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基于均匀试验设计的黄芪-当归主要化学成分剂量配伍对
血管平滑肌细胞增殖的影响
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［摘要］ 目的：采用均匀试验设计方法，构建黄芪 -当归中 6 种主要成分配伍抗血管平滑肌细胞（VSMCs）增殖的函数模

型，分析这 6 种成分配伍与抑制 VSMCs增殖的相关性，探讨黄芪-当归主要化学成分配伍对 VSMCs增殖的影响、均匀设计试验

在中药多成分配伍研究中的可行性。方法：采用细胞增殖及活性检测试剂盒（CCK-8）法测定黄芪-当归中 6 种成分配伍对血小

板衍生生长因子-BB（PDGF-BB）诱导的大鼠 VSMCs增殖的抑制作用，求得各成分半数抑制浓度（IC50）后，以芒柄花素、黄芪皂

苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷 6 种成分分别为自变量 X1、X2、X3、X4、X5、X6，细胞增殖抑制率为因变量 Y，选

用 U *
24（249）均匀设计表和线性、二次多项式 2 种数学模型，以逐步回归方法筛选变量，得出理论上拟合较好的方程式。通过设

定不同剂量的 6 种成分配伍进行验证试验，筛选出实际较优的关系方程式，并根据实验目的对筛选出的回归方程进行数据中

心化处理，比较方程的各回归系数，以分析药物与药效的相关性。结果：黄芪 -当归中 6 种成分均能抑制 VSMCs 增殖，且呈浓

度依赖性。芒柄花素、黄芪皂苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷的 IC50 分别为 123.453、113.184、81.655、

141.159、101.187、151.016 mg·L-1。经验证试验筛选出 2 个较优的数学模型，方程 1 和方程 2 分别为 Y1=73.137 897-0.207 888X1+

0.000 508X2
2+0.000 347X1X6、Y2=70.038 433-0.236 665X1+0.000 577X2

2+0.000 260X1X4+0.000 415X1X6+0.000 370X3X5。方程 2 经

数据中心化处理后为 Y=-1.480 260-0.146 281X1+0.000 673X2
2+0.000 314X1X4+0.000 456X1X6+0.000 737X3X5，回归系数表明黄芪

皂苷Ⅰ对细胞增殖抑制率起正向作用，芒柄花素与毛蕊异黄酮、芒柄花素与毛蕊异黄酮苷、黄芪甲苷与阿魏酸是以交互作用形

式对细胞增殖发挥抑制效应，且黄芪甲苷与阿魏酸的协同作用高于其他交互项。结论：黄芪 -当归中 6 种主要成分配伍后对

VSMCs异常增殖有抑制作用，证明均匀试验设计可用于预测中药化学成分配伍与药效的相关性，可为合理运用均匀设计与回

归分析构建数学模型研究中药配伍关系提供实验依据。
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by uniform design，the relationship between the compatibility of these six main components and the inhibition of

VSMCs proliferation was analyzed，and the effect of the compatibility of these main components of Astragali

Radix-Angelicae Sinensis Radix on the proliferation of VSMCs as well as the feasibility of uniform design test in

the study of multi-component compatibility of Chinese medicines were discussed. Method：： Cell proliferation

and toxicity assay kit（CCK-8）method was used to determine the inhibitory effect of the six components of

Astragali Radix-Angelicae Sinensis Radix on platelet derived growth factor-BB（PDGF-BB）-induced VSMCs

proliferation in rats and the half inhibitory concentration（IC50）of each component were obtained. Six chemical

components of Astragali Radix-Angelicae Sinensis Radix（formononetin，astragaloside Ⅰ，astragaloside Ⅳ，

calycosin，ferulic acid and calycosin-7-O-β -D-glucoside）were taken as the independent variables X1，X2，X3，

X4，X5，X6，respectively，and the cell proliferation inhibition rate as the dependent variable Y. U *
24（249）uniform

design table and mathematical models（including linear and quadratic polynomial）were selected，the stepwise

regression method was used to screen the variables，and the better equations were obtained in theory. The

actually better relationship equations were screened by setting the different dose compatibility of these six

components for verification tests. According to the purpose of the experiment，the selected regression equation

was processed by data centralization，so as to compare the regression coefficients of the data centralization

equation and analyze the correlation between components and efficacy. Result：：The six components of Astragali

Radix-Angelicae Sinensis Radix could inhibit abnormal proliferation of VSMCs in a dose-dependent manner. IC50

values of formononetin，astragaloside Ⅰ，astragaloside Ⅳ，calycosin，ferulic acid and calycosin-7-O- β -D-

glucoside were 123.453，113.184，81.655，141.159，101.187，151.016 mg·L-1，respectively. Two superior models

were selected by experimental verification，including equation 1 of Y1=73.137 897-0.207 888X1+0.000 508X2
2+

0.000 347X1X6 and equation 2 of Y2=70.038 433-0.236 665X1+0.000 577X2
2+0.000 260X1X4+0.000 415X1X6+0.000 370X3X5.

After data centralization，equation 2 was adjusted to Y=-1.480 260-0.146 281X1+0.000 673X2
2+0.000 314X1X4+

0.000 456X1X6+0.000 737X3X5，the regression coefficients showed that the astragaloside Ⅰ had a positive effect

on the inhibition rate of cell proliferation，formononetin-calycosin，formononetin-calycosin-7-O-β -D-glucoside

and astragaloside Ⅳ -ferulic acid had an interaction effect on the inhibition rate of cell proliferation，and the

synergistic effect of astragaloside Ⅳ and ferulic acid was higher than other interaction items. Conclusion：：The

combination of six main components of Astragali Radix-Angelicae Sinensis Radix can inhibit the abnormal

proliferation of VSMCs，and it is demonstrated that the uniform test design can be used to predict the correlation

between the chemical composition of Chinese medicines with their pharmacological effects，which can provide

an experimental basis for the rational use of uniform design and regression analysis to construct mathematical

models to study the compatibility relationship of Chinese medicines.

［［Keywords］］ uniform design；regression analysis；quadratic polynomial；Astragali Radix；Angelicae

Sinensis Radix；chemical composition；half inhibitory concentrationn（IC50）

中药配伍研究由于其成分复杂，在考察药物越

多的情况下成分之间相互关系越复杂。如何对药

物剂量进行合理配比，定量描述中药与药效之间的

关系是关键。均匀试验因试验点均匀分散且较正

交试验次数少的特点而被广泛用于中药方剂配伍

研究［1-2］；同时，由于其研究的因素数量较多且试验

次数较少，所得数据不能采用传统的方差分析，常

借助于回归分析法［3-4］，即通过建立统计模型来揭示

变量之间的相互关系［5］。目前，均匀试验设计在中

药复方研究中的应用侧重于依据回归分析进行中

药成分的筛选和药物最佳配伍剂量的筛选，对于回

归建模的分析与讨论则较少，而在均匀试验中如何

选择试验数，合理地进行回归分析并选择合适的数

学模型和变量，对模型的可靠性与变量结果的预测

能力有很大的影响。因此，选择合适的数学模型来

表达药物相互配伍的规律，从而定量描述中药成分

与药效之间的关系，并通过模型参数进行结果预

测，对研究中药配伍关系具有重要意义。

血管平滑肌细胞（VSMCs）是血管内膜增生的

主要细胞，在血管重构性病变的发生发展中有重要

··144



第 29 卷第 3 期
2023 年 2 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 3

Feb. ，2023

作用，血小板衍生生长因子 -BB（PDGF-BB）主要由

血小板和内皮细胞合成并分泌，通过自分泌、旁分

泌等方式作用于 VSMCs，诱导 VSMCs 增殖，是引起

动脉粥样硬化等血管病变的主要因子，参与了血管

增殖性病变的发生发展［6］。据报道，黄芪和当归配

伍对大鼠血管内皮损伤后血管内膜增生具有抑制

作用，可抑制 VSMCs 表型转化和细胞增殖［7-8］，降低

血管局部炎性细胞因子表达［9］；黄芪-当归可由肠吸

收的主要化学成分为芒柄花素、黄芪甲苷、毛蕊异

黄酮、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷［10］；黄芪甲苷、黄芪皂

苷Ⅰ、毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮苷、阿魏酸和芒柄花

素配伍可增强抗血管内皮细胞氧化损伤的作用［11］。

此外，有研究表明黄芪-当归 5 种主要活性成分毛蕊

异黄酮苷、黄芪甲苷、黄芪皂苷Ⅰ、芒柄花素、阿魏

酸能吸收入血［12］，提示以上化学成分可能是黄芪和

当归的主要药效物质。综上分析，本实验以 PDGF-

BB 诱导 VSMCs 增殖模型为研究对象，选取芒柄花

素、黄芪皂苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、阿魏酸、毛

蕊异黄酮苷进行中药化学成分配伍，以细胞增殖抑

制率作为药效评价指标，研究上述 6 种成分配伍对

VSMCs异常增殖的影响，运用均匀设计结合回归分

析方法，利用数学模型研究各成分不同剂量的配伍

规律，为解析黄芪 -当归抗 VSMCs 增殖的主要药效

成分，以及探索中药多成分配伍量效关系的研究方

法提供依据。

1 材料

Series 8000 WJ 型 CO2 培 养 箱（美 国 Thermo

Fisher公司），Axio Vert.A1 型倒置显微镜（德国 Zeiss

公司），Cytation3 型多功能酶标仪（美国 BioTek 公

司 ）。 PDGF-BB（ 美 国 PeproTech 公 司 ，批 号

101704J0418），磷酸盐缓冲液（PBS，0.1 mol·L-1，pH

7.4）、DMEM 高糖培养基（美国 HyClone 公司，批号

分别为 NAN1449、AE29163339），胎牛血清（FBS）、
0.25% 胰蛋白酶溶液（美国 Gibco 公司，批号分别为

1861242、1928609），细胞增殖及活性检测试剂盒

（CCK-8）试剂盒（北京兰杰柯科技有限公司，批号

68096017），二甲基亚砜（DMSO，批号 1129E033）和
芒柄花素、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、阿魏酸、毛蕊异

黄 酮 苷 对 照 品（批 号 分 别 为 121A024、412D021、

527G021、328D022、527D021，纯度≥98%）均购自北

京索莱宝科技有限公司，黄芪皂苷Ⅰ对照品（上海

麦克林生化科技有限公司，批号 C10070259，纯度≥
98%）。A-10 细胞来自大鼠主动脉 VSMCs，购自美

国模式培养物集存库（ATCC），编号 CRL-14760。

2 方法

2.1 细 胞 培 养 A-10 细 胞 株 用 含 10% FBS 的

DMEM 培养基制备成细胞悬液，在 37 ℃、5% CO2、

95% 饱和湿度下常规培养，2 d 换液并传代 1 次，传

代第 4 代后取对数生长期细胞进行实验。

2.2 试验药物的制备 将芒柄花素、黄芪皂苷Ⅰ、

黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷溶于

DMSO 中，经 0.22 μm 滤膜过滤，分别配制成 5 g·L-1

母液避光保存。实验时用 DMEM 稀释至所需浓度，

DMSO 终体积分数不超过 0.5%，现用现配。

2.3 细 胞 活 性 试 验 将 细 胞 以 含 10% FBS 的

DMEM 制成细胞悬液，以 2 500 个/孔接种于 96 孔培

养板。置 37 ℃、5% CO2、95% 饱和湿度培养箱中培

养 24 h 后，更换为无血清 DMEM 饥饿 12 h，使细胞

同步化于 G0期，然后随机分组，即正常组（无血清培

养基培养 24 h）、给药组（按表 1 设计，分别加入不同

质量浓度药物培养 24 h）及空白组（加入仅含有药物

的培养基且不加入细胞）。培养 24 h 后每孔加入

CCK-8 溶液 10 μL 继续孵育 1 h。于 450 nm 处测定

吸光度 A，计算细胞存活率，药物的细胞毒性评价标

准参考 GB/T 14233.2—2005 细胞活性试验，按照细

胞毒性反应分级，药物的细胞毒性反应应不大于 1

级［13］，细胞存活率>80% 表示对细胞无毒性，公式为

细 胞 存 活 率 =［（A 给药组-A 空白组 ）/（A 正常组-A 空白组 ）］×

100%。每组重复 5 个样本。

2.4 PDGF-BB 对 VSMCs 的促增殖作用 细胞处

理同 2.3 项下，细胞同步化后分别加入终质量浓度

为 0、5、10、20、40、80 µg·L-1 的 PDGF-BB，继续培养

24 h，以 CCK-8 法测定细胞增殖活性，选取对细胞具

有明显促增殖作用的质量浓度进行后续实验。

2.5 6 种成分对 VSMCs 增殖的影响 参照上述

表 1 黄芪-当归 6种成分细胞活性试验的剂量设定

Table 1 Dose setting of six components of Astragali Radix-

Angelicae Sinensis Radix in cytotoxicity assay

水平

1

2

3

4

5

6

质量浓度/mg·L-1

芒柄

花素

0.00

1.50

3.00

6.00

12.00

24.00

黄芪皂

苷Ⅰ
0.00

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

黄芪

甲苷

0.00

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

毛蕊异

黄酮

0.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

阿魏酸

0.00

2.25

4.50

9.00

18.00

36.00

毛蕊异

黄酮苷

0.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00
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CCK-8 法，以密度 2 000 个/孔接种于 96 孔培养板，

每组设 6 个复孔。细胞同步化于 G0期后，随机分为

正常组（无血清培养基培养 25 h）、模型组（用无血清

DMEM 培养基培养 1 h 后加入 40 µg·L-1 PDGF-BB

培养 24 h）、给药组（按表 2 设定的不同药物浓度预

处理 1 h 后加入 40 µg·L-1 PDGF-BB 继续培养 24 h）
和空白组（加入仅含有药物的培养基且不加入细

胞），于 450 nm 处测定 A，计算各药物的细胞增殖抑

制率及半数抑制浓度（IC50），公式为细胞增殖抑制

率=［（A 模型组-A 给药组）/（A 模型组-A 空白组）］×100%。

2.6 黄芪-当归 6 种成分配伍抗 VSMCs 增殖的均匀

设计试验

2.6.1 均匀设计方案 以芒柄花素、黄芪皂苷Ⅰ、

黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、阿魏酸、毛蕊异黄酮苷作为

考察因素，分别用 X1、X2、X3、X4、X5、X6表示。综合考

虑各成分之间可能存在的交互作用，均匀设计的回

归分析模型拟采用多元线性方程与二次多项式回

归方程拟合。每个因素设置 24 个水平，选用删行好

格子点法均匀试验表 U *
24（249）［5］，因素数为 6 个时取

1、2、4、6、7、9 列，偏差为 0.206 4。利用 DPS7.05 统

计软件对各变量进行回归分析，求得回归方程式。

2.6.2 各成分剂量确定 以成分 IC50 作为中间值，

各成分剂量设为芒柄花素 7.5~180 mg·L-1、黄芪甲

苷 5~120 mg·L-1、阿魏酸 6.25~150 mg·L-1、黄芪皂苷

Ⅰ 6.875~165 mg·L-1、毛蕊异黄酮 8.75~210 mg·L-1、

毛蕊异黄酮苷 9.375~225 mg·L-1，将试验域等分为

24 个水平。以 CCK-8 法检测的细胞增殖抑制率作

为指标 Y，按照以上因素水平进行试验。每组设 6 个

复孔，实验分为正常组（无血清 DMEM 培养基培养

25 h）、模型组（用无血清 DMEM 培养基培养 1 h 后

加入 40 µg·L-1 PDGF-BB 培养 24 h）及各均匀设计

试验组（按均匀设计表设定的药物终质量浓度预处

理 1 h 后加入 40 µg·L-1 PDGF-BB 继续培养 24 h）。
2.6.3 拟合模型验证试验 观察拟合出的 5 个方程

发现，方程 3~5 中给出的 Y 最大值时各自变量取值

趋向一致，为进一步验证模型方程的准确性，设置

为①6 个药物成分 IC50 剂量配伍组（以下简称“IC50

组”）［14］；②方程 1 最优剂量组；③方程 2 最优剂量

组；④方程 3 最优剂量组。此外，为了确保实验重复

性，加入均匀设计试验结果 Y 最高组（均匀试验 2

组），采用 CCK-8 法检测各组细胞增殖抑制率。各

成分给药剂量见表 3。

2.7 统计学分析 采用 SPSS 25.00 软件进行统计

分析，实验数据用 x̄± s 表示。多元线性回归、二次多

项式逐步回归分析采用 DPS7.05 进行分析。方程的

差异性检验采用非参数卡方检验，P<0.05 表示差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 6 种化学成分对正常细胞的毒性 当芒柄花素

1.5~24 mg·L-1、黄芪皂苷Ⅰ 2~32 mg·L-1、黄芪甲苷

2~32 mg·L-1、毛蕊异黄酮 2.5~40 mg·L-1、毛蕊异黄

酮苷 2.5~40 mg·L-1、阿魏酸 2.25~36 mg·L-1 时，细胞

存活率均>80%，提示各成分在以上质量浓度范围内

对细胞无毒性效应。见表 4。

3.2 PDGF-BB 对 VSMCs 的促增殖作用 PDGF-

BB 质量浓度分别为 5、10、20、40、80 µg·L-1时，细胞

存 活 率 分 别 为（114.16±3.68）% 、（119.11±3.12）% 、

（129.35±4.65）%、（147.13±4.30）%、（164.06±8.59）%。

说明 PDGF-BB 在终质量浓度为 5~80 µg·L-1时可浓

度 依 赖 性 地 诱 导 VSMCs 增 殖 ，故 选 取 可 诱 导

VSMCs 增殖的半数有效浓度（EC50）40 µg·L-1 作为

表 2 黄芪-当归 6种成分抗 VSMCs增殖作用的剂量设定

Table 2 Dose setting of anti-VSMCs proliferation effect of six

components in Astragali Radix-Angelicae Sinensis Radix

水平

1

2

3

4

5

6

7

8

质量浓度/mg·L-1

芒柄

花素

0.00

3.00

6.00

12.00

24.00

48.00

96.00

192.00

黄芪皂

苷Ⅰ
0.00

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

64.00

128.00

黄芪

甲苷

0.00

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

64.00

128.00

毛蕊异

黄酮

0.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

80.00

160.00

阿魏酸

0.00

2.25

4.50

9.00

18.00

36.00

72.00

144.00

毛蕊异

黄酮苷

0.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

80.00

160.00

表 3 拟合模型验证试验分组与 6种成分的剂量

Table 3 Validation test grouping of fitting models and doses of six

components

组别

IC50组

均匀试验 2 组

方程 1 最优剂量组

方程 2 最优剂量组

方程 3 最优剂量组

质量浓度/mg·L-1

芒柄

花素

120.00

15.00

7.50

7.50

7.50

黄芪皂

苷Ⅰ
110.00

41.25

165.00

165.00

165.00

黄芪

甲苷

80.00

70.00

5.20

120.00

120.00

毛蕊异

黄酮

140.00

192.50

209.00

210.00

8.75

阿魏酸

100.00

150.00

24.00

150.00

150.00

毛蕊异

黄酮苷

150.00

122.00

109.00

225.00

221.72
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PDGF-BB 诱导 VSMCs增殖的质量浓度。

3.3 黄芪 -当归 6 种化学成分对 PDGF-BB 诱导的

VSMCs 细胞增殖的影响 以模型组细胞增殖抑制

率为对照，芒柄花素在 3~192 mg·L-1、黄芪皂苷Ⅰ在

8~128 mg·L-1、黄芪甲苷在 2~128 mg·L-1、毛蕊异黄

酮在 10~160 mg·L-1、阿魏酸在 18~144 mg·L-1、毛蕊

异黄酮苷在 2.5~160 mg·L-1时呈浓度依赖性地抑制

PDGF-BB 诱导的 VSMCs 增殖。上述 6 个成分的

IC50 分 别 为 123.453、113.184、81.655、141.159、

101.187、151.016 mg·L-1。见表 5。

3.4 均匀设计试验及回归分析 采用 DPS7.05 软

件将响应值 Y 与各因素取值进行多元线性回归和二

次多项式逐步回归分析。通过相关系数（r）、F、P 对

模型进行评价。用多元线性方程回归拟合，回归系

数 t检验，除自变量 X1、X2，其余各变量回归系数检验

P 均>0.05，说明因素各剂量之间的变化对细胞增殖

抑制率的影响不是单纯的线性关系，不能用多元线

性模型进行回归分析。利用二次多项式逐步回归

方法，根据 r、F、P 综合考虑，对回归方程参数进行纳

入与剔除，筛选引入、剔除相关变量后得到 5 个适合

的二次多项式回归方程，以及 Y 取最大值时各因素

组合值。见表 6 和表 7。

表 4 不同质量浓度的 6种化学成分对 VSMCs细胞毒性的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of six components at different concentrations on cytotoxicity of VSMCs（x̄± s，n=5）

成分

芒柄花素

黄芪皂苷Ⅰ

质量浓度

/mg·L-1

1.50

3.00

6.00

12.00

24.00

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

细胞存活率/%

133.61±3.95

122.26±7.64

137.17±3.93

123.22±11.33

96.09±6.71

127.35±5.96

141.08±8.56

127.88±3.25

121.84±5.34

96.83±8.17

成分

黄芪甲苷

毛蕊异黄酮

质量浓度

/mg·L-1

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

细胞存活率/%

124.67±6.27

139.12±9.13

146.28±10.50

112.13±6.68

87.33±9.09

136.90±8.85

134.66±8.86

135.37±9.64

122.25±5.41

96.32±8.40

成分

阿魏酸

毛蕊异黄酮苷

质量浓度

/mg·L-1

2.25

4.50

9.00

18.00

36.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

细胞存活率/%

122.21±7.92

132.66±9.75

132.35±9.26

111.24±11.15

106.58±6.97

102.28±4.37

103.98±4.96

105.41±3.34

100.26±4.28

100.39±4.33

注：正常组的细胞存活率为 100%

表 5 不同质量浓度 6种化学成分对 PDGF-BB诱导的 VSMCs增殖的影响（x̄± s，n=4）

Table 5 Effect of six components at different concentrations on proliferation of VSMCs induced by PDGF-BB（x̄± s，n=4）

成分

芒柄花素

黄芪皂苷Ⅰ

质量浓度

/mg·L-1

3.00

6.00

12.00

24.00

48.00

96.00

192.00

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

64.00

128.00

细胞增殖

抑制率/%

6.11±3.69

10.93±4.35

15.78±6.77

18.26±6.21

23.72±5.31

37.86±1.92

63.34±8.97

-12.10±5.33

-5.53±4.46

1.25±4.21

1.96±4.33

7.22±5.86

23.08±2.28

57.41±2.54

成分

黄芪甲苷

毛蕊异黄酮

质量浓度

/mg·L-1

2.00

4.00

8.00

16.00

32.00

64.00

128.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

80.00

160.00

细胞增殖

抑制率/%

3.42±4.94

7.60±3.17

10.09±5.69

11.23±4.25

22.86±8.42

28.91±7.25

65.27±7.60

-9.88±6.47

-5.02±2.18

0.61±3.58

3.71±3.26

5.24±2.61

25.88±4.75

53.80±4.91

成分

阿魏酸

毛蕊异黄酮苷

质量浓度

/mg·L-1

2.25

4.50

9.00

18.00

36.00

72.00

144.00

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

80.00

160.00

细胞增殖

抑制率/%

-11.34±4.37

-2.66±3.33

-5.25±8.13

0.71±8.14

8.19±6.04

27.95±4.11

71.67±7.35

6.37±1.36

9.45±2.88

10.47±1.72

12.42±2.57

17.78±2.12

31.65±2.58

62.76±0.25
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3.5 均匀设计拟合方程验证试验 按照表 3 的剂

量进行验证试验得到细胞增殖抑制率实际值，另将

表 3 各成分给药剂量值分别代入到 5 个方程得到相

应的预测值，见表 8。计算预测值与实际值的相对

表 6 均匀试验各因子水平的取值与细胞增殖抑制率（n=6）

Table 6 Values of each factor level and inhibition rate of cell proliferation in uniform design（n=6）

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

质量浓度/mg·L-1

X1芒柄花素

7.500

15.000

22.500

30.000

37.500

45.000

52.500

60.000

67.500

75.000

82.500

90.000

97.500

105.000

112.500

120.000

127.500

135.000

142.500

150.000

157.500

165.000

172.500

180.000

X2黄芪皂苷Ⅰ
20.625

41.250

61.875

82.500

103.125

123.750

144.375

165.000

13.750

34.375

55.000

75.625

96.250

116.875

137.500

158.125

6.875

27.500

48.125

68.750

89.375

110.000

130.625

151.250

X3黄芪甲苷

35.000

70.000

105.000

15.000

50.000

85.000

120.000

30.000

65.000

100.000

10.000

45.000

80.000

115.000

25.000

60.000

95.000

5.000

40.000

75.000

110.000

20.000

55.000

90.000

X4毛蕊异黄酮

96.250

192.500

70.000

166.250

43.750

140.000

17.500

113.750

210.000

87.500

183.750

61.250

157.500

35.000

131.250

8.750

113.750

201.250

78.750

175.000

52.500

148.750

26.250

122.500

X5阿魏酸

75.000

150.000

68.750

143.750

62.500

137.500

56.250

131.250

50.000

125.000

43.750

118.750

37.500

112.500

31.250

106.250

25.000

100.000

18.750

93.750

12.500

87.500

6.250

81.250

X6毛蕊异黄酮苷

178.125

121.875

65.625

9.375

187.500

131.250

75.000

18.750

196.875

140.625

84.375

28.125

206.250

150.000

93.750

37.500

215.625

159.375

103.125

46.875

225.000

168.750

112.500

56.250

细胞增殖抑制率

（Y）/%

71.880

78.280

74.250

63.400

73.950

76.430

72.560

74.890

56.730

62.760

65.560

51.860

62.630

61.600

64.000

62.750

60.570

53.670

40.590

53.830

56.510

56.940

50.980

52.410

表 7 回归方程的拟合分析

Table 7 Fitting analysis of regression equations

编号

方程 1

方程 2

方程 3

方程 4

方程 5

回归方程式

Y1=73.137 897-0.207 888X1+0.000 508X2
2+0.000 347X1X6

Y2=70.038 433-0.236 665X1+0.000 577X2
2+0.000 260X1X4+

0.000 415X1X6+0.000 370X3X5

Y3=76.102 678-0.394 420X1+0.000 879X2
2+0.000 721X1X2+

0.001 312X1X4-0.000 850X1X5+0.000 768X1X6-0.000 799X2X3-
0.000 637X2X4+0.001 364X3X5-0.000 351X4X6

Y4=76.582 256-0.419 964X1+0.000 708X2
2+0.000 999X1X2+

0.001 625X1X4-0.001 307X1X5+0.000 799X1X6-0.000 843X2X3-
0.000 908X2X4+0.000 456X2X5+0.001 438X3X5-0.000 386X4X6

Y5=76.049 709-0.410 155X1+0.000 693X2
2+0.000 982X1X2+

0.001 756X1X4-0.001 469X1X5+0.000 705X1X6-0.000 959X2X3-
0.001 049X2X4+0.000 599X2X5+0.000 162X2X6+0.001 497X3X5-
0.000 402X4X6

r

0.899

0.920

0.948

0.950

0.952

F

27.95

19.94

11.54

10.12

8.81

P

0.000 1

0.000 1

0.000 1

0.000 2

0.000 5

f

3.2

5.2

10.1

11.1

12.1

最优解

Y=85.69、X1=7.50、X2=165.00、X3=5.21、

X4=209.38、X5=24.27、X6=109.44

Y=91.73、X1=7.50、X2=165.00、X3=120.00、

X4=210.00、X5=150.00、X6=225.00

Y=105.49、X1=7.50、X2=165.00、X3=120.00、

X4=8.75、X5=150.00、X6=221.72

Y=112.36、X1=7.50、X2=165.00、X3=120.00、

X4=8.75、X5=150.00、X6=225.00

Y=119.18、X1=7.50、X2=165.00、X3=120.00、

X4=8.75、X5=150.00、X6=225.00
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偏差，选取各方程平均相对偏差作为实际回归方程

拟合程度的判断，公式为相对偏差=|（Y 实际值-Y 预测值）/

Y 实际值 |×100%。见表 9。结果发现方程 1~5 的平均相

对 偏 差 分 别 为 6.32%、6.58%、12.44%、17.91%、

19.75%，根据平均相对偏差大小并结合实验情况可

知，以细胞增殖抑制率 Y 作为因变量的拟合函数，函

数的 Y 值应≤100，故方程 3、方程 4 和方程 5 不纳入

考虑。对方程 1、方程 2 的平均相对偏差进行差异性

检验，采用卡方检验，结果 P>0.05，表明二者差异无

统计学意义。说明在表 6 试验域下芒柄花素、黄芪

皂苷Ⅰ、黄芪甲苷等 6 个成分之间的剂量关系可以

用方程 1 或方程 2 进行预测。

3.6 回归方程的回归系数比较 为了探讨 6 个自

变量与效应值之间的量效关系，选择包含了 6 个自

变量的方程 2 进行回归系数分析。因为试验域的设

置未包含 0，导致方程 2 的回归系数不能直接反映自

变量之间的关系，故对方程 2 中含乘积项的二次多

项式回归系数的判断需对每个自变量取值进行数

据中心化处理后，然后再次进行回归，得“对中”后

回归方程 Y=-1.480 260-0.146 281X1+0.000 673X2
2+

0.000 314X1X4+0.000 456X1X6+0.000 737X3X5。结果

在试验域内黄芪皂苷Ⅰ回归系数为正号，呈正向增

效作用；芒柄花素和毛蕊异黄酮、芒柄花素和毛蕊

异黄酮苷交互项回归系数为正数，即对细胞增殖抑

制率起正向交互作用；交互项中黄芪甲苷与阿魏酸

乘积项的回归系数最大，说明二者对细胞增殖抑制

率起到协同作用且效果大于其他交互项。

3.7 效应关系分析 分析方程 2 各项与 Y 的效应关

系，由 X1 与 Y，X2 与 Y 作用的散点图可知，在试验域

内芒柄花素用量越大，细胞增殖抑制率越小。黄芪

皂苷Ⅰ对 Y 的作用不是线性相关。在 X1 与 X4、X1 与

X6 的交互项中，随着芒柄花素取值越小，毛蕊异黄

酮、毛蕊异黄酮苷取值越高，细胞增殖抑制率越大。

X3 与 X5 对 Y 的作用显示，黄芪甲苷与阿魏酸的交互

作用在细胞增殖抑制率的体现中呈多峰形式，且当

黄芪甲苷质量浓度取值在 20~40 mg·L-1，阿魏酸质

量浓度取值在 0~20 mg·L-1处时 Y 值较低，随着黄芪

甲苷与阿魏酸各自剂量的增加，Y 逐渐增高，黄芪甲

苷与阿魏酸同时取较大值时，细胞增殖抑制率越

高。见图 1。

4 讨论

回归分析的目的是利用变量间的简单函数关

系，通过自变量对因变量进行预测，使理论预测值

尽可能地接近因变量的实际观测值［15］。回归方程

的最优解实际上是指相对较优的回归方程，没有绝

对的最优［16］。均匀设计试验数的确定与回归分析

能够采用的模型息息相关，根据试验目的的不同，

采用线性、曲线或者非参数回归模型来表达变量间

关系所需试验数是不同的，从数学理论上来说，试

验数越多拟合的方程越准确，能反映出来的药物配

伍相互关系也就越多［17］。本研究首先采用 CCK-8

法检测黄芪-当归主要化学成分对正常 VSMCs 的细

胞毒性和对 VSMCs 增殖的抑制作用，计算出各成

分的 IC50，通过均匀设计及逐步回归分析得到理论

上各成分剂量与细胞增殖抑制率的回归关系函数，

并通过对回归方程的验证，找出符合各成分配伍关

系的方程式。本实验旨在找出黄芪 -当归中 6 个成

分的配伍关系，以及其与因变量细胞增殖抑制率之

间的量效关系。因考察因素较多，共有 6 个自变量，

考虑到成分之间可能存在交互作用，选择线性和二

次多项式 2 个回归模型进行分析，为使模型拟合更

加准确，本实验选取 4 倍因素数的水平数，即每个因

素 24 水平，试验 24 次。二次多项式回归模型中纳

入考虑的有截距项、一次项、二次项、二次交互项共

28 个待估参数。但本实验总共仅设 24 个不同的水

平组合，不足以估计二次多项式全模型，因此采用

表 9 各方程预测值与实际值的相对偏差

Table 9 Relative deviation of predicted and actual values of each

equation

组别

IC50组

均匀试验 2 组

方程 1 最优剂量组

方程 2 最优剂量组

方程 3 最优剂量组

相对偏差/%

方程 1

13.83

3.92

11.64

0.97

1.27

方程 2

9.80

2.11

10.44

5.64

4.88

方程 3

12.83

0.42

8.90

18.90

21.14

方程 4

13.30

0.14

24.47

22.65

29.01

方程 5

13.30

0.03

27.89

20.76

36.75

表 8 验证试验中各方程的预测值与实际值（n=7）

Table 8 Predicted and actual values of each equation in

verification test（n=7）

组别

IC50组

均匀试验 2 组

方程 1 最优剂量组

方程 2 最优剂量组

方程 3 最优剂量组

Y/%

方程 1

预测值

60.58

71.52

85.69

85.99

85.98

方程 2

预测值

63.41

72.86

84.77

91.73

91.33

方程 3

预测值

61.28

74.12

69.93

70.42

105.49

方程 4

预测值

60.95

74.54

57.98

67.16

112.35

方程 5

预测值

60.95

74.45

55.35

68.80

119.09

实际

值

70.30

74.43

76.76

86.83

87.08
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逐步回归方法进行变量筛选。结果显示，黄芪-当归

中化学成分对正常 VSMCs 无明显毒性作用，不同

质量浓度的各成分对 PDGF-BB 诱导的 VSMCs增殖

具有抑制作用。

在回归分析拟合的二次多项式模型中，本文拟

合所得 5 个方程经 F 检验的 P 均<0.05，说明这 5 个

方程在均匀设计试验组合下对细胞增殖抑制率的

拟合结果理论上都是可行的。五者的 r 大小排序为

方程 5>方程 4>方程 3>方程 2>方程 1，F 大小排序为

方程 1>方程 2>方程 3>方程 4>方程 5。方程 5 引入

的参数变量最多，可见引入的参数变量越多，r 越

大，但与此同时模型参数估计的稳定性会受到影

响，在实际变量筛选中，遵循简约原则，一般需减少

变量数。比较各组细胞增殖抑制率的预测值与实

际值，发现理论上回归分析的最优方程虽然 r 最大，

但实际运用上，其预测能力并不一定最好，提示回

归分析得出的方程式，其最优解并不一定是唯一

的，需根据研究目的不同综合考虑。例如，当需要

对药物剂量与响应的拟合程度进行评价时，主要是

看方程 r 的大小和显著性；当需要通过模型方程和

设定药物剂量对响应做出预测时，要考虑模型方程

的准确度，并进行多试验的验证对比；当研究各药

物剂量组合的最优解或配比时，需对函数模型中每

个变量的显著性综合考虑。

观察方程 2 发现，只有芒柄花素在式中为单独

的一次项形式出现，同时与毛蕊异黄酮苷、毛蕊异

黄酮作为乘积交互项共同对细胞增殖抑制率产生

影响；同时，式中仅有黄芪皂苷Ⅰ的二次项，且没有

与之乘积的交互项。“对中”处理后的回归系数为

0.000 673，说明黄芪皂苷Ⅰ对细胞增殖抑制率起正

相关作用，黄芪甲苷和阿魏酸对于细胞增殖抑制率

也是以正向乘积项的形式存在。说明黄芪皂苷Ⅰ、

黄芪甲苷与阿魏酸合用能够抑制 VSMCs 增殖。由

图 1 可知，在 6 种成分的配伍关系作用中，芒柄花素

可能起到一个负性作用，但其与毛蕊异黄酮苷、毛

蕊异黄酮配伍后可产生正向作用。除黄芪皂苷Ⅰ
以单独二次式出现，其他的药物都包含交互乘积的

形式出现，所以“对中”后的回归系数无法比较出单

个药物对细胞增殖抑制率的作用大小，6 种成分之

间主要是配伍的合用效果起到抑制 VSMCs 异常增

殖的作用。

综上分析，中药成分的配伍并不只是单个成分

药效之间的叠加，而是存在相互作用关系，这与中

药方剂基于君臣佐使及合适剂量配伍的整体原则

相符［18-20］。建立目标成分量效关系，分析确定合理

的药效成分与用量范围，这一模式既可明确作用成

分，还可确定量效关系，并且合理运用均匀设计与

回归分析建模可以在某一设定效应下，建立合适的

注：A.X1与 Y 作用的散点图；B.X2与 Y 作用的散点图；C.X1、X4与 Y 作用的三维曲面图；D.X1、X6与 Y 作用的三维曲面图；E.X3、X5与 Y 作用的

三维曲面图

图 1 回归方程 2各自变量与响应值的效应关系

Fig. 1 Relationship between each independent variable and response value in regression equation 2
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数学模型对参数进行理论预测。本研究结合数理

统计理论与方剂配伍原理揭示了黄芪 -当归化学成

分配伍抗 VSMCs 异常增殖的量效关系，为研究中

药配伍关系提供了一种研究思路与方法。
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