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基于化学指纹-细胞代谢组学相关性分析淫羊藿及
巫山淫羊藿促成骨分化的药效物质基础

黄云芬 1， 赵林超 1， 吴松南 1， 徐芳竹 1， 高慧 1， 陈雪莲 2， 袁子民 1*， 王静 1*

（1. 辽宁中医药大学  药学院，辽宁  大连  116600；2. 山东省妇幼保健院，济南  250000）

［摘要］ 目的：确定淫羊藿及巫山淫羊藿促进成骨分化的药效物质基础，并建立一种基于化学指纹与细胞代谢组学相关

性分析中药药效物质基础的方法。方法：采用超高效液相 -四极杆 -静电场轨道阱高分辨质谱法（UPLC-Q-Exactive Orbitrap-

MS）分析 4 种基原 15 批淫羊藿和 3 批巫山淫羊藿药材的化学指纹，通过偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）对不同基原淫羊藿

及巫山淫羊藿化学指纹峰面积进行统计学分析；运用细胞增殖与活性检测法（CCK-8）和酶联免疫吸附测定法（ELISA）分别检

测淫羊藿及巫山淫羊藿对 MC3T3-E1 成骨前体细胞增殖活力及成骨细胞碱性磷酸酶（ALP）活性的影响，采用超高效液相色

谱 -四极杆 -飞行时间串联质谱法（UPLC-Q-TOF-MS/MS）分析不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿对 MC3T3-E1 细胞代谢组学的影

响。构建细胞代谢组峰表，并引入平均药效作用指标 mean Y0，采用 PLS 及 Pearson 相关性分析计算各组 mean Y0和化学指纹的

相关性，依据变量重要性投影（VIP）值>1 筛选淫羊藿促成骨分化的药效成分，依据各组的 mean Y0评价淫羊藿及巫山淫羊藿的

药效作用。结 果 ：各基原淫羊藿及巫山淫羊藿化学指纹可完全分离。与空白组比较，不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿组

MC3T3-E1 细胞活力均明显增加，淫羊藿（甘肃）、朝鲜淫羊藿、柔毛淫羊藿组均可明显增强 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性（P<

0.05）。细胞代谢组学结果显示，空白组与模型组有明显的分离趋势，不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿与模型组距离有差异，表

明不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿促成骨分化作用具有差异。化学指纹-细胞代谢组学整合分析筛选出 9 个成分与药效关系密

切，包括双藿苷 B、朝藿定 C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ、yinyanghuo B、β-脱水淫羊藿素、木兰花碱、隐绿原酸和槲皮素，以朝鲜淫羊

藿促成骨分化的药效作用最强。结论：该研究确定了不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿促成骨分化的药效物质基础多为黄酮类、

生物碱类和有机酸类成分，为中药药效相关成分筛选及中药疗效预测提供思路与方法。
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and Epimedii Wushanensis Folium（EWF） in promoting osteogenic differentiation， and to establish a method to 

analyze the material basis of Chinese materia medica based on the correlation between chemical fingerprint and 

cellular metabolomics. Method：： The chemical fingerprints of 15 batches of EF with 4 species and 3 batches of 

EWF were analyzed by ultra performance liquid chromatography-quadrupole-electrostatic field orbitrap high-

resolution mass spectrometry（UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS）， and partial least squares-discriminant analysis

（PLS-DA） was used to analyze the peak areas of chemical fingerprints of samples. The effects of different 

samples on proliferative activity of MC3T3-E1 osteoblast precursors， as well as the activity of alkaline 

phosphatase（ALP） in osteoblasts were detected by cell counting kit-8（CCK-8） and enzyme-linked 

immunosorbent assay（ELISA）. At the same time， UPLC-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry（UPLC-Q-

TOF-MS/MS） was used to analyze the effects of different samples on the metabolomics of MC3T3-E1 cells， 

then metabolic peak table of osteogenic differentiation cells was constructed， and pharmacodynamic index mean 

Y0 was introduced into the peak table. PLS was used to calculate mean Y0 of each group， and the mean Y0 was 

added to the peak table of chemical fingerprint to construct the correlation between chemical fingerprint and cell 

metabolome， the pharmacodynamic components of EF and EWF that promote bone differentiation were screened 

according to variable importance in the projection（VIP） value>1. The pharmacodynamic effects of EF and EWF 

were evaluated according to the mean Y0 of each group. Result：： The chemical fingerprints of EF with different 

origins and EWF were completely separated. Compared with the blank group， the activity of MC3T3-E1 cells in 

EF and EWF groups was significantly increased， the activity of ALP in the Epimedium brevicornu（Gansu 

province）， E. koreanum and E. pubescens groups was significantly increased（P<0.05）. The results of cell 

metabolomics showed that the blank group and the model group had an obvious trend of separation. EF with 

different origins and EWF had different distance from the model group， indicating that EF with different origins 

and EWF had different effect on promoting osteogenic differentiation. Chemical fingerprint-cell metabolomics 

integration analysis screened 9 components closely related to the efficacy of EF and EWF， including 

diphylloside B， epimedin C， icariin， baohuoside Ⅰ ， yinyanghuo B， β -anhydroicaritin， magnoflorine， 

cryptochlorogenic acid and quercetin. E. koreanum had the strongest effect on promoting osteogenic 

differentiation. Conclusion：： This study determined that the material basis of EF and EWF promoting osteogenic 

differentiation were mostly flavonoids， alkaloids and organic acids， which provided ideas and methods for the 

screening of pharmacodynamic components and the prediction of therapeutic effect of Chinese materia medica.

［［Keywords］］ Epimedii Folium； Epimedii Wushanensis Folium； pharmacodynamic substances； cell 

metabolomics； chemical fingerprint； promoting osteogenic differentiation； ultra performance liquid 

chromatography-quadrupole-electrostatic field orbitrap high-resolution mass spectrometry（UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS）

淫羊藿味辛、甘，温，归肝、肾经，具有补肾阳，强

筋骨，祛风湿的功效。主要用于肾阳虚衰，阳痿遗

精，筋骨痿软，风湿痹痛，麻木拘挛等［1］。淫羊藿主要

含有淫羊藿苷、朝霍定 A，朝霍定 B，朝霍定 C、宝藿

苷Ⅰ等黄酮类化学成分［2-3］。2020 年版《中华人民共

和国药典》（以下简称《中国药典》）规定其来源为小

檗科植物淫羊藿 Epimedium brevicomu、箭叶淫羊藿

E. sagittatum、柔毛淫羊藿 E. pubescens 或朝鲜淫羊

藿 E. koreanum 的干燥叶。巫山淫羊藿在 2020 年版

《中国药典》单独列出，为小檗科植物巫山淫羊藿

E. wushanense 的干燥叶，其性味归经及功效与淫羊

藿相同。研究发现，不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿

的化学成分具有差异性，其中柔毛淫羊藿化学成分

差异最明显，而朝鲜淫羊藿与箭叶淫羊藿，淫羊藿与

巫山淫羊藿之间的化学成分及含量相似［4］。

淫羊藿及巫山淫羊藿临床应用广泛，具有抗骨

质疏松、抗肿瘤、降血糖、抗抑郁、抗炎等多种药理

作用［5-11］。骨质疏松症是一种以骨微结构破坏和骨

质流失为特征的常见骨科疾病［12-13］，机体内成骨细

胞介导的骨形成和破骨细胞介导的骨吸收功能失

衡是导致骨质疏松症发生的重要原因［14］。目前有

文献报道淫羊藿水提物及药渣对骨质疏松有治疗
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作用［15-16］。淫羊藿总黄酮通过骨形态发生蛋白

（BMP）/Runt 相关转录因子 2（Runx2）/特异性转录

因子（Osx）信号通路对绝经后骨质疏松模型大鼠有

治疗作用［17］，淫羊藿黄酮低糖苷可通过改善股骨的

骨丢失程度，增加骨小梁数量和厚度，降低骨小梁

孔隙度和分离度，促进骨基质钙化，加快骨形成，发

挥抗继发性骨质疏松疗效［18］。淫羊藿苷可有效抑

制磷酸酶 -张力蛋白基因（PTEN）激活成骨基因表

达，促进骨髓间充质干细胞（BMSCs）成骨分化，缓

解大鼠骨质疏松症［19］。宝藿苷Ⅱ能够促进 MC3T3-

E1 成骨前体细胞增殖分化，具有抗骨质疏松的作

用［20］。相关研究多集中考察淫羊藿中黄酮类成分，

而其他成分是否有抗骨质疏松作用未见报道，淫羊

藿抗骨质疏松的单体成分研究仍不够深入和全面。

代谢组学可动态分析生物体代谢情况变化的

整体性、系统性特点与中药多靶点、多途径的作用

特点相一致［21］，被广泛运用在中药作用机制及物质

基础的研究。因此本研究以不同基原淫羊藿及巫

山淫羊藿为研究对象，采用细胞代谢组学与化学指

纹的整合分析，确定淫羊藿及巫山淫羊藿促成骨分

化的药效物质基础，旨在为中药药效物质基础的筛

选提供新的思路，并为淫羊藿及巫山淫羊藿抗骨质

疏松的深入研究提供科学依据。

1 材料

HF240 型二氧化碳培养箱［立新仪器（上海）有
限公司］，SCI506 型低速离心机（赛洛捷克生物科技

有限公司），HBS-1096A 型酶标仪（南京德铁实验设

备有限公司），MS105DU 型十万分之一分析天平

（瑞士梅特勒托利多仪器有限公司），H1850R 型高

速台式冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司），CV600 型冷冻真空浓缩仪（北京吉艾姆科技

有 限 公 司 ），Vanquish 型 超 高 效 液 相 色 谱 仪 、

Q Exactive 型四极杆 -静电场轨道阱质谱仪（美国赛

默飞世尔科技公司），Nexera LC-40 型高效液相色谱

仪（日本岛津公司），Zeno TOF7600 型质谱仪（美国

Sciex 公司）。
地塞米松、β-甘油磷酸钠五水合物、维生素 C、

细胞增殖与活性检测法（CCK-8）试剂盒、二甲基亚

砜（DMSO）、磷酸盐缓冲液（PBS）（北京索莱宝科技

有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 404B021、1216P021、

222Q0212、1112U011、710N0310、P1010），宝 藿

苷Ⅰ、朝藿定 B、淫羊藿苷、朝藿定 C 对照品（四川省

维 克 奇 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

wkq20062306， wkq19111505， wkq0042802，

wkq20042308，纯 度 均 >98.0%），隐 绿 原 酸 、朝 藿

定 A1、β-脱水淫羊藿素、木兰花碱对照品（乐美天医

药 德 思 特 生 物 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

DSTDY003503、 DST30703-064、 DST210829-044、

DSTDM000402，纯 度 均 >98.0%），槲 皮 素 对 照 品

（ 纯度 >98%）、TritonX-100、α -EME 培养基、0.25% 

Trypsin-EDTA、1% 青 -链霉素双抗（大连美仑生物

技术有限公司，批号 A0409BS、MB2486、MA0216、

MA0232-Nov-23H2、MA0110-May-12I），成 骨 细 胞

碱性磷酸酶（ALP）活性检测试剂盒、蛋白定量法

（BCA）试剂盒（南京建成生物工程研究所有限公

司 ，批 号 分 别 为 20230708、20230708），胎 牛 血 清

（FBS，德国 PAN-Seratech 公司，批号 ST210101），乙
腈、甲醇、磷酸均为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

18 批淫羊藿药材经辽宁中医药大学药用植物教研

室 尹 海 波 教 授 鉴 定 ，为 小 檗 科 植 物 淫 羊 藿

E. brevicomu，箭叶淫羊藿 E. sagittatum，柔毛淫羊藿

E. Pubescens，巫山淫羊藿 E. wushanense 或朝鲜淫

羊藿 E. koreanum 的干燥叶。具体信息见表 1。

MC3T3-E1 小鼠胚胎成骨前体细胞购自北京协

和细胞资源中心，订单编号 2023062127457，实验时

表 1　淫羊藿及巫山淫羊藿药材信息

Table 1　 Information of Epimedii Folium and Epimedii 

Wushanensis Folium

编号

X1

X2

X3

Y1

Y2

Y3

W1

W2

W3

C1

C2

C3

R1

R2

R3

J1

J2

J3

基原

淫羊藿

淫羊藿

淫羊藿

淫羊藿

淫羊藿

淫羊藿

巫山淫羊藿

巫山淫羊藿

巫山淫羊藿

朝鲜淫羊藿

朝鲜淫羊藿

朝鲜淫羊藿

柔毛淫羊藿

柔毛淫羊藿

柔毛淫羊藿

箭叶淫羊藿

箭叶淫羊藿

箭叶淫羊藿

产地

甘肃省

甘肃省

甘肃省

陕西省商洛市

陕西省商洛市

陕西省商洛市

贵州黔南州

贵州黔南州

贵州黔南州

辽宁省本溪桓仁

辽宁省本溪桓仁

辽宁省本溪桓仁

甘肃陇南市

甘肃陇南市

甘肃陇南市

贵州毕节市

贵州毕节市

贵州毕节市

批号

20201115

20201117

20201118

20200621

20200613

20200615

20201101

20201102

20201103

20200715

20200618

20200617

20200601

20200602

20200603

20201109

20201106

20201110
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传至 6~8 代。

2 方法

2.1　溶液制备     

2.1.1　供试品溶液的制备     分别称取不同基原淫

羊藿及巫山淫羊藿各 10 g，加 10 倍量 50% 乙醇，回

流提取 1.5 h，过滤后加 8 倍量 50% 乙醇回流提取

1.5 h，合并 2 次滤液，减压浓缩，残渣用 50% 乙醇配

制成质量浓度为 100 g·L-1的溶液，过 0.22 μm 滤膜，

用于化学指纹研究。其中 X1、Y1、W1、C1、R1、J1 的

供试品溶液用 PBS 稀释为终质量浓度为 0.1 g·L-1的

溶液，用于细胞代谢组学研究。

2.1.2　混合对照品溶液的制备     分别取宝藿苷Ⅰ，

朝藿定 B，朝藿定 C，淫羊藿苷，朝藿定 A1，隐绿原

酸，槲皮素，β-脱水淫羊藿素，木兰花碱对照品 1.19、

1.20、2.18、0.81、1.69、2.06、1.32、2.25、2.20 mg 置于

10 mL 量瓶中，甲醇定容制成混合对照品溶液。

2.2　化学指纹分析     

2.2.1　检测条件     正离子模式色谱条件为 Waters 

BEH C8 色谱柱（2.1 mm×50 mm，1.7 μm），流动相

0.1% 甲 酸 水 溶 液（A）- 乙 腈（B）梯 度 洗 脱（0~

0.5 min，5%B；0.5~2 min，5%~40%B；2~8 min，40%~

100%B；8~10 min，100%B；10~10.1 min，100%~

5%B；10.1~12 min，5%B），进 样 量 5 μL，流 速

0.4 mL·min-1，柱温 60 ℃。负离子模式色谱条件为

ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（2.1 mm×50 mm，

1.8 μm），流动相含 6.5 mmol·L-1 NH4HCO3的水溶液

（A）-含 6.5 mmol·L-1 NH4HCO3 的 95% 甲醇水溶液

（B）梯 度 洗 脱（0~0.5 min，2%B；0.5~2 min，2%~

40%B；2~8 min，40%~100%B；8~10 min，100%B；
10~10.1 min，100%~2%B；10.1~12 min，2%B），进样

量 5 μL，流速 0.4 mL·min-1，柱温 60 ℃。质谱条件

为，电喷雾离子源（ESI），正、负离子模式检测，喷雾

电压 3.50 kV（ESI+ ）、3.00 kV（ESI- ），毛细管温度

300 ℃ ，离 子 源 温 度 250 ℃ ，辅 助 加 热 气 温 度

350 ℃，辅助气流量 45 arb，鞘气体流量 10 arb，全扫

描模式采集，扫描范围 m/z 80~1 200，全 MS 扫描分

辨率 70 000，MS/MS 分辨率 17 500。

2.2.2　化学成分鉴定     根据中药系统药理学数据

库与分析平台（TCMSP，http：//lsp nwu.edu.cn/tcmsp.

php）、中 医 药 综 合 数 据 库（TCMID，http：//www.

megabionet. org/tcmid/）、PubChem（https：//pubchem.

ncbi. nlm. nih. gov/）、ChemSpider（https：//www.

chemspider.com/））等在线数据库及相关文献建立的

淫羊藿化学成分谱库，通过化学成分的分子量、二

级碎片离子信息、保留时间（tR）及对照品比对等，对

化学成分进行最终确认。

2.2.3　数据处理     质谱所得原始数据采用 Trace 

Finder ver3.2.512.0 数据处理软件进行峰匹配，去除

背景噪音，整合数据得到。不同基原淫羊藿及巫山

淫羊藿药材的化学指纹峰表采用 SIMICA 13.0 软件

进行主成分分析（PCA）和偏最小二乘法 -判别分析

（PLS-DA）。
2.3　 CCK-8 检 测 MC3T3-E1 细 胞 活 力     每 孔 加

α -MEM 完全培养基（含 α -MEM 基础培养基、10% 

FBS、1% 青 -链霉素溶液，下同）180 μL，分别取对数

生长期的 MC3T3-E1 细胞，以 1.0×104个/孔的细胞密

度接种在 96 孔培养板上，在 37 ℃、5% CO2 及饱和

湿度培养箱内培养，培养 12 h 后，待细胞贴壁细胞

数约占 60%~80%，即可给予药物干预。细胞分为培

养基组（无细胞）、空白组（培养基+细胞）、给药组

［培养基+细胞+不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿供试

品溶液 0.1 g·L-1（终质量浓度）］，每个处理组设置

4 个复孔，给药后置于恒温培养箱中培养 24 h 后，取

出培养板，弃去培养液，更换新鲜培养液，每孔加入

CCK-8 试剂 10 μL，在培养箱中继续培养 2 h，用酶

标仪测定在 450 nm 处的吸光度 A，计算细胞活力。

细胞活力=（A 加药-A 空白）/（A 未加药-A 空白）×100%。

2.4　MC3T3-E1细胞中 ALP活性的检测     取对数生

长期、生长状态良好的 MC3T3-E1 细胞，PBS 清洗

2 次，用 0.25% 胰蛋白酶消化，细胞皱缩时，加入

α -MEM 完全培养基停止消化，1 000 r·min-1 离心

3 min（离心半径 10 cm），弃去上清液，完全培养基重

悬细胞，调整细胞悬液密度为 2×104个/孔，按照每孔

500 μL 接种于 24 孔细胞板中，37 ℃、5% CO2培养箱

中培养 12 h后，待贴壁细胞约为 60%~80%，即可给予

药物干预细胞分组为空白组（培养基）、模型组（培养

基+成骨诱导液）、给药组［培养基+成骨诱导液+不同

基原淫羊藿及巫山淫羊藿供试品溶液 0.1 g·L-1（终质

量 浓 度 ）］。 成 骨 诱 导 液 为 0.05 g·L-1 维 生 素 C、

10 nmol·L-1地塞米松、10 mmol·L-1 β-甘油磷酸钠的

混合溶液。培养 7 d，换液 1 次/3 d，培养结束后 PBS

清洗 3 次，加入细胞裂解液冰上裂解 30 min，4 ℃、

13 000 r·min-1离心 30 min（离心半径 6.219 cm），取上

清液，按试剂盒说明进行 ALP活性测定。

2.5　代谢组学分析     

2.5.1　细胞分组与处理     每皿加 α -MEM 培养基

1.8 mL，分别取对数生长期的 MC3T3-E1 细胞，以

3.5×105 个/皿细胞密度接种在 48 个培养皿中，在细
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胞培养箱内培养 12 h 后，待贴壁细胞约为 60%~

80%，即可给予药物干预。细胞分为空白组（培养

基）、模型组（培养基+成骨诱导液）、给药组［培养

基+成骨诱导液+不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿供

试品溶液 0.1 g·L-1（终质量浓度）］，每组平行 6 个培

养皿，培养 7 d，换液 1 次/3 d，弃去培养基，用 PBS 清

洗 2 次，每组随机选取一个培养皿进行细胞计数，其

余用液氮淬灭 3 min，每个培养皿加入 4 ℃的 80% 甲

醇水溶液 1.5 mL，刮取细胞，-80 ℃储存。

2.5.2　细胞样品的制备     细胞样品用氮气吹干后加

入甲醇萃取剂（含内标肉碱 C2∶0-d3 0.02 mg·L-1、肉

碱 C8∶0-d3 0.02 mg·L-1、肉碱 C16∶0-d3 0.02 mg·L-1、

溶 血 磷 脂 酰 胆 碱 19∶0 0.25 mg·L-1、棕 榈 酸 -d3 

0.5 mg·L-1、硬 脂 酸 -d3 0.5 mg·L-1、色 氨 酸 -d5 

0.85 mg·L-1、苯 丙 氨 酸 -d5 0.72 mg·L-1、胆 酸 -d4 

0.37 mg·L-1、鹅 去 氧 胆 酸 0.3 mg·L-1），将 悬 浮 液

10 ℃、1 000 r·min-1（离心半径 6 cm）冷冻干燥 12 h，

冻干粉用 25% 乙腈水溶液 50 μL 重悬进行分析。

2.5.3　检测条件     正离子模式按 2.2.1 项下正离子

模式方法检测。负离子模式采用 Waters HSS T3 色

谱柱（2.1 mm×50 mm，1.8 μm），按 2.2.1 项下负离子

模式方法检测。质谱条件采用 ESI，正、负离子模式

检测，喷雾电压 5.50 kV（ESI+）、4.5 kV（ESI-），毛细

管温度 320 ℃，离子源温度 500 ℃，碰撞能量 30 eV，

辅助气流量 50 arb，鞘气体流量 15 arb，辅助加热气

温度 350 ℃，全 MS 扫描分辨率 60 000，MS/MS 分辨

率 15 000，扫描范围 m/z 85~1 250。质谱分析采用信

息依赖获取（IDA）模式，获得强度最大的 10 个母离

子的 MS/MS 谱。

2.5.4　数据处理     质谱获得的原始数据用 Profiling 

Solution V2.01 进行预处理，用于峰拾取和对准。数

据使用 SIMCA-P 11.5 软件，进行 PCA、PLS-DA 和

PLS 处理。采用 SPSS 13.0 进行单因素方差分析和

t 检验，对应的统计变量以 x̄± s 表示，P<0.05 为差异

具有统计学意义。

2.6　化学指纹 -细胞代谢组学的相关性分析     在不

同基原淫羊藿及巫山淫羊藿促进成骨分化的细胞

代谢组学研究的峰表中，引入变量 Y0为药效作用指

标，设正常组每个培养皿 Y0=0，模型组 Y0=1，对峰表

进行 PLS 处理，计算各给药组每个培养皿的 Y0及其

均值 mean Y0。将计算得到的 mean Y0带入到不同基

原淫羊藿及巫山淫羊藿的化学指纹峰表中，作为相

应药材促进成骨分化的药效作用指标，并对整合后

不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿的化学指纹峰表中

峰面积及其对应 mean Y0进行 PLS 处理，得到各淫羊

藿及巫山淫羊藿药材的 Y1，去掉一个基原药材的

mean Y0，再次对峰面积及 mean Y0 进行 Scatter-plot 

Loading 分析，即计算得到该药材的药效作用指标

的预测值 Y1-predict，分别计算 mean Y0 与 Y1、Y1-predict 的

Pearson 相关系数，在有 mean Y0的化学指纹峰表中，

依据变量重要性投影（VIP）值>1 的变量筛选药效成

分。仅保留 VIP 值>1 的变量，形成一个新峰表，将

mean Y0 带入新峰表中，对峰面积及 mean Y0 采用

PLS，计算得到各淫羊藿及巫山淫羊藿药材 Y2 及其

预 测 值 Y2-predict，再 次 计 算 mean Y0 与 Y2、Y2-predict 的

Pearson 相关系数。最后，将 VIP 值>1 的变量的化学

指纹峰表进行 PCA 处理，得到各药材的第一主成分

（PC1）和第二主成分（PC2）的数值，分别以 PC1 和

PC2 为自变量 X 和变量 Y，以 mean Y0 为气泡直径的

变量值，得到淫羊藿及巫山淫羊藿的化学指纹和细

胞代谢组学相关性的气泡图。

3 结果

3.1　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿的化学指纹分

析     淫羊藿及巫山淫羊藿正、负离子模式下的总离

子流图，见增强出版附加材料。不同基原淫羊藿及

巫山淫羊藿 PLS-DA 结果见增强出版附加材料。正

离子模式 PLS-DA 模型 R2X（对自变量的拟合程度）、
R2Y（模型对因变量的拟合程度）和 Q2（预测能力）分
别为 0.846、0.975 和 0.88，验证模型 R2和 Q2的截距分

别为 0.331 和-0.7；负离子模式 PLS-DA 模型 R2X、

R2Y 和 Q2的值分别为 0.789、0.796 和 0.462，验证模型

R2 和 Q2 的截距分别为 0.361 和-0.694，结果表明正、

负离子模式 PLS-DA 模型均具有良好的拟合度和可

预测性。PLS-DA 结果表明，不同基原淫羊藿及巫

山淫羊藿可明显区分，其中箭叶淫羊藿、巫山淫羊

藿和淫羊藿（陕西）空间距离较近，淫羊藿（甘肃）、
柔毛淫羊藿、朝鲜淫羊藿相互之间分离较远，淫羊

藿基原相同，产地不同，亦有差异。依据 VIP 值>1

筛选得到不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿的 10 个差

异化学成分，以黄酮类成分为主，还包括生物碱类、

酚酸类等。黄酮类化合物包括朝藿定 B、朝藿定 C、

槲皮素、朝藿定 A1、宝藿苷Ⅰ、yinyanghuo B、淫羊

藿苷、β-脱水淫羊藿素，生物碱类化合物包括木兰花

碱，酚酸类化合物包括隐绿原酸。见增强出版附加

材料。

3.2　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿对 MC3T3-E1

细胞增殖的影响     与空白组比较，不同基原淫羊藿

及巫山淫羊藿药材均能够促进 MC3T3-E1 细胞增殖
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（P<0.05），其中，淫羊藿（陕西）和巫山淫羊藿细胞增

殖作用最强，见表 2。

3.3　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿对 MC3T3-E1

细胞中 ALP 活性的影响     ALP 在成骨诱导过程中

最先反应，在成骨分化开始时 ALP 活性增加，随着

成骨分化能力的增强，其活性逐渐增加，其活性高

低与成骨分化能力正相关。与空白组比较，模型组

中的 ALP 活性明显增加，表明成骨诱导液能促进

MC3T3-E1 细胞的成骨分化。与模型组比较，淫羊

藿（甘肃）、朝鲜淫羊藿、柔毛淫羊藿均能明显增加

MC3T3-E1 细胞中 ALP 活性，说明这 3 种淫羊藿具

有促进 MC3T3-E1 细胞成骨分化作用，见表 3。

3.4　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿的细胞代谢组

学分析     PLS-DA 结果见增强出版附加材料，与空

白组比较，模型组有明显的分离趋势，不同基原淫

羊藿及巫山淫羊藿组与模型组分离远近有差异，从

远至近依次为朝鲜淫羊藿、巫山淫羊藿、箭叶淫羊

藿、柔毛淫羊藿、淫羊藿（甘肃）、淫羊藿（陕西），表明

不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿促成骨分化的作用具

有差异。正离子模式 R2X、R2Y 和 Q2的模型参数分别

为 0.817、0.560 和 0.359，表明拟合和预测能力较好，

验证模型中正离子模式下 R2 和 Q2 的截距分别为

0.246 和-0.400。负离子模式 R2X、R2Y 和 Q2的模型参

数分别为 0.769、0.549和 0.244，负离子模式下 R2和 Q2

的截距分别为 0.267和-0.424说明没有过拟合。

3.5　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿的化学指纹 -细

胞代谢组学相关性分析     不同基原淫羊藿及巫山

淫羊藿促进成骨分化的细胞代谢组学 PLS 分析模

型参数为，R2X=0.695，R2Y=0.458，Q2=0.21，其中，Q2

的数值较小，与淫羊藿及巫山淫羊藿的基原较多，

细胞样品分组较多有关，验证模型的 R2和 Q2的截距

分别 0.208，和-0.331，表示模型验证试验未过拟合，

PLS 分析结果可靠。结果显示，不同基原淫羊藿及

巫山淫羊藿促成骨分化的药效指标 mean Y0 分别与

Y1、Y1-predict 的 Pearson 相 关 系 数 为 0.998 和 0.790，

Pearson 相关系数 0.8~1 为极强相关，0.6~0.8 为强相

关，0.6 以下为弱相关，结果表明淫羊藿及巫山淫羊

藿化学指纹与其促进成骨分化的药效作用有良好

的相关性。在含有药效作用指标 mean Y0 的淫羊藿

及巫山淫羊藿化学指纹中，筛选有 9 个变量与促进

成骨分化的药效作用相关，包括木兰花碱、双藿

苷 B、朝藿定 C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ、yinyanghuo B、

β-脱水淫羊藿素、隐绿原酸和槲皮素。不同基原淫

羊藿及巫山淫羊藿促成骨分化的药效指标 mean Y0

与 Y2、Y2-predict 的 Pearson 相 关 系 数 分 别 为 0.967 和

0.953，研究表明 VIP>1 的 9 个变量与淫羊藿及巫山

淫羊藿的药效作用有强相关性，可作为潜在药效成

分。见增强出版附加材料。

9 个潜在药效成分在不同基原淫羊藿及巫山淫

羊藿化学指纹中的相对丰度变化，与朝鲜淫羊藿组

比较，淫羊藿（甘肃）组中木兰花碱、宝藿苷Ⅰ、β-脱水

淫羊藿素、隐绿原酸、槲皮素和淫羊藿苷的相对丰度

明显降低，双藿苷和朝藿定 C 的相对丰度明显升高

（P<0.05）；淫羊藿（陕西）组中宝藿苷Ⅰ、β-脱水淫羊

藿素、隐绿原酸和淫羊藿苷明显降低，双藿苷、槲皮

素、朝藿定 C 和 yinyanghuo B 明显升高（P<0.05）；巫
山淫羊藿组中木兰花碱、宝藿苷Ⅰ、β-脱水淫羊藿素、

隐绿原酸、槲皮素和淫羊藿苷的相对丰度明显降低，

朝藿定 C的相对丰度明显升高（P<0.05）；柔毛淫羊藿

表 3　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活力

的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Epimedii Folium with different origins and 

Epimedii Wushanensis Folium on ALP activity of MC3T3-E1 cells 

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

淫羊藿（甘肃）组
淫羊藿（陕西）组
巫山淫羊藿组

朝鲜淫羊藿组

柔毛淫羊藿组

箭叶淫羊藿组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

ALP 活力/金氏单位

3.47±0.39

5.31±0.901）

10.56±1.312）

4.87±1.30

6.34±1.89

8.37±1.022）

20.79±4.742）

6.54±0.20

注：与空白组比较 1）P<0.05，与模型组比较 2）P<0.05

表 2　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿对 MC3T3-E1 细胞增殖活力的

影响（x̄± s，n=4）

Table 2　 Effect of Epimedii Folium with different origins and 

Epimedii Wushanensis Folium on viability of MC3T3-E1 cells

（x̄± s，n=4）

组别

空白组

淫羊藿（甘肃）组
淫羊藿（陕西）组
巫山淫羊藿组

朝鲜淫羊藿组

柔毛淫羊藿组

箭叶淫羊藿组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

细胞活力/%

93.31±7.78

128.20±14.061）

144.48±17.891）

134.47±11.931）

134.43±4.271）

133.58±2.141）

123.92±12.371）

注：与空白组比较 1）P<0.05

··160



第 30 卷第  17 期
2024 年 9 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 30，No. 17

Sep. ，2024

组中木兰花碱、宝藿苷Ⅰ、β-脱水淫羊藿素、隐绿原酸

和淫羊藿苷的相对丰度明显降低，双藿苷和朝藿定 C

的相对丰度明显升高（P<0.05）；箭叶淫羊藿组中的

宝藿苷Ⅰ、β-脱水淫羊藿素、隐绿原酸、槲皮素和淫羊

藿苷的相对丰度明显降低，木兰花碱和朝藿定 C 的

相对丰度明显升高（P<0.05）。见表 4。

淫羊藿及巫山淫羊藿的化学指纹和细胞代谢

组学的相关性气泡图见图 1，淫羊藿及巫山淫羊藿

促成骨分化药效作用从强至弱顺序为朝鲜淫羊藿、

箭叶淫羊藿、巫山淫羊藿、柔毛淫羊藿、淫羊藿（陕

西）、淫羊藿（甘肃）。

4 讨论

本研究通过化学指纹与细胞代谢组相关分析

确定了淫羊藿促成骨前体细胞成骨分化的药效物

质，主要为黄酮类、生物碱类和酚酸类成分，其中黄

酮类成分为双藿苷 B、朝藿定 C、淫羊藿苷、宝藿

苷Ⅰ、yinyanghuo B、β-脱水淫羊藿素和槲皮素；生
物碱类成分为木兰花碱；酚酸类为隐绿原酸。

据报道，淫羊藿总黄酮能够有效促进体外成骨

细胞增殖和分化成熟，具备促骨形成的活性，能够

有效对抗骨质疏松［22］。其中淫羊藿苷可通过雌激

素受体 -α（ER-α）/腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/

沉默信息调节因子 1（SIRT1）信号通路去乙酰化，通

过提高成骨细胞 Runx2 及碱性磷酸酶蛋白表达、通

过降低成骨前体细胞的 p65 磷酸化水平等代谢途径

促进成骨增殖分化，延缓骨质疏松症的发生［23-25］，并

可能通过磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B

（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）通路调控

骨微血管内皮细胞自噬，进而改善非创伤性骨坏

死［26］。宝藿苷Ⅰ［27］和槲皮素［28］均可促进小鼠前体

成 骨 细 胞 MC3T3-E1 细 胞 的 成 骨 分 化 ，抑 制

RAW264.7 细胞形成破骨细胞，对骨代谢具有积极

作用。β-脱水淫羊藿素能明显提高 ALP 活性、钙含

量 和 骨 钙 素 含 量 ，提 高 成 骨 分 化 的 关 键 基 因

BMP-2、OSX 和 Runx2 信使核糖核酸（mRNA）水平，

起到骨保护作用［29］。上述的黄酮醇苷类成分均能

增强成骨细胞活力，促进成骨分化，这与本研究确

定的淫羊藿促成骨分化的药效物质基本一致。但

β-脱水淫羊藿素在不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿中

含量很低，淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ、朝藿定 C 和双藿

表 4　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿中 9 个潜在药效成分的相对丰度变化  （x̄± s，n=3）

Table 4　Relative abundance changes of 9 potential pharmacodynamic components in Epimedii Folium with different origins and Epimedii 

Wushanensis Folium （x̄± s，n=3） ×107

组别

朝鲜淫羊藿组

淫羊藿（甘肃）组
淫羊藿（陕西）组
巫山淫羊藿组

柔毛淫羊藿组

箭叶淫羊藿组

组别

朝鲜淫羊藿组

淫羊藿（甘肃）组
淫羊藿（陕西）组
巫山淫羊藿组

柔毛淫羊藿组

箭叶淫羊藿组

木兰花碱

59.00±2.69

11.11±0.701）

42.26±7.28

35.67±3.331）

32.29±3.051）

68.65±10.001）

槲皮素

0.61±0.04

0.29±0.021）

6.30±0.101）

0.28±0.031）

0.63±0.09

0.21±0.011）

宝藿苷Ⅰ
15.12±0.65

11.07±0.461）

4.71±0.361）

1.85±0.051）

5.03±0.321）

4.90±0.141）

朝藿定 C

1.13±0.13

8.81±0.401）

7.31±1.171）

27.63±4.281）

13.47±1.841）

11.35±0.551）

双藿苷

2.36±0.13

11.8±0.731）

13.5±0.511）

2.88±0.38

3.11±0.301）

2.04±0.41

淫羊藿苷

3.01±0.09

1.93±0.151）

1.55±0.041）

0.65±0.051）

1.47±0.211）

1.58±0.131）

β-脱水淫羊藿素

10.46±0.41

6.73±0.211）

2.84±0.221）

1.18±0.041）

3.60±0.191）

3.89±0.031）

yinyanghuo B

0.19±0.01

0.67±0.05

2.80±0.041）

0.33±0.02

1.09±0.08

-

隐绿原酸

9.20±0.41

1.16±0.061）

1.81±0.041）

0.64±0.061）

0.89±0.041）

1.61±0.151）

注：与朝鲜淫羊藿组比较 1）P<0.05； -.未检出

注：气泡直径代表促成骨分化药效作用，直径越大，淫羊藿促成

骨分化药效作用越强

图 1　不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿化学指纹 -细胞代谢组学的相

关性气泡

Fig.  1　Bubble diagram of correlation of chemical fingerprint-cell 

metabolomics of Epimedii Folium with different origins and 

Epimedii Wushanensis Folium
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苷 B 的含量较高。淫羊藿苷在机体内被吸收入血浓

度比较低［30］，容易被肠道菌群代谢，脱去单糖化合

物，降解成 β-脱水淫羊藿素，有报道发现大鼠腹腔

注射淫羊藿素（10 mg·kg-1）后，体内会迅速代谢成

葡萄糖醛酸Ⅱ相代谢物（即淫羊藿素葡萄糖醛酸代

谢物），并在 2 h 其代谢产物达到最大浓度［31］。而本

研究确定的淫羊藿中促成骨前体细胞向成骨分化

的药效物质既有黄酮醇苷类化合物，又有低含量的

β-脱水淫羊藿素，推测可能是淫羊藿黄酮苷元化合

物结构中的异戊烯基与成骨分化的作用靶点相互

作用。另外，隐绿原酸能够促进成骨基因远端缺失

同 源 盒 5（Dlx5）、DNA 结 合 蛋 白 抑 制 剂（Idl）和

Runx2 的表达，进而促进早期的成骨细胞分化［32］。

木兰花碱可降低去卵巢诱导［33］和炎症性小鼠骨质

疏松模型［34］的骨吸收，提高骨密度。二者作为确定

的药效物质，与文献报道相一致。

在化学成分研究方面，有文献报道不同基原淫

羊藿及巫山淫羊藿药材中黄酮醇苷类化合物的含

量差异较大，其中绿原酸、朝藿定 C 和宝藿苷Ⅰ含量

差异最大。且绿原酸和宝藿苷Ⅰ在朝鲜淫羊藿中

含量最高，朝藿定 C 在朝鲜淫羊藿中含量最低，淫羊

藿苷在不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿药材中含量

差异变化不大，木兰花碱在朝鲜淫羊藿中含量最

高 ，但是在其他基原淫羊藿中含量无明显性差

异［35］。本研究确定的 9 个药效成分在淫羊藿及巫山

淫羊藿中含量亦有差异，可建立含有该 9 个药效成

分的淫羊藿及巫山淫羊藿化学指纹图谱，用于淫羊

藿及巫山淫羊藿的质量控制和评价，这将更具有科

学性、合理性。

本研究为中药药效物质基础的筛选提供了一

种新的方法和技术，与中药提取物、中药单体化合

物的相关靶标、细胞、器官或动物模型的活性测试，

探寻与药理活性相关的药效成分［36-37］，这种传统的

中药药效物质基础筛选方法比较，本研究构建了体

外 -体内成分相关、化学成分 -细胞整体药效作用相

关，整合分析确定中药药效物质基础，该研究思路

更符合中药多成分、多靶点的药效作用特点，但是

由于细胞实验的局限性，不能完全代替整体动物给

药后的药效作用，因此本研究需要构建整体动物骨

质疏松症模型，开展给药淫羊藿及巫山淫羊藿后的

血样、尿样、组织样品的代谢组学研究，构建化学指

纹-代谢组学相关分析，筛选淫羊藿治疗骨质疏松的

药效物质基础 ，这也是本课题组下一步的研究

计划。

综上所述，本研究以淫羊藿及巫山淫羊藿促进

成骨分化为例，建立了一种基于化学指纹与细胞代

谢组学相关性的中药质量评价新策略。化学指纹

分析结果表明，不同基原淫羊藿及巫山淫羊藿化学

成分有明显变化。基于代谢组学，不同基原的淫羊

藿及巫山淫羊藿具有不同的细胞代谢组。通过 PLS

分析，并引入疗效参数，确定化学指纹与细胞代谢

组具有良好的相关性。确定了与促进成骨分化药

效相关的 9 个变量，这些质量标记成分可用于淫羊

藿的质量评价。
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