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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。
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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
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谱级， 上海星可高纯溶剂有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 广泛靶向代谢物组学检测

２􀆰 １􀆰 １　 提取 　 药材真空冷冻干燥后采用研磨仪

（３０ Ｈｚ、 １􀆰 ５ ｍｉｎ） 粉碎， 称取 ５０ ｍｇ 粉末， 加入

１ ２００ μＬ 预冷 ７０％ 甲醇作为内标， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ３ ｍｉｎ， 取上清液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 用于

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
２􀆰 １􀆰 ２ 　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （ １􀆰 ８
μｍ， ２􀆰 １ ｍｍ× １００ ｍｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲

酸， Ａ） ⁃乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸， Ｂ）， 梯度洗脱

（０～９ ｍｉｎ， ５％ ～ ９５％ Ｂ； １０ ～ １１ ｍｉｎ， ９５％ ～ ５％ Ｂ；
１１～１４ ｍｉｎ， ５％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

４０ ℃； 进样量 ２ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ３　 质谱条件 　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）， 温度

５００ ℃； 喷雾电压正离子模式 ５ ５００ Ｖ， 负离子模

式－４ ５００ Ｖ； 离子源气体Ⅰ、 气体Ⅱ、 气帘气压力

５０、 ６０、 ２５ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）； 碰撞诱导电

离等级高级， 三重四级杆质谱仪 （ＱＱＱ） 扫描多

反应检测模式 （ＭＲＭ）， 碰撞气 （氮气） 强度中

等。 为了提升检测精准度， 对去簇电压 （ＤＰ） 和

碰撞能 （ＣＥ） 作进一步优化， 明确各 ＭＲＭ 离子

对对应的最佳 ＤＰ 和 ＣＥ， 并结合不同代谢物的洗

脱时间在对应时间范围内针对性监测特定 ＭＲＭ 离

子对， 最终实现对目标代谢物的准确定量分析。
２􀆰 １􀆰 ４　 代谢物定性、 定量分析　 定性分析基于迈

维公司的代谢数据库 （ＭＷＤＢ）， 匹配二级质谱；
定量分析采用 ＱＱＱ 的 ＭＲＭ 模式， 积分代谢物的

色谱峰峰面积， 校正同一代谢物在各样本之间的质

谱响应， 以期进一步确保准确性。 另外， 本实验中

代谢物相对含量是指代谢物色谱峰峰面积， 仅用于

同一代谢物在不同样本之间的相对丰度。
２􀆰 １􀆰 ５ 　 数 据 处 理 与 分 析 　 质 谱 数 据 通 过

Ａｎａｌｙｓｔ１􀆰 ６􀆰 ３ 软件进行预处理， 得到混样质量控制

（ＱＣ） 样本总离子流图。 迈维云平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｃｌｏｕｄ． ｍｅｔｗａｒｅ． ｃｎ） 进行多元统计分析， 主成分

分析 （ＰＣＡ） 评估样本整体离散程度， 层次聚类

分析 （ＨＣＡ） 与正交偏最小二乘判别分析 （ＯＰＬＳ⁃
ＤＡ） 解析组间差异代谢物， 以变量重要性投影值

（ＶＩＰ 值） ≥１、 差异倍数 （ＦＣ） ≥２ 或≤０􀆰 ５ 为筛

选阈值， ＫＥＧＧ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｋｅｇｇ． ｊｐ ／
ｋｅｇｇ ／ ） 对差异代谢物进行通路注释与富集分析。
２􀆰 ２　 抗氧化活性比较

２􀆰 ２􀆰 １　 供试品溶液制备　 精密称取药材 ０􀆰 ５ ｇ， 精

密加入 ３０ ｍＬ ７０％ 乙醇， 超声 （４００ Ｗ、 ２５０ Ｈｚ）
提取 １ ｈ， 趁热过滤， 冷却后定容至 ５０ ｍＬ， 即得，
依次稀释至 １、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 作为工作

液， １ 周内进行实验。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定 　 实验设置样

品组、 对照组和凋亡组， 在 ９６ 孔板中样品组加入

不同质量浓度药材提取液或抗坏血酸溶液、 ＤＰＰＨ
自由基溶液各 １００ μＬ， 对照组以无水乙醇代替

ＤＰＰＨ 自由基溶液， 凋亡组以无水乙醇代替样品，
３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光

度 （Ａ）， 平行 ３ 次， 取平均值， 计算清除率， 公式

为清除率＝ ［１－ （Ａ样品组－Ａ对照组） ／ Ａ凋零组］ ×１００％ 。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＡＢＳＴ 自由基清除能力测定 　 实验设置样

品组、 对照组和凋亡组， 在 ９６ 孔板中样品组加入

不同质量浓度药材提取液或抗坏血酸溶液各 ５０
μＬ， 以及 ＡＢＴＳ 自由基溶液 １５０ μＬ， 对照组以

９５％ 乙醇代替 ＡＢＴＳ 自由基溶液， 凋亡组以 ９５％ 乙

醇代替样品， ３７ ℃避光孵育 １０ ｍｉｎ， 在 ５３４ ｎｍ 波

长处 测 定 吸 光 度， 平 行 ３ 次， 取 平 均 值， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下公式计算清除率。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＦＲＡＰ 总抗氧化活性测定　 在 ９６ 孔板中加

入不 同 浓 度 （ ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １０、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ３５、
０􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＦｅＳＯ４ 标准溶液或药材提取液样品

（４ ｍｇ ／ ｍＬ） 各 ２０ μＬ， 以及 ＦＲＡＰ 溶液 １８０ μＬ，
３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ， 在 ５９３ ｎｍ 波长处测定光密度

（ＯＤ）， 空白组以蒸馏水代替样品。 以 ＦｅＳＯ４ 浓度

为横坐标， 标准溶液或提取液 ＯＤ 与空白组 ＯＤ 的

差值为纵坐标进行回归， 绘制标准曲线， 结果以

ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４ 当量表示。
３　 结果

３􀆰 １　 代谢物　 ＱＣ 样本总离子流图曲线高度重叠，
保留时间与响应强度一致， 表明仪器稳定性良好，
数据重复可靠， 见图 １。 在一、 二、 三年生药材中

共检测到 ２ ６３０ 个代谢物， 根据化学结构可归为 １３
类， 其中， 萜类 ３４０ 个， 占比 １２􀆰 ９３％ ； 氨基酸及

其衍生物类 ３０７ 个， 占比 １１􀆰 ６７％ ； 黄酮类 ３１２ 个，
占比 １１􀆰 ８６％ ； 酚酸类 ２５８ 个， 占比 ９􀆰 ８１％ ； 生物

碱类 ２５３ 个， 占比 ９􀆰 ６２％ ， 但未检测到石斛碱类；
脂质类 ２４４ 个， 占比 ９􀆰 ２８％ ； 木脂素、 香豆素类

１７０ 个， 占 比 ６􀆰 ４６％ ； 有 机 酸 类 ７３ 个， 占 比

２􀆰 ７８％ ； 醌类 ７９ 个， 占比 ３􀆰 ００％ ； 核苷酸及其衍

生物类 ７６ 个， 占比 ２􀆰 ８９％ ； 甾体类 １６ 个， 占比

０􀆰 ６１％ ； 鞣质类 ２ 个， 占比 ０􀆰 ０８％ ； 此外， 还检测

到 ８４ 个糖类、 ５９ 个茋类、 ３６ 个醇类、 ３２ 个酮类、
０５４２
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２０ 个醛类、 １９ 个维生素、 １６ 个内酯、 ７ 个色酮等

５００ 个其他类型， 包括石斛酚、 毛兰素、 杓唇石斛

素等联苄类成分， 表明叠鞘石斛代谢物呈现较高的

多样性， 见图 ２。

注： Ａ 为正离子模式， Ｂ 为负离子模式。

图 １　 ＱＣ 样本质谱检测离子流图

图 ２　 叠鞘石斛代谢物类型分布

３􀆰 ２　 ＰＣＡ 和 ＨＣＡ　 第一主成分 （ＰＣ１）、 第二主

成 分 （ ＰＣ２ ） 方 差 贡 献 率 分 别 为 ４６􀆰 ９２％ 、
２０􀆰 ６４％ ， 累积方差贡献率为 ６７􀆰 ５６％ ， 表明两者能

有效反映不同生长年限药材化学成分差异。 不同生

长年限药材组间呈现明显分离趋势， 见图 ３Ａ。 当

分类距离阈值为 ６０ 时， 不同生长年限药材各自独

立聚为一类； 当分类距离阈值为 ８０ 时， 它们可分

为 ２ 类， 一、 二年生聚为一类， 三年生单独聚为一

类， 表明一、 二年生药材之间代谢物的差异程度小

于与三年生药材的， 见图 ３Ｂ。
采用极差法对代谢物含量数据归一化处理后，

进行聚类热图分析， 发现大部分萜类、 酚酸、 醌

类、 黄酮等代谢物的相对含量在三年生药材中较

高， 而大部分氨基酸及其衍生物的相对含量在一年

生药材中较高， 见图 ３Ｃ。

注： Ｙ１～Ｙ３ 分别为一、 二、 三年生叠鞘石斛。

图 ３　 不同生长年限叠鞘石斛代谢物 ＰＣＡ、 ＨＣＡ 图

３􀆰 ３　 差异代谢物　 采用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 两两比较二、 一

年生 （Ｒ２Ｙ＝ １， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９２８）， 三、 二年生 （Ｒ２Ｙ ＝
１， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９８０ ）， 三、 一 年 生 （ Ｒ２Ｙ ＝ １， Ｑ２ ＝
０􀆰 ９７６） 药材之间的代谢物组成， 发现 Ｒ２Ｙ＞０􀆰 ９，
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Ｑ２＞０􀆰 ９， 并且 ３ 组成对之间分离情况较好， 表明

模型具有较高的解释、 预测能力， 可用于后续筛

选， 见图 ４Ａ ～ ４Ｂ。 再以 ＶＩＰ 值≥１、 ＦＣ≥２ 或≤
０􀆰 ５ 为标准筛选差异代谢物， 绘制火山图， 见

图 ４Ｃ。
由此可知， 二、 一年生药材之间共检测到 ２６６

个差异代谢物， 其中二年生上调 ７２ 个， 下调 １９４
个； 三、 二年生药材之间共检测到 ７８６ 个差异代谢

物， 其中三年生上调 ４８１ 个， 下调 ３０５ 个； 三、 一

年生药材之间共检测到 ７８６ 个差异代谢物， 其中三

年生上调 ３８８ 个， 下调 ３９８ 个。 另外， 一、 二年生

药材之间的差异代谢物以黄酮、 氨基酸及其衍生物

为主， 均在一年生中上调数更多； 一、 三年生及

二、 三年生药材之间的差异代谢物均以脂质、 黄

酮、 生物碱为主， 均在三年生中上调数更多， 见

表 １。

注： Ｙ１～Ｙ３ 分别为一、 二、 三年生叠鞘石斛。

图 ４　 不同生长年限叠鞘石斛差异代谢物分布

表 １　 不同生长年限叠鞘石斛差异代谢物数量

类型
二年生 ｖｓ 一年生 三年生 ｖｓ 二年生 三年生 ｖｓ 一年生

上调 下调 上调 下调 上调 下调

萜类 ５ ９ ４５ ４０ ５８ ３３
黄酮 １７ ４２ ５４ ３２ ７１ ２７

氨基酸及其衍生物 ０ ６０ １０ ８３ ３８ ２０
酚酸 ６ １１ ４２ ２５ ４０ １９

生物碱 １５ １９ ３３ ４８ ４５ ４９
脂质 ２ ５ ５１ ５１ ５４ ４６

木脂素与香豆素 ５ ４ ５３ ６ ４９ ８
醌类 ８ ０ ８ ７ ３ １３

核苷酸及其衍生物 ０ ２８ １３ ９ ３３ ９
有机酸 — ２ １３ ８ １４ ８
甾体 — — １ １ ３ １
鞣质 — — — １ ０ １

其他类（糖类、茋类、醇类等） ５ ９ ６５ ８７ ７３ ７１

　 　 为了进一步探究药材生长年限与代谢物的关

联， 根据 ＶＩＰ 值筛选排名前五十者， 绘制 Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ
分布图， 见图 ５。 由此可知， 一年生药材中大部分

氨基酸及其衍生物、 茋类代谢物 Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 值＞１， 即
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为显著高表达， 其中氨基酸是蛋白质合成的核心原

料， 其高积累可为细胞增殖及组织分化储备物质基

础， 保障植株形态建成［１２⁃１３］； 二年生药材中代谢

物 Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 值趋于 ０， 即其表达更贴近整体平均水

平， 可能处于生长过渡、 代谢平衡调整期； 三年生

药材中大部分脂质、 酚酸、 黄酮类代谢物 Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ
值＞１， 其中脂质可为药材成熟阶段的能量储备与

细胞膜构建提供支持［１４］， 而酚酸和黄酮作为重要

活性成分可增强药材抗逆性， 同时与后者品质形成

具有密切相关性［１５⁃１６］。
３􀆰 ４　 聚类分析　 黄酮、 生物碱、 联苄是石斛中重

要的药效成分［１７⁃１８］， 其中生物碱具有抗肿瘤、 降

血压、 神经系统保护等药理作用［１９］， 黄酮具有抗

氧化、 降血糖、 抗肿瘤等功效而可作为药材质量控

制指标［２０］， 联苄具有具有抗肿瘤、 抗氧化、 抗炎

等活性［２１⁃２２］。 分别对黄酮、 生物碱差异代谢物 ＶＩＰ
值排名前五十的差异代谢物及联苄差异代谢物进行

聚类分析， 发现 ３４ 种黄酮和 ２８ 种生物碱在三年生

药材中显著上调， 而联苄均显著下调； 毛兰素、 杓

唇石斛素、 鼓槌石斛素等 １９ 个联苄在一年生药材

　 　 　

图 ５　 不同生长年限叠鞘石斛 Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 分布图 （ＶＩＰ 值

前五十）

中富集程度较高； 石斛酚等 ９ 个联苄在二年生药材

中富集程度较高。 见图 ６。

注： Ａ～Ｃ 分别为黄酮、 生物碱、 联苄。 Ｙ１～Ｙ３ 分别为一、 二、 三年生叠鞘石斛。

图 ６　 不同生长年限叠鞘石斛差异代谢物聚类分析图

３􀆰 ５　 ＫＥＧＧ 通路分析 　 对不同生长年限药材的差

异代谢物进行 ＫＥＧＧ 富集分析， 筛选显著性差异

排名前二十的通路， 见图 ７。 由此可知， 差异代谢

物主要富集于初生代谢 （氨基酸、 核苷酸、 脂

质）、 次生代谢 （类黄酮、 苯丙烷、 二苯乙烯） 生

物合成途径， 其中一、 二年生药材的差异代谢物显

著富集于核苷酸代谢、 ＡＢＣ 转运蛋白、 类黄酮生

物合成通路， 二、 三年生药材的差异代谢物显著富

集于 ＡＢＣ 转运蛋白、 核苷酸代谢、 苯丙烷生物合

成通路， 一、 三年生药材的差异代谢物显著富集于
３５４２

２０２６ 年 ７ 月

第 ４８ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． ７



二苯乙烯生物合成、 辅助因子生物合成、 苯丙烷生

物合成通路。 研究表明， 苯丙烷代谢物途径是植物

次级代谢的核心通路之一， 可增强植物的抗逆性，

并通过合成酚类化合物、 类黄酮和木脂素等抗逆性

物质来参与防御机制［２３］。

注： Ａ～Ｃ 分别为一年生叠鞘石斛 ｖｓ 二年生叠鞘石斛、 二年生叠鞘石斛 ｖｓ 三年生叠鞘石斛、 一年生叠鞘石斛 ｖｓ 三年生叠鞘石斛。

图 ７　 不同生长年限叠鞘石斛差异代谢物 ＫＥＧＧ 富集分析图

　 　 再绘制黄酮、 木脂素、 茋类差异代谢物代谢通

路图， 见图 ８。 由此可知， 对于木脂素类化合物合

成通路， 差异代谢物在三年生药材中更富集； 对于

黄酮类化合物合成通路， 查尔酮、 二氢黄酮在一年

生药材中明显富集， 黄酮、 黄酮醇在三年生药材中

明显富集； 茋类化合物合成通路主要涉及联苄和二

苯乙烯， 其中前者主要富集在一年生药材中， 后者

主要富集于一、 二年生药材中。

图 ８　 不同生长年限叠鞘石斛差异代谢物合成通路图

３􀆰 ６　 抗氧化活性　 研究表明， 石斛中黄酮、 多糖、
生物碱等成分具有较强的抗氧化活性［２４⁃２６］。 表 ２
显示， 不同生长年限药材 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基清

除能力良好， 以三年生者更明显， 并且其总抗氧化

能力最强。
４　 讨论与结论

中药化学成分是其发挥药效的物质基础、 评价

药材质量的关键指标， 其积累与生长发育阶段密切

　 　 　 表 ２　 不同生长年限叠鞘石斛抗氧化活性比较

药材年限
ＩＣ５０ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

ＤＰＰＨ 自由基 ＡＢＴＳ 自由基
ＦＲＡＰ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

一年生 １􀆰 ４５ １􀆰 ９３ ０􀆰 ２１
二年生 １􀆰 ３５ １􀆰 ９４ ０􀆰 ２３
三年生 ０􀆰 ９１ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ２６

相关［２７⁃２８］， 而石斛作为多年生中药， 生长年限的

差异往往会影响其活性成分的积累和富集［２９⁃３０］。
本实验采用 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法广泛靶向代谢组

学技术分析不同生长年限叠鞘石斛代谢物， 共检测

到 ２ ６３０ 种代谢物， 以萜类、 黄酮、 氨基酸及其衍

生物为主， 其中氨基酸及其衍生物在一年生药材中

上调最多， 而黄酮、 木脂素、 香豆素、 酚酸等在三

年生药材中上调最多； 同时 ＫＥＧＧ 通路富集表明，
大部分差异代谢物参与类黄酮、 苯丙烷类、 二苯乙

烯等代谢物的生物合成。
生物碱和黄酮既是叠鞘石斛特征成分， 也是药

效物质［１９⁃２０］。 本实验发现， 这两类成分在不同生

长年限叠鞘石斛中的分布差异显著， 对黄酮、 生物

碱类 ＶＩＰ 值前五十的差异代谢物进行聚类分析发

现， 山柰酚⁃４′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 金圣草黄素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄

糖苷、 圣草酚⁃８⁃Ｃ⁃葡萄糖苷⁃４′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷等 ３４
种黄酮和 ２８ 种生物碱在三年生药材中的相对含量

较高， 结合 ＫＥＧＧ 富集分析可知， 山柰酚糖苷［３１］、
金圣草黄素糖苷［３２］、 芹菜素糖苷［３３］ 等成分在三年

生药材中积累上调， 上述成分均具有良好的抗肿

瘤、 抗氧化、 心血管保护等作用。
联苄类成分也是叠鞘石斛重要活性物质之一，

其中石斛酚、 杓唇石斛素等可用于叠鞘石斛的质量

评价和控制［３４⁃３５］。 本实验在叠鞘石斛中共筛选出

２８ 种上述类型的差异代谢物， 并且杓唇石斛素、
４５４２
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毛兰素、 鼓槌石斛素等 １９ 个化合物在一年生药材

中的相对含量最高， 石斛酚等 ９ 个化合物在一年生

药材中的相对含量最高。 ＫＥＧＧ 富集结果显示， 具

有良好抗癌活性的杓唇石斛素、 毛兰素、 鼓槌石斛

等成分在一年生药材中的积累上调， 而叠鞘石斛指

标成分石斛酚的积累在二年生药材中上调。 抗氧化

活性实验结果显示， 三年生药材表现出最强的

ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基清除能力及 ＦＲＡＰ 总抗氧化

能力。
综上所述， 本实验首次采用广泛靶向代谢组学

技术， 对一、 二、 三年生叠鞘石斛中的代谢物进行

鉴定， 并探讨不同生长年限叠鞘石斛代谢物的差

异， 通过差异代谢物与 ＫＥＧＧ 通路分析发现其组

成、 含量、 积累规律均有所不同， 为优化该药材种

植技术、 解析其不同生长年限药效差异提供了科学

依据。
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摘要： 目的　 测定颈康胶囊中乙醇， 黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２， Ｐｂ， Ａｓ， Ｃｕ， Ｃｄ， Ｈｇ 残留量， 并评估其风险。
方法　 采用 ＧＣ 法测定乙醇残留量， ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定黄曲霉毒素残留量， ＩＣＰ⁃ＭＳ 法测定重金属元素残留量， 综合

污染指数法、 超额风险法、 危害指数法进行风险评估。 结果 　 ６０ 批样品中有 ３１ 批检出乙醇， ２２ 批超过 ２０２０ 年版

《中国药典》 规定值， ２８ 批检出黄曲霉毒素 Ｂ１， 各重金属元素平均残留量分别为 ０􀆰 ３２、 ０􀆰 ４７、 １􀆰 ０５、 ０􀆰 １０、 ０􀆰 ０３
ｍｇ ／ ｋｇ。 黄曲霉毒素、 重金属元素安全风险较低， 乙醇安全风险较高。 结论　 颈康胶囊存在残留溶剂污染， 建议补充

乙醇限量检查法。
关键词： 颈康胶囊； 乙醇； 黄曲霉毒素； 重金属元素； 残留量； 风险评估
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　 　 颈康胶囊由三七、 何首乌、 熟地黄、 杜仲、 葛

根、 鹿衔草、 骨碎补 （烫）、 钩藤、 莱服子 （炒） ９
味中药组成［１⁃２］， 具有活血化瘀、 补肾强骨功效，
用于治疗肾虚血瘀型颈椎病［３］。 近年来， 中药制

剂安全性备受关注， 残留溶剂、 黄曲霉毒素及重金

属元素成为关键监控指标［４］， ＩＣＨ Ｑ３Ｃ 残留溶剂

指导原则和 ２０２０ 年版 《中国药典》 强调药品需严

格控制残留溶剂残留水平［４⁃５］， 但部分企业在制备

颈康胶囊过程中采用乙醇湿法制粒， 存在溶剂残留

风险； 中药材贮藏不当时易滋生黄曲霉毒素［６］，
并且三七等多种药材曾有黄曲霉毒素超标报

道［７⁃８］； 药品中残留的重金属元素也是导致不良反

应发生的重要原因之一［９］。 目前， 颈康胶囊的法

定质量标准尚无乙醇、 黄曲霉毒素和重金属元素的

检查项， 文献也鲜有报道， 不利于该制剂安全监管。
因此， 本实验首次采用 ＧＣ、 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ、 ＩＣＰ⁃ＭＳ
法对颈康胶囊中乙醇， 黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、
Ｇ２， Ｐｂ， Ａｓ， Ｃｕ， Ｃｄ， Ｈｇ 残留量进行检查， 评估

潜在风险， 以期为该制剂安全性评价提供参考。
１　 材料

安捷伦 ７８９０Ａ 气相色谱仪， 配置 ７６９４Ｅ 顶空

进样器 （美国安捷伦公司）； ＮｅｘＩＯＮ ３５０Ｄ 电感耦

合等离子体质谱仪 （美国珀金埃尔默仪器公司）；
Ｘｅｖｏ ＴＱＤ 超高效液相串联质谱仪 （美国沃特世公

司）； ＭＡＲＳ ６ 微波消解仪 （美国培安公司）； ＴＬＥ
２０４Ｅ 电子天平 （万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多公

司）； ＢＴ２５Ｓ 电子天平 （十万分之一， 德国赛多利

斯公司）； ＰＬ⁃Ｓ６０ 超声波清洗仪 （东莞康士洁超声

波科技有限公司）。
乙 醇 对 照 品 （ 批 号 １３０１０６⁃２０２４０６， 纯 度

９９􀆰 ７％ ， 中国食品药品检定研究院）； 黄曲霉毒素

Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２ 混标液 （批号 Ｃ０６１００６５， 质量浓

度 １ μｇ ／ ｍＬ， 上海安谱实验科技股份有限公司）；
黄曲霉毒素总量免疫亲和柱 （批号 Ｚ２Ｅ００Ｄ０２， 规

格 ２０Ｔ， 青岛普瑞邦生物工程有限公司）； 标准物

质 Ｃｕ （批号 ２３Ｃ０４３⁃２， 质量浓度 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ）、

６５４２

２０２６ 年 ７ 月
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． ７


