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基于生物热动力学表征的中药固体制剂体外溶出度分析方法初步研究 
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摘要: 本文采用微量量热法从生物热活性角度、结合 UPLC 法, 首次探讨生物检测中药固体制剂体外溶出度

的可行性, 旨在弥补单纯化学方法难以客观反映中药固体制剂溶出度检测的不足。以银黄片为模型药, 考察在

pH 6.8 (磷酸盐缓冲液) 溶出介质中, 不同溶出时间的银黄片溶出液对金葡菌抑制作用, 测定金葡菌生长代谢热

曲线特征谱图, 得到一系列生物热动力学参数, 提出基于生物热活性所得银黄片的累积溶出度, 并与 UPLC 法测

定绿原酸和黄芩苷两个指标成分所得的溶出度运用 f2 相似因子法进行相关性评价。结果显示, f2 相似因子均大于

50, 表明两方法所测的溶出度具有较好的相关性。生物热活性检测有望成为中药固体制剂的体外溶出度评价手

段之一。 
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Abstract: To explore the new pattern of Chinese medicine solid preparations (CMSP) in vitro dissolution, a 

method testing the bio-thermal activity in combination with UPLC was used.  Microcalorimetry was used to 
obtain the characteristic metabolic growth power-time curves and a series of biothermodynamic parameters of the 
inhibition of Staphylococcus aureus by Yinhuang tablet dissolving solutions at the pH 6.8 (phosphate buffer)  
dissolution medium at different times.  From these results, the cumulative dissolution of Yinhuang tablet based 
on bio-thermal activity was obtained.  The dissolution rates of two components of chlorogenic acid and baicalin 
were determined by UPLC method.  Then f2 similar factor method was used to evaluate the relevance of these 
two methods.  The result showed that f2 values all were more than 50, indicating that there is a good correlation 
between the two methods of measuring the dissolution rate.  It is feasible to determine CMSP in vitro dissolution 
by using bio-thermal activity, and to provide new evaluation methods for controlling the quality of CMSP. 
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 自 1967 年由美国首先开展溶出度试验后, 溶出

度现已成为评价制剂处方和生产工艺的重要手段 , 
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是直接影响药物在体内的吸收和利用、评价药物质量

的内在指标[1]。中药固体制剂的溶出度评价鲜有报道, 
对其体外溶出度测定, 主要借鉴化学药质量控制模

式, 集中于单个或少数指标成分的化学分析研究。对

于化学药品而言, 含量测定可以直接关联药效, 反映

化学药品的内在质量。但是对于中药复方固体制 
剂, 其药效是多成分共同作用的结果, 检测一种或几
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种指标成分, 可能与整体药效出现偏差, 从而不能完

全衡量中药固体制剂的质量[2]。因此, 为了寻求中药

固体制剂体外溶出度分析方法的新突破, 作者尝试

从生物活性评价的角度, 在药物成分的化学分析基

础上, 建立化学分析-生物效价相关联的检测方法, 
以期客观表征中药固体制剂的体外溶出度。 

生物效价检测方法选取应遵循“相关性、重复

性、灵敏性、适用性和定性定量”的原则。基于生物

热动力学的微量热分析  (microcalorimetry) 具有快

速、定量、灵敏和客观的特点, 是一种较好的生物活

性评价方法, 主要用于研究生命体系的热力学过程

以及化学反应的微量热量变化的生物热力学效应 , 
实时、在线、准确地得到生命体生长代谢热曲线特征

谱图, 具有良好的重现性和明显的特征性, 可作为研

究中药固体制剂溶出度的新方法[3]。本研究以银黄片

为模型药, 以其抑菌活性为着眼点, 将 UPLC 法与微

量量热法结合, 考察在磷酸盐缓冲液 (pH 6.8) 溶出

介质下, 银黄片溶出液对金葡菌的抑制作用, 并绘制

细菌生长抑制率-溶出时间 (I-td) 曲线。同 UPLC 法

测定活性成分溶出度运用 f2 相似因子法进行相关性

评价[4], 初步探讨基于生物热动力学对银黄片体外溶

出度生物效价检测的可行性, 以期为银黄片建立质

量标准, 为中药固体制剂的质量控制提供研究基础。 
 

材料与方法 
仪器与试剂  美国 Waters Acquity UPLCTM  

system (Waters, Milford, MA, USA) 超高压液相色谱

仪; 瑞典 Thermometric 公司产的 TAM Air Isothermal 
Calorimeter 微量量热仪; 智能溶出实验仪 ZRS-8G 
(天津大学无线电厂)。银黄片 (江西心诚药业有限公

司, 批号 20080301); 绿原酸对照品 (批号 110753- 
200413) 和黄芩苷对照品 (批号 110715-200514) 均购

自中国药品生物制品检定所; 金葡菌 (Staphylococcus 
aureus, CCTCC AB910393) 由中国药品生物制品检

定所提供; 乙腈 (加拿大 Promptar 有限公司), 水为

二次重蒸水, 其余试剂均为分析纯。 
培养基的制备  采用 LB 液体培养基, 取氯化钠

5 g, 酵母膏 5 g, 蛋白胨 10 g, 溶解于蒸馏水 1 L 中, 
调至 pH 7.0～7.2 后分装。121 ℃高压蒸气灭菌 30 min, 
冷却后放置 4 ℃冰箱中备用。 

溶出度测定  采用小杯法[5], 以脱气处理的 pH 
6.8 磷酸盐缓冲液, 以 75 r·min−1 为转速, 温度 37 ℃。

取本品 6 片, 精密称重 (Wi), 于 6 个溶出杯中分别投

入 1 片待测药品, 当药片接触溶出介质开始计时,分
别于 10、20、30、45、60 和 90 min, 取样 5 mL, 同
时补加等量同温溶出介质, 备用 (样品 1、2、3、4、
5 和 6)。 

比较 A 值的测定  精密称取样品 10 片, 研细后

精密称取相当于平均片重一片的样品量 (W), 置于

250 mL 量瓶中, 加入以脱气处理的 pH 6.8 磷酸盐缓

冲液约 200 mL, 超声处理 20 min, 取出, 放冷, 加同

一溶剂至刻度, 摇匀, 备用 (样品 7)。 
UPLC 法色谱条件  色谱柱为 Waters Acquity 

UPLC BEH C18 column (50 mm × 2.1 mm ID, 1.7 μm); 
流动相为 0.1% 磷酸水溶液 (A) - 乙腈 (B), 梯度洗脱 
(0 → 1 min, 10% → 11% B; 1 → 1.5 min, 11% → 16% 
B; 1.5 → 3 min, 16% → 18% B; 3 → 4 min, 18% → 
20% B; 4 → 5 min, 20% → 22% B; 5 → 8 min, 22% → 
32% B); 流速为 0.2 mL·min−1; 室温检测, 波长为 320 

nm[6]。 
对照品溶液的制备  精密称取绿原酸对照品适

量置 100 mL 量瓶中, 加 50%甲醇使溶解并稀释至刻

度, 得绿原酸对照品溶液质量浓度 3.7 µg·mL−1; 另精

密称取黄芩苷对照品适量置 100 mL 量瓶中, 加 50%
甲醇使溶解并稀释至刻度, 得 9.1 µg·mL−1 黄芩苷对

照品溶液。0.22 µm 滤膜过滤, 取续滤液, 备用。 
供试品溶液的制备  分别取 7 个样品药液 1 mL

置 7 个 10 mL 量瓶中, 加 50%甲醇稀释至刻度, 0.22 
µm 滤膜过滤, 取续滤液, 进样 5 µL, 测定峰面积值

Ai 和 A, 计算相对累积溶出百分率[7, 8]。 
平均累积溶出百分率 (%) = (Ai×W) / (A×Wi) ×100% 

银黄片溶出度的生物热活性测定  在恒温 37 ℃
下, 采用微量量热法测定。先将金葡菌接种到蛋白胨

培养基中形成悬浮液 (细胞 2×106·mL−1), 分别与 7个
样品药液 300 µL 混合后, 一并加入安瓿瓶中, 置于

量热计的测定通道中。在约 30 min 后待 安瓿瓶达到

37 ℃时, 以 PicoLog TC-80 工作站实时记录热谱曲线, 
直到曲线回到基线时停止。 

数据处理  生物热动力学数据用生物热活性检

测仪配置的 Pico TC-80 数据采集和 Origin 软件 (美
国 Origin Lab 公司) 分析进行线性拟合。 
 

结果 
1  UPLC 法对银黄片溶出度测定 

对 UPLC 实验条件进行方法学考察, 结果表明, 
仪器的精密度、稳定性和方法的重现性良好, RSD 均

小于 2.0%, 且空白无干扰; 按“UPLC 法色谱条件”
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项下操作, 记录银黄片不同时间点的溶出液 8 min 内

的色谱图, 求算银黄片不同时间的平均累积百分溶

出率, 结果见表 1。 
 
Table 1  Dissolution rate of the accumulation of Yinhuang tablet 
(n = 6) 

Percentage of dissolution /% 
Time/min 

Chlorogenic acid Baicalin 
10 21.45 31.47 
20 35.70 50.47 
30 49.74 54.15 
45 68.10 58.66 
60 75.78 64.34 
90 76.44 66.92 

 
2  生物热动力学法对银黄片溶出度测定 
2.1  金葡菌生长代谢产热曲线  在 37 ℃下, 采用安

瓿法测定了金葡菌生长代谢产热曲线, 见图 1。在相

同的实验条件下, 重复实验 6 次, 结果有良好的重现

性。结果表明, 银黄片在不同溶出时间下, 对金葡菌

的生长代谢产热均不相同。这是因为银黄片含绿原酸

和黄芩苷等有效成分, 有较强的抑菌作用, 随着溶出

时间的延长, 药液所含有效成分的浓度依次增大, 抑
菌作用相比空白组 (曲线 a) 逐步明显, 金葡菌的产

热时间逐渐延迟且产热量随之减小, 所以导致金葡

菌的生长代谢产热曲线各不相同。其中曲线 g 和曲线

h 由于有效成分浓度高, 抑菌作用较其余曲线更为明

显, 传代时间延长多, 最大产热功率较小。结果表明

不同浓度的药液对金葡菌生长代谢存在较稳定的差

异。 
2.2  金葡菌生长速率常数 k 确定  由于安瓿瓶中特

殊生长环境, 细菌的整个生长过程处于恒温恒压的 
 

 
Figure 1  Thermal power-time curves of Staphylococcus aureus 
growth at different dissolution times of Yinhuang tablet at 37 ℃.  
a: Control; h: A value of comparison (sample 7).  b−g refers to 
the dissolution sample in 10 min (sample 1), 20 min (sample 2), 
30 min (sample 3), 45 min (sample 4), 60 min (sample 5), and  
90 min (sample 6), respectively 

条件下, 养分和氧气的供应量有限。然而, 在运用微

量量热技术研究细菌的生长动力学时发现, 在新鲜

培养基中, 当接种量很小时, 生长初期能近似满足无

限制生长条件, 热曲线呈现出指数生长特征。据此, 
在分析细菌指数生长期热曲线的基础上, 建立了细

菌生长的热动力学模型, 即在细菌细胞的生长过程

中, 其指数生长期内的产热功率与培养时间之间符

合公式: Pt = P0·exp(kt) 或 lnPt = lnP0 + kt (P0、Pt 分别

是细菌在指数生长的起始点和 t 时的热功率)。从金

葡菌的热谱曲线可以直观地得到指数生长期的最大

发热功率 (Pm)。将热谱曲线上指数生长期的 Pt、t 值
代入 Origin 软件, 线性拟合可得金葡菌指数生长期的

生长速率常数 (k), k 反映细菌增值的速度[9]。对金葡

菌重复 6 次实验, 其指数生长期的 k 值 RSD 小于 1%, 
表明结果有很好的重现性和相关性。以 Pm 对 k 进行

线性拟合, Pm 与 k 的关系式为: Pm = 473.7k − 0.009,  
r = 0.980 3。Pm 与 k 呈正相关, 线性关系良好。将 k
对 td 作线性回归, 并对 k-td 数据进行线性拟合, 得到

k 与 td 之间的关系式为: k = −6 × 10−6td + 0.001, r = 
0.985 4。结果表明银黄片作用于金葡菌, 随着溶出时

间的延长, 金葡菌的生长均受到抑制, 指数生长期的

k 依次减小。 
2.3  细菌生长抑制率 I 确定  细菌生长抑制率 I 定 
义[10, 11]为: I% = [(k1 − k2)/k1] ×100% (k1 为空白对照组

细菌的生长速率常数, k2 为试药组的生长速率常数), 
7 个样品药液对金葡菌的生长抑制率见表 2。结果显

示不同溶出时间点均能对金葡菌有抑制作用, 样品 7
被近似看作银黄片完全溶解的比较 A 值, 对金葡菌

的生长抑制速率是 37.16%, 而其余 6 个样品溶出液

对其细菌的生长抑制率均小于样品 7 (比较 A 值), 并
且随着时间的延长, 溶出的药液浓度逐渐增大, 其抑

菌作用逐步增强, 与用化学方法所得结果相似, 由此 
 
Table 2  Thermokinetics parameters of Staphylococcus aureus 
growth and the dissolution rate at 37 ℃ (n = 6) 

Sample td/min tp/min Pm/mW k/min−1 r I/%
Dissolution 

rate/% 
Control − 1 708 0.823 8 0.001 83 0.995 5 − − 

1 10 1 715 0.809 9 0.001 70 0.992 6  7.10 18.96 

2 20 1 996 0.636 4 0.001 62 0.994 7 11.48 30.63 

3 30 2 033 0.680 5 0.001 53 0.991 6 16.39 43.76 

4 45 2 117 0.715 3 0.001 43 0.991 3 21.86 58.35 

5 60 2 190 0.734 8 0.001 34 0.992 1 26.78 71.48 

6 90 2 297 0.589 3 0.001 29 0.993 6 29.51 78.77 

7 − 2 300 0.266 7 0.001 15 0.993 8 37.16 − 

1−7: Yinhuang tablet sample 
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Table 3  Comparison of the biological value and chlorogenic acid and baicalin at different dissolution times 
C&B B&B Time 

/min 
Chlorogenic 

acid /% 
Baicalin 

/% 
Biological 
value/% Sum of square Q value f2 value Sum of square Q value f2 value 

10 21.45 31.47 18.96  6.185   156.425   

20 35.70 50.47 30.63 25.679   393.525   

30 49.74 54.15 43.76 35.751 107.936 

45 68.10 58.66 58.35 95.108 
186.675 62.33 

  0.098 
156.425 64.19 

60 75.78 64.34 71.48 18.525    50.921   

90 76.44 66.92 78.77  5.426   140.407   

C&B: Comparison between the dissolution rate of chlorogenic acid and biological value; B&B: Comparison between the dissolution rate 
of baicalin and biological value 
 
初步得出银黄片的体外溶出度可以透过生物热活性

直观反映并在线检测。 
2.4  基于生物热效应的银黄片体外溶出度  基于常

规化学分析, 计算中药固体制剂平均累积百分溶出

率的方法, 运用生物热动力学参数 (细菌生长抑制率

I ), 提出生物热活性测定中药固体制剂的体外溶出度, 
结果见表 2。溶出度 (%) = (Ii×W) / (IA×Wi) ×100%。 
2.5  f2 相似因子法  比较 UPLC 分析方法同生物热

效应两者所绘制的累积溶出曲线相关性 (图 2)。如果

50≤f2≤100, 则表示两方法所测的溶出度相似 [12], 
结果见表 3。生物效价分别与银黄片的两个指标成分

的溶出度进行 f2 相似因子比较, 结果显示均大于 50, 
表明两方法所测的溶出度具有较好的相关性。 
 

 
Figure 2  The dissolution rate curve of the accumulation based 
on chemical analysis and bioassay at different dissolution times  
 

讨论 
本实验所选择的模型药银黄片, 仅由金银花和

黄芩两味中药组成, 其化学指标成分基本明确, 通过

常规化学分析方法, 能较直接反映该中药固体制剂

的溶出度情况。考察在 4 种基本溶出介质 (pH 1.2 溶

液、pH 4.0 醋酸盐缓冲液、pH 6.8 磷酸盐缓冲液和水) 
条件下银黄片的绿原酸和黄芩苷溶出度, 在 pH 6.8
磷酸盐缓冲液中银黄片的溶出值最大, 同时考虑到

样品溶解性和漏槽条件, 选择小杯法且在 pH 6.8 磷

酸盐缓冲液下测其溶出度。对照紫外扫描图谱可知 
绿原酸、黄芩苷分别在 327 及 278 nm 处有最大吸收, 
考虑绿原酸含量仅为黄芩苷 1/10 左右, 为使绿原酸

有较大响应值, 检测波长在黄芩苷的另一吸收峰 318 
nm 附近选取, 故选择 320 nm 为检测波长[6], 测定银

黄片的两个指标成分。同时从生物热活性的角度, 用
已知的溶出时间 td 代替未知的药液浓度 C, 透过“化

学”成分看“药效”本质, 实时、在线、微量、灵敏

地评价银黄片的质量变化, 其生物效价分别与银黄

片的两个指标成分的溶出度进行 f2相似因子比较, 均
大于 50, 表明两方法所测的溶出度具有相关性, 初
步判定运用生物热活性评价银黄片的体外溶出度是

可行的, 能较客观地反映其药物的体外溶出度。 
针对银黄片的生物活性而言, 抗菌活性是其主

要药理活性, 采用金葡菌为模式菌的生物热活性图

谱能够较好反应其药效。当然, 复方中药的药理活 
性是多种多样的, 每种活性检测方法都有其适用范

围。本课题组研究表明, 生物热活性法通过模式生物

体的改变, 可以应用于抗菌、抗病毒及免疫调节等中

药[13, 14], 相关工作将陆续报道。生物热动力学分析有

望成为中药固体制剂体外溶出度研究的重要评价手

段之一, 以期化学和生物关联并用, 共同控制中药固

体制剂质量。 
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