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基于谱-效关系的青刺尖抗氧化活性成分分析
桂鹏燕1,2，杨秀霞1,2，杨兆祥1,2，曲丽萍1,2, *

（1.云南特色植物提取实验室有限公司，云南昆明 650106；
2.云南贝泰妮生物科技集团股份有限公司，云南昆明 650106）

摘　要：为探究青刺尖（Prinsepia utilis Royle）主要抗氧化活性成分，阐明其药效物质基础，本研究以 1,1-二苯基-
2-三硝基苯肼自由基（1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl radical，DPPH·）清除率为指标，采用高效液相色谱（high
performance liquid chromatography，HPLC）建立 11批青刺尖提取物指纹图谱，并结合皮尔逊、斯皮尔曼和偏最小

二乘回归分析探讨了指纹图谱共有峰与抗氧化作用间的谱-效关系，筛选出对抗氧化活性贡献较大的组分进行质谱

定性和高效液相色谱定量分析，进一步通过体外 DPPH·、ABTS+·、·OH清除能力和人皮肤成纤维细胞（human
foreskin fibroblasts，HFF）抗衰活性检测，评价其抗氧化及抗衰活性。结果从 11批青刺尖提取物指纹图谱中标定

13个色谱峰，并识别出其中 6个化学成分，其中芦丁、水仙苷、碟豆素、夏佛塔苷和香蒲新苷等化合物为青刺尖

发挥抗氧化功效的潜在物质成分，定量分析结果表明各化学成分的含量存在一定差异，碟豆素含量最高（738.123 μg/mL），

其次是芦丁（538.612 μg/mL）、水仙苷（385.881 μg/mL）和香蒲新苷（337.168 μg/mL），且各单体化合物均表现

出较好的自由基清除活性和良好的抗衰效果，其中芦丁和水仙苷能有效清除 DPPH·、ABTS+· 及 ·OH，其中芦丁

对 DPPH· 和 ABTS+·的清除率分别为 92.84%和 92.44%，对 ·OH 清除作用的 IC50 值为 0.45 mg/mL；水仙苷对

DPPH· 和 ABTS+·的清除率为 37.71%和 82.01%，·OH清除作用的 IC50 值为 1.01 mg/mL。夏佛塔苷、香蒲新苷

（P<0.01）及芦丁（P<0.05）可显著抑制 SA-β-gal活性，降低衰老相关 β-半乳糖苷酶阳性细胞比例，显示出良好

的抗衰效果；细胞氧化应激模型中，香蒲新苷、蝶豆素、水仙苷及夏佛塔苷、芦丁能显著下调 MMP-1、MMP-
3和 MMP-9的表达（P<0.001），促进皮肤胶原蛋白合成并抑制其降解，具有潜在的抗衰老能力。综上表明青刺

尖的抗氧化功效可能是由夏佛塔苷、香蒲新苷、芦丁、水仙苷及碟豆素等多种化学成分共同作用产生的结果。
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Screening and Identification of Antioxidative Material Basis from
Prinsepia utilis Royle Based on the Spectrum-effect Relationship
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Abstract：To investigate  the  antioxidant  chemical  constituents  of Prinsepia  utilis Royle  and reveal  its  pharmacodynamic
substance basis. HPLC was used to establish the fingerprints of different batches of Prinsepia utilis Royle extracts (PRE).
The  DPPH  scavenging  activity  was  used  as  an  indicator  of  drug  efficacy.  Pearson  correlation,  Spearman  analysis,  and
partial least squares regression (PLSR) analysis were used to study the spectral efficiency relationship between the common
peaks of the HPLC fingerprint spectra and the antioxidant efficacy substances of PRE. This was followed by LC-MS and
HPLC analyses to identify the primary antioxidant substances. We assessed the antioxidant and anti-aging effectiveness of  
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these  active  substances  through  various  methods:  scavenging  1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl  radicals  (DPPH·),  2,2'-azino-
bis  (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid  radicals)  (ABTS+·),  OH  radicals  (·OH),  and  anti-aging  activity  in  HFF  cells.
Results  showed  that  thirteen  common  peaks  were  identified  and  six  chemical  components  were  identified  from  the
fingerprints of 11 batches of PRE. Among them, rutin, narcissoside, clitorin, shaftoside and typhaneoside may be potential
antioxidant  substances  in  the  11  extracts  of  PRE,  and  the  contents  of  the  above  five  compounds  exhibited  significant
differences.  In  which,  the  content  of  clitorin  was  the  highest  (738.123  μg/mL),  followed  by  rutin  (538.612  μg/mL),
narcissoside (385.881 μg/mL), and typhaneoside (337.168 μg/mL). Rutin and narcissoside demonstrates significant efficacy
in  scavenging DPPH·,  ABTS+·,  and  ·OH radicals,  with  the  scavenging rates  and IC50 values  recorded at  DPPH· 92.84%
(Rutin)  and  37.71%  (narcissoside),  ABTS+·  92.44%  (Rutin)  and  82.01%  (narcissoside)  ,  ·OH  0.45  mg/mL  (Rutin)  and
1.01  mg/mL  (narcissoside),  respectively.  Additionally,  schaftoside,  typhaneoside,  and  rutin  significantly  inhibited  SA-β-
gal activity, reduced the proportion of senescence-associated β-galactosidase-positive cells, and exhibits notable anti-aging
effects  (P<0.01).  In  the  hydrogen  peroxide  (H2O2)-induced  cellular  oxidative  stress  model,  typhaneoside,  clitorin,
narcissoside, and shaftoside, along with rutin significantly downregulated the expression of MMP-1, MMP-3, and MMP-9
(P<0.001), promoted skin collagen synthesis, and inhibited its degradation, demonstrating potential anti-aging capabilities.
This altogether indicates that the antioxidant effect of Prinsepia utilis Royle is the result of the combined effect of multiple
chemical components such as shaftoside, typhaneoside, rutin, narcissoside and clitorin.

Key  words：Prinsepia  utilis  Royle； antioxidative； spectrum-effect  relationship；Pearson  correlation； partial  least  squares

regression

青刺尖（Prinsepia utilis Royle）属蔷薇科（Rosa-
ceae）扁核木属（Prinsepia）植物茎叶，别名炮筒果、阿

那斯、蒙自扁核木等，是一种多年生落叶灌木[1]。主

要分布于中国西南地区（如：云南、贵州、四川、西藏

等）以及巴基斯坦、尼泊尔、不丹和印度北部，云南省

内主要分布于丽江、大理和迪庆藏族自治州[2−4]。在

云南滇西北少数民族地区具有较长的药食同源使用

历史[5]。当地人采摘嫩尖后作新鲜蔬菜凉拌、炖煮炒

食或在当地市场售卖，为了四季都能食用，也会将嫩

尖制成腌菜长期保存，进一步研究还发现青刺嫩叶提

取物的总黄酮含量高于其发酵产物和青刺果提取

物[6]。青刺尖嫩尖凉拌、腌制后食用，可开胃消食，清

热去火，抑制口腔及肠道炎症，嫩叶作为茶饮可预防

口舌生疮、口臭、咽喉肿痛等[7]。青刺尖中还含有类

黄酮、维生素Ｅ以及维生素Ｃ等营养成分，这些物质

是较好的抗氧化剂，具有抗衰老，保护神经系统和骨

骼肌的作用[7]。现代研究表明，青刺尖中含有丰富的

氨基酸，必需氨基酸含量也较丰富，能够维持机体正

常的生长发育。邵金良等[8] 对新鲜及腌制青刺尖中

氨基酸组成进行分析研究，证实了青刺尖的营养价

值。结果表明新鲜或腌制青刺尖含 17 种氨基酸，必

需和半必需氨基酸有 12 种。其中新鲜青刺尖中氨

基酸含量为 27.8%，腌制品中氨基酸含量为 27.9%，

这为进一步研究开发青刺尖食品具有一定的指导作

用。杨立新[9] 通过皮肤化妆品活性筛选研究，HDFa
细胞毒性实验显示，在 100 g/mL 浓度下，青刺根、

茎、叶、茎皮的乙醇提取物，细胞存活率均在 80%
以上，说明青刺提取物具有良好的安全性（ IC50=
0.242 μg/mL） 。青刺尖提取物还具有抑菌[10]、对过

敏性炎症和皮肤损伤的改善作用[11−12]。

目前青刺尖开发利用尚处于起步阶段，有关青

刺尖抗氧化功效的报道主要聚焦于粗提物的综合分

析[13−16]，缺乏对其抗氧化活性成分或单体的全面分析

和鉴定。因此，有必要对其功效成分及其活性单体进

行深入研究，扩大青刺尖在功能食品、化妆品、医药

等相关领域的产品开发和应用。中药谱效学以中药

指纹图谱为研究基础，与功效评价相结合，并应用生

物信息学方法建立谱-效相关性分析，成为筛选活性

成分的新思路[17−19]。

本研究以滇西北迪庆藏族自治州哈巴地区栽培

种植的青刺尖为样品，通过 1,1-二苯基-2-三硝基苯

肼（DPPH）自由基清除实验检测各提取物的抗氧化

活性，采用皮尔逊（Pearson）、斯皮尔曼（Spearman）相
关分析和偏最小二乘回归（PLSR）分析等化学计量学

方法，探讨了青刺尖提取物色谱图共有峰与抗氧化效

果之间的相关性，从而建立了一种快速筛选并预测青

刺尖中抗氧化活性成分群的方法——谱-效关系，并

通过 LC-MS、HPLC和标准品比对法，确定了共有

峰中有效成分的化学组成情况。筛选对抗氧化活性

贡献较大的组分，以期为青刺尖抗氧化活性物质的阐

释及功效作用机制研究提供科学基础，从而提高青刺

尖在功能食品、化妆品、医药等相关领域的产品开发

和综合利用潜力。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

青刺尖　采自云南省迪庆藏族自治州香格里拉

市哈巴雪山扁核木植株的新生嫩尖，中科院昆明植物

研究所杨文光教授鉴定为蔷薇科扁核木属扁核木

（Prinsepia utilis Royle）；乙腈　质谱级，德国 Merck
公司；甲酸　色谱纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；纯净水　娃哈哈集团有限公司；VC　分析纯，上

海源叶生物科技有限公司；水仙苷 PS010272（HPLC≥
99.67%）、山奈酚-3-O-芸香糖苷 PS012599（HPLC≥
99.63%）、香蒲新苷 PS000961（HPLC≥98%）、蝶豆
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素 PS012216（HPLC≥98%）　成都普思生物科技股

份有限公司；芦丁 PS012221（HPLC≥98%）、夏佛塔

苷 51938-32-0（HPLC≥98%）　维克奇生物科技有

限公司；AB-8、D101大孔吸附树脂　艾美科健（中

国）生物医药有限公司；羟基自由基清除能力测试试

剂盒（BC1325）、ABTS+自由基清除能力检测试剂盒

（BC4775）　北京索莱宝科技有限公司；HFF（Human
Foreskin Fibroblasts）细胞　中国科学院细胞库；细胞

衰老 β-半乳糖苷酶染色试剂盒（Beyotime C0602）　
上海碧云天生物技术有限公司； 总 RNA提取试剂盒

（DP430）　天根生化科技（北京）有限公司；SYBR
Green  qPCR  Master  Mix（ GK10002， Glpbio） 、 5X
PrimeScript™ Master  Mix   （RR036A，Takara）、D-
半乳糖反转录试剂盒（G0750）、Takara反转录试剂

盒（RR036A）　昆明超泰经贸有限公司代购。

Thermo Fisher DIONEX Ultimate 3000-LTQ XL-
LTQ Obritrap Discovery液相色谱质谱联用仪　美国

Thermo Fisher 公司；高效液相色谱仪 Agilent 1260
Infinity Ⅱ（DAD检测器 ）　美国安捷伦公司 ；

SpextraMax® i3x 型多功能酶标仪　美国 Molecular
Devices 公司；XPR205电子分析天平　梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司；Milli-Q纯水系统　美国密

理博公司；KQ-800DE数控超声波清洗器　昆山市

超声仪器有限公司；HWS-26型电热恒温水浴锅　上

海一恒科学仪器有限公司；MF03小型中药打粉机　

德国蓝宝公司；BUCHI RotavaporR-300旋转蒸发

仪、Lyovapor™ L-200冷冻干燥仪　步琦实验室设

备贸易（上海）有限公司；QuantStudio™5实时荧光

定量 PCR仪、VERITIPRO 96W PCR仪、Sorvall™
Legend™ Micro 17R高速冷冻离心机　赛默飞世尔

科技（中国）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品溶液制备

 1.2.1.1   供试样品溶液制备　迪庆哈巴 5、9月份山

底、山顶，7月份山底、山腰、山顶各个区域自然阴干

的青刺尖嫩尖，使用研磨机研磨成细粉，然后通过筛

网（药典 2号筛，0.85 mm孔径）筛分。称取各粉末适

量，以 1:10（g/mL）的料液比加入超纯水，在 96 ℃ 下

回流提取 2 h，重复提取 2 次，合并提取液，抽滤去杂

后，经真空减压和低温冷冻干燥，即得相应提取物。

所得提取物分别记为 S1（5-山底）、S2（5-山顶）、

S3（7-山底）、S4（7-山顶）、S9（7-山腰）、S10（9-山
底）、S11（9-山顶）。并采用 AB-8和 D101大孔树脂

对 S4（7-山顶）样品进行吸附分离，最终得到 S5（7-山
顶-AB-8-非黄酮）、S6（7-山顶-AB-8-黄酮）、S7（7-山
顶-D101-黄酮）和 S8（7-山顶-D101-非黄酮）。然后

分别称取 10 mg S1~S11样品，加水溶解，制备得到

10 mg/mL的供试样品溶液，经 0.22 μm滤膜过滤

后，进行 HPLC分析。

 1.2.1.2   对照品溶液制备　精确称取适量蝶豆素、夏

佛塔苷、香蒲新苷、芦丁、山奈酚-3-O-芸香糖苷、水

仙苷样品，用 60%乙醇配制成质量浓度分别为

0.564、1.692、0.864、1.260、0.420、2.592 mg/mL的

对照品混合溶液。

 1.2.2   指纹图谱建立

 1.2.2.1   色谱条件　色谱柱：ZORBAX SB-Aq（4.6×
250 mm，5 μm）；流动相：0.1%甲酸水溶液（A） -乙腈

（B），梯度洗脱（0~18 min，10%~17% B；18~28 min，
17%~19%  B；28~40  min，19%~28%  B；40~43  min，
28%~100% B；43~45 min，100% B）；流速：0.8 mL/min；
柱温：28 ℃；进样量：10 μL；检测波长 360 nm。

 1.2.2.2   方法学考察　a.精密度实验：参照段天华

等 [20] 研究中精密度实验考察方法，并稍作修改。

取同批次青刺尖 S6（7-山顶-AB-8-黄酮）样品，按

1.2.1.1方法制备供试品溶液，并采用 1.2.2.1色谱条

件，连续进样 6次，采集图谱后计算各共有峰的相对

保留时间和峰面积 RSD值。

b.重复性实验：参照段天华等[20] 研究中重复性

考察方法，按 1.2.1.1方法重复制备 6份 S6样品的

供试品溶液，并以 1.2.2.1色谱条件进样分析，计算图

谱中各共有峰的相对保留时间和峰面积 RSD值。

c.稳定性实验：参照段天华等[20] 研究中稳定性

考察方法，按 1.2.1.1方法制备 S6供试品溶液，分别

于制备后 0、1.5、3、4.5、6、9、12、24 h时，按 1.2.2.1
色谱条件进样检测，计算图谱中各共有峰相对保留时

间和峰面积 RSD值。

 1.2.2.3   相似度评价　参照李佳荣等[21] 研究中精密

度实验考察方法，并稍作修改，将 S1~S11样品

HPLC色谱图导入 2012版《中药色谱指纹图谱相似

度评价系统》软件，以样品 S6为参照图谱，采用中位

数法，按 Mark峰进行多点校正，自动匹配生成对照

指纹图谱，并进行相似度分析。

 1.2.2.4   色谱数据匹配　参考王媛媛等[22] 的测试方

法，并稍作修改。标记 S/N>10的色谱峰，对峰面积

进行积分确定 11个供试样品的每个积分峰的保留

时间和峰面积。建立色谱峰乘以样品数的矩阵，即按

照保留时间由小到大的顺序对所有色谱峰编号、匹

配，记录每个样品各编号的峰面积，形成色谱峰编号

X乘以样品数 Y的矩阵。若某样品无某色谱峰，则

赋值 0。

 1.2.3   体外抗氧化活性测定

 1.2.3.1   DPPH自由基清除能力测定　参考 Kawa-
mura等[23] 和彭勃等[24] 的方法稍作修改。选用 VC

作为阳性对照，样品和阳性对照用 60%乙醇溶液配

成 1 mg/mL母液，2倍稀释得到 7组不同浓度的供

试溶液。将 96孔板分成样品组、控制组及对照组，

分别加入等体积 0.1 mg/mL 的 DPPH溶液，混匀静

置，每组设 3个复孔，样品组与控制组均设置空白对

照，室温避光反应 30 min，在 517 nm波长下测定吸
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光度。以 60%乙醇代替供试样品作为空白，无水乙

醇代替 DPPH溶液作为本底。每组样品吸光度取平

均值，计算各测试样的 DPPH自由基清除率。清除

率公式为：

EDPPH(%) =
(
1− As −Asb

Ac −Acb

)
×100

式中：EDPPH 表示 DPPH自由基清除率，%；As

表示样品组测定吸光度；Asb 表示样品空白组测定吸

光度；Ac 表示对照组测定吸光度；Acb 表示对照空白

组测定吸光度。

 1.2.3.2   ABTS+自由基清除能力测定　根据 ABTS

清除能力检测试剂盒说明书进行操作。起始浓度为

2 mg/mL，2倍稀释得到多个梯度。以蒸馏水代替测

试样品作为空白组，试剂一代替试剂四和 ABTS工

作液作对照组，VC 作为阳性对照组。每组样品吸光

度取平均值，计算各测试样的羟基自由基清除率。清

除率公式为：

DABTS(%) =
(
1− As −Ac

Ab

)
×100

式中：DABTS 表示 ABTS+自由基清除率，%；As

表示样品组测定吸光度；Ab 表示样品空白组吸光度；

Ac 表示对照组吸光度。

 1.2.3.3   羟基自由基清除能力测定　根据制造商的

说明，使用 Fenton反应进行羟基自由基清除试验。

供试品采用羟基自由基清除提取液配制成相应浓度

作为测试样品组，蒸馏水代替测试样品作为对照组；

VC 作为阳性对照组，蒸馏水代替测试样品和试剂四

作为空白组。每组样品吸光度取平均值，计算各测试

样的羟基自由基清除率。清除率公式为：

DOH(%) =
(

As −Ac

Ab −Ac

)
×100

式中：DOH 表示羟基自由基清除率，%；As 表示

样品组测定吸光度；Ab 表示样品空白组吸光度；

Ac 表示对照组吸光度。

 1.2.4   抗衰老活性测定

 1.2.4.1   D-半乳糖（D-Gal）诱导的 HFF衰老能力测

定　参考 Meng等[25] 和 Pan等[26] 的测试方法，并稍

作修改。选取形态良好，处于对数生长期的 HFF 细

胞接种于 24孔板，4×104 细胞/孔，于培养箱中孵育

24 h。设置空白对照组、诱导衰老组及样品组，每组

设置 3个复孔，使用合适浓度的 D-Gal 进行处理诱

导衰老组和样品组，样品组加入不同浓度受试物，于

37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 48 h。根据细胞衰老

β-半乳糖苷酶染色试剂盒说明书对细胞衰老情况进

行检测，并在普通光学显微镜下对染色结果进行观察

并拍照，使用软件 Image J对图片进行分析，统计染

色阳性细胞数和总细胞数，计算染色阳性细胞占总细

胞比例。

 1.2.4.2   过氧化氢（H2O2）诱导的 HFF中衰老相关的

氧化应激基因表达水平　参照杨建平等[27] 的检测方

法，并稍作修改。选取对数生长期，形态良好的

HFF细胞接种于 6孔板，2.5×105 细胞/孔，于培养箱

中孵育 24 h。设置对照组及样品组，每个浓度设置

3个重复，给药处理细胞 4 h，加入合适浓度 H2O2 诱

导处理 2 h，重新给药继续于 37 ℃，5% CO2 培养箱

中孵育 24 h。根据试剂盒说明书提取 RNA，逆转录

cDNA，并通过荧光定量 PCR分析各组细胞中衰老

相关的氧化应激基因（MMP1、MMP3、MMP9）的
mRNA表达水平，分析 H2O2 对目标基因表达的影

响。计算方法采用 Comparative Cт （ΔΔCт），设置对

照组，内参基因为 β-actin。

 1.2.5   谱-效关系研究

 1.2.5.1   皮尔逊（Pearson）相关性分析　以表征活性

的 1/IC50 和色谱峰面积的相关系数，判断某色谱峰

与该活性之间的相关性。并通过相关系数筛选对各

活性贡献较大的色谱峰[22]。

 1.2.5.2   斯皮尔曼（Spearman）相关性分析　以表征

活性的 1/IC50 和色谱峰面积的相关系数，判断某色

谱峰与该活性之间的相关性。并通过相关系数筛选

对各活性贡献较大的色谱峰。

 1.2.5.3   偏最小二乘回归分析法（PLSR）　采用偏最

小二乘回归分析法分析样品指纹图谱与功效关系之

间的相关性。将青刺尖提取物的量化特征图谱中共

有峰面积和青刺尖提取物抗氧化活性结果导入

SIMCA 14.1 （Umetrics，Umeå，Switzerland） [17]。以

峰面积为自变量（X），样品的抗氧化活性指标 IC50 值

因变量（Y），建立偏最小二乘回归方程，筛选出与

DPPH活性抑制作用有显著相关性的色谱峰。

 1.2.6   活性成分定性分析　采用 UPLC-LTQ-Orbi-
trap-MS液相质谱法[28]，对上述谱-效筛选结果中抗

氧化活性贡献较大的色谱峰进行质谱分析。

 1.2.6.1   质谱条件　电喷雾离子源（ ESI） ；鞘气（N2）

流速 40 arb；辅助气（N2）流速 10 arb，吹扫气（N2）流

速 0 arb；喷雾电压正离子模式 3.5 kV，负离子模式

3.0 kV；离子传输管温度：325 ℃，离子源温度：常

温。扫描模式：正/负离子分别扫描；采集方式：全扫

描 （ Full  MS） ；扫描范围 m/z： 90~950；分辨率 ：

35000。二级质谱采用数据依赖性扫描 （ data
dependent scan，DDS），选取上一级丰度最高的 3个

峰进行碰撞诱导解离（collision induced dissociation，
CID）碎片扫描，分辨率 17500，归一化碰撞能量为

40%。

 1.2.6.2   质谱数据处理方法　通过和标准品对比确

定青刺尖化学成分；检索相关文献和化学数据库确定

青刺尖药材的化学成分；将采集的高分辨质谱数据通

过 Analysis  Base  File  Converter软件转换为 .abf格
式，导入MS-DIAL软件中进行解卷积、峰提取，将一
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级和二级碎片离子和软件内置的 Metabolomics数据

库和 MONA数据库匹配；通过 MS Convert软件将

原始数据转换为.mz ML文件格式，导入 Sirius软件

预测化学成分结构，然后上传至 GNPS，建立 GNPS

分子网络；手动检验筛选各软件结果，将各化学成分

的实测数据与软件理论的数据匹配度大于 75%，且

通过分析质谱碎片裂解过程合理的结构确定为青刺

尖化学成分。

 1.2.7   活性成分定量分析　取 1.2.1下混合对照品

溶液，用 60%乙醇稀释成系列浓度的混合对照品溶

液，按照 1.2.2.1色谱条件，分别进样 10 μL，测定不

同浓度水平下各色谱峰的峰面积。以相应峰面积为

纵坐标（Y），样品质量浓度为横坐标（X），绘制标准曲

线，计算线性回归方程并测定 S6中对抗氧化活性实

验贡献较大化学成分芦丁（P10），水仙苷（P13）、碟豆

素（P8）、夏佛塔苷（P5）和香蒲新苷（P9）的含量。

 1.3　数据处理

每组有至少 3次重复，数据均以 mean±SEM表

示，试验数据使用软件 GraphPad Prism 8进行分析，

采用双尾 t检验（two-tailed Student's t-test）和 One-

way ANDNA （and nonparametric）Turkey: Compare

all pairs of colunms 进行统计分析，P<0.05表示具有

统计学意义。

 2　结果与分析

 2.1　方法学考察

 2.1.1   精密度试验　同一批次青刺尖 S6供试品溶

液，按 1.2.2.1项色谱条件，重复进样 6次，各共有峰

的相对保留时间 RSD和相对峰面积 RSD分别为

0.06%~0.08%和 0.11%~0.45%，表明该方法精密度

良好[20]。

 2.1.2   重复性实验　取同一批次 6份 S6供试品溶

液，按 1.2.2.1项色谱条件进样分析，计算得到各共有

峰相对保留时间范围为 0.19%~0.28%，相对峰面积

RSD范围为 1.71%~2.47%，表明该方法重复性良

好[20]。

 2.1.3   稳定性实验　取同批次 S6样品制备供试品

溶液，分别于 0、1.5、3、4.5、6、9、12、24 h，按 1.2.2.1

项下色谱条件进样分析，计算得各共有峰的相对保留

时间和相对峰面积 RSD范围分别为 0.09%~2.48%

和 0.35%~2.02%，表明该方法稳定性良好[20]。

 2.2　HPLC指纹图谱建立及相似度评价

中药指纹图谱是一种公认的，可以全面反映中

药复杂化学成分的质量控制方法，是一种综合反映中

药的复杂性和相关性的可量化的鉴定手段[17]。中药

具有多成分、多靶点等特性，在疾病治疗过程中，其

功效主要取决于多种成分的共同作用[29]。为阐明青

刺尖质量与其功效间的关系，本实验建立了青刺尖的

指纹图谱。11批次青刺尖样品按 1.2.1方法制备得

到供试样品溶液（S1~S11），并采用 1.2.2.1项下的色

谱条件进样测定。将各供试样品 HPLC图谱数据导

入《中药色谱指纹相似度评价系统 2012》，以样品

S6（7-山顶-AB-8-黄酮）的色谱图作为参考光谱，采用

中位数法，按 Mark峰进行多点校正，自动匹配生成

如图 1所示的指纹图谱。并进行相似度分析，结果

显示 11批供试样品相似度为 0.838~0.998（表 1），表

明青刺尖提取物间化学成分间有一定的化学差异性，

可为后续探讨青刺尖共有峰与抗氧化作用间的谱-效

相关性提供数据基础。
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图 1    青刺尖样品的 HPLC指纹图谱与参比指纹图谱

Fig.1    HPLC fingerprint of Prinsepia utilis Royle and its reference fingerprint
注：数字 1~13为青刺尖提取物 HPLC指纹图谱中，峰形、分离度、特征性较好的 13个特征标定共有峰，按保留时间由小到大的
顺序分别编号为 P1~P13。
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 2.3　共有峰标定

从自动匹配的共有峰中，选取峰形、分离度、特

征性较好的 13个特征峰（图 2）作为标定共峰，按保

留时间由小到大的顺序分别编号为 P1~P13。并记

录 13个色谱峰的峰面积，形成 13×11的矩阵。

 2.4　体外抗氧化活性测定

氧化反应是诱导癌症、衰老等多种疾病的主要

起因，天然抗氧化剂可有效克服自由基对机体细胞的

氧化攻击[30]。因此，有必要从天然产物中寻找高效、

低毒抗氧化剂。目前可通过体外测定自由基清除率

 

表 1    青刺尖提取物 HPLC指纹图谱相似度评价结果

Table 1    Similarity evaluation results of HPLC fingerprints of Prinsepia utilis Royle

序号
相似度

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R

S1 1 0.998 0.97 0.948 0.984 0.858 0.99 0.839 0.966 0.986 0.994 0.968
S2 0.998 1 0.968 0.95 0.98 0.867 0.989 0.853 0.968 0.984 0.991 0.972
S3 0.970 0.968 1 0.988 0.968 0.874 0.979 0.865 0.996 0.99 0.984 0.971
S4 0.948 0.95 0.988 1 0.948 0.853 0.965 0.866 0.99 0.975 0.969 0.955
S5 0.984 0.98 0.968 0.948 1 0.808 0.995 0.785 0.963 0.982 0.981 0.947
S6 0.858 0.867 0.874 0.853 0.808 1 0.855 0.983 0.898 0.85 0.854 0.953
S7 0.99 0.989 0.979 0.965 0.995 0.855 1 0.839 0.98 0.988 0.989 0.972
S8 0.839 0.853 0.865 0.866 0.785 0.983 0.839 1 0.894 0.832 0.838 0.939
S9 0.966 0.968 0.996 0.99 0.963 0.898 0.98 0.894 1 0.985 0.979 0.982
S10 0.986 0.984 0.99 0.975 0.982 0.85 0.988 0.832 0.985 1 0.997 0.964
S11 0.994 0.991 0.984 0.969 0.981 0.854 0.989 0.838 0.979 0.997 1 0.966
R 0.968 0.972 0.971 0.955 0.947 0.953 0.972 0.939 0.982 0.964 0.966 1
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图 2    青刺尖样品 S6的 HPLC指纹图谱共有峰（A）及混合对照品溶液 HPLC图谱（B）
Fig.2    Common peaks in the HPLC fingerprint of the sample S6 from Prinsepia utilis Royle (A) and the HPLC chromatogram

of mixed reference substance solution (B)
注：数字 1~13为青刺尖提取物 HPLC指纹图谱中，峰形、分离度、特征性较好的 13个特征标定共有峰，按保留时间由小到大的
顺序分别编号为 P1~P13。
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评价抗氧化活性，根据褪色程度与其被清除程度（即

吸光度的改变）成定量关系，从而进行抗氧化活性的

评价。DPPH 自由基是一种常用的评估抗氧化性能

的检测方法，常用于测定天然提取物、食物和药物的

抗氧化活性[31]。为阐明青刺尖化学成分与其抗氧化

功效间的关系 ，对 11批次青刺尖样品进行了

DPPH自由基清除能力测试。结果如表 2所示，在

DPPH体外抗氧化活性实验下，11批次供试样品均

具有一定的 DPPH自由基清除活性，各样品的体外

抗氧化活性存在一定差异。IC50 值是衡量抗氧化活

性强弱的一个重要指标，它表示抗氧化能力达到半数

清除效果时所需的浓度[32]。如表 2所示，其中 S6样

品清除 DPPH自由的 IC50 值最小（0.082 mg/mL），表
明其清除 DPPH 自由基能力最强，具有很好的抗氧

化活性。其次分别是 S7（IC50 值 0.122 mg/mL），S5
（IC50 值 0.134 mg/mL），S8（IC50 值 0.202 mg/mL）。
这一结果表明，青刺尖提取物能够有效清除 DPPH
自由基，也揭示了青刺尖中黄酮组分是其发挥抗氧化

活性的关键物质。

Zheng等[14] 也报道了云南昆明来源的青刺尖茎、

叶乙醇提取物在 20~100 μg/mL的浓度范围内，所有

样品的 DPPH自由基清除活性均呈浓度依赖性，其

IC50 值分别为和 71.46±2.85和 82.08±0.97  μg/mL。
Gupta等   [15] 对青刺尖叶的甲醇提取物进行 DPPH
自由基抗氧化测定，结果显示：IC50 为 62.46 μg/mL。
Bagale等[16] 利用 DPPH自由基清除活性检测了不

同提取溶剂所得青刺尖茎叶提取物的抗氧化活性，结

果显示乙酸乙酯提取物在 500 μg/mL的浓度下表现

出最高的 DPPH自由基抑制率（98.14%），IC50 值为

47.64 μg/mL；其次是甲醇提取物（IC50 值 66.69 μg/
mL）。与文献结果对比发现，文中青刺尖提取物

DPPH自由基清除活性偏低（最强的 S6样品 IC50 值

仅为 0.082 mg/mL），可能与青刺尖样品（新生青刺尖

嫩芽）和提取工艺（蒸馏水回流）不同导致所得提取物

主要为极性相对较大的多糖和黄酮类成分有关。

Huang等[33] 和 Zhang等[34] 也曾报道称，青刺尖叶片

中的总酚和总黄酮含量高于茎，但茎的乙醇提取物自

由基清除能力比叶提取物强。

 2.5　谱效关系研究

 2.5.1   皮尔逊（Pearson）相关性分析　利用 Pearson
相关系数测定各共有峰对 DPPH自由基清除的贡献

程度。相关系数的正负可以反映色谱峰峰面积与活

性指标的相关性，当相关系数为正时，表明其二者之

间为正相关；反之，则为负相关；相关系数的绝对值反

映了对活度的贡献，绝对值越大，对活性的贡献度越

大。如表 3所示，色谱峰 1~13与 DPPH自由基清除

活性均呈负相关，表明色谱峰 1~13对清除羟基自由

基具有促进作用，且色谱峰 P13、8、4、9、3、10、7具

有较高的相关性（相关系数分别为 0.779、0.758、

0.743、0.736、0.731、0.725、0.723），表明这些成分

对 DPPH自由基清除活性的贡献度较大。

 2.5.2   斯皮尔曼（Spearman）相关性分析　斯皮尔曼

相关系数（Spearman's rho）通过计算变量排名之间的

相关性来评估变量间的关系。通过对排名的分析，它

能有效揭示变量间的相关关系，为研究和决策提供有

力支持。利用斯皮尔曼相关系数测定各共有峰对

DPPH自由基清除的贡献程度[30]。相关系数绝对值

越大，对活性的贡献度越大。如表 3所示，色谱峰

1~13与 DPPH自由基清除活性均呈负相关，且色谱

峰 P8、3、4、10、9、13、11、7显示出较强的相关性

（相关系数分别为 0.882、0.855、0.855、0.845、0.827、

0.818、0.818、0.809），表明这些成分对 DPPH自由

基清除活性贡献度较大，被认为是潜在的活性成分。

 2.5.3   偏最小二乘回归分析（PLSR）　分别以 11批

青刺尖样品的 DPPH自由基清除率作为因变量，指

纹图谱共有峰峰面积作为自变量，采用  SIMCA

14.1软件进行偏最小二乘法分析，得到自由基清除

率与共有峰峰面积的标准化回归系数和变量投影重

要性系数（VIP）。在 PLSR分析中，变量重要性预测

（VIP）值是评价自变量对分类贡献的常用指标。

VIP值越大，表示自变量对分类的贡献越大，自变量

X的解释能力越强，即相应色谱峰对应的物质成分对

活性的影响越强。相关系数的绝对值反映了对活度

的贡献，绝对值越大，对活度的贡献越大[17]。相关系

数的正负可以反映色谱峰峰面积和药效指标的相关

性；当相关系数的符号为正时，表明其二者之间为正

相关；反之，为负相关；其中 VIP值大于 1且相关系

数大于 0，表明该自变量对因变量的解释能力越强，

 

表 2    青刺尖提取物体外抗氧化（DPPH自由基清除）活性结果

Table 2    Results of DPPH free radical scavenging activity of Prinsepia utilis Royle extract

序号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11

IC50（mg/mL） 0.556 0.518 1.061 0.635 0.134 0.082 0.122 0.202 0.510 0.610 0.390

 

表 3    共有峰与 DPPH自由基清除活性的皮尔逊和
斯皮尔曼相关性分析

Table 3    Pearson and Spearman correlation analysis between
shared peaks and DPPH radical scavenging activity

峰编号
皮尔逊

相关系数
斯皮尔曼
相关系数

峰编号
皮尔逊

相关系数
斯皮尔曼
相关系数

P1 −0.712 −0.764 P8 −0.758 −0.882
P2 −0.690 −0.791 P9 −0.736 −0.827
P3 −0.731 −0.855 P10 −0.725 −0.845
P4 −0.743 −0.855 P11 −0.701 −0.818
P5 −0.706 −0.800 P12 −0.713 −0.791
P6 −0.714 −0.782 P13 −0.779 −0.818
P7 −0.723 −0.809
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对模型具有显著的贡献，对应物质被认为是潜在有效

成分[30]。分析结果如图 3所示，所有共有峰均与青

刺尖提取物抗氧化指标 IC50 呈负相关。由 VIP值

结果可知，以 DPPH自由基清除率为指标时，峰

P10、7、4、5、8、6、9的 VIP值>1，表明这些成分对

DPPH自由基清除活性的贡献度最大，可能是青刺尖

主要药效峰。

综合 Pearson、Spearman和 PLSR回归分析结

果，推测色谱峰 P3、4、5、7、8、9、10、13是青刺尖

中发挥抗氧化活性的潜在物质成分，其中色谱峰

P10、13、8、5、9为青刺尖提取物中主要的 DPPH自

由基清除活性成分。对比上述几种分析，每种方法得

到的相关性结果并不完全一致，但每种分析方法之间

相互补充相互验证[30]。

 2.6　抗氧化活性成分分析

 2.6.1   抗氧化活性成分定性分析　根据色谱峰匹配

结果，11个供试样品中均含有 1~13号峰，其中参照

图谱 S6中各吸收峰峰面积相对较大，故以 S6为例，

采用 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS液相质谱，对抗氧化

活性实验贡献较大的色谱峰 P10、13、7、8、4、5、
9进行定性分析，并结合标准品比对和文献分析，最

终确定了色谱峰 P10、13、7、8、5、9分别为芦丁、水

仙苷、山奈酚-3-O-鼠李糖苷异构体、碟豆素、夏佛塔

苷和香蒲新苷（表 4）。Shen等[11] 从云南迪庆来源青

刺尖中分离鉴定得到芦丁和碟豆素。Zheng等[14] 通
过 UPLC-ESI-HRMS/MS法从青刺尖醇提物中鉴定

出芦丁和水仙苷，同年曲丽萍等[35] 专利报道称首次

从青刺尖茎叶中发现了夏佛塔苷。Peng等[36] 的研

究也报道了青刺尖叶中碟豆素和香蒲新苷的存在，本

研究结果与这些文献数据相吻合，不同之处仅仅体现

在文献中各化合物的名称差异，如碟豆素（文献中为：

山柰酚 3-O-[α-L-吡喃鼠李糖基-（1→6）-[α-L-吡喃鼠

李糖基-（1→2）]]-β-D-吡喃葡萄糖苷或山奈酚 3-O-
（2′′, 6′′- O-α-L-二吡喃鼠李糖基）-β-D-吡喃葡萄糖

苷），香蒲新苷（异鼠李素-3-O-[α-L-吡喃鼠李糖基-
（1→6）-[α-L-吡喃鼠李糖基-（1→2）]]-β-D-吡喃葡萄

糖苷），水仙苷（异鼠李素-3-O-芸香糖苷）。

 2.6.2   抗氧化活性成分定量分析　按照 1.2.7进行

测定，测定不同浓度水平下各色谱峰的峰面积。以相

应峰面积为纵坐标（Y），样品质量浓度为横坐标（X），

绘制标准曲线。以 S6为例，按照 1.2.2.1 色谱条件进

行对 S6中抗氧化活性实验贡献较大化学成分芦丁

（P10），水仙苷（P13）、碟豆素（P8）、夏佛塔苷（P5）和
香蒲新苷（P9）进行定量分析，结果如表 5所示：各化

学成分峰面积在相应质量浓度范围内与对照品质量

浓度线性关系良好，且 S6中各化学成分的含量存在

一定差异，其中碟豆素含量最高（738.123 μg/mL），其
次是芦丁（538.612 μg/mL）、水仙苷（385.881 μg/mL）
和香蒲新苷（337.168 μg/mL）。
 
 

表 5    样品 S5中 5种活性成分含量及线性关系
Table 5    Contents and linear relationships of the five active

ingredients in the S5 sample

化合物
含量

（μg/mL）
线性回归方程 r值 线性范围

（μg/mL）

芦丁 538.612 Y=16.6582X−26.0138 0.99998 1260~105
水仙苷 385.881 Y=18.1819X+319.4450 0.99983 2590~216
蝶豆素 738.123 Y=13.3445X−12.0118 0.99999 1692~141

夏佛塔苷 104.805 Y=14.0332X−6.3861 0.99999 564~47
香蒲新苷 337.168 Y=14.1490X−16.8989 0.99999 864~72

 

碟豆素和芦丁是目前发现的青刺尖酚类主要成

分，Peng等[36] 研究发现青刺尖叶抗前列腺增生活性

部位中碟豆素的相对含量最高为 13%。Zheng等[14]

也报道了青刺尖茎、叶提取物中芦丁的含量为

8484.19±424.21 μg/g（叶）和 1801.33±90.07 μg/g（茎），

水仙苷的含量为 1108.94±55.45 μg/g（叶）和 529.00±
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图 3    共有峰的偏最小二乘回归分析结果

Fig.3    OPLS regression coefficient and VIP value
of antioxidant activity of common peaks

注：A：回归系数；B：VIP值。

 

表 4    青刺尖提取物中的化学成分分析结果

Table 4    Results of chemical composition analysis
of Prinsepia utilis Royle

序号
保留时间
（min）

化合物名称 测量值 （m/z）
碎片离子 （MS /MS）

（m/z）

P5 11.75 夏佛塔苷[35]* 563.1418 [M-H]− 545.1313, 473.1100,443.0995, 353.0676

P7 14.20 山奈酚-3 -O-鼠李糖
苷异构体[11] 739.1991 [M-H]− 575.1322, 284.0291

P8 14.52 碟豆素[11,36]* 739.2094 [M-H]− 593.1520, 575.1414,284.0332

P9 15.03 香蒲新苷[36−37]* 769.2211 [M-H]− 737.1949, 605.1524,314.0439

P10 15.86 芦丁[14]* 609.1467 [M-H]− 301.0358, 300.0282,271.0254
P13 20.05 水仙苷[14]* 623.1633 [M-H]− 315.0515, 300.0280

注：*表示该成分由标准品对照确定。

第  47 卷  第  4 期 桂鹏燕 ，等： 基于谱-效关系的青刺尖抗氧化活性成分分析 · 355 · 



26.45 μg/g（茎）。而本研究中这些物质含量与文献报

道的差异，可能是因为提取方法的选择及其过程中的

参数设置（如温度、时间和溶剂类型）的不同，对目标

化合物的溶出度、稳定性及最终提取物总量产生了

影响。

 2.6.3   抗氧化活性成分验证

 2.6.3.1   体外抗氧化活性　为进一步探索青刺尖的

抗氧化活性成分，采用 DPPH、ABTS+、OH自由基

清除试验对 2.5.3中确定相关单体做进一步的研究

及验证。分析结果如图 4所示，DPPH· 清除活性测

试中，在 0~1 mg/mL浓度范围下，随着待测样品浓度

的升高，它们对 DPPH· 清除能力均呈现出显著的增

强趋势，且其清除率与各自的浓度之间存在着明确的

剂量效应关系。其中芦丁和 S6样品显示出与阳性

VC 相当或低于 VC 的清除活性，1 mg/mL时，芦丁

和 S6的 DPPH· 清除率达到 92.84%和 84.04%（VC，

90.51%），其次是水仙苷，抑制率为 37.71%。

 
 

100

80

60

D
PP

H
自

由
基

消
除

率
 (%

)

40

20

0 200 400 600
浓度 (μg/mL)

800 1000

0 200 400 600
浓度 (μg/mL)

800 1000

0

100

80

60

A
B

TS
+ 自

由
基

消
除

率
 (%

)

40

20

0

VC

芦丁
S6
水仙苷
夏佛塔苷
碟豆素
香蒲新苷

VC

芦丁
S6
水仙苷
香蒲新苷
碟豆素
夏佛塔苷

图 4    青刺尖单体化合物 DPPH和 ABTS+自由基
清除活性结果

Fig.4    Results of DPPH and ABTS+ free radical
scavenging activity

 

ABTS+· 清除活性测试中，待测样品在 0~1 mg/

mL的浓度范围内，所有样品 ABTS+· 清除活性均呈

浓度依赖性。1 mg/mL时，芦丁和 S6样品对 ABTS+

自由基清除率分别为 92.44%和 82.01%（VC，94.05%），

其次是水仙苷、香蒲新苷、蝶豆素和夏佛塔苷，清除

率为 9.32%~21.14%。Zhang等[38] 通过分子对接研

究了青刺尖果实不同组分的酚类成分和抗氧化特性，

所有组分均表现出强大的 DPPH和 ABTS+自由基清

除活性，并从中鉴定了包括 芦丁、异鼠李素-3-O-芸香

糖苷（水仙苷）等酚类化合物，本实验结果与之相吻合。

·OH清除活性测试结果如表 6所示：青刺尖提

取物 S6及各单体化合物均能有效清除 ·OH，且各单

体化合物均表现出强于阳性药 VC 的 ·OH清除活

性，其中芦丁和水仙苷活性最强，IC50 值分别为

0.45和 1.01 mg/mL（VC，10.66 mg/mL），其次分别是

S6（1.770 mg/mL）、香蒲新苷（3.33 mg/mL）、夏佛塔

苷（4.61 mg/mL）和蝶豆素（5.86 mg/mL）。这一结果

表明，青刺尖提取物具有一定的抗氧化活性。
 
 

表 6    羟基自由基清除活性结果（IC50 值，mg/mL）
Table 6    Hydroxyl radical scavenging activity results

(IC50 value, mg/mL)

样品 VC S6 芦丁 夏佛塔苷 碟豆素 香蒲新苷 水仙苷

IC50 10.657 1.770 0.450 4.612 5.857 3.325 1.006
 

基于此，可推测青刺尖样品的总抗氧化活性应

该是多种成分协调作用，共同发挥贡献的结果。青刺

尖提取物的显著抗氧化效果不仅与其总黄酮含量相

关，还与芦丁、水仙苷、香蒲新苷、蝶豆素和夏佛塔

苷等成分及含量之间存在一定的关联。而样品在

DPPH·、ABTS+· 和 ·OH清除测定中的抑制率存在

一些差异，可能是由于不同的自由基结构所致。

 2.6.3.2   D-Gal诱导的 HFF衰老能力测定　SA-β-gal
是体外培养中常用的细胞衰老指标。为了评估细胞

衰老状态，本研究中使用了 SA-β-gal染色试剂盒，对

衰老相关的 β-gal进行了染色分析，并使用标准光学

显微镜在 100倍和 40倍放大倍数下检查细胞，通过

ImageJ软件测量每组中染成蓝色的细胞比例。图 5

显示了 β-gal染色分析的结果，与空白组相比，D-Gal

刺激的衰老 HFF在染色后颜色强度显著增强，表明

衰老细胞产生 β-gal，促进 X-gal底物转化为蓝色结

 

Control D-Gal S6 60 μg/mL

芦丁 60 μg/mL 芦丁 120 μg/mL 夏佛塔苷 60 μg/mL 夏佛塔苷 120 μg/mL

S6 120 μg/mL

图 5    D-Gal诱导 HFF细胞衰老模型及青刺尖、芦丁
和夏佛塔苷对 HFF衰老的延缓作用（200×）

Fig.5    HFF cell aging model induced by D-galactose and the
delaying effect of P. utilis Royle, rutin and shaftoside (200×)

 

Control D-Gal 碟豆素 60 μg/mL

水仙苷 60 μg/mL 水仙苷 120 μg/mL 香蒲新苷 60 μg/mL 香蒲新苷 120 μg/mL

碟豆素 120 μg/mL

图 6    D-Gal诱导 HFF细胞衰老模型及碟豆素、水仙苷
和香蒲新苷对 HFF衰老的延缓作用（200×）

Fig.6    HFF cell aging model induced by D-galactose and the
delaying effect of clitorin, narcissoside and typhaneoside (200×)
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果，表示衰老模型构建成功。为进一步探索青刺尖的

抗氧化活性成分，向衰老模型组给予不同浓度的检测

样品，并对阳性染色细胞进行统计分析以评估各检测

样品的抗衰能力。结果如图 5、图 6和图 7所示，相

较于 D-Gal模型组，60、120 μg/mL的 S6、夏佛塔苷

和香蒲新苷处理明显抑制 SA-β-gal活性，降低了染

色阳性细胞所占比例，表明青刺尖样品 S6、夏佛塔

苷和香蒲新苷具有较为显著的抗衰效果（P<0.01）；
120 μg/mL的芦丁对 D-Gal诱导 HFF衰老具有一定

的抑制作用（P<0.05）。而 60、120 μg/mL浓度下的

碟豆素、水仙苷及 60 μg/mL的芦丁对 SA-β-gal活
性及 HFF衰老的延缓无明显的抑制作用。
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图 7    D-Gal诱导 HFF细胞衰老模型染色阳性细胞所占比例
Fig.7    Proportion of positively stained cells in the HFF cell

aging model induced by D-galactose
注：###P<0.001 表示空白组与模型组对比，差异极显著；
***P<0.001 表示试验组与模型组对比，差异极显著，**P<
0.01差异显著，*P<0.05表示具有统计学意义。
 

 2.6.3.3   H2O2 诱导的 HFF中衰老相关的氧化应激

基因表达水平　H2O2 作为小分子氧化剂易于穿过细

胞膜诱导产生自由基并触发抗氧化酶活力降低，破坏

细胞抗氧化防御体系，导致细胞氧化损伤和老化，也

是最常用细胞衰老诱导剂[39]。因此，以 H2O2 诱导培

养的  HFF细胞为模型，通过检测青刺尖成分对

HFF细胞基质中衰老相关的氧化应激基因（MMP-1、
MMP-3、MMP-9）mRNA表达水平的影响，分析青刺

尖及其化学成分的抗氧化作用。结果如图 8所示，

与空白组相比，H2O2 诱导的 HFF衰老细胞中 MMP-
1、MMP-3 和 MMP-9 的 mRNA 相对表达量显著增

加（P<0.001），表明衰老模型构建成功。经待测样品

作用后，MMP-1、MMP-3 和 MMP-9 的表达量显著

降低。具体情况为：相较于 H2O2 模型组，实验浓度

120 μg/mL下，S6、香蒲新苷、蝶豆素和水仙苷均显

著下调了 MMP-1、MMP-3 表达量（P<0.001）；芦丁

组中 MMP-1、MMP-9 和 MMP-3 的相对表达量显著

下调（MMP-1、MMP-9：P<0.001；MMP-3：P<0.05）；

夏佛塔苷、香蒲新苷、蝶豆素和水仙苷组中 MMP-9

的相对表达量显著下调（P<0.001）。表明青刺尖样品

及其化学成分（香蒲新苷、蝶豆素、水仙苷、芦丁和

夏佛塔苷）可促进皮肤胶原蛋白合成并抑制其降解，

具有潜在的抗衰老能力。结合各单体在青刺尖粗提

物中含量的差异性，综上可推测青刺尖的抗氧化功效

可能是由芦丁、水仙苷、香蒲新苷及碟豆素等多种化
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图 8    H2O2 诱导下 HFF中氧化应激基因 MMP-1、MMP-3、
MMP-9 的相对表达量

Fig.8    Relative expression levels of MMP-1, MMP-3,
and MMP-9 in HFF induced by hydrogen peroxide

注：###P<0.001 表示与空白组对比，差异极显著；*** P<0.001
表示与模型组对比 ，差异极显著 ， **P<0.01，显著差异 ，
*P<0.05表示具有统计学意义。
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学成分共同作用产生的结果。胡锡昌等[40] 采用异荭

草素和水仙苷进行复配，有效降低了光老化 HaCaT
细胞中 MMP-1 和 IL-6、TNF-α 的分泌，一定程度上

减轻了 I型胶原蛋白降解并刺激 I型胶原产生，从而

预防或修复紫外线辐射引起的皮肤光老化问题。其

他文献报道显示 10、20、40 mg/mL的香蒲新苷作用

于心肌梗死后心力衰竭大鼠，显著降低了 MMP-2 和
MMP-9 的表达水平，提示香蒲新苷可通过下调

MMP-2 和 MMP-9 的表达，从而抑制过度自噬[41]。

进一步表明青刺尖提取物可能是通过多种成分的协

调作用发挥抗氧化作用。

 3　结论
本研究采用谱-效研究技术，首次建立青刺尖提

取物的指纹图谱与 DPPH自由基清除体外抗氧化活

性之间数学模型，初步筛选出对抗氧化活性贡献较

大的有效成分群，并通过 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS、
HPLC 技术和标准品对比定性和定量了青刺尖提取

物共有峰中的五种关键活性成分，再通过体外生化和

细胞抗氧化活性实验验证，证实其具有显著的抗氧化

活性，进一步确定初筛有效成分的可靠性。结果显示

青刺尖的抗氧化功效可能是由芦丁、夏佛塔苷、香蒲

新苷、水仙苷及碟豆素等多种化学成分共同作用产

生的结果。该研究不仅为阐明青刺尖抗氧化活性物

质基础提供了有效的研究基础和科学依据，还展示了

其作为天然抗氧化剂和抗衰成分的潜在应用价值。

作为云南的特色植物资源，本研究为青刺尖的深度开

发提供了科学依据，并对功能性食品、保健品及药物

领域的绿色天然产品开发具有重要参考意义。但由

于天然产物组成复杂、成分多变，未来的研究应进一

步明确其作用机制，并通过临床数据的积累全面评估

其安全性和有效性。
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