
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(7): 1826 −1831

菟丝子拟雌激素作用体内直接作用物质的发现

孙向明, 宋 辉, 赵丽珠, 胡 扬, 辛科颖, 李文兰*, 丁振铎*

(哈尔滨商业大学药学院, 黑龙江 哈尔滨 150076)

摘要: 通过“代谢产物-效应检识”模式进行相关性分析, 初步明确菟丝子在体内发挥拟雌激素作用的直接作用

物质。以去势 (卵巢摘除) 雌性大鼠为研究对象, 灌胃给予菟丝子的 95%乙醇提取部位、大孔树脂 40%乙醇洗脱部

位、正丁醇萃取部位作为给药部位, 采用UPLC/Q-TOF-MS技术建立不同给药部位、不同给药次数的血清指纹图谱。

同时检测血清中雌二醇 (E2)、促卵泡激素 (FSH)、促黄体生成素 (LH) 水平, 并进行双变量相关分析和灰关联度分析,

筛选雌激素效应组分。结果表明, 含药血清中发现 9个与雌激素效应高度相关的体内直接作用物质, 分别是: 金丝

桃苷、紫云英苷、甲基化槲皮素葡萄糖醛酸苷、槲皮素-二葡萄糖醛酸苷、槲皮素、芹菜素、异槲皮苷、山柰酚葡萄糖醛

酸苷和山柰酚。基于血清谱效相关性的研究思路可初步发现菟丝子拟雌激素作用的体内直接作用物质。为菟丝子

雌激素作用药效物质的揭示和质量标志物的确证提供了初步参考。本实验获得了哈尔滨商业大学伦理委员会的批

准 (批准号: HSDU2020-065)。
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Abstract: The direct acting substances of Cuscuta chinensis in vivo were preliminarily identified through the

correlation analysis of "metabolites-effect identification" model. The ovariectomized female rats were i.g adminis‐

tered with 95% ethanol extract part, 40% ethanol elution part and n-butanol extract part of Cuscuta chinensis. The

serum fingerprints of different parts and times of administration were established by UPLC/Q-TOF-MS. At the

same time, serum estradiol (E2), follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) levels were

detected. Bivariate correlation analysis and grey correlation analysis were used to screen estrogenic components.

The results showed that nine direct acting substances in vivo highly related to estrogen effect were found in the

drug containing serum, which were hyperoside, astragalin, methyl quercetin glucuronide, quercetin-diglucuronide,

quercetin, apigenin, isoquercitrin, kaempferol glucuronide and kaempferol. We can preliminarily screen out the

direct acting substance of estrogen effect of Cuscuta chinensis in vivo based on the research idea of serum spectrum

effect correlation. It provides a reliable basis for revealing the estrogeneffective substances of Cuscuta chinensis

and confirming the quality markers. This experiment was approved by Harbin University of Commerce Ethics

Committees (Approval No. HSDU2020-065).

收稿日期: 2021-05-06; 修回日期: 2021-06-29.

基金项目: 黑龙江省普通本科高等学校青年创新人才培养计划项目 (UNPYSCT-2018135); 哈尔滨商业大学博士科研启动基金 (2019DS115).

*通讯作者Tel: 86-451-84605022, E-mail: lwldzd@163.com;

Tel: 86-451-84866922, E-mail: dzdteacher@163.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2021-0677

·· 1826



孙向明等: 菟丝子拟雌激素作用体内直接作用物质的发现

Key words: Cuscuta chinensis; estrogenic activity; spectrum effect correlation; UPLC/Q-TOF-MS; direct

acting substances in vivo

菟丝子是旋花科植物菟丝子 (Cuscuta chinensis

Lam.) 或南方菟丝子 (Cuscuta australis R. Br.) 的干燥、

成熟种子, 主要含有黄酮类、生物碱类、挥发油类、糖

类、有机酸类、甾体类等化学成分[1]。始载于《神农本

草经》, 具有补肾益肝、固精缩尿、安胎、明目、止泻等功

效。在临床上常作为补肾中药用于改善绝经期妇女的

肾气不足, 调节体内雌激素水平。现代药理研究表明

菟丝子具有延缓白内障形成、免疫调节、保护心血管、

抗衰老、治疗骨质疏松、改善内分泌等作用[2-7]。

女性进入更年期后, 其体内的雌激素水平明显降

低, 导致出现一系列的更年期综合征及骨质疏松、冠心

病、动脉粥样硬化等其他疾病[8]。尽管传统的雌激素

替代疗法可以治疗或减轻雌激素缺乏引起的疾病, 但

是这种疗法在治疗疾病时, 会伴随着一些潜在的不良

反应[9]。有研究显示, 这种治疗方法用于绝经期妇女,

使其患乳腺癌和子宫内膜癌风险大大增加[10]。因此,

寻找更安全的雌激素替代治疗药物受到医学界的关

注。近年来, 植物雌激素引起了人们的广泛关注, 有望

成为更安全的雌激素替代品。

课题组前期研究表明黑龙江产小粒菟丝子具有显

著的拟雌激素作用, 并发现了菟丝子固有成分中与雌

激素活性相关的质量标志物, 但经口服吸收后在体内

的直接作用物质尚不清楚[11]。因此本研究以黑龙江产

小粒菟丝子不同极性部位灌胃给予去势 (卵巢摘除)

雌性大鼠, 采用 UPLC/Q-TOF-MS 技术建立不同给药

次数的血清指纹图谱, 同时检测相应血清中的雌激素

水平, 通过“代谢产物-效应检识”模式进行相关性分

析, 初步明确菟丝子在体内发挥拟雌激素作用的直接

作用物质。

材料与方法

实验动物 SPF级雌性Wistar大鼠, 体质量 (220 ±

10) g, 购自哈尔滨医科大学实验动物学部, 实验动物

许可证号: SCXK-(黑) 2018-011。所有对实验大鼠的

处理和操作均通过哈尔滨商业大学伦理委员会的同意

和批准 (批准号: HSDU2020-065)。

药材与试剂 菟丝子药材 (产地: 黑龙江省) 为本

地药材供应商提供, 经哈尔滨商业大学药学院曲中原教

授鉴定为旋花科植物菟丝子Cuscuta chinensis Lam.的

干燥成熟种子。对照品金丝桃苷、山柰酚、槲皮素、芹

菜素、紫云英苷 (中国食品药品检定研究院, 质量分数

均 > 98%, 批号分别为: 20140713、20130621、20151225、

20170224、20180718); 己烯雌酚 (陕西圣瑞医药科技有

限公司, 批号: 9606); 大鼠雌二醇 (E2)、卵泡生成激素

(FSH)、促黄体生成素 (LH) 试剂盒 (北京诚林生物科

技有限公司, 批号: 20190612); D101大孔树脂 (东鸿化

工有限公司 批号: Q/GSX021-2004); 甲醇、乙腈为质谱

纯, 甲酸为色谱纯, 乙醇、正丁醇为分析纯。

仪器 Acquity UPLC色谱仪、Xevo G2 Q TOF (美

国Waters公司); 电子分析天平AR1140 (美国奥豪斯国

际有限公司); Neofuge 13R高速冷冻离心机 (上海力申

科学仪器有限公司); 快速混匀器 (常州国华电器有限

公司)。

菟丝子乙醇提取物灌胃溶液的制备 称取菟丝子

药材适量, 粉碎, 过4号筛, 用3倍量体积分数为95%的

乙醇浸泡过夜, 88～92 ℃加热回流提取 3次, 每次 3 h,

滤过, 滤液合并后减压浓缩得浸膏。取浸膏适量加蒸馏

水制成质量浓度为0.7 g·mL-1 (以生药计) 的灌胃药液。

正丁醇萃取部位灌胃溶液的制备 取菟丝子乙醇

提取物的浸膏加水溶解, 用水饱和正丁醇萃取两次, 取

有机相层, 减压浓缩至浸膏备用。取浸膏适量加蒸馏水

制成质量浓度为0.7 g·mL-1 (以生药材计) 的灌胃药液。

大孔树脂 40% 乙醇洗脱部位灌胃溶液的制备

将处理好的大孔树脂装入色谱柱中 , 上样液浓度为

0.5 g·mL-1 (以生药计), 静态吸附 12 h, 先用大量水除

杂, 用 20 BV的体积分数为 40%的乙醇溶液进行洗脱,

收集洗脱液, 减压浓缩成浸膏。取浸膏适量加蒸馏水

制成质量浓度为0.7 g·mL-1 (以生药材计) 的灌胃药液。

对照品溶液的制备 分别取金丝桃苷、山柰酚、槲

皮素、异鼠李素、芹菜素、槲皮苷、紫云英苷适量, 以甲

醇溶解, 定容于 10 mL的量瓶中, 过 0.22 μm滤膜得到

混合对照品溶液。

阳性药液的制备 称取己烯雌酚适量, 以蒸馏水

配制成20 μg·mL-1的混悬液, 备用。

动物分组 健康雌性大鼠随机分为 6 组 (每组 6

只): 正常对照组、模型对照组、假手术组、95%乙醇提

取物给药组 (A)、大孔树脂 40% 乙醇洗脱部位给药组

(B)、正丁醇萃取部位给药组 (C)。

去势模型的建立 去势模型大鼠: 对大鼠施双侧

卵巢摘除术, 具体方法参照文献[12]中的描述。术后,

连续 3 d给大鼠腹腔注射青霉素 (40 000 U·kg-1·d-1), 期

间自由饮食饮水。并连续 5 d观察大鼠的阴道上皮角
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化细胞有无动情周期性变化, 判断去势是否成功。假

手术大鼠的操作方法同上, 找到卵巢不摘除, 摘除少许

脂肪。

给药方案和不同时间点含药血清的采集 称定大

鼠体重, 各给药组按照 11.2 g·kg-1·d-1 (以生药计) 的剂

量灌胃给药, 每天早晚2次, 连续给药4 d。分别于第4、

6、8次给药后的 30、60 min后眼眶静脉丛取血 0.5 mL,

静置 2 h, 14 000 r·min-1 离心 15 min, 取上层血清 , 合

并。分别取 200 μL和 3份 20 μL的血清置于 EP管中,

于-80 ℃冰箱中保存待测。其他各组每天灌胃等量蒸

馏水, 于最后一次灌胃后取血, 操作同上。

血清样品的预处理 血清用 SPE 小柱处理 , 取

ProElut PLS通用型亲水亲脂平衡 SPE小柱, 先用甲醇

6 mL进行活化, 再用去离子水3 mL进行平衡, 取4 ℃下

解冻的 200 μL血清加入固相萃取柱, 依次以去离子水

3 mL和甲醇 3 mL洗脱, 收集甲醇洗脱液, 将溶剂挥干,

加入40%色谱乙腈1 mL充分溶解残留物, 14 000 r·min-1

转速离心10 min, 取上清液过0.22 μm微孔滤膜。

检测条件 色谱柱: Waters ACQUITY UPLC BEH

C18 (1.7 μm, 100 mm×2.1 mm), 体积流量 0.4 mL·min-1,

柱温 30 ℃; 进样量 1 μL, 流动相为乙腈 (A)-0.1%甲酸

水溶液 (B), 梯度洗脱 (v/v): 0 min, 10% A; 2 min, 19%

A; 5 min, 19% A; 6 min, 44% A; 10 min, 60% A; 11 min,

95% A; 12 min, 100% A。每个样品进样前的平衡时间

为8 min。

采用电喷雾离子源ESI, 离子源温度 120 ℃; 脱溶

剂气体积流量 700 L·h-1, 脱溶剂气温度 450 ℃; 锥孔气

体积流量 50 L·h-1; 毛细管电压 3 000 V。选择正、负离

子扫描方式, 数据采集模式采用MSE模式, 记录范围

m/z 50～1 000, 碰撞能20～45 mV。

血清中雌激素水平检测 分别取 4 ℃下解冻的

20 μL 血清 , 用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度

(OD值), 按说明书检测不同采血时间点样品中的 E2、

FSH、LH的水平。采用SPSS25.0软件进行单因素方差

分析, 数据统计结果以
-
x ± s表示。

血清指纹图谱的建立及共有峰的选择 将不同给

药组、不同给药次数采集到的 9张含药血清图谱, 导入

中药色谱指纹图谱相似度评价系统, 选择谱图中峰面

积大、出峰时间适中的色谱峰为参照峰, 进行多点校

正、自动匹配, 建立血清指纹图谱并生成对照图谱 (R)。

选择重现好的药源性色谱峰作为共有峰。

谱-效相关性分析 以均值化后的指纹图谱共有

峰峰面积与大鼠血清中的E2、LH、FSH水平为变量, 采

用 SPSS25.0统计分析软件中的双变量相关分析法进

行数据处理, 计算各变量之间的Pearson相关系数。采

用均值化法对原始数据进行无量纲化处理, 以指纹图

谱共有峰峰面积为子序列 , 以大鼠血清中的 E2、LH、

FSH水平为母序列, 利用DPS数据分析系统进行灰关

联度分析。将子序列与母序列的关联度由大到小排序

得到关联序。

结果

1 血清中雌激素水平检测

结果如表 1所示。通过比较正常对照组、模型对

照组和假手术组的血清雌激素变化情况发现, 大鼠经

摘除卵巢造模后, 血清中E2水平显著降低, FSH、LH水

平明显升高。E2是卵巢分泌的主要雌激素, 模型组大

鼠施卵巢摘除术后, 血中的 E2水平必然显著下降, 同

时由于雌激素分泌的大幅减少, 必将阻碍其对垂体的

负反馈作用, 刺激垂体释放FSH、LH, 使二者在血清中

的含量升高, 与本研究结果一致[13]。与模型对照组比

较, 阳性对照组和给药组不同组别第 4、6、8次给药后

的含药血清雌激素水平整体呈现不同程度的回调趋

势 (个别给药组无变化), 且差异具有显著性 (P < 0.05)

或极显著性 (P < 0.01)。

2 菟丝子血清指纹图谱建立及共有峰的选择

采用UPLC-Q-TOFMS技术得到正、负离子模式下

Table 1 E2, FSH and LH levels in serum at different time points.

Data are presented and analyzed by one tailed ANOVA test (n = 6,
-
x ± s). *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group. E2: Estradiol; FSH:

Follicle-stimulating hormone; LH: Luteinizing hormone. A4: 95%

ethanol extract was administered 4 times; A6: 95% Ethanol extract

was administered 6 times; A8: 95% Ethanol extract was adminis‐

tered 8 times; B4: 40% Ethanol elution part was administered 4

times; B6: 40% Ethanol elution part was administered 6 times; B8:

40% Ethanol elution part was administered 8 times; C4: n-Butanol

extract part was administered 4 times; C6: n-Butanol extract part

was administered 6 times; C8: n-Butanol extract part was adminis‐

tered 8 times

Group
Normal
Model
Sham operation
Positive 4
Positive 6
Positive 8
A4
A6
A8
B4
B6
B8
C4
C6
C8

E2/ng·L-1

52.47 ± 3.46**

42.6 ± 3.80
52.85 ± 2.06**

52.73 ± 2.51**

53.31 ± 3.48**

49.92 ± 3.21*

49.04 ± 3.07*

47.30 ± 3.96*

47.56 ± 3.99*

43.49 ± 3.85
46.73 ± 3.42*

43.23 ± 2.59
41.90 ± 3.39
46.64 ± 3.67*

47.97 ± 3.18*

FSH/IU·L-1

9.00 ± 0.28*

12.03 ± 0.47
9.05 ± 0.46*

9.59 ± 0.99*

9.35 ± 0.88*

9.83 ± 0.65*

10.11 ± 0.86*

10.88 ± 0.89*

11.40 ± 0.92
10.29 ± 0.77*

10.62 ± 0.70*

10.53 ± 1.03*

12.16 ± 0.90
11.59 ± 0.98
12.27 ± 0.87

LH/ng·L-1

29.13 ± 0.90*

34.77 ± 1.82
29.25 ± 0.86*

31.65 ± 1.05*

29.61 ± 1.02*

33.90 ± 1.82
33.25 ± 2.16
28.90 ± 1.99*

33.78 ± 1.36
35.07 ± 2.39
33.18 ± 1.98
36.52 ± 2.32
35.91 ± 3.18
33.23 ± 3.13
34.95 ± 2.50
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9个不同含药血清的指纹图谱 (S1～S3为 95%乙醇提

取液的不同给药次数的含药血清图谱, S4～S6为大孔

树脂 40% 乙醇洗脱部位的不同给药次数的含药血清

图谱, S7～S9为正丁醇萃取部位的不同给药次数的含

药血清图谱), 如图 1所示, 正离子模式下共标记了 27

个共有峰, 负离子模式下共标出11个共有峰。

3 谱-效相关性分析

在双变量相关分析中, 相关系数的绝对值越大, 表

明两个变量之间的线性相关性越强; 在灰关联度分析

里, 关联度可以直接反映各子序列对母序列的贡献程

度, 根据关联度的大小进行排序, 一般认为 Pearson相

关系数具有显著性、关联度大于 0.5的数据可作为峰选

择的依据。据此, 寻找与菟丝子雌激素样作用相关性

和贡献度较大的峰, 二者交集所对应的化学成分极可

能是菟丝子雌激素样作用的体内直接作用物质。

在正离子模式下, 双变量分析结果表明: 共有 9个

峰所代表的化学成分与血清中的 E2、FSH、LH水平呈

现出显著的正相关 (P < 0.05或P < 0.01), 分别为 5、6、

9、15、16、19、21、22、23 号峰。灰关联度分析结果表

明: 关联序里前 16位的共有峰里有 15个峰 (峰 1、6、7、

8、9、12、13、15、16、18、19、21、22、24、26) 所代表的成

分与血清中 E2、FSH、LH 的关联度均大于 0.5, 认为这

些成分与“雌激素作用”具有较强的关联性。综上所

述, 正离子模式下的血清指纹图谱中, 共有峰 6、9、15、

16、19、21、22所对应的化学成分可能是菟丝子雌激素

样作用的体内直接作用物质。

负离子模式下, 双变量分析结果表明: 共有 4个峰

所代表的化学成分呈现出显著的正相关 (P < 0.05或

P < 0.01), 分别为 3、7、8、10号峰。灰关联度分析结果

表明: 关联序里前 7位的共有峰 (峰 2、3、4、6、8、10、11

所代表的成分) 与血清中E2、FSH、LH的关联度均大于

0.5, 表明这些成分与“雌激素作用”具有较强的关联

性。综上所述, 负离子模式下的血清指纹图谱中, 共有

峰 3、8、10所对应的化学成分可能是菟丝子雌激素样

作用的体内直接作用物质。

4 体内直接作用物质的化学表征

采用Waters Masslynx 4.1软件对谱效分析得到的

正、负离子模式下与雌激素作用高度相关的共有峰进

行质谱分析和结构表征。根据精确的准分子离子峰的

质荷比 (m/z) 可以初步判断化合物的相对分子质量、

元素组成和分子式, 结合已有文献报道对化合物进行

初步推测[14,15], 并与对照品的保留时间和质谱信息进

行比对。对于无对照品比对的化合物, 根据化合物裂

解规律由碎片离子做进一步验证。正、负离子模式下

雌激素相关共有峰的质谱信息及成分识别见表2。

综上所述, 结合表 6的成分表征结果可知, 采用双

变量相关分析和灰关联度分析法在正、负离子模式下的

含药血清中发现 9个与雌激素作用高度相关的体内直

接作用物质, 分别是: 金丝桃苷、紫云英苷、甲基化槲皮

素葡萄糖醛酸苷、槲皮素-二葡萄糖醛酸苷、槲皮素、芹

菜素、异槲皮苷、山柰酚葡萄糖醛酸苷、山柰酚。关于菟

丝子拟雌激素活性的体内直接作用物质此前尚未见报

道, 上述9个入血成分均为首次发现的菟丝子与雌激素

活性相关的体内直接作用物质, 为菟丝子雌激素作用药

效物质的揭示和质量标志物的确证提供了可靠依据。

讨论

中药是一个化学成分和生物效应都具有多样性的

复杂体系, 谱效相关性研究从“整体观”角度将中药的

化学成分与药效学指标相结合, 采用化学计量学方法

进行关联分析, 从而实现快速、高效地筛选中药的有效

成分, 近年来应用较为广泛[16-18]。对于口服中药而言,

发挥药效的前提是吸收入血[19]。中药血清谱效学通过

建立能够全面反映中药入血后的动态血清指纹图谱,

弥补了传统谱效研究未将中药在体内的滤过和代谢考

虑在内的弊端[20]。卵巢摘除模型 (又称去势模型), 通

过手术摘除小鼠或大鼠双侧卵巢以模拟女性进入围绝

经期, 卵巢功能衰竭后的状态。国内外学者常用去势

模型研究雌激素水平低下和卵巢功能缺乏导致的许多

疾病。因此本研究以去势雌性大鼠为雌激素缺乏模

Figure 1 Fingerprints of different serum in positive (A) and

negative (B) ion mode and control spectra. S1-S9: Serum atlas of

95% ethanol extract, 40% ethanol elution part and n-butanol extract

part that were administered 4, 6 and 8 times respectively; R: Control

atlas generated from S1-S9
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型, 建立了菟丝子不同极性提取部位不同给药次数的

含药血清指纹图谱, 并同时测定相应血清中的雌激素

水平, 利用血清谱效相关性研究发现菟丝子拟雌激素

作用的体内直接作用物质。

E2是卵巢分泌的主要雌激素, 模型组大鼠施卵巢

摘除术后, 血中的 E2水平必然显著下降, 同时由于雌

激素分泌的大幅减少, 必将阻碍其对垂体的负反馈作

用, 刺激垂体释放FSH、LH, 使二者在血清中的含量升

高, 据此, 血清中的 E2、FSH、LH能很好地反映女性体

内雌激素水平[21]。可通过监测去势模型动物给药后的

血清中E2、FSH、LH水平的变化情况, 评价药物的拟雌

激素活性。己烯雌酚是人工合成的非甾体雌激素物

质, 能产生与天然雌二醇相同的所有药理与治疗作用,

常作为阳性药用于雌激素活性的研究。本研究中, 与

模型组相比较, 给药组和阳性药组血清中E2、FSH、LH

水平变化趋势一致, 都产生了回调作用, 表明菟丝子可

能具有与己烯雌酚相似的拟雌激素作用机制, 阳性药

的选择合理、可靠。
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