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摘要: 采用酶免疫 (EIA) 法, 测定和计算人工麝香对环氧合酶Ⅱ (COX-2) 的抑制率, 构建人工麝香对

COX-2 抑制作用的量效关系, 为建立人工麝香的体外抗炎效价测定方法提供研究基础。结果显示, 人工麝香对

COX-2具有明显抑制作用, 半数抑制浓度 (IC50) 为 2.26 mg·mL−1, 在 0.31～20.0 mg·mL−1内, 具有明显的量效关

系。结果表明, 该方法快速、灵敏、准确、重现性好, 可用于建立人工麝香抗炎生物效价检测方法, 同时本文也

为人工麝香的生物活性评价提供了新的研究思路和方法。 

关键词: 人工麝香; 环氧合酶-2; 酶免疫测定; 抗炎; 生物评价 

中图分类号: R917       文献标识码: A       文章编号: 0513-4870 (2011) 04-0438-05 

Quality evaluation of artificial musk based on its inhibitory effect on 
cyclooxygenase-2 

LUO Yun1, 2, 3, JIN Cheng1*, ZHOU Jian1, WEN Rui-qing1, 3, LI Xing-feng1, 4, LI Rui-sheng5,  
YANG Ming2, XIAO Xiao-he1* 

(1. China Military Institute of Chinese Materia Medica, 302 Military Hospital of China, Beijing 100039, China;   
2. Key Laboratory of Modern Preparation of Traditional Chinese Medicine, Ministry of Education, Jiangxi University of     
Traditional Chinese Medicine, Nanchang 330004, China;  3. College of Pharmacy, Chengdu University of Traditional        
Chinese Medicine, Chengdu 610075, China;  4. College of Pharmacy, Hunan University of Traditional Chinese Medicine, 

Changsha 410208, China;  5. Animal Laboratory Center, 302 Military Hospital of China, Beijing 100039, China)  

 
Abstract: The inhibitory ratio (I %) of artificial musk on cyclooxygenase-2 (COX-2) was determined by  

enzyme immunoassay (EIA).  The dose-effect relationship between concentrations of artificial musk and I % 
was established.  It was found that artificial musk had obvious inhibitory action on COX-2.  The concentration 
for 50% of maximum inhibitory effect (IC50) was about 2.26 mg·mL−1.  There was a good relationship between 
the logarithm concentrations of artificial musk and I % when the concentrations of artificial musk ranged from 
0.31−20.0 mg·mL−1.  The results indicated that this EIA method could be applied to evaluate the anti-inflammatory 
activity of artificial musk quickly, conveniently, sensitively and exactly.  This paper provided a novel method 
and foundational research for the bioassay of artificial musk. 
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麝香是我国传统珍稀名贵中药之一, 疗效确切, 
常用于治疗疮疡肿毒、咽喉肿痛、跌打损伤等症[1]。

由于药材来源依靠猎麝取香, 野生麝资源极为短缺, 
麝香的药源严重匮乏, 价格昂贵。为此, 我国自主研

制了人工麝香 (artificial musk, AM) 作为天然麝香代

用品, 人工麝香具有与天然麝香相似的药理作用和

生物活性[2]。目前, 对于天然麝香的质量控制主要是

测定其中麝香酮的含量; 而对于人工麝香, 因其配方

复杂, 其中麝香酮为人工添加, 则主要采用常规药理

实验方法对其进行质量评价[3, 4]。常规药理实验周期

长、样品耗量大且精确度和可量化程度均不高, 因此

需要建立一种多、快、好、省的麝香质量控制与评价

方法。当前, 建立与药效相关的中药质量生物评价模

式和质量控制方法已经成为中药质量控制研究和发

展的趋势[5, 6]。2010 版《中国药典》的编写大纲中曾

明确指出: 中药的质量标准要逐步由单一指标成分

定性定量测定向活性有效成分及生物测定的综合检

测过渡。 
因此, 对于中药麝香, 优选和建立适宜的生物效

价检测方法用于其质量控制和品质评价是对以指标

性成分检测为主的质控模式的有益补充, 同时也为

麝香品质评价和质量控制标准的建立和完善提供参

考。本文以人工麝香为研究对象, 探讨通过生物效价

建立其质量评价方法。 
麝香具有开窍醒神、消肿止痛、活血调经等功效, 

抗炎作用是其实现消肿止痛功效的共同途径[7, 8]。目

前主要采用二甲苯致小鼠耳肿胀模型、角叉菜胶致大

鼠足跖肿胀模型等常规药理方法对药物的抗炎活性

进行评价, 但用于贵重药材人工麝香抗炎活性评价

存在一定的局限性, 如耗费动物、实验周期长、样品

耗量大、成本较高、干扰因素多、重现性较差等。 
现代研究 [9]表明 , 环氧合酶  (cyclooxygenase, 

COX) 通路是麝香发挥抗炎作用的机制之一。COX
至少有两种亚型: COX-1, 存在于大多数组织细胞中, 
其异构酶 COX-2 是一种诱导酶, 仅存在于多种刺激

因子如脂多糖 (LPS) 和细胞因子等引起的炎症组织

中 [10, 11], 是许多抗炎药物的主要作用靶点 , 测定

COX-2 抑制效应可用于评价药物抗炎活性 [12−14]。

COX-2 抑制活性的测定, 目前普遍采用的是放射免

疫法 (RIA) 或酶免疫法 (EIA) 测定 COX-2 催化花生

四烯酸 (AA) 生成前列腺素 (PGs) 的量的变化[15]。与

RIA 相比, EIA 法由于便捷、稳定、经济、安全而较

为常用[16, 17]。EIA 法用于药物的抗炎活性评价, 具有

快速、灵敏、准确、影响因素少、重现性好的特点。 
本文采用 EIA 法, 探讨通过测定人工麝香作用

后的 COX-2 催化花生四烯酸生成前列腺素量的变化, 
研究人工麝香对 COX-2 的抑制作用, 构建人工麝香

对 COX-2 抑制作用的量效关系, 以期为建立人工麝

香抗炎作用的生物效价检测方法提供新的研究思路

和方法。 
 

材料与方法 
仪器及材料  ZS-3 板式酶标仪 (北京新风机电

技术公司), COX 抑制剂筛选检测试剂盒 (560131, 
含有人重组 COX-2、96 孔酶标板、抗 PG 血清、PG- 
AChE 结合物、PG 对照品、花生四烯酸及各种缓冲

液等, 美国 Cayman 化学公司)。阿司匹林对照品 (美
国 Cayman 化学公司, 批号: 0407589-11)、人工麝香

购于中国药材集团公司 (批号: 0811170)。 
EIA 方法   基于 PGs 和 PG-AChE 结合物 (PG 

tracer) 能与有限的抗 PG 血清竞争性结合, 从而得以

对 PGs 进行定量检测, 然后再根据药物作用前后产

生的 PGs 浓度的变化, 计算出药物对 COX-2 抑制的

抑制作用强度。整个测定过程可以分为 4 个步骤: ① 
药物 (人工麝香水提物, 阿司匹林等) 与 COX-2 发

生抑制反应; ② 加入底物花生四烯酸 (AA), 使反应

后的 COX-2 催化花生四烯酸转化为 PG; ③ 利用 PG
与 PG-AChE 结合物与有限的抗 PG 血清竞争性结合, 
由于 PG-AChE 结合物的浓度是恒定的, 而 PG 的浓

度是变化的, 因此 PG-AChE 结合物与抗 PG 血清的

量与酶标孔中 PG 的浓度成反比; ④ 对酶标孔进行

显色, 405～420 nm测定吸收度A, 根据PG标准曲线, 
求得各孔 PG 的量; 与空白和全活性孔进行比较, 计
算药物对 COX-2 的抑制率。 

阿司匹林对照品溶液制备  精密称取阿司匹林

20.0 mg, 加反应缓冲液 (含 0.1 mol·L−1 Tris-HCl、5 
mmol·L−1 EDTA、2 mmol·L−1苯酚, pH 8.0) 5.0 mL, 超
声使溶解, 制成 4.0 mg·mL−1 的对照品溶液, 并以反

应缓冲液稀释成 2.0、1.0、0.5 和 0.25 mg·mL−1 的对

照品溶液, 置 4 ℃保存备用。 
人工麝香供试品溶液制备  精密称取人工麝香

80.0 mg, 加反应缓冲液 4.0 mL, 冷浸 30 min 后超声

提取 10 min, 0.45 µm 滤膜过滤, 即得 20.0 mg·mL−1

人工麝香供试品溶液, 并以反应缓冲液稀释成 10.0、
5.0、2.5 和 1.25 mg·mL−1 的供试品溶液, 置 4 ℃保存

备用。 



· 440 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2011, 46 (4): 438−442   

 

前列腺素对照品溶液的配制  取前列腺素对照

品冻干粉, 加入 EIA 缓冲液 1 mL 制成 10 ng·mL−1 的

储备液, 并用 EIA 缓冲液稀释成 2 000、1 000、500、
250、125、62.5、31.3 和 15.6 pg·mL−1 的对照品溶液  
(分别记为 S1～S8), 备用。 

COX-2 抑制作用测定   按照试剂盒说明书配 
制各种浓度的反应溶液。实验设置背景组、COX-2 
100% 初始活性 (IA) 组、阿司匹林对照组、人工麝

香供试品组。试管中分别加入反应缓冲液 950 µL、血

红素 10 µL、COX-2 溶液 10 µL 和对照品或供试品溶

液 20 µL, 涡旋混匀, 37 ℃水浴孵育 10～20 min; 加入

花生四烯酸 10 µL, 涡旋混匀, 37 ℃水浴孵育 2 min; 
加入 1 mol·L−1 HCl 50 µL终止反应; 将试管从水浴中

移出, 加入饱和 SnCl2 溶液 100 µL, 涡旋混匀, 室温

孵育 5 min。将所得背景组溶液以 EIA 缓冲液稀释 
100倍、其他组样品溶液分别以 EIA缓冲液稀释 1 000
倍和 2 000 倍, 即得前列腺素供试品, 供酶免疫测定

用。然后, 在 96 孔酶标板中设置空白孔、非特异性

吸附孔、最大结合孔 (B0)、全活性孔、PG 对照品孔、

背景孔、IA 孔、阿司匹林对照品孔、人工麝香供试

品孔。分别在非特异性吸附孔中加入 EIA 缓冲液  
100 µL 和 PG-AChE 结合物 50 µL; 在 B0 孔中加入

EIA 缓冲液 50 µL、PG-AChE 结合物 50 µL 和抗 PG
血清 50 µL; 在 PG 对照品孔、背景孔、IA 孔、阿司

匹林对照品孔、人工麝香供试品孔中加入前列腺素

50 µL 或 PGs 供试品溶液、PG-AChE 结合物 50 µL
和抗 PG 血清 50 µL。室温振摇孵育 18 h 后; 用缓冲

液洗板 5 次, 然后每孔分别加入 Ellman 试剂 200 µL, 
全活性孔另加 PG-AChE 结合物 5 µL, 盖好, 暗室  
中振摇孵育 30～90 min, 放入酶标仪, 测定吸收度 
(405 nm), B0 孔的吸收度应在 0.3～0.8 A.U.内 (扣除

空白)。 
COX-2抑制率 (I%) 计算  PG对照品孔 (S1～

S8) 吸收度与最大结合孔 (B0) 吸收度的比值得 B/B0 
(%), 以 S1～S8 的 B/B0 值 (y, %) 对 PG 的浓度 (x) 
的对数值作图, 拟合得到标准曲线。背景孔、IA 孔、

人工麝香供试品孔和阿司匹林对照品孔吸收度与 B0

孔吸收度的比值得 B/B0 (%), 根据标准曲线, 计算各

孔中 PGs 浓度, 再乘以各样品的稀释倍数, 即得各 
供试品 PGs 的浓度。根据与 IA 样品比较, 各供试品

PGs 的浓度生成减少的百分率反映样品对 COX-2 的

抑制率[11], 见式 (1)。其中 CIA 为 IA 样品中 PGs 的浓

度, Csample 为各供试品 PGs 的浓度。 

I % = (CIA − Csample) / CIA × 100%           (1) 

阿司匹林对照品和人工麝香样品的量效曲线  分
别以阿司匹林对照品和人工麝香样品的 COX-2 抑制

率 I % (y) 对阿司匹林对照品和人工麝香浓度的对数

值 (x) 作图, 得到阿司匹林对照品和人工麝香样品

的量效曲线, 并采用 SPSS 13.0 统计软件概率单位回

归法 (Probit) 计算半数抑制浓度 IC50。 
 

结果 
1  PG 标准曲线的绘制 

以 S1～S8 的 B/B0 值 (y, %) 对 PG 的浓度 (x) 
的对数值作图, 拟合得到标准曲线, 回归方程为 y = 
−38.923x + 140.75 (r = 0.991 3), 结果表明, 在 15.6～
2 000 pg·mL−1 内, B/B0 (%) 值与 PG 浓度的对数值具

有良好的线性关系。 
2  阿司匹林对 COX-2 抑制作用的量效关系考察 

阿司匹林对 COX-2 抑制作用的量效曲线见图 1。
由图 1 可见, 阿司匹林对 COX-2 抑制作用的量效曲线

呈明显的 S 型, 随着浓度的增加, 阿司匹林对 COX-2
的抑制作用增强, 呈明显的剂量依赖关系。采用概率

单位回归法计算得阿司匹林对 COX-2 抑制作用的半

数抑制浓度 (IC50) 为 0.39 mg·mL−1。 
 

 
Figure 1  Dose-effect relationship between logarithm concen-
trations of aspirin and its inhibitory ratio (I %) on COX-2 

 
3  人工麝香对 COX-2 抑制作用的量效关系考察 

人工麝香对 COX-2 抑制作用的量效曲线见图 2。
由图 2 可见, 人工麝香对 COX-2 抑制作用的量效曲

线呈 S型, 随着浓度的增加, 人工麝香对COX-2的抑

制作用增强, 呈明显的剂量依赖关系, 表明在 0.31～
20.0 mg·mL−1内, 人工麝香对 COX-2 抑制作用具有明

显的量效关系。采用概率单位回归法 计算得人工麝

香对 COX-2 抑制作用的半数抑制浓度 IC50 为 2.26 
mg·mL−1, 约为阿司匹林对 COX-2 抑制 作用的半数
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抑制浓度 IC50 的 5.8 倍。 

 

 
Figure 2  Dose-effect relationship between logarithm concen-
trations of artificial musk and its inhibitory ratio (I %) on COX-2 

 

讨论 
生物活性检测是利用生物模型包括整体动物、离

体组织、器官、细胞、微生物、酶等评估药物生物活

性 (包括药效和毒性) 的一种方法, 有助于在医药学

研究中揭示药物的疗效与毒性, 探索药物的作用机

制, 更好地为药品生物效价测定、微量生理活性物质

测定、中药现代化研究等领域的基础和应用研究服 
务[18]。本文以人工麝香为研究对象, 研究 COX-2 催

化花生四烯酸生成前列腺素的反应中 ,人工麝香对

COX-2 的抑制作用, 探讨建立麝香等药材质量的生

物评价方法。结果表明, 人工麝香对 COX-2 具有明

显的抑制作用, IC50 约为 2.26 mg·mL−1, 且呈剂量依

赖关系, 同时也为建立人工麝香抗炎生物效价检测

方法提供了研究基础。 
通过常规药理实验所建立的生物活性检测方法

操作烦琐[18], 准确性和重现性也较差。本文通过测 
定药物对 COX-2 的抑制活性来评价药物抗炎活性, 
与常规药理实验相比, 具有快速、灵敏、准确、重现

性好、特异性强、干扰因素少的特点, 可用于人工麝

香抗炎生物效价检测。同时, 该方法还可用于研究 
药物对 COX-1 的抑制作用, 评价药物毒性及预测其

不良反应, 具有较好的通用性, 相关研究结果将陆续

报道。 
作者曾采用所建立的 EIA 法对麝香和人工麝香

主要成分之一的麝香酮的 COX-2 抑制活性进行了测

定, 结果显示麝香酮浓度达到 9.0 mg·mL−1 时, 尚未

见COX-2抑制作用, 这远大于人工麝香中麝香酮完全

溶解时的浓度 (麝香酮含量以 2.0%计, 20.0 mg·mL−1

人工麝香供试品中麝香酮的浓度为 0.4 mg·mL−1)。结

果表明, 麝香酮并非麝香和人工麝香的主要抗炎有

效成分, 这与文献[19]报道结果基本一致。但是, 麝香

酮具有扩张冠状动脉及增加冠脉血流量的作用, 可
能是麝香发挥开窍醒神作用的有效成分之一。因此, 
麝香酮在人工麝香中的作用还有待进一步研究。 

将生物检定引入中药质量控制和评价体系, 不
仅可以鉴定品种和质量, 而且可以评价药效, 甚至观

察毒副作用, 尤其对于结构复杂或理化方法不能表

征其含量、理化测定不能反映生物活性和临床疗效的

中药产品更能凸显其优越性[20]。在现有质控方法和

标准的基础上, 增加生物检定方法, 对保证中药的安

全、有效、稳定可控具有重要意义, 也必将成为中药

质量控制新的重要发展方向[21, 22]。 
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