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摘  要：目的  从桂枝茯苓胶囊（Guizhi Fuling Capsules，GZFLC）临床用于治疗痛经的功效出发，探索建立基于子宫平滑

肌收缩活性测定的 GZFLC 质量生物活性评价方法。方法  通过注射雌激素增加小鼠子宫敏感性，建立缩宫素诱导的小鼠离

体子宫平滑肌收缩模型，采集给药前后小鼠子宫平滑肌的收缩频率、幅值和峰面积，以收缩峰面积为指标进行统计并对药效

进行归一化处理。考察小鼠离体子宫平滑肌收缩模型的主要影响因素如雌激素注射方式与天数、缩宫素浓度、动物周龄和

GZFLC 前处理方法。建立 GZFLC 质量生物活性评价方法并进行方法学考察，测定 10 个批次 GZFLC 合格样品及 2 个 GZFLC

高温破坏样品的生物活性。结果  连续 3 d ip 雌激素 10 mg/(kg·d)后小鼠子宫平滑肌收缩峰面积较高且收缩节律较好；最适

缩宫素造模质量浓度为 0.050 μg/mL；将 GZFLC 配制成质量浓度为 0.125 g/mL 的药液并超声溶解 60 min 有利于药效发挥；

重复性考察 RSD 为 11.298%，日内精密度 RSD 为 12.452%，日间精密度 RSD 为 10.438%；10 批次 GZFLC 半数抑制浓度

（half inhibitory concentration，IC50）为 1.526～1.631 mg/mL，高温破坏后 GZFLC 的 IC50 明显增大。结论  基于子宫平滑肌

收缩活性测定的 GZFLC 质量评价方法重复性和精密度较好，为后续 GZFLC 的综合质量评价标准建立提供了科学依据。 
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Abstract: Objective  To explore a method to evaluate the quality of Guizhi Fuling Capsules (桂枝茯苓胶囊, GZFLC) through its 

biological activity, which inhibits the contractile activity of uterine smooth muscle based on clinical anti-dysmenorrhea effect of 

GZFLC. Methods  Uterine sensitivity in mice was increased by estrogen injection, and a contraction model of ex vivo uterine smooth 

muscle contraction in mice induced by oxytocin was established. The contraction frequency, amplitude and peak area of uterine smooth 

muscle before and after administration were recorded. Peak area was used as an indicator for normalized efficacy. The main influencing 

factors of the contraction model such as estrogen injection method and injection days, oxytocin concentration, animal age and GZFLC 

pretreatment methods were investigated. After the biological activity evaluation method of GZFLC was established, the methodology 

was investigated. A total of 10 batches of GZFLC qualified samples and two GZFLC high-temperature destruction samples were 
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detected for biological activity. Results  After ip 10 mg/(kg·d) estrogen for three consecutive days, the contraction peak area of smooth 

muscle was higher and the contraction rhythm was better; The optimal induction concentration of oxytocin was 0.050 μg/mL; The 

GZFLC was configured to a concentration of 0.125 g/mL and then dissolved ultrasonically for 60 min, which was conducive to the 

efficacy; The repeatability RSD was 11.298%, the intraday precision RSD was 12.452%, and the interday precision RSD was 10.438%; 

The half inhibitory concentration (IC50) of 10 batches of GZFLC was 1.526—1.631 mg/mL, and the IC50 of GZFLC was significantly 

increased after high temperature destruction. Conclusion  The quality evaluation method of GZFLC based on anti-contractive activity 

of uterine smooth muscle is reproducible and precise, which provides a scientific basis for the establishment of comprehensive quality 

evaluation criteria for GZFLC. 

Key words: Guizhi Fuling Capsules; isolated uterus; smooth muscle contraction activity; bioactivity assays; quality evaluation  

痛经是最常见的妇科疾病之一[1-2]。临床上根据

病因可分为原发性痛经和继发性痛经 2 种类型[3-4]。

其中原发性痛经指由于子宫过度收缩引起的、无

盆腔器质性病变的痛经，其主要临床表现为经期

前后或月经期出现下腹部坠胀和痉挛性疼痛，发

病率高达 34%～94%[5-6]。中医治法多以调理冲任

气血为主，具体方法为补益气血、疏肝理气、温经

散寒等[7]。桂枝茯苓胶囊源自东汉张仲景《金匮要

略》中的桂枝茯苓丸，由其经过剂型改革而来，主

要成分包括桂枝、茯苓、桃仁、丹皮、白芍[8]，具有

活血、化瘀、消癥等功效[9]，临床上常用于原发性痛

经[10]、慢性盆腔炎[11]、子宫肌瘤[12]、子宫内膜异位

症[13]等疾病。 

质量稳定可控是中药有效性和安全性的重要前

提[14]。现行的中药质量控制模式主要包括形态学鉴

定、化学定性鉴别和指标性成分测定[15]。但中药药

效是多种成分、多个环节、多个靶点协同作用的结

果，从而表现出整合性的特征。因此，不能用单一

活性成分来衡量中药整体质量[16]。目前桂枝茯苓胶

囊的生产质控过程已进行了优化，其抗痛经等药效

显著增强，且产品均一性显著提升[17-19]，但现有质

量控制成分尚不能完全反映药物的整体临床疗效。 

中药生物活性测定是一种基于药物的生物效

应，利用生物统计方法，通过特定的实验设计评价

中药的有效性，从而保证中药质量的方法[17]。该方

法可以反映中药的整体效应和协同作用，为中药的

质量控制提供科学依据。本研究考察了小鼠离体子

宫收缩模型关键影响因素及桂枝茯苓胶囊前处理方

法，利用维拉帕米进行了模型的方法学考察，初步

建立基于抑制子宫平滑肌收缩活性的桂枝茯苓胶囊

质量生物活性评价方法。在此基础上，检测了 10 个

批次桂枝茯苓胶囊合格样品及经高温破坏后样品的

生物活性，为进一步优化桂枝茯苓胶囊产品质量标

准提供参考。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雌性 C57BL/6 小鼠，体质量 16～23 g（6

周龄 15.8～16.4 g、8 周龄 17.3～18.1 g、10 周龄

18.5～19.0 g、12 周龄 20.6～22.7 g），购自斯贝福

（北京）生物技术有限公司，许可证号 SCXK（京）

2019-0010，合格证号 No.110324221106926117、

No.110324221106450846、No.110324221107297012，

小鼠统一放置于动物屏障房内适应性饲养，12 h 黑

暗与光照循环，自由饮食。动物实验经江苏康缘药

业股份有限公司动物伦理委员会批准（批准号

2022103102、2022101804、2022111702）。 

1.2  药品与试剂 

桂枝茯苓胶囊（国药准字 Z10950005，批号

210311、210312、220305、220702、230213、230214、

230215、230301、230302、230303），由江苏省康缘

药业股份有限公司提供；盐酸维拉帕米（批号

SLBH9660V）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；雌激素注射液（批号 C2209262）购自宁波第二

激素厂；缩宫素（批号 I221BA0012）购自生工生物

工程（上海）股份有限公司；氯化钠注射液（批号

B21120704）购自浙江国镜药业有限公司；其余试剂

均为分析纯。 

1.3  仪器 

LE01086 型八通道离体组织灌流系统、

PowerLab 8/35 多 通 道 信 号 采 集 系 统 （ AD 

Instruments 公司）；Milli-Q reference 超纯水制备系

统（美国 Millipore 公司）；FE20 型 pH 计、ME104E

型电子天平（梅特勒-托利多仪器上海有限公司）。 

2  方法 

2.1  小鼠离体子宫平滑肌制备及收缩检测 

将小鼠断颈处死，迅速剪开下腹部，暴露双侧

子宫，先仔细分离子宫周边结缔组织，左右同时各

取约 1 cm 长的子宫平滑肌，用细线进行两端结扎，
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将子宫条取出后置于持续通 O2 混合气（含 5% 

CO2）的 4 ℃乐氏液（NaCl 9.2 g、KCl 0.42 g、CaCl2 

0.24 g、NaHCO3 0.15 g、葡萄糖 1.0 g 溶解于 1 L 重

蒸水中，pH 7.4）中备用。在各浴槽中加入 20 mL

乐氏液，待水温 37 ℃恒定后，将制备的子宫组织

下端在浴槽中固定，上端悬挂于张力换能器上，同

时通入 O2 混合气（含 5% CO2），使平滑肌保持松

弛状态。待肌条适应 20 min 后，调节旋钮使子宫

收缩基线的张力为 0.5 g，并开始记录子宫收缩曲

线。待子宫平滑肌出现平稳的自主收缩节律后，在

浴槽中加入缩宫素，子宫平滑肌随之出现短时间强

直收缩，待收缩节律稳定后记录 10 min 收缩曲线。

随后每隔 10 min 由低到高依次累积加入不同浓度

的药物溶液，同时采集收缩频率、幅度和峰面积等

数据。 

2.2  造模条件考察 

2.2.1  缩宫素浓度考察  取成年未孕雌性小鼠连续

3 d ip 雌激素[10 mg/(kg·d)]。实验当天分别在不同

子宫浴槽中加入不同质量浓度（终质量浓度 5、10、

20、50、100、200、500 ng/mL）的缩宫素。考察不

同质量浓度缩宫素对离体子宫收缩频率、幅度和峰

面积的影响。 

2.2.2  雌激素注射方式考察  考察不同雌激素注

射方式下离体子宫自发性收缩及加入缩宫素诱导后

收缩频率、幅值、峰面积的变化。 

2.2.3  动物周龄  考察不同周龄C57BL/6小鼠子宫

自发性收缩及缩宫素诱导后收缩频率、幅值和峰面

积的变化。 

2.3  指标选择及累加给药法药物抑制效应的归一

化处理 

离体子宫收缩情况考察指标有收缩频率、收缩

幅值、收缩峰面积等[20]。收缩峰面积为子宫收缩曲

线下面积，体现子宫张力的总体变化情况。在各指

标中收缩峰面积变化最为明显，且组内差异较小，

故本实验均采用收缩峰面积为指标进行统计。 

维拉帕米是 L-型钙通道阻断剂，实验结束时加

入终浓度为 1×10−5 mol/L 的维拉帕米完全抑制子

宫收缩，从而得到离体子宫收缩基线。将加入缩宫

素后子宫的收缩状态作为 0%抑制效应，将加入阻

断剂后子宫的收缩状态作为 100%抑制效应[21]。对

于每个药物浓度计算抑制率。采用抑制率数值描绘

量效曲线，计算半数抑制浓度（half inhibitory 

concentration，IC50）值。 

抑制率＝(FD－DX)/(FD－LD) 

FD 为给药前 AUC 值；DX 为加入抑制剂后在 X 浓度下 AUC

值；LD 为实验结束时加入 L-型钙通道阻断剂后 AUC 值 

2.4  离体子宫收缩模型方法学考察 

2.4.1  重复性考察  取同一份维拉帕米粉末配制

相同浓度的维拉帕米供试品溶液 6 份，按上述方法

测定，计算维拉帕米对离体子宫平滑肌收缩活力的

平均 IC50 和 RSD。 

2.4.2  日内精密度考察  取同一份相同浓度的维拉

帕米溶液，按上述方法测定，于同一天不同时间内，

检测 6 次其对离体子宫平滑肌的抑制作用，计算维

拉帕米对离体子宫平滑肌收缩活力的平均 IC50 和

RSD。 

2.4.3  日间精密度考察  取同一份相同浓度的维

拉帕米溶液，按上述方法测定，分 6 d 检测其对离

体子宫平滑肌的抑制作用，计算维拉帕米对离体子

宫平滑肌收缩活力的平均 IC50 和 RSD。 

2.5  桂枝茯苓胶囊前处理条件的优化 

2.5.1  配制浓度  以乐氏液为溶媒将同一批次桂

枝茯苓胶囊分别配制成 0.062 5、0.125 0、0.250 0、

0.500 0 g/mL 的药物溶液，超声 60 min 后备用。将

以上每个质量浓度的桂枝茯苓胶囊分别进行累加给

药，同时采集反应体系中药物最终质量浓度为 0.5、

1.0、2.0、4.0、8.0 mg/mL 时的离体子宫收缩峰面积，

比较不同配制质量浓度桂枝茯苓胶囊的 IC50。 

2.5.2  超声时间  以乐氏液为溶媒将同一批次桂枝

茯苓胶囊配制成 0.125 g/mL 的药物溶液，分别进行

15、30、60、120 min 超声处理。比较不同超声时间

桂枝茯苓胶囊的 IC50。 

2.6  桂枝茯苓胶囊对子宫平滑肌活力的抑制作用 

在建立桂枝茯苓胶囊生物评价方法基础上考察

10 个批次桂枝茯苓胶囊对离体子宫收缩抑制作用

的 IC50。 

2.7  高温破坏后桂枝茯苓胶囊对子宫平滑肌活力

的抑制作用 

200 ℃高温加热桂枝茯苓胶囊 5、10 min，测定

高温破坏后桂枝茯苓胶囊的 IC50。 

3  结果 

3.1  造模条件考察 

3.1.1  缩宫素浓度考察  如图 1 所示，缩宫素质量

浓度为 0.050 μg/mL 时，小鼠子宫平滑肌收缩节律性

较好，随时间变化峰面积衰减幅度较小，说明离体子

宫的稳定性较好，选择此质量浓度进行后续实验。 
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A-给药前  B-缩宫素  C-0～10 min  D-10～20 min  E-20～30 min  F-30～40 min  G-40～50 min  H-50～60 min，图 2、3 同 

A-before administration  B-oxytocin  C-0—10 min  D-10—20 min  E-20—30 min  F-30—40 min  G-40—50 min  H-50—60 min, same as figs. 2, 3 

图 1  不同质量浓度缩宫素作用下小鼠子宫平滑肌收缩频率、幅值、峰面积的变化 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Frequency, amplitude and peak area of uterine smooth muscle contraction with different concentrations of oxytocin 

( x s , n = 6) 

3.1.2  雌激素注射方式考察  如图 2 所示，连续 3 d 

ip 10 mg/(kg·d)雌激素时，小鼠子宫平滑肌收缩峰面

积最大，说明在此条件下，子宫平滑肌对缩宫素的

敏感性较好，易于后续实验统计。 

3.1.3  动物周龄考察  考察不同周龄C57BL/6小鼠

子宫自发性收缩及缩宫素诱导后收缩频率、幅值和

峰面积的变化，结果见图 3，不同周龄小鼠子宫平

滑肌收缩峰面积差异较小。 

3.2  离体子宫收缩模型方法学考察 

3.2.1  重复性考察  重复性实验结果显示维拉帕米

对离体子宫平滑肌收缩活力的 IC50 为 1.09×10−7 

mol/L，RSD 为 11.298%（图 4-A）。 

 

图 2  不同雌激素注射方式下小鼠子宫平滑肌收缩频率、幅值、峰面积的变化 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Frequency, amplitude and peak area of uterine smooth muscle contraction with different estrogen injection methods 

( x s , n = 6)

 

图 3  不同周龄小鼠子宫平滑肌收缩频率、幅值、峰面积的变化 ( x s , n = 8) 

Fig. 3  Frequency, amplitude and peak area of uterine smooth muscle contraction in mice of different weeks of age  ( x s , 

n = 8) 

 
A-重复性考察  B-日内精密度考察  C-日间精密度考察 

A-repeatability investigation  B-inter-day variability investigation  C-intra-day investigation 

图 4  离体子宫收缩模型方法学考察 

Fig. 4  Methodological investigation of ex vivo uterine contraction models
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3.2.2  日内精密度考察  日内精密度实验结果显示

维拉帕米对离体子宫平滑肌收缩活力的 IC50 为

1.10×10−7 mol/L，RSD 为 12.452%（图 4-B）。 

3.2.3  日间精密度考察  日间精密度实验结果显示

维拉帕米对离体子宫平滑肌收缩活力的 IC50 为

1.05×10−7 mol/L，RSD 为 10.438%（图 4-C）。 

3.3  桂枝茯苓胶囊前处理条件的优化 

3.3.1  质量浓度  比较不同质量浓度桂枝茯苓胶

囊的 IC50（表 1），结果显示药物浓度增大，其 IC50

值反而有所升高，不利于药物溶解及发挥药效。当

药液质量浓度为 0.125 g/mL 时，桂枝茯苓胶囊对子

宫平滑肌收缩抑制作用的 IC50 值最小，因此选择为

最佳质量浓度。 

表 1  不同质量浓度桂枝茯苓胶囊的 IC50 (n = 6) 

Table 1  IC50 of different configurations of Guizhi Fuling 

Capsules (n = 6) 

质量浓度/(g·mL−1) IC50/(mg·mL−1) R2 95% CI 

0.062 5 1.543 0.943 7 1.386～1.713 

0.125 0 1.513 0.944 5 1.361～1.677 

0.250 0 1.809 0.903 1 1.567～2.079 

0.500 0 3.479 0.814 6 2.879～4.289 
 

3.3.2  超声时间  比较不同超声时间桂枝茯苓胶囊

的 IC50（表 2），当超声时间为 60 min 时，桂枝茯苓

胶囊对子宫平滑肌收缩抑制作用的 IC50 值较小，结

果说明超声前处理可能通过促进桂枝茯苓胶囊药物

溶解从而利于药效发挥，但时间过长也可能引起药

效减低。因此，选择最佳超声时间为 60 min。 

表 2  不同超声时间桂枝茯苓胶囊的 IC50 (n = 6) 

Table 2  IC50 of Guizhi Fuling Capsules with different 

ultrasound times (n = 6) 

超声时间/min IC50/(mg·mL−1) R2 95% CI 

15 1.885 0.934 7 1.678～2.113 

30 1.683 0.931 3 1.492～1.894 

60 1.518 0.945 3 1.366～1.681 

120 1.556 0.931 5 1.382～1.748 
 

3.4  桂枝茯苓胶囊对子宫平滑肌活力的抑制作用 

考察不同批次桂枝茯苓胶囊对离体子宫收缩抑

制作用的 IC50，结果见表 3，10 批次桂枝茯苓胶囊

的 IC50 为 1.526～1.631 mg/mL，RSD 为 2.344%。 

3.5  高温破坏后桂枝茯苓胶囊对子宫平滑肌活力

的抑制作用 

高温破坏后样品 IC50 与正常样品相比明显提

高，且高温破坏 10 min 样品 IC50 高于高温破坏 5 

min 样品（表 4）。说明高温破坏样品对离体子宫收

缩的抑制作用明显降低。 

表 3  不同批次桂枝茯苓胶囊的 IC50 (n = 8) 

Table 3  IC50 of different batches of Guizhi Fuling Capsules 

(n = 8) 

编号 批号 IC50/(mg·mL−1) R2 95% CI 

S1 210311 1.544 0.945 4 1.412～1.685 

S2 210312 1.577 0.930 8 1.425～1.741 

S3 220305 1.631 0.935 0 1.479～1.795 

S4 220702 1.530 0.939 6 1.395～1.675 

S5 230213 1.548 0.941 5 1.412～1.694 

S6 230214 1.557 0.964 0 1.450～1.671 

S7 230215 1.565 0.940 6 1.426～1.715 

S8 230301 1.613 0.931 5 1.459～1.780 

S9 230302 1.611 0.935 6 1.462～1.773 

S10 230303 1.526 0.953 2 1.407～1.654 

表 4  正常样品与高温破坏样品的 IC50 (n = 8) 

Table 4  IC50 of normal samples and high temperatures 

destroy samples (n = 8) 

样品 
IC50/ 

(mg·mL−1) 
R2 95% CI 

正常样品 1.557 0.964 0 1.450～1.671 

高温样品（200 ℃、5 min） 3.185 0.816 5 2.712～3.784 

高温样品（200 ℃、10 min） 6.279 0.915 6 5.623～7.134 

4  讨论 

生物活性测定作为一种用于评价药物质量的方

法，主要通过使用细胞、离体组织、器官、整体动

物等生物材料，测定药物的疗效或毒性[22]。它能够

有效地反映中药的临床疗效和安全性[23]，也可以与

现行的质量控制体系相互补充[24]。 

近年来不少学者，基于生物活性建立了反映中

药功效与毒性、中药制剂的一致性等的评价方法，

如李寒冰等[25]基于神经氨酸酶活性检测，建立了板

蓝根品质的生物评价方法；张海珠等[26]进行了基于

活血生物效价和化学指纹图谱的大黄品质评价研

究；樊华等[27]研究了血塞通注射液活化部分凝血活

酶时间（activated partial thromboplastin time，APTT）

生物活性检测方法。但目前尚未见基于生物活性测

定的桂枝茯苓胶囊质量评价研究。现代医学发现，

原发性痛经的发病机制主要与子宫收缩异常有关。

当子宫收缩过度时，子宫肌层的血液供应不足，导

致缺氧和代谢产物堆积，刺激疼痛感受器，产生疼

痛信号[28]。本研究基于桂枝茯苓胶囊临床治疗痛经

的功效出发[29]，从其抑制子宫平滑肌收缩生物活性

的角度进行质量评价研究。 

首先，本研究对离体子宫收缩模型的主要影响

因素进行优化，通过实验确定适宜的缩宫素浓度、

雌激素注射方式及注射天数、动物周龄等条件。实

验结果显示，加入不同浓度的缩宫素后小鼠离体子
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宫收缩反应性不同，最佳质量浓度为 0.050 μg/mL。

当加入缩宫素浓度较低时，小鼠子宫平滑肌所受刺

激较小，其峰面积较小不易统计；而浓度过高时，

小鼠子宫平滑肌持续长时间痉挛性收缩，收缩节律

性不佳，峰面积易下降，难以完全反映药物对子宫

平滑肌的抑制作用。其次，本研究对雌激素的注射

方式与注射天数进行考察，结果显示连续 3 d ip 雌

激素后小鼠子宫平滑肌收缩峰面积较高且在 1 h 内

收缩节律性较好。另外，不同周龄小鼠子宫平滑肌

之间收缩频率与收缩幅值有所差异，但峰面积组间

差异较小。为了保证实验结果的科学性，统一使用

8～10 周龄小鼠进行实验。 

本研究利用维拉帕米对优化后的模型进行了方

法学考察，结果显示该方法重复性、日内精密度和

日间精密度均较好。在此基础上，还对桂枝茯苓胶

囊配制浓度和超声时间等前处理条件进行优化。当

桂枝茯苓胶囊配制浓度较大时其抑制子宫收缩效应

不佳，可能由于药物溶解度偏低，在浴槽中加入药

物后不易扩散，药效起效时间长；而配制浓度较低

时，需在浴槽中加入的药液体积过多，也会影响子

宫的稳定性。不同超声时间也对桂枝茯苓胶囊的药

效有影响，时间过短容易造成药物溶解不充分，而

时间过长可能引起药效降低。因此，本研究最终选

择桂枝茯苓胶囊在 0.125 g/mL 质量浓度下超声 60 

min 溶解后进行实验。 

离体子宫收缩主要考察指标一般有收缩频率、

收缩幅值、收缩峰面积等。在各指标中收缩峰面积

变化最为明显，且组内差异较小，故本实验均采用

收缩峰面积为指标进行统计。将加入缩宫素后子宫

的收缩状态作为 0%抑制效应，将加入阻断剂后子

宫的收缩状态作为 100%抑制效应，从而进行药效

的归一化处理，计算桂枝茯苓胶囊抑制小鼠离体子

宫收缩的 IC50，作为其生物活性测定的量化指标。 

根据本研究建立的离体子宫生物活性测定方

法，对 10 个批次桂枝茯苓胶囊进行了生物活性测

定，考察本方法作为桂枝茯苓胶囊质量控制标准的

可行性。结果表明，10 个批次桂枝茯苓胶囊的组间

差异较小。而与合格批次相比，高温破坏样品对离

体子宫平滑肌收缩抑制的 IC50 明显增大，也说明其

药效和质量明显降低。综上，本研究建立了一种基

于离体子宫收缩测定的生物活性评价方法，为后续

桂枝茯苓胶囊的综合质量评价标准建立提供了科学

依据。 
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