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灯盏细辛注射液生物活性限度测定方法适用性研究

芮菁 , 张月玲 , 李元静 , 唐元泰 (天津市药品检验所 ,天津 300070)

摘要 　目的 :探讨灯盏细辛注射液生物活性测定方法的适用性。方法 :经预试验 ,采用小鼠体内血栓形成试验和急性脑缺血

试验、大鼠体内和体外血小板聚集试验 ,观察不同批号灯盏细辛注射液的药理作用 ,作为生物活性测定方法和限值确定依据。

结果 : 3批样品中有 2批样品小鼠 30 mL·kg- 1可明显增加血栓形成试验偏瘫恢复数 ,明显延长急性脑缺血试验小鼠存活时

间 ;大鼠 10 mL·kg- 1可降低体内血小板最大聚集率 ,另一批反应较弱。3批样品对 ADP诱导大鼠体外血小板聚集率有明显

抑制作用 ,体内体外结果作用趋势相近。结论 :灯盏细辛注射液三批样品对不同药理模型呈现不同的活性作用差别 ,考虑均

可作为生物活性测定方法。建议选用其中之 1～2种方法和 10～30 mL·kg- 1限值剂量对产品进行质量内部控制 ,积累数据 ,

为制定正式标准提供依据。
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The Study of B ioactiv ity L im itM ethod on Fleabane In jection

Rui J ing, Zhang Yue2ling, L i Yuan2jing, Tang Yuan2Tai( T ianjin M unicipal Institu te for D rug Control, Tianjin 300070)

Abstract　O bjective: To investigate the app licability of bioactivity assay method on the Fleabane Injection1M ethods: After p re2test, to

observe the pharmacological effects of different batches of Fleabane Injection by thrombosis test in vivo and acute cerebral ischem ia test on

m ice, p latelet aggregation test in vivo and in vitro on rats, as the definition evidences of bioactivity assay method and lim it value1 Re2
sults: Among the three batches of samp les, there are two batches can significantly increase the number of hem ip legia recovery in thrombo2
sis test, p rolong the survival time in acute cerebral ischem ia test on m ice 30 mL·kg- 1 , and reduce the maximum p latelet aggregation rate

in vivo on rats 10 mL·kg- 1 , but the response of another batch is so weak1 Three batches of samp les can significantly inhibit the ADP2in2
duced p latelet aggregation rate in vitro on rats, and action trend is sim ilar between in vitro and in vivo1 Conclusion s: The three batches of

Fleabane Injection samp les show different bioactivity effects on the various pharmacologicalmodels, and all of them can be used as the as2
say method of bioactivity1 One or two kinds of the methods and 30 mL·kg- 1 lim it dose can be choosed to use in the internal quality con2
trol of p roducts and the accumulation of data, in order to p rovide the evidences for making formal standards1
Key words: fleabane injection, traditional Chinese medicine quality standards, bioactivity, the assay method of lim it

　　灯盏细辛注射液为灯盏细辛经提取酚酸类成分

制成的灭菌溶液。含量测定以野黄芩苷和总咖啡酸

酯作为主要有效成分指标。具有活血祛瘀 ,通络止

痛的功能。用于瘀血阻滞 ,中风偏瘫 ,肢体麻木 ,口

眼歪斜 ,言语謇涩及胸痹心痛 ;缺血性中风、冠心病

心绞痛见上述诸侯者。临床用法用量为静脉注射一

次 20～40 mL,一日 1～2次 ,用 019%氯化钠注射液

250～500 mL稀释后缓慢滴注。本实验依据该药的

功能主治和药理作用进行了质量标准生物活性测定

方法的初步探索。

1　试验材料

111　仪器

BS - 634血小板聚集仪 (北京生化仪器厂 )。

112　试药与试剂

盐酸肾上腺素注射液 (规格 1 mL, 1 mg/支 ,批

号 0608181) ;注射用磷酸川芎嗪 (规格 :每瓶 50 mg,

批号 20070402) ;尼莫地平注射液 (规格 : 10 mg, 50

mL,批号 BXBUH0211) ;胶原蛋白 (规格每瓶 1 g,批

号 124H7060)。5′2腺苷二磷酸二钠盐 (ADP) (规格

每瓶 011 g,批号 A27541 EXP: 2009 /09)。

113　动物

小鼠 :品系 CD21 ( ICR) ,雄性 :体重 24～26 g,雌

雄各半 :体重 18～20 g。SPF级 (北京维通利华实验

动物技术有限公司 ) ;大鼠 :品系 SD,雄性 ,体重 180～

200 g, SPF级 (北京维通利华实验动物技术有限公

司 )。
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2　试验方法与结果

2. 1　预试验 (生物活性测定方法和限值剂量的筛

选 )

按照生物活性试验方法应指标明确、重现性好、

操作简便、成本低廉的原则 ,根据灯盏细辛注射液的

功能主治和药理作用 ,选择小鼠体内血栓形成试验

和急性脑缺血试验、小鼠断头存活试验、大鼠体内体

外血小板聚集试验进行初筛。

初筛结果表明 ,单次给药对各体内试验方法作

用较差 ,采用连续 3次给药的方法较好。本品在体

内试验方法中有效剂量为 715～30 mL·kg
- 1

,连续

静脉注射 3 d均有不同程度的阳性反应 ,体外血小

板聚集试验中也呈现明显抑制作用。一定剂量注射

用磷酸川芎嗪和尼莫的平注射液作为阳性对照药品

对相应试验方法也有明显作用。

经对筛选结果评价 ,除小鼠断头存活试验外 ,采

用其他 4种方法进行正式试验 ,以 30, 10 mL·kg
- 1

连续注射给药 3 d分别作为小鼠、大鼠体内试验剂

量 (约为临床日平均剂量的 30倍和 10倍 ) ,以注射

用磷酸川芎嗪和尼莫的平注射液作为阳性对照药。

212　生物活性测定方法和剂量限值确证试验

21211　小鼠体内血栓形成试验 [ 1 ] 　取健康雄性小

鼠 80只 ,体重 24～29 g,随机分成 5组 ,设阴性对照

组 ,给予等量生理盐水 ,阳性药对照组注射用磷酸川

芎嗪 3313 mg·kg
- 1

; 3批样品供试品组 ,给药量为

30 mL·kg- 1。第 1～2天腹腔注射 ,第 3天静脉注

射给药。于末次给药后 20 m in,各组小鼠尾静脉注

射生理盐水配制的血栓诱导剂 0110 mL /10 g体重

(内含胶原蛋白 280 mg·L
- 1

,盐酸肾上腺素 13 mg

·L
- 1

,用前等量混合制成诱导剂 )。注射后即刻观

察 5 m in内的死亡数、死亡时间和 15 m in内小鼠偏

瘫恢复数 ,结果以卡方测验 (确切概率法 )进行统

计。并计算药物对抗小鼠体内血栓的保护率。结果

见表 1。

表 1　灯盏细辛注射液对小鼠体内血栓形成的影响 ( n = 16)

分组
剂量

/mL·kg·d - 1

恢复数

/只

保护率

/%

死亡数

/只

死亡时间

/ �x ±s m in

阴性对照组　　　 NS ×3 0 - 9 2118 ±0169

注射用磷酸川芎嗪 3313 mg ×3 72) 43175 6 2157 ±0144

灯盏细辛注射液 0947 3010 ×3 51) 31125 6 3156 ±1149

灯盏细辛注射液 1143 3010 ×3 4 25100 8 2137 ±0164

灯盏细辛注射液 1244 3010 ×3 51) 31125 6 3124 ±0110

　　与对照组比较 : 1) P < 0105, 2) P < 01011

　　结果表明 , 3 批样品小鼠连续给药 3 d,

20070947和 20071244可明显增加 15 m in内小鼠偏

瘫恢复数 ,与阴性对照组比较有显著性差别 ( P <

0105)。20071143也有促进小鼠偏瘫恢复作用 ,但

与对照组比较无显著性差别。3批样品对偏瘫小鼠

的死亡数和死亡时间未见与对照组有显著性差异。

阳性对照注射用川芎嗪作用明显。

21212　大鼠体内血小板聚集功能试验 [ 2 ] 　取 W ist2
ar雄性大鼠 50只 ,体重 220～240 g,均分 5组 ,设阴

性对照组 ,给予等量的生理盐水 ;阳性对照组注射用

磷酸川芎嗪 3313 mg·kg
- 1

, 3批供试品样品给药体

积为 10 mL·kg
- 1。第 1～2天腹腔给药 ,第 3天自

尾静脉注射给药 1次 ,测定前 1天禁食。于末次给

药后 20 m in,腹腔注射 20%乌拉坦 5 mL ·kg
- 1麻

醉。仰卧位固定。以硅化注射器自腹主动脉采血 ,

置硅化离心管中 ,以 318% 柠檬酸钠溶液 9∶1抗凝 ,

1 000 r·m in
- 1离心 5 m in, 制成富血小板血浆

( PRP) ,以 2 000 r·m in
- 1离心 10 m in,制成贫血小

板血浆 ( PPP) ,按比浊法 ,测定 5 m in内血小板最大

聚集率。以各组血小板最大聚集率进行组间比较 ( t

测验 ) ,并计算出血小板聚集抑制率。血小板聚集

抑制率 ( % ) = (阴性对照组聚集率 2供试品组聚集

率 ) /阴性对照组聚集率。结果见表 2。

结果表明 , 3 批样品大鼠连续给药 3 d,

20070947和 20071244可明显降低 ADP诱导的大鼠

血小板最大聚集率 ,与阴性对照组比较有显著差异

( P < 0105和 0101)。阳性对照组药也有明显作用。

20071143仅见有一定的降低作用。

21213　大鼠体外血小板聚集功能试验 [ 3 ] 　取 W ist2
ar大鼠 ,体重 220～240 g,腹腔注射 20%乌拉坦 5

mL·kg
- 1麻醉。以硅化注射器自腹主动脉采血 ,置

硅化离心管中 ,以 318%柠檬酸钠溶液 9∶1抗凝 ,
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　　表 2　灯盏细辛注射液对大鼠体内血小板聚集功能的影响

分组
剂量

/mL·kg·d - 1

动物数

/只

最大聚集率

/ �x ±s %

聚集抑制率

/%

阴性对照组 NS ×3 10 35161 ±4194 -

注射用磷酸川芎嗪 3313 mg ×3 10 29157 ±71492) 16196

灯盏细辛注射液 0947 10 ×3 10 27125 ±91141) 23148

灯盏细辛注射液 1143 10 ×3 10 31165 ±7124 11112

灯盏细辛注射液 1244 10 ×3 10 26148 ±71032) 25164

与对照组比较 : 1) P < 0105, 2) P < 0101

1 000 r·m in
- 1 离心 5 m in, 制成富血小板血浆

( PRP) ,以 2 000 r·m in
- 1离心 10 m in,制成贫血小

板血浆 ( PPP) ,按比浊法 ,测定血小板最大聚集率。

注射用磷酸川芎嗪浓度为 313 g·L - 1 , 3批样品均

给予原液 ,记录 5 m in内血小板最大聚集率。对照

组与各样品组平行检测。以各组血小板最大聚集率

进行组间比较 ( t测验 ) ,并计算出血小板聚集抑制

率 (同 21212)。结果见表 3。

表 3　灯盏细辛注射液对大鼠体外血小板聚集功能的影响

分组
剂量

/mL·kg·d - 1

动物数

/只

最大聚集率

/ �x ±s %

聚集抑制率

/%

分组 药液浓度 / g·L - 1 例数 最大聚集率 / �x ±s 聚集抑制率 /%

阴性对照组 NS 10 47113 ±5157 -

注射用磷酸川芎嗪 313 10 21140 ±81412) 54161

灯盏细辛注射液 0947 原液 10 40127 ±31902) 14156

灯盏细辛注射液 1143 原液 10 41140 ±61011) 12117

灯盏细辛注射液 1244 原液 10 39158 ±41322) 16103

与对照组比较 : 1) P < 0105, 2) P < 0101

　　结果表明 , 3批样品对 ADP诱导的大鼠体外血

小板最大聚集率均有明显的抑制作用 ,与阴性对照

组比较有显著性差异 ( P < 0105 和 0101 )。其中

20070947和 20071244的血小板聚集抑制率分别为

14156%和 16103% ,略优于 20071143的 12117%。

阳性药对照注射用磷酸川芎嗪呈现明显作用。

灯盏细辛注射液体外试验结果与体内试验结果基

本一致 ,而前者由于标准差相对较小而精密度较好。

21214　小鼠急性脑缺血试验 [ 4 ] 　取小鼠 60只 ,雌

雄各半 ,体重 20～22 g,随机分为 6组 ,设假手术组、

模型对照组 ,给予等量的生理盐水 ;阳性对照组尼莫

地平注射液 0145 mg·kg
- 1

,试验当日静脉给药 1

次 ;给药体积为 20 mL·kg
- 1。3批供试品组给药量

为 30 mL·kg
- 1

,第 1～2天腹腔注射给药 ,第 3天静

脉注射给药。于末次给药后 20 m in,以 12%乌拉坦

10 mL·kg
- 1腹腔麻醉 ,仰卧位固定 ,颈中线切口 ,分

离左、右两侧颈总动脉 ,以 0号手术线将双侧颈总动

脉连同迷走神经一同结扎 ,同时记录小鼠存活时间

(每分钟呼吸少于或等于 5次为死亡 ,存活时间超

过 60 m in者以 60 m in计 ) ,结果进行显著性统计 ,存

活时间经对数转换后进行 t测验 ,存活数用确切概

率法计算。结果见表 4。

结果表明 , 3 批样品小鼠连续给药 3 d,

20070947和 20071143可明显延长急性脑缺小鼠的

存活时间和提高存活率 ,与模型对照组比较有显著

性差异 ( P < 0101) , 20071244仅见有一定的延长作

用 ,阳性对照药尼莫地平注射液组也有显著性差异 ,

其剂量与人一次用量 (25m g)相当。

3　讨论

灯盏细辛注射液为《中国药典 》2005年版一部

收载品种 ,以灯盏细辛为原料提取而成。灯盏细辛

味辛、微苦、性温 ,具有祛风散寒、活血通络止痛的功

效。用于风寒湿痹痛 ,中风瘫痪 ,胸痹心痛等。主要

成分有野黄芩苷、绿原酸、丁香酸、灯盏甲素、高黄芩

素、芹菜素、原儿茶酸、飞蓬酯乙、咖啡酸 +多舌飞蓬

苷、双咖啡酰化合物 ,焦袂康酸等 ,其有效成分与毒

性成分尚未分清。其药用部位为叶、花、茎、根。质

量标准中有野黄芩苷 ( 014～016 mg)和总咖啡酸酯
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　　表 4　灯盏细辛注射液对小鼠脑缺血存活时间的影响

分组
剂量

/mL·kg·d - 1

动物数

/只

存活时间

( �x ±s分 )

20 m in时存活数

/只

假手术组 NS ×3 10 > 120100 ±0100 10

模型对照组 NS ×3 10 11170 ±5131 0

1102 ±01240

尼莫地平注射液 0145 mg ×1 10 27170 ±191751) 62)

1132 ±01353

灯盏细辛注射液 0947 30 ×3 10 33120 ±211541) 62)

1143 ±01312)

灯盏细辛注射液 1143 30 ×3 10 36180 ±221492) 72)

1145 ±01372)

灯盏细辛注射液 1244 30 ×3 10 18110 ±12140 3

1118 ±01273

注 :与模型组比较 : 1) P < 0105, 2) P < 0101,其中存活时间 ( )内的数据为对数转换值

(210～310 mg)的含量测定 ,但与其有效性间的关

系尚难确定。因此 ,用生物活性测定方法来评价产

品的有效性可以作为理化测定方法的补充 ,以达到

综合控制产品质量的目的。

小鼠体内血栓形成试验结果表明 , 灯盏细辛注

射液 3批样品按照 2 d腹腔注射、1 d静脉注射方式

小鼠 30 mL · kg- 1 连续给药 3 d, 20070947 和

2007124即可明显增加 15 m in内小鼠偏瘫恢复数 ,

20071143仅有促进小鼠偏瘫恢复作用。同等剂量

的 20070947和 20071143还可明显延长急性脑缺血

小鼠的存活时间。20071244仅见有一定的延长作

用。表明该药对小鼠体内血栓形成和急性脑缺血有

一定的对抗作用 ,但各批样品间有一定差异。

同样 3批样品大鼠按照相同给药方式 10 mL·

kg- 1连续给予 3 d, 20070947和 20071244可明显降

低 ADP 诱导的大鼠体内血小板最大聚集率 ,

20071143仅见有一定的降低作用。3批样品对 ADP

诱导的大鼠体外血小板最大聚集率均有明显的抑制

作用 ,表明该药对大鼠血小板聚集活性有一定的抑

制作用。

血小板最大聚集体外试验测定结果与大鼠体内

血小板最大聚集试验、小鼠体内血栓形成试验结果

具有一定的相关性和相似性。其中就精密度高、操

作简单和成本低廉而言 ,血小板最大聚集试验体外

法因精密度高和小鼠体内血栓形成试验因成本低而

优于大鼠体内血小板聚集试验。但小鼠体内血栓形

成试验模型因每批动物的个体差异及血栓诱导剂批

次间的差异会造成出现栓塞的概率产生波动 ,故建

议在采用该模型时应注意选择体重适宜的动物、调

整血栓诱导剂的配比量以保证模型组动物出现栓塞

概率超过 80%方可用于生物活性试验。

用上述 4种试验方法对 3批灯盏细辛注射液进

行生物活性测定结果表明 ,灯盏细辛注射液确有与

其“活血祛瘀 ,通络止痛 ”相关的生物活性 ,而且不

同方法对 3批样品测定的结果有一定的差异 ,如批

号为 20071143的样品 ,其抑制血栓形成和抑制血小

板聚集作用弱于其他两批样品 ,而抗脑缺血作用则

强于其他两批 ,该结果与本所对不同来源灯盏花素

注射液进行“生物活性测定 ”的结果 [ 5 ]极为相似 ,初

步说明不同批号样品间既有作用方式的差异 ,又有

作用强度的差异。

上述 4种试验方法中建议考虑采用脑缺血试验

和血栓形成试验 (或体外血小板聚集试验 )同时作

为灯盏细辛注射液质量标准中的生物活性测定方

法 ,以 30 mL·kg- 1 (约为临床最大用量的 2215倍 )

或合适的剂量作为限值剂量 ,根据中药注射剂的复

杂性和生物活性测定方法的局限性 ,建议两种方法

中有一种方法测定结果阳性即可判断为合格 ,初试

结果阴性允许复试后合并计算。

生物活性测定方法对灯盏细辛注射液质量标准

的适用性 ,还应有生产企业对该产品进行质量内控

检验验证的数据。经过验证 ,进一步确证该产品对

方法和限值的适用性 ,由于中药制剂过程的复杂性 ,

在质量标准内控测定时 ,相同产品也可采用不同的

方法和限值积累测定数据 ,待制定正式标准时再进

行统一。
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黄草类石斛的薄层色谱鉴别研究
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摘要 　目的 : 建立黄草类石斛的薄层色谱 ( TLC)定性鉴别方法。方法 : 采用薄层色谱法 ,考察不同基源石斛及商品药材中专

属性成分联苄类化合物毛兰素 ( erianin)、石斛酚 ( gigantol)、杓唇石斛素 (moscatilin)和 3, 4’, 52三羟基 23’2甲氧基联苄 ( tristin)

的薄层色谱行为 ,对石斛药材进行定性鉴别。结果 : 通过 21种不同基源的石斛及 11批商品石斛的薄层色谱鉴别 ,证明此方

法专属性强 ,操作简单 ,重复性好 ,为石斛的鉴别提供了一种准确、有效的新方法。结论 : 本方法可用于黄草类石斛的鉴别 ,为

中药石斛的质量标准研究提供科学依据。

关键词 :石斛 ; 联苄类化合物 ; 薄层色谱法 ; 鉴别 ; 质量控制
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Stud ies on Idetif ica tion of C au lis D endrob ii by Th in2Layer Chroma tography
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Abstract　O bjective: To establish a new qualitative method for identification of Caulis D endrobii by Thin2Layer Chromatography

( TLC) 1 M ethods: The specific compouds, four bibenzyls erianin, gigantol, moscatilin and tristin were studied by TLC in different

D endrobium species1 Results: The newly established method was successfully app lied to qualitative analysis of bibenzyls in twenty2one

samp les of D endrobium species and eleven batches of commercial herbs and it p roved to be specific, simp le and reliable1 Conclusion:

The developed qualitative method by TLC is useful for quality control on Caulis D endrobii1
Key words: Caulis D endrobii; bibenzyls; TLC; identification; quality control

　　石斛来源于金钗石斛 D1 en trobium nobile

L indl1、铁皮石斛 D1en trobium cand idum W all1 ex

L indl1或马鞭石斛 D1 en trobium fim bria tum Hook1
var1 ocu la tum Hook1 及其近似种的新鲜或干燥

茎 [ 1 ]
,应用历史悠久 ,在《神农本草经 》中被列为上

品 ,具有滋阴清热、生津益胃、润肺止咳的功效 ,用于

热病伤津、口干烦渴、病后虚热等多种病症。近年来

市场上供应的商品石斛根据加工情况 ,主要分为

“枫斗 ”和“黄草 ”两大类。枫斗主要是选用茎细、柔

嫩、多汁的石斛 ,商品常被加工呈螺旋形或弹簧状。

黄草是指凡是不适合加工枫斗的石斛属植物的茎 ,

通常茎较为粗大 ,坚实 ,色黄。“黄草 ”一名在历代

本草中未见记载 ,陶弘景《神农本草经集注 》(据《本

草纲目 》转引 )载称 :“今用石斛出始兴。生石生 ,细

实。以桑灰汤沃之 ,色如金 ⋯⋯”,可见黄草一名因

植物干后呈色黄而得名。常用的药用黄草石斛品种

主 要 有 : 细 叶 石 斛 D1hancockii、长 苏 石 斛

D1B rym erianum、黄花石斛 D1D ixan thum、束花石斛

D1Chrysan thum、兜唇石斛 D1aphyllum、球花石斛

D1 thyrsif lorum、翅梗石斛 D1Trigonopu、景洪石斛


