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摘要： 目的　 筛选大黄炭制前后改善人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ） 损伤的物质基础。 方法　 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱，
正交偏最小二乘法判别分析进行差异性分析。 以 ＬＰＳ 诱导 ＨＵＶＥＣｓ 损伤模型， 检测 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性。 灰色

关联度分析、 偏最小二乘法回归分析考察谱效关系， 筛选活性成分。 结果　 １７ 批生品、 炭制品指纹图谱中分别有 ２２、
２０ 个共有峰， 相似度均大于 ０􀆰 ８， 主要差异成分有 １２ 种， 其中没食子酸、 ５⁃羟甲基糠醛、 儿茶素、 芦荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃
β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷、 番泻苷 Ａ 被鉴定出。 炭制品改善 ＨＵＶＥＣｓ 损伤的作用强于生品。 生品、
炭制品指纹图谱中共有峰的关联度均大于 ０􀆰 ５， 峰 ３、 ５、 １１、 １２、 １５、 １９、 ２３ 对其药效有显著影响 （ＶＩＰ 值＞１）。
结论　 该方法准确可靠， 重复性好， 可为明确大黄及其炭制品止血作用的物质基础提供依据。
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　 　 唐古特大黄 Ｒｈｅｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｂａｌｆ．
为我国特有物种， 主产于甘肃南部、 青海南部、 西

藏偏东部等地区， 为甘肃省道地药材［１⁃２］， 具有泻

下攻积、 清热泻火等功效， 炒炭后可增强其凉血、
化瘀、 止血作用， 用于治疗血热有瘀出血症［３⁃４］。
血管内皮细胞是血管壁重要组成部分， 可调节血管

通透性， 参与物质转运， 维持凝血与抗凝之间的平

衡， 确保正常的血液流变性［５⁃６］， 当其受到病理性

损害时会释放过量一氧化氮 （ＮＯ）， 使细胞连接

变松、 通透性增加， 从而引起出血［７］； 过量的活

性氧自由基 （ＲＯＳ） 可引发脂质过氧化反应， 进一

步导致机体组织中超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性降

低， 脂质过氧化重要产物丙二醛 （ＭＤＡ） 水平升

高， 从而使血管壁凝血功能发生障碍［８⁃９］， 但大黄

及其炭制品是否因保护血管内皮细胞而具有止血作

用尚不明确。 因此， 本实验采用脂多糖 （ＬＰＳ） 诱

导人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ） 损伤模型， 观察

大黄炭制前后对 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性的影

响， 并结合 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立其保护损伤血管内

皮细胞作用的谱效关系， 旨在筛选质量差异标志

物， 阐明该药材发挥止血作用的物质基础。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ） （货号

ｉＣｅｌｌ⁃ｈ１１０）， 购自上海赛百慷生物技术股份有限

公司。
１􀆰 ２　 药材　 大黄来源于甘肃、 青海， 经甘肃中医

药大学强正泽副教授鉴定为蓼科大黄属植物唐古特

大黄 Ｒｈｅｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｂａｌｆ． 的干燥根及

根茎， 具体见表 １。 大黄炭是按 ２０２０ 年版 《中国

药典》 规定炒制而成的外焦内棕褐色的炮制品

（编号 Ｔ１～Ｔ１７）。

表 １　 大黄信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｅｉ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ
编号 来源 采收时间 编号 来源 采收时间

Ｓ１ 甘肃省甘南州夏河县 ２０２１ 年秋 Ｓ１０ 青海省西宁市湟中区 ２０２１ 年秋

Ｓ２ 甘肃省甘南州卓尼县 ２０２２ 年秋 Ｓ１１ 甘肃省卓尼县藏巴哇镇 ２０２３ 年秋

Ｓ３ 青海省西宁市湟中区 ２０２０ 年秋 Ｓ１２ 甘肃省合作市麻岗村 ２０２３ 年秋

Ｓ４ 甘肃省甘南州合作市 ２０２１ 年秋 Ｓ１３ 甘肃省合作市依毛梁村 ２０２３ 年秋

Ｓ５ 甘肃省甘南州临潭县 ２０２１ 年秋 Ｓ１４ 甘肃省甘南州临潭县 ２０２３ 年秋

Ｓ６ 甘肃省甘南州合作市 ２０２２ 年秋 Ｓ１５ 甘肃省合作市早子村 ２０２３ 年秋

Ｓ７ 青海省西宁市湟中区 ２０２２ 年秋 Ｓ１６ 甘肃省合作市勒秀镇 ２０２３ 年秋

Ｓ８ 甘肃省甘南州临潭县 ２０２２ 年秋 Ｓ１７ 甘肃省夏河县博拉乡 ２０２３ 年秋

Ｓ９ 甘肃省甘南州合作市 ２０２０ 年秋

１􀆰 ３　 试剂 　 没食子酸 （批号 ＡＦ２２０５１００７）、 ５⁃羟
甲基 糠 醛 （ 批 号 ＡＦＢ１２７０４ ）、 儿 茶 素 （ 批 号

ＡＦ２１０６１３０２）、 芦荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 （批
号 ＡＦ２１０４１３０１）、 番泻苷 Ｂ （批号 ＡＺＣＥ１７１０）、
大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 （批号 ＡＦ２１０５１５０７）、
番泻苷 Ａ （批号 ＡＦ２２０１２４０２）、 大黄酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃
葡萄糖苷 （批号 ＡＦＣＣ０１０１）、 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡
萄糖苷 （批号 ＡＺ２４１２１６０６）、 大黄素甲醚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃
Ｄ⁃葡萄糖苷 （批号 ＡＺＣＧ１９１３）、 芦荟大黄素 （批

号 Ｔ２８Ｄ６Ｆ８２６４）、 大黄酸 （批号 ＡＦ２２０２２１５３）、
大黄 素 （ 批 号 Ｃ１８Ｆ８Ｑ２９６５２ ）、 大 黄 酚 （ 批 号

Ｔ２４Ｊ１０Ｆ９３７９６ ）、 大 黄 素 甲 醚 （ 批 号

Ｔ０９Ｍ９Ｆ５５４８２）、 ５⁃羟甲基糠醛 （批号 ＡＦＢ１２７０４）
对照品均购自成都埃法生物科技有限公司， 纯度≥
９８％ 。 ＬＰＳ （批号 ８２０Ｆ０３６） 购自北京索莱宝科技

有限公司； ＭＴＴ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； ＰＢＳ 缓冲液

购自上海李记生物科技有限公司； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养

基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； 胎牛血清、 胰蛋白酶均
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购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 丙二醛 （ＭＤＡ）、 超氧化物

歧化酶 （ＳＯＤ） 试剂盒均购自南京建成生物工程

研究所。 磷酸 （色谱纯， 批号 ２０２１０４１５） 购自天

津市 大 茂 化 学 试 剂 厂； 甲 醇 （色 谱 纯， 批 号

２０２３０２１８０５６） 购自天津市富宇精细化工有限

公司。
１􀆰 ４　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＤＦＴ⁃２００Ａ 型手提式高速粉碎机

（温岭市林大机械有限公司）； ＫＱ⁃７００ＤＥ 型数控超

声波 清 洗 器 （ 昆 山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司 ）；
ＭＥ２０４Ｅ 型电子天平 ［梅特勒⁃托利多仪器 （上海）
有限公司］； ＤＨＧ⁃９０７０Ａ 型电热鼓风干燥箱 （上海

铂温仪器有限公司）； ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＭＫ３ 型酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＨＦ９０ 型 ＣＯ２ 恒温培养箱、
ＨＦ⁃１２００ＬＣ 型生物安全柜、 Ｎｅｏｆｕｇｅ １５Ｒ 型冷冻离

心机 ［力新仪器 （上海） 有限公司］； ＣＫＸ５３ 型

倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｃｅｌｌｏｍｅｔｅｒ ｍｉｎｉ
型细胞计数仪 （美国 Ｎｅｘｃｅｌｏｍ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 １􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 参 照 文 献 ［ １０ ］ 报 道，
ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳ⁃ＢＰ 色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５
μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （Ｂ）， 梯度洗

脱（０～ ８ ｍｉｎ， ５％ ～ １６％ Ａ； ８ ～ ２５ ｍｉｎ， １６％ ～ ３０％
Ａ； ２５～４８ ｍｉｎ， ３０％ ～６０％ Ａ； ４８～５７ ｍｉｎ， ６０％ Ａ；
５７～８５ ｍｉｎ， ６０％ ～ １００％ Ａ）； 体积流量１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２８０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 精密称取没食子酸、
５⁃羟甲基糠醛、 儿茶素、 芦荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃
葡萄糖苷、 番泻苷 Ｂ、 大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖

苷、 番泻苷 Ａ、 大黄素酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大

黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大黄素甲醚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡
萄糖苷、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、 大黄酚、
大黄素甲醚对照品适量， ７０％ 甲醇溶解， 摇匀， 制

成质量浓度分别为 ０􀆰 ０６５、 ０􀆰 ０３５、 ０􀆰 ３３３、 ０􀆰 ０７、
０􀆰 ０７８、 ０􀆰 ３３３、 ０􀆰 １４４、 ０􀆰 ０６５、 ０􀆰 ０３６、 ０􀆰 １５２、
０􀆰 ０７、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ０５５、 ０􀆰 ０７、 ０􀆰 １４４ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，
即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 根据前期预实验结果，
称取生品及其炭制品 （过 ４ 号筛） 各 ０􀆰 ２５ ｇ， 加

入 ２５ ｍＬ ７０％ 甲醇， 在 （３５ ± ５）℃ 下超声（功率

４２０ Ｗ， 频率 ４０ ｋＨｚ） 处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ７０％ 甲

醇补足减失的质量， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即

得， 剩余滤液挥干溶剂成粉末后保存。

２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １　 精密度试验 　 取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下对照品溶

液适量， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测得没食子酸、 ５⁃羟甲基糠醛、 儿茶素、 芦荟

大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 番泻苷 Ｂ、 大黄酸⁃８⁃
Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 番泻苷 Ａ、 大黄素酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡
萄糖苷、 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大黄素甲醚⁃
８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄

素、 大黄酚、 大黄素甲醚峰面积 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ８７％ 、 １􀆰 １７％ 、 ０􀆰 ９６％ 、 １􀆰 ３２％ 、 ０􀆰 ９１％ 、 ０􀆰 ７５％ 、
２􀆰 ７９％ 、 １􀆰 ２％ 、 ０􀆰 ９６％ 、 １􀆰 １５％ 、 １􀆰 ２０％ 、 １􀆰 ３３％ 、
０􀆰 ７４％ 、 ２􀆰 ８２％ 、 ２􀆰 ６７％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ２ 　 重复性试验 　 精密称取炭制品 （ Ｔ１）
０􀆰 ２５ ｇ， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份供试

品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测

得没食子酸、 ５⁃羟甲基糠醛、 儿茶素、 芦荟大黄

素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 番泻苷 Ｂ、 大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃
Ｄ⁃葡萄糖苷、 番泻苷 Ａ、 大黄素酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄

糖苷、 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大黄素甲醚⁃８⁃
Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 芦荟大黄素、 大黄酸、 大黄素、
大黄酚、 大黄素甲醚含量 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５１％ 、
０􀆰 ２９％ 、 ０􀆰 ４７％ 、 ２􀆰 ０８％ 、 ２􀆰 ７８％ 、 ２􀆰 ２４％ 、 ２􀆰 ２５％ 、
０􀆰 ７１％ 、 １􀆰 ９４％ 、 ２􀆰 ５２％ 、 ０􀆰 ８２％ 、 １􀆰 ４９％ 、 ２􀆰 ６９％ 、
２􀆰 ０９％ 、 ２􀆰 ８４％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ３　 稳定性试验 　 取供试品溶液 （Ｔ１） 适量，
于 ０、 ２、 ４、 ６、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 测得没食子酸、 ５⁃羟甲基糠醛、 儿茶

素、 芦荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 番泻苷 Ｂ、 大

黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 番泻苷 Ａ、 大黄素酚⁃８⁃
Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大

黄素甲醚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 芦荟大黄素、 大黄

酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄素甲醚峰面积 ＲＳＤ 分

别 为 １􀆰 ８４％ 、 ２􀆰 ９０％ 、 ２􀆰 ８６％ 、 ２􀆰 ９１％ 、 ０􀆰 ９５％ 、
２􀆰 ４８％ 、 ２􀆰 ０７％ 、 ２􀆰 ９４％ 、 １􀆰 ９７％ 、 １􀆰 ６６％ 、 ２􀆰 ２７％ 、
１􀆰 ９０％ 、 ２􀆰 ４４％ 、 １􀆰 ７９％ 、 ２􀆰 １８％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ
内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 耐用性试验　 分别在不同体积流量［（１􀆰 ０±
０􀆰 ２） ｍＬ ／ ｍｉｎ ］、 柱 温 ［ （ ３５ ± ５ ）℃］、 色 谱 柱

（ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳ⁃ＢＰ、 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ⁃Ｃ１８， ４􀆰 ６ ｍｍ×２５０
ｍｍ， ５ μｍ） 下进行考察， 发现各成分色谱峰峰面

积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３１ ～ ２􀆰 ００％ ， 保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０４ ～
０􀆰 ５７％ ， 表明该方法耐用性良好。
２􀆰 ３　 图谱生成 　 取生品及其炭制品各 １７ 批， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １”
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项色谱条件下进样测定， 将相关数据导入 “中药

色谱指纹图谱相似度评价系统” （２０１２ 年版）， 采

用中位数法， 设定时间窗宽度为 ０􀆰 １ ｍｉｎ， 以生品

（Ｓ１）、 炭制品 （Ｔ１） 为对照， 经多点校正后采用

Ｍａｒｋ 峰匹配， 生成指纹图谱 （图 １～２）， 计算相似

度， 结果见表 ２。 由此可知， 各批生品及其炭制品

指纹图谱与对照图谱的相似度均大于 ０􀆰 ８， 表明两

者质量稳定性和一致性理想， 制炭过程可控性

良好。

图 １　 １７ 批大黄 ＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ １７ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｒｈｅｉ Ｒａｄｉｘ
ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ

图 ２　 １７ 批大黄炭 ＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ １７ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｒｈｅｉ
Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ ｃｈａｒｃｏａｌ

２􀆰 ４　 共有峰指认与差异性分析

２􀆰 ４􀆰 １　 共有峰指认 　 取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下对照品溶

液适量， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结

果见图 ３。 在生品及其炭制品中分别鉴定出 ２２、 ２０
个共有峰， 两者共有峰 １６ 个， 经对照品比对指认

出 ３～５、 １１、 １３～１５、 １８、 １９、 ２１ ～ ２６ 号峰， 分别

为没食子酸、 ５⁃羟甲基糠醛、 儿茶素、 芦荟苷、 番

泻苷 Ｂ、 大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷、 番泻苷 Ａ、 大

黄酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷、 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖

苷、 大黄素甲醚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 芦荟大黄素、
大黄酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄素甲醚。 另外， 生

品中未发现 ４ 号峰； 炭制品中有 ２ 批未检测到 １３、

　 　 　 表 ２　 相似度测定结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

编号 相似度 编号 相似度

Ｓ１ ０􀆰 ９４１ Ｔ１ ０􀆰 ９６６

Ｓ２ ０􀆰 ９９２ Ｔ２ ０􀆰 ９５３

Ｓ３ ０􀆰 ９８３ Ｔ３ ０􀆰 ９７８

Ｓ４ ０􀆰 ８７５ Ｔ４ ０􀆰 ９４０

Ｓ５ ０􀆰 ９９６ Ｔ５ ０􀆰 ９８８

Ｓ６ ０􀆰 ９８０ Ｔ６ ０􀆰 ９５５

Ｓ７ ０􀆰 ９７７ Ｔ７ ０􀆰 ９８３

Ｓ８ ０􀆰 ９８６ Ｔ８ ０􀆰 ９７６

Ｓ９ ０􀆰 ９８２ Ｔ９ ０􀆰 ９５７

Ｓ１０ ０􀆰 ９４１ Ｔ１０ ０􀆰 ９５１

Ｓ１１ ０􀆰 ９８３ Ｔ１１ ０􀆰 ９８１

Ｓ１２ ０􀆰 ９７５ Ｔ１２ ０􀆰 ９７５

Ｓ１３ ０􀆰 ９８３ Ｔ１３ ０􀆰 ９８２

Ｓ１４ ０􀆰 ９３１ Ｔ１４ ０􀆰 ９５１

Ｓ１５ ０􀆰 ９７９ Ｔ１５ ０􀆰 ９８５

Ｓ１６ ０􀆰 ９８４ Ｔ１６ ０􀆰 ９３７

Ｓ１７ ０􀆰 ９８２ Ｔ１７ ０􀆰 ９６３

２１ 号峰， 而其余批次中均存在。

３． 没食子酸　 ４􀆰 ５⁃羟甲基糠醛　 ５． 儿茶素　 １１． 芦荟大黄素⁃８⁃
Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷　 １３． 番泻苷 Ｂ　 １４． 大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷

１５． 番泻苷 Ａ　 １８． 大黄酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷　 １９． 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃
β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷　 ２１． 大黄素甲醚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 　 ２２． 芦荟

大黄素 　 ２３． 大黄酸 　 ２４． 大黄素 　 ２５． 大黄酚 　 ２６． 大黄素

甲醚

３． ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ 　 ４􀆰 ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ 　 ５． ｃａｔｅｃｈｉｎ 　 １１． ａｌｏｅ⁃
ｅｍｏｄｉｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ　 １３． ｓｅｎｎｏｓｉｄｅ Ｂ 　 １４． ｒｈｅｉｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃
ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ　 １５． ｓｅｎｎｏｓｉｄｅ Ａ　 １８． ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ　
１９． ｅｍｏｄｉｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ 　 ２１． ｐｈｙｓｃｉｏｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ 　
２２． ａｌｏｅ⁃ｅｍｏｄｉｎ　 ２３． ｒｈｅｉｎ　 ２４． ｅｍｏｄｉｎ　 ２５． ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｉｃ ａｃｉｄ　
２６， ｐｈｙｓｃｉｏｎ

图 ３　 对照品 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 差异性分析　 采用 ＳＩＭＣＡ１４􀆰 ０ 软件中的正

交偏最小二乘判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 建立模型，
发现累积解释能力参数 Ｒ２Ｘ （ｃｕｍ） 为 ０􀆰 ７６９， Ｒ２Ｙ
（ｃｕｍ） 为 ０􀆰 ９７４， 预测能力参数 Ｑ２ （ ｃｕｍ） 为

０􀆰 ９５３＞０􀆰 ５， 具有良好的解释、 预测能力［１１］。 得分

图见图 ４， 可知生品及其炭制品分布在不同区域，
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即两者成分存在显著差异。 以变量重要性投影

（ＶＩＰ） 值＞１ 为标准， 共筛选出 １２ 个差异标志物，
分别为 ４ 号峰 （５⁃羟甲基糠醛）、 ３ 号峰 （没食子

酸）、 １４ 号峰 （大黄酸⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷）、 ２０ 号

峰、 １２ 号峰、 １０ 号峰、 ５ 号峰 （儿茶素）、 １５ 号

峰 （番泻苷 Ａ）、 ７ 号峰、 ９ 号峰、 １１ 号峰 （芦荟

大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷）、 １９ 号峰， 见图 ５。

图 ４　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ

图 ５　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ＶＩＰ 值

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ

２􀆰 ５　 ＨＵＶＥＣｓ 细胞损伤保护作用研究

２􀆰 ５􀆰 １　 细胞培养 　 ＨＵＶＥＣｓ 细胞复苏后， 加入配

制好的培养基 （ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 ＋ １０％ 胎牛血

清＋１％ 青霉素⁃链霉素溶液） 中， 置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 恒温培养箱中培养 ２４ ｈ， 待细胞贴壁长满至

９０％后用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化传代， 取对数生长期者用

于实验。
２􀆰 ５􀆰 ２　 药液制备 　 取 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下剩余滤液粉

末 （Ｓ１、 Ｔ１）， 加入培养基及 ＤＭＳＯ， 制成 １６􀆰 ０
μｇ ／ ｍＬ 母液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ５􀆰 ３　 分组与给药　 取对数生长期 ＨＵＶＥＣｓ 细胞，
调整浓度为 （１􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０） ×１０５ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ，
接种于 ９６ 孔板中， 作为正常组， 同时设置空白组，
不作任何处理， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中

培养过夜， 吸去原培养液， ２ 组加入 １００ μＬ 完全

培养基， 给药组分别加入含 １６、 ８、 ４、 ２、 １、
０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ 生品及其炭制品 ７０％ 甲醇提取物

的完全培养基， 每组 ３ 个复孔， 培养 ２４ ｈ， 每孔中

加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶液 （５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 在 ３７ ℃下培养

４ ｈ， 弃去上清 液， 加 入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 振 荡

１０ ｍｉｎ， 待结晶完全溶解后采用酶标仪立即检测

５７０ ｎｍ 波长处吸光度 Ａ， 计算细胞存活率， 公式为

存活率＝ ［ （Ａ给药组－Ａ空白组） ／ （Ａ正常组－Ａ空白组） ］ ×
１００％ 。

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计学分析，
结果见表 ３。 由此可知， 当提取物质量浓度小于

１􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 时细胞存活率大于 ９０％ ， 并且随着其质

量浓度增加无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 故选择 ０􀆰 ２５～
１􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 进行后续实验。

表 ３　 各组细胞存活率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｉｅｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 质量浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ） 细胞存活率 ／ ％
空白组 — ０􀆰 ００±０􀆰 ００３
正常组 — １００􀆰 ００±０􀆰 ０３８＃＃

大黄 ７０％ 甲醇提取物组 ０􀆰 ２５ ９９􀆰 ３４±０􀆰 ０６０
０􀆰 ５ ９９􀆰 ０３±０􀆰 ０３０
１􀆰 ０ ９５􀆰 ５８±０􀆰 ０４６
２􀆰 ０ ８５􀆰 ０６±０􀆰 ０３７
４􀆰 ０ ７７􀆰 ４７±０􀆰 ０４４∗∗

８􀆰 ０ ６４􀆰 ９４±０􀆰 ０４３∗∗

１６􀆰 ０ ６１􀆰 ６２±０􀆰 ０４３∗∗

大黄炭 ７０％ 甲醇提取物组 ０􀆰 ２５ ９９􀆰 ３２±０􀆰 ０２４
０􀆰 ５ ９５􀆰 ５０±０􀆰 ０５３
１􀆰 ０ ９４􀆰 ０４±０􀆰 ０５１
２􀆰 ０ ９２􀆰 ０８±０􀆰 ０５３
４􀆰 ０ ８９􀆰 ６８±０􀆰 ０７１
８􀆰 ０ ８８􀆰 ５０±０􀆰 ００２
１６􀆰 ０ ８１􀆰 ７９±０􀆰 ０３１∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与正常组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ５􀆰 ４　 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性检测　 取对数

生长期 ＨＵＶＥＣｓ 细胞， 调整浓度为 （１􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０） ×
１０５ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 作为正

常组， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养过

夜， 吸去原培养液， 正常组加入 １００ μＬ 专用培养

基， 模型组加入含 １ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 专用培养基 １００
μＬ， 给药组分别加入 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ 生品及

其炭制品 ７０％ 甲醇提取物含 １ μｇ ／ ｍＬ 脂多糖的专

用培养基 １００ μＬ， 每组 ３ 个复孔， 培养２４ ｈ， 按照

试剂盒说明书， 分别采用硝酸还原酶法、 硫代巴比

妥酸显色法、 黄嘌呤氧化酶法检测 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平

及 ＳＯＤ 活性。
采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计学分析，

结果见表 ４。 由此可知， 与正常组比较， 模型组

ＮＯ、 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明造模成功； 与模型组比较， 给药
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组 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平在 ０􀆰 ２５～１􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 范围内不断

降低， 而 ＳＯＤ 活性在该范围内不断升高， 并且三

者均呈剂量相关性， 故设定质量浓度为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ
进行后续实验。

表 ４　 各组 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＯ， ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 质量浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＮＯ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ·ｐｒｏｔ－１） ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ·ｐｒｏｔ－１）
正常组 — １９􀆰 ６５±１􀆰 １６ ２８􀆰 ５２±１􀆰 ９０ ２５􀆰 ６４±１􀆰 ２４
模型组 — ５４􀆰 ９７±１􀆰 ５６＃＃ ９９􀆰 ８８±１􀆰 ６９＃＃ １２􀆰 ５２±１􀆰 １６＃＃

大黄组 ０􀆰 ２５ ５２􀆰 ２４±１􀆰 ３７ ９９􀆰 ９２±３􀆰 １６ １４􀆰 ２８±０􀆰 ６５
０􀆰 ５ ４９􀆰 ４２±０􀆰 ８５∗ ９１􀆰 ５６±２􀆰 ０３∗∗ １７􀆰 ９８±１􀆰 ０９∗∗

１􀆰 ０ ４５􀆰 ８３±１􀆰 ０１∗∗ ８６􀆰 ６０±１􀆰 ７４∗∗ １９􀆰 １４±０􀆰 ７２∗∗

大黄炭组 ０􀆰 ２５ ４９􀆰 ００±２􀆰 １３∗ ８６􀆰 ７５±０􀆰 ６２∗∗ １９􀆰 ６３±０􀆰 ７２∗∗

０􀆰 ５ ４５􀆰 ６７±１􀆰 ５２∗∗ ８２􀆰 ２２±１􀆰 １２∗∗ ２２􀆰 ３０±２􀆰 ９５∗∗

１􀆰 ０ ３８􀆰 ９３±１􀆰 ８５∗∗ ７９􀆰 ３３±１􀆰 ０５∗∗ ２４􀆰 ７６±２􀆰 ０５∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ５􀆰 ５　 止血作用研究 　 按 “２􀆰 ５􀆰 ２” 项下方法制

备药液， 按照试剂盒说明书， 分别检测 ＮＯ、 ＭＤＡ
水平及 ＳＯＤ 活性， 结果见表 ５ ～ ７。 由此可知， 与

正常组比较， 模型组 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 表明造模成

功； 与模型组比较， 大部分生品组、 炭制品组

ＮＯ、 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活

性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ５　 各组 ＮＯ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ
（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＮＯ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 组别 ＮＯ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 ２３􀆰 ４３±１􀆰 ５０ Ｓ１７ 组 ４２􀆰 ２４±２􀆰 ０２∗∗

模型组 ６３􀆰 ４２±１􀆰 ７４＃＃ Ｔ１ 组 ３４􀆰 ６４±２􀆰 １８∗∗

Ｓ１ 组 ４６􀆰 ７６±１􀆰 ９０∗∗ Ｔ２ 组 ３６􀆰 ３６±２􀆰 ４０∗∗

Ｓ２ 组 ４７􀆰 ６９±２􀆰 ０７∗∗ Ｔ３ 组 ３３􀆰 ４６±１􀆰 ４１∗∗

Ｓ３ 组 ４７􀆰 ３５±１􀆰 ９０∗∗ Ｔ４ 组 ３７􀆰 ７８±１􀆰 ５３∗∗

Ｓ４ 组 ５２􀆰 １１±２􀆰 ０１∗∗ Ｔ５ 组 ２９􀆰 ９８±２􀆰 ２１∗∗

Ｓ５ 组 ４８􀆰 ９９±１􀆰 ７２∗∗ Ｔ６ 组 ３６􀆰 ３４±３􀆰 ４４∗∗

Ｓ６ 组 ５１􀆰 ３３±０􀆰 ６２∗∗ Ｔ７ 组 ３２􀆰 ３４±２􀆰 ６１∗∗

Ｓ７ 组 ４８􀆰 ３３±４􀆰 ６５∗∗ Ｔ８ 组 ３１􀆰 １１±２􀆰 ５２∗∗

Ｓ８ 组 ５０􀆰 ２０±２􀆰 ４６∗∗ Ｔ９ 组 ３６􀆰 ５３±２􀆰 ８０∗∗

Ｓ９ 组 ４６􀆰 ８９±１􀆰 ８６∗∗ Ｔ１０ 组 ３４􀆰 ０８±３􀆰 ２２∗∗

Ｓ１０ 组 ５０􀆰 ５４±０􀆰 ７５∗∗ Ｔ１１ 组 ３５􀆰 ４４±２􀆰 ４１∗∗

Ｓ１１ 组 ４８􀆰 ７１±２􀆰 ５８∗∗ Ｔ１２ 组 ３９􀆰 ６６±１􀆰 ９１∗∗

Ｓ１２ 组 ５０􀆰 ９５±２􀆰 ２１∗∗ Ｔ１３ 组 ３６􀆰 ０６±１􀆰 ７９∗∗

Ｓ１３ 组 ５５􀆰 ５７±２􀆰 ０７ Ｔ１４ 组 ３３􀆰 ９１±０􀆰 ２８∗∗

Ｓ１４ 组 ４７􀆰 １０±１􀆰 ７１∗∗ Ｔ１５ 组 ３８􀆰 ２３±２􀆰 ３８∗∗

Ｓ１５ 组 ５１􀆰 ７８±２􀆰 ４９∗∗ Ｔ１６ 组 ３７􀆰 ３４±２􀆰 ６４∗∗

Ｓ１６ 组 ５３􀆰 ５７±３􀆰 ０６∗ Ｔ１７ 组 ４０􀆰 ４７±１􀆰 ９８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ５􀆰 ６　 差异性分析 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件

进行统计学分析， 发现组间比较， 差异有统计学意

义 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 再 通 过 ＳＩＭＣＡ１４􀆰 ０ 软 件 进 行

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析， 结果见图 ６ ～ ８。 由此可知， 生品

及其炭制品分布在不同区域， 表明两者对 ＮＯ、

　 　 　 表 ６　 各组 ＭＤＡ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ·ｐｒｏｔ－１） 组别 ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ·ｐｒｏｔ－１）

正常组 ２９􀆰 ６０±１􀆰 ８６ Ｓ１７ 组 ７３􀆰 ６９±０􀆰 ７７∗∗

模型组 １０４􀆰 ７５±２􀆰 ５８＃＃ Ｔ１ 组 ６１􀆰 ８２±０􀆰 ６７∗∗

Ｓ１ 组 ７６􀆰 ３７±０􀆰 ８７∗∗ Ｔ２ 组 ６７􀆰 １３±２􀆰 ６８∗∗

Ｓ２ 组 ７６􀆰 ２９±２􀆰 ５０∗∗ Ｔ３ 组 ５５􀆰 ７５±１􀆰 ４５∗∗

Ｓ３ 组 ７５􀆰 ７５±１􀆰 ４５∗∗ Ｔ４ 组 ６８􀆰 ９７±０􀆰 ４７∗∗

Ｓ４ 组 ７５􀆰 ７５±４􀆰 ４５∗∗ Ｔ５ 组 ５６􀆰 ８８±２􀆰 ２４∗∗

Ｓ５ 组 ８０􀆰 ０３±１􀆰 ４０∗∗ Ｔ６ 组 ６８􀆰 ８７±１􀆰 ６０∗∗

Ｓ６ 组 ７７􀆰 ３９±１􀆰 ８０∗∗ Ｔ７ 组 ４５􀆰 ０６±１􀆰 ３３∗∗

Ｓ７ 组 ７８􀆰 ０２±４􀆰 １５∗∗ Ｔ８ 组 ６９􀆰 ８６±０􀆰 ６０∗∗

Ｓ８ 组 ８３􀆰 ７８±２􀆰 ４９∗∗ Ｔ９ 组 ５８􀆰 １７±１􀆰 ２９∗∗

Ｓ９ 组 ７９􀆰 ５２±１􀆰 １１∗∗ Ｔ１０ 组 ６７􀆰 ６８±１􀆰 ８０∗∗

Ｓ１０ 组 ８１􀆰 ０４±２􀆰 ８６∗∗ Ｔ１１ 组 ４６􀆰 ２５±２􀆰 ２２∗∗

Ｓ１１ 组 １０６􀆰 ７３±５􀆰 ５８ Ｔ１２ 组 ６９􀆰 ６１±３􀆰 ３８∗∗

Ｓ１２ 组 ８２􀆰 ８１±１􀆰 ２１∗∗ Ｔ１３ 组 ５４􀆰 ８４±２􀆰 ７７∗∗

Ｓ１３ 组 ７７􀆰 ８５±１􀆰 ３８∗∗ Ｔ１４ 组 ６１􀆰 ７１±２􀆰 ３９∗∗

Ｓ１４ 组 ７８􀆰 ７６±１􀆰 ３７∗∗ Ｔ１５ 组 ７１􀆰 ８３±３􀆰 ８２∗∗

Ｓ１５ 组 ８４􀆰 ８７±３􀆰 ６５∗∗ Ｔ１６ 组 ６９􀆰 ２２±２􀆰 ２１∗∗

Ｓ１６ 组 １０６􀆰 ４０±２􀆰 ９６ Ｔ１７ 组 ６４􀆰 １３±０􀆰 ５７∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性的影响存在一定差异。

图 ６　 ＮＯ 水平 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 散点图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ

２􀆰 ６　 谱效关系研究

２􀆰 ６􀆰 １　 灰色关联度分析　 分别将生品及其炭制品

ＨＰＬＣ 指纹图谱共有峰峰面积与 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及

ＳＯＤ 活性导入 ＳＰＳＳＰＲＯ 网站， 以 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平

８６１２
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　 　 　 表 ７　 各组 ＳＯＤ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ

ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ·ｐｒｏｔ－１） 组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ·ｐｒｏｔ－１）

正常组 ３１􀆰 ８９±１􀆰 ５４ Ｓ１７ 组 ３２􀆰 ５４±２􀆰 ７２∗∗

模型组 ７􀆰 ９３±１􀆰 １１＃＃ Ｔ１ 组 ３７􀆰 ６５±１􀆰 ９８∗∗

Ｓ１ 组 ３０􀆰 ５１±０􀆰 ５６∗∗ Ｔ２ 组 ３６􀆰 ６７±１􀆰 ２６∗∗

Ｓ２ 组 ２９􀆰 １３±０􀆰 ８５∗∗ Ｔ３ 组 ３３􀆰 ８１±０􀆰 ３６∗∗

Ｓ３ 组 ２５􀆰 ３１±１􀆰 ４８∗∗ Ｔ４ 组 ３９􀆰 ４２±１􀆰 ０６∗∗

Ｓ４ 组 １７􀆰 ０７±０􀆰 ７１∗∗ Ｔ５ 组 ３５􀆰 ２９±０􀆰 ４６∗∗

Ｓ５ 组 ２４􀆰 ６７±２􀆰 ０３∗∗ Ｔ６ 组 ３８􀆰 ５４±１􀆰 ７５∗∗

Ｓ６ 组 １４􀆰 ３７±１􀆰 ２６ Ｔ７ 组 ３４􀆰 ７７±２􀆰 ６８∗∗

Ｓ７ 组 ２１􀆰 ８７±１􀆰 ５６∗∗ Ｔ８ 组 ４２􀆰 ８８±１􀆰 ２７∗∗

Ｓ８ 组 ２８􀆰 ７９±３􀆰 ４８∗∗ Ｔ９ 组 ３４􀆰 ６３±２􀆰 ９８∗∗

Ｓ９ 组 ２１􀆰 ５９±０􀆰 ９０∗∗ Ｔ１０ 组 ３９􀆰 ６４±２􀆰 ３０∗∗

Ｓ１０ 组 ２５􀆰 ２８±２􀆰 ５４∗∗ Ｔ１１ 组 ３７􀆰 ３３±２􀆰 ３６∗∗

Ｓ１１ 组 ２２􀆰 ９７±２􀆰 ７９∗∗ Ｔ１２ 组 ３７􀆰 ７２±１􀆰 ３４∗∗

Ｓ１２ 组 ２６􀆰 １３±１􀆰 ２８∗∗ Ｔ１３ 组 ３４􀆰 ０９±１􀆰 １９∗∗

Ｓ１３ 组 ２３􀆰 ７９±１􀆰 ６０∗∗ Ｔ１４ 组 ３８􀆰 ２５±０􀆰 ５２∗∗

Ｓ１４ 组 ３２􀆰 ６０±２􀆰 ８４∗∗ Ｔ１５ 组 ３４􀆰 ８７±１􀆰 ４９∗∗

Ｓ１５ 组 １６􀆰 ４５±２􀆰 ０５∗∗ Ｔ１６ 组 ３５􀆰 ９１±０􀆰 ４９∗∗

Ｓ１６ 组 １５􀆰 ７０±１􀆰 ７４∗ Ｔ１７ 组 ３８􀆰 ３６±１􀆰 ２６∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 ＭＤＡ 水平 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 散点图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ

图 ８　 ＳＯＤ 活性 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 散点图

Ｆｉｇ􀆰 ８　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

及 ＳＯＤ 活性为母序列， ＨＰＬＣ 指纹图谱共有峰峰面

积为子序列， 采用均值化法对原始数据进行无量纲

化处理后作灰色关联度分析， 关联度越大， 共有峰

峰面积与药效的关系越密切［１２］， 结果见表 ８ ～ １０。
由此可知， 各共有峰峰面积关联度均大于 ０􀆰 ５， 表

明生品及其炭制品是通过内部成分群来共同发挥止

血作用。

表 ８　 共有峰峰面积与 ＮＯ 水平的关联度

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ
ａｎｄ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ

共有峰 关联度 关联序 共有峰 关联度 关联序

３ ０􀆰 ５８８ １６ １８ ０􀆰 ７５９ ４
５ ０􀆰 ６９１ １４ １９ ０􀆰 ７３９ ８
８ ０􀆰 ８２２ ３ ２０ ０􀆰 ８３０ １
９ ０􀆰 ７１８ １０ ２２ ０􀆰 ７１９ ９
１１ ０􀆰 ７０４ １２ ２３ ０􀆰 ７０７ １１
１２ ０􀆰 ８２３ ２ ２４ ０􀆰 ６９９ １３
１４ ０􀆰 ７５１ ６ ２５ ０􀆰 ７５７ ５
１５ ０􀆰 ６３０ １５ ２６ ０􀆰 ７５０ ７

表 ９　 共有峰峰面积与 ＭＤＡ 水平的关联度

Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ
ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ

共有峰 关联度 关联序 共有峰 关联度 关联序

３ ０􀆰 ６０２ １６ １８ ０􀆰 ７５１ ６
５ ０􀆰 ６８５ １４ １９ ０􀆰 ７２８ ９
８ ０􀆰 ８１４ ２ ２０ ０􀆰 ８１６ １
９ ０􀆰 ７０８ １１ ２２ ０􀆰 ７２８ ８
１１ ０􀆰 ７０３ １３ ２３ ０􀆰 ７２６ １０
１２ ０􀆰 ８１３ ３ ２４ ０􀆰 ７０８ １２
１４ ０􀆰 ７３４ ７ ２５ ０􀆰 ７５４ ４
１５ ０􀆰 ６２１ １５ ２６ ０􀆰 ７５３ ５

表 １０　 共有峰峰面积与 ＳＯＤ 活性的关联度

Ｔａｂ􀆰 １０　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ
ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

共有峰 关联度 关联序 共有峰 关联度 关联序

３ ０􀆰 ７１３ ７ １８ ０􀆰 ６５０ １０
５ ０􀆰 ５８２ １５ １９ ０􀆰 ６０２ １４
８ ０􀆰 ７１３ ８ ２０ ０􀆰 ７２０ ６
９ ０􀆰 ６０５ １２ ２２ ０􀆰 ７８１ ５
１１ ０􀆰 ６０４ １３ ２３ ０􀆰 ８５２ １
１２ ０􀆰 ７０３ ９ ２４ ０􀆰 ７８９ ４
１４ ０􀆰 ６４２ １１ ２５ ０􀆰 ８４０ ２
１５ ０􀆰 ５２２ １６ ２６ ０􀆰 ７９３ ３

２􀆰 ６􀆰 ２　 偏最小二乘法回归分析 　 采用 ＳＩＭＣＡ１４􀆰 ０
软件， 以生品及其炭制品 ＨＰＬＣ 指纹图谱共有峰峰

面积为自变量 （Ｘ）， ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性

为因变量 （Ｙ）， 测定回归系数和 ＶＩＰ 值［１３］， 结果

见图 ９～１４， 可知与 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平及 ＳＯＤ 活性关

联、 ＶＩＰ 值＞ １ 的色谱峰分别有 １１、 ８、 ９ 个。 另

外， 峰 ３、 ５、 １１、 １２、 １５、 １９、 ２３ 对炭制品止血

作用有显著影响。
３　 讨论与结论

本实验采用 ＯＬＰＳ⁃ＤＡ 分析， 以 ＶＩＰ 值＞１ 为标

准， 筛选造成大黄及其炭制品成分差异的主要标志

物。 灰色关联分析能较好地识别与药效作用相关性

较高的共有峰， 但无法精确区分相关性方向［１４］，
９６１２
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图 ９　 ＮＯ 水平回归系数

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ

图 １０　 ＮＯ 水平 ＶＩＰ 值

Ｆｉｇ􀆰 １０　 ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ

图 １１　 ＭＤＡ 水平回归系数

Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ

图 １２　 ＭＤＡ 水平 ＶＩＰ 值

Ｆｉｇ􀆰 １２　 ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ

结果显示共有峰关联度均大于 ０􀆰 ５， 表明这些成分

是大黄及其炭制品发挥止血药效的主要物质。 偏最

小二乘回归分析以 ＶＩＰ 值＞１ 为标准， 可筛选引起

大黄及其炭制品止血功效差异的主要变量。
研究表明， 与大黄止血作用相关的成分大多为

鞣质类、 蒽醌类， 也可能与其炒炭后钙、 铁、 镁含

量增加， 而钙能促进血液凝固有关［１５⁃１６］。 本实验

通过谱效关系得到与大黄及其炭制品止血功效相关

图 １３　 ＳＯＤ 活性回归系数

Ｆｉｇ􀆰 １３　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

图 １４　 ＳＯＤ 活性 ＶＩＰ 值

Ｆｉｇ􀆰 １４　 ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

性较高、 被指认出的成分有没食子酸、 儿茶素、 芦

荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、 大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡
萄糖苷、 番泻苷 Ａ、 大黄酸， 其中没食子酸可提升

血小板黏附、 聚集能力， 增加血小板中纤维蛋白原

水平而使凝血时间缩短， 从而收敛止血［１７］； 大黄

酸可降低毛细血管通透性， 改善血管脆性， 促进血

小板生成［１８］； 儿茶素可减轻血管内皮细胞的氧化

应激， 从而维护血管内皮细胞的完整性及正常功

能［１９］； 番泻苷以泻下作用为主， 其止血作用有待

进一步研究。 另外， 大黄炒炭后产生 ５⁃羟甲基糠

醛， 可抑制脂质等过氧化反应， 促进血液循环， 进

而维持细胞结构和功能完整性［２０］。
综上所述， 本实验采用谱效关系筛选大黄炭制

前后发挥止血作用的药效物质基础， 可为阐释该药

材 “多成分⁃多靶点⁃多通路” 的药效物质基础和作

用机制提供参考依据。
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摘要： 目的　 优化白及提取工艺， 并考察其抗氧化、 酪氨酸酶抑制活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以超声时间、
乙醇体积分数、 料液比为影响因素， 天麻素、 原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基

苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯、 山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药

素Ⅲ总提取量为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 测定提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋自由基的清除作用， 以

及对酪氨酸酶的抑制活性。 结果　 最佳条件为超声时间 ４９ ｍｉｎ， 乙醇体积分数 ５５％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取次数 ２ 次，
总提取量为 １３􀆰 １８ ｍｇ ／ ｇ。 提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋ 自由基及酪氨酸酶的 ＩＣ５０ 分别为 １０􀆰 １２、 ３１４􀆰 ０７、 １􀆰 ７０ μｇ ／ ｇ。
结论　 该方法简便、 可靠、 稳定， 可用于提取抗氧化、 酪氨酸酶抑制活性较强的白及。
关键词： 白及； 提取工艺； 抗氧化活性； 酪氨酸酶抑制活性； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法
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