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甘草 -大戟配伍对大鼠肝药酶亚型 CYP1A2、CYP2E1 和
CYP3A4 活性的影响

张奉献1，乔姗姗1，王莎1，徐风2*，王如峰1*（1.北京中医药大学生命科学学院，北京　102488；2.北京大学药学

院，北京　100080）

摘要：目的　研究甘草、大戟药对配伍前后对大鼠肝药酶亚型 CYP1A2、CYP2E1 和 CYP3A4 活

性的影响。方法　采用 Cocktail 探针药物法测定甘草 - 大戟配伍对探针药物非那西丁、氯唑沙宗

和氨苯砜代谢的影响，评价其对大鼠肝药酶亚型 CYP1A2、CYP2E1 和 CYP3A4 活性的影响。结
果　甘草与大戟配伍后，与空白对照组相比，甘草 - 大戟 1∶1 组：非那西丁的半衰期（t1/2）与表

观分布容积（Vd）显著增大，曲线下面积（AUC）显著减小、氯唑沙宗清除率（CL）与Vd 显著减

小，AUC 显著增大、氨苯砜的 AUC 显著减小；甘草 - 大戟 2∶1 组：非那西丁的 t1/2 与AUC 显著

减小、氯唑沙宗的CL 与Vd 显著减小，AUC 显著增大、氨苯砜的Vd 显著减小；甘草 - 大戟 3∶1
组：非那西丁的 t1/2 与Vd 显著减小，CL 显著增大、氯唑沙宗的 t1/2 与AUC 显著增大，CL 与Vd 显

著减小、氨苯砜的CL 与Vd 显著减小，AUC 显著增大。结论 甘草 - 大戟 1∶1 配伍对 CYP1A2 和

CYP2E1 有抑制作用，而对 CYP3A4 有促进作用；甘草 - 大戟 2∶1 和 3∶1 配伍对 CYP1A2 有显

著促进作用，对 CYP2E1 和 CYP3A4 有抑制作用，这可能是其配伍禁忌的内在机制之一。

关键词：十八反；甘草；大戟；CYP1A2；CYP2E1；CYP3A4
中图分类号：R286　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0581-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.001

Effect of Glycyrrhizae Radix and Euphorbiae Pekinensis Radix compatibility 
on activities of CYP1A2, CYP2E1 and CYP3A4 from rat liver microsomes 

ZHANG Feng-xian1, QIAO Shan-shan1, WANG Sha1, XU Feng2*, WANG Ru-feng1* (1. School of 
Life Sciences, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. School of Pharmaceutical 
Sciences, Peking University, Beijing  100080)

Abstract: Objective  To determine the effect of Glycyrrhizae Radix (GR) and Euphorbiae Pekinensis 
Radix (EPR) on activities of CYP1A2, CYP2E1 and CYP3A4 from rat liver microsomes before and 
after the compatibination use. Methods  The effect of GR and EPR combination on the metabolism of 
the probe drugs phenacetin, chlorzoxazone and dapsone was determined by Cocktail probe drug method. 
Their effects on the activity of CYP1A2, CYP2E1 and CYP3A4 subtypes of liver drug enzymes in rats 
were evaluated. Results  The half-life (t1/2), apparent volume of distribution (Vd), area under the curve 
(AUC) and clearance rate (CL) of the probes in the combination groups of GR and EPR were compared 
with those in the blank control group. In the GR-EPR (1∶1) group, the t1/2 and Vd of phenacetin increased 
while the AUC decreased obviously; the CL and Vd of chlorzoxazone decreased while the AUC increased 
obviously; and the AUC of dapsone decreased. In the GR-EPR (2∶1) group, the t 1/2 and AUC of 
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　　中药“十八反”是对临床用药经验总结的结
果，也是构成中医药配伍禁忌理论重要的组成
部分 [1]，其明确指出某些药对不可同时配伍使
用，甘草与大戟就是其中不宜配伍使用的药对之
一 [2]。中药“十八反”受到历代医家的重视，也
是现代中医药理论研究的热点，但是，关于这些
药对组合能否用于临床以及相反的机制现在还没
有定论 [3]。甘草 - 大戟作为“十八反”的一组药
对，已有研究对其相反机制进行了探索 [4-6]，提
出了根据药物的体内代谢过程来研究和分析反药
组合，从而揭示其配伍禁忌的内在机制 [7]。
　　细胞色素 P450（CYP450）是关键的药物代谢
酶，作为Ⅰ期代谢酶系统参与大部分药物的代谢
过程，与许多药物之间的相互作用密切相关 [8]，两
者之间的相互作用表现为药物对 CYP450 酶的诱
导或抑制 [9]，而被诱导或抑制的 CYP450 酶又可
影响药物化学成分的代谢，进一步影响药物的毒
性或药效 [10]。有研究表明甘草 - 大戟配伍后对肝
脏、肾脏和心脏产生的不良反应要强于两者单独使
用 [11]，本实验选择肝药酶亚型 CYP1A2、CYP2E1
和 CYP3A4 进 行 研 究。CYP1A2 在 CYP450 总 量
中所占比例为 13% ～ 15%[12-13]，主要参与肝脏中
的氧化、还原、水解等Ⅰ相代谢反应 [14]。CYP2E1
约占肝脏代谢酶总量的 7%，可调控体内的一些药
物、前毒物和前致癌物的代谢 [15-16]。除药物代谢
外，CYP2E1 还与糖尿病等疾病有关 [17]。CYP3A4
在 CYP450 总量中所占比例为 30% ～ 40%[18-19]，参
与许多前毒物的代谢及活化过程 [20]。作为 CYP3A
亚家族的重要亚型，CYP3A4 被确定参与一半以上
治疗药物的代谢 [21-22]。Breimer 等 [23] 于 20 世纪 90
年代初首次提出 Cocktail 探针法，即利用多个探针
药物对多种 CYP450 同工酶活性进行同时评价的
方法 [23]。有文献报道非那西丁主要被 CYP1A2 代
谢，氯唑沙宗主要被 CYP2E1 代谢，氨苯砜主要被

CYP3A4 代谢 [24]，因此，本研究以非那西丁、氯
唑沙宗、氨苯砜为探针药物，以探针药物的药动学
参数为基础研究甘草 - 大戟配伍前后对 CYP1A2、
CYP2E1、CYP3A4 活性的影响，从而为“十八反”
中的配伍禁忌提供实验基础和用药依据。
1　材料

1.1　实验动物

　　SPF 级健康雄性 SD 大鼠，体重 160 ～ 180 g 
[ 斯贝福（北京）实验动物科技有限公司，动物生
产许可证号：SCXK（京）2011-0004]。
1.2　试药 
　　甘草和大戟均购自河北省安国药材市场，由
北京中医药大学生命科学学院王如峰教授鉴定两
者分别为豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.
的根及根茎，大戟科大戟属植物大戟 Euphor-
bia pekinensis Rupr. 的干燥根。安替比林（批号：
20150120，宜昌人福药业有限公司）；非那西丁
（批号：20130815，纯度：99.8%）、氯唑沙宗（批
号：100191-200606，纯度：99.5%）（中国食品药
品检定研究院）；氨苯砜（批号：20150222，纯度：
98.5%，武汉江民华泰医药化工有限公司）。
1.3　仪器

　　Waters 液相色谱仪（美国 Waters 公司），Heraeus
台式离心机（德国 Biofuge Stratos），氮气吹干仪（北
京市优晟联合科技有限公司），漩涡混匀仪（海门市
其林贝尔仪器制造有限公司），旋转蒸发仪（上海亚
荣生化仪器厂），AE240 十万分之一电子天平（瑞士
Mettler 公司）。
2　方法与结果

2.1　溶液制备

2.1.1　水煎液制备　① 甘草水煎液：称取甘草
200 g，加入 2 L 纯化水浸泡 30 min，然后煎煮 1 h；
倒出煎煮液后再次加入 1.6 L 纯化水继续煎煮 1 h。
合并两次得到的煎煮液，减压浓缩至最终含生药

phenacetin decreased substantially; the CL and Vd of chlorzoxazone decreased while the AUC increased 
substantially; the Vd of dapsone decreased obviously. In the GR-EPR (3∶1) group, the t1/2 and Vd of 
phenacetin decreased while the CL increased greatly; the t1/2 and AUC of chlorzoxazone increased while 
the CL and Vd decreased greatly; the CL and Vd of dapsone decreased while the AUC increased greatly. 
Conclusion  GR∶EPR (1∶1) combination inhibits the activity of CYP1A2 and CYP2E1 but promotes 
CYP3A4, while GR∶EPR (2∶1) and (3∶1) significantly promote the activity of CYP1A2 and inhibit 
CYP2E1 and CYP3A4. This may be a possible mechanism of combination incompatibility.
Key words: eighteen incompatible medicament; Glycyrrhizae Radix; Euphorbiae Pekinensis Radix; 
CYP1A2; CYP2E1; CYP3A4
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量 1 g·mL－ 1。大戟水煎液制备方法同甘草水煎液。
　　② 甘草 - 大戟混合煎液：先称取大戟 3 份，
各 200 g；然后甘草 - 大戟按 1∶1、2∶1、3∶1
的比例称取甘草，再分别与大戟混合，煎煮及浓
缩方法同甘草水煎液，保存于 4℃冰箱，备用。
临用前根据动物给药剂量配制所需浓度。
2.1.2　大鼠尾静脉注射溶液　精密称取非那西丁
50 mg、氨苯砜 50 mg、氯唑沙宗 75 mg，分别
置于研钵中，加入适量吐温 -80 研磨，转移至 25 
mL 量瓶中，生理盐水溶解。药物质量浓度分别
为 2、2、3 mg·mL － 1。
2.1.3　探针溶液制备　精密称取 25 mg 非那西丁、
氯唑沙宗和氨苯砜，分别置于 25 mL 量瓶中，甲醇
溶解，制得质量浓度为 1.0 mg·mL－ 1 的探针溶液。
2.1.4　内标溶液制备　精密称取 25 mg 安替比林
置于 25 mL 量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度。
精密移取该溶液 1 mL 置于 50 mL 量瓶中，用甲
醇稀释至刻度，即得 0.02 mg·mL － 1 的内标溶液。
2.2　HPLC 方法的建立

2.2.1　 色 谱 条 件　 采 用 Ultimate XB-C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，流动相为乙腈
（A）-20 mmol·L － 1 乙酸铵水溶液（B），梯度
洗 脱（0 ～ 3 min，30%A；3 ～ 13 min，30% ～ 

70%A；13 ～ 15 min，70% ～ 30%A）， 检 测 波
长为 265 nm，流速为 1.0 mL·min － 1，柱温为
40℃，进样体积为 10 μL。
2.2.2　动物分组与给药　参考 2020 年版《中国药
典》[25] 规定的人用口服剂量制订给药剂量，以人
和大鼠体表面积比例进行换算。灌胃体积 2.0 mL
（每日两次），连续灌胃 30 d，给药前禁食 12 h。
动物分组及给药方案见表 1，每组 5 只大鼠。于
末次给药后 30 min，尾静脉注射探针药物溶液，
给药量为 5 mL·kg － 1。

表 1　动物分组及给药方案 
Tab 1　Grouping of animals and dosing regimens

组别 给药剂量

空白对照组 等体积水

甘草组 0.72 g·kg － 1

大戟组 0.24 g·kg － 1

甘草 - 大戟 1∶1 组 0.24 g·kg － 1 甘草＋ 0.24 g·kg － 1 大戟

甘草 - 大戟 2∶1 组 0.48 g·kg － 1 甘草＋ 0.24 g·kg － 1 大戟

甘草 - 大戟 3∶1 组 0.72 g·kg － 1 甘草＋ 0.24 g·kg － 1 大戟

2.2.3　血浆样品采集与处理　分别于给药后 10、
20、30、60、120、240、480、720、1440 min 经
大鼠眼底静脉丛取血约 0.2 mL 于肝素钠抗凝管

中，冰水浴 30 min，于 4℃，5000 r·min － 1 离心
10 min。取血浆 60.0 μL 于 1.5 mL EP 管中，加内
标溶液安替比林（质量浓度 20 mg·L－ 1）10.0 μL，
混匀；再加入 1.0 mL 异丙醇 - 氯仿（1∶9）混合溶
液，混匀；5000 r·min－ 1 离心 5 min；取上清液，
37℃水浴中氮气吹干；残渣精密加入初始流动相
60.0 μL，混匀，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，即得。
2.2.4　专属性　以空白血浆为基质，制备空白
血浆＋探针药物＋内标样品和注射探针药物 120 
min 后的血浆＋内标样品，进样分析。结果如图
1 所示，血浆中的杂质不干扰样品测定，且非那
西丁、氯唑沙宗、氨苯砜及内标安替比林相互无
干扰，分离度好，表明该方法特异性良好。

图 1　血浆中各待测成分的高效液相色谱图

Fig 1　HPLC chromatograms of each component in the plasma
A. 空白血浆（blank plasma）；B. 空白血浆＋探针药物＋内标

（blank plasma ＋ probe drug ＋ internal standard）；C. 注射探针药物

120 min 后的血浆＋内标（plasma after 120 min of injection of probe 
drug ＋ internal standard）；1. 安替比林（antipyrine）；2. 氯唑沙宗

（chlorzoxazone）；3. 非那西丁（phenacetin）；4. 氨苯砜（dapsone）

2.2.5　线性关系与定量限　制备不同浓度的探针药
物非那西丁、氯唑沙宗、氨苯砜的混合甲醇溶液 100 
μL，氮气吹干；加入空白血浆 100 μL，得到质量浓
度 为 0.1、0.2、0.5、1、2、5、10、20、50 mg·L － 1

的系列血浆样品；以对照品质量浓度（X）和对照品
与内标峰面积比（Y）作线性回归，见表 2。结果表明
非那西丁、氯唑沙宗、氨苯砜在 0.1 ～ 50.0 mg·L－ 1

内与峰面积线性关系良好，3 种探针药物的最低定量
限（LOQ）分别为 0.33、0.40、0.15 mg·L－ 1。
2.2.6　精密度和准确度　分别制备非那西丁、氯
唑沙宗、氨苯砜的低、中、高质量浓度（0.4、2、
20 mg·L－ 1）的质控样品，在该浓度水平下，考
察 3 种探针药物的精密度、准确度和绝对回收率，
结果见表 3。非那西丁、氯唑沙宗、氨苯砜日内
精密度 RSD 为 1.9% ～ 9.4%，日间精密度 RSD 为
3.9% ～ 7.8%，准确度为 98.10% ～ 103.79%，绝对
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回收率在 61.20%～ 79.14%，RSD 为 2.1%～ 5.9%，
表明建立的方法良好，符合生物样本的测定要求。
2.2.7　稳定性和重复性　不同浓度的质控样品
平行 5 份，于常温保存 12 h、4℃保存 24 h 考察
样品短期稳定性；于－ 20℃保存 10 d 后考察长
期稳定性；于 4℃保存 24 h、室温融化、4℃保

存 24 h，如此冻融循环 2 次，考察冻融循环稳定
性。结果见表 3，非那西丁、氯唑沙宗、氨苯砜
重复性 RSD 为 2.5% ～ 5.6%，稳定性 RSD 均小
于 15%，说明该样品符合 2020 年版《中国药典》
四部中对生物样品的定量要求。

表 3　3 种探针药物的方法学考察结果 (n ＝ 5) 
Tab 3　Methodological investigation of 3 probe drugs (n ＝ 5)

成分
质量浓度 /

（mg·L － 1）

重复性 /%
RSD

准确度 /%
精密度 RSD 稳定性 RSD 绝对回收率

日内 /% 日间 /% 短期 /% 长期 /% 冻融循环 /% 回收率 /% RSD/%
非那西丁   0.4 3.2 102.14 3.9 7.4 9.4 8.1 9.3 67.91 3.3

  2 4.7   98.93 1.9 6.1 1.7 6.7 8.7 74.52 4.8
20 4.7 103.79 3.9 4.8 2.9 6.3 9.0 73.50 2.2

氯唑沙宗   0.4 3.5 101.95 3.7 6.0 3.3 7.1 8.3 69.98 5.9
  2 5.6   98.53 4.3 4.9 4.3 6.8 7.5 75.35 4.6
20 3.3 102.69 3.3 3.9 0.73 4.9 9.1 79.14 3.4

氨苯砜   0.4 3.5   98.10 4.7 7.8 3.9 7.7 9.8 61.20 5.4
  2 5.0   99.51 9.4 5.5 1.9 6.4 8.5 69.72 4.3
20 2.5   99.95 3.7 5.3 0.91 6.8 8.1 77.28 2.1

2.3　体内药动学研究

2.3.1　血浆中探针药物的测定　取大鼠血浆 100 
μL，按“2.2.3”项下方法处理，进样分析。各实
验组大鼠尾静脉注射探针药物，在不同时间点取
血测定探针药物在大鼠体内的浓度。使用 DAS 
2.0 软件根据非房室模型拟合计算药动学参数。
2.3.2　统计学分析　采用 SPSS 20.0 统计学软件
进行单因素方差分析，各组数据以 x±s 表示，以
P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。
2.3.3　甘草与大戟配伍前后对大鼠血浆中探针药物
的药动学影响　甘草 - 大戟配伍前后探针药物的药

动学参数结果见表 4 ～ 6。甘草、大戟单独给药的
药动学参数表明：与空白对照组相比，甘草可以加
快非那西丁的代谢，减缓氯唑沙宗和氨苯砜的代
谢；大戟对非那西丁和氯唑沙宗的代谢影响较小。
而与甘草组相比，大戟可以加快氨苯砜的代谢。当
甘草 - 大戟配伍后，与空白对照组、甘草组和大戟
组相比，甘草 - 大戟 1∶1 配伍后，可以减缓非那
西丁和氯唑沙宗的代谢，而加快氨苯砜的代谢；甘
草 - 大戟 2∶1 和 3∶1 配伍后，可以加快非那西丁
的代谢，而减缓氯唑沙宗和氨苯砜的代谢。

表 4　非那西丁主要药动学参数 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 4　Main pharmacokinetic parameters of phenacetin (x±s，n ＝ 5)

组别 t1/2/h CL/（L·kg·h － 1） Vd/（L·kg － 1） AUC/（mg·h·L － 1）

空白对照组 1.61±0.11 0.93±0.04 1.94±0.22 15.00±2.67

甘草 0.98±0.04*^ 1.27±0.12* 1.81±0.12   7.85±0.13*

大戟 1.68±0.11# 0.88±0.03# 2.12±0.12 11.42±0.35*#

甘草 - 大戟 1 ∶ 1 2.04±0.15*#^ 0.86±0.05# 2.30±0.09*# 11.63±0.70*#

甘草 - 大戟 2 ∶ 1 1.28±0.17*#^ 1.17±0.07^ 2.06±0.20   8.96±0.17*#

甘草 - 大戟 3 ∶ 1 0.87±0.13*^ 1.22±0.10*#^ 1.02±0.13*#^ 12.22±0.18#

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05；与甘草组比较，#P ＜ 0.05；与大戟组比较，^P ＜ 0.05。
Note：Compared with the blank control group，*P ＜ 0.05；compared with the Glycyrrhizae Radix group，#P ＜ 0.05；compared with the 

Euphorbiae Pekinensis Radix group，^P ＜ 0.05.

表 2　3 种探针药物的回归方程、相关系数、线性范围和 LOQ 
Tab 2　Regression equation，correlation coefficient，linearity and LOQ of 3 probe drugs

成分 线性回归方程 r 线性范围 /（mg·L － 1） LOQ/（mg·L － 1）

非那西丁 Y ＝ 8.686×103X ＋ 1.436×103 0.9998 0.1 ～ 50.0 0.33

氯唑沙宗 Y ＝ 1.000×104X ＋ 3.847×103 0.9995 0.1 ～ 50.0 0.40

氨苯砜 Y ＝ 3.100×104X － 3.706×103 0.9998 0.1 ～ 50.0 0.15
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3　总结与讨论
　　本研究采用动物实验探讨了甘草与大戟以不同
比例配伍对主要肝药酶的影响，以非那西丁、氯唑
沙宗和氨苯砜作为探针药物，建立了同时快速测定
三者在血浆中含量的高效液相色谱法。CYP450 酶参
与大部分药物代谢，其诱导或抑制可引起药物的毒
性或疗效的增强或减弱 [26-28]。非那西丁、氯唑沙宗
和氨苯砜分别主要被 CYP1A2、CYP2E1 和 CYP3A4
代谢，本实验通过对上述 3 种探针药物药动学的研
究，评价甘草 - 大戟配伍对 CYP1A2、CYP2E1 和
CYP3A4 酶活性的影响。本研究的实验动物采用药
物代谢研究常用的大鼠。关于实验动物数的选择，
我们遵循药动学实验中常用的动物数，即每组 3 ～ 6
只 [29-30]；同时参照“3R”原则中的“reduction”，即
减少实验中的动物数量的原则，且本实验的结果显
示药动学参数的 SD 值较小，数据离散程度较小。因
此，本实验选择每组 5 只大鼠进行药动学研究。
　　根据实验数据得到的药动学参数判断，甘草可
以加快非那西丁的代谢，对 CYP1A2 具有诱导作
用，这与文献报道一致 [31]；而减缓氯唑沙宗、氨
苯砜的代谢，表明甘草对 CYP2E1 和 CYP3A4 存在
抑制作用。大戟可以加快氨苯砜的代谢而对非那西
丁、氯唑沙宗无影响，表明大戟对 CYP3A4 有诱导
作用。有研究表明，酶活性的诱导可能会促进大戟
中某些物质的代谢或将大戟存在的前毒性物质转化

为有毒物质，从而对机体产生毒性 [32]。CYP2E1 和
CYP3A4 在 CYP450 酶系中负责毒物或前毒物的代谢
和活化，甘草能够抑制 CYP2E1 和 CYP3A4 的活性，
配伍后甘草对 CYP2E1 的活性抑制有所增强；与甘
草相反，大戟对 CYPE3A4 有促进作用，但是与甘草
合用后促进作用消失。本课题组已有研究证明：甘
草 - 大戟药对由于甘草的双向调控使得两者的配伍
禁忌是有条件的，是相对的。甘草 - 大戟 1∶1、2∶1、
3∶1 配伍随着甘草比例的增加毒性减小，即甘草 -
大戟 1∶1 配伍增加大戟的毒性，证明了两者的不相
容性；而甘草 - 大戟 2∶1 和 3∶1 配伍，大戟的毒性
随着甘草的剂量增加而减弱，这支持了甘草的解毒
作用，从而成为两者相容性的基础 [33]。配伍中甘草
可对 CYP1A2 产生促进作用，对 CYP3A4 产生抑制
作用；大戟单煎液与药对合煎液甘草 - 大戟3∶1相比，
CYP3A4 由促进作用变为抑制作用。
　　单独给药时甘草诱导 CYP1A2 而抑制 CYP2E1
和 CYP3A4 的活性；大戟诱导 CYP3A4 的活性。甘
草 - 大戟 1∶1 配伍对 CYP1A2 和 CYP2E1 有抑制作
用，而对 CYP3A4 有促进作用；2∶1 和 3∶1 配伍对
CYP1A2 有显著促进作用，对 CYP2E1 和 CYP3A4
有抑制作用。甘草与大戟配伍前后对 CYP 亚型的
双向调节作用，可能存在基于药物代谢酶机制的相
反作用，从而使甘草 - 大戟“绝对的配伍禁忌”成为
“相对的配伍禁忌”和“有条件的应用”，这可能是

表 5　氯唑沙宗主要药动学参数 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 5　Main pharmacokinetic parameters of chlorzoxazone (x±s，n ＝ 5)

组别 t1/2/h CL/（L·kg·h － 1） Vd/（L·kg － 1） AUC/（mg·h·L － 1）

空白对照组 3.07±0.44 0.65±0.05 2.87±0.29 22.09±1.04
甘草 2.73±0.22 0.47±0.02*^ 1.77±0.20*^ 30.95±1.28*

大戟 2.53±0.21 0.72±0.02# 2.64±0.20# 20.06±0.31#

甘草 - 大戟 1∶1 2.66±0.37 0.37±0.03*#^ 1.77±0.19*^ 37.52±1.31*#^

甘草 - 大戟 2∶1 2.76±0.42 0.36±0.03*#^ 1.28±0.16*#^ 41.63±1.03*#^

甘草 - 大戟 3∶1 4.83±0.32*#^ 0.37±0.02*#^ 2.57±0.17*# 38.25±3.41*#^

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05；与甘草组比较，#P ＜ 0.05；与大戟组比较，^P ＜ 0.05。
Note：Compared with the blank control group，*P ＜ 0.05；compared with the Glycyrrhizae Radix group，#P ＜ 0.05；compared with the 

Euphorbiae Pekinensis Radix group，^P ＜ 0.05.

表 6　氨苯砜主要药动学参数 (x±s，n ＝ 5) 
Tab 6　Main pharmacokinetic parameters of dapsone (x±s，n ＝ 5)

组别 t1/2/h CL/（L·kg·h － 1） Vd/（L·kg － 1） AUC/（mg·h·L － 1）

空白对照组 4.13±0.12 0.42±0.02 2.90±0.15 31.04±0.68
甘草 6.38±0.68*^ 0.32±0.08*^ 1.90±0.39*^ 41.37±0.39*^

大戟 4.89±0.31# 0.46±0.14# 3.25±0.15*# 21.07±0.34*#

甘草 - 大戟 1∶1 4.13±0.80# 0.47±0.12# 2.83±0.55# 21.09±0.23*#

甘草 - 大戟 2∶1 4.79±0.65# 0.36±0.05 1.64±0.20* 25.75±3.81#

甘草 - 大戟 3∶1 5.36±0.15 0.24±0.02*#^ 1.95±0.10*#^ 42.02±2.91*#^

注：与空白对照组比较，*P ＜ 0.05；与甘草组比较，#P ＜ 0.05；与大戟组比较，^P ＜ 0.05。
Note：Compared with the blank control group，*P ＜ 0.05；compared with the Glycyrrhizae Radix group，#P ＜ 0.05；compared with the 

Euphorbiae Pekinensis Radix group，^P ＜ 0.05.
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甘草 - 大戟配伍禁忌的内在机制之一，有待于进行
更深层次的实验研究加以阐明。

参考文献

[1] 田颐，李慕云，曹灿，等 . 基于毒效关系的“十八反”

研究现状与思考 [J]. 中华中医药杂志，2023，38（4）：

1426-1430. 
[2] 高建联，苗明三 . “十八反”药理毒理研究现状、存在问

题及研究思路 [J]. 中医学报，2010，25（3）：483-486. 
[3] 柳海艳，修琳琳，陈绍红，等 . 基于经典名方探讨

“十八反”反药组合应用的宜忌条件 [J]. 北京中医药大学

学报，2023，46（6）：752-757. 
[4] 丁鹏敏，乔姗姗，刘斯琪，等 . 甘草 - 大戟配伍对大

戟峻下逐水作用的影响 [J]. 药物评价研究，2020，43
（11）：2163-2167. 

[5] 张会平，蔡丽侠，于文帅，等 . UPLC 法研究甘草京

大戟反药对配伍后京大戟对甘草中有效成分含量的影

响 [J]. 沈阳药科大学学报，2019，36（3）：216-223. 
[6] Liu SQ，Qiao SS，Wang S，et al. Intestinal bacteria are 

involved in Radix Glycyrrhizae and Radix Euphorbiae 
Pekinensis incompatibility [J]. J Ethnopharmacol，2021，
273：113839. 

[7] 郭建明，段金廒，郝海平，等 . 基于药物体内代谢过程

的中药配伍禁忌研究思路与方法 [J]. 中草药，2011，42
（12）：2373-2378. 

[8] 霍旺，李晗，李林，等 . 诃子、甘草与制草乌配伍调控

CYP450 系统减轻肝毒性研究 [J]. 中国中药杂志，2022，
47（6）：1618-1624. 

[9] Guengerich FP，Waterman MR，Egli M. Recent structural 
insights into cytochrome P450 function [J]. Trends Pharma-
col Sci，2016，37（8）：625-640. 

[10] Li AF，Ma NN，Zhao ZJ，et al. Glycyrrhetinic acid 
might increase the nephrotoxicity of bakuchiol by inhibiting 
cytochrome P450 isoenzymes [J]. Peer J，2016，4：e2723. 

[11] 鞠雷，李汝春，李舫 . 中药“十八反”的研究进展 [J]. 山
东畜牧兽医，2016，37（6）：69-71. 

[12] Martignoni M，Groothuis GM，de Kanter R. Species dif-
ferences between mouse，rat，dog，monkey and human 
CYP-mediated drug metabolism，inhibition and induction [J]. 
Expert Opin Drug Metab Toxicol，2006，2（6）：875-894. 

[13] Guo JC，Zhu XH，Badawy S，et al. Metabolism and 
mechanism of human cytochrome P450 enzyme 1A2 [J]. 
Curr Drug Metab，2021，22（1）：40-49. 

[14] Gunes A，Dahl ML. Variation in CYP1A2 activity and its 
clinical implications：influence of environmental factors 
and genetic polymorphisms [J]. Pharmacogenomics，2008，
9（5）：625-637. 

[15] 谭孝琼，杨光谦，张林，等 . 细胞色素 P450 2E1 介导外

源性化合物毒性损伤研究进展 [J]. 中国职业医学，2016，
43（2）：234-236. 

[16] Krajinovic M，Sinnett H，Richer C，et al. Role of 
NQO1，MPO and CYP2E1 genetic polymorphisms in the 
susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukemia [J]. 

Int J Cancer，2002，97（2）：230-236. 
[17] Ishteyaque S，Yadav KS，Verma S，et al. CYP2E1 trig-

gered GRP78/ATF6/CHOP signaling axis inhibit apoptosis 
and promotes progression of hepatocellular carcinoma [J]. 
Arch Biochem Biophys，2023，745：109701. 

[18] Zhou SF. Drugs behave as substrates，inhibitors and induc-
ers of human cytochrome P450 3A4 [J]. Curr Drug Metab，
2008，9（4）：310-322. 

[19] Wang MZ，Wu JQ，Dennison JB，et al. A gel-free MS-
based quantitative proteomic approach accurately measures 
cytochrome P450 protein concentrations in human liver mi-
crosomes [J]. Proteomics，2008，8（20）：4186-4196. 

[20] 许菊青，蒋峰 . CYP3A4、CYP3A5 多态性与肿瘤的关

系 [J]. 实用老年医学，2017，31（1）：79-82. 
[21] Wang FL，Zhang X，Wang YY，et al. Activation/inacti-

vation of anticancer drugs by CYP3A4：influencing factors 
for personalized cancer therapy [J]. Drug Metab Dispos，
2023，51（5）：543-559. 

[22] Martiny VY，Miteva MA. Advances in molecular mod-
eling of human cytochrome P450 polymorphism [J]. J Mol 
Biol，2013，425（21）：3978-3992. 

[23] Breimer DD，Schellens JHM. A “Cocktail”strategy to 
assess in vivo oxidative drug metabolism in humans [J]. 
Trends Pharmacol Sci，1990，11（6）：223-225. 

[24] 王小平，白吉庆，胡锦萍，等 . 丹参 - 红花药对配伍前

后对大鼠肝药酶亚型 CYP1A2、CYP2E1 和 CYP3A4 活

性的影响 [J]. 药物评价研究，2017，40（3）：300-306. 
[25] 中国药典 2020 年版 . 一部 [S]. 2020：88-89. 
[26] 骆文香，张银娣 . 药物代谢中的肝细胞色素 P450 [J]. 药学

进展，1999，23（1）：30-36. 
[27] 陈宇征，吕文良 . 中药导致药物性肝损伤的机制研

究进展 [J]. 中国中医基础医学杂志，2015，21（11）：

1476-1478. 
[28] 贺佳，霍敏，陈绍红，等 . 甘遂半夏汤中甘遂甘草反药

组合加减应用对腹水大鼠 CYP450 酶的影响 [J]. 中国实

验方剂学杂志，2022，28（23）：10-18. 
[29] 王玲梅，杨凡，梁博涵，等 . X射线辐射对埃克替尼

大鼠体内药动学的影响 [J]. 中国新药杂志，2024，33
（12）：1262-1269. 

[30] 王美晴，白虎成，张枢，等 . 新型 KRASG12C 抑制剂

VT198 的药效学及药动学研究 [J]. 中国新药杂志，2024，
33（14）：1466-1471. 

[31] 景欣悦，彭蕴茹，王新敏，等 . 甘遂与甘草合用对大鼠

肝药酶 CYP1A2、CYP2C19 和 CYP2E1 的影响 [J]. 中国

药理学通报，2015，31（11）：1625-1626. 
[32] 武洁，沈红，钟荣玲，等 . 探针药物法评价大鼠体内甘

草配伍大戟、甘遂和芫花对细胞色素 CYP1A2 活性的影

响 [J]. 中国医院药学杂志，2014，34（20）：1721-1725. 
[33] Chen M，Geng D，Yang X，et al. In vitro nephrotoxicity 

induced by herb-herb interaction between Radix Glycyr-
rhizae and Radix Euphorbiae Pekinensis [J]. Oxid Med Cell 
Longev，2020，2020：6894751. 

（收稿日期：2024-07-02；修回日期：2024-08-21）



587

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

基于核心功效成分柚皮苷的化学稳定性探讨 
丹苓补骨胶囊的配伍合理性

周琦人，杨晓雯，豆志亚，戴俊东*（北京中医药大学 中药学院，北京　102488）

摘要：目的　基于中药复方中柚皮苷与单体柚皮苷热稳定性的差异，从核心功效成分的化学稳

定性角度探讨中药复方配伍合理性。方法　采用网络药理学及分子对接技术预测柚皮苷治疗原

发性骨质疏松症的核心靶点、关键信号通路及生物过程等生物信息，验证柚皮苷作为丹苓补骨

胶囊核心功效成分和质量指标性成分的合理性；利用 UPLC-Q-TOF/MS 技术对丹苓补骨胶囊中

的抗氧化活性成分进行定性分析，并基于密度泛函理论（DFT）及 DPPH、ABTS、ORAC 3 种

体外抗氧化活性测定方法，预测分析各成分的抗氧化活性强弱及抗氧化作用机制，进而从核

心功效成分化学稳定性的角度分析探讨复方配伍的合理性。结果　网络药理学与分子对接结果

表明，柚皮苷治疗原发性骨质疏松症的潜在作用靶点为 34 个，其中有 6 个核心靶点，分别为

ALB、TNF、ESR1、CASP3、SERPINE1、ACE，柚皮苷治疗原发性骨质疏松症涉及细胞周期、

凋亡、信号传导等多种生物过程以及 p53、IL-17、PI3K-Akt 等多条信号通路；柚皮苷与核心

靶点基因所编码的蛋白结合效果良好，结合能均小于－ 5 kJ·mol－ 1；通过 UPLC-Q-TOF/MS
技术确定了丹苓补骨胶囊中柚皮苷、淫羊藿苷、丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷 4 种天然酚类

抗氧化活性成分的存在；DFT 计算和体外抗氧化活性实验结果表明，4 种酚类化合物的抗氧化

活性强弱顺序为：丹酚酸 B ＞毛蕊异黄酮葡萄糖苷＞淫羊藿苷和柚皮苷；稳定性验证实验结

果表明，丹苓补骨胶囊中丹酚酸 B 等抗氧化活性成分对柚皮苷具有显著的保护作用，可显著

提高复方中柚皮苷的热稳定性。结论　丹苓补骨胶囊中丹参等含有抗氧化活性成分的药味与君

药骨碎补配伍时，丹酚酸 B 等抗氧化活性强于柚皮苷的成分在处方中可充当抗氧化剂，从而

显著增强柚皮苷在生产和制剂贮藏过程中的化学稳定性，保证其在丹苓补骨胶囊中含量的稳

定，有利于改善丹苓补骨胶囊的质量和临床疗效。进而从中药复方核心功效成分的化学稳定性

角度证实了丹苓补骨胶囊中君药骨碎补与其他药味配伍的科学性和合理性。

关键词：柚皮苷；化学稳定性；配伍；网络药理学；分子对接；密度泛函理论；抗氧化活性
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Abstract: Objective  To determine the compatibility of rationality in traditional Chinese medicine 
compound formulas from the chemical stability of naringin, a core active ingredient, based on 
the differences in thermal stability between compound formula and a single compound. Methods  
Network pharmacology and molecular docking were used to predict the core targets, key signaling 
pathways, biological processes, and other information of naringin in the treatment of primary 
osteoporosis (POP), to validate the rationality of naringin as the core active ingredient and quality 
indicator of Danling Bugu capsules. UPLC-Q-TOF/MS technology was utilized to qualitatively 
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　　中药复方是中药临床应用的主要形式，充分
体现了中医辨证论治的特色与灵魂。“药有个性之
专长，方有合群之妙用”，中药复方配伍绝不是简
单的药物堆砌和叠加，而是在中医药理论的指导
下，基于“君臣佐使”“七情和合”等配伍理论以合
适的剂量遣药组方，进而达到增效减毒的目的 [1]。
无论是传承千百年的经典古方还是临床常用的经
验方均来源于长期临床实践，通过现代研究阐明
复方配伍的科学性和合理性，对于中药复方的疗
效验证、药理机制探讨、安全性评估、标准化生产、
创新与发展、文化传承与保护以及国际化推广具
有重要意义。目前，中药复方配伍研究主要从药
物的性味归经、药效毒性、化学成分的体内外相
互作用等角度进行探讨，尚未见基于核心功效成
分的化学稳定性角度对中药复方配伍合理性的探
索研究。
　　丹苓补骨胶囊是山西天生制药公司在临床经
验方的基础上改良研发的一款中成药，由熟地黄、
骨碎补、补骨脂、淫羊藿、黄芪等十二味中药组成，
具有补肾壮骨、益气健脾、活血止痛之效，可用
于原发性骨质疏松症的辅助治疗。骨碎补为该方
的君药，据《本草新编》记载：“骨碎补，入骨，用

之以补接伤碎最神”；《本草筌蒙》有云：“补骨节
伤碎，疗风血积疼”，可见，骨碎补具有疗伤止
痛，补肾壮骨之效。柚皮苷是丹苓补骨胶囊和君
药骨碎补的核心功效成分及指标性成分。现代药
理研究表明柚皮苷具有抗骨质疏松症、抗氧化、
抗炎等生物活性 [2]。此外，它作为一种植物雌激
素，还被证实可以模仿雌激素作用，以防止与雌
激素相关的骨质流失 [3]。
　　本研究首先基于网络药理学和分子对接技术验
证柚皮苷对原发性骨质疏松症的药理作用及其作用
机制，说明选择柚皮苷作为丹苓补骨胶囊核心功效
成分和指标成分的合理性。课题组前期实验结果表
明丹苓补骨胶囊中柚皮苷的稳定性显著优于单体成
分，分析可能与复方中其他抗氧化活性成分对其的
保护作用有关。故采用 UPLC-Q-TOF/MS 技术对丹
苓补骨胶囊中的抗氧化活性成分进行定性分析；再
结合密度泛函理论（DFT）计算和体外抗氧化活性
实验对比研究相关成分的抗氧化活性强弱；最后通
过热稳定性实验考察配伍前后柚皮苷的稳定性变化
情况。基于上述研究从核心功效成分的化学稳定性
角度分析探讨丹苓补骨胶囊中君药骨碎补与其他药
味配伍的科学性和合理性。

analyze antioxidant active components in Danling Bugu capsules. Based on density functional theory 
(DFT) and three in vitro antioxidation assays (DPPH, ABTS, and ORAC), the antioxidation and 
mechanism of each component were analyzed to determine the compatibility rationality of Danling 
Bugu capsules from the chemical stability of naringin. Results  The network pharmacology and 
molecular docking indicated 34 potential targets of naringin in the treatment of POP, with 6 core 
targets being ALB, TNF, ESR1, CASP3, SERPINE1, and ACE. The treatment of POP with naringin 
involved multiple biological processes such as the cell cycle, apoptosis, and signal transduction, as 
well as several signaling pathways such as p53, IL-17, and PI3K-Akt. Naringin exhibited strong 
binding affinity with proteins encoded by core target genes, with binding energies all less than － 5 
kJ·mol－ 1. With UPLC-Q-TOF/MS technology, four natural phenolic antioxidant active components 
were identified in Danling Bugu capsules: naringin, icariin, salvianolic acid B, and calycosin-7-
O-glucoside. DFT calculations and in vitro antioxidation experiments demonstrated the order of 
antioxidation of the four phenolic compounds follows the order: salvianolic acid B ＞ calycosin-7-O-
glucoside＞ icariin and naringin. The stability verification experiments indicated that the antioxidation 
components, such as salvianolic acid B in Danling Bugu capsules, exhibited obvious significant 
protective effect on naringin, markedly enhancing its thermal stability within the compound. 
Conclusion  When Danshen is combined with the monarch herb Drynariae Rhizoma, components 
like salvianolic acid B exhibit stronger antioxidant activity than naringin, and serve as antioxidants 
in the formulation. This greatly enhances the chemical stability of naringin during the production and 
storage of Danling Bugu capsules. The compatibility of the monarch herb Drynariae Rhizoma with 
other herbal medicines in traditional Chinese medicine formulations is rational.
Key words: naringin; chemical stability; compatibility; network pharmacology; molecular docking; 
density functional theory; antioxidant activity
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1　材料
1.1　数据库与软件
　　TCMSP 数 据 库（https：//www.tcmsp-e.com/#/
database）、Swiss Target Predicition 数据库（http：//
www.swisstargetprediction.ch）、Uniprot 数 据 库
（https：//www.uniprot.org）、GeneCards 数 据 库
（https：//www.genecards.org）、OMIM 数 据 库
（https：//omim.org）、DisGenet 数 据 库（https：//
www.disgenet.org）、DrugBank 数 据 库（https：//
go.drugbank.com）、VENNY 2.1.0（https：//bio-
infogp.cnb.csic.es/tools/venny）、STRING 数 据 库
（https：//cn.string-db.org）、DAVID 数据库（https：//
david.ncifcrf.gov）、微生信在线平台（https：//www.
bioinformatics.com.cn）、PDB 数据库（https：//www.
rcsb.org）、Cytoscape 3.7.2、AutoDocktools 1.5.7、
PyMOL、MassLynxV 4.1、HMDB 数据库（https：//
hmdb.ca）、MassBank 数 据 库（https：//massbank.
jp）、MoNA 数据库（https：//mona.fiehnlab.ucdavis.
edu）、PubChem 数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov）、Gaussian 16、GaussView 6.0。
1.2　试药与仪器
　　乙腈（质谱级）、甲醇（色谱级）、甲酸（色
谱级）[ 赛默飞世尔科技（中国）有限公司 ]；1，
1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼（DPPH）、水溶性维生
素 E（Trolox）、荧光素钠、过硫酸钾（批号分别
为 D2673AABE、H1433AB29、F9733AB29、
P96438544，上海吉至生化科技有限公司）；2，
2'- 联氮 - 双（3- 乙基苯并噻唑啉 -6- 磺酸）二铵
盐（ABTS）（批号为 KN300957，北京欣恒研科
技有限公司）；2，2'- 偶氮二异丁基脒二盐酸盐
（AAPH）（货号为 GC19496，美国 Glpbio 公司）；
淫羊藿苷（纯度≥ 95%）、柚皮苷（纯度≥ 99%）
（批号分别为 C14751702、C16098810，上海麦克
林生化科技有限公司）；丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡
萄糖苷（纯度均≥ 98%，批号分别为 PS012397、
PS010246，成都普思生物科技有限公司）。熟地黄、
骨碎补、补骨脂、淫羊藿、炙黄芪、茯苓、黄瓜子、
丹参、自然铜（煅）、乳香（制）、没药（制）、丹
苓补骨胶囊（山西天生制药有限责任公司），药材
经山西天生制药有限责任公司高级工程师孟中华
鉴定：黄瓜子为《重庆市中药材质量标准（2022 年
版）》收录品种，其余均为《中国药典》收录品种。
　　Waters-ACQUITYTM I-Class SYNAPT G2-Si MS 
UPLC-Q-TOF/MS 仪（美国 Waters 公司）；SpectraMax 
i3x 多功能酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）；
十万分之一分析天平 BT 125D（德国赛多利斯科学仪
器有限公司）；数控超声波清洗器 KQ-500DE 型（昆

山市超声仪器有限公司）；96 孔板（透明）（武汉赛维
尔生物科技有限公司）；96 孔板（黑色）（北京白鲨易
科技有限公司）；Thermo UltiMate 3000 超高效液相
色谱仪 [ 赛默飞世尔科技（中国）有限公司 ]。
2　方法
2.1　网络药理学分析柚皮苷治疗原发性骨质疏松
症的作用机制
2.1.1　成分作用靶点及疾病靶点的获取　利用
TCMSP、Swiss Target Predicition 数据库获取柚皮
苷的作用靶点及相关信息，同时在 GeneCards、
OMIM、DisGenet 及 DrugBank 数据库中检索“pri-
mary osteoporosis”，以获得疾病靶点。去除重复，
整合后利用 Uniprot 数据库将靶点转换为对应的人
源基因名。
2.1.2　蛋白互作（PPI）网络的构建及核心靶点
筛选　取柚皮苷作用靶点与原发性骨质疏松症疾
病靶点的交集靶点，即为柚皮苷治疗原发性骨质
疏松症的潜在作用靶点，并上传至 STRING 数
据库中，隐藏孤立蛋白，构建 PPI 网络；利用
Cytoscape 3.7.2 的 内 置 插 件 Centiscape 2.2 计 算
PPI 网络的阈值，筛选核心靶点。
2.1.3　GO 功能与 KEGG 信号通路分析　通过
DAVID 数据库对潜在作用靶点进行 GO 功能和
KEGG 信号通路富集分析。
2.1.4　构建“柚皮苷 - 潜在靶点 - 原发性骨质疏松
症 - 通路”网络　通过检索相关文献，筛选疾病相
关通路，利用 Cytoscape 3.7.2 构建“柚皮苷 - 潜在
靶点 - 原发性骨质疏松症 - 通路”网络。
2.1.5　分子对接　在 PDB 数据库中下载核心靶点
的蛋白结构 PDB 文件，以柚皮苷为配体，各核心
靶点蛋白为受体，利用 AutoDocktools 1.5.7 进行分
子对接，计算结合能。最后，借助 PyMOL 对分子
对接结果进行可视化处理。
2.2　丹苓补骨胶囊中抗氧化活性成分的定性分析
2.2.1　供试品溶液的制备　精密称定 0.6 g 丹苓
补骨胶囊内容物，加入 50 mL 甲醇超声（500 W，
40 kHz）处理 15 min，放冷后，甲醇补足减失的
重量。取上清液 750 μL 以等量甲醇稀释，13 000 
r·min－ 1 离心 15 min，取上清液，即得。
2.2.2　色谱条件　Waters Acquity UPLC BEH C18
色谱柱（2.1 mm×150 mm，1.7 μm）；流动相：A
为 0.1% 甲酸水，B 为 0.1% 甲酸乙腈，梯度洗脱
（0 ～ 3 min，2% ～ 8%B；3 ～ 6 min，8% ～ 20%B；
6 ～ 17 min，20% ～ 98%B；17 ～ 20 min，98%B；
20 ～ 20.10 min，98% ～ 2%B；20.10 ～ 21 min，
2%B）；流速为 0.3 mL·min－ 1，进样器温度为
10℃，柱温为 40℃，进样量为 2 μL。
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2.2.3　质谱条件　采用电喷雾（ESI）离子源，离
子源温度为 120℃；采用 MSE 正、负离子扫描模
式，扫描质量范围为 m/z 50 ～ 1500，扫描时间为
0.2 s；毛细管电压为 2.0 kV，高能通道碰撞电压
为 10 ～ 75 V，锥孔电压为 40 V，锥孔气流速为
50 L·h－ 1，脱溶剂气温度为 450℃，脱溶剂气流
速为 800 L·h－ 1；使用 MassLynxV 4.1 软件进行
数据采集与分析。
2.2.4　定性分析　通过查阅文献、《中国药典》等
途径，筛选丹苓补骨胶囊中含量高、抗氧化活性
强、含有酚羟基的指标成分，选择其中具有代表
性的成分进行研究。通过 UPLC-Q-TOF/MS 得到
丹苓补骨胶囊质谱图，使用 MassLynxV 4.1 软件
将质谱图中的准分子离子峰、二级碎片等信息与
HMDB、MassBank、MoNA、PubChem 数据库及
相关文献进行比对分析，确定抗氧化活性成分。
2.3　抗氧化活性成分的 DFT 研究 [4]

　　基于 DFT 方法，计算所用软件为 Gaussian 
16 和 GaussView 6.0。选用 B3LYP/6-31G（d，p）
基组，考虑溶剂效应和弱相互作用，溶剂模型为
IEFPCM，溶剂为水，色散校正为 GD3BJ，对抗
氧化活性成分的结构（包括中性分子、阳离子自
由基、脱氢自由基）进行结构优化和频率分析，
以获得最稳定构型及热力学参数。以各成分结构
的最稳定构型，在 M062X/def2TZVP 的水平下
考虑溶剂效应和弱相互作用，溶剂模型为 SMD，
溶剂为水，色散校正为 GD3，计算各结构的高
精度单点能。最后计算各成分参数：键解离焓
（BDE）值、电离势（IP）值、最高占据分子轨
道（HOMO）、最低占据分子轨道（LUMO）及
能级差，比较各参数大小，预测各成分的抗氧化
活性强弱。
2.4　体外抗氧化活性测定
2.4.1　DPPH 自由基清除能力测定　在 96 孔透明
板中分别加入 100 μL 质量浓度梯度为 4、8、12、
16、20、24、28、32、36、40 μg·mL－ 1 的 Trolox
对照品溶液、丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷供
试品溶液及质量浓度梯度为 100、200、300、400、
500、600、700、800、900、1000 μg·mL－ 1 的 柚
皮苷、淫羊藿苷供试品溶液，再加入 100 μL 0.24 
mmol·L－ 1 的 DPPH 工作液，混合均匀，室温下
避光静置 30 min，反应完全后测定 517 nm 处吸光
度。以 Trolox 为阳性对照，溶剂为空白对照，实
验结果用 DPPH 自由基清除率表示。
2.4.2　ABTS ＋自由基清除能力测定　在透明 96
孔板中分别加入 50 μL 质量浓度梯度为 4、8、
12、16、20、24、28、32、36、40 μg·mL－ 1

的 Trolox 及丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、
淫羊藿苷、柚皮苷供试品溶液，再加入 200 μL 
ABTS ＋工作液，混合均匀，室温下避光静置
30 min，反应完全后测定 734 nm 处吸光度。以
Trolox 为阳性对照，溶剂为空白对照，实验结果
用 ABTS ＋自由基清除率表示。
2.4.3　氧自由基吸收能力（ORAC）测定　在黑
色 96 孔板中先分别加入 100 μL 质量浓度梯度
为 0.8、1.2、1.6、2.0、2.4、2.8、3.2、3.6、4.0 
μg·mL－ 1 的 Trolox 对照品、淫羊藿苷、柚皮苷
供试品溶液及质量浓度梯度为 0.08、0.12、0.16、
0.20、0.24、0.28、0.32、0.36、0.40 μg·mL－ 1 的
丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷供试品溶液，再
加入 50 μL 0.2 μmol·L－ 1 的荧光素钠溶液，混合
均匀后室温下避光静置 15 min；再向各孔快速加
入 50 μL 80 mmol·L－ 1 的 AAPH 溶液，立即用
酶标仪在室温下测定各孔荧光强度（激发波长为
485 nm，发射波长为 535 nm），每隔 1 min 检测
一次，直至荧光强度衰减呈基线后为止。同时设
定两种对照，即未添加自由基组（－ AAPH）和
未添加抗氧化剂组（＋ AAPH）。抗氧化剂的氧自
由基清除能力 ORAC 值可通过 Trolox 当量表示。
2.5　稳定性验证 
2.5.1　柚皮苷水溶液的制备　精密称定柚皮苷对
照品 3 mg 于 50 mL 量瓶中，纯化水超声溶解，
定容，制成 60 μg·mL－ 1 的柚皮苷水溶液。
2.5.2　柚皮苷和抗氧化活性成分混合溶液的制备
　根据 DFT 计算和体外抗氧化活性实验的结果，
确定最强的抗氧化活性成分。取该抗氧化活性成
分和柚皮苷对照品各 3 mg，按“2.5.1”项下方法
制备，即得。
2.5.3　丹苓补骨胶囊水煎液的制备　取熟地黄12 g，
骨碎补、补骨脂、淫羊藿、炙黄芪、茯苓、黄瓜子、
丹参、自然铜（煅）各 10 g，乳香（制）、没药（制）
各 4 g，加自来水冷凝回流煎煮两次，第一次加自
来水 20 倍量，煎煮 2 h，第二次加自来水 15 倍量，
煎煮 1.5 h，煎煮完成后用 200 目筛网过滤药液，合
并煎液，即得。
　　取上述各溶液约 2 mL 熔封于安瓿瓶中，分别
于 100℃和 60℃条件下放置 4、8、12、24 h，取
出冷却至室温后，参照《中国药典》2020 年版第
一部骨碎补含量测定方法，测定加热前后柚皮苷
含量变化，对比分析，评价柚皮苷的热稳定性。
2.6　数据处理与统计分析
　　数据采用 GraphPad Prism 9.5 进行统计分析，
数据均以均值 ±标准差（x±s）表示，数据图中
用误差棒表示标准差。两组间差异采用独立样本
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t 检验，多组间采用单因素方差（ANOVA）分析，
P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　网络药理学分析柚皮苷治疗原发性骨质疏松
症的作用机制
3.1.1　成分作用靶点及疾病靶点的获取　通过各
数据库共得到柚皮苷作用靶点 105 个，原发性骨

质疏松症的疾病靶点 1778 个。取交集后共获得 34
个柚皮苷治疗原发性骨质疏松症的潜在作用靶点。
3.1.2　PPI 网络的构建及核心靶点筛选　潜在作
用靶点的 PPI 网络见图 1。筛选后得到 6 个核
心 靶 点， 分 别 为 ALB、TNF、ESR1、CASP3、
SERPINE1、ACE，详细信息见表 1，筛选过程
见图 2。

表 1　柚皮苷治疗原发性骨质疏松症的核心靶点 
Tab 1　Core targets of naringin in the treatment of primary osteoporosis

序号 Uniprot ID 靶点名 名称 度值 介数中心性 接近度中心性

1 P02768 ALB 白蛋白 27 211.93 0.026

2 P01375 TNF 肿瘤坏死因子 26 133.76 0.025

3 P03372 ESR1 雌激素受体 24 132.50 0.024

4 P42574 CASP3 半胱氨酸蛋白酶 3 23 118.22 0.023

5 P05121 SERPINE1 纤溶酶原激活物抑制剂 1 15   32.67 0.020

6 P12821 ACE 血管紧张素转换酶 11 112.01 0.018

3.1.3　GO 功能与 KEGG 信号通路分析　GO 功能富
集分析共得到 210 条结果，包括生物过程（BP）151
条，细胞组分（CC）16 条，分子功能（MF）43 条。
KEGG 信号通路富集分析共得到 53 条结果，主要涉
及的通路有 p53 信号通路和 IL-17 信号通路等。

3.1.4　构建“柚皮苷 - 交集靶点 - 原发性骨质疏松
症 - 通路”网络　综合文献发现，在 53 条信号通
路富集结果中，有 17 条通路与原发性骨质疏松
症密切相关，详见表 2。“柚皮苷 - 交集靶点 - 原
发性骨质疏松症 - 通路”网络如图 3 所示。

表 2　原发性骨质疏松症相关通路 
Tab 2　Pathways related to primary osteoporosis

序号 ID 信号通路 基因数 P 值 富集倍数

  1 hsa04115 p53 信号通路 5 0.000 118 18.7140
  2 hsa04657 IL-17 信号通路 5 0.000 297 14.7323
  3 hsa04151 PI3K-Akt 信号通路 5 0.034 908   3.8575
  4 hsa04933 糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信号通路 4 0.004 954 11.0787
  5 hsa04064 NF-κB 信号通路 4 0.005 527 10.6526
  6 hsa04210 细胞凋亡 4 0.011 547   8.1461
  7 hsa04010 MAPK 信号通路 4 0.086 405   3.6806
  8 hsa04664 Fc ε  RI 信号通路 3 0.023 309 12.2192
  9 hsa04917 催乳素信号通路 3 0.024 605 11.8700
10 hsa04012 ErbB 信号通路 3 0.035 220   9.7753
11 hsa04668 TNF 信号通路 3 0.059 729   7.2886
12 hsa04071 甲状腺激素信号通路 3 0.066 329   6.8669
13 hsa04919 鞘脂信号通路 3 0.066 329   6.8669
14 hsa04926 松弛素信号通路 3 0.074 157   6.4411
15 hsa04068 FoxO 信号通路 3 0.076 160   6.3427
16 hsa04380 破骨细胞分化 3 0.080 217   6.1548
17 hsa04915 雌激素信号通路 3 0.082 271   6.0649 

3.1.5　分子对接　分子对接结果显示，柚皮苷与
CASP3（1NMQ）、TNF（7KP9）、ESR1（1X7R）、
SERPINE1（7AQF）、ALB（7VR0）、ACE（6H5W）
各 核 心 靶 点 蛋 白 的 结 合 能 分 别 为 － 29.41、 
－ 27.24、－ 26.15、－ 22.72、－ 22.88、－ 29.92 
kJ·mol－ 1，可视化分析见图 4，柚皮苷嵌入蛋白
质口袋，与周围的氨基酸残基形成稳定氢键，可
见 6 个核心靶点蛋白与柚皮苷结合性均较好。

3.2　丹苓补骨胶囊中抗氧化活性成分的定性分析

　　对丹苓补骨胶囊各中药组分进行文献调
研 [5-19]，选取了骨碎补、丹参、淫羊藿、黄芪中
含有的抗氧化活性较强的成分，分别为柚皮苷、
丹酚酸 B、淫羊藿苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷。正、
负离子模式下丹苓补骨胶囊的 TIC 图如图 5所示，
通过对质谱数据进行分析，确定了丹苓补骨胶囊
中上述 4 种成分的存在，详细鉴定信息见表 3。
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图 2　核心靶点筛选过程

Fig 2　Screening process of core targets

图 3　“柚皮苷 - 交集靶点 - 原发性骨质疏松症 - 通路”网络图

Fig 3　Network diagram of“naringin-intersection targets-primary osteoporosis-pathways”

图 1　潜在作用靶点的 PPI 网络图

Fig 1　PPI network of potential targets

3.3　抗氧化活性成分的 DFT 研究

3.3.1　酚羟基 BDE　在抗氧化活性研究中，通常以
O-H 键的 BDE 来表征酚羟基氢的离域能力，BDE 越
小，化学键越容易断裂，以氢原子转移机制（HAT）
为基础的自由基清除反应越容易发生，化合物的抗
氧化活性越强 [20]。本研究结果显示：丹酚酸 B 由
3 分子的丹参素与 1 分子的咖啡酸缩合而成，其中
咖啡酸部分的对位酚羟基、与咖啡酸的羧基连接的
丹参素上的间位酚羟基的 BDE 值分别为 343.9959、
364.9106 kJ·mol－ 1，毛蕊异黄酮葡萄糖苷、淫羊
藿苷酚羟基的 BDE 值分别为 355.1910、375.1685 
kJ·mol－ 1，柚皮苷中 A 环 C5-OH、B 环 C4'-OH 的
BDE 值分别为 410.7913、381.6981 kJ·mol－ 1。由此
推断，4 种酚类化合物的抗氧化活性顺序为：丹酚酸
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B ＞毛蕊异黄酮葡萄糖苷＞淫羊藿苷＞柚皮苷。
3.3.2　IP　在抗氧化研究中，IP 是与单电子转移
机制（SET）相关的重要参数，能够反映分子的给
电子能力，常被用于表征分子的抗氧化活性。IP
值越低，电子越容易转移，说明抗氧化剂是优良
的电子供体，抗氧化活性越强 [21]。本研究计算了
丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、淫羊藿苷、柚
皮苷的 IP 值，结果分别为 545.3797、550.7121、
582.4676、600.7463 kJ·mol－ 1。由此推断 4 种酚

类成分的抗氧化活性强弱顺序为：丹酚酸 B ＞毛
蕊异黄酮葡萄糖苷＞淫羊藿苷＞柚皮苷，此结果
与 BDE 结果一致。
3.3.3　前线分子轨道及轨道能级　前线分子轨道
理论认为，HOMO 的能量越高，处于该轨道的
电子越不稳定，越容易失去电子；能量越低的
LUMO 则越容易接受电子。最低占据轨道能级
（ELUMO）与最高占据轨道能级（EHOMO）之差 ΔE
表示化学反应发生时分子形成活化态，电子从

图 4　核心靶点蛋白与柚皮苷分子的对接图

Fig 4　Molecular docking of core target proteins with naringin
A. CASP3；B. TNF；C. ESR1；D. SERPINE1；E. ALB；F. ACE

图 5　正（A）、负（B）离子模式下丹苓补骨胶囊的 TIC 图

Fig 5　TIC chromatogram of Danling Bugu capsules in positive（A）and negative（B）ion modes
1. 毛蕊异黄酮葡萄糖苷（calycosin-7-O-glucoside）；2. 柚皮苷（naringin）；3. 丹酚酸 B（salvianolic acid B）；4. 淫羊藿苷（icariin）
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HOMO 轨道跃迁到 LUMO 轨道所需要的能量，
即 ΔE 越小，所需的能量越小，反应的活性越
高，分子越活泼，抗氧化活性越强 [22]。因此，可
以通过 HOMO 能级和 ΔE 反映分子的给电子能
力和反应活性，进而表征化合物的抗氧化活性，
结果见表 4。
　　结果显示，4 种酚类成分的 EHOMO 大小顺序
为：丹酚酸 B ＞毛蕊异黄酮葡萄糖苷＞淫羊藿
苷＞柚皮苷；ΔE 的大小顺序为：丹酚酸 B ＜毛
蕊异黄酮葡萄糖苷＜淫羊藿苷＜柚皮苷。由此推
测其抗氧化活性强弱顺序为：丹酚酸 B ＞毛蕊
异黄酮葡萄糖苷＞淫羊藿苷＞柚皮苷，这与前文
BDE 值和 IP 值结果均一致。

表 4　4 种酚类化合物的前线分子轨道能及能级差 (eV) 
Tab 4　Frontier molecular orbital energies and energy gaps of 4 

phenolic compounds (eV)

化合物 EHOMO ELUMO ΔE

丹酚酸 B － 5.5614 － 1.9099 3.6516

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 － 5.5911 － 1.5319 4.0592

淫羊藿苷 － 5.8733 － 1.6956 4.1777

柚皮苷 － 6.0608 － 1.6016 4.4592

3.4　体外抗氧化活性测定
3.4.1　DPPH 自由基清除能力　结果表明，4 种
酚类化合物对 DPPH 自由基均具有一定的清除活
性，且与浓度成正相关，见图 6。Trolox、丹酚
酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、淫羊藿苷及柚皮苷
的 IC50 分 别 为：18.42、14.47、40.75、2187.95、
1322.25 μg·mL－ 1，因此，4 种酚类化合物的抗
氧化活性强弱顺序为：丹酚酸 B ＞毛蕊异黄酮葡
萄糖苷＞柚皮苷＞淫羊藿苷。
3.4.2　ABTS ＋自由基清除能力　结果显示，4 种
酚类化合物对 ABTS ＋自由基均具有一定的清除
活性，且呈浓度依赖性，见图 7。Trolox、丹酚酸
B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、淫羊藿苷及柚皮苷的
IC50 分别为：18.98、16.04、29.47、36.74、80.82 

μg·mL－ 1，由此推断，4 种酚类化合物的抗氧化
活性强弱顺序为：丹酚酸 B ＞毛蕊异黄酮葡萄糖
苷＞淫羊藿苷＞柚皮苷。
3.4.3　ORAC 测定　由图 8 可知，4 种酚类化合
物对氧自由基引起的荧光衰减均具有保护作用，
且随着浓度的增加保护作用越强。丹酚酸 B、毛
蕊异黄酮葡萄糖苷、淫羊藿苷及柚皮苷的 ORAC
值 分 别 为 22.050、9.261、3.991、7.827 μmol 
Trolox·mg－ 1，由此推断，其氧自由基吸收能力
强弱顺序为：丹酚酸 B ＞毛蕊异黄酮葡萄糖苷＞

柚皮苷＞淫羊藿苷。
3.5　稳定性验证
　　根据 DFT 分析及体外抗氧化活性实验可以
确定，丹酚酸 B 的抗氧化活性最强。因此，本
研究以柚皮苷水溶液为对照组，考察柚皮苷水溶
液、柚皮苷与丹酚酸 B 混合水溶液及丹苓补骨胶
囊煎液的热稳定性，以验证强抗氧化剂对柚皮苷
的保护作用。结果见图 9，在 60℃条件下，3 种
溶液中柚皮苷的降解程度均较小，说明柚皮苷在
该条件下热稳定性较好。在 100℃时，柚皮苷水
溶液出现明显的降解现象，24 h 后含量仅为最初
的 60% 左右；在柚皮苷水溶液中加入丹酚酸 B 后，
柚皮苷在各加热时间点的相对含量均高于柚皮苷
组，柚皮苷的降解现象得到明显的缓解，说明丹
酚酸 B 对柚皮苷具有保护作用；而丹苓补骨胶囊
煎液中柚皮苷的降解程度最低，即使在 100℃ 24 
h 时仍有 80% 左右，说明在丹苓补骨胶囊中除丹
酚酸 B 外还有其他抗氧化活性成分对柚皮苷具有
保护作用。对结果进行的统计学分析显示，相同
加热时间下，100℃柚皮苷组、100℃柚皮苷＋丹
酚酸 B 组与100℃丹苓补骨胶囊煎液组两两比较，
差异均具有统计学意义（P ＜ 0.0001）。由此可证
明，丹酚酸 B 及丹苓补骨胶囊中的其他抗氧化活
性成分对柚皮苷的化学稳定性具有显著的保护作
用，能够提高其热稳定性。

表 3　丹苓补骨胶囊中抗氧化活性成分鉴定信息 
Tab 3　Identification information of antioxidant active components in Danling Bugu capsules

No. tR/min 分子式
质荷比（m/z）

加合离子
误差 /
×10 － 6 MS2 质谱碎片 化合物名

理论值 实测值

1 7.02 C22H22O10 447.1286 447.1260 [M ＋ H] ＋ － 5.76 285.0791，270.0475，213.0542，137.0213 毛蕊异黄酮葡萄糖苷

491.1196 491.1185 [M ＋ HCOO] － － 2.04 283.0580，268.0436，211.0416，135.0403

2 7.80 C27H32O14 581.1865 581.1819 [M ＋ H] ＋ － 7.88 419.1292，383.1169，273.0760，153.0174 柚皮苷

579.1719 579.1731 [M-H] －      2.02 459.1145，271.0626，151.0025，119.0526

3 8.39 C36H30O16 736.1872 736.1846 [M ＋ NH4]
＋ － 3.55 521.1075，323.0528，295.0563，181.0499 丹酚酸 B

717.1461 717.1441 [M-H] － － 2.80 519.0930，339.0516，321.0405，295.0655

4 9.06 C33H40O15 677.2440 677.2438 [M ＋ H] ＋ － 0.29 531.1909，369.1313，313.0723，135.0458 淫羊藿苷

721.2349 721.2321 [M ＋ HCOO] － － 3.91 529.1626，513.1788，367.1155，351.0920
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4　讨论
4.1　核心功效成分柚皮苷的网络药理学分析
　　柚皮苷作为一种在自然界分布较为广泛的天
然黄酮苷，已有相关研究表明其针对原发性骨质
疏松症具有骨骼保护、促进骨折愈合、减少雌激
素缺乏引起的骨质流失等生物活性 [3，23]。本研究
通过网络药理学和分子对接技术对柚皮苷治疗原
发性骨质疏松症的作用机制进行研究。结果表明，
筛选出的 6 个核心靶点（TNF、CASP3、ESR1、
SERPINE1、ALB、ACE）与柚皮苷治疗原发性骨
质疏松症密切相关。CASP3 是调控骨细胞凋亡因
子中的执行因子 [24]；TNF 是一种强效骨吸收刺激
因子 [25]；ESR1 是一种骨代谢激素调节剂，与原
发性骨质疏松症密切相关；SERPINE1 可编码产
生 PAI-1 定向诱导骨髓间充质干细胞（hBMSCs）
向成骨细胞分化 [26-27]。ALB 能够有效促进骨骼生
长发育、愈合和维持力学性能 [28]；ACE 是骨组织
局部肾素 - 血管紧张素系统（RAS）的重要组成
部分 [29]。GO 功能富集分析显示，柚皮苷治疗原
发性骨质疏松症主要涉及细胞周期、凋亡、免疫、
炎症等多种生物过程；涵盖了细胞核、细胞质、
外泌体、细胞膜等几乎全阶段的细胞组分；影响
了金属离子结合、蛋白质结合、转录因子活性、
激素受体活性等分子功能。KEGG 信号通路富集
分析表明，柚皮苷可通过多条信号通路，如雌激
素信号通路、p53、IL-17、PI3K-Akt 等信号通路，
实现对原发性骨质疏松症的治疗作用。其中雌激

图 6　4 种酚类化合物和 Trolox 的浓度 -DPPH 清除率曲线（x±s，
n ＝ 3）
Fig 6　Concentration-DPPH scavenging rate curves of 4 phenolic 
compounds and Trolox（x±s，n ＝ 3）

图 7　4 种酚类化合物和 Trolox 的浓度 -ABTS ＋清除率曲线（x±s，
n ＝ 3）
Fig 7　Concentration-ABTS ＋ scavenging rate curves of 4 phenolic 
compounds and Trolox（x±s，n ＝ 3）

图 8　丹酚酸 B（A）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（B）、淫羊藿苷（C）、

柚皮苷（D）的荧光衰减曲线

Fig 8　Fluorescence decay curves of salvianolic acid B（A），

calycosin-7-O-glucoside（B），icariin（C），and naringin（D）

图 9　柚皮苷水溶液、柚皮苷与丹酚酸 B 混合水溶液及丹苓补骨胶

囊水煎液的热稳定性（x±s，n ＝ 8，****P ＜ 0.0001）
Fig 9　Thermal stability of naringin aqueous solution，naringin mixed 
with salvianolic acid B aqueous solution，and Danling Bugu capsules 
decoction（x±s，n ＝ 8，****P ＜ 0.0001）
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素信号通路是绝经后骨质疏松症发病机制中的重
要通路，雌激素的缺少导致雌激素信号通路受
阻，破骨细胞增殖，骨吸收增加，同时还可促进
IL-17、TNF-α 等基因的表达，协同 IL-17 信号通
路、TNF 信号通路等其他通路共同诱导破骨细胞
的增殖和成骨细胞的凋亡 [30]。此外，分子对接结
果显示，柚皮苷与核心靶点之间结合效果良好，
具有较强的对接活性和稳定性。由此可见，柚皮
苷可通过调控 TNF、CASP3、ESR1、SERPINE1
等核心靶点，影响雌激素信号通路、p53、IL-17、
PI3K-Akt 等信号通路，干预细胞凋亡、氧化应激
反应及炎症反应等过程，进而调控骨髓间充质干
细胞、成骨细胞、破骨细胞等细胞的增殖分化和
凋亡，实现对原发性骨质疏松症的治疗作用。基
于上述分析，说明君药骨碎补中的柚皮苷是丹苓
补骨胶囊治疗原发性骨质疏松症的核心药效成分
之一，也验证了柚皮苷作为丹苓补骨胶囊质量指
标成分的合理性。
4.2　丹苓补骨胶囊中抗氧化活性成分对柚皮苷的
保护作用
　　课题组前期实验结果表明丹苓补骨胶囊中柚
皮苷的热稳定性显著优于柚皮苷单体，分析其原
因可能与复方中其他抗氧化活性成分对其的保护
作用有关。为验证此猜想，本研究利用 UPLC-Q-
TOF/MS 确定了丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、
淫羊藿苷、柚皮苷 4 种代表性酚类化合物在丹苓
补骨胶囊中的存在。
　　DFT 计 算 结 果 显 示，4 种 酚 类 化 合 物 以
BDE、IP 和前线分子轨道能级及能级差表征的抗
氧化活性强弱顺序均一致，即丹酚酸 B ＞毛蕊异
黄酮葡萄糖苷＞淫羊藿苷＞柚皮苷。
　　为验证理论计算的可靠性，选用 DPPH、
ABTS、ORAC 3 种体外抗氧化活性测定方法分
别测定了丹酚酸 B、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、淫羊
藿苷、柚皮苷的抗氧化活性。无论是理论计算还
是体外实验结果均显示，在 4 种酚类化合物中丹
酚酸 B 的抗氧化活性最强，毛蕊异黄酮葡萄糖
苷其次，且均强于淫羊藿苷和柚皮苷，而淫羊藿
苷和柚皮苷的抗氧化活性在不同的体外抗氧化活
性测定方法中则表现为不同的强弱顺序。推测其
原因可能与抗氧化剂的溶解性、反应体系所用的
溶剂以及抗氧化机制有关。在 4 种酚类化合物中
只有淫羊藿苷的水溶性较差，在实际测定实验中
需溶解于高浓度的甲醇溶液，而理论计算均以水
为溶剂，这使得理论计算得到的淫羊藿苷抗氧化
活性强弱可能与实验测定结果不一致。其次，3

种体外抗氧化活性测定方法中所使用的自由基
的溶解性各不相同，反应体系的溶剂也各不相
同，如 DPPH 水溶性较差，通常以甲醇或乙醇为
溶剂，适用于脂溶性成分的测定；ABTS 在水和
有机溶剂中均可溶解，适用于亲水和亲脂性物质
的测定，本研究中 ABTS 实验以水为溶剂；使用
FL 的 ORAC 实验是以水为反应体系的溶剂，适
用于亲水性物质的测定 [31-32]。因此，亲水性物质
和亲脂性物质对不同的自由基的亲和力不同，进
而在不同的反应体系中可能表现出不一样的自由
基清除能力。此外，各种抗氧化活性测定方法
之间的抗氧化机制也各有差异，主要是 HAT 或
SET，抑或两者同时发生，如 DPPH 和 ABTS 反
应机制主要是 SET 机制占主导，也存在 HAT 机
制 [31，33]；ORAC 的反应机制是 HAT 机制，该机
制更接近生理环境中抗氧化剂所扮演的角色，所
以被认为是众多测定方法中最好的一种 [34]。至于
何种抗氧化机制占主导地位通常由抗氧化剂的结
构、溶解性、反应体系的溶剂等因素决定 [35]。因
此，即是同一化合物在不同的抗氧化活性测定方
法下，也可能表现出不同的抗氧化活性。
　　为验证丹苓补骨胶囊中的抗氧化活性成分是
否对柚皮苷起到了保护作用，本研究以柚皮苷水
溶液为对照组，对比研究柚皮苷与丹酚酸 B 混合
水溶液、丹苓补骨胶囊水煎液及柚皮苷水溶液的
热稳定性。结果显示，丹苓补骨胶囊水煎液中的
柚皮苷最为稳定，柚皮苷与丹酚酸 B 混合水溶液
次之。上述结果证明，丹苓补骨胶囊中丹参等含
有抗氧化活性成分的药味与君药骨碎补配伍时，
可显著增强核心功效成分和质量指标成分柚皮苷
的热稳定性，究其原因是丹参等药味中丹酚酸 B
等抗氧化活性强于柚皮苷的成分在处方中可充当
抗氧化剂，从而显著增强柚皮苷在生产的煎煮、
浓缩、干燥等热处理过程和制剂贮藏过程中的化
学稳定性，保证其在丹苓补骨胶囊中含量稳定，
有利于改善丹苓补骨胶囊的质量和临床疗效。进
而从中药复方核心功效成分的化学稳定性角度证
实了丹苓补骨胶囊中君药骨碎补与其他药味配伍
的科学性与合理性。
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基于网络药理学研究紫苏醛对宫颈癌的药效作用

曙丽盼·木拉提，徐叶杰，张苗苗，马嘉宁，乃吾开尔·奥斯曼，张伟怡*（新疆医科大学 药学院，

乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　基于网络药理学研究紫苏醛（PAE）对人宫颈癌 HeLa 细胞的抑制作用及其对凋

亡蛋白的影响。方法　利用网络药理学及分子对接探究 PAE 潜在的靶点蛋白；采用 CCK-8
法和流式细胞仪来评估 PAE 对 HeLa 细胞增殖的抑制效果，并通过 JC-1 荧光探针、Hoechst 
33342 荧光染色法和蛋白免疫印迹（Western blot）等测定 HeLa 细胞的凋亡情况。结果　网络

药理学分析和分子对接结果表明，潜在的作用靶点有丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）、雄激

素受体（AR）、孕激素受体（PGR）等；PAE 能够抑制细胞生长，阻滞细胞周期在 G0/G1 期降

低线粒体膜电位并诱导细胞凋亡。结论　PAE 可能是通过抑制线粒体途径诱导 HeLa 细胞凋亡。

关键词：紫苏醛；宫颈癌；HeLa 细胞；细胞凋亡
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Pharmacological effect of perillaldehyde against cervical cancer based on 
network pharmacology
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Wei-yi* (School of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To determine the inhibitory effect of perillaldehyde (PAE) in human cervical 
cancer HeLa cells, and on apoptotic proteins. Methods  The potential target proteins were determined 
by network pharmacology and molecular docking. The inhibitory effect of PAE on the proliferation 
was determined by CCK-8 assay. The effect of PAE on the cycle distribution was detected by flow 
cytometry. The apoptosis of HeLa cells was determined by JC-1 fluorescent probe, Hoechst 33342 
fluorescent staining method, and Western blot. Results  Network pharmacology and molecular docking 
showed that the potential targets included MAPK3 (mitogen-activated protein kinase 3), AR (androgen 
receptor), PGR (progesterone receptor). PAE inhibited the cell proliferation, blocked the cell cycle at 
the G0/G1 phase, decreased the mitochondrial membrane potential and induced apoptosis in HeLa cells. 
Conclusion  PAE may induce the apoptosis in HeLa cells by inhibiting the mitochondrial pathway. 
Key words: perillaldehyde; cervical cancer; HeLa cell; apoptosis
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　　宫颈癌是全球范围内女性最常见的恶性肿瘤
之一，其发病率处在世界第四位 [1]。2022 年我国
新发的宫颈癌病例是 11.1 万例，居女性癌症发病
的第五位，严重危害了广大女性的健康 [2-3]。近
年来，得益于宫颈癌早期检测和人乳头瘤病毒
（HPV）疫苗接种的推广，宫颈癌的发病率和死
亡率逐年下降，但在欠发达国家和农村地区，宫

颈癌的预防和治疗仍然是一项重大挑战 [4]。
　　紫苏醛（perillaldehyde，PAE）是存在于天然紫
苏油、莲叶桐和香柠檬油的一种具有香气的光学活
性萜类化合物 [5-6]。PAE 具有独特的药用效果，如
抗炎、抗氧化、抗真菌、抗衰老和降血脂等功能 [7]。
近年来，PAE 在一些癌症的治疗领域中也表现出较
好的治疗效果，具有广谱、高效、低毒的抗肿瘤作
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用 [5]。但是目前有关 PAE 对宫颈癌的抗肿瘤作用及
机制并未阐明，因此本文拟对其进行初步探究。
1　材料
1.1　试药
　　HeLa 细胞（Pricella）；PAE（纯度：98%，上
海源叶生物科技有限公司）；Actin、Bax、Bak、
Mcl-1、Bcl-2 以及 Survivin 抗体（北京博奥森生物
技术有限公司）；SDS-PAGE 凝胶、Hoechst 33342、
线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）、细胞周期检测
试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；细胞培养级
别二甲基亚砜（DMSO）、高糖培养基 DMEM 以及
胎牛血清（FBS）（美国 Hyclone 公司）。
1.2　仪器 
　　细胞培养箱（QP160，博科控股集团有限公
司），多功能酶标仪（瑞士帝肯公司），荧光倒置
显微镜（日本奥林巴斯公司），流式细胞仪（美国 
BD 公司），化学成像仪（上海天能生命科学有限
公司），蛋白电泳设备（美国 Bio-Rad 公司）。
2　方法与结果
2.1　方法
2.1.1　网络药理学分析　将 PAE 的简化分子线性
输入系统（SMILES）号导入 Swiss Target Prediction
（https：//www. swisstargetprediction.ch）数据库，预
测 PAE 的靶点信息。利用 DrugBank、GeneCards、
TTD、pharm GKB 数据库筛选出宫颈癌的相关靶点，
并利用 Venny 图取其交集，并将交集靶点信息导入
到 Cytoscape 3.9.0 中进行可视化。此外，将交集靶点
信息导入到 DAVID 平台中获得京都基因与基因组百
科全书系统（KEGG）富集数据和基因本体富集分析
（GO）数据，最后用微生信平台可视化展示。
2.1.2　分子对接　利用 PubChem（https：//pubchem.
ncbi.nlm.nih.gov）数据库获得 PAE 的 2D 分子结构，
丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）、雄激素受体
（AR）、孕激素受体（PGR）、CYP19A1 三维结
构以 PDB 格式从蛋白质结构数据库（RCSB）网站
（http：//www.rcsb.org）下载，通过 Auto Dock Tools 
软件进行分子对接验证，并使用 PyMOL 软件作可
视化分析。
2.1.3　 药 物 配 制　 将 20 mg PAE 粉 末 溶 解 于
DMSO 溶液中，配成 10 mmol·L － 1 的母液，分
装保存于－ 20℃冰箱。
2.1.4　细胞培养和细胞活力测定　HeLa 细胞在
DMEM 培养基中达到对数生长期后进行传代培
养。HeLa 细胞以 4.0×103 个 / 孔铺于 96 孔板内
培养过夜，实验组分别加入 400、200、100、50、
25 μmol·L－ 1 的 PAE，空白组加入磷酸盐缓冲液
（PBS），对照组加入等倍稀释的溶剂 DMSO（溶

剂对照）。使用 CCK-8 试剂盒测定 PAE 对 HeLa 细
胞生长的抑制作用。
2.1.5　细胞克隆形成实验　将 HeLa 细胞铺到含
有 PAE（0、5、10、20 μmol·L － 1）的 6 孔板中（每
孔 800 个细胞），培养 12 d。随后，将细胞在 4%
组织细胞固定液中固定 15 min，再用吉姆萨染色
液染色 20 min，之后拍摄克隆形成图片。
2.1.6　细胞周期的流式细胞仪检测　收集 HeLa 细
胞样品于流式管中，4℃、1200 r·min － 1 离心 5 
min 后，PBS 洗涤 2 次，弃上清液。75% 冷乙醇固
定过夜，固定细胞离心5 min 后，用 PBS 洗涤2次。
按照周期试剂盒说明书加入核糖核酸酶 A（RNase 
A）和碘化丙啶（PI）染色液，上机进行流式检测，
最后采用 Modfit 软件分析实验结果。
2.1.7　Hoechst 33342 荧光染色法鉴定凋亡细胞　
HeLa 细胞以 5.0×104 个 / 孔铺于 6 孔板中培养过
夜后加入 PAE（25、50、100、200 μmol·L － 1）
培养 24 h，本研究采用的步骤与本课题组前期研
究 [8] 相似，用 4% 组织细胞固定液固定 HeLa 细
胞后，PBS 洗去固定液，加入 Hoechst 33342 染
色液，使用荧光显微镜观测。
2.1.8　细胞中线粒体膜电位的检测　HeLa 细胞以 
3.0×104 个 / 孔铺于共聚焦小皿中培养过夜后，加入
PAE（200、100、50、25 μmol·L－ 1），培养 24 h，阳
性对照组加入 10 μmol·L－ 1 解偶联剂（CCCP）。具
体步骤与本课题组前期研究 [8] 相似，于共聚焦显微
镜下观察。
2.1.9　Western blot 检测　为检测宫颈癌 HeLa 细胞
凋亡相关蛋白（Bcl-2、Bak、Mcl-1、Bax、Survivin）
的表达情况，具体步骤包括样品准备、蛋白质定量、
电泳、转膜、封闭、一抗孵育、洗膜、二抗孵育、
再次洗膜、化学曝光 [8]。最后，使用 Image J 软件进
行灰度统计分析。
2.1.10　数据统计分析　所有数据均进行统计学处理，
通过 x±s 表示。使用单因素方差分析对多次比较数
据进行统计，使用 t 检验对单次比较数据进行统计。
P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
2.2　结果
2.2.1　PAE 治疗宫颈癌潜在作用靶点　将从 Swiss 
Target Prediction 数据库中筛选出的 PAE 作用靶点
与 从 DrugBank、GeneCards、TTD、pharm GKB 数
据库中筛选出的宫颈癌相关靶点，用 Venny 图交集
得到 PAE 抗宫颈癌的 35 个靶点，其中有 MAPK3、
AR、PGR 等靶点处于网络图的中心位置（见图 1）。
2.2.2　GO 及 KEGG 通路富集分析　通过注释、可
视化和综合发现数据库（DAVID）进行 GO 富集
分析，在生物过程（BP）、分子功能（MF）、细胞
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组分（CC）中，主要包括对外来刺激的反应、对
类固醇激素刺激的反应、MAPK 信号通路的调节。
结果表明，交集靶点基因编码的蛋白在细胞凋亡
和蛋白结合等分子生物过程中具有丰富的功能（见
图 2）。通过 DAVID 平台进行 KEGG 分析中，得
到化学致癌 - 受体活化通路、视黄醇的新陈代谢通
路等，这表明 PAE 可能通过作用于多种信号通路
发挥抗宫颈癌的作用（见图 3）。

图 2　PAE 与宫颈癌的 GO 富集分析图

Fig 2　GO analysis of PAE and cervical cancer

2.2.3　分子对接验证 PAE 抗宫颈癌的潜在靶点　
进一步对排名靠前的靶点进行分子对接，以考察
PAE 与潜在靶蛋白的结合情况。结果如图 4 所示，
PAE 与 MAPK3、AR、PGR、CYP19A1 的 结 合
能分别是－ 22.84、－ 20.92、－ 23.85、－ 23.01 
kJ·mol － 1。对接结果显示 PAE 和作用靶点蛋白
之间均具有良好的结合效果。
2.2.4　PAE 抑制 HeLa 细胞的增殖和侵袭　PAE 呈
时间、浓度依赖性地抑制 HeLa 细胞的生长，且给
药后 24、48 和 72 h 的 IC50 分别为 282.9、97.5 和 
62.0 μmol·L－ 1，说明 PAE 能够抑制 HeLa 细胞的
增殖，结果如图 5 所示。
2.2.5　PAE 抑制 HeLa 细胞克隆形成　为了探究
PAE 对 HeLa 细胞克隆形成能力的影响，给予不同
浓度的 PAE 作用于 HeLa 细胞，与 Ctrl 组相比，随
着 PAE 给药浓度的升高，PAE 能够显著减少 HeLa
细胞克隆形成数（见图 6）。
2.2.6　PAE 阻滞 HeLa 细胞周期并诱导凋亡　将 
PAE（0、25、50、100 和 200 μmol·L － 1）依次加
入到 HeLa 细胞培养基中，培养 24 h 后，利用流

图 3　PAE 与宫颈癌的 KEGG 富集分析图

Fig 3　KEGG analysis of PAE and cervical cancer

图 4　PAE 和核心蛋白的 3D 对接姿态和 2D 相互作用关系图

Fig 4　3D docking pose and 2D interaction diagram of PAE and core protein 

图 1　PAE 与宫颈癌交集靶点蛋白质互作网络图

Fig 1　Protein-protein interaction network of the intersection targets of 
PAE and cervical cancer
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式细胞仪检测 HeLa 细胞相关的周期分布。结果
见图 7，与 0 μmol·L － 1 组相比，随着 PAE 浓度
的不断增加，处于 G0/G1 期的细胞比例从 63.48%
增加到 93.40%，且呈现浓度依赖性，表明 PAE 可
将 HeLa 细胞阻滞在 G0/G1 期。

图 7　PAE 对 HeLa 细胞增殖的影响

Fig 7　Effect of PAE on apoptosis of HeLa cells

　　Hoechst 33342 染色结果显示，PAE 处理后，
细胞核荧光更为明亮，呈圆状且具有浓度依赖性，
提示 PAE 诱导 HeLa 细胞凋亡（见图 8）。JC-1 染
色结果也证实，与阳性对照组相比，随着 PAE 浓

度的升高，给药组绿色荧光显著增强，说明 PAE
破坏了线粒体跨膜电位，诱导 HeLa 细胞凋亡（见
图 9）。

图 8　各组 HeLa 细胞核染色质的变化（标尺：10 μm）

Fig 8　Changes in nuclear chromatin of HeLa cells in various groups
（scale：10 μm）

图 9　各组 HeLa 细胞线粒体跨膜电位变化（标尺：10 μm）

Fig 9　Changes in mitochondrial transmembrane potential of HeLa cells 
in each group（scale：10 μm）

　　Western blot 检测结果显示，随着 PAE 浓度升高，
HeLa 细胞中抗凋亡蛋白 Bcl-2、Survivin 的表达减少，
促凋亡蛋白 Bax 的表达增多（见图 10）。以上结果均
进一步证明了 PAE 可以诱导 HeLa 细胞发生凋亡。
3　讨论与结论
　　近年来癌症治疗虽取得了进步，但宫颈癌
的发病率仍然居于高位 [9]。传统的治疗手段包括
放 / 化疗、手术等，但这些传统方法存在许多缺
点，这凸显了识别 / 开发新的治疗策略的重要性。
PAE 作为天然的小分子化合物，应用于保健、化
妆品、香水和制药等行业。近年来，针对 PAE 抗
肿瘤作用的报道也逐渐增多，其潜在抗肿瘤活性
具有很大的研究和开发价值 [10]。
　　笔者前期利用网络药理学探索 PAE 对宫颈癌的
作用机制，共获得 35 个潜在靶基因，其中 MAPK3、
AR、PGR、CYP19A1 可能是 PAE 治疗宫颈癌过程中
的重要靶点。结合 GO 和 KEGG 富集分析发现 PAE
可能通过调节 MAPK 信号通路在抗宫颈癌中发挥重
要作用。分子对接结果也证实了 PAE 与 MAPK3、
AR、PGR、CYP19A1 具有较强的结合效果。随后通
过 CCK-8 与克隆形成实验，验证了 PAE 能够显著抑
制 HeLa 细胞增殖。此外，PAE 还可以阻滞 HeLa 细
胞周期在 G0/G1 期，抑制 HeLa 细胞 DNA 合成。
　　线粒体调控细胞凋亡是抗肿瘤治疗的有效方

图 5　PAE 对 HeLa 细胞增殖的抑制作用（n ＝ 3）
Fig 5　Inhibitory effect of PAE on the proliferation of HeLa cells（n＝3）

图 6　PAE 对 HeLa 细胞克隆形成能力的影响

Fig 6　Effect of PAE on the forming ability of HeLa cells
注：与“Ctrl”组相比，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the “Ctrl” group，***P ＜ 0.001。
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式之一，而维持线粒体膜电位是细胞耐力的基础。
线粒体膜电位的降低导致线粒体外膜通透性增加，
两侧电荷分布不均，细胞色素 C 释放到胞质溶胶
中，并激活细胞凋亡 [11-12]。Bcl-2 位于线粒体外膜
上，通过保持线粒体膜完整性来控制细胞凋亡，
调节线粒体通透性并抑制细胞色素 C 释放 [13]。此
外，促凋亡的 Bax 在氧化应激的情况下增加，并
促进细胞色素 C 从胞质溶胶中释放到线粒体 [14]。
本研究中的 JC-1 染色结果显示 PAE 降低了线粒体
膜电位，并抑制了抗凋亡蛋白 Bcl-2、增加了促凋
亡蛋白 Bax 的表达，从而提高了 Bax/Bcl-2 的比值
以及细胞质中细胞色素 C 的浓度。Hoechst 33342
染色以及 Western blot 分析也进一步证明了 PAE 可
以诱导宫颈癌 HeLa 细胞凋亡。
　　综上所述，PAE 对 HeLa 细胞具有较强的抑
制作用，并通过降低线粒体完整性诱导细胞凋亡
以及增加 Bax/Bcl-2 比值，MAPK3、AR、PGR、
CYP19A1 可能是潜在靶点。以上结果表明，PAE
可能是一种很有前途的宫颈癌辅助治疗剂，具有
靶向肿瘤细胞的潜力。然而，PAE 抗肿瘤靶点仍
需进一步鉴定并测试其在人类其他宫颈癌细胞和
体内实验中的生物活性。
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图 10　各组 HeLa 细胞凋亡蛋白的表达（n ＝ 3）
Fig 10　Expression of apoptotic proteins in HeLa cells of each group（n ＝ 3）

注：与 “Ctrl ”组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the “Ctrl” group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001。
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巨噬细胞极化在去氢骆驼蓬碱诱导的细粒棘球蚴损伤中 
的作用研究
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摘要：目的　探究 M1 和 M2 型巨噬细胞在去氢骆驼蓬碱诱导的细粒棘球蚴损伤中的作用。方
法　以不同浓度脂多糖（LPS）、白细胞介素 -25（IL-25）刺激 RAW264.7 巨噬细胞，流式细胞

术检测细胞表型并选择适宜的干预浓度。伊红拒染法检测不同浓度去氢骆驼蓬碱干预不同时间

后细粒棘球蚴存活率，筛选细粒棘球蚴与不同表型巨噬细胞最适宜共培养比例。去氢骆驼蓬碱

干预 72 h 后的细粒棘球蚴与不同表型的巨噬细胞以最佳比例共培养，伊红拒染法检测细粒棘球

蚴存活率。活性氧试剂盒检测不同表型巨噬细胞对去氢骆驼蓬碱干预的细粒棘球蚴的活性氧含

量。彗星实验检测不同表型巨噬细胞对去氢骆驼蓬碱干预的细粒棘球蚴的 DNA 损伤程度。结
果　选用 400 ng·mL－ 1 的 LPS、50 ng·mL－ 1 IL-25 作为极化 M1、M2 型巨噬细胞的刺激浓

度；去氢骆驼蓬碱干预细粒棘球蚴后可明显抑制细粒棘球蚴活性，干预 120 h 后细粒棘球蚴 
IC50 为 40.88 μg·mL－ 1；巨噬细胞与细粒棘球蚴最佳共培养比例为 500∶1；去氢骆驼蓬碱干预

细粒棘球蚴原头节 72 h 后和巨噬细胞共培养显示：与未共培养组相比，M1 型巨噬细胞共培养

的原头节存活率降低（P ＜ 0.01）、活性氧含量显著升高（P ＜ 0.0001）、DNA 损伤程度显著加

重（P ＜ 0.0001）；M2 型巨噬细胞共培养的原头节存活率升高（P ＜ 0.01，P ＜ 0.0001）、活性

氧含量显著降低（P ＜ 0.05）、DNA 损伤程度显著减轻（P ＜ 0.01）。结论　M1 型巨噬细胞在

体外对去氢骆驼蓬碱干预的细粒棘球蚴原头节具有损伤作用，M2 型巨噬细胞对去氢骆驼蓬碱

干预的细粒棘球蚴原头节有一定的损伤修复作用。

关键词：去氢骆驼蓬碱；细粒棘球蚴；巨噬细胞极化；DNA 损伤修复；死亡率
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Role of macrophage polarization in harmine-induced injury of  
Echinococcus granulosus

PAN Mei-chi1, GONG Yue-hong2, 3, LIN Yu-xia1, ZHAO Yi-cong1, LUO Chun-lin1, WANG Jian-
hua2, 3* (1. College of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  830054; 2. Department of 
Pharmacy, the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi  830011; 3. State Key 
Laboratory of Pathogenesis, Prevention and Treatment of High Incidence Diseasees in Central Asia, 
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Abstract: Objective  To determine the role of M1 and M2 macrophages in harmine-induced injury of 
Echinococcus granulosus. Methods  The phenotype of RAW264.7 macrophages stimulated by different 
concentrations of lipopolysaccharide (LPS) and interleukin-25 (IL-25) was detected by flow cytometry, 
and appropriate intervention concentration was selected. The survival rate of Echinococcus granulosus 
was detected by eosin exclusion method after different concentrations of harmine were intervened for 
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　　包虫病（hydatid disease）又称棘球蚴病（echi-
nococcosis），是由棘球蚴幼虫寄生于肝脏和肺脏等
组织器官导致危及生命的人畜共患寄生虫病，于
世界各地广泛流行。据估计，全球棘球蚴病每年
可导致 19 300 人死亡，造成的疾病负担约 871 000
伤残调整生命年，经济损失高达 30 亿美元 [1]。我
国是世界上包虫病流行最严重的国家之一，主要
在西部农牧区居民群体中发生，截至 2022 年我
国流行地区平均患病率可达 5.835 例 / 万 [2]。目
前，临床上以手术治疗为主导，药物治疗作为辅
助。药物治疗对肝内多发包虫、合并多脏器包虫、
术后预防复发、小体积的包虫病灶、各种原因无
法手术等的包虫病患者提供了有效的治疗方法 [3]。
而目前治疗包虫病的药物选择较少、效果不佳、
生物利用度低且不良反应明显 [4]。因此，亟待开
发精准高效、低毒的治疗药物及探索药物联合应
用的新方式。
　　去氢骆驼蓬碱（harmine，HM）属于β- 咔啉
类生物碱，具有抗肿瘤、抗包虫等活性 [5]。本课
题组多年研究证实，HM 是一种极具开发潜力的
杀灭包虫的药物 [6-7]。本课题组研究还发现细粒棘
球蚴（Echinococcus granulosus，Eg）DNA 可能是
HM 主要攻击部位，HM 可导致同源重组修复通路
相关基因表达上调，进一步研究发现 HM 可激活

ATM-P53-Topo2a 通路致细粒棘球蚴 DNA 双链断
裂损伤，明确了 HM 可导致基因组不稳定、诱发
DNA 损伤。然而，随着疾病的发生发展，部分 Eg
会启动 DNA 修复功能而成功存活并使包虫病复
发。HM 致 Eg DNA 损伤后，机体是如何启动修复
过程的尚未可知。因此，亟须明确 HM 治疗机制，
阐明 HM 与宿主之间的作用关系。
　　宿主通过摄入棘球蚴虫卵而感染疾病 [8]，棘球
蚴进入宿主体内后，会在感染的不同阶段引起不同
的免疫应答 [9]。巨噬细胞作为先天免疫的重要组成
部分，在 Eg 感染中的作用越发受到关注。已有研
究表明，不同表型的巨噬细胞在棘球蚴病的发病机
制中有重要作用 [10]，在棘球蚴感染早期巨噬细胞
被诱导为 M1 型巨噬细胞，抑制寄生虫增殖；随着
寄生虫进入慢性感染期，M2 型巨噬细胞被激活，
有利于寄生虫增殖 [11]。本课题组在前期研究中发
现，在 HM 干预治疗中巨噬细胞会产生表型变化，
但不知是否与 HM 作用 Eg 后的损伤修复有关。因
此，本研究选取不同表型巨噬细胞以及经 HM 干
预的 Eg 作为研究对象，通过评估 Eg 的死亡率、
DNA 损伤等关键指标，探讨 M1 型和 M2 型巨噬
细胞在 HM 诱导的 Eg 损伤中的作用，以期为深入
理解及治疗棘球蚴病提供新的视角和策略。
1　材料

different time, and the most suitable co-culture ratio of Echinococcus granulosus and macrophages 
with different phenotypes was screened. Echinococcus granulosus was co-cultured with macrophages 
with different phenotypes at the best ratio after 72 h intervention with harmine, and the survival rate 
of Echinococcus granulosus was detected by eosin exclusion. The reactive oxygen species content of 
Echinococcus granulosus intervened by different phenotypes of macrophages was detected by reactive 
oxygen species kit. Comet assay was used to detect the DNA damage of macrophages with different 
phenotypes to Echinococcus granulosus intervened by harmine. Results  LPS at 400 ng·mL－ 1 and IL-
25 at 50 ng·mL－ 1 were selected as the stimulating concentrations to polarize M1 and M2 macrophages. 
The activity of Echinococcus granulosus was obviously inhibited by harmine intervention, with its 
IC50 at 40.88 μg·mL－ 1 after 5 d of intervention. The optimal co-culture ratio of macrophages and 
Echinococcus granulosus was 500∶1. Co-culture of Echinococcus granulosus protoscolex with harmine 
for 72 h showed that compared with the non-co-culture group, the survival rate of M1-type macrophages 
co-cultured protoscolex decreased (P ＜ 0.01), the content of reactive oxygen species increased 
significantly (P ＜ 0.0001) and the degree of DNA damage increased significantly (P ＜ 0.0001). The 
survival rate of primordial segment co-cultured with M2 macrophages increased (P＜0.01, P ＜0.0001), 
the content of active oxygen decreased significantly (P ＜ 0.05), and the degree of DNA damage 
decreased significantly (P ＜ 0.01). Conclusion  M1-type macrophages can damage the protoscolex 
of Echinococcus granulosus intervened by harmine in vitro, and M2-type macrophages can repair the 
protoscolex of Echinococcus granulosus intervened by harmine to some extent. 
Key words: harmine; Echinococcus granulosus; macrophage polarization; repair of DNA damage; 
mortality rate
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1.1　细胞及细粒棘球蚴
　　小鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7 细胞（武汉普
诺赛生命科技有限公司）；未处理的细胞为 M0 型
巨噬细胞、脂多糖（LPS）（北京索莱宝生物科技
有限公司）刺激的细胞为 M1 型巨噬细胞、白细
胞介素 -25（IL-25，武汉云克隆科技股份有限公
司）刺激的细胞为 M2 型巨噬细胞；绵羊感染细粒
棘球蚴的肝脏（乌鲁木齐市华凌畜牧屠宰基地）。
1.2　试药与仪器
　　HM（新疆华世丹药业股份有限公司）；RAW 
264.7专用培养基（武汉普诺赛生命科技有限公司）；
诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、CD206 流式抗体
（美国 Biolegend）；活性氧（ROS）检测试剂盒（北
京兰杰柯科技有限公司）；低熔点琼脂糖、Tris（北
京索莱宝生物科技有限公司）；PI 染料（上海联
迈生物科技有限公司）；伊红染色液（无锡傲锐东
源生物科技有限公司）。3111 型 37℃细胞培养箱、
AMF500 型荧光倒置显微镜（美国 Thermo 公司）。
2　方法
2.1　Eg 原头节的提取与体外培养
　　从患有包虫病的羊肝包囊中收集 Eg 原头节，
将收集到的原头节用生理盐水清洗 5 次，用含 2%
双抗的 1% 胃蛋白酶消化 30 min，再用含 2% 双
抗的生理盐水清洗 5 次，用 0.1% 的伊红染色检
测，保证 Eg 原头节活力≥ 97%，Eg 原头节转移
至 DMEM 培养基（含 10% 胎牛血清，1% 双抗）
中，在 37℃、5%CO2 条件下培养。
2.2　RAW264.7 细胞的培养与传代
　　采用 RAW264.7 专用培养基培养 RAW264.7
细胞，培养条件为 37℃、5%CO2，培养至细胞密
度为 80% ～ 90% 时传代。传代至第三代且具有
良好生长状态的细胞用于后续实验。
2.3　流式细胞术鉴定巨噬细胞表型 
　　将对数生长期的 RAW264.7 细胞分为空白对
照组（M0）、阳性对照组（单染管，用于调节电
压）、LPS（100、200、400 ng·mL－ 1） 处 理 组、
IL-25（25、50、75 ng·mL－ 1）处理组。各组以
每孔 5×105 个细胞的密度接种于 6 孔板中。在培
养箱培养 4 h，待细胞完全贴壁后。LPS 处理组、
IL-25 处理组分别加入相应 LPS、IL-25 刺激，其
余组加入等量 PBS。
　　培养 24 h 后，将细胞进行收集、洗涤，加入
100 μL 破膜液，4℃孵育 25 min，用 1×破膜洗
涤液洗涤 2 次，离心（1000 g、5 min）弃上清液。
用 200 μL 破膜洗涤液重悬，加入 1 μL 抗体室温
孵育15 min，用破膜洗涤液洗涤2次，离心（1000 
g、5 min）弃上清液，用 400 μL 破膜洗涤液重

悬、200 目筛网过滤，采用流式细胞仪检测各组
iNOS、CD206 表达情况，并计算表达量。
2.4　伊红拒染法检测不同浓度 HM 干预不同时间
后 Eg 存活率
　　取活力≥ 97% 的 Eg，以每孔 300 头 Eg 培养
在48孔培养板中，将其分为空白对照组、HM（10、
25、50、75、100 μg·mL－ 1）干预组。每组加入相
应量的 HM，放入培养箱中培养 24、72、120 h 后
取出 Eg，用 0.1% 伊红染色 10 min、制片，于倒置
显微镜下观察其形态及活力、记录 Eg 存活数、死
亡数并计算其存活率。Eg 存活率（%）＝ [（Eg 总
数－ Eg 死亡数）/Eg 总数 ]×100%。
2.5　伊红拒染法筛选 Eg 与不同表型巨噬细胞最
佳共培养比例的存活率
　　取活力≥ 97% 的 Eg，将 300 头 Eg 与 M0 型、
M1 型、M2 型巨噬细胞以 1∶5、1∶25、1∶50、
1∶250、1∶500 比例共培养。于 24、72、120 h
后取 Eg，用 0.1% 伊红染色 10 min、制片，于倒
置显微镜下观察其形态及活力，记录 Eg 存活数、
死亡数并计算其存活率。
2.6　伊红拒染法检测 HM 干预 Eg 后与不同表型
巨噬细胞共培养的存活率
　　取活力≥ 97% 的 Eg，将每孔 300 头 Eg 培
养在 48 孔培养板中，分为：空白对照组、Eg ＋

M0 对 照 组、Eg ＋ M1 对 照 组、Eg ＋ M2 对 照
组；HM-Eg 组（50 μg·mL－ 1 HM 干预 72 h，弃去
含药培养基，PBS 洗涤 3 次）、HM-Eg ＋ M0 组、
HM-Eg ＋ M1 组、HM-Eg ＋ M2 组。 将 Eg 用 50 
μg·mL－ 1 HM 干预后与巨噬细胞以最佳比例共培
养。共培养 24、72、120 h 后，取 Eg 用 0.1% 伊红
染色、制片，于倒置显微镜下观察其形态及活力，
计数并计算 Eg 存活率。
2.7　试剂盒检测 Eg 的 ROS 表达水平
　　分组及给药方式同“2.6”项下，共培养 72 
h 后，将 Eg 用 PBS 清洗 3 次。按照活性氧检测
试剂盒操作说明用 1∶1000 无血清培养基稀释
H2DCFDA，加入稀释好的 H2DCFDA 染料。室温
避光孵育 1 h 后，用 PBS 清洗 3 次。将 Eg 用载玻
片制片，于荧光显微镜下观察并采集图片。
2.8　彗星实验检测 Eg 的 DNA 损伤程度
　　分组及给药方式同“2.6”项下，共培养 72 h
后，Eg 用 PBS 清洗 3 次。将 0.6% 正常熔点琼脂
糖加热融化后取 80 μL 铺于载玻片，4℃固化 10 
min。用 0.75% 的低熔点琼脂糖凝胶将 Eg 重悬后
铺于底层胶上，4℃固化 10 min。采用同样的方
法加入 70 μL 的 0.75% 的低熔点琼脂糖凝胶，4℃
固化 10 min。将载玻片放入新鲜配制的细胞裂解
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液 [100 mmol·L－ 1 Na2EDTA，2.5 mol·L－ 1 NaCl，
10 mmol·L－ 1 Tris，4 mol·L－ 1 NaOH 调 pH 至
10，使用前加入 1%TritonX-100 和 10% 二甲基亚
砜（DMSO）混匀 ] 中裂解，4 h 后取出载玻片用
PBS 清洗两次，浸入碱性缓冲液中解旋 25 min 后
进行电泳，电泳条件为 25 V，30 min。电泳完成
后用 Tris-HCl（pH 7.5）洗涤 3 次，PI 染色液避光
染色 10 min，用纯水洗涤 3 次，于荧光显微镜下
观察并采集图片。
2.9　统计学分析
　　采用 SPSS 软件进行统计学分析，计量资
料采用（x±s）表示，组间比较采用单因素方差
分析，P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。使用
Graphpad Prism 9.0 对数据进行可视化。
3　结果
3.1　 不 同 浓 度 LPS、IL-25 刺 激 巨 噬 细 胞 后
iNOS、CD206 表达量

　　流式细胞术结果显示（见图 1），100、200、
400 ng·mL－ 1 的 LPS 刺激后，其 iNOS ＋的细胞
比例分别为（50.96±0.81）%、（68.37±0.85）%、
（78.02±1.21）%，与对照组（36.82±1.53）% 相
比差异均有统计学意义（P ＜ 0.0001）。鉴于 LPS
刺激后巨噬细胞极化效应的显著性，后续实验确
定了 400 ng·mL－ 1 为诱导巨噬细胞向 M1 型极
化的最适宜浓度。
　　25、50、75 ng·mL－ 1 的 IL-25 刺激后，其
CD206＋的细胞比例分别为（45.74±0.53）%、（52.7± 

0.6）%、（56.59±1.96）%，与对照组（15.71± 

0.42）% 相比差异均有统计学意义（P ＜ 0.0001）；
在质量浓度为 50 ng·mL－ 1 与 75 ng·mL－ 1 的 IL-25
实验组之间，差异并无统计学意义（P ＞ 0.05）。鉴
于成本效益的考量，选择 50 ng·mL－ 1 作为 IL-25
诱导巨噬细胞向 M2 表型极化的适宜浓度。

图 1　不同浓度 LPS、IL-25 刺激巨噬细胞后的 iNOS、CD206 表达量变化（***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001）
Fig 1　Expression of iNOS and CD206 in macrophages stimulated by LPS and IL-25 at different concentrations（***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001）

3.2　不同浓度 HM 干预不同时间后 Eg 存活率

　　用不同浓度 HM 干预 Eg，在不同时间下 Eg
存活率见图 2。空白组在 24、72、120 h 时差异无
统计学意义（P ＞ 0.05）。与同期空白组相比，10 
μg·mL－ 1 HM 干预 24 h 差异无统计学意义（P ＞

0.05），其余组差异均有统计学意义（P ＜ 0.0001）。
HM 干预 Eg 120 h 后，Eg 的 IC50 为 40.88 μg·mL－ 1，
因此后续实验选用 50 μg·mL－ 1 HM 干预 Eg。
3.3　Eg 与不同表型巨噬细胞共培养比例筛选

　　将巨噬细胞与 Eg 以不同比例共培养 24、72、
120 h 后，Eg 存活率见图 3A ～ 3C，巨噬细胞与
Eg 500∶1 存活率见图 3D。根据 Eg 存活率情况
和镜下观察，巨噬细胞与 Eg 以 500∶1 比例共培
养时 Eg 生长状态均较佳。在 500∶1 比例下共培

养 24、72、120 h：M1 型巨噬细胞共培养组 Eg
存活率低于 M0 型巨噬细胞共培养组（P ＜ 0.01，
P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）和 M2 型巨噬细胞共培养组
（P ＜ 0.0001，P ＜ 0.01 或 P ＜ 0.05）。共培养 24 
h，M0 型巨噬细胞共培养的 Eg 存活率低于 M2 型
巨噬细胞共培养组（P ＜ 0.05），共培养 72、120 h，
两者差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。
3.4　不同表型巨噬细胞对 HM 干预的 Eg 存活率

影响

　　将不同表型巨噬细胞与 HM 干预的 Eg 以最
适宜比例共培养 24、72、120 h 后，Eg 存活率见
图 4。HM-Eg ＋ M0 组的 Eg 存活率与 HM-Eg 组
相比整体无统计学意义；HM-Eg 组存活率显著
高于 HM-Eg+M1 组（P ＜ 0.01）、显著低于 HM-



607

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

Eg+M2 组（P ＜ 0.01，P ＜ 0.0001）。
　　HM-Eg ＋ M0 组的 Eg 存活率显著高于 HM-
Eg ＋ M1 组（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）、 显 著 低 于
HM-Eg ＋ M2 组（P ＜ 0.01，P ＜ 0.0001）。
3.5　不同表型巨噬细胞对 HM 干预的 Eg 引起的

ROS 影响

　　Eg 的 ROS 水 平 检 测 结 果（见 图 5） 显 示：
Eg ＋ M0 对照组、Eg ＋ M1 对照组、Eg ＋ M2 对
照组、HM-Eg ＋ M2 组相较空白对照组差异无统计
学意义（P ＞ 0.05）。HM-Eg 组、HM-Eg ＋ M0 组、
HM-Eg ＋ M1 组相较空白组差异均有统计学意义
（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01 或 P ＜ 0.0001）。
　　HM-Eg 组 的 ROS 含 量 低 于 HM-Eg ＋ M1
组（P ＜ 0.0001）、高于 HM-Eg ＋ M0 组和 HM-

Eg ＋ M2 组（P ＜ 0.01 或 P ＜ 0.05）。HM-Eg ＋

M0 共培养组与 HM-Eg ＋ M2 共培养组差异无统
计学意义（P ＞ 0.05）。表明 M1 型巨噬细胞可增
加 HM 干预 Eg 产生的 ROS 含量，M2 型巨噬细
胞可降低 HM 干预 Eg 产生的 ROS 含量。
3.6　不同表型巨噬细胞对 HM 干预的 Eg 引起的

DNA 损伤影响

　　Eg 各组 DNA 损伤彗星图如图 6 所示：Eg ＋

M0 对照组、Eg ＋ M1 对照组、Eg ＋ M2 对照组
和空白对照组相比差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。
HM-Eg、HM-Eg ＋ M0 组、HM-Eg ＋ M1 组、
HM-Eg ＋ M2 组与空白对照组相比差异均有统计
学意义（P ＜ 0.0001）。
　　HM-Eg 组的 DNA 损伤程度低于 HM-Eg ＋ M1
组（P＜0.0001）、高于 HM-Eg＋M2组（P＜0.01）、
高于 HM-Eg+M0 组（P ＜ 0.05）。表明 M1 型巨噬
细胞可加重 HM 干预 Eg 引起的 DNA 损伤程度，
M2 型巨噬细胞可减轻 HM 干预 Eg 引起的 DNA 损
伤程度。
4　讨论

　　巨噬细胞作为机体抵御外界病原微生物感染的
第一道防线，在宿主 - 寄生虫相互作用中发挥重要
的调控作用 [12]。巨噬细胞可塑性很强，在不同的
微环境下可极化为不同功能表型的巨噬细胞。M1
型巨噬细胞（经典激活的巨噬细胞）作为促炎细
胞，在宿主防御感染中起核心作用 [13]。M2 型巨噬
细胞的主要功能是诱导 Th2 型免疫应答，分泌白
细胞介素 -10（IL-10）、转化生长因子β（TGF-β）
等多种抗炎性细胞因子，下调宿主免疫应答，在寄
生虫感染、组织修复与重建以及肿瘤的形成过程中
发挥作用 [12]。本课题组前期研究明确了 HM 可导

图 2　不同浓度 HM 干预不同时间后 Eg 存活率

Fig 2　Survival rate of Eg after different concentrations of HM intervention for different time
注：与同期空白组比较，****P ＜ 0.0001。
Note：Compared with the control group in the same period，****P ＜ 0.0001.

图 3　Eg 与不同比例巨噬细胞共培养 24、72、120 h 时 Eg 存活率

Fig 3　Survival rate of Eg co-cultured with macrophages of different 
proportions for 24，72 and 120 h

注：在 24 h，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001；在 72 h，
#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；在 120 h，●● P ＜ 0.01。

Note：at 24 h，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001；at 72 h，
#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；at 120 h，●● P ＜ 0.01.
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图 4　HM 干预 72 h 后的 Eg 与不同表型巨噬细胞共培养 24、72、120 h 的 Eg 存活率（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
Fig 4　Survival rate of Eg co-cultured with macrophages of different phenotypes for 24 h，72 h and 120 h after HM intervention for 72 h（*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
A. 空白对照组（blank control group）；B.M0 ＋ Eg 对照组（M0 ＋ Eg group）；C.M1 ＋ Eg 对照组（M1 ＋ Eg group）；D.M2 ＋ Eg 对照组（M2 ＋

Eg group）；E.HM-Eg 组（HM-Eg group）；F.HM-Eg ＋ M0 组（HM-Eg ＋ M0 group）；G.HM-Eg ＋ M1 组（HM-Eg ＋ M1 group）；H.HM-Eg ＋

M2 组（HM-Eg ＋ M2 group）

图 5　HM 干预的 Eg 与不同表型巨噬细胞共培养 72 h 活性氧含量（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
Fig 5　Reactive oxygen species content of HM-intervened Eg co-cultured with macrophages of different phenotypes for 72 h（*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
A. 空白对照组（blank control group）；B. M0 ＋ Eg 对照组（M0 ＋ Eg group）；C. M1 ＋ Eg 对照组（M1 ＋ Eg group）；D. M2 ＋ Eg 对照组

（M2 ＋ Eg group）；E. HM-Eg 组（HM-Eg group）；F. HM-Eg ＋ M0 组（HM-Eg ＋ M0 group）；G. HM-Eg ＋ M1 组（HM-Eg ＋ M1 group）；H. 
HM-Eg ＋ M2 组（HM-Eg ＋ M2 group）

致 Eg 基因组不稳定、诱发 DNA 损伤。但随着疾
病的发生发展，部分 Eg 会启动 DNA 修复功能而
成功存活并使包虫病复发。棘球蚴感染中晚期巨
噬细胞逐渐转变为 M2 型巨噬细胞，诱导宿主形成
免疫耐受，促进虫体的慢性感染和长期寄生 [11，14]。
因此，本课题进行了巨噬细胞极化以及巨噬细胞与
HM 干预的 Eg 共培养后 Eg 变化的探讨。

　　本研究首先以 LPS、IL-25 干预巨噬细胞使其
极化为 M1 型、M2 型，通过流式细胞术鉴定，400 
ng·mL－ 1 的 LPS、50 ng·mL－ 1 的 IL-25 可以很好
地极化巨噬细胞（P ＜ 0.0001）。然后，采用不同
浓度 HM 体外干预 Eg，各浓度的 HM 干预 120 h 后
对 Eg 均有显著的抑制作用（P ＜ 0.0001），且 HM
干 预 120 h 后 Eg 的 IC50 为 40.88 μg·mL－ 1。 之 后

图 6　不同表型巨噬细胞与 HM 干预的 Eg 共培养 72 h DNA 损伤情况（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
Fig 6　DNA damage of HM-intervened Eg co-cultured with macrophages of different phenotypes for 72 h（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，****P ＜ 0.0001）
A. 空白对照组（blank control group）；B. M0 ＋ Eg 对照组（M0 ＋ Eg group）；C. M1 ＋ Eg 对照组（M1 ＋ Eg group）；D. M2 ＋ Eg 对照组

（M2 ＋ Eg group）；E. HM-Eg 组（HM-Eg group）；F. HM-Eg ＋ M0 组（HM-Eg ＋ M0 group）；G. HM-Eg ＋ M1 组（HM-Eg ＋ M1 group）；H. 
HM-Eg ＋ M2 组（HM-Eg ＋ M2 group）
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研究在体外采用 HM 干预 Eg，探讨了不同表型巨
噬细胞对 HM 干预 Eg 的损伤影响，结果表明 M2
型巨噬细胞有利于 HM 干预的 Eg 的持续存活，与
Wang 等 [10] 结果相一致。Eg 在宿主体内为逃避免
疫细胞的清除，会分泌抗体等物质调节宿主的免
疫反应，像抗原 B 等抑制炎性因子，促使巨噬细
胞从 M1 型向 M2 型分化 [15]。M1 型巨噬细胞可释
放 ROS、炎症介质，清除病原体 [16-17]。M2 型巨噬
细胞在促进细胞增殖、组织修复等方面起着主导作
用 [18]，减少炎症信号促进上皮再生、参与 DNA 的
损伤修复等 [18-20]。本研究结果表明，与未共培养
组相比，M1 型巨噬细胞可增加 HM 引起的 Eg 的
ROS 生成量，加重 Eg 的 DNA 损伤程度；M2 型巨
噬细胞可显著减少 HM 引起的 Eg 的 ROS 生成量，
降低 Eg 的 DNA 损伤程度，故推测 M2 型巨噬细胞
可能在宿主体内棘球蚴修复形成过程中发挥作用。
　　综上所述，M1 型巨噬细胞可能会加重 HM 所
致的 Eg 损伤；M2 型巨噬细胞有助于修复 HM 对
Eg 造成的损伤。然而，M2 型巨噬细胞促进修复
的具体机制尚不明确，需要进一步深入研究。同
时，这种促进修复的作用是否与 HM、寄生虫、巨
噬细胞三者共同培养时产生的影响一致，亦需通
过更多实验来验证。但 HM 治疗机体过程中可通
过抑制 M2 型巨噬细胞以增加 HM 的药效。
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青翘清热解毒的谱效关系研究

王宁1，邓庆庆1，白佳欣2，薛志鹏1，孟祎1，赵伊君1，白吉庆1，王小平1*（1. 陕西中医药大学药学

院，西安　712046；2. 黑龙江中医药大学第二临床医学院，哈尔滨　150040）

摘要：目的　研究青翘指纹图谱与清热解毒之间的谱效关系。方法　采用 HPLC 法建立青翘

的指纹图谱；再用综合指数法计算青翘清热解毒的总效应值；最后用灰色关联分析法将青翘指

纹图谱中各共有峰与其清热解毒总效应值进行关联分析。结果　青翘指纹图谱有 26 个共有峰，

12 批青翘相似度均在 0.9 以上；青翘低、中、高剂量组的抗炎总效应值分别为 3.39、4.25、5.18；
解热总效应值分别为 1.51、0.99、0.83；17（连翘酯苷 A）、1、26（连翘脂素）、22（连翘苷）

号共有峰与解热药效关系的关联度大于 0.8；1、22（连翘苷）、15（芦丁）号共有峰，与抗炎药

效的关联度大于 0.8。结论　1、15（芦丁）、17（连翘酯苷 A）、22（连翘苷）、26（连翘脂素）

号共有峰与青翘清热解毒的疗效密切相关，可能为青翘清热解毒的物质基础。

关键词：青翘；指纹图谱；抗炎；解热；谱效关系；多指标综合指数法；灰色关联分析

中图分类号：R283，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0610-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.005

Spectrum-effect relationship of heat-clearance and detoxification  
effect of Green Forsythia

WANG Ning1, DENG Qing-qing1, BAI Jia-xin2, XUE Zhi-peng1, MENG Yi1, ZHAO Yi-jun1, BAI Ji-
qing1, WANG Xiao-ping1* (1. School of Pharmacy, Shaanxi University of Chinese Medicine, Xi’an  
712046; 2. Second Clinical Medical College, Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin  
150040)

Abstract:  Objective  To determine the spectrum-effect relationship between the chemical fingerprint 
of Green Forsythia decoction and its heat-clearance and detoxification effect. Methods  The chemical 
fingerprint of Green Forsythia was established by high-performance liquid chromatography (HPLC). 
The total effect values of Green Forsythia’s heat-clearance and detoxification effect were calculated 
with a comprehensive index method. Subsequently, grey correlation analysis was performed to evaluate 
the relationship between the common peaks in the fingerprint and total effect values. Results  Totally 
26 common peaks were identified in the fingerprint of Green Forsythia, with a similarity exceeding 0.9 
across 12 batches. The total anti-inflammatory effect values for low, medium, and high doses of Green 
Forsythia were 3.39, 4.25, and 5.18, respectively. The corresponding total pyretolysis effect values 
were 1.51, 0.99, and 0.83. Peaks 17 (forsythiaside A), 1, 26 (forsythiaside), and 22 (forsythin) showed 
correlation coefficients greater than 0.8 with antipyretic effect. Similarly, peaks 1, 22 (phillyrin), and 15 
(rutin) showed correlation coefficients exceeding 0.8 with anti-inflammation effect. Conclusion  Peaks 
1, 15 (rutin), 17 (forsythiaside A), 22 (forsythin), and 26 (forsythiaside) are strongly associated with the 
heat-clearance and detoxification effect of Green Forsythia, likely serving as the material basis for Green 
Forsythia’s pharmacological efficacy.
Key words: Green Forsythia; fingerprint profile; anti-inflammation; fever relief; spectrum-effect 
relationship; multi-index comprehensive index method; grey correlation analysis
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　　木犀科植物连翘 Forsythia suspensa（Thunb.）
Vahl 的果实在初熟且尚带绿色时采收，除去杂质
后蒸熟、晒干，即为“青翘”。青翘具有清热解毒、
消肿散结、疏散风热的功效 [1]。现代药理研究表
明，连翘还具有解热、抗炎、抑菌、保肝等多种
药理活性 [2-5]。
　　中药药效的发挥是多成分、多靶点、多途径
协同作用的结果 [6]。灰色关联度分析法广泛应用
于中药谱效关系的研究 [7-10]。本研究采用灰色关
联度法将青翘指纹图谱共有峰与其清热解毒的总
效应值进行关联分析，以期为研究青翘清热解毒
物质基础提供参考。
1　材料
1.1　动物
　　SPF 级雄性 KM 小鼠，体重 18 ～ 20 g，购
自成都达硕实验动物有限公司，实验动物生产许
可证号：SCXK（川）2020-0030。实验动物伦理
审查批号为 SUCMDL20220228001。小鼠在温度
为24～27℃，湿度为40%～60% 的环境下饲养，
光照适度，提供充足的食物和水。
1.2　药材
　　青翘在杨永佳药材购销部（陕西省铜川市）购买，
由陕西中医药大学白吉庆教授鉴定为木犀科植物连翘
Forsythia suspensa（Thunb.）Vahl 的初熟干燥果实（批
号：20190628 ～ 20190707，编号 S1 ～ S12）。经检测，
该药材符合 2020 年版《中国药典》的规定。
1.3　试药
　　 连 翘 酯 苷 Ａ（纯 度：97.1%， 批 号：11180-
201703）、 连 翘 苷（纯 度：96.9%， 批 号：110821-
201911）、芦丁（纯度：96.8%，批号：10080-201507）（中
国食品药品检定研究院）；连翘脂素（纯度：98%，
批号：DSTDL014401，成都乐美天医药科技有限公
司）；槲皮素（纯度：98%，批号：C09S8Y43412，
上海源叶生物科技有限公司）；双黄连颗粒（批号：
230109，哈尔滨儿童制药厂有限公司，规格：5 g/ 袋，
相当于净饮片 15 g）；高活性干酵母（安琪酵母股
份有限公司，规格：9 g/ 袋）；角叉菜胶（上海源叶
生科技有限公司）；白细胞介素（IL）-6、IL-1β、肿
瘤坏死因子α（TNF-α）ELISA 检测试剂盒（上海酶
联生物科技有限公司）；乙腈（色谱纯，美国默克公
司）；水（超纯水，Millipore 纯水机自制）；其他试
剂均为分析纯（天津天力化学试剂有限公司）。
1.4　仪器
　　Dionex Ultimate3000 高效液相色谱仪（上海
赛默飞仪器有限公司）；Balance XSE105DU/A 电
子分析天平（精度为万分之一，梅特勒托利多科
技有限公司）；D-10 电子温度计（临海医疗仪表
厂）；Direct-Q3UV 纯化水机（美国 Millipore 公司）；

TG16-WS 型高速台式离心机（湘仪离心机仪器有
限公司）；FlexA-200 酶联免疫分析仪（杭州奥盛
仪器有限公司）；Research Plus 系列移液枪（德国
Eppendorf 股份有限公司）；N-1300 型旋转蒸发仪
（上海爱郎仪器有限公司）；SHB-Ⅲ型循环水式多
用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；LG-01 高
速中药粉碎机（温岭市林大机械有限公司）。
2　方法与结果
2.1　青翘 HPLC 指纹图谱的研究 [11]

2.1.1　供试品溶液的制备　取青翘粗粉（批号
20190628 ～ 20190707）各 3 g，加 10 倍量纯水，
煎煮 3 次，0.5 h/ 次，滤液合并减压浓缩至 0.6 g
（生药材）·mL－ 1 的溶液，用于药效学试验。精
密吸取上述溶液 1 mL 置于 10 mL 量瓶中，加水
稀释至刻度，摇匀，用于指纹图谱的建立。
2.1.2　对照品溶液的制备　精密称取连翘酯苷
Ａ、连翘苷、芦丁、槲皮素、连翘脂素对照品适
量，用甲醇溶解，配制成质量浓度分别为 0.144、
0.108、0.166、0.132、0.121 mg·mL－ 1 的对照品
储备液。精密吸取上述对照品溶液各 1 mL，置
10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。
2.1.3　色谱条件　Thermo Hypersil GOLD C18 色谱柱
（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A 为0.1% 甲酸水，
B 为乙腈，梯度洗脱（0 ～ 10 min，98% ～ 96%A；
10 ～ 15 min，96%A；15 ～ 35 min，96% ～ 94%A；
35 ～ 65 min，94% ～ 88%A；65 ～ 100 min，
88% ～ 84%A；100 ～ 120 min，84% ～ 82%A；
120 ～ 130 min，82% ～ 81%A；130 ～ 155 min，
81% ～ 78%A；155 ～ 170 min，78% ～ 70%A；
170～180 min，70%～60%A）；流速：0～10 min，0.8 
mL·min－ 1；15 ～ 180 min，1.0 mL·min－ 1； 进 样
量 3 μL，柱温 30℃，检测波长 235 nm。
2.2　方法学考察
2.2.1　精密度试验　取同一供试品溶液连续进样
6 次，记录色谱图，以 22 号峰连翘苷为参照峰
（S），结果各共有峰的相对峰面积和相对保留时
间的 RSD 值均＜ 3%，表明仪器精密度良好。
2.2.2　重复性试验　取同一青翘粗粉 6 份，按
“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，进样，记录
色谱图，结果各共有峰的相对峰面积和相对保留
时间的 RSD 值均＜ 3%，表明该方法重复性良好。
2.2.3　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于
0、3、6、9、12、24 h 进样，记录色谱图，结果
各共有峰的相对峰面积和相对保留时间的 RSD 值
均＜ 3%，表明样品在 24 h 内基本稳定。
2.3　指纹图谱的建立和共有峰的指认 
　　取 12 批青翘图谱，采用“中药色谱指纹图谱相
似度评价系统 2012A 版”软件，以 S3 图谱作为参照
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指纹图谱，选择中位数法，时间窗宽度为 0.1 s，进
行全谱峰匹配，确定了 26 个共有峰，并生成青翘的
HPLC 指纹图谱的叠加图和对照图谱，结果见图 1
及图 2A。12 批青翘相似度均在 0.9 以上，符合谱效
相关研究对样品的要求，结果见表 1。采用混合对
照品和 LC-MS 对指纹图谱中的共有峰进行指认，其
中 7 号峰为 forsythide，9 号峰为 forsythenside A，13
号峰为异连翘酯苷 A，15 号峰为芦丁，17 号峰为连
翘酯苷 A；21 号峰为槲皮素；22 号峰为连翘苷（参
照峰）；26 号峰为连翘脂素，见图 2B。

图 1　青翘 HPLC 图谱叠加图

Fig 1　HPLC chromatogram overlay map of Green Forsythia

图 2　青翘对照指纹图谱（A）和混合对照品 HPLC 色谱图（B）

Fig 2　 Green Forsythia control fingerprint（A）and mixed reference 
substance HPLC chromatogram（B）

7. forsythide；9. forsythenside A；13. 异连翘酯苷 A（isoforsythiaside 
A）；15. 芦丁（rutin）；17. 连翘酯苷 A（forsythiaside A）；21. 槲皮

素（quercetin）；22. 连翘苷（phillyrin）；26. 连翘脂素（phillygenin）

表 1　12 批青翘指纹图谱相似度分析结果 
Tab 1　Fingerprint similarity of 12 batches of Green Forsythia

编号 相似度 编号 相似度

S1 0.998 S7 0.991
S2 1.000 S8 0.986
S3 0.986 S9 0.998
S4 0.986 S10 0.999
S5 0.993 S11 0.988
S6 0.991 S12 0.998

2.4　抗炎活性研究 [12-14] 
　　小鼠适应性喂养 7 d 后，将 60 只小鼠随机分为
空白组（纯水）、模型组（纯水）、阳性组（双黄连颗
粒，给药剂量 6.17 g·kg－ 1），青翘水煎液低、中、
高剂量组（按照生药计分别为 1.5、3、6 g·kg－ 1，
用纯水配制成质量浓度为 0.15、0.3、0.6 g·mL－ 1

的溶液）。各组小鼠灌胃体积 10 mL·kg－ 1，每日 1
次，连续 7 d。于末次给药后 1 h，空白组小鼠右耳
正反面均匀涂抹纯水各 10 μL，右后肢皮下注射生
理盐水 50 μL，其余组小鼠右耳正反面涂抹二甲苯
各 10 μL，右后肢皮下注射 1% 的角叉菜胶 50 μL，
建立小鼠炎症模型，1 h 后眼眶取血，3500 r·min－ 1

离心 15 min，取血清按照试剂盒检测 IL-6、IL-1β、
TNF-α 炎症因子；脱臼处死，双耳用打孔器（6 mm）
取同一位置耳片，称重，计算耳肿胀度；在距离小
鼠的左、右后肢踝关节 2 mm 处剪下，称重，计算
足肿胀度。采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行统计
分析处理，计量资料用 x±s 表示，多组之间的数据
比较采用 One-way Analysis of Variance（ANOVA）的
Tukey 检验，P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。
　　结果如图 3 所示，与空白组相比，模型组小
鼠耳肿胀度、足肿胀度、IL-1β、IL-6 和 TNF-a 含
量均显著升高（P ＜ 0.01），表明造模成功；与模
型组相比，阳性组与青翘各给药组的耳肿胀度、
足肿胀度、IL-1β、IL-6 和 TNF-a 含量均显著降低
（P＜ 0.05，P＜ 0.01），结果表明，在一定剂量下，
青翘水煎液对急性炎症具有明显的抑制作用。
2.5　解热活性研究 [15-17]

　　将小鼠适应性喂养 7 d，用直肠测温计经凡士林
润滑后插入小鼠直肠 1 cm 深处，测量小鼠肛温，待
温度稳定后读数，早中晚各 1 次，剔除体温异常的
小鼠，温差≤ 0.5℃的作为实验对象，用体温的均
值作为基础温度，取 60 只体温正常小鼠随机分为
空白组（纯水）、模型组（纯水）、阳性组（双黄连颗
粒，给药剂量 6.17 g·kg－ 1），青翘低、中、高剂量
组（按照生药计分别为 1.5、3、6 g·kg－ 1），灌胃体
积为 10 mL·kg－ 1。除空白组外，每只小鼠皮下注
射 20% 干酵母混悬液 10 mL·kg－ 1，各组于注射后
6 h 时测一次体温，体温上升 0.8℃以上，视为造模
成功，空白组给予等体积的水。其余各组灌胃相应
药物，每间隔 1 h 测体温 1 次，连续测量 3 次。最
后一次测温后，眼眶取血，3500 r·min－ 1 离心 15 
min，按照 ELISA 试剂盒说明书检测 TNF-α、IL-1β。
　　结果显示，与空白组相比，模型组小鼠体温显
著升高（P ＜ 0.01）；与模型组比较，给药 2 h 后，
各给药组小鼠体温显著降低（P＜0.05，P＜0.01），
见表 2。与空白组相比，模型组小鼠血清中内源性
致热原因子含量显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组
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相比，各给药组小鼠内源性致热原因子含量显著降
低（P ＜ 0.01 或 P ＜ 0.05）（见图 4），说明青翘水

煎液具有良好的解热效果。

图 3　急性炎症模型小鼠的耳、足肿胀度及相关炎症因子含量（x±s，n ＝ 10）
Fig 3　Swelling degree of ear and foot and the content of related inflammatory factors in acute inflammation model mice（x±s，n ＝ 10）

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

表 2　各组小鼠体温变化 (x±s，n ＝ 10) 
Tab 2　Changes in body temperature of mice in each group (x±s，n ＝ 10)

组别 基础体温 /℃ 造模 6 h
给药后不同时间点体温值 /℃

1 h 2 h 3 h
空白组 36.90±0.21 36.93±0.40 37.01±0.15 36.80±0.28   36.5±0.33
模型组 36.88±0.33 37.86±0.28** 37.90±0.43** 37.86±0.35** 37.88±0.53**

阳性组 36.02±0.61 37.30±0.22** 37.23±0.45 36.75±0.66# 36.65±0.49##

青翘低剂量组 37.14±0.53 38.17±0.46** 37.79±0.60## 37.03±0.38## 37.15±0.34##

青翘中剂量组 36.72±0.44 37.78±0.39** 37.48±0.58# 36.73±0.27## 36.36±0.33##

青翘高剂量组 36.62±0.61 37.92±0.60** 37.60±0.49# 36.84±0.50## 36.46±0.17##

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

图 4　解热模型小鼠内源性致热原因子的含量（x±s，n ＝ 10）
Fig 4　Contents of endogenous pyrogenic factors in antipyretic model 
mice（x±s，n ＝ 10）

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

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

2.6　基于多指标综合指数法整合青翘抗炎、解热

的总效应值

　　根据多指标综合指数法 [18-19]，各指标进行标化
处理。当模型组指标值（V）大于给药组时，V标＝

（V模型－ V给药）/V模型，模型组指标值小于给药组时，
V标＝（V给药－ V模型）/V模型。将抗炎药效各指标和解
热药效各指标的标化数据导入到 SIMCA-P 14.0 软
件，选择正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）模

型进行分析，得到变量投影重要性（VIP）值，结
合文献报道中各指标的出现频次，确定各指标的权
重系数，各指标标化值乘以权重系数的加和值，即
为总效应值。
2.6.1　青翘抗炎效应指标的权重及总效应值　
VIP 值结合文献，最终确定 IL-1β、IL-6 指标的权
重系数为 3，耳肿胀度、足肿胀度指标权重系数
为 2，TNF-α 权重系数为 1，各指标的标化值和总
效应值见表 3，高剂量组抗炎的总效应值最大。

表 3　基于多指标综合指数法的青翘抗炎整合总效应值 
Tab 3　Total anti-inflammatory effect integration values of Green 

Forsythia based on multi-indicator composite index approach

分组

标化值

（a）
标化值

（b）
标化值

（c）
总效应

值（3a ＋

2b ＋ c）足肿胀度 IL-1β IL-6 耳肿胀度 TNF-α

空白组 0.76 0.39 0.43 0.86 0.45 6.91

阳性组 0.10 0.33 0.22 0.89 0.37 4.10

青翘低剂量组 0.28 0.16 0.15 0.70 0.22 3.39

青翘中剂量组 0.36 0.19 0.30 0.71 0.28 4.25

青翘高剂量组 0.51 0.23 0.38 0.74 0.34 5.18

2.6.2　青翘解热效应指标的权重及总效应值　
VIP 值结合文献，最终确定 IL-1β 指标的权重系
数为 3，体温指标权重系数为 2，TNF-α 权重系数
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为 1，各指标的标化值和总效应值见表 4，表明
青翘的低剂量组解热的总效应值最大。

表 4　基于多指标综合指数法的青翘解热的总效应值 
Tab 4　Total effect values for the integration of Green Forsythia’s 

antipyretic effects based on the multi-indicator composite  
index approach

分组
标化值（a） 标化值（b） 标化值（c） 总效应值

（3a＋ 2b＋ c）IL-1β 体温 TNF-α

空白组 0.37 0.03 0.38 1.55

阳性组 0.19 0.03 0.30 0.93

青翘低剂量组 0.37 0.02 0.36 1.51

青翘中剂量组 0.22 0.03 0.27 0.99

青翘高剂量组 0.18 0.03 0.23 0.83

2.7　谱效关系研究 
　　运用 SPSSAU 中的灰色关联分析法 [20-23]，对
青翘指纹图谱中各共有峰与抗炎总效应值和解热
总效应值进行相关性分析。计算青翘水煎液低、
中、高剂量组的 HPLC 图谱与青翘清热解毒药效
指标之间的关联度（见表 5 ～ 6）。当关联度大于
0.6 时，表明色谱峰代表的化学成分与药理指标
有关联性，当关联度大于 0.8 时，表明色谱峰代
表的化学成分与药理指标密切相关。表 5 显示，
17（连翘酯苷 A）、1、26（连翘脂素）、22（连翘
苷）号峰关联度均＞ 0.8，与抗炎药效关联密切，
推测为青翘抗炎的主要药效成分；由表 6 可知，1、
22（连翘苷）、15（芦丁）号峰关联度均＞ 0.8，与
解热药效关联密切，推测为青翘解热的主要药效
成分；因此，共有峰 1、15（芦丁）、17（连翘酯
苷 A）、22（连翘苷）、26（连翘脂素）是青翘发
挥清热解毒作用的潜在药效成分。
3　讨论

　　本研究建立青翘水煎液指纹图谱，采用灰色
关联度分析法，探究青翘化学成分与药效学之间
的关系。中药药效通常具有多成分、多环节、多
靶点共同作用的特性 [22]。谱效关系研究在不确
定药效金指标的情况下，采用适宜的数据处理方
法，获取药效的总效应值，以总效应值进行谱 -
效相关分析可解决以单一指标筛选结果存在局限
性的问题。
　　谱效关系研究为中药药效物质基础的研究提
供新方法、新思路。本研究通过总效应值与青翘
水煎液图谱进行谱 - 效关联性分析，最终确定青
翘清热解毒作用有效成分群与文献研究结果一
致 [24-26]；韦永浩 [27] 和薛柯等 [28] 通过体外抗炎谱
效关系研究，筛选出与抗炎密切相关的化学成分
同样包括芦丁、连翘酯苷Ａ、连翘苷和连翘脂素。

这一定程度上也证明了谱 - 效相关法筛选青翘抗
炎解热有效成分群的可靠性。姬昌彬 [29] 的研究显
示，连翘酯苷 A 可能通过抑制 NF-κB/p38 MAPK
信号通路，从而改善大鼠软骨细胞炎症。铜川等
地为陕西连翘主产区 [30]，本研究采用的样品为陕
西的主产区铜川产的青翘，结果可为铜川青翘有
效性评价提供试验依据。
　　对于本研究中未指认的共有峰的化学结构类
型及药理活性还有待进一步研究确认。本研究选
用的动物模型无法全面涵盖连翘清热解毒、疏散
风热等功效的内涵，后续需要对青翘的药理效应
进行更加全面系统的研究；关于青翘水煎液中化
学成分的鉴定有待进一步研究；此外，产地对中
药材的品质也有影响，后续可对陕西不同产地，
甚至全国不同产地的青翘进行全面深入的研究，
以期为青翘的质量控制和评价奠定基础。

表 5　共有峰与抗炎药效指标和总效应值的关联度 
Tab 5　 Correlation between common peaks and anti-inflammatory 

efficacy indexes and total effect values

峰号 足肿胀 耳肿胀 TNF-α IL-6 IL-1β
总效应值

的关联度
排名

1 0.626 0.660 0.795 0.666 0.705 0.865 2

2 0.743 0.755 0.687 0.677 0.688 0.751 10

3 0.614 0.622 0.551 0.584 0.550 0.658 18

4 0.747 0.662 0.693 0.680 0.695 0.779 7

5 0.592 0.598 0.624 0.614 0.623 0.623 24

6 0.617 0.626 0.654 0.644 0.654 0.666 15

7 0.636 0.647 0.678 0.668 0.679 0.698 12

8 0.601 0.608 0.635 0.624 0.634 0.639 22

9 0.642 0.655 0.686 0.675 0.687 0.772 9

10 0.694 0.603 0.628 0.613 0.628 0.642 21

11 0.608 0.615 0.645 0.639 0.644 0.644 20

12 0.618 0.627 0.656 0.648 0.656 0.664 16

13 0.609 0.618 0.645 0.633 0.646 0.660 17

14 0.692 0.697 0.624 0.616 0.623 0.619 25

15 0.641 0.657 0.686 0.667 0.689 0.780 6

16 0.653 0.667 0.701 0.694 0.702 0.778 8

17 0.661 0.691 0.706 0.636 0.718 0.878 1

18 0.573 0.577 0.601 0.593 0.600 0.591 26

19 0.640 0.651 0.683 0.675 0.684 0.743 11

20 0.616 0.627 0.654 0.640 0.655 0.677 13

21 0.657 0.673 0.605 0.691 0.607 0.790 5

22 0.728 0.745 0.756 0.794 0.761 0.808 4

23 0.615 0.625 0.653 0.639 0.653 0.673 14

24 0.598 0.605 0.631 0.621 0.630 0.633 23

25 0.612 0.621 0.594 0.593 0.649 0.657 19

26 0.732 0.749 0.760 0.798 0.766 0.815 3
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表 6　共有峰与解热药效指标和总效应值的关联度 
Tab 6　Correlation between common peaks and heat-clearance 

efficacy index and total effect values

峰号 体温 TNF-α IL-1β 总效应值的关联度 排名

1 0.840 0.772 0.833 0.864 1
2 0.774 0.761 0.719 0.773 7
3 0.768 0.708 0.716 0.762 13
4 0.709 0.739 0.754 0.770 9
5 0.638 0.587 0.590 0.632 24
6 0.772 0.713 0.722 0.764 10
7 0.799 0.732 0.745 0.775 6
8 0.650 0.597 0.602 0.642 19
9 0.704 0.734 0.747 0.763 12
10 0.643 0.599 0.606 0.625 25
11 0.612 0.565 0.565 0.610 26
12 0.662 0.610 0.619 0.648 17
13 0.760 0.696 0.702 0.764 11
14 0.637 0.582 0.585 0.637 23
15 0.790 0.764 0.785 0.804 3
16 0.625 0.645 0.662 0.644 18
17 0.810 0.759 0.780 0.776 5
18 0.671 0.619 0.629 0.654 15
19 0.675 0.643 0.690 0.638 22
20 0.673 0.621 0.633 0.654 16
21 0.742 0.763 0.804 0.771 8
22 0.816 0.752 0.769 0.859 2
23 0.666 0.608 0.615 0.659 14
24 0.646 0.593 0.598 0.639 21
25 0.679 0.642 0.688 0.641 20
26 0.708 0.741 0.856 0.794 4
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硫酸多黏菌素 E提高脂质纳米粒的 siRNA递送效应 
用于抗肿瘤研究

孙雪如1，钱磊2，吴佳杨3（1. 乌兰察布医学高等专科学校，内蒙古　乌兰察布　012000；2. 乌兰察布医学高等专科学校

附属医院，内蒙古　乌兰察布　012000；3. 内蒙古科技大学包头医学院，内蒙古　包头　014040）

摘要：目的　构建一种新的一体化脂质纳米粒（lipid nanoparticles，LNPs）递送系统，通过

增强 siRNA 溶酶体逃逸，实现高效安全的 siRNA 递送效应，增加血管内皮生长因子（VEGF）-
siRNA 的抗肿瘤效应。方法　采用阳离子脂质 DOTAP 包封硫酸多黏菌素 E（colistin，COL）和

siRNA 得到 LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒，纳米粒度电位仪分析其粒径和 Zeta 电位；多功能酶

标仪和高效液相色谱分别测定 siRNA 和 COL 的包封率（EE）；流式细胞仪检测细胞摄入和凋

亡；CCK-8 法评价其安全性和细胞增殖抑制作用；共聚焦显微镜考察其对 siRNA 溶酶体逃逸效

应，聚合酶链式反应（PCR）和酶联免疫吸附（ELISA）考察其对基因和蛋白层面表达的影响。

结果　构建的 LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒粒径为101.8 nm，Zeta 电位为7.88 mV，PDI＝0.21，
siRNA 包封率约 75%，在 150 nmol·L － 1 以下，细胞存活率为 82% 以上；与 Free-siRNA 组比较，

细胞摄取约提高 3 倍；与 LNPs/siRNA 组比较，明显可以观察到具有很强的溶酶体逃逸效率，

并且使 VEGF-mRNA 基因沉默效应提高 1.3 倍，VEGF 蛋白表达降低；体外抗肿瘤活性结果表

明，其抑制增殖作用大大增强，并且可以加大对 HepG2 细胞的凋亡。结论　构建一体化 LNPs
纳米递送系统可以提升 LNPs 的溶酶体逃逸，增强 siRNA 递送效应，抑制肿瘤发展。

关键词：脂质纳米粒；siRNA 递送；溶酶体逃逸；抗肿瘤

中图分类号：R943，R73　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0616-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.006

Polymyxin E sulfate enhances the siRNA delivery efficiency of  
lipid nanoparticles in anti-tumor research

SUN Xue-ru1, QIAN Lei2, WU Jia-yang3 (1. Wulanchabu Medical College, Wulanchabu  Inner  
Mongolia  012000; 2. Affiliated Hospital of Wulanchabu Medical College, Wulanchabu  Inner  
Mongolia  012000; 3. Baotou Medical College, Inner Mongolia University of Science and Technology, 
Baotou  Inner  Mongolia  014040)

Abstract: Objective  To construct a novel integrated lipid nanoparticles (LNPs) delivery system to 
improve siRNA lysosomal escape, and achieve efficient and safe siRNA delivery thus enhancing the 
anti-tumor effect of VEGF-siRNA. Methods  Cationic lipid DOTAP was used to encapsulate colistin 
E (colistin, COL) and siRNA to obtain LNPs/COL/siRNA LNPs. In addition, the particle size and 
Zeta potential were measured by nanoparticle size analyzer, while the encapsulation efficiency (EE)
of siRNA and COL was assessed with microplate reader and high-performance liquid chromatography. 
The cellular uptake and apoptosis were evaluated by flow cytometry. Besides, the safety and cell 
proliferation inhibition were determined by CCK-8 assay. Confocal microscopy was used to detect to 
lysosomal escape effect of siRNA. Moreover, gene and protein expressions were elucidated by PCR and 
ELISA. Results  The size, Zeta potential and PDI of LNPs/COL/siRNA was 101.8 nm, 7.88 mV, and 
0.21, respectively. The siRNA encapsulation efficiency was approximately 75% and the cell viability 
was over 82% at concentrations below 150 nmol·L － 1. Compared with the Free-siRNA group, the 

基金项目：内蒙古自治区教育科学研究基金（No.NZJGH2023113）。
作者简介：孙雪如，女，讲师，主要从事核酸药物递送研究，email：1149164689@qq.com
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　　siRNA 是一种短小的 RNA 分子，可以通过
干扰靶基因的表达来特异性调控基因功能。然而
siRNA 半衰期短、细胞摄取差、容易被溶酶体降
解等问题严重制约了其临床应用 [1]。
　　脂质纳米粒（lipid nanoparticles，LNPs）具
有一定的溶酶体逃逸能力，可以使 siRNA 释放到
细胞质中。在 2018 年 8 月，FDA 批准了第一个
siRNA 药物，称为 ONPATTRO（Patisiran）[2]，其
主要是由 4-（N，N- 二甲基氨基）丁酸（6Z，9Z，
28Z，31Z）- 庚三十碳 -6，9，28，31- 四烯 -19- 基
脂（Dlin-MC3-DMA）主脂材和辅助脂材组装而
成的 LNPs，摄取入胞后在溶酶体中通过六角形结
构诱导膜融合，使被包裹的 siRNA 释放到细胞质
中 [3]。也有报道阳离子主脂材（2，3- 二油氧基丙
基）三甲基氯化铵（DOTAP）和辅助脂材构成的
LNPs 被摄入细胞内吞入溶酶体后，由于渗透压失
衡引起质子海绵效应导致 siRNA 发生逃逸 [4]。但
是有研究者报道，LNPs 溶酶体逃逸效率仍然很
低，只有 1% ～ 2%[5]。因此进一步提高 LNPs 的
siRNA 的溶酶体逃逸效率非常重要。
　　硫酸多黏菌素 E（colistin，COL）是一种来自
于多黏菌的抗菌化合物，临床上用来对抗细菌感
染，其表面含有带正电荷的氨基，能与革兰氏阴
性菌细胞膜的磷脂中带负电荷的磷酸根相互作用
导致细胞膜的破坏和渗漏进而使内容物外泄，最
终导致细菌死亡 [6-7]。本研究拟探索硫酸多黏菌素
E 是否可以导致溶酶体膜破坏，产生渗漏，同时
结合 LNPs 本身的溶酶体膜破坏作用，有效促进
siRNA 在细胞质释放。
　　血管内皮生长因子（vascular endothelial growth 
factor，VEGF）是肿瘤组织内表达较高的促血管生
长因子，可以使肿瘤的新生血管形成以及侵袭转
移 [8-9]。VEGF-siRNA 可以诱导同源性 mRNA 的降
解，抑制肿瘤发展 [10]。基于此，本研究设计了一
套安全有效的 siRNA 递送系统，通过 LNPs 包载
硫酸多黏菌素 E 和 VEGF-siRNA，首次报道利用

硫酸多黏菌素 E 增加 LNPs 对 VEGF-siRNA 溶酶
体逃逸，提高 VEGF-siRNA 递送效应，从而延缓
肿瘤进展。
1　材料

1.1　试药及细胞

　　硫酸多黏菌素 E（纯度：99.8%，北京奇松生物
科技有限公司）；乙醇、甲醇、无核酶水（北京百
灵威科技有限公司）；DOTAP、二硬酯酰磷脂酰胆
碱（DSPC）、胆固醇（Chol）、二肉豆蔻酰甘油 - 聚
乙二醇 2000（DMG-PEG2000）（上海艾伟拓医药科
技有限公司）；Negative control siRNA（正义链序列：
5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'，反义链序列：
5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'），VEGF-siR-
NA 序列为：（正义链序列 5'-GCGCAAGAAAUCCCG-
GUAUTT-3'，反义链序列 5'-AUACCGGGAUUUCU-
UGCGCTT-3'），FAM-siRNA，Cy5-siRNA（苏州吉玛
制药技术有限公司）；DMEM 培养基、OPTI-DMEM
培养基（北京中科迈晨科技有限公司）；1 mL 一次性
无菌注射器（上海碧迪医疗器械有限公司）；透析袋
（Mw：20 kD）（北京索莱宝科技有限公司）；人肝癌
细胞株（HepG2）、人乳腺癌细胞（MCF7）（中国医学
科学院肿瘤细胞库）。
1.2　仪器

　　共聚焦显微镜（德国 Confocal laser scanning 
microscopy，Leica，TCSSP5）；D-400898 推吸注
射泵（美国 Harvard Apparatus 公司）；多功能酶
标仪（赛默飞世尔科技公司）；20 mm 共聚焦培
养皿（美国 MatTek，MA 公司）；超声波清洗仪
（昆山市超声仪器有限公司）；25 cm2 细胞培养瓶、
96 孔板、12 孔板、6 孔板（美国 Corning 公司）；
移液枪（德国 Eppendorf 公司）。
2　方法与结果

2.1　LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒制备与表征

　　按照脂材摩尔比 DOTAP∶Chol∶DSPC∶DMG-
PEG2000 ＝ 50∶38.5∶10∶1.5 溶解在乙醇溶液制
备成有机相。siRNA 用硫酸多黏菌素 E 浓度为 12 

LNPs/COL/siRNA group showed about 3 times higher cellular uptake. Furthermore, Compared with 
the LNPs/siRNA group, LNPs/COL/siRNA group showed a substantially higher lysosomal escape; and 
the silencing effect of VEGF-mRNA increased by 1.3 times and VEGF protein expression reduced. 
The in vitro anti-tumor activity showed that LNPs/COL/siRNA greatly inhibited the proliferation and 
increased the apoptosis of HepG2 cells. Conclusion  The constructed integrated LNPs delivery system 
can enhance the lysosomal escape, improve siRNA delivery efficiency, and inhibit tumor development. 
Key words: lipid nanoparticle; siRNA delivery; lysosomal escape; anti-tumor



618

Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3 　中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期

mmol·L － 1 的无核酶水溶液稀释到 1 μmol·L － 1 
制备成水相。利用微流控装置将有机相 - 水相按
照 1∶3 的流速（总流速＝ 8 mL·min－ 1）进行
混合，收集混合液，置于透析袋，磷酸盐缓冲液
（PBS）过夜透析，即得到 LNPs/COL/ siRNA 脂
质纳米粒。
　　取 80 μL LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒，置
于粒径仪测试杯中，采用马尔文粒径测定脂质纳
米粒的平均粒径和 Zeta 电位。另取 LNPs/COL/
siRNA 脂质纳米粒用去离子水稀释 2 倍，吸取 5 
μL 滴于铜网上，磷钨酸钠负染，自然挥干，并于
TEM 电镜下进行拍照留存。
　　如图 1A ～ 1D 所示 LNPs/COL/siRNA 脂质纳米
粒水合粒径值为 101.8 nm，电位为 7.88 mV，PDI ＝
0.21，通过 TEM 电镜测得 LNPs/COL/siRNA 脂质纳
米粒粒径约为 90 nm（如图 1E），比通过粒径仪测得
粒径稍小，原因可能是纳米粒干燥所致。结果表明
LNPs/COL/siRNA 具有较小的粒径、正电位和 PDI。
2.2　LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒 COL 包封率

　　准确配制 500 μmol·L－ 1 硫酸多黏菌素 E 的样
品溶液，稀释为不同浓度，取 10 μL 进样 [ 色谱条
件为：X Bridge RP-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，
3.5 μm），流动相为 0.01 mol·L－ 1 三氟乙酸 - 乙腈
（77∶23），流速：1.0 mL·min－ 1，紫外检测波长：
205 nm，进样量：10 μL，柱温：25℃ ]，以浓度为
横坐标，硫酸多黏菌素 E1 的峰面积为纵坐标，绘
制标准曲线。取透析后的 LNPs/COL/siRNA 脂质纳
米粒，加 0.1%Triton X-100 破膜，10 μL 进样，通
过标准曲线，计算硫酸多黏菌素 E 脂质体中包裹
硫酸多黏菌素 E 的量为 W包，硫酸多黏菌素 E 投入
量为 W总，包封率（%）＝（W包 /W总）×100%。结
果如图 1F ～ 1G 所示，LNPs/COL/siRNA 透析后，
硫酸多黏菌素 E 包封率达 2.55%。说明 LNPs 可以
对硫酸多黏菌素 E 有效包封。
2.3　LNPs/COL/siRNA 脂质纳米 siRNA 包封率

　　脂质纳米粒总 siRNA 量的测定：取 96 孔板，
加入 20 μL 制剂，加入 0.1%Triton X-100 10 μL 破
膜，再加入 1% 肝素钠 10 μL，加 TE 缓冲液到
100 μL。游离 siRNA 量的测定：取 20 μL 制剂，
加 TE 缓冲液到 100 μL。各孔加入用 TE 缓冲液
稀释的 1×RiboGreen100 μL。避光静置 5 min，
在 480 ～ 520 nm 波长处测定每孔吸收度 OD 值，
计算 siRNA 包封率。siRNA 包封率（%）＝（总
siRNA －游离 siRNA）/ 总 siRNA×100%。结果
如图 1H 所示，LNP/siRNA 包载硫酸多黏菌素 E

后包封率约为 75%。

图 1　纳米粒的粒径电位和 PDI（A ～ E）以及 COL 标准曲线（F）、
包封率（G）、siRNA 包封率（H）（n ＝ 3）
Fig 1　Size，potential，PDI（A～E），and COL standard curve（F），
encapsulation efficiency（G），siRNA encapsulation efficiency（H）of 
nanoparticles（n ＝ 3）

2.4　LNPs/COL/siRNA 纳米粒体外安全性

　　将 HepG2 细胞和 MCF-7 细胞以 6000 个 / 孔
200 μL 铺于 96 孔板中，培养 24 h 后，加入 OPTI-
DMEM 稀释的不同浓度 LNPs/COL/siRNA-NC 和
LNPs/siRNA-NC 脂质纳米粒 100 μL/ 孔，对照组加
入等体积的培养基，空白组加入 PBS，培养6 h 后，
更换 DMEM 完全培养基孵育 24 h 后吸弃各孔液
体，加入 10% CCK-8 培养基，继续孵育 1 h。置于
酶标仪中，在450 nm 波长处测定吸光度（OD）值，
计算细胞存活率。细胞存活率（%）＝（给药孔
OD －空白对照孔 OD 值）/（对照孔 OD 值－空白
对照孔 OD 值）×100%。实验结果如图 2A ～ 2B，
纳米粒随着给药浓度从 25 ～ 150 nmol·L－ 1 增加，
毒性稍有增加。但是 LNPs /siRNA 和 LNPs/COL/
siRNA 的细胞存活率均在 82% 以上，这表明制剂
在 150 nmol·L－ 1 以下浓度有很好细胞安全性。
2.5　LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒细胞摄取

　　HepG2 细胞以 2×105 个 / 孔铺于 12 孔板中，培
养 24 h 后加入 OPTI-DMEM 稀释的不同浓度 Free 
FAM-siRNA，LNPs/FAM-siRNA 和 LNPs/COL/FAM-
siRNA 脂质纳米粒 1 mL/ 孔，对照组加入等体积的培
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养基，培养 6 h 后吸弃各孔液体加入 200 μL 胰酶消
化，待消化完全，加培养基终止消化，吸至 1.5 mL 
离心管，4℃、1000 r·min － 1 离心 3 min，弃上清
液，重复 2 次，并使用 300 μL PBS 重悬细胞，双激
光流式细胞仪测量细胞中 FAM 荧光强度，结果见图
2C，与游离的 FAM-siRNA 相比，LNPs/FAM-siRNA
和 LNPs/COL/FAM-siRNA 脂质纳米粒组平均荧光强
度提高 3 倍，说明纳米粒可以有效摄取进入细胞。
2.6　LNPs/COL/siRNA 脂质纳米粒 siRNA 溶酶体

逃逸

　　HepG2 和 MCF-7 细胞铺于直径 20 mm 的玻
底小皿中，孵育 24 h 待细胞贴壁后，加入 OPTI-
DMEM 稀释的 LNPs/Cy5-siRNA 和 LNPs/COL/Cy5-
siRNA 脂质纳米粒 1 mL/ 孔，继续孵育 6 h。在培
养结束前加入 200 mL，300 nmol·L－ 1 Lyso Tracker 
Red 和 10 μg·mL－ 1 Hoechst 33342 染色 30 min。之
后使用 PBS 洗 3 次，使用甘油 -PBS（V/V ＝ 9∶1）
封片，共聚焦进行观察拍摄。结果如图 2D ～ 2E 所
示，在 HepG2 细胞和 MCF-7 细胞中，给药 6 h 时，
与 LNPs/siRNA 脂质纳米粒比较，LNPs/COL/siRNA 
脂质纳米粒与溶酶体共定位系数降低。同时通过图
2F ～ 2G 可以看到，在 HepG2 细胞和 MCF-7 细胞
中，LNPs/COL/siRNA 组细胞中黄色荧光点减少，
出现了明显游离的红色荧光点，表明 Cy5-siRNA 逃
离溶酶体，而 LNPs/siRNA 脂质纳米粒给药组仍可
观测到较多的黄色共定位。结果表明，在这两种肿
瘤细胞中，相比于 LNPs/siRNA 脂质纳米粒，LNPs/
COL/siRNA 脂质纳米粒溶酶体逃逸能力更强，这可
归因于硫酸多黏菌素 E 对溶酶体膜的破坏。
2.7　LNPs/COL/siRNA-VEGF 脂质纳米粒的 VEGF 
mRNA 沉默效应

　　VEGF 在体瘤中高度过表达，与肿瘤细胞的快速
增殖、血管新生、侵袭转移等密切相关，本研究选用
靶向 VEGF 的 siRNA 敲低 VEGF 表达来进行研究 [11]。
将 HepG2 细胞铺于 12 孔板中，培养 24 h，待细胞贴
壁生长，去除培养基，加入 OPTI-DMEM 培养基稀
释的包含 25 nmol·L－ 1 siRNA 的 Free/siRNA-VEGF、
LNPs/COL/siRNA-VEGF、LNPs/siRNA-VEGF、LNPs/
COL/siRNA-NC 和 Lipo/siRNA-VEGF 脂质纳米粒培
养，对照组（Control）只加入培养基。培养 6 h，更
换为 DMEM 完全培养基，孵育 24 h 后，弃去含制剂
培养基，使用 RT-PCR 对 VEGF mRNA 的表达进行测
定。结果如图 3A 所示，Lipo/siRNA-VEGF 和 LNPs/
siRNA-VEGF 相比，LNPs/COL/siRNA-VEGF 可以
大幅度降低 VEGF mRNA 的表达，使基因沉默效应

提高 1.3 倍。这可能是硫酸多黏菌素 E 的包载促进
siRNA 溶酶体逃逸所导致。
2.8　VEGF 蛋白表达效应

　　将 HepG2 细胞铺于 6 孔板中，培养 24 h，待
细胞贴壁生长，去除培养基，加入 OPTI-DMEM
培养基稀释的浓度为 25 nmol·L－ 1 的 LNPs/COL/
siRNA-VEGF、LNPs/siRNA-VEGF 和 LNPs/COL/
siRNA-NC 脂质纳米粒，对照组（Control）只加入
培养基。转染 6 h 后，更换为 DMEM 完全培养基
培养 24 h，弃去含制剂培养基，根据 VEGF ELISA
试剂盒测定 VEGF 蛋白。如图 3B 所示，在蛋白
水平方面，与 Control 组相比，LNPs/siRNA-VEGF
和 LNPs/COL/siRNA-VEGF 均可以使 VEGF 蛋白表
达下降。与 LNPs/siRNA-VEGF 相比，LNPs/COL/
siRNA-VEGF 可以大幅度降低 VEGF 蛋白表达。
2.9　HepG2 细胞增殖效应

　　VEGF 在体瘤中高度过表达，会导致肿瘤细
胞的快速增殖，如果抑制肿瘤细胞增殖会减慢肿
瘤发展 [12]。将 HepG2 细胞以 6000 个 / 孔 200 μL
铺于 96 孔板中，培养 24 h 后，加入 OPTI-DMEM
稀释的不同浓度 LNPs/COL/siRNA-VEGF、LNPs/
siRNA-VEGF 和 LNPs/COL/siRNA-NC 脂质纳米粒

图 2　纳米粒的细胞毒性（A ～ B）、摄取（C）和溶酶体逃逸

（D ～ G）效应考察（n ＝ 3，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）
Fig 2　Toxicity（A ～ B），uptake（C）and lysosomal escape
（D ～ G）of nanoparticles（n ＝ 3，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）
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100 μL/ 孔，对照组加入等体积的培养基，空白组
加入 PBS，培养 6 h 后，更换 DMEM 完全培养基
孵育 48 h 后吸弃各孔液体，加入 10% CCK-8 培养
基，继续孵育 1 h。置于酶标仪中，采用 450 nm 波
长，测定 OD 值，计算细胞存活率。细胞存活率
（%）＝（给药孔 OD －空白对照孔 OD 值）/ 空白
对照孔 OD 值×100%。如图 3C，与 LNPs/siRNA-
VEGF（抑 制 率 64%） 相 比，LNPs/COL/siRNA-
VEGF（抑制率 36%）可以大幅度抑制 HepG2 细
胞增殖，说明硫酸多黏菌素 E 可以提升 VEGF-
siRNA 对肿瘤细胞的增殖抑制效应。
2.10　HepG2 细胞凋亡

　　将 HepG2 细胞铺于 12 孔板中，培养 24 h，待

细胞贴壁生长，去除培养基，加入 OPTI-DMEM 稀
释的 LNPs/COL/siRNA-VEGF、LNPs/siRNA-VEGF
和 LNPs/COL/siRNA-NC 脂质纳米粒 6 h 后，更换为
DMEM 完全培养基，孵育 48 h 后根据试剂盒进行凋
亡测定操作，最后进行双激光流式细胞仪（FACS）
检 测，Annexin V-FITC 和 PI 荧 光。 结 果 如 图
3D ～ 3E 所示，Control 组的细胞凋亡率约 2.7%（早
凋＋晚凋），在脂质纳米粒处理组中，细胞凋亡率明
显增加，且 LNPs/siRNA-VEGF（19.51%）＜ LNPs/
COL/siRNA-VEGF（35.17%），与 LNPs/siRNA-VEGF
组 HepG2 细胞凋亡比较，LNPs/COL/siRNA-VEGF
组明显增加。证明 LNPs/COL/siRNA-VEGF 脂质纳
米粒有更好的促肿瘤细胞凋亡作用。

图 3　纳米粒对细胞的 VEGF mRNA（A）、蛋白（B）、增殖（C）与凋亡（D ～ E）的影响（n ＝ 3，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）
Fig 3　Effect of VEGF mRNA（A），protein（B），cell proliferation（C）and apoptosis of nanoparticles（D ～ E）（n ＝ 3，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）

2.11　统计学分析

　　采用 Graph Pad Prism 8.0.2 进行计算。结果
以 x±s 表示。多组之间比较采取单因素方差分析
（One-way ANOVA），两组之间比较采取 t 检验，
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　讨论

　　siRNA 可以通过 RNA 干扰现象特异性沉默
基因表达，被认为在肿瘤、遗传性、心血管等疾

病中具有潜在的治疗前景 [13-14]，但是基于 LNPs
的递送系统由于溶酶体逃逸能力不足，导致不能
达到预期治疗效果 [15]。本研究提出以 LNPs 包载
siRNA 和硫酸多黏菌素 E，构建一体化纳米递送
系统，极大地增强了 siRNA 递送效应，并且具有
很好的体外安全性。
　　siRNA 在细胞内逃脱溶酶体的降解，从而能够
进入细胞质发挥其功能。为了实现 siRNA 的溶酶体
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逃逸 [16]，有文献报道去甲替林、卡维地洛、沙美
特罗和氯雷他定可以诱导内体 / 溶酶体磷脂沉积症
（PLD）、溶酶体肿胀。通过游离给药方式可以使葡
聚糖纳米凝胶 siRNA 基因沉默提高 1.5 倍 [17]。本文
通过 LNPs 包载 siRNA 和硫酸多黏菌素 E，利用硫酸
多黏菌素 E 的破膜作用，观察到 siRNA 溶酶体逃逸
效率大大增加，使 siRNA 基因沉默效应提高 1.3 倍。
　　肿瘤细胞中常常存在异常活化或过表达的基
因，这些基因对肿瘤的发生和发展起着重要作
用 [18]。通过设计特异性的 siRNA 靶向这些基因，可
以抑制其表达，从而抑制肿瘤细胞的增殖和生存能
力 [19-20]。本研究中，利用 siRNA-VEGF 抑制 VEGF
的表达，从而达到抑制肿瘤生长和转移的目的。通
过基因和蛋白水平分析，发现 LNPs/COL/siRNA-
VEGF 脂质纳米粒可以有效增强 VEGF mRNA 基因
沉默作用，降低 VEGF 蛋白表达，并且大大抑制了
HepG2 细胞增殖，同时与 LNPs/siRNA 相比，使细
胞凋亡增加，极大地抑制了肿瘤发展。
　　综上，本研究成功构建了新的 siRNA 递送系
统，并且验证了其高效 siRNA 递送效应，且具有
很好的肿瘤杀伤能力，为临床上 siRNA 在肿瘤治
疗领域提供了理论基础。
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阿霉素介孔纳米粒的制备工艺优化及质量评价研究

杨倩1，窦欣1，冯玉琦1，刘丹1，乔赛2*（1. 陕西能源职业技术学院，陕西　咸阳　712000；2. 空军军医大学，西安

　710000）

摘要：目的　优化负载阿霉素（DOX）的唑来膦酸钙包覆介孔聚多巴胺（MPDA-capzol-DOX）

纳米粒的制备工艺，并对其进行质量评价。方法　采用“一锅法”制备 MPDA-capzol-DOX 纳

米粒，基于单因素试验结果，通过响应面法优化制备工艺，通过测定纳米粒的粒径、Zeta 电

位、包封率、体外释药行为、pH 响应性进行质量评价。结果　MPDA-capzol-DOX 纳米粒的

最优处方为：介孔聚多巴胺浓度为 0.7 mg·mL－ 1，氯化钙的投入量为 55 mg，唑来膦酸的投

入量为 35 mg。制备工艺优化为：包覆唑来膦酸钙的搅拌时间为 3.5 h。优化后测得纳米粒的

粒径为（213±1.2）nm，PDI 为（0.204±0.014），Zeta 电位为（－ 19.15±0.32）mV，包封率为

（95.24±1.25）%，载药量为（6.24±0.05）%。透射电镜观察其外观呈规则圆球形态，分散均

匀。体外释药结果表明纳米粒具有缓释释放性能和 pH 响应性。结论　工艺优化后所制备的

MPDA-capzol-DOX 纳米粒理化性质良好，为 DOX 载药介孔纳米粒的制备研究提供理论基础。

关键词：阿霉素；唑来膦酸钙；介孔聚多巴胺纳米粒；制备工艺；质量评价
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Optimization of preparation technology and quality evaluation of 
doxorubicin-loaded mesoporous nanoparticles

YANG Qian1, DOU Xin1, FENG Yu-qi1, LIU Dan1, QIAO Sai2* (1. Shaanxi Energy Institute, Xianyang  
Shaanxi  712000; 2. Air Force Medical University, Xi’an  710000）

Abstract: Objective  To prepare the mesoporous polydopamine nanoparticles coated with calcium 
zoledronic acid loaded with doxorubicin (MPDA-capzol-DOX NPs), to optimize the preparation 
and evaluate their quality. Methods  MPDA-capzol-DOX NPs were prepared by “one-pot method”. 
Based on the single-factor experiments, the preparation was optimized with the response surface 
method. The quality of the nanoparticles was evaluated by measuring the particle size, Zeta potential, 
encapsulation efficiency, in vitro drug release behavior, and pH responsiveness. Results  The optimal 
formulation of MPDA-capzol-DOX NPs was as follows: the concentration of mesopore polydopamine 
was 0.7 mg·mL－ 1, the mass input of calcium chloride was 55 mg, and the mass input of zoledronic 
acid was 35 mg. The preparation was optimized by adjusting: the stirring time of zoledronate-coated 
calcium is 3.5 h. After the optimization, the particle size of the nanoparticles was (213±1.2) nm, 
the PDI was (0.204±0.014), the Zeta potential was ( － 19.15±0.32) mV, the encapsulation rate 
was (95.24±1.25)%, and the drug loading was (6.24±0.05)%. Transmission electron microscope 
showed regular spherical appearance and uniform dispersion. The in vitro drug release showed that 
the nanoparticles had slow release and pH (5.0) response. Conclusion  The optimized MPDA-capzol-
DOX NPs possess good physicochemical properties, providing a theoretical basis for the preparation 
of doxorubicin drug-loading mesoporous nanoparticles.
Key words: doxorubicin; calcium zoledronate; mesoporous polydopamine nanoparticle; preparation 
technology; quality evaluation
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　　阿霉素（doxorubicin，DOX）是一类广谱抗
肿瘤药物，广泛应用于肺癌、乳腺癌、卵巢癌
等疾病的治疗 [1-2]。然而，其严重的毒副作用如
心脏毒性、肾毒性、呕吐等限制了临床应用。因
此，降低 DOX 的毒副作用是临床亟待解决的关
键问题。目前，纳米给药系统的应用受到广泛关
注 [3-4]，与传统药物相比，可显著提高化合物生
物利用度、靶向性以及减轻药物毒性作用，从而
改善药物的生物特性 [5]。常见的纳米载体包括脂
质体、聚合物胶束、树状大分子等。
　　相较于脂质体、胶束等药物载体，多孔纳米
材料因其负载率高、结构可调控、表面改性位点
丰富等优势被广泛应用 [6-7]。其中介孔聚多巴胺
（MPDA）具有多孔结构、生物相容性优良、制
备工艺简单、成本低等特点，且制备的纳米载体
具有缓释性能 [8-9]，是一种理想的药物载体。研究
表明，孔隙结构的 MPDA 具有高效的载药能力，
DOX 与 MPDA 可通过 π-π 堆积介导的物理吸附
作用负载于介孔材料孔隙内。此外，MPDA 具有
较强的黏附性，易于合成和修饰 [10-11]，MPDA 纳
米粒粒径小且比表面积高，可显著提高化合物的
溶出度及生物利用度 [12]。
　　唑来膦酸（zoledronic acid，Zol）是一种水溶
性较强的双膦酸盐类药物，在临床中应用于骨病
的治疗 [13-14]。Zol 可通过直接影响破骨细胞的形成
过程，减轻由于癌症诱导的骨侵蚀，并降低骨转
移的相关风险 [15]。此外，Zol 结构中的咪唑侧链
上具有 2 个氮原子，与骨质中的羟基磷灰石有很
高的亲和力，可以快速、选择性地吸附于骨组织
中 [16-17]，具有良好的骨组织靶向性。Zol 还可以抑
制骨髓腔内肿瘤的侵袭、增殖以及肿瘤细胞对骨
基质的黏附 [18]。前期研究中我们发现 Zol 与钙离
子结合形成的唑来膦酸钙具有酸敏特性，可在肿
瘤的微酸性环境中促进药物的释放，传统的化疗
药物（例如多西他赛、羟喜树碱等）由于骨组织的
血流量低、药物渗透性差 [19-22]，需要高剂量和高
频次给药才能达到有效治疗浓度，但常引起严重
的不良反应。利用 Zol 与化疗药物结合，既能够
抑制肿瘤细胞和破骨细胞，又能够通过微环境响
应性调节药物的释放，显著减少不良反应。
　　因此，本研究通过制备介孔 MPDA 纳米粒来
递送 DOX，利用氯化钙（CaCl2）、Zol 及磷酸氢二
铵结合形成唑来膦酸钙，包覆于 MPDA 表面，使
其具备缓释以及 pH 响应性能。通过响应面法优化
制备工艺，并对其进行质量评价，为开发新型包
载 DOX 介孔纳米粒的制备研究提供理论基础。
1　材料
1.1　仪器

　　UM-4T 磁力搅拌器（德国 Wiggens 公司）；
KQ5200DB 数控超声波清洗器（昆明市超声仪器有
限公司）；纳米粒度分析仪（济南微纳公司）；LGJ-
10C 真空冷冻干燥机（北京四环起航）；UV-650 型
紫外可见分光光度计（上海美普达仪器有限公司）；
冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；透析袋（美国
Viskase 公司）；透射电镜（日本 JEOLJEM-F200）；
扫描电镜（德国 ZEISS Sigma 300）；pH 计（雷磁
PHS-2F）。
1.2　试药
　　DOX（上海麦克林生化科技有限公司）；
Pluronic（R）F-127 试剂（Sigma-Aldrich）；Zol、
盐酸多巴胺、1，3，5- 三甲苯（TMB）（安耐吉化
学有限公司）；CaCl2、磷酸氢二铵（天津大茂有
限公司）；乙醇溶液、盐酸溶液（分析纯，富宇
试剂有限公司）。
2　方法与结果
2.1　DOX 含量的测定
2.1.1　DOX 紫外检测波长的选择　取适量 DOX
溶于乙醇溶液，用紫外分光光度计在 200 ～ 600 
nm 内扫描，确定 DOX 检测波长为 497 nm。
2.1.2　线性关系和方法学考察　分别配制不同浓
度 DOX 乙醇溶液在 497 nm 波长下吸光度值，得
标 准 曲 线 A ＝ 0.0149C ＋ 0.001 32，r ＝ 0.9999，
线性范围为 1 ～ 50 μg·mL－ 1。低、中、高浓度（5、
20、50 μg·mL－ 1）的 DOX 乙醇溶液日内精密度
的 RSD 分别为 1.4%、0.58%、1.2%（n ＝ 3），日
间精密度的 RSD 分别为 1.5%、0.35%、1.7%（n ＝

3），平均回收率分别为 102.6%、101.7%、100.3%，
RSD 分别为 1.4%、0.60%、1.3%（n ＝ 3），结果表
明本方法的仪器精密度和回收率良好。
2.2　MPDA-capzol-DOX 纳米粒的制备
　　MPDA 的制备基于文献报道的“一锅法”[23]：
称取泊洛沙姆（F127，500 mg）与盐酸多巴胺（150 
mg）于圆底烧瓶中，加入乙醇水溶液（1∶1，V/V），
加入 TMB 适量，超声 10 min 后，置于磁力搅拌器
中搅拌 15 min，加入氨水调节 pH 至 8.5，反应一定
时间后，离心 3 次（15 min，12 000 r·min－ 1），冻
干得 MPDA。称取 MPDA 粉末（40 mg）溶于纯化
水（10 mL）中，在圆底烧瓶中搅拌溶解，随后加
入 2 mg·mL － 1 的 DOX 溶液，反应 12 h，离心去
除上清液，将沉淀重悬于蒸馏水中，加入 CaCl2（40 
mg）、磷酸氢二铵（10 mg）、Zol（30 mg），搅拌 2 
h，得到载 DOX 的 MPDA-capzol 纳米粒（MPDA-
capzol-DOX NPs）溶液。
2.3　包封率和载药量的测定 
　　通过超滤离心法测定 [24]。取定量的 MPDA-
capzol-DOX NPs 溶液，置于截留分子量为 100 kD 的
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超滤离心管中，离心 30 min（4℃，12 000 r·min－ 1），
取分离下来的游离药物溶液，用乙醇水溶液（1∶1，
V/V）稀释 2 倍，按“2.1”项下方法，采用紫外分光
光度法测定药物的含量，测得游离 DOX 的含量。
同时取 MPDA-capzol-DOX NPs 溶液，加入等体积盐
酸，采用紫外分光光度计进行分析，测得 DOX 总
含量，计算包封率（EE%）和载药量（DL%）。
　　EE% ＝（W2 － W1/W2）×100%
　　DL% ＝（W3/W4）×100%
　　其中，W1 为测得游离 DOX 的含量，W2 为纳
米粒溶液中 DOX 的总含量，W3 为纳米粒中包封
DOX 的总含量，W4 为 MPDA-capzol 的总质量。
2.4　单因素考察 MPDA-capzol-DOX NPs 处方及
制备工艺
　　根据前期预试验结果，制备方法同“2.2”项下，

固定其他条件不变，通过单因素试验分别考察 Zol
投入量（10、20、30、40、50、60 mg）、CaCl2 投入
量（35、40、45、50、55、60 mg）、MPDA 浓度（0.35、
0.5、0.65、0.8、0.95、1.1 mg·mL－ 1）、搅拌时间（1、
3、5、7、9、11 h）对 MPDA-capzol-DOX NPs 包封
率的影响。
　　 由 图 1A 可 知， 当 Zol 投 入 量 为 30 mg 时，
MPDA-capzol 的包封率最大，为 61.33%。图 1B 结
果表明，CaCl2 投入量比对包封率影响较大，当
CaCl2 投入量为 50 mg 时，包封率为 91.33%，随着
CaCl2 增加，包封率呈减小的趋势。由图 1C 可知，
当 MPDA 浓度为 0.65 mg·mL－ 1 时，包封率最大，
为 81.42%。由图 1D 可知，随着搅拌时间的延长，
纳米粒的包封率呈现先增大后减小，且当搅拌时间
为 3 h 时，包封率最大，为 82.58%。

图 1　不同因素对 MPDA-capzol-DOX NPs 包封率的影响

Fig 1　Effect of different factors on the encapsulation rate of MPDA-capzol-DOX NPs

2.5　Box-Benhnken 响应面法优化最佳处方
2.5.1　试验设计方案及结果　在“2.4”项下单因素
试验的基础上，选取对 MPDA-capzol NPs 包封率影
响显著的 4 个因素，即 Zol 投入量（A）、CaCl2 投入
量（B）、MPDA 浓度（C）、搅拌时间（D）为自变
量，以包封率作为指标设计三水平四因素的响应面
试验进行优化（见表 1）。根据试验设计方案测定不
同条件下 MPDA-capzol NPs 的包封率，结果见表 2，
其中试验号 25、26、27 用于衡量误差分析 [25]。结果
最优处方为：Zol 投入量为 30 mg，CaCl2 投入量 50 
mg，MPDA 浓度为 0.65 mg·mL－ 1，搅拌时间为 3 h。

表 1　响应面设计水平和因素 
Tab 1　Level and factor for response surface design

水平

因素

A.Zol
投入量 /mg

B. CaCl2

投入量 /mg
C.MPDA 浓度 /
（mg·mL － 1）

D. 搅拌

时间 /h
－ 1 20 50 0.5 1
     0 30 55   0.65 3
     1 40 60 0.8 5

2.5.2　模型拟合及方差分析　利用 Design Expert 13
软件，以试验变量为自变量，以包封率为响应值
进行多元回归拟合，得到二次多项回归方程：Y ＝

96.53－0.95A＋0.44B＋0.75C＋1.16D－0.14AB－

1.15AC － 0.19AD ＋ 0.82BC － 0.28BD ＋ 0.67CD －

1.74A2 － 1.07B2 － 2.38C2 － 1.76D2。方差分析结
果见表 3，模型 P 值小于 0.0001，且失拟项 P 值大
于 0.05，说明该模型方程拟合度好，可用于对制备
工艺进行分析和预测；由各因素对包封率的影响可
知，A、C、D 对包封率影响极显著（P ＜ 0.01），B
对包封率影响显著（P ＜ 0.05），且二次项 A2、B2、
C2、D2 对包封率的影响均为显著，说明这 4 个因
素对包封率具有非线性的影响（见图 2）。得出制备
工艺对包封率的影响程度为搅拌时间＞ MPDA 浓
度＞ Zol 投入量＞ CaCl2 投入量。
2.5.3　响应面优化与工艺验证　为了进一步研究不
同因素之间的交互作用及最优工艺处方参数，由
Design Expert 13 软件对试验进行优化，得到最优工
艺处方参数：MPDA 浓度为 0.66 mg·mL－ 1、Zol 投
入量为 35.52 mg、CaCl2 投入量为 55.83 mg、搅拌时
间为 3.60 h，包封率为 95.66%。为了确定该模型的
准确性，采用优化后的参数进行验证试验，为方便
操作，条件参数设为 MPDA 浓度为 0.70 mg·mL－ 1、
Zol 投入量为 35 mg、CaCl2 投入量为 55 mg、搅拌时
间为 3.5 h，按“2.3”项下方法进行检测，该条件下重
复试验3次，通过计算得到 EE% 为（95.24±1.25）%，
与预测值相近，DL% 为（6.24±0.05）%，说明该模
型优化得到的工艺参数可靠，可用于制备处方优化。
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2.6　纳米粒的质量评价
2.6.1　激光粒度检测分析　取 MPDA-capzol-DOX 
NPs 溶液适量，用纳米粒度分析仪测得粒径结果如
图 3，粒径为（213±1.2）nm，PDI 为（0.204±0.014）。
测得其 Zeta 电位为（－ 19.15±0.32）mV。表明制备

的纳米粒粒径均匀，且分散性较好。
2.6.2　纳米粒形态分析　精密移取 MPDA-capzol-
DOX NPs 溶液 10 μL，将其滴在干净的铜网上，静
置一段时间后用滤纸吸去多余的液体，加 2% 的磷
钨酸复染，静置干燥后在透射电镜（TEM）下观
察外观形态并拍照，如图 4A，结果显示 MPDA-
capzol-DOX NPs 呈球形，分散均一。扫描电镜
（SEM）观察被测物的形貌，结果如图 4B 所示，
纳米粒形态为大小均一的球形粒子。
2.6.3　稳定性试验　将 MPDA-capzol-DOX NPs 冻
干粉末分散于 pH 为 7.4 的 PBS 溶液中，采用纳
米粒度仪测定纳米粒的粒径、PDI、Zeta 电位变化
（n ＝ 3）。结果表明，纳米粒溶液在室温条件下
7 d 内粒径、电位均没有发生显著性变化，说明制
备工艺优化后所得的 MPDA-capzol-DOX NPs 稳定
性良好（见图 5）。
2.6.4　纳米粒的 pH 响应性　为了模拟肿瘤微环境，
将 MPDA-capzol-DOX NPs 冻干粉末分散于 pH 为
5.0 的 PBS 溶液中，分别在 4、10 h 采用纳米粒度测
定仪测定粒径的变化。结果表明，随着时间的延长，
粒径逐渐变大，4 h 粒径由 231 nm 增加至 387 nm，
10 h 粒径为 548 nm，但粒径累积量减少（见图 6A、
6B）。同时，在 4、10 h 吸取液体滴于铜网上，采用
TEM 观察酸性条件下（pH 5.0）纳米粒的形态，如
图 6C、6D 所示，4 h 时纳米粒呈球形但粒径逐渐增
大，10 h 时部分纳米粒在酸性条件下逐渐解体，此
结果表明 MPDA-capzol-DOX NPs 具有酸敏特性。
2.6.5　体外释药试验　分别将 MPDA-capzol-DOX 
NPs 分散在 2 mL 不同 pH 的 PBS 溶液中，置于透
析袋中（10 kDa），37℃的恒温振荡器中恒速（100 
r·min－ 1）搅拌。于 0、0.5、1、3、5、8、12、24、
36、48 h 各取 1.0 mL 溶液离心取上清液，再加等
量的 PBS 溶液。用紫外可见分光光度计测定上清
液在 497 nm 处的吸光度，计算纳米粒中 DOX 的含
量。如图 7 所示，游离 DOX 在 pH 7.4 的 PBS 溶液
中，5 h 累计释放率为（81.42±2.50）%，而 MPDA-
capzol-DOX NPs 在 pH 7.4 的 PBS 溶液中 DOX 释放
缓慢，48 h 累计释药量为（45.24±1.23）%，表明制
备的纳米粒具有缓释作用。此外，在 pH 5.0 条件下
MPDA-capzol-DOX NPs 在 48 h 内 DOX 累计释药量
为（72.11±2.04）%，显著高于在 pH 7.4 条件下的
累计释药量，说明 MPDA-capzol-DOX NPs 具有 pH
响应特性。
3　讨论 
　　本研究将 Zol 修饰于负载 DOX 的 MPDA 表面，
通过响应面法，以包封率为指标对 MPDA-capzol-
DOX 纳米粒的制备工艺进行优化，制备所得的
MPDA-capzol-DOX NPs 粒径为（213±1.2）nm，PDI

表 2　BBD响应面试验设计与结果 
Tab 2　BBD response surface experiment design and results
No. A B C D EE/%
  1 － 1 － 1 0  0 93.78
  2 1 － 1 0  0 92.25
  3 － 1 1 0  0 95.31
  4 1 1 0  0 93.22
  5 0 0 － 1 － 1 91.35
  6 0 0 1 － 1 90.89
  7 0 0 － 1  1 92.38
  8 0 0 1  1 94.6
  9 － 1 0 0 － 1 93.22
10 1 0 0 － 1 91.15
11 － 1 0 0  1 95.75
12 1 0 0  1 92.89
13 0 － 1 － 1  0 92.47
14 0 1 － 1  0 91.84
15 0 － 1 1  0 93.14
16 0 1 1  0 95.78
17 － 1 0 － 1  0 91.16
18 1 0 － 1  0 92
19 － 1 0 1  0 94.79
20 1 0 1  0 91.05
21 0 － 1 0 － 1 91.84
22 0 1 0 － 1 92.77
23 0 － 1 0  1 94.86
24 0 1 0  1 94.69
25 0 0 0  0 96.32
26 0 0 0  0 96.11
27 0 0 0  0 97.15

表 3　方差分析 
Tab 3　Analysis of variance

因素 离差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 85.68 14 6.12 22.14 ＜ 0.0001
A 10.39 1 10.93 39.52 0.0001
B 2.31 1 2.31 8.38 0.0135
C 6.83 1 6.83 24.69 0.0003
D 16.22 1 16.22 58.66 ＜ 0.0001
AB 0.07 1 0.28 0.28 0.6041
AC 5.24 1 5.24 18.97 0.0009
AD 0.16 1 0.16 0.56 0.4670
BC 2.67 1 2.67 9.67 0.0090
BD 0.30 1 0.30 1.09 0.3169
CD 1.80 1 1.80 6.50 0.0255
A2 16.17 1 16.17 58.49 ＜ 0.0001
B2 6.09 1 6.09 22.04 0.0005
C2 30.24 1 30.24 109.39 ＜ 0.0001
D2 16.59 1 16.59 60.01 ＜ 0.0001
残差 3.32 12 0.28
失拟项 2.71 10 0.27 0.89 0.6345
纯误差 0.60 2 0.3024
总和 89.00 26
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为（0.204±0.014），电位为（－ 19.15±0.32）mV，
EE% 为（95.24±1.25）%，DL% 为（6.24±0.05）%。
TEM 和 SEM 显示其形貌呈球形，分散均一，符合
纳米递送系统要求 [26]。稳定性试验表明，MPDA-
capzol-DOX NPs 在常温条件下储存 7 d 后粒径、电
位没有发生显著变化，且电位呈现负值，说明纳米
粒所带的负电荷能够使其在放置过程中不易发生

聚集 [27]。体外释放试验结果表明，MPDA-capzol-
DOX NPs 具有缓释特性和 pH 响应特性，与游离
DOX 相比，MPDA-capzol-DOX NPs 48 h 内累计释
药量为（72.11±2.04）%，而游离 DOX 5 h 累计释
放率为（81.42±2.50）%，表明 MPDA-capzol-DOX

图 2　各因素交互作用的响应面

Fig 2　Response surface of interactions between each factor

图 3　MPDA-capzol-DOX NPs 粒径图 
Fig 3　Size distribution of MPDA-capzol-DOX NPs

图 4　MPDA-capzol-DOX NPs 的 TEM 图（A）和 SEM 图（B）

Fig 4　TEM（A）and SEM（B）of MPDA-capzol-DOX NPs

图 5　MPDA-capzol-DOX NPS 的稳定性

Fig 5　Stability of MPDA-capzol-DOX NPs

图 6　MPDA-capzol-DOX NPs 的 pH 响应特性

Fig 6　pH responsiveness of MPDA-capzol-DOX NPs
A、B. 在 pH 5.0 条件下 4、10 h 后的粒径分布图（particle size distri-
butions at pH 5.0 for 4 h and 10 h）；C、D. 在 pH 5.0 条件下 4、10 h
后的 TEM 图（TEM at pH 5.0 for 4 h and 10 h）

图 7　游离 DOX 及 MPDA-capzol-DOX NPs 的体外释放度

Fig 7　In vitro release degree of DOX and MPDA-capzol-DOX NPs 
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纳米粒具有缓释作用。此外，在酸性环境 MPDA-
capzol-DOX NPs 的释药量显著高于生理环境；TEM
结果也显示，MPDA-capzol-DOX 纳米粒在酸性环
境下随时间推移粒径变大，说明部分解体，表明
MPDA-capzol-DOX NPs 在肿瘤微酸环境中能够有效
释放 DOX，提高 DOX 在肿瘤组织中的蓄积。
　　 综 上 所 述， 本 研 究 制 备 所 得 的 MPDA-
capzol-DOX NPs 分布均匀、分散性良好，具有较
高的载药量和包封率，稳定性良好且具有 pH 响
应特性，为新型包载 DOX 介孔纳米粒的制备研
究提供理论依据和数据支撑。
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基于网络药理学技术探究雪莲注射液抗 
类风湿关节炎的作用及机制研究

顾春宇，王亦巍，康建英，颜丽珊，邱新宇，罗赣，张翼*（北京中医药大学中药学院，北京　102488）

摘要：目的　探究雪莲注射液（XLI）治疗类风湿关节炎（RA）的作用及其机制。方法　采用网

络药理学预测 XLI 治疗 RA 的活性成分、作用靶点和信号通路，选择活性成分与靶点基因通过

分子对接技术进行验证。建立脂多糖（LPS）诱导的 RAW264.7 炎症细胞模型，给予不同浓度的

XLI 进行治疗。采用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测炎症因子 TNFA、IL-1B 和 MCP-1 基因

的表达。采用蛋白免疫印迹法检测核心靶点 COX2、eNOS、p-AKT 和 AKT 的表达水平。建立弗

氏完全佐剂（CFA）诱导的 RA 大鼠模型，给予不同浓度的 XLI 进行治疗并收集血清，采用非靶

向代谢组学技术检测血清代谢物的水平。结果　网络药理学筛选出 XLI 治疗 RA 的 17 个潜在活

性成分和 165 个潜在作用靶点，蛋白互作网络核心靶点为炎性因子，GO 和 KEGG 富集分析涉及

MAPK、NF-κB、FoxO 等多条信号通路。体外实验显示 XLI 能明显降低巨噬细胞 TNFA、IL-1B
和 MCP-1 基因的表达，并降低 COX2、eNOS 和 p-AKT 蛋白表达水平。血清非靶向代谢组学显

示 XLI 主要改变了花生四烯酸氧基蛋白代谢通路、鞘脂在内质网和高尔基体中的代谢、白三烯

C4 合成不足、罗非昔布和水杨酸钠药物的作用途径，并明显下调血清 5，6- 环氧二十碳三烯酸

（5，6-EET）、12S- 羟基十七碳三烯酸（12S-HHT）、血栓素 B2（TXB2）、12-oxo-5Z，8Z，10E，

14Z- 二十碳四烯酸（12-KETE）、二氢鞘氨醇、3- 脱氢鞘氨醇、8- 异前列腺素 A1（8-iso-PGA1）
的水平。结论　XLI 治疗 RA 的作用机制可能与其抑制巨噬细胞 TNFA、IL-1B 和 MCP-1 基因的

表达，抑制 COX2、eNOS 和 p-AKT 蛋白的表达及花生四烯酸代谢通路有关。

关键词：雪莲注射液；类风湿关节炎；网络药理学；RAW264.7 细胞；血清代谢组学

中图分类号：R285　　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0628-10
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.008

Mechanism of Xuelian injection for rheumatoid arthritis based on  
network pharmacology

GU Chun-yu, WANG Yi-wei, KANG Jian-ying, YAN Li-shan, QIU Xin-yu, LUO Gan, ZHANG Yi* 
(School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To determine the mechanism of Xuelian injection (XLI) in the treatment of 
rheumatoid arthritis (RA). Methods  The active ingredients, targets and signal pathways of XLI for 
RA were predicted with network pharmacology, and the active ingredients and target genes were 
verified by molecular docking. RAW264.7 cells were induced by lipopolysaccharide (LPS), and 
then treated with different concentrations of XLI. Real-time quantitative fluorescent PCR (qRT-
PCR) was used to detect the gene expression of inflammatory cytokines, including TNFA, IL-
1B, and MCP-1. The expression levels of the core targets COX2, eNOS, p-AKT and AKT were 
detected by Western blot. The arthritis model of rat induced by Fraulein complete adjuvant (CFA) 
was established and then treated with different concentrations of XLI. The metabolites change in the 
serum were detected by non-targeted metabolomics. Results  Totally 17 potential active ingredients 
and 165 potential targets of XLI for RA were screened by network pharmacology. The core targets 
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　　类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是
一种以关节疼痛、肿胀及滑膜炎等症状为主的
自身免疫性疾病 [1]。RA 在亚洲的患病率约为
0.1% ～ 0.32%[2]，且在我国的发病率呈逐年增长趋
势 [3]。RA 发病机制复杂且致残率高，如治疗不及
时会导致严重的关节损伤，并影响肺、心脏等多个
器官 [4]，易并发高血压、冠心病、糖尿病等疾病 [3]。
目前用于治疗关节炎的化学药物主要为非甾体抗炎
药、皮质类固醇和改善病情抗风湿药（DMARDs），
尽管这些药物能有效缓解关节炎患者的关节肿胀，
但是长期使用会引发一系列不良反应，包括恶心、
腹痛、肝肾损伤等 [5]。因此，研究开发安全有效的
关节炎治疗药物具有重要的社会意义。
　　天山雪莲为菊科植物天山雪莲 [Saussurea 
involucrata（Kar.et Kir.）Sch.-Bip.] 的干燥地上部分，
具有温肾助阳、祛风胜湿、通经活血的功效 [6]。雪
莲注射液（Xuelian injection，XLI）是由天山雪莲
经提取精制而成的注射液，临床主要用于缓解急、
慢性 RA、骨性关节炎所导致的关节肿胀和疼痛等
症状。研究表明，XLI 对 RA 的早、中、晚期均有
疗效，并对 RA 患者的关节囊纤维化、关节囊肥
厚以及慢性滑膜炎也有一定的缓解作用 [7]。此外，
XLI 能通过抑制 RA 大鼠血清及滑膜中白细胞介素
（IL）-2、IL-6 及 IL-21 水平、调节 Th1/Th2 细胞
比例失衡及 Th17 细胞分化导致的免疫紊乱，从而
发挥治疗 RA 的作用 [8]。但目前 XLI 治疗 RA 的药
理研究较少，抗关节炎的相关机制仍不明确，严重
制约了其临床应用。因此，本研究首先通过网络药
理学技术筛选出 XLI 治疗 RA 的活性成分与作用靶
点，进一步通过分子对接技术进行验证，并通过细
胞实验和动物实验进一步验证 XLI 的药效及其相

关机制。
1　材料
1.1　实验细胞
　　RAW264.7 细胞株，由北京中医药大学中药
现代研究中心朱枝祥老师惠赠。
1.2　实验动物
　　SPF 级 Sprague Dawley（SD）雄性大鼠60只 [ 北
京斯贝福生物技术有限公司，许可证号：SCXK[ 京 ] 
2019-0010]。所有动物实验操作均符合北京中医药大
学动物保护与福利委员会的伦理标准。
1.3　试药
　　XLI（批号：180703，国药集团新疆制药有限
公司）；脂多糖（LPS）、弗氏完全佐剂（CFA，批
号：SLBZ9885）（Sigma 公司）；地塞米松注射液
（批号：2103192211，辰欣药业股份有限公司）；
胎牛血清（FBS，货号：C04001）、磷酸盐缓冲液
（PBS，货号：02-024-1ACS）、0.25% 胰蛋白酶（货
号：C3532）、DMEM 高糖培养基（货号：C3103）
和青霉素 - 链霉素双抗试剂（货号：C3420）（Bio-
logical Industries 公司）；放射免疫沉淀法（RIPA）
裂解液（批号：1090110931）、制胶溶液（批号：
3291091521、SL30183602 和 S488051611）、 溴 酚
蓝上样缓冲液（批号：2526062131）、含吐温 -20
的 Tris 缓冲盐溶液（TBST，批号：99039100731）、
脱脂奶粉（批号：7861040732）（北京兰博利德商
贸有限公司）；内皮型一氧化氮合酶（eNOS，货
号：27120-1-AP）、丝氨酸 / 苏氨酸激酶（AKT，
货号：10176-2-AP）（美国 Proteintech 公司）；磷
酸化丝氨酸 / 苏氨酸激酶（p-AKT，货号：4060）、
环氧合酶 -2（COX-2，货号：12282）、β- 肌动蛋
白（β-actin， 货 号：4970）、 抗 兔 IgG HRP 抗 体

of protein-protein interaction network were inflammation mediators. GO and KEGG enrichment 
analysis involved many signaling pathways, such as MAPK, NF-κB, and FoxO. The expression of 
TNFA, IL-1B, and MCP-1, and the expression levels of COX2, eNOS and p-AKT proteins in LPS-
induced RAW264.7 cells were decreased after the XLI treatment. Non-targeted metabolomics in the 
serum showed that XLI mainly changed the metabolic pathways of arachidonic acid oxy protein, 
sphingolipid metabolism in endoplasmic reticulum and Golgi apparatus, leukotriene C4 synthesis 
insufficiency, and metabolic pathways of rofecoxib, sodium salicylate action pathways in RA rats. 
XLI significantly reduced the serum levels of 5, 6-EET, 12S-HHT, thromboxane B2 (TXB2), 12-oxo-
5Z, 8Z, 10E, 14Z-eicosatetraenoic acid (12-KETE), dihydrosphingosine, 3-dehydrosphingosine, and 
8-isoprostaglandin A1 (8-iso-PGA1). Conclusion  The underlying mechanism of XLI for RA may be 
related to the suppression of XLI on TNFA, IL-1B, and MCP-1 expression and expression of COX2, 
eNOS and p-AKT proteins, plus the inhibition of arachidonic acid metabolic pathways. 
Key words: Xuelian injection; rheumatoid arthritis; network pharmacology; RAW264.7 cell; serum 
metabolomics
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（货号：7074）（美国 Cell Signaling 公司）；FastPure 
Cell/Tissue Total Isolation Kit-Box2 试剂盒（货号：
RC101-01，南京诺唯赞生物科技股份有限公司）。
1.4　仪器
　　ME204 万分之一电子天平（瑞士梅特勒托利
多公司）；BJ-2CD 超净工作台（苏州安泰空气技
术有限公司）；Nikon Eclipse E100 正置光学显微
镜（日本尼康公司）；Western blot 系统（包括 Mini-
PROTEAN Tetra 电泳槽、手灌胶系统、PowerPac 
HC 高电流电泳仪电源，Bio-Rad）；Tanon 5200 
Multi 全自动化学发光 / 荧光图像分析系统（上海
天 能 公 司）；Eppendorf Mastercycler pro PCR 仪、
Centrifuge 5810 R 台式低温冷冻离心机、Eppendorf 
Thermo MixerC 恒温混匀仪（德国艾本德公司）；
Heracell 150I CO2 恒温培养箱、ABI Step One Plus 
荧光定量 PCR 仪、Thermo NanoDrop one/oneC 超
微量紫外分光光度计、Q Exactive ™ 组合型四
极杆 -Orbitrap 质谱仪（美国赛默飞世尔公司）；
BioTek Epoch 全波长酶标仪（美国伯腾公司）；
N-EVAP-34 氮吹仪（美国 Organomation 公司）。
2　方法与结果
2.1　网络药理学
2.1.1　XLI 潜在活性成分及其作用靶点筛选　XLI
是由天山雪莲直接提取精制所得，因此利用中药
系统药理学分析平台（TCMSP）（http：//tcmspw.
com/tcmsp.php）检索天山雪莲的化学成分，并根
据药物的 ADME 参数，以分子量（MW）≤ 500、
脂水分配系数 AlogP ≤ 5，类药性（DL）≥ 0.18
为筛选条件，共筛选得到 20 个 XLI 的潜在活性成
分。将筛选出来的活性成分利用 TCMSP 中的药
物相关靶点预测功能分别进行靶点预测，共获得
206 个作用靶点。在 Uniprot 数据库（https：//www.
uniprot.org/）中限定物种为“Homo sapiens”并将其
靶点名称转换为 gene symbol。
2.1.2　RA 潜在作用靶点的预测及筛选　以“rheu-
matoid arthritis”为关键词检索 GeneCards（https：//
www.genecards.org/）、Malacards（https：//www.
malacards.org/）、OMIM（https：//omim.org/）、
TTD（http：//db.idrblab.net/ttd/）、Disgenet（https：//
www.disgenet.org/）和 DrugBank（https：//go.drug-
bank.com/）6 个数据库，取并集后，共获得 6814
个 RA 的相关靶点。
2.1.3　“药物活性成分 - 疾病潜在靶点”网络图的构
建　将“2.1.1”与“2.1.2”项中获取的靶点取交集，
共得到 165 个交集靶点。将获取的 165 个交集靶点
回溯 XLI 的成分群，筛选可得到 17 个 XLI 抗 RA 的
主要潜在活性成分，命名为 XLI1～XLI17（见表1）。
　　将 XLI 中 17 个主要潜在活性成分及 165 个

交集靶点导入 Cytoscape 3.7.2 软件构建得到 XLI
抗 RA 的药物活性成分 - 潜在靶点网络（见图 1）。

表 1　XLI抗 RA作用的主要潜在活性成分 

Tab 1　Potential active ingredients of anti-RA activity in XLI

编号 Mol ID 潜在活性成分 DL
XLI1 MOL000006 木犀草素 0.25
XLI2 MOL000007 芹苷元 -7- 葡萄糖苷 0.74
XLI3 MOL000008 芹菜素 0.21
XLI4 MOL000009 木犀草苷 0.78
XLI5 MOL000098 槲皮素 0.28
XLI6 MOL000347 紫丁香苷 0.32
XLI7 MOL000396 （＋）- 丁香树脂酚 0.72
XLI8 MOL000422 山柰酚 0.24
XLI9 MOL000701 槲皮苷 0.74
XLI10 MOL001735 高车前素 0.27
XLI11 MOL001939 异欧前胡素 0.22
XLI12 MOL003612 蛇床明素 0.52
XLI13 MOL005305 泽兰黄酮 0.31
XLI14 MOL009295 酒渣碱 0.39
XLI15 MOL009296 （2S）-1-[[（3R，3aS，6aR，9aR，

9bS）-2- 酮基 -6，9- 二亚甲

基 -3a，4，5，6a，7，8，9a，
9b- 八氢化 -3H- 薁 [5，4-d] 呋
喃 -3- 基 ] 甲基 ] 脯氨酸

0.47

XLI16 MOL009297 棕矢车菊素 0.34
XLI17 MOL009299 东莨菪苷 0.39

2.1.4　蛋白 - 蛋白相互作用（PPI）网络的构建及核心
靶点的筛选　将交集靶点导入 String 数据库（https：//
cn.string-db.org/），物种选择“Homo sapiens”，最低
要求互动得分设置为 0.99。将网络数据导入 Cytos-
cape 3.7.2 软件得到由 172 个节点构成的 PPI 网络（见
图 2）。原始 PPI 经 MCODE 筛选后得到核心 PPI，共
选取到 12 个核心靶点，分别为 TNF、IL-6、CCL2、
IFNG、IL-1B、IL-1A、CXCL10、IL-2、IL-4、IL-10、
IL-13、CACL8。MCODE 筛选参数均为默认，即度
值截止值为 2，节点得分截止值为 0.2，K 核心值为
2，最大深度为 100。
2.1.5　基因本体（GO）功能分析和京都基因与基
因组百科全书（KEGG）通路富集　将 165 个交集
靶点输入 Metascape 平台（http：//metascape.org），
进行 GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集分析，
设置物种为“Homo sapiens”，Min Overlap 为 3，P 
Value Cutoff 为 0.01，Min Enrichment 为 1.5。GO 富
集分析共获得 2117 个条目，其中生物过程（BP）
获得 1849 个条目、细胞组分（CC）获得 88 个条
目、分子功能（MF）获得 180 个条目。BP 主要有
对无机物的反应、对激素的反应、细胞对脂质的反
应、细胞程序性死亡的正调控、凋亡信号通路的调
控等，CC 主要涉及膜筏、转录调控复合体、蛋白
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激酶复合物、膜侧、Bcl-2 家族蛋白复合物等，MF
主要涉及 DNA 结合型转录因子结合、蛋白激酶结
合、细胞因子受体结合、蛋白质同源二聚化活性、
泛素样蛋白连接酶结合等。KEGG 富集分析共获
得 199 条通路，主要涉及 MAPK、NF-κB、FoxO、
Thyroid hormone 等信号通路。
2.1.6　分子对接　对“药物活性成分 - 潜在靶点”
网络图中与 RA 相关的度值排名前三的活性成分槲
皮素（quercetin）、芹菜素（apigenin）、木犀草素
（luteolin）分别与 Degree 值排名前十且与炎症相关
的靶点基因 PTGS2、NOS3、AKT1 进行分子对接。
　　在中药系统药理学分析平台（TCMSP）（http：//
tcmspw.com/tcmsp.php）下载成分的结构式作为配体，
在 RCSB 数据库（https：//www.rcsb.org/）下载靶点结
构，然后导出至 AutoDockTools1.5.6 软件中进行初始
化操作，包括除去水分子和配体、加氢、能量初始
化等，对接点位覆盖整个蛋白分子。当结合能小于 0
时，认为配体与受体结合的构象稳定，能量越低其
结合的可能性越大。结合能≤－ 20.92 kJ·mol－ 1 时，
化合物与靶点具有良好的亲和力。对最低构象结果使
用 PyMol 软件进行可视化处理，获得最终验证结果。
分子对接结果见图 3，对接结合能结果见表 2。
表 2　3种活性成分与 PTGS2/NOS3/AKT1对接结合能结果 (kJ·mol－1) 
Tab 2　Docking binding energy of 3 active ingredients and PTGS2/

NOS3/AKT1 (kJ·mol － 1)

活性成分
对接结合能

PTGS2 NOS3 AKT1

槲皮素 － 37.6560 － 38.4928 － 43.5136

芹菜素 － 38.9112 － 39.3296 － 40.5848

木犀草素 － 39.7480 － 38.0744 － 41.8400

2.2　体外实验验证

2.2.1　细胞培养与药液配制　RAW264.7 细胞培
养于高糖 DMEM 完全培养基中，完全培养基中
含 10%FBS 和 1% 青霉素 - 链霉素双抗试剂，培
养条件为 37℃、5%CO2。
　　称取 XLI 冻干粉用 DMEM 培养液溶解并稀释，
根据前期实验结果 [9]，选用 200、400 μg·mL－ 1 为
XLI 实验浓度。
2.2.2　qRT-PCR 法检测炎症因子 mRNA 的表达水
平　在 RA 发展中，巨噬细胞会释放出大量的细胞
因子和趋化因子参与 RA 炎症反应 [10]。因此，选用
LPS 刺激的 RAW264.7 细胞验证网络药理学结果。
　　将 RAW264.7 细胞接种于 6 孔板中，每孔
3.5×105 个，在 37℃、5%CO2 条件下培养过夜。
将细胞用质量浓度为 200、400 μg·mL－ 1 的 XLI
预处理 1 h。除对照组外，其余各组加入 LPS（终
质量浓度为 1 μg·mL－ 1）刺激 6 h，按照说明书从

细胞中提取 mRNA。引物序列见表 3，引物合成
委托上海生工生物工程股份有限公司完成。将样
品、引物、SYBR ™ Green 按照比例加入 96 孔板
中，500 r·min－ 1 离心 1 min，使用 qRT-PCR 仪器
检测 TNFA、IL-1B 和 MCP-1 的 mRNA 表达水平。
如图 4 所示，与对照组相比，LPS 组 TNFA、IL-1B
和 MCP-1 的表达均显著增加（P ＜ 0.01），400 
μg·mL－ 1 XLI 可以剂量依赖性地抑制上述基因表
达的增加（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。
2.2.3　Western blot 法检测核心靶点蛋白表达量　
实验分为正常组、模型组、XLI（200 μg·mL－ 1 和
400 μg·mL－ 1）组。取对数生长期的 RAW264.7
细胞，接种于 60 mm 培养皿，每皿 5×105 个。细
胞置于 37℃、5%CO2 恒温培养箱中培养过夜，
给药组用不同浓度的 XLI（200 μg·mL－ 1 和 400 
μg·mL－ 1）预处理 1 h。除对照组外，其余各组
加入 LPS（终质量浓度为 1 μg·mL－ 1）刺激 0.5 h
或 24 h。PBS 洗涤细胞 2 次，加入 50 µL RIPA 裂
解液，冰上裂解 30 min。4℃、12 000 r·min－ 1 离
心 10 min。用 Bradford 法测定样品蛋白浓度并定
量，加入溴酚蓝上样缓冲液，98℃加热 8 min 使蛋
白变性，于－ 20℃保存备用。样品经上样、电泳
及转膜后，5% 脱脂奶粉封闭 1 h，加入相应一抗
（COX2、eNOS、p-AKT、AKT），4℃孵育过夜。
用1×TBST 液洗膜3次后，加入相应二抗孵育1 h。
孵育结束后用 1×TBST 液洗膜 3 次。条带于 ECL
化学发光显色液孵育后进行曝光显影并拍照。使
用 Image J 软件对蛋白条带图像进行灰度分析，蛋
白条带灰度与其相应的内参蛋白灰度的比值即为
待测蛋白的相对表达水平。
　　如图 5 所示，在 LPS 的刺激下，RAW264.7 细
胞核心靶点蛋白 eNOS、COX2 和 p-AKT 的表达显
著增加（P ＜ 0.01），400 μg·mL－ 1 XLI 组可以明
显抑制 LPS 刺激后核心靶点蛋白 eNOS、COX2、
p-AKT（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。
2.3　XLI 对 CFA 诱导的 RA 大鼠血清非靶向代谢
组学
2.3.1　分组、造模及给药　所有大鼠均在北京中
医药大学中药学院中药药理系动物房饲养，动物
房温度为 23 ～ 25℃，湿度为 50% ～ 55%，所
有大鼠自由进食进水。适应性饲养一周后，从 60
只大鼠中随机选取 10 只作为对照组，其余 50 只
进行造模。除对照组外，其余大鼠每只右足足跖
部注射 0.1 mL CFA，7 d 后相同位置注射同剂量
的 CFA 进行加强。注射 2 h 后观察大鼠并测量右
足周长，根据足周长大小将大鼠分为 5 组：模型
组、XLI 低剂量组（0.45 mL·kg－ 1）、XLI 中剂量
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图 1　XLI 抗 RA 作用的活性成分 - 潜在靶点网络图

Fig 1　Anti-RA active ingredients-potential target network map in XLI

图 2　XLI 抗 RA 作用的原始 PPI 网络图

Fig 2　Original PPI network map of anti-RA activity in XLI

图 3　3 种活性成分与 PTGS2/NOS3/AKT1 的分子对接图

Fig 3　Molecular docking of 3 active ingredients and PTGS2/NOS3/AKT1A
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组（0.9 mL·kg－ 1）、XLI 高剂量组（1.8 mL·kg－ 1）、
地塞米松组（0.5 mg·kg－ 1），每组 10 只。XLI 低、
中、高剂量分别为临床的 1、2、4 倍。各组大鼠
腹腔注射给予相应剂量的药物，对照组和模型组
腹腔注射 0.9 mL·kg－ 1 的 PBS，每日给药一次。
连续给药 14 d，第 21 日取血、取材 [9]。
2.3.2　血清样本采集与制备　取对照组、模型组与
XLI 高剂量组大鼠血清 200 μL，加入 800 μL 甲醇，
涡旋 10 s，在－ 20℃条件下放置 2 h 沉淀蛋白。将

样品于 4℃、14 000 r·min－ 1 离心 20 min，吸取上
清液并置于 1.5 mL 离心管中。使用氮吹仪将液体吹
干，加入 250 μL 甲醇复溶残留物，在冰水浴中超声
10 min。再将样品于 4℃、14 000 r·min－ 1 离心 20 
min，吸取 150 μL 上清液转移至样品瓶中。每个样本
吸取 10 μL 进行混合，作为质量控制样本（QC）。样
品分析时，每进样 5 针样品后进 1 针质量控制样品，
以检验系统的稳定性。使用 Q Exactive HF-X Hybrid 
Quadrupole-Orbitrap Mass 质谱仪对样品进行测定。

表 3　引物序列表 
Tab 3　Primer sequence list

基因 正向（5'-3'） 反向（5'-3'）
TNFA ATGAGAAGTTCCCAAATGGC CTCCACTTGGTGGTTTGCTA
IL-1B GAAGAAGAGCCCATCCTCTG TCATCTCGGAGCCTGTAGTG
MCP-1 AATGCTAACGCCACCGAGAG CCTTGTTCTGCTCCTCATAGTCC
GAPDH GGCCTTCCGTGTTCCTACC TGCCTGCTTCACCACCTTC

图 4　XLI 对 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞炎症因子 mRNA 表达的影响

Fig 4　Effect of XLI on mRNA expression of inflammatory factors in LPS-stimulated RAW264.7 cells
注：与对照组比较，**P ＜ 0.01；与 LPS 组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the LPS group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

图 5　XLI 对 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞核心靶点蛋白表达的影响

Fig 5　Effect of XLI on core target protein expression in LPS-stimulated RAW264.7 cells
注：与对照组相比，**P ＜ 0.01；与 LPS 组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the LPS group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
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　　① 色谱条件：色谱柱为 ACQUITY UPLC 
HSS T3 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）；流
动相为水（含 0.1% 甲酸，A）和乙腈（含 0.1% 甲
酸，B），梯度洗脱（0 ～ 2 min，2% ～ 30%B；
2 ～ 6  m i n，3 0 % ～ 7 0 % B；6 ～ 1 0  m i n，
70% ～ 98%B；10 ～ 13 min，98%B；13 ～ 13.1 
min，98% ～ 2%B；13.1 ～ 16 min，2%B）， 流
速为 0.3 mL·min－ 1，柱温为 35℃。
　　② 质谱条件：HESI 离子源，正负离子检测
模式，电喷雾电压 3800 V（负离子－ 3000 V），
毛细管温度 320℃，鞘气流速 40 Arb，辅助气流
速 10 Arb，最大喷雾电流 100 μA，探头加热器温
度 350℃，S-Lens RF 水平为 55。
2.3.3　数据处理　使用 Progenesis QI 2.1（Waters，
美国）对原始数据进行分析，得到每个样品的保留
时间、m/z 和峰强度的三维数据矩阵，然后将数据矩
阵引入 Ezinfo 3.0 软件（Umetric，瑞典）进行 OPLS-
DA 分析。通过将 Progenesis QI 提取的每个峰的精确
质量和 MSn 片段信息与 HMDB（http：//www.hmdb.
ca）和 LIPID MAPS（http：//www.lipidmaps.org）数
据库中的信息进行比较，进行代谢物的鉴定。将鉴
定后的代谢物数据导入 MetaboAnalyst 网站（https：//
www.metaboanalyst.ca/）进行数据分析，代谢通路使
用 Enrichment Analysis 方法分析。
2.3.4　结果　RA 患者糖、胆碱、氨基酸和脂质
代谢紊乱会导致炎性代谢产物累积，这些异常的
代谢产物会进一步加重炎症反应 [11]。课题组前期
研究表明，XLI 能够改善 CFA 诱导的大鼠踝关节
关节炎症状，降低大鼠血清中炎症介质肿瘤坏死
因子 -α（TNF-α）、单核细胞趋化蛋白 -1（MCP-
1）和调节正常 T 细胞表达和分泌因子（Rantes）
的水平 [9]。因此，我们采用血清非靶向代谢组学
技术，进一步探究 XLI 对 CFA 诱导的 RA 大鼠血
清代谢物的影响。OPLS-DA 结果显示，在正离子
和负离子检测模式下，对照组和模型组之间分类
趋势明显，同时模型组和 XLI 组之间也呈现出明
显的分类趋势（见图 6）。
　　差异代谢物热图显示，与对照组大鼠相比，
模型组大鼠脂肪酰基、神经鞘脂、异戊二烯脂、
甘油磷脂、甘油糖脂、有机酸和衍生物、有机氧
化合物、类固醇和类固醇衍生物类代谢物显著改
变。此外，与模型组相比，XLI 的治疗显著影响
了这些代谢产物（见图 7）。
　　图 8A 和 8B 结果表明，RA 大鼠血清多条代谢通
路发生了改变，其中排名前五的为花生四烯酸（AA，
ARA）氧基蛋白代谢、通过环氧合酶（COX）的类
花生酸代谢、前列腺素（PG）和血栓素（TX）合成、

花生四烯酸环氧合酶 / 环氧化物水解酶与白三烯 C4
合成不足。与对照组相比，上述代谢通路相关的血清
代谢物（5，6-EET、PGJ2 和 12S-HHT）的水平明显
上调（P ＜ 0.05 或 0.01），血清花生四烯酸水平明显
下调（P ＜ 0.01）。与模型组相比，XLI 主要改变了
花生四烯酸氧基蛋白、鞘脂在内质网和高尔基体中的
代谢、白三烯 C4 合成不足及罗非昔布、水杨酸钠等
药物的作用途径。如图 8C 和 8D 所示，XLI 明显下
调了血清 5，6-EET、12S-HHT、血栓素 B2（TXB2）、
12-KETE、二氢鞘氨醇、3- 脱氢鞘氨醇、8- 异前列腺
素 A1（8-iso-PGA1）的水平。如图 8E 和 8F 所示，对
照组和模型组大鼠血清炎症因子 TNF-α 和 Rantes 与
12S-HHT 和 PGJ2 成 正 相 关（P ＜ 0.01），TNF-α 与
5，6-EET 成正相关（P ＜ 0.01），MCP-1 与花生四烯
酸成负相关（P ＜ 0.01）。模型组和 XLI 组大鼠血清
炎症因子 TNF-α、Rantes 和 MCP-1 与 5，6-EET、二
氢鞘氨醇和 3- 脱氢鞘氨醇均成正相关（P ＜ 0.01），
TNF-α 和 Rantes 与 12-KETE、12S-HHT、TXB2 成 正
相关（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。
2.3.5　统计学分析方法　实验数据以 x±s 表示，
通过 GraphPad Prism 8.0.2 软件对其进行处理，采
用单因素方差分析（One-way ANOVA），多组比
较采用 Dunnett 多重比较检验统计学差异，两两
比较采用双尾非配对 t 检验，P ＜ 0.05 为差异具
有统计学意义。
3　讨论
　　XLI 中 Degree 值最高的 3 个活性成分为槲皮
素、芹菜素和木犀草素。研究显示，槲皮素能通
过抑制 CIA 大鼠 TLR4/NF-κB 通路，从而缓解关
节滑膜炎症。槲皮素能调控关节成纤维样滑膜细
胞（RA-FLSs）的侵袭和凋亡 [12]，并能抑制中性粒
细胞胞外诱捕网（NETs）产生 [13]。芹菜素能缓解
CIA 小鼠模型的关节肿胀，其机制可能与调节 Th1/
Th2 平衡有关 [14]。木犀草素对 RA 的保护作用是
通过抑制 NLRP3 过表达，进一步降低 Caspase-1、
RANKL、VEGF 和 HIF-1α 蛋白表达有关 [15]。以上
3 个活性成分可能是 XLI 抗 RA 的物质基础。
　　此外，XLI 治疗 RA 的重要预测靶点包括 TNF、
IL-6和 MCP-1等 12个炎性因子。体外实验结果表明，
XLI 可以明显抑制 LPS 刺激 RAW264.7 细胞 TNFA、
IL-1B 和 MCP-1 基因表达的增加，证明 XLI 是通过
抑制这些炎症因子的产生发挥抗 RA 作用。PTGS2、
NOS3、AKT1 分别与槲皮素、芹菜素和木犀草素的
分子对接结合能均在－43.5136～－37.656 kJ·mol－1。
COX2 可在炎症部位催化前列腺素的合成并诱发关
节炎症反应 [16-17]。eNOS 在 RA 的临床病理进程中发
挥着重要作用 [18]，其中 eNOS 基因多态性是影响 RA
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图 6　OPLS-DA 图（n ＝ 10）
Fig 6　OPLS-DA diagram（n ＝ 10）

图 7　对照、模型、XLI 组差异代谢物热图及分类（n ＝ 10）
Fig 7　Heat map and classification of differential metabolites among control，model and XLI groups（n ＝ 10）
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易感性的因素之一 [19]，并与 RA 的发病机制 [20] 和临
床表现 [21] 存在一定的内在联系。RA 患者滑膜组织
p-AKT 的表达增加且与 RA 疾病活动相关指标成正
相关 [22]。PI3K/AKT 信号通路是中药治疗 RA 的主要
分子机制 [23]。结果显示，XLI 可以明显抑制 LPS 刺
激的 RAW264.7 细胞 eNOS、COX2、p-AKT 的表达，
提示 XLI 可能通过抑制上述核心靶点，从而发挥抗
RA 作用。
　　本研究选用 CFA 诱导的 RA 大鼠模型探究 XLI
对其血清代谢物的影响。结果表明，RA 大鼠血清
花生四烯酸氧基蛋白相关代谢通路包括环氧合酶
（COX）代谢路径、脂氧合酶（LOX）代谢路径与
细胞色素 P450（CYP450）代谢路径发生改变。在
组织细胞受到机械性创伤、细胞因子或其他炎症刺
激后，花生四烯酸在细胞质磷脂酶 A2（PLA2）的
催化下从磷脂膜释放，经 COX 代谢路径形成 PGs
和 TXs[24]。花生四烯酸也可以通过 LOX 代谢路径
形成白三烯（LTs）、脂氧素（LXs）和羟基二十碳
四烯酸（X-HETE）[25]，或通过 CYP450 代谢路径形
成二十碳三烯酸（EETs）和 X-HETE [26]，非酶氧化
途径生成 iso-PGs 和 X-HETE [27]。研究表明，趋化
因子 MCP-1 和 Rantes 均能诱导单核细胞（如巨噬

细胞）中花生四烯酸的快速释放，进而诱导细胞炎
症，释放大量炎症介质 [28]。XLI 能下调血清花生四
烯酸氧基蛋白代谢通路及相关代谢物的含量，如 5，
6-EET、12S-HHT、TXB2、12-KETE，且与血清炎
症因子水平密切相关，说明其抗 RA 作用与其抑制
花生四烯酸代谢通路及其代谢产物有关。
　　综上所述，本研究基于网络药理学技术筛选
XLI 治疗 RA 的活性成分、关键靶点及核心通路，
利用分子对接技术进行初步验证，并通过体内外
实验进一步进行验证。结果显示 XLI 治疗 RA 的
作用机制与其抑制 TNF-α、IL-1β 和 MCP-1 炎症
因子基因及 COX2、eNOS 和 p-AKT 蛋白的表达，
以及抑制花生四烯酸代谢通路有关。
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雷公藤红素促进癌旁脂肪细胞分泌脂联素 
抗肾透明细胞癌上皮间充质转化作用

何鹏1，张婵娟1，2，石雅宁1，3，朱能4，陈聪1，彭柳1，覃丽1，5*（1. 湖南中医药大学药学院 干细胞中药调控

与应用实验室，长沙　410208；2. 湖南中医药大学药学院 药剂学教研室，长沙　410208；3. 湖南中医药大学 科技创新中心，长沙

　410208；4. 湖南中医药大学第一附属医院，长沙　410007；5. 湖南中医药大学 血管生物学与转化医学湖南省重点实验室，长沙

　410208）

摘要：目的　探讨雷公藤红素（CeT）诱导癌旁脂肪细胞分泌脂联素（APN）抑制人肾透明细

胞癌细胞株 786-O 增殖迁移的作用机制。方法　通过 CCK 8 法检测 CeT 对 786-O 和 3T3-L1
细胞的毒性，诱导 3T3-L1 分化并采用油红 O 染色检测 3T3-L1 细胞分化情况，通过 ELISA 检

测不同浓度 CeT 对于 3T3-L1 细胞分化后的成熟脂肪细胞分泌脂联素情况。建立 786-O 和 3T3-
L1 细胞共培养体系，采用划痕实验、EDU 检测共培养体系对 786-O 细胞增殖、迁移能力的

影响，并采用 Western blot 法检测上皮间充质转化（EMT）相关蛋白（E-cad、N-cad、Snail、
Vim）、Adiponectin 等相关蛋白的表达。结果　50、100、200 nmol·L － 1 的 CeT 可刺激成熟脂

肪细胞分泌脂联素，抑制肾癌细胞增殖和迁移；共培养后 786-O 细胞中 EMT 相关蛋白 N-cad、
Snail、Vim 的表达水平显著下调，E-cad 表达水平上升。结论　CeT 通过诱导脂肪细胞分泌脂

联素抑制肾透明细胞癌 EMT 进程。

关键词：雷公藤红素；肾透明细胞癌；脂联素；共培养
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Celastrol promotes the secretion of adiponectin by adjacent adipocytes and 
inhibits the EMT of renal clear cell carcinoma
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Abstract: Objective  To determine the mechanism by which celastrol induces the secretion of 
adiponectin by adjacent adipocytes to inhibit the invasion and metastasis of cell line 786-O in 
human renal clear cell carcinoma. Methods  The toxicity of celasterol on 786-O and 3T3-L1 cells 
was detected with CCK 8 assay. ELISA was used to test the secretion of adiponectin by mature 
adipocytes differentiated from 3T3-L1 cells at different concentrations of celastrol. Oil red O staining 
was used to measure the differentiation of 3T3-L1 cells. The co-culture system for 786-O and 3T3-
L1 cells was successfully established. Wound healing and EDU assays were used to examine the 
effect of the co-culture system on the migration and proliferation of 786-O cells. Western blot was 
used to detect the expression of epithelial-mesenchymal transition (EMT) related proteins such as 
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　　肾癌（renal cell carcinoma，RCC）又称肾细
胞癌，是肾脏最常见的实质肿瘤。RCC 是成人肾
脏最常见的恶性肿瘤，其中肾透明细胞癌（renal 
clear cell carcinoma，ccRCC）是最常见的组织学亚
型，占肾癌的 70% ～ 80%。转移性肾癌患者对放
化疗不敏感，预后极差，5 年生存率仅为 8% [1-3]。
因此，探讨 ccRCC 发生转移的分子机制，寻找有
效的药物进行防治，对于提高 ccRCC 患者的生存
率具有极其重要的意义。研究表明癌周脂肪组织
是介导肿瘤发展转移的重要危险因素 [4]，癌周脂
肪组织可通过其旁分泌功能参与构建肿瘤微环境，
进而促进肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤血管生成，加
速侵袭转移进程，这主要通过调节脂肪因子分泌，
如下调脂联素（APN）表达，而 APN 水平与肾癌、
肝癌和乳腺癌等多种肿瘤发展成负相关 [5-7]。
　　在原发性上皮性肿瘤（如肾癌等）的侵袭与
转移过程中上皮间充质转化（EMT）发挥着关键
的作用。细胞发生 EMT 过程，主要表现为上皮
细胞失去上皮表型，并转化为具备迁移侵袭及
抗凋亡能力的间质表型，进而导致肿瘤的侵袭
转移及不良预后。EMT 的发生可导致上皮细胞
标志物如 E- 钙黏蛋白（E-cad）表达下调，间质
细胞标志物如 N- 钙黏蛋白（N-cad）、波形蛋白
（Vim）、锌指蛋白（Snail）等表达上调。雷公藤
红素（celastrol，CeT）是从雷公藤（Tripterygium 
wilfordii Hook.f）根皮中分离出的五环三萜类化合
物，又名南蛇藤素，分子式为 C29H38O4，也是药
用雷公藤的主要活性成分，具有抗炎、抗肿瘤、
抗氧化、降脂 [8-10] 及免疫抑制等生物活性。此外，
课题组前期研究发现 CeT 诱导脂自噬 [11]，可阻断
EMT 进程，并抑制肾癌转移，抑制肿瘤干性特
征，延缓肾癌进展 [12]。本研究旨在探讨 CeT 通过
影响癌旁脂肪细胞与 ccRCC 的相互作用，调节脂
肪因子 APN 分泌以发挥抗肿瘤作用。
1　材料
1.1　试药
　　雷公藤红素、地塞米松、胰岛素、罗格列
酮、顺铂（DDT）（美国 Sigma 公司，批号分别为：

C0869-10MG、D4902-25MG、I9278-5ML、R2408-
10MG）；RPMI 1640 培养基、DMEM 高糖培养基和胰
蛋白酶（Gibco 公司，批号分别为：C11875500BT、
C11995500BT、25200056）；标准胎牛血清（FBS，
南京森贝伽生物科技有限公司，批号：BC-SE-
FBS01C）；油红 O染色试剂盒、二甲基亚砜（DMSO）
（北京索莱宝科技有限公司）；APN 鼠源性 ELISA 试
剂盒、E-cad 抗体、N-cad 抗体、Snail 抗体、Vim 抗体、
APN 抗体、二抗（武汉三鹰生物技术有限公司）。
1.2　仪器
　　细胞培养箱、多功能酶标仪（Thermo Fisher 
Scientific 公司）；倒置荧光显微镜（OLYMPUS 公司）；
移液器、高速冷冻离心机（Eppendorf 公司）；超净工
作台（苏州安泰空气技术有限公司）；Mini-protean 3
小型垂直电泳转印系统（美国 Bio-Rad 公司）。
1.3　细胞
　　肾癌786-O 细胞、小鼠成纤维细胞3T3-L1（中
国科学院上海细胞库）。786-O、3T3-L1 细胞分别
培养于含 10%FBS、1% 青霉素 / 链霉素的 RPMI 
1640 和 DMEM 培养基中，在 37℃、5%CO2 培养
箱中孵育。
2　方法
2.1　细胞毒性实验
　　 将 CeT 以 DMSO 溶 解 后， 以 DMEM 培 养
基稀释，且最终使用的溶液中 DMSO 含量低于
0.1%。取对数生长期的 786-O、3T3-L1 细胞消化
后制成细胞悬液，在 96 孔板中以 1.0×104 个 / 孔
接种细胞，每孔 100 μL，培养 24 h，吸弃每孔中
旧培养液，7 个实验组分别加入配制好的含 50、
100、200、400、800、1600 nmol·L － 1 CeT 的
DMEM 完全培养液，每孔 100 μL，设置 6 个复孔，
于培养箱中培养 24 h 或 48 h 后吸弃每孔中培养液，
加入 CCK 8 与 DMEM 以 1∶10 比例配制溶液，每
孔 100 μL，置于培养箱中孵育 1 h 后采用酶联免疫
检测仪在波长为 450 nm 处检测其吸光度（A）值，
以每组的平均 A 值，计算每组细胞的存活率。计
算公式：存活率（%）＝（A实验组 /A对照组）×100%。
2.2　共培养体系构建

E-cadherin, N-cadherin, Snail, Vimentin, Adiponectin and so on. Results  Celastrol stimulated mature 
adipocytes to secrete adiponectin at 50, 100, and 200 nmol·L － 1, inhibited the proliferation and 
migration of renal cancer cells. The expressions of N-cadherin, Snail, and Vimentin in 786-O cells 
were substantially down-regulated after the co-culture, while the expression level of E-cadherin was 
increased. Conclusion  Celastrol can inhibit the EMT progression of renal clear cell carcinoma by 
inducing adiponectin secretion of adipocytes.
Key words: celastrol; renal clear cancer cell carcinoma; adiponectin; co-culture
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2.2.1　3T3-L1 前脂肪细胞诱导分化　3T3-L1 细
胞置于 DMEM 培养基（含 10% FBS）中培养，隔
日更换新鲜培养基。待 3T3-L1 细胞生长密度达
到 80% ～ 90% 后，将细胞传代到 6 孔板中，待
细胞接触抑制 2 d，于第 3 日更换新的分化培养
液Ⅰ（含 0.5 mmol·L－ 1 3- 异丁基 -1- 甲基黄嘌呤、
5.0 μmol·L－ 1 地塞米松、1.0 μmol·L－ 1 罗格列酮、
1.0 μg·L － 1 胰岛素和 10%FBS），在分化液Ⅰ中
分化 2 d，再更换为分化培养液Ⅱ（含 1 μg·L － 1

胰岛素和 10% FBS），继续在分化培养液Ⅱ中分
化 6 d，隔日换新鲜 DMEM 培养基。
2.2.2　油红 O 检测 3T3-L1 分化情况　将细胞培养
于 6 孔板内，细胞经处理后磷酸盐缓冲液（PBS）
润洗，4% 多聚甲醛溶液固定，油红 O 染色液染色
20 min，苏木素复染。倒置显微镜观察，细胞内脂
质呈红色，细胞核呈蓝色，随机选取5个区域拍摄。
2.2.3　共培养体系的构建　将诱导分化成熟的脂肪
细胞，与生长至 80% 的 786-O 细胞采用 Transwell 6
孔板进行共培养，上室为 786-O 细胞，下室为成熟
脂肪细胞。给予不同浓度 50、100、200 nmol·L－ 1 
CeT 加入下室脂肪细胞，观察 786-O 细胞的改变。
2.2.4　ELISA 法筛选共培养药物剂量　在上述细
胞共培养体系下室中，给予 25、50、100、200、
400 nmol·L － 1 CeT 干预下室脂肪细胞后，收集
下室细胞上清液，采用 ELISA 试剂盒检测脂肪细
胞上清液中 APN 含量。
2.3　细胞迁移实验检测共培养对 786-O 细胞迁移
的影响
　　在细胞共培养体系下室加入 50、100、200 
nmol·L－ 1 CeT，以 2 μmol·L－ 1 DDT 为阳性药物，
置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。用 1000 μL 枪
头画直线，用 PBS 洗涤 3 次，加入无 FBS 培养基，
37℃、5%CO2 中培养 0、24、48 h 后随机选取 5
个区域用显微镜观察并拍照。
2.4　EDU 实验检测共培养体系对 786-O 细胞增
殖的影响

　　在细胞共培养体系下室加入 50、100、200 
nmol·L － 1 CeT，以 2 μmol·L－ 1 DDT 为阳性药物，
置于 37℃、5%CO2 中培养，使用 EDU 试剂盒检
测细胞增殖情况。随机选取 5 个区域观察并拍照，
ImagePro Plus 6.0（Media Cybernetics）图像分析
软件分析实验结果。
2.5　Western blot 法检测 APN 及 EMT 相关蛋白
的表达
　　CeT 处理共培养体系下室给药，以 2 μmol·L － 1 
DDT 为阳性药物，给药 24 h 后，在上室和下室中分
别加入裂解液；置冰上充分裂解 30 min 后收集细胞，
以 4℃、12 000 r·min－ 1 离心 10 min，收集上清液，
即为总蛋白。采用 BCA 法测定蛋白浓度，取各组样
本蛋白 40 μg 上样；采用 ImagePro Plus 6.0（Media 
Cybernetics）软件分析蛋白条带灰度值，以 GAPDH
为内参，对目的蛋白进行半定量分析。
2.6　统计学处理方法
　　采用 Graphpad Prism 8.0 软件进行数据分析并作
图；计量资料以均数±标准差表示；多组间比较采
用单因素方差分析（One-way ANOVA），组间比较
采用配对 t 检验；以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　CeT 抑制 3T3-L1 及 786-O 细胞活力
　　结果如图 1 所示，CeT 对 3T3-L1 细胞 24、48 
h 所得 IC50 值分别为 211.7、163.3 nmol·L－ 1，CeT
对 786-O 细胞 24、48 h 所得 IC50 值分别为 469.4、
267.7 nmol·L－ 1，故采取 50、100、200 nmol·L－ 1 
CeT 开展后续实验。
3.2　共培养体系中成熟细胞细胞模型建立
　　结果如图 2 所示，当诱导 3 d 时出现明显空
泡（见图 2A）；当诱导 6 d 时，出现较小的金黄
色、扁平状脂滴（见图 2B）；当诱导至 9 d 时，
可见明显脂滴（见图 2C）。油红 O 染色显示诱导
9 d 后出现明显红色脂滴（见图 2D），提示 3T3-
L1 细胞诱导分化成功。

图 1　CeT 对 3T3-L1（A）及 786-O（B）细胞活力影响

Fig 1　Effect of CeT on 3T3-L1（A）and 786-O（B）cell viability
注（Note）：与 24 h 组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001（Compared with the 24 h group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。



641

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

3.3　CeT 刺激共培养体系中脂肪细胞的 APN 分泌
　　结果如图 3 所示，与空白组比较，除 25 
nmol·L － 1 CeT 给药组，其余各组细胞上清液中
APN 含量显著增高，并呈剂量依赖性（P＜ 0.001）。

图 3　CeT 对共培养体系中 APN 分泌影响

Fig 3　Effect of CeT on adiponectin secretion in co-culture system
注（Note）：与空白组比较，***P ＜ 0.001（Compared with the 

blank group，***P ＜ 0.001）。

3.4　添加 CeT 共培养后可抑制 786-O 细胞增殖能力
　　在细胞共培养体系的下室给予 50、100、200 
nmol·L － 1 CeT 处理后，与对照组相比，EDU 荧
光强度明显降低，表明 786-O 细胞增殖能力显著
下调；与共培养组相比，CeT 刺激共培养体系后，
发挥更强的抑制增殖作用（见图 4）。
3.5　添加 CeT 共培养后可降低 786-O 细胞迁移能力
　　在细胞共培养体系的下室给予 50、100、200 
nmol·L － 1 的 CeT 处理显著降低了 786-O 细胞的
迁移能力，并且抑制作用随 CeT 浓度的增加而增
强（见图 5）。
3.6　添加 CeT 共培养后 786-O 中 EMT 相关蛋白
表达变化
　　经过 CeT 处理共培养体系后，上室 786-O 细
胞中间质细胞标志物如 N-cad、Vim、Snail 明显降
低，上调上皮细胞标志物 E-cad 表达，而阳性对

图 2　3T3-L1 细胞诱导分化过程（A ～ C）及油红 O 染色（D）（×100）
Fig 2　3T3-L1 cell differentiation process（A ～ C）and oil red O staining（D）（×100）

图 4　CeT 对共培养体系中 786-O 增殖能力影响（×100）
Fig 4　Effect of CeT on the proliferation ability of 786-O in co-culture system（×100）

注（Note）：与对照组比较，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001（Compared with the control group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。

照药顺铂对 E-cad 的蛋白表达无显著影响；此外，
CeT 可显著上调下室中 3T3-L1 细胞中 APN 蛋白
表达（见图 6）。
4　讨论
　　激活 EMT 是导致 ccRCC 发展转移的关键过
程，上皮细胞标志物和间充质细胞标志物的表达
变化导致细胞与相邻上皮细胞之间的黏附减少。
脂肪组织主要由脂肪细胞组成，同时也包含了前

脂肪细胞、内皮细胞、巨噬细胞、多能干细胞等。
现有研究表明，脂肪组织除了发挥能量储库功能
之外，还可通过分泌多种因子如瘦素、APN、趋
化因子等 [13-15]，这些脂肪因子可通过自分泌、旁
分泌和内分泌途径作用于肿瘤细胞，调控胰岛素
敏感性、炎症应答、能量平衡、血管生成和细胞
增殖等 [16-18]。在肿瘤组织中，癌旁脂肪细胞分泌
的促炎细胞因子能够激活肿瘤微环境中的免疫细
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图 5　CeT 对共培养体系中 786-O 细胞迁移能力影响（×100）
Fig 5　Effect of CeT on the migration ability of 786-O cells in co-culture system（×100）

注（Note）：与 24 h 的共培养组相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；与 48 h 的共培养组相比，###P ＜ 0.001（Compared with the 24 h co-
culture group，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；compared with the 48 h co-culture group，###P ＜ 0.001）。

胞，导致慢性炎症反应，并通过分泌基质金属蛋
白酶（MMPs）和其他酶类，降解细胞外基质，
促进肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭 [19-21]。
　　本研究成功构建了一种细胞共培养体系（即分
化后的 3T3-L1 细胞和肾癌 786-O 细胞），旨在模
拟肾癌及其癌旁脂肪的关系。CeT 可呈浓度依赖

性增加细胞共培养体系中脂肪细胞分泌 APN 的水
平，并显著性抑制细胞共培养体系中肾癌细胞的
增殖、迁移能力。课题组前期已经证实了 Cet 具
有显著的抗肾癌作用，其机制与 Cet 诱导肾癌细
胞脂自噬，抑制肿瘤干性特征有关。本研究进一
步提示，CeT 除了直接发挥抗肿瘤作用，还能通

图 6　CeT 对细胞共培养体系中 786-O 细胞 EMT 蛋白及 3T3-L1 细胞 APN 表达的影响

Fig 6　Effects of CeT on the expression of EMT proteins in 786-O cells and APN in 3T3-L1 cells in cell co-culture system
注（Note）：与对照组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001（Compared with the control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001）。
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过促进癌旁脂肪细胞分泌脂肪因子 APN，进而改
变肿瘤微环境发挥抗肿瘤作用。有研究表明，抑
制 NF-κB（核因子κB）通路，可以提高 APN 的水
平，而 CeT 可以显著抑制 NF-κB 通路，提示 CeT
可能通过此途径增加 APN 分泌。此外，APN 可通
过直接与细胞表面特异性 AdipoR1 受体结合诱导
AMPK 磷酸化，进而介导 AMPK 通路激活 [22]。基
于此，后续将深入研究 CeT 促进 APN 分泌的机
制及 APN 影响肿瘤微环境抗肿瘤机制，并在动物
水平上进一步验证，寻找防治肾癌转移的新靶点，
阐明 CeT 作用于癌周脂肪组织抑制肾癌侵袭转移
的新机制，为以肾癌为代表的肿瘤药物防治提供
新思路。
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羟丙基 -β-环糊精包合宽叶缬草挥发油的工艺研究

郭玉虎1，王平2，刘军锋1，3，王旭2*，昝俊峰1*（1. 湖北中医药大学药学院，武汉　430065；2. 湖北中医药大学老

年脑健康中医药防护技术与新产品研发教育部工程研究中心，武汉　430065；3. 湖北中医药大学中药资源与中药复方教育部重点

实验室，武汉　430065）

摘要：目的　优化宽叶缬草挥发油环糊精包合工艺，提高宽叶缬草挥发油水溶性。方法　采用相溶

解度法探究不同环糊精对宽叶缬草挥发油的增溶作用，优选最佳包合材料；以包合材料与挥发油

比例、包合时间、包合温度为影响因素，包合率、收率、含油率为综合评价指标，正交试验法优

化缬草挥发油羟丙基 -β- 环糊精（HP-β-CD）包合工艺；傅里叶红外光谱（FTIR）、差示扫描量热法

（DSC）、X 射线衍射法（XRD）对包合物结构进行表征；顶空 - 气相色谱质谱联用法（HS-GC-MS）

检测包合物中挥发性成分。结果　最佳包合材料为 HP-β-CD，最佳工艺为 HP-β-CD 与挥发油比例

14∶1、包合时间 90 min、包合温度 50℃，包合物中主要成分为乙酸龙脑酯。结论　宽叶缬草挥发

油 HP-β-CD 包合工艺稳定、热稳定性强、增溶效果良好，能对活性成分乙酸龙脑酯进行选择性包合。
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Abstract: Objective  To optimise the cyclodextrin encapsulation of Valeriana officinalis L. var latifolia 
Miq volatile oil and to improve the water solubility of Valeriana officinalis L. var latifolia Miq volatile oil. 
Methods  The phase solubility method was used to determine the effect of different cyclodextrins on the 
volatile oil of Valeriana officinalis L. var latifolia Miq, and to select the optimal encapsulation material. 
The ratio of encapsulation material to volatile oil, encapsulation time, and temperature were served as the 
influencing factors, and the encapsulation rate, the yield, and the oil content were taken as the evaluation 
indexes. The encapsulation of Valerian officinalis volatile oil hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD) 
inclusion was optimized by the orthogonal experimental method. Fourier transform infrared spectroscopy, 
differential scanning calorimetry, X-ray diffraction were used to characterize the inclusion structure. 
The volatile constituents in the inclusion mixture were detected by headspace-gas chromatography-mass 
spectroscopy. Results  The best encapsulation material was HP-β-CD, and the optimal ratio of HP-β-
CD to volatile oil was 14∶1, encapsulation for 90 min, at 50℃ , and the main encapsulation component 
was bornyl acetate. Conclusion  The HP-β-CD encapsulation of Valeriana officinalis L. var latifolia Miq 
volatile oil is stable and thermally stable, with good solubilization, and can selectively encapsulate the 
active ingredient bornyl acetate. 
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　　宽叶缬草（Valeriana officinalis L. var latifolia 
Miq）是缬草属 Valeriana 植物，是一种多年生开
花植物，其根状茎和根为入药部位。缬草约有
250 种，广泛分布于欧亚大陆、北美和南美中部，
在我国主要分布于东北、西南和西北地区 [1]。缬
草具有镇静安神、解痉止痛的功效，临床上常用
来缓解心神不宁、心悸、失眠、焦虑，还可以用
于慢性消化不良、闭经、帕金森等 [2]。同等剂量
下，在增加小鼠睡眠率和延长小鼠睡眠时间上，
缬草挥发油比缬草水提物效果更明显 [3]。缬草挥
发油主要来源于缬草的根和根茎，根茎挥发油含
量为 0.5% ～ 2.0%。缬草挥发油稳定性差，高温
环境下易变质，且具有独特气味，影响患者服药
顺应性，常采用环糊精对缬草挥发油进行包合，
增强稳定性、降低气味、增加溶解度 [4-6]。
　　α- 环糊精（α-CD）、β- 环糊精（β-CD）、γ- 环糊
精（γ-CD）是由 6、7、8 个由α-（1，4）键连接的
吡喃葡萄糖单元组成的环状低聚糖。由于环糊精内
部疏水，外部亲水，因此能包合疏水性药物。HP-
β-CD 是具有不同取代度的无定形物，可防止结晶，
相较于β-CD 具有更高的水溶性。HP-β-CD 由于溶
解性好、热稳定性高、毒性小，被广泛应用于药物
和食品中。此外，它还可作为分子胶囊，可有效减
免光解、氧化和热破坏，有利于保持药物稳定性，
在提高许多活性物质的保质期方面发挥重要作用 [7]。
　　接排稿本文采用相溶解度法研究不同环糊精对
缬草挥发油的包合行为，单因素试验和正交试验
优化包合工艺，顶空 - 气相色谱质谱联用法（HS-
GC-MS）技术鉴定包合成分，探究包合前后挥发性
成分差异，为缬草挥发油新剂型的开发提供参考改
为本文采用相溶解度法考察不同环糊精对挥发油的
增溶效果及包合形式；以含油率、收率和包合率
的综合评分为评价指标，通过单因素试验和正交试
验优选 HP-β-CD 最佳包合工艺；采用 FTIR、DSC、
XRD 对 HP-β-CD 包合物进行评价；HS-GC-MS 法
分析缬草挥发油 HP-β-CD 包合前后成分差异，为
缬草挥发油新剂型的开发提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　HP5890Ⅱ-HP5971 GC-MS 气相色谱 - 质谱联
用仪（美国赛默飞世尔科技公司）；AB135-S 十万
分之一分析天平（瑞士梅特勒托利多仪器公司）；
FDU-1110 冷冻干燥机（EYEL4 东京理化）；F-101Z
恒温加热磁力搅拌器（上海秋佐科学仪器有限公

司）；JP-020S 超声波清洗机（深圳市洁盟清洗设
备有限公司）；GeneSpeed 1580R 高速冷冻离心机
（基因有限公司）；NP80 超微量紫外分光光度计
（因普恩国际贸易有限公司）；Nicolet 6700 傅里叶
变换红外光谱仪（赛默飞世尔科技有限公司）；TA 
250 差示扫描量热仪（美国 TA 仪器有限公司）；
ultimaIV X 射线衍射仪（日本理学株式会社）。
1.2　试药
　　宽叶缬草挥发油（实验室自制）；α-CD（上
海思域化工科技有限公司，含量：98%，批号：
JD8020605）；β-CD（上海阿达玛斯贝塔化学试剂有
限公司，含量：99%，批号：P1453631）；γ-CD（含量：
98%， 批 号：L1725009）、HP-β-CD（含 量：97%，
批号：I2222843）（上海阿拉丁科技有限公司）；水（实
验室自制，超纯水）；无水乙醇（批号：20230324）、
石油醚（60 ～ 90℃，批号：20221213）（国药集团化
学试剂有限公司）。
2　方法与结果
2.1　缬草挥发油的标准曲线 [8] 

　　配制缬草挥发油醇溶液，以无水乙醇为空白
对照，在 200 ～ 900 nm 内进行全波长扫描，结
果缬草挥发油在 263 nm 处有最大吸收，确定 263 
nm 为检测波长。
　　配制系列不同浓度缬草挥发油醇溶液，263 
nm 处测定其吸光度。以吸光度（Y）对挥发油的
质量浓度（X）进行回归，得方程 Y ＝ 0.0133X ＋

0.0039，R2 ＝ 0.9995，表明缬草挥发油在 10.4 ～ 62.4 
μg·mL－ 1 与吸光度具有良好的线性关系。
2.2　相溶解度法 [9-11] 

　　精密称取适量α-CD、β-CD、γ-CD、HP-β-
CD，配制成系列浓度的水溶液。分别取适量上述
溶液，加入过量缬草挥发油，于 25℃下以 120 
r·min－ 1 恒温振荡 72 h。静置，待溶液稳定平衡
后，0.45 μm 微孔滤膜过滤，滤液用无水乙醇稀
释后于 263 nm 处测量吸光度。以缬草挥发油浓
度（mg·mL－ 1）对环糊精浓度（mg·mL－ 1）绘
制相溶解度曲线（见图 1）。
　　由图 1 可知，α-CD 和 HP-β-CD 的相溶解度曲线
为线性，挥发油浓度随环糊精浓度增加而增加，而
β-CD 和 γ-CD 的相溶解度曲线为非线性，挥发油浓度
随环糊精浓度增加呈现先升后降的趋势。α-CD 的回
归方程为 Y ＝ 0.0067X ＋ 0.0989，R2 为 0.9459，平衡
常数 K 为0.065 mL·mg－1；HP-β-CD 的回归方程为 Y＝

0.1069X ＋ 0.1319，R2 为 0.9875，平衡常数 K 为 1.162 

Key words: Valeriana officinalis L. var latifolia Miq; volatile oil; cyclodextrin; bornyl acetate; 
headspace-gas chromatography-mass spectroscopy
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mL·mg－ 1。HP-β-CD 的 K 值高于α-CD，表明其对药
物的包合更为稳定，环糊精质量浓度为 15 mg·mL－ 1

时，HP-β-CD 的增溶倍数为 16.40 倍，远高于其他环
糊精（见表 1）。根据相溶解度结果，选择 HP-β-CD 作
为包合材料，对缬草挥发油进行后续包合。

表 1　不同环糊精对缬草挥发油的增溶倍数 
Tab 1　Solubilization multiplicity of different cyclodextrins on 

valerian volatile oils

环糊精质量浓度 /
（mg·mL － 1）

α-CD β-CD γ-CD HP-β-CD

  0.0 1.00 1.00 1.00   1.00 
  2.5 1.12 1.11 1.25   2.51 
  5.0 1.18 2.64 1.44   2.42 
  7.5 1.52 2.76 2.57   2.39 
10.0 1.66 2.78 1.16 11.71 
12.5 1.66 2.32 1.07 14.27 
15.0 1.99 2.35 1.16 16.40 

2.3　缬草挥发油包合物的制备

　　采用水溶液搅拌法，称取 1 g HP-β-CD 于锥形
瓶，置于恒温磁力搅拌器中，加入适量蒸馏水使其
溶解，搅拌过程中逐滴加入 200 μL 50% 缬草挥发
油醇溶液，于 50℃下包合 90 min。包合完成后冷
却至室温，用少量石油醚分两次萃取，取下层液体
冷冻干燥，即得白色的缬草挥发油 HP-β-CD 包合物
（简称包合物）粉末。
2.4　评价指标测定 [12-13] 

2.4.1　测定方法　称取包合物约 15 mg，加 1 mL
无水乙醇溶液溶解，超声、离心后取上清液，稀释
后于 263 nm 处测定吸光度，代入标准曲线计算挥
发油含量。并计算含油量、含油率、收率和包合率。
　　含油量＝包合物中挥发油的质量浓度 ×稀
释后体积 ×包合物总质量 ×稀释倍数 / 称取量；
　　含油率（%）＝含油量 / 包合物总质量×100%；
　　收率（%）＝包合物总质量 /（环糊精加入
量＋挥发油加入量）×100%；
　　包合率（%）＝含油量 / 挥发油加入量×100%。

2.4.2　信息熵赋权法 [14] 　在综合评价时，权数的
确定直接影响最终结果的准确性和科学性。常用的
权数确定方法为主观赋权法，主观赋权法需要根据
评价指标性质和评价目的进行配合使用确定各指标
权数，具有一定局限性。信息熵赋权法是利用不同
指标的熵值来判断其离散程度，信息熵越小，指标
的离散程度越大，该指标对综合评价的影响越大。
　　设定 1 个评价指标系统由 m 个评价对象、n
个评价指标组成，则原始指标的数据矩阵为 X ＝

（Xij）mn。具体步骤如下：

　　以含油率、收率、包合率为评价指标，按上
述方法计算权重，结果见表 2。综合评分＝含油
率 ×47.74% ＋收率 ×8.23% ＋包合率 ×44.03%。

表 2　包合工艺不同评价指标信息熵计算法权重结果 
Tab 2　Weight of information entropy calculation method for 

different evaluation indexes in the encapsulation

评价指标 平均值 /% 标准差 CV 系数 /% 权重 /%

含油率   5.162 0.428 8.30 47.74

收率 90.363 1.293 1.43   8.23

包合率 64.728 4.955 7.65 44.03

2.5　单因素试验
　　根据前期文献研究选择 HP-β-CD 与挥发油的
比例（料物比）、包合时间、包合温度作为影响因
素 [15-18]，以含油率、收率和包合率的综合评分为指
标进行单因素试验，见图 2。由试验结果可知当料
物比在 6∶1 ～ 14∶1（g/mL）时，HP-β-CD 与挥发
油的比例为 12∶1 其包合效果最好；当包合时间在
60 ～ 180 min 时，90 min 为最佳包合时间；当包合
温度在 40 ～ 60℃时，55℃为最佳包合温度。
2.6　正交试验
　　在单因素试验的基础上采用正交试验法对包
合工艺进行进一步优化，采用 L9（34）正交表进
行试验，因素水平见表 3。按“2.3”项下方法进
行试验，以含油率、收率和包合率的综合评分为
指标，试验结果见表 4。

表 3　正交试验因素水平 
Tab 3　Factor and level of orthogonal test

因素
水平

1 2 3

A. 包合料物比 /（g/mL） 10∶1 12∶1 14∶1

B. 包合时间 /min 60 90 120

C. 包合温度 /℃ 50 55 60

图 1　不同环糊精相溶解曲线

Fig 1　Dissolution curves of different cyclodextrin phases
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　　正交试验结果表明，影响宽叶缬草挥发油包
合的因素顺序为 A ＞ B ＞ C，最佳工艺为 A3B2C1，
即 HP-β-CD 与挥发油的比例为 14∶1，包合时间
90 min，包合温度 50℃。根据优选出的最佳工艺
条件进行 3 次验证试验，结果见表 5，结果表明优
化后的缬草挥发油 HP-β-CD 包合工艺稳定、可行。

表 5　缬草挥发油最佳包合条件验证试验结果 
Tab 5　Valerian volatile oil optimal encapsulation conditions 

validation test

平行实验数 含油率 /% 收率 /% 包合率 /% 综合评分

1 5.06 91.39 72.59 41.95

2 4.99 91.66 71.72 41.56

3 4.91 90.97 72.24 41.64

平均值 /% 4.99 91.34 72.18 41.72

RSD/% 1.50   0.38   0.60   0.50

2.7　包合物质量评价
2.7.1　傅里叶红外光谱（FTIR）鉴别　分别取 HP-
β-CD、包合物、挥发油与 HP-β-CD 物理混合物（以
下简称物理混合物）、挥发油适量，采用溴化钾压
片法，分辨率 4 cm－ 1，扫描范围 4000 ～ 400 cm－ 1，
进行红外光谱测试。HP-β-CD 与包合物红外光谱图
相似，物理混合物则是 HP-β-CD 与挥发油的叠加。
物理混合物与挥发油在 1735 cm－ 1 处出现酯类的
C ＝ O 伸缩振动峰，1680 cm－ 1 处出现α，β- 不饱

和酮的 C ＝ O 伸缩振动峰，包合后这两处伸缩振
动峰消失，表明挥发油中的成分进入 HP-β-CD 空腔
形成包合物（见图 3）。
2.7.2　差示扫描量热（DSC）分析　分别取适量
HP-β-CD、包合物、物理混合物于铝制坩埚中，
采用差示扫描量热仪进行分析。参数设置为：氮
气流速 40 mL·min－ 1，升温速度 10℃·min－ 1，
升温范围 30 ～ 200℃。DSC 结果显示，物理混合
物在 151.97℃出现一个明显的放热峰，而包合物
则与 HP-β-CD 相似，在 136.57℃出现放热峰，这
表明挥发油进入了 HP-β-CD 空腔，同时挥发油的
热稳定性在包合后也得到了显著提高（见图 4）。

图 4　缬草挥发油包合物差示扫描量热图 
Fig 4　DSC diagram of valerian volatile oil encapsulation 
A.HP-β-CD；B. 包合物（inclusion complex）；C. 物理混合物（physical 
mixtures）

图 2　各因素对包合效果的影响

Fig 2　Effect of each factor on the effect of encapsulation

表 4　正交试验结果 
Tab 4　Orthogonal test

No. A B C D
含油

率 /%
收率 /%

包合

率 /%
综合

评分

1 1 1 1 1 5.62 89.60 59.56 36.28
2 1 2 2 2 5.70 88.88 59.98 36.44
3 1 3 3 3 5.56 89.59 58.86 35.94
4 2 1 2 3 5.15 89.01 64.18 38.04
5 2 2 3 1 5.24 90.63 66.43 39.21
6 2 3 1 2 5.10 91.15 65.09 38.60
7 3 1 3 2 4.34 91.17 63.93 37.72
8 3 2 1 3 4.93 91.20 72.60 41.82
9 3 3 2 1 4.83 92.05 71.92 41.55
K1 108.67 112.04 116.70 117.04
K2 115.85 117.48 116.03 112.76
K3 121.10 116.09 112.87 115.80
R   12.43     5.43     3.83     3.04

图 3　缬草挥发油包合物 FTIR 光谱 
Fig 3　FTIR spectra of valerian volatile oil encapsulation
A.HP-β-CD；B. 包合物（inclusion complex）；C. 物理混合物（physical 
mixtures）；D. 挥发油（volatile oil）
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2.7.3　X 射线衍射（XRD）分析　分别取适量 HP-
β-CD、包合物、物理混合物和挥发油，进行 XRD 分
析。工作电压为 40 kV，电流 30 mA，采用 Cu 靶，
扫描速度为 5（°）·min－ 1，扫描范围 5°～ 90°。
XRD 结果显示，HP-β-CD、包合物、物理混合物
和挥发油均为无定型结构。HP-β-CD 和物理混合物
在 18.58°和 18.47°处出现宽峰，而包合物则在
19.07°处出现宽峰，且 12.22°和 11.81°处未出现
与 HP-β-CD 和物理混合物相似的峰，表明挥发油进
入 HP-β-CD 空腔，以无定型形态呈现（见图 5）。

图 5　缬草挥发油包合物 X 射线衍射图 
Fig 5　X-ray diffractogram of valerian volatile oil encapsulation
A.HP-β-CD；B. 包合物（inclusion complex）；C. 物理混合物（physical 
mixtures）；D. 挥发油（volatile oil）

2.8　包合前后挥发性成分鉴定 
2.8.1　HS-GC-MS 条件 [19]

　　① 顶空进样条件：分别称取缬草挥发油 10 
μL 和 100 mg 包合物置于 20 mL 顶空瓶中，密封
后放于样品盘中，样品瓶加热温度 120℃，传输
线温度 250℃，样品瓶平衡时间 10 min。
　　② GC-MS 条件：色谱柱为 TR-5MS 毛细管气
相色谱柱；载气为纯氦气，载气流速 1 mL·min－ 1；
进样口温度设定值 260℃；采用顶空进样，分流比
20∶1，分流流速 20 mL·min－ 1，分流时间 2 min；
梯度升温程序为 60℃保持 7 min；以 9℃·min－ 1

升 至 150℃， 保 持 2 min； 以 2℃·min－ 1 升 至
170℃，保持 1 min；以 25℃·min－ 1 升至 270℃，
保持 1 min；电离方式为 EI；电离电压 70 eV；离
子源温度 200℃；采集方式为全扫描模式；扫描质
量范围设定为 m/z 40 ～ 550；扫描次数 5 次·s－ 1。
　　③ 成分分析：采用峰面积归一化法计算相对
百分含量，通过 NIST 2011 标准谱库检索并结合
相关参考文献 [20-23] 等，确定成分。
2.8.2　宽叶缬草挥发油成分鉴定　采用“2.8.1”项
下方法对缬草挥发油进行挥发性成分分析。在缬
草挥发油中，共鉴定出 51 种化合物，其中含量
较高的 10 种成分分别为乙酸龙脑酯 15.67%、莰
烯 9.40%、乙酸桃金娘烯酯 6.85%、长叶松香芹酮
6.72%、D- 柠檬烯 6.60%、2- 异丙基 -5- 甲基茴香醚

4.72%、（＋）-α- 蒎烯 4.63%、左旋 -β- 蒎烯 4.14%、
1，8- 环戊并癸二炔 3.81% 和反式石竹烯 3.68%。
2.8.3　包合物成分鉴定　采用最佳工艺制备包合
物，按照“2.8.1”项下方法进行成分分析。包合
物中，仅有少数成分被有效包合，即莰烯、乙酸
龙脑酯、乙酸桃金娘烯酯、脱氢香橙烯和长叶松
香芹酮。主要药效成分乙酸龙脑酯的相对百分含
量从挥发油中的 15.67% 提高到 81.81%，表明该
工艺能对乙酸龙脑酯进行选择性包合。
2.8.4　乙酸龙脑酯与 HP-β-CD 分子模拟　将 HP-
β-CD 和乙酸龙脑酯分别作为受体和配体进行分子
对接（见图 6），通过 Discovery Studio 呈现包合物
的最佳结合模式，结果见图 6。结果表明，乙酸
龙脑酯能够完整进入 HP-β-CD 空腔内，乙酸酯基
位于 HP-β-CD 大口端。此外，乙酸龙脑酯与 HP-
β-CD 分子间形成 6 个氢键：乙酸龙脑酯乙酸酯
基上的双键 O 与 HP-β-CD 中的 H 形成 4 个氢键，
单键 O 形成 2 个氢键，氢键均属于非典型氢键，
是 C-H…O 型，氢键距离分别为 2.40、2.42、2.61、
2.82、2.69、2.74 Å，结合能为－ 22.19 kJ·mol－ 1。

图 6　乙酸龙脑酯与 HP-β-CD 对接的相互作用图

Fig 6　Interaction of bornyl acetate docking with HP-β-CD

3　讨论
　　本文采用相溶解度法考察α-CD、β-CD、γ-CD
和 HP-β-CD 对缬草挥发油溶液的增溶能力，结果显
示 HP-β-CD 增溶效果更好，平衡常数 K 值更大。根
据 Higuchi 和 Connors 的分类 [24]，α-CD 和 HP-β-CD
的相溶解度曲线为 AL 型，即溶解度随环糊精浓度
的增加呈线性增长，说明此溶液中环糊精与缬草挥
发油形成了 1∶1 包合物。β-CD 和 γ-CD 的相溶解
度曲线为 BS 型，即溶解度随环糊精浓度的增加呈
先升后降的趋势，说明缬草挥发油与环糊精包合形
成难溶性物质而沉淀，使溶解度下降。β-CD 包合
缬草挥发油后取沉淀而不取滤液，与β-CD 相溶解
度曲线结果吻合。缬草挥发油难溶于水，用 HP-β-
CD 包合后可有效减少上述问题。采用单因素试验
和正交试验对料物比、包合时间、包合温度进行考
察，3 个因素中，料物比对包合效果影响最大。
　　FTIR 结果表明，缬草挥发油在 1735 cm－ 1 处
出现伸缩振动峰，根据 GC-MS 结果推测该峰是
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由乙酸龙脑酯的 C ＝ O 产生，1680 cm－ 1 处出现
伸缩振动峰，推测由长叶松香芹酮产生，包合后
1735 cm－ 1 和 1680 cm－ 1 峰消失，表明成分被 HP-
β-CD 包合，与 GC-MS 结果相符。DSC 结果表明，
包合能大幅提高缬草挥发油的热稳定性，使其不
易挥发和发生化学反应。XRD 结果表明，缬草挥
发油被包合后以无定型形态存在于 HP-β-CD 空腔。
　　本文制备的包合物中挥发性成分与缬草挥发油
中成分有较大差异，乙酸龙脑酯的含量发生显著变
化，一方面是由于乙酸龙脑酯含量较高，能更好地
与 HP-β-CD 进行结合，另一方面是因为 HP-β-CD
上的羟丙基破坏了β-CD 分子内氢键，使其空腔结
构发生了变化。Yuan 等 [25] 发现桉树精油中的醇和
醛等分子更容易被 HP-β-CD 包合，可能是这些成分
的空间大小适合 HP-β-CD 空腔，或者它们轻微极
性使其更容易溶解于水，使 HP-β-CD 对其有更高
的选择性。Manaprasersak 等 [26] 对姜科植物 Zingiber 
cassumunar Roxb. 的挥发油进行包合时发现 HP-β-
CD 对（E）-1-（3，4-dimethoxyphenyl）butadiene
（DMPBD）具有较高的选择性，是因为羟丙基取
代基链长较长，羟基之间的氢键减少，使 HP-β-
CD 的空腔边缘比β-CD 的空腔边缘大，因此较大的
DMPBD 分子可以进入 HP-β-CD 的空腔。本研究发
现乙酸龙脑酯能与 HP-β-CD 形成 6 个分子间氢键，
使 HP-β-CD 对乙酸龙脑酯的分子识别能力更强，同
时乙酸龙脑酯微溶于水，使其与 HP-β-CD 分子结合
的概率更大。乙酸龙脑酯是一种双环莰烷型单萜化
合物，是许多针叶树油和中药的主要挥发性成分，
HP-β-CD 选择性包合可排除挥发油中大部分成分对
其干扰，更好地考察乙酸龙脑酯的药理活性。
　　综上，采用 HP-β-CD 以料物比 14∶1、包合温
度 50℃、包合时间 90 min 对宽叶缬草挥发油进行包
合，能得到乙酸龙脑酯的选择性包合物，该工艺制
得的包合物可以更好地发挥乙酸龙脑酯的药效作用，
同时也为挥发油中成分的分离纯化提供一定思路。
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基于网络药理学和实验验证探究棉酚抗宫颈癌的作用机制

热依沙·艾赛提，李金艳，马悦，马英兰，蒋磊，李敏*（新疆医科大学 药学院，乌鲁木齐　830011）

摘要：目的　采用网络药理学、分子对接技术及体外实验验证棉酚对人宫颈癌细胞（Hela）的

治疗效果，探究中药棉酚抗宫颈癌的潜在作用机制。方法　首先借助数据库和在线平台筛选棉

酚潜在作用靶点和宫颈癌相关靶点；利用 STRING 数据库和 Cytoscape 软件对棉酚和宫颈癌的

共同靶点进行蛋白 - 蛋白相互作用网络构建和拓扑学分析；运用 DAVID 数据库对靶点进行 GO
注释和 KEGG 通路富集分析；对棉酚和 PI3K-AKT 信号通路、Wnt/β-catenin 信号通路等通路

相关靶点进行分子对接。通过 CCK-8 法检测不同浓度棉酚对 Hela 的抑制率并计算 IC50 值；通

过 IC50 值确定分组，利用 Western blot 进行机制验证。结果　网络药理学结果共筛选出棉酚潜

在作用靶点 359 个，药物 - 疾病共同靶点 128 个，蛋白 - 蛋白相互作用网络筛选出 24 个关键

靶点，富集分析得到 666 个 GO 功能富集条目和 150 个 KEGG 通路富集条目；分子对接结果

显示棉酚与 AKT1、CTNNB1、EGFR、CASP3 等有较好的结合能力；体外实验结果表明，棉

酚可下调 AKT1、CTNNB1 的蛋白表达量（P ＜ 0.05）。结论　利用网络药理学、分子对接和

实验验证，初步阐明棉酚可能通过调控 PI3K-AKT 信号通路、Wnt/β-catenin 信号通路促进宫颈

癌细胞的凋亡，达到抗宫颈癌的作用，为其药效物质基础和作用机制研究提供了理论基础。

关键词：棉酚；宫颈癌；网络药理学；分子对接；PI3K-AKT 信号通路；Wnt/β-catenin 信号通路
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Mechanism of gossypol against cervical cancer based on network 
pharmacology and experimental verification

Rayisa Asat, LI Jin-yan, MA Yue, MA Ying-lan, JIANG Lei, LI Min* (College of Pharmacy, Xinjiang 
Medical University, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To determine the potential mechanism of gossypol against cervical cancer based 
on network pharmacology and molecular docking, and to verify the therapeutic effect of gossypol on 
human cervical cancer cells (Hela) by in vitro cell experiments. Methods  Firstly, the potential targets of 
gossypol and cervical cancer related targets were screened in databases and online platforms. The common 
target of gossypol and cervical cancer were determined by STRING database. The protein interaction 
network was established and topological analysis conducted by Cytoscape. DAVID database was used to 
perform GO annotation and KEGG pathway enrichment of the targets. Molecular docking of gossypol 
and PI3K-AKT signaling pathway, Wnt/β-catenin signaling pathway and other pathway-related targets 
were performed. The inhibition rate of gossypol at different concentrations on Hela cells was detected 
by cell counting kit-8 (CCK-8) assay and the IC50 value was calculated. IC50 value was used to determine 
the grouping, and Western blot was used to verify the mechanism. Results  Totally 359 potential targets 
of gossypol were identified by network pharmacology, and 128 common targets of drug-disease; 24 key 
targets were identified by protein-protein network interaction, and 666 enrichment items of GO function 
and 150 enrichment items of KEGG pathway were obtained via enrichment. Molecular docking showed 
that gossypol had good binding ability with AKT1, CTNNB1, EGFR, and CASP3, etc. In vitro experiment 
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　　宫颈癌（cervical cancer）是一种严重影响女性
身体健康的恶性肿瘤，其发病率近几年来呈上升趋
势 [1]。据报道，每年约有 51 万宫颈癌新发病例，中
国每年新增病例高达 10 万例，且其死亡率持续上
升 [2]。临床研究发现，宫颈癌患者发病年龄日趋年
轻化，其中 35 岁以下的癌前病变人数占总数的近
50%[3]，近几年来发病率仍然在持续升高。宫颈癌的
常规治疗措施为手术治疗及放化疗，但存在毒副作
用大、易复发及易产生耐药等难题 [4]。目前宫颈癌
疾病的确切机制尚不清楚，因此探究宫颈癌可能的
发病机制对于宫颈癌的临床治疗具有重要意义。
　　中药棉籽是锦葵科棉属植物草棉、树棉及陆地
棉的种子，在新疆广泛分布，具有补肝肾、强腰膝、
暖胃止痛、止血、催乳等功效 [5]。棉酚（gossypol）
是一种黄色多元酚类化合物，是棉籽的主要活性成
分 [6]。棉酚具有包括抗病毒、抗氧化、抗菌、抗疟
疾和抗肿瘤在内的多种生物活性 [5]。课题组前期研
究发现，棉酚对宫颈癌 Hela 细胞具有一定的抑制作
用。本研究借助生物分子网络系统整合的大量数据
及生物信息，利用网络药理学方法，预测棉酚抗宫
颈癌的潜在作用机制，通过分子对接技术和体外细
胞实验进一步探究棉酚基于 PI3K-AKT 信号通路、
Wnt/β-catenin 信号通路等通路抗宫颈癌的作用机制，
为棉酚后续的实验研究和临床应用提供参考。
1　材料
1.1　细胞株 
　　人宫颈癌 Hela 细胞由新疆医科大学协同实验
中心提供。
1.2　试药
　　棉酚（成都仪睿生物科技有限公司，批号：
YRM082-221201）；细胞增殖与活性检测（CCK-
8）试剂盒（北京希诺因子科技有限公司，批号：
2250L23-10-01）；DMEM 高糖完全培养基 [ 含 10%
胎牛血清（FBS）]（武汉普诺赛生命科技有限公
司，批号：PM150210B）；0.25% 胰蛋白酶、三色
预染蛋白 Marker（赛默飞世尔科技有限公司）；磷
酸盐（PBS）缓冲液（杭州思拓凡生物科技有限公
司，批号：AH29827278）；高效 RIPA 细胞裂解

液、PMSF 蛋白酶抑制剂、BCA 蛋白浓度测定试
剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；磷酸酶抑制
剂 Cocktail（上海奥默生物技术有限公司，批号：
M7528）；5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（武汉赛
维尔生物科技有限公司，批号：CR2312070）；7.5% 
SDS-PAGE 一步法凝胶快速制备试剂盒（北京博泰
斯生物技术有限公司，批号：WB2101）；ECL 化
学发光液（超敏型）（和元李记上海生物技术有限公
司，批号：LFI23098）；β-actin 抗体、山羊抗兔（江
苏亲科生物研究中心有限公司，批号：AF7018、
S0001）；AKT1 抗体、β-catenin 抗体（赛信通上海
生物试剂有限公司，批号：2938、8480）。
1.3　仪器
　　QP-60 Ⅱ型 CO2 细胞培养箱（山东博科生
物产业有限公司）；FC 型全自动酶标仪（美国
ThermoFisher 科技公司）；L-RSK 型摇床（北京兰
杰柯科技有限公司）；TD-4M 型离心机（山东博科
生物产业有限公司）；FX-M 型涡旋仪（北京索莱
宝科技有限公司）；PowerPac 型电泳仪（美国 Bio-
Rad 公司）；FUSION FX6 型化学发光凝胶成像系
统（VILBER BIO IMAGING 公司）。
2　方法与结果
2.1　网络药理学中棉酚和宫颈癌的潜在作用靶点
2.1.1　棉酚活性成分靶点获取及靶点网络图的构建
　利用 PubChem 数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov/）获取棉酚的 Canonical SMILES 字符串和
sdf* 格式文件，利用 Swiss Target Prediction（http：//
www.SwissTargetprediction.ch/）、PharmMapper
（http：//www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/check.html/）
数据库预测棉酚的潜在作用靶点，并通过 Cytoscape 
3.9.0 软件，构建“药物 - 靶点”网络图。筛选结果
合并去重后，共获得 359 个棉酚潜在作用靶点。将
棉酚及其潜在作用靶点导入 Cytoscape 3.9.0 软件中，
构建“棉酚 - 作用靶点”网络图，见图 1。其中，绿
色矩形节点代表棉酚，黄色矩形节点代表棉酚潜在
作用靶点，每条边代表棉酚与作用靶点之间的相互
作用关系。对靶点网络图进行网络拓扑学分析，共
涉及 128 个节点，2126 条边。

showed that gossypol down-regulated the protein expression levels of AKT1 and CTNNB1 (P ＜ 0.05). 
Conclusion  Network pharmacology, molecular docking and experimental verification help elucidate 
that gossypol may effectively promote the apoptosis of cervical cancer cells and achieve the anti-cervical 
cancer effect by regulating the PI3K-AKT signaling pathway and Wnt/β-catenin signaling pathway, which 
provides a theoretical basis for the study of drug effect material basis and mechanism. 
Key words: gossypol; cervical cancer; network pharmacology; molecular docking; PI3K-AKT 
signaling pathway; Wnt/β-catenin signaling pathway
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图 1　棉酚 - 作用靶点网络

Fig 1　Gossypol-target network

2.1.2　宫颈癌相关靶点及药物 - 疾病共同靶点的
获取　利用疾病数据库 GeneCards（https：//www.
genecards.org/）、OMIM（https：//omim.org/）、Dis-
GeNET（https：//www.disgenet.org/）、CTD（http：//
ctdbase.org/） 和 Drugbank（https：//go.drugbank./）
数据库，以“cervical cancer”为检索词条，对宫颈
癌的靶点进行检索收集，获取宫颈癌相关作用靶
点。将“2.1.1”项下获得的棉酚靶点与宫颈癌疾病
靶点导入 Venny 2.1 在线工具绘制 Venn 图，获得棉
酚 - 宫颈癌交集靶点。汇总 5 个数据库靶点结果，
去除重复基因，得到宫颈癌相关靶点 1821 个。将
宫颈癌与棉酚的靶点输入 Venny 2.1.0 软件绘制韦恩
图，取其交集后获得棉酚 - 宫颈癌交集靶点 128 个。
2.1.3　蛋白 - 蛋白相互作用（PPI）网络构建及可
视化　将棉酚 - 宫颈癌交集靶点导入 STRING 数据
库（https：//cn.string-db.org/）进行分析，设置置信
度≥ 0.40，隐藏网络中断开的节点，结果保存为 *tsv
格式文件，并将其导入 Cytoscape 3.9.0 软件中，利
用“Network Analyzer”功能对结果进行网络拓扑学分
析，构建 PPI 图，见图２。利用 Cytoscape 3.9.0 软件
中的插件 CytoNCA 对棉酚进行关键靶点的筛选。通
过 STRING 数据库对棉酚 - 宫颈癌交集靶点进行 PPI
分析，隐藏网络中断开的节点，共涉及 128 个节点和
2126 条边。PPI 网络图见图 3，其中度值（degree）越
大，节点颜色越深。拓扑学分析结果显示，度中心性
（DC）、中介中心性（BC）和紧密中心性（CC）的平
均值分别是 27、34.141、0.548，大于等于三者均值
的靶点共有 56 个，在这 56 个靶点参数的基础上再次
取中位数，DC、BC、CC 分别为 49.5、110.055、0.613，
大于等于三者均值的靶点共有 24 个，见图 4。
2.1.4　GO 生物功能和 KEGG 通路富集分析　基于
DAVID 6.8 数据库（https：//david.ncifcrf.gov/）对交
集靶点进行基因本体（GO）功能注释和京都基因

与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。利用
Omicshare（https：//www.omicshare.com/tools/） 在 线
作图工具和微生信（http：//www.bioinformatics.com.
cn/）在线平台对 GO 和 KEGG 通路富集结果进行可
视化分析。利用 DAVID 6.8 数据库对棉酚和宫颈癌
的交集靶点进行生物富集分析，得到具有统计学意
义（P ＜ 0.05）的 GO 功能富集条目为 666 条，其中
生物过程（BP）为 500 条，细胞组分（CC）为 60 条，
分子功能（MF）为 106 条。对 GO 富集条目按照 P
进行排序，P 越小表示富集程度越高，分别选取 BP、
CC 和 MF 中排名前 10 的条目绘制条形图，见图 5。
KEGG 通路富集结果显示，128 个交集靶点共涉及
150 条通路，利用 P 值排序绘制排名前 20 的 KEGG
通路气泡图，见图 5。其中 X 轴代表基因所占的比
例，Y 轴代表通路名称，气泡面积则代表通路富集基
因数，气泡颜色代表 P 的大小，气泡颜色越蓝表示
信号通路的显著性就越高。富集结果显示棉酚抗宫
颈癌治疗中起到主要作用的通路为 MAPK 信号通路、
PI3K-AKT 信号通路以及 HIF-1 信号通路等，这些通
路与棉酚抗宫颈癌的生物过程存在密切的关系。
2.1.5　“药物 - 靶点 - 疾病 - 通路”网络构建　将棉
酚、宫颈癌和前 20 条 KEGG 通路及其涉及的靶
点数据进行整合，导入至 Cytoscape 3.9.0 软件相
关靶点 - 药物 - 疾病网络图，见图 6。其中圆形为
交集靶点节点，菱形为前 20 条 KEGG 通路节点，
八边形为宫颈癌节点，箭头为棉酚节点。度值越
大，节点越大，表明节点在网络中更重要，揭示
了棉酚抗宫颈癌的多靶点、多途径的作用特点。
2.2　“药物 - 靶点”分子对接验证 
　　利用 PubChem 数据库和 Open Babel 软件获
取棉酚的 *mol2 格式文件，从 RCSB PDB 数据库
（http：//www.rcsb.org）中下载核心靶点的 3D 结构，
并运用 PyMol 软件对蛋白质进行去水、加氢等操
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作，将其结果保存为 *pdb 格式，再经过 AutoDock 
Tools 1.5.6 软件和 AutoDock Vina 1.1.2 软件对两者
进行分子对接，通过两者结合能来评价其结合活
性。分别选取各蛋白中与棉酚结合能最小的对接
模式，利用 PyMol 软件进行作图分析。通过文献
查阅并结合网络药理学 KEGG 通路分析结果，对
PI3K-AKT、MAPK 等信号通路上的蛋白 AKT1、
CTNNB1、ALB、EGFR、CASP3、TNF、ESR1、

图 2　棉酚 - 宫颈癌 128 个交集靶点

Fig 2　128 intersection targets of gossypol-cervical cancer

图 3　棉酚 - 宫颈癌 24 个核心靶点的 PPI 网络图

Fig 3　PPI network of 24 core targets of gossypol-cervical cancer

图 4　利用 BC、CC、DC 筛选棉酚 - 宫颈癌交集靶点的 24 个核心靶点

Fig 4　Twenty-four core targets of gossypol-cervical cancer intersection 
targets screened by BC，CC，and DC

图 5　棉酚与宫颈癌的 GO 功能富集分析及 KEGG 通路富集分析

Fig 5　GO functional enrichment analysis and KEGG pathway 
enrichment analysis for gossypol and cervical cancer
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在 37℃、5%CO2 细胞培养箱中对人宫颈癌 Hela
细胞培养。设空白对照组（DMEM 培养液）、干
预组（棉酚不同浓度给药）。
2.3.2　CCK-8 法检测细胞抑制率　取对数生长期的
Hela 细胞，以每孔 1×105 个细胞密度接种于 96 孔
板，按照实验分组方法干预，培养 48 h 后，弃去上
清液，按照 CCK-8 法加入含 10% CCK-8 的 DMEM
培养基，37℃孵育 30 min 后，使用酶标仪在 450 nm
下测定吸光度，计算细胞抑制率。结果见图 8，与
空白组比较，棉酚干预组对 Hela 细胞抑制率具有浓
度依赖性，随着棉酚浓度的升高，Hela 细胞抑制率
显著上升（P ＜ 0.0001），IC50 值为 14.35 μmol·L－ 1。
2.3.3　蛋白免疫印迹（Western blot）法检测相关蛋
白表达情况　按照实验分组方法对细胞进行干预，
用 RIPA 裂解液提取细胞蛋白样本，并按照 BCA
试剂盒方法进行含量测定，经过制备 SDS-PAGE
凝胶、上样、电泳、电转、5% 脱脂奶粉封闭 2 h 后，
一抗（AKT1、β-catenin）4℃孵育过夜，二抗室
温孵育 2 h 后，用 ECL 发光试剂盒显色，将凝胶
成像系统曝光的蛋白条带结果用 Image J 进行灰度

值分析，以β-actin 为内参。软件自动读取的指标
灰度值与内参灰度值的比值，即样本的相对含量，
表示蛋白质的相对表达水平。Western blot 结果见
图9，与空白组比较，中浓度组（14.35 μmol·L－1）、
高浓度组（28.71 μmol·L－ 1）的棉酚可以使 AKT1、
β-catenin 蛋白相对表达量显著降低（P ＜ 0.05）。
2.4　统计学分析 
　　采用 Prism 9 软件进行统计学数据分析，多
组间比较采用单因素方差分析，若方差齐采用

图 6　棉酚与宫颈癌的“药物 - 靶点 - 疾病 - 通路”网络图

Fig 6　“Drug-target-disease-pathway” network diagram for gossypol 
and cervical cancer 

SRC、HRAS、HSP90AA1 与棉酚进行分子对接，
见表 1。分子对接结合能均＜－ 20.92 kJ·mol－ 1，
表明棉酚与以上蛋白有一定的结合能力，利用
PyMol 软件对其结果进行可视化作图，见图 7。

表 1　棉酚与靶蛋白分子对接结合能 
Tab 1　Binding energy of gossypol and target protein molecules

蛋白 PDB ID 结合能 /（kJ·mol － 1）

AKT1 3CQW － 41.84
CTNNB1 1JDH － 38.49
ALB 1E7E － 47.28
EGFR 2ITX － 40.58
CASP3 3DEJ － 38.49
TNF 1A8M － 36.82
ESR1 2G5O － 51.46
SRC 2H8H － 49.37
HRAS 121P － 43.10
HSP90AA1 1BYQ － 41.84

2.3　棉酚抗宫颈癌体外实验验证
2.3.1　细胞培养及实验分组　使用 DMEM 高糖
完全培养基（含 10%FBS 和 1% 青链霉素双抗），

图 7　棉酚与靶蛋白分子对接可视化

Fig 7　Visualization of gossypol docking with target protein molecules

图 8　棉酚对 Hela 细胞抑制率

Fig 8　Inhibitory rate of gossypol on Hela cells
注：与空白组比较，****P ＜ 0.0001。
Note：Compared with the blank group，****P ＜ 0.0001.
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图 9　棉酚对 Hela 细胞中 AKT1、β-catenin 蛋白表达的影响

Fig 9　Effect of gossypol on AKT1 and β-catenin protein expression in Hela cells
注：与空白组比较，**P ＜ 0.005，***P ＜ 0.0005，****P ＜ 0.0001。
Note：Compared with the blank group，**P ＜ 0.005，***P ＜ 0.0005，****P ＜ 0.0001.

最小显著性差异法（LSD）；若方差不齐则使用
Tamhane’s 事后检验法分析。P ＜ 0.05 表示差异
有统计学意义。
3　讨论
　　宫颈癌是由高危型人乳头状瘤病毒（hrHPV）
持续感染引起，是全球范围内第二大常见的妇科恶
性肿瘤，也是导致全球女性癌症死亡的第四大原
因，严重威胁着女性的健康 [7]。临床研究发现，宫
颈癌患者的发病年龄日趋年轻化，近年来宫颈癌
的发病率和死亡率一直在持续上升 [8]。虽然通过
hrHPV 和巴氏涂片检测进行的定期监测显著降低了
全球宫颈癌发病率，然而宫颈癌在不同人群中的发
生和转化存在较大的不一致性 [9]。尽管人乳头状瘤
病毒疫苗（HPV 疫苗）的接种取得了较好的效果，
然而这种预防措施因其价格昂贵，并没有完全普及
并实施。因此，对于宫颈癌疾病的相关机制研究及
临床防治显得极为重要。棉酚是棉籽的主要活性成
分，是一种多酚双萘醛类化合物 [8]。棉酚是临床上
常用的妇科出血性疾病的治疗药物，近年来研究发
现棉酚还具有良好的抗肿瘤活性 [10]。但是，目前
棉酚及其衍生物抗宫颈癌作用的相关报道较少，且
多见于体外活性验证阶段，其抗肿瘤分子机制及靶
点尚不明确。
　　本研究通过 GO 富集分析，预测棉酚在抗宫
颈癌防治过程中与细胞凋亡、信号转导、细胞增
殖、免疫反应、炎症反应等过程有关，可涉及细
胞的细胞质、细胞核、线粒体等多个区域，其分
子功能主要集中于蛋白质结合、激酶活性、受体
结合等。炎症有助于生物体抵抗病原体，但持续
的炎症可能会带来不良反应。反复的组织修复和
组织损伤很容易导致 DNA 损伤 [11]。肿瘤的特征
是致癌或肿瘤抑制基因的表观遗传变化或突变，
以及正常细胞的转化，持续炎症很容易促进这两
个特征 [12]。肿瘤微环境（TME）由于其异质性，
免疫系统的细胞被招募，各种促肿瘤和抗肿瘤炎
症细胞相互竞争 [13]。这些细胞能够释放促炎细胞

因子、趋化因子和生长因子，DNA 损伤途径可以
通过随着时间的推移积累这些分子来激活。
　　通过 KEGG 富集分析预测棉酚抗宫颈癌可能
作用的通路，结合相关文献的报道，发现 PI3K-
AKT 信号通路和 Wnt/β-catenin 信号通路在棉酚抗
宫颈癌机制中发挥着至关重要的作用。PI3K/AKT
通路在调控各种细胞功能方面，肿瘤调控中起关
键作用 [14]。PI3K/AKT 信号通路在机体细胞中普
遍存在，是传导细胞内外信号的重要途径，其在
结肠癌、胃癌、乳腺癌等多种肿瘤疾病中异常激
活，目前已成为临床上肿瘤领域的研究重点之一。
其中，AKT1 是一种丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，对
细胞增殖、分化及存活等多种生物学过程起重要
的调节作用，能够参与调节肿瘤、炎症、糖尿病
等多种疾病的发生 [15]。有关研究表明，p-AKT1
表达的变化能影响非甾体抗炎剂（NS398），对
宫颈癌 Hela 细胞增殖的抑制作用，这表明 AKT1
与宫颈癌的发展有重要关系 [16]。相关研究表明，
Wnt/β-catenin 信号通路对肿瘤细胞的凋亡呈负性
调控作用 [17]。CTNNB1 也叫β-catenin 基因，是
调控 Wnt/β-catenin 通路关启的关键影响因子，在
肿瘤细胞 Wnt/β-catenin 信号传导通路被激活，发
挥抑制 GSK-3β 活性的作用。当 β-catenin 呈高表
达时，通路启动，从而影响 Wnt1、GSK-3β 等相
关特异基因的表达；反之，通路将自动关闭 [18]。
β-catenin 在卵巢癌中的表达与卵巢癌组织分化程
度、淋巴结转移相关 [19]。相关研究显示，宫颈
良性病变组织、宫颈癌组织 β-catenin mRNA 表
达依次上升，与妇科肿瘤分期、腹主动脉旁淋巴
结转移、盆腔淋巴结转移、分化程度相关，说明
β-catenin 影响宫颈癌病理特征 [20]。
　　分子对接结果显示，PPI 筛选出的 24 个核心
靶点中度值排名前 10 的靶点与棉酚小分子进行分
子对接，其结合能均＜－ 20.92 kJ·mol－ 1，表明
棉酚与 AKT1、CTNNB1、ALB、EGFR、CASP3、
TNF、ESR1、SRC、HRAS 和 HSP90AA1 结 合 活
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性良好，结合位点均有稳定的氢键，构象稳定，
且结合能越小表明对接越稳定，在棉酚抗宫颈癌
作用中更为重要。本文选用结合能较好的 AKT1
和 CTNNB1 进行体外细胞实验验证。
　　综上所述，本研究基于网络药理学方法，对棉
酚抗宫颈癌的作用靶点及通路进行研究，并进一
步利用分子对接技术和体外实验对 PI3K/AKT 信号
通路、Wnt/β-catenin 信号通路进行初步验证。体外
研究表明棉酚明显降低了 AKT1 和 CTNNB1 蛋白
的表达，可通过调控 PI3K/AKT 信号通路和 Wnt/
β-catenin 信号通路，能够有效抑制宫颈癌细胞的增
殖，从而达到抗宫颈癌的作用。此研究为后续棉酚
抗宫颈癌机制的深入研究提供了理论依据，并为后
续实验设计提供了新的思路和方向。
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豚鼠Ⅳ型过敏反应中血清 IL-2、IFN-γ、IgE及 IgM的 
时效变化研究
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510240）

摘要：目的　研究豚鼠Ⅳ型过敏反应过程中细胞因子和免疫球蛋白的变化规律，为临床合理

用药提供参考依据。方法　采用二硝基氯苯建立Ⅳ型过敏反应模型（豚鼠最大化过敏性试验），

激发后 1、5、24、48、72 h 不同时间点评价豚鼠背部皮肤红斑、水肿及其致敏率，并测定豚

鼠血清中白细胞介素 -2（IL-2）、干扰素 -γ（IFN-γ）、免疫球蛋白 E（IgE）和免疫球蛋白 M
（IgM）的含量。结果　激发后不同时间点，实验组动物背部皮肤均可见红斑、水肿，评分在

5 ～ 24 h 达峰值；致敏率在 1 ～ 48 h 达 100%。激发后实验组与对照组相比，IL-2、IgE、IgM
含量在各时间点升高，但达峰时间并不一致；而 IFN-γ 含量逐渐降低或显著降低。结论　Ⅳ型

过敏反应过程涉及多种免疫途径的相互作用，IL-2、IgE、IgM 与 IFN-γ 的含量随时间变化而呈

现不同的规律。

关键词：Ⅳ型过敏反应；豚鼠最大化过敏性试验；豚鼠；细胞因子；免疫球蛋白
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Temporal changes in serum IL-2, IFN-γ , IgE and IgM in type Ⅳ allergic 
reactions in Guinea pigs

BAO Ying-xia1, ZOU Guo-fa2, LIU Yong-jun2, GUO Qiu-ping2, QIN Fei1* (1. Guangzhou 
Baiyunshan Pharmaceutical Holding Co., Ltd., Baiyunshan Pharmaceutical General Factory/
Guangdong Key Laboratory of Critical Technology for Chemical Pharmaceutical Raw Materials and 
Formulations, Guangzhou  510515; 2. Drug Non-clinical Evaluation Center of Guangzhou Institute of 
Pharmaceutical Industry, Guangzhou General Pharmaceutical, Guangzhou  510240)

Abstract: Objective  To determine the changing patterns of cytokines and immunoglobulins during 
the process of type Ⅳ allergic reactions in guinea pigs, to provide a reference for the rational use of 
drugs. Methods  A type Ⅳ allergic reaction model (Guinea pig maximization test) was established by 
dinitrochlorobenzene. Time-effect relation of the erythema, edema and sensitization rate, interleukin-2 (IL-
2), stimulation-γ (IFN-γ), immunoglobulin E (IgE) and immunoglobulin M (IgM) was tested respectively 
at 1, 5, 24, 48 and 72 h. Results  After the activation at various time points, redness and edema on the 
backs of the trial group were observed, with scores peaking between 5 to 24 h; the allergy rate reached 
100% between 1 to 48 h. Compared with the control group, the levels of IL-2, IgE, and IgM increased or 
significantly increased at various time points, but did not peak at the same time; while the levels of IFN-γ 
gradually decreased or significantly decreased in the experiment group. Conclusion  The process of type 
Ⅳ allergic reaction involves the interaction of multiple immune pathways, and the contents of IL-2, IgE, 
IgM, and IFN-γ vary with time. 
Key words: type Ⅳ allergic reaction; Guinea pig maximization test; Guinea pig; cytokine; immunoglobulin
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　　过敏反应根据所产生的抗体类型、临床症状、
组织损伤机制、补体是否参加等分为 4 型，即Ⅰ型
（IgE 抗体介导型）、Ⅱ型（细胞毒型）、Ⅲ型（免疫
复合物型）、Ⅳ型（迟发型）。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型均由抗
体介导，是速发型过敏反应，通常发生在24 h 内 [1]。
Ⅳ型过敏反应又称迟发型变态反应，主要由 T 淋巴
细胞介导，通常在给药后 24 ～ 48 h 内发生 [2]。Ⅳ
型过敏反应是一种重要的公共卫生问题，以组织细
胞损伤和炎症为主要特征，皮肤是最常受影响的器
官 [3]。T 淋巴细胞合成和分泌的细胞因子在Ⅳ型过
敏反应的发生发展中起重要作用，但有关细胞因子
在此过程中随时间变化规律的研究较少。
　　Ⅳ型过敏反应的研究方法包括豚鼠最大化试
验（Guinea pig maximization test，GPMT）和豚鼠
封闭斑贴试验（Buehler test，BT）等 [4]。本研究
采用豚鼠最大化试验建立Ⅳ型过敏反应，激发后
1、5、24、48 和 72 h 对豚鼠背部红斑、水肿进行
评分，并测定豚鼠血清中白细胞介素 -2（IL-2）、
干扰素 -γ（IFN-γ）、免疫球蛋白 E（IgE）和免疫
球蛋白 M（IgM）的含量，动态观察其含量变化，
旨在探讨上述细胞因子和免疫球蛋白在Ⅳ型过敏
反应发生发展中的作用及其变化规律，为临床合
理用药提供参考依据。
1　材料

1.1　动物

　　SPF 级 Hartley 豚鼠，雌雄各半，体重 240 ～ 

320 g[ 广东维通利华实验动物技术有限公司，生产
许可证号：SCXK（粤）2022-0063，动物合格证号：
No.44829700001260]。动物实验经广州医药研究总
院有限公司药物非临床评价研究中心动物管理与使
用伦理委员会批准，批件号：IA-SE2022003-03A。
1.2　仪器

　　SW-CJ-2FD 净化工作台（苏州净化设备有限公
司），BSG-6EX 生物安全柜（珠海市造鑫企业有限公
司）；SIGMA3-18K 高速冷冻离心机（德国 Sigma 公
司），BP3100S 电子天平（赛多利斯），Synergy Lx 酶
标仪（美国 BioTek 公司）。
1.3　试药

　　1- 氯 -2，4- 二 硝 基 苯（批 号：P-DCJRHAA，
深圳大力水手生物科技有限公司），丙酮（批号：
2021110105，广州化学试剂厂），医用凡士林（批号：
2021825，天津市致远化学试剂有限公司），橄榄油
（批号：L-22112052，Aceites Abril S.L.R.S.I.16.02939/
OR），完全氟氏佐剂（批号：SLCF9648，Sigma 公
司），戊巴比妥钠（批号：170108，德国默克公司）；

IL-2（批号：202208）、IFN-γ（批号：202208）、IgM（批
号：202208）、IgE（批号：202208）（北京东歌博业生
物科技有限公司）。
2　方法

2.1　1- 氯 -2，4- 二硝基苯溶液的配制

2.1.1　首次致敏用　称取 0.005 g 1- 氯 -2，4- 二
硝基苯，加入 0.5 mL 丙酮充分溶解，再加入橄榄
油至 5.0 mL，配制得 0.1%1- 氯 -2，4- 二硝基苯
橄榄油溶液。
2.1.2　再次致敏用　称取凡士林 7 g，将已称量
好的 0.035 g 1- 氯 -2，4- 二硝基苯加入 0.5 mL 丙
酮中充分溶解，再倒入凡士林中，搅拌均匀，制
得 0.5%1- 氯 -2，4- 二硝基苯凡士林软膏。
2.1.3　激发用　称取凡士林 7 g，将已称量好的
0.007 g 1- 氯 -2，4- 二硝基苯加入 0.5 mL 丙酮中
充分溶解，再倒入凡士林中，搅拌均匀，制得
0.1%1- 氯 -2，4- 二硝基苯凡士林软膏。
2.2　动物分组和模型制备 
2.2.1　动物分组　选用 24 只检疫合格的 Hartley
豚鼠，按体重和性别均衡随机分为对照组（0.9%
氯化钠注射液）和实验组（1- 氯 -2，4- 二硝基苯
溶液），每组 12 只。
2.2.2　模型制备　参照《药物刺激性、过敏性和
溶血性研究技术指导原则（2014）》[5]。
　　首次致敏：致敏前一日对两组每只豚鼠背部
进行脱毛处理，采用皮内注射给药，每只豚鼠背
部脱毛，从头部向尾部选择 3 排 6 个点，分别为
A、B 点为一排，C、D 点为一排，E、F 点为一排，
每排两点间距 1.5 cm，各排间距 2 cm。对照组 A、
B 点注射 0.1 mL 完全弗氏佐剂原液，C、D 点注射
0.1 mL 0.9% 氯化钠注射液，E、F 点注射 0.1 mL
完全弗氏佐剂原液与 0.9% 氯化钠注射液的等量混
合溶液。实验组 A、B 点注射 0.1 mL 完全氟氏佐
剂原液，C、D 点注射 0.1 mL 0.1% 1- 氯 -2，4- 二
硝基苯橄榄油溶液，E、F 点注射 0.1 mL 完全弗氏
佐剂原液与 0.1% 1- 氯 -2，4- 二硝基苯橄榄油溶液
的等量混合溶液。
　　再次致敏：首次致敏后的第 6 日注射部位再
次涂皮给药致敏，即对照组和实验组动物的注
射部位皮肤分别与 0.9% 氯化钠注射液或 0.5% 1-
氯 -2，4- 二硝基苯凡士林软膏接触 24 h，对照组
为 0.5 mL/ 只，实验组动物为 0.5 g/ 只。
　　激发：首次致敏后的第 20 日涂皮给药激发，
即对照组和实验组动物的未处理过的皮肤分别与
0.9% 氯化钠注射液或 0.1% 1- 氯 -2，4- 二硝基苯
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凡士林软膏接触 24 h，对照组为 0.5 mL/ 只，实验
组动物为 0.5 g/ 只。激发后按表 1 的评分标准进行
评分，再按表 2 判断其致敏强度，计算致敏率 [6]，
致敏率（%）＝ [（红斑例数＋水肿例数）/ 受试动
物总数 ]×100%[7]。

表 1　皮肤过敏反应评分标准 
Tab 1　Scoring criteria for skin allergic reactions 

皮肤反应强度 分值 皮肤反应强度 分值

红斑 水肿

无红斑 0 无水肿 0

轻微可见红斑 1 轻度水肿 1

中度红斑 2 中度水肿 2

严重红斑 3 严重水肿 3

水肿性红斑 4

注：平均分值＝（红斑形成总分＋水肿形成总分）/ 合计动物数。

Note：Average score ＝（total score of erythema formation ＋

total score of edema formation）/ total number of animals.

表 2　皮肤过敏性评价标准 
Tab 2　Evaluation standard of skin allergic reactions

致敏率 /% 分级 过敏反应强度

0 ～ 8 Ⅰ 弱致敏

  9 ～ 28 Ⅱ 轻度致敏

29 ～ 64 Ⅲ 中度致敏

65 ～ 80 Ⅳ 强致敏

  81 ～ 100 Ⅴ 极强致敏

2.3　豚鼠血清中相关因子测定

　　激发后 1、5、24、48、72 h 对各组豚鼠进行
采血。各时间点的各例动物采血至少 0.8 mL，不抗
凝，室温静置 30 min 后，以 2000 g 相对离心力在
20℃离心 10 min，血清悬液分批保存于约－ 20℃
冰箱中。各组随机选取 6 例动物血清采用 ELISA
法测定 IL-2、IFN-γ、IgE、IgM 的含量。
2.4　统计方法

　　采用 SPSS 21.0 软件进行统计分析，实验数
据以均数±标准差表示。IL-2、IFN-γ、IgE、IgM
含量采用两组独立样本 t 检验进行分析，豚鼠背部
皮肤评分变化采用秩和检验（Mann-Whitney U 检
验），P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　激发后豚鼠皮肤评分情况 
　　豚鼠激发后 72 h 内，对照组动物背部皮肤均
未见红斑、水肿。随着时间变化，实验组动物背
部皮肤评分逐渐升高，在5～24 h 评分达到最高，
随后逐渐降低；致敏率在 1 ～ 48 h 为 100%，在
72 h 降至 92%。具体结果见表 3 ～ 4。
3.2　激发后豚鼠血清中 IL-2、IFN-γ、IgE、IgM
的含量变化 
　　豚鼠激发后，随着时间变化实验组血清

表 3　豚鼠背部皮肤评分变化 (n ＝ 12) 
Tab 3　Changes of skin score in the dorsal skin of Guinea pig (n ＝ 12)

组别
激发时间

1 h 5 h 24 h 48 h 72 h

对照组 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

实验组 2.58±0.67** 2.75±0.62** 2.75±0.45** 2.17±0.94** 1.25±0.75**

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

表 4　豚鼠背部皮肤过敏性变化 (n ＝ 12) 
Tab 4　Allergic changes in the dorsal skin of Guinea pig (n ＝ 12)

组别 过敏指标
激发时间

1 h 5 h 24 h 48 h 72 h
对照组 过敏反应例数 0 0 0 0 0

致敏率 /% 0 0 0 0 0
分级 Ⅰ Ⅰ Ⅰ Ⅰ Ⅰ

实验组 过敏反应例数 12 12 12 12 11
致敏率 /% 100 100 100 100 92
分级 Ⅴ Ⅴ Ⅴ Ⅴ Ⅴ

（P ＜ 0.05）；随着时间变化实验组血清 IgE 含量
逐渐升高，且在 24 h 含量达到最高，在 1 ～ 48 h
时间点与对照组比较差异有统计学意义；随着时
间变化实验组血清 IgM 含量逐渐升高，且在 72 h
含量达到最高，在 5 ～ 72 h 时间点与对照组比较
差异有统计学意义，详见表 5。
4　讨论

　　在Ⅳ型过敏反应中，T 淋巴细胞通过释放细胞
因子触发炎症反应，进而导致组织损伤 [8]。T 淋巴
细胞主要分为细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL）、辅助
性 T 淋巴细胞（Th）和调节性 T 淋巴细胞（Treg）
等亚群 [9]，其中 Th 细胞主要表面标志为 CD4，
CTL 细胞主要表面标志为 CD8[10]。CD4＋ T 细胞主
要分化为 Th1 和 Th2 两种亚型 [11-12]。正常机体内

IL-2 含量逐渐升高，且在 5 h 含量达到最高，在
1 ～ 72 h 时间点与对照组比较差异有统计学意
义（P ＜ 0.05）；随着时间变化实验组血清 IFN-γ
含量逐渐降低，且在 5 h 含量达到最低，在
1 ～ 48 h 时间点与对照组比较差异有统计学意义
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Th1/Th2 比例保持动态平衡，两者既互相拮抗又互
相调节 [13-14]。Th1 细胞主要分泌 IFN-γ、IL-2 等细
胞因子，通过激活 CD8＋ T 细胞和巨噬细胞介导
细胞免疫；而 Th2 细胞主要分泌 IL-4、IL-5 等细
胞因子，刺激肥大细胞、嗜酸性粒细胞和 B 细胞，
介导体液免疫 [15-16]。
　　Ⅳ型过敏反应已被证实是一种 Th1 驱动的免
疫反应 [17]。Th1 细胞分泌的 IFN-γ 可显著提高抗原
呈递的效率，从而在Ⅳ型过敏反应的诱发过程中
发挥关键的放大作用 [18]。IFN-γ 还能增强 NK 细胞
的细胞溶解活性 [19]；抑制 Th2 细胞的增殖，调节
Th1/Th2 平衡，保持免疫系统的稳态 [20-21]。IL-2 也
在Ⅳ型过敏反应中发挥重要作用，通过促进 Th1
细胞的增殖和分化来增强细胞免疫反应 [22]，促进
B 细胞的分化使 IgM、IgG 和 IgA 的分泌量增加 [23]。
IL-2 还可促进 IL-2 受体的表达，而可溶性 IL-2 受
体的表达水平与Ⅳ型过敏反应的严重程度具有明显
的相关性。IgE 是Ⅰ型过敏反应中产生的主要抗体，
而在Ⅳ型过敏反应进程中，Th2 相关细胞因子介导
B 细胞活化使 IgE 水平显著增加 [24]。IgM 是Ⅱ型和
Ⅲ型过敏反应中产生的主要抗体 [25]，也是 B 细胞
响应感染或免疫刺激后最早产生的抗体 [26]。
　　豚鼠最大化试验是《药物刺激性、过敏性和
溶血性研究技术指导原则》推荐用于评估Ⅳ型过
敏反应的有效方法，通过皮内注射诱导和斑贴激
发的方式，在规定时间内观察豚鼠激发部位皮肤
反应，以评价试验样品使豚鼠产生皮肤致敏反应
的潜能。本研究采用 1- 氯 -2，4- 二硝基氯苯建
立Ⅳ型过敏反应，通过检测豚鼠激发后 1 ～ 72 h
的血清，发现实验组 IL-2、IgE、IgM 的含量较
对照组显著升高，达峰时间分别为 5、24、72 h；
IFN-γ 的含量较对照组显著降低，与研究报道一

致 [27-30]，谷值时间为 5 h；而豚鼠在激发 5 h 时皮
肤过敏反应评分达峰值，持续至 24 h 后逐渐降
低。该研究结果提示 IL-2 和 IFN-γ 位于Ⅳ型过敏
反应的起始环节，其动态变化能够及时反映过敏
反应的严重程度；而 IgE 和 IgM 则参与了Ⅳ型过
敏反应发展的后期进程，反映了过敏反应的免疫
调节和持续性。IgE 可以诱导肥大细胞释放炎症
介质，从而加强炎症反应 [31]。IgM 可能在Ⅳ型过
敏反应中通过与补体系统的相互作用或促进吞噬
细胞的吞噬作用来参与炎症反应。
　　综上所述，化学物质触发的Ⅳ型过敏反应可
能不仅仅是由单一类型的免疫反应引起的，而是
多种免疫途径共同作用的结果。这些化学物质可
能同时激活 Th1 和 Th2 细胞，导致促炎和抗炎细
胞因子的复杂网络失衡，甚至进一步激活 Treg 细
胞和其他免疫细胞，影响 B 细胞的功能和抗体的
产生。因此，探讨Ⅳ型过敏反应进程中复杂的免
疫相互作用对于开发有效的治疗方法和预防策略
具有重要意义。
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龙眼核标准汤剂抗氧化谱效关系研究

蒋佳丽1，2，3，王艺洁1，2，3，谢谭芳1，3*，王志萍1，2，3*（1.广西中医药大学药学院，南宁　530200；2.农作物废

弃物功能成分研究协同创新中心，南宁　530200；3.广西高校中药制剂共性技术研发重点实验室，南宁　530200）

摘要：目的　建立龙眼核标准汤剂高效液相色谱（HPLC）指纹图谱方法，探讨龙眼核标准汤剂
抗氧化作用及其与化学成分之间的谱效关系。方法　采用 HPLC 法建立 17 批不同产地龙眼核
标准汤剂指纹图谱，运用相似度分析、聚类分析、主成分分析评价其质量，以铁离子还原能力
（FRAP）法测定其总抗氧化能力并通过灰色关联度分析、双变量相关性分析探究发挥抗氧化活
性的关键物质。结果　17 批龙眼核标准汤剂相似度均＞ 0.9，共标定 15 个共有峰，指认出 5 个
化合物，聚类分析将其聚为两类，主成分分析共提取 3 个主成分。17 批龙眼核标准汤剂均表现
出一定的抗氧化能力，总抗氧化能力范围为 0.69 ～ 1.54 mmol·g－ 1；灰色关联度分析结果表明
除 F1 外，其余共有峰对抗氧化活性均具有一定贡献（关联度值＞ 0.6）；双变量相关性分析结
果表明，F2、F3、F5 ～ F12、F14 与抗氧化活性成显著正相关。结论　建立的龙眼核标准汤剂
HPLC 指纹图谱方法稳定、可靠，17 批龙眼核标准汤剂抗氧化活性良好，其发挥抗氧化活性是
多组分协同作用的结果。
关键词：龙眼核标准汤剂；指纹图谱；抗氧化活性；谱效关系
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Antioxidant spectrum and effect of longan seed standard decoction

JIANG Jia-li1, 2, 3, WANG Yi-jie1, 2, 3, XIE Tan-fang1, 3*, WANG Zhi-ping1, 2, 3* (1. College of Pharmacy, 
Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning  530200; 2. Collaborative Innovation Research 
Center for Functional Ingredients from Agricultural Residues (Guangxi University of Chinese Medicine), 
Nanning  530200; 3. Key Laboratory of Generic Technology Research and Development of Traditional 
Chinese Medicine Preparationsin Colleges and Universities in Guangxi, Nanning  530200)

Abstract: Objective  To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) fingerprint of 
longan seed standard decoction, and determine the antioxidant effect of longan seed standard decoction 
and its spectrum effect relationship in chemical components. Methods  The fingerprints of 17 batches 
of longan seed standard decoction from different origins were established by HPLC. Similarity analysis, 
cluster analysis, and principal component analysis were used to evaluate its quality, the ferric ion reducing 
antioxidant power method was used to determine its total antioxidant capacity. The key substances with 
antioxidant activity were measured by grey correlation analysis and bivariate correlation analysis. Results  
The similarity of 17 batches of longan seed standard decoction was over 0.9. Totally 15 common peaks 
were calibrated, 5 compounds identified, and clustered into two classes. Three principal components were 
extracted. The 17 batches of longan seed standard decoction all showed certain antioxidant capacity, with 
the total antioxidant capacity ranging 0.69 ～ 1.54 mmol·g－ 1. The grey correlation analysis showed that 
except for F1, the other common peaks all contributed to the antioxidant activity (correlation value＞0.6), 
and the bivariate correlation analysis showed that F2, F3, F5 ～ F12 and F14 were positively correlated 
with the antioxidant activity. Conclusion  The HPLC fingerprint of longan seed standard decoction is 
stable and reliable. All the 17 batches of longan seed standard decoction have good antioxidant activity, 
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　　龙眼为无患子科 Sapindaceae 植物龙眼树的果
实，主要分布于我国西南部至东南部，以福建最
盛，广东次之，云南及广西南部亦有栽培 [1]。龙眼
的假种皮龙眼肉补益心脾，养血安神，主要用于气
血不足、心悸怔忡、健忘失眠、血虚萎黄 [2]，而种
子龙眼核则被当成农作物废弃物而丢弃 [3]。《本草
再新》中记载其可治瘰疬；《岭南采药录》中记录其
外敷可用于治疗疮癣。现代研究表明，龙眼核富含
黄酮 [4]、多酚 [5]、多糖 [6] 以及淀粉、蛋白质和氨基
酸等成分 [7]，具有抗氧化 [4-5]、抗炎 [8]、降糖 [9] 等
药理活性。龙眼核多酚能够减轻急性肺损伤小鼠的
氧化应激反应，起到保护肺组织的作用 [10]；龙眼
核对 Fe3 ＋也表现出一定的还原能力 [11]。
　　中药指纹图谱技术是一种基于中药化学成分
系统研究、全面反映药物化学信息的技术 [12]，通
过描绘出特定化学成分的峰值分布情况来宏观表
征中药化学信息 [13]，但这些化学信息与中药药效
之间的联系如何无从体现，而中药谱效关系学可
有效解决这一问题，它以中药指纹图谱为研究基
础，通过一定的分析方法将中药化学信息与中药
药效信息结合，进而筛选出与药效关系密切的化
学成分 [14-15]。课题组前期对龙眼核药材的指纹图
谱和相关化学成分进行了研究 [16]，现将其制成标
准汤剂并建立标准汤剂的指纹图谱，以铁离子还
原能力（FRAP）法测定龙眼核标准汤剂的总抗氧
化能力（T-AOC），研究其指纹图谱中各共有峰与
抗氧化活性之间的关系，以期为龙眼核标准汤剂
的质量评价和抗氧化药效物质基础研究提供依据。
1　材料
1.1　仪器 
　　LC-2030 Plus 型高效液相色谱仪（日本岛津
公司）；InfiniteM200pro 型多功能酶标仪（瑞士
TECAN）；XSR205DU/A 型十万分之一电子天平
（瑞士梅特勒 - 托利多公司）；SQP 型万分之一分
析天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；KQ-
800DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司）；HWS-28 型电热恒温水浴锅（上海齐欣
科学仪器有限公司）；UPH-IV-20TN 型优普系列
超纯水机（四川优谱超纯科技有限公司）。
1.2　药材
　　没食子酸（批号：MUST-22112411）、没食
子酸乙酯（批号：MUST-22102805）、鞣花酸（批
号：MUST-23033114）、柯里拉京（批号：MUST-

23060211）（成都曼斯特生物科技有限公司），咖
啡酸（批号：110885-201703，中国食品药品检定
研究院），以上对照品纯度均≥ 99%。乙腈、甲
醇（色谱纯，美国 Fairfield 公司）。磷酸（色谱纯，
上海阿拉丁生化科技股份有限公司），T-AOC 试
剂盒（南京建成生物工程研究所）。
1.3　样品信息 
　　本研究共收集 17 批龙眼核样品，经广西中
医药大学田慧教授鉴定为无患子科 Sapindaceae
植物龙眼 Dimocarpus longan Lour. 的干燥成熟种
子，详见表 1。

表 1　样品信息 
Tab 1　Sample information

批次 产地 批号 批次 产地 批号

S1 福建莆田 20230528 S10 广西南宁 20230904
S2 福建莆田 20230815 S11 广西武鸣 20230604
S3 福建莆田 20231123 S12 广西贵港 20230806
S4 福建漳州 20230530 S13 广西武宣 20230901
S5 福建漳州 20231119 S14 广西玉林 20230602
S6 广东高州 20230603 S15 广西玉林 20230902
S7 广东高州 20230726 S16 广西博白 20230527
S8 广东高州 20230902 S17 广西博白 20230903
S9 广东茂名 20231118

2　方法与结果
2.1　龙眼核标准汤剂冻干粉的制备 
　　取龙眼核药材 100 g，破碎种仁及种皮，以 14
倍体积纯水浸泡 30 min，武火煮沸转文火煎煮 30 
min，200 目滤布趁热过滤；二煎加 12 倍体积纯水
煎煮 20 min，三煎同二煎方法煎煮 20 min，滤过，
合并滤液，浓缩至 500 mL，浓缩液低温（－ 80℃）
预冻 12 h，真空冷冻干燥机中冻干，得龙眼核标准
汤剂冻干粉。依法制备 17 批不同产地龙眼核标准
汤剂冻干粉。
2.2　龙眼核标准汤剂冻干粉 HPLC 指纹图谱研究
2.2.1　色谱条件　岛津 ShimNex CS C18（5 μm，4.6 
mm×250 mm）色谱柱，流动相为乙腈（A）-0.1% 磷
酸溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 10 min，5%A；10 ～ 20 
min，5% ～ 12%A；20 ～ 35 min，12% ～ 13%A；
35 ～ 40  min，13% ～ 14%A；40 ～ 50  min，
14% ～ 14.3%A；50 ～ 55 min，14.3% ～ 15%A；
55 ～ 65  min，15% ～ 17%A；65 ～ 75  min，
17% ～ 25%A；75 ～ 90 min，25% ～ 40%A；
90 ～ 95 min，40% ～ 5%A）， 流 速 1.0 mL·min－ 1，
进样量 10 μL，柱温 30℃，检测波长 318 nm。

its antioxidant with multi-component synergistic effect. 
Key words: longan seed standard decoction; fingerprint; antioxidant activity; spectrum effect 
relationship
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2.2.2　溶液的制备　① 精密称取 0.2 g 龙眼核标
准汤剂冻干粉，置于 50 mL 具塞锥形瓶中，精密
量取纯水 25 mL 于锥形瓶中，称定重量，超声 15 
min，放冷，再次称定重量，用纯水补至初始重
量，混匀过 0.45 μm 微孔滤膜，取续滤液，得供试
品溶液。② 取没食子酸、咖啡酸、柯里拉京、没
食子酸乙酯、鞣花酸对照品适量，精密称定，加
甲醇溶解得质量浓度分别 195.3、531.2 、205.7、
181.1、189.6 μg·mL－ 1 的混合对照品储备液。
2.2.3　精密度试验　按“2.2.2”项下方法制备龙
眼核标准汤剂冻干粉（S17）供试品溶液，连续
进样 6 次，以 8 号峰（F8）为参照峰（S），计
算得各共有峰相对保留时间、相对峰面积 RSD
均＜ 2.5%，表明仪器精密度良好。
2.2.4　重复性试验　按“2.2.2”项下方法制备 6
份龙眼核标准汤剂冻干粉（S17）供试品溶液，进
样测定，以 F8 为参照峰（S），计算得各共有峰
相对保留时间、相对峰面积 RSD 均＜ 2.8%，表
明该方法重复性良好。
2.2.5　稳定性试验　按“2.2.2”项下方法制备龙眼核
标准汤剂冻干粉（S17）供试品溶液，分别于 0、2、4、
8、12、24 h 进样测定，以 F8 为参照峰（S），计算得
各共有峰相对保留时间、相对峰面积 RSD 均＜ 2.9%，
表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.2.6　HPLC 指纹图谱的建立　将 17 批龙眼核标
准汤剂冻干粉注入高效液相色谱仪采集色谱图。将
色谱图以 CDF 格式文件导入《中药色谱指纹图谱
相似度评价系统（2012 版）》，采用平均数法，设置
S17 为参照图谱，经多点校正、Mark 峰匹配，生
成 17 批龙眼核标准汤剂冻干粉叠加指纹图谱和对
照指纹图谱，共标定 15 个共有峰，结果见图 1 及
图 2。通过与混合对照品比对，共指认出 5 个成分，
分别为 2 号峰（F2）没食子酸、6 号峰（F6）咖啡
酸、F8 为柯里拉京、10 号峰（F10）没食子酸乙酯、
15 号峰（F15）鞣花酸（见图 3）。17 批龙眼核标准
汤剂冻干粉相似度范围为 0.938 ～ 0.999（见表 2）。

图 1　17 批龙眼核标准汤剂冻干粉叠加指纹图谱及对照指纹图谱

Fig 1　Overlay fingerprint and control fingerprint of 17 batches of 
longan seed standard decoction freeze-dried powder
2. 没食子酸（gallic acid）；6. 咖啡酸（caffeic acid）；8. 柯里拉京（co-
rilagin）；10. 没食子酸乙酯（ethyl gallate）；15. 鞣花酸（ellagic acid）

图 2　龙眼核标准汤剂冻干粉 HPLC 对照指纹图谱

Fig 2　HPLC control fingerprint of longan seed standard decoction 
freeze-dried powder
2. 没食子酸（gallic acid）；6. 咖啡酸（caffeic acid）；8. 柯里拉京（co-
rilagin）；10. 没食子酸乙酯（ethyl gallate）；15. 鞣花酸（ellagic acid）

图 3　混合对照品 HPLC 色谱图

Fig 3　HPLC chromatogram of mixed control
2. 没食子酸（gallic acid）；6. 咖啡酸（caffeic acid）；8. 柯里拉京（co-
rilagin）；10. 没食子酸乙酯（ethyl gallate）；15. 鞣花酸（ellagic acid）

表 2　17 批龙眼核标准汤剂冻干粉相似度结果 
Tab 2　Similarity of 17 batches of longan seed standard decoction 

freeze-dried powder
批次 相似度 批次 相似度

S1 0.948 S10 0.975
S2 0.938 S11 0.999
S3 0.996 S12 0.997
S4 0.989 S13 0.992
S5 0.994 S14 0.988
S6 0.972 S15 0.977
S7 0.982 S16 0.990
S8 0.974 S17 0.997
S9 0.977

2.2.7　聚类分析　将共有峰进行标准化处理并导入
IBM SPSS statistics 27.0.1 软件，运用组间联接法，
以平方欧氏距离为测距进行聚类分析，结果见图
4。由图 4 可知，当欧氏距离为 20 时，17 批龙眼
核标准汤剂批冻干粉可聚为两类，其中 S1 ～ S6、
S9、S11 ～ S12、S16 聚 为 一 类，S7 ～ S8、S10、
S13 ～ S15、S17 聚为一类。
2.2.8　主成分分析　以共有峰峰面积为变量，将其
导入 IBM SPSS statistics 27.0.1 软件进行分析，结果
显示 KMO 值为 0.567（＞ 0.5），Bartlett 球形度检验
具有显著性（P ＜ 0.01），表明模型符合主成分分析
要求，可用于进一步分析。以特征值＞ 1 为提取原
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　　将共有峰峰面积导入 IBM SPSS statistics 27.0.1
软件中进行标准化处理，以下用 X1 ～ X15 表示
15 个共有峰标准化峰面积。以载荷系数除以对应
特征值的算术平方根计算各主成分得分系数。根
据各主成分得分系数计算各主成分得分及综合得
分（见表 5）。主成分 1 得分公式＝－ 0.297X1 ＋

0.021X2＋0.198X3－0.075X4＋0.262X5＋0.292X6＋

0.285X7 ＋ 0.286X8 ＋ 0.164X9 ＋ 0.239X10 ＋

0.229X11 ＋ 0.298X12 ＋ 0.305X13 ＋ 0.267X14 ＋

0.006X15；主成分 2 得分公式＝ 0.120X1 ＋ 0.488X2 ＋

0.465X3＋0.016X4＋0.252X5＋0.157X6＋0.171X7＋

0.276X8 ＋ 0.304X9 ＋ 0.179X10 ＋ 0.370X11 ＋

0.177X12 ＋ 0.052X13 ＋ 0.026X14 ＋ 0.603X15； 主 成
分 3 得分公式＝－ 0.012X1 ＋ 0.523X2 ＋ 0.034X3 ＋

0.795X4＋0.150X5－0.176X6＋0.243X7＋0.074X8＋

0.514X9 ＋ 0.433X10 ＋ 0.224X11 － 0.062X12 －

0.074X13 － 0.183X14 － 0.033X15；综合得分公式＝

（62.016% 主成分 1得分＋ 17.507% 主成分 2得分＋

7.575 主成分 3 得分）/87.098%。以综合得分为排
序依据，各批次主成分分析排序为 S17 ＞ S8 ＞

S7 ＞ S14 ＞ S10 ＞ S13 ＞ S15 ＞ S11 ＞ S12 ＞

S4 ＞ S3 ＞ S5 ＞ S16 ＞ S9 ＞ S6 ＞ S1 ＞ S2。
表 5　主成分得分及综合得分 

Tab 5　Principal component scores and composite scores
批次 主成分 1 主成分 2 主成分 3 综合得分 排序

S1 － 3.885 － 4.228 － 2.503 － 3.834 16
S2 － 4.144 － 4.250 － 2.806 － 4.049 17
S3 － 0.842 － 1.906 － 2.082 － 1.164 11
S4 － 1.029 1.414 － 0.425 － 0.486 10
S5 － 1.529 － 0.877 － 1.764 － 1.418 12
S6 － 3.783 － 3.662 1.426 － 3.305 15
S7 2.833 1.392 1.066 2.389   3
S8 3.340 0.608 － 0.928 2.419   2
S9 － 2.961 － 2.394 0.826 － 2.518 14
S10 3.097 0.598 － 0.398 2.291   5
S11 0.323 0.047 － 0.542 0.192   8
S12 0.248 0.218 － 0.942 0.139   9
S13 1.874 3.200 2.396 2.186   6
S14 2.200 2.605 2.484 2.306   4
S15 2.608 1.202 － 0.553 2.051   7
S16 － 1.807 － 0.635 － 0.418 － 1.450 13
S17 3.456 6.669 5.162 4.250   1

2.3　T-AOC 测定（FRAP 法）
　　按 T-AOC 测定试剂盒说明书配制 FRAP 工作
液和浓度为 100 mmol·L－ 1 的 FeSO4-7H2O 标准品

则，共提取得到 3 个主成分（见表 3），累计方差贡
献率为 87.098%，表明这 3 个主成分可以体现龙眼核
标准汤剂 87.098% 的信息。采用最大方差法进行旋转
因子分析，旋转后的因子载荷矩阵见表 4，由表 4 可
知，F1、F3、F5 ～ F8（柯里拉京）、F10（没食子酸
乙酯）～ F14 在主成分 1 上有较高载荷量（载荷值绝
对值＞ 0.6）；F2（没食子酸）、F3、F15（鞣花酸）在
主成分 2 上有较高载荷量，F4 在主成分 3 上有较高
载荷量，可分别反映主成分 1、2、3 中的大部分信息。

表 3　主成分特征值及方差贡献率 
Tab 3　Eigen values and variance contribution rates of  

principal components
主成分 特征值 方差贡献率 /% 累计方差贡献率 /%

1 9.302 62.016 62.016
2 2.626 17.507 79.523
3 1.136   7.575 87.098

图 4　17 批龙眼核标准汤剂冻干粉聚类分析树状图

Fig 4　Cluster analysis treemap of 17 batches of longan seed standard 
decoction freeze-dried powder

表 4　旋转后因子载荷矩阵 
Tab 4　Factor loading matrix after the rotation

峰号
载荷系数

峰号
载荷系数

主成分 1 主成分 2 主成分 3 主成分 1 主成分 2 主成分 3
F1 － 0.905 0.194 － 0.012 F9 0.500 0.492      0.548
F2 0.064 0.792 0.557 F10 0.728 0.290      0.462
F3 0.603 0.753 0.036 F11 0.697 0.599      0.238
F4 － 0.228 0.026 0.847 F12 0.908 0.287 － 0.067
F5 0.798 0.409 0.160 F13 0.932 0.084 － 0.079
F6 0.892 0.255 － 0.188 F14 0.814 0.042 － 0.195
F7 0.870 0.277 0.259 F15 0.018 0.977 － 0.035
F8 0.872 0.447 0.079
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溶液，取适量标准品溶液稀释至 0.15、0.3、0.6、
0.9、1.2、1.5 mmol·L－ 1。精密移取不同浓度标准
品溶液 5 μL 和 FRAP 工作液 180 μL 于 96 孔板中，
混匀、37℃孵育 5 min，酶标仪 593 nm 处测定各孔
OD 值，以蒸馏水代替标准品溶液测定溶剂吸光度。
以浓度为横坐标、扣除溶剂吸光度的 OD 值为纵坐
标绘制标准曲线，得 Y ＝ 0.2631X － 0.0005，R2 ＝

0.9992，表明 FeSO4-7H2O 标准品溶液在 0.15 ～ 1.5 
mmol·L－ 1 内与吸光度呈良好线性关系。
　　取各批次质量浓度为 0.5 mg·mL－ 1 的样品
水溶液 5 μL 与 FRAP 工作液 180 μL 于 96 孔板中，
混匀、37℃孵育 5 min，酶标仪 593 nm 处测定各
孔 OD 值。平行测定 3 次，取 OD 值均值代入标
准曲线方程计算 X 值。依据公式 R ＝ X/C 计算各
批次样品的 T-AOC（即对 Fe3 ＋的还原能力），结
果见表 6。式中 X 为样品 OD 值对应的标准品浓度
（mmol·L－ 1），C 为样品质量浓度（mg·mL－ 1），
R 为样品对 Fe3 ＋还原能力，以 mmol·g－ 1 来表示。
由表 6 可知，不同批次的样品对 Fe3 ＋还原能力不
同，范围为 0.69 ～ 1.54 mmol·g－ 1。

表 6　FRAP抗氧化结果 
Tab 6　FRAP antioxidant

批次
Fe3 ＋还原能力 /
（mmol·g － 1）

批次
Fe3 ＋还原能力 /
（mmol·g － 1）

S1 0.69 S10 0.92
S2 0.85 S11 1.09
S3 0.97 S12 1.25
S4 1.01 S13 1.21
S5 1.03 S14 1.19
S6 1.02 S15 1.16
S7 0.93 S16 0.76
S8 1.41 S17 1.54
S9 1.00

2.4　灰色关联度分析
　　以样品对 Fe3 ＋还原能力为参考序列，共有峰
峰面积为比较序列。因母序列与子序列单位和量级
不同，采用均值化法对其进行无量纲化处理后代入
公式 ξ0i（k）＝（∆ min[|X0（k）－ Xi（k）|] ＋ρ ∆ max[|X0

（k）－ Xi（k）|]）/（[|X0（k）－ Xi（k）|] ＋ρ ∆ max[|X0

（k）－ Xi（k）|]），其中，无量纲化后的母序列数据
记 X0（k），子序列数据记为 Xi（k），两者绝对差值
记为 |X0（k）－ Xi（k）|，分辨系数（ρ）作为控制
∆ max 对总体关联度影响的参数，取值范围一般为
0 ～ 1，通常取 0.5 计算关联系数 [17-20]。关联度由
关联系数取平均值得出，关联度越大表明该共有峰
对抗氧化活性贡献程度越大，以公式 r0i ＝ 1/
n∑ n

k ＝ 1 ξ0i（k）计算关联度，将关联度大小进行排序，
结果见表 7。除 F1 外，其余共有峰与抗氧化药效
指标关联度值均＞ 0.6，其中 F2（没食子酸）、F3、

F15（鞣花酸）、F10（没食子酸乙酯）、F6（咖啡酸）
关联度＞ 0.8，对抗氧化活性贡献度较大。

表 7　关联度和关联序结果 
Tab 7　Correlation degree and association sequence

关联序 峰号
Fe3 ＋还原

能力关联度
关联序 峰号

Fe3 ＋还原

能力关联度

1 F2 0.863 9 F4 0.754
2 F3 0.840 10 F8 0.751
3 F15 0.837 11 F14 0.750
4 F10 0.831 12 F11 0.683
5 F6 0.802 13 F13 0.681
6 F5 0.783 14 F9 0.629
7 F7 0.776 15 F1 0.556
8 F12 0.759

2.5　双变量相关性分析 
　　以标准化后的 Fe3 ＋还原能力值为因变量（Y），
共有峰峰面积为自变量（X），将数据导入 IBM SPSS 
statistics 27.0.1 软件进行相关性分析，计算共有峰峰
面积与 Fe3 ＋还原能力值的 Pearson 相关系数，结果
见表 8，F2、F3、F5 ～ F12、F14 与 Fe3 ＋还原能力
值成显著正相关（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01），按相关系
数大小排序为：F10（没食子酸乙酯）＞ F3 ＞ F11 ＞

F8（柯里拉京）＞ F5 ＞ F2（没食子酸）＞ F12 ＞

F7 ＞ F6（咖啡酸）＝ F14 ＞ F9。

表 8　Pearson相关系数 
Tab 8　Pearson correlation coefficients

峰号 相关系数 峰号 相关系数

F1 － 0.402 F9 0.538*

F2 0.606* F10 0.724**

F3 0.685** F11 0.674**

F4 0.189 F12 0.603*

F5 0.642** F13 0.427
F6 0.539* F14 0.539*

F7 0.542* F15 0.474
F8 0.671**

注（Note）：*P ＜ 0.05；**P ＜ 0.01。

3　讨论
3.1　提取条件与色谱条件 
　　实验前期考察了提取溶剂（甲醇、乙醇和纯
水）、提取方式（超声和回流）、提取时间（15、30、
45 min）、提取溶剂用量（10、25、50 mL），对提取
效果的影响，最终发现在按“2.2.2”项下方法制备
供试品溶液时各色谱峰响应值较高，主要成分基本
得到分离。对冻干粉指纹图谱进行全波长扫描，同
时考察检测波长（278、318、325 nm）对色谱峰测
定的影响，发现在 318 nm 时色谱峰信息丰富、响
应值高。还考察了不同流动相体系（甲醇 - 水、甲
醇 -0.1% 磷酸、乙腈 - 水、乙腈 -0.1% 磷酸），发
现在以乙腈 -0.1% 磷酸为流动相体系进行梯度洗脱
时，基线平稳、各色谱峰峰形较好。实验还对流速
分别为 0.8、1.0、1.2 mL·min－ 1 和柱温分别为 25、
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30、35℃进行考察，结果在流速为 1.0 mL·min－ 1、
柱温为 30℃时各色谱峰保留时间适中、峰形较好。
3.2　指纹图谱结果分析 
　　本研究收集福建、广东、广西等产地的 17 批
龙眼核药材，制备成标准汤剂并建立指纹图谱。
选择保留时间居中、响应值相对较高的 F8（柯里
拉京）为参照峰（S），方法学考察结果表明建立
的指纹图谱方法良好，可用于龙眼核标准汤剂质
量评价。叠加指纹图谱显示各批次龙眼核标准汤
剂化学成分基本一致，各批次龙眼核标准汤剂指
纹图谱相似度均＞ 0.9，并标定了 15 个共有峰，
进一步表明各批次龙眼核标准汤剂质量相对均一。
聚类分析将 17 批龙眼核标准汤剂聚为两类，其中
S6、S7、S8 批次产地均为广东高州，但因采集
时间不同 S6 被聚为第一类，S7、S8 则为第二类，
S16、S17 批次亦如此，表明不仅产地对化学成分
有影响，采收时间也有影响。主成分分析共提取
到 3 个主成分，其中 S17、S8、S7 综合得分排名
前三，排名后三的批次为 S6、S1、S2。
3.3　抗氧化及谱效关系结果分析 
　　本研究采用 FRAP 法测定龙眼核标准汤剂的
T-AOC，其对 Fe3 ＋的还原能力越强说明抗氧化效
果越好 [21]。结果表明各批次龙眼核标准汤剂对
Fe3 ＋均表现出一定的还原能力，但对 Fe3 ＋还原能
力具有一定差异，Fe3 ＋还原能力排名前三的批次
为 S17（广西博白）、S8（广东高州）、S12（广西贵
港），排名后三的批次为 S2（福建莆田）、S16（广
西博白）、S1（福建莆田），与主成分分析结果较为
一致。由此可见，福建莆田产地的龙眼核标准汤
剂对 Fe3 ＋还原能力相对较弱；可能受采集时间影
响，同为广西博白产地的龙眼核标准汤剂表现出
的 Fe3 ＋还原能力差异较大。灰色关联度分析结果
和双变量相关性分析结果反映出龙眼核标准汤剂
并不是单一的化学成分发挥抗氧化活性，而是多
成分（没食子酸、鞣花酸等）协同起效，研究所筛
出的抗氧化活性成分在其他药材的抗氧化作用研
究中也有报道 [22-23]，本研究结果为龙眼核标准汤
剂体外抗氧化活性物质基础研究提供了科学参考。
但因目前对龙眼核的化学成分研究基础较为薄弱，
筛出的抗氧化活性成分未能全部指认，后续可通
过借助液质联用等技术更深入研究其化学成分，
进一步确定其发挥抗氧化活性的物质基础。
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藏药痛风丸 HPLC特征图谱及 7 种成分含量测定研究
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摘要：目的　建立痛风丸 HPLC 特征图谱，并同时测定指标成分没食子酸、秦皮甲素、紫丁香

苷、柯里拉京、诃子联苯酸、鞣花酸、诃子酸的含量。方法　采用 Ultimate XB-C18 色谱柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；以 0.1% 磷酸水溶液（A）- 乙腈（B）为流动相进行梯度洗脱；流速为

1 mL·min－ 1；检测波长为 270 nm；柱温为 30℃。结果　痛风丸特征图谱中标识出 30 个共有峰，

特征图谱相似度＞ 0.99；7 种成分在对应线性范围内与峰面积线性良好（r ≥ 0.9997）；精密度、

重复性、稳定性试验的 RSD（n ＝ 6）均小于 2.0%；平均加样回收率为 94.87% ～ 100.33%，

RSD 为 0.68% ～ 1.9%（n ＝ 3）。结论　本研究建立的特征图谱和指标成分含量测定方法简便、

准确、稳定，可为提升痛风丸的质量标准提供参考。

关键词：藏药；痛风丸；特征图谱；高效液相色谱；含量测定

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0668-06
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HPLC characteristic chromatogram and content determination of  
7 components in Tongfeng pills

JIA Miao-miao1, 2, 3, WU Ming-hui1, 2, 3, XIE He-bing1, 2, 3, 4*, YUAN Zhi-bing1, 2, 3, Ni-ma-ci-ren4 
(1. School of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230012; 2. Yangtze Delta 
Drug Advanced Research Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 3. Jiangsu Shenhou Pharmaceutical 
Research Co., Ltd., Nantong  Jiangsu  226133; 4. Xizang Shenhou Pharmaceutical Co., Ltd., Xigaze  
Xizang  857000)

Abstract: Objective  To establish the HPLC characteristic chromatogram of Tongfeng pills and 
determine the content of gallic acid, aesculin, syringin, corilagin, chebulate biphenyl acid, ellagic acid 
and chebulate acid. Methods  An Ultimate XB-C18 chromatographic column (250 mm×4.6 mm, 5 
μm) was used, with 0.1% phosphoric acid aqueous solution (A)-acetonitrile (B) as the mobile phase 
at a flow rate of 1 mL·min－ 1. The detection wavelength was 270 nm, and the column temperature 
was 30℃ . Results  Thirty common peaks were identified in the characteristic chromatogram of 
10 batches of Tongfeng pills, with the similarities more than 0.99. The linear ranges of the 7 index 
components matched well with the peak areas (r ≥ 0.9997). The relative standard deviations of 
the stability, repeatability, and precision tests were all less than 2.0%. The average recovery ranged 
94.87% ～ 100.33%, while the relative standard deviations ranged 0.68% ～ 1.9%. Conclusion  The 
characteristic chromatogram and the determination method for the index components are simple, 
accurate, and stable, which provide reference for improving the quality standard of Tongfeng pills.
Key words: Xizang medicine; Tongfeng pill; characteristic chromatogram; HPLC; content determination
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　　藏药痛风丸是西藏神猴药业有限责任公司开
发的西藏自治区医疗机构制剂产品（藏药制备字
Z20210486000），具有祛风除痹、消炎止痛、舒
筋通络、干黄水功效，藏医临床用于“叱乃”[1]

（痛风）病引起的四肢关节红、肿、热、痛及活
动受限等症状。痛风丸处方源自藏医经典古籍
《秘诀宝源》，其处方由寒水石（热制）、诃子（去
核）、渣驯膏、菥蓂子、宽筋藤、秦皮、碱花（制）、
藏茜草、甘草 9 味药材组成。本课题组开展的痛
风丸人用经验研究中共梳理分析了西藏神猴藏医
院自 2021 年 8 月至 2023 年 12 月共计 951 例使
用痛风丸临床病例，结果发现本品短期服用改善
痛风发作的关节红、肿、热、痛临床症状以及长
期服用降低痛风发作频率的疗效显著，有效率超
过 90%，临床应用前景较大。
　　痛风丸现行的西藏自治区医疗机构制剂产品
质量标准中仅有性状以及《中国药典》2020 年版
第四部通则丸剂项下的各项规定 [2]，未有成分的
定性定量检测项，质量控制水平无法确保产品质
量稳定。因此，本课题组为了藏药经典名方医
疗制剂痛风丸的新药注册，依据《基于人用经验
的中药复方制剂新药药学研究技术指导原则（试
行）》[3]（简称《指导原则》），采用 HPLC 法建立痛
风丸的特征图谱，并同时测定其没食子酸、秦皮
甲素、紫丁香苷、柯里拉京、诃子联苯酸、鞣花
酸、诃子酸的含量，为提升痛风丸制剂的质量标
准提供依据。
1　仪器与试药

1.1　仪器

　　1100 型高效液相色谱仪（安捷伦科技有限
公司）；UV-1900i 紫外分光光度计（日本岛津公
司）；XSR205DU-AC 十万分之一天平（梅特勒
托利多科技有限公司）；PTY-B5000 百分之一天
平（上海微峰生物技术有限公司）；FB-5510DTH
型超声波清洗仪（上海生析超声仪器有限公司）；
Synergy-UV 纯水仪（默克密理博公司）。
1.2　试药

　　 没 食 子 酸（批 号：DST240122-008， 纯 度：
100.0%）、紫丁香苷（批号：DST200914-012，纯度：
98.54%）、秦皮甲素（批号：DST240424-049，纯度：
99.46%）、柯里拉京（批号：DST210311-012，纯度：
100.0%）、诃子酸（批号：DST230801-065，纯度：
98.31%）、诃子联苯酸（批号：DST240228-064，
纯度：98.45%）（成都乐美天医药科技有限公司）；
鞣 花 酸（批 号：111959-201903， 纯 度：88.80%，

中国食品药品检定研究院）。乙腈（色谱纯，湖北
弗顿生化科技有限公司）；磷酸（优级纯）、甲醇
（色谱纯）（国药集团化学试剂有限公司）；超纯水
由纯水仪制备。
　　 秦 皮（批 号：20240629）、 诃 子（批 号：
20240622）、宽筋藤（批号：20240627）、渣驯膏（批
号：20240621）、菥蓂子（批号：20240626）、甘草（批
号：20240625）、藏茜草（批号：20240628）、碱花（批
号：20240624）、寒水石（批号：20240623）均由西
藏神猴药业有限责任公司提供，经江苏神猴医药研
究有限公司 CNAS 认证的中药检测实验室谢和兵副
主任医师鉴定为正品；痛风丸（规格：0.95～1.2 g/ 丸，
批号：20220901、20220902、20221001、20221002、
20230501、20230601、20231001、20231101、
20240501、20240701，编号 S1 ～ S10，西藏神猴医
药有限责任公司）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　Ultimate XB-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；流动相为乙腈（A）-0.1% 磷酸水溶液（B），
梯度洗脱（0 ～ 10 min，5% ～ 8%A；10 ～ 15 
min，8% ～ 10%A；15 ～ 50 min，10%A；50 ～ 55 
min，10% ～ 15%A；55 ～ 75 min，15% ～ 16%A；
75 ～ 90 min，16% ～ 25%A），进样量 10 μL，流速
1 mL·min－ 1，检测波长 270 nm，柱温 30℃。
2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品溶液的制备　分别精密称定没
食子酸 10.07 mg、柯里拉京 10.02 mg、秦皮甲素
10.15 mg、紫丁香苷 10.04 mg、诃子联苯酸 10.28 
mg 于 10 mL 量瓶中，加入甲醇 -0.1% 磷酸水溶液
（7∶3，V/V，后文简称溶剂）溶解并定容至刻度，
摇匀，制得质量浓度分别为 1.01、1.00、1.01、0.99、
1.01 mg·mL－ 1 的对照品储备液；精密称定诃子
酸 20.16 mg 置于 20 mL 量瓶中，加入溶剂溶解并
定容，摇匀，制得质量浓度为 0.99 mg·mL－ 1 的
对照品储备液；精密称定鞣花酸对照品 10.07 mg
置于 50 mL 量瓶中，加入甲醇溶解并定容，摇匀，
制得质量浓度为 0.18 mg·mL－ 1 的对照品储备液。
　　精密移取上述各对照品储备液适量，置于同
一 50 mL 量瓶中，加入溶剂定容，摇匀，制得没
食子酸、柯里拉京、秦皮甲素、紫丁香苷、诃子
联苯酸、鞣花酸、诃子酸质量浓度分别为 80.56、
10.02、20.19、15.83、121.45、50.06、198.20 
μg·mL－ 1 的混合对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液的制备　取痛风丸，研磨成细粉，
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称取粉末 2 g，精密称定，置于 250 mL 具塞锥形
瓶中，加溶剂 200 mL，称重量，超声（250 W，50 
kHz）60 min，放冷，再称重量，用溶剂补足减少的
重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。
2.2.3　空白对照溶液　不加痛风丸细粉，其余操
作同“2.2.2”项下，制得空白对照溶液。
2.2.4　阴性样品溶液的制备　依照痛风丸处方比
例称取各味药材，分别制备缺宽筋藤、秦皮、诃
子的阴性样品，药材混合粉碎成细粉，按“2.2.2”
项下方法制得各种阴性样品溶液。
2.3　特征图谱

2.3.1　精密度试验　取痛风丸细粉（S8），制备
供试品溶液，连续测定 6 次，以 7 号峰（没食子
酸）为参照峰，测得各共有峰的相对保留时间的
RSD 均小于 0.11%，相对峰面积的 RSD 均小于
2.0%，表明仪器精密度良好。
2.3.2　稳定性试验　取痛风丸细粉（S8），制备供
试品溶液，分别于 0、2、4、6、8、10、12、24 h
进样测定，以 7 号峰（没食子酸）为参照峰，测得
各共有峰的相对保留时间的 RSD 均小于 0.16%，相
对峰面积的 RSD 均小于 2.0%，表明供试品溶液在
24 h 内稳定性良好。
2.3.3　重复性试验　取痛风丸细粉（S8），平行
制备 6 份供试品溶液，分别进样测定，以 7 号峰
（没食子酸）为参照峰，测得各共有峰的相对保
留时间的 RSD 均小于 0.14%，相对峰面积的 RSD
均小于 2.0%，表明该方法重复性良好。
2.3.4　对照特征图谱的生成　取 10 批痛风丸
（S1 ～ S10），制备供试品溶液，进样测定并将色
谱图导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”
（2012 版），以 S7 色谱图为参照，采用中位数
法，时间窗宽度设为 0.1 min，进行多点校正和色
谱峰匹配，生成 10 批痛风丸的高效液相色谱法
（HPLC）叠加特征图谱及对照特征图谱 R，共标
识出 30 个共有峰，见图 1。

图 1　10 批痛风丸样品的 HPLC 叠加特征图谱

Fig 1　HPLC characteristic chromatogram of 10 batches of Tongfeng pills

2.3.5　色谱峰的指认　通过对照特征图谱 R 与混

合对照品溶液色谱图（S0）进行对比，指认了 7
个共有峰，即 7 号峰（没食子酸）、14 号峰（秦
皮甲素）、16 号峰（紫丁香苷）、21 号峰（柯里拉
京）、25 号峰（诃子联苯酸）、26 号峰（鞣花酸）、
28 号峰（诃子酸），见图 2。以 7 号峰（没食子酸）
为参照峰，计算 10 批样品中各共有峰的相对保
留时间和相对峰面积的 RSD 分别为 0% ～ 0.18%、
0% ～ 31.1%，表明不同批次的痛风丸样品的化学
组成成分相似，但部分成分的含量有一定差异。

图 2　痛风丸共有峰的指认

Fig 2　Identification of common peaks of Tongfeng pills
7. 没食子酸（gallic acid）；14. 秦皮甲素（aesculin）；16. 紫丁香苷

（syringin）；21. 柯里拉京（corilagin）；25. 诃子联苯酸（chebulate 
biphenyl acid）；26. 鞣花酸（ellagic acid）；28. 诃子酸（chebulate acid）

2.3.6　特征图谱相似度评价　采用《中药色谱指纹
图谱相似度系统（2012 版）》软件分析计算 10 批痛
风丸特征图谱与对照特征图谱 R 的相似度。结果显
示，10 批痛风丸特征图谱的相似度均大于 0.99，说
明不同批次的痛风丸整体质量较为稳定，见表 2。
2.4　含量测定

2.4.1　系统适用性及专属性试验　取“2.2”项下
各溶液，分别进样测定，记录色谱图见图 3。结
果显示，供试品和对照品溶液的指标成分色谱峰
保持时间一致，空白对照和阴性样品无干扰，各
个对照色谱峰的分离度、拖尾因子、理论塔板数
均符合《中国药典》2020 年版规定。
2.4.2　线性关系考察　精密吸取“2.2.1”项下混合
对照品溶液 1、2、4、6、8、10 mL，分别置于 10 
mL 量瓶中，用溶剂定容，摇匀，分别测定，以质
量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘
制标准曲线，计算回归方程，结果见表 3。
2.4.3　定量限、检测限考察　取“2.2.1”项下混合对
照品溶液逐级稀释，以信噪比为 3∶1 和 10∶1 时的
质量浓度作为检测限和定量限。结果表明，没食子
酸、秦皮甲素、紫丁香苷、柯里拉京、诃子联苯酸、
鞣花酸、诃子酸的定量限分别为 2.63、0.66、0.52、
0.33、4.03、1.67、6.59 μg·mL－1，检测限分别为0.79、
0.20、0.16、0.10、1.21、0.50、1.98 μg·mL－ 1。
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2.4.4　精密度试验　取同一份供试溶液，连续进
样 6 次。测得没食子酸、秦皮甲素、紫丁香苷、

柯里拉京、诃子联苯酸、鞣花酸、诃子酸的峰面
积 RSD 分别为 0.50%、0.78%、1.3%、1.1%、1.7%、
0.43%、1.7%，表明仪器精密度良好。
2.4.5　重复性试验　取痛风丸（S8），平行制备
6 份供试品溶液，采用“2.1”项下色谱条件测定，
测得没食子酸、秦皮甲素、紫丁香苷、柯里拉
京、诃子联苯酸、鞣花酸、诃子酸的平均含量分
别 为 4.72、1.11、0.80、0.48、6.90、2.33、10.66 
mg·mL－1，RSD 分别为1.1%、1.2%、1.1%、1.3%、
1.2%、2.0%、2.0%，表明该方法重复性良好。
2.4.6　稳定性试验　取痛风丸（S8），新制 1 份供
试品溶液，分别在 0、2、4、6、8、10、12、24 h
进样分析，测得没食子酸、秦皮甲素、紫丁香苷、
柯里拉京、诃子联苯酸、鞣花酸、诃子酸峰面积
的 RSD 分别为 0.83%、1.8%、1.7%、1.1%、2.0%、
1.1%、2.0%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。
2.4.7　加样回收试验　取痛风丸（S8）9 份，每份
1 g，精密称定，分成低、中、高浓度加样组，分
别精密加入没食子酸对照品 2、4、5 mg，秦皮甲
素对照品储备液 0.6、1.2、1.5 mL，紫丁香苷对照
品储备液 0.4、0.8、1 mL，柯里拉京对照品储备
液 0.25、0.5、0.7 mL，诃子联苯酸对照品 3、6、8 

表 2　10 批痛风丸相似度评价 
Tab 2　Evaluation of the similarity of 10 batches of Tongfeng pills

样品 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 R

S1 1.000 0.997 0.999 0.994 0.991 0.995 0.990 0.992 0.990 0.992 0.996

S2 0.997 1.000 0.996 0.993 0.991 0.995 0.990 0.992 0.991 0.992 0.996

S3 0.999 0.996 1.000 0.996 0.994 0.997 0.993 0.994 0.993 0.995 0.997

S4 0.994 0.993 0.996 1.000 0.994 0.993 0.992 0.995 0.993 0.995 0.997

S5 0.991 0.991 0.994 0.994 1.000 0.995 0.998 0.999 0.999 0.999 0.999

S6 0.995 0.995 0.997 0.993 0.995 1.000 0.997 0.995 0.994 0.996 0.998

S7 0.990 0.990 0.993 0.992 0.998 0.997 1.000 0.997 0.997 0.998 0.998

S8 0.992 0.992 0.994 0.995 0.999 0.995 0.997 1.000 0.999 0.999 0.999

S9 0.990 0.991 0.993 0.993 0.999 0.994 0.997 0.999 1.000 0.999 0.998

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

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

图 3　供试品（A）、混合对照品（B）、空白对照（C）及缺宽筋藤

（D）、缺秦皮（E）、缺诃子阴性样品（F）HPLC 图

Fig 3　HPLC chromatogram of sample（A），mixed reference substance
（B），blank solution（C），and negative sample without Tinospora 
sinensis（D），negative sample without Cortex fraxini（E）and negative 
sample without Chebulae fructus（F）
7. 没食子酸（gallic acid）；14. 秦皮甲素（aesculin）；16. 紫丁香苷

（syringin）；21. 柯里拉京（corilagin）；25. 诃子联苯酸（chebulate 
biphenyl acid）；26. 鞣花酸（ellagic acid）；28. 诃子酸（chebulate acid）

表 3　7 个指标成分线性关系考察结果 
Tab 3　Linearity of 7 index components

成分 线性方程
线性范围 /

（μg·mL － 1）
r

没食子酸 Y ＝ 32.77X ＋ 4.254 8.06 ～ 80.56 0.9998

秦皮甲素 Y ＝ 4.129X ＋ 0.9951 2.02 ～ 20.19 0.9999

紫丁香苷 Y ＝ 22.99X ＋ 1.686 1.58 ～ 15.83 0.9999

柯里拉京 Y ＝ 19.21X － 0.1644 1.00 ～ 10.02 0.9999

诃子联苯酸 Y ＝ 14.99X ＋ 5.661 12.15 ～ 121.45 0.9997

鞣花酸 Y ＝ 48.03X － 8.923 5.01 ～ 50.06 0.9997

诃子酸 Y ＝ 16.87X － 3.867 19.82 ～ 198.2 0.9997
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mg，鞣花酸对照品 1.5、3、5 mg，诃子酸对照品 5、
10、15 mg，每个浓度平行制备 3 份，按照“2.2.2”
项下方法制备供试品溶液，分别测定并计算回收
率。没食子酸、秦皮甲素、紫丁香苷、柯里拉京、
诃子联苯酸、鞣花酸、诃子酸的低、中、高浓度

平均加样回收率均在 94.87% ～ 100.33%，RSD 分
别为 0.68% ～ 1.9%，表明该方法回收率良好。
2.4.8　样品含量测定　取痛风丸（S1 ～ S10），按
照“2.2.2”项下方法制得供试品溶液，按“2.1”项下
色谱条件测定，用外标法计算含量，结果见表 4。

表 4　痛风丸样品中 7 种指标成分含量测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 4　Content of 7 index components in the Tongfeng pills (mg·g － 1)

样品编号 没食子酸 秦皮甲素 紫丁香苷 柯里拉京 诃子联苯酸 鞣花酸 诃子酸

S1 4.81 1.00 0.78 0.48 5.72 2.65 10.00

S2 4.78 0.99 0.81 0.48 5.84 2.80 10.26

S3 4.88 1.01 0.83 0.51 5.73 2.54 10.07

S4 4.59 1.00 0.81 0.50 5.86 2.64 10.10

S5 4.36 0.92 0.74 0.45 5.51 2.46   9.69

S6 4.30 0.91 0.75 0.48 5.86 2.44   9.36

S7 4.39 0.91 0.80 0.50 6.12 2.45 10.12

S8 4.57 0.92 0.82 0.50 6.19 2.63 10.13

S9 4.55 0.90 0.76 0.49 5.96 2.51   9.76

S10 4.39 0.92 0.78 0.48 5.97 2.98   9.75

均值 4.56 0.95 0.79 0.49 5.88 2.61   9.92

RSD/% 4.5 4.7 3.8 3.5 3.4 6.6   2.8

3　讨论

3.1　基于人用经验的中药复方制剂的质量标准研究

　　依据《指导原则》，人用经验所用药物的质
量应当满足临床需求，保证质量基本可控。处方
中宽筋藤具有活血化瘀、舒筋活络、祛风止痛、
清热润肺、干黄水的功效 [4-6]，为方中君药；宽筋
藤中丁香苷、紫丁香苷等苯丙素类成分是其质量
标志物 [7]，具有降糖降脂、抗炎止痛、增强免疫
力的作用 [8-10]。方中秦皮具有清热燥湿、收涩止
痢、止带、明目、干黄水之功效 [11]，为方中臣药；
秦皮中秦皮甲素、秦皮乙素、秦皮苷等香豆素类
成分具有抗炎、抗氧化、止痛的功效 [12-14]，其中
秦皮甲素的含量最高 [15]。方中诃子又被称为“藏
药之王”，具有清热解毒、收敛养血、涩肠止泻、
调和三因、调和诸药等功效 [11，16-18]，是藏医药中
使用最频繁的一味药 [19]；现代研究表明诃子含有
的诃子酸、没食子酸、诃子联苯酸、鞣花酸、柯
里拉京等多酚类、鞣质类成分具有抗氧化、抗炎、
免疫调节、降尿酸等多重生物学功能 [20-27]。因此
本研究结合《指导原则》和临床定位，选择没食
子酸、柯里拉京、秦皮甲素、紫丁香苷、诃子联
苯酸、鞣花酸、诃子酸作为痛风丸质量标准中的
主要指标成分。
3.2　供试品溶液的制备

　　本研究的各指标成分的溶解性差异较大，其
中苯丙素、香豆素类成分和鞣花酸 [28] 水溶性较差，

在醇中溶解度显著提高，而酚酸类成分水溶性较
好 [29]，在醇中溶解度较差。因此，本研究通过单
因素试验考察了提取方式、提取溶剂、提取时间对
供试品溶液中指标成分色谱峰形及含量的影响。结
果发现采用同一种提取溶剂，超声和回流两种提取
方式制备的供试品溶液中各指标成分含量未有明显
差异；不同浓度甲醇溶液作为提取溶剂制备的供
试品溶液中指标成分色谱峰的分离度、拖尾因子、
理论塔板数均优于不同浓度乙醇溶液制备的供试
品溶液，且当采用 70% 的甲醇溶液作为提取溶剂
时，制备的供试品溶液中 7 种指标成分的含量均为
最高；超声提取时间超过 60 min 后供试品溶液中 7
种指标成分含量变化均不明显。因此，本研究优选
70% 甲醇，超声提取 60 min 制备供试品溶液。
3.3　检测波长的选择

　　对照品溶液的紫外全波长扫描显示各指标成
分在 220 ～ 300 nm 处均具有较高的吸收，但在
不同的检测波长下各成分的相对色谱峰面积有较
大变化，综合发现各成分在 270 nm 波长均有较
高的吸收峰面积，因此选择检测波长 270 nm。
3.4　样品含量测定结果分析

　　10 批痛风丸中 7 个指标成分含量的 RSD 为
2.8% ～ 6.6%，可能与原料药材产地、厂家、批次
及制备工艺等因素有关。这提示企业实际生产时应
优选并固定原料药材的产地与厂家，以保证药品的
质量控制。其中，鞣花酸含量的 RSD 最大，可能
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除了与产地、厂家等因素有关，也与鞣花酸的理化
性质有关，光照对鞣花酸的稳定性有较大影响，紫
外照射能够导致鞣花酸自身的氧化聚合 [30]，提示
含有鞣花酸有效成分的诃子药材在加工、炮制的过
程应尽量避免阳光的长时间照射。
3.5　小结

　　本研究采用高效液相色谱法建立痛风丸的特
征图谱，并同时测定其指标成分没食子酸、秦皮
甲素、紫丁香苷、柯里拉京、诃子联苯酸、鞣花
酸、诃子酸的含量，经方法学验证，该方法准确
性、稳定性较高，操作简便，可为痛风丸的质量
标准提供依据。
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Zeylenone通过影响 FA通路蛋白 FANCD2 逆转 
肺癌顺铂耐药的研究

杨淑贤1，刘树森2，曹丽3*，李草1*（1. 首都医科大学附属北京天坛医院药学部，北京　100070；2. 哈尔滨商业大学药

学院，哈尔滨　150076；3. 中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所，北京　100193）

摘要：目的　探究多氧环己烯酮 Zeylenone（Zey）逆转肺癌顺铂耐药作用及相关分子机制。方
法　使用肺癌 A549 亲本细胞（A549P）和肺癌 A549 顺铂耐药细胞（A549cisR），首先用 CCK8
法检测顺铂或 Zey 对这两种细胞增殖的影响，然后在顺铂中加入 Zey 共同作用于 A549cisR 细

胞，利用中位效应法评估联用效果及计算逆转倍数。采用分子对接技术探究 Zey 与范科尼贫血

症（FA）通路相关蛋白的相互作用，最后通过分子动力学模拟和 Western blot 实验验证 Zey 对

FA 通路关键蛋白 FANCD2 的影响。结果　Zey 对 A549P 和 A549cisR 细胞增殖均有良好的抑制

作用，IC50 值相近。Zey 显著增加 A549cisR 细胞对顺铂的敏感性，并可通过抑制 FA 通路的活

性逆转肺癌细胞对顺铂的耐药。结论　Zey 可通过影响 FA 通路 FANCD2 蛋白逆转肺癌顺铂耐

药，该结果可为后续开发 Zey 为新型耐药逆转剂提供数据支撑。

关键词：Zeylenone；肺癌；顺铂耐药；范科尼贫血；FANCD2
中图分类号：R734.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0674-06
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Zeylenone reverses cisplatin resistance in lung cancer by affecting  
FANCD2 protein in FA pathway

YANG Shu-xian1, LIU Shu-sen2, CAO Li3*, LI Cao1* (1. Department of Pharmacy, Beijing Tiantan 
Hospital, Capital Medical University, Beijing  100070; 2. College of Pharmacy, Harbin University 
of Commerce, Harbin  150076; 3. Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of 
Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing  100193)

Abstract: Objective  To determine the effect of Zeylenone (Zey) on reversing cisplatin resistance in lung 
cancer and related molecular mechanism. Methods  Lung cancer A549 parent cells (A549P) and lung 
cancer A549 cisplatin resistant cells (A549cisR) were used. Firstly, CCK8 method was used to detect the 
effect of cisplatin or Zey on the proliferation of these two cells, and then Zey was added to cisplatin to 
jointly act on A549cisR cells. The median effect method was used to evaluate the combined effect and 
calculate the reversal times. Then, the interaction between Zey and the related protein of Fanconi anemia 
(FA) pathway was determined by molecular docking. Finally, the influence of Zey on the key protein 
FANCD2 of FA pathway was verified by molecular dynamics simulation and Western blot. Results  Zey 
not only had a good inhibitory effect on A549P, but also a good inhibitory effect on A549cisR, with similar 
IC50 value. Zey greatly increased the sensitivity of A549cisR to cisplatin and reversed the resistance of lung 
cancer cells to cisplatin by inhibiting the activity of the FA pathway. Conclusion  Zey can reverse cisplatin 
resistance in lung cancer by affecting FANCD2 protein in FA pathway. Providing data support for the 
development of Zey as a novel drug resistance reversal agent. 
Key words: Zeylenone; lung cancer; cisplatin resistance; Fanconi anemia; FANCD2
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　　肺癌已成为全球发病率及病死率最高的恶性
肿瘤，全球每年肺癌新发病例超过 200 万，死亡
病例超过 170 万，5 年生存率低于 20%，在中国
每年有超过 73 万人死于肺癌 [1-2]。顺铂虽被广泛
应用于肺癌的治疗中，但是，因耐药严重限制了
其疗效。因此，研发新型顺铂耐药逆转剂是肺癌
治疗的重要内容。研究显示，参与 DNA 交联修
复和双链断裂修复的范科尼贫血（Fanconi anemia，
FA）通路是肿瘤细胞对顺铂敏感性的重要决定因
素，是逆转耐药研究中的明星靶点 [3]。多氧环己
烯酮 Zeylenone（Zey）是从山椒子中提取分离得到
的天然产物，有良好的抗肿瘤活性。前期研究显
示，Zey 可通过调控 HSP90/AKT/ GSK3β 和 FA 通
路增强顺铂的抗骨肉瘤作用 [4]，也可显著抑制肺
癌 A549 移植瘤的体内生长 [5]。基于此，本文拟通
过体外实验确认 Zey 是否可基于 FA 通路逆转肺癌
顺铂耐药，并探究相关的分子机制，以期为临床
提供具有潜在研究价值的新型顺铂耐药逆转剂。
1　材料

1.1　细胞

　　人肺癌 A549 亲本细胞（A549P）和人肺癌
A549 顺铂耐药细胞（A549cisR）均购自中国医
学科学院基础医学研究所资源中心。A549P 和
A549cisR 细胞分别使用 McCoy’s 5A 和 DMEM
完全培养基培养。
1.2　试药

　　Zey（CAS：193410-84-3），由北京协和医学
院药用植物研究所许旭东教授提供，HPLC 检测纯
度＞ 97.5%，化学结构见图 1。注射用顺铂（批号：
OLO644B03，规格：20 mg/ 支，齐鲁制药有限公司），
CCK8 试剂（碧云天生物技术有限公司），FANCI 抗
体（Abcam 公 司），FANCD2 抗 体（Santa Cruz Bio-
technology），胎牛血清（美国 Hyclone 公司）。

图 1　Zey 的化学结构

Fig 1　Chemical structure of Zey

1.3　仪器

　　MCO-18AC 型 CO2 细胞培养箱（日本 Panasonic
公司），1X71 型倒置显微镜（日本 Olympus 公司），
EPS-300 型电泳仪及转膜仪（上海天能公司），TGL-
16M 型离心机（湖南湘仪科技公司），Multiskan FC
型酶标仪（Thermo 公司），电子天平 AL104 型（梅
特勒托利多仪器有限公司），ChemiDoc XRS 型凝胶

成像系统（美国 Bio-Rad 公司），ZD-9556 型水平摇
床（太仓市科技器材厂）。
2　方法和结果

2.1　CCK8 法检测 A549cisR 细胞的耐药倍数

　　首先，采用 CCK8 法鉴定购买的耐药细胞是否
满足实验需求。取对数生长期的 A549P 和 A549cisR
细胞，制备成 0.6×105 个·mL－ 1 的细胞悬液，每
孔 100 μL 铺于 96 孔板内，放于培养箱过夜。使用
细胞培养液配制不同浓度的顺铂药液，并设置对照
组（加 100 μL 培养基），药物作用 24 h。结束后每
孔加 10 μL CCK8 反应 2 h 后测光密度值（OD）值，
计算细胞增殖抑制率，顺铂或 Zey 的 IC50 值。计算
A549cisR 细胞对顺铂的耐药倍数，计算公式如下：
　　耐药倍数＝ IC50 A549cisR/IC50 A549P　　（1）
　　耐药倍数＜ 5 为低度耐药，耐药倍数在
5 ～ 15 为中度耐药，耐药倍数＞ 15 为高度耐药，
耐药倍数＞ 5 即符合实验要求。
　　实验结果如图 2 显示，随着顺铂浓度的增加，顺
铂对 A549P 和 A549cisR 细胞的生长抑制作用越来越
显著，有剂量依赖性。顺铂作用于 A549P 和 A549cisR
细胞 24 h 的 IC50 值分别为（19.62±0.56）µmol·L－ 1、
（296.42±5.4）µmol·L－ 1，耐药倍数为 15.10，因此，
A549cisR 细胞具有中度耐药性，符合实验需求。

图 2　顺铂对 A549P（A）和 A549cisR（B）细胞增殖的影响

Fig 2　Effect of cisplatin on the proliferation of A549P cells（A）and 
A549cisR cells（B）

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

2.2　CCK8 法检测 Zey 对 A549P 和 A549cisR 细胞

增殖的影响

　　使用细胞培养液配制不同浓度的 Zey 药液，
采用“2.1”项下 CCK8 法考察 Zey 对 A549P 和
A549cisR 细胞增殖的影响。结果增殖曲线图如图
3 所示，Zey 对两种细胞的生长抑制作用随 Zey 浓
度的增加而越来越显著，有剂量依赖性。Zey 作用
于 A549P 和 A549cisR 细 胞 24 h 的 IC50 值 分 别 为
（21.35±0.15）µmol·L－ 1、（36.41±1.64）µmol·L－ 1，
表明 Zey 不仅对 A549P 细胞有很好的抑制作用，对
耐药 A549cisR 细胞同样有很好的抑制作用。
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图 3　Zey 对 A549P（A）和 A549cisR（B）细胞增殖的影响

Fig 3　Effect of Zey on the proliferation of A549P cells（A）and 
A549cisR cells（B）

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

2.3　CCK8 法检测 Zey 联合顺铂对 A549cisR 细

胞增殖的影响

　　取对数生长期 A549cisR 细胞，以每孔 6000
个细胞铺于 96 孔板内，过夜贴壁后，设置对照
组、单用顺铂组、单用 Zey 组、Zey 联合顺铂组，
药物作用 24 h 后，每孔加 10 μL CCK8 反应 2 h，
随后检测 OD 值并计算 IC50 值。另外，用 IC50 值
计算逆转倍数，计算公式如下：
　　逆转倍数＝使用逆转剂前 IC50 值 / 使用逆转
剂后 IC50 值　　（2）
　　进一步使用国际标准的中位效应法（Chou-
Talalay）评估 Zey 与顺铂联用后的效应，该法以联
合指数（CI）为主要判断指标。将至少 3 次独立重
复的实验结果合并后计算平均值，将平均值输入
CompuSyn 1.0 软件中进行效应分析。其中，CI 值反
映两个药物之间的相互作用。CI 值的计算公式如下：
　　CI＝（D）1/（Dx）1＋（D）2/（Dx）2　（3）
　　（Dx）1 和（Dx）2 表示两个药物达到特定抑
制率独自所需要的浓度，（D）1 和（D）2 是两药
联合使用时，达到与单药使用时相同抑制率独自
所需要的浓度。CI＜ 0.9、0.9＜CI＜ 1.1、CI＞ 1.1
分别表示协同效应、加和效应和拮抗效应。
　　 结 果 如 图 4A 所 示， 当 在 顺 铂 中 加 入 8 
µmol·L－ 1 Zey 后，顺铂的增殖抑制率大幅增加。
CI 结果如图 4B 所示，在 A549cisR 细胞中，各
浓度下的 CI 均小于 1，表现出明显的协同增敏作
用。再从 IC50 值进一步分析，单用顺铂组的 IC50

值为（296.42±5.40）µmol·L－ 1，联用组的 IC50

值为（61.28±3.19）µmol·L－ 1，差异显著（P ＝

0.000 71）。计算逆转倍数，发现 Zey 对 A549cisR
细胞的逆转倍数为 4.84。以上结果说明，顺铂中
加入了 Zey 后，IC50 值下降，A549cisR 细胞对顺
铂的敏感性增加，Zey 在肺癌 A549 细胞中可逆
转顺铂的耐药性。

图 4　Zey 对 A549cisR 细胞对顺铂的敏感性的影响

Fig 4　Effect of Zey on the sensitivity of A549cisR cells to cisplatin
注：与顺铂组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the cisplatin group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

2.4　分子对接预测 Zey 与 FA 通路相关蛋白的结

合模式

　　将 FA 通路重要蛋白（FANCA、FANCM、
FANCI、FANCD2、FANCL 和 FANCT）与 Zey 进
行分子对接，初步探索 Zey 与 FA 通路的作用。从
RCSB PDB 下载 FA 通路重要蛋白，选择分辨率较
高（Å ＜ 2.50）的晶体结构进行对接。从 PubChem 
获取 Zey 的三维结构。将化学成分的结构进行优化
处理，并使用 Open Babel 2.4.1 将其从自然格式转
换为 pdbqt 格式。然后，使用 Autodock Vina 1.2.0 进
行对接，最后，使用 PyMoL 2.5.4 进行可视化。本
研究主要通过结合能评价和化合物与靶点的结合活
性，结合能低于－ 19 kJ·mol－ 1 表明分子与靶点
之间有结合活性 [6]。实验结果如表 1 及图 5 所示，
Zey 与 FA 通路蛋白的结合能均在－ 30 kJ·mol－ 1

以下，说明 Zey 与 FA 通路相关蛋白均有良好结合
力，再结合空腔体积参数发现，Zey 与 FANCD2 蛋
白的相互作用最强。因此，推测 Zey 可能作用于
FANCD2 蛋白从而减弱 DNA 损伤修复，导致顺铂
耐药的逆转。

表 1　Zey与 FA通路蛋白的结合能 
Tab 1　Binding affinities of Zey with FA pathway proteins

蛋白 结合能 /（kJ·mol － 1） 空腔体积

FANCA － 35 5207

FANCM － 30 614

FANCI － 31 2687

FANCD2 － 33 50 898

FANCL － 39 561

FANCT － 32 3918

2.5　分子动力学分析 Zey 与 FANCD2 蛋白的相

互作用

　　分子对接是研究小分子 - 蛋白质之间的相互
作用，而分子动力学模拟更适合于研究小分子 -
蛋白质之间相互作用的动态特征，因此使用分子
动力学模拟进一步探究。首先将要模拟的蛋白体
系嵌入到溶剂盒子内，设置其边界距蛋白边界不
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小于 10 Å，在其中添加合适数目的 Na＋或 Cl－保
持体系的电中性，将构建好的体系在 amber99sb
力场下进行能量最小化，防止动力学模拟过程崩
溃。随后进行 NVT 及 NPT 预平衡，平衡后设置
体系在 NPT 系统下进行模拟，设置温度为 300 K，
设置步长为 2 fs，进行分子动力学模拟。结果显
示，Zey 与 FANCD2 蛋白的 ARG1336、GLY1387、
GLN1332 氨基酸形成氢键进行结合，与 VAL1368、
LEU1389、THR1335、HIS1339、LEU1386、
PHE1384、VAL1371 形成疏水相互作用（见图 6）。
因此，推测 FANCD2 蛋白极有可能是 Zey 影响 FA
通路活性的关键蛋白。

图 6　分子动力学模拟 
Fig 6　Molecular dynamics simulations

2.6　Western blot 检测 Zey 对 FA 通路蛋白表达的

影响

　　将对数生长期的 A549P 和 A549cisR 分别接种于
T75 瓶内，待细胞长到 80% 满时，常规消化，收集到
10 mL 离心管内，1000 r·min－ 1 离心 4 min，去除上
清后，每管加入 300 μL 裂解液（含 1% 蛋白酶、磷酸
酶抑制剂），在冰上裂解 30 min，10 000 r·min－ 1 离
心 15 min，去除果冻状沉淀，上清液即为不同细胞内
的蛋白样品。随后，只用 A549cisR，设置对照组及
Zey 组（8 µmol·L－ 1），作用 12 h 后，Western blot 检
测 Zey 对 FANCD2、FANCI 蛋白表达的影响。
　　实验结果如图 7 所示，相比 A549P 细胞，
A549cisR 细胞中 FANCD2 的单泛素化水平增加，且
FANCI 蛋白的表达水平提升，表明 FA 通路被激活，
证实 FA 通路参与了顺铂的耐药机制，FANCD2 单
泛素化程度和顺铂对肺癌细胞的敏感性相关，提示
FANCD2 有望成为逆转肺癌顺铂耐药的新靶点。另
外，Zey 可抑制 FANCI 蛋白的表达，并且可显著抑
制 FANCD2 的单泛素化，从而抑制 FA 通路（见图
8）。因此，Zey 可通过影响 FA 通路的 FANCD2 蛋
白逆转肺癌细胞对顺铂的耐药。

图 5　分子对接模式图

Fig 5　Molecular docking mode diagram

图 7　A549P 及 A549cisR 细胞中 FA 通路蛋白的表达

Fig 7　Expression of FA pathway protein in A549P and A549cisR cells
注：与 A549P 细胞组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01。
Note：Compared with the A549P cell group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01.

2.7　统计分析

　　实验结果以均值 ±标准差（x±s）表示，使
用 SPSS V21（SPSS，Chicago，IL）软件进行统
计分析，如果数据服从正态分布，则采用单因素

方差分析（One-Way ANOVA），然后使用 Tukey
检验进行组间两两比较；如果数据不符合正态分
布，则使用 Kruskal-Wallis 检验。当 P ＜ 0.05 时
认为差异存在统计学意义。
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3　讨论

　　化疗耐药是肿瘤治疗中的重大问题，占治疗
失败的 90%[7]，因此提高化疗敏感性并寻求有效的
耐药逆转剂是改善肿瘤患者治疗的关键一步。顺
铂作为肺癌的标准治疗药物，经过长时间的治疗
后，顺铂的获得性耐药常导致肿瘤复发，其耐药
问题亟待解决 [8-10]。多项研究表明，DNA 修复和
耐受系统在顺铂耐药性中至关重要 [11-13]。顺铂可
引起链内交联和链间交联（interstrand crosslinks，
ICLs），虽然链内交联很容易通过核苷酸切除修复
通路修复，但 ICLs 是一种高度细胞毒性的病变，
主要通过 FA 通路修复 [14]。多项研究显示，FA 通
路与顺铂的耐药性显著相关，FA 通路的基因改变
和沉默可增加肿瘤细胞对顺铂的敏感性，FA 通路
被激活则导致化疗耐药的产生 [15]。因此，调控 FA
通路的策略已被用于提高化疗敏感性和逆转耐药。
　　本研究使用 A549P 细胞和 A549cisR 细胞进行
探究，我们发现单用 Zey 时对 A549cisR 细胞有很
好的抑制作用，在此基础上，将 Zey 与顺铂联合作
用于 A549cisR 细胞时，Zey 显著增加了顺铂敏感性
并逆转顺铂耐药。进一步探究分子机制发现 Zey 与
FA 通路的关键蛋白均可很好结合，特别是 FANCD2 
蛋白。查阅文献发现，FANCD2 与 FANCI 常以复
合体的形式在 FA 通路中发挥作用，如果 FANCD2/
FANCI 复合体不发生单泛素化，将不会有后续
的 DNA 修复过程，因此，FANCD2 的单泛素化
（FANCD2-S 转变为 FANCD2-L）常被认为是 FA 通
路激活的最核心环节 [16-18]。因此，笔者猜测 Zey 可
能是作用于 FANCD2 蛋白对 FA 通路产生影响。
　　基于以上结果和文献，分子动力学模拟证
实 Zey 与 FANCD2 有高结合力，相比亲本细胞
A549P，耐药细胞 A549cisR 中 FANCD2 的单泛素
化水平增加，且 FANCI 蛋白的表达水平提升，表
明 FA 通路被激活，证实细胞持续暴露于顺铂可导

致 FA 通路的激活，FA 通路确实参与了顺铂的耐
药机制，这与文献报道的结果一致 [19-20]。当 Zey
作用于 A549cisR 中 24 h 后，发现 Zey 可以抑制
FANCI 蛋白的表达及 FANCD2 的单泛素化，从而
抑制 FA 通路。以上结果表明 FA 通路参与顺铂耐
药，并且 Zey 可通过调控 FANCD2 蛋白的泛素化
进而抑制 FA 通路，并进一步逆转顺铂耐药。
　　如今，靶向 FA 通路诱导 DNA 损伤修复障
碍是一种潜在的肿瘤治疗策略，可增加顺铂敏感
性，因此，基于 FA 通路开发的小分子抑制剂可
在临床上作为耐药逆转剂用于癌症治疗 [21-22]，且
这些抑制剂多靶向 FANCD2 蛋白。近年来，已有
很多研究小组开发了 FA 通路小分子抑制剂，例
如硼替佐米、苯丁酸酯、姜黄素、氯喹和雷公藤
红素等。硼替佐米通过抑制 FANCD2 单泛素化使
卵巢癌细胞对 DNA 交联剂美法仑敏感；雷公藤
红素引起蛋白酶体依赖的 FANCD2 降解，对胶
质瘤发挥化学增敏作用 [23-24]。结合本研究结果，
Zey 可发挥与 FANCD2 抑制剂类似的作用，对顺
铂增敏。但是，Zey 靶向 FANCD2 蛋白仍需通过
基因敲除、细胞热转移分析及药物亲和靶标稳定
性等实验进一步验证，此外，还需阐明 Zey 靶向
FANCD2 蛋白的特异性，可通过体外 ATR 激酶检
测、UBE2T 和 FANCL 自泛素化检测、FA 核心复
合物的形成评估等实验来明确其靶标特异性 [25]。
　　迄今为止，国内外尚未见 Zey 通过抑制 FA 
通路逆转肺癌细胞对顺铂耐药的研究报道。本研
究结果可为开发 Zey 为顺铂耐药逆转剂提供有价
值的实验依据，此外，靶向 FA 通路是逆转顺铂
耐药的一个可行策略，有望为顺铂耐药的患者带
来一些临床益处。
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基于多指标分析的止痒方提取液纯化工艺研究
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摘要：目的　筛选止痒方最优纯化方法。方法　以有效成分保留率以及药液理化性质（出膏率、

电导率、透光率）为指标，分别考察高速离心法、热处理冷藏法和澄清剂吸附法对止痒方的纯

化效果，以筛选最优纯化方法。结果　澄清剂吸附法为止痒方的最优纯化方法，最佳条件为：

搅拌速度为 600 r·min－ 1，絮凝温度为 50℃，澄清剂配制浓度为 2%，药液浓度为 0.5 g·mL－ 1，

澄清剂添加量为 3 g·L－ 1。有效成分落新妇苷保留率为 94.08%，透光率为 69.12%，出膏率为

27.21%，电导率为 7.53 mS·cm－ 1。结论　采用天然澄清剂吸附法对止痒方纯化效果最好，且

该法操作简单，工艺稳定，可为制剂进一步开发提供参考。

关键词：止痒方；纯化工艺；天然澄清剂；保留率；透光率
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Purification of antipruritic decoction extract based on multi-index analysis

QI Meng-fei, LIN Tao, SHANG Shang, XIANG Ya-jin-jing, YANG Fan, SHEN Jia-yan, TONG Ying, 
ZHANG Yan, LIU Jia, WU Qing* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese 
Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To optimize the purification of antipruritic decoction. Methods  The purification 
effect of high speed centrifugal method, heat treatment before the refrigeration method and clarifier 
adsorption method on the antipruritic decoction was determined according to the effective ingredient 
retention rate and physicochemical properties of the liquid (extract rate, conductivity and light 
transmittance).The optimal purification method was selected. Results  Clarifier adsorption method 
was the best for antipruritic decoction. The optional condition was as follows：the stirring speed was 
600 r·min－1, the flocculation temperature was 50℃ , the preparation concentration of clarifier was 2%, 
the concentration of liquid was 0.5 g·mL－ 1, and the addition amount of clarifier was 3 g·L－ 1. The 
retention rate of astilbe was 94.08%, the light transmittance was 69.12%, the extract rate was 27.21%, 
and the conductivity was 7.53 mS·cm－ 1. Conclusion  The clarifier adsorption method has the best 
purification, which is simple operable and stable, providing reference for further development of the 
preparation. 
Key words: antipruritic decoction; purification process; natural clarifier; retention rate; light 
transmittance
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　　止痒方是临床上用于治疗各种瘙痒的有效经验
方，方中以土茯苓为君药，能够解毒、除湿、通利
关节。搭配徐长卿、防风等药材，共奏祛风止痒、
清热利湿的功效。临床常以水煎煮后外用涂抹的方
式应用，该方式存在易发霉变质、不易储存、不便
于携带、不便随时使用等缺点。基于溶液型喷雾剂

具有性质稳定、均匀度好、起效迅速、方便使用、
便于携带和保存等优势 [1]，将止痒方研制成溶液型
喷雾剂，可提高患者顺应性。但提取液中含有的蛋
白质、淀粉、色素、鞣质等杂质，会影响止痒方喷
雾剂的质量和稳定性。为了提高药物的纯度和澄明
度，增强药物的治疗效果，减少不良反应，保证止
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痒方喷雾剂的有效性和安全性，并且满足喷雾剂药
液具有一定的均匀性和稳定性的要求，本文对该方
纯化方法进行研究。
　　目前中药纯化工艺考察多以单一指标或者主观
指标为主，但中药复方成分复杂，单一指标无法全
面反映中药提取液的质量 [2]，会对试验结果产生片
面影响，具有一定的局限性；而主观指标往往容
易导致结果不够准确，存在个体差异，重现性较
差。因此，本试验采用化学和物理多指标相结合的
方法对止痒方提取液纯化工艺进行评定，使得结果
更加全面系统。其中，出膏率是评价药材质量的重
要指标，同时中药提取液纯化前后出膏率差异也可
作为评价纯化除杂效果的重要指标 [3]；落新妇苷为
2020 年版《中国药典》[4] 土茯苓含量测定的质量控
制成分 [5]，因此将其保留率作为纯化指标之一；电
导率与中药提取液中带电胶体粒子密切相关 [6]，能
有效表征溶液体系的稳定性 [7]，同时电导率能在一
定程度上反映中药水提液中无机盐与蛋白质等带电
大分子以及其他荷电有机物的含量 [8-9]；透光率常
用来表征液体的澄明度，在食品工业和医药行业中
具有广泛应用 [10-11]。以上四个指标客观准确，能够
使止痒方提取液的外观澄明度、稳定性，以及疗效
得到保证，满足后续喷雾剂的制备要求，并且对于
其他制剂工艺研究具有一定的指导意义。
1　材料
1.1　试药
　　土茯苓（产地：安徽，批号：230601）；徐
长卿（产地：河北，批号：230401）；防风（产
地：内蒙古，批号：230301）等，所有药材均购
自洪雅县瓦屋山药业有限公司，经北京中医药
大学中药学院杨瑶珺教授鉴定；落新妇苷（上
海源叶生物科技有限公司，纯度：98%，批号：
D26GB172582）； 甲 醇 [ 赛 默 飞 世 尔 科 技（中
国）有限公司，HPLC 级，批号：225397]；冰
乙酸（天津市致远化学试剂有限公司，批号：
2021032040）；纯净水（杭州娃哈哈集团有限公
司）；壳聚糖（上海源叶生物科技有限公司，批
号：A30S11K126403）；羧甲基壳聚糖（北京索
莱宝科技有限公司，批号：2230807001）；天然
澄清剂（河南百味食品配料有限公司）；101 果
汁澄清剂（陕西森弗天然制品有限公司，批号：
23072801）；ZTC-Ⅱ型天然澄清剂（武汉正天成
生物科技有限公司，批号：20231219）；海藻酸
钠（北京凯国科技有限公司，批号：AB083877）。
1.2　仪器
　　低速离心机 [ 艾卡仪器设备（广州）有限公司 ]；
LC-20A 型高效液相色谱仪、SPD-M20A 型光电二极

管阵列紫外可见光检测器（日本岛津公司）；RE-501
型旋转蒸发仪、SHB-Ⅲ循环水式真空泵（北京神泰
伟业仪器设备有限公司）；BZF50 型真空干燥箱（上
海 BOXUN 公司）；BT125D 电子分析天平（北京赛
多利斯公司）；电热套（北京科伟永兴仪器有限公
司）；SB-5200DTD 超声波清洗机（宁波新芝生物科
技有限公司）；JY20002 电子天平、756PC 型紫外可
见分光光度计（上海舜宇恒平科学仪器有限公司）；
雷磁 DDS-11A 型电导率仪（上海仪电科学仪器股份
有限公司）；BY-G20 型医用离心机（北京白洋医疗
器械有限公司）；数显恒温磁力搅拌水浴锅（湖南前
沿科技有限公司）；ZNCL-S-5D 多点智能磁力搅拌
器（河南爱博特科技发展有限公司）；HH-6 数显恒
温水浴锅（常州普天仪器制造有限公司）。
2　方法与结果
2.1　止痒方提取浓缩液的制备
　　将含挥发性成分的中药徐长卿、防风等加入
15 倍量水浸泡 60 min，水蒸气蒸馏法收集 10 倍量
蒸馏液，药渣同土茯苓等余下饮片进行水提，加
入 10 倍量水，回流提取 90 min，提取 2 次，合并
提取液，减压浓缩至生药量 0.5 g·mL－ 1，即得。
2.2　指标测定
2.2.1　出膏率　取干燥至恒重的蒸发皿，分别取
纯化后的药液 5 mL，用水浴锅蒸干水分后，置于
105℃烘箱中继续干燥至恒重，静置冷却至室温
后立即精密称重，折算出膏率。
2.2.2　落新妇苷保留率的测定　取纯化前后的药
液，按照“2.3”项下落新妇苷含量测定方法检测
落新妇苷含量，并计算保留率（%）。
　　保留率（%）＝纯化后提取液中落新妇苷含
量 / 原提取浓缩液中落新妇苷含量 ×100%。
2.2.3　电导率的测定　分别取纯化后的药液，测
定样品 25℃的电导率。
2.2.4　透光率的测定　参照文献方法 [12]，采用紫
外分光光度法，选定 760 nm 作为检测波长，以
去离子水作为空白对照，测定各纯化后药液样品
的透光率，反映药液的澄明度。
2.3　落新妇苷含量测定方法
2.3.1　HPLC 色谱条件　色谱柱为 INERTSILODS-
3C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；以甲醇为流动相
A，以 0.1% 冰乙酸溶液为流动相 B，按表 1 条件进
行梯度洗脱；检测波长 291 nm；流速 1 mL·min－ 1；
柱温 30℃；进样量 10 μL。理论板数按落新妇苷峰
计算应不低于 5000。
2.3.2　供试品溶液的制备　精密吸取不同方法纯化
后的提取液样品 1 mL 转移至 5 mL 棕色量瓶中，加
甲醇定容，摇匀，用微孔滤膜过滤，取续滤液即得。
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表 1　流动相梯度洗脱程序 
Tab 1　Gradient elution of mobile phase 

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%
0 ～ 5 10 ～ 22 90 ～ 78

  5 ～ 35 22 ～ 34 78 ～ 66
35 ～ 50 34 ～ 37 66 ～ 63

2.3.3　对照品溶液的制备　取落新妇苷对照品
适量，精密称定，加甲醇溶解，定容，得到 339 
μg·mL－ 1 的落新妇苷对照品溶液。
2.3.4　阴性样品溶液的制备　称取不含土茯苓的其
余饮片，按照“2.3.2”项下方法制备阴性样品溶液。

2.3.5　方法学考察　对落新妇苷的含量测定方法进
行方法学考察，结果表明，落新妇苷与其他色谱峰
均达到基线分离，阴性样品无干扰，专属性符合要
求，见图 1。落新妇苷在 10.17 ～ 339.0 μg·mL－ 1

内与峰面积具有良好的线性关系，回归方程为 Y ＝

2.25×104X － 4.25×104，r ＝ 1.000。且仪器的精密
度（RSD ＝ 0.22%）、重复性（RSD ＝ 0.77%）、样
品在 24 h 内的稳定性（RSD ＝ 0.72%）、平均加样
回收率（99.84%，RSD ＝ 1.7%）均符合要求，表明
该含量测定方法稳定可行。

图 1　落新妇苷专属性 HPLC 图

Fig 1　 HPLC chromatogram of astilbe specificity
A. 对照品溶液（control solution）；B. 阴性样品溶液（negative sample solution）；C. 供试品溶液（sample solution）

2.4　纯化方法筛选
　　中药复方提取液的常见的纯化方法有水提醇
沉法、醇提水沉法、大孔树脂吸附法、膜分离法、
澄清剂吸附法、离心分离法等，依据中药复方提
取液和有效成分的性质选择适当的方法可以实现
不同的纯化目的。结合本课题组前期止痒方的提
取方法，拟采用高速离心法、热处理冷藏法和澄
清剂吸附法来对止痒方提取液进行纯化。
2.4.1　高速离心法及热处理冷藏法　① 高速离心
法：取止痒方浓缩液 80 mL，10 000 r·min－ 1 高速
离心 40 min；② 热处理冷藏法：取止痒方浓缩液
煮沸 5 min，冷却后置 4℃冷藏 24 h，再按 10 000 
r·min－ 1 离心 40 min。分别取上清液，备用。
2.4.2　澄清剂吸附法 [13]　取止痒方浓缩液 6 份，
每份 80 mL，置于洁净的烧杯中，将烧杯置于磁
力搅拌器上，转速 400 r·min－ 1，以常用添加量
按照 2 g·L－ 1 的添加量分别考察 1% 壳聚糖、1%
羧甲基壳聚糖、1% 天然澄清剂、1% 海藻酸钠对
药液澄清效果的影响，按照 5 g·L－ 1 的添加量考
察 5%101 果汁澄清剂，按照 0.2 g·L－ 1 的添加
量考察 ZTC-Ⅱ型天然澄清剂，分别磁力搅拌 15 
min，将纯化样品置于 4℃冷藏 24 h 后于 10 000 
r·min－ 1 离心 40 min，取上清液，备用。
2.5　不同方法纯化效果
　　不同纯化方法的纯化效果如表 2 所示，结果表
明，不同纯化方法对落新妇苷的保留率、出膏率影

响并不是很大，而对溶液的电导率和透光率影响较
大，透光率反映的是溶液的澄明情况，这对制剂外
观和稳定性有着重要意义，因此综合考虑，选择对
落新妇苷具有较高保留率且纯化药液具有较高透光
率的天然澄清剂的澄清剂吸附法作为纯化方法。

表 2　不同纯化方法对药液澄清效果的影响 (n ＝ 2) 
Tab 2　Influence of different purification methods on clarifying 

effect of liquid medicine (n ＝ 2)

纯化方法
落新妇苷

保留率 /%
透光

率 /%
出膏

率 /%
电导率 /

（mS·cm － 1）

原液 100.00 － 29.26   9.23

高速离心法   83.20 53.85 23.50   8.81

热处理冷藏法   75.21 58.93 24.31   8.80

澄清剂吸附法

1% 壳聚糖   81.22 66.16 23.60   8.78

1% 羧甲基壳聚糖   77.32 72.06 23.60   9.15

5%101 果汁澄清剂   85.80 58.66 24.43 10.42

1% 天然澄清剂   85.67 77.10 23.98   8.56

1%ZTC- Ⅱ型天然澄清剂   86.29 59.50 23.84   7.97

1% 海藻酸钠   81.58 52.70 23.87   8.60

2.6　澄清剂吸附法纯化工艺优化
　　采用澄清剂吸附法，以落新妇苷保留率、出
膏率、透光率、电导率为指标，用单因素试验考
察搅拌速度、絮凝温度、澄清剂浓度、澄清剂添
加量和药液浓度等因素对药液澄清效果的影响，
确定最优工艺参数。
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2.6.1　搅拌速度考察　取止痒方浓缩液，每份 40 
mL，置于洁净的烧杯中，将烧杯置于磁力搅拌
器上，分别设置转速 200、400、600、800、1000 
r·min－1，按2 g·L－1分别缓慢加入提前配制好的1%
天然澄清剂，磁力搅拌 15 min，将纯化样品于 4℃
静置 48 h 后于 4000 r·min－ 1 下离心 30 min，取上
清液检测各项指标。结果如表 3 所示，表明转速对
透光率的影响较大，当转速为 600 r·min－ 1 时透光
率最大，因此选择转速为 600 r·min－ 1。

表 3　搅拌速度对药液澄清效果的影响 
Tab 3　Influence of stirring speed on clarifying effect of liquid medicine

转速 /
（r·min － 1）

落新妇苷

保留率 /%
透光率 /% 出膏率 /%

电导率 /
（mS·cm － 1）

  200 73.43 50.6 28.05 7.81

  400 70.62 71.3 27.82 7.74

  600 69.35 72.8 27.00 7.64

  800 68.95 67.9 27.28 7.70

1000 68.39 66.2 27.62 7.74

2.6.2　絮凝温度考察　取止痒方浓缩液，每份
40 mL，分别考察室温（25℃）以及 40、50、60、
70、80℃时的絮凝除杂效果。固定转速为 600 
r·min－ 1，按照 2 g·L－ 1 分别缓慢加入提前配制
好的 1% 天然澄清剂，磁力搅拌 15 min 后，在不
同温度下保温 1 h，将保温后的样品于 4℃静置
48 h 后于 4000 r·min－ 1 离心 30 min，取上清液
检测各项指标。结果如表 4 所示，表明温度对落
新妇苷保留率和透光率影响较大，综合试验结果
选择 50℃作为纯化工艺的絮凝温度。

表 4　絮凝温度对药液澄清效果的影响 
Tab 4　 Influence of flocculation temperature on clarifying effect of 

liquid medicine

温度 /℃
落新妇苷

保留率 /%
透光率 /% 出膏率 /%

电导率 /
（mS·cm － 1）

25 83.62 71.2 27.38 7.78

40 81.32 73.2 27.90 7.78

50 91.01 73.0 28.55 7.80

60 90.96 64.3 28.37 7.72

70 92.07 65.8 28.97 7.75

80 87.68 67.8 29.05 7.86

2.6.3　澄清剂浓度考察　取止痒方浓缩液，每份
40 mL，分别考察浓度为 0.5%、1%、2%、3%、4%、
5% 的天然澄清剂的除杂效果。固定转速为 600 
r·min－ 1，澄清剂添加量为 2 g·L－ 1，磁力搅拌
15 min 后，在 50℃下保温 1 h，将保温后的样品于
4℃静置 48 h 后于 4000 r·min－ 1 离心 30 min，取
上清液检测各项指标。结果如表 5 所示，随着澄

清剂浓度的增加，纯化药液的透光率增加，但落
新妇苷的保留率也随之下降，综合试验结果确定
澄清剂配制浓度为 2%。

表 5　澄清剂配制浓度对药液澄清效果的影响 
Tab 5　Influence of concentration of clarifying agent on clarifying 

effect of liquid medicine

澄清剂

浓度 /%
落新妇苷

保留率 /%
透光率 /% 出膏率 /%

电导率 /
（mS·cm － 1）

   0.5 98.57 59.8 28.19 7.36

1 95.37 66.9 27.86 8.28

2 95.47 69.5 28.99 8.26

3 80.73 71.7 28.02 8.61

4 90.89 75.4 27.82 8.70

5 91.26 74.3 28.10 8.74

2.6.4　药液浓度考察　取相当于 20 g 生药量的止
痒方浓缩液，分别考察生药浓度为 0.5、0.75、1.0 
g·mL－ 1 时天然澄清剂的除杂效果。固定转速为
600 r·min－ 1，每份加入配制浓度为 2% 天然澄
清剂 4 mL，磁力搅拌 15 min 后，在 50℃下保温
1 h，将保温后的样品于 4℃静置 48 h 后于 4000 
r·min－ 1 离心 30 min，取上清液检测各项指标。
结果如表 6 所示，当药液浓度逐渐增大时，落新
妇苷的保留率和透光率逐渐下降，最终选择药液
浓度为 0.5 g·mL－ 1。

表 6　药液浓度对药液澄清效果的影响 
Tab 6　Influence of liquid concentration on clarifying effect of  

liquid medicine

药液浓度 /
（g·mL － 1）

落新妇苷

保留率 /%
透光率 /% 出膏率 /%

电导率 /
（mS·cm － 1）

0.5 90.23 68.2 25.41 8.22

  0.75 83.04 65.1 24.70 8.11

1.0 82.69 63.5 24.22 7.99

2.6.5　澄清剂添加量考察　取止痒方浓缩液若干
份，每份 40 mL，分别考察不同澄清剂添加量的
除杂效果。固定转速为 600 r·min－ 1，2% 天然澄
清剂，加入不同量的澄清剂，磁力搅拌 15 min 后，
在 50℃下保温 1 h，将保温后的样品于 4℃静置
48 h 后于 4000 r·min－ 1 离心 30 min，取上清液检
测各项指标。结果如表 7 所示，当澄清剂的添加
量在 3 g·L－ 1 时，纯化药液具有较高的落新妇苷
保留率，因此选择澄清剂的添加量为 3 g·L－ 1。
2.7　验证试验

　　综上，最佳纯化工艺为：取止痒方浓缩液（生
药量 0.5 g·mL－ 1）3 批，每份 40 mL，固定转速
为 600 r·min－ 1，澄清剂浓度为 2%，澄清剂添
加量为 3 g·L－ 1，磁力搅拌 15 min 后，在 50℃
下保温 1 h，将保温后的样品于 4℃静置 48 h 后
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于 4000 r·min－ 1 离心 30 min，取上清液检测各
项指标。结果见表 8，3 批止痒方浓缩液经过最
优纯化工艺得到的样品各项指标 RSD 均小于 2%，
表明该纯化工艺稳定可行。且 2020 年版《中国
药典》[4] 要求溶液型喷雾剂药液表观性状需澄清，
经过该纯化工艺得到的药液符合要求。

表 8　最佳纯化工艺的验证试验结果 
Tab 8　Verification of the best purification process

批次
落新妇苷

保留率 /%
透光率 /%

出膏

率 /%
电导率 /

（mS·cm － 1）
性状

第 1 批 94.03 68.34 27.72 7.65 澄清

第 2 批 94.45 69.23 27.23 7.39 澄清

第 3 批 93.76 69.78 26.67 7.56 澄清

平均值 94.08 69.12 27.21 7.53 /

RSD/%   0.37 1.1 1.9 1.8 /

3　讨论
　　本文比较了高速离心法、热处理冷藏法和澄
清剂吸附法对止痒方提取液的纯化效果。虽然乙
醇沉淀法是中药制剂中最为常用简单的纯化除杂
方法，但是其使用大量有机溶剂，易污染环境，
不够绿色环保，且处理成本高昂，同时有机溶剂
残留容易造成皮肤刺激性，影响后续喷雾剂的疗
效，为了契合止痒方在临床上的传统水煎应用形
式，尽可能不采用乙醇等有机溶剂，因此没有对
乙醇沉淀法进行研究。
　　纯化后的药液澄清，符合 2020 年版《中国
药典》[4] 对于溶液型喷雾剂药液的要求。且初步
稳定性结果表明，止痒方提取液进行纯化后，在
高温（40℃）、低温（4℃）和持续光照条件下放
置 10 d 以内，药液表观性状均良好，溶液澄清透
明，有效成分保留量较高，表明该纯化工艺效果
显著，纯化后的药液符合要求。
　　试验中参照文献方法 [12] 选用 760 nm 作为透光

率的测定波长，并对测定方法进行了方法学考察，
结果仪器的精密度、重复性以及样品在 60 min 内
的稳定性均良好，表明该测定方法稳定可行。
　　此外，本试验也存在一些不足之处，该纯化
工艺的最佳试验条件是基于实验室小试规模的基
础探索，后续有必要将该工艺参数进行大生产验
证，并根据后续生产中的实际情况对工艺参数的
范围进行改进和进一步验证，确保基础研究与实
际生产的高效结合。综上所述，本研究选择了澄
清剂吸附法作为止痒方的纯化方法，并对纯化工
艺进行了优化，优化后的纯化工艺操作简单，工
艺稳定，成本较低，对皮肤无刺激性，可以为止
痒方制剂进一步开发提供参考。

参考文献

[1] 张鹰楠，许子艺，卢光照，等 . 喷雾剂临床应用及质量

控制研究进展 [J]. 药学实践与服务，2024，42（1）：1-5.
[2] 杨园，罗舒，宋怡，等 . 中药提取及澄清工艺优化指标

选择的研究进展 [J]. 四川农业科技，2024，5（4）：78-82.
[3] 周小波 . 参芍益气活血方水提液不同纯化工艺的比较 [J].

贵州中医药大学学报，2023，45（5）：51-56.
[4] 中国药典 2020 年版 . 一部 [S]. 2020：19.
[5] 彭嘉文，谢晶晶，马玉明，等 . 土茯苓的质量控制现状

及质量标志物预测分析 [J]. 中华中医药学刊，2024，6
（6）：1-17.

[6] 曹云台，郭立玮，施栋磊，等 . 陶瓷膜应用于中药精制

的研究进展 [J]. 中草药，2010，41（2）：314-317.
[7] 权利娜，崔春利，刘红波，等 . 不同纯化方法对补阳还

五汤水提液物质组成的影响 [J]. 西北药学杂志，2019，34
（5）：586-589.

[8] 金唐慧，张刘红，朱华旭，等 . 反渗透浓缩对四逆汤物

料体系理化参数的影响及其相关性研究 [J]. 中国中药杂

志，2014，39（8）：1421-1425.
[9] Guo A，Xiong YL. Electrical conductivity：a simple and 

sensitive method to determine emulsifying capacity of pro-
teins [J]. J Food Sci，2021，86（11）：4914-4921.

[10] 张海悦，闫小娟，石翔 . 芹菜降压口服液的研制 [J]. 食品

工业科技，2011，32（3）：274-276.
[11] 崔长伟，马彤彤，杨正芳，等 . 黑虎香葡萄果醋澄清配

方研制与澄清工艺优化 [J]. 食品工业，2023，44（3）：

34-37.
[12] 黄星源，黄星才，谢永巧，等 .101 果汁澄清剂，壳聚糖

及复合澄清剂对无核黄皮果醋澄清效果的比较研究 [J]. 酿
酒，2023，50（5）：130-133.

[13] 王枫，李柯帆，丁雯，等 . 中药口服液澄清剂及澄清

工 艺 的 研 究 进 展 [J]. 西 北 药 学 杂 志，2022，37（5）：

182-185.
（收稿日期：2024-05-06；修回日期：2024-08-06）

表 7　澄清剂添加量对药液澄清效果的影响 
Tab 7　Influence of the amount of clarifying agent on clarifying 

effect of liquid medicine

澄清剂添加量 /
（g·L － 1）

落新妇苷

保留率 /%
透光

率 /%
出膏

率 /%
电导率 /

（mS·cm － 1）

1 92.39 71.1 26.32 7.82

2 89.03 71.8 26.53 7.88

3 94.09 69.1 27.09 7.69

4 87.28 73.7 27.24 7.71

5 92.70 74.0 27.86 7.81

6 94.82 74.6 27.54 7.76
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基于体外溶出度评价的祖师麻肠溶片包衣材料优选及质量研究

卢凤华1，2，朱荣玥1，彭胡麟玥1，孙旭2，张旭2，张仲毅2，董晓旭1，曲昌海1，尹兴斌1，倪健1*

（1. 北京中医药大学中药学院，北京　102488；2. 秦皇岛市山海关药业有限责任公司，河北　秦皇岛　066200）

摘要：目的　优选祖师麻肠溶片包衣工艺，制备出符合肠溶片剂要求的祖师麻肠溶片，并对祖

师麻肠溶片进行质量评价。方法　以体外溶出度、崩解时限为指标，确定祖师麻肠溶片的最佳

包衣材料及最优包衣工艺；采用薄层色谱法对祖师麻肠溶片中的祖师麻甲素进行鉴别；通过重

量差异、微生物限度、溶出度检测进行检查项的测定；采用高效液相色谱法测定祖师麻肠溶片

中祖师麻甲素的含量。结果　筛选出了祖师麻肠溶片的最优制备工艺，所得制剂符合要求；薄

层色谱斑点清晰，分离度良好；祖师麻肠溶片重量差异、微生物限度、溶出度均符合要求；样

品中祖师麻甲素的平均含量为 3.06 mg/片。结论　本研究成功制备了符合规定的祖师麻肠溶片；

检测方法操作方便、结果准确，可用于祖师麻肠溶片的质量评价。

关键词：祖师麻肠溶片；祖师麻甲素；溶出度；工艺优选；质量研究

中图分类号：R283，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0685-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.017

Optimization of coating materials and quality of Zushima enteric-coated 
tablets based on evaluation of in vitro dissolution 

LU Feng-hua1, 2, ZHU Rong-yue1, PENG Hu-lin-yue1, SUN Xu2, ZHANG Xu2, ZHANG Zhong-
yi2, DONG Xiao-xu1, QU Chang-hai1, YIN Xing-bin1, NI Jian1* (1. School of Chinese Materia 
Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488; 2. Qinhuangdao Shanhaiguan 
Pharmaceutical Co., Ltd., Qinhuangdao  Hebei  066200)

Abstract: Objective  To optimize the coating process of Zushima enteric-coated tablets, prepare the 
Zushima enteric-coated tablets, and evaluate their quality. Methods  The most suitable coating material 
and the best coating process of Zushima enteric-coated tablets were determined by in vitro dissolution and 
disintegration time. Thin-layer chromatography was used to identify daphnetin in Zushima enteric-coated 
tablets. The weight difference, microbial limit and dissolution rate were examined respectively. High 
performance liquid chromatography was used to determine the content of daphnetin in Zushima enteric-
coated tablets. Results  The optimum preparation of Zushima enteric-coated tablets was selected, and the 
preparation met the requirements. The spots of thin-layer chromatography were clear and well-separated 
was good. The weight difference, microbial limit and dissolution rate of Zushima enteric-coated tablets 
all met the requirements. The average content of daphnetin in the sample was 3.06 mg/tablet. Conclusion  
Zushima enteric-coated tablets have been prepared successfully. The sample detection method is easy to 
operate and accurate, which can be used for the quality evaluation of Zushima enteric-coated tablets.
Key words: Zushima enteric-coated tablet; daphnetin; dissolution rate; process optimization; quality study
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　　祖师麻片是由祖师麻饮片经加工制成的片
剂，具有祛风除湿、活血止痛的功效 [1]，是治疗

风湿痹症、关节炎及类风湿关节炎的常用中成药，
最早收载于 2010 年版《中国药典》[2]。多年的临
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床应用证明了其对类风湿关节炎 [3]、未分化脊柱
关节病 [4]、肾小球肾炎 [5] 等疾病具有很好的治疗
作用。近年来，祖师麻片与美洛昔康 [6]、尼美舒
利 [7] 等联合使用治疗膝骨关节炎，或与中药熏
蒸结合治疗强直性脊柱炎 [8]，均取得了较好的疗
效。然而在临床上，患者在服用祖师麻片的过程
中会出现胃部不适或疼痛、食欲减少等胃部不良
反应 [9]。因此，《中国药典》祖师麻片项下、祖师
麻片说明书及相关研究报道中均指出有胃病者可
饭后服用 [10]，并配合健胃药使用 [11]。祖师麻片对
胃部的不良反应严重影响了胃病患者的服用，限
制了其临床应用范围。
　　本研究对祖师麻片进行肠溶包衣，以体外溶
出度、崩解时限为指标，优选祖师麻肠溶片的最
佳包衣材料及最优包衣工艺，并进行中试试验，
以确定工艺稳定可行。同时对祖师麻肠溶片质量
进行初步评价，以期进一步扩大祖师麻肠溶片的
应用范围。
1　材料
1.1　仪器
　　LC-20A 型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
1260 型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；RCZ-
8M 型溶出试验仪、RZQ-8C 型溶出仪自动取样器
（天津天大天发公司）；ZBS-6G 型智能崩解试验
仪（天津大学无线电厂）；BGB-150B 型高效糖衣、
薄膜包衣机（温州市制药设备厂）。
1.2　试药
　　祖师麻甲素对照品（纯度＞ 98%，批号：MUST- 
13071104，成都曼思特生物科技有限公司）；碳酸
钙（上海诺成药业股份有限公司）；淀粉、糊精（辽
宁东源药业有限公司）；乙醇（梅河口市阜康酒精
有限责任公司）；甲醇 [ 色谱纯，赛默飞世尔科技
（中国）有限公司 ]；冰乙酸（色谱纯，天津市大茂
化学试剂厂）；纯净水（娃哈哈集团有限公司）；尤
特奇 L30D-55、尤特奇 L100、尤特奇 S100、尤特奇 
FS30D、尤特奇 E 100、尤特奇 E PO（贏创工业集团
上海尤特奇公司）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（4.6 
mm×250 mm，5 μm），流动相为甲醇 -0.5% 冰乙
酸（25∶75），检测波长为 327 nm，进样量为 10 
μL，流速为 1 mL·min－ 1，柱温为室温 [11]。
2.2　溶液的制备
2.2.1　对照品溶液制备　取祖师麻甲素对照品适
量，精密称定，加 85% 甲醇制成每 1 mL 含 0.1 
mg 的溶液，即得。

2.2.2　供试品溶液制备　取本品连同包衣研细，
取约 0.3 g，精密称定，置 100 mL 量瓶中，加
85% 甲醇适量，超声提取 30 min，放至室温，定
容，摇匀，即得。
2.3　祖师麻肠溶片制备
　　取祖师麻，加水煎煮 3 次，第一次 2 h，第
二次 1 h，第三次 1 h，合并煎液，滤过，滤液浓
缩得清膏，加乙醇静置使沉淀，取上清液，回收
乙醇并浓缩至适量，加入碳酸钙 10 g 及淀粉、糊
精适量，混匀，制成颗粒，干燥，压制成 1000
片。分别采用 6 种肠溶包衣液（尤特奇 L30D-55、
尤特奇 L100、尤特奇 S100、尤特奇 FS30D、尤
特奇 E 100、尤特奇 E PO；固含量 6%）包薄膜衣，
包衣锅转速 3 ～ 8 r·min－ 1，包衣增重 10%，即
得 6 种祖师麻肠溶片样品 A ～ F。
2.4　片重及含量测定
　　分别取祖师麻肠溶片样品 A ～ F 各 20 片，带
包衣称重（n ＝ 3），按“2.2.2”项下方法制备，进
样测定，结果见表 1。6 种不同祖师麻肠溶片之间
的片重差异 RSD ＝ 1.9%，单种祖师麻肠溶片每片
中祖师麻甲素含量 RSD 均小于 3%，质量稳定。

表 1　不同配方祖师麻肠溶片含量测定结果 
Tab 1　Determination of Zushima enteric-coated tablets with 

different formulations 

样品
平均片

重 /g
祖师麻甲素平均测定

浓度 /（μg·mL － 1）

祖师麻甲素的

含量 /（μg/ 片）

含量

RSD/%

A 0.31 41.37 4136.60 1.1

B 0.30 42.68 4268.00 2.8

C 0.32 41.85 4184.60 0.38

D 0.31 42.24 4224.00 0.98

E 0.31 42.04 4203.60 0.93

F 0.31 41.53 4153.30 1.1

2.5　崩解时限检查

　　参照《中国药典》2020 年版四部通则 0921 崩
解时限检查法 [12]，对 6 种祖师麻肠溶片崩解时
限进行检查，研究中记录药片全部崩解完全的时
间，结果见表 2。结果显示，6 种祖师麻肠溶片
崩解时限均符合药典规定。其中，样品 A（以尤
特奇 L30D-55 为包衣材料）在磷酸盐缓冲液中崩
解最快，能够在 20 min 内全部崩解完全。
2.6　溶出度测定及包衣材料选择

　　参考《中国药典》2020 年版四部通则 0931 溶
出度与释放度测定法第一法篮法 [12]，对祖师麻肠
溶片进行溶出度试验，结果见图 1。结果显示，在
6 种样品中，只有样品 A 在磷酸盐缓冲液中的累计
溶出率超过 70%，为（72.49±1.79）%，符合药典
对肠溶制剂在缓冲液中释放量的要求。且经肠溶衣
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包覆后，样品在酸中释放量为 0%，符合规定。因
此，结合“2.5”项下结果，样品 A 的包衣材料尤特
奇 L30D-55 是祖师麻肠溶片合适的包衣材料。

图 1　6 种包衣材料的祖师麻肠溶片累计溶出率柱状图（n ＝ 6）
Fig 1　Histogram of cumulative dissolution rate of Zushima enteric-
coated tablets with six coating materials（n ＝ 6）

2.7　肠溶包衣增重比例考察
　　肠溶制剂的增重比例会影响其溶出度，因此
对已优选包衣材料（尤特奇 L30D-55）的祖师麻肠

溶片 A 的 4 种不同增重比例的制剂进行了考察优
选。分别按照 10%、11%、12%、13% 的包衣材料
增重比例制备祖师麻肠溶片 A1、A2、A3、A4，按
“2.6”项下方法测定祖师麻甲素的溶出度，计算
累计溶出度和溶出率，结果见图 2。参照药典规
定 [12]，本溶出实验中 4 种样品的酸中释放量均为
0%，符合药典对于肠溶制剂的要求，但由于祖师麻
肠溶片样品 A1 在缓冲液中累计溶出率最大且超过
70%[（79.74±2.85）%]。因此，样品 A1 是祖师麻肠
溶片合适的包衣材料增重比例，即增重 10%。

图 2　不同包衣增重的祖师麻肠溶片累计溶出率柱状图（n ＝ 6）
Fig 2　Histogram of cumulative dissolution rate of Zushima enteric-
coated tablets with four different weight gain ratios（n ＝ 6）

2.8　祖师麻肠溶片的中试试验

　　按照上述已确定的祖师麻肠溶片制法，制备
3 批中试样品（批号：0701、0702、0703），每批
次投药 190 kg，确定工艺的可行性，结果见表 3。
由结果可知，祖师麻肠溶片的制剂工艺基本稳
定，可用于生产。

表 3　3 批祖师麻肠溶片中试生产数据 
Tab 3　Pilot production data of 3 batches of Zushima enteric-coated tablet

样品 提取药材量 /kg 提取物浸膏重量 /kg 辅料重量 /kg 颗粒总重 /kg 理论成品数 / 片 实际成品数 / 片 成品率 /%
0701 190.0 33.5 21.2 52.1 172 800 159 408 92.3
0702 190.0 32.0 22.7 51.8 172 800 162 108 93.8
0703 190.0 33.0 21.7 51.9 172 800 160 488 92.9

2.9　祖师麻肠溶片的质量评价
2.9.1　性状　本品为肠溶衣片，除去包衣后显棕
色，味微苦。
2.9.2　规格　肠溶片剂，每片重 0.3 g。
2.9.3　鉴别　取本品 2 片，照祖师麻片项下鉴别
项试验 [11]，置紫外光灯（254 nm）下检视。结果
如图 3 所示，经 1% 三氯化铁乙醇溶液显色后，
供试品色谱与对照品色谱、对照药材色谱相应位
置上均显示相同颜色的斑点。
2.9.4　检查
　　① 重量差异：按照药典规定，片重应在标示片
重±5% 的范围内 [13]，3 批中试供试品的平均片重
分别为（0.31±0.0025）g、（0.31±0.0032）g、（0.30 

±0.0029）g，均符合要求。
　　② 微生物限度检查：按照微生物限度检查法
（《中国药典》2020 年版三部 1107 非无菌药品微生
物限度标准 [13]）检查，3 批中试供试品中需氧菌未
超过 1×103 cfu·g － 1、霉菌和酵母菌总数未超过
1×102 cfu·g－ 1，且未检测出大肠埃希菌。
　　③ 溶出度考察：照溶出度与释放度测定法篮法
（2020 年版四部通则 0931 溶出度与释放度测定法第
一法）[12] 对祖师麻肠溶片进行溶出度考察。结果显
示，3 批中试供试品在酸中的释放量均为 0%，而在
磷酸盐缓冲液中的释放量分别为 97%、93%、97%，
符合要求。
2.10　含量测定

表 2　6 种包衣材料的祖师麻肠溶片样品崩解时限检查结果 
Tab 2　Disintegration time of Zushima enteric-coated tablets with 

six coating materials

样品 盐酸溶液（9 → 1000）2 h 磷酸盐缓冲液（pH 6.8）1 h

A 无裂缝、软化、崩解现象 20 min 内所有药片全部崩解完全

B 无裂缝、软化、崩解现象 40 min 内所有药片全部崩解完全

C 无裂缝、软化、崩解现象 50 min 内所有药片全部崩解完全

D 包衣着色层迅速分解，无 
裂缝、软化、崩解现象

40 min 内所有药片全部崩解完全

E 无裂缝、软化、崩解现象 40 min 内所有药片全部崩解完全

F 无裂缝、软化、崩解现象 40 min 内所有药片全部崩解完全
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2.10.1　溶液配制
　　① 对照品溶液的制备：制备方法同“2.2”项
下对照品溶液制备。
　　② 供试品溶液的制备：取本品 20 片，研细，
取约 0.6 g，精密称定，置具塞三角瓶中，精密加
85% 甲醇 50 mL，称定重量，超声处理 30 min，
放冷，称定重量，用 85% 甲醇补足减失的重量，
摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得。
　　③ 阴性样品溶液的制备：取不含药材的空白片
20 片，其余操作同“②”项下供试品溶液的制备。
2.10.2　方法学考察
　　① 专属性考察：如图 4 所示，对照品溶液与
供试品溶液中祖师麻甲素出峰时间一致，且阴性样
品溶液色谱图无干扰，证明该方法专属性良好。

图 4　祖师麻肠溶片高效液相色谱图 
Fig 4　High performance liquid chromatogram of Zushima enteric-
coated tablets daphnetin
A. 祖师麻甲素对照品（daphnetin standard substance）；B. 肠溶片

供试品 0701（enteric-coated tablet test sample 0701）；C. 阴性样品

（negative sample）
1. 祖师麻甲素（daphnetin）

　　② 线性范围考察：取不同浓度的祖师麻甲素
对照品溶液，注入液相色谱仪，测量色谱峰面积
积分值，结果显示，祖师麻甲素色谱峰面积积分
值（y）与进样浓度（x）之间的回归方程为：y ＝

3.97×107x ＋ 5.36×104，r ＝ 0.9999。结果表明
祖师麻甲素在 0.01 ～ 0.64 mg·mL － 1 与峰面积
线性关系良好。
　　③ 精密度、重复性、稳定性及加样回收率的
考察：连续进样 6 次，祖师麻甲素峰面积 RSD ＝

1.1%；同一条件下测定 6 份样品中祖师麻甲素含量
的 RSD ＝ 1.6%；供试品溶液 24 h 内祖师麻甲素含
量的 RSD ＝ 1.2%；祖师麻甲素的平均加样回收率
为 99.20%，RSD ＝ 1.4%。方法学考察符合要求。
　　④ 样品的含量测定：分别测定 3 批中试样
品的含量，祖师麻甲素平均含量为 3.06 mg/ 片，
RSD ＝ 1.1%，表明制备工艺稳定可行，成品质量
可控。拟订祖师麻肠溶片含量测定标准为：本品
每片含祖师麻以祖师麻甲素（C9H6O4）计，不得
少于 2.00 mg。
2.11　加速稳定性及长期稳定性结果

　　根据新药（中药）稳定性试验要求，对采用
市售包装的祖师麻肠溶片（批号：0701、0702、
0703）进行稳定性考察。规定时间内（加速稳定
性考察 0、1、3、6 个月，长期稳定性考察 0、3、
6、9、12、18 个月），3 批祖师麻肠溶片的性状、
定性鉴别、重量差异、微生物限度、溶出度、祖
师麻甲素含量、在酸及磷酸盐缓冲液中的释放量
均符合质量要求。
3　总结与讨论

　　本文以溶出度为指标，通过对肠溶包衣工艺
的优选，成功制备出了符合要求的祖师麻肠溶
片。最终确定包衣工艺是以尤特奇 L30D-55 作为
包衣材料（固含量 6%），按增重 10% 对祖师麻素
片进行包薄膜衣，包衣锅转速 3 ～ 8 r·min－ 1，
即得。制备所得的祖师麻肠溶片在人工胃液中不
溶出释放药物，而在人工肠道缓冲液中的溶出度
大于 70%，符合药典规定。同时，包衣增重 10%
对服药剂量影响不大。
　　祖师麻甲素作为祖师麻中的主要药效成分，
具有消炎、镇痛、抗凝、抗血栓等作用 [14]。因此
我们选择以祖师麻甲素作为评价指标，分别建立
了 TLC 鉴别、HPLC 含量测定方法，检测方法符
合要求，可用于后续质量控制。同时对肠溶片进
行溶出度的检查，以保证制剂可在肠道中定位释
放，切实减少药物对胃部的刺激。祖师麻肠溶片

图 3　祖师麻肠溶片薄层色谱图

Fig 3　TLC of Zushima enteric-coated tablets
1. 祖师麻甲素对照品（daphnetin standard substance）；2. 祖师麻

对照药材（Zushima reference crude drug）；3 ～ 5. 祖师麻肠溶片

0701 ～ 0703（Zushima enteric-coated tablet 0701 ～ 0703）
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的制备使得药物口服后在肠道得以释放，避免了
对患者胃部的刺激性，能够减少胃部不良反应的
发生，提高患者依从性。
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桑葚化学成分、药理活性及产品开发研究进展
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摘要：桑葚（Mori Fructus）作为药食同源的中药材，富含黄酮类、酚酸类、生物碱类及多糖

类等多种活性化学成分。这些成分赋予了桑葚多种显著的药理作用，包括抗糖尿病、保肝、抗

氧化、抗衰老、免疫调节和抗炎等功能。在商业应用领域，桑葚已成功开发为多种产品形态，

如桑葚酒、桑葚醋、桑葚果酱等，极大提升了其经济价值，并推动了其保健功能的普及。本文

系统性地回顾了桑葚的化学成分构成、丰富的药理作用及其在产品开发领域的成就，旨在为桑

葚的深入研究与广泛利用提供参考。

关键词：桑葚；化学成分；药理作用；产品开发
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Research progress in the phytochemical compositions, pharmacological 
activities, and product development of Mori Fructus

YAN Zi-xuan1, CHEN Hai-yang1, HU Yun-fei3, CHEN Wei4, ZHOU Gui-fang4, ZHANG Zhi-yong1, 
LI Wen-long1, 2* (1. College of Pharmaceutical Engineering of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 
University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. National Key Laboratory of Modern 
Chinese Medicine Development, Tianjin  301617; 3. Bozhou College, Bozhou  Anhui  236800; 4. 
Shanghai Zhenrentang Pharmaceutical Co., Ltd., Shanghai  200000)

Abstract: Mori Fructus, a traditional Chinese medicine with dual medicinal and dietary 
applications, contains may bioactive compounds, including flavonoids, phenolic acids, alkaloids, and 
polysaccharides. These constituents endow mulberry with various pharmacological properties, such 
as anti-diabetic, hepatoprotective, antioxidant, anti-aging, immunomodulatory, and anti-inflammatory 
effects. In addition to its medicinal value, Mori Fructus has gained significant commercial traction, 
being developed into various products such as mulberry wine, vinegar, and jam, thereby increasing 
its economic potential and broadening its use in health and wellness. This paper comprehensively 
reviewed summarizes the chemical compositions, diverse pharmacological activities, and 
advancements in product development related to Mori Fructus, offering insights and guidance for 
further research and broader utilization of this valuable medicinal resource. 
Key words: Mori Fructus; chemical composition; pharmacological activity; product development

　　桑葚是桑科植物桑（Morus alba L.）的干燥
果穗 [1]，俗称桑果、桑枣、桑泡儿、乌葚等，大
多数呈紫黑色。一般在每年 4 ～ 6 月果实变红时
采收。桑葚可供鲜食、晒干或经过轻微蒸制后晒
干使用。由于桑树广泛分布于亚洲、欧洲和南美
洲等地区，中国桑葚资源十分丰富。目前，黑桑、
白桑和红桑是最受欢迎的三大类型。桑葚的药用
与保健功效历史悠久，在许多古代典籍中都有记
载，《新修本草》中记载“桑葚，味甘，寒，无毒，
单食，主消渴”，这是古代医学家对桑葚药用价
值的最早认识 [2]，由于桑葚显著的药用价值，在
民间素有“中华果皇”“三月桑葚赛人参”的说法。
在 2022 年，桑葚被国家卫生健康委员会批准为
药食同源食物 [3]，由于桑葚含水量超过 80%，果
皮薄且易腐烂变质，采摘期较短，这为其储存和
运输带来了困难，导致资源的大量浪费 [4]。随着
现代科学技术的发展，人们对桑葚的认识逐渐加
深，应用市场不断扩展，产业链得以延长，使桑
葚资源得到了更充分的利用。如今，桑葚已被广
泛开发为多种产品形态，包括果汁、酒、茶、果
酱、果冻等，这些产品对人体健康有诸多益处。
本文将系统综述桑葚的化学成分、药理作用及其
产品开发的最新研究进展，为后续桑葚在相关大
健康产品和药物开发提供理论基础。

1　桑葚的化学成分

　　桑葚是桑树中药用价值较高的部分之一，富含
多种人体必需的营养成分。成熟的桑葚不仅含有优
质的脂肪和碳水化合物，其矿物质和维生素含量也
很丰富。此外，桑葚中丰富的活性物质，如黄酮
类、酚酸类和多糖类等，已引起了广泛关注。本文
将对不同桑葚品种中的主要活性物质进行系统性综
述，以期为后续的研究和应用提供参考。
1.1　桑葚中的糖类成分

　　桑葚中糖类成分主要以葡萄糖、果糖和蔗糖的
形式存在，其中葡萄糖的含量为蔗糖的 8 倍，果糖
的含量为蔗糖的 5 倍 [5]，此外，桑葚中还含有其他
糖类，如阿拉伯糖、半乳糖、鼠李糖、木糖和甘露
糖等。桑葚还含有一种名为菊糖的特殊多糖，这种
多糖不仅能够调节血糖、促进肠道健康，在维持体
重方面也展现了显著效果 [6]。桑葚中糖类成分并非
一成不变，根据桑葚的品种、生长环境以及成熟度
的不同，其所含有的糖类化合物含量亦存在较大的
差异。陈春等 [7] 研究发现，新疆地区的地方温差、
日照时长和海拔等环境因素显著影响了桑葚中多糖
等次级代谢产物的积累，这些因素的变化促使桑葚
多糖含量在不同环境条件下出现差异。代君君等 [8]

发现桑葚多糖会随着桑葚的成熟而逐渐增多，前期
多糖增加速度较慢，后期则急速增加。
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1.2　桑葚中的氨基酸类成分

　　氨基酸是桑葚中的重要营养成分之一，游离
氨基酸不仅可以直接被人体所吸收，还表现出酸、
苦、甜、涩及鲜等不同的味道，赋予了桑葚丰富
的味觉层次 [9]。桑葚中含有 19 种游离氨基酸，其
中 7 种为人体必需氨基酸，12 种为非必需氨基酸。
研究表明，桑葚中总氨基酸的比例超过了鱼和牛
奶等其他优质蛋白食品 [10]。此外，桑葚的不同品
种中氨基酸含量差异显著，例如，黑桑葚中的赖
氨酸、组氨酸和脯氨酸含量高于白桑葚，而亮氨
酸和赖氨酸的含量则低于白桑葚 [11]。桑葚中的氨
基酸不仅有助于调节人体的酸碱平衡，还能促进
胰岛素生成、增强免疫力，甚至用于治疗肝硬化
和脂肪肝等疾病。例如，赖氨酸在促进儿童生长
发育和增强免疫功能方面具有重要作用 [12]；谷氨
酸则在改善脑功能和促进神经传导方面发挥关键
作用 [13]。综上所述，桑葚富含的氨基酸在促进人
体健康和预防疾病中发挥着关键作用，未来的研
究应进一步探讨桑葚中氨基酸的具体机制和应用
潜力，以更好地利用这一宝贵的天然资源。
1.3　桑葚中的花青素类化合物

　　研究表明，成熟的桑葚富含天然色素——花
青素。花青素是黄酮类化合物的一个重要亚类，
具有水溶性且对人体健康有益。作为桑葚成分研
究的热点之一，花青素正受到越来越多的关注。
花青素与其他酚类化合物的主要区别在于其结构
中含有氧正离子 [14]，并且大多数与糖结合以苷
的形式存在，即为花色苷，有助于花朵或者果实
呈现鲜艳的颜色。花青素 -3- 芸香苷和花青素 -3-
葡萄糖苷是从桑葚中分离出的主要的花青素类成
分 [15]。研究发现，桑葚中花青素的含量受桑葚
的品种、成熟度、生长气候、土壤等因素的影
响，而其稳定性则易受温度、pH、添加剂、氧化
等因素的干扰。不同成熟度的桑葚所含有花青素
含量存在较大差异，桑葚在未成熟到成熟的整个
过程中，花青素的含量急剧增加 [16]。即使是同一
物种中不同颜色的桑葚，花青素含量也可能有所
不同，且白色品种不含有任何花青素 [17]。闫祝炜
等 [18] 研究表明，黑紫色桑葚鲜果中的总多酚含
量较为丰富，进一步证明了桑葚中的花青素含量
随果实发育和颜色变化而逐渐增加。桑葚中的花
青素不仅赋予了果实鲜艳的颜色，还具有多种生
物活性和药理作用。未来的研究应进一步探讨花
青素的具体机制和应用潜力。花青素类化学成分
信息见表 1，化学结构见图 1。

表 1　桑葚中的花青素类化合物 
Tab 1　Anthocyanin compounds in Mori Fructus

No. 化合物名称 参考文献

1 cyanidin-3-O-hexoside [19]

2 pelargonidin 3-O-hexoside [19]

3 delphinidin acetyl-hexoside [19]

4 cyanidin 3-O-glucoside [20]

5 cyanidin 3-O-rutinoside [20]

6 pelargonidin 3-O-glucoside [21]

7 pelargonidin 3-O-rutinoside [21]

8 cyanidin 3-O-（6''-malonyl-glucoside） [20]

9 矢车菊素（cyanidin chloride） [22]

10 矢车菊素 -7-O-β-D- 葡萄糖苷 [23]

11 矢车菊素 -3-O-β-D- 半乳糖苷 [23]

12 cyanidin 3-O-（6''-O-α-rhamnopyranosyl-β-D-
galactopyranoside

[23]

13 天竺葵素 -3-O- 氯化葡萄糖苷 [24]

图 1　桑葚中花青素类化合物的结构

Fig 1　Structure of anthocyanin compounds in Mori Fructus

1.4　桑葚中的白藜芦醇

　　白藜芦醇，又称为芪三酚，是一种天然存在的
多酚类植物抗毒素，主要存在于浆果的果皮中。桑
葚果皮中的白藜芦醇含量相对丰富。其含量约为葡
萄中的 5 倍 [25]。作为一种含有芪类结构的天然多
酚类有机化合物，白藜芦醇在植物体内以游离态
和糖苷结合态两种形式存在，其中糖苷结合态结构
更稳定，且生物活性更广泛。白藜芦醇含量随着季
节、地理和环境因素的变化而变化。朱祥瑞等 [26]

研究发现，采摘后 1 ～ 4 h 内，桑葚中的白藜芦醇
含量略有上升；但在 5 h 后，随着放置时间的延长，
其含量逐渐下降。这种现象可能是由于桑葚在刚采
摘时受到机械刺激，导致白藜芦醇含量短暂上升，
随后因果皮中的分解酶作用，将其转化为代谢产
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物，导致含量下降。白藜芦醇能够抑制肿瘤细胞生
长，引起了广泛关注 [27]。此外，桑葚中的白藜芦
醇还能够在一定程度上抑制炎症因子的表达，发挥
抗炎作用。然而，由于提取工艺的限制，当前从桑
葚中提取的白藜芦醇浓度较低，亟须进一步优化提
取工艺以提高提取效率。
1.5　桑葚中的黄酮类成分

　　桑葚提取物富含黄酮类成分，主要成分包括芦
丁、槲皮素、异槲皮素、异槲皮素苷等黄酮类化合
物 [14]。不同品种、生长环境、成熟度、储存运输
条件以及加工方式等因素都会显著影响桑葚的内在
成分 [16]。对比不同生长阶段的桑葚黄酮含量变化
发现，桑葚中的黄酮类物质随着生育期的推进逐渐
增加，且在果实完全成熟后其含量达到较高水平，
这表明黄酮类成分在桑葚成熟过程中积累显著，为
桑葚成熟期的营养价值提供了支持 [28]。不同基因
型的桑葚在相同的成熟期也存在显著差异，例如，
安葚果实的黄酮含量显著高于桂花果实 [29]。王振
江等 [30] 研究发现桑葚中的黄酮在幼果期含量较高，
随着果实的成熟而逐渐下降，后期含量又进一步升
高，表明桑葚黄酮类化合物在幼果期和果实成熟期
各有一个含量较高的峰值。桑葚中黄酮类化学成分
信息见表 2，化学成分结构见图 2。

图 2　桑葚中黄酮类化合物的结构

Fig 2　Structure of flavonoid compounds in Mori Fructus

1.6　桑葚中的其他类成分

　　桑葚中人体所需的矿物质元素含量也非常的
丰富，如硒（Se）、钾（K）、钠（Na）、铁（Fe）、
铜（Cu）、钙（Ca）、锌（Zn）、镁（Mg）等元
素，吴祖芳等 [35] 研究发现，在桑葚中 Se 的含量

是苹果的 8 倍，是猕猴桃的 10 倍，而黑桑葚中
K 的含量远远高于其他水果的含量。水果是人们
获取维生素的重要来源之一，桑葚中含有维生素
C、维生素 A 和维生素 B 等，其中维生素 C 含量
为李子的 4 倍，水蜜桃的 2 倍。桑葚中的生物碱
主要以吡咯生物碱和多羟基生物碱为主 [36]，且 1-
脱氧野尻霉素（1-deoxynojirimycin，DNJ）在桑
叶、桑枝和桑葚中都有存在 [37-38]。此外，桑葚脂
肪酸主要是不饱和脂肪酸，其次是单不饱和脂肪
酸和饱和脂肪酸 [39]，其中亚油酸、油酸、棕榈酸
以及硬脂酸的含量约占总脂肪酸的 70%。在不同
的桑葚品种中，黑桑葚的棕榈酸和油酸较高，而
白桑葚的亚油酸较高 [40]。桑葚还含有丰富的有机
酸，其中苹果酸在所有桑葚物种中均有分布。桑
葚中的挥发性成分也较为丰富，这些成分是其香
气的主要来源。桑葚中生物碱化学成分的信息见
表 3，化学结构见图 3。

表 2　桑葚中的黄酮类化合物 
Tab 2　Flavonoids in Mori Fructus

No. 化合物名称 参考文献

14 （2S）-7，4'-dihydroxyflavanone [31]

15 eriodictyol [31]

16 （2R，3R）-dihydroquercetin [31]

17 kaempferol [31] 

18 kaempferol 3-O-β-D-glucopyranoside [32]

19 kaempferol 3-O-β-D-rutinoside [32]

20 quercetin [31-32]

21 quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside [32] 

22 quercetin 3-O-（6''-O-acetyl）-8-D-glucopyranoside [32]

23 quercetin 3-O-β-D-rutinoside [32] 

24 quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside [32]

25 quercetin 3，7-di-O-β-D-glucopyranoside [32]

26 5，7，3'-trihydroxy-flavanone-4'-O-β-D-
glucopyranoside

[32]

27 5，7，4'-trihydroxy-flavanone-3'-O-β-D-
glucopyranoside

[32]

28 naringenin [31]

29 dihydrokaempferol 7-O-β-D-glucopyranoside [32]

30 isobavachalcone [31-32]

31 （2E）-1-[2，3-dihydro-4-hydroxy-2-
（1-methylethenyl）-5-benzofuranyl]-3-
（4-hydroxyphenyl）-1-propanone

[32]

32 isoquercitrin [33]

33 芦丁 [33]

34 naringenin [34]

35 hesperetin [34]

36 taxifolin [34]

37 taxifolin-7-O-β-D-glucopyranoside [34]

38 gossypin [34]
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表 3　桑葚中生物碱类化合物 
Tab 3　Alkaloid compounds in Mori Fructus

No. 化合物名称 参考文献

39 4-[formyl-5-（hydroxymethyl）-1H-pyrrol-1-yl]
butanoate

[37]

40 4-[formyl 5-（methoxymethyl）-1H-pyrrol-1-yl]
butanoic acid

[37]

41 methyl 2-[2-formyl-5-（methoxymethyl）-1H-pyrrole-1-
yl] propanoate

[37]

42 morrole B [37]

43 morrole C [37]

44 morrole D [37]

45 methyl 2-[2-formyl-5-（methoxymethyl）-1H-pyrrol-1-
yl]-3-（4-hydroxyphenyl）propanoate

[37]

46 2-（5-hydroxymethyl-2-formylpyrrol-1-yl）propionic 
acid lactone

[37]

47 2-（5-hydroxymethyl-2-formylpyrrol-1-yl）isovaleric 
acid lactone

[37]

48 2-（5-hydroxymethyl-2-formylpyrrol-1-yl）isocaproic 
acid lactone

[37]

49 2-[2-formyl-5-hydroxymethyl-1-pyrrolyl]-3-
methylpentanoic acid lactone

[37]

50 2-（5'-hydroxymethyl-2'-formylpyrrol-1'-yl）-3-phenyl-
propionic acid lactone

[37]

51 2-（5'-hydroxymethyl-2'-formylpyrrol-1'-yl）-3-
（4-hydroxyphenyl）propionic acid lactone

[37]

52 2-（5-hydroxymethyl-2'，5'-dioxo-2'，3'，4'，
5'-tetrahydrobipyrrole）carbaldehyde

[37]

53 morrole E [37]

54 morrole F [37]

55 5-hydroxymethyl-1H-pyrrole-2-carboxaldehyde [37]

56 2-formyl-1H-pyrrole-1-butanoic acid [37]

57 2-formyl-5-hydroxymethyl-1H-pyrrole-1-butanoic acid [37]

58 2-formyl-5-methoxymethyl-1H-pyrrole-1-butanoic acid [37]

59 morrole A [37]

60 2-（2-formyl-5-（hydroxymethyl）-1H-pyrrol-1-yl）
propanoic acid

[38]

61 methyl-2-[2-formyl-5-（methoxymethyl）-1H-pyrrole-1-
yl]propanoate

[38]

62 morrole G [38]

63 1- 脱氧野尻霉素 [38]

64 N- 甲基 -1- 脱氧尻霉素 [38]

65 2-O-α-D-galactopyranosyl-1-deoxynojirimycin [38]

66 6-O-β-D-glucopyranosyl-1-deoxynojirimycin [38]

67 1，4-dideoxy-1，4-imino-D-arabinitol [38]

68 1，4-dideoxy-1，4-imino-（2-O-β-D-glucopyranosyl）-
D-arabinito

[38]

2　桑葚的药理作用

　　桑葚作为中药材，具有悠久的医学应用历
史，其活性物质种类繁多、组成复杂，既包括多
种单体化合物，也包括以聚合物形式存在的活性

物质。桑葚中的化学成分展现出显著的协同作用
和多样化的生物活性，能够进入人体的不同器
官，并在各自的靶点发挥重要作用。本文将结合
现代药理学的研究思路，深入探讨桑葚在抗糖尿
病、抗氧化、抗肿瘤等方面的药理作用机制，为
其在医药开发中的应用提供科学依据。
2.1　抗氧化作用

　　近几年研究表明，桑葚具有显著的抗氧化作
用，且其抗氧化活性与桑葚的品种和生长环境密
切相关。在不同的品种和环境条件下，桑葚的抗
氧化性能存在一定的差异。研究发现，桑葚中花
青素和总酚含量越高，抗氧化能力越强 [41-42]。在
不同颜色的桑葚中，紫色桑葚的花青素含量高于
红色桑葚，因此其抗氧化性和自由基清除活性更
为显著 [43]。此外，桑葚的成熟度也会影响其抗氧
化效果，研究表明，完全成熟的桑葚具有更高的
抗氧化活性，这可能与成熟桑葚中花青素、白藜
芦醇等抗氧化物质的含量较高有关 [44]。
　　桑葚中的多种化合物，如花青素、白藜芦醇、
黄酮类化合物和多糖等，展现出卓越的抗氧化活
性。其中，白藜芦醇能够有效降低活性氧（ROS）
水平并抑制脂质过氧化，从而减少 DNA 损伤。研
究表明，桑葚中的黄酮类化合物对羟基自由基的
清除率为 93.13%，对 DPPH 自由基的清除率为
90.07%，且总黄酮的抗氧化能力随着其浓度的增
加而增强 [45]。此外，桑葚中的多糖同样对 DPPH、

图 3　桑葚中生物碱类化合物结构

Fig 3　Structure of alkaloid compounds in Mori Fructus
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羟基自由基和超氧自由基具有显著的清除作用，
且其清除能力与多糖浓度成正相关 [46]。Zhang
等 [47] 通过 D- 半乳糖诱导衰老小鼠模型研究桑葚
提取物的抗氧化作用，结果表明桑葚提取物能够
有效改善小鼠的皮肤情况、减少氧化应激作用并
降低了衰老小鼠体内晚期糖基化终产物（AGE）
的水平，这些结果均表明桑葚提取物在缓解衰老
小鼠模型中的皮肤衰老和相关氧化损伤方面具有
潜力。桑葚中的蛋白组分通过羧基 / 羰基与过氧自
由基结合，阻止自由基链反应，从而表现出抗氧
化活性。其中，桑葚蛋白 4 由于含有大量低分子
量组分和较高水平的半乳糖醛酸，因而展现出优
异的 DPPH 自由基清除能力 [48]。桑葚的抗衰老作
用与其抗氧化活性密切相关，其延缓衰老的效果
主要通过抗氧化机制实现。研究发现，桑葚果汁
能够降低衰老小鼠体内的丙二醛含量，表现出显
著的抗氧化和延缓衰老作用 [49]。同时，桑葚提取
物能够增加小鼠体内超氧化物歧化酶（SOD）、过
氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-
Px）的活性，进一步发挥强大的抗氧化作用 [50]。综
上所述，桑葚中的多种化合物通过协同作用，有
效清除自由基并抑制过氧化反应，从而起到延缓
机体衰老的作用。这为进一步开发桑葚在抗氧化
和延缓衰老方面的应用提供了坚实的科学依据。
2.2　抗肿瘤、抗诱变作用

　　肿瘤的主要特征是异常细胞的生长，这些细
胞能够侵入身体的其他区域并引发病变。近年来，
全球肿瘤的发病率和病死率逐年上升。尽管恶性
肿瘤的治疗取得了显著进展，但患者的 5 年生存
率仍然较低 [51]。传统的肿瘤治疗方法，如化疗、
手术和激素疗法等，虽然能够杀灭肿瘤细胞，但
常伴随严重的不良反应，且容易导致药物耐药性
的产生 [52]。近年来，研究表明，桑葚中的多种活
性成分具有显著的抗肿瘤活性，可能成为一种新
型抗肿瘤药物来源。这些活性物质通过多种机制
抑制肿瘤细胞的增殖、迁移、诱导凋亡等，从而
抑制肿瘤生长。Zheng 等 [53] 发现桑葚能够通过增
强小鼠免疫功能间接抑制结肠癌的形成。桑葚中
花青素类物质具有抗肿瘤活性，它能够通过调节
相关信号、抑制胃癌、膀胱癌等肿瘤细胞的 DNA
合成和有丝分裂，诱导肿瘤细胞凋亡和自噬 [54]。
此外，花青素与化疗药物紫杉醇的协同作用能够
进一步增强抗肿瘤效果 [55]。桑葚多糖能抑制肿瘤
细胞迁移，通过增加相关基因的表达来激活树突
状细胞和 T 细胞，增强机体抗肿瘤免疫力，并通

过诱导凋亡等途径预防化学诱导的肝癌发生 [56]。
桑葚提取物中的烯醇类物质也表现出显著的抗肿
瘤作用，能够抑制 70% ～ 80% 的肿瘤细胞生长，
并使肿瘤细胞停滞在细胞周期的 S 期 [57]。
2.3　降血糖作用

　　糖尿病是一种常见的慢性代谢性疾病，根据发
病机制的不同，主要分为 1 型糖尿病和 2 型糖尿病
两大类。典型的临床表现包括多饮、多尿、多食以
及体重减轻，俗称为“三多一少”。降血糖的作用
机制包括促进肝糖原合成、抑制肝糖原分解、促进
胰岛素分泌、增强胰岛素敏感性和抑制α- 糖苷酶活
性等 [58]。尽管多数药物在降低血糖水平方面已经取
得显著疗效，但仍然存在耐药性、低血糖风险、体
重增加以及增加肝肾负担等局限性 [59]。因此，急需
开发出无副作用或者副作用少的降糖药物。
　　研究发现，桑葚多糖能够增加胰岛素分泌并
促进胰岛β 细胞增殖，从而降低血糖水平；动物
实验进一步证实，桑葚多糖能够显著降低高血糖
小鼠的血糖水平，但对正常小鼠的血糖无显著影
响 [60]。也有研究显示，糖尿病大鼠服用桑葚多糖
2 周后，空腹血糖明显下降 [61]。此外，桑葚中的
酚类物质也具有降血糖作用，并能够在一定程度
上改善糖脂代谢紊乱 [62]。研究表明，桑葚中的花
色苷可以通过提高肝细胞对葡萄糖的摄取和促进
糖原合成来改善糖代谢，从而对糖尿病具有治疗
作用 [63]。花青素类化合物主要通过调控 PI3K/AKT
信号通路及降低肝脏氧化应激水平来改善胰岛素
抵抗 [64]。DNJ 是桑葚中的一种碱性物质，可与小
肠中的α- 糖苷酶（如麦芽糖酶、乳糖酶等）结合，
抑制二糖的水解，由于二糖在体内没有分解，无
法进入血液循环中，减轻了胰腺细胞的负担，从
而控制餐后血糖升高 [65]。此外，桑葚的水提取物
和甲醇提取物也通过抑制α- 淀粉酶、α- 葡萄糖苷
酶和葡萄糖 -6- 磷酸酶等途径发挥降血糖活性 [66]。
除了上述直接降血糖作用外，桑葚还通过抗氧化、
调节脂质代谢和肠道菌群等途径对糖尿病进行
整体调节。研究发现，桑葚提取物能够通过调节
AMPK/ACC/mTOR 通路来缓解 2 型糖尿病小鼠的
氧化损伤，并改善其功能障碍 [67]。此外，桑葚可
以降低 2 型糖尿病小鼠的游离脂肪酸水平、提高
抗氧化酶活性和谷胱甘肽水平，并改善肠道菌群
紊乱，从而达到预防和治疗糖尿病的效果 [68]。
2.4　提高免疫力

　　桑葚多糖是桑葚中具有重要免疫调节功能的活
性成分之一。杨小兰等 [69] 通过动物实验，采用桑
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葚鲜果或桑葚原汁喂养小鼠，发现其能够有效拮抗
免疫抑制剂对免疫功能的抑制作用，显著提高小鼠
的脾脏指数、巨噬细胞吞噬率、吞噬指数以及血清
溶血素含量，证实了桑葚具有增强人体免疫力的作
用。桑葚提取汁还能够促进淋巴细胞的转化与 T 淋
巴细胞的成熟，延缓白细胞因衰老而减退的趋势，
有效增强人体免疫功能 [70]。骆新等 [71] 通过建立环
磷酰胺诱导的小鼠免疫低下模型发现，高剂量桑葚
多糖能够增强小鼠的脾脏和胸腺指数，促进淋巴细
胞的转化及抗体生成细胞的功能，发挥免疫保护作
用，进一步证明了桑葚多糖在免疫调节方面的显著
活性。此外，桑葚蛋白也具有一定的免疫调节特
性，可以影响巨噬细胞、T 细胞和 B 细胞等多种免
疫细胞 [72]。研究还发现，桑葚中存在一种特殊的
二醇蛋白（JS-MP-1），在一定剂量下能够显著促进
B 细胞和 T 细胞的增殖并与生物碱结合，对巨噬细
胞产生免疫调节作用 [73]。
2.5　抗炎作用

　　炎症反应是机体应对微生物入侵或组织损伤
的保护性反应，旨在清除病原体并修复受损组织。
然而，过度或持续的炎症反应可能导致多种慢性
疾病，如类风湿关节炎、心血管疾病和肿瘤等。
因此，寻找安全有效的抗炎药物对于预防和治疗
这些疾病至关重要 [74]。天然药物由于毒副作用小、
靶向性好等优势，在抗炎领域备受关注。桑葚作
为一种传统食用果实，其多糖、黄酮、生物碱等
活性成分被证实能够通过多种途径发挥抗炎作用。
　　Bhatia 等 [75] 对桑葚在炎症治疗中的作用进行
了研究，结果显示，桑葚水提物对烧伤大鼠有显
著的治疗效果，其疗效可能与桑葚的抗氧化潜力
和黄酮类成分的作用有关。桑葚中的白藜芦醇可
显著降低小鼠体内环氧合酶 -2（COX-2）的表达，
从而发挥抗炎效果 [76]。桑葚提取物能够保护脂多
糖刺激的 RAW264.7 巨噬细胞，并剂量依赖性地
抑制 ROS 和一氧化氮（NO）的生成，减轻炎症反
应 [77]。肠道微生物群在维持肠道屏障完整性方面
起到关键作用，而肠道屏障的健康则是调节免疫
功能的重要因素。研究表明，桑葚多糖能够调节
肠道菌群，改善肠道菌群紊乱，从而发挥整体的
抗炎效果 [78]。综上所述，桑葚及其活性成分通过
调节氧化应激、炎症信号通路、肠道菌群和机体
免疫功能等多种途径发挥抗炎作用，为开发天然
抗炎药物提供了潜在资源。
3　桑葚功能性产品开发

　　桑葚作为一种传统的食用果实，具有极高的

营养价值和保健功能。然而，由于桑葚含水量高
且极易变质，为其储存和运输带来了诸多困难，
造成了资源的巨大浪费。随着人们对健康生活方
式的追求以及科学技术的进步，如何充分开发和
利用桑葚资源，减少浪费并满足市场的多元化需
求，已成为相关领域的研究热点。为了应对这一
挑战，桑葚被制成了多种保健食品，如保健酸
奶、桑葚醋、桑葚果酱、糖蜜和果冻等。此外，
桑葚还常常被加入到其他产品中，以增强它们的
风味和营养价值。
　　在产品开发方面，桑葚酒作为一种低酒精果酒，
因其高水分含量、丰富的色素和独特香气，逐渐受
到关注。桑葚酒的酿造通常采用桑葚或桑葚汁作为
原料，通过不同菌种的发酵，将糖转化为酒精，形
成具有醇香风味的果酒。研究表明，使用混合发酵
菌种能够增加桑葚果酒中酯类物质的种类和含量，
从而提升其香气与口感品质 [79]。为了进一步丰富桑
葚果酒的风味和营养价值，研究人员尝试将桑葚与
柑橘汁、桑叶、玫瑰、樱桃等其他水果或原料进行
复合发酵，开发出多种具有特色风味的复合果酒，
如桑葚柑橘复合酒 [80] 和桑葚玫瑰复合酒 [81]，不仅拓
展了产品种类，还为消费者提供了更多选择。
　　桑葚醋作为另一种重要的桑葚衍生产品，是以
桑葚或其加工副产物为原料，经过酒精和乙酸双重
发酵而制成的保健酸性饮品。桑葚醋不仅兼具桑葚
和果醋的营养功能，还具有酸甜可口的独特风味，
深受消费者喜爱。有研究优化了桑葚果醋的酒精
发酵和乙酸发酵两个关键阶段，确定了最佳发酵条
件，为高质量桑葚醋的生产提供了参考 [82]。此外，
采用固态发酵方式酿造的桑葚果醋在风味上更加丰
富突出，为开发高品质桑葚果醋提供了新思路 [83]。
　　在食品安全和新鲜度方面，传统的包装和保
鲜方式已无法完全满足消费者对高品质食品的需
求。因此，开发智能化、绿色环保的食品包装和
保鲜新技术备受关注。Zheng 等 [84] 将桑葚花青素
与胶原蛋白、壳聚糖复合，研制出智能响应 pH
膜，该膜不仅具有良好的机械强度和抗氧化性
能，还能在包装内食品发生腐败变质时通过颜色
变化指示新鲜度。此外，桑葚花青素与葛根淀粉 /
壳聚糖复合制成的可食 pH 指示膜 [85]，不仅能够
延缓肉制品的变质，还能通过颜色变化快速辨别
食品的新鲜度，展现出优异的应用前景。
　　除了上述应用，桑葚还在医药保健和功能性食
品等领域展现出广泛的应用潜力。通过提取和浓缩
等工艺，桑葚可以制成不同剂型，如采用低聚异麦
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芽糖代替蔗糖成功制备出质量稳定、口感良好的低
糖型桑葚煎膏剂，该产品具有改善肾脏和肝脏功能、
增强视力和听力等保健功效 [86]。此外，桑葚与黑蒜
复合制成的口服液，不仅颜色均匀、酸甜可口，还
具有独特的风味和较高的抗氧化活性，为桑葚的多
元化产品开发提供了新的思路 [87]。桑葚及其活性成
分不仅可制成药食同源制剂和功能性食品，还可在
医疗保健、天然染料等领域展现出巨大的应用潜力。
4　总结与展望

　　桑葚作为一种具有悠久历史的中药材，其丰富
的生物活性成分和多样的药理功能一直是现代科学
研究的热点。桑葚的生物活性成分通过多靶点、多
途径的作用机制，展现出广泛的保健功能。现代研
究通过对桑葚化学成分的深入分析和药理作用的系
统研究，进一步明确了其在体内的作用机制，为其
临床应用提供了科学依据。然而，现有研究多集中
于单体成分的提取和动物实验，缺乏系统分离和整
体观念指导的研究，这在一定程度上限制了桑葚的
全面开发和应用。虽然目前有很多桑葚相关的产品
进入市场，但是未来的产品开发应注重创新，通过
现代科技手段，开发出更多形式的新型产品，以满
足市场多样化的需求。同时，还应探索桑葚在新型
药物中的应用，如通过结构修饰提高活性，或与其
他药物联合用药，发挥协同增效作用。
　　综上所述，随着现代科技的进步，桑葚的化学
成分、药理作用及其在临床应用和产品开发中的研
究将愈发清晰和精细，其在医药和保健领域的应用
前景也将愈加广阔。这不仅是对中医药宝贵遗产的
传承与创新，更是对“古为今用”科学精神的体现，
为桑葚的现代化研究和应用开辟了新的道路。
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鹿药炮制方法、化学成分与药理作用研究进展
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摘要：近年来，鹿药作为一种传统养生保健品，受到广泛关注，主要产品包括鹿茸、鹿角胶、
鹿角霜、鹿皮胶、鹿角盘、鹿鞭、鹿骨等。传统中医药理论认为，鹿药的炮制工艺在其发挥疗
效方面起着至关重要的作用。通过科学的炮制方法，可增强药物功效，降低毒性，优化药材的
储存条件并改善其使用效果。现代研究表明，鹿药中含有丰富的活性成分，如多糖、蛋白质、
氨基酸、核苷类、维生素及微量元素等，这些成分具有抗氧化、抗炎、抗疲劳、调节免疫功能、
增强机体抗病能力、延缓衰老以及治疗骨质疏松等多重功效。本文从传统中医药理论的视角，
综述了鹿药的炮制工艺、化学成分及药理作用的现代研究进展，并探讨了鹿药产业的未来发展
前景，以期为传统鹿药材的开发利用提供参考。
关键词：鹿药；炮制加工；化学成分；药理作用；鹿产业
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Research progress on processing, chemical compositions, pharmacological 
effect and prospects of deer medicine

WANG Li1, LI Cun-hao1, HU Yun-fei3, CHEN Wei4, ZHOU Gui-fang4, ZHANG Zhi-yong1, LI Wen-
long1, 2* (1. School of Pharmaceutical Engineering, Tianjin University of Chinese Medicine, Tianjin  301617; 
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Abstract: In recent years, deer medicine has gained widespread attention as a traditional health 
supplement, with key products including deer antler velvet, deer antler gum, deer antler cream, deer 
skin glue, deer antler plate, deer whip, and deer bone. According to traditional Chinese medicine 
theory, the processing techniques of deer medicine play a crucial role in enhancing its therapeutic 
efficacy. Through scientific processing, the efficacy of the medicine can be increased, toxicity 
reduced, storage and overall effectiveness improved. Modern research has shown that deer medicine 
has rich active ingredients, including polysaccharides, proteins, amino acids, nucleosides, vitamins, 
and various trace elements. These components exhibit antioxidation, anti-inflammation, anti-fatigue, 
immune-regulating effects, enhancing the body’s disease resistance, delaying aging, and treating 
osteoporosis. From traditional Chinese medicine, this paper reviews the latest research progress on 
the processing methods, chemical composition, and pharmacological effects of deer medicine, while 
also exploring the future development prospects of the deer medicine industry. The aim is to provide 
valuable insights for the development and utilization of traditional deer medicine. 
Key words: deer medicine; processing; chemical composition; pharmacological effect; deer industry
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　　随着现代物质生活水平的不断提高，人们对 健康的追求愈发强烈，养生保健成为人们生活中
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不可忽视的重要组成部分。传统中医药理论中，
草药疗法和中医养生方法历经数千年实践，逐渐
成为现代养生的重要选择之一。其中，鹿药作为
一种传统的养生保健品，引起了广泛的关注。鹿
茸、鹿角、鹿角胶、鹿角霜、鹿皮胶、鹿角盘、
鹿鞭、鹿骨、鹿筋、鹿尾、鹿胎、鹿血、鹿肉和
其他鹿产品以其丰富的药用价值和独特的保健功
效被广泛应用。在中医药领域，鹿药的炮制工艺
被视为其发挥疗效的关键环节。通过清洗、切片、
蒸煮、焙干等炮制方法，不仅可以提升药效，还
能够有效降低其毒性并延长药材的保质期。现代
研究也对鹿药的化学成分和药理作用进行了深入
探讨，揭示了其抗氧化、抗炎、抗疲劳、调节免
疫功能、抗衰老、治疗骨质疏松等多重功效。此
外，随着生态环境保护意识的提高，野生鹿已被
列为法定保护动物，因此市面上供食用和药用的
鹿产品主要来自人工养殖。这不仅保护了野生鹿
资源，也为传统鹿药材的开发提供了稳定的来源。
本文将以传统中医药理论为基础，结合现代研究
成果，系统综述鹿药的炮制工艺、化学成分及药
理作用。同时，对鹿产业的现状及未来发展前景
进行探讨，以期为鹿药的开发和应用提供参考。
1　鹿类药材介绍
　　鹿类药用历史悠久，早在《神农本草经》中
就已有相关的药性归经记载，是享誉国内外的
药食两用的特种经济动物。中国是世界上养鹿最
早的国家，同时也是养鹿大国之一。目前国内驯
养鹿的种类有梅花鹿、马鹿、麋鹿、水鹿和坡
鹿等，数量已达数百万头 [1]。人工养殖以梅花鹿
和马鹿为主要药用鹿种。梅花鹿（Cervus nippon 
Temminck）又称花鹿，雄鹿有角，雌鹿无角，主
产于吉林、辽宁等地，列属东北特种经济动物，
是与人参、貂皮齐名的“东北三宝”之一 [2]。马鹿
（Cervus elaphus Linnaeus）和梅花鹿相似，主要
分布于东北、华北、西南及华东等地区。鹿产品
具有显著的滋补强壮作用。早在《本草纲目》便记
载鹿产品入药达 17 种，称“鹿之一身皆益于人，
或蒸，或脯，或煮，同酒食良之，大抵鹿为仙兽，
纯阳多寿之物，能食良草，又通督脉，故其肉角
有益无损”“鹿茸生精补髓、养血益阳、强筋健
骨，治一切虚损、耳聋、目暗、眩晕、虚痢 [3]”。
鹿角始载于《神农本草经》，附于鹿茸项下，列为
上品。鹿角胶亦载于《神农本草经》，称之为白
胶，为鹿角经水煎煮、浓缩制成的固体胶。《中国
药典》2020 年版收录了鹿角霜，为鹿角去胶质的
角块 [4]。《本草品汇精要》记载鹿肾“主补肾气”，
《名医别录》称鹿肉“补五脏，调血脉”。不同部
位的鹿肉亦有各自的药效，如鹿头肉的主要作用

为补益精气，用于治疗虚劳、消渴、夜梦等症；
鹿蹄肉具有治脚膝骨疼痛的作用 [5]。鹿筋始载于
《唐本草》，鹿骨的药用首见于《名医别录》。《本
草纲目》中记载鹿皮“补气，涩精，敛疮”，《四川
中药志》进一步阐明其疗效。鹿胎自古就是一味
名贵的滋补品，是“妇科三宝”之一，广泛用于
“鹿胎膏”“女宝”等中成药的原料 [6]。《中国药典》
1977 年版收录了鹿茸、鹿角、鹿角胶、鹿角霜 4
味中药，自此各版药典均有沿用。除上述药材外，
鹿血、鹿角盘（鹿脱盘）、鹿尾、鹿皮胶、鹿鞭等
鹿产品亦具有滋补强壮的作用。
2　鹿药的炮制工艺、化学成分及药理作用研究
2.1　鹿药的炮制加工方法
　　中药炮制是在传统中医药理论的指导下，根
据中药药效成分、功用不同及用药需求，对药材
进行加工处理，达到增效减毒、改变药性、便于
切制、纯净药材和矫臭矫味等目的。
　　鹿茸为鹿科动物梅花鹿或马鹿的雄鹿未骨
化、密生茸毛的幼角，具有极高的药用价值，作
为珍贵的传统滋补药已有悠久的应用历史。古
代炮制鹿茸的经验丰富，主要方法包括熏制和
水焯，以解决夏秋季节采收后易腐败变质的问
题。《新修本草》记载鹿茸“夏收，阴干，百不收
一”，为应对这一问题，古人常用烟熏和火烤，
李时珍《本草纲目》中记载了以火烤法熏干鹿茸
的操作。《医钞类编》则载“炮制鹿茸”用滚水多
次焯制，使其血液凝固、质地坚实。自南北朝至
明清，炮制方法不断丰富，如羊脂制、黄精汁制、
酥炙、酒浸、醋炙、盐酒制及膏制等多种工艺逐
渐形成规范 [7]。现代炮制方法在传统基础上有所
改进，《中国药典》2020 年版规定：鹿茸需先燎去
茸毛，刮净后灌入热白酒润透，再横切成薄片、
压平、干燥 [4]。此外，岭南地区还采用“米酒润
湿，蒸软后纵切，拼接成圆柱状，再切片干燥”
的工艺。现代还有文帮、彭氏等炮制法 [8]。
　　鹿角，习称“马鹿角”“梅花鹿角”或“鹿角
脱盘”，来源于马鹿或梅花鹿的已骨化角或翌年
春季脱落的角基。通常在春季拾取，除去泥沙并
风干，再经温水浸泡、锯段、镑片或锉成粗末后
备用。由于鹿角质地坚硬，加工耗时且有效成分
难以煎出。吴新春等 [9] 尝试高压蒸制法炮制鹿角，
与药典法相比，高压蒸制法的水溶性浸出物煎出
率更高，且质地松脆易碎，无需先煎，克服了药
典法中浸泡过程成分流失及易发臭的缺点。
　　鹿角胶的应用历史悠久，《本草纲目》引述弘
景说：“今人少复煮作，惟合角弓用之”，制作方
法为先将鹿角浸泡米汁七日使其软化，再煮制；
或锉细鹿角，入干牛皮一片一起煮制。此外，《雷
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公炮制论》也记载了其炮制法，强调用醋煮鹿角
以软化成胶，最后研制成膏状 [10]。现代胶类药材
多采用制成胶珠的形式。程一帆等 [11] 研究了微波
技术在胶类炮制中的应用，发现微波法能够均匀
加热胶珠，避免传统方法中表面过热或内部温度
不均的问题，提升了炮制效率和产品质量。
　　鹿角霜为鹿角去胶质的角块，其制作方法在
古代有所不同。宋代陈衍《宝庆本草折衷》记载了
两种制作方法：一种是煮取鹿角胶后剩余的物质
即为鹿角霜，另一种是将鹿角粉碎后称为鹿角霜。
《太平圣惠方》则提供了另一方法，即将鹿角捣碎
后以桑柴和炭火烧制九遍，成霜 [12]。元代医家对
鹿角霜的炮制进行了创新探索，诸如朱佐的《类
编朱氏集验医方》、许国祯的《御药院方》及危亦

林的《世医得效方》等详细总结了鹿角的切制与净
制、煮胶时间、增添热水频率、成霜火候、辅料
添加以及胶霜同用等鹿角霜煮制方式。明代在元
代基础上优化了炮制工艺，进一步细化了热水的
增添、防止焦煳和控制成霜火候等技术。如韩《韩
氏医通》所述，“以瓦缶入水，桑柴火煮，每一斤
入黄蜡半斤，以壶掩住，水少旋添”，强调了角
软如粉、角软可切、角质酥松等火候。清代医家
则对传统炮制方法进行了反思，回归唐宋时期的
胶霜同制法，并重新定义了鹿角霜的概念 [13]。如
章穆《调疾饮食辩》记载：“或细剉，炒黄色，碾
为粉，名鹿角霜”，将鹿角粉称为鹿角霜。
　　其他鹿副产品炮制工艺总结见表 1。

表 1　鹿副产品药用部位与炮制 (加工 )工艺 
Tab 1　Medicinal parts and processing of deer byproducts

名称 药用部位 炮制（加工）工艺 文献

鹿角盘 鹿茸被割以后自然生长出来的盘状

物质，通常又叫鹿脱盘、鹿花盘、

鹿角帽

① 水煎煮法或弱碱盐冷浸法直接提取蛋白类成分；② 取鹿角盘洗净切薄片，置锅中

煎煮制取胶液，文火浓缩后冷却凝固，切小块阴干即为鹿角胶，剩余灰白色骨渣

为鹿角霜

[14]

鹿皮胶 以鹿皮为主料熬制而成 ① 新鲜鹿皮洗净浸泡过夜，剪成小方块，于功率为 800 W 蒸锅中加水常压蒸制 8 h；
② 制备工艺依次为：鹿皮浸泡、刮皮、切片、洗涤、焯皮、洗涤、化皮、合并胶

液、过滤、胶液浓缩、加辅料、出胶

[15]

鹿皮 马鹿皮或梅花鹿皮 ① 主要加工成鹿皮胶，熬制过程中以少量明矾为辅料，经数十道工序加工而成 [16]
鹿胎 雌鹿腹中的带胎衣、胎水的胎 ① 鹿胎粉，将鹿胎洗净绞碎，于通风处阴干，粉碎，过筛；② 酒炖鹿胎，将洗净的

鹿胎用黄酒炖煮 30 min，出锅晾干后碾成粉末，净鹿胎与黄酒的比例为 4∶1
[17]

鹿骨 马鹿或梅花鹿的骨骼 ① 取出骨头，去除残余筋肉，用温水浸润洗净，随后在阳光下晒干；② 采用超高压

提取技术，将新鲜鹿骨冻干粉碎后加压提取

[18]

鹿筋 马鹿或梅花鹿的四肢干燥筋 ① 滑石粉炒，将鹿筋切成薄片，预热烫板后撒入滑石粉，翻炒至灵活状态，再加入

鹿筋片炒至酥泡，取出分离并晾凉；② 砂烫鹿筋，用砂子炒制鹿筋，用武火炒至

深黄色，质地松脆，气微香即得

[19]

鹿血 马鹿或梅花鹿的鹿茸血或膛血 ① 鹿血晶：纯的新鲜鹿血经炮制加工冷冻干燥后制得的结晶片。② 鹿血酒：在新鲜

鹿血中加入适量白酒，配制成 15% 的鹿血酒。③ 鹿血粉：冷冻干燥法：将预处

理后的鹿血低温浓缩，按比例加入抗凝剂和保鲜剂，充分混合均匀后冷冻干燥，

粉碎过筛并灭菌即得。乙醇凝固法：将预处理后的鹿血与食用乙醇按一定比例混

合，充分搅拌均匀，静置后离心分离出乙醇，采用热力干燥或真空干燥，加入填

充剂和辅料混匀，粉碎过筛并灭菌即得

[20]

鹿鞭 雄性马鹿或梅花鹿干燥后带睾丸的

生殖器官，又称为鹿茎筋、鹿肾、

鹿冲

① 鹿鞭：秋冬季节采收雄鹿的阴茎及睾丸，清除多余脂肪及残肉，固定在木板上自

然风干，或直接用沸水浇烫后于 80℃烘箱烘干。② 鹿鞭片：取鹿鞭去除筋膜及

多余物质，洗净后温水浸泡。取出中火靠软，迅速切成薄片，干燥。③ 鹿鞭粉：

取适量滑石粉置于锅中炒至灵活状态，加入洗净的鹿鞭片，翻炒至鹿鞭片鼓起并

呈深黄色，迅速取出，筛去滑石粉，冷却至室温后碾磨成粉

[21]

鹿尾 由尾椎、腔、肌肉纤维、脂肪组织、

尾腺、结缔组织被膜和皮肤组成

① 去毛、封口、风干和整形 [22]

鹿肉 马鹿或梅花鹿的肉 ① 冷却肉，将鹿肉用 2% 乙酸溶液喷涂后，用紫外灯照射抑制细菌微生物的生长；

② 将鹿肉加工成腌制鹿肉、鹿肉酱、鹿肉香肠等鹿产品

[23]

2.2　鹿药的主要化学成分
　　鹿茸作为一种通过肾经起作用的阳气补品，
在传统中医药上有壮肾阳，益精血，强筋骨，调
冲任，托疮毒的功效 [4]，这些功效与其丰富的化
学成分密切相关。研究表明，鹿茸含有氨基酸、

多肽、蛋白质等重要活性成分，目前已经鉴定出
19 种氨基酸；此外还存在矿物质、多糖和脂质
等成分 [24]。Tseng 等 [25] 在不同部位的水溶性和乙
醇提取物中检测到氨基酸、睾酮、胰岛素样生长
因子 1（IGF-1）、睾酮与雌二醇的含量在不同部
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位间存在显著差异，其中顶端的含量明显高于基
部，而钙含量则从顶端向基部逐渐增加；此外，
蛋白质、糖胺聚糖、胆固醇、雌二醇、铜和铁的
含量均从顶端至基部逐渐降低；除脯氨酸、甘氨
酸、丙氨酸、蛋氨酸和精氨酸在不同部位间无显
著差异外，大多数氨基酸在顶端的含量显著高于
基部。鹿茸不同部位划分见图 1。Gong 等 [26] 采
用超高效液相色谱 - 串联质谱（UPLC-MS/MS）
技术研究不同加工方法的鹿茸，发现水煮鹿茸中
的糠氨酸含量显著高于冻干鹿茸，而物理离心去
血后的鹿茸糠氨酸含量则低于未去血的鹿茸；该
研究还检测到蛋白质、还原糖、赖氨酸、甘氨酸
等成分，且各成分在顶端蜡片中的含量均明显高
于基部骨片。Kim 等 [27] 对韩国、新西兰和俄罗
斯鹿茸的抗氧化活性成分进行比较研究，发现韩
国产鹿茸中多肽、氨基酸、核苷酸等抗氧化活性
物质含量高于俄罗斯和新西兰鹿茸；氨基酸分析
结果显示，在 3 种鹿茸中共检测到 20 种氨基酸，
其中脯氨酸、赖氨酸、丙氨酸、甘氨酸、酪氨酸
和蛋氨酸的含量受产地影响较大。

图 1　鹿茸顶端、上部、中部和基部划分示意图

Fig 1　Diagram of the division of the tip，upper，middle and base of 
deer antler velvet

　　鹿茸骨化后则为鹿角，其有效成分与鹿茸相
似，也富含氨基酸、多肽和蛋白质，但含量略有
差异。此外，鹿角中还含有糖胺聚糖（GAGs）、
神经节苷脂和糖醛酸等生物活性化合物。GAGs
主要包括皮肤蛋白、角蛋白和硫酸软骨素，其中
硫酸软骨素是主要成分。神经节苷脂由鞘糖脂和
唾液酸组成。Zhang 等 [28] 在鹿角提取物中检测
出 16 种氨基酸，包括 8 种人体必需氨基酸，总
含量为 231 mg·g － 1，其中赖氨酸含量最高（190 
mg·g － 1）；其余氨基酸为酸性和中性氨基酸，
总含量为 242.17 mg·g － 1，其中甘氨酸含量最高
（75.60 mg·g － 1）。Lu 等 [29] 采用固相萃取（SPE）
和气相色谱 - 串联质谱（GC-MS/MS）联用技术
对鹿角中的甾体激素进行了研究，检测出雄激
素、雌激素、皮质激素和孕激素等 4 类 18 种甾
体激素，包括 17α- 炔雌酮、17α- 雌二醇、19- 去

甲睾酮、雌三醇等。
　　鹿角胶是传统的动物药，在中国已有 2000
多年的用药历史。沈童等 [30] 研究发现，鹿角胶
的化学成分主要为蛋白质、氨基酸，铜、锌、铅
等微量元素和钠、钾、钙、镁等元素及其氧化物。
Shi 等 [31] 通过比较醋制和水制鹿角胶的化学成
分，发现醋制鹿角胶的氨基酸含量略高，且丙氨
酸、脯氨酸、甘氨酸含量也显著高于水制鹿角胶。
这表明醋制鹿角胶可能具有更好的药理作用。
　　鹿角胶熬制后剩余的灰白色骨渣为鹿角霜，
现代药理学研究发现鹿角霜主要含有碳酸钙、磷
酸钙等矿物质及少量氨基酸。与鹿角和鹿茸相比，
鹿角霜的成分相似，但含量有所不同。Liu 等 [32]

采用傅里叶变换红外光谱（FT-IR）和二维傅里
叶变换红外光谱（2D-IR）对鹿茸、鹿角和鹿角霜
的成分进行分析，FT-IR 结果表明，鹿茸和鹿角
含有较高水平的蛋白质，酰胺带在 1800 ～ 1200 
cm － 1 内有强吸收峰，而鹿角霜的红外光谱未观
察到酰胺带，且波段形状和强度存在明显差异；
2D-IR 分析结果显示，3 种样品在 1700 ～ 1800 
cm － 1 内差异显著，鹿茸中出现 1749 cm － 1 的脂
肪酸峰值，而鹿角和鹿角霜未见此峰值。
　　鹿胎是传统的名贵滋补品，有研究表明足月妊
娠的健康鹿胎中含有丰富的营养物质和生物活性物
质，其中主要营养物质包括鹿胎蛋白、多肽、氨基
酸、核酸、磷酸、脂肪酸、糖脂、维生素、微量元
素以及无机盐等 [33]。鹿产品主要化学成分见表 2。
2.3　鹿药的现代药理作用
　　近年来，许多研究揭示了鹿药在免疫系统、
血液系统等方面的药理功能，并报道了其抗肿
瘤、抗疲劳、抗炎、抗氧化等作用。
2.3.1　抗肿瘤作用　鹿茸和鹿角等鹿类药物在抗肿
瘤方面显示出显著的药理效应。鹿茸提取物在多种
细胞实验中展现出抗肿瘤作用，尤其是在联合使
用激酶抑制剂 [ 如间质表皮转化因子（MET）、Akt
等 ] 时效果更为显著。Nazarbek 等 [69] 的研究发现，
鹿茸提取物可以增强磷酸酶抑制剂、Akt 抑制剂、
MET 抑制剂以及奥拉帕利对 PC3 的抑制作用，尤
其是 MET 抑制剂与鹿茸提取物联合使用时，肿瘤
细胞活力下降最明显。此外，在乳腺癌相关研究中
鹿角霜通过下调 TGF-β 通路，抑制肿瘤细胞增殖，
鹿角盘提取物则可调控 MCF-7 细胞中凋亡调控因
子 p-38 和转录因子 cJun 的高表达，从而抑制 Bcl-2
表达和 ER-α36 介导的雌激素信号 [70]。
2.3.2　抗疲劳作用　鹿茸和鹿角在抗疲劳方面同
样具有显著效果。Luo 等 [71] 研究表明，服用鹿茸
多肽的小鼠表现出显著延长的抗缺氧生存时间和
负重游泳时间，同时血清乳酸水平显著降低，展
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表 2　鹿产品主要化学成分 
Tab 2　Main chemical components of deer products

成分 鹿药 化合物

氨基酸 鹿茸 [34]、鹿角 [31]、鹿

角胶 [35]、鹿角盘 [36]、

鹿皮胶 [37]、鹿胎 [38]、

鹿血 [39]、鹿肉 [39]

鹿茸到鹿肉均含有赖氨酸、精氨酸、组氨酸、谷氨酸、脯氨酸、天冬氨酸、丝氨酸、苏氨酸、甘氨酸、

丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、酪氨酸、缬氨酸

鹿皮 [40] 甘氨酸、谷氨酸、脯氨酸、丙氨酸、羟脯氨酸、赖氨酸、亮氨酸、缬氨酸、精氨酸、天冬氨酸

鹿角霜 [41] γ- 氨基丁酸、谷氨酸

蛋白质 / 多肽 鹿茸 [34] 血红蛋白β-3 亚型、血红蛋白β-c 亚型、抗菌肽、肽聚糖识别蛋白、前血清白蛋白、腐胺、精脒、精胺

鹿角 [42] 血红蛋白α 亚型、成人β- 珠蛋白、碳酸酐酶、过氧化物还原酶 -2、载脂蛋白 A- Ⅱ、谷胱甘肽转移酶 1、
α-1b 糖蛋白、血清转铁蛋白、过氧化物酶 -6、纤溶酶

鹿角盘 [43] 胰蛋白酶、抗菌蛋白、鹿角盘总蛋白、胶原蛋白、鹿角盘多肽

鹿皮 [44] 胶原蛋白

鹿血 [45] 血红蛋白、球蛋白、白蛋白、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽氧化酶

鹿尾 [46] 鹿尾蛋白

脂肪酸类 鹿茸 [47] 粗脂肪、游离脂肪酸、磷脂、胆固醇、油酸、亚油酸、亚麻油酸

鹿角盘 [48] 磷脂、游离脂肪酸

鹿血 [49] 棕榈酸、棕榈烯酸、棕榈二烯酸、硬脂酸、油酸、亚油酸、亚麻酸

鹿皮胶 [50] 棕榈酸、棕榈油酸、油酸、亚油酸、硬脂酸

鹿鞭 [51] 磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰丝氨酸、鞘磷脂、磷脂酰甘油、磷脂酸、硬脂酸、油酸、亚油酸、

豆蔻酸、亚麻酸、棕榈酸、棕榈油酸

激素 鹿茸 [52] 睾酮、雌二醇、雌酮、雌三醇、孕酮

鹿角 [29] 17α- 炔雌酮、17α- 雌二醇、19- 去甲睾酮、雌三醇、睾酮、雄酮、17β- 雌二醇、雌酮、孕酮、17α- 羟孕

酮、丙酸睾酮、皮质酮

鹿角盘 [53] 雌二醇、孕酮、睾酮

鹿胎 [17] 孕酮、雄酮硫酸盐

鹿筋 [54] 睾酮、雌二醇

鹿鞭 [55] 17- 羟基孕烯醇酮、雌三醇、17- 羟孕酮、21- 羟孕酮、雌二醇、睾酮、11- 去氧皮质醇、醛固酮、雄烯二酮、

孕酮、21- 去氧皮质醇、褪黑素、前列腺素 A、前列腺素 E
多糖 鹿茸 [26，34] 甘露糖、葡萄糖胺、核糖、葡糖醛酸、半乳糖醛酸、氨基半乳糖、葡萄糖、半乳糖

鹿角 [56-57] 3，4- 对 O- 邻甲基 -β- 葡糖醇、1，2，3，5- 四 -O- 乙酰基 -D 核糖醇、甘露糖、核糖、糖醛酸、氨基半

乳糖、葡萄糖

鹿皮胶 [58] 糖醛酸、鹿皮胶多糖

无机元素 鹿茸 [34] 钙、磷、钠、钾、镁、铁、锌、锰、铝、锶、钡、铜

鹿角 [59] 钙、磷、镁、钾、钠、铁、锶、锌、锰、铝

鹿角胶 [60] 铜、锌、铅、镍、铁、锰、锡、钡、钛

鹿血 [61] 铁、钴、镉、铜、锰、钼、镍、锌、磷、钙、钠、钾

鹿角盘 [62] 钙、磷、锌、铁、锶、铝、钡、镁、钠、硅

鹿鞭 [63] 钾、钠、钙、镁、铁、硼、镉、钴、铬、铜、锂、锰、钼、镍、铅等

鹿骨 [64] 钙、钠、镁、钾、铁、铝、银，钡、铍、钴、锰、钒、铬、锌、硒等

鹿筋 [65] 钠、钾、磷、钙、铁、镁、锂、铝、锌、钡、铬、铜、钛、锰、铅、钒、镉等

核苷类 鹿茸 [34] 次黄嘌呤、尿嘧啶、脲、肌酸酐、尿苷、盐酸

鹿角盘 [37] 黄嘌呤

鹿血 [45] 鸟嘌呤、腺嘌呤、黄嘌呤、次黄嘌呤

鹿皮胶 [50] 次黄嘌呤、2'- 脱氧鸟苷

鹿骨 [66] 尿苷、鸟苷、肌苷、胞苷、尿嘧啶、次黄嘌呤

维生素 鹿茸 [24] 维生素 A、维生素 B1、维生素 B2、维生素 D、维生素 E、维生素 K
鹿胎 [67] 维生素 A、维生素 B1、维生素 B2

鹿血 [68] 维生素 A、维生素 B1、维生素 B2、维生素 B6、维生素 K

现出鹿茸多肽对抗缺氧和抗疲劳的提升作用。炮
制后的鹿角提取物也被证明能够提升运动耐力和
减少运动引发的肌肉损伤。此外，鹿角盘、鹿血、
鹿皮胶、鹿尾和鹿鞭亦被证明具有抗疲劳作用。
2.3.3　抗炎镇痛作用　鹿茸提取物在神经萎缩性

疾病、骨折愈合、关节炎和肌肉萎缩的治疗中表
现出有益的作用 [72]。Chang 等 [73] 研究发现，鹿
角提取物可以通过下调一氧化氮（NO）、肿瘤坏
死因子α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、IL-1β
以及 IL-10 的产生，显著减轻脂多糖诱导的肺部
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表 3　鹿产品保健功能及主要成分 
Tab 3　Health functions and main components of deer products

鹿产品 主要成分 保健功能 文献

鹿血肽巧克力丸 鹿血、黑芝麻、山药、芡实、茯苓、桑葚、莲子、代可可脂巧克力、腰果、

核桃仁、杏仁、巴旦木、蜂蜜

滋补肝肾、疏肝解郁 [49]

山楂红枣鹿皮胶果冻 鹿皮胶、山楂、红枣、蜂蜜 补益作用 [86]
鹿骨霜补钙软糖 鹿骨霜、无盐黄油、无糖棉花糖、红皮花生、全脂调制奶粉 补钙强体、健脾养胃 [87]
鹿骨淫羊藿片 鹿骨、淫羊藿、骨碎补、氨糖、硫酸软骨素、碳酸钙 增加骨密度、改善骨质疏松 [88]
红参鹿血片 鹿血、红参 补益作用 [89]
鹿血压片糖果 鹿血粉、蔗糖、蜂蜜 抗疲劳、提高免疫力、延缓衰

老、改善记忆力

[90]

炎症。罗尚文等 [74] 的实验表明，复方鹿角霜浸膏
能够通过调节促炎和抗炎因子的平衡，显著减轻
佐剂性关节炎大鼠的炎症反应。鹿角胶在非特异
性炎症模型中表现出显著的抗炎镇痛作用，并能
通过促进软骨细胞增殖和上调丝裂原活化蛋白激
酶（MKK）表达，减缓骨关节炎的发展 [75]。鹿骨
提取物肌苷通过促进肥大细胞脱颗粒，抑制巨噬
细胞、淋巴细胞和中性粒细胞产生炎症因子，从
而实现对机体进行免疫调节的效果 [76]。此外，鹿
尾提取物能显著增加雄性大鼠血清中 IL-2 含量，
鹿胎也显示出对小鼠和大鼠模型的显著抗炎镇痛
效果 [33，46]。
2.3.4　抗氧化作用　Je 等 [77] 对新西兰鹿茸提取物
的研究表明，其对过氧化氢、DPPH 和羟基自由基
有显著的清除作用。此外，炮制鹿角提取物可抑
制乳酸脱氢酶（LDH）活化和 SOD 活性降低。鹿
皮提取物可改善白细胞（WBC）、红细胞（RBC）
及血小板（PLT）等参数，并显著提高 SOD 和过
氧化氢酶的活性 [78]。鹿胎能促进皮肤细胞和神经
细胞的生长，增加人体肝脏蛋白活性 [33]。
2.3.5　抗菌和抗病毒作用　Qi 等 [79] 从梅花鹿角
中分离出一种 18 kDa 的蛋白，研究发现该蛋白
对革兰氏阳性菌（枯草芽孢杆菌、中间葡萄球菌、
木糖葡萄球菌）和革兰氏阴性菌（铜绿假单胞菌、
大肠埃希菌）的生长有抑制作用，证明了鹿角提
取物有抗菌作用。
2.3.6　其他作用　鹿茸多肽可影响巨噬细胞的吞
噬能力，调节免疫功能，对糖代谢、骨代谢等具
有调节作用，并展示出抗应激等效果 [80]。研究显
示，鹿角提取物可抑制刀豆蛋白 A 诱导的脾细胞
增殖，进而抑制 T 细胞活性，并调节小鼠腹膜巨
噬细胞的免疫反应 [81]。鹿角胶被用于骨质疏松、

骨关节炎和贫血等疾病的治疗，能够促进伤口愈
合、提高骨细胞增殖 [75]。鹿角霜则在增强造血干
细胞增殖、分化、成熟以及临床上用于乳腺癌等
疾病的治疗中显示了潜在的药理价值 [48]。据有关
文献报道，鹿角胶对骨质疏松、骨关节炎、贫血、
男科疾病、乳腺增生等多种疾病具有治疗和预防
作用，还能促进伤口愈合 [82]。鹿血可以明显增强
小鼠腹腔 M 细胞的吞噬作用，增强 T 淋巴细胞
和 B 淋巴细胞的活性，明显提高小鼠脾细胞溶血
空斑数目，增强 NK 细胞活性及促进小鼠脾细胞
产生 IL-2 的能力 [83]。鹿皮胶提取物可抑制骨髓
细胞凋亡，增加 CD34 ＋细胞表达，并且升高外
周血 RBC、WBC、血红蛋白水平。鹿筋提取物
通过提高谷胱甘肽 S- 转移酶 Pi1（Gstp1）、细胞
因子受体样因子 1（Crlf1）、Thbs1、SOD3 和醌
NADH 脱氢酶 1（Nqo1）等正向调控 MC3T3E1
细胞增殖的基因表达水平，促进成骨细胞的增殖
和细胞外基质的合成 [84]。鹿鞭可通过调节 PI3K-
Akt 通路促进肝糖原的合成积累以增强肾阴虚、
肾阳虚小鼠的体力 [85]。
2.4　鹿产品研究现状
　　随着现代科技的发展和人们思维模式的转
变，鹿产品的应用已不局限于传统的鹿原产物。
许多鹿药被用作主要原料，结合其他具有保健作
用的药食同源中药材或辅料，制成各类制剂、保
健品、化妆品等。目前鹿类药物主要有片剂、丸
剂、胶囊剂；保健食品有 200 多种，主要用于缓
解疲劳、增强免疫力、抗衰老等；化妆品涵盖精
华、霜、保湿水、洁面乳和乳液五大剂型，鹿茸
产品占据主要市场份额。近年来研究人员开发的
部分鹿产品见表 3。

3　讨论

3.1　品种优化、药效研究、替代品探索与高端产

品开发

　　鹿作为经济动物，品种众多，但《中国药
典》2020 年版仅将梅花鹿和马鹿列为药用品种。

然而，部分养殖者为追求经济效益，进行品种杂
交和不规范饲养，导致品种混乱，进而影响鹿药
的药效和保健功能。为推动鹿产业的健康发展，
亟须运用现代科学技术与规范化养殖管理，确保
品种纯净性与药效稳定性，从而提升鹿药质量以
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满足市场需求。在研究层面，采用网络药理学方
法构建鹿药药效物质基础与靶标蛋白之间的相互
作用，通过分子生物学和生物化学技术深入解析
活性成分的结构与作用机制，同时结合临床经验
验证药效，构建现代研究与传统经验的桥梁，以
推动鹿药产业的科技化与规范化发展。另一方面，
随着野生鹿资源的日益枯竭和相关保护法规的实
施，寻找鹿药替代品已成为紧迫课题。科研机构
需加大研发力度，探索具有相似药效的新鹿品
种，并通过科学验证确保其安全性和有效性，从
而助力中医药的可持续发展。此外，由于鹿药活
性成分普遍存在难溶性和不稳定性，开发高端鹿
产品成为提升产业附加值的关键。借助现代药剂
学技术，如纳米化和微乳化技术，可显著提高活
性成分的溶解度和生物利用度，结合靶向输送与
控释技术优化药效并减少不良反应。同时，必须
建立严格的质量标准与检测方法，通过临床试验
验证产品的安全性和有效性。开发高端鹿产品需
持续创新，以满足市场和消费者需求，推动鹿产
业向高端化和可持续方向发展。
3.2　建立整体控制及快速分析技术

　　鹿产品具有成分多样和复杂性特点，其活性
成分含量较低，需进行高灵敏度的分析。建立全
面质量控制体系，涵盖原药材、生产工艺和成品
的全过程检测，以确保产品质量稳定。中药快速
分析技术结合数学模型和现代分析技术，能够快
速、准确地进行成分分析，具有高效率和准确性。
通过光谱数据、色谱数据等建立数学模型，进行
定性和定量分析，从而在不破坏样品的情况下对
鹿产品进行快速鉴定和分析。利用这一技术，可
以有效提升鹿产业的质量控制水平，推动鹿产业
健康快速发展。
4　展望

　　鹿药以其独特的药用价值和传统的药食同源
理念，在中医药领域有着悠久的历史，近年来鹿
药研究在中医药领域备受关注，其在保健和治疗
方面的潜力逐渐被揭示。现代科学验证了鹿药的
药用功效，尤其是鹿茸、鹿血等产品被证实具有
补益、调理、抗衰老和免疫调节等多种作用。随
着人们健康意识的提高和老龄化趋势的加剧，对
保健品的需求日益增加，鹿药市场具有巨大的潜
力。国际市场对中药材的需求也在增加，鹿药作
为中国传统药材之一，具有较大的出口潜力，通
过国际合作拓展市场或将成为鹿产业发展的重要
途径。然而，鹿药研究和产业发展仍面临一些挑

战。一方面，鹿资源的有限性和野生鹿资源的保
护成为制约产业发展的主要因素，亟需建立鹿资
源的可持续利用和保护机制；另一方面，鹿药产
品的质量和安全问题亟待解决，加强监管和质量
控制是产业发展的关键。此外，鹿药研究仍需要
进一步深入，特别是在活性成分的解析、药效机
制的阐明和临床应用的验证等方面需要加强研究。
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当归药效物质基础及质量控制技术研究进展

张建雨1，2，5，高鑫1，2，余河水1，2，李正1，2，宋纹3，赵亮4，章顺楠5*，李文龙1，2*（1. 天津中医药大
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摘要：当归是大宗主流中药材之一，主产于甘肃岷县，临床应用广泛。近年来当归相关的研究

主要集中于体内外药理活性、谱效关系、方剂配伍、药效物质含量测定、全面质量表征及快速

分析、安全性指标等方面。本文对近十年来当归相关的研究进展进行归纳、总结，以期为当归

药材的资源开发和临床应用提供参考。

关键词：当归；物质基础；质量控制；谱效关系
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Research progress in the material basis and quality control of Angelica sinensis

ZHANG Jian-yu1, 2, 5, GAO Xin1, 2, YU He-shui1, 2, LI Zheng1, 2, SONG Wen3, ZHAO Liang4, ZHANG 
Shun-nan5*, LI Wen-long1, 2* (1. College of Pharmaceutical Engineering of Traditional Chinese 
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Abstract: Angelica sinensis, a main traditional Chinese medicinal herb, is primarily produced in 
Min County, Gansu Province. It has wide range of clinical applications. In recent years, research 
on Angelica sinensis has focused on such aspects as in vitro and in vivo pharmacological activities, 
spectrum-effect relationships, compatibility of herbal formulations, determination of active ingredient 
content, comprehensive quality characterization, rapid analysis, and safety indexes. This article 
summarized the research progress in Angelica sinensis over the past decades, to provide reference for 
resource development and clinical application of Angelica sinensis. 
Key words: Angelica sinensis; material basis; quality control; spectrum effect relationship
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作者简介：张建雨，男，硕士研究生，主要从事中药质量控制技术研究，email：939589592@qq.com　* 通信作者：李文龙，男，研究员，

博士研究生导师，主要从事中药质量控制技术研究，email：wshlwl@tjutcm.edu.cn；章顺楠，男，研究员，主要从事中药国际化与智能

制造研究，email：zsn@tasly.com

　　当归是伞形科植物 Angelica sinensis（Oliv.）
Diels 的干燥根，有补血活血、润肠通便等功效，
常被用于治疗妇科疾病，如月经失调等 [1-2]，为
医家常用，素有“十方九归”之称。其在方剂中
的应用频度甚高，如在清著《汤头歌诀》中就有
53 种，在日本《普通汉方》中有 56 种 [3]。当归主
产甘肃东南部，以岷县（岷归）产量多，质量好，

云南（云归）、四川等省亦有栽培。当归最早记载
于《神农本草经》，谓之“ 当归味温，主呃逆上
气” 被列为中品，距今已有上千年的药用历史 [4]。
　　现代药理学研究证实当归含有丰富的生物活性
物质，因而有多种药理作用，其主要活性成分是挥
发油、多糖和有机酸 [5]。这些活性成分可能会因采
收、加工等因素而影响到临床疗效。中药药效物质
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基础具有多组分、多靶点的特点，导致中药质量标
准的研究变得较为复杂，当前，当归质量控制的方
法有色谱法、一测多评法、近红外光谱技术等，但
部分技术仍处于发展的阶段，尚未推广使用，在当
归整体质量控制中的研究还较为浅显，因此全面的
质量控制对保证当归质量至关重要。
　　本文总结了近十年来当归在化学成分、药效
物质基础、质量控制等方面的研究进展，以期为
后续当归研究以及当归复方制剂的创新开发、质
量控制与评价提供评价和参考。
1　当归中的化学成分
　　研究表明，当归中含有多种活性成分，包括挥
发油、多糖、有机酸、苯酞类化合物和黄酮等 [6]，其
中挥发油、多糖、有机酸是当归的主要活性成分 [7]，
因此本文主要综述这三类化合物的研究进展。
1.1　挥发油类化合物
　　挥发油是当归的有效成分之一，主要由苯酞
类、萜烯类、酚类和烷烃类组成 [8]。化学成分主要
包括丁基苯酞、丁烯基苯酞、藁本内酯、洋川芎内
酯等，其中藁本内酯占此类化合物含量的 60% 以
上 [9]，见表 1。相关研究表明，当归挥发油是当归
发挥药效的重要成分，其中苯酞类成分如藁本内酯
和丁烯基苯酞等，是其发挥脑神经保护作用的重要
活性成分。除此之外，藁本内酯还常被用作当归的
质量标志物。当归的药理活性不仅局限于脑神经系
统，还涉及其他方面的保健作用 [10]。Zhong 等 [11]

采用 GC-MS 的代谢组学研究当归挥发油的抗炎作
用，基于代谢图谱模型可明确地区分不同处理方式
的当归挥发油的抗炎作用。因此，不同加工方法是
影响当归挥发油功效的重要因素。Yang 等 [12] 通过
糖尿病小鼠实验发现，藁本内酯可上调 bcl-2 的表
达，同时抑制 BAX 和切割的 Caspase3 的表达，在
保护视网膜功能以及缓解视网膜细胞凋亡方面发挥
重要作用，表明藁本内酯对预防和治疗糖尿病视网
膜病变有一定的潜力。
1.2　有机酸类化合物
　　当归含有带有机酸苯环及其酯的活性化合物，
如阿魏酸、阿魏酸松柏酯、香草酸、咖啡酸、绿
原酸等，其主要的有机酸化学成分见表 2。相关
研究表明，阿魏酸在当归尾部含量最高 [8]，是最
有代表性的及最早从当归中被分离出来的有机
酸 [16]。由于阿魏酸是潜在的标志物和活性化合物，
因此通过高效液相色谱（HPLC）测定其含量，结
果显示最低含量为 0.050%[2]。阿魏酸被广泛用来
评价产品质量，因其和当归的药用功能有关 [4]，
可用作抗炎和自由基清除剂，同时，阿魏酸具有

神经保护、抗氧化和抗炎作用，这可能有利于阿
魏酸的多靶点治疗疾病。由于衍生后的阿魏酸具
有更强的药理活性和更低的毒性 [17]，因此近年来
越来越多的研究专注于阿魏酸衍生物的研究。

表 1　当归挥发油的主要化学成分 
Tab 1　Main chemical components in Angelica sinensis volatile oils 

化合物 分子式 分子量 结构图
藁本内酯 [7-8，13-15]

（Z-ligustilide）
C12H14O2 190.240

丁基苯酞 [8，13，15]

（butylphthalide）
C12H14O2 190.238

丁烯基苯酞 [8，13，15]

（N-butylidenephthalide）
C12H12O2 188.223

洋川芎内酯 A[8，13，15]

（senkyunolide A）

C12H16O2 192.254

洋川芎内酯 H[8，13，15]

（senkyunolide H）

C12H16O4 224.253

洋川芎内酯Ⅰ [8，13，15]

（senkyunolide Ⅰ）

C12H16O4 224.253

表 2　当归中有机酸类化学成分 
Tab 2　Main chemical components in Angelica sinensis organic acids

化合物 分子式 分子量 结构图

阿魏酸 [7，8，13，18]

（ferulic acid）
C10H10O4 194.184

咖啡酸 [8，18]

（caffeic acid）
C9H8O4 180.157

绿原酸 [8，14，18]

（chlorogenic
 acid）

C16H18O9 354.309

阿魏酸松

柏酯 [8，18]

（coniferyl 
ferulate）

C20H20O6 356.370

香草酸 [8，18]

（vanillic acid）
C8H8O4 168.150
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1.3　多糖
　　多糖是当归主要的活性成分之一，广泛应用
于中药中。当归多糖是水溶性多糖，主要由葡萄
糖、半乳糖、阿拉伯糖等组成 [19]。当归多糖具有
多种药理活性，主要用来治疗贫血、妇科疾病和
肝病，近年来，利用多糖作为靶向药物载体的研
究受到广泛关注。以当归多糖为载体的靶向药物
可以靶向结肠、肺、脾、肝等 [20]。这些多糖还显
示出肝脏保护性，降低氧化损伤，提高大脑中的
抗氧化酶活性，且毒性水平较低。迄今为止，已
经从当归中鉴定出了 36 种多糖 [5]。当归多糖的
提取方法很多，主要采用热水提取法和超声微波
辅助提取法 [21]。研究表明，当归多糖能够抑制
再生障碍性贫血患者异常的 T 细胞免疫功能，防
止线粒体凋亡，并恢复造血干细胞的功能 [22]。研
究发现当归多糖可以与 Gal-3 结合并激活内在凋
亡途径，以诱导白血病细胞凋亡 [23]，还可以通过
抑制 TGF-β 信号通路降低胶质瘤细胞的致瘤性并
促进其凋亡 [24]。Zhou 等 [25] 研究发现，当归多糖
可以通过调节 HT22 细胞中 Mir-10a 的表达并抑
制 NF-κB 和 JAK2/STAT3 通路，从而减少脂多糖
（LPS）诱导的炎症损伤。
2　当归的药理作用
　　中药药效物质基础是指中药中能够表达药物
临床疗效的活性成分总称。中药药效物质基础研
究是中药现代研究的关键，是中药安全有效和质
量控制的基石，对揭示中药复方配伍的内在规
律、发展中药复方配伍理论、有效研发中药新产
品与指导临床应用有重要意义 [26]。本文对当归在
体内和体外的药理作用和谱效关系进行总结。
2.1　药理活性研究
　　中药的药效物质基础可以被中药的有效部位
或有效成分清晰地表征，近年来有多项研究对当
归的药效物质基础进行了探究。Li 等 [27] 的研究
表明，当归多糖具有良好的抗炎和保护肝脏的作
用，抗炎机制可归因于直接或间接抑制促炎细
胞因子、炎症介质和炎症相关酶的分泌，以及
促进抗炎细胞因子白细胞介素（IL）-10 的产生。
Xiong 等 [28] 研究表明，当归提取物通过抑制炎
症因子，具有显著的抗子宫内膜异位作用。有研
究表明，当归多糖明显抑制 U251 细胞的生长和
增殖，并诱导其凋亡；此外，当归多糖有效地减
少了几种细胞周期调节因子的表达，凋亡抑制蛋
白同样被抑制，同时促凋亡蛋白的表达增加；当
归多糖抑制转化生长因子，刺激 E- 钙黏蛋白的
表达，从而抑制细胞生长 [24]。Hua 等 [29] 研究表
明，当归能抑制炎症因子，在体内有良好的抗炎

活性：该研究利用 GC-MS 和 LC-Q/TOF-MS 对尿
样中炎症的代谢组学和相关网络进行综合分析，
结果表明，当归挥发油具有抗炎作用，可以通过
调节代谢物的水平来抗内毒素诱导的炎症。Liu
等 [30] 的研究揭示当归挥发油通过保护肠道屏障，
抑制中性粒细胞和巨噬细胞的活化和浸润，有效
地抑制溃疡性结肠炎的发病。综上，当归提取物
以及多糖在体内均有良好的抗炎活性，能抑制炎
症因子。
　　Yue 等 [31] 的研究了当归提取物的体外增殖活
性，证明了当归提取物对乳腺癌症细胞系的增殖
有一定的促进效果。当归多糖改善了 X 射线诱导
的大鼠心肌纤维化，其潜在机制可能与诱导原代
大鼠心肌成纤维细胞凋亡、抑制血清 TGF-β1 的释
放、降低 TnI 水平以及 OPN、c-jun、miRNA-21 和
COL1α 的表达有关 [32]。宫文霞等 [33] 在研究逍遥
散抗抑郁有效成分的过程中发现，阿魏酸松柏酯
能有效保护谷氨酸损伤的 PC12 细胞和 SH-SY5Y
细胞，当归可能为逍遥散抗抑郁作用的活性药味
之一。Wang 等 [34] 的研究表明，当归多糖作用于
四氯化碳（CCl4）诱导的慢性肝纤维化小鼠模型，
与对照小鼠相比，当归多糖用药组小鼠具有更少
的空泡化和变性肝细胞，纤维化面积减少了约
70%，此外，当归多糖处理的小鼠血清谷丙转氨酶
（ALT）水平降低了约 50%。这些结果均表明了当
归多糖有显著的抗纤维化作用。文印宪等 [35] 研究
表明，在体外实验中，当归多糖可以通过实时定
量 PCR 和 Western blot 等检测方法验证 ASP-3c 对
软骨细胞中 IL-1β、IL-6 及糖基转移酶基因表达的
抑制作用，并促进软骨基质蛋白多糖合成恢复基
质稳态，进而起到抗骨关节炎功效。有研究表明，
在进行体外细胞实验时，发现当归多糖对细胞具
有不同程度的抗氧化作用，尽管这些多糖均来自
同一植物，但由于来自植物不同部位，多糖的结
构和抗氧化活性存在差异 [36]。综上，当归多糖具
有不同程度的抗氧化作用，以及改善大鼠心肌成
纤维细胞凋亡等作用，为后续对当归进一步体内
实验提供了基础。
2.2　谱效关系研究
　　中药谱效关系是通过研究中药的指纹图谱，
将中药的化学成分与药效作用关联分析，进而阐
明药效成分的一种研究方法。Fan 等 [37] 通过建
立高效液相色谱指纹图谱和 1，1- 二苯基 -2- 三
硝基苯肼（DPPH）、2，2'- 联氮 - 双（3- 乙基苯
并噻唑啉 -6- 磺酸）二胺盐（ABTS）自由基清除
能力以及铁离子抗氧化能力法（FRAP）的总抗
氧化能力的光谱效应关系，确定了当归的生物活
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性成分。Zhang 等 [38] 建立了道地药材和非道地
药材区域当归的 HPLC 指纹图谱和抗血小板聚集
活性之间的谱效关系。通过光谱筛选发现 5 种化
合物洋川芎内酯 I、尿苷、鸟嘌呤、阿魏酸和腺
苷对抗血小板聚集活性有显著贡献，可作为当归
Q-markers 用于其质量控制。邢冬梅等 [39] 的实验
对当归挥发油体外抗氧化和共有峰化合物进行了
灰色关联度分析，结果表明化合物 E- 藁本内酯、
（E）-β- 罗勒烯、藁本内酯、别罗勒烯、α- 蒎烯、
丁烯基苯酞对清除 DPPH、ABTS 自由基的贡献
较大，进一步用偏最小二乘回归分析，结果显示
藁本内酯、别罗勒烯、6- 丁基 -1，4- 环庚二烯、
丁烯基苯酞、α- 蒎烯的含量与 DPPH、ABTS 自
由基清除率均成正相关。目前关于当归以及含当
归的复方在治疗妇科疾病方面的谱效关系研究还
较少，其不同药用部位的功效有所不同，尚不能
系统地表征活性物质与疾病之间的关系。
2.3　药对和方剂配伍
　　林青等 [40] 使用网络药理学、分子对接、细胞
验证方法，验证了当归 - 牛膝药对可介导细胞周
期信号通路而促使炎症软骨细胞的软骨增殖与修
复，其防治骨关节炎的多靶点、多途径机制，为
后续临床实验提供重要的指导意义。姜欢欢等 [41]

使用 DPPH 法、ABTS 法和 FRAP 法，对黄芪 -
当归药的体外抗氧化能力进行了测试，结果显
示，当归的比例越大，其抗氧化性也越强，而且
随着药物浓度的提高，自由基的清除率也随之增
加。王蕊娇等 [42] 使用 Box-Behnken 设计优选当
归 - 苦参药对的提取工艺，通过 HPLC 测定当归 -
苦参药对不同配比中的化学成分含量，发现药对
的相互配伍对含量有一定的影响，利用主成分分
析法将药对有效成分含量与血清生化指标进行整
合，通过计算后的得分找出对心肌缺血小鼠的最
佳配比。任存霞 [43] 的研究表明了当归芍药散协
同蒙药治疗慢性盆腔炎有着协同增效的作用，但
此方面的研究较少，值得临床上深入研究。目前，
当归药对的研究主要为网络药理学对药对协同增
效的研究，通过 Box-Behnken 设计和主成分分析
法对方法的优化，但最终应用于动物实验及临床
的研究较少，后续应加强此方面的研究。
3　当归质量控制技术
　　当前中药质量控制常用方法为含量测定及指
纹图谱，例如 HPLC、气相色谱 - 质谱技术（GC-
MS）、毛细管电泳（CE）等技术，整体质量表征
及快速分析技术，例如近红外光谱（NIRS）、电
子鼻、电子舌等技术与化学计量学算法的结合，
对药材的质量控制需具有较好的应用前景 [44]。相

关研究还包括安全性检测及生物效应评价技术。
3.1　指纹图谱
　　指纹图谱是对中药整体性的化学表征，具有
信息量大、特征性强等特点。此外，该方法操作
简单、快速、高效、灵敏度高。其基于整体性和
模糊性特点的中药指纹图谱技术是符合中药特点
的质量控制模式之一，结合化学计量学进而将中
药复杂的多成分鉴别转化为对数据的解析，达到
定性与定量研究的目的。
3.1.1　HPLC 指纹图谱　Shinjyo[45] 通过 HPLC 指
纹分析等方法，发现阿魏酸是当归的主要成分，
为后续控制当归药材质量提供了有益的信息。汪
英俊等 [46] 建立了当归 HPLC 指纹图谱，并结合
化学计量学对当归质量进行评价，得出云南当归
中阿魏酸含量较高，同时将云南当归和青海、甘
肃当归分成两类，对后续当归的质量控制研究有
一定的参考意义。杨燕等 [47] 建立了不同产地当归
的 HPLC 指纹图谱结合含量测定以及化学计量学
研究方法，客观、全面地对不同产地当归质量特
征进行探究，为当归的产地溯源及质量控制提供
支撑。通过 HPLC 方法对当归进行化合物的定性
和定量检测，通过建立指纹图谱可对当归的质量
进行检测，两种方法结合，为当归的质量控制提
供了参考依据。
3.1.2　UPLC 指纹图谱　王亚丹等 [48] 通过建立的
当归和欧当归药材的 UPLC 指纹图谱结合化学计
量学方法可有效区分当归和欧当归并揭示其差异
性成分。严维花等 [49] 通过 UPLC 建立了当归不
同炮制品的指纹图谱，并对 30 批当归炮制品中
的 9 种酚酸及苯酞类成分进行了含量测定及化学
计量学分析，结果发现不同炮制品之间含量变化
差异明显，此方法可有效地对不同炮制品进行区
分，并对其主要成分进行测定。通过建立当归的
UPLC 指纹图谱，可以发现不同批次之间含量变
化差异明显，为后续全面科学评价当归提供了重
要的依据。
3.1.3　红外光谱指纹图谱　顾志荣等 [50] 采用近红
外漫反射光谱（NIRDRS）指纹图谱结合 OPLS-
DA 模型，可对 11 个当归产区的根际土壤按产地
进行较为精确的分类，结果表明 8 个主产县根际
土壤的 NIRDRS 指纹图谱、一阶导数光谱及二阶
导数光谱均较为相似，但其中 3 个产区与其他产
地差异明显；基于 OPLS-DA 模型能够将各产区
根际土壤的 NIRDRS 指纹图谱进行明确区分。李
小阳等 [51] 采用傅里叶变换红外光谱仪对当归样品
进行测定，选取 1800 ～ 800 cm－ 1、1800 ～ 1200 
cm－ 1 和 1200 ～ 800 cm－ 1 3 个波段分别建立当归
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药材的相关系数识别阈值，可以准确识别正常与
异常的样品。使用多波段红外光谱指纹图谱相似
度指标，可以对当归药材的质量进行客观量化的
评价，为当归的全程质量控制提供一种高通量、
低成本的快速检测方法。
3.2　含量测定
3.2.1　HPLC 法　姚阳阳等 [52] 采用 HPLC 法测定
当归根中 7 种成分的含量，并运用聚类分析和主
成分分析等方法，综合比较探讨了不同产地以及
同产地不同处理对当归中 7 种成分含量和质量的
影响，为进一步规范指导当归的生态种植应用和
产地质量把控提供了参考。Jeong 等 [14] 设计了一
种快速优化的紫外检测色谱方法，用于 3 种样品
的质量控制，采用 HPLC/DAD 方法对标志化合
物进行定量分析和模式识别分析，为当归的综合
质量控制提供了有效的手段。
3.2.2　UPLC 法　徐小琼等 [53] 研究建立了 UPLC
同时测定甘肃省各产区当归中 8 个指标成分含量
的方法，结合主成分分析对不同产区当归综合品
质进行研究，结果显示定西市各产区当归总体质
量优于其他市，绿原酸、洋川芎内酯 A、藁本内
酯含量在不同产地样品中存在较大波动，对当归
质量影响较大。史雪霞等 [54] 建立 UPLC 法同时
测定硫黄熏蒸前后当归中阿魏酸、藁本内酯、丁
烯基苯酞、洋川芎内酯 A、洋川芎内酯 H、洋川
芎内酯 I、欧当归内酯 A 等 7 种活性成分的含量，
发现当归药材经硫黄熏蒸后，7 种活性成分的含
量总体呈下降趋势，表明硫黄熏蒸对当归药材中
活性成分含量的影响较大。
3.2.3　GC-MS 法　Chen 等 [55] 的 研 究 首 次 采 用
GC-MS 法揭示了当归不同药用部位积累动态的差
异，为不同药用部位的化学成分和药性的差异提
供了理论依据。Zhong 等 [11] 采用基于 GC/MS 的
代谢组学方法研究当归挥发油（VOASs）的抗炎
作用，基于代谢物的图谱模型可用于明确区分和
分类 VOASs 的抗炎作用。炮制方法是影响药物疗
效的重要因素，基于 GC/MS 的代谢组学方法可为
当归炮制品的临床应用提供科学的理论依据。
　　综上所述，由于当归含量丰富，成分测定应
以药效活性物质为导向，以体现药材质量。此外，
测定方式应趋向于多成分同时分析，以实现更全
面的药材质量控制。
3.3　光谱技术
　　NIRS 技术相比传统分析技术具有多重优点，
如操作简便、分析速度快、能够同时对多个指标
进行测定、成本较低等。此外，该技术不会破坏
样品，也不需要对样品进行复杂的预处理即可进

行测定，可实现远距离在线分析同时，NIRS 技
术还具有样品无需特殊处理、分析过程可自动化
等优点。这些优点使得 NIRS 技术在食品、药品、
化工、农业等领域得到了广泛应用 [56]。雷晓晴
等 [57] 的研究应用 NIRS 技术结合偏最小二乘回归
（PLSR）建立定量校正模型，实现了当归中 7 种
成分的快速检测，为更好控制当归药材的质量奠
定基础。闫孟琳等 [56] 应用 NIRS 技术结合化学计
量学，对 UPLC/Q-TOF 与 NF-κB 双荧光素酶报告
基因筛选出的 Q-maker 成分进行快速检测，为当
归品质评价与监管提供创新方法。Zhang 等 [58] 的
研究表明，应用 NIRS 结合支持向量机（SVM）
和 PLSR 算法可用于鉴别不同地理位置的当归，
以进行质量保证、质量控制和监测。近红外光谱
和 HPLC 相结合能够运行外标法对化合物进行定
量模型的建立，为当归的含量快速测定提供了新
的途径，NIRS 结合化学计量学对当归进行产地的
分类，对当归的产地鉴别提供了新的思路。
3.4　电子传感技术
　　电子鼻是一种表征气味物质整体特征信息的
检测仪器，相比于人工感官评定其结果较为客
观，同时具备简便、高效、无损、稳定性好等优
点。电子舌技术是一种能够智能识别味觉的电子
系统，利用具有独特选择性和广域选择性的人工
双层脂质膜，可以直接输出样品液的酸味、甜味、
苦味等信息。该技术通过将多个感知单元（如离
子选择性电极、液晶传感器、荧光传感器等）与
一定的数学模型结合起来，能够对不同的食品
样品进行分类和鉴别，具有高灵敏度、高选择
性、高重现性等优点。因为它不需要破坏样品且
操作简便，所以在食品质量控制、药品研发、环
境监测等领域得到了广泛应用 [59]。通过电子鼻和
GC-MS 技术将当归的风味成分和气味复杂性联系
起来，这项工作也向前迈进了一大步。它不仅提
供了一个统计主成分分析模型，不依赖于任何预
先确定的成分或感官特性，还可以全面了解当归
材料的质量评价 [60]。结合电子鼻技术和液相色谱
分析方法，能够综合利用电子鼻的快速、非破坏
性检测和液相色谱的准确、可靠分析，从而更全
面地评价当归的品质和成分。研究结果表明，该
方法是一种有效的中药质量评价方法 [61]。传统中
药材的评价主要采用定性判别方法，缺乏定量检
测的技术和方法。因此，吴钰等 [62] 采用电子舌智
能感官评定技术来测定样品的口感，相比传统评
价方法，电子舌技术具有更高的定量检测精度和
准确性，能够更好地为中药材的质量评价和鉴别
提供支持，研究结果显示，不同产地的当归中阿
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魏酸含量明显不同，并且阿魏酸含量与鲜味成显
著正相关。即当归的鲜味越重，阿魏酸的含量越
高，这一结果具有重要的实际应用价值。
3.5　安全性指标
3.5.1　农药残留　当归药材的农药残留超标问题已
成为当前药材行业的热点问题之一。不规范使用农
药会导致多种问题，包括但不限于当归农药残留超
标和环境污染。此外，过度使用农药可能导致当归
病虫害产生抗药性等问题。更为严重的是，这些农
药可能在人体内积累，对身体健康造成危害 [63-64]。
　　为确保药材使用安全，2020 年版《中国药典》
规定了有害元素和重金属含量的检测方法，但对
农药残留的规定较为模糊，后续应对农药残留有
明确的规定。目前，对于农药残留样品的前处理，
常用的方法有固相萃取法、固相微萃取法和经典
分散固相萃取法。农药残留的检测属于痕量分析，
而 LC-MS/MS 技术则是目前最为重要、应用最为
广泛的多农药残留检测技术。王晓琳等 [65] 建立了
一种禁限用农药残留的液相色谱 - 串联质谱（LC-
MS/MS）检测方法，可用于检测岷县当归中 50 种
禁限用农药的残留。吴福祥等 [66] 利用 GC-MS/MS
建立同时测定当归中 35 种禁用农药残留量的分析
方法，该方法快捷、准确，可用于当归中禁用农
药残留的定性和定量分析。朱仁愿等 [67] 测定当归
中 30 种禁用农药的残留量，以回收率为指标对
QuEChERS 法和固相萃取法进行考察评估，结果
表明两种方法均符合残留分析的要求，可用于当
归中 30 种禁用农药残留的定性和定量分析。由于
不同样品的农药残留量存在较大差异，因此需要
制定适用于当归的多种农药残留限量标准，以确
保道地药材的品质。农药的过度使用引起各种安
全问题，上述研究以及药典的规定，为当归的安
全指标控制提供了有力的依据，为后续当归中药
材的生产、种植以及出口提供了更加有利的依据。
3.5.2　有害元素　2020 年版《中国药典》规定重
金属及有害元素照铅、镉、砷、汞、铜测定法测
定，铅不得过 5 mg·kg － 1；镉不得过 1 mg·kg － 1；
砷不得过 2 mg·kg － 1；汞不得过 0.2 mg·kg － 1；
铜不得过 20 mg·kg － 1。王涵等 [68] 利用 ICP-MS
法测定了当归中 5 种重金属的含量检测结果显示，
对于 3 个批次的当归样品，5 种重金属元素（Cu、
As、Pb、Cd、Hg）的含量均未超过标准限量。赵
波等 [69] 使用超级微波 - 电感耦合等离子体质谱法
测定岷县当归中的无机元素含量，并建立了相应
的无机元素指纹图谱，这一研究进一步完善了岷
县当归指纹图谱数据库，为该地区的当归产地溯
源技术提供了谱图支持。

4　结论与展望
　　目前，对当归的化学成分、药理作用等方面
的研究已有一定的进展。但对当归的研究还有很
多不足，如当归的药用物质基础尚不明确，只能
表明当归提取物有抗炎活性，作用的机制尚未明
确。另外，当归的质量控制也是进行工业化原料
发展的一大难题，目前当归的 HPLC 方面的研究
发展较为全面，但整体质量表征和快速分析技术
所进行的研究较为浅显。当归药材的农药残留超
标问题已成为当前药材行业的热点问题之一，为
确保当归的安全性，2020 年版《中国药典》规定
了重金属和有害元素的含量。但目前对当归安全
性指标的研究较为浅薄，对生长激素、真菌毒素
等方面研究更是薄弱。
　　根据文献调研分析，当归今后的研究应集中
于以下方面：① 应加强对当归中大分子物质，尤
其是多糖的研究，明确其发挥作用的机制；② 深
入研究临床上已经证实的药理作用及其机制；③ 
在当归的质量控制中，应加强整体质量评价技术
与快速分析技术的研究，以满足当归作为中成药
生产原料的质控要求；④ 当归的安全性指标有待
加强，应对生长激素等进行规定，除传统的农药
残留和重金属元素的测定之外还应加强对生长激
素、二氧化硫及真菌毒素的研究。
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中药材中重金属的监测与控制研究进展
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摘要：重金属是指相对密度较大且具潜在毒性的金属元素（如铅、汞、镉和砷），广泛存在于

自然环境和人类活动中。中药作为我国传统医学的重要组成部分，近年来在国内外受到广泛关

注，其在疾病的预防、治疗和康复中的独特优势和关键作用得到了充分体现。中药中的重金属

污染问题严重影响其安全性和有效性，由重金属累积所致的人体健康风险给中药的推广、使用

带来了一定的阻碍，对患者健康构成了威胁。因此，加强对中药材重金属的监测和控制是至关

重要的。本文对中药材中重金属的来源、限量标准、检测方法进行综述，以确保中药材和中药

制品的安全性，同时加强对中药生产环节的管理和规范，减少重金属污染的发生。

关键词：重金属；中药；限量标准；检测技术
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Monitoring and control of heavy metals in traditional Chinese medicinal materials
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Abstract: Heavy metal refers to metal elements with relatively high density and potential toxicity, 
such as lead, mercury, cadmium, and arsenic. These metals are widely present in the natural 
environment and human activities. Traditional Chinese medicine (TCM), as an important component 
of China’s healthcare system, has gained significant attention home and abroad in recent years, 
demonstrating its unique advantages and key roles in the prevention, treatment, and rehabilitation of 
diseases. However, heavy metal contamination in TCM seriously affects its safety and efficacy. The 
health risks to humans due to accumulation of heavy metals hinder TCM use, and threaten patient 
health. Therefore, monitor and control of heavy metals in TCM materials is crucial. This article 
reviewed the sources of heavy metals in TCM, the limits and standards, and detection methods to 
ensure the safety of TCM materials and products. We need to enhance the management and regulation 
of TCM production to reduce heavy metal contamination. 
Key words: heavy metal; traditional Chinese medicine; limit standard; detection technique
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　　中药作为我国传统医学的重要组成部分，凭借
其独特的药理作用为患者提供了重要贡献，赢得了

社会各界的认可 [1]。然而，随着中药使用的普及，
重金属污染问题逐渐显现，其对人体健康的潜在风
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险引发了广泛关注。重金属的累积可能导致神经系
统损伤和肾功能障碍等问题，这不仅威胁了患者的
安全，也阻碍了中药的推广。因此，解决中药中的
重金属污染问题，确保其安全性和有效性，成为了
中药行业可持续发展的重要任务 [2]。
　　重金属是具有金属性质的元素子集，主要包
括一些过渡金属、类金属和锕系元素 [3]。在中药
中，砷（As）、汞（Hg）、铅（Pb）、铜（Cu）和
镉（Cd）等重金属尤其引人关注 [4]。重金属污染
已成为全球环境问题，影响作物产量和土壤生物
多样性，并导致金属在食物链中逐级积累 [5]。我
国传统医药常使用含有重金属的矿物成分，并取
得了显著的临床疗效。然而，目前对于这些含重
金属药物的安全性，业界存在一定争议，且缺乏
系统和科学的数据来评估其安全性。因此，许多
国家依据重金属含量的相关限量标准，制定了关
于含重金属中草药使用的相关要求。本文综述了
含重金属中草药及其安全性控制的研究进展 [6]。
1　重金属元素的危害
　　重金属是一个广义的术语，是指密度大于 5 
g·cm－ 3 的金属，包括金（Au）、银（Ag）、Cu 和
Pb 等 [7]。由于生态、进化和环境因素，这些金属
的毒性问题日益严重 [8]。一些重金属，如铁（Fe）、
锌（Zn）、锰（Mn），在低浓度下对人类健康至关
重要，但高浓度时则具有毒性。另外一些重金属，
如 As、Pb、Hg，没有生物学作用，在人体内一旦
浓度达到一定水平，会引发毒性反应 [9]。例如，含
重金属的废水，即便浓度较低，也可能在藻类和沉
积物中富集，进而通过食物链放大污染 [10]。日本水
俣病便是由含 Hg 废水引发的典型案例 [11]。此外，
汽车尾气中的 Pb 通过大气扩散，显著提高了地表
Pb 浓度，严重危害人类的健康 [12]。
　　重金属对人体的健康影响极为严重。Hg 能
够迅速在肝脏中沉积，损伤大脑和视力；Cd 的
长期摄入则会损伤肝脏、肾脏及生殖功能；Pb 一
旦进入人体，难以排除，对脑细胞及胎儿的神经
系统造成严重影响。此外，其他一些重金属如钴
（Co）、钒（V）和锑（Sb）也可能引发多种健康
问题，包括头痛、失眠、精神错乱及肿瘤等 [13]。
因此，减少重金属的接触与排放，提高公众的认
识，是保护人类健康的重要措施。
2　中药中重金属的来源
2.1　外界环境
　　中药中重金属的来源与其种植条件和生态环
境密切相关，主要受到土壤、大气、水源、化肥
和农药使用等因素的影响。同时，工业废气、废
水和废渣等“三废”也会对中药造成直接或间接的

污染 [14]。土壤作为药材的生长介质，直接影响中
药中无机元素的组成和含量，是影响药材质量的
重要生态因子之一 [15]。药材生长高度依赖于土壤
环境，但人类活动导致土壤污染、肥力下降和土
地质量退化，进而使药材质量降低和有害物质超
标 [16]。水源中的重金属则可能通过灌溉进入植物，
空气中的重金属通过降雨或沉降污染土壤和作物。
此外，农用化肥和农药中可能含有重金属成分，
长期或过量使用会导致这些元素的积累 [17]。城市
化和土地利用变化等生态环境变化更是加剧了重
金属的分布和迁移 [18-19]。因此，监测和治理这些
环境因素对确保中药的安全性至关重要。
2.2　炮制加工、储存运输
　　不同加工方式可能会影响中药中重金属的含
量，进而影响其生物可给性与生物有效性。中药
炮制是根据药材本身对中药材进行适宜的处理加
工，炮制质量将直接影响中药的作用效果。不同
炮制方法的中药材，其外观、药性、成分等都会
发生显著变化，从而增强其药用价值，提升临床
疗效 [20]。尽管关于炮制与药材中重金属含量的研
究相对较少，但已有的研究发现炮制过程会引起
药材中重金属含量的变化。曹帅等 [21] 通过原子荧
光法及电感耦合等离子体发射光谱法，测定了白
芍中的 Pb、As、Cu、Hg、Cd 含量，结果显示未
水煮的白芍中 Pb、Cd、Cu 含量均高于水煮去皮
白芍中的含量，说明水煮能使 Pb、Cd、Cu 含量
降低；与清炒白芍相比，麸炒白芍中 Pb、Cd 含
量均明显增加，As、Hg、Cu 含量相当，说明所
用麦麸中可能引入重金属元素，该研究表明不同
的炮制方法会导致白芍中重金属含量的差异。柳
臻等 [22] 采用电感耦合等离子体发射光谱法测定
了何首乌、白芍、川乌和当归 4 种生药在不同炮
制方法下铬（Cr）、Cu、Pb、Zn 等重金属的含量，
结果显示，何首乌经炮制为制首乌后，Cr、Cu、
Pb、Zn 的含量均有所提高；白芍经炮制为酒白
芍后，Cr、Pb、Zn 的含量上升，Cu 含量有所下
降；相较于生当归，当归炭中 Cr、Cu、Zn 的含
量明显升高，Pb 含量有一定程度下降；川乌炮制
后 Cu、Zn 的含量有一定提高，Cr、Pb 的含量无
明显变化。可见，各药材的重金属含量在不同炮
制方法下有不同程度的升降，表明中药材重金属
含量受炮制影响。因此，在中药的炮制过程中，
金属加工工具的使用和药用辅料的添加可能会导
致重金属元素的引入，尤其是中药制剂中贵重药
物制剂的加工，会引入大量的重金属元素。中药
材在储存和运输过程中也可能受到多种因素的影
响。为防止虫蛀和霉变，中药材或饮片在储存时
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通常会使用含有重金属的防护剂；而在运输过程
中，由于包装不规范和人为因素，重金属含量可
能会进一步增加 [23]。
2.3　中药自身特性
2.3.1　植物药　植物通过根系吸收、叶面吸附和
特定元素的分解，将重金属积累在可采收部位。
药用植物在种植过程中施用的肥料和农药可能含
有重金属，如 As、Hg，植物通过根部和茎叶吸
收这些元素，可能导致重金属污染。
　　此外，植物的遗传特性，如其对重金属的
吸收能力和富集特性，直接影响重金属的积累
与含量。Naz 等 [24] 通过研究重金属在植物根部
和地上部分的富集，发现植物根部对镍（Ni）的
积累量在 75.7 ～ 156.4 mg·kg － 1（干重）之间，
明显高于地上部分（0.95 ～ 1.19 mg·kg － 1）的
含量，这一现象说明在根部接触土壤并吸收养
分的过程中，植物能够高效地富集重金属。Wu
等 [25] 的研究结果进一步支持了这种吸收模式，
指出药材中根和根茎部位的重金属含量远高于
其他部位，原因可能在于这些部位直接接触污
染源、富集时间长，而花、叶、果实等地上部分
则因离根系较远且生长周期短，重金属积累相
对较低。提示在药材采收和使用中，可以有选择
性地减少使用富集重金属的根和根茎部位，降
低重金属超标风险。此外，这些研究还表明，不
同药材部位的重金属含量不仅与环境污染有关，
也与植物内部的富集机制密切相关，这为中药
材重金属控制提供了更为细致的依据。
2.3.2　矿物药和动物药　矿物药在中药中的应用已
有两千多年的历史，如朱砂、石膏、砒石等。其中
大部分含有重金属元素，如朱砂是一种天然存在的
矿物质，由 95% 以上的硫化汞（HgS）组成，长期
与其他中药合用作为镇静催眠药 [26]。具有药用价
值的矿物是在多种类型的火成岩、变质岩和沉积岩
环境中，在多种多样的地质条件下形成的，它们也
是在热液交代矿床和脉体中产生的 [27]。因此，不
同类型的矿物药中重金属含量不同。研究中发现很
多矿物药被误用，如三氧化二砷和砒霜、白矾和干
矾、铅霜和水粉、天然朱砂和人工朱砂等，这些混
淆现象时有发生 [28]。由于许多滥用的矿物药含有
较高浓度的重金属，可能对人体健康构成潜在威
胁。因此，准确鉴别矿物药的真伪，尤其是确保其
安全性，显得尤为重要。
　　动物药是指源自动物的药物，涵盖动物的整
体、器官或组织等。由于生物链的富集作用，重
金属和有害元素大量进入动物或人体，其富集倍
数可达到 1×106 ～ 1×107 倍 [29]。相比植物药，

这些元素在生物链中有更广泛的富集途径，残留
问题日益严重，需引起重视 [30]。动物药在中药中
仅占一小部分，但在临床中使用频繁。有研究检
测了 31 种动物药中的 Hg 和 As 的残留，结果显
示87个批次均含有 Hg2＋，不同 As 形态 As（Ⅲ）、
As（Ⅴ）的检出率分别为 96.77%、100%[31]。这些
结果表明动物药中的重金属污染问题亟需引起关
注。
2.3.3　中成药　有些中成药含有过量的金属，这
可能是因为这些中成药使用了重金属作为化合物
之一。含有 Hg 是由于使用了朱砂缘故 [32]，含 Pb
则可能与密陀僧的使用有关 [33]。雄黄作为一种常
见的 As 化合物，广泛应用于治疗虫蛇咬伤、疟
疾、咳嗽、痔疮，并且可作为解毒剂 [34]。Cu 化
合物是一种以胆矾形式存在的绿色矿物，已被用
于中成药治疗失眠 [35]，但 Cu 并非典型的重金属
元素，在低剂量时是人体所需的必需元素，但在
高剂量时也可能表现出重金属的毒性特征。中成
药是中药中重金属污染水平最低的一类，其原因
在于加工、提取和生产过程中去除了大部分重金
属。目前尚未发现重金属元素在中成药口服液、
颗粒剂、注射剂和胶囊剂中超标。部分与中成药
合用的矿物药含有重金属，例如牛黄解毒片，但
被认定为无污染 [36]。
　　综上，中药中的重金属污染主要来自种植环
境、炮制加工过程及药材自身体质特性，不同中
药形式的重金属含量有所差异，其中矿物药和动
物药中重金属污染较高，中成药较低。因此，应
加强中药材的种植环境监控和炮制加工管理，确
保中药产品的安全性与质量。
3　国内外中药重金属的限量标准
3.1　国内限量标准
　　中药中的重金属和有害元素问题一直是国
内外关注的中药安全性重点之一。《中国药典》自
2005 年版起增加了重金属及有害元素的检测要求，
并对 6 种药材设定了限量标准。2010 年版又新增
了山楂、枸杞子等植物药和阿胶等动物药的限量
规定 [37]。2015 年版进一步扩大了重金属检测范围，
涵盖部分动物药和海洋药材 [38]。2020 年版新增了
桃仁、白芷、山茱萸等 10 种药材的限量规定 [39]，
具体见表 1。因为重金属容易在体内累积且不易
分解，动物药的重金属限量通常设定得比植物药
和常规标准更高 [40]。部分矿物药的药效或成分较
为单一，可能与其含有重金属有关 [41]。在检测方
法上，2005 年版《中国药典》首次采用原子吸收光
谱法和电感耦合等离子体质谱法对 Pb、Cr、As、
Hg、Cu 进行测定，这两种方法也广泛应用于国际
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无机金属元素检测。2015 年版《中国药典》四部通
则采用高效液相色谱 - 电感耦合等离子体质谱法对
Hg 和 As 的形态及价态进行测定。根据 2020 年版
《中国药典》的最新修订，引入了 X 射线荧光光谱
法作为一项新的检测技术。从《中国药典》标准的
发展历程来看，中药中重金属和有害元素的限量
标准正逐步完善，呈现出稳步发展的趋势。这一
过程初步建立了一个广泛适用并与国际接轨的检
测体系，得益于分析技术的进步以及监管部门的
高度重视。

表 1　2020 年版《中国药典》中药重金属限量标准 
Tab 1　2020 edition of the Chinese Pharmacopoeia limits for heavy 

metals in traditional Chinese medicine

药材 / 饮片 状态
重金属限量 /（mg·kg － 1）

Cu As Cd Hg Pb
白芷、葛根、当归、黄精、

人参、三七、桃仁、山

茱萸、酸枣仁

新增 20 2 1 0.2 5

冬虫夏草 20 / 1 0.2 5
山楂、丹参、甘草、白芍、

西洋参、金银花、枸杞

子、黄芪

调整 20 2 1 0.2 5

牡蛎、阿胶、珍珠、蛤壳 无变化 20 2 0.3 0.2 5
海螵蛸 20 10 5 0.2 5
昆布 20 / 4 0.1 5
海藻 20 / 4 0.1 5
水蛭 / 5 1 1 10
蜂胶 / / / / 8

3.2　国外限量标准
　　随着中药在全球范围内的推广，中药的质量
控制问题受到广泛的关注。目前，包括美国、英
国和日本在内的多个国家和地区，已经设立了中
药材重金属含量的限量标准 [42]，详情见表 2。国
际标准化组织（ISO）于 2015 年发布了首个中药
重金属标准，规定了药材中 Pb、Cd、As、Hg 的
限量值。该标准并未设定各国的重金属限量上限，
而是为重金属检测方法和风险评估提供参考 [43]。
这一标准的颁布有助于提升中药材质量，推动中
药行业规范化，减少国际贸易中的重金属含量壁
垒，促进中药的全球化发展。

表 2　国外重金属限量标准 
Tab 2　Foreign heavy metal limit standards

国家 / 组织 适用对象
重金属限量 /（mg·kg － 1）

Pb Cd As Hg
ISO 中药材 10 2 4 3

《美国药典》 药用植物 5 0.5 2 1
《欧洲药典》 草药 5 1 / 0.1
《英国药典》 草药 5 1 5 0.1
《日本药局方》 生药 20 / 5 /

4　重金属元素含量检测技术 [44]

4.1　原子吸收光谱法（AAS）
　　AAS 是一种通过原子蒸气吸收特定光谱线进
行定量分析的技术，分为火焰法、石墨炉法、氢
化物法和冷原子法。其优点包括高灵敏度和准确
度，适合微量金属检测，缺点在于不能同时测定
多种元素，样品处理复杂，并且只能分析元素
总量，无法检测形态。Gomez 等 [45] 利用火焰原
子吸收光谱和电热原子吸收光谱等方法检测贯叶
连翘药物衍生物中的金属含量，成功检测了钙
（Ca）、Cu、钾（K）等元素。Pohl 等 [46] 通过氢
化物和冷蒸气发生技术结合加热石英管原子吸收
光谱法，实现了对 As 和 Hg 的超灵敏测定，为药
材中重金属检测提供了高效、精准的方法。Nema
等 [47] 选取芦荟、积雪草、金盏菊等 8 种不同植物，
使用 AAS 测定各植物中 Cu、Mn、Fe、镍（Ni）
和重金属 As、Pb、Hg 的浓度，建立校正曲线确
保测量准确性，为药材的安全应用提供了可靠依
据。研究方法具有多样性，为了确保中药材安全，
应根据具体的目标元素和药材特性选用不同的检
测方法，并应充分利用高灵敏度技术，以更好地
保障中药材的安全性和有效性。
4.2　原子荧光光谱法（AFS）
　　AFS 是一种灵敏度高且成本低的技术，自 20
世纪 60 年代以来广泛应用于重金属元素的检测。
此方法适合多元素同时测定，并可以开发多通道
仪器。As 是一种危害最大的金属元素之一，主要
存在于地表水中，并通过大米、鱼类和藻类等食
品进入人体。在 As 形态中，无机 As[ 如 As（Ⅲ）
和 As（Ⅴ）] 比有机 As[ 如一甲基胂酸（MMA）
和二甲基胂酸（DMA）] 毒性更强 [48]。张雯等 [49]

使用液相色谱 - 氢化物发生 -AFS 测定中药材中
As 的 4 种形态，以 0.15 mol·L － 1 的硝酸溶液作
为提取溶剂，并在 90℃下进行热浸提。结果显
示 7 种中药材样品中，As 主要以 As（Ⅲ）和 As
（Ⅴ）形态存在。在某些藻类中，As 主要以砷糖
和有机砷的形式 [ 如 As（B）和 As（C）] 存在，
因此在这些藻类中，As 的存在对生态系统的影响
可能较小 [50]。Zhang 等 [51] 提出结合溴卤化和在
线非极性固相萃取与氢化物发生 -AFS 的新方法，
成功实现了在 3 μg·kg － 1 的检测限下测定藻类
中的无机 As，具有简便、快速和高灵敏度的特
点。这一方法使其在藻类重金属检测中具有推广
价值。与此类似，Yang 等 [52] 也利用 AFS 结合氢
化物发生技术为中药样品中 As（Ⅲ）和 As（Ⅴ）
的测定提供了一种极为灵敏的方法学。王春燕
等 [53] 利用微波消解结合 AFS 测定川芎中重金属
的含量，结果显示 As 含量为 0.1011 mg·kg － 1，
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Hg 含量为 0.0129 mg·kg － 1，均符合《药用植物
及制剂进出口绿色行业标准》的限量要求，表明
该批次川芎合格。综上，AFS 在复杂样品中检测
As 及其他重金属时具有良好的灵敏度、准确性和
耐基质特性。这些方法为中药材重金属检测提供
了精确、快速的技术方案，有助于加强药材重金
属含量的监控和质量保障。
4.3　电感耦合等离子体原子发射光谱法（ICP-AES）
　　ICP-AES 通过加热元素以发出特征谱线，从
而检测重金属 [54]。ICP-AES 具有广泛的线性范
围、高灵敏度和较少的干扰等特点，能够同时
检测多种金属元素。尽管其灵敏度略低于电感耦
合等离子体质谱法（ICP-MS），但能有效避免质
谱检测中的干扰，适用于多种重金属分析。其
不足之处在于设备成本高，检测费用昂贵，且
可能出现光谱干扰。Ni 等 [55] 采用高效液相色谱
（HPLC）和 ICP-AES 技术，获得了白术的分子
指纹图谱和金属指纹图谱，为药材的质量评价提
供了双重标准。金属指纹图谱不仅帮助区分不同
产地的白术，还揭示了药材中的金属元素含量，
为中药材的溯源和质量控制提供了重要工具。Lu
等 [56] 采用 ICP-AES 分析了 37 个产地的甘草中
15 种元素的含量，结果显示硒（Se）和镉（Cd）
两种元素均未检出，其余元素含量差异较大，表
明土壤成分对药材金属含量有显著影响，为药材
质量控制中的产地选择提供了数据支持。刘冬
莲等 [57] 采用微波消解技术与增敏 - 氢化物 -ICP-
AES 法，成功测定了黄芪中的痕量 Pb，检测限
为 0.23 μg·L － 1。该方法能够快速、准确地测定
植物样品中的 Pb，且具备低检测限、高灵敏度及

避免待测元素污染等优点。张胜帮等 [58] 使用炭
化酸溶法消解样品，并用 ICP-AES 测定了金银花
中的 Ca、Pb、Mn 等元素。研究发现，金银花中
除了富含 Ca 和镁（Mg）外，Fe 和 Mn 含量也较
高，证明了其富含人体所需的微量元素，这些元
素通常以水煎剂的形式被吸收。这些元素的检测
对评估金银花的药理作用和营养价值具有重要参
考意义。李铭芳等 [59] 使用 ICP-AES 法测定了生
脉散中的微量元素，并研究了不同人参品种煎煮
液中元素的溶出情况，结果显示西洋参、麦冬和
五味子的共煎液中微量元素溶出率较高，从而验
证了生脉散配伍的科学性。该研究表明，通过金
属元素分析可以评估中药复方的有效性和科学合
理性。综上，这些研究利用 ICP-AES 技术对中药
材中金属元素进行了多角度分析，从药材溯源、
产地影响、质量监控到配伍科学性，都展示了微
量元素在中药品质控制中的关键作用。
4.4　ICP-MS
　　ICP-MS 是一种质谱分析技术，利用等离子体
作为离子源，主要用于痕量和超痕量多元素的检
测，广泛应用于微量元素分析。ICP-MS 基本原理
是高温等离子体使样品雾化并电离，生成的离子
经由界面区传输至离子光学系统。离子光学系统
聚焦并引导离子进入质谱分析器，根据离子的质
荷比（m/z）对其进行分离，最终在检测器上完成
测量 [60]，该方法具有高灵敏度和快速分析的优点，
ICP-MS 相比于 ICP-AES 无光谱干扰，能测定大多
数重金属元素（除 Hg 外），是痕量和超痕量分析
的理想选择，但其缺点是设备昂贵且需专业操作。
ICP-MS 在中药重金属检测中的应用情况见表 3。

表 3　基于 ICP-MS 的中药重金属检测研究 
Tab 3　Research on the detection of heavy metals in traditional Chinese medicine based on ICP-MS

样品 重金属 检测结果 文献

冬虫夏草 As 总 As 含量为 2.12 ～ 15.51 mg·kg － 1，As（Ⅲ）和 As（Ⅴ）含量为 2.31 ～ 18.71 mg·kg － 1 [61]

柴胡 Al、Cr、Mn、Co、Ni、Cu、
As、Cd、钡（Ba）、Pb、Hg

元素的浓度显示为 3 个水平：（a）Al 在 mg·g － 1 水平；（b）Pb、Cu、Ba、Mn、Cr、Ni 在
mg·kg － 1 水平；（c）Co、As、Cd、Hg 在 μg·kg － 1 水平

[62]

麻黄 Mn、Cu、Zn、钼（Mo ） Mn 和 Cu 被视为麻黄中的特征元素 [63]

青礞石 Cr（Ⅵ） 回收率为 95.8% ～ 112.8%，检测限为 0.1 g·L － 1，定量限为 0.3 g·L － 1 [64]

石斛 Zn、Mn、Cr 4 年生石斛 Zn（0.049 mg·g － 1）和 Cr（0.0018 mg·g － 1）含量最高；3 年生铁皮石斛内 Mn
（0.096 mg·g － 1）含量最高

[65]

当归 Zn、Cu、Mn、Cr、Al Zn、Cu、Mn、Cr、Al 含量分别为（5.32±0.22）mg·kg － 1、（81.74±0.08）mg·kg － 1、

（27±0.22）mg·kg － 1、（51.02±0.11）mg·kg － 1、（119.13±10.60）mg·kg － 1

[66]

4.5　激光辅助诱导击穿光谱法（LIBS）
　　LIBS 是一种高效的多元素分析技术，通过
脉冲激光在样品表面激发等离子体，并分析其发
射光谱，以确定元素的种类和含量 [67]。与传统重
金属检测方法（如 AAS、AFS）相比，LIBS 具有

检测速度快、多元素同时检测、避免二次污染等
独特优势，广泛应用于农业、工业、食品和医学
等领域 [68]。然而，LIBS 的发展受到其检测灵敏
度和检测限的限制。因此，为了提高 LIBS 的检
测灵敏度和检测限，需要对 LIBS 信号进行增强，
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5　总结与展望

　　研究表明，许多中药材和中药制品中含有微
量甚至超过安全限量的重金属，这主要是由于土
壤、水源以及生长环境中的污染所导致。此外，
中药加工过程中的不当操作也可能导致重金属污
染。重金属污染可能会导致急性或慢性中毒，对
人体造成损伤，尤其是长期使用含有重金属的中
药制品。加强对中药中重金属的监测和控制，这
包括建立更为严格的质量标准和监测体系，以确
保中药材和中药制品的安全性，同时应加强对中
药生产环节的管理和规范，减少重金属污染的发
生。在今后的工作中，除了加强监管和管理外，
技术创新也是解决中药重金属污染问题的重要途
径。包括开发高效的重金属检测方法、探索新型
的中药提取和加工工艺以及研究新型的重金属清
除技术等，都有望在减少中药中重金属含量方面
发挥积极作用。总之，中药中的重金属污染是一
个严重的问题，需要政府、科研机构、生产企业
以及消费者共同努力才能有效解决。通过加强监
测和控制，确保中药的质量和安全。
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茴芹果饮片标准汤剂质量标准研究

王贺伟1，刘亭阳1，任盈盈1，田芳2*，穆丹丹2，李超杰2，宋菲2，尹强1，2，尹海龙1，2（1.石河子大

学，新疆　石河子　832003；2. 新疆维吾尔药业有限责任公司，乌鲁木齐　832026）

摘要：目的　制备茴芹果饮片标准汤剂，并对其进行含量测定及指纹图谱分析，为茴芹果配方颗
粒质量标准的制定提供依据。方法　制备 15 批茴芹果饮片标准汤剂，计算出膏率并通过检测异荭
草苷的含量得到其转移率；采用高效液相色谱法（HPLC）建立茴芹果饮片标准汤剂指纹图谱，通
过中药色谱指纹图谱相似度评价系统，计算指纹图谱相似度并结合聚类分析对指纹图谱进行数据分
析。结果　15 批茴芹果饮片标准汤剂中出膏率在 13.72% ～ 22.26%，平均出膏率为 19.24%，异荭
草苷转移率在 37.96%～ 62.47%，平均转移率为 50.58%。经 HPLC 指纹图谱分析，发现共有峰 7 个，
指认出 5 个峰，分别是绿原酸、异荭草苷、异牡荆素、木犀草素、芹菜素。15 批茴芹果饮片标准
汤剂指纹图谱相似度均大于 0.95，聚类分析将 15 批样品分成 4 类。结论　本研究建立了茴芹果饮
片标准汤剂 HPLC 含量测定和指纹图谱分析方法，可为茴芹果配方颗粒的质量标准提供依据。
关键词：茴芹果饮片；标准汤剂；质量标准；聚类分析
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Quality standard of Pimpinellae anisi fructus piece decoction

WANG He-wei1, LIU Ting-yang1, REN Ying-ying1, TIAN Fang2*, MU Dan-dan2, LI Chao-jie2, SONG 
Fei2, YIN Qiang1, 2, YIN Hai-long1, 2 (1. Shihezi University, Shihezi  Xinjiang  832003; 2. Xinjiang 
Uyghur Pharmaceutical Co., Ltd., Urumqi  832026)

Abstract: Objective  To prepare standard decoction of Pimpinellae anisi fructus pieces, measure their 
content and analyze fingerprint spectrum, to provide a basis for the quality standards of Pimpinellae anisi 
fructus formula granules. Methods  Fifteen batches of Pimpinellae anisi fructus piece standard decoctions 
were prepared. The extraction rate was calculated, and the transfer rate of isoimperatorin was determined 
with its content. High performance liquid chromatography (HPLC) was used to establish the fingerprint 
spectrum of the Pimpinellae anisi fructus piece standard decoction. The similarity of the fingerprint 
spectrum was calculated with the traditional Chinese medicine chromatographic fingerprint spectrum 
similarity evaluation system, along with cluster analysis of the fingerprint spectrum. Results  The extraction 
rates of the 15 batches of Pimpinellae anisi fructus standard decoctions ranged from 13.72% to 22.26%, 
with an average of 19.24%; the transfer rates of isoorientin ranged from 37.96% to 62.47%, with an 
average of 50.58%. HPLC fingerprint identified 7 common peaks, 5 of which were characterized, namely 
chlorogenic acid, isoimperatorin, isovitexin, luteolin, and apigenin. The similarity of the fingerprint spectra 
of the 15 batches of Pimpinellae anisi fructus piece standard decoctions was all greater than 0.95, and 
cluster analysis categorized the 15 samples into 4 classes. Conclusion  The study has established an HPLC 
content measurement and fingerprint spectrum analysis method for Pimpinellae anisi fructus piece standard 
decoctions, providing a basis for the quality standard of Pimpinellae anisi fructus formula granules. 
Key words: Pimpinellae anisi fructus piece; standard decoction; quality standard; cluster analysis
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　　在中药的悠久历史中，汤剂一直是临床上的
主要应用形式，其独特的疗效和安全性得到了广
泛的认可和应用。2016 年 8 月，国家药典委员会
发布《中药配方颗粒质量控制与标准制定技术要
求（征求意见稿）》，预示着中药配方颗粒质量控
制的新模式或将开启，新标准中应用了特征图谱
质量控制技术，强化了中药配方颗粒的整体质量
控制水平，尤其是标准制订过程中引入了“标准
汤剂”的概念，不仅使中药配方颗粒制备工艺的
合理性和质量控制有了衡量的依据，更是推动了
中药质量控制模式的创新和发展 [1-2]。
　　茴芹果为伞形科属植物茴芹 Pimpinella anisum 
L. 的干燥成熟果实，具消散寒气，促进机体自然随
和，利尿通经，润肠止痛之功效 [3]。茴芹果药用价
值得到了医学文献的肯定，如《保健药园》中记载
其具有祛寒止痛，平咳止喘等功效；《注医典》描述
其能够通阻止痛、除晕等 [4-5]。现代科学研究进一步
揭示了茴芹果的化学成分，发现其富有黄酮、黄酮
糖苷以及酚酸类等生物活性成分 [5-6]。在这些化合
物中，异荭草苷作为茴芹果中的一种特殊黄酮糖苷
类成分 [6]，具有保护神经 [7]、抗炎 [8-10] 和抗病毒 [11]

等功效，这些作用与茴芹果的传统功能主治密切相
关。为了更好地评价茴芹果配方颗粒的质量，本研
究选择产自地道产区新疆、甘肃的 15 批茴芹果药材
经炮制后制成标准汤剂，参照技术要求 [12]，对茴芹
果饮片标准汤剂的主要质量指标进行研究，以期为
茴芹果配方颗粒标准的制定提供依据 [13]。
1　仪器与试药

　　Water e2695 高效液相色谱仪（美国 Waters 公
司）；AL204 万分之一电子天平、MS205DU 十万
分之一电子天平 [ 梅特勒 - 托利多仪器（上海）有
限公司 ]；STX-1202ZH 百分之一电子天平 [ 奥豪
斯仪器（常州）有限公司 ]；HWS-26 电热恒温水

浴锅（上海齐欣科学仪器有限公司）。
　　 对 照 品 绿 原 酸（批 号：110753-202119， 含
量：96.3%）、异荭草苷（批号：111974-201401，含
量：94.0%）、木犀草素（批号：111520-202107，含
量：96.3%）、芹菜素（批号：111901-202205，含量：
98.4%）、异牡荆素（批号：250215-202308，含量：
98.0%）（中国食品药品检定研究院）。液相所用乙腈、
甲醇、磷酸、冰乙酸均为色谱纯，其他试剂为分析纯。
15 批茴芹果药材来源于不同产地（见表 1），经新疆
维吾尔药业有限责任公司研发中心检定合格，符合茴
芹果国家药品标准。按 2015 年版《新疆维吾尔自治
区中药维吾尔药饮片炮制规范》“茴芹果”项下方法炮
制，制成茴芹果饮片：筛去灰土，除去杂质。
2　方法与结果

2.1　标准汤剂的制备

　　根据《中药配方颗粒质量控制与标准制定技术
要求》和《医疗机构中药煎室管理规范》，确定茴
芹果饮片标准汤剂的制备工艺为：取茴芹果饮片
100 g，破碎，加入纯化水（饮片 - 纯化水＝ 1∶7，
g/mL）浸泡 60 min，大火煎煮至沸腾后保持微沸煎
煮 30 min，用 200 目标准筛趁热过滤；药渣加入纯
化水 [ 饮片 - 纯化水＝ 1∶6，g/mL]，大火煮沸后
保持微沸煎煮 20 min，合并两次滤液，于旋转蒸发
仪上低温浓缩（≤ 60℃，－ 0.08 MPa）至 100 mL，
冷冻干燥（－ 20℃预冻 12 h，干燥 36 h），即得茴
芹果饮片标准汤剂粉末。
2.2　出膏率测定

　　以冻干粉计，计算茴芹果饮片标准汤剂出膏
率，见表 1。15 批茴芹果饮片标准汤剂出膏率为
13.72% ～ 22.26%，均值为 19.24%，标准偏差（SD）
为 3.29%，根据《技术要求》[12] 计算均值±3SD（或
均值的 70% ～ 130%）为出膏率允许范围，结果出
膏率范围为 9.37% ～ 29.11% 或 13.47% ～ 25.01%。

表 1　15 批茴芹果产地信息和标准汤剂出膏率测定结果 
Tab 1　Origin information and standard decoction extract rate of 15 batches of Pimpinellae anisi fructus

编号 产地 出膏率 /% 编号 产地 出膏率 /% 编号 产地 出膏率 /%

HQ01 甘肃酒泉 15.66 HQ06 新疆喀什 21.96 HQ11 新疆和田 22.26

HQ02 甘肃酒泉 14.80 HQ07 新疆喀什 21.20 HQ12 新疆喀什 22.10

HQ03 甘肃酒泉 15.54 HQ08 新疆喀什 22.16 HQ13 新疆喀什 20.90

HQ04 甘肃酒泉 14.64 HQ09 新疆和田 21.47 HQ14 新疆喀什 21.72

HQ05 甘肃酒泉 13.72 HQ10 新疆和田 20.03 HQ15 新疆喀什 20.48

2.3　异荭草苷含量测定

2.3.1　色谱条件　采用 Agilent ZORBAX-Eclipse-
Plus-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；以
甲醇为流动相 A，以 0.1% 磷酸溶液为流动相 B，

按表 2 条件梯度洗脱；检测波长 347 nm；流速 1.0 
mL·min－ 1；柱温 35℃。在此条件下，对照品和
供试品色谱图见图 1。
2.3.2　对照品溶液的制备　取异荭草苷适量，置于
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图 1　异荭草苷色谱峰

Fig 1　Chromatographic peak of isoorientin
A. 对照品（reference standard）；B. 茴芹果饮片标准汤剂（Pimpinellae anisi fructus piece standard decoction）；1. 异荭草苷（isoorientin）

50 mL 量瓶中，加 70% 甲醇制成 1 mL 含 128.216 μg
的溶液，摇匀，即得。

表 2　梯度洗脱程序 
Tab 2　Gradient elution

时间 /min 甲醇 /% 0.1% 磷酸 /%
0 → 36 28 72
36 → 45 28 → 37 72 → 63
45 → 48 37 → 90 63 → 10
48 → 51 90 10
51 → 55 90 → 28 10 → 72
55 → 60 28 72

2.3.3　供试品溶液的制备　取茴芹果饮片标准汤剂
冻干粉（编号 HQ01）适量，研细，精密称定 0.5 g，
置于150 mL 锥形瓶中，加入70% 甲醇20 mL，称重，
超声 15 min，室温放冷，再称定重量，用 70% 甲醇
补足失去的重量，摇匀，过滤，取续滤液，即得。
2.3.4　线性关系考察　精密吸取对照品溶液（128.216 
μg·mL－ 1）0.25、0.5、1、2、4、10 mL， 分 别 置
于 10 mL 棕色量瓶中，用 70% 甲醇稀释至刻度，摇
匀，用 0.45 μm 有机滤膜过滤。分别吸取 10 μL，按
照“2.3.1”项下色谱条件进样测定，以峰面积为纵坐
标（Y），异荭草苷对照品质量浓度为横坐标（X），
绘制标准曲线，得回归方程：Y ＝ 0.4947X － 0.2881
（R2 ＝ 0.9999），结果表明，异荭草苷对照品质量浓
度在 3.2054 ～ 128.216 μg·mL－ 1 与峰面积呈良好的
线性关系。
2.3.5　精密度试验　吸取“2.3.2”项下对照品溶液
适量，稀释至 25.6432 μg·mL－ 1，采用有机微孔
滤膜过滤，按“2.3.1”项下色谱条件连续进样 6 次，
测得异荭草苷峰面积的 RSD 值为 0.48%（n ＝ 6），
表明仪器精密度良好。
2.3.6　稳定性试验　按照“2.3.3”项下方法制备
供试品溶液，使用有机微孔滤膜过滤后，按照
“2.3.1”项下色谱条件分别于 0、4、9、14、24、
31、38、48 h 进样测定。结果显示异荭草苷峰面
积的 RSD 值为 0.60%（n ＝ 8）（RSD ＜ 2%），表
明供试品溶液在 48 h 内具有良好的稳定性。
2.3.7　重复性试验　取同一批茴芹果饮片标准汤
剂冻干粉（编号 HQ01），按照“2.3.3”项下方法制

备 6 份供试品溶液，根据“2.3.1”项下色谱条件，
测得异荭草苷含量的 RSD 值为 0.97%（n ＝ 6）
（RSD ＜ 4%），表明重复性良好。
2.3.8　加样回收试验　取 9 份已知异荭草苷含量
的样品（编号 HQ01），置于 150 mL 锥形瓶中，按
照 50%、100%、150% 将对应的异荭草苷对照品溶
液加入，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，按
“2.3.1”项下色谱条件，测定峰面积，并计算加样
回收率。供试品溶液中异荭草苷的 50% 加样量的
平均回收率为 103.24%，RSD 为 2.0%；100% 加样
量的平均回收率为 97.77%，RSD 为 0.23%；150%
加样量的平均回收率为 94.46%，RSD 为 1.3%。
2.3.9　样品含量测定　按“2.3.3”项下方法，制备 15
批茴芹果饮片标准汤剂供试品溶液，以“2.3.1”项下
色谱条件进样，测定峰面积，计算茴芹果饮片标准
汤剂异荭草苷的含量。15 批茴芹果饮片标准汤剂异
荭草苷含量为 0.0931% ～ 0.1779%。异荭草苷转移
率为 37.96% ～ 62.47%，转移率的差异可能与药材
的破碎程度有关 [14]。药材经破碎后，其表面积的增
加可能促进了有效成分的释放、更充分地与溶剂接
触进而可能提升溶解和转移的效率。见表 3。转移率
平均值为50.85%，SD 为7.02%，根据《技术要求》[12]

计算 x±3SD（或均值的 70% ～ 130%）为转移率允
许范围，结果转移率范围为 29.52% ～ 71.64% 或
35.41% ～ 65.75%。
2.4　指纹图谱建立

2.4.1　色谱条件　Agilent ZORBAX Eclipse Plus 
C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱；流动
相 A 为乙腈，流动相 B 为 0.05% 冰乙酸，梯度洗
脱程序见表 4，柱温为 30℃；流速为 1 mL·min－ 1；
进样量为 10 μL；检测波长为 350 nm。
2.4.2　混合对照品溶液的制备　分别取绿原酸、
异荭草苷、异牡荆素、木犀草素、芹菜素对照品
适量，精密称定，加 70% 甲醇制成每 1 mL 各含
30 μg 的混合对照品溶液。
2.4.3　供试品溶液的制备　精密称定标准汤剂冻
干粉 1 g，置于 150 mL 锥形瓶中，加入 20 mL 甲
醇，称定重量，超声提取 45 min，用甲醇补重，
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过滤，取续滤液，即得。
2.4.4　精密度试验　取同一批茴芹果饮片标准汤
剂冻干粉（编号 HQ01），按“2.4.1”项下色谱条
件重复测定 6 次，以异荭草苷色谱峰为参照峰 S，
计算得各指纹峰与 S 峰的相对保留时间 RSD 为
0.03%～ 0.11%，相对峰面积 RSD 为 0.36%～ 1.3%，
表明仪器精密度良好。
2.4.5　重复性试验　取同一批茴芹果饮片标准汤
剂冻干粉（编号 HQ01），约 1 g，精密称定，平行
6 份，按“2.4.3”项下方法制备 6 份供试品溶液，
按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，以异荭草苷色
谱峰为参照峰 S，计算得各指纹峰与 S 峰的相对保
留时间 RSD 为 0.01% ～ 0.16%，相对峰面积 RSD
为 0.48% ～ 1.5%，表明该方法重复性良好。
2.4.6　稳定性试验　取“2.4.5”项下供试品溶液，

按“2.4.1”项下色谱条件，分别于 0、4、9、19、
28、40、48 h 进样测定，以异荭草苷色谱峰为参
照峰 S，计算得各指纹峰与 S 峰的相对保留时间
为 0.01%～ 0.44%，相对峰面积为 0.30%～ 1.9%，
表明供试品溶液在 48 h 内稳定性良好。
2.4.7　指纹图谱建立与分析　按“2.4.3”项下方法
制备 15 批茴芹果饮片标准汤剂供试品，按“2.4.1”
项下色谱条件，分别进样，记录色谱图。利用国家
药典委员会《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》 
（2012 版），以 HQ01 指纹图谱为参照图谱，进行
共有峰标识，共标定 7 个共有指纹峰，通过对照
品指认出 5 个峰，1、3、5、6、7 号峰分别为绿原
酸、异荭草苷、异牡荆苷、木犀草素、芹菜素。并
进行多点保留时间校正和峰匹配，生成茴芹果饮
片标准汤剂对照指纹图谱（见图 2）。15 批茴芹果
饮片标准汤剂的指纹图谱与对照图谱的相似度为
0.957 ～ 0.998（见表 5），表明 15 批样品均有较高的
相似性。

表 5　15 批茴芹果饮片标准汤剂相似度评价 
Tab 5　Similarity evaluation for 15 batches of Pimpinellae anisi 

fructus piece standard decoctions

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

HQ01 0.957 HQ06 0.997 HQ11 0.998
HQ02 0.961 HQ07 0.997 HQ12 0.998
HQ03 0.975 HQ08 0.997 HQ13 0.998
HQ04 0.971 HQ09 0.997 HQ14 0.995
HQ05 0.998 HQ10 0.997 HQ15 0.971

图 2　15 批茴芹果饮片标准汤剂指纹图谱

Fig 2　Fingerprint chromatogram for 15 batches of Pimpinellae anisi 
fructus piece standard decoctions
1. 绿原酸（chlorogenic acid）；3. 异荭草苷（isoorientin）；5. 异牡荆

素（isovitexin）；6. 木犀草素（luteolin）；7. 芹菜素（apigenin）

2.4.8　聚类分析　将 15 批茴芹果饮片标准汤剂
特征图谱中经标准化后的 7 个特征峰的峰面积导
入 SPSS 26.0 软件进行聚类分析，见图 3。结果发
现当刻度距离为 15 时，可分为两大类，标准汤剂
HQ6 ～ HQ15 聚为一类，标准汤剂 HQ1 ～ HQ5 聚
为一类；当刻度距离为 7 时，可分为四大类，标准

表 3　15 批茴芹果饮片标准汤剂异荭草苷含量与转移率测定结果 (%) 
Tab 3　Content of isoorientin content and transfer rate for 15 

batches of Pimpinellae anisi fructus piece standard decoctions (%)

编号
异荭草苷含量 /%

转移率 /%
饮片 标准汤剂

HQ01 0.0292 0.0931 49.91
HQ02 0.0379 0.1188 46.34
HQ03 0.0377 0.1007 39.18
HQ04 0.0491 0.1315 37.96
HQ05 0.0488 0.1350 41.54
HQ06 0.0632 0.1624 56.42
HQ07 0.0673 0.1779 56.04
HQ08 0.0626 0.1765 62.47
HQ09 0.0710 0.1758 53.16
HQ10 0.0718 0.1637 45.69
HQ11 0.0698 0.1712 54.58
HQ12 0.0699 0.1664 52.59
HQ13 0.0625 0.1660 55.46
HQ14 0.0653 0.1585 52.76
HQ15 0.0600 0.1602 54.63
均值 0.0577 0.1505 50.58
SD 0.0138 0.0278   7.02
均值 ±3SD 0.0163 ～ 0.0991 0.0670 ～ 0.2340 29.52 ～ 71.64
70% ～ 130% 均值 0.4039 ～ 0.7501 0.1054 ～ 0.1957 35.41 ～ 65.75

表 4　梯度洗脱程序 
Tab 4　Gradient elution sequence

时间 /min A/% B/%
  0 → 10 13 87
10 → 25 13 → 16 87 → 84
25 → 30 16 → 21 84 → 79
30 → 35 21 79
35 → 37 21 → 25 79 → 75
37 → 42 25 → 40 75 → 60
42 → 47 40 → 65 60 → 35
47 → 50 65 → 90 35 → 10
50 → 55 90 → 13 10 → 87
55 → 60 13 87
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汤剂 HQ1 ～ HQ3 聚为一类，标准汤剂 HQ4、HQ5
聚为一类，标准汤剂 HQ6、HQ10、HQ13、HQ14
聚为一类、标准汤剂 HQ7 ～ HQ9、HQ11、HQ12、
HQ15 聚为一类，说明相近地区的茴芹果饮片成分
和品质较为一致 [15-16]。

图 3　15 批茴芹果饮片标准汤剂指纹图谱聚类分析

Fig 3　Cluster analysis of fingerprint spectra for 15 batches of 
Pimpinellae anisi fructus piece standard decoctions

3　讨论

　　在 2023 年国家新修订的药材标准中，尚未
将高效液相色谱法应用于茴芹果的质量标准化。
然而，异荭草苷作为茴芹果中的关键药效成分，
其药理作用与茴芹果的传统功能主治紧密相关，
并且能够在汤剂中得到有效保留。鉴于此，本
文选择异荭草苷作为茴芹果饮片标准汤剂的质量
控制指标。中药饮片标准汤剂不具有饮片的传统
性状特征，仅以单一指标成分进行定性定量分析
难以评价质量优劣，故需要建立指纹图谱或特征
图谱进行汤剂的质量控制。本研究以冻干粉计算
茴芹果饮片标准汤剂出膏率，可为配方颗粒生产
提供出膏率范围。通过测定茴芹果饮片标准汤剂
中异荭草苷的含量，计算转移率并确定其含量范
围，可为配方颗粒含量测定指标的选择和限度提
供依据，同时也为配方颗粒大生产工艺参数提供
依据。
　　茴芹果饮片标准汤剂的指纹图谱共 7 个共有
峰，通过指认确定 5 种成分，均为茴芹果的主要
有效成分，对 7 个共有峰进行聚类分析，发现不
同产地之间成分品质差异较大，但相同产地来源
成分品质差异较小，本研究建立的指纹图谱为配
方颗粒指纹图谱的建立提供依据和质量控制提供
依据，保证茴芹果配方颗粒的临床有效性。
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高效液相色谱 -高分辨质谱法测定盐酸替罗非班中 
偶氮类遗传毒性杂质

张申奥1，2，左呈露3，胡林2，3*（1. 安徽中医药大学药学院，合肥　230013；2. 长三角药物高等研究院，江苏　南通　

226133；3. 江苏慧聚药业股份有限公司，江苏　南通　226123）

摘要：目的　采用高效液相色谱 - 高分辨质谱（HPLC-HRMS）法测定盐酸替罗非班中偶氮二

甲酸二乙酯的含量。方法　在一定浓度的水合肼溶液中，偶氮二甲酸二乙酯与水合肼反应合成

1，2- 肼二羧酸二乙酯，采用 Phenomenex Luna C18（2）100Å（2 mm×50 mm，3 µm）色谱柱，

以乙腈（A）-0.1% 的甲酸溶液（B）为流动相，梯度洗脱，流速 0.8 mL·min－ 1，柱温 40℃，

进样体积 2 μL，离子源为电喷雾离子源（ESI），采用正离子模式下单离子监测模式（SIM）监

测。结果　衍生后的偶氮二甲酸二乙酯在 198.0396 ～ 1485.2970 ng·mL－ 1 与峰面积呈良好的

线性关系（r ＝ 0.9980）；定量限为 9.7058 ng·mL－ 1，检测限为 1.9412 ng·mL－ 1；低、中、

高浓度的加样回收率均在 95.5% ～ 106.8%，RSD ≤ 3.6%。6 批盐酸替罗非班原料药中均未检

出偶氮二甲酸二乙酯。结论　所建立的方法操作简单，灵敏度高，测试结果准确，可用于盐酸

替罗非班中偶氮二甲酸二乙酯总残留量的检测。

关键词：盐酸替罗非班；高效液相色谱 - 高分辨质谱法；Mitsunobu 反应；偶氮二甲酸二乙酯；

柱前衍生；遗传毒性杂质

中图分类号：R927.2　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0730-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.023

Determination of azo genotoxic impurities in tirofiban hydrochloride by 
high performance liquid chromatography-high  

resolution mass spectrometry

ZHANG Shen-ao1, 2, ZUO Cheng-lu3, HU Lin2, 3* (1. School of Pharmacy, Anhui University of Chinese 
Medicine, Hefei  230013; 2. Yangtze Delta Advanced Research Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 3. 
Wisdom Pharmaceutical Co., Ltd., Nantong  Jiangsu  226123)

Abstract: Objective  To determine diethyl azodicarboxylate in tirofiban hydrochloride by high 
performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (HPLC-HRMS). Methods  
Diethyl 1, 2-hydrazinedicar-boxylate was synthesized in a specific concentration of hydrazine hydrate 
solution, and diethyl azodicarboxylate reacted with hydrazine hydrate. The derivatization-HPLC-
HRMS was equipped with a Phenomenex Luna C18 (2) 100Å column (2 mm×50 mm, 3 µm). The 
mobile phase consisted of acetonitrile (A)-0.1% formic acid solution (B) with gradient elution at 
0.8 mL·min－ 1. The column temperature was 40℃ , and injection volume was 2 μL. Electrospray 
ionization (ESI) was used to detect the positive ions by single ion monitor (SIM). Results  The 
derived genotoxic impurity had a good linearity at 198.0396 ～ 1485.2970 ng·mL－ 1 (r ＝ 0.9980). 
The limit of quantitative was 9.7058 ng·mL－ 1 and the limit of detection was 1.9412 ng·mL－ 1. 
The recovery of low, medium and high concentrations ranged 95.5% ～ 106.8%, with RSD ≤ 3.6%. 
Diethyl azodicarboxylate was not detected in the 6 batches of tirofiban hydrochloride bulk drug 
samples. Conclusion  The method is easily operable, with high sensitivity and accuracy. It can be 

作者简介：张申奥，男，硕士研究生，主要从事药物分析方面的研究，email：zhangshenao032@163.com　* 通信作者：胡林，男，高

级工程师，主要从事化药的研发及产业化方面的研究，email：l_hu@wisdompharma.com
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　　盐酸替罗非班是一种非肽类血小板表面糖蛋
白Ⅱb/Ⅲa（GP Ⅱb/Ⅲa）受体拮抗剂，化学名为 N-
（正丁基磺酰基）-O-[4-（4- 哌啶基）丁基 ]-L- 酪氨
酸盐酸盐水合物，其化学结构式如图 1A 所示。作
为一种人工合成的非肽酪氨酸衍生物，盐酸替罗非
班主要通过静脉注射给药 [1]，通过阻止血小板聚集
过程的最后共同通路，可逆性抑制纤维蛋白原与
GP Ⅱb/Ⅲa 受体结合，从而阻断血小板聚集和血栓
形成 [2]，临床上常与肝素、阿司匹林联用，用于治
疗急性冠脉综合征 [3-4]。相较于其他药物，盐酸替
罗非班选择性和特异性高，半衰期较短，无抗原性
（不会引发免疫反应），安全性较好 [5-6]。

图 1　盐酸替罗非班（A）和偶氮二甲酸二乙酯（B）的结构式

Fig 1　Chemical structural formula of tirofiban hydrochloride（A），

diethyl azodicarboxylate（B）

　　遗传毒性是指遗传物质中任何有害变化引起的
毒性，而不考虑诱发该变化的机制，又称为基因毒
性。遗传毒性杂质（GTIs）是指能引起遗传毒性的
杂质，包括致突变性杂质和其他类型的无致突变性
杂质。GTIs 主要来源于原料药或制剂的生产过程，
如起始原料、反应物、催化剂、试剂、溶剂、中间
体、副产物、降解产物等 [7]。本研究中所涉及的盐
酸替罗非班原料药的合成路径见图 2。
　　该合成方法步骤 1 为 Mitsunobu 反应，以偶氮
二甲酸二乙酯（DEAD）为反应试剂，DEAD 是一
种脂肪族偶氮化合物，含有典型的遗传毒性警示
结构 [8]，需要在原料药中严格控制（见图 1B）。
　　截至目前，对于 DEAD 尚无致畸性报道，但
通常具有此类警示结构的化合物经呼吸道、消化
道或皮肤进入体内后，可对人体造成中枢神经系
统病变、中枢性呼吸抑制等不同程度的损害，按
照人用药品注册技术国际协调会议（ICH）M7
分类原则，应归属为 3 类遗传毒性杂质 [9]。根
据 ICH M7 指南控制策略，其毒理学关注阈值

used to detect of diethyl azodicarboxylate in tirofiban hydrochloride. 
Key words: tirofiban hydrochloride; HPLC-HRMS; Mitsunobu reaction; diethyl azodicarboxylate; 
pre-column derivatization; genotoxic impurity 

图 2　盐酸替罗非班的合成路径

Fig 2　Synthetic path of tirofiban hydrochloride

（TTC）为 20 μg·d－ 1，在盐酸替罗非班日最大
给药剂量为 20 mg 的情况下，DEAD 的残留限度

不得超过 1 μg·mg－ 1。
　　迄今为止，尚未有对盐酸替罗非班中 DEAD
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进行检测控制的文献报道，由于 DEAD 的紫外
吸收弱，在产品中的控制限度要求高，常规方法
的检测灵敏度往往达不到要求；并且 DEAD 的稳
定性差，对热、光、振动等敏感 [10]，在样品处理
或检测过程中可能部分分解而导致错误的检测结
果。因此，将 DEAD 转化为稳定的 1，2- 肼二羧
酸二乙酯，再采用 HPLC-HRMS 技术检测，所建
立的方法灵敏度高、专属性强，可快速对盐酸替
罗非班原料药中的 DEAD 遗传毒性杂质总残留量
进行监控，以保障患者的用药安全。
1　材料

1.1　仪器

　　SHIMADZU LC-20AT 型液相色谱仪（日本
SHIMADZU 公司）；AB Sciex Triple TOF 5600＋飞
行时间质谱（配备 ESI 离子源，Analyst TF 1.7.1 数
据采集软件，美国 AB SCIEX 公司）；Mettler XS-
205DU 型电子天平（十万分之一，瑞士 METTLER 
TOLEDO 公司）；LIEBHERR LCexv 4010 型冰箱
（德国 LIEBHERR 公司）。
1.2　试药

　　乙腈（分析纯，上海星可高纯溶剂有限公
司）； 乙 腈（质 谱 纯，Avantor J.T. Baker）； 甲
酸（质谱纯，Thermo Fisher Scientific）；实验用
水为默克 Milli-Q Advantage A10 超纯水系统制
备。衍生用试剂水合肼（批号：20230517，纯度：
86.5%，国药集团化学试剂有限公司）；DEAD 对
照品（批号：D2109136，纯度：97%，上海阿拉
丁生化科技股份有限公司）；1，2- 肼二羧酸二
乙酯对照品（批号：STBK1570，纯度：96.5%，
Merck Sigma-Aldrich）；盐酸替罗非班对照品（批
号：TRFB-LBJ-5106-029， 纯 度：100.0%， 江 苏
慧聚药业股份有限公司）；盐酸替罗非班原料
药（批次：PTRFB170301A，纯度：99.9%；批
次：PTRFB170302A， 纯 度：100.0%； 批 次：
PTRFB170303A，纯度：98.8%；批次：PTRFB-
A230501A， 纯 度：100.0%； 批 次：PTRFB-
A230502A， 纯 度：100.0%； 批 次：PTRFB-
A230601A，纯度：100.0%；江苏慧聚药业股份有
限公司）。
2　方法与结果

2.1　仪器工作条件

2.1.1　色谱条件　采用 Phenomenex Luna C18（2）
100Å（2 mm×50 mm，3 µm）色谱柱，以乙腈
（A）-0.1% 的甲酸水溶液（B）为流动相，梯度洗
脱（0.0 ～ 9.0 min，5% → 95%A；9.0 ～ 9.1 min，

95% → 5%A；9.1 ～ 12.0 min，5%A），流速为 0.8 
mL·min－ 1，柱温 40℃，进样体积为 2 μL。
2.1.2　质谱条件　采用电喷雾离子源（ESI），在
正离子模式下进行检测，检测方式为单离子监测
模式（SIM）。离子源电压：5.5 kV；ESI 温度：
500℃；干燥气流速：50 mL·min－ 1；锥孔气流速：
20 mL·min－ 1；碰撞能量：5.0 eV；质谱扫描范
围 m/z：176.9 ～ 177.3，质谱扫描时间为 0.0 ～ 2.8 
min、4.0 ～ 12.0 min；鞘气、辅助气均为氮气。
2.2　溶液的配制与处理

2.2.1　衍生剂　移取 1 mL 水合肼至 50 mL 量瓶中，
以纯化水溶解并定容至刻度，摇匀，冷藏备用。
2.2.2　DEAD 对照品储备液　取约 100 mg DEAD
对照品（避光冷藏，避免剧烈振动），精密称定，
置 100 mL 棕色量瓶中，以稀释剂（80% 乙腈水溶
液）稀释并定容至刻度，摇匀，配制成质量浓度
为 1000 μg·mL－ 1 的 DEAD 对照品储备液。
2.2.3　DEAD 对照品溶液　移取质量浓度为 1000 
μg·mL－ 1 的 DEAD 对照品储备液适量，以稀释剂
稀释，制成质量浓度为 1000 ng·mL－ 1 的 DEAD
对照品溶液。
2.2.4　样品溶液　取约 20 mg 盐酸替罗非班，精
密称定，置 20 mL 棕色量瓶中，以稀释剂稀释
并定容至刻度，摇匀，配制成质量浓度为 1000 
μg·mL－ 1 的样品溶液。
2.2.5　待测溶液的处理与测定　取样品溶液 /
DEAD 对照品溶液 1 mL 和衍生剂 200 μL 置进样
小瓶中，每隔 5 min 振摇一次，持续 30 min，进行
衍生处理，按“2.1”项下 HPLC-HRMS 条件进样
分析，记录色谱图峰面积，以外标法计算样品中
DEAD 的含量。
2.3　方法学考察

2.3.1　专属性试验　分别取空白溶剂（稀释剂）、
样品溶液、DEAD 对照品溶液在建立的衍生化
HPLC-HRMS 方法下进样测定。如图 3 所示，在
所建立的方法下，盐酸替罗非班中 DEAD 峰形良
好，出峰时间位于 1.49 min，空白溶剂、样品溶
液对 DEAD 的检测无干扰。
2.3.2　线性关系考察　精密量取 DEAD 对照品储备
液适量，以稀释剂逐级稀释制成 DEAD 质量浓度分
别为 200、500、800、1000、1200、1500 ng·mL－ 1

的系列标准工作溶液。按“2.1”项下方法进样测
定，以峰面积（Y）为纵坐标，以 DEAD 的质量浓
度（X，ng·mL－ 1）为横坐标，计算线性回归方
程。 结 果 表 明，DEAD 在 198.0396 ～ 1485.2970 
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ng·mL－ 1 与峰面积呈良好的线性关系，回归方程
为：Y ＝ 79.8164X ＋ 2783.2935，r ＝ 0.9980。
2.3.3　检测限与定量限　取 DEAD 对照品溶液适
量，用稀释剂逐级稀释，按“2.1”项下方法进样测
定，分别以信噪比（S/N）为 3∶1、10∶1 时的样
品浓度作为检测限和定量限。结果显示该方法的
检测限和定量限分别约为1.9412 ng·mL－1和9.7058 
ng·mL－ 1，表明该方法的灵敏度满足检测要求。
2.3.4　系统精密度试验　取 DEAD 对照品溶
液，按“2.1”项下方法进样测定，连续进样 6 针，
DEAD 经衍生后产物的峰面积和保留时间的 RSD
分别为 1.1% 和 0.50%，表明仪器的精密度良好。
2.3.5　重复性试验　平行配制 6 份 20% 限度水
平，即 DEAD 质量浓度为 200 ng·mL－ 1 的加标
样品溶液，考察方法的重复性，结果显示，6 份
样品中 DEAD 含量的 RSD 为 1.9%，表明方法的
重复性良好。
2.3.6　稳定性试验　取室温保存 0、4、8、12 和 24 
h 的样品溶液，按“2.1”项下方法进样测定，并配
制 100% 限度水平，即含有 1000 ng·mL－ 1DEAD
的加标样品溶液，计算回收率的 RSD。结果室温条
件下样品溶液的加标回收率的 RSD 为 3.1%，可见
样品在室温条件下保存 24 h 稳定。
2.3.7　回收试验　取约 20 mg 的盐酸替罗非班原
料药置 20 mL 棕色量瓶中，移取 DEAD 对照品
储备液适量，以稀释剂稀释并定容至刻度，制成
低（50% 限度浓度，500 ng·mL－ 1）、中（100%
限度浓度，1000 ng·mL－ 1）、高（150% 限度浓
度，1500 ng·mL－ 1）三种浓度的加标样品溶
液，各平行配制 3 份，按“2.1”项下方法进样
测定，结果高、中、低浓度的加样回收率均在
95.5% ～ 106.8%，RSD 均≤ 3.6%，表明该方法
具有较好的回收率。
2.3.8　样品中 DEAD 的含量检测　取 6 批盐酸
替罗非班原料药（批次：PTRFB170301A、PTRF-
B170302A、PTRFB170303A、PTRFB-A230501A、
PTRFB-A230502A、PTRFB-A230601A），按“2.2.4”
项下方法配制样品溶液并进行测定，采用外标法计

算盐酸替罗非班中 DEAD 的总含量，结果在 6 批盐
酸替罗非班原料药中均未检出 DEAD。
3　讨论

3.1　衍生条件的选择与优化

　　有文献报道称，在较为温和的条件下，在乙
醇、乙腈、氯仿等有机溶剂中，肼和几种取代肼
（甲基肼、羟乙基肼和苯基肼）以及肼苯的所有
N-H 键上的氢原子都能有效地传递给缺电子的二
氮基 [11]。如图 4 所示，DEAD 可与一定浓度的水
合肼水溶液发生还原反应，最终生成 1，2- 肼二
羧酸二乙酯；故在“2.1”项 HPLC-HRMS 条件下，
可根据 DEAD 与水合肼衍生后产物 1，2- 肼二羧
酸二乙酯的准分子离子 [M ＋ H] ＋＝ 177.08 来计
算 DEAD 的总含量。

图 4　衍生反应机制

Fig 4　Mechanism of derivation reaction

　　试验曾考察衍生反应时间对衍生率的影响：
移取 1 mL 1000 ng·mL－ 1 的 1，2- 肼二羧酸二乙
酯对照品溶液和 200 μL 的稀释剂置进样小瓶中，
同“2.2.3”项下 DEAD 对照品溶液经衍生处理后
分别进样。结果表明，衍生时间为 10、20、30、
60、120 min 时，衍生率分别为 54%、87%、93%、
93%、93%，故最终选择衍生反应时间为 30 min。
3.2　色谱及质谱条件的优化

　　DEAD 是盐酸替罗非班中潜在的遗传毒性杂
质，化学性质不稳定，且紫外吸收弱，很难利用
常规的液相色谱对其进行痕量检测。本方法将
DEAD 衍生为稳定的 1，2- 肼二羧酸二乙酯进行
检测，很好地解决了这一问题。在日常分析中，
常利用离子色谱法、衍生化法对肼类化合物进行
检测 [12-14]，而 GC/MS 法则被广泛应用于纺织行
业和药学研究领域以测定偶氮类化合物 [15-18]。所
以课题组首先采用了 GC/MS 法尝试对盐酸替罗
非班中 DEAD 进行检测，结果显示在 GC/MS 法

图 3　空白溶剂（A）、样品溶液（B）、对照品溶液（C）的总离子流图

Fig 3　Total ion chromatogram of blank solvent（A），sample solution（B），and reference solution（C）
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条件下，DEAD 表现为 1，2- 肼二羧酸二乙酯的
质谱响应（见图 5），说明 DEAD 在样品处理或
检测过程中可能会部分转化为 1，2- 肼二羧酸二
乙酯。因此以 GC/MS 法检测 1，2- 肼二羧酸二

乙酯的含量容易实现，但检测 DEAD 的含量并不
可靠。经综合评估，最终决定选用衍生化 -HPLC-
HRMS 法检测 DEAD 在原料药中的总残留量，并
验证了方法的准确性。

图 5　GC/MS 法检测 DEAD 的质谱图

Fig 5　Mass spectra of DEAD by GC/MS

　　此外，试验中曾考察了不同进样体积（1、2、5、
20 μL）对结果的影响。结果如图 6 所示，随着进样

体积的增大，峰形越来越差，结合峰形、信噪比等
多种因素，最终确定进样体积为 2 μL。

图 6　不同进样体积下 DEAD 的总离子流图

Fig 6　Total ion chromatogram of DEAD at different injection volumes

4　小结

　　DEAD 作为 Mitsunobu 反应中的必要试剂，
在药物合成工艺中广泛使用 [19]，作为一种 3 类遗
传毒性杂质，需要在原料药中严格控制其残留限
度。但是，DEAD 在参与图 2 中步骤 1 反应后，
可能会转化为副产物 1，2- 肼二羧酸二乙酯，它
与 DEAD 均属于 3 类遗传毒性杂质，本方法虽然
可以对其进行检测，但仍有不足之处，有待开发
一种可以同时检测盐酸替罗非班中 DEAD 和 1，
2- 肼二羧酸二乙酯总含量的方法。
　　本文采用柱前衍生结合高分辨质谱，建立了
一种高效测定盐酸替罗非班中 DEAD 总残留量的
外标法定量方法。通过方法优化和验证，结果表
明该方法可快速对 DEAD 总含量进行准确检测，
方法操作简便、灵敏度高、专属性强，可为盐酸
替罗非班的质量控制提供有力保障，也可为其他
药物中偶氮类遗传毒性杂质的检测提供重要参考。
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HPLC法测定氟比洛芬中有关物质的含量

张硕1，3，孙婷2*，赵云丽1*（1. 沈阳药科大学药学院，沈阳　110016；2. 沈阳药科大学中药学院，沈阳　110016；3. 远

大生命科学（辽宁）有限公司，沈阳　110171）

摘要：目的　建立氟比洛芬原料中有关物质的含量检测方法。方法　采用 phenomenex kinetex 
PFP F5（4.6 mm×250 mm，5 µm）色谱柱，以乙腈 - 水（磷酸调节 pH 2.0）（33∶67，V/V）为流动

相 A，乙腈为流动相 B 进行梯度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，柱温 35℃，检测波长 254 nm。结
果　在该色谱条件下，氟比洛芬与相邻杂质及杂质之间分离良好，分离度均大于 1.5。氟比洛芬

及其有关物质 A、B、C、D、E、F、H、I、J、K 在各自线性范围内与峰面积线性良好，各物质低、

中、高浓度加样回收率在 98.5% ～ 101.1%，RSD 为 0.40% ～ 1.7%。测定 3 个批次氟比洛芬样品，

杂质 A 含量分别为 0.2%、0.2%、0.2%；杂质 C 含量分别为 0.1%、0.1%、0.1%；未知单杂分别

为 0.03%、0.02%、0.03%；除杂质 A 外，其他杂质总和分别为 0.13%、0.12%、0.13%。结论　

本方法专属性好、准确度高，可有效检测氟比洛芬中的有关物质，为其质量控制提供参考。

关键词：氟比洛芬；有关物质；HPLC 法

中图分类号：R927　　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0735-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.024

Determination of related substances in flurbiprofen by HPLC

ZHANG Shuo1, 3, SUN Ting2*, ZHAO Yun-li1* (1. School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical 
University, Shenyang  110016; 2. School of Traditional Chinese Medicine, Shenyang Pharmaceutical 
University, Shenyang  110016; 3. Yuanda Life Science (Liaoning) Co., Ltd., Shenyang  110171)

Abstract: Objective  To establish a method to determine the related substances in flurbiprofen raw 
materials. Methods  A phenomenex kinetex PFP F5 column (4.6 mm×250 mm, 5 µm) was used for 
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　　氟比洛芬化学名为 2-（2- 氟 -4- 联苯基）- 丙
酸，是英国布兹公司开发的一种非甾体抗炎药。临
床用于治疗风湿性关节炎、骨关节炎及弯曲性脊椎
炎等，也可用于缓解软组织损伤和轻、中度疼痛。
本品为同类型中作用较强且不良反应少的药物 [1-3]。
　　氟比洛芬以 4- 溴 -2- 氟联苯和 2- 溴丙酸乙酯为起
始物料，经过格氏反应 [4]、水解、酸化再重结晶，精
制获得，工艺路线见图 1。目前，各国药典主要采用
高效液相色谱 - 不加校正因子的主成分自身对照法测
定氟比洛芬的杂质 A ～ E，但方法重现性不好，且部
分杂质分离度较差。根据合成路线和降解途径分析，
杂质 A、B、C、E 均为工艺杂质，杂质 D 为降解杂
质。此外尚可能存在未完全反应的起始物料（杂质 J）
和中间体 1（杂质 K）；中间体 1 可能存在杂质 A，且
进一步水解生成杂质 F；格氏试剂与氧气和水反应的
产物分别为杂质 H 和杂质 I（见图 2）[5-8]。结合 ICH 

QbD“以终为始”的设计理念，在研发初期，应全面
理解目标产品的质量概况，如杂质（包括工艺杂质、
遗传毒性杂质、元素杂质等），在此基础上进行工艺
开发优化和风险管理 [9-10]。因此，本研究对色谱条件
进行优化，建立了 10 种杂质的检查方法。该方法不
仅可用于工艺优化过程中的反应监测，严格控制成品
质量，也可为氟比洛芬的杂质研究提供参考 [11-12]。

图 1　氟比洛芬原料制备工艺路线图

Fig 1　Preparation process of flurbiprofen raw material 

gradient elution with acetonitrile and water (phosphoric acid regulating pH 2.0) (33∶67, V/V) as the 
mobile phase A, and acetonitrile as the mobile phase B. The flow rate was 1.0 mL·min－ 1, the column 
temperature was 35℃ , and the detection wavelength was 254 nm. Results  Under this chromatographic 
condition, the separation degree between flurbiprofen and impurities was greater than 1.5. The linearity 
of flurbiprofen and related substances A, B, C, D, E, F, H, I, J, and K was good within their linearity. The 
recoveries were at 98.5% ～ 101.1% with RSD of 0.40% ～ 1.7%. Three batches of flurbiprofen samples 
was determined. The contents of impurity A were 0.2%, 0.2% and 0.2%, respectively. The content of 
impurity C was 0.1%, 0.1%, 0.1%, respectively. The unknown miscellaneous is 0.03%, 0.02%, 0.03%. 
In addition to impurity A, the sum of other impurities was 0.13%, 0.12% and 0.13%, respectively. 
Conclusion  The method has good specificity and high accuracy, which can effectively detect related 
substances in flurbiprofen and provide reference for its quality control. 
Key words: flurbiprofen; related substance; HPLC

图 2　氟比洛芬中各杂质的化学结构式

Fig 2　Structure of impurities in flurbiprofen

1　仪器与试药

　　LC-20A 型高效液相色谱仪（包括四元泵、自
动进样器、柱温箱、紫外检测器，日本岛津公司）；
1260 型高效液相色谱仪（包括四元泵、自动进样
器、柱温箱、二极管阵列检测器，美国安捷伦公

司）；XS205DU 型电子天平（十万分之一）、S210
型 pH 计 [ 梅特勒 - 托利多（上海）仪器有限公司 ]。
　　 杂 质 A（批 号：1035-034A1， 纯 度：99.7%）、
杂质 B（批号：3684-028A4，纯度：99.6%）、杂质
C（批号：2466-093A1，纯度：99.7%）、杂质 D（批
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号：3170-016A3， 纯 度：99.8%）、 杂 质 E（批 号：
3053-044A2，纯度：99.8%）（加拿大 Toronto Research 
Chemicals 公司），杂质 H（批号：U4O-6001009-03，
纯度：99.9%，OST），杂质 I（批号：F809514，纯
度：98.0%，Macklin），杂质 J（批号：20211203，纯
度：98.9%，厦门丰禾源化工），氟比洛芬对照品（批
号：100725-202203，纯度：99.9%，中国食品药品检
定研究院），乙腈（美国 Fisher 公司）、氟比洛芬原料
（自制，批号：230408，纯度：99.6%）、杂质 F（批
号：20221225，自制，纯度：98.1%）、杂质 K（批号：
20221016，自制，纯度：98.7%），磷酸、盐酸、氢
氧化钠、30% 过氧化氢（国药集团）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　以 Phenomenex kinetex PFP F5（4.6 mm×250 
mm，5 µm）为色谱柱，以乙腈 - 水（磷酸调
节 pH 为 2.0）（33∶67，V/V）为流动相 A，乙腈
为流动相 B，梯度洗脱（0 ～ 28 min，100%A；
28 ～ 35 min，100% ～ 60%A；35 ～ 50 min，
60% ～ 40%A；50 ～ 60 min，40% ～ 100%A；
60 ～ 65 min，100%A），检测波长为 254 nm，柱
温为 35℃，流速为 1.0 mL·min－ 1。
2.2　溶液制备

2.2.1　系统适用性溶液　取氟比洛芬对照品、杂
质 A、B、C、D、E、F、H、I、J、K 对照品适量，
精密称定，加乙腈 - 水（45∶55，V/V）（后文称为
稀释液，也作为空白溶剂）溶解并稀释制成每 1 
mL 中含氟比洛芬1 mg 与杂质 A 5 µg、杂质 B～E
各 2 µg，杂质 F 和杂质 K 各 1 µg，杂质 H 10 µg，
杂质 I 2 µg，杂质 J 10 µg 的溶液。
2.2.2　混合对照品储备液　分别取杂质 A、B、C、
D、E、F、H、I、J、K 和氟比洛芬对照品适量，
精密称定，加稀释液溶解并稀释成每 1 mL 含杂质
A 250 µg，杂质 B 100 µg，杂质 C 150 µg，杂质 D
和杂质 E 各 100 µg，杂质 F 50 µg，杂质 H 500 µg，
杂质 I 100 µg，杂质 J 500 µg，杂质 K 和氟比洛芬
各 50 µg 的混合溶液，作为混合对照品储备液。
2.2.3　混合对照品溶液　精密量取氟比洛芬混合
对照品储备液适量，加稀释液稀释制成 1 mL 中
含杂质 A 5 µg，杂质 B ～ E 各 2 µg，杂质 F、杂
质 K、氟比洛芬各 1 µg，杂质 H 10 µg、杂质 I 2 
µg、杂质 J 10 µg 的溶液。
2.2.4　供试品溶液　取氟比洛芬原料药适量，精
密称定，加稀释液溶解并稀释制成每 1 mL 中含
氟比洛芬 1 mg 的溶液，作为供试品溶液。

2.3　系统适用性试验

　　精密量取系统适用性溶液 10 µL，注入液相
色谱仪，记录色谱图，见图 3。主峰与其相邻的
杂质峰之间的分离度分别为 6.0 和 4.9；杂质 H 和
杂质 B 的分离度最小（为 2.0），其他各杂质均达
到良好的分离。

图 3　系统适用性溶液

Fig 3　System suitability solution

2.4　专属性试验

　　分别称取杂质 A、B、C、D、E、F、G、H、
I、J、K 对照品适量，精密称定，置 11 个不同的
量瓶中，加稀释液分别溶解并稀释至刻度，其中
杂质 A 的质量浓度为 5 µg·mL－ 1，杂质 B、C、
D、E 分别为 2 µg·mL－ 1，杂质 F 为 1 µg·mL－ 1，
杂质 H 为 10 µg·mL－ 1，杂质 I 为 2 µg·mL－ 1，
杂质 J 为 10 µg·mL－ 1，杂质 K 为 1 µg·mL－ 1，
氟比洛芬为 1 µg·mL－ 1，作为各杂质及主成分
的定位溶液，将以上 11 种溶液分别进样，记录
保留时间，已确定各杂质的峰位。
　　称取氟比洛芬原料适量，分别进行酸（加 1.0 
mol·L－ 1 盐酸溶液 1.0 mL，90℃水浴加热 6.5 h）、
碱（加 1.0 mol·L－ 1 氢氧化钠溶液 1.0 mL，90℃
水浴加热 6.5 h）、氧化（加 3% 过氧化氢溶液 1.0 
mL，90℃水浴加热 6.5 h）、高温（90℃水浴加热
6.5 h）、光照 [ 照度为（4500±500）lx 的光照箱
中，室温照射 10 d] 破坏 [13-15]，其中酸碱破坏后
溶液须中和之后进样，然后按照“2.2.4”项下方
法配制强制降解待测溶液。
　　取空白溶剂、系统适用性溶液、未破坏供试
品溶液以及上述 5 种强降解待测溶液注入液相色
谱仪，照“2.1”项下色谱条件进行测定。结果表
明，空白溶剂在主成分和各杂质峰处无干扰；未
破坏供试品溶液中已知杂质与主峰及相邻杂质峰
的分离度大于 2.0；氟比洛芬在酸、碱、高温和光
照条件下较稳定，图谱中未见新的降解产物峰；
经氧化破坏后的主要降解产物与主成分之间均有
较好的分离度，主成分峰进行 DAD 纯度分析，纯
度因子应均大于 990，记录色谱图（见图 4），所有
降解试验物料守恒，平衡率在 95.9% ～ 104.7%。
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2.5　检测限（LOD）、定量限（LOQ）及线性关

系考察

　　精密量取“2.3”项下系统适用性溶液，用稀
释液逐级稀释，使信噪比约为 10∶1（或者浓度
满足检测灵敏度要求），作为 LOQ 溶液，平行配
制 6 份 LOQ 溶液，稀释至信噪比（S/N）约为 3
（或浓度满足检测灵敏度要求）时的浓度为 LOD。
6 份定量限溶液各杂质和氟比洛芬峰面积的 RSD

值均不大于 15.0%。
　　分别量取混合对照品储备液 0.4、0.6、1.0、
1.5、2.0 mL 置 50 mL 量瓶中，用稀释液定容至刻
度，摇匀，以定量限浓度点作为线性第一点。以
各杂质浓度为横坐标，对应的峰面积为纵坐标，
采用最小二乘法进行标准曲线方程的计算，得到
各自回归方程和相关系数（r），结果见表 1。

图 4　破坏试验色谱图

Fig 4　HPLC chromatograms for destruction test

表 1　LOQ、LOD及线性范围结果 
Tab 1　LOQ，LOD and linearity

物质 线性范围 /（μg·mL － 1） 线性方程 r LOQ/（μg·mL － 1） LOD/（μg·mL － 1）

杂质 A   0.10 ～ 10.12 y ＝ 53.798x － 1.5170 0.9999 0.101 0.0303

杂质 B 0.040 ～ 3.99 y ＝ 30.566x ＋ 0.0371 0.9998 0.0399 0.0120

杂质 C 0.041 ～ 4.11 y ＝ 37.225x － 0.4668 0.9999 0.0411 0.0123

杂质 D   0.04 ～ 4.04 y ＝ 28.740x ＋ 1.0921 0.9997 0.0404 0.0121

杂质 E   0.04 ～ 4.20 y ＝ 41.255x － 0.3704 0.9999 0.0420 0.0126

杂质 F 0.022 ～ 2.21 y ＝ 41.128x ＋ 0.7711 0.9999 0.0221 0.006 64

杂质 H   0.10 ～ 10.06 y ＝ 50.708x ＋ 3.5598 0.9999 0.101 0.0302

杂质 I 0.042 ～ 4.16 y ＝ 30.909x ＋ 1.8553 0.9992 0.0416 0.0125

杂质 J   0.10 ～ 10.25 y ＝ 42.119x ＋ 7.6508 0.9996 0.103 0.0308

杂质 K 0.020 ～ 2.04 y ＝ 34.654x ＋ 0.3476 0.9999 0.0204 0.006 12

氟比洛芬 0.021 ～ 2.06 y ＝ 42.466x ＋ 0.2098 0.9997 0.0206 0.006 17

2.6　回收试验

　　精密称取氟比洛芬原料约 50 mg，置 50 mL
量瓶中，共9份。分别加入混合对照品储备液0.8、
1.0、1.2 mL，各 3 份，加稀释液定容后摇匀，配
制成低、中、高 3 个浓度的回收试验溶液。另取
氟比洛芬原料约 50 mg，置 50 mL 量瓶中，加稀
释液溶解后定容摇匀，作为本底校正溶液。取各
氟比洛芬杂质对照品适量，精密称定，加稀释液
稀释制成 1 mL 中含杂质 A 5 µg，杂质 B ～ E 各
2 µg，杂质 F、杂质 K 各 1 µg，杂质 H、杂质 J
各 10 µg，杂质 I 2 µg 的溶液作为回收率对照品溶
液。分别取回收率对照品溶液、本底校正溶液和
回收试验溶液，按照“2.1”项下方法检测，按外

标法计算杂质 A ～ K 低、中、高浓度的平均回收
率均在 98.0% ～ 102.0%，RSD 为 0.40% ～ 1.7%。
2.7　重复性试验

　　精密称取氟比洛芬原料约 50 mg，置 50 mL
量瓶中，精密量取“2.2”项下混合对照品储备液
1.0 mL，加稀释液定容至刻度，同法平行配制 6
份，作为重复性试验供试品溶液，重复性对照品
溶液与回收率项下对照品溶液相同，分别进样测
定，结果各杂质含量的 RSD 分别为 0.54%、1.9%、
1.6%、1.3%、2.2%、1.0%、1.5%、2.0%、0.71%
和 0.89%，表明此方法的重复性良好。
2.8　耐用性试验

　　取系统适用性溶液和供试品加标溶液分别进
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样，以系统适用性中各色谱峰的分离度和加标供
试品中杂质含量的变化量为指标，分别考察柱温
（30℃和 40℃）、检测波长（249 nm 和 259 nm）、流
速（0.9 mL·min－ 1 和 1.1 mL·min－ 1）、pH（1.8和 2.2）
等条件对测定结果的影响。结果表明，以上色谱条
件发生变化时，相邻杂质之间的分离度均大于 1.5，
加标供试品中各杂质含量的变化量在±5.0% 以内。
2.9　溶液稳定性试验

　　取“2.8”项下供试品加标溶液分别在室温下
于 0、2、4、6、8、12、24、36、48、72 h 进样测定，
结果各峰面积的 RSD 均小于 1.5%，表明供试品
溶液在 72 h 内稳定。
2.10　样品含量测定

　　取 3 批氟比洛芬自制样品（批号分别为
230408、230512、230527）按照“2.2”项下方法
制备供试品溶液进样测定，记录色谱图，以随行
标准曲线，按照外标法以峰面积计算各已知杂质
的含量，按照主成分自身对照法计算未知单杂的
含量。结果 3 批样品中均未检出杂质 B、D、E、F、
H、I、J、K，检出的杂质含量结果见表 2。

表 2　3 批样品有关物质检测结果 (%) 
Tab 2　Related substances in 3 batches of samples (%)

批号 杂质 A 杂质 C 未知单杂 总杂（杂质 C ＋未知单杂）

230408 0.2 0.1 0.03 0.13

230512 0.2 0.1 0.02 0.12

230527 0.2 0.1 0.03 0.13

3　讨论

3.1　色谱柱的选择及色谱条件的优化

　　本色谱条件参考了《中国药典》氟比洛芬质
量标准中的流动相体系，色谱柱分别筛选了 Ul-
timate F-C8 色谱柱，某品牌苯基硅烷键合硅胶色
谱柱等。结合各杂质的化学结构的特殊性，最终
优选出 phenomenex kinetex PFP F5（4.6 mm×250 
mm，5 µm）色谱柱，可有效检出及分离氟比洛
芬及其有关物质。
　　对于多种组分的分离，采用梯度洗脱优于等
度洗脱。方法开发初期，最初以乙腈 - 水 - 冰乙
酸系统按照固定比例配制流动相，后发现杂质 A
和杂质 H 保留时间受流动相 pH 影响，出峰顺序
会变化或分离效果较差，反复调整后发现，将流
动相 pH 固定后，可有效改善保留时间不固定的
情况。
3.2　杂质限度的制订依据

　　参考《中国药典》中杂质限度的要求，结合
多批次稳定小试的检测结果和生产工艺过程中杂

质的去除能力，将杂质的限度定为杂质 A 不得
过 0.5%，杂质 B、C、D、E 不得过 0.2%，以氟
比洛芬计，未知单杂不得过 0.1%，除杂质 A 外，
其他总杂不得过 0.5%。
　　综上，本试验建立了 HPLC 法同时测定氟比
洛芬原料中 10 种有关物质含量的方法，该分析
方法经过验证，操作简便且稳定，可为氟比洛芬
的质量研究提供参考 [15]。
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高效液相色谱法测定盐酸伊伐布雷定缓释片中有关物质的含量

王肖，崔祥祯，解元元，杨永，张贵民*（鲁南制药集团股份有限公司，国家手性制药工程技术研究中心，山东　

临沂　273400）

摘要：目的　建立 HPLC 测定盐酸伊伐布雷定缓释片中有关物质含量的方法。方法　采用
Ultimate XB C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 µm），流动相 A 为 0.02 mol·L－ 1 磷酸二氢铵
溶液（用氨水调节 pH 至 7.6），流动相 B 为乙腈，采用梯度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，柱温
25℃，检测波长 220 nm，进样体积 20 μL。结果　杂质 L、杂质 B、杂质 I、杂质 C、杂质 D、
杂质 H、杂质 E、杂质 J 和伊伐布雷定的质量浓度分别在 0.18～ 3.59、0.12～ 2.41、0.18～ 3.64、
0.13 ～ 2.52、0.11 ～ 2.30、0.30 ～ 6.07、0.12 ～ 2.33、0.28 ～ 5.64、0.30 ～ 6.07 μg·mL－ 1 内
与峰面积呈良好的线性关系（r ＞ 0.9990）；8 个杂质的回收率为 88.84% ～ 107.15%，其 RSD
值均小于10%；8个杂质和伊伐布雷定的定量限为0.11～0.30 μg·mL－1，检测限为0.028～0.075 
μg·mL－ 1。结论　本法专属性强、灵敏度高、准确度高、简便耐用，可用于盐酸伊伐布雷定
缓释片的生产控制及有关物质测定。
关键词：盐酸伊伐布雷定缓释片；HPLC；有关物质
中图分类号：R927　　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0740-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.025

HPLC determination of related substances in ivabradine hydrochloride 
sustained-release tablets

WANG Xiao, CUI Xiang-zhen, XIE Yuan-yuan, YANG Yong, ZHANG Gui-min* (Lunan 
Pharmaceutical Group Co., Ltd., National Engineering and Technology Research Center for Chirality 
Pharmaceutics, Linyi  Shandong  273400)

Abstract: Objective  To establish an HPLC method to determine the related substances in ivabradine 
hydrochloride sustained-release tablets. Methods  Ultimate XB C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 
µm) was used. Mobile phase A was 0.02 mol·L－ 1 ammonium dihydrogen phosphate solution (pH 
adjusted to 7.6 with ammonia), and mobile phase B was acetonitrile. Gradient elution was used, 
the flow rate was 1.0 mL·min－ 1, the column temperature was 25℃ , the detection wavelength 
was 220 nm, and the injection volume was 20 μL. Results  Impurity L, B, I, C, D, H, E, J and 
ivabradine showed good linearity with the peak area (r ＞ 0.9990) in the concentration ranges at 
0.18 ～ 3.59, 0.12 ～ 2.41, 0.18 ～ 3.64, 0.13 ～ 2.52, 0.11 ～ 2.30, 0.30 ～ 6.07, 0.12 ～ 2.33, 
0.28 ～ 5.64 and 0.30 ～ 6.07 μg·mL－ 1. The average recoveries of the above 8 impurities ranged 
88.84% ～ 107.15%, with RSD less than 10%. The quantitation limits of the 8 impurities and 
ivabradine ranged 0.11 ～ 0.30 μg·mL－ 1, and the detection limits ranged 0.028 ～ 0.075 μg·mL－ 1. 
Conclusion  The method is exclusive, sensitive, accurate and durable. It can be used for the 
production control and related substances determination of ivabradine hydrochloride sustained-release 
tablets. 
Key words: ivabradine hydrochloride sustained-release tablet; HPLC; related substance

作者简介：王肖，女，工程师，主要从事新药质量研究，email：tcmwangxiao@163.com　* 通信作者：张贵民，男，研究员，主要从事

新药研究与开发，email：lunanzhangguimin@163.com

　　 盐 酸 伊 伐 布 雷 定（ivabradine hydrochloride，
IVB）是离子通道抑制剂，是第一个窦房结 If 电流

选择特异性抑制剂 [1-3]，可剂量依赖性地降低患者
静息和运动心率，而不影响血压，为高龄老年冠心
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病合并心功能不全者及钙离子通道阻滞剂、β 受体
阻断剂反应性不佳或禁忌者提供了新的选择。盐酸
伊伐布雷定在临床上主要用于治疗慢性稳定型心绞
痛，停药后无反跳现象，不会诱发其他不良心脏反
应，可有效降低心血管疾病的发生率和死亡率 [4-10]。
　　将盐酸伊伐布雷定制成缓释剂型，不仅能减
少患者的服药次数，增加病患尤其是老年患者的
顺应性和依从性，同时也能使其在体内缓慢平稳
地释放药物，避免出现峰谷现象，减轻毒副作
用，临床优势明显 [11-14]。
　　药品在研发及生产过程中，有关物质是质量
安全的关键指标，尚未见盐酸伊伐布雷定缓释片
的有关物质研究报道，因此有必要对其进行研究
以保证药品质量安全。本文旨在建立 HPLC 法测
定盐酸伊伐布雷定缓释片的有关物质，并对建立
的方法进行方法学验证，以期为盐酸伊伐布雷定
缓释片的质量控制研究提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　e2695 型、Acquity Arc 型高效液相色谱仪（美
国 Waters 公司）；XPR2 型百万分之一、XS205
型十万分之一电子天平、Sevencompact 型 pH

计 [ 梅特勒托利多科技（中国）有限公司 ]。
1.2　试药
　　 杂 质 L 对 照 品（纯 度：99.57%， 批 号：
I032120220517）、杂质 B 对照品（纯度：89.08%，
批号：I032020220531）、杂质 C 对照品（纯度：
83.63%，批号：I031920220518）、杂质 D 对照品
（纯度：84.82%，批号：I031820220104）及杂质
J 对照品（纯度：86.34%，批号：I031320220326）
（深圳市健兴医药科技有限公司）；杂质 I 对照品
（纯度：92.64%，广州隽沐生物科技股份有限公
司，批号：DM21011580）；杂质 H 对照品（纯度：
95.49%，批号：200301）、杂质 F 对照品（纯度：
99.62%，批号：160101）、盐酸伊伐布雷定对照
品（纯度：99.8%，批号：615201002）、盐酸伊
伐布雷定缓释片（规格：15 mg，批号：220601、
220701、220702）（山东新时代药业有限公司）；
杂质 E 对照品（纯度：93.08%，山东博洛德生物
科技有限公司，批号：YFBLD-E-2207）。各对照
品的结构式见图 1。乙腈为色谱纯（新蓝景）；盐
酸、氢氧化钠、过氧化氢、磷酸二氢铵、氨水均
为分析纯；水为纯化水。

图 1　盐酸伊伐布雷定及其主要杂质化学结构

Fig 1　Chemical structures of ivabradine hydrochloride and its main impurities

2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用 Ultimate XB C18 色谱柱（4.6 mm×250 
mm，5 µm），流动相：A 为 0.02 mol·L－ 1 磷酸
二氢铵溶液（用氨水调节 pH 至 7.6），B 为乙腈，
按表 1 进行梯度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，柱
温 25℃，检测波长 220 nm，进样量 20 μL。
2.2　专属性试验

表 1　梯度洗脱程序 
Tab 1　Program of gradient elution

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%

  0 70 30

10 70 30

30 60 40

40 60 40

50 70 30

55 70 30
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2.2.1　空白干扰试验　分别精密称取对照品适
量，加 30% 乙腈溶液溶解并稀释制成每 1 mL 中
约 含 杂 质 L、I 1.8 μg， 杂 质 B、C、D 及 E 1.2 
μg，杂质 H、J 及伊伐布雷定 3.0 μg 的混合对照
品溶液。取空白溶剂（30% 乙腈溶液）、空白辅料
溶液（约相当于伊伐布雷定 20 mg，置 10 mL 量
瓶中，加乙腈适量超声使溶解并稀释至刻度，摇
匀，取上清液滤过；精密量取续滤液 3 mL，置
10 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀）和混合
对照品溶液进样测定，见图 2，空白溶剂及空白
辅料均不干扰本品有关物质检测，主成分与各杂
质及各杂质之间均可达到基线分离。

图 2　专属性试验 HPLC 色谱图

Fig 2　HPLC chromatograms of specificity test 
A. 空白溶剂（blank solvent）；B. 空白辅料（blank excipient）；C. 混
合对照品溶液（mixed reference solution）；1. 杂质 L（impurity L）；

2. 杂质 B（impurity B）；3. 杂质 I（impurity I）；4. 杂质 C（impurity 
C）；5. 杂质 D（impurity D）；6. 杂质 H（impurity H）；7. 伊伐布

雷定（ivabradine）；8. 杂质 E（impurity E）；9. 杂质 J（impurity J）

2.2.2　强制降解试验　取本品（批号：220701）
细粉适量（约相当于伊伐布雷定 40 mg），置 20 
mL 量瓶中，加乙腈适量超声使溶解并稀释至刻
度，摇匀，滤过，作为供试品母液。精密量取供
试品母液 3 mL，置 10 mL 量瓶中，用水稀释至刻
度，摇匀，作为未破坏样品。同法平行精密量取
供试品母液 3 mL，置 10 mL 量瓶中，按照以下试
验条件进行强制降解试验：酸降解（加 3 mL 0.1 
mol·L－ 1 盐酸溶液，90℃加热 1 h，冷却中和，
用水定容）、碱降解（加 3 mL 0.1 mol·L－ 1 氢氧
化钠溶液，90℃加热 1 h，冷却中和，用水定容）、
氧化降解（加 1 mL 3% 过氧化氢溶液，90℃加热
30 min，冷却，用水定容）、热降解（于 105℃放
置 24 h，制备方法同未破坏样品）与光降解（于

5000 lx 光照 24 h，制备方法同未破坏样品）。
　　取上述破坏性试验样品，按“2.1”项下色谱条
件进样测定，并记录色谱图，按面积归一化结果统
计各杂质降解量。与未破坏样品结果相比，本品
对酸、碱及氧不稳定，酸、碱降解主要产生杂质 G
（杂质 G 单独控制），氧化降解主要产生杂质 B，本
品对热和光较稳定。主峰与各杂质峰分离度均符合
要求，物料守恒 [15]（各条件降解后测得总峰面积与
未降解溶液总峰面积的比值在 90% ～ 110%），结
果见表 2，各降解杂质均可在该方法下准确检测。

表 2　强制降解试验物料守恒数据 
Tab 2　Material conservation data of forced degradation test

条件 主峰纯度角度 主峰纯度阈值 主峰含量 /% 校正 /%

未破坏 2.622 10.007 99.952 —

酸降解 2.351 10.004 98.763 98.37

碱降解 2.546 10.004 99.301 98.53

氧化降解 2.103 10.005 99.060 98.84

固体热降解 1.632 10.004 99.945 98.63

固体光降解 2.159 10.004 99.961 98.25

2.2.3　系统适用性试验　取盐酸伊伐布雷定、杂
质 F 及杂质 H 各适量，加 30% 乙腈溶液溶解并
稀释制成每 1 mL 中约含伊伐布雷定 0.6 mg、杂
质 F 6 µg、杂质 H 3 µg 的混合溶液，作为系统适
用性试验溶液。按“2.1”项下色谱条件测定，记
录色谱图，杂质 H、伊伐布雷定与杂质 F 依次出
峰，伊伐布雷定与杂质 F 的分离度为 13.51，伊
伐布雷定与杂质 H 峰的分离度为 2.97，理论板数
按伊伐布雷定峰计算为 15 277，均符合要求。
2.3　线性关系、定量限和检测限
　　分别精密称取各杂质对照品及盐酸伊伐布雷
定对照品适量，加 30% 乙腈溶液溶解并逐步稀释
制成每 1 mL 中约含杂质 L、I 18 μg，含杂质 B、
C、D 和 E 12 μg，杂质 H、J 和伊伐布雷定 30 μg
的混合杂质对照品母液，作为线性储备液。
　　分别精密量取线性储备液 0.1、0.2、0.4、0.6、
0.8、1.0、2.0 mL，各置 10 mL 量瓶中，用 30%
乙腈溶液稀释至刻度，摇匀，作为 10%、20%、
40%、60%、80%、100%、200% 比例的溶液，按
“2.1”项下色谱条件测定，并记录色谱图。以峰
面积（A）为纵坐标，质量浓度（C，μg·mL－ 1）
为横坐标进行线性回归。并对线性储备液逐级稀
释，以信噪比约为 3 时计算检测限（LOD），以信
噪比约为 10 时计算定量限（LOQ），结果见表 3。
2.4　进样精密度试验
　　取“2.3”项下 100% 比例的溶液，按“2.1”项
下色谱条件连续测定 6 次，记录色谱图，计算保
留时间与峰面积相对标准偏差（RSD），结果显



743

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

示杂质 L、B、I、C、D、H、E、J 和伊伐布雷定
保留时间的 RSD 分别为 0.27%、0.36%、0.30%、
0.35%、0.40%、0.30%、0.29%、0.31% 和 0.34%，
峰 面 积 的 RSD 分 别 为 0.45%、0.28%、0.24%、
0.25%、0.29%、0.18%、0.38%、0.38% 和 0.14%。
2.5　加样回收试验
　　按照“2.3”项下方法配制混合杂质对照品母
液。精密量取混合杂质对照品母液 1 mL，置 10 
mL 量瓶中，用 30% 乙腈溶液稀释至刻度，摇匀，
作为对照品溶液，平行配制两份。
　　取本品（批号：220701）20 片，研细，精密
称取细粉适量（约相当于伊伐布雷定 100 mg），置
50 mL 量瓶中，加乙腈适量超声使溶解并稀释至
刻度，摇匀，滤过，精密量取续滤液 3 mL，置
10 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，作为校
正溶液；精密量取续滤液 3 mL，置 10 mL 量瓶
中，精密加入混合杂质对照品母液 1 mL，用水
稀释至刻度，摇匀，作为 100% 供试品溶液，同
法制备 40%、200% 供试品溶液，每个浓度制备 3
份。按“2.1”项下色谱条件测定，按外标法以峰
面积计算回收率，并计算 RSD，杂质 L、B、I、
C、D、H、E 及 J 的低浓度平均回收率（n ＝ 3）
为 88.84% ～ 102.59%，RSD 为 0.57% ～ 2.3%；中
浓度平均回收率（n ＝ 3）为 99.51% ～ 106.38%，
RSD 为 0.16% ～ 1.1%；高浓度平均回收率（n ＝ 3）
为 98.94% ～ 107.15%，RSD 为 0.82% ～ 7.1%。
2.6　重复性试验
　　按照“2.5”项下方法配制对照品溶液及 100%
比例供试品溶液，共 6 份，分别进样检测，按照
外标法计算供试品溶液中各杂质的含量。结果 6
次测定杂质 L、B、I、C、D、H、E 及 J 的含量分
别为 0.31%、0.21%、0.31%、0.22%、0.21%、0.52%、
0.19% 和 0.53%，RSD 分别为 1.8%、2.0%、1.3%、
1.9%、2.5%、1.4%、2.7% 和 1.4%。
2.7　中间精密度试验
　　按照“2.5”项下方法配制对照品溶液及 100%

比例供试品溶液，由不同的人，采用不同的仪器
于不同日期测定，每个仪器测定 6 份，按照外标
法计算供试品溶液中各杂质的含量，计算 12 次测
定结果的 RSD。12 次测定的杂质 L、B、I、C、D、
H、E 及 J 的含量分别为 0.31%、0.21%、0.31%、
0.22%、0.20%、0.52%、0.19% 和 0.53%，RSD 分
别为 1.9%、2.3%、1.9%、2.2%、2.6%、1.8%、2.6%
和 1.6%。
2.8　稳定性试验
　　取“2.3”项下混合对照品 100% 比例溶液、
“2.5”项下供试品溶液，于室温条件下放置，分别
于 0、3、6、9、12、15、18、21、24、27、30 h
时取样，按“2.1”项下色谱条件进样测定。结果
显示，与 0 h 时样品比较，混合对照品溶液中杂质
B、I、C、D、H、E 及 J 峰面积的变化率均在 5%
以内，杂质 L 峰面积的变化率在 10% 以内；供试
品溶液中，只检出了杂质 J 且其峰面积变化率在
2% 以内，说明混合对照品溶液和供试品溶液在室
温条件下 30 h 内稳定。
2.9　耐用性试验
　　通过改变流速（±0.1 mL·min－ 1）、柱温
（±5℃）、流动相中盐溶液的 pH 值（±0.2）及
更换不同批号色谱柱考察本法的耐用性。通过微
调色谱条件，本法对柱温、流速、波长、盐溶液
的 pH 值及不同批号色谱柱耐用性均较好，与标
准条件相比，主峰与杂质 F 峰的分离度、杂质 H
与主峰的分离度均符合要求，供试品溶液中杂质
的检出数目及总杂含量无明显差异，说明本法耐
用性较好。
2.10　样品中杂质含量的测定
　　取 3 批样品，采用加校正因子的自身对照法
测定有关物质，结果见表 4。
3　讨论
　　根据本品原料的合成工艺，结合制剂的降解
途径，参考本品原料有关物质 1 检查方法制订了
有关物质检测的色谱条件及需要研究控制的已知

表 3　伊伐布雷定与各杂质线性关系、定量限、检测限结果 
Tab 3　Linearity，LOQ and LOD of ivabradine and related substances

杂质 回归方程 r 线性范围 /（μg·mL － 1）相对校正因子 [16] LOQ/（μg·mL － 1） LOD/（μg·mL － 1）

杂质 L A ＝ 3.287×104C － 1.014×103 0.9999 0.18 ～ 3.59 1.14 0.18 0.045
杂质 B A ＝ 3.349×104C － 3.233×102 1.000 0.12 ～ 2.41 1.12 0.12 0.030
杂质 I A ＝ 3.983×104C － 6.002×102 0.9999 0.18 ～ 3.64 0.94 0.18 0.045
杂质 C A ＝ 3.496×104C － 3.812×102 0.9999 0.13 ～ 2.52 1.07 0.13 0.033
杂质 D A ＝ 3.396×104C － 1.255×103 0.9998 0.11 ～ 2.30 1.01 0.11 0.028
杂质 H A ＝ 3.959×104C － 1.191×103 0.9999 0.30 ～ 6.07 0.94 0.30 0.075
伊伐布雷定 A ＝ 3.735×104C － 7.264×102 1.000 0.30 ～ 6.07 － 0.30 0.075
杂质 E A ＝ 3.430×104C － 4.282×102 0.9999 0.12 ～ 2.33 1.09 0.12 0.030
杂质 J A ＝ 3.506×104C － 9.982×102 0.9999 0.28 ～ 5.64 1.07 0.28 0.070
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杂质。对本品中的工艺杂质及降解产物进行了详
细分析，其中杂质 C、杂质 D、杂质 E 属于原料
工艺杂质，杂质 L 属于工艺杂质和降解杂质，杂
质 B、杂质 H、杂质 I、杂质 J 属于制剂降解杂质，
以上杂质均在有关物质方法中进行控制。参考原
料项下系统适用性试验，将“主峰与杂质 F 分离
度应大于 12”订入质量标准，杂质补充研究时发
现杂质 H 与主峰较难分离，故将杂质 H 和杂质 F
订入系统适用性试验中，以保证杂质的有效检出。
　　氧化降解杂质 K 由于保留时间和主成分重
叠，单独建立方法研究；原料和制剂酸降解产生
的杂质 G 含卤代烷烃，属遗传毒性警示结构 [17]，
按照基因毒性杂质单独建立方法严格控制。
　　本品缓释材料中含有羟丙甲纤维素 K4M、
K15M，由于其在含水溶剂中呈胶黏状，无法通
过过滤或离心的方式处理样品，故调整供试品溶
液的配制方法，先用乙腈超声溶解，使其易于过
滤，再精密量取适量续滤液用水稀释制成。
　　参考本公司已获批的盐酸伊伐布雷定片中有
关物质的限度，根据盐酸伊伐布雷定缓释片工艺
验证 3 批供试品影响因素试验、长期试验和加速
试验的稳定性检测结果，拟订杂质 B ～杂质 E 的
限度为 0.20%，杂质 H 和杂质 J 的限度为 0.50%，
杂质 L 和杂质 I 的限度为 0.30%，其他单个杂质
的限度为 0.20%，总杂限度为 1.5%。
　　本研究建立了盐酸伊伐布雷定缓释片中有关物
质的分析方法，方法学研究结果显示，本法专属性
强、灵敏度高、重复性好、结果准确可靠，可为盐
酸伊伐布雷定缓释片中有关物质的测定提供参考。
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表 4　盐酸伊伐布雷定缓释片有关物质测定结果 (%) 
Tab 4　Content of related substances in ivabradine hydrochloride sustained-release tablet (%)

批号 杂质 L 杂质 B 杂质 I 杂质 C 杂质 D 杂质 H 杂质 E 杂质 J 最大单杂 总杂

220601 ND 0.0110 ND 0.0097 ND 0.014 ND 0.049 ND   0.084
220701 ND 0.0071 ND 0.0091 ND 0.013 ND 0.051 ND   0.080
220702 ND 0.0078 ND 0.0071 ND 0.024 ND 0.077 0.023   0.140
注（Note）：ND 未检测到（ND means no detection）。
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缓解体力疲劳类中成药及保健食品中非法添加化学药物 
高通量筛查模式的建立

赵琪，张珊珊，冯哲玺，张超，陈卫，贾昌平*（苏州市药品检验检测研究中心，江苏　苏州　215000）

摘要：目的　建立缓解体力疲劳类中成药及保健食品中非法添加化学药物的超高效液相色谱 -
高分辨质谱联用仪（UPLC-ESI-Q-TOF/MS）匹配数据库的高通量筛查检测方法。方法　通过
收集保健食品中可能添加的所有缓解体力疲劳类化学药物及其衍生物，建立数据库。根据其
结构特征归类，按照油水分配系数（logP 值）排序，选取每一类代表性物质组成化合物集，开
发 UPLC-ESI-Q-TOF/MS 分析方法。样品的筛查通过质谱一、二级精确质量数比对进行，定量
则依据一级质谱响应。结果　各化学药物在 1 ～ 20 μg·mL－ 1 内与峰面积线性关系良好、精
密度 RSD 小于 3%、回收率在 86.46% ～ 114.07%。10 批样品中，育亨宾、达泊西汀、西地那
非杂质 12 分别各有一批检出；6 批检测出西地那非；2 批检出促进剂 M、他达拉非；3 批检出
西地那非。结论　该方法快速、高效，可以快速完成缓解体力疲劳类中成药及保健食品中八大
类，275 种化学药物的筛查、确证及定量。
关键词：缓解体力疲劳保健食品；中成药；非法添加；高通量筛查；数据库
中图分类号：R927　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0745-11
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.026

Establishment of a high-throughput screening model for illegal addition of 
chemical drugs in anti-fatigue Chinese patent medicine and health foods

ZHAO Qi, ZHANG Shan-shan, FENG Zhe-xi, ZHANG Chao, CHEN Wei, JIA Chang-ping* (Suzhou 
Institute for Drug Control, Suzhou  Jiangsu  215000)

Abstract: Objective  To establish an ultra-performance liquid chromatography-high resolution mass 
spectrometry (UPLC-ESI-Q-TOF/MS) matching database with high-throughput screening of banned 
antibiotic components in anti-fatigue Chinese patient medicine and health food. Methods  A compound 
database of antibiotics that might added in aiti-fatigue Chinese patient medicine and health food was 
established. All component were classified according to their structural characteristics, and sorted 
according to the oil-water partition coeffcient (logP value). The representative materials were collected 
to develop the UPLC-ESI-Q-TOF/MS analysis method. The screening of samples was conducted 
through the comparison of primary and secondary accurate mass numbers of mass spectrometry, 
while quantification was based on the primary mass spectrometry response. Results  The method was 
validated. A good linear relationship was showed at 1 ～ 20 μg·mL－ 1 (RSD ＜ 3%) and the recovery 
ranged 86.46% ～ 114.07%. Among the 10 batches of samples, yohimbine, dapoxetine, and sildenafil 
impurities were detected in 1 batch; sildenafil were detected in 6 batches; accelerators M and tadalafil 
were detected in 2 batches; sildenafil were detected in 3 batches. Conclusion  The method is fast and 
efficient, and can quickly screen eight categories including 275 chemical drugs. 
Key words: anti-fatigue health food; Chinese patent medicine; illegal addition; high-throughput 
screening; database
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　　缓解体力疲劳类物质主要包括磷酸二酯酶 -5
（PDE-5）抑制剂 [1-3]、α- 肾上腺素受体阻滞剂 [4]、
5- 羟色胺再摄取抑制剂 [5]、多巴胺受体激动剂 [6]、
天然前列腺类物质 [7]、蛋白同化制剂 [8]、育亨
宾 [9-10] 及其同分异构体、促进剂 [11] 等。这些药物
的添加可一定程度地提高性功能，给予消费者较
为满意的疗效 [12-13]。但这些化学药物、衍生物及
其同分异构体在食品、保健食品及中成药中添加
时，通常含量较大且随意，甚至会有同时添加两
三种的情况出现 [14-15]；其次，多数化学药物，例
如那非、拉非类同系物，并未进行相应的毒理学
研究，安全性未知 [16-17]。消费者在不知情的情况
下服用将会造成未知的健康风险 [18-20]。
　　原国家食品药品监督管理局对于食品、保健
食品及中成药中缓解体力疲劳类非法添加标准主
要有：国家食品药品监督管理局药品补充检验方
法和检验项目批准件（编号：2009030）[21]、食品
中去甲基他达拉非和硫代西地那非的测定（BJS 
201704）[22]、食品中 5 种α- 受体阻断类药物的测
定（BJS 201808）[23] 以及食品中那非类物质的测定
（BJS 201805）[24]，检测方法为液相色谱法及液质联
用 [25-27]。近年来，新型添加物以规避标准的方式不
断出现 [28-29]，需不断地制定补充检验方法。
　　针对以上情况，本实验室建立了缓解体力疲劳
类非法添加化学药物筛查数据库，见表 1。同一类
别的药物，其结构母核相同或相近，在液相色谱中
的保留行为接近，均可以在反相色谱柱完成分离。
同一类别的物质在液相色谱保留时间主要取决于  
油水分配系数大小（以 logP 值衡量）。故本实验室
拟建立一种新的筛查模式：通过选择耐纯水相的色
谱柱，辅助宽范围的流动相洗脱程序，利用各成分
的 logP 值差异，选择代表性化合物来建立色谱方
法。同理，同一类别化合物的结构母核相似性决定
了其各组分的质谱行为的相似性，故采用一套质谱
条件参数即可实现所有缓解体力疲劳类化学药物的
质谱响应。最终通过从各大类别组分中挑选代表性
化学药物，建立色谱、质谱方法，结合数据库搜索
与匹配，即可以完成对常见的几大类缓解体力疲劳
类化学物质的同时筛查。该筛查模式的建立在不增
加检验成本的基础上既能满足日常监督检验需求，
对于新型添加物质具有很好的预判性，又为后续标
准提升积累研究基础。
1　材料
1.1　仪器
　　Agilent 1290 超高效液相色谱仪串联 6538 ESI-Q-
TOF/MS 质谱仪（美国安捷伦公司）；XP56 型电子天
平（瑞士 Mettler toledo 公司）；KQ-300 DA 型数据超
声波清洗器（昆山超声仪器公司）；Thermo Heraeus 

Multifuge X3 离心机（美国 Thermo 公司）。
1.2　试药
　　对照品：根据化合物的结构代表性及既往检出
情况，根据表 1 中可能添加缓解体力疲劳类物质数
据库中化学药物及化合物的 logP 值，按照类别，分
别选取 1 ～ 10 种最大和最小或接近最大和最小的物
质，组合成高通量筛查方法建立所用的 17 个代表性
化学药物集（见表 2）。水为 Milli-Q 纯水系统（美国
Millipore 公司）制备；甲酸、甲醇和乙腈（质谱纯，
美国 Merck 公司）。样品均来自实验室检品。
　　选取表 1 中除高通量筛查方法建立所需的化
学药物之外的其他代表性化学药物，组合成验证
方法化学药物集，共 86 种（见表 3）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　Waters CORTECS UPLC HSS T3（100 mm×2.1 
mm，1.6 μm）色谱柱；柱温：35℃；流动相：A
为甲醇 - 乙腈（1∶1）（含 0.1% 甲酸）（V/V）、B 为
0.1% 甲酸溶液；流速：0.3 mL·min － 1；梯度洗
脱（0 ～ 1 min，95%B；1 ～ 8 min，5%B；8 ～ 11 
min，5%B；11 ～ 11.2 min，95%B；11.2 ～ 12.0 
min，95%B）；进样体积：1 μL。
2.2　质谱条件
　　电喷雾电离正 / 负离子模式（ESI ＋ / －）；喷
雾电压：2000 V（＋）/3000 V（－）；毛细管温
度：350℃；去溶剂气（N2）流量：12.0 L·min － 1；
雾化器压力：40 psi；碎裂电压：125 V；采集模式：
MS（Auto）；扫描方式：一、二级；质谱扫描范围：
50 ～ 1200；二级碰撞能量：10 ～ 40 V。方法学
化学物质的分子式、采集模式、准分子离子精密
质量、碰撞能量和碎片离子信息见表 4。
2.3　对照品溶液的制备
2.3.1　方法建立化学药物混合溶液配制　分别精密
称取方法建立化合物集中的组分对照品各约 5 mg，
加 1% 甲酸甲醇超声溶解并定容至 10 mL，即得质量
浓度分别为 500 μg·mL－ 1 的混合对照品储备液；再
移取 0.5 mL，用甲醇稀释至 25 mL，即得质量浓度
分别为 10 μg·mL－ 1 的方法建立化学药物混合溶液。
2.3.2　方法验证化学药物混合溶液配制　分别精密
称取方法验证化合物集中的组分对照品各 5 mg，加
1% 甲酸甲醇超声溶解并定容至 5 mL，即得质量浓
度分别为 1000 μg·mL－ 1 的混合对照品储备液；再
移取 0.5 mL 用甲醇稀释至 10 mL，即得质量浓度分
别为 10 μg·mL－ 1 的方法验证化学药物混合溶液。
2.4　供试品溶液的制备
2.4.1　固体样品（片剂、颗粒剂、粉剂、丸剂、
茶叶）　取适量样品，研磨研细后，精密称取细
粉 1 g，置 50 mL 量瓶中，加甲醇至 10 mL，在
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表 1　中成药及保健食品中可能添加的缓解体力疲劳类化学药物信息 
Tab 1　Information of chemical drugs that may be added in anti-fatigue Chinese traditional patent medicine and health foods

序号 中文名称 CAS 号 logP 精确分子质量

PDE-5 抑制剂

1 甲基他达拉非 171488-11-2 2.48 403.4310
2 西地那非 139755-83-2 2.27 474.2049
3 他达拉非 171596-29-5 1.43 389.1375
4 脱硫伐地那非 139756-21-1 2.38 312.1586
5 庆地那非 147676-66-2 1.99 354.1692
6 那非乙酰酸 147676-78-6 2.21 356.1485
7 苯酰胺那非 1020251-53-9 3.38 389.1587
8 氨基他达拉非 385769-84-6 0.05 390.1328
9 他达拉非甲基氯化物 171489-59-1 2.95 426.0982
10 苯噻啶红地那非 147676-50-4 3.13 437.2427
11 那红地那非 949091-38-7 1.50 452.2536
12 卡巴地那非 944241-52-5 1.66 452.2536
13 伪伐地那非 224788-34-5 2.97 459.1940
14 那莫西地那非 371959-09-0 3.12 459.1940
15 N- 去乙基伐地那非 448184-46-1 1.73 460.1893
16 N- 去甲基西地那非 139755-82-1 1.88 460.1893
17 红地那非 831217-01-7 2.03 466.2692
18 羟基红地那非 147676-56-0 1.24 482.2642
19 阿伐那非 330784-47-9 3.52 483.1786
20 豪莫西地那非 642928-07-2 2.80 488.2206
21 伐地那非 224785-90-4 2.65 488.2206
22 硫代西地那非 479073-79-5 2.87 490.1821
23 硫代豪莫西地那非 479073-80-8 3.40 504.1978
24 羟基伐地那非 224785-98-2 1.85 504.2155
25 羟基豪莫西地那非 139755-85-4 2.00 504.2155
26 乌地那非 268203-93-6 4.24 516.2520
27 羟基硫代豪莫西地那非 479073-82-0 2.60 520.1926
28 那莫伐地那非 358390-39-3 2.06 356.1485
29 硝地那非 147676-99-1 2.28 357.1437
30 去甲基他达拉非 171596-36-4 0.38 375.1219
31 氯地那非 1058653-74-9 2.17 388.1302
32 羟基氯地那非 1391054-00-4 1.64 390.1459
33 N- 丁基他达拉非 171596-31-9 3.02 431.1845
34 去甲基卡巴地那非 147676-79-7 1.13 438.2379
35 去碳西地那非 1393816-99-3 1.89 462.2049
36 二甲基红地那非 1290041-88-1 2.91 466.2692
37 二硫代去甲基卡巴地那非 1333233-46-7 2.26 470.1923
38 酮红地那非 1446144-70-2 2.02 480.2485
39 N- 辛基去甲他达拉非 1173706-35-8 5.15 487.2471
40 双酮红地那非 1609405-33-5 0.16 494.2278
41 羟基硫代伐地那非 912576-30-8 2.45 520.1926
42 环戊那非 1173706-34-7 3.76 528.2519
43 丙氧苯基硫代羟基豪莫西地那非 479073-90-0 3.13 534.2083
44 苄西地那非 1446089-82-2 3.84 550.2362
45 桂地那非 1446089-83-3 3.73 554.3005
46 罗地那非碳酸酯 398507-55-6 4.87 1034.4103
47 丙氧苯基西地那非 877777-10-1 2.80 488.2206
48 脱哌嗪基硫代西地那非 1353018-10-6 1.84 408.0926
49 乙酰胺基他达拉非 1446144-71-3 0.00 432.1434
50 2- 羟丙基去甲他达拉非 1353020-85-5 1.84 433.1638
51 乙酰伐地那非 1261351-28-3 1.88 466.2692
52 丙氧苯基羟基豪莫西地那非 139755-87-6 2.53 518.2311
53 丙氧苯基硫代艾地那非 856190-49-3 3.99 518.2134
54 N- 去乙基红地那非 147676-55-9 1.93 438.2379
55 去甲基硫代西地那非 479073-86-4 2.48 476.1664
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序号 中文名称 CAS 号 logP 精确分子质量

56 N- 叔丁氧羰基 -N- 去乙基红地那非 1246820-46-1 3.06 538.2903
57 N- 乙基他达拉非 1609405-34-6 1.96 403.1532
58 O- 去乙基西地那非 139755-91-2 0.95 446.1736
59 吡唑 N- 去甲基西地那非 139755-95-6 2.42 460.1893
60 异丁基西地那非 1391053-95-4 2.62 488.2206
61 西地那非二聚体杂质 1346602-67-2 4.39 834.2941
62 伐地那非哌嗪酮 448184-58-5 0.16 474.1685
63 西地那非 N- 氧化物 1094598-75-0 0.67 490.1998
64 伐地那非 N- 氧化物 448184-48-3 1.06 504.2155
65 2- 羟乙基去甲他达拉非 385769-94-8 0.97 419.1481
66 伐地那非乙酰基类似物 / 2.93 437.2430
67 伐地那非二聚体 1255919-03-9 4.10 834.2941
68 米罗那非 862189-95-5 4.11 531.2515
69 亚硝地那非 1387577-30-1 4.66 629.2203
70 硫喹哌非 220060-39-9 2.53 448.2045
71 氨基西地那非 319491-68-4 1.25 405.1471
72 去乙基卡巴地那非 1027192-92-2 0.63 424.2223
73 双去碳西地那非 466684-88-8 1.40 448.1893
74 N- 苯丙烯基他达拉非 2064212-00-4 / 504.5400
75 N- 去乙基 -N- 甲基伐地那非 224785-87-9 2.12 474.2049
76 硫代艾地那非 856190-47-1 3.46 504.1977
77 双氯地那非 1446089-84-4 3.35 406.0963
78 哌唑那非 1335201-04-1 1.51 482.2642
79 丙氧苯基硫代西地那非 479073-87-5 3.99 504.1977
80 丙氧苯基硫代豪莫西地那非 479073-88-6 3.93 518.2134
81 二硫代去乙基卡巴地那非 1610830-81-3 1.87 456.1766
82 羟基硫代红地那非 1159977-47-5 1.84 498.2413
83 他达拉非二氯代杂质 1598416-08-0 3.66 460.0593
84 西地那非杂质 12 / 498.7000
85 去甲基哌嗪基西地那非磺酸 1357931-55-5 1.24 392.1154
86 丙氧苯基艾地那非 1391053-82-9 3.39 502.2362
87 西地那非杂质 14 2146091-79-2 2.86 484.2079
88 丙氧苯基异丁基艾地那非 1621873-33-3 3.74 516.2519
89 艾地那非 1416130-63-6 2.86 488.2206
90 硫代伐地那非 912576-24-0 3.25 504.1977
91 去甲基哌嗪基异西地那非磺酰氯 501120-42-9 2.76 410.0815
92 去（甲基哌嗪基）西地那非二聚体 1346603-48-2 3.33 686.2635
93 去甲哌嗪基去乙基西地那非磺酰氯 139756-27-7 － 0.84 382.0503
94 吉沙那非 334826-98-1 1.87 519.2264
95 二甲基他达拉非 477970-21-1 1.83 403.1532
96 西地那非氯代磺酰化物 139756-22-2 2.76 410.0815
97 去亚甲基他达拉非 171489-03-5 0.23 377.1375
98 他达拉非杂质 29 929100-66-3 0.38 375.1219
99 N- 去甲基 -N- 环戊基他达拉非 171596-32-0 2.92 443.1845
100 昔多芬杂质 845302-49-0 3.32 314.1740
101 2- 乙氧基 -5-[（4- 甲基 -1- 哌嗪）磺酰基 ] 苯甲醛 332374-42-2 2.53 312.1144
102 西地那非枸橼酸盐杂质 3 332374-45-5 3.21 476.2210
103 他达拉非杂质Ⅰ 1795790-92-9 1.48 405.1325
104 他达拉非氧代内酰胺 1346605-38-6 2.28 421.1274
105 他达拉非杂质 G 531500-48-8 3.70 403.1168
106 阿伐那非代谢物 330785-05-2 2.65 469.1630
107 伐地那非杂质 2245167-80-8 2.92 346.1197

α- 肾上腺素受体阻滞剂

108 特拉唑嗪 63590-64-7 － 0.96 387.1906
109 酚妥拉明 50-60-2 3.60 281.1528
110 哌唑嗪 19216-56-9 0.04 383.1594
111 妥拉唑林 86639-52-3 2.31 392.1372
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112 酚苄明 59-96-1 4.78 303.1390
113 特拉唑嗪杂质 1260939-66-9 3.19 377.1409
114 赛洛多辛 160970-54-7 2.52 495.2345
115 多沙唑嗪 74191-85-8 2.89 547.1737
116 阿夫唑嗪 81403-80-7 － 1.00 389.2063

5- 羟色胺再摄取抑制剂

117 西酞普兰 59729-33-8 2.51 324.1638
118 帕罗西汀 61869-08-7 3.89 329.1427
119 达泊西汀 119356-77-3 5.13 305.1780
120 舍曲林 79617-96-2 4.81 305.0738
121 N- 甲基帕罗西汀 110429-36-2 3.91 343.1584
122 安索西汀 79130-64-6 5.08 399.1834
123 非莫西汀 59859-58-4 3.96 311.1885
124 伏硫西汀 508233-74-7 3.28 255.1623
125 托莫西汀 83015-26-3 2.64 271.1572
126 尼索西汀 57226-61-6 2.64 271.1572
127 沃替西汀 508233-74-7 4.26 298.1504
128 瑞波西汀 98769-81-4 2.82 313.1678
129 利托西汀 86811-09-8 3.39 241.1467
130 伊福西汀 66208-11-5 1.77 221.1416
131 度洛西汀 116539-58-3 3.73 297.1187
132 曲马多 27203-92-5 2.51 263.1885

天然前列腺类物质

133 前列地尔 745-65-3 2.24 354.2406
134 15- 酮前列腺素 E1 22973-19-9 2.11 352.2250
135 19- 羟基前列腺素 E1 55123-67-6 0.05 370.2355
136 11，15- 二脱氧前列腺素 E1 40098-50-8 5.64 322.2508
137 20- 羟基前列腺素 E1 57930-99-1 0.24 370.2355
138 5，6- 二羟基前列腺素 E1 90817-53-1 － 0.82 386.2304
139 11- 脱氧前列腺素 E1 37786-00-8 3.79 338.2457
140 13，14- 二氢 -15（R）- 前列腺素 E1 201848-10-4 2.23 356.2563
141 13，14- 二氢 -15- 氧代前列腺素 E1 5094-14-4 2.71 368.2563
142 10，10- 二甲基 -11- 脱氧 -6- 酮基 - 前列腺素 E1 98677-35-1 3.16 380.2563
143 11- 脱氧 -16- 苯氧基 -17，18，19，20- 四去甲前列腺素 E1 80558-61-8 3.13 374.2093
144 前列腺素 E 363-24-6 1.88 352.2250
145 前列腺素 B1 13345-51-2 3.56 336.2301
146 前列腺素 I3 68794-57-0 1.63 350.2093 
147 前列腺素 D2 41598-07-6 2.02 352.2250
148 前列腺素 A2 13345-50-1 3.25 334.2144
149 前列腺素 G1 52162-11-5 4.77 370.2355
150 6- 酮前列腺素 58962-34-8 0.93 370.2355

蛋白同化制剂

151 炔诺酮 68-22-4 3.38 298.1933
152 丙卡特罗 72332-33-3 1.37 290.1631
153 司坦唑醇 10418-03-8 5.53 328.2515
154 16- 羟基司坦唑醇 125590-76-3 4.35 344.2464
155 达那唑 17230-88-5 4.70 337.2042
156 21- 氯 -6- 去氢达那唑 121565-24-0 5.14 369.1496
157 21- 氯达那唑 121565-23-9 6.09 371.1652
158 甲睾酮 1039-17-4 3.64 300.2089
159 17- 甲睾酮 58-18-4 4.02 302.2246
160 丙酸睾酮 57-85-2 4.90 344.2351
161 羟甲睾酮 145-12-0 3.78 318.2195
162 氟甲睾酮 76-43-7 2.17 336.2100
163 17β- 溴乙酰氧基 -19- 去甲睾酮 55648-44-7 4.55 394.1143
164 5- 二氢 -19- 去甲睾酮 1434-85-1 3.27 276.2089
165 美睾酮 1424-00-6 4.24 304.2402
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166 诺龙 434-22-0 3.00 274.1933
167 苯丙酸诺龙 637-27-4 2.09 150.0681
168 美雄醇 521-10-8 4.50 304.2402
169 勃拉睾酮 1605-89-6 4.51 316.2402
170 勃地酮 17- 硫酸酯 87331-43-9 3.77 366.1501
171 17- 乙酸勃地酮 2363-59-9 4.39 328.2039
172 6β- 羟基 -17α- 勃地酮 934536-49-9 1.93 302.1882
173 卡普睾酮 17021-26-0 4.51 316.2402
174 溴克仑特罗 37153-52-9 2.83 320.0291
175 羟甲基克仑特罗 38339-18-3 1.54 292.0745
176 5α- 雄甾 -1- 烯 -3β，17β- 二醇 5323-27-3 3.97 290.2246
177 宝丹酮 846-48-0 3.50 286.1933
178 克伦特罗 37148-27-9 2.61 276.0796
179 氯司替勃 1093-58-9 3.67 322.1700
180 醋酸氯司替勃 855-19-6 4.56 364.1805
181 普拉雄酮庚酸酯 23983-43-9 6.93 400.2978
182 去氢表雄酮 53-43-0 3.42 288.2089
183 屈他雄酮 58-19-5 4.24 304.2402
184 屈他雄酮丙酸酯 521-12-0 5.67 360.2664
185 甲基屈他雄酮 3381-88-2 4.78 318.2559
186 4- 氟 -19- 去甲睾酮 1881-31-8 2.92 292.1839
187 甲酰勃龙 2454--11-7 1.99 344.1988
188 夫拉扎勃 1239-29-8 4.96 330.2308
189 16β- 羟基夫拉扎勃 36455-74-0 3.77 346.2257
190 美雄诺龙 521-11-9 4.29 304.2403
191 16β- 羟基美雄诺龙 863760-64-9 3.11 320.2352
192 2- 羧基美雄诺龙甲酯 145553-00-0 3.82 362.2457
193 17-O- 三甲基硅烷基美雄诺龙 145760-86-7 6.63 376.2798
194 去氢美睾酮 1423-99-0 3.66 302.2246
195 美雄酮 72-63-9 4.04 300.2089
196 6β- 羟基美雄酮 33526-41-9 7.19 460.2829
197 美替诺龙 153-00-4 4.03 302.2246
198 美替诺龙庚酸酯 303-42-4 7.58 414.3134
199 美替诺龙醋酸酯 434-05-9 4.93 344.2351
200 美雄醇二丙酸酯 3593-85-9 7.32 416.2927
201 19- 去甲美雄醇 95554-01-1 4.02 290.2246
202 17-O- 乙酰基 19- 去甲美雄醇 96059-83-5 4.92 332.2351
203 硫甲睾酮 2205-73-4 3.67 450.1898
204 19- 去甲睾酮乙酸酯 1425-10-1 3.89 316.2039
205 乙诺酮 52-78-8 4.07 302.2246
206 炔诺酮醋酸酯 51-98-9 4.06 340.2039
207 双甲乙炔睾酮 79-64-1 4.53 340.2402
208 17α- 甲基异睾酮 65-4-3 3.98 302.2246
209 睾酮甲烷磺酸酯 23067-29-0 3.63 366.1865
210 19-O- 羧基甲氧基睾酮 67992-78-3 1.71 362.2093
211 睾酮 p- 甲苯磺酸酯 1255-57-8 5.49 442.2178
211 4-（羧基甲硫基）睾酮 70838-03-8 3.95 378.1865
213 2-α- 甲基二氢睾酮吡喃 -2- 基醚 983-56-2 5.12 388.2978
214 苯丙酸诺龙 62-90-8 5.97 406.2508
215 米勃龙 659146 4.03 302.2246
216 20- 氟米勃酮 133083-42-8 4.07 319.2177
217 丙酸诺龙 7207-92-3 4.42 330.2195
218 雷那诺龙 565-99-1 1.32 334.2144
219 甲基诺龙 514-61-4 3.54 288.2089
220 癸酸诺龙 360-70-3 8.14 428.3290
221 十一酸诺龙 862-89-5 8.67 442.3447
222 6- 去氢诺龙 14531-84-1 2.50 272.1776
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223 环己基丙酸诺龙 912-57-2 7.01 412.2978
224 脱氢诺龙醋酸酯 2590-41-2 3.43 314.1882
225 雄诺龙 521-18-6 3.75 290.2246
226 诺勃酮 797-58-0 4.51 316.2402
227 诺司替勃 13583-21-6 3.19 308.1543
228 氧宝龙戊丙酯 1254-35-9 6.21 414.2770
229 氧甲氢龙 53-39-4 3.33 306.2195
230 甲基司腾勃龙 5197-58-0 4.03 302.2246

育亨宾类

231 育亨宾 146-48-5 2.20 354.1943
232 育亨宾 -17- 酮 523-14-8 3.40 294.1732
233 育亨宾 -17- 醇 523-13-7 2.68 296.1889
234 （3β）-17.1 羟基育亨宾 -16 亨宾羧酸甲酯 84-37-7 2.20 354.1943
235 （3β，16β，17α，18β，20α）-18- 羟基 -11，17- 二甲氧基育亨宾 -16- 羧酸甲酯 2901-66-8 1.61 414.2155
236 别育亨宾 483-26-1 4.72 280.1939
237 18- 亚苄基育亨宾 -17- 醇 28529-01-3 4.45 384.2202
238 （15β，16E）-19，20- 二去氢 -16- 亚乙基 - 氧杂育亨宾 -21- 酮 102358-19-0 2.09 320.1525
239 11- 羟基育亨宾碱 140405-13-6 1.47 370.1893
240 17α- 羟基育亨宾 -16α- 甲醇 16，17- 环亚硫酸酯 439-64-5 1.96 372.1508
241 17β- 氯 -16α- 甲基育亨宾 439-65-6 4.86 328.1706
242 （19α）-16，17- 二去氢 -10- 甲氧基 -19- 甲基氧杂育亨宾 -16- 甲酰肼 72407-38-6 2.11 382.2005
243 17-α- 羟基 - 育亨宾 -16-α- 羧酸乙酯 73840-32-1 2.73 368.2100
244 14- 苯甲酰基氧育亨宾 90362-87-1 4.16 474.2155
245 10- 羟基育亨宾碱 41928-02-3 1.03 370.1893
246 16α- 甲基育亨宾 549-76-8 5.22 294.2096
247 甲基（16α，19α）-17- 甲氧基 -19- 甲基 -18- 氧杂育亨宾 -16- 羧酸酯 63569-19-7 3.30 384.4766
248 10，11- 二甲氧基 -19- 甲基 -16，17- 二去氢氧杂育亨宾 -16- 羧酸甲酯 3148-42-3 2.56 412.1998

促进剂

249 促进剂 DPG 102-06-7 2.36 211.1109
250 促进剂 DOTG 97-39-2 3.77 239.1422
251 促进剂 BG 93-69-6 1.13 191.1171
252 促进剂 M 149-30-4 2.41 166.9863
253 促进剂 DM 120-78-5 7.04 331.9570
254 促进剂 NS 95-31-8 4.49 238.0598
255 促进剂 NOBS（MSA） 102-77-2 2.44 252.0391
256 促进剂 DZ 4979-32-2 7.34 346.1537
257 促进剂 OTOS 13752-51-7 － 0.90 248.0653
258 促进剂 TMTM（TS） 97-74-5 0.87 208.0163
259 促进剂 T 137-26-8 1.75 239.9883
260 促进剂 TETD 97-77-8 3.88 296.0509
261 促进剂 TBTD 1634-02-2 8.13 408.1761
262 促进剂 TRA 120-54-7 5.50 383.9951
263 促进剂 TE 41365-24-6 6.47 392.0509
264 促进剂 TBzTD 10591-85-2 8.77 544.1135
265 促进剂 EZ（ZDEC） 136-94-7 3.62 359.9801
266 促进剂 BZ（ZDBC） 136-23-2 5.94 236.0526
267 促进剂 PX 14634-93-6 5.99 455.9801
268 促进剂 ZnBzDC 14726-36-4 8.34 608.0427
269 促进剂 TeEDC 20941-65-5 6.86 722.0081
270 促进剂 ZDBP 6990-43-8 8.08 546.0263
271 促进剂 Na-22 96-45-7 0.12 102.0252
272 促进剂 DETU 105-55-5 1.27 132.0721
273 促进剂 H 100-97-0 － 1.27 140.1062
274 促进剂 ZIX 42590-53-4 2.48 166.9584

其他

275 达克罗宁 586-60-7 4.67 289.2042
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表 2　17 种对照品信息 
Tab 2　Standard product information of 17 components

对照品 来源 批号 纯度/% 对照品 来源 批号 纯度/%
西地那非 中检院 510068-202101 100.0 氢溴酸西酞普兰 中检院 100110-201103   99.9 
他达拉非 中检院 510170-202102   99.8 帕罗西汀 中检院 100357-202105 100.0 
那非乙酰酸 TRC 1-WJS-22-3   99.2 前列地尔 TRC S092035 100.0 
N- 辛基去甲他达拉非 TRC 1-HPA-15-4   99.7 炔诺酮 中检院 100053-200204 100.0 
乙酰胺基他达拉非 TRC 7-APD-82-1   98.9 丙卡特罗 中检院 100275-201903 100.0 
伐地那非哌嗪酮 TRC 1-EJB-20-2   99.1 育亨宾 中检院 520024-201401   99.9 
去乙基卡巴地那非 TLC 2091-078A4   99.4 促进剂 DPG BOSF 203-002-1   98.0 
亚硝地那非 TRC 14-JQW-143-4   98.0 达克罗宁 中检院 100423-201102   99.8 
特拉唑嗪 First Stangard FS1605624   97.0 　 　 　 　

表 3　86 种对照品信息 
Tab 3　Standard product information of 86 components

对照品 来源 批号 纯度/% 对照品 来源 批号 纯度/%
脱硫伐地那非 TRC 1-ALB-8-1 95.0 氨基西地那非 TLC 2050-030A1 99.5 
庆地那非 TRC 1-XDD-42-2 98.7 双去碳西地那非 TLC 2077-035A2 98.7 
苯酰胺那非 TRC 4-ZCA-137-2 90.0 N- 去乙基 -N- 甲基伐地那非 TLC 2114-020A2 99.7 
苯噻啶红地那非 TRC 4-APK-41-1 99.9 双氯地那非 TRC 3-MUH-8-4 99.9 
那莫西地那非 中检院 520040-202102 100.0 哌唑那非 TRC 1-ZIW-178-1 95.0 
N- 去甲基西地那非 TRC 2-NOF-111-4 99.8 丙氧苯基硫代西地那非 TRC 3-KHI-18-2 98.0 
羟基红地那非 TRC 1-TEK-52-2 98.9 丙氧苯基硫代豪莫西地那非 TLC 1528-079A2 98.8 
阿伐那非 TRC 8-GHZ-5-1 97.7 氨基他达拉非 中检院 520042-202002 100.0 
艾地那非 坛墨 1412103 98.5 他达拉非甲基氯化物 TRC 1-TGG-133-1 95.0 
硫代西地那非 坛墨 22040056 99.0 卡巴地那非 TRC 2-CGF-95-3 99.6 
硫代豪莫西地那非 TRC 1-YTY-87-2 99.2 豪莫西地那非 中检院 520046-202002 100.0 
羟基硫代豪莫西地那非 TRC FS1614352 99.4 羟基伐地那非 TRC 1-ARD-6-3 98.0 
那莫伐地那非 TRC 3-LXS-59-2 97.8 去甲基他达拉非 安谱 2251644 99.0 
硝地那非 TRC 7-GJF-119-1 98.6 N- 丁基他达拉非 TRC 1-vas-21-2 98.0 
氯地那非 TRC 3-PKB-26-3 98.6 2- 羟丙基去甲他达拉非 TRC 1-HPA-25-1 98.0 
羟基氯地那非 TRC 3-PKB-33-1 99.2 丙氧苯基羟基豪莫西地那非 TRC 4-LIJ-133-4 98.7 
去甲基卡巴地那非 安谱 2250891 96.7 N- 乙基他达拉非 TLC 1361-023a1 99.9 
去碳西地那非 TRC 7-RFS-168-1 98.9 2- 羟乙基去甲他达拉非 TRC 1-HPA-25-1 96.0 
二甲基红地那非 TRC 19-PSB-16-2 95.8 硫喹哌非 安谱 2133-007A2 94.9 
二硫代去甲基卡巴地那非 TRC 2-CGF-101-4 99.6 硫代艾地那非 中检院 520048-202002 100.0 
酮红地那非 TLC 1361-0904 98.2 羟基硫代红地那非 TLC 2933-077A3 99.8 
双酮红地那非 TRC 1384-004A4 98.8 他达拉非二氯代杂质 TLC 1626-093A10 99.4 
环戊那非 TRC 1-CJM-6-1 96.0 西地那非杂质 12 TLC 2478-032 99.1 
丙氧苯基硫代羟基豪莫西地那非 TRC 3-KHI-20-1 98.4 去甲基哌嗪基西地那非磺酸 TRC 1-JMS-103-5 98.0 
丙氧苯基西地那非 TRC 1-URV-77-1 98.8 丙氧苯基艾地那非 TLC 1-PRB-41-2 98.0 
丙氧苯基硫代艾地那非 TRC 3-KHI-19-3 98.6 西地那非杂质 14 曼哈格 2422-068A8 98.8 
西地那非二聚体杂质 TRC 2-N07-109-2 98.7 丙氧苯基异丁基艾地那非 TLC 3103-042A3 99.5 
羟基硫代伐地那非 TRC 1-JSC-92-2 99.2 那红地那非 中检院 520047-201802 100.0 
苄西地那非 TRC 1446089-82-2 98.0 伪伐地那非 中检院 520041-202202 100.0 
桂地那非 TLC 1316-061A1 99.5 N- 去乙基伐地那非 TRC 1-JSC-41-3 97.0 
脱哌嗪基硫代西地那非 TRC 1353018-10-6 99.1 红地那非 中检院 520047-201802 100.0 
乙酰伐地那非 坛墨 21080176 98.6 伐地那非 中检院 510169-202001 100.0 
N- 去乙基红地那非 TRC 11-JTN-86-1 96.8 羟基豪莫西地那非 中检院 510032-201301 100.0 
去甲基硫代西地那非 TRC 479073-86-4 98.0 乌地那非 TRC 268203-93-6 96.0 
N- 叔丁氧羰基 -N- 去乙基红地那非 TRC 1246820-46-1 98.8 丙氧苯基硫代艾地那非 TRC 3-KHI-19-3 98.0 
O- 去乙基西地那非 TRC 6-GUY-15-1 99.4 二硫代去乙基卡巴地那非 TLC 2-CGF-101-4   98.6 
吡唑 N- 去甲基西地那非 TRC 139755-5-6 98.0 酚妥拉明 中检院 100110-201103 100.0 
异丁基西地那非 LGC GmbH W1006639 99.8 哌唑嗪 中检院 100164-201003 100.0 
西地那非 N- 氧化物 TRC 1-LUH-175-4 98.0 达泊西汀 曼哈格 F0034815   99.5 
伐地那非 N- 氧化物 TRC 448184-48-3 98.0 舍曲林 中检院 100702-202103 100.0 
伐地那非乙酰基类似物 TRC 1-WJS-172-3 98.6 N- 甲基帕罗西汀 中检院 101146-201001 100.0 
伐地那非二聚体 TRC 6-JKL-141-2 98.0 17- 甲睾酮 中检院 100172-200507 100.0 
米罗那非 Dr.E 135624 99.1 促进剂 M 国药 20180327 100.0 
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表 4　方法建立化合物质谱参数 
Tab 4　Parameters of compounds

编号 化合物 分子式 logP 值 采集模式 保留时间 /min 母离子 M（m/z） 碰撞能量 /V 子离子 M（m/z）
1 西地那非 C22H30N6O4S 2.27 ESI ＋ 5.793 475.2122 35 283、100
2 他达拉非 C22H19N3O4 1.43 ESI ＋ 6.637 390.1448 15 268、135
3 那非乙酰酸 C18H20N4O4 2.21 ESI ＋ 6.961 357.1557 35 329、300
4 N-辛基去甲他达拉非 C29H33N3O4 5.15 ESI ＋ 8.080 488.2544 35 366、169
5 乙酰胺基他达拉非 C23H20N4O5 0.00 ESI ＋ 6.335 433.1506 25 262、135
6 伐地那非哌嗪酮 C21H26N6O5S 0.16 ESI ＋ 5.793 475.1758 35 312、151
7 去乙基卡巴地那非 C22H28N6O3 0.63 ESI ＋ 5.309 425.2296 25 339、311
8 亚硝地那非 C27H35N9O5S2 4.66 ESI ＋ 6.335 630.2275 25 312、142
9 特拉唑嗪 C19H25N5O4 － 0.96 ESI ＋ 4.812 388.1979 35 290、247、71
10 氢溴酸西酞普兰 C20H21FN2O 2.51 ESI ＋ 5.663 325.1711 35 234、109
11 帕罗西汀 C19H20FNO3 3.89 ESI ＋ 5.931 330.1525 25 192、70
12 前列地尔 C20H34O5 2.24 ESI － 3.774 353.2333 15 317、235
13 炔诺酮 C20H26O2 3.38 ESI ＋ 7.131 299.2006 35 109、83
14 丙卡特罗 C16H22N2O3 1.37 ESI ＋ 3.877 291.1703 15 273、231
15 育亨宾 C21H26N2O3 2.20 ESI ＋ 5.045 355.2016 35 212、144
16 促进剂 DPG C13H13N3 2.36 ESI ＋ 4.680 212.1182 25 119、94、78
17 达克罗宁 C18H27NO2 4.76 ESI ＋ 5.968 290.2115 25 98

300 W、40 kHz 条件下，超声 20 min，冷至室温，
用甲醇稀释至刻度，摇匀，于 10 000 r·min － 1

离心 5 min，用 0.22 μm 微孔滤膜过滤，取续滤液
100 μL 用甲醇稀释至 1 mL，即得。
2.4.2　液体样品口服液　若为稀溶液样品溶液与甲
醇等比例混合；若为浓溶液样品溶液，可取样品溶
液适量加入 3 ～ 5 倍的甲醇溶液，超声 20 min，摇
匀，于 10 000 r·min－ 1 离心 5 min 后，用 0.22 μm
微孔滤膜过滤，取续滤液 100 μL 用甲醇稀释至 1 
mL，即得。不加样品，同法制备空白样品溶液。
2.5　定性筛查
　　供试品色谱图中，提取表 2中的各化合物 [M＋

H] ＋ /[M － H] － EIC 图，如果未发现色谱峰，则判
断样品中没有添加表 2 中缓解体力疲劳类化学药物。
如果发现色谱峰，则怀疑样品中可能添加缓解体力
疲劳类化学药物，需获得该可疑物质的对照品，制
备成质量浓度约为 10 μg·mL－ 1 的溶液，然后将空
白溶液、对照品溶液、供试品溶液分别进样，采集
化合物保留时间、质谱一、二级离子，完成确证。
2.6　检出物的含量测定
　　精密称量检出物质的对照品约 5 mg，配制成
系列标准曲线溶液（0 ～ 20 μg·mL － 1）。根据供
试品中检出物的质谱一级响应调整其稀释倍数，
使其位于标准曲线范围内，根据外标法计算含量。
2.7　方法学验证
2.7.1　分析方法的色谱保留　按“2.1”“2.2”项下
条件分别进样方法建立混合对照溶液图谱，考察化
合物的色谱保留，质谱一级响应，除前列地尔只有
负离子响应外，其余 17 种化学药物均只有正离子
响应，详见图 1。从图中可知，方法验证集中各成
分均在方法建立化合物集色谱保留范围（3.5 ～ 8.5 

min）间出峰，初步验证了色谱方法的通用性。

A

B
图 1　方法建立化合物集对照品总离子流叠加色谱图

Fig 1　Total ion flow spectra of methodlogical compounds
A. EIC ＋；B. EIC－

2.7.2　线性范围、检出限及回收率　对方法的专属
性、线性范围和检测限进行考察。取“2.3.1”项下混
合对照品储备液（500 μg·mL－ 1），分别稀释成质量
浓度为 0、0.5、1、2、5、10、20、50 μg·mL － 1 的
标准曲线工作溶液，以对照品进样量（x，μg）为横
坐标，峰面积（y）为纵坐标，绘制标准曲线。计算
方法建立化学药物的线性回归方程、线性范围、相关
系数；以信噪比（S/N）＝ 3 计算各化合物的检测限
（LOD）和（S/N）＝ 10 计算定量限（LOQ），各成分
LOD 在 1.42 ～ 20.41 ng·mL－ 1，取阴性样品 1 次服
用量的内容物 6 份分别加入一定量对照品，按样品
处理方法同法处理测定回收率。结果见表 5。
2.7.3　精密度及重复性　取质量浓度均为 10 
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表 5　高通量筛查方法建立化学药物集线性关系及检测限、定量限、精密度、回收率 
Tab 5　Linear equations，linearity，correlation coefficient，LOD and LOQ，recovery of logical chemical drugs by high-throughput screening method

化合物
线性范围 /

（μg·mL － 1）
线性方程 r

LOD/
（μg·g － 1）

LOQ/
（μg·g － 1）

回收率

平均回收率 /% RSD/%
那非乙酰酸 1 ～ 20 y ＝ 3.6×105x ＋ 4.0×105 0.9995   3.04 10.12   92.04 0.10
他达拉非 1 ～ 20 y ＝ 2.5×105x ＋ 4.1×104 0.9992 10.58 35.26   96.33 0.11
去甲基卡巴地那非 1 ～ 20 y ＝ 2.7×105x ＋ 4.5×105 0.9999 20.41 68.02   91.97 0.10
乙酰胺基他达拉非 1 ～ 20 y ＝ 2.4×105x ＋ 1.7×105 0.9996   9.97 33.23   91.58 0.20
伐地那非哌嗪酮 1 ～ 20 y ＝ 4.8×105x ＋ 5.2×105 0.9991   4.11 13.71   91.02 0.31
西地那非 1 ～ 20 y ＝ 2.0×105x ＋ 1.9×105 0.9993   4.12 13.74   87.21 0.13
N- 辛基去甲他达拉非 1 ～ 20 y ＝ 1.8×105x ＋ 3.3×105 0.9990   9.76 32.54   88.93 0.19
亚硝地那非 1 ～ 20 y ＝ 1.8×105x ＋ 3.3×105 0.9990   4.45 14.85   82.46 0.10
促进剂 DPG 1 ～ 20 y ＝ 7.4×105x ＋ 2.1×105 0.9995   1.42   4.72 109.86 0.070
达克罗宁 1 ～ 20 y ＝ 6.4×105x ＋ 3.0×105 0.9994   2.45   8.16 102.62 0.20
丙卡特罗 1 ～ 20 y ＝ 3.9×105x ＋ 6.2×105 0.9994   7.55 25.16   98.23 0.11
炔诺酮 1 ～ 20 y ＝ 1.2×105x ＋ 9.0×105 0.9998   7.77 25.91 104.78 0.20
氢溴酸西酞普兰 1 ～ 20 y ＝ 6.0×105x ＋ 7.3×105 0.9991   6.42 21.40 114.07 0.080
帕罗西汀 1 ～ 20 y ＝ 4.9×105x ＋ 2.0×105 0.9992   6.39 21.30   98.20 0.15
育亨宾 1 ～ 20 y ＝ 7.3×105x ＋ 1.0×105 0.9993   3.37 11.22 107.04 0.050
特拉唑嗪 1 ～ 20 y ＝ 5.9×105x ＋ 1.0×105 0.9990   3.72 12.39 104.16 0.11
前列地尔 1 ～ 20 y ＝ 1.3×105x ＋ 2.43×105 0.9994   8.64 28.80   99.50 0.20

μg·mL － 1 的混合对照溶液，按“2.1”“2.2”项
下条件进样 6 针，提取表中的母离子的 EIC 图
谱，计算保留时间和色谱峰面积的相对标准偏差
（RSD）。结果各化合物的保留时间 RSD ＜ 1.0%，
峰面积 RSD ＜ 3.0%。
2.7.4　基质效应考察　取检测结果为阴性的固体
制剂（片剂、颗粒剂、粉剂、丸剂、茶叶）和液
体制剂（口服液、膏）样品，分别加入“2.3.1”项
下 10 μg·mL－ 1 的化学药物混合溶液，进样测定，
考察基质效应，结果表明各剂型基质效应不明显。
2.8　验证方法化学药物的保留时间范围及 LOD
　　取“2.3.2”中的验证方法化学药物混合溶液集

按“2.1”项下条件进样（同分异构体分开进样），查
看验证化学药物集混合溶液在所建立方法下的色谱
保留以及质谱一级响应。结果发现各成分均在方
法建立化学药物集色谱保留时间范围（5.00 ～ 9.00 
min）内出峰，LOD 在 5 ～ 25 ng·mL－ 1，初步验
证了色谱方法的通用性。
2.9　样品中非法添加化学药物含量测定
　　按“2.4”项下供试品处理方法提取 10 批样品，
进样分析。结果显示：1 批检测出育亨宾和西地
那非；2 批检测出西地那非和他达拉非；1 批检测
出达泊西汀；2 批检出促进剂 M；1 批检出西地那
非杂质 12；3 批检出西地那非。典型图谱见图 2。

图 2　缓解体力疲劳保健食品阳性样品典型色谱图

Fig 2　Typical chromatograms of positive samples of anti-fatigue health food
1. 育亨宾（yohimbine）；2. 西地那非（sildenafil）；3. 他达拉非（tadalafil）；4. 达泊西汀（dapoxetine）；5. 促进剂 M（accelerator M）；6. 西
地那非杂质 12（sildenafil impurities 12）

3　讨论
　　本单位近 10 年来检测的 1000 批缓解体力疲
劳类中成药及保健食品检验结果 80% 为阳性，检
出西地那非、他达拉非、羟基豪莫西地那非、西
地那非杂质 12、对乙酰氨基酚、达泊西汀、促进
剂 M、促进剂 DPG。本文建立数据库时根据国家

标准、文献报道及本实验室在抗疲劳保健食品中
发现的添加物，包括 PDE-5 抑制剂、α- 肾上腺素
受体阻滞剂、蛋白同化制剂、天然前列腺类物质、
育亨宾类、促进剂。其中，促进剂为工业用原料，
为本实验室在多批样品中首次发现，可能是原料
污染所致。
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　　现行检验标准中多组分的 HPLC-DAD 检验方
法，为了追求各成分的色谱分离，导致分析时间
较长。从检验结果来看，基本不存在检出多种药
物分离不佳的情况。近年新发布的四极杆质谱法，
强调同时检测成分的数量，不符合造假的真实情
况及监管实际需求，该方法既浪费对照品，又耽
误分析时间，而且容易产生假阳性结果。
　　近年来，食品及保健食品中非法添加化学药
物以规避标准的形式不断出现，标准的更新跟不
上新型添加物的出现，标准的出台即“作废”、
“被动型”监管及“补丁式”标准方式急需转变。
本试验系统性地提出了一种新的食品非法添加监
督检验思路：利用超高效液相色谱 - 高分辨质谱
法，结合数据库比对，通过筛选少量代表性的对
照品，建立适用范围广泛的八大类、275 种抗疲
劳类化合物的分离分析方法，可实现在短时间内
完成大量化合物的筛查。实践证明，本实验方法
可以替代抗疲劳中成药及保健食品中非法添加物
检验的现行 4 项标准或补充检验方法，并且对于
新型未知物的判定也有很好的适用性 [30]。

参考文献

[1] 刘素丽 . 食品中非法添加物质情况及其检测方法研究进

展 [J]. 中国食品药品监管，2022，8：90-95. 
[2] Trinchieri M，Trinchieri M，Perletti G，et al. Erectile and 

ejaculatory dysfunction associated with use of psychotropic 
drugs：a systematic review [J]. J Sex Med，2021，18（8）：

1354-1363. 
[3] Caretta N，Ponce MDR，Minicuci N，et al. Efficacy of penile 

low-intensity shockwave treatment for erectile dysfunction：
correlation with the severity of cavernous artery disease [J]. Asian 
J Androl，2021，23（5）：462-467.

[4] Chen WK，Zhou T，Yu DD，et al. Effects of major depres-
sion and bipolar disorder on erectile dysfunction：a two-sam-
ple mendelian randomization study [J]. BMC Med Genomics，
2023，16（1）：66. 

[5] 毕海宁，刘杰昊，高江涛，等 . 疏肝益肾起痿汤联合他达

拉非片治疗 5- 羟色胺再摄取抑制剂类抗抑郁药物所致勃起

功能障碍临床研究 [J]. 新中医，2023，55（12）：81-86. 
[6] 徐磊，封宇飞 . 5- 羟色胺 - 多巴胺受体部分激动剂依匹哌唑

的药理作用与临床评价 [J]. 中国新药杂志，2016，25（5）：

481-511. 
[7] Sadovniova A. Glucocorticoid regulation of milk production，

lactose synthesis，and alpha-lactalbimin gene expression [D]. 
Davis：UC Davis Electronic，2022. 

[8] 刘川，李佳佳，吴雪莹，等 . 通过固相萃取 - 超高效液相色

谱 - 串联质谱法测定动物源性食品中 30 种食源性兴奋剂 [J]. 
食品科学，2024，45（4）：289-299. 

[9] 张苗，朱晓玲，江丰，等 . 固相萃取 - 超高效液相色谱 - 串
联质谱法同时测定保健食品中 18 种非法添加化合物 [J]. 食
品科技，2020，45（8）：298-304. 

[10] 赵琪，贾昌平，钱叶飞，等 . UPLC-DAD 法快速检测保健

食品中 13 种非法添加化学物质 [J]. 中成药，2019，11（41）：

2792-2796. 
[11] 张斌，潘建立，储蓉，等 . 缓解体力疲劳类保健食品中 2 种

新的化学添加物的鉴定及含量检测 [J]. 食品安全质量检测学

报，2020，11（2）：594-600.
[12] 刘斌，包懿，郎乐，等 . 超高效液相色谱 - 四极杆 / 静电场轨

道阱高分辨质谱法快速筛查及定量分析保健品中 29 种非法添

加物 [J]. 食品安全质量检测学报，2019，10（6）：1511-1518. 
[13] 谭丽容，程敏，林伟斌，等 . 串联固相萃取超高效液相色

谱三重四级杆质谱法同时测定用于改善阳虚和缓解疲劳

类的 20 种保健品非法添加物 [J]. 食品安全质量检测学报，

2019，10（21）：7418-7426. 
[14] 唐维英，黄泽玮，钱广生，等 . 超高效液相色谱 - 串联质谱

法测定茶叶、代用茶和饮料食品中 63 种非法添加化合物 [J]. 
色谱，2018，36（12）：1245-1260. 

[15] 申国华，董培智，王子龙，等 . 中成药中非法添加二硫去甲

基卡波地那非的检测 [J]. 中成药，2019，41（12）：3060-3063. 
[16] 黄越燕，屠婕红，徐宏祥，等 . UPLC-MS/MS 法快速测定

中药和保健食品中非法添加 17 种抗炎镇痛类化学药的研

究 [J]. 中草药，2016，47（2）：246-254. 
[17] 纪慧 . 非甾体类抗炎药的临床应用及不良反应分析 [J]. 中国

现代药物应用，2018，12（24）：127-128. 
[18] 徐力，陈婷 . UPLC-MS/MS 法测定中药和保健食品中非法

添加 13 种化学成分的含量 [J]. 西北药学杂志，2017，32
（4）：461-464. 

[19] 倪赟，张崇生 . UPLC-MS/MS 测定补肾抗疲劳中成药及保

健食品中非法添加的 9 种 PDE-5 抑制剂及其衍生物 [J]. 中南

药学，2018，16（9）：1295-1299. 
[20] 王东风 . 中成药及保健食品中非法添加化学药品检验中存

在的问题及对策 [J]. 药物研究，2018，26（7）：110-111. 
[21] 2009030. 药品检验补充检验方法和检验项目批准件 [S]. 

2009.
[22] BJS 201704. 食品中去甲基他达拉非和硫代西地那非的测

定 [S]. 2017.
[23] BJS 201808. 食品中 5 种α- 受体阻断类药物的测定 [S]. 2018.
[24] BJS 201805. 食品中那非类物质的测定 [S]. 2018.
[25] 徐硕，金鹏飞，徐文峰，等 . 补肾壮阳类药品中非法添加

化学药物检测技术的研究进展 [J]. 西北药学杂志，2017，5
（32）：677-679. 

[26] 王伟姣，龙凌云，姜成君，等 . UPLC-MS/MS 法测定保健

食品中添加的 114 个化学药 [J]. 药物分析杂志，2019，39
（12）：2157-2169.

[27] 吕冠欣，罗枭灼，熊江云，等 . UPLC-MS/MS 测定代用茶

中 98 种非法添加化学药物 [J]. 食品与药品，2024，26（1）：

594-600.
[28] 黄泽玮，刘忠莹，黄瑛，等 . Orbitrap-Elite 高分辨质谱用于

减肥及壮阳类保健食品和中成药中 54 种非法添加物的快速

筛查及确证 [J]. 中国测试，2019，45（1）：70-76. 
[29] Kee CL，Ge XW，Koh HL，et al. Isolation and characteriza-

tion of propoxyphenyl linked sildenafil and thiosildenafil ana-
logues in healthsupplements [J]. J Pharm Biomed Anal，2012，
70（21）：265-272.

[30] 贾昌平，赵琪，张珊珊，等 . 一种中成药及保健食品

中促进 M 和促进剂 DPG 的检测方法：110068629 B [P]. 
2019-07-30.

（收稿日期：2024-09-20；修回日期：2024-10-20）



756

Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3 　中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期

基于 UPLC多指标成分和化学计量学研究不同产地炙甘草

张春平1，2，宋霞2，卜晨琛2，乔亚玲2，韩晓萍2*（1.青海大学药学系，西宁　810016；2.青海省药品检验检测院/

青海省中藏药现代化研究重点实验室/国家药品监督管理局中药藏药质量控制重点实验室，西宁　810016）

摘要：目的　建立同时测定不同产地炙甘草中 7 种成分含量的 UPLC 方法，结合化学计量学

软件进行分析，对比研究不同产地炙甘草的质量情况。方法　采用 UPLC 仪，Waters BEH 
C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），乙腈 -0.1% 甲酸溶液为流动相，梯度洗脱，流速 0.3 
mL·min－ 1， 柱 温 35℃， 检 测 波 长 0 ～ 13 min，237 nm；13 ～ 22 min，360 nm；22 ～ 25 
min，254 nm；25 ～ 33 min，265 nm，进样量 1 μL。结果　共分离出 18 个共有峰，并对其中

7 种成分定量，结果甘草苷为 0.06% ～ 1.37%；芹糖甘草苷为 0.04% ～ 0.76%；芹糖异甘草苷

为 0.003% ～ 0.45%；异甘草苷为 0.001% ～ 0.68%；新异甘草苷为 0.004% ～ 0.08%；甘草酸

为 1.40% ～ 2.60%，甘草香豆素为 0.002% ～ 0.15%。产地为甘肃的炙甘草中甘草苷和甘草酸

的含量分别为 0.68% 和 2.15%，产地为内蒙古的分别为 0.65% 和 2.05%，产地为新疆分别为

0.60% 和 2.02%；产地为甘肃的炙甘草批间相似度值最高；产地为内蒙古的炙甘草批间相似度

值较为集中，但有 3 批样品离散；产地为新疆的炙甘草批间相似度值整体较为离散。结论　所

建立的方法稳定、可靠，有效地对比了不同产地的炙甘草质量。

关键词：炙甘草；指纹图谱；超高效液相色谱法；化学计量学

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0756-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.027

Multi-indicator composition and chemometrics of honey-fried licorice from 
different origins

ZHANG Chun-ping1, 2, SONG Xia2, BU Chen-chen2, QIAO Ya-ling2, HAN Xiao-ping2* (1. 
Department of Pharmacy, Qinghai University, Xining  810016; 2. Qinghai Pharmaceutical Inspection 
and Testing Institute/Qinghai Key Laboratory for Modernization of Chinese and Xizang Medicine/
State Drug Administration Key Laboratory for Quality Control of Chinese and Xizang Medicines, 
Xining  810016)

Abstract: Objective  To establish an ultra high performance liquid chromatography method for 
the simultaneous determination of 7 components in honey-fried licorice from different origins, and 
analyze them with chemometrics software to compare their quality. Methods  An ultra performance 
liquid chromatograph was used with a Waters BEH C18 column (2.1 mm×100 mm, 1.7 μm), with 
acetonitrile-0.1% formic acid solution as the mobile phase with gradient elution. The flow rate was 0.3 
mL·min－ 1, the column temperature was 35℃ .The detection wavelength was 0 ～ 13 min, 237 nm; 
13 ～ 22 min, 360 nm; 22 ～ 25 min, 254 nm, and 25 ～ 33 min, 265 nm, and the injection volume 
was 1 μL. Results  Totally 18 common peaks were separated and 7 components were quantified: 
0.06% ～ 1.37% for glycyrrhizin; 0.04% ～ 0.76% for apigenin; 0.003% ～ 0.45% for apigenin 
isoglycyrrhizin; 0.001% ～ 0.68% for isoglycyrrhizin; 0.004% ～ 0.08% for neoisoglycyrrhizin; 
1.40% ～ 2.60% for glycyrrhizic acid; and 0.002% ～ 0.15% for glycyrrhizin coumarin. The content 
of glycyrrhizin and glycyrrhizic acid was 0.68% and 2.15% respectively in honey-fried licorice from 
Gansu, while that was 0.65% and 2.05% respectively from Inner Mongolia, and 0.60% and 2.02% 
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　　甘草为豆科植物甘草（Glycyrrhiza uralensis 
Fisch.）、胀果甘草（Glycyrrhiza inflate Batal.）或
光果甘草（Glycyrrhiza glabra Linn.）的干燥根及
根茎，具有清热解毒，补气益脾胃，润肺祛痰，
缓急止痛，调和诸药的作用 [1-3]。炙甘草是其常
用炮制品，甘草经蜜炙后可增强其补脾和胃、益
气复脉的功效，临床上可用于脾胃虚弱，倦怠乏
力，心动悸，脉结代的治疗 [4-10]。
　　目前，虽有炙甘草药材的指纹图谱研究 [11-12]，
但均采用 HPLC 方法且样本量较少、未对不同产
地的炙甘草进行比较。本文通过 UPLC 法建立了
炙甘草的指纹图谱，可以在 33 min 内实现 18 个共
有峰的分离，色谱峰峰形好、保留时间稳定，同
时可以测定其中 7 种成分含量，以达到高效、环
保的分析目的。
　　甘草的产区主要有甘肃、新疆和内蒙古 [13]，
炙甘草为甘草的蜜炙品，炮制过程中需加 25% 的
炼蜜进行高温炒制，为了考察不同产地的炙甘草
饮片之间的差异，以及甘肃、新疆、内蒙古 3 个
产地的炙甘草整体质量差异，本文对炙甘草进行
化学成分分析测定的同时对不同产地的炙甘草进
行对比研究，结合 ChemPattern 化学计量学软件进
行指纹谱图分析和聚类分析，以直观比较不同产
地炙甘草的质量情况。
1　仪器与试药

1.1　仪器 
　　Acquity UPLC 超高效液相色谱仪（美国沃特
世公司）；BSA224S-CW 电子天平（Sartorius）；
Milli-QA 超纯水器（美国密理博）。
1.2　试药 
　　芹糖甘草苷对照品（批号：74639-14-8）、芹糖
异甘草苷对照品（批号：120926-46-7）、异甘草苷对
照品（批号：5041-81-6）、新异甘草苷对照品（批号：
7014-39-3）、甘草香豆素对照品（批号：94805-82-0）
（上海源叶生物科技有限公司，含量以 98.0% 计）；
甘草苷对照品（批号：111610-202209，含量以 95.2%
计）、甘草酸铵对照品（批号：110731-202122，含量
以 94.4% 计）（中国食品药品检定研究院）；乙腈为色

谱纯、甲酸为色谱纯、其余试剂为分析纯。
　　74 批炙甘草样品均来源于 2023 年国家药品
抽检药材，其中甘肃产 31 批，新疆产 18 批，内
蒙古产 25 批。经青海省药品检验检测院中药室
主任宋霞鉴定，均为正品。选取其中 20 批样品
为代表样品，建立炙甘草指纹图谱。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　采用 Waters BEH C18 色谱柱（2.1 mm×100 
mm，1.7 μm）；以乙腈（A）-0.1% 甲酸溶液（B）
为流动相，梯度洗脱（0 ～ 6 min，5% ～ 13%A；
6 ～ 13 min，13% ～ 19%A；13 ～ 13.1 min，
19% ～ 21%A；13.1 ～ 18 min，21% ～ 25%A；
18 ～ 20 min，25% ～ 32%A；20 ～ 23 min，
32% ～ 49%A；23 ～ 25 min，49% ～ 55%A；
25 ～ 27 min，55% ～ 67%A；27 ～ 30 min，
67% ～ 75%A；30 ～ 33 min，75% ～ 80%A），
流速：0.3 mL·min－ 1；变换检测波长（0 ～ 13 
min，237 nm；13 ～ 22 min，360 nm；22 ～ 25 
min，254 nm；25 ～ 33 min，265 nm）； 柱 温：
35℃；进样量：1 μL。
2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液　取甘草苷、芹糖甘草苷、芹糖
异甘草苷、异甘草苷、新异甘草苷、甘草酸铵、甘
草香豆素对照品适量，分别置 50 mL 量瓶中，用
70% 乙醇溶解并稀释至刻度作为母液，分别取母液
适量至 25 mL 量瓶中并稀释至刻度，配制成上述 7
种成分质量浓度分别为 16.08、12.82、8.25、12.44、
8.11、23.52、4.10 μg·mL－1的混合对照品溶液，即得。
2.2.2　供试品溶液　取本品粉末（过三号筛）约
0.2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
70% 乙醇 100 mL，密塞，称定重量，超声处理
（功率 250 W，频率 40 kHz）30 min，放冷，再
称定重量，用 70% 乙醇补足减失的重量，摇匀，
滤过，取续滤液，即得。
2.2.3　空白溶液　取相应试剂溶液即 70% 乙醇为
空白溶液。
2.3　方法学考察

respectively from Xinjiang. The highest inter-batch similarity was found in Gansu; the inter-batch 
similarity was more concentrated in Inner Mongolia, but that of three batches of samples was discrete; 
and the inter-batch similarity was more discrete in Xinjiang. Conclusion  The method is stable, reliable 
and effective in comparing the quality of honey-fried licorice from different origins. 
Key words: honey-fried licorice; fingerprint; ultra performance liquid chromatography; chemometrics
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2.3.1　专属性试验　取“2.2”项下空白溶液、对
照品溶液、供试品溶液，在“2.1”项色谱条件下
测定，记录色谱图。图谱显示空白溶液无干扰，
方法专属性符合要求。空白溶液、对照品溶液及
供试品溶液的色谱图见图 1。

图 1　空白溶液（A）、对照品溶液（B）及供试品溶液（C）色谱图

Fig 1　Chromatograms of blank solution（A）、control solution（B）

and test solution（C）

1. 甘草苷（glycyrrhizin）；2. 芹糖甘草苷（apigenin）；3. 芹糖异甘草

苷（apigenin isoglycyrrhizin）；4. 异甘草苷（isoglycyrrhizin）；5. 新异

甘草苷（neoisoglycyrrhizin）；6. 甘草酸（glycyrrhizic acid）；7. 甘草

香豆素（glycyrrhizin coumarin）

2.3.2　线性关系考察　取稀释后的混合对照品溶
液，按“2.1”项下色谱条件进行样品测定。结果
甘草苷、芹糖甘草苷、芹糖异甘草苷、异甘草苷、
新异甘草苷、甘草酸、甘草香豆素在相应线性范
围内与峰面积呈良好的线性关系，结果见表 1。
2.3.3　精密度试验　精密吸取同一批（11 号样
品）炙甘草供试品溶液 1 μL，连续进样测定 6
次，记录色谱图。以甘草苷峰为参照峰，计算各
特征峰的相对保留时间及相对峰面积，结果各
特征峰的相对保留时间 RSD ＜ 1%，相对峰面积
RSD ＜ 2%（n ＝ 6），表明仪器精密度良好。
2.3.4　重复性试验　取同一批（11 号样品）炙甘草样
品粉末 6 份，精密称定，按“2.2.2”项下方法分别制
备供试品溶液，精密吸取 1 μL，分别进样，记录色

谱图。以甘草苷峰为参照峰，计算特征峰的相对保
留时间及相对峰面积，结果各特征峰的相对保留时
间 RSD ＜ 1%，相对峰面积的 RSD ＜ 2%，表明方法
重复性好。甘草苷平均含量为0.69%（RSD＝1.4%），
芹糖甘草苷平均含量为 0.33%（RSD ＝ 1.7%），芹糖
异甘草苷平均含量为 0.02%（RSD ＝ 1.3%），异甘草
苷平均含量为 0.09%（RSD ＝ 1.8%），新异甘草苷平
均含量为 0.01%（RSD ＝ 0.60%），甘草酸平均含量
为 1.99%（RSD ＝ 1.0%），甘草香豆素平均含量为
0.06%（RSD ＝ 1.4%）（n ＝ 6）。
2.3.5　稳定性试验　精密吸取同一批（11 号样
品）炙甘草供试品溶液 1 μL，分别于 0、2、4、6、
8、12、24 h 进样测定，记录色谱图。以甘草苷峰
为参照峰，计算特征峰的相对保留时间及相对峰
面积，结果各特征峰的相对保留时间 RSD ＜ 1%
（n ＝ 7），相对峰面积的 RSD ＜ 2%（n ＝ 7），
表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。
2.3.6　加样回收率　取炙甘草样品（11 号样品）
0.1 g，共 6 份，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密
加入“2.2.1”项下对照品母液适量，按“2.2.2”项下
方法制备供试品溶液，以“2.1”项下色谱条件进样测
定，记录色谱图并计算加样回收率，结果 7 种成分
的平均回收率为 100.09% ～ 101.20%，RSD 均＜ 2%。
2.4　样品含量测定

　　74 批炙甘草样品按“2.2.2”项下操作制备供试
品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别进行测定。结
果 74 批炙甘草中均含有甘草苷、芹糖甘草苷、芹
糖异甘草苷、异甘草苷、新异甘草苷、甘草酸、甘
草香豆素 7 种化学成分，但不同批次之间各成分含
量值差别较大：甘草苷为 0.06% ～ 1.37%，平均值
为 0.60%；芹糖甘草苷为 0.04% ～ 0.76%，平均值
为 0.35%；芹糖异甘草苷为 0.003% ～ 0.45%，平均
值为 0.12%；异甘草苷含量为 0.001% ～ 0.68%，平
均值为 0.08%；新异甘草苷为 0.004% ～ 0.08%，平
均值为 0.05%；甘草酸为 1.40% ～ 2.60%，平均值

表 1　回归方程、相关系数及线性范围 
Tab 1　Regression equation，correlation coefficient and linear range

成分 回归方程 R2 线性范围 /
（ng·mL － 1）

甘草苷 y ＝ 5.91×103x ＋ 4.63 0.9992 3.2 ～ 32.2

芹糖甘草苷 y ＝ 4.78×103x － 0.22 0.9990 2.6 ～ 25.6

芹糖异甘草苷 y ＝ 9.58×103x － 0.57 0.9992 1.6 ～ 16.5

异甘草苷 y ＝ 1.31×104x － 1.006 1.000 2.5 ～ 24.9

新异甘草苷 y ＝ 1.27×104x － 0.19 0.9995 1.6 ～ 16.2

甘草酸 y ＝ 2.41×103x － 0.50 0.9993 4.7 ～ 47.0

甘草香豆素 y ＝ 3.87×103x － 0.038 0.9999 0.8 ～ 8.2
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为 2.02%，甘草香豆素为 0.002% ～ 0.15%，平均值
为 0.05%。化学成分含量测定聚类分析热图见图 2。

图 2　74 批炙甘草 7 种化学成分含量测定聚类分析热图

Fig 2　Heat map of cluster analysis of 74 batches of honey-fried licorice 
with determination of 7 components 

2.5　不同产地 UPLC 图比较 
　　将不同产地的炙甘草样品，按“2.2.2”项下
方法分别制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条
件进行测定，记录 UPLC 图（见图 3）。经过液相
色谱图的比较，产地为甘肃、内蒙古、新疆的炙
甘草 UPLC 图基本一致，3 个产地的炙甘草均具
有 18 个主要色谱峰，主要化学成分一致，但不
同产地炙甘草中的各主成分峰高略有不同，存在
质量差异。
2.6　指纹图谱的建立

　　将“2.4”项下采集的图谱采用 ChemPattern
化学计量学软件进行数据分析处理，选取其中
20 批样品为代表样品，建立炙甘草指纹图谱方
法并生成炙甘草共有模式的对照指纹图谱（见图
4、5），共有峰 18 个。经过与对照品比对，标定
2 号峰为甘草苷、3 号峰为芹糖甘草苷、4 号峰为
芹糖异甘草苷、5 号峰为异甘草苷、7 号峰为新
异甘草苷、13 号峰为甘草酸、15 号峰为甘草香
豆素，这 7 个峰与 6 号峰、1 号峰、8 号峰、9 号
峰、10 号峰、11 号峰、12 号峰、14 号峰、16 号
峰、17 号峰、18 号峰均为共有峰。
2.7　指纹图谱数据评价

　　采用 ChemPattern 化学计量学软件以指纹图
谱为参照，计算样品的相似度值（见图 6 及表 2）。
74 批样品的相似度值为 0.58 ～ 0.99；产地为甘肃
的炙甘草相似度值为 0.58～ 0.99，平均值为 0.85；
产地为内蒙古的炙甘草相似度值为 0.59 ～ 0.99，
平均均值为 0.81；产地为新疆的炙甘草相似度值

为 0.58 ～ 0.99，平均均值为 0.76；由此可见，相
同产地的炙甘草间均存在质量差异，不同产地之
间相似度值的最低值与最高值的区间范围相差不
大，但产地为甘肃的炙甘草相似度平均值最高，
产地为新疆的炙甘草相似度平均值最低。

图 3　不同产地炙甘草 UPLC 图

Fig 3　UPLC graph of honey-fried licorice from different origins
A. 甘肃（Gansu）；B. 内蒙古（Inner Mongolia）；C. 新疆（Xinjiang）

图 4　炙甘草指纹图谱

Fig 4　Honey-fried licorice fingerprint

图 5　炙甘草 UPLC 对照指纹图谱

Fig 5　UPLC for fingerprint control of honey-fried licorice
2. 甘草苷（glycyrrhizin）；3. 芹糖甘草苷（apigenin）；4. 芹糖异甘草

苷（apigenin isoglycyrrhizin）；5. 异甘草苷（isoglycyrrhizin）；7. 新异

甘草苷（neoisoglycyrrhizin）；13. 甘草酸（glycyrrhizic acid）；15. 甘
草香豆素（glycyrrhizin coumarin）
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图 6　炙甘草相似度分析图

Fig 6　Similarity analysis of honey-fried licorice 

2.8　化学计量学相似度分析 
　　采用 ChemPattern 化学计量学软件对数据分
析处理，对采集数据按样品的标示产地进行分组
并计算各批次炙甘草样品和对照指纹图谱的相似
度，相似度分析图（见图 7）。结果显示，产地标
示为甘肃的炙甘草整体相似度较高，产地标示为
内蒙古的炙甘草整体相似度次之，产地标示为新

表 2　74 批炙甘草相似度计算结果 
Tab 2　Similarity of 74 batches of honey-fried licorice 

序号 产地 相似度值 序号 产地 相似度值 序号 产地 相似度值

1 内蒙古赤峰 0.59 26 甘肃 0.98 51 内蒙古赤峰 0.99

2 甘肃 0.96 27 新疆 0.98 52 新疆 0.99

3 甘肃 0.99 28 甘肃 0.99 53 内蒙古阿拉善盟 0.59

4 甘肃 0.74 29 甘肃 0.74 54 甘肃 0.99

5 新疆 0.73 30 内蒙古 0.74 55 新疆 0.73

6 新疆 0.72 31 内蒙古 0.99 56 新疆 0.72

7 新疆 0.85 32 内蒙古 0.73 57 内蒙古 0.95

8 内蒙古 0.99 33 甘肃定西 0.74 58 内蒙古 0.74

9 新疆 0.73 34 内蒙古赤峰 0.74 59 甘肃 0.87

10 内蒙古 0.74 35 甘肃 0.74 60 内蒙古 0.74

11 新疆 0.64 36 新疆 0.91 61 新疆 0.74

12 新疆 0.58 37 新疆 0.59 62 内蒙古 0.92

13 新疆伊犁 0.73 38 甘肃 0.73 63 甘肃 0.76

14 甘肃 0.93 39 甘肃 0.99 64 甘肃 0.74

15 甘肃 0.74 40 内蒙古 0.74 65 新疆 0.93

16 甘肃 0.99 41 内蒙古 0.74 66 内蒙古 0.74

17 甘肃定西 0.95 42 甘肃 0.69 67 内蒙古 0.99

18 新疆 0.74 43 内蒙古赤峰 0.74 68 甘肃 0.74

19 甘肃定西 0.98 44 新疆 0.59 69 内蒙古 0.74

20 甘肃定西 0.74 45 甘肃定西 0.95 70 甘肃 0.74

21 内蒙古赤峰 0.99 46 甘肃 0.96 71 甘肃 0.85

22 内蒙古赤峰 0.99 47 甘肃 0.58 72 甘肃 0.94

23 内蒙古 0.74 48 甘肃 0.99 73 内蒙古 0.74

24 甘肃 0.92 49 内蒙古 0.69 74 新疆 0.73

25 甘肃 0.73 50 内蒙古 0.99 / / /

疆的炙甘草整体相似度最为分散；该相似度分析
图结果与“2.7”项下的相似度计算值结果一致。

图 7　不同产地炙甘草相似度计算图

Fig 7　Calculation of similarity for honey-fried licorice from different 
origins

3　讨论

3.1　检测波长的选择

　　炙甘草的化学成分较为复杂，通过二极管阵
列检测器对样品进行全波长扫描共分离出 18 个
色谱峰，分析不同成分在不同的检测波长下呈现
出的峰形、峰面积值及出峰的数量，发现不同出
峰时间在不同检测波长下可以将炙甘草的各种化
学成分较好地表达出来，因此选定 0 ～ 13 min 时
237 nm 为 检 测 波 长；13 ～ 22 min 时 360 nm 为
检测波长；22 ～ 25 min 时 254 nm 为检测波长；
25 ～ 33 min 时 265 nm 为检测波长。
3.2　样品指纹图谱相似度分析

　　通过计算样品的相似度值发现，74 批次样品
的总体相似度分析值在 0.58 ～ 0.99，其中有 7 批
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较为离散，通过分析，离散值为产地标示为新疆
和内蒙古的炙甘草样品，且结合性状分析发现，
该 7 批样品的性状均较差，表现为饮片直径较小，
表面颜色深浅不一同时含有杂质即地上茎部位。
3.3　不同产地样品分析

　　通过 UPLC 色谱分析对比，炙甘草中甘草酸
含量最高且较为稳定，其次为甘草苷，其余化学
成分均较低，新异甘草苷最低；通过对比不同产
地的炙甘草后发现，产地为甘肃的炙甘草中甘草
苷和甘草酸的含量整体最高，分别为 0.68% 和
2.15%，15 ～ 18 号峰的峰面积值最低；产地为
内蒙古的炙甘草中甘草苷和甘草酸的含量整体略
低，分别为 0.65% 和 2.05%，15 ～ 18 号峰的峰
面积值略高；产地为新疆的炙甘草中甘草苷和甘
草酸的含量整体最低，分别为 0.60% 和 2.02%，
15 ～ 18 号峰的峰面积值最高，不同产地炙甘草
的甘草苷、甘草酸含量测定平均值及其余 16 个
共有峰略有不同，但差别不大；通过对照指纹图
谱相似度分析，产地为甘肃的炙甘草相似度最高
且最为集中，相似度平均值最高；产地为内蒙古
的炙甘草相似度值较为集中，但有三批样品离
散；产地为新疆的炙甘草相似度值整体较为离散，
相似度平均值最低。
4　结论

　　甘草主要分布于新疆、内蒙古、宁夏、甘肃、
山西朔州，以野生为主。人工种植甘草主产于新
疆、内蒙古、甘肃、宁夏部分地区；其中以甘肃
产区产量最大、质量佳，占全国产量的 70% 以上；
炙甘草是甘草的炮制品，在一定程度上甘草的质
量可以反映炙甘草的质量。
　　本试验在同一色谱条件下，通过 UPLC 建立了
炙甘草的指纹图谱并分离出 18 个共有峰，同时对
其中甘草苷、芹糖甘草苷、芹糖异甘草苷、异甘草
苷、新异甘草苷、甘草酸、甘草香豆素 7 种化学成
分进行了定量分析，结果甘草苷和甘草酸平均含量
较高且可以较好地反映炙甘草的质量情况，其余成
分含量均较低且批间差异较大，《中国药典》及各地

方标准将甘草苷、甘草酸列为含量测定指标较为合
理；通过 UPLC 色谱图对比、化学成分对比后发现
3 个产地的炙甘草均具有 18 个共有峰，主成分相
差不大；但通过指纹图谱对比后得出产地为甘肃的
炙甘草整体质量最好，产地标示为内蒙古和新疆的
炙甘草整体质量虽然不及甘肃的炙甘草，但所有检
测指标均符合现行质量标准规定。
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解吸电喷雾电离质谱成像技术在药物研究中的应用

徐磊1，陈竑瑞2，杜犀2，刘佳2，杨昊泽1，潘桂湘2*（1. 天津中医药大学，天津　301617；2. 天津中医药大学第

二附属医院，天津　300250）

摘要：质谱成像（MSI）技术是一种无标记的分子成像方法，因具有传统液质联用（LC-MS）、

气质联用（GC-MS）等分析技术所不具备的空间分辨能力，逐步成为探究生物组织中药物及生

物标志物精细空间分布的有力工具。解吸电喷雾电离质谱成像技术（DESI-MSI）是 MSI 的重

要分支之一，虽发展较二次离子质谱成像技术（SIMS-MSI）、基质辅助激光解析电离质谱成像

技术（MALDI-MSI）等晚，但凭借其样品无需基质辅助处理、敞开式电离、操作简便等优点，

近年来发展迅猛，应用日益广泛。本文就 DESI-MSI 的基本原理、操作流程做简要介绍，并对

其在药用植物生物合成途径、药物体内组织分布、精准医学生物标志物、药物安全性评价中的

应用现状进行综述。

关键词：解吸电喷雾电离质谱成像技术；药物代谢；质谱成像；药用植物
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Desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging in 
pharmaceutical research

XU Lei1, CHEN Hong-rui2, DU Xi2, LIU Jia2, YANG Hao-ze1, PAN Gui-xiang2* (1. Tianjin University 
of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. The Second Affiliated Hospital of Tianjin 
University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  300250)

Abstract: Mass spectrometry imaging (MSI) is a label-free molecular imaging technique that 
has become an essential tool to determine the precise spatial distribution of drugs and biomarkers 
in biological tissues, thanks to its unique spatial resolution capabilities not found in traditional 
analytical methods such as liquid chromatography-mass spectrometry and gas chromatography-
mass spectrometry. Desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging (DESI-MSI), 
a significant branch of MSI, is developed later than other techniques like secondary ion mass 
spectroscopy mass spectrometry imaging and matrix-assisted laser desorption ionization mass 
spectrometry imaging. However, due to its advantages, including matrix-free sample preparation, 
open-air ionization, and operational simplicity, DESI-MSI has seen rapid development and 
increasingly widespread use in recent years. This paper briefly introduced the basic principles and 
workflow of DESI-MSI and reviewed its current application in biosynthetic pathways of medicinal 
plants, drug tissue distribution, precision medicine biomarkers, and drug safety evaluation. 
Key words: DESI-MSI; drug metabolism; mass spectrometry imaging; medicinal plant

　　现代药物开发和研究过程中，对候选药物的
吸收、分布、代谢、排泄和毒性（ADMET）的评

估至关重要。各种分析技术在药物及其代谢物和
相关生物标志物的检测中发挥着关键作用，提供
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了药物在体内的分布和递送等重要信息，有助于
提升药物的有效性和安全性 [1]。目前，液质联用
（LC-MS）、气质联用（GC-MS）平台仍是药物分
析领域的主流技术，能够对药物的体内过程进行
定性和定量分析 [2]，但其样品前处理操作相对烦
琐且需要组织均匀化处理，难以准确获取待测物
在生物组织或药用植物的空间分布信息 [3-4]。
　　质谱成像（MSI）是一项新兴的分子成像技
术，融合了质谱的高灵敏、高通量和直观成像的
技术优势，近年来已成为药物研究的一种重要工
具 [5-7]。该技术通过在真空或常压环境中对样品进
行原位分析，可实现对药源性成分、内源性小分
子、生物大分子、无机元素等的全面检测，并同
时获取这些成分在空间上的原位分布信息。有别
于放射性或荧光标记等成像技术，质谱成像无需
对待测物进行标记，即可实现样品中多种成分高
通量的原位信息获取 [8]。
　　解吸电喷雾电离质谱成像（DESI-MSI）是常
压敞开式质谱成像技术的一种，无需复杂的样品前
处理、无需在真空环境中离子化、无需进行额外的
基质辅助，使得该技术对样品的破坏性较小，经质
谱成像后样品还可进行后续的 H&E 染色等操作，
成为小分子化合物开展质谱成像操作的首选。本文
总结了 DESI-MSI 的原理、操作流程及其在药物研
究中的应用，并展望了该技术未来的发展趋势。
1　DESI-MSI技术简介

　　DESI-MSI 由 Cooks 教授于 2004 年率先提出 [9]。
样品无需依赖真空，在常压条件即可实现电离，且
避免了辅助基质的使用，使 MSI 技术难度和分析成
本大为降低，由此引领了敞开式 MSI 技术的快速
发展。DESI 离子源主要由喷针、3D 可移动平台、
离子传输管等部件组成（见图 1）。目前普遍认为
DESI-MSI 的离子化原理是“液滴携带机制”。喷雾
溶剂经蠕动泵输送至喷针，在氮气辅助下气化喷射
至样品表面，通过喷雾形成的微小液膜对样品进行
微萃取，使待测物带上电荷，实现目标分析物的解
吸和电离 [10-11]。

图 1　DESI-MSI 的离子化原理

Fig 1　Ionization principle of DESI-MSI

1.1　DESI-MSI 操作流程

1.1.1　样本前处理　取材后的新鲜生物样本宜用
液氮快速冷冻，继而转移至－ 80℃低温保存。组
织切片时，包埋剂建议使用 3% 左右的羧甲基纤
维素（CMC）[12]，少用由聚乙二醇和聚乙烯醇组
成的水溶性混合物（OCT），因为 OCT 在质谱检
测过程中会产生一定程度的离子干扰。组织切片
的厚度以 10 ～ 15 μm 为佳，并保证切片的平整度
（防止切片表面扭曲或折叠导致原位信息的丢失）。
为了提高质谱成像检测灵敏度，降低基质效应的
影响，还可对组织切片进行衍生化处理 [13]，例如
采用固体水凝胶覆盖组织切片表面，孵育反应一
定时间后清洗，可显著降低组织中内源性物质对
目标化合物的离子抑制；也可采用质谱标签探针
对某些功能性蛋白质（难电离的生物大分子）进行
特异性抗体标记，通过间接检测被解吸的质谱标
签离子，实现功能蛋白的原位质谱成像 [14]。
　　质地较坚硬的植物样本（如根、茎等），在
包埋切片过程中，为避免样本发生碎裂，应适当
增加切片厚度 [15]；叶子等柔软的植物样本，因
其表面疏水层容易导致待测物信号丢失或者响应
降低，可采用压片法或基于 PTFE 膜的转印法进
行制备 [16]。PTFE 膜具有良好的吸收性，能使待
测物尽量附着在膜表面进行原位分析，对 DESI-
MSI 而言是一种不错的处理方法。
1.1.2　样本检测　在样本检测过程中，为获得较
佳的成像效果，应对喷雾溶剂的组成、比例与流
速、毛细管电压以及喷针的入射角和位置等参数
进行优化 [17]。其中喷雾溶剂的流速和毛细管电压
是两个较为关键的参数：流速过低会降低样品的
解析效率，导致离子生成不足；流速过高则会导
致样品离子信号被喷雾溶剂掩盖，降低待测物的
信噪比。样品离子化效率（解吸和电离的程度），
与喷雾溶剂的组成和比例密切相关。根据相似相
溶原理，通常选取不同比例的甲醇、乙腈与水
（或低浓度的酸水）进行优化。为降低喷雾溶剂
引入的背景噪声，一般会在喷雾溶剂中加入内标
或参比溶液，通过归一化处理消除这种影响 [18]，
例如 Waters 公司的 DESI-XS 成像系统建议用户
在分析时向喷雾溶剂中加入一定浓度的亮氨酸脑
啡肽 [19]。
　　毛细管电压的调节对不同类型化合物的质谱
响应也具有显著影响，根据待测物的理化性质，
调整和优化正负模式下的电压，可以提高待测物
的分析灵敏度和信号稳定性。此外，喷针的入射
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角度和位置也是影响成像效果的重要因素之一，
一般以 75°入射角度为基准进行微调，调节喷针
与样品表面之间的距离，使喷雾液滴与样品表面
充分接触，可进一步提高样品的离子化效率 [20]。
1.1.3　数据分析　质谱成像采集的数据包含大量
信息，需要降噪、去卷积、归一化等处理以挖掘
出有用的数据信息。市面上常用的数据处理软件

或工具包如表 1 所示。可以利用商业软件在特定
厂商的 MSI 质谱仪上进行无缝的数据处理、分析，
也可以先将 MSI 质谱数据转换为通用的数据格
式，然后利用第三方软件或开源工具包，进行不
同数据平台的交叉处理 [21-23]，之后使用主成分分
析（PCA）、聚类分析等识别和揭示不同样本间的
相似性与差异性，为组学分析提供有力的支撑 [24]。

表 1　DESI-MSI质谱成像数据处理常用软件包 
Tab 1　Commonly used software package for DESI-MSI mass spectrometry imaging data processing

名称 数据格式 特点 网址

HDI（High 
Definition 
Imaging）

.raw Waters 公司的商业软件，可对不同提取离子进行 RGB 通道叠加分析，

并利用附带的 MSI Analyte Browser 等工具进行化合物的鉴定和聚类

分析

https：//www.waters.com/
nextgen/cn/zh.html

MSiReader All 开源软件，可兼容多种仪器数据格式，能直观展示出不同分子在样品中

的分布情况，并且绘制聚类热图、轮廓图等

https：//msireader.com/

Cardinal imzML or .raw 等 开源软件，可提供多种数据可视化选项，支持图像的定量分析和统计分

析；基于 R 语言环境运行，要求使用者具有一定的编程基础

https：//cardinalmsi.org/

MassImager All 科迈恩公司的商业软件，可对不同格式数据进行直接转换，实现多元变

量统计及聚类等分析

http：//www.chemmind.com/cn/
msi

SCiLS Lab .raw or Bruker Bruker 公司的商业软件，可直接读取 Waters 公司的 DESI-MSI 数据，并

支持多个数据集同时处理，进行大规模样本分析 
https：//www.bruker.com/zh.html

1.2　DESI-MSI 技术进展

1.2.1　空间分辨率与灵敏度　DESI-MSI 的空间
分辨率通常为 100 ～ 200 μm。为满足生命科学、
医学领域对更小尺寸样品质谱成像的需求，科学
家将探针和微小毛细管解吸电离技术相结合，研
发了具有更高空间分辨率的 nano-DESI-MSI[25]，
将空间分辨率提升至 12 μm。基于 nano-DESI-
MSI 开发的集成微流控探针（iMFP），在保持高
空间分辨率的情况下，经分析流程的优化可大幅
缩短分析时间 [26]。气流辅助解吸电喷雾电离质
谱成像（AFADESI-MSI）是 DESI-MSI 的另一重
要进展。在质谱入口和采样端之间增加局部真空
室，利用气体压力梯度，可聚焦并引导溅射自样
品表面的离子，使离子能够更高效地进入质谱系
统，突破了传统 DESI 技术对样品尺寸的限制，
从而大幅提升检测灵敏度和成分覆盖范围。目前，
AFADESI-MSI 技术已被成功应用于大鼠全身组
织切片中药物、代谢物、内源性物质的检测，实
现了待测物在不同器官、组织及全身的可视化呈
现 [27]，适用于药物代谢动力学、肿瘤诊断及疾病
发病机制的研究 [28-30]。
1.2.2　定量 MSI　对不同组织或同一组织的不同
区域进行 MSI 定量分析，可提供药代、药理、毒
理学等方面的见解。然而基质效应、提取效率、
组织异质性仍是目前定量 MSI 面临的主要挑战。

目前开发的 DESI-MSI 定量方法，主要有标准品
斑点法和模拟组织法。前者是将系列浓度的标准
品溶液直接滴加到载玻片上，将检测到的离子信
号强度与待测物浓度建立标准曲线进行定量；后
者是将其滴加在空白对照组的样品切片上。相对
而言，第一种方法忽略了组织异质性对离子化过
程的干扰和影响，而第二种方法能更好地模拟真
实组织样品 [31-32]。Vismeh 等 [33] 通过直接在对照
组大鼠大脑组织上滴加添有内标的系列浓度标准
品溶液，并基于标准品的浓度与经内标校正后的
响应绘制标准曲线，计算给予 2.5 mg·kg － 1 氯氮
平后大鼠单个脑组织切片中氯氮平原形药物的含
量为 0.2 ～ 1.2 ng，这一结果的可靠性得到了 LC-
MS/MS 方法的确证。
2　DESI-MSI在药物研究中的应用

　　DESI-MSI 技术提供的空间分布信息，可为
药用植物合理利用，药物体内药物代谢、药效评
价，精准医学诊疗以及药物安全性评价提供独到
的视角，有助于深入理解化合物在复杂生物系统
中的运行途径和作用方式（见图 2）。
2.1　药用植物生物合成途径

　　DESI-MSI 能够直观展示植物初生或次生代
谢产物（如黄酮类、生物碱、萜类等）在组织中
的精确定位 [34]，结合时间序列可进一步追踪这些
成分在不同部位的动态变化，揭示药用植物的生
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物合成途径及调控机制。Tong 等 [35] 利用 DESI-
MSI 分析丹参中多种酚酸类化合物的空间分布，
提出丹参素是丹参中多种酚酸合成的重要前体成
分，在丹参生物合成途径中扮演关键角色。陈文
静等 [36] 对芍药根进行 DESI-MSI 分析后发现，具
有保肝、活血作用的芍药苷主要分布在木质部，
而具有补血作用的芍药内酯苷则主要分布在皮质
部，这种活性成分的空间分布差异对于芍药根
的质量评价具有重要参考意义。Mohana Kumara
等 [37] 对四叶龙胆的根、叶片和果实中吲哚生物
碱进行 DESI-MSI 分析，结果显示生物碱在叶中
分布较少，主要富集在果实以及根的表皮和皮
层。Lorensen 等 [38] 也利用 DESI-MSI 分析了四叶
龙胆叶片中生物碱的分布特征，发现利血平及其
关键合成前体主要分布在叶脉区域，而在叶面区
域含量较低，这种独特的分布差异为生物碱的合
成与运输提供了参考。Srimany 等 [39] 利用 DESI-
MSI 发现青脆枝中的喜树碱在树皮中的含量高于
茎和叶，表明树皮部位可能是喜树碱合成的重要
场所。Xi 等 [40] 基于 DESI-MSI 表征了青钱柳叶片
中黄酮、氨基酸等多种成分的空间分布以及生物
合成途径，提出绿原酸在黄酮类成分的合成中扮
演了关键角色。
2.2　药物体内组织分布

　　药源性成分（原形药物及其代谢物）在体内
不同组织脏器的暴露水平，与药效的发挥息息相

关 [41-42]。Holm 等 [43] 通过 DESI-MSI 分析了小鼠
灌服环孢素后全身的组织分布特征，发现给药后
4 h 药物原形主要富集在胰腺和肝脏，24 h 原形药
物消失但在肠道中可检测到环孢素的代谢产物。
赵一帆 [44] 运用 DESI-MSI 对小鼠灌服双氢青蒿素
后 0.5、2、6 h 的全身组织切片进行原位分析，发
现多种代谢物主要在胃肠道分布并且随时间呈现
出从无到有的分布特征。Mesa Sanchez 等 [45] 利用
nano-DESI-MSI 技术，对双氯芬酸在小鼠肾脏、
肝脏中的代谢物进行原位分析，发现代谢物双氯
芬酸葡萄糖醛酸苷、羟基双氯芬酸在肾脏中分别
富集于肾的内髓质和皮质，而在肝脏中这两个代
谢物则分布较为均匀。He 等 [46] 采用 AFADESI-
MSI 对大鼠腹腔注射抗失眠候选药物 N6-（4- 羟
基苄基）- 腺苷（NHBA）的全身组织切片测定中
发现，NHBA 会引起与神经系统疾病密切相关的
神经递质 γ- 氨基丁酸和神经递质前体胆碱等多种
代谢分子的显著变化，提示它们与药物的作用机
制具有潜在联系。钩藤中单萜吲哚生物碱是治疗
中枢神经系统疾病的潜在活性成分，有研究采用
DESI-MSI 分析了大鼠灌服钩藤生物碱后大脑中
的药物分布情况，经内标归一化处理后的半定量
结果表明，更容易透过血脑屏障的脂溶性吲哚类
生物碱在多个脑部微区的含量最高，尤其在松果
体部位最为显著 [47]。Yamamoto 等 [48] 使用 DESI-
MSI 发现单次鼻腔吸入 1 μm 粒径的环索奈德后，
药物原形主要分布在气道上皮中，而代谢物主要
分布在肺组织中。上述研究展示了 DESI-MSI 技
术在药物体内过程、靶部位发现、药物递送研究
中的独特优势，为药物代谢、药效和生物药剂学
研究提供了技术支持。
2.3　精准医学 - 生物标志物

　　明确药物干预后内源性成分所发生的种类、
浓度、组织分布等改变，对寻找药物靶点、阐明
疾病发生发展机制、发现生物标志物至关重要 [49]。
Wang 等 [50] 采用 DESI-MSI 与 MALDI-MSI 相结合
的方式，揭示了糖尿病肾病大鼠肾脏中发生的脂
质代谢重编程，两种技术的结合极大地提升了代
谢物的检测覆盖率，为糖尿病肾病的脂质分析提
供了更全面的空间分布和代谢信息。Wang 等 [51]

应用空间代谢组学的方法，对暴露于马兜铃酸 I
的大鼠肾脏中多种内源性代谢物的空间分布和含
量变化进行表征，通过富集的差异代谢物生物通
路分析，发现精氨酸 - 肌酸、尿素循环等途径中
精氨酸、尿素以及肌酐等代谢物的变化明显，提

图 2　DESI-MSI 在药物研究中的应用（本图由 Figdraw 绘制）

Fig 2　Application of DESI-MSI in drug research（This figure was 
drawn by Figdraw）
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示这些代谢通路与马兜铃酸肾毒性具有潜在联系。
Song 等 [52] 对抑郁症小鼠脑部的 DESI-MSI 分析发
现，包括大脑皮层的多个脑部微区中，与能量代
谢和嘌呤代谢相关的代谢物组间变化明显。在一
项区分乳腺癌的分型研究中，DESI-MSI 被用于识
别不同乳腺癌亚型之间的差异代谢物，结果显示
牛磺酸、尿酸等多种代谢物在不同亚型中具有显
著差异，这种从空间分布上筛选的生物标志物对
于区分疾病表型具有重要意义 [53]。
2.4　药物安全性评价

　　毒性药物在体内的组织分布特征是药物肝
毒性、肾毒性研究中的重要方面 [54]。茜草素是
一种具有肾毒性的天然产物，有研究基于 DESI-
QTOF-MSI 技术发现茜草素在大鼠给药后 1、2、
4 h 的时间点下，肾脏中的代谢产物卢西定特异
性地分布在外髓质区域，并且呈时间依赖性降
低，揭示了毒性成分在靶器官中的时空代谢特
征 [55]。Jiang 等 [56] 结合 AFADESI-MSI 与网络毒
理学，探究了何首乌 70% 乙醇提取物引起肝损伤
的机制，筛选出多种差异代谢物，并基于网络毒
理学的代谢网络以及相关靶点，提出氧化应激、
能量代谢以及脂质代谢紊乱与何首乌肝脏损伤密
切相关。对乙酰氨基酚是一种过量使用会导致急
性肝肾损伤的药物，Akakpo 等 [57] 利用 DESI-MSI
在对乙酰氨基酚致急性肾损伤的研究中发现，造
成肾毒性的氧化代谢产物主要在肾皮质部位蓄
积，通过与免疫染色结果联合分析发现，肾皮质
部位恰好与代谢酶 CYP2E1 表达较高的区域相吻
合，这从空间分布上解释了对乙酰氨基酚造成肾
损伤的毒性机制。通过与空间代谢组学、网络毒
理学等手段结合，DESI-MSI 成为药物安全性评
估的一种有力手段。
3　结语与展望

　　DESI-MSI 作为一种创新的分子成像技术，
在药物递送、代谢及临床研究等领域展现出了
独特的魅力，已经成为药物研究领域的重要工
具 [58]。然而，DESI-MSI 在灵敏度和空间分辨率
等方面，依然存在挑战：对于在样品中响应较低
或者存在基质效应的成分，通过特异性的组织衍
生化前处理，有望提升其分析灵敏度；对于影响
离子图像精度的空间分辨率，通过改进离子化方
式与数据采集模式，有望在单位面积上获得更高
的空间分辨率。在数据处理方面，机器学习和人
工智能的引入，有助于进一步提升数据处理和待
测物空间定位的精确性，实现对化学成分的自动

化识别，推动空间代谢组、转录组等多组学协同
发展。此外，开放的数据处理平台能够促进研究
人员之间的交流与学习，为跨学科合作提供新的
契机。随着 DESI-MSI 与其他分析技术的融合以
及数据处理技术的不断更新，相信质谱成像在未
来的药物研究与开发中，有望发挥更为关键的作
用，推动药物科学的进一步发展。
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Ⅰ型干扰素在肺炎发生发展中的作用机制研究进展
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摘要：肺炎是肺部的感染性炎症，通常由细菌、病毒或真菌感染引起，能够损伤肺部气体交换，

成为多种肺部疾病的诱因。在肺部炎症的病理过程中，干扰素反应是一个重要的驱动因素。Ⅰ

型干扰素（IFN-Ⅰ）主要由固有免疫细胞产生，是人类抗病毒感染的关键细胞因子，能够在防

御呼吸道病毒传播方面发挥重要作用。随着对 IFN-Ⅰ研究的不断深入，人们逐渐发现其在相

同或不同病原体感染中具有多重作用，IFN-Ⅰ不仅在病毒感染后被诱导，在细菌和真菌感染时

也会被激活，不同病原体激活 IFN-Ⅰ的信号通路可能引发相反或不稳定的免疫反应。本文将

重点探讨 IFN-Ⅰ的激活机制及其信号传导途径，分析其在驱动和维持肺部炎症中的作用，以

期为肺炎的临床治疗提供新的思路和治疗策略。

关键词：Ⅰ型干扰素；肺部疾病；感染；炎症；信号传导
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Mechanism of typeⅠ interferons in the onset and progression of pneumonia
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Abstract: Pneumonia, an infectious inflammation of the lungs, is typically caused by bacterial, viral, 
or fungal pathogens. This condition disrupts pulmonary gas exchange and serves as a precursor to 
various pulmonary diseases. Within the pathological framework of lung inflammation, the interferon 
response emerges as a pivotal driver. TypeⅠ interferons (IFN-Ⅰ), predominantly produced by 
the innate immune cells, are essential cytokines in human antiviral defense, playing a critical role 
in curbing respiratory viral spread. With research into IFN-Ⅰ, their multifacet roles in responses 
to infections by identical or distinct pathogens have become increasingly apparent. IFN-Ⅰ are 
not only induced after the viral infections but also activated in response to bacterial and fungal 
pathogens. Intriguingly, the IFN-Ⅰsignaling pathways triggered by different pathogens may lead to 
divergent or even unstable immune responses. This review delved into the mechanism underlying 
IFN-Ⅰ activation and its associated signaling pathways, and emphasized their role in initiating and 
sustaining pulmonary inflammation to provide new insights into therapeutic strategies for the clinical 
management of pneumonia. 
Key words: typeⅠ interferon; lung disease; infection; inflammation; signal transduction
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　　肺组织是通过肺泡上皮和周围毛细血管进行
气体交换的主要器官，常受环境中病原微生物的
侵袭，从而导致肺部感染及相关疾病的发生 [1]。
为了抵御随空气吸入或血液携带的有害颗粒、毒
素和过敏原，肺组织具备复杂的防御机制。其中，
炎症反应的调节在抵御病原体入侵方面发挥着重
要作用 [2]。
　　干扰素（IFN）是肺部炎症的重要调节因
子，主要由固有免疫细胞产生，在参与先天免
疫应答、病原体识别、免疫调节和肿瘤防御中
发挥重要作用 [3]。IFN 可分为三大类：Ⅰ型、Ⅱ
型和Ⅲ型 IFN。其中，Ⅰ型干扰素（IFN-Ⅰ）包
括 IFN-β、IFN-ω、IFN-κ、IFN-ε、IFN-ζ、IFN-δ、
IFN-τ 及 14 种 IFN-α 亚型 [4-5]。IFN-Ⅰ表达广泛，
通过与干扰素受体（IFNAR1/IFNAR2）结合，激
活信号传导通路，促进抗病毒基因的表达 [6-8]。
IFN-Ⅰ的主要生理功能包括诱导受感染细胞进入
抗病毒状态、调节免疫反应及增强适应性免疫反
应 [9-11]。宿主、病原体和环境因素的多样性使得
IFN-Ⅰ在不同情况下发挥多重作用 [12-13]。尽管其
抗病毒和免疫调节作用被广泛认可，但在某些情
况下，IFN-Ⅰ也可能促进持续性病毒感染，并且
在自身免疫性疾病中呈现出双刃剑效应 [14-16]。因
此，深入探讨 IFN-Ⅰ的激活机制和信号传导路径
及其在肺部炎症中的作用，能够为理解肺部疾病
的发病机制和开发新型治疗策略提供重要理论基
础。本文将系统分析 IFN-Ⅰ在肺部炎症中的作用
机制及其生物学意义。
1　IFN-Ⅰ的作用机制
　　细胞通过模式识别受体（PRR）检测外来分
子，并启动免疫应答。PRR 识别病原体相关分
子模式（PAMPs），进而诱导 IFN-Ⅰ及其他细胞
因子的产生。感染细胞的 PRR 包括 Toll 样受体
（TLR）、RIG-I 样受体（RLR）、C 型凝集素受体
（CLR）和 NOD 样受体（NLR），这些受体位于
细胞质和内体膜中识别病毒和细菌。TLR 能够识
别病毒核酸，刺激浆细胞样树突状细胞（pDC）
通 过 TLR7 和 TLR9 合 成 IFN。 在 细 胞 质 中，
RLR 和 DNA 传感器（如 cGAS）可以识别病毒中
间 RNA 和 DNA，触发 IFN-Ⅰ的产生、炎性小体
的形成以及细胞凋亡等过程 [17-19]。RLR 特异性识
别病毒短分子双链 RNA。CLR 是跨膜先天受体，
可在细菌、病毒和蠕虫的先天免疫中发挥作用。
NLR 是病原体入侵的胞质哨兵，在免疫和非免疫
细胞中均有表达 [20]。综上所述，各种 PRR 在调
控宿主先天免疫应答和抵御不同病原体感染中发
挥着关键作用。

　　IFN-Ⅰ通过其受体复合物 IFNAR1 和 IFNAR2
发出信号，主要依赖于 JAK-STAT 信号通路发挥
作用。在这个过程中，IFN-Ⅰ会募集 JAK 激酶中
的 TYK2 和 JAK1，JAK 激酶的激活促进 STAT1
和 STAT2 的磷酸化和二聚化，形成 IFN 刺激基因
3（ISGF3）复合体，该复合体进入细胞核与 IFN
激活反应元件（ISRE）结合，诱导多种 IFN 刺激
基因（ISGs）的表达，增强细胞的抗病毒能力，并
促进炎症介质的合成 [21-22]（见图 1）。除了 JAK-
STAT 途径，IFN-Ⅰ还激活 MAPK 和 PI3K 信号通
路，这些通路在调节炎症反应和细胞存活中同样
重要 [23-26]。在肺部炎症中，IFN-Ⅰ作为先天免疫
反应的重要介导，能有效驱动免疫应答。然而，
IFN-Ⅰ的过度上调可能导致促炎细胞因子的释放
失控，进而引发免疫失衡和相关病理变化 [27-28]。
因此，深入研究 IFN-Ⅰ的作用机制对理解肺部炎
症的发生发展及其潜在治疗策略至关重要。

图 1　IFN-Ⅰ调节机制示意图

Fig 1　Schematic diagram of IFN-Ⅰ regulation mechanism

2　IFN-Ⅰ在肺部感染中的作用
2.1　IFN-Ⅰ在肺部病毒感染中的作用

　　冠状病毒可对人体健康产生破坏性的影响。
IFN-Ⅰ对防御冠状病毒感染非常关键，体外和体
内研究表明，IFN-Ⅰ可广泛应用于中东呼吸综合
征冠状病毒（MERS-CoV）和严重急性呼吸综合征
冠状病毒（SARS-CoV）的治疗 [27-28]。当病毒感染
宿主时，先天免疫会对冠状病毒感染即刻产生反
应。NOD 样受体热蛋白结构域蛋白 3（NLRP3）通
过组装炎性小体引发细胞焦亡，触发白细胞介素
（IL）-1β 和 IL-18 的表达，调节促炎反应 [29]。在
急性感染中的早期阶段，IFN-Ⅰ有助于限制病毒
传播，启动抗病毒反应 [30]。然而，IFN-Ⅰ的过表
达会导致细胞凋亡和组织损伤，促进炎症反应，
增加免疫细胞浸润，并诱发炎症性疾病，例如在
急性呼吸窘迫综合征（ARDS）中，未控制的炎症
会引起病毒发病机制；SARS-CoV-2 N 蛋白已被证
明通过与 NLRP3 直接结合来诱导 NLRP3 炎性小
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体组装，从而导致过度炎症 [31]。SARS-CoV-2 N 蛋
白也被证明会促进核因子（NF）-κB 的过度激活，
从而促进过度炎症 [32]。因此，IFN-Ⅰ在激活抗病
毒反应的同时，可能存在潜在的破坏性免疫反应。
然而，IFN-Ⅰ的含量与疾病严重程度之间的关系
存在争议，并且可能具有误导性，在中东呼吸综
合征（MERS）患者中观察到 IFN-α 水平升高，但
在轻症患者中未观察到该现象 [33]。故不能单纯地
依据 IFN-Ⅰ的含量来判断肺部炎症的严重程度。
　　呼吸道合胞病毒（RSV）是 2岁以下儿童呼吸
道感染最为常见的病因。RSV G 蛋白引起 IFN-Ⅰ
上调可通过 TLR4 信号传导和 IFN-Ⅰ的细胞因子
抑制物（SOCS）3 进行调节 [34]，SOCS1 和 SOCS3
通过结合 IRF7 强烈抑制 TLR7 介导的 IFN-Ⅰ产
生，从而促进病毒复制 [35]。然而，也有文献指出，
RSV 是 IFN-Ⅰ不良的诱导剂 [36]，IFN-Ⅰ的表达和
激活增强可能会促进病毒复制。在没有 IFN-Ⅰ信
号传导的情况下，RSV 感染的小鼠表现出体重减
轻和气道阻塞显著减少，以及细胞因子和趋化因
子分泌和气道炎症显著减少 [37]。因此，临床上使
用 IFN-Ⅰ治疗 RSV 感染仍需谨慎。
　　流感病毒是人类呼吸道感染的主要病原体之
一，目前已知18种血凝素（HA）亚型（H1～H18）
和 11 种神经氨酸酶（NA）亚型（N1 ～ N11）

[38]，
其中一些人畜共患亚型（H5N1 和 H7N9 等）具有高
致病性。流感病毒感染后，病毒 RNA 可被各种
PRRs 感应，诱导上皮细胞、巨噬细胞、树突状
细胞（DC）和 pDCs 分泌释放 IFN-Ⅰ。非结构蛋
白1（NS1）是流感病毒编码最重要的拮抗剂蛋白，
同时 NS1 也是一种多功能毒力因子，它能够抑制
IFN-Ⅰ宿主反应，而 NS1 的基因缺失可导致 IFN
产生增加、ISG 表达增加以及病毒生长减少 [39]，
由此可见，IFN-Ⅰ在宿主对抗流感病毒中起关键
作用。流感病毒也可通过多种策略逃避 IFN 系统
进而造成肺部感染，在流感病毒感染时，IFN-Ⅰ
被募集的促炎性单核细胞和 pDCs 高度诱导 [39]，
从而使 TNF 相关的凋亡诱导配体（TRAIL）上
调 [40]，TRAIL 通过与上皮细胞死亡受体结合引发
细胞凋亡。IFN-Ⅰ具有驱动和放大促炎反应的作
用，强烈的炎症反应可导致肺组织损伤，进而导
致肺部病毒感染期间的死亡率增加 [41]。由此可见，
IFN-Ⅰ反应和炎症的平衡性对消除流感病毒起着
至关重要的作用。
2.2　IFN-Ⅰ在肺部细菌感染中的作用
　　IFN-Ⅰ在应对病毒感染和细菌感染中表现出
两面性，其信号传导过程依赖于多种因素。在病
毒感染时，IFN-Ⅰ的表达通常由转录因子 IRF3

和 IRF7 驱 动 [42]； 而 在 细 菌 感 染 中，IRF5 在
IFN-Ⅰ诱导中起到主要作用 [43-44]。PRR 激活后，
IRF 通过磷酸化依赖性机制被激活。具体来说，
PRR 通过其效应域募集信号衔接分子，这些分子
进一步激活 IRF 激酶如 TBK1、IRAK、IKKε 和
IKKα。在细胞质中，细菌 RNA 可被 RLR、RIG-I
和 MDA-5 识别；TLR 经配体同源二聚化后将信
号衔接子分子 MyD88 桥接到 TLR2/7/8/9/13，导
致 IRF 激酶 IRAK 和 IKKα 的激活；TLR4 募集接
头蛋白 TRIF，它们一起激活 IRF 激酶 TBK1 和
IKKε；胞质传感器参与信号衔接分子 MAVS 的
募集 [45]；STING 是一种存在于内质网中的跨膜
蛋白 [46]，可募集包括 cGAS、DDX41 和 IFI16 在
内的 DNA 传感器 [47]；RIP2 募集包括 NOD1 和
NOD2 在内的 NLR[48]，激活后的 IRF 可与 NLR
相互作用，易位到细胞核并驱动 IFN-Ⅰ的表达。
因此，IFN-Ⅰ信号的激活在病毒和细菌感染中通
过不同的信号途径和转录因子发挥作用，这体现
了其在免疫应答中的复杂性。
　　单核细胞增生李斯特菌（LM）是人畜共患的
食源性致病菌，严重时可导致败血症和脑膜炎 [49]。
在宿主细胞中，LM 通过溶血素 O 破坏吞噬体并转
移至细胞质中，利用营养丰富的胞质进行快速复
制。在细胞质中，LM 能被多个 PRR 检测到并诱导
IFN-Ⅰ表达 [50]。LM 的免疫应答涉及 TLR 依赖性和
非 TLR 依赖性信号通路 [51]，这些通路包括 STING、
RIG-I、NOD2 及 TLR 信号传导 [52-53]。LM 来源的
DNA 和环状二核苷酸（CDNs）诱导 IFN-Ⅰ的产
生，与此同时，RIG-I 的下游也会产生 IFN-Ⅰ。LM
分泌的 RNA 通过 RIG-I 和 MDA5 诱导 IFN-β 的产
生，此外，LM 分泌的 DNA 被 Pol Ⅲ转录成 RNA，
通过 RIG-I 也可诱导产生 IFN-β [54]。NOD2 还可识
别 LM 的细胞壁成分，并与 TLR 信号传导一起诱
导产生 IFN-β。当胞壁酰二肽（MDP）的 DNA 检测
和 NOD2 检测同时发生时，IFN-Ⅰ免疫应答最为迅
速 [55]。新的研究表明，STING 或 RIG-I 通过 Pol Ⅲ
作为 LM 诱导 IFN-Ⅰ产生的核酸感应途径 [53]。LM
感染时，PAMP 的多种检测机制和随后的 IFN-Ⅰ
诱导表明这些细胞因子具有重要作用，但其促进
LM 感染的机制尚不清楚。有数据表明，与野生型
（WT）小鼠相比，IFNAR1－ /－小鼠对 LM 的全身感
染更具抵抗力 [56]。且有报道表明，IFN-β 是 LM 感
染期间增强细菌复制的主要 IFN-Ⅰ成员 [57]。IFN-Ⅰ
过度表达可通过抑制抗菌免疫细胞的募集与活化，
加速 LM 在宿主细胞间的传播，进而增加感染的严
重性 [58-59]。过度激活反而可能促进病原的传播和感
染的加重，表明在应对 LM 感染时需平衡 IFN-Ⅰ的
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免疫反应。
　　结核分枝杆菌（MTB）是引起结核病的主要
病原体，能够侵袭人体多种器官。MTB 感染时，
细胞表面和细胞质的 PRR（如 TLR4、NOD2 和
STING）能够识别分枝杆菌的产物，激活 TBK1 激
酶，进一步导致 IRF3 或 IRF5 的磷酸化和二聚化，
从而促进 IFN-Ⅰ 基因的转录。这一机制在 MTB 感
染的发病过程中发挥重要作用，且在临床研究和实
验模型中得到了证实 [60-61]。细胞溶胶中分枝杆菌或
线粒体 DNA 释放激活 cGAS，从而合成 cGAMP，
宿主来源的 cGAMP 和 / 或分枝杆菌来源的 c-di-
AMP 激活 STING 通路和下游 TBK1-IRF3 信号轴。
肽聚糖片段可被胞质溶胶中的 NOD2 感应，从而
激活 TBK1-IRF5 信号通路，IRF3 主要促进 IFN-Ⅰ
的产生，增强抗病毒免疫反应，而 IRF5 则在促进
促炎细胞因子生成中发挥作用。在 MTB 感染初
期，高水平的 IFN-Ⅰ有助于免疫防御，但当其过
度或持续存在时，会引起细胞因子风暴，损害宿主
肺部，加重疾病进展。TLR4 检测细胞外 MTB 和 /
或其产物会触发某些菌株对 IFN-Ⅰ的 TRIF-TBK1-
IRF3 依赖性诱导 [62]。IFN-Ⅰ促进 MTB 发病机制的
一种方式是通过介导巨噬细胞死亡，从而促进肺部
感染和炎症的传播 [63]，在活动性肺结核的患者中，
检测到了血液中 ISGs 的过表达 [64]。在一些小鼠模
型中，将纯化的 IFN-α/β 直接滴注到感染的 B6D2/
F1 小鼠肺部可导致肺部细菌负荷增加并降低其存
活率 [65]。在 MTB 感染期间，通过鼻内施用 TLR3
配体多聚 ICLC 延长诱导高水平的 IFN-Ⅰ加剧了
WT 小鼠的肺免疫病理学，但在 IFNAR1－ / －小鼠
中没有 [66]。总的来说，过度或持续激活的 IFN-Ⅰ
会加剧 MTB 肺部感染。
　　化脓性链球菌（GAS）是一种广泛存在的致
病菌，能够引起多种化脓性炎症。GAS 通过刺激
小鼠骨髓来源的巨噬细胞（BMDM）激活先天免
疫细胞中的 IFN-Ⅰ，主要为 IFN-β [67]。研究表明，
IFNAR1－ / －小鼠对皮下 GAS 的感染更为敏感，且
其致死性与 IL-1β 的全身性升高相关 [68]。由此可见，
IFN-Ⅰ缺失会增加宿主对 GAS 的易感性。
　　继发性流感后感染肺炎链球菌可加重宿主的
免疫损害。这是由于 IFN-Ⅰ能够抑制中性粒细胞
趋化因子 CXCL1 和 CXCL2 以及巨噬细胞趋化因
子 CCL2 和 IL-17 的产生。这种抑制作用使肺部白
细胞浸润减少，从而降低了宿主对细菌生长的控
制能力 [69]。而在流感后感染金黄色葡萄球菌引发
的肺炎中，与 WT 小鼠相比，IFNAR1 － / －小鼠的
免疫功能明显受损，并表现出更高的死亡率 [68]。
流感后感染铜绿假单胞菌或大肠埃希菌也会导致

肺部细菌负荷增加，进而加重炎症反应和肺损
伤 [70]。这些继发性细菌感染常导致宿主免疫抑制，
增加宿主的死亡率 [71]。这种易感性的增加可能与
免疫反应的改变有关，但其机制仍不完全清楚。
初步研究表明，这种免疫抑制可能与 IFN-Ⅰ介导
的细胞因子的抑制有关 [72]。此外，继发性细菌感
染的易感性也受 IFN-Ⅰ表达的持续时间和程度影
响。一旦病毒诱导的 IFN-Ⅰ水平降低，则不易发
生继发性细菌感染。这些现象说明 IFN-Ⅰ的持续
表达和其介导的免疫抑制可能增加继发性细菌感
染的易感性，且其水平和持续时间对宿主免疫反
应的影响至关重要。
2.3　其他病原体感染
　　沙眼衣原体是一类寄生于真核生物内的原核细
胞型微生物。研究表明，在感染沙眼衣原体之前用
IFN-Ⅰ处理人或小鼠细胞系可以降低病原体的感
染性 [73-74]，这说明 IFN-Ⅰ在宿主体内可能具有抗
菌作用。然而，在使用 Chlamydia muridarum 生殖
器感染模型中，发现与 IFNAR－ / －小鼠相比，WT
小鼠可更快速清除感染且细菌量较高 [75]，这显示
了 IFN-Ⅰ可能在某些情况下促进宿主的感染。因
此，IFN-Ⅰ在宿主中的作用并不统一，需要视具体
的感染模型而定。此外，在相关小鼠模型的研究
中，如肺囊虫感染期间，IFNAR1－ / －小鼠体内检
测到促炎反应减弱，表现为炎症因子如肿瘤坏死因
子（TNF）-α 和 IL-6 水平下降，且感染的清除速度
明显延迟 [76]。这说明，IFN-Ⅰ在宿主免疫应答中
的作用复杂，既可能通过增强抗菌反应发挥保护作
用，也可能在特定情境下抑制免疫反应，影响病原
体的清除速度。
　　新型隐球菌是一种酵母型机会性真菌病原
体，主要通过呼吸道感染。该病原体能够在肺部
引发炎症反应，并且在入侵中枢神经系统时引发
真菌性脑膜炎。在新型隐球菌感染早期阶段，与
WT 小鼠相比，IFNAR1 － / －小鼠中的肺部活菌落
数量显著减少，这表明 IFN-Ⅰ可能在隐球菌感染
的早期防御反应中起负向调节，进而影响宿主对
真菌的防御作用 [77]。
　　Ⅰ型 IFN 在不同病原体感染中对宿主的作用
及机制，汇总情况见表 1。
3　小结与展望

　　IFN-Ⅰ在炎症调节中发挥着至关重要的作用，
展现出强大的抗病毒能力。IFN-Ⅰ通过调节 JAK/
STAT、TLRs、NF-κB、PI3K/AKT 和 MAPK 等信号
通路中的关键因子来调节炎症反应 [82]。值得注意的
是，IFN-Ⅰ在某些情况下可能产生致病作用。过度
或不恰当的 IFN-Ⅰ表达可能打破免疫系统的平衡，



773

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

进而引发一系列不良免疫反应。这些反应可能导致
炎症发生及组织损伤，给机体带来严重危害。深入
了解 IFN-Ⅰ在肺部疾病中的多样化作用，对于指导
其在临床治疗中的合理应用具有重要的临床意义。
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靶向肠黏膜屏障的糖类化合物研究进展

陈钱悦1，2，张宇飞2，3，孙一立2，3*，蒋昊文1*（1. 山东第一医科大学，济南　250117；2. 烟台新药创制山东省实

验室，中科环渤海（烟台）药物高等研究院，山东　烟台　264117；3. 安徽中医药大学，合肥　230012）

摘要：肠黏膜屏障作为人体的重要防御系统，是避免细菌、毒素等与内环境接触的关键。肠黏

膜屏障的破坏或紊乱会导致炎症性肠病、肠易激综合征和肠漏综合征等疾病的发生发展。糖类

在为人体提供能量的同时还在代谢调节和稳态维持方面起到重要作用。糖类药物是由具有生物

活性的糖类化合物及其衍生物组成的一类重要药物，具有毒副作用低的优点。本文旨在对改善

肠黏膜屏障缺陷的糖类化合物进行综述，以期为后续糖类化合物单独成药或联合用药提供理

论基础及新的研究思路。

关键词：肠黏膜屏障功能缺陷；糖类化合物；肠道疾病；肠黏膜屏障
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Research progress in carbohydrate compounds targeting  
the intestinal barrier
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Abstract: As an important defense system of the human body, the intestinal barrier is the key to 
avoid the contact of bacteria and toxins with the internal environment. Damage or dysregulation of 
the intestinal barrier may lead to the development of diseases such as inflammatory bowel disease, 
irritable bowel syndrome, and leaky gut syndrome. Carbohydrates not only provide energy for the 
human body, but also play an important role in metabolic regulation and homeostasis maintenance. 
Carbohydrate-based drugs, consisting of biologically active carbohydrate compounds and their 
derivatives, are characterized by low toxicity and side effects. This paper reviewed carbohydrate 
compounds to improve the intestinal barrier deficiencies, and provide a theoretical foundation and 
new research directions for carbohydrate compounds as standalone drugs or combination therapy. 
Key words: defective intestinal barrier function; carbohydrate compound; intestinal disease

　　肠黏膜屏障是人体与环境交互的重要界面，
其在吸收营养物质的同时遏制肠道内的促炎分
子（如食物中的抗原、微生物和毒素）进入循环
系统，对于稳态的维持十分重要。肠黏膜屏障由
机械屏障、化学屏障、免疫屏障和生物屏障共同
构成，其中由肠上皮细胞组成的机械屏障起到最
基础的分隔作用 [1-2]。肠上皮细胞将肠腔侧的肠

内容物和固有层中的免疫细胞隔开，并且其分泌
的黏液层和肠道中的共生菌群对这种分隔作用进
行了增强，有效避免了异常免疫反应的发生 [2-3]。
肠黏膜屏障的破坏或紊乱则会导致炎症性肠病
（inflammatory bowel disease，IBD）、肠易激综合
征（irritable bowel syndrome，IBS）和肠漏综合征
（leaky gut syndrome，LGS）等肠道疾病的发生发
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展，在炎症性肠病患者的无症状近亲属中也发现
了肠黏膜屏障的破坏 [4-5]，因此以肠黏膜屏障为靶
标有望用于治疗和预防肠道相关疾病。
　　糖类不仅能为人体提供能量，在代谢调节和稳
态维持方面也起到重要作用。糖类药物是指分子中
含糖分子骨架或源于糖类化合物及其衍生物且具有
生物活性一类药物，因具有对细胞和机体干扰较
小，毒副作用较低的优势而受到关注 [6]。在全球范
围内有 170 多种含糖化合物获得临床批准和 54 种
以上以糖类主要结构单元的药物被批准作为药物或
者诊断剂 [6-7]。目前已被广泛应用的糖类药物有用
于抗病毒的核苷类药物、用于心血管防治的肝素和
用于治疗骨关节炎症的硫酸软骨素等 [8]。当前糖类
药物的开发主要集中于抗病毒、治疗糖尿病、抗肿
瘤、抗菌和寄生虫这几个领域 [7]，针对肠黏膜屏障
功能缺陷的糖类药物开发还处于前期阶段。本文综
述了对肠黏膜屏障缺陷具有改善作用的糖类化合物
的研究进展，以期为后续糖类化合物的单独成药或
联合用药提供重要的理论基础及新的研究思路。
1　肠黏膜屏障

1.1　化学屏障

　　肠道化学屏障主要指的是黏液层。黏液层由
杯状细胞分泌，黏蛋白 2（mucin-2，MUC-2）是
其骨架成分 [9-10]。黏液层由致密的内层和松散的
外层组成，内层基本无菌，外层为共生的肠道菌
群提供营养和附着位点 [10]。黏液屏障的分层结构
是阻止细菌与肠上皮直接接触的关键 [11]。
1.2　机械屏障

　　肠道机械屏障主要由肠上皮细胞及其之间的紧
密连接构成。肠上皮是一种单层结构，由肠上皮
细胞、帕内特细胞、杯状细胞、微褶皱细胞等组
成，其中肠上皮细胞在维持上皮屏障完整性中起到
主要作用 [1]。相邻细胞上的跨膜蛋白通过密封蛋白
（claudins，CLDN）、闭合蛋白（occludin，OCLU）
和 连 接 黏 附 分 子（junctional adhesion molecule，
JAM）等将细胞连接 [12]，闭锁小带蛋白 -1（zonula 
occludens-1，ZO-1）作为连接蛋白同时与 OCLU 和
纤维状肌动蛋白相互作用在跨膜蛋白和细胞骨架间
建起桥梁 [13]。这种相互作用使整个肠上皮作为一
个整体，允许离子和亲水分子选择性通过，限制细
菌毒素和病原体的渗入。
1.3　免疫屏障

　　免疫屏障指的是肠黏膜中的免疫系统，由非
特异性的先天免疫和特异性的适应性免疫组成。
与先天免疫相关的细胞有树突状细胞、巨噬细胞

和中性粒细胞等，它们通过跨膜受体 Toll 受体和
细胞质中的 NOD 样受体识别病原体，对肠黏膜
进行持续的监控，从而快速响应病菌入侵 [14-15]。
T 细胞和 B 细胞在适应性免疫中起主要作用，其
在抗原和抗原呈递细胞等的作用下激活，分别负
责细胞介导的免疫和抗体介导的免疫。
1.4　生物屏障

　　肠道菌群按一定的数量比例分布在肠道的不
同部位，为肠黏膜细胞提供营养物质及能量，维
持肠道微生态系统平衡，构成生物屏障。全人类
肠道微生物组由 1000 ～ 1150 种细菌组成，个体
至少有 160 种肠道微生物 [16]。最新的研究鉴定出
141 株核心细菌，形成了两个功能群，一群与疾
病缓解相关，另一群与疾病恶化相关 [17]。
2　肠黏膜屏障功能缺陷是肠道疾病发生发展的

重要机制

　　肠黏膜屏障的破坏使得肠道内的细菌、毒素
等有害物质更容易穿透肠壁，引发肠道的持续性
炎症反应，这些炎症反应又会导致肠道黏膜的充
血、水肿、糜烂、溃疡等病理变化，继而引起了
肠道疾病的发生，如 IBD、LGS 和 IBS（见图 1）。

图 1　肠黏膜屏障功能缺陷与肠道疾病的发生发展的机制图

Fig 1　Mechanism diagram between the defective intestinal barrier 
function and the development of intestinal disease

2.1　IBD
　　肠黏膜屏障功能缺陷是多种肠道疾病发生与
发展的重要机制，其对 IBD 的影响尤为显著。IBD
是一种发作于消化道的慢性炎症性疾病，其主要
临床表现为腹痛、腹泻、血便和体重下降 [18]。根
据病变位置、病变区连续程度、溃疡外观等可以
将炎症性肠病分为溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，
UC）[19] 和克罗恩病（Crohn’s disease，CD）[20] 两
类。IBD 是由遗传、肠黏膜屏障、环境等因素相
互作用导致的，其中肠黏膜屏障的破坏带来的异
常的免疫反应被认为起主要作用 [21]。
2.2　LGS 和 IBS
　　LGS 是一种严重的肠屏障功能障碍，其主要
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特征是肠道内出现溃疡。被限制在肠道内的物质
穿过肠黏膜屏障，进入血液循环系统，从而引起
腹痛、腹胀、腹泻等健康问题 [22]。IBS 由肠道通
透性增加、肠道免疫反应异常以及肠道微生物群
失衡等共同促进发生，患者表现为腹痛、腹部不
适伴随排便习惯改变等功能性肠病症状 [23]。
3　对肠黏膜屏障有潜在治疗功能的糖类化合物

3.1　对机械屏障和化学屏障的损伤有潜在治疗功

能的糖类化合物

　　目前已有 5 种单糖存在改善肠道机械屏障或化
学屏障的相关报道。甘露糖（D-mannose）在葡聚
糖硫酸钠（DSS）及 IL-10 缺陷（IL-10－ / －）小鼠模
型中，通过增强溶酶体完整性和限制组织蛋白酶
B（cathepsin B）释放来减轻肠黏膜屏障损伤，并
能阻止肌球蛋白轻链激酶（MLCK）诱导的紧密连
接破坏 [24]。阿洛酮糖（D-psicose），在自然界中含
量低且难以被人体消化，但在 DSS 诱导的结肠炎
模型中能促进 ZO-1 和 OCLU 的蛋白表达，显示出
保护肠黏膜屏障的潜力 [25]。岩藻糖（L-fucose）在
Muc-2 缺陷（Muc2－ / －）小鼠模型中，通过增加黏
蛋白的表达，模拟了其在人类溃疡性肠炎中的治疗
效应 [26]。此外，半乳糖醛酸（D-galacturonic acid）
在碘乙酰胺（IA）诱导的功能性消化不良模型中，
不仅上调了肠道细胞黏附分子及紧密连接蛋白的
表达，还改善了肠道纤维化 [27]。N- 乙酰葡萄糖胺
（N-acetylglucosamine），是人体中各种糖胺聚糖、

糖蛋白和糖脂类的主要组成成分，其可通过提高
OCLU 和 CLDN-1 蛋白的表达水平来改善 DSS 诱导
的急性结肠炎中肠黏膜屏障的损伤 [28]。
　　部分多糖对肠道机械屏障或化学屏障损伤也展
现出潜在治疗效果，它们通过促进紧密连接蛋白表
达、保护杯状细胞、增加黏液层厚度及降低细胞渗
透性等机制，来维护和恢复肠黏膜屏障的完整性。
鼠李糖半乳糖醛酸（rhamnogalacturonan）源于植物
细胞壁果胶，在 DSS 诱导的小鼠结肠炎模型中可减
轻肠道黏膜屏障损伤的症状，保护杯状细胞，促进
MUC-1 表达，降低细胞渗透性，增加 CLDN-1 表
达 [29]。羧甲基茯苓多糖（carboxytmethylpachymaran，
CMP）是从茯苓提取并经修饰得到，主要活性成分
为羧甲基葡聚糖 [30]。在肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）
诱导的 Caco-2 模型中，CMP 能增加紧密连接蛋
白表达，降低模型渗透率，可能与 NF-κB/MLCK/
p-MLC 信号通路有关 [31]。另一项研究中给小鼠喂食
茯苓多糖亦能增加 MUC-2 表达和黏液层的厚度 [32]。
黄芪多糖，从中药黄芪提取，在 DSS 诱导的小鼠结
肠炎模型中能促进 CLDN-5、OCLU 和 ZO-1 表达，
从而恢复肠黏膜屏障 [33]。以上多糖除了 CMP 主要
活性成分是羧甲基葡聚糖外，关于多糖化合物是何
成分、具体如何起效目前未见深入探讨的报道。
　　机械屏障与化学屏障共同构成了肠道菌群与宿
主免疫细胞隔离的关键防御体系，对具有调节机械
屏障和化学屏障功能的糖类化合物总结见表 1。

表 1　对机械屏障和化学屏障有潜在改善功能的糖类化合物 
Tab 1　Carbohydrates exhibiting potential modulatory effects on mechanical and chemical barriers

分类 名称 组成 实验模型
与化学屏障相

关机制 / 靶点

与机械屏障相关

机制 / 靶点

参考

文献

单糖 甘露糖 － DSS 诱导的急性结肠炎小鼠模型；IL-
10 － / －小鼠结肠炎模型

－ 溶酶体完整性 ↑；cathepsin 
B、MLCK↓

[24]

阿洛酮糖 － DSS 诱导的急性结肠炎小鼠模型 MUC-2↑ ZO-1、OCLU↑ [25]

岩藻糖 － Muc2 － / －小鼠模型 MUC-2↑ － [26]

半乳糖醛酸 － IA 诱导的大鼠功能性消化性不良模型 － OCLU、ZO-1↑ [27]

N- 乙酰葡萄糖胺 － DSS 诱导的急性结肠炎小鼠模型 － OCLU、CLDN-1↑ [28]

多糖 鼠李糖半乳糖醛酸 半乳糖醛酸、半乳

糖、鼠李糖阿拉

伯糖、葡萄糖

DSS 诱导的急性结肠炎小鼠模型；IL-1β
诱导的 Caco-2 肠屏障功能损伤模型

MUC-1↑  渗透性 ↓；CLDN-1↑ [29]

茯苓多糖 羧甲基、葡聚糖 TNF-α 诱导 Caco-2 肠屏障功能损伤模型 MUC-2↑ OCLU、ZO-3↑；MLCK↓ [30-32]

黄芪多糖 阿拉伯糖、木糖、

葡糖醛酸等

DSS 诱导的急性结肠炎小鼠模型 － CLDN-5、OCLU、ZO-1↑ [33]

3.2　对免疫屏障和生物屏障有潜在治疗功能的糖

类化合物

　　对免疫屏障和生物屏障有潜在治疗功能的单
糖。阿拉伯糖（Ara）是一种五碳糖，给 DSS 诱导

的结肠炎小鼠喂食 Ara 后发现，TNF-α、白细胞介
素 6（IL-6）、干扰素 -γ（IFN-γ）、诱导型一氧化氮
合酶（iNOS）、环氧化酶 -2（COX-2）、趋化因子 -2
（CCL-2）等促炎因子的表达水平降低；另一方面，
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与 DSS 组相比，喂食 Ara 的小鼠肠道中发现具有
促炎作用的厚壁菌门 Firmicutes 减少，具有抑炎作
用的放线菌门 Actinobacteria 增多。在抗菌药物消
除肠道菌群后，Ara 对结肠的恢复作用消失，说明
其可能是通过肠道菌群发挥作用的 [34]。
　　对生物屏障有潜在治疗功能的寡糖。江蓠寡
糖提取自一种海岸生长的红藻，其由半乳糖组
成，聚合度为 1 ～ 10 的江蓠寡糖占总量的 66%。
给乙酸诱导的结肠炎小鼠模型中喂食江蓠寡糖，
小鼠肠道中双歧杆菌属 Bifidobacterium、罗氏菌
属 Roseburia 丰度上升且短链脂肪酸含量上升 [35]。
母乳低聚糖（HMO）是寡糖的一种，2'- 岩藻糖基
乳糖（2'-FL）是其含量最高的成分。在一个双盲、
随机、安慰剂对照的平行组临床试验中，IBS 患
者被随机分配接受不同剂量 HMO，持续 4 周，
干预后 IBS 患者双歧杆菌属 Bifidobacterium 丰
度显著增加，拟杆菌门 Bacteroidetes 丰度有所降
低，补充 HMO 能够改善 IBS 症状，可能与调节
肠道菌群有关 [36]。
　　对免疫屏障和生物屏障有潜在治疗功能的多糖

有黄芩多糖 [33]、竹荪多糖 [37]、灵芝多糖 [38]、五味子
多糖 [39] 和辣木叶多糖 [40]。这些多糖在 DSS 单独诱导
或 DSS 与氧化偶氮甲烷（AOM）联合诱导的小鼠结
肠炎模型中展现出免疫调节和肠道微生物调节作用。
它们既可通过降低促炎细胞因子水平（如 TNF-α、
IL-6、IL-1β、IL-18），还可增加抑炎因子表达 [ 如 IL-
10、过氧化物酶体增殖物激活受体 -γ（PPAR-γ）] 来缓
解肠道炎症。在生物屏障中，这些多糖可使双歧杆
菌属 Bifidobacterium、乳杆菌属 Lactobacillus、罗氏
菌属 Roseburia 等有益菌丰度显著上升；使厚壁菌门
Firmicutes、拟杆菌门 Bacteroidetes、变形菌门 Proteo-
bacteria、葡萄球菌属 Staphylococcus 等有害菌的丰度
下降。它们通过调节肠道微生物群组成并维护肠道
微生物群的平衡来缓解肠道炎症。
　　一些糖类化合物通过各种机制作用于肠道上
皮细胞和免疫细胞，调节其活性和反应，具有改
善免疫屏障和生物屏障的潜能，这些糖类化合物
汇总见表 2。这部分糖类化合物通过调节肠道菌群
平衡和炎症因子分泌来抑制炎症的发生（见图 2）。

表 2　对免疫屏障和生物屏障有潜在治疗功能的糖类化合物 
Tab 2　Carbohydrates exhibiting potential therapeutic functions on immune and biological barrierss

分类 名称 组成 实验模型
与免疫屏障

相关的机制 / 靶点

与生物屏障

相关的机制 / 靶点

参考

文献

单糖 阿拉伯糖 － DSS 诱导的急性结肠炎小鼠

模型

IL-6、TNF-α、IFN-γ、iNOS、
COX-2、CCL-2、CCL-5↓

Firmicutes↓；Actinobacteria↑ [34]

寡糖 江蓠寡糖 主要为半乳糖 乙酸诱导的小鼠结肠炎模型 －  Bifidobacterium、Roseburia↑ [35]

母乳低聚糖 葡萄糖、半乳糖、岩

藻糖、唾液酸等

IBS 患者平行、双盲、随机、

安慰剂对照研究

－  Bacteroidetes↓；Bifidobacte-
rium↑

[36]

多糖 黄芩多糖 阿拉伯糖、木糖、葡

萄糖醛酸、核糖等

DSS 诱导的急性结肠炎小鼠

模型

IL-6、IL-1β、TNF-α↓ Staphylococcus、Firmicutes、
Proteobacteria↓；Lactoba-
cillus、Roseburia、Bifido-
bacterium↑

[33]

竹荪多糖 葡聚糖 DSS 诱导的急性结肠炎小鼠

模型

IL-10↑；TNF-α、IL-6、IL-1β、
IL-18↓

－ [37]

灵芝多糖 葡萄糖、甘露糖木糖

等

AOM/DSS 诱导的炎症模型 IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOS、
COX-2↓

Firmicutes、Bacteroidetes↓ [38]

五味子多糖 葡萄糖、阿拉伯糖木

糖等

DSS 诱导的急性结肠炎小鼠

模型

－ Firmicutes、Bacteroidetes、
Proteobacteria↓

[39]

辣木叶多糖 岩藻糖、阿拉伯糖、

鼠李糖等

DSS 诱导的急性结肠炎小鼠

模型

TNF-α、IL-1β↓；IL-10、
PPAR-γ↑

－ [40]

4　总结和展望

　　本文系统地归纳分析了靶向肠黏膜屏障的糖
类化合物研究进展。基于现有文献，本文总结了
8 种对肠道机械屏障和化学屏障具有修复功能的
糖类化合物，这部分糖类化合物通过促进黏蛋白

和紧密连接蛋白表达的方式增强了肠道的屏障功
能，另外还总结了 8 种对肠道免疫屏障和生物屏
障具有调节功能的糖类化合物，本综述为进一步
揭示糖类化合物提升肠黏膜屏障功能的机制和相
关糖类药物的开发提供参考。
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图 2　改善肠黏膜屏障功能缺陷的糖类

Fig 2　Carbohydrates for enhancing intestinal barrier function deficiencies

　　值得注意的是，部分糖类化合物在多个屏障
功能维度上表现出治疗潜力，例如黄芪多糖 [33]。
另在一项关于甘露糖的研究显示，抑制甘露糖转
运体后，其改善屏障功能的效果消失，提示单糖
或者小分子的寡糖可能是通过进入细胞内部而发
挥功能的 [24]，而大分子多糖的作用机制在很大程
度上仍未明确。大分子糖类除通过调节肠道菌群
发挥作用外，推测其可能通过在肠腔或培养基内
降解为小分子糖后被吸收，或通过与细胞表面受
体结合激活特定信号通路发挥作用。尽管已观察
到一些糖类对肠黏膜屏障功能的积极影响，但当
前对糖类化合物保护肠黏膜屏障功能方面的研究
仍面临两大难点：一是对糖类化合物具体如何影
响肠道细胞及其涉及的信号传导机制了解甚少；
二是尚未明确多糖是通过其水解后的单糖或代谢
产物在发挥功效，还是作为大分子整体直接参与
治疗过程。因此，仍需更深入的研究来揭示这一
机制。
　　随着未来研究的深入，部分糖类化合物可能
会被发现具有单独成药的潜力，成为治疗肠黏膜
屏障功能障碍相关疾病的新型药物，其他糖类化
合物则可能需要与免疫抑制剂等药物联合使用，
通过协同作用来发挥最佳的肠黏膜屏障保护功
能，以降低后者不良反应并增强疗效。
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流感病毒神经氨酸酶抑制剂的研究进展
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摘要：神经氨酸酶是流感病毒表面重要的糖蛋白，在流感病毒生命周期的出芽释放阶段发挥着

不可替代的作用，是药物设计的理想靶点。目前已有神经氨酸酶抑制剂应用于流感的临床治

疗，但是由于用药选择的单一性及流感病毒潜在的变异性，神经氨酸酶耐药毒株逐渐成为公

众的担忧，因此神经氨酸酶新型抑制剂的研发成为研究热点。本研究精选近 10 年代表性案例，

对神经氨酸酶抑制剂的发展状况进行综述，以期为研发具有更强活性及抗耐药性的神经氨酸

酶抑制剂提供参考。

关键词：神经氨酸酶抑制剂；活性腔；抗体募集；蛋白质降解；单克隆抗体
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Research progress in influenza virus neuraminidase inhibitors

TIAN Cheng1, CHEN Meng-han2*, XIN Yi-zhou2, 3* (1. College of Pharmacy, Shandong University 
of Traditional Chinese Medicine, Jinan  250355; 2. Level Three Laboratory of Traditional Chinese 
Medicine Preparation, State Administration of Traditional Chinese Medicine, Affiliated Hospital of 
Shandong University of Traditional Chinese Medicine, Jinan  250011; 3. Laboratory for Molecular 
Identification and Biological Evaluation of Chinese Herbal Pieces, Affiliated Hospital of Shandong 
University of Traditional Chinese Medicine, Jinan  250011) 

Abstract: Neuraminidase is an important glycoprotein on the surface of influenza virus. It plays an 
irreplaceable role in the budding release stage of the influenza virus life cycle and is an ideal target for 
drug design. Currently, neuraminidase inhibitors have been used to treat influenza. However, due to the 
single drug selection and potential variability of virus, neuraminidase resistant strains have gradually 
become a public concern. Therefore, the development of new neuraminidase inhibitors has become a 
research hotspot. This study reviews representative cases in the past 10 years to provide a reference for 
the development of neuraminidase inhibitors with strong activity and anti-drug resistance.
Key words: neuraminidase inhibitor; active cavity; antibody recruitment; protein degradation; 
monoclonal antibody

　　流行性感冒（流感）是由流感病毒引起的一
种常见急性呼吸系统疾病，每年患流感人群占总
人口的 5% ～ 15%[1-2]。流感病毒是一类单股负链
RNA 病毒，分为甲、乙、丙及丁四型，其中甲型
流感病毒是临床最常见的类型，造成的影响也最
广。甲型流感病毒的基因组由 8 条 RNA 片段组
成，分别为聚合酶碱性蛋白 1、聚合酶碱性蛋白 2、

聚合酶酸性蛋白、血凝素（hemagglutinin，HA）、
核蛋白、神经氨酸酶（neuraminidase，NA）、基
质蛋白和非结构蛋白片段。根据甲型流感病毒表
面 HA 和 NA 的血清学反应，可将其分为不同的
亚型，目前已从禽类和蝙蝠中共鉴定出 18 种 HA
（H1 ～ H18）和 11 种 NA（N1 ～ N11）抗原亚型 [3]。
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　　在甲型流感病毒出芽传播的过程中，NA 发挥
了重要的作用。NA 通过切割新生病毒颗粒表面
HA 与宿主细胞表面唾液酸之间的糖苷键，使新生
子代病毒释放到周围环境中，促进子代病毒的传
播（见图 1）。NA 抑制剂通过抑制 NA 的活性，使
子代病毒粒子不能有效地从宿主细胞表面释放，
从而降低了病毒在体内进一步感染其他细胞的能
力 [4]。NA 抑制剂奥司他韦是目前流感治疗的一线
用药，但是由于用药选择单一，已经出现对该药
耐药的流感病毒突变株，尤其是 H1N1-H259Y 和
H5N1-H274Y 突变株，严重限制了现有药物的临床
疗效。因此，进一步提高 NA 抑制剂的抗病毒活
性及克服其耐药性成为 NA 抑制剂研究的热点。

图 1　NA 的抗病毒作用机制图

Fig 1　Mechanism diagram of NA antiviral

　　目前 NA 抑制剂的研究主要分为经典小分子
抑制剂的研究及新型 NA 抑制剂的研究。针对
NA 经典小分子抑制剂，可根据小分子与 NA 活
性位点的相互作用方式分为竞争性抑制剂与非
竞争性抑制剂，研发靶向 NA 150- 腔、430- 腔和
371- 腔的抑制剂是小分子抑制剂研究的热点。除
了经典的小分子抑制剂外，具有抗体募集功能的
NA 抑制剂、NA 降解剂及单克隆抗体等新型 NA
抑制剂，进一步为 NA 抑制剂的研发展示了广阔
的前景。本文对近年 NA 抑制剂相关研究进行总
结，期望对研发更强抑制活性及抗耐药活性的
NA 抑制剂提供参考。
1　靶向 NA活性腔的经典小分子抑制剂
　　竞争性 NA 抑制剂（competitive neuraminidase 

inhibitors）是一类重要的抗流感病毒药物，也是目
前研究的重点。已上市的 NA 抑制剂包括奥司他
韦（oseltamivir）、扎那米韦（zanamivir）、帕拉米
韦（peramivir）和拉尼米韦（laninamivir）均为竞
争性 NA 抑制剂。竞争性 NA 抑制剂主要靶向的活
性位点有 150- 腔、430- 腔和 371- 腔（见图 2）。

图 2　竞争性 NA 抑制剂主要靶向的活性位点

Fig 2　Main active sites targeted by competitive NA inhibitors 
A. N1亚型（1918H1N1，PDB ID：3BEQ）的活性腔；B. N1亚型（H1N1，

PDB ID：2HU4）的活性腔

A. active cavities of N1 subtype（1918H1N1，PDB ID：3BEQ）；B. N1 
subtype（H1N1，PDB ID：2HU4）

1.1　竞争性抑制剂
1.1.1　靶向 NA150- 腔的竞争性抑制剂　甲型流感
病毒 NA 根据其一级结构可分为 Group 1 和 Group 
2。Group 1 中 NA 的主要结构，特征是在活性位点
上有一个额外的空腔，即 150- 腔 [5]，其位置大约
对应于 150 位氨基酸残基所在的环区域（147 ～ 152
位氨基酸残基，见图 3）。现有的晶体结构研究表
明，150- 腔主要由疏水氨基酸组成，奥司他韦的
C5-NH2 即朝向 150- 腔。这个空腔的结构特征为设
计和开发新的 NA 抑制剂提供了可能的靶点。

图 3　与奥司他韦结合的代表性基团 N1（H5N1，PDB ID：2HU0）在

150- 腔内的蛋白 - 配体相互作用示意图

Fig 3　Protein-ligand interaction in the 150-cavity of the representative 
group N1（H5N1，PDB ID：2HU0）bound to oseltamivir

　　① 抗耐药抑制剂：对 150- 腔进行修饰是克服
耐药性的有效策略之一。流感病毒耐药株 H274Y
突变体是较常见的耐药株，酪氨酸残基将 Glu276
的羧基推向 150- 腔附近，带电荷的羧基破坏了容
纳奥司他韦戊氧基的疏水口袋，从而引起奥司他韦
构象的改变，降低对突变体 NA 的敏感性。在奥司
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他韦 C5-NH2 上引入空间体积合适的疏水基团，例
如酰基及含苯基的疏水侧链，从而与 150- 腔内的
氨基酸残基建立广泛的疏水相互作用是研究者常采
用的提高 NA 抑制剂活性或克服耐药性的方法 [6]。
　　Xie 等 [7] 以 150- 腔为靶点，设计合成了奥司他
韦衍生物 1（结构式见图 4），其对 H5N1-H274Y 突变
的活性相对于奥司他韦羧酸酯有明显的提高。在与
H274Y 突变酶结合的情况下，化合物1的4- 噻吩 -2-
基苯基更容易发生移动，从而调节分子有效应对
突变，其对 H5N1-H274Y 的半数抑制浓度（IC50）为
160 nmol·L－ 1。Jia 等 [8] 设计并合成了一系列新型
含硼 N- 取代奥司他韦衍生物，发现含 4-（3- 硼酸苄

氧基）苯基的化合物 2 对 H274Y 突变体的活性较奥
司他韦羧酸酯有所提高，这可能是由于化合物 2 与
周围的氨基酸残基如 Arg152、Gln136 和 Val149 形
成了附加氢键，新的氢键弥补了化合物 2 中硼酸
与 Gln136 和 Val149，以及 C-4 乙酰胺与 Arg152 之
间失去的相互作用。同时，化合物 2 的苄基可能与
Thr439、Val116 和 Asp151 产生疏水相互作用，也会
使其对 H274Y 突变体有更高的活性。Jia 等 [9] 又设
计合成了含 3- 氟 -4- 环戊烯基苯基片段的化合物 3，
其对突变型 NA（H5N1-H274Y 和 H1N1-H274Y）的抑
制活性分别是奥司他韦羧酸酯的 62.70 倍和 5.03 倍，
进一步增强了对耐药株的活性。

图 4　NA 抑制剂 1 ～ 24 的化学结构

Fig 4　Chemical structures of NA inhibitors 1 ～ 24

　　奥司他韦的 C-5 位 -NH2 指向 NA 的 150- 腔，这
个空腔影响了抑制剂对 N1 和 N2 NA 的选择性。Zhao
等 [10] 设计了一系列靶向 150- 腔的含肼片段的奥司他
韦衍生物，其中化合物 4 对 H5N1 和 H1N1 的 IC50 分
别为 26.8 nmol·L－ 1、11.9 nmol·L－ 1，是奥司他韦
羧酸盐的 8.77 倍和 4.12 倍。并且化合物 4 对流感突
变株 H5N1-H274Y 及 H1N1-H274Y 也具有较好的抑制
作用，其 IC50 分别为 19.5 nmol·L－ 1、133 nmol·L－ 1，
分别为奥司他韦羧酸盐的 203 倍和 6.23 倍。
　　另一奥司他韦耐药株 H259Y 是由第 259 位的

组氨酸被酪氨酸取代引起的一种突变。Li 等 [11] 合
成了一系列酰基胍奥司他韦羧酸酯类似物，其中化
合物 5 和 6 对 H259Y 突变体具有较好的抑制活性，
化合物 5 和 6 对 H259Y 突变体的 IC50 分别为 30.5 
nmol·L－ 1 和 14.5 nmol·L－ 1，比奥司他韦的活性
分别提高了 5 倍和 11 倍。与奥司他韦相比，化合
物 5 和 6 酰基胍部分与 NA 的 150- 腔和 430- 腔附
近的空间新形成的氢键和疏水相互作用可能补偿了
结合能的损失，提高了其对 H259Y 突变体的活性。
　　② 非抗耐药抑制剂：Zhang 等 [12] 设计并合成



785

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

了一系列具有不同 N- 杂环取代基的新型奥司他韦
衍生物，这些衍生物被证明可以诱导第 2 组 NA 
150- 环的开放。其中，含 4-（R-2- 甲基吡咯烷 -1-
基）苄基的化合物 7 对 H3N2 病毒的抑制活性比羧
酸奥司他韦增强了近 3 倍，值得进一步研究。
　　Zhong 等 [13] 基于药效团虚拟筛选和分子动力学
模拟，发现了一种新的 NA 抑制剂 ZINC01121127。
通过对 ZINC01121127 骨架进行优化，合成了一系
列新型含噻吩环的 NA 抑制剂。其中化合物 8 对
NA 的抑制活性最强（IC50 为 0.03 μmol·L－ 1），优
于阳性对照药奥司他韦（IC50 为 0.06 μmol·L－ 1），
这些含噻吩环 NA 抑制剂的良好活性可能与喹啉环
向 150- 腔的延伸有关。同年，Zhong 等 [14] 又发现了
一种二氢呋喃香豆素衍生物 ZINC05577497，通过
对其进行结构优化，发现了一系列新的 NA 抑制剂，
其中化合物 9 对 NA 的抑制活性最强，IC50 值为 0.02 
μmol·L－ 1，优于奥司他韦（IC50 为 0.04 μmol·L－ 1）
和 ZINC05577497（IC50 为 0.11 μmol·L－ 1）。Shang
等 [15] 以先导化合物 ZINC13401480 为基础，设计并
合成了 16 种以 1，3，4- 噁二唑硫醚酰胺为核心骨
架的新型多杂环 NA 抑制剂。其中化合物 10 对野
生型 H5N1 病毒 NA 的抑制活性最好，IC50 值为 0.14 
μmol·L－ 1，优于奥司他韦（IC50 值 0.31 μmol·L－ 1）。
1.1.2　靶向 430- 腔的竞争性抑制剂　NA 氨基酸序
列 430 位附近有一个空腔结构，这个空腔由于其周
围氨基酸形成的环具有较高的柔韧性，从而形成了
一个相对较大的空间，称为 430- 腔。近年来靶向
430- 腔的 NA 抑制剂主要为奥司他韦衍生物，即通
过对奥司他韦 C-1 位羧基、C-3 位、C-4 位胍基、C-5
位及 C-6 位等进行修饰使其延伸到 430- 腔中，与
空腔中的残基产生额外相互作用，以增强化合物的
亲和性、广谱性和抗药性，其中 C-1 位是主要的修
饰位点。此外，通过虚拟筛选的方式快速寻找新型
靶向 430- 腔的化合物也是 NA 抑制剂研发的一项
重要策略。
　　① 非抗耐药抑制剂：Ju 等 [16] 设计合成了一组
C-1 修饰的新型奥司他韦衍生物，通过与 430- 腔
作用以提高对病毒的抑制活性，其中化合物 11 对
H5N1 和 H5N6 菌株的 IC50 值分别为 0.088 μmol·L－ 1

和 0.097 μmol·L－ 1，与羧酸奥司他韦的抑制效果
相似。Wang 等 [17] 也设计合成了一系列可与 430- 腔
相互作用的羧基修饰奥司他韦类似物，其中化合物
12[IC50 为（1.30±0.23） μmol·L－ 1] 具有较强的抑制
活性，且化合物 12（logD ＝－ 0.12）在 pH 7.4 时比
奥司他韦羧酸盐（logD ＝－ 1.69）亲脂性更强，有
利于改善膜通透性和口服药物吸收度。
　　Ju 等 [18] 在奥司他韦 C-1 位引入 1，2，3- 三氮
唑单元作为连接体，设计合成了一系列可同时占

据 NA 催化位点和 430- 腔的新型 1，2，3- 三唑类
奥司他韦衍生物。与奥司他韦相比，化合物 13（见
图 5）具有更强的广谱抗流感病毒活性，对 H5N1、
H5N2 和 H5N6 病毒株的 IC50 分别为 0.12 μmol·L－ 1、
0.049 μmol·L－ 1 和 0.16 μmol·L－ 1。Jia 等 [19] 通过
对奥司他韦的 C-1 和 C5-NH2 进行修饰，设计合成
了一系列新型奥司他韦衍生物，N1 选择性抑制剂
化合物 14 对 N1（H5N1）和 N1（H5N1-H274Y）的活
性分别是奥司他韦羧酸盐的 1.5 倍和 1.8 倍。

图 5　化合物 13 与 Group-1 NA（A，B. H5N1，PDB ID：2HU0）和

Group-2 NA（C，D. H5N6，PDB ID：5HUM）的相互作用

Fig 5　The interaction between compound 13 and Group-1 NA（A，B. 
H5N1，PDB ID：2HU0）and Group-2 NA（C，D. H5N6，PDB ID：

5HUM）

　　② 抗耐药抑制剂：由于流感病毒对占据酶活性
位点的竞争性 NA 抑制剂的耐药性不断增强，开发
能够同时与 430- 腔和 NA 表面其他催化位点相互作
用的双功能化合物是提高 NA 抑制活性及增强化合
物对耐药株 NA 抑制活性的一项重要策略。开发这
种新型抑制剂不仅需要选择合适的连接子用于连接
片段，还需要确保其与 NA 催化中心独特的精氨酸
三联体 Arg118-Arg292-Arg371 的有效相互作用 [20]。
Shang 等 [15] 以先导化合物 ZINC13401480 为基础，
设计并合成的化合物 15 对 H5N1-H274Y 突变体表现
出最好的活性，其抑制活性约为奥司他韦羧酸的 60
倍，这可能是因为化合物 15 可以通过其 1，3，4-
噁二唑环和酰胺氧原子与活性位点的 3 个必需精氨
酸残基 Arg118、Arg292 和 Arg371 形成氢键，增强
了相互作用。Fu 等 [21] 基于药效团的虚拟筛选和分
子动力学模拟发现了一类先导化合物，并根据药效
团特征对其进行修饰得到了 14 个新化合物。其中，
化合物 16（IC50 为 0.44 μmol·L－ 1）对突变型 NA
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（H5N1-H274Y）的抑制效果突出，这可能与其可以
同时占据 430- 腔和活性位点，并与关键的精氨酸残
基 Arg118 和 Arg371 形成多个氢键有关。
1.1.3　靶向371- 腔的竞争性抑制剂　在 NA 活性位
点附近还含有一个空腔，此空腔是由 R371、P431、
I427、K432 和 W403 残基围成的疏水性口袋，命
名为 371- 腔。371- 腔是奥司他韦等竞争性 NA 抑
制剂的结合口袋之一，这些抑制剂通过与该口袋内
的特定氨基酸残基相互作用来获得额外的疏水性。
目前针对 371- 腔的 NA 抑制剂由于活性优势不够
突出，研究相对较少。
　　Chen 等 [22] 通过分子模拟发现，磷酸单烷基酯
在磷酸酯部分上含有负电荷，可以与 NA 活性位点

的 3 个精氨酸残基（R118、R292 和 R371）产生足
够的静电相互作用，而烷基取代基位于 371- 腔中，
可以获得额外的疏水相互作用，从而增强与 NA 的
亲和力，使磷酸酯单酯类化合物通常对流感病毒表
现出较强的 NA 抑制活性。
　　Hong 等 [23] 通过对奥司他韦进行修饰，得到
了一系列奥司他韦羧酸 - 异羟肟酸类衍生物。在此
类衍生物中，含有 O-（2- 吲哚基）丙基取代基的化
合物 17（见图 6）表现出最好的 NA 抑制活性，对
H1N1（A/MSN/33）的 IC50 为 6.4 nmol·L－ 1，远低
于奥司他韦酸，其活性较好的原因可能是由于 O-
（2- 吲哚基）丙基取代基可以位于 NA 的 371- 腔中，
获得额外的疏水性增强了其 NA 抑制作用。

1.2　非竞争性抑制剂
　　在 NA 抑制剂研究领域，非竞争性抑制剂的研
发不如竞争性抑制剂成熟。但非竞争性抑制剂可能
具有不同的作用机制和降低耐药性的潜力，因此对
于开发新型抗病毒药物十分具有吸引力。非竞争性
NA 抑制剂可分为变构抑制剂和共价抑制剂，变构
抑制剂不直接结合在 NA 的活性位点上，而是与酶
的其他区域（如变构位点或远端口袋）发生相互作
用，导致酶的三维结构发生改变，进而影响活性位
点的构象（见图 7），使其失去与底物结合的能力。
共价抑制剂可通过与酶活性位点上的特定氨基酸残
基形成不可逆的共价键，永久性地封闭活性位点，
阻止任何底物与酶的结合，实现长期抑制作用。
　　Woo 等 [24] 通过柱色谱分离了日本毛连菜叶和
茎中具有 NA 抑制作用的活性化合物，发现蜂斗菜
内酯 D（化合物 18）不与活性位点对接，为非竞争
性抑制剂。化合物 18 可以与 NA 中的残基 K272 和
R467 形成强氢键，与残基 F271 和 I332 形成π- 烷基
相互作用，具有进一步开发为 NA 抑制剂的潜力。
　　Malbari 等 [25] 设计合成了一系列非竞争性 NA
抑制剂骨架，即橙酮、3- 吲哚酮、4- 喹诺酮和肉
桂酸 - 哌嗪杂合物，并对其体外抗 A/H1N1pdm09
流感病毒活性进行了研究。研究表明分子（Z）-2-
（3'- 氯 - 苯亚甲基）-1，2- 二氢 - 吲哚 -3- 酮、（Z）-
2-（4'- 氯 - 苯亚甲基）-1，2- 二氢 - 吲哚 -3- 酮和 2-

（2'- 甲氧基苯基）-1H- 喹啉 -4- 酮（化合物 19、20、
21）在亚微摩尔范围（IC50 分别为 0.52、3.5、1.3 
μmol·L－ 1）内表现出良好的 NA 抑制活性。
　　Hariyono 等 [26] 研究了 10 个查尔酮衍生物对 NA
抑制作用，其中化合物 22 对 H5N1 NA 和 H1N1 NA
的 IC50 分别为 27.63 μmol·L－ 1 和 28.11 μmol·L－ 1，
化合物 23 对 NA 的 IC50 分别为 87.54 μmol·L－ 1 和
73.17 μmol·L－ 1。分子对接研究表明化合物 22 和
23 不与 NA 活性中心相互作用，具有开发为非竞争
性抑制剂的潜力。

图 6　化合物 17 与 NA 的相互作用（N1 亚型，PDB ID：2HU4）
Fig 6　The interaction between compound 17 and NA（N1 subtype，PDB ID：2HU4）

图 7　非竞争性抑制剂（变构抑制剂与共价抑制剂）与酶相互作用机制

Fig 7　Mechanism of interaction between non-competitive inhibitors
（allosteric inhibitors and covalent inhibitors）and enzymes
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　　Chintakrindi 等 [27] 设计了一系列对位取代橙酮
作为非竞争性 H1N1 NA 抑制剂，其中甲氧基取代
的化合物显示出比硝基取代和氯取代化合物更高
的 H1N1-NA 抑制活性，化合物 24 为活性最强的甲
氧基取代橙酮，IC50 值为（37.50±1.12）μmol·L－ 1。
2　具有抗体募集功能的 NA抑制剂
　　具有抗体募集功能的 NA 抑制剂是一种新型

双功能 NA 抑制剂，它能促使致病因子（蛋白、病
毒、细胞）与抗体之间形成三元复合物，导致免疫
介导的致病因子的降解破坏。在结构上，该双功能
分子一般由 3 个结构域组成（见图 8），分别是抗
体结合端（ABT）、靶标结合端（TBT）和连接臂
（Linker）。靶向致病因子的靶标结合端及修饰的
Linker 促使了抗体分子的募集。

图 8　抗体募集功能的双功能分子作用机制 [6]

Fig 8　Mechanism of dual functional molecules with antibody recruitment function[6]

图 9　扎那米韦 -DNP 双功能分子结构 [28]

Fig 9　Chemical structure of zanamivir-DNP conjugate[28]

3　NA降解剂
　　除了抑制 NA 活性外，直接降解 NA 也是目前
NA 抑制剂研发的一个方向。蛋白质降解是药物利
用细胞自身的泛素蛋白酶体系统或溶酶体靶向降
解目标蛋白质的技术，其中蛋白水解靶向嵌合体
（proteolysis targeting chimeria，PROTAC）是目前
最具有优势的蛋白质降解技术。PROTAC 通常以
E3 泛素蛋白酶系统来实现降解靶蛋白的目的，通

过 E3 泛素连接酶将泛素分子连接到目的蛋白上，
从而实现目的蛋白的降解。PROTAC 分子是克服现
有药物耐药性问题的有效解决策略，该类双功能分
子通常一端连接结合靶蛋白的配体，一端连接 E3
连接酶的配体，中间通过合适的 Linker 相连。
　　Xu 等 [30] 基于奥司他韦结构的设计了新型
PROTAC 分子 27 用于 NA 的降解（见图 10），27 可
显著抑制 H1N1 毒株 [EC50 ＝ 0.33 μmol·L－ 1，细胞

　　Liu 等 [28] 设计合成了一种双功能小分子化合
物 25（见图 9），以 NA 抑制剂扎那米韦作为靶标
结合端，高免疫性半抗原二硝基苯作为抗体结合
端，特异性靶向游离病毒和被病毒感染细胞表面
的 NA[H1N1：解离常数（Kd）＝ 0.8 nmol·L－ 1，
H3N2：Kd ＝ 1.1 nmol·L－ 1]，不仅能抑制子代病
毒的释放，而且可通过免疫介导清除游离病毒和
病毒感染的细胞 [H1N1：半数有效浓度（EC50）＝

1.7 nmol·L－ 1，H3N2：EC50 ＝ 7.6 nmol·L－ 1]。
对于轻度感染的小鼠经鼻内或腹腔注射单剂量的
药物就可以清除甲型、乙型流感病毒，对于严重
感染的小鼠在接种后 3 d 仍然有效。Liu 等 [29] 继

续合成了另一种双功能分子化合物 26，将 NA 抑
制剂扎那米韦，结合到一种纳米体上，该纳米体
可以识别小鼠免疫球蛋白的 kappa 轻链。这种复
合物被设计为通过与血液循环中更大的免疫球
蛋白形成复合物来延长扎那米韦的半衰期。扎
那米韦片段将加合物靶向病毒感染的细胞，而
抗 kappa 成分同时递送特异性不确定的多克隆免
疫球蛋白和所有同型。抗体依赖性细胞介导的细
胞毒性和补体依赖性细胞毒性的激活促进了流感
NA 阳性细胞的消除。单剂量的结合物保护小鼠
免受甲型或乙型流感病毒的侵害，即使在感染致
命剂量的病毒几天后给予也有效。



788

Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3 　中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期

半数中毒浓度（CC50）＞ 50 μmol·L－ 1]。27 通过招
募 E3 连接酶 VHL，以剂量依赖性的方式有效诱导流
感 NA 降解，从而抑制 H1N1-H274Y 突变株（流感病
毒核蛋白和 mRNA 水平显著降低），同时也可以依赖
泛素 - 蛋白酶途径，在 10 μg·mL－ 1 或 20 μg·mL－ 1

的剂量下显著诱导 NA 降解。这种新机制的 PROTAC
分子有望在流感的治疗中发挥重要作用。

图 10　NA 降解示意图 [30]

Fig 10　Scheme of NA degradation[30]

4　靶向 NA的单克隆抗体
　　在 NA 头部的底部具有一个高度保守的区
域，含有与抗体结合的靶点，并且不受耐药菌
株中常见突变的影响，这个区域被称为“暗面”。
NA 的暗面具有独特的未开发的抗原表位，针对
NA 暗面的单克隆抗体（mAbs）对 NA 的抑制作
用类似于经典的 NA 抑制剂，并且其在抗奥司他
韦耐药株上具有显著的优势。
　　Chen等 [31] 发现靶向 NA的单克隆抗体能有效
抑制包括奥司他韦耐药株在内的多种流感病毒 NA
活性，这些 NA反应性 mAbs即使在感染后 48 h使
用也能避免小鼠的体重减轻和死亡，表明它们可以
作为 NA抑制剂的潜在替代品。Yasuhara等 [32] 研究
发现了人类单克隆抗体 DA03E17，DA03E17 对来
自不同亚型 IAVs和 IBVs谱系的 NA表现出广泛的
反应性，该抗体靶向 NA的高度保守表位，特别是
D151 和 T439 这两个关键氨基酸位置。尽管在体外
实验中出现了逃逸突变病毒，但这些突变株的复制
能力显著低于野生型病毒，并且与之前报道的具有
交叉反应性的单克隆抗体 1G01 相比，DA03E17 具
有更广的交叉反应性和更强的中和能力。
　　Hansen 等 [33] 发现了两个具有广谱保护性的 NA
单克隆抗体（即 2H08 和 3H03，见图 11），能够通过
抑制 NA 活性进而抑制多种流感病毒，包括季节性
和大流行性 H1N1 病毒。这两个 mAbs 主要通过立体
阻碍而非直接作用于活性位点来抑制 NA 活性，且
在体外实验中显示出剂量依赖性的抗病毒效果，此
外，这两个抗体还能通过 Fc 介导的效应功能如抗
体依赖性细胞毒性（ADCC）贡献于体内保护作用。
Lederhofer 等 [34] 研究了 5 种靶向 NA 暗面的单抗对
H3N2、H3N2v 和 H2N2 病毒的抑制作用，发现所有靶
向 NA 暗面的单抗均能抑制测试病毒的生长，还设
计了含有 E119V/I222L 突变的重组 DW21 NA，而靶
向 NA 暗面的单抗能抑制 E119V/I222L 突变的 DW21 

NA 活性，表明其具有抑制耐药病毒的应用潜力。
4　总结与展望
　　近年来，NA 耐药毒株的出现逐渐成为公众的担
忧，研发更高效和抗耐药性的 NA 抑制剂成为该领域
的研究热点。本文通过对近十年 NA 抑制剂研究的梳
理总结，发现该领域的研究主要集中在两个方面：
　　一方面，NA 抑制剂的研究仍以小分子化学
抑制剂为主，主要以奥司他韦为基础进行结构改
造，通过靶向 NA 催化中心附近的 150- 腔、430-
腔和 371- 腔以提高活性及抗耐药性。然而，靶向
150- 腔的奥司他韦衍生物普遍具有明显的 NA 亚
型选择性，广谱性较差。靶向 430- 腔的奥司他韦
衍生物往往 NA 抑制活性下降，而靶向 371- 腔及
非竞争性抑制剂研究较少，活性优势不突出。
　　另一方面，随着新技术的发展，陆续涌现出
了新型的 NA 抑制剂，包括具有抗体募集功能的双
功能 NA 抑制剂、NA 降解剂及 NA 单克隆抗体等，
它们在抗耐药性方面具有显著的优势。然而，这些
新型抑制剂往往面临药代动力学不佳等问题。这两
大类 NA 抑制剂各具优势，都需要进一步发展完善
以向临床应用推广。在流感病毒感染的过程中，通
过这两类 NA 抑制剂的联合交叉使用，或许能弥补
各自的不足，为流感的防治提供新的选择。
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药食同源类中药防治痛风的研究进展

宋靖雯1，窦金金1，2，尹丽颖1，黄毅然1，张喜武1*（1.黑龙江中医药大学，哈尔滨　150040；2.黑龙江中医药大

学附属第四医院，哈尔滨　150040）

摘要：痛风作为一种常见的代谢性疾病，近年来由于生活方式的显著变化，其在全球范围内的

患病率急剧攀升，已对人类健康构成严重威胁。尽管现有的西药治疗方案能有效缓解痛风症

状，但其伴随较多的不良反应，会对身体造成不可忽视的损伤。相比之下，中医药在痛风治疗

方面展现出显著的优势，不仅疗效确切，而且用药相对安全，尤其是药食同源类中药的应用

更是为痛风患者提供了新的治疗选择。因此，食疗替代疗法已成为当前研究的热点。本文基于

中医学的病因病机理论与西医学的发病机制，通过系统的文献调研，深入分析和总结了清热

解毒类、解表类、补虚类等药食同源类中药及由药食同源物质组成为主的中药复方在痛风治疗

中的作用及其具体机制。着重明确了这类中药对痛风的作用效果及其效应成分，并深入挖掘了

其潜在的作用机制，旨在为后期大力开发药食同源类中药用于痛风疾病的预防和治疗奠定坚

实的理论基础，并提供科学依据，更为“健康中国”战略的早日实现提供了有益的思路借鉴。

关键词：药食同源中药；痛风；高尿酸血症；痛风性关节炎
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Rrevention and treatment of gout by food homologous  
traditional Chinese medicine
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University of Chinese Medicine, Harbin  150040; 2. Fourth Affiliated Hospital, Heilongjiang 
University of Chinese Medicine, Harbin  150040)

Abstract: As a common metabolic disease, gout has become a public health problem that poses 
a serious threat to human health due to the dramatic changes in lifestyle in recent years. Although 
existing Western medicine treatment may effectively relieve the symptoms of gout, its accompanying 
side effects often cause much damage to the body. In contrast, traditional Chinese medicine has 
shown advantage in the treatment of gout, with obvious efficacy and safety. The application of food 
homologous traditional Chinese medicine provides a new treatment option for patients with gout. 
Therefore, dietary alternative therapy has become the focus of current research. Based on etiology 
and pathogenesis of traditional Chinese medicine and Western medicine, this paper summarized the 
role and specific mechanism of traditional Chinese medicine for gout via systematic literature review. 
It clarified the effect of Chinese medicine on gout and its effective components, and explored its 
potential mechanism of action, aiming to lay a theoretical foundation for the development of medicine 
and homologous food for gout. 
Key words: medicinal and food homologous traditional Chinese medicine; gout; hyperuricemia; 
gouty arthritis
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　　痛风由尿酸钠（MSU）晶体在关节及非关节
结构中沉积引发，不仅会导致剧烈疼痛，还常常
伴随高血压病、高脂血症、动脉硬化、糖尿病、
尿酸性肾病及肾结石等多种并发症，对患者身心
健康造成重大威胁 [1]。高尿酸血症（HUA）作为
痛风的重要生化基础，以痛风性关节炎（GA）作
为其主要临床表现，共同构成了这一复杂疾病的
双重挑战。流行病学研究显示，全球范围内痛风
的患病率和发病率均显著上升，且发病人群呈现
年轻化趋势，已成为人类健康领域不可忽视的公
共卫生问题。然而，令人担忧的是，仅有一半的
患者能够接受有效的降尿酸治疗，导致患者生活
质量严重下降 [2]。鉴于西药治疗虽能有效缓解症
状，但其显著的不良反应往往给患者身体带来损
伤，寻找更为安全有效的治疗方法显得尤为迫切。
　　在此背景下，中医药尤其是药食同源类中药
因其疗效确切、用药安全而备受瞩目。我国已正
式公布了 114 种药食同源物质，这些资源不仅历
史悠久、种类丰富，更因其独特的疗效、优良的
风味及高度的安全性，在防治痛风方面展现出巨
大的潜力 [3]。随着全球健康意识的提升和大健康
产业的蓬勃发展，从中药尤其是药食同源类中药
中挖掘具有防治痛风功能的成分，并基于此开发
新型食品，已成为当前研究的热点与前沿。
　　本文旨在通过中医学的病因病机理论与西医
学的发病机制，深入探讨清热解毒类、解表类、
补虚类等药食同源类中药在防治痛风中的作用及
其具体机制，能够为药食同源类中药在痛风预防
和治疗中的应用提供坚实的理论基础和科学依据，
并结合国内外最新研究成果，展现该领域的前沿
动态，明确解决当前痛风治疗中存在的问题，为
临床实践和科研探索提供新的思路与方向。
1　痛风的病因病机

1.1　中医学

　　痛风属于中医“痹症”范畴，病名最早见于
金元时期朱丹溪的《格致余论》[4]，曰“彼痛风
者，大率因血受热，已自沸腾，其后涉于冷水，
或立湿地，或扇风取凉，或卧坐当风，寒凉外
搏，热血当寒，污浊凝涩，所以作痛。夜则痛
甚，行于阴也。” 《格致余论·痛风论》[5] 云：“肥
人肢节痛，是风湿与痰饮流注经络而痛。”古代医
家将痛风的发生总结为“外感风寒湿邪，痰浊湿
热，瘀阻经络”。清代徐大椿《医略六书·痛风》[6]

云“痛风”的临床表现是“轻则骨节疼痛，走注四
肢，难以转侧，肢节或红或肿，甚则遍体瘰块，

或肿或瓠，或痛如掣，昼静夜剧。” 现代医家在其
基础上对痛风又有了新的认识。全国名老中医朱
良春 [7] 认为：“痛风，受寒受湿是诱因之一，但
不是主因，湿浊瘀滞内阻才是主要病机，此湿浊
之邪，不受之于外，而生之于内也 ...... 凡此悉皆
浊瘀内阻使然，实非风邪作祟。” 此外，王丹辉
教授 [8] 认为痛风患者多由先天禀赋不足，脾肾亏
虚，加之饮食不节，劳欲过度，致使湿浊内生，
日久蕴而化热，湿热毒邪伏藏日久，痹阻经脉，
复受风湿热邪或风寒湿邪侵袭，痹阻关节经络而
为病。因此，痛风的发生以内因为主，外因为辅，
先天禀赋不足，平素湿热潜伏体内，加之正气不
足，腠理不密，卫气失固，湿热毒邪乘虚侵袭人
体，导致筋骨、关节、经络痹阻，气血运行不畅，
不通则痛，内外相引而发病。
1.2　西医学

　　现代医学普遍认为痛风是由于人体内尿酸
（UA）水平紊乱而引起的晶体性关节疾病，而晶
体沉积会导致受累关节的红肿热痛，产生炎症反
应。痛风的现代医学病机理论见图 1。
1.2.1　尿酸生成过多　尿酸是体内嘌呤分解代
谢的终产物，嘌呤和痛风之间的联系源于嘌呤
分解导致尿酸盐的产生。腺苷脱氨酶（ADA）和
鸟苷单磷酸还原酶（GMPR1）分别将腺苷 - 磷酸
（AMP）和鸟苷 - 磷酸（GMP）转化为肌苷 - 磷
酸（IMP），AMP 和 GMP 也可以通过核苷酸酶代
谢为腺苷和鸟苷。然后 IMP 与腺苷代谢为肌苷，
经嘌呤核苷磷酸化酶（PNP）进一步代谢为次黄
嘌呤，之后次黄嘌呤经黄嘌呤氧化酶（XOD）代
谢成黄嘌呤，最终代谢为尿酸盐。同样，鸟苷被 
PNP 代谢为鸟嘌呤，鸟嘌呤脱氨酶将其转化为黄
嘌呤，最终代谢为尿酸盐 [9-10]。
1.2.2　尿酸排泄减少　代谢产生的尿酸盐不溶
于水，需主动排泄。在血液中，约三分之二的
尿酸通过肾脏进行排泄。首先通过肾脏中的肾
小球过滤，会被近曲小管部位的尿酸盐转运蛋
白 1（URAT1）和基底外侧葡萄糖转运蛋白 9
（GLUT9）重新吸收至血液中，然后又由远曲小
管分泌而随尿排泄，有机阴离子转运蛋白（OAT）
通过特定的转运机制，将尿酸从血液中转运到肾
小管腔中，最终排出体外。这一过程中，转运蛋
白的活性、表达水平和调控机制都起重要作用；
而剩余约三分之一的尿酸经由肠道排泄。ATP 结
合盒亚家族 G 成员 2（ABCG2）参与大量化学和
结构多样化的化合物的细胞输出。研究表明，它
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在肾脏和胃肠道尿酸盐排泄中起重要作用 [11-12]。
1.2.3　机体炎症反应　当体内尿酸盐水平失衡，超
过 6.8 mg·dL－ 1 时，单钠尿酸盐结晶会在关节及
其他结缔组织中沉积引起炎性反应和组织破坏，最
终导致受累关节的红肿热痛，即痛风性关节炎 [13]。
　　TLR/MyD88/NF-κB 信号通路是机体炎症体
系中的重要途径。TOLL 样受体（TLR）是一种跨
膜蛋白，能够识别脂多糖（LPS），引起机体炎症
免疫应答，而所有的 TLR 都能激活 MyD88 依赖
性途径，从而活化 NF-κB，导致炎症介质和细胞
因子的释放，进而引起炎症反应。
　　MSU 晶体对 NOD 样受体家族蛋白 3（NLRP3）
炎性小体的激活也是触发炎症反应的途径之一。
NLRP3 炎性小体是由衔接蛋白凋亡相关斑点样
蛋白（ASC）和效应蛋白 pro-Caspase-1 的募集形
成的，能够调控半胱氨酸蛋白酶（Caspase-1）的
活性并激活 Caspase-1，Caspase-1 被激活后，会
将无活性的促炎细胞因子切割为成熟体白细胞介
素（IL）-1β（IL-1β）、IL-18，导致炎症的发生。
除 Caspase-1 外，其他炎性 Caspase 也能够切割 
GSDMD 的 N 端结构，发生细胞焦亡，促进炎症
介质和细胞因子的释放 [14-15]。
2　药食同源类中药防治痛风的作用及机制

　　本文通过整合近年来国内外关于此类中药的
研究成果，系统性地总结了 30 味常用药食同源
中药、3 首由药食同源物质为主组成的中药复方

在防治痛风方面的有效成分及其具体作用机制。
其中，药食同源中药可根据其功效特性被归类为
12 大类别，如图 2 所示。

图 2　抗痛风药食同源中药分类

Fig 2　Classification of anti-gout medicine and food homologous 
traditional Chinese medicine

2.1　单味中药

2.1.1　清热解毒药　近年来，清热类中药在痛风
防治领域展现出了显著潜力。研究表明，金银
花、马齿苋、栀子、茯苓及菊花等中药材，均能
通过抑制体内 XOD 活性，有效减少尿酸生成。
特别是金银花 [16] 和马齿苋 [17]，两者分别在 50 
mg·kg－ 1 与 500 mg·kg－ 1 下展示出了较好的调
控尿酸水平的作用，此外，马齿苋还展现出抑制
TLR4/MyD88 通路的能力 [18]，对改善炎症与氧化
应激反应大有裨益，但其直接防治痛风的机制尚

图 1　痛风的现代医学病机理论

Fig 1　Modern medical pathogenesis theory for gout
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待深入探索。
　　栀子中的β- 谷固醇、槲皮素及山柰酚等成分，
是抗痛风的关键分子 [19-20]。β- 谷固醇以其抑制炎性
因子释放的特性，显著减轻炎症反应，同时涉及
NF-κB 关键信号通路，全面调控机体免疫应答。
　　茯苓 [21] 与菊花 [22] 在促进尿酸排泄方面各显
其能。茯苓多糖（1 g·kg－ 1）能通过调控肾脏尿

酸转运蛋白 OAT1 与 URAT1 的表达，加速尿酸
排出；而菊花则通过提升 ABCG2 转运蛋白活性，
同时下调 GLUT9 与 URAT1，降低血清尿酸水
平，并对高尿酸伴发的肾脏疾病、高血脂及炎症
起到改善作用。以上中药及其他清热解毒类中药
的具体效应成分及作用机制详见表 1。

表 1　清热药防治痛风疾病 
Tab 1　Antipyretic medicine for preventing and treating gout

中药 效应成分 作用机制 文献

金银花 秦皮甲素、异绿原酸 B 抑制 XOD 活性 [16]

马齿苋 － 抑制 XOD 活性；抑制 TLR4/MyD88 通路 [17-18] 

栀子 栀子苷、槲皮素、山柰酚、β- 谷固醇 抑制 XOD 活性；参与 NF-κB 信号通路 [19-20]

茯苓 茯苓多糖 抑制 XOD 活性；下调 URAT1，上调 OAT1 蛋白表达 [21]

菊花 木犀草素、绿原酸 抑制 XOD 活性；上调肾脏 ABCG2、下调 GLUT9 和 URAT1 表达 [22]

决明子 － 抑制 XOD 活性 [23]

青果 胡椒碱、木犀草素 抑制 XOD 活性；下调 URAT1 表达 [24]

注：“－”暂无文献报道。

Note：“－” means without literature reported yet.

2.1.2　补虚药　山药、甘草、黄精与黄芪，这些
传统意义上的滋补佳品，被研究证实为抗痛风的
得力助手。Su 等 [25] 利用氧嗪酸钾诱导的 HUA
小鼠模型，揭示了山药的核心成分薯蓣皂苷在
（3.8±0.51）μg·mL － 1 剂量下可调控肾脏尿酸转
运蛋白，下调 mURAT1，上调 mOAT1 以促进尿
酸排泄，同时保护肾脏免受损伤。
　　甘草黄酮醇作为甘草的有效成分，在高剂
量 20 μmol·L － 1 时可抑制腺苷诱导的尿酸水平
升高（但能否通过抑制 XOD 达到降尿酸效果尚
未可知），同时缓解高尿酸引起的肾小管上皮细
胞氧化应激损伤，为甘草在痛风治疗中的应用提
供了科学依据 [26]。黄精的有效成分薯蓣皂苷元、

黄芩苷元能够通过多维度调节与痛风密切相关的
信号通路，有效减轻炎症反应 [27]，体外实验验
证结果表明，薯蓣皂苷元低、高剂量组（10、20 
μmol·L － 1）均能显著降低 p38 MAPK 及其上游
ERK1/2 磷酸化蛋白的表达，且呈剂量依赖性。
黄芪的两大有效成分黄芪多糖与黄芪甲苷可发挥
协同作用：黄芪多糖（IC50 ＝ 1.37 mg·mL － 1）
能够可逆性结合 XOD 降低其活性，减少尿酸
生成；黄芪甲苷则直接干预 NF-κB 炎症信号通
路，抑制关键炎症因子的表达，显著改善 GA 症
状 [28-29]。以上中药及其他补虚药的效应成分及作
用机制详见表 2。

表 2　补虚药防治痛风疾病 
Tab 2　Deficiency medicine for preventing and treating gout

中药 效应成分 作用机制 文献

山药 薯蓣皂苷 下调 mURAT1 蛋白表达，上调 mOAT1 蛋白表达 [25]

甘草 甘草黄酮醇 降尿酸；缓解氧化应激损伤 [26]

黄精 薯蓣皂苷元、黄芩苷元 调节免疫反应和炎症反应等 [27]

黄芪 黄芪多糖、黄芪甲苷 抑制 XOD 活性；抑制 NF-κB 炎症信号通路 [28-29]

桑葚 桑葚黄酮 抑制 XOD 活性 [30]

杜仲叶 黄酮类、酚类 抑制 XOD 活性 [31]

2.1.3　解表药　在痛风的治疗领域，解表药正逐
渐成为研究的热点。白芷的活性成分欧前胡素在
动物实验中在 20、40 mg·kg － 1 剂量下展现出
显著减轻 MSU 诱导的关节肿胀及炎症反应的能
力，通过下调多种促炎细胞因子（如 NLRP3、IL-

1β、TNF-α 等）的表达，可有效改善关节环境，尽
管其具体机制尚待深入解析 [32]。干姜中的阿魏
酸与对香豆酸通过分子间相互作用影响 XOD 功
能，同时 0.5 mg·mL － 1 阿魏酸的 DPPH 自由基
清除率大于 90%，也预示着其在降低尿酸水平方
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面的可能性，为痛风治疗开辟了新路径 [33]。葛根
成分葛根素在 100 mg·kg － 1 时能够平衡痛风小
鼠体内的尿酸与一氧化氮水平。这一平衡调节不
仅有助于减轻炎症反应，还促进了免疫系统的稳
态恢复，通过调控巨噬细胞极化等过程，葛根素
在机体内构建了一道坚实的抗炎防线 [34]。桑叶对
XOD 的抑制作用以及对肝、肾的保护效应，特别
是其降低尿酸水平并减少促炎介质释放的能力，
为痛风的综合管理提供了新策略 [35]。整理以上中
药及其他解表药的效应成分及作用机制见表３。

表 3　解表药防治痛风疾病 
Tab 3　Antidote medicine for preventing and treating gout

中药 效应成分 作用机制 文献

白芷 欧前胡素 下调 mURAT1 蛋白表达，上调

mOAT1 蛋白表达

[32]

干姜 阿魏酸、对香豆酸 抑制 XOD 活性 [33]
葛根 葛根素 调节免疫反应和炎症反应等 [34]
桑叶 桑叶黄酮 抑制 XOD 活性；改善肾损伤 [35]
薄荷 黄酮类 抑制 XOD 活性 [36]

2.1.4　收涩药　肉豆蔻的醇提物在 400 ～ 1000 
mg·kg － 1 时通过抑制 XOD 和肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）的活性，有效降低血清尿酸水平，显示
出潜在的抗痛风潜力 [37]。而白果（银杏）不仅能抑
制尿酸的生成和重吸收，还可以促进尿酸的排泄，
从而全面调节尿酸水平 [38]。此外，白果还能有效干
扰 NLRP3 等炎症系统，减轻痛风引起的炎症反应。
2.1.5　活血化瘀药　山楂的有效成分山楂叶总黄
酮（6、12 mg·kg－ 1）能够可逆性竞争抑制 XOD
活性，有效降低血清尿酸水平，并对 HUA 导致
的血管内皮细胞功能损伤具有防治作用 [39]。姜黄
则能抑制 NF-κB 信号通路激活，减少下游炎症因
子表达，同时保护单核巨噬细胞免受 MSU 诱导
的线粒体损伤 [40]。
2.1.6　祛风湿药　木瓜在 HUA 治疗中同样表现
出色。它能抑制 XOD 活性以降低血清尿酸水平，
并调节肾脏尿酸转运蛋白表达，增强肾脏尿酸排
泄，减轻肾功能障碍 [41]。此外，木瓜还能提高抗
氧化酶活性，抑制 HUA 引起的氧化应激反应。
2.1.7　利水渗湿药　菊苣的活性成分菊苣酸（400 
μmol·L－ 1）能显著抑制高尿酸状态下 GLUT9 蛋白
表达，促进肾脏尿酸排泄 [42-43]。同时，菊苣还能干
预肠道菌群失衡，通过调节肠道菌群和下调肾脏中
的炎症途径来降低炎症反应，促进尿酸排泄。另有
枳椇子，能通过抑制 XOD 活性来降低血清尿酸 [44]。
2.1.8　理气药　紫苏提取物中的多种成分被鉴定
为有效的黄嘌呤氧化酶抑制剂。研究表明，紫苏

叶提取物（IC50 ＝ 5.80 mg·mL－ 1）不仅能降低体
内血清尿酸水平，还能改善 HUA 导致的肾脏病理
变化，提示其对肾脏具有一定的保护作用 [45]。
2.1.9　消食药　藏药余甘子在治疗 HUA 方面具有长
期应用历史，并作为复方的重要组成部分被开发成
多种中成药 [46-47]。余甘子提取物（5 g·kg－ 1）通过抑
制 XOD 活性来达到降尿酸的作用，其抗炎作用则与
抑制局部组织和血清中炎症介质的释放有关。作为
藏药经典方药三果汤的核心药物之一，余甘子在痛
风及气血紊乱等疾病的治疗中发挥着重要作用。
2.1.10　其他类　其他中药材如温里药高良姜，
止血药槐花，平肝息风药天麻的效应成分及作用
机制见表 4[37-50]。
2.2　中药复方

2.2.1　参苓白术散　参苓白术散源于《太平惠民和
剂局方》，为健脾益气的代表方剂，由人参、茯
苓、白术、山药、甘草、白扁豆、莲子、薏苡仁、
砂仁、桔梗 10 味药组成，其中有 9 味属于药食同
源类中药。汪永辉等 [51] 使用 1 g·mL－ 1 的汤剂通
过观察其对 HUA 小鼠模型的影响，得出参苓白术
散降低血清尿酸含量是治疗 HUA 的关键环节，能
够调节 HUA 小鼠肠组织 AMPKA 磷酸化，升高
ABCG2 表达。另外，参苓白术散水煎液也可能通
过抑制 TLR4、NF-κB 的磷酸化表达来显著降低大
鼠血清中炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 水平 [52]。
2.2.2　麻黄连翘赤小豆汤　麻黄连翘赤小豆汤出
自《伤寒论 • 辨阳明病脉证并治》，主要用于治疗
表证兼湿热内蕴的黄疸。随着医学研究的持续深
入，该方剂的应用领域不断拓宽，展现出广泛的应
用价值。临床研究表明，麻黄连翘赤小豆汤能够有
效降低湿热蕴结型急性痛风患者的血清尿酸及炎症
指标，减轻临床症状 [53-54]。然而，尽管其在临床疗
效上表现卓越，但现有的研究大多仍聚焦于临床观
察，对于其深层的作用机制，尚缺乏深入探索。
2.2.3　四妙勇安汤　经典名方四妙勇安汤由金银花、
玄参、当归、甘草组成，收录于《古代经典名方（第
一批）》中，具有清热解毒、活血止痛的功效。沈雨
宇等 [55] 运用网络药理学及构建 GA 大鼠的实验模型，
探究其具体作用机制，结果表明，四妙勇安汤可降
低 IL-17A、IL-17F、环氧合酶 -2（COX-2）、人生长
调节致癌基因 -β（CXCL-2）、IL-1β、TNF-α 炎症因子
含量及大鼠踝关节组织 MEK1/2、Er K1/2 蛋白的表
达，减轻炎性反应，从而对 GA 有一定治疗作用。
　　以上中药复方的来源、药味组成及作用机制
见表 5。
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表 4　其他类中药防治痛风疾病 
Tab 4　Other types of traditional Chinese medicine for preventing and treating gout

中药 效应成分 作用机制 文献

肉豆蔻 － 抑制 XOD 和 TNF-α 活性 [37]

白果 黄酮类、萜类 抑制 XOD 活性；下调 URAT1 蛋白表达；干扰 NLRP3 等炎症系统 [38]

山楂 总黄酮 抑制 XOD 活性；防治血管内皮细胞功能损伤 [39]

姜黄 姜黄素 抑制 NF-κB 信号通路；抑制 NLRP3 炎症反应活性 [40]

木瓜 黄酮类、酚类 抑制 XOD 活性；下调肾脏 URAT1 蛋白、上调肾脏 OAT1 蛋白表达；

抑制氧化应激

[41]

菊苣 菊苣酸 抑制 GLUT9 蛋白表达，下调血清 LPS 和 TLR4 /NF-κB 炎症途径，

降低 LPS/TLR4 轴炎症反应

[42-43]

枳椇子 醇提物 抑制 XOD 活性 [44]

紫苏 山柰酚 -3-O- 芸香苷、迷迭香酸、甲基迷迭香

酸、芹菜素、4'，5，7- 三甲氧基黄酮

抑制 XOD 活性；改善 HUA 导致的肾小管管腔扩张，保护肾脏 [45]

余甘子 正丁醇、乙酸乙酯部位 抑制 XOD 活性；抑制炎症介质的释放 [46-47]

高良姜 黄酮类、多糖类 抑制 XOD 活性；下调肾脏 URAT1 和 GLUT9 表达；保护肾脏 [48]

槐花 醇提物 抑制 XOD 活性；改善肾脏组织病理学变化 [49]

天麻 天麻素 抑制 XOD 活性；调控 URAT1 和 OAT1 的 mRNA 的表达水平；增

加肾组织抗氧化活性和抗炎作用

[50]

注：“－”暂无文献报道。

Note：“－” means withou literature report yet.

表 5　中药复方防治痛风疾病 
Tab 5　Traditional Chinese medicine formulas for preventing and treating gout

中药复方 来源 药味组成 作用机制 文献

参苓白术散 《太平惠民和剂局方》 人参、茯苓、白术、山药、甘草、白

扁豆、莲子、薏苡仁、砂仁、桔梗

降低血清尿酸水平；降低炎症因子

水平

[51-52]

麻黄连翘赤小豆汤 《伤寒论 • 辨阳明病脉证并治》 连翘、甘草、生姜、大枣、杏仁、赤

小豆、麻黄、生梓白皮

降低湿热蕴结型急性痛风患者的血

清尿酸及炎症指标

[53-54]

四妙勇安汤 《古代经典名方（第一批）》 金银花、玄参、当归、甘草 降低炎症因子水平，改善炎症反应 [55]

　　综上所述，以上单味药及中药复方在痛风防
治中展现出较好的药效和机制。通过多靶点、多
通路协同作用，不仅能降低血清尿酸水平，还可
减轻炎症反应、保护肾脏功能，为痛风及 HUA
的防治提供了新的思路和选择。
3　总结与讨论

　　痛风作为一种常见的代谢性疾病，其发病的
核心机制在于机体内尿酸代谢的异常，这种异常
导致尿酸盐晶体在关节及其周边组织内积聚，进
而引发一系列炎症反应。针对这一病理过程，当
前防治痛风的主要策略聚焦于三个方面：抑制尿
酸的生成、促进尿酸的有效排泄，以及减轻由尿
酸盐沉积引发的炎症反应，这三方面策略相辅相
成，共同构成了当前防治痛风的主要手段。在这
一背景下，药食同源类中药凭借其独特食用和药
理作用双重属性，在痛风治疗中展现出了显著的
应用潜力。药食同源类中药主要通过以下几种方
式发挥抗痛风作用。
　　首先，它们能够抑制尿酸的生成。XOD 作

为尿酸合成的关键酶，其活性受到多种成分的抑
制，进而减少尿酸的生成。在这类中药中，黄酮
类化合物占据了重要地位，如栀子中的槲皮素和
山柰酚、菊花中的木犀草素等，均能有效抑制
XOD 活性。其次，部分中药能够通过调控尿酸转
运蛋白（如 URAT1、OAT1）的表达，促进尿酸从
肾脏和肠道的排泄。例如，山药和白芷等中药能
够下调尿酸重吸收蛋白的表达，增加尿酸的排泄
量。此外，药食同源类中药还能减轻炎症反应。
药食同源类中药通过干预 TLR/MyD88/NF-κB 和
NLRP3/ASC/Caspase-1 等炎症信号通路，抑制炎
症因子（如 IL-6、IL-8、IL-1β 等）的释放，从而
减轻关节的炎症反应。常见治疗痛风的中药分类
及其治疗机制见图 3。
　　综上，药食同源类中药及其复方可以作为痛
风疾病防治的新视角。虽然我国药食同源类中药
资源丰富、历史悠久，但是部分单味药与复方的
研究缺少体内外研究或临床试验验证，未来可以
通过探究现有中药具体效应成分和探索其他同样
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具有清热解毒、抗炎镇痛功效的药食同源类中药，
扩大其在痛风疾病防治方向的研究与应用。另外，
随着新的共病与痛风之间的联系被确定，痛风患
者对不同共病之间相互关系的理解也得到了提
高，未来或可着眼于此，解决共病问题以降低痛
风发作频率，改善痛风患者的生活质量。

图 3　常见中药治疗痛风病机图

Fig 3　Mechanism diagram of common traditional Chinese medicine in 
the treatment of gout
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CYP2C9基因多态性对氯沙坦和厄贝沙坦 
药效学影响的研究进展

曲志浩1，王玉2，李文娟2，邓粉妮2，王皓天2，刘一帆1（1.济南广音医疗科技有限公司，济南　250000；2.西

安时代基因健康科技有限公司，西安　710065）

摘要：CYP2C9 是人体内重要的药物代谢酶，其编码基因 CYP2C9 的多态性已被证实对多种

药物的代谢活性具有显著影响，其中包括广泛应用于高血压治疗的血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂

（ARBs）。东亚人群中常见的 CYP2C9*3 变异会影响 CYP2C9 酶的活性，导致 CYP2C9*3 携带

者使用氯沙坦或厄贝沙坦时药物代谢速率减慢，血药浓度升高，从而表现出药效的个体差异。

本研究综述了近年来关于 CYP2C9 基因多态性对氯沙坦和厄贝沙坦药效学影响的研究进展，旨

在为临床实践中是否需进行 CYP2C9 基因检测提供依据，以指导氯沙坦和厄贝沙坦的合理选

择、剂量调整，实现高血压治疗的精准化。

关键词：高血压；药物基因组学；基因多态性；血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂；CYP2C9*3
中图分类号：R969.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0798-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.033

Research progress in the effect of CYP2C9 gene polymorphism on the 
efficacy of losartan and irbesartan

QU Zhi-hao1, WANG Yu2, LI Wen-juan2, DENG Fen-ni2, WANG Hao-tian2, LIU Yi-fan1 (1. Jinan 
Guangyin Medical Technology Co., Ltd., Jinan  250000; 2. Xi’an Genergy Health Technology Co., 
Ltd., Xi’an  710065)

Abstract: CYP2C9 is an important drug-metabolizing enzyme in the human body. Polymorphism in 
its encoding gene, CYP2C9, significantly influences drug metabolism, including that of Angiotensin 
Ⅱ receptor blockers (ARBs). The common CYP2C9*3 variant in East Asian populations may affect 
CYP2C9 enzyme activity and cause slower drug metabolism in carriers of CYP2C9*3 when they 
receive losartan or irbesartan. This leads to higher blood drug levels and differences in drug efficacy 
for different individuals. This study reviews recent research progress in how CYP2C9 genetic 
polymorphism affected the pharmacodynamics of losartan and irbesartan. It aims to assist clinical 
practitioners to decide the necessity of CYP2C9 gene testing, and facilitate the selection and dosage 
adjustment of losartan and irbesartan for precise and individualized treatment.
Key words: hypertension; pharmacogenomics; gene polymorphism; Angiotensin Ⅱ receptor blocker; 
CYP2C9*3

　　高血压是我国患病率较高、致残率较高及疾
病负担较重的慢性非传染性疾病。据最新统计
数据显示，我国 18 岁及以上人群高血压的患病
率达到 27.5%，患者数量多达 3 亿 [1]，这一数据
揭示了高血压问题在我国公共卫生领域的严峻态
势。同时，我国高血压知晓率、治疗率和控制率

分别为 51.6%、45.8% 和 16.8%，总体仍处于较
低水平 [2]，这意味着大量高血压患者未能及时识
别自身病情、接受规范治疗或有效控制血压。在
已接受药物治疗的高血压人群中，20% ～ 50% 的
患者未能实现理想的血压控制，凸显了当前高血
压管理中的问题 [3]。
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　　研究显示，个体差异是导致高血压患者接受治
疗后降压疗效不同的主要因素。药物基因组学研
究揭示，遗传多态性对药物效应的强弱具有显著
影响，从而引起药物疗效在个体间的显著差异 [4]。
药物代谢酶、转运体以及药物作用靶点（如受体）
的遗传变异是导致患者对同一药物产生迥异反应
的关键因素。以常用的血管紧张素Ⅱ受体阻滞剂
（ARBs）氯沙坦为例，多项研究指出，CYP2C9
是主导氯沙坦体内氧化代谢的主要细胞色素 P450
（CYP）同工酶，CYP2C9 基因型的多样性导致了
氯沙坦在不同个体中氧化与活化过程的差异，进而
影响了药物的疗效 [5]。口服降压药物是原发性高血
压患者维持血压稳定、降低心脑血管并发症风险的
主要治疗手段，其选择与应用不应局限于现行诊疗
指南与临床实践经验 [6]。因此，探寻并实施基于个
体遗传特征的个性化降压治疗方案，对于优化血压
管理、提升治疗效果至关重要 [7]。缬沙坦、替米沙
坦和坎地沙坦在体内代谢程度较低，CYP2C9 基因
多态性对其疗效影响较小 [8-10]。奥美沙坦酯口服后
迅速从胃肠道吸收，并在吸收过程中转化为奥美沙
坦，即药理活性代谢物，随后无需进一步代谢即可
排泄 [11]，而阿利沙坦酯在胃肠道经酯酶水解，不
需肝药酶代谢 [12]。因此，本文主要综述 CYP2C9
基因多态性对氯沙坦和厄贝沙坦疗效的影响，以期
为临床个体化治疗提供参考，助力实现更精准、更
高效的血压管理，提升患者生活质量。
1　ARBs的降压机制

　　高血压的形成机制有两个重要环节，其一是
水钠过度潴留使血浆容量增加，血压升高，属于
容量负荷型高血压；其二是肾素 - 血管紧张素 -
醛固酮系统（RAS）激活机制，循环及组织中
RAS 激活是血压升高及靶器官损伤的重要原因，
为肾素激活性高血压。RAS 通过一系列酶促反应
将血管紧张素Ⅰ（Ang Ⅰ）转化为血管紧张素Ⅱ
（Ang Ⅱ），Ang Ⅱ与细胞表面的 Ang Ⅱ型受体 1
（AGTR1）结合，不仅能促进平滑肌细胞的收缩，
还能增加醛固酮的释放，导致血压升高。
　　ARBs 作为一线降压药，是目前临床上使用率增
长最快的药物之一，具有强效、平稳、不良反应少、
适应证广等特征。ARBs 主要包括氯沙坦、缬沙坦、
坎地沙坦、替米沙坦、厄贝沙坦、奥美沙坦及新药
阿齐沙坦酯等。一方面，ARBs 类药物能够直接抑制
AngⅡ与 AGTR1 的结合，对 RAS 的阻滞更为完全，
发挥降压疗效更直接；另一方面，ARBs 类药物通过
负反馈作用使 AngⅡ生成增多，相对激活了 Ang Ⅱ 2

型受体（AGTR2）。肾脏 AGTR2 的激活可以促进血
钠排出，使舒血管物质一氧化氮（NO）、缓激肽等生
成增加，发挥扩张血管和降低血压的作用 [13]。
2　CYP2C9基因多态性对 ARBs药物的影响

2.1　CYP2C9 基因多态性影响 ARBs 药物的机制

　　CYP2C9 是 CYP 氧化酶“超家族”中的重要成
员，在肝脏表达丰富，其含量约占肝脏 CYP 总量
的 20%，仅次于 CYP3A4，居第 2 位 [14]。CYP2C9
参与人体内多种药物的代谢，现临床使用的药物约
16% 通过 CYP2C9 代谢 [15]。CYP2C9 基因位于人体
常染色体 10q24.2 上，总长约为 55 kb，有 9 个外显
子，8 个内含子，其编码的多肽含 490 个氨基酸，
其编码蛋白质分子量约为 55 kD[16-17]。CYP2C9 基因
具有遗传多态性，可导致 CYP2C9 酶活性在不同个
体间存在差异，使得药物疗效呈现个体差异，其中
CYP2C9*3 是研究最多的变异型 [18]，在东亚人群中
CYP2C9 基因主要变异型也为 CYP2C9*3[19]，变异频
率为 2% ～ 3%，CYP2C9*3 是在 CYP2C9 第 7 号外
显子的第 1075 位置，碱基 A 突变为碱基 C，导致在
其编码的蛋白质一级结构的第 359 位置上，异亮氨
酸（ILe）被亮氨酸（Leu）所取代 [20]，引起 CYP2C9
酶活性降低，进而导致药物代谢个体差异 [21-22]。
　　Yin 等 [23] 研 究 显 示，ARBs 在 体 内 主 要 由
CYP2C9 代谢，其中 CYP2C9*3 的突变使酶活性显著
下降，导致药物疗效降低。Yasar 等 [24] 的研究也发
现，CYP2C9*3 突变对氯沙坦的代谢有显著影响，使
其代谢率显著降低，降压效果减弱，然而 CYP2C9*3
突变可增加缬沙坦和厄贝沙坦的血药浓度，导致缬
沙坦和厄贝沙坦降压效果增强，然而 Liu 等 [25] 的研
究未发现 CYP2C9*3 多态性与缬沙坦的降压作用有
关。其他 ARBs 类药物代谢不受 CYP2C9 影响或影
响较小，如坎地沙坦的代谢受 CYP2C9 影响较小，
替米沙坦在肝脏内不经 CYP2C9 代谢 [26]。
2.2　CYP2C9 基因多态性对氯沙坦药物疗效的影响

　　氯沙坦钾是全球第一个上市的 ARBs。氯沙
坦在肝脏中经 CYP2C9 酶介导代谢，在其 7 种代
谢产物中，仅 5- 羟代谢产物（E3174）具有药理
活性 [27]，比母药氯沙坦活性强 15 ～ 30 倍。研
究表明，CYP2C9*3 突变可降低 CYP2C9 酶对氯
沙坦的催化活性，减少活性代谢产物 E3174 的产
生 [28]，进而降低氯沙坦的降压疗效。
　　Yasar 等 [5] 研 究 表 明，CYP2C9*1/*3 和 *3/*3
基因型较 *1/*1 基因型志愿者氯沙坦代谢为 E3174
的速率显著降低。该团队还发现 CYP2C9*1/*3 组
较 CYP2C9*1/*1 组患者 E-3174 的最大血药浓度
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显著降低（P ＜ 0.05），CYP2C9*3/*3 组患者极
低，表明 CYP2C9*3 等位基因与氯沙坦活性代谢
产物 E-3174 的形成减少有关 [24]。Babaolu 等 [29] 发
现 CYP2C9*1/*3 基因型患者尿氯沙坦 /E3174 比
值（中位数 2.35）显著高于 CYP2C9*1/*1 基因型
患 者（中 位 数 0.71）（P ＜ 0.05）。Bae 等 [30] 发 现
CYP2C9*1/*3 较 CYP2C9*1/*1 受试者口服氯沙坦
清除率较低 [（56.1±14.4）L·h－ 1 vs （82.7±20.0）
L·h － 1，P ＜ 0.001]，Cmax 较 高 [（459.0±208.7）
ng·mL－ 1 vs （417.7±209.2）ng·mL－ 1，P ＜ 0.01]，
E-3174半衰期更长 [（5.02±0.73）h vs（4.43±0.42）

h，P ＜ 0.01]。Cabaleiro 等 [31] 研 究 表 明 CYP2C9
变异与氯沙坦药代动力学相关，CYP2C9*3 等位基
因携带者的氯沙坦半衰期（3.1±0.4）h 高于野生型
志愿者（2.3±0.1）h（P ＜ 0.05）。Pedreros-Rosales
等 [32] 研究表明，CYP2C9*3 的存在与需要更高剂
量的氯沙坦有关。Qayyum 等 [33] 研究发现，CY-
P2C9*1/*1 基因型和 *2 或 *3 变异型之间的疗效
差异不具有统计学意义。Sinitsina 等 [34] 研究表明，
CYP2C9*3 等位基因携带者氯沙坦的降压效果显著
降低（P ＜ 0.001，OR ＝ 8.13）。
　　CYP2C9基因对氯沙坦的影响相关研究详见表1。

表 1　CYP2C9基因对氯沙坦的影响 
Tab 1　Impact of CYP2C9 gene on losartan

作者 年份 研究人群 例数 主要研究结果

Yasar 等 [5] 2001 年 瑞典志愿者 25 CYP2C9*1/*3 和 *3/*3 基因型志愿者较 *1/*1 基因型氯沙坦

代谢为 E3174 的速率显著降低

Yasar 等 [24] 2002 年 瑞典志愿者 22 CYP2C9*1/*3 组较 *1/*1 组 E-3174 的最大血药浓度显著降

低，*3/*3 基因型患者极低

Babaolu 等 [25] 2004 年 土耳其健康志愿者 85 CYP2C9*1/*3 基因型患者尿氯沙坦 /E3174 比值（中位数

2.35）显著高于 CYP2C9*1/*1 基因型

Bae 等 [30] 2012 年 韩国志愿者 43 CYP2C9*1/*3 受试者较 *1/*1 受试者口服氯沙坦清除率较

低，Cmax 较高，E-3174 半衰期更长

Cabaleiro 等 [31] 2013 年 西班牙健康志愿者 36 CYP2C9*3 等位基因携带者的氯沙坦半衰期（3.1±0.4）h 高

于野生型志愿者

Pedreros-Rosales 等 [32] 2019 年 智利高血压患者和健康志愿者 232 CYP2C9*3 的存在与需要更高剂量的氯沙坦有关

Qayyum 等 [33] 2022 年 巴基斯坦高血压患者 100 超过 63% 的 CYP2C9*1/*1 基因型患者对抗高血压治疗无反

应，超过 46% 的 CYP2C9*2 或 *3 变异型患者对治疗没有

反应，但两组之间差异没有统计学意义

Sinitsina 等 [34] 2023 年 俄罗斯高血压患者 81 CYP2C9*3 等位基因携带者氯沙坦的降压效果显著降低

2.3　CYP2C9 基因多态性对厄贝沙坦药物疗效的

影响

　　厄贝沙坦属于 Ang Ⅱ受体拮抗剂，通过对
AGTR1 产生不可逆的或非竞争性的抑制，从而
实现减轻 Ang Ⅱ的缩血管和促增生作用。厄贝沙
坦属非前体药，不需要肝脏酶的转换而本身具有
药理活性，其经肝脏 CYP2C9 酶代谢清除 [30，35]，
Cho 等 [36] 研究表明 CYP2C9 基因多态性是厄贝
沙坦药代动力学显著改变的主要原因。因此，
CYP2C9*3 变异引起的 CYP2C9 酶活性丧失，使厄
贝沙坦的药物代谢减慢，血药浓度增加，降压疗
效增强。
　　Hallberg 等 [37] 一项纳入 102 例原发性高血压合
并左心室肥厚患者的临床双盲对照 SILVHIA 研究的
结果表明，CYP2C9*3 基因变异与厄贝沙坦的抗高血
压疗效相关。Hong 等 [38] 研究结果表明 CYP2C9*3 携
带者较 CYP2C9*1/*1 携带者血浆厄贝沙坦浓度较高。

Chen 等 [39] 研究表明 CYP2C9*1/*3 基因型原发性高血
压受试者的血浆厄贝沙坦浓度显著高于 CYP2C9*1/*1
基因型受试者（β±SE ＝ 81±36），且在 6 h 时舒张
压反应更强（β±SE ＝ 5.6±2.5 mmHg），CYP2C9*3
基因变异显著改变了中国高血压患者在厄贝沙坦
治疗后 6 h 的血药浓度和急性舒张反应。Choi 等 [40]

研究表明 CYP2C9 基因多态性对厄贝沙坦药代动
力学有显著影响，CYP2C9*3 等位基因携带者体内
厄贝沙坦的代谢速率下降。董辉等 [41] 研究表明与
CYP2C9*1/*1 组相比，CYP2C9*1/*3 ＋ CYP2C9*3/*3
组的收缩压降低值和舒张压降低值更大 [ 分别为
（34.9±15.5）vs（29.3±10.2）mmHg 和（22.8±9.0）vs
（19.6±8.5）mmHg]。
　　CYP2C9 基因对厄贝沙坦的影响相关研究详
见表２。
3　小结

　　现有的研究表明，降压药物反应的个体差异
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与遗传因素相关。降压药物基因变异的检测有助
于高血压患者选择合适的降压药物，提高药物疗
效并降低不良心血管事件的风险。本文综述了近
年来关于 CYP2C9 基因多态性对 ARBs 药效学影
响的研究进展。CYP2C9 是人体内重要的药物代谢
酶之一，其基因多态性可导致不同个体之间药物
代谢速率的差异，从而影响 ARBs 的疗效。不同
CYP2C9 基因型的患者在使用 ARBs 时，其药物代
谢和药效存在显著差异，这可能导致治疗反应的
不一致和不良反应的增加。在临床工作中，对于
携带 CYP2C9*3 等位基因的患者，对底物的代谢
作用减弱可能导致血药浓度增加，影响药物的疗
效，应特别注意。CYP2C9*3/*3 基因型的高血压
患者对沙坦类药物的代谢影响较大，建议换用其
他适用的降压药物 [42]。从诊断定向治疗向基于药
物基因多态性的个体化治疗转变的临床药物治疗
模式，可以弥补目前临床药物治疗有效率不足的
情况，为临床高血压患者个体化给药开辟新的途
径，从而使高血压患者能用上有效、安全的药物，
提高患者的依从性，同时降低患者治疗费用。
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替罗非班治疗急性缺血性脑卒中的快速卫生技术评估

李燕飞1，何鸽飞1，胡林1，胡长平2*（1. 中南大学湘雅医学院附属长沙医院，长沙市第一医院药剂科，长沙　

410005；2. 中南大学湘雅药学院药理学系，长沙　410013）

摘要：目的　对替罗非班治疗急性缺血性脑卒中（AIS）的获益与风险进行评价，为其临床应
用与各层次决策提供证据参考。方法　系统检索 PubMed、中国知网等数据库及卫生技术评估
相关网站，由 2 名评价者根据纳入与排除标准独立筛选文献并提取数据。对纳入文献进行质
量评价后，运用快速卫生技术评估方法，对替罗非班的有效性、安全性、经济性结果进行分
类评价和描述性分析。结果　共纳入 24 篇 SR/Meta 分析，1 篇药物经济学研究。在 AIS 及进
展性卒中（PIS）患者中，按不同的治疗方式（常规治疗、静脉溶栓治疗、血管内治疗等）分
类分析。有效性方面：在 AIS 及 PIS 患者中，相比于对照组，联合替罗非班治疗可降低患者
NIHSS 评分（P ＜ 0.05）、提高 3 个月预后良好率（P ＜ 0.05），血管再通率、再闭塞率等在不
同治疗方式中的结论不一致。安全性方面：与对照组相比，联合替罗非班治疗均不增加死亡率、
颅内出血发生率、症状性颅内出血发生率（P ＞ 0.05）；在接受血管内治疗的 AIS 患者中，联
合替罗非班治疗甚至可降低死亡率（P ＜ 0.05），但有研究显示致命性颅内出血发生风险增加
（P ＜ 0.05），可能与动脉内给药有关。经济性方面：在中国，与单用机械取栓相比，联合替
罗非班治疗 AIS 具有成本效果优势。可及性方面：替罗非班氯化钠注射液有多个厂家的品种
进入集中带量采购，药价水平较低，具有良好的可负担性和较好的可获得性。结论　替罗非班
应用于 AIS 患者的有效性较好，但在接受血管内治疗的 AIS 患者中，使用替罗非班可能增加
致命性颅内出血发生风险。相比于单用机械取栓，联合替罗非班治疗 AIS 具有经济性。目前，
替罗非班在国内具有较好的可及性。
关键词：替罗非班；急性缺血性脑卒中；进展性卒中；快速卫生技术评估
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Rapid health assessment of tirofiban for acute ischemic stroke 

LI Yan-fei1, HE Ge-fei1, HU Lin1, HU Chang-ping2* (1. Department of Pharmacy, The Affiliated Changsha 
Hospital of Xiangya School of Medicine, Central South University; The First Hospital of Changsha, 
Changsha  410005; 2. Department of Pharmacology, Xiangya School of Pharmaceutical Sciences, Central 
South University, Changsha  410013)

Abstract: Objective  To evaluate the benefit and risk of tirofiban for acute ischemic stroke (AIS), and 
to provide evidence for its clinical decision-making and application. Methods  PubMed, CNKI and the 
other related databases, as well as health technology evaluation websites, were searched. Two reviewers 
independently conducted literature screening and data collection according to the inclusion and exclusion 
criteria. After the quality evaluation of included literatures, based on rapid health assessment, the collected 
data were evaluated and comprehensively analyzed from the safety, efficacy and economy of tirofiban. 
Results  Totally 24 systematic reviews/meta-analysis and one pharmacoeconomic study were included. 
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　　急性缺血性脑卒中（acute ischemic stroke，
AIS）是最常见的卒中类型，具有高发病率、高
致残率、高死亡率、高复发率的特点，疾病负担
沉重 [1-3]。AIS 治疗方法中，静脉溶栓治疗（intra-
venous thrombolysis，IVT）、血管内治疗（endo-
vascular treatment，EVT）因其较严格的时间窗而
应用受限，抗血小板治疗为主要治疗方法 [4]。最
常用的口服抗血小板药如阿司匹林、氯吡格雷
具有起效相对缓慢、作用机制未完全覆盖血小板
聚集的信号通路、对胃肠道刺激性大等缺点，甚
至部分患者存在抵抗性，导致疗效不佳 [5]。血小
板糖蛋白（glycoprotein，GP）Ⅱb/Ⅲa 受体是血
小板聚集、血栓形成的最终共同通路 [6]。替罗非
班通过阻止纤维蛋白原与血小板 GPⅡb/Ⅲa 受体
结合，可特异性且快速地抑制血小板聚集，已
被广泛用于急性冠脉综合征及经皮冠状动脉介
入治疗 [7-8]，但在 AIS 治疗中的应用仍属于超说
明书用药。近年来，大量研究结果证实，替罗
非班可单药、与 IVT 或 EVT 联合用于 AIS 患
者的治疗中 [9]，但在有效性和安全性方面的结果
并不统一。而有关替罗非班应用于 AIS 患者的证
据也在持续更新。因此需要基于当前证据，全面
评估替罗非班在 AIS 患者中的应用价值。
　　快速卫生技术评估（health technology assess-
ment，HTA）通过简化 HTA 和系统评价（systemat-
ic review，SR）的方法和流程，可根据当前最佳
证据相对快速地进行药品评价，有助于相关决策
者在短时间内快速、有效地进行药物遴选 [10-11]。

本研究在中国医药教育协会的支持下，进行替罗
非班治疗 AIS 中的快速 HTA，从有效性、安全
性、经济性、可及性等方面进行初步评估，旨在
为替罗非班在 AIS 治疗中的临床合理使用和相关
决策提供循证依据。
1　资料与方法
1.1　资料 
　　纳入标准：公开发表的替罗非班或联合 IVT/
EVT 治疗 AIS 患者的中、英文文献，包括 HTA 报
告、SR/Meta 分析、经济学研究。排除标准：① 
不能获得全文的研究；② 重复发表的研究；③ 非
中、英文文献；④ 摘要、会议论文和编辑通信等；
⑤ 干预措施混杂，将所有血小板 GP Ⅱb/ Ⅲa 受
体抑制药或抗血小板药物的研究进行合并；⑥ 药
物治疗适应证不符；⑦ 非核心期刊文献。
1.2　方法
1.2.1　检索策略　系统检索中国知网、万方数据
库、SinoMed、PubMed、Embase、The Cochrane 
Library 数据库，以“替罗非班（tirofiban）”和“卒
中（stroke）”作为检索词进行全文检索或主题检
索，并增加“系统评价（systematic review）”“荟
萃分析（meta-analysis）”或药物经济学（pharma-
coeconomic evaluation，PE）相关检索词（成本、
费用、经济、cost、economic）等关键词加以限制。
以“tirofiban”为关键词在英国约克大学评价与传
播中心（http：//www.crd.york.ac.uk/CRDWeb）、加
拿大药物卫生技术局（www.cadth.ca）、卫生技术
评估国际（https：//www.htai.org）、国家卫生技术

In patients with AIS or progressive ischemic stroke (PIS), we analyzed different treatment methods, such 
as conventional treatment, intravenous thrombolysis or endovascular treatment. For efficacy outcomes, in 
patients with AIS or PIS treated with different methods, tirofiban significantly improved the NIHSS scores of 
patients or good functional outcome rate at 3 months (P ＜ 0.05) as compared with those of the control group. 
In terms of vascular recanalization and reocclusion rate, the results of various studies showed inconsistency. 
For safety outcomes, compared with the control group, tirofiban did not increase the risk of mortality, the 
rate of intracranial hemorrhage or symptomatic intracranial hemorrhage (P ＞ 0.05). Moreover, tirofiban 
significantly reduced the mortality in AIS patients receiving endovascular treatment (P ＜ 0.05). However, 
some studies showed an increased risk of fatal intracranial hemorrhage in the tirofiban group, which 
might be related to the intra-arterial administration. As for economy, tirofiban combined with mechanical 
thrombectomy had better cost-effectiveness compared with mechanical thrombectomy alone. In terms of 
accessibility, multiple varieties of tirofiban sodium chloride injection by different manufacturers became 
available due to centralized procurement with volume. Tirofiban had an advantage in price, affordability 
and availability. Conclusion  Tirofiban used in AIS patients is effective, but it may increase the risk of 
fatal intracranial hemorrhage in patients receiving endovascular treatment. Compared with mechanical 
thrombectomy alone, the combination of tirofiban in the treatment of AIS is cost-effective. owing to its fair 
accessibility in China. 
Key words: tirofiban; acute ischemic stroke; progressive ischemic stroke; rapid health assessment
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评估协会（http：//www.istahc.org）在线检索 HTA 
报告。检索时间为各数据库自建库至 2023 年 10
月 30 日。补充纳入药品说明书、药品价格等信息。
1.2.2　观察指标　主要有效性指标包括美国国立卫
生研究院卒中量表（National Institute of Health Stroke 
Scale，NIHSS） 评 分、3 个 月 改 良 Rankin 量 表
（Modified Rankin Scale，mRs）评分、血管再通率、
血管再闭塞率等；主要安全性指标包括死亡率、颅
内出血（intracranial hemorrhage，ICH）发生率、症
状性颅内出血（symptomatic intracranial hemorrhage，
sICH）发生率、致命性颅内出血（fatal intracranial 
hemorrhage，fICH）发生率等；经济学指标包括治疗
成本、增量成本、质量调整生命年（quality-adjusted 
life-years，QALYs）、增量成本 - 效果比（incremental 
cost effectiveness ratio，ICER）等；可及性指标包括
药品价格水平、可负担性和可获得性。
1.2.3　文献筛选与数据提取　将检索到的文献排
除重复文献后，由 2 名研究者按照纳入、排除标
准，独立阅读文献题目与摘要进行初筛，对初筛
文献全文阅读进行复筛，并进行交叉核对。采用
预先设计的 Excel 表格提取数据，由另一名研究
者对数据进行复核。提取内容包括第一作者、发
表时间、患者人群、纳入原始研究的个数及样本
量、干预和对照措施、结局指标及其效应量、经
济学模型、研究视角、研究时限等信息。以上步
骤，如遇分歧通过讨论或咨询第 3 位评价者解决。
1.2.4　质量评价　由 2 名研究者独立对纳入的研究
进行质量评价。对于 SR/Meta 分析，采用 AMSTAR 
2（a measurement tool to assess systematic reviews 2）量
表 [12] 从 16 个方面进行评价。对于经济学研究，采
用 CHEERS（Consolidated Health Economic Evaluation 
Reporting Standards）量表进行质量评价 [13]。
1.2.5　分析方法　根据纳入文献的研究类型、治疗
人群、治疗方式等维度，对结局指标进行分组，综
合考量文献质量、研究年限、样本量等因素，对有
统计学检验结果的对比进行分类评价和描述性分析。
2　结果
2.1　文献检索结果 
　　初检获得文献 508 篇，按照纳入、排除标准
进行逐层筛选后，最终纳入 25 篇文献 [14-38]，其
中 SR/Meta 分析 24 篇 [14-37]、药物经济学研究 1
篇 [38]。文献检索流程见图 1。
2.2　纳入研究的基本特征与质量评价 
　　纳入 24篇 SR/Meta 分析 [14-37]，发表时间集中在
2019—2023 年，包括中文文献 7 篇 [15-17，22，27，36-37]，
英文文献 17 篇 [14，18-21，23-26，28-35]，纳入的原始研究
类型以观察性研究为主。纳入研究的基本特征和

AMSTAR 2 质量评价结果见表 1，可见纳入研究的
文献方法学质量以低为主，大部分研究在实施前未
报告研究方法。
　　纳入的 1 篇经济学研究来自中国 [38]，研究对
象为行机械取栓的 AIS 患者，该项研究参考我国
临床研究结果，建立 Markov 模型，模拟计算单
用机械取栓或联合替罗非班治疗 AIS 的 QALYs
及治疗成本，对机械取栓联合替罗非班用于 AIS
的成本 - 效果进行分析。该研究 CHEERS 评分 22
分，质量高。
2.3　有效性评价 
　　 在 AIS 及 进 展 性 卒 中（progressive ischemic 
stroke，PIS）患者中，按不同的治疗方式（常规治
疗、静脉溶栓治疗、血管内治疗等）分类分析。对
纳入研究的有效性指标进行汇总整理（见表 2）。
2.3.1　AIS 患者　基于 RCTs 的 SR 结果提示，与
对照组相比，替罗非班可增加 mRs 为 0 分的人
数，降低 7 d 后 NIHSS 评分，但 24 h NIHSS 评
分的差异无统计学意义 [14]。在纳入 RCTs 和观察
性研究之后，1 项研究显示替罗非班可明显降低
2 ～ 7 d 后的 NHISS 评分 [17]；2 项研究提示替罗
非班可提高患者的预后良好率（3 个月时 mRs 评
分≤ 2 分患者所占比率）[16-17]；但替罗非班不能
改善血管再通率 [16-18]，也不能降低血管再闭塞的
发生率 [16]。与阿司匹林注射剂相比，替罗非班未
降低远期死亡率或致残率 [21]。
2.3.2　接受 IVT 的 AIS 患者　在接受 IVT（未桥
接 EVT）的 AIS 患者中，基于 RCTs 和观察性研究
的 SR 结果提示，与单纯 IVT 相比，替罗非班联合
IVT 可提高患者的预后良好率 [22-24] 和预后极佳率（3
个月时 mRs 评分≤ 1 分患者所占比率）[24]。IVT 后
早期联合替罗非班及 IVT 后 24 h 内发生神经功能恶
化后联合替罗非班均可提高患者预后良好率 [22]。

图 1　文献检索流程图

Fig 1　Literature screening progress
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表 1　纳入 SR/Meta分析的基本特征 
Tab 1　Basic characteristics of included systematic reviews/meta-analyses

文献
患者

人群
纳入文献数量 / 性质

患者

例数
干预组 对照组

主要有效

性指标

主要安全

性指标

AMSTAR 2
评价结果

Al-Salihi 2023[14] AIS患者 7 篇（RCTs ） 2088 替罗非班 安慰剂 / 其他药物 a、c h、i、j 低

刘惠莲 2023[15] AIS 患者 5 篇（RCTs ） 1095 替罗非班＋其他

治疗

其他治疗 b h、i、l 极低

刘惠莲 2022[16] AIS 患者 16 篇（RCTs 5 篇，前瞻性

队列研究 11 篇）

4700 替罗非班＋其他

治疗

其他治疗 b、f h、i、k、l 极低

张利军 2020[17] AIS 患者 12 篇（RCTs 2 篇，队列研

究 10 篇）

2137 替罗非班 安慰剂或其他药物 a、b、e h、j、l 极低

Gong 2020[18] AIS 患者 17 篇（RCTs 2 篇，队列研

究 15 篇）

2914 替罗非班 安慰剂 / 其他药物 b、c、e h、j、k 低

Zhou 2020[19] AIS 患者 6 篇（RCTs 3 篇，回顾性

研究 3 篇）

803 替罗非班±IVT
（不包括 EVT）

安慰剂 / 其他药物

±IVT（不包括 EVT）
/ h、i、j 极低

Zhu 2020[20] AIS 患者 13 篇（RCTs 2 篇，队列研

究 11 篇）

/ 替罗非班 安慰剂或其他药物 / h、i、j 低

Ciccone 2014[21] AIS 患者 1 篇（RCTs ） 150 替罗非班 阿司匹林（注射剂） g h、j、n 高

石叶军 2022[22] AIS 患者 9 篇（RCTs 2 篇，回顾性病

例对照研究 7 篇）

1012 替罗非班＋ IVT
（不包括 EVT）

IVT b h、i、l、n 低

Shi 2023[23] AIS 患者 7 篇（RCTs 1 篇，队列研

究 6 篇）

1036 替罗非班＋ IVT
或桥接治疗

IVT 或桥接治疗 b h、i、j 低

Liu 2022[24] AIS 患者 10 篇（RCTs 1 篇，队列研

究 9 篇）

1568 替罗非班＋ IVT
或桥接治疗

IVT 或桥接治疗 b、c、e h、i、j 高

Li 2022[25] AIS 患者 7 篇（RCTs 1 篇，观察性

研究 6 篇）

1176 替罗非班＋ IVT
桥接 MT

IVT 桥接 MT b、e、f h、i、j 低

Liu 2023[26] AIS 患者 22 篇（RCTs 1 篇，队列研

究 21 篇）

6062 替罗非班＋ MT MT b、c、e、f h、j 低

黄昌恒 2019[27] AIS 患者 6 篇（RCTs ＋单中心回顾

性研究）

642 替罗非班＋ MT MT b、e i 极低

Liu 2022[28] AIS 患者 11 篇（RCTs 1 篇，队列研

究 10 篇）

2832 替罗非班＋ IVT
和 / 或 MT

IVT 和 / 或 MT a、b k 低

Liu 2023[29] AIS 患者 15 篇（RCTs 1 篇，队列研

究 14 篇）

4608 替罗非班＋ EVT EVT b、c、e h、j 低

Zhang 2022[30] AIS 患者 12 篇（RCTs 1 篇，队列研

究 11 篇）

3268 替罗非班＋ EVT EVT b、e h、i、j 低

Zhao 2021[31] AIS 患者 13 篇（RCTs 1 篇，观察性

研究 12 篇）

2584 替罗非班＋ EVT EVT b、e h、j 低

Sun 2021[32] AIS 患者 11 篇（RCTs 1 篇，观察性

研究 10 篇）

2387 替罗非班＋ EVT EVT b、e h、j 低

Tang 2021[33] AIS 患者 14 篇（RCTs 1 篇，观察性

研究 13 篇）

3251 替罗非班＋ EVT EVT b、e h、i、j 低

Fu 2020[34] AIS 患者 11 篇（队列研究） 2028 替罗非班＋ EVT EVT b、e h、j 低

Zhang 2020[35] AIS 患者 12 篇（队列研究） 2533 替罗非班＋ EVT EVT b、c、e、f h、i、j、k、m 低

马嘉琦 2023[36] PIS 患者 15 篇（RCTs 9 篇，队列研

究 6 篇）

1302 替罗非班＋双抗 双抗 a、b i、n 极低

秦祉祎 2022[37] PIS 患者 15 篇（RCTs ） 1415 替罗非班 安慰剂或其他药物 a、d / 低

注（Note）：a. NIHSS 评分（NIHSS score）；b. 3 个月 mRs 评分≤ 2 分（mRs ≤ 2 at 3 months）；c. 3 个月 mRs 评分≤ 1 分（mRs ≤ 1 
at 3 months）；d. 3 个月 ADL 评分（ADL score at 3 months）；e. 血管再通率（recanlization rate）；f. 血管再闭塞率（reocclusion rate）；g. 远
期死亡率或致残率（long-term death or dependency）；h. 死亡率（mortality）；i. ICH 发生率（rate of intracranial hemorrhage）；j. sICH 发生率

（rate of symptomatic intracranial hemorrhage）；k. fICH 发生率（rate of fatal intracranial hemorrhage）；l. ICH 转化率（intracranial hemorraghic 
transformation）；m. 2 型实质血肿（type 2 parenchymatous hematoma）；n. 其他部位出血发生率（incidence of bleeding in other systems）；

RCTs. 随机对照试验（randomized controlled trials）；MT. 机械取栓（mechanical thrombectomy）；ADL. 日常生活活动能力（daily activities）。
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表 2　替罗非班的有效性总结 
Tab 2　Effectiveness of tirofiban

患者人群 干预组 对照组 有效性指标 效应量

AIS 患者 替罗非班 安慰剂 / 其他药物 a 用药后 24 h：NS[14]

用药后 7 d：MD ＝－ 0.90，95%CI（－ 1.63，－ 0.17）[14]

c mRs 为 0 分患者比率：RR ＝ 1.39，95%CI（1.15，1.69）[14]

替罗非班＋其他治疗 其他治疗 b OR ＝ 1.37，95%CI（1.02，1.85）[15]

替罗非班＋其他治疗 其他治疗 b OR ＝ 1.16，95%CI（1.02，1.32）[16]

e、f NS[16]

替罗非班 安慰剂 / 其他药物 a MD ＝－ 1.53，95%CI（－ 2.98，－ 0.09）[17]

b RR ＝ 1.17，95%CI（1.05，1.30）[17]

e NS[17]

替罗非班 安慰剂 / 其他药物 b、c、e NS[18]

替罗非班 阿司匹林（注射剂） g NS[21]

接受 IVT 的

AIS 患者

替罗非班＋ IVT（不含 EVT） IVT（不含 EVT） b RD ＝ 0.223，95%CI（0.150，0.295）[22]

替罗非班＋ IVT 或桥接治疗 IVT 或桥接治疗 b 仅 IVT：OR ＝ 1.98，95%CI（1.30，3.02）[23]

IVT 后桥接 EVT：NS[23]

替罗非班＋ IVT 或桥接治疗 IVT 或桥接治疗 b 仅 IVT：OR ＝ 2.36，95%CI（1.58，3.52）[24]

IVT 后桥接 EVT：NS[24]

c 仅 IVT：OR ＝ 2.68，95%CI（1.58，4.55）[24]

e NS[24]

替罗非班＋ IVT 桥接 MT IVT 桥接 MT b、e NS[25]

f OR ＝ 0.36，95%CI（0.14，0.91）[25]

接受 EVT 的

AIS 患者

替罗非班＋ MT MT b OR ＝ 1.24，95%CI（1.11，1.39）[26]

c NS[26]

e OR ＝ 1.38，95%CI（1.17，1.62）[26]

f OR ＝ 0.40，95%CI（0.19，0.82）[26]

替罗非班＋ MT MT b、e NS[27]

替罗非班＋ IVT 和 / 或 MT IVT 和 / 或 MT a、b NS[28]

替罗非班＋ EVT EVT b 前循环梗死：OR ＝ 1.24，95%CI（1.06，1.45）[29]

后循环梗死：NS[29]

c 前、后循环梗死均为 NS[29]

e 前循环梗死：NS[29]

后循环梗死：OR ＝ 1.94，95%CI（1.43，2.65）[29]

替罗非班＋ EVT EVT b OR ＝ 1.36，95%CI（1.09，1.70）#[30]

e OR ＝ 1.50，95%CI（1.08，2.09）[30]

替罗非班＋ EVT EVT b OR ＝ 1.26，95%CI（1.03，1.54）[31]

e NS[31]

替罗非班＋ EVT EVT b RR ＝ 1.13，95%CI（1.02，1.25）[32]

e NS[32]

替罗非班＋ EVT EVT b OR ＝ 1.27，95%CI（1.09，1.48）[33]

e OR ＝ 1.66，95%CI（1.16，2.39）[33]

替罗非班＋ EVT EVT b NS[34]

术前予替罗非班：OR ＝ 2.30，95%CI（1.15，4.60）[34]

e NS[34]

术前予替罗非班：OR ＝ 3.89，95%CI（1.70，8.93）[34]

替罗非班＋ EVT EVT b OR ＝ 1.29，95%CI（1.05，1.58）[35]

c、e、f NS[35]

PIS 患者 替罗非班＋双抗 双抗 a MD ＝－ 2.47，95%CI（－ 2.99，－ 1.94）[36]

b OR ＝ 1.96，95%CI（1.03，3.71）[36]

替罗非班 安慰剂或其他药物 a 卒中进展期：NS[37]

用药后 3 d：MD ＝－ 2.93，95%CI（－ 3.98，－ 1.87）[37]

用药后 7 d：MD ＝－ 1.96，95%CI（－ 2.44，－ 1.48）[37]

d MD ＝ 6.87，95%CI（5.02，8.72）[37]

注（Note）：a. NIHSS 评分（NIHSS score）；b. 3 个月 mRs 评分≤ 2 分（mRs ≤ 2 at 3 months）；c. 3 个月 mRs 评分≤ 1 分（mRs ≤ 1 at 3 
months）；d. 3 个月 ADL 评分（ADL score at 3 months）；e. 血管再通率（recanlization rate）；f. 血管再闭塞率（reocclusion rate）；g. 远期死亡率

或致残率（long-term death or dependency）；OR. 比值比（odds ratio）；RD. 率差（rate differece）；RR. 相对危险度（relative risk）；NS. 差异无统

计学意义（no statistical difference）；#：该文献中纳入的研究有 11 项将预后良好定义为 3 个月时 mRs 评分≤ 2 分，有 1 项研究定义为 mRs 评分≤ 3
分（eleven of the studies included in this literature defined good prognosis as mRs  score ≤ 2 at 3 months, and one study defined mRs score ≤ 3）。
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　　在接受 IVT 桥接 EVT（以下简称桥接治疗）
的 AIS 患者中，基于 RCTs 和观察性研究的 SR
结果提示，与单纯桥接治疗相比，替罗非班联合
桥接治疗不能提高患者的预后良好率 [23-25] 和血管
再通率 [24-25]，但可降低患者血管再闭塞率 [25]。
2.3.3　接受 EVT 的 AIS 患者　在接受血管内治
疗（包括桥接治疗）的 AIS 患者中，基于 RCTs
和观察性研究的 SR/Meta 分析结果显示，与单纯
EVT 相比，替罗非班联合 EVT 可提高患者的预
后良好率 [26，30-33，35] 和血管再通率 [26，30，33]，两组
患者预后极佳率的差异无统计学意义 [29，35]；此外，
在接受机械取栓（EVT 中的一种）的患者中，联
合替罗非班还可降低血管再闭塞率 [25-26]，尤其在
大动脉粥样硬化型 AIS 患者中。同时，静脉给药
途径相比动脉给药更能改善临床预后 [26]。
　　Liu 等 [29] 的研究将接受 EVT 的 AIS 患者分
为前循环梗死和后循环梗死两组进行分析，结果
显示，替罗非班可提高前循环梗死患者的预后良
好率，而后循环梗死患者中该指标在两组间的差
异无统计学意义；同时，替罗非班可提高后循环
梗死患者的血管再通率，而前循环梗死患者中该
指标在两组间的差异无统计学意义。
2.3.4　PIS 患者　在 PIS 患者中，1 项研究 [36] 显
示，相比于单独双抗治疗，替罗非班联合双抗治
疗可改善患者 NIHSS 评分，提高患者预后良好
率；1 项研究显示，相比于对照组，替罗非班不
能改善患者在卒中进展期的 NIHSS 评分，但可改
善用药后 3 d 和 7 d 的 NIHSS 评分，可提高用药
后 3 个月的 ADL 评分 [37]。
2.4　安全性评价
2.4.1　AIS 患者　如表 3 所示，基于 RCTs 的 SR
结果提示，与对照组相比，替罗非班不增加 sICH
和死亡风险，但可增加 ICH 发生风险 [14]。然而，
在纳入 RCTs 和观察性研究之后，3 项研究显示
替罗非班不增加 ICH 发生风险 [16，19-20]；3 项研究
显示替罗非班可明显降低死亡风险 [16-17，20]，2 项
研究显示两组死亡率的差异无统计学意义 [18-19]；
sICH[17-20]、ICH 转化 [16-17] 发生率在两组间的差异
均无统计学意义；1 项研究显示替罗非班可能增
加 fICH 发生风险 [18]，但更新的 1 项研究显示该
指标在两组间的差异无统计学意义 [16]。与阿司匹
林注射剂相比，替罗非班不增加 sICH、其他部位
出血发生的风险 [21]。
2.4.2　接受 IVT 的 AIS 患者　在接受 IVT（无论是
否桥接 EVT）的 AIS 患者中，基于 RCTs 和观察性
研究的 SR 结果提示，与单纯 IVT 相比，替罗非班
联合 IVT 不增加死亡率，不增加 ICH、sICH[19，22-25]

发生风险。在接受 IVT 桥接 EVT 的 AIS 患者中，
替罗非班甚至可降低死亡率 [23-25]。
2.4.3　 接 受 EVT 的 AIS 患 者　 在 接 受 EVT（包
括桥接治疗）的 AIS 患者中，基于 RCTs 和观察
性研究的 SR/Meta 分析结果显示，与单纯 EVT 相
比，替罗非班不增加死亡风险 [31-32，35]，且可能可
以降低死亡率 [26，29-30，33-34]；两组间 ICH[27，30，33，35]、
sICH[26，30-35] 差异无统计学意义，Liu 等 [29] 的研究
的亚组分析结果显示在后循环梗死患者中，替罗非
班可降低 sICH 发生风险。值得注意的是，有 3 项
研究 [18，28，35] 提示在接受 EVT 的 AIS 患者中，联
合替罗非班可能增加 fICH 发生的风险。
2.4.4　PIS 患者　在 PIS 患者中，1 项研究 [36] 结
果显示，相比于单独双抗治疗，替罗非班联合双
抗治疗不增加 ICH 的发生率，但增加其他系统出
血的发生率。
2.5　经济性评价 
　　杨清珵等 [38] 的成本效果研究采用 Markov 模
型，医疗成本、临床效果数据来源于已公开发表
的文献，研究中贴现率取值为 5%，研究周期假
设为 30 年，结果显示，机械取栓联合替罗非班
与单用机械取栓的治疗总成本分别为 925 485.09
元、918 795.64元，可获得 QALYs 分别为14.9年、
12.98 年；机械取栓联合替罗非班治疗可提高患
者的健康效果（△ E ＞ 0），与此同时会增加治疗
成本（△ C ＞ 0），其增量成本效果比（ICER）为
3484.10 元 /QALYs，远低于 1 倍人均 GDP，非常
具有成本效果。无论是经济较为发达地区还是相
对欠发达的地区，机械取栓联合替罗非班均具有
经济性。
2.6　可及性评价 
　　替罗非班的可及性主要从药品价格水平、可
获得性和可负担性这几个方面进行综合评价。截
至目前，替罗非班（注射剂）和替罗非班氯化钠
（注射剂）已纳入乙类医保报销范围，且有多个国
产盐酸替罗非班氯化钠注射液为集中带量采购品
种，12.5 mg 规格的价格为每瓶 23.19 ～ 920 元，
原研盐酸替罗非班注射液（50 mL：12.5 mg）价
格为每瓶 1375.65 元，相较于原研产品国产替罗
非班注射液在我国应用具有一定的价格优势。对
替罗非班注射液的注册生产企业所在地进行统
计，包括四川省（4 家企业）、山东省（3 家企业）、
辽宁省（3 家企业）、浙江省（2 家企业）、湖北省
（2 家企业）、河北省（2 家企业）、内蒙古（1 家企
业）、湖南省（1 家企业）、天津市（1 家企业）、贵
州省（1 家企业）、陕西省（1 家企业）、广东省（1
家企业）、北京市（1 家企业）等 13 个省、直辖市，
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表 3　替罗非班的安全性 
Tab 3　Safety of tirofiban

患者人群 干预组 对照组 安全性指标 效应量

AIS 患者 替罗非班 安慰剂 / 其他药物 a、c NS[14]

b RR ＝ 1.22，95%CI（1.03，1.44）[14]

替罗非班＋其他治疗 其他治疗 a OR ＝ 0.46，95%CI（0.24，0.88）[15]

b、e NS[15]

替罗非班＋其他治疗 其他治疗 a OR ＝ 0.71，95%CI（0.60，0.85）[16]

b、d、e NS[16]

替罗非班 安慰剂 / 其他药物 a RR ＝ 0.79，95%CI（0.65，0.97）[17]

c、e NS[17]

替罗非班 安慰剂 / 其他药物 d OR ＝ 2.84，95%CI（1.38，5.85）[18]

a、c NS[18]

替罗非班 安慰剂 / 其他药物 a、b、c NS[19]

替罗非班 安慰剂或其他药物 a RR ＝ 0.75，95%CI（0.61，0.93）[20]

b、c NS[20]

替罗非班 阿司匹林（注射剂） a、c、g NS[21]

接受 IVT 的

AIS 患者

替罗非班＋ IVT（不含 EVT） IVT（不含 EVT） a、b、c NS[19]

替罗非班＋ IVT（不含 EVT） IVT（不含 EVT） a、b、c、g NS[22]

替罗非班＋ IVT（不含 EVT） IVT（不含 EVT） a、b、c NS[23]

替罗非班＋ IVT（不含 EVT） IVT（不含 EVT） a、b、c NS[24]

替罗非班＋ IVT 桥接 EVT IVT 桥接 EVT a OR ＝ 0.47，95%CI（0.23，0.98）[23]

b、c NS[23]

替罗非班＋ IVT 桥接 EVT IVT 桥接 EVT a OR ＝ 0.46，95%CI（0.24，0.89）[24]

b、c NS[24]

替罗非班＋ IVT 桥接 MT IVT 桥接 MT a OR ＝ 0.54，95%CI（0.33，0.87）[25]

b、c NS[25]

接受 EVT 的

AIS 患者

替罗非班＋ MT MT a OR ＝ 0.71，95%CI（0.61，0.82）[26]

c NS[26]

替罗非班＋ MT MT b NS[27]

替罗非班＋ IVT 和 / 或 MT IVT 和 / 或 MT d RR ＝ 3.59，95%CI（1.62，7.96）[28]

替罗非班＋ EVT EVT a 前循环梗死：OR ＝ 0.80，95%CI（0.65，0.98）[29]

后循环梗死：OR ＝ 0.63，95%CI（0.50，0.80）[29]

c 前循环梗死：NS[29]

后循环梗死：OR ＝ 0.60，95%CI（0.37，0.95）[29]

替罗非班＋ EVT EVT a OR ＝ 0.73，95%CI（0.59，0.89）[30]

b、c NS[30]

替罗非班＋ EVT EVT a、c NS[31]

替罗非班＋ EVT EVT a、c NS[32]

替罗非班＋ EVT EVT a OR ＝ 0.75，95%CI（0.62，0.91）[33]

b、c NS[33]

替罗非班＋ EVT EVT a OR ＝ 0.68，95%CI（0.52，0.89）[34]

c NS[34]

替罗非班＋ EVT EVT d OR ＝ 3.81，95%CI（1.63，8.90）[35]

a、b、c、f NS[35]

PIS 患者 替罗非班＋双抗 双抗 b NS[36]

g OR ＝ 1.78，95%CI（1.03，3.09）[36]

注（Note）：a. 死亡率（mortality）；b. ICH 发生率（rate of intracranial hemorrhage）；c. sICH 发生率（rate of symptomatic intracranial 
hemorrhage）；d. fICH 发生率（rate of fatal intracranial hemorrhage）；e. ICH 转化率（rate of intracranial hemorrhage）；f. 2 型实质血肿（type 
2 parenchymatous hematoma）；g. 其他部位出血发生率（incidence of bleeding in other systems）；NS. 表示差异无统计学意义（no statistical 
difference）。

可获得性均良好。替罗非班注射液用于 AIS 患
者，指南推荐最长用药疗程为 72 h，最大剂量为
14.7 ～ 66.15 mg（按说明书推荐体重 30 ～ 153 kg
计算），如使用集采品种，患者用药费用占全国居
民人均可支配收入（36 883.28 元，2022 年）比例

甚微，因此替罗非班注射液有较好的可负担性。
3　讨论
　　本研究有效性方面评价结果提示，在 AIS 或
仅接受 IVT 的 AIS 患者中，与对照组相比，替罗
非班可改善患者神经功能损伤和 / 或 3 个月预后；
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在接受 EVT 的 AIS 患者中，3 个月预后良好率、
血管再通率、再闭塞率在不同研究中结论不一致。
这可能与纳入文献的质量、替罗非班给药剂量、
途径、疗程不同有关。此外，Liu 等 [29] 的研究按
梗死部位进行分析，结果显示，在接受 EVT 的
患者中，联用替罗非班仅可改善前循环梗死患者
的 3 个月预后和提高后循环梗死患者的血管再通
率，这一结论也解释了同一结局指标在不同研究
中结论不一致的原因。另外，替罗非班单药治疗
AIS 的最新临床试验（RESCUE BT2 试验）结果
表明，对于急性非大 - 中动脉闭塞性致残性缺血
性卒中患者，静脉使用替罗非班可改善预后 [39]。
综上所述，目前证据显示替罗非班可能改善 AIS
患者神经功能缺损和预后。
　　安全性方面评价结果提示，与对照组相比，
替罗非班均不增加死亡率、ICH 发生率、sICH 发
生率、其他部位出血等的发生风险，在接受 IVT
桥接 EVT 的 AIS 患者中，替罗非班甚至可降低死
亡率。但有 3 项研究 [18，28，35] 提示在接受 EVT 的
AIS 患者中，联合替罗非班可能增加 fICH 发生风
险，其中 Gong 等 [18] 研究的亚组分析结果显示，
替罗非班组 fICH 发生率增加可能与动脉内给药
有关。然而，这一结论的可靠性有待商榷，因为
3 项研究纳入的研究样本量较少，且纳入了部分
2015 年发表的文献，而在 2015 年关于 AIS 的血管
内治疗适应证有所更新 [40]。
　　经济性方面评价结果显示，相比于单用机械
取栓，联合替罗非班治疗 AIS 患者更具成本效果
优势。但纳入研究中的健康效用值、临床事件转
移概率来源于以西方人群为主体的研究 [38]，其研
究结果在我国人群及经济环境下的适用性有待进
一步研究。
　　本研究系统整合了替罗非班用于 AIS 的现有
证据，涵盖 AIS 和 PIS 人群，按不同治疗方式分
类分析，弥补了既往证据的不足；从有效性、安
全性、经济性、可及性方面全面评价替罗非班
在 AIS 患者中的应用价值，为临床决策提供循证
支持。本研究可能存在一定的局限性：对纳入的
研究仅做了定性描述，且无法排除纳入研究的原
始研究质量、数量、分组方法的缺陷对本研究的
影响；替罗非班的剂量和疗程在不同系统评价间
可能存在一定异质性；纳入的 SR/Meta 分析整体
方法学质量低，主要缺陷为研究实施前未报告研
究方法，说明在方法学方面应进一步规范，但这
些文献已是基于目前所有可获得的研究做出的分
析，仍有一定的参考价值。
　　综上，替罗非班应用于 AIS 患者具有较好的

有效性和安全性，但动脉内给药可能增加 fICH
发生风险。目前有关替罗非班的临床研究大部分
为观察性研究，未来可考虑开展更多大规模、多
中心的随机对照研究，进一步验证替罗非班治疗
AIS 的有效性和安全性。在中国，相比于单用机
械取栓，联合替罗非班治疗 AIS 具有经济性。当
前，替罗非班注射液在国内具有较好的可及性。

参考文献

[1] 中华医学会神经病学分会，中华医学会神经病学分会脑

血管病学组，中国急性缺血性脑卒中诊治指南 2018 [J]. 中
华神经杂志，2018，51（9）：666-682. 

[2] Wang WZ，Jiang B，Sun HX，et al. Prevalence，inci-
dence，and mortality of stroke in China：results from a na-
tionwide population-based survey of 480687 adults [J]. Circu-
lation，2017，135（8）：759-771. 

[3] Wang PL，Wang YL，Zhao XQ，et al. In hospital medical 
complications associated with stroke recurrence after initial 
ischemic stroke：a prospective cohort study from the China 
National Stroke Registry [J]. Medicine（Baltimore），2016，
95（37）：e4929. 

[4] 刘丽萍，周宏宇，段婉莹，等 . 中国脑血管病临床管理指

南（第 2 版）（节选）——第 4 章缺血性脑血管病临床管理

推荐意见 [J]. 中国卒中杂志，2023，18（8）：910-933. 
[5] 王嘉晶，况杰，涂江龙，等 . 氯吡格雷联合阿司匹林精

准用药与脑卒中患者短期预后的关系 [J]. 实用医学杂志，

2021，37（13）：1737-1741. 
[6] Dornbos D，Katz JS，Youssef P，et al. Glycoprotein 

Ⅱb/Ⅲa inhibitors in prevention and rescue treatment of 
thromboe-mbolic complications during endovascular emboli-
zation of intracranial aneurysms [J]. Neurosurgery，2018，82
（3）：268-277. 

[7] King S，Short M，Harmon C. Glycoprotein Ⅱb/Ⅲa in-
hibitors：the resurgence of tirofiban [J]. Vascular Pharmacol，
2016，78：10-16. 

[8] Wang K，Zuo GX，Zheng LY，et al. Effects of tirofiban on 
platelet activation and endothelial function in patients with 
ST-elevation myocardial infarction undergoing primary per-
cutaneous coronary intervention [J]. Cell Biochem Biophys，
2015，71（1）：135-142. 

[9] 中国卒中学会，中国卒中学会神经介入分会，中华预防

医学会卒中预防与控制专业委员会介入学组 . 替罗非班在

动脉粥样硬化性脑血管疾病中的临床应用专家共识 [J]. 中
国卒中杂志，2019，14（10）：1034-1044. 

[10] 崔艳军，马天，刘一，等 . 卡瑞利珠单抗联合化疗一线

治疗局部晚期 / 转移性非小细胞肺癌的快速卫生技术评

估 [J]. 中国临床药理学与治疗学，2024，29（7）：775-784. 
[11] 唐惠林，门鹏，翟所迪 . 药物快速卫生技术评估方法及应

用 [J]. 临床药物治疗杂志，2016，14（2）：1-4. 
[12] Sheab J，Reeves BC，Wells G，et al. AMSTAR 2：acritical 

appraisal tool for systematic reviews that include randomised 
or non-randomised studies of healthcare interventions，or 
both [J]. BMJ，2017，358：j4008. 

[13] Husereau D，Drummond M，Petrou S，et al. Consolidated 



811

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

health economic evaluation reporting standards（CHEERS）
statement [J]. J Med Econ，2013，16（6）：713-719. 

[14] Al-Salihi MM，Ayyad A，Al-Jebur MS，et al. Safety and 
efficacy of tirofiban in the management of stroke：a sys-
tematic review and meta-analysis of randomized controlled 
trials [J]. Clin Neurol Neurosurg，2023，232：107867. 

[15] 刘惠莲，王菊，王源江，等 . 替罗非班治疗急性缺血性脑

卒中安全性及有效性 Meta 分析 [J]. 中国药业，2023，32
（4）：106-111. 

[16] 刘惠莲 . 替罗非班对急性缺血性脑卒中的安全性及有效性

Meta 分析 [D]. 海口：海南医学院，2022. 
[17] 张利军，惠鑫，刘基，等 . 替罗非班治疗急性缺血性卒

中安全性及有效性的 Meta 分析 [J]. 中风与神经疾病杂志，

2020，37（7）：594-599. 
[18] Gong JH，Shang JJ，Yu H，et al. Tirofiban for acute isch-

emic stroke：systematic review and meta-analysis [J]. Eur J 
Clin Pharmacol，2020，76（4）：475-481. 

[19] Zhou J，Gao Y，Ma QL. Safety and efficacy of tirofiban 
in acute ischemic stroke patients not receiving endovascular 
treatment：a systematic review and meta-analysis [J]. Eur Rev 
Med Pharmacol Sci，2020，24（3）：1492-1503. 

[20] Zhu XL，Cao GM. Safety of glycoprotein Ⅱ b- Ⅲ a inhibi-
tors used in stroke-related treatment：a systematic review and 
meta-analysis [J]. Clin Appl Thromb Hemost，2020，26：
1076029620942594. 

[21] Ciccone A，Motto C，Abraha I，et al. Glycoprotein Ⅱ b- 
Ⅲ a inhibitors for acute ischaemic stroke [J]. Cochrane Data-
base Syst Rev，2014（3）：CD005208. 

[22] 石叶军，荆玉雷，李超生，等 . 阿替普酶静脉溶栓后联合

替罗非班治疗急性缺血性脑卒中安全性及有效性的 Meta
分析 [J]. 临床神经病学杂志，2022，35（1）：24-29. 

[23] Shi H，Hou MM，Ren G，et al. Tirofiban for acute isch-
emic stroke patients receiving intravenous thrombolysis：a 
syste-matic review and meta-analysis [J]. Cerebrovasc Dis，
2023，52（5）：587-596. 

[24] Liu QQ，Lu XF，Yang H，et al. Early tirofiban adminis-
tration for patients with acute ischemic stroke treated with 
intra-venous thrombolysis or bridging therapy：systematic 
review and meta-analysis [J]. Clin Neurol Neurosurg，2022，
222：107449. 

[25] Li W，Lin GH，Xiao ZX，et al. Safety and efficacy of tiro-
fiban during intravenous thrombolysis bridging to mechanical 
thrombectomy for acute ischemic stroke patients：a me-
ta-analysis [J]. Front Neurol，2022，13：851910. 

[26] Liu C，Yang X，Liu MS，et al. Meta-analysis of the effi-
cacy and safety of tirofiban in patients with acute ischaemic 
stroke undergoing mechanical thrombectomy [J]. Clin Neurol 
Neurosurg，2023，228：107702. 

[27] 黄昌恒，于耀宇，姚自同 . 急性缺血性脑卒中机械取栓术

中应用替罗非班效果的 Meta 分析 [J]. 中国临床神经外科

杂志，2019，24（9）：527-530. 

[28] Liu JT，Yang YH，Liu HB. Efficacy outcomes and safety 
measures of intravenous tirofiban or eptifibatide for patients 
with acute ischemic stroke：a systematic review and me-
ta-analysis of prospective studies [J]. J Thromb Thrombolysis，
2022，53（4）：898-910. 

[29] Liu CX，Yang X，Liu MS，et al. Systematic review and 
meta-analysis of the efficacy and safety of adjunctive use of 
tirofiban in patients treated with endovascular therapy for 
acute ischemic stroke at different embolicsites [J]. Medicine
（Baltimore），2023，102（40）：e35091. 

[30] Zhang AW，Wu NH，Liu XT，et al. Continuous intrave-
nous tirofiban can improve the 90-day functional outcome 
and decrease 90-day mortality without increasing bleeding 
risk in acute ischemic stroke patients treated by endovascular 
therapy：a meta-analysis [J]. J Clin Neurosci，2022，99：
109-116. 

[31] Zhao HC，Feng YW，Rong XM，et al. Sequential tirofiban 
infusions combined with endovascular treatment may improve 
outcomes in acute ischemic stroke-a meta-analysis [J]. Aging
（Albany NY），2021，13（4）：5426-5441. 

[32] Sun YY，Guo ZN，Yan LX，et al. Safety and efficacy of 
tirofiban combined with endovascular therapy compared with 
endovascular therapy alone in acute ischemic stroke：a meta- 
analysis [J]. Neuroradiology，2021，63（1）：17-25. 

[33] Tang LS，Tang XQ，Yang QW. The application of tirofiban 
in the endovascular treatment of acute ischemic stroke：a me-
ta-analysis [J]. Cerebrovasc Dis，2021，50（2）：121-131. 

[34] Fu ZY，Xu CL，Liu X，et al. Safety and efficacy of tiro-
fiban in acute ischemic stroke patients receiving endovascular 
treatment：a meta-analysis [J]. Cerebrovasc Dis，2020，49
（4）：442-450. 

[35] Zhang PF，Guo YT，Shen J，et al. Efficacy and safety of 
tirofiban therapy in patients receiving endovascular treatment 
after large vessel ischaemic stroke：a systematic review and 
meta-analysis [J]. J Clin Neurosci，2020，80：112-120. 

[36] 马嘉琦，李映辰，伍大华 . 替罗非班联合双抗治疗进展性

脑卒中有效性及安全性的 Meta 分析 [J]. 中国神经免疫学

和神经病学杂志，2023，30（5）：342-348，367. 
[37] 秦祉祎，朱明辉，朱晓红，等 . 替罗非班治疗进展性脑

卒中的 Meta 分析 [J]. 解放军药学学报，2022，35（3）：

266-271. 
[38] 杨清珵，宋沧桑，张阳，等 . 机械取栓联合替罗非班对比

单用机械取栓治疗急性缺血性脑卒中的安全性、有效性、

经济性 [J]. 中南药学，2022，20（1）：197-203. 
[39] Zi WJ，Song JX，Kong WL，et al. Tirofiban for stroke 

without large or medium-sized vessel occlusion [J]. N Engl J 
Med，2023，388（22）：2025-2036. 

[40] Campbell BC，Mitchell PJ，Kleinig TJ，et al. Endovascular 
therapy for ischemicstroke with perfusion-imaging selection 
[J]. N Engl J Med，2015，372（11）：1009-1018. 

（收稿日期：2024-07-13；修回日期：2024-09-02）



812

Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3 　中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期

新疆某三甲医院成人肾移植患者霉酚酸暴露量的影响因素分析

阿丽耶·拜尔迪1，2，马丽娟2，吴洁茹4，李牧云1，2，寇玉莲1，2，赵军3，5*（1. 新疆医科大学药学院，
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摘要：目的　探究成人肾移植患者霉酚酸（MPA）暴露量的影响因素，为临床实施个体化用药提

供参考。方法　选取新疆医科大学第一附属医院 2023 年 5 月至 2024 年 5 月行肾移植手术或肾

移植术后常规随访的成人肾移植患者 166 例，按霉酚酸的暴露量分为低暴露组（MPA AUC ＜ 30 
mg·h·L－ 1，33 例）、目标暴露组（MPA AUC 在 30 ～ 60 mg·h·L－ 1，85 例）和高暴露组（MPA 
AUC ＞ 60 mg·h·L－ 1，48 例）。回顾性收集患者的霉酚酸血药浓度检测结果、基本临床资料、

实验室检查结果、联合用药和合并疾病情况。通过单因素分析和多元 Logistic 回归方法分析霉酚

酸暴露量的影响因素。结果　单因素分析结果显示，患者的尿酸、白蛋白、血小板、白细胞、中

性粒细胞、谷丙转氨酶、谷草转氨酶水平和血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂用药史是霉酚酸暴露量的

影响因素（P ＜ 0.05）。多元 Logistic 回归分析结果显示，患者谷草转氨酶、中性粒细胞水平和血

管紧张素Ⅱ受体拮抗剂用药史是霉酚酸暴露量的负向影响因素（P ＜ 0.05）；患者的谷草转氨酶、

中性粒细胞、白蛋白、白细胞水平和血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂用药史是霉酚酸暴露量的正向影响

因素（P ＜ 0.05）。结论　服用霉酚酸类药物的肾移植患者 MPA AUC 达标率较低，影响因素较多，

临床医师或临床药师可利用治疗药物监测，根据患者血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂用药史和谷草转氨

酶、中性粒细胞、白蛋白、白细胞水平的变化结合临床疗效，指导临床调整用药剂量。

关键词：霉酚酸；肾移植；暴露量；影响因素

中图分类号：R979.5，R969.3　　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2025)03-0812-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.035

Factors affecting mycophenolic acid exposure in adult renal transplant 
patients in a tertiary hospital in Xinjiang

Aliya·Bardi1, 2, MA Li-juan2, WU Jie-ru4, LI Mu-yun1, 2, KOU Yu-lian1, 2, ZHAO Jun3, 5* (1. School 
of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi  830054; 2. Department of Pharmacy, The First 
Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi  830011; 3. Department of Pharmacy, 
The First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Xinjiang Key Laboratory of Clinical 
Research of Drugs, Urumqi  830011; 4. The Fourth Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, 
Urumqi  830000; 5. Engineering Research Center of Xinjiang and Central Asian Medicine Resources, 
Ministry of Education, Urumqi  830011)

Abstract: Objective  To determine the influencing factors for mycophenolic acid exposure in adult 
renal transplantation patients, and to provide reference for individualized medication. Methods  Totally 
166 adult patients who underwent renal transplantation or routine follow-up after renal transplantation 
from May 2023 to May 2024 in the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University were 
selected and divided into a low exposure group (MPA AUC ＜ 30 mg·h·L － 1, 33 patients), a target 
exposure group (MPA AUC 30 ～ 60 mg·h·L － 1, 85 patients), and a high-exposure group ( ＞ 60 
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mg·h·L － 1, 48 patients) according to the degree of exposure to mycophenolic acid. The medical 
records, patients’ mycophenolic acid blood concentration test results, basic clinical data, laboratory 
test results, co-medication, and co-morbidities were reviewed. Factors influencing mycophenolic acid 
exposure were analyzed by univariate analysis of variance and multivariate logistic regression. Results  
The patients’ uric acid, albumin, platelets, leukocytes, neutrophils, glutamic-pyruvic transaminase, 
glutamic-oxaloacetic transaminase levels, and history of angiotensin Ⅱ receptor antagonist medication 
were all influencing factors for mycophenolic acid exposure (P ＜ 0.05). Multiple Logistic regression 
analysis showed that patients’ glutamic-oxaloacetic transaminase, neutrophil level and history of 
angiotensin Ⅱ receptor antagonist medication negatively influenced the mycophenolic acid exposure 
(P ＜ 0.05); Patients’ glutamic-oxaloacetic transaminase, neutrophil, albumin, leukocyte level and 
history of angiotensin Ⅱ receptor antagonist medication positively influenced the mycophenolic 
acid exposure (P ＜ 0.05). Conclusion  Renal transplant patients taking mycophenolic acid drugs 
have a lower MPA AUC compliance rate and with many influencing factors. Clinicians or clinical 
pharmacists can monitor therapeutic drug to adjust drug dosage based on the patient’s history of 
angiotensin Ⅱ receptor antagonist medication and changes in the levels of glutamic-oxaloacetic 
transaminase, neutrophils, albumin, and leukocytes to improve medication efficacy. 
Key words: mycophenolic acid; renal transplantation; exposure; influencing factor

　　慢性肾脏病在中国的患病率达 10.8%，患病人

数约为 1.5 亿 [1]，其中超过 2% ～ 3% 的患者会发
展成终末期肾病，严重影响患者的寿命和生活质
量 [2]。肾移植是终末期肾脏病最有效的临床治疗手
段，与透析治疗的患者相比，肾移植受者的生存率
和生活质量较高，能够获得更好的临床结局 [3]。霉
酚酸（mycophenolic acid，MPA）是主要的抗代谢
免疫抑制剂之一 [4]，临床上与他克莫司（TAC）或
环孢素（CsA）联用，以预防肾移植后的移植物排
斥反应 [5-6]。MPA 通过抑制鸟嘌呤核苷酸从头合成
途径的关键酶——次黄苷酸脱氢酶的活性，从而
抑制 T、B 淋巴细胞增殖，发挥免疫抑制作用 [7-8]。
临床应用的 MPA 类药物主要有吗替麦考酚酯
（MMF）、胶囊麦考酚钠（EC-MPS）肠溶片和吗替
麦考酚酯分散片，体内活性形式均为 MPA[9]。MPA
类药物个体间药物代谢动力学差异较大。研究发
现，服用固定剂量 MMF 时，不同患者 MPA 暴露
量可相差 10 倍 [10]。个体间药物代谢动力学的差异
与药物代谢酶、转运体、药效酶基因多态性有关 [11]。
0 ～ 12 h 药物浓度 - 时间曲线下面积（AUC0 ～ 12 h）
是评价 MPA 临床疗效的指标 [12]。对于肾移植受者，
采用酶放大免疫分析法测定 MPA 的浓度时，推荐
治疗窗：AUC0 ～ 12 h 为 30 ～ 60 mg·h·L － 1[13]。肾
移植患者的 MPA 暴露量与排斥反应及相关不良反
应有密切关系，可根据 MPA 的 AUC 进行 MPA 类
药物的剂量调整 [14]。临床上常规测定 MPA 的 AUC
全点监测血样采样密集难以实施，且由于治疗药
物检测存在滞后性，单一的治疗药物监测愈发不
能满足患者对生命健康的需要，难以制订初始剂

量。因此通常采用有限采样策略（limited sampling 
strategy，LSS），即通过 3 ～ 4 个采样点和计算公
式，估算 MPA 的 AUC 进行 MPA 个体化给药 [15]。
　　MPA 治疗窗窄，个体间差异较大 [16-17]。以往研
究报道，患者人口统计学、生理和病理情况、合并
用药和遗传多态性可能会导致 MPA 药代动力学参数
的变化从而影响患者血药浓度 [18-20]。本研究以新疆
各族人群为研究对象，在以往研究的基础上纳入更
多的变量，全面分析 MPA 暴露量的影响因素，以期
为临床调整 MPA 的剂量提供参考。
1　资料与方法
1.1　研究对象
　　以 2023 年 5 月至 2024 年 5 月于新疆医科大学
第一附属医院行肾移植手术或肾移植术后常规随访
的患者为研究对象。本研究经本院医学伦理委员会
批准（批件号为：K202407-16），由于是回顾性研究
且获取的临床数据是匿名的，因此予以知情豁免。
　　纳入标准：① 首次接受肾移植；② 年龄＞ 18 岁，
男女不限；③ 术后免疫抑制方案为 MPA ＋ TAC/
CsA ＋类固醇皮质激素三联方案。
　　排除标准：① 曾经接受过肾移植或联合移植；
② 肝功能异常；③ 发生急性排斥反应或感染；④ 
临床资料严重缺失的患者。
1.2　免疫抑制方案
　　肾移植受者于移植术后 24 h 内开始口服 MPA
类药物，MMF 和 EC-MPS 的起始剂量分别为每次
0.75 ～ 1.0 g 和 540 ～ 720 mg，每 12 h 一次。
1.3　MPA 治疗药物浓度监测方法
　　MPA 血药浓度由精准用药实验室统一测定。患
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者在肾移植术后相对固定时间口服 MPA 达到稳态血
药浓度。与他克莫司联用的患者在服药后 1、2、4、
8 h 采集外周血，EDTA 抗凝，分离血浆测定血药浓
度， 使 用 公 式 AUC ＝ 8.36 ＋ 0.76×C1 h ＋ 1.34× 

C2 h ＋ 1.66×C4 h ＋ 7.49×C8 h 计算 MPA AUC[21]。与
CsA 联用的患者在服药后 0.5、1、2、8 h 采集外周
血，EDTA 抗凝，分离血浆测定血药浓度，使用公
式 AUC ＝ 2.38 ＋ 0.48×C0.5 h ＋ 0.61×C1 h ＋ 2.49× 

C2 h ＋ 7.49×C8 h 计算 MPA AUC[22]。测定方法为酶放
大免疫分析法，仪器为 Viva-ProE 全自动生化分析仪
（德国西门子），治疗窗：30 ～ 60 mg·h·L － 1[23-24]。
1.4　数据收集
　　回顾性收集患者的基本临床资料 [ 性别、民族、
年龄、体质量指数（BMI）和移植术后时间 ]，实验
室检查结果（肌酐、尿酸、尿素、肾小球滤过率、
白蛋白、球蛋白、总蛋白、总胆红素、直接胆红素、
间接胆红素、谷草转氨酶、谷丙转氨酶、红细胞、
中性粒细胞、白细胞、血小板、血红蛋白、红细胞
压积、血小板压积和糖化血红蛋白），合并疾病（合
并高血压、糖尿病、肝炎和冠心病）。MPA 用药情
况（MPA 剂型、剂量和血药浓度监测结果），联合
用药情况 [ 钙通道阻滞剂、更昔洛韦、β 受体阻滞剂、
胰岛素、他汀类、α1 受体阻滞剂、血管紧张素Ⅱ受
体拮抗剂（ARB）、TAC 和 CsA]。
1.5　MPA 暴露量的影响因素分析
　　根据 MPA AUC 将 166 例患者分为低暴露组、
目标暴露组和高暴露组，并分析患者基本临床资
料、实验室检查结果、联合用药和合并疾病情况对
三组 MPA 暴露量的影响。
1.6　统计分析
　　采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析，计数资料
以率（%）表示，行 χ2 检验。计量资料行正态性检
验和方差齐性检验。正态资料以 x±s 表示，采用
参数检验分析进行组间比较；非正态资料以中位
数 [ 四分位数间距（IQR）] 表示，采用非参数检验
进行组间比较。通过单因素分析法对相关因素进行
初步分析及筛选，为了确保纳入多元 Logistic 回归
的变量与因变量有较强的关联性，选取 P ≤ 0.01
的变量进行多元 Logistic 回归分析，以 P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　肾移植患者临床资料
　　本研究共纳入 166 例成人肾移植患者，其中
男性患者 131 名，占总数的 78.9%；女性患者 35
名，占总数的 21.1%。患者的平均年龄为（44.22± 

10.94）岁，临床资料见表 1。
2.2　肾移植患者 MPA 暴露量统计 
　　根据 MPA AUC 值将 166 例患者分为低暴露

组（＜ 30 mg·h·L － 1），目标暴露组（30 ～ 60 
mg·h·L － 1）和高暴露组（＞ 60 mg·h·L － 1），
见表 2。服用 MPA 的肾移植患者 MPA AUC 在目
标范围内的比例为 51.2%。

表 2　不同暴露组肾移植患者 MPA暴露情况统计 (n ＝ 166) 
Tab 2　Statistics of MPA exposure in kidney transplant patients in 

different exposure groups (n ＝ 166)

组别 n（%） AUC/（mg·h·L － 1） 中位数（范围）

低暴露组 33（19.8） 24.27±4.93 24.97（13.15，29.96）
目标暴露组 85（51.2） 42.91±8.87 41.72（30.37，59.68）
高暴露组 48（28.9）   88.94±27.43   79.03（60.15，176.65）

2.3　MPA 暴露量的影响因素
2.3.1　患者基本临床资料　患者性别、民族、年
龄、MPA 剂型、BMI、移植后时间在不同暴露组
之间的差异无统计学意义（P ＞ 0.05）（见表 3）。
2.3.2　实验室检查结果　患者的尿酸、白蛋白、
谷草转氨酶、谷丙转氨酶、中性粒细胞、白细胞、
血小板水平在不同暴露组之间的差异有统计学意
义（P ＜ 0.05）（见表 4）。
2.3.3　合并疾病　患者合并高血压、糖尿病、肝
炎、冠心病在不同暴露组之间的差异无统计学意
义（P ＞ 0.05）（见表 5）。
2.3.4　联合用药　联合使用 ARB 在不同暴露组之
间差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。联合使用百令
胶囊、五酯胶囊、骨化三醇丸、钙通道阻滞剂等在
不同暴露组之间无显著差异（P ＞ 0.05）（见表 6）。
2.4　MPA 暴露量影响因素的多元 Logistic 回归分析
　　为了确保纳入的变量与因变量有较强的关联
性，选取单因素分析结果中 P ≤ 0.01 的变量进行
多元 Logistic 回归分析，包括白蛋白、白细胞、中
性粒细胞、谷草转氨酶水平和 ARB 用药史。多元

表 1　纳入患者的一般资料 
Tab 1　General information of the included patients

资料 分类 数值
基本人口学特征
性别 [n（%）] 男 131（78.9）

女 35（21.1）
民族 [n（%）] 维吾尔族 85（51.2）

汉族 47（28.3）
哈萨克族 23（13.9）
其他 11（6.6）

MPA 类药物剂型 [n（%）] 麦考酚钠肠溶片 86（51.8）
吗替麦考酚酯胶囊 48（28.9）
吗替麦考酚酯分散片 32（19.3）

年龄 / 岁（x±s） 44.22±10.94
BMI/（kg·m－ 2）[ 中位数（IQR）] 23（4.5）
移植术后时间 /d[ 中位数（IQR）] 1461.5（2654.5）
MPA 剂量 /mg[ 中位数（IQR）] 麦考酚钠肠溶片 900（540）

吗替麦考酚酯胶囊 1000（250）
吗替麦考酚酯分散片 1500（687.5）

MPA AUC/（μg·h·mL － 1） [ 中
位数（IQR）]

43.53（32.49）
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表 3　三组患者基本临床资料与 MPA暴露量单因素分析结果比较 
Tab 3　Univariate analysis of basic clinical data and MPA exposure in the three patient groups 

基本信息 低暴露组（n ＝ 33） 目标暴露组（n ＝ 85） 高暴露组（n ＝ 48） χ2/H P
性别（男 / 女） 24/9 71/14 36/12 2.289 0.318
民族 [n（%）] 维吾尔族 18（54.5） 43（50.6） 24（72.7） 2.839 0.829

汉族 10（30.3） 26（30.6） 11（22.9）
哈萨克族 4（12.1） 10（11.8） 9（18.8）
其他 1（3） 6（7.1） 4（8.4）

MPA 剂型 麦考酚钠肠溶片 20（60.6） 40（47.1） 26（30.6） 3.330 0.504
吗替麦考酚酯分散片 7（18.2） 18（21.2） 7（8.2）
吗替麦考酚酯胶囊 6（18.2） 27（31.8） 15（17.6）

年龄 / 岁（x±s） 42.33±11.57 45.13±11.052 43.92±10.32 2.215 0.330
BMI 23（6.5） 23（5） 22（4） 5.423 0.066
MPA 剂量 麦考酚钠肠溶片 1080（495） 990（360） 900（360） 0.667 0.717

吗替麦考酚酯分散片 1500（625） 1500（562.5） 1500（750）
吗替麦考酚酯胶囊 1000（250） 1000（375） 1000（260）

移植术后时间 1124（3421） 1631（28.78） 634（1956.25） 0.372 0.830

表 4　三组患者实验室检查结果与 MPA暴露量单因素分析结果比较 (x±s) 
Tab 4　Univariate analysis of laboratory test items and MPA exposure in the three patient groups (x±s)

指标 低暴露组（n ＝ 33） 目标暴露组（n ＝ 85） 高暴露组（n ＝ 48） F/H P
肌酐 /（μmol·L － 1） 154.32±91.01 116.49±35.35 140.07±74.58 2.345 0.099
尿酸 /（μmol·L － 1） 402.5±98.34 408.00±95.75 410.69±82.82 3.506 0.032
尿素 /（mmol·L － 1） 17.4±2.69 8.19±3.8 9.72±5.09 1.291 0.278
肾小球滤过率 /[mL/（min·1.73 m2）] 78.77±0.68 67.64±21.69 59.23±22.5 0.910 0.405
白蛋白 /（g·L － 1） 42.12±1.15 39.72±4.20 42.32±4.05 9.402 ＜ 0.001
总蛋白 /（g·L － 1） 66.42±5.14 61.63±6.15 64.58±5.77 0.679 0.509
总胆红素 /（μmol·L － 1） 11.72±4.54 14.59±7.82 11.59±4.78 0.454 0.636
直接胆红素 /（μmol·L － 1） 5.37±1.64 4.38±2.13 3.02±1.49 0.782 0.459
间接胆红素 /（μmol·L － 1） 6.66±3.16 10.20±6.46 8.57±4.20 0.000 1.000
谷草转氨酶 /（U·L － 1） 52.45±69.03 19.89±6.54 20.02±9.51 4.974 0.008
谷丙转氨酶 /（U·L － 1） 18.25±8.30 22.51±11.02 21.71±17.85 3.957 0.021
碱性磷酸酶 /（U·L － 1） 117.32±35.67 77.38±24.35 97.73±123.37 1.123 0.329
谷氨酸氨基转移酶 /（U·L － 1） 28.15±10.17 25.54±13.06 46.15±69.12 0.481 0.619
肌酸激酶 /（U·L － 1） 106.5±20.74 62.94±36.18 63.11±37.03 1.702 0.188
红细胞 /（×1012·L － 1） 4.69±0.48 4.82±0.84 4.34±0.99 0.660 0.518
中性粒细胞 /（×109·L － 1） 5.77±1.31 4.24±2.03 4.42±2.03 8.107 ＜ 0.001
白细胞 /（×109·L － 1） 8.47±1.09 7.05±2.47 6.76±2.76 7.670 0.010
血小板 /（×109·L － 1） 269±4.24 183.3±48.76 204.61±49.77 3.597 0.030
血红蛋白 /（g·L － 1） 137.4±17.18 138.37±21.1 127.55±28.94 0.222 0.801
红细胞压积 /% 42.16±4.87 43.39±6.54 39.44±8.72 0.390 0.678
血小板压积 /% 0.19±0.04 0.19±0.05 0.21±0.05 2.897 0.058
糖化血红蛋白 /% 7.37±1.10 5.78±0.53 5.77±0.92 2.930 0.058

表 5　三组患者合并疾病与 MPA暴露量单因素分析结果比较 [n(%)] 
Tab 5　Univariate analysis of co-morbidities and MPA exposure in the three patient groups [n(%)]

合并疾病 低暴露组（n ＝ 33） 目标暴露组（n ＝ 85） 高暴露组（n ＝ 48） χ2 P
高血压 合并 26（78.7） 79（92.9） 43（89.6） 4.938 0.085

未合并 7（21.2） 6（7.05） 5（10.4）
糖尿病 合并 3（9） 15（17.6） 6（12.5） 1.616 0.446

未合并 30（90.9） 70（82.4） 42（87.5）
肝炎 合并 3（9） 7（8.2） 0（0） 4.359 0.113

未合并 30（90.9） 78（91.8） 48（100）
冠心病 合并 2（6.06） 3（3.5） 4（8.3） 1.413 0.493

未合并 31（93.9） 82（96.5） 44（91.7）

Logistic 回归分析结果显示，以目标暴露组为参考
时，患者谷草转氨酶、中性粒细胞水平和 ARB 用
药史是导致 MPA 低暴露量的因素（P ＜ 0.05）；患
者的谷草转氨酶、中性粒细胞、白蛋白、白细胞
水平和 ARB 用药史是导致 MPA 高暴露量的因素

（P ＜ 0.05）（见表 7）。
3　讨论
3.1　肾移植患者 MPA 暴露量影响因素研究的意义
　　中国血液净化病例信息登记系统的数据显示，
我国透析患者逐年增加 [25]。我国患者数量庞大，器
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官移植供给缺口巨大，肾移植患者的远期存活情况
仍然不容乐观 [26-27]，移植后期受者的排斥反应和免
疫抑制治疗仍是临床面临的重要问题。
　　MPA 是基础免疫抑制的重要组成部分，是肾
移植受者的首选免疫抑制基础药物之一 [28]。尽管
MPA 在移植领域已有二十多年的应用历史，并得到
了相关指南和专家共识的指引 [14，29]，其应用也逐步
趋向规范化，然而，治疗效果的达标率依然偏低。
不容忽视的是，患者的人口统计学特征、生理与病
理因素、合并用药情况、合并疾病以及治疗药物相

关的遗传多态性等因素，均对药物治疗效果产生
了显著影响。在本研究中，选取了 166 例规律使用
MPA 联合 TAC 或 CsA 的成人肾移植患者作为研究
对象。其中，MPA 暴露量达到目标水平的患者仅占
51.2%，而高暴露和低暴露的患者则占 48.8%。这
一数据表明，即便患者按照规定的剂量规律用药，
MPA 的暴露量也并未能达到理想的水平。
　　因此，有必要探讨 MPA 暴露量的影响因素，
为临床个体化用药的实施提供参考。MPA 类药物药
代动力学过程复杂、个体差异大和治疗窗较窄，暴

表 6　三组患者联合用药与 MPA暴露量单因素分析结果比较 [n(%)] 
Tab 6　Univariate analysis of combined medication and MPA exposure in the three patient groups [n(%)]

药品种类 低暴露组（n ＝ 33） 目标暴露组（n ＝ 85） 高暴露组（n ＝ 48） χ2 P
百令胶囊 合用 9（27） 26（30.6） 15（31.2） 0.165 0.921

未合用 24（72.7） 59（69.4） 33（68.7）
五酯胶囊 合用 2（6.06） 6（7.05） 12（0.25） 5.345 0.069

未合用 31（93.9） 79（92.9） 36（0.75）
骨化三醇丸 合用 6（18.1） 6（7.05） 9（18.75） 4.935 0.085

未合用 27（81.8） 79（92.9） 39（81.25）
钙通道阻滞剂 合用 16（48.5） 30（35.2） 23（47.9） 2.824 0.244

未合用 17（51.5） 55（64.7） 25（52.1）
β 受体阻滞剂 合用 7（21.2） 32（37.6） 13（27.1） 3.549 0.170

未合用 26（78.9） 53（35.3） 35（72.9）
ARB 合用 5（15.1） 25（29.4） 3（6.25） 10.910 0.004

未合用 28（84.5） 60（70.6） 45（93.8）
α1 受体阻滞剂 合用 2（6.0） 7（82.3） 3（6.25） 0.264 0.876

未合用 31（93.9） 78（91.8） 45（93.8）
他汀类药物 合用 4（12.1） 13（15.3） 11（22.9） 1.933 0.380

未合用 29（87.9） 72（84.7） 37（77.1）
磺胺类抗菌药物 合用 5（15.1） 12（14.1） 12（25） 2.673 0.263

未合用 28（84.8） 73（85.9） 36（75）
更昔洛韦 合用 10（30.3） 23（27.6） 11（22.9） 0.575 0.750

未合用 23（69.7） 62（72.9） 37（77.1）
TAC 合用 25（75.7） 76（89.4） 43（89.6） 4.327 0.115

未合用 8（24.2） 9（10.59） 5（10.4）
CsA 合用 8（24.2） 9（10.59） 5（10.4） 4.327 0.115

未合用 25（75.7） 76（89.4） 43（89.6）
胰岛素 合用 4（18.1） 8（15.3） 4（60.4） 0.332 0.847

未合用 29（81.8） 77（84.7） 44（39.6）

表 7　MPA暴露量影响因素的多元 Logistic回归分析 
Tab 7　Multiple Logistic regression analysis of factors influencing MPA exposure

组别 B SE P OR
95%CI

下限 上限
低暴露组 白蛋白 － 0.013 0.008      0.080 0.987 0.972 1.002

谷草转氨酶      0.016 0.002 ＜ 0.001 1.016 1.012 1.020
中性粒细胞      0.192 0.039 ＜ 0.001 1.211 1.123 1.307
白细胞 － 0.010 0.033      0.754 0.990 0.928 1.055
联用 ARB      0.317 0.100      0.002 1.373 1.129 1.671
未联用 ARB

高暴露组 白蛋白      0.158 0.007 ＜ 0.001 1.171 1.154 1.188
谷草转氨酶 － 0.023 0.004 ＜ 0.001 0.977 0.970 0.984
中性粒细胞      0.249 0.037 ＜ 0.001 1.283 1.193 1.380
白细胞 － 0.263 0.031 ＜ 0.001 0.769 0.724 0.817
联用 ARB － 0.605 0.077 ＜ 0.001 0.546 0.470 0.635
未联用 ARB

注：以目标暴露组为参照组。

Note：Target-exposed group is used as the reference group.
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露量对于预防肾移植患者的不良反应至关重要 [30]。
用药时可根据受者个体差异如体重或免疫风险确定
起始剂量，结合临床表现或 MPA AUC 调整剂量以
确保 MPA 达到目标暴露量。本研究在既往报道的
基础上，进一步探讨了慢性并发症、用药史、民族、
剂型和多种实验室指标对 MPA 暴露量的影响因素。
结果显示，以目标暴露组为参考时，患者谷草转氨
酶、中性粒细胞水平和 ARB 用药史是导致 MPA 低
暴露量的因素；患者的谷草转氨酶、中性粒细胞、
白蛋白、白细胞水平和 ARB 用药史是导致 MPA 高
暴露量的因素。
3.2　MPA 暴露量影响因素及临床意义
　　结果显示，白蛋白浓度是导致 MPA 高暴露量
的因素。在单因素分析中，白蛋白浓度在各暴露组
之间存在显著差异，高暴露组患者的白蛋白浓度最
高。提示服用 MPA 时需要密切监测患者白蛋白浓
度。有研究表明，白蛋白浓度的变化会导致 MPA
暴露量发生临床相关的变化，即 MPA 暴露量随着
白蛋白浓度的升高而升高 [31]。与参考文献结论一
致 [32-35]。白蛋白可以通过与药物结合和影响 MPA 代
谢物的生成和排泄的途径影响 MPA 的暴露量。因
此，在临床实践中，应监测患者的白蛋白浓度，尤
其关注高暴露量患者的白蛋白浓度，对于优化 MPA
药物治疗和减少不良反应具有重要意义。
　　多元 Logistic 回归分析结果显示谷草转氨酶是导
致 MPA 高暴露量和低暴露量的关键因素。这一发现
进一步强调了肝脏功能在 MPA 代谢过程中的核心作
用。谷草转氨酶通常被用作评估肝脏炎症或损伤的
生化指标，其活性的增加可能反映肝脏代谢能力的
下降 [36]。在肾移植患者的治疗背景下，鉴于肝功能
状态对 MPA 暴露量的显著影响，医师可能需要根据
患者的肝功能情况，灵活调整 MPA 的用药剂量。这
一措施旨在避免药物暴露量偏离理想范围，从而有
效预防可能由药物浓度异常导致的不良反应。
　　此外，研究结果显示，中性粒细胞与白细胞是
导致 MPA 高暴露量的因素。这一发现凸显了血液
成分在 MPA 药代动力学中的潜在重要性。中性粒
细胞与白细胞，作为免疫系统的核心组成部分，其
水平的变化或可反映患者的免疫状况及炎症程度，
进而可能间接调控 MPA 的代谢与清除速率。具体
而言，当免疫系统活性升高时，可能会促进 MPA
的代谢过程；相反，在免疫抑制状态下，MPA 的
代谢可能受到抑制 [37]，从而导致 MPA 暴露量升高。
因此，在肾移植患者的治疗过程中，应密切关注这
些血液参数的变化，以便适时调整 MPA 的剂量，
旨在确保药物疗效的同时，降低可能产生的毒副作
用风险。
　　成人肾移植患者常面临高血压、糖尿病、冠心

病、肝炎等慢性并发症的困扰，因此需长期服用多
种药物进行综合治疗。本研究发现合并多种慢性病
并未对 MPA 的暴露量产生显著影响。然而，值得
注意的是，联合使用 ARB 类药物与 MPA 低暴露量
和高暴露量之间却存在着显著的关联性。ARB 类药
物在肾移植患者高血压管理中扮演着重要角色，但
这类药物可能通过多种机制对 MPA 的药代动力学
产生影响。这一发现对医师在选择适合肾移植患者
的抗高血压药物时提出了新要求，即必须充分考虑
这些药物对 MPA 暴露量的潜在影响，以便制订更
为科学合理的治疗方案。
3.3　研究局限性与未来方向
　　本研究仍存在一些局限性，具体体现在以下两
个方面：① 由于现实条件的限制，未能对患者进行
药物代谢相关的基因多态性检测，这导致无法全面
评估基因多态性对 MPA 暴露量的潜在影响。② 除
了已考察的因素外，MPA 的暴露量还受到饮食、环
境等多种复杂因素的制约。本研究未能将这些因素
纳入考察范围。因此，为了更深入地理解 MPA 的
代谢过程及其影响因素，未来需要纳入更多相关因
素，并扩大样本量进行进一步研究。
　　综上所述，对于定期使用 MPA 的成人肾移植
患者而言，谷草转氨酶水平、中性粒细胞数量以及
ARB 的用药史是导致 MPA 低暴露量的重要因素；
同时，患者的谷草转氨酶水平、中性粒细胞数量、
白蛋白含量、白细胞数量以及 ARB 的用药史也是
导致 MPA 高暴露量的关键因素。通过精确调控这
些影响因素，能够更有效地管理肾移植患者的 MPA
治疗，从而增强治疗效果，降低不良反应的发生
率，并最终改善患者的预后状况。这一发现为临床
上 MPA 的合理应用提供了新颖的视角，为药物监
测及个体化用药策略的制订提供了科学的参考，可
提高肾移植患者治疗的安全性和有效性。
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口服中成药联合常规西药治疗高血压头痛的网状 Meta分析

刘可欣1，彭涛1，李凯1，刘韵琳1，冯银1，刘学1，赵晓平2，范小璇1，2*（1.陕西中医药大学，陕西　咸
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摘要：目的　运用网状 Meta 分析方法探索不同中成药联合常规西药在治疗高血压头痛方面的疗
效与安全性。方法　系统检索中国知网（CNKI）、中国生物医学文献服务系统（SinoMed）、维
普（VIP）、万方（WanFang Data）、PubMed、EMbase、The Cochrane Library、Web of Science 等
数据库，收集自建库至 2024 年 9 月期间关于中成药治疗高血压头痛的随机对照试验（RCT）相
关文献。采用 Stata 16 软件进行文献的质量评估及网状 Meta 分析。结果　纳入 22 项 RCTs，总
样本量 2022 例，包括 4 种中成药（养血清脑颗粒、丹珍头痛胶囊、川芎清脑颗粒、麝香保心

丸）。网状 Meta 分析的结果显示，与单纯常规西药治疗相比，采用中成药联合常规西药疗法

在治疗高血压头痛的疗效更佳，安全性更高。在临床症状有效率方面，累计概率排名曲线下面
积（SUCRA）位列首位的干预措施是麝香保心丸联合常规西药；在降低收缩压、舒张压方面，
SUCRA 位列首位的干预措施均是丹珍头痛胶囊联合常规西药。结论　当前证据表明，口服中成
药治疗高血压病头痛在改善头痛症状和调节血压方面具有明显优势，其中麝香保心丸、丹珍头
痛胶囊等与常规西药联用可能是较有效的中西医结合方案。但因纳入文献的数量较少、质量不
高，因此有待未来能有更多高质量的研究对此进行验证和深入研究。
关键词：中成药；高血压头痛；随机对照试验；网状 Meta 分析
中图分类号：R259　　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0819-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.036

Network meta-analysis of oral Chinese patent medicine combined with 
conventional Western medicine for hypertensive headache

LIU Ke-xin1, PENG Tao1, LI Kai1, LIU Yun-lin1, FENG Yin1, LIU Xue1, ZHAO Xiao-ping2, FAN Xiao-
xuan1, 2* (1. Shaanxi University of Traditional Chinese Medicine, Xianyang  Shaanxi  712046; 2. The 
Affiliated Hospital of Shaanxi University of Traditional Chinese Medicine, Xianyang  Shaanxi  712000)

Abstract: Objective  To determine the clinical efficacy and safety of Chinese patent medicine combined 
with conventional Western medicine for hypertensive headache by network meta-analysis. Methods  
We searched CNKI, SinoMed, VIP, WanFang Data, PubMed, EMbase, The Cochrane Library, Web of 
Science and other databases, and collected literatures on randomized controlled trials (RCTs) of traditional 
Chinese patent medicine and simple preparations for hypertensive headache from the establishment of 
the database to September 2024. Review Manager 5.4 and Stata 16 software were used for literature 
quality evaluation and network meta-analysis. Results  Twenty-two RCTs were included, involving 2022 
patients, and four proprietary Chinese medicines (Yangxue Qingnao granules, Danzhen Toutong capsules, 
Chuanxiong Qingnao granules, and Shexiang Baoxin pills). The meta-analysis showed that compared with 
conventional western medicine alone, combination of Chinese patent medicine with Western medicine 
showed better efficacy and safety. The intervention measure with the highest cumulative area under the 
probability ranking curve (SUCRA) was combination of Shexiang Baoxin pills and conventional Western 
medicine. The top intervention measure of SUCRA in reducing systolic and diastolic blood pressure was 
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　　高血压是最常见的慢性疾病之一，高血压头
痛 [1] 是高血压病常见的临床并发症，大约 80% 的
高血压患者都会出现一定程度的头痛 [2-3]。相关研
究表明，高血压是阵发性偏头痛向慢性头痛转化
的关键因素之一，并且会提升头痛患者的脑血管
及心血管事件风险的概率 [4]。随着现代社会生活
模式的变迁和人口老龄化，高血压及其并发症已
成为全球性的公共卫生挑战 [5]。中成药作为中医
药现代化的产物，具有疗效确切、使用方便、便
于长期服用等优点，已成为高血压头痛治疗的选
择之一 [3]。研究显示，相较于单独使用西药，结
合口服中成药的治疗方案在缓解临床症状方面具
有显著优势 [6-7]。目前，关于中成药应用于临床
改善高血压头痛的研究主要集中于养血清脑颗粒
（YXQN）、丹珍头痛胶囊（DZTT）、川芎清脑颗
粒（CXQN）、麝香保心丸（SXBX）等几种中成
药。本研究遵循科学、严谨的原则，系统性检索
和筛选文献，基于网状 Meta 分析评价养血清脑
颗粒、丹珍头痛胶囊、川芎清脑颗粒、麝香保心
丸治疗高血压头痛的疗效与安全性，以期为高血
压头痛治疗决策提供参考依据。
1　资料与方法
1.1　纳入标准
1.1.1　研究类型　随机对照试验（RCT）。
1.1.2　研究对象　临床诊断为高血压头痛的患
者 [8-9]。
1.1.3　干预措施　对照组接受常规降压药物治
疗，可联合使用安慰剂，治疗过程遵循相关用药
指南；试验组在常规降压药物基础上加用口服中
成药。
1.1.4　结局指标　主要指标：治疗有效（痊愈、
显效、有效）和无效（无效、恶化）的患者人数。
次要指标：收缩压、舒张压水平。安全性指标：
药物引发的不良反应及事件。
1.2　排除标准
　　头痛非高血压疾病引起，或耳源性头痛等；
学位论文、会议论文、综述、Meta 分析、动物实
验研究、经验报道及学术论著等文献；纳入患者
为儿童与妊娠女性等特殊人群的文献；未采用完

全随机对照设计试验，或组间基线数据存在显著
不均衡的文献；结局指标与本研究设计不一致的
文献；数据不完整、错误、重复或无法获得原始
数据的文献；干预措施为非药物疗法、穴位贴敷、
中药注射液、多种中成药共同应用，以及未采用
中成药的文献；试验组样本量低于 30 例的文献，
以及关于某种中成药文献数量小于 2 篇的文献。
1.3　检索策略
　　遵循 Cochrane 系统评价手册的指导原则，
由两名专业研究者共同制订检索策略，检索中
国知网（CNKI）、中国生物医学文献服务系统
（SinoMed）、维普（VIP）、万方（WanFang Data）、
PubMed、EMbase、The Cochrane Library 以 及 Web 
of Science 等数据库建库起至 2024 年 9 月的相关
文献。中文检索词包括：① 高血压头痛；②“中
成药”“颗粒”“中药”“胶囊”“片”“散”“丸”“口服
液”“丹”“合剂”“中药”“膏”“冲剂”“中医药”及
相关同义词。英文检索词包括：①“Hypertensive 
headache”； ②“Chinese patent medicine”“formu-
la”“tablet”“powder”“pill”“granules”“capsules”“oral”“tra-
ditional Chinese medicine”“proprietary Chinese med-
icine”“Chinese patent medicine”“traditional Chinese 
medicine”“herbal medicine”及相关同义词。
1.4　文献筛选与信息提取
　　两名研究人员独立审阅文献的标题和摘要部
分。根据预先设定的纳入与排除标准筛选出与研
究主题紧密相关的文献，剔除不相关内容。通过
阅读全文，确定纳入本研究范围的文献。采用
Excel 进行数据管理，提取文献发表详情（标题、
第一作者姓名、期刊名称及发表年份），受试者
基本特征（诊断标准、样本规模、性别分布、年
龄范围、病程时长等），具体干预措施（药物名
称、治疗周期等），各结局指标在治疗前后数值，
以及潜在偏倚风险因素等。文献筛选与信息提取
工作完成后，研究人员进行交叉核对验证，意见
不一致时，则邀请第三方专家进行协助判断，以
确保研究严谨性和可靠性。
1.5　质量评价 
　　按照 Cochrane 偏倚风险评估工具 [10] 对纳入

combination of Danzhen Toutong capsules and conventional Western medicine. Conclusion  Oral Chinese 
patent medicine has advantages in improving headache symptoms and regulating blood pressure for 
patients with hypertensive headache. Combination of Shexiang Baoxin pills and Danzhen Toutong capsules 
with conventional Western medicine may be effective combination with Western medicine. Due to few 
literatures and low quality, more high-quality studies are expected to verify the results.
Key words: Chinese patent medicine; hypertensive headache; randomized controlled trial; network 
meta-analysis
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文献进行质量评估，评估内容涵盖：① 随机序列
的生成方法；② 分配隐藏的实施状况；③ 对患
者与试验人员实施盲法情况；④ 对结局评估者实
施盲法情况；⑤ 结局数据完整性；⑥ 报告选择
性；⑦ 其他潜在偏倚因素。均以“低风险”“高风
险”“未知”进行评价。
1.6　统计分析
　　本研究执行网状 Meta 分析，利用 Stata 16 软
件进行统计分析。对于所有结局指标，采用随
机效应模型以确保分析稳健性。连续型变量用
标准化均数差作为统计量；二分类变量用比值
比。采用 Stata 16 软件生成网状图，展示各干预
措施之间的比较关系。运用累计概率排名曲线下
面 积（surface under the cumulative ranking curve，
SUCRA）对各项干预措施中的结局指标概率进行
排序。最后绘制比较 - 校正漏斗图，评估可能存
在的发表偏倚。
2　结果
2.1　文献检索与筛选结果
　　初步检索获得文献 330 篇（中文 262 篇，英
文 68 篇），最终确定符合条件的 4 种中成药及相
关的 22 项 RCTs[11-32]。文献筛选流程见图 1。

图 1　文献筛选流程

Fig 1　Literature screening process

2.2　文献基本特征
　　纳入 22 项 RCTs，共 2022 例患者（试验组
1018 例、对照组 1004 例）。共纳入 4 种中成药：
养血清脑颗粒、丹珍头痛胶囊、川芎清脑颗粒、
麝香保心丸。所有纳入的文献，试验组均采用口
服中成药与常规西药联合方案，对照组仅接受常
规西药治疗。纳入文献基本特征见表 1。
2.3　偏倚风险评估
　　在随机序列生成方面，13 篇文献 [11-19，23-24，29，31] 为

低风险；1 篇文献 [22] 为高风险；8 篇文献 [20-21，25-28，30，32]

未提及任何关于分组方法，风险等级为未知。
　　在盲法实施方面，5 篇文献 [12，14-16，31] 明确采
用双盲法；3 篇文献 [21，27-28] 使用单盲法，被认为
低风险；剩余文献中并未提及盲法使用，风险等
级为未知。所有文献均未提及分配隐藏及对结局
评估者实施盲法，风险等级为未知。
　　在结局数据完整性方面，2 项研究 [17，19] 存在
病例脱落，为高风险；其他研究为低风险。
　　3 篇文献 [13-14，26] 存在选择性报告研究结果，
为高风险；其他研究为低风险。具体评估结果见
图 2。

图 2　纳入 RCTs 的偏倚风险评价结果

Fig 2　Bias risk assessment for the included RCTs

2.4　临床症状有效率
2.4.1　证据网络　22 篇 RCTs 报告了临床症状有
效率数据，包括 5 种干预措施：养血清脑颗粒联
合常规西药、丹珍头痛胶囊联合常规西药、川芎
清脑颗粒联合常规西药、麝香保心丸联合常规西
药、单独使用常规西药。鉴于各干预措施之间并
未构成闭合回路，因此无需执行不一致性检验。
证据网络结构见图 3A。
2.4.2　网状 Meta 分析　与单用常规西药治疗相比，
养血清脑颗粒联合常规西药、麝香保心丸联合常规
西药可提高临床症状有效率（P ＜ 0.05），见表 2。
2.4.3　SUCRA 排序　SUCRA 排名为麝香保心丸
联合常规西药（SUCRA ＝ 94.0%）、养血清脑颗
粒联合常规西药（SUCRA ＝ 61.5%）、丹珍头痛
胶囊联合常规西药（SUCRA ＝ 49.6%）、川芎清
脑颗粒联合常规西药（SUCRA ＝ 44.8%）、单独
使用常规西药（SUCRA ＝ 0.1%），提示在提高临
床症状有效率上，麝香保心丸联合常规西药成为
最优干预措施的可能性最大（见图 4）。
2.5　收缩压

2.5.1　证据网络　10 篇 RCTs 报道了收缩压水平，包
括 4 种干预措施：养血清脑颗粒联合常规西药、丹
珍头痛胶囊联合常规西药、川芎清脑颗粒联合常规
西药、单独使用常规西药。统计显示，丹珍头痛胶
囊联合常规西药对照单独使用常规西药的研究最多，
共计 3 篇（见图 3B）。
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2.5.2　网状 Meta 分析　与单独使用常规西药相
比，丹珍头痛胶囊联合常规西药收缩压下降水平
更多（P ＜ 0.05），见表 3。
2.5.3　SUCRA 排序　SUCRA 排名为丹珍头痛胶
囊联合常规西药（SUCRA ＝ 88.1%）、养血清脑颗
粒联合常规西药（SUCRA ＝ 60.8%）、单独使用常

规西药（SUCRA ＝ 26.3%）、川芎清脑颗粒丸联合
常规西药（SUCRA ＝ 24.7%），提示在降低收缩压
上，丹珍头痛胶囊联合常规西药成为最优干预措
施的可能性最大（见图 5）。
2.6　舒张压

2.6.1　证据网络　10 篇 RCTs 报道了收缩压水平，

表 1　纳入文献的基本特征 
Tab 1　Basic features of the included studies

研究者
样本量 / 例 男 / 女 / 例 年龄 / 岁

疗程 试验组干预措施 结局指标
试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组

曹明芳 2024[11] 42 42 21/21 22/20 57.99±3.06 58.69±3.05 2 年 YXQN ＋ CWM ①②③④

李弘 2015[12] 40 38 22/18 21/17 55.2±11.3 54.8±10.9 6 周 YXQN ＋ CWM ①④

陈秀丽 2014[13] 35 36 15/20 19/17 54.8±10.5 56.3±9.6 10 d YXQN ＋ CWM ①

艾长明 2012[14] 52 50 25/27 25/25 54.9±10.8 56.6±9.7 6 周 YXQN ＋ CWM ①

陈红梅 2007[15] 50 50 23/27 25/25 54.9±10.8 56.6±9.7 6 周 YXQN ＋ CWM ①④

袁志奇 2006[16] 51 52 33/18 32/30 62.75±9.37 64.17±8.87 2 周 YXQN ＋ CWM ①④

林婵 2004[17] 50 50 20/30 19/31 52.8±9.2 50.3±10.6 15 d YXQN ＋ CWM ①

云嶷 2004[18] 42 42 19/26 15/27 55.6±9.4 56.5±7.1 15 d YXQN ＋ CWM ①②③④

詹莹 2003[19] 36 36 13/23 13/23 57.2±2.1 54.3±3.0 15 d YXQN ＋ CWM ①④

范织珍 2003[20] 50 50 18/32 20/30 65 — 15 d YXQN ＋ CWM ①④

倪晓俊 2021[32] 61 60 24/37 23/37 52.64±2.31 52.57±2.42 28 d DZTT ＋ CWM ①

陈涛 2019[21] 44 44 27/17 24/20 56.54±5.37 55.34±5.48 1 月 DZTT ＋ CWM ①②③

曲绍霞 2019[22] 47 45 21/26 22/23 50.21±2.21 47.41±3.67 4 周 DZTT ＋ CWM ①

贾晓伟 2019[23] 58 58 30/28 28/30 51.7±3.5 51.5±3.7 4 周 DZTT ＋ CWM ①②③

徐金美 2018[24] 40 40 — — 57.93±4.72 58.12±4.36 2 月 DZTT ＋ CWM ①②③

呼庆华 2018[25] 43 43 24/19 23/20 51.1±2.3 52.5±2.5 2 周 DZTT ＋ CWM ①

赵忠良 2017[26] 50 50 — — — — 30 d DZTT ＋ CWM ①

吴颖 2015[27] 38 30 — — 45 ～ 60 — 2 周 DZTT ＋ CWM ①

荣世舫 2016[28] 60 60 37/23 39/21 46.11±12.36 46.41±12.41 30 d CXQN ＋ CWM ①②③

张鸿 2014[29] 60 60 — — — — 30 d CXQN ＋ CWM ①②③

徐振兴 2015[30] 31 31 — — 56.2±2.7 — 15 d SXBX ＋ CWM ①④

王元伟 2009[31] 38 37 21/17 20/17 57.45±2.31 59.41±3.13 14 d SXBX ＋ CWM ①④

注（Note）：CWM. 常规西药（conventional Western medicine）；① 临床症状有效率（clinical symptom effectiveness）；② 收缩压（systolic 
blood pressure）；③ 舒张压（diastolic blood pressure）；④ 不良反应（adverse reactions）；—. 无数据（no data）。

图 3　临床症状治疗有效率（A）、收缩压（B）、舒张压（C）证据网络图

Fig 3　Evidence network of clinical symptoms effectiveness（A），systolic blood pressure（B）and diastolic blood pressure（C）

表 2　临床症状有效率的网状 Meta分析 
Tab 2　Network meta-analysis of clinical symptom effectiveness

干预措施
OR[95%CI]

SXBX ＋ CWM YXQN ＋ CWM DZTT ＋ CWM CXQN ＋ CWM CWM
SXBX ＋ CWM 1
YXQN ＋ CWM 1.21（－ 0.61，3.03） 1
DZTT ＋ CWM 1.39（－ 0.43，3.22） 0.19（－ 0.66，1.03） 1
CXQN ＋ CWM 1.53（－ 0.50，3.56） 0.32（－ 0.92，1.56） 0.13（－ 1.11，1.37） 1
CWM 2.99（1.27，4.70）* 1.78（1.17，2.38）* 1.59（0.99，2.20） 1.46（0.38，2.54） 1

注（Note）：*P ＜ 0.05。
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表 3　收缩压的网状 Meta分析 
Tab 3　Network meta-analysis of systolic blood pressure

干预措施
MD[95%CI]

YXQN ＋ CWM DZTT ＋ CWM CXQN ＋ CWM CWM

YXQN ＋ CWM 0

DZTT ＋ CWM － 4.59（－ 18.61，9.43） 0

CXQN ＋ CWM － 5.58（－ 20.73，9.57） － 10.17（－ 23.83，3.49） 0

CWM － 4.57（－ 15.52，6.37）  － 9.16（－ 17.93，－ 0.40）* － 1.01（－ 11.48，9.47） 0

注（Note）：*P ＜ 0.05。

脑颗粒联合常规西药（SUCRA ＝ 22.6%）、单独
使用常规西药（SUCRA ＝ 16.1%），在降低舒张
压上，丹珍头痛胶囊联合常规西药成为最优干预
措施的可能性最大（见图 6）。
2.7　安全性评价
　　在纳入的文献中，有 9 项研究报告了不良反
应情况，涉及 2 种干预措施，试验组 380 例，对
照组 378 例，丹珍头痛胶囊和川芎清脑颗粒未报
告不良反应。考虑到不同研究对于不良反应的界
定标准存在差异，因此仅对这些数据进行描述性
统计分析。试验组报道了 2 例消化道症状 [15]、5

图 5　收缩压的 SUCRA 排序

Fig 5　SUCRA rank of systolic blood pressure

表 4　舒张压的网状 Meta分析 
Ta 4　Network meta-analysis of diastolic blood pressure

干预措施
MD[95%CI]

YXQN ＋ CWM DZTT ＋ CWM CXQN ＋ CWM CWM
YXQN ＋ CWM 0
DZTT ＋ CWM － 2.62（－ 6.77，1.54） 0
CXQN ＋ CWM － 2.76（－ 7.31，1.79） － 5.38（－ 9.15，－ 1.61）* 0
CWM － 3.00（－ 6.45，0.45） － 5.62（－ 7.94，－ 3.30）* － 0.24（－ 3.21，2.73） 0

注（Note）：*P ＜ 0.05。

图 4　临床总有效率的 SUCRA 排序

Fig 4　SUCRA ranking of clinical effectiveness

包括 4 种干预措施：养血清脑颗粒联合常规西药、
丹珍头痛胶囊联合常规西药、川芎清脑颗粒联合常
规西药、常规西药。丹珍头痛胶囊联合常规西药对
照常规西药的研究最多，共计 3 篇（见图 3C）。
2.6.2　网状 Meta 分析　与单用常规西药，丹
珍头痛胶囊联合常规西药舒张压下降水平更多
（P ＜ 0.05），丹珍头痛胶囊联合常规西药优于川
芎清脑颗粒联合常规西药（P ＜ 0.05），见表 4。
2.6.3　SUCRA 排序　SUCRA 排名为丹珍头痛胶
囊联合常规西药（SUCRA ＝ 96.2%）、养血清脑
颗粒联合常规西药（SUCRA ＝ 65.1%）、川芎清

例轻微消化道症状 [12，18，20]、1 例食欲下降 [11]、1
例腹泻 [11]、1 例轻度腹胀 [19]、2 例轻度腹痛 [30-31]、
3 例口唇舌麻木感 [30]；对照组报道了 3 例食欲下
降 [11]，3 例腹泻 [11]，2 例恶心呕吐 [11]，4 例轻度
恶心 [30-31]，3 例阵发性头痛、头晕 [16]，4 例轻度
疲乏、瞌睡 [30-31]。14 项研究的试验组未报告任何
严重不良反应，提示口服中成药安全性较好。
2.8　发表偏倚

　　比较 - 校正漏斗图显示所纳入文献数据大致
呈现对称分布，集中于倒漏斗图的中上部区域，
并紧密围绕中线两侧展开，表明本研究受发表偏
倚影响可能性较小。少数文献位于倒漏斗的底部，
可能归因于样本量较少（见图 7）。
3　讨论
　　中医治疗高血压头痛病常从平抑肝阳、滋养
肝血、活血化瘀论治。临床实践中，广泛运用的
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中成药便是基于这一理论化裁形成。目前临床上
常用的有养血清脑颗粒、丹珍头痛胶囊颗粒、川
芎清脑颗粒、麝香保心丸等。
　　麝香保心丸具有温通开窍、益气化瘀等功
能，且研究表明临床运用麝香保心丸治疗偏头痛
疗效明显 [33]。研究表明麝香保心丸其可能具有促
进微循环、抑制血小板聚集、增加血流量、扩张
血管以及行气止痛等功效 [34]。此外苏合香脂、冰
片以及麝香等药开窍、醒神作用强力迅猛，也适
用于急性缓解头痛的治疗。丹珍头痛胶囊由八珍
汤合丹参加减而成，其平肝熄风作用效佳 [23]，临
床用于高血压治疗具有良好效果。相关研究也表
明丹珍头痛胶囊对肝阳上亢型偏头痛有一定的治
疗作用，具体机制涉及调节一氧化氮（NO）、5-
羟色胺（5-HT）、去甲肾上腺素（NE）、一氧化氮
合酶（NOS）等神经递质及血管活性物质的释放
等 [35-37]。现代药理研究表明，养血清脑颗粒中川
芎、当归、白芍等中药具有较强的镇痛、镇静以
及改善血液循环的作用 [38]，具体机制可能涉及调
控 TNF 信号通路、MAPK 信号通路、Toll 样受体
信号通路等，通过抗炎作用发挥治疗高血压的作
用 [39]。川芎清脑颗粒中当归、白芷等能显著扩张
血管和降低血压 [40]，研究显示川芎清脑颗粒可显

著降低白细胞介素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、血管内皮生
长因子 A（VEGFA）等蛋白表达水平，调节血管
活性物质水平，从而改善高血压头痛及其他类型
的头痛 [41-44]。
　　网状 Meta 分析结果显示，与单独使用常规
西药治疗相比，采用中成药联合常规西药治疗高
血压头痛的疗效更佳，安全性更高。在症状有效
率方面，SUCRA 位列首位的干预措施是麝香保
心丸联合常规西药；在降低收缩压、舒张压方面，
SUCRA 位列首位的干预措施是丹珍头痛胶囊联
合常规西药。此外，在安全性评估中发现口服中
成药＋常规西药所导致的不良反应 / 事件总体上
低于单独使用常规西药。
　　本研究也具有一定的局限性：① 多数文献质
量不高，其中 8 篇 RCTs 未详细说明随机分配方
式，并且所有入选文献均未提及分配隐藏情况及
对结果评估者采用盲法的情况，这可能隐含小样
本效应及发表偏倚的风险，进而可能削弱检验效
力；② 研究涵盖的中成药种类相对有限，且部分
中成药相关文献数量稀少，导致不同干预手段之
间的对比均基于间接比较，影响了结果的精确度
和可信度；③ 文献中治疗周期呈现出较大的不一
致性，范围从 15 d 至 2 年不等；④ 在结局指标方
面，临床症状有效率容易受到患者主观感受的影
响，并且缺乏针对长期预后效果的评估。
　　综上，本研究通过网状 Meta 分析为中成药
治疗高血压头痛提供了循证医学证据。然而，鉴
于所纳入文献的整体质量不高，加之部分中成药
的相关文献数量较为有限，以及不同中成药之间
直接对比的研究较为匮乏，故而本研究结果存在
一定的局限性。本研究结论仅依据当前所纳入文
献的数据分析得出，并不能全面且准确地反映各
中成药在临床疗效上的优劣状况，因此在推荐药
物时仍需保持审慎态度，谨慎参考。同时也建议
未来的研究应采用多中心、大样本的 RCT，以提
高证据的质量和可靠性。
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免疫检查点抑制剂相关噬血细胞综合征文献分析

孙志猛1，唐晓霞1，蔡佩淳2，段曼1*（1.武汉科技大学附属孝感市中心医院药学部，湖北　孝感　432000；2.湖北省
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摘要：目的　探索免疫检查点抑制剂相关噬血细胞综合征的发生规律、临床特点，以期为临

床诊疗提供参考。方法　收集中英文数据库中有关免疫检查点抑制剂相关噬血细胞综合征的

文献报道，并进行描述性分析。结果　共纳入 28 篇文献，涉及 31 例患者，其中男性 20 例

（64.5%），女性 11 例（35.5%），患者中位年龄为 64 岁（2 ～ 80 岁），中位发生时间为 29.5 d
（5 ～ 270 d）。主要涉及癌种为肺癌 10 例（32.2%）和黑色素瘤 8 例（25.8%）。主要涉及的免

疫检查点抑制剂为帕博利珠单抗 15 例（45.2%）和纳武利尤单抗联合伊匹木单抗双免治疗 7 例

（22.6%）。发热 [31 例（100%）]、高铁蛋白血症 [31 例（100%）] 是最常见的症状，并伴有贫

血 [22 例（71.1%）]、白细胞减少 [21 例（67.7%）]、血小板减少 [27 例（87.1%）]、肝脾肿大 [25
例（80.6%）]、转氨酶升高 [20 例（64.5%）]。其中 29 例（93.5%）患者行糖皮质激素治疗，8
例进一步行托妥珠单抗、免疫球蛋白、英夫利昔单抗等免疫治疗。31 例患者中，27 例好转，3
例死亡，1 例未报道转归情况。结论　临床需警惕免疫检查点抑制剂治疗期间噬血细胞综合征

的发生，特别是使用免疫检查点抑制剂治疗后出现不明原因发热、血常规下降、转氨酶升高、

肝脾肿大，应及时行铁蛋白检测，防止误诊。明确噬血细胞综合征后尽早行激素治疗，必要时

及时调整为生物免疫治疗支持。

关键词：免疫检查点抑制剂；噬血细胞综合征；文献分析
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　　噬血细胞综合征（hemophagocytic lymphohis-
tiocytosis，HLH）是一种由遗传性或获得性免疫调
节功能障碍引起的严重炎症反应综合征 [1]，主要
临床特征为发热、血细胞减少、肝脾肿大、骨髓
噬血症 [2]，HLH 作为一种罕见的血液相关疾病，
通常由恶性肿瘤、风湿免疫性疾病、感染和药物
等原因引起 [3-4]，致命且易误诊，早期诊断和治
疗至关重要。
　　随着免疫检查点抑制剂（immune checkpoint 
inhibitors，ICIs）在临床使用越来越广泛，目前
偶有 ICIs 相关 HLH 病例被报道，但 ICIs 诱导的
HLH 临床表现、实验室特征、治疗方案和患者预
后均不清晰。目前还没有指南给出明确的诊疗方
法，需要进一步探索。本文通过收集国内外 ICIs
诱导的 HLH 的个案文献报道，探索其临床特点和
诊疗预后，以期为临床诊疗提供参考。
1　资料与方法
1.1　资料来源 
　　检索中国知网、万方、维普、PubMed、Embase 
和 ScienceDirect 等数据库。中文以“免疫检查点抑制

剂”“PD-1 抑制剂”“PD-L1 抑制剂”“CTLA-4” “噬血
细胞综合征”，英文以“HLH”“hemophagocytic”“lym-
phohistiocytosis” “hemophagocytic syndrome”“HPS”“I-
CIs” “immune checkpoint inhibitors”“immunotherapy” 
“PD-1 inhibitor” “PD-L1 inhibitor”“CTLA-4 inhibitor”
等为检索词。检索时间：截至 2024 年 2 月。
1.2　纳入和排除标准 
　　纳入标准：① 满足 HLH-2004 诊断标准 [5]；
② 与 ICIs 相关性为可能及以上；③ 文献类型为
病例报告；④ 病例信息相对完整。排除标准：① 
不满足 HLH 诊断标准；② 综述、临床试验、基
础研究及重复报道；③ 非中文和英文语种；④ 
与 ICIs 完全不相关。
1.3　方法 
　　采用回顾性研究，由两名研究者独立按照纳
入与排除标准筛选文献，若遇到分歧则由第三名
研究者协助筛选。详细阅读文献病例，并采用
Excel 表记录病例信息：报道时间、性别、国家、
合并用药、适应证、起病时间、临床症状、血细
胞、铁蛋白、三酰甘油、纤维蛋白原、肝功能、
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肝脾影像学、骨髓活检、治疗方案和转归、与
ICIs 相关性等，并对获得的临床数据进行描述性
统计分析。
2　结果 
2.1　患者基本情况 
　　根据纳排标准，最终纳入 28 篇案例报道 [6-33]，
共涉及 31 例患者。患者来源于多个国家，其
中美国 9 例 [1，11-12，18-20，23，26，29]（29%）、日本 7
例 [6，13-14，17，21，31]（22.6%）、中国 7 例 [24-25，27-28，33]

（22.6%）等。男性 20 例（64.5%），女性 11 例
（35.5%）。患者中位年龄 64 岁（2 ～ 80 岁）。原发恶
性肿瘤为肺癌 10 例 [6，13-14，16-17，19，28，31-32]（32.2%）、
黑色素瘤 8 例 [8，12，15，21-22，26，29-30]（25.8%）等 12 个癌
种。合并人类疱疹病毒 4 型（EB）感染 2 例 [21，28]，
金黄色葡萄球菌感染、类风湿关节炎等并发症各 1
例。从首次输注 ICIs 到确诊 HLH 的中位时间为 29.5 
d（5 ～ 270 d），详见表 1。
2.2　ICIs 使用情况
　　31 例患者共涉及 7 个品种 ICIs，分别为帕博利珠
单抗 15 例 [7，9，13-14，17，19-20，23，26-28，31-32]（48.4%），纳武
利尤单抗联合伊匹木单抗双免治疗 7 例 [8，10-12，21-22，29]

（22.6%）、纳武利尤单抗 2 例 [18，30]、阿替利珠单抗 2
例 [6，16]、卡瑞利珠单抗 2 例 [25]、其余各 1 例。具体
见表 1。
2.3　相关性 
　　根据诺氏药物不良反应评估量表 [34]，评
估纳入病例中 ICIs 与 HLH 的相关性，其中 24
例 [6-14，16，18-20，22-27，29，31，33]（77.4%）相关性为很
可能，7 例 [15，17，21，28，30，32]（22.6%）为可能。具
体见表 1。
2.4　临床表现 
　　31 例患者均出现发热，部分患者还伴有皮
疹 7 例 [15，23，25，31]（22.6%）、腹泻 5 例 [12，21，25，31]

（16.1%）、恶心呕吐 3 例 [12，24，26]（9.7%）、肌肉
关节痛、谵妄等症状。影像学检查提示脾大 16
例 [6-7，11，13-14，20，22-24，27-30，33]（51.6%）、肝脾肿大 8
例 [9，12，16-19，21，32]。具体见表 2。
2.5　实验室检查结果 
　　31 例患者均出现高铁蛋白血症，同时皆伴
有血常规三系下降情况，其中血小板减少 27
例 [6-14，16-17，19-26，28-33]（87.1%），占比最高；高三酰
甘油血症 15 例 [9，11-12，15，18-21，24-29]（48.4%）；低
纤维蛋白原性血症 15 例 [7-8，10-12，20，22-25，28，30-31]

（48.4%）；可溶性 CD25 水平升高 18 例（58.1%）；
转氨酶升高 20 例（64.5%）；行穿刺活检患者中
19 例 [6-10，13-14，16-18，20-22，25，28-31]（79.2%）见嗜血现

象，具体见表 2。
2.6　治疗与转归
　　31 例患者均采取停用 ICIs 措施。其中 29
例 [6-17，19-31，33] （93.5%）患者接受糖皮质激素治疗，8
例 [7，16-17，20，22-23，28]（25.8%）患者接受依托泊苷治疗，
少部分患者同时接受免疫球蛋白、托珠单抗、英夫
利昔单抗等免疫治疗。27 例 [6，8-14，17，19-33]（87.1%）
患者好转，1 例患者未报告预后情况，3 例 [15-16，18]

（9.7%）患者死亡。具体见表 1。
3　讨论
3.1　ICIs 诱发 HLH 相关机制 
　　目前，细胞毒性 CD8＋ T 细胞和巨噬细胞的异
常激活导致的炎性细胞因子释放，可能是核心致
病机制 [35-36]，此外也有接受嵌合抗原受体 T 细胞
（CAR-T）治疗的患者发生 HLH，进一步证明了 T
细胞活性调节与 HLH 发生之间的关联性 [37]。而程
序性死亡受体 -1（PD-1）通过阻断 PD-1/ 程序性死
亡受体配体 -1（PD-L1）信号通路，导致免疫激活，
增加细胞毒性 T 细胞活性，尤其是 CD8＋ T 细胞的
活性 [38]，可能是导致 HLH 发生的一个重要因素。
同时 Gordon 等 [39] 研究发现，在小鼠和人类癌症模
型中，PD-1 的表达与巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬
效力成反比，随着 ICIs 对 PD-1 / PDL-1 的阻断的
增加，呈现出巨噬细胞激活，对肿瘤细胞吞噬作用
增加等情况。因此 ICIs 直接作用于巨噬细胞，调
动其活化也可能为诱导 HLH 发生的因素。
3.2　相关性 
　　本研究纳入的病例皆满足 HLH-2004 的诊断
标准，时间上皆在 ICIs 使用后发生，并有 29 例
患者单独或联合使用糖皮质激素治疗后 HLH 症
状、实验室指标得到缓解。且 ICIs 相关 HLH 作为
一种罕见的免疫相关不良反应，目前也有许多报
道研究 [40-41]，而病例中联用的药物如紫杉醇、卡
铂、帕唑替尼等目前暂无诱发 HLH 相关报道。但
是除了使用 ICIs 治疗，癌症患者还可能有其他导
致 HLH 的相关原因，如感染、风湿免疫性疾病、
癌症本身的进展以及潜在的遗传因素 [5]，而此研
究中大部分患者不伴有其他潜在诱因，仅 7 例患
者 [15，17，21，28，30，32] 分别伴有 EB 病毒阳性、类风
湿关节炎、干燥综合征、神经结核、新型冠状
病毒感染（新冠感染）等诱因。根据诺氏药物不
良反应评估量表，大部分纳入病例（77.4%）的
ICIs 与 HLH 相关性为很可能，而少部分纳入病例
（22.6%）的 ICIs 与 HLH 的相关性仅为可能，应考
虑传染性检查以及癌症重新评估。
3.3　ICIs 相关 HLH 发生规律 
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表 1　ICIs相关 HLH患者基本资料及治疗情况 

编号 年份 国家

年

龄 /
岁

性别 ICIs
HLH 发生

时间 /d
癌种 治疗方案 转归

ICIs 停
用情况

诺氏相关

性评分

1[6] 2021 日本 40 女 阿替利珠单抗＋白蛋白紫杉

醇＋卡铂

29 肺腺癌 泼尼松龙 1 mg/（kg·d） 好转 永久停用 7 分，很可能

2[7] 2017 美国 76 男 帕博利珠单抗 270 膀胱癌 依托泊苷＋地塞米松 / N/A 7 分，很可能

3[8] 2018 德国 26 女 纳武利尤单抗＋伊匹木单抗 60 黑色素瘤 泼尼松 2 mg/（kg·d） 好转 永久停用 7 分，很可能

4[9] 2019 英国 68 男 帕博利珠单抗＋恩扎卢胺 N/A 前列腺癌 糖皮质激素＋他克莫司 好转 永久停用 8 分，很可能

5[10] 2021 英国 54 男 纳武利尤单抗＋伊匹木单

抗＋卡博替尼

6 肾细胞癌 甲泼尼龙 100 mg·d－ 1 好转 暂停 6 分，很可能

6[11] 2021 美国 68 男 纳武利尤单抗＋伊匹木单抗 90 肾细胞癌 地塞米松注射液 36 mg·d－ 1 好转 N/A 7 分，很可能

7[12] 2021 美国 33 男 纳武利尤单抗＋伊匹木单抗 14 黑色素瘤 甲泼尼龙 好转 永久停用 7 分，很可能

8[13] 2019 日本 78 男 帕博利珠单抗 24 肺鳞癌 糖皮质激素 好转 暂停 6 分，很可能

9[14] 2021 日本 75 男 帕博利珠单抗 46 肺腺癌 甲泼尼龙 1 g·d－ 1 好转 N/A 7 分，很可能

9[14] 2021 日本 60 女 帕博利珠单＋培美曲塞 30 肺腺癌 甲泼尼龙 1 g·d－ 1 好转 N/A 7 分，很可能

10[15] 2017 法国 42 男 伊匹木单抗 5 黑色素瘤 糖皮质激素＋万古霉素 死亡 永久停用 3 分，可能

11[16] 2022 西班牙 67 男 阿替利珠单抗 14 肺腺癌 地塞米松注射液 20 mg·d－ 1 ＋

依托泊苷注射液

死亡 永久停用 6 分，很可能

12[17] 2020 日本 74 男 帕博利珠单抗 27 肺腺癌 地塞米松＋依托泊苷注射液 好转 永久停用 4 分，可能

13[18] 2020 美国 74 男 纳武利尤单抗 25 胶质母细

胞瘤

万古霉素＋头孢他啶＋甲硝唑 死亡 永久停用 6 分，很可能

14[19] 2021 美国 71 男 帕博利珠单抗 21 肺腺癌 泼尼松 1 mg/（kg·d） 好转 永久停用 8 分，很可能

15[20] 2020 美国 61 男 帕博利珠单抗 196 头颈鳞状

细胞癌

地塞米松 10 mg/（kg·d）＋依

托泊苷注射液 150 mg·m－ 2

好转 暂停 6 分，很可能

16[21] 2020 日本 69 女 纳武利尤单抗＋伊匹木单抗 21 黑色素瘤 泼尼松龙 50 mg·d－ 1 好转 N/A 4 分，可能

17[22] 2022 波兰 57 女 纳武利尤单抗＋伊匹木单抗 28 黑色素瘤 甲泼尼龙 1 g·d－ 1 ＋依托泊苷

200 mg
好转 永久停用 8 分，很可能

18[23] 2022 美国 80 女 帕博利珠单抗 230 皮肤鳞状

细胞癌

地塞米松 10 mg/（kg·d）＋托

珠单抗 4 mg·kg－ 1 ＋伊托

泊苷 150 mg·m－ 2

好转 暂停 6 分，很可能

19[24] 2023 中国 36 男 特瑞普利单抗＋帕唑帕尼 N/A 右心房肉

瘤

甲泼尼龙 0.5 g·d－ 1 ＋英夫利

昔单抗 0.3 g
好转 N/A 7 分，很可能

20[25] 2022 中国 10 女 卡瑞利珠单抗 14 急性髓系

白血病

甲泼尼龙 10 mg/（kg·d）＋巴

利昔单抗

好转 N/A 7 分，很可能

20[25] 2022 中国 2 女 卡瑞利珠单抗 N/A 急性髓系

白血病

甲泼尼龙 10 mg/（kg·d）＋巴

利昔单抗

好转 N/A 7 分，很可能

21[26] 2018 美国 58 男 帕博利珠单抗 31 黑色素瘤 口服泼尼松龙 1 mg/（kg·d） 好转 永久停药 8 分，很可能

22[27] 2024 中国 73 女 帕博利珠单抗＋贝伐珠单抗 7 宫颈鳞癌 甲泼尼龙＋免疫球蛋白 好转 永久停药 8 分，很可能

23[28] 2022 中国 50 女 帕博利珠单抗 18 胸腺癌 地塞米松＋依托泊苷 好转 N/A 4 分，可能

23[28] 2022 中国 70 男 帕博利珠单抗＋卡铂＋紫杉

醇注射液

12 肺鳞癌 地塞米松＋依托泊苷 好转 N/A 4 分，可能

24[29] 2018 美国 35 女 纳武利尤单抗＋伊匹木单抗 21 黑色素瘤 甲泼尼松 1.5 mg/（kg·d） 好转 N/A 7 分，很可能

25[30] 2021 巴西 76 男 纳武利尤单抗＋利福平＋吡

嗪酰胺＋异烟肼

60 黑色素瘤 地塞米松＋免疫球蛋白 好转 永久停药 4 分，可能

26[31] 2020 日本 78 男 帕博利珠单抗 46 肺腺癌 甲泼尼龙 好转 永久停药 8 分，很可能

27[32] 2021 西班牙 76 男 帕博利珠单抗 14 肺腺癌 免疫球蛋白 好转 N/A 4 分，可能

28[33] 2023 中国 49 男 替雷利珠单抗 35 肝细胞癌 甲泼尼龙 60 mg·d－ 1 好转 永久停药 7 分，很可能

注：N/A. 未报道；暂停：后续随访有重启 ICIs。

　　本研究发现 ICIs 相关 HLH 在男性患者中占
比较大，这可能与男性患者的癌症发病率较高相
关 [42]。不同国家来源 ICIs 相关 HLH 报告率也存
在差异，美国、中国和日本 ICIs 相关 HLH 报告

率较高，这表明 ICIs 相关 HLH 存在遗传易感性
可能，与之前观察到的特定遗传背景下不同患者
对 HLH 触发的倾向类似 [43]。同时观察到在肺癌
患者中 HLH 占比最高，这可能与肺癌发病率以
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表 2　ICIs相关 HLH患者症状及实验室检查情况 

编号 临床症状 转氨酶 血常规
铁蛋白 /

（μg·L－1）
CD25

纤维蛋白

原 /（g·L－1）

三酰甘油 /
（mmol·L－1）

腹部 CT
其他引发

HLH 的因素
穿刺结果

1[6] 发热 升高 血常规三系下降 14 101 未升高 1.85 2.54 脾大 阴性 噬血现象

2[7] 发热、斑丘疹 N/A 血常规三系下降 100 000 升高 1.22 N/A 脾大 阴性 噬血现象

3[8] 发热 升高 血常规三系下降 22 871 未升高 0.65 N/A N/A 阴性 噬血现象

4[9] 发热 升高 血常规三系下降 73 662 升高 1.51 3.17 肝脾肿大 阴性 嗜血现象

5[10] 发热、斑丘疹、口腔

溃疡

升高 Hb：79 g·L － 1，PLT：
57×109·L － 1

2869 N/A 0.51 N/A N/A 阴性 噬血现象

6[11] 发热、心动过速 N/A Hb：77 g·L － 1，PLT：
46×109·L － 1，ANC：

0.7×109·L － 1

57 931 升高 1.48 3.82 脾大 阴性 无噬血现象

7[12] 高热、腹泻、呕吐 升高 PLT 下降 3446 未升高 1.45 5.91 肝脾肿大 阴性 N/A

8[13] 高热、黄疸 N/A 血常规三系下降，Hb：82 
g·L － 1，PLT：25×109·L － 1，

WBC：1.52×109·L － 1

35 400 升高 5.93 N/A 脾大 阴性 噬血现象

9[14] 发热 升高 血常规三系下降 11 273 N/A N/A N/A 脾大 阴性 噬血现象

9[14] 发热 升高 血常规三系下降 64 726 N/A N/A N/A 脾大 阴性 噬血现象

10[15]高热、皮疹 N/A ANC 下降 升高 N/A N/A 升高 脾大 细菌感染 无噬血现象

11[16]发热、肌痛 N/A Hb：71 g·L － 1，PLT：
25×109·L － 1，WBC：

2.58×109·L － 1

7035 升高 5.07 1.72 肝脾肿大 阴性 噬血现象

12[17]发热 N/A Hb：71 g·L － 1，PLT：
13×109·L － 1，WBC：

2.71×109·L － 1

28 976 升高 4.94 0.99 肝脾肿大 类风湿关节

炎

噬血现象

13[18]发热、谵妄 升高 WBC，ANC 减少 33 738 升高 N/A 9.53 肝脾肿大 阴性 噬血现象

14[19]发热 N/A 三系下降 1303 未升高 N/A 3.25 肝脾肿大 阴性 无噬血现象

15[20]发热 升高 Hb：95 g·L － 1，

PLT：32×109·L － 1

57 934 升高 1.34 3.22 脾大 阴性 噬血现象

16[21]发热、腹泻 升高 三系下降，Hb 下降，PLT：
9.6×109·L － 1，WBC 下降

19 460 N/A 1.6 3.09 肝脾肿大 EB 病毒抗原

阳性

噬血现象

17[22]发热，伴呼吸困难 N/A Hb：81 g·L － 1，PLT：
79×109·L － 1

7256 N/A 1.17 N/A 脾大 阴性 噬血现象

18[23]发热、皮疹 升高 Hb：54 g·L － 1，PLT：
34×109·L － 1，WBC：

0.9×109·L － 1

64 579 升高 0.99 2.83 脾大 阴性 无噬血现象

19[24]发热、恶心、谵妄 升高 PLT：35×109·L － 1 81 769 N/A  0.65 6.13 脾大 阴性 N/A

20[25]发热、皮疹、腹泻 升高 Hb：85 g·L － 1，PLT：
61×109·L － 1，ANC：

1.58×109·L － 1 

20 920 升高 0.71 4.94 N/A 阴性 无噬血现象

20[25]发热、皮疹、腹泻 升高 Hb：77 g·L － 1，PLT：
16×109·L － 1，ANC：

0.03×109·L － 1

10 450 升高 2.85 5.35 N/A 阴性 噬血现象

21[26]发热、恶心、关节疼 / 血常规三系下降 40 000 升高 N/A 3.49 N/A 阴性 N/A

22[27]发热、皮疹 升高 WBC：0.8×109·L － 1，

ANC：0.03×109·L － 1

3877 升高 1.81 4.03 脾大 阴性 N/A

23[28]发热 升高 PLT：59×109·L － 1 2000 升高 0.37 3.17 脾大 干燥综合征 N/A

23[28]发热 升高 N/A 2000 升高 N/A 2.46 脾大 EB 病毒阳性噬血现象

24[29]发热、乏力 升高 血常规三系下降 5474 升高 N/A 3.79 脾大 阴性 噬血现象

25[30]发热、弥漫性瘀点 / Hb：85 g·L － 1，PLT：
68×109·L － 1

20 406 N/A 1.38 N/A 脾大 神经结核 噬血现象

26[31]发热、腹泻、皮疹 升高 PLT：44×109·L － 1，WBC：

0.51×109·L － 1

11 273 升高 0.643 N/A N/A 阴性 噬血现象
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及 ICIs 在肺癌中使用率较高有关。而黑色素瘤
患者也有着较高的占比，同样在一项 ICIs 相关
HLH 不良反应数据库研究中发现黑色素瘤患者中
ICIs 相关 HLH 发生率较高 [44]，可能与伊匹木单
抗联合纳武利尤单抗双免治疗黑色素瘤相关。有
研究表明联合抗 CTLA-4 与抗 PD-1 较单一使用，
免疫相关不良反应发生率更高 [45]，而从双免治疗
作用机制上看，其可作用于不同 T 细胞群体，也
可作用于同一 T 细胞，相较于单免更能促进 T 细
胞的活化 [46]，这可能是黑色素瘤双免治疗患者
HLH 发生率较高的因素之一。除了伊匹木单抗联
合纳武利尤单抗相关 HLH 发生率较高以外，还
观察到使用帕博利珠单抗相关 HLH 发生率最高，
而在一项回顾性研究中同样发现帕博利珠单抗相
对其他 ICIs 有较高的 HLH 发生率 [47]，这可能与
帕博利珠单抗使用率有关，具体原因还需进一步
探究。
3.4　ICIs 相关 HLH 临床特点 
　　本研究发现首次使用 ICIs 到确诊 HLH 的中
位时间为 29.5 d，一篇荟萃分析报告的 HLH 发生
更早，中位时间为 26 d[48]，这相对于其他 ICIs 相
关血液毒性的中位时间较短，例如自身免疫性溶
血性贫血 50 d，免疫性血小板减少症 41 d[4]。同
时观察到除了 HLH-2004 诊断标准中的指标外，
有些患者在早期还伴有 AST、ALT 升高（63.3%）
等情况，这可能由于活化的噬血细胞组织细胞
浸润或细胞因子过量产生引起的肝损伤 [49]，且
HLH 患者肝脏的组织病理学常表现为非特异性改
变，包括肝窦扩张、肝细胞坏死、内皮炎和脂肪
变性 [50]，这也进一步导致了肝大、D-D 二聚体升
高、低纤维蛋白原血症等症状出现。所以转氨酶
升高也可能是 HLH 发生的前兆，而在临床上常
被当成药物性肝损伤，有可能错过救治时期。此
外，本研究还发现血常规三系中，血小板下降发
生率最高（87%），且中位数为 35×109·L － 1，所
以此类患者出血风险值得进一步关注。
3.5　治疗方案 
　　HLH-94 和 2004 方案是 HLH 公认的传统疗
法，包括大剂量地塞米松、依托泊苷或环孢菌素

等 [5]。而权威的免疫相关不良事件（irAEs）管理
指南中，尚无 ICIs 相关 HLH 分级管理、诊疗方
式等指导意见，通过查阅文献发现，国际组织细
胞协会的专家发表了一篇 HLH 相关的诊疗建议，
其中提到对于 ICIs 相关 HLH 一线治疗推荐使用
糖皮质激素 [51]。
　　本研究中，仅 14 例 HLH 患者（46.6%）单独使
用糖皮质激素，并取得好转；难治性 HLH 患者在
接受了托珠单抗、他克莫司、英夫利昔单抗等二线
挽救治疗后也逐渐好转；而 3 例死亡患者中，1 例
仅使用抗感染治疗，其余 2 例使用激素控制不佳没
有进一步采用二线挽救治疗。最近的回顾性研究表
明，61% 的病例单独使用类固醇可解决 ICI 诱导的
HLH[52]。而对于更严重 HLH 糖皮质激素单药治疗
可能是不够的，细胞因子靶向和免疫治疗可能是一
种很有前途的策略，包括 CD52 单克隆抗体（阿仑
单抗）、JAK1/2 抑制剂（芦可替尼）和抗白细胞介
素 -6（IL-6）抗体（托珠单抗）[53-55]。
　　所以尽快明确 HLH 诊断，及时行激素和免
疫救治非常关键。但目前在 ICIs 相关 HLH 的治
疗中激素的选用和剂量用法还没有一个统一标
准，值得后续进一步研究。
4　结论
　　ICIs 相关 HLH 是一种罕见，且严重危及生
命的免疫相关不良反应，一篇荟萃分析提到 ICIs
相关 HLH 的死亡率为所有 ICIs 相关血液毒性中
最高，达到 23%[48]，早期诊断救治非常关键，但
目前还没有 ICIs 相关 HLH 诊疗指南。这几年随
着免疫治疗逐渐开展，ICIs 相关 HLH 的报道也
逐渐增多，对其也越发关注，尤其是临床、实验
室特征规律、治疗方法值得进一步探索。在使用
ICIs 治疗后，如果出现早期不明原因发热、肝损
伤、血常规下降等情况需考虑 HLH 的可能，并
及时完善诊断，尽早给予治疗。
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临床药师参与 1 例颅内动脉瘤支架辅助栓塞术后 
合并肺栓塞患者的抗栓治疗实践

靳露1，2，于英英2，李琴1，刘珊珊2*，周琰1*（1. 上海交通大学医学院附属第一人民医院临床药学科，上海　

201600；2. 新疆维吾尔自治区喀什地区第二人民医院药学部，新疆　喀什　844000）

摘要：临床药师参与 1 例肺栓塞抗凝治疗 3 个月后行颅内动脉瘤支架辅助栓塞术后抗栓治疗 6
周再次出现肺栓塞患者抗栓方案的制订，通过查阅抗栓的循证证据资料，分析患者以往肺栓

塞原因和动脉静脉疾病合并时抗栓药物方案，并应用到现治疗方案，为抗栓药物治疗提出优

化建议，医师采纳临床药师建议，患者肺栓塞治愈且未出现出血症状。治疗过程中临床药师以

药学监护、用药教育、血药浓度监测为切入点，为患者制订个体化用药方案，确保用药的安全

性和有效性。

关键词：颅内动脉瘤；支架辅助栓塞术；肺栓塞；抗栓治疗；药学实践；临床药师
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Clinical pharmacist involvement in antithrombotic therapy for a patient 
with recurrent pulmonary embolism after stent-assisted embolization of an 

intracranial aneurysm

JIN Lu1, 2, YU Ying-ying2, LI Qin1, LIU Shan-shan2*, ZHOU Yan1* (1. Department of Clinical 
Pharmacy, the First Affiliated People’s Hospital of School of Medicine, Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai  201600; 2. Department of Pharmacy, Kashi Prefecture Second People’s 
Hospital, Kashgar  Xinjiang  844000)

Abstract: Clinical pharmacists participated in the formulation of an antithrombotic regimen for 
a patient with recurrent pulmonary embolism who underwent 3 months of anticoagulant therapy 
for pulmonary embolism, 6 weeks of antiplatelet therapy post-intracranial aneurysm stent-assisted 
embolization, and subsequent management of recurrent pulmonary embolism. By reviewing 
evidence-based resources of antithrombotic therapy we analyzed the causes for the patient’s previous 
pulmonary embolism in conjunction with concurrent arterial and venous disorders, and optimized 
antithrombotic strategy. The physicians adopted clinical pharmacists’ recommendations, successfully 
resolved the patient’s pulmonary embolism without bleeding. Throughout the treatment, clinical 
pharmacists provided pharmaceutical care, monitored therapeutic drugs, and ensured individualized 
medication plan for the safety and efficacy of the treatment. 
Key words: intracranial aneurysm; stent-assisted embolization; pulmonary embolism; antithrombotic 
therapy; pharmaceutical practice; clinical pharmacist
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　　未破裂颅内动脉瘤是颅内动脉壁的局限性、病
理性扩张，存在破裂风险 [1]。动脉瘤一旦破裂，致
死率、致残率高。大部分的未破裂颅内动脉瘤通
过介入治疗可以有效地阻挡进入颅内动脉瘤内的
血流，达到预防动脉瘤出血的目的。支架辅助栓
塞术是介入治疗的一种主要方式 [2]，在支架植入术
前和术后给予双重抗血小板治疗（dual an-tiplatelet 
therapy，DAPT）[3] 是降低支架辅助栓塞术后缺
血性并发症的有力措施。肺栓塞是以各种栓子阻
塞肺动脉或其分支为发病原因的一组疾病或疾病
综合征的总称，其中肺血栓栓塞症（pulmonary 
thromboembolism，PTE）是肺栓塞最常见的类型。
抗凝治疗是肺栓塞的基础治疗手段，可有效防止
血栓再形成和复发 [3]。任何可以导致静脉血流瘀
滞、血管内皮损伤和血液高凝状态的因素均能引起
PTE，手术是 PTE 的危险因素之一 [3]。动脉瘤支架
辅助栓塞术后需要 DAPT 治疗，PTE 患者需要抗凝
治疗，联合应用抗血小板和抗凝治疗可以有效减少
缺血和血栓栓塞事件，但会大大增加出血风险。如
何权衡出血与血栓风险，选择合理的抗栓治疗方案
至关重要。本文对 1 例颅内动脉瘤支架辅助栓塞术
后合并肺栓塞患者的抗栓方案进行讨论。
1　病历资料
　　患者，女，66 岁，身高 155 cm，体重 65 kg，
体质量指数27.06 kg·m－2。2023年12月13日因“突
发晕厥 1 次”送入抢救室。CT 肺动脉造影：双侧
肺动脉分叉多发栓塞。入院诊断为肺栓塞。既往
史：2023 年 6 月 28 日因肺栓塞第一次入院收治呼
吸科。入院后给予那屈肝素钙 0.4 mL bid ih，出院
给予利伐沙班 15 mg bid po（前 3 周 15 mg bid，后
20 mg qd 至 3 个月，复查）。10 月 7 日门诊随访肺
部增强 CTA：右上肺动脉分支血管内栓塞，呼吸
科医师嘱继续服用利伐沙班 20 mg qd po。
　　2023 年 10 月 24 日因颅内动脉瘤第二次入院。

入院后给予阿司匹林 100 mg qd po、替格瑞洛 90 mg 
bid po，停用利伐沙班。10 月 25 日行“经导管颅内
动脉瘤支架辅助栓塞术”，术中使用替罗非班 5 mg 
ivgtt。11 月 11 日出院给予阿司匹林 100 mg qd po、
替格瑞洛 45 mg bid po、利伐沙班 10 mg qd po、贝前
列素钠片 20 µg tid po。阿司匹林＋替格瑞洛＋利伐沙
班服用 6 周至 12 月 13 日入院前，3 种抗栓药物联用。
　　患者 2020 年因脑梗长期服用血栓通和甲钴
胺胶囊（剂量不详），2021 年诊断支气管哮喘，
现未使用药物。
2　诊疗经过
　　入院体检：体温 36.5℃，脉搏 64 次·min－ 1，
呼吸 26 次·min－ 1，血压 136/92 mmHg（1 mmHg ＝

0.133 kPa）。双肺呼吸音粗，呼吸急促。实验室检查：
血常规、生化和凝血常规示，白细胞 4.9×109·L－ 1，
红细胞 3.91×1012·L－ 1，血红蛋白 125 g·L－ 1，血
小板 140×109·L－ 1，C- 反应蛋白 7 mg·L－ 1，谷
草转氨酶 66 U·L－ 1，谷丙转氨酶 20 U·L－ 1，肌
酐 88.3 µmol·L－ 1，尿素 7.27 mmol·L－ 1，D- 二聚
体 9.91 mg·L－ 1↑，凝血酶原时间（PT）14.3 s↑，部
分凝血活酶时间（APTT）65.70 s↑，国际标准化比
值（INR）1.2、纤维蛋白原浓度（FBG）2.86 g·L－ 1，
纤维蛋白原降解产物（FDP）24.64 mg·L－ 1↑，血浆
抗凝血酶活性 79.4%。CTA：双侧肺动脉分叉多发
栓塞。入院诊断为肺栓塞。
　　12月13日入院，停用阿司匹林＋替格瑞洛＋

利伐沙班，给予那屈肝素钙 0.6 mL bid ih。当日
局麻下行“肺动脉取栓术＋肺动脉造影术＋下腔
静脉造影”，手术顺利，复查造影见右肺明显通
畅，术后拔除口插管入 ICU 监护治疗。12 月 19
日患者好转出院。出院带药：利伐沙班 15 mg qd 
po（至少 3 个月）、阿司匹林 100 mg qd po（至少
1 年）。患者 3 次住院抗栓治疗方案见表 1。

表 1　患者 3 次住院抗栓治疗方案 
Tab 1　Antithrombotic regiment for three hospitalizations of patients

时间 诊断 手术 抗栓治疗

第一次住院 2023-6-28—7-3 肺栓塞 无 那屈肝素钙 0.4 mL bid ih
第一次出院 2023-7-4—10-23 — — 利伐沙班前 3 周 15 mg bid，后 20 mg qd
第二次住院 2023-10-24—11-10 颈内动脉交通

段动脉瘤

经导管颅内动脉瘤

支架辅助栓塞术

阿司匹林 100 mg qd po、替格瑞洛 90 mg bid po，术中使用替罗非班

5 mg ivgtt
第二次出院 2023-11-11—12-12 — — 阿司匹林 100 mg qd po、替格瑞洛 45 mg bid po、利伐沙班 10 mg qd po
第三次住院 2023-12-13—12-19 肺栓塞 肺动脉取栓术 那屈肝素钙 0.6 mL bid ih
第三次出院 2023-12-20—至今 — — 阿司匹林 100 mg qd po 一年以上、利伐沙班 15 mg qd po 3 个月以上

3　讨论
3.1　首次肺栓塞住院及出院抗凝药物分析
　　患者 2023 年 6 月 28 日因肺栓塞入院，当日
给予那屈肝素钙 0.4 mL bid ih 至出院，共计使用

6 d。根据《肺血栓栓塞症诊治与预防指南》[3]，抗
凝治疗是 PTE 的基础治疗手段。与普通肝素相比，
低分子肝素（LMWH）和磺达肝癸钠发生大出血
或者肝素诱导的血小板减少症的风险较低，所以
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首选用于 PTE 患者的初始抗凝治疗，LMWH 必须
根据体重给药，该患者选用那屈肝素钙作为初始
抗凝治疗合理，但使用剂量偏低，根据体重（65 
kg）应给予患者 0.6 mL bid。指南指出 PTE 患者抗
凝疗程至少 3 个月 [3]，出院患者选用口服抗凝药
物更为方便，与华法林相比，利伐沙班或阿哌沙
班的单药治疗或者达比加群与肝素桥接治疗更优，
不需要监测凝血常规 [4]，起效快，且大出血风险
相对达比加群酯更低 [5]，该患者出院停用那屈肝
素钙，换用利伐沙班口服，前 3 周 15 mg bid，后
20 mg qd，合理。规律服药 3 个月后，2023 年 10
月 7 日至呼吸科复诊，肺部增强 CTA：右上肺动
脉分支血管内栓塞。考虑肺部仍存在血栓，嘱其
继续服用抗凝药利伐沙班 20 mg qd，合理。
3.2　第二次颅内动脉瘤入院及出院抗栓药物分析
3.2.1　围手术期抗栓药物分析　用 Caprini 评分 [6]

对患者 VTE 风险评估：年龄、体质量指数＞ 25 
kg·m－ 2、VTE 史、计划进行手术时间超过 45 
min 的重大手术、卧床＞ 72 h，共计 11 分。用
Paris 评分 [7] 对患者出血风险进行评估：年龄、出
院后三联抗血小板治疗，共计 4 分，中危风险。
该患者本次住院围手术期 10 月 25 日、11 月 2 日、
11 月 6 日、11 月 10 日的 D- 二聚体分别为 0.16、
0.58、9.07、5.22 mg·L－ 1。
　　根据颅内未破裂动脉瘤相关指南 [1]，对于需要使
用支架辅助栓塞治疗的颅内动脉瘤，充分的抗血小
板治疗是降低支架辅助栓塞出现缺血性并发症的有
力措施。抗血小板聚集药物治疗方案：术前持续口
服阿司匹林和氯吡格雷 3 ～ 14 d，采用血栓弹力图检
测抗血小板聚集功能，达到抑制标准后，可实施支
架辅助栓塞；术后的治疗方案为阿司匹林联合氯吡
格雷，血小板检测结果提示对血小板聚集药物抵抗
的患者，建议改成其他抗血小板聚集药物代替治疗。
盐酸替罗非班能在短时间内有效抗血小板聚集，停
药 4.0 h 后血小板功能恢复超过 50%。颅内动脉瘤支
架辅助栓塞术中使用替罗非班可有效预防支架内血
栓形成，并不增加动脉瘤术中出血的风险。
　　由于缺少颅内动脉瘤支架置入伴肺栓塞治疗的
相关指南和研究，临床一般借鉴经皮冠状动脉介入
治疗（PCI）或者心血管动脉疾病合并房颤或者静脉
血栓疾病的指南。根据 2020 年《冠心病合并心房颤
动患者抗栓管理中国专家共识》[8]，接受口服抗凝药
物（OAC）的房颤患者发生急性冠脉综合征后立即口
服阿司匹林负荷剂量，然后给予维持剂量。如果该
患者需要行 PCI，考虑采用 P2Y12 受体拮抗剂进行
预处理，P2Y12 受体拮抗剂应首选氯吡格雷，但是对
于血栓风险高、出血风险低的患者，替格瑞洛是合

理的选择。
　　根据 2020 年 ACC 专家共识决策路径 [9]，既
往 VTE、服用 DOAC 治疗的患者需要 PCI 和 APT
时，在围手术期遵循 PCI 围手术期用药管理。
　　该患者在围手术期用药参考颅内动脉瘤围手
术期用药，选择替格瑞洛与阿司匹林联用，停用
利伐沙班，术中使用替罗非班，在术后第二日做
血栓弹力图和二磷酸腺苷诱导血小板聚集率在正
常范围内，围手术期使用抗血小板药物合理。从
患者 Caprini 评分 11 分，以及住院手术后 D- 二聚
体显著增加，不排除患者术后有静脉血栓形成，
应及时完善外周血管 B 超及 CT 肺动脉造影等相
关检查，为患者抗栓治疗提供循证学依据。
3.2.2　出院抗栓药物分析　患者颅内动脉瘤支架辅
助栓塞植入术需要抗血小板双抗治疗至少 6 个月以
降低支架辅助栓塞后缺血性并发症 [1]，而抗凝是肺
栓塞患者的基础治疗手段。联合应用抗血小板与抗
凝治疗可有效减少缺血及血栓栓塞事件，但会增加
出血风险。共识指出抗凝治疗的房颤患者（高血栓
风险和低出血风险患者）行 PCI 时抗栓治疗策略是
围手术期三联治疗：OAC ＋ DAPT，1 个月后双联
治疗：OAC ＋单一抗血小板治疗（SAPT）至 12 月，
12 月以后 OAC 治疗 [4]。PIONEER AF-PCI 研究针
对 ACS 和 / 或 PCI 合并房颤患者，采用利伐沙班
15 mg tid ＋ P2Y12 受体拮抗剂及利伐沙班 2.5 mg 
tid ＋ DAPT 两种方案 [10]，推荐采用利伐沙班 15 mg 
qd 的双联抗栓方案预防卒中 [7，11]。
　　患者本次入院前于门诊行肺部 CTA 提示右上
肺动脉分支血管内栓塞，出院后仍需抗凝，故考虑
三联抗栓治疗。神经内科医师参考上述指南予以小
剂量利伐沙班 10 mg qd 联合双联抗血小板治疗，但
是患者肺栓塞的复发说明该方案存在问题。
　　临床药师后期查阅相关指南，颅内动脉瘤支架
辅助栓塞术后合并肺栓塞患者抗栓治疗可参考 2020
年 ACC 专家共识决策路径 [9]，既往 VTE、服用
DOAC 治疗的患者需要 PCI 和 APT 时，住院或出
院抗栓药物治疗管理首选 VTE 治疗剂量 DOAC ＋

P2Y12 受体拮抗剂，如果血栓风险高，出血风险小，
可短时间加阿司匹林 81 mg·d－ 1，P2Y12 受体拮抗
剂首选氯吡格雷。出院后抗栓药物治疗 VTE 3 个月
治疗结束转换成阿司匹林，P2Y12 受体拮抗剂使用
6 ～ 12 个月，12 月以后继续使用 APT。
　　患者支架植入后一个月肺栓塞加重晕厥进入
抢救室，此时仍处于三联抗栓治疗期间发生肺栓
塞，可能与在肺部有血栓的情况下行颅内动脉瘤
支架植入手术，同时利伐沙班未达到抗凝治疗强
度等综合因素有关。
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3.3　再次肺栓塞住院及出院抗栓药物分析
　　患者于 2023 年 12 月 23 日因肺栓塞入院抢
救，入院当日局麻行“肺动脉取栓术”，停用阿司
匹林、替格瑞洛、利伐沙班，给予那屈肝素钙 0.6 
mL bid 皮下注射。出院后给予利伐沙班 15 mg qd 
po（最少3个月）、阿司匹林100 mg qd（至少1年）。
　　2020 年 ACC 专家共识决策路径建议 [9]，抗
血小板治疗新发或复发 VTE 时，选择单纯抗凝
治疗，还是联合抗血小板治疗和抗凝治疗，以及
治疗时间取决于抗血小板治疗的适应证。对于前
1 ～ 3 个月内进行颈动脉支架置入术的患者，建
议大多数患者停用阿司匹林，继续 P2Y12 受体
拮抗剂，并开始抗凝。如果颈动脉支架置入术后
DAPT 的标准持续时间已经结束（通常为 1 ～ 3 个
月），所有抗血小板药物都可能停止，大多数患者
可以单药抗凝治疗。该患者颅内动脉瘤解剖位置
处在颅内与颈部交通段，可参考颈动脉支架植入
术，患者在支架植入术 3 个月内，选择一个抗血
小板药物，药师建议医师停用替格瑞洛，继续服
用阿司匹林肠溶片 100 mg qd。鉴于患者在三联抗
栓治疗下仍发生肺栓塞，临床药师建议抗凝药物
利伐沙班至增加剂量 15 mg qd，医师采纳建议。
3.4　出院后医药联合门诊随访
　　2024 年 3 月 4 日患者至血管外科门诊复查，
肺动脉 CTA 增强提示未见明显异常。2024 年 3 月
11 日患者至血管外科医药联合门诊复查，虽然利
伐沙班无需常规监测凝血参数，但在出血、急性
脑卒中、紧急手术前等特殊情况下，有必要监测
患者体内利伐沙班血药浓度 [12]，鉴于该患者肺栓
塞复发史，药师建议医师采用高效液相色谱串联
质谱监测患者利伐沙班的血药浓度，医师采纳建
议，结果患者利伐沙班峰浓度为 317.5 µg·mL－ 1，
在说明书提及的 22 ～ 535 µg·mL－ 1，并且在均
值 215 µg·mL－ 1 以上，医师嘱按原方案剂量继
续治疗。2024 年 5 月 30 日患者再次于血管外科
医药联合门诊复诊，D- 二聚体、纤维蛋白原在正
常范围内，肺动脉 CTA 增强提示未见明显异常，
经医师、药师讨论，将利伐沙班减量至 10 mg qd，
同时联用阿司匹林肠溶片 100 mg qd。
4　总结
　　血栓栓塞性疾病发病率逐渐升高，越来越多
患者需要长期抗凝或抗血小板甚至联合抗栓治疗，
联合应用抗血小板与抗凝治疗可有效减少缺血及
血栓栓塞事件，但会大大增加出血风险。如何平
衡抗栓治疗有效性与安全性，权衡血栓与出血风
险、制订最佳抗栓方案，对于临床医师与药师，
仍是一个严峻的挑战。该患者第三次入院后，血

管外科驻科抗凝专业临床药师全程参与住院诊疗，
协助医师制订合理的抗栓方案，同时将药学服务
延伸至出院后，在医药联合门诊参与抗栓方案评
估与调整，发挥不可或缺的作用。抗凝专业临床
药师结合最新临床药物治疗指南和共识，积极配
合临床医师，灵活运用最新循证研究证据及治疗
药物监测等辅助临床进行抗凝治疗决策，并在抗
凝治疗过程中，密切随访、监护与宣教，可大大
提高患者抗凝药物治疗依从性、有效性和安全性。
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摘要：嗜麦芽窄食单胞菌颅内感染发生率低，目前无明确推荐的治疗方案。本文回顾 1 例临床
药师参与的嗜麦芽窄食单胞菌颅内感染案例，探讨磺胺甲噁唑 - 甲氧苄啶联用大剂量替加环素
治疗嗜麦芽窄食单胞菌颅内感染的可行性。通过检索 PubMed、Embase、中国知网、万方等数
据库，收集国内外相关案例进行汇总分析，以期为临床实践提供参考。
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　　嗜麦芽窄食单胞菌（Stenotrophomonas malto-
philia），是一种机会性致病的革兰氏阴性杆菌，对
β- 内酰胺类、碳青霉烯类等抗菌药物天然耐药。
在院内感染中，以肺部感染最常见，颅内感染相
对罕见 [1]。尽管被认为是低毒力病原体，但免疫
功能低下或日常活动能力衰弱患者感染后具有较
高死亡率 [2]。由于缺乏高质量临床试验数据，国
内外指南和专家共识对嗜麦芽窄食单胞菌所致颅
内感染都无明确治疗方案。目前推荐的方案多基
于用药经验、案例报道和体外药敏试验 [3-4]。本文
首次报道 1 例口服磺胺甲噁唑 - 甲氧苄啶（SMZ-
TMP）联用静脉输注大剂量替加环素治疗成功的嗜
麦芽窄食单胞菌严重颅内感染，并对国内外已报
道的相关案例进行分析，以期为临床提供参考。
1　临床实践
　　患者，男，32 岁，既往高血压病史，未规律服
药。2023 年 9 月 1 日因高血压脑出血行脑室外引流
术。术后合并吸入性肺炎，痰培养肺炎克雷伯菌，
先后给予哌拉西林他唑巴坦（4.5 g q8h ivgtt）和美罗
培南（1 g q8h ivgtt）治疗，感染未能完全控制。9 月
15 日因拔除脑室引流管后患者出现脑积水，行侧
脑室穿刺引流术。术后再次脑出血，保留脑室引流
管。9月27日痰培养为耐碳青酶烯类鲍曼不动杆菌，
仅 SMZ-TMP 敏感，调整用药方案为复方磺胺甲噁
唑片（0.96 g tid po）。10 月 2 日患者肺部症状明显
改善，停用 SMZ-TMP。10 月 8 日由于脑室引流管
不通畅，置入腰大池引流管。10 月 9 日患者体温
38.6℃，肢体肌肉痉挛，腰大池引流出脓性脑脊液
伴絮状沉淀，立即给予美罗培南 2 g。10 月 10 日患

者四肢痉挛，腰大池持续引流浑浊液体，脑脊液实
验室检查：白细胞计数 8032×106·L－ 1↑，多核为主，
葡萄糖 0.05 mmol·L－ 1↓，氯 116 mmol·L－ 1↓，总
蛋白 6.1 g·L－ 1↑。考虑颅内感染严重，给予利奈
唑胺（600 mg q12h ivgtt）、美罗培南（2 g q8h ivgtt）、
SMZ-TMP（0.96 g tid po）联合治疗。10 月 12 日脑
脊液培养初步鉴定结果为革兰氏阴性杆菌，停用利
奈唑胺。经验性抗菌治疗后患者脑脊液相关实验室
指标好转，但体温仍间断性升高。10 月 13 日脑脊
液培养鉴定为嗜麦芽窄食单胞菌，对 SMZ-TMP、
米诺环素、左氧氟沙星、氯霉素敏感。调整方案为
SMZ-TMP（0.96 g tid po），联用替加环素（首剂 200 
mg，维持 100 mg q12h ivgtt）。进一步治疗后，患
者四肢肌张力较前降低，脑脊液相关实验室指标较
前改善（白细胞计数 185×106·L－ 1，葡萄糖 1.99 
mmol·L－1，氯111 mmol·L－1，总蛋白4.31 g·L－1），
体温降至 37.5℃左右。10 月 17 日引流出清澈脑脊
液，考虑到患者预后和治疗的费用问题，家属决定
回当地医院继续治疗。10 月 31 日电话随访，当地
医院沿用本院治疗方案，目前患者病情稳定，体温
正常，脑脊液培养无致病菌。在约 3 周的抗感染治
疗中未见恶心、腹泻、皮疹等不良反应，肝肾功能
均正常。患者颅内感染后在我院的用药情况以及相
关化验指标变化见图 1。
2　文献分析
2.1　文献检索方法
　　 以“Stenotrophomonas maltophilia”“intracranial 
infection”“meningitis”为英文关键词，检索 PubMed、
Embase 数据库，以“嗜麦芽窄食单胞菌”“颅内感
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染”“脑膜炎”为中文关键词检索中国知网、万方数
据库，检索时限为建库至 2023 年 12 月，收集相关
病例报道。
2.2　文献检索结果
　　通过文献检索发现迄今为止报道案例数较少
（17 例），且均成功被治愈。其中，男性占比高
（82.4%），儿童有 5 例（29.4%），多数在发病前接
受过神经外科干预。常见治疗方案是以 SMZ-TMP
为基础联用另一种抗菌药物，治疗周期为 2 ～ 3
周。喹诺酮类药物是常用的联合治疗药物，对嗜
麦芽窄食单胞菌具有杀菌作用，由于治疗过程中
易发生快速耐药不被推荐用于单药治疗。值得一
提的是，虽然报道有头孢他啶治愈的案例，但因
嗜麦芽窄食单胞菌对β- 内酰胺类固有耐药，美国
感染病学会认为其疗效不确定，在指南中明确不
推荐使用头孢他啶 [4]。具体案例见表 1。

表 1　嗜麦芽窄食单胞菌颅内感染案例报道主要信息 
Tab 1　Key information on case reports of intracranial infections caused by Stenotrophomonas maltophilia

作者 性别 年龄 神经外科干预 并发症 治疗方案和时间 结局

Platsouka 等 [5] 男 42 岁 脑室腹腔分流术 脑积水，癫痫，吸入性肺炎 甲硝唑＋头孢他啶＋ SMZ-TMP（23 d） 治愈

Caylan 等 [6] 男 52 岁 脑室腹腔分流术 蛛网膜下腔出血 SMZ-TMP（3 周） 治愈

Lo 等 [7] 女 早产儿无 无 环丙沙星（4 周） 治愈

Libanore 等 [8] 男 49 岁 无 无 头孢他啶＋阿米卡星（14 d） 治愈

黄秋妹等 [9] 男 20 d 无 双眼脓性分泌物 SMZ-TMP＋卡胺丁那霉素＋环丙沙星（8 
d）→ SMZ-TMP（7 d）

治愈

Reddy 等 [10] 男 48 岁 开颅手术 复发肿瘤 SMZ-TMP（12 d）→莫西沙星（21 d） 治愈

Yemisen 等 [11] 男 30 岁 开颅手术 硬膜下血肿 SMZ-TMP ＋环丙沙星（14 d） 治愈

Sood 等 [12] 男 6 个月 第三脑室造瘘术和导水管支架置入术 先天性导水管狭窄伴脑积水 阿米卡星（14 d）＋ SMZ-TMP（7 d） 治愈

Correia 等 [13] 男 4 岁 脑室外引流管置入 先天性导水管狭窄伴脑积水 SMZ-TMP ＋头孢他啶（2 d）→ SMZ-
TMP ＋头孢他啶＋左氧氟沙星（21 d）

治愈

Wang 等 [14] 男 73 岁 脑室外引流管置入 无 头孢他啶（3 周） 治愈

Wang 等 [14] 男 61 岁 立体定向神经内镜检查 无 头孢他啶（3 周） 治愈

Ibrahim 等 [15] 男 13 d 无 淋球菌性眼炎 SMZ-TMP ＋环丙沙星（21 d） 治愈

Khanum 等 [16] 女 60 岁 脑室外引流管置入 高血压 多黏菌素 E ＋ SMZ-TMP（21 d） 治愈

Khanum 等 [16] 男 35 岁 开颅手术和脑室腹腔分流术 无 SMZ-TMP ＋头孢他啶（21 d） 治愈

王小刚等 [17] 男 17 岁 双侧侧脑室穿刺引流术 无 替加环素＋头孢哌酮舒巴坦（32 d） 治愈

Manuel 等 [18] 女 24 岁 脑室腹腔分流术 先天性脑积水 SMZ-TMP（14 d） 治愈

张艳利等 [19] 男 66 岁 脑室外引流管置入 脑膜瘤，梗阻性脑积水 SMZ-TMP ＋替加环素（16 d） 治愈

图 1　治疗过程及指标变化图

Fig 1　Diagram of the treatment process and index changes

3　讨论
　　患者两次神经外科手术干预和留置脑室引流管增
加了术后感染的风险。在长期使用广谱抗菌药物的情
况下，嗜麦芽窄食单胞菌成为主要致病菌并形成脓肿
灶。腰大池管置入过程中使脓肿破裂，导致临床症状
加重和一过性的白细胞增高。体外药敏试验显示其
对 SMZ-TMP 敏感，经验性抗菌药物治疗初见疗效可
能与此有关，但患者体温、肌张力等临床症状未得到
明显改善。根据文献分析结果，嗜麦芽窄食单胞菌颅
内感染常用治疗方案为以 SMZ-TMP 为基础联用另一
种抗菌药物。临床药师综合考虑了药敏结果、文献资
料、患者自身情况、院内药品供应等信息，推荐选择

替加环素。根据中国 CHINET 监测网 2023 年上半年
细菌耐药监测结果，嗜麦芽窄食单胞菌对替加环素敏
感率为 91.5%。此外，研究显示在嗜麦芽窄食单胞菌
感染的治疗中替加环素与 SMZ-TMP 效果相当 [20]，联
合使用具有协同作用 [21]。然而，替加环素血脑屏障
穿透能力弱，正常情况下难以在脑脊液中达到理想的
药物浓度。针对这一问题，一些研究在静脉给药的
同时辅以脑室内或鞘内注射 [22]。例如文献分析中的 2
篇中文案例均为静脉滴注（50 mg q12h）辅以鞘内注
射提高药效 [17，19]。考虑到脑室内或鞘内注射的有效
性和安全性尚未在对照试验中得到证实 [23]，另一些
研究通过加大静脉输注剂量优化药代动力学特征，增
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加替加环素进入中枢神经系统浓度，特别是广泛耐药
鲍曼不动杆菌引发的颅内感染 [24]。一篇纳入 10 项研
究的荟萃分析结果显示，比起常规剂量（100 mg 负荷
剂量，50 mg q12h），大剂量（200 mg 负荷剂量，100 
mg q12h）替加环素治疗的全因死亡率低 [OR ＝ 0.44，
95%CI（0.30 ～ 0.66），P ＜ 0.0001]、临床治愈率高
（OR ＝ 3.43，95%CI 2.09 ～ 5.63，P ＜ 0.000 01）、
微生物根除率高（OR ＝ 2.25，95%CI 1.44 ～ 3.50，
P ＝ 0.0003）、不良反应相当 [25]。综上，静脉滴注大
剂量替加环素既可以在颅内达到有效剂量，不增加不
良反应发生率，又可避免脑室内或鞘内注射风险，是
一种可行的方案。
4　总结
　　本文是临床药师参与 1 例嗜麦芽窄食单胞菌颅内
感染的抗菌药物治疗临床实践与分析。临床药师结合
患者临床表现和体外药敏试验结果，协助医师制订个
体化抗感染方案和监测不良反应，体现了其在药物选
择和药学监护上参与临床治疗以保障患者用药安全。
静脉滴注大剂量替加环素一般用于治疗广泛耐药鲍曼
不动杆菌致颅内感染，未见报道在中枢神经系统治疗
嗜麦芽窄食单胞菌感染。本案例通过实践证明增加替
加环素剂量能增加其在中枢神经系统的浓度，从而达
到治疗效果，减少脑室内或鞘内注射带来的风险。
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椿乳凝胶治疗中医湿热瘀阻证型阴道炎的临床疗效研究

姚亮元1，袁红波1，荣苑君1，朱美君1，邹斌彬1，马存1，刘朝晖2*，楼姣英3，贺冰4，宋殿荣5，

杨誉佳6（1. 株洲千金药业股份有限公司，湖南　株洲　412000；2. 首都医科大学附属北京妇产医院，北京　100000；3. 北京中
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摘要：目的　评价椿乳凝胶治疗中医湿热瘀阻证型阴道炎的有效性。方法　采用随机、阳性药

平行对照、多中心临床非劣效研究；比较椿乳凝胶组（试验组）和苦参凝胶组（对照组）治疗

前后阴道微生态情况、中医证候积分、中医证候疗效以及疾病综合疗效。结果　对阴道微生态

情况、中医证候疗效及疾病综合疗效进行比较，两组间差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结论
　椿乳凝胶治疗中医湿热瘀阻证型阴道炎的临床疗效与苦参凝胶相当。

关键词：椿乳凝胶；细菌性阴道病；老年性阴道炎；外阴阴道假丝酵母菌病；湿热瘀阻证；临

床疗效

中图分类号：R711.74　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0840-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.040

Clinical efficacy of Chunru gel in the treatment of vaginitis with traditional 
Chinese medicine dampness-heat and blood stasis syndrome

YAO Liang-yuan1, YUAN Hong-bo1, RONG Yuan-jun1, ZHU Mei-jun1, ZOU Bin-bin1, MA Cun1, 
LIU Zhao-hui2*, LOU Jiao-ying3, HE Bing4, SONG Dian-rong5, YANG Yu-jia6 (1. Zhuzhou Qianjin 
Pharmaceutical Co., Ltd., Zhuzhou  Hunan  412000; 2. Beijing Obstetrics and Gynecology Hospital, 
Capital Medical University, Beijing  100000; 3. Dongfang Hospital, Beijing University of Chinese 
Medicine, Beijing  100078; 4. The Second Hospital of Hunan University of Chinese Medicine, 
Changsha  410005; 5. The Second Hospital of Tianjin University of Chinese Medicine, Tianjin  
300000; 6. Affiliated Hospital of Zunyi Medical College, Zunyi  Guizhou  563000)

Abstract: Objective  To evaluate the efficacy of Chunru gel in the treatment of vaginitis with 
traditional Chinese medicine (TCM) dampness-heat and blood stasis syndrome. Methods  A 
randomized, active-controlled, parallel-group, multicenter clinical study was conducted. Patients 
were assigned to either the Chunru gel group (experimental group) or the Kushen gel group (control 
group). Vaginal microecology, TCM syndrome scores, TCM syndrome efficacy, and comprehensive 
disease efficacy were compared between the two groups before and after treatment. Results  No 
statistically significant differences were observed between the two groups in vaginal microecology, 
TCM syndrome efficacy, or comprehensive disease efficacy (all P ＞ 0.05). Conclusion  Chunru 
gel demonstrates clinical efficacy equivalent to Kushen gel in the treatment of vaginitis with TCM 
dampness-heat and blood stasis syndrome.
Key words: Chunru gel; bacterial vaginosis; atrophic vaginitis; vulvovaginal candidiasis; dampness-
heat and blood stasis syndrome; clinical efficacy
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　　阴道炎是由于各种病因导致阴道内微生态平衡
遭到破坏，使某一种或多种致病菌异常繁殖成为优
势菌而引起的阴道炎症，为常见的妇科疾病之一。
细菌、丝状真菌及滴虫是临床阴道炎常见感染病原
体 [1]。目前临床上常见的阴道炎症包括细菌性阴道病
（bacterial vaginosis，BV）、需氧菌性阴道炎（aerobic 
vaginitis，AV）、 阴 道 毛 滴 虫 病（trichomoniasis）、
外阴阴道假丝酵母菌病（vulvovaginal candidiasis，
VVC）及老年性阴道炎等 [2]。
　　目前对于阴道炎多采用抗菌药物或者激素治
疗，但单一采用西药治疗疗效欠佳，患者不但复
发风险较高，而且长久使用还会产生耐药性，破坏
阴道微生态平衡，不利于患者恢复。而随着中医药
现代化的不断发展，中药制剂在临床上获得了广泛
的认可及应用，其中阴道外用中药制剂在治疗阴道
炎中表现出更好的依从性。阴道外用中药制剂能解
决口服中药带来的不便，同时使药液直接接触阴道
黏膜，能立即发挥药效，快速改善外阴、阴道的微
环境，缓解患者的症状，具有疗效稳定、毒副作用
低、不易耐药等优点。椿皮具有清热燥湿、收涩止
带、止泻、止血的功效，药理研究表明，该植物还
具有一定的抗肿瘤和抑菌活性 [3]。苦参是我国传统
医学中常用的中药材之一，苦参总碱是其主要活性
成分，现代药学将其制成苦参凝胶，具有抗炎、抗
菌、解热镇痛、杀虫止痒等功效，近年来文献证明
其具有改善阴道炎患者临床症状、恢复阴道微生态、
提高治疗的有效率以及降低复发率的效果 [4-6]。现
代药理研究表明，牡丹皮化学成分较多，以酚及酚
苷类成分含量最高，单萜及其苷类成分次之，除此
之外还含有甾醇、三萜及其苷类和挥发油类等多种
有效成分，具有抗炎、抗凝血、降血糖、抑制神经
中枢等作用 [7]。乳香有活血定痛、消肿生肌之功效，
有研究发现乳香酸为最具代表性的药理活性成分，
具有抗炎、抗溃疡、抗肿瘤、改善记忆、保护心肾
等药理作用。有研究文献提出，乳香油脂质体对于
提高抗肿瘤药物临床疗效与降低不良反应十分重
要，在抗肿瘤治疗应用上具有极大的开发价值 [8-10]。
　　椿乳凝胶是株洲千金药业股份有限公司的已上市
药物，由椿皮、苦参、牡丹皮、乳香、冰片组成，化
学成分包括生物碱、黄酮、萜类、酚及酚苷、挥发油
和五环三萜类等多种成分 [11]。具有清热燥湿，祛瘀
生肌功效。用于慢性宫颈炎之宫颈糜烂、中医辨证属
于湿热瘀阻所致者，症见带下量多、色黄或白，腰腹
坠胀，口苦咽干，舌红苔黄腻，脉弦或滑。临床药理
学研究报道，该方具有抗炎、活血化瘀、收敛消肿的

功效，能促进正常鳞状上皮细胞再生，消除病因，清
除局部感染及坏死组织，促进正常宫颈细胞的修复再
生 [12]。从中医理论的角度，临床上使用椿乳凝胶对阴
道病可能具有一定的疗效，但缺少相关疗效数据，本
研究采用椿乳凝胶治疗阴道炎患者，探究其疗效。
1　临床资料

　　于 2021 年 9 月—2023 年 1 月，在首都医科
大学附属北京妇产医院、北京中医药大学东方医
院、湖南中医药大学第二附属医院、天津中医药
大学第二附属医院、遵义医科大学附属医院等 5
家医院共入组 222 例常见类型的阴道炎病例，按
SAS 9.4 统计软件设计的分层区组随机方法制作
盲表，试验组与对照组各 111 例，按 1∶1 分配，
其中对照组因受试者主动退出剔除 3 例，因违背
方案剔除 2 例，因入组前两周内接受过抗感染治
疗剔除 1 例，实际完成 105 例；试验组因灌肠无
法按方案疗程用药剔除 1 例，因受试者重复入组
剔除 2 例，因合并重度宫颈糜烂剔除 1 例，实际
完成 107 例。分别比较两组治疗前后阴道微生态
情况、中医证候积分、中医证候疗效以及疾病综
合疗效。本研究已通过所有观察医院的伦理委员
会批准：首都医科大学附属北京妇产医院（2021-
YW-001-01、2021-YW-001-02）；北京中医药大学
东方医院（JDF-IRB-2021041502）；湖南中医药
大学第二附属医院（2021-YW-007）；天津中医药
大学第二附属医院（2021-045-01）；遵义医科大
学附属医院（伦审 2021 第 050 号）。
1.1　入选标准 [13-14]

　　① 符合西医诊断标准常见类型的阴道炎（细
菌性阴道病、外阴阴道假丝酵母菌病、老年性阴
道炎）者；② 符合中医湿热瘀阻证辨证标准者；
③ 年龄 18 ～ 65 周岁，有性生活史者；④ 自愿
参加并且签署知情同意书者。
1.2　排除标准

　　① 细菌性阴道病：并发滴虫性阴道炎或霉菌
性阴道炎患者；外阴阴道假丝酵母菌病：并发滴
虫性阴道炎或细菌性阴道病患者；② 合并支原体、
衣原体等感染患者；③ 妊娠或准备妊娠，以及哺
乳期妇女；④ 未绝经妇女月经不规律者，包括经
期大于 7 d 或月经周期＜ 25 d 或月经周期＞ 40 d
者；⑤ 长期使用雌激素治疗者；⑥ 过敏体质或
对多种药物过敏者；⑦ 3 个月内参加过其他药物
试验者；⑧ 在 2 周内接受过抗感染、抗菌或菌群
调节治疗者；⑨ 合并重度宫颈糜烂、子宫内膜炎、
妇科肿瘤、盆腔炎、性病等引起的白带异常或阴
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痒患者；⑩ 合并心脑血管病、肝肾及造血系统等
原发性疾病、精神病患者。
2　方法

2.1　治疗方法

　　试验组采用椿乳凝胶（株洲千金药业，批号：
20210401，每支装 4 g），阴道给药，晚上睡前将
铝质药用软管内的药物注入给药器中，然后送入
阴道深处。每次月经干净第 4日后给药，5 g·d－ 1，
每个月经周期连续使用 10 d。对照组采用苦参凝
胶（贵阳新天药业股份有限公司，批号：210117，
每支装 5 g），每晚一支，注入阴道深处。每次月
经干净第 4 日后给药，5 g·d－ 1，每个月经周期
连续使用 10 d。
2.2　观察指标及判定标准

2.2.1　阴道微生态情况　比较微生物镜检情况、
微生态失调情况、白带增多等患者治疗前后变化
情况。
2.2.2　中医证候积分比较　治疗前后分别评价患
者中医证候积分，比较治疗前后中医证候积分变
化情况。
2.2.3　中医证候疗效　临床痊愈：症状、体征消失
或基本消失，证候积分减少≥ 95%。显效：症状、
体征明显改善，证候积分减少≥ 70%。有效：症状、
体征均有好转，证候积分减少≥ 30%。无效：症状、
体征均无明显改善，甚或加重，证候积分减少不足
30%。计算公式（尼莫地平法）为：证候积分＝ [（治
疗前积分－治疗后积分）÷治疗前积分 ]。
2.2.4　疾病综合疗效　临床痊愈：治疗后疾病相
关症状积分消失，原疾病实验室检查阴性。显效：
治疗后疾病相关症状积分明显减轻≥ 70%，原疾
病实验室检查阴性。有效：治疗后疾病相关症状
计分较治疗前减轻≥ 50%，原疾病实验室检查阴
性；或原疾病实验室检查阴性，治疗前后疾病相
关症状计分主要症状计分无改变。无效：治疗前
后疾病相关症状计分主要症状计分无改变，原疾
病实验室检查阳性。总有效率（%）＝（痊愈＋显
效＋有效）/ 总例数 ×100%。
2.3　统计学方法

　　采用 SAS 9.4 软件进行分析，计数资料以率
或构成比（%）表示，组间比较采用卡方检验，
等级资料采用 Wilcoxon 秩和检验。计量资料以
（x±s）表示，组间比较采用成组 t 检验，组内治
疗前后比较采用配对 t 检验，以 P ＜ 0.05 表示差
异有统计学意义。
3　结果及讨论

3.1　基线资料

3.1.1　一般资料　如表 1 所示，本次临床试验两
组受试者一般资料比较差异无统计学意义（P ＞

0.05），具有可比性。

表 1　患者一般资料比较 
Tab 1　Baseline data between the two groups

指标 对照组（n＝105）试验组（n ＝ 107） P

来源门诊 [n（%）] 105（100.0） 106（99.07） 1.000

年龄 / 岁 47.94±12.55 47.12±12.18 0.645

汉族 [n（%）] 100（95.24） 105（98.13） 0.239

已婚 [n（%）]   99（94.29） 105（98.13） 0.142

身高 /cm 160.02±4.73 160.09±4.93 0.750

体重 /kg   59.06±8.01   60.47±11.45 0.672

病程 /d 120.37±840.09   86.97±328.05 0.616

无过敏史 [n（%）] 103（98.10） 105（98.13） 0.985

无合并疾病 [n（%）]   88（83.81）   92（85.98） 0.659

无合并用药 [n（%）]   90（85.71）   93（86.92） 0.799

3.1.2　生命体征　如表 2 所示，本次临床试验两
组受试者治疗前的基本生命指征如体温、呼吸、
心率、血压等比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05），
具有可比性。

表 2　患者疗前生命体征及基本病情资料比较 
Tab 2　Patients’ vital signs and basic condition data before the 

treatment

指标 对照组（n ＝ 105） 试验组（n ＝ 107） P

收缩压 /mmHg 118.98±10.81 120.74±12.12 0.381

舒张压 /mmHg 76.54±7.29 77.53±7.72 0.393

呼吸 / 次 18.90±1.27 18.99±1.25 0.530

体温 /℃ 36.25±0.21 36.26±0.18 0.877

心率 /（次·min－1） 73.97±7.34 75.55±7.49 0.124

中医证候积分 10.18±3.13 10.73±3.42 0.288

3.2　有效性分析

3.2.1　阴道微生态情况　由表 3 可知，两组治疗
前阴道微生物检测症状（微生物镜检、微生物失
调、外阴瘙痒灼痛、白带增多、阴道黏膜出血
点、性交痛、尿频尿急尿痛等）差异均无统计学
意义（P ＞ 0.05），提示两组均衡可比；治疗后两
组受试者阴道微生物检测症状差异无统计学意义
（P ＞ 0.05）。与治疗前比，两组治疗后受试者阴
道微生物检测症状均显著降低（P ＜ 0.05）。
3.2.2　中医证候积分　由表 4 可知，两组受试
者治疗前中医证候积分比较，差异无统计学意
义（P ＞ 0.05），提示两组均衡可比；治疗后两
组中医证候积分比较，差异无统计学意义（P ＞

0.05），提示两组疗效差异无统计学意义；与治疗
前比，治疗后两组受试者中医证候积分显著降低
（P ＜ 0.0001），提示治疗后症状较治疗前减轻。
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表 3　治疗后阴道微生态情况 [n(%)] 
Tab 3　Vaginal microbiological detection after the treatment [n(%)]

指标
对照组（n ＝ 105） 试验组（n ＝ 107）

治疗前 用药后 治疗前 用药后

微生物镜检阳性 97（92.38） 57（54.29）△ 98（91.59） 55（51.40）△

微生态失调阳性 97（92.38） 75（71.43）△ 101（94.39） 70（65.42）△

外阴瘙痒灼痛阳性 94（89.52） 28（26.67）△ 96（89.72） 28（26.17）△

白带增多阳性 101（96.19） 31（29.52）△ 105（98.13） 20（18.69）△

阴道黏膜出血点阳性 49（46.67） 5（4.76）△ 55（51.40） 5（4.67）△

性交痛阳性 21（20.00） 2（1.90）△ 27（25.23） 3（2.80）△

尿频尿急尿痛阳性 30（28.57） 3（2.86）△ 39（36.45） 3（2.80）△

注：与治疗前比较，△ P ＜ 0.05。
Note：Compared with pre-treatment values，△ P ＜ 0.05.

表 4　中医证候积分治疗前后变化情况 (分 ) 
Tab 4　TCM syndrome score changes before and after the treatment (score)

组别 治疗前 用药后 差值 t P
对照组 10.18±3.13 5.00±2.80 5.18±2.48 21.442 ＜ 0.0001
试验组 10.73±3.42 4.93±2.60 5.79±2.46 24.327 ＜ 0.0001

Z － 1.063 0.042 － 1.586
P      0.288 0.967      0.113

3.2.3　中医证候疗效　由表 5 可知，对照组总有
效率为 82.86%；试验组总有效率为 91.59%，两组
的中医证候疗效差异无统计学意义（P ＝ 0.324）。

表 5　中医证候疗效评价 [n(%)] 
Tab 5　Evaluation of curative effect of TCM syndrome [n(%)]

组别 n 痊愈 显效 有效 无效 总有效

对照组 105 1（0.95）20（19.05）66（62.86）18（17.14）87（82.86）

试验组 107 0（0.00）21（19.63）77（71.96） 9（8.41） 98（91.59）

Z 0.986

P 0.324

3.2.4　疾病疗效综合评价　由表 6 可知，对照组
临床痊愈率为 18.10%，总有效率为 42.86%；试
验组临床痊愈率为 23.36%，总有效率为 48.60%，
两组的疾病疗效综合评价差异无统计学意义
（P ＝ 0.284）。

表 6　疾病综合疗效评价 [n(%)] 
Tab 6　Evaluation of comprehensive curative effect of disease [n(%)]

组别 n 痊愈 显效 有效 无效 总有效

对照组 105 19（18.10）14（13.33）12（11.43）60（57.14）45（42.86）

试验组 107 25（23.36）18（16.82） 9（8.41） 55（51.40）52（48.60）

Z 1.072

P 0.284

3.3　讨论

　　中医学认为阴道炎属于“带下病”“阴痒”范
畴，历代医籍对本病的论述亦多责之肝、脾、肾、
任、带。中医学认为本病主要与肾、脾、肝三脏
及任、带二脉有关 [15]。如《素问·骨空论》云：“任
脉为病 ...... 女子带下瘕聚”；《景岳全书·妇人规》

认为“总由命门不固”所致；《傅青主女科》认为：

“夫带下俱是湿症”。《女科撮要·带下》言：“带

下病，或因醉饱房劳，或因六因七情 ......，所致

阳气下陷，肝脾亏损，湿痰蕴积而成”，指出带

下病与水湿下注存在密切联系。现代医家在病因

与病机的认识上高度一致，认为本病主要由湿浊

内生、蕴而化热等所致。因此临床治疗以祛湿止

带为基本原则 [16-18]。

　　椿乳凝胶处方是在湿浊内生、蕴而化热的病因

基础上总结归纳而成，由椿皮、苦参、牡丹皮、乳

香、冰片等药物组成，其中椿皮清热燥湿，收敛止

带；苦参清热燥湿，利尿，杀虫止痒；牡丹皮清热

凉血，活血化瘀；乳香行气通滞，散瘀止痛，活血

消痈，祛腐生肌；冰片，开窍醒神，清热止痛。全

方共 5 味药，组方符合中医理论，配伍严谨，诸药

合用可达清热燥湿、祛瘀生肌之效。对带下病湿热

瘀阻所引起的瘙痒、疼痛、阴道黏膜充血水肿、外

阴抓痕皲裂糜烂等均有较好的治疗效果。同时，现

代药理学研究表明，椿皮对于福氏痢疾杆菌、宋氏

痢疾杆菌和大肠埃希菌有抑制作用；臭椿苦酮对阿

米巴原虫有强烈的抑制作用 [19]；苦参煎剂及苦参

碱对痢疾杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、乙

型链球菌、结核分枝杆菌等有明显抑制作用；苦参

碱、氧化苦参碱对毛癣菌、黄癣菌、红色表皮癣菌

等皮肤真菌具有不同程度抑制作用；苦参碱、氧化

苦参碱具有抗炎、抗过敏作用 [20]；冰片对金黄色

葡萄球菌、乙型溶血性链球菌、草绿色链球菌、肺
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炎球菌和大肠埃希菌等在试管内均有明显抗菌作
用，呈现出低浓度抑菌、高浓度杀菌的作用 [21]。
　　本次临床观察中，对于细菌性阴道病、老年
性阴道炎及外阴阴道假丝酵母菌病等常见类型的
阴道炎的试验组及对照组患者均仅使用了单一的
中药制剂，未结合西医疗法，两组治疗前所有指
标差异均无统计学意义，基线水平一致；试验结
束后观察指标结果差异无统计学意义，提示两组
疗效相当，两组治疗前后观察指标差异均有统计
学意义（P ＜ 0.05），提示经椿乳凝胶及苦参凝胶
治疗后，两组均具有较好的疗效，且本次观察过
程中无病情加重及不良事件发生，提示安全性好。
　　综上所述，椿乳凝胶可有效改善细菌性阴道
病、老年性阴道炎及外阴阴道假丝酵母菌病的阴
道微生态环境，中医证候积分、中医证候疗效及
疾病综合疗效与苦参凝胶疗效相当，同时由阴道
微生态改善情况及中医证候积分可知，试验组略
有优于苦参凝胶的趋势，提示椿乳凝胶对于中医
湿热瘀阻证型阴道炎有较好的临床疗效，值得推
广应用。
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1　病历资料

　　患者，女，55 岁，2023 年 5 月 13 日因“咳嗽
气促半年余，痰中带血 3 d”于我院门诊就诊，完
善肺部增强 CT 提示：左肺及左侧胸膜多发占位，
纵隔及左肺门多发淋巴结肿大（见图 1），考虑恶
性肿瘤（肺癌伴多发转移 ?）。为求治疗，于 5 月
14 日入我院肿瘤科，入科后完善头部 MRI 平扫＋

增强及全腹增强 CT 未见转移，并于 5 月 16 日行
肺穿刺活检提示涎腺型低级别癌。否认冠心病、
高血压、糖尿病、自身免疫性疾病病史。否认长
期服药史。入院诊断：① 肺涎腺型低级别癌 纵隔
及左肺门多发淋巴结肿大；② 肺结节 LU-RADS 
2 类；③ 甲状腺结节 TI-RADS 3 类；④ 脂肪肝；
⑤ 胆囊结石。排除相关禁忌后，于 6 月 1 日行第
1 周期信迪利单抗联合卡铂、培美曲塞综合治疗：
信迪利单抗注射液 200 mg 静脉滴注，治疗周期第
1 日使用；卡铂 600 mg 静脉滴注，治疗周期第 2
日使用；培美曲塞 0.8 g 静脉滴注，治疗周期第 3
日使用。治疗完成后患者无特殊不适，予以出院。
　　6 月 18 日患者出现气促不适，伴乏力大
汗，未予特殊处理。次日患者气促加重，不能平
卧。于 6 月 20 日至我院就诊，就诊过程中患者
突发心搏骤停，立即转入急诊科并同时予心肺复
苏，11 min 后患者呼吸、心跳及意识恢复，于当
日收入重症医学科。入重症医学科时神志清楚，
四肢肌力 5 级，肌张力无明显增强或减弱。入院
后实验室化验及检查结果示，心肌酶谱：肌酸激
酶（CK）9700 U·L－ 1（40 ～ 200 U·L－ 1）， 肌
酸激酶同工酶（CK-MB）124 U·L－ 1（0 ～ 24 
U·L－ 1）， 肌 钙 蛋 白 I （CTnI）0.691 ng·mL－ 1

（≤ 0.1 ng·mL－ 1），乳酸脱氢酶（LDH）1016 
U·L－ 1（120 ～ 250 U·L－ 1），肌红蛋白（MYO）
10278 ng·mL－ 1（0 ～ 70 ng·mL－ 1）；N- 端 脑
利钠肽前体 409.7 ng·L－ 1；C- 反应蛋白（CRP）
29 mg·L－ 1（0 ～ 6 mg·L－ 1）；红细胞沉降率
（ESR）70 mm·h－ 1（0 ～ 40 mm·h－ 1）；肝功能：
谷丙转氨酶 283 U·L－ 1（7 ～ 40 U·L－ 1），谷草
转氨酶 553 U·L－ 1（13 ～ 35 U·L－ 1）；自身抗
体：抗 RO-52 抗体阳性（＋）、抗 SS-A 抗体阳性
（＋）、抗核抗体（1∶160）阳性（＋）、抗核抗体
（1∶320）弱阳性、抗核抗体（1∶80）阳性（颗粒
型）；乙酰胆碱受体（AChR）抗体阳性；连接素
阳性；抗 SSA/RO 抗体阳性；抗 Titin 抗体阳性。
心电图：窦性心动过速，不完全性右束支传导阻
滞。心脏彩超：室壁运动减弱，心功能减退。肺
动脉 CTA 未见明显异常。
　　入院第 1 日（6 月 21 日）患者出现呼吸增快不
能平卧，查四肢肌力为 3 级，动脉血气：二氧化碳
分压（PaCO2）79 mmHg，氧合指数 162，考虑呼
吸肌无力通气不足，立即予以气管插管。当日下午
患者出现双侧眼睑下垂，肌力下降。排除冠脉综合
征后，考虑免疫检查点抑制剂（immune checkpoint 
inhibitors，ICIs）相关心肌炎、肌炎、重症肌无力可
能性大，予甲泼尼龙 240 mg [4 mg/（kg·d）] 静脉
滴注 5 d、免疫球蛋白 25 g·d－ 1 静脉滴注 5 d 后，
CK、CK-MB 及 MYO 均下降，但 CTnI 仍呈上升趋
势（见图 2）。经多学科会诊（肿瘤科、心内科、肾
内科、神经内科、临床药学）后，诊断为 ICIs 相关
心肌炎、肌炎、重症肌无力，加用吗替麦考酚酯口
服（0.5 g/ 次，2 次·d－ 1）及血浆置换。甲泼尼龙

药品不良反应
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240 mg·d－ 1 静脉滴注 9 d、免疫球蛋白 25 g·d－ 1

静脉滴注 6 d、吗替麦考酚酯 1 g·d－ 1 口服 6 d、行
3 次血浆置换后，患者心肌酶谱较前明显下降（见图
2）。第 10 日患者四肢肌力下降至 1 级，感染加重，
将甲泼尼龙剂量下调，并予美罗培南抗感染、溴吡
斯的明对抗肌无力。第 15 日患者淋巴细胞绝对值较
前下降（0.18×109·L－ 1）（见图 3），且免疫功能严
重抑制，继续下调甲泼尼龙剂量并停用吗替麦考酚
酯（期间 CK 及 CTnI 呈下降趋势）。患者自入院起多
次发生心律失常，予胺碘酮复律或电复律后可转为
窦律。自第 5 日起间断行血浆置换，住院期间。第
30 日复查心肌酶谱（CK 232 ng·mL－ 1、CK-MB 54 
U·L－ 1、CTnI 0.52 ng·mL－ 1，LDH 574 U·L－ 1，
MYO 4726.3 ng·mL－ 1）较前明显下降。但患者肌力
无法恢复，不能脱离呼吸机，最终死亡。

图 1　患者 5 月 13 日肺部增强 CT 图片（箭头所指为左肺占位）

图 2　患者住院期间心肌酶谱主要指标变化及主要治疗情况

2　讨论

2.1　信迪利单抗与 ICIs 相关心肌炎、肌炎、重症

肌无力的关联性评价

　　采用 Naranjo’s 药物不良反应评估量表评价药
物与不良反应之间的关系，结果见表 1。本例患者
评分为 5 分，判定信迪利单抗与 ICIs 相关心肌炎、

肌炎、重症肌无力的相关性为很可能。

表 1　Naranjo’s药物不良反应评估量表

相关问题 问题打分 评分

该 ADR 先前是否有结论性报告？ ＋ 1 0 0 ＋ 1

该 ADR 是否在使用可疑药物后发生？ ＋ 2 － 1 0 ＋ 2

该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂得到缓解？ ＋ 1 0 0 ＋ 1

该 ADR 是否在再次使用可疑药物后重复出现？ ＋ 2 － 1 0 0

是否存在其他原因能单独引起该 ADR ？ － 1 ＋ 2 0 0

该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现？ － 1 ＋ 1 0 0

药物在血液或其他体液中是否达到毒性浓度？ ＋ 1 0 0 0

该 ADR 是否随剂量增加而加重，或随剂量减少

而缓解？

＋ 1 0 0 0

患者是否曾暴露于同种或同类药物并出现过类

似反应？

＋ 1 0 0 0

是否存在任何客观证据证实该反应？ ＋ 1 0 0 ＋ 1

总分值 ＋ 5

注：总分≥ 9 分，为“肯定”；5 ～ 8 分，为“很可能”；1 ～ 4 分，

为“可能”；≤ 0 分，为“可疑”。

2.2　ICIs 相关心肌炎、肌炎、重症肌无力相关病

例的文献回顾

　　通过在中国知网、万方、维普、PubMed 等数
据库检索发表的肿瘤患者使用信迪利单抗后出现 
ICIs 相关肌炎和 / 或心肌炎和 / 或重症肌无力的病
例文献。最终检索出 17 篇文献，其中英文文献 5
篇 [1-5]，中文文献 12 篇 [6-17]。共纳入患者 17 例，其
中肺癌 7 例，食管癌 2 例，胸腺瘤 2 例，肝癌、贲
门癌、肝外胆管癌、卵巢癌、乳腺癌、肾癌各 1 例。
男性 9 人，女性 8 人。发病年龄 48 ～ 85 岁。17
例患者中心肌炎合并肌炎和 / 或重症肌无力重叠综
合征 7 例，心肌炎 9 例，肌炎 1 例。症状主要表现
为乏力、肌痛、眼睑下垂和气促。治疗上，17 例
患者均在发病后停药，并使用甲泼尼龙治疗，其
中使用免疫球蛋白 6 例，使用免疫抑制剂（他克莫
司 / 吗替麦考酚酯）2 例，血浆置换 2 例。经积极
治疗后，最终症状缓解 15 例，死亡 2 例（见表 2）。
2.3　ICIs 相关心肌炎、肌炎、重症肌无力的诊断

依据

图 3　患者住院期间淋巴细胞绝对值变化情况



847

中南药学 2025 年 3 月 第 23 卷 第 3 期　Central South Pharmacy. March  2025, Vol. 23 No. 3

　　程序性死亡受体 -1（PD-1）是 T 细胞上重要的
共抑制信号，PD-1 结合相应的抗体，可发挥免疫
抑制作用，导致 T 细胞活性下调，促进肿瘤细胞
逃避免疫监视。而信迪利单抗作为 PD-1 抑制剂阻
断了这一信号通路，激活了免疫反应，从而促进细
胞介导的肿瘤细胞破坏。但随之带来的免疫治疗相
关不良反应（irAE）几乎可以影响身体任何器官。
　　ICIs 相关重症肌无力是一种罕见的 irAE，常
见的临床表现包括上睑下垂、肢体无力和呼吸
困难等。结合患者症状和 AChR 抗体阳性往往
可确诊，但抗体阴性不能排除 ICI 相关重症肌无
力 [18]，有研究显示，AChR 抗体整体阳性率仅
为 66%[19]。结合本例患者双眼睑下垂、肌力下降
及 AChR 抗体、抗 Titin 抗体阳性，ICI 相关重症
肌无力诊断明确。ICI 相关肌炎的典型症状是肌
无力，常伴随心肌炎和重症肌无力样症状，且病
死率高于其他 irAEs[20]。其中 CK、炎症标志物
（CRP 和 ESR）均可升高。肌电图、MRI、肌肉
活检也可用于辅助诊断 [18]。本例患者在使用信迪
利单抗 17 d 后，出现肌酶显著升高，有明显的时
间关联性，符合 ICI 相关肌炎诊断。ICI 相关心肌
炎是一种罕见但严重的 irAE，其症状无特异性，
包括胸痛、心悸、头晕、心源性休克和猝死等。
其典型特征之一是血清心脏生物标志物的升高，
如 CTnI、CK-MB 和脑利钠肽。据报道，大部分
患者心电图异常，并可能出现各种心律失常或传
导阻滞 [21-22]。ICI 相关心肌炎目前的诊断包括生

物标志物检测、超声心动图、心脏磁共振和活检
等。结合本例患者入院时突发心搏骤停、心肌酶
谱显著升高、反复出现心律失常，可诊断为 ICI
相关心肌炎。
2.4　ICI 相关心肌炎、肌炎、重症肌无力的治疗

及预防

　　心肌炎合并肌炎和 / 或重症肌无力重叠综合征
患者住院死亡率高，在一项纳入了 60 位重叠综合
征患者的回顾性研究中，死亡率接近 60%[23]。指南
指出对于重度 irAE 患者（G4 级），通常需要永久
性停用 ICI，并早期使用大剂量甲泼尼龙冲击，必
要时联合静脉用免疫球蛋白和血浆置换治疗 [18]。
对于难治性或对激素耐药的 irAE 患者，可考虑其
他免疫抑制治疗，包括利妥昔单抗、吗替麦考酚
酯、抗胸腺细胞球蛋白 [24] 和阿巴西普 [25] 等。必要
时予心脏起搏器及呼吸机支持治疗。该患者早期虽
积极予大剂量甲泼尼龙冲击，联合免疫球蛋白及吗
替麦考酚酯治疗，并多次行血浆置换，但患者疾病
发展迅速，病情危重，预后仍差。为降低 irAEs 风
险，患者在免疫治疗前应检测 AChR 抗体和肌肉特
异性抗体谱等，并评估心功能情况。在免疫治疗过
程中，应密切关注患者是否出现肌无力、肌痛、眼
睑下垂、心悸和气促等症状，并动态监测心肌酶
谱、炎症指标和心电图等。
3　小结

　　ICI 使得越来越多的非小细胞肺癌和其他类
型癌症患者获益，但随之也出现了越来越多的不

表 2　17 例患者的临床特征

病例 性别 年龄 / 岁 原患疾病 免疫相关并发症 主要临床症状 主要治疗 结局

1[1] 男 68 肺癌 心肌炎 进行性吞咽困难 甲泼尼龙 缓解

2[2] 女 71 肝外胆管癌 重叠综合征 疲劳、腰痛、双下肢乏力酸痛、双

眼睑下垂、呼吸困难

甲泼尼龙、免疫球蛋白、他克莫司 缓解

3[3] 男 66 肺癌 重叠综合征 疲劳、肌痛、气促、进行性肌无力 甲泼尼龙、免疫球蛋白、血浆置换 缓解

4[4] 男 60 肺癌 心肌炎 发现肌钙蛋白升高 甲泼尼龙 缓解

5[5] 男 66 肺癌 心肌炎 胸痛、呼吸困难 甲泼尼龙、免疫球蛋白 缓解

6[6] 女 68 卵巢癌 重叠综合征 乏力、胸闷、眼睑下垂、视物重影 甲泼尼龙、免疫球蛋白 缓解

7[7] 女 63 乳腺癌 重叠综合征 眼睑下垂 甲泼尼龙 缓解

8[8] 男 85 肝癌 重叠综合征 肌肉酸痛 甲泼尼龙 缓解

9[9] 男 68 食管癌 肌炎 眼睑下垂、肌肉酸痛 甲泼尼龙 缓解

10[10] 男 67 肺癌 重叠综合征 全身酸痛、胸闷气促 甲泼尼龙、免疫球蛋白、血浆置换 缓解

11[11] 女 64 贲门癌 心肌炎 后背疼痛、气短 甲泼尼龙 缓解

12[12] 女 79 食管癌 心肌炎 乏力、呼吸困难 甲泼尼龙 死亡

13[13] 女 60 肺癌 心肌炎 乏力、食欲缺乏、胸闷气短 甲泼尼龙 缓解

14[14] 女 84 肾癌 心肌炎 双眼睑下垂 甲泼尼龙 缓解

15[15] 女 48 胸腺瘤 心肌炎 喘气、心慌 甲泼尼龙 缓解

16[16] 男 49 胸腺瘤 心肌炎 眼睑下垂 甲泼尼龙、免疫球蛋白、吗替麦考酚酯 死亡

17[17] 男 58 肺癌 重叠综合征 发现心肌标志物升高 甲泼尼龙 缓解
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良反应 / 不良事件。我们需要时刻注意免疫治疗
所带来的毒副作用，除了选择正确有效的免疫治
疗方案外，在免疫治疗过程中，应做到积极预
防、主动监测、早期发现、早期治疗，并高度警
惕高危事件的发生。
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多种油脂肪乳注射液（C6 ～ 24）致脂肪超载综合征 1 例
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　　多种油脂肪乳注射液（SMOF）是以 30% 大
豆油、30% 中链三酰甘油、25% 橄榄油及 15% 鱼
油等 4 种油为主要有效成分的新型复方静脉乳剂，
相较于一般脂肪乳，SMOF 加入了鱼油和橄榄油，
减少了ω-6 与ω-3 多不饱和脂肪酸的比例，增加
了ω-9 单不饱和脂肪酸含量，其配比更均衡，在
供能的同时还可降低炎症反应、过氧化反应与血
栓形成的风险，使 SMOF 达到了营养供能、免疫
调节和治疗作用的协调统一 [1-3]。SMOF 常用于内
科急危重症或者围手术期患者，可以降低危重患
者炎症因子水平和胃肠术后患者并发症发生率，
在一定程度上改善预后 [3-4]。SMOF 常见不良反应
有恶心、呕吐、高血糖、体温轻度升高、寒战、
颈部、背部、骨、胸和腰部疼痛及过敏反应（急
性过敏反应、皮疹、风疹）等。作为一种新型均
衡性脂肪乳剂，目前关于 SMOF 不良反应的报道
较少，SMOF 相关脂肪超载综合征十分罕见，国
内未见文献报道。本文报道 1 例重症新型冠状病
毒感染合并急性胃炎患者住院期间使用 SMOF 引
起的罕见脂肪超载综合征，并进行文献复习，以
期提高临床医师对 SMOF 相关脂肪超载综合征的
认识，为临床规范用药提供参考。
1　病历资料
　　患者，男，81 岁，因“间断发热伴呼吸困难
10 余日”于 2023 年 5 月 14 日入院。患者 10 余
日前发热（体温最高 38℃），当地卫生院输液治
疗近 1 周（具体用药不详），体温降至正常，但
呼吸困难症状逐渐加重。5 月 14 日就诊于当地县
人民医院，2 次新型冠状病毒抗原呈阳性，胸部
CT 提示双肺多发弥漫性炎性病变并实变，诊断
为重症肺炎，当日转入我院重症医学科。患者既
往有冠心病史，具体用药不详；无高血脂病史。
否认其他疾病史和药食过敏史。入院查体：体重 
80 kg，身高 1.70 m，体质量指数（BMI）27.68 

kg·m－ 2， 体 温 36.6℃、 心 率 108 次·min－ 1，
呼 吸 32 次·min－ 1， 血 压 149/80 mmHg（1 
mmHg ＝ 0.133 kPa）。神清，双侧瞳孔直径 3 
mm，光敏。双肺呼吸音粗，可闻及明显干湿啰
音。心律齐，未及杂音。腹部平软，全腹无压痛、
反跳痛，双下肢不肿，四肢肌力正常，双侧巴宾
斯基征（－）。辅助检查：白细胞计数（WBC）
14.59×109 个·L－ 1↑、中性粒细胞百分比（N%）
94.40%↑、血红蛋白（Hb）148.00 g·L－ 1、血小
板 计 数（PLT）139.00×109·L－ 1。C 反 应 蛋 白
（CRP）284.22 mg·L－ 1↑。降钙素原（PCT）0.13 
ng·mL－ 1。粪便颜色：褐色；隐血试验：阳性；
红细胞：＋＋＋＋ ↑；白细胞：＋ ↑，余正常。
肝功能：总胆红素（TBIL）29.29 μmol·L－ 1↑、
直接胆红素（DBIL）14.22 μmol·L－ 1↑、白蛋白
（ALB）32.15 g·L－ 1，余正常。血脂：三酰甘
油（TG）0.59 mmol·L－ 1、总胆固醇（TC）4.01 
mmol·L－ 1。肌钙蛋白、肾功能、电解质、凝血
功能、糖化血红蛋白、甲状腺功能以及免疫球蛋
白正常。支气管镜肺泡灌洗液＋咽拭子新型冠
状病毒核酸检测阳性，TORCH 十项、呼吸道九
项检测阴性。血气分析 pH 7.46、二氧化碳分压
（PaCO2）35.4 mmHg、氧分压（PaO2）56.1 mmHg
（FiO2：80%）↓、剩余碱（BE）1.6 mmol·L－ 1、
碳酸氢根离子（26.4）mmol·L－ 1、乳酸（Lac）1.2 
mmol·L－ 1。心电图提示窦性心律。床边胃镜提
示急性胃黏膜弥漫性出血点，未见明显溃疡和出
血。床边胸部 DR：双肺感染伴左侧胸腔积液。
入院诊断：① 重症肺炎（新型冠状病毒感染，危
重型）；② Ⅰ型呼吸衰竭；③ 胸腔积液；④ 冠心
病；⑤ 急性胃炎。入院予气管插管＋机械通气，
胸腔穿刺引流。莫西沙星（0.4 g ivgtt qd）联合哌
拉西林他唑巴坦（4.5 g ivgtt q8h）抗感染治疗，溴
己新化痰，地塞米松磷酸钠注射液（5mg iv qd）
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减轻免疫炎症反应，奈玛特韦片 / 利托那韦片组
合包装抗病毒治疗，奥美拉唑（40 mg ivgtt qd）
护胃等对症治疗。营养方面，患者 NRS 2002 评
分 4 分，NUTRIC 评分 6 分，存在营养风险。予
三升袋全营养液肠外营养支持 [ 总能量 10 046 kJ，
包含葡萄糖（Glu）279 g，20% SMOF（费森尤斯
卡比华瑞制药有限公司，国药准字：J20171016）
100 g，11.4% 氨基酸 96 g，多种电解质、维生素
和微量元素 ]，总液体量 3000 mL 左右，经中心
静脉输注，150 mL·h－ 1。
　　住院第 2 日患者低热，体温 38℃，痰液
呈白色丝状，痰中带血，复查血常规：WBC 
12.71×109·L－ 1↑、N% 88.00%↑、Hb 130 g·L－ 1、
PLT 129.00×109·L－ 1。CRP 122.45 mg·L－ 1↑，
PCT 0.24 ng·mL－ 1。肺泡灌洗液培养以及血培养
回报未见异常，予伏立康唑（200 mg ivgtt q12h）预
防真菌感染治疗。住院第 6 日患者呼吸困难症状较
前改善，复查血常规：WBC 2.88×109·L－ 1↓、N% 
88.60%↑、Hb 76 g·L－ 1↓、PLT 55.00×109·L－ 1↓。
粪便颜色：黄色；隐血试验：阴性。CRP 73.78 
mg·L－ 1，PCT 0.18 ng·mL－ 1。 凝 血 功 能：D-
二聚体 1.98 μg·mL－ 1↑，凝血酶原时间（PT）
20.50 s↑、国际标准化比值（INR）1.94↑、活化部
分凝血活酶时间（APTT）64.60 s↑、凝血酶时间
（TT）17.90 s↑、纤维蛋白原（FIB）1.30 g·L－ 1。
肝 功 能：TBIL 100.82 μmol·L－ 1↑、DBIL 85.46 
μmol·L－ 1↑、ALB 30.47 g·L－ 1↓、 谷 草 转 氨 酶
（AST）102.41 U·L－ 1↑、 谷 丙 转 氨 酶（ALT）
142.48 U·L－1↑。AST/ALT 0.72、碱性磷酸酶（ALP）
143.82 U·L－ 1、γ- 谷氨酰基转移酶（GGT）129.88 
U·L－ 1↑，余正常。心肌酶谱：乳酸脱氢酶（LDH）
412.23 U·L－ 1↑，肌酸激酶（CK）149.12 U·L－ 1，
余 正 常。 血 脂：TG 6.21 mmol·L－ 1↑、TC 2.69 
mmol·L－ 1↓。肾功能和电解质正常。血气分析 pH 
7.41、PaCO2 36.9 mmHg、PaO2 80.2 mmHg（FiO2：
80%）、BE 0.7 mmol·L－ 1、24.3 mmol·L－ 1、Lac 
0.9 mmol·L－1。复查床边胃镜见胃黏膜散在出血点，
较前改善，无溃疡和出血。床边腹部超声提示：肝
脾轻度肿大，未见肝内外胆管阻塞。经我院药学部
会诊后诊断为 SMOF 导致的脂肪超载综合征，立
即停用 SMOF，改肠内营养支持，悬浮红细胞 3 
U ＋新鲜冰冻血浆 500 mL 输注，余治疗方案不变。
　　住院第 9 日复查患者症状和氧合指数（PaO2/
FiO2：137） 较 前 进 一 步 改 善。 血 常 规：WBC 
13.70×109·L－ 1↑、N% 93.80%↑、Hb 99.00 g·L－ 1↓、
PLT 85.00×109·L－ 1↓。白细胞介素（IL）-6 67.90 

pg·mL－1↑，CRP 43.34 mg·L－1↑，PCT 0.34 ng·mL－1。
血脂：TG 1.69 mmol·L－ 1、TC 3.13 mmol·L－ 1。
肝 功 能：TBIL 88.07 μmol·L－ 1↑、DBIL 70.23 
μmol·L－ 1↑、ALB 28.84 g·L－ 1↓、AST 47.92 U·L－ 1、
ALT 18.81 U·L－1、AST/ALT 2.55、ALP 123.82 U·L－1、
GGT 134.34 U·L－ 1↑，余正常。凝血功能、肾功能、
电解质和正常。住院第 12 日复查血气分析 pH 7.42、
PaCO2 35.4 mmHg、PaO2 76.2 mmHg（FiO2：50%）。
WBC 10.31×109·L－ 1↑、N% 81.40%↑、Hb 102.00 
g·L－ 1↓、PLT 100.00×109·L－ 1。 血 脂：TG 1.15 
mmol·L－ 1、TC 4.78 mmol·L－ 1。凝血功能、肾肝
功能、电解质和正常。CRP 51.24 mg·L－ 1↑，PCT 0.29 
ng·mL－ 1。住院第 16 日，患者拔出气管插管，序
贯无创呼吸机支持，复查血脂基本正常，患者住院
期间血脂及总胆红素变化见图 1。住院第 20 日改用
经鼻高流量给氧（FiO2：40%，流速 50 L·min－ 1），
复查胸片较前明显改善，住院第 22 日患者转呼吸科
病房，患者住院期间使用药物情况见表 1。

表 1　患者住院期间使用药物情况

药物 用法 疗程

莫西沙星注射液 0.4 g ivgtt qd d1 ～ d14

哌拉西林他唑巴坦钠 4.5 g ivgtt q8h d1 ～ d21

盐酸溴己新 8 mg ivgtt q12h d1 ～ d12

地塞米松磷酸钠注射液 5 mg iv qd d1 ～ d10

奈玛特韦片 / 利托那韦片组合包装 3 片 po q12h d1 ～ d5

注射用奥美拉唑 40 mg ivgtt qd d1 ～ d12

依诺肝素 60 mg ih qd d1 ～ d21

肠外营养（SMOF） 100 g ivgtt qd d1 ～ d6

伏立康唑注射液 200 mg ivgtt q12h d1 ～ d14

图 1　患者住院期间血脂和总胆红素变化情况

2　讨论
2.1　患者肠外营养处方分析
　　国内外指南都建议对所有入院 ICU 不能自主
进食的患者进行营养风险评估，尽早启动营养支
持（入院 24 ～ 48 h）可改善重症患者预后，缩
短 ICU 住院时间和总住院时间，肠内营养支持
优于肠外营养 [5-6]。对于不能通过肠内途径提供
营养素者或有营养不良风险，NRS 2002 ≥ 5 分
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或 NUTRIC ≥ 6 分，48 ～ 72 h 内肠内营养无法
满足能量与蛋白质目标需要量的患者（≤ 60%），
尽早启动肠外营养 [5-6]。同时指南建议有活动性
消化道出血或各种胃肠道疾病导致消化吸收功能
受损的患者应暂停肠内营养 [7]。该患者入院隐血
试验：阳性，床边胃镜提示急性胃黏膜弥漫性出
血点。患者 NRS 2002 评分 4 分，NUTRIC 评分
6 分，存在营养不良风险，因此入院早期予肠外
营养支持。肠外营养处方包括碳水化合物、氨基
酸、脂肪乳、电解质、维生素、微量元素和特殊
营养素等。常规使用基于体重的方法计算总热量，
多数需求量在 25 ～ 126 kJ/（kg·d）。成人每日
需水量 30 ～ 40 mL/（kg·d）。葡萄糖是首选供
能物质，占非氮热卡（NPC）50% ～ 70%，脂肪
乳占 NPC 30% ～ 50%，糖脂比为 6∶4，热氮比
为 100∶1 ～ 150∶1 时利用最佳。该患者依据指
南肠外营养，具体处方如下：50% 葡萄糖注射液
（GS）358 mL ＋ 10% GS 750 mL ＋ 5% 葡萄糖
氯化钠注射液（GNS）500 mL ＋ 20% SMOF 500 
mL ＋ 11.4% 氨基酸 850 mL ＋ KCl 6 g ＋ 20% 葡
萄糖酸钙 20 mL ＋ 25% 硫酸镁 5 mL ＋三磷酸腺
苷注射液 20 mL ＋水溶性和脂溶性维生素 1 支，
微量元素针 1 支，总热卡 10 046 kJ，总液体量约
为 3000 mL，热氮比约为 131∶1。所有营养物质
混合于 3 L 输液袋中，经过中心静脉输注，输注
速度 150 mL·h－ 1。该患者肠外营养经过科学计
算，配比合理，采用中心静脉输注，因此可以排
除处方配比和输注方式不合理引起的脂肪超载综
合征。SMOF 说明书提示标准剂量为 1.0 ～ 2.0 g/
（kg·d），推荐输注速率为 0.125 g/（kg·h），不
超过 0.15 g/（kg·h）。该患者体重 80 kg，每日
剂量未超过 160 g·d－ 1，剂量在说明书推荐范围
内，输注速度为 0.0625 g/（kg·h），亦在合理范
围，脂肪超载综合征属于不良反应范畴。
2.2　 药品不良反应关联性评价
　　该患者入院初始血脂水平正常，肠外营养支持
（SMOF，500 mL·d－ 1）5 d 后患者出现低热，复
查血脂和胆红素明显升高（TG 升高为主），血常规
（三系减少）和凝血功能严重异常，不良反应与使
用脂肪乳具有明显时间关联性，且客观诊断证据充
分。患者住院期间同时使用莫西沙星、哌拉西林他
唑巴坦、溴己新、地塞米松磷酸钠、奈玛特韦片 /
利托那韦片、奥美拉唑和伏立康唑等治疗，但是以
上药品说明书以及相关文献均未提及高脂血症或脂
肪超载综合征不良反应。患者镇静镇痛使用右美托
咪定＋瑞芬太尼＋咪达唑仑，未使用丙泊酚，可以

排除丙泊酚的影响。患者既往无高血脂病史，发
生不良反应时复查感染指标较入院时明显下降，床
边胃镜较前改善，感染及消化道出血相关三系减少
基本可以排除，入院相关检查可排除其他疾病导致
的脂肪超载综合征。国外文献曾报道 SMOF 导致
脂肪超载综合征，该患者停用 SMOF 后患者血脂、
胆红素及凝血功能迅速恢复正常 [8]。根据诺氏 药
品不良反应评估量表评分为 7 分，提示患者的脂肪
超载综合征和 SMOF“很可能”存在关联。
3　SMOF相关不良反应和脂肪超载综合征的文
献复习
　　脂肪超载综合征是一种静脉输注含有脂肪乳
剂相关的罕见并发症，临床特点为发热、头痛，
高血脂、黄疸、肝脾肿大、贫血、白细胞减少、
血小板减少、凝血机制障碍、肝功能检查异常等，
严重者可出现呼吸窘迫、昏迷、多器官功能衰
竭 [9]。脂肪超载综合征发生的主要原因包括不合
理输注（快速或大剂量）及 TG 廓清能力下降（儿
童、高龄及肿瘤患者）两个方面 [10-12]。
　　SMOF 是一种新型均衡性脂肪乳剂，长期使
用（≥ 28 d）的不良反应发生率较低，在早产儿
中具有很高的安全性 [13-16]。SMOF 相关脂肪超载
综合征罕见，笔者检索中国知网、万方、维普及 
PubMed 等数据库，SMOF 相关脂肪超载综合征
仅有 3 例国外文献报道，具体见表 1。其中 2 例
是婴幼儿，合并有先天性疾病 [9，17]，另外 1 例为
高龄患者 [8]。脂肪廓清能力具有个体差异性，高
龄和婴幼儿对 SMOF 廓清能力下降，这可能是本
案例患者发生脂肪超载综合征的危险因素，提示
高龄或者婴幼儿输注 SMOF 应该调整剂量或加强
监测，避免不良反应发生。3 例患者均是快速或
大量输注 20% SMOF 后出现脂肪超载综合征，最
短为 1 例使用 1 h 后发生 [9]，最长为 14 h[17]。3 例
患者都表现为发热和神志改变，2 例婴幼儿除以
上临床表现，还有心动过速、呼吸困难等特征。
本例患者气管插管，本身有新型冠状病毒感染，
且处于药物镇静状态，通过发热和神志改变判断
是否发生脂肪超载综合征相对困难，这可能是本
案例患者发生不良反应的另一个危险因素，提示
对于感染性疾病气管插管患者接受 SMOF 治疗时
可以通过监测相关指标（如血脂、肝肾功能、血
常规等）及早发现不良反应。此外，其中 1 例婴
幼儿合并高脂性胰腺炎 [17]。3 例患者 TG 最高为
1398.23 mg·dL－ 1（15.8 mmol·L－ 1）， 最 低 为
934 mg·dL－ 1（10.55 mmol·L－ 1）[8-9，17]，均超过
本案例患者血脂水平。停药后予输液、输血等替
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代治疗后症状迅速改善，预后良好。关于 SMOF
导致脂肪超载综合征的大样本研究较少，其发病

率和临床特点需要进一步研究。

表 1　使用多种油脂肪乳致脂肪超载综合征的个案报道

文献 年龄 / 性别 输注速度 / 总量 
使用

时间 /h
合并疾病 症状

TG/
（mg·dL － 1）

预后

Schlegelmilch
等 [17]

11 个月 / 女 1.12 g/（kg·h），
15.68 g·kg － 1

14 肠衰竭，代谢性酸中毒、呼吸衰竭，胰

腺炎，四肽重复结构域 7A（TTC7A）

突变结构域 7A（TTC7A）突变

心动过速、呼吸急促、

尿少、易怒、发热、

酸中毒

1398.23 康复

Hojsak 等 [9] 2 岁 / 女 3.6 g/（kg·h）， 
20 g

  1 短肠综合征，肠衰竭肝病 呼吸困难、发热、心动

过速

/ 康复

Moon 等 [8] 72 岁 / 男 20 g·h － 1，100 g   4 高血压，糖尿病，多发性骨髓瘤 肌肉疼痛、发热、嗜睡 934 康复

4　总结
　　目前已经报道的 SMOF 相关脂肪超载综合
征患者几乎都是快速或者过量输注所致，因此
必须科学规范输注 SMOF，SMOF 标准剂量为
1.0 ～ 2.0 g/（kg·d），不超过 3 g/（kg·d），输注
速度控制在 1.2 ～ 1.7 mg/（kg·min）。SMOF 相
关的脂肪超载综合征虽罕见，但应该引起足够的
重视，定期监测患者血脂、血常规、凝血功能及
肝功能等指标，TG 大于 3 mmol·L－ 1 时，停用
或者减量输注脂肪乳剂，避免不良反应发生。重
症感染、肾衰竭、高龄、儿童等患者输注 SMOF
时应该减量。此外，肝素会消耗脂蛋白酯酶，导
致 TG 代谢速度下降，因此接受 SMOF 治疗期间
应减少肝素用量。一旦发现脂肪超载综合征，立
即停药，多数患者症状可快速逆转。合并血红蛋
白严重降低、血小板计数≤ 30×109·L－ 1、低白
蛋白血症或凝血功能障碍者，可输注红细胞、血
小板和血浆（10 mL·kg－ 1）；低白蛋白血症可输
注白蛋白 [0.5 g/（kg·d）][9]。严重高三酰甘油血
症或合并急性胰腺炎者进行血浆置换治疗可以快
速清除血脂，改善预后 [18]。
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基于 FAERS对儿童使用多西环素和米诺环素的 
不良反应信号挖掘和分析
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摘要：目的　利用美国食品药品监督管理局的不良事件报告系统（FAERS）挖掘儿童使用多西环素

和米诺环素的不良反应（ADR）风险信号，为儿童使用多西环素和米诺环素的安全性评估提供参

考。方法　使用 OpenVigil 检索 FAERS 数据库 2004 年第 1 季度至 2023 年第 3 季度以多西环素和米

诺环素为首要怀疑药物的 8 岁以下和 8 岁及以上的儿童不良事件（adverse drug event，ADE）报告，

采用比例报告比值比法和报告比值比法挖掘多西环素和米诺环素 ADR 信号。结果　经数据清洗，

检索到以多西环素和米诺环素为首要怀疑药物的 ADE 报告，其中 8 岁以下儿童的分别为 67 份和 7
份，8 岁及以上儿童的分别为 459 份和 781 份。8 岁以下儿童使用多西环素所累及的器官系统主要

包括胃肠道系统、血液系统、神经系统；在该年龄组中未观察到米诺环素的明显信号。结论　本研

究检索到的多西环素与米诺环素 ADR 信号基本与说明书一致。对于多西环素，8 岁以下儿童使用

时需注意未被说明书收录的霍纳综合征、肺部误吸等潜在风险；8 岁及以上儿童使用时则需警惕赫

氏反应、硬化性胆管炎等风险。对于米诺环素，8 岁以下儿童使用时应注意未被说明书提及的先天

性足部畸形和血压异常等风险；8 岁及以上儿童使用时则要注意急性甲状腺炎、嗜酸性粒细胞性脑

膜炎等风险。

关键词：多西环素；米诺环素；儿童；不良反应；药物警戒
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Data mining of adverse reaction signals in children using doxycycline and 
minocycline based on FAERS

LUO Jia-ni1, WANG Chun-yan2, 3, TAN Sheng-lan1, 2, 3* (1. College of Pharmacy, Guilin Medical 
University, Guilin  Guangxi  541199; 2. Department of Pharmacy, Second Xiangya Hospital, Central 
South University, Changsha  410011; 3. Institute of Clinical Pharmacy, Second Xiangya Hospital, 
Central South University, Changsha  410011)

Abstract: Objective  To elucidate the adverse drug reaction (ADR) risk profiles in children taking 
doxycycline or minocycline via data mining from the U. S. Food and Drug Administration Adverse Event 
Reporting System (FAERS), and the evaluate safety of doxycycline and minocycline use in children. 
Methods  OpenVigil was used to search adverse drug event (ADE) reports of children under 8 years 
of age and those 8 years and older, with doxycycline and minocycline as the primary suspected drugs 
from the FAERS database from Q1 2004 to Q3 2023. The proportional reporting ratio and reporting 
odds ratio methods were use to discern ADR signals associated with doxycycline and minocycline 
usage. Results  After data cleaning,  67 and 7 ADE reports indicated doxycycline and minocycline as 
the primary suspects in children between 0 ～ 7 years, while 459 and 781 reports in children between 
8 years and older, respectively. Predominant organ systems affected by doxycycline administration in 
children under 8 years included the gastrointestinal, hematologic, and nervous systems, no discernible 
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　　肺炎支原体，是引发儿童上呼吸道及下呼吸道
感染的重要病原体。研究显示，约 10% 的感染儿
童可能会发展成肺炎，尤其在学龄儿童中，支原体
肺炎的占比高达 20%[1]。近年来，东亚地区耐药支
原体肺炎的发病率有所上升，传统的大环内酯类
药物治疗效果不佳，耐药菌的基因变异和强大的环
境适应性给治疗带来了巨大挑战 [2]。多西环素和米
诺环素这类四环素类药物虽在病程控制和快速退热
上表现优异，但专家共识不建议 8 岁以下的儿童使
用四环素类药物，仅在无其他更好的抗菌方案且权
衡利弊后，方可考虑实施短期治疗方案 [3]。因此其
安全性问题备受家长与医者关注。目前，关于这
类特殊人群使用四环素类药物的安全性数据相对
匮乏，多数证据来源于病例报告，缺乏真实世界
研究的支持。为此，本研究收集并分析美国食品药
品监督管理局的不良事件报告系统（Food and Drug 
Administration Adverse，FAERS）数据库中 8 岁以
下和 8 岁及以上儿童使用四环素类药物的相关药物
不良反应（adverse drug reaction，ADR）信号，旨
在为儿童的临床用药安全提供参考。
1　资料与方法
1.1　数据来源 
　　本研究采用 OpenVigil 检索工具（https：//
openvigil.sourceforge.net/）对 FAERS 数据库进行相
关数据检索，限定检索时间为 2004 年第 1 季度至
2023 年第 3 季度，限定目标药物名称为“doxycy-
cline”和“minocycline”，设定年龄范围为“0 ～ 7
岁”（8 岁以下）和“8 ～ 17 岁”（8 岁及以上），最
终获取了不同年龄组人群以上两种药物为首要怀
疑药物的 ADR 报告。
1.2　数据标准化 
　　本研究依据《国际医学用语词典》（MedDRA）
25.1 版本，将属于同一个首选术语（PT）的 ADR
合并，再找到相应的系统 / 器官分类（SOC），对
药物不良事件（adverse drug event，ADE）术语进
行标准化和汉化。
1.3　数据处理 

　　采用比例报告比值比法（PRR）和报告比值
比法（ROR），基于比例失衡法四格表进行信号挖
掘与统计分析 [4]。PRR 法的信号生成条件为报告
数≥ 3，PRR 值≥ 2 且χ2 ≥ 4；ROR 法的信号生成
条件为报告数≥ 3，且 95% 置信区间（CI）下限＞

1。当以上条件均同时满足，则提示产生 1 个 ADR
信号，PRR 与 ROR 数值越大表示信号越强，说明
目标药物与该 ADE 之间相关性越强。
2　结果
2.1　ADE 报告基本情况
　　经过数据筛选，检索以多西环素和米诺环素
为首要怀疑药物 ADE 报告，其中 8 岁以下儿童
的分别为 67 份和 7 份；8 岁及以上儿童的分别为
459 份和 781 份，结果见表 1。
表 1　不同年龄段儿童服用多西环素或米诺环素的 ADE基本情

况 [n(%)] 
Tab 1　Basic ADEs for doxycycline or minocycline in children at 

different ages [n(%)]

信息

多西环素 米诺环素

0 ≤ y ＜ 8
（8 岁以下）

（n ＝ 67）

8 ≤ y ＜ 18
（8 岁及以上）

（n ＝ 459）

0 ≤ y ＜ 8
（8 岁以下）

（n ＝ 7）

8 ≤ y ＜ 18
（8 岁及以上）

（n ＝ 781）
性别 男 30（44.78） 142（30.94） 4（57.14） 249（31.88）

女 19（28.35） 165（35.95） 3（42.86） 393（50.32）
未知 18（26.87） 152（33.11） － 139（17.80）

给药方式口服 11（16.42） 248（54.03） 2（28.57） 282（36.11）
经静脉 3（4.48） 5（1.09） － 1（0.13）
其他 53（79.10） 206（44.88） 5（71.43） 498（63.76）

上报国家美国 34（50.75） 160（34.86） 4（57.14） 462（59.15）
英国 2（2.99） 9（1.96） － 9（1.15）
加拿大 － 34（7.41） － 47（6.02）
法国 － 10（2.18） － 27（3.46）
日本 － 2（0.44） 1（14.29） 3（0.38）

2.2　ADR 风险挖掘结果
　　排除与药物本身无关的信号，诸如用药错误、
药物无效、超说明书使用等。最终，对于多西环素，
挖掘出 8 岁以下、8 岁及以上儿童相关 ADR 信号分
别为 13 个和 73 个；对于米诺环素，8 岁以下儿童
未检测出 ADR 信号，8 岁及以上儿童 ADR 信号为
167 个。将上述不同人群 ADR 信号强度进行排序，

signals of minocycline being observed in this age group. Conclusion  The ADR signals for doxycycline 
and minocycline collected in this study are generally consistent with drug instructions. For doxycycline, 
children under 8 years of age should be aware of the potential risks of Horner's syndrome and aspiration, 
which are not included in the instruction manual; and children 8 years of age and older should be alert to 
the risks of jarisch-herxheimer reaction and cholangitis sclerosing when using the drug. For minocycline, 
children under 8 years of age should be aware of the risks of congenital foot deformities and blood 
pressure abnormal, which are not mentioned in the instruction manual; and children 8 years of age and 
older should be aware of the risks of thyroiditis acute and meningitis eosinophilic. 
Key words: doxycycline; minocycline; child; adverse reaction; pharmacovigilance
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如表 2 所示，除了说明书已提示的 ADR，对于多西
环素，说明书未收录的 8 岁以下儿童 ADR 包括喉
部损伤、霍纳综合征、神经损伤、肺部误吸，8 岁
及以上儿童 ADR 包括赫氏反应、醒前幻觉、睡前
幻觉、玻璃体炎；对于米诺环素，说明书未收录的
8 岁及以上儿童 ADR 包括急性甲状腺炎、嗜酸性粒
细胞增多性脑膜炎、多发性单神经病变、肠梗死、
脑干梗死、甲状腺炎、肌腱损伤、动脉血栓形成。
　　此外，对系统中儿童使用两种药物发生 ADR
的频次进行排序（见表 3、4），除了说明书已提醒
的 ADR，对于多西环素，8 岁以下儿童中说明书未
收录的 ADR 包括肺部误吸、霍纳综合征、代谢性
酸中毒，8 岁及以上儿童的包括赫氏反应、硬化性
胆管炎、抑郁症；对于米诺环素，8 岁以下儿童的
ADR 包括先天性足部畸形、血压异常，8 岁及以上
儿童的 ADR 包括甲状腺炎、甲状腺功能亢进症。

表 2　不同年龄段儿童服用多西环素和米诺环素的 ADR信号强度前

10 位 
Tab 2　Top 10 ADR signal strength for doxycycline and minocycline 

in children at different ages

排序

多西环素 米诺环素

0 ≤ y ＜ 8
（8 岁以下）

8 ≤ y ＜ 18
（8 岁及以上）

8 ≤ y ＜ 18
（8 岁及以上）

1 喉部损伤 * 嗜中性皮肤病 急性甲状腺炎 *

2 霍纳综合征 * 光照性指甲松离 坏死性血管炎

3 神经损伤 * 赫氏反应 * 嗜酸性粒细胞性心肌炎

4 牙齿变色 食管损伤 嗜酸性粒细胞性脑膜炎 *

5 高铁血红蛋白血症 指甲剥离 多发性单神经病变 *

6 肺部误吸 * 醒前幻觉 * 肠梗死 *

7 溶血性贫血 食管溃疡 脑干梗死 *

8 失明 睡前幻觉 * 甲状腺炎 *

9 颅内压增高 玻璃体炎 * 肌腱损伤 *

10 吞咽困难 生殖器瘙痒 动脉血栓形成 *

注（Note）：* 为说明书中未提及的 ADR（* Means ADR not 
mentioned in the instruction）。

表 3　不同年龄段儿童多西环素不良事件报告频次前 10 位 
Tab 3　Top 10 ADE reports frequency for doxycycline in children at different ages

排序
0 ≤ y ＜ 8（8 岁以下） 8 ≤ y ＜ 18（8 岁及以上）

不良反应 频次 PRR ROR 不良反应 频次 PRR ROR
1 肺部误吸 * 10 63.307 73.503 嗜中性皮肤病 31 2420.65 2538.394
2 吞咽困难 6 23.61 25.949 赫氏反应 * 26 1512.906 1606.004
3 高铁血红蛋白血症 6 95.241 103.227 呕吐 25 1.401 1.425
4 霍纳综合征 * 5 538.109 573.917 溃疡性结肠炎 24 10.051 10.585
5 代谢性酸中毒 * 4 13.185 13.997 硬化性胆管炎 * 23 206.203 217.771
6 急性肾损伤 4 14.326 15.214 头痛 22 1.293 1.309
7 牙齿变色 4 95.664 101.975 抑郁症 * 19 2.441 2.507
8 溶血性贫血 4 46.792 49.845 食管溃疡 19 396.106 413.326
9 呕吐 4 1.484 1.516 食管炎 18 161.377 163.259
10 失明 3 36.899 38.664 呼吸困难 18 2.124 2.167
注（Note）：* 为说明书中未提及的 ADR（* Means ADR not mentioned in the instruction）。

表 4　不同年龄段儿童米诺环素不良事件报告频次前 10 位 
Tab 4　Top 10 ADE reports frequency for minocycline in children at different ages

排序
0 ≤ y ＜ 8（8 岁以下） 8 ≤ y ＜ 18（8 岁及以上）

不良反应 频次 PRR ROR 不良反应 频次 PRR ROR
1 先天性足部畸形 * 2 293.844 342.652 药物反应伴嗜酸性粒细胞增多和全身症状 90 26.617 29.824
2 出血性胃炎 2 615.237 717.609 发热 68 3.133 3.342
3 疼痛 2 19.358 22.418 头痛 58 2.085 2.177
4 腹痛 1 14.78 17.077 关节痛 56 6.85 7.328
5 特异性反应 1 3281.262 3827.972 良性颅内高压 41 75.421 79.633
6 血压异常 * 1 703.128 820.149 甲状腺炎 * 40 286.213 302.795
7 腹泻 1 7.009 8.01 甲状腺功能亢进症 * 40 95.404 100.893
8 头晕 1 37.5 43.583 药物性肝损伤 40 29.846 31.479
9 头痛 1 12.564 14.491 狼疮样综合征 38 131.809 138.415
10 机械性荨麻疹 1 － 1 － 1 乏力 36 2.251 2.314

注（Note）：* 为说明书中未提及的 ADR（* Means ADR not mentioned in the instruction）。

2.3　ADR 累及 SOC 
　　挖掘出的有效 ADR 信号共累及 19 个 SOC。如
表 5 所示，对于多西环素，8 岁以下儿童信号主要
集中于各类神经系统疾病和呼吸系统、胸及纵隔疾
病，8 岁及以上儿童信号主要集中于皮肤及皮下组
织类疾病和胃肠系统疾病；对于米诺环素，8 岁及
以上儿童信号主要集中于肝胆系统疾病、血液及淋

巴系统疾病、皮肤及皮下组织类疾病和眼器官疾病。
3　讨论
　　尽管四环素类药物的 ADR 已被广泛报道与研究，
尚缺乏对 8 岁以下儿童使用四环素类药物（主要为多
西环素和米诺环素）ADR 的全面探讨。本研究基于
FAERS 数据库，针对 8 岁以下和 8 岁及以上的儿童使
用多西环素和米诺环素相关 ADR 首次进行了对比性
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药物警戒研究。通过采用 PRR 法和 ROR 法，本研究
评估了上述药品不良反应与特定年龄段儿童之间的相
关性，并对这些药物在儿童中的安全性进行了评估。
研究结果显示，FAERS 数据库所检索的 ADR 与药品
说明书中列举的 ADR 大体相符，提示本研究数据挖
掘方法有效。本研究还发现，8 岁以下儿童应用多西
环素时还应注意未被说明书收录的霍纳综合征和肺部
误吸等潜在风险；对于米诺环素，则应警惕未被药品
说明书提及的先天性足部畸形、血压异常等风险。
3.1　多西环素相关 ADR 信号分析
　　说明书中提及的多西环素 ADR 所累及的
SOC 包括胃肠道系统、血液系统、神经系统等，
在本研究中均检出较强信号。信号强度和报告频
次前 10 位的 ADR 中，牙齿变色、高铁血红蛋白
血症、溶血性贫血、颅内压增高、吞咽困难等与
说明书一致，其余如霍纳综合征、神经损伤、肺
部误吸等在说明书中尚未提及。
3.1.1　胃肠道系统　有报道认为多西环素是引起食
管炎最常见的诱因之一，因为药物大小和辅料的影
响，导致药物在食道长时间停留，多西环素溶于水
后，其强酸性可引起局部腐蚀性损伤 [5]。因为未完
全发育的生理结构和较低的依从性，儿童极易出现
喉部损伤和吞咽困难。为了避免出现这类现象，建
议服药时多饮水，采取直立姿势服药。
　　牙齿发黄和牙釉质发育不良是多西环素已知
的不良反应之一，本研究也证实牙齿变色为显著

不良反应，信号强度和报告频次均居前 10 位。
儿童在牙齿发育期间服用四环素，药物与牙齿中
的钙结合，呈现黄色至深灰色，并可能影响骨骼
发育 [6]。有研究认为多西环素并不易导致四环素
牙，在平均接受 1.8 个疗程治疗的 8 岁以下儿童
中未见明显牙齿变色 [7]，使用时间长达 21 d 也是
相对安全的 [8]。但在明确证据前，对幼儿使用多
西环素仍应持谨慎态度，尽量缩短疗程。
3.1.2　神经系统　假性脑瘤以颅内压升高为主要特
征，典型表现为视神经盘水肿，伴随头痛、视觉障
碍和光过敏等症状 [9-10]。颅内高压虽常于停药后自
行缓解，但可能导致永久性视力损害，因此必要时
需行眼科评估 [10]。四环素类药物导致颅内压升高
的机制可能与其影响蛛网膜颗粒处的环磷酸腺苷通
路，进而干扰脉络丛过滤功能，减少脑脊液吸收有
关 [11]。然而 Eldweik 等 [12] 在排除混杂因素后，发
现多西环素的使用与假性脑瘤 / 视神经盘水肿的发
生并无统计学上的关联，并且在分析剂量 - 反应关
系时也未观察到多西环素增加此类风险。
　　霍纳综合征和神经损伤虽未在多西环素药品
说明书中明确列出，但本研究显示其信号强度和
报告频次均较高。霍纳综合征是眼及眼附件交感
神经麻痹所致，典型表现为同侧上睑下垂、瞳孔
缩小及面部无汗 [13-16]。有报道显示，予淋巴管畸
形婴幼儿多西环素硬化治疗后，出现罕见神经系
统并发症霍纳综合征，对霍纳综合征的治疗主要
针对原发病，部分病例需手术治疗上睑下垂 [17]。
此外，多西环素硬化治疗还可能引起吞咽困难和
肺部误吸，这可能与喉神经受损导致的咳嗽反应
减弱有关 [18]。考虑到婴幼儿神经发育尚未成熟，
此类神经并发症在婴幼儿中更为常见，但通常认
为是可自愈的，归因于物理性压迫和局部炎症 [15]。
3.1.3　血液系统　本研究信号强度和报告频次排
序表及药品说明书中均提示使用多西环素时可能
增加 8 岁以下儿童发生高铁血红蛋白血症和溶血
性贫血风险，研究发现这些 ADR 主要发生在多
西环素对儿童颈部淋巴管畸形行硬化治疗的过程
中 [15，19-20]。婴幼儿更易患高铁血红蛋白血症，这
可能与婴幼儿血红蛋白对氧的亲和力较成人更
强，以及多西环素硬化治疗导致的酸中毒使患儿
处于易感状态，进而形成过量的高铁血红蛋白有
关 [19]。此外，多西环素行硬化治疗的同时，溶血
性贫血的风险高达 4.1%，亦需重视 [15]。
3.2　米诺环素相关 ADR 信号分析
　　对于使用米诺环素的 8 岁以下儿童，本研究未
检测到显著的不良反应信号，这可能与米诺环素在
此年龄段儿童中的使用频率较低，或不良反应上报
不够积极有关。8 岁及以上儿童使用米诺环素最常

表 5　累及 SOC的信号数 
Tab 5　Signals number of for involving SOC

累及的 SOC
多西环素 米诺环素

0 ≤ y ＜ 8
（8 岁以下）

8 ≤ y ＜ 18
（8 岁及以上）

8 ≤ y ＜ 18
（8岁及以上）

代谢及营养类疾病 2 1   4
耳及迷路类疾病 － 1 －

肝胆系统疾病 － 4 17
感染及侵染类疾病 － －   9
各类检查 － 2 14
各类神经系统疾病 3 5 14
各种肌肉骨骼及结缔组织疾病 － 2 10
呼吸系统、胸及纵隔疾病 2 5   8
精神病类 － 7 －

良性、恶性及性质不明的肿

瘤（包括囊状和息肉状）

－ 1 －

免疫系统疾病 － 1   7
皮肤及皮下组织类疾病 － 16 15
内分泌系统疾病 － 1   7
全身性疾病及给药部位各种

反应

－ 4 10

肾脏及泌尿系统疾病 1 1   4
胃肠系统疾病 2 10   6
心脏器官疾病 － 1   8
血液及淋巴系统疾病 2 2 16
眼器官疾病 1 5 15
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见的不良反应为药物反应伴嗜酸性粒细胞增多和全
身症状（drug reaction with eosinophilia and systemic 
symptoms，DRESS）。DRESS 是一种严重的药物超
敏反应，可能导致发热、皮疹、嗜酸性粒细胞增多，
甚至并发心肌炎 [21]。当 DRESS 患者出现病情突然
恶化和低血压时，应使用大剂量糖皮质激素和循环
辅助积极治疗 [22]。深色皮肤患者因肝脏代谢差异，
可能更易发生该反应 [21，23]，但国内尚无米诺环素
引起 DRESS 的病例报道 [24]。
3.3　局限性
　　本研究存在一定的局限性。首先，FAERS 数
据库样本量大、覆盖人群广，但这是一个自发呈报
ADE 的数据库，上报人员复杂，收集到的报告信息
可能存在错报、漏报、信息模糊的情况。其次，该数
据库的数据主要来源于欧美地区，亚洲地区的 ADE
报告数较少，由于 ADE 可能存在种族差异，本研究
结论可能并不完全适用于我国人群，但临床应用多
西环素和米诺环素时需警惕这些潜在的 ADE。
4　结论
　　本研究检索到的多西环素与米诺环素 ADR 信号
基本与说明书一致。对于多西环素，8 岁以下儿童使
用时需注意未被说明书收录的霍纳综合征、肺部误
吸等潜在风险；8 岁及以上儿童使用时则需警惕赫氏
反应、硬化性胆管炎等风险。对于米诺环素，8 岁以
下儿童使用时应注意未被说明书提及的先天性足部
畸形和血压异常等风险；8 岁及以上儿童使用时则要
注意急性甲状腺炎、嗜酸性粒细胞性脑膜炎等风险。
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　　脑苷肌肽注射液是由家兔肌肉提取物和牛脑神
经节苷脂提取物组成的复方制剂，每 1 mL 含 0.24 
mg 单唾液酸四己糖神经节苷脂（monosialotetrahexo 
sylganglioside，GM1），用于多种原因引起的中枢神
经损伤，具有神经保护、神经修复、减轻神经细胞损
伤的作用 [1-2]。国家食品药品监督管理总局（现为国
家药品监督管理局）2016 年发布“总局关于修订单唾
液酸四己糖神经节苷脂钠注射剂说明书的公告（2016
年第 172 号）”，提示使用神经节苷脂产品可能引起
吉兰 - 巴雷综合征（Guillain-Barré syndrome，GBS）。
2024 年 5 月查询国家药品监督管理局官网，现有单
唾液酸四己糖神经节苷脂钠、脑苷肌肽、复方曲肽、
复方脑肽节苷脂用于临床。目前案例报道的不良反应
均为单唾液酸四己糖神经节苷脂钠注射剂型，尚未
见脑苷肌肽及其他神经节苷脂类相关药品导致 GBS
的报道。本文对 1 例应用脑苷肌肽注射液出现 GBS
的病例进行介绍，对其相关性进行分析，并检索国
内外相关数据库，对外源性神经节苷脂致 GBS 的文
献资料进行复习，以期为临床提供参考。
1　病历资料
　　患者，男性，58 岁，身高 172 cm，体重 55 
kg，既往高血压病史。患者 24 d 前（2023 年 12 月
9 日）因“右侧肢体无力，诊断左侧基底节区脑出
血”入住外院，12 月 10 日行脑出血引流术，12 月
12 日患者脑出血量增加，12 月 13 日转入我院监
护室。12 月 9 日至 13 日在外院期间给予脑苷肌肽
注射液（规格：2 mL/ 支，吉林四环制药有限公司）
6 mL qd iv.drip，共使用 5 d。患者入监护室时查体：
右侧肢体刺痛无反应，左侧肢体刺痛可屈曲。12
月 17 日发现患者左侧肢体无力，12 月 19 日左侧
肢无力加重。12 月 22 日复查磁共振示脑出血引流
术后，未见新发病灶（见图 1）；查体：左上肢肌

力 1 级，余肢体肌力 0 级，四肢肌张力低。12 月
25 日颈髓磁共振显示：颈髓内未见明显异常信号。
12 月 27 日肌电图提示：四肢多发对称性周围神经
损伤，四肢周围神经可见运动神经复合肌肉动作
电位（CMAP）未引出，所测神经的感觉传导速度
均在正常范围。12 月 29 日脑脊液理化分析报告：
白细胞 55×106·L － 1↑，红细胞 3×109·L － 1↑，
脑脊液蛋白定量 417.9 mg·dL － 1↑，葡萄糖 3.33 
mmol·L － 1↑。12 月 29 日血清 GM1 抗体阳性。1
月 2 日转入神经内科治疗。
　　本患者急性运动轴索性 GBS 诊断依据：① 急
性起病，四肢无力，进行性加重；② 四肢腱反射均
消失；③ 电生理检查提示四肢多发对称性周围神经
损伤，运动神经 CMAP 未引出，轴索损伤为主，感
觉传导速度正常；④ 抗神经节苷脂抗体血清 GM1
抗体阳性；⑤ 脑脊液常规理化分析检查提示蛋白细
胞分离；⑥ 排除中枢神经系统疾病、脊髓病变、低
钾性周期性麻痹、重症肌无力等鉴别诊断。
　　体格检查示体温 36.3℃，心率 62 次·min－ 1，
血压 122/79 mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa），患者
神志恍惚，言语不能，左上肢肌力 1 级，余肢体
肌力 0 级，四肢肌张力低，双侧肱二头肌、肱三
头肌反射消失，双侧膝反射未引出。双侧 Babinski
征（－），Oppenheim 征（－），Chaddock 征（－）。
血 液 检 查 结 果： 钾 4.05 mmol·L － 1； 钠 139.6 
mmol·L－ 1。给予静脉注射人免疫球蛋白（IVIG）
22.5 g；同时给予甲钴胺片 0.5 mg tid，维生素 B1 片
10 mg tid 胃管注入。请康复科会诊给予患者偏瘫肢
体综合训练、浮针治疗。1 月 6 日，患者神志清，
精神可，言语不能，听和理解能力较前有改善，左
上肢肌力 2 级，余肢体肌力 0 级。连续应用人免疫
球蛋白 5 d，给予停药。1 月 15 日出院，患者言语
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不清，可发音 1 ～ 2 字，患者左上肢肌力 2 ＋级，
左下肢肌力 1 级，四肢肌张力低。
　　2024 年 2 月 28 日随访：患者出院后于康复
医院继续康复治疗 31 d，目前患者仍卧床，右侧
肢体仍不能动，左侧肢体可抬离床面，日常需要
家人照顾，MRS 评分为 4 分。
2　文献检索资料及方法

　　 临 床 药 师 以“吉 兰 - 巴 雷 综 合 征”“不 良 反
应”“神经节苷脂”“复方脑肽节苷脂”“脑苷肌肽”“复
方曲肽”“Guillain-Barré syndrome”“adverse drug reac-
tions”“exogenous gangliosides” “compound troxerutin 
and poreine cerebroside injection”“compound porcine 
cerebroside and ganglioside injection”“cattle encephalon 
glycoside and ignotin injection”为中英文关键词，检
索中国知网、中华医学期刊全文数据库、SinoMed、
PubMed，检索时限均为 2014 年 1 月至 2024 年 4 月。
收集相关文献，提取患者性别、年龄、用法用量、不
良反应症状、发病时间、相关抗体等信息，去除重
复发表的、二次文献研究、信息不详等文献。经检
索和筛选，最终纳入相关案例报道 10 篇 [3-12]，含本
文患者在内共计 17 例。纳入患者的主要信息见表 1。
　　文献复习分析外源性神经节苷脂相关 GBS
临床特点：① 男性多于女性，男性 13 例，女性
4 例；② 年龄 46 ～ 72 岁，均为中老年人群，可
能与患者原发疾病好发年龄段相关；③ 发病时间
集中在用药后第 6～ 12日；④ 患者多以四肢无力、
麻木 / 疼痛起病，呈进行性加重；⑤ 患者神经电
生理显示多为运动神经轴索损伤，血清神经节苷
脂抗体 GM1-IgM 抗体阳性率高；⑥ 外源性神经
节苷脂相关 GBS 病情重，预后差。本文报道脑苷
肌肽注射液致 1 例男性脑出血患者 GBS，其发生
特点与之前文献报道 GM1 致 GBS 特点相似。
3　讨论

3.1　关联性分析 [13]

　　根据推理法：① 本患者左侧脑出血，右侧肢体
无力，患者在使用脑苷肌肽注射液后第 9 日发现
左侧肢体无力，2 d 后患者左侧肢体无力持续加
重；② 脑苷肌肽注射液说明书中警示国内外药品
上市后监测中发现可能与使用神经节苷脂产品相
关的 GBS 病例；③ 患者停药后经过静脉注射免疫
球蛋白、营养神经、康复治疗后症状好转；④ 患
者同时使用苯磺酸氨氯地平、丙泊酚注射液、右
美托咪定注射液、甘露醇注射液、氨甲环酸注射
液、苯巴比妥钠针、法莫替丁粉针、糜蛋白酶冻
干粉针、吸入用七氟烷、硝普钠针、哌拉西林他
唑巴坦钠，相关药品未见说明书标注 GBS 风险和
文献报道；⑤ 患者为左侧大脑出血，右侧肢体无
力，根据磁共振结果，患者左侧肢体无力无法用
脑血管病解释；患者血钾 4.05 mmol·L－ 1 排除低
钾性周期麻痹；颈髓 MRI 未见明显异常，排除颈
髓损伤。本患者推理法关联性评价分析为很可能。
根据诺氏（Naranjo’s）不良反应评估量表评价，
评分为 7 分，详见表 2。结果提示脑苷肌肽注射液
与本例患者 GBS 的关联性评价为“很可能”。
3.2　神经节苷脂相关性 GBS 的发病机制

　　GM1 能够透过血脑屏障，具有神经元保护和
修复再生双重作用。20 世纪 80 年代 GM1 首先在
意大利上市，广泛应用于周围神经病治疗，此后
其与 GBS 的关系逐渐被报道。该药先后在西班牙、
德国、意大利等欧洲国家撤市，至今未在美国批
准上市 [14]。Landi 等 [15] 报道了 24 例神经节苷脂相
关 GBS，并估计使用神经节苷脂将使 GBS 发生风
险增加近 200 倍。1996 年，神经节苷脂进入中国
市场，截至 2024 年 5 月现有单唾液酸四己糖神经
节苷脂钠、脑苷肌肽、复方曲肽、复方脑肽节苷脂
用于临床。脑苷肌肽、复方曲肽、复方脑肽节苷中
GM1 含量较低，提取物来源不同（见表 3），临床
关注度不足，目前未见其致 GBS 不良反应报道。

图 1　患者颅脑磁共振检查结果

注：T1. 加权成像（TIWI）、T2. 加权成像（T2WI）、液体衰减反转恢复（FLAIR）、弥散加权成像（DWI）是磁共振核磁共振成像的四

个序列，四个序列信号结合用于疾病诊断。本患者左侧放射冠、基底节、丘脑、左侧岛颞叶见大片状短长 T1 信号、短 T2 信号，FLAIR 序

列呈高低混杂信号，DWI 示边缘及内部环形、片状弥散受限，表示患者处于脑出血恢复期。 病灶周围见少量水肿，左侧脑室、第三脑室及

中脑受压，局部中线略右移。右侧大脑未见明显异常。
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表 1　纳入患者的主要信息

No. 作者
性

别

年

龄 /
岁

原发病 具体药物用法用量 临床表现
神经电生

理特点

发病

时间
抗体

使用

呼吸

机

干预 转归

1 王雅敏

2016[3]

男 56 右侧基底

节区脑梗

死

单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠 40 mg qd 9 
d

双下肢麻木，逐渐四

肢无力、吞咽障碍

未知 8 d 阳性，类型不

详

是 免疫球蛋白＋

甲强龙冲击

治疗

30 d 后肌力恢复

至 4 级

2 陈莉

2017[4]

男 46 脑梗死 单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠注射液 40 
mg qd 8 d

腹胀，逐渐呼吸困难，

四肢无力

运动神经

轴索损伤

7 d 血清及脑脊液

GM1-IgM 阳

性

是 注射人免疫球

蛋白

四肢肌力恢复至

４级

3 胡方方

2018[5]

男 56 头部外伤，

术后

神经节苷脂 40 mg qd 9 
d

突发四肢无力，不能

活动，后呼吸困难

未知 9 d 不详 是 免疫球蛋白＋

地塞米松

双上肢可抬至头

部，双足肌力

Ⅰ级，余肌力

0 级

4 胡方方

2018[5]

男 51 颅咽管瘤

术后

神经节苷脂 100 mg qd 
10 d

四肢无力，2 d 后呼吸

困难

未知 10 d 不详 是 免疫球蛋白＋

甲泼尼龙

至报道时未脱离

呼吸机

5 尹航

2018[6]

男 50 外伤后慢

性硬膜下

血肿

单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠 100 mg qd 
11 d

胸闷、呼吸困难、寒

战、高热，逐渐四肢

无力

未知 8 d 不详 是 人免疫球蛋

白＋甲泼尼

龙

未完全脱机，四

肢肌力 0 ～ 2
级

6 康健捷

2018[7]

男 67 颈椎术后 单唾液酸四己糖神经

节苷脂 120 mg qd 8 d
手脚麻痛、四肢乏力 运动神经

髓鞘伴轴

索损伤

8 d 不详 是 人免疫球蛋

白＋甲泼尼

龙

1 月后肌力恢复

为 2 级

7 王素红

2019[8]

女 62 左侧半卵

圆中心急

性梗死

单唾液酸四己糖神经

节苷脂 40 mg qd 10 d
突发呼吸困难、咳嗽

无力，四肢肌力 3 级

运动神经

轴索损伤

10 d 血抗 GM1-IgG
抗体和 GD1a-
IgG 抗体阳性

拒绝 人免疫球蛋白 四肢肌力Ⅲ级

8 王素红

2019[8]

女 65 外伤 单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠盐注射液

40 mg qd 14 d

突发呼吸困难、咳嗽

无力、排尿困难，后

四肢完全瘫痪

运动神经

轴索损伤

3 周血抗 GM1-IgG
抗体和 GD1a-
IgG 抗体阳性

是 人免疫球蛋白 死亡

9 张青青

2019[9]

男 60 增生的炎

性肉芽组

织

单唾液酸四己糖神经

节苷脂 40 mg qd 7 d
四肢无力，进行性加

重

运动神经

髓鞘伴轴

索损伤

7 d 不详 否 地塞米松磷酸

钠

14 d 后四肢肌力

3 ＋级

10 张青青

2019[9]

男 60 颈椎术后 单唾液酸四己糖神经

节苷脂 40 mg qd 6 d
突发颈部疼痛，逐渐

四肢无力

运动神经

轴索损伤

6 d 不详 否 人血免疫球蛋

白

53 d 肌力好转

11 张青青

2019[9]

男 72 蝶鞍区病

变并低钠

血症

单唾液酸四己糖神经

节苷脂 40 mg qd 8 d
突发四肢无力，下肢

为主

运动神经

轴索损伤

10 d 不详 否 人血免疫球蛋

白

双上肢肌力 4
级，双侧下肢

肌力１＋级

12 田璐璐

2020[10]

男 74 经鼻蝶垂

体瘤切除

术

单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠注射液 80 
mg qd 8 d

四肢无力，小便困难 运动神经

髓鞘伴轴

索损伤

12 d 血 GM1-IgG 否 人免疫球蛋白 四肢肌力 2 ～ 3
级

13 王子燚

2020[11]

女 72 急性脑梗

死

神经节苷脂 40 mg qd 9 
d

突然出现呼吸费力，

口唇发绀，咳嗽无力

运动神经

轴索损伤

9 d 血及脑脊液 
GM1-IgG 阳性

是 人免疫球蛋

白＋甲强龙

50 d 后脱机，四

肢肌力 3 级

14 王子燚

2020[11]

男 56 右侧基底

节出血

神经节苷脂 80 mg qd 8 
d

四肢无力伴呼吸困难 运动神经

轴索损伤

8 d 血及脑脊液

GM1-IgG 阳性

是 人免疫球蛋

白＋甲强龙

50 d 四肢肌力恢

复至 4 级

15 张立霞

2022[12]

男 71 外伤 单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠注射液 40 
mg qd 10 d

四肢麻木无力 运动神经

轴索损伤

10 d 血清抗 GM1 抗

体为阳性

否 人血免疫球蛋

白

30 d 四肢肌力 2 
级

16 张立霞

2022[12]

女 71 外伤骨折

术后

单唾液酸四己糖神经

节苷脂钠注射液 40 
mg qd 7 d

左侧肢体无力，2 d 后

右侧肢体无力

运动神经

轴索损伤

10 d 不详 否 人血免疫球蛋

白＋地塞米

松

15 d，四肢肌力

2 级

17 本文患

者

男 58 脑出血术

后

脑苷肌肽注射液 6 mL 
qd 5 d

脑出血后右侧肢无力，

用药 9 d 后出现左侧

肢无力，并持续加重

运动神经

轴索损伤

9 d 血 GM1-IgG 阳
性

否 人血免疫球蛋

白

左上肢肌力 2 ＋

级，左下肢肌

力 1 级
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　　神经节苷脂相关性 GBS 的发病机制尚不明
确，目前倾向两种假设：① 外源性神经节苷脂
作为一种免疫原性物质激活自身免疫系统或类似
于空肠弯曲菌导致 GBS 的“分子模拟”机制 [16]。
Yuki 等 [17] 通过对家兔注射牛神经节苷脂混合
物，成功建立了神经节苷脂诱导 AMAN 的动物
模型，同时证实外源性神经节苷脂与 GBS 相关
性。② 神经节苷脂作为主要抗原靶点，激活自身
特异性免疫系统产生抗神经节苷脂抗体，同时可
能与自身神经节苷脂相互作用形成一种新抗原，
并能够促使病情加重 [10，17-19]。接受外源性神经节
苷脂治疗的 GBS 患者，其神经节苷脂抗体检测
的阳性率远高于未接受外源性神经节苷脂治疗的
GBS 患者 [19-20]。在动物实验中，用弗氏佐剂中的
GM1 接种的兔子产生了抗 GM1 抗体，但只表现
出轻微的电生理和病理变化，没有临床症状 [21]。
与其他实验室之前的方案不同，Yuki 等 [17] 建立
AMAN 动物模型的实验中，加入了钥孔血蓝蛋白
（KLH）作为载体。研究显示，患病兔血清中的
抗神经节苷脂免疫球蛋白 G（IgG）抗体与 KLH
发生交叉反应，KLH 诱导产生足够高的抗神经节
苷脂 IgG 抗体，KLH 免疫原性是疾病触发的必需
条件 [21]。
3.3　外源性神经节苷脂相关性 GBS 的治疗

　　外源性神经节苷脂相关性 GBS 的治疗原则
为立即停用神经节苷脂类药物，并进行静脉注
射免疫球蛋白（IVIG）冲击或血浆置换治疗，通
常不推荐单独应用糖皮质激素治疗 GBS[18，22-23]。
IVIG 推荐剂量为每日 400 mg·kg － 1，每日 1 次，
静脉推注，连续 3 ～ 5 d。
　　综上所述，本例脑苷肌肽注射液致 GBS 发
病时间、类型、发病过程、治疗方案与 GM1 致
GBS 特点相似。不同神经节苷酯类药物 GM1 含
量不同，提取物来源不同，但其发生机制可能存
在一致性，发病特点具有相似性。对于近期使用
神经节苷脂类药物的患者，当出现原发病无法解
释的肢体无力 / 麻木 / 疼痛等类似症状时，临床应
考虑到 GBS 及时停用可疑药物，给予有效诊治。
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1　病历资料

　　 患 者， 男，79 岁，2021 年 9 月 胸 部 CT 提
示右中肺占位性病变，于 2021 年 10 月行“肺癌
根治术”，术后病理检查示右肺中叶低分化鳞状
细胞癌，术后病理分期 T2aN0M0ⅠB 期。2023
年 5 月因“痰中带血一月余”入院检查，胸部 CT
提示左肺下叶背段空洞，范围较前增大，右肺
上叶术后，术区少许纤维灶，考虑左肺继发恶
性肿瘤。2023 年 6 月 14 日至 9 月 20 日行白蛋
白紫杉醇 300 mg ＋顺铂 60 mg ＋卡瑞利珠单抗
200 mg（苏州盛迪亚生物医药有限公司，批号：
202309019F，规格：200 mg/ 瓶）方案治疗 5 个周
期，治疗顺利，咯血好转，评估疾病稳定。2024
年 2 月 28 日，患者因 “恶心、呕吐伴乏力、食欲
缺乏 2 周”入院检查。患者既往高血压病史 30 年，
最高血压 180/90 mmHg（1 mmHg ＝ 133.2 Pa），
规律服用厄贝沙坦，冠心病及心律失常病史 20
年，规律服用硝酸异山梨酯片和普罗帕酮，否认
糖尿病史及相关家族史，否认烟酒等嗜好。入院
检查体温 36.6℃，脉率 76 次·min － 1，呼吸 20
次·min － 1，血压 137/69 mmHg，余无殊。诊断：
呕吐、左肺继发性恶性肿瘤、肺恶性肿瘤免疫治
疗、高血压病 3 级（高危）、冠状动脉粥样硬化性
心脏病、心律失常。
　　2024 年 2 月 29 日，患者精神萎靡，神志清
楚，血常规：白细胞 10.47×109·L － 1↑，C- 反应
蛋白 125.28 mg·L－ 1↑。尿液分析：尿比重 1.034↑，
尿 pH 5.5，尿糖＋＋＋＋，尿酮体＋＋＋＋。生
化报告：血糖 22.62 mmol·L － 1↑，血清尿素 8.98 
mmol·L－ 1↑，二氧化碳结合力 14.14 mmol·L－ 1↓。
血气报告示酸碱度（pH）7.241↓；二氧化碳分压
（PCO2）25.71 mmHg↓；氧分压（PO2）-POCT 106.21 
mmHg↑；氧饱和度（SO2）-POCT 98.3%；实际碳酸
氢盐（HCO3）-POCT 10.8 mmol·L－ 1↓；实际碱剩余

（BEecf）-POCT  －16.6 mmol·L－1↓。生化报告示：钠
151 mmol·L－ 1↑；氯 116.5 mmol·L－ 1↑；无机磷 0.3 
mmol·L－ 1↓；CO2 结合力 19.3 mmol·L－ 1↓。3 月 1 日，
血糖 10.71 mmol·L － 1↑，糖化血红蛋白 10.8%↑，
空腹 C 肽 0.28 ng·mL－ 1↓（0.78 ～ 1.89 ng·mL–1）。
患者入院多次查随机血糖＞ 11.1 mmol·L－ 1，糖尿
病诊断明确，伴恶心、呕吐，尿糖＋＋＋＋，尿酮
体＋＋＋＋，血气分析提示代谢性酸中毒，无意识
障碍，故诊断糖尿病酮症酸中毒（DKA），考虑免
疫治疗引起的内分泌不良反应。予人胰岛素注射液
（早 11 U，中 13 U，晚 10 U）和地特胰岛素（晚 14 
U）降低血糖，碳酸氢钠注射液纠正酸中毒及补液
支持治疗，常规服用抗高血压、冠心病及心律失常
药物。3 月 5 日复查，病情好转，血糖水平平稳下
降，血糖变化见图 1。患者一般情况尚可，无特殊
不适，予出院。后续未再使用卡瑞利珠单抗。4 月
18 日入院复查，患者血糖 8.17 mmol·L － 1，血糖
（2 h）10.53 mmol·L－ 1，空腹 C 肽 1.69 ng·mL－ 1，
空腹 C 肽（2 h）3.33 ng·mL－ 1，余无殊。

图 1　患者血糖变化情况

2　讨论

　　根据国家药品不良反应监测中心关于药品不
良反应关联性评价方法 [1] 评价：
　　① 患者既往无糖尿病史，接受化学治疗前血
糖正常，行 5 周期卡瑞利珠单抗联合白蛋白紫杉
醇＋顺铂治疗后，2024 年 2 月 29 日确诊 DKA；
说明书中提到卡瑞利珠单抗单药治疗中，糖尿病
发生率为 0.6%，发生时间为 3.3 ～ 14.5 个月，中
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位时间为 9.1 个月，本例患者不良反应发生时间
约为 5 个月，符合该药说明书中已知不良反应且
与不良反应的发生有合理的时间关系。② 停用卡
瑞利珠单抗经胰岛素降血糖及对症治疗后病情好
转，血糖平稳下降。③ 白蛋白紫杉醇和顺铂联合
使用发生该不良反应鲜有报道。④ 患者高血压病
史 30 年，规律服用厄贝沙坦片，冠心病及心律
失常病史 20 年，规律服用硝酸异山梨酯片和普
罗帕酮片，均未发生过糖尿病相关不良反应，查
阅相关数据库未见以上三个药物引起高血糖、糖
尿病及 DKA 的相关报道。综上，该患者发生
DKA 与卡瑞利珠单抗的关联性为“很可能”，根
据《CSCO 免疫检查点抑制剂相关的毒性管理指
南》[2]，该不良反应分级为 3 级。本文患者既往每
周期使用卡瑞利珠单抗前血糖检测均正常，第 5
周期使用卡瑞利珠单抗后 5 个月未常规入院检查
治疗，居家期间未常规监测血糖变化，本次入院
诊断 DKA，糖化血红蛋白 10.80%，说明患者既
往 2 ～ 3 个月可能持续存在高血糖，因此对接受
免疫检查点抑制剂（ICIs）治疗的患者进行有关
糖尿病及 DKA 临床表现的健康宣教十分必要。
　　根据世界卫生组织（WHO）现行糖尿病分型
有 4 类，分别为 1 型糖尿病、2 型糖尿病、特殊
类型糖尿病、妊娠期糖尿病。该患者属于特殊类
型糖尿病的亚型，由药物如 ICIs 所致的糖尿病。
患者查随机血糖＞ 11.1 mmol·L － 1，糖化血红蛋
白为 10.80%，C 肽水平较低（0.28 ng·mL － 1），
表明起病时胰岛 β 细胞被迅速破坏，血糖迅速升
高。临床上由药物引起的特殊型糖尿病患者血糖
升高的一般机制为胰岛β 细胞缺陷和周围组织胰
岛素抵抗两个方面。ICIs 包括阻断程序性死亡蛋
白 -1（PD-1）抑制剂、程序性死亡配体 -1（PD-
L1）抑制剂及细胞毒性 T 淋巴细胞抗原 4（CTLA-
4）抑制剂。PD-1受体通过活化的 T 细胞表达，并
结合 PD-L1，抑制 T 细胞增殖，而 CTLA-4 负性
调节 T 细胞活化，抑制 T 细胞的活性 [3-4]。目前
ICIs 引起免疫性糖尿病的发病机制尚未明确，有
研究表明免疫性糖尿病与遗传因素相关，人类白
细胞抗原（HLA）与多种自身免疫性疾病有重要
联系，HLA 是 1 型糖尿病的遗传易感基因，主要
基因有 HLA-DRB1、HLA-DQB1、HLA-A 位点 [5-6]。
在 ICIs 引起的糖尿病中，ICIs 可解除 T 细胞抑
制，正向调节 T 细胞活化，导致胰岛β 细胞被浸
润破坏，造成胰岛素绝对缺乏，进而引起糖尿病
发生 [5]。另有研究发现 2 型糖尿病患者中 PD-1

表达下调，PD-1 表达水平与胰岛素水平、糖尿
病病程成正相关，与体质量指数（BMI）成负
相关，提示 PD-1 可能参与 2 型糖尿病的发病过
程 [7]。一项研究在 6 年间收集并观察 2960 例接受
ICIs 治疗的患者，其中 27 例（0.9%）使用 PD-1
或 PD-L1 抑制剂后出现胰岛素依赖型糖尿病，糖
尿病患者中 59% 表现为 DKA，42% 在诊断期间
有胰腺炎证据 [6]。一项 ICIs 相关的内分泌相关不
良事件的系统评价和荟萃分析共纳入 19 922 例患
者，结果发现，纳武利尤单抗单药治疗导致的糖
尿病发病率为 2.0%，帕博利珠单抗单药治疗导
致的糖尿病发生率为 0.8%[8]。另一项 ICIs 致糖尿
病研究共纳入 137 例患者结果发现，接受 PD-1 
抑制剂治疗的患者致糖尿病最常见（96 例，占比
70.07%），PD-1 抑制剂主要以纳武利尤单抗和帕
博利珠单抗为主，可能因为这两个药是最早被美
国食品药品监督管理局（FDA）批准投入临床使
用的 PD-1 抑制剂，使用较广，因此国内外研究
较多 [5]。糖尿病是 ICIs 治疗中少见的内分泌不良
事件之一，主要发生在 PD-1 抑制剂治疗后，通
常在用药后几周至 1 年发生，平均发病时间在 20
周左右 [6]，甚至在停止用药后数月发生 [9]；ICIs
相关糖尿病起病快，且发展迅速，通常表现为胰
岛素缺乏和威胁生命的 DKA，大部分患者首发
症状为 DKA[6，10]，临床可表现为“三多一少”（即
烦渴多饮、多尿、多食、不明显体重下降），严
重者可出现恶心、呕吐、乏力、腹痛、心动过速、
呼吸深快、呼吸有“烂苹果”味、昏睡或昏迷等
DKA 症状等 [11]。
　　卡瑞利珠单抗是 2019 年上市的广谱 PD-1 抑
制剂，2023 年修订说明书中提及在接受卡瑞利珠
单抗治疗的 2011 例患者中，致患者糖尿病 13 例
（0.6%），均接受降糖治疗，其中发生 3 ～ 4 级糖
尿病 9 例，1 例永久停药，而致 DKA 发生率未
知。自卡瑞利珠单抗上市后，有关 DKA 的文献
报道较少，如续广娟等 [12] 报道了 1 例既往无糖尿
病病史，且每周期免疫治疗前血糖均在正常范围
内的患者接受卡瑞利珠单抗治疗胃癌 6 个周期后
出现反应迟钝，伴恶心，呼之能应，呼吸声快，
诊断 DKA，予胰岛素降糖，碳酸氢钠纠正酸中
毒后好转，该患者既往每周期免疫治疗前均常规
进行血糖监测，均在正常范围；吕子彦等 [13] 报
道 1 例既往无糖尿病病史患者接受卡瑞利珠单抗
治疗肺癌 3 个周期后致 3 级 DKA，临床表现为昏
迷，呼吸有“烂苹果”气味，予胰岛素调控血糖
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后整体平稳，且未再发生高血糖。
　　由 ICIs 引起的特殊类型糖尿病以胰岛β 细胞
破坏为特征，一般按照 1 型糖尿病的原则处理。
相关指南和专家共识指出 [2，11]，根据血糖水平进
行病情分级：1 级（空腹血糖＜ 8.9 mmol·L － 1）
和 2 级（空腹血糖在 8.9 ～ 13.9 mmol·L－ 1）患者
部分可启用口服降糖药物或直接启用胰岛素治疗，
可继续 ICIs 治疗，治疗期间动态监测血糖，调整
饮食和生活方式；3 级（空腹血糖在 13.9 ～ 27.8 
mmol·L－ 1）及以上（空腹血糖＞ 27.8 mmol·L－ 1）
的患者应完善血 pH、基础代谢组合检查、尿或血
浆酮体、β- 羟基丁酸等，若尿或血酮体 / 阴离子间
隙阳性，查 C 肽、抗谷氨酸脱羧酶抗体、抗胰岛
细胞抗体，但若 DKA 检查阳性，暂停 ICIs 治疗并
及时启用胰岛素治疗，当血糖得到控制可继续开
启 ICIs 的治疗；若有 DKA 症状，应纠正酸脱水、
电解质紊乱和高血糖，消除诱因，防治并发症 [11]。
糖尿病发病后应制订个体化的血糖控制目标，老
年糖尿病血糖控制目标可适当放宽至糖化血红蛋
白 8% ～ 8.5%，空腹血糖 5.6 ～ 10 mmol·L － 1，
睡前血糖 6.1 ～ 11.1 mmol·L － 1，血压控制目标
小于 150/90 mmHg[14]；可通过开展集体教育或个
体教育等线下方式结合远程教育模式，如微信公
众号、手机应用程序等线上方式传递健康知识，
根据患者健康状态分层给予个体化的生活方式指
导以降低糖尿病的风险 [15]。ICIs 相关糖尿病一般
为永久性，因此即使停止使用 ICIs 也应持续监测
血糖变化，及时调整糖尿病用药的剂量，并进行
每 3 个月 1 次的糖化血红蛋白检测的随访 [16]。
　　ICIs 引发的糖尿病是免疫相关性内分泌不良
反应中少见但具有临床意义的事件，早期可能无
明显症状，但起病迅速，首发症状即可出现酮症
酸中毒，较为凶险。因此，使用 ICIs 后应定期检
测血糖变化及随访，临床医师及药师需加强对其
认识及用药宣教，保障患者用药安全。本研究为
个案报道，无法准确获取卡瑞利珠单抗致糖尿病
的发生率及发病机制，未来临床实践中应加强不
良反应的识别及归纳，探究 ICIs 致糖尿病的作用
机制，以便更好地防治。
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药学教育教学法的文献计量学研究与可视化分析
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摘要：目的　研究国际上药学教育教学法相关研究的前沿和热点方向，为我国相关领域学者进
行药学教育教学法的深入研究提供参考。方法　利用 Web of Science Core Collection（WoSCC）
数据库搜索药学教育教学法的相关文献，并应用 VOSviewers 和 R package “bibliometrix”等软件
进行文献计量学研究和可视化分析。结果　本研究共搜索到来自美国、英格兰、澳大利亚、中
国等 83 个国家的 772 篇文章。经过分析发现，在过去 10 年中，与药学教育相关的出版物数量
呈现平稳略增的态势，于 2019 年达到峰值；美国在药学教育教学方面处于领先地位，研究产出
居于首位，中国相关出版物数量位列全球第 4，并与全球领先国家和周边国家都有着积极的合作
关系。此外，自主学习、模拟、分组学习、翻转课堂、PBL 学习等教育方法是热点内容，职业
认同则是 2023 年开始出现的热点关键词。结论　积极探索药学教育教学方法与药学学生职业认
同教育相结合的教学模式，可能是促进药学教育教学方法改革与创新的途径之一。
关键词：药学教育教学法；文献计量学；可视化分析；WoSCC 数据库；职业认同
中图分类号：G619；G642　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2025)03-0866-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2025.03.046

Bibliometric and visual analysis of teaching methods for  
pharmaceutical education 

TAO Xu-feng, XI Yan, LYU Lin-lin, ZHU Yan-na, ZHAI Xiao-han, CHEN Xu-yang, DONG De-
shi* (Department of Pharmacy, the First Affiliated Hospital of Dalian Medical University, Dalian  
Liaoning  116011)

Abstract: Objective  To determine the forefront and research directions, and provide reference for scholars in 
related fields in China to conduct in-depth research on pharmaceutical education teaching methods. Methods  
The Web of Science Core Collection (WoSCC) database was used to search for literatures on pharmaceutical 
education teaching methods. VOSviewers, and R package “bibliometrix” were used for bibliometric study 
and visualization analysis. Results  Totally 772 articles from 83 countries were collected, the United States, 
England, Australia, China, etc. The number of publications related to pharmaceutical education showed a 
steady increase in the past 10 years, reaching its peak in 2019. The United States held a leading position in 
pharmaceutical education and teaching, with research output ranking the first. China ranked fourth in terms 
of the number of related publications and active cooperations with leading countries or neighboring countries. 
In addition, educational methods such as self-directed learning, simulation, group learning, flipped classroom, 
and PBL learning remained hot topics, while professional identity was a keyword since 2023. Conclusion  
Teaching models that combine pharmaceutical education with careeer identity for pharmaceutical students 
may promote the reform and innovation of pharmaceutical education teaching.
Key words: teaching method for pharmaceutical education; bibliometrics; visual analysis; WoSCC 
database; profession identity
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　　现今社会对高校人才的培养提出了更高的要

求，药学相关教育既有基础学科的理论学习，又
包含临床药学的实践技能培养，理论体系分散、内
容繁多，传统的课堂教授模式存在一定的局限性，
学生的学习兴趣没有得到充分的调动，实践应用
能力的培养也就更难涉及，导致学生缺少批判性
思维、书面交流和复杂的推理和实践技能，而这些
技能被认为是高等教育的核心 [1-2]。与此同时，药
学教育面临着医药技术发展和患者大量参与自我
管理的双重挑战，亟待药学院校在药学教育教学
法方面改革与创新。
　　当前，不少高校提倡理论学习与实践技能相结
合的药学教育方法，主要包括翻转课堂、虚拟仿真
教学、混合式教学等；同时也更侧重于提高教师的
专业知识和个人教学能力 [3-4]。基于此，本研究拟
对近 10 年全球发表的药学教育教学法相关文献进
行计量学研究，以期发现国际上药学教育教学法相
关研究的新观点和新方法，为我国相关领域学者深
入研究提供参考，最终促进药学教育的发展。
1　资料与方法
1.1　资料来源
　　基于 Web of Science Core Collection（WoSCC）
（https：//www.webofscience.com/ wos/woscc/ba-
sic-search）数据库进行检索，检索条件：（TS ＝

（teaching method）AND TS ＝（pharmacy）AND 
LA ＝（English），文章类型只选择“article”和“re-
view”，时间范围设置在 2014/01/01 至 2023/12/31。
1.2　研究方法
　　VOSviewer（Version 1.6.20） 是 一 种 文 献 计
量学分析和可视化软件，可以从诸多出版物中提
取关键信息，以建立合作、共被引、共现网络信
息 [5-7]。在本研究中，VOSviewer 主要用于完成下
列分析内容：国家和机构分析、期刊和共被引期
刊分析、作者和共被引作者分析以及关键词共现分
析。在用 VOSviewer 生成的地图中，一个节点表
示一个项目，如国家、机构、期刊、作者等；节
点的大小和颜色表示这些项目的数量和分类；节
点之间连线的粗细反映了项目间的协作和共被引
的 强 度。R package “bibliometrix”（Version 3.2.1）
（https：//www.bibliometrix.org）用于生成药学教育
教学法趋势话题数据 [8]。期刊的分区和影响因子是
来源于 Journal Citation Reports 2022。此外，本研
究应用 Microsoft Office Excel 2021 进行出版物数量
的分析。
2　结果
2.1　发文量分析
　　2014—2023 年，共有 772 篇关于药学教育教学
法的研究，从 2014 年开始年度发文量处于缓慢上

升态势，2019 年发文量陡增至 101 篇，此后一直处
于平稳的 80 篇左右，这表明药学教育教学领域近
年来受到持续性的关注（见图 1）。

图 1　药学教育教学法研究的年度发文量

Fig 1　Annual publication volume of research on teaching methods for 
pharmaceutical education 

2.2　出版国家和机构分析
　　药学教育教学法相关研究，前 10 位的出版国家
分布在亚洲（n ＝ 3）、北美洲（n ＝ 3）、欧洲（n ＝ 3）
和大洋洲（n ＝ 1），其中最多的是美国，其次是英格
兰、澳大利亚和中国；前 10 位的机构位于美国、澳
大利亚、沙特阿拉伯以及卡塔尔，其中，北卡罗来纳
大学、悉尼大学、沙特国王大学、Am J Pharm Educ、
俄亥俄州立大学发表了较多的文章，如表 1 所示。如
图 2 所示，对出版物数量≥ 6 篇的 45 个机构进行可
视化分析，结果显示北卡罗来纳大学与德克萨斯大学
奥斯汀分校、北卡罗来纳大学教堂山分校有着密切的
合作关系；沙特国王大学、佛罗里达大学、奥克兰大
学、多伦多大学以及英属哥伦比亚大学虽然也发表了
很多论文，但是与其他机构几乎没有合作关系。
2.3　出版期刊分析
　　药学教育教学相关的文献主要发表在 217 个期
刊上，其中 Am J Pharm Educ 发表文章数最多（n ＝

220），在发文量前 10 的期刊中，影响因子最高的是
Saudi Pharm J（IF ＝ 4.1），见表 2。依据相关出版物
数量大于或等于 5 的条件筛选出 21 个期刊构建期刊
耦合网络图（见图 3A），结果显示 Am J Pharm Educ
与 Indian J Pharm Educ、BMC Med Educ 和 Int J Clin 
Pharm 等期刊有活跃的引文关系。Am J Pharm Educ
被引次数最多，被引次数前 10 名的期刊中 JAMA 影
响因子最高，见表 2。依据被引数量≥ 100 的条件，
筛选出 22 个条目生成了期刊共被引网络图（见图
3B），结果显示 Am J Pharm Educ 与 Acad Med、Am J 
Health Syst Pharm 和 Curr Pharm Teach Learn 等 期 刊
间有着积极的合作关系。
2.4　作者和被引作者以及被引文献
　　总计 3636 位作者参与药学教育教学法相关内容
的研究，在发文数量排名前 10 的作者中，最多的 9
篇，最少的 4 篇（见表 3）。依据出版论文数≥ 2 篇
的条件构建了作者关系网络，其中 Mclaughlin JE、
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Chen AM、Medina MS、Desselle SP 和 O’Sullivan TA
等作者发表了较多的文章，Mclaughlin JE 与 Persky 
Adam、Minshew LM 和 Shepherd G 保持着密切的合
作 关 系，O‘Sullivan TA 与 Danielson J 和 Lau C 等
作者之间的合作关系也很活跃。在 15 768 名被引作
者中，6 位作者被引用次数超过 30（见表 3）。被引
最 多 的 是 Accreditation Council for Pharmacy Educa-
tion（ACPE）， 其 次 是 World Health Organization
（WHO）、Medina MS 和 Mclaughlin JE。此外，在前
10 名被引文献中，所有文献最少被引用过 14 次，最
多被引用过 33 次（见表 4）。
2.5　关键词分析 
　　关键词分析发现“pharmacy education”“phar-
macy”“education”出现次数较多，说明药学教育

表 1　药学教育教学法研究出版国家和机构发文量 Top 10 
Tab 1　Top 10 countries and institutions for publishing research on teaching methods for pharmaceutical education 

排名 国家 发文量 百分比 /% 排名 机构 发文量 百分比 /%
1 USA（North America） 311 49.76 1 University of North Carolina（USA） 23 17.04
2 England（Europe） 58 9.28 2 University of Sydney（Australia） 17 12.59
3 Australia（Oceanica） 54 8.64 3 King Saud University（Saudi Arabia） 14 10.37
4 China（Asia） 44 7.04 4 American Journal of Pharmaceutical Education（USA） 13   9.63
5 Saudi Arabia（Asia） 36 5.76 5 The Ohio State University（USA） 13   9.63
6 Canada（North America） 33 5.28 6 Qatar University（Qatar） 12   8.89
7 Malaysia（Asia） 24 3.84 7 Midwestern State University（USA） 11   8.15
8 France（Europe） 23 3.68 8 University of California，San Francisco（USA） 11   8.15
9 Netherlands（Europe） 23 3.68 9 University of Maryland（USA） 11   8.15
10 Brazi（South America） 19 3.04 10 Monash University（Australia） 10   7.41

表 2　药学教育教学法研究出版期刊和被引期刊 Top 10 
Tab 2　Top 10 published journals and co-cited journals on teaching methods for pharmaceutical education 

排名 出版期刊 发文量 影响因子 JCR 分区 排名 被引期刊 被引次数 影响因子 JCR 分区

1 Am J Pharm Educ 220 3.3 Q2 1 Am J Pharm Educ 2325 3.3 Q2
2 Indian J Pharm Educ   41 0.8 Q4 2 Curr Pharm Teach Learn   416 1.2 Q3
3 BMC Med Educ   40 3.6 Q1 3 Acad Med   363 7.4 Q1
4 Int J Clin Pharm   33 2.4 Q3 4 Med Teach   351 4.7 Q1
5 Eur J Hosp Pharm   24 1.7 Q4 5 Am J Health Syst Pharm   342 2.7 Q3
6 Res Social Adm Pharm   20 3.9 Q2 6 Med Educ   272 7.1 Q1
7 Am J Health Syst Pharm   19 2.7 Q3 7 BMC Med Educ   269 3.6 Q1
8 PLoS One   16 3.7 Q2 8 J Interprof Care   214 2.7 Q3
9 Saudi Pharm J   16 4.1 Q2 9 JAMA   192 120.7 Q1

10 BMC Health Serv Res   10 2.8 Q3 10 Int J Clin Pharm   181 2.4 Q3

表 3　药学教育教学法研究作者和被引作者 Top 10 
Tab 3　Top 10 authors and co-cited authors of research on teaching 

methods for pharmaceutical education 

排名 作者 发文量 排名 被引作者
被引

次数

1 Mclaughlin JE 9 1 ACPE 85
2 Chen AM 6 2 WHO 83
3 Karapinar-Carkıt F 6 3 Medina MS 59
4 Medina MS 6 4 Mclaughlin JE 35
5 Basheti IA 5 5 American Association of 

Colleges of Pharmacy
34

6 Desselle SP 5 6 Reeves S 32
7 O’Sullivan TA 5 7 Hepler CD 29
8 Persky AM 5 8 Braun V 28
9 van den Bemt BJF 5 9 Bandura A 27

10 Almaghaslah D 4 10 Cook DA 27

表 4　药学教育教学法研究被引文献 Top10 
Tab 4　Top 10 co-cited references on teaching methods for pharmaceutical education 

排名 被引用文献 被引频次

1 The impact of problem-solving feedback on team-based learning case responses 33
2 Opportunities and responsibilities in pharmaceutical care 24
3 Using thematic analysis in psychology 21
4 Accreditation standards and key elements for the pofessional program in the pharmacy leading to the doctor of phamacy degree，ACPE，2015 19
5 Active-learning processes used in US pharmacy education 16
6 The flipped classroom：a course redesign to foster learning and engagement in a health professions school 15
7 Accreditation standards and key elements for the professional program in pharmacy leading to the doctor of pharmacy degree，ACPE，2016 14
8 An active-learning strategies primer for achieving ability-based educational outcomes 14
9 Three approaches to qualitative content analysis 14

10 Consolidated criteria for reporting qualitative research（COREQ）：a 32-item checklist for interviews and focus groups 14
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教学法研究主要围绕“药学教育”主题开展。同
时，“teaching”“team-based learning”“flipped class-
room”“problem-based learning”等关键词出现频率
也较高，表明“分组学习法”“翻转课堂”“PBL 教
学法”等具体教学方法也是药学教育教学法研究的
重点（见表 5）。而在 2023 年新出现的“professional 
identity”“perception”体现出药学教育教学法最近一
年的关注趋势。
3　讨论
3.1　全球药学教育发展的不平衡
　　全球各国间在经济、基础设施以及学术能力上
有着显著的差异，不同的国家药学高等教育的发展
水平也各不相同。本研究显示，美国在药学教育教
学方面处于领先地位，英格兰、澳大利亚位列其后，
并且与美国保持合作关系。药学教育教学法研究方
面，我国的发文量排名第 4，并且保持着与美国、
新加坡、巴基斯坦等国家的密切合作关系。然而，
在高等教育国际化背景下，我国药学教育水平仍旧
有着很大的提升空间，这要求我们进一步借鉴领先

图 2　药学教育教学法研究出版机构的可视化图

Fig 2　Visualization of publishing institutions conducting research on teaching methods for pharmaceutical education 

图 3　药学教育教学法研究出版期刊（A）和被引期刊（B）的可视化图

Fig 3　Visualization of published journals（A）and co-cited journals（B）on teaching methods for pharmaceutical education 

表 5　药学教育教学法研究关键词 Top 30 
Tab 5　Top 30 keywords for research on teaching methods for 

pharmaceutical education 
序号 关键词 排名 序号 关键词 排名

1 parmacy education 93 16 medication errors 14
2 pharmacy 82 17 qualitative research 14
3 education 55 18 team-based learning 14
4 curriculum 35 19 assessment 13
5 teaching 32 20 hospital 13
6 clinical pharmacy 29 21 pharmacists 13
7 active learming 24 22 students 12
8 pharmaceutical care 23 23 COVID-19 11
9 patient safety 22 24 flipped classroom 11

10 interprofessional 
education

21 25 medication safety 11

11 pharmacy students 21 26 pharmacy service 11
12 pharmacist 20 27 safety 11
13 simulation 20 28 training 11
14 medical education 19 29 antimicrobial 

stewardship
10

15 medication 
reconciliation

16 30 community 
pharmacy

10
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国家的经验，深化国际交流合作，促进药学教育事
业的高水平发展，最终为国家培养出更多的具有国
际竞争力的药学人才。
3.2　药学教育需要更多的关注和投入
　　从 JCR 分区来看，发文量排名前 10 的期刊中
仅有 1 个在 Q1 区，被引期刊有 4 个在 Q1 区，但是
影响因子几乎都在 10 以下，说明药学教育相关论文
的质量和关注度都需要提升。近 10 年发表药学教育
教学法研究论文最多的作者发表了 9 篇论文，其他
作者均不超过 6 篇，提示对药学教育教学法持续并
深入研究的人员及团队数量不足，相关的研究较少，
但也意味着我国学者有更多的研究空间，积极探索
适合我国国情的药学教育教学方法更为重要和迫切。
3.3　教学方法与职业认同教育同样重要
　　关键词研究中，“自主学习”“模拟”“分组学
习”“翻转课堂”和“PBL 学习”等多为药学教育教
学研究的相关方法。研究提示，上课 10 min 之后，
学生的注意力会大幅且稳定地下降；长达 1 h 的讲
座中，被动学习会消磨学生耐心，带来较差的教学
体验 [9]。在高等教育中，大学生其实有着足够的自
我学习能力，教师的作用应该是教练和导师，起到
引导和激发的作用，促进学生思考，指导他们解决
问题。分组学习、基于问题与案例结合以及翻转课
堂等教学方法更能对学生产生积极的影响 [10]，均是
值得推荐用于药学教育的教学方法。
　　此外，关键词分析显示“职业认同（profession-
al identity）”是 2023 年的趋势主题。提到“职业认
同”这个词，就要回归教育的本质，“教育”这两个
字的组合最先出自《孟子》中“得天下英才而教育
之”，“教”为传授知识，而“育”为培养人格。国
际上对“职业认同”解释是将职业的核心价值观和
信念内化的过程，以便一个人思考、行动和感知自
己是该职业的一员 [11]。因此教育的核心归根结底是
育人，影响人对自我的认知。有研究表明，药学专
业学生对自身专业角色的认知呈现理想化倾向，同
时揭示出他们对药师职业形象普遍存在误解、敌意
感知及角色定位困惑 [12]。如何帮助药学专业学生解
决学习经历和职业身份理解的不和谐可以作为未来
药学教育的一个关注方向。加拿大 Kennie-Kaulbach 
团队则提出了“入门药学实践”的概念，研究对象
为一、二年级药学院学生，对他们进行共同体验式
教育，加深他们对包括专业自主性、责任感、跨专
业协作和以患者为中心的监护在内的核心角色要素
的理解，从而影响药学学生对职业认同的塑造，这
些直接影响学生求知欲、能动性或未来行为的变

化 [11]。因此，考虑教学方法的探讨与药学学生的职
业认同之间的关联性，对药学教育教学进行改革和
创新，确实可以成为药学教育教学领域的学者们关
注的方向。
　　总之，通过对药学教育教学相关文献的计量学
分析，讨论了全球药学教育教学发展的现状，发现
“职业认同”可能成为药学教育教学领域的最新趋
势和热点。由于方法学的限制，可能会有遗漏或选
择偏倚，不能完全反映事情全貌，但本研究基本上
反映了研究领域的全球宏观状况，愿能为我国药学
教育教学高质量发展提供参考。
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