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摘　 要: 为筛选牛尾菜抗氧化作用的药效活性物质ꎬ提升牛尾菜的药材质量控制标准ꎬ该研究测定了 １３ 批

牛尾菜的高效液相指纹图谱ꎬ并进行相似度评价和聚类分析ꎬ采用偏最小二乘回归分析法将共有峰与抗氧

化的抑制率进行关联性分析ꎬ并进行单体化合物抗氧化试验验证ꎮ 结果表明: (１)该文建立了含有 １４ 个主

要共有峰的 １３ 批牛尾菜 ＨＰＬＣ 指纹图谱ꎮ (２)１３ 批牛尾菜样品聚为两类ꎮ (３)指纹图谱中的 １、２、３、５、６、
９、１４ 号峰面积与抗氧化效果呈正相关ꎬ４、７、８、１０、１１、１２ 号峰与抗氧化效果呈负相关ꎬ其中 ９、１１、３、４、５ 号

峰的 ＶＩＰ 值均大于 １ꎮ (４)９ 号峰为齐墩果酸ꎬ１０ 号峰为熊果酸ꎬ９ 号峰对 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力最大ꎮ 该

研究认为牛尾菜抗氧化作用不是单一成分起作用ꎬ而是多种成分综合作用ꎬ其中 ９ 号峰(齐墩果酸)可能是

牛尾菜具有抗氧化作用的物质基础ꎮ
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　 　 牛尾菜 ( Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ) 为百合科 ( Ｌｉｌｉａｃｅａｅ
Ｊｕｓｓ.)植物牛尾菜的根茎(唐进等ꎬ１９７８)ꎬ俗称龙

须菜ꎬ是常用民间草药(赵琦ꎬ２０１７)ꎻ在中国大部

分地区都有分布ꎬ是常用壮药ꎬ是广西特色中成药

中华跌打丸主要成分之一 (国家药典委员会ꎬ
２０１５)ꎬ有通络止痛、活血化瘀之功效ꎬ用于风湿性

关节炎、跌打损伤、腰肌劳损等( Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ
牛尾菜中具有黄酮类、苷类、酚类以及其他化学物

质ꎬ具有镇痛、祛痰、抗氧化等药理作用(陈人萍

等ꎬ２０１４ꎻＳｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ 牛尾菜作为«中国药

典»收载的中成药中华跌打丸的“倒挂”药材ꎬ其质

量标准并未被«中国药典» ２０２０ 年版收载ꎮ 虽然

«广西壮族自治区瑶药材质量标准»收载了牛尾菜

的质量标准ꎬ但是其标准仍然局限于外观鉴别和

理化鉴定ꎬ并未对其进行特征指纹图谱表征和活

性成分的含量测定ꎬ因此ꎬ有必要利用其中的药效

确切活性成分建立质量控制方法ꎬ进行其关联药

效活性的物质筛选是研究的首要问题ꎮ
中药通过多种成分的协同作用来发挥疗效ꎬ

而利用中药谱效关系研究能够筛选活性成分ꎮ 谱

效关系结合指纹图谱的基础及药效学研究的内

容ꎬ通过指纹图谱和药效之间的关系ꎬ筛选出具有

中药药效的活性成分(李戎等ꎬ２００２)ꎮ 该方法简

单且高效ꎬ体现了药材提取物中主要成分与药理

作用之间的关系大小ꎬ为中药主要药效物质的研

究提供依据ꎮ 目前研究发现ꎬ抗氧化是预防衰老

的重要步骤ꎬ因为自由基或氧化剂会将细胞和组

织分解ꎬ影响代谢功能ꎬ从而引起多种疾病ꎮ 相关

研究发现ꎬ牛尾菜中的多酚类等成分具有抗氧化

活性(陈雯等ꎬ２０１２ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎮ 本研究以牛

尾菜的广西、广东和辽宁等不同产区为主要研究

区域ꎬ依托广西中药药材资源的道地产区的优势ꎬ
采用 ＨＰＬＣ 指纹图谱和清除 ＡＢＴＳ 自由基的作用

的抗氧化测定方法ꎬ通过对不同批次的牛尾菜的

指纹图谱进行相似度评价、色谱峰面积聚类分析、
抗氧化活性测定、偏最小二乘回归分析法ꎬ拟探讨

以下问题:(１)不同产地的牛尾菜的化学表征有何

异同ꎻ(２)牛尾菜药材的道地产区在哪里ꎻ(３)牛

尾菜抗氧化活性的药效物质是什么ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和仪器

Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ 高效液相色谱仪(美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司)ꎻ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｇｏ 全波长酶标仪 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司)ꎮ

过硫酸钾、甲醇为分析纯ꎬ乙腈为色谱纯ꎻ
ＡＢＴＳ(２ꎬ２￣联氨￣双(３￣乙基苯并噻唑啉￣６￣磺酸)二
氨盐ꎬ２０２１ 年购自美国麦克林生化科技股份有限

公司)ꎻ齐墩果酸(成都普菲德生物科技有限公司ꎬ
批号:１８０５１４０６)、熊果酸(成都普菲德生物科技有

限公司ꎬ批号:１８０８１６０１)ꎮ
牛尾菜药材(编号:Ｓ１ ~ Ｓ１３)经广西中医药大

学唐红珍教授鉴定为百合科菝葜属(Ｓｍｉｌａｘ Ｌ.)植
物牛尾菜的根茎(谭小青等ꎬ２０２１ａ)ꎮ 药材样品来

源信息见表 １ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 溶液的制备　 取牛尾菜药材粗粉 １ ｇꎬ放入具

塞锥形瓶中ꎬ精密加入 ８０％甲醇溶液 ２０ ｍＬꎬ超声

３０ ｍｉｎꎬ放冷ꎬ补足减少的质量ꎬ使用 ０.２２ μｍ 有机
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表 １　 牛尾菜样品来源信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

产地
Ｐｌａｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

产地
Ｐｌａｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ

Ｓ１ 辽宁锦州
Ｊｉｎｚｈｏｕꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｓ８ 江西赣州

Ｇａｎｚｈｏｕꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ

Ｓ２ 广西百色
Ｂａｉｓｅꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓ９ 广东韶关

Ｓｈａｏｇｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

Ｓ３ 福建三明
Ｓａｎｍｉｎｇꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｓ１０ 广西南宁

Ｎａｎｎｉｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

Ｓ４ 广东清远
Ｑｉｎｇｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｓ１１ 广西金秀

Ｊｉｎｘｉｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

Ｓ５ 贵州贵阳
Ｇｕｉｙａｎｇꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｓ１２ 广西宜州

Ｙｉｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

Ｓ６ 广西桂林
Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓ１３ 广西玉林

Ｙｕｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

Ｓ７ 广西贺州
Ｈｅｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

滤膜滤过ꎬ即得ꎮ 称取适量齐墩果酸、熊果酸ꎬ加
８０％甲醇制成单一对照品储备液ꎬ分别精密吸取齐

墩果酸储备液 ０~５ ｍＬ 与熊果酸储备液 ０~５ ｍＬꎬ加
入 ８０％甲醇稀释ꎬ将其定容至 ５ ｍＬ 容量瓶ꎬ使用

０.２２ μｍ 有机滤膜滤过ꎬ即为混合对照品溶液( 齐

墩果酸 ０.０３８ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ熊果酸 ０. ０４７ ｇ􀅰Ｌ￣１)ꎮ
１.２.２ ＨＰＬＣ 色谱条件 　 ＷａｔｅｒｓＣＯＲＴＥＣＳ® Ｃ１８色谱

柱(２.１ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ２.７ μｍ) ꎬ流速为 ０.５ ｍＬ􀅰
ｍｉｎ￣１ꎬ柱温 ２０ ℃ꎬ流动相选择 ０.５％磷酸水(Ａ) －
乙腈(Ｂ)水溶液ꎬ梯度洗脱 ( ０ ~ ５ ｍｉｎꎬ９５％ Ａꎻ５~
４０ ｍｉｎꎬ９５％ ~ ５％ Ａꎻ４０ ~ ４５ ｍｉｎꎬ５％ ~ ５％Ａ) ꎬ检
测波长 ２０５ ｎｍꎬ进样量 ２ μＬꎮ
１.２.３ 方法学考察　 精密度试验:取“１.２.１”项下的

供试品适量ꎬ按“ １. ２. ２”的色谱条件ꎬ进样测定 ６
次ꎬ计算相对保留时间、相对峰面积的 ＲＳＤ 值ꎬ实
验表明ꎬ各色谱峰的相对保留时间、相对峰面积的

ＲＳＤ 均小于 ２.３％ꎬ表明仪器精密度良好ꎮ 重复性

试验:取牛尾菜 Ｓ４ 的样品适量ꎬ共 ６ 份ꎬ按“１.２.１”
制备样品溶液进样测定ꎬ计算相对保留时间、相对

峰面积的 ＲＳＤ 值ꎬ实验表明ꎬ各色谱峰的相对保留

时间、相对峰面积的 ＲＳＤ 均小于 ２.７３％ꎬ表明方法

重复性良好ꎮ 稳定性试验:取牛尾菜药材的供试

品溶液( Ｓ４)ꎬ分别放置 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 后ꎬ按
“１.２.２” 的色谱条件进样分析ꎬ计算相对保留时

间、相对峰面积的 ＲＳＤ 值ꎬ实验表明ꎬ各色谱峰的

相对保留时间、相对峰面积的 ＲＳＤ 均小于 １.３１％ꎬ
表明样品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好ꎮ
１.２.４ 指纹图谱测定 　 将制备好的样品溶液和对

照品混合溶液ꎬ按“１.２.２”ＨＰＬＣ 色谱条件测定ꎬ记
录结果ꎬ将色谱数据导入“中药色谱指纹图谱相似

度评价系统(２０１２ 版)”ꎬ采用平均数法ꎬ设置时间

窗宽为 ０.１ꎬ经过多点矫正后ꎬ进行全峰匹配ꎬ生成

对照图谱ꎬ确定 １３ 批牛尾菜样品指纹图谱的主要

共有峰ꎬ并进行相似度评价ꎮ
１.２.５ 牛尾菜指纹图谱聚类分析 　 将 １３ 批牛尾菜

样品共有峰的峰面积导入 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件ꎬ使用

Ｗａｒｄ 方法和平均欧方距离进行聚类ꎮ
１.２.６ 抗氧化作用考察 　 精密称取牛尾菜粉末 ０.２
ｇ 于锥形瓶内ꎬ加入 ８０％甲醇溶液 １００ ｍＬꎬ超声 ３０
ｍｉｎꎬ放冷ꎬ补足减少重量ꎬ经 ０.２２ ｕｍ 有机滤膜滤

过ꎬ蒸干ꎬ用 ５０％乙醇溶解ꎬ将其配成质量浓度为

２.０、１. ０、０. ５、０. ２５、０. １２５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 的样品溶液ꎮ
称取 ＡＢＴＳ ３８.４１ ｍｇꎬ加水溶解后ꎬ转移并定容至

１０ ｍＬ 量瓶中ꎬ将其配制成浓度为 ７ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的

溶液ꎬ加入浓度为 ２. ４５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ 的过硫酸钾溶

液ꎬ混合均匀后ꎬ放置暗处 １２ ~ ２４ ｈꎬ即得 ＡＢＴＳ＋
自由基溶液ꎮ 在 ９６ 孔板中ꎬ分别加入 ２. ０、１. ０、
０.５、０.２５、０.１２５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的样品溶液 ２０ μＬꎬ分别

加入 ＡＢＴＳ＋工作液 １８０ μＬꎬ以无水乙醇为空白对

照ꎬ在室温下放置约 ６ ｍｉｎꎬ在 ７３４ ｎｍ 波长下测定

吸光度ꎬ重复 ３ 次(谭小青等ꎬ２０２１ｂ)ꎮ ＡＢＴＳ 清除

率按公式计算 ＝ [１－(Ａ ｉ－Ａ ｊ) / Ａ０] ×１００％ꎬＡ０空白

溶液ꎬ即无水乙醇加 ＡＢＴＳ 的 Ａ 值ꎻＡ ｉ 为样品溶液

和 ＡＢＴＳ 反应后的 Ａ 值ꎻＡ ｊ 为空白对照的 Ａ 值ꎮ 应

用清除 ＡＢＴＳ 自由基的抗氧化测定方法对 １３ 个不

同批次来源的牛尾菜样品进行了测定ꎬ并计算了

各样品的 ＩＣ５０值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 指纹图谱的建立

利用 ＨＰＬＣ 构建了 １３ 个不同产地来源的牛尾

菜药材的 １４ 个主要共有峰的指纹图谱ꎬ牛尾菜样

品 ＨＰＬＣ 叠加图谱见图 １ꎬ样品对照图谱见图 ２ꎬ另
外ꎬ通过与对照品比对ꎬ指认了其中 ２ 个色谱峰ꎬ
其中 ９ 号为齐墩果酸ꎬ１０ 号为熊果酸ꎬ混合对照品

的 ＨＰＬＣ 图见图 ３ꎮ 牛尾菜 ＨＰＬＣ 指纹图谱 １４ 个

共有峰的峰面积结果见表 ２ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ １ 号峰
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图 １　 １３ 批牛尾菜样品 ＨＰＬＣ 叠加图谱
Ｆｉｇ. １　 ＨＰＬＣ ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ １３ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ
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和 ２ 号峰的峰面积最大ꎬ ７ 号峰的峰面积较大ꎬ３、
５、１４ 号峰的峰面积较小ꎬ其他色谱峰的峰面积大

小居中ꎮ 因此ꎬ对指纹图谱的相似度评价影响较

大的是 １、２、７ 号峰ꎬ而 ６、９、１０、１１、１２、１３ 号峰对

指纹图谱的相似度计算结果的影响相对较小ꎮ
在牛尾菜经 ＨＰＬＣ 检测得到的色谱图中ꎬ１３

批药材的相似度在 ０.９６５ ~ １.０００ 之间ꎬ表明各批

次牛尾菜药材质量基本稳定ꎬ结果见表 ３ꎮ 由表 ３
可知ꎬ不同批次 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、 Ｓ６、Ｓ７、Ｓ１０ 和 Ｓ１２ 的牛

尾菜样品的相似度在 ０.９６３ ~ １.０００ 之间ꎻ而其他

批次 Ｓ４、Ｓ５、Ｓ８、Ｓ９、Ｓ１１ 和 Ｓ１３ 的牛尾菜样品的相

似度在 ０.９４３ ~ ０.９６０ 之间ꎮ 指纹图谱相似度之间

的差别虽然能够一定程度上反映出不同产量来源

样品之间化学表征的接近程度ꎬ但还是不能清晰

直观地反映出牛尾菜样品之间的差异ꎬ因此ꎬ还需

要通过对色谱峰的峰面积进行聚类分析来验证ꎮ

图 ２　 牛尾菜药材样品的 ＨＰＬＣ 对照指纹图谱
Ｆｉｇ. ２　 ＨＰＬＣ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

９. 齐墩果酸ꎻ １０. 熊果酸ꎮ
９. Ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄꎻ １０. Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ.

图 ３　 混合对照品的 ＨＰＬＣ 图
Ｆｉｇ. ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

２.２ 牛尾菜指纹图谱聚类分析结果

１３ 批牛尾菜样品 １４ 个共有峰的峰面积的聚

类结果见图 ４ꎬ横坐标的数字代表距离ꎬ纵坐标分

别代表 １３ 批的牛尾菜样品ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ１３ 批牛

尾菜样品可分为 ２ 类ꎬ第 Ｉ 类包括 Ｓ１(辽宁锦州)、
Ｓ２(广西百色)、Ｓ３(福建三明)、Ｓ５(贵州贵阳)、Ｓ６
(广西桂林)、Ｓ１０(广西南宁)、Ｓ１２(广西宜州)ꎻ第
Ⅱ类包括 Ｓ４(广东清远)、Ｓ７(广西贺州)、Ｓ８(江西

赣州)、Ｓ９(广东韶关)、Ｓ１１(广西金秀)、Ｓ１３(广西

玉林)ꎮ 其中ꎬ第 Ｉ 类中 Ｓ２(广西百色)、Ｓ６(广西

桂林)、Ｓ１２(广西宜州)与 Ｓ５(贵州贵阳)地理位置

比较接近ꎬ属于贵州省或贵州与广西交接的桂东

北地区ꎬ而 Ｓ４(广东清远)、Ｓ９(广东韶关)、Ｓ８(江
西赣州)、Ｓ７(广西贺州)、Ｓ１１(广西金秀)、Ｓ１３(广
西玉林)都是属于广东省或者与广东省交界的地

区ꎮ 因此ꎬ通过对指纹图谱共有峰的峰面积的聚

类分析可以将地理位置较为接近的牛尾菜药材批

次分开来ꎮ 此外ꎬ通过将相似度计算的结果与聚

类分析的结果进行比较ꎬ二者具有一定的相似性ꎬ
但是聚类分析能够更清晰直观地反映出牛尾菜样

品之间化学表征的差异ꎮ

图 ４　 １３ 批牛尾菜聚类分析树状图
Ｆｉｇ. ４　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ １３ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

２.３ 抗氧化作用考察结果

１３ 个牛尾菜样品的清除 ＡＢＴＳ 自由基的作用

抑制率ꎬ以及各样品 ＩＣ５０值的结果见表 ４ꎮ 由表 ４
可知ꎬ浓度为 ０.１２５ ~ ２.０ ｇ􀅰Ｌ￣１的牛尾菜样品均有

一定的抗氧化作用ꎬ浓度为 ２.０ ｇ􀅰Ｌ￣１的牛尾菜样

品的抗氧化作用清除率大于 ５０％ꎬ其余浓度的清

除率低于 ５０％ꎮ 根据各批次样品 ＩＣ５０曲线推测得

到其 ＩＣ５０值均在 １.０５ ~ １.９４ 之间且相差将近一倍ꎬ
样品的 ＩＣ５０值越小说明样品的抗氧化活性越好ꎮ
因此ꎬＳ３(福建三明)的抗氧化活性最好ꎬ其次是

Ｓ２(广西百色)、Ｓ１３(广西玉林)、Ｓ１２(广西宜州)ꎻ
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表 ２　 牛尾菜 ＨＰＬＣ 指纹图谱共有峰面积
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ｉｎ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ １３ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

共有峰 Ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４

Ｓ１ ６６２.７６ １７１６.８２ ４９.２６ ３９.８３ ７１.２２ ７３.８７ ２６７.１４ ７４.０５ ４.９ ５０.３４ １９.４７ １８.７５ ３３.１４ ５.５４

Ｓ２ ７２２.６８ ２ ５６６.６１ １５.９１ ９.２５ ２３.４１ ２２.４５ ４５３.８７ ５７.６１ ３.４６ ４３.４４ ２４.９７ ３１.１９ ５８.５４ １０.５８

Ｓ３ ６５０.６１ ２ ７５０.６６ ２９.３３ ２０.２２ ２１.１５ ２４.１５ ３６１.９７ ７６.８７ ３.４４ ５０.５７ ９３.１９ １０.４９ ７７.６６ ９.２２

Ｓ４ ４３２.２６ ９ １９６.９８ １５.６８ ５.１８ ２２.７２ １２.５８ ３３５.８３ ７７.４７ ３.６３ ４８.３２ ２１.１１ ３６.０９ ４９.４１ ６.８５

Ｓ５ ２８０.３８ ３ ０５６.５２ ５.７５ ５.３９ １９.５８ ８.９４ ２８４.７８ ３１.７６ ３.３３ ４７.９３ ２９.１３ ２６.０９ ９４.８１ １０.３９

Ｓ６ ３９４.２３ ３ １２９.４７ ７.２４ ２.９９ １２.２５ ６.３７ １６９.４５ ２３.２５ ３.７９ ４６.１４ ３０.００ ２８.６６ ７１.８０ ９.２７

Ｓ７ ７７０.４５ ５ ３９５.９６ ３１.４３ １４.１６ ４８.８１ ３３.４６ ５１６.６０ １１６.５８ １２.６３ ４６.８５ ２８.８４ １０.４６ ４５.６７ ７.２９

Ｓ８ ４６６.３６ ４ ５７６.７４ １.７９ ４.９９ ２９.６１ １６.９３ ３００.２１ ６７.４１ ９６.０３ ６３.１６ ５１.１４ ３５.３８ ８９.５１ １４.０４

Ｓ９ ７６１.１９ ６ ８４０.７７ ７.４７ ５.２１ １６.６２ １７.８１ ５９４.４０ ６０.０２ ３.３１ ４５.７３ ２４.４０ ２５.４１ ４０.１０ ８.６１

Ｓ１０ ５１１.１４ ３ ４６８.１０ １７.１０ ４.３８ １２.８５ １５.９６ ２８４.２１ ２８.５５ ８.４７ ４６.３３ ２２.７６ ２７.２３ ５４.８９ １４.１６

Ｓ１１ ５６１.７６ ９ ３９２.１８ ２０.６９ ４.３９ ２１.９３ ３７.６６ ２１４.７０ ８２.５３ ２.８３ ４２.７６ ２４.４０ ３６.２０ ６３.０４ ８.５２

Ｓ１２ ５７６.４８ ３ ５２１.１１ ２０.６２ ２２.５６ ２９.９７ ７３.５１ ３２３.７９ ４２.３５ ３.５７ ４６.５９ １０.７２ ５２.０３ １９.３８ ４.１３

Ｓ１３ ５３６.９７ ５ ６１８.１７ １５４.６８ ３３.１６ ６３.６０ ４０.５０ ３９９.９５ ２８.３０ ２.９６ ４４.３０ ５８.９１ ３９.６３ １２４.９３ １４.７５

表 ３　 １３ 个批次牛尾菜的相似度
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ

１３ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

相似度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

相似度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｓ１ ０.９６５ Ｓ８ １.０００

Ｓ２ ０.９８３ Ｓ９ １.０００

Ｓ３ ０.９９２ Ｓ１０ １.０００

Ｓ４ ０.９９７ Ｓ１１ ０.９９７

Ｓ５ ０.９９９ Ｓ１２ ０.９９９

Ｓ６ １.０００ Ｓ１３ ０.９９９

Ｓ７ ０.９９９

而 Ｓ１０(广西南宁)、Ｓ１１(广西金秀)的抗氧化活性

相对较弱ꎬＳ１(辽宁锦州)和 Ｓ７(广西贺州)的更

弱ꎻ其余批次的活性居中ꎮ 按抗氧化作用强弱的

结果进行分类ꎬ得到的结果与指纹图谱相似度结

果及聚类分析结果不完全一致ꎬ说明指纹图谱仍

然不能区分药材的药效活性强弱ꎮ
２.４ 谱效关系分析

以指纹图谱中共有峰面积为自变量ꎬ１３ 批牛

尾菜的抗氧化活性抑制率为因变量ꎬ进行偏最小

二乘回归分析ꎬ得到二者的谱效关系系数值及其

ＶＩＰ 值(刘振杰等ꎬ２０２０)ꎮ １３ 批牛尾菜的指纹图

谱峰面积与其抗氧化活性的谱效关系分析见图 ５ꎬ
其 ＶＩＰ 值见图 ６ꎮ 由图 ５ 和图 ６ 可知ꎬ指纹图谱中

的 １、２、３、５、６、９、１４ 号峰面积与抗氧化效果均呈

正相关ꎬ４、７、８、１０、１１、１２ 号峰与抗氧化效果均呈

负相关ꎻ９、１１、３、４、５ 号峰的 ＶＩＰ 值均大于 １ꎬ说明

这些峰在抗氧化作用中效果比较显著ꎬ进一步提

示齐墩果酸可能是牛尾菜有抗氧化作用的化学

成分ꎮ
２.５ 齐墩果酸体外抗氧化验证试验

精密称定活性化合物单体(齐墩果酸)对照品ꎬ
无水乙醇溶解后ꎬ转移至 １０ ｍＬ 容量瓶ꎬ定容ꎻ取以

上溶液ꎬ无水乙醇稀释ꎬ将其配制成为 １. ０、０. ５、
０.２５、０.１２５、０.０６５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的质量浓度的溶液ꎮ 按

“１.２.６”项下方法操作ꎬ计算齐墩果酸的清除率ꎮ 实

验结果表明ꎬ齐墩果酸对 ＡＢＴＳ 自由基的清除率分

别为 ２６％、４７％、７０％、７１％、８１％ꎬ其 ＩＣ５０值为 ０.１９４ꎬ
说明齐墩果酸有较强的清除 ＡＢＴＳ 自由基的能力ꎬ
是牛尾菜抗氧化活性的主要成分之一ꎮ

６３１２ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



３　 讨论与结论

本研究采用 ＨＰＬＣ 法ꎬ首次建立了不同产地的

１３ 批牛尾菜的指纹图谱ꎬ确定 １４ 个主要共有色谱

峰ꎬ指认了齐墩果酸和熊果酸 ２ 个色谱峰ꎬ１３ 批药

材具有较高相似度说明牛尾菜药材质量基本稳

定ꎮ 另外ꎬ由于中药指纹图谱具有模糊性和整体

性的特点(张慧等ꎬ２０１８)ꎬ其与含量测定的要求不

同ꎬ对色谱峰的分离度无高要求ꎬ不要求所有色谱

峰完全分开ꎬ而本文中牛尾菜指纹图谱的 １４ 个主

要色谱峰的分离度介于 ０.７９ ~ ７.０２ 之间ꎬ除个别

色谱峰分离度低于 １.０ 外ꎬ其余色谱峰分离度基本

大于 １.０ꎬ齐墩果酸和熊果酸的参照峰的分离度也

达到 １.０ 以上ꎬ虽然指纹图谱不需要将所有峰分

开ꎬ但是后期对目标成分进行含量测定的时候ꎬ仍
然需要对目标色谱峰的条件方法进行优化ꎬ使分

离度达到 １.５ 及以上ꎮ
牛尾菜的聚类分析结果表明地理位置比较接

近的牛尾菜样品聚为一类ꎬ并且地域相近的牛尾

菜的化学指纹图谱相似度高ꎬ这说明地理条件、气
候因素等可能是影响牛尾菜化学表征差异形成的

关键因素ꎬ而这也是中药道地药材形成的原因之

一(徐浩等ꎬ２０２１)ꎮ 广西牛尾菜是广西特色中成

药品种«中华跌打丸»的一味主要药材(钟海森等ꎬ
２０１８)ꎬ因此广西牛尾菜可能具有一定的道地性ꎮ
本实验结果也在一定程度上印证了这一点ꎬ福建

三明的牛尾菜的抗氧化活性最好ꎬ其次是广西百

色、广西玉林、广西宜州ꎮ
基于清除 ＡＢＴＳ 自由基的抗氧化测定方法的

牛尾菜样品测定表明ꎬ不同产地批次的牛尾菜的

抗氧化活性存在较大的差别ꎬ说明牛尾菜药材中

可能存在关键的抗氧化活性物质ꎬ牛尾菜中含有

大量的鞣质类成分(赵琦ꎬ２０１７)ꎬ这些成分常常作

为工业生产原料使用ꎬ而牛尾菜中的皂苷类成分

可能是其发挥药效的主要成分ꎬ有相关研究结果

报道了皂苷类成分良好的药理活性(查正霞等ꎬ
２０２０)ꎬ如白头翁药材中的白头翁皂苷 Ｂ４ 目前已

经开发出国家兽药新药并投产ꎬ人药剂型也在研

发中ꎬ而齐墩果酸作为三萜皂苷类化合物ꎻ黄勤英

等(２０１９)研究表明其有抗氧化作用ꎬ本文体外抗

氧化验证试验结果也说明齐墩果酸具有较强的抗

氧化能力ꎬ与黄勤英等的研究结果相吻合ꎮ 此外ꎬ

表 ４　 抗氧化活性测定结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １４ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

不同浓度样品
Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

(ｇ􀅰Ｌ￣１)

２.０ １.０ ０.５ ０.２５ ０.１２５

ＩＣ５０

Ｓ１ ５３.４３ ３１.９１ ２２.１４ １４.５６ ６.１２ １.７９

Ｓ２ ６８.９１ ４１.４７ ２２.９４ １０.５９ ４.４９ １.３９

Ｓ３ ８１.８７ ５３.３６ ３１.０４ １４.５９ １２.１２ １.０５

Ｓ４ ６５.６９ ４１.２７ ２３.１５ １０.６８ １０.２８ １.４４

Ｓ５ ６７.３８ ３８.７２ ２１.０９ ８.６７ ３.５３ １.４５

Ｓ６ ６３.９４ ３７.１７ １８.５１ ７.５４ ２.５１ １.５４

Ｓ７ ４８.６１ ２５.５２ １４.２８ ５.５５ １.３５ １.９４

Ｓ８ ５８.５０ ３５.３８ １５.６６ ７.０５ １.５５ １.６６

Ｓ９ ６１.５８ ３６.５３ ２０.０４ １２.１０ ５.７０ １.５７

Ｓ１０ ５８.７７ ３２.３８ １７.８９ ９.１１ ３.８７ １.６７

Ｓ１１ ５８.６０ ２９.６７ １６.６６ １４.０２ ３.３８ １.７０

Ｓ１２ ６９.９２ ３９.５１ ２０.５７ １１.０６ ４.８２ １.４０

Ｓ１３ ７０.４４ ３８.７７ ２２.５７ １１.１１ ５.０１ １.３９

图 ５　 牛尾菜偏最小二乘回归分析谱效关系图
Ｆｉｇ. ５　 ＰＬＳＲ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｓｍｉｌａｘ ｒｉｐａｒｉａ

本文通过谱效关系研究发现牛尾菜的指纹图谱中

１、２、３、５、６、９、１４ 号峰都与其抗氧化能力呈正相

关ꎬ表明牛尾菜的抗氧化作用可能是多种成分共

同作用的结果ꎮ 目前ꎬ虽然有较多相关研究对牛

尾菜根茎的化合物进行了分离鉴定(龚韦凡等ꎬ
２０１７)ꎬ但是这些研究可能没有针对性的分离出活

性成分和指标性成分ꎬ因而造成在质量控制标准

中活性成分鉴定的困难ꎬ所以ꎬ将指纹图谱中的其

他高活性的化合成分进行针对性的分离ꎬ并鉴定

这些成分ꎬ进一步探究其药理活性ꎬ将是本课题今

后的研究方向ꎮ

７３１２１１ 期 谭小青等: 牛尾菜 ＨＰＬＣ 指纹图谱及抗氧化活性谱效关系研究



图 ６　 牛尾菜偏最小二乘回归分析共有峰与
抗氧化活性的 ＶＩＰ 值

Ｆｉｇ. ６　 ＶＩＰ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＰＬＳＲ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
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