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基于谱效相关分析黄芪茎叶乙酸乙酯部位的

抗氧化活性成分

李小兰，高欣缘，李学颖，王小敏，秦楠，郭丽丽*

（山西中医药大学中药与食品工程学院，山西晋中 030619）

摘要：该研究旨在采用谱效关联法筛选黄芪茎叶中的抗氧化活性成分。以 19 批不同产地黄芪茎叶的乙酸乙

酯萃取物为检测样品，利用中药色谱指纹图谱相似度评价系统建立样品的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，采用

体外抗氧化法评价不同样品的抗氧化活性，通过皮尔逊相关性、偏最小二乘回归和灰色关联度分析对黄芪茎叶样

品共有峰与其抗氧化活性指标进行关联性分析。结果表明，从 19 批黄芪茎叶样品指纹图谱中标定了 13 个共有峰

（F1~F13），各批次样品与对照指纹图谱的相似度值为 0.912~0.997。不同产地黄芪茎叶的乙酸乙酯部位具有显著不

同的抗氧化能力（P<0.05），进一步的谱效关联性分析显示，F3、F5、F7、F8、F10、F12 是反映黄芪茎叶抗氧化活

性的主要特征峰。经与对照品比对，F5、F10、F12 分别被鉴别为槲皮苷、毛蕊异黄酮和山奈酚。该研究为进一步开

发黄芪茎叶抗氧化产品奠定了重要理论基础。
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Abstract: Spectrum-effect correlation was used to screen antioxidant active components from the stems and leaves of 

Astragalus membranaceus. A total of 19 batches of ethyl acetate extracts from the stems and leaves of A. membranaceus with 

different geographical origins were used as test samples. High-performance liquid chromatography fingerprints of the samples 

were established using the similarity evaluation system of chromatographic fingerprints of traditional Chinese medicine, 

and the in vitro antioxidant activities of different samples were investigated. The correlation between common peaks of the 
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人体许多慢性疾病及衰老现象均与体内自由基

水平失衡有关 [1] ，挖掘具有清除自由基和抗氧化功

能的天然资源一直是研究者关注的热点方向 [2] 。黄

芪茎叶是豆科多年生草本植物蒙古黄芪［Astragalus 
membranaceus (Fisch.) Bge. Var. mongholicus (Bge.) 
Hsiao］ 或 膜 荚 黄 芪［Astragalus membranaceus 
(Fisch.) Bge.］ [3] 的地上部分，属植物黄芪的非传统药

用部位。相较于植物黄芪的入药根部，黄芪茎叶具

有产量大、价格便宜等开发优势，深入探索黄芪茎

叶的精深利用与增值化途径成为重要研究课题。目

前，黄芪已成为药食同源物品，黄芪茎叶也已成为

黑龙江省的地方食品 [4] ，这些均为黄芪茎叶在大健

康领域的应用奠定了政策基础。

现代研究表明，黄芪茎叶含有与入药根部类似

的多糖类、黄酮类、皂苷类等化学成分，其中所含

的黄酮类被报道具有抗氧化、抗炎、清除自由基等

活性 [5-7] 。课题组前期研究表明，黄芪茎叶乙酸乙酯

部位具有较石油醚、氯仿和正丁醇部位更强的清除

DPPH·、ABTS+·、O2
-· 等自由基的活性，说明黄芪

茎叶清除自由基和抗氧化的成分主要集中于乙酸乙

酯部位，进一步的液质分析结果表明黄芪茎叶乙酸

乙酯部位的成分主要为黄酮类，其次为有机酸类 [8] ，

但尚不明确具体的抗氧化活性成分。基于指纹图谱

数据和生物活性研究的谱效关联分析是可用于活

性物质基础研究的有效方法，该理论通过整合数

学统计方法，如相关分析、灰色关联分析、主成

分分析、偏最小二乘回归分析等来增强生物活性

物质的化学指纹图谱，具有专属性强、重现性好、

整体、宏观等优点 [9] ，现已被用于多个食品功效成

分的研究中 [10-13] 。

基于此，本研究采用谱效相关研究黄芪茎叶乙

酸乙酯部位中的抗氧化活性成分，首先建立黄芪茎

叶乙酸乙酯部位的 HPLC 指纹图谱，同时进行不同

样品的体外抗氧化活性分析，进而采用皮尔逊相关

性分析、偏最小二乘回归和灰色关联度分析进行谱

效关联，最终明确黄芪茎叶抗氧化的物质基础，为

黄芪茎叶抗氧化相关产品的开发和质量评价奠定理

论基础。

1  材料与方法

1.1 仪器

HH-4 数显恒温水浴锅，金坛市杰瑞尔电器有

限公司；AR223CN 电子天平，奥豪斯仪器（常州）

有限公司；R-1001LN 旋转蒸发仪，郑州长城科工贸

有限公司；SB25-120 超声波清洗机，宁波新芝生物

科技有限公司；SpectraMax 190 酶标仪，北京生原

诚业科技有限公司；RIGOL L-3000 高效液相色谱仪，

北京普源精电科技有限公司。 

1.2 样品和试剂

本研究采用的 19 批黄芪茎叶样品分别采收于

山西、内蒙古、黑龙江和甘肃省，经山西中医药大

学中药资源与鉴定教研室刘计权教授鉴定为蒙古

黄 芪 Astragalus membranaceus var. mongholicus 的

茎叶，样品信息详见表 1。1,1- 二苯基 -2- 三硝基

苯肼（DPPH）分析纯，梯希爱（上海）化成工业

发展科技有限公司；2,2′- 联氮双（3- 乙基苯并噻唑

啉 -6- 磺酸）二铵盐（ABTS），分析纯，合肥博美

生物科技有限责任公司；2,4,6- 三（2- 吡啶基）三嗪

（TPTZ），分析纯，上海麦克林生化科技有限公司；

邻苯三酚，分析纯，上海麦克林生化科技有限公司；

无水乙醇、石油醚、氯仿、乙酸乙酯，分析纯，天

津市科密欧化学试剂有限公司；过硫酸钾、硫酸亚

stems and leaves of A. membranaceus and their antioxidant activity indices was clarified using Pearson correlation analysis, 

partial least squares regression, and grey correlation analysis. The results showed that 13 common peaks (F1~F13) were 

calibrated from the fingerprints of the 19 batches of samples. The similarity values between samples from each batch and the 

control fingerprint were 0.912~0.997. Ethyl acetate fractions from the stems and leaves of A. membranaceus with different 

geographical origins had significantly different antioxidant capacities (P<0.05). Further spectrum-effect correlation analysis 

showed that F3, F5, F7, F8, F10, and F12 were the main characteristic peaks reflecting the antioxidant activity of the stems 

and leaves of A. membranaceus. Among them, F5, F10, and F12 were respectively identified as quercitrin, calycosin, and 

kaempferol through comparison with the reference. This study provides an important theoretical foundation for further 

development of antioxidant products from the stems and leaves of A. membranaceus.

Key words: stems and leaves of Astragalus membranaceus; antioxidant activity; fingerprint; spectrum-effect correlation
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铁、醋酸，分析纯，天津市凯通化学试剂有限公司；

甲醇、乙腈，色谱纯，天津市康科德科技有限公司。

毛蕊异黄酮葡萄糖苷（HPLC ≥ 98%）、毛蕊异黄

酮（HPLC ≥ 98%），上海融合医药科技有限公司；

槲皮苷（HPLC ≥ 98%）、山奈酚（HPLC ≥ 98%），

上海麦克林生化科技有限公司；山奈酚 -3-O- 桑布

双糖苷（HPLC ≥ 98%），成都普斯生物科技股份有

限公司。

表 1  样品信息

Table 1 Sample information

样品 产地

S1 山西省大同市浑源县大仁庄村

S2 山西省忻州市代县胡峪乡

S3 山西省大同市浑源县东坊城乡

S4 山西省忻州市繁峙县苏孟庄村

S5 甘肃省定西市岷县文斗乡

S6 甘肃省定西市岷县西寨村

S7 山西省大同市浑源县官儿乡

S8 山西省大同市广灵县望狐乡

S9 黑龙江省大兴安岭地区加格达奇区

S10 山西省大同市浑源县黄花滩乡

S11 山西省大同市灵丘县蒜玉门村

S12 内蒙古通辽市科尔沁区河西镇

S13 山西省大同市浑源县裴村乡

S14 山西省大同市浑源县千佛岭乡

S15 山西省大同市浑源县青磁窑乡

S16 山西省大同市天镇县保平堡村

S17 山西省大同市浑源县王庄堡镇

S18 山西省大同市阳高县大泉山村

S19 山西省朔州市应县盘道村

1.3 方法

1.3.1 黄芪茎叶乙酸乙酯部位的制备

黄芪茎叶样品经干燥粉碎过 60 目筛。称取

15 g 黄芪茎叶粉末置于 250 mL 的锥形瓶中，加入

180 mL φ=65% 的乙醇，超声提取 40 min，超声温

度为 70 ℃，超声功率 500 W，提取 2 次，合并两次

滤液后旋转蒸发浓缩至一定浓度，60 ℃烘箱中烘干，

得粗提物粉末。将粗提物粉末以 1:20 mg/mL 的纯

水复溶，依次用等体积石油醚、氯仿、乙酸乙酯萃取，

得到各部分萃取液，将乙酸乙酯部位旋转蒸发至一

定浓度，60 ℃水浴蒸干，4 ℃储藏备用。

1.3.2 HPLC指纹图谱建立

1.3.2.1 色谱条件

流动相为乙腈（A）- 水溶液（B），梯度洗脱

（0~10 min，15%~20% A ；10~20 min，20%~23% A ；

20~28 min，23%~26% A ；28~32 min，26%~30% A ；

32~40 min，30%~55% A ；40~48 min，55%~90% 
A ；48~50 min，90%~15% A ；50~60 min，15% A），

检测波长为 260 nm，色谱柱为 Agilent ZORBAX 
Extend C18（4.6 mm×250 mm，5 µm），柱温为 25 ℃，

流量为 0.8 mL/min，进样量为 10 µL。
1.3.2.2 供试品溶液制备

    精密称取“2.1”项下制备的黄芪茎叶乙酸乙

酯提取物 0.01 g，加入色谱级甲醇充分溶解，制得

2 mg/mL 供试品溶液。

1.3.2.3 对照品溶液制备

精密称取适量毛蕊异黄酮葡萄糖苷、槲皮苷、

山奈酚、毛蕊异黄酮和山奈酚 -3-O- 桑布双糖苷，用

甲醇配制成终质量浓度分别为 0.02、0.02、0.02、0.02
和 0.5 mg/mL 的混合对照品溶液。

1.3.2.4 方法学考察

    通过对同 1 份样品（S11）进行 6 次重复进样

评价方法精密度。通过在相同初始条件下独立制备

的 6 份样品评价重复性。对于稳定性研究，将样品

溶液在室温下储存，并分别在 0、2、4、8、12 和

24 h 进行进样分析 [14] 。

1.3.2.5 指纹图谱的建立

采用“2.2.1”项下HPLC条件检测供试品溶液，

以获得不同产地黄芪茎叶乙酸乙酯萃取物的 HPLC
色谱图，进而采用“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统（2012 年第 1 版）”对不同产地黄芪茎叶乙酸

乙酯萃取物的色谱图进行相似度评价。具体过程如

下：选取样品 S12 的色谱图为参比色谱，时间窗宽

度为 0.1，经多点校正后自动对齐共有峰，以中值

法创建对照指纹图谱（R），最后计算对照指纹图谱

与 19 个样品的相似度值 [15] 。

1.3.2.6 指纹图谱中色谱峰的指认

将“2.2.3”项下制备的混合对照品溶液进样至

HPLC 系统，得混合对照品溶液的 HPLC 色谱图，将

该色谱图与对照指纹图谱进行比对，根据对照品的保

留时间指认样品对照指纹图谱中的色谱峰。
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1.3.3 抗氧化活性测定

1.3.3.1 样品溶液的制备

称取不同产地的黄芪茎叶乙酸乙酯部位粉末

各 0.1 g，加无水乙醇定容至 50 mL，制得质量浓度

为 2 mg/mL 的样品溶液，再用无水乙醇逐级稀释成

0.2~2.0 mg/mL 系列质量浓度溶液，4 ℃下保存备用。

1.3.3.2 对 DPPH. 的清除能力测定

    配制 0.1 mmol/L DPPH. 溶液，向 96 孔板中分

别加入 20 µL 样品溶液和 200 µL 的 DPPH. 溶液，

室温下避光反应 30 min，测定各浓度样品 517 nm
波长处吸光度值，每个样品重复 3 次，取平均值，

按公式（1）计算 DPPH. 清除率（%） [16] 。以清除率

为纵坐标，样品浓度为横坐标作图，经 Origin 软件

拟合后计算样品对 DPPH. 的半数清除率（IC50）。

C=(1-
A1-A2

A0
)×100%                                      （1）

式中：

C——DPPH· 清除率，% ；

A1——样品的吸光度值；

A2——无水乙醇代替 DPPH· 溶液时的吸光度值；

A0——无水乙醇代替样品溶液时的吸光度值。

1.3.3.3 对 ABTS+. 的清除能力测定

称取 ABTS 粉末 30 mg，加超纯水 8 mL 溶解

制得 7.0 mmol/L 的 ABTS 溶液；称取 K2S2O8 粉末

10 mg，加 15 mL 超纯水溶解。将上述两种溶液按 1:1
混合，得到 ABTS+· 储备液，4 ℃避光条件下放置

10~12 h。将 60 µL 样品溶液和 150 µL 的 ABTS+· 溶
液分别加入 96 孔板中，避光静置 30 min，在 734 nm
波长处测定各浓度样品的吸光度值，每个样品重复

3 次，取平均值，按公式（2）计算 ABTS+· 清除率

（%） [17] 。以清除率为纵坐标，样品浓度为横坐标作

图，经 Origin 软件拟合后计算样品对 ABTS+· 的半

数清除率（IC50）。

C=(1-
A1

′-A2
′

A0
′ )×100%                                     （2）

式中：

C——ABTS+· 清除率，% ；

A1
′
——样品的吸光度值；

A2
′
——无水乙醇代替 ABTS+· 溶液时的吸光度值；

A0
′
——无水乙醇代替样品溶液时的吸光度值。

1.3.3.4 对 O2
-. 的清除能力测定

分别将 140 μL 的 Tris-HCl（50 mmol/L，pH 值

=8.2）溶液、60 μL 的不同浓度样品溶液和 30 μL 的

邻苯三酚盐酸（3 mmol/L）溶液加入到 96 孔板中，

混匀后 25 ℃水浴 5 min，最后加入 20 μL 的盐酸溶

液（10 mol/L）终止反应，325 nm 下检测各浓度吸

光度值 [18] 。每个样品重复 3 次，取均值，按公式（3）
计算清除率（%）。以清除率为纵坐标，样品浓度为

横坐标作图，经 Origin 软件拟合后计算 O2
-· 半数清

除率（IC50）。

C=(1-
A1

″-A2
″

A0
″ )×100%                                    （3）

式中：

C——O2
-· 清除率，% ；

A1
″
——样品的吸光度值；

A2
″
——蒸馏水代替邻苯三酚盐酸溶液时的吸光度值；

A0
″
——无水乙醇代替样品溶液时的吸光度值。

1.3.3.5 铁离子还原能力测定

将 10 mmol/L TPTZ 溶液、20 mmol/L FeCl3 溶

液与 0.3 mmol/L 醋酸缓冲液按 1:1:10 的比例混合制

成 FRAP 工作液。将 50 µL 样品溶液加入到 150 µL 
FRAP 工作液中，充分混匀后，避光放置 30 min，
593 nm 处测定吸光度值，每个样品重复 3 次，取

平均值。用去离子水配制 0.2~2.0 mmol/L 的 FeSO4

标准液，同上述方法测定 FeSO4 标准液的吸光度值，

并以浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标绘制标准曲

线，得线性回归方程 y=1.870 9x+0.264 1 （R²=0.990 8）。
将样品的吸光度值代入上述回归方程，计算得出对

应的 FeSO4 摩尔浓度，以此表示不同浓度样品的铁

离子还原能力（即 FRAP 值） [19] 。

1.4 数据分析

采用 SPSS 26.0（IBM）软件进行方差分析及皮

尔逊相关性分析；SIMCA 14.0（Umetrics）软件进

行偏最小二乘回归分析；SPSS pro 在线软件进行灰

色关联度分析；Origin 2022（Origin Lab）软件绘制

图表并计算抗氧化活性中的 IC50 值。

2  结果与分析

2.1 指纹图谱的建立

2.1.1 方法学验证

精密度试验结果表明相对保留时间的 RSD
值 为 0.69%~2.49%， 相 对 峰 面 积 的 RSD 值 为

1.03%~4.78%（n=6），均小于 5%，表明仪器精密度

良好。重复性试验结果表明，共有峰的相对保留时
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间 RSD 值为 0.06%~2.30%，相对峰面积 RSD 值为

0.26%~3.43%（n=6），表明该方法具有良好的重

复性。稳定性试验结果表明，共有峰的相对保留

时间 RSD 值为 0.41%~1.81%，相对峰面积 RSD
值为 1.45%~4.37%，表明供试品溶液在 24 h 内稳

定性良好。

2.1.2 指纹图谱与相似性分析

19 个产地的黄芪茎叶乙酸乙酯部位指纹图谱

如图 1 所示，各批次样品与对照指纹图谱的相似

度值为 0.912~0.997，相似度均大于 0.9，表明所

建立的对照指纹图谱具有较好的代表性，可用于

黄芪茎叶乙酸乙酯部位的指纹图谱比较测定。通

过中药色谱指纹图谱相似度评价系统分析共标定

出 13 个共有峰（图 2a），通过与图 2b 的混合对

照品溶液色谱图进行比对，鉴别出峰 1 为毛蕊异

黄酮葡萄糖苷，峰 2 为山奈酚 -3-O- 桑布双糖苷，

峰 5 为槲皮苷，峰 10 为毛蕊异黄酮，峰 12 为山

奈酚。

图 1 19 批黄芪茎叶样品的指纹图谱

Fig.1 Fingerprints of 19 batches of Astragalus membranaceus stems and leaves

注：S1~S19 为 19 批不同产地黄芪茎叶样品，具体与表 1 一致；R 为对照指纹图谱；13 为共有峰数目。

  

图 2 对照指纹图谱（a）和混合对照品（b）色谱图

Fig.2 Chromatograms of the control fingerprint (a) and mixed references (b) 

注：1~13 为共有峰序号，其中 1 为毛蕊异黄酮葡萄糖苷，2 为山奈酚 -3-O- 桑布双糖苷，5 为槲皮苷，10 为毛蕊异黄酮，

12 为山奈酚。
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2.2 抗氧化活性

2.2.1 对DPPH·的清除能力

由图 3 可知，19 批不同产地黄芪茎叶的乙酸乙

酯部位对 DPPH· 的清除能力有所不同（P ＜ 0.05），
其清除 DPPH· 的 IC50 值为 0.610~0.910 mg/mL，其

中黑龙江大兴安岭地区加格达奇区的样品具有最小

的 IC50 值，甘肃定西岷县西寨村的样品表现出最大

的 IC50 值，山西省样品表现出中等的清除 DPPH· 活
性。课题组前期研究表明山西省朔州市应县盘道村

所产黄芪茎叶总黄酮提取物清除 DPPH· 的 IC50 值

为 0.933 mg/mL，该值大于同产地黄芪茎叶乙酸乙

酯部位清除 DPPH· 的 IC50 值（0.875 mg/mL），说明

乙酸乙酯部位具有较总黄酮粗提物更强的抗氧化活

性，这可能与乙酸乙酯部位中富集了更多的黄酮类化

合物有关。曹明原等 [20] 的研究表明，何首乌叶乙酸乙

酯部位具有较总黄酮粗提物更高的抗氧化活性，进一

步说明乙酸乙酯部位中含有更多的抗氧化活性成分。

图 3 19 批黄芪茎叶乙酸乙酯部位对 DPPH·

的清除能力 IC50 值

Fig.3 IC50 values of the scavenging capacity of ethyl acetate 

fractions from Astragalus membranaceus stems and leaves 

on DPPH·

2.2.2 对ABTS+·的清除能力

由图 4 可知，19 批不同产地黄芪茎叶的乙酸乙

酯部位对 ABTS+· 的清除能力有所不同（P ＜ 0.05），
其清除 ABTS+· 的 IC50 值为 0.616~0.877 mg/mL，其中

山西省大同市浑源县大仁庄村样品清除 ABTS+· 的
活性最强。19 批黄芪茎叶的乙酸乙酯部位对

ABTS+· 的清除能力均优于人参茎叶乙酸乙酯部位

的清除能力（IC50 ＞ 1.0 mg/mL） [21] ，目前人参茎叶

因具有抗氧化、抑菌、抗疲劳等功效而被用于饮料、

口服液等功能食品的开发中 [22,23] ，为黄芪茎叶的精

深利用提供了实践参考。

图 4 19 批黄芪茎叶乙酸乙酯部位对 ABTS+·

的清除能力 IC50 值

Fig.4 IC50 values of the scavenging capacity of ethyl acetate 

fractions from Astragalus membranaceus stems and leaves 

on ABTS+·

图 5 19 批黄芪茎叶乙酸乙酯部位对 O2
-· 的

清除能力 IC50 值

Fig.5 IC50 values of the scavenging capacity of ethyl acetate 

fractions from 19 batches of Astragalus membranaceus stems 

and leaves on O2
-·

2.2.3 对O2
-·的清除能力

由图 5 可知，19 批不同产地黄芪茎叶的乙酸乙

酯部位对 O2
-· 的清除能力有所不同（P ＜ 0.05），其

清除 O2
-· 的 IC50 值为 0.468~0.760 mg/mL，其中内

蒙古通辽市科尔沁区河西镇样品清除 O2
-· 的活性最

强，山西省大部分样品的 IC50 值较为接近，表现出

中等的 O2
-· 清除能力。谭亮等 [24] 的研究表明，黄秋葵

乙酸乙酯部位清除 O2
-· 的 IC50 值为 4.86 mg/mL，而

本研究中 19 批黄芪茎叶乙酸乙酯部位清除 O2
-· 的
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IC50 值均小于 1.0 mg/mL，表明黄芪茎叶具有较黄

秋葵更显著的抗氧化活性，进一步说明黄芪茎叶是

一种优良的天然抗氧化资源。

2.2.4 铁离子还原能力

图 6 19 批黄芪茎叶乙酸乙酯部位还原铁离子能力 FRAP 值

Fig.6 FRAP values of ethyl acetate fractions from 19 batches 

of Astragalus membranaceus stems and leaves 

图 6 反映了质量浓度为 1.0 mg/mL 的 19 批不同

产地黄芪茎叶乙酸乙酯部位的还原铁离子能力。由

图可知，不同产地黄芪茎叶乙酸乙酯部位的还原铁

离子能力相差较大（P ＜ 0.05），其 FRAP 值范围为

0.096~0.848 mmol/L，其中山西省代县样品的 FRAP
值最大，表现出最强的抗氧化活性，山西省其他地

区（灵丘县除外）、内蒙和黑龙江样品的铁离子还原

能力次之，甘肃省样品和山西省灵丘县蒜玉门村样

品的铁离子还原能力最弱，表明产地可能对黄芪茎

叶中抗氧化活性成分的积累具有较显著的影响。同

时也注意到，FRAP 变化趋势与 DPPH·、ABTS+·、
O2

-· 清除能力基本保持一致，但略有差别，这可能

与各抗氧化模型作用机理不同有关。此外，与某一

自由基清除能力相比，不同产地样品间的 FRAP 值

差异更大。这可能是由于某一自由基清除能力的测

定反映的是黄芪茎叶乙酸乙酯部位中某些成分的抗

氧化活性，而 FRAP 值所反映的总抗氧化能力正是

不同的有效成分清除不同自由基的有效和 [25] ，从而

反映为 FRAP 值随不同产地的差异较单一自由基的

清除能力更明显。

2.3 谱效相关分析

2.3.1 Pearson相关性分析

以 13 个共有峰的峰面积为自变量，以不同产

地黄芪茎叶乙酸乙酯部位清除 DPPH·、ABTS+·、

O2
-· 的 IC50 值以及 FRAP 值为因变量，进行皮尔逊

相关性分析，结果如图 7 所示。根据前述抗氧化活

性的测定原理，样品清除 DPPH·、ABTS+·、O2
-· 的

IC50 值为负向指标，即 IC50 值越小，表示抗氧化

活性越强；样品的 FRAP 值为正向指标，即 FRAP
值越大，表示抗氧化活性越强。由图 7 可知，F8、
F9、F10 和 F13 与 清 除 DPPH· 的 IC50 值 呈 负 相

关，其中 F10 呈显著负相关，相关性系数为 -0.594，
（P  ＜ 0.05）；F8 和 F10 与 清 除 ABTS+· 的 IC50 值

呈负相关趋势，相关性大小顺序为 F10 ＞ F8 ；F1、
F3、F4、F5、F7、F8、F10、F12 和 F13 与 FRAP
值呈正相关，其中相关系数大小排前三的峰顺序为

F3 ＞ F10 ＞ F5 ；F3、F4、F6、F7、F9、F11、F12 和

F13 与清除 O2
-· 的 IC50 值呈负相关，其中 F7 和 F12

呈显著相关，相关性系数分别为 -0.524 和 -0.509，
（P ＜ 0.05）。综合考虑，选取与四个抗氧化活性指标

显著相关或相关性较大的峰 F3、F5、F7、F8、F10
和 F12 作为可能的抗氧化活性成分。Yu 等 [14] 研究了

养阴通脑方的抗氧化物质基础，在 Pearson 相关性分

析时首先筛选出与 DPPH· 清除率和 FRAP 值这两个

正向指标呈正相关的色谱峰，然后再按相关性大小排

序，取排序前三的峰作为其潜在的抗氧化活性物质。

图 7 13 个共有峰与抗氧化活性的皮尔逊相关性分析结果

Fig.7 Results of Pearson correlation analysis of 13 common 

peaks with antioxidant activity

2.3.2 偏最小二乘回归分析

采用与 Pearson 相关性分析相同的自变量和因

变量进行偏最小二乘回归分析，结果用变量投影重

要性（VIP 值）和回归系数来反映。VIP 值反映模

型中每一个自变量在解释因变量时的重要性，VIP
值越大，自变量对因变量的解释能力就越强，通常

认为 VIP ≥ 1 时，自变量在解释因变量时具有显著

重要性 [26] 。通过回归分析得到如图 8 所示的结果，

与清除 DPPH· 的 IC50 值呈负相关的峰按照回归系
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数绝对值大小排序为 F10 ＞ F9 ＞ F11 ＞ F13 ＞ F6 ＞ F8
（图 8a1），其中 VIP  ≥ 1 的峰为 F10 和 F6（图 8a2）；
与清除 ABTS+· 的 IC50 值呈负相关的峰按照回归系

数绝对值大小排序为 F10 ＞ F8 ＞ F1（图 8b1），其中

VIP ≥ 1 的峰为 F10（图 8b2）；与清除 O2
-· 的 IC50

值呈负相关的峰按照回归系数绝对值大小排序为 F7 
＞ F12 ＞ F6 ＞ F4 ＞ F9 ＞ F3 ＞ F11 ＞ F13（图 8c1），

其中 VIP ≥ 1 的峰为 F7、F12 和 F6（图 8c2）；与

FRAP 值呈正相关的峰按照回归系数大小排序为

F3 ＞ F10 ＞ F13 ＞ F8 ＞ F5（图 8d1），其中 VIP ≥ 1
的峰为 F3、F10、F13、F8 和 F5（图 8d2）。综合考虑，

选取在四个抗氧化活性指标中既符合相关趋势又满

足 VIP ≥ 1 的峰 F3、F5、F6、F7、F8、F10、F12、
F13 作为可能的抗氧化活性成分。

  

  

  

  

图 8 13 个共有峰与清除 DPPH·（a）、ABTS+·（b）、O2
-·（c）IC50 值和 FRAP 值 (d) 的回归系数 (1) 和 VIP 值 (2) 图

Fig.8 Regression coefficients (1) and VIP values (2) plots of the 13 common peaks with the IC50 values of DPPH· (a),

ABTS+· (b), O2
-· (c) scavenging capacity and FRAP values (d)
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表 2  13个共有峰与抗氧化活性的灰色关联度分析结果

Table 2 Grey correlation analysis results of 13 common peaks and antioxidant activity

排序 峰序号 清除 DPPH·关联度 峰序号 清除 ABTS+·关联度 峰序号 清除 O2
-·关联度 峰序号 还原铁离子能力关联度

1 F10 0.870 F10 0.857 F6 0.810 F3 0.881

2 F8 0.853 F8 0.847 F7 0.796 F10 0.873

3 F2 0.852 F1 0.846 F4 0.793 F8 0.867

4 F11 0.850 F3 0.834 F3 0.792 F5 0.865

5 F13 0.848 F4 0.831 F12 0.791 F13 0.856

6 F3 0.841 F13 0.829 F11 0.785 F4 0.853

7 F9 0.833 F11 0.827 F2 0.778 F2 0.841

8 F1 0.828 F2 0.826 F9 0.770 F11 0.841

9 F4 0.827 F5 0.823 F1 0.767 F1 0.821

10 F6 0.825 F9 0.805 F13 0.767 F9 0.815

11 F12 0.813 F12 0.803 F5 0.766 F12 0.797

12 F5 0.806 F6 0.784 F8 0.746 F6 0.794

13 F7 0.802 F7 0.780 F10 0.719 F7 0.778

活性 [28] ，大量研究也已证实本研究所鉴别出的三

种化合物具有抗氧化活性。如研究发现槲皮苷可

显著减少伪狂犬病毒感染的 3D4/2 细胞中活性氧

的分泌，表明槲皮苷具有抗氧化作用 [29] 。对毛蕊

异黄酮的抗菌抗肿瘤研究中发现其具有较强的抗

氧化活性，清除 DPPH· 的 IC50 为 120 μg/mL [30] 。

研究表明山奈酚可通过降低氧化应激，从而调节

内质网应激并诱导线粒体凋亡发挥预防肝癌的作

用 [31] 。此外，杨锡金等 [32] 采用谱效相关研究了景

天三七的抗氧化活性物质基础，发现槲皮苷也是

景天三七抗氧化活性的关键成分，其可与 GSTP1、
ROS-1、TNF、HO-1 和 NO-1 蛋白相结合，这也

从反向证实了本研究谱效相关结果的可靠性。值

得注意的是，毛蕊异黄酮葡萄糖苷也表现出一定

的清除自由基能力，但本研究的谱效关系分析结

果并不支持该化合物在黄芪茎叶中发挥主要的抗

氧化活性，这可能是由于毛蕊异黄酮葡萄糖苷在

黄芪茎叶中的含量较低，对生物活性的贡献率

较小，从而在谱效相关分析中未被筛选出来。Li
等 [33] 采用 UPLC-MS/MS 分析了黄芪茎叶中 25 种

成分的含量，结果表明黄芪茎叶中毛蕊异黄酮和

山奈酚的含量远高于毛蕊异黄酮葡萄糖苷，这一

结果与上述推测一致。

2.3.3 灰色关联度分析

由 于 清 除 DPPH·、ABTS+· 和 O2
-· 的 IC50 值

为负向指标，因此要对其进行标准化处理。然后

以 13 个共有峰的峰面积为特征序列（自变量），

以不同产地黄芪茎叶乙酸乙酯部位清除 DPPH·、
ABTS+·、O2

-· 的 IC50 值 以 及 FRAP 值 为 母 序 列

（因变量），分别进行灰色关联度分析 [27] 。结果

可直接反映 13 个共有峰峰面积对清除 DPPH·、
ABTS+·、O2

-· 的 IC50 值以及 FRAP 值的影响，见

表 2。各共有峰与 4 个抗氧化活性指标的关联

度均大于 0.7，说明各共有峰与抗氧化活性指标

具有较好的关联性。将各共有峰与清除 DPPH·、
ABTS+·、O2

-· 能力和铁离子还原能力的关联度进

行排序，前 5 分别为 F10 ＞ F8 ＞ F2 ＞ F11 ＞ F13、
F10 ＞ F8 ＞ F1 ＞ F3 ＞ F4、F6 ＞ F7 ＞ F4 ＞ F3 ＞ F12
和 F3 ＞ F10 ＞ F8 ＞ F5 ＞ F13。

2.3.4 抗氧化活性成分的确定

综合分析 Pearson 相关性、偏最小二乘回归和

灰色关联度分析结果，取在 3 种分析中均呈较强相

关性的峰 F3、F5、F7、F8、F10、F12 为黄芪茎叶

中的潜在抗氧化活性成分，其中 F5、F10、F12 已

被分别指认为槲皮苷、毛蕊异黄酮和山奈酚，均为

黄酮类化合物。黄酮类化合物具有明确的抗氧化
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3  结论

本研究通过谱效关联方法探究了黄芪茎叶的抗

氧化物质基础，指纹图谱结果显示共标定出 13 个

共有峰，进一步采用三种化学计量学方法分析黄芪

茎叶乙酸乙酯部位指纹图谱与体外抗氧化活性指标

间的内在关系。分析结果表明，共有 6 个峰（F3、
F5、F7、F8、F10、F12）与黄芪茎叶抗氧化活性

关联性较强，经 HPLC 法确定了其中的三种成分，

分别为槲皮苷（F5）、毛蕊异黄酮（F10）、山奈酚

（F12），结合相关文献报道这三种成分均具有明显

的抗氧化活性，因此槲皮苷、毛蕊异黄酮和山奈酚

可能是黄芪茎叶发挥抗氧化作用的活性成分。另有

三种潜在抗氧化活性成分（F3、F7、F8）尚未鉴定

出，后续可通过分离制备结合质谱和核磁共振等方

法进一步明确这三种未知成分的结构。本研究为进

一步深入探究黄芪茎叶抗氧化的作用机制及相关抗

氧化产品的开发提供了理论依据。
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