
第 48 卷第 7 期  2025 年 7 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 7  July 2025 

     

·1893· 

鸡骨草和毛鸡骨草指纹图谱的建立、含量测定及抗肝癌作用机制研究  
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摘  要：目的  建立鸡骨草 Abrus cantoniensis 和毛鸡骨草 A. mollis 的 HPLC 指纹图谱，比较不同批次鸡骨草和毛鸡骨草样

品的化学成分差异，并对维采宁-2 和夏佛塔苷进行定量测定，结合网络药理学和体外实验验证，初步探讨鸡骨草和毛鸡骨草

的同用合理性及治疗肝癌的潜在作用机制。方法  采用 HPLC 方法，Ultimate® AQ-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 m），

流动相为甲醇-水溶液，梯度洗脱，体积流量 1.0 mL∙min−1，检测波长 270 nm，柱温 30 ℃。建立 12 批鸡骨草和 6 批毛鸡骨

草的指纹图谱并进行相似度评价和特征峰匹配。结合聚类分析（CA）、主成分分析（PCA）及正交偏最小二乘法-判别分析

（OPLS-DA）确定鸡骨草和毛鸡骨草的差异性特征成分，并对其中 2 种成分进行定量测定。通过中药系统药理学数据库与分

析平台（TCMSP）筛选鸡骨草活性成分及其潜在靶点，并利用 GeneCards 数据库筛选肝癌相关靶点，结合韦恩图分析获取

共有靶点。基于共有靶点，进行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）分析，揭示鸡骨草治疗肝癌的关键

通路。使用 STRING 11.5 数据库构建靶点蛋白质与蛋白质相互作用（PPI）网络，并构建药物-成分-疾病-靶点-通路网络，确

定主要活性成分。采用 MTT 法确定鸡骨草醇提物（ACEE）对 HepG2 细胞的最佳用药剂量，并应用实时荧光定量 PCR（qRT-

PCR）实验检测排名前 5 的 mRNA 表达量。结果  建立了 12 批鸡骨草和 6 批毛鸡骨草样品的指纹图谱，标定 10 个共有峰，

共指认其中 5 个主要特征峰：峰 1 为相思子碱、峰 2 为刺桐碱、峰 5 为维采宁-2、峰 8 为夏佛塔苷、峰 9 为异夏佛塔苷。通

过化学模式识别筛选得到峰 3、峰 5（维采宁-2）、峰 6、峰 7、峰 8（夏佛塔苷）、峰 9（异夏佛塔苷）所代表的成分是区分

不同批次样品的差异性标志物，其中维采宁-2 和夏佛塔苷的质量分数分别为 0.05～4.36 mg∙g−1、0.10～4.34 mg∙g−1，不同批

次间差异较大。网络药理学结合指纹图谱指认共确定 9 个活性成分，265 个潜在靶点，与肝癌共有靶点 130 个。KEGG 富集

分析共得到 112 条信号通路，主要涉及癌症通路、脂质与动脉粥样硬化通路等。根据活性成分-靶点-通路网络筛选出 5 个肝

癌关键靶点。根据 MTT 结果，最终选择质量浓度 0.25 mg∙mL−1 的 ACEE 进行 qRT-PCR 实验，与对照组比较，关键靶点

AKT1、PIK3CA、STAT3、BCL2、GSK3B 的 mRNA 表达水平显著下降（P＜0.001）。结论  建立的指纹图谱及含量测定方法

简便可行，网络药理学筛选出的关键靶点经体外实验证明与鸡骨草抗肝癌的作用机制密切相关，为鸡骨草质量的控制和药效

机制的研究提供参考。 
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Abstract: Objective To establish high-performance liquid chromatography (HPLC) Fingerprints for Abrus cantoniensis and A. mollis, 

comparison of chemical composition differences among different batches of A. cantoniensis and A. mollis samples, quantitative 

determination of vicenin-2 and schaftoside, combined with network pharmacology and in vitro experiments to preliminary explore the 

rationality of co-use of A. cantoniensis and A. mollis and the potential mechanism of anti-hepatocellular carcinoma. Methods  The 

HPLC method was used with an Ultimate® AQ-C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 m), a mobile phase of methanol-water solution, 

gradient elution; flow rate of 1.0 mL∙min−1; detection at 270 nm, 30 ℃. Fingerprints for 12 batches of A. cantoniensis and six batches 

of A. mollis were established and evaluated for similarity and characteristic peak matching. Combined with Cluster Analysis (CA), 

principal component analysis (PCA), and orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA), the differential 

characteristic components of A. cantoniensis and A. mollis were determined, and two of these components were quantitatively 

measured. Active components of A. cantoniensis and their potential targets were screened through the Traditional Chinese Medicine 

Systems Pharmacology Database and Analysis Platform (TCMSP), and liver cancer-related targets were screened using the GeneCards 

database, with common targets obtained through venn diagram analysis. Based on common targets, Gene Ontology (GO) and Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) analyses were conducted to reveal key pathways of A. cantoniensis in treating liver 

cancer. The STRING 11.5 database was used to construct a protein-protein interaction (PPI) network of target proteins, and an active 

component- target-pathway network was built to identify main active components. The MTT method was used to determine the optimal 

dosage of A. cantoniensis ethanol extract (ACEE) for HepG2 cells, and real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used 

to detect the expression levels of the top five mRNA. Results  Fingerprints for 12 batches of A. cantoniensis and 6 batches of A. mollis 

samples were established, with ten common peaks calibrated and five main characteristic peaks identified: peak 1 as abrine, peak 2 as 

hypaphorine, peak 5 as vicenin-2, peak 8 as schaftoside, and peak 9 as isoschaftoside. Chemical pattern recognition identified 

components represented by peaks 3, 5 (vicenin-2), 6, 7, 8 (schaftoside), and 9 (isoschaftoside) as differential markers distinguishing 

different batch samples, with mass fractions of vicenin-2 and schaftoside ranging from 0.05—4.36 mg∙g−1 and 0.10—4.34 mg∙g−1, 

respectively, showing significant differences among batches. Network pharmacology combined with fingerprint identification 

confirmed nine active components and 265 potential targets, with 130 common targets related to liver cancer. KEGG yielded 112 

signaling pathways, mainly involving cancer pathways, lipid and atherosclerosis pathways, etc. Five key liver cancer targets were 

screened based on the active component-target-pathway network. According to MTT results, 0.25 mg∙mL−1 ACEE was selected for 

qRT-PCR, compared with the control group, the mRNA expression levels of key targets AKT1, PIK3CA, STAT3, BCL2 and GSK3B 

were significantly decreased (P＜0.001). Conclusion  The established HPLC fingerprint and content determination method are simple 

and feasible. The key targets screened by network pharmacology have been verified by in vitro experiments to be closely related to the 

effect of A. cantoniensis in the treatment of liver cancer, providing a reference for the quality control and the study of its 

pharmacological mechanisms. 

Key words: Abrus cantoniensis Hance; Abrus mollis Hance; fingerprint; network pharmacology; abrine; vicenin-2; schaftoside; 

isoschaftoside; cluster analysis; principal component analysis; orthogonal partial least squares-discriminant analysis 

 

鸡骨草为豆科相思子属植物广州相思子 Abrus 

cantoniensis Hance 的干燥全株，主要分布于广东、广

西等地，为广西“桂十味”道地药材之一。《岭南草

药志》记载：“清郁热，舒肝，和脾，续折伤。” 其

性凉，味甘，具有利湿退黄、清热解毒、疏肝止痛的

功效，常用于湿热黄疸、胁肋不舒、胃脘胀痛、乳痈

肿痛[1-2]。作为一种药食两用的中药，鸡骨草可在春

夏季用来煲汤作食疗及制作凉茶等[3]。现代研究表

明，鸡骨草中主要含有黄酮类、三萜类、生物碱类成

分，具有抗肿瘤、抗炎镇痛、调脂保肝等药理作用[4]。

除广州相思子作鸡骨草入药外，广东、广西地区也将

同属植物毛相思子 A. mollis Hance 的全株作毛鸡骨

草使用[4]。《中国药典》2020 年版仅将广州相思子列

为其基原植物，但两种药材常被混淆使用。本研究通

过对鸡骨草和毛鸡骨草指纹图谱进行比较分析，并

筛选其特征成分进行定量测定，为研究这 2 种同属

植物化学成分异同及替代可行性提供参考。 

癌症严重威胁人类健康，肝癌是中国第四大常

见癌症，也是癌症死亡的第二大原因。传统中医认

为，肝癌的形成主要是由于肝气郁结、肝郁化火、

痰浊凝结、瘀血阻络所致。根据肝癌的临床表现，

古代医书典籍如《黄帝内经》《金匮要略》等，将其

归为“肝积”“积聚”“黄疸”等。鸡骨草在两广地

区常作药膳，如鸡骨草饮，适用于肝胆湿热瘀结者，

对利湿退黄、改善肝脏健康有一定功效。然而，目

前，鸡骨草治疗肝癌的作用机制尚未明确。网络药
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理学通过计算中药成分作用靶点的网络参数筛选

潜在靶点和通路，从而预测中药治疗疾病的生物过

程，在中药研究中受到广泛应用[6]。本研究结合指

纹图谱和网络药理学探索鸡骨草治疗肝癌的潜在

作用机制，并通过体外实验对预测结果进行验证，

为后续药理作用机制的研究提供理论参考，助力肝

癌治疗领域的新药开发。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Waters e2695 高效液相色谱仪、PDA 检测器和

Empower 工作站，美国 Waters 公司；SQP 型百万分

之一型电子天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限

公司；ME204E 型万分之一电子天平，梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司；202-3A 型电热恒温干燥

箱，天津市泰斯特仪器有限公司；SB-800 型超声波

清洗器，宁波新芝生物科技股份有限公司；Milli-Q 

IQ7000 型超纯水仪，美国 Millipore 公司；AG-22331

型低温高速离心机，德国 Eppendrof 公司；371 型

CO2 恒温培养箱，美国 Thermo Fisher 公司；KL02A

型台式低速离心机，湖南凯达科学仪器有限公司；

QuantStudio 5 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）仪，

美国 Thermo Fisher 公司。 

1.2  材料 

1.2.1  试剂   对照品相思子碱（批号 111808-

202003）、刺桐碱（批号 112058-202001）质量分数

均≥98%，均购自中国食品药品检定研究院，维采

宁-2（批号 MUST-23032901）、夏佛塔苷（批号

MUST-22111209）、异夏佛塔苷（批号 MUST-

22111014）质量分数均≥98%，均购自成都曼斯特

生物科技有限公司；色谱纯甲醇（美国 Thermo 

Fisher 科技有限公司）；DMEM 细胞培养基、胎牛

血清、磷酸缓冲盐溶液，Gbico 公司；MTT 试剂，

美国 Sigma 公司。 

1.2.2  药材  共收集到 18 批样品，编号为 S1～S18，

其中 S1～S12 为鸡骨草样品，S13～S18 为毛鸡骨草

样品。经广西中医药大学高红伟研究员鉴定为豆科

相思子属广州相思子 A. cantoniensis Hance 和毛相思

子 A. mollis Hance 的干燥全株，样品信息见表 1。 

1.2.3  细胞   人肝癌细胞株 HepG2，购自美国

ATCC 细胞库。 

2  方法与结果 

2.1  供试品溶液的制备 

取 12 批鸡骨草和 6 批毛鸡骨草样品，50 ℃干 

表 1  样品信息 

Table 1  Sample information 

序号 种类 品名 产地 来源 

S1 广州相思子 鸡骨草 广西玉林 购买 

S2 广州相思子 鸡骨草 广东佛山 购买 

S3 广州相思子 鸡骨草 广西玉林 采集 

S4 广州相思子 鸡骨草 广东清远 采集 

S5 广州相思子 鸡骨草 广东清远 采集 

S6 广州相思子 鸡骨草 广西南宁 采集 

S7 广州相思子 鸡骨草 广东清远 采集 

S8 广州相思子 鸡骨草 广西玉林 采集 

S9 广州相思子 鸡骨草 广东梅州 采集 

S10 广州相思子 鸡骨草 广东河源 采集 

S11 广州相思子 鸡骨草 广东化州 购买 

S12 广州相思子 鸡骨草 广东佛山 购买 

S13 毛相思子 毛鸡骨草 广东揭阳 购买 

S14 毛相思子 毛鸡骨草 广西南宁 采集 

S15 毛相思子 毛鸡骨草 广东化州 购买 

S16 毛相思子 毛鸡骨草 广东化州 购买 

S17 毛相思子 毛鸡骨草 广东广州 购买 

S18 毛相思子 毛鸡骨草 广西玉林 采集 

燥 5 h 后粉碎，过三号筛。精密称取各粉末 1.0 g 于

50 mL 具塞锥形瓶中，精密加入 80%甲醇 20 mL，

密塞，称定质量，超声处理 30 min，放冷，再次称

质量，用 80%甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，

取续滤液，经 0.22 m 滤膜，即得供试品溶液。 

2.2  混合对照品溶液的制备 

分别取相思子碱、刺桐碱、维采宁-2、夏佛塔

苷、异夏佛塔苷 5 种对照品 0.90、1.83、1.05、1.15、

2.10 mg，精密称定，置 5 mL 量瓶中，用 80%甲醇

溶解并稀释至刻度，配制成质量浓度分别为 0.18、

0.37、0.21、0.23、0.42 mg∙mL−1 的对照品储备溶液。

分别精密移取上述储备溶液 1 mL于 10 mL量瓶中，

加入 80%甲醇定容至刻度，摇匀，配制成相思子碱、

刺桐碱、维采宁-2、夏佛塔苷、异夏佛塔苷质量分

数分别为 18、37、21、23、42 g∙mL−1 的混合对照

品溶液。 

2.3  色谱条件 

色谱柱为 Ultimate® AQ-C18（250 mm×4.6 mm，

5 m），流动相为甲醇（A）-水（B）溶液，洗脱

梯度：0～10 min，10% A；10～12 min，10%～

25% A；12～20 min，25%～35% A；20～40 min，

35%～50% A；40～70 min，50%～90% A；体积

流量 1.0 mL∙min−1；检测波长 270 nm；柱温 30 ℃；

进样量 20 L。 
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2.4  方法学考察 

2.4.1  精密度试验  取同一供试品（S12）溶液，按

“2.3”项下色谱条件连续进样 6 次，记录色谱图。

采用国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012 版）（以下简称相似度评价系统），对

所得色谱图进行分析。结果显示，所得色谱图相似

度均大于 0.99，表明仪器精密度良好。 

2.4.2  重复性试验  取同一样品（S12），按“2.1.1”

项下平行制备 6 份供试品溶液，按“2.3”项下色谱

条件连续进样，记录色谱图。采用相似度评价系统

对所得色谱图进行分析。结果显示，所得色谱图相

似度均大于 0.99，表明方法重复性良好。 

2.4.3  稳定性试验  取同一供试品（S12）溶液，

按“2.3”项下色谱条件，分别于 0、2、4、8、

12、24 h 进行测定，记录色谱图。采用相似度评

价系统对所得色谱图进行分析。所得色谱图相似

度均大于 0.99，表明供试品溶液在 24 h 内稳定

性良好。 

2.5  指纹图谱的构建 

取 18 批样品，根据“2.1”项方法制备供试品

溶液，根据“2.3”项下色谱条件进样测定，记录色

谱图。将数据导入《中药色谱指纹图谱相似度评价

系统（2012 版）》软件，设置 S1 样品作参照图谱、

时间窗宽度 0.5 min、平均数法生成对照图谱。采用

mark 峰匹配，标定出 10 个共有峰。共有模式显示

样品共有峰较为集中，分布于 15～32 min，该区域

不同批次样品间色谱峰数目较为一致，见图 1。相

似度评价见表 2。 

 

图 1  18 批样品 HPLC 指纹图谱 

Fig. 1  HPLC fingerprints of 18 batches of samples 

表 2  18 批样品相似度 

Table 2  Similarity of 18 batches of samples 

编号 相似度 编号 相似度 

S1 0.973 S10 0.958 

S2 0.738 S11 0.601 

S3 0.988 S12 0.626 

S4 0.996 S13 0.955 

S5 0.803 S14 0.994 

S6 0.954 S15 0.991 

S7 0.987 S16 0.982 

S8 0.968 S17 0.971 

S9 0.995 S18 0.967 

18 批样品指纹图谱共有峰 10 个，经与混合

对照品色谱峰比对，共指认其中 5 个主要特征

峰：峰 1 为相思子碱、峰 2 为刺桐碱、峰 5 为维

采宁-2、峰 8 为夏佛塔苷、峰 9 为异夏佛塔苷，

见图 2。 

2.6  化学识别模式识别研究 

2.6.1  聚类分析（CA）  将 18 批样品标定的 10 个

共有峰面积导入 SPSS 25.0 软件，以平方欧氏距离

为测度，进行基于 Ward 方法的聚类分析[7]。结果显

示，在类间距为 10 时，18 份样品被分为 2 类。S4、

S9、S14 号样品聚为一类，其他 15 份样品聚为一

类。在类间距为 5 时，18 份样品被分为 3 类。S4 号

样品为一类，S14 和 S9 号样品聚为一类，其他 15

份样品聚为一类，具体见图 3。 

2.6.2  主成分分析（PCA）  将 18 批样品的 10 个

共有峰面积数据导入 SPSS 25.0 软件，进行 PCA， 
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1-相思子碱；2-刺桐碱；5-维采宁-2；8-夏佛塔苷；9-异夏佛塔苷。 

1-abrine; 2-erythrine; 5-vicenin-2; 8-schaftoside; 9-isoschaftoside. 

图 2  毛鸡骨草样品（A）、鸡骨草样品（B）和混合对照

品溶液（C）HPLC 图 

Fig. 2  HPLC chromatograms of A. mollis sample (A), A. 

cantoniensis sample (B), and mixed reference substances 

(C) 

 

图 3  18 批样品聚类分析谱系图 

Fig. 3  Cluster analysis pedigree diagram of 18 batches of 

samples 

由表 3 和碎石图（图 4）可知，以主成分特征值＞1

为提取标准，可提取出 2 个主成分，其累积方差贡

献率为 83.916%，表明 2 个主成分可代表样品指纹

图谱中 10 个共有峰的 83.916%的信息量，对解释变

量的贡献最大[8]。 

通过正交旋转，得到 10 个共有峰数据在 2 个

主成分中的旋转成分矩阵（表 4）。结果表明，影响

药材质量差异的成分不是单一成分，而是多成分协

同作用的结果[9]。其中，第 1 主成分信息主要来自

峰 3、5、6、7、8、9；第 2 主成分的信息主要来自

峰 10。 

表 3  主成分方差分析 

Table 3  Variance analysis of principal component 

主成分 特征值 方差贡献率/% 累积贡献率/% 

1 7.091 70.908 70.908 

2 1.301 13.008 83.916 

 

图 4  主成分分析碎石图 

Fig. 4  Principal component analysis gravel diagram 

表 4  样品成分矩阵 

Table 4  Component matrix of samples 

峰号 主成分 1 主成分 2 

1 0.706 0.081 

2 0.585 0.613 

3 0.953 0.047 

4 0.795 −0.203 

5 0.958 0.124 

6 0.960 0.175 

7 0.956 0.182 

8 0.956 0.190 

9 0.960 −0.049 

10 −0.104 0.932 

使用 2 个主成分对不同批次样品进行综合评

价。先将数据标准化，将特征向量与标准化数据相

乘，得到主成分表达式。以 PCA 所得的贡献率为权

重得到主成分综合模型，由主成分综合模型计算主

成分得分和综合得分[10]。 

18 批样品的综合得分在−1.48～5.27，说明各批

次之间化学成分差异相对较大。样品中综合得分最

高是 S14（5.27），最低是 S3（−1.48），具体结果见

表 5。 

2.6.3  正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA）  

为进一步确定鸡骨草质量差异的标志性成分，在

PCA的基础上进一步采用 SIMCA 14.1 软件对 18 批

样品进行分析。将 18 批样品 10 个共有峰峰面积的

标准化处理数据导入软件，进行 OPLS-DA（图 5），

得分图表明，18 批样品可聚为 2 类，其中 S4、S7、 

 

 

 

 

t/min 

1 2 
3 4 

5 

6 

7 

8 

9 10 

3 4 

7 

10 6 

1 2 5 8 
9 

A 

0        10        20        30        40        50       60 

B 

C 

 

 

 

欧氏距离 
0      5      10      15      20      25 

S17 

S18 

S6 

S10 

S13 

S3 

S2 

S11 

S12 

S5 

S1 

S16 

S7 

S8 

S15 

S9 

S14 

S4 

 

 

 

 

 

 

 

8 

6 

4 

2 

0 
       2        4         6        8        10 

碎石图 

特
征
值

 

组件号 

0 



第 48 卷第 7 期  2025 年 7 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 7  July 2025 

     

·1898· 

表 5  各成分得分及综合得分 

Table 5  Score of component and comprehensive score 

编号 主成分 1 主成分 2 综合得分 

S14 7.53 −0.50 5.27 

S9 5.46 −0.82 3.76 

S4 2.49 3.40 2.21 

S15 0.76 0.61 0.62 

S7 1.04 −1.18 0.59 

S12 −0.61 0.25 −0.40 

S1 −0.69 0.31 −0.45 

S8 −0.35 −1.53 −0.45 

S13 −1.07 0.58 −0.69 

S5 −1.24 −0.36 −0.93 

S16 −1.22 −1.18 −1.02 

S2 −1.63 0.98 −1.03 

S10 −1.45 −0.29 −1.06 

S11 −1.56 −0.18 −1.13 

S18 −1.73 −0.06 −1.24 

S6 −2.01 1.14 −1.28 

S17 −1.81 −0.10 −1.30 

S3 −1.90 −1.06 −1.48 

 

图 5  样品 OPLS-DA 得分图 

Fig. 5  OPLS-DA scores plot of samples 

S9、S14、S15 聚为一类，S1、S2、S5、S6、S8、

S10～S13、S16～S18 聚为一类，其中 S4、S9、S14

被有效区分开，与 CA 结果一致。该模型的累积解

释率 RX
2、RY

2 和累积预测率 Q2 分别为 0.823、0.777

和 0.685，均大于 0.5，表明该模型具有良好的解释

和预测能力。为验证模型的稳健性，本实验还进行

了 200 次随机置换检验，结果显示，R2 回归线的 Y

轴截距为 0.169，Q2 回归线的 Y 轴截距为−0.436，

均低于原始值，证实了模型没有过拟合，适合用于

区分 18 批样品间的差异。 

OPLS-DA 中的变量重要性投影值（VIP 值）可

直观反映出具有统计学意义的差异物[11]。由图 6 可

知，以 VIP＞1 为标准筛选出的色谱峰依次为峰 8

（夏佛塔苷）、峰 7、峰 6、峰 5（维采宁-2）、峰 3、

峰 9（异夏佛塔苷），说明 3、5、6、7、8、9 号峰 

 

图 6  样品 VIP 图 

Fig. 6  VIP diagram of samples 

代表的化学成分是不同批次样品的差异性标志物。 

2.7  特征成分的含量测定 

通过已建立的指纹图谱和 OPLS-DA 分析结果

可知，峰 5（维采宁-2）和峰 8（夏佛塔苷）是鸡骨

草和毛鸡骨草的差异性特征成分，且含量较高。并

且二者化学结构含有相同芹菜素母核，在相同位置

有糖作取代基。因此本实验选择维采宁-2 和夏佛塔

苷作为鸡骨草和毛鸡骨草质量标准控制的特征指

标进行定量分析。 

2.7.1  供试品溶液的制备  制备方法同“2.1”。 

2.7.2  对照品溶液的制备  分别取维采宁-2 和夏

佛塔苷 5.20、4.91 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶

中，用 80%甲醇溶解并稀释至刻度，配制成质量浓

度为 0.52、0.49 mg∙mL−1 的混合对照品溶液。以 80%

甲醇作为阴性对照溶液。 

2.7.3  色谱条件  采用 Ultimate® AQ-C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 m），流动相甲醇-150 mmol∙L−1

甲酸铵溶液（26∶74）；体积流量 1.0 mL∙min−1；检

测波长 270 nm；柱温 30 ℃；进样量 20 L。 

2.7.4  方法学考察 

（1）专属性考察：取上述混合对照品溶液、供

试品溶液，按“2.7.3”项下色谱条件进样，空白溶

剂在各对照品成分的出峰位置上无吸收，溶剂对色

谱峰无影响，混合对照品溶液及供试品溶液中各对

照品成分色谱峰的分离度良好（图 7），该方法专属

性良好。 

（2）精密度试验：取“2.7.2”项下混合对照品

溶液，按“2.7.3”项下色谱条件连续进样 6 次，维

采宁-2 和夏佛塔苷的峰面积 RSD 分别为 0.47%和

0.60%，表明仪器精密度良好。 

（3）重复性试验：分别精密称取同一批样品

（S4）6 份，按“2.1”项下方法制备供试品溶液，按

“2.7.3”项下色谱条件连续进样，维采宁-2 和夏佛塔

苷的峰面积 RSD 分别为 1.86%和 0.76%，表明方法 
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图 7  S4、混合对照品、阴性样品的 HPLC 图 

Fig. 7  HPLC diagram of S4, mixed reference substances, 

and negative sample 

重复性良好。 

（4）稳定性试验：取同一供试品溶液（S4），按

“2.7.3”项下色谱条件，分别于 0、2、4、8、12、

24 h 进行测定，维采宁-2和夏佛塔苷的峰面积RSD

分别为 2.84%和 1.71%，表明供试品溶液在 24 h 内

稳定性良好。 

（5）线性关系考察：分别精密吸取“2.7.2”项

下混合对照品溶液 0.2、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mL

于 10 mL 量瓶中，加 80%甲醇水定容至刻度。按

“2.7.3”项下色谱条件进样测定，以对照品质量浓度

为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲

线。得回归方程分别为维采宁-2 Y＝26 275.31 X－

26 768.38，r＝0.999 5，线性范围 10.4～130.0 ng；

夏佛塔苷 Y＝32 159.19 X－93 906.46，r＝0.999 6，

线性范围 9.8～122.5 ng。 

（6）加样回收率考察：精密称取已知维采宁-2 和

夏佛塔苷含量的样品（S4）0.5 g 共 6 份，精密加入

维采宁-2 和夏佛塔苷质量浓度分别为 2.20 mg∙mL−1

和 2.36 mg∙mL−1 的对照品溶液各 1 mL，精密加入

80%甲醇 19 mL，按“2.1”项下方法平行制备供试

品溶液 6 份，按“2.7.3”项下色谱条件进样测定，

维采宁-2、夏佛塔苷的平均回收率分别为 99.52%、

101.01%，RSD 分别为 2.49%、2.20%。表明该分析

方法准确度良好。 

2.7.5  样品含量测定  分别精密称取 18 批次的样

品按“2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.7.3”

项下色谱条件进样进行含量测定，结果见表 6。维

采宁-2、夏佛塔苷质量分数分别为 0.05～4.36、

0.10～4.34 mg∙g−1。不同批次间二者质量分数差异较

大，可能与采收时间、储存条件等有关。另外在样

品前处理过程中发现，S4、S7、S9、S14 含叶较多，

这可能也是导致质量分数偏高的原因。 

表 6  18 批样品含量测定结果 

Table 6  Content determination results of 18 batches of 

samples 

批次 
质量分数/(mg∙g−1) 

维采宁-2 夏佛塔苷 

S1 0.26 0.46 

S2 0.07  0.11 

S3 0.38 0.37 

S4 3.84 4.06 

S5 0.18 0.27 

S6 0.07 0.10  

S7 4.36 4.34 

S8 1.20  0.82 

S9 2.96 3.24 

S10 0.18 0.31 

S11 0.05 0.10  

S12 0.11 0.22 

S13 0.12 0.21 

S14 3.80  3.57 

S15 2.11 2.06 

S16 0.22 0.37 

S17 0.13 0.26 

S18 0.15 0.28 

2.8  基于网络药理学鸡骨草抗肝癌活性机制预测 

2.8.1  活性成分筛选与相关靶点收集  通过检索

中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，

https://tcmsp-e.com/tcmsp.php）筛选鸡骨草中口服

生物利用度（OB）≥30%和类药性（DL）≥0.18

的化学成分，再补充“2.4.3”项下指纹图谱指认

特征峰得到的 5 个化学成分，共筛选出 9 个主要

成分。检索 herb 数据库（http://herb.ac.cn）整理 9

个主要成分的 SMILES 号，利用 Swiss Target 

Prediction（http://swisstargetprediction.ch/）在线预

测各成分的靶点基因，并筛选 Probability＞0 的基

因，去除重复值，最终得到与 9 个化合物相关的

264 个靶点。 

2.8.2  肝癌相关靶点预测及药物-疾病共同靶点的

获取  以“liver cancer”为关键词在 Gene Cards 数

据库（https://www.genecards.org/）搜索肝癌的疾病

基因及靶点信息。由于搜索结果过多，增加筛选条

件 Relevance score＞3，最后得到 3 618 个肝癌的相

关靶点。使用微生信平台创建韦恩图（图 8）。鸡骨

草中化学成分 264 个作用靶点与肝癌 3 618 个相关

基因存在的 130 个交集靶点为鸡骨草治疗肝癌的重

要靶点。 
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图 8  鸡骨草活性成分与肝癌靶点的韦恩图 

Fig. 8  Venn diagram of target of active ingredients in A. 

cantoniensis and liver cancer 

2.8.3  靶点蛋白质与蛋白质相互作用（PPI）网络构

建  将 130 个共有靶点导入 STRING 11.5 在线分析

数据库（https://stringdb.org），设置最低交互得分

0.700，构建 PPI 网络并进行可视化，得到 87 个节

点，282 条边。每个节点代表由单个蛋白质编码基

因位点产生的所有蛋白质，边代表各蛋白质之间具

有相关性。将结果以 TSV 格式导入 Cytoscape 3.9.1

软件，利用 Network Analyzer 对各靶点度值进行分

析，如图 9 所示，图中颜色越深、圆圈越大，说明

度值越大，该节点对应的蛋白质与更多的其他蛋白

质有直接相互作用，比如排名较前的 AKT1、

CTNNB1、SRC、STAT3、BCL2 等参与多种生物过

程或信号通路，并且对网络稳定性影响较大。 

2.8.4  富集分析结果   使用 DAVID 数据库

（https://david.ncifcrf.gov/）对 130 个共有靶点进行基

因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）

富集分析。GO 富集共计得出 544 条结果，其中生物

过程（BP）430 条，细胞组成（CC）57 条，分子功

能（MF）57 条，各筛选前 10 名分析，结果见图 10。

KEGG 通路富集分析结果共得出 112 条相关通路，

筛选 P 值最小的前 20 条通路进行可视化分析[12]，包

括癌症通路、脂质与动脉粥样硬化通路等，见图 11，

上述通路可能与鸡骨草治疗肝癌的作用相关。 

2.8.5  活性成分-靶点-通路网络构建  将筛选出的

9 个化学成分，130 个作用靶点、20 条通路，利用

Cytoscape 3.9.1 软件构建“活性成分-靶点-通路”网

络。使用 CytoNCA 插件进行蛋白互相作用网络集

中性分析和评估，根据介数中心性优化网络结构并 

 

图 9  交集靶点 PPI 网络 

Fig. 9  PPI network of intersection target 

调整节点大小，见图 12。 

对靶点网络进行拓扑属性分析，选取接近中

心性、介数中心性和度值 3 个重要参数均大于其

平均数的靶点作为关键靶点[13]。经筛选得到 14 个

关键作用靶点，见表 7。如丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶（ AKT1）和磷脂酰肌醇 -3-激酶催化亚基

（PIK3CA）能够激活磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶

B（PI3K/Akt）信号通路，从而对细胞凋亡和氧化

应激产生影响，与相关文献报道一致[14]。网络中

1 个成分对应多个靶点，每条通路由多个靶点调

控，表明鸡骨草通过“多成分-多靶标-多途径”发

挥治疗肝癌的药效。 

2.9  体外实验验证 

2.9.1  细胞培养与药物制备   人肝癌细胞株

HepG2 细胞在含有 10%胎牛血清（FBS）和 1%青

霉素-链霉素的 DMEM 培养基中培养，培养条件为

37 ℃、5% CO2的恒温培养箱。随后每隔 24 h 更换

液体，收集对数生长期细胞进行后续实验。 

鸡骨草样品（S4）按“2.1”方法制备供试品溶

液，50 ℃水浴 3 h，3 000 r∙min−1 离心 15 min，取

上清液旋蒸、冻干，制得鸡骨草醇提物（ACEE）。

根据实验设置将 ACEE 用二甲基亚砜（DMSO）稀

释为对应的质量浓度（0.031 25、0.062 50、0.125 00、

0.250 00、0.500 00、1.000 00 mg·mL−1）。 
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图 10  GO 富集分析结果 

Fig. 10  GO enrichment analysis results 

 

图 11  KEGG 通路富集分析结果 

Fig. 11  KEGG enrichment analysis results 
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图 12  “活性成分-靶点-通路”网络 

Fig. 12  Network of “active component- target-pathway” 

表 7  关键靶点的筛选结果  

Table 7  Screening results of key targets 

靶点 接近中心性 介数中心性 度值 

AKT1 0.409 2 0.027 2  18 

PIK3CA 0.399 0 0.039 8  18 

STAT3 0.345 6 0.010 9  13 

BCL2 0.389 3 0.015 2  12 

GSK3B 0.380 0 0.012 7  11 

IGF1R 0.374 7 0.009 5  9 

SRC 0.373 0 0.008 6  9 

ESR1 0.401 0 0.019 3  8 

STAT1 0.367 8 0.007 9  8 

PPARG 0.461 1 0.038 4  7 

FGFR1 0.419 9 0.020 4  7 

ESR2 0.397 0 0.016 1  7 

RXRA 0.378 3 0.008 2  7 

CXCL8 0.364 5 0.010 5  7 

2.9.2  MTT 检测细胞活力   取对数生长期的

HepG2 细胞，接种在 96 孔板中，细胞密度为每孔

5×103 个，细胞接种 12 h 后给药。加入不同质量

浓度 0（对照）、0.031 25、0.062 50、0.125 00、

0.250 00、0.500 00、1.000 00 mg·mL−1 的 ACEE，

培养 24 h 后弃去培养液，在每孔加入 100 μL 的

含 10% MTT 检测试剂的培养液，放于 CO2培养箱

37 ℃避光孵育4 h后，在每孔中加入100 μL DMSO，

使用酶标仪检测 570 nm 波长下各孔的吸光度（A）

值，计算每组细胞存活率。数据采集用 ±s 表示，

统计结果采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行绘图与

统计分析，组间比较采用 t 检验，以 P＜0.05 为差

异具有统计学意义。如图 13 结果显示，与对照组相

比，0.250 00、0.500 00、1.000 00 mg·mL−1 的 ACEE

作用 HepG2 细胞 24 h 后，HepG2 细胞的存活率显

著降低（P＜0.001）。选择质量浓度为 0.25 mg∙mL−1

的 ACEE 进行 qRT-PCR 实验。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.9.3  qRT-PCR  检测核心靶点的 mRNA 表达水平  

取对数生长期的 HepG2 细胞接种在 96 孔板中， 

x
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与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 13  ACEE 对 HepG2 细胞活力的影响（ ±s，n＝3） 

Fig. 13  Effect of ACEE on viability of HepG2 cells  

（ ±s，n＝3） 

细胞密度为每孔 1.6×105 个，设置对照组和 ACEE

组（0.25 mg∙mL−1）在给药 4 h 后各孔加入 1 000 μL 

Trizol 裂解后提取总 RNA，再逆转录成 cDNA 进行

PCR 扩增。反应条件为：95 ℃、10 s，60 ℃、30 s，

重复 40 个循环，引物序列见表 8。 

qPCR 结果使用相对定量法 2−ΔΔCt 值，组间比较

采用 t 检验，以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。

结果如图 14 所示，与对照组相比，ACEE 组细胞内

AKT1、STAT3、BCL2、PIK3CA、GSK3B 的 mRNA

表达水平显著降低（P＜0.001）。 

表 8  引物序列  

Table 8  Primer sequences 

基因 序列(5’→3’) 

AKT1 F-CCTGAGCTGAATGAGGACCA 

 R-GCCACCAATGAAGTCCTACC 

STAT3 F-CAGCAGCTTGACACACGGTA 

 R-CATGGCTGTTGATGTTCTCC 

BCL2 F-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC 

 R-CAGAGACAGCCAGGAGAAATCAA 

PIK3CA F-AAGAGCCCCGAGCGTTTCT 

 R-GATGATGGTCGTGGAGGCAT 

GSK3B F-CCTGGGAACTCCAACAAGGG 

 R-CGGGGTCGGAAGACCTTAGT  

 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 14  ACEE 对 HepG2 细胞核心基因 mRNA 表达水平的影响（ ±s，n＝3） 

Fig. 14  Effect of ACEE on mRNA expression level of core genes in HepG2 cells（ ±s，n＝3）

3  讨论 

本实验通过单因素实验考察了不同提取溶剂

（50%甲醇、80%甲醇、甲醇、50%乙醇、80%乙醇、

乙醇）、提取方式（超声、回流）、提取时间（15、

30、45 min）、溶剂量（10、20、30 mL）对指纹图

谱的影响，最终确定提取条件为 20 mL 80%甲醇超

声提取 30 min。 

为更全面地反映鸡骨草的化学成分信息，指纹

图谱采用梯度洗脱方式，考察了甲醇-水、乙腈-水、

甲醇-0.1%三氟乙酸水溶液 3 个流动相体系，结果表

明甲醇-水系统色谱峰出峰时间合适、基线较平稳，

综合考虑选择甲醇-水作为流动相。本实验使用紫外

检测器全波长检测，检测结果显示在 270 nm 处各

峰响应值均较高且基线平稳。因此，选定检测波长

为 270 nm。另外还考察了柱温 25、30、35 ℃对峰

形的影响。结果表明不同柱温对出峰的影响不大。

由于实验期间正值夏季，气温较高，故选择室温

30 ℃为柱温。含量测定考察了甲醇-水、甲醇-0.1%

乙酸等体系，发现目标成分的分离度和峰型对 pH

敏感，最终选择甲醇-150 mmol∙L−1 甲酸铵溶液等度

洗脱作为色谱条件。 

在《中国药典》2020 年版中，鸡骨草仅规定为

广州相思子的干燥全株，并且尚未收录毛鸡骨草的

相关内容[1]。在《广西壮族自治区壮药质量标准》

第一卷（2008 年版）和第二卷（2011 年版）中分别

规定鸡骨草为广州相思子的干燥全株、毛鸡骨草为

毛相思子的干燥全株[15]。但是《广东省中药材标准》

第二册（2011 年版）对相思子属的品种情况作了相
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关说明，广西玉林、梧州地区会将鸡骨草和毛鸡骨

草混杂使用并且以毛鸡骨草为多[16]。另外在 1990年

版《广西中药材标准》中广州相思子和毛相思子均

可作为鸡骨草的基原植物[17]。说明毛鸡骨草替代鸡

骨草存在可追溯性。本研究对 12 批鸡骨草和 6 批

毛鸡骨草样品的指纹图谱进行了相似度评价，结果

显示 6 批毛鸡骨草样品相似度均大于 0.9，说明毛

鸡骨草在化学成分方面替代鸡骨草的可行性较大。 

2016 年，刘昌孝院士[18]首次提出“Q-marker”

的概念，为我国传统中药的质量控制研究提供了新

的思路。鸡骨草作为相思子属植物，《中国药典》

2020 版中使用相思子碱作为其薄层鉴别的指标成

分，并且暂未收录含量测定项。本研究通过建立指

纹图谱，与混合对照溶液对比指认了相思子碱、刺

桐碱、维采宁-2、夏佛塔苷、异夏佛塔苷 5 个特征

峰。另外 OPLS-DA 分析结果结合含量测定结果可

知，峰 8（夏佛塔苷）是不同批次鸡骨草样品的差

异性标志物且含量较高。结合研究结果，初步预测

相思子碱和夏佛塔苷是鸡骨草潜在的 Q-marker。 

细胞毒性实验结果显示，鸡骨草对 HepG2 肝癌

细胞的生长具有抑制作用。同时 qRT-PCR 实验显

示，HepG2 细胞经过鸡骨草处理后核心基因 AKT1、

STAT3、BCL2、PIK3CA、GSK3B 的相对表达量会发

生显著性下降，进一步证明鸡骨草可能通过靶向这

些基因产生抗肝癌作用。本研究通过网络药理学的

方法，预测了鸡骨草的抗肝癌作用及其可能的作用

机制，通过实验验证了鸡骨草对肝癌细胞具有抑制

作用并使核心基因在肝癌细胞中的表达情况改变，

可为后续进一步研究提供参考。 

利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突 
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