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摘要: 以中医临床治疗乳腺增生的首选中成药小金丸为例, 对比生物活性检定与化学指纹图谱在小金丸整体质

量评价中的适宜性与科学性。测定小金丸抗血小板聚集生物效价与环氧化酶 2 (cyclooxygenase-2, COX-2) 抑制率,
建立小金丸脂溶性和水溶性双部位指纹图谱, 对A、B 2个厂家 16个批次市售小金丸进行指纹图谱分析, 对比研究

小金丸在生物活性和化学分析层面的一致性。本研究动物实验方案已获成都中医药大学附属医院实验动物伦理学

委员会批准 (批准号: 2018BL-002)。结果表明, 16个批次小金丸的抗血小板聚集生物效价在0.712～1.278 U·mg-1, 相
对标准偏差 (RSD) 为 15.4 %; COX-2抑制率在 52.07%～68.95%, RSD为 8.91%, 结果显示生物效应差异较小, 生物

活性一致性较好。16个批次小金丸指纹图谱相似度差, 近一半样品相似度小于 0.9, 共有峰峰面积在各样品中RSD
达 32.74%～165.37%, 化学一致性差。为探究小金丸生物活性一致性好而化学一致性差的原因, 对指纹图谱色谱进

行多元统计分析, 筛选影响相似度的主要色谱峰, 并进行色谱峰药材归属指认。结果显示各批次小金丸的相似度主

要受脂溶性指纹图谱中面积较大的 17、18、20、23、27号色谱峰, 水溶性部分 30号峰的影响, 经鉴定这些色谱峰属于

枫香脂和当归。进一步研究不同浓度枫香脂、当归抗血小板聚集与抑制COX-2活性的作用, 结果表明在小金丸组

方比例下, 枫香脂、当归几乎没有抗血小板聚集和抑制COX-2活性的作用。本研究发现化学指纹图谱用于小金丸

质量一致性评价存在一定的局限性, 部分丰度高、光谱响应强、活性弱的色谱峰成为影响评价结果的主要因素, 选择

反映临床功效的生物评价方法能很好弥补化学评价方法的不足, 为复杂中成药的整体质量评价提供新思路与方法。
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Abstract: Xiaojin pills, the first choice for clinical treatment of breast hyperplasia, were selected to explore

the suitability of a bioactivity assay with chemical fingerprinting for the development of an overall quality evalua‐
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tion assay. The liposoluble and water-soluble fraction fingerprints of Xiaojin pills were established. The ability to

inhibit platelet aggregation and the rate of inhibition of cyclooxygenase-2 (COX-2) for 16 batches of Xiaojin pills

from several manufacturers was analyzed; the chemical fingerprints of these samples were correlated with the

bioactivity and chemical analysis. The animal protocol was approved by the Committee on the Ethics of Animal

Experiments of Affiliated Hospital of Chengdu University of Traditional Chinese Medicine Approval, ID: 2018BL-

002. Results showed that the antiplatelet aggregation activity of 16 batches was 0.712-1.278 U∙mg-1, with a relative

standard deviation (RSD) of 15.4%. COX-2 inhibition was 52.07%-68.95% and the RSD was 8.91%. The results

showed that there was little difference in the biological effects of these samples. However, the chemical fingerprint

consistency of these 16 batches of Xiaojin pills was poor, and the similarity of nearly half of the samples was less

than 0.9. The total peak area of Xiaojin pills was 32.74%-165.37% across samples, showing very poor chemical

consistency. In order to explore the reasons for the poor chemical consistency despite good consistency in the

biological assays, the fingerprint chromatogram was analyzed by multivariate statistical analysis. The main chro‐

matographic peaks were identified. The results showed that the similarity of Xiaojin pills was mainly determined

by the prominent chromatographic peaks 17, 18, 20, 23 and 27 in the liposoluble fingerprints, which were identi‐

fied from Liquidambaris resina and Angelica sinensis Radix. However, Liquidambaris resina and Angelicae

sinensis Radix had almost no anti-platelet aggregation activity or COX-2 inhibitory effect at the normal prescrip‐

tion ratio. As a result, the ability to utilize chemical fingerprints to evaluate the quality consistency of Xiaojin pills

is limited. The selection of biological evaluation methods that reflect clinical efficacy could make up for the short‐

comings of chemical evaluation methods for quality assessment, and provide new ideas and methods for the overall

quality evaluation of complex Chinese patent medicines.
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中药质量评价是中医药研究领域重要的科学问

题, 是确保中药临床疗效的必要基础, 深入开展物质基

础及作用机制研究的重要前提, 对提升中药全产业链

质量、提高产品质量一致性和可控性、保护和传承中药

品牌与文化具有重要的学术价值与现实意义[1]。现行

中药质量一致性评价方法较多, 包括化学评价、生物评

价以及近红外光谱[2]等。目前, 化学评价方法是中药

学领域普遍应用的质量评价方法, 其中, 活性成分含量

与化学指纹图谱是终产品质量一致性评价的重要方

法, 是国际公认的控制评价中药和天然药物质量的有

效手段[3-5]。生物评价是以生物统计为工具、运用特定

的实验设计、测定药物生物活性的一种方法[6]。生物

评价具有药效相关、整体可控等技术优势, 符合中医药

特点的质量标准控制模式及方法, 已成为中药质量标

准化的重要发展方向之一[7]。

小金丸是当代中医临床治疗乳腺增生的首选中成

药[8], 具有散结消肿, 化瘀止痛的功效, 临床主要用于

治疗痰气凝滞所致的瘰疬、瘿瘤、乳岩、乳癖等证, 被列

入国家基本药物、国家医保乙类处方药, 具有名优中成

药培育的潜力与价值。近年来, 随着药理研究的深入,

小金丸适用症范围扩大, 对于甲状腺肿[9]、良性前列腺

增生[10]、带状疱疹后遗神经痛、聚合型痤疮、慢性盆腔

炎包块、结节性筋膜炎[11]、乙型肝炎纤维化均有良好的

治疗作用[12]。

小金丸组方复杂, 由麝香、木鳖子、制草乌、枫香

脂、醋乳香、醋没药、五灵脂、酒当归、地龙、京墨共 10

味药材组成。全方包含贵细药、树脂树胶类药物、植物

药、种子类药物、动物药、粪便类药物、矿物药, 各药味

均原粉入药[13]。其中, 乳香、没药主要依靠进口, 药材

来源难追踪, 质量难控制; 枫香脂是枫香树的干燥树

脂, 药农采收后需先熬制、晾干, 过程无统一标准, 导致

不同批次枫香脂质量差异大, 甚至外观性状各异; 木鳖

子去油工艺未规范, 去油程度无规定, 入药状态差异明

显。五灵脂来源无法固定, 未被 2015年版《中国药典》

收录; 地龙野生品与饲养品交织, 来源地域跨度大, 且

缺少有效的质控方法; 京墨尚无药用标准, 三味药材缺

乏有效的质量控制法规, 生产企业无标准可依。综上

分析, 特殊的组方药物、入药形式与原药材来源的变异

性导致小金丸质量变异度大、难以控制。课题组前期建

立了液相色谱质谱联用 (LC-MS/MS) 同时测定小金丸

中 10种成分含量的分析方法, 并测定了 8个厂家 23个

批次的小金丸 , 各成分含量变异系数高达 56.38%～

164.07%[14]。为更好地保障小金丸的质量一致性 , 亟

需探索适合小金丸整体质量评控的技术方法。

本研究分别从生物和化学角度对 2个厂家 16个批

次市售小金丸进行质量一致性分析研究。鉴于小金丸组

·· 2196



冯 碧等: 化学指纹图谱与活血、抗炎生物效价在小金丸整体质量评价中的适宜性对比研究

方的复杂性, 课题组建立了脂溶性和水溶性双部位指纹

图谱, 并且对 16个批次市售小金丸进行了抗血小板聚

集生物效价、环氧化酶 2 (cyclooxygenase-2, COX-2) 抑

制率以及指纹图谱的测定, 结合多元统计分析发现枫

香脂和当归是影响指纹图谱相似度的主要因素, 并测

定其抗血小板聚集和抑制COX-2活性作用, 对比思考

化学检测与生物效应在小金丸成药整体质量评价中的

适宜性与科学性, 文章设计思路如图1。本研究对于探

索复杂中成药整体质量评控方法具有一定的参考价值。

材料与方法

仪器与试剂 Thermo Scientific UltiMate 3000 高

效液相色谱仪 (美国赛默飞世尔科技有限公司);

Welch UltiMate AQ-C18色谱柱 (4.6 mm×250 mm) (月

旭科技股份有限公司); BSA224S型电子分析天平 (德

国赛多利斯公司); KQ-300DA 型数控超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司); AggRMA血小板聚集分

析仪 (美国海伦娜公司); XL5A 多管架自动平衡离心

机 (湖南湘立科学仪器有限公司); 超声仪 (上海科导超

声仪器有限公司, 53 kHz); 旋转蒸发器 (上海亚荣生化

仪器厂); Sdenz-100F冷冻干燥机 (宁波新芝生物科技

股份有限公司); SpectraMax iD5 多功能微孔读板机

(美谷分子仪器 (上海) 有限公司)。乙腈为色谱纯 (美

国赛默飞世尔科技有限公司); 其他试剂均为分析纯。

雄性 SD大鼠, SPF级, 体重 240～260 g, 动物许可

证号: SCXK-(湘) 2014-0011, 由长沙市天勤生物技术

有限公司提供。COX-2 酶联反应试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司。阿司匹林 (批号 SLBV2290)

购自美国贝克曼公司 ; 二磷酸腺苷 (ADP, 批号

716E021) 购自北京索莱宝科技有限公司; 原儿茶酸对

照品 (170822)、阿魏酸对照品 (CHB180206) 和花生四

烯酸对照品 (170217) 均购自成都克洛玛生物科技有

限公司, 质量分数均≥98%。

试药 收集A、B两个厂家共 16个批次市售小金

丸, 其样品编号及批号见表1。

富血小板血浆 (PRP) 和贫血小板血浆 (PPP) 的

制备 雄性 SD大鼠, 体重 240～260 g, 先用苯巴比妥

钠 (60 mg·kg-1) 麻醉, 再用 2.7 mL 真空采血管从腹主

动脉取血, 立即置于离心机内在转速 800 r·min-1、温度

为 18～25 ℃模式下离心 15 min, 小心吸取上清液置于

洁净的 5 mL EP管内; 剩余血液重复操作一次, 小心吸

取上清液置于前述EP管内, 得到富血小板血浆 (PRP);

剩余血液在转速 3 000 r·min-1模式下离心 30 min, 小心

吸取上清液置于另一支 5 mL EP管内, 得到贫血小板

血浆 (PPP), 备用。PRP 和 PPP 需要保持在 18～25 ℃

内, 并尽量减少扰动。本研究动物实验方案已获成都

中医药大学附属医院实验动物伦理委员会批准 (批准

号2018BL-002)。

抗血小板聚集对照品溶液的制备 准确称取阿司

匹林10.0 mg, 加0.5%二甲基亚砜 (DMSO) 溶液500 mL,

超声溶解 , 制成 0.02 mg·mL-1溶液 , 并按剂间距 1∶0.8

稀释成各个浓度的对照品溶液。

抗血小板聚集供试品溶液的制备 取小金丸适

量, 研末, 准确称取粉末3 g, 置具塞锥形瓶中, 加入80%

甲醇 50 mL后, 超声提取 30 min过滤, 滤渣提取第 2次,

合并滤液, 减压回收溶剂, 浓缩液冷冻干燥得到小金丸

粉末, 备用。准确称取不同批次小金丸的冷冻干燥粉末

Table 1 Sample information of collected Xiaojin pills

Sample
A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8

Batch number
180501
161102
180301
180101
180302
181102
171001
171102

Sample
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8

Batch number
181208
1811206
160806
170902
180903
190103
180502
180508

Figure 1 The study flowchart
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适量, 加 5% DMSO溶液, 超声溶解, 4 000 r·min-1离心

5 min, 取上清液制成浓度为100 mg·mL-1的小金丸供试

品溶液。并按间距1∶0.8稀释成各个浓度的供试品溶液。

诱导剂的制备 每瓶含有 200 μmol·L-1 腺苷二

磷酸, 用去离子水 1 mL复溶, 轻轻摇晃直到完全溶解,

作为诱导剂储备液。吸取适量储备液用生理盐水按照

1∶3的比例稀释储备液, 作为诱导剂工作液。复溶后

的储备液保存在 2～6 ℃可稳定一周或在-80 ℃下可

保存3个月。工作液应在制备后3 h内使用。

活血效价计算 血小板聚集率测定过程中, 由于

拮抗血小板聚集的药物使血小板最大聚集率降低, 由

此可以计算药物对血小板聚集过程的最大抑制程度,

即抑制率 (I, %)= (空白血浆的最大聚集率 - 供试品的

最大聚集率) / 空白血浆的最大聚集率。

根据《药品生物检定》中简化概率单位法的原理计

算活血效价。实验中暂以国际公认的抗血小板聚集药

物阿司匹林作为参照物质, 参考生物制品的效价设定,

阿司匹林对照品的活血效价赋值为 10 000 U·mol-1, 将

每个样品的 4个测试浓度和相应的抑制率输入生物效

价质反应计算软件, 计算不同样品的生物效价和效价

的可信限率 (FL)。

COX-2 抑制率测定 根据课题组前期建立的小

金丸 COX-2 酶联反应试剂盒方法制备供试品 , 测定

COX-2抑制率[15]。

指纹图谱标准溶液的制备 精密称取阿魏酸、原

儿茶酸、花生四烯酸对照品适量, 甲醇定容, 分别配制

成浓度为10.4、11.6和47.1 μg·mL-1的对照品溶液。

指纹图谱供试品溶液的制备 脂溶性部分供试品

制备: 小金丸粉碎, 精密称取 0.6 g, 加入乙醚 5 mL, 超

声 30 min, 过滤, 滤渣加 3 mL乙醚, 超声 15 min, 过滤,

2 mL乙醚洗涤滤渣, 合并滤液, 40 ℃挥干溶剂, 残渣加

甲醇溶解, 甲醇定容至 5 mL, 过 0.22 μm滤膜, 即得脂

溶性部分供试品溶液。水溶性部分供试品制备: 取脂

溶性样品滤渣, 挥干残留乙醚, 加入超纯水 5 mL, 超声

30 min, 离心, 取上清液, 过 0.22 μm滤膜, 即得水溶性

部分供试品溶液。

仪器工作参数 脂溶性部分测定工作参数 :

Welch UltiMate AQ-C18 色谱柱 (4.6 mm×250 mm), 流

动相为 0.1% 磷酸水溶液-乙腈 , 梯度洗脱: 0～5 min,

40% 乙腈 ; 5～10 min, 40%～50% 乙腈 ; 10～20 min,

50%～60% 乙腈 ; 20～30 min, 60%～65% 乙腈 ; 30～

40 min, 65%～70% 乙腈 ; 40～50 min, 70%～80% 乙

腈 ; 50～60 min, 80%～90% 乙腈 ; 60～65 min, 90%～

95%乙腈; 65～75 min, 95%～100%乙腈; 75～80 min,

100%～100%乙腈。体积流量为1 mL·min-1; 柱温30 ℃;

进样量 10 μL; 检测波长 202 nm。进样前按初始流动

相条件平衡 10 min。水溶性部分测定工作参数: Welch

UltiMate AQ-C18色谱柱 (4.6 mm×250 mm), 流动相为

0.1%磷酸水溶液-乙腈, 梯度洗脱: 0～20 min, 2%～5%

乙腈; 20～30 min, 5%～10%乙腈; 30～37 min, 10%～

20% 乙腈 ; 37～45 min, 20%～30% 乙腈 ; 45～50 min,

30%～40%乙腈; 50～58 min, 40%乙腈。体积流量为

1 mL·min-1; 柱温30 ℃; 进样量20 μL; 检测波长250 nm。

进样前按初始流动相条件平衡10 min。

指纹图谱相似度分析 取 A、B 两个厂家不同批

次的小金丸进行指纹图谱检测, 将结果导入“中药色谱

指纹图谱相似度评价系统 (2012.0版)”, 进行指纹图谱

相似度分析。

多元统计分析 色谱峰三维矩阵结果引入SIMCA-

P 13.0 软件分析 , 对主成分分析 (principal component

analysis, PCA) 和正交偏最小二乘判别法 (orthogonal

partial least squares discrimination analysis, OPLS-DA)

进行模式识别分析。对A、B两个厂家16个批次小金丸

脂溶性和水溶性部位共 115个峰的峰面积进行PCA分

析; 采用OPLS-DA对A、B两个厂家共 16个批次小金

丸脂溶性和水溶性部位所有指纹图谱峰面积进行分析;

将全部色谱峰面积分信息及去除筛选的几个面积较大

色谱峰后的峰积分信息导入SPSS 13.0软件程序, 以色谱

峰最多的小金丸样品A6为参照值进行系统聚类分析。

药材归属峰指认 按照小金丸处方比例, 精密称

取麝香、木鳖子、制草乌、枫香脂、乳香 (醋)、没药 (醋)、

五灵脂、当归 (酒)、地龙等九味小金丸组方药材, 分别

按照供试品溶液的制备方法制备药材供试品溶液, 按

照仪器工作参数进行指纹图谱测定。

枫香脂生物活性检定 精密称取枫香脂 3 g, 置具

塞锥形瓶中, 加入80%甲醇50 mL后, 超声提取30 min过

滤, 滤渣提取第 2次, 合并滤液, 减压回收溶剂, 浓缩液

冷冻干燥得到枫香脂冻干粉末, 取冻干粉加5% DMSO

溶液稀释成浓度为 1、5、10、25、50和 100 mg·mL-1的枫

香脂供试品溶液, 按照抗血小板聚集方法进行血小板

聚集抑制率的测定; 准确称取枫香脂 0.2 g, 加 DMSO

稀释成浓度为 0.1、0.5、1、5、10和 20 mg·mL-1的供试品

溶液, 按照COX-2抑制率测定方法进行测定。

当归生物活性检定 精密称取当归 3 g, 置具塞锥

形瓶中 , 加入 80% 甲醇 50 mL 后 , 超声提取 30 min 过

滤, 滤渣提取第 2次, 合并滤液, 减压回收溶剂, 浓缩液

冷冻干燥得到当归冻干粉末, 取冻干粉加 5% DMSO

溶液稀释成浓度为 1、5、10、25、50和 100 mg·mL-1的供

试品溶液, 按照抗血小板聚集方法进行血小板聚集抑

制率的测定; 准确称取当归 0.2 g, 加 DMSO稀释成浓
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度为 0.1、1、2.5、5、10 和 20 mg·mL-1的供试品溶液, 按

照COX-2抑制率测定方法进行测定。

结果

1 抗血小板聚集效价和COX-2抑制率

16个批次小金丸抗血小板聚集及 COX-2抑制率

测定结果如图 2, 各批次小金丸的生物效价为 0.712～

1.278 (U·mg-1), RSD为15.4%, COX-2抑制率为52.07%～

68.95%, RSD为 8.91%。据生物检定结果可知, 各批次

小金丸在活血和抗炎效价无明显分类情况, 且各样品

之间生物效应差异较小, 说明各批次小金丸生物效应

一致性较好。

2 指纹图谱及相似度评价

小金丸脂溶性部位指纹图谱可检出 41 个峰 (图

3A), 水溶性部位可检出33个峰 (图3B), 通过对照品指

认, 脂溶性部位 23号峰为花生四烯酸, 水溶性部位 13

号峰为原儿茶酸, 22号峰为阿魏酸。

记录 16批小金丸供试品的脂溶性、水溶性HPLC

指纹图谱 (图 4A和 4B), 相似度结果见图 4C, 脂溶性部

位共 11个共有峰, 水溶性部位 7个共有峰, 各样品共有

峰面积差异较大, 变异系数最大达165.37%。由相似度

结果可知, 小金丸水溶性部位相似度高于脂溶性部位,

且A厂家生产的 8个批次小金丸相似度较好, 均大于

0.9, B厂家生产的小金丸相似度差异较大, 其中B6相

似度最低, 脂溶性部位为 0.473, 水溶性部位为 0.745。

综上, 从指纹图谱结果可知, 16个批次小金丸一致性

差, 且各厂家生产的小金丸一致性情况有所差异。

3 多元统计分析筛选主要差异色谱峰

PCA 分析结果如图 5, 两个主成分累计贡献率为

94.5%, 说明所建模型良好。根据 PCA得分图 (图 5A)

可知A、B厂家小金丸具有明显的分类, 且A厂家小金

丸较B厂家小金丸变异大。根据载荷图 (图 5B) 可知,

脂溶性部位 17、18号峰是影响主成分的主要变量, 同

时 20、23、27号峰和水溶性部位 30号峰也对分类有一

定的影响作用。

模型 R2X (cum)、R2Y (cum) 和 Q2 (cum) 分别为

0.825、0.622、0.597, 相应的参数结果表明该模型良好,

预测精度较高。OPLS-DA分析结果 (图 6A) 显示A、B

厂家小金丸能够较好地分为两类, 且结果与PCA分析

结果吻合 (图 6B)。为验证模型的有效性, 进行了 100

次迭代置换试验 (图 6C), 这些检验将原模型的拟合优

度与随机排列模型的拟合优度进行了比较, 如图 6C所

示, 验证结果表明原始模型是有效的。在相应的 S图

中, 远离原点的变量被认为贡献更大, 在所有检测到的

信号中, 根据VIP≥1.5和P (corr)≥0.58的阈值识别出对

聚类和鉴别有显著贡献的变量。S-Plot分析结果显示

(图6D), 脂溶性部位17、18、20、23和27号峰, 水溶性部

位 30号峰为有显著贡献的变量, 判别分析结果与PCA

分析结果一致。

4 系统聚类分析

系统聚类分析结果显示 , 相似性矩阵中平方

Euclidean距离越小, 说明样品之间差异越小。从系统

聚类结果可以看出, 与全峰聚类结果 (date 1) 相比, 去

除脂溶性部位17、18、20、23和27号峰, 水溶性部位30号

色谱峰后 (date 2) 平方 Euclidean距离大幅减小, 各小

金丸样品平方Euclidean距离差异性也明显变小, 且树

Figure 2 Antiplatelet aggregation value and cyclooxygenase-2

(COX-2) inhibitory rate of 16 batches of Xiaojin pills

Figure 3 Fingerprint of liposoluble fraction (A) and water-

soluble fraction (B) of Xiaojin pills. The number in the figure is the

number of chromatographic peak in the fingerprint of liposoluble

fraction and water-soluble fraction
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状图分类的相对距离均变小, 说明小金丸各样品变异

程度更小。系统聚类结果说明各样品的变异程度主要

受面积较大的色谱峰的影响。

5 枫香脂和当归生物活性测定

通过小金丸原药材的峰归属指认, 发现脂溶性部

位 17、18、20、23 和 27 号峰均属于枫香脂 , 因此枫香

脂被认为是造成 A、B两个厂家小金丸脂溶性部位化

学差异性的主要原因。对枫香脂进行抗血小板聚集效

价和 COX-2 抑制率的测定 , 枫香脂半抑制率 (IC50)

曲线如图 8A, 其 IC50为 2.04 (mg·mL-1), 但在小金丸组

方剂量下, 枫香脂COX-2抑制率仅 6.43%, 说明在小金

丸组方比例下, 枫香脂的抗炎活性极弱; 抗血小板聚集

Figure 5 PCA score scatter plot (A) and loading scatter plot (B) of peak area of 16 batches Xiaojin pills

Figure 4 Fingerprint of liposoluble fraction (A), water-soluble fraction (B) and similarity evaluation (C) of 16 batches of Xiaojin pills
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效价结果如图 8B, 在小金丸 100 mg·mL-1 组方比例

下 , 枫香脂血小板聚抑制率仅为 2.29%, 集枫香脂在

1～100 mg·mL-1浓度内几乎没有抗血小板聚集作用。

通过高分辨质谱分析, 发现水部位 30号峰为当归中的

壬二酸, 因此当归被认为是造成A、B两个厂家小金丸

水溶性部位化学差异性的主要原因。对当归进行

COX-2 抑制率和抗血小板聚集抑制率的测定 , 当归

IC50曲线如图 8C, 其 IC50为 0.005 3 (mg·mL-1), 说明当

归有明显抑制 COX-2 表达的作用 , 但在小金丸组方

剂量下, 当归对 COX-2抑制率为负, 说明在小金丸组

方比例下, 当归不表现出抗炎活性; 抗血小板聚集效价

结果如图 8D, 当归有较强的活血作用 , 但在小金丸

100 mg·mL-1组方比例下, 当归对血小板聚集抑制率仅

为 2.00%, 因此, 在小金丸处方比例下, 当归抑制血小

板聚集活性较弱。

讨论

小金丸临床疗效显著, 且各厂家、各批次在治疗效

Figure 7 Systematic clustering square Euclidean distance (A) and clustering result (B) of chromatographic peaks

Figure 6 OPLS-DA score scatter plot (A), loading scatter plot (B), 100 iterations replacement test results (C), S-Plot (D) of peak area of 16

batches Xiaojin pills
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果上几乎无差别。本研究测定的 16个批次小金丸抑

制血小板聚集活性和抑制COX-2活性结果显示厂家、

批次间无明显分类差异, 而根据指纹图谱数据分析结

果发现A、B厂家小金丸有明显的分类现象, 来自A厂

家的小金丸相似度明显地优于B厂家, 而色谱峰的多

元统计分析结果显示B厂家小金丸差异更小。结果说

明化学检测与生物检测结果存在一定的偏差。

小金丸十味组方药材中, 麝香、当归、乳香、没药、

枫香脂、五灵脂六味药材具有活血功效, 麝香、草乌、当

归、乳香、枫香脂、五灵脂六味药材具有止痛功效。中

医认为乳腺增生是气滞血瘀导致的局部结节, 小金丸

具有较强的活血作用, 能够改善局部结节情况, 达到治

疗乳腺增生的目的。现代临床研究表明, 小金丸对前

列腺炎[16]、甲状腺节结、乳腺癌[17-19]等具有一定的治疗

作用, 在前列腺炎治疗过程中, 主要通过抑制 COX-2

的表达达到治疗的目的[20]。因此, 本研究选择以活血、

止痛生物效应为导向 , 以抗血小板聚集实验和抑制

COX-2 表达测试初探小金丸体外生物活性效价。血

小板聚集是由血小板膜糖蛋白Ⅱb/Ⅲa (GPⅡb/Ⅲa) 受

体所调节, 纤维蛋白原与活化的 GPⅡb/Ⅲa受体结合,

在相邻的血小板之间形成横桥, 形成血栓和骨架, 参与

生理性止血和病理性血栓形成。抗血小板聚集活性能

在一定程度上反映小金丸的活血化瘀功效[21]。抗血小

板聚集实验直接取实验动物血液进行活性测定, 是更

接近试药体内生物活性的一种方法。5个批次小金丸

体内的耳肿胀抗炎活性结果与本研究所使用的COX-2

酶联反应试剂盒方法结果趋势基本一致, 说明本研究

所使用的 COX-2酶联反应试剂盒方法用于小金丸的

抗炎活性评价可靠、有效。

化学指纹图谱相似度作为评价方法, 是中药质量

一致性评价的重要手段。经过小金丸整体色谱峰面积

的多元统计分析发现, 峰面积较大的组分是造成小金

丸指纹图谱差异性的主要因素, 去除这些影响较大的

组分后, 小金丸样品之间差异性明显降低。脂溶性部

位面积较大的峰大多来自小金丸组方药材枫香脂, 枫

香脂祛风活血, 解毒止痛, 止血生肌, 作佐药[22], 而在小

金丸剂量下的枫香脂几乎没有抗血小板聚集和抑制

COX-2 的作用。水溶性部位面积较大的峰来自组方

药材当归, 当归具有活血、补血、调节机体免疫功能等

作用[23], 但在小金丸组方剂量下, 活血作用极弱, 且不

表现抗炎活性, 因此, 小金丸指纹图谱评价结果难以反

映其活血、止痛活性。在指纹图谱相似度评价过程中,

一些高丰度、强响应、低活性的色谱峰可能主导相似度

的评价结果。同时, 相似度评价是共有峰参与的过程,

忽略了其他色谱峰的贡献效果, 造成了在多元统计分

析结果中, A厂家小金丸差异性明显大于B厂家, 与指

纹图谱相似度评价结果不一致的现象。综上, 指纹图

谱用于小金丸整体质量评价具有局限性, 仅以化学评

价方法难以全面地、科学地评价小金丸等复杂中成药

的质量一致性。化学评价主要以色谱峰的变异程度作

为药物质量评价的依据, 但一些峰面积较大的色谱峰

往往决定着评价的结果, 而这些具有决定作用的色谱

Figure 8 50% inhibitory concentration (IC50) curve (A) and antiplatelet aggregation inhibition rate (B) of Liquidambaris resina, IC50 curve

(C) and antiplatelet aggregation inhibition rate (D) of Angelicae Sinensis Radix
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和生物效应联系不大, 可能会导致化学评价结果一致

而生物效应相差较甚的结果。因此, 在进行药物质量

评价时, 以生物效应为导向, 在化学指纹图谱相似度计

算时, 去除对整体活性贡献度不大的色谱峰, 以高活性

为原则, 将化学指纹图谱与生物效应紧密地联系在一

起, 使化学评价结果能够更好地反映于临床。

本研究仅对小金丸活血、抗炎功效进行了生物活

性评价, 还应该进一步拓展其生物评价方法, 建立小金

丸生物活性谱, 全面地对小金丸的疗效进行评估。美

国 FDA发布的《植物药发展的工业指南 (2015版)》指

出, 不能以化学方法证明中草药和植物药质量一致性

的, 可以选择采用生物评价的方法予以证明[24]。因此,

在现有化学评价方法基础上引入生物评价方法, 有利

于从不同维度收集复杂体系的质量信息, 更加科学、全

面地评价复杂中成药的整体质量, 更好地保障临床用

药的安全、有效, 促进工业化制造水平的提高。
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