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鳖甲药材指纹图谱与其抗肝纤维化作用的谱效关系研究 
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摘  要：目的  研究不同产地鳖甲药材的 HPLC 指纹图谱与其抗纤维化作用的谱效关系，揭示鳖甲药材抗肝纤维化作用的

“药效成分组”。方法  HPLC-DAD法测定了 12个产地鳖甲药材样品，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2004 A进行

评价，建立了共有模式，并进行主成分分析（PCA）。以 LX-2肝星状细胞为模型研究其对肝细胞的抑制效果，采用 SPSS软
件对数据进行相关分析，研究谱效相关性。结果  12个产地鳖甲药材 HPLC指纹图谱中共有 7个特征共有峰，其中峰 2、5
与 LX-2肝星状细胞抑制效果（A值）的相关性呈现中等程度相关，峰 4的相关性最强。由 PCA可知，峰 4的量对鳖甲质量

有着重要的影响。结论  12个产地鳖甲药材对 LX-2肝星状细胞均有抑制作用，HPLC指纹图谱与其抗纤维化作用之间有一

定的相关性，为进一步控制鳖甲药材内在质量提供参考。 
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Spectrum-activity relationship on anti-hepatic fibrosis efficacy of Trionycis Carapax 
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Abstract: Objective  To investigate the spectrum-activity relationship between HPLC of Trionycis Carapax from different regions 
and its anti-hepatic fibrosis efficacy, in order to reveal the “active component group” for anti-hepatic fibrosis efficacy of Trionycis 
Carapax. Methods  The samples from 12 regions were determined with the HPLC-DAD method. The representative standard 
fingerprint was calculated using the Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of Traditional Chinese Medicine 
(Version 2004A). The common patten and the principal component analysis (PCA) were established. Using the LX-2 hepatic stellate 
cell as a hepatic fibrosis model of Trionycis Carapax to study its inhibition on the hepatic fibrosis cells. The spectrum-effect 
relationship was studied by SPSS 19.0 software. Results  Seven common peaks in the HPLC-fingerprint of Trionycis Carapax were 
obtained. It was tentatively concluded that peaks 2 and 5 related better to the inhibitory effect of LX-2 cells (OD value) in the seven 
characteristic peaks. Peak 4 had the strongest correlation. And the quality of Trionycis Carapax was influenced by the concentration of 
peak 4 obtained by PCA. Conclusion  All the samples could inhibit the proliferation of LX-2 hepatic stellate cell in some extent. 
There may be a certain relationship between HPLC fingerprint and anti-hepatic fibrosis efficacy. In addition, the research could be used 
as the quality control method of Trionycis Carapax. 
Key words: Trionycis Carapax; fingerprint; anti-hepatic fibrosis efficacy; principal component analysis; spectrum-activity 
relationship; LX-2 hepatic stellate cell 
 

鳖甲 Trionycis Carapax 为鳖科动物鳖 Trionyx 
sinensis Wiegmann的背甲[1]，具有滋阴潜阳、退热

除蒸、软坚散结的功效。相关药理研究表明，鳖甲

提取物能促进早期或者晚期肝硬化肝细胞恢复及纤

维组织重吸收[2-3]。 
中药的“多成分、多靶点、多渠道”特点表明 
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中药药效是多个有效成分的协同作用。中药指纹图

谱能够标示中药中的多种化学成分，但其反映的化

学信息可能并不包含中药的有效成分，与中药疗效

的相关性不强。因此，将指纹图谱与中药药效评价

相结合，通过指纹图谱与其药效作用的相关性研究，

不仅能使指纹图谱中化学成分体现相应的药效，也

能阐明指纹图谱特征与药效的关系，确定相应的药

效物质基础，从而运用构建的药效指纹图谱更有针

对性地控制中药质量[4-7]。 

本研究测定了 12 个产地鳖甲药材的 HPLC 指

纹图谱及其抗纤维化作用，利用 SPSS 19.0 软件进

行分析，建立了鳖甲药材的谱效关系，为鳖甲药材

的控制建立有效的方法，同时为鳖甲药材的临床应

用提供基础。 

1  仪器与材料 

BSA—124S 型精密电子天平，赛多利斯科学仪

器有限公司；LC—20AT 型岛津高效液相色谱仪，

含在线脱气机，四元梯度泵，自动进样器，DAD 检

测器，日本岛津公司；MYB 型电子调温电热套，

天津市中环实验电炉有限公司；RE52 型旋转蒸发

仪，上海亚荣生化仪器厂；XDS—1B 倒置生物显微

镜，北京京瑞天下科技有限公司；Multiskan GO 全

波长酶标仪，Thermo Scientific。 

所购买鳖甲药材经解放军三〇二医院袁海龙研

究员鉴定为鳖科鳖属动物鳖 Trionyx sinensis 

Wiegmann 的背甲，产地见表 1。LX-2 肝星状细胞，

北京协和细胞资源中心；尿苷（批号 YY10961）、

鸟苷（批号 YY10964），上海源叶生物科技有限公

司。色谱甲醇，重蒸水，其余试剂均为分析纯。 

表 1  不同产地鳖甲药材样品来源 

Table 1  Trionycis Carapax samples from different regions 

编号 采集地点 编号 采集地点 编号 采集地点

S1 江西九江 S5 浙江嘉兴 S9 湖北黄陂

S2 安徽安庆 S6 浙江吴兴 S10 湖北监利

S3 安徽芜湖 S7 河南商城 S11 湖南常德

S4 浙江金华 S8 湖北孝感 S12 湖南邵阳

 
2  方法与结果 

2.1  HPLC 测定鳖甲药材指纹图谱方法建立 

2.1.1  色谱条件  色谱柱为 Arcus EP C18 柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为水-甲醇，梯度洗

脱程序：0～35 min，88%水；35～45 min，88%～

80%水；45～70 min，80%水；体积流量为 0.8 

mL/min；室温，检测波长为 254 nm，进样量为 20 μL。 

2.1.2  对照品溶液制备  分别精密称取尿苷、鸟苷

对照品适量置于 25 mL 量瓶中，用甲醇配制成含尿

苷 36.68 μg/mL、鸟苷 27.2 μg/mL 的混合对照品溶

液，备用。 

2.1.3  供试品溶液制备  将 12批鳖甲药材于 40 ℃

干燥 30 min，经粉碎后，分别过 80 目筛，精密称

取约 5.0 g，加 75%乙醇 50 mL，回流提取 1.5 h，滤

过，残渣加 75%乙醇 50 mL 继续回流 1.5 h，合并 2

次滤液，减压浓缩至约 20 mL，加水至 80%，冷处

放置 24 h，滤除沉淀，滤液经减压浓缩至 25 mL，

取续滤液，用 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得。部分

冷冻干燥，供抗肝纤维化实验。 

2.1.4  鳖甲药材指纹图谱的建立  采用中药色谱指

纹图谱相似度评价软件 2004A 版，对各产地 12 批

鳖甲药材供试品 HPLC 图谱进行处理，生成对照指

纹图谱，见图 1。 

2.1.5  共有峰的标定  采用相对保留时间标定共有 
 

 

 

 
 
 

A-12 批样品  B-共有指纹图谱  C-混合对照品  5(S)-尿苷  7-鸟苷 

A-12 batches of samples  B-common fingerprint  C-mixed reference 

substances  5(S)-uridine  7-guanosine 
 

图 1  不同产地鳖甲药材的 HPLC 指纹图谱 

Fig. 1  HPLC fingerprint of Trionycis Carapax samples 

from different regions 
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指纹峰，结果 12 批鳖甲标定了 7 个共有峰，占总峰

面积的 73.4%。经混合对照品的 HPLC 图定位，鉴

定出 2 个色谱峰，5、7 号峰分别为尿苷、鸟苷，见

图 1。 

2.1.6  鳖甲药材指纹图谱主成分分析（PCA）  PCA

是将原来众多具有一定相关性的指标重新组合成一

组新的相互无关的综合指标来代替原来指标的统计

方法，也是数学上处理降维的一种方法[8]。本实验

运用 SPSS 19.0 统计分析软件进行 PCA，得到主成

分方差以及初始因子载荷矩阵，结果见表 2、3。由

主成分的贡献率可知，主成分 1 的贡献率最大为

36.744%，主成分 2和 3贡献率其次分别为 25.299%、

21.169%，其他成分的贡献率较小，系统自动提取

了前 3 个特征根大于 1 的主成分，其累积方差贡献

率达到 83.212%，可用这 3 个主成分新变量代替原

有的 7 个变量。 
 

表 2  鳖甲主成分分析贡献率及累积贡献率 

Table 2  Contribution rate and cumulative contribution rate of PCA in Trionycis Carapax 

初始特征值 提取特征值 
主成分 

特征根 方差贡献率 / % 累积方差贡献率 / % 特征根 方差贡献率 / % 累积方差贡献率 / %

1 2.572 36.744 36.744 2.572 36.744 36.744 

2 1.771 25.299 62.043 1.771 25.299 62.043 

3 1.482 21.169 83.212 1.482 21.169 83.212 
 

表 3  初始因子载荷矩阵 

Table 3  Matrix of initial factors 

主成分 主成分 
峰位 

1 2 3 
峰位 

1 2 3 

1 0.569 0.341 0.640 4 0.839 −0.360 0.011

2 0.405 0.822 −0.110 6 0.356 −0.560 −0.603

3 0.328 −0.410 0.737 8 0.596 0.554 −0.359
 

初始因子载荷矩阵中，每 1 个载荷量表示主成

分与对应变量的相关系数，将主成分载荷矩阵中的

数据除以主成分相对应的特征值开平方根便得到 3

个主成分中每个指标所对应的系数，经计算可得主

成分模型：F1＝0.355 X1＋0.253 X2＋0.205 X3＋

0.523 X4＋0.222 X6＋0.372 X8；F2＝0.256 X1＋0.618 

X2－0.308 X3－0.271 X4－0.421 X6＋0.416 X8；F3＝

0.526 X1－0.009 X2＋0.605 X3＋0.009 X4－0.496 X6－

0.295 X8，其中 F1、F2、F3 表示 3 个主成分，X1、

X2、X3……X8 表示各个色谱峰（峰 1、2、3……8）

相对于参照峰（峰 5）的相对峰面积。在 3 个主成

分中，F1 是特征值最大的，“信息量最全面”的指

标，而第 1 主成分中 X4 的系数最大，表明峰 4 的量

在鳖甲药材的质量控制中有相对重要的作用，本实

验室将进一步分析峰 4 为何种化合物，为鳖甲的质

量控制提供科学依据。 

2.2  抗肝纤维化作用研究 

2.2.1  样品添加量考察  复苏后的 LX-2 肝星状细

胞均匀接种于 DMEM 培养液中（含 20%胎牛血清、

1×10 U/L 青霉素、100 mg/L 链霉素以及所需氨基

酸和葡萄糖等营养物质），于 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养，当细胞处于对数生长期时，用胰酶消化，

培养液悬浮细胞。调整细胞浓度后，接种于 96 孔培

养板培养 24 h（每孔 200 μL）[9]，细胞单层铺满孔

底后，随机分成 8 组（5%、15%、25%、35%生理

盐水空白对照组及 5%、15%、25%、35%鳖甲药材

提取液的提取液组），每组设 6 个平行孔。空白对照

组加入含相应浓度生理盐水的 DMEM 培养基，鳖

甲药材提取液的提取液组加入含相应浓度提取液的

DMEM 培养基，每孔体积为 200 μL，作用 48 h，

吸除 96 孔板的上清液，每孔加入 5 mg/mL 的 MTT

溶液 20 μL，继续孵育 4 h，加入 DMSO 200 μL，振

荡 10 min 后，使结晶物充分溶解。在 490 nm 波长

下，用酶联免疫检测仪测定各孔吸光度（A490）值。

结果见表 4。可知，LX-2 肝星状细胞增殖受生理盐

水浓度的影响不大，鳖甲提取液组 4 种浓度对 LX-2

肝星状细胞增殖有抑制作用，采用单因素方差分析，

与空白对照组比较有显著性差异（P＜0.01）。35%

的鳖甲药材提取液的抑制效果最好。 

2.2.2  鳖甲药材提取液对细胞抑制作用[9]  将复苏

后的 LX-2 肝星状细胞均匀接种于 96 孔板，操作同

“2.2.1”项，调整细胞浓度后，接种于 96 孔（每孔

200 μL）培养板培养 24 h，加入 35%鳖甲药材提取

液，每组设 6 个平行孔，作用 48 h，吸除 96 孔板的

上清液，每孔加入 5 mg/mL 的 MTT 液 20 μL，继续

孵育 4 h，加入 DMSO 200 μL，振荡 10 min 后，使

结晶物充分溶解。在 490 nm 波长下，用酶联免 
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表 4  不同浓度的提取液对 LX-2 细胞增殖作用的比较 ( ± = 6x s , n ) 

Table 4  Comparison on effct of extract solution at different concentration on LX-2 cell proliferation ( ± = 6x s , n ) 

A490 
组别 

5% 15% 25% 35% 

空白对照 1.803 4±0.007 1 1.789 0±0.011 2 1.776 2±0.007 5 1.775 5±0.007 3 

提取液 1.328 8±0.012 3** 1.300 7±0.007 8** 1.269 4±0.010 6** 1.153 6±0.049 3** 

与空白对照组比较：**P＜0.01 
**P＜0.01 vs blank control group 

 
疫检测仪测定各孔 A490值。结果见表 5。 

2.2.3  鳖甲药材谱效关系分析  12 个产地鳖甲药

材指纹图谱以 5 号峰（尿苷）为参照峰，其相对峰

面积为 1，计算指纹图谱共有峰的相对峰面积比值，

同时，计算各供试品溶液的 A490 值与空白对照组的

差值 R，采用 SPSS 19.0 软件进行相关性分析，计

算各特征共有峰与 12 个样品对 LX-2 肝星状细胞增

殖作用的 pearson 相关系数，结果见表 6。其中样品

S7（河南商城）的抑制效果最好，7 个特征峰中峰

3 与 LX-2 细胞抑制效果（A490 值）呈正相关，其余

各峰呈负相关，峰 2、5 相关性较高，呈中等程度相

关；峰 4 相关性最强。 

表 5  各产地鳖甲药材提取液对 LX-2 细胞增殖的抑制作用 

Table 5  Inhibition of Trionycis Carapax samples from 

different regions on LX-2 cell proliferation 

编号 A490值 编号 A490值 

空白对照 1.770 5±0.044 3 S7 0.873 4±0.009 4

S1 1.152 3±0.031 2 S8 0.983 2±0.033 9

S2 1.034 2±0.028 1 S9 1.123 4±0.007 6

S3 1.293 4±0.014 1 S10 1.222 1±0.032 2

S4 1.321 2±0.033 7 S11 1.326 3±0.022 1

S5 1.209 8±0.008 2 S12 1.472 3±0.058 2

S6 1.187 3±0.010 2   

 

表 6  不同产地鳖甲药材指纹图谱共有峰的相对峰面积、R 及相关系数 

Table 6  Relative peak area of common peaks, R, and correlation coefficient of Trionycis Carapax samples from different regions 

供试品 峰 1 峰 2 峰 3 峰 4 峰 5 峰 6 峰 8 R 

S1  5.919 7 1.359 6 13.967 9 3.643 6 1 1.176 7 0.431 8 −0.431 8 

S2  6.285 8  2.334 5  6.254 3 2.775 6 1 1.309 1 0.505 1 −0.505 1 

S3  6.491 8 1.808 7  9.946 9 4.013 6 1 1.534 4  0.543 7 −0.543 7 

S4 11.547 1 3.240 0 13.818 3 3.724 5 1 1.016 6 0.635 2 −0.635 2 

S5 11.590 0 2.396 3 14.211 7 3.819 4 1 1.577 9 0.532 0 −0.532 0 

S6 12.246 8 2.367 1 13.937 0 3.612 7 1 0.490 3 0.488 2 −0.488 2 

S7 11.146 8 2.591 4 23.965 0 3.148 6 1 1.728 3 0.795 3 −0.795 3 

S8 11.024 1  1.359 6 12.436 5 3.643 5 1 1.176 7 0.429 9 −0.429 9 

S9  6.285 8  2.334 5  6.400 2 2.775 6 1 1.309 1 0.523 8  −0.523 8 

S10  6.491 8  1.808 7  9.946 9 4.013 6 1 1.234 2 0.545 9  −0.545 9 

S11 10.501 4 2.389 9  6.734 5 4.289 5 1 1.008 1 0.539 2  −0.539 2 

S12  6.103 8 1.712 9 10.940 9 4.440 5 1 1.243 1 0.376 9 −0.376 9 

相关系数 −0.088 −0.463 0.023 −0.723 −0.452 −0.152 −0.385  

 

3  讨论 

取同一批鳖甲药材，以 50%、75%、95%乙醇

溶剂制备供试品溶液，进样并检测，结果以 75%乙

醇提取样品的色谱峰数较多，谱图特征性较强；同

时，对提取方法（加热回流、超声、冷浸等）也进

行了考察，结果以加热回流测得的色谱峰信息丰富，

因此选择 75%乙醇，加热回流为最佳提取方法。 

由于鳖甲是动物药，其成分复杂，大多数文献

只报道其药理作用，关于鳖甲药材质量控制的研究

文献极少。本研究通过梯度洗脱模式建立鳖甲药材

指纹图谱，该方法图谱指纹性较强，且色谱峰大部

分得到了基线分离。在本研究中，经对照品 HPLC

察了不同吸收波长图谱。结果表明，因在 254 nm

处各成分具有较好的紫外吸收，色谱信息较为全面，
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图定位出 1 共有峰（尿苷），在已有的研究文献中未

见报道。采用二极管阵列检测器做全波长扫描，考

而且避免了溶剂末端吸收的影响，故本实验选择

254 nm 作为最佳扫描波长。 

鳖甲具有良好的抗肝纤维化作用，但其化学成

分复杂，对其 HPLC 图谱进行归属，并结合 MTT

法进行其抗肝纤维化作用的谱效关系研究。MTT 比

色法是一种细胞活性检测方法，广泛应用于新药筛

选、细胞毒性实验、肿瘤放射敏感性实验[9-10]，具

有操作简单、快速、重复性好等优点。采用双变量

相关分析研究不同产地的鳖甲药材的谱效关系。结

果表明，12 个产地的鳖甲药材对 LX-2 肝星状细胞

均有抑制作用，其中样品 S7（河南商城）的抑制效

果最好，7 个特征峰中峰 3 与 LX-2 细胞抑制效果

（A490 值）呈正相关，其余各峰呈负相关，峰 2、4、

5 与 LX-2 肝星状细胞抑制作用的相关系数较大，其

中峰 4 的相关性最强。 

同时，由鳖甲药材的主成分分析得出峰 4 的量

在鳖甲药材的质量控制中有相对重要的作用，这个

结果与谱效关系相同，因此，进一步探索峰 4 为何

种化合物，对鳖甲的内在质量控制起到重要作用。 

由本研究结果可知，鳖甲药材抗肝纤维化作用

是多种成分的协同作用的结果，鳖甲药材的谱效关

系能揭示中药所含化学成分与药效之间的相互关

系，从而更有针对性的控制中药质量。 
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