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摘要： 目的　 筛选桔梗质量标志物。 方法　 建立 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱， 获取化学成分信息。 采用网络药理学建立成

分⁃靶点、 蛋白互作网络， 筛选核心靶点与潜在质量标志物， 并进行细胞实验验证。 结果　 １９ 批药材指纹图谱中有 １２
个共有峰， 相似度 ０􀆰 ９３３～０􀆰 ９９７。 共得 １５ 种活性成分、 ５ 个核心靶点、 ５ 个质量标志物。 各质量标志物干预后， Ａ５４９
细胞上清 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ、 ＲＸＲＡ、 ＳＴＡＴ３、 ＴＮＦ、 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 桔梗皂苷 Ｄ３、 桔梗皂苷 Ｄ２、 桔梗皂苷 Ａ、 远志皂苷 Ｄ２、 桔梗酸 Ａ 可作为桔梗质量标志物， 该药材能通过免疫

调节、 抑制炎症因子分泌、 调控细胞分化与增殖等途径达到宣肺、 利咽功效。
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　 　 桔梗为桔梗科植物桔梗 Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ （Ｊａｃｑ．）
Ａ． ＤＣ． 的干燥根， 其性平， 味辛、 苦， 归肺经， 含有皂

苷、 黄酮、 多糖等成分［１］ ， 其中五环三萜类皂苷化合物是

该药材产生苦味并发挥止咳、 平喘等功效的物质基础［２］ 。
它具有宣肺利咽、 祛痰排脓作用， 与其他中药配伍时可治

疗痰滞胸痞、 咽喉肿痛、 肺痈吐脓等症。
目前， 桔梗质量评价指标较单一， ２０２０ 年版 《中国药

典》 仅对桔梗皂苷 Ｄ 含量做出规定。 质量控制成分与药理

作用的关系成为近年来建立质量评价标准的发展方向， 刘

昌孝院士建立质量标志物 （Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ） 理论体系［３］ ， 以多

学科、 多技术融合为评价方法， 广泛应用于中药饮片与复

方制剂［４］ 。
指纹图谱为中药质量控制与检测的重要方法之一， 能

较全面地反映后者所含物质信息［５］ ， 也是筛选中药及其相

关制剂质量标志物的有效手段［６］ 。 另外， 网络药理学的整

体性研究思路与中医药理论契合［７］ 。 因此， 本实验基于

ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱及网络药理学， 借助大数据分析与计

算机网络模拟手段， 从 “成分⁃靶点⁃疾病” 整体观点入

手［８］ ， 研究桔梗对靶点、 通路的调控机制， 从而对该药材

发挥相应功效进行阐释。

１　 材料

１􀆰 １　 药材　 桔梗采自 １９ 个产地， 经陕西中医药大学高级

实 验 师 王 继 涛 鉴 定 为 桔 梗 科 植 物 桔 梗 Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ
ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ （Ｊａｃｑ．） Ａ． ＤＣ． 的干燥根， 具体见表 １。

表 １　 桔梗信息

编号 产地 编号 产地

Ｓ１ 陕西省商洛市柞水县 Ｓ１１ 内蒙古自治区锡林郭勒盟

Ｓ２ 陕西省蓝田县蓝关镇 Ｓ１２ 安徽省亳州市谯城区

Ｓ３ 河北省保定市 Ｓ１３ 安徽省亳州亳县

Ｓ４ 重庆市石门镇 Ｓ１４ 内蒙古自治区通辽市庆和镇

Ｓ５ 湖南省张家界市象市镇 Ｓ１５ 陕西省安康市宁陕县

Ｓ６ 陕西省商洛市灵口镇 Ｓ１６ 河北省安国市

Ｓ７ 内蒙古自治区赤峰市 Ｓ１７ 安徽省合肥市古城镇

Ｓ８ 陕西省安康市 Ｓ１８ 湖南省张家界市慈利县

Ｓ９ 湖南省长沙市宁乡县 Ｓ１９ 陕西省商洛市商州区

Ｓ１０ 安徽省阜阳市

１􀆰 ２　 试剂 　 人 ＮＳＣＬＣ 细胞系 Ａ５４９、 培养基 ＲＰＭＩ⁃１６４０
（批号 ＷＨ００２２Ａ０２１） 均购自武汉普诺赛生命科技有限公

司。 去芹糖桔梗皂苷 Ｅ （批号 ８４９７５８⁃４２⁃５）、 桔梗皂苷 Ｅ
（批号 ２３７０６８⁃４１⁃６）、 桔梗皂苷 Ｄ３ （批号 ６７８８４⁃０３⁃１）、 去

芹糖桔梗皂苷 Ｄ （批号 ７８７６３⁃５８⁃３）、 桔梗皂苷 Ｄ２ （批号
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６６６６３⁃９０⁃９）、 桔梗皂苷 Ｄ （批号 ５８４７９⁃６８⁃８） 对照品均购

自上海源叶生物科技有限公司， 纯度≥９８％ ； 远志皂苷 Ｄ２

（批号 ＰＳ２３０３２７⁃１２）、 桔梗酸 Ａ （批号 ＰＳ２３０３２７⁃１０）、 桔

梗皂苷 Ａ （批号 ＰＳ２３０３２７⁃１１） 对照品均购自成都普思生物

科技 股 份 有 限 公 司， 纯 度 ≥ ９８％ 。 ＣＣＫ⁃８ （ 批 号

ＥＧ２０２０１１１１） 购自南京恩晶生物科技有限公司； 总 ＲＮＡ
提取试剂 （批号 ＢＳ２５９Ａ） 购自北京兰杰柯科技有限公司；
５×ＳｍＡｒｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （批号 ＤＹ１０５０２） 购自上海笛医生

物科技有限公司； 人 ＴＮＦ 试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 人 ＩＬ⁃１７ ／ １７Ａ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自深圳欣博盛

生物科技有限公司。 乙腈、 甲醇均为色谱纯， 购自瑞典

ＯＣＥＡＮＰＡＫ 公司； 无水乙醇、 甲酸均为分析纯， 购自天津

市富宇精细化工有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｓ３０００ 高效液相色谱仪 ［华谱科仪 （北京） 科技

有限公司］； ＢＳ２２４Ｓ 电子天平 （德国 Ｓａｒｔｏｕｒｉｓ 公司）； 低温台

式离心机、 全波长酶标仪、 ＣＯ２ 培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 基因扩增仪 （杭州博日科技股份有限公司）；
超微量分光光度计 （北京凯奥科技发展有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱建立

２􀆰 １􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｌｐｈａｓｉｌ ＶＣ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ× ４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃水 （含 ０􀆰 ２％ 甲酸） （Ｂ），
梯度洗脱 （０ ～ ２０ ｍｉｎ， ２０％ ～ ２２％ Ａ； ２０ ～ ３５ ｍｉｎ， ２２％ ～
３０％ Ａ； ３５～５０ ｍｉｎ， ３０％ ～ ２７％ Ａ； ５０～ ５５ ｍｉｎ， ２７％ ～ ２５％
Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 进样量 ５ μＬ； 漂

移管温度 ７５ ℃， 体积流量 ２􀆰 ５ Ｌ ／ ｍｉｎ。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备　 取药材粉末 （过 ２ 号筛） ２􀆰 ０ ｇ，
加入 ５０ ｍＬ ５０％ 甲醇， 称定质量， 超声 （功率 ２５０ Ｗ， 频

率 ４０ ｋＨｚ） 处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ５０％ 甲醇补足减失的质量，
过滤， 滤液浓缩至干， 甲醇溶解， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， ５０％
甲醇定容至刻度， 过 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 对照品溶液制备　 精密称取去芹糖桔梗皂苷 Ｅ、 桔

梗皂苷 Ｅ、 桔梗皂苷 Ｄ３、 去芹糖桔梗皂苷 Ｄ、 桔梗皂苷

Ｄ２、 桔梗皂苷 Ｄ 对照品适量， 甲醇溶解， 制成质量浓度分

别为 ０􀆰 １１７ ４、 ０􀆰 １２４ ３、 ０􀆰 １３９ ３、 ０􀆰 １４３ ７、 ０􀆰 １２０ ９、 ０􀆰 ５４１ １
ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 １􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验 　 取药材 （编号 Ｓ１２） 适量， 按

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

条件下进样测定 ６ 次， 以桔梗皂苷 Ｄ３ （３ 号峰） 为参照，
测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ２１％ ， 相对峰面

积 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ４３％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验 　 取药材 （编号 Ｓ１２） 适量， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定， 以桔梗皂苷 Ｄ３ （３ 号峰） 为参照，
测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ７５％ ， 相对峰面

积 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ９２％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验 　 取药材 （编号 Ｓ１２） 适量， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、
２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以桔梗皂苷 Ｄ３

（３ 号峰） 为参照， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小

于 ２􀆰 ４７％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ７９％ ， 表明溶液在

２４ ｈ内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ５　 图谱生成　 采用 “中药色谱指纹图谱相似度评价系

统” （２０１２ 年版） 对不同产地药材指纹图谱峰面积进行相

似度评价， 设置参照峰， 经多点校正 Ｍａｒｋ 峰匹配， 得到叠

加图谱和对照图谱， Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１􀆰 ９􀆰 ８􀆰 ０ 软件处理图片。
２􀆰 ２　 网络药理学研究

２􀆰 ２􀆰 １　 活性成分、 疾病靶点筛选 　 以 “ ＪＩＥ ＧＥＮＧ” 为关

键词， 在 ＴＣＭＳＰ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）、
ＳｙｍＭａｐ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｙｍｍａｐ． ｏｒｇ ／ ）、 Ｂａｔｍａｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｂｉｏｎｅｔ． ｎｃｐｓｂ． ｏｒｇ． ｃｎ ／ ｂａｔｍａｎ⁃ｔｃｍ ／ ）、 ＣＮＫＩ、 Ｐｕｂｍｅｄ 数据

库中 检 索 成 分、 药 理 作 用 报 道。 结 合 指 纹 图 谱， 在

ｐｕｂｃｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 数据库

中 获 取 ｓｍｉｌｅｓ 结 构， 导 入 Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ） 进行靶点预测。 借助 Ｓｙｍｍａｐ 与

ＴＣＭＩＤ 数据库结合文献 ［ ９⁃１０］ 报道， 以 “ ｔｏｎｓｉｌｌｉｔｉｓ ”
“ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｈａｒｙｎｇｉｔｉｓ” “ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ” 为关键

词在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中获得疾病靶点， 构建成分⁃靶点网

络， 筛选核心成分［１１］ 。
２􀆰 ２􀆰 ２ 　 ＰＰＩ 网 络 构 建、 核 心 靶 点 筛 选 　 在 ＳＴＲＩＮＧ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库中对交集靶点进行

ＰＰＩ 分析， 结果以 “ｔｓｖ” 格式在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中打开， 对

度值 （ＤＣ）、 中介中心性 （ＢＣ）、 接近中心性 （ＣＣ） 进行

拓扑分析， 寻找核心靶点。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 采用 ＤＡＶＩＤ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 数据库， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选条件， 进

行基因 本 体 论 （ ＧＯ）、 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

（ＫＥＧＧ） 富集分析。
２􀆰 ２􀆰 ４　 分子对接 　 利用 ＲＣＳＢ ＰＤＢ 网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 输出靶点 ｐｄｂ 结构， ＰｕｂＣｈｅｍ 网站输出活性成

分的 ＳＤＦ 文件， 通过 Ａｕｔｏｄｏｃｋｔｏｏｌ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件进行处理， 采

用 ＰｙＭｏｌ、 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件去除残基配体， 设置活性口袋等

操作。 对接验证后获取结合能信息， 并进行可视化操作，
再经 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０１９ 软件处理， 得到配体残基作用

信息。
２􀆰 ３　 细胞实验

２􀆰 ３􀆰 １　 ｑＰＣＲ 验证 　 ＴＲＩ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂提取总 ＲＮＡ 后反转

录为 ｃＤＮＡ 模板， 条件为 ２５ ℃ ５ ｍｉｎ， ５０ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃
５ ｓ， 保持 ４ ℃， 所得反应液加入下一步 ｑＰＣＲ 反应体系中

（２×ｑＰＣＲ ＳｍＡｒｔ Ｍｉｘ １０ μＬ， 模板 ＤＮＡ ０􀆰 ８ μＬ， 正向、 反向

引物各 ０􀆰 ４ μＬ， 无菌超纯水 ８􀆰 ４ μＬ）， 程序为 ９５ ℃ ３０ ｓ，
９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ １０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 引物序列

见表 ２。
２􀆰 ３􀆰 ２　 抗炎活性　 将对数生长期 Ａ５４９ 细胞接种于 ６ 孔板

中， 置于 ３７℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ， 加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
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　 　 　 　 表 ２　 引物序列

引物 正向 反向 序列长度 ／ ｂｐ
ＴＮＦ ＧＣＣＣＡＴＧＴＴＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＣ ＴＧＡＧＧＴＡＣＡＧＧＣＣＣＴＣＴＧＡＴ １３３
ＳＴＡＴ３ ＧＡＧＣＡＧＧＴＡＴＣＴＴＧＡＧＡＡＧＣＣＡ ＴＣＴＧＴＴＣＴＡＧＡＴＣＣＴＧＧＧＣＣＧ １１３
ＲＸＲＡ ＡＴＴＴＣＣＴＧＣＣＧＣＴＣＧＡＴＴＴＣＴ ＣＴＧＡＴＧＡＣＣＧＡＧＡＡＡＧＧＣＧＧ １９３
ＰＴＧＳ２ ＴＣＣＣＴＴＧＧＧＴＧＴＣＡＡＡＧＧＴＡＡＡ ＴＧＧＣＣＣＴＣＧＣＴＴＡＴＧＡＴＣＴＧ １７２
ＪＵＮ ＧＴＧＣＣＧＡＡＡＡＡＧＧＡＡＧＣＴＧＧ ＣＴＧＣＧＴＴＡＧＣＡＴＧＡＧＴＴＧＧＣ １７５
ＥＧＦＲ ＴＡＴＴＧＡＴＣＧＧＧＡＧＡＧＣＣＧＧＡ ＴＣＧＴＧＣＣＴＴＧＧＣＡＡＡＣＴＴＴＣ １４５

质量标志物溶液各 ４ ｍＬ， 同时设立空白对照组， ２４ ｈ后收集细

胞上清液与悬液， 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃１７水平。
２􀆰 ３􀆰 ３　 抗肿瘤活性　 取对数生长期 Ａ５４９ 细胞， 采用血球

计数板计数， 每孔 ３ ０００ 个， 调整密度后置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ， 每孔加入 １００ μＬ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 质量

标志物溶液刺激， 同时设立对照组 （未加受试成分） 及空

白组， 边缘孔用无菌 ＰＢＳ 填充， 培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后加入

ＣＣＫ⁃８ 溶液各 １０ μＬ， 继续培养 ３～３􀆰 ５ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处

测定光密度 （ＯＤ）， 计算抑制率， 公式为抑制率 ＝ ［１ －
（ＯＤ实验 － ＯＤ空白 ） ／ （ ＯＤ对照 － ＯＤ空白 ） ］ × １００％ ， 其 中

ＯＤ实验为加入培养基、 细胞、 ＣＣＫ⁃８、 质量标志物后的光密

度， ＯＤ对照 为 加 入 培 养 基、 细 胞、 ＣＣＫ⁃８ 后 的 光 密 度，
ＯＤ空白为加入培养基、 ＣＣＫ⁃８ 后的光密度。
２􀆰 ４　 统 计 学 分 析 　 通 过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软 件 进 行 处 理，
Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０、 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５３ａ 软件进行可视化分析，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱

３􀆰 １􀆰 １　 共有峰　 共标定 １２ 个共有峰， 通过比对相应对照

品保留时间， 确定 １ 号峰为去芹糖桔梗皂苷 Ｅ， ２ 号峰为桔

梗皂苷 Ｅ， ３ 号峰为桔梗皂苷 Ｄ３， ４ 号峰为去芹糖桔梗皂苷

Ｄ， ５ 号峰为桔梗皂苷 Ｄ２， ６ 号峰为桔梗皂苷 Ｄ， 指纹图谱

见图 １， 对照图谱见图 ２。

图 １　 １９ 批桔梗 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱

１． 去芹糖桔梗皂苷 Ｅ　 ２． 桔梗皂苷 Ｅ　 ３． 桔梗皂苷 Ｄ３ 　 ４． 去芹糖桔梗皂苷 Ｄ　 ５． 桔梗皂苷 Ｄ２ 　 ６． 桔梗皂苷 Ｄ

图 ２　 各成分 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱

３􀆰 １􀆰 ２　 相似度 　 由图 ３ 可知， 各批药材相似度在 ０􀆰 ９３３ ～
０􀆰 ９９７ 之间， 表明不同产地其主要物质群差异较小， 质量

稳定。
３􀆰 ２　 网络药理学

３􀆰 ２􀆰 １　 成分⁃靶点网络 　 基于质量标志物特有、 可测、 有

效理论， 结合 ２０２０ 年版 《中国药典》 与指纹图谱， 获得潜

在质量标志物 １５ 个、 潜在作用靶点 １４５ 个， 取潜在质量标

志物与疾病靶标交集， 构建韦恩图， 见图 ４。 再构建桔梗成

分⁃靶点网络， 其中绿色节点代表成分， 蓝色节点代表靶

点， 节点形状大小与度值呈正比， 见图 ５。
３􀆰 ２􀆰 ２　 成分⁃靶点蛋白互作网络　 由图 ６ （靶点颜色与度值

呈正比） 可知， ＴＮＦ、 ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ、 ＳＴＡＴ３、 ＲＸＲＡ、 ＰＴＧＳ２
节点度值最大， 可能与桔梗宣肺、 利咽功效联系紧密。

３􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 宣肺功效 ＧＯ 富集分析

中生物过程 （ＢＰ）、 细胞组分 （ＣＣ）、 分子功能 （ＭＦ） 条

目分别有 １６４、 １９、 ５０ 个， 而利咽功效分别有 １５８、 １５、 ３７
个， 选取前 １０ 个作图， 见图 ７。 由此可知， 上述 ２ 种功效

发挥涉及不同生物过程， 对多种细胞组分、 分子功能都有

影响， 通路分别有 ６６、 ６２ 个， 主要由器官癌症通路、 炎症

反应通路 （如 ＩＬ⁃１７ 通路、 ＴＮＦ 通路、 ＨＩＦ⁃１ 通路）、 糖尿

病中的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 通路、 机体免疫调节及细胞增殖分化通

路等构成， 选取前 ３０ 条作图， 见图 ８。
３􀆰 ２􀆰 ４　 分子对接　 由表 ３ 可知， 各质量标志物与核心靶标

蛋白均具有良好的结合活性 （结合能＜ ５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ） ［１２］ 。
由图 ９ 可知， 各质量标志物与氨基酸残基之间除了常规氢键

作用、 碳氢键连接外， 桔梗皂苷 Ｄ３ 还与 ＰＴＧＳ２ 受体的 ３８８
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图 ３　 相似度热图

　 　 　 　 　

图 ４　 桔梗活性成分⁃功效靶点交集韦恩图

图 ５　 桔梗宣肺 （Ａ）、 利咽 （Ｂ） 功效成分⁃靶点网络

图 ６　 桔梗成分与宣肺 （Ａ）、 利咽 （Ｂ） 功效蛋白互作网络图

号组氨酸产生 π⁃π 共轭作用。
３􀆰 ３　 细胞实验

３􀆰 ３􀆰 １　 抗肿瘤活性　 由图 １０ 可知， 各质量标志物对 Ａ５４９
细胞均有抑制作用， 并呈时间依赖性， 以桔梗皂苷 Ａ 更明

显； 与模型组比较， 桔梗皂苷 Ａ、 桔梗皂苷 Ｄ２、 远志皂苷

Ｄ２ 在 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 均表现出明显抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３􀆰 ３􀆰 ２　 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ 水平　 由表 ４ 可知， 各质量标志物干预

后 Ａ５４９ 细胞上清 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以桔

梗皂苷 Ａ 更明显。
３􀆰 ３􀆰 ３　 细胞 ｍＲＮＡ 表达　 以前期 ＰＰＩ 网络筛选所得度值排

名靠前的 ６ 种基因为目标基因， 进行 ｑＰＣＲ 验证， 结果见图

１１。 由此可知， 与模型组比较， 各质量标志物作用于 Ａ５４９
６９３３

２０２４ 年 １０ 月

第 ４６ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １０



　 　 　 　

图 ７　 宣肺 （Ａ）、 利咽 （Ｂ） ＧＯ 富集分析图

图 ８　 宣肺 （Ａ）、 利咽 （Ｂ） ＫＥＧＧ 富集分析图

表 ３　 桔梗质量标志物与潜在靶标结合能信息
靶标 ＰＤＢＩＤ 活性成分 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１） 平均值 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
ＥＧＦＲ ５Ｆ１９ 桔梗皂苷 Ａ －７􀆰 ９ －７􀆰 ７８

桔梗酸 Ａ －７􀆰 ９
桔梗皂苷 Ｄ２ －８􀆰 ６
桔梗皂苷 Ｄ３ －７􀆰 ４
远志皂苷 Ｄ２ －７􀆰 １

ＪＵＮ １ＪＮＭ 桔梗皂苷 Ａ －１０􀆰 ０ －９􀆰 ２
桔梗酸 Ａ －８􀆰 ４

桔梗皂苷 Ｄ２ －８􀆰 ３
桔梗皂苷 Ｄ３ －９􀆰 ６
远志皂苷 Ｄ２ －９􀆰 ７

ＰＴＧＳ２ ５Ｆ１９ 桔梗皂苷 Ａ －８􀆰 ８ －８􀆰 ７８
桔梗酸 Ａ －７􀆰 ３

桔梗皂苷 Ｄ２ －８􀆰 ５
桔梗皂苷 Ｄ３ －１０􀆰 ６
远志皂苷 Ｄ２ －８􀆰 ７

ＲＸＲＡ １ＢＹ４ 桔梗皂苷 Ａ －１０􀆰 ０ －１０􀆰 ９６
桔梗酸 Ａ －８􀆰 ２

桔梗皂苷 Ｄ２ －１１􀆰 ２
桔梗皂苷 Ｄ３ －１２􀆰 ９
远志皂苷 Ｄ２ －１２􀆰 ５

ＳＴＡＴ３ ６ＴＬＣ 桔梗皂苷 Ａ －７􀆰 ６ －７􀆰 ７４
桔梗酸 Ａ －６􀆰 ８

桔梗皂苷 Ｄ２ －８􀆰 ０
桔梗皂苷 Ｄ３ －８􀆰 １
远志皂苷 Ｄ２ －８􀆰 ２

ＴＮＦ １ＴＮＲ 桔梗皂苷 Ａ －８􀆰 ５ －７􀆰 ８６
桔梗酸 Ａ －７􀆰 ６

桔梗皂苷 Ｄ２ －７􀆰 ５
桔梗皂苷 Ｄ３ －７􀆰 ９
远志皂苷 Ｄ２ －７􀆰 ８
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图 ９　 质量标志物与核心靶点分子对接图

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组 Ａ５４９ 细胞抑制率 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

表 ４　 各组 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃１７ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＩＬ⁃１７ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
模型组 ３６８􀆰 ５７１±１４􀆰 ２８６ １６􀆰 ５７１±２􀆰 ５７１

桔梗皂苷 Ｄ３ 组 １５４􀆰 ２８６±１４􀆰 ２８６∗∗ １１􀆰 １６７±０􀆰 ８３３∗∗

桔梗酸 Ａ 组 ２７５􀆰 ７１４±２１􀆰 ４２９∗∗ １１􀆰 ８９３±１􀆰 ３９３∗∗

桔梗皂苷 Ａ 组 ９０􀆰 ０００±７􀆰 １４３∗∗ ４􀆰 ４８１±０􀆰 ４４８∗∗

远志皂苷 Ｄ２ 组 ２９７􀆰 １４３±１４􀆰 ２８６∗∗ ９􀆰 ９０５±０􀆰 ７６２∗∗

桔梗皂苷 Ｄ２ 组 １４７􀆰 ８５７±７􀆰 ８５７∗∗ ６􀆰 ６８±０􀆰 ９６３∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

细胞后， 除桔梗皂苷 Ａ 对 ＰＴＧＳ２ 基因转录无显著差异 （Ｐ＞
０􀆰 ０５） 外， 其 余 各 组 细 胞 ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ、 ＲＸＲＡ、 ＳＴＡＴ３、
ＴＮＦ、 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ｍ 为模型组， Ａ～Ｅ 分别为桔梗皂苷 Ｄ３ 组、 桔梗酸 Ａ 组、 桔梗皂苷 Ａ 组、 远志皂苷 Ｄ２ 组、 桔梗皂苷 Ｄ２ 组。 与模型组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 质量标志物对 Ａ５４９ 细胞 ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ、 ＲＸＲＡ、 ＳＴＡＴ３、 ＴＮＦ、 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论与结论

本实验建立桔梗 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱， 发现 １２ 个共

有峰， 并指认出其中 ６ 个， 可为后续网络药理学研究提供

支撑， 也能为该药材质量评价体系建立提供参考。
网络药理学结果表明， 核心靶点参与机体炎症与组织

分化过程［１３］ ， 如花生四烯酸经 ＰＴＧＳ２ 途径， 代谢物引起机

体发热、 水肿［１４］ ， 其部分靶点通过参与体内细胞增殖与分

化过程［１５］ ， 引导干细胞转化提高组织损伤修复［１６］ ， 并在肺

组织中通过抑制 ＥＧＦＲ 的磷酸化过程， 阻滞肺组织纤维

化［１７］ ； ＳＴＡＴ３ 调节神经递质受体、 离子通道蛋白表达［１８］ ，
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增加机体疼痛阈值［１９］ ； 人体上呼吸道平滑肌细胞中的

ＴＡＳ２Ｒ 受体激活后能促使支气扩张， 抑制平滑肌细胞增殖

以降低气道炎症［２０］ ， 并增加呼吸道上皮纤毛的摆动频率，
促进机体排除痰液［２１］ 。 另外， ＰＰＡＲ 通路在机体抗炎与免

疫反应中发挥着重要作用， 当肺泡上皮组织中 ＰＰＡＲ 表达

被炎症因子激活后［２２］ 不仅能减轻炎症困扰， 还可抑制

ＭＵＣ５ＡＣ 基因转录； 气道分泌大量黏液［２３］ 后， 体内缺氧诱

导因子 １Ａ （ＨＩＦ⁃１Ａ） 表达会造成机体炎症加剧［２４］ ； 花生

四烯酸代谢通路负责合成多种炎症介质， 其原型成分与代

谢产物均会使机体遭受过度免疫反应损害。
细胞实验结果表明， 质量标志物能干预炎症因子的表

达， 延缓炎症发展， 而且对 ＮＳＣＬＣ 细胞系 Ａ５４９ 细胞增殖

具有显著抑制作用， 表明质量标志物在抗炎、 抑制肿瘤细

胞增殖方面可发挥较强活性， 通过调节相关通路与靶点

ｍＲＮＡ 表达来达到宣肺、 利咽功效。
综上所述， 本实验从 “可测性” 角度出发， 建立桔梗

ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 指纹图谱， 表征成分信息， 并基于 “有效性”
原则结合网络药理学， 将传统功效与现代疾病相对应， 进

行细胞实验验证。 结果显示， 桔梗皂苷 Ｄ３、 桔梗皂苷 Ｄ２、
桔梗皂苷 Ａ、 远志皂苷 Ｄ２、 桔梗酸 Ａ 与相关靶点及其通路

之间的关系最密切， 而且均具有良好的药理活性， 初步确

定为桔梗发挥宣肺、 利咽的质量标志物， 可为后续相关研

究奠定了基础， 也为合理建立其他中药质量评价标准提供

参考。
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