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摘 要 目的：为阐明维药神香草抗炎作用的药效物质基础提供参考。方法：采用高效液相色谱法建立神香草8个不同极性提取

物的指纹图谱；以巨噬细胞RAW264.7为研究对象，考察神香草不同极性提取物对细胞培养上清液中炎症因子一氧化氮（NO）、肿

瘤坏死因子α（TNF-α）和白细胞介素6（IL-6）的抑制作用，比较其体外抗炎活性的差异性；采用灰色关联分析法分析指纹图谱共有

峰的峰面积与抗炎活性的谱-效关系。结果：神香草8个不同极性提取物的指纹图谱具有明显的差异。体外抗炎结果提示，神香草

30％乙醇提取物对体外炎症因子的抑制作用最强。对其建立的HPLC指纹图谱有共有峰14个，与体外炎症因子的抑制作用关系

密切的5个共有峰分别为8、6、5、10、13号，其中8号峰为迷迭香酸。结论：所建立的指纹图谱及其与体外抗炎活性的谱效关系可

为该药材的药效物质基础研究提供一定参考。

关键词 神香草；不同极性提取物；抗炎活性；指纹图谱；谱效关系；炎症因子

Study on the Spectrum-effect Relationship of Anti-inflammation Effect in vitro of Extracts from Uygur

Medicine Hyssopus cuspidatus

MAO Yan1，HE Jinhua1，CAI Xiaocui1，TIE Cai2，WANG Xintang1（1.Xinjiang Uygur Autonomous Region Institute

of Materia Medica，Urumqi 830004，China；2.Institute of Materia Medica，Peking Union Medical College / State

Key Laboratory of Bioactive Substance and Function of Natural Medicines，Chinese Academy of Medical Scienc-

es，Beijing 100050，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To provide reference for clarifying the pharmacodynamic material basis of anti-inflammation effect of

Uygur medicine Hyssopus cuspidatus. METHODS：HPLC was conducted to establish the fingerprint of 8 extracts with different po-

larities. Using macrophage RAW264.7 as object，the inhibitory effect of extracts with different polarities on inflammatory factor ni-

tric oxide（NO），TNF-α and IL-6 in supernatant of cell culture medium was detected，the differences of anti-inflammatory activity in

vitro were compared. Grey correlation analysis method was used to analyze the spectrum-effect relationship of peak area of common

peaks and anti-inflammation activity. RESULTS：The fingerprint of 8 extracts with different polarities showed obvious differences.

Anti-inflammation in vitro results suggested that 30％ ethanol extract had the strongest inhibitory effect on inflammatory cytokines

in vitro. There were 14 common peaks in the established HPLC fingerprints，the 5 common peaks that was closely related to the in-
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神香草为唇形科植物硬尖神香草（Hyssopus cuspi-

datus Boriss.）的干燥地上部分，是维吾尔族民间习用药

材，其性质干热，有很强的香味，具有镇咳、袪痰、平喘等

作用[1]，在维吾尔医学和民间用于治疗气管炎已有几百

年的历史，疗效确切。支气管哮喘是由多种细胞（如嗜

酸性粒细胞、肥大细胞、气道上皮细胞等）和细胞组分参

与的慢性气道炎症性疾病。本研究拟采用体外细胞培

养技术检测神香草不同极性提取物的体外抗炎活性，初

步将高效液相色谱（HPLC）指纹图谱和体外药效实验结

果相结合，采用灰色关联分析法对谱效关系进行研究，

考察神香草不同极性提取物HPLC指纹图谱特征峰与其

对体外炎症因子抑制作用的相关性，从而阐明神香草抗

炎作用的药效物质基础，并进一步得到神香草抗哮喘有

效部位，为后期深度开发和利用提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

UltiMate 3000系列HPLC仪，包括二极管阵列检测

器、四元梯度泵、在线脱气机、自动进样器、柱温箱和4～

40 ℃恒温箱（美国Thermo Scientific Technologies公司）；

TDZ5-WS 多管架自动平衡离心机（上海卢湘仪离心机

仪器有限公司）；SpectraMax M2多功能酶标仪（美国

Molecular Devices公司）；BP211D电子天平（德国Sarto-

rius公司）。

1.2 对照品、试剂盒与试剂

迷迭香酸对照品（批号：111871-201203，纯度：98.6％）、

咖啡酸对照品（供含量测定用，批号：110885-200102）、

木犀草素对照品（供含量测定用，批号：111520-200504）

均购自中国食品药品检定研究院；三裂鼠尾草素对照品

（成都曼斯特生物科技有限公司，批号：MUST-15052611，

纯度：99.17％）；总一氧化氮（NO）、细胞活力检测试剂盒

（美国Promega公司，批号：0000131725、0000125533）；小

鼠肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素 6（IL-6）酶联免

疫吸附（ELISA）试剂盒（美国 eBioscience 公司，批号：

E09479-1647、E09362-1655）；甲醇和乙腈为色谱纯，其

他试剂均为分析纯。

1.3 药材

野生神香草药材于 2014年 8月采自新疆阿尔泰地

区，由新疆维吾尔自治区药物研究所何江副研究员鉴定

为唇形科植物硬尖神香草（Hyssopus cuspidatus Boriss.）

的干燥地上部分。

1.4 细胞

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（RAW264.7细胞）购

自美国菌种保藏中心。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent TC C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：乙腈（A）-0.1％甲酸水溶液（B），梯度洗脱（0～5

min，2％A；5～10 min，2％A→5％A；10～35 min，5％

A→10％A；35～40 min，10％A；40～80 min，10％A→

25％ A；80～110 min，25％ A→95％ A；110～120 min，

95％A）；流速：1.0 mL/min；柱温：30 ℃；检测波长：280

nm；进样量：10 µL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取咖啡酸、迷迭香酸、

木犀草素和三裂鼠尾草素对照品适量，加甲醇溶解，制

成每 1 mL含咖啡酸 0.165 mg、迷迭香酸 0.263 mg、木犀

草素 0.112 mg、三裂鼠尾草素 0.157 mg 的混合对照品

溶液。

2.2.2 供试品溶液 分别称取神香草药材200 g，粉碎，

分别加入12倍量体积的水、30％乙醇、50％乙醇和75％

乙醇加热回流提取 2次，每次 2 h，滤过，合并滤液，滤液

减压浓缩至干浸膏，备用，样品编号为S1～S4。称取样品

S1适量，以水混合溶解后上大孔树脂柱，收集 50％乙醇

洗脱部位，减压浓缩至干浸膏，备用，样品编号为S5。称

取样品S3适量，以水混合溶解后上聚酰胺树脂柱，分别

以水和30％、60％、80％乙醇溶液洗脱，收集30％、60％、

80％乙醇洗脱部位，减压浓缩至干浸膏，备用，样品编号

为S6～S8。取上述8种提取物样品各0.1 g，精密称定，分

别置于 10 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，超声（功率：

250 W，频率：40 kHz）15 min，放冷，摇匀，0.45 µm 滤膜

滤过，取续滤液，即得。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度 取供试品溶液（S3），按“2.1”项下色谱条

件连续进样 6 次，记录色谱图。结果，各共有峰相对保

留时间的 RSD＜0.05％（n＝6），相对峰面积的 RSD＜

2.41％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.2 重复性 取供试品（S3）6份，按“2.2.2”项下方法

平行制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱图。结果，各共有峰相对保留时间的

RSD＜0.11％（n＝6），相对峰面积的 RSD＜4.19％（n＝

6），表明重复性良好，符合指纹图谱研究技术的要求

（RSD≤5％）。

2.3.3 稳定性考察 取供试品溶液（S3），按“2.1”项下色

谱条件，分别在室温下放置 0、4、8、12、24、36 h 进样测

hibitory effect of inflammatory factors in vitro were peak 8，6，5，10，13，respectively；peak 8 was rosmarinic acid. CONCLUSIONS：

The established fingerprint and its spectrum-effect relationship with anti-inflammation activity in vitro can provide certain reference

for its pharmacodynanic material basis study.

KEYWORDS Hyssopus cuspidatus；Extracts with different polarities；Anti-inflammation activity；Fingerprint；Spectrum-effect re-

lationship；Inflammatory factor
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定，记录色谱图。结果，在 24 h内各共有峰相对保留时

间的 RSD＜0.17％（n＝6），相对峰面积的 RSD＜3.33％

（n＝6），表明供试品溶液室温下在24 h内稳定。

2.4 指纹图谱的建立

2.4.1 共有峰和特征峰的标定 将神香草8个不同极性

提取物按“2.2.2”项下方法制成供试品溶液，按“2.1”项下

色谱条件进样，记录色谱图及各共有峰的相对保留时间

和相对峰面积，建立神香草 8 个不同极性提取物的

HPLC指纹图谱。以混合对照品（咖啡酸、迷迭香酸、木

犀草素和三裂鼠尾草素）溶液进行定位，采用相对保留

时间标定共有峰，得共有峰 14个。其中 8号色谱峰（迷

迭香酸）稳定、重复性好、含量相对较高、特征性较强，因

此以其为指纹图谱的参照峰，结果见图1。

2.4.2 指纹图谱的生成及相似度评价 将经过积分处

理的样品色谱图“AIA 文件”导入国家药典委员会《中药

色谱指纹图谱相似度评价系统》2004A 版软件中，以样

品S3的图谱为参照图谱，设定时间窗为0.3 min。采用中

位数法，按Mark峰进行自动匹配，生成对照指纹图谱，

并进行相似度分析。指纹图谱见图 2，相似度评价结果

见表1。

表1结果显示，8个样品相似度较低，提示各部位成

分差异较大，可以为神香草抗炎谱效关系的研究提供

数据支持。

2.5 神香草不同极性提取物体外抗炎活性考察

2.5.1 细胞处理 参考文献[2-5]方法，将RAW264.7细

胞在 37 ℃、5％CO2及饱和湿度环境下培养于含 10％胎

牛血清的 1640培养基中，当细胞处于对数生长期时，取

细胞悬液，以 180 μL/孔（含细胞 3×104个/孔）接种于 96

孔培养板内，孵育18～24 h后进行后续试验。

2.5.2 细胞分组与加药 将 RAW264.7细胞随机分 5

组，即空白对照组：以含10％胎牛血清的1640培养基继

续培养，终体积为200 μL；脂多糖（LPS）对照组：加入10

μL LPS，用培养基补体积至200 μL；样品组：每孔分别加

入样品S1～S8溶液10 μL、LPS 10 μL，用培养基补体积至

200 μL，设提取物质量浓度梯度为50 、10 、2 、0.4 μg/mL，

与细胞共同孵育24 h。

2.5.3 指标检测 孵育24 h后，分别检测细胞活力和细

胞培养上清液中NO、TNF-α和 IL-6水平，具体操作按照

相应试剂盒说明书进行（考虑到试验成本，试验中先采

用细胞存活率和 NO 水平为指标优选样品，然后以

TNF-α、IL-6水平为指标继续筛选神香草有效部位），测

定结果见表2。

表2 神香草不同极性提取物体外抗炎活性测定结果

Tab 2 Determination results of anti-inflammation ac-

tivity in vitro of extracts with different polari-

ties from H. cuspidatus

组别
S1样品组
S2样品组
S3样品组
S4样品组
S5样品组
S6样品组
S7样品组
S8样品组
空白对照组
LPS对照组

细胞存活率，％
100.00

97.59

78.50

99.31

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

NO，μg/mL

5.20

3.61

2.29

2.61

4.20

3.67

3.07

4.28

1.13

6.49

TNF-α，μg/mL

-

-

-

-

-

193.49

452.76

-

112.78

1 900.27

IL-6，μg/mL

-

-

-

-

-

102.92

116.39

-

108.77

600.35

注：“-”表示未进行检测

Note：“-”indicated it was not detected

表 2结果显示，样品S2～S4均体现出一定的细胞毒

性，样品 S2～S7均可不同程度地抑制 LPS 诱导的细胞

NO的释放。其中，样品S6和S7的抑制效果最为明显，又

因其无细胞毒性，因此筛选样品S6和S7进行后续试验研

图1 混合对照品和神香草S3样品的高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of mixed reference and

S3 sample of H. cuspidatus
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图2 神香草不同极性提取物的指纹图谱

Fig 2 Fingerprint of extracts with different polarities

from H. cuspidatus
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表1 神香草不同极性提取物指纹图谱的相似度评价结

果

Tab 2 Results of similarity evaluation of the finger-

print of extracts with different polarities from

H. cuspidatus

样品
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

对照图谱（R）

S1

1.000

0.991

0.709

0.750

0.603

0.990

0.834

0.542

0.817

S2

0.991

1.000

0.787

0.769

0.683

0.999

0.868

0.638

0.873

S3

0.709

0.787

1.000

0.795

0.959

0.78

0.689

0.849

0.964

S4

0.750

0.769

0.795

1.000

0.855

0.757

0.414

0.561

0.906

S5

0.603

0.683

0.959

0.855

1.000

0.672

0.514

0.796

0.950

S6

0.990

0.999

0.780

0.757

0.672

1.000

0.869

0.629

0.865

S7

0.834

0.868

0.689

0.414

0.514

0.869

1.000

0.694

0.688

S8

0.542

0.638

0.849

0.561

0.796

0.629

0.694

1.000

0.800

对照图谱（R）

0.817

0.873

0.964

0.906

0.950

0.865

0.688

0.800

1.000
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究。结果表明，样品 S6和 S7均能抑制 LPS 诱导的细胞

TNF-α、IL-6的释放，对炎症疾病具有潜在的治疗作用。

2.6 神香草不同极性提取物指纹图谱特征与其抗炎作

用的灰色关联分析

采用灰色关联分析法[6]对神香草不同极性提取物的

指纹特征峰与与体外抗炎活性的相关性进行分析，根据

关联度的大小，确定各成分对体外抗炎活性贡献的大小

顺序，结果见表3。

表3 神香草不同极性提取物指纹特征峰与体外抗炎活

性的关联度测定结果

Tab 3 Determination results of correlation of charac-

teristic charomatographic peaks of extracts

with different polarities from H. cuspidatus

and anti-inflammation activity in vitro

峰号

1

2

3

4

5

6

7

8（s）

9

10

11

12

13

14

NO

关联度
0.554

0.560

0.630

0.646

0.702

0.739

0.657

0.904

0.727

0.617

0.604

0.714

0.633

0.564

关联序
14

13

9

7

5

2

6

1

3

10

11

4

8

12

TNF-α

关联度
0.948

0.926

0.953

0.940

1.000

0.978

0.972

0.964

0.943

0.999

0.886

0.991

0.962

0.558

关联序
9

12

8

11

1

4

5

6

10

2

13

3

7

14

IL-6

关联度
0.986

0.964

0.992

0.979

0.969

0.994

1.000

0.936

0.981

0.974

0.864

0.981

0.934

0.562

关联序
5

6

11

13

4

7

9

2

8

10

12

3

1

14

表3结果显示，14个共有峰所代表的化学成分与体

外抗炎活性的关联度均大于0.55，提示这14个峰均与药

效有关。根据关联度的大小，确定各共有特征峰对体外

炎症因子NO抑制作用贡献大小顺序为：8＞6＞9＞12＞

5＞7＞4＞13＞3＞10＞11＞14＞2＞1；对 TNF-α抑制作

用贡献大小顺序为：5＞10＞12＞6＞7＞8＞13＞3＞1＞

9＞4＞2＞11＞14；对 IL-6抑制作用贡献大小顺序为：

13＞8＞12＞5＞1＞2＞6＞9＞7＞10＞3＞11＞4＞14。

可见，神香草提取物是通过其内部“有效物质群”的协同

作用达到体外抗炎作用的。

3 讨论
灰色关联分析来自灰色系统理论，其基本思想是一

种相对性的排序分析，根据序列曲线几何形状的相似程

度来判断其联系是否紧密。如果一组几何曲线形状越

相似则关联度越大，反之则越小[7-8]。由此从所考察的复

杂系统中找出主次因素，为系统综合决策及提高综合效

益提供信息。

本研究通过寻找“有效物质群”的指纹特征与体外

抗炎作用之间的联系开展研究，在神香草不同极性提取

物指纹图谱和药效研究的基础上，获得了神香草不同溶

剂提取物指纹图谱 14个特征峰峰面积和体外炎症因子

NO、TNF-α和 IL-6水平的量化数据。采用灰色关联分析

技术，确定了指纹图谱特征峰所代表的化学成分对药效

贡献的大小，继而根据神香草不同溶剂提取物指纹图谱

各特征峰对体外炎症因子 NO、TNF-α和 IL-6水平的抑

制作用贡献的大小程度来推测其体外抗炎作用。结果

表明，指纹图谱中14个共有峰所代表的化学成分与体外

抗炎活性的关联度均大于0.55，提示这14个峰均与药效

有关，证明了神香草的体外抗炎作用是多成分共同起效

的结果。从整体结果来看，指纹图谱共有峰中除了14号

峰与对TNF-α的抑制作用关联度较小外，其余各共有峰

的关联度均大于0.9。虽然样品S7作用后细胞存活率较

高、抑制体外炎症因子的作用较好，但是其指纹图谱中

除14号峰外其余各峰峰面积均小。因此，本课题组将会

选用样品S6进行后续的药效学研究。

综上所述，本研究初步探索了神香草8个不同提取

物的指纹图谱与体外抗炎活性的关系，为研究神香草药

效物质基础提供了依据。后期本课题组将在此基础上

研究关联度较大成分与体外抗炎活性药效的具体关系，

确定药效较强组分的结构，为制定科学的质量评价标准

提供参考。
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