62 36.28
S19 青海称多 4336   97.36 34.40
S20 青海玛多 4002   98.19 34.50
S21 青海平安 2673 101.92 36.34
S22 青海尖扎 2063 102.03 35.94
S23 青海河南 3270 101.56 35.15
S24 青海班玛 3446 100.39 33.16
S25 青海兴海 3460   98.21 34.49
S26 青海杂多 3970   96.36 32.54
S27 青海达日 3639   99.39 33.45
S28 甘肃玛曲 3309 101.50 33.49
S29 甘肃碌曲 3328 101.51 35.14
S30 青海祁连 2730 100.25 38.18
S31 青海班玛 3446 100.39 33.16

2　方法与结果
2.1　色谱条件与系统适用性试验
　　采用 Agilent 1200 高效液相色谱仪，Agilent 
Zorbax SB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱
柱；流动相：甲醇 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液（每
1 L 溶液中加入 0.5 mL 冰乙酸）体系（32∶68，V/
V）；检测波长：289 nm；流速：0.8 mL·min－ 1；
柱温 35℃；进样量 20 μL。在此条件下样品和对
照品都得到了很好的基线分离（见图 1）。
2.2　对照品溶液的制备 
　　精密称取原阿片碱对照品适量于 5 mL 量瓶
中，用甲醇 -1% 盐酸（50∶50）溶液溶解并稀释
至刻度，超声溶解，得到质量浓度分别为 0.065、
0.13、0.26、0.52、0.78、1.04 mg·mL－ 1 的对照品
储备液。
2.3　供试品溶液的制备 
　　精密称取细果角茴香药材粉末 0.75 g，置于
150 mL 锥形瓶中，加入甲醇 -1% 盐酸（50∶50）
溶液25 mL，称重，超声提取30 min 后补足失重，
摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，留续滤液备用。
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2.4　线性关系的考察
　　分别精密吸取原阿片碱对照品溶液（质量浓度
分别为 0.065、0.13、0.26、0.52、0.78、1.04 mg·mL－ 1）
20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。以进样量
（μg）为横坐标，以峰面积积分值为纵坐标，进行
线性回归，得回归方程 y ＝ 69.212x ＋ 321.92（r ＝
0.9992），结果表明，原阿片碱进样量在 1.3 ～ 20.8 
μg 内线性关系良好。
2.5　精密度试验
　　取 S3 样品供试品溶液连续进样 6 次，记录
色谱峰的面积，结果原阿片碱峰面积的 RSD 为
1.2%，表明仪器精密度良好。
2.6　稳定性试验
　　取 S3 样品供试品溶液分别在 0、2、4、8、
12、24 h 进行测定，记录色谱峰的面积，结果原
阿片碱峰面积的 RSD 为 0.85%，表明该供试品溶
液在 24 h 内稳定。
2.7　重复性试验 
　　取 S3 样品 6 份，按照“2.3”项下方法制备供
试品溶液，分别测定其含量，结果原阿片碱峰面
积的 RSD 为 1.3%，表明该方法重复性良好。
2.8　加样回收试验
　　分别精密称取样品 S1（原阿片碱含量为 6.08 
mg·g－ 1）9 份，每份约 0.4 g，置于锥形瓶中，分别
按原阿片碱含量的 50%、100%、150% 精密加入原
阿片碱对照品溶液低、中、高浓度样品各 3 份，按
照“2.3”项下方法制备，进样测定，计算回收率和
RSD 值，结果低、中、高浓度样品中原阿片碱的回
收率均在 97.47% ～ 102.44%，RSD 值均小于 2.0%。
2.9　样品含量测定

　　取不同产地的细果角茴香粉末，按“2.3”项下
方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件测
定，记录原阿片碱的峰面积，采用外标法计算其
含量，结果见表 2。发现所有属地的药材均含有原
阿片碱，平均含量为（6.557±1.777）mg·g－ 1。但
差异较为明显，班玛县的药材（S24、S31）原阿片
碱含量仅为 3.62、3.52 mg·g－ 1，而互助县的药材
（S10）中原阿片碱含量高达 11.03 mg·g－ 1。

表 2　31 个不同产地细果角茴香中原阿片碱含量 
Tab 2　Protopine content of Hypecoum leptocarpum from 31 

different habitats

编号 峰面积 样品质量 /g
原阿片碱含量 /
（mg·g － 1）

S1 3433.5 0.7565 6.08 
S2 4349.0 0.7588 7.66 
S3 3884.1 0.7503 6.92 
S4 3536.8 0.7538 6.28 
S5 3406.6 0.7537 6.05 
S6 5212.9 0.7523 9.24 
S7 4739.2 0.7569 8.36 
S8 4065.6 0.7586 7.17 
S9 2863.4 0.7538 5.10 
S10 6287.3 0.7598 11.03 
S11 3508.2 0.7503 6.26 
S12 4615.9 0.7520 8.20 
S13 5270.0 0.7518 9.35 
S14 4998.5 0.7537 8.85 
S15 2802.5 0.7538 4.99 
S16 3518.4 0.7515 6.27 
S17 3936.5 0.7513 7.01 
S18 3807.0 0.7550 6.75 
S19 2340.2 0.7513 4.19 
S20 2708.0 0.7549 4.82 
S21 3220.8 0.7583 5.69 
S22 4594.6 0.7573 8.10 
S23 3268.7 0.7510 5.83 
S24 2015.2 0.7510 3.62 
S25 3898.3 0.7507 6.95 
S26 2027.5 0.7534 3.63 
S27 3115.3 0.7540 5.54 
S28 2901.3 0.7509 5.19 
S29 2804.1 0.7496 5.02 
S30 3518.4 0.7515 6.34
S31 2015.2 0.7510 3.52

2.10　海拔、纬度与生物碱含量线性关系
　　对 31 个产地细果角茴香按照所属产地的海
拔、纬度、经度分别和原阿片碱的含量进行相
关分析。按照正态分布检验的结果，原阿片碱、
海拔、纬度数据 P ＞ 0.05 符合正态分布，可行
Pearson 相关分析。经度数据 P ＜ 0.05，数据不
符合正态分布，不符合 Pearson 相关分析要求，
行 Spearman 相关分析。
　　结果显示，原阿片碱含量与海拔的 Pearson 相关

图 1　原阿片碱对照品（A）和药材样品（B）HPLC 图

Fig 1　Chromatograms of reference substance（A）and sample（B）
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系数为 r ＝－ 0.641，P ＜ 0.001，两者呈现显著相关
（见表 3）。绘制散点图，两者呈现线性负相关（见
图 2A）。原阿片碱含量与纬度的 Pearson 相关系数
为 r ＝ 0.572，P ＝ 0.001，两者呈现显著相关（见表
4）。绘制散点图，两者呈现线性正相关（见图 2B）。
原阿片碱含量与经度的 Spearman 相关系数为 0.468，
相关系数绝对值大小为 0 ～ 1，0.468 ＞ 0，两个变
量成正相关，P ＜ 0.05，相关系数具有统计学意义
（见表 5）。绘制散点图，两者成正相关（见图 2C）。

表 3　海拔与原阿片碱含量相关性 
Tab 3　Correlation of altitude and protopine content

因素 相关性 海拔 原阿片碱含量

海拔 Pearson 相关性 1 － 0.641

显著性（双尾） ＜ 0.001

个案数 31 31

原阿片碱含量 Pearson 相关性 － 0.641 1

显著性（双尾） 0.000

个案数 31 31

表 4　纬度与原阿片碱含量相关性 
Tab 4　Correlations of latitude and protopine content

因素 相关性 纬度 原阿片碱含量

纬度 Pearson 相关性 1.000 0.572

显著性（双尾） 0.001

个案数 31 31

原阿片碱含量 Pearson 相关性 0.572 1

显著性（双尾） 0.001

个案数 31 31

表 5　经度与原阿片碱含量相关性 
Tab 5　Correlations of longitude and protopine content

因素 相关性 经度 原阿片碱含量

经度 斯皮尔曼 Rho 相关系数 1.000 0.468

显著性（双尾） 0.010

个案数 31 31

原阿片碱含量 相关系数 0.468 1.000

显著性（双尾） 0.010

个案数 31 31

图 2　海拔（A）、纬度（B）、经度（C）与原阿片碱含量散点图

Fig 2　Scatter plot of altitude（A），latitude（B），longitude（C）and protopine content

3　讨论

3.1　供试品溶液制备方法考察和色谱条件优化

　　考察不同提取溶剂 [ 水、乙醇、甲醇、甲
醇 -1% 盐酸（50∶50）]，不同流动相 [ 甲醇 - 水、
乙腈 - 水、乙腈 -0.1% 乙酸溶液、乙腈 -（乙酸 -
三乙胺）溶液，乙腈 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液 ]，
不同提取方法（回流、超声），不同流速（0.8、
1.0、1.2 mL·min－ 1）等对样品制备的影响，从
混合对照品和样品中被测成分的分离情况、基
线的稳定性及分析时间、含量、成本、时间等
方面综合分析，结果样品提取以甲醇 -1% 盐酸
（50∶50）为提取溶剂、流速为 0.8 mL·min－ 1 处
理效率最高，确定其为本研究的提取方法。
　　考察了多种流动相系统：甲醇 - 水、乙腈 - 水、
乙腈 -0.1% 乙酸溶液、乙腈 -（乙酸 - 三乙胺）溶液、
乙腈 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液，结果表明，乙
腈 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液体系基线平稳、分离
效果较好。探究了甲醇 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液
和乙腈 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液对色谱峰分离效

果的影响，发现原阿片碱在这两种流动相下分离效
果均较好，考虑到甲醇廉价易得，毒性相对较小，
故选择甲醇 -0.1 mol·L－ 1 乙酸铵溶液流动相。此
外还考察了流速 0.8、1.0、1.2 mL·min－ 1 对分离
效果的影响，发现当流速为 0.8 mL·min－ 1 时分离
效果较好，峰形最为对称。
3.2　原阿片碱含量测定结果分析

　　原阿片碱是异喹啉类生物碱，现代药理学证
明，原阿片碱除具有镇痛的作用外，具有抑制血
小板凝聚、松弛平滑肌、抗心律失常、抗胆碱酯
酶等活性 [4]，还具有抗肿瘤 [5]、保护肾脏 [6]、抗
肝损伤等药理作用。由于原阿片碱具有较强的药
用活性和广泛的药用价值，得到学界的广泛认
可，不仅在延胡索 [7]、小黄花堇 [8] 等中草药原药
材活性成分方面得到研究，而且在中成药成分分
析 [9-11] 中被广泛重视。
　　细果角茴香的主要活性成分是生物碱类 [12]，
化学成分研究显示该药材干全草中生物碱含量
约为 0.38%，其中原阿片碱占到生物碱含量的
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85%[5]。文怀秀等 [13] 曾用反相高效液相色谱法测
定了两个产地的细果角茴香中原阿片碱的含量，
分别为 2.37% 和 0.1%，产地差异明显。为进一
步探索在同一花期下不同产地原阿片碱含量的差
异化，以及研究这种差异与药材属地特征间的关
系，本研究最初测定了 29 个地区细果角茴香中原
阿片碱含量。为了验证之前的数据，笔者于 2023
年 7、8 月份（花期）再次采集并测定其中 2 个地
区（祁连、班玛）细果角茴香中原阿片碱含量，
结果与之前数据相近。根据研究结果，原阿片碱
的含量和产地海拔成负相关，这一结论与不同海
拔产地的麻花艽 [14]、灰兜巴 [15] 的成分研究和桔
梗 [16] 的质量研究结论一致，海拔高度确实对药
材的质量和成分具有一定的影响。在以往的研究
中也发现，细果角茴香的生长和繁殖受到高原海
拔的制约，其微量元素含量以海拔 3200 m 为界限
分为两类 [17]。考虑同一药材的成分、微量元素的
差异可能与高原高寒、光照、紫外线辐射等原因
相关。此外，研究结果还显示细果角茴香中原阿
片碱含量与经度、纬度成正相关。目前尚未查到
有关经纬度和药材成分相关的报道，但同一药材
不同产地的成分也有较大差异。熊康宁等 [18] 分析
喀斯特地区不同等级石漠化金银花有效成分，发
现药材有效成分与土壤养分相关。高慧如等 [19] 研
究发现温度对甘草黄酮类成分具有显著影响。经
度与纬度的变化影响着温度、降水、富氧、辐射
等因素的变化也与药用植物的生长密切相关。虽
然研究中经纬度与细果角茴香中原阿片碱含量具
有统计学关联，但相对于本研究中药材采集产地
海拔高度 1817 ～ 4336 m，经纬度受限于采集药
材地域的影响，经度范围仅为 96.42° ～ 102.83°，
纬度范围仅为 32.53° ～ 38.18°，要探索经纬度与
细果角茴香中原阿片碱含量关系，还需进一步扩
大调查研究的范围。
　　细果角茴香的原阿片碱含量与药材属地的海
拔和经纬度具有一定相关性，相对于高海拔和低
经纬度，中高海拔和高经纬度的药材中原阿片碱
含量更高，研究结果提示这一区域可能是细果角
茴香的优良产区，可以为该药的人工种植提供依
据。同时，不同属地的原阿片碱差异也可为药物
的成分筛选和质量控制提供理论参考。
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清肺抑火片质量标准提升研究

范秀春，徐维二，罗廷顺，董坤，缪明锦*（大理白族自治州药品检验所，云南　大理　671000）

摘要：目的　基于评价抽验工作，提升清肺抑火片质量标准，综合评价不同厂家的清肺抑火

片质量。方法　建立大黄、栀子、黄芩、黄柏、苦参的 TLC 鉴别方法，采用 HPLC 法建立了

35 批清肺抑火片的特征图谱，同时采用 PCA-X 及 OPLS-DA 的分析方法对共有峰峰面积进行

统计分析，筛选出清肺抑火片的关键质控成分并测定关键质控成分黄芩苷的含量。结果　建

立的 TLC 鉴别方法快速、简便、准确易操作。清肺抑火片高效液相特征图谱共标定 16 个共有

峰，并指认出 12 个已知成分。基于统计分析方法，初步发现不同厂家及不同批次间样品存在

差异，并发现可能导致清肺抑火片质量微小差异的关键质控成分。HPLC 法测得黄芩苷的含量

为 1.82 ～ 12.64 mg/ 片。结论　各厂家清肺抑火片质量存在差异，现行质量标准不够全面合理，

不能完整评价清肺抑火片质量，建议提升质量标准，确保产品的质量和疗效的一致性。

关键词：清肺抑火片；薄层鉴别；特征图谱；含量测定；质量评价

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3361-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.035

Improvement of the quality standard of Qingfei Yihuo tablets

FAN Xiu-chun, XU Wei-er, LUO Ting-shun, DONG Kun, MIAO Ming-jin* (Drug Control Institute of 
Dali Bai Autonomous Prefecture, Dali  Yunnan  671000)

Abstract: Objective  To comprehensively evaluate the quality of Qingfei Yihuo tablets from different 
manufacturers by improving their quality standard based on the sampling and testing. Methods  
TLC identification method was established to dectect rhubarb, gardenia, scutellaria, phellodendri 
and sophora, and the feature chromatograph of 35 batches of Qingfei Yihuo tablets was established 
by HPLC. Meanwhile, the area of common peaks was analyzed by PCA-X and OPLS-DA. The 
quality control components of Qingfei Yihuo tablets were screened and the content of baicalin was 
determined. Results  The TLC identification method for rhubarb, gardenia, scutellaria, phellodendron 
and sophora was rapid, simple, accurate and easy to operate. The HPLC of Qingfei Yihuo tablets 
identified 16 common peaks and 12 known components. Based on the statistical analysis method, the 
differences between different manufacturers and samples batches were preliminatively found. The 
key quality control components which for the slight difference in the quality of Qingfei Yihuo tablets 
were found. The content of baicalin by HPLC ranged 1.82 ～ 12.64 mg/tablet. Conclusion  There are 
differences in the quality of Qingfei Yihuo tablets by different manufacturers. The existing quality 
standards need improvement to ensure the consistency of product quality and curative effect. 
Key words: Qingfei Yihuo tablet; thin layer identification; feature map; content determination; 
quality evaluation

基金项目：2022 年云南省药品评价抽检计划项目（云药监办 2022-07）。
作者简介：范秀春，女，主管中药师，主要从事中药、中成药检验及质量分析，email：584522922@qq.com　* 通信作者：缪明锦，男，

副主任药师，主要从事中药、中成药检验及质量分析，email：365171533@qq.com

　　2021 年云南省药品评价抽检专项工作引入
“检验＋评价”模式，开展省级药品评价抽检专
项工作。2022 年，我所承担了清肺抑火片的评价
抽检任务，本研究将从清肺抑火片 TLC 薄层鉴

别、HPLC 特征图谱及黄芩苷含量测定等方面开
展探索性研究，评价清肺抑火片的质量。
　　清肺抑火片是由黄芩、栀子、天花粉、桔梗、
知母、大黄、前胡、黄柏、苦参九味中药通过现
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代工艺制备而成的复方中成药，具有清肺止咳、
降火生津的功效，用于治疗肺热咳痰、痰涎雍盛、
咽喉肿痛、口鼻生疮、牙齿疼痛、牙根出血、大
便干燥、小便赤黄 [1]。目前，全国共有 20 个批准
文号，涉及 19 个生产企业。通过查阅文献发现，
对清肺抑火片的研究主要包括含量测定 [2-6] 及药
理作用 [7-10] 研究。本研究从探索性研究角度出发，
比较不同批次间清肺抑火片的质量差异 [11-13]，综
合评价清肺抑火片质量，为清肺抑火片的质量评
价和标准提升提供参考依据。
1　材料
1.1　仪器 
　　OLYMPUS DP74 型显微镜 [ 奥林巴斯（中国）
有限公司 ]，ZB-ID 型智能崩解仪（北京铭成基业
科技有限公司），1260Ⅱ型高效液相色谱仪（美国
安捷伦科技有限公司），AX-200 型电子天平 [ 奥豪
斯仪器（上海）有限公司 ]，XSE205DU 型电子分
析天平（美国梅特勒），KMHI-360W9151-6 型固特
双频超声波清洗机（广东固特超声股份有限公司），
HH-S26S 型数显恒温水浴锅（郑州长城科工贸有
限公司）。
1.2　试药 
　　对照品栀子苷（批号：110749-201919，含量：
97.1%）、芒果苷（批号：111607-201704，含量：
98.1%）、黄芩苷（批号：110715-201821，含量：
95.4%）、盐酸小檗碱（批号：110713-202015，含量：
85.9%）、汉黄芩苷（批号：112002-201702，含量：
98.5%）、黄芩素（批号：112015-201801，含量：
97.8%）、芦荟大黄素（批号：111940-201804，含
量：97.5%）、大黄酸（批号：110757-201607，含量：
99.3%）、汉黄芩素（批号：111514-200403）、大
黄素（批号：110756-201913，含量：96.0%）、大
黄酚（批号：110796-201922，含量：99.4%）、大
黄素甲醚（批号：110758-201817，含量：99.2%）
及对照药材大黄（批号：120902-201912）、栀子
（批 号：120986-202111）、 黄 芩（批 号：120955-
201810）、黄柏（批号：121510-201807）、苦参（批
号：121019-201708）（中国食品药品检定研究院）。
液相用乙腈、甲醇为色谱纯，其余溶剂为分析纯，
水为超纯水。6 个企业、35 批次清肺抑火片样品
均为 2022 年云南省药品评价抽检项目抽检样品，
生产企业名称以 A、B、C、D、E、F 表示，知母、
栀子、黄芩、黄柏等 9 味药材均购自大理金贝药
材城，均由本实验室鉴定，本实验室依据处方自
制各缺味样品。
2　方法与结果
2.1　TLC 鉴别研究 
　　清肺抑火片现行法定标准为《卫生部药品标

准》中药成方制剂第二册 WS3-B-0418-90，此标准
的检验项目仅有性状和检查。仅 E 厂家生产的薄
膜衣片执行标准 YBZ05022020 中增加了大黄和桔
梗的显微鉴别和大黄对照药材、盐酸小檗碱对照
品、苦参碱对照品的薄层鉴别以及黄芩苷含量测
定，因此，现行检验标准不能全面评价清肺抑火
片的质量。本研究根据清肺抑火片的组方形成，
对黄芩（处方中用量最大的君药），栀子、黄柏
（臣药），大黄（处方中用量第二大，且市场上常
有土大黄冒充大黄的情况）以及苦参进行薄层色谱
鉴别研究，研究投料真实性的同时建立薄层色谱
鉴别的方法，多方面评价清肺抑火的质量 [14-16]。
2.1.1　黄芩　取样品粉末 1 g，加甲醇 20 mL，超
声处理 30 min，放冷，滤过，滤液蒸干，残渣加
甲醇 1 mL 使溶解，作为供试品溶液；取黄芩对
照药材和黄芩阴性样品，同法制成对照药材溶液
和阴性样品溶液；取黄芩苷对照品加甲醇制成每
1 mL 含 1 mg 的对照品溶液。照薄层色谱法（《中
国药典》2020 年版通则 0502）试验，取上述溶液
各 4 ～ 6 μL，分别点于同一以含 4% 乙酸钠的羧
甲基纤维素钠溶液为黏合剂的硅胶 G 薄层板上，
以乙酸乙酯 - 丁酮 - 甲酸 - 水（5∶3∶1∶1）为展
开剂，预饱和 30 min 后展开，取出，晾干，喷以
1% 三氯化铁乙醇溶液，详见图 1A。
2.1.2　大黄　取样品粉末 2 g，加甲醇 25 mL，超
声处理 30 min，静置分层，取上清液，水浴蒸至
近干，残渣加水 20 mL 使溶解，转移至分液漏斗
中，用乙醚分两次提取，每次 10 mL，合并乙醚
液，挥干，残渣加甲醇 3 mL 使溶解，作为供试品
溶液；水液层蒸干，备用。另取大黄对照药材和
大黄阴性样品，同法制成对照药材溶液和阴性样
品溶液；再取大黄酸对照品加甲醇制成每 1 mL 含
0.5 mg 的对照品溶液。照薄层色谱法（《中国药典》
2020 年版通则 0502）试验，取上述溶液各 4 ～ 6 
μL，分别点于同一硅胶 G 薄层板上，以石油醚
（30 ～ 60℃）- 甲酸乙酯 - 甲酸（15∶5∶1）的上层
溶液为展开剂，预饱和 15 min 后展开，取出，晾
干，置紫外光灯（254 nm）下检视，详见图 1B。
2.1.3　栀子　取大黄项下备用水液层残渣，加甲醇
5 mL 使溶解作为供试品溶液。另取栀子对照药材
和栀子阴性样品，同法制成对照药材溶液和阴性样
品溶液；再取栀子苷对照品加甲醇制成每 1 mL 含
0.5 mg 的对照品溶液。照薄层色谱法（《中国药典》
2020 年版通则 0502）试验，取上述溶液各 4 ～ 6 
μL，分别点于同一硅胶 G 薄层板上，以乙酸乙酯 -
丙酮 - 甲酸 - 水（11∶4∶1∶2）为展开剂，预饱和
15 min 后展开，取出，晾干，喷以 5% 香草醛硫酸
试液，105℃加热至斑点显色清晰，详见图 1C。
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2.1.4　黄柏　取样品粉末 1 g，加氨水 5 mL 湿润，
加二氯甲烷 30 mL，超声处理 15 min，滤过，滤液
蒸干，残渣加甲醇 1 mL 溶解，作为供试品溶液。
另取黄柏对照药材和黄柏阴性样品，同法制成对
照药材溶液和阴性样品溶液；再取盐酸小檗碱对照
品，加甲醇制成每 1 mL 含 0.5 mg 的溶液，作为对
照品溶液。照薄层色谱法（《中国药典》2020 年版
通则 0502）试验，取上述溶液各 2 ～ 4 μL，分别
点于同一硅胶 G 薄层板上，以正丁醇 - 冰乙酸 - 水
（7∶1∶2）为展开剂，预饱和 15 min 后展开，取出，
晾干，置紫外光灯（365 nm）下检视，详见图 2。
2.1.5　苦参　取苦参对照药材和苦参阴性样品，
同黄柏项下供试品溶液制备方法制成对照药材溶
液和阴性样品溶液；取苦参碱对照品加甲醇制成
每 1 mL 含 0.1 mg 的对照品溶液。照薄层色谱法
（《中国药典》2020 年版通则 0502）试验，取黄柏

项下供试品溶液及上述溶液各 4 ～ 6 μL，分别点
于同一硅胶 G 薄层板上，以甲苯 - 丙酮 - 乙酸乙
酯 - 浓氨试液（2∶3∶4∶0.2）为展开剂，预饱和
10 min 后展开，取出，晾干，喷以稀碘化铋钾试
液，详见图 3。

图 3　苦参薄层鉴别色谱图

Fig 3　TLC of radix sophorae
1. A 厂 家 样 品（sample from manufacturer A）；2、3、5、13. B 厂

家样品（sample from manufacturer B）；4、14. E 厂家样品（sample 
from manufacturer E）；6、8. F 厂家样品（sample from manufacturer 
F）；7、9. D 厂 家 样 品（sample from manufacturer D）；10、11、
12. C 厂家样品（sample from manufacturer C）；15. 缺苦参阴性样

品（negative sample without sophora）；16. 苦参碱对照品（matrine 
reference）；17、18. 苦参对照药材（sophora control medicine）

2.1.6　TLC 薄层鉴别结果　供试品色谱图均检出
与对照药材和对照品相应的斑点，阴性样品无干
扰，合格率 100%。该鉴别方法可控制处方中黄
芩、栀子、黄柏、大黄、苦参投料的真实性，且
方法操作简便、重现性好、适用性强，可用于控
制清肺抑火片的质量。
2.2　清肺抑火片特征图谱的建立 [17] 
2.2.1　对照品溶液的制备 [18]　精密称取除芒果苷
外的 11 种对照品各适量，分别用甲醇配制成储
备液，精密称取芒果苷适量，用 70% 乙醇溶剂
配制成储备液，加甲醇制成大黄素、大黄酚、大
黄酸、大黄素甲醚、芦荟大黄素、芒果苷、黄

A

B

C
图 1　黄芩（A）、大黄（B）、栀子（C）薄层鉴别色谱图

Fig 1　TLC of scutellaria（A），rhubarb（B），and gardenia（C）

1. A 厂家样品（sample from manufacturer A）；2、3、5、13、15. B
厂家样品（sample from manufacturer B）；4、14. E 厂家样品（sample 
from manufacturer E）；6、8. F 厂家样品（sample from manufacturer 
F）；7、9. D 厂家样品（sample from manufacturer D）；10、11、12. 
C 厂家样品（sample from manufacturer C）；16. 自制样品（home-made 
sample）；17. 阴性样品（negative sample without scutellaria）；18. 黄
芩苷对照品（baicalin）；19. 对照药材（control medicine）

图 2　黄柏薄层鉴别色谱图

Fig 2　TLC of phellodendron
1. A 厂家样品（sample from manufacturer A）；2、3、5、13、15. B
厂家样品（sample from manufacturer B）；4、14. E 厂家样品（sample 
from manufacturer E）；6、8. F 厂家样品（sample from manufacturer 
F）；7、9. D 厂 家 样 品（sample from manufacturer D）；10、11、
12. C 厂家样品（sample from manufacturer C）；16. 缺黄柏阴性样

品（negative sample without phellodendron）；17. 盐酸小檗碱对照品

（berberine hydrochloride reference）；18. 黄柏对照药材（phelloden-
dron control medicine）
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芩素、汉黄芩素、黄芩苷、汉黄芩苷、栀子苷、
盐酸小檗碱质量浓度分别为 60.7200、45.4755、
51.4871、51.8320、38.1713、42.2222、79.3158、
79.4000、938.1636、243.0980、248.1876、223.1682 
μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液的制备 [15]　取清肺抑火片 20 
片，精密称定，研细，取约 1.0 g，精密称定，置
具塞锥形瓶中，精密加入 70% 乙醇溶液 25 mL，
称定重量，超声处理 30 min，放冷、称定重量，
用 70% 乙醇溶液补重，摇匀，过滤，即得。
2.2.3　色谱条件　采用菲罗门 TitankC18（4.6 mm× 

250 mm，5 μm）色谱柱，流动相为乙腈（A）-0.1%
磷酸溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 19 min，12%A，
19 ～ 20 min，12% ～ 18%A，黄芩苷 20 ～ 35 min，
18% ～ 19%A，35 ～ 36 min，19% ～ 22%A，36 ～ 

68 min，22%A，68 ～ 69 min，22% ～ 30%A，
69 ～ 86 min，30% ～ 37%A，86 ～ 90 min，
37% ～ 44%A，90 ～ 105 min，44% ～ 48%A，
105 ～ 106 min，48% ～ 52%A，106 ～ 120 min，
52% ～ 64%A，120 ～ 131 min，64% ～ 90%A，
131～132 min，90%～12%A）。柱温35℃；流速1.0 
mL·min－ 1；检测波长 254 nm；进样量 10 μL。
2.2.4　方法学验证
　　① 精密度考察：按“2.2.2”项下方法制备
供试品溶液（S25 号）1 份，按“2.2.3”项下色
谱条件连续进样 6 次，16 个共有峰的相对峰面
积 RSD 在 0.11% ～ 1.6%，相对保留时间 RSD 在
0.011% ～ 0.19%，表明液相色谱仪精密度良好。
　　② 稳定性考察：按“2.2.2”项下方法制备供
试品溶液（S25 号）1 份，按照“2.2.3”项下色谱条
件，分别于第 0、2、4、6、8、10、12、24 h 进样，
16 个共有峰的相对峰面积 RSD 在 0.10% ～ 1.5%，
相对保留时间 RSD 在 0.020% ～ 0.36%，结果表明
清肺抑火片供试品溶液在 24 h 内稳定。
　　③ 重复性考察：按“2.2.2”项下方法制备
供 试 品 溶 液（S25 号）6 份， 按 照“2.2.3”项
下色谱条件进样，16 个共有峰的相对峰面积
RSD 在 0.20% ～ 1.9%， 相 对 保 留 时 间 RSD 在
0.020% ～ 0.33%，表明方法重复性良好。
2.2.5　清肺抑火片 HPLC 特征图谱的建立
　　① 特征图谱共有峰的指认及相似度的计算：
将 35 批样品按“2.2.2”项下方法制备，并测定。
将色谱图导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统
（2012.130723 版），以 S1 号样品色谱峰为参照峰，
生成叠加图谱，通过 Mark 峰匹配，生成对照图
谱，见图 4，共标定出 16 个共有峰，以处方中君
药黄芩的指标性成分黄芩苷峰（5 号峰）为参照峰
（S 峰），通过已知对照品对色谱峰（见图 5）进行

指认，指认出 12 个已知成分，与专属性试验中阴
性样品比对，指认栀子苷来源于栀子药材；芒果
苷来源于知母药材；黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、
汉黄芩素来源于黄芩药材；盐酸小檗碱来源于黄
柏药材；芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、
大黄素甲醚来源于大黄药材；7 号峰和 13 号峰均
来自黄芩药材，3 号峰和 4 号峰未指认出来，可能
是其中几味药材的共有成分。将样品色谱图导入
“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（2012.130723
版）并计算相似度，结果显示各批次清肺抑火片质
量存在差异，相似度计算结果见表 1，非共有峰峰
面积占比为 36.43% ～ 56.81%，结果表明各批次清
肺抑火片使用的原料药材质量及生产工艺存在差
异，导致各批次质量差异较大，该方法无法对制
剂的均一性、稳定性进行准确评价及控制，故建
立清肺抑火片的特征图谱方法，整体评价清肺抑
火片质量。
　　② 样品测定及结果：取样品，按“2.2.2”项下
方法制备供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件进
样测定。结果 35 批次样品色谱图均呈现 16 个色谱
峰，并与对照色谱峰中的 16 个特征峰保留时间一
致，计算各特征峰与黄芩苷参照峰（S 峰）的相对
保留时间均在规定值内。因此，可规定各峰相对保
留时间为：0.29（峰 1：栀子苷）、0.36（峰 2：芒果苷）、
0.56（峰 3）、0.96（峰 4）、1.00[ 峰 5（S）：黄芩苷 ]、
1.18（峰 6：盐酸小檗碱）、1.24（峰 7）、1.38（峰
8：汉黄芩苷）、1.54（峰 9：黄芩素）、1.68（峰 10：
芦荟大黄素）、1.75（峰 11：大黄酸）、1.78（峰 12：
汉黄芩素）、1.83（峰 13）、2.04（峰 14：大黄素）、
2.23（峰 15：大黄酚）、2.31（峰 16：大黄素甲醚），
其相对保留时间应在规定值的±10% 之内。
2.3　化学模式识别
2.3.1　主成分分析　将特征图谱中共有峰的峰面积
导入 SIMCA14.1 软件，对 35 批样品进行主成分分
析。累计方差贡献率为 82.4%，得分图详见图 6A。
由图可知：C、F 两个厂家部分批次出现离群现象，
A、B、D、E 4 个厂家呈现聚拢趋势。图 6B（载荷
图）表示每个变量对样本离群现象的贡献，图中大
黄酚、黄芩苷和 3 号峰绝对值较大，表明以上成
分可能是导致药物的质量内在差异的主要因素，因
此，在该品种的质量及生产工艺控制中应重点关注
大黄及黄芩的原料药材质量及提取工艺。
2.3.2　正交偏最小二乘法 - 判别分析　为更进一
步分析不同厂家清肺抑火片的成分差异，采用
OPLS-DA 模型进行分析，计算变量 VIP 值，以
VIP ＞ 1 为标准，筛选出了 5 个对清肺抑火片贡
献较大的化学成分：5 号峰（黄芩苷）、9 号峰（黄
芩素）、15 号峰（大黄酚）、6 号峰（盐酸小檗碱）、
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3 号峰（未知成分），详见图 6C，结果与主成分分
析结果一致，说明这 5 种成分直接决定了清肺抑
火片的质量。
2.4　HPLC 法测定黄芩苷的含量
2.4.1　供试品制备及色谱条件　按“2.2.1”及
“2.2.2”项下方法制备供试品及对照品溶液，按
“2.2.3”项下色谱条件，以黄芩苷的最大紫外吸
收波长 280 nm 为检测波长测定。色谱图见图 7。
2.4.2　方法学考察
　　① 线性范围考察：精密吸取特征图谱“2.2.1”项
下对照品储备液 0.2、0.5、1、2、5、10 mL 分别置
10 mL 量瓶中，加 70% 乙醇定容至刻度。按“2.4.1”

项下色谱条件测定，以峰面积（Y）为纵坐标，对
照品浓度（X，μg·mL－ 1）为横坐标，进行线性回

图 5　混合对照品图谱

Fig 5　Spectrum of mixed reference
1. 栀 子 苷（geniposide）；2. 芒 果 苷（mangiferin）；3. 黄 芩 苷

（baicalin）；4. 盐酸小檗碱（berberine hydrochloride）；5. 汉黄芩苷

（oroxindin）；6. 黄芩素（baicalin）；7. 芦荟大黄素（aloe-emodin）；

8. 大黄酸（rhein）；9. 汉黄芩素（wogonin）；10. 大黄素（rheum 
emodin）；11. 大黄酚（chrysophanol）；12. 大黄素甲醚（physcion）

 A

 B

图 4　不同生产企业间清肺抑火片指纹图谱匹配叠加图（A）及特征图（B）

Fig 4　Fingerprint matching overlay（A）and characteristic（B）chromatogram of Qingfei Yihuo tablets from different manufacturers
1. 栀 子 苷（geniposide）；2. 芒 果 苷（mangiferin）；5（S）. 黄 芩 苷（baicalin）；6. 盐 酸 小 檗 碱（berberine hydrochloride）；8. 汉 黄 芩 苷

（oroxindin）；9. 黄芩素（baicalin）；10. 芦荟大黄素（aloe-emodin）；11. 大黄酸（rhein）；12. 汉黄芩素（wogonin）；14. 大黄素（rheum 
emodin）；15. 大黄酚（chrysophanol）；16. 大黄素甲醚（physcion）

A   

B   

C   

图 6　不同厂家样品 PCA 得分图（A）、主成分模型载荷图（B）及

主要成分的 VIP 图（C）

Fig 6　PCA scores（A），principal component model loading diagram
（B）and VIP diagram（C）of samples by different producers
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归，得黄芩苷的回归方程，Y ＝ 35.65X ＋ 1.77，r ＝
0.9999，黄芩苷在 18.7633 ～ 938.163 μg·mL－ 1 内与
峰面积线性关系良好。
　　② 检测限和定量限：将“2.2.1”项下的对照
品溶液逐级稀释并进行测定，按 3 倍信噪比计算
待测成分的检测限为 2.5 ng，按 10 倍信噪比计算
各待测成分的定量限为 8.34 ng。
　　③ 精密度试验：精密吸取“2.2.1”项下对照
品储备液 10 μL，连续进样 6 次，记录黄芩苷峰
面积，计算峰面积 RSD 为 0.010%。结果表明仪
器精密度良好。
　　④ 稳定性试验：将 S25 号样品按照“2.2.2”
项下样品处理方法制备成供试品溶液，分别于第
0、2、4、6、8、10、12、24 h 进样测定，记录黄
芩苷峰面积，计算峰面积 RSD 为 0.19%。结果表
明供试品溶液在 24 h 内稳定。
　　⑤ 重复性试验：将 S25 号样品按照“2.2.2”
项下样品处理方法制备 6 份供试品溶液，分别精
密吸取供试品溶液 10 µL 注入液相色谱仪，记录
黄芩苷峰面积并计算平均含量为 11.5 mg/ 片，计

算 RSD 为 0.36%，结果表明重复性良好。
　　⑥ 加样回收试验：精密称取供试品 6 份，每份
约 0.25 g，置于具塞三角瓶中，精密加入对照品储
备液（黄芩苷 2656.9 μg·mL－ 1）1.2 mL，挥干溶剂。
按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按照“2.4.1”
项下色谱条件测定，记录峰面积并计算黄芩苷含量，
结果其回收率为 97.86%，RSD 为 1.7%。
2.4.3　样品含量测定　取 35 批样品，按照“2.4.1”
项下方法进行测定并计算含量，结果见表 2。
2.4.4　黄芩苷含量限度规定　结合黄芩中提取黄
芩苷的转移率 [19-22]，以 35 批次样品中黄芩苷平
均含量的 50% 拟订限度，最终含量限度规定：不
得少于 3.2 mg/ 片，35批清肺抑火片中合格 30批，
合格率为 85.7%。A、B、C 和 E 厂家生产的清肺
抑火片中黄芩苷含量均符合限度规定。D 厂家生
产的 5 批样品中，4 批样品不符合规定；F 厂家
生产的 3 批样品中，1 批样品不符合规定；黄芩
苷含量不符合规定的 2 个厂家的检验标准均未规
定黄芩苷的含量。

表 2　35 批清肺抑火片中黄芩苷的含量 (mg/片 ) 
Tab 2　Content of baicalin in 35 batches of Qingfei Yihuo tablets 

(mg/片 )

厂家 批号 黄芩苷含量 厂家 批号 黄芩苷含量

A DAA2003 6.96 D 220101   3.95
A DAA2004 7.32 D 220301   2.97
B 210729 3.48 D 220314   2.16
B 210953 4.86 D 210107   1.82
B 220106 5.51 D 220305   3.06
B 211165 4.56 E 20220178 12.32
B 220107 5.53 E 20211284 11.23
B 220322 5.37 E 20211227 11.88
B 220326 5.07 E 20211284 10.92
B 220324 5.47 E 20220179 12.38
B 210950 3.61 E 20220260 11.54
B 220329 5.35 E 20220177 12.64
B 211054 4.25 E 20211023 11.01
B 211275 5.49 E 20210556   9.02
C 210312 6.53 E 20201172   8.85
C 210710 3.31 F 211203   4.41
C 210404 7.13 F 220304   2.74

F 210501   3.97

3　讨论
　　从调研结果可知，不同生产企业检验标准存
在差异，其中 A、C、D、F 四个生产企业执行
现行法定标准《卫生部药品标准》中药成方制剂
第二册 WS3-B-0418-90，仅 B、E 两个生产企业
执行注册标准，B 厂家生产的薄膜衣片执行标准
YBZ16492009增加了大黄显微鉴别，大黄、黄芩、
黄柏和苦参薄层鉴别及黄芩苷含量测定；E 厂家
生产的薄膜衣片执行标准 YBZ05022020 增加了

表 1　指纹图谱相似度 
Tab 1　Similarity of fingerprint 

编号 厂家 批号 相似度 编号 厂家 批号 相似度
S1 A DAA2003 0.996 S18 D 210107 0.923
S2 A DAA2004 0.989 S19 D 220305 0.976
S3 B 210729 0.973 S20 D 20220178 0.992
S4 B 210953 0.997 S21 D 20211284 0.987
S5 B 220106 0.995 S22 D 20211227 0.991
S6 B 211165 0.993 S23 E 20211284 0.986
S7 B 220107 0.997 S24 E 20220179 0.993
S8 B 220322 0.998 S25 E 20220260 0.993
S9 B 220326 0.998 S26 E 20220177 0.993
S10 B 220324 0.998 S27 E 20211023 0.981
S11 B 210950 0.978 S28 E 20210556 0.957
S12 B 220329 0.998 S29 E 20201172 0.970
S13 B 211054 0.992 S30 E 210312 0.990
S14 B 211275 0.997 S31 E 210710 0.899
S15 C 220101 0.980 S32 E 210404 0.989
S16 C 220301 0.972 S33 F 211203 0.947
S17 C 220314 0.935 S34 F 220304 0.892

S35 F 210501 0.938

图 7　黄芩苷的色谱图

Fig 7　Chromatogram of baicalin
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大黄和桔梗显微鉴别，大黄、黄柏和苦参薄层鉴
别及黄芩苷含量测定，但黄芩苷的含量测定限值
存在差异，各生产企业执行不同的质量标准，导
致各企业间的药品质量参差不齐，很难达到药效
的一致性；各生产企业的原辅料、处方与生产工
艺、包装材料存在的问题，原料的产地来源和质
量控制不严，各生产企业的原料产地来源混乱，
对原料的质量控制不严；工艺参数差异较大，各
生产企业执行标准的生产工艺流程基本一致，但
提取溶剂的量、提取次数及清膏的相对密度等工
艺参数差异较大；使用的辅料及其用量有差异，
各生产企业使用的辅料和用量不一致，导致不同
生产企业的产品质量存在一定差异。从试验结果
可知：相似度计算结果为 0.892 ～ 0.996、非共有
峰峰面积占比为 36.43% ～ 56.81%，黄芩苷含量
测定结果为 1.82 ～ 12.64 mg/ 片，试验结果差异
较大，表明不同生产企业生产的产品质量差异较
大，也直接反应了各批次样品使用的原料药材质
量、辅料品种、生产工艺、执行标准等存在差异。
4　结论
　　本研究建立大黄、栀子、黄芩、黄柏、苦参
的 TLC 鉴别方法，增加对照药材的同时还增加了
指标性成分的鉴别，可全面评价中药原料的投料
情况，采用特征图谱鉴别方法，多成分、全方位
控制清肺抑火片质量，并测定黄芩苷的含量，全
面保证中药制剂质量稳定。建议各生产厂家建立
由原料选材、生产过程、质量控制、药效评价及
品牌建设等组成的全流程控制的中成药优质评价
标准 [22-23]，严格把控清肺抑火片生产全过程，对
饮片、投料、提取、干燥浓缩、制粒等各个环节
进行规范，重点关注可能产生质量差异的环节，
提升质量标准，加大监管力度，不断提高清肺抑
火片的整体质量。
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阿那日五味散 HPLC指纹图谱和多指标含量测定的研究

张玉婷1，何春龙1，莎日娜2*，王焕芸1，刘爽2，霍婷2（1. 内蒙古医科大学药学院，呼和浩特　010110；2. 内

蒙古医科大学第二附属医院，呼和浩特　010110）

摘要：目的　建立蒙药阿那日五味散指纹图谱和多指标含量测定方法。方法　采用 Sepax HP-
C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱，甲醇 -0.1% 磷酸溶液为流动相，梯度洗脱；流速为 1 
mL·min － 1；检测波长为 275 nm；柱温为 30℃；进样量为 10 μL；建立 15 批阿那日五味散

的指纹图谱，并采用一测多评法测定其中 5 种成分的含量。结果　阿那日五味散 HPLC 指纹

图谱确定 12 个共有峰，指认出原儿茶酸、没食子酸、安石榴苷、肉桂醛、鞣花酸、胡椒碱、

槲皮素 7 个成分，通过一测多评法计算得到 5 个成分的含量值与外标法比较，15 批阿那日

五味散含量测定结果一致。经方法学验证，各成分在各自线性范围内与峰面积线性关系良好

（r ≥ 0.9990），加样回收率为 95.0% ～ 105.0%。结论　所建立的指纹图谱和多指标含量测定

方法准确、高效，特征性强，可为蒙药阿那日五味散的质量控制提供参考。

关键词：阿那日五味散；指纹图谱；一测多评法；高效液相色谱法

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3368-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.036

HPLC fingerprint and multi-index content determination of  
Anari Wuwei power

ZHANG Yu-ting1, HE Chun-long1, SHA Ri-na2*, WANG Huan-yun1, LIU Shuang2, HUO Ting2 (1. 
College of Pharmacy, Inner Mongolia Medical University, Hohhot  010110; 2. The Second Affiliated 
Hospital of Inner Mongolia Medical University, Hohhot  010110)

Abstract: Objective  To establish the fingerprint and multi-index content determination method for 
Mongolian medicine Anari Wuwei power, and provide a basis for its quality control. Methods  Sepax 
HP-C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) chromatographic column was used with methanol 0.1% phosphoric 
acid solution as the mobile phase in gradient elution. The flow rate was 1 mL·min－ 1, the detection 
wavelength was 275 nm, the column temperature was 30℃ , and the injection volume was 10 μL. 
The fingerprint spectra of 15 batches of Anari Wuwei power were established. Quantitative analysis of 
multi-components by single-marker was used to measure the content of 5 components. Results  The 
HPLC fingerprint of Anari Wuwei powder identified 12 common peaks, and 7 components, namely 
protocatechuic acid, gallic acid, pomegranate glycoside, cinnamaldehyde, ellagic acid, piperine, and 
quercetin. The content of 5 components was measured with quantitative analysis of multi-components 
by single-marker and was compared with that of the external standard method. The 15 batches of 
Anari Wuwei powder were consistent. Through methodological verification, the linear relationship 
was good (r ≥ 0.9990), and the recovery ranged from 95.0% to 105.0%. Conclusion  The fingerprint 
and multi-index content determination method are accurate, efficient, and highly characteristics, 
which can provide reference for the quality control of Anari Wuwei power. 
Key words: Anari Wuwei power; fingerprint; quantitative analysis of multi-components by single-
marker; high performance liquid chromatography
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　　阿那日五味散是蒙古族经典方剂，由肉桂、
石榴、荜茇、豆蔻、干姜组成，具有温胃、消食
的作用，用于胃脘寒湿，食欲不振，消化不良，
肾寒腰痛。查阅相关文献发现阿那日四味散、阿
那日五味散、阿那日八味散和阿那日十四味散已
有部分含量测定 [1-7]，其中有关阿那日五味散的
报道仅有安石榴苷的含量测定与胡椒碱的定性定
量而无整体质量控制 [8-9]。因蒙药成分较为复杂，
单一成分不能准确地判断蒙药的质量，为完善其
质量控制标准，本研究采用高效液相色谱法，建
立蒙药阿那日五味散的指纹图谱，并采用一测多
评法（quantitative analysis of multi-components by 
single-marker，QAMS）测定 5 个主要成分（没食
子酸、安石榴苷、鞣花酸、肉桂醛、胡椒碱）的
含量，为蒙药制剂阿那日五味散的质量控制提供
科学依据。
1　仪器与试药 
1.1　仪器

　　安捷伦 1260 型高效液相色谱仪（安捷伦科
技有限公司）；Waters E 2695 高效液相色谱仪
（郑州今时迈科技有限公司）；AB135-S 十万分
之一电子天平（德国 Sartorius 公司）；艾泽拉多
功能粉碎机（河南润枫机械设备有限公司）；KQ-
500DE 超声仪（昆山市超声仪器厂）。
1.2　试药

　　市售阿那日五味散（每袋装 15 g，批号：220309、
220818，内蒙古库伦蒙药有限公司；批号：20220911、
20221125、20230223、20230516、20230618，
内蒙古国际蒙医医药）；对照品原儿茶酸（批号：
#G2131283）、没食子酸（批号：B2218027）、安石榴
苷（批号：JO3HB186918）、鞣花酸（批号：K-003-
150730）、肉桂醛（批号：531V021）、胡椒碱（批号：
#K2211769）、槲皮素（批号：Z30S11S126545）（均供
含量测定用，上海源叶生物科技有限公司）；甲醇（色
谱纯购于阿拉丁试剂有限公司），超纯水（实验室自
制），甲酸（市售分析纯）；收集不同产地的肉桂、石
榴、荜茇、豆蔻、干姜，分别经内蒙古医科大学药学
院渠弼教授鉴定为肉桂（Cinnamomum cassia Presl）、
石榴（Punica granatum L.）、荜茇（Fructus Piperis L.）、
豆蔻（Alpinia Katsumadai Hayat）、干姜（Zingiber offi-
cinale Rosc.），具体信息见表 1。按照蒙药阿那日五味
散处方和制法，随机选取上述蒙药材制备阿那日五味
散（每袋装 15 g，批号分别为 20230212、20230216、
20230219、20230221、20230224、20230226、
20230228、20230229，编号见表 2）。

表 1　药材信息 
Tab 1　Information of medicinal herb

药材 产地

肉桂 广西（3 批）、广东（2 批）、云南（3 批）、湖南（2 批）

石榴 云南（3 批）、陕西（2批）、山东（3 批）、河南（2 批）

荜茇 云南（3 批）、广西（2 批）、广东（2 批）、福建（3 批）

豆蔻 广西（3 批）、广东（3 批）、云南（2 批）、海南（2 批）

干姜 山东（3 批）、四川（3 批）、贵州（2 批）、湖北（2 批）

表 2　阿那日五味散样品编号 
Tab 2　Sample number of Anari Wuwei power

批号 编号 批号 编号

220309 S1 20230212 S8

220818 S2 20230216 S9

20220911 S3 20230219 S10

20221125 S4 20230221 S11

20230223 S5 20230224 S12

20230516 S6 20230226 S13

20230618 S7 20230228 S14

20230229 S15

2　方法与结果 
2.1　色谱条件

　　安捷伦 1260 型高效液相色谱仪；色谱柱为 Sepax 
HP-C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相 0.1%
磷酸（A）- 甲醇（B）水溶液，梯度洗脱（0 ～ 10 
min，3% ～ 11%B，10 ～ 16 min，11% ～ 17%B，
16 ～ 35 min，17% ～ 35%B，35 ～ 42 min，
35% ～ 50%B，42 ～ 45 min，50% ～ 60%B，
45 ～ 60 min，60% ～ 75%B）； 流 速 1 mL·min－ 1，
检测波长 275 nm，柱温 30℃，进样量 10 μL。
2.2　对照品溶液的制备

　　精密称定没食子酸、安石榴苷、鞣花酸、肉桂
醛、胡椒碱对照品适量，加 70% 甲醇溶解制成含
0.06 mg·mL－ 1 没食子酸、1.77 mg·mL－ 1 安石榴
苷、2.23 mg·mL－ 1 肉桂醛、1.60 mg·mL－ 1 鞣花
酸、0.55 mg·mL－ 1 胡椒碱的混合对照品溶液。
2.3　供试品溶液的制备

　　取阿那日五味散粉末（过 6 号筛）约 1.0 g，精
密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入 10 mL 70%
甲醇，称定重量，超声提取 30 min，用 70% 甲醇
补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液即得。
2.4　指纹图谱的建立 
2.4.1　精密度试验　取混合对照品溶液，按“2.1”
项下色谱条件连续进样 6 次，记录色谱峰面积并
计算，结果各对照品色谱峰的峰面积、相对保留
时间 RSD 均小于 2.7%，表明仪器精密度良好。
2.4.2　重复性试验　取阿那日五味散（S1）约 1.0 
g，精密称定，共 6 份，按“2.3”项下方法分别制
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备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别测定，
记录色谱峰面积并计算得到各共有峰的峰面积、
相对保留时间 RSD 均小于 0.78%，表明该方法重
复性良好。
2.4.3　稳定性试验　取阿那日五味散（S1）约 1.0 
g，精密称定，按 “2.3”项下方法制备供试品溶
液，并于 0、2、4、8、16、24 h 按 “2.1”项下色
谱条件测定，记录峰面积，计算得到各共有峰峰
面积、保留时间均小于 0.68%，证明样品在 24 h
内稳定。
2.4.4　指纹图谱的建立及相似度评价　分别取 15
批阿那日五味散，单味药材按照处方量称量，按
照“2.3”项下方法制备供试品溶液，按照“2.1”项
下色谱条件分别进样，记录色谱图，导入中药色
谱指纹图谱相似度评价系统”（2012.1 版本），经多
点校正后自动匹配，标定 12 个共有峰。其中 5 号
峰分离度良好，相对保留时间、峰面积稳定，因
此以其为参照峰。采用对照品确认 7 个共有峰，
分别为没食子酸（3 号峰）、原儿茶酸（4 号峰）、安
石榴苷（5 号峰）、鞣花酸（6 号峰）、胡椒碱（7 号
峰）、肉桂醛（8 号峰）、槲皮素（9 号峰）。经单味
药材比对其中 6 个峰来自荜茇，5 个峰来自干姜，
4 个峰来自肉桂，7 个峰来自石榴皮，2 个峰来自
豆蔻，1 号峰来自干姜、豆蔻、肉桂、荜茇与石榴，
2 号峰来自干姜、荜茇、石榴与豆蔻，3、5、6 号
峰来自石榴，4 号峰来自肉桂与石榴，7 号峰来自
荜茇，8 号峰来自肉桂，9 号峰来自石榴和肉桂，
10、11、12 号峰均来自荜茇与干姜。阿那日五味
散的叠加图见图 1，共有模式图谱见图 2，阿那日
五味散和单味药材指纹图谱对比图见图 3。15 批
样品相似度 0.868 ～ 1.000，见表 2，单味药材与
阿那日五味散相似度 0.192 ～ 1.000，见表 3。
2.5　QAMS 含量测定

2.5.1　线性关系考察　精密吸取“2.2”项下混合
对照品储备液 1 mL，用 70% 甲醇稀释成不同的
浓度，分别注入液相色谱仪，色谱条件同“2.1”
项下，记录色谱图。以峰面积（y）对不同质量
浓度（x）（mg·mL－ 1）绘制标准曲线，得回归方
程，结果见表 4。表明没食子酸、安石榴苷、鞣花
酸、肉桂醛、胡椒碱质量浓度分别在 0.02 ～ 0.05 
mg·mL－ 1、0.62 ～ 1.29 mg·mL－ 1、0.56 ～ 1.44 
mg·mL－ 1、0.86 ～ 2.00 mg·mL－ 1、0.21 ～ 1.55 
mg·mL－ 1 内与峰面积呈良好的线性关系，相关系
数均≥ 0.9990。
2.5.2　精密度试验　取混合对照品溶液，按“2.1”

项下色谱条件连续进样测定 6 次，计算得到没食
子酸、安石榴苷、鞣花酸、肉桂醛、胡椒碱峰面
积 的 RSD 分 别 为 0.35%、0.87%、0.19%、2.7%、
0.30%，均小于 2.7%，表明仪器精密度良好。
2.5.3　重复性试验　取阿那日五味散（S1）粉末
1.0 g，精密称定，共 6 份，按“2.3”项下方法制
备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件分别测
定，记录峰面积，计算得到没食子酸、安石榴苷、
鞣花酸、肉桂醛、胡椒碱平均含量分别为 0.22、
4.84、7.62、3.95、1.69 mg·g － 1，RSD 分 别 为

图 1　15 批阿那日五味散 HPLC 叠加图谱

Fig 1　Superimposed HPLC map of 15 batches of Anari Wuwei power

图 2　阿那日五味散对照图谱（A）及混合对照品的色谱图（B）

Fig 2　Chromatogram of Anari Wuwei power control map（A）and 
mixed controls（B）

3. 没食子酸（gallic acid）；4. 原儿茶酸（protocatechuic acid）；5. 安
石榴苷（pomegranate glycoside）；6. 鞣花酸（ellagic acid）；7. 胡椒

碱（piperine）；8. 肉桂醛（cinnamaldehyde）；9. 槲皮素（quercetin）



3371

中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期　Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12

0.46%、0.60%、0.31%、0.78%、0.47%，表明该
方法重复性良好。
2.5.4　稳定性试验　取阿那日五味散（S1）粉末

1.0 g，精密称定，按“2.3”项下方法制备供试品
溶液，并于 0、2、4、6、16、24 h 按“2.1”项下
色谱条件测定，记录峰面积，计算得到没食子
酸、安石榴苷、鞣花酸、肉桂醛、胡椒碱峰面积
的 RSD 分 别 为 0.18%、0.10%、0.13%、0.45%、
0.11%，表明样品在 24 h 内稳定。
2.5.5　加样回收试验　取阿那日五味散粉末 0.5 
g，精密称定，共 6 份，分别置于锥形瓶中，分
别取对照品溶液适量置于锥形瓶中，挥干溶剂，
按“2.3”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1”
项下色谱条件进样，对没食子酸、安石榴苷、鞣
花酸、肉桂醛、胡椒碱 5 个成分计算回收率，回
收率在 95.0% ～ 105.0%，RSD 值均≤ 2.1%，表
明该方法准确度良好。
2.5.6　相对校正因子（ƒ）的确认与计算　精密吸
取“2.2”项下混合对照品溶液 3、4、5、6、7、8 
μL 注入高效液相色谱仪，按“2.1”项下色谱条件
进行测定，因胡椒碱在各批次阿那日五味散中稳定
存在，且含量较高，故选择胡椒碱为内参物，按照
公式（ƒk/s）：fk/s ＝（Cs×Ak）/（Ck×As）计算 [10-11]，
式中 Cs 为内参物质量浓度，Ck 为待测成分质量浓
度，As 为内参物色谱峰峰面积，Ak 为对照成分色
谱峰峰面积。没食子酸、安石榴苷、鞣花酸、肉
桂醛、胡椒碱的校正因子平均值分别为 0.3763、
0.1373、0.1689、0.1739、1.000，RSD 均小于 2%。
2.5.7　f 的耐用性试验
　　① 不同仪器、色谱柱：考察不同仪器（Waters E 
2695、Agilent 1260）、不同色谱柱 [Sepax HP-C18 柱
（4. 6 mm×250 mm，5 μm）、Agllent 5 TC-C18 柱（4.6 
mm×250 mm，5 μm）、依利特 C18 柱（4. 6 mm×250 
mm，5 μm）] 对 f 的影响，各成分 f 值的 RSD 分别为
0.72%、2.4%、1.7%、4.9%，均小于 5%，耐用性良好。
　　② 不同柱温：取样品适量，分别考察不同柱
温 25、28、30、32、35℃对 f 的影响，结果各成
分 f 值的 RSD 分别为 3.5%、3.5%、2.6%、1.9%，
均小于 4%，耐用性良好。
2.5.8　两种方法测定含量的比较　分别采用外标
法（EMS）和 QAMS 计算含量，并将两种方法计
算的结果进行比较，取 10 批样品各适量，分别
采用外标法与 QAMS 法计算各成分含量，结果如
表 5 所示，各成分的相对平均偏差（RAD）均小
4%，表明本方法可用于阿那日五味散主要化学成
分的质量评价研究。
3　讨论

　　本研究采用 HPLC 法建立了 15 批阿那日五

图 3　阿那日五味散和单味药材色图谱

Fig 3　Chromatogram of Anari Wuwei power and single medicinal herb

表 2　15 批阿那日五味散指纹图谱相似度结果 
Tab 2　Fingerprint similarity of 15 batches of Anari Wuwei power 

编号 相似度 编号 相似度

S1 1.000 S9 0.868

S2 0.999 S10 0.885

S3 0.991 S11 0.895

S4 0.912 S12 0.894

S5 0.908 S13 0.904

S6 0.946 S14 0.962

S7 0.957 S15 0.968

S8 0.963

表 3　单味药材与阿那日五味散指纹图谱相似度评议结果 
Tab 3　Fingerprint similarity of single medicinal herb and Anari 

Wuwei power

药材 相似度

阿那日五味散 1.000

荜茇 0.285

干姜 0.263

肉桂 0.192

石榴 0.882

豆蔻 0.452

表 4　线性关系考察结果 
Tab 4　Linear relationship

成分 回归方程 R2 线性范围 /
（mg·mL － 1）

没食子酸 y ＝ 3.021×104x － 64.622 1.000 0.02 ～ 0.05

安石榴苷 y ＝ 7.652×103x － 1121.7 1.000 0.62 ～ 1.29

鞣花酸 y ＝ 1.028×104x － 1.249×103 0.9997 0.56 ～ 1.44

肉桂醛 y ＝ 8.202×104x － 3.734×103 0.9999 0.86 ～ 2.00

胡椒碱 y ＝ 34.709×104x ＋ 2.090×104 0.9990 0.21 ～ 1.55
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味散指纹图谱，确认了 12 个共有峰，指认出原
儿茶酸、没食子酸、安石榴苷、肉桂醛、肉桂醛、
胡椒碱、槲皮素 7 个成分。结合单味药材比对结
果，1、2、4、9、10、11、12 号色谱峰为多味药
材共有，最终选取 3、5、6、7、8 号色谱峰为特
征指标成分，作为 QAMS 含量测定的指标成分。
其中没食子酸（3 号峰）、安石榴苷（5 号峰）和鞣
花酸（6 号峰）为石榴的主要有效成分；胡椒碱（7
号峰）为荜茇的主要有效成分；肉桂醛（8 号峰）
为肉桂的主要有效成分。
　　采用 QAMS 测定 5 种特征成分的含量，并与
外标法所测含量值相比较，两种方法所测定的 10 
批阿那日五味散含量结果一致，同时进行了方法
学考察，结果表明所建立的指纹图谱和多指标含
量测定方法准确、高效、特征性强。QAMS 不仅
极大地减少了对照品的使用数量，节约了成本，
而且增加了检测的便利性。
4　结论

　　本试验建立的 HPLC 指纹图谱和 QAMS，可
为提高蒙药阿那日五味散的质量标准提供依据，
也可为药效物质基础的研究奠定基础。
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表 5　外标法与一测多评法测定结果的比较 (mg·g － 1) 
Tab 5　Results of external standard method and quantitative analysis of multi-components by single-marker method (mg·g － 1)

编号 胡椒碱
没食子酸 安石榴苷 鞣花酸 肉桂醛

EMS QAMS RAD/% EMS QAMS RAD/% EMS QAMS RAD/% EMS QAMS RAD/%

S1 0.2258 0.2258 0.2326 3.01 18.608 19.1662 3.00 0.6087 0.633 4.00 8.9562 9.0458 1.00

S2 0.2303 0.2303 0.2372 3.00 17.0609 17.5727 3.00 0.5951 0.6189 4.00 8.1495 8.231 1.00

S3 0.2495 0.2495 0.257 3.01 17.6141 18.1425 3.00 0.6262 0.6513 4.00 8.7183 8.8055 1.00

S4 0.2491 0.2491 0.2566 3.01 18.3007 18.8498 3.00 0.6481 0.674 4.00 8.8304 8.9187 1.00

S5 0.2446 0.2446 0.2519 2.98 16.5339 17.0299 3.00 0.6212 0.6461 4.00 8.3702 8.4539 1.00

S6 0.2644 0.2644 0.2724 3.03 3.4392 3.5424 3.00 5.2312 5.4404 4.00 2.8723 2.901 1.00

S7 0.2635 0.2635 0.2714 3.00 3.4403 3.5436 3.00 5.1826 5.3899 4.00 2.8726 2.9013 1.00

S8 0.2633 0.2633 0.2712 3.00 3.4407 3.5439 3.00 5.3418 5.5554 4.00 2.8803 2.9091 1.00

S9 0.2625 0.2625 0.2704 3.01 3.4322 3.5351 3.00 5.1764 5.3835 4.00 2.887 2.9158 1.00

S10 0.2632 0.2632 0.2711 3.00 3.4174 3.52 3.00 5.3626 5.5771 4.00 2.9112 2.9403 1.00
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高效液相色谱法检查醋酸阿托西班注射液中的 6 个杂质

孙秋艳1，2，胡佳慧4，袁海成3，赵旻1，王淼1，赵春杰1*（1.沈阳药科大学药学院，沈阳　110016；2.广州博

济生物医药科技园有限公司，广州　511300；3.扬子江药业集团广州海瑞药业有限公司，广州　510663；4.广州合和医药有限公

司，广州　510663）

摘要：目的　检查醋酸阿托西班注射液中潜在的二聚体杂质（Z35）等 6 个杂质。方法　采用
飞诺美 Phenomenex Gemini C18 110A（4.6 mm×250 mm，3 μm）色谱柱，流动相 A 为乙腈 - 甲
醇 - 溶液Ⅰ（取纯水 2000 mL，用三氟乙酸调 pH 至 3.2）（15∶10∶75），流动相 B 为乙腈 - 甲
醇（60∶40），进行梯度洗脱，柱温 60℃，流速 1.2 mL·min－ 1，检测波长 220 nm。结果　在
该色谱条件下，6 个杂质分离度符合要求，且空白溶液不干扰各杂质的检出；滤膜对杂质均无
明显吸附作用；阿托西班及各杂质在 50% ～ 150% 的限度浓度范围内与峰面积线性关系良好；
各杂质的定量限和检测限均小于限度浓度水平，符合检测要求；重复性 6 份样品的各单杂和总
杂含量变化绝对值均小于限度值的 20%，符合精密度要求；加样回收率结果均在 80% ～ 120%
内，方法准确度良好；供试品溶液及对照溶液在室温条件下放置 24 h，各杂质检出无明显变化。
结论　该方法简便、可行，可用于醋酸阿托西班注射液中有关物质检查。
关键词：醋酸阿托西班注射液；HPLC 法；聚体杂质
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3373-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2024.12.037

Detection of 6 impurities in atosiban acetate injection by HPLC

SUN Qiu-yan1, 2, HU Jia-hui4, YUAN Hai-cheng3, ZHAO Min1, WANG Miao1, ZHAO Chun-jie1* 
(1. School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang  110016; 2. Guangzhou 
Boji Biomedicine Technopark Co., Ltd., Guangzhou  511300; 3. Yangzijiang Pharmaceutical Group 
Guangzhou Hairui Pharmaceutical Co., Ltd., Guangzhou  510663; 4. Guangzhou Hehe Pharma Ltd., 
Guangzhou  510663)

Abstract: Objective  To examine 6 impurities including potential dimer impurity (Z35) in atosiban 
acetate injection. Methods  Phenomenex Gemini C18 110A (4.6 mm×250 mm, 3 μm) chromatographic 
column was used. Mobile phase A was acetonitrile-methanol-solution Ⅰ (2000 mL of pure water was 
used, and the pH was adjusted to 3.2 with trifluoroacetic acid) (15∶10∶75), while mobile phase B 
was acetonitrile-methanol (60∶40). Gradient elution was performed, the column temperature was 
60℃ , the flow rate was 1.2 mL·min－ 1, and the detection wavelength was 220 nm. Results  Under 
the chromatographic conditions, the separation degree of the 6 impurities met the requirements, and 
the blank solution did not interfere with the detection of each impurity. The filter membrane had no 
obvious adsorption effect on the impurities. Atosiban and each impurity had a good linear relationship 
at 50% ～ 150%. Both the quantification limit and detection limit of each impurity were lower than 
the limit concentration level, which met the detection requirements. The absolute value of each single 
impurity and total impurity content change of the 6 samples were less than 20% of the limit value, which 
also met the precision requirements. The sample recovery ranged at 80% ～ 120%, and the accuracy of 
the method was good. The test solution and the control solution were placed at room temperature for 
24 h, without significant change in the content of each impurity. Conclusion  The method is simple and 
feasible, and can be used for the detection of related substances in atosiban acetate injection by HPLC. 
Key words: atosiban acetate injection; HPLC method; dimer impurity
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　　醋酸阿托西班注射液为催产素拮抗药，阿托
西班通过与缩宫素受体特异性结合，对人催产素
产生竞争性抑制作用，从而抑制宫缩，有较好的
临床效果。由于其为唯一具有子宫特异性的宫缩
抑制剂，对心血管方面的影响少，不良反应发生
率低于其他宫缩抑制剂，已被英国皇家妇产科学
院推荐作为抗早产的一线药物。因此，醋酸阿托
西班注射液是治疗先兆早产安全且有效的药物，
值得在临床推广应用 [1]。
　　依据国家药品监督管理局药品审评中心发布
的《化学药品注射剂仿制药质量和疗效一致性评

价技术要求》[2] 及《化学药物杂质研究技术指导原
则》[3]，对药物的工艺杂质及潜在降解杂质进行
深入透彻的剖析及研究，以确保产品的安全性。
　　目前，国内对醋酸阿托西班注射液有关物质检
测方法的研究比较少 [4-5]，且未对该方法进行全面的
方法学验证。考虑到醋酸阿托西班注射液中可能存在
制剂过程中产生的降解杂质以及来源于原料药的工
艺杂质，因此，本文在进口药品注册标准（标准号：
JX20110002）[6] 的基础上，结合已上市品种注册标准
（YBH02152019）[7]，对醋酸阿托西班注射液以下几
个杂质进行研究，具体的杂质谱分析见图 1。

图 1　醋酸阿托西班注射液杂质谱分析

Fig 1　Impurity in atosiban acetate injection

1　仪器与试药
1.1　仪器
　　安捷伦 1260 高效液相色谱仪（安捷伦）；
S220 酸度计、XSE205 十万分之一电子天平（美
国梅特勒 - 托利多公司）。
1.2　试药
　　乙腈、甲醇（色谱纯，默克公司），三氟乙酸、冰
乙酸（分析纯，国药化学试剂有限公司）；醋酸阿托
西班注射液（批号：73191201、73191202、73200901，
扬子江药业集团广州海瑞药业有限公司）；醋酸阿托
西班对照品（批号：RS1912010，肽含量：91.93%）、
杂质 Z35（批号：200501，肽含量：82.68%）（上海苏
豪逸明有限公司）；杂质 Z14（批号：19110007，纯
度：95.57%）、 杂 质 Z1（批 号：020170809， 肽 含
量：84.74%）、 杂 质 Z44（批 号：D2014092601， 纯
度：72.97%）；杂质 Z41（批号：D20140317，纯度：
89.29%）、 杂 质 Z43（批 号：D2014101603， 纯 度：

89.8%）（哈尔滨吉象隆生物技术有限公司）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：Phenomenex Gemini C18 110A（4.6 mm× 

250 mm，3 μm）；流动相 A 为乙腈 - 甲醇 - 溶液
Ⅰ（取 纯 水 2000 mL， 用 三 氟 乙 酸 调 pH 至 3.2）
（15∶10∶75），流动相 B 为乙腈 - 甲醇（60∶40），
按表 1 进行梯度洗脱；柱温为 60℃，流速为 1.2 
mL·min－ 1，检测波长为 220 nm，进样量为 25 µL。

表 1　梯度洗脱程序 
Tab 1　Gradient elution

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%
  0 100   0
15 100   0
25   82 18
30   62 38
35   62 38
36 100   0
46 100   0
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2.2　溶液配制
2.2.1　空白溶液（稀释液）　即溶液Ⅰ。
2.2.2　系统适用性溶液　分别取醋酸阿托西班对
照品和阿托西班各杂质适量，用稀释液溶解稀
释制成每 1 mL 中分别含阿托西班约 0.6 mg，含
Z14、Z41 各 约 1.2 μg， 含 Z1 约 1.8 μg， 含 Z44
约 2.4 μg，含 Z35 约 1.8 μg，含 Z43 约 3.0 μg 的
混合溶液。
2.2.3　供试品溶液　精密移取醋酸阿托西班注射
液 2 mL，置 25 mL 量瓶中，用稀释液稀释至刻
度，摇匀，滤过，取续滤液作为供试品溶液。
2.2.4　对照溶液　精密移取供试品溶液 1 mL，置
100 mL 量瓶中，用稀释液稀释至刻度，摇匀，作
为对照溶液。
2.2.5　灵敏度溶液　精密移取对照溶液 1 mL，置
10 mL 量瓶中，用稀释液稀释至刻度，摇匀，作
为灵敏度溶液。
2.2.6　乙酸定位溶液　取乙酸约 60 mg，置 100 
mL 量瓶中，用稀释液稀释至刻度，摇匀，作为
醋酸定位溶液。
2.2.7　空白辅料溶液　精密称取甘露醇约 0.1 g，
置烧杯中，加水适量使溶解，用盐酸调节 pH 至
4.5，转移至 25 mL 量瓶中，加水至刻度，摇匀，
滤过，取续滤液作为空白辅料溶液。
2.2.8　各杂质定位溶液　分别精密称定 Z35、Z14、
Z1、Z44、Z41 及 Z43 杂质约 0.003 g，置于相应的
50 mL 量瓶中，用适量稀释液溶解并稀释至刻度，
再分别量取 3、2、3、4、2、5 mL 溶液置 100 mL 量
瓶中，稀释至刻度，摇匀，作为各杂质定位溶液。
2.3　方法学验证
2.3.1　专属性　取“2.2”项下方法配制的空白溶
液、空白辅料溶液、系统适用性溶液各 25 µL，分
别进样测定，记录色谱图。结果见图 2 ～ 4，空白
溶液不干扰各杂质和主成分检测。Z14 与阿托西班
的分离度为 3.47，Z1 与阿托西班分离度为 2.90，
表明方法专属性良好。

图 2　系统适用性溶液 HPLC 图谱

Fig 2　HPLC chromatogram of system suitability solution 

图 3　空白溶液 HPLC 图谱

Fig 3　HPLC chromatogram of blank solution

图 4　空白辅料溶液 HPLC 图谱

Fig 4　HPLC chromatogram of blank excipient solution 

2.3.2　滤膜吸附试验　采用直径为 25 mm 的聚四
氟乙烯滤膜过滤，供试品溶液分别过滤 0、2、4、
6 mL 后，相对控制样品主峰面积的回收率分别
为 99.7%、99.9%、100.0%、100.0%； 其 中 Z1、
Z44、Z43 均无变化，Z14 ＋ Z38 的最大变化绝
对值为 0.01%（≤ 0.04%），Z41 的最大变化绝对
值为 0.01%（≤ 0.04%）、Z35 的最大变化绝对值
为 0.03%（≤ 0.06%），其他最大未知单杂的最大
变化绝对值为 0.02%（≤ 0.02%），其他杂质总量
（除 Z14 ＋ Z38、Z1 外）的 RSD 为 4.2%。因此，
采用聚四氟乙烯滤膜进行过滤，对供试品溶液无
影响。各杂质检测结果见表 2。

表 2　滤膜吸附试验杂质结果 (%) 
Tab 2　Filter membrane adsorption test for impurity (%)

有关物质 控制样品 过滤 0 mL 过滤 2 mL 过滤 4 mL 过滤 6 mL 最大变化绝对值 RSD/%
Z14 ＋ Z38 0.06 0.06 0.06 0.05 0.06 0.01 /
Z1 ND ND ND ND ND 0 /
Z44 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0 /
Z41 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03 0.01 /
Z35 0.04 0.01 0.03 0.03 0.03 0.03 /
Z43 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0 /
其他最大单杂 0.04 0.06 0.06 0.06 0.06 0.02 /
总量 0.32 0.29 0.32 0.32 0.32 / 4.2

注（Note）：“ND”表示“未检出”（“ND”means “not detected”）。
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2.3.3　检测限与定量限　取醋酸阿托西班、Z35
及其他杂质的对照品储备液，用稀释液逐级稀释
后进样，记录信噪比 S/N 约为 3 ∶ 1 的量即为检
测限，S/N 约为 10 ∶ 1 的量即为定量限。结果见
表 3。

表 3　检测限及定量限结果 
Tab 3　LOQ and LOD

有关物质 检测限 /ng
相当于供试品

溶液的浓度 /%
定量限 /ng

相当于供试品

溶液的浓度 /%
Z43 0.28 0.002 0.70 0.005

Z44 0.33 0.002 0.56 0.004

Z41 0.28 0.002 0.70 0.005

Z14 0.55 0.004 1.59 0.01

Z1 0.55 0.004 1.58 0.01

Z38 0.32 0.002 1.06 0.007

阿托西班 1.23 0.008 2.58 0.017

Z35 1.23 0.008 2.28 0.015

2.3.4　标准曲线制备　精密称取醋酸阿托西班、
Z35 及各杂质对照品适量，加稀释液溶解，分
别配制成相当于限度浓度的 20%、50%、100%、
150%、200%、500%，并以定量限溶液浓度和峰
面积作为试验最低点，以进样浓度为横坐标，对
应的峰面积为纵坐标绘制标准曲线，并计算回归
方程。结果见表 4。

表 4　标准曲线结果 
Tab 4　Standard curve

有关物质 回归方程 相关系数 r 校正因子

Z14 y ＝ 1.488×104x － 90.219 1.0000 1.30
Z1 y ＝ 2.220×104x － 107.6 1.0000 0.87
Z44 y ＝ 2.172×104x － 146.8 1.0000 0.89
Z41 y ＝ 2.072×104x ＋ 41.843 1.0000 0.93
Z43 y ＝ 2.210×104x － 408.2 0.9999 0.88
Z38 y ＝ 1.605×104x － 3.614 1.0000 1.21
阿托西班 y ＝ 1.937×104x ＋ 873.6 0.9999 /
Z35 y ＝ 1.818×104x － 810.6 0.9998 1.07

2.3.5　杂质的校正因子　根据线性回归方程，按
照以下公式计算各杂质的校正因子：校正因子＝

醋酸阿托西班主成分标准曲线斜率 / 各杂质标准
曲线斜率。各杂质的校正因子见表 4。
2.3.6　精密度　照“2.2”项下方法配制空白溶液、系
统适用性溶液、供试品溶液（平行配制 6 份）、灵敏
度溶液、对照溶液、醋酸定位溶液，精密量取上述溶
液各 25 µL，注入色谱仪，记录色谱图。6 份供试品
溶液校正后 Z14 ＋ Z38 含量之和为 0.05% ～ 0.06%，
含量变化绝对值为 0.01%（≤ 0.04%）；Z1、Z44 均
未检出；Z41 含量为 0.03% ～ 0.04%，含量变化绝对
值为 0.01%（≤ 0.04%）；Z35 含量为 0.01% ～ 0.02%，
含量变化绝对值为 0.01%（≤ 0.06%）；Z43 含量均
为 0.11%；其他最大单杂为含量 0.02% ～ 0.03%，含

量变化绝对值为 0.01%（≤ 0.02%）；除 Z14、Z38、
Z1 外其他杂质总量为 0.20% ～ 0.23%，含量变化绝
对值为 0.03%（≤ 0.30%），结果均符合规定，表明
本法精密度良好。
2.3.7　准确度　分别选择醋酸阿托西班注射液各杂
质的 50%、100%、150% 的浓度水平作为回收试验
溶液。结果三个浓度下，Z14 的平均回收率分别为
96.6%、96.2%、95.4%，RSD 分别为 1.3%、0.91%、
0.18%；Z44 的平均回收率分别为 100.6%、101.5%、
102.7%，RSD 分别为 0.55%、1.4%、2.1%；Z41 的
平均回收率分别为 100.2%、101.2%、103.0%，RSD
分别为 0.71%、1.8%、1.7%；Z1 的平均回收率分
别为 101.1%、102.1%、102.6%，RSD 分别为 2.4%、
1.2%、0.48%；Z43 的平均回收率分别为 93.9%、
93.1%、97.9%，RSD 分别为 0.59%、0.86%、1.5%；
Z35 的 平 均 回 收 率 分 别 为 为 103.7%、109.4%、
108.7%，RSD 分别为 9.4%、0.19%、1.4%。表明方
法准确度良好。
2.3.8　溶液稳定性　照“2.2”项下方法配制供试品
溶液、对照溶液，分别精密量取常温条件下存放 0、
2、4、8、12、16、20、24 h 的对照溶液和供试品溶
液各 25 µL 进样检测，记录色谱图。在室温条件下，
对照溶液及供试品溶液在 24 h 内各时间点主峰峰面
积与 0 h 主峰峰面积的百分比在 99.9% ～ 100.9%，
各时间点供试品溶液检出 Z14 ＋ Z38、Z41、最大
未知单杂、除 Z14、Z38、Z1 外的其他杂质总量最
大变化绝对值分别为 0.01%、0.01%、0.01%、0.02%，
Z44、Z1 均 未 检 出，Z35 均 为 0.01%，Z43 均 为
0.11%。结果表明，供试品溶液和对照溶液均在室
温下存放 24 h 内稳定。
2.3.9　样品中有关物质的测定　采用“2.1”项下
检测方法，对 3 批醋酸阿托西班注射液产品进行
测定，结果各批样品的单杂和总杂均在限度范围
之内，见表 5。
3　讨论
3.1　方法来源
　　醋酸阿托西班注射液进口药品注册标准（标
准号：JX20110002）[6] 中有关物质的检测方法为
HPLC 法，色谱条件为常见的反相梯度洗脱法，
色谱柱、试剂均为常见易得，该标准中采用加校
正因子的主成分自身对照法，并记载了各杂质的
校正因子，因此方法简单可行，为行业内常见的
方法。故本文采用了进口药品注册标准中有关物
质检测方法，并根据《中国药典》通则中分析方
法验证指导原则的要求，对醋酸阿托西班注射液
的关键工艺杂质（Z14、Z38、Z1、Z35）和关键
降解杂质（Z44、Z41、Z43）进行方法学验证，
以确认该方法在现有试验条件下检测醋酸阿托西
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班注射液有关物质的适用性，并确定各杂质的校
正因子。
3.2　Z14 与 Z38
　　在专属性及系统适用性试验的研究中发现，
Z14 和 Z38 出峰时间基本一致，故本项研究结果
与进口药品注册标准中将两个杂质一并订入标准
按照一个杂质峰进行控制的要求保持一致。因此，
本文中后续其他验证项目只选取 Z14 作为 Z14 和
Z38 的代表杂质进行研究。
3.3　Z14 
　　由本研究结果可知，Z14 与阿托西班的分离
度为 3.47，符合进口药品注册标准中分离度的要

求（应不小于 1.2），同时符合《中国药典》通则中
分离度的要求（应不小于 1.5），说明在现有试验
条件下，该检测方法的系统适用性良好。
3.4　二聚体杂质 Z35 
　　醋酸阿托西班为多肽类药物，由于醋酸阿托西
班在光照条件下二硫键活化为硫自由基，然后发生
分子间聚合反应生成二聚体，因此二聚体为该产品
潜在的杂质。本文选取潜在的二聚体杂质 MPr-D-
Tyr（OET）-Ile-Thr-Asn-Cys-Pro-Orn-Gly-NH2，环肽
（Z35）进行了研究，该杂质含两对二硫键，MPr 与
Cys 和 Cys 与 Mpr。其杂质产生途径如图 5 所示。

图 5　阿托西班二聚体杂质（Z35）的产生途径

Fig 5　Production pathway of atosiban dimer impurity（Z35）

　　在一项关于液质联用技术用于醋酸阿托西班
注射液中杂质结构鉴定 [8] 的研究中，采用高效液
相色谱、超高效液相色谱 - 四极杆串联静电场轨
道阱高分辨质谱技术可有效鉴定出阿托西班二聚
体杂质，可为本文的二聚体杂质 Z35 进行结构鉴
定提供参考依据。
　　由于阿托西班 Z35 为工艺杂质，且未收录在
进口药品注册标准中；本次方法学验证结果显示，
本法能准确检测 Z35，因此，本次研究结果可作
为提升醋酸阿托西班注射液质量标准的依据。
4　结论
　　本文参照进口药品注册标准（标准号：
JX20110002）中记载的有关物质检测方法，对醋
酸阿托西班注射液的 6 个杂质进行检查，并对该
方法进行方法学验证，结果准确、可靠，适用于
检查醋酸阿托西班注射液中的有关物质。
　　本次研究使醋酸阿托西班注射液的质量研究
更加充分，可为企业在进行产品研发过程中进行
杂质研究提供参考思路，这对缩短产品的注册审
评时间有很重要的意义。
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表 5　多批样品检测结果 (%) 
Tab 5　Multiple batches of samples (%)

批号 Z14 ＋ Z38 Z1 Z44 Z41 Z35 Z43 其他最大单杂 杂质总量（除 Z14+Z38、Z1 外）

73191201 0.06 未检出 未检出 0.03 0.01 0.12 0.02 0.23

73191202 0.05 未检出 未检出 0.03 0.01 0.11 0.03 0.21

73200901 0.02 未检出 未检出 0.02 0.01 0.09 0.02 0.17
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软袋产品包装密封性阳性样品的制作方法研究
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摘要：目的　开发一种用于软袋包装密封性阳性样品制作的方法。方法　通过采用在软袋外壁

连接电阻，模拟样品渗漏，通过高电压检漏的方法检测，并与传统的毛细管法比较检测结果。

结果　模拟电阻法能够将≥ 10 μm 的泄漏 100% 剔除，使用毛细管制作阳性样品，只能做到

30 μm 的孔径模拟，模拟电阻法替代阳性样品则可以实现更高的检出灵敏度。结论　模拟电阻

法的灵敏度更高，而且阳性样品可以重复使用，更加节约成本。

关键词：包装密封完整性；高压放电检漏法；阳性样品
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Positive samples of package sealing integrity for soft bag products

JIANG Fu-rong1, TANG Ping1, ZOU Song1, WANG Xian-lei1, CHEN Chao2* (1. Hunan Kelun 
Pharmaceutical Co., Ltd., Yueyang  Hunan  414100; 2. Hunan Center for Drug Evaluation and 
Adverse Drug Reaction Monitoring, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To develop a method to make positive samples of package sealing integrity for 
soft bag products. Methods  We simulated the sample leakage by connecting the resistance on the 
outer wall of soft bags to determine the leakage with high-voltage leak detection, and compared the 
results with those of traditional capillary method. Results  The simulated resistance method could 
exclude the leakage bigger than 10 μm completely, while the traditional capillary method could only 
simulate at 30 μm pore size. The simulated electrical resistance method achieved higher detection 
sensitivity by replacing the positive samples. Conclusion  The simulated electrical resistance method 
is sensitive, and the positive samples are recycled, which is more cost-effective.
Key words: package sealing integrity; leak detection by high voltage discharge; positive sample
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　　注射剂的无菌性直接关系患者的生命安全，
注射剂在其整个生命周期内必须符合无菌的要
求并能通过无菌检查 [1-2]，药品包装密封完整性
的保证是药品生命周期无菌安全的关键因素之
一 [3-7]，随着管理和技术的不断发展，中国接轨
国际，逐步地在完善该领域相关要求，美国、欧
盟、日本、澳大利亚、巴西、加拿大等国家和地
区均颁布法律法规，要求注射剂包装具有密封完
整性 [8]，中国从 2020 年开始相继出台了相关技术
要求、指南文件，2022 年 7 月国家药典委员会发
布了“关于征求《中国药典》药品包装系统密封性
研究指导原则意见的通知”[9]，药品包装系统密
封性研究指导原则将纳入《中国药典》2025 年版，

相关的研究和控制要求将进一步提高。
　　《美国药典》总论章节《1207》包装完整性评
价 - 无 菌 产 品（GENERAL CHAPTERSGENERAL 
INFORMATION〈1207〉PACKAGE INTEGRITY 
EVALUATION—STERILE PRODUCTS） 建 议， 采
用高压放电法检测密封完整性时需评估其在整个生
命周期里对药品质量的影响 [10]，中国《化学药品注
射液剂包装系统密封性研究技术指南（试行）》文件
中 [11]，对高压放电检漏法的设备验证、精度确认、
日常测试等内容要求都较高，都必须设置阳性对照。
目前硬质包装的阳性样品的制作方法较为成熟，而
且具备较为贴切实际需求的高精度模拟泄漏孔径，
例如玻璃瓶使用激光打孔就可以得到精度较高的泄
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漏孔，而对软包装阳性样品而言，袋体本身设计模 拟泄漏孔的方法不成熟，常规方法的优缺点见表 1。

表 1　阳性样品的制作方法优缺点 
Tab 1　Advantages and disadvantages of positive sample preparation methods

序号 阳性样品 用途 优点 缺点

1 毛细管预埋 设备验证、精度确认、日常测试 孔径精度高具备代表性 一次性使用、耗材成本高、不便于保存

2 微滴管预埋 设备验证、精度确认、日常测试 孔径精度高具备代表性 一次性使用、耗材成本高、不便于保存

3 针直接穿刺 日常测试 制备速度快 一次性使用、药液较容易泄漏造成环境和设备的污染

　　目前用以进行确认的阳性样品为一次性使
用，毛细管、微滴管的成本较高，而且容易堵塞、
不易保存，药液的泄漏可能会造成环境的污染。
因此开发一种可以重复使用、便于长期保存的阳
性样品来持续优化生产控制、降低过程耗用显得
尤为迫切。
1　材料

　　0.9% 氯化钠注射液、5% 葡萄糖注射液（湖南
科伦制药有限公司）；电阻丝（维芯微电子科技有限
公司）。
2　试验设计与样品制作

2.1　设计要求

　　基于目前常规阳性样品在实际使用中存在的
弊端，替代阳性样品应满足以下几项基本要求：
可重复使用、便于长期保存、无内容物泄漏等，

并且要与常规阳性样品具备等效的导电能力。
　　① 可重复使用：模拟的泄漏通道不会被堵塞，
且能耐受测试过程反复的高压电击，模拟泄漏孔径
不会随之发生改变，替代品的内容物不会随着使用
增加而变化。② 便于长期保存：模拟的泄漏通道
不会被堵塞，样品的性质（导电性能）不会随着存
放时间的延长发生改变。③ 无内容物泄漏：替代
阳性样品的内容物的物理形态较为稳定，不易流动
或者碎裂、粉碎。④ 导电能力：具备与目标产品
在密封不良状态下相当的导电性能，即电导率。⑤ 
尺寸重量：替代样品尺寸应与产品基本相当，保证
产品在设备运行状态与常规样品状态一致。
　　根据性能要求分析，考虑高压放电检漏的基
本原理，拟订了三个方案，并对方案进行了可行
性分析，具体见表 2。

表 2　方案可行性分析 
Tab 2　Scheme feasibility analysis

方案 方案内容 方案可行性分析

1 ① 在目标袋型中填充具备与目标产品（密封不良状态）下同等导电能力的凝胶或者

其他固态、半固态的导电物质；② 袋一侧的膜上，镶嵌金属丝，模拟泄漏通道，

可选择金属材质铜，金属丝使用绝缘胶固定在膜材上，一侧漏出袋腔外，用以接

触检测电极，袋腔内侧插入内容物质；③ 保持样品形态与常规阳性样品基本一致

① 样品结构相对较为简单；② 调配同等导电性

能凝胶或者其他固态物质填充可操作性不强；

③ 难以模拟 5、10、15、20 μm 孔径下的导电

性能

2 ① 在目标袋型中内置与目标产品（密封不良状态）电阻阻值基本相当的电阻元件；

② 电阻元件一侧固定在袋腔内膜内壁上，另一侧通过金属丝穿过膜材，固定在膜

材上，伸出袋腔外，用以接触检测电极；③ 填充具备导电能力的凝胶或者其他固

态、半固态的导电物质，保持样品形态与常规阳性样品基本一致

① 调配同等导电性能凝胶或者其他固态物质可

操作性不强，且会与电阻形成并联通路，大

大降低阻值效果，影响实际效果；② 难点在

于模拟 5、10、15、20 μm 孔径下的电阻计算；

③ 整体与替代阳性样品使用要求符合度更高

3 ① 在目标袋型中内置与目标产品（密封不良状态）电阻阻值基本相当的电阻元件；

② 电阻元件一侧固定在袋腔内膜内壁上，另一侧通过金属丝穿过膜材，固定在膜

材上，伸出袋腔外，用以接触检测电极；③ 填充不导电能的凝胶或者其他固态、

半固态的导电物质，保持样品形态与常规阳性样品基本一致

① 难点在于模拟 5、10、15、20 μm 孔径下的电

阻计算；② 整体与替代阳性样品使用要求符

合度更高

　　对比三个方案，方案 1 和方案 2 均需调配同
等导电性能凝胶或者其他固态物质填充，可操作
性不强，且方案 1 难以模拟不同孔径下的导电性；
方案 2 会与电阻形成并联通路，大大降低阻值效
果，影响实际效果；方案 3 避免了上述缺陷，且
通过选用不同电阻可以模拟不同泄漏孔径，可操
作性更强。综合分析，选择方案 3 为实施方案。
2.2　电阻率的理论计算

　　测得 0.9% 氯化钠注射液和 5% 葡萄糖注射液
两个品种电导率分别11.40、14.22 μs·cm－1。以5%
葡萄糖注射液作为计算基础，核算阳性样品所需
要的电阻元件的阻值大小。
　　不良品在电路中电阻包括三个部分：泄漏孔
径处形成的电阻、溶液电阻、袋壁产生容抗形成
的电阻，见图 1。
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图 1　高压检漏原理图

Fig 1　Schematic diagram of high-pressure leak detection

　　以5% 葡萄糖注射液电导率为14.22 μs·cm－1，
泄漏孔径为 5、10、15、20 μm 计，常规阳性样
品使用的毛细管长度 5 mm 作为计算依据，5、
10、15、20 μm 孔径的电阻分别为 179 077.295、
44 769.324、21 293.376、11 192.331Ω。
　　将软袋产品看作长方体，作为等效形状计算
溶液电阻值，产品袋液腔厚度 0.02 m、宽 0.09 m、
长 0.11 m，计算溶液电阻为 0.007 81 Ω。溶液电
阻较小，可以忽略不计。另一侧袋壁以完整状态
接入，即为其实际电阻状态，暂不用考虑具体阻
值。因此，电阻值可以只考虑泄漏孔径处形成的
电阻即可。
2.3　样品制作

　　样品制作流程：① 制作焊盖空袋→② 电阻
丝预埋（袋壁开口，一般不超过 10 mm，电阻元
件一侧用胶带充分固定在内壁，另一侧伸出膜，
使用专用胶固定电阻元件及开口，外侧固定接触
金属片）→③ 绝缘胶填充（从胶塞处使用注射器
向腔内填充绝缘胶，使得腔室厚度达到 20 mm 即
可）。模拟图见图 2。

图 2　样品制作图示

Fig 2　Diagram of sample making

　　具体操作为：
　　① 根据被检测袋型，制作空袋，焊接组合盖。
　　② 根据溶液计算出的模拟电阻，选用同等阻
值的电阻元件。
　　③ 在空袋一侧开不超过 10 mm 的开口，保

证另一侧袋壁的完整，将电阻元件放入袋腔内，
采用强力胶带的方式固定在另一侧袋壁内侧，电
阻元件另一侧伸出开口，在外侧与金属导电片
（多采用铜片）相连，使用专用的密封胶固定电
阻元件穿过膜材的电阻丝以及将 10 mm 的开口封
闭，将已连接电阻元件的铜片固定在开口袋壁外
侧，确保铜片覆盖的范围可接触不同检测部位的
电极。从胶塞处使用注射器向腔内填充绝缘胶，
使得腔室厚度达到 20 mm 即可。
　　④ 模拟点位的选择，熔封区域与非熔封区域
交界处为泄漏高风险点，选取弱焊焊接、周边强
封以及口管焊接的边界作为模拟点位设计区域，
考虑检测区域可及性的代表性，选取四个点位
（S1 ～ S4）作为模拟泄漏点位，具体见图 3。
　　⑤ 取既定阻值大小的电阻元件，按样品的制
作流程制作替代阳性样品，每种阻值大小，每个
点位制作 1 袋（共 4 袋）替代阳性样品；取 12 袋
密封完整性良好的样品，作阴性对照；每袋阳性
样品上机重复 12 次，每袋阴性对照只能上机 1
次；根据设备参数设定检查电压为 18 kV，泄漏
电压为 2.6 V。

图 3　模拟泄漏点位图

Fig 3　Bitmap of simulated leak points

3　结果与讨论
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　　记录上机测试的结果，阴性对照全都未剔
除，阳性样品 5、10、15、20 μm 的剔除率分别
为 45%、100%、100%、100%。结果表明，采用
该方法≥ 10 μm 的泄漏能够 100% 剔除。使用毛
细管制作阳性样品，只能做到 30 μm 的孔径模拟，
替代阳性样品则可以模拟更小孔径电阻。
　　药品与包装导电性差异越大，施加的电压越
大，药品与漏孔的距离越近，方法的灵敏度就越
高。本试验采用的替代阳性样品 5 μm 模拟孔径
的样品无法 100% 被检出，≥ 10 μm 模拟孔径的
替代阳性样品能够有效被检出并被剔除，依据检
出效果，选择 10 μm 模拟孔径的替代阳性样品，
可以实现与设备灵敏度基本类似效果。
　　注射剂的不同形态和组成对质量提取法检测
结果的影响不同。Yoon 等 [12] 研究发现，注射剂
为固体粉末（甘露醇粉）时，不会堵塞漏孔；注
射剂为液态时，黏度对检测结果影响较小。当注
射剂为液态的蛋白质类药物且浓度较低时，漏孔
不会堵塞；当药物浓度增大时，漏孔会被堵塞，
原因是大分子蛋白质类药物在漏孔附近聚集阻塞
漏孔，产生假阴性结果。替代阳性样品避免了当
前阳性使用过程中容易堵塞不易保存，药液的泄
漏可能会造成环境的污染等问题，也可减少毛细
管、微滴管的耗用，既节约了成本，又保护了环
境，表明该方法能够完全替代传统的阳性样品制
作方法。

参考文献

[1] 国家食品药品监督管理总局 . 生物制品稳定性研究技术

指导原则（试行）[Z]. 2015-04-15. 
[2] 国家食品药品监督管理总局 . 化学药物（原料药和制

剂）稳定性研究技术指导原则 [Z]. 2015-02-05. 
[3] 王静，黄思嘉，王妮，等 . 微生物挑战法测定注射剂

药品包装容器密封完整性 [J]. 药物分析杂志，2023，43
（7）：1213-1220. 

[4] 郭涤亮，董武军，马骏威，等 . 《美国药典》〈1207〉无

菌药品包装系统密封性评估的介绍与解读 [J]. 中国新药

杂志，2021，30（10）：880-885. 
[5] 陆维怡，蔡荣 . 国内外药品包装系统密封完整性研究与

保障药品质量安全的思考 [J]. 中国药事，2021，35（7）：

828-834. 
[6] 杨蕙如，王松，赵海云，等 . 注射用阿莫西林钠克拉维

酸钾包材密封完整性的研究和考察 [J]. 药学研究，2022，
41（10）：650-652，677. 

[7] 陈江，王俊苏，关天横，等 . 注射剂包装密封完整性检

测技术研究进展 [J]. 中国药业，2021，30（2）：5-11. 
[8] Warnenw N，Mahlerhc HC. Challenges in Protein Product 

Development [M]. Basel：Springer International Publishing 
AG，2018：257-290. 

[9] 国家药典委员会 . 关于征求《中国药典》药品包装系统

密封性研究指导原则意见的通知 [EB/OL]. [2022-7-11]
（2024-5-6）. https：//www. chp. org. cn/#/newsDetail?id ＝

17162.
[10] GENERAL CHAPTERSGENERAL INFORMATION

〈1207〉PACKAGE INTEGRITY EVALUATION—STER-
ILE PRODUCTS [Z]. 2024.

[11] 国家药品监督管理局药品审评中心 . 国家药监局药审中心

关于发布《化学药品注射剂包装系统密封性研究技术指南

（试行）》和《化学药品注射剂生产所用的塑料组件系统相

容性研究技术指南（试行）》的通告 [EB/OL]. [2020-10-21]
（2024-5-6）. https：//www. cde. org. cn/main/news/viewInfo-
Common/8a4f9f16844fbed617f8e8ed59485c1d.

[12] Yoon SY，Sagi H，Goldhammer C，et al. Mass extraction 
container closure integrity physical testing method devel-
opment for parenteral container closure systems [J]. PDA J 
Pharm Sciand Tech，2012，66（5）：403-419

（收稿日期：2024-04-03；修回日期：2024-07-17）



3382

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

阿美替尼对比奥希替尼二线治疗 EGFR T790M阳性的 
晚期非小细胞肺癌的成本 -效用分析

任挺，王琳宁，常峰，路云*（中国药科大学国际医药商学院，南京　211198）

摘要：目的　从中国卫生体系的角度，对于阿美替尼二线治疗 EGFR T790M 阳性的晚期非小细胞肺

癌患者的经济性开展药物经济学评价，为临床用药选择提供参考。方法　采用三状态分区生存模型，

采用成本效用分析，生存数据来源于 APOLLO 和 AURA3 临床试验，成本和效用等参数信息来自公

开发表的文献，对 EGFR T790M 阳性的晚期非小细胞肺癌患者使用阿美替尼和奥希替尼进行药物经

济学评价，并对结果进行敏感性分析。结果　在基础分析中，阿美替尼相比奥希替尼可改善生存获益

并增加成本，ICER 为 218 926.80 元 /QALY。单因素敏感性分析表明，阿美替尼和奥希替尼的成本对

ICER 的影响较大。概率敏感性分析显示，阿美替尼方案随着 WTP 阈值的升高，具有经济性的概率增

加。结论　从中国卫生体系角度来看，以 3 倍我国人均 GDP 为 WTP，阿美替尼对比奥希替尼二线治

疗 EGFR T790M 阳性的晚期 NSCLC 具有经济性，并随着 WTP 阈值的提高，经济性优势增加。

关键词：非小细胞肺癌；阿美替尼；奥希替尼；成本效用
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Cost-effectiveness of aumolertinib versus osimertinib as second-line regimen for 
EGFR T790M-positive patients with advanced non-small cell lung cancer

REN Ting, WANG Lin-ning, CHANG Feng, LU Yun* (School of International Pharmaceutical 
Business, China Pharmaceutical University, Nanjing  211198)

Abstract: Objective  To evaluate the pharmacoeconomics of aumolertinib as a second-line regimen for 
EGFR T790M-positive patients with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) from the perspective of 
Chinese healthcare system, and to provide reference for clinical medication selection. Methods  A three-state 
partitioned survival model was used in the cost-effectiveness analysis. Survival data were sourced from the 
APOLLO and AURA3 clinical trials, while parameter for cost and effectiveness were derived from published 
literatures. A pharmacoeconomic evaluation was performed for EGFR T790M-positive patients with 
advanced NSCLC treated with aumolertinib and osimertinib, respectively. The sensitivity of the results was 
analyzed. Results  In the base-case analysis, aumolertinib improved survival benefits but increased the costs 
as compared with osimertinib, with an incremental cost-effectiveness ratio (ICER) of 218 926.80 Yuan per 
quality-adjusted life year (QALY). Univariate sensitivity analysis indicated that the costs of both aumolertinib 
and osimertinib greatly influenced the ICER. Probabilistic sensitivity analysis showed that the probability 
of aumolertinib being cost-effective increased as the willingness-to-pay (WTP) threshold rose. Conclusion  
From the perspective of the Chinese healthcare system, with a WTP threshold set at three times the per capita 
GDP of China, aumolertinib is economically viable as compared with osimertinib as second-line regimen 
for EGFR T790M-positive patients with advanced NSCLC. The economic advantage of aumolertinib over 
osimertinib increases with the WTP threshold. 
Key words: non-small cell lung cancer; aumolertinib; osimertinib; cost-effectiveness
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　　肺癌已成为世界范围内致死率最高的肿瘤之
一，中国肺癌的发病率和病死率居各种恶性肿瘤
之首 [1]。肺癌中约 85% 为非小细胞肺癌（non-small 
cell lung cancer，NSCLC）[2]，表皮生长因子受体
（epidermal growth factor receptor，EGFR） 突 变 在
NSCLC 基因突变患者中是较为常见的基因突变，在
东亚人群中发生率为 30% ～ 40%[3]。NSCLC 临床实
践指南 [4] 推荐使用 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂（tyro-
sine kinase inhibitor，TKI）（如吉非替尼、厄洛替尼
和阿法替尼等）一线治疗 EGFR 突变阳性 NSCLC。
而在一线 EGFR-TKIs 治疗后疾病发生进展后，约
60% 来自 T790M 突变而导致耐药 [5]。《中国临床肿
瘤学会（CSCO）非小细胞肺癌诊疗指南 2023》[6] 指
南优先推荐第三代 EGFR-TKIs 作为 EGFR T790M
阳性的晚期 NSCLC 的二线治疗药物。阿美替尼是
首个国产第三代 EGFR-TKIs，有效地延长了晚期
NSCLC 患者的寿命。一项Ⅱ期针对中国人群的临床
研究 APOLLO（NCT02981108）显示，阿美替尼的
中位无进展生存期（progression-free survival，PFS）
为 12.3 个月，中位生存期（overall survival，OS）为
22.9 个月（未成熟）[7]。然而，目前缺少阿美替尼在
中国二线治疗 EGFR T790M 阳性的晚期 NSCLC 患
者的药物经济学评价研究，与其他治疗方案的经济
性差异未知。最新研究显示，第三代 EGFR-TKIs 中
奥希替尼在二线治疗中相比于常规化疗更有成本效
益 [8]，且更符合临床实际应用。因此，本研究选取
奥希替尼为参照药物，对阿美替尼进行成本效用分
析，以期为国内二线治疗 EGFR T790M 阳性的晚期
NSCLC 患者的临床决策提供支撑参考，节省治疗支
出成本，实现患者健康和利益最大化。
1　材料与方法

1.1　目标人群

　　本研究纳入的目标人群为既往经 EGFR-TKIs
治疗时或治疗后出现疾病进展（progressed disease，
PD），并且经检测确认存在 EGFR T790M 阳性的
局部晚期或转移性 NSCLC 患者。
1.2　治疗方案

　　本研究分为阿美替尼和奥希替尼两种治疗方
案，给药周期与临床试验设定一致，为 21 d。阿
美替尼组每日 110 mg，奥希替尼组每日 80 mg，
两组均使用直至出现 PD 或不能耐受的毒性。两
个给药方案在 PD 后停止使用当前治疗方案转入
后线治疗，根据《中国临床肿瘤学会（CSCO）
非小细胞肺癌诊疗指南 2023》[6] 指南和已发表
的奥希替尼二线治疗的药物经济学研究 [8]，研

究假定疾病进展后的患者使用培美曲塞加顺铂
（pemetrexed plus cisplatin，PC）化疗，持续 4 个
周期。
1.3　模型结构

　　本研究基于中国卫生体系的角度，使用
Excel（2019）软件构建分区生存模型（见图 1）。
模型包括 3 个健康状态：PFS、PD、死亡（Death）。
模型假定所有患者进入时均处于 PFS 状态，模型
运行到终止时患者处于死亡状态，根据阿美替尼
和奥希替尼的给药周期，将模型循环周期设为 3
周，研究时限模拟为终身，即当 PFS 和 PD 状态
中活着的总人数小于 1% 时，模型终止。

图 1　分区生存模型结构

Fig 1　Structure of partitioned survival model

1.4　生存分析

　　研究对阿美替尼和奥希替尼的基线人群在性
别、是否吸烟、是否中枢性转移等基线特征进行
两样本独立 Z 检验（适用于 n ＞ 30），两组人群
的基线特征具有一致性（P ＞ 0.05）。进而可以对
两个非头对头临床试验的生存数据进行朴素的间
接比较，检验结果见表 1。

表 1　阿美替尼组和奥希替尼组基线特征 Z检验结果 
Tab 1　Z-test for baseline characteristics between the aumolertinib 

group and the osimertinib group

基线特征
阿美替尼

（n ＝ 244）
奥希替尼

（n ＝ 279）
Z P

女性比例 /% 58.20 61.65 － 0.804 0.421

有吸烟史比例 /% 27.05 32.26 － 1.299 0.194

存在中枢性转移比例 /% 36.07 33.33      0.655 0.512

外显子 19 突变比例 /% 63.53 68.46 － 1.190 0.234

外显子 21 突变比例 /% 34.84 29.75      1.243 0.214

　　阿美替尼和奥希替尼的 PFS 曲线和 OS 曲线分
别来自 APOLLO[7] 和 AURA3[9-10] 研究。研究首先使
用 Get data（2.26）软件提取生存曲线上的各时间点
的生存率，在 R（4.2）软件中依据 Guyot 等 [11] 推导
出的算法重构患者个体病例数据（individual patient 
data，IPD），然后使用 Stata 软件（17.0）进行生存
分析，采用 6 种标准参数生存模型对得到的生存
曲线（OS 和 PFS 曲线）进行长期拟合外推，包括
Exponential、Gompertz、Weibull、Log-logistic、
Log-normal 和 Generalized Gamma 模型，依据赤池
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信息准则（Akaike information criterion，AIC）和贝
叶斯信息准则（Bayesian information criterion，BIC）
并结合视觉检验选取最优拟合分布 [12]。本研究最
终选择 Log-normal 和 Log-logistic 模型分别对阿美

替尼组的 PFS 曲线和 OS 曲线进行拟合外推，使
用 Log-logistic 模型对奥希替尼组的 PFS 曲线和 OS
曲线进行拟合外推。两组最优拟合曲线及其 AIC、
BIC 值分别见表 2、3，生存曲线拟合结果见图 2、3。

表 2　K-M曲线拟合分布的 AIC、BIC值 
Tab 2　AIC and BIC values for the Kaplan-Meier curve fitting distribution

拟合优度 K-M 曲线
参数模型

Exponential Weibull Gompertz Log-normal Log-logistic Generalized Gamma

AIC 阿美替尼 PFS 曲线 608.3255 589.8895 594.9722 589.7178 593.3484 589.8174

阿美替尼 OS 曲线 437.5813 414.9327 417.9836 418.9695 415.7663 416.8874

奥希替尼 PFS 曲线 597.825 577.3511 589.1287 572.6542 572.7896 573.948

奥希替尼 OS 曲线 693.9388 667.084 678.6058 684.97 664.739 667.6267

BIC 阿美替尼 PFS 曲线 611.8226 596.8838 601.9665 596.7121 600.3428 600.3089

阿美替尼 OS 曲线 441.0784 421.9271 424.9779 425.9638 422.7607 427.3789

奥希替尼 PFS 曲线 601.4563 584.6135 596.3911 579.9166 580.0521 584.8417

奥希替尼 OS 曲线 697.57 674.3464 685.8682 692.2324 672.0014 678.5203

表 3　生存曲线的最优拟合模型和分布参数 
Tab 3　Optimal fitting model and distribution parameters in the 

survival curves

生存曲线 拟合模型 分布参数值

阿美替尼组 PFS Log-normal μ＝ 2.4145，σ ＝ 0.9900

阿美替尼组 OS Log-logistic λ ＝ 3.3476，γ ＝ 0.5535

奥希替尼组 PFS Log-logistic λ ＝ 2.2716，γ ＝ 0.5619

奥希替尼组 OS Log-logistic λ ＝ 3.2884，γ ＝ 0.5389

图 2　阿美替尼组 PFS 和 OS 原始生存曲线及最优拟合曲线

Fig 2　PFS and OS raw survival curves and best-fit curves of the 
aumolertinib group

图 3　奥希替尼组 PFS 和 OS 原始生存曲线及最优拟合曲线

Fig 3　PFS and OS raw survival curves and best-fit curves for the 
osimertinib group

1.5　成本和效用参数

　　本研究选取中国卫生体系为研究角度，考虑了
直接医疗成本，包括阿美替尼和奥希替尼的药品成
本、PD 后化疗治疗成本、常规随访成本、严重不
良反应的治疗成本和临床姑息治疗成本。阿美替尼
和奥希替尼采用米内网（https：//www.menet.com.

cn/）最新的国家医保谈判准入价格，培美曲塞（500 
mg·m－ 2）和顺铂（75 mg·m－ 2）双药化疗的价格
采用最新的集采中选价格，依据人体平均表面积 [13]

计算用量，并在成本的计算中考虑了药品浪费 [14]。
常规随访包括两周期一次的门诊、血常规、血生化、
尿常规、心电图、胸腹部 CT 扫描、血清肌酸激酶
测定和脑部 MRI[15-17]，成本来源于医疗保障局公布
的医疗服务价格项目；严重不良反应的选取依据阿
美替尼和奥希替尼临床试验中记录的≥ 3 级且发生
率≥ 1% 的需要治疗的不良反应 [18-19]。严重不良反
应和临终姑息治疗成本来自现有文献 [20-21]。使用质
量调整生命年（quality-adjusted life year，QALY）作
为健康产出的指标。效用值参数来源于 Nafees 等 [22]

（2017）的一项研究，PFS 和 OS 状态的效用值分别
是 0.804、0.321。本研究同时考虑了严重不良反应
导致的效用值降低，数据来源于文献 [22-23]。根据
《中国药物经济学评价指南 2020》的建议，研究采
用 5% 的贴现率对成本和健康产出进行贴现，同时
对成本和健康产出应用了半周期校正 [24]。输入模型
的成本、不良反应发生率和效用参数及分布情况详
见表 4。
1.6　基础分析和敏感性分析

　　研究通过比较阿美替尼与奥希替尼的增量成本
效果比（incremental cost-effectiveness ratio，ICER）
与意愿支付值（willingness-to-pay，WTP）以判断用
药方案的经济性，采用 2023 年中国 1 ～ 3 倍人均
GDP 作为 WTP（89 358 ～ 268 074 元 /QALY）[25]，
分析不同 WTP 阈值下阿美替尼的经济性。
　　采用敏感性分析方法对模型参数进行不确定性
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分析，包括单因素敏感性分析和概率性敏感性分析。
单因素敏感性分析中参数变动范围以原始研究的参
数估计值的 95% 置信区间，若无来源，则设置参数
上下浮动 10% 作为取值区间。通过龙卷风图呈现各
参数对研究结果的影响程度。概率性敏感性分析采
用蒙特卡罗模拟对成本参数和效用参数进行 1000 次
重复抽样。其中，成本参数采用 Gamma 分布，效用
值采用 Beta 分布 [26]。通过成本效用散点图和成本效
用可接受曲线呈现多次模拟下模型结果的分布情况。
2　结果

2.1　基础分析结果

　　分区生存模型的基础分析结果（见表 5）显示，
阿美替尼组质量调整生命年比奥希替尼组高 0.13 
QALYs，阿美替尼组的总成本比奥希替尼组高 28 
399.82 元，ICER 为 218 926.80 元 /QALY，当 WTP
在 1 倍人均 GDP（89 358 元 /QALY）时，阿美替

尼二线治疗方案相比奥希替尼二线治疗方案不具
有经济性，当 WTP 在 3 倍人均 GDP（268 074 元 /
QALY）时，阿美替尼治疗方案更具有经济性。

表 5　成本效用基础分析结果 
Tab 5　Basic results for cost-utility analysis

治疗方案 总成本 / 元
增量成本 /

元

效用 /
QALYs

增量效用 /
QALYs

ICER/（元 /
QALY）

阿美替尼 136 285.17 28 399.82 1.69 0.13 218 926.80 

奥希替尼 107 885.35 － 1.56 － －

2.2　敏感性分析结果

　　单因素敏感性分析结果的龙卷风图表明，阿美
替尼单价、奥希替尼单价、PFS 状态的生命质量、
年贴现率和临终姑息治疗的成本是对结果产生影响
的主要因素，其他参数对于结果的影响较小（见图
4）。概率敏感性分析结果表明，阿美替尼相比奥希
替尼可以产生更多的健康收益和成本，其具有经济

表 4　模型基本参数情况 
Tab 4　Basic parameters of the model

参数描述 基础值 上下限 分布 来源

成本 / 元

奥希替尼单价（80 mg） 165.54 140.71 ～ 190.37 Gamma a

阿美替尼单价（55 mg） 100.80 85.68 ～ 115.92 Gamma a

培美曲塞单价（500 mg） 2735.83 2462.25 ～ 3009.41 Gamma a

顺铂单价（50 mg） 76 68.4 ～ 83.6 Gamma a

疲劳 / 衰弱治疗成本 943.38 801.87 ～ 1084.88 Gamma [20]

腹泻治疗成本 42.56 36.17 ～ 48.94 Gamma [20]

中性粒细胞减少治疗成本 3780.61 3213.51 ～ 4347.70 Gamma [20]

贫血治疗成本 4355.14 3701.87 ～ 5008.42 Gamma [20]

常规随访成本 652.81 587.53 ～ 718.09 Gamma b

临终姑息治疗成本 15 279.80 5936.05 ～ 40809.19 Gamma [21]

不良反应发生率 /%

阿美替尼致贫血 1.64 Beta [7]

奥希替尼致腹泻 1.08 Beta [9]

奥希替尼致疲劳 / 衰弱 1.08 Beta [9]

奥希替尼致中性粒细胞减少 1.43 Beta [9]

奥希替尼致贫血 0.72 Beta [9]

效用值

PFS 状态效用值 0.804 0.683 ～ 0.925 Beta [22]

PD 状态效用值 0.321 0.273 ～ 0.369 Beta [22]

腹泻负效用 － 0.070 － 0.060 ～－ 0.081 Beta [22]

疲劳负效用 － 0.070 － 0.060 ～－ 0.081 Beta [22]

虚弱负效用 － 0.070 － 0.060 ～－ 0.081 Beta [22]

中性粒细胞减少症负效用 － 0.200 － 0.170 ～－ 0.230 Beta [22]

贫血负效用 － 0.090 － 0.077 ～－ 0.104 Beta [23]

其他

贴现率 /% 0.05 0.045 ～ 0.08 Uniform [24]

人体平均表面积 /m2 1.67 1.34 ～ 2.004 Normal [13]

注（Note）：a. 米内网数据库（Menet database）；b. 医疗保障局医疗服务价格项目（medical service price items of the Medical Security 
Administration）。
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性的概率随着 WTP 的增加而增加，当 WTP 超过
360 000 元 /QALY 时，阿美替尼方案相比奥希替尼
方案具有经济性的概率达到 100%（见图 5 及图 6）。

图 4　单因素敏感性分析的龙卷风图

Fig 4　Tornado diagram of one-way sensitivity analysis 

图 5　阿美替尼对于奥希替尼在意向治疗人群中的成本效用散点图

Fig 5　Cost-effectiveness scatter plot of aumolertinib versus osimertinib 
in population with treatment intention

图 6　阿美替尼和奥希替尼在意向治疗人群中的成本效用可接受性曲线

Fig 6　Cost-effectiveness acceptability curves for the aumolertinib and 
osimertinib in population with treatment intention

3　讨论

　　目前，国内多款三代 EGFR-TKIs（阿美替尼、
奥希替尼和伏美替尼）被指南纳入推荐用于二线

治疗 EGFR T790M 阳性的晚期 NSCLC 患者，且
最新研究表明阿美替尼和奥希替尼均可有效提高
患者的生存时间 [27-28]，但是目前缺少三代 EGFR-
TKIs 之间的经济性比较研究，临床医师及患者
缺少基于药物经济学视角的证据来判断更经济的
用药选择。因此，同代药物之间的经济性评估尤
为重要。2020 年 12 月阿美替尼二线治疗 EGFR 
T790M 阳性的晚期 NSCLC 适应证经医保谈判首
度进入医保目录，2022 年医保谈判进一步续约，
用药可及性得到进一步提升，本研究通过探究了
阿美替尼对比奥希替尼二线治疗 EGFR T790M 阳
性的晚期 NSCLC 的经济性，填补了现有靶向药
物治疗的经济性对比研究空白。基础分析和敏感
性分析结果均显示，尽管阿美替尼相比于奥希替
尼的治疗成本更高，但是健康获益（QALYs）更
多，ICER 在 1 ～ 3 倍 2023 年 我 国 人 均 GDP 的
WTP 之间，并随着 WTP 阈值的提高，阿美替尼
方案的经济性优势增加。阿美替尼和奥希替尼的
价格变化对研究结果影响较大，目前多地区的惠
民保将阿美替尼和奥希替尼纳入其特药目录，并
在原有医保报销的基础上对特药进行二次报销，
大幅减轻了有特药需求的参保人负担，如果通过
惠民保的二次报销，将 ICER 值降至可接受的范
围之内，将进一步提高阿美替尼的经济性。
　　然而，本研究也具有局限性：
　　① 分区生存模型是基于临床试验公布的生存
曲线进行模拟外推研究，需要尽可能完整的生存
数据，而目前公开发表的 APOLLO 研究中阿美
替尼的中位生存时间未达到，生存曲线不成熟，
对阿美替尼的 OS 曲线的拟合外推造成了影响，
非头对头临床试验的生存数据比较的偏倚对经济
性评价证据质量有一定的影响，需要更多的临床
研究支持。
　　② 当使用靶向药物疾病进展后，指南 [6] 推
荐使用含铂双药化疗，不同患者根据个体特征情
况选择不同的后续治疗方案，由于无法获取真实
的后续治疗方案，本研究结合既往药物经济学研
究，选择培美曲塞联合顺铂双药化疗作为最终治
疗方案，并对其进行单因素敏感性分析检验，发
现化疗的药品成本波动对最终的 ICER 值的变动
不会影响其经济性结果判断，因此本研究结论仍
具有可信性。
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带量采购对某院口服降糖药原研药和仿制药使用的影响及思考

张慧明，戴立波*（内蒙古自治区人民医院药学处，呼和浩特　010017）

摘要：目的　研究带量采购政策对某院口服降糖药原研药和仿制药使用情况的影响，并探讨由

此带来的启示和思考。方法　利用 Excel 软件对某院口服降糖药的单价、用药频度（DDDs）、

限定日费用（DDC）、仿制药替代率及实际节省费用等数据进行分析。结果　带量采购政策实

施后，原研药和仿制药价格都产生了联动下降，其中中选品种阿卡波糖片原研药价格降幅达

到 91.39%；原研药用药频度下降了 8.23%，使用金额下降了 85.81%；仿制药用药频度增加了

825.14%，而使用金额却下降了 5.02%；仿制药替代率由 2.07% 上升至 82.61%。总实际节省费

用高达 443.67 万元。结论　带量采购政策实施后，不仅降低了药品费用，一定程度上减轻了

患者的经济负担，还极大地促进了口服降糖药仿制药替代原研药的进展。

关键词：带量采购；口服降糖药；原研药；仿制药
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Impact of volume-based procurement on the use of original and generic 
oral hypoglycemic drugs in a hospital

ZHANG Hui-ming, DAI Li-bo* (Department of Pharmaceutical Section, Inner Mongolia People’s 
Hospital, Hohhot  010017)

Abstract: Objective  To determine the influence of volume-based procurement on the use of original 
and generic oral hypoglycemic drugs in a hospital, and reflect on the influence. Methods  Excel software 
was used to summarize the drug price, defined daily dose (DDDs), defined daily cost (DDC), substitution 
rate and cost saving of oral hypoglycemic drugs in a hospital. Results  After the implementation of 
volume-based procurement, the prices of both original and generic drugs fell. Among them, the unit 
price of original acarbose decreased 91.39%. The DDDs of original drugs decreased by 8.23%, and the 
total cost decreased by 85.81%. The DDDs of generic drugs increased by 825.14%, while the total cost 
decreased by 5.02%. The substitution rate of generic drugs increased from 2.07% to 82.61%, the total 
cost savings reaching 4.44 million. Conclusion  The implementation of volume-based procurement not 
only reduces the cost of drugs and alleviates the economic burden of patients, but also greatly promotes 
the replacement of original drugs with generic oral hypoglycemic drugs. 
Key words: volume-based procurement; oral hypoglycemic drug; original drug; generic drug

基金项目：内蒙古自然科学基金项目（No.2021MS08164）；公立医院科研联合基金科技项目（No.2023GLLH0071）。
作者简介：张慧明，女，药师，主要从事医院药学研究，email：18852850576@163.com　* 通信作者：戴立波，女，副主任药师，主要

从事体内药物分析与药物代谢动力学研究，email：daili-bo0926@163.com

　　新发布的《2021 IDF 全球糖尿病地图（第 10
版）》显示，十年间我国糖尿病患者数由 9000 万
增至 1.4 亿，增幅高达 56%[1]，其中 2 型糖尿病
在糖尿病总人数中占比超过 90%，而该类患者维
持稳定血糖水平的主要手段为口服降糖药 [2]。糖
尿病不仅发病率高，而且作为一种慢性病，患者

需终身规范服用药物，这些问题给糖尿病患者个
人和社会经济都带来了巨大的负担。
　　为进一步调整药品价格机制，从根本上解决
药品费用高及用药负担重等问题，2018 年 11 月，
《4 ＋ 7 城市药品集中采购文件》首次发布（后简称
“集采”）[3]，并于 11 个城市进行试点，文件规定带
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量采购品种若为仿制药，则需通过药品质量一致性
评价标准，以带量为核心，实现仿制药高质量发展
以及集采政策降价提质的预期。2019 年 9 月，国
家医保局等部门制定的《联盟地区药品集中采购文
件》明确开展跨区域联盟药品集中带量采购，内蒙
古自治区正式成为试点扩大区域之一 [4]。内蒙古自
治区人民医院为一所综合型三级甲等医院，糖尿病
患者就诊人数多，口服降糖药消耗量大，集采后许
多口服降糖药仿制药中选并在我院供应，弥补了之
前基本仅有原研药供应的不足，提供了更多的用药
选择。本研究通过信息采集系统，以口服降糖药为
研究对象，分析讨论集采政策实施后仿制药对非集
采原研药的替代情况，为后续口服降糖药的使用以
及政策的优化提供借鉴。
1　资料与方法

1.1　资料来源

　　因第 1 批带量采购中选药品中不含有口服降糖
药，所以通过我院信息系统（HIS）提取第 2 批至
第 5 批带量采购涉及的口服降糖药名称、单价、厂
家、规格、使用数量及使用金额等数据，且均收集
各批次执行前后一年的数据进行分析。各批次带量
采购落地时间：第 2 批（2020 年 4 月 28 日）；第 3
批（2020 年 11 月 17 日）；第 4 批（2021 年 6 月 1
日）；第 5 批（2021 年 10 月 28 日）。共收集 7 个品
种，17 个品规，包括 1 种α- 糖苷酶抑制剂（阿卡
波糖片）、1 种磺脲类胰岛素促泌剂（格列美脲片）、
2 种胰岛素增敏剂（盐酸二甲双胍缓释片、盐酸二
甲双胍片）、1 种钠 - 葡萄糖协同转运蛋白 2 抑制
剂（卡格列净片）、1 种非磺脲类胰岛素促泌剂（瑞
格列奈片）、1 种二肽基肽酶抑制剂（沙格列汀片）。
因新型冠状病毒感染疫情的影响，医院门诊和住院
患者均减少，可能在一定程度上影响了口服降糖药
的正常使用数量。
1.2　统计分析方法

　　利用药物限定日剂量（DDD）法计算得到
每个药物的用药频度（DDDs）以及限定日费用
（DDC），DDD 值根据世界卫生组织官方网站，
《新编药物学》第 17 版 [5] 以及药品说明书确定。
DDDs ＝某药品的消耗总剂量 / 该药 DDD 值，反
映了药物的使用频率，该值越小说明选择该药的
可能性越低；DDC ＝某药品的使用总金额 / 该药
DDDs 值，其被作为评价药物经济性的指标，该值
越大表示患者的经济负担越重，该药的经济性越
差。仿制药替代率（%）＝仿制药消耗总量 / 该药
消耗总量×100%，是用来反映仿制药替代情况的

重要指标。实际节省费用＝（带量采购前 DDC －

带量采购后 DDC）×带量采购后 DDDs[6]。
　　药品的可负担性是通过世界卫生组织 / 国际
健康行动机构（WHO/HAI）标准调查法来评价
的 [7]，其含义是指根据标准诊疗指南推荐的日剂
量，在一定疗程内治疗某一疾病所花费的药品总
费用与政府部门非技术类工作人员的最低日薪标
准的比值 [8-9]。据内蒙古自治区人力资源和社会保
障厅发布《内蒙古自治区人民政府办公厅关于调
整自治区最低工资标准及非全日制工作小时最低
工资标准的通知》（内政办发〔2021〕69 号），最
低工资标准为 1850 元 / 月，即 61.67 元·d － 1。
WHO 标准治疗指南推荐慢性病用药天数为 30 d。
因此，本研究中可负担系数＝ 30 d 花费的药品总
费用 / 呼和浩特市最低日薪。当一个治疗期内药
品费用低于一倍最低日薪，即可负担系数小于 1
时，提示该药品可负担性良好。
2　结果

2.1　集采前后口服降糖药单价变化情况

　　以第 2 批至第 5 批集采政策在我院的落实时间
为界限，将该院口服降糖药的单价变化情况进行比
较。带量采购中标品种中，阿卡波糖片（50 mg×30
片 / 盒，拜耳医药）单价降幅最高，达 91.39%，1 
mg 格列美脲片的单价仅为 0.05 元，盐酸二甲双胍
缓释片及盐酸二甲双胍片价格仅为 0.075 元 / 片和
0.03 元 / 片，药物经济性极佳。其他未中标药品的
价格也呈现不同程度的下降（见表 1）。
2.2　集采前后口服降糖药原研药和仿制药 DDDs
及使用金额的变化

　　集采后原研药和仿制药使用量及使用金额的
变化分别见表 2 及表 3。表 2 反映出在带量采购政
策执行后，除阿卡波糖片（50 mg×30 片 / 盒，拜
耳医药）因作为原研药纳入集采范围之外，其余原
研药的 DDDs 值大幅下降，平均降幅高达 95.40%，
大部分仿制药的 DDDs 值显著升高。表 3 提示集
采后原研药使用金额均呈不同程度下降，平均降
幅为 92.79%。因卡格列净片仿制药成功替代原研
药，所以其 DDDs 和使用金额都直线上升。结合
表 2 及表 3，集采后仿制药 DDDs 上升 825.14%，
使用金额反而下降 5.02%，阿卡波糖片原研药用药
频度上升 189.31%，金额却下降 74.56%。仿制药
替代率也由之前的 2.07% 上升至 82.61%。
2.3　集采前后口服降糖药 DDDs 和使用金额在同

种药品中的占比情况

　　集采前因我院大部分口服降糖药只有原研药
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表 1　口服降糖药在带量采购执行前后的价格变化 
Tab 1　Price changes in the oral hypoglycemic drugs before and after the implementation of volume-based procurement 

药品名称 品规 生产厂家 集采前价格 /（元 / 片） 集采后价格 /（元 / 片） 单价降幅 /%

阿卡波糖片 50 mg×30 片 / 盒 拜耳医药 * 2.09 0.18 91.39

50 mg×30 片 / 盒 杭州中美华东制药 1.43 0.64 55.24

格列美脲片 2 mg×15 片 / 盒 赛诺菲 4.51 3.29 27.05

1 mg×30 片 / 盒 山东新华制药 * － 0.05 －

2 mg×30 片 / 盒 山东新华制药 * － 0.09 －

盐酸二甲双胍缓释片 0.5 g×30 片 / 盒 北京万辉双鹤药业 * － 0.075 －

0.5 g×30 片 / 盒 默克 1.51 1.05 30.46

盐酸二甲双胍片 0.25 g×100 片 / 盒 北京京丰制药 * － 0.03 －

500 mg×20 片 / 盒 中美上海施贵宝 1.16 0.96 17.24

卡格列净片 0.1 g×30 片 / 盒 正大天晴药业 * － 1.77 －

100 mg×10 片 / 盒 杨森制药 9.60 4.08 57.50

100 mg×14 片 / 盒 江苏豪森药业 3.78 停用 －

瑞格列奈片 1 mg×30 片 / 盒 北京福元医药 * － 0.24 －

1 mg×60 片 / 盒 江苏豪森药业 1.00 0.82 18.00

2 mg×30 片 / 盒 诺和诺德 2.38 2.21 7.14

沙格列汀片 5 mg×7 片 / 盒 百时美施贵宝 8.65 8.63 0.23

5 mg×30 片 / 盒 齐鲁制药 * － 1.66 －

注：* 为国家带量采购品种，－代表无法计算。

Note：*Refers to the variety selected in the “4 ＋ 7”volume-based procurement，－ refers to cannot be calculate．

表 2　原研药和仿制药在带量采购执行前后的 DDDs变化情况 
Tab 2　DDDs of the original drugs and generic drugs before and after the implementation of volume-based procurement

药品名称
原研药 仿制药 仿制药替代率 /%

执行前 DDDs 执行后 DDDs 变化幅度 /% 执行前 DDDs 执行后 DDDs 变化幅度 /% 执行前 执行后

阿卡波糖片 86 529 250 338 189.31 18 596 196 － 98.95 17.69 0.08

格列美脲片 48 155 2628 － 94.54 0 59 521 － 0 95.77

盐酸二甲双胍缓释片 41 213 38 － 99.91 0 27 708 － 0 99.86

盐酸二甲双胍片 78 795 943 － 98.8 0 151 568 － 0 99.38

卡格列净片 4745 0 － 100.00 70 36 841 52 530.07 1.45 100.00

瑞格列奈片 17 735 2122 － 88.03 13 355 16 054 20.21 42.96 88.32

沙格列汀片 2047 182 － 91.11 0 4350 － 0 95.98

合计 279 219 256 251 － 8.23 32 021 296 238 825.14 2.07 82.61

表 3　原研药和仿制药在带量采购执行前后使用金额变化情况 
Tab 3　Changes in total cost of original drugs and generic drugs before and after the implementation of volume-based procurement

药品名称
原研药 仿制药

执行前 / 元 执行后 / 元 变化幅度 /% 执行前 / 元 执行后 / 元 变化幅度 /%

阿卡波糖片 1 083 344 275 587 － 74.56 159 811 752 － 99.53

格列美脲片 217 148 8633 － 96.02 0 5486 －

盐酸二甲双胍缓释片 248 434 158 － 99.94 0 8312 －

盐酸二甲双胍片 364 503 3612 － 99.01 0 35 649 －

卡格列净片 91 104 0 － 100.00 529 130 232 24 509.22

瑞格列奈片 84 336 9372 － 88.89 53 420 15 369 － 71.23

沙格列汀片 17 711 1571 － 91.13 0 7223 －

合计 2 106 580 298 933 － 85.81 213 760 203 023 － 5.02

可供选择，所以格列美脲片、盐酸二甲双胍缓
释片、盐酸二甲双胍片和沙格列汀片原研药的
DDDs 和使用金额占比均为 100%。集采后我院

口服降糖药中选品种 DDDs 占同种药品的比率在
88.32% ～ 100.00%，其中格列美脲片（2 mg×30
片 / 盒，山东新华制药）DDDs 占同种药品比率为
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90.78%，而使用金额仅占同种药品的 36.50%，但
格列美脲片原研药虽然 DDDs 占同种药品百分比
仅为 4.23%，使用金额占比却在 50% 以上；卡格

列净片（0.1 g×30 片 / 盒，正大天晴药业）完全
替代其他非中选药物，所以其 DDDs 和使用金额
占同种药品比率均为 100%（见表 4）。

表 4　中标品种和非中标品种在带量采购执行前后的 DDDs和使用金额比较 
Tab 4　DDDs and total cost of the selected and non-selected drugs before and after the implementation of the volume-based procurement

药品名称 品规 生产厂家

执行前 执行后

DDDs 占同种药

品百分比 /%
使用金额占同种药

品总金额百分比 /%
DDDs 占同种

药品百分比 /%
使用金额占同种药

品总金额百分比 /%

阿卡波糖片 50 mg×30 片 / 盒 拜耳医药 * 82.31 87.14 99.92 99.73

50 mg×30 片 / 盒 杭州中美华东制药 17.69 12.86 0.08 0.27

格列美脲片 2 mg×15 片 / 盒 赛诺菲 100.00 100.00 4.23 61.15

1 mg×30 片 / 盒 山东新华制药 * － － 4.99 2.35

2 mg×30 片 / 盒 山东新华制药 * － － 90.78 36.50

盐酸二甲双胍缓释片 0.5 g×30 片 / 盒 北京万辉双鹤药业 * － － 99.86 98.13

0.5 g×30 片 / 盒 默克 100.00 100.00 0.14 1.87

盐酸二甲双胍片 0.25 g×100 片 / 盒 北京京丰制药 * － － 99.38 90.80

500 mg×20 片 / 盒 中美上海施贵宝 100.00 100.00 0.62 9.20

卡格列净片 0.1 g×30 片 / 盒 正大天晴药业 * － － 100.00 100.00

100 mg×10 片 / 盒 杨森制药 98.55 99.42 － －

100 mg×14 片 / 盒 江苏豪森药业 1.45 0.58 － －

瑞格列奈片 1 mg×30 片 / 盒 北京福元医药 * － － 88.32 62.12

1 mg×60 片 / 盒 江苏豪森药业 42.96 38.78 － －

2 mg×30 片 / 盒 诺和诺德 57.04 61.22 11.68 37.88

沙格列汀片 5 mg×7 片 / 盒 百时美施贵宝 100.00 100.00 4.02 17.86

5 mg×30 片 / 盒 齐鲁制药 * － － 95.98 82.14

注：* 为国家带量采购品种，－代表无法计算。

Note：*Refers to the variety selected in the “4 ＋ 7”volume-based procurement，－ refers to cannot be calculate．

2.4　集采前后口服降糖药实际节省费用情况和可

负担性评价

　　集采后我院口服降糖药的 DDC 值均呈不同程
度降低，实际节省费用共计 443.67 万元。如表 5
所示，阿卡波糖片 DDC 值相较集采前下降了 10.73
元·d－ 1，实际节省费用 268.82 万元；作为控制血
糖的一线用药和联合用药中的基本用药，二甲双胍
片的限定日费用也下降了 94.38%，节省费用 66.65
万元；DDC 值最高的卡格列净片由 19.03 元·d－ 1

降至 3.53 元·d－ 1，节省费用 57.10 万元。
　　可负担性评价方面，集采政策执行前均不可负
担，执行后几种口服降糖药的可负担性大幅提高，
其中格列美脲片、盐酸二甲双胍片和盐酸二甲双
胍缓释片月治疗费用分别是最低日工资的 0.11 倍、
0.13 倍和 0.15 倍，可负担性良好，沙格列汀片可
负担系数为 0.94，基本可负担，卡格列净片可负担
系数虽然大幅下降，降幅高达 81.43%，但依然不
可负担。

表 5　口服降糖药在带量采购执行前后的实际节省费用和可负担性情况 
Tab 5　Actual cost savings and afford ability of oral hypoglycemic drugs before and after the implementation of volume-based procurement

药品名称
DDC/ 元 疗程费用 / 元 可负担系数 实际节省费用 /

万元执行前 执行后 执行前 执行后 执行前 执行后

阿卡波糖片 11.83 1.10 354.90   33.00 5.75 0.54 268.82

格列美脲片   4.51 0.23 135.30     6.90 2.19 0.11   26.60

盐酸二甲双胍缓释片   6.03 0.31 180.90     9.30 2.93 0.15   15.87

盐酸二甲双胍片   4.63 0.26 138.90     7.80 2.25 0.13   66.65

卡格列净片 19.03 3.53 570.90 105.90 9.26 1.72   57.10

瑞格列奈片   4.43 1.36 132.90   40.80 2.16 0.66     5.58

沙格列汀片   8.65 1.94 259.50   58.20 4.21 0.94     3.04

合计 443.67
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3　讨论

3.1　口服降糖药集中带量采购的必要性

　　糖尿病是一种常见的慢性代谢性疾病，其对
健康的危害程度仅次于心脑血管疾病和癌症，是
世界第三大慢性病 [10]，而由糖尿病导致的足病、
肾病、视网膜病变等多种并发症又会进一步降低
患者期望寿命和生命质量 [11]。尤其我院位于内蒙
古中西部地区，该地畜牧业发达，居民饮食结构
主要以肉蛋奶为主，长期的高热量饮食导致该地
糖尿病的发病率逐年上升 [12]。糖尿病发病还具有
隐匿性的特点，因此可能还存在极大数量的糖尿
病患者人群未被诊断 [13-14]。庞大的患病人群以及
严重的并发症都给社会经济带来了沉重的负担，
因此，为了调整药品价格机制，控制药品费用比
例，降低患者经济负担，口服降糖药集中带量采
购政策的执行十分必要。
3.2　带量采购政策对我院口服降糖药使用的影响

3.2.1　价格和仿制药替代率　我院“4 ＋ 7”带量
采购政策落地后，价格降低的不仅有中标药品，
许多非中标药品（包括原研药）的价格也发生了
联动下降。例如卡格列净片（0.1 g×30 片 / 盒，
正大天晴药业）通过一致性评价后进入集采，其
原研药（杨森制药）价格也相应降低，降幅高达
57.50%，其他未进入集采的同通用名仿制药，例
如阿卡波糖片（50 mg×30 片 / 盒，杭州中美华东
制药），单片药物价格降低了 55.24%。由此可见，
带量采购“以量换价”“招采合一”这一政策的实
施 [15]，对于调控药品价格来说切实可行。因为药
品是医保基金的重要支出，药品价格降低的同时
也节约了大量医保基金，2022 年我院仅口服降糖
药就为医保基金节省近 164 万元。集采后仿制药
替代率相较之前增长了 40 倍之多，分析原因可
能是：① 集采前我院格列美脲片、盐酸二甲双胍
片、盐酸二甲双胍缓释片和沙格列汀片均只有原
研药可供使用，所以集采前的仿制药总替代率仅
为 2.07%；② 集采中标药品基本均为仿制药，且
我院积极响应国家带量采购政策，向临床科室下
达任务量，控制原研药的使用；③ 医患对通过一
致性评价的仿制药疗效及集采政策充分认可。这
也提示带量采购政策在我院的实施不仅为患者提
供了更多的用药选择，也有效提高了仿制药的使
用率。
3.2.2　用药结构　用药结构方面带量采购政策执行
前后变化不大，阿卡波糖片和盐酸二甲双胍片的
DDDs 值始终位于前两位，说明该政策的执行对我

院临床医师的用药选择未产生明显影响。阿卡波糖
片的用药频度位居榜首可能有三方面的原因。第
一，阿卡波糖片是通过减少碳水化合物在小肠的吸
收而达到降血糖的目的，因此对于一直以来偏重碳
水饮食的中国人来说更适合使用阿卡波糖来降血
糖；第二，因为阿卡波糖片是唯一作为原研药中选
集采的药品，很多医患对原研药疗效更为肯定；第
三，因中选阿卡波糖片在集采前就已在我院应用，
医师因对药物的了解程度以及用药习惯也更倾向于
使用该药。盐酸二甲双胍片在多国指南中均推荐
为一线降糖药，因此盐酸二甲双胍片 DDDs 值始终
位居前列也证明我院口服降糖药的使用符合指南推
荐，但盐酸二甲双胍片的 DDD 值偏高，应注意避
免出现不良反应的风险。
3.2.3　用药负担　集采后我院各类口服降糖药
DDC 值均降低，平均降幅超过 80%，可负担性也
由之前的均不可负担变成基本可负担，这一结果
提示集采政策的实施切实减轻了我院糖尿病患者
的经济负担，在一定程度上解决了“看病贵”“药
价高”的问题。虽然研究结果显示集采后口服降
糖药的可负担性大幅提高，但依然存在一些局限
性：① 糖尿病患者需要长期规律用药，实际用药
时间远远大于 30 d，因此，患者的可负担系数可
能远远高于用最低日薪来计算的水平；② 本文使
用的最低日薪是以呼和浩特市四类地区最低工资
标准计算得到，可能会忽略部分收入低于最低日
工资标准的农民，因此可能会低估患者用药的经
济负担；③ 因患者参加的医疗保险类型多样且各
地市政策有所不同，本研究仅讨论了自费患者的
可负担性，未考虑医保支付情况。
3.3　带量采购政策实施带来的思考

　　带量采购政策实施以来，确实实现了“以量
换价”的预期，但在执行过程中发现依然存在一
些问题，例如还有许多患者反映药价昂贵，难以
承受。以本研究为例，虽然集采后患者的经济负
担明显减轻，但卡格列净片依然不可负担，这提
示我们不仅要考虑提高居民经济收入，也要考虑
目前的集采药品是否依然有降价空间，应该适当
增加中标企业的竞争，只有市场竞争越激烈，降
价的效果才会越明显，才能最高限度地减轻患者
用药经济负担 [16-17]。还有许多研究表明目前有医
患依然对仿制药信心不足，存在仿制药不如原研
药的固有观念 [18]。针对这一问题，一方面，应该
提高仿制药的合格标准，不仅要注意对生物等效
性进行评价，更要注意临床等效性的评价，使医
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患切实体会到仿制药疗效并不劣于原研药；另一
方面，要加大对通过一致性评价仿制药的宣传力
度，临床医师和药师应利用自己的专业知识向患
者进行宣传教育，提高大众对仿制药的认知。相
信在集采政策的日益优化以及推动下，中选药品
因其“价低质优”的特点会逐渐成为医患的用药首
选，同时在该政策的冲击下，传统药物对药企来
说基本无利可图，大力发展创新药并快速推向市
场几乎是药企持续发展的唯一选择。
　　综上所述，带量采购政策的执行不仅对药品
价格进行了有效调控，有效减少了医保基金支
出，而且为原研药和仿制药提供了同台竞争的机
会，加速推动仿制药替代原研药，但带量采购政
策的持续推进还需要进一步完善。第一，药品是
否中选不能单以价格为主，而是应该综合考虑药
品质量以及企业生产供应能力等指标；第二，动
态调整集采药品遴选机制，对于临床不常用品种
和生产力不足的中选企业及时淘汰；第三，建立
和落实“结余留用，合理超支分担”机制，对于
医保结余资金应返还给医院，使其通过正规渠道
奖励给医务工作者，从而充分调动医疗机构和医
务人员对于集采政策的积极性；第四，药学部、
临床科室、信息科等部门联合作业，及时对往年
患者的用药数据进行统计分析，上报合理的使用
量，避免出现供应不足的情况 [19]。通过多方面的
调整与协作，相信带量采购政策的实施可逐步实
现仿制药的替代，将大批药品价格的“水分”挤
出，节约大量医保基金，从而更多地投入到创新
药研发之中，提高医保基金的使用效率，推动我
国进一步从医药大国迈向医药强国 [20]。

参考文献

[1] 吕若琦 . 最新版全球糖尿病地图里的中国景象 [J]. 江苏

卫生保健，2020，22（2）：56. 
[2] 中华医学会糖尿病学分会 . 中国 2 型糖尿病防治指南

（2020 年版）[J]. 中华糖尿病杂志，2021，13（4）：315-409. 
[3] 侯琳琳 . 药品集中带量采购体系构建 [J]. 合作经济与科

技，2022，38（1）：143-145. 
[4] 王皎皎，王昊，杨宏昕 . 4 ＋ 7 带量采购对内蒙古自治

区人民医院口服抗肿瘤药原研药和仿制药使用情况影

响 [J]. 现代药物与临床，2022，37（8）：1872-1878. 
[5] 陈新谦，金有豫，汤光 . 新编药物学（第 17 版）[M]. 北

京：人民卫生出版社，2011：656-664. 
[6] 屈茹楠，高岸，范国荣，等 . 国家带量采购政策对上海

某院原研和仿制降压药使用状况的影响 [J]. 中国药业，

2022，31（15）：10-15. 
[7] 徐倩，徐斌 . 上海市口服抗帕金森病药品可负担性评

价 [J]. 中国药业，2021，30（23）：1-4. 
[8] 万茜，王晶，顾申勇 . 国家药品集中采购对 3 种抗肿

瘤药物临床使用的影响 [J]. 中国药业，2022，31（16）：

15-18. 
[9] 邹雅敏，董卫华，毛静，等 . 国家药品集中采购前后陕

西省原研与仿制降压药可负担性的横断面调查 [J]. 医药

导报，2023，42（10）：1473-1478. 
[10] 侯清涛，李芸，李舍予，等 . 全球糖尿病疾病负担现

状 [J]. 中国糖尿病杂志，2016，24（1）：92-96. 
[11] Harding JL，Pavkov ME，Magliano DJ，et al. Global 

trends in diabetes complications：a review of current evi-
dence [J]. Diabetologia，2019，62（1）：3-16. 

[12] 祝丽姣，李增艳 . 内蒙古部分地区 2 型糖尿病肾病发

病的危险因素探讨 [J]. 中国实用医药，2023，18（10）：

36-40. 
[13] 国家老年医学中心，中医学会老年医学分会，中国老年

保健协会糖尿病专业委员会 . 中国老年糖尿病诊疗指南

（2021 年版）[J]. 中华糖尿病杂志，2021，13（1）：14-46. 
[14] 王庆霞 . 2 型糖尿病的临床治疗进展 [J]. 中国城乡企业卫

生，2021，36（9）：64-66. 
[15] 梁刚，赵福兰，周彦池，等 . 药品集中带量采购政策

的执行问题及对策建议 [J]. 中国药物经济学，2022，17
（3）：5-8. 

[16] 奉子岚 . 我国药品集中带量采购政策控费效果研究 [D]. 
南京：南京大学，2021. 

[17] 陈刚，袁玉丽 . 带量采购政策对我院核苷类抗乙型肝炎

病毒药物使用情况的影响 [J]. 中南药学，2024，22（3）：

799-804. 
[18] 赵丽俊，张卫东，王海荣，等 . 精神科护士睡眠质量

与职业倦怠相关性的研究 [J]. 护理管理杂志，2011，11
（11）：764-765. 

[19] 张秋玉，王芸，胡元霞，等 . 我国药品及医用耗材集中

带量采购政策的实施现状及建议 [J]. 中国药房，2022，
33（2）：136-141. 

[20] 周程祎 . 阻碍创新，还是推动创新 [N]. 解放日报，

2022-08-09（01）. 
（收稿日期：2024-04-19；修回日期：2024-05-25）



3394

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

2023 年 STOPP/START标准解读
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摘要：目的　对 2023 年第三版老年人潜在不适当处方筛查工具（STOPP）/ 处方遗漏筛查工具

（START）标准进行详细解读，从而优化药物治疗并最大限度地减少老年人（特别是患有多种

疾病和使用多种药物的老年人）的药物不良反应 / 事件。方法　通过与 2014 年第二版 STOPP/
START 标准进行比对，对比对结果进行逐条分析，对差异进行总结。结果　第三版 STOPP/
START 标准共 190 个条目，其中 STOPP 标准新增 54 个条目，删除 4 个条目，修订 31 个条目。

START 标准新增指示性药物、凝血系统、肾脏系统 3 个部分 / 系统，新增 24 个条目，删除 3 个

条目，修订 20 个条目。结论　2023 年第三版 STOPP/START 标准提升了准确性和实用性，更有

利于帮助临床医师和药师在常规药物审查期间发现和预防更多的不良药物 - 药物和药物 - 疾病

相互作用，但要在临床诊疗中发挥更大的作用，还需先进的技术支持及多个部门通力合作。

关键词：STOPP/START 标准；潜在不适当用药；老年人；合理用药
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Interpretation of the 2023 STOPP/START criteria

LIU Zi-qi, ZHANG Fan, LI Cheng-min, TIAN Ying-chao, DU Yan-hong, FU Xiao-fei, LEI Ning* 
(Characteristic Medical Center of the Rocket Force, People’s Liberation Army, Beijing  100088)

Abstract: Objective  To optimize medication use and minimize adverse drug events during medication 
review in the elderly, particularly for those with various diseases and taking several medicines through 
a detailed interpretation of screening tool of older persons’ prescriptions/screening tool to alert to right 
treatment (STOPP/START) criteria (version 3) in 2023. Methods  We compared STOPP/START criteria 
of 2014 (version 2) with version 3 of 2023 and summarized the differences. Results  STOPP/START 
version 3 consisted of 190 criteria, 54 of which were newly added, 4 of which criteria were removed, 
and 31 revised. Meanwhile, 3 parts /systems (indicated drugs, coagulation system, and the renal system) 
and 24 items were added, 3 were removed, and 20 revised in the START new version. Conclusion  The 
2023 STOPP/START criteriaare more accurate and useful, facilitating clinicians and pharmacists in 
detecting and preventing adverse events and their consequences during routine review. Further technical 
support and cooperation between departments are needed. 
Key words: STOPP/START criteria; potentially inappropriate medication usage; the elderly; rational 
drug use
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　　老年人不适当处方筛查工具（screening tool of 
older persons’ prescriptions，STOPP）/ 老年人处方
遗漏筛查工具（screening tool to alert to right treat-
ment，START）标准是 2008 年由爱尔兰 Cork 大学

组织老年医学、临床药理学、临床药学、老年精
神病学及社区医疗等专业的专家制定的老年人潜
在不适当用药（potential inappropriate medication，
PIM）评估标准，该标准基于生理系统进行划分，

药事管理
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用于提示临床实践中潜在的不适当用药和处方遗
漏相关问题。第一个版本的 STOPP/START 包括
65 个 STOPP 和 22 个 START 标准 [1]。2015 年发布
的第二版 STOPP/START 标准扩展到 80 个 STOPP
标准和 34 个 START 标准 [2]。第二版标准已被英国
国家临床卓越研究所（NICE）[3]、英国皇家全科医
师学院和英国老年病学学会 [4] 批准用于老年人的
常规药物审查。2021 年，《英国国家处方集》推荐
在老年人的常规药物审查中使用 STOPP/START 标
准，作为识别和减少这一高危人群不适当处方的
一种手段 [5]，《荷兰老年人综合用药多学科指南》
也实施了 STOPP/START 标准 [6]。STOPP/ START
标准已在不同临床环境下的几类人群中得到验证，
并在多个国家的不同环境中评估了其有效性 [7]。
　　2022 年 O’Mahony 等 [5] 对 STOPP/ START
标准进行修订更新并于 2023 年 5 月在线发布。
新标准的形成过程为：① 对标准结构达成共识；
② 修订第二版标准；③ 对 2014 年 4 月至 2022
年 3 月新文献进行全面审查以支持现有和拟议的
新标准；④ 对第三版标准草案进行德尔菲验证，
通过 4 轮德尔菲验证最终达成共识。因第二版和
第三版标准间隔时间较长，新的循证证据支持第
二版标准条目的修订并形成许多新的标准条目，
故第三版标准做了较大修改。本文将围绕主要变
化内容，详细解读 2023 年第三版 STOPP/START
标准，以期为医师和临床药师提供参考。
1　第三版 STOPP/START标准主要更新内容
1.1　数量变更情况 
　　第三版 STOPP/START 标准共 190 个条目，
其中 STOPP 标准涉及 13 个部分 / 系统共 133 个
条目，与第二版 STOPP 标准相比，新增 54 个条
目，删除 4 个条目，修订 31 个条目，44 个条目
基本保持不变，另有原标准中 2 个条目拆分为 5
个条目。START 标准涉及 12 个部分 / 系统共 57
个条目，将第二版标准中枢神经系统和眼系统删
除了 1 个眼部疾病相关条目，系统名称调整为中
枢神经系统。新增指示性药物、凝血系统、肾脏
系统 3 个部分 / 系统，其中凝血系统共 2 个条目，
为原第二版中的心血管系统 2 个条目重新划分而
来。共计新增 24 个条目，删除 3 个条目，修订
20 个条目，11 个条目基本保持不变，另有原标
准中 2 个条目拆分为 4 个条目。
1.2　新增内容 
　　第三版 STOPP/START 标准的每一项标准基
本格式与第二版相同，STOPP 标准为：XX 疾病
应用 XX 药物（不建议用药的原因）；START 标
准为：XX 疾病患者应用 XX 药物。

　　STOPP 标准新增内容涉及 10 个部分 / 系统。
避免使用中新增药品类别包括延长 QTc 间期的药
物、他汀类、P- 糖蛋白抑制剂、益智药、钠 - 葡
萄糖共转运蛋白 2（SGLT-2）抑制剂、抗利尿激
素类似物、抗癫痫药物、加巴喷丁类药物、抗菌
药物；新增品种包括雄激素、美金刚、黄体酮、
左甲状腺素、利多卡因贴剂、呋喃妥英、双膦酸
盐（非口服给药途径）、甲氨蝶呤、醋酸甲地孕酮、
左甲状腺素、对乙酰氨基酚。新增疾病或状态包
括 QTc 明显延长、主动脉瓣狭窄、静脉血栓栓塞
史、大出血病史、躁动、癫痫、胃窦血管扩张、
食欲减退、无症状性菌尿、亚临床甲状腺功能减
退、反复跌倒患者降低血压、反复跌倒患者尿失
禁、骨关节炎疼痛、非神经性疼痛、体质量指数
（BMI）＜ 18 kg·m － 2、慢性肝病等。
　　START 标准新增内容涉及 9 个部分 / 系统。
建议新增药品类别包括矿化皮质激素受体拮抗
剂、SGLT-2 抑制剂、静脉注射铁剂、磷结合剂、
促红细胞生成素类似物、血管紧张素受体阻滞剂
（ARBs）、渗透性通便剂、益生菌、5- 磷酸二酯
酶抑制剂、水痘 - 带状疱疹疫苗、SARS-CoV2 疫
苗；新增品种包括沙库巴曲缬沙坦、5% 利多卡
因贴剂；新增治疗包括抗吸收治疗、幽门螺杆菌
（HP）根除治疗。新增疾病或状态包括原发性震
颤伴功能损害及由此导致的残疾、严重慢性肾脏
疾病伴低钙血症和继发性甲状旁腺功能亢进、严
重慢性肾脏疾病伴非血液病引起的贫血或血红蛋
白浓度达到 10.0 ～ 12.0 g·dL － 1 的缺铁性贫血、
慢性肾病伴蛋白尿、消化性溃疡病史、反流性食
管炎病史、良性便秘、HP 相关活动性消化性溃
疡、复发性尿路感染、持续性勃起功能障碍、局
部神经性疼痛；进行非甾体抗炎药（NSAIDs）治
疗、停用至少两剂地诺单抗、停止特立帕肽 / 阿
巴帕肽骨质疏松治疗、正在进行抗菌药物治疗等。
完整列表及其余新增内容，详见表 1、2。
1.3　变更内容
　　STOPP 标准变更内容主要分为以下 7 类：① 
增减了药品的种 / 类并通过举例明确药物品种，
如 4（13）抗胆碱能或抗毒蕈碱药物由第二版仅描
述药品种类变更为描述种类并举例 4 种药品；② 
修改或更详细地描述不建议用药原因，如 2（2）
由第二版“可能加重心力衰竭”变更为“因降低射
血分数可能加重心力衰竭，例如射血分数减少的
心力衰竭（HFREF）”；③ 增减了疾病范围及限
定，如 2（7）由第二版“高血压”变更为“无心力
衰竭的高血压”；④ 明确了疾病临床指标，如 2
（12）明确高钾血症为血清 K ＋＞ 5.5 mmol·L － 1；
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表 1　2023 年第三版 STOPP标准及更新内容  
Tab 1　2023 STOPP criteria and updates (version 3)

以下处方可能不适合 65 岁及以上患者使用 更新内容

1 药物的适应证

（1）使用药物不基于循证的临床指征；（2）当疗程有明确规定时，超疗程使用药物；（3）同类药物重复使

用（与必要时使用不同），例如同时使用两种 NSAIDs、选择性 5- 羟色胺再摄取抑制剂（SSRIs）、袢

利尿药、血管紧张素转化酶抑制剂（ACEIs）、抗凝剂、抗精神病药物、阿片类镇痛剂（应先将单类

药物治疗疗效进行优化，再考虑加用其他药物）

（3）增加“与必要时使用不同”，增

加抗精神病药物、阿片类镇痛剂

两类药物

2 心血管系统

（1）地高辛用于心室收缩功能正常的心力衰竭患者（目前无明确证据显示获益）；（2）维拉帕米或地尔硫

䓬用于纽约心功能分级（NYHA）Ⅲ级或Ⅳ级的心力衰竭患者（因降低射血分数可能加重心力衰竭，

例如 HFREF）；（3）β 受体阻滞剂与维拉帕米或地尔硫䓬联用（存在心脏传导阻滞的风险）；（4）心室

限速药物，例如β 受体阻滞剂、维拉帕米、地尔硫䓬、地高辛用于心动过缓（＜ 50 次·min － 1）、Ⅱ

型房室传导阻滞或完全性房室传导阻滞（存在完全性房室传导阻滞和心搏停止的风险）；（5）β 受体阻

滞剂单药治疗非复杂性高血压，例如无心绞痛、主动脉瘤或其他需要β 受体阻滞剂治疗的疾病（没有

确切的疗效证据）；（6）胺碘酮作为室上性心动过速的一线治疗药物（较β 受体阻滞剂、地高辛、维拉

帕米或地尔硫䓬主要不良反应的风险更高）；（7）袢利尿剂作为无心力衰竭的高血压一线用药（有更安

全、有效的药物可供选择）；（8）袢利尿剂用于无心力衰竭、肝衰竭、肾病综合征或肾衰竭的临床、生

化或影像学证据的依赖性踝部水肿（腿部抬高和 / 或使用弹力袜通常更合适）；（9）噻嗪类利尿剂用于

显著低血钾（血清 K＋＜3.0 mmol·L－1）、低血钠（血清 Na＋＜130 mmol·L－1）、高血钙（校正血清钙＞

2.65 mmol·L － 1）或有痛风病史的患者（可加重低血钾、低血钠、高血钙和痛风）；（10）袢利尿剂用

于高血压伴尿失禁的患者（可能加重尿失禁）；（11）中枢降压药，如甲基多巴、可乐定、莫索尼定、

利美尼定、胍法辛（老年人对中枢性降压药的耐受性普遍较年轻人差）；（12）ACEIs 或者 ARBs 用于

高钾血症的患者（血清 K ＋＞ 5.5 mmol·L － 1）；（13）醛固酮拮抗剂（如螺内酯、依普乐酮）与保钾药

物（如 ACEIs、ARBs、阿米洛利、氨苯蝶啶）联用时未监测血钾（存在高血钾风险，如血清 K ＋＞ 6.0 
mmol·L － 1，需定期检测血钾，至少 1 次 /6 个月）；（14）5- 磷酸二酯酶抑制剂（如西地那非、他达拉

非、伐地那非）用于以低血压（收缩压＜ 90 mmHg）（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）为特征的严重心力衰竭患

者，或与硝酸盐类制剂联用治疗心绞痛（存在心血管衰竭的风险）；（15）存在延长 QTc 间期不良反应

（QTc ＝ QT/RR）的药物，包括喹诺酮类、大环内酯类、昂丹司琼、西酞普兰（剂量≥ 20 mg·d － 1）、

艾司西酞普兰（剂量≥ 10 mg·d － 1）、三环类抗抑郁药（TCAs）、锂、氟哌啶醇、地高辛、1A 类抗

心律失常药、Ⅲ类抗心律失常药、替扎尼定、吩噻嗪、阿司咪唑、米拉贝隆用于 QTc 明显延长（男

性≥ 450 ms，女性≥ 470 ms）的患者（存在危及生命的室性心律失常风险）；（16）他汀类药物用于年

龄≥ 85 岁、身体虚弱、预期寿命可能小于 3 年患者的心血管疾病的初级预防（缺乏有效性证据）；（17）
非外用 NSAIDs 长期用于已知有冠状动脉、大脑或周围血管疾病史的患者（增加血栓形成风险）；（18）
抗精神病药物长期用于已知有冠状动脉、大脑或周围血管疾病史的患者（增加血栓形成风险）；（19）
NSAIDs 或全身性糖皮质激素用于需要袢利尿剂治疗的心力衰竭（存在加重心力衰竭的风险）；（20）
降压药用于严重症状性主动脉瓣狭窄患者（存在严重低血压、晕厥的风险）；（21）地高辛作为房颤患

者长期（＞ 3 个月）室率控制的一线治疗（长期使用地高辛增加死亡率；优先选择性β 受体阻滞剂）

（2）药物引起的不良反应说明更详

细，由“可能加重心力衰竭”变

更为“因降低射血分数可能加重

心力衰竭，例如 HFREF”；（4）增

加药物：维拉帕米、地尔硫䓬、

地高辛；（5）新增内容；（7）增加

疾病限定，由“高血压”变更为

“无心力衰竭的高血压”；（11）删

除“除非其他降压药无效或不耐

受”；（12）明确范围“血清 K ＋＞

5.5 mmol·L － 1”；（14） 修 改 不

良反应内容，由“存在严重威胁

生命的低血压或休克的风险”改

为“存在心血管衰竭的风险”；

（15）～（21）新增内容

3 凝血系统

（1）长期使用＞ 100 mg·d － 1 的阿司匹林（增加出血风险，无增加疗效的证据）；（2）抗血小板药物，维

生素 K 拮抗剂，直接凝血酶抑制剂或Ⅹa 因子抑制剂伴显著出血风险的患者，如存在控制不佳的重度

高血压、出血倾向或近期较重的自发性出血的患者（存在较高出血风险）；（3）阿司匹林联合氯吡格雷

作为长期继发性卒中的预防（＞ 4 周），以下情况除外：患者在过去 12 个月内植入了冠状动脉支架；

并发急性冠状动脉综合征；有高度症状性颈动脉狭窄（尚无证据显示优于氯吡格雷单药治疗）；（4）抗

血小板药物联合维生素 K 拮抗剂、直接凝血酶抑制剂或Ⅹa 因子抑制剂用于慢性房颤患者，除非同时

植入冠状动脉支架或血管造影证实冠状动脉高度狭窄（＞ 50%）（比起单用抗血小板药物没有额外获

益）；（5）抗血小板药物联合维生素 K 拮抗剂、直接凝血酶抑制剂或Ⅹa 因子抑制剂用于有稳定的冠

状动脉、脑血管或外周动脉疾病的患者（两药联合不增加获益）；（6）在任何情形下使用噻氯匹定（氯

吡格雷和普拉格雷疗效与之相似，但证据更强、不良反应更小）；（7）抗血小板药物替代维生素 K 拮

抗剂、直接凝血酶抑制剂或Ⅹa 因子抑制剂预防慢性房颤患者卒中（无疗效证据）；（8）首诊且无持续

促发危险因素（如血栓形成倾向）的深静脉血栓形成患者使用维生素 K 拮抗剂、直接凝血酶抑制剂或

Ⅹa 因子抑制剂＞ 6 个月（无增加获益的证据）；

（1）调整阿司匹林用药剂量，由＞

160 mg·d － 1 调整为＞ 100 
mg·d － 1；（2）扩大药物范围，由

阿司匹林、双嘧达莫扩展为抗血

小板药物；（3）明确联合用药持续

时间＞ 4 周；（4）扩大药物范围，

由阿司匹林扩展为抗血小板药物；

增加使用条件“除非同时植入冠

状动脉支架或血管造影证实冠状

动脉高度狭窄（＞ 50%）”；（7）及

（11）～（14）新增内容
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以下处方可能不适合 65 岁及以上患者使用 更新内容

（9）首诊且无持续促发危险因素（如血栓形成倾向）的肺栓塞患者使用维生素 K 拮抗剂、直接凝血酶抑

制剂或Ⅹa 因子抑制剂＞ 12 个月（无增加获益的证据）；（10）NSAIDs 和维生素 K 拮抗剂、直接凝血

酶抑制剂或Ⅹa 因子抑制剂联合应用（存在胃肠道大出血的风险）；（11）维生素 K 拮抗剂作为房颤的

一线抗凝剂，除非同时存在同期原位金属心脏瓣膜（concurrent metallic heart valve in-situ）、中度至重

度二尖瓣狭窄或估算肾小球滤过率（eGFR）＜ 15 mL/（min·1.73 m2）（直接凝血酶抑制剂或Ⅹa 因子

抑制剂与维生素 K 拮抗剂同样有效且安全）；（12）SSRIs 联合使用维生素 K 拮抗剂、直接凝血酶抑制

剂或Ⅹa 因子抑制剂用于既往有大出血史的患者（SSRIs 的抗血小板作用增加出血风险）；（13）直接凝

血酶抑制剂（如达比加群）联合地尔硫䓬或维拉帕米（增加出血风险）；（14）阿哌沙班、达比加群、依

多沙班、利伐沙班联合 P- 糖蛋白抑制剂，如胺碘酮、阿奇霉素、卡维地洛、环孢菌素、决奈达隆、

伊曲康唑、酮康唑（非局部治疗）、大环内酯类药物、奎宁、雷诺嗪、他莫昔芬、替格瑞洛、维拉帕

米（增加出血风险）；（15）全身性雌激素或雄激素用于有静脉血栓栓塞史的患者（增加静脉血栓栓塞

复发风险）；（16）阿司匹林用于心血管疾病的一级预防（无获益证据）

（16）新增内容

4 中枢神经系统

（1）TCAs 用于痴呆、闭角型青光眼、心脏传导异常、前列腺疾病、慢性便秘、近期跌倒、有尿潴留或

体位性低血压病史的患者（可加重这些疾病状态）；（2）将 TCAs 作为重度抗抑郁一线治疗药物 [TCAs
较 SSRIs 或 5- 羟色胺去甲肾上腺素再摄取抑制剂（SNRIs）不良反应更多 ]；（3）严重高血压（即收缩

压＞ 180 mmHg 和 / 或舒张压＞ 105 mmHg）患者使用 SNRI（如文拉法辛、度洛西汀）（可能加重高

血压）；（4）有中度抗毒蕈碱或抗胆碱能作用的抗精神病药物（乙酰丙嗪、氯丙嗪、氯氮平、氟哌辛

醇、三氟噻吨、左旋丙嗪、奥氮平、哌泊噻嗪、普马嗪、甲硫哒嗪）用于有前列腺病史或尿潴留等下

尿路病史的患者（存在尿潴留的高风险）；（5）抗精神病药物用于治疗痴呆的精神行为症状，未进行药

物治疗评估或不进行药物审查保持剂量不变持续服药＞ 3 个月（增加锥体外系副作用和认知功能慢

性恶化的风险，增加主要心血管疾病发病和死亡风险）；（6）SSRIs 用于目前或近期有低钠血症（血清

Na ＋＜ 130 mmol·L － 1）的患者（存在加重或诱发低钠血症的风险）；（7）SSRIs 用于当前或最近大量

出血的患者（SSRIs 的抗血小板作用有导致出血加重或复发的风险）；（8）苯二氮䓬类应用＞ 4 周（更

长疗程无指征；有造成长时间镇静、意识障碍、损害平衡能力、跌倒、发生交通事故的风险，所有

苯二氮䓬类用药＞ 4 周时停药应逐渐减量，因突然停药可能出现戒断综合征）；（9）苯二氮䓬类药物

用于躁动行为或痴呆症状（无疗效证据）；（10）苯二氮䓬类药物治疗失眠≥ 2 周（增加药物依赖性，

摔倒、骨折和发生交通事故的风险）；（11）Z- 药物（唑吡坦、唑吡酮、扎来普隆）治疗失眠≥ 2 周（增

加跌倒和骨折的风险）；（12）抗精神病药物（喹硫平和氯氮平除外）用于帕金森病和路易体病的患者

（有发生严重锥体外系症状的风险）；（13）抗胆碱能或抗毒蕈碱药物（比哌立登、邻甲苯海明、普环啶、

苯海索）用于治疗抗精神病药物引起的锥体外系反应（存在抗胆碱能毒性风险）；（14）抗胆碱能或抗

毒蕈碱药物 [ 强效抗胆碱能 / 抗毒蕈碱作用的药物包括 TCAs（如阿米替林、多塞平、丙咪嗪、去甲替

林）、抗精神病药（如氯丙嗪、氯氮平、硫硝嗪）、第一代抗组胺药（如苯海拉明、氯苯那敏）、膀胱

解痉药（如托特罗定、奥昔布宁）、东莨菪碱、普环啶、苯托品、替托尼定 ] 用于谵妄或痴呆的患者（存

在加重认知障碍风险）；（15）抗精神病药物用于痴呆型精神行为症状＞ 12 周，除非症状严重或非药

物治疗无效（增加中风、心肌梗死的风险）；（16）将抗精神病药物作为安眠药，除非失眠是由精神病

或痴呆引起（存在意识障碍、低血压、锥体外系症状和跌倒风险）；（17）胆碱酯酶抑制剂用于有持续

心动过缓史（＜ 60 次·min － 1）、心脏传导阻滞或反复出现不明原因晕厥的患者，或合用减慢心率的

药物如β 受体阻滞剂、地高辛、地尔硫䓬、维拉帕米（存在心脏传导阻滞、晕厥和受伤的风险）；（18）
胆碱酯酶抑制剂与诱发持续性心动过缓（＜ 60 次·min － 1）的药物联合使用，如β 受体阻滞剂、地高

辛、地尔硫䓬、维拉帕米（存在心脏传导阻滞、晕厥和受伤的风险）；（19）美金刚用于既往或现阶段

存在癫痫发作的患者（增加癫痫发作的风险）；（20）益智药（银杏叶、吡拉西坦、普拉西坦、苯基吡

拉西坦、茴拉西坦、磷脂酰丝氨酸、莫达非尼、L- 茶氨酸、ώ-3 脂肪酸、人参、红景天、肌酸）用于

痴呆的患者（无有效性证据）；（21）吩噻嗪类作为精神病或痴呆的非认知症状的一线药物，因有更安

全和有效的替代药物（吩噻嗪类有镇静作用、在老年人中有显著的抗胆碱毒性；以下情况除外：奋乃

静用于呕吐、恶心、眩晕，氯丙嗪用于缓解持续的呃逆和左米丙嗪作为姑息治疗的镇吐药）；（22）左

旋多巴和多巴胺受体激动剂用于良性特发性震颤（无有效性证据）；（23）左旋多巴或多巴胺激动剂用

于治疗抗精神病药物或其他类药物引起的帕金森病的锥体外系副作用（避免不适当的“处方瀑布”）；

（24）第一代抗组胺药物作为过敏或瘙痒的一线治疗药物（更安全、低毒的药物已广泛应用）；（25）第

一代抗组胺药治疗失眠（副作用风险高，Z- 药物更安全，更适合短期使用）

（1）增加疾病类型：慢性便秘、近

期跌倒、体位性低血压病史；（2）
增加疾病限定，由“抗抑郁”

变更为“重度抗抑郁”；（3）新

增内容；（4）增加药品：乙酰丙

嗪、左旋丙嗪、奥氮平、甲硫哒

嗪；删除药品：珠氯噻醇；（5）
新增内容；（7）～（11）新增内

容；（13）明确具体药物：比哌立

登、邻甲苯海明、普环啶、苯海

索；（14）明确具体药物：强效抗

胆碱能 / 抗毒蕈碱作用的药物种

类；（15）明确用药持续时间，增

加心肌梗死风险；（18）～（20）
新增内容；（21）增加疾病限定

“精神病或痴呆的非认知症状”；

（23）新增内容；（24）增加疾病限

定“作为过敏或瘙痒的一线治疗

药物”；（25）新增内容

续表 1
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5 肾脏系统，以下常用处方药可能不适用于患有急性或慢性肾脏疾病且肾功能受损低于特定 eGFR 水平

的老年人

（1）eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）时，长期使用＞ 125 μg·d－ 1 地高辛（未进行血药浓度监测可能存在

中毒风险）  ；（2）eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）时直接使用凝血酶抑制剂（如达比加群）（存在出血风

险）；（3）eGFR ＜ 15 mL/（min·1.73 m2）时使用Ⅹa 因子抑制剂（如利伐沙班、阿哌沙班、依多沙班）

（存在出血风险）；（4）eGFR ＜ 50 mL/（min·1.73 m2）时使用 NSAIDs（存在肾功能恶化风险）；（5）
eGFR＜10 mL/（min·1.73 m2）时使用秋水仙碱（存在秋水仙碱毒性风险）；（6）eGFR＜30 mL/（min·1.73 
m2）时使用二甲双胍（存在乳酸酸中毒风险）；（7）eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）时使用盐皮质激素受

体拮抗剂（如螺内酯、依普利酮）（存在高钾血症风险）；（8）eGFR ＜ 45 mL/（min·1.73 m2）时使用呋喃

妥英（增加呋喃妥英毒性风险）；（9）eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）时使用双膦酸盐（增加急性肾衰竭

风险）；（10）eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）时使用甲氨蝶呤（增加甲氨蝶呤毒性风险）

（3）增加药品：依多沙班；（7）～ 
（10）新增内容

6 胃肠系统

（1）奋乃静或甲氧氯普胺用于帕金森患者（可加重帕金森症状）；（2）无并发症的消化性溃疡患者使用全剂量

质子泵抑制剂（PPI）＞ 8 周（应减低剂量或及早停药或 H2 拮抗剂维持治疗）；（3）在有替代药物的情况

下，将易引起便秘的药物（如抗毒蕈碱药物、口服铁剂、阿片类、维拉帕米、含铝抗酸剂）用于慢性便秘

的患者（加重便秘）；（4）口服铁元素大于 200 mg·d－ 1（如富马酸亚铁＞ 600 mg·d－ 1、硫酸亚铁＞ 600 
mg·d－ 1、葡萄糖酸亚铁＞ 1800 mg·d－ 1，无证据表明更大剂量可以增加铁的吸收）；（5）有消化性溃疡或

糜烂性食管炎病史的患者使用糖皮质激素（有复发风险，除非联合 PPI）；（6）有胃窦血管扩张（西瓜胃）病

史的患者使用抗血小板或抗凝药物（有胃肠道大出血风险）；（7）吞咽困难患者使用抗精神病药物（增加吸

入性肺炎风险）；（8）给予醋酸甲地孕酮以增加食欲（增加血栓形成和死亡的风险，但疗效尚未证实）

（2）删除疾病限定“糜烂性食管

炎”，增加消化性溃疡的序贯治

疗方法“H2 拮抗剂维持治疗”；

（5）～（8）新增内容

7 呼吸系统

（1）茶碱作为慢性阻塞性肺疾病（COPD）的单一治疗药物（有更安全、有效的可选药物；治疗窗窄容易

导致不良反应）；（2）采用全身性糖皮质激素而非吸入糖皮质激素作为中、重度 COPD 患者维持治疗

（吸入糖皮质激素有效时，应避免全身性糖皮质激素所致的不良反应）；（3）长效毒蕈碱类拮抗剂（如

噻托溴铵、阿地溴铵、umeclidinium、格隆溴铵）用于有闭角型青光眼（可能加重青光眼）或膀胱出口

梗阻史的患者（可能造成尿潴留）；（4）苯二氮䓬类药物用于急、慢性呼吸衰竭 [ 氧分压（pO2）＜ 8.0 
kPa 和 / 或二氧化碳分压（pCO2）＞ 6.5 kPa] 的患者（加重呼吸衰竭的风险）

（3）增加药品：阿地溴铵、

umeclidinium、格隆溴铵，删除药

品：异丙托溴铵

8 肌肉骨骼系统

（1）选用 NSAIDs 而非选择性环氧化酶 -2（COX-2）抑制剂用于有消化性溃疡史或消化道出血患者，除非

联用 PPI 或 H2 受体阻断剂（存在消化性溃疡复发风险）；（2）NSAIDs 用于重度高血压即收缩压持续＞

170 mmHg 和 / 或舒张压持续＞ 100 mmHg 的患者（可加重高血压）；（3）未试用对乙酰氨基酚的情况

下长期用 NSAIDs（＞ 3 个月）缓解骨关节炎的疼痛（简单的镇痛药更可取，而且通常疗效相当，更安

全）；（4）长期单用糖皮质激素（＞ 3 个月）治疗类风湿关节炎（存在全身性糖皮质激素的不良反应风

险）；（5）糖皮质激素（单纯骨关节痛患者周期性关节内注射除外）用于骨关节炎（存在全身性糖皮质

激素的不良反应风险）；（6）不存在黄嘌呤氧化酶抑制剂（如别嘌醇、非布司他）使用禁忌证时，长期

（＞ 3 个月）将 NSAIDs 或秋水仙碱治疗慢性痛风（黄嘌呤氧化酶抑制剂是预防痛风发作的首选药物）；

（7）NSAIDs 联合糖皮质激素治疗任何类型的关节炎 / 风湿病（增加消化性溃疡疾病的风险）；（8）口服

双膦酸盐用于近期或现阶段存在上消化道疾病（如吞咽困难、食管炎、胃炎、十二指肠炎、胃及十二

指肠溃疡或上消化道出血）的患者（有食管炎、食管溃疡、食管狭窄复发 / 加重的风险）；（9）长期服用

阿片类药物治疗骨关节炎（缺乏疗效证据，增加严重副作用风险）

（2）增加重度高血压的解释“收缩压

持续＞ 170 mmHg 和 / 或舒张压

持续＞ 100 mmHg”；缩小疾病范

围，删除“严重心力衰竭”；（3）
增加对乙酰氨基酚用药原因“更

安全”；（6）明确药物使用持续时

间＞ 3 个月；（7）删除上一版建议

“未预防性使用 PPI”，增加疾病

类型“治疗任何类型的关节炎 / 风
湿病”；（9）新增内容

9 泌尿生殖系统

（1）抗毒蕈碱药物（奥昔布宁、托特罗定、曲司氯铵）用于痴呆或慢性认知障碍（增加混乱和骚动的风

险）；（2）抗毒蕈碱药物（奥昔布宁、托特罗定、曲司氯铵）用于闭角型青光眼（存在青光眼急性加重

的危险）；（3）抗毒蕈碱药物（奥昔布宁、托特罗定、曲司氯铵）用于良性前列腺增生的下尿路症状和

排空后残余尿量高（大于 200 mL）（不确定在老年男性尿潴留的疗效，增加尿潴留风险）；（4）抗毒蕈碱

药物（奥昔布宁、托特罗定、曲司氯铵）用于便秘患者（存在加剧便秘的风险）；（5）α1 受体拮抗剂除

西洛多辛外（如阿夫唑嗪、多沙唑嗪、吲哌胺、坦索罗辛、特拉唑嗪）用于体位性低血压或晕厥史（可

致反复晕厥）；（6）米拉贝隆用于不稳定或严重的高血压（加重高血压的风险）；（7）度洛西汀用于尿急

或急迫性尿失禁（度洛西汀适用于压力性尿失禁，但不适用于尿急或急迫性尿失禁）；（8）抗菌药物用

于无症状性菌尿（无治疗指征）

（1）（2）（3）明确具体药物：奥昔布宁、

托特罗定、曲司氯铵。由上一版一

条调整为三条，每一种疾病分别列

一条；（3）增加症状“排空后残余尿

量高”；（4）新增内容；（5）明确具体

药物：阿夫唑嗪、多沙唑嗪、吲哌胺、

坦索罗辛、特拉唑嗪。扩大疾病类

型：由上一版“排尿性晕厥”调整为

“晕厥史”；（6）～（8）新增内容

续表 1
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10 内分泌系统

（1）长效磺脲类（格列本脲、氯磺丙脲、格列美脲）用于 2 型糖尿病（可致持续性低血糖）；（2）噻唑烷二酮

（吡格列酮、罗格列酮）用于心力衰竭患者（可能加重心力衰竭）；（3）非选择性β 受体阻滞剂用于频繁出

现低血糖的糖尿病患者（掩盖低血糖症状）；（4）SGLT-2 抑制剂（如卡格列净、达格列净、恩格列净、艾

瑞格列净）用于症状性低血压（加重低血压风险）；（5）有乳腺癌病史患者使用雌激素（增加复发风险）；

（6）有静脉血栓栓塞史患者使用雌激素（增加复发风险）；（7）有冠状动脉狭窄、脑或外周动脉疾病史患

者进行绝经期激素治疗（雌激素加黄体酮）（增加急性动脉血栓形成风险）；（8）子宫完整的患者在不补充

孕激素的情况下口服雌激素（存在子宫内膜癌的风险）；（9）左甲状腺素用于亚临床甲状腺功能减退，即

游离 T4 正常，促甲状腺激素（TSH）升高但＜ 10 mU·L－ 1（无证据获益，有医源性甲状腺毒症风险）；

（10）抗利尿激素类似物（如去氨加压素、抗利尿激素）用于治疗尿失禁或尿频（症状性低钠血症风险）

（1）缩小药物种类：由上一版“β
受体阻滞剂”调整为“非选择

性β 受体阻滞剂”；（4）新增内

容；（5）（6）由上一版一条调整为

二条，每一种疾病分别列一条；

（9）～（10）新增内容

11 老年人使用可能增加跌倒风险的药物

（1）苯二氮䓬类药物用于反复跌倒患者（可能导致感觉减退，平衡能力受损）；（2）抗精神病药物用于反

复跌倒患者（可能导致帕金森病）；（3）血管舒张剂用于反复跌倒并持续性体位性低血压（反复出现收

缩压下降≥ 20 mmHg）的患者（可致晕厥、跌倒）；（4）Z- 药物如佐匹克隆、唑吡坦、扎来普隆用于反

复跌倒的患者（可致持续的日间镇静、共济失调）；（5）抗癫痫药物用于反复跌倒患者（可能损害感觉，

对小脑功能产生不利影响）；（6）第一代抗组胺药用于反复跌倒的患者（可能损害感觉）；（7）阿片类药

物用于反复跌倒患者（可能损害感觉）；（8）抗抑郁药用于反复跌倒患者（可能损害感觉）；（9）α 受体阻

滞剂用于反复跌倒患者降血压（可能引起直立性低血压）；（10）α 受体阻滞剂除西洛多辛外用于反复跌

倒患者的尿失禁（可能引起直立性低血压）；（11）使用中枢性降压药（可能损害感觉并引起体位性低血

压）；（12）抗毒蕈碱药物用于膀胱过度活动或急性尿失禁（可能损害感觉）

（1）增加疾病限定：用于反复跌倒患

者；（2）增加疾病限定：用于反复

跌倒患者；（3）删除上一版举例品

种：α1 受体阻断剂、钙通道阻断剂、

长 效 硝 酸 酯 类、ACEIs、ARBs；
增加疾病限定：用于反复跌倒患

者；（4）增加疾病限定：用于反复

跌倒患者；（5）～（12）新增内容

12 镇痛药物

（1）口服或经皮使用强效阿片类（吗啡、羟考酮、芬太尼、丁丙诺啡、二醋吗啡、美沙酮、曲马多、哌替啶、

喷他佐辛）作为轻度疼痛的一线药物（WHO 镇痛阶梯治疗未推荐，对乙酰氨基酚或 NSAIDs 不作为一

线治疗）；（2）规律使用阿片类药物（与必要时使用不同）时未联用缓泻药（严重便秘的风险）；（3）仅

使用长效阿片类药物治疗爆发痛而未联用短效阿片类药物（存在持续性重度疼痛的风险）；（4）局部用

利多卡因贴剂治疗慢性骨关节炎疼痛（缺乏疗效证据）；（5）加巴喷丁类药物（如加巴喷丁、普瑞巴林）

治疗非神经性疼痛（缺乏疗效证据）；（6）对营养状况不佳，即 BMI ＜ 18 kg·m － 2 或慢性肝病的患者，

对乙酰氨基酚剂量≥ 3 g·24 h － 1（存在肝毒性风险）

（1）增加不适合用药理由：“对乙酰

氨基酚或 NSAIDs 不作为一线治

疗”；（2）增加限定条件：“与必要

时使用不同”；（4）～（6）新增内

容

13 抗毒蕈碱 / 抗胆碱药物

（1）联用两种以上抗毒蕈碱 / 抗胆碱能药物（如膀胱解痉剂、肠道解痉剂、TCAs、第一代抗组胺药、抗精

神病药）会增加抗毒蕈碱 / 抗胆碱药物的毒性

（1）增加药物品种：抗精神病药

表 2　2023 年第三版 START标准及更新内容 
Tab 2　2023 START criteria and updates (version 3)

除非老年患者处于临终状态，需要姑息治疗，否则在排除用药禁忌证情况下考虑应用这些

药物
更新内容

1 指示性药物

（1）如果一种药物在特定的临床情况下有明确的适应证并被认为是合适的，并且没有明确

的禁忌证，那么该药物应该按照处方指南的剂量和持续时间开始使用

（1）新增内容

2 心血管系统

（1）收缩压＞ 140 mmHg 和 / 或舒张压＞ 90 mmHg 的患者接受抗高血压治疗；如果是中度

或重度身体虚弱的患者，收缩压＞ 150 mmHg 和 / 或舒张压＞ 90 mmHg 的患者接受抗

高血压治疗；（2）有冠状动脉、脑血管或周围血管疾病病史的患者可接受他汀类药物治

疗，除非患者处于生命末期或已确定中度或重度虚弱状态；（3）冠状动脉疾病患者使用

ACEIs；（4）冠状动脉疾病患者使用β 受体阻滞剂；（5）心力衰竭伴射血分数降低的患者

使用 ACEIs；（6）稳定心力衰竭伴射血分数降低患者使用心脏选择性β 受体阻滞剂（比索

洛尔、奈必洛尔、美托洛尔或卡维地洛）；（7）心力衰竭无严重肾功能损害 [ 即 eGFR ＞

30 mL/（min·1.73 m2）] 的患者使用盐皮质激素受体拮抗剂（螺内酯、依普利酮）；（8）
伴有或不伴有射血分数降低的症状性心力衰竭，无论是否存在糖尿病患者使用 SGLT-2
抑制剂（卡格列净、达格列净、恩格列净、艾瑞格列净）；（9）对于已经进行了足剂量的

ACEIs 或 ARBs 治疗后仍出现持续性 HFREF 的患者建议用沙库巴曲缬沙坦替代 ACEIs
或 ARBs；（10）心率不受控制的慢性心房颤动患者使用β 受体阻滞剂；（11）伴射血分数降

低和缺铁的症状性心力衰竭患者进行静脉注射铁剂治疗

（1）更改降压起始指标，由“收缩压持续＞ 160 
mmHg”更改为“收缩压＞ 140 mmHg”；更改疾

病限定，由“糖尿病患者”变更为“中度或重度身

体虚弱的患者”；（2）更改疾病限定，由“年龄＞

85 岁”更改为“中度或重度虚弱状态”；（3）（5）由

一项调整为两项，每一种疾病分别列一项。并更

改疾病限定，由上一版“收缩性心力衰竭”变更为

“心力衰竭伴射血分数降低”；（4）更改疾病限定，

删除上一版“缺血性心脏病”更改为“冠状动脉

疾病”； （6）更改疾病限定，增加“射血分数降

低”限定；（7）～（11）新增内容

续表 1
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除非老年患者处于临终状态，需要姑息治疗，否则在排除用药禁忌证情况下考虑应用这些

药物
更新内容

3 凝血系统 新增，将心血管系统中两项变更至凝血系统

（1）慢性或阵发性房颤患者使用维生素 K 拮抗剂或直接凝血酶抑制剂或Ⅹa 因子抑制剂；

（2）有冠状动脉、脑血管或外周血管疾病病史的患者接受抗血小板治疗（阿司匹林、氯

吡格雷、普拉格雷或替格瑞洛）

（1）更改疾病限定，增加“阵发性房颤”限定

4 中枢神经系统 更改系统，由“中枢神经系统和眼”变更为“中枢神

经系统”，删除青光眼患者处方遗漏的提醒内容

（1）伴有功能障碍和残疾的特发性帕金森病患者使用左旋多巴或多巴胺受体激动剂；（2）
重度抑郁症患者使用非 TCAs；（3）轻 - 中度阿尔茨海默病患者使用乙酰胆碱酯酶抑制

剂（例如多奈哌齐、卡巴拉汀或加兰他敏）；（4）路易体痴呆或帕金森病患者进行卡巴拉

汀治疗；（5）影响到独立功能和生活质量的持续严重焦虑患者使用 SSRIs，如果 SSRIs
禁忌，使用 SNRIs 或普瑞巴林；（6）排除铁缺乏和严重肾衰竭（即 eGFR ＜ 30 mL /
（min·m － 2）的不宁腿综合征患者使用多巴胺激动剂（罗匹尼罗、普拉克索或罗替戈汀）；

（7）原发性震颤伴功能损害及由此导致的残疾的患者使用普萘洛尔

（2） 更 改 疾 病 限 定， 删 除“持 续 性”限 定；

（3）～（4）由一项调整为两项，增加“帕金森

痴呆”疾病限定，并将“路易体痴呆或帕金森

痴呆患者”处方遗漏提醒由“乙酰胆碱酯酶抑

制剂”一类药品变更为“卡巴拉汀”单个药品；

（5）更改疾病限定，增加“生活质量”限定；

（6）明确严重肾衰竭检测结果：即 eGFR ＜ 30 
mL/（min·m － 2）；（7）新增内容

5 肾脏系统 新增肾脏系统

（1）严重慢性肾脏疾病 [ 即 eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）] 伴低钙血症（校正后的血清

钙＜ 2.10 mmol·L － 1）和继发性甲状旁腺功能亢进患者使用 1α- 羟基骨化醇或骨化三醇；

（2）重度慢性肾脏疾病 [ 即 eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）] 在坚持肾病饮食情况下血

清磷酸盐浓度持续＞ 1.76 mmol·L － 1（5.5 mg·dL － 1）的患者使用磷结合剂；（3）严重慢

性肾脏疾病 [ 即 eGFR ＜ 30 mL/（min·1.73 m2）] 伴非血液病引起的贫血或血红蛋白浓

度达到 10.0 至 12.0 g·dL － 1 的缺铁性贫血患者使用促红细胞生成素类似物；（4）慢性肾

病伴蛋白尿（尿白蛋白排泄＞ 300 mg/24 h）的患者使用 ARBs 或 ACEIs

（1）～（4）新增内容

6 消化系统

（1）严重的胃食管反流病或需要扩张手术治疗的消化道狭窄患者使用 PPI；（2）既往有消化

性溃疡或反流性食管炎病史的患者在起始服用低剂量阿司匹林同时使用 PPI；（3）进行

短期（＜ 2 周）或长期（＞ 2 周）NSAIDs 治疗的患者使用 PPI；（4）憩室病且有便秘病

史的患者使用纤维补充剂（例如麸皮、卵叶车前草、甲基纤维素及苹婆）；（5）慢性持续

性特发性或继发性良性便秘患者使用渗透性通便剂（如乳果糖、聚乙二醇、山梨醇）；

（6）未出现免疫功能低下或严重虚弱的患者在进行抗生素治疗同时使用益生菌，用以预

防难辨梭状芽孢杆菌相关腹泻；（7）HP 相关活动性消化性溃疡患者进行 HP 根除治疗

（2）～（3）、（5）～（7）新增内容

7 呼吸系统

（1）有症状的 GOLD 分级为一级或二级的 COPD 和慢性哮喘使用长效的抗胆碱能药物（如

噻托溴铵、阿地溴铵、乌美溴铵、格隆溴铵）或长效β2 受体激动剂（如班布特罗、福莫

特罗、茚达特罗、奥达特罗、沙美特罗）；（2）中 - 重度哮喘或 COPD 患者规律使用吸入

的糖皮质激素类药物（如倍氯米松、布地奈德、环索奈德、氟替卡松、莫米松），其中第

1 s 用力呼气容积＜ 50% 预计值并且反复急性加重的患者需要口服糖皮质激素治疗；（3）
慢性低氧血症（即 pO2 ＜ 8.0 kPa/60 mmHg 或动脉血氧饱和度＜ 0.89%）患者使用家庭持

续氧疗

（1）新增内容；（2）增加吸入用糖皮质激素举例

8 肌肉骨骼系统

（1）慢性、活动性、致残性风湿病患者使用缓解病情的抗风湿药物；（2）长期接受全身性

糖皮质激素治疗的患者使用双膦酸盐、维生素 D 和钙剂用以预防类固醇性骨质疏松

症；（3）骨质疏松症和 / 或脆性骨折史和 / 或一个或多部位骨密度 T- 值＜－ 2.5 的患者

补充维生素 D；（4）没有药理学或临床禁忌（如预期寿命低于一年）和 / 或既往有脆性

骨折史的骨质疏松症（一个或多个部位骨密度 T- 值＜－ 2.5）患者接受骨抗吸收或合成

代谢治疗（如双膦酸盐、特立帕肽、地诺单抗）；（5）居家不出或有跌倒史或骨质减少

（一个或多部位骨密度 T- 值＞－ 2.5 但＜－ 1.0）并确认为 25- 羟基骨化醇缺乏（＜ 20 
μg·L － 1，＜ 50 nmol·L － 1）的老年人补充维生素 D；（6）在停用至少两剂地诺单抗后

进行抗吸收治疗（地诺单抗停药后反弹增加骨转换标志物，骨密度损失和后椎体骨折的

风险）；（7）停止特立帕肽 / 阿巴帕肽骨质疏松治疗后进行抗吸收治疗；（8）具有痛风复

发史的患者使用黄嘌呤氧化酶抑制剂（例如别嘌醇、非布司他）；（9）服用甲氨蝶呤的患

者补充叶酸

（1）缩小疾病限定范围，增加“慢性”限定；（2）
增加用药目的说明：以预防类固醇性骨质疏松

症；（3）～（4）扩大疾病限定范围，由“多部

位”变更为“一个或多部位”，对临床禁忌情况

进行举例：预期寿命低于一年；（5）更改疾病

限定范围，由上一版“多部位骨密度 T- 值＜－

2.5”变更为“一个或多部位骨密度 T- 值＜－

2.5”；增加“确认为 25- 羟基骨化醇缺乏（＜ 20 
μg·L － 1，＜ 50 nmol·L － 1）”限定；（6）～（7）
新增内容

9 泌尿生殖系统

续表 2
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除非老年患者处于临终状态，需要姑息治疗，否则在排除用药禁忌证情况下考虑应用这些

药物
更新内容

（1）不需要前列腺切除术的良性前列腺增生存在下尿路症状的患者使用选择性α1 受体阻滞

剂（如坦索罗辛、西洛多辛）；（2）不需要前列腺切除术的良性前列腺增生存在下尿路症

状的患者使用选择性 5α- 还原酶抑制剂（如非那雄胺、度他雄胺）；（3）症状性萎缩性阴

道炎患者局部使用阴道雌激素或阴道雌激素栓剂；（4）复发性尿路感染的女性患者局部

使用阴道雌激素或阴道雌激素栓剂；（5）持续性勃起功能障碍患者使用 5- 磷酸二酯酶抑

制剂（如阿伐地尔、西地那非、他达拉非、伐地那非）

（1）缩小疾病限定范围，增加“存在下尿路症状”

限定；缩小药物种类：由“α1 受体阻断剂”调

整为“选择性α1 受体阻滞剂”；增加举例药品：

坦索罗辛、西洛多辛；（2）缩小药物种类：由

“5-α 还原酶抑制剂”调整为“选择性 5-α 还原

酶抑制剂”，并举例药品；（4）～（5）新增内容

10 内分泌系统

（1）具有肾脏疾病证据的糖尿病患者，即蛋白尿或微量白蛋白尿（＞ 30 mg/24 h），除非

有严重慢性肾脏病的证据 [eGFR ＜ 30 mL/（min·m2）]，使用 ACEIs 或 ARBs（如果

ACEIs 不耐受）

（1）缩小疾病限定范围，增加“除非有严重慢性

肾脏病的证据（eGFR ＜ 30 mL/（min·m2）”

限定

11 止痛药

（1）对乙酰氨基酚、NSAIDs 或弱阿片类药物不适用或无效的中 - 重度疼痛患者使用强效阿

片类药物；（2）定期服用（与必要时使用不同）阿片类药物的患者使用缓泻剂；（3）5% 利

多卡因贴剂用于局部神经性疼痛，如疱疹后神经痛

（1）增加“与必要时使用不同”；（3）新增内容

12 疫苗

（1）每年接受季节性流感疫苗的注射；（2）根据国家指南至少接种一次肺炎球菌疫苗；（3）根

据国家指南接种水痘 - 带状疱疹疫苗；（4）按照国家指南接种 SARS-CoV2 疫苗

（3）～（4）新增内容

续表 2

⑤ 调整用药剂量，如 3（1）阿司匹林由第二版＞

160 mg·d － 1 调整为＞ 100 mg·d － 1；⑥ 明确用
药持续时间，如 3（3）明确长期继发性卒中预防
时间为＞ 4 周；⑦ 根据疾病不同拆分条目，如第
二版“抗毒蕈碱药物用于痴呆或慢性认知功能损
害或闭角型青光眼，或慢性前列腺疾病”拆分为
9（1）“抗毒蕈碱药物用于痴呆或慢性认知障碍”、
9（2）“抗毒蕈碱药物用于闭角青光眼”、9（3）“抗
毒蕈碱药物用于良性前列腺增生的下尿路症状和
排尿后残留量高”三项。
　　START 标准变更内容分类与 STOPP 标准类
似，同样包括了 STOPP 标准①③④⑦四类变更
且主要集中在增减疾病范围及限定，另有一类为
增加用药目的说明，如 8（2）增加双膦酸盐、维
生素 D 和钙剂使用目的为预防类固醇性骨质疏松
症。完整列表及其余变更内容详见表 1、2。
1.4　删除内容
　　删除内容为已经过时或冗余项目。第三版
STOPP/START 标准正文描述为第二版 STOPP 标准
删除了 2 个条目，即条目 3（2）和 8（7）；START
标准删除了 1 个条目，即条目 2（1）。如 3（2）“对
于有消化性溃疡病史的患者使用阿司匹林时未给
予 PPI”这项标准因在第三版 START 新增标准 6
（2）中进行体现，所以在 STOPP 标准中删除。
2　讨论
2.1　第三版标准更具有实用性 
　　2014 年第二版 STOPP/START 标准发表后，
有文献指出很多条目未标注具体的用药名称 [8]，
对使用者的要求更高，且更容易产生歧义。第三

版 STOPP 标准中修订的 7 个条目 [4（4）、4（13）、
4（14）、9（1）、9（2）、9（3）、9（5）] 和新增的 8
个条目 [2（15）、3（14）、4（11）、4（20）、9（4）、
10（4）、10（10）、12（5）] 均列举了具体药品品种；
对疾病对应检查指标或用药持续时间也进行了明
确定义：如高钾血症血钾范围 [2（12）]、持续性
心动过缓心率范围 [4（18）]、重度高血压血压范
围 [8（2）]、亚临床甲状腺功能减退 TSH 范围 [10
（9）]、营养状况不佳 BMI 范围 [12（6）]；长期用
药或持续服药时间 [3（3）、4（5）、4（10）、4（15）、
8（6）等 ]。总之，第三版 STOPP/START 标准对
比第二版标准药品更明确，指标更具体。对于临
床医师和药师来说，更加具体实用。
2.2　第三版标准更科学合理 
　　第三版 STOPP/START 标准拟议时间距离第二
版标准发布已有 7 年之久，在此期间有关老年人
PIM 和潜在性处方遗漏（PPO）的文献大量增加，
因此新标准对第二版标准内容进行了大量的修订和
更新，疾病范围也根据新的循证证据进行了限定。
使新标准更加科学合理。例如沙库巴曲缬沙坦是在
2015 年先后在美国和欧盟获得上市批准，2017 年
中国国家食品药品监督管理总局批准上市。欧美和
中国的心力衰竭指南关于慢性 HFREF 治疗中，均
推荐沙库巴曲缬沙坦替代 ACEIs 或 ARBs，以进一
步降低心力衰竭的发病率及死亡率 [9-11]。在第三版
START 标准中，新增了相关标准条目，即 2（9）对
于已经进行了足剂量的 ACEIs 或 ARBs 治疗后仍出
现持续性 HFREF 的患者建议用沙库巴曲缬沙坦替
代 ACEIs 或 ARBs。
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2.3　新标准带来的挑战 
　　第三版 STOPP/START 标准较第二版标准条
目增加了 66.67%。诸多的审查规则对其在临床
医师日常药物审查中的应用提出了挑战。通过手
工筛查可能耗费大量的人力和时间成本。而开发
和使用计算机软件将 STOPP/START 转换为算法，
在医师处方开具同时直接给出 STOPP/START 标
准化建议辅助决策，提高标准应用的便利性，这
就需要医师、药师和信息工程师的沟通协作。目
前已有计算机辅助 STOPP/START 标准应用于临
床的研究 [12-14]，Verdoorn 等 [14] 将第二版 STOPP/
START 标准集成到临床决策支持系统中，但由
于计算机编辑的审查规则分辨率较低，导致过多
假阳性结果出现，使计算机辅助审查接受率低。
因此亟须更加精准的计算机语言辅助，使新版
STOPP/START 标准更好地服务临床。
2.4　删除条目未对应部分解释 
　　对比第二、第三版标准，笔者实际发现 STOPP
标准删除了4个条目，START 标准删除了3个条目。
除了上文“1.4”项下删除内容提到的 3 个条目外，
另有第二版 STOPP 标准 2 个条目 [3（11）、10（6）]
和 START 标准 2 个条目 [1（2）、3（4）]，笔者理解
在新版本中也进行了删除。
　　综上所述，2023 年第三版 STOPP/START 标
准新增、修订了多个标准条目，表述更加准确实
用，更有利于帮助临床医师在常规药物审查期间
发现和预防更多的不良药物 - 药物和药物 - 疾病
相互作用。但要在临床诊疗中发挥更大的作用，
还需先进的技术支持及多个部门通力合作。
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基于 Kano-QFD模型的 PIVAS药学服务需求分析 
与服务模式构建
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摘要：目的　准确有效地识别静脉用药调配中心（PIVAS）药学服务的临床需求，根据需求设
计 PIVAS 药学服务模式，提升药学服务质量。方法　对我院临床护理人员进行 PIVAS 需求问
卷调研，通过 Kano 模型对临床需求进行属性分析，同时基于质量功能展开（QFD）理论以临
床需求属性为导向进行方案设计，搭建质量屋模型。结果　收集 16 个临床需求，通过权重排
序确定提高工作效率和提升临床沟通满意度为两大攻坚点，制订我院 PIVAS 药学服务的方策
为：① 优化智能审方系统；② 优化工作流程；③ 完善绩效考核制度；④ 建立 PIVAS 药师与
临床沟通新模式。结论　通过 Kano 模型与 QFD 模型的结合，更加准确地将临床需求转化为
PIVAS 药学实践，实现以临床需求为驱动的 PIVAS 药学服务模式。
关键词：静脉用药调配中心；Kano-QFD 模型；药学服务
中图分类号：R95　　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2024)12-3403-06
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Demand analysis and service model construction of PIVAS pharmacy 
service based on Kano-QFD model

LING Ya, ZHU Ling, DOU Xing-ru, PAN Zhen-feng, CAO Jin-jin, SUN Yi, CHEN Rong* (Department 
of Pharmacy, The First Affiliated Hospital of Soochow University, Suzhou  Jiangsu  215006)

Abstract: Objective  To accurately and effectively identify the clinical demands of pharmacy 
intravenous admixture services (PIVAS) pharmacy service, design PIVAS pharmacy service model 
according to the demands, and improve the quality of pharmacy service. Methods  PIVAS demand 
questionnaire was prepared for clinical nursing staff in our hospital, and attribute analysis of clinical 
demand was conducted out through the Kano model. Meanwhile, programme was designed based 
on the QFD theory with the attributes of clinical demand as the guide, and the quality house model 
was constructed. Results  Totally 16 clinical demands were collected, improving efficiency and 
satisfactory communication satisfaction were the two main aspects in weighted ranking, and the 
PIVAS pharmacy service policy was as follows: ① optimization of the intelligent prescription system; 
② workflow simplification; ③ optimizing performance appraisal system; ④ establishment of a 
PIVAS pharmacist-clinical communication system. Conclusion  By the combination of Kano model 
and QFD model, we accurately translate clinical demands into PIVAS pharmacy practice to facilitate 
PIVAS pharmacy service driven by clinical demands. 
Key words: PIVAS; Kano-QFD model; pharmacy service
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　　静脉用药调配中心（PIVAS）是医疗机构为
患者提供静脉用药集中调配专业技术服务的部
门，通过静脉用药处方医嘱审核干预、加药混合

调配、参与静脉用药使用评估等为临床提供优质、
可直接静脉输注的成品输液 [1]。随着国家医药卫
生体制改革的不断推进，医疗服务质量越来越受
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到人们的重视，因此如何科学合理地评价医疗服
务质量显得尤为重要。在临床日常工作中，医嘱
提交、病区成品输液核对签收以及给予患者用药
都是由病区临床护士完成，因此临床护士满意度
是评估 PIVAS 服务质量的一个重要指标 [2]。2021
年发布的《静脉用药调配中心建设与管理指南
（试行）》第三十条规定，PIVAS 药师应当与临床
科室保持紧密联系，了解各临床科室静脉用药特
点、总结临床典型案例，调研、掌握临床静脉用
药状况，收集临床科室有关成品输液质量等反馈
信息 [1]。国家卫生健康委《关于进一步加强用药
安全管理提升合理用药水平的通知》指出当前推
进药学服务应从“以保障药品供应为中心”转变
为“在保障药品供应的基础上，以重点加强药学
专业技术服务，参与临床用药为中心”[3]。因此，
深入临床，了解临床需求，并基于临床需求及时
优化 PIVAS 药学服务模式显得尤为重要。
　　Kano 模型由东京理工大学 Noriaki Kano 教
授发明，是一种根据产品质量要素与顾客满意度
之间不同类型的非线性关系对用户需求进行分类
和优先排序的工具，被广泛应用于提升产品服务
质量的研究中 [4]。有研究显示将 Kano 模型应用
于医疗服务需求评价中，可为医疗服务质量改
进提供依据 [5-6]。功能质量展开（quality function 
deployment，QFD）主要通过“质量屋”模型，以
文字图片结合形式表现用户需求与产品要素之间
的联系，用于分析产品的设计目标 [7]。Kano 模型
分析可以对用户需求进行分类，但不具有将用户
需求转化为产品设计要素功能，通常在满意度评
价前作为一种辅助研究模型 [8]。将 Kano 模型与
QFD 模型进行结合即 Kano-QFD 模型，可有效
完善模型功能并且提高模型可靠性，应用 Kano-
QFD 模型不但能够准确分析用户需求，确定正确
服务方向，还能够引导产品设计符合用户需求，
保证用户满意度 [9]。本研究旨在应用 Kano 模型
与 QFD 模型集成方法，准确有效地识别 PIVAS
药学服务的临床需求，根据需求设计 PIVAS 药学
服务模式，提升药学服务质量。
1　资料与方法

1.1　Kano 模型构建

1.1.1　Kano 模型问卷设计　通过访谈法对我院
两名内外科护理部主任和两名 PIVAS 负责人就
药学服务需求进行访谈，获取原始数据。问卷设
计在借鉴国内外成熟的满意度调研问卷指标基础
上，结合三甲医院 PIVAS 药学服务的特征，根据

Kano 模型中的“二维度”概念，将服务内容中的
条目设置成正反两个问题，问卷设计给临床护士
提供的选项均为：非常满意、应该如此、无所谓、
尚能忍受、不满意 5 个选项。根据每个项目的配
对问题，受访者有 5×5 种回答结果，根据既往
研究的属性采集方式，研究者根据每个组合可以
给出一个合适的属性定义 [6]。其中 A 代表魅力属
性，指满足此类需求会明显增加用户满意度，不
满足也不会引起用户大量不满；M 代表必备属性，
指在满足此类需求时并不会明显增加用户满意
度，但在不满足时则会显著降低用户满意度；O
代表期望属性，满足此类需求时能够提升用户满
意度，不满足时则会降低用户满意度；I 代表无
差异属性，用户对此需求不感兴趣，无论满足与
否都不影响用户满意度；R 代表反向属性，指用
户对此类需求有着相反的期望，满足反而会降低
用户满意度；Q 代表可疑属性，指提供此类需求
或不提供此类需求都满意或不满意。具体见表 1。

表 1　Kano模型分类 [6] 

Tab 1　Classification of Kano model[6]

提供此

项服务

不提供此项服务

非常满意 应该如此 无所谓 尚能忍受 不满意

非常满意 Q R R R R

应该如此 A I I I R

无所谓 A I I I R

尚能忍受 A I I I R

不满意 O M M M Q

1.1.2　Kano 模型问卷信效度分析　信度方面，采
用普遍使用的 Cronbach’s α 信度系数法。一般而
言，α ＞ 0.7，表示信度相当高；0.35 ＜α ＜ 0.7，
表示信度尚可；若α ＜ 0.35，则表示信度较低。
效度分析通过计算 KMO 值和 Bartlett 球形检验显
著性进行评价。
1.1.3　Kano 模型问卷调研　本研究调查地点选取
我院临床输液在 PIVAS 进行调配的科室，调查对
象为临床护士。由研究者对临床护士进行一对一
问卷调查，根据问卷调研结果识别临床需求的属
性分类。调查时间为2023年5月10日—7月10日。
1.1.4　临床需求属性分类　依据最大百分比进行
分类，根据调研结果将临床需求分为魅力属性、
必备属性和期望属性。
1.2　QFD 模型构建

1.2.1　临床关键需求确定　选择省内具有代表性
的两家医院 PIVAS 做对比，通过对其负责人的访
谈和交流，设定了本研究需要达成的目标水平。
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通过需求重要度、水平上升率、魅力值的确定
（魅力属性赋值 1.5，期望属性赋值 1.2，必备属
性赋值 1.0）计算出质量需求的绝对权重（绝对权
重＝重要度 ×水平提高率 ×魅力值）与相对权
重（将绝对权重求和，各项目所占百分比即需求
相对权重）。
1.2.2　设定目标值和攻坚点　将相对权重进行排
序，结合实际，选择相对权重较高的质量需求。
1.2.3　质量设计与方策拟订　构建质量需求 - 质
量特性质量屋（HQQ），左墙为各项质量需求，
天花板为质量需求相对应的质量特性，研究者对
质量需求和质量特性的相关性打分，分值为1、3、
5 分别对应相关性弱、一般、强。Wj ＝ ∑Ri·Rij

（Wj 为第 j 个服务要素的重要度，Rj 为第 i 项临床
需求与第 j 项服务要素的相关程度系数）。运用独
立配点法计算出质量特性重要性，根据质量特性
重要性排序。
1.2.4　质量传递与方策实现　根据质量特性重要
性设计 PIVAS 药学服务新模式。具体流程见图 1。

图 1　基于 Kano-QFD 模型的 PIVAS 药学服务模式构建流程 
Fig 1　Construction of PIVAS pharmacy service model based on Kano-
QFD model

2　结果

2.1　临床需求获取

　　研究者根据专家筛选条目后共获得的临床需
求 16 项，经过层次化分析分为安全、服务和效
率 3 项，具体见表 2。
2.2　调查问卷基本情况

　　此次调查问卷共发放 170 份，回收 170 份，有
效问卷 167 份，有效率为 98.24%。本研究共调查
临床护理人员 167 人，男性 8 人，女性 159 人；年
龄在 21 ～ 45 岁，平均年龄为（28.43±3.70）岁；
内科护理人员 82 人，外科护理人员 85 人；学历以

本科为主，占 90.4%；专科占 7.2%；硕士占 2.4%。
2.3　Kano 问卷质量分析

　　对 Kano 问卷的数据资料进行分析，其中
Cronbach’α 值为 0.898，大于 0.8，表明问卷信度
较好；效度检验 KMO ＝ 0.851，Bartlett 球形检
验 P 值＜ 0.001，表明问卷整体效度较好。
2.4　各种需求的属性分类

　　16 项服务需求的属性分类结果见表 3。其中魅
力属性和必备属性分别为 4 项，期望属性为 8 项。

表 3　按 Kano模型分类的临床需求 
Tab 3　Clinical demands by Kano model

Kano 模型属性 临床需求

魅力属性 前置审方

合理专业用药咨询

PIVAS 药师到临床沟通

药师帮助处理输液质量引起的不良反应

必备属性 减少调配差错

避免输液漏液

避免输液颜色异常、浑浊等问题

固定系统接收医嘱时间

期望属性 药师审方

成品输液问题解决

良好的药师服务态度

药品各批次顺序合理性及衔接

成品输液及时送达病区

及时退药

药品缺货、更换厂家等及时通知病区

及时接听病区电话

2.5　质量需求层次化分析及评价结果

　　本研究通过重要度、魅力值、水平提高率的

表 2　药学服务需求 
Tab 2　Demands of pharmacy service

一级需求 二级需求 三级需求

高质量 PIVAS
药学服务

安全 前置审方

药师审方

减少调配差错

避免输液漏液

避免输液颜色异常、浑浊等问题

服务 合理专业用药咨询

PIVAS 药师到临床沟通

PIVAS 药师帮助处理输液不良反应

成品输液问题解决

药师服务态度

效率 固定系统接收医嘱时间

药品各批次顺序合理性及衔接

成品输液及时送达病区

及时退药

药品缺货、更换厂家等及时通知病区

及时接听病区电话



3406

Central South Pharmacy. December  2024, Vol. 22 No.12 　中南药学 2024 年 12 月 第 22 卷 第 12 期

确定，计算出需求的相对重要度，根据质量需求
相对重要度排序，相对重要度排名前六的分别为
前置审方、成品输液及时送达病区、合理专业用

药咨询、PIVAS 药师到临床沟通、药师审方和成
品输液问题解决。根据以上设定攻坚点位：① 提
高工作效率；② 提升临床沟通满意度。具体见表 4。

表 4　临床需求相对权重 
Tab 4　Relative weighting of clinical demands

第一层 第二层 重要度 魅力值
本医院

水平
A 医院 B 医院

目标

水平

水平

提高率

绝对

重要度

相对

重要度

安全 前置审方 4.50 1.50 3.00 4.00 4.00 5.00 1.67 11.25 0.101

药师审方 4.80 1.20 4.00 4.00 3.00 5.00 1.25 7.20 0.065

减少调配差错 5.00 1.00 4.00 4.00 3.00 5.00 1.25 6.25 0.056

避免输液漏液 5.00 1.00 4.00 3.00 3.00 5.00 1.25 6.25 0.056

避免输液颜色异常、浑浊等问题 5.00 1.00 4.00 4.00 4.00 5.00 1.25 6.25 0.056

服务 合理专业用药咨询 4.90 1.50 4.00 4.00 3.00 5.00 1.25 9.20 0.083

PIVAS 药师到临床沟通 3.00 1.50 2.00 2.00 3.00 4.00 2.00 9.00 0.081

药师帮助处理输液质量引起的不良反应 3.00 1.50 3.00 2.00 2.00 4.00 1.33 6.00 0.054

成品输液问题解决 4.80 1.20 4.00 4.00 4.00 5.00 1.25 7.20 0.065

药师服务态度 4.60 1.20 4.00 4.00 3.00 5.00 1.25 6.90 0.062

效率 固定系统接收医嘱时间 4.00 1.00 4.00 4.00 4.00 5.00 1.25 5.00 0.045

药品各批次顺序合理性及衔接 4.70 1.20 4.00 4.00 4.00 5.00 1.25 7.05 0.063

成品输液及时送达病区 4.80 1.20 3.00 3.00 3.00 5.00 1.67 9.60 0.086

及时退药 4.50 1.20 4.00 3.00 3.00 5.00 1.25 6.75 0.061

药品缺货、更换厂家等及时通知病区 4.50 1.20 4.00 4.00 3.00 5.00 1.25 6.75 0.061

及时接听病区电话 4.60 1.20 4.00 3.00 3.00 5.00 1.25 6.90 0.062

2.6　质量屋构建

　　采用专家咨询与小组内部讨论方式，将临床
相关需求转化为具体可执行的质量特性。利用质
量屋技术，将质量特性从质量需求中抽离出来。
通过临床需求匹配得出相应的服务要素，并建立
临床需求和服务要素之间的二维矩阵，即质量屋
的房间。根据专家和参考文献意见，对临床需求
和质量改进要素打分，最终根据公式计算出每项
质量改进要素的重要度。具体见表 5。
2.7　质量传递与方策实现

　　通过对攻坚点质量特性值排序，排名前三的
质量特性分别为定期进行专业技能培训并考核，
提升药师工作积极性、增加药师与临床沟通。小
组讨论建立本院 PIVAS 药学服务系统，更好地实
现临床各方面的需求，并确定我院 PIVAS 药学服
务模式的方策为：① 优化智能审方平台系统；② 
优化工作流程；③ 完善绩效考核制度；④ 建立
PIVAS 药师与临床沟通新模式，具体见表 6。
3　讨论

　　目前，越来越多的研究模型用于改善医疗
服务质量，其中应用较多的是服务质量模型
（SERVQUAL）[10]、PDCA 循环管理 [11-12]，以及加
权逼近理想解排序（TOPSIS）法 [13] 等。Kano-QFD

模型可在准确分析用户具体需求的基础上，确定
重点服务方向，设计出符合用户需求的服务模式，
越来越多地应用于医疗行业中从而改善医疗服务
质量。张幸国等 [14] 利用 Kano-QFD 模型以相关药
学服务需求为中心，改进当前药学服务中存在的
问题，设计出更具有市场竞争力的药学服务模式。
刘岳金等 [15] 基于 QFD 模型结合 PDCA 循环管理
工具，优化药学服务降低感染风险，推动药学服
务的现代化、科学化和精细化管理。孙志勇等 [16]

通过 Kano-QFD 模型创新型品管圈，从患者需求
出发，改进当前药学服务中存在的问题，构建了
满足慢病患者需求的全流程药学服务模式。
　　本研究通过 Kano 模型迅速有效地识别临床
需求，计算各临床需求的权重并进行排序，找到
影响临床满意度的关键因素，利用 QFD 理论对
PIVAS 药学服务设计要求的重要度进行量化，最
终得出 PIVAS 药学服务的重点设计方向，将各功
能设计转化为日常 PIVAS 工作模块，建立以临床
需求为导向的 PIVAS 管理及工作模式。
　　① 优化智能审方平台系统：PIVAS 药师团
队与信息药师根据最新药品说明书、临床指南、
UpToDate 临床顾问等权威数据及我院静脉用药情
况，通过定期对审核规则的科学定义，建立静脉
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用药审方数据库，并通过审核规则的智能优化，
从而建立系统优先、药师辅助的审核体系。肠外
营养审核根据药物选择合理性、药物配比合理性、
药物相容性与稳定性等多个层面展开，通过功能
模块设计要点，建立信息化肠外营养处方审核逻
辑和审核数据库，构建肠外营养处方决策系统。
对于药师审方需要根据系统中提示情况审核患者
特殊用法用量。自动批次管理系统根据给药频次、
输液顺序、医嘱用法、临床用药习惯、输液稳定
性等实现系统自动划分批次，药师在已排批次基
础上根据当日输液量和临床特殊需求手动调整用
药批次，确保患者及时用药和衔接。
　　② 优化工作流程：第一，采用信息化技术

用于 PIVAS 的建设，比如药品条码技术、自动化
溶媒贴签技术、六工位机器人加药技术、成品输
液小车轨道运输技术等，通过对信息化技术的不
断优化可显著降低差错问题；第二，通过建立责
任药师制对每个班次人员的责任分工以及对成品
输液全程的监控和记录，能够有效防范药品不良
事件，每日派出一名专职药师负责临床沟通，包
括接听电话、退药、药品缺货、更换厂家等及
时通知病区、药物咨询以及临床沟通交流等，提
升药学服务质量；第三，通过护士站工作系统与
PIVAS 系统相连接，临床护士可随时查看患者成
品输液信息，方便临床工作安排。
　　③ 完善绩效考核制度：通过建立责任药师制，

表 5　临床需求重要性与质量特性相关矩阵 
Tab 5　Clinical demands importance and quality characteristics correlation matrix

需求

质量特性

前置审

方覆盖

率

药师

审方

摆药、加

药、核对

差错率

输液

漏液

率

输液质

量合格

率

增加药

师与临

床沟通

优化工作

流程、明确

岗位职责

调配

效率

考核

定期进行专

业技能培训

并考核

提升药

师工作

积极性

信息登记

记录奖惩

制度

软件系

统定期

维护

前置审方 5 3 5
药师审方 5 5 5 1 5 5 3
减少调配差错 3 3 5 1 3 1 3
避免输液漏液 5 3
避免输液颜色异常、浑浊等问题 5 1 5 3
合理专业用药咨询 3 3 5 3 5
PIVAS 药师到临床沟通 3 5 3 5 3 3
药师帮助处理输液质量引起的不良反应 5 5 3 1
成品输液问题解决 5 3 5 3 1
药师服务态度 3 5
固定系统接收医嘱时间 5
药品各批次顺序合理性及衔接 5 5 3 5 5
成品输液及时送达病区 1 5 5 3 3
及时退药 1 3 5 1 5
药品缺货、更换厂家等及时通知病区 3 3 5 5 3
及时接听病区电话 3 5 5
质量特性值 113.1 178.31 31.25 31.25 31.25 242.46 240.7 28.8 301.24 295.46 232.24 178.9

表 6　PIVAS药学服务模式的构建方策 
Tab 6　Strategies for constracting a PIVAS pharmacy service model

创新方策 选定方案

优化智能审方平台系统 完善前置审方流程规范

建立肠外营养医嘱自动化审核模块

基于循证药学创建 PIVAS 药品审方专家库

优化工作流程 完善智能摆药、贴签、加药系统

全流程使用条码标签扫描

建立责任药师制

护士站与 PIVAS 系统对接，帮助护士随时查看成品输液信息

完善绩效考核制度 智能差错管理系统并建立奖惩制度

药物咨询与临床服务考核

临床投诉与满意度评分

建立 PIVAS 药师与临床沟通新模式 定期进行 PIVAS 药师培训、提升专业素养

实施病区合理用药个人负责制

收集临床意见，增强主动服务意识
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根据工作量、工作质量（含差错情况）、劳动纪律、
药学服务满意度、科内贡献、个人综合评价等方
面的内容，采用打分制模式，全流程采用电子化
信息采集，全面评估药师绩效。对于静配中心质
控、培训、科研等贡献采取赋分加分模式，全流
程采用电子化信息采集方式，在公平公正的基础
上，提高员工积极性和改善工作纪律。刘玲等 [17]

通过对我国 PIVAS 绩效考核的文献分析，建议构
建适宜的绩效考核体系，可提高工作效率与工作
质量，降低差错率，确保其保质保量地完成日常
工作。
　　④ 建立 PIVAS 药师与临床沟通新模式：首
先，PIVAS 每月组织相关药学专业知识培训并组
织考核，考核成绩与绩效相关联。其次，实施病
区合理用药负责制，每名药师负责相应病区，通
过审方系统导出不合理医嘱，按月撰写不合理医
嘱点评报告，统计不合理医嘱率；针对存疑的用
药问题，积极查阅文献，寻求高级别循证证据并
及时与临床沟通答疑，将临床用药服务落实到深
处。此外，PIVAS 药师根据不同科室的用药情况
以及常见的咨询问题具体分析，比如不同成品输
液储存时间、是否需要避光、常见不良反应等进
入临床宣教，以达到按科室解决问题。
　　本研究调研人群可能因为性别、年龄、科室、
学历等对 PIVAS 存在不同的临床需求，调研问卷
结果存在偏倚，从而对药学服务重点产生偏差，
因此对于今后的研究中应进行大样本数据调研从
而更加准确地满足临床需求。其次，本研究调查
对象仅为临床护理人员，对于临床医师的需求未
进行调研，因此后续应该对临床医师进行访谈调
研，更加全面地了解临床需求，建立更完整的药
学服务方案。
　　本研究通过 Kano-QFD 模型识别临床需求并
通过方策改进开展 PIVAS 药学服务实践，是将创
新型质量管理工具与药学服务模式转变的实践相
融合的初步尝试，以临床对于 PIVAS 的需求为导
向，结合 PIVAS 部门内部工作流程和内容，契合
药师胜任力与药学服务转型需求，从优化智能审
方系统、优化工作流程、完善绩效考核制度和建
立 PIVAS 药师与临床沟通新模式等方面探索满足
临床需求的 PIVAS 药学服务模式，以期给 PIVAS
药师同行提供理论上的借鉴。
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国外药品监管信息电子提交体系分析

孙哲丰（国家药品监督管理局信息中心，北京　100076）

摘要：美国、欧盟、日本等国家或组织持续推进安全、可靠、高效的药品监管信息电子提交体
系的建设和应用，其中美国的 eCopy、eSubmitter、ESG 等药品监管信息电子提交工具建设相
对较早、使用较久且相对成熟。为此，本文在概要分析美国、欧盟、日本药品监管信息电子提
交体系的基础上，重点就美国药品监管信息电子提交体系进行分析。再结合我国现状和要求，
对比国外建设情况，总结得出不断强化体系化设计、持续完善标准规范、进一步确保网络和数
据安全等关键点，以期助力国内药品监管信息电子提交等有关信息化系统的建设。
关键词：药品监管；电子提交；数据安全
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Analysis on the electronic submission system for drug administration 
information in foreign countries

SUN Zhe-feng (Center for Information, NMPA, Beijing  100076)

Abstract: Countries or organizations such as the United States, the European Union and Japan continue to 
promote the construction and application of safe, reliable, and efficient electronic submission systems for 
drug administration information. The electronic submission systems for drug administration information 
in the United States, such as eCopy, eSubmitter, and ESG, were established early, and have been used 
for a long time. This paper briefly introduced the electronic submission systems for drug administration 
information in the United States, the European Union, and Japan, and focused on analyzing the one in 
the United States. After comparing the situation abroad, we summarized key points such as continuously 
strengthening systematic design, improving standard specifications, and further ensuring network and data 
security, to assist in the establishment of electronic submission of drug administration system in China.
Key words: drug administration; electronic submission; data security

作者简介：孙哲丰，女，工程师，主要从事信息化研究，email：sunzf@nmpaic.org.cn

　　信息提交方式经历了从纸质到电子化、从无

序到有清晰层次结构的发展历程。以药品注册申报
资料的提交为例，国际上，提交方式经历了纸质提
交、PDF 刻盘提交、非电子通用技术文件（Electronic 
Common Technical Document，eCTD） 电 子 提 交、
eCTD 电子提交的迭代发展过程。美国、欧盟、日
本共同发起的国际人用药品注册技术协调会（The 
International Council for Harmonisation of Technical 
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use，
ICH）于 2008 年 7 月发布了《ICH eCTD 技术规范
（V3.2.2）》，建议以通过互联网进行安全的数据交换
作为传递手段。目前，美国强制要求新药临床试验
申请、新药上市申请、仿制药上市申请、生物制品
上市许可申请、药物主控文件申请等以 eCTD 格式
电子提交 [1]，欧盟强制要求所有药品上市注册申请
均以 eCTD 格式电子提交 [2]，日本大多数新药上市

申请均以 eCTD 格式电子提交 [1]。
　　药品监管信息提交方式的改变带来了工作方式的
改变，包括试验记录电子化、提交方式电子化、审评
审批电子化等。这种改变也带来了便利：一方面，就
信息本身而言，技术上可实现信息的即时采集、审
阅、传输及归档，管理上可建立或参考已有的元数据
等标准规范，有利于信息的全生命周期、标准化、一
体化、高效率管理；另一方面，就企业和监管发展而
言，无纸化流转、信息的关联利用等，有利于绿色可
持续发展、提高监管效能、企业降本增效。
1　美国、欧盟、日本药品监管信息电子提交体系的
对比分析
　　研究发现，美国食品药品监督管理局（FDA）、
欧洲药品管理局（EMA）、日本药品和医疗器械管
理局（PMDA）等均致力于推进建立安全、可靠、高
效的药品监管信息电子提交体系。
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　　相同的是，FDA、EMA 和 PMDA 的药品监管
信息电子提交体系均包括了系统版和网页版的电子
提交网关（Electronic Submission Gateway，ESG）。
系统版，即安装客户端、建立网关到网关的连接
后，申请者可实现和监管机构间的系统到系统、遵
循行业传输协议的自动化传输和提交。网页版，即
基于浏览器的 HTTPS 等安全连接，申请者可以实
现文件的上传、下载。
　　不同的是，FDA、EMA 和 PMDA 的 ESG 使用
范围、技术侧重点存在差异，FDA、EMA 等存在除
ESG 之外的其他电子提交方式。关于使用范围，FDA
早在 2006 年开始使用 ESG[3]，要求所有不超过 10 GB
的 eCTD 都通过 ESG 提交，而大于 10 GB 的 eCTD
及其他文件既可以通过 ESG 又可以通过 USB 驱动器
等其他方式提交。EMA 于 2012 年上线了 ESG[4]，强
制要求所有 eCTD 格式的集中程序通过 ESG 递交。
PMDA 亦搭建了 ESG[5]，支持临床数据 eCTD、临床
数据交换标准协会（Clinical Data Interchange Standards 
Consortium，CDISC）电子化提交。关于技术侧重点，
EMA 的 ESG 突出安全、高效的数据传输，实现对传
输过程的查询和监控，强调认证管理架构的灵活性，
即可使用自有认证系统，也可采用主流的公钥基础设
施认证体系，强化互联互通，即兼容行业传输协议、
报文格式。PMDA 的 ESG 聚焦于安全、高效、可扩
展等方面，设计了身份验证、加密、回执等可靠消息
传递机制，预留了可供将来使用的多种类型电子数据
空间，支持后端系统集成和格式校验集成，支持格式
数据解析，并可直接写入数据库。关于其他提交方
式，除 ESG 外，FDA 还提供了 eCopy、eSubmitter 等
工具及疫苗不良事件报告系统（Vaccine Adverse Event 
Reporting System）等，EMA 还提供了欧洲通用提交
平台（Common European Submission Platform）。
2　美国药品监管信息电子提交体系的重点分析
　　鉴于 FDA 的 ESG 开发相对较早，电子提交体
系相对完备，本文对其进行重点分析。
　　FDA 各中心需求不同，向 FDA 提交资料的方
式主要包括 CD/DVD、其他媒介、在线门户网站及
ESG 等 [6]，为此，FDA 开发了 eCopy、eSubmitter、
ESG 等工具，建立了药品监管信息电子提交体系。
2.1　eCopy
　　eCopy 是一种电子版的提交资料，即将纸质文件
转换为电子文件，再存储于 CD、DVD 或 U 盘等介
质中 [7]。申请者可将上述介质、附手写签名或数字签
名的纸质版公司附信，一并提交至 FDA 有关中心。
2.1.1　关于文件的格式　eCopy 的结构和所含文件
类型，包括单一 PDF 格式、多文件格式、多媒体资
料格式、数据统计资料格式等。
2.1.2　关于文件的规范性　eCopy 文件必须符合《用

于医疗器械提交的 eCopy 程序》等指南有关要求，尤
其要关注电子文档的命名，若出现文件命名规则、
命名格式等不满足指南要求，则会导致审核暂停，
直到提交了满足要求的 eCopy 才会进入下一个阶段。
为此，FDA 开发了 eCopy Validation 小工具以验证
PDF 格式的 eCopy 是否符合技术要求，并且开发了
eSubmitter[6] 以协助生成符合技术标准的 eCopy 文件。
2.1.3　关于文件的提交反馈　如果 eCopy 审核通过，
则会将 eCopy 内容和公司附信加载到相应中心的资
料提交库中，否则将书面通知申请者。书面通知将
描述 eCopy 失败的原因以及提交替换 eCopy 的邮寄
要求等，而在替换的 eCopy 中，需提供完整的内容，
而不只是更正的内容。
2.1.4　优势和局限性　eCopy 适用于医疗器械上市
前通知提交、紧急使用授权和预提交等。这种方式
减轻了过去除电子文档外还需要提交纸质文档的负
担，意味着 FDA 进入无纸化审核的时代。同时，这
种方式的局限性在于：① 只是将纸质文档转变为电
子文档，文档本身的内容未做任何改变；② 电子文
档是不加密的状态。实验室报告可以是加密的状态，
但操作有限，只能读取、不能编辑。目前，FDA 生
物制品评价与研究中心等机构鼓励以 ESG 的形式提
交符合技术标准的 eCopy 和公司附信，而非邮寄。
2.2　eSubmitter
　　eSubmitter 是一款由 FDA 发布的包含电子提交
模板的供申请者自愿使用的独立、免费软件，可帮
助申请者完成电子申请材料的规范填写 [6]。
2.2.1　关于报告类型　为满足不同申请类型的需求，
eSubmitter 提供了 eCopy、MedWatch 表单、报告等
多种选项 [8]。同时，eSubmitter 还可以添加各类型中
的 PDF 文件，PDF 文件内不包含附件，没有密码保
护，且应小于 50 MB。
2.2.2　关于使用　eSubmitter 使用的辅助性材料包
括《FDA eSubmitter 电子提交用户手册》《eSubmitter
快速指南》《FDA 电子提交计划的可用性——从有
执照的血液机构提交》等。通过 eSubmitter，申请者
可对文件进行增、删、改、查、调整顺序等编辑操
作，以及检查文件是否符合规范。具体应用场景包
括：① 用 eSubmitter 制作 eCopy 后，可以直接拷入
CD 等介质寄往 FDA；② 在进行 ESG 账户创建的时
候，可以使用 eSubmitter 来制作 ESG 的测试文件；
③ 用 eSubmitter 制作的仿制药工厂电子自我鉴定被
validator 有关网站验证后，可通过 ESG 上传至 FDA
药品评价与研究中心、FDA 生物制品评价与研究中
心；④ 可用于生物制品上市许可申请、年度报告和
修订等内容的提交。
2.2.3　eSubmitter 的优势　① eSubmitter 充分考虑信
息的标准化、完整性及准确性等；② eSubmitter 允许
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离线使用。FDA 不会通过网络获取软件里面的信息，
从而保证用户的信息安全；③ eSubmitter 在软件设计
中兼顾 FDA 法规中的数据元素，并能生成符合 HL7
标准的 XML 信息，便于通过 ESG 成功传送报告 [9]。
2.3　ESG
　　ESG 是一个文档电子化、结构电子化、递交电
子化、审阅电子化的一体化安全网关体系。通过该
网关，企业可以相对安全地提交上市前和上市后的
监管信息供审查，提交的信息也会自动路由到相应
的 FDA 中心或办公室。具体涉及接收、确认、选择
途径 / 路由和通知等步骤，上述步骤共同构成了电
子提交的整个流程。“接收”是指将从申请者的系统
转移到 ESG 的一个临时存储区。“确认”是指对发送
者的确认，即提交物已从发送者的系统发送并由网
关接收。“选择途径 / 路由”指的是将提交物交付给
中心级存储区，并启动加载程序，将提交物放入中
心接收系统中。“通知”指将提交物发送给负责本中
心接收系统的人员。FDA 的 ESG 自 2006 年开始使
用，符合超文本传输安全协议消息标准，并使用数
字证书进行安全通信。
2.3.1　关于提交途径　ESG 的提交途径具体包括
WebTrader 和 AS2 两种方法 [10]。WebTrader 是为小
批量报告的电子提交而设计的门户网站。用户可通
过用户名和密码登录网站界面查看、数字签名、提
交。为规范并方便 WebTrader 的使用，FDA 编制
了《FDA ESG WebTrader 指南》。AS2 是为大批量
报告的提交而设计的对接方式。该方式需要开发或
购买软件、一定的服务器，该类软件能生成符合
HL7 信息交换标准的 XML 文件等，与 FDA 的系
统直接对接，可以实现系统对系统、网关到网关的
连接、自动提交、自动发送文件包，可接受 FDA
发回来的收据和确认信息。
2.3.2　关于账户的设置　设置 ESG 的 WebTrader 或
AS2 账户包括准备工作、注册测试账户、设置机器、
发送测试文件、生产账户审批。为此，ESG 开发了测
试账户登录入口、生产账户登录入口，并在入口处提
供了使用指南、未来发展趋势等帮助服务。FDA 建议
申请者在获得 AS2 大批量报告账户测试和审批前先获
得 WebTrader 小批量报告账户测试，获得 WebTrader
小批量报告账户能够使报告者的 AS2 系统出现技术问
题时使用 eSubmitter 和 WebTrader 作为备用。
2.3.3　ESG 优势　① 提高时间效率，使即时送达成
为可能；② 用于提交和归档等用途而生成的纸质资
料数量减少；③ 运输费用被取消或减少；④ 可即
时反馈电子资料是否已及时接收到，即确认情况，
并对确认情况进行精细化管理，即按中心、时间等
维度进行分类统计、分析等；⑤ 可借助云平台和
COTS 软件进行可扩展、高性能的升级改造。

3　思考
　　我国已经在药物警戒系统中启用了 ESG 技
术 [11]。我国于 2017 年提出逐步实现各类注册申请
的电子提交和审评审批，2021 年 12 月起实施 eCTD
申报，2023 年 1 月起以电子形式提交药品注册申报
资料 [12]，虽然目前的药品 eCTD 申报资料需通过物
理电子媒介提交，但也正在积极开展 eCTD 申报资
料 ESG 的技术研究 [13]。我国还按需开发了基于 B/S
架构的各类业务信息提交系统，例如药品业务应用
系统等。此外，《“十四五”国家药品安全及促进高质
量发展规划》完善国家药品不良反应监测系统专栏
指出，要建立在线报告、网关传输等多种报告途径。
《国家药监局关于实施药品电子通用技术文档申报
的公告》（2021 年第 119 号）指出，后续随 eCTD 全
面实施，将加快推进 ESG 建设，实现申报资料的网
上提交。由此可见，与美国、欧盟、日本类似，我
国也致力于推进建立安全、可靠、高效的药品监管
信息电子提交体系。
　　为进一步推动我国药品监管信息电子提交体系
的发展，更好地与国际接轨，结合我国现状和要求，
对比分析 FDA、EMA、PMDA 的药品监管信息电子
提交情况，可以从不断强化体系化设计、持续完善
标准规范、进一步确保网络和数据安全等角度发力。
3.1　不断强化体系化设计
　　信息化系统的设计，强调系统思维 [14]。《数字中
国建设整体布局规划》指出，要强化系统观念和底
线思维，加强整体布局 [15]。
　　一方面，FDA 药品监管信息电子提交体系等突
出了信息提交、查询、反馈、错误分析、纠错、版
本控制、电子归档等的在线一体化设计，保障了
系统运行的整体性、系统性、协同性；另一方面，
ESG 对多、大文件更友好且便捷高效，所以在提交
大文件时一般优选 ESG 方式提交。但在文件相对较
少、系统或端口对接等出现故障而无法使用 ESG 方
式提交时，可选择网页版文件提交方式。
　　基于此，可从如下角度探索，不断强化体系化
设计。借鉴 FDA 等的经验，围绕信息采集、整理、
分析、利用等的全生命管理开展系统设计，统筹考
虑业务常规、基础性功能和错误提醒、纠错、版本
控制、电子归档、反馈等便于异常管理、闭环管理
类功能的设计，充分兼顾算力、存储等的当前需求
和未来预期。考虑到电子提交体系的工具各有千秋、
适用情况存在差异，在体系设计时须充分考虑各种
场景下的各种需求，适时保留或开发符合当前需求
或未来发展的工具，包括但不限于满足个性化需求
或具有普适性的应用系统、ESG、各类校验验证和
病毒检查类的工具等。
3.2　持续完善标准规范
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　　ICH 已经发布了 eCTD 技术规范、eCTD 文件
格式规范等一系列的药品监管信息电子提交有关的
标准规范。FDA、EMA、PMDA 等相对较早地按
照 ICH 等标准规范制定了本国或组织的标准规范，
开展 ESG 等的建设。我国近些年也按照 ICH 等有
关标准规范，制定了 eCTD 的技术规范、验证标准、
实施指南等标准规范或技术要求，推进了 eCTD 的
ESG 提交技术研究。如《药物临床试验期间安全性
数据快速报告标准和程序》等。
　　鉴于我国 ESG 等的建设相对较晚，为保证更好
地与国际接轨，有必要继续全面学习 ICH 等的标准
规范，持续跟进最新的标准规范建设动态。在掌握
国际上的标准规范建设现状和发展方向的同时，立
足国情，建立我国相关的标准规范，并在 ICH 等国
际平台上积极宣传我国的建设经验，从而取长补短、
持续遵守并不断完善我国的监管信息电子提交体系
标准规范，如《药物临床试验期间安全性数据快速
报告标准和程序》等。
3.3　进一步确保网络和数据安全
　　《数字中国建设整体布局规划》指出，要切实维
护网络安全，完善网络安全法律法规和政策体系，要
增强数据安全保障能力，建立数据分类分级保护基础
制度，健全网络数据监测预警和应急处置工作体系。
FDA、EMA、PMDA 等从规章制度、技术路径、保
障机制等角度入手，努力保障网络和数据安全。我国
在 eCTD 等的建设中，从资料传输的安全性、资料的
真实性、资料的完整性、资料的机密性、网络安全风
险、系统安全风险等角度入手，努力保障信息安全，
并且建立了网络及系统安全、资料安全、管理安全等
信息安全保障措施。由此可见，在数字产业化、产业
数字化、数据价值化、数字化治理的大环境下，在药
品监管信息电子提交系统建设中，网络和数据安全的
保障值得关注且已形成广泛共识 [16]。
　　基于此，为进一步确保网络和数据安全，可以从
体制、机制、法制、技术支撑等多角度协同发力。体
制，可以是系统支撑服务部门，提供帮助服务、建立
安全制度、统筹协调安全保障的诸多事务等。机制，
可以是系统访问的权限管理机制、数据下载利用审批
管理机制等。法制，可以是数据安全相关的标准规
范、指南文件等。技术支撑，可以是大模型、加密技
术、身份认证技术、访问控制技术、入侵检测与防御
技术、安全审计与日志分析技术、数据备份与恢复技
术、网络安全技术、数据安全传输技术、隐私计算等。
通过上述工作的协同推进，构建出安全的体系架构，
筑牢网络安全屏障，保障信息的安全性和完整性等。
4　小结
　　本文比较研究发现，美国、欧盟、日本等均致

力于推进安全、可靠、高效的药品监管信息电子提
交体系，并重点分析了 eCopy、eSubmitter、ESG 等
美国药品监管信息电子提交体系。最后，提出不断
强化体系化设计、持续完善标准规范、进一步确保
网络和数据安全等工作建议，以期助力国内药品监
管信息电子提交有关信息化系统的建设及不断优化。
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基于低代码开发平台构建药品盘点程序的实践与效果分析

田京辉，张慧丽，陈静静，徐贞贞，曹凯*，赵亮（许昌市中心医院药学部，河南　许昌　461000）

摘要：目的　基于低代码开发平台构建药品盘点程序，利用信息化手段提升药品盘点工作效

率。方法　利用低代码开发平台“简道云”，通过需求分析、建立表单、仪表盘、数据关联、

配置角色和权限、移动端适配等步骤构建药品盘点程序。经过测试与优化后，以药品盘点时

间和盘点误差率对系统应用后的效果进行评价分析。结果　基于低代码开发平台构建的药品

盘点程序能够实现扫码录入、无纸化盘点、实时汇总等功能。程序应用后，药品初盘时间由

（60.88±6.51）min 缩短至（42.75±3.10）min（t ＝ 6.37，P ＜ 0.05），盘点误差率由 7.16% 下降

至 3.80%（χ2 ＝ 7.444，P ＜ 0.05）。结论　基于低代码开发平台构建的药品盘点程序能够简化

药品盘点流程、缩短盘点时间、提高盘点准确率，有效提升了药品盘点工作效率。

关键词：低代码开发平台；药品盘点程序；药学信息化；药品盘点
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Practice and effect of establishing drug inventory program based on  
low-code development platform
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(Department of Pharmacy, Xuchang Central Hospital, Xuchang  Henan  461000)

Abstract: Objective  To construct drug inventory program based on low-code development platform, 
to improve the efficiency of drug inventory via information technology. Methods  Low-code was used 
to develop simple path cloud system, the drug inventory program was established through demand 
analysis, data forms, dashboards, data association, configuring permissions and roles, and mobile 
terminal fitting. After the testing and optimization, the effect of the system was evaluated according 
to drug inventory time and inventory error rates. Results  The drug inventory program based on the 
low-code system enabled code scanning entry, paperless inventory, real-time summary and so on. 
After the application of the system, the initial drug inventory time was shortened from (60.88±6.51) 
min to (42.75±3.10) min (t ＝ 6.37, P ＜ 0.05), and the inventory error rates decreased from 7.16% 
to 3.80% (χ2 ＝ 7.444, P ＜ 0.05). Conclusion  The drug inventory program based on the low-code 
development system helps simplify the drug inventory process, shorten the inventory time, and 
improve the accuracy and efficiency of drug inventory. 
Key words:  low-code development platform; drug inventory program; pharmaceutical 
informatization; drug inventory
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　　药品盘点是医院药房管理的重要工作之一 [1]，
既是药品质量管理的重点，也是医院经济运营管理
的重点 [2]。药品盘点涉及环节多、任务繁杂。部分
研究显示目前大多数医疗机构仍采用手工盘点的工
作模式 [3]。手工盘点需要对大量的盘点数据进行登

记、汇总，存在收集数据费时、数据汇总难、无
法实时分析的问题，并且数据转抄转录过程中易
发生错误，最终进行盈亏计算时难以追溯错误发
生的原因，影响了盘点管理质量 [2，4-5]。目前，国
内有部分大型医院引入了药品供应链配送（supply-
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processing-distribution，SPD）系统，大幅提升了包
括药品盘点工作在内的院内药品供应链管理效率。
然而，受信息化建设程度和资金投入的限制，大多
数医疗机构尚没有条件使用药品 SPD 系统。在此
条件下，如何利用信息化工具精简药品盘点工作流
程、提升工作效率成为亟待解决的问题。
　　低代码开发平台（low-code development plat-
form，LCDP）是近年来软件开发领域的一个重要趋
势，它允许开发者通过图形界面和配置而非传统的
手写代码来创建应用程序。国内目前常用的 LCDP 
有简道云、氚云、明道云等。其中，简道云拥有
表单、仪表盘、知识库等核心功能，无需编写代码
即可搭建出符合自身需求的业务管理应用 [6-8]，同
时支持手机移动端操作 [9]，可多人随时随地处理工
作 [10-11]。本文利用“简道云”构建药品盘点程序，旨
在以信息化手段辅助药师开展药品盘点工作，提高
药品盘点工作的效率，希望为业内同行提供参考。
1　药品盘点平台的构建

1.1　需求分析

　　结合门诊药房盘点业务需求，确定药品盘点
平台需要实现的功能，即药品信息管理、盘点任
务创建、盘点结果录入、盘点数据统计与分析等。
1.2　平台构架设计

　　根据需求分析的结果，设计平台结构，主要
包括以下几个部分。
1.2.1　药品信息表单　创建药品信息表单，设
置字段包括药品编号、名称、规格、单位、厂
家、药品本位码、平台库存数量等，并对字段属
性逐一设置。其中，应将药品编号字段设置为主
键，即“校验”选择“必填”和“不允许重复值”。
表单内具体药品信息可从医院信息系统（hospital 
information system，HIS）中导出药品基础信息的
Excel 文件格式，并将其导入药品信息表单即可。
药品信息表单可为其他表单提供药品基础信息。
1.2.2　药品盘点表单　根据药品盘点内容和流程创
建药品盘点表单，设置包括字段药品编号、名称、
规格、单位、厂家、药品本位码、盘点库存数量、
盘点人、盘点时间等，并对字段属性逐一设置。其
中，同样应将药品编号字段设置为主键。同时，药
品本位码字段可设置扫码输入，从而实现通过扫描
药品包装上的本位码，实现药品自动识别的功能。
　　之后，通过药品编号字段对药品信息表单和
药品盘点表单设置数据联动（见图 1）。通过数据
关联设置，药品盘点表单可调用药品信息表单中
的药品基础信息，达到减少录入工作量的目的。

图 1　药品盘点表单数据联动的设置

Fig 1　Setting of data linkage of drug inventory form

1.2.3　药品盘点数据统计表单　通过“聚合表”功能
创建药品盘点数据统计表单。在“数据来源”中选择
“药品信息表单”和“药品盘点表单”进行关联。设
置“盈亏数量”字段，并将“行表头”关联并编辑为
“盈亏数量＝盘点库存数量－平台库存数量”。
1.3　设计数据视图 
　　简道云提供了“仪表盘”功能，可使用丰富的
图表和组件，如统计表、柱状图、趋势图等，对表
单收集的数据进行处理，并以可视化的方式展示分
析结果，帮助管理员快速了解数据的整体情况和变
化趋势。药品信息表单和药品盘点表单等构建完成
后，均可以根据工作需要创建仪表盘（见图 2）。

图 2　仪表盘的功能配置

Fig 2　Functional configuration of the dashboard

1.4　配置角色和权限

　　根据实际业务需求，可以为药师分配不同用
户角色，并配置相应操作权限，如数据查看、数
据录入、数据审核等，保证数据的安全性。
1.5　移动端配适 
　　“简道云”支持响应式设计，可以适配不同尺
寸的屏幕，包括手机和平板电脑，方便用户在手
机等移动设备上进行数据录入和查看。药师可通
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过移动设备登录微信“简道云”小程序实现盘点
数据的录入和管理（见图 3）。

图 3　移动端盘点表

Fig 3　Mobile inventory table

2　效果评价

2.1　数据来源

　　数据来源于某院门诊药房在应用药品盘点程
序之前（2023 年 1—3 月）和之后（2023 年 7—9
月）各月的药品盘点数据。

2.2　应用效果评价指标的统计方法

　　以药品盘点时间和盘点误差率为评价指标对程
序应用前后的效果进行对比。其中，盘点误差率＝

（初盘账务相符品规数－复核账务相符品规数）÷复
核账务相符品规数×100%，盘点时间＝初盘时间＋

数据汇总时间＋复盘时间。采用 SPSS 进行分析。初
盘时间用配对 t 检验进行分析，盘点误差率用卡方检
验进行数据分析，P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　药品盘点基本情况

　　某院门诊药房药品分布区域主要包括智能调
配机、自动化发药机库房、应急货架、智能货架
和二级库。由于同一品规的药品可能分布不同的
区域，传统手工盘点模式下，盘点人员需携带纸
质库存明细，逐一记录药品盘点数量，最后录入
电脑计算后交药房负责人汇总。使用程序后，盘
点人员全程只需登录微信“简道云”小程序，通
过扫码方式逐一录入药品盘点数量，最后由系统
进行计算和汇总。具体流程对比见图 4。

图 4　盘点程序应用前后流程图对比

Fig 4　Flow charts before and after the application of the inventory procedures

3.2　药品盘点程序构建成效分析

3.2.1　盘点时间　某院门诊药房共有药品品规 750
余种，根据任务分工划分为 8 个盘点区域，并由 8
位工作人员分别进行盘点。对程序应用前（2023 年
1—3 月）和应用后（2023 年 7—9 月）的初盘平均时
间进行配对 t 检验，时间由（60.88±6.51）min 缩短
至（42.75±3.10）min（t＝6.37，P＜0.05）（见表1）。
　　应用盘点程序对医院药房药品进行盘点操作
步骤简单，利用云计算进行自动化数据处理，不
但有效降低初盘和复盘时间，而且节省了对各区
域盘点数据的汇总与统计时间，因此可以大幅缩
短盘点周期，显著提高时效性（见图 5）。
3.2.2　有效降低初盘误差率　由于盘点过程中会
出现盘点错误、录入错误和汇总错误等，故每次
盘点后，会结合盘点数据进行核对。使用药品

盘点程序后，盘点误差率从 7.16% 下降至 3.80%
（χ2 ＝ 7.444，P ＜ 0.05）（见表 2）。

表 1　盘点程序应用前后初盘时间对比 
Tab 1　Initial time before and after the application of the inventory 

procedures

盘点区域

平均初盘时间 /min

应用前（2023 年

1—3 月）

应用后（2023 年

7—9 月）

二级仓库整件区 68 38

二级仓库 0 ～ 2 货架 55 42

二级仓库 3 ～ 5 货架 58 40

应急货架 A ～ E 货架 60 45

应急货架 F ～ J 货架 65 43

电子货架 R ～ V 货架 62 41

电子货架 W ～ Z 货架＋冰箱 69 46

智能调配机＋自动发药系统 50 47
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图 5　药品盘点总时间对比（min）
Fig 5　Comparison of total time of drug inventory（min）

表 2　盘点程序应用前后初盘误差率比较 
Tab 2　Initial error rate before and after the application of the 

inventory procedures

时间
盘点账务相符

品规数 / 种
复盘账务相符

品规数 / 种
初盘误差

率 /%
程序应用前 2023 年 1 月 629 680 7.16

2023 年 2 月 617 660
2023 年 3 月 620 671

程序应用后 2023 年 7 月 669 697 3.80
2023 年 8 月 658 685
2023 年 9 月 650 673

4　结果与讨论

　　随着医改的不断推进，集中带量采购、国家
基本药物、协议期内国家医保谈判药品等政策的
落实，许多地区取消了医疗机构药品数量限制，
医疗机构结合自身功能定位和服务能力，合理确
定配备使用药品品种和数量。这对药品盘点管理
提出了更高要求。近年来，信息化技术的不断发
展为利用信息手段辅助开展药品盘点管理提供了
可能。本研究结合医院药房盘点管理实际情况，
利用 LCDP 构建了药品盘点程序，实现了移动端
扫码盘点、数据自动汇总等功能，简化了盘点工
作流程、降低了盘点时间、减少了盘点过程中的
数据差错率，大幅度提升了药品盘点工作效率。
　　与上线 SPD 相比，使用 LCDP 构建药品盘点
程序，极大地节省了程序研发上线和运维费用，
实现了以极低成本进行药品盘点信息化管理的目
的。对于目前信息化建设相对滞后和投入不足的
医疗机构来说，作为信息化建设完善前的过渡方
式更加具有高效性和经济性。同时，利用药品盘
点程序实现了“无纸化”盘点，符合医疗机构节
能减排、降低运营成本的绿色办公理念。
　　此外，LCDP 降低了软件开发门槛，没有 IT
基础的药学专业技术人员也可根据工作需求自主

搭建管理程序。与直接上线的管理程序相比，具
有更多的灵活性与可拓展性，更加适应药房管理
不断改革创新的需要，如目前我院门诊药房同时
也利用 LCDP 自主开发药品入库管理程序，转变
了传统入库验收的手工工作模式，实现了药品入
库信息化的管理。
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