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基于 UPLC-QTOF-MS/MS 和 TCMIP v2.0 辨识胆南星
防治中风的质量标志物
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［摘要］ 目的：基于超高效液相色谱 -四极杆 -飞行时间质谱法（UPLC-QTOF-MS/MS）及中医药整合药理学研究平台

（TCMIP）v2.0，探索胆南星防治中风的潜在质量标志物。方法：采用 UPLC-QTOF-MS/MS，流动相 0.1% 甲酸水溶液（A）-0.1%

甲酸乙腈溶液（B）梯度洗脱（0~3 min，0.2%~5%B；3~5 min，5%~8%B；5~8 min，8%~10%B；8~14 min，10%~25%B；14~18 min，

25%~50%B；18~20 min，50%~70%B；20~21 min，70%~98%B；21~23 min，98%B；23~24 min，98%~0.2%B；24~26 min，0.2%B），
流速 0.5 mL·min-1，电喷雾离子源（ESI），在正、负离子模式下分别进行扫描并采集高质量 MS/MS 数据；扫描范围 m/z 50~1 500。

利用 UNIFI 1.8 建立胆南星药材化学成分的本地数据库。借助高分辨质谱仪提供的化合物精确相对分子质量和二级质谱等信

息，与本地数据库匹配，并结合文献和对照品的相应信息，完成对胆南星化学成分的定性鉴别；利用 TCMIP v2.0 收集胆南星化

学成分对应的候选靶标谱和中风的疾病基因集，进行“疾病 -方剂”关联分析，通过拓扑特征值筛选核心靶标；利用 DAVID 6.8

进行核心靶标的京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析；并根据质量标志物“五原则”结合文献报道对胆南星防治

中风质量标志物进行预测，得到作用于这些目标基因的核心成分，运用 Cytoscape 3.8.0 绘制“药材-活性成分-目标基因-通路”

网络图。应用 AutoDock Vina 1.2.2 对候选成分与关键靶点进行分子对接计算和验证。结果：在正、负离子模式下初步鉴定了

76 个化学成分；通过“疾病-方剂”关联分析得到胆南星防治中风的 85 个核心靶标，将核心靶标导入 KEGG 数据库，筛选出与中

风相关通路 31 条，目标基因 23 个，作用于目标基因的核心成分 9 个；结合质量标志物成分可测性、特征性和传递性，预测出胆

南星防治中风可能的质量标志物 4 个。结论：胆南星防治中风的可能质量标志物为没食子酸、芹菜素-6，8-二-C-葡萄糖苷、芹

菜素、胆酸，这 4 个成分的作用靶点可能是雌激素受体 α（ESR1）。
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［［Abstract］］ Objective：： To predict the possible quality markers（Q-markers）of Arisaema Cum Bile in

the prevention and treatment of stroke based on ultra performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-
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of Traditional Chinese Medicine（TCMIP）v2.0. Method：：UPLC-QTOF-MS/MS was employed with the mobile

phase of 0.1% formic acid aqueous solution（A）-0.1% formic acid acetonitrile solution（B）for gradient elution

（0-3 min，0.2%-5%B；3-5 min，5%-8%B；5-8 min，8%-10%B；8-14 min，10%-25%B；14-18 min，25%-

50%B；18-20 min，50%-70%B；20-21 min，70%-98%B；21-23 min，98%B；23-24 min，98%-0.2%B；24-

26 min，0.2%B），the flow rate of 0.5 mL·min-1 and electrospray ionization（ESI）. High quality MS/MS data

were scanned in positive and negative ion modes with scanning range of m/z 50-1 500. A local database of the

chemical constituents in Arisaema Cum Bile was established by UNIFI 1.8. Then the chemical constituents in

Arisaema Cum Bile were characterized by matching with the local database and comparing with the reference

substances and literature information. TCMIP v2.0 was used to obtain the targets corresponding to the identified

components of Arisaema Cum Bile and stroke，and the "disease-formula" correlation analysis was carried out to

screen the core targets by topological eigenvalues. DAVID 6.8 was used for enrichment analysis of Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway of core targets. According to the "five principles" of

Q-markers and combined with literature reports，the Q-markers of Arisaema Cum Bile in the prevention and

treatment of stroke were predicted，and the core components acting on these target genes were obtained.

Cytoscape 3.8.0 was employed to draw the network diagram of "medicinal materials-active ingredients-target

genes-pathways". Finally，AutoDock Vina 1.2.2 was used to calculate and verify the molecular docking between

the candidate components and the key targets. Result：： A total of 76 chemical components was identified in

positive and negative ion modes，85 core targets were collected for Arisaema Cum Bile in the prevention and

treatment of stroke. A total of 31 stroke-related pathways，23 target genes and 9 main active components of

Arisaema Cum Bile acting on these genes were screened，and then we determined 4 possible Q-markers for

Arisaema Cum Bile in the prevention and treatment of stroke according to the "five principles". Conclusion：：

The possible Q-markers of Arisaema Cum Bile for stroke are gallic acid，apigenin-6，8-di-C-glucoside，apigenin

and cholic acid，and the target of these four components may be estrogen receptor alpha（ESR1）.

［［Keywords］］ Arisaema Cum Bile；ultra performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-flight

tandem mass spetrometry（UPLC-QTOF-MS/MS）；estrogen receptor alpha（ESR1）；molecular docking；
stroke；quality markers（Q-markers）；network pharmacology

2020 年版《中华人民共和国药典》（以下简称

《中国药典》）（一部）收载的胆南星有 2 种，一种为生

天南星细粉与牛、羊或猪胆汁经发酵加工而成的发

酵制品，另一种为制天南星细粉与牛、羊或猪胆汁

经蒸制加工而成的混合制品［1］。脑卒中（俗称中风）
是全球常见的一类脑部疾病，以高致残率、高死亡

率及多后遗症为主要特征，每年高达 1 000 万患者

受其影响［2-3］。胆南星载于《本草拾遗》，味苦、微辛，

性凉，归肺、肝、脾经，功效清热化痰、息风定惊，是

化痰开窍之常用药物，是临床治疗中风患者的常用

处方药［4］。

周莹等［5］研究发现胆南星在治疗急性缺血性脑

卒中痰热腑实证中使用频率高达 72.88%。其主要

基于胆南星清热化痰的功效，再配伍其他类中药，

用于治疗缺血性脑卒中效果显著［6-7］。例如，星蒌承

气汤（胆南星、全瓜蒌、大黄、芒硝）可改善患者血液

流变学、调节脑肠轴并抑制炎症反应，以达到治疗

效果［8］。马永琦等［9］以胆南星、天麻、天竺黄等共为

主药对急性脑梗死患者进行治疗，结果发现其能显

著改善患者神经功能缺损程度，改善血脂、血液流

变学指标及脑部供血供氧。然而，胆南星治疗中风

的物质基础尚不明确。同时，2020 年版《中国药典》

收载胆南星的质量控制体系仅有性状、显微及理化

鉴别标准，难以全面反映胆南星的品质。因此，本

实验拟采用超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱

法（UPLC-QTOF-MS/MS）对胆南星的化学成分进

行系统表征 ，利用中医药整合药理学研究平台

（TCMIP）v2.0 进行机制挖掘和质量标志物预测，再

以分子对接技术对预测的成分和关键目标基因进

行虚拟验证，以期为胆南星防治中风的物质基础解

析和机制探索奠定基础。

1 材料

XS105DU 型分析天平（瑞士 Mettler-Toledo 公

司 ），5418 型 离 心 机（ 德 国 Eppendorf 公 司 ），
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ACQUITY UPLC I-Class 型超高效液相色谱仪和

Xevo G2-S QTOF 型四极杆飞行时间质谱仪（美国

Waters 公司），Milli-Q 型超纯水系统（美国 Millipore

公司）。胆南星（北京盛实中医诊所有限公司，产地

四川，批号 D180903001）经中国中医科学院中药研

究所何希荣主管药师鉴定为天南星科植物天南星

Arisaema erubescens 的干燥块茎经猪胆汁发酵的炮

制品；芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷、胆酸、没食子酸、

芹菜素、鸟苷、尿苷对照品（北京倍特仁康生物医药

科 技 有 限 公 司 ，批 号 21030288、20050822、

201221027、BT443、BT2579、20050619，纯 度 均 ≥
98%），水为屈臣氏蒸馏水或自制超纯水，甲醇、甲

酸、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

2 方法

2.1 混合对照品溶液的制备 取芹菜素-6，8-二-C-

葡萄糖苷、胆酸、没食子酸、芹菜素、鸟苷、尿苷对照

品各约 2 mg，精密称定，分别置于 2 mL 量瓶中，加

70% 甲醇制成质量浓度约 1 g·L-1 的母液。分别精

密量取以上母液各 0.2 mL 至 2 mL 量瓶中，加甲醇

稀释并定容至刻度，即得混合对照品溶液。

2.2 供试品溶液的制备 将胆南星粉碎过五号筛，

精密称定 1.0 g 装入锥形瓶，加入 10 倍量 70% 甲醇，

摇匀，超声 30 min（功率 200 W，频率 40 kHz）后转移

至离心管中，离心（转速 12 000 r·min-1，时间 20 min，

离心半径 8.5 cm），取上清液，过 0.22 μm 微孔滤膜，

装入液相小瓶，置 4 ℃冰箱备用。

2.3 检测条件

2.3.1 色谱条件 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.8 μm），流动相 0.1% 甲酸水溶

液（A）-0.1% 甲酸乙腈溶液（B）梯度洗脱（0~3 min，

0.2%~5%B；3~5 min，5%~8%B；5~8 min，8%~

10%B；8~14 min，10%~25%B；14~18 min，25%~

50%B；18~20 min，50%~70%B；20~21 min，70%~

98%B；21~23 min，98%B；23~24 min，98%~0.2%B；
24~26 min，0.2%B），流速 0.5 mL·min-1，柱温 35 ℃，

进样量 1 μL。

2.3.2 质谱条件 数据采集选用全扫描自动模式，

电喷雾离子源（ESI），正、负离子模式扫描，扫描范

围 m/z 50~1 500，离子源温度 100 ℃，脱溶剂气温度

450 ℃，气帘气体积流量 900 L·h-1，锥孔电压 40 V，

ESI-毛细管电压 2.5 kV，ESI+毛细管电压 0.5 kV。在

低碰撞能量扫描下，自动 MS 碰撞能量 6 eV；在高碰

撞电压（CE）扫描下，ESI+碰撞能量 30~50 eV，ESI-

碰撞能量 80~100 eV。

2.4 胆南星化学成分的定性鉴别 按 2.3 项下条件

进 行 UPLC-QTOF-MS/MS 分 析 ，记 录 图 谱 ，使 用

UNIFI 1.8 进行胆南星化学成分的自动识别。先通

过查阅胆南星化学成分相关的文献，将化学成分的

化学结构保存成 mol 格式文件，导入 UNIFI 1.8，建

立胆南星数据库；应用 UNIFI 1.8 自动筛查、鉴定化

合物，代替传统的人工提峰、计算分子式及分析碎

片断裂情况；建立 1 个过滤筛选方法，即设定质量误

差为-5~5 ppm（1 ppm=1×10-6，下同）；通过结合碎片

离子理论精确质量数、相对保留时间（tR）及相关文

献对化合物进行人工识别和确认。为检测 2.3 项下

条件的准确度和精密度，对混合对照品溶液连续进

样 6 次检测来评价相对分子质量测量的精度，计算

其 tR的相对标准偏差（RSD）。
2.5 基于胆南星成分分析 中药质量标志物的必

备条件是“可测性”。结合 UPLC-QTOF-MS/MS、

TCMIP v2.0 的初筛成分和已有文献对初筛化合物

检测方法及其含量检测情况进行整理。中药质量

标志物原则之一的“特有性”主要表现为 2 个层次：

①能代表与反映同种药材的共有性，但却有别于其

他药材的特有性成分；②能反映同一类、不同种药

材的差异性成分［10］。先从胆南星有别于其他药材

的特征性成分即黄酮类、胆汁酸类、脂肪酸类化合

物开展研究；再从不同品种、产地的主要活性化合

物含量差异进行比较以确定其质量标志物。

2.6 基于胆南星成分传递与溯源 制剂工艺是中

药质量传递与溯源的重要环节［11］。基于中医药百

科全书数据库（ETCM）中的方剂数据库，以“胆南

星”为关键词进行搜索，得到 113 首与胆南星相关的

方剂。以证候、适应证为条件，筛选出与中风相关

方 剂 ，对 其 制 剂 工 艺 进 行 归 纳 整 理 。 结 合

ADMETlab 2.0 数 据 库（https：//admetmesh. scbdd.

com/）［12］，依据化合物的相关理化性质，梳理胆南星

防治中风的潜在质量标志物。

2.7 胆南星防治中风的有效成分挖掘

2.7.1 化学成分和疾病潜在核心靶标预测 将 2.4

项下初步鉴定的化合物在 PubChem 数据库中下载

mol格式文件，上传至 TCMIP v2.0［13］，预测胆南星化

学成分的候选靶标谱（相似性阈值≥0.7）。其次以

“Stroke、Brain Injury、Cerebral Ischemia”为关键词在

TCMIP v2.0 疾病数据库中进行检索，可获得与之相

关的基因集。基于目标疾病基因和中药候选靶标

谱之间的互作信息，构建”疾病-中药”关联网络。根

据胆南星药材、成分、靶标、疾病四者之间的关联
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性，挖掘胆南星治疗中风的可能有效成分及核心靶

标，完成质量标志物初筛。

2.7.2 基于核心靶标及相关疾病富集分析 利用

DAVID 6.8 数据库对上述核心靶点进行京都基因与

基因组百科全书（KEGG）通路注释分析，明确胆南

星发挥药效的关键途径［14］。

2.8 构建“药材 -活性成分 -目标基因 -通路”可视化

网络 明确与 KEGG 通路所含靶点对应的化学成

分，根据靶点频次筛选核心活性成分，以统计学中

的中位数作为选取原则，将所有靶点频次按高低排

序，其靶点频次的中位数为 28 次，故选取靶点频数>

27 次的成分作为核心活性成分，利用 Cytoscape

3.8.0 软件构建“药材 -活性成分 -目标基因 -通路”的

可视化多维网络图［15］。

2.9 基于分子对接模拟结合关键靶标蛋白与候选

质量标志物 从 PubChem 数据库中下载小分子 sdf

格式文件，使用 Open Babel 2.3.2 软件将 sdf 文件转

化为 pdbqt 文件。从 RCSB PDB 数据库获得关键蛋

白晶体结构。运用 AutoDock 4.2 软件对蛋白结构进

行优化，添加缺失氢原子，减去多余的水分子。根

据文献报道及 PyMOL 2.5 插件 GetBox Plugin 确定

蛋 白 分 子 的 活 性 口 袋 。 AutoDock Vina 1.2.2 和

Python 脚本进行高通量分子对接，运用 PyMOL 2.5

对小分子和蛋白结合模式进行可视化分析，并分析

关键结合位点。结合能是衡量配体是否能与受体

分子有效结合的重要指标，结合能越低，说明小分

子和蛋白的结合效果越佳。据报道，当分子对接结

合能<-1.2 kcal·mol-1（1 cal≈4.2 J，下同）［16］时，则认

为小分子与蛋白可以结合。

3 结果

3.1 基于 UPLC-QTOF-MS/MS 的胆南星化学成分

识别 按 2.3 项下条件对混合对照品溶液进样分

析，其在负离子模式下响应较正离子模式下好，且

在负离子模式下所有对照品的精密度和准确度分

别为<0.96 ppm 和<4.92 ppm，且 RSD<1.7%，表明 2.3

项下条件稳定可行。按该检测条件从胆南星中共

鉴定和推断出 76 个化合物，其总离子流色谱图见增

强出版附加材料，鉴定的成分信息见表 1。

3.2 质谱裂解规律分析

3.2.1 核苷类化合物 峰 18 和 27 在负离子模式下

的准分子离子峰分别为 m/z 243.061 2［M-H］-、m/z

266.088 4 ［M-H］- ，推 断 二 者 分 子 式 分 别 为

C9H12N2O6 和 C10H13N5O4，以 m/z 243.061 2 作为母离

子进行二级质谱分析，得碎片离子 m/z 200、110。与

对照品中尿苷母离子裂解形成的特征碎片离子一

致，结合 tR，确定该化合物为尿苷；以 m/z 266.088 4

作为母离子进行二级质谱分析，得碎片离子 m/z

150、134，与文献［17］中腺苷的离子碎片一致，推断

该化合物为腺苷。峰 29 在负离子模式下的准分子

离 子 峰 为 282.083 5 ［M-H］- ，推 断 其 分 子 式

C10H13N5O5，二级质谱分析得碎片离子 m/z 150、133，

与对照品中鸟苷母离子裂解形成的特征碎片离子

一致，结合 tR，确定此化合物为鸟苷，其裂解途径见

增强出版附加材料。

3.2.2 有机酸类化合物 峰 22 在负离子模式下的

准分子离子峰为 169.014 1［M-H］-，推断其分子式

C7H6O5，二级质谱分析得碎片离子 m/z 151、125，与

对照品中没食子酸母离子裂解形成的特征碎片离

子一致，结合 tR，确定此化合物为没食子酸，其裂解

途径见增强出版附加材料。

3.2.3 黄酮类化合物 峰 33 在负离子模式下的准

分子离子峰为 593.167 2［M-H］-，推断其分子式为

C27H30O15，二级质谱分析得碎片离子 m/z 503、473、

413、383、353。与芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷对照

品母离子裂解形成的特征碎片离子一致，结合 tR，确

定此化合物为芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷，其裂解

途径见增强出版附加材料。峰 52 在负离子模式下

的准分子离子峰为 269.057 8［M-H］-，推断其分子

式为 C15H10O5，二级质谱分析得碎片离子 m/z 241、

227、225、201，与芹菜素对照品母离子裂解形成的

特征碎片离子一致，结合 tR，确定此化合物为芹菜

素，其裂解途径见增强出版附加材料。

3.2.4 胆汁酸类化合物的鉴定 峰 62 在负离子模

式下的准分子离子峰为 407.274 1［M-H］-，推断其

分子式为 C24H40O5，二级质谱分析得碎片离子 m/z

389、371、363、353、345，与胆酸对照品母离子裂解

形成的特征碎片离子一致，结合 tR，确定此化合物为

胆酸。

3.3 基于 TCMIP v2.0 挖掘胆南星防治中风的质量

标志物［18-19］

3.3.1 化学成分候选靶标谱预测和疾病基因集筛

选 基于 TCMIP v2.0 对初步鉴定的 76 个化学成分

进行靶标预测，去除重复靶标后，共得到胆南星主

要化学成分候选靶标 1 075 个。基于 TCMIP v2.0

“中医药关联网络挖掘”功能模块中的“疾病 -方剂”

关 联 分 析 ，得 到 核 心 节 点 共 265 个 。 以 连 接 度

（degree）、介度（betweenness）、紧密度（closeness）的
中位数为卡值圈定核心靶标 85 个。
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表 1 胆南星化学成分的 UPLC-QTOF-MS/MS鉴定

Table 1 Components identified from Arisaema Cum Bile by UPLC-QTOF-MS/MS

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

精氨酸

牛磺酸

缬氨酸

葫芦巴碱

苹果酸

腺嘌呤

尿嘧啶

柠檬酸

次黄嘌呤

5-羟基-2 羟甲基吡啶

异亮氨酸

黄嘌呤

酪氨酸

对羟基桂皮酸

acortatarin A

苯丙氨酸

2，2'-次甲基呋喃

尿苷 1）

鹅肌肽

5-甲基-2-糠基呋喃

1，8-桉树脑

没食子酸 1）

5-羟甲基糠醛

5-羟基-麦芽酚

色氨酸

乙酸糠酯

腺苷

对羟基苯甲酸

鸟苷 1）

sachaliside

水仙碱

癸二酸

芹菜素-6，8-二-C-葡萄糖苷 1）

芹菜素-6-C-α-L-阿拉伯

糖-8-C-β-D-吡喃葡萄糖苷

芹菜素-6-C-β-D-吡喃葡

萄糖-8-C-α-L-阿拉伯糖苷

胸苷

2-羟基己酸

甘氨猪胆酸

夏佛托苷

0.50

0.51

0.55

0.58

0.70

0.81

0.85

0.98

0.99

1.39

1.47

1.68

1.70

2.45

3.21

3.50

3.61

2.59

3.68

4.42

4.75

3.18

5.05

5.12

6.05

6.37

3.52

7.86

3.61

8.06

8.72

9.50

10.13

10.25

10.26

10.75

11.07

11.31

11.50

C6H14N4O2

C2H7NO3S

C5H11NO2

C7H7NO2

C4H6O5

C5H5N5

C4H4N2O2

C6H8O7

C5H4N4O

C6H7NO2

C6H13NO2

C5H4N4O2

C14H19NO5

C9H10O2

C12H15NO5

C10H13NO2

C9H8O2

C9H12N2O6

C10H16N4O3

C10H10O2

C10H18O

C7H6O5

C6H6O3

C6H6O4

C11H12N2O2

C7H8O3

C10H13N5O4

C7H6O3

C10H13N5O5

C15H20O7

C16H17NO4

C10H18O4

C27H30O15

C26H28O14

C26H28O14

C10H14N2O5

C6H12O3

C26H43NO6

C27H30O15

110.071 4、86.096 4、70.065 0

96.959 1、89.023 5

104.106 7、85.028 2

162.075 9、127.038 6、116.070 1、85.028 2

124.006 5、101.022 0、96.959 1

163.059 8、145.049 2、85.028 2

121.066 0、85.029 0

161.043 3、111.008 4、96.959 1

132.101 3、97.027 8、86.096 4

97.027 8、86.029 0

97.027 8、86.096 1

136.076 7、132.101 3、86.096 4

179.053 5、161.043 3、101.022 0

182.081 2、165.054 4、136.075 3

163.061 0、145.048 4、85.029 0

161.043 3、124.006 5、101.024 1

166.086 0、120.080 3

200.013 0、110.023 2

240.080 1、182.081 1、164.070 3

195.112 7、125.070 4、98.059 7

169.133 2、72.085 6

151.018 1、125.023 1

163.061 0、128.183 7、85.029 0

180.958 2、163.059 8、127.038 6

188.070 4、146.059 6

214.106 7、132.080 3

150.064 5、134.061 5

123.043 6、72.080 7

150.065 6、133.053 5

221.065 6、161.043 3、128.034 4

236.091 6、120.080 4、86.096 2

128.034 4、124.006 5、79.965 8

503.056 7、473.074 4、413.044 2、383.035 7、

353.092 1

325.070 8、295.060 3、147.043 7

563.140 0、353.054 9、117.033 8

221.065 6、161.043 3、101.022 0、89.023 5

131.000 1、113.000 0、85.000 3

393.290 4、391.285 0、373.273 6

514.277 8、496.273 6、407.279 9

175.118 8

124.007 0

118.086 0

138.054 7

133.013 2

136.061 5

113.034 2

191.018 5

137.045 5

126.054 5

132.101 5

153.040 4

280.065 4

151.054 4

254.103 3

224.076 2

149.059 4

243.061 2

241.129 1

180.101 6

193.233 8

169.014 1

127.038 8

143.033 6

305.097 1

141.054 2

266.088 4

139.038 5

282.083 5

371.134 3

288.123 4

201.113 3

593.167 2

565.155 2

563.141 1

241.082 3

131.070 1

464.290 7

595.307 5

-4.6

1.6

-2.3

-2.2

-3.0

-2.1

-3.0

-3.1

-2.3

-3.4

-2.9

-1.8

-3.3

-1.4

3.7

-4.9

-1.8

-1.6

-1.5

-1.6

-1.9

0.6

-1.6

-1.8

-0.2

-2.8

-1.9

-3.2

-1.1

-1.2

1.2

3.5

0.3

0.1

0.7

-2.8

-5.0

-1.1

0.5

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M+HCOO］-

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+NH4］
+

［M+K］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M-H］-

［M+CH3COO］-

［M+H］+

［M-H］-

［M-H］-

［M+H］+

［M-H］-

［M-H］-

［M-H］-

［M-H］-

［M+H］+

峰号 化合物 tR/min 分子式 离子碎片 m/z m/z实测值 δ/ppm 检测离子
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40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

壬二酸

γ-杜松烯

β-红没药烯

牛磺胆酸

细辛醚

鹅去氧胆酸

2-呋喃甲醇乙酸酯

没食子酸乙酯

秋水仙碱

牛磺鹅去氧胆酸

甘氨猪去氧胆酸

甘氨胆酸

芹菜素 1）

甘氨酰胆酸

牛磺脱氧胆酸

牛磺猪去氧胆酸

猪胆酸

isoamericanol A

异油酸

甘氨石胆酸

甲硫氨酸

对异丙基甲苯

胆酸 1）

油酸

甘氨去氧胆酸

二十四烷酸

亚麻酸

苯乙烯

戊基苯

十七烷酸

去氧胆酸

牛磺猪去氧胆酸钠

胆固醇

棕榈酸

甘氨鹅去氧胆酸

3-羟基-十六酸

正十八醛

12.22

13.11

13.11

13.18

13.63

15.06

15.70

15.91

15.97

16.00

16.17

16.56

16.44

16.81

16.95

16.96

17.02

17.41

17.70

17.80

17.88

18.13

18.12

18.44

18.70

18.83

19.16

19.52

19.53

19.56

19.71

19.71

19.79

19.79

20.21

21.11

21.48

C9H16O4

C15H24

C15H24

C11H12Cl2N2O5

C12H16O3

C24H40O4

C12H22O3

C9H10O5

C22H25NO6

C26H45NO6S

C26H43NO5

C26H43NO6

C15H10O5

C26H43NO6

C26H45NO6S

C26H45NO6S

C24H40O5

C18H18O6

C18H34O2

C26H43NO6

C5H11NO2S

C10H14

C24H40O5

C18H34O2

C26H43NO5

C24H48O2

C18H30O2

C8H8

C11H16

C17H34O2

C24H40O4

C26H46NNaO6S

C27H46O

C16H32O2

C26H43NO5

C16H32O3

C18H36O

178.839 9、128.034 4、124.006 5

123.043 6、86.096 3

123.043 6、86.096 3

124.006 2、79.956 7

136.076 7、126.021 1、120.079 7、86.096 4

124.006 4、79.956 7

269.044 2、128.034 4、124.006 5、79.956 8

126.002 2、124.006 5、79.956 8

337.253 0、319.242 2、134.096 5

128.034 4、124.006 5、106.980 2

480.278 8、462.268 4、126.022 1

369.194 8、255.210 5、99.044 1

225.012 0、241.034 4、201.023 5、227.001 1

430.295 6、412.285 1、337.253 2、157.101 1

482.294 0、464.283 7、201.164 0、126.021 9

446.291 5、124.006 5、79.956 9

344.259 0、96.959 4、74.024 2

383.119 8、281.043 5、221.065 6

145.100 8、105.069 7、91.054 2

406.267 1、405.263 4、109.06 5

159.116 5、145.102 6、105.070 0

133.101 1、119.085 5、105.069 9

389.021 3、371.25 8、353.247 3、363.163 9、

345.010 0

131.085 4、109.101 0、105.069 8

296.295 3、284.295 1、278.284 5

336.268 1、300.289 5、97.101 2

280.301 0、132.101 3、84.080 8

95.086 7、81.070 8

147.116 6、119.085 3、105.069 8

277.216 6、253.216 4、106.979 7

357.279 0、339.268 3、105.069 8

345.278 9、343.263 6、327.268 4、311.236 8

373.187 4、108.044 3、96.044 5

311.238 0、255.234 5、152.993 4

416.317 4、355.264 9、184.073 8

225.221 5、100.932 7

255.232 4、199.850 2、134.893 6

187.096 5

227.187 0

227.175 5

322.279 3

209.116 9

391.284 8

213.169 7

197.269 6

438.129 7

498.290 3

450.289 4

466.327 7

269.057 8

466.316 7

500.304 2

498.291 2

407.292 1

389.123 5

300.289 9

510.332 7

167.086 2

135.116 8

407.274 1

300.290 1

450.337 6

407.326 7

279.232 0

105.069 9

149.132 3

269.253 5

415.282 2

522.285 6

409.342 8

255.253 3

488.293 5

271.227 5

267.290 2

-2.7

-3.9

-3.9

-0.1

-1.6

0.7

-3.8

1.8

-3.6

1.6

2.0

1.6

1.1

0.9

0.4

3.4

2.0

-1.9

0.6

-0.8

-1.3

-0.1

-1.2

1.2

1.1

-4.7

0.6

0.1

-1.0

-1.8

0.8

0.5

-3.1

-2.5

1.1

-1.4

-0.9

［M-H］-

［M+Na］+

［M+Na］+

［M-H］-

［M+H］+

［M-H］-

［M-H］-

［M-H］-

［M+K］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M-H］-

［M+CH3COO］-

［M+NH4］
+

［M+HCOO］-

［M+NH4］
+

［M+H］+

［M-H］-

［M+NH4］
+

［M+H］+

［M+K］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M-H］-

［M+Na］+

［M-H］-

［M+Na］+

［M-H］-

［M+K］+

［M-H］-

［M-H］-

续表 1

峰号 化合物 tR/min 分子式 离子碎片 m/z m/z实测值 δ/ppm 检测离子

注：1）通过对照品比对后确认的化合物

3.3.2 KEGG 通路注释分析 将上述 85 个核心靶

标导入 DAVID 6.8 进行 KEGG 通路富集分析，以 P<

0.05 为卡值，得中风相关通路 31 条。其中与炎症及

免疫相关 14 条、细胞功能相关 5 条、代谢相关 5 条、

内分泌相关 7 条。

3.3.3 胆南星治疗中风的核心成分筛选 对核心

靶点对应成分进行频次统计，选取靶点频数>27 次

的成分作为核心活性成分，见增强出版附加材料。
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3.4 基于成分传递与溯源确定质量标志物 通过

TCMIP v2.0 获得胆南星产生药理作用的 9 个有效活

性成分。在 ETCM 中的方剂数据库，以“胆南星”为

关键词进行搜索，得到 113 首与胆南星相关的方剂。

在以证候、适应证为条件筛选出 16 首与中风相关方

剂。对 16 首方剂的制剂工艺进行归纳整理，其打粉

和水提目的都是为了获得药材的药效物质，将单味

药材中的有效成分传递到复方中，从而发挥药效，

此过程体现了药材成分的传递性，见增强出版附加

材料。在 ADMETlab 2.0［12］查询得到上述有关胆南

星活性成分的常见理化性质及其相关参数，见表 2。

其中，lgS（S 为化合物在水中的溶解度）代表药物的

溶解度，其最佳浓度在-4~0.5 mol·L-1；lgD（D 为分

布系数）和 lgP（P 为分配系数）均代表药物的油水分

配系数，药物的最佳 lgD 在 1~3 mol·L-1，最适 lgP 在

0~3 mol·L-1，二者均满足，说明药物具有较好的吸收

作用。中药发挥作用的基础是进入体内的成分及

其代谢产物，从质量传递与溯源的角度，胆南星入

血成分是质量传递体系的关键环节。但目前尚无

胆南星体内成分研究的报道。由表 2 可知，没食子

酸、芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷、芹菜素、胆酸的油

水分配系数及其吸收效率均在最佳范围内，且吸收

效率较好，可作为胆南星防治中风的质量标志物。

3.5 构建“药材 -核心活性成分 -目标基因 -通路”多

维网络图 该网络图共有 59 个节点（1 个药材、4 个

活性成分、23 个目标基因、31 个 KEGG 通路）和
162 条边。在 23 个目标基因中，腺苷酸激酶 1（AK1）
为没食子酸、芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷、芹菜素共

有，蛋白激酶 B1（Akt1）为芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖

苷和芹菜素共有，雌激素受体 α（ESR1）为没食子

酸、芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷、芹菜素、胆酸共有。

说明胆南星中的质量标志物成分可能作用于整个

生物网络系统，而不是仅作用于单个目标基因。网

络图见增强出版附加材料。

3.6 关键靶标蛋白 ESR1 与候选质量标志物的分子

对接分析 为了进一步验证胆南星治疗中风的候

选质量标志物，通过 PyMOL 2.5 对关键靶标蛋白

ESR1（PDBID：5ACC）分别与没食子酸、芹菜素 -6，

8-二-C-葡萄糖苷、胆酸、芹菜素 4 个配体小分子进行

分子对接和可视化，对接结合模式见增强出版附加

材料，结合能和结合位点信息见表 3。

4 讨论

目前，液质联用技术已被广泛应用于中药活性

成分的定性和定量分析［20-21］。网络药理学是融合了

系统生物学、药理学和分子网络等多学科的新技

术，为多靶点药物的治疗提供了一种理想的模式，

近年来已成功应用于中药或方剂中有效成分的预

测［22-23］。分子对接则可以探索药物小分子与大分子

受体的具体作用方式和结合构型，可筛选出与靶点

结合的先导药物，解释药物分子产生活性的原因，

指导合理地优化药物分子结构。中药的作用特点

是多成分、多靶点、多途径，单一成分不能反映中药

的实际疗效。胆南星是治疗中风的常用中药之一，

但尚无适宜的质量控制标准来保证胆南星的治疗

效果。因此，本文采用 UPLC-QTOF-MS/MS、网络

药理学及分子对接技术等相结合的方法对胆南星

治疗中风的潜在质量标志性成分进行解析。结果

表 2 胆南星活性成分的理化性质

Table 2 Physicochemical properties of active ingredients in

Arisaema Cum Bile

成分

鸟苷

腺苷

尿苷

没食子酸

芹菜素-6，8-二-C-葡萄糖苷

芹菜素

5-羟基-麦芽酚

壬二酸

胆酸

去氧胆酸

猪去氧胆酸

腺嘌呤

对羟基桂皮酸

胸苷

lgS

-1.292

-1.081

-0.446

-1.220

-1.603

-3.606

-0.974

-4.216

-1.490

-4.677

-4.759

-2.458

-1.363

-0.395

lgD

-1.913

-1.195

-1.812

1.343

1.807

2.704

0.142

3.609

1.568

3.332

3.893

-0.633

-0.547

-0.681

lgP

-2.228

-2.028

-1.709

0.645

1.923

2.769

-0.158

1.216

1.783

3.293

3.359

-1.686

-0.331

-1.011

表 3 胆南星中候选质量标志物与关键靶标蛋白对接的结合能及结

合位点

Table 3 Docking parameters and binding sites of candidate

quality markers in Arisaema Cum Bile to key target proteins

化合物

没食子酸

芹菜素-6，8-二-

C-葡萄糖苷

芹菜素

胆酸

结合能

/kcal·mol-1

-6.1

-10.4

-8.9

-7.2

结合位点

亮氨酸（LEU）-346、LEU-387、谷氨

酸（GLU）-353、精氨酸（ARG）-394

苏氨酸（THR）-483、丝氨酸（SER）-

512、天冬酰胺（ASN）-455、ARG-515

LEU-391

SER-512、ARG-515、ASN-455
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发现胆南星治疗中风体现了中医整体性的特点，但

鉴于中药的作用特点，后续将对其药效成分群和候

选靶标开展进一步的体内外实验验证与临床转化

研究。

现代药理研究表明，没食子酸对 BALB/c 小鼠

脑卒中后抑郁具有治疗作用，能减少脑卒中后抑郁

症状和氧化应激［24］。缺血性脑卒中由于脑组织葡

萄糖和氧供应不足而导致神经元损伤，有研究表明

芹 菜 素 可 通 过 影 响 核 转 录 因 子 -E2 相 关 因 子 2

（Nrf2）、p53 基因的表达及其下游靶基因的转录，减

轻氧糖剥夺/复糖复氧诱导的神经元损伤；同时，芹

菜素已被证明具有抗氧化、抗炎、抗癌和神经保护

等作用［25］。炎症是中风病理特征之一，而芹菜素-6，

8-二 -C-葡萄糖苷在多种炎症细胞和动物模型中发

挥着抗炎作用。体外研究发现，芹菜素 -6，8-二 -C-

葡萄糖苷对脂多糖（LPS）诱导人单核细胞白血病细

胞（THP-1）和原代单核细胞炎症具有抑制作用，对

其 分 泌 的 白 细 胞 介 素（IL）-18、肿 瘤 坏 死 因 子

（TNF）- α 和 IL-1β 等 促 炎 细 胞 因 子 具 有 下 调 作

用［26］。胆酸已被报道能够扩散到磷脂双分子层，并

进一步跨越血脑屏障。据报道，在体外氧糖剥夺/复

氧损伤下 ，胆酸通过增加脑源性神经营养因子

（BDNF）的释放，进一步刺激 BDNF-酪氨酸蛋白激

酶 B（TrkB）-磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/

Akt）和 BDNF-TrkB-丝裂原活化蛋白激酶/细胞外调

节蛋白激酶（MAPK/ERK）信号通路对神经血管单

位有多种保护作用［27］，综上所述，从胆南星中筛选

的核心活性成分主要有抗炎、抗氧化、氧化应激、神

经保护等作用；同时，胆南星治疗中风并不是单一

成分发挥作用，而是多组分共同发挥疗效。

在“药材 -核心活性成分 -目标基因 -通路”多维

网络图的 23 个目标基因中，AK1、Akt1、ESR1 与 4 个

活性成分（没食子酸、芹菜素 -6，8-二 -C-葡萄糖苷、

胆酸、芹菜素）之间都存在一定关联性，且都与中风

相关［28-30］。其中 ESR1 为 4 个成分共有关键靶标蛋

白。其分子对接结果显示，上述 4 个成分通过氢键

等作用与 ESR1 蛋白相互作用，具有较好的结合性

能 ，推 测 ESR1 是 胆 南 星 治 疗 中 风 的 核 心 靶 点 。

KEGG 通路富集分析表明，胆南星通过多条信号通

路参与中风的治疗过程。如柠檬酸循环是碳水化

合物、脂肪和氨基酸的共同氧化途径，是线粒体能

量代谢最基本的过程［31］。据报道，当发生缺血性脑

卒中时，葡萄糖释放减少，引起线粒体功能缺乏，导

致脑组织中三磷酸腺苷（ATP）的产生减少，从而导

致神经元死亡和不可逆脑损伤［32］。TNF 信号的干

扰会导致微血管张力和全身血液动力学的变化［33］。

当发生缺血性脑卒中时，TNF 水平明显升高，其在

缺血性脑卒中的发病机制中发挥重要作用［34］。小

胶质细胞活化在缺血性脑卒中后神经炎症中起重

要作用，活化的小胶质细胞可以迁移到损伤部位，

增殖和释放物质，导致继发性脑损伤，而小胶质细

胞迁移与 MAPK 信号通路的激活有关［35］；PI3K/Akt

信号通路激活参与了脑缺血的病理过程，其能调控

能量产生、清除氧自由基、抑制细胞凋亡、保护神经

元，在对抗脑缺血损伤中发挥着重要作用［36］。
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