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基于一测多评结合化学模式识别、TOPSIS 模型的小叶三点金总黄酮质量
评价与抗炎活性研究  
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摘  要：目的  建立一测多评（QAMS）结合化学模式识别与加权逼近理想排序（TOPSIS）法的不同产地小叶三点金 Desmodium 

microphyllum 总黄酮（DMTF）质量综合评价方法，初步探讨其抗炎活性。方法  采用 Thermo C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm, 

5 μm），流动相乙腈-0.1%甲酸梯度洗脱，体积流量 0.8 mL·min−1，柱温 20 ℃，检测波长 300、350 nm，进样量 10 μL。以异

荭草苷为内标，建立其与夏佛塔苷、荭草苷、异夏佛塔苷、木犀草素的相对校正因子，测定待测组分的含量，采用外标法

（ESM）测定 DMTF 中这 5 种成分的含量，并比较两种方法的差异，以验证 QAMS 法的准确性和可靠性。结合化学模式识

别和 TOPSIS 分析，评价不同产地 DMTF 质量差异性。采用酶联免疫吸附法（ELISA），观察 ig 给予临床等效剂量 DMTF

后采集的大鼠含药血清对脂多糖（LPS，1 μg·mL−1）诱导的巨噬细胞（RAW 264.7）释放的白细胞介素（IL）-1β、IL-6 含量

的影响。结果  以异荭草苷为内标，夏佛塔苷、荭草苷、异夏佛塔苷、木犀草素的相对校正因子分别为 1.498、1.050、1.522、

0.653，5 种成分线性关系良好（r≥0.999 0），QAMS 法与 ESM 所得结果无显著性差异。化学模式识别法将 10 批样品分为

2 类，荭草苷、异荭草苷、夏佛塔苷和异夏佛塔苷是影响 DMTF 质量的主要差异性成分。加权 TOPSIS 法显示 10 批 DMTF

欧氏贴近度为 0.123 3～0.952 0，提示不同产地样品存在一定差异，质量优劣排序和分类与化学模式识别聚类结果基本一

致。抗炎活性评价结果显示，与对照组（10% FBS）相比，模型组 IL-1β 和 IL-6 水平显著升高（P＜0.01）；与模型组相比，

10%含药血清和阳性药地塞米松（1 μg·mL−1 LPS＋10 μg·mL−1）均能显著降低 IL-1β 和 IL-6 水平（P＜0.01）。结论  所建立

的 QAMS 结合化学模式识别及加权 TOPSIS 法可用于评价不同产地 DMTF 质量差异性；DMTF 具有较好的体外抗炎活性，

为小叶三点金质量标准提升提供参考。 
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Abstract: Objective  To establish a comprehensive quality evaluation method for different origins of total flavonoids of Desmodium 

microphyllum (DMTF) by integrating QAMS, chemical pattern recognition and weighted TOPSIS, and to preliminarily explore its anti-

inflammatory activity. Methods  Using a Thermo C18 chromatographic column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm), the mobile phase was 

acetonitrile-0.1% formic acid with a gradient elution, with a volume flow rate of 0.8 mL·min−1, a column temperature of 20 ℃, and a 

detection wavelength of 300 and 350 nm. Using isoorientin as the internal standard and establishing its relative correction factor with 

schaftoside, orientin, isoschaftoside, and luteolin. The content of the analyte components was determined, and the content of these five 

components in DMTF was determined by the external standard method (ESM), and the differences between the two methods were 

compared to verify the accuracy and reliability of the QAMS method. Combined with chemical pattern recognition and TOPSIS 

analysis, the quality differences of DMTF from different origins were evaluated. The effect of drug-containing serum collected from 

rats after intragastric administration of the clinical equivalent dose of DMTF on the release of interleukin (IL)-1β and IL-6 by 

lipopolysaccharide (LPS, 1 μg·mL−1)-induced macrophages (RAW264.7) was observed by enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). Results  Using isoorientin as the internal standard, the relative correction factors of schaftoside, orientin, isoschaftoside, 

and luteolin were 1.498, 1.050, 1.522, 0.653, respectively. The linear relationship of the five components was good (r ≥ 0.999 0). There 

was no significant difference between the QAMS method and the ESM results. The chemical pattern recognition method classified 10 

batches of samples into two categories, and orientin, isoorientin, schaftoside, and isoschaftoside were the main differential components 

affecting the quality of DMTF. The weighted TOPSIS method showed that the euclidean proximity degree of the 10 batches of DMTF 

was 0.123 3－0.952 0, suggesting that there were certain differences in the samples from different origins, and the ranking and 

classification of quality were basically consistent with the clustering results of chemical pattern recognition. The anti-inflammatory 

activity evaluation results showed that compared with the control group (10% FBS), the IL-1β and IL-6 levels in the model group were 

significantly increased (P < 0.01); compared with the model group, both the 10% drug-containing serum group and the positive drug 

group (1 μg·mL−1 LPS + 10 μg·mL−1 dexamethasone) could significantly reduce the levels of IL-1β and IL-6 (P < 0.01). Conclusion  

The QAMS combined with chemical pattern recognition and weighted TOPSIS method can be used to evaluate the quality differences 

of DMTF from different origins; DMTF has good in vitro anti-inflammatory activity, providing a reference for the improvement of the 

quality standard of D. microphyllum. 

Key words: Desmodium microphyllum (Thunb.) DC.; total flavonoids; QAMS; chemical pattern recognition; weighted TOPSIS; anti-

inflammatory activity; orientin; isoorientin; schaftoside; isoschaftoside 

 

小叶三点金为豆科植物小叶三点金 Desmodium 

microphyllum（Thunb.）DC.的干燥全草。广泛分布于

长江以南的多个省区，其中以广西、江苏等地最为集

中[1]，常生长于荒地草丛或灌木林中。具有清热利湿、

止咳平喘、消肿解毒的功效[2]。现代研究表明，小叶

三点金主要含有黄酮类、多糖类等化学成分[3-5]，具

有抗炎、抗蛇毒等药理活性[6-8]。既是广西十大中药

民族药院内制剂之一的梧州市中医医院院内制剂

“蛇药酒”的君药，也是彝药痛风颗粒的主药[9]。 

在质量控制方面，李奕松[9]采用高效液相色谱

（HPLC）法建立了小叶三点金中黄酮类成分荭草苷

和异荭草苷含量测定方法。罗威等[10]采用 HPLC 建

立一测多评法同时测定蛇药酒中小叶三点金的异

荭草苷、荭草苷和木犀草素的含量。此外，黄秋燕

等[11]采用 HPLC 建立小叶三点金药材指纹图谱，指

认出原儿茶酸、异荭草苷、荭草苷和木犀草素 4 个

成分。在抗炎药效方面，小叶三点金中许多黄酮类

化合物已明确具有良好的抗炎活性，如异荭草苷能

降低 c-Jun N 端激酶（JNK）和 p38 丝裂原激活的蛋

白激酶（p38 MAPK）的磷酸化水平，减少叉头框 O1/3

（Fox O1/3）蛋白的核转位，发挥抗炎作用[12-13]；荭

草苷可以降低白细胞介素（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏
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死因子-α（TNF-α）、IL-18、诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）和环氧合酶 2（COX-2）水平，缓解脂多糖

（LPS）诱导的 RAW 264.7 细胞炎症反应[14]；夏佛

塔苷通过抑制一氧化氮（NO）生成及丝裂原活化蛋

白激酶家族（ERK1/2）、JNK 和 p38 磷酸化，阻断

MAPK 信号通路的活化，发挥体外抗炎活性[15-16]；

木犀草素可以通过减少 TNF-α 和 IL-1β 的释放从而

抑制氨甲碟呤诱导的炎症反应[17]。 

现有文献报道主要集中在小叶三点金中 2～

3 种黄酮类成分的定量分析，而对活性明确的夏

佛塔苷和异夏佛塔苷的定量研究尚未见报道。鉴

于中药具有多成分、多靶点的特征，单一成分的

定量分析难以全面反映其整体质量。因此，建立

多指标定量分析方法，同时结合抗炎活性研究，

对提升小叶三点金的质量控制水平与应用价值具

有重要意义。 

一测多评（QAMS）法是利用中药有效成分内

在函数，通过只测定一个成分来实现多个成分的

同步测定，能够有效节约成本，该方法已广泛应

用于中药的质量控制[18-19]。同时化学识别模式是

一种多变量数值分析方法，主要包括聚类分析、

主成分分析和偏最小二乘判别分析等。能够全面

评估不同产地样本质量的相似性和差异性，并筛

选出质量差异标志物 [20-21]；加权逼近理想排序

（TOPSIS）法是一种经典的多指标综合评价方法，

其核心优势在于通过量化多个指标，计算各评价

指标与最优解的欧氏贴近度，进行评分，实现科

学、客观的质量评价[22]。两者联用可以构建一个

完整的小叶三点金质量评价体系。因此，本研究

在课题组前期建立的小叶三点金总黄酮（DMTF）

纯化工艺和指纹图谱的基础上[11]，利用 QAMS 法

同时测定异荭草苷、夏佛塔苷、荭草苷、异夏佛

塔苷和木犀草素含量，结合化学模式识别与

TOPSIS 模型评价不同产地 DMTF 整体质量，并

探讨其抗炎活性，以期为该药物质量标准提高提

供参考。 

1  材料 

1.1  仪器 

Agilent 1260 Infinity II 型高效液相色谱仪，

美国 Agilent 公司；Waters e2695 型高效液相色谱

仪，美国 Waters 公司；XSR205DU/AC 型分析天

平，瑞士梅特勒-托利多公司；KQ5200B 型超声波

清洗器，昆山市超声仪器有限公司；YP20002 型

电子天平，宁波金诺天平仪器有限公司；Milli-Q 

Reference 型超纯水机，美国 Millipore 公司；Fresco 

21 型高速冷冻离心机、Multiskan Sky 型酶标仪，

美国赛默飞世尔科技公司；CKX41 型倒置生物显

微镜，日本奥林巴斯株式会社；MCO-18AIC 型

CO2 培养箱，和希健康医疗器械（上海）有限公

司；HR1200-IIB2 型生物安全柜，青岛海尔特种电

器有限公司。 

1.2  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 9 只，体质量 180～220 g，

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，实验动物

使用许可证号：SYXK（桂）2024-0004。本研究动

物实验流程经广西中医药大学动物伦理委员会审

查批准（编号 GXTCMU-EC 0000-05-07）。动物房

相对湿度 60%～65%，室温 20～25 ℃。 

1.3  细胞 

小 鼠 巨 噬 细 胞 株 RAW264.7 （ 批 号

240419031301）购自武汉普诺赛生命科技有限公

司。用含 1%双抗（青霉素和链霉素）、10%胎牛血

清的 DMEM 培养基，置于 37 ℃、5% CO2的培养

箱中培养。细胞呈对数生长期时进行细胞传代。 

1.4  药材与试剂 

小叶三点金药材共 10 批，其中 4 批购自桂林

毕生药业有限公司，批号分别为 200806、220823、

210713、231029，编号（S1～S4）。6 批自产地采

集（广西桂林市荔浦县、阳朔县、桂林市临桂区、

象州县中平镇、融安县大良镇、湖南省道县桥头乡，

编号 S5～S10）。以上药材均由广西中医药大学韦

松 基 教 授 鉴 定 为 豆 科 植 物 小 叶 三 点 金 D. 

microphyllum （Thunb.）DC.的干燥全草。 

对照品异荭草苷（批号 RP200522，质量分数

99.90%）、荭草苷（批号 RP210301，质量分数

99.82%）、夏佛塔苷（批号 RP230714，质量分数

99.74%）、异夏佛塔苷（批号 RP240503，质量分数

99.42%）、木犀草素（批号 RP210105，质量分数

99.17%），均购自成都麦德生科技有限公司。 

色谱级乙腈（批号 F22M67103）、色谱级甲醇

（批号 216571），美国 Fisher 公司；AB-8 型大孔树

脂（批号 20230302），天津百伦斯生物技术有限公

司；地塞米松（批号 54240407009）、LPS（批号

34231201018）、青链霉素混合液（批号 20231206），

北京索菜宝科技有限公司；CCK-8 细胞增殖试剂盒

（批号 231229L01-05），苏州优逸兰迪生物科技科
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技有限公司；胎牛血清（批号 23120701），浙江天

杭生物科技股份有限公司；DMEM 培养基（批号

6123046），美国 Gibco 公司；IL-1β 试剂盒（批号

202409）、IL-6 试剂盒（批号 202410），上海科兴

商贸有限公司；其他试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  多指标成分定量分析 

2.1.1  色谱条件  采用Thermo C18（250 mm×4.6 mm, 

5 μm）色谱柱；流动相：乙腈（A）-0.1%甲酸（B），

洗脱梯度：0～12 min，8% A；12～14 min，8%～

16% A；14～61 min，16% A；61～65 min，16%～

25% A；65～85 min，25%～27% A；85～93 min，

27% A；柱温 20 ℃；检测波长：0～71 min、350 nm，

71～85 min、300 nm，85～93 min、350 nm；进样量

10 μL；体积流量 0.8 mL·min−1。 

2.1.2  DMTF 浸膏粉的制备   小叶三点金药材

100 g，加入 50%乙醇 1 200 mL，加热回流 2 h，回

流 2 次，放冷，滤过，合并滤液，挥干，冷冻干燥

得到醇提浸膏[9]。取预处理后的 AB-8 型大孔树脂

30 g，湿法装柱。取浸膏 1.0 g，精密称定，用适量

50%乙醇溶解，按 1∶1 比例拌入树脂，挥干溶剂

上样。先用 10 倍柱体积的 10%乙醇除杂，再以 4

倍柱体积的 50%乙醇洗脱，体积流量 1.0 mL·min−1，

收集洗脱液，挥干，冷冻干燥得到 DMTF 浸膏粉。 

2.1.3  供试品溶液的制备  取DMTF浸膏粉约 0.2 g，

精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入 50%乙醇

10 mL，称定质量，超声溶解，用 50%乙醇补足减

失的质量，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得供试品

溶液。 

2.1.4  对照品溶液的制备  取各对照品适量，精密称

定，加 50%乙醇制成含夏佛塔苷、异荭草苷、荭草苷、

异夏佛塔苷、木犀草素 0.104 9、0.644 8、0.482 4、

0.012 0、0.031 1 mg·mL−1 的混合对照品溶液。 

2.1.5  专属性考察  取“2.1.4”项下的混合对照品

溶液，取 S1 浸膏粉，按照“2.1.3”项下方法制备供

试品溶液，按“2.1.1”项色谱条件进样检测，样品

中 5 个待测成分的色谱峰峰形及分离效果良好，专

属性良好。结果见图 1。 

2.1.6  线性关系考察  精密吸取“2.1.4”项下混合

对照品溶液适量，依次稀释得到不同质量浓度的混

合对照品溶液。按“2.1.1”项下条件进行分析，以

对照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标

（Y）进行回归分析，绘制标准曲线，并计算回归方 

 

1-夏佛塔苷；2-异荭草苷；3-荭草苷；4-异夏佛塔苷；5-木犀草素。 

1-schaftoside; 2-isoorientin; 3-orientin; 4-isoschaftoside; 5-luteolin. 

图 1  混合对照品（A）和样品 S1（B）溶液的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatogram of mixed reference substance 

(A) and sample S1 (B) solution 

程为夏佛塔苷 Y＝23 945 X＋8.314，r＝0.999 90，

线性范围 0.010 2～0.104 9 mg·mL−1；异荭草苷 Y＝

36 535 X－71.32，r＝0.999 53，线性范围 0.047 5～

0.644 8 mg·mL−1；荭草苷 Y＝34 434 X＋7.002，r＝

0.999 97，线性范围 0.038 0～0.482 4 mg·mL−1；异夏

佛塔苷 Y＝23 548 X＋1.081，r＝0.999 89，0.001 2～

0.012 0 mg·mL−1；木犀草素 Y＝56 777 X－9.655，r＝

0.999 83，线性范围 0.003 0～0.031 1 mg·mL−1。 

2.1.7  精密度考察  取 S1 浸膏粉，按照“2.1.3”

项下方法制备供试品溶液，在“2.1.1”项色谱条件

下连续进样测定 6 次，测得夏佛塔苷、异荭草苷、

荭草苷、异夏佛塔苷和木犀草素峰面积的 RSD 分

别为 1.22%、0.36%、0.15%、3.60%和 2.47%，表

明仪器精密度良好。 

2.1.8  重复性考察  取 S1 浸膏粉 6 份，按“2.1.3”

项下制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色峰条件

进样。测得夏佛塔苷、异荭草苷、荭草苷、异夏

佛塔苷和木犀草素含量 RSD 分别为 1.52%、

2.43%、1.37%、1.10%和 1.86%，表明该方法重复

性良好。 

2.1.9  稳定性考察  取 S1 浸膏粉，按“2.1.3”项下

制备供试品溶液，于制备 0、2、4、8、12、24 h，

按“2.1.1”项下色谱条件进样。计算得到夏佛塔苷、

异荭草苷、荭草苷、异夏佛塔苷和木犀草素峰面积

RSD 分别为 1.53%、0.41%、0.19%、2.73%和 2.44%，

表明溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.1.10  加样回收率考察  平行称取 S1 浸膏粉 6 份，

每份约 0.1 g，精密称定，按 100%水平精密加入对照

品，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”
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项下色谱条件进样。结果显示夏佛塔苷、异荭草苷、

荭草苷、异夏佛塔苷和木犀草素平均加样回收率分别

为 95.68%、98.27%、96.37%、90.50%、99.23%，RSD

分别为 2.37%、2.48%、2.54%、2.07%、2.64%。表明

方法的准确度良好。 

2.1.11  相对校正因子（f）计算[23]  精密吸取“2.1.6”

项下各混合对照品溶液适量，按“2.1.1”项下色谱

条件进样。以异荭草苷为内参物，计算其他 4 种成

分的 f，结果见表 1。f 的 RSD 值均小于 3.0%，提

示建立的 f 值可用于定量分析。 

f＝(Ci×As)/(Cs×Ai) 

Ci 为待测成分浓度，Ai 为待测成分峰面积，Cs 为内参物浓

度，As 为内参物峰面积 

2.1.12  f耐用性考察  本实验分别考察仪器及色谱柱

对 f 的影响。取“2.1.4”项下混合对照品溶液，选用

Agilent 1260 型和 Waters e2695 型 HPLC 色谱仪和

Thermo C18、SHIMADZU shim-pack VP-ODS、Waters 

HSS T3色谱柱进样，计算各成分的 f，结果见表 2，不

同成分 f 值的 RSD＜5%，具有较好的适用性。 

表 1 各成分相对校正因子 

Table 1  Relative correction factors of each component 

序号 
f 

夏佛塔苷 荭草苷 异夏佛塔苷 木犀草素 

1 1.490 1.040 1.507 0.687 

2 1.478 1.047 1.519 0.655 

3 1.484 1.048 1.511 0.647 

4 1.492 1.052 1.505 0.639 

5 1.495 1.032 1.505 0.639 

6 1.547 1.079 1.588 0.651 

平均值 1.498 1.050 1.522 0.653 

RSD/% 1.67 1.54 2.12 2.73 

2.1.13  色谱峰定位  取“2.1.4”项下混合对照品溶

液适量，分别记录“2.1.12”项下不同仪器与不同色

谱柱时各成分色谱峰保留时间，采用保留时间差

法，计算内参物异荭草苷与其他 4 个成分的色谱峰

相对保留时间（Δt）值，计算结果见表 3。各待测成

分 t 波动较小（RSD＜5.0%），可进行准确定位。 

Δt＝ti/ts 

ti 为待测成分保留时间，ts 为内参物保留时间

表 2  不同仪器、色谱柱对 f 的影响 

Table 2  Effects of different instruments and chromatographic columns on f 

仪器 色谱柱 
f 

夏佛塔苷 荭草苷 异夏佛塔苷 木犀草素 

Agilent 1260 Thermo C18 1.492 1.052 1.505 0.639 

SHIMADZU shim-pack VP-ODS 1.501 1.043 1.522 0.637 

Waters HSS T3 1.501 1.053 1.513 0.639 

Waters e2695 Thermo C18 1.535  0.982  1.608  0.658  

SHIMADZU shim-pack VP-ODS 1.557  1.083  1.615  0.710  

Waters HSS T3 1.460  1.075  1.613  0.672  

平均值 1.517  1.048  1.563  0.659  

RSD/% 2.40  3.42  3.49  4.31  

表 3  不同因素对各成分 Δt 值的影响 

Table 3  Influence of different factors on relative retention time of each component 

仪器 色谱柱 
Δt/min 

夏佛塔苷 荭草苷 异夏佛塔苷 木犀草素 

Agilent 1260 Thermo C18 0.954 1.113 1.147 3.087  

SHIMADZU shim-pack VP-ODS 0.946 1.088 1.170 2.881 

Waters: HSS T3 0.952 1.060 1.160 2.999 

Waters e2695 Thermo C18 0.951  1.106  1.121  3.085  

SHIMADZU shim-pack VP-ODS 0.951  1.077  1.150  2.893  

Waters: HSS T3 0.950  1.090  1.143  2.886  

平均值 0.951  1.086  1.154  2.949  

RSD/% 0.27  1.77  1.45  3.34  
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2.1.14  QAMS 与外标法（ESM）测定  取 S1～

S10 样品，按“2.1.2”和“2.1.3”项下方法制备供

试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样检测。分

别采用 QAMS 和 ESM 测定 5 种成分的质量分数。

由表 4 可知，2 种方法测得夏佛塔苷、荭草苷、异

夏佛塔苷、木犀草素质量分数的相对误差值均小于

5.0%，表明建立的 QAMS 方法准确可靠，适用于

DMTF 的含量测定。 

表 4  各成分含量测定结果  

Table 4  Content determination results of each component  

批号 
异荭草苷/(mg·g−1) 夏佛塔苷/(mg·g−1) 荭草苷/(mg·g−1) 异夏佛塔苷/(mg·g−1) 木犀草素/(mg·g−1) 

ESM ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS 

S1 30.296      3.817 3.780 17.217  16.932  0.388 0.374 1.203 1.207 

S2 12.045      2.544 2.519 10.216  10.047  0.216 0.209 0.767 0.770 

S3 20.892      2.372 2.349 14.389  14.151  0.195 0.188 0.280 0.280 

S4 22.341      2.885 2.857 15.769  15.508  0.252 0.243 0.506 0.508 

S5 16.735      3.260 3.228 10.528  10.354  0.351 0.338 1.126 1.130 

S6 19.354      3.240 3.208 11.299  11.112  0.266 0.257 1.332 1.337 

S7 30.171      3.003 2.973 18.178  17.877  0.304 0.293 0.518 0.520 

S8 3.020      1.018 1.008 2.277  2.240  0.061 0.059 0.727 0.730 

S9 10.053      1.681 1.665 5.585  5.493  0.106 0.102 0.867 0.870 

S10 7.901      1.329 1.316 5.042  4.958  0.109 0.105 0.685 0.687 

2.2  化学识别模式 

2.2.1  层次聚类分析（HCA）  以 QAMS 法计算的

含量数据为变量，运用 SIMCA 14.1 软件进行 HCA，

结果如图 2 所示。当平方欧氏距离为 10 时，样品

可被划分为 2 类：第Ⅰ类为 S1～S7，第Ⅱ类为 S8～

S10。提示不同产地间呈现出一定的含量差异。 

 

图 2  10 批 DMTF 的 HCA 图 

Fig. 2  HCA diagram of ten batches of DMTF 

2.2.2  主成分分析（PCA）  将 QAMS 法计算的含

量数据导入 SIMCA 14.1 软件，进行 PCA（图 3）。

结果自变量拟合指数 Rx
2 为 0.975，模型预测指数

（Q2）为 0.832，均＞0.5，表示所建立的模型稳定。

共提取出 2 个主成分，10 批 DMTF 被分为 2 组。

S8～S10 基本分布在横轴的负半轴，S1～S7 基本分 

 

图 3  10 批 DMTF 的 PCA 得分图 

Fig. 3  PCA score plot of ten batches of DMTF 

布于横轴的正半轴。与 HCA 结果一致，说明不同

产地 DMTF 化学成分的含量存在一定区别。 

2.2.3  正交偏最小二乘-判别分析（OPLS-DA）  

将 QAMS 法计算的含量数据导入 SIMCA 14.1 软

件，建立 OPLS-DA 模型，见图 4，建立的模型参 

 

图 4  10 批 DMTF 的 OPLS-DA 得分图 

Fig. 4  OPLS-DA score diagram of 10 batches of DMTF 
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数 R2
X＝0.959、R2

Y＝0.808、Q2＝0.636，均＞0.5，

说明建立的模型有较好的预测能力。10 批样品可分

为 2 类，与 HCA 结果一致。 

为验证模型的稳健性，本实验进行了 200 次置

换检验，结果如图 5 所示，R2回归线的 Y 轴截距为

0.139、Q2 回归线的 Y 轴截距为−0.717 均低于原始

数值，表明所建立的模型未出现过拟合现象，可用

于 DMTF 的不同产地判别分析。 

 

图 5  10 批 DMTF 的置换检验图 

Fig. 5  Substitution test diagram of ten batches of DMTF 

变量投影重要性（VIP）值是筛选差异性化合物

的重要指标，VIP 值越高表明其对组间差异的贡献

越大[24]。以 VIP＞1 为标准，筛选出荭草苷、异荭

草苷、夏佛塔苷和异夏佛塔苷是影响 DMTF 质量主

要差异性成分（图 6）。 

 

图 6  10 批 DMTF 的 VIP 图 

Fig. 6  VIP diagram of 10 batches of DMTF 

2.3  加权 TOPSIS 法 

使用公式（1）对 QAMS 法计算的含量数据进

行归一化处理，将归一化后数值与各成分 VIP 值相

乘得加权决策矩阵，见表 5～6。以加权决策矩阵中

每个成分的最大值作为最优方案（Zj
+），最小值作

为最劣方案（Zj
−），按公式（2）～（4）分别计算

10 批样品与最优欧氏距离（Di
+）、最劣欧氏距离

（Di
−）、最优解的欧氏贴近度（Ci）。Ci 值越大则样

品质量越优[25]。质量排序结果见表 7。结果显示 10 

表 5  归一化处理结果 

Table 5  Normalization results 

编号 夏佛塔苷 异荭草苷 荭草苷 异夏佛塔苷 木犀草素 

S1 1.000 0 1.000 0 0.939 6 1.000 0 0.877 0 

S2 0.545 1 0.330 9 0.499 3 0.476 2 0.463 6 

S3 0.483 8 0.655 2 0.761 7 0.409 5 0.000 0 

S4 0.667 0 0.708 4 0.848 5 0.584 1 0.215 7 

S5 0.800 9 0.502 8 0.518 9 0.885 7 0.804 2 

S6 0.793 7 0.598 8 0.567 4 0.628 6 1.000 0 

S7 0.708 9 0.995 4 1.000 0 0.742 9 0.227 1 

S8 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.425 7 

S9 0.237 0 0.257 8 0.208 0 0.136 5 0.558 2 

S10 0.111 1 0.178 9 0.173 8 0.146 0 0.385 1 

表 6  加权决策矩阵结果 

Table 6  Results of weighted decision matrix 

编号 夏佛塔苷 异荭草苷 荭草苷 异夏佛塔苷 木犀草素 

S1 1.043 6 1.068 1 1.026 3 1.033 8 0.625 2 

S2 0.568 9 0.353 4 0.545 4 0.492 3 0.330 5 

S3 0.504 9 0.699 9 0.832 0 0.423 3 0.000 0 

S4 0.696 1 0.756 6 0.926 8 0.603 8 0.153 8 

S5 0.835 8 0.537 1 0.566 8 0.915 6 0.573 3 

S6 0.828 3 0.639 6 0.619 7 0.649 8 0.712 9 

S7 0.739 8 1.063 2 1.092 3 0.767 9 0.161 9 

S8 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.303 5 

S9 0.247 4 0.275 4 0.227 2 0.141 1 0.397 9 

S10 0.116 0 0.191 1 0.189 9 0.151 0 0.274 5 

表 7  DMTF 质量评价结果 

Table 7  Quality evaluation results of DMTF 

编号 Di
+ Di

− Ci 排序 

S1 0.109 7 2.177 8 0.952 0 1 

S2 1.214 4 1.047 6 0.463 1 7 

S3 1.172 4 1.271 3 0.520 2 6 

S4 0.861 7 1.518 0 0.637 9 5 

S5 0.796 7 1.573 3 0.663 8 4 

S6 0.775 1 1.552 3 0.667 0 3 

S7 0.683 1 1.867 3 0.732 2 2 

S8 2.158 6 0.303 5 0.123 3 10 

S9 1.704 9 0.605 7 0.262 1 8 

S10 1.848 1 0.429 1 0.188 4 9 

批样品欧氏贴近度为 0.123 3～0.952 0，提示不同产

地样品质量差异显著；其中 S1、S7、S6、S5 和 S4

的 Ci 值排名前 5，表明其质量较优。加权 TOPSIS

法可用于 DMTF 的质量差异性评价。 

Yij＝（Xij－Xjmin）/（Xjmax－Xjmin）        （1） 

Xij 为第 i 批样品第 j 个成分含量， Xjmin、Xjmax 分别为 10 批
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样品第 j 个成分含量最小、最大值 

                  （2）
 

                  （3）
 

Zij 为第 i 批样品第 j 个成分加权后数据，Zj
+为 10 批样品第

j 个成分加权后数据的最大值，Zj
−为 10 批样品中第 j 个成分

加权后数据的最小值 

Ci＝Di
−/(Di

+＋Di
−)                      （4） 

2.4  体外抗炎活性研究 

2.4.1  含药血清的制备  SD 大鼠随机分为 DMTF

给药组和对照组。取 S4 样品按照“2.1.2”项下方法

制备 DMTF 浸膏。依据体表面积折算法[26]换算得出

给药剂量为 1.58 g·kg−1，ig 给药，对照组给予等体积

的 0.9%氯化钠溶液，每天给药 1 次，连续 7 d，末次

ig 给药 1 h 后麻醉，腹主动脉取血，3 000 r·min−1离

心 15 min，分离血清，56 ℃灭活 30 min，经 0.22 μm

微孔滤膜滤过除菌，−80 ℃冰箱保存备用。 

2.4.2  RAW 264.7 细胞存活率检测  将处于对数生长

期的 RAW 264.7 细胞调整密度至 1×105个·mL−1，按

每孔 100 μL 接种于 96 孔板，培养 12 h。将细胞分为

对照组（10% FBS）、不同体积分数空白血清组（5%、

10%、20%、40%）、含药血清组（5%、10%、20%、

40%），每组设置 3 个复孔。培养 24 h 后，吸弃培养

基，加入 100 μL 含 10% CCK-8 试剂的新鲜培养基。

孵育 2.5 h，另设空白组不接种细胞，使用酶标仪测定

各孔 450 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞相对存活

率。结果见图 7。 

细胞相对存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

结果表明，与对照组相比，5%、10%空白血清

组及 10%含药血清组的细胞相对存活率无显著性 

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

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

图 7  DMTF 含药血清对 RAW 264.7 细胞相对存活率的影

响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 7  Effects of DMTF-containing serum on cell viability 

of RAW 264.7 cells ( ±s, n＝3) 

差异（P＞0.05），随着血清体积分数增加到 20%～

40%，细胞相对存活率显著下降（P＜0.01）。因此，

选择 10%含药血清进行后续实验。 

2.4.3  DMTF 含药血清对 LPS 诱导的 RAW 264.7

细胞分泌 IL-1β、IL-6 的影响  将处于对数生长期

的RAW264.7巨噬细胞调整密度至 3×105个·mL−1，

按每孔 0.5 mL 接种于 24 孔板。设定对照（10% FBS）

组、模型（1 μg·mL−1 LPS）组[27]、空白血清（1 μg·mL−1 

LPS＋10%空白血清）组、阳性药（1 μg·mL−1 LPS＋

10 μg·mL−1 地塞米松）组、含药血清（1 μg·mL−1 

LPS＋10%含药血清）组，每组设置 6 个复孔。培养

24 h 后，按照 ELISA 试剂盒说明书方法测定血清中

IL-1β、IL-6 水平。结果见图 8。 

与对照组相比，模型组 IL-1β 和 IL-6 水平显著

升高（P＜0.01）；与模型组相比，含药血清组和阳

性药组的 IL-1β和 IL-6水平均显著降低（P＜0.01）；

与空白血清组相比，含药血清组的 IL-1β 和 IL-6 水 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与空白血清组比较：P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group; P < 0.01 vs blank serum group. 

图 8  DMTF 含药血清对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞分泌 IL-1β、IL-6 的影响 ( ±s, n＝6) 

Fig. 8  Effects of DMTF-containing serum secretion of IL-1β and IL-6 by LPS-induced RAW 264.7 cells ( ±s, n＝6) 
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平显著降低（P＜0.01）；含药血清组对 IL-1β 和

IL-6 释放抑制效果与阳性药组相比无显著性差异

（P＞0.05）。 

3  讨论 

3.1  内标、指标成分筛选 

目前小叶三点金的质量控制指标包括异荭草

苷、荭草苷、木犀草素等[9,11]，而夏佛塔苷及其同分

异构体异夏佛塔苷，也是其发挥其清热利湿、止咳平

喘、消肿解毒等作用的关键活性成分[15, 28-30]。因此本

实验采用 QAMS 法，以易得、稳定且出峰时间适中

的异荭草苷为内参物，同步测定上述 5 种成分含量，

为完善小叶三点金的质量控制指标提供依据。 

3.2  质量差异性评价 

通过对比 QAMS 与 ESM 结果，发现 2 种方法

无显著差异，表明建立的 QAMS 法可以推广普及。

QAMS 法含量测定结果显示，各批 DMTF 5 种黄酮

类成分质量分数之和依次为：S1（52.589 mg·g−1）＞

S7（51.834 mg·g−1）＞S4（41.457 mg·g−1）＞S3

（37.860 mg·g−1）＞S6（35.268 mg·g−1）＞S5

（ 31.785 mg·g−1）＞ S2（ 25.590 mg·g−1）＞ S9

（18.183 mg·g−1）＞S10（14.967 mg·g−1）＞S8

（7.057 mg·g−1）。其中 S1、S3、S4 市售样品和 S7

样品 DMTF 含量均较高。夏佛塔苷、异荭草苷、荭草

苷、异夏佛塔苷、木犀草素质量分数分别在 1.008～

3.780、3.020～30.296、2.240～17.877、0.059～0.374、

0.280～1.337 mg·g−1，批次间含量差异较大，难以直观

评价，因此建立多元成分综合评价体系十分必要。 

本研究采用化学模式识别联合加权 TOPSIS 模

型法分析含量测定结果。HCA 结果显示市售商品

（S1～S4）与野生样品（S5～S7）呈现混合聚类现

象，表明 S1～S7 样品具有较高的质量一致性，而

与 S8～S10（野生）样品存在显著质量差异。该现

象可能与以下几个原因相关。首先，市售商品通常

采用多个产地药材混合加工，其化学组成趋于均质

化，质量均一性较好，这可能是 S1～S4 与 S5～S7

样品聚为一类的主要原因。其次，由于采收时间、

地域等因素的限制，采集的样本量较少。最后，小

叶三点金作为广西特色瑶药，S1～S10 样本主要集

中于广西省，省内不同产区的生长环境相似性导致

质量差异不显著。因此，基于化学模式识别能否准

确区分野生与市售商品的质量特征，仍需通过扩大

样本量，尤其是省外样本，进行验证。而 S8～S10

样品可能受到环境、种植技术等因素影响与 S1～S7

样品存在显著质量差异。因此，规范性种植中药材、

重视产区选择对于提升中药材质量至关重要。

PCA、OPLS-DA 与 HCA 结果一致，可以相互印证。

基于 OPLS-DA 筛选出荭草苷、异荭草苷、夏佛塔

苷、异夏佛塔苷是影响 DMTF 质量的差异性成分，

是否能影响药效有待进一步研究。加权 TOPSIS 结果

显示 S1～S7 批次的贴近度为 0.463 1～0.952 0，贴

近度较高，表明毕生药业、荔浦、阳朔和临桂产的

DMTF 质量较优；S8～S10 批次贴近度为 0.123 3～

0.262 1，贴近度较小，表明湖南、融安和象州产的

DMTF 质量较差。其排序和分类结果与化学模式识

别结果基本一致，表明化学模式识别与加权

TOPSIS 法均可作为 DMTF 品质差异评价方法。 

3.3  DMTF 含药血清对 LPS 诱导 RAW 264.7 巨噬

细胞释放炎症因子的影响 

巨噬细胞与炎症的发生发展密切相关，其中

RAW 264.7 巨噬细胞能够通过介导相关因子的释放

干预炎症的进程[31-32]。LPS 是由革兰阴性细菌细胞壁

外壁组成的一种内毒素，能够诱导 RAW 264.7 巨噬细

胞发生炎症反应，产生多种细胞炎症因子，如 IL-β、

IL-6 等，进而促进炎症的发展[33]。本实验研究发现，

10%含药血清可显著抑制 LPS 诱导的 RAW 264.7 巨

噬细胞中 IL-β、IL-6 炎症因子的释放，表明其具有

较好的抗炎活性。 

本实验建立的 QAMS 法同时测定 10 批 DMTF

中夏佛塔苷、异荭草苷、荭草苷、异夏佛塔苷、木

犀草素的含量，操作简便，准确性好。化学模式识

别联合加权 TOPSIS 模型法全面直观，可用于

DMTF的综合质量评价；DMTF具有体外抗炎活性，

其抗炎机制与减少巨噬细胞 IL-β、IL-6 炎症因子的

释放有关。 
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