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蒙荨麻 HPLC 特征图谱建立与抗高尿酸血症质量标志物（Q-Marker）筛选  
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摘  要：目的  建立蒙荨麻的 HPLC 特征图谱，结合化学计量学分析、体外实验验证及含量测定，筛选其抗高尿酸血症的质

量标志物（Q-Marker）。方法  采用 HPLC 法建立 15 批蒙荨麻的特征图谱；结合层次聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）

及偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）筛选不同产地样品的差异成分；利用 Discovery studio 2016 Client 软件将潜在 Q-Marker

与抗高尿酸血症相关靶蛋白［黄嘌呤氧化酶（XOD）、葡萄糖转运蛋白 9（GLUT9）］进行分子对接验证；通过体外 XOD 酶

活力抑制实验及 HK2 细胞 GLUT9 蛋白表达检测验证其生物活性；并建立目标成分含量测定方法，测定 15 批次样品中 Q-

Marker 的含量。结果  从 HPLC 特征图谱中指认绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡荆苷 3 个特征成分；化学计量学分析将 15

批次样品分为 2 类，其中新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷对质量差异的贡献最显著；分子对接显示，指认的 3 个特征成分均能通

过氢键、疏水键、π-π 键等与 XOD、GLUT9 稳定结合，绿原酸与 GLUT9 结合能最低（−36.00 kJ·mol−1），新西兰牡荆苷 2 与

XOD 结合能最低（−45.61 kJ·mol−1）；体外实验证实，3 个成分均呈浓度相关性地抑制 XOD 活力，且不同浓度给药组可显著

下调 HK2 细胞 GLUT9 蛋白表达（P＜0.01）；含量测定显示，15 批次样品中绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡荆苷的质量分数

分别为 0.144 3～4.234 6、0.118 6～2.581 2、0.056 9～3.670 0 mg·g−1。结论  建立的 HPLC 特征图谱及含量测定方法准确、

可靠，绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡荆苷可作为蒙荨麻抗高尿酸血症的 Q-Marker，为其药材质量评价与控制提供依据。 
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Abstract: Objective  To establish the HPLC characteristic fingerprint of mongolian medicine Urtica cannabina, combined with 

chemometrics analysis, in vitro experiments, and content determination, to screen the quality markers (Q-Markers) for its anti-

hyperuricemia effect. Methods  The HPLC method was used to establish the characteristic fingerprint of 15 batches of U. cannabina; 

hierarchical cluster analysis (HCA), principal component analysis (PCA), and partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) 

were used to screen the different components of samples from different origins; the potential Q-Markers was verified by molecular 

docking with anti-hyperuricemia related target proteins [xanthine oxidase (XOD), glucose transporter 9 (GLUT9)]; in vitro XOD 
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enzyme activity inhibition experiments and HK2 cell GLUT9 protein expression detection were used to verify its biological activity; 

and the content determination method of the target components was established to determine the content of Q-Markers in 15 batches 

of samples. Results  Three characteristic components, namely chlorogenic acid, vicenin-2, and isovitexin, were identified from 

the HPLC characteristic fingerprint; chemometrics analysis divided the 15 batches of samples into two categories, among which 

vicenin-2, and isovitexin had the most significant contribution to the quality differences; molecular docking showed that the three 

identified characteristic components could stably bind to XOD and GLUT9 through hydrogen bonds, hydrophobic bonds, and π-π 

bonds, with the binding energy of chlorogenic acid being the lowest (−36.00 kJ·mol−1), and that of vicenin-2 to XOD being the 

lowest (−45.61 kJ·mol−1); in vitro experiments confirmed that all three components inhibited XOD activity in a concentration-

dependent manner, and different concentration administration groups could significantly down-regulate the expression of GLUT9 

protein in HK2 cells (P < 0.01); content determination showed that the quality fractions of chlorogenic acid, vicenin-2, and isovitexin 

in 15 batches of samples were 0.144 3—4.234 6, 0.118 6—2.581 2, and 0.056 9—3.670 0 mg·g−1, respectively. Conclusion  The 

established HPLC characteristic fingerprint and content determination method are accurate and reliable. chlorogenic acid, vicenin-2, 

and isovitexin can be used as Q-Markers for the anti-hyperuricemia effect of U. cannabina, providing a basis for the quality evaluation 

and control of the medicinal material. 

Key words: Urtica cannabina L.; hyperuricemia; quality markers; chlorogenic acid; vicenin-2; isovitexin; xanthine oxidase (XOD); 

glucose transporter 9 (GLUT9) 

 

蒙荨麻为荨麻科荨麻属多年生草本植物麻叶

荨麻 Urtica cannabina L. 的干燥地上部分，蒙药名

为哈辣盖，味苦、辛，性温，效重，具有镇赫依、

调胃温、解毒、破痞之功效，用于头晕、耳鸣、失

眠、心慌、食积不消、嗳气、吐泻、关节疼痛、胃

痞、肝痞、皮肤瘙痒及蛇毒咬伤[1-5]。该药材尚无国

家标准，仅收录于《内蒙古蒙药材标准（2021 年版）》

及《内蒙古蒙药饮片炮制规范（2020 年版）》，且现

有检测项目仅以常规理化鉴别为主，缺乏与药效关

联的专属检测指标，难以实现对药材质量的精准把

控。质量标志物（Q-Marker）是刘昌孝院士提出的

中药质量评价的核心概念[6-7]，为中药及民族药质量

标准的完善提供了科学的理论依据和研究方法。当

前对蒙荨麻的研究多集中于药效评价及化学成分

鉴别[8-10]，尚未基于 Q-Marker 理论开展其药效物质

基础的系统研究，无法为其建立与临床功效相契合

的质量评价体系，制约了蒙荨麻的临床合理应用及

产业化发展。因此，基于 Q-Marker 五原则筛选蒙荨

麻的特征性药效成分，建立专属、精准的质量评价

方法，对完善其质量标准具有重要意义。 

随着饮食结构日益多样化，代谢性疾病患病率

居高不下且呈年轻化趋势，严重威胁人们的身心健

康。痛风作为常见代谢性疾病，近年来患病率逐年攀

升，临床治疗以化学药物为主，主要包括抑制尿酸生

成药（如别嘌呤醇、非布司他）和促尿酸排泄药（如

苯溴马隆）[11]。但此类药物长期服用易引发头痛、皮

疹、转氨酶升高、胃肠道反应等不良反应，部分药

物还存在肾功能不全者禁用的使用局限[12]。蒙医学

将痛风归属于“关节黄水病”范畴，认为其由饮食

起居失宜导致“三根七素”失调，赫依紊乱、黄水

偏盛，与血相搏后壅聚关节，致使局部气血运行不

畅而发病[13]。文献报道显示，蒙荨麻提取浸膏具有

抗炎、镇痛作用[14]，但其发挥作用的物质基础及机

制尚并不十分明确。 

因此，本研究收集 15 批次蒙荨麻样品，建立能

反映其整体质量的 HPLC 特征图谱，结合相似度评

价及层次聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）及

偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）筛选不同批次

蒙荨麻质量差异成分；再基于 Q-Marker 有效性原

则，借助分子对接技术、体外黄嘌呤氧化酶（XOD）

活性测定及 HK2 细胞模型，验证潜在 Q-Marker 与

抗高尿酸血症相关靶点的相互作用及生物活性，明

确蒙荨麻抗高尿酸血症的关键 Q-Marker；最终建立

Q-Marker 的含量测定方法，分析不同产地样品中 Q-

Marker 的含量差异。本研究旨在为蒙荨麻抗高尿酸

血症的药效物质基础提供实验依据，同时构建特征

图谱结合 Q-Marker 含量测定的蒙荨麻质量评价体

系，为完善蒙荨麻质量标准、实现其质量精准控制

提供科学支撑。 

1  材料 

1.1 仪器 

KQ-5200DB 型超声清洗机、KQ-600DB 型数控

超声波清洗器，昆山市超声波仪器公司；LC-

2030CN 型高效液相色谱仪、HPLC-IT-TOF-MS 液
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质联用系统（CBM-20A 系统控制器、LC-20ADXR

高压泵、LC-20AD 高压泵、DGU-20A5 自动脱气机、

SIL-20ACXR 自动进样器、CTO-20AC 柱温箱、SPD-

M20A 光电二极管阵列检测器、SPD-20A 紫外检测

器、IT-TOF-MS 质谱仪、LC-MS Solution 工作站），

日本岛津公司；PTY-323/423 型十万分之一电子天

平、PT-124/85S 型万分之一电子天平，美国康州 HZ

电子科技有限公司； BUCHI 旋转蒸发仪，瑞士步

琪公司；FW177 中草药粉碎机，天津市泰斯特仪器

有限公司；BJ-2CD 超净工作台，上海博迅医疗生物

仪器股份有限公司；3951-CO2 细胞培养箱，美国

Thermo Scientific 公司；Epoch 全自动酶标检测仪，

美国 Biotek 公司；Fusion Fx7 Edge 多功能凝胶成像

仪，法国 Vilber 公司。 

1.2  试剂 

乙腈（色谱纯），美国 TEDIA 公司；甲酸（色

谱纯），上海晶纯生化科技股份有限公司；无水乙

醇（分析纯），天津市大茂化学试剂厂；娃哈哈纯

净水。对照品绿原酸（质量分数≥99.82%，批号

MUST-20032310）、异牡荆苷（质量分数≥99.42%，

批号 MUST-20070110），购自于成都曼思特生物

科技有限公司；新西兰牡荆苷 2（质量分数≥

99.25%，批号 P01F9F54173）、黄嘌呤（批号

S18024）、XOD（批号 S10113），上海源叶生物科

技有限公司；氢氧化钠（批号 10019718）、磷酸二

氢钾（批号 10017628），国药集团化学试剂有限公

司。HK2 细胞专用培养基（批号 CM-0109），武汉

普 诺 赛生 命科 技 有限公 司 ； CCK-8 （ 批 号

CA1210）、BCA 试剂盒（PC0020）购自于北京索

莱宝科技有限公司；别嘌呤醇（批号 A8003），美

国 Sigma 公司；Anti-GAPDH antibody（批号

T0004），Affinity Biosciences 公司；Anti-葡萄糖

转运蛋白 9（GLUT9）antibody（批号 Ab223470），

Abcam 公司；Goat anti-Rabbit IgG (H＋L), HRP 

Conjugated（批号 S004F），天德悦（北京）生物科

技有限责任公司；PMSF（批号 ST506），上海碧云

天生物技术有限公司；Prestained Protein Ladder（批

号 26616），Fermentas 公司；PVDF 膜（批号

IPVH00010 ）、 ECL 化学发光试剂盒（批号

WBKLS0050），Merck Millipore Corporation。 

1.3  药材 

所用药材均采自内蒙古地区，由内蒙古民族大

学蒙医药学院红艳副教授鉴定为荨麻科荨麻属多

年生草本植物麻叶荨麻 Urtica cannabina L. 的干燥

地上部分。所采药材产地与批次如表 1。 

表 1  样品信息 

Table 1  Sample Information 

编号 批号 产地 

S1 2020071902 赤峰市克什克腾旗宇宙地镇 

S2 2020071903 赤峰市林西县G303 

S3 2020071904 赤峰市阿鲁科尔沁旗赛罕塔拉苏木

商欣嘎查 

S4 2020071905 赤峰市阿鲁科尔沁旗巴音温都苏木

拉嘎赛花嘎查 

S5 2020071906 赤峰市阿鲁科尔沁旗赛罕塔拉苏木 

S6 2020071907 赤峰市阿鲁科尔沁旗巴音温都苏木

拉嘎赛花嘎查 

S7 2020071908 赤峰市阿鲁科尔沁旗罕苏木苏木巴

音呼舒嘎查 

S8 2020071909 赤峰市阿鲁科尔沁旗赛罕塔拉苏木 

S9 2020081610 内蒙古锡林郭勒盟正蓝旗巴嘎吉嘎

斯台 

S10 2020072611 内蒙古锡林郭勒盟东乌珠穆沁旗巴

彦胡硕镇 

S11 2020071912 通辽市扎鲁特旗乌力吉牧仁苏木 

S12 2020062113 通辽市后旗朝鲁吐 

S13 2020062115 兴安盟西哲里木 

S14 2020071916 内蒙古锡林郭勒盟东乌珠穆沁旗巴

彦胡硕镇 

S15 2020071918 通辽市罕山林场 

1.4  细胞 

人肾近曲小管上皮细胞 HK2（批号 CL-0109）

购自于武汉普诺赛生命科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  HPLC 特征图谱的建立 

2.1.1  色谱条件  采用 Inert Sustain C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）色谱柱；流动相为乙腈（A）-0.4%

甲酸水（B），梯度洗脱 0～10 min，10%→15% A；

10～25 min，15%→20% A；25～35 min，20%→35% 

A；35～37 min，35%→90% A；37～42 min，90% 

A；42～44 min，90%→10% A；44～59 min，10% 

A；进样量 20 μL；体积流量 1.0 mL·min−1；柱温

30 ℃；检测波长 271 nm。 

2.1.2  供试品溶液的制备  将 15 批次药材粉碎，

过 60 目筛，精密称取 1.0 g，置于 100 mL 锥形瓶中，

加入 70%乙醇 25 mL，称质量，超声提取 30 min（功

率 600 W，频率 50 Hz），用 70%乙醇补足减失的质

量，3 000 r·min−1 离心 5 min，取上清，经 0.22 μm
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微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.1.3  对照品溶液的制备  取绿原酸、新西兰牡荆苷

2、异牡荆苷对照品适量，精密称定，用 70%乙醇溶

液制成质量浓度分别为 32.80、45.12、59.52 μg·mL−1

的混合对照品溶液。 

2.1.4  精密度考察  取蒙荨麻（S7）样品，按“2.1.2”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条

件连续进样 6 次，记录色谱峰峰面积。以 3 号峰为

参照峰，各共有峰的相对峰面积RSD均小于1.98%，

表明仪器精密度良好。 

2.1.5  重复性考察  取蒙荨麻（S7）样品 6 份，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下

色谱条件分别进样，记录峰面积。以 3 号峰为参照

峰，各共有峰相对峰面积的 RSD 均小于 2.03%，表

明方法重复性良好。 

2.1.6  稳定性考察  取蒙荨麻（S7）样品，按“2.1.2”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条

件，分别在 0、6、12、14、16、18、20、22、24 h

进样，记录峰面积。以 3 号峰为参照峰，各共有峰

相对峰面积的 RSD 均小于 2.07%，表明供试品溶液

在 24 h 内稳定性良好。 

2.1.7    HPLC 特征图谱的建立及相似度评价  取

15 批次蒙荨麻样品（S1～S15），按“2.1.2”项下方

法制备供试品溶液，照“2.1.1”项下色谱条件进样

测定。采用《中药指纹图谱相似度评价系统（2012A

版）》对记录图谱的 AIA 文件进行分析，以 S1 为参

照图谱，设置时间窗宽度为 0.5 min，对色谱峰进行

多点校正及全峰匹配，生成 15 批样品的特征图谱

匹配图与对照特征图谱（R），共标定 7 个共有峰（图

1）。通过与混合对照品溶液色谱图比对，指认其中

3 个色谱峰，分别为绿原酸（3 号峰）、新西兰牡荆

苷 2（4 号峰）和异牡荆苷（6 号峰）（图 2）。因 6

号峰分离度良好且保留时间居中，故选定为参照

峰，计算 S1～S15 特征图谱与对照特征图谱的相似

度，结果依次为 0.753、0.975、0.954、0.987、0.969、

0.948、0.982、0.914、0.945、0.953、0.844、0.759、

0.967、0.967、0.815。结果显示，除 S1 和 S12 外，

其余样品相似度均较高，表明各批次样品化学成分

整体基本一致。 

2.2  化学计量学分析 

2.2.1  HCA  以 7 个特征峰峰面积为观测量，采用

SPSS 19.0 软件进行分析。运用组间连接法，以平方

欧式距离作为分类依据，生成聚类树状图，见图 3。

结果显示，当平方欧氏距离为 15 时，15 批样品划

分成 2 类，S1、S7、S8、S9、S11、S12、S15 为第

1 类；S2、S3、S4、S5、S6、S10、S13、S14 为第

2 类，表明各批次样品质量存在一定差异。 

2.2.2  PCA  为了进一步分析造成不同批次样品之

间差异的化学成分，将 7 个共有峰峰面积导入

SIMCA 14.1 软件进行 PCA。所建立模型的 2 个主

成分对原始数据的方差解释率依次为 66.1%和

14.8%，累积方差贡献率达到 80.9%，表明模型预测

性能良好。由图 4 可知，15 批样品分别聚为 2 组，

结果与 HCA 基本一致。 

 

图 1  15 批蒙荨麻样品的 HPLC 图谱及其对照特征图谱 (R) 

Fig. 1  HPLC chromatograms of 15 batches of U. cannabina samples and reference fingerprint chromatogram (R) 

0                     10                20                 30                  40                 50 
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3-绿原酸；4-新西兰牡荆苷 2；6-异牡荆苷。 

3-chlorogenic acid；4-vicenin 2；6-isovitexin. 

图 2  混合对照品和蒙荨麻样品溶液的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC chromatogram of mixed reference 

substances and U. cannabina sample solution 

 

图 3  15 批蒙荨麻样品 HCA 树状图 

Fig. 3  HCA dendrogram of 15 batches of U. cannabina 

 

图 4  15 批蒙荨麻样品的 PCA 得分图 

Fig. 4  PCA score plot of 15 batches of U. cannabina 

2.2.3  PLS-DA  为进一步识别蒙荨麻质量差异的

标志性成分，采用 SIMCA 14.1 软件对 15 批样品进 

PLS-DA。将 15 批样品中 7 个共有峰的标准化峰面

积数据导入软件后，PLS-DA 结果显示（图 5），15

批样品可被清晰区分为 2类。变量投影重要性（VIP）  

 

图 5  15 批蒙荨麻样品 PLS-DA 图 

Fig. 5  PLS-DA plots of 15 batches of U. cannabina  

值反映了各成分对样品分类的贡献程度，以 VIP＞

1.0 为阈值，筛选出绿原酸（3 号峰）和异牡荆苷（6

号峰）为对不同批次样品质量差异贡献较大的特征

成分（图 6）。提示在建立蒙荨麻质量标准时，应对

这 2 个成分进行重点监测以减小批次差异，同时为

其 Q-Marker 的筛选提供参考。 

 

图 6  15 批蒙荨麻样品的 VIP 得分图 

Fig. 6  VIP score plots of 15 batches of U. cannabina 

2.3  分子对接 

为探究蒙荨麻治疗高尿酸血症的 Q-Marker，本

研究选取高尿酸血症关键靶点蛋白黄嘌呤氧化酶

XOD（PDB ID：1FIQ）、GLUT9（PDB ID：4YGB）

作为对接靶标，与已指认的 3 个共有成分分别进行

分子对接，以验证其相互作用活性。XOD 的 3D 结

构 PDB 文件从 PDB 数据库（http:// www.rcsb.org/）

下载，GLUT9 靶蛋白则采用课题组前期构建的同源

模型[15]；化合物配体的 2D 结构（.sdf 格式）从

PubChem 数 据 库 （ https://pubchem.ncbi.nlm. 

nih.gov/）获取。将预处理后的靶点蛋白与化合物导

入 Discovery Studio 2016 Client 软件，采用 LibDock

模块进行分子对接。 

对接结果显示，3 个化合物均通过氢键、π-Alkyl
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疏水作用、范德华力及 π-π 共轭作用等与 XOD

（1FIQ）和 GLUT9（4YGB）靶点蛋白结合（图 7）。

其中，与 XOD（1FIQ）对接的 LibDock 得分最高者

为绿原酸（126.7）；与 GLUT9（4YGB）对接的

LibDock 得分最高者为新西兰牡荆苷 2（148.376）；

且结合能均＜−33.89 kJ·mol−1，表明具有较强结合

力，结果见表 2。综上，选取绿原酸、新西兰牡荆

苷 2 及异牡荆苷，可作为蒙荨麻抗高尿酸血症的潜

在 Q-Marker。 

2.4  XOD 抑制活性考察 

2.4.1  样品溶液的配制  取绿原酸、新西兰牡荆苷

2、异牡荆苷适量，以 DMSO 为溶剂配制成质量浓

度分别为 25、50、100 μmol·L−1 的样品溶液。 

2.4.2  阳性药溶液的配制  取别嘌呤醇适量，以

DMSO 为溶剂配制成质量浓度为 50 μmol·L−1 的溶

液，并逐级稀释成浓度分别为 0.391、0.781、1.563、 

 

图 7  绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷与靶蛋白 1FIQ 的相互作用 

Fig. 7  Interaction between chlorogenic acid, vicenin-2 and isovitexin with 1FIQ 

表 2  活性成分的对接 Libdock 得分 

Table 2   Molecular docking Libdock score of components 

成分 Pubchem CID 靶点 Libdock 得分 结合能/(kJ·mol−1) 

绿原酸 1794427 1FIQ 126.700 −41.84 

 4YGB 135.423 −36.00 

新西兰牡荆苷 2 442664 1FIQ 125.200 −45.61 

 4YGB 148.376 −33.89 

异牡荆苷 162350 1FIQ 114.275 −37.66 

 4YGB 120.991 −34.31 

绿原酸-1FIQ                                               新西兰牡荆苷 2-1FIQ 

异牡荆苷-1FIQ                                                   绿原酸-4YGB 

新西兰牡荆苷 2-4YGB                                       异牡荆苷-4YGB 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1794427
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3.125、6.250、12.500、25.000 μmol·L−1 的系列溶液。 

2.4.3  XOD 的抑制作用结果   实验设置样品组

（含样品、酶及底物）、对照组（含底物和样品或阴

性对照，不含酶）、阳性对照组（含别嘌呤醇、酶

及底物）、酶组（含酶和底物，不含样品）4 组。向

96孔板中依次加入40 μL不同质量浓度的样品溶液、

80 μL 20 U·L−1的 XOD 溶液，于 40 ℃恒温培养箱孵

育 30 min；随后加入 80 μL 500 μmol·L−1黄嘌呤底物

溶液，继续在 40 ℃恒温培养箱孵育 15 min，最后在

292 nm 波长处测定吸光度（A）值。各组均设 3 个

复孔，重复 3 次，计算抑制率。 

抑制率＝1－(A 给药－A 对照)/(A 酶－A 对照) 

由图 8 可知，别嘌呤醇组的抑制活力随质量浓

度升高而增强，且各浓度组的抑制率均高于绿原

酸、新西兰牡荆苷 2 及异牡荆苷各质量浓度组；绿

原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷对体外 XOD 的

抑制率均随浓度升高而增强，呈现浓度相关性；此

外，在 100 μmol·L−1 下，新西兰牡荆苷 2 组的抑制

率显著低于绿原酸组（P＜0.01），而异牡荆苷组的

抑制率显著高于新西兰牡荆苷 2 组（P＜0.01）。 

  

与 100 μmol·L−1绿原酸比较：**P＜0.01；与 100 μmol·L−1新西兰牡荆苷 2 比较：###P＜0.001。 

**P < 0.01 vs 100 μmol·L−1 chlorogenic acid；###P < 0.001 vs 100 μmol·L−1 vicenin-2. 

图 8  绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷对 XOD 的抑制作用 ( ±s, n＝3) 

Fig. 8  Inhibition effect of chlorogenic acid, vicenin-2 and isovitexin on XOD ( ±s，n＝3) 

2.5  绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷对 HK2

细胞尿酸转运体 GLUT9 蛋白表达的影响 

2.5.1  CCK-8 法检测细胞活力  为筛选最佳给药

时间与浓度，将 HK2 细胞以 1×105个·mL−1 密度接

种于 96 孔板，每孔 100 μL，培养 12 h 后弃去旧培

养液。实验孔加入 90 μL 新鲜培养液与 10 μL 目标

化合物药液（绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡荆苷）。

药液终浓度设置为 0、10、20、40、80、100、120、

160、200 μmol·L−1。对照孔与空白孔（不加细胞）

均加入 100 μL 新鲜培养液，每组设 3 个复孔。置于

细胞培养箱中分别培养 12、24、48 h 后取出，每孔

加入 10 μL CCK-8 溶液，继续培养 2.5 h，采用酶标

仪在 450 nm 波长下测定 A 值。计算细胞活力。 

细胞活力＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

图 9 结果显示，与对照组相比，绿原酸各质量

浓度组分别作用 HK2 细胞 12、24、48 h 后，细胞

存活率均无显著差异（P＞0.05）；与对照组相比，

随着作用时间延长至 48 h，新西兰牡荆苷 2 和异牡

荆苷的 80～200 μmol·L−1 组均对 HK2 细胞存活率

表现出显著抑制作用（P＜0.01）。综上，确定最佳

给药时间为 12 h，后续实验中绿原酸给药浓度设为

50、100、200 μmol·L−1，新西兰牡荆苷 2 设为 20、

40、80 μmol·L−1，异牡荆苷设为 25、50、100 μmol·L−1。 

2.5.2  Western blotting 法测定 HK2 细胞尿酸转运体

GLUT9 蛋白表达  实验共设 10 组，每组 3 复孔，

包括对照组和实验组。对照组采用无血清DMEM培

养液继续培养；实验组分为绿原酸组、新西兰牡荆

苷 2 组及异牡荆苷组，各组终浓度分别为：绿原酸

组 50、100、200 μmol·L−1，新西兰牡荆苷 2 组 20、

40、80 μmol·L−1，异牡荆苷组 25、50、100 μmol·L−1。 

细胞经分组干预后，用预冷 0.9%氯化钠溶液轻

柔冲洗 2～3 次，弃去残留液体；每孔加入 100 μL 

2%十二烷基硫酸钠（SDS）裂解液，收集裂解液至

1.5 mL 预冷 EP 管中，100 ℃煮沸 15～20 min 以充

分裂解细胞，提取总蛋白。参照 BCA 试剂盒测定方

法检测蛋白浓度，根据浓度调整所有样品至相同体

积和蛋白量。样品经 10% SDS-PAGE 凝胶电泳分离

后，以 250 mA 恒流转移至 PVDF 膜（转膜 60 min）。 

x
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 9  绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷对 HK2 细胞存活率的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 9  Effect of chlorogenic acid, vicenin-2 and isovitexin on cell viability of HK2 cells ( ±s，n＝3) 

3%脱脂奶粉封闭膜 1 h 后，分别加入一抗 GLUT9

（1∶1 000）和内参 GAPDH（1∶5 000），4 ℃摇床

孵育过夜。TBST 溶液洗涤膜 5 次（每次 5 min）；

随后与 HRP 标记的二抗（1∶3 000）室温摇床孵育

1 h，再次用 TBST 洗涤 5 次（每次 5 min）。采用

ECL 发光显色，凝胶成像系统采集图像并分析。图

10 结果显示，与对照组相比，绿原酸各剂量组、新

西兰牡荆苷 2 的 40、80 μmol·L−1 组及异牡荆苷各

剂量组均能显著下调 HK2 细胞中尿酸转运体

GLUT9 的蛋白表达（P＜0.01）。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 10  绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷对 HK2 细胞 GLUT9 蛋白表达的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 10  Effects of chlorogenic acid, vicenin-2 and isovitexin on expression of GLUT9 protein in HK2 cells ( ±s，n＝3) 
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2.6  蒙荨麻抗高尿酸血症多成分含量测定 

2.6.1  线性关系考察  精密称取绿原酸、新西兰牡

荆苷 2 和异牡荆苷对照品适量，置于 25 mL 量瓶中，

加 70%乙醇溶解，定容，摇匀，制成质量浓度分别为

2.253 2、0.946 4、0.598 0 mg·mL−1的对照品储备液，

储备液用 70%乙醇依次稀释成系列质量浓度的对照

品溶液。按“2.1.1”项下方法进行分析，记录色谱峰

面积，以质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标拟合回

归方程，绿原酸：Y＝20 829 056.82 X－223 567.27，

R2＝1.000 0，线性范围 88.00～2135.20 μg·mL−1；新

西兰牡荆苷 2：Y＝34 372 775.968 0 X－93 465.518 3，

R2＝0.999 9，线性范围在 3.90～946.40 μg·mL−1；异牡

荆苷 Y＝56 840 041.98 X－768 888.41，R2＝1.000 0，

线性范围在 2.40～598.00 μg·mL−1。 

2.6.2  精密度考察  取蒙荨麻（S3）样品，按“2.1.2”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件

连续进样 6 次，记录色谱峰峰面积。测得 3 种成分

峰面积 RSD 均小于 1.31%，表明仪器精密度良好。 

2.6.3  重复性考察  取蒙荨麻（S3）样品 6 份，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下

色谱条件分别进样分析。测得 3 种成分含量的 RSD

均小于 1.45%，表明方法重复性良好。 

2.6.4  稳定性考察   取蒙荨麻（S3）样品，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项

下色谱条件，分别在 0、6、12、14、16、18、20、

22、24 h 进样，记录色谱峰峰面积。测得 3 种成

分峰面积 RSD 均小于 2.43%，表明供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。 

2.6.5  加样回收考察  取蒙荨麻样品（S3）6 份，

每份 0.5 g，按照样品中绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和

异牡荆苷含量的 50%添加 3 种成分的对照品，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算各成分的

加样回收率。结果表明，绿原酸、新西兰牡荆苷 2

和异牡荆苷的平均回收率分别为 109.61%、92.07%、

100.01%，RSD 分别为 3.24%、1.02%、2.21%，表

明方法的准确度良好。 

2.6.6  样品测定结果  取 15 批次（S1～S15）的蒙

荨麻，按“2.1.2”项下制备供试品溶液，“2.1.1”色

谱条件依次进样测定，计算样品中 3 个成分的质量

分数，结果见表 3。15 批蒙荨麻药材中绿原酸、新

西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷含量分别为 0.144 3～

4.234 6、0.118 6～2.581 2、0.056 9～3.670 0 mg·g−1。 

表 3  15 批蒙荨麻中绿原酸、新西兰牡荆苷 2 和异牡荆苷

含量测定结果 ( ±s, n＝3) 

Table 3  Determination results of chlorogenic acid, vicenin-

2 and isovitexin contents in 15 batches of U. cannabina 

( ±s，n＝3) 

样品 
质量分数/(mg·g−1) 

绿原酸 新西兰牡荆苷 2 异牡荆苷 

S1 0.200 6±0.001 8  0.787 6±0.006 7  0.154 2±0.007 3  

S2 4.234 6±0.143 4  2.112 4±0.104 4  3.670 0±0.013 0  

S3 2.241 4±0.050 1  1.347 1±0.041 7  1.054 9±0.005 2  

S4 2.507 1±0.023 6  2.447 5±0.022 4  2.242 8±0.010 3  

S5 2.946 7±0.149 5 1.814 2±0.012 4  2.945 2±0.013 5  

S6 3.402 1±0.165 8  1.322 2±0.013 0  1.628 6±0.008 2  

S7 1.405 2±0.053 2  0.893 3±0.006 5  0.734 3±0.002 8  

S8 0.594 4±0.013 6  1.287 2±0.006 5  0.536 0±0.002 3  

S9 0.729 0±0.028 7  1.077 3±0.054 3  0.851 8±0.008 4  

S10 1.751 8±0.024 3  2.581 2±0.015 2  1.609 9±0.006 4  

S11 0.184 4±0.008 7  0.118 6±0.000 7  0.056 9±0.000 4  

S12 0.144 3±0.001 5  1.840 2±0.027 8  0.245 3±0.001 8  

S13 3.689 8±0.109 1  2.123 1±0.014 1  1.944 8±0.008 3  

S14 2.219 2±0.087 5  1.060 7±0.002 0  2.288 1±0.009 6  

S15 2.105 5±0.111 7  0.376 6±0.065 8  0.688 6±0.046 5  

3  讨论 

为科学筛选蒙荨麻抗高尿酸血症的 Q-Marker，

本研究首先建立蒙荨麻特征图谱，结合化学计量学

分析、体外实验验证及含量测定，确定其抗高尿酸

血症的 Q-Marker。该过程严格保障了 Q-Marker 需

具备的特有性、可溯性与可测性，为后续筛选工作

奠定物质基础。在此基础上，结合 HCA、PCA、PLS-

DA 等化学计量学方法确认新西兰牡荆苷 2 和异牡

荆苷对蒙荨麻质量差异的贡献度最高，需作为重点

关注对象；同时已有研究表明，新西兰牡荆苷 2 具

有抗炎[16-17]、解痉[18]、保肝作用[19]。异牡荆苷具有

抗炎、抗氧化[20-21]、抗肿瘤[22]、保肝[23]等的生物活

性，二者均符合 Q-Marker 与药效关联的核心筛选

原则。 

为验证候选成分与蒙荨麻抗高尿酸血症药效

的关联性，本研究构建了“分子-酶学-细胞”三维度

验证体系：在分子层面，将 3 个候选成分与高尿酸

血症关键靶点蛋白（XOD、GLUT9）进行分子对接，

结果显示绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡荆苷均能

通过氢键、疏水键、π-π 键等作用力与靶点蛋白稳定

结合，且 LibDock 得分较高，证实 3 者具备潜在的

抗高尿酸血症分子作用基础；在酶学层面，针对尿

酸生成关键环节开展体外 XOD 活性抑制实验，发

x

x
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现 3 个候选成分均能剂量相关性地抑制XOD 活力，

与分子对接结果相互印证，明确其可通过抑制尿酸

生成发挥作用；在细胞层面，以 HK2 为模型考察成

分对 GLUT9 蛋白表达的影响，结果显示不同浓度

的绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡荆苷均能显著下

调 GLUT9 蛋白表达，而 GLUT9 作为调控尿酸重吸

收的关键转运体，其表达下调可直接减少尿酸在体

内的蓄积，进一步关联蒙荨麻“促尿酸排泄”的潜

在药效，最终确认绿原酸、新西兰牡荆苷 2、异牡

荆苷为蒙荨麻抗高尿酸血症的 Q-Marker。 

为实现对 Q-Marker 的精准定量及蒙荨麻整体

质量的有效控制，本研究对样品前处理方法与色谱

检测条件进行系统优化：在提取方法优化中，通过

单因素变量实验系统考察不同溶剂（甲醇、70%甲

醇、50%甲醇、95%乙醇、70%乙醇、50%乙醇）、提

取方式（超声、回流）、溶媒用量（25、50、100 mL）

及提取时间（15、30、60 min）对成分提取效率的

影响，最终确定“25 mL 70% 乙醇超声提取 30 min”

为最佳方案，确保 Q-Marker 的充分提取；在色谱条

件优化中，对比 254、271 nm 检测波长下的色谱图

基线、峰形及成分分离度，选定 271 nm 作为检测波

长以兼顾各 Q-Marker 的最大吸收特征与检测灵敏

度，同时比较甲醇-水与乙腈-0.4%甲酸水溶液的分

离效果，发现乙腈-0.4%甲酸水溶液可使 3 个 Q-

Marker 达到最佳分离度且基线平稳，最终确定该体

系为流动相。 

综上所述，本研究成功建立蒙荨麻 HPLC 特征

图谱及 3 个 Q-Marker 的含量测定方法，对 15 批次

蒙荨麻样品的检测结果显示，不同产地样品的 Q-

Marker 含量存在差异，提示在制订蒙荨麻药材质量

标准时，需充分考虑产地等因素，本研究构建了“成

分识别-筛选优化-活性验证-方法确立”的蒙荨麻 Q-

Marker 研究方法，为同类民族药 Q-Marker 筛选提

供思路，有效提升了蒙荨麻质量控制的科学性与精

准性。 
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