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基于谱-效关系的辽东楤木叶质量评价研究  
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摘  要：目的  建立辽东楤木 Aralia elata 叶指纹图谱，并寻找能够反映辽东楤木叶抗肿瘤活性能力的质量评价方法。方法  

采用 70%乙醇和水饱和的正丁醇提取各批次辽东楤木叶总皂苷，运用 HPLC-ELSD 测试分析皂苷并建立指纹图谱，MTT 法

测试楤木叶总皂苷和单体皂苷对人肺腺癌 A549 细胞、人肝癌 SMMC-7221 细胞、人结肠癌 HT-29 细胞的抑制作用，用灰色

关联法分析指纹图谱峰与抗肿瘤作用之间的关系。结果  建立了含有 28 个共有峰的辽东楤木叶 HPLC-ELSD 指纹图谱，各

批次图谱与共有模式图谱间相似度在 0.850 以上，指认并归属其中 5 个峰成分。各批次楤木叶总皂苷抗肿瘤作用的半数抑制浓

度（half inhibitory concentration，IC50）为 7.39～79.13 mg/L，其中，黑龙江凤凰山 7 月的样品抗肿瘤效果最佳。谱-效相关性表

明 28 个共有峰成分与抗肿瘤活性的关联度为 0.469 2～0.810 3，其中 10 个成分与抗肿瘤活性间的关联度大于 0.70，8 个成

分与抗肿瘤活性间的关联度小于 0.60。图谱中有 2 个峰成分在各批次药材中含量都相当大，但谱-效关联度却很小。5 个已知

的峰成分中，楤木皂苷 TTP 和楤木皂苷 V 抗肿瘤作用的 IC50均小于 190 mg/L，楤木皂苷Ⅳ、Ⅵ、Ⅶ抗肿瘤作用的 IC50 均

大于 200 mg/L。结论  辽东楤木叶 HPLC 指纹图谱及抗肿瘤相关性分析可以为辽东楤木叶的质量评价提供参考。若从已知

的 5 种楤木皂苷中挑选质量控制成分，楤木皂苷 TTP 和 V 要优于楤木皂苷Ⅳ、Ⅵ、Ⅶ。 
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Abstract: Objective  To establish the fingerprint of Aralia elata leaves and find a quality evaluation method that can reflect the anti-

tumor activity of Aralia elata leaves. Methods  Total saponins were extracted from A. elata leaves in each batch with 70% ethanol 

and n-butanol. HPLC-ELSD was used to analyze saponins and establish fingerprint combined with the similarity analysis. MTT method 

was used to test the inhibitory effect of total saponins and monomer saponins of A. elata leaves on A549, SMMC-7221 and HT-29 

cells. The relationship between the fingerprints and antitumor effect was analyzed by gray correlation analysis. Results  The HPLC-

ELSD fingerprint of A. elata leaves containing 28 common peaks was established. The similarity between each batch map and common 

pattern map was above 0.850, and five peak components were identified and assigned. The half inhibitory concentration (IC50) of each 

batch of total saponins in anti-tumor effect was (7.39—79.13) mg/L, among which, the samples from Fenghuang mountain in 

Heilongjiang Province had good anti-tumor effect, and the samples from July had good anti-tumor effect. The results of correlation 

between spectrum and effect showed that the correlation degree between 28 common peak components and anti-tumor activity was 

0.469 2—0.810 3. The correlation coefficient between 10 peaks and anti-tumor activity was greater than 0.70, and the correlation 

degree between eight peaks and anti-tumor activity was less than 0.60. There were two peaks in the spectrum, which were quite large 
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in each batch of medicinal materials, but the spectrum effect correlation was very small. Among the five known saponins, IC50 of A. 

elata saponin TTP and A. elata V in anti-tumor effect were less than 190 mg/L, IC50 of A. elata saponin Ⅳ, Ⅵ and Ⅶ in anti-tumor 

effect were greater than 200 mg/L. Conclusion  HPLC fingerprint of A. elata leaves and correlation analysis of anti-tumor can provide 

reference for quality evaluation of A. elata leaves. If the quality control components are selected from the five known aralia saponins, 

A. elata saponins TTP and V are superior to A. elata saponins Ⅳ, Ⅵ and Ⅶ. 

Key words: Aralia elata (Miq.) Seem. leaves; HPLC fingerprint; anti-tumor activity; grey relational analysis; Aralia elata saponin IV; 

Aralia elata saponin V; Aralia elata saponin VI; Aralia elata saponin Ⅶ; Aralia elata saponin TTP 

辽东楤木 Aralia elata (Miq.) Seem.又名龙牙楤

木、刺龙牙、刺老芽等，为五加科楤木属植物[1-2]，

在中国、日本、朝鲜、韩国、俄罗斯等区域均有分

布[1-4]，尤其在我国东北地区资源丰富且有人工大量

栽培[4]。辽东楤木为药食两用植物，嫩芽是营养丰

富的绿色食品，根和植株的皮作为民间药用于治疗

上腹痛、失眠多梦和关节炎等[3]，叶用于治疗水肿

和腹泻[2]，果实用于治疗关节疼痛、痛经和瘀伤[2]。

研究表明，辽东楤木不同部位含有丰富的三萜皂苷

类活性成分[4-7]，且其皂苷类成分有抗氧化[8-9]、抗肿

瘤[10]、抗炎[11]、抗病毒[12]、抗心血管疾病[13-14]、保

肝[15-16]、抗糖尿病及其并发症[17-18]、保护神经[19]等

多种药理活性。其中以辽东楤木皂苷为原料的龙牙

肝泰胶囊（批准文号 B20020945）在临床上用于肝

炎、肝硬化、肝癌的辅助治疗[20-21]。 

辽东楤木叶每年可再生，是更丰富的可持续应

用资源。近些年，学者们已经证明从辽东楤木叶中

提取的皂苷对多种肿瘤细胞都具有良好的生长抑制

或杀伤作用[10]，且安全无毒[22-23]。目前，由辽东楤

木叶总皂苷组成的制剂作为抗肿瘤辅助药物受到关

注。为了有效利用辽东楤木叶资源及其抗肿瘤作用，

建立体现辽东楤木叶抗肿瘤效果的质量评价及控

制方法有重要意义。鉴于课题组前期研究证明 7～

9 月份的辽东楤木叶三萜皂苷成分种类丰富，且含

量高[24]，本研究采收我国东北不同地区 7～9 月份

的辽东楤木叶药材进行分析，通过测试不同产地、

不同采收期的辽东楤木叶总皂苷的 HPLC 谱分析共

有成分，建立指纹图谱；测试和分析不同产地、不

同采收期的辽东楤木叶皂苷抗肿瘤作用效果的差

异，分析抗肿瘤作用与采收时间和地点的关系；将

各批次药材的抗肿瘤效果与指纹图谱共有峰进行关

联，阐释谱-效相关性，进一步确定辽东楤木叶药材

抗肿瘤作用的代表性成分，从而为辽东楤木叶质量

评价方法的建立提供依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

人肺腺癌 A549 细胞、人肝癌 SMMC-7221 细

胞、人结肠癌 HT-29 细胞由中国医学科学院肿瘤细

胞库提供。 

1.2  药品与试剂 

楤木皂苷Ⅳ、楤木皂苷Ⅴ、楤木皂苷Ⅵ、楤木皂

苷Ⅶ、楤木皂苷 TTP 均由黑龙江中医药大学教育

部中药重点实验室吕邵娃教授分离，并经 EI-MS、
1H-NMR 和 13C-NMR 鉴别，HPLC 检测质量分数均

大于 98%，结构见图 1；色谱纯乙腈（批号 106246）、

色谱纯甲醇（批号 82661）购自美国 Dikama 公司；

娃哈哈纯净水购自杭州娃哈哈集团有限公司；MTT

（批号 MKBL6647V）购自美国 Sigma 公司；RPMI 

1640 培养基（批号 11875093）、胰蛋白酶（批号

LM1022）、胎牛血清（批号 10099141C）购自德国

贝尔公司；PBS 缓冲液（pH 7.4，批号 20200328）

购自深圳逗点生物技术有限公司；其余试剂为国产 

                  

图 1  5 种三萜皂苷的结构式 

Fig. 1  Structural formula of five triterpenoid saponins

楤木皂苷Ⅳ 

楤木皂苷Ⅵ 

楤木皂苷Ⅶ 

楤木皂苷 TTP 

楤木皂苷Ⅴ 
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通用分析纯试剂。 

1.3  药材 

15 批辽东楤木叶采自我国东北地区，具体信息

见表 1，经黑龙江中医药大学药学院王振月教授鉴定

为辽东楤木 A. elata (Miq.) Seem.的叶，标本保存于黑

龙江中医药大学药学院教育部中药重点实验室。 

表 1  辽东楤木叶药材信息 

Table 1  Information of A. elata leaves 

批号 产地 采收时间 

S1 黑龙江齐齐哈尔 2017-07-16 

S2 黑龙江哈尔滨 2017-08-15 

S3 黑龙江帽儿山 2017-07-13 

S4 黑龙江帽儿山 2017-08-13 

S5 黑龙江帽儿山 2017-09-13 

S6 黑龙江宝清 2017-07-16 

S7 黑龙江绥棱 2017-08-13 

S8 黑龙江凤凰山 2017-07-15 

S9 黑龙江凤凰山 2017-08-15 

S10 黑龙江凤凰山 2017-09-15 

S11 吉林通化市 2017-07-16 

S12 吉林通化市 2017-08-16 

S13 吉林通化市 2017-09-16 

S14 辽宁鞍山市 2017-08-13 

S15 辽宁抚顺市 2017-08-13 

1.4  仪器 

AL204 型电子天平、XS105DU 型电子分析天

平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；SK250LH 型超声波

清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；高效液相色

谱仪（日本 Hitachi 公司），其配备有高压力的二元

梯度溶剂输送泵、ELSD 检测器；HF90/HF240 型培

养箱（上海力申科学仪器有限公司）；CX31 型倒置

显微镜（日本 Olympus 公司）；ELx800 型酶标仪（美

国 Bio-Tek 公司）。 

2  方法与结果 

2.1  样品的制备 

每批辽东楤木叶干燥、粉碎、过 60 目筛，精密

称取 2.5 g 粉末，置于 250 mL 带塞锥形瓶中，加

70%乙醇 150 mL，超声提取 0.5 h，冷却，称定质

量，70%乙醇补足质量，摇匀，滤过，精密量取滤过

液 25 mL 于蒸发皿中浓缩至干，加 5 mL 水，超声

混悬后用 5 mL 水饱和的正丁醇萃取 3 次，合并萃

取液，蒸干得到固体总皂苷混合物。 

量取 0.030 g 固体总皂苷混合物置于 10 mL 量

瓶中，加甲醇溶解，定容，摇匀，经 0.22 µm 的有

机过滤头滤过，滤液作为测试 HPLC 图谱的溶液。

精密称取 5 种对照品各 2.00 mg，分别置于 10 mL

量瓶中加甲醇至刻度，摇匀，制得各质量浓度均为

0.20 g/L 的对照品溶液。 

另取各批次辽东楤木叶总皂苷 0.020 g，先用少量

二甲基亚砜溶解，再用水稀释得 400 mg/L 作为抗肿

瘤实验用的初始质量浓度样品，对照品也同法配制。 

2.2  指纹图谱的建立 

2.2.1  色谱条件  Diamonsil C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 µm），柱温 30 ℃；进样量 10 µL；流动

相为乙腈（A）-水（B），梯度洗脱：0～5 min，10%～

20% A；5～10 min，20%～25% A；10～20 min，

25%～27% A；20～50 min，27%～30% A；50～65 

min，30%～38% A；65～70 min，38%～40% A；70～

80 min，40%～50% A；80～90 min，50%～100% A；

体 积 流 量 0.8 mLmin 。 蒸 发光 散射 检测 器

（evaporative light scattering director，ELSD）的漂移

管温度 110 ℃，空气体积流量 3.2 Lmin。 

2.2.2  精密度考察  将 S2 样品按“2.1”项下方法

制备溶液，按“2.2”项下色谱条件连续进样测试 5

次，色谱图的各主要色谱峰相对峰面积的 RSD 均小

于 1.5%，相对保留时间的 RSD 均小于 0.8%，说明

方法精密度良好。 

2.2.3  稳定性考察  将 S2 样品按“2.1”项下方法

制备溶液，按“2.2”项下色谱条件分别在 0、4、8、

16、24 h 测定样品溶液的色谱图，各主要色谱峰相

对峰面积的 RSD 均小于 2.0%，相对保留时间 RSD

均小于 1.0%，表明样品稳定性良好。 

2.2.4  重复性考察  按“2.1”项下方法平行制备 S2

样品溶液 5 份，按“2.2”项下色谱条件测试，5 份样

品色谱图相对峰面积的 RSD 均小于 3.0%，相对保留

时间 RSD 均小于 0.8%，表明方法重现性均良好。 

2.2.5  指纹图谱建立及部分峰的指认  15 批辽东

楤木叶按照“2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2”

项下色谱条件测试并采集 HPLC 信号。采用中药色

谱指纹图谱相似度评价系统 2012A 版将 15 批样品

的 HPLC 谱图进行分析，以 S10 号为参照图谱，设

定时间窗宽度为 0.5 min，进行图谱峰匹配。以中位

数法生成标准图谱和对照图谱。将分离度好、峰面

积占总峰面积比大于 0.5%的色谱峰作为共有峰，确

定 28 个共有峰。各共有峰保留时间相对稳定，具有

指纹图谱特征性，可以作为指纹成分群，见图 2。

相同条件下测试和采集 5 种三萜皂苷的 HPLC 信号

并进行比较，确定图谱中的 9 号峰是楤木皂苷Ⅳ， 
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9-楤木皂苷Ⅳ  10-楤木皂苷Ⅵ  13-楤木皂苷Ⅶ  22-楤木皂苷 TTP  23-楤木皂苷Ⅴ 

9-A. elata saponin Ⅳ  10-A. elata saponin Ⅵ  13-A. elata saponin Ⅶ  22-A. elata saponin TTP  23-A. elata saponin Ⅴ 

图 2  15 批辽东楤木叶药材的 HPLC-ELSD 指纹图谱 

Fig. 2  HPLC-ELSD fingerprint of 15 batches of A. elata leaves

10 号峰是楤木皂苷Ⅵ，13 号峰是楤木皂苷Ⅶ，22

号峰是楤木皂苷 TTP，23 号峰是楤木皂苷Ⅴ。指纹

图谱共有模式峰及已知成分的特征峰见图 2 中的 R

曲线。 

2.2.6  指纹图谱相似度分析  采用中药色谱指纹图

谱相似度评价系统 2012 版对 15 批辽东楤木叶样品

指纹图谱相似度进行评价，各批次药材从 S1～S15

与共有模式（R）之间的相似度分别为 0.936、0.932、

0.928、0.943、0.897、0.942、0.873、0.855、0.958、

0.961、0.905、0.926、0.937、0.910、0.912，说明不

同批次的药材各成分含量有较大差别。这可能是随

着生长时间的变化，皂苷的糖链发生变化所致；另

外，不同地区的气候条件差异也应该对成分含量有

很大影响。 

2.3  不同批次药材总皂苷及单体皂苷抗肿瘤作用 

2.3.1  抗肿瘤测试及分析方法   常规方法培养

A549、SMMC-7221、HT-29 肿瘤细胞，取对数生长

期的细胞，调整为 1×105个/mL 的混悬液，置于 96

孔板中，每孔 100 μL，在培养箱中培养 24 h 后，设

置样品组及空白组。样品组分别以质量浓度为 200、

100、50、25、12.5、6.25 mgL 的不同批次辽东楤木

叶总皂苷或质量浓度为 400、200、100、50、25、

12.5 mgL 的 5 种单体皂苷加入不同孔中，每孔 100 

μL，平行设置 6 个复孔，空白组加入 100 μL 培养

基。加样后培养 48 h，然后每孔加入 MTT 20 μL，

继续培养 4 h 后每孔加入二甲基亚砜 150 μL，摇匀，

490 nm 下测定吸光度（A）值。采用抑制率和半数

抑制浓度（half inhibitory concentration，IC50）表示

样品对细胞的抑制作用，再用 SPSS 20.0 分析样品

对肿瘤细胞作用的 IC50。 

细胞抑制率＝1－A 样品/A 空白 

2.3.2  不同批次药材及单体皂苷抗肿瘤效果   对

15 批辽东楤木叶药材提取的总皂苷抑制 A549、

SMMC-7221、HT-29 细胞生长进行测试及数理分

析，不同批次辽东楤木叶药材、几种单体皂苷对肿

瘤细胞株的抑制率及 IC50 的结果见表 2、3。 

从抑制率及 IC50看，辽东楤木叶药材抑制 A549

细胞的能力大小为 S8＞S9≈S10≈S11＞S3≈S12＞

S13＞S6≈S4＞S5＞S7＞S2＞S1＞S15＞S14。采收

于辽宁鞍山 8 月的 S14、辽宁抚顺 8 月的 S15、齐

齐哈尔 7 月的 S1、哈尔滨 8 月的 S2 及绥棱 8 月的

S7 对 A549 细胞的抑制作用较弱，其他批次样品对

A549 抑制作用均较强。 

辽东楤木叶药材抑制 SMMC-7221 细胞的能力
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表 2  辽东楤木叶药材对 A549、SMMC-7221 和 HT-29 细胞的抑制率及 IC50 

Table 2  Inhibition rate and IC50 of A. elata leaves on A549, SMMC-7221 and HT-29 cells 

批号 
质量浓度/ 

(mg·L−1) 

A549 细胞 SMMC-7221 细胞 HT-29 细胞 

抑制率/% IC50/(mg·L−1) 抑制率/% IC50/(mg·L−1) 抑制率/% IC50/(mg·L−1) 

S1 200 69.6 54.39 72.8 67.09 74.9 60.14 

 100 64.7 60.7 67.3 

 50 49.9 44.8 45.1 

 25 36.4 27.9 27.2 

 12.5 26.1 14.3 15.3 

 6.25 10.7 7.1 8.8 

S2 200 78.5 49.15 87.7 52.97 74.8 65.73 

 100 68.9 67.5 69.4 

 50 52.6 43.5 39.6 

 25 34.1 29.1 21.0 

 12.5 22.2 13.3 12.6 

 6.25 5.4 8.8 7.9 

S3 200 81.9 11.55 82.4 17.18 89.1 8.97 

 100 79.8 78.8 87.9 

 50 66.0 76.6 85.3 

 25 62.5 74.0 79.4 

 12.5 50.1 40.8 62.7 

 6.25 41.3 20.6 30.4 

S4 200 86.2 13.18 75.7 35.66 89.7 11.72 

 100 84.0 70.3 88.9 

 50 81.3 60.4 82.3 

 25 56.9 44.3 74.6 

 12.5 48.0 28.5 55.0 

 6.25 36.7 20.3 27.1 

S5 200 85.1 21.77 77.2 32.17 77.9 34.28 

 100 83.3 74.4 73.3 

 50 80.2 69.8 65.7 

 25 54.6 38.3 45.4 

 12.5 34.9 29.1 27.2 

 6.25 18.7 20.8 14.8 

S6 200 88.9 13.15 81.2 36.84 76.0 23.98 

 100 88.6 71.0 74.2 

 50 83.6 64.5 71.0 

 25 79.5 40.1 51.2 

 12.5 45.1 23.4 37.2 

 6.25 25.0 15.3 25.4 

S7 200 74.9 34.52 71.2 65.19 75.5 51.91 

 100 68.6 62.9 67.1 

 50 64.2 46.0 52.4 

 25 46.9 28.7 33.5 

 12.5 34.6 14.3 18.1 

 6.25 13.1 10.6 10.8 

S8 200 88.4 8.64 80.2 14.71 90.3 7.39 

 100 88.3 77.2 88.5 

 50 84.5 74.2 84.3 

 25 79.7 71.9 80.2 

 12.5 69.0 48.8 66.8 

 6.25 27.2 25.3 35.4 

S9 200 87.6 10.79 83.3 15.34 91.0 9.88 

 100 86.1 79.3 90.0 

 50 83.9 78.3 88.5 

 25 76.9 69.2 83.4 

 12.5 50.2 44.8 60.5 

 6.25 32.6 25.9 25.8 

S10 200 88.3 10.83 84.7 20.66 90.0 10.16 

 100 87.1 83.9 89.7 

 50 82.9 83.3 86.4 

 25 77.9 67.3 77.7 

 12.5 54.2 25.5 58.8 

 6.25 29.4 18.5 28.7 
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续表 2 

批号 
质量浓度/ 
(mg·L−1) 

A549 细胞 SMMC-7221 细胞 HT-29 细胞 
抑制率/% IC50/(mg·L−1) 抑制率/% IC50/(mg·L−1) 抑制率/% IC50/(mg·L−1) 

S11 200 87.0 10.90 76.3 40.19 89.6 11.05 
 100 84.1 73.3 88.8 
 50 75.6 72.5 85.3 
 25 69.0 35.6 72.9 
 12.5 64.2 17.6 56.0 
 6.25 28.0 9.9 29.3 

S12 200 86.9 11.89 78.5 42.45 86.1 15.58 
 100 85.5 76.2 83.9 
 50 84.6 56.7 74.6 
 25 79.5 30.5 61.4 
 12.5 55.7 22.4 45.9 
 6.25 22.1 15.3 29.3 

S13 200 85.3 12.19 77.6 48.93 78.8 36.57 
 100 85.4 72.5 75.7 
 50 84.5 59.9 65.4 
 25 76.9 28.2 39.7 
 12.5 52.4 12.3 23.5 
 6.25 24.5 10.6 13.9 

S14 200 65.3 78.43 69.9 79.13 73.0 56.82 
 100 51.3 54.3 65.1 
 50 43.8 39.5 53.9 
 25 39.9 27.3 29.5 
 12.5 15.8 17.9 16.1 
 6.25 3.9 5.8 9.7 

S15 200 86.4 62.25 66.9 85.13 64.0 62.16 
 100 79.2 52.3 59.7 
 50 28.1 41.7 50.5 
 25 15.3 25.1 38.6 
 12.5 9.9 16.3 25.2 

 6.25 2.1 6.5 11.3 

表 3  5 种单体皂苷对 A549、SMMC-7221 和 HT-29 细胞的抑制率及 IC50 

Table 3  Inhibition rate and IC50 of five monomer saponins on A549, SMMC-7221 and HT-29 cells 

皂苷 质量浓度/(mg·L−1) 
A549 细胞 SMMC-7221 细胞 HT-29 细胞 

抑制率/% IC50/(mg·L−1) 抑制率/% IC50/(mg·L−1) 抑制率/% IC50/(mg·L−1) 
楤木皂苷Ⅳ 400 58.1 274.72 53.9 265.61 58.8 404.79 
 200 38.5 47.4 27.9 
 100 33.4 34.6 21.5 
 50 28.4 20.6 15.7 
 25 20.6 12.6 10.1 
 12.5 4.5 6.5 4.8 
楤木皂苷Ⅵ 400 63.5 337.49 55.6 368.65 64.1 204.25 
 200 23.2 29.1 50.8 
 100 16.4 23.1 32.4 
 50 10.2 17.4 23.9 
 25 4.1 8.4 11.9 
 12.5 2.1 2.3 6.1 
楤木皂苷Ⅶ 400 38.9 594.92 48.2 419.40 46.8 416.39 
 200 29.3 33.3 35.6 
 100 24.8 22.2 32.2 
 50 16.1 10.4 24.6 
 25 5.2 7.9 13.5 
 12.5 2.7 2.7 4.7 
楤木皂苷 TTP 400 63.7 148.72 68.9 122.04 75.9 74.67 

 200 59.1 54.8 68.9 
 100 49.4 49.5 50.1 
 50 28.9 45.5 43.6 
 25 15.5 20.8 38.5 
 12.5 4.9 7.8 18.1 

楤木皂苷Ⅴ 400 69.3 183.32 56.6 188.85 72.6 148.21 
 200 50.6 51.9 50.4 
 100 32.1 40.7 39.4 
 50 27.2 28.3 35.1 
 25 12.5 17.5 21.8 
 12.5 3.3 6.9 6.4 
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大小为 S8＞S9＞S3＞S10＞S5＞S4≈S6＞S11＞

S12＞S13＞S2＞S7＞S1＞S14＞S15。其中，帽儿山

7 月的 S3 和凤凰山 7～9 月的 S8～S10 对 SMMC-

7221 细胞抑制作用较强。辽宁鞍山 8 月的 S14 及辽

宁抚顺 8 月的 S15 对 SMMC-7221 细胞的抑制效果

最弱，其他批次抑制作用相对较弱。 

辽东楤木叶药材抑制 HT-29 细胞的能力大小

为 S8＞S3＞S9＞S10＞S11≈S4＞S12＞S6＞S5＞

S13＞S7＞S14＞S1＞S15＞S2。其中，采收于帽儿

山 7、8 月的 S3、S4，凤凰山 7～9 月的 S8～S10，

吉林通化 7、8 月的 S11、S12，对 HT-29 细胞抑

制作用较强，其他批次抑制 HT-29 细胞作用相对

较弱。 

综合表 2 可见，不同批次药材总皂苷抑制肿瘤

效果随着浓度的增加而增强。样品抗肿瘤作用强弱

与采收地区及时间有一定的关系，从采收地区看，

凤凰山的辽东楤木叶总皂苷对 3 种肿瘤的抑制效果

均比较好，内在品质比较高。从采收时间来看，7 月

份的药材品质更好一些。 

由表 3 可见，楤木皂苷Ⅳ、Ⅵ、Ⅶ、TTP、Ⅴ

对 3 种肿瘤细胞的抑制作用效果都远不如总皂苷效

果好。这也证明了中药的药效作用是多成分协同作

用的结果，某个或某几个成分达不到药材整体的效

果。但是，每一个成分对中药整体药效发挥的贡献

应该有所不同。5 种单体成分中，楤木皂苷Ⅳ、Ⅵ

对 3 种肿瘤细胞的 IC50 均在 200 mg/mL 以上，抗肿

瘤效果较弱。楤木皂苷Ⅶ对 3 种肿瘤细胞的 IC50 均

在 400 mg/mL 以上，该单体效果很弱，可以认为无

实际应用意义。楤木皂苷 TTP 对 3 种肿瘤细胞的

IC50 均在 150 mg/mL 以下，抑制效果最好。楤木皂

苷Ⅴ对 3 种肿瘤细胞的 IC50 均在 200 mg/mL 以下，

效果仅次于楤木皂苷 TTP。5 种已知的三萜皂苷中，

楤木皂苷 TTP 和楤木皂苷Ⅴ应该对辽东楤木叶总皂

苷的抗肿瘤作用贡献程度较大。 

2.4  灰关联法分析指纹图谱与抗肿瘤效果之间的

相关性 

利用 Excel 2007 软件进行灰关联法分析 HPLC

指纹图谱与肿瘤抑制作用的相关性。将 15 批次辽

东楤木叶皂苷 HPLC 指纹图谱中各共有峰峰面积进

行均数化处理获取量化特征峰数据，特征峰数据为

各峰面积与各个峰平均面积的比值，用 Xi(k)表示，

作为比较序列。为了使灰关联分析中的参考序列与

比较序列呈正相关关系，将不同批次的辽东楤木叶

总皂苷对肿瘤细胞作用的 IC50值取倒数作为参考序

列，记为 X0(k)。则 X0(k)与 Xi(k)的关联系数用 ζ0i(k)

表示，ζ0i(k)反映 2 个被比较序列的相关程度。可由

公式（1）进行计算。式中∆i(k)＝ |X0(k)－Xi(k)|，

∆(min)和∆(max)分别表示所有比较序列绝对差中

的最小值与最大值，ρ 为分辨系数，ρ∈（0，1），

本研究选取 0.5[25]。按 2 个比较序列的关联系数的

均值计算获取关联度，以 γ0i 表示，见公式（2）。然

后以 γ0i 为纵坐标，各共有峰峰号为横坐标，使用

Origin Pro9.1 建立柱状图，可清晰不同峰成分对抗

肿瘤的贡献，见图 3。 
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图 3  指纹图谱中各共有峰与抑制 A549、SMMC-7221、HT-29 细胞作用的关联度 

Fig. 3  Correlation degree of each common peak in fingerprint with inhibition of A549, SMMC-7221 and HT-29 cells
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由图 3 可见，辽东楤木叶药材 HPLC 指纹图谱

中的各峰成分对于抑制不同肿瘤细胞株的关联度大

小不同，关联度为 0.488 5～0.810 3。各共有峰抑制

A549 细胞的关联序为 22＞23＞24＞8＞18＞14＞

16＞17＞21＞6＞2＞19＞1＞25＞26＞20＞9＞27＞

7＞15＞5＞10＞28＞3＞11＞4＞12＞13，关联度在

0.7 以上的峰成分有 11 种；抑制 SMMC-7221 细

胞的关联序为 22＞8＞23＞24＞18＞14＞2＞25＞

16＞21＞17＞6＞1＞19＞26＞20＞9＞5＞7＞27＞

15＞3＞11＞10＞28＞4＞13＞12，关联度在 0.7 以

上的峰成分有 11 种；抑制 HT-29 细胞的关联序为

16＞8＞22＞23＞14＞18＞2＞25＞17＞6＞21＞

19＞24＞26＞1＞20＞9＞27＞5＞7＞15＞3＞28＞

10＞11＞12＞4＞13，关联度在 0.7 以上的峰成分有

10 种。其中 2、8、14、16～18、21～24 号峰对 3 种

肿瘤细胞抑制作用关联度均在 0.70 以上，3、4、10～

13、15、28 号峰对 3 种肿瘤细胞抑制作用关联度均

在 0.60 以下，且 12、13 号峰成分对 3 种肿瘤细胞

抑制作用的关联度均为最小，都在 0.50 以下。 

指纹图谱中，9 号峰是楤木皂苷Ⅳ，对 3 种肿瘤

作用的关联度分别为 0.634 7、0.632 4、0.626 5。10

号峰是楤木皂苷Ⅵ，关联度分别是 0.572 8、0.558 8、

0.569 3。13号峰是楤木皂苷Ⅶ，关联度分别为0.488 2、

0.490 1、0.469 2。22 号峰是楤木皂苷 TTP，关联度

分别为 0.789 1、0.772 5、0.762 6。23 号峰是楤木皂

苷 V，关联度分别是 0.769 4、0.759 4、0.758 5。证

明单体成分抑制 3 种肿瘤细胞效果越强，则其指纹

峰与抗肿瘤效果间关联度值也越大。说明关联度越

大的峰成分，对辽东楤木叶总皂苷抑制肿瘤作用的

贡献越大。 

3  讨论 

在东北地区，5 月上旬，辽东楤木开始长出叶

芽，到 10 月上旬，叶基本变黄脱落。在本工作前

期，通过 TLC 及 HPLC 法对东北地区 5～9 月份辽

东楤木叶进行测试，确定 5、6 月的成分数量远小于

7～9 月，而 7～9 月成分数量基本一致，因此选择

7～9 月的辽东楤木叶作为建立指纹图谱的药材研

究对象。辽东楤木叶中以皂苷类成分为主[24]，皂苷

类物质往往无紫外吸收或只有微弱的末端紫外吸

收，因此用紫外检测器检测难以得到满意的结果，

而应用 ELSD 能够很好地检测皂苷类物质，因此采

用 HPLC-ELSD 法建立指纹图谱。本研究从东北三

省 9 个地区收集 15 批次辽东楤木叶药材，这些地

区相对来说具有比较丰富的辽东楤木资源，且地区

间距离较远，因此所选药材具有广泛性。前期考察

了常用色谱柱 Agilent HC-C18 柱、依利特 C18 柱、

Diamonsil C18 柱，甲醇-水、乙腈-水、甲醇-乙腈-水

溶液 3 种不同的溶剂系统，25、30、35 ℃下的柱温

色谱图，0.6、0.8、1.0 mL/min 的体积流量条件，也

考察了多组梯度洗脱程序，最终确定了本研究的色

谱条件用来建立指纹图谱。依据本色谱条件测试了

15 批药材的 HPLC-ELSD 谱，都能够稳定出现 28

个共有峰，但不同批次药材中各个峰成分含量有一

定差异，有些峰成分含量相差较大，表明生长期、

地理气候条件差异都对成分含量有很大影响。因此，

指纹图谱相似度评价中尽管各批次与共有模式间的

相似度均在 0.855 以上，但不同批次的某些药材之

间相似度比较小。 

从不同批次辽东楤木叶药材对 A549、SMMC-

7221 及 HT-29 细胞的抑制效果看，不同地区同一时

期的样品对肿瘤细胞生长抑制作用效果差别明显，

黑龙江凤凰山药材抗肿瘤作用效果明显好于其他地

区。同一地区、不同采收期的样品对相同肿瘤细胞

生长抑制作用整体表现出 7 月的药材好于 8、9 月。

因此黑龙江凤凰山区域 7 月份的药材表现最佳。当

然，是否黑龙江凤凰山地区 7 月份的药材品质最好

还需进一步考察才能明确。5 个归属峰单体皂苷对

3 种肿瘤细胞抑制作用均远不及辽东楤木叶总皂

苷。说明辽东楤木叶药材总皂苷的良好效果应是多

成分协同作用的结果。 

通过灰关联法将不同批次药材抗肿瘤效果与指

纹图谱中共有峰成分含量及数量联系到一起建立了

谱-效相关性。相关分析确定指纹图谱 28 个共有峰

成分对抗肿瘤作用均有一定关联。但 10 个关联度

大于 0.70 的峰成分更有望成为辽东楤木叶药材抗

肿瘤作用的质量控制成分或质量标志性成分。拟在

接下来的工作中分离出这些成分进行进一步考察。

5 个已知的三萜皂苷成分中，抗肿瘤效果较好、且

在谱-效关系中关联度也很大的楤木皂苷 TTP 和楤

木皂苷Ⅴ可成为辽东楤木叶作为抗肿瘤药材的质量

评价和控制的指标性成分来应用。而抗肿瘤效果较

弱、在谱-效关系中关联度也较小的楤木皂苷Ⅳ、Ⅵ、

Ⅶ不能作为含量测定时的指标性成分来应用。值得

关注的是指纹图谱中 12、13 号峰成分在各批次药

材中含量都相当高，是影响药材中总皂苷含量的重

要因素，但在谱-效相关性中关联度均很小，且本研
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究也证实 13 号峰成分对 3 种肿瘤细胞抑制作用都

特别弱。因此，认为这 2 个峰成分不能成为辽东楤

木叶的抗肿瘤作用质量评价成分。而含量高的成分

往往会直接影响着总皂苷在原药材中的含量多少，

由此也证明用总皂苷含量高低来评价辽东楤木叶的

质量优劣是不够科学的。 

本研究建立了辽东楤木叶化学指纹图谱，并在

此基础上将数理统计分析方法与抗肿瘤效应联合，

构建了以抗肿瘤作用为主要用途的辽东楤木叶的质

量综合评价方法，方法具有合理性、可靠性。若以

东北地区辽东楤木叶进行药用，建议于 7～9 月份

采收，且药材能够稳定出现指纹图谱里 28 个共有

峰成分或更多，表明皂苷类成分数量比较丰富、符

合标准。若作为抗肿瘤药材使用，在不少于指纹图

谱 28 个共有峰的基础上，共有峰中的 2、8、14、

16～18、21～24 峰成分含量高抗肿瘤效果会更好，

其中 22、23、8 号峰成分含量越大，且 12、13 号峰

成分含量越小，则越是质量较优的抗肿瘤药材。若

从本研究中涉及到的 5 个单体皂苷成分来看，楤木

皂苷 TTP 和楤木皂苷Ⅴ含量越高，且楤木皂苷Ⅳ、

Ⅵ、Ⅶ含量越低是质量较优的抗肿瘤药材。因此，

从本研究结果看，楤木皂苷 TTP 和楤木皂苷Ⅴ可以

视为辽东楤木叶抗肿瘤作用的质量控制成分。 

 志谢：完成工作过程，肖洪彬教授、王秋红教

授均提供帮助和指导。 
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