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基于特征图谱、化学计量学和分子对接的复方阿胶浆质量标志物研究  
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摘  要：目的  以质量标志物（quality markers，Q-Marker）“五原则”为指导，结合特征图谱、化学计量学、分子对接和含

量测定等技术，开展复方阿胶浆（Fufang E’jiao Jiang，FEJ）治疗贫血症的 Q-Marker 研究。方法  色谱柱 Agilent Zorbax SB 

AQ-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为 0.1%甲酸乙腈溶液-0.1%甲酸水溶液，体积流量 1.0 mL/min，柱温 30 ℃，检

测波长 330 nm，焦地黄苯乙醇苷 A1 为参照峰，建立 FEJ 特征图谱。采用层次聚类分析（hierarchical clustering analysis，HCA）、

主成分分析（principal component analysis，PCA）、偏最小二乘法-判别分析（partial least square method-discriminant analysis，

PLS-DA）对不同批次 FEJ 进行分析。查阅《中国药典》和文献，结合组方配伍环境（君、臣、佐使）、成分传递与溯源等多

因素，收集筛选质量控制 6 个关键成分。在 GEO 数据库中检索筛选贫血症（anemia）的差异基因，采用 Discovery Studio 2016 

v16.1 软件，将成分与贫血症相关靶点进行对接验证。以 330、270 nm 双波长同时测定 FEJ 中异毛蕊花糖苷和党参炔苷的含

量。结果  FEJ 特征图谱中指认了咖啡酸、绿原酸、洋地黄叶苷 C、阿魏酸、焦地黄苯乙醇苷 A1、毛蕊花糖苷、焦地黄苯乙

醇苷 B1、异毛蕊花糖苷共 8 个特征成分。HCA、PCA 和 PLS-DA 将 16 批 FEJ 分为 3 类，其中异毛蕊花糖苷、洋地黄叶苷 C

和焦地黄苯乙醇苷 A1 对 FEJ 质量影响最为显著。8 个特征成分和 6 个关键成分的分子对接结果表明，异毛蕊花糖苷、党参

炔苷、绿原酸、毛蕊花糖苷 4 个成分能够与激肽原-1（kininogen-1，KNG1）、泛素样蛋白 ISG15（ubiquitin-like protein ISG15，

ISG15）、赖氨酸特异性脱甲基酶 6A（lysine-specific demethylase 6A，KDM6A）、乙酰化酶动力蛋白-3（dynamin-3，DNM3）、

蛋白酶激活受体 2（proteinase-activated receptor 2，F2RL1）、半胱氨酰白三烯受体 1（cysteinyl leukotriene receptor 1，CYSLTR1）

6 个靶蛋白通过氢键、疏水键、π-π 键等作用力结合，具有较好的活性，可作为 FEJ 的 Q-Marker。16 批样品中异毛蕊花糖

苷、党参炔苷质量浓度分别为 6.05～12.30、9.14～16.30 μg/mL。结论  建立了 FEJ 特征图谱，结合化学计量学和分子对接

等技术，筛选了 4 个 Q-Marker 异毛蕊花糖苷、党参炔苷、毛蕊花糖苷、绿原酸，并建立了异毛蕊花糖苷、党参炔苷的含量

测定方法，为 FEJ 质量控制提供参考。 
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Abstract: Objective  Guided by the “Five Principles” of quality markers (Q-Marker), combined with characteristic spectrum, 

chemometrics and molecular docking and content determination, developed Q-Marker for the treatment of anemia with Fufang E'jiao 

Jiang (复方阿胶浆, FEJ). Methods  The characteristic spectrum of FEJ was determined by HPLC using Agilent Zorbax SB AQ-C18 

column. The mobile phase was 0.1% formic acid acetonitrile-0.1% formic acid water, and the flow rate was 1.0 mL/min, detection 

wavelength was 330 nm. Sixteen batches of FEJ characteristic spectrum were established with jionoside A1 as the reference peak. 

Based on the results of common peak area determination of characteristic spectrums, the quality of different batches of FEJ was 

evaluated by hierarchica cluster analysis (HCA), principal components analysis (PCA) and partial least squares-discrimination analysis 

(PLS-DA). Six key components were collected from each herb in Pharmacopoeia of the People’s Republic of China and literatures. 

The differential genes of anemia was searched in the GEO database, and Discovery Studio software was used to verify the components 

in FEJ. The content of two components in 16 batches was determined at the same time at 330 nm and 270 nm. Results  There were 

eight components were identified, namely caffeic acid, chlorogenic acid, purpureaside C, ferulic acid, jionoside A1, acteoside, jionoside 

B1, isoacteoside. The results of HCA, PCA and PLS-DA showed that 15 batches of FEJ can be divided into three categories. 

Isoacteoside, purpureaside C, and jionoside A1 were contributing to the quality difference between different batches of FEJ. The results 

of molecular docking showed that isoacteoside, lobetyolin, chlorogenic acid, and acteoside can bind to six key targets such as KNG1, 

ISG15, KDM6A, DNM3, F2RL1, and CYSLTR1 through hydrogen bonds, hydrophobic bonds, π-π bonds, etc. They can be used as Q-

Markers of FEJ. The contents of isoacteoside and lobetyolin in 16 batches of FEJ were 6.05—12.30 μg/mL and 9.14—16.30 μg/mL, 

respectively. Conclusion  Q-Markers in FEJ was explored by characteristic spectrum, chemometrics and molecular docking, which 

can be used for quality control and evaluation of FEJ. 

Key words: Fufang E’jiao Jiang; quality markers (Q-Markers); characteristic spectrum; chemometrics; molecular docking; anemia; 

hierarchical cluster analysis; principal components analysis; partial least squares-discrimination analysis; quality control; caffeic acid; 

chlorogenic acid; purpureaside C; ferulic acid; jionoside A1; acteoside; jionoside B1; isoacteoside 

 

复方阿胶浆（Fufang E’jiao Jiang，FEJ）包括阿

胶、红参、熟地黄、党参、山楂共 5 味中药。原方

出自明代《景岳全书》中“两仪膏”，按照“气血互

生，气升血长”的中医理论加味而成。临床常用于

气血两虚、头晕目眩、心悸失眠、食欲不振及白细

胞减少症和贫血等症[1]。《中国药典》2020 年版 FEJ

质量标准重点关注了阿胶的真伪和优劣。在中医理

论中，气血相关理论与治疗血管生成相关。现代药

理研究表明，血管新生是涉及多种细胞如内皮细胞

和血管平滑肌细胞的多步骤复杂生物过程，是相关

细胞因子、细胞外基质等与细胞之间相互作用的结

果。在缺血刺激下，新的血管和侧支循环会逐渐生

成，达到改善缺血的目的[2-3]。文献报道，斑马鱼模

型可用于研究血管生成[4-5]、微血管功能[6]等方面。

本课题组前期研究发现 FEJ 的促血管生成活性优于

单味药阿胶。因此红参等 4 味植物来源中药对 FEJ

功效有很重要的贡献，质量标准应该对其予以关注。 

2016 年，刘昌孝院士[7-8]提出了中药质量标志物

（quality marker，Q-Marker）这一中药质量评价与质

量控制的核心概念，“五原则”从质量传递与溯源、

成分特有性、成分的有效性、成分可测性以及复方

配伍环境 5 个方面，贯穿并指导了中药 Q-Marker 的

研究与发现[9]。中药特征图谱是一种综合的、可量

化的鉴别手段，能够反映中药多成分特点，已被广

泛应用于中药及中药复方制剂的质量控制[10-11]。将

化学计量学方法如层次聚类分析（hierarchical 

cluster analysis，HCA）、主成分分析（principal 

components analysis，PCA）法、偏最小二乘法-判别

分析（partial least squares-discrimination analysis，

PLS-DA）等用于特征图谱的数据分析可以更为有

效的挖掘信息。有文献报道[12-14]，采用 HCA 分类结

果，结合 PCA 和 PLS-DA 得到各成分的贡献率，从

而挖掘造成组间差异的主要成分。这些成分可以作

为 Q-Marker 的候选成分。 

但是由于特征图谱中实验条件（如供试品制备

方法、检测波长等）的局限，存在不能全部体现化

学成分信息的问题。这个也会影响到潜在 Q-Marker

的选择，或者会造成潜在 Q-Marker 的丢失。因此，

本研究又通过查阅《中国药典》2020 年版和参考文

献，整理得到 FEJ 各药味中活性成分，并从中药组

方的配伍环境（君、臣、佐、使）、成分的传递和溯

源等方面对各单味药材饮片进行分析，从而有效地

弥补特征图谱成分信息不全，获取质量控制的关键

成分。从而满足 Q-Marker 五原则的质量传递与溯

源、成分特有性以及复方配伍环境等特征。 

分子对接技术是以结构分子生物学和计算机辅
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助药物设计相结合的方式，通过将配体与受体进行

对接，评价其对接体系的稳定性，筛选与受体活性

部位空间和电性特征相匹配的小分子化合物。该技

术不仅周期短，操作性强，而且还避免了药理实验

稳定性差的缺点，已经逐渐成为中药活性成分筛选

的重要手段[15-16]。本研究利用分子对接技术，对 FEJ

中的特征成分和关键成分进行治疗贫血症的活性筛

选，从多种角度探索药物与疾病的关联，同时确保

了所选 Q-Marker 的有效性。最后，以 Q-Marker 为

指标成分，建立 FEJ 中熟地黄、党参的多成分含量

测定方法，为 FEJ Q-Marker 可测性提供了依据。该

研究科学合理地提升了 FEJ 的质量标准，弥补了以

总氮量为唯一含量测定方法。本研究的技术路线如

图 1。 

 

图 1  FEJ Q-Marker 研究的技术路线 

Fig. 1  Technical route of research on Q-Marker of FEJ 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

华谱科仪 Acchorm S6000 高效液相色谱仪，配

备在线脱气机、四元泵、自动进样器、柱温箱、DAD

检测器，华谱科仪（北京）科技有限公司；BT25S 型

十万分之一电子天平，北京赛多利斯科学仪器有限

公司；MX-S 型涡旋振荡器，北京大龙兴创实验仪

器有限公司；3-18N 型高速离心机，湖南恒诺仪器

设备有限公司；8302 型恒温水浴锅，上海利浦自动

化仪表厂。 

1.2  材料与试剂 

FEJ（批号 1905075、 1907011、 1907012、

1907014、1907015、1907017、1907020、1907021、

1907022、1909004、1909007、1909010、1909011、

1909013、1909015、1909016，编号依次对应为 S1～

S16），以及批号为 1905075 批次所对应的红参药材

（批号 201812-001）、党参药材（批号 201905-002）、

熟地黄药材（批号 201905-005）、山楂药材（批号

201905-002）、红参阴性样品、党参阴性样品、熟地

黄阴性样品、山楂阴性样品，均由东阿阿胶股份有

限公司提供。对照品咖啡酸（批号 110885-200102）、

绿原酸（批号 110753-200413）、阿魏酸（批号 110773-

201915），购于中国食品药品检定研究院；对照品焦

地黄苯乙醇苷 A1（批号 DST190902-070）、毛蕊花

糖苷（批号 DST190422-061）、异毛蕊花糖苷（批号

DST200513-060）、焦地黄苯乙醇苷 B1 （批号

DST201203-071）、洋地黄叶苷 C（批号 DST201109-

057），购于成都德思特生物技术有限公司；对照品

党参炔苷（批号 PRF9121002），购自成都普瑞法科

技开发有限公司；以上所有对照品的质量分数均≥

95%。甲醇、乙腈为色谱级，美国 Fishier Scientific

公司，其余试剂均为分析纯。超纯水由实验室

Millipore Synergy 超纯水系统自制。 

2  方法与结果 

2.1  FEJ HPLC 特征图谱 

2.1.1  色谱条件  Agilent Zorbax SB-AQ C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 µm），以 0.1%甲酸乙腈溶液

为流动相 A，以 0.1%甲酸水溶液为流动相 B，梯度
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洗脱程序：0～20 min，2%～5% A；20～35 min，

5%～12% A；35～45 min，12%～14% A；45～55 

min，14%～20% A；55～65 min，20%～23% A；65～

80 min，23%～35% A；体积流量 1 mL/min；柱温

30 ℃；检测波长 330 nm；进样量 10 μL。 

2.1.2  供试品溶液的制备  精密量取 FEJ 2 mL，加

入乙腈 6 mL，涡旋至充分混匀，离心，取上清液，

残渣加入乙腈 6 mL，涡旋至充分混匀，离心，合并

上清液，蒸干，残渣加 30%甲醇溶解，并转移至 1 

mL 量瓶中，加 30%甲醇至刻度，摇匀，即得供试

品溶液。 

2.1.3  对照品溶液的制备  取咖啡酸、绿原酸、洋

地黄叶苷 C、阿魏酸、焦地黄苯乙醇苷 A1、毛蕊花

糖苷、焦地黄苯乙醇苷 B1、异毛蕊花糖苷对照品适

量，精密称定，加甲醇制成分别含咖啡酸 20 μg/mL、

绿原酸 20 μg/mL、洋地黄叶苷 C 50 μg/mL、阿魏酸

20 μg/mL、焦地黄苯乙醇苷 A1 50 μg/mL、毛蕊花糖

苷 20 μg/mL、焦地黄苯乙醇苷 B1 50 μg/mL、异毛蕊

花糖苷 50 μg/mL 的混合溶液，即得混合对照品溶液。 

2.1.4  精密度试验  取编号为 S1 的 FEJ（批号

1905075），按“2.1.2”项下方法制得供试品溶液，

按“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6 次，记录色谱

峰峰面积。以焦地黄苯乙醇苷 A1为参照峰，各共有

峰的相对峰面积 RSD 均小于 1.70%，相对保留时间

RSD 均小于 0.05%，表明仪器精密度良好。 

2.1.5  重复性试验  取编号为 S1 的 FEJ（批号

1905075）6 份，按“2.1.2”项下方法制得供试品溶

液，按“2.1.1”项下色谱条件分别进样，记录峰面

积。以焦地黄苯乙醇苷 A1为参照峰，各共有峰的相

对峰面积 RSD 均小于 2.99%，相对保留时间 RSD

均小于 0.03%，表明方法重复性良好。 

2.1.6  稳定性试验  取编号为 S1 的 FEJ（批号

1905075），按“2.1.2”项下方法制得供试品溶液，

按“2.1.1”项下色谱条件，分别在 0、2、4、6、8、

16、24 h 进样，记录峰面积。以焦地黄苯乙醇苷 A1

为参照峰，各共有峰的相对峰面积 RSD 均小于

2.08%，相对保留时间 RSD 均小于 0.09%，表明供

试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.1.7  HPLC 特征图谱的生成与相似度评价  取 16

批 FEJ（S1～S16），按“2.1.2”项下方法制得供试

品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件分别进样。采用

《中药指纹图谱相似度评价评价系统（2012A 版）》

对所记录图谱的 AIA 文件进行分析。以 S1 为参照

图谱，时间窗宽度设为 0.2 min，对色谱峰进行多点

校正和全峰匹配，生成 16 批 FEJ 的特征图谱匹配

图以及对照指纹图谱，见图 2。 

其中，5 号峰焦地黄苯乙醇苷 A1 分离度好，保

留时间居中，选择其为参照峰，计算 S1～S16 特征 
 

 

图 2  16 批 FEJ HPLC 特征图谱 (S1～S16) 及其对照特征图谱 (R) 

Fig. 2  HPLC characteristic spectrums (S1—S16) and its control characteristic spectrum (R) of 16 batches of FEJ 
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图谱与对照特征图谱的相似度，结果分别为 0.998、

0.994、0.996、0.998、0.998、0.997、0.998、0.994、

0.993、0.998、0.997、0.994、0.989、0.991、0.996、

0.997，均大于 0.9，表明各批次样品的化学成分稳定。 

2.1.8  共有峰的归属与指认  根据对照品共指认出

8 个化合物，1～8 号共有峰分别为咖啡酸、绿原酸、

洋地黄叶苷 C、阿魏酸、焦地黄苯乙醇苷 A1、毛蕊

花糖苷、焦地黄苯乙醇苷 B1、异毛蕊花糖苷，结果

见图 3。 

取 FEJ（批号 1905075）及对应批次的单味药材 
 

 

1-咖啡酸  2-绿原酸  3-洋地黄叶苷 C  4-阿魏酸  5-焦地黄苯乙醇苷 A1 (S)  6-毛蕊花糖苷  7-焦地黄苯乙醇苷 B1  8-异毛蕊花糖苷 

1-caffeic acid  2-chlorogenic acid  3-purpureaside C  4-ferulic acid  5-jionoside A1 (S)  6-acteoside  7-jionoside B1  8-isoacteoside 

图 3  FEJ 对照特征图谱及混合对照品的 HPLC 图 

Fig. 3  HPLC of reference characteristic spectrums and mixed reference substances of FEJ 

饮片，按“2.1.2”项制得红参、党参、熟地黄、山

楂的供试品溶液和 FEJ 供试品溶液，按“2.1.1”项

下色谱条件分别进样。通过查阅各味中药成分文献

报道及各成分对照品色谱和光谱图，对 FEJ 特征图

谱色谱峰进行归属，见图 4。结果显示，1 号峰咖啡

酸为党参[17]、熟地黄[18-19]中的共有成分；2 号峰绿

原酸为红参[20-21]、山楂[22]中的共有成分；3 号峰洋

地黄叶苷 C[23]为熟地黄中的成分；4 号峰阿魏酸为

党参、熟地黄中的共有成分；5 号峰焦地黄苯乙醇

苷 A1、6 号峰毛蕊花糖苷、7 号峰焦地黄苯乙醇苷

B1、8 号峰异毛蕊花糖苷为熟地黄中的成分[23-24]。 

供试品溶液制备时使用乙腈沉淀了蛋白，因而

在此色谱条件所得的 HPLC 特征图谱中暂无共有峰

来自阿胶。 

2.2  化学模式分析 

2.2.1  HCA  采用 Origin 2019 软件进行分析，运用

组间连接法，Euclidean 距离为测度，以 FEJ 特征图

谱中的 8 个特征峰峰面积为观测量，绘制聚类分析

图，见图 5。16 批样品分成 3 大类：S1～S4 为第 1

类，S5～S11 为第 2 类、S12～S16 为第 3 类，说明

不同批次的合格药材所生产的产品含量存在一定差

异，此可能与饮片的原药材来源、饮片的加工等过

程有关。 

2.2.2  PCA 和 PLS-DA  为了进一步分析造成不同

批次样品之间差异的化学成分，以样品 S1～S16 为

Y 变量，8 种成分的峰面积为 X 变量，利用 SIMCA 

14.1 软件进行 PCA 和 PLS-DA 处理，结果见图 6。

将 16 批样品分为 3 类，以 PLS-DA 模型中重要性

投影（VIP）值＞1.0 筛选不同批次样品间的差异性

成分，VIP 值的大小表明了对样品分类的贡献程度。

结果显示，PCA 和 PLS-DA 共得到 3 个成分，分别

为 8 号峰异毛蕊花糖苷、5 号峰焦地黄苯乙醇苷 A1

和 3 号峰洋地黄叶苷 C，表明这 3 种成分是影响不

同批次样品之间质量差异贡献较大的特征成分。提

示在 FEJ 整个生产过程中可重点监控这 3 个成分，

减小批次间的差异性，为 FEJ Q-Marker 的选定提供

参考。 

2.3  分子对接验证 

2.3.1  基于 GEO 数据库的贫血症的靶点筛选  《中

国药典》2020 年版中，FEJ 功能主治为“补气养血”，

常用于治疗气血两虚、白细胞减少症和贫血等症。

“气血两虚”在传统中医理论中涉及多个脏腑的气血

阴阳失调，在西医中并无对应的病症，但从临床表

现来看，以贫血症和慢性疲劳综合征的临床症状与

其类似[25]。因此对贫血症进行下一步研究。 

在 GEO 数据库中进行基因表达谱芯片筛选，

以“anemia normal”为关键词、实验以人源作为样

本，得到基因表达谱芯片 GSE32719。利用 R 软件

及 aggy、limma、pheatmap 等 R 软件包，对芯片进

行表达值背景矫正和表达谱数据的归一化预处理， 
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图 4  红参、党参、熟地黄、山楂与 FEJ 供试品溶液的 HPLC 图 

Fig. 4  HPLC of Ginseng Radix et Rhizoma Rubra, Codonopsis Radix, Rehmanniae Radix Praeparata, Crataegi Fructus and FEJ 

samples 
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图 5  16 批 FEJ 的 HCA 图 

Fig. 5  HCA of 16 batches of FEJ 

包括原始数据格式的转换，缺失值补充，背景矫正

及用数据标准化；以|logFC|≥1 且 P＜0.05 为筛选

条件，选择统计学检验后差异最为显著的基因作为

研究对象，获取贫血症正常组与实验组差异表达基

因，并将探针名转化为标准基因名。 

结果得到贫血症相关 658 个差异基因，其中，

以 logFC 呈现正值为上调基因 463 个，列出调控最

显著的前 20 位差异基因；以 logFC 呈现负值为下

调基因有 195 个，列出调控最显著的前 20 位差异 

 

 

图 6  16 批 FEJ 的 PLS-DA 模型及 VIP 值 

Fig. 6  PLS-DA plot (A) and VIP score plot (B) of 16 batches 

of FEJ 

基因并绘制差异基因火山图和热图，见图 7。 

2.3.2  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建及拓扑分析  将上述得

到的差异基因导入 String 平台（ https://string-

db.org），选择“multiple proteins”模式，蛋白种属

设为“Home sapiens”，筛选条件为最低相互作用阈

值取“highest confidence（≥0.9）”构建 PPI 网络，

见图 8。网络中节点（node）表示靶点蛋白，边（edge）

表示蛋白与蛋白之间的相互作用，共涉及 536 个节

点和 232 条边。平均节点度值为 0.866 6，平均局部

聚类系数为 0.225。PPI 网络富集的 P 值为 0.007 47，

表明该网络具有显著的相互作用。 
 

   

图 7  贫血症差异表达基因火山图 (A) 和热图 (B) 

Fig. 7  Volcano map (A) and heatmap (B) of differentially expressed genes in anemia 
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图 8  PPI 网络图 

Fig. 8  PPI network 

将 PPI 数据结果以 *.tsv 格式导出，导入

Cytoscape 3.7.2 软件，利用 CytoNCA 2.1.6 插件进行

网络拓扑分析，计算靶点拓扑参数包括网络节点度

（degree centrality，DC）、介数中心度（betweenness 

centrality，BC）和紧密度（closeness centrality，CC），

运用 Z-score 函数［Z-score＝[x－mean(x)]/std(x)，其

中，x 代表拓扑参数值，mean(x)为平均数，std(x)为

标准差］进行标准化处理，将标准化处理后的拓扑

参数值相加。度、紧密度和介数可以用于评价节点

在网络中的中心性和重要性，节点的度、紧密度和

介数越高，节点在交互网络中的重要性越高[26]。 

选择排名前 20 的靶点作为贫血症的关键靶点，

各靶点特征参数见表 1。 

2.3.3  关键靶点（靶蛋白）信息的收集与前处理  

选取贫血症差异基因中排名前 10 的关键靶点，在 

表 1  贫血症靶点特征参数 

Table 1  Characteristic parameters of target for anemia 

靶点 DC BC CC Z-score 

KNG1 3.933 7 2.684 4 1.048 1 7.666 1 

ISG15 1.575 0 0.661 4 1.075 2 3.311 5 

KDM6A 0.395 6 1.578 9 1.060 9 3.035 4 

DNM3 1.181 9 0.602 0 1.069 6 2.853 5 

F2RL1 1.575 0 −0.316 0 1.025 7 2.284 7 

CYSLTR1 1.575 0 −0.316 0 1.025 7 2.284 7 

 

PDB 数据库（http://www. rcsb.org）中搜索并下载靶

蛋白的三维结构，选择来源为人源（human）、解析

度小（＜0.3 nm）、X-Ray 解析的晶体结构作为研究

对象。将靶蛋白导入 Discovery Studio 2016 v16.1 软

件中，利用 Clean Protein 模块和 Prepare Protein 模
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块对靶蛋白进行删除多余蛋白质构象、删去水分子、

补全不完整残基、加氢等蛋白预处理。选择靶蛋白

特有的小分子配体作为活性中心，删除位于活性口

袋位置的配体小分子（原配体），暴露活性口袋并将

其定义为对接体系中受体分子。 

2.3.4  原配体对接验证  将靶蛋白中的原配体单独

提取，基于靶蛋白中的原配体的活性口袋位点，利

用 CDocker 模块，将原配体对接到对应的活性口袋

中，计算靶蛋白中原配体的分子构象与对接后的分

子构象的均方根偏差（RMSD）。若 RMSD＜0.20 

nm，则说明对接所得分子构象可以在一定程度上还

原配体与受体的结合模式，从而证明所选择的对接

方法与参数设置具有合理性，结果见表 2。得到靶

蛋白 KNG1、ISG15、KDM6A、DNM3、F2RL1、

CYSLTR1，这些靶蛋白的 RMSD 均小于 0.2 nm，

说明所选择的对接方法及参数设置合理，可以用于

下一步与成分对接。 

2.3.5  成分信息的收集与前处理  复方制剂药味组 

表 2  靶点活性口袋信息及计算结果 

Table 2  Target activity pocket information and calculation results 

靶点 PDB ID 活性口袋半径/nm 活性口袋坐标 RMSD/nm 原配体打分值 

KNG1 5I25 1.555 02 10.958 2，−32.439 5，1.720 1 0.194 18 84.570 9 

ISG15 6BI8 0.677 00 −23.428 3，−42.693 1，−33.239 8 0.176 24 22.107 6 

KDM6A 6FUL 0.500 00 23.409 4，7.058 1，12.318 8 0.106 49 50.435 6 

DNM3 3L43 0.806 44 19.093 0，13.629 0，11.245 4 0.101 15 91.943 5 

F2RL1 5NDD 0.550 00 16.079 4，6.444 9，57.453 0 0.086 98 36.083 6 

CYSLTR1 6RZ5 1.041 98 12.800 5，7.895 5，−13.266 7 0.053 66 69.474 2 

 

成繁杂，化学成分众多，某些成分在特征图谱的单

一检测波长下吸收较弱，难以体现。因此，通过查

阅《中国药典》和相关文献，对红参、熟地黄、党

参、山楂中可能成为 Q-Marker 的成分进行收集筛

选，扩充 FEJ Q-Marker 的选择。筛选得到红参、熟

地黄、党参、山楂中的关键成分人参皂苷 Rg1、人参

皂苷 Re、人参皂苷 Rb1、党参炔苷、枸橼酸、毛蕊

花糖苷。同时结合特征图谱研究中得到的 8 个特征

成分，最终整理得到 13 个成分进行分子对接验证。 

在 PubChem 数据库中搜索并下载成分的 2D 结

构，保存为.sdf 格式。将结构导入 Discovery Studio 

2016 v16.1 软件中，利用 Prepare Ligands 模块对小

分子配体进行加氢、产生三维结构和异构体等预处

理，并利用 Minimize Ligands 模块赋予 CHARMm

力场进行能量最小化。 

2.3.6  成分与关键靶点（靶蛋白）对接   利用

Discovery Studio 2016 v16.1 软件的 CDocker 模块，

将潜在活性成分对接到处理好的活性口袋中。SDS 

Site Sphere 半径根据原配体对接情况设定，Top Hit

设为 10，Pose Cluster Radius 设为 0.5，其他参数设

置为默认值，对接打分值选取-cdocker interaction 

energy 值。对接打分值评价成分与靶点的相互作用，

CDocker Energy 值越低（即 -cdocker interaction 

energy 值越高），则说明化学成分与蛋白受体对接体

系越稳定，对接结果越可靠[27]，其成为活性成分可

能性越高。以原配体与靶蛋白对接后的对接打分值

作为阈值，选取对接打分值大于阈值的成分作为

FEJ 治疗贫血症的活性成分，最终得到 8 个对接打

分值大于阈值的成分，结果见表 3。 

分子对接结果表明，异毛蕊花糖苷、党参炔苷、

绿原酸、毛蕊花糖苷等成分与各个靶点均有较好的 

表 3  活性成分的对接打分值 

Table 3  Molecular docking score of components 

Pubchem CID 化合物 靶点 对接打分值 

5281800 毛蕊花糖苷 ISG15 50.487 0 

1794427 绿原酸 ISG15 26.972 4 

  KDM6A 50.609 2 

  F2RL1 41.747 3 

311 枸橼酸 F2RL1 39.645 1 

  ISG15 23.659 6 

9898279 人参皂苷 Rb1 ISG15 49.170 3 

6476333 异毛蕊花糖苷 6RZ5 69.750 8 

  DNM3 80.218 0 

  ISG15 44.557 6 

6325450 焦地黄苯乙醇苷 A1 ISG15 27.153 4 

5281782 焦地黄苯乙醇苷 B1 ISG15 41.180 2 

53486204 党参炔苷 KDM6A 53.830 4 

  ISG15 30.085 7 
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结合，对接打分值较高。其中，异毛蕊花糖苷与靶

蛋白 DNM3 和 6RZ5 的对接打分值最高；党参炔苷

与靶蛋白 KDM6A 的对接打分值最高；绿原酸与靶

蛋白 F2RL1 对接打分值最高；毛蕊花糖苷与靶蛋白

ISG15 对接打分值最高。说明异毛蕊花糖苷、党参

炔苷、绿原酸、毛蕊花糖苷 4 个成分对贫血症靶点

能够较好地作用于贫血症靶点，可作为 FEJ 治疗贫

血症的活性成分。 

进一步分析活性成分与靶蛋白的相互作用，以

异毛蕊花糖苷与靶蛋白 DNM3 为例分析成分与靶

蛋白之间的相互作用，见图 9。图中左侧为成分与

靶蛋白对接图，中间为配体与受体结合处相互作用

3D 图，右侧为配体与受体结合处相互作用 2D 图。 

异毛蕊花糖苷结合于 DNM3 的蛋白 RBD 空腔 

   

图 9  异毛蕊花糖苷与靶蛋白 DNM3 的相互作用 

Fig. 9  Interaction between isoacteoside and DNM3 

中，与 DNM3 的关键氨基酸 SER41、ASP208、

ASN236、SER238、LYS206、GLY43、SER45、LYS44、

ARG237 发生氢键作用，与 LEU209、VAL64 发生

疏水作用。结合的关键氨基酸残基有酸性氨基酸残

基 ASP208 和碱性氨基酸残基 LYS44、ARG237，可

形成氢键或盐桥，构成一个具有可成药性的潜在活

性位点，从而发生相互作用。 

通过分子对接技术，对质量控制中的特征成分

和关键成分进行活性验证，得到异毛蕊花糖苷、党

参炔苷、绿原酸、毛蕊花糖苷 4 个成分可作为 FEJ

的 Q-Marker。其中，绿原酸在山楂、熟地等多个药

味中均有，专属性差。毛蕊花糖苷在 FEJ 中含量很

低，含量测定难度高。异毛蕊花糖苷是熟地黄的专

属性成分，党参炔苷是党参的专属性成分。这两个

成分可溯性和有效性良好。因此将 Q-Marker 异毛蕊

花糖苷和党参炔苷作为指标成分，进行 FEJ 含量测

定研究。 

2.4  FEJ 多成分含量测定 

2.4.1  色谱条件  Thermo hypersil gold C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），以 0.1%甲酸乙腈溶液

为流动相 A，以 0.1%甲酸水溶液为流动相 B 梯度

洗脱，梯度洗脱程序：0～15 min，2%～20% A；15～

30 min，20% A；30～35 min，20%～22% A；35～

40 min，22%～25% A；体积流量 1 mL/min；柱温

30 ℃；检测波长 330、270 nm；进样量 10 μL。 

2.4.2  供试品溶液的制备  精密量取 FEJ 2 mL，加

入乙腈 6 mL，涡旋至充分混匀，离心，取上清液，

残渣加入乙腈 6 mL，涡旋至充分混匀，离心，合并

上清液，蒸干，残渣加 30%甲醇溶解，并转移至 1 

mL 量瓶中，加 30%甲醇至刻度，摇匀，即得供试

品溶液。同法制得熟地黄阴性样品溶液和党参阴性

样品溶液。 

2.4.3  对照品溶液的制备  取异毛蕊花糖苷、党参

炔苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成含异毛蕊

花糖苷 25 µg/mL、党参炔苷 50 µg/mL 的混合溶液，

即得对照品溶液。 

2.4.4  线性关系考察  取异毛蕊花糖苷对照品适

量，精密称定，置于 5 mL 量瓶中，加甲醇制成含有

异毛蕊花糖苷 0.484 mg/mL 的对照品溶液。取党参

炔苷对照品适量，精密称定，置于 5 mL 量瓶中，加

甲醇制成含有党参炔苷 0.478 mg/mL 的对照品溶

液。分别精密量取异毛蕊花糖苷对照品溶液和党参

炔苷对照品溶液 2.5 mL，配制成混合对照品溶液。

取混合对照品溶液，用甲醇分别稀释 0、2、5、10、

50 倍，配制成系列质量浓度的混合对照品溶液，分

别进样。以质量浓度（X）对色谱峰面积（Y）绘制

标准曲线，进行线性回归，得 2 种成分回归方程分

别为异毛蕊花糖苷 Y＝14 533 X－1 357.8，r＝0.999 6，

线性范围 4.84～242.00 μg/mL；党参炔苷 Y＝10 026 

X＋1 3224，r＝0.999 6，线性范围 4.78～239.00 
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μg/mL。 

2.4.5  专属性试验  对异毛蕊花糖苷和党参炔苷的

混合对照品溶液、FEJ 供试品溶液（批号 1905075），

以及批号 1905075 FEJ 所对应的熟地黄阴性样品和

党参阴性样品进行测定。 

通过双波长检测，在 330 nm 下检测异毛蕊花

糖苷，在 270 nm 下检测党参炔苷。结果表明，检测

波长 330 nm 下熟地黄阴性样品对 FEJ 供试品中异

毛蕊花糖苷的测定无干扰；检测波长 270 nm 下党

参阴性样品对 FEJ 供试品中党参炔苷的测定无干

扰，见图 10，说明该方法专属性强。 

2.4.6  精密度试验  取 FEJ 样品（批号 1905075）， 

 

 

图 10  FEJ 供试品 (a)、混合对照品 (b)、阴性对照溶液 (c) 在检测波长 330 nm (A) 和 270 nm (B) 下的 HPLC 图 

Fig. 10  HPLC of FEJ sample (a), mixed reference substances (b), and blank sample (c) in 330 nm (A) and 270 nm (B) 

按“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，连续进样 6

次，测定异毛蕊花糖苷和党参炔苷，结果各成分峰

面积的 RSD 分别为 0.86%、0.87%，满足精密度限

度（RSD）为 6%[28]，表明仪器精密度良好。 

2.4.7  重复性试验  取 FEJ 样品（批号 1905075），

按“2.4.2”项下方法制备 6 份供试品溶液，测定异

毛蕊花糖苷和党参炔苷，结果各成分峰面积的 RSD

分别为 2.01%、2.01%，满足重复性限度（RSD）为

6%[28]，表明方法重复性良好。 

2.4.8  稳定性试验  取 FEJ 样品（批号 1905075），

按“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，分别于 0、

2、4、8、12、24 h 进样，测定异毛蕊花糖苷和党参

炔苷，结果各成分峰面积的 RSD 分别为 1.68%、

1.67%，表明 24 h 内，供试品溶液稳定性良好。 

2.4.9  加样回收试验  取 FEJ 样品（批号 1905075）

6 份，每份 1 mL，按照接近 1∶1 的量计算所要添

加的 2 种成分的对照品，按“2.4.2”项下方法制备

供试品溶液，依法提取测定，计算各成分的回收率。

结果表明，异毛蕊花糖苷和党参炔苷的平均回收率

分别为 101.13%、103.19%，RSD 分别为 2.71%、

2.90%，满足回收率限度为 80%～115%[28]，表明方

法的准确度良好。 

2.4.10  样品测定结果  取 16 个批次（S1～S16）

的 FEJ，每个批次平行制备 3 份供试品溶液，依次

进样测定，结果见表 4。16 批 FEJ 中异毛蕊花糖苷

和党参炔苷的质量浓度分别在 6.05～12.30 μg/mL、 
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表 4  FEJ 中异毛蕊花糖苷和党参炔苷含量测定结果 

( x s , n = 3) 

Table 4  Contents of isoacteoside and lobetyolin in 16 

batches of FEJ ( x s , n = 3) 

编号 异毛蕊花糖苷/(μg∙mL−1) 党参炔苷/(μg∙mL−1) 

S1 6.32±0.55 12.22±1.15 

S2 7.49±2.17 11.70±0.70 

S3 6.05±1.02 9.99±0.99 

S4 6.95±1.86 10.50±0.78 

S5 7.36±2.89 9.14±2.35 

S6 9.51±1.63 10.40±1.64 

S7 9.58±0.43 11.40±2.07 

S8 9.39±2.00 11.30±1.45 

S9 9.11±1.39 12.70±0.74 

S10 9.17±0.50 13.30±0.94 

S11 10.80±2.00 13.30±1.06 

S12 9.71±1.43 16.30±1.53 

S13 12.30±0.38 16.20±0.58 

S14 10.80±0.88 13.00±2.02 

S15 11.00±1.55 14.70±0.64 

S16 6.98±0.60 14.50±2.35 
 

9.14～16.30 μg/mL。 

3  讨论 

3.1  FEJ Q-Marker 的选择及分析 

随着中医药学的飞速发展，中成药的普及性和

应用性越来越广。2016 年刘昌孝院士[7-8]提出了中药

Q-Marker 概念，形成了中药产品质量控制的新理

念。从生源途径、化学物质基础、炮制加工过程、

药效研究和中医理论等多个层面，密切关联了中药

的物质基础、有效性和质量控制，为全面提升中药

质量标准提供理论和方法的支持[29-30]。 

本研究从特征图谱中指认了 8 个成分，保证 Q-

Marker 的特有性和可溯性。化学计量学分析提示了

异毛蕊花糖苷、洋地黄叶苷 C 和焦地黄苯乙醇苷 A1

这 3 个成分应被重点关注，为 Q-Marker 筛选提供

参考。本研究通过查阅《中国药典》和相关文献，

对红参、熟地黄、党参、山楂中可能成为 Q-Marker

的成分进行收集筛选，扩充 FEJ Q-Marker 的选择。

红参和熟地黄是组方中的臣药。其中《中国药典》

2020 年版中使用人参皂苷 Rb1、Re、Rg1 作为红参

指标成分，将这些指标成分纳入到后续研究中。党

参和山楂是组方中的佐使药。党参能够提高造血机

能、抗疲劳、增强机体免疫力等，其主要活性成分

党参炔苷[31-33]。《中国药典》2020 年版收载了党参

以党参炔苷为对照的薄层鉴别方法，专属性好，因

此选定党参炔苷进一步研究。同时将山楂含量测定

的指标成分枸橼酸纳入后续研究中。 

分子对接技术作为一种快速的活性验证方法，

已被广泛应用于药材饮片、中药复方等活性成分的

筛选和验证中[34-35]。分子对接结果显示，异毛蕊花

糖苷、党参炔苷、绿原酸、毛蕊花糖苷 4 个成分是

FEJ 治疗贫血症的活性成分，可作为 Q-Marker。 

结合化合物来源的专属性以及含量可测性等因

素，选定异毛蕊花糖苷和党参炔苷为 FEJ 的 Q-

Marker。这 2 个成分传递和溯源明确、具有活性且

专属性强，整体满足中药 Q-Marker 的五原则特征。 

3.2  提取条件考察 

FEJ 的制备工艺采用红参、党参、熟地黄、山

楂水煎煮的提取方法，化学成分组成复杂且多为大

极性化合物。实验前期，在特征图谱和含量测定的

供试品制备中，考察了不同提取溶剂，包括甲醇、

乙醇、醋酸乙酯-正丁醇、乙腈对 FEJ 进行提取，以

及不同溶解定容溶剂，包括水及 30%、70%、100%

甲醇对 FEJ 上清液残渣进行溶解。研究表明使用甲

醇作为提取溶剂时，影响部分成分的提取，且基线

不稳定；使用乙醇提取，色谱峰多，分离度差；使

用醋酸乙酯-正丁醇（1∶1）和乙腈提取后，色谱峰

分离度较好。由正丁醇沸点高，回收难度，因此采

用乙腈提取的方法进行制备。此外，研究发现不同

溶解溶剂对色谱峰影响差异不明显，其中 30%甲醇

复溶的色谱峰分离度较好，因此选用 30%甲醇作为

复溶溶剂。同时，优化了提取溶剂的体积和提取次

数，保证含量测定中 FEJ 供试品能够被提取完全。 

3.3  色谱条件考察 

本研究对特征图谱和含量测定中的检测波长、

流动相组成等色谱条件进行优化。在特征图谱研究

中，利用二极管阵列检测器在 190～400 nm 在线扫

描，记录并比较了不同波长下的特征图谱。在 203 

nm 下检测到人参皂苷 Rg1，然而由于响应值低（含

量少，推测可能与复方中红参用量少有关），基线噪

音影响较大，因此未选用 203 nm 作为检测波长。通

过查阅文献以及 DAD 扫描显示，党参炔苷的最大

吸收波长在 270 nm 左右[38]，在检测波长 270 nm 下，

色谱图显示前 15 min 受干扰严重，苯乙醇苷类成分

反映不完整，因此未选用 270 nm 作为检测波长。在

含量测定研究方法中，330 nm 下色谱峰响应值和各
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峰峰高比例较好，色谱峰数目较多且分离度较好。

党参炔苷在 330 nm 下紫外吸收极弱，因此，未在特

征图谱中对其进行指认。综上，最终确定 330 nm 为

检测波长。 

本研究考察了 5 种流动相体系，包括乙腈-水、

乙腈-0.05%甲酸水、乙腈-0.1%甲酸水、0.05%甲酸

乙腈-0.05%甲酸水、0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸水。结

果表明，当 0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸水作为流动相

体系时，共有峰峰型良好，分离度好，且以甲酸水

溶液为水相时可以进一步改善各成分峰的峰形，效

果最佳。此外，本实验也考察了不同柱温（25、30、

35 ℃），不同体积流量（0.6、0.8、1.0 mL/min），结

果发现，当柱温为 30 ℃、体积流量为 1.0 mL/min，

检测波长为 330 nm 时，所得色谱峰的数目较多、峰

形及分离度等方面均表现良好。 

在含量测定研究中，利用二极管阵列检测器在

190～400 nm 在线扫描，得到异毛蕊花糖苷对照品

在 327 nm 左右波长下有最大吸收；党参炔苷对照

品在 268 nm 左右波长下有最大吸收。最终选定在

检测波长 330 nm 下测定异毛蕊花糖苷，在检测波

长 270 nm 下测定党参炔苷。对 FEJ 特征图谱的洗

脱条件进行优化，在保证成分达到分离效果的同时，

缩短检测时间。在该流动相洗脱条件下，异毛蕊花

糖苷和党参炔苷出峰情况良好，分离度达到要求。 

本研究提供了一种 FEJ 中 Q-Marker 研究的创

新思路与方法，提升了 FEJ 质量控制水平。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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