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基于谱效整合指纹的体外活性与
体内活性的生物等效性研究＊
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摘 要：目的：基于谱效整合指纹图谱的药物体外生物活性与体内活性的生物等效性研究。方法：

利用高效液相色谱-光电二极管阵列检测器-化学发光检测器（HPLC-DAD-CL）平台，建立 9个不同产
地山楂叶在线清除过氧化氢（H2O2）的活性整合指纹图谱，结合白藜芦醇清除 H2O2的量效关系曲线方
程，以 1 滋g 白藜芦醇的药效为一个效价单位，计算各指纹峰的效价值，用各指纹峰的效价值之和表示
山楂叶提取物体外清除过氧化氢的总活性；130 只小鼠随机分为 13 组，模型组与给药组皮下注射盐
酸异丙肾上腺素，放入装有钠石灰的广口瓶中，密闭瓶口，考察缺氧状态下小鼠耐氧存活时间，计算山

楂叶对心肌缺血小鼠的保护作用；对上述山楂叶抗氧化的体内外实验结果进行相关性研究，并采用药

典方法测定了不同产地山楂叶总黄酮含量对上述结果进行佐证。结果：不同产地山楂叶基于 HPLC-
CL 化学发光体系的体外清除 H2O2的的总活性与其体内活性结果基本一致，具有很强的相关性。结
论: 本研究组已建立的在线活性筛选技术检测结果的具有一定的可靠性，本研究为其进一步推广应用
提供科学依据。
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中医药作为我国具有自主知识产权的事业在

中国加入 WTO 之后产业化的步伐也随之加快。中
药势必要走出国门，实现现代化。而建立符合中医

药特点并被国际认可的中药质量分析与评价技术

是推进中药现代化和国际化发展的关键任务之一。

中药化学指纹图谱分析技术因其能够表征中药所

含的物质成分，符合中医理论的整体性和中药作用

机理的模糊性，已被 WHO、美国 FDA 和中国 SFDA
等认同并广泛用于鉴别中药真伪、评价其质量一致

性以及中药产品的稳定性 [1~3]。但是，当前中药指纹
图谱技术所面临的局限越来越明显，它反映的仅是

中药中的化学信息，与药效活性信息无关。这些化

学信息所对应的物质类群并不完全等同于中药的

药效物质基础，因此不能实现通过控制中药中各化

学成分的“量”进而控制药物的“质”。近年来，国内

学者也逐渐认识到这一点，致力于进一步完善指纹

1623



世界科学技术—中医药现代化绎中药研究

也World Science and Technology/Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Medica页

图谱体系。将指纹图谱与中药的药效评价相结合，

开展了药效与指纹谱的相关性研究，即中药谱-效
相关研究，其目的在于力图阐明指纹图谱特征与药

效的相互关系，使构建的指纹图谱用于中药质量控

制更具有针对性，并以之反映中药的内在质量 [4~8]。
如何将指纹图谱的“谱”和中药的“效”关联起

来是谱效关系研究必须解决的关键问题之一。在此

背景下，本研究组提出了“谱效整合指纹谱”这一

思路，选择以中药的抗氧化活性作为切入点，对中

药山楂叶、银杏叶和麦冬等的谱-效关系进行了研
究 [9~21]。“谱效整合指纹谱”也是一种谱-效关系研
究，是指通过离线或在线的活性检测方法，构建与

中药化学成分指纹峰相对应的活性指纹谱，经过统

计分析或计算机处理后，将不同的化学与生物学指

纹信息整合后所得的综合性评价模式。“谱效整合

指纹谱”评价模式将生物活性分析直接引入到质量

评价体系中，是一种融化学特征鉴别与生物活性评

价为一体的综合性评价模式，能够较好地反映中药

中复杂的成分体系所各自对应的化学信息和生物

活性信息。

在线活性分析联用技术是一种最近 10 年才开
始逐渐发展起来的新型技术。其优点在于 HPLC 色
谱分离和活性检测几乎同时完成，既可以获得植物

提取物的化学信息，也可同时对色谱分离后的成分

进行活性分析，获得活性信息，简化了活性指纹的

数据处理方法，方法快速、操作简便，自动化程度

高，适宜推广，是完善“谱效整合指纹谱”的一个较

好选择。本研究组在前人研究的基础之上，构建了

一系列直接清除自由基的在线活性分析联用技术。

但是这些在线活性分析联用技术都是基于清除自

由基的体外化学反应实验，其结果是否能代表药物

在体内的生物活性还有待研究。本文以山楂叶在线

清除 H2O2为例，对本研究组建立的山楂叶抗氧化活
性指纹与山楂叶对异丙肾上腺素诱导心肌缺血小

鼠的保护作用的相关性进行研究，并采用药典方法

测定了不同批次山楂叶总黄酮含量对上述结果进

行佐证。

一、材料和方法

1. 材料和仪器
（1）实验材料和动物。
山楂（Crataegus）的干燥叶样品均于 2010 年 5

月采集来自不同产地的样品共 9 份，样品编号及来
源如下：山东临沂（S01）、山东泰安（S02）、徐州邳州
（S03）、山西太谷（S04）、徐州城东（S05）、山西晋中
（S06）、新疆乌鲁木齐（S07）、湖北武汉（S08）、辽宁
沈阳（S09）。

130 只清洁级雄性 ICR 健康小鼠，体重 22~25
g，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供，合格
证号：SCXK（沪）2007-0005。小鼠饲养在温度 23依
2益，湿度 50%依10%，12 h 明暗交替的环境中。实验
动物全价颗粒饲料购自南京安立默科技有限公司。

（2）器材。
Agilent 1100 型 HPLC 色谱仪（包括 HP 工作站、

G1312A 型二元泵、G1313A 型全自动微量进样器、
G1316A 型柱温箱、G1314A 型可变波长紫外检测器
VWD），Lichrospher C18 分析柱（250 mm伊4.6 mm I.
D. 5 滋m，南京汉邦科技有限公司）。

BPCL-1-G-C 微弱发光测量仪及 BPCL Appl.
7.2 数据处理工作站（中国科学院北京生物物理研
究所），十万分之一天平（梅特勒-托利多仪器有限
公司，AE-240），PHS-25 型酸度计（上海雷磁仪器
厂），BT-200 恒流泵（沪西分析仪器厂）。

磨口广口瓶（250 mL），秒表，凡士林，KD-160
电子秤（TANITA, Japan），PB303-N 电子精密天平
（Mettler-Toledo, USA）。

（3）试剂。
碳酸氢钠和无水碳酸钠（南京化学试剂厂，

AR），乙二胺四乙酸二钠（EDTA，上海化学试剂总
厂，标准纯），过氧化氢（江苏南京试剂公司，AR），
焦性没食子酸（邻苯三酚，遵义第二化学厂，AR），
3-氨基邻苯二甲酰肼（鲁米诺，luminol，Fluka 公
司），盐酸普萘洛尔片（心得安，上海信谊黄河制药

有限公司，批号：100301），盐酸异丙肾上腺素（Flu原
ka，批号：1356233），钠石灰（上海陆都化学试剂厂，
批号：20100328）。

甲醇、乙腈、乙酸、甲酸、磷酸等试剂均为色谱

纯（德国 Merck 公司），其它试剂均为国产分析纯；
水为自制 Milli-Q 超纯水。

2. 供试样品的制备及溶液的配制
山楂叶样品 60益干燥至恒重（6 h 左右），粉碎

成 60 目粉末，称取各产地山楂叶 500 g，分别加入
75%乙醇溶液 3 L，回流提取 60 min，滤过，重复操
作一次，合并滤液，减压浓缩至浸膏，所得浸膏用冷
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冻干燥机冻干成粉末，放置在荫凉干燥处，密封保

存，待用。

在线清除过氧化氢实验样品的制备：精密称取

0.25 g 山楂叶提取物冻干粉，加甲醇定容至 50 mL，
经 0.45 滋m微孔滤膜过滤即得供试品溶液。取 900
滋L 供试样品，加入 100 滋L 内标物白藜芦醇的甲醇
溶液（浓度为 100 滋g·mL-1），进样 10 滋L 用于清除
过氧化氢测定。

碳酸缓冲液（pH 10.0）：0.1 mol·L-1 碳酸钠水
溶液 30 mL 和 0.1 mol·L-1 碳酸氢钠水溶液按一定
比例混合，测定 pH 值为 10.0。加入 EDTA 浓度为
6.3伊10-3 mol·L-1。

鲁米诺储备液：精密称定鲁米诺试剂 0.32187 g
用 0.1 M 碳酸钠溶液溶解并稀释至 100 mL。浓度为
0.01817 M，4益 保存，3 天后使用。

鲁米诺溶液：精密量取鲁米诺储备液用碳酸缓

冲液（pH10.0）稀释至浓度为 9.1伊10-6 M。
过氧化氢溶液：精密量取 30% H2O2 溶液用水

稀释至浓度为 8.8伊10-7 M。
3. 不同产地山楂叶在线清除过氧化氢活性指

纹图谱的建立

HPLC 流动相 A 为 0.1%磷酸水溶液，B 为乙

腈，梯度洗脱见表 1，流速 0.9 mL·min-1，柱温 30益，
检测波长 254 nm。

HPLC-DAD-CL 仪器连接装置如图 1 所示，CL
负高压 800 V，鲁米诺溶液、过氧化氢溶液分别通过
双通道恒流泵以 1.1 mL·min-1 流速输送用于清除
过氧化氢测定。各色谱峰对于过氧化氢的清除率按

以下公式计算：

清除率（%）= CLbaseline-CLpeak
CLbaseline

伊100%

表 1 山楂叶提取物的 HPLC 梯度洗脱程序

图 1 HPLC-DAD-CL 体系的仪器装置图
注：TM，T形混合器；Cell，玻璃盘管 (80 滋L)；PMT，光电倍增管[16]。

HPLC Pump
Solution I

Solution II

Autosampler

HPLC Column

Computer

Interface

PMT

Cell

Waste

DAD
Peristaltic Pump

Solution I

Solution II
CL

TM TM
PEEK Tube

（50cm 伊 0.5mm, id）
（50cm 伊 0.5mm, id）

PEEK Tube

（30cm 伊 0.25mm, id）
PEEK Tube

时间(min) A(%) B(%)
0 95 5
5 92 8
20 89 11
30 88 12
40 85 15
60 84 16
70 79 21
85 75 25
95 68 32
105 60 40
115 40 60
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4. 不同产地山楂叶总黄酮含量的测定
对 9 个不同产地的山楂叶总黄酮含量进行了

测定，具体操作方法参照 2010 版《中国药典》，干燥
山楂叶总黄酮含量以无水芦丁计算 [22]。

5. 山楂叶提取物对于异丙肾上腺素诱导心肌
缺血小鼠的影响

本实验方法参照本研究组前人的研究进行 [23]，
小鼠 130 只，随机分为 13 组，每组 10 只，正常对照
组和心肌缺血模型组分别灌胃给予等容量 0.5%
CMC-Na，山楂叶提取物组（用量均为 1.000 g），阳
性对照心得安 20 mg·kg-1组。每日灌胃一次，连续 3
天，灌胃容量为 0.2 mL/10 g。最后一次灌胃给药 1
h 后，正常组皮下注射等容量生理盐水，其余各组
皮下注射盐酸异丙肾上腺素 20 mg·kg-1，15 min 后
放入装有 15 g 钠石灰的 250 mL 广口瓶中，立即密
闭瓶口，记录缺氧状态下小鼠存活时间。保护率参

照以下公式计算：

保护率（%）=给药组存活时间-模型组存活时间
正常组存活时间-模型组存活时间 伊100%

二、结果与讨论

1. 不同产地山楂叶在线清除过氧化氢的活性
指纹图谱

9 批不同产地山楂叶提取物的 HPLC 化学指纹

图谱见图 2，结果显示不同产地的山楂叶其化学成
分都大致一致，图 3 为山楂叶提取物清除过氧化氢
的生物活性指纹图谱，山西产地的样品活性峰最

少，而山东临沂的活性峰最多，初步判定山东临沂

的山楂叶抗氧化活性最强。

虽然以上生物活性指纹图谱结合 HPLC 化学指
纹图谱能反映各指纹峰的活性强弱和主要活性峰，

但并不能完全反映该种山楂叶的整体效果，整体药

效并不等于各指纹峰药效之和，因为峰效曲线并非

线性关系，而是二次函数或三次函数。为了能更好

地反映山楂叶的整体药效，必须寻找到一个能加和

的指标。基于这种考虑，我们选择了一种抗氧化阳

性药白藜芦醇（Resveratrol）作为内标，建立了白藜芦
醇的在线清除过氧化氢的量效关系数学模型（y=
1.86伊10-5x3-2.91伊10-3x2+0.16x+0.88，其中 x 为对过
氧化氢的清除活性，用清除率（%）表示；y 为 W 的
自然对数，W 为白藜芦醇的量，单位为 滋g），将该模
型编入计算机程序，然后将山楂叶各指纹峰的清除

活性值导入程序进行运算，即可得到各活性指纹峰

相当于白藜芦醇的量（滋g）。以 1 滋g 白藜芦醇的药
效为一个效价单位，即可算出各指纹峰的效价值

（Potency）。这些效价值是可以加和的，各指纹峰的
效价值之和可反映该山楂叶的总体活性（总效价）

（见表 2），而总效价的大小可以直接代表总提取物
19.58

14.69

9.79

4.90
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图 2 同一季节采收的不同产地山楂叶提取物的 HPLC
化学指纹图谱

注：*内标物，白藜芦醇。

图 3 同一季节采收的不同产地山楂叶提取物的在线清除
H2O2的活性指纹图谱
注：*内标物，白藜芦醇。
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组别
剂量（g提取物/kg体

重）
存活时间（分） 保护率（%） 体外清除H2O2

总活性（u）
总黄酮含量

（mg芦丁/g提取物）
正常组 - 25.86依2.45 - - -
模型组 - 20.67依2.50## - - -
S01 1 25.13依3.41** 85.93 2.367 284.40
S02 1 23.26依5.66 49.90 0.526 153.06
S03 1 22.31依2.75 31.60 0.734 147.14
S04 1 21.39依3.71 13.87 0.207 60.24
S05 1 22.99依5.66 44.70 0.897 197.50
S06 1 23.05依3.27 45.86 0.691 189.60
S07 1 24.82依5.97 79.96 1.405 130.35
S08 1 24.16依3.14* 67.25 1.752 241.94
S09 1 23.64依3.63 57.23 0.533 128.38
心得安 0.02 22.95依1.99* 43.93 - -

清除过氧化氢的能力，反映其体外抗氧化活性的大

小。从计算结果可以看出不同产地的山楂叶的总效

价有所不同，表明抗氧化活性有差异。其中山东临

沂（S01）的抗氧化活性最强，而山西（S04）的活性最
弱，表明山楂叶的整体质量在一定程度上受其生长

地域的影响。

2. 不同产地山楂叶总黄酮含量
大量研究报道山楂叶对心血管疾病有显著的

治疗作用，作为其主要活性成分的黄酮类物质有显

著的抗氧化作用，黄酮含量高低直接影响山楂叶的

抗氧化活性，2010 版《中国药典》规定干燥山楂叶总
黄酮以无水芦丁计算，不得少于 7.0%。本实验按照
规定对 9 个不同产地的山楂叶总黄酮含量进行了
测定（见表 2），结果与在线清除过氧化氢实验中计
算的各山楂叶的总效价结果大体一致（见图 4），山
东临沂（S01）的总黄酮含量最高，含量最低的为山
西（S04）。用 SPSS 软件对经在线清除过氧化氢的生
物活性指纹图谱计算出来的山楂叶总效价值与实

表 2 9 批不同产地山楂叶提取物对于异丙肾上腺素诱导心肌缺血小鼠的保护作用，基于 HPLC-CL 体系
清除 H2O2的总活性，以及其总黄酮的含量 (x依s, n=10)

注：与正常组比较，##P<0.01；与模型组比较，* P<0.05，**P<0.01。

图 4 9 批不同产地山楂叶基于 HPLC-CL 体系清除 H2O2的总活性与其总黄酮含量的相关性
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验测得的总黄酮含量进行相关性分析，结果显示两

者成显著正相关关系，相关系数为 r =0.828，P<
0.01。

3. 山楂叶提取物对于异丙肾上腺素诱导心肌
缺血小鼠的保护作用

异丙肾上腺素通过作用于小鼠心脏 茁 受体，加
快心率，增强心肌收缩力，使得小鼠心肌耗氧量显

著增加，从而引起心肌耗氧量增加性缺血，这是研

究药物抗心肌缺血缺氧以及相应的体内抗氧化活

性的经典模型。本研究预先对小鼠灌胃给予不同产

地的山楂叶提取物 3 次（1 g·kg-1），可明显延长小
鼠心肌缺血损伤后的耐缺氧死亡时间，小鼠的寿命

延长 85.93% ~13.87%（见表 2）。其中山东临沂
（S01）、新疆（S07）、湖北（S08）、辽宁（S09）的样品与
模型组比较具有显著和极显著差异；其余产地山楂

叶提取物对小鼠也有不同程度的保护作用；山西产

山楂叶提取物保护率最低，与山东临沂的山楂叶提

取物比较具有显著差异。植物药的质量受其生长的

土壤、湿度，以及温度等因素的影响，因此不同产地

的山楂叶其药效强弱也有所区别。

4. 在线清除过氧化氢体系与体内活性实验的
相关性分析

体内活性实验是目前检测药物药效活性最为

直接、科学的手段，但其只能检测单一化合物或者

是总提取物，实验结果往往会受到实验动物本身的

身体状况、性别、年龄、体重以及体质的影响，重现

性低，而且操作繁琐，实验周期长。然而采用在线清

除自由基平台，不仅操作简单，重现性高，而且能将

中药化学分离与各化学成分的活性检测同时进行，

化学信息与生物学信息的结合能从整体上综合评

价中药的质量。由于该平台是近几年才建立的，在

国内还没有得到大规模的推广和实施。中药成分复

杂，吸收进入体内的成分还受体内代谢、成分间的

相互作用，以及内源性物质的干扰等复杂因素的影

响，故同一样品体内外活性数据常出现不一致的现

象。因此本研究室建立的在线活性检测技术数据与

体内的活性实验结果是否具有一致性还有待研究。

本实验采用在线清除过氧化氢的实验结果结

合数学模型计算得出的各产地山楂叶的总效价表

示山楂叶总提取物的体外抗氧化活性，对异丙肾上

腺素诱导心肌缺氧的小鼠的保护率代表山楂叶总

提取物的体内抗氧化能力，从整体上考察样品的体

外抗氧化活性与体内抗氧化活性的相关性。结果表

明在线清除过氧化氢实验与体内实验有良好的正

相关（见图 5），对于不同产地的山楂叶，其体外抗氧
化活性高的样品体内抗氧化活性也较好。采用

SPSS 软件对山楂叶的体外抗氧化活性与实验测得
的体内抗氧化活性进行相关性分析，结果显示两者

为显著正相关关系，相关系数为 r=0.839，P<0.01，
然而实验测得的总黄酮含量与体内抗氧化实验的

相关系数 r 仅有 0.660，说明用山楂叶的总黄酮含
量高低来评价其药效活性的强弱有待进一步商榷。

中药成分复杂，而每种成分的药效活性各有差异，

采用在线活性分析技术不仅可以得到每个化学峰

的药效活性，还可以结合数学计算得出每个药材总

提取物的药效活性，从整体上把握了中药的质量。

图 5 9 批不同产地山楂叶提取物对于异丙肾上腺素诱导的心肌缺氧小鼠的保护作用与基于 HPLC-CL 体系的
清除 H2O2的总活性的相关性
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从上述研究结果来看，本研究组所采用的山楂叶在

线清除过氧化氢活性指纹数据的可信度较高，与直

接测定的体内总活性具有良好的相关性，具有生物

效应上的等效性。

三、小 结

本研究采用研究组所提出并建立的谱效活性

整合指纹技术对 9 批山楂叶药材的质量进行了评
价，并采用了数学方法对结果进行了整合。通过与

体内活性实验研究结果的生物等效性研究，以及与

采用药典方法测定的山楂叶总黄酮含量的比较，结

果表明基于谱效整合指纹技术得出的活性数据与

二者结果具有良好的相关性，与体内活性数据在生

物效应上具有等效性和一致性。

目前，生物活性指纹图谱的在线检测技术已成

为中药质量控制的重要研究方向，但是不同的活性

检测指标所得出的生物活性图谱数据结果也不尽

相同。因此针对不同的在线检测平台，都应该探讨

对其对应的体内活性实验结果是否符合，从而建立

更为合理的谱效相关研究，全面的表征中药的内在

质量。
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Abstract: This work was aimed to study the bioequivalence of activity based on 野spectrum-effect integrated fin鄄
gerprint冶 and activity in vivo. The hydrogen peroxide (H2O2) scavenging activity fingerprints of 9 batches of
Crataegus leaves collected from different provinces were established through an on -line high-performance liquid
chromatography-diode array detector combined with chemiluminescence detection (HPLC-DAD-CL) system. As
the positive control, if resveratrol (1 滋g) was presumed as a potency unit, the relative activities of active peaks
were calculated as potency unit according to standard potency curves of resveratrol. And the relative total activi鄄
ties of Crataegus leaves should be the sum of potency of all characteristic peaks. A total of 130 mice were ran鄄
domly divided into 13 groups, the acute ischemic anoxic myocardial injury was induced by subcutaneous injection
isoproterenol in mice, the survival time in mice with hypoxic state was recorded and the life extension rate of the
treated group was studied. The correlation between the H2O2 scavenging capacity of Crataegus leaves based on
HPLC-DAD-CL and the protective effect in mice with myocardial hypoxia was investigated. And the content of
total flavonoids was determined to make the results above more authentic. It is found the antioxidant activities in
vitro and in vivo both confirm with each other, which means the on-line activity screening method and antioxi鄄
dant-activity integrated fingerprint research platform can be further promoted.
Keywords: Spectrum-effect integrated fingerprint, Crataegus leaves, hydrogen peroxide, total flavonoids, in vitro-
in vivo correlation, myocardial hypoxia
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