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［摘　 要］ 　 建立宠物用复方石淋通片多指标成分含量测定方法。 利用网络药理学方法筛选复方石

淋通片治疗尿石症、膀胱炎的关键活性成分，结合相关文献及《中国药典》相关要求，确定指标性成

分。 利用 ＨＰＬＣ 分析方法，使用 ＣＡＰＣＥＬＬ ＰＡＫ Ｃ１８ ＭＧ （Ｓ － ５） ４． ６ × ２５０ ｍｍ 色谱柱，柱温 ３０ ℃，
进样量 １０ μＬ，流速为 １． ０ ｍＬ·ｍｉｎ － １，检测波长 ３３５ ｎｍ，以乙腈 － ０． １％ 甲酸水为流动相，梯度洗

脱，建立指标性成分含量测定的方法。 通过网络药理学筛选出槲皮素、咖啡酸、绿原酸等十个关键

成分。 结合《中国药典》及相关文献选出新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔

苷六种指标性成分。 含量测定方法学结果表明：各成分线性关系良好（ ｒ≥０． ９９９）；精密度良好，ＲＳＤ
为 ０． ０３％ ～ ０． ２１％ ；重复性良好，ＲＳＤ 为 ０． ７０％ ～ ２． ０２％ ；供试品在 ２４ｈ 内稳定性良好，ＲＳＤ 为

０􀆰 ３０％ ～２． ０２％ ；平均加样回收率（ＲＳＤ）在 ９８． ３１％ ～ １０４． ３１％ （０． ３６％ ～ ２． ２８％ ）；三批样品中六

种成分的含量分别在 ０． ９９０ ～ １． ４３４ ｍｇ·ｇ － １、１． ５３３ ～ ２． ０８３ ｍｇ·ｇ － １、１． ３１１ ～ ２． ０２３ ｍｇ·ｇ － １、
０． ３３２ ～ ０． ３５３ ｍｇ·ｇ － １、１． ５９４ ～ １． ７６８ ｍｇ·ｇ － １、０． ７８７ ～ １． ０５７ ｍｇ·ｇ － １之间。 该含量测定方法有较

好的重复性和稳定性，可用于宠物用复方石淋通片的质量分析。
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｂｙ ＨＰＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ａ ＣＡＰＣＥＬＬ
ＰＡＫ Ｃ１８ ＭＧ （Ｓ －５） ４． ６ ×２５０ ｍｍ ｃｏｌｕｍｎ ａｔ ３０ ℃ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ １０ μＬ， ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
ａｎｄ ａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ３３５ ｎｍ， ｗｉｔｈ ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ － ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｓ
ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ． Ｔｅｎ ｋｅｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ， ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ
ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ． Ｓｉｘ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ， ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ， ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ， ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ，
ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ， ｃｈａｒｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅ， ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ： Ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗａｓ ｇｏｏｄ （ ｒ≥０． ９９９）； Ｇｏｏｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ＲＳＤ ｏｆ ０． ０３％ ～０． ２１％ ； Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ
ｇｏｏｄ ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ ０． ７０％ ｔｏ ２． ０２％ ； Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗａｓ ｇｏｏｄ ｏｖｅｒ ２４ ｈ ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ ０． ３０％ ～
２􀆰 ０２％ ； Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ （ＲＳＤ） ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９８． ３１％ ｔｏ １０４． ３１％ （０． ３６％ ｔｏ ２． ２８％ ）； Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０． ９９０ ｔｏ １． ４３４ ｍｇ·ｇ － １， １． ５３３ ｔｏ
２􀆰 ０８３ ｍｇ·ｇ － １， １． ３１１ ｔｏ ２． ０２３ ｍｇ·ｇ － １， ０． ３３２ ｔｏ ０． ３５３ ｍｇ·ｇ － １， １． ５９４ ｔｏ １． ７６８ ｍｇ·ｇ － １， ａｎｄ ０． ７８７ ｔｏ
１． ０５７ ｍｇ·ｇ － １， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｃａｎ
ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｈｉ － ｌｉｎ － ｔｏｎｇ Ｔａｂｌｅｔｓ ｆｏｒ ｐｅｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｈｉ － ｌｉｎ － ｔｏｎｇ Ｔａｂｌｅｔｓ； ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ； ＨＰＬＣ； ｍｕｌｔｉ － ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；ｃｏｎｔｅｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 随着我国都市化水平的提高，民众将伴侣动物

作为重要家庭成员的观念逐渐深入，宠物数量也同

步增长，其中犬猫是人们饲养的主要宠物品种，截
止 ２０２２ 年，我国城镇犬猫数量已经达到了 １１６５５

万只，宠物经济市场规模也达到了 ２７０６ 亿元［１］。

尿石症作为犬猫常见泌尿系统疾病之一，临床上多

表现为排尿困难，尿血，尿闭，严重者因尿毒症而致

死［２］。 临床上多以药物和手术治疗为主，术后结石

存在复发率较高的问题［３ － ５］，同时宠物临床用药上

面临着宠物专用药品种少，数量严重不足的问

题［６］。 为满足宠物用药的需求，农业农村部颁布

《人用中药转宠物用中药注册资料要求》等相关文

件，将人用药物转为宠物用药，短期内加速宠物专

用药的研发和生产［７］。

复方石淋通片人用标准收载于《卫生部药品标

准中药成方制剂第十二册》，处方组成包括广金钱

草、石韦、忍冬藤、海金沙、滑石粉五味药。 具有清

热利湿，通淋排石的功效［８］，是临床上治疗泌尿系

结石的传统用药。 现行人用部颁药品标准［９］ 中，质

量标准项下鉴别项下仅有化学反应鉴别，专属性不

强，缺少指标成分含量测定，难以准确评价复方制

剂的真假及优劣程度。 按照《人用中药转宠物用中

药注册资料要求》文件要求，宠物用药的质量标准

应不低于人用中药标准，同时鼓励制定优于原标准

的质量标准。 故将其转变为宠物用药时需对其质

量标准进行提高。

选择能表征药效的指标性成分作为质控指标

是质量标准提升的关键。 网络药理学基于系统生

物学和生物网络平衡的角度阐释疾病，近些年快速

成为中医药研究主流方法之一［１０］，本研究将利用

网络药理学方法筛选出关键活性成分，同时结合

《中国药典》及相关文献确定宠物用复方石淋通片

的指标性成分，并建立其含量测定的方法，为日后

宠物用复方石淋通片的质量标准研究奠定基础。

１　 材　 料

１． １　 数据库及软件　 ＨＩＴ２． ０ 数据库（ｈｔｔｐ：∥ｈｉｔ２．

ｂａｄｄ － ｃａｏ． ｎｅｔ ／ ）；ＨＥＲＢ 数据库（ ｈｔｔｐ：∥ｈｅｒｂ． ａｃ．

ｃｎ ／ ）；Ｇｅｎｅ Ｃａｒｄｓ 数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．

ｏｒｇ ／ ）； ＳＴＲＩＮＧ１１． ０ （ ｈｔｔｐｓ： ∥ ｓｔｒｉｎｇ － ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）；

Ｖｅｎｎｙ２． １． ０ （ ｈｔｔｐｓ：∥ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／
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ｖｅｎｎｙ ／ ）；Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件（３． ９． １ 版）。
１． ２　 仪器　 ＬＣ － ２０Ａ 高效液相色谱仪（日本岛津

公司，ＳＰＤ － Ｍ２０Ａ，ＰＤＡ 检测器，ＬＣ Ｓｏｌｕｔｉｏ 色谱工

作站）；ＫＱ５２００ＤＡ 型数控超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）；ＭＰ５００２ 电子天平（上海舜宇恒

平科学仪器有限公司）；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＳＡ ２２４Ｓ 电子分

析天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司）。
１． ３　 药品与试剂　 实验室自制宠物用复方石淋通

片 （ 编 号 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３ ）； 新 绿 原 酸 （ 批 号

Ｄ２３ＧＢ１７２３３７）、隐绿原酸（批号 Ｊ０１ＧＢ１４７６３５）、异
夏佛塔苷（Ａ２７ＩＢ２１３９４４）对照品购于上海源叶生

物科技有限公司；绿原酸（批号 １１０７５３ － ２０２１１９）、
咖啡酸（批号 １１０８８５ － ２０１７０３）、夏佛塔苷（批号

１１１９１２ － ２０２２０４）对照品购于中国食品药品检定研

究院。 广金 钱 草 （ 批 号 ２２０２０４１ ）、 石 韦 （ 批 号

２１１２０４７）、忍冬藤（批号 ２２０５０２７）、海金沙（批号

２０１１０５３）、滑石粉（批号 ２１０８０５７）药材均购于北京

市双桥燕京中药饮片厂。 乙腈（分析纯），甲酸购自

Ｆｉｓｈｅｒ 公司；娃哈哈纯净水购于杭州娃哈哈集团有

限公司。
２　 方　 法

２． １　 基于网络药理学的复方石淋通片关键活性成

分的筛选

２． １． １　 复方石淋通片活性成分及靶点的获取和筛

选　 通过 ＨＩＴ２． ０ 数据库、ＨＥＲＢ 数据库检索并收

集复方石淋通片中广金钱草、石韦、忍冬藤、海金

沙、滑石粉五味中药活性成分和相关靶点。
２． １． ２　 复方石淋通片临床适应症疾病共有靶点的

获取和筛选　 查询 Ｇｅｎｅ Ｃａｒｄｓ 数据库并收集疾病

靶点，本研究选择结石、膀胱炎为临床适应症以关

键词“ｃａｌｃｕｌｕｓ” “ ｃｙｓｔｉｔｉｓ”进行检索并筛选，删去重

复靶点，再与药材成分靶点利用 Ｖｅｎｎｙ ２． １． ０ 绘制

韦恩图，得到药物 －疾病共同靶点。
２． １． ３　 共有靶点 ＰＰＩ 网络构建　 将药物 － 疾病共

有靶点提交至 ＳＴＲＩＮＧ １１． ０ 平台，去除离散或无关

联的基因节点，分别选择分析物种为“Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ
ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ” 标准为置信值 （ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ） ＝
０􀆰 ９，分别得到蛋白质相互作用（ ＰＰＩ）网络。 利用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３． ９． １ 对 ＰＰＩ 网络进一步可视化，得到

ＰＰＩ 网络图。

２． １． ４　 关键活性成分的确定 　 将药物成分与药

物 －疾病共有靶点，通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３． ９． １ 分析作

图，以连接度（Ｄｅｇｒｅｅ）、介度（Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ）及紧密

度（Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｓ）为条件筛选排名较前的关键活性

成分。

２． １． ５　 ＫＥＧＧ 富集分析　 将关键靶点输入 ＤＡＶＩＤ

数据库进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析，选择物种“Ｃａｎｉｓ

ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ”。

２． ２　 宠物用复方石淋通片多指标成分含量测定方

法的建立

２． ２． １ 　 色谱条件 　 采用 ＣＡＰＣＥＬＬ ＰＡＫ Ｃ１８ ＭＧ

（Ｓ － ５） ４． ６ × ２５０ ｍｍ 色谱柱，柱温 ３０ ℃，进样量

１０ μＬ，流速为 １． ０ ｍＬ·ｍｉｎ － １，以流动相 Ａ（乙腈）

和流动相 Ｂ（０． １％ 甲酸水）为条件进行梯度洗脱，

梯度洗脱时间程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱时间程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｐｒｏｇｒａｍ

时间 ／ ｍｉｎ 乙腈（Ａ） ０． １％甲酸水（Ｂ）

０ － ３ １ － ８ ９９ － ９２

３ － ２０ ８ － １２ ９２ － ８８

２０ － ３５ １２ － １４ ８８ － ８６

３５ － ７０ １４ ８６

２． ２． ２ 　 对照品溶液的配制　 精密称取新绿原酸、

绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔苷

对照品适量，精密称定，加入 ５０％ 甲醇制成质量浓

度分别为 １． １０９、９． ９００、１． １５５、９． ９８０、９． ６４０、１． ０２７

ｍｇ·ｍＬ － １的对照品溶液，即得。

２． ２． ３ 　 供试品溶液的配制　 取复方石淋通片，粉

碎，取粉末约 １ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密

加入 ５０％甲醇 ２５． ００ ｍＬ，称重，超声处理（功率 ２５０

Ｗ，频率 ４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，放冷，称重，用 ５０％甲醇补

足减失重量，摇匀，滤过，取续滤液，过 ０． ４５ μｍ 滤

膜，即得。

２． ２． ４　 单味药材供试品溶液的制备　 按照处方比
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例及工艺，分别制备广金钱草、石韦、忍冬藤、海金

沙提取浓缩液，广金钱草浓缩液加入 ５ 倍量 ８５％
乙醇，其余三味药物浓缩液加入 ５ 倍量 ７０％ 乙

醇，醇沉 １２ ｈ，过滤，取续滤液，过 ０． ４５ μｍ 滤膜，
即得。
３　 结果与分析

３． １　 复方石淋通片网络药理学筛选结果

３． １． １　 复方石淋通片活性成分及临床适应症靶点

利用 ＨＩＴ２． ０ 数据库检索并筛选，得到广金钱草 ３２
个活性成分，４２９ 个成分靶点，石韦 １２ 个活性成分，
２５２ 个成分靶点，忍冬藤 ４６ 个活性成分，５１９ 个成

分靶点；利用 ＨＥＲＢ 数据库检索并筛选，得到海金

沙 １１４ 个活性成分，４１９７ 个成分靶点。 删去重复成

分，共计获得活性成分 １８１ 个，成分相关靶点 ４８０９
个。 利用 Ｇｅｎｅ Ｃａｒｄｓ 数据库检索并筛选，共计获得

疾病靶点 ７０１ 个。
取上述成分相关靶点与药物成分相关靶点通

过 Ｖｅｎｎｙ ２． １． ０ 绘制韦恩图，得到药物 － 疾病共同

靶点 ２６９ 个，见图 １。

３． １． ２　 ＰＰＩ 网络构建及关键靶点的确定　 药物 －疾

病的 ２６９ 个共有靶点提交至 ＳＴＲＩＮＧ １１． ０ 平台得到

ＰＰＩ 网络，并导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３． ９． １ 对 ＰＰＩ 网络进一步

可视化，绘制 ＰＰＩ 网络图，见图 ２。 以度值从高到底排

序，得到排名前 ５ 的核心靶点，分别是白细胞介素 －６
（ＩＬ６）、白细胞介素 － １Ｂ （ＩＬ１Ｂ）、白细胞介素 － １０
（ＩＬ１０）、干扰素 γ（ＩＦＮＧ）、表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）。

（注：筛选出 ２６９ 个交集靶点，４２５２、４３８ 分别为药物、疾病不交集靶点）

（Ｎｏｔｅ： ２６９ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ， ４２５２ ａｎｄ ４３８ ａｒｅ

ｄｒｕｇ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｎｏｎ － ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图 １　 “药物 －疾病”韦恩图

Ｆｉｇ １　 ＂Ｄｒｕｇ － ｄｉｓｅａｓｅ＂ Ｗａｙｎｅ ｄｉａｇｒａｍｓ

图 ２　 ＰＰＩ 网络图

Ｆｉｇ ２　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ
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３． １． ３ 　 关键成分的确定 　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３． ９． １
构建复方石淋通片治疗结石、膀胱炎的“药材 － 活

性成分 － 共有靶点”网络图，见图 ３。 获得 １０ 个

关键成分，即槲皮素、孕酮、芹菜素、木犀草素、山
萘酚、β － 胡萝卜素、咖啡酸、白杨素、没食子酸、
绿原酸。

（注：红色菱形代表药物；蓝色圆形代表关键成分；橙色方形代表共有靶点；绿色圆形代表成分）

（Ｎｏｔｅ： ｒｅｄ ｄｉａｍｏｎｄｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｒｕｇｓ； ｂｌｕｅ ｃｉｒｃｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｋｅｙ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ； ｏｒａｎｇｅ ｓｑｕａｒｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｈａｒｅｄ ｔａｒｇｅｔｓ； ｇｒｅｅｎ ｃｉｒｃｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ）

图 ３　 “药物 －活性成分 －共有靶点”网络图

Ｆｉｇ ３　 ＂Ｄｒｕｇ － Ａｃｔｉｖｅ Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ － Ｓｈａｒｅｄ Ｔａｒｇｅｔ＂ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍｓ

３． １． ４　 ＫＥＧＧ 通路分析　 利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对共

有靶点进行 ＫＥＧＧ 通路分析，筛选 Ｐ ＜ ０． ０５，包括

１３１ 个通路，选择 Ｐ 值小的前 ２０ 条结果进行分析，
Ｒ 语言绘制 ＫＥＧＧ 富集气泡图，见图 ４。

关键信号通路包括 ＩＬ － １７ 信号通路、癌症通

路、膀胱癌、炎症性肠病、类风湿性关节炎、脂质和

动脉粥样硬化、乙型肝炎、恰加斯病、流体剪切应力

和动脉粥样硬化、糖尿病并发症中的 ＡＧＥ － ＲＡＧＥ
信号通路、癌症中的蛋白聚糖、内分泌抵抗、ＴＮＦ 信

号通路、前列腺癌、疟疾、ＥＢ 病毒感染、利什曼病、
松弛素信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、Ｔｈ１７ 细胞

分化等 １３１ 条。

３． ２　 方法学考察

３． ２． １　 专属性考察　 分别取 ２． ２ 项下对照品溶液

和供试品溶液，按“２． ２． １”项下色谱条件分析，色谱

图见图 ５。 分析结果提示，各指标性成分分离度良

好；从单味药样品色谱图中得知，１ 号峰（新绿原

酸）、２ 号峰（绿原酸）、３ 号峰（隐绿原酸）是石韦和

忍冬藤的共有成分，４ 号峰（咖啡酸）是石韦、忍冬

藤和海金沙的共有成分，５ 号峰（夏佛塔苷）、６ 号

峰（异夏佛塔苷）是广金钱草的特有成分，各对应

目标化合物均在相应的保留时间，无色谱峰吸收

出现，表明处方中其他共存物质对含量测定结果

无干扰。
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图 ４　 ＫＥＧＧ 通路富集分析气泡图

Ｆｉｇ ４　 Ｂｕｂｂｌｅ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

１． 新绿原酸；２． 绿原酸；３． 隐绿原酸；４． 咖啡酸；５． 夏佛塔苷；６． 异夏佛塔苷；Ａ． 复方石淋通片供试品；Ｂ． 对照品溶液；

Ｃ． 广金钱草供试品；Ｄ． 石韦供试品；Ｅ． 忍冬藤供试品；Ｆ． 海金沙供试品

１． Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ； ２． Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ； ３． Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ； ４． Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ； ５． Ｃｈａｒｃｏｔｅｎｏｓｉｄｅ； ６． Ｉｓｏｃｈａｒｃｏｔｅｎｏｓｉｄｅ；

Ａ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｈｉｌｉａｎｇｔｏｎｇ Ｔａｂｌｅｔ ｔｅｓｔ； Ｂ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｃ． Ｇｕａｎｇｊｉｎｃｈｅｎｑｉａｎｃａｏ ｔｅｓｔ； Ｄ． Ｓｈｉｗｅｉ ｔｅｓｔ； Ｅ． Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｔｅｓｔ； Ｆ． Ｈａｉｊｉｎｓｈａ ｔｅｓｔ

图 ５　 复方石淋通片 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ ５　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｈｉ － ｌｉｎ － ｔｏｎｇ Ｔａｂｌｅｔ
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３． ２． ２　 线性关系考察　 精密吸取“２． ２． ２”项下对

照品适量，置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，５０％ 甲醇定容至

刻度，摇匀，在“２． ２． １”项下色谱条件分析。 以对照

品质量浓度为横坐标（Ｘ，μｇ·ｍＬ － １），峰面积为纵

坐标（Ｙ）进行线性回归，结果见表 ２，可知各成分在

各自范围内线性关系良好。

表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
成分 回归方程 相关系数 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ －１）

新绿原酸 Ｙ ＝ ２６７７０Ｘ － ２２２９６ ０． ９９９４ ５． ５４５ ～ １１０． ９００

绿原酸 Ｙ ＝ ２８０７５Ｘ － ６２６８３ ０． ９９９０ ９． ９００ ～ ９９． ０００

隐绿原酸 Ｙ ＝ ２０１１３Ｘ － ３９６３９ ０． ９９９４ ５． ７７５ ～ １１５． ５００

咖啡酸 Ｙ ＝ ４４４４０Ｘ － １３９１２ ０． ９９９６ １． ９９６ ～ ３９． ９２０

夏佛塔苷 Ｙ ＝ ２２７５７Ｘ － ５７５４９ ０． ９９９３ ９． ９４０ ～ １５４． ２４０

异夏佛塔苷Ｙ ＝ ２１４５８Ｘ － ８２２４． ９ ０． ９９９５ ５． １３５ ～ １０２． ７００

３． ２． ３ 　 精密度试验 　 取混合对照品溶液，在

“２． ２． １”项下色谱条件下重复进样 ６ 次，以色谱峰

面积积分值计算相对标准偏差（ＲＳＤ），结果新绿原

酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔

苷峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ０８％ 、０． ０９％ 、０． ０３％ 、
０． １４％ 、０． ２１％ 、０． １２％ ，表明该方法的仪器精密度

良好。

３． ２． ４　 稳定性试验　 取编号 Ｓ１ 样品，按“２． ２． ３”
项下方法制备供试品溶液，分别在 ０、２、４、６、１２、２４
ｈ，在“２． ２． １”项下色谱条件进样分析，测得新绿原

酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔

苷 ＲＳＤ 分别为 ２． ０２％ 、０． ３６％ 、０． ３５％ 、１􀆰 ３７％ 、
１􀆰 ２２％ 、０． ３０％表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
３． ２． ５　 重复性试验　 取编号 Ｓ１ 样品，按“２． ２． ３”
项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液，按“２． ２． １”项
下色谱条件进样测定，测得新绿原酸、绿原酸、隐绿

原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔苷 ＲＳＤ 分别为

２． ０２％ 、０． ９６％ 、０． ９３％ 、０． ９５％ 、０． ７０％ 、１． ０７％ ，
表明该方法重复性良好。
３． ２． ６　 加样回收试验　 精密量取各成分含有量已

知的 Ｓ１ 样品 ０． ５ ｇ，共 ６ 份，加入对照品溶液，按
“２． ２． ３”项下方法平行制备供试品溶液，进样测定，
计算回收率，结果见表 ３。 新绿原酸、绿原酸、隐绿

原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔苷平均加样回收

率（ ＲＳＤ） 分别为 １０２． ３８％ （２． ２８％ ）、１０４． ３１％
（０􀆰 ４４％ ）、９８． ３２％ （０． ３６％ ）、１０１． ９３％ （１． ８９％ ）、
１００． ８４％ （０． ７５％ ）、１００． ９９％ （０． ７６％ ）。
３． ２． ７　 样品含量测定　 按上述供试品溶液的制备

方法和测定方法，测定 ３ 批次自制宠物用复方石淋

通片中 ６ 种指标性成分的含量，结果见表 ４。

表 ３　 各指标性成分加样回收率

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
成分 样品中含量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 加样回收率 ／ ％ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

新绿原酸

０． １９７ ０． １９４ ０． ３８７ ９７． ７８

０． １９７ ０． １９４ ０． ４００ １０４． ３７

０． １９７ ０． １９４ ０． ３９８ １０３． ５１

０． １９７ ０． １９４ ０． ３９７ １０３． １７

０． １９７ ０． １９４ ０． ３９７ １０２． ６８

０． １９７ ０． １９４ ０． ３９７ １０２． ７６

１０２． ３８ ２． ２８

绿原酸

０． ３０４ ０． ３２２ ０． ６３７ １０３． ５２

０． ３０４ ０． ３２２ ０． ６３９ １０４． １０

０． ３０４ ０． ３２２ ０． ６４０ １０４． ５５

０． ３０４ ０． ３２２ ０． ６４０ １０４． ６４

０． ３０４ ０． ３２２ ０． ６３９ １０４． ３０

０． ３０４ ０． ３２２ ０． ６４１ １０４． ７３

１０４． ３１ ０． ４４

·９６·
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续表 ３
成分 样品中含量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 加样回收率 ／ ％ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

隐绿原酸

０． ２６５ ０． ３０２ ０． ５６２ ９８． ５０

０． ２６５ ０． ３０２ ０． ５６２ ９８． ５６

０． ２６５ ０． ３０２ ０． ５６２ ９８． ６２

０． ２６５ ０． ３０２ ０． ５５９ ９７． ７１

０． ２６５ ０． ３０２ ０． ５６１ ９８． ３６

０． ２６５ ０． ３０２ ０． ５６１ ９８． １１

９８． ３２ ０． ３６

咖啡酸

０． ０７２ ０． ０７０ ０． １４２ ９９． ６０

０． ０７２ ０． ０７０ ０． １４３ １０１． ５１

０． ０７２ ０． ０７０ ０． １４３ １０１． ５３

０． ０７２ ０． ０７０ ０． １４５ １０３． ８０

０． ０７２ ０． ０７０ ０． １４５ １０４． ６０

０． ０７２ ０． ０７０ ０． １４２ １００． ５２

１０１． ９３ １． ８９

夏佛塔苷

０． ３５０ ０． ３４２ ０． ６９２ ９９． ９４

０． ３５０ ０． ３４２ ０． ６９６ １０１． ２９

０． ３５０ ０． ３４２ ０． ６９９ １０２． ０８

０． ３５０ ０． ３４２ ０． ６９４ １００． ４８

０． ３５０ ０． ３４２ ０． ６９４ １００． ５７

０． ３５０ ０． ３４２ ０． ６９４ １００． ６８

１００． ８４ ０． ７５

异夏佛塔苷

０． ２１０ ０． ２０５ ０． ４１４ ９９． ６２

０． ２１０ ０． ２０５ ０． ４１６ １００． ６４

０． ２１０ ０． ２０５ ０． ４１８ １０１． ５３

０． ２１０ ０． ２０５ ０． ４１８ １０１． ３７

０． ２１０ ０． ２０５ ０． ４１９ １０１． ６４

０． ２１０ ０． ２０５ ０． ４１８ １０１． １６

１００． ９９ ０． ７６

表 ４　 样品中 ６ 种成分的含量

Ｔａｂ ４　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １）

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 夏佛塔苷 异夏佛塔苷

Ｓ１ ０． ９９０ １． ５３３ １． ３１１ ０． ３５３ １． ７６８ １． ０５７

Ｓ２ １． １９１ １． ８３５ １． ５９３ ０． ３３２ １． ５９４ ０． ９５９

Ｓ３ １． ４３４ ２． ０８３ ２． ０２３ ０． ３３９ １． ２６１ ０． ７８７

４　 讨论与结论

４． １　 指标性成分的确定　 利用网络药理学对复方

石淋通片的活性成分和靶点进行预测。 得到了

ＩＬ６、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ１０ 等 ５ 个关键靶点，信号通路主要包

括 ＩＬ － １７ 信号通路、癌症通路、膀胱癌等 １３１ 条。
筛选出槲皮素、咖啡酸、绿原酸等十个关键成分。

《中国药典》２０２０ 版中广金钱草、石韦、忍冬藤

的质控成分分别是夏佛塔苷和绿原酸。 根据复方

石淋通片方解，广金钱草为组方君药［１１］，有清热除

湿、利尿通淋的功效，用于治疗石淋、尿路结石、小
便涩痛等，现代药理研究表明广金钱草黄酮类成分

对尿石症明显的治疗效果，能够降低钙离子浓度、

·０７·
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草酸含量，血清肌酐、尿素氮含量，增加镁离子浓

度，从而抑制草酸钙结晶的形成和集聚［１２，１３，１４，１５］。
其中夏佛塔苷和异夏佛塔苷是广金钱草的主要活

性成分［１６，１７］，同时夏佛塔苷是广金钱草的主要指标

成分。 石 韦 作 为 中 医 临 床 治 疗 结 石 常 用 药

物 ［１８，１９］ ，其功效为利尿通淋，凉血止血，现代药

理研究表明，石韦有显著的抗结石、抗炎的作

用，其有机酸类成分是其发挥药效的物质基础，
主要包括新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸等 ［２０，２１］ 。
酚酸类成分也是忍冬藤的主要活性成分 ［２２，２３］ 。
根据文献研究结果，上述成分可能是复方治疗尿

石症的药效基础。
考虑到中药复方应以君药为主，而广金钱草有

效成分相关文献研究及数据库资料较少的原因，导
致其指标性成分，如夏佛塔苷、异夏佛塔苷等在网

药筛选中排名靠后。 由于网络药理学的研究对数

据库的依赖性很大，数据库的完善性、可靠性与完

整性均对预测结果存在影响［２４，２５］，说明单独采用网

络药理学的结果具有一定的局限性，其数据信息还

需进一步补充，故需结合文献谨慎筛选、补充活性

成分。
最终结合网药筛选结果和《中国药典》及相关

文献检索，筛选出新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖
啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔苷六种成分作为复方石

淋通片的指标性成分。 其中咖啡酸是石韦、忍冬藤

和海金沙的共有成分，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸

是石韦和忍冬藤的共有成分，夏佛塔苷和异夏佛塔

苷是广金钱草的特有成分。
４． ２　 分析条件的选择 　 实验选择 ＰＤＡ 检测器对

样品进行分析，波长范围为 １９０ ｎｍ ～４００ ｎｍ。 在波

长 ３３５ ｎｍ 时，君药广金钱草指标成分夏佛塔苷的

峰面积最大［２６，２７］，且色谱基线平稳，峰形较好。 实

验中考察了乙腈 － ０． １％ 甲酸水和乙腈 － ０． １％ 磷

酸水作为流动相时对各成分分离的影响，结果显

示，乙腈 － 磷酸水各峰的分离度不如乙腈 － 甲酸

水，且个别峰出现拖尾现象。 同时，对流动相中甲

酸的浓度进行了考察，结果显示 ０． １％ 甲酸可使各

峰达到较好的分离。

４． ３　 结论　 本研究通过网络药理学筛选出宠物用

复方石淋通片中表征药效的指标成分，结合《中国

药典》中各味药的质控指标，筛选出新绿原酸、绿原

酸、隐绿原酸、咖啡酸、夏佛塔苷、异夏佛塔苷作为

指标性成分，并建立了同时测定以上成分的分析方

法，从一定程度上反应了复方的内在质量，所用方

法简单、稳定，具备定性和定量作用，能为宠物用复

方石淋通片的质量评价提供参考。
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