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基于细胞响应谱的注射用双黄连（冻干）质量评控研究  
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摘  要：目的  探究建立基于细胞响应谱的中药注射剂质量评控方法，以最大限度预警中药注射剂质量波动，保障中药注射

剂临床用药安全。方法  收集注射用双黄连（冻干）不同批次正常样品和过期样品及临床发生不良反应样品，同时制备 3 批

特殊样品（光照、暴露、高温）。建立注射用双黄连（冻干）的细胞响应谱并提取关键参数，进行相似度、聚类分析和主成

分分析，以筛检质量波动样品。结果  以大鼠嗜碱性细胞白血病 RBL-2H3 细胞为模式细胞，注射用双黄连（冻干）正常样

品为模式药物，建立了注射用双黄连冻干细胞响应谱，并提取脱附时间（ΔT）、曲线下面积（AUC）、抑制率（I12，I24）、相

似度为特征参数，进行量化分析，通过细胞响应谱法在 25 批注射用双黄连（冻干）样品中共检出不合格样品 21 批，细胞响

应谱法不仅可有效区分正常样品和特殊样品，而且还能将高温组、光照组和过期样品有效区分，但是不能将开放环境组和不

良反应组样品分开。结论  细胞响应谱方法能更全面、灵敏、准确地发现中药注射剂质量波动差异，可作为制剂通则检查和

化学指纹谱检测的有益补充，提高中药注射剂产品质控水平。 
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Abstract: Objective  To explore and establish a quality assessment and control method of traditional Chinese medicine (TCM) 

injections based on cell response spectrum, so as to maximize early warning of the quality fluctuation of TCM injections and ensure the 

safety of TCM injections. Methods  Different batches of normal samples, expired samples and samples with adverse reaction in clinic 

of Shuanghuanglian Lyophilized Injection [注射用双黄连 (冻干), SHL] were collected, and three batches of special samples (light, 

exposure, high temperature) were prepared at the same time. The cell response spectrum of SHL was established and key parameters 

were extracted. Similarity, cluster analysis and principal component analysis were performed to screen the quality fluctuation samples. 

Result  With RBL-2H3 cells as model cells and normal samples of SHL as model drug, the response spectrum of freeze-dried SHL was 

established, and characteristic parameters such as desorption time (ΔT), area under the curve (AUC), inhibition rate (I12, I24) and similarity 

were extracted for quantitative analysis. A total of 21 batches of unqualified samples were detected in 25 batches of SHL samples by cell 
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response spectrum method. Cell response spectrometry could not only effectively distinguish normal samples from special samples, but 

also distinguish high temperature group, light group and expired samples, but could not separate open environment group and adverse 

reaction group samples. Conclusion  The cell response spectrum method can detect the quality fluctuation difference of TCM injections 

more comprehensively, sensitively and accurately, and can be used as a useful supplement for the inspection of preparation general rules 

and chemical fingerprint spectrometry, so as to improve the quality control level of TCM injections. 

Key words: Shuanghuanglian Lyophilized Injection; cell response spectrum; quality fluctuation; early warning; traditional Chinese 

medicine injections; safety 

注射用双黄连（冻干）是由金银花、连翘、黄

芩提取物制成的一种中药注射剂，为中药抗菌抗病

毒的著名方剂[1]，临床广泛用于治疗急性呼吸道感

染，因其使用方便、疗效确切，被国家中医药管理

局指定为全国中医治疗急诊的首批 15 种必备药物

之一。然而，近年来随着其在临床的广泛使用，有

关其不良反应报道日渐增多[2-8]，引起国家食品药品

监督管理总局广泛重视，先后 2 次因过敏性休克发

布暂停销售或使用的不良反应通报[9]。虽然很多学

者分别从注射剂致敏成分[10-14]、辅料[15-17]及过敏/类

过敏现象机制[18-20]等不同角度对中药注射剂临床发

生不良反应的可能原因进行了系统和深入的研究，

但是依然无法避免临床不良反应的发生。 

中药注射剂临床不良反应[21-30]，主要表现为过

敏，尤其是类过敏，首次用药即可发生，即药物可

通过静脉给药直接作用于肥大细胞引发脱颗粒效

应，释放出组胺、β-氨基己糖苷酶等大量过敏介质，

从而导致系列症状的产生，且具有明显的剂量相关

性。而中药注射剂因给药途径特殊，无首过效应，

相对来说其全息成分可能直接作用于免疫细胞，为

通过体外细胞实时动态监测，表征类过敏反应提供

了可能，且可关联体内外试验结果。生物评价作为

一种直接关联药物活性的评价方法，已越来越受到

人们的重视，尤其适合类似中药复杂体系的质量控

制。细胞响应谱法具有非侵入、无标记、实时在线、

灵敏专属、定性定量、指纹特性等优点，能够让细

胞在接近生理或病理条件下以活体状态进行细胞生

物学特性监测，通过该技术可完整地呈现药物和细

胞之间发生的系列生化反应。 

因此，本研究在深入分析引发中药注射剂不良

反应现象及原因的基础上，借鉴生物药品的质量评

控模式，结合中药注射剂不良反应特点，引入可实

时在线监测的细胞响应谱方法，通过相似度评价和

聚类分析，考察不同批次产品间生物效应的一致性

和稳定性，以补充常规制剂通则和化学指纹谱无法

检测到的变化信息，探索建立基于细胞响应谱监测

的中药注射剂质量一致性预警方法，以减少中药注

射剂临床不良反应/事件发生。 

1  材料 

1.1  细胞 

大鼠嗜碱性细胞白血病 RBL-2H3 细胞购自中

国科学院细胞库，采用 15% DMEM 高糖培养液在

37 ℃、5% CO2、饱和湿度环境培养。 

1.2  样品 

正常双黄连样品（编号 NS1～NS5）、过期双黄连

样品（编号 OD1～OD5）及临床导致过不良反应的双

黄连样品（编号 AR1～AR5）由哈药集团中药二厂生

产。其中过期样品按照药品说明书有效期，过期时间

分别为 16、10、28、20、31 个月，不良反应样品为

企业提供的临床上曾发生发热、皮疹等不良反应的样

品。此外，为模拟双黄连（冻干）样品在运输储藏过

程中可能出现的情况，同时制备了双黄连冻干粉特殊

处理样品。高温加速变质样品（编号 TS1～TS5）：

60 ℃恒温箱中放置 10 d；光照加速变质样品（编号

LS1～LS5）：光照强度（4500±500）Lx 的可调光源

下持续照射 10 d；开放环境放置样品（编号 ES1～

ES5）：开瓶放置于室温避光开放环境 10 d 制得（以

上特殊处理所用样品均为同一批次的正常样品）。 

1.3  试剂 

DMEM 高糖培养基（批号 11995-065）、胎牛血

清（批号 10099-141）、青霉素-链霉素（批号 15140-

148）、0.25%胰酶（批号 25200-072）购自美国 Gibco

公司；PBS 缓冲液（批号 P1020-500）购自北京

Solarbio 科技有限公司；Compound 48/80（批号

073M4050V）购自美国 Sigma-Aldrich 公司。 

1.4  仪器 

培养瓶、培养板、冻存管、离心管、移液管（购

美国 Corning 公司）；xCELLigence 实时细胞电子传

感系统（艾森生物有限公司）；TC-10 型自动细胞计

数仪（美国 Bio-Rad 公司）；Synergy H1 型全功能酶

标仪（美国 Bio-Tek 公司）；HC-3018R 型高速冷冻

离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；NAPCO 
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5410 型二氧化碳培养箱（法国 JOUAN 公司）；

SINCE 1889 型立式高压灭菌锅（重庆雅马拓科技有

限公司）；超净工作台（北京冠鹏净化设备有限责任

公司）；AB135-S 型电子分析天平（瑞士 Mettler 

Toledo 公司）；0.22 μm 针头式过滤器、Milli-Q 超纯

水系统（美国 Millipore 公司）。 

2  方法与结果 

2.1  注射用双黄连（冻干）样品的细胞响应谱方法

建立 

2.1.1  供试品溶液的制备  取注射用双黄连（冻

干）内容物，混匀，精密称取粉末适量，置棕色量

瓶中，加生理盐水制成 30 mg/mL 的溶液，用 0.22 

µm 微孔滤膜滤过即得。 

2.1.2  细胞接种浓度和给药时间的选择  细胞接种

浓度和给药时间是影响体外细胞活性评价的重要因

素。采用实时细胞电子传感系统监测不同浓度 RBL-

2H3 细胞生长曲线（图 1-A）。结果显示，当接种浓

度低于 2.5×105 个/孔时，细胞生长 36 h 后才能进

入对数生长期，实验周期过长；当超过 2.5×105 个/ 

孔时，细胞对数生长期时间过短，实验不易操作、

重复性差、误差较大。因此，选择 2.5×105个/孔作

为 RBL-2H3 细胞优化接种浓度。 

 

图 1  不同浓度 RBL-2H3 细胞增殖曲线 (A) 及特征曲线谱 (B) 

Fig. 1  Proliferation curve (A) and characteristic curve (B) of RBL-2H3 cells at different concentrations

在体外细胞实验中，一般选择细胞敏感的对数

生长期（cd 段）作为加药时间点，如图 1-B 所示，

ab 段为 RBL-2H3 细胞快速贴壁产生的细胞指数

（cell index，CI）响应曲线；随着溶液中细胞贴壁的

完全，CI 值响应曲线出现暂时的停滞（bc 段），这

期间也是细胞调整自身生理活动以适应外界环境的

过程，准备进入指数生长期的前奏，经过一段时间

的潜伏期后，细胞进入大量分裂的对数生长期（cd

段），CI 值响应呈线性增加趋势；在细胞生长的后

期，培养液被消耗殆尽，细胞死亡，CI 值响应下降，

CI 曲线重新回到基线（de 段）。因此，本研究结合

上述原则，将 CI 值接近于 1 时的合适时间确定为

给药时间，即细胞接种后 24 h 作为合适的加药时间

点（图 1-B）。同时为减少实验误差、分析数据方便，

采用实时在线检测仪进行数据处理时，将加药时间

点的 CI 值归一化为 1。 

2.1.3  注射用双黄连冻干溶液的细胞响应谱表征  

取适量注射用双黄连（冻干）正常样品，设置系列

质量浓度，检测其对 RBL-2H3 细胞作用，如图 2 所 

 

图 2  注射用双黄连（冻干）作用于 RBL-2H3 细胞的实时

细胞响应谱 

Fig. 2  Real-time cell response spectrum of RBL-2H3 cells 

treated with Shuanghuanglian Lyophilized Injection 

示，注射用双黄连（冻干）正常样品，在 0.8～3.2 

mg/mL对RBL-2H3细胞的作用呈明显的时效关系，

且 0.8 mg/mL 药效曲线变化稳定，故后续实验中选

取 0.8 mg/mL 作为注射用双黄连（冻干）的给药质

量浓度。 
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2.1.4  特征参数提取  为评价所得实时细胞响应谱

中各曲线相似性，在课题组前期相关研究[31-33]基础

上，提取以下特征参数： 

（1）脱附时间（ΔT）：即从加药开始到 CI 值接

近于 0 的时间间隔[34]。 

ΔT=tde－tadd                             （1） 

tde 表示 CI 值接近于 0 的时间点，tadd 表示给药的时间点 

（2）曲线下面积（AUC）[35]：加药开始至 CI 值

接近于 0 的曲线下面积。 

（3）抑制率：药物作用于 RBL-2H3 细胞 12、

24 h 后 CI 值。根据公式（2）计算细胞抑制率（I12、

I24）。 

I＝(CIB－CIi)/CIB                        （2） 

I 为抑制率，CIB 为相应时间点空白组的 CI 值，CIi为相应时

间点实验组的 CI 值 

（4）相似度：采用夹角余弦法计算不同批次药

物作用于 RBL-2H3 细胞所得细胞实时响应谱各曲

线间相似度。 

2.2  方法学考察 

2.2.1  精密度实验  取同一供试品溶液，采用实时

细胞分析系统同一通道连续进样 5 次，记录 CI 曲

线。结果 ΔT 和 AUC 的 RSD 均小于 3%，各 CI 响

应曲线相似度均大于 0.90，说明在本实验条件下

xCELLigence 实时细胞分析系统精密度良好。 

2.2.2  稳定性实验  取同一供试品溶液，采用实时

细胞分析系统，分别于 0、1、2、4、8 h 检测其对

RBL-2H3 细胞作用，记录 CI 响应曲线，结果 ΔT 和

AUC 的 RSD 均小于 3%，各 CI 响应曲线相似度均

大于 0.90，说明供试品溶液在 8 h 内基本稳定。 

2.2.3  重复性实验  取同一批次样品，平行制备供

试品溶液 6 份，采用实时细胞分析系统分别监测 6

份样品对 RBL-2H3 细胞作用，记录 CI 曲线，结果

ΔT 和 AUC 的 RSD 均小于 3%，各 CI 响应曲线相

似度均大于 0.90，说明方法重复性良好。 

2.3  不同注射用双黄连（冻干）样品细胞响应谱分析 

分别将 5 批正常样品（NS1～NS5），制成 0.8 

mg/mL 供试品溶液，按照“2.1.3”项下方法，建立

正常样品的细胞响应谱，如图 3-A 所示。提取特征

图谱数据，使用平均数法拟合正常样品的标准对照

细胞响应谱（reference standard biological fingerprint，

RSBF）。 

同法制备注射用双黄连（冻干）高温加速变质

样品（TS1～TS5）、光照加速变质样品（LS1～LS5）、

开放环境放置样品（ES1～ES5）及过期和不良反应

样品溶液，采用实时细胞监测仪，建立特殊样品细

胞响应谱，如图 3-B～F 所示。

 

A-正常样品  B-不良反应样品  C-过期样品  D-开放环境样品  E-光照加速变质样品  F-高温加速变质样品 

A-normal samples  B-adverse reaction samples  C-expired samples  D-open environment sample  E-light accelerated metamorphic samples  F-high 

temperature accelerated metamorphic samples 

图 3  基于 RBL-2H3 细胞的注射用双黄连（冻干）细胞响应谱 

Fig. 3  Cell response spectrum of Shuanghuanglian Lyophilized Injection based on RBL-2H3 cells 
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2.4  注射用双黄连（冻干）样品细胞响应谱结果

分析 

2.4.1  相似度分析  根据“2.1.4”项下方法提取相

关参数：ΔT、AUC、I1、I2、相似度。进行相似度分

析，结果显示，正常组样品与标准细胞响应谱相比

具有较高的相似度，均大于 0.98，而其他不合格样

品相似度均低于 0.98（除过期组样品 OD2、OD3 和

不良反应组 AR3、AR5 外），其中开放环境放置组

样品（ES）和不良反应组样品（AR）相似度最低。

因此以相似度大于 0.98 为评价标准，采用细胞响应

谱方法在 25 批样品中共检出不合格样品 21 批，检

出率为 84%，说明细胞响应谱方法能够有效区分正

常组样品和高温、光照、暴露及多数过期和不良反

应注射用双黄连（冻干）样品。 

2.4.2  聚类分析  以不同批次注射用双黄连（冻干）

样品细胞特征图谱各项参数为指标，采用 IBM SPSS 

Statistics 20.0 软件，对注射用双黄连（冻干）正常

样品与特殊样品进行聚类分析，结果见图 4，正常

组样品、高温样品、光照样品、过期样品均能够各

自聚为一类，提示细胞特征谱所提取的参数不仅能

将正常样品和其他样品区分开，而且能够将高温组、

光照组、过期组样品和其他组分别区分开，但是不

能将开放环境组和不良反应组分开。 

2.4.3  主成分分析  在聚类分析的同时，采用SIMCA-P 

表 1  注射用双黄连（冻干）样品细胞特征图谱参数提取 

Table 1  Parameters from cell characteristic curve spectra of Shuanghuanglian Lyophilized Injection samples 

样品 I1
a/% I2

b/% ΔTc/min AUCd 相似度 e 

NS1 58.70 87.90 41.473 16.336 0.986 

NS2 61.40 88.50 41.586 15.631 0.982 

NS3 59.20 88.30 40.938 16.071 0.991 

NS4 61.70 89.20 40.326 15.572 0.981 

NS5 61.60 88.40 40.158 15.751 0.982 

RSBF 60.20 88.30 40.878 15.982 1.000 

TS1 43.40 75.30 46.853 21.239 0.912 

TS2 48.10 78.00 45.395 20.397 0.916 

TS3 49.20 78.80 45.218 20.150 0.907 

TS4 45.80 76.70 46.186 20.851 0.923 

TS5 41.40 73.50 46.869 22.103 0.920 

LS1 73.90 96.50 34.315 11.006 0.949 

LS2 71.80 94.60 35.102 11.943 0.953 

LS3 74.10 96.20 34.326 10.965 0.946 

LS4 71.10 93.90 34.957 12.081 0.955 

LS5 75.40 97.90 34.589 10.537 0.941 

ES1 88.40 100.00 25.683 6.617 0.843 

ES2 86.70 100.00 25.876 7.021 0.832 

ES3 84.90 99.90 26.323 7.396 0.847 

ES4 83.50 99.30 26.658 7.835 0.857 

ES5 92.70 100.00 25.021 5.882 0.819 

AR1 80.91 98.97 26.526 8.861 0.837 

AR2 79.15 97.94 26.015 9.498 0.841 

AR3 79.61 98.42 25.926 11.255 0.983 

AR4 76.65 96.49 26.237 10.126 0.897 

AR5 84.06 100.11 26.223 7.934 0.983 

OD1 62.18 84.48 42.629 15.980 0.905 

OD2 64.04 85.61 42.587 15.373 0.982 

OD3 63.85 85.68 42.341 15.530 0.981 

OD4 61.32 84.17 43.018 16.155 0.912 

OD5 62.97 83.77 43.074 15.980 0.925 

I1
a：注射用双黄连（冻干）作用 12 h 后对 RBL-2H3 的抑制率；I2

b：注射用双黄连（冻干）作用 24 h 后对 RBL-2H3 的抑制率；ΔTc：加入药物

后细胞从平板上脱附所需的时间；AUCd：实时电池响应曲线下的面积；相似性 e：所有样本与 RSBF（代表性标准生物指纹）的相似性 

I1
a: Inhibition ratio of Shuanghuanglian Lyophilized Injection on RBL-2H3 after 12 h treatment; I2

b: Inhibition ratio of Shuanghuanglian Lyophilized 

Injection on RBL-2H3 after 24 h treatment; ΔTc: Time needed for cell desorption from the plate after drug addition; AUCd: Area under the real-time cell 

response curves; Similaritye: Similarity of all samples with RSBF (representative standard biological fingerprint)
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图 4  注射用双黄连（冻干）样品细胞响应谱聚类分析图 

Fig. 4  Cluster analysis of cell response spectrum of 

Shuanghuanglian Lyophilized Injection samples 

11.5 软件对细胞响应谱所提取参数进行相关分析，

得到样品得分图（图 5）。结果显示，细胞响应谱方

法可有效区分注射用双黄连（冻干）正常组与其他

特殊样品（光照、高温、暴露、过期及不良反应组

样品），但是亦不能有效区分开放环境组和不良反应

组样品。 

 针对从细胞特征图谱中所提取的各项参数，借

助主成分分析方法进一步挖掘其中蕴藏的特征信

息，寻找其代表性评价指标。本研究对所提取的 I1、

I2、ΔT、AUC、相似度（分别以 X1～X5代表，标准 

 

图 5  注射用双黄连（冻干）样品作用于 RBL-2H3 细胞的

特征谱主成分得分图 

Fig. 5  Principal component score of characteristic spectrum 

of RBL-2H3 cells treated with Shuanghuanglian Lyophilized 

Injection samples 

化值用 Z1～Z5 表示）进行计算。由主成分分析的初

始特征值和提取的载荷平方和可知，前 2 个主成分

的特征值均大于 1，累积贡献率超过 85%。由成分

负荷矩阵可知，提取了 2 个主成分，用 F 表示，其

表达式如下： 

C1＝−0.987 Z1－0.955 Z2＋0.982 Z3＋0.990 Z4＋0.666 Z5 

C2＝0.098 Z1＋0.287 Z2－0.002 Z3－0.124 Z4＋0.745 Z5 

系数的绝对值越大，则说明主成分与该参数的

关系越密切。由上式可知，第 1 主成分与 I1、I2、

ΔT、AUC 关系密切，第 2 主成分与 I2 和相似度关

系较为密切。 

3  讨论 

本研究从注射剂质量控制角度出发，以注射用

双黄连（冻干）为模式药，以具有肥大细胞许多生

物学特性的 RBL-2H3 细胞为模式生物[36-37]，建立了

基于细胞响应谱的质量均一性评价方法，可以辨识

暴露、高温、光照及部分过期和临床发生不良反应

样品产生的质量差异，旨在模拟考察产品在生产、

储存、运输过程中受光照和高温等因素影响导致的

微小质量变化，为早期预警药源性不良反应提供技

术参考。 

采用建立的细胞响应谱方法，通过整体相似度

分析发现，正常样品间相似度较高，特殊处理样品

相似度普遍降低，提示该方法可将注射用双黄连（冻

干）正常样品和特殊样品有效区分。这可能是因为

一方面注射用双黄连（冻干）制剂临床不良反应多

为过敏或类过敏反应[2-5]，且其所含成分对 RBL-2H3

细胞模型敏感[38-39]，即使细微的成分变化也可通过

该方法有效表征，同时由于生物评价方法本身对生

物信息变化敏感，这可能也是为何细胞响应谱法比

化学指纹谱法更灵敏、全面的原因所在。本分析方

法之所以能够有效区分不同样品，很重要的一点是

对特殊参数的选择，本研究中选择了 ΔT、AUC、I1、

I2 和相似度，共 5 个代表性参数，这 5 个参数基本

可全面细致地刻画整个细胞响应谱的变化。首先脱

附时间主要是反映整个细胞的生存周期即生命的长

度，而曲线下面积是借鉴血药浓度曲线下面积类似

生命的厚度，12、24 h 2 个时间点的抑制率反映的是

不同样品关键点的变化趋势，这 2 个时间点的选择

可以根据实际情况进行调整，最后相似度是对整体

变化趋势的一个量化表达，通过这 5 个参数不仅可

描绘出整个曲线的轮廓，同时又能够捕捉关键变化

点，在这一点上，希冀给同行学者启示和参考。 
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此外，细胞响应谱实验前，通过常规制剂通则

和化学指纹谱的内控检测，结果发现高温组和光照

组样品可引起化学成分变化，而这种变化在细胞响

应谱中也被充分体现并有效识别，这可能是由于双

黄连制剂中所含的绿原酸类成分和黄芩苷类成分对

光和热敏感。而临床发生不良反应的样品通过内检

均未发现明显异常，但是通过细胞响应谱方法却可

检出 5 批次中的 3 批样品波动，提示细胞响应谱法

在直接关联临床有效性和安全性的检测中灵敏性强

于常规制剂通则和化学指纹谱法。还有 2 批次不良

反应样品未有效检出，可能是由于患者本身特异质

或过敏体质发生的不良反应，而这种情况通过简单

的体外检测可能依然无法有效检出，这也是本方法

的局限性所在。还有 2 批过期样品未被检出，经追

溯发现这 2 批样品过期时间相对较短，其中 OD2 为

5 批样品中过期时间最短的 10 个月，提示可能过期

时间越长样品变化越大越易被检出。OD3（过期 28

个月）虽然过期时间较 OD1（过期 16 个月）和 OD4

（过期 20 个月）长，但是在对样品进行前处理时，

发现 OD3 样品的疏松度明显大于后 2 批样品，提示

不同批次样品可能由于储存、运输环境差异造成的

异常变化。另聚类分析发现该方法不能有效区分开

放环境样品和不良反应组样品。可能是因为开放环

境组样品在放置过程中受空气中氧气、水分、微生

物污染等因素影响，其生物活性发生了较大变化，

而这种变化可能与不良反应样品所诱导的细胞响应

谱表现类似，即都跟生物敏感性相关，所以通过生

物评价方法无法有效区分。 

综上，注射用双黄连制剂对温湿度及光和热相

对敏感，在生产、储存、运输过程中需特别注意，

而细胞响应谱法可快速、灵敏、高通量地表征这些

因素的变化，且可实现实时在线、量化、动态、全

面地反映注射剂质控过程中的整体信息，有效弥补

常规质控方法信息单一或灵敏性差的不足。但是该

方法也存在常规体外实验不能有效反映机体整体情

况的普遍性问题，但是该方法作为一种新的、直接

关联临床不良反应的方法，可作为当前不良反应事

件频发的中药注射剂质控方法的有效补充，有望与

其他方法一起广泛应用于中药注射剂的质量控制与

不良反应预警。 
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