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摘要：目的　基于高效液相色谱蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）和网络药理学筛选羊踯躅质量标志物（ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓ，
Ｑｍａｒｋｅｒ），比较羊踯躅不同部位、不同花期、不同产地 Ｑｍａｒｋｅｒ含量，挖掘羊踯躅潜在药用价值并推测其可能的作用机制。
方法　采用ＨＰＬＣＥＬＳＤ建立羊踯躅指纹图谱，进行聚类分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＣＡ）、主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、正交偏最小二乘法判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ），利用网络药理
学方法构建“成分靶点通路药理作用功效”网络图，并进行疾病预测，筛选羊踯躅的Ｑｍａｒｋｅｒ并进行定量分析。结果　本研
究建立了１１批羊踯躅药材的指纹图谱，共标定１０个共有峰，经分析得到４个差异性成分，预测闹羊花毒素Ⅲ、闹羊花毒素Ⅱ、金
丝桃苷、槲皮苷为羊踯躅的Ｑｍａｒｋｅｒ候选成分并进行网络药理学分析，涉及８４个靶点蛋白，包括ＡＴＫ１、ＴＮＦ、ＩＮＳ等，作用于１５９
条信号通路，对肿瘤、自身免疫性疾病、心血管疾病等存在潜在治疗作用。成分含量测定结果显示羊踯躅以盛开期花入药可能具

有更好的疗效，并以Ｓ１０产地最优。结论　通过化学模式识别、指纹图谱及网络药理学预测了羊踯躅的Ｑｍａｒｋｅｒ，证明羊踯躅可
通过多靶点、多途径治疗疾病，为完善建立羊踯躅质量控制标准及其对疾病治疗机制的进一步探索提供参考。
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　　羊踯躅，又称闹羊花，为杜鹃花科植物羊踯躅
（ＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ）的干燥花，性辛、温，
有大毒［１］，有散瘀定痛、祛风除湿之效。首载于

《神农本草经》：“羊踯躅，主贼风在皮肤中，淫痛，

温疟，恶毒，诸痹。生川谷”［２］。羊踯躅作为我国

一种传统中药，药用历史悠久，民间常用其根、叶、

花治疗类风湿性关节炎，临床上可用于跌扑肿痛、

偏正头疼、风湿痹痛等症［１３］，收录于《中国药典》

２０２０年版［４］。

羊踯躅来源广泛，分布于安徽、江西、湖南等地。

药材的生态环境适应性、产地初加工以及不同采收

期等均会导致羊踯躅质量良莠不齐，给其质量控制

带来很大的困难，并影响临床应用的安全性和有效

性。现代研究表明，羊踯躅根、茎、叶、花均可入

药［５］，具有抗炎、镇痛、免疫调节等药理作用［６７］。

质量标志物（ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓ，Ｑｍａｒｋｅｒ）是刘昌孝院
士于２０１６年提出的新概念，有利于更好地控制中药
材质量，通过网络药理学挖掘的大量数据及拓扑网

络分析，预测中药材中有效化学成分及其作用靶点

或机制途径，并与化学模式识别结合分析，更准确地

预测中药材 Ｑｍａｒｋｅｒ，更全面地评价中药材的质
量［８］。《中国药典》并无其具体的含量测定方法，关

于羊踯躅差异性成分及其产生功效的作用机制的研

究报道较少，笔者尚未见羊踯躅指纹图谱及其

Ｑｍａｒｋｅｒ相关报道，其基础研究较为薄弱［９］。因此

需要建立合理可行的研究方法对羊踯躅 Ｑｍａｒｋｅｒ
进行分析与比较，为提高羊踯躅质量控制标准提供

一定参考依据。

基于此，本研究采用高效液相色谱蒸发光散
射检测器（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｅ
ｖａｐｏｒａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＨＰＬＣＥＬＳＤ）对
不同产地羊踯躅样品进行分析比较，建立羊踯躅

指纹图谱，结合化学模式识别进行分析比较，寻找

羊踯躅的差异性成分，并从网络药理学的角度阐

述其作为质量标志物的可行性及羊踯躅多成分、

多靶点、多途径发挥药理功效的作用机制，在此基

础上进一步对不同采收部位、不同花期、不同产地

羊踯躅进行多成分含量测定。通过以上研究，以

期为羊踯躅的质量控制标准提供分析方法和实验

基础，并对羊踯躅药用资源的开发及机制研究提

供参考。

１　仪器与材料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ＬＣ高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉ
ｌｅｎｔ科技有限公司），ＡｌｌｔｅｃｈＥＬＳＤ３３００检测器
（埃文森科技有限公司）；ＡＴＹ１２４Ｒ电子天平（岛
津企业管理中国有限公司）；５００Ａ多功能粉碎机
（永康市松青五金厂）；ＲＥ２０００Ａ旋转蒸发器
（上海亚荣生化仪器厂）；ＸＭ８００ＶＤＥ三频超声
波清洗机（小美超声仪器有限公司）；ＳｏｒｖａｌｌＳＴ
８Ｒ高速冷冻离心机（赛默飞世尔科技中国有限
公司）。

１２　材料
闹羊花毒素Ⅲ（ＲｈｏｄｏｊａｐｏｎｉｎⅢ，ＲＪⅢ）（批

号：Ｂ２０８９５）、闹羊花毒素Ⅱ （ＲｈｏｄｏｊａｐｏｎｉｎⅡ，
ＲＪⅡ）（批号：Ｂ２０８９４），购于上海源叶生物科技有
限公司；槲皮苷（批号：ＭＷ９ＶＰＦ９Ｆ）、金丝桃苷（批
号：１８Ｒ５ＹＪ４Ｃ），购于中国食品药品检定研究院，以
上对照品纯度均≥９８％；甲醇、无水乙醇（分析纯）；
甲醇（色谱纯）。

不同产地（Ｓ１～Ｓ１１）、不同采收部位（Ｓ１２～
Ｓ１５）、不同花期（Ｓ１６～Ｓ２０）羊踯躅药材，共２０批，
药材收集信息见表１，所有样品经湖南中医药大学
周日宝教授鉴定为杜鹃花科杜鹃属植物羊踯躅

（ＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ）。
１３　网址与软件

ＰｕｂＣｈｅｍ 数 据 库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）；ＳＷＩＳＳ数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）；ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｉｌａｂｅｃｕｓｔ．ｃｎ／ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／）；Ｕｎｉ
Ｐｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）；ＳＴＲＩＮＧ
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）；Ｍｅｔａｓｃａｐｅ
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／ｇｐ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）；
ＳａｎｇｅｒＢｏｘ数据分析平台（ｈｔｔｐ：／／ｓａｎｇｅｒｂｏｘ．ｃｏｍ／
ｌｏｇｉｎ．ｈｔｍｌ）；微生信网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ／）；ＣＴＤ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｃｔｄｂａｓｅ．
ｏｒｇ／）Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３７１软件。

·１３０２·
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表１　羊踯躅药材样品信息表
Ｔａｂ１　ＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｔａｂｌｅ

Ｎｏ
Ｏｒｉｇｉｎ　　

（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　

Ｈａｒｖｅｓｔｓｉｔｅ

／ｐｅｒｉｏｄ
Ｓｐｅｃｉｍｅｎ

Ｈａｒｖｅｓｔ

ｔｉｍｅ
Ｎｏ

Ｏｒｉｇｉｎ　　

（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　

Ｈａｒｖｅｓｔｓｉｔｅ　　

／ｐｅｒｉｏｄ　　
Ｓｐｅｃｉｍｅｎ

Ｈａｒｖｅｓｔ

ｔｉｍｅ

Ｓ１ Ｈｕａｎｇｓｈａｎ，Ａｎｈｕｉ（安徽黄山） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１２ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｒｏｏｔ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ２ Ｇｕｉｌｉｎ，Ｇｕａｎｇｘｉ（广西桂林） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１３ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｓｔｅａｍ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ３ Ｅｎｓｈｉ，Ｈｕｂｅｉ（湖北恩施） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１４ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｌｅａｆ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ４ Ｘｉａｎｇｔａｎ，Ｈｕｎａｎ（湖南湘潭） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１５ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｆｌｏｗｅｒ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ５ Ｎａｎｃｈａｎｇ，Ｊｉａｎｇｘｉ（江西南昌） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１６ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｂｕｄｐｅｒｉｏｄ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ６ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１７ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｉｎｉｔｉａｌｐｅｒｉｏｄ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ７ Ｊｉ′ａｎ，Ｊｉａｎｇｘｉ（江西吉安） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１８ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｈａｌｆｏｐｅｎｐｅｒｉｏｄ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ８ Ｈｕａｎｇｇａｎｇ，Ｈｕｂｅｉ（湖北黄冈） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ１９ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｂｌｏｏｍｉｎｇｐｅｒｉｏｄ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ９ Ｙｏｎｇｚｈｏｕ，Ｈｕｎａｎ（湖南永州） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３ Ｓ２０ Ｌｕａｎｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南栾川） Ｗｉｌｔｉｎｇｐｅｒｉｏｄ Ｆｒｅｓｈｐｒｏｄｕｃｔ２０２３４

Ｓ１０ Ｊｉｎｇｚｈｏｕ，Ｈｕｂｅｉ（湖北荆州） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３

Ｓ１１ Ｘｕｐｕ，Ｈｕｎａｎ（湖南溆浦） Ｆｌｏｗｅｒ Ｄｒｙｐｒｏｄｕｃｔ ２０２３３

２　方　法
２１　对照品溶液制备

取ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、槲皮苷、金丝桃苷对照品适量，
精密称定，加体积分数 ５０％甲醇制成质量浓度为
２００ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，取单个对照品溶液
各０２５ｍＬ于２ｍＬ量瓶中，加体积分数５０％甲醇
摇匀定容，配制成质量浓度为０２５ｍｇ·ｍＬ－１的混
合对照品溶液，密封，低温避光保存备用。

２２　供试品溶液制备
称取羊踯躅样品粉末（过８０目筛）１５ｇ，置于

２００ｍＬ具塞锥形瓶中，加入体积分数 ７５％乙醇
１２０ｍＬ，称定质量，超声提取（频率８０ＫＨｚ）２ｈ，提
取３次，冷却至室温，再称定质量，用体积分数７５％
乙醇补足失重，合并滤液，旋转蒸发回收溶剂，得浸

膏，加入体积分数５０％甲醇超声溶解浸膏，全部转
移至２５ｍＬ量瓶中定容，摇匀，静置２４ｈ，取上清液
于离心管中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，取上清液，
过０２２μｍ微孔滤膜２次，取续滤液，即得。
２３　色谱条件

ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱（ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８，４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ），流动相甲醇（Ａ）水（Ｂ），洗脱梯度
（０～３０ｍｉｎ，１５％→３５％Ａ；３０～５０ｍｉｎ，３５％→４０％
Ａ；５０～５５ｍｉｎ，４０％→５０％Ａ；５５～６０ｍｉｎ，５５％→６５％
Ａ；６０～６１ｍｉｎ，６５％→１５％Ａ；６１～６５ｍｉｎ，１５％Ａ）。
柱温３０℃，进样量１０μＬ。蒸发光散射检测器参数设
置为漂移管温度８５℃，增益２，气流２５Ｌ·ｍｉｎ－１。
２４　羊踯躅潜在Ｑｍａｒｋｅｒ来源定位

本实验定位羊踯躅潜在 Ｑｍａｒｋｅｒ的原则如下：
基于 ＨＰＬＣＥＬＳＤ指纹图谱结合化学模式识别筛选
羊踯躅中的差异性成分；查阅文献，基于药效作用选

取羊踯躅中主要活性物质［１０１１］及入血成分［９］。

２５　潜在Ｑｍａｒｋｅｒ的靶点预测
ＰｕｂＣｈｅｍ数据库获得羊踯躅潜在 Ｑｍａｒｋｅｒ的

２Ｄ结构、ＳＭＩＬＥＳ号，利用 ＳＷＩＳＳＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
和ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ预测平台获得主要靶点，Ｕｎｉｐｒｏｔ数
据库查询靶点对应的基因，除去重复基因和非人类

基因，将筛选后的靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ数据库获得蛋
白互作 ｔｓｖ信息文件，将文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件绘
制蛋白质相互作用网络（ＰＰＩ）蛋白互作网络图。
２６　基因本体（ＧＯ）分析与京都基因与基因组百科
全书（ＫＥＧＧ）富集分析

利用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库对靶点进行生物信息学
分析和通路分析，设置物种为（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ），所得
数据顺序按 Ｐ值大小重新排列，将得到的靶点蛋白
与通路进行可视化分析。

２７　“化合物靶点通路药理作用功效”网络构建
建立“化合物靶点通路”“通路药理作用功效”

的对应关系，导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３７１软件，构建羊踯躅
“化合物靶点通路药理作用功效”网络药理图。
２８　疾病预测

将ＫＥＧＧ富集分析的前１５条通路输入 ＣＴＤ数
据库进行羊踯躅治疗疾病的预测分析。

３　结　果
３１　羊踯躅ＨＰＬＣＥＬＳＤ指纹图谱研究
３１１　精密度试验　取样品粉末（Ｓ９）适量，按
“２２”项下方法制备供试品溶液，按“２３”项下色谱
条件连续进样６次，以４号峰 （ＲＪⅢ）为参照峰，计
算 １０个共有峰相对保留时间的相对标准偏差
（ＲＳＤ）均 ＜１７％，相对峰面积 ＲＳＤ均 ＜２４％，表
明仪器精密度良好。

３１２　稳定性试验　取同一供试品溶液（Ｓ９），分
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别于样品制备后０、２、４、８、１２、２４ｈ后按“２３”项下
色谱条件进样，以４号峰（ＲＪⅢ）为参照峰，计算１０
个共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ均 ＜２６％，相对峰
面积ＲＳＤ均＜２７％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳
定性良好。

３１３　重复性试验　取同一样品粉末（Ｓ９）６份，
按“２２”项下方法制备供试品溶液，按“２３”项下色
谱条件进样，以４号峰（ＲＪⅢ）为参照峰，计算１０个
共有峰相对保留时间的 ＲＳＤ均 ＜２７％，相对峰面
积ＲＳＤ均＜２５％，表明该方法重复性良好。
３１４　羊踯躅 ＨＰＬＣＥＬＳＤ指纹图谱建立及相似
度评价　取不同产地羊踯躅药材样品 Ｓ１～Ｓ１１，按
“２２”项下方法制备供试品溶液，按“２３”项下色谱
条件进样，记录１１批样品的色谱图，将色谱数据导
入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（２００４Ａ）
进行处理分析，以 Ｓ１图谱为参照图谱，时间窗为
０２ｍｉｎ，采用中位数法，进行全谱峰匹配，生成对照
指纹图谱（Ｒ），选取分离度较好且保留时间适中的
ＲＪⅢ（峰 ４）为参照峰，最终确定了 １０个共有峰。
通过与标准品进行对比，指认了４个共有峰，分别为
ＲＪⅢ（峰４）、金丝桃苷（峰５）、槲皮苷（峰７）、ＲＪⅡ
（峰８），建立羊踯躅药材指纹图谱、混合对照品、指
纹图谱共有模式，见图１。结果显示，１１批不同产地
羊踯躅图谱与对照图谱之间的相似度为 ０７８４、
０９８２、０９５３、０９８０、０９９２、０９１５、０９７９、０８５８、
０９８８、０２０３、０７４３。其中Ｓ１、Ｓ１０、Ｓ１１号样品相似
度较低（＜０８００），１１批羊踯躅各共有峰相对保留
时间的 ＲＳＤ均小于 ２５５％，相对峰面积 ＲＳＤ为
６３９２％～１７９７６％，表明 Ｓ１、Ｓ１０、Ｓ１１样品与各批
次间这１０个共有峰所代表的化合物含量存在较大
差异，说明不同产地羊踯躅质量存在一定差异。

３２　多元统计分析
为研究不同产地羊踯躅指纹图谱共有峰差异，

以不同产地羊踯躅共有峰峰面积为变量，运用 ＳＰＳＳ
２５数据统计软件进行无监督模式的识别分析，结合
组间聚类方法，以欧式平方距离方法测量样品间的

距离，进行系统聚类分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＨＣＡ），以特定的特征值及累积贡献率为判定依
据，对１１批羊踯躅样品进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），将不同产地羊踯躅样品共
有峰峰面积导入 ＳＩＭＣＡ１４１多元变量统计软件，
得到正交偏最小二乘法判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌ
ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）得分图
和变量重要性投影（ＶＩＰ）图。

４－ＲＪⅢ；５－金丝桃苷；７－槲皮苷；８－ＲＪⅡ；其他为未知峰。

４－ＲＪⅢ；５－ｈｙｐｅｒｉｎ；７－ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ；８－ＲＪⅡ；ｏｔｈｅｒｐｅａｋｓ－ｕｎｋｎｏｗｎ．

图１　羊踯躅指纹图谱共有模式（Ａ）、混合对照品（Ｂ）、１１批
羊踯躅药材高效液相色谱（ＨＰＬＣ）叠加图谱（Ｃ）
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｏｍｍｏｎｍｏｄｅ（Ａ），ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ｂ），ＨＰＬＣｏｖｅｒｌａｙｍａｐｏｆ１１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎ
ｄｒｏｎｍｏｌｌｅ（Ｃ）

３２１　ＨＣＡ　以１１批羊踯躅样品１０个共有峰峰
面积为变量，运用 ＳＰＳＳ２５软件对样品进行聚类分
析，见图２。结果表明，当欧式距离为１０时，１１份羊
踯躅样品分为４类，Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９聚
为一类，Ｓ１单独聚为第二类，Ｓ１０单独聚为第三类，
Ｓ１１单独聚为第四类。从总体数据来看，不同产地
羊踯躅质量具有一定差异，安徽、湖北、湖南可能由

于生长环境、产地初加工方法等原因导致与其他产

地羊踯躅存在明显差异。

图２　１１批羊踯躅样品聚类分析树状图
Ｆｉｇ２　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｔｒｅｅｄｉａｇｒａｍｏｆ１１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎ
ｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎｓａｍｐｌｅｓ

·３３０２·
中国药学杂志２０２４年１１月第５９卷第２１期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２１



３２２　ＰＣＡ　以１１批羊踯躅样品１０个共有峰峰
面积为变量，运用 ＳＰＳＳ２５软件对样品进行主成分
分析。基于特征值 ＞１进行信息提取，结果显示１１
批羊踯躅样本有４个主成分，其特征值分别为λ１＝
３７６９、λ２＝２７６２、λ３＝１３５３、λ４＝１２７８，贡献率
分别为３７６８７％、２７６２１％、１３５２７％、１２７７７％，累
积贡献率可达到９１６１３％，筛选出的４个主成分具
有较好的代表性，可反映出不同产地闹羊花的综合

质量。１１批羊踯躅样品的ＰＣＡ得分散点图见图３，
与聚类分析结果基本一致，从图中可看出，Ｓ１、Ｓ１０、
Ｓ１１与其他批次样品相比差异较大，其原因可能是
采收时羊踯躅处于不同的花期，且产地初加工方式

有所不同，而其余产地差异较小，说明不同产地羊踯

躅仍具有一定相似性。根据成分得分系数矩阵将主

成分表示为各个峰面积的线性关系 Ｚ１、Ｚ２、Ｚ３、Ｚ４以
及综合得分线性表达式（Ｚ综），以成分矩阵中每个变
量对应的系数除以相应主成分特征值的开根值为权

重系数，对不同产地羊踯躅主成分得分、综合得分（公

式１）进行分析，并对得分结果进行排序，结果见表２。
Ｚ综 ＝０４１１Ｚ１＋０３０１Ｚ２＋０１４８Ｚ３＋０１３９Ｚ４

公式（１）
得分情况反映各批羊踯躅样本质量情况，得分

越高，则质量越好。本研究中，湖北荆州样品得分最

高，质量较好。

图３　１１批羊踯躅样品主成分分析（ＰＣＡ）得分图
Ｆｉｇ３　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆ１１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅ
ＧＤｏｎｓａｍｐｌｅｓ

表２　羊踯躅主成分得分、综合得分与排序
Ｔａｂ２　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｃｏｒｅ，ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｃｏｒｅａｎｄｒａｎｋｉｎｇｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧ．Ｄｏｎ

Ｎｏ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ１ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ２ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ３ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ４ Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｃｏｒｅ Ｒａｎｋｉｎｇ

Ｓ１０ ３３０４ －０３５０ １１２７ ０８４２ １５３６ １
Ｓ１１ １５６３ －００９８ ５２６９ ０２３０ １４２４ ２
Ｓ７ １１４４ １１１０ １２４６ １７０７ １２２６ ３
Ｓ８ ０６５６ １５８０ ２８５１ ０３２３ １２１２ ４
Ｓ９ ０８０２ ０９４０ ０９２８ １４１３ ０９４６ ５
Ｓ５ １０８０ ００２９ ２０５９ ０６９９ ０８５４ ６
Ｓ１ ２６５３ ２６５３ １０６３ －４６１４ ０７１９ ７
Ｓ４ １０６８ －０４９６ １５２６ ０５５０ ０５９２ ８
Ｓ３ ０４１１ ０４６６ １１６８ ０２２２ ０５１３ ９
Ｓ２ ０７７３ －０４１１ １２５４ ０１１３ ０３９５ １０
Ｓ６ ０４０５ ０１６４ ０１７６ ０１４８ ０２６３ １１

３２３　ＯＰＬＳＤＡ　将不同产地羊踯躅样品中共有
峰峰面积导入 ＳＩＭＣＡ多元变量统计软件，得到
ＯＰＬＳＤＡ得分图和 ＶＩＰ图。分析显示自变量拟合
指数（Ｒ２Ｘ）为 ０９１３，因变量拟合指数（Ｒ２Ｙ）为
０９０２，模型预测指数（Ｑ２）为０５４５，对不同产地羊
踯躅样品的预测率为５４５％，模型中 Ｒ２Ｘ、Ｒ２Ｙ、Ｑ２
均大于０５，说明成功构建拟合度和预测能力较好
的数学模型，结果见图 ４Ａ。分析结果表明，采用
ＯＰＬＳＤＡ来观察不同产地羊踯躅样品的自然聚类，
１１份羊踯躅样品聚为４类，与 ＨＣＡ结果基本一致。
为明确不同产地羊踯躅样品质量差异物质，本研究

结合变量重要性投影法，以ＶＩＰ值大于１为标准，筛
选出贡献较大的６个变量，ＶＩＰ值大于１说明该变
量为组间样本的主要差异变量，ＶＩＰ值越大则该成

分对组间差异的贡献越大，见图４Ｂ。羊踯躅样品共
有峰４、５、７、８号峰根据对照品指认结果，分别对应
ＲＪⅢ、金丝桃苷、槲皮苷、ＲＪⅡ，其ＶＩＰ值均大于１，
说明这些成分在区分不同批次羊踯躅样品时具有重

要作用，是羊踯躅的潜在 Ｑｍａｒｋｅｒ。通过２００次置
换检验，结果见图４Ｃ，回归线与纵轴的相交点小于
０，说明模型不存在过拟合，模型验证有效。
３３　基于网络药理学预测羊踯躅潜在Ｑｍａｒｋｅｒ
３３１　潜在Ｑｍａｒｋｅｒ的选取　基于“２４”项下的
筛选原则，结合化学模式识别结果，选取 ＲＪⅡ、ＲＪ
Ⅲ、金丝桃苷、槲皮苷为羊踯躅的潜在 Ｑｍａｒｋｅｒ进
行网络药理学分析。

３３２　靶点 ＰＰＩ网络分析　利用 ＳＷＩＳＳＴａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ服务器、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库进行靶点
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图４　１１批羊踯躅样品正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳ
ＤＡ）得分图（Ａ）、变量重要性投影（ＶＩＰ）图（Ｂ）和置换检验
图（Ｃ）。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＯＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（Ａ），ＶＩＰｐｌｏｔ（Ｂ）ａｎｄｐｅｒｍｕｔａ
ｔｉｏｎｔｅｓｔｐｌｏｔ（Ｃ）ｏｆ１１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ．．
ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

预测，最终得到４个化合物相关的８４个相关靶点蛋
白，导入ＳＴＲＩＮＧ数据库得到靶点 ＰＰＩｔｓｖ文件，利
用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建ＰＰＩ网络图，并进行网络拓扑
分析，计算度值（ｄｅｇｒｅｅ），设置度值大于２倍中位数
且ｄｅｇｒｅｅ≥１０为条件进行筛选。结果见图５，处于
羊踯躅 ＰＰＩ网络中心的蛋白分别为 ＡＫＴ１（度值 ＝
１１２）、ＥＧＦＲ（度值 ＝９７）、ＴＮＦ（度值 ＝９３）、ＳＲＣ（度
值＝８６）、ＩＮＳ（度值＝８３）、ＧＳＫ３β（度值 ＝６１），有较
多的蛋白互作关系，为重要核心靶点。

３３３　ＧＯ功能富集分析与 ＫＥＧＧ通路富集分析
　利用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库对８４个靶点蛋白进行 ＧＯ
功能富集分析，得到 ９１５个生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ）条目，６３个细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）条
目，８５个分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）条目。

　　　　

图５　羊踯躅相关蛋白靶蛋白质相互作用网络（ＰＰＩ）网络
Ｆｉｇ５　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｔａｒｇｅｔｓ

ＧＯ富集结果显示这些蛋白主要参与了肽基络氨酸
自磷酸化、ＵＶＡ反应、星型胶质细胞活化、正向调
控超氧阴离子生成等生物过程；在细胞组成上参与

了纺锤体中部、胞膜窖、轴突细胞质、血小板 α颗粒
管腔等过程；在分子功能上参与了胰岛素受体结合、

Ｈｓｐ９０蛋白结合、氧气结合、细胞周期蛋白结合等功
能，结果见图６。

ＫＥＧＧ通路富集得到１５９条通路，选取 Ｐ值最
小的前１５条通路进行可视化分析，见图７，主要涉
及癌症通路、内分泌失调通路、癌症中的蛋白聚糖通

路、脂质和动脉粥样硬化通路、雌激素信号通路等，

由此推测羊踯躅抗肿瘤、抗炎、抑制血管新生等药理

作用可能与以上通路有关。

３３４　“化合物靶点通路药理作用功效”网络
构建　利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建“化合物靶点通
路”及“通路药理作用功效”网络，见图８～９。表
明羊踯躅 Ｑｍａｒｋｅｒ作用多靶点、多通路的特点，羊
踯躅通过抗炎、免疫调节等药理作用，发挥祛风除

湿、散瘀定痛的功效。

３３５　疾病预测结果　将ＫＥＧＧ通路富集得到的
前１５条通路信息输入 ＣＴＤ数据库对羊踯躅潜在的
治疗疾病预测分析，预测结果表示羊踯躅对肿瘤（前

列腺肿瘤、乳腺肿瘤、肝癌）、自身免疫性疾病（类风湿

关节炎）、心血管疾病（高血压、动脉粥样硬化）、神经

病理性疼痛（痛觉过敏）等具有潜在的治疗效果，预测

结果与羊踯躅的传统应用（肿瘤、类风湿关节炎、高血

压等）及药理作用具有较好的一致性。

３４　多成分含量测定
为更全面地评价羊踯躅质量，故对１１批不同产

地、４批不同采收部位、５批不同花期羊踯躅中
Ｑｍａｒｋｅｒ进行定量比较分析。
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图６　羊踯躅相关蛋白靶点基因本体（ＧＯ）富集分析
Ｆｉｇ６　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｔａｒｇｅｔｓ

图７　羊踯躅相关蛋白靶点京都基因与基因组百科全书
（ＫＥＧＧ）通路分析
Ｆｉｇ７　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｔａｒｇｅｔｓ

３４１　线性关系考察　精密称取ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝
桃苷、槲皮苷对照品适量，加体积分数５０％甲醇配制

成质量浓度分别为１１００、１０００、１０００、１３３３ｍｇ·
ｍＬ－１的对照品溶液，将ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷对照品
溶液稀释１３０、１６９、２２０、２８６、３７１倍，槲皮苷对照
品溶液稀释１５０、２２５、３３８、５０６、７５９倍，按“２３”
项下色谱条件进样，以峰面积对数为纵坐标，进样质

量的对数为横坐标，得各成分的线性回归方程、相关

系数、线性范围，结果见表３。
３４２　精密度试验　取同一供试品溶液（Ｓ９），按
照“２３”项下色谱条件连续进样６次，计算样品中
ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷、槲皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别
为１３２８％、２３２０％、０９９２％、０６４２％，表明仪器
精密度良好。

３４３　稳定性试验　取同一供试品溶液（Ｓ９），分
别于样品制备后０、２、４、８、１２、２４ｈ后按“２３”项下
色谱条件进样，计算样品中ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷、
槲皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０９９３％、１４８６％、
１３５３％、０７４３％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定
性良好。
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图８　羊踯躅“成分靶点通路”网络关系图
Ｆｉｇ８　Ｔｈｅ“ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔａｒｇｅｔｐａｔｈｗａｙ”ｎｅｔｗｏｒｋｐｌｏｔｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧ．Ｄｏｎ

图９　羊踯躅“通路药理作用功效”网络关系图
Ｆｉｇ９　Ｔｈｅ“ｐａｔｈｗａｙｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｅｆｆｉｃａｃｙ”ｎｅｔｗｏｒｋｄｉａｇｒａｍｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧ．Ｄｏｎ

表３　羊踯躅中４种化合物的回归方程、相关系数及线性范围
Ｔａｂ３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅｏｆｆｏｕｒｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｅＧＤｏｎ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ　　 ｒ２ Ｒａｎｇｅｏｆｌｉｎｅａｒｉｔｙ／ｍｇ·ｍＬ－１

ＲＪⅢ ｙ＝１７９２ｘ＋１６８０ ０９９９３ ２９６３－１１０００

ＲＪⅡ ｙ＝１４７１ｘ＋１７４６ ０９９９２ ４８８２－１００００

Ｈｙｐｅｒｉｎ ｙ＝２８８２ｘ＋０７６４ ０９９９８ ４８８２－１００００

Ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ｙ＝１３６４ｘ＋１７６１ ０９９９５ ２６３４－１３３３３

３４４　重复性试验　取羊踯躅样品粉末（Ｓ９）６
份，按“２２”项下方法制备供试品溶液，按“２３１”
项下色谱条件依次进样，计算样品中 ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、
金丝桃苷、槲皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０９９２％、

１０１２％、１１２３％、０４１０％，表明该方法的重复性
良好。

３４５　加样回收率试验　取羊踯躅粉末（Ｓ９）适
量，精密称定，共６份，分别加入等量对照品溶液，按
“２２”项下方法制备供试品溶液，按“２３”项下色谱
条件连续进样，记录峰面积，计算各成分加样回收率

及ＲＳＤ，结果见表４。ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷、槲皮
苷的 平 均 回 收 率 分 别 为 ９６２８％、１００６％、
９８６５％、１０１４％，ＲＳＤ 分 别 为 ０６０％、１３％、
１５％、１８％。
３４６　羊踯躅不同采收部位样品含量测定　羊踯
躅不同采收部位（Ｓ１２～Ｓ１５）　Ｑｍａｒｋｅｒ含量见表５
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　　　　表４　羊踯躅加样回收率试验结果。ｎ＝６
Ｔａｂ４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｅＧＤｏｎ．ｎ＝６

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｍ（Ｋｎｏｗｎ）／ｍｇ ｍ（Ａｄｄｅｄ）／ｍｇ ｍ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）／ｍｇ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ／％ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ／％ ＲＳＤ／％

ＲＪⅢ ０２２１５ ０２２００ ０４２７５ ９６８５ ９６２８ ０６０１０

０２２０９ ０２２００ ０４１９６ ９５１９

０２２１１ ０２２００ ０４２６２ ９６６２

０２２１６ ０２２００ ０４２５９ ９６４５

０２２１６ ０２２００ ０４２４９ ９６２４

０２２２２ ０２２００ ０４２６１ ９６３６

ＲＪⅡ ０３１５９ ０３２００ ０６３９６ １００６ １００６ １２９７

０３２９８ ０３２００ ０６４４１ ９９１２

０３２０２ ０３２００ ０６５１１ １０１７

０３２０４ ０３２００ ０６３４４ ９９０６

０３１９９ ０３２００ ０６５４３ １０２３

０３１９０ ０３２００ ０６４３９ １００８

Ｈｙｐｅｒｉｎ ０３５５０ ０３５００ ０６８６５ ９７３７ ９８６５ １４８９

０３５２８ ０３５００ ０７０５２ １００３

０３５４７ ０３５００ ０７０２８ ９９７３

０３５５０ ０３５００ ０６８４０ ９７０２

０３５３２ ０３５００ ０７０１９ ９９８２

０３５３２ ０３５００ ０６９１２ ９７６０

Ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ０２５８７ ０２６００ ０５３７８ １０３７ １０１４ １８２６

０２５９１ ０２６００ ０５１７６ ９９７２

０２５８９ ０２６００ ０５１２６ ９８７９

０２５８４ ０２６００ ０５３３１ １０２８

０２５８５ ０２６００ ０５２５５ １０１４

０２５８８ ０２６００ ０５２８１ １０１８

（鲜品含量均扣除水分），羊踯躅不同部位均含有

ＲＪⅢ，且花、叶中 ＲＪⅢ质量分数较高，分别为
０３８６８％、０１３９０％；ＲＪⅡ、金丝桃苷均在花中质
量分数较高，分别为０４６４８％、０４６３２％；槲皮苷
在叶中质量分数较高，为０３２７７％，在根、茎中均未
检出ＲＪⅡ、金丝桃苷、槲皮苷。由此可推测花中二
萜类、黄酮类含量高于其他部位，因此选择花入药可

能具有更好的药理作用。

表５　羊踯躅不同部位Ｑｍａｒｋｅｒ的含量测定
Ｔａｂ５　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＱｍａｒｋｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓｏｆ
ＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ

Ｎｏ． Ｓｉｔｅ
Ｑｕａｌｉｔｙｆｒａｃｔｉｏｎ／％

ＲＪⅢ ＲＪⅡ Ｈｙｐｅｒｉｎ Ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ

Ｓ１２ Ｒｏｏｔ ００５８０ － － －

Ｓ１３ Ｓｔｅｍ ００５４３ － － －

Ｓ１４ Ｌｅａｆ ０１３９０ ０１１９８ ０１０１１ ０３２７７

Ｓ１５ Ｆｌｏｗｅｒ ０３８６８ ０４６４８ ０４６３２ ０１７２０

注：－－未检出。

Ｎｏｔｅ：－－Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３４７　羊踯躅花不同花期样品含量测定　羊踯躅
不同花期（Ｓ１６～Ｓ２０）Ｑｍａｒｋｅｒ含量见图１０（鲜品
含量均扣除水分）。结果表明，不同花期羊踯躅

Ｑｍａｒｋｅｒ含量存在差异，ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷均在
盛开期含量最高，分别为 ０３８６８％、０４６４８％、
０４６３２％，其次是初开期含量较高；槲皮苷仅在花
蕾期具有较高含量，为 ０１７２０％。从整体含量来
看，盛开期总质量分数较高，为１３１５０％。

图１０　不同花期羊踯躅Ｑｍａｒｋｅｒ含量测定
Ｆｉｇ１０　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＱｍａｒｋｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ
ｍｏｌｌｅＧＤｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｏｗｅｒｉｎｇｓｔａｇｅｓ

３４８　不同产地羊踯躅样品含量测定　１１批不同
产地羊踯躅样品 Ｑｍａｒｋｅｒ含量测定结果见表６、图
１１。湖北荆州羊踯躅样品（Ｓ１０）ＲＪⅢ、金丝桃苷质
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量分数最高，分别为０１３６３％、０１７９６％；湖南溆浦
羊踯躅样品（Ｓ１１）ＲＪⅡ质量分数最高，为０１６０３％；
安徽黄山羊踯躅样品 （Ｓ１）槲皮苷质量分数最高，为

０１８６３％。其中Ｓ１０样品中二萜类含量较高，而Ｓ１
样品中黄酮类含量较高，总体来看，Ｓ１０产地的质量
更优。

表６　不同产地羊踯躅Ｑｍａｒｋｅｒ的含量测定。ｎ＝３
Ｔａｂ６　ＣｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＱｍａｒｋｅｒｉｎＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓ．ｎ＝３

Ｎｏ
Ｑｕａｌｉｔｙｆｒａｃｔｉｏｎ／％

ＲＪⅢ ＲＪⅡ Ｈｙｐｅｒｉｎ Ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ Ｄｉｔｅｒｐｅｎｅｓ Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ Ｓｕｍｍａｔｉｏｎ

Ｓ１ ００８３１ ０１２４８ ０１１３３ ０１８６３ ０２０７９ ０２９９６ ０５０７５

Ｓ２ ００８２０ ０１１４７ ０１１２２ ００９５３ ０１９６７ ０２０７４ ０４０４１

Ｓ３ ００８９６ ０１１３７ ００９７９ ００８５１ ０２０３３ ０１８３０ ０３８６４

Ｓ４ ００８７４ ０１２０１ ０１２２０ ００８９５ ０２０７５ ０２１１５ ０４１９０

Ｓ５ ００９６１ ０１３７０ ０１２４４ ００９３５ ０２３３１ ０２２７９ ０４６１０

Ｓ６ ００５８９ ００７１６ ０１０８４ ００９４６ ０１３０５ ０２０３０ ０３３３５

Ｓ７ ００８６８ ０１１１９ ０１４６３ ００９７０ ０１９８７ ０２４３２ ０４４１９

Ｓ８ ００８４２ ０１４８３ ０１１４７ ０１１０６ ０２３２６ ０２２５３ ０４５７９

Ｓ９ ００８３５ ０１２３４ ０１３５１ ０１０４９ ０２０６９ ０２４００ ０４４６９

Ｓ１０ ０１３６３ ０１１２４ ０１７９６ ００９５６ ０２４８８ ０２７５３ ０５２４０

Ｓ１１ ０１１０２ ０１６０３ ０１１０３ ００７９６ ０２７０５ ０１８９９ ０４６０４

图１１　不同产地羊踯躅Ｑｍａｒｋｅｒ的含量
Ｆｉｇ１１　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆＱｍａｒｋｅｒｉｎＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ
ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓ

４　讨　论
４１　指纹图谱及化学识别模式分析

中药因多成分、多靶点、多通路的特点，单一指

标难以全面反映药材质量。中药指纹图谱广泛应用

于中药质量控制、真伪鉴别和谱效关系研究，并能系

统地反映出各组分的信息情况［１２］。但中药指纹图

谱无法反映出不同产地药材的共同差异性标志物，

因此需要结合化学模式识别方法进行科学全面的分

析，从而筛选Ｑｍａｒｋｅｒ［１３］。
本研究通过建立羊踯躅药材 ＨＰＬＣＥＬＳＤ指纹

图谱，共确定１０个共有峰，１１批羊踯躅药材相似度
在０２０３～０９８８，说明不同产地羊踯躅质量存在一
定差异。ＨＣＡ、ＰＣＡ、ＯＰＬＳＤＡ结果均表明１１批羊
踯躅药材分为 ４类，通过 ＶＩＰ值排序发现 ＲＪⅢ、

ＲＪⅡ、金丝桃苷、槲皮苷均大于１，可作为羊踯躅的
潜在Ｑｍａｒｋｅｒ。此外，峰１、峰１０亦可作为区分不
同产地羊踯躅药材的差异成分，但由于未做质谱鉴

定，无法指认，后续将加强该方面的研究。

４２　羊踯躅潜在Ｑｍａｒｋｅｒ预测分析
羊踯躅作为一种民间常用中药，具有抗炎、镇

痛、免疫调节、抗肿瘤等药理作用［１４１５］，常用于治疗

风湿骨病顽疾，其二萜类、黄酮类为主要功能性物

质［１６］。目前尚未见羊踯躅 Ｑｍａｒｋｅｒ相关研究，一
定程度上限制了羊踯躅的质量评价及质量控制。

ＸＵ等［１７］指出“成分可测性”是建立适当的质量评

价方法和质量标准的必要条件，本研究基于指纹图

谱结合化学识别模式筛选了 ＲＪⅡ、ＲＪⅢ、金丝桃
苷、槲皮苷为羊踯躅的差异性成分，结合羊踯躅中化

学成分及主要活性成分来看，二萜类及黄酮类化合

物是羊踯躅Ｑｍａｒｋｅｒ的主要选择。Ｆｅｎｇ等［１８］采用

ＨＰＬＣ法测定了羊踯躅中 ＲＪⅢ、ＲＪⅡ的含量；Ｇｕｏ
等［１９］建立了同时测定不同产地羊踯躅中 ＲＪⅡ、ＲＪ
Ⅲ、槲皮苷及金丝桃苷含量的ＨＰＬＣ方法，所建立的
方法稳定可靠。本研究通过网络药理学挖掘，发现

以上化合物对自身免疫性疾病、肿瘤等存在潜在的

治疗作用，与其传统应用和药理研究结果基本相符，

可作为羊踯躅的Ｑｍａｒｋｅｒ。
网络药理学研究表明羊踯躅活性成分可作用于

ＡＫＴ１、ＴＮＦ、ＥＧＦＲ等多个靶点及 ＴＮＦＪＮＫ信号通
路、Ｗｎｔ信号通路、ＴＬＲ２／４ＭＡＰＫ等多条信号通路，
而这些通路与靶点对机体产生重要调节作用［２０２１］。
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已有研究表明 ＲＪⅢ与 ＲＪⅡ的生物利用度及生物
转化远高于其他二萜类物质［９］，Ｌｉｕ等［２２］证实 ＲＪ
Ⅲ通过介导Ｗｎｔ信号通路抑制ＲＡＦＬＳ细胞的炎症
反应，降低促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１β的含量，具有较强
的抗炎镇痛活性［２３］。Ｋｏｎｇ等［２４］研究指出 ＲＪⅡ可
调控Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路，抑制细胞炎症因子的分
泌；金丝桃苷、槲皮苷可通过下调 ＮＦκＢ等信号通
路降低 ＴＮＦα、ＩＬ１β的含量［２５］，此外还可靶向

ＡＫＴ１调节 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路防治小鼠肾
病［２６］或其他相关通路抑制癌症的发展［２７］。研究表

明，在肿瘤发生过程中 ＥＧＦＲ大量表达或产生突
变［２８］，而槲皮苷、金丝桃苷可显著降低 ＥＧＦＲ的基
因表达，对结肠癌细胞增殖表现出显著的抑制作

用［２９３０］，以上药理研究结果表明，羊踯躅治疗疾病

多靶点多通路的特点，为进一步阐明羊踯躅治疗自

身免疫性疾病、肿瘤等作用机制提供新思路，也证实

了本研究选择 ＲＪⅡ、ＲＪⅢ、槲皮苷、金丝桃苷为羊
踯躅Ｑｍａｒｋｅｒ的科学性及合理性。
４３　多成分含量测定分析

本研究首次建立了羊踯躅指纹图谱，结合网络

药理学挖掘，确定 ＲＪⅡ、ＲＪⅢ、金丝桃苷与槲皮苷
为羊踯躅的Ｑｍａｒｋｅｒ，并探索不同部位、不同花期、
不同产地羊踯躅 Ｑｍａｒｋｅｒ含量差异。从含量测定
结果表明不同部位羊踯躅 Ｑｍａｒｋｅｒ含量存在一定
差异，说明羊踯躅不同部位不可相互替代或混用，

ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷、槲皮苷总含量在花中含量
最高，在茎中含量最低，表明羊踯躅花入药可能具有

更好的疗效，此结果与《中国药典》２０２０年版规定羊
踯躅为花入药相符［４］，羊踯躅叶Ｑｍａｒｋｅｒ含量仅次
于花，说明其叶具有一定的药用价值。通过比较 Ｓ６
（河南栾川干品）与 Ｓ１５（河南栾川鲜品），发现鲜品
中Ｑｍａｒｋｅｒ含量明显高于干品，提示鲜品可能具有
更好的临床疗效，也说明产地初加工方式及仓储方

式会影响羊踯躅有效成分含量，为保证羊踯躅药材

的质量，需要对羊踯躅药材的加工处理方式及保存

进行严格控制，制定相应的质量评价标准。

目前，市场流通中羊踯躅药材花期采收混乱，不

利于质量控制，本研究测定羊踯躅不同花期

Ｑｍａｒｋｅｒ含量，结果显示不同花期ＲＪⅢ含量先降后
升再降，盛开期含量最高；不同花期 ＲＪⅡ、金丝桃
苷含量呈先升后降，再升再降的趋势，均以盛开期含

量最高，花蕾期含量最低；花蕾期槲皮苷含量最高，

其余花期槲皮苷含量均低于检测限，无法检出。从

Ｑｍａｒｋｅｒ总含量来看，盛开期总含量最高，半开期含

量最低，提示羊踯躅以盛开期采收为宜。羊踯躅因

毒性问题导致其开发利用受到桎梏，造成资源浪费。

“毒效二重性”是中药的特点，在适量剂量之内为

“效”，用之过度则为“毒”。毒性的本质是药效峻猛

的一种表现形式，通过炮制、配伍等缓和羊踯躅的过

度纠偏和调节，使羊踯躅“毒性”最大药效化。目前

已有研究发现羊踯躅与栀子配伍可缓和其毒性［３１］，

或以蜂蜜、植物油赋形，可降低羊踯躅的毒性［１６］，利

用生物检测等手段对其进行质量评价，完善羊踯躅

药材的质量控制标准，推动羊踯躅减毒增效工艺的

高质量发展，实现“毒效”的关系转化。利用大数据
网络平台筛选出潜在的减毒成分，并基于传统中医

药理论探究配伍不同的减毒成分和炮制方法对羊踯

躅毒性成分的影响及减毒增效的药效机制，加强羊

踯躅毒性成分基础研究、毒理作用分子机制研究、机

体风险因素研究。此外，构建羊踯躅基于易感人群

辨识实现辨证用药科学避毒、易感物质质量控制实

现安全性质量控制、临床精准用量控制等中药安全

性风险“人药用”三维警戒体系，保障羊踯躅的临
床安全合理应用，为羊踯躅新药开发及药品安全性

评价提供一定参考依据。

５　结　论
综上，本研究基于指纹图谱与网络药理学的综

合预测分析和差异比较及质量标志物筛选原则，建

议将ＲＪⅢ、ＲＪⅡ、金丝桃苷、槲皮苷４种活性成分
选定为羊踯躅药效物质基础的 Ｑｍａｒｋｅｒ。目前，羊
踯躅的基础研究相对较薄弱，质量检测标准较单一，

不符合中药材质量控制的基本要求，严重限制了羊

踯躅的开发与利用，药理学研究表明羊踯躅治疗疾

病的作用机制仍需进行深入研究。后续课题组将研

究不同储存年限以及不同炮制方法羊踯躅的指纹图

谱以及有效成分含量的动态变化，筛选特征化学成

分，区分不同来源的药材。羊踯躅主产于湖南、湖

北、广西、安徽等地，故本研究所用样品均采自其主

产地，具有足够的代表性，但药材批次较少，后续将

增加样品批次，以期建立更为全面的羊踯躅质量评

价体系，并在此基础上借助大数据网络挖掘羊踯躅

的靶标蛋白与信号通路，紧扣羊踯躅已知的生物学

信息，采用分子对接技术构建有效活性成分与分子

机制相互作用网络。在中医药理论的指导下，加强

对羊踯躅禁忌证、适应证的了解，结合动物模型实验

验证，规范剂量毒性关系，同时寻找有效的减毒增
效策略，探索并结合现代科学方法对羊踯躅配伍和
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炮制方法进行大胆创新，促进羊踯躅资源的开发与

利用。
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ｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｍｏｌｌｅＧＤｏｎ［Ｊ］．ＬｉｓｈｉｚｈｅｎＭｅｄＭａｔｅｒＭｅｄ
Ｒｅｓ（时珍国医国药），２０１１，２２（９）：２１８３２１８５．

（收稿日期：２０２４０５１３）
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