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多指标综合评价黄芪免疫活性的谱效相关性 
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摘要: 本文通过多指标研究测评黄芪小分子部位的指纹图谱与免疫活性的相关性, 揭示黄芪提高免疫功       
能的药效物质基础。采用 10批黄芪药材小分子部位进行免疫抑制小鼠的免疫功能实验, 测定其吞噬指数、迟发
型变态反应程度 (DTH)、脏器指数以及干扰素-γ (IFN-γ)、白细胞介素-4 (IL-4) 等药效值 , 与 HPLC-DAD/      
HPLC-ELSD 指纹图谱的共有峰关联, 研究其谱效相关性。结果表明, 黄芪小分子部位中的多种成分对于增强免
疫作用具有高度关联性。黄芪药材小分子部位提高小鼠免疫力是多种物质共同作用的结果。 
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Abstract: The study was aimed to investigate the correlation between the immunocompetence and the       

fingerprints of supernatant extracts from Radix Astragali by multi-index integrated evaluation, and reveal the 
material basis of Radix Astragali improving the immunological function.  After oral administration 10 batch      
of supernatant extracts from Radix Astragali on immunosuppressed mice, phagocytic index, delayed type       
hypersensitivity (DTH) degree, organs index and the level of cytokines IFN- γ, IL-4 (ELISAs) were measured, 
and each common peak from HPLC-DAD/HPLC-ELSD fingerprints were correlated with the above data.  A 
number of components in supernatant extracts of Radix Astragali  display a substantial correlation with the        
immunocompetence.  Supernatant extracts of Radix Astragali  can significantly enhance immunological function 
on mice, which is related to various components in Radix Astragali. 
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其为“补者之长”, “可治一切气衰血虚之症”。由
此可见, 黄芪在免疫调节方面, 有着非常悠久的用药
历史。 

黄芪中除含有多糖等免疫活性较强的大分子化

合物外[1], 还含有一些黄酮及皂苷类成分, 这些小分
子物质也具有很强的免疫调节活性。其中, 总黄酮可
以提高免疫抑制小鼠的 CD4+ T淋巴细胞水平, 升高
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CD4+/CD8+比值以及血清中 IFN-γ 的水平[2]。总皂苷

能增强小鼠腹腔巨噬细胞的免疫作用, 可能由于其引
起 Ca2+浓度升高, 从而激活巨噬细胞发挥免疫作用[3]。 

在中药研究和生产中, 中药质量控制一直是开
发和研究过程的热点和难点, 也是实现中药现代化
的基础和关键[4]; 目前关于黄芪的质量控制, 无论是
药典中黄芪指标成分的含量测定[5], 还是指纹图谱的
研究[6,7], 多为化学成分的研究, 不能反映黄芪化学
成分与药理作用之间的关系。 

“中药谱效关系”将中药化学成分与药效学研

究结合起来, 采用统计学方法将二者进行关联分析, 
科学地阐述其化学成分与疗效的关系, 近年来应用
较为广泛[8−10]。目前关于中药免疫活性的谱效关系研

究测定的药效指标多为单一指标[10, 11], 但是免疫活
性体现在多个方面, 用单一药效指标与化学成分进
行谱效相关性分析不能够全面反映药材质量与药效

的关系。本实验室前期进行了黄芪水部位化学成分指

纹图谱与吞噬指数的谱效关系研究[11], 在此基础上, 
本实验以正常小鼠和免疫抑制小鼠为研究对象, 对黄
芪不同提取部位进行多药效指标测定分析, 优选出
小分子部位为黄芪提高免疫力的最佳部位, 进行黄
芪药材免疫活性多药效指标的谱效相关性综合评价

分析。 
 

材料与方法 
仪器  2695高效液相色谱仪和 2996二极管阵列

检测器 (美国 Waters 公司); ELSD 2000 蒸发光散射
检测器 (美国 Alltech公司); 1.0中药色谱指纹图谱计
算机辅助相似性评价系统软件 (中南大学)。 

药物与试剂  10 批黄芪药材, 为 2015 年产自全
国各地的种植或野生黄芪, 经兰州大学药学院马志
刚教授鉴定均为蒙古黄芪[Astragalus membranaceus 
(Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao], 1～10号
黄芪药材依次产自山西大同、甘肃莲峰、甘肃首阳、

甘肃文峰、甘肃双泉、甘肃贾河、内蒙古银号、内蒙

古下湿壕、内蒙古鄂伦春旗和陕西渭南; 注射用环磷
酰胺 (安道生, 德国百特公司, 批号: 5K084A); 乙腈 
(色谱纯, 德国 Merck 公司); 超纯水 (哇哈哈集团有
限公司); 对照品毛蕊异黄酮、芒柄花素、毛蕊异黄
酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、黄芪皂苷 II、黄芪甲苷均购自
中国食品药品检定研究院; 芒柄花苷、黄芪皂苷 III
均购自上海顺勃技术有限公司; 3-羟基-9,10-二甲氧
基紫檀烷、芒柄花素-7-O-β-D-葡萄糖苷-6"-O-丙二酸
酯、2'-羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-O-β-D-葡萄糖苷、

毛蕊异黄酮-3-O-β-D-葡萄糖苷均为实验室自制, 纯
度大于 98% (HPLC); 小鼠 IFN-γ、IL-4 ELISA试剂盒 
(欣博盛生物科技公司, 批号均为 160729)。 

实验动物  SPF 级雄性昆明种小鼠 , 体质量    
(20 ± 2) g, 由兰州大学动物实验中心提供, 合格证号 
SCXK (甘) 2013-0002, 实验研究过程遵从实验动物
饲养管理和使用指南。 

样品制备  称取 10批不同产地的黄芪药材 1 kg, 
依次用 10倍量水煎煮 2 h、8倍量水 1.5 h、6倍量水
1 h, 合并水煎液, 过滤, 浓缩后加乙醇沉淀, 使其终
浓度为 70%。静置沉淀过夜后离心, 上清液浓缩至干, 
得到小分子部位。根据出膏率换算小鼠的给药剂量。 

10批黄芪药材小分子部位的 HPLC指纹图谱 

色谱条件[12]  SpursilTM C18柱 (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm); 流动相: 乙腈 (A)−水 (B), 梯度洗脱 (0～30 
min, 5%～40% A; 30～60 min, 40%～60% A; 65～90 
min, 60%～95% A), 流速 1 mL·min−1, 柱温 25 ℃, 进
样量 40 μL。DAD 检测波长为 254 nm, ELSD 温度
112.8 ℃, 载气流速为 3.2 L·min−1, 增益值为 8。 

供试品溶液的配制  取 10 批黄芪药材小分子部
位的干燥品各 0.5 g, 精密称定, 加甲醇溶解后, 定容
至 10 mL, 混匀得到供试品溶液, 经微孔滤膜 (0.45 
μm) 过滤后备用。 

对照品溶液的配制  精密称取对照品毛蕊异黄
酮、芒柄花素、毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、芒
柄花苷、3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、芒柄花素-    
7-O-β-D-葡萄糖苷-6"-O-丙二酸酯、2'-羟基-3',4'-二甲
氧基异黄烷-7-O-β-D-葡萄糖苷、毛蕊异黄酮-3-O-β-   
D-葡萄糖苷、黄芪皂苷 II、黄芪皂苷 III、黄芪甲苷
适量, 加甲醇制成适宜浓度的对照品溶液。 

10 批黄芪药材小分子部位对免疫抑制小鼠免疫
功能的作用  前期实验通过探讨黄芪不同提取部位
对正常和免疫抑制小鼠免疫功能的影响, 发现黄芪
提高小鼠免疫力的最佳部位为黄芪小分子部位高剂

量组。因此本研究采用此部位进行 10 批黄芪药材的
HPLC指纹图谱与免疫学药效指标的谱效关系研究。 

将 360只小鼠随机分成免疫 I组、II组和 III组: I
组进行碳廓清实验; II 组进行迟发型变态实验及胸
腺、脾脏指数测定; III 组测定细胞因子 IFN-γ、IL-4
水平。每大组下设 12 个小组, 分别为空白对照组、
模型对照组和 10 批黄芪小分子高剂量组。空白组和
模型组均给予生理盐水, 给药组按原生药 10.0 g·kg−1

的剂量换算后给予黄芪小分子部位药物。灌胃 4 周, 
在第 3 周后, 除空白组外, 其余各组小鼠连续两天腹
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腔注射 55 mg·kg−1新鲜配制的环磷酰胺。造模后第 5
天, 测定各项指标。 

灰色关联度分析 

参考数列和比较数列的设定  将 10 批黄芪药材
小分子组提高免疫功能的药效值作为参考数列, 黄
芪药材小分子部位的指纹图谱共有峰设为比较数列。 

无量纲化处理  为便于科学地将物理意义不同
的数据进行比较, 需要将数据统一进行无量纲化处
理。本研究采用均值化法[13]作原始数据的变换。变

换后的参考数列记作{X0(k)}, 比较数列记作{Xi(k)} 
(1≤i≤N, 1≤k≤10, N为指纹图谱的共有峰数)。 

计算关联系数  按下式计算{X0(k)}与{Xi(k)}之
间的关联系数。式中, Δ0i(k)为{X0(k)}与{Xi(k)}之间差
值的绝对值。Δmin 和 Δmax 分别为绝对差值中的最
小值和最大值。ρ为分辨系数, 通常取作 0.5。 
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关联度及其排序  关联度的计算公式如下。将所
得关联度降序排列, 可以反映出指纹图谱中各共有
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结果 
1  HPLC指纹图谱峰的归属 

10批黄芪药材小分子部位的指纹图谱如图 1A、
1B所示, 其中图 1A为 HPLC-DAD (254 nm) 的指纹
图谱, 图 1B为 HPLC-ELSD的指纹图谱。 

综合两个指纹图谱, 共确定了 19 个共有峰。
HPLC-ELSD 指纹图谱中, 有 6 个化合物与 HPLC-    
DAD 指纹图谱中的相同, 分别为 E1 和 D8、E2 和
D11、E3和 D12、E4和 D13、E5和 D14、E6和 D15。
通过与对照品的保留时间、紫外吸收以及本实验室前

期在黄芪总提取物中鉴别出的化合物[12]进行对比分

析, 共鉴别出 11个化合物。 
在 HPLC-DAD 指纹图谱中, 共鉴别了 8 个化合

物, 其中 D2 为芒柄花素-7-O-β-D-葡萄糖苷-6"-O-丙
二酸酯、D8 为毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、D9
为 2'-羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-O-β-D-葡萄糖苷、
D10为毛蕊异黄酮-3-O-β-D-葡萄糖苷、D11为芒柄花
苷、D12 为 3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷、D14 为毛
蕊异黄酮、D16为芒柄花素。 

在 HPLC-ELSD指纹图谱中, 共鉴别了 7个化合

物。其中 E1、E2、E3、E5分别与 HPLC-DAD 指纹
图谱中的 D8、D11、D12、D14 4个化合物相同。E7
为黄芪甲苷、E8为黄芪皂苷 III、E9为黄芪皂苷 II。 
 

 
Figure 1  HPLC-DAD (A, 254 nm) and HPLC-ELSD (B) fin-
gerprints of the supernatant extracts of Radix Astragali from 10 
samples.  D2: Formononetin-7-O-β-D-glucoside-6"-O-malonate; 
D8/E1: Calycosin-7-O-β-D-glucoside; D9: 2'-Hydroxy-3',4'-dime-
thoxyisoflavan-7-O-β-D-glucoside; D10: Calycosin-3- O-β-D-     
glucoside; D11/E2: Ononin; D12/E3: 3-Hydroxy-9,10-dimeth-
oxypterocarpan; D14/E5: Calycosin; D16: Formononetin; E7: 
Astragaloside IV; E8: Astragaloside III; E9: Astragaloside II. 
Other common peaks are unknown 
 
2  黄芪药材小分子部位免疫活性谱效关系分析 

如方法中所述, 将 10 批黄芪药材小分子部位
HPLC-DAD 指纹图谱共有峰的峰面积和 HPLC-    
ELSD 指纹图谱共有峰的含量分别与免疫学药效数
据进行关联。黄芪药材小分子部位的免疫学药效值见

表 1。表 2中列出了 HPLC-ELSD指纹图谱中 3个黄
芪皂苷的含量。经均值化法处理后, 按上述公式计算
其关联度。表 3和表 4分别为 HPLC-DAD和 HPLC-    
ELSD指纹图谱与各免疫活性指标的关联度。 

表 3为HPLC-DAD指纹图谱的 16个共有峰峰面
积与免疫学药效指标的关联度, 排序依次如下: D8 > 

D10 > D11 > D15 > D9 > D1 > D7 > D6 > D13 > D3 > D12 > 

D14 > D16 > D5 > D4 > D2 (DTH程度); D8 > D10 > D11 > 

D9 > D15 > D1 > D6 > D7 > D13 > D16 > D3 > D14 > D12 >  
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Table 1  Immunological medicinal value of the supernatant extracts of Radix Astragali from 10 samples.  DTH: Delayed type     
hypersensitivity  

Sample DTH degree/g Phagocytic index α IFN-γ/ng·mL−1 IL-4/ng·mL−1 Thymus index/mg·g−1 Spleen index/mg·g−1 

 1 0.014 3 ± 0.003 4 4.72 ± 0.66 0.270 ± 0.068 0.080 4 ± 0.021 8 1.11 ± 0.13 1.58 ± 0.21 

 2 0.016 1 ± 0.004 3 4.38 ± 0.44 0.269 ± 0.093 0.055 4 ± 0.014 0 0.83 ± 0.14 1.62 ± 0.18 

 3 0.017 5 ± 0.003 2 4.41 ± 0.70 0.240 ± 0.066 0.035 1 ± 0.009 6 1.03 ± 0.26 1.45 ± 0.14 

 4 0.021 0 ± 0.002 1 4.70 ± 1.24 0.501 ± 0.081 0.042 0 ± 0.008 0 1.05 ± 0.12 1.50 ± 0.14 

 5 0.021 9 ± 0.004 7 4.68 ± 0.83 0.332 ± 0.080 0.062 5 ± 0.019 2 0.99 ± 0.29 2.12 ± 0.31 

 6 0.017 6 ± 0.003 4 4.17 ± 0.63 0.167 ± 0.086 0.031 7 ± 0.008 4 1.20 ± 0.17 1.48 ± 0.15 

 7 0.019 1 ± 0.003 0 4.83 ± 0.53 0.221 ± 0.084 0.033 6 ± 0.007 4 1.07 ± 0.12 1.62 ± 0.26 

 8 0.018 1 ± 0.003 4 5.04 ± 1.10 0.298 ± 0.052 0.038 1 ± 0.010 6 1.07 ± 0.13 1.84 ± 0.32 

 9 0.019 8 ± 0.003 5 4.54 ± 0.58 0.203 ± 0.041 0.040 2 ± 0.009 6 0.97 ± 0.13 1.36 ± 0.23 

10 0.020 5 ± 0.003 6 5.13 ± 1.02 0.372 ± 0.105 0.054 5 ± 0.010 9 0.68 ± 0.11 1.37 ± 0.10 

 
Table 2  Content of common peaks and retention times in HPLC-ELSD fingerprints of the supernatant extracts of Radix Astragali from 
10 samples  

Content/μg·g−1 Common 
peak 

t/min 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

E7 31.23 201.15 238.27  95.58 146.60 131.53  91.11 58.48 52.32 47.47  50.18 

E8 31.84  18.80  55.80  36.00  27.76  25.34  28.38 19.32 11.30 35.07  25.69 

E9 33.90 204.11 203.10 130.42 128.45 139.52 129.58 85.72 74.72 54.86 101.76 

 
Table 3  The grey correlation degree between HPLC-DAD    
fingerprints and the immunocompetence of Radix Astragali  

Common 
peak 

DTH 
degree 

Phagocytic 
index α 

IFN-γ IL-4 
Thymus 

index 
Spleen 
index 

D1 0.794 0 0.779 8 0.754 2 0.739 6 0.765 0 0.766 2 

D2 0.589 0 0.601 9 0.638 5 0.647 4 0.620 0 0.602 2 

D3 0.702 8 0.683 4 0.636 8 0.650 6 0.698 0 0.693 1 

D4 0.603 5 0.607 7 0.621 9 0.618 5 0.571 7 0.584 7 

D5 0.611 5 0.611 0 0.617 6 0.604 6 0.583 4 0.596 4 

D6 0.705 0 0.711 2 0.757 9 0.753 9 0.716 4 0.682 5 

D7 0.710 9 0.706 7 0.684 3 0.687 2 0.662 9 0.675 5 

D8 0.859 4 0.853 8 0.861 0 0.821 4 0.848 1 0.882 4 

D9 0.807 1 0.826 0 0.812 7 0.874 0 0.835 9 0.840 7 

D10 0.856 8 0.848 0 0.867 2 0.788 3 0.798 5 0.830 6 

D11 0.847 2 0.837 6 0.818 8 0.792 5 0.812 0 0.844 0 

D12 0.687 1 0.668 2 0.732 8 0.759 0 0.684 6 0.702 7 

D13 0.703 5 0.692 1 0.773 3 0.769 8 0.702 1 0.678 8 

D14 0.671 1 0.673 1 0.666 9 0.696 9 0.665 5 0.632 9 

D15 0.842 2 0.802 2 0.807 6 0.815 6 0.767 3 0.831 8 

D16 0.649 9 0.684 1 0.680 6 0.716 9 0.670 9 0.671 9 

 
Table 4  The grey correlation degree between HPLC-ELSD 
fingerprints and the immunocompetence of Radix Astragali  
Common 

peak 
DTH 

degree 
Phagocytic 

index α 
IFN-γ IL-4 

Thymus 
index 

Spleen 
index 

E7 0.635 1 0.616 7 0.653 9 0.673 0 0.619 0 0.643 1 

E8 0.707 7 0.704 2 0.609 0 0.627 7 0.693 0 0.701 7 

E9 0.690 9 0.703 7 0.659 2 0.730 7 0.731 8 0.728 9 

 
D5 > D4 > D2 (吞噬指数); D10  > D8 > D11 > D9 > D15 > 

D13 > D6 > D1 > D12 > D7 > D16 > D14 > D2 > D3 > D4 > 

D5 (IFN-γ); D9 > D8 > D15 > D11 > D10 > D13 > D12 > 

D6 > D1 > D16 > D14 > D7 > D3 > D2 > D4 > D5 (IL-4); 
D8 > D9 > D11 > D10 > D15 > D1 > D6 > D13 > D3 > D12 > 

D16 > D14 > D7 > D2 > D5 > D4 (胸腺指数); D8 > D11 > 

D9 > D15 > D10 > D1 > D12 > D3 > D6 > D13 > D7 > D16 > 

D14 > D2 > D5 > D4 (脾脏指数)。 
综合所有免疫活性指标来看, D1、D8、D9、D10、

D11和 D15对免疫活性药效均有较大贡献。其中, D8
为毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、D9为 2'-羟基-3',4'-
二甲氧基异黄烷-7-O-β-D-葡萄糖苷、D10为毛蕊异黄
酮-3-O-β-D-葡萄糖苷、D11为芒柄花苷, 与所有免疫
学药效值的关联度均在 0.7～0.9之间。D2、D4、D5
对增强免疫功能的贡献较小, 其中 D2为芒柄花素-7-     
O-β-D-葡萄糖苷-6"-O-丙二酸酯。 

表 4为 HPLC-ELSD指纹图谱的 3个共有峰含量
与免疫学药效指标的关联度, 排序依次如下: E8 > E9 > 

E7 (DTH程度); E8 > E9 > E7 (吞噬指数); E9 > E7 > E8 
(IFN-γ); E9 > E7 > E8 (IL-4); E9  > E8 > E7 (胸腺指数); 
E9 > E8 > E7 (脾脏指数)。 

综合所有药效可知, E7、E8和 E9对提高机体免
疫力均有一定贡献。其中 E7为黄芪甲苷、E8为黄芪
皂苷 III、E9为黄芪皂苷 II。 
 

讨论 
本实验建立了 10 批不同产地黄芪药材小分子部

位 HPLC-DAD/HPLC-ELSD 的指纹图谱, 共确定了
19 个共有峰, 鉴定出其中 11 个化合物。将 2个指纹
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图谱与 6 个免疫学药效指标进行谱效相关性综合分
析, 发现其中多种物质对提高免疫功能有较大贡献。 

在进行谱效相关性分析时, 由于 2 个指纹图谱    
中有 6 对共有峰相重合, DAD 检测器灵敏度要优于
ELSD, 因而将这些共有峰归于 HPLC-DAD 指纹图    
谱中计算更为准确合理。HPLC-DAD 指纹图谱共确
定出 16 个共有峰, 但由于其中部分成分尚不能确定, 
故用其峰面积与免疫活性指标相关联。而 HPLC-    
ELSD指纹图谱中, E7、E8、E9为已知的皂苷类物质, 
采用其含量与提高免疫作用的药效相关联, 结果更
为科学可靠。 

综上所述, 黄芪药材小分子部位提高免疫功能
作用的主要成分为毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、
2'-羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-O-β-D-葡萄糖苷、毛
蕊异黄酮-3-O-β-D-葡萄糖苷、芒柄花苷、黄芪甲苷、
黄芪皂苷 II 和黄芪皂苷 III。黄芪药材小分子部位提
高免疫功能的作用是多种物质共同作用的结果。通过

对黄芪药材谱效关系的研究, 能更加科学有效地评
价其药理活性, 为全面阐述黄芪提高免疫作用的药
效物质奠定了基础。 
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