
基金项目：中华人民共和国工信部２０２２年产业技术基础公共服务平台项目资助（２０２２２３０２２１）；佛山市南海区重点领域科技攻关专项资助

（南科
"

２０２３
#

２０号１８）

作者简介：余欣彤，女，本科，初级中药师　　研究方向：中药制剂工艺研究　　通讯作者：张正，男，硕士，副主任中药师　　研究方向：中药

制剂工艺与质量控制研究　　Ｔｅｌ：（０７５７）８５１２８６０２

木棉花不同部位 ＵＰＬＣ指纹图谱建立及抗氧化谱效关系研究

余欣彤，曹嵌，张兰兰，汪凯东，陈灶树，潘玲，张正
（广东一方制药有限公司，广东省中药配方颗粒企业重点实验室，广

东 佛山 ５２８２４４）

摘要：目的　比较木棉花不同部位水提取物抗氧化活性并建立超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）指纹图谱，研究谱效关系，揭示其抗氧
化活性质量标志物。方法　以２，２联氮二（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）与１，１二苯基２苦基肼基自由基
（ＤＰＰＨ）自由基清除率为指标，采用ＵＰＬＣ法建立１２批木棉花不同部位（花瓣、花萼、雄蕊）指纹图谱，进行相似度分析，结合
灰色关联度分析（ＧＲＡ）、斯皮尔曼（Ｓｐｅａｒｍａｎ）分析、逐步回归分析、偏最小二乘回归（ＰＬＳＲ）分析对抗氧化谱效关系进行研
究。结果　１２批木棉花不同部位水提取物指纹图谱共标定并指认８个色谱峰。芒果苷、槲皮苷、芦丁、牡荆苷等化合物为木
棉花药材及其不同部位抗氧化活性的主要有效成分。结论　木棉花药材及其不同部位抗氧化活性是多组分共同联合效应的
结果，本研究可为木棉花药材及其不同部位抗氧化活性物质基础及质量控制提供参考。
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　　木棉花为木棉科植物木棉［Ｇｏｓｓａｍｐｉｎｕｓｍａｌａ
ｂａｒｉｃａ（ＤＣ．）Ｍｅｒｒ．］的干燥花，是常用的药食同源
中药之一，具有清热、利湿、解毒、止血、祛风的功

效［１］。研究表明，木棉花的化学成分主要包括黄酮

类、苯丙素类及酚酸类等成分，具有显著的抗氧化、

抗菌抗炎、抗癌、保肝、心脏保护等作用［２］。目前木

棉花的抗氧化研究仅限于黄酮类成分的提取工艺及

木棉花不同部位（花和树皮）总黄酮抗氧化性研究，

未见木棉花及其不同部位（花瓣、花萼、雄蕊）的抗

氧化谱效关系研究［３］。

氧化反应是诱导癌症、衰老等多种疾病的主要

起因，黄酮类化合物作为一类良好的天然抗氧化剂，
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可有效克服自由基对机体细胞的氧化攻击［４］。目

前可通过体外测定自由基清除率评价抗氧化活性，

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。２，２联
氮二（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）
在氧化剂的作用下氧化成绿色的阳离子自由基，加

入抗氧剂后会抑制其生成，溶液颜色变浅［５］。

１，１二苯基２苦基肼基自由基（ＤＰＰＨ）是一种稳定
的氮中心自由基，当自由基与抗氧剂提供的电子配

对结合，可使 ＤＰＰＨ试剂的特征紫红色消失［６］。由

于指纹图谱所体现的化学成分并不全是活性成分，

基于前期研究成果［７］，建立木棉花及其不同部位超

高效液相色谱（ＵＰＬＣ）指纹图谱，并将指纹图谱与
清除 ＡＢＴＳ自由基和 ＤＰＰＨ自由基的活性相联系，
采用灰色关联度分析、斯皮尔曼分析、逐步回归分

析、偏最小二乘回归分析，整合分析共有峰与其抗氧

化活性的相关性，构建谱效关系，旨在筛选木棉花不

同部位抗氧化能力的物质基础，为建立与抗氧化活

性结合的质量控制提供依据。

１　材　料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；ＵＶ２６００ｉ型紫外可见分光光度计（日本岛津公

司）；ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ型超纯水系统（德国Ｍｅｒｃｋ公司）；
ＸＰ２６型百万分之一天平、ＭＥ２０４Ｅ型万分之一天平
（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＴＣ１５套式恒温器（海宁
市新华医疗器械厂）；１１１Ｂ型二两装高速中药粉碎机
（浙江瑞安市永历制药机械有限公司）。

１２　试剂与药物
原 儿 茶 酸 （批 号：１１０８０９２０１９０６，纯 度 为

９７７％）、芒果苷（批号：１１１１６０７２０１７０４，纯度为
９８１％）、牡 荆 苷 （批 号：１１１６８７２０１７０４，纯 度 为
９４９％）、芦丁（批号：１０００８０２０２０１，纯度为９２２％）、
槲皮苷（批号：１１１５３８２０２００７，纯度为９３５％）、异槲
皮苷（批号：１１１８０９２０１８０４，纯度为９７２％）（中国食
品药品检定研究院）；新绿原酸（批号：ｗｋｑ１９０２１４１３，
纯度为 ９９９％）、维采宁Ⅱ（批号：ｗｋｑ０００１２１７，纯度
为≥９８％）（四川省维克奇生物科技有限公司）；ＤＰ
ＰＨ、ＡＢＴＳ自由基清除能力试剂盒（苏州格锐思生物
科技有限公司）；其他试剂均为分析纯，水为超纯水。

１２批木棉花来自４个不同产地，经广东一方制药有限
公司孙冬梅主任中药师鉴定为木棉科植物木棉

［Ｇｏｓｓａｍｐｉｎｕｓｍａｌａｂａｒｉｃａ（ＤＣ．）Ｍｅｒｒ．］，符合《中国
药典》２０２０年版一部木棉花项下要求，信息见表１。
将１２批木棉花药材的花瓣、花萼、雄蕊分离，得木棉
花花瓣（编号：Ｂ１～Ｂ１２）、花萼（编号：Ｅ１～Ｅ１２）、雄蕊
（编号：Ｒ１～Ｒ１２）。

表１　１２批木棉花样品产地信息
Ｔａｂ１　Ｏｒｉｇｉｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓｓａｍｐｌｅｓ

Ｎｏ ＰｌａｃｅｏｆＣｈｉｎａ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　　　　　　 Ｎｏ ＰｌａｃｅｏｆＣｈｉｎａ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　

Ｙ１ ＹｕｎｎａｎＹｕｘｉ（云南玉溪） Ｙ７ ＧｕａｎｇｄｏｎｇＧｕａｎｇｚｈｏｕ（广东广州）

Ｙ２ ＹｕｎｎａｎＹｕｘｉ（云南玉溪） Ｙ８ ＨａｉｎａｎＬｅｄｏｎｇ（海南乐东）

Ｙ３ ＹｕｎｎａｎＹｕｘｉ（云南玉溪） Ｙ９ ＧｕａｎｇｄｏｎｇＧｕａｎｇｚｈｏｕ（广东广州）

Ｙ４ ＧｕａｎｇｘｉＮａｎｎｉｎｇ（广西南宁） Ｙ１０ ＹｕｎｎａｎＣｈｕｘｉｏｎｇ（云南楚雄）

Ｙ５ ＹｕｎｎａｎＫｕｎｍｉｎｇ（云南昆明） Ｙ１１ ＹｕｎｎａｎＣｈｕｘｉｏｎｇ（云南楚雄）

Ｙ６ ＧｕａｎｇｄｏｎｇＧｕａｎｇｚｈｏｕ（广东广州） Ｙ１２ ＧｕａｎｇｄｏｎｇＧｕａｎｇｚｈｏｕ（广东广州）

２　方法与结果
２１　木棉花水提取物抗氧化活性的测定
２１１　工作液的制备　分别取 ＡＢＴＳ储备液和
Ｋ２Ｓ２Ｏ８储备液各１ｍＬ置５０ｍＬ棕色量瓶中，混合均
匀，避光放置１２ｈ，得 ＡＢＴＳ基液，临用前用无水乙
醇稀释至刻度，得 ＡＢＴＳ工作液。称取 ＤＰＰＨ约
２ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ棕色量瓶中，加无水乙醇
溶解并定容至刻度，得ＤＰＰＨ工作液。
２１２　对照溶液的制备　称取Ｖｃ对照品适量，精
密称定，置１００ｍＬ量瓶中，加体积分数７０％乙醇溶
解并定容至刻度，制成质量浓度为０３０１ｍｇ·ｍＬ－１

的Ｖｃ储备液。精密吸取Ｖｃ储备液适量，用体积分
数７０％乙醇稀释成质量浓度分别为００２４、００６０、
００９６、０１２０、０１８０、０２４０、０３００ｍｇ·ｍＬ－１的 Ｖｃ
对照溶液。

２１３　ＡＢＴＳ自由基清除率的测定　测定管：
５０μＬ各部位供试品溶液＋９５０μＬＡＢＴＳ工作液；对
照管：５０μＬ各部位供试品溶液＋９５０μＬ无水乙醇；
空白管：５０μＬ无水乙醇＋９５０μＬＡＢＴＳ工作液。将
上述样品混匀，室温（２５℃）避光静置 ６ｍｉｎ，于
７３４ｎｍ波长处测定吸光度，分别记为 Ａ测定、Ａ对照和
Ａ空白。ＡＢＴＳ自由基清除率按公式１计算：

·３３１２·
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ＡＢＴＳ自由基清除率（％）＝（Ａ空白 －Ａ测定 －
Ａ对照）／Ａ空白 ×１００％

［８］ 公式（１）
２１４　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定　测定管：
４００μＬ各部位供试品溶液＋６００μＬＤＰＰＨ工作液；对
照管：４００μＬ各部位供试品溶液＋６００μＬ体积分数
８０％甲醇；空白管：４００μＬ体积分数 ８０％甲醇 ＋
６００μＬＤＰＰＨ工作液。将上述样品混匀，室温
（２５℃）避光静置３０ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，
于５１７ｎｍ波长处测定吸光度，分别记为Ａ测定、Ａ对照和
Ａ空白。ＤＰＰＨ自由基清除率按公式２计算：

ＤＰＰＨ自由基清除率（％）＝（Ａ空白 －Ａ测定 －
Ａ对照）／Ａ空白 ×１００％

［８］ 公式（２）
２２　１２批木棉花及其不同部位抗氧化活性的测定

按“２１”项下方法对１２批木棉花药材及其不同
部位的水提取物进行ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ清除能力的测定，
结果见表２；采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件对表２进
行单因素方差分析，结果见图１。木棉花药材及不同
部位清除 ＡＢＴＳ自由基的能力强弱依次为药材＞花
瓣＞花萼≈雄蕊，与药材相比，花萼与雄蕊具有显著

性差异（Ｐ＜００５）。清除ＤＰＰＨ自由基能力强弱依次
为雄蕊＞药材≈花萼＞花瓣，与雄蕊相比，花瓣具有
极显 著 差 异 （Ｐ＜００１），药 材 具 有 显 著 性
差异（Ｐ＜００５）。

与药材相比，１）Ｐ＜００５；与花瓣相比，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｈｅｒｂ；２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｐｅｔａｌ．

图１　木棉花及其不同部位清除２，２联氮二（３乙基苯并噻
唑啉６磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）、１，１二苯基２苦基肼基自由基
（ＤＰＰＨ）能力的单因素方差分析结果。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｏｎｅｗａｙａｎｏｖａａｎａｌｙｓｉｓｏｎＡＢＴＳａｎｄＤＰＰＨ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍ Ｆｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

表２　木棉花及其不同部位清除ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ能力的结果
Ｔａｂ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡＢＴＳａｎｄＤＰＰＨｒｅｍｏｖａｌａｂｉｌｉｔｙｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ

Ｈｅｒｂ

Ｎｏ．

Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ／％

ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ

Ｐｅｔａｌ

Ｎｏ．

Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ／％

ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ

Ｃａｌｙｘ

Ｎｏ．

Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ／％

ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ

Ｓｔａｍｅｎ

Ｎｏ．

Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ／％

ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ

Ｙ１ ９８８３ ８５１２ Ｂ１ ８５５２ ６５９２ Ｅ１ ９８３０ ８２５７ Ｒ１ ８９７１ ９４１９
Ｙ２ １００４２ ７９４０ Ｂ２ ７９４６ ５７０５ Ｅ２ ９７６０ ８３３０ Ｒ２ ８７４５ ９０３５
Ｙ３ ９９８９ ８７７４ Ｂ３ ９４２５ ７６５０ Ｅ３ ９６４１ ８４４５ Ｒ３ ８４９０ ９０６６
Ｙ４ ９９５８ ８９２９ Ｂ４ ８３７３ ６９８７ Ｅ４ ９１５２ ８５９１ Ｒ４ ８４７１ ９０６６
Ｙ５ ９９１５ ８８１０ Ｂ５ ９６４３ ８５５８ Ｅ５ ８７０３ ８４８６ Ｒ５ ８７６５ ９５８５
Ｙ６ ９６５０ ９４６４ Ｂ６ ８６６１ ７３５０ Ｅ６ ８４３３ ８３１９ Ｒ６ ８８０４ ９４５０
Ｙ７ ７２４３ ３８２１ Ｂ７ ７７６８ ４８５０ Ｅ７ ６１８８ ４７３９ Ｒ７ ７６９６ ９２２２
Ｙ８ ９９４７ ８８１０ Ｂ８ ９４２５ ７８１０ Ｅ８ ８６４３ ８１９４ Ｒ８ ８０１０ ９５１２
Ｙ９ ９９２６ ８９２９ Ｂ９ ９５４４ ８１８４ Ｅ９ ８７０３ ８６８５ Ｒ９ ８９６１ ９４４０
Ｙ１０ ９９２６ ９０００ Ｂ１０ ９４７４ ７５５３ Ｅ１０ ８７６２ ８０９０ Ｒ１０ ８０６９ ８５３７
Ｙ１１ ９１５２ ７１０７ Ｂ１１ ８２０４ ６６２４ Ｅ１１ ７１４６ ６９８３ Ｒ１１ ８５６９ ９５５４
Ｙ１２ ７９８５ ６１０７ Ｂ１２ ７９１７ ６５９２ Ｅ１２ ７４１５ ９４０５ Ｒ１２ ８８７３ ９３８８
Ａｖｅｒａｇｅ ９４６８ ８０１７ Ａｖｅｒａｇｅ ８７４４ ７０３８ Ａｖｅｒａｇｅ ８５３１ ８０４４ Ａｖｅｒａｇｅ ８５３５ ９２７３

２３　ＵＰＬＣ指纹图谱的建立［７１０］

２３１　色谱条件　色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３
（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ）；流 动 相 为 乙 腈
（Ａ）０１％磷酸（Ｂ），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，５％→１０％
Ａ；５～７ｍｉｎ，１０％→１３％Ａ；７～９ｍｉｎ，１３％Ａ；
９～１５ｍｉｎ，１３％ →２２％ Ａ；１５～２０ｍｉｎ，２２％ Ａ；
２０～３０ｍｉｎ，２２％→５％Ａ）；检测波长为２５７ｎｍ；流速
为０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３０℃；进样量为１μＬ。
２３２　对照品溶液的制备　分别取原儿茶酸、新绿
原酸、芒果苷、维采宁Ⅱ、牡荆苷、芦丁、异槲皮苷、槲皮
苷对照品适量，精密称定，加体积分数５０％甲醇制成

质量浓度分别为０１０７、００５０、００７７、００４３、００２６、
００３８、００４０、０１１４ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２３３　供试品溶液的制备　取不同批次木棉花药
材及其不同部位（过三号筛）约１ｇ，精密称定，置具
塞锥形瓶中，加水 ５０ｍＬ，称定质量，加热回流
３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用水补足减失的质量，摇
匀，滤过，取续滤液，即为供试品溶液。

２４　方法学考察
２４１　精密度实验　取同一木棉花药材（Ｙ１）供
试品溶液，按“２３１”项下色谱条件连续进样６次，
以３号芒果苷色谱峰为参照峰（Ｓ），计算得共有峰
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相对保留时间和相对峰面积的 ＲＳＤ范围分别为
０１７％～０５３％和１５０％ ～１８７％，表明该方法精
密度良好。

２４２　重复性实验　精密称取同一木棉花药材
（Ｙ１），按“２３３”项下方法平行制备６份供试品溶
液，按“２３１”项下色谱条件进样测定，以３号芒果苷
色谱峰为参照峰（Ｓ），计算得共有峰相对保留时间和
相对峰面积的 ＲＳＤ范围分别为０８８％ ～１０５％和
１０１％～２６６％，表明该方法重复性良好。
２４３　稳定性实验　取同一木棉花药材（Ｙ１）供试
品溶液，分别于制备后０、２、４、６、８、１２、２４ｈ，按“２３１”
项下色谱条件进样测定，以３号芒果苷色谱峰为参照
峰（Ｓ），计算得共有峰相对保留时间和相对峰面积的
ＲＳＤ范围分别为０８１％～１２７％和２０７％ ～３４５％，
表明供试品溶液在２４ｈ内具有较好的稳定性。
２４４　指纹图谱的建立及相似度评价　将１２批
木棉花药材及其不同部位按“２３３”项下方法制
备供试品溶液，按“２３１”项下色谱条件进样测
定，记录其色谱图，导入《中药色谱指纹图谱相似

度评价系统（２０１２版）》，进行多点校正、自动匹
配，中位数法生成叠加指纹图谱及对照指纹图谱，

见图２～３。与对照品进行比对，指认出１号峰为
原儿茶酸，２号峰为新绿原酸，３号峰为芒果苷，４
号峰为维采宁Ⅱ，５号峰为牡荆苷，６号峰为芦丁，
７号峰为异槲皮苷，８号峰为槲皮苷。其中部分批

次花瓣部位丢失４号及５号峰，雄蕊部位丢失５号
及７号峰。以不同部位的对照指纹图谱为参照图
谱，相似度分析结果见表 ３。１２批木棉花药材相
似度为 ０７３４～０９９５，花瓣相似度为 ０８３４～
１０００，花萼相似度为０９４７～１０００，雄蕊相似度
为０９２１～０９９９，表明不同批次木棉花及其不同
部位的化学成分相似，质量较为稳定。

Ｘ－混合对照品；Ｙ－药材；Ｂ－花瓣；Ｅ－花萼；Ｒ－雄蕊；１－原儿茶酸；２－新绿

原酸；３－芒果苷；４－维采宁Ⅱ；５－牡荆苷；６－芦丁；７－异槲皮苷；８－槲皮苷。

Ｘ－ｍｉｘｅｄｃｏｎｔｒｏｌ；Ｙ－ｈｅｒｂ；Ｂ－ｐｅｔａｌ；Ｅ－ｃａｌｙｘ；Ｒ－ｓｔａｍｅｎ；１－ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ

ａｃｉｄ；２－ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；３－ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ；４－ｖｉｃｅｎｉｎⅡ；５－ｖｉｔｅｘｉｎ；

６－ｒｕｔｉｎ；７－ｉｓｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎ；８－ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ．

图２　木棉花及其不同部位混合对照品超高效液相色谱
（ＵＰＬＣ）指纹图谱
Ｆｉｇ２　ＭｉｘｅｄｃｏｎｔｒｏｌＵＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄ
ｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ

Ｙ－药材；Ｂ－花瓣；Ｅ－花萼；Ｒ－雄蕊；Ｍ１－药材对照指纹图谱；Ｍ２－花瓣对照指纹图谱；Ｍ３－花萼对照指纹图谱；Ｍ４－雄蕊对照指纹图谱。

Ｙ－ｈｅｒｂ；Ｂ－ｐｅｔａｌ；Ｅ－ｃａｌｙｘ；Ｒ－ｓｔａｍｅｎ；Ｍ１－ｃｏｍｍｏｎｃｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｈｅｒｂ；Ｍ２－ｃｏｍｍｏｎｃｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｐｅｔａｌ；Ｍ３－ｃｏｍｍｏｎｃｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｃａ

ｌｙｘ；Ｍ４－ｃｏｍｍｏｎｃｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｓｔａｍｅｎ．

图３　木棉花及其不同部位ＵＰＬＣ指纹图谱
Ｆｉｇ３　ＵＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ
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表３　木棉花及其不同部位相似度评价结果
Ｔａｂ３　ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ

Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｙ１ ０９９５ Ｂ１ ０９９８ Ｅ１ ０９９９ Ｒ１ ０９９６

Ｙ２ ０９８７ Ｂ２ ０９９９ Ｅ２ １０００ Ｒ２ ０９９４

Ｙ３ ０９８４ Ｂ３ ０９９８ Ｅ３ ０９９９ Ｒ３ ０９８８

Ｙ４ ０９７１ Ｂ４ １０００ Ｅ４ ０９９７ Ｒ４ ０９９８

Ｙ５ ０９９５ Ｂ５ １０００ Ｅ５ １０００ Ｒ５ ０９９９

Ｙ６ ０９１４ Ｂ６ ０９９７ Ｅ６ ０９９８ Ｒ６ ０９８６

Ｙ７ ０８５４ Ｂ７ ０８３４ Ｅ７ ０９４７ Ｒ７ ０９７６

Ｙ８ ０９９２ Ｂ８ １０００ Ｅ８ １０００ Ｒ８ ０９９４

Ｙ９ ０９８０ Ｂ９ ０９９７ Ｅ９ ０９９８ Ｒ９ ０９９５

Ｙ１０ ０９５４ Ｂ１０ ０９９６ Ｅ１０ ０９９６ Ｒ１０ ０９２１

Ｙ１１ ０８９６ Ｂ１１ ０９９９ Ｅ１１ ０９９７ Ｒ１１ ０９９２

Ｙ１２ ０７３４ Ｂ１２ １０００ Ｅ１２ ０９９６ Ｒ１２ ０９９８

Ｍ１ １０００ Ｍ２ １０００ Ｍ３ １０００ Ｍ４ １０００

２５　谱效关系研究
２５１　灰色关联度分析　灰色关联度分析中主要
包括定义参考序列和比较序列，归一化处理原始数

据，计算关联系数和灰色关联度，根据各因素之间关

联的大小进行排序分析，从而确定各共有峰对药效

贡献的大小［１１１２］。本实验中将木棉花抗氧化活性

作为母序列，指纹图谱共有峰峰面积作为子序列，采

用均值法对数据进行归一化处理，计算其关联度，得

到各共有峰对抗氧化活性的贡献高低，结果见表

４～５。关联度值越大，表明该化学成分与抗氧化活性
之间的关联越大，反之则表示关联越小。木棉花药

材及其不同部位的抗氧化活性存在一定差异，抗氧

化能力贡献最大的色谱峰分别为：维采宁Ⅱ（药
材）、异槲皮苷（花瓣）、芦丁（花萼）、维采宁Ⅱ（雄
蕊），故可初步将这些化合物作为其抗氧化指纹图

谱药效控制点。

表４　木棉花及其不同部位指纹图谱与ＡＢＴＳ清除率的关联度
Ｔａｂ４　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓａｎｄｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆＡＢＴＳ

Ｐｅａｋ　 　

ｎｕｍｂｅｒ　 　

Ｈｅｒｂ Ｐｅｔａｌ Ｃａｌｙｘ Ｓｔａｍｅｎ

Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ

Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ ０７８ ３ ０９４ ２ ０９３ ２ ０７０ ５

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ０７６ ４ ０８７ ６ ０９０ ４ ０６６ ７

Ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ ０６５ ８ ０８９ ５ ０９１ ３ ０５６ ８

ＶｉｃｅｎｉｎⅡ ０８３ １ ０７７ ７ ０８８ ７ ０８２ １

Ｖｉｔｅｘｉｎ ０８２ ２ ０７４ ８ ０７３ ８ ０７８ ２

Ｒｕｔｉｎ ０７１ ５ ０９４ ３ ０９３ １ ０７４ ４

Ｉｓｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０７１ ６ ０９６ １ ０８９ ６ ０７５ ３

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０６６ ７ ０８９ ４ ０８９ ５ ０６８ ６

表５　木棉花及其不同部位指纹图谱与ＤＰＰＨ清除率的关联度
Ｔａｂ５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓａｎｄｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆＤＰＰＨ

Ｐｅａｋ　 　

ｎｕｍｂｅｒ　 　

Ｈｅｒｂ Ｐｅｔａｌ Ｃａｌｙｘ Ｓｔａｍｅｎ

Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ Ｒｅｌｅｖａｎｃｙ Ｒａｎｋｉｎｇ

Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ ０７４ ３ ０９３ ３ ０９３ ２ ０７２ ５

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ０７０ ６ ０８８ ５ ０９１ ３ ０６７ ６

Ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ ０６３ ８ ０８８ ６ ０９１ ４ ０５７ ８

ＶｉｃｅｎｉｎⅡ ０８０ １ ０７７ ７ ０８８ ７ ０８１ １

Ｖｉｔｅｘｉｎ ０７９ ２ ０７４ ８ ０７２ ８ ０７６ ３

Ｒｕｔｉｎ ０７３ ４ ０９３ ２ ０９４ １ ０７４ ４

Ｉｓｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０７１ ５ ０９６ １ ０８９ ５ ０７６ ２

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０６４ ７ ０８９ ４ ０８９ ６ ０６７ ７
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２５２　斯皮尔曼分析　采用ＳＰＳＳ２６０软件，经正
态性检验，本实验中数据为非正态分布，故对抗氧化

活性指标与１２批木棉药材及其不同部位的色谱峰
进行斯皮尔曼分析，结果见表６；采用Ｏｒｉｇｉｎ２０１８软
件并绘制可视化热图，见图４。在ＡＢＴＳ自由基清除

率分析中，芦丁与木棉花药材及花萼呈显著正相关

（Ｐ＜００５），芒果苷、牡荆苷与木棉花药材及花萼呈
极显著正相关（Ｐ＜００１），牡荆苷与花瓣呈显著负
相关（Ｐ＜００５），维采宁Ⅱ、槲皮苷与雄蕊呈显著正
相关（Ｐ＜００５）。

表６　木棉花及其不同部位指纹图谱与抗氧化活性的相关性分析
Ｔａｂ６　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ

Ｐｅａｋ　 　

ｎｕｍｂｅｒ　 　
Ｈｅｒｂ Ｐｅｔａｌ Ｃａｌｙｘ Ｓｔａｍｅｎ

ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ ＤＰＰＨ
Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ ０４０１ ０３３０ －０５４８ －０４６９ －０１４０ －０１７５ －００８８ ０１５３
Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ －０２８０ －０３０９ ０３５６ ０３５２ ０２５９ ０２８０ －０３４８ －０５２９
Ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ ０７０５１） ０３７２ ０１５５ ０１４８ ０８１１１） ０３２６ ０５２０ ０２８４
ＶｉｃｅｎｉｎⅡ ０５０２ ０４１５ －００３９ －００４７ －０３８２ －０３１２ ０６１７２） ０１２７
Ｖｉｔｅｘｉｎ ０７１７３） ００９３ －０６２６３） －０５３６ ０７５９３） ０２８５ ０２６８ －０２１９
Ｒｕｔｉｎ ０６２８４） ００９８ ０２３６ ０１２０ ０５７８４） ０５９９４） ０３４１ ０１９２
Ｉｓｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０２２２ ００６７ ０４０１ ０３０５ ０１２８ －００６２ ０３１３ ０１６４
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０４９８ －０１２６ ０３６６ ０２４０ ０３０９ ０１３７ ０６１９５） ０１２８

注：与芒果苷相比，１）Ｐ＜００５；与维采宁Ⅱ相比，２）Ｐ＜００１；与牡荆苷相比，３）Ｐ＜００５；与芦丁相比，４）Ｐ＜００５；与槲皮苷相比，５）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ；２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｖｉｃｅｎｉｎⅡ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒｕｔｉｎ；４）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒｕｔｉｎ；５）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ．

图４　斯皮尔曼分析可视化热图
Ｆｉｇ４　ＶｉｓｕａｌｈｅａｔｍａｐｏｆＳｐｅａｒｍａｎ′ｓａｎａｌｙｓｉｓ

２５３　逐步回归分析　以 ＡＢＴＳ自由基清除率
（Ｍ）、ＤＰＰＨ自由基清除率（Ｎ）和色谱峰面积（Ｓ）为
因变量和自变量，采用 ＳＰＳＳ２６０软件进行逐步回
归分析［１３］，得到回归模型，见表７～８。回归模型均
具有极显著差异（Ｐ＜００５），表明木棉花药材及其
不同部位的指纹图谱峰与其抗氧化活性之间存在显

著的线性关系，可用其指纹图谱色谱峰峰面积预测

ＡＢＴＳ自由基清除率和ＤＰＰＨ自由基清除率。
２５４　偏最小二乘回归分析　分别以１２批木棉
花及其不同部位的ＡＢＴＳ自由基清除率、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ＳＭＩＣＡＰ１４０软件进行偏最小二乘法
·７３１２·
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　　　　表７　木棉花及其不同部位指纹图谱与ＡＢＴＳ自由基清除率
的回归方程

Ｔａｂ７　ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄＡＢＴＳｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｙ　 ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆＡＢＴＳ　　　　

Ｈｅｒｂ Ｍｈｅｒｂ＝０８７５＋０１１６Ｓｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

Ｐｅｔａｌ Ｍｐｅｔａｌ＝０８７５＋０１２５Ｓｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

Ｃａｌｙｘ Ｍｃａｌｙｘ＝０８６１＋０２３４Ｓｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ－０１０２ＳｖｉｃｅｎｉｎⅡ

Ｓｔａｍｅｎ Ｍｓｔａｍｅｎ＝０９３３＋００６０Ｓｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

表８　木棉花及其不同部位指纹图谱与 ＤＰＰＨ自由基清除
率的回归方程

Ｔａｂ８　ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄＤＰＰＨｓｃａｖｅｎ
ｇｉｎｇｒａｔｅｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｙ　 ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆＤＰＰＨ　　　
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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，见图５～６。回归系
数的正负表示自变量与因变量具有正相关或负相关

关系，而变量重要性投影值（ＶＩＰ）值表示自变量对因
变量贡献的大小，当ＶＩＰ＞１表明该自变量对因变量
的解释能力越强，对模型具有显著的贡献［１４１５］。由

ＶＩＰ值结果可知，以ＡＢＴＳ或ＤＰＰＨ自由基清除率为
指标时，芒果苷、槲皮苷、芦丁、牡荆苷为药材主要药

效峰，维采宁Ⅱ、牡荆苷为花瓣主要药效峰，芒果苷、牡
荆苷、槲皮苷为花萼主要药效峰；以 ＡＢＴＳ自由基清
除率为指标时，芒果苷、维采宁Ⅱ、牡荆苷、芦丁、槲皮
苷为雄蕊主要药效峰；以ＤＰＰＨ自由基清除率为指标
时，原儿茶酸、新绿原酸、芒果苷、槲皮苷为雄蕊主要

药效峰。由标准化回归系数结果可知，与木棉花药材

及花瓣ＡＢＴＳ或ＤＰＰＨ自由基清除率呈负相关（回归系
数＜０）的色谱峰分别为新绿原酸、原儿茶酸、维采宁Ⅱ、
牡荆苷；与花萼ＡＢＴＳ自由基清除率呈负相关（回归系
数＜０）的色谱峰分别为原儿茶酸、维采宁Ⅱ；与雄蕊
ＡＢＴＳ或ＤＰＰＨ自由基清除率呈负相关（回归系数＜０）
的色谱峰分别为新绿原酸、牡荆苷、芦丁、异槲皮苷。

图５　木棉花药材及其不同部位偏最小二乘回归（ＰＬＳＲ）模型重要性投影值（ＶＩＰ）值。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＶＩＰｖａｌｕｅａｎｄｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓＰＬＳＲｍｏｄｅｌ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

图６　木棉花药材及其不同部位ＰＬＳＲ模型回归系数。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＰＬＳＲｍｏｄｅｌｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆＧｏｓｓａｍｐｉｍＦｌｏｓａｎｄｉｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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３　讨　论
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［１６］。

为阐明中药质量与其疗效的关系，本实验建立了木棉

花ＵＰＬＣ指纹图谱。基于前期研究成果［５］，对指纹图

谱的色谱条件进行优化，同时优化供试品溶液的制备

方法，考察提取方式（回流、超声）、提取时间（３０、
６０ｍｉｎ）对提取效果的影响。结果显示，超声提取时
部分活性成分未能彻底提取出来，提取３０ｍｉｎ的提
取效果与提取６０ｍｉｎ的无明显差异，故本实验采用
“２３３”项下供试品溶液制备方法。

本实验对１２批木棉花药材及其不同部位水提
取物的抗氧化活性进行测定，结果显示，清除ＡＢＴＳ、
ＤＰＰＨ自由基能力强弱分别为药材 ＞花瓣 ＞花萼≈
雄蕊、雄蕊＞药材≈花萼＞花瓣。近年来，谱效学成
为一个研究热点，其将中药指纹图谱与药效学相结

合，探讨中药成分含量与药效的相关性，对木棉花药

材的有效开发和利用具有一定的参考意义。灰色关

联度分析结果显示，抗氧化能力贡献最大的色谱峰

分别为：维采宁Ⅱ（药材）、异槲皮苷（花瓣）、芦丁
（花萼）、维采宁Ⅱ（雄蕊）。但关联度值均为正值，
只能反映与药效相关性的大小，无法分析与药效呈

负相关的成分，同时无法显示各成分的显著性［１７］。

斯皮尔曼分析与逐步回归分析结果显示，木棉花药

材及其不同部位的指纹图谱色谱峰（芦丁、牡荆苷、

芒果苷等）与其抗氧化活性之间存在显著的线性关

系（Ｐ＜００５）。偏最小二乘回归分析结果显示，芒
果苷、槲皮苷、芦丁、牡荆苷等化合物为木棉花药材

及其不同部位抗氧化活性的主要有效成分。联合上

述几种分析，每种方法得到的相关性结果并不完全

一致，但每种方法之间相互补充相互验证，综合３种
方法可知，木棉花及其不用部位的抗氧化作用是多

组分共同发挥作用的结果［９］。
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２０２２，４２（４）：６０７６１７．

［１６］　ＴＡＮＪＣ，ＢＡＩＬＤ，ＲＥＮＪ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎＭｏｇｈａｎｉａｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓＭｅｒｒ．ｅｔ
Ｒｏｌｆｅａｎｄｓｔｕｄｙｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｘｔｒａｃｔｅｄｐｈａｓｅｉｎｖｉｔｒｏ
［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ（中国药学杂志），２０２２，５７（２０）：１７１０
１７１６．

［１７］　ＬＩＬ，ＰＡＮＱＷ，ＬＩＵＨ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｒｅｙｒｅｌａｔｉｏｎａｌａ
ｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓｐｅｃｔｒａｌｅｆｆｉｃａｃｙ［Ｊ］．Ｊ
ＣｈｉｎａＰｈａｒｍ（中国药房），２０１８，２９（１１）：１５８１１５８４．

（收稿日期：２０２４０５０９）

·９３１２·
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