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　　河南省药品监督管理局科技计划项目（２０２０ＤＢ２２４）；河南中医药大学２０２１年度科技协同创新专项项目（２０２３ＸＴＣＸ０４１）；河南中医药大学２０２２

年度研究生科研创新项目（２０２２ＫＹＣＸ００６）；公益性行业专项—中药炮制技术传承基地建设（００１０４２９６）

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

王胜超　Ｔｅｌ：１３７８３４９５２１１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｓｃ１２０４＠１６３ｃｏｍ

第一作者　Ｔｅｌ：１５６３９０５９６８３；Ｅ－ｍａｉｌ：９８５２６８６４３＠ｑｑｃｏｍ

基于指纹图谱和网络药理学对曼地亚红豆杉

质量标志物的分析研究

李雅静１，２，张振凌１，２，３，４，王胜超１，２，朱建光１，２，

王瑞生１，２，李宝卿５，赵永琪１，２，孙梦梅１，２

（１．河南中医药大学 药学院，郑州 ４５００４６；２．河南省中药特色炮制技术工程研究中心，郑州 ４５００４６；
３．呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心，郑州 ４５００４６；４．河南省中药饮片炮制中医药重点实验室，郑州 ４５００４６；

５．河南省景春堂药业有限公司，许昌 ４６１０００）

摘要　目的：基于指纹图谱和网络药理学方法，对曼地亚红豆杉质量标志物（Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ）进行预测，建立基
于Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的曼地亚红豆杉药材评价方法。方法：采用 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭ ＲＰ１８（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈－０１％三氟乙酸水为流动相，梯度洗脱，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测波
长２５４ｎｍ，进样体积１０μＬ，建立８个年限２４批曼地亚红豆杉药材指纹图谱并标定共有峰，采用层次聚类
分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＣＡ）进行分类评价，借助正交偏最小二乘法 －判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ）筛选不同年限曼地亚红豆杉的主要差异性标志物；结
合网络药理学，通过相应数据库筛选差异性标志物的核心靶点和关键通路，构建“成分－靶点－通路”网络
图，以此预测曼地亚红豆杉的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ；采用ＨＣＡ及主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）进一
步验证曼地亚红豆杉的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，综合评价其质量。结果：建立了２４批曼地亚红豆杉药材指纹图谱，标
定了２５个共有峰，指认出１８个化合物，包括紫杉烷类、黄酮类、生物碱类、甾体类、酚类，相似度均＞０９００；
ＨＣＡ的结果显示不同年限曼地亚红豆杉存在一定的差异性；经 ＯＰＬＳ－ＤＡ筛选出１１个差异性标志物，分
别为紫杉醇、１０－脱乙酰基巴卡亭Ⅲ（１０－ＤＡＢ）、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱、１０－去乙酰紫杉醇（１０－ＤＡＴ）、
阿魏酸、山柰素、芦丁、金松双黄酮、穗花杉双黄酮、对羟基苯甲醛；基于差异性标志物，运用网络药理学从有

效性角度对其进行分析，初步预测紫杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱、１０－ＤＡＴ为曼地亚红豆杉的
Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，主要通过作用于ＰＩＫ３Ｒ１、ＡＫＴ１、ＥＧＦＲ、ＨＲＡＳ、ＭＡＰＫ１等１４个核心靶点，调控癌症通路、ＡＧＥ－
ＲＡＧＥ信号在糖尿病并发症中的作用等信号通路，发挥消肿散结、通经利尿的功效；ＨＣＡ结果验证了预测
的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的合理性，ＰＣＡ综合评价结果表明十年生春季采收的曼地亚红豆杉质量较佳。结论：基于指
纹图谱和网络药理学方法筛选出紫杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱、１０－ＤＡＴ为曼地亚红豆杉的
Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，结合化学识别模式方法对不同年限曼地亚红豆杉的质量进行综合排序，其中十年生春季采收的
得分最高，质量较好，为曼地亚红豆杉的质量标准的研究及资源评价提供了新思路。

关键词：曼地亚红豆杉；指纹图谱；网络药理学；化学识别模式；紫杉醇；１０－脱乙酰基巴卡亭Ⅲ；巴卡亭Ⅲ；
三尖杉宁碱；１０－去乙酰紫杉醇；质量标志物；质量评价

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０１－００３５－１６
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０１０４
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ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａｂａｓｅｄｏｎ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

ＬＩＹａ－ｊｉｎｇ１，２，ＺＨＡＮＧＺｈｅｎ－ｌｉｎｇ１，２，３，４，ＷＡＮＧＳｈｅｎｇ－ｃｈａｏ１，２，
ＺＨＵＪｉａｎ－ｇｕａｎｇ１，２，ＷＡＮＧＲｕｉ－ｓｈｅｎｇ１，２，ＬＩＢａｏ－ｑｉｎｇ５，

ＺＨＡＯＹｏｎｇ－ｑｉ１，２，ＳＵＮＭｅｎｇ－ｍｅｉ１，２
（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＨｅｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００４６，Ｃｈｉｎａ；２．ＨｅｎａｎＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＳｐｅｃｉａｌＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００４６，Ｃｈｉｎａ；３．Ｃｏ－ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅａｎｄＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ＤｉｓｅａｓｅｓｂｙＨｅｎａｎ＆ＥｄｕｃａｔｉｏｎＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＰ．Ｒ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００４６，Ｃｈｉｎａ；４．ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴＣＭＤｅｃｏｃｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，

Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００４６，Ｃｈｉｎａ；５．ＨｅｎａｎＪｉｎｇＣｈｕｎ－ＴａｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ，Ｘｕｃｈａｎｇ４６１０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｐｒｅｄｉｃｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓ（Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ）ｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｂａｓｅｄｏｎｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｉｎｔａｎｄｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙｍｅｔｈｏｄｓ，ａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｅｖａｌｕａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｂａｓｅｄｏｎ
Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，ａｓｓｏｔｏｐｒｏｖｉｄｅｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＴａｘｕｓ
ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭＲＰ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓ
ｕｓｅｄｆｏｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２５４ｎｍＴｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－００１％ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄ
ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，ａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃Ｔｈｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬＴｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ２４ｂａｔｃｈｅｓｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｗｉｔｈ８ｋｉｎｄｓｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｙｅａｒｓｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄｔｈｅｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＨｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（ＨＣＡ）ｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＯＰＬＳ－ＤＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｃｒｅｅｎｏｕｔｔｈｅｍａｉｎｍａｒｋｅｒｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓｔｈａｔｃａｕｓｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｒｓＣｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ｔｈｅｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓａｎｄｋｅｙ
ｐａｔｈｗａｙｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａ“ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ－ｔａｒｇｅｔ－ｐａｔｈｗａｙ”ｎｅｔｗｏｒｋｍａｐｔｈｒｏｕｇｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄａｔａｂａｓｅｓＱ－Ｍａｒｋ
ｅｒｓｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｖｅｒｉｆｉｅｄａｎｄｑｕａｌｉｔｙｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＨＣＡａｎｄＰＣＡＲｅｓｕｌｔｓ：Ａ
ｔｏｔａｌｏｆ２５ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．，１８ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，
ａｎｄｔｈｅｉｒｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅａｌｌａｂｏｖｅ０９００，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔａｘａｎｅｓ，ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ａｌｋａｌｏｉｄｓ，ｓｔｅｒｏｉｄｓａｎｄｐｈｅｎｏｌｓＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆＨＣＡｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｏｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｙｅａｒｓＥｌｅｖｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｒｋ
ｅｒｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＯＰＬＳ－ＤＡ，ａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，１０－ｄｅａｃｅｔｙｌｂａｃｃａｔｉｎⅢ（１０－ＤＡＢ），ｂａｃｃａｔｉｎⅢ，ｃｅｐｈａ
ｌｏｍａｎｎｉｎｅ，ｄｅａｃｅｔｙｌｔａｘｏｌ（１０－ＤＡＴ），ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ，ｋａｅｍｐｆｅｒｉｄｅ，ｒｕｔｉｎ，ａｍｅｎｔｏｆｌａｖｏｎｅ－４’，４＂，７－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ，
ｓｋｙｒｉｎ，４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅＢａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｍａｒｋｅｒｓ，ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｍ
ｆｒｏｍｔｈｅｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓＰａｃｌｉｔａｘｅｌ，１０－ＤＡＢ，ｂａｋａｔｉｎｅⅢ，ｃｅｐｈａｌｏｍａｎｎｉｎｅａｎｄ１０－ＤＡＴｗｅｒｅｐｒｅｌｉｍｉｎ
ｓｔｌｙｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｓＱ－ＭａｒｋｅｒｓｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．．Ｔｈｅｙｃｏｕｌｄｒｅｇｕｌａｔｅｃａｎｃｅｒｐａｔｈｗａｙ，ＡＧＥ－ＲＡＧＥｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｂｙＰＩＫ３Ｒ１，ＡＫＴ１，ＥＧＦＲ，ＨＲＡＳａｎｄＭＡＰＫ１ｔａｒｇｅｔｓ，
ａｎｄｐｌａｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｍｅｎｓｔｒｕａｔｉｏｎｄｉｕｒｅｓｉｓｃｌｅａｒｉｎｇＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＣＡｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈｅｒａｔｉｏｎａｌｉｔｙｏｆ
Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，ａｎｄｔｈｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＡｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓａｍｐｌｅｗｈｉｃｈｗａｓｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｆｏｒｔｅｎｙｅａｒｓ
ａｎｄｈａｒｖｅｓｔｅｄｉｎｓｐｒｉｎｇｂｏｒｅｔｈｅｂｅｓｔｑｕａｌｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，１０－ＤＡＢ，ｂａｋａｔｉｎｅⅢ，ｃｅｐｈａｌｏｍａｎｎｉｎｅａｎｄ
１０－ＤＡＴａｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓＱ－ＭａｒｋｅｒｓｂａｓｅｄｏｎｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓＴｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆ
ＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｙｅａｒｓｉｓｓｏｒｔｅｄｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｂｙｃｏｍｂｉｎｉｎｇｗｉｔｈｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅ１０－ｙｅａｒ－ｏｌｄｓａｍｐｌｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｉｎｓｐｒｉｎｇｇｅｔｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｓｃｏｒｅａｎｄｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｉｓｇｏｏｄ．Ｔｈｅｓｔｕｄｙ
ｐｒｏｖｉｄｅｓｎｅｗｍｅｔｈｏｄｆｏｒｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇｏｆｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．；ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ；ｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ；ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ；
１０－ＤＡＢ；ｂａｋａｔｉｎｅⅢ；ｃｅｐｈａｌｏｍａｎｎｉｎｅ；１０－ＤＡＴ；ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒ；ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
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　　曼地亚红豆杉（ＴａｘｕｓｍｅｄｉａＲｅｈｄ．）属于红豆杉
科红豆杉属植物，由欧洲红豆杉（Ｔ．ｂａｃｃａｔａＬ．）与东
北红豆杉（ＴｃｕｓｐｉｄａｔａＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ．）天然杂交而
成，紫杉醇含量相对较高，是提取紫杉醇的最佳药用

植物资源［１］。现代研究表明，曼地亚红豆杉主要成

分包括紫杉烷类［２］、黄酮类［３］、挥发油类［４］、酚类和

甾体类［５］等，具有抗肿瘤［６］、降血糖［７］、抑菌［８］、抗氧

化［９］等方面的药理作用。我国的红豆杉储量占全球

储量的一半以上［１０］，主要分布在长江以南流域，以及

东北、华中、华南等地区，资源优势品种主要以曼地

亚红豆杉和南方红豆杉（Ｔｍａｉｒｅｉ（ＬｅｍｅｅｅｔＬｅｖｌ．）
ＳＹＨｕｅｘＬｉｕ）为主，研究重点依然是在其抗肿瘤
的紫杉烷类化合物，但大多以南方红豆杉为

主［１１－１２］。目前有关红豆杉的质量标准研究较少，地

方药材标准可见紫杉［１３］、喜马拉雅红豆杉［１４］、南方

红豆杉［１５－１７］收录，其采收加工炮制方法、质量控制

标准尚不完善且不统一，多以１０－ＤＡＢ为单一质量
评价指标，标准收录的红豆杉来源多以本地资源优

势品种为主，存在地域性差异，阻碍了红豆杉优势药

用资源的开发及临床的广泛应用，其质量评价体系

亟待完善。

刘昌孝［１８］在 ２０１６年提出了“中药质量标志物
（Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ）”的概念和研究理念，与中药有效性 －
物质基础 －质量控制 －标志性成分相关联［１９］，为中

药质量控制研究指明了新的思路。中药指纹图谱对

于更加客观地从整体上评价中药的内在质量具有重

要的意义［２０］，可用于药材、饮片以及中药制剂产品质

量的整体性评价。网络药理学研究契合中药多成

分、多靶点的复杂药效学特点，可以揭示中药对机体

的系统药理学作用［２１］，是发现中药 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的有
效途经。因此，本研究建立不同采收年限曼地亚红

豆杉药材指纹图谱，明确曼地亚红豆杉中的特征性

成分，结合化学识别模式方法，初步筛选差异性标志

物，并结合网络药理学预测曼地亚红豆杉的 Ｑ－
Ｍａｒｋｅｒ，采用主成分分析和聚类分析校验预测曼地亚
红豆杉Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ能否评价不同采收年限曼地亚红
豆杉的质量，从而指导建立科学的曼地亚红豆杉药

材质量标准，为提高曼地亚红豆杉药材和饮片质量

控制提供参考。

１　仪器与材料
１１　仪器

Ｗａｔｅｒｓ２４２４型高效液相色谱仪（上海沃特世科

技有限公司）；ＫＱ－５００ＤＶ型数控超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）；ＵＰＴ－Ⅱ －１０Ｔ型超纯水
器（成都现超纯科技有限公司）；ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ型万
分之一电子天平、ＢＴ２５Ｓ型十万分之一电子天平（北
京赛多利斯天平有限公司）。

１２　试剂
对照品对羟基苯甲醛（批号Ｙ０２Ｊ７Ｃ１５５７４）、阿魏酸

（批号 Ｇ１３Ｓ１１Ｌ１２４４２３）、芦丁（批号 Ｍ０９ＨＢ１７７６９３）、
１０－ＤＡＢ（批 号 Ｈ１１Ｓ９Ｘ７０００８）、巴 卡 亭Ⅲ（批 号
Ｈ１９Ｊ１０Ｘ９３３４４）、槲皮素（批号Ｃ２８Ｊ１１Ｙ１１６８２０）、芹菜素
（批号Ｍ２９ＧＢ１５０１０４）、１０－ＤＡＴ（批号Ｈ２２Ｍ１０Ｘ８８９０６）、
三尖杉宁碱（批号 Ｊ０９Ｊ１２Ｔ１３６３３９）、紫杉醇（批号
Ｊ０４Ｓ１１Ｈ１２３５１０）、山柰素（批号Ｆ１１Ａ１１Ｘ１０８４１２）、７－表
紫杉醇（批号 Ｈ０７Ａ８Ｄ４１１７７）、银杏双黄酮（批号
ＡＦ２２０３２００２）、金松双黄酮（批号Ｐ２０Ｎ１０Ｆ１０３７７４）、穗花
杉双黄酮（批号 Ｇ０１Ｄ１１Ｌ１３２８９５）、紫杉碱 Ｍ（批号
Ｊ１０６ＨＢ１８７４０６）均购自上海源叶生物科技有限公司，
纯度均≥９８０％；儿茶素（批号Ｆ１９６００４９）和β－蜕皮
甾酮（批号２Ｓ００００９４）购自成都普思生物科技股份有
限公司，纯度均≥９８０％。甲醇、乙腈购自安徽天地高
纯溶剂有限公司，均为色谱纯；其余试剂均为分析纯；

三氟乙酸（上海市麦克林生化科技有限公司，纯度≥
９９５％）、甲酸（天津市大茂化学试剂厂，纯度≥
８８０％）、乙酸（天津市科密欧化学试剂有限公司，纯
度≥９９８％）和磷酸（天津市科密欧化学试剂有限公
司，纯度≥９９８％），水为超纯水。
１３　药材

曼地亚红豆杉药材购自平顶山市致元生物科技

有限公司，经河南中医药大学张振凌教授鉴定为红

豆杉科红豆杉属植物曼地亚红豆杉（Ｔ．ｍｅｄｉａＲｅ
ｈｄ．）的干燥细枝及叶，见表１。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭＲＰ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈（Ａ）－０１％三氟乙酸
水溶液（Ｂ）为流动相，梯度洗脱（０～２０ｍｉｎ，
５％Ａ→１２％Ａ；２０～４０ｍｉｎ，１２％Ａ→２２％Ａ；４０～５５
ｍｉｎ，２２％Ａ→３０％Ａ；５５～７０ｍｉｎ，３０％Ａ→５２％Ａ；７０～
８５ｍｉｎ，５２％Ａ→５６％Ａ；８５～９５ｍｉｎ，５６％Ａ→７０％Ａ；
９５～１０５ｍｉｎ，７０％Ａ→１００％Ａ；１０５～１１０ｍｉｎ，
１００％Ａ→５％Ａ），流速１ｍＬｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测
波长２５４ｎｍ，进样量１０μＬ。
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表１　２４批曼地亚红豆杉不同年限的信息
Ｔａｂ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ２４ｂａｔｃｈｅｓｏｆＴ．ｍｅｄｉａ

Ｒｅｈｄ．ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｒｓ

样品编号　　

（ｓａｍｐｌｅＮｏ．）　　

年限　　　　

（ｙｅａｒ）　　　　

采集时间

（ｈａｒｖｅｓｔｐｅｒｉｏｄ）

Ｓ１～Ｓ３ 三年生（ｔｒｉｅｎｎｉａｌ） ２０２２－０３－１８

Ｓ４～Ｓ６ 五年生（ｆｉｖｅ－ｙｅａｒｐｌａｎｔ） ２０２２－０９－１９

Ｓ７～Ｓ９ 六年生（ｓｉｘ－ｙｅａｒｐｌａｎｔ） ２０２２－０３－１８

Ｓ１０～Ｓ１２ 七年生（ｓｅｖｅｎ－ｙｅａｒｐｌａｎｔ） ２０２２－０９－１９

Ｓ１３～Ｓ１５ 八年生（ｅｉｇｈｔ－ｙｅａｒｐｌａｎｔ） ２０２２－０９－１９

Ｓ１６～Ｓ１８ 十五年生（ｆｉｆｔｅｅｎ－ｙｅａｒｐｌａｎｔ） ２０２２－０９－１９

Ｓ１９～Ｓ２１ 十八年生（ｅｉｇｈｔｅｅｎ－ｙｅａｒｐｌａｎｔ） ２０２２－０３－１８

Ｓ２２～Ｓ２４ 十年生（ｄｅｃｅｎｎｉａｌ） ２０２２－０３－１８

２２　供试品溶液的制备
取曼地亚红豆杉粉末１０ｇ，精密称定，置具塞

锥形瓶中，加甲醇５０ｍＬ超声（功率５００Ｗ，频率５０
ｋＨｚ）处理２次，每次３０ｍｉｎ，滤过，合并滤液，水浴蒸
干，残渣加甲醇溶解并转移至１０ｍＬ量瓶中，加甲醇
至刻度，摇匀，用０２２μｍ微孔滤膜滤过，即得。
２３　混合对照品溶液的制备

分别精密称取儿茶素、对羟基苯甲醛、β－蜕皮
甾酮、阿魏酸、芦丁、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、槲皮素、芹
菜素、１０－ＤＡＴ、三尖杉宁碱、紫杉醇、山柰素、７－表
紫杉醇、银杏双黄酮、金松双黄酮、穗花杉双黄酮、紫

杉碱Ｍ的对照品适量，加甲醇制成质量浓度分别为
０２７、０３３、０６０、０３０、０２２、０２４、０２１、０２３、０４９、
０２７、０１８、０２１、０５５、０２６、０４０、０２０、０２７，
０２５ｍｇ·ｍｉｎ－１的混合对照品溶液。
２４　指纹图谱研究
２４１　参照峰的选择

在供试品溶液色谱峰中，以２４号色谱峰（金松双
黄酮），峰形较佳，分离度较好，峰面积稳定，因此选为

参照峰，以计算其余峰的相对峰面积和相对保留时间。

２４２　精密度试验
取Ｓ２４号曼地亚红豆杉药材，按照“２２”项下方

法制备供试品溶液，在“２１”项色谱条件下连续进样
６次，结果各共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ＜０３２％，
相对峰面积的ＲＳＤ＜２９％，表明仪器精密度良好。
２４３　重复性试验

取Ｓ２４号曼地亚红豆杉药材，按照“２２”项下方
法平行制备６份供试品溶液，在“２１”项色谱条件下
进行测定，结果各共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ＜

０１２％，相对峰面积的 ＲＳＤ＜２７％，表明该方法重
复性良好。

２４４　稳定性试验　取同１份曼地亚红豆杉药材
（Ｓ２４号），按照“２２”项下方法制备供试品溶液，分
别在溶液制备后０、２、４、８、１２、２４ｈ，在“２１”项色谱
条件下进行测定，结果各共有峰相对保留时间的

ＲＳＤ＜０２８％，相对峰面积的ＲＳＤ＜２７％，表明曼地
亚红豆杉供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２５　指纹图谱建立

取２４批曼地亚红豆杉药材，分别按照“２２”项
下方法制备供试品溶液，按“２１”项色谱条件下依次
进样测定，并记录色谱图。将２４批曼地亚红豆杉药
材的色谱图导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（２０１２版）”以 Ｓ２４号样品色谱图为参照图谱，时
间窗宽度０１０ｍｉｎ，采用中位数法，进行多点校正和
色谱峰匹配，得到２５个共有峰，生成２４批曼地亚红
豆杉药材叠加 ＨＰＬＣ色谱图（图１）和曼地亚红豆杉
药材对照图谱Ｒ（图２）。
２６　指纹图谱共有峰的指认和相似度评价

通过对照品的保留时间，对曼地亚红豆杉样品

的指纹图谱共有峰进行指认（图３），初步确认了１８
个化合物，其中６个紫杉烷类［１０－ＤＡＢ（峰９）、巴卡
亭Ⅲ（峰 １０）、１０－ＤＡＴ（峰 １３）、三尖杉宁碱（峰
１５）、７－表紫杉醇（峰２１）、紫杉醇（峰１６）］、７个黄
酮类［芦丁（峰６）、槲皮素（峰１１）、芹菜素（峰１２）、
穗花杉双黄酮（峰１４）、山柰素（峰２０）、银杏双黄酮
（峰２２）、金松双黄酮（峰２４）］、３个酚类［儿茶素（峰
２）、对羟基苯甲醛（峰３）、阿魏酸（峰５）］、１个生物
碱类［紫杉碱Ｍ（峰２３）］、１个甾体类［β－蜕皮甾酮
（峰４）］。采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统
（２０１２版）”软件对２４批曼地亚红豆杉药材样品的
指纹图谱相似度进行计算，结果曼地亚红豆杉的相

似度在０９２７～０９８７范围内。
２７　化学识别模式
２７１　ＨＰＬＣ共有峰的层次聚类分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＣＡ）

运用ＳＰＳＳ２１０统计分析软件，采用组间联接法，
以平方欧氏距离为度量标准进行系统 ＨＣＡ，见图４。
结果表明，当平方欧式距离为５时，２４批曼地亚红豆
杉药材聚为８类，其中Ｓ１～Ｓ３（三年春）一类、Ｓ４～Ｓ６
（五年秋）和 Ｓ１０（七年秋）一类、Ｓ７～Ｓ９（六年春）一
类、Ｓ１１～Ｓ１２（七年秋）一类、Ｓ１３～Ｓ１５（八年秋）
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图１　２４批曼地亚红豆杉样品指纹图谱叠加图

Ｆｉｇ１　Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ２４ｂａｔｃｈｅｓｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．

图２　曼地亚红豆杉药材对照图谱Ｒ

Ｆｉｇ２　ＣｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔＲｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．

图３　曼地亚红豆杉混合对照品色谱图

Ｆｉｇ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．

一类、Ｓ１６～Ｓ１８（十五年秋）一类、Ｓ１９～Ｓ２１（十八年
春）、Ｓ２４（十年春）为一类，Ｓ２２～Ｓ２３（十年春）一类。
结果表明，不同采收年限的曼地亚红豆杉具有一定

的差异性。

２７２　ＨＰＬＣ共有峰的ＯＰＬＳ－ＤＡ
为了更好地观察不同年限间的差异性，本研究

采用有监督模式的 ＯＰＬＳ－ＤＡ进行组间分析，运用
ＳＩＭＣＡ１４１软件，进行分析处理，结果见图５。模型
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图４　２４批曼地亚红豆杉物质基准的ＨＣＡ树状图

Ｆｉｇ４　ＨＣＡｔｒｅｅｖｉｅｗｏｆ２４ｂａｔｃｈｅｓｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｍａｔｅｒｉａｌ

ｂｅｎｃｈｍａｒｋ

解释参数Ｒ２Ｘ为０９５３，Ｒ
２
Ｙ为０９１５，Ｑ

２为０８１６，均 ＞
０５，说明建模稳定且预测能力强。

为了进一步确定引起不同采收年限曼地亚红豆

杉的差异性标志物，采用变量重要性投影（ｖａｒｉａｂｌｅ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）对数据矩阵分析，
结果见图６，ＶＩＰ＞１的变量为组间样本的主要差异
变量，且 ＶＩＰ值越大，表明该成分对组间差异的贡献
越大，ＶＩＰ＞１的色谱峰依次为１４号峰（穗花杉双黄
酮）、１０号峰（巴卡亭Ⅲ）、２５号峰（未知化合物）、２０
号峰（山柰素）、６号峰（芦丁）、９号峰（１０－ＤＡＢ）、
２４号峰（金松双黄酮）、１３号峰（１０－ＤＡＴ）、４号峰
（对羟基苯甲醛）、１号峰（未知化合物）、１６号峰（紫
杉醇）、１５号峰（三尖杉宁碱）、５号峰（阿魏酸）。上
述化合物在区分不同年限曼地亚红豆杉药材中起重

要作用，是引起８个年限差异的主要标志性化合物。

图５曼地亚红豆杉的ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图

Ｆｉｇ５　ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．

２８　网络药理学预测分析
２８１　数据与软件

通过 ＰｕｂＣｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）数据库、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｎｅｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ
数据库（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｌａｂ．ｅｃｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／ｉｎ
ｄｅｘ．ｐｈｐ）及 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．
ｏｒｇ／），检索得到紫杉醇、巴卡亭Ⅲ、１０－ＤＡＢ、
１０－ＤＡＴ、三尖杉宁碱、穗花杉双黄酮、山柰素、芦丁、
金松双黄酮、对羟基苯甲醛和阿魏酸１１个候选差异性
标志物的靶点，剔除重复靶点，共得到５４４个靶点。

２８２　蛋白互作网络的构建
将上述筛选得到的５４４个靶点导入ＳＴＲＩＮＧ数据

库（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂｏｒｇ／ｃｇｉ／ｉｎｐｕｔｐｌ）进行蛋白互作
（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络的构建。ＰＰＩ网
络中有１０５个节点，９１８条边，平均节点度为８６１，结果
见图７。将ＰＰＩ的分析结果以ＴＳＶ文本格式导入“Ｃｙｔｏ
ｓｃａｐｅ３９０”软件中，并利用其中的“ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ”
功能对分析结果进行拓扑属性分析，选取度值（ｄｅｇｒｅｅ）、
介数中心性（ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）和接近中心性
（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）３个拓扑参数均大于中位数的关键
靶点，经筛选后共得到１４个核心靶点，结果见表２。
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图６　曼地亚红豆杉药材的ＶＩＰ值预测图（ＶＩＰ＞１）

Ｆｉｇ６　ＶＩＰｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｓｐｌｏｔｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．

图７　ＰＰＩ网络

Ｆｉｇ７　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋ

２８３　基因本体功能富集分析与基因组百科全书
通路富集分析

２８３１　基因本体功能富集分析　利用 Ｄａｖｉｄ６８
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／Ｄａｖｉｄ－ｄｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／ｈｏｍｅｊｓｐ）对
获得的５４４个作用靶点进行基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ）富集分析。选取智人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）物种项，得
到６３７个 ＧＯ条目，其中４３９个生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ），显著富集在药物反应、对外来生物刺
激反应、蛋白磷酸化等过程；６７个细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）显著富集在细胞溶质、质膜、核质等

表２　靶点网络的拓扑学性质
Ｔａｂ２　Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔａｒｇｅｔｎｅｔｗｏｒｋ

靶点　　

（ｔａｒｇｅｔ）　　

名称　　　　　

（ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ）　　　　　

度值

（ｄｅｇｒｅｅ）

介数中心性

（ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）

接近中心性

（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）

ＳＲＣ 酪氨酸蛋白激酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＳＲＣ） １７ ００５５６ ０５１８１

ＭＡＰＫ１ 丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ１） ２０ ００６３５ ０５７３３

ＴＰ５３ 肿瘤抗原ｐ５３（ｔｕｍｏｒａｎｔｉｇｅｎｐ５３） １０ ００１６８ ０４５２６

ＰＩＫ３Ｒ１ 磷酸肌苷－３－激酶调控亚基１（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ－３－ｋｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ１） ２７ ０１６２３ ０７０４９

ＨＳＰ９０ＡＡ１ 热休克蛋白ｈｓｐ９０－α（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎＨＳＰ９０－ａｌｐｈａ） １１ ００１６６ ０４５２６

ＨＲＡＳ 原癌基因（ＨＲＡＳｐｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ） ２０ ００６２９ ０５７３３

ＡＫＴ１ 蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ） ２１ ００８５４ ０５８９０

ＧＲＢ２ 生长因子受体结合蛋白２（ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２） １５ ００２８０ ０４９４３

ＳＴＡＴ３ 信号转导与转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３） １２ ００２６７ ０４７２５

ＥＧＦＲ 表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ） ２０ ００８３１ ０５７３３

ＦＹＮ 酪氨酸激酶（ａｎｔｉ－ｐｈｏｓｐｈｏ－ＦＹＮ） ２ ００００９ ０３６１３

ＣＴＮＮＢ１ 钙黏蛋白相关蛋白（ｃａｄｈｅｒｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔａ１） ５ ０００４８ ０４０１９

ＲＥＬＡ 转录因子ｐ６５（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｐ６５） １４ ００３９１ ０４９４３

ＲＸＲＡ 视黄酸受体（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＲＸＲ－ａｌｐｈａ） ８ ０００６５ ０４１７５
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过程；１３１个分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）显著
富集在蛋白质结合、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ转录因子活性等
过程。分别设置 Ｐ＜００５，错误发现率（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖ

ｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）＜００５，选取组分排名前 １０的 ＢＰ、
ＣＣ、ＭＦ条目，结果见图８。

图８　ＧＯ功能富集分析柱状图

Ｆｉｇ８　ＢａｒｃｈａｒｔｏｆＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

２８３２　基因组百科全书通路富集分析　利用 Ｄａ
ｖｉｄ６８ 数 据 库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／）以
Ｐ＜００５，ＦＤＲ＜００５为筛选条件对获得的５４４个作
用靶点进行基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆ
ｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析。结果共
得到 １８７个条目，主要涉及癌症通路（ｐａｔｈｗａｙｓｉｎ
ｃａｎｃｅｒ），ＡＧＥ－ＲＡＧＥ信号在糖尿病并发症中的作
用（ＡＧＥ－ＲＡＧＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ），脂质与动脉粥样硬化（ｌｉｐｉｄａｎｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ）等通路，结果见表３。选取排名前２０的通路进行
ＫＥＧＧ富集分析绘制气泡图，结果见图９。
２８４　“成分－靶点－通路”网络图的构建

根据筛选得到１１个差异性标志物，１４个核心靶
点，２０条关键通路。运用“Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９０”软件构
建“成分－靶点－通路”网络图，进行可视化分析，结
果见图 １０。以成分、靶点、信号通路的连接度
（Ｄｅｇｒｅｅ）为参考，连接度较多的成分有紫杉醇
（Ｄｅｇｒｅｅ＝９）、１０－ＤＡＢ（Ｄｅｇｒｅｅ＝９）、巴卡亭Ⅲ
（Ｄｅｇｒｅｅ＝９）、三尖杉宁碱（Ｄｅｇｒｅｅ＝９）、１０－ＤＡＴ
（Ｄｅｇｒｅｅ＝７），提示这些成分可能是曼地亚红豆杉发
挥药效的活性物质；靶点ＰＩＫ３Ｒ１（磷脂酰肌醇３－激

酶调节亚基 α，Ｄｅｇｒｅｅ＝２７）、ＡＫＴ１（蛋白激酶 Ｂ，Ｄｅ
ｇｒｅｅ＝２１）、ＥＧＦＲ（表皮生长因子受体，Ｄｅｇｒｅｅ＝２０）、
ＨＲＡＳ（原癌基因，Ｄｅｇｒｅｅ＝２０）、ＭＡＰＫ１（丝裂原活化
蛋白激酶１，Ｄｅｇｒｅｅ＝２０）、ＳＲＣ（Ｄｅｇｒｅｅ＝１７）、ＧＲＢ２
（生长因子受体结合蛋白，Ｄｅｇｒｅｅ＝１５）的连接度较
高，可能是曼地亚红豆杉发挥作用的关键靶点；癌症

通路（Ｄｅｇｒｅｅ＝１１）、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路（Ｄｅｇｒｅｅ＝
１０）、脂质与动脉粥样硬化（Ｄｅｇｒｅｅ＝１０）、前列腺癌
（Ｄｅｇｒｅｅ＝１０）、癌症中的蛋白多糖（Ｄｅｇｒｅｅ＝１０）、非
小细胞性肺癌（Ｄｅｇｒｅｅ＝９）、乙型肝炎（Ｄｅｇｒｅｅ＝９）信
号通路的连接度较大，均可能是曼地亚红豆杉发挥

作用的关键信号通路。

２８５　整合分析
基于刘昌孝［１８］提出的中药 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的“五原

则”，对筛选出的１１个差异性标志物进行分析。紫
杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱，１０－ＤＡＴ度
值较高，且为特异性成分，可作为曼地亚红豆杉潜在

的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ；而金松双黄酮、穗花杉双黄酮、阿魏
酸、芦丁、山柰素、对羟基苯甲醛在自然界中普遍存

在，针对曼地亚红豆杉而言特异性不强，且度值低于

平均值，故不能作为辨别药材质量的标志性成分。
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表３　主要核心靶点的通路富集分析
Ｔａｂ３　Ｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓ

类别　

（ｃａｔｅｇｏｒｙ）　

代谢通路　　　　

（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙ）　　　　

数目（ｎｕｍｂｅｒ）／

个（ｃｏｕｎｔ）
Ｐ ＦＤＲ

ｈｓａ０１１００ 代谢通路（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ） １７１ １３１×１０－２０ １９７×１０－１８

ｈｓａ０５２００ 癌症通路（ｐａｔｈｗａｙｓｉｎｃａｎｃｅｒ） ８５ ９２×１０－１９ ６９×１０－１７

ｈｓａ０４９３３ ＡＧＥ－ＲＡＧＥ信号在糖尿病并发症中的作用（ＡＧＥ－ＲＡＧＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ） ３３ １９５×１０－１６ ９７４×１０－１５

ｈｓａ０５４１７ 脂质与动脉粥样硬化（ｌｉｐｉｄａｎｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ） ４７ ２０７×１０－１５ ７７５×１０－１４

ｈｓａ０５２１５ 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ） ３０ ４３４×１０－１４ １３×１０－１２

ｈｓａ０５４１８ 流体剪切应力和动脉粥样硬化（ｆｌｕｉｄｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓａｎｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ） ３５ １８５×１０－１３ ４６３×１０－１２

ｈｓａ０５２０７ 化学致癌－受体激活（ｃｈｅｍｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ） ４２ ２５５×１０－１２ ５４７×１０－１１

ｈｓａ０５２０８ 化学致癌－活性氧（ｃｈｅｍｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ） ４３ ３４１×１０－１２ ６４×１０－１１

ｈｓａ０５２０５ 癌症中的蛋白多糖（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓｉｎｃａｎｃｅｒ） ４０ １５３×１０－１１ ２５５×１０－１０

ｈｓａ０１５２１ ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂耐药性（ＥＧＦＲｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ） ２４ ３６１×１０－１１ ５４１×１０－１０

ｈｓａ００９１０ 氮代谢（ｎｉｔｒｏｇｅｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） １２ １６９×１０－１０ ２３１×１０－９

ｈｓａ０４０６６ ＨＩＦ－１信号通路（ＨＩＦ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ） ２７ ２５４×１０－１０ ３１８×１０－９

ｈｓａ０４０７１ 鞘脂信号通路（ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ） ２８ ３８６×１０－１０ ４４５×１０－９

ｈｓａ０４１５１ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路（ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ） ５２ ５０１×１０－１０ ５３７×１０－９

ｈｓａ０４９３１ 胰岛素耐受性（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ） ２６ １１２×１０－９ １１２×１０－８

ｈｓａ０４０１４ Ｒａｓ信号通路（ｒａｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ） ４０ １２１×１０－９ １１３×１０－８

ｈｓａ０５１６１ 乙型肝炎（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ） ３２ １７４×１０－９ １４７×１０－８

ｈｓａ０５２２３ 非小细胞性肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ） ２１ １７６×１０－９ １４７×１０－８

ｈｓａ０４３７０ ＶＥＧＦ信号通路（ＶＥＧＦｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ） １９ ２１９×１０－９ １７３×１０－８

ｈｓａ０４０６８ ＦｏｘＯ信号通路（ＦｏｘＯｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ） ２８ ３７２×１０－９ ２７９×１０－８

图９　ＫＥＧＧ通路富集分析气泡图

Ｆｉｇ９　ＢｕｂｂｌｅｄｉａｇｒａｍｏｆＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

　　曼地亚红豆杉含有紫杉烷类、黄酮类、挥发油
类、酚类和甾体类等成分，具有消肿散结、通经利尿

的功效，临床上主要用于抗肿瘤、降血糖等疾病的治

疗。运用网络药理学从有效性角度分析发现１１个
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图１０　曼地亚红豆杉“成分－靶点－通路”网络图

Ｆｉｇ１０　“Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ－ｔａｒｇｅｔ－ｐａｔｈｗａｙ”ｎｅｔｗｏｒｋｄｉａｇｒａｍｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．

差异性标志物通过调控 ＰＩＫ３Ｒ１、ＡＫＴ１、ＥＧＦＲ、
ＨＲＡＳ、ＭＡＰＫ１、ＳＲＣ、ＧＲＢ２等 １４个核心靶点，作用
于癌症通路、ＡＧＥ－ＲＡＧＥ信号在糖尿病并发症中的
作用等信号通路与消肿散结、通经利尿的功效有关。

其中１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱，１０－ＤＡＴ是
合成紫杉醇的重要原料［２，２２］，被公认为当今世界药物

领域中活性最强的广谱抗癌活性物质［２３］。紫杉醇可

上调ＦｏｘＯ３ａ蛋白表达，下调 ｐ－Ａｋｔ、ｐ５３、ｐ２１蛋白
表达［２４］，可抑制死亡结构域沉默子（ＳＯＤＤ）及抗凋
亡蛋白Ｂｃｌ－２的表达，激活凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ－
３［２５］，减少肝组织中ＩＬ－６和 ＴＧＦ－β１表达，诱导失
衡的Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡向 Ｔｒｅｇ偏移［２６］，进而使癌细胞

凋亡达到抗肿瘤的效果。ＰＩＫ３Ｒ１可抑制 ｐ－ＰＩ３Ｋ、
ｐ－Ａｋｔ和ｐ－ｍＴＯＲ表达影响［２７］，与细胞增殖、侵袭

能力增加和细胞凋亡减少有关［２８］。ＡＫＴ１主要定位
在小鼠的海马区神经元中［２９］，参与ＥＲＫ１／２信号通路
级联反应，通过调节促炎介质、氧化损伤和神经生长因

子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）等阻碍神经退行性疾病
进程［３０］；ＥＧＦＲ与配体的结合导致下游通路Ｒａｓ／Ｒａｆ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ／ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ和 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ磷酸化，

参与调节肿瘤发生与转移的多个环节，是肺腺癌中主

要的驱动基因及治疗靶点［３１］；ＨＲＡＳ基因突变会诱导
其编码的Ｈ－Ｒａｓ蛋白处于持续激活状态，导致细胞
增殖失控，进而形成肿瘤［３２］；ＭＡＰＫ１可抑制肺癌Ａ５４９
细胞增殖、迁移和侵袭，促进细胞凋亡，阻滞细胞周期

进程，其作用机制可能与 ＥＲＫ／ｍＴＯＲ信号通路有
关［３３］；ＳＲＣ可激活 ＭＡＰＫ、ＳＴＡＴ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、ＥＧＦＲ等
多条信号通路，在肿瘤的发生和发展中具有很强的细

胞转化能力，并促进肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁移及诱

导血管形成等［３４］。ＧＲＢ２是黏着斑的重要组成部分，
通过活化磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ／核因子－
κＢ通路进而可以引起炎症浸润［３５］，在胃癌、食道癌、

胰腺癌中参与癌细胞的转移和调控［３６］。由此可知，网

络药理学预测结果与文献报道一致，说明该研究方法

具有一定的准确性和可取性，可为开展曼地亚红豆杉

的作用机制研究提供支撑。

２８６　基于质量标志物的曼地亚红豆杉药材质量
评价

２８６１　ＨＣＡ　为了更直接评价５个Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ对
样品的分辨能力，根据采收季节的不同，将３月份采
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收的分为春季，９月份采收的分为秋季，将春季和秋
季各１２批曼地亚红豆杉药材５个Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的峰面
积经过标准化处理后作为变量，导入 ＳＰＳＳ２１０软
件，进一步验证紫杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉
宁碱、１０－ＤＡＴ为曼地亚红豆杉 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的合理
性，结果见图１１。当平方欧式距离为５时，春季分为
４类：Ｓ１～Ｓ３号样品（三年春）一类，Ｓ７～Ｓ９号样品
（六年春）一类，Ｓ１９～Ｓ２１号样品（十八年春），Ｓ２４号

样品（十年春）一类，Ｓ２２～Ｓ２３号样品（十年春）一
类；秋季分为４类：Ｓ４～Ｓ６号样品（五年秋），Ｓ１０号
样品（七年秋）一类，Ｓ１１～Ｓ１２号样品（七年秋）一
类，Ｓ１３～Ｓ１５号样品（八年秋）一类，Ｓ１６～Ｓ１８号样
品（十五年秋）一类。经５个Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ结果筛选出
的数据进行聚类分析和“２７１”项 ＨＣＡ结果一致。
进一步证明了５个 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ可代表曼地亚红豆杉
的质量用于区分不同的采收年限。

图１１　春季（Ａ）和秋季（Ｂ）各１２批样品预测Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ后的ＨＣＡ树状图

Ｆｉｇ１１　ＨＣＡｔｒｅｅｖｉｅｗｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｅａｃｈａｆｔｅｒＱ－Ｍａｒｋｅｒｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｉｎｓｐｒｉｎｇ（Ａ）ａｎｄｉｎａｕｔｕｍｎ（Ｂ）

２８６２　ＰＣＡ综合评价不同年限曼地亚红豆杉的
质量　按照每个年限的均值将 ５个 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的
峰面积经过标准化处理后作为变量，导入 ＳＰＳＳ
２１０软件，评价不同年限曼地亚红豆杉的质量。运
用 ＰＣＡ，以特征值 ＞１为提取标准，设置“显示因子
得分系数矩阵ＦＡＣ”。结果共提取３个主成分，分别
为 ＦＡＣ１、ＦＡＣ２和 ＦＡＣ３，其累计方差贡献

率＞８０％，说明这３个主成分预测了５个 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ
合计８３１４７％的信息量，可以作为不同年限曼地亚
红豆杉的评价指标，具体特征值和方差贡献率见表

４。以３个主成分的特征值占累加特征值的百分比
为权重进行线性组合，计算每个年限的３个主成分
因子得分及综合得分，对８个年限的曼地亚红豆杉
进行综合评价。

表４　特征值和方差贡献率
Ｔａｂ４　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｖａｌｕｅａｎｄｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ

成分

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

初始特征值（ｉｎｉｔｉａｌｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ） 提取平方和载入（ｅｘｔｒａｃｔｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓｌｏａｄｉｎｇ）

特征值

（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｖａｌｕｅ）

方差贡献率

（ｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｒａｔｅ）／％

累积方差贡献率

（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｖａｒｉａｎｃｅ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

特征值

（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｖａｌｕｅ）

方差贡献率

（ｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｒａｔｅ）／％

累积方差贡献率

（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｖａｒｉａｎｃｅ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

ＦＡＣ１ １７６ ３５２０１ ３５２０１ １７６ ３５２０１ ３５２０１

ＦＡＣ２ １２８８ ２５７６４ ６０９６５ １２８８ ２５７６４ ６０９６５

ＦＡＣ３ １１０９ ２２１８１ ８３１４７ １１０９ ２２１８１ ８３１４７

ＦＡＣ４ ０５７１ １１４２３ ９４５７

ＦＡＣ５ ０２７２ ５４３ １００
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　　Ｆｉ＝ΣＷｉ×Ｘｉ（ｉ为１、２、３、４、５），Ｗｉ为各个因子
所占的权重：Ｆ１＝０４３２Ｘ１ －０５０５Ｘ２ －０４１０Ｘ３ ＋
０６２３Ｘ４ －０００５Ｘ５、Ｆ２ ＝０３５７Ｘ１ －０４１４Ｘ２ ＋
０３２９Ｘ３ －０３６０Ｘ４ －０５８０Ｘ５、Ｆ３ ＝０５５４Ｘ１ ＋
００８１Ｘ２ ＋０６５１Ｘ３ ＋０１０５Ｘ４ －０５０１Ｘ５，Ｆ ＝
０３５２Ｆ１＋０２５８Ｆ２＋０２２２Ｆ３，综合主成分评价结果
见表５。Ｆ值越大说明曼地亚红豆杉的综合质量较
好，８个年限曼地亚红豆杉的综合得分由大到小的顺
序为十年春（Ｓ２２～Ｓ２４号样品）、六年春（Ｓ７～Ｓ９号
样品）、十八年春（Ｓ１９～Ｓ２１号样品）、三年春（Ｓ１～
Ｓ３号样品）、十五年秋（Ｓ１６～Ｓ１８号样品）、八年秋

（Ｓ１３～Ｓ１５号样品）、七年秋（Ｓ７～Ｓ９号样品）、五年
秋（Ｓ４～Ｓ６号样品）。结果表明，以筛选的５个 Ｑ－
Ｍａｒｋｅｒ作为评价指标，６年以上春季采收的得分较
高，即品质较优。为进一步分析不同年限曼地亚红

豆杉中的质量，将 ５个 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的峰面积导入
ＳＩＭＣＡ１４１软件绘制ＰＣＡ得分图，见图１２。８个年
限的曼地亚红豆杉被分为７类，其中６年以上春季采
收的曼地亚红豆杉综合得分整体较好，说明采收期

及年限在质量上均存在一定的差异，可能与代谢及

枝叶的生长发育特性有关［３７］，提示季节与年限对化

学成分的蓄积程度有明显的相关性。

表５　不同年限曼地亚红豆杉主成分综合得分及排序
Ｔａｂ５　ＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｃｏｒｅａｎｄｒａｎｋｉｎｇｏｆＰＣＡｏｆＴ．ｍｅｄｉａＲｅｈｄ．ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｒｓ

采收期（ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｔｉｍｅ）　　　　　 采收季节（ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｓｅａｓｏｎ） Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ 排名（ｒａｎｋｉｎｇ）

十年（ｔｅｎｙｅａｒｓ） 春（ｓｐｒｉｎｇ） １００３ １６０５ ２１５１ １２４４ １

六年（ｓｉｘｙｅａｒｓ） 春（ｓｐｒｉｎｇ） ０６１２ １１７３ ２３３０ １０３５ ２

十八年（ｅｉｇｈｔｅｅｎｙｅａｒｓ） 春（ｓｐｒｉｎｇ） ０５２２ １２４６ ２１０１ ０９７１ ３

三年（ｔｈｒｅｅｙｅａｒｓ） 春（ｓｐｒｉｎｇ） ０２２２ １１５９ １９６４ ０８１２ ４

十五年（ｆｉｆｔｅｅｎｙｅａｒｓ） 秋（ａｕｔｕｍｎ） ００１９ １０３８ ２００７ ０７１９ ５

八年（ｅｉｇｈｔｙｅａｒｓ） 秋（ａｕｔｕｍｎ） ００３２ ０８８７ ２１１２ ０７０８ ６

七年（ｓｅｖｅｎｙｅａｒｓ） 秋（ａｕｔｕｍｎ） ０１９０ １０１５ １７１０ ０７０８ ７

五年（ｆｉｖｅｙｅａｒｓ） 秋（ａｕｔｕｍｎ） ００６６ ０７２１ １７１８ ０５９０ ８

图１２　５个Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ１２　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｆｉｖｅＱ－Ｍａｒｋｅｒｓ

３　讨论
红豆杉，又称紫杉，是珍稀天然抗癌植物。中医

古籍早有记载，见于《本草纲目》［３８］、《本草推陈》［３９］

等。中医临床常将红豆杉的枝和叶作为饮片配伍其
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他中药使用，多用于肿瘤的治疗，效果显著。当前红

豆杉的药用来源主要有３种，南方红豆杉（Ｔｍａｉｒｅｉ
（ＬｅｍｅｅｅｔＬｅｖｌ．）ＳＹＨｕｅｘＬｉｕ．）、东北红豆杉（Ｔ
ｃｕｓｐｉｄａｔｅＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ．）、喜马拉雅红豆杉（Ｔｗａｌｌｉ
ｃｈｉａｎａＺｕｃｃ．），近年来，红豆杉中紫杉醇抗癌效果奇
特，广州、安徽、江苏、上海等地方标准陆续收录南方

红豆杉药用。但南方红豆杉、东北红豆杉，喜马拉雅

红豆杉野生资源稀少、生长缓慢，资源有限，且属于

濒危品种，其药材来源阻碍了红豆杉的发展。曼地

亚红豆杉紫杉醇含量高，适应性强，已有规模化的种

植，保守估计，其资源蕴藏量居首，但缺乏标准收录，

其质量评价标准亟待完善。

曼地亚红豆杉的栽培变种较多［４０］，化学成分类

型多样，化学性质差异性大，而中药指纹图谱是目前

全面反映中药及中药复方内在质量的有效手段［４１］。

因此本研究建立曼地亚红豆杉药材指纹图谱的方

法，结合网络药理学筛选其潜在的 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，基于
Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ对不同年限曼地亚红豆杉的质量整体评
价。前期主要考察了不同提取溶剂、不同流动相、不

同温度、不同流速、不同色谱柱，此外还采用 ＤＡＤ检
测器进行了全波长扫描，结果显示在２５４ｎｍ检测波
长下，基线平稳，色谱峰数量较多；最终确定采取甲

醇超声提取 ２次，每次 ３０ｍｉｎ的提取方式，Ｗａｔｅｒｓ
ＳｙｍｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭＲＰ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）
在乙腈 －０１％三氟乙酸水系统下梯度洗脱，温度
３０℃、进样体积１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，在２５４ｎｍ下采集色
谱峰多，分离度好，２４批不同采收年限曼地亚红豆杉
ＨＰＬＣ色谱图相似度在０９２７～０９８７，表明曼地亚红
豆杉的质量一致性好。药理活性研究和临床实践已

证明紫杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱，１０－
ＤＡＴ等紫杉烷类化合物是抗肿瘤的主要活性成分，
其中１０－ＤＡＢ和巴卡亭Ⅲ是紫杉醇的同系物，三尖
杉宁碱的成分结构与紫杉醇的差异仅在 Ｃ１３位侧链
上ＮＨ－的连接，且某些红豆杉中的三尖杉宁碱醇含
量可能高于紫杉醇，当提取分离得到紫杉醇的同时，

会得到比紫杉醇产量更大的主含三尖杉宁碱的副产

物基团［４２］，由于这些成分与紫杉醇的结构相似，都可

作为紫杉烷类药物的半合成原料，通过结构修饰改

造成紫杉醇［４３］，从而解决紫杉醇资源稀缺、产量低等

问题。红豆杉的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ与紫杉烷类化合物息息
相关，根据指纹图谱与网络药理学的结果，结合化学

识别模式方法可较好地区分不同年限、不同季节的

曼地亚红豆杉，验证了 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的合理性，因此可
将紫杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱，１０－
ＤＡＴ作为红豆杉的 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ。本课题前期研究结
果表明，曼地亚红豆杉的成分种类与当前标准收录

的南方红豆杉一致，儿茶素、对羟基苯甲醛、β－蜕皮
甾酮、阿魏酸、芦丁、１０－ＤＡＢ、槲皮素、芹菜素、
７－表紫杉醇、银杏双黄酮、金松双黄酮是曼地亚红
豆杉的优势成分，可见曼地亚红豆杉具有较好的药

用价值。

中药具有多成分、多靶点、整体性的特点，刘昌

孝院士提出的“Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ”概念，有利于阐明中药有
效物质基础，且对中药总体质量的控制具有重要作

用［４４］。网络药理学方法是一种基于成分与药效相关

联的质量标志物研究方法，可深入发现中药多成分、

多靶点的治疗机制［４５］，现已成为快速准确地找到

Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的主要手段之一。因此，为进一步表征曼
地亚红豆杉中的特征、有效物质基础，本实验基于

Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ可测、特有、有效、传递及配伍“五原则”，
首先采用ＨＰＬＣ法建立曼地亚红豆杉药材的指纹图
谱，标定２５个共有峰，指认１８个化合物，经 ＯＰＬＳ－
ＤＡ筛选紫杉醇、巴卡亭Ⅲ、１０－ＤＡＢ、１０－ＤＡＴ、三尖
杉宁碱、穗花杉双黄酮、山柰素、芦丁、金松双黄酮、

对羟基苯甲醛和阿魏酸１１个差异性标志物，随后结
合网络药理学方法从有效性角度对１１个差异性标
志物进行靶点预测及相关通路富集分析，结果表明

它们主要调控ＰＩＫ３Ｒ１、ＡＫＴ１、ＥＧＦＲ、ＨＲＡＳ、ＭＡＰＫ１、
ＳＲＣ、ＧＲＢ２等１４个核心靶点，均与干预癌症等密切
相关。ＫＥＧＧ通路富集分析中，关于癌症的通路较
多，表明交集靶点与抗肿瘤密切相关。ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信
号通路参与细胞增殖、分化和凋亡及癌细胞存活等

过程，引起胶质母细胞瘤、卵巢癌和结肠癌等多种癌

症［４４］，大多数ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ通路的致癌突变发生于核
心蛋白ＰＩ３Ｋ激酶催化亚基或调节亚基，如本研究预
测得到的紫杉醇靶标ＰＩＫ３Ｒ１能够通过调节 ＰＩ３Ｋ催
化亚基 ｐ１１０稳定性，并帮助其定位结合到细胞质
膜，进而ＰＩＰ２磷酸化为 ＰＩＰ３发挥抑癌或致癌的作
用［４６］。网络药理学研究结果表明，１０－ＤＡＢ、巴卡亭
Ⅲ、三尖杉宁碱、１０－ＤＡＴ等成分可以作用于该通路
发挥治疗抗肿瘤的作用，这与红豆杉临床应用相同，

提示曼地亚红豆杉作为红豆杉药用来源，具备可行

性，也为曼地亚红豆杉的药效作用机制提供了参考

依据。本研究除了紫杉醇、１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖
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杉宁碱、１０－ＤＡＴ特征性成分外，发现主要成分金松
双黄酮和银杏双黄酮含量较高，可能与改善糖尿病

并发症相关，后期可做深入研究。

为进一步明确预测的 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ能否用于评价
曼地亚红豆杉的质量，本研究采用ＨＣＡ和ＰＣＡ的化
学识别方法进行验证。ＨＣＡ的结果表明以５个 Ｑ－
Ｍａｒｋｅｒ标准化的峰面积为变量指标，春季采收４个
年限可以分为４类，较好区分出三年、六年、十年、十
八年采收的红豆杉；秋季采收的４个年限也分为 ４
类，较好区分出五年、七年、八年、十五年采收的红豆

杉，提示预测的 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ可作为鉴别和区分曼地
亚红豆杉质量的重要依据。ＰＣＡ分布结果表明８个
年限的曼地亚红豆杉被分为７类，其中六年以上春
季采收的曼地亚红豆杉综合得分整体分布集中，与

ＨＣＡ的结果一致。此外，为深入验证 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的
质量评价作用，本研究同时采用 ＰＣＡ方法进行综合
评分排序，结果表明，得分由大到小的顺序为十年

春、六年春、十八年春、三年春、十五年秋、八年秋、七

年秋、五年秋，提示以６年以上春季采收质量较优且
稳定。由以上结果可知，不同年限曼地亚红豆杉化

学成分相似，但质量存在一定差异，这可能与采收季

节、年限、生长环境等有关［４７］，提示采收时应该重点

关注５个Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ的含量，从而提升曼地亚红豆杉
的整体稳定性。

综上所述，本研究基于指纹图谱和网络药理学

方法，对曼地亚红豆杉的 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ进行预测与分
析，结合 Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ核心理论最终筛选出紫杉醇、
１０－ＤＡＢ、巴卡亭Ⅲ、三尖杉宁碱、１０－ＤＡＴ为曼地
亚红豆杉的Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ，最后基于化学识别模式方法
综合评价不同年限曼地亚红豆杉的质量，结果验证

了Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ筛选过程的合理性和可行性。此方法
具有较好、可靠的质量评价作用，为曼地亚红豆杉质

量标准的建立及后续研究提供参考。
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１６６４

［２４］　张应龙，刘维，江洪紫杉醇对鼻咽癌细胞株ＣＮＥ２的增殖抑

制作用及对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｐ５３信号通路的影响［Ｊ］．中国临床药

理学杂志，２０１８，３４（１４）：１６５２
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Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１８，３４（１４）：１６５２

［２５］　陶红芳，方建林，刘元生，等紫杉醇下调死亡结构域沉默子

表达促进白血病细胞凋亡新机制研究［Ｊ］．中华实用儿科临

床杂志，２０１４，２９（１１）：８６２

ＴＡＯＨＦ，ＦＡＮＧＪＬ，ＬＩＵＹＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌａｐ
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ｂｙｐａｃｌｉｔａｘｅｌ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＡｐｐｌＣｌｉｎＰｅｄｉａｔｒ，２０１４，２９（１１）：８６２

［２６］　冯锦，吴建红，熊响莲，等紫杉醇通过调控ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通

路对肝纤维化模型大鼠Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ影响的研究［Ｊ］．中国免疫

学杂志，２０２２，３８（１３）：１５６４
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［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０２２，３８（１３）：１５６４

［２７］　向雷，黄智，张帅，等磷脂酰肌醇３激酶调节亚基１过表达

对肝细胞癌进展的影响［Ｊ］．介入放射学杂志，２０１９，２８

（１０）：９６２
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２０１９，２５（１０）：１１０５

［３３］　张倩楠，贾琴琴，杨婷婷，等ＭＡＰＫ１基因沉默对肺癌Ａ５４９

细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的影响［Ｊ］．宁夏医科大学

学报，２０２２，４４（４）：３７３
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３７３

［３４］　王信，李莉，张瑞，等基于指纹图谱和网络药理学的白花蛇

舌草质量标志物预测分析［Ｊ］．中国医院药学杂志，２０２２，４２

（１６）：１６３３
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４２（１６）：１６３３

［３５］　白雪，刘霞，崔英，等生长因子受体结合蛋白２ｒｓ２３８４１９遗

传多态性与非小细胞肺癌患者铂类药物化疗疗效的相关性研

究［Ｊ］．中国临床药理学杂志，２０２２，３８（２０）：２３８７
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［３６］　王雅楠，马庆久，徐建庆，等ＥｐｈＡ２通过调控 Ｇｒｂ２表达参

与肝癌细胞侵袭的机制探讨［Ｊ］．现代肿瘤医学，２０２１，２９
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２０２１，２９（１）：３２

［３７］　史小娟，徐志明，付顺华，等采收季节与年龄对曼地亚红豆

杉主要活性成分的影响［Ｊ］．中国中药杂志，２０１０，３５（１９）：

２５３８

ＳＨＩＸＪ，ＸＵＺＭ，ＦＵＳＨ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇａｔｈｅｒｉｎｇｓｅａｓｏｎａｎｄ
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ＣｈｉｎａＪＣｈｉｎＭａｔｅｒＭｅｄ，２０１０，３５（１９）：２５３８

［３８］　李时珍本草纲目［Ｍ］．武汉：崇文书局，２００８：３４７

ＬＩＳＺＣｏｍｐｅｎｄｉｕｍｏｆＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａ［Ｍ］．Ｗｕｈａｎ：Ｃｈｏｎｇｗｅｎ

ＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＨｏｕｓｅ，２００８：３４７

［３９］　叶觉诠本草推陈［Ｍ］．南京：江苏人民出版社，１９６３：２４７

ＹＥＪＱＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａＰｒｏｍｏｔｉｎｇＡｇｉｎｇ［Ｍ］．Ｎａｎｊｉｎｇ：Ｊｉａｎｇｓｕ

Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＨｏｕｓｅ，１９６３：２４７

［４０］　冯巍，谈锋，谢峻 曼地亚红豆杉研究进展［Ｊ］．中草药，

２００７，３８（１０）：１５８９

ＦＥＮＧＷ，ＴＡＮＦ，ＸＩＥＪＡｄｖａｎｃｅｓｉｎｓｔｕｄｉｅｓｏｎＴａｘｕｓｍｅｄｉａ

［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＨｅｒｂＤｒｕｇｓ，２００７，３８（１０）：１５８９

［４１］　景奉堂，冯帅，王静，等基于指纹图谱和网络药理学的连翘

质量标志物预测分析［Ｊ］．中国药房，２０２２，３３（３）：２９３

ＪＩＮＧＦＴ，ＦＥＮＧＳ，ＷＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｑｕａｌｉｔｙ

ｍａｒｋｅｒｓｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａｂａｓｅｄｏｎｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄｎｅｔｗｏｒｋ

ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＰｈａｒｍ，２０２２，３３（３）：２９３

［４２］　李健，赖平安通过侧链结构修饰将三尖杉宁碱转化为紫杉

醇的工艺研究［Ｊ］．生物化工，２０２０，６（６）：１５
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２０２０，６（６）：１５

［４３］　崔海超，郑文艺，张智慧，等不同红豆杉属植物中７种紫杉
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ＣＵＩＨＣ，ＺＨＥＮＧＷＹ，ＺＨＡＮＧＺＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄ
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