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　　２０２２年度河南省中医药科研研究专项（２０２２ＺＹ２０５９）；公益性行业专项—中药炮制技术传承基地建设（３８１０３０２１－２０２２）；河南中医药大学２０２１

年度研究生科研创新类立项项目（２０２１ＫＹＣＸ０５４）

　通信作者　张振凌　Ｔｅｌ：（０３７１）６５６８０９７０；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｚｌ６７５８＠１６３ｃｏｍ

张宏伟　Ｔｅｌ：１８２０３６７８４６２；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｗａｎｄｌｃｘ１２３＠１６３ｃｏｍ

第一作者　Ｔｅｌ：１５８９０６０９１９２；Ｅ－ｍａｉｌ：１２９０９７０５０８＠ｑｑｃｏｍ

基于指纹图谱及网络药理学的百合质量标志物研究

赵永琪，张宏伟，张振凌，李雅静，王一鸣
（河南中医药大学 豫药全产业链研发河南省协同创新中心 河南省中药特色炮制技术工程研究中心

河南省中药生产一体化工程技术研究中心，郑州 ４５００４６）

摘要　目的：通过指纹图谱、多成分含量测定和网络药理学对百合质量标志物进行分析，为确定百合饮片的
质量标志物提供依据。方法：采用 ＨＰＬＣ法建立１５批百合饮片的指纹图谱，对共有峰进行化学计量学分
析，筛选出差异成分；对差异成分进行多成分含量测定，比较不同产地的区别，基于网络药理学分析百合差

异成分发挥抗抑郁药效的主要途径，并将差异成分进行体外细胞抗抑郁实验，最后基于质量标志物筛选原

则分析百合饮片的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ。结果：１５批百合饮片确定了１６个共有峰，相似度均＞０９３１，指认了其中７
个共有峰，利用化学计量学筛选出４个差异成分；测定１５批百合饮片中王百合苷Ａ、王百合苷Ｂ、王百合苷Ｃ
３个成分的含量；网络药理学研究发现差异成分可能通过ＴＮＦ、ＧＡＰＤＨ、ＭＡＰＫ３等靶点调节氧化应激反应，
保护神经元突触结构，促进单胺类神经递质含量增加等途径来发挥抗抑郁作用；细胞实验结果显示，与模型

组相比，百合提取物低、中、高剂量组细胞活力显著提高（Ｐ＜００１），王百合苷 Ａ、王百合苷 Ｂ、王百合苷 Ｃ
低、中、高剂量组细胞活力显著提高（Ｐ＜００１）。结论：通过指纹图谱和网络药理学研究，建议将王百合苷
Ａ、王百合苷Ｂ、王百合苷Ｃ作为百合饮片的质量标志物，可为百合质量控制和药效研究提供参考。
关键词：百合；质量标志物；指纹图谱；多成分含量测定；网络药理学；抗抑郁
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙＨＰＬＣ，ａｎｄｔｈｅｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃａｌｌｙｔｏｓｃｒｅｅｎｏｕｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｅｓ
ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓ．ＴｈｅｍａｉｎｐａｔｈｗａｙｓｔｈｒｏｕｇｈｗｈｉｃｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｅｘｅｒｔｔｈｅｉｒ
ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂａｓｅｄｏｎｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃ
ｔｅｄｔｏｉｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌａｒａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔａｓｓａｙｓ，ａｎｄｆｉｎａｌｌｙｔｈｅＱ－ＭａｒｋｅｒｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｐｒｅｐａｒｅｄｓｌｉｃｅｓｗｅｒｅａｎａ
ｌｙｚｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｓｉｘｔｅｅｎｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｔｈｅ１５
ｂａｔｃｈｅｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｅｘｔｒａｃｔｓ，ａｌｌｗｉｔｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓａｂｏｖｅ０９３１，７ｏｆｗｈｉｃｈｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄ４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｕｓｉｎｇｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｓ．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ，ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ，ａｎｄ
ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＣｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｅｘｔｒａｃｔｓ，ａｎｄｔｈｅｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙ
ｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｍｉｇｈｔｅｘｅｒｔｔｈｅｉｒａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｏｆＴＮＦ，ＧＡＰ
ＤＨａｎｄＭＡＰＫ３，ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｃｅｌｌｕｌａｒｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｅｘｔｒａｃｔｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ，ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ，ａｎｄ
ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＣｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇａｎｄｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
ｓｔｕｄｉｅｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ，ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ，ａｎｄｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＣａｓｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｐｒｅｐａｒｅｄ
ｓｌｉｃｅｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｉｃａｃｙｓｔｕｄｉｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓ；ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓ；ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ；ｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒ
ｍａｃｏｌｏｇｙ；ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ

　　抑郁症是以情绪低落、思维迟缓、意志力减退、
认知功能损害为主要临床表现的一种精神类疾病，

其致病机制复杂［１］。中医理论认为，抑郁症多由心、

肾、脾亏虚而造成的气滞、痰阻、血瘀所致，故中医临

床上治疗抑郁症多以益气补虚、调心安神为主［２］。

百合为百合科植物卷丹ＬｉｌｉｕｍｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍＴｈｕｎｂ．、百
合 ＬｉｌｉｕｍｂｒｏｗｎｉｉＦ．Ｅ．Ｂｒｏｗｎｖａｒ．ｖｉｒｉｄｕｌｕｍＢａｋｅｒ或
细叶百合 ＬｉｌｉｕｍｐｕｍｉｌｕｍＤＣ．的干燥肉质鳞叶，其性
甘、寒，归心、肺经，具有养阴润肺、清心安神的功

效［３］。现代研究表明，百合含有多糖类、皂苷类、酚

类、生物碱类、黄酮类等化学成分［４］，具有较好的抗

抑郁作用［５］。早在东汉时期，张仲景就在百合地黄

汤中利用百合来治疗与抑郁症相似的百合病［６］，之

后唐《备急千金要方》［７］、宋《圣济总录》［８］、明《医宗

必读》［９］等医药典籍中均有类似应用的记载，现代临

床上也常配伍其他药味来治疗抑郁症，如百合知母

汤、百合鸡子汤、百合洗方等［１０］。肾上腺嗜铬细胞瘤

细胞（ＰＣ－１２）具有神经细胞的一般特性，可用来模
拟海马神经元，通过皮质酮诱导ＰＣ－１２细胞损伤来
建立抑郁症体外模型［１１］。

中药质量标志物（ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒ，Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ）基
于成分有效性、特有性、可测性、质量传递与溯源性、

处方配伍五原则对成分进行分析，在中药质量评价

中已广泛应用［１２］。２０２０年版《中华人民共和国药
典》（简称《中国药典》）［３］仅通过测定百合多糖的含

量来控制百合的质量，缺乏对其他成分的控制。基

于此，本实验建立不同产地、不同批次百合的指纹图

谱，并利用化学计量学分析百合的差异成分，对其差

异成分进行多成分含量测定，以对比不同产地的差

异；通过网络药理学对差异成分发挥“静心安神”的

药效途径进行研究，并利用皮质酮诱导的 ＰＣ－１２细
胞损伤模型进行体外抗抑郁实验，探究差异成分的

有效性，以期为百合质量标志物的确定和药理药效

研究提供参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＬＣ－２０ＡＴ型高效液相色谱仪（岛津公司，配置
ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ型检测器），Ｆｏｒｍａ３１１１细胞培养箱
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ｉＭａｒｋ酶标仪（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司），Ｐｒｉｍｏｖｅｒｔ倒置显微镜（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司），
ＧＴＲ１６－２型高速冷冻离心机（北京时代北利离心机
有限公司），ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ型万分之一电子天平和
ＢＴ２５Ｓ型十万分之一电子天平（赛多利斯科学仪器有
限公司），微量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ
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超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司），ＺＤ－Ｆ１２真
空冷冻干燥机（南京载智自动化设备有限公司）。

１２　试药
皮质酮（批号１１０Ｄ０２２）、ＲＰＭＩ１６４０培养基（批

号２０２２０９１５）、胎牛血清（批号７２５Ｄ０５１），均购自北
京索莱宝科技有限公司；盐酸氟西汀 （批号

Ｙ０８Ｍ１０Ｃ８７３２０），对照品绿原酸、对香豆酸（批号分
别为 Ｂ２０７８２、Ｂ２０３３５，纯度均≥９８％），上海源叶生
物科技有限公司；对照品王百合苷Ａ、王百合苷Ｂ、王
百合苷 Ｅ、秋水仙碱（批号分别为 ＤＳＴＤＷ０１０７０１、
ＤＳＴＤＷ００７２０１、ＤＳＴＤＷ００７５０１、ＤＳＴ２００７１１－０５２，纯
度≥９８％），成都德思特生物技术有限公司；对照品
王百合苷Ｃ（批号为１９０７１１０３，纯度≥９８％），成都普
菲德生物技术有限公司；０２５％胰蛋白酶消化液（批
号ＣＲ２１１２１１４）、ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８（ＣＣＫ－８试剂
盒，批号ＣＲ２２０７０４１）、ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ溶液
（ＰＢＳ，ＧＡ２２０７０２６３６６９），均购自武汉赛维尔生物科
技有限公司；水为屈臣氏饮用水和实验室自制超纯

水；甲醇、乙腈、磷酸均为分析纯。收集的１５批百合
药材来自５个产地，分别为湖北恩施（Ｓ１～Ｓ３）、湖南
湘西（Ｓ４～Ｓ６）、江苏无锡云湖（Ｓ７～Ｓ９）、江苏无锡张
渚（Ｓ１０～Ｓ１２）、安徽六安（Ｓ１３～Ｓ１５），并经河南中医
药大学张振凌教授鉴定为百合科植物卷丹 Ｌｉｌｉｕｍ
ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍＴｈｕｎｂ的干燥肉质鳞叶。将百合药材经
“除去杂质”后为百合饮片，按照２０２０年版《中国药
典》百合项下各项规定（性状、鉴别、检查、浸出物、含

量测定），对百合饮片进行质量检测，符合各项标准。

１３　细胞
大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ－１２细胞）购

自中国科学院上海细胞库。

２　方法与结果
２１　百合饮片指纹图谱的构建
２１１　色谱条件　采用ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，流动相为乙腈（Ａ）－０１％磷酸
水溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，５％Ａ→１２％Ａ；
５～１５ｍｉｎ，１２％Ａ；１５～２０ｍｉｎ，１２％Ａ→１６％Ａ；２０～２６
ｍｉｎ，１６％Ａ→１９％Ａ；２６～３０ｍｉｎ，１９％Ａ；３０～３３ｍｉｎ，１９％
Ａ→２２％Ａ；３３～４５ｍｉｎ，２２％Ａ→３６％Ａ），进样量１０μＬ，
检测波长３１５ｎｍ，柱温３０℃，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。
２１２　供试品溶液的制备　精密称定本品粉末（过
４号筛）约 １ｇ，置 ５０ｍＬ具塞锥形瓶中，精密加入
８０％甲醇 １０ｍＬ，称量，超声（１００Ｗ，５０ｋＨｚ）处理

３０ｍｉｎ，冷却至室温后，以 ８０％甲醇补足减失的量，
摇匀，过滤，取续滤液过０２２μｍ微孔滤膜，即得。
２１３　混合对照品溶液的制备　精密称取各对照
品适量，用甲醇配成每 １ｍＬ含王百合苷 Ｃ０１４７
ｍｇ、绿原酸０１１０ｍｇ、王百合苷 Ａ０４５８ｍｇ、王百合
苷Ｅ０１３６ｍｇ、对香豆酸 ００１７ｍｇ、王百合苷 Ｂ
０４１４ｍｇ、秋水鲜碱００２１ｍｇ的混合对照品溶液。
２１４　精密度试验　称取同一批样品（Ｓ３）粉末适
量，照“２１２”项下方法制备供试品溶液，照“２１１”
项下色谱条件连续进样６次，以王百合苷 Ａ的色谱
峰为参照峰Ｓ，计算各共有峰的相对保留时间和相对
保留峰面积及其ＲＳＤ。结果各共有峰相对保留时间
的ＲＳＤ在 ００３１％～０３６％，相对峰面积的 ＲＳＤ在
０９８％～１２％，表明仪器精密度良好。
２１５　稳定性试验　称取同一批样品（Ｓ３）粉末适
量，照“２１２”项下方法制备供试品溶液，照“２１１”
项下色谱条件分别在０、２、４、８、１２、２４ｈ进样检测，以
王百合苷Ａ的色谱峰为参照峰Ｓ，计算各共有峰的相
对保留时间和相对保留峰面积及其 ＲＳＤ。结果各共
有峰相对保留时间的 ＲＳＤ在００１３％～０７３％，相对
峰面积的ＲＳＤ在０６３％～２３％，表明供试品溶液在
２４ｈ内检测质量稳定。
２１６　重复性试验　称取同一批样品（Ｓ３）粉末适
量，照“２１２”项下方法平行制备供试品溶液６份，
按照“２１１”项下色谱条件进样检测，以王百合苷 Ａ
的色谱峰为参照峰Ｓ，计算各共有峰的相对保留时间
和相对保留峰面积及其 ＲＳＤ。结果各共有峰相对保
留时间的 ＲＳＤ在 ００７１％～０３３％，相对峰面积的
ＲＳＤ在０６３％～２７％，表明该方法重复性良好。
２１７　指纹图谱的构建及相似度评价　将１５批百
合样品粉末按照“２１２”项下方法制备供试品溶液，
在“２１１”项色谱条件下进样检测，得到１５批样品
的ＨＰＬＣ色谱图，将其导入《中药色谱指纹图谱相似
度评价系统》（２０１２版）软件，以 Ｓ１图谱作为参照图
谱，采用中位数法，时间窗格为０２ｓ，进行色谱峰匹
配，生成对照图谱，并进行相似度评价。１５批百合药
材的ＨＰＬＣ图谱的相似度在０９３１～１０００。共对照
出１６个共有峰，并指认出７个共有峰成分，分别为王
百合苷Ｃ（峰３）、绿原酸（峰４）、王百合苷 Ａ（峰６，Ｓ
峰）、王百合苷 Ｅ（峰１０）、对香豆酸（峰１２）、王百合
苷Ｂ（峰１４）、秋水仙碱（峰１５），１５批百合饮片指纹
图谱及对照图谱见图１，混合对照品色谱图见图２。
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图１　１５批百合饮片的ＨＰＬＣ指纹图谱（Ａ）与对照指纹图谱（Ｂ）

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｐｒｅｐａｒｅｄｓｌｉｃｅｓ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ（Ｂ）

３．王百合苷Ｃ（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＣ）　４．绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）　６．王百合
苷Ａ（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）　１０．王百合苷 Ｅ（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＥ）　１１．对香豆
酸（ｃｉｓ－４－ｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ）　１４．王百合苷 Ｂ（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ）　１５．秋水
仙碱（ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ）
图２　混合对照品的ＨＰＬＣ
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

２１８　主成分分析　采用 ＳＩＭＣＡ１４１软件对１５
批百合饮片共有峰成分峰面积进行主成分分析

（ＰＣＡ），共提取出 ５个主成分，其累积解释率 Ｒ２Ｘ
（ｃｕｍ）＝０９７３，预测能力 Ｑ２（ｃｕｍ）＝０７７９，说明
所建立的模型的区分度较好［１３－１４］，同一产地的百

合饮片聚类明显，不同产地的百合饮片存在明显

差异。

２１９　正交偏最小二乘法 －判别分析　在 ＰＣＡ基
础上，采用 ＳＩＭＣＡ１４１软件，以正交偏最小二乘
法－判别分析（ＯＰＬＳ－ＤＡ）建模分析，所建立
ＯＰＬＳ－ＤＡ模型的 Ｒ２Ｘ（ｃｕｍ）＝０９９８，Ｒ２Ｙ（ｃｕｍ）＝
０９９３，Ｑ２（ｃｕｍ）＝０９７６，见图 ３。一般认为 ＶＩＰ＞
１０的值较为重要，所以选取 ＶＩＰ＞１的成分作为区
分百合不同产地的差异性成分［１４］，王百合苷 Ａ、王百
合苷Ｂ、王百合苷 Ｃ、绿原酸的 ＶＩＰ值分别为２０９８、
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２０７９、１１７８、１０６９，所以这４个成分为区分不同产
地、不同批次百合饮片的差异性指标成分。

图３　１５批百合饮片ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图

Ｆｉｇ３　ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓｐｒｅｐａｒｅｄ

ｓｌｉｃｅｓ

２２　百合差异成分含量测定
２２１　色谱条件和供试品溶液的制备方法　同
“２１１”项下条件及“２１２”项下方法。
２２２　对照品溶液的制备　精密称定王百合苷 Ｃ、
王百合苷Ａ、王百合苷Ｂ的对照品适量，加甲醇配制
成质量浓度分别为０７３６、１３１０、０９２０ｍｇ·ｍＬ－１的
对照品储备液，分别精密吸取以上各对照品储备液

适量，配制成每１ｍＬ含王百合苷 Ｃ１４７２μｇ、王百
合苷Ａ４５８５μｇ、王百合苷 Ｂ４１４０μｇ的混合对照
品溶液，经０２２μｍ微孔滤膜滤过，即得。
２２３　线性关系考察　精密吸取“２２２”项下的混
合对照品溶液１００、２００、４００、６００、８００μＬ，用甲醇定容
至１ｍＬ量瓶中，０２２μｍ的微孔滤膜滤过，照“２１１”
项下色谱条件进样，以对照品溶液质量浓度为横坐标，

对照品峰面积为纵坐标，进行线性回归。王百合苷Ｃ、
王百合苷Ａ、王百合苷Ｂ的回归方程分别为
Ｙ＝２０５６×１０４Ｘ＋１６７８×１０４　ｒ＝０９９９８
Ｙ＝２７０５×１０４Ｘ＋１７９２×１０５　ｒ＝０９９９５
Ｙ＝２５７７×１０４Ｘ＋２１８０×１０５　ｒ＝０９９９３

线性范围分别为１４７２～１４７２，４５８５～４５８５，
４１４０～４１４０μｇ·ｍＬ－１。
２２４　精密度试验　精密吸取同一样品（Ｓ１）的供试
品溶液，照“２１１”项下色谱条件连续进样６次，测定
王百合苷Ｃ、王百合苷 Ａ、王百合苷 Ｂ峰面积的 ＲＳＤ
分别为０３７％、０３９％、０５１％，表明仪器精密度良好。
２２５　稳定性试验　精密吸取同一样品（Ｓ１）的供

试品溶液，分别于０、２、４、８、１２、２４ｈ照“２１１”项下
色谱条件进样，测定王百合苷Ｃ、王百合苷Ａ、王百合
苷Ｂ峰面积的 ＲＳＤ分别为０６４％、０３０％、０７０％，
表明供试品溶液中测定成分在２４ｈ内稳定性良好。
２２６　重复性试验　精密称取同一批次样品（Ｓ１），
按照“２１２”项下方法平行制备６份供试品溶液，按
照“２１１”项下色谱条件进样，测定王百合苷 Ｃ、王
百合苷Ａ、王百合苷Ｂ的平均含量分别为００５２０％、
０３０８３％、０２４７８％，ＲＳＤ分别为 ０８７％、１３％、
２４％，表明该方法重复性良好。
２２７　加样回收率试验　精密称定已知被测成分
含量的样品（Ｓ１），分别加入与各成分含量等量的对
照品溶液适量，即对照品加入量与样品中成分含有

量之比约为１∶１，按照“２１２”项下方法制备供试溶
液，按照“２１１”项下色谱条件进样测定，计算回收
率，结果百合中王百合苷Ｃ、王百合苷Ａ、王百合苷 Ｂ
的平均加样回收率（ｎ＝６）分别为 ９９６％、９８６％、
９９７％，ＲＳＤ分别为２３％、１０％、１２％。
２２８　样品含量测定　精密称取１５批百合饮片样
品，按照“２１２”项下方法制备供试品溶液，按照
“２１１”项下色谱条件进样，按干燥品计算，测定１５
批样品王百合苷Ｃ、王百合苷Ａ、王百合苷Ｂ的含量，
结果见表１。含量测定结果显示，Ｓ４～Ｓ６批次样品
中王百合苷Ｃ、王百合苷 Ａ含量较高，其他批次无明
显差异，而 Ｓ４～Ｓ６批次的百合为道地药材“龙山百
合”，为国家地理标志产品［１５］，Ｓ１３～Ｓ１５批次样品中
王百合苷 Ｂ含量较高，说明这３个差异成分可以在
一定程度上反映不同百合饮片的含量差异，可为含

量追溯和质量控制提供帮助。

２３　网络药理学分析百合质量标志物
２３１　活性成分靶点预测　在中药系统药理学数
据库和分析平台（ＴＣＭＳＰ，ｈｔｔｐ：／／ｔｃｍｓｐｗｃｏｍ／）中对
百合差异成分王百合苷 Ａ、王百合苷 Ｂ、王百合苷 Ｃ
作用靶点进行索引查找，通过 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗｇｅｎｅｃａｒｄｓｏｒｇ／），以抑郁症“ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ”
为关键词检索目前已报道的与抑郁症相关的靶点基

因［１６］，将得到的抑郁症靶点通过“Ｒｅｌｅｖａｎｃｅｓｃｏｒｅ≥
２”对靶点基因进行筛选，共得到１７９６个抑郁症疾病
靶点基因。将百合活性成分靶点与疾病靶点分别输

入韦恩图网站（ｈｔｔｐ：／／ｊｖｅｎｎｔｏｕｌｏｕｓｅｉｎｒａｆｒ／ａｐｐ／ｅｘ
ａｍｐｌｅｈｔｍｌ），得到的重合靶点即为百合治疗抑郁症
的潜在靶点（图４），共得到７６个共同靶点基因。
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表１　１５批百合饮片含量测定结果
Ｔａｂ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓ

ｐｒｅｐａｒｅｄｓｌｉｃｅｓ

样品序号

（ｓａｍｐｌｅ

Ｎｏ．）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

王百合苷Ｃ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＣ）

王百合苷Ａ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＡ）

王百合苷Ｂ

（ｒｅｇａｌｏｓｉｄｅＢ）

Ｓ１ ００５９３ ０３５１６ ０２８６５

Ｓ２ ００５８４ ０３４５９ ０２８３６

Ｓ３ ００５８３ ０３３６７ ０２７６４

Ｓ４ ００６３６ ０４０４６ ０２０９２

Ｓ５ ００５７５ ０３８８６ ０２１３７

Ｓ６ ００６２５ ０３９４５ ０２０７５

Ｓ７ ００４８７ ０３５０５ ０３６５５

Ｓ８ ００４０２ ０３４０１ ０３６５７

Ｓ９ ００３９８ ０３５６７ ０３７７１

Ｓ１０ ００４８２ ０２９２６ ０２６９９

Ｓ１１ ００４７４ ０２９３７ ０２５７２

Ｓ１２ ００４９６ ０２９４３ ０２７１６

Ｓ１３ ００５２５ ０２５９０ ０３３９４

Ｓ１４ ００５１２ ０２５５３ ０３３３８

Ｓ１５ ００５２４ ０２５５９ ０３３２９

２３２　蛋白与蛋白相互作用网络关系的构建　将
筛选到的靶点信息导入 Ｓｔｒｉｎｇ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇ－
ｄｂｏｒｇ／ｃｇｉ／ｉｎｐｕｔｐｌ）数据库中，物种限定为“ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”，获取蛋白与蛋白相互作用（ＰＰＩ）信息，剔除
离散靶点并选择相关性得分（ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｃｏｒｅ≥
０７０）的高置信度靶标，将得到的蛋白互作文件导入
“Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３７２”软件中绘制ＰＰＩ网络，分析网络拓
扑参数，筛选出关键蛋白靶点［１７］。蛋白互作关系网

络如图５所示：靶点蛋白相互作用网络中有７６个节
点，５１３条边，平均节点度为１３５；其中节点表示蛋
白，度值表示每个节点连接的线条数，用来评估网络

中每个节点的重要性；每条边表示蛋白与蛋白之间

的相互作用关系，ｄｅｇｒｅｅ值越大，表示蛋白之间相互
关联度越大，其中颜色越深和图形越大代表靶点

ｄｅｇｒｅｅ值越大［１８］，核心靶点主要有 ＴＮＦ、ＧＡＰＤＨ、
ＭＡＰＫ３、ＶＥＧＦＡ、ＴＰ５３、ＪＵＮ、ＳＴＡＴ３、ＭＡＰＫ１、ＥＳＲ１、
ＰＴＧＳ２、ＰＰＡＲＧ等。
２３３　ＧＯ与 ＫＥＧＧ通路富集分析　通过 Ｓｔｒｉｎｇ分
析网站，对百合治疗抑郁症靶点进行基因生物过程

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、

图４　百合活性成分与抑郁症靶点韦恩图

Ｆｉｇ４　ＷａｙｎｅｄｉａｇｒａｍｏｆａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＬｉｌｉｉＢｕｌｂｕｓａｎｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｔａｒｇｅｔｓ

分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）富集分析并进行信号
通路（ＫＥＧＧ）富集分析，选择 ＦＤＲ＜００１的条目进
行进 一 步 研 究。利 用 微 生 信 网 站 （ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｃｏｍｃｎ／）中 ｅｎｒｉｃｈｅｍｅｎｔＧＯｔｅｒｍ
功能和 ｇｏｋｅｇｇｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ功能，对生物功
能、通路进行可视化分析，根据ＦＤＲ值从小到大的顺
序，选取前２０个分析条目。ＧＯ分析结果如图６所

示，其中，对含氧化合物的反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｏｘｙｇｅｎ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏｍｐｏｕｎｄ）、对有机物的反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ
ｏｒｇａｎｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅ）等生物过程，及类固醇结合（ｓｔｅｒｏｉｄ
ｂｉｎｄｉｎｇ）、类固醇激素受体活性（ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅ
ｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ）等分子功能，和膜筏（ｍｅｍｂｒａｎｅｒａｆｔ）、
内膜系统（ｅｎｄｏｍｅｍｂｒａｎｅｓｙｓｔｅｍ）等细胞结构，可能
通过影响氧化应激反应引起的神经细胞突触受损
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图５　靶点蛋白基因网络图

Ｆｉｇ５　Ｇｅｎｅｎｅｔｗｏｒｋｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ

治疗抑郁症。ＫＥＧＧ通路富集分析结果如图７显示，
其中，神经营养因子信号通路（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ）、ｃＡＭＰ信号通路（ｃＡＭＰｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ）、
含血清素的神经突触（Ｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃｓｙｎａｐｓｅ）、ＭＡＰＫ
信号通路（ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ）可能通过影响乙
酰胆碱等神经递质的传递过程来发挥抗抑郁效果。

２４　基于体外抗抑郁实验分析百合质量标志物
２４１　百合提取物的制备　称取百合１００ｇ，加入８
倍量水，煎煮２次，每次５０ｍｉｎ，４层纱布滤过，合并
滤液，６０℃减压浓缩，冷冻干燥为百合提取物干
浸膏。

图６　ＧＯ功能富集分析图

Ｆｉｇ６　ＤｉａｇｒａｍｏｆｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

２４２　细胞造模及给药　低分化的 ＰＣ－１２细胞放
置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养，在ＲＰＭＩ１６４０培
养基（含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素和１００μｇ·
ｍＬ－１链霉素）中培养２～３ｄ后进行传代。取对数生长
期的ＰＣ－１２细胞，以５×１０４·ｍＬ－１接种于９６孔板
中，待细胞完全贴壁后培养２４ｈ，设置对照组、模型组、
阳性药组和给药组，并设置溶剂空白，每组设置６个复
孔。对照组加入ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基，模型组加
入含５００μｍｏｌ·Ｌ－１皮质酮的无血清培养基，阳性药组
加入含０３μｍｏｌ·Ｌ－１氟西汀和５００μｍｏｌ·Ｌ－１皮质
酮的无血清培养基；给药组设置低、中、高剂量组，分别

为百合提取物组（５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１），王百合苷
Ｂ、王百合苷Ａ、王百合苷Ｃ组（５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１），
各给药组加入皮质酮（５００μｍｏｌ·Ｌ－１）。各组继续培
养２４ｈ后，进行细胞活力检测。
２４３　细胞活力检测　培养２４ｈ后，取待测９６孔
板，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液１０μＬ，在培养箱内孵育
１～４ｈ后，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的吸收度，细胞
活力 ＝（Ａ给药组 －Ａ溶剂空白 ）／（Ａ对照组 －Ａ溶剂空白 ）×
１００％［１９］。细胞活力检测结果如图８所示，与对照组
相比，模型组的细胞活力显著降低（Ｐ＜００１），百合
提取物低剂量组（Ｐ＜００１）和王百合苷 Ｂ低剂量组



·９００　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

　　　　

图７　ＫＥＧＧ通路富集分析柱状图

Ｆｉｇ７　ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ

（Ｐ＜００１）、高剂量组（Ｐ＜００５）细胞活力显著降低；
王百合苷Ａ低剂量组（Ｐ＜００１）和王百合苷Ｃ低剂量
组（Ｐ＜００５）细胞活力显著降低。与模型组相比，阳
性药组细胞活力显著提高（Ｐ＜００１），百合提取物低、
中、高剂量组细胞活力显著提高（Ｐ＜００１），王百合

苷Ｂ、王百合苷Ａ、王百合苷Ｃ低、中、高剂量组细胞活
力显著提高（Ｐ＜００１）。结果显示，王百合苷Ｂ、王百
合苷Ａ、王百合苷Ｃ具有较好的抗抑郁作用，可能为百
合发挥“静心安神”药效的主要成分，表现出差异成分

的有效性，可作为筛选百合质量标志物的参考。

Ｄ．对照组（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）　Ｍ．模型组（ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ）　Ｆ．阳性药组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐ）

图８　ＣＣＫ－８检测细胞活力结果（与对照组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１）

Ｆｉｇ８　ＣＣＫ－８ｔｅｓｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１）

３　讨论
３１　色谱条件和供试品溶液制备考察

本实验在建立指纹图谱时，对色谱条件和供试

品溶液制备方法进行优化。考察了甲醇 －水、乙腈
－水和乙腈－０１％磷酸水对色谱图的影响，优选乙
腈－０１％磷酸水作为流动相；进行全波长扫描，选
取３１５ｎｍ作为检测波长。分别考察了超声提取和
加热回流的提取方式，甲醇、８０％甲醇、５０％甲醇、
２０％甲醇的提取效率，２０、３０、４０ｍｉｎ的提取时间，确
定供试品提取方法为８０％甲醇超声提取３０ｍｉｎ。本
实验利用 ＯＰＬＳ－ＤＡ筛选出４个差异成分，但其中
绿原酸广泛存在于多种中药当中，如金银花、菊花、

茵陈等，对百合而言特有性不强，所以只选择了王百

合苷Ａ、王百合苷 Ｂ和王百合苷 Ｃ这３个成分来对
１５批百合饮片进行质量表征［２０］。

３２　质量标志物的分析
现代研究发现，抑郁症的发生与糖皮质激素有

密切关系，当机体处于长期应激状态时，ＨＰＡ（下丘
脑－垂体－肾上腺）系统持续亢奋，会产生大量的糖
皮质激素，皮质酮是糖皮质激素的一种，可通过血脑

屏障入脑，易与海马组织中神经元的糖皮质激素受

体结合产生神经毒性杂质，造成海马组织萎缩，从而

引起抑郁症的发生［２１］。本实验通过皮质酮诱导

ＰＣ－１２细胞损伤建立抑郁症模型来研究百合提取物
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及成分对 ＰＣ－１２细胞的影响，结果显示 ＰＣ－１２细
胞经皮质酮诱导后，细胞活力显著降低，而给予不同

浓度的百合提取物及王百合苷 Ｂ、王百合苷 Ａ、王百
合苷Ｃ成分后，细胞活力均有不同程度的提高。氧
化应激反应过度激活过程中氧自由基的大量释放能

够对神经元、突触造成损害，影响神经元的功能及突

触的可塑性，可能造成抑郁症［２２］。结合网络药理学

分析，百合成分主要通过对含氧化合物的反应、对内

源性刺激的反应等生物过程及调节内膜系统、细胞

膜、质膜区域等细胞结构来发挥抗抑郁作用，这对氧

化内激反应的调节及突触结构的保护起到积极的作

用。５－ＨＴ和 ＤＡ等单胺类神经递质在脑内分泌的
减少将会影响神经信号的传导，进而产生抑郁情绪，

因此，增加脑内突触间隙的神经递质水平可以达到

治疗抑郁症的目的［２３］。研究发现，百合皂苷类成分

可改善抑郁模型大鼠的体重减轻、耗食量减少及快

感缺失等症状，增高抑郁模型大鼠大脑皮层的单胺

类神经递质的含量；百合水煎液提取物也能显著增

加小鼠脑组织内单胺类神经递质 ＤＡ、５－ＨＴ的含
量，说明百合有较好的抗抑郁作用，其主要机制可能

是通过增加脑内单胺类递质含量来实现［２４－２５］。百

合通过多成分、多靶点、多通路相结合来治疗抑郁

症，主要是通过王百合苷Ｂ、王百合苷Ａ、王百合苷 Ｃ
等成分来调节氧化应激反应，保护神经元突触结构，

促进单胺类神经递质含量增加。

综上所述，本研究基于中药多成分、多靶点、多

通路的特点，利用指纹图谱和多成分含量测定，对不

同产地不同批次百合饮片的质量进行表征，以追求

差异成分的可测性，通过网络药理学分析和体外细

胞抗抑郁实验，彰显差异成分的有效性和特有性；在

对百合地黄汤［１９］、百合知母汤［２６］等汤剂的研究中发

现，本实验筛选出的差异标志物可以在部分临床配

伍中显现，显示出其可追溯性和处方配伍。所以，本

研究初步建议将王百合苷 Ａ、王百合苷 Ｂ、王百合苷
Ｃ作为百合的质量标志物，在一定程度上为百合饮片
的质量控制提供参考。百合中的多糖类成分和甾体

皂苷类成分也可能具有抗抑郁活性［２７］，但因其含量

可测性和特有性较差，所以其是否能作为质量标志

物，还有待进一步研究论证。
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