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贞芪扶正颗粒 HPLC 指纹图谱与其增强免疫功能的
谱效关系分析
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［摘要］ 目的：通过谱效相关性分析探究贞芪扶正颗粒增强免疫功能的药效物质成分，为提升其质量标准提供实验依据。

方法：收集 6 个厂家 18 批贞芪扶正颗粒产品，采用高效液相色谱法（HPLC）建立其指纹图谱，流动相乙腈（A）-0.1% 甲酸水溶液

（B）梯度洗脱（0~15 min，5%A；15~23 min，5%~8%A；23~30 min，8%~11%A；30~45 min，11%~18%A；45~60 min，18%~21%A；
60~67 min，21%~23%A；67~90 min，23%~37%A），检测波长 220 nm，通过相似度分析及层次聚类分析评价不同厂家产品的质

量差异性，采用环磷酰胺诱导小鼠免疫低下模型考察不同厂家产品的免疫增强药效，采用 Spearman 双变量相关性分析进行指

纹图谱与免疫增强功能的谱效学研究，利用高效液相色谱串联质谱法（HPLC-MSn）对谱效相关色谱峰进行鉴定，采用电喷雾

离子源，正、负离子模式，扫描范围 m/z 100~1 500。结果：建立了贞芪扶正颗粒的 HPLC 指纹图谱，确定了 20 个共有峰。质量

分析及药效考察结果显示，不同厂家产品共有峰峰面积及药效作用差异明显；谱效相关性分析结果显示，指纹谱图中的 12 个

色谱峰与该制剂具有免疫增强功能呈明显正相关，鉴定了其中 8 个色谱峰，分别为 2 号峰（红景天苷）、5 号峰（松果菊苷）、6 号

峰（毛蕊异黄酮葡萄糖苷）、7 号峰（特女贞苷异构体）、9 号峰（异女贞苷）、11 号峰（毛蕊异黄酮）、14 号峰（女贞苷 G13 或

oleonuezhenide）和 18 号峰（刺芒柄花素）。结论：不同厂家生产的贞芪扶正颗粒产品质量及药效存在一定差异，通过谱效相关

性分析阐明了该制剂具有免疫增强功能的主要药效物质基础，可为其质量标准提升提供有益借鉴。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the pharmacodynamic ingredients of Zhenqi Fuzheng granules

（ZFG）for immunomodulatory through spectrum-effect relationship analysis，which provides experimental basis

for improving the quality standard of ZFG. Method：： Eighteen batches of ZFG from six manufacturers were

collected for analysis. The fingerprints were established by high performance liquid chromatography（HPLC）.

Acetonitrile（A）-0.1% formic acid aqueous solution（B）were adopted as the mobile phase with gradient elution
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（0-15 min，5%A；15-23 min，5%-8%A；23-30 min，8%-11%A；30-45 min，11%-18%A；45-60 min，18%-

21%A；60-67 min，21%-23%A；67-90 min，23%-37%A），the detection wavelength was 220 nm. Chemometric

analysis such as similarity analysis and hierarchical cluster analysis（HCA）were subsequently used to analyze

the similarities and chemical differences among these samples. A cyclophosphamide-induced immunodeficiency

mouse model was used to evaluate the immune-enhancing effects of the products from different manufacturers.

The spectrum-effect relationship between HPLC fingerprints and the immunomodulatory effects was examined

using Spearman bivariate correlation analysis. HPLC coupled with mass spectrometry（HPLC-MSn）was used to

identify the spectrum-effect related peaks with electrospray ionization，positive and negative ion modes，and

scanning range of m/z 100-1 500. Result：：The HPLC fingerprint of ZFG was established，and twenty peaks with

good resolution were selected as common peaks. The results of quality analysis and pharmacodynamic test

showed there were significant differences in both ingredients content and immune-enhancing effects of ZFG from

different manufacturers. Through spectrum-effect relationship study，twelve peaks were screened as bioactive

ingredients peaks. Thereafter，eight peaks among them were subsequently identified by HPLC-MSn. They were

salidroside（peak 2），echinacoside（peak 5），calycosin-7-glucoside（peak 6），isomer of specnuezhenide（peak 7），
isonuezhenide（peak 9），calycosin（peak 11），nuezhenide G13 or oleonuezhenide（peak 14），and formononetin

（peak 18），respectively. Conclusion：： There are differences in quality and efficacy of ZFG produced by

different manufacturers. Through spectrum-effect relationship analysis，the medicinal ingredients of ZFG for

immune-enhancing effects are screened，which can provide reference for the improvement of its quality standard.

［［Keywords］］ Zhenqi Fuzheng granules；immune regulation；high performance liquid chromatography

（HPLC）；fingerprint；mass spectrometry（MS）；chromatographic pharmacodynamics；material basis

贞芪扶正颗粒是由黄芪、女贞子 2 味中药经提

取、浓缩、干燥、加入辅料制粒等现代生产工艺制备

而成的复方中药制剂，具有提高人体免疫、保护骨

髓和肾上腺皮质的功能，用于各种疾病引起的虚

损。近年来，较多研究报道贞芪扶正颗粒用于放

疗、化疗及癌症术后患者的临床疗效显著［1-6］。目

前，贞芪扶正颗粒有多家企业生产，但产品质量存

在 一 定 差 异 。 SHI 等［7］采 用 高 效 液 相 色 谱 法

（HPLC）对市售贞芪扶正颗粒中腺苷、红景天苷、绿

原酸、毛蕊异黄酮、刺芒柄花素、黄芪甲苷 6 个成分

进行含量测定，发现不同厂家产品间存在显著差

异；任承涛等［8］利用 HPLC 对市售贞芪扶正颗粒中

红景天苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、特女贞苷、芒柄花

苷、毛蕊异黄酮、黄芪甲苷 6 个成分进行含量测定，

同样发现不同厂家产品间化学成分含量的差异性。

此外，康凯等［9］运用 HPLC-可变波长扫描紫外检测

器法（VWD）进行贞芪扶正颗粒的指纹图谱研究，标

定了 8 个共有峰，发现 7 个厂家产品中有 2 个指纹图

谱相似度差异较大。

本课题组近年一直致力于贞芪扶正颗粒质量

标准提升及药效物质基础研究，前期已采用 HPLC-

蒸发光散射检测器法（ELSD）建立了贞芪扶正颗粒

指纹图谱［10］，标定了 13 个共有峰，发现不同厂家产

品 ELSD 指纹图谱相似度存在明显差异。之后又对

各厂家产品进行红景天苷、特女贞苷、黄芪甲苷、毛

蕊异黄酮葡萄糖苷 4 个成分含量测定及免疫增强药

效研究，发现不同厂家产品的 4 个指标成分含量及

药效存在显著差异［11］。

在前期研究及文献报道基础上，针对贞芪扶正

颗粒产品存在普遍质量差异的现状，笔者拟采用谱

效相关分析开展其药效物质基础研究，探究显著影

响其产品质量及药效的主要化学成分，为贞芪扶正

颗粒质量标准提升提供支持。中药谱效学是以中

药指纹图谱为基础，以效应及效应体学为主要内

容，应用生物信息学方法，找出中药“谱”与“效”之

间科学规律，谱效相关分析可为阐明中药药效物质

基础、制定中药质量评价体系、优化中药或复方的

提取工艺提供科学依据［12-18］。基于此，本研究收集

了市场上 6 家主要生产企业的贞芪扶正颗粒产品共

18 批，采用 HPLC-紫外检测器法（UV）建立该制剂

的指纹图谱，通过指纹图谱共有峰峰面积差异性分

析、相似度分析及层次聚类分析（HCA）全面考察不

同厂家产品的质量差异性，并开展谱效相关分析及

HPLC 串联质谱法（HPLC-MSn）分析，以期探究贞芪

扶正颗粒具有增强免疫功能的谱效成分。
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1 材料

UltiMate3000 型高效液相色谱仪（美国戴安公

司），ACQUITY UPLC H-Class 型超高效液相色谱仪

（美国沃特斯公司），LTQ XL 型线性离子阱质谱仪

（美国赛默飞世尔公司），ME204E 型双量程电子天

平［梅 特 勒 - 托 利 多 仪 器（ 上 海 ）有 限 公 司］，

SpectraMax Plus 384 型 酶 标 仪（ 美 国 分 子 仪 器

公司）。
贞芪扶正颗粒产品购自各药房或网上药店，共

收集 6 个厂家 18 批产品（每个厂家 3 批，厂家 A，批

号 61102120、61102124、61102131；厂 家 B，批 号

K20160305、K20161220、K20161185；厂 家 C，批 号

074161007002、074160403039、036161001044；厂家

D，批号 20160307、20160601、20160611；厂家 E，批

号 170305、170410、170801；厂 家 F，批 号 160507、

161102、170801），分别记录为样品 A1、A2、A3、B1、

B2、B3、C1、C2、C3、D1、D2、D3、E1、E2、E3、F1、F2、

F3。红景天苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、特女贞苷、刺

芒柄花素对照品（中国食品药品检定研究院，批号

分 别 为 110818-201206、111920-201505、111926-

201404、111703-200501，纯度分别为 93.4%、97.6%、

93.3%、98.8%），小鼠白细胞介素-2（IL-2）、肿瘤坏死

因子 -α（TNF-α）及免疫球蛋白 G（IgG）检测试剂盒

（南京建成生物工程研究所，批号分别为 20181204、

20170116、20181203），注射用环磷酰胺（江苏盛迪

医药有限公司，批号 16093025），氯化钠注射液（吉

林 康 乃 尔 药 业 有 限 公 司 ，体 积 分 数 0.9%，批 号

S17031625-1），水为娃哈哈纯净水，乙腈、甲酸为色

谱纯，其他试剂均为分析纯。

SPF 级 ICR 小鼠共 96 只，雌雄各半，体质量 18~

22 g，由长春市亿斯实验动物技术有限责任公司提

供，合格证号 SCXK（吉）2016-0003。动物饲养于放

有垫料的聚碳酸酯盒中，自由饮用蒸馏水及进食标

准颗粒饲料，饲养间温度 20.0~26.0 ℃，相对湿度

40.0%~70.0%，换气数≥15 次/h；动物照明，昼夜明暗

交替时间 12 h/12 h。本研究涉及的动物实验经吉林

省现代中药工程研究中心有限公司动物实验伦理

委员会批准，批准号 B201803-01。

2 方法与结果

2.1 指纹图谱的建立与质量分析

2.1.1 供试品溶液的制备 取贞芪扶正颗粒粉末

（过 80 目筛，下同）3.0 g，精密称定，加甲醇 25 mL，

超声处理（功率 250 W，频率 40 kHz）30 min，定量滤

纸滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇溶解并转移至 5 mL

量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻度，摇匀，过孔径为

0.22 μm 的微孔滤膜，取续滤液，即得。

2.1.2 对照品溶液的制备 取红景天苷、毛蕊异黄

酮葡萄糖苷、特女贞苷、刺芒柄花素对照品适量，精

密称定，制成每 1 mL 分别含红景天苷 44.5 μg、毛蕊

异黄酮葡萄糖苷 46.7 μg、特女贞苷 53.4 μg、刺芒柄

花素 52.3 μg 的混合对照品溶液，即得。

2.1.3 色谱条件 采用 ACE 5 C18 色谱柱（4.6 mm×

250 mm，5 μm），流动相乙腈（A）-0.1% 甲酸水溶液

（B）梯 度 洗 脱（0~15 min，5%A；15~23 min，5%~

8%A；23~30 min，8%~11%A；30~45 min，11%~

18%A；45~60 min，18%~21%A；60~67 min，21%~

23%A；67~90 min，23%~37%A），流速 1.0 mL·min-1，

柱温 30 ℃，进样量 5 μL，检测波长 220 nm。

2.1.4 方法学考察 取同一供试品溶液，按 2.1.3 项

下条件连续进样 6 次，以峰 6（选择依据为峰面积较

大、保留时间适宜且有对照品作为对照的谱效相关

色谱峰）为参照，计算各共有峰相对保留时间的相

对标准偏差（RSD）0.05%~0.2%，相对峰面积的 RSD

0.9%~1.9%，表明仪器精密度良好。取同一样品，按

2.1.1 项下方法制备供试品溶液，分别于制备后 0、4、

8、12、16、20、24 h 按 2.1.3 项下条件测定，以峰 6 的保

留时间和峰面积为参照，计算各共有峰相对保留时

间 RSD 0.06%~0.8%，相对峰面积 RSD 0.3%~1.9%，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。取同一批

号样品（样品 F1），按 2.1.1 项下方法制备供试品溶液

6 份，按 2.1.3 项下条件测定，以峰 6 为参照，计算各

共有峰相对保留时间 RSD 0.04%~0.2%，相对峰面

积 RSD 1.1%~2.7%，表明该方法重复性良好。

2.1.5 指纹图谱的建立 采用“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统”（2012 版）对 18 批样品的 HPLC 图

谱进行分析，建立对照图谱，通过与红景天苷、毛蕊

异黄酮葡萄糖苷、特女贞苷、刺芒柄花素对照品色

谱峰保留时间及紫外最大吸收波长比对，完成部分

色谱峰指认，见增强出版附加材料。结果在指纹图

谱中共标定了 20 个共有峰（18 批样品共有峰面积占

比均>95%），设定 6 号峰为指纹图谱参照峰。

2.1.6 相似度分析 计算各样品图谱与对照指纹

图谱之间的相似度值，进行相似度分析，结果显示，

18 批样品（A1、A2、A3、B1、B2、B3、C1、C2、C3、D1、

D2、D3、E1、E2、E3、F1、F2、F3）与对照指纹图谱的相

似度分别为 0.857、0.903、0.931、0.986、0.811、0.949、

0.884、0.852、0.977、0.933、0.937、0.925、0.983、

0.985、0.977、0.983、0.987、0.989，其中有 4 批样品的
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相似度<0.90，且以样品 B2 的相似度为最低。

2.1.7 峰面积差异性分析 通过计算指纹图谱各

共有峰峰面积的 RSD，进行峰面积差异性分析，见

表 1。结果发现 RSD 处于 38.10%~129.74%，表明来

自 6 个生产厂家的贞芪扶正颗粒各色谱峰成分差异

显著，尤其是 3、4、5、10、11 号峰，RSD 均>90%。

2.1.8 HCA 采 用 SPSS 22.0 对 18 批 样 品 进 行

HCA，聚类方法为组间链接，以平方欧氏距离为测

度、20 个共有峰峰面积为变量，见图 1。结果发现当

类间距离为 15 时，18 批样品可分成 3 个聚类，聚类 1

包含了 13 批样品、聚类 2 仅含有 1 批样品、聚类 3 包

含 4 批样品。该结果与相似度分析结果具有一定的

相关性。根据 HCA 结果，将从每个厂家的 3 批样品

中选择 1 批开展后续的增强免疫功能药效试验，选

择依据为具有厂家代表性或在指纹图谱 HCA 中具

有代表性，共选取 6 批样品。A 和 E 厂家的 3 批产品

聚类性较好，可选其中任意 1 批作为代表样品，故选

择 A1 和 E1；B 厂家样品中 B2 单独聚类，可代表差异

性样品，故选择其进行谱效相关研究；C、D 和 F 厂家

的 3 批产品均有 2 批样品聚类性较好，而另外 1 批与

其他 2 批归属于 2 个聚类簇，综合考虑到 HCA 的 3

个聚类中都有适宜数量样品参与后续药效试验，因

此选择 C3、D2、F2 作为 C、D、F 厂家样品代表。

2.2 增强免疫功能药效试验 小鼠适应性饲养 1

周后随机等分为 8 组（n=12，每组雌雄各半），即正常

组、模型组和 A~F 组（样品分别为 A1、B2、C3、D2、

E1、F2）。A~F 组小鼠每天灌胃对应贞芪扶正颗粒

表 1 18批贞芪扶正颗粒的共有峰峰面积及其 RSD

Table 1 Peak areas and relative standard deviations of common peaks from 18 batches of Zhenqi Fuzheng granules

峰号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

t/min

10.65

13.93

15.86

24.75

29.44

34.17

37.40

41.11

46.63

51.93

53.47

56.76

60.34

61.71

64.32

66.94

67.65

79.83

81.81

82.94

共有峰峰面积

A1

6.66

8.26

10.53

1.33

4.06

35.67

1.58

33.46

4.98

0.85

0.80

7.92

4.77

11.19

11.32

1.59

1.14

1.12

1.43

4.80

A2

13.74

17.79

9.71

2.20

13.99

48.61

2.71

54.13

13.34

2.42

2.26

12.00

4.16

15.20

11.97

2.79

0.91

1.00

0.90

4.11

A3

1.59

4.06

3.79

0.04

2.78

11.80

0.77

22.18

1.82

0.51

1.55

0.13

0.38

9.49

5.44

0.31

1.28

2.22

1.81

2.64

B1

10.61

34.03

7.11

6.92

34.74

38.28

7.50

111.49

22.83

2.02

3.82

5.65

16.48

7.73

26.61

6.96

2.35

3.33

3.78

4.24

B2

16.51

81.29

7.77

9.61

98.49

34.37

4.14

95.65

49.75

1.99

5.30

1.98

4.39

17.45

7.36

2.30

4.33

3.82

2.03

5.27

B3

10.54

52.05

6.21

5.05

54.65

39.95

4.12

106.03

31.99

0.98

11.23

3.90

11.83

12.23

20.41

2.85

5.79

2.84

2.05

5.50

C1

44.89

87.81

36.23

4.38

7.39

40.74

8.01

94.62

14.11

7.92

3.05

6.26

20.10

5.30

12.78

2.52

1.94

4.25

3.19

5.90

C2

31.72

58.52

40.94

0.72

10.97

69.95

8.30

76.35

7.93

8.38

12.97

1.01

11.97

31.80

6.39

0.44

1.82

6.69

3.86

7.83

C3

36.17

102.54

41.47

0.80

20.12

53.23

11.85

192.74

20.87

10.86

17.37

0.89

6.19

18.37

29.46

1.01

5.99

6.05

3.22

6.53

D1

2.83

11.98

1.61

0.63

2.55

15.33

3.25

111.48

5.13

0.91

2.71

1.38

4.93

5.45

49.26

1.34

6.97

2.29

2.12

1.64

D2

7.80

14.57

2.93

1.43

5.30

22.29

11.88

180.15

9.83

2.46

2.79

8.28

7.64

5.57

68.73

7.30

8.69

2.60

2.05

2.54

D3

4.35

12.91

2.34

0.24

3.92

21.68

5.51

175.14

7.07

1.59

4.12

1.94

6.87

9.30

76.62

2.01

11.18

3.40

3.03

2.14

E1

7.83

12.34

10.37

2.60

5.56

17.38

4.62

72.89

4.80

3.84

1.30

4.11

4.69

2.59

15.87

1.48

3.53

1.15

1.75

2.36

E2

6.54

11.87

10.15

1.60

4.99

16.96

3.40

61.99

4.06

4.01

1.19

4.02

4.42

2.43

11.41

1.09

2.99

1.10

1.65

2.23

E3

12.33

11.56

10.34

1.79

4.94

16.18

4.33

76.73

4.73

3.72

1.29

2.90

7.24

3.60

19.38

1.95

4.04

1.53

2.39

3.04

F1

14.32

60.61

14.87

2.29

26.19

34.26

14.17

238.11

24.27

3.11

5.96

11.09

8.77

6.95

40.00

6.10

6.05

1.70

1.14

4.79

F2

6.62

29.84

6.65

1.51

16.31

28.16

3.87

128.54

12.84

1.08

4.33

1.80

6.55

6.15

19.81

1.35

5.14

2.35

1.83

5.60

F3

5.83

34.26

7.16

1.68

17.34

29.15

3.70

123.56

13.59

0.98

4.38

3.58

1.58

7.29

16.41

1.22

4.42

2.39

1.99

5.57

RSD/%

89.99

85.47

100.09

100.46

129.74

47.92

65.19

52.83

86.21

92.15

94.75

79.93

67.33

73.01

83.49

85.45

63.63

58.77

38.10

41.57

图 1 18批贞芪扶正颗粒共有峰峰面积 HCA

Fig. 1 HCA of peak area of common peaks from 18 batches of

Zhenqi Fuzheng granules
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溶液 1 次（根据人临床使用剂量折算为 1.5 g·kg-1，用

水配制，给药体积 10 mL·kg-1），正常组及模型组每

天灌胃等体积水 1 次，持续 21 d。从第 17 天起，除正

常组外，模型组及 A~F 组小鼠按剂量 80 mg·kg-1 腹

腔注射环磷酰胺（用氯化钠注射液配制，给药体积

10 mL·kg-1），连续 4 d ［19-22］。通过检测脾脏指数、胸

腺指数及血清中 IL-2、TNF-α、IgG 水平判断造模是

否成功，这 5 项指标均低于正常组且差异具有统计

学意义视为造模成功。第 21 天末次给药 1 h 后，称

定小鼠体质量，摘除眼球取血，室温静置 2 h，于转速

3 000 r·min-1离心 10 min（半径 13 cm），收集血清，按

试剂盒说明书操作测定血清 IL-2、TNF-α、IgG 含量。

取血后处死小鼠，无菌条件下分离胸腺和脾脏，称

定质量，按公式胸腺（脾脏）指数=胸腺（脾脏）质量/

体质量计算相应指数，见表 2。结果与正常组比较，

模型组小鼠胸腺指数、脾脏指数及 IL-2、TNF-α、IgG

水平显着降低（P<0.01），表明模型复制成功。与模

型组比较，B 组、C 组、D 组、F 组胸腺指数明显增加

（P<0.05，P<0.01），B 组、C 组、F 组脾脏指数明显增

加（P<0.05，P<0.01），B~F 组 IL-2 水平明显增加（P<

0.05，P<0.01），B~D 组 TNF- α 水 平 明 显 增 加（P<

0.05，P<0.01），A~F 组 IgG 水平显著增加（P<0.01）。
表明贞芪扶正颗粒具有增强免疫功能的药效作用，

且 6 个厂家的样品在改善免疫抑制小鼠胸腺指数、

脾脏指数及血清 IL-2、TNF-α、IgG 水平上的药效作

用存在一定差异性。

2.3 谱效相关分析 采用 Spearman 双变量相关分

析对样品 HPLC 指纹图谱与其增强免疫药效的谱效

相关性进行分析。将 20 个共有峰峰面积设置为自

变量（X），胸腺指数、脾脏指数、IL-2 水平、TNF-α水

平、IgG 水平均设置为因变量（Y），计算相关系数，见

表 3。结果发现 1 号峰与血清 TNF-α、IgG 水平呈明

显正相关（P<0.05），2 号峰与胸腺指数、脾脏指数及

IgG 水平呈明显正相关（P<0.05，P<0.01），4 号峰与

IL-2 水平呈明显正相关（P<0.05），5 号峰与胸腺指

数呈明显正相关（P<0.05），6 号峰与脾脏指数呈明

显正相关（P<0.05），7 号峰与 TNF-α水平呈明显正

相关（P<0.05），9 号峰与胸腺指数、脾脏指数呈明显

正相关（P<0.05），11 号峰与胸腺指数、脾脏指数、

IgG 水平呈明显正相关（P<0.05，P<0.01），14 号峰与

脾脏指数呈显著正相关（P<0.01），18 号峰与胸腺指

数、IgG 水平呈显著正相关（P<0.01），19 号峰与胸腺

指数、TNF-α 及 IgG 水平呈明显正相关关系（P<

0.05），20 号峰与脾脏指数呈显著正相关（P<0.01）。

综上可知，1、2、4~7、9、11、14、18~20 号峰是贞芪扶

正颗粒增强免疫功能的谱效相关色谱峰。

2.4 谱效相关成分的鉴定

2.4.1 色谱条件 色谱条件同 2.1.3 项。

2.4.2 质谱条件 电喷雾离子源（ESI），负离子模

式下喷雾电压 4.5 kV，毛细管电压-35 V，透镜电压

为-180 V，毛细管温度 250 ℃，鞘气流速 50 arb，辅

助气流速 3 arb，扫描范围 m/z 100~1 500，MSn 碎裂

方式为碰撞诱导解离，碰撞能量 20~25 eV。正离子

模式下喷雾电压 5 kV，毛细管电压 35 V，透镜电压

110 V，毛细管温度 275 ℃，鞘气流速 50 arb，辅助气

流速 1 arb，扫描范围 m/z 100~1 500，MSn 碎裂方式

为碰撞诱导解离，碰撞能量 20~25 eV。采用 HPLC-

MSn对谱效相关的 12 个色谱峰进行成分鉴定，推测

化合物结构，并与现有文献对比［23-24］，见表 4。结果

确定 2 号峰为红景天苷、5 号峰为松果菊苷、6 号峰

为毛蕊异黄酮葡萄糖苷、7 号峰为特女贞苷异构体、

9 号峰为异女贞苷、11 号峰为毛蕊异黄酮、14 号峰为

表 2 贞芪扶正颗粒对小鼠免疫功能的影响（x̄± s，n=12）

Table 2 Effect of Zhenqi Fuzheng granules on immune function of mice（x̄± s，n=12）

组别

正常组

模型组

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

F 组

胸腺指数/mg·g-1

2.49±0.50

0.85±0.111）

0.75±0.21

1.19±0.143）

1.26±0.153）

1.04±0.222）

0.88±0.38

1.11±0.133）

脾脏指数/mg·g-1

3.84±0.35

2.92±0.421）

3.28±0.78

3.78±1.212）

4.12±0.663）

3.06±0.51

2.87±0.62

3.59±0.772）

IL-2/ng·L-1

59.45±3.39

45.86±4.811）

49.84±5.21

52.34±3.953）

50.27±4.632）

50.36±4.522）

50.76±3.832）

51.56±7.732）

TNF-α/ng·L-1

213.28±5.53

189.49±7.361）

192.44±9.07

201.95±13.882）

228.22±9.653）

222.48±7.433）

195.68±12.65

185.70±8.85

IgG/g·L-1

16.85±1.75

8.35±2.141）

10.89±1.633）

15.17±2.323）

15.52±2.253）

14.46±2.513）

12.43±2.823）

12.28±2.273）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01
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女贞苷 G13 或 oleonuezhenide、18 号峰为刺芒柄花

素，其中 2、6、18 号峰通过与对照品比对后确认。

3 讨论

在建立贞芪扶正颗粒 HPLC 指纹图谱的过程

中，对色谱条件进行了系统优化，包括流动相体系

（乙腈 -0.1% 甲酸和甲醇 -0.1% 甲酸）、洗脱梯度、色

谱柱（Ultimate XB-C18色谱柱和 ACE 5 C18色谱柱）、
柱温（25、30、35 ℃）、流速（0.8、1.0、1.2 mL·min-1）、
检测波长（200~400 nm）和进样量（5、10、20 μL）。
根据谱峰数量、分离度及峰面积，最终选择了 2.1.3

项下条件。在选择参照峰时，峰 6（毛蕊异黄酮葡萄

糖苷）和峰 8（特女贞苷）均较为适合，两者分别来自

黄芪和女贞子，考虑到贞芪扶正颗粒目前执行的质

量标准设定了黄芪甲苷为含量测定项；此外，谱效

相关性研究显示，峰 6 为谱效正相关色谱峰，而峰 8

不是，故选择峰 6 作为参照峰。本文在贞芪扶正颗

粒 HPLC 指纹图谱中标定了 20 个共有峰，采用该图

谱进行质量评价，较前期研究［7-10］更为全面。

HCA 结果显示，类间距离为 15 时，6 个厂家的

18 批贞芪扶正颗粒被分为 3 个聚类，且各厂家产品

中 A 和 E 厂家聚类性较好，表明批间稳定性较好，其

余 4 个厂家的 3 批产品均存在 1 批与另外 2 批聚类

性较差。原因可能有两方面：①现行产品质量标准

未涵盖女贞子药材的定量检测项，各厂家女贞子投

料质量层次不齐，从而造成厂家间甚至同一厂家产

品批间差异性明显；②产品生产工艺为热水回流提

取 3 次，每次 1~3 h，各厂家提取时间及提取过程控

制存在差异，使得黄芪、女贞子中成分提取率及受

热转化不一致，从而导致产品质量的差异性。根据

HCA 结果，本文选择 A1、B2、C3、D2、E1、F2 共 6 批

样品开展药效试验，其中样品 A1、D2、E1、F2 具有厂

家代表性；而样品 B2、C3 不具有厂家代表性，是根

据 HCA 结果选择的具有质量差异性的样品。

采用腹腔注射环磷酰胺诱导建立小鼠免疫抑

制模型，该模型是研究药物免疫增强功能的经典动

物模型［25-28］，胸腺指数、脾脏指数、IL-2、TNF-α和

IgG 是考察免疫调节功能的常用检测指标。胸腺是

机体的中枢免疫器官，是 T 细胞分化成熟的场所；脾
脏是最大的外周免疫器官，是参与机体细胞免疫和

体液免疫的 T 细胞、B 细胞和巨噬细胞大量增生场

所，免疫器官指数增加是由于器官自身细胞的生长

发育和分裂增殖所致，代表机体免疫增强，反之则

为机体免疫器官受到损伤，免疫能力降低［29］。 IL-2

和 TNF-α作为常见的具有免疫调节作用的细胞因

子，参与机体的细胞免疫［30］。 IgG 在免疫应答中激

活补体，在中和病毒、抗细菌方面起着重要作用，具

有重要的免疫效应［31］。

本研究采用多个厂家生产的贞芪扶正颗粒作

为研究样品开展谱效相关分析，同时本课题组还采

用了不同比例的黄芪 -女贞子药对提取物作为样品

进行谱效相关研究。黄芪 -女贞子药对比例设置为

0.5∶0.5、0.5∶1、0.5∶1.5、1∶0.5、1∶1、1∶1.5、1.5∶0.5、

1.5∶1、1.5∶1.5、1∶0 和 0∶1，经过 HPLC 指纹图谱分析

确定了 13 个共有峰（色谱条件与本研究存在差异），
而后进行免疫增强药效试验及谱效相关性分析，结

果发现所有色谱峰均被确定为谱效相关色谱峰。

笔者认为这可能是由于采用不同比例黄芪 -女贞子

药对作为研究样品，在投料药材质量和制备工艺一

致的前提下，即便提取过程中因投料比例导致共有

峰成分溶出存在差异，但共有峰峰面积存在关联，

从而导致部分色谱峰筛选结果假阳性。故本研究

选择市售贞芪扶正颗粒产品为研究样品，不同厂家

产品存在原料质量差异，生产工艺也可能存在一些

表 3 贞芪扶正颗粒共有峰峰面积与药效指标的相关系数

Table 3 Correlation coefficients between peak area of common

peaks and pharmacodynamic indexes of Zhenqi Fuzheng granules

峰号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

胸腺指数

0.600

1.0002）

0.086

-0.029

0.8861）

0.429

0.371

0.771

0.8861）

0.486

1.0002）

-0.771

0.029

0.657

0.200

-0.371

0.600

0.9432）

0.8291）

0.771

脾脏指数

0.429

0.8291）

0.371

-0.257

0.714

0.8291）

-0.086

0.486

0.8861）

0.086

0.8291）

-0.771

-0.086

0.9432）

-0.086

-0.429

0.257

0.714

0.543

0.9432）

IL-2

0.029

0.371

-0.543

0.8861）

0.657

-0.429

-0.029

0.029

0.429

-0.029

0.371

-0.257

-0.314

-0.143

-0.314

0.143

0.086

0.257

0.086

0.029

TNF-α

0.8291）

0.543

0.200

-0.314

0.314

0.257

0.8291）

0.657

0.371

0.771

0.543

-0.086

0.086

0.371

0.429

0.086

0.600

0.771

0.8291）

0.143

IgG

0.8861）

0.8291）

0.143

-0.029

0.714

0.257

0.714

0.714

0.657

0.771

0.8291）

-0.429

-0.086

0.486

0.257

-0.086

0.600

0.9432）

0.8861）

0.371

注：1）P<0.05，2）P<0.01
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区别［32］，更适合进行谱效学研究。通过谱效相关性

分析筛选出贞芪扶正颗粒的 12 个药效物质成分，其

中红景天苷、松果菊苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、毛蕊

异黄酮、刺芒柄花素 5 个成分有免疫增强功能的研

究报道［33-37］，这在一定程度上佐证了本文研究结果。

综上分析，本研究初步阐明了贞芪扶正颗粒具

有免疫增强功能的药效物质成分，并发现市场上其

产品质量及药效存在明显差异，建议该制剂应建立

针对药效物质成分的多指标控制的质量标准体系，

以改善产品质量稳定性和药效一致性。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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Table 4 Identification of spectrum-effect related ingredients in Zhenqi Fuzheng granules by HPLC-MSn

峰号

1

2

4

5

6

7

9

11

14

18

19

20

t/min

10.77

13.29

25.07

30.15

33.58

38.65

46.30

53.87

60.21

78.85

82.12

83.08

相对分
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-
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446

686

686

284

1 072

268

-

-

正离子模式 m/z

MS
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360、343

787

447

704、687

704、687

285

1 090、1 073

269
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301

MSn
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