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摘要： 目的　 优化祛风活络胶囊辐照灭菌工艺， 并评价其抗脑缺血再灌注损伤作用。 方法　 考察不同辐照量对三七皂

苷 Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｂ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 浸出物含量及灭菌率的影响， ＡＨＰ⁃熵权法结合 ＴＯＰＳＩＳ 混合加权

法优化辐照灭菌工艺。 大鼠随机分为正常组， 模型组， 祛风活络胶囊低、 中、 高剂量组 （０􀆰 ０５７、 ０􀆰 １１４、 ０􀆰 ２２８
ｇ ／ ｍＬ）， 尼莫地平组， 改良线栓法建立脑缺血再灌注损伤模型， 给药 ７ ｄ。 检测神经功能评分， ＴＴＣ 法检测脑梗死体

积， ＨＥ 染色观察脑组织形态结构， ＥＬＩＳＡ 试验检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， 半自动血凝分析仪检测 ＴＴ、 ＰＴ、
ＡＰＴＴ、 ＦＢＧ。 结果　 最佳辐照灭菌剂量为 ６ ｋＧｙ， 三七皂苷 Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 人参皂苷 Ｒｂ１ 含量分别

为 ２􀆰 ９８、 １２􀆰 ８２、 １􀆰 ５１、 １１􀆰 ３６ ｍｇ ／ ｇ， 浸出物含量为 ２７􀆰 ４７％ ， 灭菌率为 ９９􀆰 ２１％ 。 与模型组比较， 祛风活络胶囊各剂

量组大鼠 ＡＰＴＴ、 ＰＴ、 ＴＴ 延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＦＢＧ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 祛风活络胶囊高剂量组大鼠神经功能评分降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 祛风活络胶囊各剂量组大鼠脑梗死体积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脑组织病理学改善， 血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于辐照灭菌抗脑缺血再灌注损伤作用较强的祛

风活络胶囊。
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　 　 脑缺血再灌注损伤是脑部缺血恢复供血时引发的一系

列继发损伤， 可显著增加患者死亡、 致残风险［１⁃２］ 。 祛风活

络胶囊 （浙药制字 Ｚ２０１００１４６） 是丽水市中医院院内制剂，
由三七、 全蝎、 蜈蚣组成， 方中三七为君药， 活血化瘀而

不伤正， 可治疗痰浊阻络引起肢体麻木； 蜈蚣、 全蝎为臣

药， 功效息风止痉、 通络止痛， 诸药合用， 共奏搜风通络

之功， 用于治疗中风后遗症、 半身不遂、 四肢麻木， 应用

悠久， 临床疗效确切， 原方采用中药原粉入药， 但传统高

温灭菌工艺易破坏药材成分， 导致效果不佳［３］ 。 为了进一

步提高祛风活络胶囊灭菌稳定性， 最大限度保留药效成分，
本实验优化该制剂辐照灭菌工艺， 并评价其抗脑缺血再灌

注损伤作用， 以期为相关新药开发奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 清洁级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２２０± ２０） ｇ，
购自浙江中医药大学动物实验研究中心， 合格证号

２０２３０００９０１１４５４， 在温度 （２６±３）℃、 相对湿度 （４５±５）％
下适应性饲养 １ 周， 自由进食饮水。 研究经医院伦理委员

会批准 （伦理编号 ２０２４０９１８⁃２３）。
１􀆰 ２　 仪器　 钴⁃６０ 自动传输动态辐照装置 （浙江省农业科

学院作物与核技术利用研究所）； ＳＰＸ⁃２５０ 生化培养箱 （丽
水市佳诚医疗器械有限公司）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｄ 双人洁净工作台

（上海苏净实业有限公司）； Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪

（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｓｍａｒｔ２Ｐｕｒｅ Ｐｒｏ 超纯水机 （ 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ 公式）； 电子分析天平 （十万分之一， 上海良平仪

器仪表有限公司）； ＰＳ⁃２０Ａ 超声波清洗器 （洁康超声波清

洗剂有限公司厂）； 定量毛细管 （德国 Ｈｉｒｓｃｈｍａｎｎ 公司，
２、 ５ μＬ） ； ＲＥ５２９８Ａ 旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器

厂）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｉｎｔｅｇｒａｌ 超纯水仪 （德国默克公司）； 半自动

血凝分析仪； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ 全长酶标仪 （美国 ＭＤ 公司）。
１􀆰 ３　 试剂与药物　 祛风活络胶囊 （浙江中医药大学附属医

院丽水市中医院制剂室， 批号 Ｙ２０２４０００１ ～ Ｙ２０２４０００７）；
尼莫地平 （山东新华制药股份有限公司， 批号 ２３１１３８８）。
三七皂苷 Ｒ１ （ １１０７４５⁃２０１９２１， 纯度 ９０􀆰 ４％ ）、 人参皂苷

Ｒｇ１ （ １１０７０３⁃２０２０３４， 纯 度 ９４􀆰 ０％ ）、 人 参 皂 苷 Ｒｂ１

（１１０７０４⁃２０２１２９， 纯度 ９３􀆰 ８％ ）、 人参皂苷 Ｒｅ （ １１０７５４⁃
２０２１２９， 纯度 ９３􀆰 ４％ ） 对照品均购自中国食品药品检定研

究院。 胰酪大豆胨液体培养基 （批号 １８１１２８）、 胰酪大豆

胨琼脂培养基 （批号 １８１１２０）、 沙氏葡萄糖琼脂培养基

（批号 １８０９２６） 均购自青岛高科技工业园海博生物技术有

限公司。 ＴＴＣ 粉末 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＩＬ⁃１β 试剂盒 （江
苏酶免生物科技有限公司）； ＴＮＦ⁃α 试剂盒 （武汉云克隆

科技股份有限公司）； ＩＬ⁃６ 试剂盒 （江苏酶免生物科技有
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限公司）。 乙腈、 甲醇均为色谱纯 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； 水

为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 辐照灭菌 　 取本品 （批号 Ｙ２０２４０００１） 适量， ＰＥ 复

合塑料瓶包装， 分别经 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｋＧｙ 剂量的钴⁃６０
辐射， 平行 ３ 次。
２􀆰 ２　 含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃ 水 （Ｂ）， 梯度洗脱

（０～１２ ｍｉｎ， ８１％ Ｂ； １２～ ６０ ｍｉｎ、 ８１％ ～ ６４％ Ｂ）； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２０３ ｎｍ； 进样量１０ μＬ。
理论塔板数按三七皂苷 Ｒ１ 计， 不小于 ３ ０００。
２􀆰 ２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取各对照品适量， 甲醇制

成分别含三七皂苷 Ｒ１ ０􀆰 １５７ ３ ｍｇ ／ ｍＬ、 人参皂苷 Ｒｇ１ ０􀆰 ８９３ ０
ｍｇ ／ ｍＬ、 人参皂苷 Ｒｂ１ ０􀆰 ５３４ ７ ｍｇ ／ ｍＬ、 人参皂苷 Ｒｅ ０􀆰 ０８３ １
ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 供试品、 阴性样品溶液制备　 取本品内容物 １０ 粒，
研细， 混匀， 取约 １􀆰 ５ ｇ， 精密称定， 置于 １００ ｍＬ 具塞锥

形瓶中， 精密加入 ５０ ｍＬ 甲醇， 称定质量， 超声 （功率

２５０ Ｗ， 频率 ５０ ｋＨｚ） 处理 ４０ ｍｉｎ， 冷却至室温， 甲醇补

足减失的质量， 摇匀， 静置， 转移至离心管中， ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 取

续滤液， 即得。 按照工艺流程， 制成不含三七的阴性样品，
同法制成阴性样品溶液。
２􀆰 ２􀆰 ４　 专属性试验　 精密吸取对照品、 供试品、 阴性样品

溶液各 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果

见图 １。 由此可知， 各成分色谱峰均达到基线分离， 分离

度均大于 １􀆰 ５， 阴性无干扰， 表明该方法专属性良好。

注： Ａ～Ｃ 分别为对照品、 供试品、 阴性样品。
１． 三七皂苷 Ｒ１ 　 ２． 人参皂苷 Ｒｇ１ 　 ３． 人参皂苷 Ｒｅ　 ４． 人

参皂苷 Ｒｂ１

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ２􀆰 ５　 线性关系考察　 分别吸取对照品溶液 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０３、
０􀆰 ０５、 ０􀆰 ０７、 ０􀆰 １、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２０ ｍＬ， 置于 ７ 个 １０ ｍＬ 量瓶

中， 甲醇定容， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下各进样 １０ μＬ 测

定。 以对照品质量浓度为纵坐标 （Ｙ）， 峰面积为横坐标

（Ｘ） 进行回归， 结果见表 １， 可知各成分在各自范围内线

性关系良好。

表 １　 各成分线性关系

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
三七皂苷 Ｒ１ Ｙ＝ ０􀆰 ０００ ３Ｘ＋０􀆰 ３６３ ３ ０􀆰 ９９９ ３ １５􀆰 ７３～３１４􀆰 ５９
人参皂苷 Ｒｇ１ Ｙ＝ ０􀆰 ０００ ３Ｘ－３􀆰 ８３１ ０ ０􀆰 ９９９ ８ ８９􀆰 ３０～１ ７８６􀆰 ００
人参皂苷 Ｒｅ Ｙ＝ ０􀆰 ０００ ３Ｘ＋１􀆰 ０５４ ５ ０􀆰 ９９９ ８ ８􀆰 ３６～１６７􀆰 １４
人参皂苷 Ｒｂ１ Ｙ＝ ０􀆰 ０００ ４Ｘ＋０􀆰 １６８ １ ０􀆰 ９９９ ９ ５５􀆰 ８６～１ １１７􀆰 ２０

２􀆰 ２􀆰 ６　 精密度、 重复性、 稳定性试验　 精密吸取对照品溶

液 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得

三七皂苷 Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 人参皂苷 Ｒｂ１

峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５０％ 、 ０􀆰 ４６％ 、 ０􀆰 ５４％ 、 ０􀆰 ５０％ ， 表

明仪器精密度良好。 取本品 （批号 Ｙ２０２４０００１） ３ 粒， 按

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 分别取 １０
μＬ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得三七皂苷

Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 人参皂苷 Ｒｂ１ 含量 ＲＳＤ
分别为 １􀆰 ０２％ 、 ０􀆰 ９１％ 、 １􀆰 ９９％ 、 １􀆰 １１％ ， 表明该方法重复

性良好。 取供试品溶液 （批号 Ｙ２０２４０００１） １０ μＬ， 于 ０、
３、 ６、 ９、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
测得三七皂苷 Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 人参皂苷

Ｒｂ１ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ８４％ 、 ０􀆰 ８６％ 、 １􀆰 １６％ 、 ０􀆰 ９１％ ，
表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ７　 加样回收率试验 　 精密称取各成分含量已知的本

品 （批号 Ｙ２０２４０００１） ０􀆰 ３ ｇ， 分别加入对照品溶液 （含三

七皂苷 Ｒ１ ０􀆰 ９０４ ０ ｍｇ ／ ｍＬ、 人参皂苷 Ｒｇ１ ４􀆰 ０４４ ２ ｍｇ ／ ｍＬ、
人参 皂 苷 Ｒｅ ０􀆰 ４２０ ９ ｍｇ ／ ｍＬ、 人 参 皂 苷 Ｒｂ１ ４􀆰 ０３５ ８
ｍｇ ／ ｍＬ） ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供

试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回

收率。 结果， 三七皂苷 Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、
人参皂苷 Ｒｂ１ 平均加样回收率分别为 ９９􀆰 ５１％ 、 １００􀆰 ７２％ 、
１０１􀆰 ４２％ 、 １０１􀆰 ００％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １２％ 、 ０􀆰 ３５％ 、 ０􀆰 ５５％ 、
１􀆰 ２３％ 。
２􀆰 ２􀆰 ８　 样品含量测定 　 取在不同辐照量下灭菌的本品适

量， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算含量， 结果见表 ２。
２􀆰 ３　 浸出物含量测定 　 取本品内容物约 ４ ｇ， 精密称定，
参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 ２２０１ 醇溶性浸出物

测定中的热浸法［４］ ， 以稀乙醇为溶剂进行测定， 结果见

表 ２。
２􀆰 ４　 灭菌率测定　 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则

１１０５ 非无菌产品微生物限度检测法⁃平板计数法， 测定不同

辐照量下菌总数， 公式为菌总数＝细菌总数＋霉菌及酵母菌

总数， 再计算灭菌率， 公式为灭菌率＝ ［ （未辐照样品菌总

数－辐照样品菌总数） ／未辐照样品菌总数］ ×１００％ ， 结果

见表 ２。
２􀆰 ５　 辐照灭菌工艺优化　 采用 ＡＨＰ⁃熵权法结合 ＴＯＰＳＩＳ 混

合加权法。
２􀆰 ５􀆰 １　 权重系数　 采用 ＡＨＰ 法对三七皂苷 Ｒ１、 人参皂苷

Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 人参皂苷 Ｒｂ１、 浸出物含量及灭菌率进
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　 　 　 表 ２　 各成分、 浸出物含量及灭菌率测定结果 （ｎ＝３）

辐照量 ／ ｋＧｙ 编号
三七皂苷 Ｒ１ ／
（ｍｇ·ｇ－１）

人参皂苷 Ｒｇ１ ／
（ｍｇ·ｇ－１）

人参皂苷 Ｒｅ ／
（ｍｇ·ｇ－１）

人参皂苷 Ｒｂ１ ／
（ｍｇ·ｇ－１）

浸出物 ／ ％ 灭菌率 ／ ％

０ １⁃１ ３􀆰 ０９ １３􀆰 ３５ １􀆰 ５６ １１􀆰 ７６ ２７􀆰 ３２ ０
１⁃２ ３􀆰 １５ １３􀆰 ３７ １􀆰 ５８ １１􀆰 ５９ ２７􀆰 ２９ ０
１⁃３ ３􀆰 ０９ １３􀆰 ２８ １􀆰 ５９ １１􀆰 ６８ ２７􀆰 １４ ０

平均值 ３􀆰 １１ １３􀆰 ３３ １􀆰 ５８ １１􀆰 ６７ ２７􀆰 ２５ ０
２ ２⁃１ ３􀆰 ０６ １２􀆰 ９６ １􀆰 ５１ １１􀆰 ４７ ２７􀆰 ３７ ８９􀆰 ４７

２⁃２ ３􀆰 ０５ １２􀆰 ９９ １􀆰 ５１ １１􀆰 ４７ ２７􀆰 ４８ ８９􀆰 ５６
２⁃３ ３􀆰 ００ １２􀆰 ９８ １􀆰 ５３ １１􀆰 ４９ ２７􀆰 ４３ ８８􀆰 ６５

平均值 ３􀆰 ０４ １２􀆰 ９７ １􀆰 ５２ １１􀆰 ４８ ２７􀆰 ４３ ８９􀆰 ２３
４ ３⁃１ ３􀆰 ００ １２􀆰 ８９ １􀆰 ５４ １１􀆰 ４４ ２６􀆰 ７５ ９５􀆰 ５３

３⁃２ ３􀆰 ０２ １２􀆰 ８６ １􀆰 ５３ １１􀆰 ４０ ２６􀆰 ８７ ９６􀆰 ３０
３⁃３ ３􀆰 ００ １２􀆰 ９０ １􀆰 ５５ １１􀆰 ５３ ２６􀆰 ７２ ９６􀆰 ２３

平均值 ３􀆰 ０１ １２􀆰 ９５ １􀆰 ５４ １１􀆰 ４６ ２６􀆰 ７８ ９６􀆰 ０２
６ ４⁃１ ２􀆰 ９６ １２􀆰 ７９ １􀆰 ５０ １１􀆰 ２６ ２７􀆰 ３６ ９７􀆰 ８０

４⁃２ ２􀆰 ９４ １２􀆰 ７０ １􀆰 ５０ １１􀆰 ３３ ２７􀆰 １７ ９８􀆰 ８８
４⁃３ ２􀆰 ９５ １２􀆰 ７５ １􀆰 ４９ １１􀆰 ２９ ２７􀆰 ４１ ９８􀆰 ３５

平均值 ２􀆰 ９５ １２􀆰 ７５ １􀆰 ５０ １１􀆰 ３０ ２７􀆰 ３１ ９８􀆰 ３４
８ ５⁃１ ２􀆰 ９８ １２􀆰 ８５ １􀆰 ５０ １１􀆰 ４０ ２６􀆰 ９７ ９８􀆰 ８２

５⁃２ ２􀆰 ９８ １２􀆰 ８４ １􀆰 ４９ １１􀆰 ３８ ２７􀆰 ０８ ９８􀆰 ８１
５⁃３ ２􀆰 ９５ １２􀆰 ７３ １􀆰 ４９ １１􀆰 ２８ ２７􀆰 １０ ９８􀆰 ３２

平均值 ２􀆰 ９７ １２􀆰 ８１ １􀆰 ４９ １１􀆰 ３７ ２７􀆰 ０５ ９８􀆰 ６５
１０ ６⁃１ ２􀆰 ９５ １２􀆰 ７９ １􀆰 ５３ １１􀆰 ４１ ２６􀆰 ８５ １００􀆰 ００

６⁃２ ２􀆰 ９５ １２􀆰 ８０ １􀆰 ５３ １１􀆰 ２９ ２６􀆰 ６７ １００􀆰 ００
６⁃３ ３􀆰 ０２ １２􀆰 ８５ １􀆰 ５１ １１􀆰 ４２ ２６􀆰 ８５ ９９􀆰 ４６

平均值 ２􀆰 ９８ １２􀆰 ８２ １􀆰 ５２ １１􀆰 ３７ ２６􀆰 ７９ ９９􀆰 ８２

行主观加权， 再通过熵权法进行综合加权， 综合权重系数

ω综合 计算公式为 ω综合 ＝ （ ωＡＨＰ × ω熵权ＴＯＰＳＩＳ ） ／ ∑ （ ωＡＨＰ ×
ω熵权ＴＯＰＳＩＳ） ［５］ ， 结果见表 ３。

表 ３　 各指标权重系数

指标
三七皂苷

Ｒ１ 含量

人参皂苷

Ｒｂ１ 含量

人参皂苷

Ｒｇ１ 含量

人参皂苷

Ｒｅ 含量
浸出物含量 灭菌率 ωＡＨＰ ω熵权 ω综合

三七皂苷 Ｒ１ 含量 １ １ １ １ １ １ ／ ３ ０􀆰 １２５ ０ ０􀆰 ０００ ８ ０􀆰 ０００ ３
人参皂苷 Ｒｇ１ 含量 １ １ １ １ １ １ ／ ３ ０􀆰 １２５ ０ ０􀆰 ０００ ６ ０􀆰 ０００ ２
人参皂苷 Ｒｅ 含量 １ １ １ １ １ １ ／ ３ ０􀆰 １２５ ０ ０􀆰 ０１ ０ ０􀆰 ０００ ３
人参皂苷 Ｒｂ１ 含量 １ １ １ １ １ １ ／ ３ ０􀆰 １２５ ０ ０􀆰 ０００ ３ ０􀆰 ０００ １

浸出物含量 １ １ １ １ １ １ ／ ３ ０􀆰 １２５ ０ ０􀆰 ０００ ２ ０􀆰 ０００ １
灭菌率 ３ ３ ３ ３ ３ １ ０􀆰 ３７５ ０ ０􀆰 ９９７ １ ０􀆰 ９９９ ０

　 　 注： 一致性比 ＣＲ＝ ０＜０􀆰 １。

２􀆰 ５􀆰 ２　 ＴＯＰＳＩＳ 评价 　 采用 ＳＰＳＳ ＡＵ 软件计算各指标与最

优解的相对接近度 （Ｃ）， Ｃ 越大， 灭菌效果越好［６］ ， 结果

见表 ４。 由此可知， 辐照量与灭菌率呈正相关， 前者超过 ６
ｋＧｙ 时能达到理想的灭菌效果， 而且对成分、 浸出物含量

不产生影响， 综合考虑灭菌率、 成本、 稳定性、 辐照残留

等因素， 最终确定为 ６ ｋＧｙ。
表 ４　 ＴＯＰＳＩＳ 评价结果

编号 正理想解距离 Ｄ＋ 正理想解距离 Ｄ－ Ｃ 排序

Ｓ１ ９９􀆰 ５１５ ０􀆰 ０１１ ０ ６
Ｓ２ ７􀆰 ２４６ ９２􀆰 ２６９ ０􀆰 ９２７ ５
Ｓ３ ４􀆰 ５４８ ９４􀆰 ９６８ ０􀆰 ９５４ ４
Ｓ４ １􀆰 ２２９ ９８􀆰 ２８６ ０􀆰 ９８８ ３
Ｓ５ ０􀆰 ９２０ ９８􀆰 ５９６ ０􀆰 ９９１ ２
Ｓ６ ０􀆰 ０１１ ９９􀆰 ５１５ １􀆰 ０００ １

２􀆰 ６　 验证试验　 取 ６ 批样品， 在 ６ ｋＧｙ 辐照量下进行验证

试验， 结果见表 ５， 可知该工艺稳定可行， 微生物限度符合

相关制剂要求。

２􀆰 ７　 抗脑缺血再灌注损伤作用评价

２􀆰 ７􀆰 １　 造模　 大鼠于手术前 １ ｄ 晚上开始禁食， 手术时腹

腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ １００ ｇ） 麻醉， 将其用胶带

固定在鼠板上并进行颈部脱毛， ７５％ 乙醇擦拭脱毛区， 逐

步分离出颈总动脉、 颈外动脉、 颈内动脉， 前两者分离结

扎， 后者用动脉夹夹紧， 颈总动脉小心切开一小口， 将线

栓沿着颈内动脉插入， 直至标记的黑点到分叉口时停止，
１ ｈ后拔掉线栓， 进行再灌注， 待大鼠苏醒后通过神经功能

评分筛选造模成功者， 进行后续实验。
２􀆰 ７􀆰 ２　 分组与给药　 参照制剂成人每日用量及 《药理实验

方法学》 中的体表面积法［７］ ， 设置药物低、 中、 高剂量分

别为 ０􀆰 ０５７、 ０􀆰 １１４、 ０􀆰 ２２８ ｇ ／ ｍＬ， 阳性药尼莫地平剂量为

２０ ｍｇ ／ ｋｇ。 适应性喂养 １ 周后， 将造模成功的大鼠按随机

数字表法分为正常组、 模型组、 祛风活络胶囊低剂量组、
祛风活络胶囊中剂量组、 祛风活络胶囊高剂量组、 尼莫地

平组， 每组 ６ 只， 每天灌胃给予 １ ｍＬ 上述药液， 正常组、
模型组灌胃给予生理盐水， 连续 ７ ｄ。
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表 ５　 验证试验结果

批号 人参皂苷 Ｒｂ１ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 人参皂苷 Ｒｅ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 人参皂苷 Ｒｇ１ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 三七皂苷 Ｒ１ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 浸出物 ／ ％ 灭菌率 ／ ％
Ｙ２０２４０００２ １１􀆰 ３７ １􀆰 ５０ １２􀆰 ８８ ３􀆰 ００ ２７􀆰 ２７ ９９􀆰 ２１
Ｙ２０２４０００３ １１􀆰 ３９ １􀆰 ４９ １２􀆰 ８５ ２􀆰 ９８ ２７􀆰 ０７ ９９􀆰 ３２
Ｙ２０２４０００４ １１􀆰 ４２ １􀆰 ５１ １２􀆰 ７９ ２􀆰 ９７ ２８􀆰 ０２ ９９􀆰 ０９
Ｙ２０２４０００５ １１􀆰 ４１ １􀆰 ４９ １２􀆰 ７９ ２􀆰 ９６ ２６􀆰 ９２ ９９􀆰 ２４
Ｙ２０２４０００６ １１􀆰 ４０ １􀆰 ５２ １２􀆰 ８１ ２􀆰 ９９ ２７􀆰 ８７ ９９􀆰 １１
Ｙ２０２４０００７ １１􀆰 １６ １􀆰 ５３ １２􀆰 ８１ ２􀆰 ９９ ２７􀆰 ６７ ９９􀆰 ３１
平均值 １１􀆰 ３６ １􀆰 ５１ １２􀆰 ８２ ２􀆰 ９８ ２７􀆰 ４７ ９９􀆰 ２１

２􀆰 ７􀆰 ３　 凝血功能检测 　 在末次灌胃给药 ２ ｈ 后， 正常组、
模型组、 中剂量组大鼠眼眶取血， 加入 ３􀆰 ８％ 枸橼酸钠溶液

抗凝， 轻晃混匀， 静置 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 取上清， 采用半自动血凝分析仪检测凝血酶时间

（ＴＴ）、 凝血酶原时间 （ＰＴ）、 活化部分凝血酶时间 （ＡＰＴＴ）
及纤维蛋白原 （ＦＢＧ） 水平。
２􀆰 ７􀆰 ４　 神经功能评分检测　 在造模后 １、 ３、 ７ ｄ 采用 Ｚｅａ⁃
Ｌｏｎｇａ ５ 级评分制， 无精神损伤症状， ０ 分； 不能完全伸展

对侧前爪， １ 分； 向对侧转圈， ２ 分； 向对侧倾倒， ３ 分；
不能自发行走， 意识丧失， ４ 分。
２􀆰 ７􀆰 ５　 ＴＴＣ 染色评价脑梗死体积　 在末次灌胃给药 ２ ｈ 后，
大鼠腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ １００ ｇ） 麻醉， 断头

取脑， 在－８０ ℃ 下冷冻 １０ ｍｉｎ， 切成 ２ ｍｍ 厚度的冠状切

片， 置于 ２％ ＴＴＣ 染液中， 在 ３７ ℃ 恒温箱中孵育 １５ ｍｉｎ，
采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ３８ｘ 软件计算缺血面积， 计算脑梗死体积比，
公式为脑梗死体积比＝缺血面积 ／总面积。
２􀆰 ７􀆰 ６　 ＨＥ 染色评价脑组织损伤程度　 在末次灌胃给药 ２ ｈ
后， 大鼠腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ １００ ｇ） 麻醉，
分别用生理盐水和 ４％ 多聚甲醛进行心脏灌注， 待肝脏颜色

逐渐变白后立即断头取脑， ４％ 多聚甲醛固定脑组织 ７２ ｈ 后

进行染色。
２􀆰 ７􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 试验检测血清炎症因子水平 　 灌胃给药 ７ ｄ
后， 大鼠腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ １００ ｇ） 麻醉，
剪开腹腔， 分离腹主动脉， １０ ｍＬ 注射器取血， 静置 ３０
ｍｉｎ， ４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 根据试剂盒

说明书检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ７􀆰 ８　 结果分析

２􀆰 ７􀆰 ８􀆰 １　 凝血功能　 如表 ６ 所示， 与正常组比较， 模型组大

鼠 ＡＰＴＴ、 ＰＴ、 ＴＴ 缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而与模型组比较， 给药组

大鼠 ＡＰＴＴ、 ＰＴ、 ＴＴ 延长， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
与正常组比较， 模型组大鼠 ＦＢＧ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而与模

型组比较， 给药组大鼠 ＦＢＧ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ６　 祛风活络胶囊对大鼠凝血功能的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＡＰＴＴ ／ ｓ ＰＴ ／ ｓ ＴＴ ／ ｓ ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

正常组 ２０􀆰 ６７±３􀆰 ３４ １１􀆰 ０７±１􀆰 ５３ ５２􀆰 ５７±９􀆰 ７３ １４􀆰 １７±１􀆰 ０１
模型组 １３􀆰 ０３±２􀆰 ２８＃ ７􀆰 ８３±０􀆰 ０６＃ ３４􀆰 ３７±０􀆰 ２１＃ ２１􀆰 ６０±２􀆰 ０９＃＃

给药组 １５􀆰 ８７±２􀆰 ２０ ８􀆰 ８７±０􀆰 ２１ ３７􀆰 ７３±２􀆰 ６６ １９􀆰 ２７±０􀆰 ２５∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ７􀆰 ８􀆰 ２　 神经功能评分　 如图 ２ 所示， 与正常组比较， 模

型组大鼠神经功能评分升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 表明造模成功；
造模后第 ３、 ７ 天， 与模型组比较， 祛风活络胶囊高剂量组

大鼠神经功能评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组大鼠神经功能评分 （ｎ＝６）

２􀆰 ７􀆰 ８􀆰 ３　 脑梗死体积 　 如图 ３ 所示， 正常组大鼠无脑梗

死； 与正常组比较， 模型组大鼠脑梗死体积增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 祛风活络胶囊各剂量组大鼠脑梗死

体积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以高剂量组更明显。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠脑梗死情况 （ｎ＝３）

２􀆰 ７􀆰 ８􀆰 ４　 ＨＥ 染色　 如图 ４ 所示， 正常组大鼠皮层区细胞

分布均匀密集， 细胞核大小一致， 没有细胞坏死等病理变

化； 模型组大鼠皮层区细胞肿胀， 结构模糊， 排列紊乱，
细胞核固缩、 深染， 细胞间隙增大并伴有空泡现象； 祛风

活络胶囊低中、 高剂量组及尼莫地平组虽然也有模型组情

况， 但程度依次减轻。

注： Ａ～Ｆ 分别为正常组、 模型组、 尼莫地平组、 祛风活络胶囊

低剂量组、 祛风活络胶囊中剂量组、 祛风活络胶囊高剂量组。

图 ４　 各组大鼠脑组织 ＨＥ 染色 （ｎ＝３）

２􀆰 ７􀆰 ８􀆰 ５　 炎症因子水平　 如图 ５ 所示， 与正常组比较， 模

型组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
９０４３
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与模型组比较， 祛风活络胶囊各剂量组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠炎症因子水平 （ｎ＝６）

３　 讨论与结论

辐照灭菌通过钴⁃６０ 放射源的 γ 射线来破坏微生物

ＤＮＡ， 具有操作简便、 成本低廉、 适用范围广等优势［８⁃９］ ，
但过度辐照可能导致药物有效成分降解、 活性降低、 辐照

残留等风险［１０］ 。 三七作为祛风活络胶囊君药， 其主要成分

为皂苷， 其中人参皂苷 Ｒｂ１、 Ｒｇ１、 Ｒｅ 及三七皂苷 Ｒ１ 抗炎、
抗氧化、 神经保护作用较强［１１⁃１４］ ； 臣药蜈蚣、 全蝎主要成

分尚不明确， 但浸出物含量能有效反映两者质量， 故也将

其作为评价指标。 本实验采用 ＡＨＰ⁃熵权法［５，１５⁃１６］ 对上述指

标进行权重分配， 能更科学地评估其重要性。
本实验发现， １０ ｋＧｙ 以下辐照量对祛风活络胶囊中皂

苷类成分、 浸出物含量无明显影响， 与既往研究一致［１７⁃２０］ ，
但辐照残留无明确检测手段， 故遵循 《中药辐照灭菌技术

指导原则》 ［２１］ ， 选择最低有效灭菌辐照剂量 ６ ｋＧｙ， 发现该

剂量在不同样品微生物负载中均能稳定灭菌； 经 ６ ｋＧｙ 辐

照后， 祛风活络胶囊可显著改善脑缺血再灌注损伤大鼠神

经功能， 减少脑梗死面积， 并呈现抗凝血、 抗炎作用。 但

辐照残留的长期安全性及作用机制仍需深入研究， 故今后

将完善上述方面， 以期为开发相关新药奠定基础。
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