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摘要： 目的　 基于谱效关系筛选通关藤质量标志物。 方法　 采用 ＨＰＬＣ⁃ＶＷＤ⁃ＥＬＳＤ 法建立药材指纹图谱， ＭＴＴ 法表征

其抑制人肝癌细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 增殖作用。 灰色关联分析、 聚类分析、 正交偏最小二乘法⁃判别分析筛选质量标志物，
ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 法鉴定其结构。 结果　 ３０ 批药材指纹图谱中有 １５ 个共有峰 （ＶＷＤ 条件下 １１ 个， ＥＬＳＤ 条件下 ９ 个，
两者重叠峰 ５ 个）， 相似度均大于 ０􀆰 ９。 各批药材平均细胞抑制率为 ５８􀆰 ５５％ ， 其中 Ｓ８ 最高， 为 ８５􀆰 ６１％ ； Ｓ２７ 最低，
为 ３４􀆰 １７％ 。 各批药材聚为 ４ 类， ＶＷＤ 条件下 ３ ～ ６ 号峰及 ＥＬＳＤ 条件下 ６、 ８、 １２、 １４ 号峰对抗肿瘤活性贡献较大，
ＶＷＤ 条件下 ３、 ４、 ６、 ７ 号峰及 ＥＬＳＤ 条件下 ３、 ６、 １１、 １２、 １４ 号峰 ＶＩＰ 值均大于 １。 质量标志物有 ７ 个， 分别为

ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｇ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｈ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｉ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｍａｒｓｄｅｎｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ｋ、 ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ａ。
结论　 本实验确定了通关藤抗肿瘤作用的质量标志物， 可为该药材质量控制奠定基础。
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　 　 通关藤为萝藦科牛奶菜属植物通关藤 Ｍａｒｓｄｅｎｉａ
ｔｅｎａｃｉｓｓｉｍａ （Ｒｏｘｂ．） Ｗｉｇｈｔ ｅｔ Ａｒｎ． 的干燥藤茎， 始载于 《滇
南本草》 ［１］ ， 具有止咳平喘、 祛痰、 通乳、 清热解毒等功

效［２］ ， 其化学成分主要包括皂苷、 多糖、 有机酸等［３］ ， 其

中皂苷是通关藤抗肿瘤主要药效物质［４］ 。 现代药理证实，
通关藤具有抗肿瘤、 免疫调节作用［５］ ， 临床上用于治疗胃

癌、 肝癌等疾病［６⁃７］ 。 目前， 由通关藤水提物制成的消癌平

片、 胶囊、 颗粒等系列制剂的上市厂家已达近百家， 但近

年来临床用量剧增， 用药混乱现象严重［８］ ， ２０２０ 年版 《中
国药典》 以检测通关藤苷 Ｈ 含量来评价药材质量， 一方面

缺乏专属性， 另一方面未以临床功效为导向， 未体现中药

多成分、 多靶点协同起效的整体性特点， 故亟待提高标准，
解决现有药典标准难以评价药材质量的难题。

２０１６ 年， 刘昌孝院士［９］ 提出了 “质量标志物” 概念，
有望解决中药质量控制体系中药效量而不准的困局。 本研

究以抗肿瘤作用为导向， 在中药多成分相互作用整体性特

点的前提下， 采用 ＨＰＬＣ⁃ＶＷＤ⁃ＥＬＳＤ 法建立不同产地通关

藤指纹图谱， 表征该药材体外抑制人肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞

增殖的作用， 结合灰色关联、 正交偏最小二乘法⁃判别分析

等化学识别模式进行谱效关系分析， 筛选质量标志物， 并

通过 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技术明确其结构， 以期为完善相关

质量评价体系奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪 （配置 ＶＷＤ、
ＥＬＳＤ 检测器）、 Ａｇｉｌｅｎｔ ６５５０ 三重四极杆高分辨质谱仪 （配
置 Ｄｕａｌ ＡＪＳ ＥＳＩ 离子源） （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； 酶标仪、
ＣＯ２ 培养箱 （美国赛默飞世尔科技公司）； ＣＸ３１ＲＴＳＦ 型倒

置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 人肝癌细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１、 胎牛血清

（批号 ＢＣ２０２０１２０１） （ 上 海 柏 乾 生 物 科 技 有 限 公 司 ）；
Ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｉ、 Ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｇ 对照品及环磷酰胺 （上海

源叶生物科技有限公司， 批号 ＰＭ０５２９ＳＢ１３、 ＰＭ０５２９ＳＡ１、
Ｘ２２Ｄ８Ｙ５１１３６， 纯度≥９８％ ）； Ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｈ 对照品 （中
国食品药品检定研究院， 批号 １１１９１３⁃２０１２０２， 纯度 ≥
９８％ ）； ＰＢＳ 缓冲液、 ＤＭＥＭ 培养基 （大连美仑生物技术有

限公司， 批号 ＭＡ００１５⁃Ｍｕｇ⁃１２Ｇ、 ＭＡ０２１２⁃Ａｕｇ⁃２６Ｇ６）。
１􀆰 ３　 药材　 通关藤共 ３０ 批， 经辽宁中医药大学张慧教授

鉴定为正品， 具体见表 １。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 供试品溶液制备　 取 ３０ 批药材， 每批 ５０ ｇ， 加 ８ 倍
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　 　 　 　 表 １　 通关藤信息

编号 产地 来源 编号 产地 来源

Ｓ１ 云南 亳州药材市场 Ｓ１６ 广西 亳州药材市场

Ｓ２ 云南临沧 亳州药材市场 Ｓ１７ 广西玉林 亳州药材市场

Ｓ３ 云南 亳州药材市场 Ｓ１８ 广西 亳州药材市场

Ｓ４ 云南 亳州药材市场 Ｓ１９ 广西 亳州药材市场

Ｓ５ 云南临沧 亳州药材市场 Ｓ２０ 贵州 安国药材市场

Ｓ６ 云南 安国药材市场 Ｓ２１ 贵州 安国药材市场

Ｓ７ 云南西双版纳 安国药材市场 Ｓ２２ 贵州 安国药材市场

Ｓ８ 云南昆明 安国药材市场 Ｓ２３ 贵州 安国药材市场

Ｓ９ 云南 安国药材市场 Ｓ２４ 贵州 安国药材市场

Ｓ１０ 云南临沧 安国药材市场 Ｓ２５ 贵州 安国药材市场

Ｓ１１ 云南昆明 安国药材市场 Ｓ２６ 贵州 安国药材市场

Ｓ１２ 广西 亳州药材市场 Ｓ２７ 广东 成都荷花池药材市场

Ｓ１３ 广西 亳州药材市场 Ｓ２８ 广东 成都荷花池药材市场

Ｓ１４ 广西玉林 亳州药材市场 Ｓ２９ 四川 成都荷花池药材市场

Ｓ１５ 广西 亳州药材市场 Ｓ３０ 四川 成都荷花池药材市场

量 ７０％ 乙醇回流提取 ３ 次， 每次 １􀆰 ５ ｈ， 合并提取液， 过

滤， 即得。 取 ４００ ｍＬ， 挥干， 根据前期预实验测得的 ＩＣ５０

值 （７􀆰 ７２８ ｇ ／ ｍＬ）， 完全培养基制成相当于生药量 １２􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤。
２􀆰 ２　 指纹图谱建立　 采用 ＨＰＬＣ⁃ＶＷＤ⁃ＥＬＳＤ 法。
２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相水 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱

（０～１５ ｍｉｎ， ６５％ ～６１％ Ａ； １５～ １６ ｍｉｎ， ６１％ ～ ６０％ Ａ； １６～
３３ ｍｉｎ， ６０％ ～ ５８％ Ａ； ３３ ～ ５５ ｍｉｎ， ５８％ Ａ； ５５ ～ ６０ ｍｉｎ，
５８％ ～ ５０％ Ａ； ６０ ～ ８５ ｍｉｎ， ５０％ ～ ２５％ Ａ）； 体积流量 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２３５ ｎｍ； 进样量 １５ μＬ； 漂

移管温度 ８０ ℃。

２􀆰 ２􀆰 ２　 精密度试验 　 精密吸取供试品溶液 （ Ｓ２） 适量，
在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以 ３ 号峰

（ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｉ） 为参照， 测得共有峰相对保留时间 ＲＳＤ
为 ０􀆰 ２７％ ～１􀆰 ２７％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 １１％ ～２􀆰 ７６％ ， 表

明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ３　 稳定性试验 　 精密吸取供试品溶液 （ Ｓ２） 适量，
室温下于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 以 ３ 号峰为参照， 测得共有峰相对保留时间

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０４％ ～ ２􀆰 ０７％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 １１％ ～
２􀆰 ９９％ ， 表明溶液在 １０ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 重复性试验　 按 “２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液

（Ｓ２） ６ 份， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以 ３ 号

峰为参照， 测得共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ２６％ ～
１􀆰 ９１％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９３％ ～ ２􀆰 ９２％ ， 表明该方法

重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ５　 图谱生成及相似度评价 　 精密吸取 ３０ 份供试品溶

液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 将相关数据导

入 “中药指纹图谱相似度评价系统软件”， 采用中位数法，
对照图谱见图 １， 指纹图谱见图 ２， 可知在 ＶＷＤ 条件下有

１１ 个共有峰， ＥＬＳＤ 条件下有 ９ 个共有峰， 两者重叠峰有 ５
个， 最终确定为 １５ 个， 相似度均大于 ０􀆰 ９。

图 １　 ３０ 批通关藤对照图谱

图 ２　 ３０ 批通关藤 ＨＰＬＣ 指纹图谱

２􀆰 ３　 对人肝癌细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 的抑制作用 　 取对数生长

期细胞悬液 １００ μＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 置于 ３７ ℃、 含 ５％
ＣＯ２ 的培养箱中孵育 ２４ ｈ， 设置加药试验孔 （加入 ２００ μＬ
生药量为 １２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的供试品溶液）、 空白孔 （加入等量

完全培养基）， 每组 ５ 个复孔， 继续孵育 ４８ ｈ， 加入 １８０ μＬ

完全培养基及 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液 （５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 继续培养４ ｈ后

吸出液体， 加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 摇床上振荡， 在 ４９２ ｎｍ 波

长处测定光密度 （ＯＤ） ［１０⁃１１］ ， 计算细胞抑制率， 结果见图

３。 由此可知， 平均细胞抑制率为 ５８􀆰 ５５％ ， 其中 Ｓ８ 最高，
为 ８５􀆰 ６１％ ； Ｓ２７ 最 低， 为 ３４􀆰 １７％ ， 表 明 各 批 药 材 对

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞均具有抑制作用， 并且呈现明显差异。

２􀆰 ４　 化学计量学研究
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图 ３　 通关藤对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的抑制率

２􀆰 ４􀆰 １　 灰色关联分析 　 采用 ＳＰＳＳＡＵ 在线软件 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｐｓｓａｕ．ｃｏｍ ／ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ⁃ｓｅｒｖｉｃｅｓ）， 以不同批次药材细胞抑制率

（效） 为母数列， 同一批次药材共有峰峰面积 （谱） 为子

序列， 计算谱效关联度， 峰面积关联度＞０􀆰 ６ 时， 共有峰与

药效呈相关性； 关联度＞０􀆰 ８ 时， 两者呈高度相关性［１２］ ， 结

果见表 ２、 图 ４。 由此可知， 抗肿瘤活性与 ＶＷＤ 条件下共

有峰峰面积的关联度由大到小依次为 ６ 号峰 （Ｖ６）、 ３ 号峰

（Ｖ３）、 ５ 号峰 （Ｖ５）、 ４ 号峰 （Ｖ４）、 ８ 号峰 （Ｖ８）、 ２ 号峰

（Ｖ２）、 ９ 号峰 （Ｖ９）、 ７ 号峰 （Ｖ７）、 １ 号峰 （Ｖ１）、 １１ 号

峰 （Ｖ１１）、 １０ 号峰 （ Ｖ１０）， 均大于 ０􀆰 ７； 与 ＥＬＳＤ 条件

　 　 　 　

下共有峰峰面积的关联度由大到小依次为 ８ 号峰 （Ｅ８）、 ６
号峰 （Ｅ６）、 １２ 号峰 （ Ｅ１２）、 １４ 号峰 （ Ｅ１４）、 １３ 号峰

（Ｅ１３）、 １５ 号峰 （Ｅ１５）、 １１ 号峰 （Ｅ１１）、 ３ 号峰 （Ｅ３）、 １
号峰 （Ｅ１）， 均大于 ０􀆰 ８， 表明该作用是多成分共同作用的

结果， 其中 Ｖ６、 Ｖ３、 Ｖ５、 Ｖ４、 Ｅ８、 Ｅ６、 Ｅ１２、 Ｅ１４ 号峰贡

献较大。
表 ２　 抗肿瘤活性与共有峰峰面积的关联度

峰号
ＶＷＤ

关联度 排序
峰号

ＥＬＳＤ
关联度 排序

Ｖ１ ０􀆰 ７５４ ９ Ｅ１２ ０􀆰 ９０９ ３

Ｖ２ ０􀆰 ７７８ ６ Ｅ１ ０􀆰 ８８３ ９

Ｖ３ ０􀆰 ８１１ ２ Ｅ１３ ０􀆰 ８９９ ５

Ｖ４ ０􀆰 ８００ ４ Ｅ３ ０􀆰 ８８３ ８

Ｖ５ ０􀆰 ８０９ ３ Ｅ１４ ０􀆰 ９００ ４
Ｖ６ ０􀆰 ８２９ １ Ｅ６ ０􀆰 ９１０ ２
Ｖ７ ０􀆰 ７７３ ８ Ｅ８ ０􀆰 ９１６ １
Ｖ８ ０􀆰 ７９０ ５ Ｅ１１ ０􀆰 ８８５ ７
Ｖ９ ０􀆰 ７７４ ７ Ｅ１５ ０􀆰 ８８７ ６
Ｖ１０ ０􀆰 ７４７ １１
Ｖ１１ ０􀆰 ７５２ １０

图 ４　 抗肿瘤活性与共有峰峰面积的关联度

２􀆰 ４􀆰 ２　 聚类分析 　 将共有峰峰面积导入迈维生信云平台

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｌｏｕｄ． ｍｅｔｗａｒｅ． ｃｎ）， 按照文献 ［１３］ 报道进行

数据处理， 绘制纵向为聚类特征成分含量、 横向为聚类样

品的热图， 其中绿色代表低表达， 红色代表高表达， 结果

见图 ５。 由此可知， 在 ＶＷＤ 条件下各批样品聚为 ４ 类，
Ｓ１～ Ｓ２、 Ｓ４、 Ｓ１３ 为Ⅰ类， Ｓ３、 Ｓ７ ～ Ｓ８、 Ｓ１１ ～ Ｓ１２、 Ｓ１５、

Ｓ１７ ～ Ｓ１９、 Ｓ２１、 Ｓ２３ ～ Ｓ２６、 Ｓ３０ 为 Ⅱ 类， Ｓ５、 Ｓ９ ～ Ｓ１０、
Ｓ１６、 Ｓ２７～ Ｓ２８ 为Ⅲ类， Ｓ６、 Ｓ１４、 Ｓ２０、 Ｓ２２、 Ｓ２９ 为Ⅳ类；
ＥＬＳＤ 条件下各批样品聚为 ４ 类， Ｓ１ ～ Ｓ２、 Ｓ４、 Ｓ６ ～ Ｓ７、
Ｓ１２～ Ｓ１３、 Ｓ１８ 为Ⅰ类， Ｓ３、 Ｓ１１、 Ｓ１７、 Ｓ１９、 Ｓ２２ ～ Ｓ２４ 为

Ⅱ类， Ｓ５、 Ｓ８ ～ Ｓ９、 Ｓ２８ ～ Ｓ３０ 为Ⅲ类， Ｓ１０、 Ｓ１４ ～ Ｓ１６、
Ｓ２０～ Ｓ２１、 Ｓ２５～ Ｓ２７ 为Ⅳ类。

图 ５　 共有峰峰面积聚类热图

２􀆰 ４􀆰 ３　 正交偏最小二乘法⁃判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 　 以共

有峰峰面积为自变量， 抗肿瘤活性因变量， 导入 ＳＩＭＣＡ
１４􀆰 １ 软件构建 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型， 将离散值 Ｓ１ 剔除来进行优

化， 结果见图 ６， 可知 Ｒ２Ｙ 分别为 ０􀆰 ６６７、 ０􀆰 ６２９， 表明数据
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对模型具有良好的解释能力。 为了进一步验证模型可靠性，
进行 ２００ 次随机排列实验， 结果见图 ７， 可知以纵轴截距为

负值时未存在过度拟合现象。 再以 ＶＩＰ 值＞１ 为条件筛选对

抗肿瘤药效贡献较大的共有峰作为质量标志物， 结果见图

８， 可知 Ｖ６、 Ｖ４、 Ｖ３、 Ｖ７、 Ｅ３、 Ｅ１１、 Ｅ６、 Ｅ１２、 Ｅ１４ 的

ＶＩＰ 值均大于 １， 与灰色关联分析基本一致。

图 ６　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

图 ７　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 置换检验图 （ｎ＝２００）

图 ８　 共有峰峰面积 ＶＩＰ 值

２􀆰 ５　 结构鉴定

２􀆰 ５􀆰 １　 色谱条件　 同 “２􀆰 ２􀆰 １” 项。
２􀆰 ５􀆰 ２　 质谱条件 　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正负离子扫描；
干燥气体积流量 １４ Ｌ ／ ｍｉｎ； 鞘气温度 ３６０ ℃； 毛细管电压

３ ５００ Ｖ； 雾化器压力 ３５ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）； 碎裂电压

１７５ Ｖ； 二级质谱碰撞电压 ４０ ｅＶ； 扫描范围 ｍ ／ ｚ １００ ～
１ ５００。
２􀆰 ５􀆰 ３ 　 结 果 分 析 　 采 用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ

Ａｎａｌｙｓｉｓ 软件对质谱图进行分析， 总离子流图 （正离子模

式） 见图 ９， 与对照品及文献 ［１４⁃１９］ 比对， 获得精准分

子量及二级碎片离子， 初步推断色谱峰对应化合物的信息，
结果见表 ３。 由此可知， 质量标志物有 ７ 个， 分别为

ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｇ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｈ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｉ、
ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｍａｒｓｄｅｎｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ｋ、
ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ａ。

图 ９　 通关藤总离子流图 （正离子模式）
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表 ３　 质量标志物结构鉴定结果

峰号 名称 分子式 理论值 ｍ ／ ｚ 实测值 ｍ ／ ｚ 误差（×１０６） 子离子 ｍ ／ ｚ
３ ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｉ∗ Ｃ４４Ｈ６２Ｏ１４ ８３７􀆰 ４０３ ２ ８３７􀆰 ４０４ １［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ １􀆰 ０７ ６５６􀆰 ３４１ ７
４ ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｃ Ｃ５３Ｈ７６Ｏ１９ １ ０３９􀆰 ４８７ ３ １ ０３９􀆰 ４８７ ０［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ －０􀆰 ２９ ８７６􀆰 ２１２ １
６ ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｇ∗ Ｃ４２Ｈ６４Ｏ１４ ８１５􀆰 ４１８ ８ ８１５􀆰 ４１９ １［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ ０􀆰 ３７ ６５５􀆰 ３４５ ５，１１３􀆰 ０５８ ４
７ ｍａｒｓｄｅｎｏｓｉｄｅ Ｃ Ｃ４７Ｈ６８Ｏ１４ ８７９􀆰 ４５０ １ ８７９􀆰 ４５０ ６［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ ０􀆰 ５７ ７５７􀆰 ４１１ ４
１１ ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ｋ Ｃ４５Ｈ７０Ｏ１９ ９３７􀆰 ４４０ ４ ９３７􀆰 ４４０ ５［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ ０􀆰 １１ ８７７􀆰 ４１６ ２
１２ ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ａ Ｃ３５Ｈ５６Ｏ１２ ６６７􀆰 ３６９ ９ ６６７􀆰 ３６６ ７［Ｍ－Ｈ］ － －４􀆰 ７９ ５０７􀆰 ３３８ １
１４ ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｈ∗ Ｃ４２Ｈ６６Ｏ１４ ８１７􀆰 ４３４ ５ ８１７􀆰 ４３５ ６［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ １􀆰 ３５ ７５７􀆰 ４１３ ３，６５５􀆰 ３４６ ８

　 　 注： ∗表示经对照品比对。

３　 讨论与结论

通关藤中主要含有甾体皂苷、 多糖等成分， 其中甾体

皂苷是抗肿瘤主要活性物质。 为了尽可能建立全成分的通

关藤指纹图谱， 本实验采用 ＨＰＬＣ⁃ＶＷＤ⁃ＥＬＳＤ 法， 对该药

材中有紫外吸收和弱紫外吸收的成分进行检测， 尽可能达

到多成分表征的目的。
化学计量学方法包括偏最小二乘回归分析 （ ＰＬＳＲ）、

正交偏最小二乘法⁃判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 等， 是目前筛选

中药质量标志物的一种简单、 有效的手段。 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 可排

除自变量多重线性的干扰， 有效滤除与分类信息无关的噪

音， 从而提高了模型的解析能力和有效性［２０⁃２２］ ， 故本研究

选择该方法对通关藤指纹图谱与体外抗肿瘤药效进行相关

性分析。 同时， 指认出通关藤基于抗肿瘤的 ７ 种主要活性

成分， 其中 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 可逆转卵巢癌细胞紫杉醇

的耐药性［２３］ 、 ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ａ 可体外抑制伯基特淋巴瘤细

胞增殖［２４］ 、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｃ 可抑制血液肿瘤细胞增殖同时促

进其凋亡［２５］等， 佐证了本研究结果的正确性。
中药质量标志物以中医理论为基础， 临床有效性为导

向， 成分专有性、 可测性为依据， 注重质量属性的本性，
作为 ２０２０ 年版 《中国药典》 的补充， 可为中药质量评价提

供有效的手段［２６⁃２７］ 。 本研究采用 ＨＰＬＣ⁃ＶＷＤ⁃ＥＬＳＤ 法建立

３０ 批通关藤指纹图谱， 以抗肿瘤药效为导向， 在遵循药材

原有含量和比例的基础上采用谱效关联分析， 确定质量标

志物， 并对其结构进行鉴定， 体现了中药质量具有功效特

异性和整体性的双重属性。
综上所述， 本研究确定通关藤中基于抗肿瘤作用的质

量标志物为 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｇ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｈ、 ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｉ、
ｔｅｎａｃｉｓｓｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｍａｒｓｄｅｎｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ｋ、
ｔｅｎａｃｉｇｅｎｏｓｉｄｅ Ａ， 可为该药材质量控制体系的建立奠定基

础， 也为解决 ２０２０ 年版 《中国药典》 难以评价其质量的问

题提供理论依据。
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的百合地黄汤抗抑郁成分研 究［Ｊ］ ． 药学学报， ２０２４，
５９（５）： １３６４⁃１３７３．

［２１］ 　 涂济源， 柯　 畅， 王 　 燕， 等． 子芩与枯芩 ＵＰＬＣ 指纹图

谱建立及抗炎作用的谱效关系研究［Ｊ］ ． 中药材， ２０２３，
４６（６）： １４５４⁃１４６１．
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物逆转卵巢癌细胞紫杉醇耐药的作用评价［Ｊ］ ． 中国药学杂

志， ２０２２， ５７（９）： ７０６⁃７１７．
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２０１２， ４３（２）： １７４⁃１７９．

［２６］ 　 徐园园， 王明慧， 魏永利， 等． 中药质量标志物 （ Ｑ⁃
Ｍａｒｋｅｒ） 的科学计量分 析［Ｊ］ ． 中草药， ２０２４， ５５ （ ４）：
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［２７］ 　 白　 钢， 张铁军， 刘昌孝， 等． 基于监管科学的中药质量

评价方法的整合研究思路和发展方向［Ｊ］ ． 中草药， ２０２２，
５３（２０）： ６３１３⁃６３１８．

基于 ＨＰＬＣ 指纹图谱结合化学模式识别评价十五味龙胆花丸质量

邱　 毅１， 　 德　 央１， 　 郭丽萍１， 　 王　 涛２， 　 达娃卓玛１， 　 李文兵２， 　 兰　 钧１∗
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摘要： 目的　 评价十五味龙胆花丸质量。 方法　 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ５ ＨＣ Ｃ１ ８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸⁃乙腈， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ， 再进行

主成分分析、 聚类分析。 结果　 ８ 个厂家 １１５ 批样品中有 ９ 个共有峰， 除 ３ 个厂家个别样品外， 同一厂家不同批次的

相似度均大于 ０􀆰 ９５０， 而不同厂家的在 ０􀆰 ９０３～０􀆰 ９８６ 之间。 ２ 个主成分累积方差贡献率为 ７４􀆰 ８９９％ ， 各厂家样品根据

不同距离聚为 ２ 类、 ３ 类或 ４ 类。 结论　 ＨＰＬＣ 指纹图谱结合化学模式识别稳定可靠， 可为十五味龙胆花丸的质量控

制提供参考。
关键词： 十五味龙胆花丸； 质量评价； ＨＰＬＣ 指纹图谱； 主成分分析； 聚类分析

中图分类号： Ｒ２８３􀆰 ６　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２５）０７⁃２３３２⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２５􀆰 ０７􀆰 ０３１

　 　 十五味龙胆花丸为藏医经典方剂， 记载于 《藏医医诀

补遗》 ［１］ ， 由白花龙胆、 檀香、 诃子等 １５ 味中藏药材组成，
具有清热理肺、 止咳化痰之功， 用于支气管炎、 肺气肿、
咳嗽气喘、 声音嘶哑的治疗［２］ ， 对慢性支气管炎［３］ 、 咳嗽

变异性哮喘［４⁃５］临床效果显著。 目前， 国内有 ８ 个厂家生产

十五味龙胆花丸， 但该制剂现行法定标准较简单， 仅规定

了性状［６］ ， 难以对其质量进行有效控制和评价。 因此， 本

实验建立十五龙胆花丸 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并采用主成分分

析、 聚类分析进行化学模式识别， 以期为该制剂质量评价

提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５⁃２９９８ 型高效液相色谱仪 （美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＭＥ５５ 型电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公

司）； ＧＷＢ⁃１Ｔ ／ ２Ｔ 型超纯水器 （北京普析通用仪器有限责

任公司）； ＫＱ５２００ＤＢ 型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有

限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 丁香酚 （批号 １１０７２５⁃２０２３１８， 纯度

９９􀆰 ６％ ）、 甘草酸铵 （批号 １１０７３１⁃２０２１２２， 纯度 ９４􀆰 ４％ ）、
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