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摘要： 目的　 建立怀菊花 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并探讨其对脂多糖 （ＬＰＳ） 所致肺上皮细胞损伤保护作用的谱效关系。
方法　 建立 １２ 批怀菊花提取物的 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 标定共有峰并进行相似度评价； 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 及对照

品对比鉴定共有峰。 建立 ＬＰＳ 诱导的人正常肺上皮细胞 （ＢＥＡＳ⁃２Ｂ） 损伤模型， 给予不同批次 １００ μｇ ／ ｍＬ 怀菊花提取

物干预， ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平并计算抑制率。 以相关炎症因子抑制率为指标， 通过灰色关联分析

（ＧＲＡ） 和偏最小二乘回归 （ＰＬＳＲ） 分析探讨怀菊花指纹图谱与其肺损伤保护作用的谱效关系。 结果　 建立了 １２ 批

怀菊花提取物 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 相似度为 ０􀆰 ８２８～０􀆰 ９９１， 共标定 １８ 个共有峰， 并鉴定出 １３ 个。 １２ 批怀菊花提取物可

降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平。 谱效分析结果表明， 峰 １ （绿原酸）、 峰 ３、 峰 ４ （３， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰奎宁酸）、 峰 ５
（香叶木苷）、 峰 ７ （香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷）、 峰 １２ （香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃６″⁃丙二酰基葡萄糖苷） 为怀菊花发挥

肺损伤保护作用的主要物质。 结论　 本研究初步确认怀菊花发挥肺损伤保护作用的潜在活性成分， 可为其治疗肺损伤

的物质基础研究和质量控制提供参考。
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　 　 菊花是菊科植物菊 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ
Ｒａｍａｔ． 的干燥头状花序， 归肝、 肺经， 具有清热

解毒的功效［１］， 主要含有黄酮类和酚酸类化合

物［２］， 具有良好的抗炎、 抗氧化等药理活性， 在

保肝［３］、 降血压［４］、 抑制肺部炎症［５］ 等方面均有

显著效果。 怀菊花因主产于河南古怀庆府而得名，
作为菊花的来源之一， 被收录于 ２０２５ 年版 《中国

药典》。
急性肺损伤 （ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＬＩ） 是一种

发病迅速、 持续时间长的呼吸系统疾病， 主要表现

为肺泡上皮细胞、 毛细血管内皮细胞损伤及弥漫性

肺间质水肿［６］。 研究表明， 肺上皮细胞损伤、 炎

症因子释放与 ＡＬＩ 的发病密切相关［７⁃８］。 作为支气

管上皮的起源， 人正常肺上皮细胞 （ ＢＥＡＳ⁃２Ｂ）
常被用作模拟肺上皮生理状态的体外模型， 广泛应

用于 ＡＬＩ 研究［９⁃１０］。 课题组前期研究表明， 怀菊花

对脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ） 诱导的 ＡＬＩ
小鼠具有较好的保护作用， 但其潜在活性成分尚不

完全明确［１１］。
中药谱效学是将指纹图谱与药效评价相结合，

通过构建 “谱⁃效” 数学模型， 筛选出与药效关联

密切成分的方法， 也是中药药效物质基础研究中一

种常见的研究方法［１２］。 因此， 本研究拟通过构建

ＨＰＬＣ 指纹图谱， 运用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术

表征共有峰， 采用 ＬＰＳ 诱导的 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞损伤

模型， 以 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平作为药效学评

价指标， 通过谱⁃效的研究方法， 以期初步揭示怀

菊花发挥改善 ＡＬＩ 活性的药效物质基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｖａｎｑｕｉｓｈ 型高效液相色谱仪、 Ｆｏｒｍａ
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３１１１ 型细胞培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）； ＵＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ６６００ 型超高效液相色谱⁃
飞行时间高分辨质谱仪 （美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）；
５４２４Ｒ 型低温高速离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；
ＢＳＡ２２４Ｓ 型电子天平 ［万分之一， 赛多利斯科学

仪器 （北京） 有限公司］； ＦＤＵ⁃２１１０ 型冷冻干燥

机 （上海爱朗仪器有限公司）； ＳＢ２５⁃１２ＤＴＤ 型超

声波清洗机 （宁波新芝生物科技股份有限公司）；
全波长酶标仪 （美国 Ｂｉｏ Ｔｅｋ 公司）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 ３， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰奎宁酸、 木犀

草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 芹菜素对

照品 （批号 Ｂ２１５３９、 Ｂ２０８８７、 Ｂ２０９８４、 Ｓ３１４２３，
纯度≥９８％ ， 上海源叶生物科技有限公司）； 绿原

酸、 金合欢素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 香叶木素⁃
７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 木犀草素由课题组前期从

怀菊花中分离得到， 纯度均≥９８％ 。 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （ 批号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｈ０１０９、 Ｅ⁃ＥＬ⁃
Ｈ６１５６、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｈ０１４９， 武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司）； 地塞米松 （批号 Ｄ８０４０， 北京索莱宝

科技有限公司）； 脂多糖 ［批号 Ｌ２８８０， 西格玛奥

德里奇 （上海） 贸易有限公司］。 乙腈、 甲酸均为

质谱纯； 水为纯净水 （广州屈臣氏食品饮料有限

公司）。
１２ 批次怀菊花药材 （编号 Ｓ１ ～ Ｓ１２）， 均采自

河南省焦作市， 经河南中医药大学药学院董诚明教

授鉴定为菊科植物菊花 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ
Ｒａｍａｔ 的干燥头状花序。 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞购自上海富

衡生物科技有限公司。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 怀菊花提取物制备　 称取 １２ 批次怀菊花药材

各 ２０ ｇ， 加入 ７０％ 乙醇 ５００ ｍＬ， 加热回流提取 ２
次， 每次 ２ ｈ， 过滤， 合并滤液， 减压浓缩后冷冻

干燥， 得怀菊花提取物冻干粉。
２􀆰 ２　 怀菊花提取物 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 ２􀆰 １　 供试品溶液制备　 精密称定各批次怀菊花

提取物冻干粉 ５ ｍｇ， 置于 ５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中，
加入 １５ ｍＬ 甲醇， 称定质量， 超声处理 （功率

２５０ Ｗ， 频率 ８０ ｋＨｚ） １５ ｍｉｎ， 静置至室温， 再次

称定， 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 过 ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 分别精密称取绿原酸、
３， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰基奎宁酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃
Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 金合欢素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡

萄糖苷、 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 芹菜

素、 木犀草素对照品适量， 分别置于 ５ ｍＬ 容量瓶

中， 加入甲醇溶解并定容至刻度， 制成对照品储备

液。 精密量取上述各对照品储备液适量， 加甲醇稀

释成各对照品质量浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 摇

匀， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 色谱条件　 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃水 （含 ０􀆰 １％
甲酸， Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ １５ ｍｉｎ， ８％ ～ １６％ Ａ；
１５～ １９ ｍｉｎ， １６％ ～ １８％ Ａ； １９ ～ ２１ ｍｉｎ， １８％ ～
１７％ Ａ； ２１～ ４５ ｍｉｎ， １７％ Ａ； ４５ ～ ４８ ｍｉｎ， １７％ ～
１９􀆰 ５％ Ａ； ４８ ～ ６８ ｍｉｎ， １９􀆰 ５％ ～ ２２％ Ａ； ６８ ～ ７０
ｍｉｎ， ２２％ ～ ２４％ Ａ； ７０ ～ ９５ ｍｉｎ， ２４％ ～ ３６％ Ａ；
９５～９８ ｍｉｎ， ３６％ ～８％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２７０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下对照品溶

液适量， 在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件下连续进样测定

６ 次， 以 １３ 号峰为参照峰， 计算得到各共有峰相

对保留时间 ＲＳＤ＜１％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ＜３％ ， 表

明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 重复性试验　 取怀菊花提取物 （编号 Ｓ１２）
６ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法平行制备供试品溶液，
在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 以 １３ 号峰

为参照峰， 计算得到各对照品共有峰相对保留时间

ＲＳＤ＜１％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ＜３％ ， 表明该方法重复

性良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验 　 取同一怀菊花供试品溶液

（编 号 Ｓ１２ ）， 于 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 ２４ ｈ 在

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 以 １３ 号峰为参

照峰， 计算得到各对照品共有峰相对保留时间

ＲＳＤ＜１％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ＜３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ
内稳定性良好。
２􀆰 ４　 指纹图谱建立及相似度评价　 取怀菊花供试

品溶液及对照品溶液适量， 在 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项色谱条

件下进样测定， 数据以 ＣＤＦ 格式导出。 将 １２ 批怀

菊花提取物的 ＨＰＬＣ 图谱数据导入 “中药色谱指纹

图谱相似度评价系统 （２０１２ 版） ” 进行分析， 以

样品 Ｓ１ 的图谱为参照， 设置时间窗宽度为 ０􀆰 １，
采用中位数法进行多点校正和 Ｍａｒｋ 峰匹配， 生成

对照图谱并计算相似度。 结果表明， １２ 批怀菊花

提取物图谱与对照指纹图谱的相似度依次为

０􀆰 ９６３、 ０􀆰 ９８２、 ０􀆰 ９８０、 ０􀆰 ９８９、 ０􀆰 ９６３、 ０􀆰 ９６３、
０􀆰 ９９１、 ０􀆰 ９８４、 ０􀆰 ８３７、 ０􀆰 ８２８、 ０􀆰 ９６８、 ０􀆰 ９６４， １２
批怀菊花提取物的化学差异较小。 色谱图中共确定
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１８ 个共有峰， １２ 批怀菊花提取物 ＨＰＬＣ 叠加图谱

见图 １， 对照指纹图谱见图 ２Ａ。
通过对照品色谱图指认， 共确定 ８ 种成分， 分

别为绿原酸 （１ 号峰）、 木犀草苷 （２ 号峰）、 ３，
５⁃Ｏ⁃二咖啡酰基奎宁酸 （４ 号峰）、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃
Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 （６ 号峰）、 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡
喃葡萄糖苷 （７ 号峰）、 木犀草素 （１１ 号峰）、 金

合欢素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 （１３ 号峰）、 芹菜

素 （１５ 号峰）， 对照品图谱见图 ２Ｂ。

图 １　 １２ 批怀菊花提取物的 ＨＰＬＣ 指纹图谱

注： １． 绿原酸　 ２． 木犀草苷　 ４． ３， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰基奎宁酸

６． 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 　 ７． 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡
喃葡萄糖苷　 １１． 木犀草素 　 １３． 金合欢素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡

萄糖苷　 １５． 芹菜素

图 ２　 怀菊花 ＨＰＬＣ 对照指纹图谱 （Ａ） 与对照品

ＨＰＬＣ 图 （Ｂ）

２􀆰 ５　 基于 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的共有峰鉴定

２􀆰 ５􀆰 １　 色谱条件　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （１００
ｍｍ× ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲

酸， Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ８ ｍｉｎ， ７％ ～
８％ Ｂ； ８ ～ １０ ｍｉｎ， ８％ ～ １６％ Ｂ； １０ ～ １２ ｍｉｎ，
１６％ ～ １７％ Ｂ； １２ ～ ２０ ｍｉｎ， １７％ Ｂ； ２０ ～ ２３ ｍｉｎ，
１７％ ～ １９􀆰 ５％ Ｂ； ２３ ～ ２７ ｍｉｎ， １９􀆰 ５％ ～ ２２􀆰 ５％ Ｂ；
２７～３７ ｍｉｎ， ２２􀆰 ５％ ～ ２４％ Ｂ； ３７ ～ ４０ ｍｉｎ， ２４％ ～
３６％ Ｂ； ４０～ ５０ ｍｉｎ， ３６％ ～ ８％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长 ２７０ ｎｍ； 进样量

２ μＬ。
２􀆰 ５􀆰 ２　 质谱条件　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正、 负

离子扫描； 喷雾气 （ＧＳ１， Ｎ２） 压力 ４５ ｐｓｉ（１ ｐｓｉ ＝
６􀆰 ８９５ ｋＰａ）； 辅助加热气 （ＧＳ２， Ｎ２） 压力 ５０ ｐｓｉ；
气帘气压力 ３５ ｐｓｉ； 去簇电压 ８０ Ｖ； 离子源温度

５５０ ℃； 一级质谱的扫描范围 ｍ ／ ｚ １００ ～ １ ５００， 二

级质 谱 扫 描 范 围 ｍ ／ ｚ ５０ ～ １ ０００； 碰 撞 电 压

（４０±２０） Ｖ。
２􀆰 ５􀆰 ３　 共有峰鉴定　 取怀菊花提取物 （编号 Ｓ１）
适量， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ５􀆰 １” “２􀆰 ５􀆰 ２” 项条件下进样测定， 总离子流

图 （ＴＩＣ） 见图 ３。 通过对照品 ＴＩＣ 图谱确定共有

峰， 采用 ＳＣＩＥＸ ＯＳ 软件进行数据处理， 结合对照

品、 文献报道、 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中精确相对分子

质量， 共指认了 １３ 个共有峰， 结果见表 １。 以峰

１１ 木犀草素为例， 在负离子模式下， 其准分子离子

峰为ｍ／ ｚ： ２８５􀆰 ０４１ ４ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 二级质谱图可见准

分子 离 子 峰 丢 失 Ｃ５Ｈ２Ｏ３ ， 产 生 碎 片 离子 ｍ／ ｚ：
１７５􀆰 ０４０ ０， Ｃ 环发生 ＲＤＡ 裂解产生碎片离子 ｍ／ ｚ：
１５１􀆰 ００３ ６、 １３３􀆰 ０２９ ６ 和 １０７􀆰 ０１３ ７， Ａ 环破裂丢失

Ｃ３Ｏ２ 产生碎片离子 ｍ ／ ｚ： ２１７􀆰 ０５１ １， 进一步中性

丢失一分子 Ｈ２Ｏ 产生碎片离子 ｍ ／ ｚ： １９９􀆰 ０４０ ５。
该化合物裂解途径与文献 ［１３］ 报道一致， 经与

对照品保留时间、 精确分子质量对比， 鉴定峰 １１
为木犀草素， 其二级质谱和裂解过程见图 ４。
２􀆰 ６　 不同批次怀菊花对 ＬＰＳ 所致 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞损

伤的作用

２􀆰 ６􀆰 １　 细胞培养　 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞加入 １０％ 胎牛血

清， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养， 待细胞生长至

密度为 ８０％ ～９０％ 时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化， 制成细

胞悬液， 按 １×１０４ 个 ／孔的密度接种于 ９６ 孔板， 每

孔 ２００ μＬ。
２􀆰 ６􀆰 ２　 细胞分组和处理　 将细胞分为正常组、 模

型组、 地塞米松组 （１ μｍｏｌ ／ ｍＬ） 及怀菊花提取物

组 （即 Ｓ１ 组 ～ Ｓ１２ 组， １００ μｇ ／ ｍＬ）， 每组设置 ６
个复孔。 弃去细胞上清液后， 正常组加入正常培养

基培养， 其余各组用含 ＬＰＳ （１０ μｇ ／ ｍＬ） 的培养
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注： Ａ～Ｂ 分别为怀菊花样品正、 负离子 ＴＩＣ 图， Ｃ～Ｄ 分别为对照品正、 负离子 ＴＩＣ 图。

图 ３　 怀菊花样品及对照品正、 负离子总离子流图

表 １　 怀菊花提取物共有峰成分鉴定结果

峰号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 名称 分子式 离子模式
理论值
ｍ ／ ｚ

实测值
ｍ ／ ｚ

误差

（×１０－６）
二级碎片离子 ｍ ／ ｚ

１ ３􀆰 ８６ 绿原酸∗ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３５５􀆰 １０２ ４ ３５５􀆰 １００ ８ －４􀆰 ４ １８１􀆰 ０３８ １， １６３􀆰 ０３８ ５， １３５􀆰 ０４２ ７， １１７􀆰 ０３２ ４
２ １３􀆰 ４６ 木犀草苷∗ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４４９􀆰 １０７ ８ ４４９􀆰 １０７ ５ －０􀆰 ８ ２８７􀆰 ０５４ ７， １５３􀆰 ０１７ ７， １３５􀆰 ０３９ ９
４ １４􀆰 ９８ ３，５⁃Ｏ⁃二咖啡酰基奎宁酸∗ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ５１７􀆰 １３４ １ ５１７􀆰 １３３ ６ －０􀆰 ９ １６３􀆰 ０３８ ０， １４５􀆰 ０２７ ０， １３５􀆰 ０４２ ６
５ １５􀆰 ０９ 香叶木苷 Ｃ２８Ｈ３２Ｏ１５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ６０９􀆰 １８１ ４ ６０９􀆰 １７９ ３ －３􀆰 ４ ４４７􀆰 １２７ ９， ２８５􀆰 ０７４ ９， １６３􀆰 ０３２ ６， １３５􀆰 ０３８ ６
６ １６􀆰 ０８ 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷∗ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４３３􀆰 １１２ ９ ４３３􀆰 １１２ ９ －０􀆰 １ ２８０􀆰 ４２５ ９， ２７１􀆰 ０５９ ９， １５３􀆰 ０１６ ８， １２１􀆰 ０２６ １
７ １７􀆰 ３７ 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷∗ Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４６３􀆰 １２３ ５ ４６３􀆰 １２３ ２ －０􀆰 ６ ３０１􀆰 ０６９ ７， ２８６􀆰 ０４５ ６， ２５８􀆰 ０４８ ９
８ １８􀆰 ４８ 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖醛酸 Ｃ２２Ｈ２０Ｏ１２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４７７􀆰 １０２ ８ ４７７􀆰 １０１ ９ －１􀆰 ８ ３０１􀆰 ０７０ ５， ２８６􀆰 ０４６ ９， ２５８􀆰 ０５１ ４
１０ ２３􀆰 ８７ 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃６″⁃丙二酰基葡萄糖苷 Ｃ２４Ｈ２２Ｏ１３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ５１９􀆰 １１３ ３ ５１９􀆰 １１２ ９ －０􀆰 ８ ２７１􀆰 ０５９ ９， １５３􀆰 ０１６ ７， １１９􀆰 ０４６ ６
１１ ２４􀆰 ３３ 木犀草素∗ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２８５􀆰 ０４０ ５ ２８５􀆰 ０４１ ４ ３􀆰 １ ２１７􀆰 ０５１ １， １９９􀆰 ０４０ ５， １７５􀆰 ０４０ ０， １５１􀆰 ００３ ６，

１３３􀆰 ０２９ ６， １０７􀆰 ０１３ ７
１２ ２５􀆰 ８７ 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃６″⁃丙二酰基葡萄糖苷 Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ５４９􀆰 １２３ ９ ５４９􀆰 １２４ ２ ０􀆰 ６ ３０１􀆰 ０７０ ４， ２８６􀆰 ０４６ ９， ２５８􀆰 ０５１ ９， ２２９􀆰 ０４８ ８
１３ ２９􀆰 ７５ 金合欢素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷∗ Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１０ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ４４５􀆰 １１４ ０ ４４５􀆰 １１５ １ ２􀆰 ４ ２８３􀆰 ０６２ ９， ２６８􀆰 ０３７ ９， ２３９􀆰 ０６９ ２， １６１􀆰 ０２４ ５
１５ ３０􀆰 ５９ 芹菜素∗ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２７１􀆰 ０６０ １ ２７１􀆰 ０５９ １ －３􀆰 ７ ２４３􀆰 ０６７ ７， １８７􀆰 ０３９ ５， １６３􀆰 ０３６ ７， １５３􀆰 ０１６ ８，

１４５􀆰 ０２６ ５
１７ ３７􀆰 ３６ 金合欢素⁃７⁃Ｏ⁃６″⁃丙二酰基葡萄糖苷 Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ５３３􀆰 １２９ ０ ５３３􀆰 １２８ ９ ０􀆰 １ ２８５􀆰 ０７５ ５， ２７０􀆰 ０５１ ４， １５３􀆰 ０１３ ７

　 　 注：∗表示经对照品对比鉴定的化学成分。

图 ４　 木犀草素二级质谱图及裂解过程

基进行培养［１４］， 然后各给药组给予相应剂量药物，
继续孵育 ２４ ｈ， 离心， 取上清液。
２􀆰 ６􀆰 ３ 　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水

平　 取细胞上清液， 按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书步骤

进行操作， 检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平， 并根

据说明书制得的标准曲线计算得到其含量和抑制

率。 炎症因子抑制率计算公式为抑制率＝ ［ （模型

组炎症因子水平－给药组炎症因子水平） ／模型组

炎症因子水平］ ×１００％ 。 结果显示， 与正常组比

较， 模型组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水

平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， Ｓ１ 组 ～
Ｓ１２ 组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平均显

著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
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表 ２　 １２ 批怀菊花对 ＬＰＳ 诱导 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞炎症因子水平及抑制率 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
水平 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） 抑制率 ／ ％

ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β
正常组 ２１􀆰 ８３±２􀆰 ３６ ２４􀆰 ０８±２􀆰 ８４ ６６􀆰 ３３±３􀆰 １６ — — —
模型组 １６５􀆰 ５±１５􀆰 ２４∗∗ ３５􀆰 １５±２􀆰 ６４∗∗ １０８􀆰 ０±８􀆰 ４８∗∗ — — —

地塞米松组 ２６􀆰 ０４±３􀆰 ６３＃＃ ２５􀆰 ６３±２􀆰 ７４＃＃ ７３􀆰 ５６±５􀆰 ２７＃＃ — — —
Ｓ１ 组 ７９􀆰 ４６±２９􀆰 ４３＃＃ ２３􀆰 ９９±３􀆰 ４７＃＃ ７６􀆰 ７１±１０􀆰 ３１＃＃ ５１􀆰 ９８ ３１􀆰 ７５ ２８􀆰 ９８
Ｓ２ 组 ８１􀆰 ３４±２０􀆰 ９５＃＃ ２３􀆰 ４６±０􀆰 ７７＃＃ ７４􀆰 ７６±４􀆰 ５９＃＃ ５０􀆰 ８４ ３３􀆰 ２５ ３０􀆰 ７９
Ｓ３ 组 ６９􀆰 ５２±２􀆰 ８９＃＃ ２５􀆰 ００±１􀆰 ８０＃＃ ７６􀆰 １５±８􀆰 ５８＃＃ ５７􀆰 ９８ ２８􀆰 ８７ ２９􀆰 ５０
Ｓ４ 组 ９４􀆰 ４６±２􀆰 １１＃＃ ２４􀆰 ８２±１􀆰 ５２＃＃ ７７􀆰 ３３±５􀆰 ０８＃＃ ４２􀆰 ９１ ２９􀆰 ３９ ２８􀆰 ４１
Ｓ５ 组 ７６􀆰 ０６±３􀆰 ４９＃＃ ２６􀆰 ９４±０􀆰 ９３＃＃ ７７􀆰 ４３±３􀆰 ２４＃＃ ５４􀆰 ０３ ２３􀆰 ３５ ２８􀆰 ３２
Ｓ６ 组 ６８􀆰 ８２±２􀆰 ３８＃＃ ２５􀆰 ７５±０􀆰 ６０＃＃ ７６􀆰 ０４±６􀆰 ６０＃＃ ５８􀆰 ４０ ２６􀆰 ７５ ２９􀆰 ６１
Ｓ７ 组 ８２􀆰 ５８±７􀆰 ８３＃＃ ２４􀆰 ６６±１􀆰 ５５＃＃ ７４􀆰 ８１±７􀆰 ８９＃＃ ５０􀆰 ０９ ２９􀆰 ８５ ３０􀆰 ７５
Ｓ８ 组 ８７􀆰 ９９±１８􀆰 ２７＃＃ ２４􀆰 ９９±１􀆰 ７３＃＃ ７６􀆰 ４７±８􀆰 ８６＃＃ ４６􀆰 ８２ ２８􀆰 ９２ ２９􀆰 ２１
Ｓ９ 组 ６７􀆰 ００±３􀆰 ７８＃＃ ２４􀆰 ５５±２􀆰 ６３＃＃ ７４􀆰 ３４±４􀆰 ２３＃＃ ５９􀆰 ５１ ３０􀆰 １７ ３１􀆰 １８
Ｓ１０ 组 ８５􀆰 ０４±２􀆰 ６１＃＃ ２４􀆰 ８１±０􀆰 ３０＃＃ ７５􀆰 ２６±３􀆰 ２５＃＃ ４８􀆰 ６０ ２９􀆰 ４３ ３０􀆰 ３２
Ｓ１１ 组 ８２􀆰 ７１±２１􀆰 ６２＃＃ ２４􀆰 ０７±３􀆰 ３２＃＃ ７２􀆰 ７２±５􀆰 ８７＃＃ ５０􀆰 ０１ ３１􀆰 ５３ ３２􀆰 ６８
Ｓ１２ 组 ６９􀆰 ８０±６􀆰 ６２＃＃ ２５􀆰 ２７±０􀆰 ２７＃＃ ７１􀆰 １０±３􀆰 ９８＃＃ ５７􀆰 ８１ ２８􀆰 １１ ３４􀆰 １８

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

２􀆰 ７　 谱效关系研究

２􀆰 ７􀆰 １　 灰色关联度分析 （ＧＲＡ） 　 将 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β 抑制率设为参考序列， 各批次怀菊花提

取物共有峰峰面积设为比较序列， 运用 Ｅｘｃｅｌ 软件

通过均值法对数据进行无量纲化处理。 根据文献

［１５］ 计算得到灰色关联度系数 （ ｒ）， 见表 ３。 当

ｒ＞０􀆰 ８ 时， 提示参考序列与比较序列关联度较大；
当 ０􀆰 ８＜ｒ＜０􀆰 ６ 时， 提示两序列关联度一般； 当 ｒ＜
０􀆰 ６ 时， 提示两序列关联度较小［１６］。 结果显示，
１８ 个共有峰与 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞保护作用的关联度均

大于 ０􀆰 ６， 其中 １６ 种成分关联度在 ０􀆰 ８０１ ～ ０􀆰 ９７７
之间， 各共有峰与 ＴＮＦ⁃α 抑制率的关联度排序为

１４＞１３＞５＞２＞４＞１６＞７＞１＞３＞１８＞１１＞１７＞６＞１２＞９＞
１０＞１５＞８； 与 ＩＬ⁃１β 抑制率的关联排序为 １４＞１３＞
５＞２＞４＞１＞７＞１８＞１６＞１１＞３＞１７＞１２＞６＞９＞１０＞１５＞８；
与 ＩＬ⁃６ 抑制率的关联排序为 １４＞５＞１３＞４＞２＞７＞３＞
１８＞１６＞１７＞１１＞９＞１２＞６＞１０＞１５＞８， 表明这 １６ 种成

分对药效有较大贡献， 提示怀菊花对 ＬＰＳ 所致

ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞损伤的保护作用是通过多种成分协

调作用实现的。
２􀆰 ７􀆰 ２　 偏最小二乘回归 （ＰＬＳＲ） 分析　 将各批怀

菊花提取物指纹图谱数据与炎症因子抑制率导入

ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １ 软件， 以共有峰峰面积为自变量 Ｘ，
肺保护药效指标为因变量 Ｙ， 进行 ＰＬＳＲ 分析， 得

到标准化回归系数 （ ｒ） 及变量投影重要性 （ＶＩＰ）
值， 当 ＶＩＰ 值＞１ 时， 自变量在解释因变量时具有

显著重要性［１７］。 标准化回归系数结果见图 ５， ＶＩＰ
值结果见图 ６， 可知峰 １、 ３、 ８、 ９、 １５、 １６、 １８
的 ｒ 为正值， 提示这些峰与 ＴＮＦ⁃α 抑制率呈正

　 　 　 　 　表 ３　 怀菊花各共有峰与肺损伤保护作用的关联度

峰号
ＴＮＦ⁃α 抑制率 ＩＬ⁃１β 抑制率 ＩＬ⁃６ 抑制率

关联度 排序 关联度 排序 关联度 排序

１４ ０􀆰 ９５１ １ ０􀆰 ９６３ １ ０􀆰 ９７７ １
１３ ０􀆰 ９５０ ２ ０􀆰 ９５９ ２ ０􀆰 ９５３ ３
５ ０􀆰 ９４０ ３ ０􀆰 ９４５ ３ ０􀆰 ９６７ ２
２ ０􀆰 ９２８ ４ ０􀆰 ９３６ ４ ０􀆰 ９４２ ５
４ ０􀆰 ９２６ ５ ０􀆰 ９２９ ５ ０􀆰 ９４２ ４
１ ０􀆰 ９０７ ８ ０􀆰 ９００ ６ ０􀆰 ９２４ ７
７ ０􀆰 ９０８ ７ ０􀆰 ８９５ ７ ０􀆰 ９３４ ６
１６ ０􀆰 ９０８ ６ ０􀆰 ８８９ ９ ０􀆰 ９０７ １０
３ ０􀆰 ８９５ ９ ０􀆰 ８８４ １１ ０􀆰 ９２１ ８
６ ０􀆰 ８７６ １３ ０􀆰 ８７７ １４ ０􀆰 ８６６ １５
１８ ０􀆰 ８８７ １０ ０􀆰 ８９４ ８ ０􀆰 ９１５ ９
１１ ０􀆰 ８８６ １１ ０􀆰 ８８６ １０ ０􀆰 ９０３ １２
１７ ０􀆰 ８８２ １２ ０􀆰 ８８１ １２ ０􀆰 ９０４ １１
１２ ０􀆰 ８７４ １４ ０􀆰 ８８０ １３ ０􀆰 ８６７ １４
９ ０􀆰 ８５５ １５ ０􀆰 ８７２ １５ ０􀆰 ８６９ １３
１０ ０􀆰 ８１０ １６ ０􀆰 ８１６ １６ ０􀆰 ８０１ １６
１５ ０􀆰 ７５６ １７ ０􀆰 ７５４ １７ ０􀆰 ７５４ １７
８ ０􀆰 ５７１ １８ ０􀆰 ５８１ １８ ０􀆰 ５６９ １８

相关 （图 ５Ａ）， 峰 ２、 ３、 ５、 ７、 ８、 １４ 的 ＶＩＰ 值＞
１ （图 ６Ａ）， 提示其对 ＴＮＦ⁃α 抑制率的影响较为显

著； 峰 １～５、 ７、 １１、 １３、 １４ 与 ＩＬ⁃６ 抑制率呈正相

关 （图 ５Ｂ）， 峰 １、 ３ ～ ５、 ７、 １２、 １５ 的 ＶＩＰ 值＞１
（图 ６Ｂ）， 对 ＩＬ⁃６ 抑制率的影响更显著； 峰 ３ ～ ５、
６、 ９、 １１、 １２ 与 ＩＬ⁃１β 抑制率呈正相关 （图 ５Ｃ），
峰 ３、 ４、 ８、 １２、 １４、 １６ 的 ＶＩＰ 值 ＞ １ （图 ６Ｃ），
对 ＩＬ⁃１β 抑制率的影响显著。
３　 讨论

本研究采用 ＨＰＬＣ 法对怀菊花样品的检测波长

和流动相进行考察， 发现在 ２７０ ｎｍ 波长处， 色谱峰

较多， 特征性强， 因此选择 ２７０ ｎｍ 作为检测波长。
同时考察流动相甲醇⁃水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸）、 乙腈⁃水
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图 ５　 怀菊花共有峰与 ＴＮＦ⁃α （Ａ）、 ＩＬ⁃６ （Ｂ）、 ＩＬ⁃１β （Ｃ） 抑制率的回归系数

图 ６　 怀菊花共有峰与 ＴＮＦ⁃α （Ａ）、 ＩＬ⁃６ （Ｂ）、 ＩＬ⁃１β （Ｃ） 抑制率的 ＶＩＰ 值

（含 ０􀆰 １％甲酸） 及体积流量 １􀆰 ０、 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 其

中流动相为乙腈⁃水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸）、 体积流量为

０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 分离度及峰形较好。 进一步探究

流动相比例， 确定了洗脱程序。
目前谱效相关研究中， 体内动物实验和体外细

胞实验都可用于 “效” 的评价［１８］。 急性肺损伤的

发病率、 病死率高， 其发病机制与炎症相关因子大

量产生所导致的肺上皮细胞和内皮细胞损伤有

关［１９］。 ＬＰＳ 作为革兰阴性菌细胞壁的主要组成，
可诱导肺组织大量中性粒细胞聚集， 促使促炎因子

释放增加， 从而导致肺血管细胞结构和功能损伤，
被广泛应用于 ＡＬＩ 模型制备［２０］。 因此， 本研究采

用 ＬＰＳ 诱导的人正常肺上皮细胞 （ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞）
构建 ＡＬＩ 模型。

课题组前期研究发现， 怀菊花中猫眼草酚

Ｄ［２１］、 １， ５⁃二⁃Ｏ⁃咖啡酰基奎宁酸、 ３， ５⁃二咖啡酰

基奎宁酸甲酯、 ３， ４⁃二咖啡酰基奎宁酸甲酯、 圣

草酚⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷［２２］ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＡＬＩ 具有

改善作用， 但是怀菊花中改善 ＡＬＩ 的潜在活性成分

尚不完全清楚。 而中药谱效关系研究能将图谱与中

药药效结合， 阐明中药的药效物质基础， 揭示中药

治疗疾病具有潜在协同作用的药效成分群［２３］。
ＧＲＡ 法通过关联系数阐明变量间的相关关系， 变

量间趋势越接近， 关联度越高［２４］， 但其无法完全

反映共有峰面积与药效间的关系， 而 ＰＬＳＲ 分析可

对变量进行分析解释， 反映共有峰与药效的正负关

系， 弥补 ＧＲＡ 法的不足［２５］。 通过对 ＧＲＡ、 ＰＬＳＲ
分析结果取交集进行筛选， 推测峰 １ （绿原酸）、
峰 ３、 峰 ４ （ ３， ５⁃Ｏ⁃二咖啡酰基奎宁酸）、 峰 ５
（香叶木苷）、 峰 ７ （香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄

糖苷）、 峰 １２ （香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃６″⁃丙二酰基葡萄糖

苷） 可能是怀菊花改善 ＡＬＩ 的潜在活性成分。
研究表明， 绿原酸能通过提高 ｍｉＲ⁃２２３ 水平，

抑制 ＮＬＲＰ３ 表达改善小鼠呼吸窘迫综合征［２６］； ３，
５⁃Ｏ⁃二咖啡酰奎宁酸能抑制 Ｎｆ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通

路蛋白表达， 减轻 ＬＰＳ 诱导的 ＡＬＩ［２７］； 香叶木苷
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能显著降低肺损伤小鼠氧化应激标志物水平， 减轻

肺上皮细胞损伤， 减少肺组织炎症细胞浸润［２８］；
香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷能加速巨噬细胞

极化， 诱导糖酵解介导的 ＮＦ⁃κＢ 通路失活， 减轻

ＳＡＲＳ⁃ＣＯＶ⁃２ 小鼠肺炎［２９］。 本研究结果从一定层面

上反映了怀菊花改善 ＡＬＩ 具有多种成分协同作用的

特点， 可为怀菊花改善 ＡＬＩ 的作用机制和临床应用

奠定基础。 然而， 各成分之间是否具有协同作用尚

需要进一步开展体内外实验进行验证。
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摘要： 目的　 比较一、 二、 三年生叠鞘石斛代谢物差异及其抗氧化活性。 方法　 采用超高效液相色谱⁃三重四级杆质

谱 （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 法广泛靶向代谢组学技术检测代谢物， 主成分分析、 层次聚类分析及正交偏最小二乘法⁃判别分

析鉴定差异代谢物， 并进行 ＫＥＧＧ 富集分析， ＡＢＴＳ、 ＤＰＰＨ 自由基清除能力及 ＦＲＡＰ 法评价抗氧化活性。 结果　 共检

测出 ２ ６３０ 个代谢物， 以氨基酸及其衍生物、 萜类、 黄酮类为主， 组间代谢物差异显著， 主要参与黄酮、 二苯乙烯、
苯丙烷类等合成。 三年生药材抗氧化活性强于一年生、 二年生。 结论　 本实验揭示了叠鞘石斛代谢产物积累规律， 可

为不同生长年限该药材的品质评价、 药效差异提供科学依据。
关键词： 叠鞘石斛； 生长年限； 代谢产物； 抗氧化活性
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　 　 石斛是我国传统名贵药材， 应用历史悠久， 首

载于 《神农本草经》， 被列为上品［１］。 叠鞘石斛

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ａｎｒａｎｔｉａｃｕｍ Ｒｃｈｂ． ｖａｒ． ｄｅｎｎｅａｎｕｍ
（Ｋｅｒｒ） Ｚ． Ｈ． Ｔｓｉ 为兰科石斛属多年生附生草本植

物， 以新鲜或干燥茎入药， 是石斛来源之一， 具有

益胃生津、 滋阴清热功效， 收载于 ２０１０ 年版 《四
川省中药材标准》 和 ２０１５ 年版 《四川省中药饮片

炮制规范》 ［２⁃３］， 含有黄酮、 联苄、 萜类等成分，
具有抗氧化、 降血糖、 抗肿瘤等药理作用［４］。

石斛为附生植物， 受其生长特性及长期过度采

挖影响， 野生资源接近枯竭， 故人工栽培品成为该

药材主要来源［５］。 夹江叠鞘石斛种植历史已有两

百多年， 目前规模化种植面积达 １􀆰 ２５ 万亩［６］， 是

四川省道地药材。 生长年限是道地药材品质形成的

重要影响因素［７⁃８］， 研究表明， 不同生长年限叠鞘

石斛中石斛酚、 联苄类、 生物碱等活性成分含量差

异显著［９⁃１０］， 故推测生长年限可能会影响其代谢物

的积累与富集， 但目前尚无相应报道。
广泛靶向代谢组学兼具覆盖率广、 灵敏度高双

重优势， 已普遍应用于中药研究［１１］。 本实验首次

基于上述技术探究一、 二、 三年生叠鞘石斛代谢物

及抗氧化活性差异， 旨在揭示该药材代谢物的动态

积累规律， 为其不同生长年限的品质评价、 药效差

异提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 ＥｘｉｏｎＬＣＴＭ ＡＤ 型超高效液相色谱仪、
ＱＴＲＡＰ ６５００ 型 质 谱 仪 （ 美 国 Ｓｃｉｅｘ 公 司 ）；
ＳＣＩＥＮＴＺ⁃１２Ｎ ／ Ｄ 型冻干机 （宁波新芝生物科技股

份有限公司）； ＭＭ ４００ 型研磨机 （德国 Ｒｅｔｓｃｈ 公

司）； Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４２４Ｒ 型离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）； ＶＯＲＴＥＸ⁃５ 型涡旋混合器 （海门市其林贝

尔仪器制造有限公司）； Ｂｉｏｍｅｋ ｉ５ 型自动化工作站

（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ ＣｏｕＬｔｅｒ 公司）。
１􀆰 ２　 药材与试剂　 叠鞘石斛于 ２０２５ 年 ３ 月采自四

川省乐山市夹江县， 栽培年限为一、 二、 三年， 栽

培模式仿野生附石， 经成都中医药大学中药鉴定系

严铸云教授鉴定为正品。 设置 ９ 组样品， 每组 ５ 株

鲜条， 干冰保存运输， 液氮下研磨至粉末状， 混合

均匀， 设置 ３ 次生物学重复， 在－８０ ℃下冷藏。 甲

醇、 乙腈 （色谱级， 德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； 甲酸 （色

９４４２

２０２６ 年 ７ 月

第 ４８ 卷　 第 ７ 期

中 成 药
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