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裸花紫珠抑制 NO 生成活性及其活性部位的 HPLC-DAD-ESI-MS 研究 
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摘要：目的  确定裸花紫珠抑制一氧化氮(NO)生成的活性部位，并建立一套基于液质联用(HPLC-DAD-ESI-MS)技术快速

鉴定裸花紫珠有效部位中主要成分的方法。方法  以脂多糖(LPS)诱导巨噬细胞 RAW264.7 生成一氧化氮(NO)作为筛选模

型，采用液质联用(HPLC-DAD-ESI-MS)进行成分测定。结果  裸花紫珠中低极性的乙酸乙酯部位和石油醚部位显示出较

强的抑制 NO 活性，可能是其抗炎活性部位，黄酮及黄酮苷类是乙酸乙酯部位的主要成分，黄酮和二萜成分是石油醚部

位的主要成分。结论  研究结果为裸花紫珠的产品升级及其质量控制提供了参考依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To determine the active fractions of Callicarpa nudiflora on inhibitory of nitric oxide production, 
and to establish a method for identification of the main compositions of Callicarpa nudiflora by HPLC-DAD-ESI-MS technology. 
METHODS  The inhibitory activity of nitric oxide production was carried out using lipopolysaccharide (LPS) to induce 
macrophage RAW264.7. The main compositions were determined by HPLC-DAD-ESI-MS technology. RESULTS  The 
petroleum ether fraction and ethyl acetate fraction of Callicarpa nudiflora could inhibit the production of nitric oxide in 

lipopolysaccharide induced RAW264.7 cells (IC50<25 μg·mL1). Flavonoids and flavonoid glycosides were the main constituents 
of ethyl acetate fraction, and the main constituents of petroleum ether fraction were flavonoids and diterpenoids. 
CONCLUSION  The research provides a reference for the upgrading of products and the quality control of Callicarpa 
nudiflora. 
KEY WORDS: Callicarpa nudiflora; nitric oxide; anti-inflammatory; HPLC-DAD-ESI-MS 
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裸花紫珠(Callicarpa nudiflora Hook. et Arn.)

为马鞭草科紫珠属植物，产自我国海南、广西、

广东，印度、越南、马来西亚等地也有分布，其

根、叶可入药，具有收敛止血、消炎解毒等功效[1]。

由该味药材浸膏制成的裸花紫珠片已于 2000 年被

列入国家基本药物目录，在临床上用于治疗急性
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传染性肝炎、化脓性炎症、呼吸道和消化道出血

等，具有疗效确切和不良反应小等特点[2-3]。现代

药理研究证明，裸花紫珠具有显著的抗炎作用[4-6]。

鉴于裸花紫珠抗炎物质基础及其内在药效机制尚

未得到科学阐明，本实验以脂多糖(LPS)诱导巨噬

细胞 RAW264.7 作为筛选模型，考察裸花紫珠 5

个不同极性提取物抑制一氧化氮(NO)生成的活

性，确定 2 个活性部位。同时建立一套基于液质

联用(HPLC-DAD-ESI-MS)技术快速鉴定裸花紫珠

有效部位中主要成分的方法。 

1  仪器与材料 

岛津 LC-MS -IT-TOF 液相质谱联用仪(日本岛

津公司)；BS110S 赛多利斯电子天平(北京赛多利

斯天平有限公司)；HH-S 数显恒温水浴锅(郑州长

城科工贸有限公司)。甲醇和乙腈为色谱纯，其他

试剂均为分析纯。 

裸花紫珠药材产自海南省，由海南九芝堂药

业有限公司提供，由广西植物研究所黄俞淞副研

究员鉴定。 

2  提取分离与活性筛选 

2.1  提取分离 

取裸花紫珠药材，粉碎，用 95%乙醇加热回

流提取 3 次，提取液过滤后合并，减压浓缩成浸

膏，浸膏均匀分散于水中，分别用适量的石油醚、

乙酸乙酯和正丁醇萃取 5 次，萃取液浓缩干燥后，

得到石油醚、乙酸乙酯、正丁醇和水 4 个部位，

真空干燥，备用。对照品毛蕊花糖苷(1)、木犀草

苷(2)、木犀草素-3'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(3)、木犀

草素-4'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷(4)、木犀草素(5)、5,4'-

二羟基-3,7,3'-三甲氧基黄酮(6)、5-羟基-3,7,3',4'-

四甲氧基黄酮(7)均为从裸花紫珠中分离得到，均

通过 NMR、MS 和文献对照等进行结构鉴定。 

2.2  活性筛选 

小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 在 37 ℃、5%CO2

的培养箱中常规培养于 DMEM 培养液中。实验时

将细胞浓度调整至 3×104·mL1后接种至 96 孔板，

贴壁后，给药组分别加入裸花紫珠萃取物

(25 μg·mL1)或对照化合物(25 μmol·L1)干预细胞

2 h，再加入诱导剂脂多糖(lipopolysaccharide，LPS，

终浓度 1 μg·mL1)，阴性对照组加入等量的DMEM

培养基，培养 24 h 后，吸取上清液，加入 Griess

试剂，混匀，避光静置 10 min，于 550 nm 处测定

吸光度值。 

NO 生成抑制率(%)=(1给药组 NO 浓度均数/

阴性对照组 NO 浓度均数)×100%。 

3  活性部位的 LC-MS 分析 

活性筛选结果表明：石油醚和乙酸乙酯萃取

组分是活性部位。分别取这 2 个萃取组分和各对

照品适量，用甲醇配成一定浓度的样品溶液，按

以下分析条件进行 HPLC-DAD-ESI-MS 分析。 
色谱条件：ZORBAX SB-Aq 色谱柱(250 mm× 

4.6 mm，5.0 μm) ；流速 1.0 mL·min1，柱温 30 ℃，

进样量 10.0 μL。流动相 A 为体积分数 0.1%甲酸

溶液，流动相 B 为甲醇，梯度洗脱过程：0~5 min，

10% B；5~20 min，10%→40% B；20~40 min，

40%→50% B；40~60 min，50%→80% B；60~ 

80 min，80% B。通过二极管阵列检测器(DAD)测

定，主要色谱峰在 245 nm 处均有较大吸收，综合

考虑本实验选择 245 nm 为检测波长。 
质谱条件：ESI 正、负离子模式。雾化气流速

1.5 L·min1，干燥气(N2)压力 0.1 MPa，曲型脱溶剂

管(CDL)和加热块的温度均为 200 ℃，碰撞能量为

50%。检测器电压1.70 kV。扫描范围(m/z)120~ 2 000。 
4  结果 

4.1  提取物和化合物对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞

NO 生成的影响 

NO 是具有生物活性的气体信号分子，属于细

胞间信息传递的重要调节因子。但 NO 的过量生成

与炎症密切相关。当免疫细胞遭受微生物内毒素、

炎症介质等刺激时，会生成大量的诱导型一氧化

氮合成酶(induced NO synthase，iNOS)，iNOS 通

过催化其底物 L-精氨酸，生成 NO 进行免疫应答，

因此抑制 NO 生成是化合物抗炎活性的直接指标。 

裸花紫珠醇提物的石油醚和乙酸乙酯部位在

25 μg·mL1 的浓度下显示出对激活状态 RAW 

264.7 细胞 NO 释放的抑制活性，两者的抑制活性

均大于醇提物，其中乙酸乙酯部位的抑制作用稍

强于石油醚部位，而正丁醇部位和水部位的抑制

率低于醇提物，未显示出明显的抑制活性。裸花

紫珠 6 个黄酮类主成分在 25 μmol·L1 的浓度下显

示出不同程度的抑制作用，其中木犀草苷活性

高，其次是木犀草素和木犀草素-4'-O-β-D-吡喃葡

萄糖苷，5,4'-二羟基-3,7,3'-三甲氧基黄酮则 弱。

结果见表 1。 
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表 1  裸花紫珠提取物和化合物对 LPS 诱导 RAW264.7 细

胞 NO 生成的影响 
Tab. 1  Eeffct of extracts and compounds from Callicarpa 
nudiflora on NO production in LPS-stimulated RAW264.7 

编号 样品 抑制率/% 

 1 石油醚部位 80.19 

 2 乙酸乙酯部位 88.50 

 3 正丁醇部位  1.60 

 4 水部位 24.60 

 5 醇提物 57.19 

 6 木犀草苷 90.01 

 7 木犀草素-3'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷 31.01 

 8 木犀草素-4'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷 40.29 

 9 木犀草素 42.81 

10 5,4'-二羟基-3,7,3'-三甲氧基黄酮  5.11 

11 5-羟基-3,7,3',4'-四甲氧基黄酮 28.70 

12 毛蕊花糖苷 20.70 

4.2  液质联用技术鉴定活性部位主要化学成分 

采用液相色谱质谱联用(LC-MS)技术，可以比

较容易地根据被分离样品中各成分的紫外吸收、

相对分子质量和碎片离子等信息来综合分析其结

构，结合对照品或者文献对比分析质谱规律，可

快速推测主要色谱峰对应的化合物归属。 

对裸花紫珠的石油醚和乙酸乙酯活性部位进

行 HPLC-DAD-ESI-MS 测试，综合分析其紫外吸

收、相对分子质量和碎片离子等信息，对主要色

谱峰进行鉴定和归属，其中结合与标准品对照鉴

定了化合物 1~7，见图 1，另借助文献对照鉴定了

化合物 8~9。从乙酸乙酯部位鉴定 6 个黄酮和 1 个

苯乙醇苷类成分，从石油醚部位鉴定了 2 个黄酮

和 3 个二萜成分，分析结果见表 2。  

 
图 1  裸花紫珠活性部位(A：石油醚组分；B：乙酸乙酯组分)和混合对照品(C)的高效液相色谱图 
1毛蕊花糖苷；2木犀草苷；3木犀草素-4'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷；4木犀草素-3'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷；5木犀草素；65,4'-二羟基-3,7,3'-三甲

氧基黄酮；75-羟基-3,7,3',4'-四甲氧基黄酮；8callicarpic acid B；97α-acetoxysandaracopimaric acid；10-sandaracopimaric acid。 

Fig. 1  HPLC chromatograms of active fractions of Callicarpa nudiflora (A: Petroleum ether fraction; B: ethyl acetate fraction) 
and a standard mixture (C) 
Note: 1verbascoside; 2luteoloside; 3juncein; 4dracocephaloside; 5luteolin; 65,4'-dihydroxy-3,7,3'-trimethoxyflavone, pachypodol; 

75-hydroxy-3,7,3',4'-tetramethoxyflavone; 8callicarpic acid B; 97α-acetoxysandaracopimaric acid; 10sandaracopimaric acid. 

5  结论与讨论 

研究结果显示，裸花紫珠醇提物的石油醚萃

取部位和乙酸乙酯萃取部位具有显著的抑制 LPS

诱导的 RAW264.7 细胞 NO 生成作用。该结果与董

琳等人[7]的研究结果(裸花紫珠水提物氯仿部位的

8 个化合物中有 7 个化合物能抑制 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞 NO 生成)相吻合。因此，裸花紫

珠中、低极性部位可能是其主要的抗炎活性部位。

研究已报道裸花紫珠总黄酮具有抗炎活性[6]。对从

其活性部位分离得到的 6 个黄酮和 1 个苯乙醇苷类

主要成分进行抑制 NO 生成的活性实验，它们显示

出不同程度的抑制作用，其中木犀草苷活性 强，

但活性都没有比萃取物明显。另外，石油醚部位还

存在大量二萜成分，已有文献[8-11]报道，这类二萜

成分具有明显的抑制 NO 生成作用。这些都表明裸

花紫珠的抗炎作用是多成分协同作用的结果。 

裸花紫珠的化学成分有黄酮及苷类、三萜及

苷类、二萜、苯乙醇苷类、酚酸类、甾体类、挥

发油等，目前已从中分离得到 100 余个化合物。

对活性部位进行 HPLC-DAD-ESI-MS 检测发现，

裸花紫珠乙酸乙酯部位的主要成分是黄酮及黄酮

苷类成分，同时含有少量的苯乙醇苷类大极性成

分，黄酮和二萜成分则是其石油醚部位的主要成

分。5,4'-二羟基 -3,7,3'-三甲氧基黄酮和 5-羟基

-3,7,3',4'-四甲氧基黄酮在 2 个活性部位中都有存在

且含量较大，其中 5-羟基-3,7,3',4'-四甲氧基黄酮已

证实具有显著抑制二甲苯致小鼠耳肿胀的作用[12]。

本研究通过液质联用的方法，对裸花紫珠有效部

位中主要成分进行定性检测，实验结果为裸花紫

珠的产品升级及其质量控制提供了参考依据。 
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表 2  裸花紫珠活性部位主要成分的鉴定 

Tab. 2  Identification of main components of active fraction of Callicarpa nudiflora 

峰号 
一级正离子 

m/z 

一级负离子

m/z 

二级质谱 MS/MS 

m/z 

紫外吸收 

UV λmax/nm
分子式 鉴定结果 

来源 

部位 

1 647[M+Na]+ 623[M-H]− 
501[M-147+Na]+ 

461[M-H-caffeoyl]− 

315[M-caffeoyl-147]− 

224, 245, 
290, 335 

C29H36O15 毛蕊花糖苷 B 

2 
449[M+H]+ 447[M-H]− 287[M-162+H]+ 

285[M-H-162]− 
250, 268, 
288, 332 

C21H20O11 木犀草苷 
B 

3 
449[M+H]+ 447[M-H]− 287[M-162+H]+ 

285[M-H-162]− 
250, 268, 
288, 332 

C21H20O11 木犀草素-3'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷
B 

4 
449[M+H]+ 447[M-H]− 287[M-162+H]+ 

285[M-H-162]− 
250, 268, 
288, 332 

C21H20O11 木犀草素-4'-O-β-D-吡喃葡萄糖苷
B 

5 287[M+H]+ 285[M+H]− 
153[M-134+H]+ 

151[M−H-134]− 
133[M−H-152]− 

254, 268, 
342 

C15H10O6 木犀草素 B 

6 345[M+H]+ 343[M-H]− 
330[M-CH3+H]+ 
328[M-H-CH3]

− 
313[M-OCH3]

− 
254, 342 C18H16O7 5,4′-二羟基-3,7,3′-三甲氧基黄酮 A、B

7 359[M+H]+ 无 
344[M-CH3+H]+ 

329[M-2CH3+H]+ 
301[M-2CH3-CO+H]+ 

254, 342 C19H18O7 5-羟基-3,7,3′,4′-四甲氧基黄酮 A、B

8a 331[M+H]+ 329[M-H]− 
287[M-C3H7]

− 
268[M-H-H2O]− 

254 C20H26O4 callicarpic acid B[13] A 

9 383[M+Na]+ 359[M-H]− 
323[M-CH3COOH+Na]+

299[M-H-CH3COOH]− 
206 C22H32O4 7α-acetoxysandaracopimaric acid[7] A 

10a 303[M+H]+ 301[M-H]− 
257[M-COOH]+ 

229[M-H-COOH-C2H3]
− 206 C20H30O2 sandaracopimaric acid A 

注：A石油醚部位；B乙酸乙酯部位；a 首次从该植物报道的成分。 

Note: Aether fraction; Bethyl acetate fraction; a the composition is recorded for the first time from this plant..

致谢：NO 抑制活性筛选由中国科学院昆明植

物研究所天然药物活性筛选中心李艳研究组合作

完成。 
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