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摘要: 鸡内金是消食化积类中药的代表, 疗效确切, 现代临床应用广泛。但目前鸡内金的药效物质研究基础较

为薄弱, 2020版《中国药典》收载的鸡内金质量控制方法比较简单, 并不能够有效控制其质量。本研究提出基于胃

蛋白酶活性的鸡内金生物效价测定方法, 作为其质量控制新的技术方法。以胃蛋白酶活力为评价指标, 优化鸡内金

提取方法, 采用“质反应平行线法”建立基于胃蛋白酶活性的鸡内金生物效价测定法, 进行方法学考察, 测定20个批次

鸡内金的生物效价与可信限度; 采用营养性半固体糊黏度测定方法验证不同效价鸡内金降低黏度的活性差异; 对比

研究小鼠胃残留率与胃蛋白酶活力、醇溶性浸出物含量的相关性差异, 评价胃蛋白酶活力效价与体内活性的相关性。

方法学考察结果显示, 鸡内金供试品的最优制备方法为: 取鸡内金粗粉, 加50倍量水, 300 W、40 kHz超声提取0.5 h; 其

量效曲线形状与阳性对照药多酶片相似, 精密度、中间精密度及重复性考察结果均符合要求; 20批样品的效价范围

为 13.49～34.69 U·mg-1, 平均值为 22.21 U·mg-1, RSD为 31.52%。验证实验结果显示, 鸡内金样品效价越高, 降低营

养糊黏度效果越显著; 小鼠胃残留率与胃蛋白酶活力效价、醇溶性浸出物含量的相关性系数 r分别为 0.867、0.518,

表明胃蛋白酶活力效价与体内活性高度相关。研究结果表明, 本文建立的基于胃蛋白酶活性的鸡内金生物效价测

定法方法可靠, 重复性良好, 能够直接反映鸡内金的质量优劣, 可为其他消食类中药的质量评控参考方法。
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measurable effects and extensive clinical application. However, its effective components are not clear. The quality

control index in the current edition of Chinese Pharmacopoeia is rather elementary and does not reflect its clinical

efficacy. In this study, a bioassay method based on pepsin activity was proposed as a novel quality control method.

With pepsin activity as the evaluation index, the extraction of GGEC was optimized and a method for the determina‐

tion of biological potency was established by using the qualitative reaction parallel line method. The biological

potency and consistency of 20 batches of GGEC were investigated. To provide scientific evidence in support of this

bioassay method, two validation experiments were designed. One was to study the viscosity-reducing activity of a

nutritional semi-solid paste after adding GGEC samples with differing potency. The other was to correlate the

gastric residual rate in mice and pepsin activity with the alcohol soluble extract content. The results showed that the

optimal preparation method was to dilute crude powder of GGEC with 50 volumes of water and subject to ultrasonic

extraction at 300 W and 40 kHz for 0.5 h. The shape of the dose-response curve was similar to that of the positive

control drug multienzyme tablets and the precision, intermediate precision and repeatability met the methodology

requirements. The results showed that the potency of 20 batches of samples ranged from 13.49 to 34.69 U·mg-1,

with an average value of 22.21 U·mg-1. The validation experiment demonstrated that the effect of reducing the

viscosity of the nutrient paste became more significant as GGEC sample potency increased. The correlation coeffi‐

cient R of gastric residual rate with pepsin potency and alcohol soluble extract content was 0.867 and 0.518, respec‐

tively, which indicated that the pepsin potency was highly correlated with in vivo activity. This study shows that a

bioassay method based on pepsin activity is reliable and reproducible for GGEC and could provide reference method

for the quality evaluation of other digestant herbs.
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鸡内金 (Galli Gigerii Endothelium Corneum, GGEC)

是中医临床治疗食积不消、呕吐泻痢和小儿疳积的常

用药物, 疗效确切, 是消食类中成药的基础药味与高频

药味, 具有广阔的药食开发前景[1]。关于鸡内金的消

食化积功效, 古今本草均有详细记载。《滇南本草》首载

其“宽中健脾、消食磨胃”功效, 治疗“小儿乳食结滞”引

起之“脾积疳积”;《本草纲目》言其“治小儿食积”; 当

代《中华临床中药学》认为鸡内金健脾消食作用较强,

大凡积滞, 不论肉积、乳积、谷积及其他积滞皆宜[2]。

现代研究表明 , 鸡内金的主要成分包括蛋白质

(类角蛋白、酶)、多糖、氨基酸、微量元素等[1], 鸡内金可

改善胃肠道动力不足, 恢复生理性胃肠蠕动, 增加胃肠

道消化动力, 增强食欲[3,4]。然而, 目前以鸡内金化学

成分为基础构建相应的化学质控方法缺少, 也很难找

到能直接反映其消食化积的质控指标。例如,《中国药

典》2020年版 (一部) 鸡内金项下仅包含水分、总灰分

检查、醇溶性浸出物测定[5], 但这些指标仅限于常规的

理化检测, 与其关键生物活性相关性不高, 对其质量评

控力不强, 难以准确反映其临床功效。因此, 建立反映

其消食化积功效的生物评价方法具有重要意义[6,7]。

生物活性测定法是以药物的生物效应为基础, 以

生物统计为工具, 运用特定的实验设计, 测定药物有效

性的一种方法[8,9]。研究[10]表明, 鸡内金中含有胃蛋白

酶和淀粉酶, 课题组推测鸡内金与多酶片在药理作用

方面具有相似性[11-13], 可借鉴消化酶活力检测方法控

制鸡内金质量[14,15]。《中国药典》2020版消化酶活力检

测方法均采用底物消化力测定法, 以单位时间内单位

体积中产物的增加量作为衡量酶活力强弱的指标, 方

法专属性强, 灵敏度高。但测定时, 一是样品在研磨均

匀的过程中, 研磨力度和方式等人为因素会影响测定

结果[16]。二是样品被研磨成细粉进行实验, 此时多种

酶均匀混合在一起, 在化验过程中会产生相互干扰[16]。

本研究尝试建立基于消化酶活力检测的鸡内金生物效

价测定法, 优选适宜的供试品制备方法, 进行系统的方

法学考察, 并通过体内外实验进行验证, 以期提升《中

国药典》鸡内金质量控制方法, 保障其临床疗效, 为其

他消食类中药的质量评控方法提供借鉴。

材料与方法

药材与试剂 鸡内金药材共 20批, 分别采自云南

(S1)、陕西 (S2)、山东 (S3)、江苏 (S4)、湖南 (S5)、湖北

(S6)、河北 (S7)、广西 (S8)、广东 (S9)、北京 (S10)、安徽

(S11) 各 1批, 河南 (S12、S13) 2批, 四川 (S14～S20) 共

7批, 经成都中医药大学药学院许润春副教授鉴定均

为稚科动物家鸡 (Gallus gallus domesticus Brisson) 的

干燥砂囊内壁。

阳性对照药: 多酶片 (批号: 181206, 四川依科制

药有限公司), 先用 0.1 mol·L-1盐酸溶液浸泡 5 min 去

掉糖衣 , 再置于另一 0.1 mol·L-1盐酸溶液浸泡 5 min,

最后置于超纯水中漂洗, 用滤纸吸干表面水分, 40 ℃
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烘干, 粉碎过3号筛备用。

三氯乙酸 (批号: 2019121001, 成都市科隆化学品

有限公司)、福林酚 (REF: LA15B3, 飞净生物科技有限

公司)、无水碳酸钠 (批号: 20121222, 成都市科龙化工

试剂厂)、酪蛋白 (批号: LC7288, 合肥博美生物科技有

限责任公司)、可溶性淀粉 (批号: 20100531, 成都市科

龙化工试剂厂)、羧甲基纤维素钠 (批号: 2016032201,

成都市科龙化工试剂厂)、奶粉 (20200602, 双城雀巢有

限公司)、葡萄糖 (批号: 20190301, 成都市科龙化工试

剂厂)。

动物和仪器 KM 小鼠 , 雌雄各半 , SPF 级 , 体重

20 ± 2 g, 购于成都达硕实验动物有限公司, 动物许可证

号: SYXK (川) 2014-124。饲养条件: 温度为20 ± 0.5 ℃,

湿度 55% ± 5%。动物实验规程经成都中医药大学附

属医院医学伦理委员会批准 (批准号: 2019BL-016)。

SpectraMax iD3多功能酶标仪 (美谷分子仪器上海有限

公司)、96 孔酶标板 (美国 COSTAR 公司)、KQ-500DE

型数控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司)、

L-550台式低速大容量离心机 (湖南湘仪离心机仪器

有限公司)、LVDV-1T型数字旋转黏度计 (上海方瑞仪

器有限公司)。

检测原理 胃蛋白酶活性检测方法采用Folin法[17]。

以酪蛋白底物, 在一定条件下, 同酶液反应, 经一段时

间后终止酶促反应, 经离心除去沉淀物取上清液, 用碳

酸钠溶液碱化, 再加入福林酚试剂显色, 蓝色的深浅与

滤液中生成产物酪氨酸成正比, 酪氨酸含量用酶标仪

在 660 nm紫外吸收波长处测定, 从而计算胃蛋白酶的

活力。

反应条件和参数设定 在 10 mL EP 管中加入

0.5%酪蛋白溶液 2 mL和酶液 5 mL, 40 ℃水浴 30 min

后立即加入 0.4 mol·L-1三氯乙酸溶液 2 mL终止反应,

混匀后静置 5 min, 3 000 r·min-1离心 10 min后取上清

液在 96孔板中加入上清液 110 μL、0.4 mol·L-1碳酸钠

溶液 150 μL和 0.5 mol·L-1福林酚试剂 40 μL, 振荡混匀

在 40 ℃下孵育 20 min, 测定吸光度值。空白组即将酶

液替换为等量的超纯水。

供试品制备方法的考察

最佳溶剂筛选 精密称取鸡内金粉末 (过 3号筛)

1 g, 加入 50 倍量水、40% 乙醇、70% 乙醇 , 超声温度

60 ℃, 300 W、40 kHz超声提取 0.5 h, 置 4 ℃冰箱中静

置过夜, 使用时恢复至常温, 3 000 r·min-1离心 10 min,

取上清液即得样品溶液。以胃蛋白酶活力效价为评价

指标, 筛选最佳溶剂。

提取方法、温度和料液比的影响 精密称取鸡内

金粉末 (过 3号筛) 1 g, 加入 50倍量水, 分别采用热浸

渍法 (40 ℃、60 ℃水浴)、常温浸渍法、超声提取法

(60 ℃、300 W 40 kHz超声0.5 h) 提取, 按1∶50、1∶70和

1∶100的料液比进行制备, 置 4 ℃冰箱中静置过夜, 使

用时恢复至常温, 3 000 r·min-1离心 10 min, 取上清液

即得样品溶液。以胃蛋白酶活力效价为评价指标, 筛

选最佳提取方法及温度。

提取时间的考察 精密称取鸡内金粉末 (过3号筛)

1 g, 加入 50倍量水, 超声温度 60 ℃, 300 W、40 kHz分

别超声提取 15、30、45 和 60 min。置 4 ℃冰箱中静置

过夜, 使用时恢复至常温, 3 000 r·min-1离心 10 min, 取

上清液即得样品溶液。以胃蛋白酶活力效价为评价指

标, 筛选最佳提取时间。

供试品溶液的制备 取鸡内金药材粉末 (过3号筛)

1 g 加超纯水 50 mL, 300 W、40 kHz 超声处理 30 min,

放冷, 4 ℃静置过夜, 3 000 r·min-1离心 10 min, 取上清

液按 1∶0.6倍剂距等比稀释成一定浓度的供试品溶液。

另取阳性对照药 0.08 g 加超纯水 50 mL 按上法制成

1.6 mg·mL-1的阳性对照药溶液 , 按 1∶0.6 倍剂距等比

稀释作为胃蛋白酶活力测定的阳性对照药溶液。

胃蛋白酶活力反应率 采用归一化法将样品组和

阳性组扣除空白背景吸光度后的 OD 值转化为 (0, 1)

之间的小数, 见公式1。

反应率 =

( )样品溶液OD值 - 空白溶液OD值 × 9 mL × 50 mL

0.11mL × 5 mL × 400
×

100% (1)

方法学考察

精密度 取同一批次相同质量浓度的鸡内金供试

品溶液, 连续重复测定 6次, 计算平均效价和RSD, 考

察方法的精密度。

中间精密度 实验室 2名不同实验人员在 2个不

同时间段内, 分别重复测定3次, 计算平均效价和RSD,

考察实验的中间精密度。

重复性 取同一批次的鸡内金样品 1.00 g, 精密

称定6份, 分别制成供试品溶液, 计算平均效价和RSD,

考察方法的重复性。

可靠性检验 根据可靠性检验结果成立的判别要

求, 对定量测定鸡内金提取物消化酶活力的结果进行

可靠性检验。

鸡内金胃蛋白酶活力效价的测定 取 20个不同

批次的鸡内金药材, 按供试品制备方法和上述反应条件

进行测定, 得到样品溶液和空白溶液OD值, 计算反应

率, 参照《药品生物检定》简化概率单位法的原理计算相

对效价[18], 将供试品和阳性对照药测试质量浓度和相

应的反应率输入生物效价质反应计算软件, 计算不同批
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次鸡内金样品的生物效价。本实验过程中, 约定胃蛋

白酶活力效价测定所用阳性药的效价为300 U·mg-1。

营养性半固体糊黏度测定的基本原理 营养性半

固体糊黏性较强, 主要成分为蛋白质和淀粉等大分子

物质, 加入含胃蛋白酶和淀粉酶的酶液, 在适宜条件

下, 酶促进蛋白质和淀粉等大分子水解, 使其黏性下

降; 且在一定范围内, 酶活性越强, 单位时间内黏性下

降越多。

营养性半固体糊的配制: 取羧甲基纤维素钠5 g于

300 mL超纯水中, 于4 ℃冰箱静置过夜, 依次加入16 g

奶粉、8 g葡萄糖、8 g可溶性淀粉, 搅拌均匀, 50 ℃水浴

50 min后搅拌均匀。

取 S2、S4、S5和 S17批次共 4个批次鸡内金药材,

按供试品制备方法配制供试品溶液, 取 40 g营养性半

固体糊加入供试品溶液 10 mL, 搅拌均匀, 空白组加入

超纯水 10 mL, 40 ℃水浴 0.5、2 h, 分别测定黏度, 每次

测定平行重复3次。

胃残留率和小肠推进率测定

鸡内金混悬液的配制 根据所采集的20个批次鸡

内金胃蛋白酶活力效价测定结果, 选取其中效价值有

显著差异的 5个批次, 以 0.5%羧甲基纤维素钠溶液为

溶剂制成 0.1 g·mL-1鸡内金混悬液, 超声处理 30 min,

放冷, 摇匀, 4 ℃静置过夜。

营养性半固体糊标记物的配制 取羧甲基纤维素

钠 10 g于 300 mL超纯水中, 于 4 ℃冰箱静置过夜, 依

次加入 16 g奶粉、8 g葡萄糖、8 g可溶性淀粉和 3 g活

性炭粉末, 搅拌均匀, 4 ℃存放, 使用时恢复至常温。

胃残留率和小肠推进率 实验取小鼠 (SPF 级),

雌雄各半, 实验前禁食不禁水 20 h, 按性别、体重随机

分为 5个给药组, 每组 10只, 雌雄各半。各组给药按

30 mL·kg-1给予小鼠相应的鸡内金混悬液。60 min后,

每只小鼠灌胃 0.6 mL营养性半固体糊。30 min后, 脱

颈椎处死小鼠。处死小鼠后立即解剖腹腔, 结扎小鼠胃

贲门和幽门, 取胃用滤纸拭干后称重。然后沿胃大弯剪

开胃体, 洗出胃内容物后称净重, 计算胃残留率 (%)。

取全胃后, 同时自胃幽门剪至回盲部, 用镊子不加牵引

地取出小肠段, 铺直于表面湿润的纸板上, 测量幽门至

营养糊最前端的距离和幽门至回盲部全长, 计算小肠

推进率 (%)。

醇溶性浸出物含量测定 参照《中国药典》2020版

醇溶性浸出物测定法 (通则2201) 项下的热浸法测定。

统计方法及分析 采用SPSS 20.0软件对数据进行

处理, 计量资料以均值 ± 标准差表示, 两两比较采用 t

检验, 多组比较采用方差分析。胃蛋白酶活力效价与胃

残留率、醇溶性浸出物含量的相关性分析采用Pearson

相关分析法。

结果

1 供试品制备方法考察

由表 1可看出, 鸡内金水提物的胃蛋白酶活力效

价显著高于其醇提物, 因而采用水作溶剂。以水为溶

媒采用浸渍法, 随温度的升高, 胃蛋白酶活力亦显著升

高; 60 ℃、不同料液比条件下, 超声提取法制取的提取

物的酶活力效价均略高于热浸渍法, 且方法简便易行,

因而选用超声提取法、1∶50料液比进一步优选提取时

间。由表 2可看出, 超声提取 30 min的酶活力效价显

著高于 15 min, 但 30、45和 60 min的酶活力效价没有

显著差异, 超声 30 min效价略高, 最终确定鸡内金供

试品最优制备方法为 : 取鸡内金粗粉 , 加 50 倍量水 ,

60 ℃, 300 W、40 kHz超声提取0.5 h。

2 鸡内金生物效价测定方法学考察

2.1 精密度 结果表明, 6次测定的胃蛋白酶活力效

价分别为15.17、15.37、15.48、14.93、15.58、15.52 U·mg-1,

平均效价为 15.34 U·mg-1, RSD 为 1.62%, 表明仪器的

精密度良好。

2.2 中间精密度 中间精密度结果表明, 6次测定的胃

蛋白酶活力效价分别为15.09、16.12、14.84、14.28、15.23、

15.47 U·mg-1, 胃蛋白酶活力平均效价为 15.17 U·mg-1,

RSD 4.07%, 说明不同实验人员对测定结果影响较小。

2.3 重复性 6份供试品溶液的胃蛋白酶活力效价分

别为 13.40、14.15、15.78、14.80、16.12 和 14.94 U·mg-1,

平均效价为 14.87 U·mg-1, RSD 为 6.77%, 表明该方法

重复性较好。

Table 2 Optimization of extraction time for biological evaluation

of GGEC (U·mg-1). n = 3

Time

Ultrasonic extraction (60 ℃)

15 min

26.13

30 min

31.57

45 min

28.13

60 min

29.88

Table 1 Optimization of extraction method for biological evaluation of Galli Gigerii Endothelium Corneum (GGEC, U·mg-1). n = 3

Ratio

1∶50
1∶70
1∶100

Water

31.56
—

—

40% Ethanol

17.83
—

—

70% Ethanol

16.16
—

—

Cold soaking

(25 ℃)
16.56
13.27
11.45

Hot dipping

(40 ℃)
19.67
15.20
13.05

Hot dipping

(60 ℃)
28.15
21.69
18.04

Ultrasonic

extraction (60 ℃)
30.15
25.69
20.01
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2.4 可靠性检验 结果表明 , 回归项差异显著 (P <

0.01), 说明随着质量浓度的增加, 胃蛋白酶活力反应

率呈规律性增加。偏离平行不显著 (P > 0.05), 表明阳

性药和供试品的剂量曲线呈平行直线关系。本方法可

靠性检验的结果成立, 可用于定量测定鸡内金提取物

胃蛋白酶活力。

3 胃蛋白酶活力效价的标化

3.1 胃蛋白酶活性检测和量效关系考察 选取 S17

鸡内金样品, 按供试品制备方法制备得供试品溶液, 按

上述条件反应并测定各组的紫外吸光度值, 计算胃蛋

白酶活力反应率, 考察鸡内金的胃蛋白酶活性, 表明反

应率在 2.59～20 mg·mL-1具有明显的剂量依赖关系 ,

见图 1A。将反应率转换成概率单位 (Y) 后, 对数剂量

与概率单位呈直线关系 , 在 2.592～20 mg·mL-1 剂量

内, 回归方程 Y = 0.958 + 2.140 X (R2 = 0.999)。说明此

反应类型适合用生物检定中“质反应平行线测定法”进

行效价测定, 见图1B。

3.2 效价计算 根据供试品、阳性药 (多酶片) 的不同给

药浓度和相应的反应率, 约定阳性药的参比效价值为

300 U·mg-1, 使用生物效价质反应计算软件, 得到 S17

批次的鸡内金的胃蛋白酶活力效价为 29.75 U·mg-1,

见表3。

课题组预先对酶的种类进行了筛选, 结果表明, 鸡

内金中无显著脂肪酶活性, 淀粉酶和胃蛋白酶活性显著,

继而构建了基于胃蛋白酶、淀粉酶活性检测的鸡内金质

量生物效价测定法, 用以检测 20批次鸡内金酶活性差

异。结果显示, 20个不同批次鸡内金胃蛋白酶、淀粉酶

活性效价均有差异, 但淀粉酶活性效价方法重复性较差,

需要进一步优化。按照上述条件测定20个批次鸡内金

药材的相对效价, 结果见表4。不同批次鸡内金药材胃

蛋白酶活力效价范围为13.49～34.69 U·mg-1, 高低相差

近 3倍。其胃蛋白酶活力效价平均值为 22.21 U·mg-1,

RSD为31.52%。

4 体外黏度测定

如图 2所示, 鸡内金水提液能显著降低营养性半

固体糊的黏度, 且随着鸡内金胃蛋白酶活力效价值的

升高, 黏度依次显著下降。营养性半固体糊主要成分

为蛋白质和淀粉, 提示鸡内金可能是通过其中的消化

酶促进蛋白质和淀粉等生物大分子水解, 降低其黏度,

从而减少食物在胃中的停留时间, 加快胃排空速率, 表

明营养性半固体糊黏度测定可以有效反映鸡内金的消

食活性。

5 胃残留率测定

如图 3所示, 随着鸡内金胃蛋白酶活力效价值的

Figure 1 Pepsin activity of GGEC (A) and linear relationship between logarithmic dose and probabilistic unit (B)

Table 3 The pepsin potency in GGEC and control drug multi‐

enzyme tablets. n = 3,
-
x ± s

No.

1

2

3

4

Sample (S17)

Dose

/mg·mL-1

20.00

12.00

7.20

4.32

Response rate

/%

0.86 ± 0.015

0.61 ± 0.019

0.42 ± 0.007

0.28 ± 0.007

Multienzyme tablets

Dose

/mg·mL-1

1.60

0.96

0.58

0.35

Response rate

/%

0.89 ± 0.025

0.51 ± 0.003

0.26 ± 0.007

0.16 ± 0.001

Table 4 The pepsin potency in different batches of GGEC. n = 3

Sample

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

Response rate/%

20

mg·mL-1

0.82

0.84

0.46

0.58

0.55

0.77

0.42

0.51

0.76

0.56

0.82

0.61

0.57

0.72

0.51

0.72

0.86

0.82

0.73

0.69

12

mg·mL-1

0.64

0.69

0.30

0.44

0.33

0.50

0.31

0.37

0.59

0.33

0.60

0.39

0.36

0.40

0.31

0.48

0.61

0.64

0.48

0.45

7.2

mg·mL-1

0.56

0.50

0.20

0.31

0.20

0.28

0.21

0.24

0.42

0.21

0.43

0.28

0.23

0.30

0.20

0.34

0.42

0.46

0.31

0.26

4.32

mg·mL-1

0.33

0.35

0.13

0.21

0.12

0.18

0.16

0.16

0.30

0.11

0.30

0.19

0.14

0.19

0.14

0.23

0.28

0.32

0.18

0.19

Potency

/U·mg-1

34.27

34.69

13.91

19.46

15.52

22.52

13.49

16.02

28.28

15.82

29.73

18.76

16.56

20.85

14.76

25.15

29.75

31.75

22.14

20.73

FL/%

27.11

25.92

10.36

14.34

10.10

12.68

11.24

11.78

20.57

10.06

20.15

12.97

10.97

12.98

10.36

15.41

18.48

22.40

13.32

12.88
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升高, 小鼠胃残留率呈现逐渐降低趋势, 且效价值最高

的 S2 组的胃残留率显著低于效价值最低的 S5 和 S8

组, S4和S6组胃残留率显著低于S8组; 随着效价指标

的升高, 小鼠体内胃排空速率也显著增加, 表明效价指

标与小鼠体内胃排空速率高度相关, 可反映鸡内金消

食化积的临床功效。

6 醇溶性浸出物测定

表 5 表明, 不同批次鸡内金药材浸出物含量 (%)

存在差异。浸出物含量中间值为6.72%～13.21%, 平均

值为 9.49%, RSD为 18.25%。其中S2、S17浸出物含量

较高, 它们效价值也较高, 分别为 34.69 U·mg-1 (FL% =

25.92)、29.75 U·mg-1 (FL% = 18.48), S19、S20 批次浸

出物含量低于 7.5%, 常规鉴定判为不合格 , 但其效

价值并非最低 , 分别为 22.14 U·mg-1 (FL% = 13.32)、

20.73 U·mg-1 (FL% = 12.88), 说明醇溶性浸出物测定

结果与胃蛋白酶活力测定结果并不完全一致。

7 相关性分析

为了判断不同方法评价鸡内金健胃消食临床功效

的有效性, 分析胃蛋白酶活力效价、醇溶性浸出物含量

和胃残留率的相关性。从相关性系数 r (图 4) 可以看

出, 效价指标与小鼠胃残留率显著相关, 相关性系数达

到 0.867, 而浸出物含量与小鼠胃残留率的相关性系数

为 0.518, 表明胃蛋白酶活力效价与体内活性高度相

关。本研究建立的胃蛋白酶活力效价指标相较于醇溶

性浸出物含量可以更有效地评价鸡内金品质, 反映其

健胃消食功效强弱。

讨论

鸡内金临床消食疗效显著, 不同产地的鸡内金胃

蛋白酶活力效价差异显著, 且相同产地不同批次间样

Figure 2 Results of different pepsin potency reduced nutritional

paste viscosity of GGEC

Figure 3 Effect of GGEC with different pepsin activity titer on

promoting gastric emptying in mice. n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05, **P <

0.01 vs S8; #P < 0.05 vs S5

Table 5 The content of ethanol-soluble extract in different batches

of GGEC. n = 3,
-
x ± s

Sample
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

Extract content/%
10.09 ± 0.70
13.21 ± 0.73

7.99 ± 0.86
10.39 ± 0.55
11.44 ± 0.24
9.17 ± 1.9
8.06 ± 0.48
9.70 ± 0.75
9.84 ± 0.70

11.23 ± 0.11

Sample
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20

Extract content/%
9.47 ± 0.92
8.73 ± 0.25
8.22 ± 0.72
7.63 ± 0.42
7.59 ± 0.39

11.59 ± 0.42
11.05 ± 0.70
10.56 ± 0.46

7.11 ± 0.11
6.72 ± 0.10

Figure 4 Correlation analysis between gastric residual rate and pepsin activity titer in mice (A) and correlation between gastric residual

rate and content of alcohol soluble extract in mice (B)
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品效价值差异也较大。原因可能有以下方面, 一是由

于现代社会生产方式发生重大变革, 导致鸡内金的药

物来源发生重大变化, 饲养鸡 (饲养周期 2～3个月) 鸡

内金亦成为其药物来源 , 而传统家养鸡饲养周期为

2～3年甚至更长, 二者厚度、脆碎度等性状指标有明

显差异, 家鸡和饲养鸡鸡内金的胃蛋白酶活力效价可

能存在显著差异, 本文所收集的 20个批次样品中可能

存在部分饲养鸡鸡内金。二是鸡内金各省皆产, 各地

取材方式不一, 有将鸡砂囊置于沸水中涮洗后再剥离

其内壁, 沸水温度过高会导致酶活力下降。三是从各

药材市场收集到不同产地及批次的鸡内金, 而各地贮

存条件不一, 对温度和湿度未进行严格控制, 叶久之

等[14]发现当温度超过 40 ℃、相对湿度大于 75%时, 多

酶片原料中各酶活力均会下降, 贮存条件不当亦可能

导致鸡内金中酶活力下降。目前,《中国药典》2020年

版收载的鸡内金质量控制指标主要是浸出物含量, 难

以真正有效地评控不同来源鸡内金的质量差异性, 亦

难以反映其临床疗效。本课题首次建立基于消化酶活

力检测的生物效价测定法用于评价与控制鸡内金质

量, 通过系统的方法学评价和体内外实验验证, 构建了

能反映鸡内金消食化积临床功效的质量评价方法, 以

期完善和提升《中国药典》鸡内金质量控制方法, 并为

神曲、红曲、麦芽、谷芽等消食类中药质量生物控制研

究提供方法参考。
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