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基于灰色关联度和偏最小二乘回归分析的芩苏胶囊抑菌谱效关系研究
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摘 要：目的 基于灰色关联度法和偏最小二乘法研究芩苏胶囊抑菌作用的谱效关系。方法 使用高效液相色谱（HPLC）

法建立 10批芩苏胶囊的指纹图谱，采用管碟法测定芩苏胶囊（0.3 g·mL−1）对 5种常见致病菌（金黄色葡萄球菌、大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、肺炎链球菌）的抑菌活性，使用灰色关联度分析法结合偏最小二乘法构建谱效关系。

结果 10批样品指纹图谱中有 37个共有峰，芩苏胶囊对 5种致病菌均具有一定的抑菌作用，对金黄色葡萄球菌有较好的抑

菌作用。6、10（迷迭香酸）、14、17（丹酚酸 B）号峰为芩苏胶囊抑制金黄色葡萄球菌的主要成分；10（迷迭香酸）、

17（丹酚酸B）、35（苦参碱）、37（氧化苦参碱）号峰为抑制大肠埃希菌的主要成分；6、7、8、9、10（迷迭香酸）、14、

17（丹酚酸B）、27、31（丹参酮Ⅰ）、37（氧化苦参碱）号峰为抑制铜绿假单胞菌的主要成分；8、9、10（迷迭香酸）、14、

17（丹酚酸 B）、37（氧化苦参碱）为抑制肺炎克雷伯菌的主要成分；5、23（汉黄芩素）、27、30、31（丹参酮Ⅰ）、32、

33（丹参酮ⅡA）、34（槐果碱）、36（氧化槐定碱）、37（氧化苦参碱）号峰为抑制肺炎链球菌的主要成分。结论 通过谱效

关系研究明确了芩苏胶囊抑菌药效作用是多种成分共同作用的结果，可为芩苏胶囊的药效物质基础研究与质量控制提供

参考。
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Abstract: Objective To study the spectral effect relationship of antibacterial activity in Qinsu capsule based on grey correlation

degree method and partial least square method. Methods Using HPLC to establish 10 Qinsu capsule of fingerprint, tube plate

method is used to determine Qinsu capsule on five kinds of pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae) bacteriostatic activity, using grey correlation analysis

method combined with partial least squares method to construct spectrum efficiency relations. Results There were 37 common peaks

in the fingerprints of 10 batches of samples. Qinsu capsule had certain bacteriostatic effect on five kinds of pathogenic bacteria, and

had better bacteriostatic effect on Staphylococcus aureus. Peak 6, 10 (rosinic acid), peak 14, peak 17 (salvianolic acid B) were the

main components of Qinsu capsule against Staphylococcus aureus. Peak 10 (rosinic acid), peak 17 (salvianolic acid B), peak 35

(matrine), peak 37 (oxymatrine) were the main components of Qinsu capsule against Escherichia coli. Peaks 6, 7, 8, 9, 10 (rosinic

acid), 14, 17 (salvianolic acid B), 27, 31 (tanshinone Ⅰ), 37 (oxymatrine) were the main components of Qinsu capsule against

Pseudomonas aeruginosa. Peak 8, 9, 10 (rosinic acid), 14, 17 (salvianolic acid B), 37 (oxymatrine) were the main components of

Qinsu capsule against Klebsiella pneumoniae. Peak 5, 23 (hanbaicalein), 27, 30, 31 (tanshinone Ⅰ), 32, 33 (tanshinone ⅡA), 34

(sophorine), 36 (sophorine oxide), 37 (oxymatrine oxide) were the main components of Qinsu capsule against Streptococcus
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pneumoniae. Conclusion Through the study of spectrum effect relationship, it is clear that the antibacterial effect of Qinsu Capsule

is the result of the joint action of multiple components, and this study can provide reference for the basic research and quality control

of qinsu capsule.

Key words: Qinsu Capsule; antibacterial activity; fingerprint; spectrum ralationship; rosinic acid; salvianolic acid B; matrine;

oxymatrine; hanbaicalein

上呼吸道感染作为临床上的常见疾病给日常

生活带来诸多困扰，除病毒性感染外，致病细菌也

是导致疾病发生的重要因素。随着抗生素滥用导

致细菌变异产生的耐药菌株［1］，促使病情加重难以

治愈，给医疗卫生事业带来巨大挑战。现在越来越

多的研究侧重于天然广谱抑菌成分［2-3］，开发配合抗

生素使用或者能够替代抗生素的天然药物。

芩苏胶囊源自中国工程院院士、中医内科王永

炎院士的经验方芩苏散。由黄芩、紫苏子、紫苏梗、

苦参、丹参五味药组成［4］，具有清肺活络、解毒化瘀、

降逆止咳等功效。前期研究发现，芩苏胶囊具有较

好的抑菌作用［5］，已完成临床 II期研究，正在开展临

床 III期研究，预期设计为一种能够治疗上呼吸道感

染与感冒后咳嗽的抗菌抗病毒中成药。但是芩苏

胶囊成分多而复杂，尚未明确其药效物质基础。基

于此，本研究建立 10个批次芩苏胶囊的高效液相色

谱（HPLC）指纹图谱，采用牛津杯法（管碟法）［6］研究

芩苏胶囊对 5种常见致病菌（金黄色葡萄球菌、大肠

埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、肺炎链球

菌）的抑菌作用，采用灰色关联度分析法与偏最小

二乘法对 10 批芩苏胶囊的 HPLC 图谱与抑菌作用

的关联度进行分析，探究其抑菌作用的药效物质基

础，为进一步提升芩苏胶囊的质量标准提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

Agilent 1260 II 型高效液相色谱仪、DAD 型紫

外-可见检测器（美国安捷伦公司）；MSA125P-1CE-

DU型电子分析天平（德国 Satrorius公司）；SK250H

型超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；

HWS-28型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有

限公司）；BSC-1604IIA2型生物安全柜（苏州安泰空

气技术有限公司）；LDZM-80KCS-II型高压蒸汽灭

菌锅（上海永安医疗器械厂）；SPX-250BSH-II型生

化培养箱（上海新苗医疗器械制造有限公司）；

WGZ-XT型细菌浊度仪（杭州齐威仪器有限公司）。

1.2 药物与主要试剂

芩苏胶囊 ，共 10 批 S1～S10（批号分别为

161101、161102、161103、161104、161105、180901、

190601、190901、190902、200101），由上海绿谷生命

园 医 药 有 限 公 司 生 产 提 供 。 氯 化 钠（批 号

20200604，分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；

对照品槐果碱（批号 110781-201707，质量分数

98.1%）、苦参碱（批号 110805-201709，质量分数

98.8%）、氧化苦参碱（110780-201508，质量分数

92.5%）、迷迭香酸（批号 111871-201706，质量分数

90.5%）、丹酚酸 B（批号 111562-201716，质量分数

94.1%）、汉黄芩苷（批号 112002-201702，质量分数

98.5%）、黄芩素（批号 111595-201808，质量分数

97.9%）、黄芩苷（批号 110715-201821，质量分数

95.4%）、汉黄芩素（批号 111514-201706，质量分数

未标识）、隐丹参酮（批号 110852-201807，质量分数

99.0%）、木犀草素（批号 111520-201605，质量分数

99.6%）、丹参酮ⅡA（批号 110766-201721，质量分数

99.5%），均购自中国食品药品检定研究院；三叶豆

紫檀苷（批号 3645，质量分数 98.0%）、芹菜素（批号

5729，质量分数 98.0%）、千层纸素 A-7-O-β-D-葡萄

糖醛酸苷（批号 6805，质量分数 98.0%）、丹酚酸

A（批号 4881，质量分数 98.0%）、苦参酮（批号 7374，

质量分数 98.0%）、氧化槐定碱（批号 4892，质量分数

98.0%）、丹参酮 I（批号 3998，质量分数 98.0%）均购

自上海诗丹德标准技术服务有限公司；实验室自制

纯化水，乙腈、甲醇、甲酸为色谱纯，购自上海安谱

实验科技股份有限公司；磷酸为分析纯，购自江苏

强盛功能化学股份有限公司；青霉素 V 钾胶囊（批

号 210105，四川制药制剂有限公司）；硫酸庆大霉素

碳酸铋胶囊（批号 210401，山西同达药业有限

公司）。

1.3 菌株

金黄色葡萄球菌CMCC（B）26003（批号 26003-

9a3-2）、大肠埃希菌 CMCC（B）44102（批号 44102-

3a33-2）、铜绿假单胞菌 CMCC（B）10104（批号

10104-2a29-1）、肺炎克雷伯菌 CMCC（B）46117（批

号 46117-5a1）、肺炎链球菌 CMCC（B）31001（批号

31001-9a1）均购自中国食品药品检定研究院。

1.4 培养基

胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA，批号 201106）、
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胰酪大豆胨液体培养基（TSB，批号 210514）均购自

上海盛思生化科技有限公司。

2 方法与结果

2.1 芩苏胶囊指纹图谱研究

2.1.1 色谱条件 （1）色谱条件 1：Waters Xbridge

Shield RP18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相乙腈（A）-0.05%磷酸水（B）；梯度洗脱（0～3 min，

5%～18% A；3～39 min，18%～24% A；39～58 min，

24%～25% A；58～59 min，25%～35% A；59～

68 min，35% A；68～92 min，35%～52% A；92～

95 min，52%～75% A；95～100 min，75%～85% A；

100～105 min，85% A），柱温 30 ℃ ，检测波长

270 nm，体积流量为0.8 mL·min−1，进样量10 μL。

（2）色谱条件2：Agilent ZORBAX NH2（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相乙腈（A）-无水乙醇（B）-3%

磷酸溶液（C），等度洗脱（81% A-11% B-8% C）

35 min，柱温 30 ℃，检测波长 210 nm，体积流量

1.0 mL·min−1，进样量10 μL。

2.1.2 对照品溶液的制备 （1）混合对照品溶液 1：

取迷迭香酸、黄芩苷、三叶豆紫檀苷、丹参酮 I、千层

纸素 A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、丹酚酸 B、汉黄芩

苷、丹酚酸A、木犀草素、黄芩素、汉黄芩素、苦参酮、

隐丹参酮、丹参酮ⅡA对照品适量，加 75%甲醇溶解，

制成含上述各成分质量浓度均为 0.1 mg·mL−1的混

合对照品溶液，即得。

（2）混合对照品溶液 2：取苦参碱、槐果碱、氧化

槐定碱、氧化苦参碱对照品适量，用乙腈-无水乙

醇（80∶20）混合溶液制成质量浓度分别为 0.10、

0.75、0.63、0.03 mg·mL−1的混合对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 （1）供试品 1：取芩苏胶

囊内容物，研细，精密称定 50 mg，置 25 mL 棕色量

瓶中，加 75% 甲醇 20 mL，超声处理 10 min（功率

250 kW、频率 50 kHz），冷却至室温，加 75%甲醇至

刻度，摇匀，过 0.45 μm微孔滤膜，取续滤液，即得。

应用色谱条件 1 测定，对照品应用混合对照品

溶液1。

（2）供试品 2：取芩苏胶囊内容物，研细，精密称

定 100 mg，置具塞锥形瓶中，加浓氨试液 0.5 mL，精

密加入二氯甲烷 25 mL摇匀，密塞，称定质量，超声

处理（功率 250 W、频率 50 kHz）10 min，放冷，再称

定质量，用二氯甲烷补足减失的质量，摇匀，滤过，

精密量取续滤液 10 mL，滤液蒸干，残渣加无水乙醇

适量使溶解，转移至 10 mL量瓶中，加无水乙醇至刻

度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。应用色谱条件 2测

定，对照品应用混合对照品溶液2。

2.1.4 方法学考察 （1）参照峰的选择：指纹图谱 1

中 11号峰（黄芩苷）的分离度及对称性良好，故将其

作为指纹图谱 1的参照峰，计算指纹图谱 1中各共

有峰的相对保留时间和相对峰面积。指纹图谱 2中

35号峰（苦参碱）峰面积较大，故将其作为指纹图谱

2的参照峰，计算指纹图谱 2中各共有峰的相对保留

时间和相对峰面积。

（2）精密度试验：①日内精密度：取同一批芩苏

胶囊内容物，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，

并按“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6次，各共有峰

相对保留时间的RSD均＜1.0%，相对峰面积的RSD

均＜3.0%，表明仪器日内精密度良好。

②日间精密度：取同一批芩苏胶囊内容物，

按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，并按“2.1.1”项

下色谱条件连续 3 d进样分析，各共有峰相对保留

时间的 RSD 均＜1.0%，相对峰面积的 RSD 均＜

3.0%，表明仪器日间精密度良好。

（3）稳定性试验：取同一供试品溶液，同“2.1.1”

项下色谱条件分别于 0、2、4、6、12、24 h进行测定，

共有峰相对保留时间的RSD均＜1.0%，相对峰面积

的RSD均＜3.0%，表明样品在24 h内稳定。

（4）重复性试验：取同一批次芩苏胶囊内容物，

同“2.1.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，

按“2.1.1”项下色谱条件进行测定，共有峰相对保留

时间的 RSD 均＜1.0%，相对峰面积的 RSD 均＜

5.0%，表明本方法重复性良好。

2.1.5 HPLC指纹图谱的建立 （1）指纹图谱 1：取

10批芩苏胶囊内容物按“2.1.3”项下供试品 1方法制

备样品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条件 1依次进样

测定，记录色谱图。采用“中药色谱指纹图谱相似

度评价系统（2012版）”处理得到叠加图谱；以 S1为

参照图谱，设定时间窗宽度为 0.1 min，采用平均数

法得出对照指纹图谱生成对照图谱，确定 33个共有

峰，并通过对照品比对指认其中 14个共有峰，见图

1、2。对 10批芩苏胶囊的指纹谱图 1进行相似度计

算，各批样品的指纹图谱与对照指纹图谱的相似度

均＞0.9。

（2）指纹图谱 2：取 10 批芩苏胶囊内容物

按“2.1.3”项下供试品 2 方法制备样品溶液，并

按“2.1.1”项下色谱条件 2依次进样测定，记录色谱

图。采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（2012版）”处理得到叠加图谱；以S1为参照图谱，

设定时间窗宽度为 0.1 min，采用平均数法得出对照
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10-迷迭香酸；11-黄芩苷；13-三叶豆紫檀苷；16-千层纸素A-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷；17-丹酚酸B；18-汉黄芩苷；19-丹酚酸A；20-木犀草素；21-

黄芩素；23-汉黄芩素；25-苦参酮；28-隐丹参酮；31-丹参酮Ⅰ；33-丹参酮ⅡA（图2同）

10-rosmarinic acid；11-baicalin；13-aloside；16-melaleucine A-7-O-β-D-glucuronic acid；17-salvianolic acid B；18-baicalin；19-salvianolic acid

A；20-luteolin；21-baicalein；23-hanbaicalein；25-matrone；28-cryptotanshinone；31-tanshinone ⅰ；33-tanshinone ⅡA (same as Fig. 2)

图1 10批芩苏胶囊的HPLC叠加指纹图谱1

Fig. 1 Ten batches of Qinsu Capsules with HPLC fingerprints 1

图2 10批芩苏胶囊对照指纹图谱1（A）和混合对照品1（B）、空白溶剂（C）HPLC色谱图
Fig. 2 Ten batches of Qinsu Capsules control fingerprint 1 (A), and HPLC chromatographic of mixed reference 1 (B) and

blank solvent (C)
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指纹图谱生成对照图谱确定 4个共有峰，并通过对

照品比对指认这 4个共有峰，见图 3、4。对 10批芩

苏胶囊的指纹谱图 2进行相似度计算，各批样品的

指纹图谱与对照指纹图谱的相似度均＞0.9。各批

次共有峰峰面积见表1。

2.2 芩苏胶囊体外抑菌作用研究

2.2.1 菌悬液的制备 选取金黄色葡萄球菌、大肠

埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、肺炎链球菌

单个菌落于 TSB培养基 37 ℃培养 24 h，加 0.9% 无

菌氯化钠用细菌浊度仪校正菌悬液至 0.5麦氏比浊

单位，含菌量1.0×108 CFU·mL−1，备用。

2.2.2 体外抑菌活性测定 取直径 90 mm培养皿，

加入灭菌融化的TSA培养基 15 mL，均匀摊布，凝固

后，作为底层。另取灭菌融化的TSA冷却至 50 ℃，

置于 50 ℃恒温水浴锅保温，加入“2.2.1”项下菌悬

液，使含菌量为 1.0×106 CFU·mL−1，摇匀后加 5 mL

至培养皿中，在底层上均匀摊布，作为菌层。待冷

却凝固后，在菌层上等距离放置牛津杯［内径（6.0±

0.1）mm、外径（7.8±0.1）mm、高（10.0±0.1）mm］［7］。

根据已有研究进行预试验［8］，确定芩苏胶囊与青霉

素 V 钾胶囊、硫酸庆大霉素碳酸铋胶囊的给药剂

量。取 10批芩苏胶囊内容物加灭菌后放至室温的

TSB培养基涡旋配制成0.3 g·mL−1的药物混悬液，向

每个牛津杯加入 100 μL药物混悬液，各药物混悬液

单独重复操作 6次，培养皿置于生化培养箱 37 ℃下

培养 24 h，使用游标卡尺采用十字交叉法测量抑菌

圈直径。取青霉素 V 钾胶囊与硫酸庆大霉素碳酸

铋胶囊 内 容 物 按 同 样 的 方 法 分 别 配 制 成

0.236 g·mL−1与 0.64 g·mL−1的阳性药物混悬液，设置

阳性对照组（阳性对照 1为青霉素V钾胶囊，应用于

革兰阳性菌：金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌；阳性对

照 2为硫酸庆大霉素碳酸铋胶囊，应用于革兰阴性

菌：大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌），设

阴性对照组，向牛津杯中加入 100 μL灭菌后放至室

温的TSB。分别测量各组抑菌圈直径，根据抑菌圈

直径的大小判断各组对细菌的抑菌效果，抑菌圈直

径越大说明抑菌活性越强，见表 2。芩苏胶囊对 5种

致病菌均具有一定的抑制作用，对金黄色葡萄球菌

有较强的抑菌作用。

2.3 谱效关系研究

2.3.1 灰色关联度分析 分别以 10批芩苏胶囊对 5

种致病菌的抑菌圈直径（表 2）作为参考序列，取对

应批次芩苏胶囊的 HPLC 指纹图谱中 37 个共有峰

峰面积（表 1）数据作为比较序列，运用灰色关联度

分析法建立谱效相关性数理统计模型，计算各共有

峰对药效指标的关联度，运算步骤如下：

（1）无量纲化处理：以均值法分别对参考序列

和比较序列进行无量纲化处理，先分别求出各个序

列数据的平均值，然后用序列中的各个原始数据除

以对应平均值，所得到的商为新的数据列，即均值

化数列。

（2）求灰色关联系数：对于参考数列有若干个

比较数列，各比较数列与参考数列的灰色关联系数

［ξi（k）］可由下列公式算出：

ξi ( k ) =
min△i ( k ) + ρmax△i ( k )
△i ( k ) + ρmax△i ( k )

ρ为分辨系数，一般在 0～1，通常取 0.5；△i（k）表示比较数列

与参考数列的绝对差；min△i（k）和max△i（k）分别表示比较

序列中差值绝对值的最小值与最大值

（3）关联度的计算：分别求各个数列的关联系

数的平均值即得关联度，关联度（ri）公式如下：

ri =
1
n∑k = 1

n

ξi (k )，k = 1，2，3…n

34-槐果碱；35-苦参碱；36-氧化槐定碱；37-氧化苦参碱（图4同）

34-sophorine; 35-matrine; 36- sophoridine oxide; 37-oxymatrine (same

as Fig. 4)

图3 10批芩苏胶囊的HPLC叠加指纹图谱2

Fig. 3 Ten HPLC overlay fingerprint 2 of Qinsu Capsules

图4 10批芩苏胶囊对照指纹图谱2（A）、混合对照品2（B）

和空白溶剂（C）的HPLC色谱图

Fig. 4 Ten control fingerprint of Qinsu Capsules 2 (A),

and HPLC chromatogram of mixed control substance 2 (B)

and blank solvent (C)
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依据关联系数的大小，确定各成分对 5种致病

菌抑菌药效的贡献程度，结果见表3。

2.3.2 偏最小二乘（PLS）分析 采用 SIMCA 14.1

软件进行 PLS回归分析，建立芩苏胶囊对试验菌的

谱效关系模型。

（1）PLS回归方程的建立：以各共有峰峰面积作

表1 共有峰峰面积

Table 1 Common peak area

峰号

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

tR/min

12.28

13.15

13.60

14.75

16.75

22.60

23.47

28.45

30.80

32.35

34.15

36.40

38.64

39.89

42.60

46.30

50.50

52.52

61.90

65.60

69.30

82.90

83.85

86.86

90.42

92.66

96.80

98.50

99.22

99.48

100.10

100.87

102.18

13.10

18.30

20.30

27.50

峰面积/（μV·s−1）

S1

26.8

606.1

44.4

407.3

35.5

126.2

81.4

187.9

100.9

278.3

13 661.1

262.7

105.5

263.5

1 240.5

1 417.0

3 180.2

3 286.0

164.1

171.2

996.9

66.1

577.7

145.5

173.8

95.9

32.7

416.5

95.8

48.4

202.8

455.3

479.5

548.7

1 217.4

223.4

508.5

S2

27.0

637.7

46.6

432.4

37.7

136.2

66.2

210.8

106.6

287.4

15 017.0

283.8

110.5

271.9

1 335.9

1 498.7

3 235.3

3 511.3

166.7

179.9

820.3

42.5

425.8

112.8

98.2

79.8

21.9

288.9

55.9

30.8

114.4

455.4

374.2

441.0

1 096.0

203.5

498.4

S3

26.5

642.0

45.6

419.0

37.1

131.5

62.7

199.6

101.0

245.8

14 543.5

289.0

109.2

271.1

1 298.5

1 448.4

3 247.0

3 346.5

165.1

167.6

759.0

45.5

421.4

105.9

142.6

88.6

24.7

335.4

78.1

41.6

118.5

467.7

406.4

448.1

1 131.4

236.3

443.3

S4

30.2

571.7

40.4

387.4

37.8

104.7

73.9

171.0

103.7

228.1

11 468.8

195.9

97.3

249.4

895.0

1 513.6

2 837.5

2 891.0

117.9

126.1

1 522.1

66.1

783.7

225.4

140.3

70.6

32.8

277.6

67.1

53.8

173.2

451.6

475.7

683.9

1 282.3

237.4

489.3

S5

30.2

631.9

41.6

427.1

38.7

113.0

78.8

186.7

111.9

250.1

12 739.7

214.3

104.8

273.8

991.1

1 678.4

3 149.4

3 208.8

127.7

136.8

1 687.9

70.1

867.4

247.2

152.6

75.1

33.1

305.1

71.2

56.4

189.1

498.4

525.2

756.6

1 421.5

260.4

540.4

S6

48.2

606.4

42.4

406.2

43.0

101.5

48.1

88.8

67.8

184.1

15 093.6

120.2

91.3

182.1

922.8

1 174.0

2 817.6

3 940.7

82.9

76.9

666.3

42.1

494.3

80.0

111.6

85.9

36.2

445.4

94.3

43.0

192.8

527.9

542.8

483.3

1 065.3

199.5

327.0

S7

49.7

642.0

60.7

436.9

51.8

108.6

73.7

169.6

99.8

195.5

15 257.2

285.1

139.6

213.4

1 429.5

2 272.7

2 396.4

3 746.5

244.9

157.7

1297.5

125.9

646.8

208.1

219.6

86.1

40.3

454.7

143.5

70.0

172.5

525.9

575.3

684.7

1 132.9

248.6

310.3

S8

50.1

686.8

58.0

454.9

48.5

116.0

75.5

161.9

100.8

209.9

15 952.9

270.9

133.8

197.7

1 460.2

2 411.6

2 683.5

3 916.7

196.4

143.9

1 066.6

94.0

502.1

156.3

145.8

61.5

31.4

342.7

99.2

55.2

165.2

559.8

392.6

627.6

1 064.6

272.1

416.9

S9

45.2

584.2

49.3

391.1

41.2

100.2

69.6

159.4

85.5

163.2

13 399.2

241.3

113.1

178.2

1 075.4

2 027.3

2 256.1

3 309.1

159.9

84.8

1 051.2

103.9

576.4

178.0

188.1

60.6

41.1

426.2

128.7

69.7

216.8

559.6

572.8

626.1

1 082.6

277.5

455.7

S10

45.9

592.1

50.5

398.4

45.9

100.1

67.8

159.8

87.2

164.3

13 559.3

249.1

113.6

180.1

1 089.3

2 050.8

2 273.1

3 345.7

176.9

81.5

1 080.3

107.6

584.6

180.2

191.1

64.1

42.3

437.3

130.7

71.3

222.4

564.3

643.2

587.8

1 037.5

224.2

369.0

34～37号峰为色谱条件2的色谱峰

Peaks 34 to 37 were chromatographic peaks of chromatographic condition 2
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为自变量，抑菌直径作为因变量，将二者进行 PLS

相关性分析，SIMCA 14.1软件自动拟合得到回归方

程 ：YJP＝a1X1＋a2X2＋…a37X37；YDC＝b1X1＋b2X2＋…

b37X37； YTL＝c1X1＋c2X2＋…c37X37； YFK＝d1X1＋

d2X2＋…d37X37；YFL＝e1X1＋e2X2+…e37X37。

回归方程中 YJP、YDC、YTL、YFK、YFL分别对应芩苏

表2 芩苏胶囊抑菌圈直径测定结果（x̄±s，n=6）

Table 2 Measurement results of antibacterial diameter of Qinsu Capsule (x̄±s, n=6)

样品

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

阳性对照1

阳性对照2

阴性对照

抑菌圈直径/mm

金黄色葡萄球菌

22.226±1.125

23.316±2.631

21.834±2.624

23.858±0.797

20.183±0.655

21.035±1.111

20.398±1.662

20.796±1.542

19.081±1.455

19.338±1.329

59.459±1.924

—

7.800±0.000

大肠埃希菌

9.781±0.269

9.723±0.497

9.162±0.391

9.826±0.288

9.908±0.418

9.821±0.445

9.490±0.246

9.520±0.613

9.193±0.522

8.998±0.382

—

23.687±1.199

7.800±0.000

铜绿假单胞菌

11.813±1.000

12.014±1.043

10.366±0.397

11.014±1.274

11.587±1.123

10.790±1.422

11.050±1.388

11.133±1.333

11.046±0.647

11.105±0.603

—

46.733±1.677

7.800±0.000

肺炎克雷伯菌

12.383±1.113

11.844±0.800

12.627±0.954

12.632±1.293

11.942±0.491

11.620±0.707

11.869±1.247

11.966±1.415

11.986±1.297

11.938±0.834

—

27.033±1.773

7.800±0.000

肺炎链球菌

10.475±0.646

10.331±1.039

10.753±1.084

11.030±1.085

11.345±0.572

10.948±0.889

11.028±0.663

11.107±0.469

10.853±0.689

11.130±0.763

28.168±3.394

—

7.800±0.000

各阴性对照组各平行样在牛津杯外围均未产生透明圈；牛津杯本身外径为7.8 mm

All parallel samples in negative control group had no transparent circle around Oxford Cup; Oxford Cup itself has an outer diameter of 7.8 mm

表3 共有峰峰面积与抑菌圈直径灰色关联度分析结果

Table 3 Grey correlation degree analysis results of common peak area and bacteriostatic diameter

峰号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

金黄色葡

萄球菌

0.544

0.861

0.714

0.857

0.725

0.860

0.756

0.796

0.878

0.745

0.830

0.716

0.744

0.771

0.780

0.612

0.823

0.795

0.691

大肠埃

希菌

0.547

0.878

0.736

0.882

0.754

0.788

0.803

0.798

0.812

0.704

0.816

0.681

0.760

0.695

0.709

0.614

0.774

0.832

0.681

铜绿假

单胞菌

0.555

0.864

0.751

0.876

0.760

0.811

0.811

0.793

0.803

0.704

0.801

0.723

0.770

0.701

0.722

0.635

0.776

0.798

0.688

肺炎克

雷伯菌

0.554

0.874

0.761

0.864

0.752

0.808

0.810

0.778

0.813

0.716

0.809

0.716

0.790

0.706

0.718

0.636

0.762

0.800

0.710

肺炎链

球菌

0.574

0.881

0.790

0.888

0.799

0.769

0.827

0.765

0.786

0.682

0.813

0.706

0.817

0.665

0.678

0.655

0.756

0.828

0.688

峰号

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

金黄色葡

萄球菌

0.631

0.654

0.528

0.678

0.587

0.663

0.760

0.686

0.663

0.619

0.628

0.694

0.746

0.663

0.696

0.878

0.752

0.797

大肠埃

希菌

0.620

0.660

0.515

0.684

0.582

0.658

0.731

0.704

0.664

0.614

0.667

0.721

0.788

0.711

0.696

0.847

0.795

0.722

铜绿假

单胞菌

0.638

0.663

0.530

0.702

0.593

0.697

0.718

0.708

0.683

0.631

0.685

0.739

0.791

0.714

0.713

0.833

0.782

0.731

肺炎克

雷伯菌

0.614

0.669

0.532

0.706

0.600

0.675

0.726

0.707

0.664

0.626

0.659

0.707

0.785

0.689

0.717

0.850

0.784

0.734

肺炎链

球菌

0.620

0.674

0.544

0.709

0.618

0.665

0.701

0.730

0.671

0.641

0.711

0.723

0.839

0.749

0.744

0.834

0.839

0.704
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胶囊对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞

菌、肺炎克雷伯菌、肺炎链球菌的抑菌圈直径，X1～

X37分别对应 1～37号共有峰的峰面积，a1～a37、b1～

b37、c1～c37、d1～d37、e1～e37为 1～37号共有峰与金黄

色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷

伯菌、肺炎链球菌抑菌药效的回归系数，回归系数

为正值说明其与药效呈正相关，负数则表示与药效

呈负相关。结果见图5。

（2）变量投影重要性（variable importance in

projection，VIP）分析：VIP是反映自变量对因变量解

释能力的重要指标，其值越大说明该自变量对因变

量的解释能力越强。一般认为当VIP＞1时，自变量

在解释因变量时具有显著重要性。将自变量X（各

共有峰峰面积）与因变量 Y（抑菌圈直径）导入

SIMCA 14.1 软件进行变量投影重要性分析，生成

VIP，见图6。

2.3.3 综合分析 基于灰色关联度分析与 PLS 分

析的数据，结合谱效关系研究方面文献报道［9-11］，以

灰色关联度＞0.7，PLS分析回归系数为正数（正相

关）且VIP值＞1为标准，筛选芩苏胶囊产生抑菌作

用的关键成分。结果显示，6、10（迷迭香酸）、14、

17（丹酚酸B）号峰为芩苏胶囊抑制金黄色葡萄球菌

的主要成分；10（迷迭香酸）、17（丹酚酸B）、35（苦参

碱）、37（氧化苦参碱）号峰为芩苏胶囊抑制大肠埃

希菌的主要成分；6、7、8、9、10（迷迭香酸）、14、

17（丹酚酸B）、27、31（丹参酮Ⅰ）、37（氧化苦参碱）号

峰为芩苏胶囊抑制铜绿假单胞菌的主要成分；8、9、

10（迷迭香酸）、14、17（丹酚酸B）、37（氧化苦参碱）

为芩苏胶囊抑制肺炎克雷伯菌的主要成分；5、

23（汉黄芩素）、27、30、31（丹参酮Ⅰ）、32、33（丹参酮

ⅡA）、34（槐果碱）、36（氧化槐定碱）、37（氧化苦

参碱）号峰为芩苏胶囊抑制肺炎链球菌的主要

成分。

3 讨论

金黄葡萄球菌、肺炎链球菌致病菌为革兰阳性

菌，大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌为革

兰阴性菌，其细胞结构具有一定的差异，课题组在

前期通过预试验确定了革兰阳性菌试验采用青霉

素V钾胶囊作为阳性药，而革兰阴性菌试验采用硫

酸庆大霉素碳酸铋胶囊作为阳性药。试验结果表

明，芩苏胶囊对革兰阳性菌与革兰阴性菌都有抑制

作用，本研究所用的 5种致病菌中有 4种与上呼吸

图6 共有峰与金黄色葡萄球菌（A）、大肠埃希菌（B）、铜绿

假单胞菌（C）、肺炎克雷伯菌（D）、肺炎链球菌（E）抑菌药效

的VIP值

Fig. 6 VIP values of common peaks and antimicrobial effi‐

cacy of Staphylococcus aureus (A), Escherichia coli (B),

Pseudomonas aeruginosa (C), Klebsiella pneumoniae (D)

and Streptococcus pneumoniae (E)

图5 共有峰与金黄色葡萄球菌（A）、大肠埃希菌（B）、铜绿

假单胞菌（C）、肺炎克雷伯菌（D）、肺炎链球菌（E）抑菌药效

的回归系数

Fig. 5 Regression coefficients of common peaks with

Staphylococcus aureus (A), Escherichia coli (B), Pseudomo‐

nas aeruginosa (C), Klebsiella pneumoniae (D), Streptococ‐

cus pneumoniae (E)
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道感染密切相关［12］，可以推测芩苏胶囊对上呼吸道

感染具有潜在的治疗作用，是一种很有研究价值的

广谱抑菌中成药。

谱效关系是中药药效物质基础的重要手段，本

研究结合了灰色关联度与 PLS 两种谱效关系分析

方法，筛选出 5、6、7、8、9、10（迷迭香酸）、14、17（丹

酚酸 B）、23（汉黄芩素）、27、30、31（丹参酮Ⅰ）、32、

33（丹参酮ⅡA）、34（槐果碱）、35（苦参碱）、36（氧化

槐定碱）、37（氧化苦参碱）号峰对一个或多个上呼

吸道感染致病菌具有较强的抑制作用，表明芩苏胶

囊抑菌药效作用是多种成分共同作用的结果。王

音［13］经实验发现，迷迭香酸对金黄色葡萄球菌等几

种有害菌均有不同程度的抑制作用，具有广谱抗菌

活性，其抑菌机制主要为增加细菌生物膜通透性，

并影响蛋白质的活性；Yim等［14］研究并分析了黄芩

苷与汉黄芩苷在水解过程中对细菌的影响，发现汉

黄芩素是黄芩发挥抑菌作用的重要药效物质；总丹

参酮中的多种成分对细菌具有较强的抑制作用，研

究表明丹参酮 Ⅰ与丹参酮ⅡA 具有一定的抑菌药

效［15-16］；孙磊等［17］通过药敏实验发现槐果碱、苦参

碱、氧化苦参碱对革兰阳性菌和阴性菌均具有抑菌

作用；权晓燕等［18］采用纸片扩散法研究苦豆子中生

物碱的抑菌作用，发现氧化槐定碱也具有一定的抑

菌活性。这些研究对本实验起到了重要的支撑作

用。而丹酚酸B的抑菌药效方面研究较少［19］，考虑

到芩苏胶囊具有独特的配伍机制，其中丹参作为佐

使药起到协同增效的作用，故推测丹酚酸B能够协

同芩苏胶囊中的抗菌成分产生抑菌作用，所以经谱

效关系分析后对抑菌药效具有较大的贡献。本研

究所建立的指纹图谱中仍有部分具有抑菌药效的

色谱峰未指认，后续将对芩苏胶囊的化学成分进行

更深入的研究。此外体外抑菌药效试验存在一定

的局限性，课题组后期将开展体内药效试验继续探

寻芩苏胶囊的药效成分。

本研究初步探讨了芩苏胶囊发挥抑菌作用的

主要有效成分，可为芩苏胶囊的药效研究提供参

考，且建立了芩苏胶囊的指纹图谱并指认了多个药

效成分，结合前期研究与生产实际确定芩苏胶囊中

迷迭香酸、丹酚酸B、丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡA、槐果碱、苦

参碱、氧化槐定碱、氧化苦参碱的含量可作为其质

量控制的指标 ，有助于芩苏胶囊的质量标准

提升。
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