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赤芍、白芍的 LC-MS 色谱峰与细胞抑制率的谱效关系研究 

宋玉超，马海波，张  旗，崔秀荣，连超杰，李  强*，雷海民 
北京中医药大学 中药学院，北京  100102  

摘  要：目的  确定川赤芍、赤芍、白芍抑制脂多糖（LPS）诱导大鼠肺泡巨噬细胞 NR8383 过度激活的“药效成分组”。

方法  以川赤芍、赤芍、白芍不同提取物 LC-MS 图谱峰面积及其抑制 LPS 诱导的 NR8383 细胞活力增强为基础，采用偏最

小二乘回归法，对 LC-MS 图谱和抑制细胞增殖的内在联系进行谱效分析。结果  LC-MS 图上的 X11、X6、X1、X2、X9、X3

这 6 个成分组成的“药效成分组”对川赤芍、赤芍、白芍抑制 NR8383 细胞增殖药效的贡献较大。结论  “药效成分组”的

研究显示，同基源的赤芍、白芍在抑制 LPS 诱导的 NR8383 细胞增殖方面具有相同的化学成分（X1、X2、X9、X3），但同时

也有某些成分（X11、X6）仅能在赤芍中检测到，这提示不同的化学成分及含量差异可能是造成赤芍、白芍功效不同的物质

基础。 
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Spectrum-effect relationship between LC-MS fingerprint chromatogram and cell 
inhibitory rate of Paeoniae Radix Rubra and Paeoniae Radix Alba 
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Abstract: Objective  To study the “effective components group”of Paeoniae Radix Rubra, Paeoniae Radix Veitchii, and Paeoniae 
Radix Alba in the inhibiting proliferation of NR8383, which was induced by lipopolysaccharide (LPS). Methods  The inherent 
relationship between LC-MS fingerprint and proliferation inhibition with partial least squares regression were analysed, which were 
based on LC-MS fingerprint peak areas of all samples and the inhibiting of cell activity increase of NR8383 of Paeoniae Radix Rubra, 
Paeoniae Radix Veitchii, and Paeoniae Radix Alba. Results  Effective components group consists of six peaks X11, X6, X1, X2, X9, 
and X3 of the fingerprint, which played the most inhabitation of NR8383 proliferation. Conclusion  “Effective components group” 
indicates that Paeoniae Radix Rubra and Paeoniae Radix Alba with the same origin contain the common ingredients (X1, X2, X9, and 
X3) in the inhibiting proliferation of NR8383. However, X11 and X16 only can be detected in Paeoniae Radix Rubra, which can be 
considered as the different material basis in efficacy between Paeoniae Radix Rubra and Paeoniae Radix Alba. 
Key words: Paeoniae Radix Rubra; Paeoniae Radix Alba; effective components group; partial least square method; spectrum-effect 
analysis 
 

《中国药典》2010 年版规定赤芍为毛茛科植物

芍药 Paeonia lactiflora Pall.或川赤芍 P. veitchii 
Lynch的干燥根，白芍为毛茛科植物芍药P. lactiflora 
Pall.经去皮水煮后的干燥根[1-2]。赤芍、白芍来源相

近甚至相同，但临床上却不可混用，HPLC 指纹图

谱研究表明其化学成分存在差异[3]。白芍长于补血，

赤芍则重在凉血，故二者的功效差异主要体现在凉

血和补血两个方面。其中赤芍、白芍补血作用的比

较研究已另有文章发表[4-5]。本实验则从“凉血”功

效入手，比较研究赤芍、白芍凉血作用的有关谱效

分析，采用偏最小二乘回归法对川赤芍、赤芍、白

芍的 LC-MS 图谱及凉血药效结果进行分析研究，

旨在探讨川赤芍、赤芍、白芍抑制脂多糖（LPS）
诱导 NR8383 细胞早期过度激活的“药效成分组”，

比较三者药效物质基础的异同，为有区别的制定质

量标准，保证临床与生产用药安全提供参考。 
1  仪器与试药 

Agilent 1100 高效液相色谱仪（Agilent 公司）；  
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Waters 2695 HPLC-Waters Q-TOF-MS（Waters 公

司）；RE—52A 旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；

DZ—2BC 型真空干燥箱（天津市泰斯特有限公司）；

KQ—500E 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司）。 
川赤芍、赤芍、白芍均为自购，经北京中医药

大学刘春生教授鉴定，川赤芍为毛茛科植物川赤芍

Paeonia veitchii Lynch 的干燥根，赤芍、白芍分别

为毛茛科植物芍药 P. lactiflora Pall.未去皮和经去皮

水煮后的干燥根。 LPS （ Sigma 公司，批号

020M4062）；双抗（Hyclone 公司，100 mL，批号

J110981）和胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司，

100 mL，批号 100419）；四甲基偶氮唑蓝（MTT，
50 mg）、DMSO（500 mL）均为 Amresco 公司产品。

HPLC 级乙腈（Merck 公司），其余试剂均为分析纯；

高纯水为自制。 
大鼠肺泡巨噬细胞系（NR8383）购于中国科学

院细胞库，由本研究室传代后使用；F12K 培养基

（Gibco，500 mL，批号 979454）。 
2  方法与结果 
2.1  不同提取物的制备 

为了获得谱效分析所需的异同并存的足够的样

本数，先取赤芍药材 200 g，以 8 倍量 70%乙醇回

流提取 2 次，每次 2 h，合并提取液，减压浓缩干燥，

得“醇提取物”；将药渣晾干后，同样以 8 倍量的水

回流提取 2 次，每次 2 h，合并提取液，减压浓缩干

燥得“醇后水提取物”；再取干燥赤芍药材 200 g，
调换溶剂顺序，同上法回流提取，分别得到“水提

取物”和“水后醇提取物”。同法得到川赤芍、白芍

的“醇提取物”、“醇后水提取物”、“水提取物”、“水

后醇提取物”。共计 12 个样本。 
2.2  LC-MS 指纹图谱的建立 
2.2.1  色谱条件  在文献[6]的基础上稍作改进。色

谱柱：Agilent Zorbax SB-C18 色谱柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相：A 为高纯水、B 为乙腈，梯

度洗脱：0～15 min（B 5%～15%），15～25 min（B 
15%～18%），25～40 min（B 18%～40%），40～45 
min（B 40%～85%）；体积流量 1.0 mL/min；柱温

30 ℃；检测波长 230 nm。 
2.2.2  供试品溶液的制备  分别精密称取上述各

提取物相当于 1.0 g 生药的量，置 10 mL 量瓶中，

加入 70%甲醇水溶液 8 mL，浸泡 60 min，60 Hz 超

声处理 30 min，取出放至室温，补充溶剂至刻度，

混匀，静置 30 min，取上清液过 0.22 μm 微孔滤膜，

即得。 
2.2.3  质量飞行时间质谱  质谱条件[7]：ESI 负离

子模式检测；碰撞气、鞘气和辅助气为高纯氮，离

子喷射电压−4 500 V，毛细管电压 2 600 V；毛细管

温度 300 ℃；碰撞能量−10 eV；扫描质量范围 m/z 
100～1 000。采用 lock spray 进行质量数校正。 
2.2.4  自变量的选择  为平衡自变量和样本数之

间的矛盾，保证统计结果的可靠性，综合各提取物

LC-MS 各峰的响应值，首先仅选择在大于 5（包含

5）个提取物中均具有一定响应值的峰作为分析对

象，经药效实验验证后再讨论是否有必要进行剩余

少数峰的分析。为保证矩阵的完整性，对应不出峰

的位置用 0 表示，得到谱效分析的自变量，结果见

表 1。 
2.3  药效试验 

待 NR8383 细胞生长状态良好时，吹打消化细

胞，用培养液调整细胞浓度至 1×105 个/mL，将该

细胞液加入 96 孔板中，200 μL/孔，每组设 6 个复

孔。实验设川赤芍、赤芍、白芍各提物（终质量浓

度均为 10 μg/mL）组，孵育 1 h，再加入 LPS（1 
μg/mL）。同时设正常细胞空白对照（不用 LPS 刺激）

组、LPS 对照（LPS 刺激后加入 PBS）组。 
培养 3 h 后，MTT 法检测波长 570 nm 处的吸

光度（A570）值。实验设置调零孔。各组实验均重复

进行 3 次。设正常对照组抑制率为 0%，以 LPS 诱

导 NR8383 细胞 3 h 抑制率为因变量。结果见表 2。 
细胞抑制率=1−给药组A570/空白对照组A570 

2.4  统计学方法 

实验数据采用 SPSS16.0 统计软件进行统计学

分析，多组间差异采用单因素方差分析（One-way 
ANOVA），组间比较采用 S-N-K 检验分析，P＜0.05
为差异有显著性。 
2.5  谱效相关性分析 

本实验的药效数据和指纹图谱数据有不同的度

量标准，即量纲不同，所以采用标准差标准化，以

消除变量量纲差异。以经过标准化处理的指纹图谱

中代表化学成分各峰的峰面积积分值为自变量，以

标准化处理后的赤芍、白芍对 NR8383 细胞的抑制

率作为因变量，利用 METALAB7.4.0 统计软件，运

用偏最小二乘回归法进行谱效相关性分析，计算出

各自变量对应因变量的回归系数。“功效成分”的

LC-MS 色谱峰见图 1。 
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表 1  各样本 LC-MS 色谱峰的峰面积 
Table 1  Peak areas of each sample measured by LC-MS 

川赤芍提取物 赤芍提取物 白芍提取物 
自变量 tR/min 

醇 醇后水 水 水后醇 醇 醇后水 水 水后醇 醇 醇后水 水 水后醇

X1 2.67 95 180 54 988 317 177 53 434 42 059 14 614 93 133 6 905 54 803 23 289 84 664 7 259

X2 4.64 1 895 350 309 0 594 0 0 0 15 277 0 17 084 0

X3 5.54 0 0 0 0 1 920 0 1 482 0 1 015 379 1 823 0

X4 10.65 0 0 0 0 2 296 348 1 494 532 0 0 362 0

X5 12.20 0 0 0 0 14 561 1 275 7 101 2 290 0 0 0 0

X6 13.61 2 449 787 1 690 646 1 803 872 1 640 842 0 0 0 0

X7 14.23 51 033 487 4 854 2 956 31 737 3 071 0 3 835 3 947 358 1 302 677

X8 19.16 2 513 479 1 980 921 2 428 599 1 854 595 2 945 1 968 3 271 1 235

X9 20.82 246 939 12 405 98 966 19 484 345 557 33 686 274 096 32 122 109 511 29 796 130 822 12 025

X10 22.39 231 345 13 773 0 2 821 12 977 1 210 1 335 0 3 281 753 1 113 0

X11 24.11 1 241 0 2 402 8 438 1 203 0 0 0 0 0 0 0

X12 28.79 3 140 507 2 653 1 025 4 730 1 402 3 842 1 635 2 847 1 291 2 958 806

X13 30.35 387 199 814 43 625 54 199 48 328 0 4 097 3 516 0 0 0 0

X14 32.05 0 0 690 460 828 0 667 0 0 435 1 041 369

X15 33.20 3 010 2088 1 595 1 473 902 2 296 1 197 1 105 1 472 1 391 2 040 1 350

X16 35.34 5717 485 535 748 0 599 0 319 1 394 308 0 315

X17 40.28 1 602 0 1 664 970 2 471 1 199 2 005 1 393 1 691 1 838 1 668 693

X18 41.71 1 700 0 0 801 1 385 0 497 504 1 010 0 520 1 169

 
表 2  对 NR8383 细胞系的抑制率（n=3） 

Table 2  Inhibitory rate against NR8383 cell (n=3)  

组  别 A570 抑制率/% 

空白对照 0.284 2±0.026 3  

LPS 对照 0.439 4±0.019 8 −54.60±6.98 

川赤芍醇提物 0.363 3±0.026 4 −27.82±9.29** 

      醇后水提物 0.373 5±0.021 6 −31.42±7.61** 

      水提物 0.359 3±0.027 8 −26.43±9.78** 

      水后醇提物 0.362 4±0.032 1 −27.52±11.3** 

赤芍醇提物 0.359 3±0.031 9 −26.43±11.21** 

    醇后水提物 0.383 2±0.037 2 −34.83±13.08* 

    水提物 0.363 6±0.023 8 −27.95±8.39** 

    水后醇提物 0.376 3±0.027 3 −32.42±9.60* 

白芍醇提物 0.374 2±0.034 2 −31.68±12.05* 

    醇后水提物 0.395 4±0.027 3 −39.13±9.6 

    水提物 0.379 7±0.027 0 −33.59±9.50* 

    水后醇提物 0.391 6±0.026 8 −37.81±9.43 

与 LPS 对照组比较：*P<0.05  **P<0.01 
*P<0.05  **P<0.01 vs LPS control group 

其中回归系数代表各自变量对因变量的贡献大

小，以回归系数进行建模，得回归方程 Y=0.387 6 

 

图 1 “功效成分”在 LC（A）和 MS（B）图上的位置 
Fig. 1  Relative locations of “effective components” in LC 

(A) and MS (B) chromatograms 
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量对 Y 的回归系数有正也有负，即存在正相关和负

相关；其中 X11、X6、X1（没食子酸）、X2、X9（芍

药苷）、X3 这 6 个自变量具有较大的正相关系数，

占正相关系数总和的 75%以上，为抑制 NR8383 细

胞过度激活的“功效成分组”。见图 1。 
各提取物 LC-MS 总离子流图中 X11、X6、X1、

X2、X9、X3这 6 个峰对抑制 NR8383 细胞活化的贡

献较大，即体现了凉血效果较明显。其中 X1、X2、

X9、X3 4 个峰在川赤芍、赤芍和白芍各提取物中均

能检测到，而 X6、X11 仅在川赤芍和赤芍各提取物

中检测到。根据药理实验结果显示赤芍和川赤芍各

提取物的抑制效果有明显优于白芍各提取物的趋

势，可以推测 X6、X11 这两个峰所代表的组分可能

是造成这种凉血药效差异的物质基础之一。 
3  讨论 

3.1  实验条件的优化 

实验中比较了乙腈–水以及乙腈–0.1%磷酸

水的分离效果，结果发现两种溶剂洗脱系统的分离

效果大致相同，考虑到后续要进行质谱检测，不能

应用无挥发性的酸，故最终选择乙腈–水作为液相

溶剂洗脱系统。在此条件下，得到了较好的分离效

果。由于赤芍中主要的化学成分是单萜及其苷类、

酚酮、鞣质等化合物，这些化合物均有较多的羟基，

容易形成稳定的氧负离子，所以采用负离子检测方

式可以检测到更多的化合物，总离子流图有较好的

信噪比。 
3.2  模型的选择及意义 

根据温病卫气营血的理论体系，温病血分证是

指温邪深入血分，引起耗血动血，瘀热互结所出现

的证候[8]，其多发生于多种急性感染性和传染性疾

病的危重阶段，而急性肺损伤是此阶段最易出现的

一种并发症。急性肺损伤发病机制复杂，至今尚未

完全阐明。但是，诸多组织学及病理学研究表明，

早期过度的宿主应答反应和后期免疫细胞的异常凋

亡是介导急性肺损伤病理损伤的关键原因[9-10]。中

医对此则认为热毒深入血分，迫血妄行是导致进一

步血分证其他病变的原始动因，治疗应首先立足于

清热凉血。由此可见，中医凉血的治法应当与机体

的免疫异常密切相关。肺泡巨噬细胞是肺内长期的

居留性免疫细胞，在急性肺损伤的发生、发展及转

归的免疫反应中占有重要地位[11]。鉴于此本课题选

择大鼠肺泡巨噬细胞 NR8383 细胞炎性损伤模型，

观察赤芍、白芍对 LPS 致 NR8383 细胞活性改变的

作用，并以此体现赤芍凉血作用的一个趋势。 
本研究利用偏最小二乘回归法对川赤芍、赤芍、

白芍的化学成分与调节 LPS 刺激的 NR8383 细胞过

度激活的药效之间的关系进行了谱效分析，得出了

一组“药效相关峰”，并推测 X6、X11这两个峰所代

表的组分可能是造成这种凉血药效差异的物质基础

之一。当然，“功效成分组”需最终得到药效验证才

具有代表性。本实验的不足之处是未能全部确定“药

效相关峰”中的每一个化合物，不能完全验证此分

析方法的正确性。因此，对“功效成分组”中各峰

的指认工作将是本课题后续研究的重点。 
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