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基于整合 UPLC/Q-TOF-MS 技术-网络药理学-蛋白质组学的坤心宁颗粒 

质量标志物（Q-Marker）研究  
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摘  要：目的  采用超高效液相色谱-飞行时间质谱联用（UPLC/Q-TOF-MS）技术、网络药理学及蛋白质组学方法，对坤心

宁颗粒中的潜在质量标志物（quality markers，Q-Marker）进行预测分析，并建立坤心宁颗粒的质量评价方法。方法  采用

UPLC/Q-TOF-MS 技术对坤心宁颗粒及给药后大鼠血浆中的化学成分（入血成分）进行解析；应用蛋白质组学技术挖掘坤心

宁颗粒改善肾阴阳两虚型围绝经期综合征（perimenopausal syndrome，PMS）的关键信号通路；通过网络药理学对入血成分

进行靶点预测，联合蛋白质组学差异通路分析，确定坤心宁颗粒的潜在 Q-Marker；基于 HPLC 技术建立坤心宁颗粒中 8 种

Q-Marker 的定量方法，实现对坤心宁颗粒的质量评价。结果  UPLC/Q-TOF-MS 检测结合质谱数据及文献数据分析，鉴定出

坤心宁颗粒中 20 种入血成分，结合网络药理学和蛋白质组学技术最终确定梓醇、地黄苷 D、芍药苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

(−)-丁香树脂酚-4-O-β-D-呋喃芹糖基-(1→2)-β-D-吡喃葡萄糖苷、仙茅苷、淫羊藿苷和宝藿苷 I 共 8 种成分为坤心宁颗粒的 Q-

Marker；建立 HPLC 分析方法对 15 批坤心宁颗粒样品进行定量测定，结果显示各批样品中 8 种 Q-Marker 含量均保持稳定。

结论  借助多维分析技术确定了坤心宁颗粒中的 8 种潜在 Q-Marker，为其全面质量控制提供有效手段。 
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Abstract: Objective  The potential quality markers (Q-Marker) of Kunxinning Granules (KG, 坤心宁颗粒) were studied by 

UPLC/Q-TOF-MS technology, network pharmacology and proteomics, and the quality evaluation method of KG was established. 

Methods  UPLC/Q-TOF-MS technology was used to analyze the chemical components of KG and drug-containing plasma. The key 

signal pathway of KG in improving renal and yin-yang deficiency perimenopausal syndrome (PMS) was explored by proteomics. The 

potential Q-Marker of KG were determined by network pharmacology and proteomic differential pathway analysis. The quantitative 

method of eight Q-Marker in KG was established based on HPLC technology to realize the quality evaluation of KG. Results  

UPLC/Q-TOF-MS detection combined with mass spectrometry data and literature data analysis, identified 20 components in plasma 

from KG. Combined with network pharmacology and proteomics techniques, a total of eight components, including catalpol, 

rehmannioside D, paeoniflorin, calycosin-7-O--D-glucoside, (−)-syringaresinol-4-O--D-apiofuranosyl-(1→2)--D-glucopyranoside, 
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curculigoside, icariin and baohuoside I, were identified as the Q-Marker of KG. An HPLC analytical method was established to 

determine the contents of the eight Q-Marker in 15 batches of KG samples. The results indicated that the contents of the eight Q-

Marker in each batch of samples remained stable. Conclusion  With the aid of multi-dimensional analysis techniques, eight Q-Marker 

of KG were determined, providing an effective tool for its comprehensive quality control. 

Keywords: Kunxinning Granules; perimenopausal syndrome; Q-Marker; UPLC/Q-TOF-MS technology; network pharmacology; 

proteomics; catalpol; rehmannioside D; paeoniflorin; calycosin-7-O--D-glucoside; (−)-syringaresinol-4-O--D-apiofuranosyl-

(1→2)--D-glucopyranoside; curculigoside; icariin; baohuoside I 

 

更 年 期 综 合 征 又 名 围 绝 经 期 综 合 征

（perimenopausal syndrome，PMS），是指女性在绝经

前后出现的以潮热出汗、烦躁易怒、倦怠乏力、失

眠、骨质疏松等为特点的一组症候群[1-2]。关于 PMS

的中医病因病机存在多种学说，其中，肾气亏虚被

认为是本病的核心病机。中药多成分、多靶点、多

途径协同作用的特点，不仅能较为全面地改善 PMS

症状，更因其药性温和、不良反应少、治疗方案多

样化等特点，在 PMS 治疗中发挥着不可替代的作

用。坤心宁颗粒（Kunxinning Granules，KG，曾用名

为坤怡宁颗粒）由地黄、黄芪、仙茅、淫羊藿、赤

芍、合欢皮和石决明 7 味中药组成，具有温阳养阴、

益肾平肝的功效，是治疗中医辨证属肾阴阳两虚证

型 PMS 的中药创新药（国药准字 Z20210006）[3]。

目前，坤心宁颗粒的质量标准中仅对臣药淫羊藿中

的淫羊藿苷和佐药赤芍中的芍药苷进行定量测定，

缺少其他药味的含测指标，因此，建立一种覆盖更

为全面、药材专属性更强、与药物有效性关联度更

高的坤心宁颗粒多指标定量测定方法，对保证坤心

宁颗粒的疗效和安全性有重大意义。 

本研究采用 UPLC/Q-TOF-MS 技术，解析坤心

宁颗粒的化学物质组成及其入血成分，通过肾脏蛋

白质组学信息，明确坤心宁颗粒起效的核心信号通

路，联合网络药理学预测入血成分的潜在靶点，通

过关联分析构建“成分-靶点-通路”网络，确定坤心

宁颗粒的潜在质量标志物（quality markers，Q-

Marker）；建立基于 HPLC 技术的 Q-Marker 定量测

定方法，为坤心宁颗粒质量标准完善提供依据，也

为其他中药复方 Q-Marker 的研究提供新思路。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

LC-20AT 型高效液相色谱仪、SPD-20A 型检测

器，日本岛津公司；Mikro 220R 型台式高速冷冻离

心机，德国 Hettich 公司；Q-TOFG2-XS 型液质联用

仪，美国 Waters 公司；XS105DU 型微量天平，美

国 Mettler Toledo 公司。 

1.2  数据库及软件 

GeneCards 数据库（https：//www.genecards.org/）；

UniProt 数据库（http：//www. uniprot.org/）；SuperPred

（https://prediction.charite.de/）；PubChem（https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/pccompound）；STRING（ https:// 

string-db.org/）；Cytoscape 软件（3.8.0 版）。 

1.3  药品与试剂 

15 批坤心宁颗粒，批号 20230401、20230501、

20231201、20231202、20231203、20231204、20231205、

20240301、20240302、20240303、20240304、20240305、

20240306、20240307、20240308，依次编号 S1～S15，

由天士力医药集团股份有限公司提供，规格为 6 g/

袋；对照品毛蕊异黄酮葡萄糖苷（货号 ST08820120，

批号 6925，质量分数 99.1%）、地黄苷 D（货号

ST11190120，批号 13681，质量分数 99.5%）、梓醇

（货号 ST03400120，批号 15267，质量分数 99.5%）、

淫羊藿苷（货号 ST00800120，批号 15251，质量分

数 99.6%）、仙茅苷（货号 ST02910120，批号 16345，

质量分数 99.7%）、宝藿苷 I（货号 ST07960120，批

号 15898，质量分数 98.7%）和(−)-丁香树脂酚-4-O-

β-D-呋喃芹糖基-(1→2)-β-D-吡喃葡萄糖苷［(−)-

syringaresinol-4-O--D-apiofuranosyl-(1→2)--D-glu- 

copyranoside，SAG，货号 ST16670120，批号 10807，

质量分数 98.7%］购自上海诗丹德标准技术服务有

限公司；对照品芍药苷（货号 S31585，批号

M22HS179898，质量分数 99.0%）购自上海源叶生

物科技有限公司；甲醇（色谱纯）和乙腈（色谱纯）

购自天津康科德科技有限公司；大鼠血清雌二醇

（货号 CEA461Ge，批号 L240611381）、孕酮（货号

CEA459Ge，批号 L230515673）、促卵泡激素（follicle- 

stimulating hormone，FSH，货号 CEA830Ra，批号

L2310311698）和黄体生成素（luteinizing hormone，

LH，货号 CEA441Ra，批号 L230622015）的 ELISA

检测试剂盒购自武汉云克隆科技股份有限公司。 

1.4  动物 

SPF 级 SD 雌性 8 周龄大鼠，购自北京维通利



 中草药 2025 年 2 月 第 56 卷 第 3 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 February Vol. 56 No. 3 ·845· 

    

华有限公司，实验动物生产许可证号为 SCXK（京）

2021-0006。实验动物均饲养于南开大学实验动物中

心，饲养环境温度 20～25℃，相对湿度 40%～60%，

每 12 h 循环照明，所有动物均正常饲养，自由饮水、

进食。本研究所开展动物实验得到南开大学动物伦

理委员会批准，批准号 2023-SYDWLL-000583。 

2  方法与结果 

2.1  坤心宁颗粒体内暴露成分解析 

采用 UPLC/Q-TOF-MS 技术对坤心宁颗粒样品

的化学成分和坤心宁颗粒给药后大鼠血浆样本进

行分析。 

2.1.1  坤心宁颗粒供试品溶液的制备  取坤心宁

颗粒 2 袋，研细，取约 1 g，精密称定，置于 50 mL

量瓶中，加甲醇约 40 mL，超声（功率 300 W、频

率 50 kHz）处理 30 min，取出，放冷，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得坤心宁颗粒

供试品溶液。 

2.1.2  血浆样本供试品溶液的制备  取适应性喂

养 1 周后的 SPF 级 SD 雌性大鼠，按 30 g/kg 的生

药量 ig 给予坤心宁颗粒。分别在给药前以及给药后

0.5、1、2、4 h 对大鼠进行眼眶后静脉丛取血，血

样在 4 ℃、3 500 r/min 离心（离心半径为 8.5 cm）

15 min，取上清液即得血浆。取给药后不同时间段

的血浆各 200 μL，混合均匀，加入 3 倍体积的色谱

纯甲醇，涡旋 5 min 沉淀蛋白质，混悬液在 4 ℃、

12 000 r/min 离心（离心半径为 8.5 cm）10 min。取

上清液于 EP 管中，37 ℃条件下氮气吹至干燥。残

渣用 1 mL 50%甲醇复溶，12 000 r/min 离心 10 min，

取上清置于进样瓶中，即得血浆样本供试品溶液，

备用。空白血浆进行同样操作。 

2.1.3  色谱条件  色谱柱为 Acquity UPLC BEH C18

柱（100 mm×2.1 mm，1.7 µm）；柱温为 30 ℃；流

动相为 0.1%甲酸水溶液-乙腈，梯度洗脱：0～3 min，

5%～10%乙腈；3～4 min，10%～18%乙腈；4～10 

min，18%～22%乙腈；10～13 min，22%～24%乙

腈；13～18 min，24%～26%乙腈；18～20 min，

26%～28%乙腈；20～23 min，28%～45%乙腈；23～

26 min，45%～65%乙腈；26～29 min，65%～95%

乙腈；29～31 min，95%～5%乙腈；体积流量 0.3 

mL/min；进样量 2.0 µL。 

2.1.4  质谱条件  采用正、负离子扫描模式，扫描

范围 m/z 100～1 500，离子源采用电喷雾离子源

（ESI），离子源温度为 100 ℃，离子源电压为 2.5 kV

（正）/−3.0 kV（负）；气帘气体积流量 50 L/h，脱溶

剂气温度 250 ℃，脱溶剂气体积流量 600 L/h，雾

化器压力 310.264 kPa（45 psi），源偏移电压 80 V，

锥孔电压 40 V，补偿电压 80 V。全信息串联质谱

（mass spectrometry with elevated energy，MSE）扫描

模式检测，低能量扫描时传输碰撞能量为 6 eV，高

能量扫描时传输碰撞能量为 20～50 eV。采用质量

浓度为 500 ng/mL 的亮氨酸-脑啡肽进行质量数实时

校正。亮氨酸-脑啡肽在 ESI+、ESI−模式下的 m/z 分

别为[M＋H]+ 556.277 1 和[M－H]− 554.261 5。采用

Mass Lynx V4.2 软件对正、负离子模式下样本的质

谱峰进行分析。 

2.1.5  坤心宁颗粒样品中化学成分及其给药后大

鼠血浆中成分（入血成分）的确定  正、负离子模

式下坤心宁颗粒样品和给药后血浆样本的基峰离

子强度（base peak intensity，BPI）色谱图如图 1、

2 所示。经数据库匹配分析、化合物精确相对分子

质量、碎片离子峰、色谱保留时间比对，在血浆样

本中共鉴定出 20 种成分（表 1），其中愈创木酚、

芍药苷、芒柄花苷、汉黄芩素、毛蕊异黄酮、金丝

桃苷、芒柄花黄素、丹皮酚、芍药新苷、朝藿苷丙、

梓醇、黄芪甲苷、宝藿苷 I、对羟基肉桂酸、染料木

苷和刺甘草查耳酮共 16 个原型成分，以及(−)-丁香

树脂酚、宝藿素、苔黑酚葡萄糖苷、去水淫羊藿素

4 个代谢产物（分别为 SAG、宝藿苷 I、仙茅苷、淫

羊藿苷的体内代谢产物）。 

2.2  坤心宁颗粒治疗 PMS 的蛋白质组学分析 

2.2.1  坤心宁颗粒治疗 PMS 的药效学评价  取 SD

雌性大鼠 18 只，适应性喂养 1 周后，分为对照组、

模型组和坤心宁颗粒组，每组 6 只。对模型组和坤

心 宁 颗 粒 组 大 鼠 进 行 双 侧 卵 巢 摘 除 手 术

（ovariectomy，OVX），对照组大鼠摘除等体积脂肪

进行假手术。造模成功后，对坤心宁颗粒组大鼠按

24 g/kg（生药量）的剂量连续 ig 28 d，模型组和对

照组大鼠给予等量饮用纯净水（娃哈哈）。实验末

期，大鼠禁食 12 h 后，用 10%水合氯醛溶液进行 ip

麻醉，取腹主动脉血清，应用 ELISA 检测试剂盒检

测大鼠血清雌二醇、孕酮、FSH 和 LH 的水平。采

用 GraphPad Prism 9 软件进行统计学处理，使用 t

检验对单次比较数据进行统计，P＜0.05 认为具有显

著性差异。结果如表 2 所示。坤心宁颗粒有效逆转

去势大鼠血清雌二醇和孕酮下降（P＜0.05、0.001），

减少 FSH、LH 水平（P＜0.01、0.001），表明坤心宁 
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图 1  UPLC/Q-TOF-MS 正、负离子模式下坤心宁颗粒样品的 BPI 色谱图 

Fig. 1  BPI chromatograms of KG sample in UPLC/Q-TOF-MS positive and negative ion modes 

 

 

红色标注表示原型入血的成分。 

Red marks indicate components of prototype into blood. 

图 2  UPLC/Q-TOF-MS 正、负离子模式下坤心宁颗粒给药后血浆样本的 BPI 色谱图 

Fig. 2  BPI chromatogram of plasma after KG administration in UPLC/Q-TOF-MS positive and negative ion modes 

颗粒能够改善 PMS 性激素紊乱状态。 

2.2.2  坤心宁颗粒治疗 PMS 的差异蛋白分析  为

探索坤心宁颗粒治疗 PMS 的潜在机制，本研究对

坤心宁颗粒治疗后的双侧 OVX 大鼠肾脏进行蛋白

质组学检测。取大鼠左肾样本约 1 g，通过蛋白质提

取、酶切、液相色谱-质谱串联分析、数据库检索分

析、生物信息分析等技术的有机结合，对肾脏样本

采用四维数据独立采集（ four-dimensional data-

independent acquisition，4D-DIA）蛋白质组学技术

进行定量蛋白质组学分析研究（由武汉迈维代谢生

物科技股份有限公司完成）。正交偏最小二乘-判别

分析（orthogonal partial least squares discriminant 

analysis，OPLS-DA）结果（图 3-A）显示，对照组、 

模型组及坤心宁颗粒组大鼠肾脏蛋白具有明显的组 
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表 1  坤心宁颗粒入血成分鉴定结果 

Table 1  Identification results of absorption components in KG plasma 

序号 
tR/ 

min 
母离子 

m/z 

理论值 

m/z 

实测值 

误差 

(×10−6) 
分子式 化合物 碎片离子 来源 

参考 

文献 

1 0.92 [M－H]− 397.097 6 397.094 2 8.68 C22H22O7 宝藿素 baohuosu◆ 268.804 0, 259.017 6, 191.019 3 淫羊藿 4 

2 4.21 [M＋Na]+ 309.095 0 309.071 4 7.64 C13H18O7 苔黑酚葡萄糖苷 orcinol glucoside◆ 125.057 3 仙茅 5 

3 4.31 [M＋H]+ 125.051 4 125.050 4 7.92 C7H8O2 愈创木酚guaiacol 110.028 6 仙茅 6 

4 4.84 [M－H]− 417.144 9 417.143 8 2.66 C22H26O8 (−)-丁香树酯酚(−)-syringaresinol◆ 181.054 8 合欢皮 7 

5 6.68 [M＋HCOO]− 525.168 0 525.168 8 1.52 C23H28O11 芍药苷paeoniflorine 449.152 4, 327.111 9, 165.058 1, 121.030 5 赤芍 8 

6 6.79 [M＋HCOO]− 475.124 0 475.123 1 1.89 C22H22O9 芒柄花苷ononin 267.064 9 黄芪 9 

7 7.53 [M＋H]+ 285.050 1 285.052 5 8.35 C16H13O5 汉黄芩素wogonin 270.033 4, 183.034 5 黄芪 10 

8 7.56 [M－H]− 283.062 9 283.061 8 3.90 C16H12O5 毛蕊异黄酮calycosin 268.039 1, 239.035 5, 211.040 3, 195.047 7 黄芪 11 

9 9.02 [M－H]− 463.091 5 463.089 6 4.10 C21H20O12 金丝桃苷hyperoside 300.028 0, 271.027 7, 255.032 3, 151.004 0 淫羊藿 4 

10 10.88 [M－H]− 163.041 4 163.041 2 1.04 C9H8O3 对羟基肉桂酸 p-hydroxy-cinnamic acid 119.049 5 淫羊藿 4 

11 12.11 [M＋H]+ 269.060 4 269.062 3 7.09 C16H13O4 芒柄花黄素formononetin 254.039 0, 237.039 9 黄芪 11 

12 12.41 [M＋Na]+ 385.097 6 385.098 8 3.19 C15H22O10 梓醇catalpol 355.085 1, 223.087 9, 203.053 9 地黄 12 

13 13.88 [M＋H]+ 167.059 4 167.058 8 7.18 C9H10O3 丹皮酚paeonol 149.006 1, 124.892 5, 121.029 7 赤芍 13 

14 13.90 [M＋Na]+ 485.105 3 485.101 2 8.49 C23H26O10 芍药新苷lactiflorin  105.028 5 赤芍 14 

15 14.76 [M＋HCOO]− 477.106 5 477.104 7 3.98 C21H20O10 染料木苷genistin 477.142 2, 431.099 8, 301.037 6, 269.045 6, 167.763 4 黄芪 15 

16 19.33 [M＋H]+ 369.113 2 369.113 5 0.81 C21H20O6 去水淫羊藿素icaritin◆ 313.237 8, 243.167 2, 135.107 5 淫羊藿 16 

17 20.37 [M－H]− 269.084 0 269.082 4 5.95 C16H14O4 刺甘草查尔酮echinatin 269.140 3, 225.149 4, 181.159 4, 125.096 1 黄芪 17 

18 20.56 [M－H]− 879.307 5 879.306 1 1.57 C41H52O21 朝藿苷丙 korepimedoside C 717.243 2, 367.123 2 淫羊藿 10 

19 24.24 [M＋HCOO]− 829.458 6 829.465 0 7.72 C45H56O23 黄芪甲苷astragaloside Ⅳ 783.366 1 黄芪 18 

20 26.21 [M－H]− 513.183 2 513.182 6 1.26 C27H30O10 宝藿苷I baohuoside I 366.115 6, 351.090 3, 323.094 9, 217.052 8 淫羊藿 4 

◆表示坤心宁颗粒中成分的体内代谢产物。 

◆ Representative metabolites in vivo of KG components. 

表 2  坤心宁颗粒对 PMS 大鼠血清性激素水平的影响 ( x s , n = 6) 

Table 2  Impact of KG on serum sex hormone levels in PMS rats ( x s , n = 6) 

组别 雌二醇/(ng∙L−1) 孕酮/(ng∙mL−1) FSH/(IU∙L−1) LH/(ng∙mL−1) 

对照 96.283±9.071 25.745±2.609 20.330±1.375 2.431±0.959 

模型 25.752±2.543### 19.904±2.040## 39.756±2.510### 6.426±1.034### 

坤心宁颗粒 58.789±3.441*** 23.406±2.255* 24.478±3.005*** 3.860±0.620** 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

间差异。在大鼠肾脏中共定量检测到 11 385 种蛋白

质；与对照组相比，模型组有 433 种蛋白质表达上

调，379 种蛋白质表达下调；在给予坤心宁颗粒治

疗后，有 325 种蛋白质相较于模型组上调，302 种

下调（图 3-B）。 

进一步的差异蛋白热图分析结果（图 4）显示，

共有 301 种蛋白质在坤心宁颗粒干预后发生转归。 

2.3  基于网络药理学和蛋白质组学的坤心宁颗粒

的 Q-Marker 确定 

2.3.1  基于网络药理学的坤心宁颗粒入血成分潜

在靶点蛋白预测  利用 PubChem 检索入血成分的

SMILES，将检索到的 SMILES 导入 SuperPred 预测

各成分的潜在靶点，汇总可能性前 80%的靶点基

因，使用 UniProt 数据库进行蛋白质基因名转换，

得到 101 个坤心宁颗粒入血成分的潜在蛋白靶点。 

2.3.2  疾病相关蛋白筛选  将在 GeneCards 中检索

到的“syndrome of deficiency of both kidney yin and 

kidney yang”和“perimenopausal syndrome”相关性

得分（relevance score）＞10 的蛋白取交集，得到 79

个肾阴阳两虚型 PMS 的疾病靶点（图 5）。将坤心

宁颗粒预测的靶点和疾病靶点取交集并导入

STRING 数据库，构建蛋白质-蛋白质相互作用

（protein-protein interaction，PPI）网络。 

2.3.3  坤心宁颗粒“成分-靶点-通路”多维网络分析 
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A-OPLS-DA 分析；B-各组差异蛋白统计图。 

A-OPLS-DA analysis; B-statistical map of different proteins in each group. 

图 3  蛋白质组学 OPLS-DA 和差异蛋白数量统计 

Fig. 3  OPLS-DA and differential protein number statistics 

of proteomics 

将蛋白质组学分析得到的前 20 条差异通路上的蛋

白质，与各成分可能调节肾阴阳两虚型 PMS 的靶

点取交集，得到各成分调节肾阴阳两虚型 PMS 的

22 个关键靶点（图 6）。 

2.3.4  基因本体（gene ontology，GO）功能富集分

析和京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia 

of genes and genomes，KEGG）通路富集分析  利

用GO数据库和KEGG数据库对坤心宁颗粒干预后

发生转归的 301 种蛋白质进行富集分析。 

GO 富集分析结果（图 7）显示，坤心宁颗粒干

预后，在生物过程（biological process）方面主要影

响信号转导（signal transduction）、细胞黏附（cell 

adhesion）和RNA聚合酶 II对转录的调节（regulation 

of transcription by RNA polymerase II）等；在细胞组

件（cellular component）方面主要调控谷氨酸能突触

（glutamatergic synapse）、细胞膜的组成部分（integral 

components of plasma membrane）、神经元细胞体

（neuronal cell body）、锚定连接（anchoring junction）

等；在分子功能（molecular function）方面主要影响

锌离子结合（zinc ion binding）、钙离子结合（calcium 

ion binding）和蛋白质同二聚化活性（protein 

 

图 4  差异蛋白热图 

Fig. 4  Heatmap of differential proteins 

 

图 5  坤心宁颗粒治疗 PMS 潜在靶点韦恩图 

Fig. 5  Venn diagram of potential targets of KG in treating 

PMS 

homodimerization activity）等。 

KEGG 通路富集分析结果（图 8）显示，坤心宁

颗粒干预后主要影响神经活性配体-受体相互作用

（neuroactive ligand-receptor interaction）、谷氨酸能

突触（glutamatergic synapse）、钙信号通路（calcium 

signaling pathway）、化学致癌作用-受体激活 
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图 6  坤心宁颗粒治疗 PMS 关键靶点韦恩图 

Fig. 6  Venn diagram of key targets of KG in treating PMS 

（chemical carcinogenesis-receptor activation）、细胞黏

附分子（cell adhesion molecules）等 20 条显著差异

通路（P＜0.05）。 

2.3.5  坤心宁颗粒Q-Marker的确定  使用Cytoscape

软件对网络药理学预测的靶点与蛋白质组学中坤

心宁颗粒干预影响的 KEGG 通路进行可视化处理，

结果如图 9 所示，整个可视化网络由 3 个层面组成，

第 1 层为 20 种坤心宁颗粒入血成分，根据其结构

类型分为 3 个不同组别（黄酮类、酚酸和木脂素类， 

 

图 7  GO 功能富集分析 

Fig. 7  GO functional enrichment analysis 

皂苷、萜类和其他类）；第 2 层为 20 种成分预测得

到的靶点蛋白以及 PPI 网络；第 3 层为蛋白质组学

分析得到的受坤心宁颗粒影响的关键途径，主要涉

及调控神经传导、能量代谢、内分泌和类固醇的生

物合成 4 种功能。使用 Cytoscape 中 analyze network

功能对可视化网络中的入血成分进行拓扑参数筛

选，将成分按照与 22 个关键靶点蛋白的连接度值进

行排序，结果见表 3。度值越高表示该成分越有可

能是坤心宁颗粒治疗肾阴阳两虚型 PMS 的主要活

性成分，结合《中国药典》2020 年版中规定的熟地

黄药材含量测定成分[19]，最终确定梓醇（地黄）、地

黄苷 D（地黄）、芍药苷（赤芍）、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷（黄芪）、SAG（合欢皮）、仙茅苷（仙茅）、淫

羊藿苷（淫羊藿）和宝藿苷 I（淫羊藿）共 8 种成

分，为坤心宁颗粒中体现有效性、可溯源性、药材

特有性的 Q-Marker。 

2.4  坤心宁颗粒中 Q-Marker 定量测定 

2.4.1  对照品溶液的制备  分别取梓醇、地黄苷 D、 
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图 8  KEGG 通路富集分析 

Fig. 8  KEGG pathway enrichment analysis 

 

图 9  坤心宁颗粒“成分-靶点-通路”可视化网络 

Fig. 9  “Component-target-pathway” visual network of KG 

芍药苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、SAG、仙茅苷、淫

羊藿苷 7 种对照品适量，精密称定，加甲醇制成质

量浓度分别为 2.000、2.000、4.125、0.100、0.240、

0.100、1.000 mg/mL 的对照品储备液；取宝藿苷 I

对照品适量，精密称定，加乙腈制成质量浓度为

0.180 mg/mL 的对照品储备液。精密量取上述对照

品储备液各 0.50 mL，混合均匀后得到混合对照品

溶液。 

2.4.2  供试品溶液的制备  同“2.1.1”项下操作。 

2.4.3  色谱条件  岛津 LC-20AT 高效液相色谱仪；

Phenomenex® NX-C18 110Å 色谱柱（250 mm×4.6 

mm，5 μm）；流动相为水-乙腈，梯度洗脱：0～20 

min，3%～10%乙腈；20～25 min，10%～20%乙腈；

25～45 min，20%～40%乙腈；45～55 min，40%～

50%乙腈；55～65 min，50%～70%乙腈；65～70 

min，70%～85%乙腈；70～72 min，85%～100%乙

腈；进样量 20 μL；检测波长 210 nm；体积流量 1 

mL/min；柱温 28 ℃。 

2.4.4  系统适用性考察  取“2.4.1”项下制备的混

合对照品溶液和各单一成分对照品储备液，按照 
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表 3  入血成分与坤心宁颗粒关键靶点蛋白连接度值统计 

Table 3  Statistical analysis of connection degree between 

absorption components and key target proteins of KG 

入血成分 连接度值 入血成分 连接度值 

黄芪甲苷 8 芒柄花黄素 2 

苔黑酚葡萄糖苷 4 芍药新苷 2 

毛蕊异黄酮 4 去水淫羊藿素 2 

(−)-丁香树酯酚 3 刺甘草查耳酮 2 

芍药苷 3 朝藿苷丙 2 

梓醇 3 愈创木酚 1 

宝藿苷 I 3 丹皮酚 1 

芒柄花苷 2 染料木苷 1 

金丝桃苷 2 宝藿素 1 

对羟基肉桂酸 2 汉黄芩素 0 
 

“2.4.3”项下色谱条件进行测定，色谱图如图 10、

11 所示，结果表明 8 种成分分离度良好，保留时间

适中，可用于后续分析。 

2.4.5  线性关系考察  用色谱纯甲醇将“2.4.1”项

下的混合对照品溶液配成系列质量浓度的混合对

照品溶液，用 0.22 μm 微孔滤膜滤过后进样分析。

根据 HPLC 测定结果，对不同质量浓度下各对照品

的峰面积进行积分，以各色谱峰峰面积（Y）对各成

分的质量浓度（X）进行线性回归分析，结果见表 4。

梓醇、地黄苷 D、芍药苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

SAG、仙茅苷、淫羊藿苷和宝藿苷 I 在各自线性范

围内质量浓度与峰面积线性关系良好。 

2.4.6  精密度考察  取同一批次坤心宁颗粒样品

（S1），按照“2.1.1”项下方法制备供试品溶液 1 份，

按照“2.4.3”项下色谱条件进行测定，连续进样 6

次，记录各 Q-Marker 的峰面积并计算其 RSD。结

果（表 4）显示，8 个 Q-Marker 峰面积的 RSD 均≤

2.83%，表明该仪器和实验方法精密度良好。 

 

1-梓醇；2-地黄苷 D；3-芍药苷；4-毛蕊异黄酮葡萄糖苷；5-SAG；

6-仙茅苷；7-淫羊藿苷；8-宝藿苷 I；图 11 同。 

1-catalpol; 2-rhmannioside D; 3-paeoniflorin; 4-calycosin glucoside; 

5-SAG; 6-curculigoside; 7-icariin; 8-baohuoside I; same as figure 11. 

图 10  混合对照品及各单一成分对照品 HPLC 图 

Fig. 10  HPLC chromatogram of mixed reference 

substance and single reference substance 

 

图 11  混合对照品 (a) 与典型坤心宁颗粒样品 (b) 的

HPLC 图 

Fig. 11  HPLC of mixed reference substances (a) and 

representative KG sample (b) 

2.4.7  稳定性考察  取同一批次坤心宁颗粒样品

（S1），按照“2.1.1”项下方法制备供试品溶液 1 份，

分别于室温下放置 2、4、8、12、16、24 h 后，按

照“2.1.4”项下色谱条件进样分析，记录各 Q-Marker

的峰面积并计算其 RSD。结果（表 4）显示，8 个

Q-Marker 峰面积的 RSD 均≤2.87%，表明供试品溶

液在室温条件下 24 h 内稳定性良好。 

2.4.8  重复性考察  按照“2.1.1”项下方法平行制 

表 4  方法学验证数据 

Table 4  Data of methodological validation 

成分 线性回归方程 r 线性范围/(μg∙mL−1) 
RSD/% 加样回收率/% 

精密度 稳定性 重复性 平均值 RSD 

梓醇 Y＝2 483.113 2 X＋10 483.786 1 0.999 9 7.812 5～250.000 0 0.47 0.62 0.42 102.0 4.52 

地黄苷 D Y＝2 297.325 4 X＋29 827.696 5 0.999 9 7.812 5～250.000 0 2.76 2.85 0.74 103.3 3.51 

芍药苷 Y＝8 874.629 6 X＋3 361.130 9 0.999 9 16.112 5～515.600 0 2.48 2.87 0.32 102.9 3.67 

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 Y＝95 886.523 7 X－7 239.418 3  0.999 9 0.390 6～12.500 0 2.83 2.67 0.49 96.5 2.96 

SAG Y＝227 071.850 7 X－19 884.759 9  0.999 9 0.937 5～30.000 0 0.93 1.03 0.85 97.9 2.61 

仙茅苷 Y＝85 046.922 9 X－5 623.302 1  0.999 8 0.390 6～12.500 0 1.16 1.04 1.02 97.6 4.72 

淫羊藿苷 Y＝58 051.800 8 X－16 138.997 7  0.999 9 3.906 3～125.000 0 1.57 1.61 0.96 99.1 4.34 

宝藿苷 I Y＝98 229.216 9 X－10 624.613 5  0.999 9 0.703 1～22.500 0 2.66 1.94 0.78 97.3 6.49 
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备 6 份供试品溶液，按照“2.4.3”项下色谱条件进

行 HPLC 分析，计算样品中各 Q-Marker 质量分数

的 RSD。结果（表 4）表明，各 Q-Marker 质量分数

的 RSD 均≤1.02%，表明该方法重复性良好。 

2.4.9  准确度考察  准确度考察采用加样回收试

验进行评价。取同一批次已测定 8 种成分含量的样

品（S1）6 份，每份 1 g，精密称定，分别加入具塞

锥形瓶中，精密加入 1 mL 混合对照品溶液（与样

品中 8 种待测成分相同含量的混合对照品溶液），

按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液。按“2.4.3”

项下色谱条件进行 HPLC 测定，记录峰面积，计算

得到各Q-Marker 的平均加样回收率和RSD见表 4。

结果表明，各 Q-Marker 的平均加样回收率在

96.5%～103.3%，RSD 均≤6.49%，表明该方法准确

度良好。 

2.4.10  不同批次坤心宁颗粒中 Q-Marker 定量测定  

按照“2.1.1”项下方法制备各批坤心宁颗粒样品的

供试品溶液，按照“2.4.3”项下色谱条件进行测定，

按外标法计算 15 批坤心宁颗粒中各 Q-Marker 的含

量。混合对照品和典型坤心宁颗粒样品的 HPLC 色

谱图如图 11 所示，同一色谱条件下坤心宁颗粒中梓

醇、地黄苷 D、毛蕊异黄酮葡萄糖苷等 8 种成分分离

度良好，8 种成分的定量测定结果见表 5。坤心宁颗

粒中梓醇、地黄苷 D、芍药苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

SAG、仙茅苷、淫羊藿苷和宝藿苷 I 的质量分数分

别在 3.585 4～4.914 1、0.386 9～0.824 7、9.320 1～

15.761 4、0.387 9～0.603 9、0.080 2～0.139 5、   

0.353 8～0.652 0、1.988 6～2.946 7、0.092 9～0.128 9 

mg/g。其中，梓醇、芍药苷和淫羊藿苷的含量相对

较高，SAG 和宝藿苷 I 的含量相对较低。 

表 5  15 批坤心宁颗粒中 Q-Marker 定量测定结果 

Table 5  Content determination results of Q-Marker in 15 batches of KG 

批次 
质量分数/(mg∙g−1) 

梓醇 地黄苷 D 芍药苷 毛蕊异黄酮葡萄糖苷 SAG 仙茅苷 淫羊藿苷 宝藿苷 I 

S1 4.019 7 0.424 7 7.234 0 0.364 7 0.110 2 0.289 0 2.246 2 0.095 4 

S2 3.622 9 0.400 4 6.974 8 0.456 0 0.111 4 0.412 6 2.946 7 0.092 9 

S3 4.106 9 0.449 5 7.102 2 0.503 3 0.092 7 0.451 6 2.747 3 0.115 0 

S4 4.418 6 0.563 2 7.260 4 0.425 6 0.080 2 0.438 7 2.356 3 0.099 9 

S5 4.647 8 0.449 5 7.173 1 0.492 8 0.092 7 0.451 6 2.744 2 0.115 0 

S6 4.550 5 0.476 1 8.245 5 0.425 6 0.080 2 0.356 4 2.356 3 0.099 9 

S7 3.688 5 0.563 3 7.594 8 0.387 9 0.094 1 0.430 9 2.160 3 0.094 4 

S8 3.585 4 0.536 5 7.626 9 0.497 4 0.155 2 0.518 4 2.525 2 0.114 6 

S9 4.173 2 0.386 9 6.616 2 0.468 3 0.107 4 0.469 5 2.295 1 0.099 4 

S10 3.957 0 0.476 8 7.298 5 0.590 8 0.117 5 0.559 0 2.517 5 0.095 1 

S11 3.713 7 0.530 3 7.174 5 0.512 4 0.112 2 0.652 0 2.302 4 0.103 5 

S12 3.996 7 0.529 9 7.321 7 0.535 5 0.133 5 0.548 4 2.095 1 0.089 4 

S13 3.858 8 0.584 4 7.754 8 0.571 2 0.120 9 0.494 6 2.053 1 0.128 9 

S14 3.950 7 0.676 5 7.010 9 0.484 3 0.119 8 0.533 3 2.354 7 0.111 9 

S15 4.914 1 0.450 5 6.799 2 0.551 8 0.129 0 0.524 4 1.988 6 0.106 9 

平均值 4.080 3 0.499 9 7.279 2 0.484 5 0.110 5 0.475 4 2.379 3 0.104 1 
 

3  讨论 

坤心宁颗粒以地黄、黄芪为君药，养血滋阴、

补气健脾，以补气阴之不足；以仙茅、淫羊藿为臣

药，温补肾阳，与君药合用，达到肾脏阴阳双补之

功；佐以赤芍、石决明，清肝热，敛肝阳；使药合

欢皮安神解郁。现代药理学研究表明，坤心宁颗粒

能明显降低去卵巢大鼠血清 FSH、LH、泌乳素

（PRL）水平，逆转去卵巢大鼠血清雌二醇骤降的趋

势，揭示了坤心宁颗粒对大鼠因去卵巢造成的生殖

内分泌紊乱，具有扶正作用[20]。临床试验研究结果

显示，坤心宁颗粒可显著改善潮热汗出、腰背冷痛

等 10 个中医证候单项症状以及整体症状，对 PMS

不同阶段人群、不同严重程度（轻、中、重度）人

群具有一致的有效性，可用于中医辨证属肾阴阳两

虚证的女性 PMS 的治疗，然而现阶段对坤心宁颗粒

质量控制领域的研究几乎空白。本研究基于 UPLC/ 

Q-TOF-MS 检测，整合网络药理学及蛋白质组学分

析，最终确定梓醇、地黄苷 D、芍药苷、毛蕊异黄
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酮葡萄糖苷、SAG、仙茅苷、淫羊藿苷和宝藿苷 I 为

坤心宁颗粒的 Q-Marker。本研究中“成分-靶点-通

路”可视化网络预测的结果与现有相关文献报道具

有一致性，证实了本研究中 Q-Marker 预测的准确

性和可靠性。 

根据网络药理学与蛋白质组学的整合分析结

果，发现卵巢类固醇生成（ovarian steroidogenesis）

及类固醇激素的生物合成（ steroid hormone 

biosynthesis）是坤心宁颗粒改善体内雌激素生成的

主要途径，而皮质醇的合成和分泌（cortisol synthesis 

and secretion）以及促性腺激素释放激素的分泌

（GnRH secretion）也可反馈调节类固醇激素的生物

合成[21]。围绝经期妇女具有较高糖尿病易感性，坤

心宁颗粒调节胰岛素分泌（insulin secretion）及胰腺

分泌（pancreatic secretion），可以抑制围绝经期胰岛

素抵抗，从而维持血糖稳态 [22-23]；胆碱能突触

（cholinergic synapse）、谷氨酸能突触（glutamatergic 

synapse ）以及神经活性配体 - 受体相互作用

（neuroactive ligand-receptor interaction）在神经系统

中扮演着至关重要的角色，钙信号通路（calcium 

signaling pathway）参与突触可塑性的调节和神经递

质释放等过程，坤心宁颗粒通过影响这些通路缓解

焦 虑 抑 郁 情 绪 [24] ； 视 黄 醇 的 代 谢 （ retinol 

metabolism）和亚油酸代谢（linoleic acid metabolism）

参与脂质合成、转运及代谢过程，通过调节视黄醇

的代谢和亚油酸代谢可降低围绝经期体质量和心

脑血管疾病风险[25-26]。研究报道，梓醇可以激活

AMPK 通路，抑制质子回流，干扰线粒体产热[27]。

地黄苷 D 通过调节环磷酸腺苷/环磷酸鸟苷（cyclic 

adenosine monophosphate/cyclic guanosine 

monophosphate，cAMP/cGMP）比值和造血功能，实

现滋阴补血效果[28]。毛蕊异黄酮葡萄糖苷的体内代

谢活性产物毛蕊异黄酮、仙茅苷的代谢产物苔黑酚

葡萄糖苷分别通过影响促分裂素原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路

和 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1-核因子/E2 相关因子 2

（Kelch-like ECH-associated protein 1/Nuclear factor 

erythroid 2 related factor 2，Keap1/Nrf2）信号通路发

挥抗骨质疏松作用[29-30]。此外，宝藿苷 I（淫羊藿次

苷 II）可能调节 γ-氨基丁酸（gamma-aminobutyric 

acid，GABA）、谷氨酸（glutamic acid，Glu）平衡，

增加 GABA 的合成、转运、释放以及调节相关受体

的表达，改善 GABA 能神经系统功能[31]。赤芍中的

活性成分芍药苷通过调节多肽 N-乙酰半乳糖氨基

转移酶 2-血管生成素样蛋白 3-脂蛋白脂肪酶

（ polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2-

angiopoietin-like protein 3-lipoprotein lipase ，

GALNT2-ANGPTL3-LPL）通路调节脂质代谢[32]。

SAG 的苷元(−)-丁香树脂酚可通过作用于沉默信息

调节因子 1（silent information regulator 1，SIRT1）

通路调节胶质细胞活性，减少活性氧（ reactive 

oxygen species，ROS）积累和恢复线粒体膜电位，

发挥抗焦虑和神经保护作用[33-34]。本研究确定的 8

种 Q-Marker，可能通过调控以上关键信号通路改善

潮热、焦虑抑郁、骨质疏松、肥胖等 PMS 症状。 

综上所述，本研究通过 UPLC/Q-TOF-MS 技术

对坤心宁颗粒中的化学成分及大鼠入血成分进行

鉴定，揭示坤心宁颗粒治疗 PMS 的有效化学物质

组；进一步利用蛋白质组学技术，结合网络药理学

靶标预测，确定了与坤心宁颗粒功效密切相关的 8

种 Q-Marker；并在此基础上建立了一种可同时测定

坤心宁颗粒中 8 种 Q-Marker 的 HPLC 方法，该方

法操作简便、准确度高、适用性强，可全面客观地

反映坤心宁颗粒的质量。本实验所提供的研究策略

不仅为坤心宁颗粒的质量监控提供了有效手段，也

为基于 Q-Marker 的中药质量[35]的科学监管提供了

成功的研究范式。 
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