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摘要： 目的　 明确黑骨藤抗类风湿性关节炎药效物质基础、 质量标志物， 建立该药材质量评价体系。 方法　 采用 ＣＩＡ
模型药理学实验验证黑骨藤对照提取物的抗类风湿关节炎作用， ＵＰＬＣ法测定黑骨藤有效对照提取物含量， 构建其抗

类风湿性关节炎功效的质量评价体系， 并应用于药材质量控制。 结果　 黑骨藤对照提取物、 对照品可有效缓解足趾

肿胀， 减小关节炎评分、 ＣＩＡ大鼠血清促炎细胞因子水平， 改善组织病理学变化。 对照提取物法、 单体对照品法含

量测定结果基本一致。 新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、 绿原酸甲酯、 异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ 为质量

标志物。 结论　 该方法具有检测指标多、 效率高、 成本低等优点， 可为构建黑骨藤及其他中药质量评价新模式提供

借鉴。
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　 　 中药质量是中药有效性和安全性的反映和表征［１］ ， 目

前中药质量标准多是通过使用对照品测定一种或多种成分

的含量评价中药质量， 而部分对照品不易获得， 检测成本

高， 且与传统功效的关联性不强， 难以反映中药质量与疗

效的关系［２⁃４］ 。 鉴于此， 国内学者相继提出了 “对照提取

物” ［５］ 、 “ 中 药 质 量 标 志 物 （ ｑｕａｌｉｔｙ ｍａｒｋｅｒｓ， Ｑ⁃
ｍａｒｋｅｒｓ） ” ［６］中药质量评价方法， 为中药质量控制研究带

来了新思路， 已被应用于多种中药的质量评价［７⁃９］ 。 对照提

取物法可同时测定样品 （包括药材、 中成药和提取物等）
中的多个指标性成分， 且可大大降低检验成本， 但其指标

与功效关联性不强， 因此， 在确认其 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ 的基础上，
以 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ作为指标性成分更为科学， 这种对照提取物称

为 “有效对照提取物”。
黑骨藤为萝藦科植物黑龙骨 Ｐｅｒｉｐｌｏｃａ ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ Ｓｃｈｌｔｒ． 的

干燥全株［１０］ ， 其乙醇提取物乙酸乙酯部位为其抗类风湿性

关节炎 （ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ） 的有效部位［１１］ ， 本研究

采用药理学与化学相结合的方法， 以黑骨藤为研究对象，
制备其抗 ＲＡ 的有效对照提取物， 明确其 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ， 建立

基于有效对照提取物⁃中药质量标志物模式的黑骨藤质量评

价体系， 尝试构建能体现中医药特色且与临床疗效相关联

的中药质量评价新模式， 为进一步完善中药质量评价体系

提供新思路。

１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ超高效液相色谱仪， 配

置二元梯度泵、 高能自动进样器、 ＤＡＤ 检测器和色谱工作

站 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）； ＦＡ２２０４Ｂ型电子天平 （万分之一，
上海天美天平仪器有限公司）； ＭＳ２０５ＤＵ 型电子天平 ［十
万分之一， 梅特勒⁃托利多仪器 （中国） 有限公司］； ＤＺ⁃
２ＢＣＩＶ型真空干燥箱 （天津市泰斯特仪器有限公司）；
ＴＤ５Ａ⁃ＷＳ型离心机 （湖南湘立科学仪器有限公司）；
ＪＥ１００２型电子天平 （上海浦春计量仪器有限公司）； ＭＮＴ⁃
１５０型数显卡尺 （浙江德清信泰电子科技有限公司）；
Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃６１００酶标分析仪 （深圳雷杜生命科学股份有限公

司）； ＣＸ２２光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＲＭ２２３５ 石

蜡切片机、 ＤＭ１０００徕卡显微成像系统 （德国 Ｌｅｉｃａ公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 黑骨藤经贵州中医药大学药学院刘育辰

教授鉴定为萝藦科杠柳属植物黑龙骨 Ｐｅｒｉｐｌｏｃａ ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ
Ｓｃｈｌｔｒ．， 具体见表 １。 雷公藤多苷片 （批号 １４５０００３， 贵州

汉方药业有限公司）。 新绿原酸 （批号 ＣＨＢ１９０２１７）、 绿原

酸 （批 号 ＢＤ３３２３０、 ＣＨＢ１９０１２１ ）、 隐 绿 原 酸 （批 号

ＣＨＢ１８０９０５）、 绿原酸甲酯 （批号 ＣＨＢ１９０１１７）、 异绿原酸

Ｂ （批号 ＣＨＢ１８０９２３）、 异绿原酸 Ａ （批号 ＣＨＢ１８０９２１）、
异绿原酸 Ｃ （批号 ＣＨＢ１８０９２５） 均购于成都克洛玛生物科

技有限公司， 纯度均大于 ９８％ 。 ＰＲＰ⁃５１２Ｂ 型树脂 （北京
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聚福树脂厂）； 牛Ⅱ型胶原溶液 （批号 ２００２９７）、 弗氏完全

佐剂 （批号 ２００２００）、 弗氏不完全佐剂 （批号 ２００３３６） 均

购于美国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司。 ＥＤＴＡ 脱钙液 （型号 Ｂ０３１７⁃１１，
四川杨克斯特科技有限公司）； ７１２２ 苏木素、 伊红 （美国

Ｔｈｅｎｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司 ）。 乙 腈 （色 谱 纯， 美 国

ＴＥＤＩＡ公司）； 其余试剂均为分析纯； 水为纯净水 （杭州

娃哈哈集团有限公司）。 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２００±
２０ ｇ）， 购于湖南省长沙市天勤生物技术有限公司， 实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃００１４， 实验动物使用许

可证号 ＳＹＸＫ （黔） ２０２１⁃０００５， 于室温下适应性饲养 ７ ｄ。
实验经贵州中医药大学实验动物伦理委员会批准 （审批号

２０２１０１６１）。
表 １　 样品信息

编号 收集时间 来源 收集方式

Ｓ１ ２０２０年 ８月 贵阳学院 采集

Ｓ２ ２０２０年 １０月 贵阳市南明区 采集

Ｓ３ ２０２０年 ８月 贵阳市清镇市百花湖畔 采集

Ｓ４ ２０２０年 ５月 毕节市织金县绮陌街道 采集

Ｓ５ ２０２０年 ８月 贵阳市白云区桃花园村 采集

Ｓ６ ２０２０年 ５月 贵阳市开阳县南江布依族苗族梯子岩 采集

Ｓ７ ２０２０年 ８月 毕节市织金县绮陌街道大冲头 采集

Ｓ８ ２０２０年 ５月 毕节市织金县官寨苗族乡大峡谷 采集

Ｓ９ ２０１８年 ４月 贵阳花果园药材市场（１号） 购买

Ｓ１０ ２０２０年 １２月 贵阳王氏虫草行 购买

Ｓ１１ ２０２０年 １２月 贵阳博信中药材经营部 购买

Ｓ１２ ２０２０年 １２月 贵阳銧铭土特产经营部 购买

２　 方法与结果

２􀆰 １　 对照提取物制备 　 取黑骨藤粗粉适量置于圆底烧瓶

中， 加入 ２５倍量 ７０％ 乙醇， 加热回流提取 ３次， 每次 １ ｈ，
合并提取液， 减压浓缩至无醇味， 加水混悬， 依次用等量

石油醚、 三氯甲烷、 乙酸乙酯萃取， 各 ３ 次， 合并乙酸乙

酯萃取液， 减压浓缩， 真空干燥， 即得乙酸乙酯萃取部位。
精密称取黑骨藤乙酸乙酯萃取部位 １０ ｇ， 加等量 ＰＲＰ⁃

５１２Ｂ型树脂拌样， 装柱。 依次用 ２０％ 、 ３０％ 、 ５０％ 甲醇梯

度洗脱， 每个梯度 ４ ０００ ｍＬ。 其中， ２０％ 甲醇洗脱段前

１ ０００ ｍＬ合并为第 １段 （ａ１）， 中间 ２ ５００ ｍＬ合并为第 ２段
（ａ２）， 后 ５００ ｍＬ 为第 ３ 段 （ ａ３）， ３０％ 、 ５０％ 甲醇洗脱段

各自合并， 分别为 ａ４、 ａ５。 精密称取 ａ５ 段 ２ ｇ， 用等量

ＰＲＰ⁃５１２Ｂ型树脂拌样， 装柱， 依次用 ２０％ 、 ３０％ 、 ５０％ 甲

醇梯度洗脱， 各自合并为 ｂ１ 段、 ｂ２ 段、 ｂ３ 段。 将以上 ａ２
段和 ｂ３段按一定比例合并， 即得黑骨藤对照提取物。
２􀆰 ２　 对照提取物抗类风湿性关节炎有效性验证

２􀆰 ２􀆰 １　 造模、 分组和给药　 ５６只大鼠随机选取 ８只作为空

白对照组， 其余 ４８只参考文献 ［１２］ 方法建立 ＣＩＡ 药理模

型， 并随机分成 ６组， 分别为雷公藤多苷（ＴＧ） 对照组 （１０
ｍｇ ／ ｋｇ）、 模型组、 对照提取物给药低剂量组 （３６ ｍｇ ／ ｋｇ）、
对照提取物给药高剂量组 （１４４ ｍｇ ／ ｋｇ）、 对照品 （按对照

提取物中各成分所占比例混合配制） 给药低剂量组、 对照

品给药高剂量组， 每组 ８只。 各药物用生理盐水溶液分散，
空白对照组和模型组给予生理盐水溶液， 给药体积均为

１０ ｍＬ ／ ｋｇ， 灌胃 ２８ ｄ， 每天 １次。
２􀆰 ２􀆰 ２　 一般指标检测　 从造模前 １ ｄ 及造模成功后第 ７ 天

开始， 每 ７ ｄ测量各组大鼠右足趾、 左足趾厚度， 两者厚度

差值作为肿胀度， 并记录体质量变化。
２􀆰 ２􀆰 ３　 关节炎指数 （ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ， ＡＩ） 评分 　 从造模成

功后的第 ７ 天开始， 每天观察并详细记录各组大鼠全身的

关节病变程度， 按照 ５级评分法评价［１３］ ， 将 ４ 个关节的积

分进行累计， 即为每只大鼠的 ＡＩ。
２􀆰 ２􀆰 ４　 血清因子测定、 滑膜病理变化观察　 大鼠给药第 ２８
天后禁食 １２ ｈ以上， 不禁水， 用麻醉剂麻醉， 腹主动脉取

血， 迅速将血液于冰浴上静置 ３０ ｍｉｎ， 置于离心机中离心

２０ ｍｉｎ （转速 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）， 取上清液， 置于－８０ ℃冰箱中

备用。 根据 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作， 大鼠取血后麻醉脱

颈处死， 去除左后足踝关节皮毛， 用动物骨剪取下踝关节，
置于 ４％ 多聚甲醛中性固定液中固定， 常规脱钙后包埋组织

块于石蜡中， 切成 ５ μｍ薄片， 脱蜡后伊红染色， 显微镜下

观察组织病理学变化。
２􀆰 ２􀆰 ５　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０、 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０􀆰 ２软件进行分析及作图， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 再进行

单因素方差分析， 方差齐时组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验，
方差不齐时组间两两比较采用 Ｔａｍｈａｎｃｅ’ ｓ Ｔ２ 检验。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５为差异具有统计学意义。
２􀆰 ２􀆰 ６　 药理实验结果

２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 １　 黑骨藤对照提取物对 ＣＩＡ 大鼠的影响 　 （１） 对

ＣＩＡ大鼠后足足趾厚度的影响。 给药前， 与模型组比较，
各给药组对后足足趾厚度的影响无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
空白对照组有极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 给药第 ２８ 天后仍有

极显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明造模成功， 模型相对稳定；
给药第 ２８天后， 与模型组比较， ＴＧ 组、 对照提取物给药

低剂量组、 对照提取物给药高剂量组对右后足足趾厚度的

影响均有极显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 同样给药第 ２８ 天后，
与模型组比较， ＴＧ组、 对照提取物给药低剂量组、 对照提

取物给药高剂量组对左后足足趾厚度的影响也均有极显著

性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
（２） 对 ＣＩＡ大鼠 ＡＩ 值的影响。 给药前， 与模型组比

较， 各给药组无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 给药第 ２８ 天后，
５１１４
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与模型组比较， 对照提取物给药低剂量组、 高剂量组和 ＴＧ
组均有极显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 模型组第 ０～ ２８天无显著

性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 对照提取物给药高剂量组在给药第 １３
天之后有极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＧ 组与对照提取物给药

低剂量组在给药第 ２０天后有极显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
（３） 对 ＣＩＡ大鼠血清促炎细胞因子表达的影响。 与模

型组比较， 对照提取物给药低剂量组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 对照提取物给药高剂量组大鼠血清中

ＴＮＦ⁃α水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＧ组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与空白对照组比较， 模型组大鼠血清中

ＴＮＦ⁃α水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＧ 组 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ２　 对照品对 ＣＩＡ大鼠的影响

（１） 对照品对 ＣＩＡ大鼠后足足趾厚度的影响。 给药前，
与模型组比较， 各药物组无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 空白

对照组有极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 给药 ２８ ｄ 后仍有极显著

性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明造模成功， 模型相对稳定； 给药

２８ ｄ后， 与模型组比较， 对照品低、 高剂量组和 ＴＧ组对右

后足足趾厚度的影响均具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 同样

给药第 ２８天后， 与模型组比较， ＴＧ 组、 对照品低剂量组、
高剂量组对左后足足趾厚度的影响也均有统计学意义 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。

（２） 对照品对 ＣＩＡ大鼠 ＡＩ值的影响。 给药前， 与模型

组比较， 各药物组无明显差异 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）； 给药第 ２８ 天

后， 与模型组比较， 对照品低剂量组、 高剂量组和 ＴＧ组有

统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
（３） 对照品对 ＣＩＡ大鼠血清促炎细胞因子表达的影响。

与模型组比较， 对照品低剂量组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 对照品高剂量组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＴＧ组比较， 对照品高剂量

组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与对照品低剂量比较， 对照品高剂量组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与空白对照组比较，
模型组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＧ 组和对

照品低剂量组大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 对照提取物成分含量测定　 采用 ＵＰＬＣ法。
２􀆰 ３􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色 谱 柱

（２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃乙
腈 （Ｂ）， 梯 度 洗 脱 （ ０ ～ ３􀆰 ４ ｍｉｎ， ７％ ～ ９％ Ｂ； ３􀆰 ４ ～
５􀆰 ４ ｍｉｎ， ９％ ～ １１％ Ｂ； ５􀆰 ４ ～ ７ ｍｉｎ， １１％ ～ １３％ Ｂ； ７ ～ ８􀆰 ３
ｍｉｎ， １３％ ～１３􀆰 ５％ Ｂ； ８􀆰 ３ ～ １０ ｍｉｎ， １３􀆰 ５％ ～ １５％ Ｂ； １０ ～
１４􀆰 ５ ｍｉｎ， １５％ ～１５􀆰 １％ Ｂ； １４􀆰 ５～ １５ ｍｉｎ， １５􀆰 １％ ～ １６％ Ｂ；
１５～１７ ｍｉｎ， １６％ ～１８％ Ｂ； １７～２１ ｍｉｎ， １８％ ～２１％ Ｂ； ２１～
２３ ｍｉｎ， ２１％ ～２６％ Ｂ； ２３ ～ ２５ ｍｉｎ， ２６％ ～ １００％ Ｂ）； 体积

流量 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长３２７ ｎｍ； 进样量 ２
μＬ。 色谱图见图 １。
２􀆰 ３􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 分别精密称取对照品新绿原酸

５􀆰 ０６ ｍｇ、 绿原酸 ２５􀆰 ０５ ｍｇ、 隐绿原酸 ８􀆰 ０４ ｍｇ、 绿原酸甲

１． 新绿原酸　 ２． 绿原酸　 ３． 隐绿原酸　 ４． 绿原酸甲酯　 ５． 异绿原

酸 Ｂ　 ６． 异绿原酸 Ａ　 ７． 异绿原酸 Ｃ

图 １　 对照品 （Ａ）、 黑骨藤对照提取物 （Ｂ） ＵＰＬＣ 色谱图

酯 ５􀆰 ０５ ｍｇ， 异绿原酸 Ｂ ５􀆰 ０２ ｍｇ， 异绿原酸 Ａ ５􀆰 ００ ｍｇ， 异

绿原酸 Ｃ ７􀆰 ０５ ｍｇ， 置于 ５０ ｍＬ量瓶中， ５０％ 甲醇溶解并稀

释至刻度， 得对照品溶液①， 摇匀， 精密吸取 １ ｍＬ， 置于

１００ ｍＬ量瓶中， ５０％ 甲醇稀释至刻度， 摇匀， 得对照品溶

液②。
２􀆰 ３􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 精密称取黑骨藤对照提取物

１４ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 加 ５０％ 甲醇 ２ ｍＬ， 超声处理

１ ｍｉｎ， 冷却至室温， ５０％ 甲醇稀释至刻度， 摇匀， ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取不同体积对照品溶液适

量， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以对照品进样量

为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见

表 ２， 可知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 ２　 各成分线性关系 （Ⅰ）

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ ｍｇ
新绿原酸 Ｙ＝ ７ ８６４􀆰 ２Ｘ－６􀆰 ６９０ ９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ０１２～０􀆰 ５０６ ０
绿原酸 Ｙ＝ ８ ２４９􀆰 ６Ｘ＋６７􀆰 ４１５ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ００５ ０１０～２􀆰 ５０５ ０

隐绿原酸 Ｙ＝ ６ ５６６􀆰 １Ｘ－８􀆰 ７４８ ９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ６０８～０􀆰 ８０４ ０
绿原酸甲酯 Ｙ＝ ９ ４５７􀆰 ８Ｘ－２􀆰 ７０５ ６ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ０１０～０􀆰 ５０５ ０
异绿原酸 Ｂ Ｙ＝ ６ ３３７􀆰 ５Ｘ－１６􀆰 ７９９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ００４～０􀆰 ５０２ ０
异绿原酸 Ａ Ｙ＝ ８ ６１１􀆰 ３Ｘ－２２􀆰 ８７５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ０００～０􀆰 ５００ ０
异绿原酸 Ｃ Ｙ＝ ７ ４４８􀆰 ５Ｘ－２７􀆰 ７９８ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ４１０～０􀆰 ７０５ ０

２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验 　 对照品溶液①在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定 ６次， 测得新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、
绿原酸甲酯、 异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ峰面积

ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ０７％ 、 ０􀆰 １０％ 、 ０􀆰 ０８％ 、 ０􀆰 ０９％ 、 ０􀆰 １１％ 、
０􀆰 １５％ 、 ０􀆰 １５％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 精密称取对照提取物 ６ 份， 按

“２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 测得新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、 绿原

酸甲酯、 异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ 含量 ＲＳＤ
分别为 １􀆰 ０９％ 、 ０􀆰 ３４％ 、 ０􀆰 ５１％ 、 １􀆰 ２２％ 、 １􀆰 １０％ 、 １􀆰 ２１％ 、
２􀆰 １３％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验 　 按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品
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溶液 １份， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２０、 ２４ ｈ在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定， 测得新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、
绿原酸甲酯、 异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ峰面积

ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ３５％ 、 ０􀆰 １４％ 、 ０􀆰 ３９％ 、 ０􀆰 ２８％ 、 ２􀆰 ２６％ 、
０􀆰 ３４％ 、 ０􀆰 ２０％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密称定各成分含量已知的对

照提取物 ６份， 每份 ７ ｍｇ， 按 １００％ 水平加入对照品溶液，
按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 新绿原酸、 绿原

酸、 隐绿原酸、 绿原酸甲酯、 异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异

绿原 酸 Ｃ 平 均 加 样 回 收 率 （ ＲＳＤ） 分 别 为 １０２􀆰 ５１％
（０􀆰 ６８％ ）、 １００􀆰 ８５％ （１􀆰 ２７％ ）、 ９９􀆰 ０５％ （１􀆰 ４５％ ）、 ９７􀆰 ８４％
（ ２􀆰 ３７％ ）、 １００􀆰 ３３％ （ １􀆰 ５５％ ）、 ９９􀆰 ４９％ （ １􀆰 ５３％ ）、
９７􀆰 ７０％ （１􀆰 ３２％ ）。
２􀆰 ３􀆰 ５　 样品含量测定 　 取 ３ 批对照提取物， 按 “２􀆰 ３􀆰 ３”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定， 计算含量。 结果， 新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、
绿原酸甲酯、 异绿原酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ含量总

和分别为 ５１􀆰 ８１％ 、 ５３􀆰 ３０％ 、 ５２􀆰 ４６％ ， 表明该方法重复性

良好， 可用于制备对照提取物。
２􀆰 ４　 对照提取物在黑骨藤质量控制中的应用

２􀆰 ４􀆰 １　 对照提取物溶液制备　 精密称取黑骨藤对照提取物

４０􀆰 ０３ ｍｇ， 置于 ５ ｍＬ量瓶中， 加 ５０％ 甲醇 ２ ｍＬ， 超声处理

１ ｍｉｎ， 放冷至室温， ５０％ 甲醇定容至刻度， 摇匀， 溶解，
制成新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、 绿原酸甲酯、 异绿原

酸 Ｂ、 异绿原酸 Ａ、 异绿原酸 Ｃ 质量浓度分别为 ０􀆰 ２０５ ０、
２􀆰 ９５８ ８、 ０􀆰 ７６３ ３、 ０􀆰 ４５５ ２、 ０􀆰 ０１６ ８、 ０􀆰 ０３１ ３、 ０􀆰 ０５９ ２
ｍｇ ／ ｍＬ的溶液 Ａ， 再分别稀释 １０、 １００、 ２５０ 倍， 作为溶液

Ｂ、 Ｃ、 Ｄ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 精密称取药材粉末 １６􀆰 ０ ｇ， 按

“２􀆰 １” 项下方法制备醇提物乙酸乙酯萃取部位 （ＨＧＴ⁃Ｃ），
　 　 　 　 　

精密称取 ２５ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， ２ ｍＬ 甲醇溶解并定

容， ０􀆰 ２２ μｍ微孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ３　 色谱条件　 同 “２􀆰 ３􀆰 １” 项， 色谱图见图 ２。

１． 新绿原酸　 ２． 绿原酸　 ３． 隐绿原酸　 ４． 绿原酸甲酯

５． 异绿原酸 Ｂ　 ６． 异绿原酸 Ａ　 ７． 异绿原酸 Ｃ

图 ２　 对照提取物 （Ａ）、 黑骨藤 （Ｂ） ＵＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ４􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下对照提

取物溶液适量， 在 “２􀆰 ４􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定。 以对

照品进样量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回

归， 结果见表 ３， 可知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 ３　 各成分线性关系 （Ⅱ）

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ ｍｇ
新绿原酸 Ｙ＝ ７ ８０６􀆰 ４Ｘ－３􀆰 ２９０ ６ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ０００ ８～０􀆰 ０６１ ５
绿原酸 Ｙ＝ ８ ３７７􀆰 ８Ｘ－５７􀆰 ６０５ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ０１１ ８～０􀆰 ８８７ ７

隐绿原酸 Ｙ＝ ６ ６００􀆰 ３Ｘ－１８􀆰 ３３８ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ００３ １～０􀆰 ２２９ ０
绿原酸甲酯 Ｙ＝ ９ ４０１􀆰 ４Ｘ＋０􀆰 ４６６ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ００１ ８～０􀆰 １３６ ６
异绿原酸 Ｂ Ｙ＝ ４ ６９１􀆰 ３Ｘ－７􀆰 ２８０ ９ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ００１ ７～０􀆰 ０８３ ９
异绿原酸 Ａ Ｙ＝ ９ ４２６􀆰 ４Ｘ－２８􀆰 ２４３ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ００３ １～０􀆰 １５６ ６
异绿原酸 Ｃ Ｙ＝ ８ ６７４􀆰 ６Ｘ－５６􀆰 ６５１ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ００５ ９～０􀆰 ２９５ ９

２􀆰 ４􀆰 ４􀆰 ２　 方法学考察　 表 ４ 显示， 该方法仪器精密度、 方

法重复性、 稳定性、 准确性均良好， 可用于含量测定。

表 ４　 方法学考察结果

成分 新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 绿原酸甲酯 异绿原酸 Ｂ 异绿原酸 Ａ 异绿原酸 Ｃ
精密度 ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ４０ ０􀆰 １０ ０􀆰 １０ ０􀆰 ３０ １􀆰 ５０ ０􀆰 ７０ ０􀆰 ３０
重复性 ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ２０ １􀆰 ００ １􀆰 １０ １􀆰 ６０ ０􀆰 ７０ １􀆰 ２０ １􀆰 １０
稳定性 ＲＳＤ ／ ％ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ５０ １􀆰 １０ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ２０

平均加样回收率 ／ ％ ９８􀆰 ５２ ９８􀆰 ４４ ９７􀆰 ４４ ９９􀆰 ２６ １００􀆰 １０ ９９􀆰 ５４ １０２􀆰 ０９

２􀆰 ４􀆰 ５　 样品含量测定　 取 １２批药材， 按 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项下方

法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ４􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定，
分别采用对照提取物法、 单体对照品法计算含量， 结果见

表 ５。
３　 讨论

３􀆰 １　 药理实验研究　 通过药理学实验验证， 发现黑骨藤对

照提取物和含有 ７ 种咖啡酰基奎宁酸类成分的对照品可有

效缓解足趾肿胀， 减小关节炎评分， 并且有效减少了 ＣＩＡ
大鼠血清中的促炎细胞因子水平， 尤其是 ＴＮＦ⁃α， 表明黑

骨藤乙酸乙酯部位所含的咖啡酰基奎宁酸类成分具有良好

的抗 ＲＡ活性。
３􀆰 ２　 黑骨藤抗 ＲＡ 质量标志物辨识 　 ＲＡ 是一种自身免疫

性疾病， 它导致滑膜组织和关节慢性炎症， 导致关节功能

障碍， 最终导致残疾［１４］ 。 ＣＩＡ 模型与人 ＲＡ 具有共同的免

疫学和病理学特征， 因此常用于新药或其他治疗药物的初

步药理学研究［１５］ 。 体内外实验结果显示［１６⁃２１］ ， 黑骨藤中咖

啡酰基奎宁酸类成分具有较好的抗类风湿性关节炎活性。
本研究通过药理学实验证实对照提取物组和咖啡酰基奎宁

酸类成分对照品， 都具有一定的抗 ＲＡ 作用， 进一步验证

了黑骨藤中的 ７个咖啡酰基奎宁酸类成分是其抗 ＲＡ的药效
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　 　 　 　 表 ５　 各成分含量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ）

编号

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 绿原酸甲酯 异绿原酸 Ｂ 异绿原酸 Ａ 异绿原酸 Ｃ
对照

品法

对照提

取物法

对照

品法

对照提

取物法

对照

品法

对照提

取物法

对照

品法

对照提

取物法

对照

品法

对照提

取物法

对照

品法

对照提

取物法

对照

品法

对照提

取物法
Ｓ１ １􀆰 ２０１ １􀆰 １２２ ３７􀆰 ５１３ ３９􀆰 ９２１ ３􀆰 ５１５ ３􀆰 ７８７ ０􀆰 ４１８ ０􀆰 ３５３ ２􀆰 １９５ ２􀆰 ５６０ ７􀆰 ９２８ ７􀆰 ３５７ ３０􀆰 ６７８ ２７􀆰 ００７
Ｓ２ ２􀆰 ２２９ ２􀆰 １５９ ２１􀆰 ０７６ ２３􀆰 ７３３ ５􀆰 ２９３ ５􀆰 ５５６ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ １􀆰 ６５０ １􀆰 ８２４ ３􀆰 ６９４ ３􀆰 ４８８ １２􀆰 ２５１ １１􀆰 １８３
Ｓ３ １􀆰 ９０１ １􀆰 ８２８ ３２􀆰 ４５２ ３４􀆰 ９３６ ６􀆰 ０７０ ６􀆰 ３２８ ０􀆰 ９４８ ０􀆰 ８８６ ４􀆰 ８４７ ６􀆰 １４２ １４􀆰 ２６５ １３􀆰 １４５ ４６􀆰 ４２３ ４０􀆰 ５２５
Ｓ４ ２􀆰 ３３４ ２􀆰 ２６５ ２６􀆰 ３３６ ２８􀆰 ９１３ ６􀆰 ３００ ６􀆰 ５５７ １􀆰 ０４５ ０􀆰 ９８４ １􀆰 ４５７ １􀆰 ５６３ ３􀆰 ９２０ ３􀆰 ６９５ １７􀆰 ６７９ １５􀆰 ８４４
Ｓ５ ２􀆰 ２２６ ２􀆰 １５５ ４５􀆰 ７３５ ４８􀆰 ０１９ ６􀆰 ３５２ ６􀆰 ６１０ １􀆰 ６０３ １􀆰 ５４５ １􀆰 ８４７ ２􀆰 ０８９ １０􀆰 ３６３ ９􀆰 ５８１ ６０􀆰 ８１４ ５２􀆰 ８８４
Ｓ６ ２􀆰 ０２６ １􀆰 ９５４ ５８􀆰 ０９３ ６０􀆰 １８４ ６􀆰 １１２ ６􀆰 ３７１ １􀆰 ２３０ １􀆰 １７０ １􀆰 ９１６ ２􀆰 １８３ ５􀆰 ４３０ ５􀆰 ０７４ ３３􀆰 ８００ ２９􀆰 ６８７
Ｓ７ ２􀆰 １９３ ２􀆰 １２３ ４１􀆰 ４９８ ４３􀆰 ８４２ ５􀆰 ４９７ ５􀆰 ７５９ ０􀆰 ９５３ ０􀆰 ８９２ ０􀆰 ８４３ ０􀆰 ７３４ ２􀆰 ３５９ ２􀆰 ２６９ １５􀆰 ５７４ １４􀆰 ０３７
Ｓ８ ２􀆰 ４８６ ２􀆰 ４１７ ４１􀆰 ８３８ ４４􀆰 １８２ ７􀆰 ４１７ ７􀆰 ６６９ ０􀆰 ９２１ ０􀆰 ８５９ １􀆰 ３４３ １􀆰 ４０８ ３􀆰 ８９５ ３􀆰 ６７２ １５􀆰 ９３６ １４􀆰 ３４８
Ｓ９ ２􀆰 ６５０ ２􀆰 ５８２ ６７􀆰 ３０８ ６９􀆰 ２６３ ８􀆰 ９７３ ９􀆰 ２１７ ３􀆰 ３２２ ３􀆰 ２７４ ４􀆰 ３８５ ５􀆰 ５１８ ８􀆰 ９４２ ８􀆰 ２８２ ４４􀆰 ４８１ ３８􀆰 ８５９
Ｓ１０ ３􀆰 ５３５ ３􀆰 ４７４ ８１􀆰 ４５９ ８３􀆰 １９７ １０􀆰 ６１５ １０􀆰 ８５１ １􀆰 １０６ １􀆰 ０４５ １􀆰 ４８０ １􀆰 ５９３ ３􀆰 ５９５ ３􀆰 ３９８ １９􀆰 ３８１ １７􀆰 ３０７
Ｓ１１ ２􀆰 ５７０ ２􀆰 ５０２ ６１􀆰 ９６９ ６４􀆰 ００１ ８􀆰 ００２ ８􀆰 ２５１ １􀆰 ９９８ １􀆰 ９４２ ３􀆰 ３１７ ４􀆰 ０７６ ８􀆰 ０６３ ７􀆰 ４８０ ６２􀆰 ６８７ ５４􀆰 ４９１
Ｓ１２ ２􀆰 ９２１ ２􀆰 ８５５ ５１􀆰 ３５１ ５３􀆰 ５４３ １０􀆰 ４１５ １０􀆰 ６５１ １􀆰 ５９２ １􀆰 ５３４ ３􀆰 ９７０ ４􀆰 ９５８ ６􀆰 ６２３ ６􀆰 １６４ ２２􀆰 ６３８ ２０􀆰 １０２

物质基础。 黑骨藤有效对照提取物中 ７ 种咖啡酰基奎宁酸

类成分是黑骨藤中固有的化学成分， 具有明确的化学结构

式， 药理实验验证其与黑骨藤抗 ＲＡ 功效密切相关， 同时

可进行定量测定， 均满足 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ 的基本条件。 因此， 上

述 ７ 种咖啡酰基奎宁酸类成分可作为黑骨藤抗 ＲＡ 的 Ｑ⁃
ｍａｒｋｅｒ。
３􀆰 ３　 含量测定色谱条件筛选 　 通过 ＤＡＤ 检测器对 ７ 种成

分的单一对照品溶液进行全波长扫描， 以 ３２７ ｎｍ为最大吸

收波长。 并对流动相、 柱温、 进样量及体积流量进行考察。
结果表明， 流动相为乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸时色谱峰峰形最好， 分

离效果最佳； 柱温为 ３０ ℃时色谱峰分离度最好； 进样量为

１、 ３ μＬ时色谱峰出现拖尾现象， ２ μＬ 时色谱峰峰形最佳；
体积流量为 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ时分离效果好， 并且可节约试剂。
３􀆰 ４　 有效对照提取物法验证　 本研究分别采用了对照提取

物法和对照品法对黑骨藤中绿原酸等 ７ 种咖啡酰基奎宁酸

类成分进行了含量测定分析， 结果显示 ２ 种方法所得结果

基本一致， 说明对照提取物法可以用于黑骨藤的质量控制，
检测成本更低， 方法更简单， 更符合中药多成分的特

色［２２］ ， 同时也解决了此类成分不稳定、 难以制备的难题。
上述结果为明确黑骨藤抗 ＲＡ 的药效物质基础和建立全面

科学的相关质量评价体系提供了理论基础。
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摘要： 目的　 筛选紫苏叶发挥保肝活性的关键组分并探究其作用机制。 方法　 小鼠随机分为 ８组， 正常组和模型组灌

胃 ＰＢＳ， 给药组分别灌胃 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ奥贝胆酸阳性药和 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ紫苏叶水煎液、 醇沉上清液、 醇沉固体、 总黄酮以及

多糖， 每天 １次， 连续 ７ ｄ。 末次给药后 ２ ｈ， 各组小鼠 （除正常组外） 腹腔注射 ０􀆰 ５％ ＣＣｌ４ 花生油 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ） 进行

造模。 造模结束后， 收集血清和肝脏组织， 全自动生化分析仪检测小鼠血清丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）、 天门冬氨酸

氨基转移酶 （ＡＳＴ） 活性及总胆红素 （ＴＢＩＬ） 水平， ＨＥ染色观察肝组织病理形态变化， 试剂盒检测肝组织超氧化物

歧化酶 （ＳＯＤ） 活性和丙二醛 （ＭＤＡ） 水平， ＥＬＩＳＡ法检测肝组织中转化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１）、 肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） 及白细胞介素⁃１β （ＩＬ⁃１β） 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ法检测肝组织 ＮＬＲＰ３、 半胱肽氨酸蛋白

酶⁃１ （ｃａｓｐａｓｅ⁃１） 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达。 结果　 与模型组比较， 紫苏叶固体组和总黄酮组小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性和

ＴＢＩＬ水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 ＳＯＤ 活性和 ＴＧＦ⁃β１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β水平和 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 水溶性总黄酮是紫苏叶发

挥保肝作用的关键活性组分， 抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 炎性小体信号通路可能是其抗 ＣＣｌ４ 致急性肝损伤的作用机制

之一。
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　 　 肝损伤是指由化学毒物、 某些药物、 酒精以及自身免

疫问题导致的肝细胞受损［１］ 。 目前， 由于化学添加剂的滥

用以及食品安全问题， 化学性肝损伤已逐渐成为临床中最

常见的肝损伤类型［２］ ， 其发病率呈逐年上升的趋势［３］ ， 严

重危害着人体的健康。 中医药在防治肝病方面积累了大量

的临床经验， 具有其独特的优势， 已成为肝脏疾病的临床

研究热点。
紫苏为唇形科紫苏属植物紫苏 Ｐｅｒｉｌｌａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ 的带叶

嫩枝， 属于药食同源中药， 味辛， 性温， 归肺、 脾经［４］ 。
紫苏叶、 梗、 果实可分别入药， 其中紫苏叶是其最常用入

药部位， 《名医别录》 始载其功效， 谓能 “下气， 除寒

中” ［５］ ， 具有解表散寒、 行气和胃功效， 主治风寒感冒、
恶心呕吐、 鱼蟹中毒等症［６］ 。 现代研究表明， 紫苏叶具

有抗炎［７］ 、 抗氧化［８］ 、 抑菌［９］ 、 抗肿瘤［１０］和保肝等生理

活性。 现有文献报道， 紫苏叶水提物和多糖对急性化学

性肝损伤有保护作用并且可以改善 ２ 型糖尿病大鼠肝损

伤 ［１１⁃１３］ 。 但上述研究并未系统比较紫苏叶水煎液各组分

之间的保肝活性差异， 同时也未见紫苏叶水煎液中总黄

酮的保肝活性相关报道。 本研究旨在探讨紫苏叶传统水

煎液不同组分对四氯化碳 （ＣＣｌ４） 诱导的小鼠急性化学

性肝损伤的保护作用， 筛选最佳活性组分并探究其作用

机制。

９１１４

２０２３年 １２月
第 ４５卷　 第 １２期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２３
Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． １２


