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摘要  着眼于捕获微生物生长代谢过程中能量变化规律, 采用微量量热技术研究名贵角

类动物药(鹿茸、鹿角、羚羊角)对大肠杆菌生长代谢的干预作用, 以热谱曲线相似性和生

物热动力学参数如第一生长速率常数(k1), 第一阶段最大发热功率(P1)、达峰时间(T1)、发

热量(Q1), 第二阶段最大发热功率(P2)、达峰时间(T2)、发热量(Q2)为评价指标, 借助化学计

量学对生物热动力学特征参数信息进行辨识与抽提. 结果表明, 羚羊角与空白样品之间的

相似性较鹿茸、鹿角低; 鹿茸、鹿角可增加微生物生长代谢过程能量(热量), 而羚羊角与

之相反. 由此提示, 运用微量量热技术结合化学计量学, 以热谱曲线相似性表征生物活性

谱(定性), 以生物热动力学特征参数表征生物效价值(定量), 可实现定性定量评价不同角

类动物药的生物活性. 
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鹿茸、鹿角和羚羊角作为名贵角类动物药收载于

《中国药典》(一部), 其化学成分多为变性的角蛋白、

磷脂、胆固醇和微量元素等, 药效成分雷同且难以区

分, 而临床应用上有以补益作用为主的(鹿角与鹿茸), 

以解热作用为主的(羚羊角)差异 [1]. 因此, 沿用植物

药以测定化学成分含量为主的质量控制方法难以评

价其品质[2]. 动物药同生物制品一样, 主要来自动物

的全体、器官、组织、生理或病理产物、排泄物等, 经

传统加工和现代生物技术制成, 二者来源相似, 具有

同源性 ; 加之 , 动物药所含化学成分同生物制品类

似, 一般由蛋白质、多肽等多类化合物组成. 因此, 借

鉴生物制品质量控制方法, 从生物活性测定角度(含

生物效价值和生物活性谱), 建立角类动物药质量控

制的方法将是解决其质量控制难题的可行之道[3~7].  

开展生物活性测定的核心工作是建立生物模型

和测定方法. 肠道菌群大致可分为有益菌、有害菌和

利害均备菌, 三者互相制约、互相协调, 共同维持肠

道的微生态平衡, 从而维护机体的健康. 大肠杆菌是

肠道菌群中的利害均备菌, 同许多肠道菌相互拮抗、组

成正常菌群; 当出现肠道菌群失衡、定位转移等, 则

表现出有害的一面[8,9]. 因此, 鹿茸、鹿角补益作用的

发挥与其参与机体肠道内环境调节、维持体内菌群平

衡、干预肠道细菌代谢作用有关[8,10,11]; 此外, 大肠杆

菌还常作为解热药和抗菌药生物测定的生物模

型[12~14]. 结合鹿茸、鹿角和羚羊角的药理作用, 选择

大肠杆菌作为其生物测定的生物模型 . 微量量热技

术作为一种可量化、简便的测定反应热变化的方法而

较广泛地应用于物理、化学和生命科学等领域[13~18]. 
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该方法主要是通过获得动态的生物热动力学参数和

热谱曲线(P-t)特征信息, 以表达微生物、细胞、组织

和器官等生物体在生长代谢过程中或药物干预作用

下的微量热变化规律, 具有实时在线、灵敏、高通量

和指纹性等技术优势[19~21].  

本研究着眼于捕获微生物生长代谢过程中能量

变化信息 , 采用微量量热技术研究不同角类动物药

对大肠杆菌生长代谢的干预作用 , 以热谱曲线相似

性和生物热动力学参数如第一生长速率常数(k1), 第

一阶段的最大发热功率(P1)、达峰时间(T1)、发热量

(Q1)和第二阶段的最大发热功率(P2)、达峰时间(T2)、

发热量(Q2)为评价指标, 借助化学计量学对其生物活

性特征参数信息进行挖掘 , 以灵敏专属地表征角类

动物药干预大肠杆菌生长代谢过程的热量变化规律, 

从而为评价角类动物药生物活性提供参考.  

1  实验 

(ⅰ) 仪器.  TAM Air 八通道毫瓦级热导式等温

量热仪(Thermometric AB, 瑞典), YXQ LS-B 全自动

立式电热蒸汽灭菌器(上海降拓食品设备有限公司), 

BS201S 型电子天平(北京 Sartorious 有限公司). 

(ⅱ) 材料.  大肠杆菌(CCTCC AB91112)由中国

药品生物制品检定所中国典型培养物收藏中心提供. 

蛋白胨培养基(蛋白胨 10 g、酵母膏 5 g、氯化钠 5 g

溶于 1 L 蒸馏水中, 调节 pH 为 7.0~7.2 后分装, 121℃

高压蒸汽灭菌 30 min, 4℃冰箱中放置备用). 人工胃

液: 取 10%盐酸溶液 16.4 mL, 加水约 800 mL 及胃蛋

白酶 10 g, 搅匀后加水定容至 1000 mL. 鹿茸(产地吉

林)、鹿角(产地吉林)和羚羊角(产地新疆)由北京同仁

堂科技发展股份有限公司提供.  

(ⅲ) 样品制备.  角类动物药富含角蛋白、多肽

等成分, 临床常以粉末入药, 因此采用人工胃液模拟

制备供试品溶液. 称取鹿茸、鹿角和羚羊角 3 种药材

粗粉各 2 g, 置于 20 mL 量瓶, 加入人工胃液 15 mL

后超声处理 5 min, 放冷, 再加入人工胃液稀释至 20 

mL, 置于台式振荡器(37℃)中振荡 1 h, 静置 5 min

后, 取上层清液作为供试品溶液.  

(ⅳ) 实验方法.  在恒温 37℃条件下, 采用微量

量热计之安瓿法测定 . 先将大肠杆菌接种到蛋白胨

培养基中形成悬浮液(细胞浓度 2×106 细胞/mL), 分

别与新配制的 3 种角类动物药的供试液混合后, 加入

安瓿瓶中, 并置于量热计的测定通道中. 在大约 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.  

(ⅴ) 化学计量学方法.  相似性评价: 参考中药

高效液相色谱指纹谱相似性评价方法 [19], 采用向量

余弦法对不同浓度角类动物药干预作用下的大肠杆

菌生长代谢热谱曲线与大肠杆菌自身的热谱曲线进

行相似性评价 [20]. 主成分分析 : 对角类动物药干预

作用下大肠杆菌热谱曲线中多个生物热动力学参数

进行主成分分析(Unscrambler 9.8), 以在不影响信息

真实性的前提下 , 捕获主要特征参数 , 达到降维目

的, 有助于快速寻找影响事物的主要因素[21,22].  

2  结果 

2.1  热谱曲线 

图 1 为在恒温 37℃条件下, 大肠杆菌在未加药

时(即空白样品)生长代谢的热谱曲线. 在密闭的安瓿

瓶中营养物和氧的供给是有限的 , 结合微生物生长

代谢的一般规律 , 可将大肠杆菌的热谱曲线分为两

个阶段(1, 2)和 5 个期: 停滞期(A-B)、第一生长期

(B-C)、稳定期 (C-D)、第二生长期 (D-E)和衰亡期
(E-F)[15,23,24].  

同样地, 将含不同浓度的 3 种角类动物药的细胞

悬浮药液置于安瓿瓶中, 在上述条件下测定、记录, 

分别得到不同给药条件下的热谱曲线, 如图 2 所示. 

从图可直观看出, 由于角类动物药样品的干预作用, 

使得大肠杆菌生长代谢的各热动力学参数呈现规律

性变化. 

2.2  生物热动力学参数 

因第二生长期(D-E)生长速率常数远低于第一生 

 

图 1  大肠杆菌生长代谢的热谱曲线 
37℃, 蛋白胨培养基 
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图 2  不同浓度的鹿茸(a)、鹿角(b)和羚羊角(c)影响大肠杆菌生长代谢的热谱曲线 
37℃, 蛋白胨培养基 

长期 (B-C), 可视为稳定期的一部分 [25], 特别是在

(D-E)段时细菌增生情况复杂, 已不适宜用常规的指

数生长模型进行拟合计算. 因此, 采用指数生长模型

仅对大肠杆菌第一生长期(B-C)进行数学处理[26].  

Pt = P0 exp (kt)  或  ln Pt = ln P0 + kt,  

式中, P0为基线起点的产热功率, Pt为时间 t 时的产热

功率. 经对 Pt 取对数后与 t 进行直线回归处理, 计算

得到空白样品的第一指数生长速率常数 k1 为(0.0137± 

0.00031) min−1, 相关系数均大于 0.98, 标准偏差(SD)

为 0.003, 提示相关性与重复性良好, 如表 1 所示.  

在限制性培养条件下 , 微生物群体组成具有异

质性特点, 属非线性、多变量的复杂动态过程. 可采

用 OriginLab 软件对不同角类动物药作用下的热谱曲

线进行处理, 以获取其更多的热动力参数信息(表 2). 

表 2 中纷繁复杂的数据难以直观准确地寻找其规律性, 

表 1  大肠杆菌生长速率常数测定结果 

实验编号 1 2 3 4 5 6 SD 

k1×10−3/min−1 13.3 14.0 14.0 13.8 13.4 13.9 0.31 

r 
a)

 0.991 0.994 0.993 0.987 0.993 0.989 0.003 

 a) r 为相关系数 

也就难以快速评价不同角类动物药对大肠杆菌生长

代谢过程的影响, 因此, 需要借助化学计量学对数据

进行处理.  

2.3  数据分析 

(1) 热谱曲线相似性分析 .  为客观表征不同药

物作用于大肠杆菌后热谱曲线的整体差异 , 采用余

弦向量法对热谱曲线间的相似性进行分析 . 以不加

药的大肠杆菌空白样品生长代谢热谱曲线为参照 , 

不同浓度的鹿茸、鹿角和羚羊角样品分别与之进行比

较, 得到相应的相似性评价数据, 并绘制示意图, 如

图 3 所示.  

从图 3 可直观看出, 3 种不同动物药作用于大肠

杆菌后的热谱曲线与空白相比, 在相似性方面, 明显

分为两种趋势: 鹿茸和鹿角相似性变化趋势类似, 特

别是在低浓度时(0~15 mg/mL), 基本一致, 仅在高浓

度(15~25 mg/mL)时, 鹿茸与空白样品间的相似性较

鹿角更小; 羚羊角则表现为另一类情况, 与空白样品

间的相似性较鹿茸、鹿角明显更小, 提示羚羊角对大

肠杆菌生长代谢的影响较鹿茸、鹿角更为显著; 另一

方面, 从热谱曲线变化趋势来看, 以图 2 中的空白样
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表 2  不同角类动物药影响大肠杆菌生长代谢过程的生物热动力学参数(n = 6) 

样品 C/ mg·mL−1 k1×10−3/min−1 P1/mW T1/min Q1/J P2/mW T2/min Q2/J 

空白  0 13.8±0.30 0.750±0.018 247.2±1.69 4.51±0.15 1.495±0.012 909.1±2.33 48.86±0.23 

 5 15.3±0.22 0.768±0.036 282.1±2.26 6.91±0.21 1.377±0.032 973.3±2.05 50.03±0.35 
10 16.6±0.32 0.742±0.016 281.8±1.32 6.29±0.25 1.496±0.024 939.0±2.15 53.02±0.17 

15 15.1±0.15 0.756±0.022 273.3±2.02 6.64±0.09 1.602±0.028 893.2±1.82 55.31±0.42 

20 16.4±0.24 0.757±0.034 271.1±0.92 6.44±0.28 1.793±0.018 825.2±1.39 57.10±0.36 

鹿茸 

25 15.2±0.11 0.749±0.030 270.9±2.86 6.65±0.14 1.942±0.035 774.3±0.98 58.80±0.25 

 5 16.0±0.09 0.854±0.027 226.4±1.67 6.22±0.18 1.512±0.032 958.9±1.27 50.18±0.27 
10 16.0±0.35 0.845±0.041 219.7±2.39 6.27±0.22 1.511±0.026 901.3±1.39 52.59±0.32 

15 16.1±0.26 0.835±0.038 223.9±1.63 6.32±0.13 1.715±0.011 802.0±2.30 53.98±0.19 

20 15.6±0.18 0.833±0.024 211.6±1.82 5.94±0.30 1.913±0.041 746.4±2.59 55.74±0.37 

鹿角 

25 16.2±0.41 0.827±0.033 209.3±0.89 6.07±0.27 1.986±0.027 732.3±1.63 57.97±0.32 

 5 12.1±0.33 0.733±0.028 224.1±1.69 6.95±0.23 1.317±0.022 1290.3±1.77 47.89±0.39 
10 11.0±0.37 0.668±0.036 234.6±2.41 7.14±0.32 1.282±0.032 1321.8±2.08 46.88±0.15 

15 10.2±0.29 0.495±0.019 248.7±2.09 6.58±0.12 1.292±0.030 1372.6±1.95 46.11±0.13 

20 9.10±0.16 0.519±0.031 279.3±1.97 6.85±0.20 1.268±0.021 1505.7±2.96 44.32±0.37 

羚羊角 

25 8.22±0.21 0.444±0.025 306.9±2.42 7.06±0.29 1.222±0.038 1609.2±2.45 43.85±0.22 

  

 

图 3  不同角类动物药影响大肠杆菌生长代谢的热谱曲线与

空白样品相似性比较 

品为分界线, 鹿茸、鹿角作用于大肠杆菌的生长代谢

热谱曲线随着浓度的增加逐渐向 Y轴靠近, 羚羊角则

随着浓度的增加逐渐逼近 X 轴, 即二者呈现不同的

变化趋势.  

(2) 生物热动力特征参数的提取 .  上述试验所

得到的多个生物热动力学参数 , 存在评价信息繁多

(k1, P1, T1, Q1, P2, T2, Q2)、重叠、低质量信息的现象, 

不利于直接发掘出规律性的信息 . 由于各参数信息

间有一定相关性 , 进而希望找到较少的几个彼此不

相关的综合指标以尽可能多地反映原来众多变量的

信息 . 为此 , 借助化学计量学中的主成分分析方法 , 

寻找可用于评价不同样品生物热动力学信息的综合

指标, 挖掘蕴藏中的生物活性特征信息, 以揭示其内

在规律.  

采用主成分分析法分别对 3 种动物药作用于大

肠杆菌生长代谢后的生物热动力学参数 k1, P1, T1, Q1, 

P2, T2, Q2 进行计算. 鹿茸: 特征值大于 1 的有 3 项, 

可以在 96.9%程度上代表其整体信息; 鹿角: 特征值

大于 1 的有 2 项, 可以在 97.6%程度上代表其整体信

息; 二者均可通过 P2, Q2 代表其整体信息; 羚羊角特

征值大于 1 的有 2 项, 可以在 97.2%程度上代表其整

体信息, 可通过 k1, T1 代表其整体信息. 三者的得分

示意图如图 4 所示.  
通过表 2 中的 P2, Q2(鹿茸、鹿角)和 k1, T1(羚羊

角)可清楚地反映出 3 种动物药作用于大肠杆菌生长

代谢的规律, 如图 5 所示. 可以看出, 鹿茸、鹿角随

着其浓度值的增加, P2 及 Q2 总体出现随着浓度增加

而 逐 渐 增 大 的 趋 势 , 只 是 在 较 低 浓 度 时 (0~10 

mg/mL), 鹿角的 P2 变化不明显, 鹿茸甚至还出现先

下降后上升的异常特征变化 ; 羚羊角随着其浓度值

的增加, k1 逐渐降低, T1 从 0 到 5 mg/mL 出现降低的

情况, 从 5 mg/mL 后呈现随着其浓度值的增加, T1 明

显延长. 进一步将 3 种动物药的浓度值分别与其对应

生物热动力学特征参数(由主成分分析得到)进行了

线性回归分析处理 , 结果显示其相关系数均大于

0.96, 提示通过主成分分析得到的生物热动力学特征

参数与浓度之间有较好的依赖性.  

3  讨论与结论 

本研究借助生物热动力学参数 P2, Q2 表征鹿茸、鹿

角作用于大肠杆菌的生长代谢热谱曲线 , 表现出增
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图 4  鹿茸(a)、鹿角(b)和羚羊角(c)影响大肠杆菌生长代谢的生物热动力学参数主成分分析得分示意图 

 

图 5  鹿茸、鹿角(a)和羚羊角(b)影响大肠杆菌生长代谢的特征热动力学参数与其浓度的关系 

加微生物生长代谢过程能量(热量)的作用, 这与传统

中医药对鹿茸、鹿角功效所描述的“补肾阳、益精血”

所蕴含的现代药理作用之兴奋(抗衰老、增强胃肠蠕

动)而达到补益的生物活性密切相关 . 同样地, 借助

生物热动力学特征参数 k1, T1 表征羚羊角作用于大肠

杆菌的生长代谢热谱曲线全貌 , 提示羚羊角可抑制

大肠杆菌的生长代谢过程, 延长 T1, 延缓微生物的生

长代谢过程 , 生物体系能量(热量)呈现下降趋势(表

2), 这与传统中医药对羚羊角功效所描述的“平肝息

风、清肝明目、凉血解毒”所蕴含的现代药理作用之

抑制(解热、镇静、抗惊厥)的生物活性密切相关.  

从能量(热量)角度出发, 发挥微量量热法可同时

测定热谱曲线定性(相似性)和生物热动力学特征参

数定量(如 k1, T1, P2, Q2 等)的技术优势, 实现了对药

物作用于模式生物代谢全过程动态监测的目的 , 从

而为定性定量全面反映药物发挥生物活性的动态过

程提供了可能. 在以后的研究中, 如能结合 DNA 条

码鉴定技术 , 从遗传信息方面展开对角类动物药物

种进行分子遗传鉴定 , 再加上本研究的生物活性辨

识与评价方法 , 便可形成对角类动物药的“品(品种 , 

基原)”与“质(质量, 活性)”的综合监控模式, 从而为

其质量评价提供新的技术支持. 
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