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冬虫夏草及人工虫草抗肝纤维化作用谱效
关系研究
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【摘要】　 目的　 研究冬虫夏草及人工虫草的高效液相色谱指纹图谱与其抗肝纤维化药效的相
关性，以揭示其抗肝纤维化作用的“药效成分组”。方法　 考察虫草高效液相色谱指纹图谱较优的
测定分析方法，通过该ＨＰＬＣ测定分析法得到冬虫夏草、发酵虫草菌粉、百令胶囊及蛹虫草菌粉胶囊
的指纹图谱，找出特征共有峰，以ＬＸ２肝星状细胞系为模型研究其对肝纤细胞的抑制效果，用ｐｅａｒ
ｓｏｎ相关分析研究谱效相关性。结果　 冬虫夏草、发酵虫草菌粉、百令胶囊及蛹虫草菌粉胶囊的高
效液相色谱指纹图谱中共有１０个特征共有峰，其中４、５、１０号峰与肝星状细胞（ＬＸ２）细胞抑制效
果（ＯＤ值）相关性最好。结论　 冬虫夏草、发酵虫草菌粉及蛹虫草菌粉胶囊对ＬＸ２细胞均有抑制
效果，冬虫夏草及人工虫草ＨＰＬＣ指纹图谱与其抗肝纤维化作用之间有一定对应关系，可以作为目
前冬虫夏草及人工虫草抗肝纤维化作用的质量控制的有效方法。
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　 　 冬虫夏草Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ为麦角科真菌寄生
在鳞翅目蝙蝠蛾科昆虫蝙蝠蛾幼虫上的干燥子座
和虫体，具“保肺益肾，止血化痰，已劳嗽”之功，主
产于我国青海、西藏、四川、云南等省海拔３５００ ～
５０００米的高原高寒草甸，药理研究表明冬虫夏草具
有免疫调节、抗肿瘤、降血糖、抗氧化等多种药理作
用［１］，近年来的研究发现冬虫夏草单用或配伍应用
具有良好的抗肝纤维化作用［２４］，冬虫夏草资源奇
缺，近年来人工培养冬虫夏草菌丝体获得成功，冬
虫夏草人工培养物制剂已广泛应用于临床。但是
有关冬虫夏草及人工虫草的质量控制，目前国内外
没有统一的方法可循。

冬虫夏草具有较好的抗肝纤维化作用，但其作
用的物质基础尚不明确，中药指纹图谱能够反映中
药“多组分多靶点的整合调节作用”的特点，但其反
映的化学信息可能并不包含中药的有效成分，因此
这种质控方法与中药疗效相关性不强，实现中药的
现代化、国际化，必须重视中药质量的控制与疗效
评价标准的研究，即中药的谱效关系研究［５６］。本
实验开展了冬虫夏草及人工虫草抗肝纤维化的谱
效关系研究，并通过成分分析，得到了与冬虫夏草
及人工虫草纤维化作用相关的主要特征峰。该方
法可以作为目前冬虫夏草及人工虫草内在质量控
制的有效方法之一。
!

　 仪器与材料
ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪ＳＰＤＭ２０Ａ检测器

（日本岛津公司）；ＢＡＳ１２４Ｓ电子天平（赛多利斯科
学仪器有限公司）；ＸＤＳ１Ｂ倒置生物显微镜（北京
京瑞天下科技有限公司）；Ｆｏｒｍａ Ｓｅｒｉｅｓ ＩＩ水套ＣＯ２
培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）；Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ全波长酶标
仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。

ＬＸ２肝星状细胞（北京协和细胞资源中心）；腺

苷对照品（中国药品生物制品鉴定所，批号１１０８７９
２００２０２）；冬虫夏草（经解放军第三二医院袁海龙
研究员鉴定为冬虫夏草）；发酵虫草菌粉（江西国药
有限责任公司）；百令胶囊（杭州中美华东制药有限
公司）；蛹虫草菌粉胶囊（吉林省健今药业股份有限
公司），见表１。甲醇为色谱纯，水为二次蒸馏水，其
它试剂均为分析纯。
"

　 方法与结果
"


!

　 虫草ＨＰＬＣ指纹图谱研究
２ １ １　 色谱条件　 色谱柱为ＡｌｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８柱（２５０
ｍｍ × ４ ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：０ ０５％磷酸溶液
（Ａ）—甲醇（Ｂ）进行梯度洗脱，洗脱程序为：０分钟，
９８％ Ａ；１５分钟，９８％ Ａ；２０分钟，９２％ Ａ；３０分钟，
９２％ Ａ；３８分钟，８０％ Ａ；４７分钟，６５％ Ａ；６０分钟，
６５％Ａ。进样量１０ μｌ；流速：１ ０ ｍｌ ／ ｍｉｎ；检测波长：
２６０ ｎｍ ；柱温：２５ ℃。
２ １ ２　 对照品贮备液的制备　 取腺苷对照品适量，
精密称定，加９０％甲醇制成每１ ｍｌ含２３ μｇ的溶
液，即得。
２ １ ３　 供试品溶液的配制　 分别精密称取不同批
号的样品各０ ２ ｇ （冬虫夏草粉碎，过８０目筛），分
别置于５０ ｍｌ具塞锥形瓶中，加水２５ ｍｌ，称重，超
声提取４０分钟，取出放冷，再称重，补足减少的重
量，摇匀，离心１０分钟（８０００ ｒ·ｍｉｎ －１），过０ ４５ μｍ
微孔滤膜，取续滤液，即得供试品溶液，部分５℃冷
藏，供抗肝纤药效实验用。
２ １ ４　 样品测定　 取各供试品溶液１０ μｌ，分别注
入液相色谱仪，记录色谱图，采用中药色谱指纹图
谱相似度评价系统（国家药典委员会，２００４Ａ版）对
样品色谱图进行分析，色谱指纹图谱中有１０个特征
共有峰，见图１。

表１　 样品来源及批号
编号 样品 编号 样品
Ｓ１ 西藏虫草—Ａ Ｓ７ 百令胶囊（２０１２１００１）
Ｓ２ 西藏虫草—Ｂ Ｓ８ 百令胶囊（２０１２１２０８）
Ｓ３ 西藏虫草—Ｃ Ｓ９ 百令胶囊（２０１３０３０１）
Ｓ４ 发酵虫草菌粉（２０１１０５１２） Ｓ１０ 蛹虫草菌粉胶囊（２０１２０７０８）
Ｓ５ 发酵虫草菌粉（２０１１０８２７） Ｓ１１ 蛹虫草菌粉胶囊（２０１２０９２５）
Ｓ６ 发酵虫草菌粉（２０１１１２１０） Ｓ１２ 蛹虫草菌粉胶囊（２０１２１０１７）

注：Ｓ４ ～ Ｓ１２括号内为药品批号
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图１　 冬虫夏草及人工虫草的高效液相色谱指纹图谱

表２　 不同浓度的冬虫夏草提取液对ＬＸ２的增殖作用的比较（（ＯＤ ／ ４９０ｎｍ）ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
浓度（％）

组别 １０ ２０ ３０ ４０

空白对照组 １ ３２７８ ± ０ ００８９ １ ２８２５ ± ０ ００９８ １ ２５０４ ± ０ ００９５ １ ２３４７ ± ０ ０１０５

冬虫夏草提取液组 １ ３１９５ ± ０ ０１５７ １ ２７４０ ± ０ ０２３６ １ １６９８ ± ０ ０２５８ １ １３０２ ± ０ ０２０２ａ

注：与空白对照组比较：ａＰ ＜ ０ ０１
"


"

　 抗肝纤维化作用研究
２ ２ １　 样品添加量考察　 复苏后的ＬＸ２细胞以含
体积分数２０％胎牛血清、１ × １０ Ｕ·Ｌ －１青霉素及ｌ００
ｍｇ·Ｌ －１链霉素的ＤＭＥＭ（含各种氨基酸和葡萄糖
的细胞营养液）培养液均匀接种于培养瓶，于３７℃，
体积分数５％ ＣＯ２ 培养箱培养，当细胞处于对数生
长期时，用胰酶消化，培养液悬浮细胞。细胞浓度为
４ ５ × １０４个／ ｍｌ，每孔２００ ｕｌ接种于９６孔培养板培
养２４小时，细胞单层铺满孔底后，随机分成８组（分
别含１０％、２０％、３０％、４０％生理盐水的空白对照组，
及含１０％、２０％、３０％、４０％冬虫夏草提取液的冬虫
夏草提取液组），每组设６个平行孔。空白对照组加
入含相应水的ＤＭＥＭ培养基，冬虫夏草提取液组加
入含相应浓度提取液的ＤＭＥＭ培养基，作用４８小
时，吸除上清液，每孔加入５ ｍｇ·ｍｌ －１的ＭＴＴ液
２０ μｌ，继续孵育４小时，加入ＤＭＳＯ ２００ μｌ，振荡１０
分钟后，在４９０ ｎｍ波长下，用酶联免疫检测仪测定
各孔吸光值（ＯＤ）。
１０％、２０％、３０％、４０％冬虫夏草提取液组均能

有效抑制ＬＸ２细胞的增殖，冬虫夏草提取液浓度为
４０％时，对ＬＸ２细胞增殖的抑制效果最好，采用单
因素方差分析，与空白对照组比较具有极显著性差
异（Ｐ ＜０ ０１），实验结果见表２。
２ ２ ２　 对ＬＸ２肝纤细胞的抑制作用研究　 ＬＸ２接
种于９６孔板操作同３ １，调整细胞浓度为４ ５ × １０４

个／ ｍｌ，每孔２００ μｌ接种于９６孔培养板培养２４小
时，加入４０％虫草提取液，每组设６个平行孔，作用
４８小时，按２ ２ １项下方法处理，测定４９０ ｎｍ波长
处的吸光值。吸除９６孔板的上清液，每孔加入
５ ｍｇ·ｍｌ －１的ＭＴＴ液２０ μｌ，继续孵育４小时，加入
ＤＭＳＯ ２００ μｌ，振荡１０分钟后，在４９０ ｎｍ波长下，用
酶联免疫检测仪测定各孔吸光值（ＯＤ）。各冬虫夏
草及人工虫草提取液均能有效抑制ＬＸ２肝纤细胞
的增殖，其中发酵虫草菌粉的抑制效果最好，三批发
酵虫草菌粉提取液对ＬＸ２肝纤细胞增殖的抑制作
用与空白对照组比较均具有极显著性差异（Ｐ ＜
０ ０１），百令胶囊对ＬＸ２肝纤细胞的抑制效果较差，
结果见表３。

表３　 冬虫夏草及人工虫草提取液对ＬＸ２的增殖作用
编号 ＯＤ值 编号ＯＤ值
Ｓ１ １ １３３２ ± ０ ０２６６ Ｓ７ １ ２９５２ ± ０ ０６８３

Ｓ２ １ １１０４ ± ０ ０２１７ａ Ｓ８ １ ３０９２ ± ０ ０３６４

Ｓ３ １ １４０７ ± ０ ０１７１ａ Ｓ９ １ ２６５ ± ０ ０２２１

Ｓ４ ０ ７０８０ ± ０ ０２６８ａ Ｓ１０ １ １６８４ ± ０ ０３３９

Ｓ５ ０ ６５４４ ± ０ ００９７ａ Ｓ１１ １ １６８４ ± ０ ００７５

Ｓ６ ０ ６１２２ ± ０ ０１４１ａ Ｓ１２ １ ０８９８ ± ０ ０３０４ａ

空白对照组１ ２３２８ ± ０ ００９４

注：与空白对照组比较：ａＰ ＜ ０ ０１
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表４　 冬虫夏草及人工虫草物ＨＰＬＣＤＡＤ的共有峰、药效ＯＤ值及相关系数

样品
ＨＰＬＣ共有峰面积

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
Ｒ

Ｓ１ １１５０２０ ７５７１０ ７６８４ ３５２１ ３６５９ １６８７ ４６２９８ １６４８ ６７８９ ６２９１ ０ ０９９６

Ｓ２ ８２８７６ ７５００７ ８０９８ ３５７３ ３９３６ ２９８０ ４６２５２ １７０３ ７８９４ ６３２３ ０ １３４８

Ｓ３ ８０４２５ ７４４２０ ７９９３ ３４２６ ３７４８ ２４５０ ４５７７２ １６８９ ７２４３ ６３６６ ０ １２２４

Ｓ４ ４１５６９ ４７８９２ ４４０９ １２７２０ ２６０５ １５９２５ ２８２２４ ３８６６ ６８１０ ５９８４ ０ ５２４８

Ｓ５ ４２３６２ ４９７７１ ４６５５ １１４５８ ２６７４ １６８００ ２２９３５ ３６２５ ６８８１ ６５２８３ ０ ５７８４

Ｓ６ ４４２１７ ５４８８８ ４９９８ １０１２３ ２７５５ １８２８２ ８４７５ ３４１７ ６７１９ ６３２１ ０ ６２０６

Ｓ７ １１７６４ ８２８５２ ４７４６ １４２６ １１１２４ １６６５３ １０３５０ １１７１８ ６４８３ ６２７８ － ０ ０６２４

Ｓ８ ２２５５７ ７７２１８ ５５６０ ２５３５ １５３９７ １２０５７ ８７９２ ９４９２ ６４１６ ６３５９ － ０ ０７６４

Ｓ９ １５５７０ ８３０９８ ７２７０ ３８９８ １０３８０ １６２３１ ８８９３ １２２１７ ６２６３ ６２１８ － ０ ０３２２

Ｓ１０ ３８１０２ １２６４４ ３１２４ ３０３９９ ９０３６ ５９００ ３２３１ １０８８ ５６９７ ６９４８ ０ ０６４４

Ｓ１１ ３４４５５ １２１６７ ６０４１ ３１２４９ １５７８０ ５６５９ ４３１３ １１３４ ７４６３ ７２２６ ０ ０６４４

Ｓ１２ ３６９４０ １２７０７ ５２５５ ３０５２９ ８８０９ ７２１３ ３６６６ １１２１ ７０７４ ４８０４ ０ １４３

相关系数 ０ １２４ － ０ １９８ － ０ ３１０ ０ ０７５ － ０ ７１９ ０ ４２２ ０ １２６ － ０ ３７ ０ １６２ ０ ４９７

"


#

　 谱效关系分析
１２批药材指纹图谱中各特征共有峰的峰面积

见表４，并分别计算各供试品溶液的ＯＤ值与空白对
照组的差值Ｒ，采用ＳＰＳＳ １７ ０软件中双变量相关
分析方法处理，计算各色谱峰与１２个样品对ＬＸ２
细胞抑制的ＯＤ值的ｐｅａｒｓｏｎ相关系数。１０个特征
共有峰中１、４、６、７、９、１０号色谱峰与ＬＸ２细胞抑制
效果（ＯＤ值）呈正相关，且４、１０号峰相关性较高，
呈中等程度相关；２、３、５、８号色谱峰与ＬＸ２细胞抑
制效果（ＯＤ值）呈负相关，且５号峰与ＬＸ２细胞抑
制效果（ＯＤ值）强相关。
#

　 讨论
虫草所含成分复杂，各色谱峰很难达到指纹图

谱的分离效果，本实验考察了不同比例甲醇水、甲
醇－０ ０５％磷酸溶液、甲醇－ ０ ０２ ｍｏｌ·Ｌ －１ＫＨ２ＰＯ４
溶液等梯度洗脱效果［７８］，以本实验使用的流动相
体系总体分离度较好，在６０分钟内可使色谱峰完全
洗出，且方法的重复性好。在２６０、２７０、２８０ ｎｍ波长
下进行扫描，样品在２６０ ｎｍ波长下具有较多吸收
峰，且各峰的分离度好，故选２６０ ｎｍ作为检测波长。

虫草具有良好的抗肝纤维化作用，临床用于肝
纤维化的治疗越来越受到重视。然而虫草化学成
分复杂，抗肝纤维化起效成分并不十分明确，因虫
草资源奇缺，其替代品虫草菌丝体被广泛应用，其

抗肝纤维化疗效是否与天然虫草是否存在差异无
从得知，本实验将中药指纹图谱中化学成分的含量
变化与其药效变化联系起来，建立冬虫夏草及人工
虫草抗肝纤维化作用的谱效关系，可有效反应其内
在质量。

虫草抗肝纤维化作用研究，采用ＬＸ２肝星状细
胞系为模型的细胞抑制效果能够较好反应其药
效［９］，ＭＴＴ比色法是一种细胞活性检测方法，广泛
应用于新药筛选、细胞毒性实验、肿瘤放射敏感性
实验［１０１１］。大量的研究表明ＭＴＴ法克服了传统细
胞计数法的缺点，具有工作量小，操作简单、快速、
重复性好，能区分死活菌等优点，具有良好的重现
性和明显的特征性，双变量相关分析是研究两变量
间密切程度的一种常用统计方法，本实验用相关分
析研究冬虫夏草及虫草菌丝体抗肝纤维化作用的
谱效关系，结果表明冬虫夏草、发酵虫草菌粉及蛹
虫草菌粉胶囊对ＬＸ２细胞均有抑制效果，以发酵虫
草菌粉效果最好，１０个特征共有峰中，１、４、６、７、９、
１０号色谱峰与ＬＸ２细胞抑制效果（ＯＤ值）呈正相
关，其余色谱峰呈负相关，４、５、１０号峰与ＬＸ２细胞
抑制效果（ＯＤ值）的ｐｅａｒｓｏｎ相关系数较大。综上
所述，冬虫夏草及人工虫草抗肝纤维化作用是多种
成分共同作用的结果，４、５、１０号峰与抗肝纤维化作
用相关性最大，本课题组将基于本次研究继续深入
探究其抗肝纤维化作用成分的结构，为今后合理开
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发应用虫草提供依据。
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５９７５９９．

［１０］　 Ｌｉ Ｊ，Ｌｉｕ Ｐ，Ｚｈａｎｇ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｉｃａｒｉｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ａｃｔｉｖａ
ｔｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ［Ｊ］． Ｊ
Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，１３７（１）：７１４７２３．

［１１］　 ｂｅｃｈｍａｎｎ ＬＰ，Ｚａｈｎ Ｄ，Ｇｉｅｓｅｌｅｒ ＲＫ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｍｐｌｉ
ｆｉｅｓ ｐｒｏｆｉｂｒｏｇｅｎｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌ

ｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｈｅｐａｔｏｌ Ｒｅｓ，２００９，３９（６）：６０１６０８．
（收稿日期：２０１３０８２９）
（本文编辑：蒲晓田）
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作者单位：１００７００　 北京中医药大学东直门医院急诊科（徐红日、王兰），内科（王成祥、姜良铎）；中国人民解放军防化研究院（王惠芳、张

靖）；武汉市第一医院呼吸科（殷人易）；北京中医药大学东方医院内科（周平安）。
作者简介：徐红日（１９７６ － ），博士，副主任医师。中华中医药学会急诊分会、肺系病分会会员，世界中医药学会联合会内科分会会员。研

究方向：中医药防治呼吸系统感染性疾病的临床与实验研究。Ｅｍａｉｌ：ｓｏｏｈｏｎｇｉｌ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ
通讯作者：王成祥（１９６３ － ），博士，主任医师，教授，博士研究生导师。中华中医药学会肺系病分会副主任委员。研究方向：中医药防治呼

吸系统感染性疾病的研究。Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇ６０１＠ ｖｉｐ． ｓｉｎａ． ｃｏｍ

ＲＴＰＣＲ法分析两种解表法中药对ＦＭ１
感染小鼠肺中炎性细胞因子的影响
徐红日　 王成祥　 王兰　 王惠芳　 张靖　 殷人易　 姜良铎　 周平安

【摘要】　 目的　 动态观察益气清瘟解毒合剂所含辛温解表法和辛凉解表法中药对流感病毒亚
洲甲型鼠肺适应株（ＦＭ１）感染小鼠肺中炎性细胞因子表达的影响，探讨上述两种解表法抗流感免疫
炎性损伤及其修复方面的作用机制。方法　 建立ＦＭ１感染小鼠模型，将小鼠随机分为４组，分别为
正常空白组、病毒感染模型组、辛温解表法组（炙麻黄６ ｇ、羌活１２ ｇ、紫苏叶１０ ｇ）、辛凉解表法组
（柴胡１０ ｇ、金银花１０ ｇ、薄荷６ ｇ），各组按病毒感染后第１、３、５、７天不同时相各分为４个小组，每小
组８只小鼠。采用反转录酶聚合酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｖｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ
ＰＣＲ）法，在流感病毒感染后不同时相，动态观察辛温、辛凉解表法中药对小鼠肺中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ
１、ＩＬ１０、ＩＦＮγ ５种炎性细胞因子ＲＮＡ表达的影响。结果　 （１）辛温解表法中药在ＦＭ１感染小鼠后
１ ～ ５天显著降低肺组织中ＴＮＦα的ＲＮＡ表达，在ＦＭ１ 感染后３ ～ ５天显著降低肺组织中ＩＬ１的
ＲＮＡ表达，在ＦＭ１感染后第１天及第７天显著降低肺组织中ＩＬ６的ＲＮＡ表达，在ＦＭ１ 感染后第３
天及第７天，显著增加肺组织中抗炎性细胞因子ＩＬ１０的ＲＮＡ表达，在ＦＭ１ 感染后１ ～ ３天显著增
加抗病毒因子ＩＦＮγ的ＲＮＡ表达。（２）辛凉解表法中药在ＦＭ１ 感染小鼠后３ ～ ５天显著降低肺组
织中ＴＮＦα的ＲＮＡ表达，在ＦＭ１感染后第７天显著降低肺组织中ＩＬ１的ＲＮＡ表达，在ＦＭ１感染后
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