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摘 要 目的 分析抗宫炎软胶囊（KSC）的质量标志物（Q-marker）。方法 采用超高效液相色谱（UPLC）法，建立20批KSC的指纹

图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》进行相似度评价，确定共有峰；采用同一UPLC法测定去甲异波尔定、盐

酸益母草碱、连翘酯苷B、毛蕊花糖苷、金石蚕苷、异毛蕊花糖苷的含量；通过网络药理学、分子对接方法筛选和分析KSC治疗宫颈

炎的相关靶点和通路，构建“成分-靶点-通路”网络，分析其潜在Q-marker。结果 20批KSC共有12个共有峰，相似度均大于0.99；

共指认出去甲异波尔定、盐酸益母草碱、连翘酯苷B、毛蕊花糖苷、金石蚕苷、异毛蕊花糖苷6个共有峰。上述6个成分的含量分别

为1.336～1.774、0.093～0.143、4.970～5.888、0.505～0.623、5.206～6.226、0.785～0.895 mg/g。网络药理学筛选得到6个成分的14

个关键靶点和94条通路，其与核心靶点（蛋白激酶B1、肿瘤坏死因子）的结合能均小于－6.4 kJ/mol。结论 去甲异波尔定、盐酸益

母草碱等6个成分可能是KSC的潜在Q-marker。
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ABSTRACT OBJECTIVE To analyze quality maker （Q-marker） of Kanggongyan soft capsule （KSC）. METHODS The

fingerprints of 20 batches of KSC were established by ultra high performance liquid chromatography（UPLC）method. Similarity

Evaluation System of TCM Chromatographic Fingerprint（2012 edition）were used to evaluate the similarity and confirm common

peaks. The contents of norisoboldine，leonurine hydrochloride，forsythoside B，acteoside，poliumoside and isoacteoside were

determined by the same UPLC method. Targets and pathways related to KSC in the treatment of cervicitis were screened and

analyzed by network pharmacology and molecular docking method to construct a“component-target-pathway”network，and

analyze its potential Q-marker. RESULTS Twelve common peaks were identified in the fingerprints of 20 batches of KSC，and the

similarity was greater than 0.99. Six common peaks were identified，including norisoboldine，leonurine hydrochloride，forsythoside

B，acteoside，poliumoside and isoacteoside. The contents of the above 6 components were 1.336-1.774，0.093-0.143，4.970-5.888，

0.505-0.623，5.206-6.226 and 0.785-0.895 mg/g，respectively. By network pharmacology analysis，14 key targets and 94 pathways

were obtained，and their binding energies to the core targets（protein kinase B1，tumor necrosis factor）were all less than －6.4 kJ/cal.

CONCLUSIONS Six components such as norisoboldine and leonurine hydrochloride are potential Q-marker of KSC.
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抗宫炎软胶囊（Kanggongyan soft capsule，KSC）是

由抗宫炎片更改剂型而来的中药第九类新药，包含广东

紫珠、乌药、益母草 3味中药[1]。其中，广东紫珠具有抗

炎、止血、抗结核和抗血小板聚集的作用[2]；乌药具有促

进循环、止痛和散寒的作用[3]；益母草可用于治疗痛经经

闭、恶露不尽、月经不调等妇科疾病[4]。KSC在临床主要

用于治疗慢性宫颈炎、慢性盆腔炎、宫颈柱状上皮异位

等妇科疾病。

对于KSC的质量控制研究，目前多集中于对其中单

一成分的含量测定[5－6]。中药成分种类多、作用靶点多，

以任何单一成分作为指标都不能全面反映中药的整体

质量[7]。为确保中药及中药制剂发挥稳定的治疗效果，

需要对其进行合理的质量控制。中药指纹图谱是一种

能够全面反映中药或中药制剂整体化学特征的质量分

析方法 [8]，被广泛应用于中药及中药制剂的质量控制。

近年来，超高效液相色谱（UPLC）法因其灵敏度高、操作

方便等优点被广泛用于中药及中药制剂的质量控制[9]。

网络药理学可整合大量信息，通过计算并结合相关实

验，揭示“药物-基因-靶点-疾病”相互作用的网络关

系[10]。分子对接技术可以模拟药物活性成分治疗疾病

的过程，具有快速、准确等优点，有助于缩短药物开发周

期[11]。网络药理学与分子对接的结合已成为中药研究

的常用方法[12]。因此，本研究将指纹图谱、含量测定、网

络药理学及分子对接技术相结合，分析KSC的潜在质量

标志物（quality marker，Q-marker），以期为 KSC 的质量

控制及后续研究提供科学参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 Agilent 1290型 UPLC 仪

（美国 Agilent 公司）、TB-215型电子天平（美国 Denver

Instrument公司）、KQ-300DE型数控超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）、WP-UP-YJ-20型纯水仪（四川沃

特尔水处理设备有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

广东紫珠干浸膏（批号 200601）、益母草干浸膏（批

号 200601）、乌药干浸膏（批号 200501）均由贵州汇正制

药有限责任公司提供；去甲异波尔定对照品（批号

P10M9L61140）、盐酸益母草碱对照品（批号 R04N8F-

47273）、连翘酯苷 B 对照品（批号 R14N9F74963）、金石

蚕苷对照品（批号H29M3X1）、毛蕊花糖苷对照品（批号

W14O10C100217）、异 毛 蕊 花 糖 苷 对 照 品（批 号

W17J10C90785）均购自上海源叶生物科技有限公司，纯

度均不低于 98％。KSC（批号分别为 200101、200102、

200303、200501、200502、200503、200504、200602、

200603、200701、200702、200704、200705、200801、

200805、200806、200902、200903、201001、201002，规格

每粒装0.65 g，编号依次为S1～S20）均由贵州汇正制药

有限公司提供。乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂均为分

析纯，水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 UPLC指纹图谱分析

2.1.1 混合对照品溶液的制备 精密称取去甲异波尔

定、盐酸益母草碱、连翘酯苷B、毛蕊花糖苷、金石蚕苷、

异毛蕊花糖苷对照品各适量，置于同一 10 mL量瓶中，

加50％甲醇使溶解，稀释至刻度，摇匀，制成上述对照品

质量浓度分别为 0.052、0.175、0.150、0.146、0.168、0.175

mg/mL的混合对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液的制备 取 KSC 内容物约 1.0 g，精

密称定，置于圆底烧瓶中，精密加入50％甲醇50 mL，称

定质量，回流1 h，放冷，再次称定质量，用50％甲醇补足

减失的质量，摇匀，过0.22 μm微孔滤膜，即得。

2.1.3 色谱条件 色谱柱为CAPCELL PAK C18 IF2（100

mm×2.1 mm，2 μm）；以乙腈（A）-0.5％磷酸溶液（B）为流

动相进行梯度洗脱（0～20 min，88％B→83％B；20～35

min，83％B→65％B；35～37 min，65％B→10％B；37～

40 min，10％B→88％B）；流速为 0.2 mL/min；柱温为

35 ℃；进样量为 2 μL；检测波长在 0～10 min 时为 280

nm，10～40 min时为332 nm。

2.1.4 精密度试验 精密称取 KSC 内容物（编号 S4），

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.3”项下色

谱条件连续进样6次，记录色谱图。以5号峰为参照峰，

计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显

示，各共有峰相对保留时间的 RSD 均小于 1.00％（n＝

6），相对峰面积的RSD均小于 5.00％（n＝6），表明方法

精密度良好。

2.1.5 重复性试验 精密称取 KSC 内容物（编号 S4），

按“2.1.2”项下方法平行制备供试品溶液，共 6份，再按

“2.1.3”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以 5号峰

为参照峰，计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果显示，各共有峰相对保留时间的 RSD 均小于

1.00％（n＝6），相对峰面积的 RSD 均小于 5.00％（n＝

6），表明方法重复性良好。

2.1.6 稳定性试验 精密称取 KSC 内容物（编号 S4），

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，分别于室温下放置

0、2、4、8、12、24 h时按“2.1.3”项下色谱条件进样测定，

记录色谱图。以5号峰为参照峰，计算各共有峰相对保

留时间和相对峰面积。结果显示，各共有峰相对保留时

间的RSD均小于1.00％（n＝6），相对峰面积的RSD均小

于5.00％（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置24 h内

稳定性良好。

2.1.7 指纹图谱建立、相似度评价及共有峰指认 取20

批KSC内容物，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.1.3”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。将各样

品色谱图以“AIA”格式文件导入《中药色谱指纹图谱相

似度评价系统（2012版）》进行分析。以S1为参照图谱，
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图 1 20批KSC样品的 UPLC叠加指纹图谱及对照指

纹图谱（R）
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图 2 KSC供试品溶液和混合对照品溶液的UPLC叠

加图
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设置时间窗宽度为 0.1 min，对色谱峰进行多点校正，随

后进行Mark峰匹配，生成 20批KSC的叠加指纹图谱，

并采用中位数法生成对照指纹图谱（R），见图 1。20批

KSC 样品图谱与对照指纹图谱（R）的相似度分别为

1.000、0.997、0.999、0.999、0.999、1.000、0.999、1.000、

0.999、0.999、0.999、0.999、0.999、1.000、0.998、0.999、

0.999、0.999、0.999、1.000，均大于 0.99，说明各批次样品

的质量较稳定、一致。共标记了12个共有峰；通过对比

KSC供试品溶液（编号S4）和混合对照品溶液的色谱图，

共指认出6个色谱峰，分别为去甲异波尔定（1号峰）、盐

酸益母草碱（3号峰）、连翘酯苷B（5号峰）、毛蕊花糖苷

（6号峰）、金石蚕苷（7号峰）、异毛蕊花糖苷（9号峰），结

果见图2。

2.2 含量测定

2.2.1 专属性试验 取“2.1.1”项下混合对照品溶液、

“2.1.2”项下供试品溶液和空白对照溶液（50％甲醇），按

“2.1.3”项下色谱条件下进样测定，记录色谱图（图略）。

结果显示，空白对照溶液对6种成分的检测无干扰，提示

方法专属性良好。

2.2.2 线性关系考察 按“2.1.1”项下方法制备混合对

照品溶液，用 50％甲醇作溶剂，配制成系列浓度梯度的

对照品混合溶液：去甲异波尔定质量浓度分别为1.625、

3.250、6.500、13.000、26.000、52.000 μg/mL，盐酸益母草

碱质量浓度分别为 2.734、5.469、10.938、21.875、43.750、

87.500 μg/mL，连翘酯苷B质量浓度分别为4.688、9.375、

18.750、37.500、75.000、150.000 μg/mL，毛蕊花糖苷质量

浓 度 分 别 为 4.563、9.125、18.250、36.500、73.000、

146.000 μ g/mL，金 石 蚕 苷 质 量 浓 度 分 别 为 5.250、

10.500、21.000、42.000、84.000、168.000 μg/mL，异毛蕊花

糖苷质量浓度分别为 5.469、10.938、21.875、43.750、

87.500、175.000 μg/mL。取上述系列对照品混合溶液，

按“2.1.3”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以各成

分的质量浓度为横坐标（X）、峰面积为纵坐标（Y）进行线

性回归，结果见表1。结果表明，6种成分在其相应质量

浓度范围内与峰面积的线性关系良好。

表1 KSC中 6种成分的回归方程与线性范围

成分
去甲异波尔定
盐酸益母草碱
连翘酯苷B

毛蕊花糖苷
金石蚕苷
异毛蕊花糖苷

回归方程
Y＝17.055X+4.501 4

Y＝12.943X+0.583 6

Y＝10.507X+1.243 0

Y＝16.360X－2.576 1

Y＝12.265X+13.759 0

Y＝3.402 1X+4.792 5

R 2

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 9

0.999 8

线性范围/（μg/mL）

1.625～52.000

2.734～87.500

4.688～150.000

4.563～146.000

5.250～168.000

5.469～175.000

2.2.3 精密度试验 精密称取 KSC 内容物（编号 S1），

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.3”项下色

谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结果显示，6种

成分峰面积的RSD均小于3.00％（n＝6），表明方法精密

度良好。

2.2.4 重复性试验 精密称取 KSC 内容物（编号 S1），

共 6份，按“2.1.2”项下方法平行制备供试品溶液，再按

“2.1.3”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并用外标法

计算 6种成分的含量。结果显示，6种成分含量的RSD

均小于3.00％（n＝6），表明方法重复性良好。

2.2.5 稳定性试验 精密称取 KSC 内容物（编号 S1），

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，分别于室温下放置

0、2、4、6、12、24 h时按“2.1.3”项下色谱条件测定，记录

峰面积。结果显示，6 种成分峰面积的 RSD 均小于

3.00％（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置 24 h内稳

定性良好。

2.2.6 加样回收率试验 精密称取已知含量的KSC内

容物（编号S1）6份，每份约 0.5 g，分别按与已知成分含

量1 ∶ 1的比例加入混合对照品溶液，按“2.1.2”项下方法

制备供试品溶液，再按“2.1.3”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积并计算加样回收率。结果显示，去甲异波尔

定、盐酸益母草碱、连翘酯苷B、毛蕊花糖苷、金石蚕苷、

异毛蕊花糖苷的平均加样回收率分别为 94.53％、

100.55％、99.92％、102.98％、97.85％、101.16％，RSD均

小于3.00％（n＝6），表明方法准确度良好。

2.2.7 样品测定 取 20批 KSC 内容物，按“2.1.2”项下

方法制备供试品溶液，再按“2.1.3”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。每批样品平行测定3次，根据外标法计

算样品中各成分的含量，取平均值。结果见表2。
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表2 20批KSC样品中6个成分的含量（n＝3，mg/g）

样品
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

去甲异波尔定
1.483

1.455

1.452

1.496

1.548

1.613

1.599

1.718

1.387

1.440

1.548

1.578

1.498

1.547

1.336

1.493

1.406

1.507

1.485

1.774

盐酸益母草碱
0.143

0.093

0.111

0.097

0.133

0.110

0.102

0.110

0.103

0.111

0.141

0.111

0.133

0.108

0.106

0.143

0.136

0.141

0.136

0.141

连翘酯苷B

5.676

5.637

5.247

5.298

5.407

5.570

5.524

5.888

5.135

5.340

5.697

5.545

5.203

5.245

5.233

5.170

4.970

5.329

5.156

5.359

毛蕊花糖苷
0.604

0.551

0.565

0.525

0.525

0.582

0.569

0.610

0.537

0.566

0.623

0.588

0.581

0.554

0.551

0.554

0.505

0.539

0.557

0.584

金石蚕苷
6.226

5.927

5.629

5.606

5.544

5.779

5.708

6.158

5.327

5.577

6.114

5.907

5.578

5.476

5.447

5.413

5.206

5.581

5.524

5.785

异毛蕊花糖苷
0.869

0.785

0.796

0.822

0.821

0.847

0.839

0.895

0.787

0.866

0.886

0.884

0.801

0.795

0.791

0.791

0.788

0.808

0.812

0.840 图3 KSC治疗宫颈炎的“药物-成分-靶点”网络

图4 KSC治疗宫颈炎关键靶点的PPI网络图

2.3 网络药理学研究

通过分析20批KSC的指纹图谱及含量测定结果，推

测金石蚕苷、连翘酯苷B、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷、去

甲异波尔定、盐酸益母草碱可能为KSC的Q-marker，遂

采用网络药理学方法进行进一步的分析。

2.3.1 活性成分靶点及宫颈炎相关靶点筛选 将金石

蚕苷（poliumoside）、连翘酯苷B（forsythoside B）、毛蕊花

糖苷（acteoside）、异毛蕊花糖苷（isoacteoside）、去甲异波

尔定（norisoboldine）、盐酸益母草碱（leonurine hydro-

chloride）作为关键词输入 TCMSP 数据库与分析平台

（http：//lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php），共获取到这 6个成分

的 126个靶点，通过UniProt数据库（http：//www.uniprot.

org/）将靶点名转换为对应的基因名。通过PubChem数

据库（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/）进行检索，

将所得成分分子结构文件导入 SwissTargetPrediction

（http：//www.swisstargetprediction.ch/）进行靶点预测 。

检 索 GeneCards（http：//www.genecards.org/）、OMIM

（https：//omim.org/）数据库获取与宫颈炎相关的靶点。

将GeneCard、OMIM数据库检索到的宫颈炎的靶点结果

合并，去除重复数据，获得宫颈炎相关疾病靶点 1 447

个。对药物靶点与疾病靶点取交集，得到KSC治疗宫颈

炎的作用靶点 52个，将结果导入 Cytoscape 3.7.2软件，

获得“药物-成分-靶点”网络（图3）。

2.3.2 蛋白-蛋白互作网络 将KSC治疗宫颈炎的52个

潜在靶点导入 STRING 在线数据库（https：//string-db.

org/），限定物种为“Homo sapiens”，设置最低置信度为

0.9，同时隐藏游离的靶点，将所得靶点的相互作用信息

导入Cytoscape 3.7.2软件进行可视化分析，构建蛋白-蛋

白互作（protein-protein interaction，PPI）网络。利用“An-

alyze Network”功能对PPI网络进行拓扑学分析，计算各

节点的度值（degree）、介数中心性（betweenness centrali-

ty，BC）和接近中心性（closeness centrality，CC），以 de-

gree、BC、CC 的中位数为阈值筛选得到 14个核心靶点

（图 4），即为KSC治疗宫颈炎的关键靶点。按照 degree

对关键靶点进行排序，将排名前2位的靶点即蛋白激酶

B1（protein kinase B1，AKT1）和肿瘤坏死因子（tumor

necrosis factor，TNF）作为核心靶点进行分析。

2.3.3 基因本体和KEGG通路富集分析 将潜在核心

靶点导入 DAVID 数据库（https：//david.ncifcrf.gov/sum-

mary.jsp）进行基因本体（gene ontology，GO）功能富集和

京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of

genes and genomes，KEGG）通路富集分析。KEGG通路

富集分析显示，潜在靶点参与了94条通路，主要包括炎

症反应、免疫调节、激素调节、氧化应激、癌症通路及细

胞生长、增殖、凋亡等，其中磷脂酰肌醇-3-激酶（phos-

phoinositide 3 kinase，PI3K）-AKT 通路是最重要的一条

通路。GO富集分析共涉及 230条信息，其中生物学过

程184条，主要涉及炎症反应、信号转导、药物反应；细胞

组分25条，主要与胞液、细胞核等有关；分子功能21条，

主要包括调控蛋白激酶、PI3K活性等。
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2.4 分子对接

从“成分-核心靶点”网络中将基因靶点以 degree值

的高低进行排序，选取前 2个关键靶点（AKT1、TNF）分

别与 6 个成分进行分子对接。从 RCSB 蛋白数据库

（https：//rcsb.org/）中获得靶点（TNF、AKT1）的三维结构

文件，通过AutoDockTools软件对蛋白晶体结构进行初

始化处理，并转换为对接所需“pdbqt”格式文件。通过

Chem3D Pro 14.0软件对化学成分的三维结构进行MM2

力场优化，并通过AutoDockTools软件设置可旋转键数

并转换为对接所需“pdbqt”格式文件。采用 AutoDock

Vina分子对接软件进行分子对接打分。较低的自由结

合能更有利于受体和配体之间的结合[13]。6个成分与靶

点的最低结合能均小于0，其中6个成分与AKT1的结合

能均小于－6.6 kJ/mol，与TNF的结合能均小于－6.4 kJ/

mol，提示分子间具有很好的结合亲和力。KSC的主要

活性成分和核心靶点的高结合能力表明KSC可能是通

过调节以上靶点发挥治疗作用的。

3 讨论
中药质量控制是保证中药临床用药安全和有效的

重要措施[14]。目前，仅见廖春玲[15]对抗宫炎制剂（片剂、

颗粒剂、胶囊）展开过HPLC指纹图谱研究。本研究建

立了KSC的UPLC指纹图谱，同时对其中的 6个成分进

行了含量测定，并通过网络药理学和分子对接研究分析

出去甲异波尔定、盐酸益母草碱、连翘酯苷B、金石蚕苷、

毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷可作为KSC的Q-marker。

KSC清湿热、止带下的功效与其主要活性成分的抗

菌、抗炎等作用密切相关。据文献报道，广东紫珠为

KSC方中君药，主要活性成分为苯乙醇苷类，包括金石

蚕苷、连翘酯苷B、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷；益母草的

主要活性成分为益母草碱；乌药的活性成分为去甲异波

尔定。从KEGG通路富集结果来看，PI3K-AKT通路是

最重要的一条通路，该通路已被证明是免疫反应调节的

关键通路[16]。PI3K-AKT通路可通过激活AKT下游的核

转录因子κB（nuclear factor-κB，NF-κB）、雷帕霉素靶蛋

白、缺氧诱导因子1来促进促炎细胞因子的产生，从而诱

发炎症反应[17]。盐酸益母草碱可通过NF-κB信号通路

抑制炎症反应并改善骨关节炎大鼠的软骨退化，同时对

酒精性肝损伤也有保护作用[18]；连翘酯苷B可通过抑制

NF-κB信号通路减轻阿尔茨海默病的神经炎症[19]；毛蕊

花糖苷具有抗炎、抗肿瘤、抗氧化、抗病原微生物、保护

神经等多种药理作用[20]，其作用机制可能与抑制NF-κB

信号通路从而抑制TNF-α、IL-6的释放有关[21]；金石蚕苷

具有抗炎、抗氧化、保护神经等作用，可通过抑制NF-κB

信号通路减轻TNF-α诱导的细胞损伤[22]；去甲异波尔定

具有抗炎、调节脂代谢、治疗急性肺损伤等作用，可通

过下调丝裂原激活蛋白激酶来抑制脂多糖刺激的

RAW264.7细胞中促炎细胞因子的产生[23]。由此可见，

KSC 可能通过相关靶点调节 PI3K-AKT 通路及其下游

靶点通路来抑制炎症因子的释放，从而起到抗炎作用。

综上，去甲异波尔定、盐酸益母草碱、连翘酯苷B、毛蕊

花糖苷、金石蚕苷、异毛蕊花糖苷可作为KSC的Q-marker。
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3 讨论
3.1 检测条件的选择

在建立 GC 方法时，本课题组考察了不同分流比

（10 ∶ 1、20 ∶ 1、40 ∶ 1）、不同初始温度（40、60、80 ℃）对色

谱图的影响。结果发现，当分流比为40 ∶ 1时，各色谱峰

的峰形较好，而且初始温度对色谱图的影响较小。考虑

运行时间的长短，故本研究最终选择80 ℃为初始温度。

3.2 草果的质量评价

熵权TOPSIS法结果显示，11项指标的熵权系数（即

权重）分别为 0.150 7、0.086 9、0.074 1、0.121 6、0.088 8、

0.084 9、0.093 1、0.057 8、0.079 1、0.108 9、0.054 1。其

中，挥发油类成分所占权重均相对较高，故将挥发油类

成分作为草果药材质量评价的主要指标具有重要意

义。进一步根据相对贴近度排序结果可知，草果质量排

名前3位的分别是云南保山7月、云南红河10月、云南文

山9月产草果，由此推测，这几个产地的草果质量较优；

而质量排名后 3位的分别是云南德宏 9月、云南德宏 11

月、云南德宏12月产草果，表明云南德宏的草果质量相

对较差。

综上所述，在本研究所有样品中，云南保山（7月）、

红河（10月）、文山（9月）产草果的质量相对较优。
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