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摘　 要: 为研究牡荆叶指纹图谱与抗氧化活性的谱－效关系ꎬ该研究首先建立了 １８ 批牡荆叶的高效液相色

谱－电化学检测法(ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ)指纹图谱ꎬ对不同来源牡荆叶药材进行聚类分析ꎬ鉴定主要酚类化合物且测定

其含量ꎬ分析牡荆叶的总酚和总黄酮含量ꎬ并采用 ＤＰＰＨ 自由基清除法、ＡＢＴＳ 自由基清除法、氧自由基吸收能

力法及铁离子还原能力法考察其体外抗氧化活性ꎬ通过皮尔逊相关分析、灰度关联分析及偏最小二乘回归分

析法研究牡荆叶的谱－效关系ꎮ 结果表明:(１)牡荆叶的指纹图谱标定 ２１ 个共有峰ꎬ共指认出 １０ 个峰ꎬ其含量

顺序为绿原酸>异荭草苷>木犀草苷>异牡荆素>异绿原酸 Ａ>异绿原酸 Ｃ>原儿茶酸>荭草苷>异绿原酸 Ｂ>新
绿原酸ꎻ不同产地样品间相似性较高ꎬ相似度结果为 ０.８１６~０.９８３ꎮ (２)系统聚类分析显示ꎬ样品含量对分类有

一定影响ꎬ不同来源样品被分为 ３ 类ꎬ其中南北方样品存在一定差异ꎮ (３)牡荆叶中总酚和总黄酮的含量分别

为 １５.８２~６１.８３ ｍｇｇ￣１和 ２７.８５~１５７.６５ ｍｇｇ￣１ꎬ样品均具不同程度的抗氧化活性ꎮ (４)谱－效关系表明ꎬ牡荆

叶的抗氧化活性是多种化合物协同作用的结果ꎬ峰 ９(异荭草苷)、峰 ４ 和峰 ５(绿原酸)等化合物对牡荆叶药材

抗氧化活性的贡献最大ꎮ 综上表明ꎬ牡荆叶具有较好的抗氧化活性ꎬ其中主要的活性指标是异荭草苷和绿原

酸ꎮ 该研究结果可为牡荆叶抗氧化活性成分的筛选及其质量控制提供参考依据ꎮ
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ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓꎬ ＨＰＬＣꎬ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬ ｓｐｅｃｔｒｕｍ￣ｅｆｆｅｃｔ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

　 　 牡荆( Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ) 是马鞭

草科牡荆属植物ꎬ分布于中国华东各省及广西、广
东、河北、贵州、四川等地ꎬ其叶具有解表化湿、祛
痰平喘等功效(«全国中草药汇编»编写组ꎬ１９９６ꎻ
国家药典委员会ꎬ２０２０)ꎮ 牡荆主要成分为酚酸、
黄酮、木脂素和萜类等化合物ꎮ 现代药理研究表

明ꎬ牡荆具有抗氧化、抗炎镇痛、抑菌、抗肿瘤等生

物活性(舒柄垚等ꎬ２０２０)ꎮ 抗氧化是牡荆的主要

生物活性之一ꎬ向蓉等(２０２１)研究表明牡荆水提

取物和醇提取物均具有一定的抗氧化活性ꎬ其中

酚酸和黄酮类物质是其主要活性成分ꎮ Ｈｕ 等

(２０１５)研究上证实大部分酚酸类物质具有较强的

２ꎬ ２′￣联 氮￣二 ( ３￣乙 基 苯 并 噻 唑 啉￣６￣磺 酸 )
(ＡＢＴＳ)自由基清除活性ꎮ 然而ꎬ其抗氧化活性药

效物质基础尚不明确ꎬ并且未将指纹图谱结合生

物活性进行质量控制评价研究ꎮ
谱－效关系研究是将药用植物的指纹图谱与其

药效结果相结合起来ꎬ通过建立“谱－效”数学模型

来反映中药的内在品质ꎬ其广泛应用于药用植物内

在质量控制评价研究(王勤等ꎬ２０１７ꎻ晏朝操和张建

峰ꎬ２０２０)ꎮ ＨＰＬＣ 具有灵敏度高、分离度和重现性

好、高效快速、应用范围广等特点ꎬ目前已成为色谱

指纹 图 谱 研 究 的 首 选 方 法ꎬ 而 电 化 学 检 测 法

(ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ＥＣＤ)通过测量物质的电

信号变化ꎬ可选择性地检测具有氧化还原性质的化

合物ꎬ如带有硝基、巯基、酚羟基等基团的有机化合

物ꎮ 因此ꎬ可用 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 筛查药用植物的抗氧化

活性成分(罗敏等ꎬ２０２０ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 目

前ꎬ谱－效关系研究的分析方法众多ꎬ其中灰度关联

分析法(ｇｒａｙ ｒｅｌａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＧＲＡ)能够分析共有

峰峰面积的变化与药效指标的变化趋势ꎬ偏最小二

乘 回 归 分 析 法 ( ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＰＬＳＲ)对于系统的信息和噪声更易于辨

别ꎬ可以弥补灰度关联分析法中关联度均为正值所

带来的分析误差 (刘晓燕等ꎬ２０２０)ꎮ 因此ꎬ常将

ＧＲＡ 和 ＰＬＳＲ 相结合应用于谱－效关系分析研究ꎮ

５２１１６ 期 吴其妹等: 基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 研究牡荆叶抗氧化的谱－效关系



本研究收集 １８ 批不同来源的牡荆叶样品ꎬ采
用 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 和体外抗氧化活性评价方法ꎬ通过

建立 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 指纹图谱且结合样品含量测定、
系统聚类分析( ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＨＣＡ)
和谱－效关系分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)牡荆叶的

化学成分及其含量ꎻ(２)牡荆叶不同化学成分对抗

氧化活性的贡献ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 药材与试剂 　 新鲜牡荆叶样品采自广西、广
东和河北ꎬ按照 ２０２０ 年«中国药典»中牡荆叶的鉴

定要求ꎬ经遵义医科大学孟令杰博士鉴定为马鞭

草科牡荆属牡荆( Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ)
的叶ꎬ其详细信息见表 １ꎮ 新鲜牡荆叶于 ４０ ℃ 下

烘干后ꎬ分别粉碎并过 ５０ 目筛ꎬ放置在 ４ ℃ 条件

下保存备用ꎮ
原儿茶酸、绿原酸、木犀草苷、没食子酸、奎诺

二甲基丙烯酸酯(Ｔｒｏｌｏｘ)(阿拉丁生化科技股份有

限 公 司ꎬ 批 号 分 别 为 Ｋ１７１７０９１、 Ｊ１５２３０５０、
１０１２２４０１、Ｌ１８１０２４８、Ａ２０１００５９ꎬ纯度≥９７％)ꎻ荭
草苷、异荭草苷、新绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸

Ｂ、异绿原酸 Ｃ(成都普菲德生物技术有限公司ꎬ批
号 分 别 为 ２００３１２０２、 ２００５２２０１、 １９０４２３０５、
２００３２６０１、２００３２６０２、２００８０８０２ꎬ纯度≥９８％)ꎻ异
牡荆素 (上海诗丹德标准技术服务有限公司ꎬ批号

为 ＳＴ０９６５０１２０ꎬ纯度≥ ９８％)ꎻ芦丁(国药集团化

学试剂有限公司ꎬ批号为 ２０１６０９２ꎬ纯度≥９５％)ꎻ甲
醇、乙腈均为色谱级ꎬ均购自北京伊诺凯科技有限

公司ꎻ其余试剂均为分析纯ꎮ
１.１.２ 仪器　 Ｔｈｅｒｍｏ ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ ｂｉｏ￣ＲＳ 型 ＨＰＬＣ
仪ꎬ检测器为 ＥＣＤ￣３０００ ＲＳꎻＳｏｒｖａｌｌ ＳＴ ８Ｒ 型高速

离 心 机 ( 美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司 )ꎻ
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ｘ 型多功能酶标仪 [美谷分子仪器

(上海)有限公司]ꎻＭＥ１０４Ｅ 型电子天平[梅特勒－
托利多仪器(上海)有限公司]ꎻＰｕｒｅｌａｂ Ｃｈｏｒｕｓ ２ 型

纯 水 超 纯 水 系 统 ( 英 国 埃 尔 格 公 司 )ꎻ ＧＺＸ￣
９０７０ＭＢＥ 型电热鼓风干燥箱(上海博讯实业有限

公司医疗设备厂)ꎮ

表 １　 牡荆来源信息
Ｔａｂｌｅ１　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

产地
Ｐｌａｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ

采集时间
Ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

产地
Ｐｌａｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ

采集时间
Ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

Ｓ１ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０６ Ｓ１０ 广东潮州
Ｃｈａｏｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

２０２１－１０－０８

Ｓ２ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０６ Ｓ１１ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－１０－１３

Ｓ３ 广东清远
Ｑｉｎｇｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

２０２１－１０－０７ Ｓ１２ 广西来宾
Ｌａｉｂｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０２

Ｓ４ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０６ Ｓ１３ 广西来宾
Ｌａｉｂｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０２

Ｓ５ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－１８ Ｓ１４ 广东湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

２０２１－１０－１０

Ｓ６ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－１８ Ｓ１５ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－１０－１３

Ｓ７ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－２０ Ｓ１６ 河北保定
Ｂａｏｄｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ

２０２１－１０－１５

Ｓ８ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－２０ Ｓ１７ 河北保定
Ｂａｏｄｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ

２０２１－１０－１５

Ｓ９ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－２０ Ｓ１８ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－１０－２０

１.２ 方法

１.２.１ 标准品溶液的制备 　 精密称取原儿茶酸、新
绿原酸、绿原酸、荭草苷、异荭草苷、异牡荆素、木

犀草苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ 适

量ꎬ用甲醇溶解制成 ２ ｍｇｍＬ￣１的标准品储备液ꎬ
于－２０ ℃下冷冻保存以备用ꎮ

６２１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１.２.２ 供试品溶液的制备 　 分别精密称取不同批

号的牡荆叶样品ꎬ以 ８０％甲醇为溶剂ꎬ按 １ ∶ ３０
(ｇｍＬ￣１)的料液比在 ２５ ℃ 下超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ
于 ９ ０００ ｒｍｉｎ￣１条件下离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液加

８０％甲醇按 １ ∶ １ 等体积稀释混匀ꎬ过 ０.２２ μｍ 有

机滤膜即制得供试品溶液ꎮ
１.２.３ 色谱条件　 ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８ 色谱柱

(３.０ ｍｍ × １５０ ｍｍꎬ ２.５ μｍ)ꎻ流动相乙腈(Ａ) －
甲酸铵柠檬酸混合溶液(Ｂ) (２５ ｍｍｏｌＬ￣１甲酸铵

溶液和 ２５ ｍｍｏｌＬ￣１柠檬酸溶液以 １ ∶ １ 等体积混

匀ꎬ用甲酸调 ｐＨ 至 ２.６)梯度洗脱(０ ~ ９.５ ｍｉｎꎬ
５％ → ７.５％ Ａꎻ ９.５ ~ １２.５ ｍｉｎꎬ ７.５％ → １２％ Ａꎻ
１２.５ ~ ３０ ｍｉｎꎬ保持 １２％ Ａꎻ ３０ ~ ４０ ｍｉｎꎬ １２％ →
１９％ Ａꎻ ４０ ~ ４８ ｍｉｎꎬ保持 １９％ Ａꎻ ４８ ~ ５３ ｍｉｎꎬ
１９％→ ４５％ Ａꎻ ５３~ ５５ ｍｉｎꎬ ４５％→８０％ Ａ)ꎻＥＣＤ
检测电压 ７００ ｍＶꎻ流速 ０. ６ ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ柱温 ４５
℃ꎬ样温 １２ ℃ꎻ进样量 １ μＬꎮ
１.２.４ 总酚、总黄酮含量测定及体外抗氧化实验

１.２.４. １ 总酚含量测定 　 参照 Ｄｚ̇ｕｇａｎ 等( ２０１８)
的方法并稍作修改ꎬ先吸取 ２５０ μＬ 供试品稀释

液 ( 加 ８０％ 甲 醇 稀 释 ４０ 倍 ) 和 ２５０ μＬ ０. ２５
ｍｏｌＬ ￣１ Ｆｏｌｉｎ 酚试剂混合静置 ３ ｍｉｎ 后ꎬ加入

５００ μＬ １５％ Ｎａ２ＣＯ３溶液混匀后暗反应 ３０ ｍｉｎꎬ
离心取上清液于酶标仪 ７６０ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ
以没食子酸溶液为标准ꎬ所有样品测量结果均以

没食子酸当量(ｍｇｇ ￣１)表示ꎮ 没食子酸标准品

与吸光度值的回归方程为 ｙ ＝ ０.０１４ ２ｘ＋０.０６２ ５ꎬ
Ｒ２ ＝ ０.９９８ ８ꎮ
１.２.４.２ 总黄酮含量测定　 参照 Ｈｅ 等(２０１５)的方

法并稍作修改ꎬ先吸取 ５００ μＬ 供试品稀释液(加

８０％甲醇稀释 ５ 倍)、１ ０００ μＬ ８０％甲醇、２５０ μＬ
５％ ＮａＮＯ２溶液ꎬ混匀放置 ６ ｍｉｎ 后ꎬ再加入 ２５０ μＬ
１０％ Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液ꎬ混匀放置 ６ ｍｉｎ 后ꎬ又加入

２ ０００ μＬ ４％ ＮａＯＨ 溶液ꎬ混匀放置 １５ ｍｉｎ 后ꎬ于
酶标仪 ５１０ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以芦丁溶液为标

准ꎬ所有样品测量结果均以芦丁当量(ｍｇｇ￣１)表

示ꎮ 芦丁标准品与吸光度值的回归方程为 ｙ ＝
０.０００ ９ｘ ＋ ０.０４６ ０ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９９ ２ꎮ
１.２.４.３ 铁 离 子 还 原 能 力 ( ｆｅｒｒｉｃ ｉｏｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｏｗｅｒꎬ ＦＲＡＰ ) 测定 　 参照王金梅等

(２０１７)的方法并稍作修改ꎬ分别吸取供试品稀释

液(加入 ８０％的甲醇稀释 ６０ 倍)ꎬ加入 ８０％的甲醇

至 １００ μＬ 后ꎬ加入 ３００ μＬ ＴＰＴＺ 工作液混匀反应ꎬ

５ ｍｉｎ 后于酶标仪 ５９３ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以

Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为标准ꎬ所有样品测量结果均以 Ｔｒｏｌｏｘ
当量(ｍｇｇ￣１)表示ꎮ Ｔｒｏｌｏｘ 标准品与吸光度值的

回归方程为 ｙ＝ ０.０１９ ２ｘ ＋ ０.０２２ ２ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９６ ９ꎮ
１.２.４. ４ ＤＰＰＨ 自由基清除实验 　 参照 Ｚｈａｎｇ 等

(２０１５)的方法并稍作修改ꎬ分别吸取 ８０ μＬ 的供

试品稀释液(加入 ８０％的甲醇稀释 ２０ 倍)ꎬ加入

８０％的甲醇至 ２００ μＬ 后ꎬ再加入 ＤＰＰＨ 自由基母

液[ＤＰＰＨ ∶ ８０％甲醇 ＝ １ ∶ １０ (ｍｇｍＬ￣１)] ４００
μＬꎬ摇匀ꎬ暗反应 １０ ｍｉｎ 后ꎬ于酶标仪 ５１７ ｎｍ 处测

定吸光度ꎮ 以 ８０％甲醇为空白组ꎬ不同浓度的

Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为对照组ꎮ 所有样品测量结果均以清

除率表示ꎬ清除率计算公式:
ＤＰＰＨ 清除率 ＝ (Ａ空白组－Ａ样品组) / Ａ空白组×１００％

(１)
１.２.４.５ ＡＢＴＳ 自 由 基 清 除 实 验 　 参 照 Ａａｔｉ 等

(２０１８)的方法并稍作修改ꎬ分别吸取 １００ μＬ 的供

试品稀释液(加入 ８０％的甲醇稀释 ３０ 倍)ꎬ加入

２００ μＬ 的 ＡＢＴＳ 工作液ꎬ混匀暗反应 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ于
酶标仪 ７３４ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以 ８０％甲醇为空

白组ꎬ不同浓度的 Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为对照组ꎮ 所有样品

测量结果均以清除率表示ꎬ清除率计算公式:
ＡＢＴＳ 清除率 ＝ (Ａ空白组－Ａ样品组) / Ａ空白组×１００％

(２)
１.２.４.６ 氧 自 由 基 吸 收 能 力 ( ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙꎬ ＯＲＡＣ)测定 　 在供试品溶液

中加入磷酸盐缓冲溶液稀释 ５００ 倍得到供试品稀

释液ꎬ实验步骤参照徐维盛等(２０１４)的方法ꎬ每隔

５ ｍｉｎ 测定一次荧光强度ꎬ总时间为 ３ ｈꎮ 以磷酸

盐缓冲溶液为空白组ꎬ不同浓度的 Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为对

照组ꎮ 所有样品测量结果均以 Ｔｒｏｌｏｘ(ｍｇｇ￣１)表
示ꎬ具体计算公式表示为式(３)和式(４):

ＡＵＣ ＝ ０.５ × [ ２ × ( ｆ０＋ ｆ１＋  ＋ ｆｎ－１＋ ｆｎ) － ｆ０－
ｆｎ] × △ｔ (３)

式中:ＡＵＣ 为荧光衰退曲线下面积ꎻ ｆｎ 为第 ｎ
个测定点的相对荧光强度ꎻ△ｔ 为测定荧光强度的

时间间隔ꎮ
ＯＲＡＣ 值 ＝ [(ＡＵＣ样品组－ＡＵＣ空白组) / (ＡＵＣＴｒｏｌｏｘ－

ＡＵＣ空白组)] × ＣＴｒｏｌｏｘ / Ｃ样品组) (４)
Ｔｒｏｌｏｘ 标 准 品 与 净 荧 光 衰 退 曲 线 下 面 积

(ＡＵＣＴｒｏｌｏｘ－ＡＵＣ空白组)的回归方程为 ｙ ＝ １.３６８ ０ｘ ＋
８.３０１ ９ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９４ ６ꎮ
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１.２.５ 数据处理与分析　 采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件进行

数据处理和灰度关联分析ꎻ采用 ＳＰＳＳ ２６ 软件进行

皮尔逊相关分析和系统聚类分析ꎻ采用 ＳＩＭＣＡ
１４.１ 软件进行 ＰＬＳＲ 分析ꎮ 色谱图和 ＰＬＳＲ 结果

通过 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 软件进行绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 指纹图谱方法学考察

２.１. １ 精密度试验 　 取牡荆叶 (批号为 Ｓ２)ꎬ按
“１.２.２”项下方法制备成供试品溶液ꎬ于“１.２.３”项
的色谱条件连续进样 ６ 次ꎬ２１ 个共有峰保留时间

的 ＲＳＤ≤０.４５％ꎬ峰面积的 ＲＳＤ≤１.３１％ꎬ这说明

试验方法符合分析检测要求ꎮ
２.１. ２ 重复性试验 　 取牡荆叶 (批号为 Ｓ２)ꎬ按
“１.２. ２” 项下方法制备成 ６ 份供试品溶液ꎬ于

“１.２.３”项的色谱条件下进样分析ꎬ２１ 个共有峰保

留时间的 ＲＳＤ≤１.７２％ꎬ峰面积的 ＲＳＤ≤４.８１％ꎬ
结果表明试验建立的方法重复性较好ꎮ
２.１. ３ 稳 定 性 试 验 　 取牡荆叶 (批号为 Ｓ２) 按

“１.２.２”项下方法制备成供试品溶液ꎬ在“１.２.３”项
的色谱条件下分别于 ０、４、８、１２、１６、１８、２４ ｈ 进样

分析ꎬ２１ 个共有峰保留时间的 ＲＳＤ≤０.５８％ꎬ峰面

积的 ＲＳＤ≤３.９４％ꎬ结果表明 ２４ ｈ 内稳定性较好ꎮ
２.２ ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 指纹图谱的建立及共有峰指认

分别取 １８ 批牡荆叶ꎬ按照“１.２.２”项下方法制

备供试品溶液ꎬ同“１.２.３”条件测定并记录色谱图

和总峰面积ꎬ将色谱图导入«中药色谱指纹图谱相

似度评价系统(２０１２ 版)»ꎬ以 Ｓ８ 为参照图谱ꎬ生
成牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 指纹图谱(图 １)、混合标准

品图(Ａ)和对照指纹图谱( Ｂ) (图 ２)ꎮ 通过多点

校正和 Ｍａｒｋ 峰匹配得到 ２１ 个共有峰ꎬ其中峰 １、
２、５、８、９、１１、１２、１４、１５、１７ 分别为原儿茶酸、新绿

原酸、绿原酸、荭草苷、异荭草苷、异牡荆素、木犀

草苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃꎮ 计算

其与 对 照 指 纹 图 谱 的 相 似 度ꎬ 相 似 度 结 果 为

０.８１６ ~ ０. ９８３ꎬ 样 品 Ｓ１ － Ｓ１８ 的 相 似 度 分 别 为

０.８４３、０.９８３、 ０. ９６７、 ０. ９５９、 ０. ９５３、 ０. ９１６、 ０. ９６９、
０. ９６６、０. ９６８、０. ９８０、０. ９７８、０. ９５３、０. ９７４、０. ９４７、
０.９６４、０.８４７、０.８１６、０.９５０ꎮ
２.３ 标准曲线和检测限

分别取“１.２.１”项下的对照品溶液制备成系列

质量混合标准品溶液ꎬ在“１.２.３”条件下ꎬ以对照品

质量浓度为横坐标ꎬ峰面积为纵坐标ꎬ绘制标准曲

线ꎬ以信噪比为 ３ ∶ １ 计算分析方法的检测限

(ＬＯＤ)ꎮ 结果显示各化合物在一定的质量浓度范

围下ꎬ峰面积有良好的线性相关性(表 ２)ꎬ相关系

数大于 ０.９９９ꎬＬＯＤ 为 ２.２ ~ ３０.４ ｎｇｍＬ￣１ꎮ
２.４ 加标回收实验

称取已知含量的牡荆叶样品ꎬ平行精密称定 ６
份ꎬ加入一定量的对照品混合储备溶液ꎬ于“１.２.３”
项下的色谱条件进样分析ꎮ 表 ２ 结果显示ꎬ１０ 种

化合 物 的 回 收 率 为 ９０. １３％ ~ ９９. ５６％ꎬ ＲＳＤ ≤
６.４１％ꎬ该方法的准确度良好ꎮ
２.５ 含量测定

按“ １. ２. ２ ” 项下方法制备供试品溶液ꎬ 于

“１.２.３”项的色谱条件下ꎬ测定不同产地牡荆叶的 １０
个化合物含量ꎬ结果见表 ３ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ牡荆叶含

有丰富的酚酸和黄酮类化合物ꎬ不同批次和产地的

各成分含量存在较大差异ꎮ 以各批次含量的平均

值计算ꎬ含量最高的化合物为绿原酸ꎬ其次分别为

异荭草苷、木犀草苷、异牡荆素、异绿原酸 Ａ、异绿原

酸 Ｃ、原儿茶酸、荭草苷、异绿原酸 Ｂ、新绿原酸ꎮ
２.６ 聚类分析

为了研究产地与含量之间的关系ꎬ以 ２１ 个共

有峰的相对峰面积为变量ꎬ采用 ＨＣＡ 分析方法ꎬ
通过 ＳＰＳＳ ２６ 软件采用平方欧式距离为测量度对

１８ 批牡荆叶样品进行聚类分析(图 ３)ꎮ 图 ３ 结果

表明ꎬ当欧式距离为 ４ 左右时ꎬ药材可分为 ３ 类ꎬ
即测定的 １０ 个化合物总含量分别为 １３. ０６ ~
３１.６９、３８.０１ ~ ４１.０３、７８.９９ ｍｇｇ￣１ꎮ 河北产地药

材为 １３.０６ ~ ３１.６９ ｍｇｇ￣１ꎬ而广东和广西的在分

类中存在交叉情况ꎮ
２.７ 总峰面积、总酚含量、总黄酮含量及体外抗氧

化实验结果

１８ 批牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 总峰面积、总酚、总黄

酮含量及体外抗氧化实验结果见表 ４ꎮ 由表 ４ 可

知ꎬ不同批次牡荆叶的总酚、总黄酮类化合物存在

较大差异ꎬ其含量分别为 １５.８２ ~ ６１.８３ ｍｇｇ￣１和

２７.８５ ~ １５７.６５ ｍｇｇ￣１ꎮ 牡荆叶具有一定的 ＤＰＰＨ
自由基清除能力、ＡＢＴＳ 自由基清除能力、氧自由

基吸收能力及铁离子还原能力ꎬ说明牡荆叶 ８０％
甲醇提取物具有一定抗氧化活性ꎮ
２.８ 谱－效关系分析

２.８.１ 皮尔逊相关分析 　 对牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 样

品的总峰面积、总酚含量、 总黄酮含量分别与体外

８２１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



图 １　 １８ 批牡荆叶指纹图谱
Ｆｉｇ. １　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ １８ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ

图 ２　 混合标准品图(Ａ)和对照指纹图谱(Ｂ)
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ (Ａ) ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ (Ｂ)

抗氧化活性进行皮尔逊相关分析比较ꎬ结果见

表 ５ꎮ
由表 ５ 可知ꎬ牡荆叶中总酚、总黄酮含量分别与

ＤＰＰＨ 自由基清除能力、ＡＢＴＳ 自由基清除能力、
ＯＲＡＣ 氧自由基吸收能力及铁离子还原能力均呈显

著正相关ꎬ相关系数大于 ０.７７ꎮ ＥＣＤ 检测器可选择

性地检测具有氧化还原性质的化合物ꎬ同时ꎬ分析

结果表明 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 样品中总峰面积与总酚、总黄

酮的含量和体外抗氧化活性均呈显著正相关ꎮ
２.８.２ 灰度关联分析 　 采用均值化法对原始数据

进行无量化处理ꎮ 以不同批次牡荆叶的抗氧化结

果作为母序列ꎬ以共有峰峰面积作为子序列ꎬ分辨

系数 ρ 取 ０. ５ꎬ按照文献(帖晓燕等ꎬ２０２１ꎻ Ｄｕ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０２１)的方法计算共有峰与药效之间灰度关

联度系数( ｒ)的大小ꎬ结果见表 ６ꎮ
由表 ６ 可知ꎬ牡荆叶中的共有峰与各抗氧化活

性的关联度很高ꎬ关联度均大于 ０.７９ꎬ表明牡荆叶

的抗氧化活性是多种化合物的协同作用结果ꎮ 以

４ 种抗氧化活性关联度的平均值计算ꎬ关联度最高

的 １０ 个峰依次为峰 ９(异荭草苷) >峰 ４>峰 ２(新
绿原酸) >峰 ５(绿原酸) >峰 ６>峰 １１(异牡荆素) >
峰 ２０>峰 １２(木犀草苷) >峰 １５(异绿原酸 Ａ) >峰
１４(异绿原酸 Ｂ)ꎮ
２.８.３ ＰＬＳＲ 分析　 ＰＬＳＲ 分析是以典型相关分析、
主成分分析和多元线性回归分析方法为基础的多

元统计方法ꎬ 能反映共有峰对药效指标的综合贡
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表 ２　 １０ 种化合物的线性回归方程、检测限和加标回收率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓꎬ ＬＯＤｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ 回归方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

(Ｒ２)

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
(μｇｍＬ ￣１)

检测限
ＬＯＤ

(ｎｇｍＬ ￣１)

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｒａｔｅ
(％)

ＲＳＤ
(％)

原儿茶酸 Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ２３.３４５ｘ ＋ ０.７８８ ０.９９９ ０ ０.４ ~ ２０ ２.２ ９１.６８ ３.６７

新绿原酸 Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ７.０３８ｘ ＋ ０.７０２ ０.９９９ ６ ０.２ ~ １０ ６.７ ９０.１３ ５.１４

绿原酸 Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ６.５７０ｘ ＋ ４.５３２ ０.９９９ １ １２~ ６００ ５.１ ９９.５６ １.４７

荭草苷 Ｏｒｉｅｎｔｉｎ ｙ＝ ５.０４０ｘ － ０.５３０ ０.９９９ ６ ０.１５~ １８ １１.６ ９２.７３ ６.１５

异荭草苷 Ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ ｙ＝ ４.７８０ｘ ＋ ２.０４２ ０.９９９ ２ ８~ ４００ ８.２ ９９.４１ ２.５８

异牡荆素 Ｉｓｏｖｉｔｅｘｉｎ ｙ＝ ７.５５１ｘ － １.１７５ ０.９９９ ５ ２~ ２００ ３０.４ ９１.０５ ６.４１

木犀草苷 Ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ ｙ＝ ４.９６５ｘ ＋ ２.０１１ ０.９９９ ７ ６~ ３００ １０.５ ９４.５９ ３.７６

异绿原酸 Ｂ Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ｙ＝ ８.７６０ｘ ＋ ２.２２３ ０.９９９ ７ ０.３ ~ １５ １５.４ ９２.２４ ４.３６

异绿原酸 Ａ Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ａ ｙ＝ ７.２１０ｘ ＋ ２.１０４ ０.９９９ ７ ４~ ２００ １６.７ ９９.０６ ３.９８

异绿原酸 Ｃ Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ ｙ＝ １０.０００ｘ ＋ ２.０９８ １.０００ ０ ０.６ ~ ３０ １６.５ ９３.２６ ５.０３

表 ３　 牡荆叶 １０ 种化合物的含量测定
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ

样品
编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ (ｍｇｇ ￣１)

原儿茶酸
Ｐｒｏｔｏｃａ￣
ｔｅｃｈｕｉｃ
ａｃｉｄ

新绿原酸
Ｎｅｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ

绿原酸
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ
荭草苷
Ｏｒｉｅｎｔｉｎ

异荭草苷
Ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ

异牡荆素
Ｉｓｏｖｉｔｅｘｉｎ

木犀草苷
Ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ

异绿原酸 Ｂ
Ｉｓｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ Ｂ

异绿原酸 Ａ
Ｉｓｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ Ａ

异绿原酸 Ｃ
Ｉｓｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ Ｃ

Ｓ１ ０.１５９ ０.０３６ ５.８８４ ０.０７９ ５.０２２ ６.５２８ ３.４７８ ０.０３７ ０.５９３ ０.０６７
Ｓ２ ０.２０５ ０.０７７ １５.７７３ ０.１７４ ７.２００ ３.４０４ ９.０２５ ０.１１６ ２.４９５ ０.７３８
Ｓ３ ０.１４１ ０.０７４ １４.４７４ ０.１３４ ７.１６５ ２.３２７ １０.７３４ ０.１１７ ２.５０７ ０.８７２
Ｓ４ ０.１４１ ０.０９４ １０.７５３ ０.０２２ ４.９７３ ３.７８９ ５.７５３ ０.２４６ ５.６４２ ０.２８１
Ｓ５ ０.１２１ ０.０５１ ５.８５０ ０.２１６ ７.０６８ ３.６０９ ２.８８２ ０.０８７ １.２４０ ０.２８１
Ｓ６ ０.６３４ ０.０６７ ５.７２６ ０.００９ ５.３９６ ０.１９０ １.８６５ ０.３０３ ２.３３７ ０.１４７
Ｓ７ ０.１７１ ０.０６０ ７.３２２ ０.３３４ ６.００８ ３.２９５ ５.９８０ ０.１２１ ２.２４６ １.２５９
Ｓ８ ０.３３２ ０.０３８ ６.９６２ ０.２８３ ８.４９３ ２.０３８ ２.９９７ ０.０８５ １.４３８ ０.１５８
Ｓ９ ０.２４６ ０.０９９ ３３.４０２ ０.９３６ １９.３５２ ４.３３１ ９.３２３ ０.４０４ ９.６２２ １.２７２
Ｓ１０ ０.１０４ ０.０４８ ６.０１０ ０.０４１ ２.４４９ １.３８９ ２.６２９ ０.０８９ １.４３２ ０.２５８
Ｓ１１ ０.２２８ ０.０８３ １５.０７３ ０.３９６ １１.０８９ ６.４３２ ４.２７９ ０.１２２ １.８７７ ０.５４３
Ｓ１２ ０.０９０ ０.０２７ ８.９１２ ０.１５４ ６.６２１ ３.６８５ ８.６０３ ０.０４２ ０.５４１ ０.０５５
Ｓ１３ ０.１１４ ０.０５４ １５.０５８ ０.１５９ ９.０９３ ６.６７１ ８.３６９ ０.０６１ １.３７５ ０.０７４
Ｓ１４ ０.４５３ ０.０５３ ５.１３９ ０.０１８ ４.３６５ ０.５９１ １.１７５ ０.１０９ １.０３３ ０.１１９
Ｓ１５ ０.０９４ ０.０６７ １８.５７２ ０.０４９ ６.９９４ ４.７６８ ４.０６１ ０.０８１ ３.１６１ ０.１６７
Ｓ１６ ０.５４２ ０.０５９ ４.１６２ ０.１２８ ９.５０３ ０.４８０ ５.００２ ０.１１９ １.６２６ ０.１８４
Ｓ１７ ０.３６８ ０.０５２ ２.６８６ ０.１２１ ７.６９７ ０.５４１ ３.２１０ ０.１０６ １.０８６ ０.１７１
Ｓ１８ ０.１５５ ０.０５６ ７.２６９ ０.０５７ ６.４９１ ３.７５８ ６.１６３ ０.２０１ ４.７１４ ０.２８５

献程度ꎬ相关系数大于 ０ꎬ表明二者之间呈正相关ꎬ
反之为负相关ꎻ在重要投影(ＶＩＰ)模型中ꎬＶＩＰ 值>
１ꎬ表明该成分对模型有显著影响 (刘晓燕等ꎬ
２０２０)ꎮ 本研究以不同批次的牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ

指纹图谱中各共有峰的峰面积为自变量(Ｘ)ꎬ以不

同批次牡荆叶的抗氧化结果为因变量( Ｙ)ꎬ采用

ＳＩＭＣＡ １４.１ 软件进行 ＰＬＳＲ 分析ꎬ计算 Ｘ 对应 Ｙ
的回归系数和 ＶＩＰ 值ꎬ结果见图 ４ꎮ

０３１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ４　 总峰面积、总酚、总黄酮和体外抗氧化活性的结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ ａｒｅａｓꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

总峰面积
Ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ

ａｒｅａ
(ｎＡｍｉｎ)

总酚含量
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇｇ ￣１)

总黄酮含量
Ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇｇ ￣１)

ＦＲＡＰ 值
ＦＲＡＰ
ｖａｌｕｅ

(ｍｇｇ ￣１)

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ
ｖａｌｕｅ

(ｍｇｇ ￣１)

ＤＰＰＨ 清除率
ＤＰＰＨ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ
(％)

ＡＢＴＳ 清除率
ＡＢＴＳ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ
(％)

Ｓ１ ８ ９２１.６７ ３５.２１ ７７.２６ ９２.９１ ２２０.８６ ４０.３４ ３８.１５

Ｓ２ １１ ０４７.０３ ３５.２８ ７８.１４ ９９.０８ ２２１.２７ ３６.５０ ３８.２４

Ｓ３ １１ ０２４.１６ ３３.２９ ７４.７８ ８９.７０ ２０３.３０ ３３.７７ ３３.７５

Ｓ４ ９ ７０３.３１ ３４.２３ ７５.８４ ７４.７５ ２１７.５８ ３１.５８ ３３.２３

Ｓ５ ６ ９０８.７３ ３２.０７ ６７.４９ ８９.１６ １８８.０９ ３５.８１ ３４.０１

Ｓ６ ５ ７６４.２６ ２０.０３ ３７.１４ ５６.１８ ２３２.１６ １９.９１ １９.９９

Ｓ７ ８ ２６３.８７ ３１.１８ ６９.９１ ７９.５４ １８２.１９ ３４.６８ ２８.２９

Ｓ８ ６ ３７９.８６ ２９.３０ ６１.４８ ７６.７８ ２００.７５ ３１.４６ ２９.０５

Ｓ９ ２２ ０１９.７６ ６１.８３ １５７.６５ １８５.３３ ３５２.２１ ９０.２８ ５５.８４

Ｓ１０ ４ ４４３.３８ ２２.４５ ４９.９８ ５７.４４ １５１.３７ １８.９７ １８.８８

Ｓ１１ １１ ７４８.６０ ５０.４１ １１４.０９ １５１.６３ ２３４.４０ ４３.４４ ５０.３８

Ｓ１２ ７ ６５３.３１ ２８.２０ ５８.６１ ８０.７９ １８５.０６ ２１.５０ ３２.０７

Ｓ１３ １２ ２３６.６２ ３８.９０ ８３.０７ １０２.０４ ２５０.５５ ２６.４６ ３１.３１

Ｓ１４ ４ ４２７.９０ ２０.０７ ４０.３４ ５１.７１ １７５.６７ １１.３１ １９.４３

Ｓ１５ １１ １３１.３１ ４２.７３ ９８.１６ ９２.８３ ２８２.５０ ４４.６７ ３９.２９

Ｓ１６ ５ ３５３.８５ １７.７０ ３２.４４ ４９.５８ １２８.４６ ８.２６ １３.４０

Ｓ１７ ４ ２２９.２３ １５.８２ ２７.８５ ３７.４６ １８４.０５ １４.２２ １３.４８

Ｓ１８ ８ ４８４.９７ ２７.６８ ５９.３９ ７１.４４ １９４.９５ ３０.００ ２７.２０

表 ５　 总峰面积、总酚、总黄酮和体外抗氧化活性的相关系数
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ ａｒｅａｓꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

总峰面积
Ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ

ａｒｅａ

总酚含量
Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ

ｃｏｎｔｅｎｔ

总黄酮含量
Ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

ＦＲＡＰ 值
ＦＲＡＰ ｖａｌｕｅ

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ

ＤＰＰＨ 清除率
ＤＰＰＨ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ

ＡＢＴＳ 清除率
ＡＢＴＳ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ

总峰面积
Ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ ａｒｅａ

１

总酚含量
Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.９２９�� １

总黄酮含量
Ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.９４３�� ０.９９５�� １

ＦＲＡＰ 值
ＦＲＡＰ ｖａｌｕｅ

０.９１５�� ０.９６９�� ０.９６６�� １

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ

０.８７０�� ０.８４０�� ０.８４４�� ０.７８６�� １

ＤＰＰＨ 清除率
ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ

０.９１０�� ０.９１６�� ０.９４０�� ０.９００�� ０.８５２�� １

ＡＢＴＳ 清除率
ＡＢＴＳ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ

０.８６３�� ０.９６４�� ０.９５１�� ０.９４５�� ０.７７８�� ０.８８８�� １

　 注: ��表示相关性显著(Ｐ < ０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ (Ｐ < ０.０１).

１３１１６ 期 吴其妹等: 基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 研究牡荆叶抗氧化的谱－效关系



图 ３　 牡荆叶系统聚类分析
Ｆｉｇ. ３　 ＨＣＡ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ

由图 ４ 可知ꎬ峰 １(原儿茶酸)和峰 １６ 与抗氧化效

果呈负相关ꎬ其余共有峰在 ＰＬＳＲ 模型中与各抗氧

化活性的回归系数均呈正相关ꎮ 共有峰与抗氧活

性呈正相关且 ＶＩＰ 值大于 １ 的峰有 ３、４、５(绿原

酸)、６、８(荭草苷)、９(异荭草苷)、１９、２０ꎮ

３　 讨论与结论

本研究建立了 １８ 批牡荆叶药材的 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ
指纹图谱ꎬ提取出 ２１ 个共有峰ꎬ相似度在 ０.８１６ 以

上ꎬ说明不同来源的牡荆叶样品质量较为相近ꎮ
通过参考文献 (罗娅君等ꎬ ２０１１ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)等资料ꎬ借助超高效液相色谱串联质谱仪定

性和标准品进行比较ꎬ共指认出 １０ 个峰ꎬ并对其

进行定量分析ꎬ结果表明牡荆叶主要成分为绿原

酸、异荭草苷、木犀草苷和异牡荆素等ꎮ 通过 ＨＣＡ

表 ６　 关联度结果
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＦＲＡＰ 关联度系数
ｒ ｏｆ ＦＲＡＰ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＯＲＡＣ 关联度系数
ｒ ｏｆ ＯＲＡＣ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＤＰＰＨ 关联度系数
ｒ ｏｆ ＤＰＰＨ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＡＢＴＳ 关联度
系数

ｒ ｏｆ ＡＢＴＳ

９ ０.９３３ ２ ０.９４２ ５ ０.９０８ ４ ０.９２２

４ ０.９３１ ９ ０.９２９ ９ ０.９０３ ２ ０.９１９

６ ０.９１５ ４ ０.９０８ ４ ０.９００ ９ ０.９１９
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ＦＲＡＰ 表示铁离子还原能力ꎻ ＤＰＰＨ 表示 １ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼自由基清除能力ꎻ ＡＢＴＳ 表示 ２ꎬ ２′￣联氮￣二(３￣乙基苯并噻唑

啉￣６￣磺酸)自由基清除能力ꎻ ＯＲＡＣ 表示氧自由基吸收能力ꎮ
ＦＲＡＰ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｅｒｒｉｃ ｉｏｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｏｗｅｒꎻ ＤＰＰＨ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ １ꎬ １￣ｄｉｐｈｅｎｙｌ￣２￣
ｔｒｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｉｎｅꎻ ＡＢＴＳ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ２ꎬ２′￣ａｚｉｎｏ￣ｂｉｓ (３￣ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ￣６￣ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ)ꎻ ＯＲＡＣ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙ.

图 ４　 牡荆叶各共有峰与抗氧化活性的 ＰＬＳＲ 模型回归系数(Ａ)和 ＶＩＰ 值(Ｂ)
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ (Ａ) ａｎｄ ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ (Ｂ) ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＰＬＳＲ ｍｏｄｅｌ

分析可知ꎬ牡荆叶药材可能受到采收季节、气候和

新老叶等的影响ꎬ样品分类存在产地交叉情况ꎬ而
我们所测定化合物的含量差异可能对样品分类起

着相对重要的作用ꎮ
对牡荆叶进行体外抗氧化实验并进行皮尔逊

相关分析比较ꎬ结果表明牡荆叶具有较强的抗氧

化活性ꎬ样品中的总峰面积、总酚、总黄酮和体外

抗氧化活性相互之间均呈显著相关性ꎬ这与前人

的研究结果(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)
相符ꎬ说明总酚、总黄酮可能是牡荆叶抗氧化活性

的主要化合物ꎬＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 能够检测牡荆叶中的

抗氧化活性物质ꎮ 借助 ＧＲＡ 和 ＰＬＳＲ 分析方法对

牡荆叶的共有峰与抗氧化活性进行谱－效关系研

究ꎮ ＧＲＡ 分析结果表明牡荆叶的抗氧化活性是多

种成分协同作用产生的ꎬ同时ꎬ结合 ＰＬＳＲ 分析ꎬ对
牡荆叶抗氧化活性贡献最大的为峰 ９ (异荭草

苷)ꎬ其次为峰 ４ 和峰 ５(绿原酸)ꎮ 绿原酸已被报

道可能是区分牡荆不同药用部位的潜在化学标志

物ꎬ能作为牡荆质量控制的定量指标之一(Ｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ其具有多种功能的生物活性ꎬ如抗氧

化、抗炎、抗菌等(王文龙等ꎬ２０１７)ꎮ 同时ꎬＤｅｅｐｈａ
等( ２０１４)研究表明异荭草苷因含有 ３′￣ＯＨ 的 Ｂ
环、分子内氢键、Ｏ￣Ｈ 等结构ꎬ在药物植物中表现

出很强的抗氧化活性(Ｄｅｅｐｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 因

此ꎬ现有研究可反向说明该谱－效关系结果的准

确性ꎮ
综上所述ꎬ本研究首次基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 建立

牡荆叶药材的指纹图谱ꎬ本方法筛选得到的抗氧

化活性化合物主要为绿原酸类化合物和黄酮类化

合物ꎬ化合物含量差异对样品分类有一定的影响ꎬ
其中异荭草苷和绿原酸对牡荆叶药材抗氧化作用

有重要贡献ꎮ 本方法可为牡荆叶药材关键成分的

质量控制及质量标志物筛选提供参考ꎬ对牡荆叶

药材的质量评价体系的完善具有重要意义ꎮ
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