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基于谱效关系的地菍石油醚提取物抗炎活性物质基础研究 Δ

罗仕西 1＊，麻秀萍 1， 2， 3 #，刘 静 1，熊武青 1，孙庆文 1，丁 宁 1（1.贵州中医药大学药学院，贵阳　550025；2.国家苗
药工程技术研究中心/贵州中药炮制与制剂工程技术研究中心，贵阳　550025；3.贵州中医药大学茶+大健康食
品开发研究中心，贵阳　550025）

中图分类号 R917；R284   文献标志码 A   文章编号 1001-0408（2024）23-2877-06

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2024.23.07

摘 要 目的 建立地菍石油醚提取物的指纹图谱，并结合细胞药效学实验探究其抗炎活性物质基础。方法 采用高效液相色谱

（HPLC）法，利用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》生成20批地菍石油醚提取物的指纹图谱，并进行相似度评价和共

有峰指认；建立脂多糖诱导的小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7炎症模型，以一氧化氮（NO）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）的抑制率为指

标，考察地菍石油醚提取物的抗炎活性，并运用灰色关联度法、偏最小二乘回归分析法进行谱效关系研究；采用分子对接验证抗炎

活性成分与 TNF-α、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）蛋白质受体的结合活性。结果 20批地菍石油醚提取物的指纹图谱中有19个共

有峰，20批样品的相似度为0.603～0.990；指认了牡荆素（5号峰）、异牡荆素（6号峰）、鞣花酸（7号峰）、槲皮素（9号峰）、木犀草素

（10号峰）5个成分。地菍石油醚提取物 19个共有峰与 NO、TNF-α 抑制率的关联度均大于 0.7，峰 19、13、9（槲皮素）、12、5（牡荆

素）、6（异牡荆素）、8、7（鞣花酸）、18、1与 NO 抑制率呈正相关；峰8、10（木犀草素）、13、15、3、19、17、7（鞣花酸）、18、1与 TNF-α 抑

制率呈正相关。牡荆素、异牡荆素、槲皮素与 iNOS蛋白质受体的结合能均小于－5.0 kcal/mol。结论 牡荆素、异牡荆素、槲皮素可

能是地菍石油醚提取物发挥抗炎作用的药效物质基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the material basis of the anti-inflammatory effect of the petroleum ether extract from 

Melastoma dodecandrum by establishing its fingerprint and combining it with cellular pharmacodynamics experiments. METHODS 
HPLC method was adopted； the fingerprints of 20 batches of petroleum ether extract from M. dodecandrum were drawn using The 

Similarity Evaluation System of TCM Chromatographic Fingerprint （2012 edition）； similarity evaluation and common peak 

identification were carried out. The lipopolysaccharide-induced inflammation model of mice mononuclear macrophages （RAW264.7） 

was established； the inhibitory rates of nitric oxide （NO） and tumor necrosis factor α （TNF-α） were used as indexes to investigate 

the anti-inflammatory activity of the petroleum ether extract from M. dodecandrum； grey correlation degree method and partial least 

square regression analysis were adopted to study the spectrum-effect relationship. Molecular docking was used to validate the 

binding activity of the anti-inflammatory active ingredients with TNF- α and iNOS protein receptor. RESULTS There were 19 

common peaks in the fingerprint of the petroleum ether extract from M. dodecandrum， the similarity of 20 batches of samples 

ranged from 0.603-0.990， and five components were identified， such as vitexin （peak 5）， isovitexin （peak 6）， ellagic acid （peak 

7）， quercetin （peak 9） and luteolin （peak 10）. The grey correlation degree between 19 common peaks of the petroleum ether 

extract from M. dodecandrum and the inhibition rates of NO and TNF-α were all greater than 0.7； peaks 19， 13， 9 （quercetin）， 

12， 5 （vitexin）， 6 （isovitexin）， 8， 7 （ellagic acid）， 18， 1 were positively correlated with NO inhibition rate， and peaks 8， 10 

（luteolin）， 13， 15， 3， 19， 17， 7 （ellagic acid）， 18， 1 were positively correlated with inhibition rate of TNF- α. The binding 

energies of vitexin， isovitexin and quercetin with iNOS protein 

receptor were less than －5.0 kcal/mol. CONCLUSIONS 
Vitexin， isovitexin and quercetin may be the basis of the anti-

inflammatory effect of the petroleum ether extract from M. 

dodecandrum.
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地菍为野牡丹科植物地菍 Melastoma dodecandrum 

Lour. 的全草，又名嘎狗噜，是畲族特色药，其性凉，味甘、

涩，具有活血止血、清热解毒的功效，临床上常用于治疗

高热、咽喉肿痛、黄疽、水肿、痛经、崩漏、带下、痔疮、毒

蛇咬伤等病症[1]。目前，研究者已从地菍中分离鉴定出

了170余种化合物，主要包括有机酸、脂肪酸、挥发油、黄

酮以及鞣质类等成分，其中黄酮类化合物占地菍总化学

成分的22%[2―3]。研究表明，地菍具有抗炎、抗氧化、抗肿

瘤、止血、降血糖等药理作用[4―5]，但具体是其中哪些化

学成分发挥治疗作用尚不明确。

中药谱效关系是在中药指纹图谱的基础上，将中药

指纹图谱中化学成分的变化与中药药效结合起来，建立

“谱-效”数学模型，筛选出与药效关系密切的特征峰，阐

明中药发挥药效的物质基础[6]。本课题组前期研究发

现，地菍石油醚提取物具有一定抗炎作用，在此基础上，

笔者采用高效液相色谱（HPLC）法建立 20批地菍石油

醚提取物指纹图谱，然后以脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）诱导 RAW264.7细胞建立炎症模型，考察地菍石油

醚提取物对炎症指标一氧化氮（nitric oxide，NO）、肿瘤

坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）的影响，进

而采用灰色关联度法、偏最小二乘回归分析法研究其抗

炎谱效关系，并结合分子对接技术验证其抗炎活性成

分，从而为地菍石油醚提取物的抗炎活性物质基础研究

和应用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有 Essentia LC-16型 HPLC

仪（日本 Shimadzu 公司），FA2204N 型万分之一分析天平

（上海菁海仪器有限公司），BB150型 CO2培养箱、1530

型全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），

CJV1500-Y 型洁净工作台（山东新华医疗器械股份有限

公司），CKX53型倒置相差显微镜（上海蛮吉光电科技有

限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

没食子酸（批号 110831-201906，纯度 91.5%）、原儿

茶酸（批号 110809-201906，纯度 97.7%）、牡荆素（批号

111687-201704，纯 度 94.9%）、鞣 花 酸（批 号 111959-

201903，纯度88.85%）、山柰素（批号110861-202013，纯度

93.2%）、木犀草素（批号111520-202006，纯度94.9%）、槲

皮素（批号 100081-201610，纯度 99.1%）、阿魏酸（批号

110773-201915，纯度 99.4%）对照品均购自中国食品药

品检定研究院；异牡荆素对照品（批号 C101499-201219，

纯度98.0%）购自贵州迪大生物科技有限责任公司；LPS

（批号 93572-42-0）购自美国 Sigma 公司；DMEM 培养基

（批号 8122576）、青霉素-链霉素（批号 15140-122）均购

自美国 Gibco 公司；胎牛血清（批号 2148389）购自以色

列 BI 公司；二甲基亚砜（批号401Q037）购自北京索莱宝

科技有限公司；CCK-8试剂盒（批号 KA223173）购自上

海陶术生物科技有限公司；NO 试剂盒（批号 S0021S-3）

购自上海碧云天生物科技有限公司；TNF-α 酶联免疫吸

附测定（ELISA）试剂盒（批号 E-EL-M3063）购自武汉伊

莱瑞特生物科技有限公司；甲醇为色谱纯，其余试剂均

为分析纯，水为超纯水。

20批地菍药材（编号 S1～S20）采集于贵州、广东、

广西、湖南、浙江等地，由贵州中医药大学药学院孙庆文

教授鉴定均为野牡丹科植物地菍 M.dodecandrum Lour.

的全草，地菍药材来源信息见表1。

1.3　细胞

小鼠 RAW264.7单核巨噬细胞（批号 CL-0190）购自

武汉普诺赛生命科技有限公司。

2　方法与结果
2.1　地菍石油醚提取物HPLC指纹图谱的建立

2.1.1　色谱条件

采用 NanochromCore AQ C18（ 250 mm ×4.6 mm，5 

μm）色谱柱，以0.1% 磷酸（A）-甲醇（B）为流动相进行梯

度 洗 脱（0～3 min，10%B；3～13 min，10%B→20%B；

13～20 min，20%B→25%B；20～30 min，25%B→30%B；

30～40 min，30%B→35%B；40～50 min，35%B→45%B；

50～70 min，45%B→70%B；70～85 min，70%B→80%B；

85～95 min，80%B→85%B；95～110 min，85%B→95%B；

110～115 min，95%B；115～120 min，95%B→100%B；

120～130 min，100%B）；流速为1 mL/min；柱温为35 ℃；

检测波长为260 nm；进样体积为10 μL。

2.1.2　供试品溶液的制备

取地菍药材粗粉 0.15 kg，加入 14倍量的 95% 乙醇

水浴回流2次，每次1 h；合并滤液，浓缩成浸膏（9.83 g）。

浸膏加水混悬，用石油醚萃取至无色，所得萃取液减压

浓缩，水浴挥干溶剂，即得地菍石油醚提取物（得率为

1.47%）。精密称取地菍石油醚提取物0.1 g，置于10 mL

容量瓶中，加甲醇超声溶解后，用甲醇定容，采用 0.45 

μm 微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。

2.1.3　混合对照品溶液的制备

取原儿茶酸、阿魏酸、没食子酸、牡荆素、异牡荆素、

鞣花酸、槲皮素、木犀草素、山柰素对照品适量，置于同

一容量瓶中，加甲醇制成各成分质量浓度分别为 4.60、

表1　地菍药材来源信息表

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

产地
贵州省黔南布依族苗族自治州
贵州省黔南布依族苗族自治州
贵州省黔东南苗族侗族自治州
贵州省黔南布依族苗族自治州
贵州省黔南布依族苗族自治州
贵州省黔南布依族苗族自治州
浙江省台州市温岭市
广西壮族自治区河池市
广西壮族自治区钦州市
广西壮族自治区玉林市

采收日期
2020 年 7 月
2020 年 7 月
2018 年 7 月
2020 年 11 月
2020 年 11 月
2020 年 11 月
2021 年 7 月
2021 年 7 月
2021 年 7 月
2021 年 7 月

编号
S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

产地
湖南省永州市
广东省揭阳市
贵州省贵阳市
浙江省温州市
广西壮族自治区玉林市
贵州省黔南布依族苗族自治州
贵州省贵阳市
广东省茂名市
广西壮族自治区钦州市
福建省宁德市

采收日期
2021 年 7 月
2021 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
2022 年 7 月
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20.74、7.78、22.60、30.15、21.42、15.00、12.53、6.95 μg/mL

的混合对照品溶液。

2.1.4　方法学考察

（1）精密度试验：取同一批地菍药材（编号 S16），按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱

条件连续进样测定6次，以峰6（异牡荆素）为参照峰，计

算得各共有峰相对保留时间及相对峰面积的 RSD 分别

为 0.02%～0.12%、1.03%～2.99%（n＝6），表明方法精密

度良好。

（2）稳定性试验：取同一批地菍药材（编号 S16），按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，分别于室温放置 0、

2.5、5、7.5、10、24 h 时按“2.1.1”项下色谱条件进样分析，

以峰 6（异牡荆素）为参照峰，计算得各共有峰相对保留

时 间 及 相 对 峰 面 积 的 RSD 分 别 为 0.09%～0.18%、

1.46%～2.98%（n＝6），表明该供试品溶液在室温放置

24 h 内稳定性良好。

（3）重复性试验：取同一批地菍药材（编号 S16）6

份，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项

下色谱条件进样分析，以峰6（异牡荆素）为参照峰，计算

得各共有峰相对保留时间及相对峰面积的 RSD 分别为

0.02%～0.06%、1.58%～3.26%（n＝6），表明该方法重复

性良好。

2.1.5　地菍石油醚提取物 HPLC 指纹图谱的生成

将 20批地菍药材按“2.1.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。

将图谱数据导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（2012版）》，以样品 S16的图谱为参照图谱，采用中位数

法，设置时间窗宽度为 0.3 min，进行多点校正后得到

HPLC 叠加指纹图谱和对照指纹图谱 R。结果显示，共

确定了19个共有峰，详见图1。

2.1.6　共有峰的指认

取“2.1.3”项下混合对照品溶液，按“2.1.1”项下色谱

条件进样测定，记录色谱图。将对照指纹图谱 R 与混合

对照品溶液的图谱进行比对，共指认出5个成分，分别为

牡荆素（5号峰）、异牡荆素（6号峰）、鞣花酸（7号峰）、槲

皮素（9号峰）、木犀草素（10号峰）。结果见图2。

2.1.7　相似度评价

采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012

版）》对20批地菍石油醚提取物的图谱进行相似度评价。

结果显示，20批地菍石油醚提取物图谱与对照指纹图谱

R 之间的相似度分别为0.917、0.971、0.910、0.939、0.925、

0.927、0.973、0.837、0.644、0.990、0.905、0.943、0.941、

0.930、0.771、0.975、0.945、0.603、0.904、0.873，表明不同

批次地菍石油醚提取物间化学成分及含量存在差异；其

中编号 S9、S15、S18的样品提取物图谱与对照指纹图谱

R 的相似度均低于0.8。进一步分析发现，这3批样品提

取物图谱中 7号峰（鞣花酸）峰面积均小于 6号峰（异牡

荆素），而其余各批次样品提取物图谱中7号峰峰面积均

大于6号峰，这提示鞣花酸、异牡荆素可能是影响地菍石

油醚提取物质量的差异物。

2.2　地菍石油醚提取物对 LPS 诱导的 RAW264.7巨噬

细胞的抗炎作用考察

2.2.1　受试样品的制备

精密称定地菍石油醚提取物20 mg，加入500 μL 二

甲基亚砜，配制成质量浓度为40 mg/mL 的样品溶液，实

验时用 DMEM 培养基稀释至所需浓度。

2.2.2　细胞培养

将 RAW264.7 细 胞 复 苏 于 培 养 瓶 中 ，在 37 ℃ 、

5%CO2培养箱中培养，当细胞生长密度为80% 左右时进

行传代。

2.2.3　细胞活力检测

取20批地菍石油醚提取物适量，分别配制成质量浓

度为 2.5、5、10、20、40 μg/mL 的样品溶液。取对数生长

期的RAW264.7细胞，调整细胞密度为1×105个/mL 并接

种于96孔板中，每孔100 μL，于37 ℃、5%CO2培养箱中

培养 24 h。分别设置对照组、给药组及空白组（不含细

胞），对照组及空白组加入 DMEM 培养基 100 μL，给药

组给予不同质量浓度（2.5、5、10、20、40 μg/mL，浓度根

据前期预实验结果设置）的石油醚提取物，每组设置6个

复孔。培养 24 h 后，加入 CCK-8溶液 10 μL，培养 2 h。

然后在450 nm 波长下检测吸光度（A）值，并计算细胞存

活率：细胞存活率＝（A 给药组－A 空白组）/（A 对照组－A 空白组）×

100%。结果见表2。
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图1　20批地菍石油醚提取物的HPLC叠加指纹图谱及

对照指纹图谱R
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混合对照品图谱

a：没食子酸；b：原儿茶酸；c：阿魏酸；5：牡荆素；6：异牡荆素；7：鞣

花酸；9：槲皮素；10：木犀草素；d：山柰素。

图2　对照指纹图谱R及混合对照品的叠加图谱
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由表 2可知，当地菍石油醚提取物给药质量浓度为

2.5、5、10、20、40 μg/mL 时，细 胞 平 均 存 活 率 分 别 为

96.35%、99.05%、90.13%、62.17%、33.10%；当给药质量

浓度为10 μg/mL 时，细胞平均存活率虽达90.13%，但在

该给药质量浓度下，编号 S3、S10样品提取物作用后的

细胞存活率均较低，分别为 44.51%、38.09%。综合考虑

20批石油醚提取物对细胞存活率的影响，选择给药质量

浓度5 μg/mL 进行后续实验。

2.2.4　地菍石油醚提取物对细胞 NO 释放量的影响

取对数生长期 RAW264.7 细胞，调整细胞密度为

6×105 个/mL 并 接 种 于 96 孔 板 中 ，每 孔 100 μL，于

37 ℃、5%CO2培养箱中培养 24 h。实验设置正常组、模

型组、给药组（分别命名为地菍石油醚提取物 S1～S20

组）。正常组仅加入细胞培养基，模型组加入 1 μg/mL

的 LPS，给药组加入 1 μg/mL 的 LPS 和 5 μg/mL 的地菍

石油醚提取物，每组设置 4个复孔。药物/培养基干预

24 h 后，取细胞培养液，按照 NO 试剂盒说明书方法检测

细胞培养液中 NO 含量，并计算 NO 抑制率。NO 抑制

率＝（模型组细胞培养液中 NO 含量－给药组细胞培养

液中 NO 含量）/模型组细胞培养液中 NO 含量×100%。

采用 SPSS 26.0软件进行统计分析，数据以 x±s 表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t 检验，检验水准α＝0.05。结果见表 3。由表 3可

知，与正常组比较，模型组细胞培养液中 NO 含量显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，各地菍石油醚提取物给药

组细胞培养液中 NO 含量均显著降低（P＜0.01）。NO 抑

制率在27.98%～43.59% 之间。

2.2.5　地菍石油醚提取物对细胞 TNF-α 释放量的影响

取对数生长期 RAW264.7 细胞，调整细胞密度为

2×105 个/mL 并 接 种 于 24 孔 板 中 ，每 孔 500 μL，于

37 ℃、5%CO2培养箱中培养24 h。按“2.2.4”项下方法分

组、给药及干预，每组设置4个复孔。干预24 h 后，取各

组细胞上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书方法检测细胞

培养液中 TNF-α 含量，并计算 TNF-α 抑制率。TNF-α 抑

制率＝（模型组细胞培养液中 TNF-α 含量－给药组细胞

培养液中 TNF-α 含量）/模型组细胞培养液中 TNF-α 含

量×100%。数据按“2.2.4”项下统计学方法处理。结果

见表4。由表4可知，与正常组比较，模型组细胞培养液

中 TNF-α 含量显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，地菍

石油醚提取物各给药组（地菍石油醚提取物 S3组除外）

细胞培养液中 TNF-α 含量均显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01）。TNF-α 抑制率在18.15%～82.83% 之间。

2.3　地菍石油醚提取物抗炎谱效关系分析

2.3.1　灰色关联度分析

灰色关联度分析是一种衡量事物或因素间关联程

度的方法，在谱效关系研究中可反映共有峰对应成分对

药效的贡献[7]。本研究以 NO、TNF-α 抑制率为参考序

表3　各组细胞培养液中 NO 含量和 NO 抑制率的测定

结果（x±s，n＝4）

组别

正常组
模型组
地菍石油醚提取物 S1 组
地菍石油醚提取物 S2 组
地菍石油醚提取物 S3 组
地菍石油醚提取物 S4 组
地菍石油醚提取物 S5 组
地菍石油醚提取物 S6 组
地菍石油醚提取物 S7 组
地菍石油醚提取物 S8 组
地菍石油醚提取物 S9 组

NO 含量/

（mmol/mL）

0.29±0.10

52.70±4.95a

29.73±1.83b

33.16±2.08b

34.91±0.92b

33.94±2.33b

33.00±2.22b

32.84±1.52b

37.95±0.65b

35.34±2.88b

34.50±1.23b

NO 抑制
率/%
－

－

43.59

37.08

33.76

35.61

37.38

37.69

27.98

32.94

34.53

组别

地菍石油醚提取物 S10 组
地菍石油醚提取物 S11 组
地菍石油醚提取物 S12 组
地菍石油醚提取物 S13 组
地菍石油醚提取物 S14 组
地菍石油醚提取物 S15 组
地菍石油醚提取物 S16 组
地菍石油醚提取物 S17 组
地菍石油醚提取物 S18 组
地菍石油醚提取物 S19 组
地菍石油醚提取物 S20 组

NO 含量/

（mmol/mL）

35.21±2.26b

36.19±1.31b

32.99±1.23b

33.65±1.08b

31.58±4.74b

33.25±2.66b

33.99±2.11b

33.38±0.83b

33.66±6.30b

35.15±1.91b

32.89±5.25b

NO 抑制
率/%
33.18

31.33

37.41

36.14

40.07

36.91

35.51

36.66

36.13

33.30

37.59

a：与正常组相比，P＜0.01；b：与模型组相比，P＜0.01。

表4　各组细胞培养液中 TNF-α含量和 TNF-α抑制率

的测定结果（x±s，n＝4）

组别

正常组
模型组
地菍石油醚提取物 S1 组
地菍石油醚提取物 S2 组
地菍石油醚提取物 S3 组
地菍石油醚提取物 S4 组
地菍石油醚提取物 S5 组
地菍石油醚提取物 S6 组
地菍石油醚提取物 S7 组
地菍石油醚提取物 S8 组
地菍石油醚提取物 S9 组

TNF-α 含量/

（ng/mL）

0.09±0.02

89.07±13.65a

24.68±3.01b

33.81±18.79c

72.91±20.41

25.44±9.04b

17.32±4.27b

22.91±8.00b

20.39±3.90b

47.11±8.86b

28.07±12.71b

TNF-α
抑制率/%

－

－

72.29

62.04

18.15

71.44

80.56

74.28

82.83

60.33

68.49

组别

地菍石油醚提取物 S10 组
地菍石油醚提取物 S11 组
地菍石油醚提取物 S12 组
地菍石油醚提取物 S13 组
地菍石油醚提取物 S14 组
地菍石油醚提取物 S15 组
地菍石油醚提取物 S16 组
地菍石油醚提取物 S17 组
地菍石油醚提取物 S18 组
地菍石油醚提取物 S19 组
地菍石油醚提取物 S20 组

TNF-α 含量/

（ng/mL）

41.49±13.12b

30.53±5.48b

34.13±13.65b

44.13±8.66b

26.85±6.54b

35.84±9.60b

21.01±5.49b

25.17±8.96b

32.71±9.96b

37.68±15.46b

15.68±3.83b

TNF-α
抑制率/%

52.86

65.73

61.68

50.47

69.86

59.77

76.41

71.74

63.28

57.70

82.39

a：与正常组相比，P＜0.01；b：与模型组相比，P＜0.01；c：与模型组

相比，P＜0.05。

表2　不同质量浓度地菍石油醚提取物对细胞存活率的

影响（x±s，n＝6，%%）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

平均值

2.5 μg/mL

98.32±0.09

110.81±0.07

79.37±0.09

99.03±0.06

72.71±0.07

95.01±0.06

107.03±0.07

78.28±0.04

105.36±0.11

110.10±0.18

107.48±0.07

92.80±0.07

92.62±0.04

63.98±0.07

92.56±0.04

109.39±0.13

107.79±0.08

88.98±0.08

116.81±0.23

98.66±0.16

96.35

5 μg/mL

108.04±0.05

113.18±0.08

83.02±0.12

103.75±0.17

105.13±0.07

83.32±0.08

97.90±0.10

93.14±0.08

100.50±0.10

98.41±0.09

97.69±0.10

101.30±0.04

96.80±0.04

110.95±0.08

99.67±0.05

108.99±0.23

101.81±0.14

91.71±0.07

91.53±0.11

94.15±0.14

99.05

10 μg/mL

99.50±0.19

94.25±0.14

44.51±0.14

99.11±0.10

106.19±0.03

81.05±0.06

98.01±0.10

88.46±0.10

91.79±0.13

38.09±0.07

102.81±0.10

77.78±0.15

93.11±0.04

123.73±0.09

91.45±0.09

78.93±0.10

94.83±0.15

119.19±0.06

89.32±0.22

90.57±0.07

90.13

20 μg/mL

44.97±0.17

49.14±0.52

7.11±0.04

72.10±0.14

67.69±0.04

57.42±0.15

79.35±0.14

49.94±0.12

56.56±0.02

54.52±0.06

69.56±0.14

68.40±0.14

77.01±0.08

101.76±0.07

71.05±0.11

64.33±0.30

69.22±0.13

56.40±0.12

50.85±0.07

75.94±0.11

62.17

40 μg/mL

11.42±0.09

20.38±0.04

11.73±0.03

34.17±0.04

55.35±0.12

35.35±0.08

39.98±0.06

25.14±0.04

29.30±0.26

37.66±0.06

35.31±0.05

37.23±0.01

39.38±0.05

40.08±0.11

39.26±0.03

42.27±0.07

28.12±0.07

41.30±0.06

23.11±0.04

35.45±0.12

33.10
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列，以 20批地菍石油醚提取物指纹图谱中 19个共有峰

峰面积为比较序列，计算参考序列与比较序列的灰色关

联度值（即关联度），并对关联度大小进行排序，结果见

表 5。由表 5可知，19个共有峰与 NO、TNF-α 抑制率的

关联度均大于 0.7，具体为 0.781～0.923，表明共有峰与

药效指标间均有关联性[8]。由此可得，地菍石油醚提取

物的抗炎作用是多成分协同起效的，其中以峰 16、15对

应成分的贡献最大；关联度排名前8位的共有峰对应成

分均未知，但这些成分的保留时间靠后，说明其极性相

对较小，后续本课题组将进一步对其进行分离鉴定。

2.3.2　偏最小二乘回归分析

在偏最小二乘回归分析中，回归系数的绝对值可反

映共有峰对药效指标的贡献程度，其数值越大，则贡献

越大；变量重要性投影（variable importance in projection，

VIP）值可解释自变量对因变量的贡献程度，当 VIP 值＞

1时，则表明自变量对因变量有显著贡献[9]。本研究以

20批地菍石油醚提取物指纹图谱中19个共有峰的峰面

积为自变量，以NO、TNF-α抑制率为因变量，采用SIMCA 

14.1软件进行偏最小二乘回归分析，结果见图3。

结果显示，峰 17、9、19、13、5（牡荆素）、6（异牡荆

素）、15与 NO 抑制率的 VIP 值均大于 1（图 3A）。峰 19、

13、9（槲皮素）、12、5（牡荆素）、6（异牡荆素）、8、7（鞣花

酸）、18、1与 NO 抑制率的标准化回归系数均大于 0，提

示其与 NO 抑制率呈正相关；其余共有峰与 NO 抑制率

的标准化回归系数均小于 0，提示其与 NO 抑制率呈负

相关（图 3B）。峰 11、8、16、19、4、12、10（木犀草素）与

TNF-α 抑制率的 VIP 值均大于1（图3C）。峰8、10（木犀

草素）、13、15、3、19、17、7（鞣花酸）、18、1与 TNF-α 抑制

率的标准化回归系数均大于 0，提示其与 TNF-α 抑制率

呈正相关；其余共有峰与 TNF-α 抑制率的标准化回归系

数均小于0，提示其与 TNF-α 抑制率呈负相关（图3D）。

2.4　地菍石油醚提取物抗炎活性成分验证

分子对接是一种研究小分子配体与蛋白质受体之

间相互作用的理论方法，可针对某一特定的靶标蛋白，

筛选出具有活性的化合物[10―11]。通过谱效关联分析发

现，牡荆素、异牡荆素、槲皮素、木犀草素均为地菍发挥

抗炎活性的重要成分。牡荆素、异牡荆素、槲皮素与 NO

抑制率呈正相关，而诱导型一氧化氮合酶（inducible ni‐

tric oxide synthase，iNOS）可高效产生 NO，从而导致炎

症[12]。因此，本研究选择 iNOS 为靶点蛋白与牡荆素、异

牡荆素、槲皮素进行分子对接。鞣花酸、木犀草素与

TNF-α 抑制率呈正相关，故本研究选择 TNF-α 为靶点蛋

白与鞣花酸、木犀草素进行分子对接。通过 TCMSP 数

据库（https：//old.tcmsp-e.com/tcmsp.php）查找活性成分

并保存为 mol2 格式，在 PDB 数据库（http：//www.rcsb.

org/）中找到 iNOS、TNF-α 蛋白质受体结构并保存为 pdb

格式，通过 AutoDock Tools 1.5.7软件设置对接参数。使

用 Autodock Vina 软件进行分子对接，并计算最低结合

能。结果显示，牡荆素、异牡荆素、槲皮素与 iNOS 蛋白

质受体的结合能均小于－5.0 kcal/mol。
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图3　共有峰与 NO、TNF-α抑制率的 VIP 值及标准化

回归系数

表5　20批地菍石油醚提取物中各共有峰与炎症因子抑

制率的关联度测定结果

共有峰

峰 16

峰 15

峰 13

峰 14

峰 19

峰 18

峰 17

峰 12

峰 11

峰 5（牡荆素）

峰 8

峰 10（木犀草素）

峰 7（鞣花酸）

峰 6（异牡荆素）

峰 1

峰 4

峰 2

峰 3

峰 9（槲皮素）

与 NO 抑制率的
关联度
0.923

0.916

0.904

0.901

0.889

0.888

0.882

0.874

0.850

0.847

0.846

0.844

0.840

0.830

0.818

0.808

0.790

0.786

0.781

与 NO 抑制率的
关联度排名

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

与 TNF-α 抑制率的
关联度
0.901
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3　讨论
20批地菍药材分别采自贵州、广西、广东、浙江、湖

南、福建等地，这些样品的图谱与对照指纹图谱 R 的相
似度在0.603～0.990之间，相似度低于0.8的样品主要产
自广西、广东地区，9个贵州地区产样品的相似度均大于
0.9。这表明样品间存在一定差异，导致该差异的原因可
能与产地、生长年限、地形地貌、土壤、气候等因素有关，

笔者将在后续的地菍药材质量评价中考察其生长条件。

本课题组采用灰色关联度法和偏最小二乘回归分
析法对地菍石油醚提取物及其抗炎活性进行了谱效关
系研究。灰色关联度结果表明，地菍石油醚提取物中19

个共有峰与 NO、TNF-α 抑制率的关联度均大于0.7。偏
最小二乘回归分析发现，峰 19、13、9（槲皮素）、12、5（牡
荆素）、6（异牡荆素）、8、7（鞣花酸）、18、1与 NO 抑制率
呈正相关，为主要药效峰；峰8、10（木犀草素）、13、15、3、

19、17、7（鞣花酸）、18、1与 TNF-α 抑制率呈正相关，为主
要药效峰。综合2种分析方法所得结果，将关联度值大
于0.7和偏最小二乘回归分析 VIP 值大于1，并且与 NO、

TNF-α 抑制率呈正相关的共有峰作为地菍抗炎活性成
分。此外，本课题组将基于谱效分析筛选出的抗炎活性
成分与 iNOS、TNF-α 蛋白质受体进行了分子对接验证，

结果发现，牡荆素、异牡荆素、槲皮素与 iNOS 蛋白质受
体均有较好的结合活性。因此，笔者推测牡荆素、异牡
荆素、槲皮素为地菍抗炎的潜在活性成分。

综上所述，本研究建立了地菍石油醚提取物的
HPLC 指纹图谱，20批样品化学成分一致性较好，但样
品间含量存在一定差异；地菍石油醚提取物抗炎活性成
分可能为牡荆素、异牡荆素、槲皮素。在后续研究中，可
通过高分辨质谱及有效部位分离等手段对地菍石油醚
提取物中抗炎活性相关未知峰进行成分鉴定。
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