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摘  要：目的  采用半定量分析方法对制首乌与 9 个补虚药配伍后成分含量及 DPPH 自由基清除能力变化进行研究。方法

以 UPLC-DAD 建立制首乌多成分半定量分析方法，对制首乌与 9 味常用补虚药（当归、熟地黄、白芍、党参、黄芪、甘草、

麦冬、枸杞子、墨旱莲）配伍后成分含量变化进行分析。采用 DPPH 法分别测定单味药以及配伍药对的自由基清除能力，

绘制量-效曲线并计算半数清除浓度（EC50）。采用多元统计分析方法建立制首乌中多成分含量与 DPPH 自由基清除能力间的

量-效回归模型，筛选量-效关系中影响显著的化学标志物，并通过质谱进行定性分析。结果  线性范围、准确度、精密度、

重复性及稳定性 5 项方法学验证结果表明，半定量分析方法可用于制首乌中 12 个成分在配伍前后的含量对比分析。含量对

比分析结果表明，制首乌与不同药物配伍后，12 个成分的含量均发生了不同程度的变化，且与墨旱莲配伍后制首乌中有 33%

的成分含量显著降低（P＜0.05）、42%的成分含量显著升高外（P＜0.05），与另 8 味药配伍后制首乌中至少 50%的成分含量

显著降低（P＜0.05）。DPPH 自由基清除能力实验结果显示，制首乌 DPPH 自由基清除能力高于其他 9 味中药，配伍后 9 个

制首乌药对的 DPPH 自由基清除能力低于制首乌，但高于相应的配伍药物。量-效回归正交偏最小二乘法（orthogonal 

projections to latent structures，OPLS）模型中 R2
X、R2

Y及 Q2值分别为 0.841、0.981 及 0.962，筛选出 4 个量-效关系化学标

志物，分别为反式-2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（trans-THSG）、大黄素甲醚、顺式-2,3,5,4′-四羟基二苯乙

烯-2-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（cis-THSG）、大黄素-8-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（EG）。结论  建立的多成分半定量分析方法可用于

何首乌在药对配伍过程中多成分含量变化的对比分析，trans-THSG、大黄素甲醚、cis-THSG、EG 是影响制首乌在上述药对

中发挥 DPPH 自由基清除作用的化学标志物，可为制首乌药对配伍机制的深入研究提供参考。 
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Abstract: Objective  To study the changes of ingredients content and DPPH free radical scavenging activity of Polygoni Multiflori 

Radix Praeparata (PMRP) combined with nine tonic herbs by semi-quantitative analysis. Method  The semi-quantitative analysis 

method of multiple components was established by UPLC-DAD, and the method was used to analyze the changes of components of 

PMRP while it was compatible with nine tonic herbs [Danggui (Angelicae Sinensis Radix), Shudihuang (Rehmanniae Radix 

Praeparata), Baishao (Paeoniae Radix Alba), Dangshen (Codonopsis Radix), Huangqi (Astragali Radix), Gancao (Glycyrrhizae 

Radix et Rhizoma), Maidong (Ophiopogonis Radix), Gouqizi (Lycii Fructus), and Mohanlian (Ecliptae Herba)]. DPPH method was 

used to determine the free radical scavenging activity of single drug and herb pair. The dose-effect curves were drawn and the half 

scavenging concentration (EC50) of each sample was calculated. Then, a quantity-effect regression model was established by 

multivariate statistical analysis. The chemical markers of quantity-effect relationship were screened in the model and qualitatively 

analyzed by mass spectrometry. Result  The results of five validation methods, namely linearity and range, accuracy, precision, 

repeatability and stability, showed that the proposed semi-quantitative analysis method was suitable for the quantitative analysis of 12 

components in PMRP. The results of content analysis showed that the content of 12 components changed in varying degrees. The 

content of 33% of 12 components in PMRP was decreased significantly (P < 0.05) and the content of 42% of 12 components was 

increased significantly (P < 0.05) after being combined with Ecliptae Herba. In combination with eight other medicines, at least 50% 

of 12 components were significantly lower (P < 0.05) than in PMRP. The results of antioxidant test showed that the DPPH free 

radical scavenging ability of PMRP was higher than that of other nine medicines, DPPH free radical scavenging ability of 9 herb 

pairs was lower than that of PMRP, but higher than that of nine corresponding tonic herbs. A quantity-effect OPLS regression model 

was established, the value of R2
X, R2

Y and Q2 of the model was 0.841, 0.981 and 0.962, respectively. Four chemical markers of 

quantity-effect relationship were selected and were qualitatively analyzed, namely trans-2,3,5,4′-tetrahydroxy styrene-2-O-β-D- 
glucoside, physcion (trans-THSG), cis-2,3,5,4′-tetrahydroxy styrene-2-O-β-D-glucoside (cis-THSG), emodin-8-O-β-D-glucoside 

(EG). Conclusion  The semi-quantitative analysis method established in this paper can be used to study the changes of ingredients 

content of PMP while it was compatible with nine tonic herbs. And trans-THSG, physcion, cis-THSG, EG were the chemical 

markers of quantity and DPPH free radical scavenging activity of PMP in 9 herb pairs. 
Key words: Polygoni Multiflori Radix Praeparata; herb pairs; tonic herbs; semi-quantitative analysis; DPPH method; free radical 

scavenging activity; Angelicae Sinensis Radix; Rehmanniae Radix Praeparata; Paeoniae Radix Alba; Codonopsis Radix; Astragali 

Radix; Glycyrrhizae Radix et Rhizoma; Ophiopogonis Radix; Lycii Fructus; Ecliptae Herba; multivariate statistical analysis; chemical 

marker; trans-2,3,5,4′-tetrahydroxy styrene-2-O-β-D-glucoside; physcion; cis-2,3,5,4′-tetrahydroxy styrene-2-O-β-D-glucoside; 

emodin-8-O-β-D-glucoside 
 

何首乌为蓼科何首乌属植物何首乌 Polygonum 

multiflorum Thunb.的干燥块根，始载于北宋《开宝

本草》[1]，生品具有解毒消痈、润肠通便的功效，

制品（制首乌）是其经清蒸、黑豆汁蒸或煮后的炮

制品，具有补肝肾、益精血、乌髭发等功效[2]。现

代研究表明，其具有较强的抗氧化活性以及益智、

延缓衰老、调血脂等药理作用[3-5]。目前对何首乌配

伍的研究报道较少，有学者通过对不同配比的制首

乌-牛膝配伍过程多成分含量变化及指纹图谱进行

分析，表明制首乌与牛膝配伍的最佳比例为 2∶1

和 1∶1[6]，且与牛膝以 1∶1 比例配伍后对维甲酸

致小鼠骨质疏松治疗作用显著[7]；与决明子、荷叶、

山楂配伍后，制首乌中主要成分二苯乙烯苷含量均

显著降低[8]。此外，除 1 篇临床研究报道[9]中指出

莱菔子与何首乌配伍引起口干、头晕、神志恍惚等

不良反应外，尚未检索到其他关于何首乌的配伍不

良反应研究报道。 

制首乌常与熟地黄、当归、丹参、赤芍等补虚

药、活血药配伍使用[10-12]，课题组前期建立了 32

个制首乌配伍药对指纹图谱，指认出归属于制首乌

的 12 个共有峰并对峰面积变化进行多元统计分析，

结果显示制首乌与补虚类药物配伍过程中其成分含

量变化具有相似性。本实验在前期工作基础上，采

用超高效液相色谱串联二极管阵列检测器（UPLC- 
DAD）建立制首乌多成分半定量分析方法[13]，并对

制首乌与 9 味补虚药（当归、熟地黄、白芍、党参、

黄芪、甘草、麦冬、枸杞子、墨旱莲）配伍后成分

含量进行对比分析，以 1,1-二苯基-2-苦肼基（DPPH）

自由基清除法测定各单味药及药对的自由基清除能

力[14-15]，通过量-效回归模型筛选出标志物，以期为

制首乌补虚药对配伍机制的深入研究提供依据。 
1  材料 
1.1  药品及试剂 

制首乌，产地四川，批号 150802，购于四川新
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荷花中药饮片有限公司，经天津市中医药研究院附

属医院孙浩副主任中药师鉴定为蓼科何首乌属植物

何首乌 Polygonum multiflorum Thunb.的干燥块根的

炮制品，当归（产地甘肃）、熟地黄（产地河南）、

白芍（产地安徽）、党参（产地甘肃）、黄芪（产地

内蒙古）、甘草（产地内蒙古）、麦冬（产地四川）、

枸杞子（产地宁夏）、墨旱莲（产地河北），购于毫

州市京皖中药饮片厂，并经天津市中医药研究院附

属医院孙浩副主任中药师鉴定，分别为伞形科当归

属植物当归 Angelica sinesis (Oliv.) Diels 的干燥根、

玄参科地黄属植物地黄 Rehmannia glutinosa 

Libosch 的干燥块根的炮制品、毛茛科芍药属植物芍

药 Paeonia lactiflora Pall.的干燥根、桔梗科植物党

参 Codonopsis pilosula (Franch.)的干燥根、豆科黄芪

属植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch) 

Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao、豆科甘草属植物

甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根及根茎、

百合科沿阶草属植物麦冬 Ophiopogon japonicus (L. 

f.) Ker-Gawl.的干燥块根、茄科枸杞属植物宁夏枸杞

Lycium barbarum L.的干燥成熟果实、菊科鳢肠属植

物鳢肠 Eclipta prostrata L.的干燥地上部分。 
反式-2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-吡喃葡

萄糖苷（trans-THSG）对照品，中国食品药品检定

研究院，批号 110844-200606，质量分数≥98%；大

黄素-8-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（EG）对照品，四川维

克奇生物科技有限公司，批号 150925，质量分数≥

98%。 
甲醇，色谱纯，美国 Sigma 公司；甲酸，色谱

纯，美国 Meridian Medical Technologies 公司；蒸馏

水，北京屈臣氏蒸馏水有限公司；1,1-二苯基-2-苦
肼基（DPPH），分析纯，美国 Sigma 公司，批号

BJ1200455213A。 
1.2  仪器 

Acquity UPLCTM system 超高效相色谱仪、Xevo 

G2-XSQ-TOF 质谱仪，美国 Waters 公司；TU-1901

紫外-可见分光光度计，北京普析通用仪器有限公

司；1000 mL KDM 调温电热套，山东省鄄城永兴仪

器厂；TG16-WS 台式高速离心机，湖南省湘仪离心

机仪器有限公司；FDU-1200 真空冷冻干燥机，日

本东京理化器械株式会社；BT125D 十万分之一天

平，德国 Sartorius 公司；JA31002 电子天平，上海

精天电子仪器有限公司；KH3200B 超声波清洗器，

江苏省昆山禾创超声仪器有限公司。 

2  方法与结果 
2.1  饮片吸水量测定 

中药煎煮过程中其吸水量是影响得液量、成分

溶出的重要因素[16]，为保证成分溶出体积环境的一

致性，本研究首先对各单味饮片的吸水量进行考察，

随后根据单味饮片吸水结果计算药对配伍提取的加

水量，通过测定实际得液量与期望得液量间的相对

误差来确定药对配伍提取的加水量。 
2.1.1  单味饮片吸水系数的测定  分别称取包括制

首乌在内的上述 10 味饮片各 10.0 g，以 20 倍料液

比加入溶剂，即 200 mL 的水，浸泡 1 h 后回流提取，

以回流下第 1 滴水开始计时，随后保持提取液的微

沸状态，提取时间为 1 h，提取液以 3 层纱布趁热滤

过，滤液冷却后量取体积，根据公式计算吸水系数，

各饮片的吸水系数测定结果如表 1 所示。 
吸水系数＝(实际加液量－实际得液量)/饮片质量 

2.1.2  药对配伍时饮片加水量的验证  依据单味饮

片吸水情况的考察结果，分别称取药对中 2 味饮片

各 10.0 g，以制首乌质量计以 20倍料液比加入溶剂，

即 200 mL 水，根据表 1 结果在上述体积外再加入

对应质量的饮片的吸水体积（取整数），按“2.1.1”

项下方法操作提取后，测定药对配伍时提取液的体

积，并根据公式计算加水量相对误差，其中期望得

液量为 200 mL，计算结果如表 2 所示。 
结果显示，实测药对得液量均高于期望得液 

量，相对误差在 2.5%～6.5%，低于 10%，本研究认

为单味饮片提取与药对配伍时提取过程中的溶剂体

积环境基本一致，即忽略溶剂体积对成分溶出造成

的影响。 
相对误差＝(实际得液量－期望得液量)/期望得液量 

2.2  样品制备 
2.2.1  单味饮片样品制备  取单味饮片 100 g，称

定，以料液比为 1∶20 加入水，并加入根据表 1 中

相应饮片吸水系数计算的吸水体积，浸泡 1 h 后，

回流提取 1 h，3 层纱布滤过，滤液备用。平行 3 次。 
2.2.2  药对配伍样品制备  分别取各配伍中药饮片

100 g 与制首乌 100 g，称定，根据表 2 所示实际加

液量的 10 倍量加水，浸泡 1 h 后，回流提取 1 h，

后续操作同单味药样品制备方法。 
2.2.3  提取物冻干粉的制备  分别将上述单味药、

药对配伍提取液于 60 ℃减压浓缩并冷冻干燥后制

得单味药及药对配伍的冻干提取物，以供后期分析

测定用。 
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表 1  单味饮片吸水系数测定结果 
Table 1  Results of water absorption coefficient of single decoction pieces 

饮片名称 样品简称 药材质量/g 实际加液量/mL 实际得液量/mL 吸水系数/(mL∙g−1) 
制首乌 SW 10.02 200 172 2.79 
当归 DG' 10.03 200 167 3.29 
熟地黄 SD' 10.05 200 178 2.19 
白芍 BS' 10.02 200 180 2.00 
党参 DS' 10.08 200 170 2.98 
黄芪 HQ' 10.03 200 179 2.09 
甘草 GC' 10.04 200 178 2.19 
麦冬 MD' 10.04 200 181 1.89 
枸杞子 GQZ' 10.01 200 178 2.20 
墨旱莲 MHL' 10.06 200 146 5.37 

表 2  药对配伍时饮片吸水情况考察结果 
Table 2  Results of water absorption of herb pairs 

药对 药对简称 药对质量/g 计算加液量/mL 实际加液量/mL 实际得液量/mL 相对误差/% 
当归＋制首乌 DG 10.03＋10.08 261 260 211 5.50 
熟地黄＋制首乌 SD 10.02＋10.04 250 250 205 2.50 
白芍＋制首乌 BS 10.06＋10.06 248 250 210 5.00 
党参＋制首乌 DS 10.06＋10.06 258 260 210 5.00 
黄芪＋制首乌 HQ 10.03＋10.08 249 250 208 4.00 
甘草＋制首乌 GC 10.07＋10.07 250 250 207 3.50 
麦冬＋制首乌 MD 10.06＋9.98 247 250 213 6.50 
枸杞子＋制首乌 GQZ 10.02＋10.00 250 250 210 5.00 
墨旱莲＋制首乌 MHL 10.05＋10.00 282 280 210 5.00 

 
2.3  半定量分析方法的建立 
2.3.1  基本理论  单味药标定的半定量分析法是

以连续稀释的单味药提取液的生药质量浓度作为

标准曲线的横坐标，以目标化合物的峰面积响应值

作为纵坐标绘制标准曲线，从而对样品中相应化合

物进行定量分析，计算公式如下[14]。 
Cm＝(y－b)/a                            （1） 

Cm 为单味药的生药质量浓度，本实验中指制首乌的生药质

量浓度，y 为目标化合物的色谱峰面积，a、b 分别为以单味

药质量浓度所标定标准曲线的斜率与截距 
2.3.2  供试品溶液的制备  精密称取提取物冻干

粉 50.0 mg，加入 5 mL 蒸馏水，超声 30 min 复溶后，

取 1 mL 溶液置于 5 mL 量瓶，并以 50%甲醇定容，

涡旋混匀后以 3500 r/min 离心 20 min，上清液 0.22 

μm 微孔滤膜滤过，续滤液进样分析。 
2.3.3  色谱条件  Acquity UPLC BEH shield RP18

色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，美国 Waters

公司）；流动相为乙腈-0.1%甲酸水溶液，进样量 5 

μL；体积流量 0.4 mL/min；柱温 45 ℃；检测波长

254 nm。采用梯度洗脱程序 1（0～2 min，5%乙腈；

2～4 min，5%～15%乙腈；4～8 min，15%～19%

乙腈；8～10 min，19%～20%乙腈；10～15 min，

20%～38%乙腈）对当归、熟地黄、白芍、党参、

黄芪、麦冬、枸杞子及墨旱莲分别与制首乌配伍的

药对样品进行分析，指认出上述药对配伍共煎样品

中归属于制首乌的 12 个色谱峰，色谱图如图 1-A
所示。因甘草成分复杂，梯度洗脱程序 1 难以满足

甘草-制首乌药对样品的分析，故采用梯度洗脱程序

2（0～1 min，5%乙腈；1～4 min，5%～12%乙腈；

4～10 min，12%～18%乙腈；10～15 min，18%～

25%乙腈；15～25 min，25%～35%乙腈；25～40 

min，35%～60%乙腈）对甘草-制首乌药对进行分

析，指认出甘草-制首乌药对配伍共煎样品中归属于

制首乌的 12 个色谱峰，结合 PDA 检测器所获取的 
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图 1  当归-制首乌等 8 个药对的样品色谱图 (A) 和甘草-制首乌药对色谱图 (B) 
Fig. 1  Chromatograms of eight herb pairs of Polygoni Multiflori Radix Praeparata and Angelicae Sinensis Radix, etc (A) and 

chromatogram of herb pair of PMRP and Glycyrrhizae Radix et Rhizoma (B) 

表 3  线性及范围测定结果 
Table 3  Results of linearity and range 

化合物 

编号 标准曲线 r 线性范围/ 

(mg·mL−1) 
化合物 

编号 
标准曲线 r 

线性范围/ 

(mg·mL−1) 

1 y＝6 130 370.75 x－2 287.33 1.000 0 3.125～50 7 y＝1 205 103.66 x＋3 058.92 0.999 9 3.125～50 

2 y＝1 270 137.85 x－1 704.04 0.999 5 6.25～100 8 (trans-THSG) y＝18 151 694.62 x＋93.92 1.000 0 3.125～50 

3 y＝543 319.35 x－581.62 0.999 6 6.25～400 9 y＝141 520.25 x＋245.87 0.994 9 6.25～400 

4 y＝774 741.08 x－890.42 0.999 8 6.25～100 10 y＝193 886.02 x＋83.46 0.999 7 3.125～50 

5 y＝257 124.73 x－180.58 0.998 5 6.25～100 11 (EG) y＝2 007 454.62 x－365.42 0.999 8 1.562 5～25 

6 y＝409 704.73 x＋86.54 0.999 9 6.25～100 12 y＝576 707.77 x＋341.39 0.997 2 1.562 5～50 
 
每个色谱峰的紫外光谱，其光谱图分别与梯度洗脱

程序 1 所获得的 12 个色谱峰光谱图一致，梯度洗

脱程序 2 的色谱图如图 1-B 所示。通过制首乌单煎、

药对配伍共煎、每味配伍药物单煎色谱图的对比，

结果表明通过梯度洗脱程序 1 和 2，制首乌中 12 个

色谱峰均可实现与其他色谱峰的基线分离。 
2.3.4  方法学验证 

（1）线性关系考察：精密称取首乌提取物冻干

粉样品适量，加入 5 mL 蒸馏水，超声溶解 30 min

后 3500 r/min 离心 20 min，取上清液 0.22 μm 微孔

滤膜滤过，将续滤液连续稀释为不同质量浓度的样

品溶液，以质量浓度为横坐标（x），各色谱峰峰面

积响应为纵坐标（y），绘制各成分的半定量标准曲

线，结果如表 3 所示，各成分标准曲线的相关系数

（r）均大于 0.997 2，表明线性关系良好，可用于各

成分的定量分析。 
（2）准确度考察：经质谱及对照品对照，化合

物 8 与 11 分别为 trans-THSG 与 EG，以半定量分

析法与传统绝对定量法分别计算 trans-THSG 与 EG 

2 种化合物的加样回收率。配制质量浓度范围分别

药对配伍共煎 

配伍药味单煎 

0                     8                     16                    24                     32                    40 
t/min 

GC 
SW 

GC' 
SW 
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为 10～500 µg/mL、0.22～6.94 µg/mL 的系列 trans- 
THSG 与 EG 对照品溶液，并建立绝对定量的标准

曲线，trans-THSG 标准曲线方程为 y＝3 892 045.07 

x＋30 376.39，r＝0.999 6；EG 标准曲线方程为 y＝

15 546.57 x＋1 098.12，r＝0.999 9。称量约 0.05 g

首乌提取物冻干粉，加入与冻干粉样品中等量的

trans-THSG 与 EG，加入 5 mL 蒸馏水，其他操作同

“2.3.2”项下供试品溶液制备方法，平行配制 3 份。

分别采用绝对定量与半定量法，按回收率＝(实测 

值－测定值)/加入值计算回收率，结果如表 4 所示。

trans-THSG 和 EG 半定量法的加样回收率分别为

95.09%、93.68%，均低于绝对定量法，RSD 分别为

3.2%、4.8%，均高于绝对定量法，表明半定量法准

确度低于绝对定量法。由于本研究拟通过半定量法

对配伍前后成分含量的变化进行比较分析，而非进

行绝对定量的测定，故认为加样回收率在 90.00%～

110.00%为可接受的范围[13]。 

表 4  准确度测定结果 (n = 3) 
Table 4  Results of accuracy (n = 3) 

化合物 
绝对定量法 半定量法 

加样回收率/% RSD/% 加样回收率/% RSD/% 

trans-THSG 98.38 1.25 95.09 3.2 

EG 96.92 2.02 93.68 4.8 
 
（3）精密度考察：取同一供试品溶液，在同 1 d

内，连续进样 6 次，记录各组分峰面积，并计算 RSD

值。结果表明，RSD 值均小于 4%，9、10 号色谱

峰由于本身的响应值较低，RSD 值大于 3%，其他

色谱峰均小于 3%，结果表明精密度符合本实验的

定量测定要求。 
（4）重复性考察：按“2.3.2”项下方法制备 6

份供试品溶液，进样分析，记录各组分峰面积，并

计算 RSD 值。结果表明，RSD 均小于 7%，符合本

实验的定量测定要求。 
（5）稳定性考察  取同一供试品溶液，分别于

制备后的 0、4、8、12、16、20、24 h 进样分析，

记录各组分峰面积，并计算 RSD 值。结果表明 RSD

值均小于 3%，表明测定过程中各成分较为稳定。 
2.3.5  药对配伍对制首乌中各成分含量的影响作

用研究  本实验采用半定量分析法对制首乌分别

与 9 味补虚药配伍后其所含的 12 个成分的含量变

化进行比较分析。药对配伍提取液中制首乌所含成

分含量 Ci-j（i 为药对名称，j 为峰编号）计算公式

如下。 
Ci-j＝CmV0md/(m0Vi)                       （2） 

Cm为依据公式（1）所计算出的供试品溶液中化合物的含量，

V0 为供试品溶液制备中加入溶剂的体积，m0 为供试品溶液

中所称取的冻干粉质量，md 为提取液浓缩冻干后的冻干粉

总质量，Vi 为提取液体积 

采用公式（2）分别计算药对配伍提取物中制

首乌所含各化合物的含量，结果如表 5 所示。 
采用 SPSS 19.0 软件对 12个成分在药对配伍提

取样品中与在制首乌单独提取样品中的含量进行 t

检验，结果如表 6 所示，大部分成分含量发生显著

变化（P＜0.05）。分别与当归、熟地黄、白芍 3 味

补血药配伍后，制首乌中的 1、8、9、11、12 号成

分含量均显著降低（P＜0.05），7 号成分含量显著

升高（P＜0.05）；分别与党参、黄芪、甘草 3 味补 
表 5  半定量测定结果 ( x s , n = 3) 

Table 5  Results of semi-quantitative analysis ( x s , n = 3) 

样本 

名称 

质量浓度/(mg·mL−1) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

SW 49.92±1.60 50.79±1.17 53.01±1.19 50.93±1.72 52.25±1.70 51.60±1.28 52.25±1.93 45.00±0.71 40.52±1.55 48.45±1.15 35.44±0.39 39.15±0.14 

DG 35.51±0.60 50.10±0.60 48.89±1.23 44.29±1.58 116.19±3.00 77.36±2.17 77.46±0.98 18.09±0.53 19.88±0.25 29.56±0.73 11.93±0.47 14.51±0.24 

SD 69.96±1.19 82.42±2.87 91.54±1.22 49.15±1.99 52.94±1.51 58.22±1.39 62.95±2.63 30.73±1.85 17.64±0.41 43.22±1.92 22.45±0.64 25.05±0.58 

BS 145.88±3.08 51.66±2.42 61.03±2.12 48.84±0.15 97.02±1.82 35.98±1.48 60.26±1.57 35.72±0.70 22.78±1.14 23.60±0.52 20.66±1.31 19.33±0.55 

DS 46.03±1.01 54.99±1.56 41.92±1.46 52.48±2.25 94.69±2.52 44.99±0.79 56.04±2.79 29.86±0.23 24.83±0.97 44.46±2.08 16.30±0.33 28.58±0.85 

HQ 50.51±0.26 64.50±3.13 39.80±0.49 48.35±1.03 57.66±1.68 35.55±1.48 55.30±1.04 19.49±0.45 6.44±0.33 27.32±0.51 4.00±0.21 16.63±1.00 

GC 47.84±0.43 60.54±1.51 52.15±1.24 51.10±0.47 94.90±4.37 39.79±0.99 61.04±3.51 33.84±0.20 14.50±0.89 24.82±1.26 13.65±0.43 21.47±0.44 

MD 43.52±0.53 52.32±1.38 46.73±0.96 42.24±0.54 56.53±2.99 36.68±1.42 48.17±1.97 18.80±0.37 5.77±0.18 16.03±1.13 5.25±0.27 10.66±0.33 

GQZ 37.90±1.17 46.25±0.61 52.06±1.38 49.93±2.67 74.16±0.79 42.36±0.27 54.34±3.33 15.46±0.27 8.08±0.62 22.11±1.42 4.72±0.18 14.47±0.86 

MHL 52.99±0.51 64.00±1.78 303.20±2.42 47.59±1.49 162.58±6.08 98.55±1.75 46.59±1.86 33.42±0.48 235.26±2.45 35.07±1.77 38.64±1.05 22.96±0.83 
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表 6  配伍后制首乌成分含量变化分析结果 
Table 6  Analysis results of compositional changes of SW in 

herb pairs 

样品名称 

待测成分编号 

含量显著降低 

（P＜0.05） 

无显著性变化 

（P＞0.05） 

含量显著增加 

（P＜0.05） 

DG 1, 4, 8～12 2, 3 5～7 

SD 1, 4, 8, 9, 11, 12 5, 10 2, 3, 6, 7 

BS 1, 6, 8～12 2, 4 3, 5, 7 

DS 3, 6, 8, 9, 11, 12 1, 2, 4, 7, 10 5 

HQ 3, 6, 8～12 1, 4, 7 2, 5 

GC 6, 8～12 1, 3, 4, 7 2, 5 

MD 1, 3, 4, 6, 8～12 2, 5, 7 − 

GQZ 1, 2, 6, 8～12 3, 4, 7 5 

MHL 7, 8, 10, 12 1, 4, 11 2, 3, 5, 6, 9  
气药配伍后，制首乌中的 8、9、11、12 号成分含量

均显著降低（P＜0.05），5 号成分含量显著升高   

（P＜0.05）；分别与麦冬、枸杞子 2 味补阴药配伍后，

制首乌中的 6、8～12 号成分含量均显著降低（P＜

0.05），与麦冬配伍后无含量显著升高的成分，在分

别与枸杞子、墨旱莲 2 味补阴药配伍后，5 号成分

的含量均显著升高（P＜0.05）。 
为更直观地表示制首乌与 9 味药物配伍后成分

含量变化的整体情况，分别以含量显著降低（P＜

0.05）、无显著性变化（P＞0.05）以及含量显著增

加（P＜0.05）的成分数量与所测成分的总个数的百

分比绘制条形图，以表示 12 个成分在其与 9 个药对

配伍提取过程中含量变化情况，如图 2-A 所示；以

log2(fold change)为横坐标，以 t 检验显著性检验 P

值的负对数（−lgP）为纵坐标绘制首乌中各成分含

量变化火山图（volcano plot），如图 2-B 所示，图中

以 P＝0.05 为界限，在该界限上方的点即代表该成

分在药对提取过程中发生了显著性变化，以

log2(fold change)＝0 为界限，以各成分的坐标分别

落在该界限的左侧、右侧代表配伍后相应成分含量

的降低、升高。根据图 2 显示，制首乌与当归、熟

地黄等 8 味药物配伍后成分含量的变化均以降低为

主，与墨旱莲配伍后成分含量的变化以升高为主，

其中以 11 号成分在制首乌-黄芪药对中含量降低最

为显著，以 9 号成分在制首乌-墨旱莲药对中含量升

高最为显著。 
2.4  DPPH 自由基清除能力测定 

研究显示，制首乌具有较强的抗氧化活性[3-5]。 

 

 

图 2  配伍后制首乌成分含量变化分析图 (一览图, A; 火山

图, B) 
Fig. 2  Compositional changes of SW in herb pairs 

(summary diagram, A; volcano plot, B) 

为进一步研究药对配伍后的药理作用变化情况，本

部分研究采用 DPPH 自由基清除法对药对配伍后的

抗氧化能力变化进行测定。 
2.4.1  供试品溶液的配制  根据不同样品 DPPH 自

由基清除能力的不同，精确称取适量提取物冻干粉，

以蒸馏水超声溶解 30 min 后取出，温度降至室温

后，定容到 50 mL 量瓶，3500 r/min 离心 20 min，

取上清液备用。 
2.4.2  DPPH 自由基清除能力的测定  配制 0.04 

mg/mL 的 DPPH 溶液，以 2 mL DPPH 溶液及 2 mL

不同质量浓度样品溶液、2 mL 样品溶液及 2 mL 乙

醇、2 mL DPPH 溶液及 2 mL 乙醇配制不同混合溶

液，分别于 517 nm 下测定其吸光度（Ai、Aj及 A0），

平行 3 次。按照公式［清除率＝1－(Ai－Aj)/A0］计

算不同提取物的 DPPH 清除率。以清除率为纵坐标，

以提取物质量浓度的对数值（lgC）为横坐标，以

Graphpad Prism 6 软件绘制样品清除自由基的量-效
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曲线（图 3），并计算各样品清除自由基的能力，采

用半数有效浓度（EC50）值表示，即清除率为 50%

时所需样品的质量浓度，结果如表 7 所示。结果显

示，制首乌的 EC50均小于其他 9 味中药，提示制首

乌 DPPH 自由基清除能力高于其他 9 味中药。 

如表 7 所示，制首乌分别与 9 味中药配伍为药

对后的 EC50 均高于制首乌，且均低于相应的配伍药

物单独提取样品，这一结果可以通过图 3 更直观地

看出，即配伍后 9 个制首乌药对的量-效曲线较制首

乌曲线右移，较相应的配伍药物的量-效曲线左移， 
 

           

           

           

图 3  DPPH 自由基清除量-效拟合曲线 
Fig. 3  DPPH free radical scavenging capacity-efficiency fitting curve 

表 7  DPPH 自由基清除结果 
Table 7  Results of DPPH free radical scavenging assay 

单味药 R2 EC50/ 

(μg·mL−1) 药对配伍 R2 EC50/ 

(μg·mL−1) 
DG' 0.965 4 575.0 DG 0.994 0 105.0 
SD' 0.992 3 295.0 SD 0.999 1 63.4 
BS' 0.958 6 31.8 BS 0.990 5 28.2 
DS' 0.984 9 801.0 DS 0.995 5 46.5 
HQ' 0.998 4 1 240.0 HQ 0.970 3 66.0 
GC' 0.992 3 429.0 GC 0.992 8 55.9 
MD' 0.995 2 3 150.0 MD 0.999 0 63.1 
GQZ' 0.993 0 363.0 GQZ 0.996 1 98.1 
MHL' 0.985 7 63.6 MHL 0.993 8 45.0 
SW 0.993 9 19.0    

表明制首乌药对的自由基清除能力低于制首乌，但

高于相应的配伍药物。 
2.5  量-效关系拟合 
2.5.1  正交偏最小二乘法（orthogonal projections to 

latent structures，OPLS）模型的建立  为进一步研

究制首乌中各成分含量对抗氧化活性的影响，本研

究以表 7 中制首乌及 9 个制首乌药对的 EC50值为 Y

值，以制首乌中 12 个成分的半定量分析结果为变

量 X（X1～X12），采用 SIMCA-P 14.1 软件建立 OPLS

回归模型。模型中共提取 5 个主成分，R2
X 与 R2

Y

的值分别为 0.841、0.981，即可反映 84.1%的 X 变

量的信息及 98.1%的 Y 变量的信息，且 Q2＝0.962，

表明该模型具有极好的预测能力。 
采用置换检验（permutation test）对模型进行验
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证，结果如图 4-A 所示，R2在 Y 轴截距为 0.189，小

于 0.4，Q2 在 Y 轴截距为−0.626，小于 0.5，表明模

型未出现过拟合。根据变量重要性投影值（variable 

importance in the projection，VIP），如图 4-B 所示，

变量的 VIP 值反映了对模型拟合的贡献水平，以

VIP 值＞1 的变量为影响提取物抗氧化活性标志物，

即色谱峰编号为 8、12、7、11 的化合物。 
2.5.2  标志物的定性分析  采用 LC-MS 对标志物

进行鉴定，采用“2.3.3”项下的色谱梯度洗脱程序

1 进行分离，质谱条件如下：离子源温度 100 ℃，

脱溶剂温度 400 ℃，脱溶剂气体体积流量 600 L/h，

毛细管电压 3 kV，锥孔电压 40 V，采用正、负离子

模式，扫描范围 m/z 100～1000。以甲酸钠溶液作为

内标校正。结果见表 8。 
对于 7 号化合物与 8 号化合物来说，通过分析

正离子 m/z 407 [M＋H]+和负离子 m/z 405 [M－H]−，

确定其相对分子质量均为 406，进一步结合正、负

离子模式下碎片峰均为分子离子丢失 1 分子葡萄糖

基（m/z 162）产生离子碎片峰 m/z 245 [M＋H－

glu]+、243 [M－H－glu]−，判断 7 号化合物与 8 号 

 

 

图 4  OPLS 模型置换检验图 (A) 和分析变量 VIP 图 (B) 
Fig. 4  Diagram of permutation test (A) and VIP (B) of 

OPLS model 

表 8  标志物鉴定结果 
Table 8  Qualitative analysis of markers 

编号 tR/min 离子模式 质荷比 (m/z) 分子式 相对分子质量 成分名称 
7 5.78 正离子 407.134 4, 245.082 1 C20H22O9 406 cis-THSG 

负离子 405.120 9, 243.070 2 
8 7.80 正离子 407.134 9, 245.082 5 C20H22O9 406 trans-THSG 

负离子 405.121 5, 243.070 6 
11 12.18 正离子 455.094 7, 271.061 8 C21H20O10 432 EG 

负离子 431.100 9, 269.049 6 
12 13.29 正离子 285.077 0 C16H12O5 284 大黄素甲醚 

负离子 283.064 5, 240.047 3 
 

化合物极可能为同分异构体。根据液相色谱对照品

的保留时间，确认 8 号化合物为 trans-THSG，其裂

解途径如图 5-A 所示。结合文献，trans-THSG 经光

照后其可发顺反异构变化转变为顺式结构[17]。因顺

式结构无商品化的对照品，为进一步确证 7 号化合

物的结构，将 trans-THSG 甲醇溶液置于光照环境

下 2 h 后，8 号化合物（trans-THSG）对应的色谱

峰峰面积降低，同时 7 号化合物对应的色谱峰峰面

积明显升高，因此，确定 7 号化合物为 cis-THSG，

其裂解途径如图 5-a 所示。 
11 号化合物的正离子 m/z 455 [M＋Na]+、负离

子 m/z 431 [M－H]−判断其相对分子质量为 432，正

离子模式下加钠离子丢失 1 分子葡萄糖基及钠离

子，形成碎片离子峰 m/z 271 [M＋H－glu]+，负离

子模式下分子离子峰丢失 1 分子葡萄糖基，形成碎

片离子峰 m/z 269[M－H－glu]−，结合液相色谱中

EG 对照品的保留时间，确定 11 号化合物为 EG，

其裂解途径如图 5-b 所示。 
12 号化合物的正离子 m/z 285 [M＋H]+、负离

子 m/z 283 [M－H]−判断其相对分子质量为 284，负

离子模式下失去碎片 m/z 43，何首乌中主要含有二

苯乙烯苷及蒽醌类物质[18]，且蒽醌母核在离子碰撞 
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a-7、8 号化合物裂解途径  b-11 号化合物裂解途径  c-12 号化合物裂解途径  I-trans-THSG 对照品甲醇溶液色谱图  II-trans-THSG 对照品甲

醇溶液光照 2 h 后色谱图 
a-fragmentation pathway of No. 7 compound and No. 8 compound  b-fragmentation pathway of No. 11 compound  c-fragmentation pathway of No. 12 

compound  I-chromatography of methanol solution of trans-THSG reference substance  II-chromatogram of methanol solution of trans-THSG 

reference substance after 2 h illumination 

图 5  标志物结构解析 
Fig. 5  Structural analysis of markers 
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中易失去母核基团中的 CO 并留存共轭体系是其主

要的裂解方式，判断碎片离子峰 m/z 240 为分子离

子 m/z 283 [M－H]−丢失 1 分子 CO 以及 1 分子 CH3

所形成，其失去的 CH3应该是其侧链取代基，结合

文献报道确定 12 号化合物为大黄素甲醚[18-19]，其

裂解途径如图 5-c 所示。 
3  讨论 

中药药对是中医临床遣药组方常用的配伍形

式[20-21]，其配伍过程中成分含量变化是中药配伍机

理研究的重要组成部分。由于中药中成分复杂多

样、且对照品不易获取，因此难以对诸多成分进行

含量测定是中药成分定量分析的瓶颈。参照文献所

提出的单味药标定的半定量分析法[13]，本实验对制

首乌分别与 9 味补虚药配伍后 12 个化学成分的含

量变化进行对比分析，结果显示配伍后制首乌中的

大部分成分含量显著降低，仅有少数化合物含量显

著增加。其中部分化合物的含量变化具有一定的规

律，其规律可能对于深入研究制首乌与补虚药的配

伍机理有提示作用，如 8、10、12 号色谱峰对应的

化合物在制首乌与上述 9 味药物配伍后含量均显著

降低。结合 DPPH 自由基清除作用的量-效回归分析

中显示，8、12 号色谱峰对应的化合物亦是影响配

伍后药对抗氧化能力的标志物，其分别为 trans- 
THSG、大黄素甲醚。本实验是以制首乌配伍过程

中其所含成分的含量变化为核心展开的研究，研究

结果显示制首乌中各化合物的含量变化与药对自

由基清除能力间存在回归关系，但是，药对配伍共

煎过程中，与制首乌配伍的药物中所含的成分含量

亦可能发生改变，其成分的改变情况及其与抗氧化

能力的关系可基于本实验半定量分析的思维方法

进一步进行比较，将有助于快速筛选出配伍量-效关

系的标志物，从而进行配伍机理的深入研究。 
各化学成分在药物合煎与单煎间的含量差异

除受到配伍的影响外，还受到提取溶剂体积影响，

如药物配伍合煎可采用 2 种方法计算溶剂体积，一

种是以各单味药的质量之和计算料液比的等倍数

法，一种是保持单煎与合煎的溶剂体积一致的等体

积法 [22]。本研究采用的是等体积法，是因为考虑到

中药在临床实际应用时的煎煮过程中不会因为其

配伍药物而相应的将加水量翻倍增加，而是根据配

伍药物的吸水量及最终期望的得液量而调整加水

量[23]。为降低溶液体积对部分成分溶出的影响，采

用了高于常用 10 倍（或 8 倍）液料比的 20 倍体积，

并在该体积外额外加入相应药物吸水量，以保证制

首乌在单煎、配伍共煎过程中溶剂体积的一致性。

但等倍数法与等体积法对各成分含量的影响差异

还有待进一步通过实验进行对比。 
成分含量的变化是药物配伍与“单行”间药理

活性差异的物质基础。本实验基于建立的半定量分

析方法对制首乌与不同补虚药配伍共煎过程中成分

含量及抗氧化能力变化进行分析，并通过建立量-
效回归模型筛选出 4 个化学标志物，分别为顺式二

苯乙烯苷、大黄素甲醚、反式二苯乙烯苷以及 EG。

以期通过本研究为制首乌与补虚药配伍机制的深

入研究提供参考。 
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