
 

苗药地瓜藤 UHPLC指纹图谱及抗氧化活性谱效关系研究

杨明宇，李蒙禹，黄哲，何琪，孙庆文，杨烨*(贵州中医药大学,  贵阳  550025)

摘要：目的　 建立苗药地瓜藤的 UHPLC 指纹图谱，研究其与抗氧化活性的谱效关系，筛选抗氧化活性成分群。方法　采

用 UHPLC 建立地瓜藤指纹图谱，运用《中药指纹图谱相似度评价系统》(2012 版) 进行相似度评价并指认共有峰，运用

SPSS  16.0、 SIMCA  14.1 软 件 进 行 聚 类 分 析 (hierarchical  cluster  analysis，HCA) 和 主 成 分 分 析 (principal  component
analysis，PCA)；采用 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基清除法、2,2’-联氮-二 (3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸) 二铵盐自由基清除

法和总抗氧化能力测定法评价 16 批地瓜藤抗氧化活性；运用灰色关联度分析 (grey relational analysis，GRA)、双变量相关

分析、偏最小二乘回归 (partial least squares regression，PLSR)3 种分析方法研究谱效关系。结果　建立了 16 批地瓜藤的

UHPLC 指纹图谱并标定 13 个共有峰，相似度为 0.613~0.996，同时指认出峰 9 为芦丁、峰 10 为异槲皮素、峰 12 为水仙

苷，HCA 结果显示样品共聚为两类，与 PCA 结果一致；16 批地瓜藤均有不同程度抗氧化活性。GRA 结果显示 13 个共有

峰与抗氧化活性之间的关联度>0.8，均具有高关联性，双变量相关性分析及 PLSR 分析结果表明峰 5、峰 9(芦丁)、峰

10(异槲皮素)、峰 11、峰 12(水仙苷) 的相关系数及回归系数与抗氧化活性呈正相关，且贡献度较大 (变量重要性投影>1)，
为抗氧化活性的主要有效成分。结论　16 批地瓜藤均具有较好的抗氧化活性，其发挥抗氧化作用是内部抗氧化成分群协同

作用的结果，而共有峰 5，9，10，11，12 所对应的成分与其抗氧化活性密切相关，揭示了地瓜藤抗氧化活性的药效物质

基础。
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UHPLC Fingerprinting and Spectroscopic Relationship of Antioxidant Activity of the Miao Medicine Ficus
Tikoua Bur.

YANG Mingyu, LI  Mengyu, HUANG Zhe, HE  Qi,  SUN  Qingwen, YANG Ye*(Guizhou  University  of  Traditional
Chinese Medicine, Guiyang 550025, China)

ABSTRACT: OBJECTIVE　 To establish the UHPLC fingerprint of Miao Medicine Ficus tikoua Bur., study its spectrum-effect
relationship with antioxidant activity, and screen the antioxidant active components. METHODS　 UHPLC was used to establish
the fingerprint of Ficus tikoua Bur.. Evaluation System for Similarity of Chromatographic Fingerprint of Chinese Herbal Medicine
(Version 2012) was used to evaluate the similarity and identify the common peaks. SPSS 16.0 and SIMCA 14.1 software were used
for  hierarchical  cluster  analysis(HCA)  and  principal  component  analysis(PCA).  The  1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)  free
radical scavenging method, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS) free radical scavenging
method and total antioxidant capacity method were used to evaluate the antioxidant activity of 16 batches of ethanol extracts from
Ficus  tikoua Bur.  Three  methods  including  grey  relational  analysis(GRA),  bivariate  correlation  analysis  and  partial  least  squares
regression(PLSR) were used to study the spectrum-effect relationship. RESULTS　 The UHPLC fingerprints of 16 batches of Ficus
tikoua Bur.  were  established and 13 common peaks  were  identified.  The similarities  were  0.613−0.996.  At  the  same time,  it  was
identified that peak 9 was rutin, peak 10 was isoquercetin, and peak 12 was narcissin. The results of HCA showed that the samples
were clustered into two categories,  which was consistent with the PCA results.  Sixteen batches of Ficus tikoua Bur.  had different
degrees of antioxidant activity. The results of GRA showed that the correlation between 13 common peaks and antioxidant activity
was  >0.8,  and  all  of  them  had  high  correlation.  The  results  of  bivariate  correlation  analysis  and  PLSR  analysis  showed  that  the
correlation  coefficient  and  regression  coefficient  of  peak  5,  peak  9(rutin),  peak  10(isoquercetin),  peak  11  and  peak  12(narcissin)
were positively correlated with antioxidant activity, and the contribution rate was larger(variable importance in projection>1), which
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were  the  main  active  components  of  antioxidant  activity. CONCLUSION　  All  the  16  batches  of Ficus  tikoua Bur.  have  good
antioxidant activity, and its antioxidant effect is the result of the synergistic action of the internal antioxidant component group. The
components  corresponding  to  the  common  peaks  5,  9,  10,  11,  12  are  closely  related  to  their  antioxidant  activity,  revealing  the
pharmacodynamic material basis of the antioxidant activity of Ficus tikoua Bur.
KEYWORDS: Ficus tikoua Bur.;  fingerprint; anti-oxidation; gray correlation; partial  least  squares  regression; spectral  efficiency
relationship

地瓜藤，俗称地石榴、地板藤，为桑科榕属

植物多年生落叶藤本地瓜 (Ficus tikoua Bur.)的干

燥茎、叶 [1]，是贵州苗族地区常用药材，习称

bongtnial  tid榜拉梯 [2]，其根、花、果实均可入

药[3]，味苦，性冷，具有清热利湿、活血通络、解

毒消肿功效，主治肺热咳嗽、痢疾、水肿、小儿

消化不良等症[4]。地瓜藤中含有黄酮类、有机酸

类、木脂素及多酚等多种化学成分[5-9]。现代药理

研究表明地瓜藤在抗氧化、抗炎镇痛、抗糖尿

病、抗真菌[9-11] 等方面均具有较好的生物活性，临

床上与药物配伍用于治疗高血尿酸症 [12]。目前，

地瓜藤的国内外研究涉及理化鉴别、成分研究、

含量测定、GC-MS分析、UHPLC指纹图谱鉴别

等[13-17]，此前，文献研究报道地瓜藤提取物中鞣花

酸、绿原酸能有效清除自由基，表明地瓜藤具有

较强的抗氧化活性[18-20]，然而，中药多成分、多靶

点的共同作用决定了单一或者少数几种化合物无

法全面评价其质量，且地瓜藤中发挥抗氧化作用

的活性成分暂不明确，不利于其开发利用，故进

一步对地瓜藤中的抗氧化活性成分群进行筛选十

分必要。

中药指纹图谱技术能全面地反映药材所含化

学成分的相对关系，能对中药内在质量进行有效

表征、综合评价和全面控制[21-22]；而 1,1-二苯基-2-
三硝基苯肼自由基法 (DPPH)、2,2′-联氮-双 (3-乙
基苯并噻唑啉-6-磺酸) 二铵盐 (ABTS)、铁离子还

原 /抗氧化能力 (ferric  reducing  antioxidant  power，
FRAP)3种方法均能有效评价抗氧化剂 (物质)的抗

氧化能力，且具有较好的灵敏度和专属性[23-25]；除

此之外，灰色关联度分析[26](grey relational analysis，
GRA)、双变量相关性分析[27]、最小偏二乘法回归

分析[28] 三者均能描述多因素、多变量之间复杂的

相互关系，普遍应用于中药的谱效关系分析。

综上所述，本研究通过 UHPLC建立地瓜藤的

指纹图谱，并测定其体外抗氧化活性，从地瓜藤

指纹图谱及其抗氧化活性入手，结合多个谱效关

系分析方法筛选地瓜藤的抗氧化活性成分群，从

而对地瓜藤的质量特征进行全面评价，旨在为其

建立较为完善的质量评价体系及为其开发利用提

供参考依据。 

1　仪器与试剂

Agilent-1290型超高效液相色谱仪 (配有二极

管阵列检测器，四元泵溶剂洗脱系统、柱温箱、

自动进样器)；KQ-500DE型数控超声波清洗器 (昆
山市超声仪器有限公司)；UV-5900 Synergy 2酶标

分析仪 (Bio-Tek公司)；BSA224S型电子天平 (赛
多利斯科学仪器有限公司)。

芦丁 (批号：100080-201811；纯度：91.7%)、
异槲皮素 (批号：100080-201804；纯度：97.2%)、
水仙苷 (批号：111997- 201501；纯度：93.1%)均
由中国药品生物制品检定所提供。磷酸 (优级纯，

国药集团化学试剂公司)；甲醇、乙腈 (色谱纯，

美国天地试剂公司)，其余试剂均为分析纯。1,1-
二苯基 -2-三硝基苯肼 (CAS：1898-66-4；批号：

300267)、2,2-联氮双 (3-乙基苯并噻唑-6-磺酸)二
铵盐 (CAS：30931-67-0；批号：7329461)、三吡

啶基三嗪 (CAS：3682-35-7；批号：282581)均购

自 Sigma  Aldrich公 司 ； 抗 坏 血 酸 (Vitamin  C，
VC，国药集团化学试剂有限公司)，其他化学试剂

均为分析纯及以上级别。16批地瓜藤均采集于贵

州省各地区，经贵州中医药大学中药资源与鉴定

教 研 室 孙 庆 文 教 授 鉴 定 为 地 瓜 (Ficus  tikoua
Bur.)的干燥茎、叶。药材来源见表 1。 

 

表 1    地瓜藤来源及各批次相似度

Tab. 1    Source and batch similarity of Ficus tikoua Bur.

编号 来源 相似度 编号 来源 相似度

S1 贵州省黔东南州剑河县 0.983 S9 贵州省兴义市泥凼镇-1 0.887

S2 贵州省兴义市册亨县-1 0.613 S10 贵州省兴义市洒金镇 0.838

S3 贵州省六盘水市水城区 0.929 S11 贵州省兴义市安龙县-2 0.993

S4 贵州省贵阳市花溪区 0.989 S12 贵州省兴义市安龙县-3 0.950

S5 贵州省兴义市安龙县-1 0.991 S13 贵州省兴义市仓更镇 0.952

S6 贵州省兴义市 0.990 S14 贵州省兴义市泥凼镇-2 0.969

S7 贵州省兴义市普安县 0.995 S15 贵州省兴义市郑屯镇 0.980

S8 贵州省兴义市册亨县-2 0.989 S16 贵州省兴义市万屯镇 0.996
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2　方法与结果 

2.1　色谱条件

采 用 Agilent  ZORBAX  RRHD  Eclipse  Plus
C18(2.1  mm×50  mm，1.8 µm)色谱柱。流动相为

0.1%磷酸水 (A)-0.1%磷酸乙腈 (B)；梯度洗脱 (0~
2 min，10%→17% B，流速 0.1 mL·min−1；2~5 min，
17%  B，流速 0.1  mL·min−1； 5~5.5  min， 17%→
17.5% B，流速 0.1→0.35  mL·min−1；5.5~10  min，
17.5%→18% B，流速 0.35 mL·min−1；10~11 min，
18%→60% B，流速0.35→0.2 mL·min−1；11~13 min，
60%→100%  B，流速 0.2  mL·min−1； 13~16  min，
100% B，流速 0.2 mL·min−1)。检测波长 360 nm；

柱温 25 ℃；进样量 2 µL。 

2.2　溶液制备 

2.2.1　对照品溶液的制备　分别精密称定芦丁，

异槲皮素，水仙苷对照品 2.10，2.50，2.38 mg，
用 55%甲醇定容至 10 mL量瓶中作为对照品储

备液。 

2.2.2　供试品溶液的制备　精密称定地瓜藤粉末

约 1.0 g，置于 150 mL具塞圆底烧瓶中，加入 55%
甲醇 25 mL，称重。于 80 ℃ 下水浴回流 1 h，取

出，放冷，称重，用 55%甲醇补重，过滤，取滤

液用 0.22 µm的微孔滤膜过滤，即得供试品溶液。 

2.3　地瓜藤指纹图谱建立及方法学验证 

2.3.1　仪器精密度测定　取同一供试品溶液

(S1)按“2.1”项下的色谱条件连续进样 6次，计

算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积 RSD值

均<3.0%，表明该方法精密度良好。 

2.3.2　重复性测定　取同一供试品溶液 (S1)，称

取 6个样品，按“2.1”项下的色谱条件进行检

测，并计算各共有峰的相对峰面积和相对保留时

间 RSD值均<3.0%，表明该方法重复性良好。 

2.3.3　稳定性测定　取同一供试品溶液 (S1)，分

别在制备 0，1，2，4，8，12 h后按“2.1”项下

的色谱条件进行检测，计算各共有峰的相对峰面

积和相对保留时间 RSD值均＜3.0%，表明样品溶

液在 12 h内稳定性良好。 

2.3.4　UHPLC特征图谱建立与相似度评价　取不

同产地的 16批地瓜藤样品，按“2.2.2”的提取方

法制备成供试品溶液，于“2.1”的色谱条件下进

行检测，将所得色谱图分别导入 2012版《中药色

谱指纹图谱相似度评价系统》软件进行处理，设

S1为对照图谱，时间宽度为 0.5 min，按中位数生

成，多点校正并自动匹配得到对照图谱 R和共有

模式叠加图，见图 1~2。在各批次样品的图谱中，

以所有样品共有的 12号色谱峰为参比峰，以其保

留时间为 1，标定了 13个共有指纹峰，通过供试

品溶液图谱与对照品保留时间及 UV吸收光谱的

一致性见图 3，指认出 3个共有峰，其中 9号峰为

芦丁，10号峰为异槲皮素，12号峰为水仙苷。设
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图 1    地瓜藤对照特征图谱

Fig.  1    Control  characteristics chromatogram of Ficus tikoua
Bur.
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图 2    地瓜藤 (S1~S16)UHPLC指纹图谱叠加图

Fig.  2     Overlay  of  UHPLC  fingerprint  chromatograms  of
Ficus tikoua Bur. (S1−S16)
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图 3    地瓜藤对照品图谱与混合对照品 UHPLC色谱图
9−芦丁；10−异槲皮素；12−水仙苷。

Fig.  3     UHPLC  chromatogram  of Ficus  tikoua  Bur.  control
and mixed control
9−rutin; 10−isoquercitrin; 12−narcissin.
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定对照图谱相似度为 1，根据软件计算各样品的相

似度，结果见表 1。各批次地瓜藤的相似度在

0.613~0.996，其中 S2相似度相对较低，从地瓜藤

药材指纹图谱中可以看出该批次的共有峰峰高、

位置 (相对保留时间)与其他批次相比均有差异，

见表 2~3，表明不同产地地瓜藤可能由于地理气候

等因素而导致物质成分含量存在一定差异。
 

2.3.5　 聚 类 分 析 (hierarchical  cluster  analysis，

HCA)　将 16批地瓜藤样品指纹图谱中的 13个共

有峰峰面积为原始数据，形成 16×13阶数据矩

阵，导入微生信平台 (http://www.bioinformatics.

com.cn)，采用欧氏距离法制作聚类热图 (颜色由蓝

到红代表含量由低到高)，结果见图 4，HCA结果

表明，将 16批地瓜藤分为两类，S1~S3，S5、
 

表 2    地瓜藤指纹图谱共有峰的相对保留时间

Tab. 2    Relative retention time of common peaks in fingerprint of Ficus tikoua Bur.
编号 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12(S) F13

S1 0.150 5 0.200 0 0.381 8 0.461 5 0.497 8 0.520 7 0.647 2 0.690 0 0.788 7 0.839 6 0.925 7 1.000 0 1.382 2

S2 0.154 1 0.204 4 0.412 6 0.469 9 0.511 6 0.533 5 0.612 6 0.698 5 0.794 9 0.845 2 0.913 0 1.000 0 1.390 0

S3 0.150 5 0.199 9 0.380 5 0.459 9 0.497 1 0.519 8 0.609 9 0.688 8 0.787 1 0.838 8 0.910 2 1.000 0 1.380 2

S4 0.152 4 0.202 6 0.377 1 0.458 6 0.496 6 0.520 0 0.610 8 0.695 7 0.788 9 0.842 1 0.926 6 1.000 0 1.400 7

S5 0.150 1 0.270 7 0.381 2 0.460 0 0.496 7 0.519 6 0.612 7 0.687 9 0.786 5 0.838 0 0.924 6 1.000 0 1.375 9

S6 0.149 8 0.198 8 0.379 4 0.459 8 0.496 4 0.519 4 0.611 0 0.688 2 0.786 5 0.837 9 0.924 8 1.000 0 1.377 3

S7 0.150 3 0.200 2 0.378 8 0.460 0 0.496 9 0.520 2 0.633 7 0.689 7 0.788 0 0.839 1 0.925 8 1.000 0 1.377 8

S8 0.152 3 0.245 0 0.388 7 0.462 1 0.499 0 0.521 7 0.612 8 0.689 1 0.787 2 0.838 2 0.925 2 1.000 0 1.375 4

S9 0.154 5 0.204 3 0.368 0 0.456 1 0.495 5 0.519 5 0.637 8 0.701 0 0.788 7 0.845 5 0.947 6 1.000 0 1.414 3

S10 0.173 5 0.231 4 0.360 5 0.443 8 0.501 2 0.526 2 0.669 9 0.718 6 0.788 5 0.833 2 0.941 8 1.000 0 1.608 1

S11 0.163 6 0.217 9 0.373 5 0.463 6 0.507 9 0.532 5 0.609 3 0.731 0 0.773 3 0.865 0 0.937 0 1.000 0 1.504 7

S12 0.157 9 0.210 5 0.377 2 0.463 8 0.504 0 0.528 1 0.674 2 0.714 6 0.763 3 0.854 6 0.931 9 1.000 0 1.452 1

S13 0.155 0 0.206 1 0.379 1 0.462 3 0.501 4 0.525 0 0.643 3 0.698 3 0.791 7 0.847 9 0.929 2 1.000 0 1.420 9

S14 0.152 9 0.203 3 0.380 0 0.460 9 0.498 9 0.523 1 0.651 9 0.697 3 0.790 9 0.843 3 0.928 1 1.000 0 1.402 9

S15 0.151 0 0.200 9 0.382 3 0.460 4 0.498 2 0.521 3 0.573 2 0.691 5 0.788 2 0.840 3 0.925 7 1.000 0 1.385 5

S16 0.151 0 0.200 5 0.380 2 0.460 3 0.497 4 0.520 6 0.647 4 0.690 9 0.787 9 0.839 4 0.925 6 1.000 0 1.383 7

 

表 3    地瓜藤指纹图谱共有峰的相对峰面积

Tab. 3    Relative peak area of common peaks in fingerprint of Ficus tikoua Bur.
编号 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12(S) F13

S1 0.435 6 0.244 9 2.128 0 0.532 4 14.076 7 2.733 2 0.318 4 1.337 7 1.105 3 5.088 1 0.353 8 1.000 0 7.698 4

S2 2.222 3 1.797 5 0.890 5 0.618 3 7.650 8 1.850 7 1.380 9 1.409 0 1.293 8 1.135 3 0.373 3 1.000 0 24.545 6

S3 2.305 1 1.372 0 13.197 2 2.117 5 46.427 9 16.859 5 3.270 3 5.730 7 7.410 6 5.937 6 1.312 1 1.000 0 12.884 9

S4 0.328 5 0.154 0 2.307 6 0.567 0 11.589 6 2.455 3 0.876 4 1.459 6 1.965 1 6.743 4 0.101 5 1.000 0 7.108 5

S5 0.720 9 0.145 3 3.436 3 0.711 1 16.680 6 3.929 0 0.281 1 0.823 3 1.454 4 5.186 8 0.167 9 1.000 0 10.359 2

S6 0.450 3 0.273 4 2.470 7 0.432 0 18.421 6 3.360 5 0.382 3 0.640 9 1.504 2 7.896 8 0.353 2 1.000 0 7.510 4

S7 0.110 5 0.059 4 0.530 2 0.222 2 4.427 3 0.909 6 0.029 3 0.427 3 0.571 0 1.941 2 0.066 5 1.000 0 1.422 7

S8 0.397 2 0.291 0 3.747 3 0.683 1 16.480 3 3.210 9 0.453 1 1.236 0 2.249 7 8.226 7 0.771 3 1.000 0 6.594 3

S9 0.484 3 0.319 6 2.327 0 0.505 4 11.337 1 2.523 1 0.190 1 0.260 7 1.642 8 4.721 5 0.092 6 1.000 0 6.260 9

S10 0.314 0 0.157 1 1.120 1 0.215 7 4.168 2 1.076 3 0.071 8 0.152 6 1.251 4 6.514 1 0.241 3 1.000 0 2.351 4

S11 0.404 9 0.266 7 1.106 6 0.504 3 6.212 1 1.423 4 0.123 9 0.299 3 1.322 7 4.883 0 0.081 4 1.000 0 3.282 6

S12 0.519 6 0.206 4 1.187 5 0.318 8 6.812 9 1.312 0 0.510 9 0.208 2 0.531 9 3.371 4 0.025 5 1.000 0 3.008 1

S13 0.188 3 0.126 7 0.665 3 0.202 2 2.896 5 0.801 4 0.068 1 0.034 9 0.478 1 2.908 3 0.034 0 1.000 0 2.447 5

S14 0.049 2 0.022 8 0.219 7 0.084 9 2.348 9 0.339 3 0.015 5 0.184 4 0.298 1 1.088 6 0.047 2 1.000 0 0.448 8

S15 0.339 5 0.170 8 1.667 5 0.415 4 7.344 8 1.989 2 0.048 9 0.537 7 0.823 3 2.319 6 0.052 2 1.000 0 4.855 3

S16 0.241 1 0.155 3 1.610 4 0.548 7 11.925 3 1.977 1 0.076 8 0.578 0 1.601 7 5.561 8 0.048 0 1.000 0 2.596 1
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S6、S9、S12、S13、S15聚为Ⅰ类，其余批次聚

为Ⅱ类，表明 16批次地瓜藤样品在指纹图谱上存

在差异。
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图 4    16批不同产地地瓜藤样品的聚类热图

Fig.  4     Cluster  heat  map  of  16  batches  of Ficus  tikoua Bur.
samples from different habitats
 
 

2.3.6　主成分分析 (principal  component  analysis，
PCA)　使用多元统计软件 SIMCA 14.1对 16批地

瓜藤样品进行 PCA，计算其主成分得分见图 5。
筛选出贡献最大的 2个主成分，第 1主成分

t[1]累积方差贡献率为 46.4%，第 2主成分 t[2]累
积方差贡献率为 18.3%，贡献率之和为 64.7%，即

这 2个主成分能反映地瓜藤药材的基本特征。结

果显示，在主成分 t[1]分数下 16批地瓜藤样品可

聚 为 2类 ， 样 品 S1， S2， S3， S5， S6， S9，

S12， S13， S15聚为Ⅰ类， S4， S7， S8， S10，
S11，S14，S16聚为Ⅱ类，与聚类热图分析结果

一致。 

2.4　地瓜藤体外抗氧化活性研究 

2.4.1　DPPH自由基清除能力　参照文献 [24-25]
方法制备 DPPH溶液，取“2.3”项下供试品上清

液，残渣多次提取合并提取液，浓缩至接近浸膏

状，用 55%甲醇溶解浸膏并分别配置成 0.2，
0.4，0.6，0.8，1.0，1.2 mg·mL−1 质量浓度的地瓜

藤总提物溶液。取 VC对照品 1 g，精密称定，加

入 55%甲醇定容至 50 mL量瓶中，分别取 VC溶

液配置成不同浓度的对照品溶液。

取不同质量浓度样品溶液和标准品溶液各

1 mL，加入 DPPH溶液 6 mL，迅速混匀，于 37 ℃
水浴避光热孵 30 min，置 96孔板中，在酶标分析

仪上于 516 nm波长处测定吸光度 A2，每组实验重

复 3次，实验过程中，样品空白均无紫外吸收，

按下列公式计算清除率，求出 IC50 值。清除

率=[1−(A2−A1)/A0]×100%，A0 为 1  mL55%甲醇溶

液+ 6 mL DPPH溶液的吸光度值；A1 为 1 mL不同

质量浓度样品溶液+6 mL 55%甲醇溶液的吸光度

值；A2 为 1  mL不同质量浓度样品溶液+6  mL
DPPH溶液的吸光度值。 

2.4.2　ABTS自由基清除能力　参照文献 [24-25]
的方法制备 ABTS储备液，分别取“2.4.1”项下

不同质量浓度样品溶液和对照品溶液各 3 mL，加

入 0.3 mL ABTS储备液混合，室温避光静置 40 min，
置 96孔板中，在酶标分析仪上于 734 nm波长处

测定吸光度值 A2，每组实验重复 3次，实验过

程中，样品空白均无紫外吸收，按下列公式计算

清除率，求出 IC50 值。清除率=[1−(A2−A1)/A0]×
100%，A0 为 3 mL新沸的冷水+0.3 mLABTS储备

液的吸光度值；A1 为 3 mL不同质量浓度样品溶

液+ 0.3 mL新沸的冷水的吸光度值；A2 为 3 mL不

同质量浓度样品溶液+0.3 mLABTS储备液的吸光

度值。 

2.4.3　FRAP总抗氧化能力测定法　参照文献

[24-25]的方法配置 FRAP工作液，分别取上述不

同质量浓度样品溶液和对照品溶液各 1 mL，加入

6 mL FRAP液混合，于 37 ℃ 水浴避光热孵 40 min，
置 96孔板中，在酶标分析仪上于 593 nm波长处

测定吸光度值，每组实验重复 3次，实验过程

中，样品空白均无紫外吸收。根据阳性对照药做
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中国现代应用药学 2024 年 3 月第 41 卷第 6 期 Chin J Mod Appl Pharm, 2024 March, Vol.41, No.6 · 791 ·



出标准曲线得 Y=3.077 9X–0.000 4(其中 Y 代表吸光

度值，X 代表浓度)，将实验所测得结果带入上述

方程计算 FRAP值。

应用 GraphPad Prism7软件计算得到 DPPH、

ABTS清除自由基的半数清除率 IC50 值与 FRAP
总抗氧化能力的值，结果见表 4。其中 DPPH及

ABTS的 IC50 值越小，说明其清除自由基能力即

抗氧化活性越强，而 FRAP值越大，说明其还原

铁离子能力即总抗氧化能力越强。结果表明地瓜

藤在 3种抗氧化方法的检测下均有较强的清除自

由基活性，在 DPPH清除自由基能力中表现优异

的批次有 S10、S4、S14；在 ABTS法中表现优异

的批次有 S14、S10；在 FRAP法中表现优异的批

次为 S1、S2、S16，结果显示 3种方法测定的抗

氧化活性最优批次均不相同。
 
 

表 4    地瓜藤抗氧化试验结果
Tab. 4    Antioxidant test results of Ficus tikoua Bur.

mg·mL−1　

样品编号 DPPH ABTS FRAP

S1 0.049±0.008 0.281±0.027 1.176±0.033

S2 0.117±0.011 0.335±0.030 1.167±0.039

S3 0.117±0.011 0.250±0.024 1.154±0.040

S4 0.028±0.005 0.258±0.025 1.162±0.033

S5 0.344±0.021 0.178±0.018 1.153±0.032

S6 0.156±0.012 0.189±0.019 1.156±0.026

S7 0.049±0.030 0.333±0.030 1.163±0.024

S8 0.105±0.011 0.174±0.019 1.154±0.034

S9 0.123±0.013 0.195±0.021 1.132±0.033

S10 0.001±0.003 0.163±0.015 1.139±0.033

S11 0.273±0.022 0.461±0.028 1.154±0.029

S12 0.193±0.019 0.257±0.022 1.125±0.049

S13 0.219±0.017 0.252±0.025 1.147±0.028

S14 0.031±0.006 0.092±0.011 1.139±0.035

S15 0.243±0.020 0.504±0.021 1.134±0.016

S16 0.216±0.017 0.279±0.028 1.166±0.057

VC 0.000 6±0.024 0.009±0.011 –
  

2.5　谱-效关系分析 

η(k) = (minmin |x0(k)− xi(k)|+ρ ·maxmax |x0(k)− xi(k)|)

2.5.1　GRA　自由基清除率的 IC50 与抗氧化活

性呈负相关，即 IC50 越小活性越强，因此将抗

氧化活性指标 IC50 值转化为倒数化像 [29]，将上

述抗氧化活性测定结果作为参考序列，各共有峰

的峰面积作为比较序列组成数据矩阵，对

数 据 矩 阵 进 行 数 据 无 纲 量 化 处 理 后 带 入

|x0(k)− xi(k)| +ρ ·maxmax |x0(k)− xi(k)|       式 中 ， 其 中

x0(k)为地瓜藤各批次 IC50 值或 FRAP值，xi(k)为
各批次提取物特征峰面积，均做无量纲化处理；

k 为峰号；ρ 为分辨系数，以分辨系数为 0.5计算

关联系数，将关联度进行大小排序，见表 5，排序

越靠前说明该共有峰对抗氧化活性的贡献越

大[30]，结果显示 13个共有峰与抗氧化活性结果之

间的关联度均>0.8且各批次与药效指标之间的关

联度差异不大，表明 13个共有峰与抗氧化能力两

变量间均具有高度相关性。
 
 

表 5    地瓜藤灰色关联度的谱效相关分析
Tab. 5    Spectrum-effect correlation analysis of grey relational
of Ficus tikoua Bur.

关联序
DPPH ABTS FRAP

峰号 关联度 峰号 关联度 峰号 关联度

1 F11 1.491 F6 2.859 F6 6.873

2 F10 1.476 F3 2.836 F3 6.644

3 F12 1.475 F10 2.785 F13 6.444

4 F9 1.467 F2 2.772 F1 6.261

5 F1 1.462 F9 2.767 F5 6.230

6 F2 1.460 F1 2.736 F4 6.003

7 F7 1.456 F5 2.720 F2 5.913

8 F3 1.456 F4 2.678 F10 5.302

9 F6 1.451 F11 2.644 F9 5.134

10 F4 1.451 F12 2.622 F12 4.738

11 F13 1.451 F8 2.512 F7 4.688

12 F5 1.449 F7 2.422 F8 4.625

13 F8 1.448 F13 1.325 F11 4.320
  

2.5.2　双变量相关性分析　分别以 DPPH法、

ABTS法 IC50 值的倒数与 FRAP法的抗氧化结果

Z-score标准化处理后的结果为变量 (Y)、各共有峰

峰面积为变量 (X)导入 SPSS 26.1软件，进行双变

量相关性分析，计算共有峰峰面积与抗氧化活性

的 Pearson相 关 系 数 。 结 果 显 示 峰 1， 9， 10
与 DPPH抗 氧 化 活 性 显 著 正 相 关 (P<0.05或

P<0.01)；峰 5、峰 11、峰 12与 ABTS法的抗氧化

活 性 显 著 正 相 关 (P<0.05或 P<0.01)； 峰 1与

FRAP法的抗氧化活性呈显著负相关 (P<0.05或

P<0.01)，见图 6。 

2.5.3　 偏 最 小 二 乘 回 归 (partial  least  squares
regression， PLSR)　以 Z-score标准化处理后的

13个共有峰峰面积为自变量，Z-score标准化处理

后不同批次地瓜藤供试品的 DPPH法、ABTS法

IC50 值的倒数与 FRAP法的抗氧化结果为因变量导
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入 SPSS 26.1软件进行 PLSR分析计算标准化回归

系数和变量重要性投影 (variable  importance  in
projection，VIP)值，评价地瓜藤抗氧化活性的谱

效关系。

回归系数的正负表示成分与活性正相关或者

负相关，回归系数越大对药效贡献度越大[31]，结

果显示，在 DPPH法中峰 1、峰 3、峰 8、峰 9、
峰 10呈正相关，贡献度大小为峰 10>峰 8>峰
1>峰 3>峰 9；峰 2、峰 4~7、峰 11~13呈负相关，

贡献度大小为峰 4>峰 7>峰 11>峰 12>峰 13>峰
6>峰 2；在 ABTS法中峰 1、峰 5、峰 7、峰 11、
峰 12、峰 13呈正相关，贡献度大小为峰 9>峰
12>峰 11>峰 5>峰 7>峰 13>峰 1，峰 2~4、峰 6、
峰 8、 峰 10呈 负 相 关 ， 贡 献 度 大 小 为 峰

8>10>2>3>4>6；在 FRAP法中峰 2、峰 4、峰 5、
峰 7、峰 8、峰 10、峰 11呈正相关，贡献度大小

为峰 10>峰 4>峰 11>峰8>峰 7>峰 5>2，峰 1、峰

3、峰 6、峰 9、峰 12、峰 13呈负相关，贡献度大

小为峰 3>12>1>9>13>6。提示正相关中相应的成

分是清除 DPPH和 ABTS自由基及总抗氧化能力

作用的物质基础，是地瓜藤发挥抗氧化能力的活

性成分，见图 7，该结果与双变量相关性分析结果

基本一致。

VIP值表示成分对活性的贡献程度，一般而

言，VIP值>1，说明其对模型有显著贡献，也可

描述自变量对因变量的解释程度，VIP值越大，自

变量对因变量的解释能力越强 [32]。以 DPPH 、
ABTS自由基清除率及 FRAP总抗氧化能力为药效

指标，对 VIP值进行分析筛选出对地瓜藤醇提物

抗氧化能力影响较大的色谱峰，结合图 8显示地

瓜藤醇提物对 DPPH自由基清除能力影响由大到

小依次为峰 10>峰 2>峰 1>峰 11>峰 9>峰 4；对

ABTS自由基清除能力的影响由大到小依次为峰

12>峰 4>峰 11>峰 5>峰 8；对 FRAP总抗氧化能力

的影响由大到小依次为峰 1>峰 3>峰 12>峰 2>峰
6>峰 8。提示以上成分在 DPPH、ABTS、FRAP
抗氧化过程中有显著贡献且与其抗氧化能力呈显

著相关 (VIP>1)。
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Fig.  6     Bivariate  correlation  analysis  of  common  peak  area
and antioxidant activity of 16 batches of groundnut vine herbst
**Indicated  significant  correlation  at  the  0.01  level;  *indicated  significant
correlation at the 0.05 level.

 

1.5

1.0

0.5

0

−0.5

−1.0

−1.5

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10F11F12F13

DPPH ABTS FRAP

峰号

标
准

化
回

归
系

数

图 7    偏最小二乘法回归相关系数

Fig.  7     Correlation  coefficient  of  partial  least  squares
regression

 

中国现代应用药学 2024 年 3 月第 41 卷第 6 期 Chin J Mod Appl Pharm, 2024 March, Vol.41, No.6 · 793 ·



VIP值>1的前提下分析 3个药效指标的回归系数

发现，在 DPPH中峰 1、峰 9、峰 10呈正相关，

峰 2、峰 4、峰 11呈负相关，ABTS中峰 5、峰

11、峰 12呈正相关，峰 4、峰 8为负相关，

FRAP中峰 2、峰 8呈正相关，峰 1、峰 3、峰 6、
峰 12呈负相关，见图 7~8。 

3　讨论 

3.1　色谱条件与提取条件的考察

本实验前期对色谱条件的流动相 (0.1%磷酸

水 -甲醇、 0.1%磷酸水 -0.1%磷酸乙腈 )，波长

(220，254，274，317，324，360，368  nm)，柱

温 (20 ，25，30 ℃)，进样量 (1，2 ，3 µL)进行考

察 ， 结 果 显 示 当 流 动 相 为 0.1%磷 酸 水 (A)-
0.1%磷酸乙腈 (B)，波长 360 nm，柱温 25 ℃，进

样量 2 µL时 UHPLC指纹图谱的分离度，色谱峰

响应值都较高；同时还考察了地瓜藤的提取方式

(超声、回流 )，提取的溶剂甲醇 (55%， 65%，

75%，100%)、乙醇 (65%，75%)，提取时间 (1，
2， 3  h)、 提 取 次 数 (1， 2， 3次 )和 料 液 比

(1∶15，1∶20，1∶25，1∶30)，最终确定了地瓜

藤的提取条件为精密称定地瓜藤粉末 1 g，置于

150 mL具塞圆底烧瓶中，加入 55%甲醇 25 mL，
称重。于 80 ℃ 下水浴回流 1 h，取出，放冷，用

55%甲醇补重，过滤，取滤液即得。 

3.2　指纹图谱与体外抗氧化活性结果分析

本研究采用超高液相色谱来建立 16批次地瓜

藤指纹图谱，其中 UHPLC叠加特征图谱显示不同

产地地瓜藤的化学成分基本一致但含量略有差

异，且各批次药材指纹图谱相似度较好并有 13个

共有峰。此外，HCA及 PCA的结果显示，样品

S1~S3、S5、S6、S9、S12、S13、S15聚为Ⅰ类，

S4、 S7、 S8、 S10、 S11、 S14、 S16聚为Ⅱ类，

Ⅱ类各批次在指纹图谱中的峰面积相对较大，在

热图分析中显示的色块含量较高，且 PCA得分优

于Ⅰ类，存在差异的原因可能是各批次间产地的

地域环境不同导致，即使是区域相近的批次在

HCA时表现亦不相同，如批次 S2、S8均为贵州

册亨采样，但聚类及得分结果显示 S2在Ⅰ类，

S8在Ⅱ类，同样还有 S5、S11、S12同为贵州安

龙县采样，S11聚为Ⅱ类，其余二者聚在Ⅰ类，

S9、S14为贵州泥凼镇采样，也未同属一个类别，

侧面反映了药材中所含成分的复杂性和差异性。

此外，采用 DPPH法、ABTS法和 FRAP法对

地瓜藤抗氧化活性进行评价，通过分析其清除自

由基能力和总抗氧化活性发现，不同产地地瓜藤

均有较好的抗氧化活性，各批次间的抗氧化能力

在 DPPH与 ABTS中的表现差异不大，对比在

FRAP中的表现则相差较大。其中批次 S10(贵州

省兴义市洒金镇 )、S14(贵州省兴义市泥凼镇 -
2)在 HCA及 PCA分析中聚为Ⅱ类，分别对清除

DPPH、ABTS自由基的能力最强，但二者在

FRAP中总抗氧化能力表现中等；批次 S1在

HCA及 PCA分析中聚在Ⅰ类，整体成分含量不

高，在 DPPH、ABTS中清除自由基能力表现中

等，但在 FRAP总抗氧化活性中表现优异。各批

次表现的差异可能和其所含成分与 3种抗氧化方

法的结合反应不同导致，故将三者结合分析能更

客观评价地瓜藤的抗氧化活性。 

3.3　谱效关系分析

本研究运用谱效分析方法对“谱”与“效”

的结果进行拟合，采用 GRA确定地瓜藤指纹图谱

中的 13个共有峰与抗氧化活性的关联度均达到>
0.8，具有高度关联性，这说明地瓜藤发挥抗氧

化活性是多成分协同作用的结果。为更好研究其

谱效关系，还对地瓜藤指纹图谱中的 13个共有峰

与 3个 药 效 指 标 进 行 了 双 变 量 相 关 分 析 及

PLSR分析。

在双变量相关分析中 Pearson相关系数显示

峰 1、峰 9、峰 10与 DPPH清除自由基显著相

关，峰 5、峰 11、峰 12与 ABTS清除自由基显著

相关，且均为正相关，峰 1对 FRAP抗氧化能力

有显著相关性但为负相关。综合结果表明，地瓜

藤中峰 5、峰 9、峰 10、峰 11、峰 12均对抗氧化

活性有显著促进作用，峰 1则对地瓜藤抗氧化活

性存在显著抑制作用。

PLSR分析结果显示在 DPPH中，峰 1、峰

9、峰 10呈正相关为主要药效峰，峰 2、峰 4、峰

11为药效抑制峰，ABTS中峰 5、峰 11、峰 12呈

正相关为主要药效峰，峰 4、峰 8为药效抑制峰，

FRAP中峰 2、峰 8呈正相关为主要药效峰，峰

1、峰 3、峰 6、峰 12呈药效抑制峰，可以发现

3种方法得到的主要药效峰与药效抑制峰即正相关

与负相关的峰互有重叠，将 3种关联结果综合，

筛选出峰 9、峰 10为与抗氧化活性有显著关联的

正相关峰，其含量越高，地瓜藤的抗氧化活性越

好。通过双变量相关分析及 PLSR分析 2个方法
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进一步验证了地瓜藤的抗氧化作用是其内部多个

化合物协同作用的结果，同时，结果表明在地瓜

藤中不仅含有促进抗氧化活性的成分，也含有抑

制抗氧化活性的成分。

因此，结合 3种谱效分析方法，本实验初步

筛选出峰 5、峰 9(芦丁 )、峰 10(异槲皮素 )、峰

11、峰 12(水仙苷 )为地瓜藤的抗氧化活性成分

群，其中共有峰峰 9、峰 10、峰 12已指认为黄酮

类成分芦丁、异槲皮素和水仙苷，均具有较强的

抗氧化活性[33-34]，而目前文献报道地瓜藤中总酚类

物质[21]，也具有较强的抗氧化活性。对于尚未明

确的 2个共有峰成分，之后将考虑用色谱分离及

质谱分析对该成分鉴定。此外，本实验仅在

360 nm检测波长下有强紫外吸收信号的化学成

分，某些成分可能在抗氧化作用中起到重要作

用，但因含量较低而未被检测到，因此需进一步

研究来确定该药材中是否还存在其他具有抗氧化

活性的潜在成分。

综上，本研究采用 UHPLC建立了测定地瓜

藤指纹图谱方法，确定了指纹图谱中 13个共有

峰，并对其中 3个共有峰进行指认。采用 ABTS、
DPPH、FRAP 法考察地瓜藤的抗氧化活性，利用

数学相关模型 GRA、双变量相关分析及 PLSR研

究 UHPLC特征峰与抗氧化活性之间的谱效关系，

筛选出地瓜藤抗氧化活性成分群为峰 5、峰 9(芦
丁)、峰 10(异槲皮素)、峰 11、峰 12(水仙苷)。本

研究建立的谱-效关系可为地瓜藤的抗氧化物质基

础研究提供参考，可为后期深入开发利用地瓜藤

资源提供理论依据。
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