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摘　 要　 目的:基于谱-效相关分析方法,对西红花体外抗抑郁药效成分进行筛选。 方法:运用液相色谱质谱联用(LC-MS)技术,
对 10 个不同产地西红花的化学成分进行测定并初步指认;以皮质酮诱导 PC12 细胞损伤建立抑郁体外模型,采用 CCK-8 试剂盒

检测细胞存活率,评价西红花的体外抗抑郁效应。 采用相关回归分析方法,分析效应与成分之间的关系。 结果:指认出西红花中

5 个主要化学成分;确认 PC12 细胞损伤模型可以有效评价西红花体外抗抑郁效应;通过简单及多元相关回归分析可知,西红花

苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ、藏花醛与西红花抗抑郁效应有较大相关性。 结论:西红花苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ、藏花醛可能与西红花抗抑郁作

用相关性较高。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

screen
 

the
 

antidepressant
 

components
 

of
 

saffron
 

based
 

on
 

spectrum-effect
 

correlation
 

analysis.
 

METHODS:
 

Liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

( LC-MS)
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

characterize
 

the
 

chemical
 

components
 

of
 

saffron
 

samples
 

from
 

ten
 

different
 

regions.
 

An
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

depression
 

was
 

established
 

on
 

PC12
 

cells
 

injury
 

induced
 

by
 

corticosterone.
 

The
 

survival
 

rate
 

of
 

cell
 

was
 

measured
 

by
 

CCK-8,
 

and
 

the
 

antidepressant
 

effects
 

of
 

saffron
 

were
 

evaluated.
 

The
 

correlation
 

between
 

effects
 

and
 

components
 

was
 

analyzed
 

by
 

regression
 

analysis.
 

RESULTS:
 

Five
 

kinds
 

of
 

main
 

components
 

were
 

identified.
 

And
 

the
 

model
 

of
 

PC12
 

cells
 

injury
 

as
 

carrier
 

was
 

able
 

to
 

evaluate
 

the
 

antidepressant
 

effect
 

in
 

vitro.
 

Through
 

the
 

simple
 

and
 

multiple
 

regression
 

analysis,
 

crocin-Ⅰ,
 

crocin-Ⅱ
 

and
 

safranal
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

the
 

antidepressant
 

components
 

of
 

saffron.
 

CONCLUSIONS:Crocin-Ⅰ,
 

crocin-Ⅱ
 

and
 

safranal
 

may
 

be
 

highly
 

correlated
 

with
 

the
 

antidepressant
 

effect
 

of
 

saffron.
KEYWORDS　 Saffron;

 

PC12
 

cells;
 

Depression;
 

Spectrum-effect
 

correlation

∗主管中药师。 研究方向:基础药理与临床中药学。 E-mail:
delialimeng@ 126. com

# 通信作者 1:副主任药师,博士。 研究方向:中药消化药理与毒
理。 E-mail:13811647091@ 163. com

# 通信作者 2:主任药师,硕士。 研究方向:中药临床药学。 E-
mail:zhao195292@ sina. com

　 　 鸢尾科植物番红花 Crocus
 

sativus
 

L. 原产于地中海地区,
现已种植在阿富汗、希腊、西班牙和印度等地[1] 。 我国于 1965
年开始引种试验,现已成功在上海、云南、浙江、江苏和新疆等

地培育成功[1-2] 。 西红花为其干燥柱头,具有活血化瘀、凉血

解毒和解郁安神之功效[3-4] 。 在现代医学中,大量的科学研究

考察了西红花治疗或预防精神疾病、心血管疾病、神经退行性

疾病和恶性肿瘤等的可能功效[5-7] 。 其中,西红花已被大量研

究结果证实具有抗抑郁的作用,成为一种很有前途的治疗抑

郁症的中药[8-11] 。 前期研究结果发现,不同产地西红花药材中

主要成分含量差异较大[1] 。 这些差异是否会造成其药效学的

不同,具体哪些成分在其抗抑郁中起主要贡献作用,尚不明

确。 为了明确成分与生物效应的关系,本研究首先比较了不

同产地西红花药材抗抑郁效应的差异,进一步采用多元统计

分析,将化学成分与其生物效应进行多元线性回归分析,寻找

与其抗抑郁作用药效学相关的主要化学成分,为其抗抑郁作

用研究提供科学参考[12-14] 。
1　 材料
1. 1　 仪器

HPLC-IT-TOF / MS 液相色谱串联离子阱飞行时间质谱

(LC-MS)、Inertsil
 

ODS-SP
 

C18 色谱柱(4. 6
 

mm×150
 

mm,5
 

μm)
均购自日本岛津公司;Centrifuge

 

5424R 小型冷冻高速离心机、
Research

 

Plus 单道手动型微量移液器均购自德国 Eppendorf 公
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司;NV-425-400s
 

Labgard 生物安全柜、NV-5510E
 

CO2 细胞培养

箱均购自美国 Nuaire 公司;KQ3200E 型超声波清洗器(昆山市

超声仪器有限公司);XS205 型电子分析天平[梅特勒-托利多

科技(中国)有限公司];BSA224S-CW 电子天平[赛多利斯科

学仪器(北京)有限公司];Leica
 

DMi1 倒置生物显微镜(德国

Leica 公司);96 孔细胞培养板(美国 Corning 公司);SpectraMax
 

M3 酶标仪(美国 Molecular
 

Device 公司); TC20 细胞计数仪

(美国 Bio-Rad 公司)。
1. 2　 药品与试剂

实验所用西红花药材均由上海药材有限公司提供(产地

信息见表 1),经首都医科大学附属北京友谊医院赵奎君教授

鉴定为鸢尾科植物番红花 Crocus
 

sativus
 

L. 的干燥柱头。 RPMI
 

Medium
 

1640
 

basic(1×)培养基(美国 Gibco 公司);胎牛血清

(FBS,美国 HyClone 公司);100×青霉素-链霉素溶液( P / S,北
京兰杰柯科技有限公司);磷酸缓冲盐溶液( PBS,北京索莱宝

科技有限公司); 0. 25% Trypsin-EDTA ( 美国 Gibco 公司);
CCK-8 试剂盒(日本 Dojindo

 

Lab 公司);二甲基亚砜( DMSO,
美国 Sigma 公司);皮质酮(CORT,美国 Sigma 公司)。

表 1　 西红花药材的产地信息
Tab

 

1　 Origin
 

information
 

of
 

saffron
 

编号 产地 批号
1 阿富汗 17102005
2 伊朗 1 17111002
3 上海 17111020
4 江苏 17112812
5 河南 17101103
6 浙江 17102815
7 伊朗 2 17111004
8 伊朗 3 17112803
9 云南 17102011
10 安徽 17110102

2　 方法
2. 1　 药材样品制备

2. 1. 1　 液相样品制备:精密称定 10 个不同产地西红花药材粉

末各 100
 

mg,分别置于 50
 

mL 棕色具塞锥形瓶中,精密加入

75%乙醇溶液 20
 

mL,称量质量,置于冰水中超声处理 30
 

min
(功率为 150

 

W,频率为 40
 

Hz),取出,再次称量质量,用 75%
乙醇溶液补足减少的质量,混匀,过滤,4

 

℃储存备用[11] 。
2. 1. 2　 细胞实验样品制备:称量 10 个不同产地西红花药材样

品各 100
 

mg,粉碎后加入 75%乙醇溶液 20
 

mL 于冰水中超声

提取 30
 

min(功率为 150
 

W,频率为 40
 

Hz),过滤,冷冻干燥,
得提取物(避光操作)。 将西红花提取物溶于水中,配置成

0. 2
 

mg / mL 储备液(按照生药材计算),用 0. 22
 

μm 的微孔滤

器除菌,4
 

℃储存备用[11] 。
2. 2　 色谱及质谱条件

2. 2. 1　 色谱条件: Inertsil
 

ODS-SP
 

C18 色谱柱 ( 4. 6
 

mm ×
150

 

mm,5
 

μm),流动相为甲醇-水(5%甲醇 / 95%水-95%甲醇 /
5%水),梯度洗脱 ( 0 ~ 5

 

min, 5% B; 5 ~ 10
 

min, 10% B; 10 ~
20

 

min,25% B; 20 ~ 25
 

min, 50% B; 25 ~ 30
 

min, 80% B; 30 ~
35

 

min,95%B);流速为 1
 

mL / min;检测波长为 254
 

nm;柱温为

40
 

℃ ;进样量为 10
 

μL。
2. 2. 2　 质谱条件:电喷雾化离子源,负离子检测(离子源温度

为 120
 

℃ );毛细管电压为 3
 

200
 

V,质量扫描范围 m / z 为 100~

1
 

000;干燥气体积流量为 10
 

L / min;干燥气温度为 300
 

℃ 。
2. 3　 细胞系及培养条件

PC12 细胞(购自中国科学院生物化学与细胞生物学研究

所)在含有 5%CO2 、温度为 37
 

℃ 的恒温培养箱中培养。 完全

培养基:RPMI
 

1640 培养基+10%FBS+1%P / S。 4
 

℃储存备用。
2. 4　 细胞实验方法及西红花药效检测

取对数生长期 PC12 细胞,以 2×104 个 / 孔细胞向 96 孔细

胞培养板接种,培养 24
 

h 后,按照以下方式分组:(1)正常对

照组(NC):含 1%胎牛血清培养基培养,不做其他处理;( 2)
CORT 损伤模型组:以 CORT

 

500
 

μmol / L
 

处理;(3)西红花给

药组:含 1%胎牛血清培养基稀释西红花储备液至 5
 

μg / mL,
均预给药 24

 

h,之后加入 CORT
 

500
 

μmol / L
 

处理 24
 

h,结束后

采用 CCK-8 法检测细胞存活率[11] 。
2. 5　 数据统计分析

实验数据以 􀭰x±s 表示,简单相关分析采用 SPSS
 

22. 0 软件

进行统计分析,多元回归分析采用 SAS
 

9. 2( SASInc. ,USA)软

件进行分析。
3　 结果
3. 1　 指纹图谱建立

本研究在课题组前期研究结果上,按照上述样品制备方

法和液相质谱条件,建立 10 个不同产地西红花药材化学指纹

图谱,见图 1。 并从质谱离子流图谱信息中初步指认西红花药

材的主要成分,见表 2—3[15-16] 。

图 1　 10 批样品 HPLC 指纹图谱
Fig

 

1　 HPLC
 

fingerprints
 

of
 

ten
 

batches
 

of
 

samples

表 2　 西红花药材的化学成分鉴定(ESI+)
Tab

 

2　 Identification
 

of
 

chemical
 

components
 

of
 

saffron(ESI+)
共有峰编号 tR / min 检测值[M+H] + 理论值[M+H] + 误差 / ppm 分子式 化合物鉴定
10 24. 99 329. 173

 

6 329. 174
 

7 -3. 34 C20H24O4 西红花酸
11 28. 53 151. 111

 

3 151. 111
 

7 -2. 65 C10H14O 臧花醛

3. 2　 不同产地西红花药效检测结果

采用不同产地相同浓度西红花预处理 PC12 细胞 24
 

h 后,
加入 CORT

 

500
 

μmol / L 作用 24
 

h,细胞存活率均较模型组有

所提高,见表 4。
3. 3　 西红花主要成分与抗抑郁效应的简单相关及多元回归分析

3. 3. 1　 西红花主要共有峰面积与药效的简单相关分析:为了

独立考察各成分与药效之间的相关性,以各产地西红花药效

为因变量 Y,以西红花样品中主要的 11 个共有峰面积为自变

量 x1 —x11 ,分别采用 SPSS 软件单独进行简单相关分析[17-18] 。
结果显示,西红花的几个主要成分的相对峰面积与药效指标

存在一定的正相关性, x8 与 Y 的简单相关系数为 0. 860
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　 　 　 　 　 表 3　 西红花药材的化学成分鉴定(ESI-)
Tab

 

3　 Identification
 

of
 

chemical
 

components
 

of
 

saffron
 

(ESI-)
共有峰编号 tR / min 检测值[M-H] - 理论值[M-H] - 检测值[M+Cl] - 理论值[M+Cl] - 误差 / ppm 分子式 化合物鉴定
5 14. 19 — — 365. 136

 

9 365. 137
 

3 -1. 10 C16H26O7 西红花苦素
8 21. 25 975. 371

 

7 975. 371
 

5 — — 2. 05 C44H64O24 西红花苷-Ⅰ
9 22. 80 813. 315

 

8 813. 318
 

7 — — -3. 57 C38H54O19 西红花苷-Ⅱ
　 　 注:“—”代表没有检测到加合离子

Note:“—”
  

means
 

no
 

adduct
 

ion
 

were
 

detected

表 4　 细胞存活率(􀭵x±s,%,n=3)
Tab

 

4　 Survival
 

rate(􀭵x±s,%,n=3)
组别 产地 细胞存活率
对照组 — 100. 00±1. 34
模型组 — 50. 30±2. 54
1 阿富汗 58. 33±1. 35
2 伊朗 1 57. 68±3. 53
3 上海 59. 20±2. 41
4 江苏 59. 23±2. 78
5 河南 57. 64±2. 31
6 浙江 58. 67±1. 34
7 伊朗 2 57. 99±3. 59
8 伊朗 3 55. 92±4. 31
9 云南 54. 72±3. 42
10 安徽 56. 53±2. 56

(P= 0. 001 < 0. 01),提示西红花苷-Ⅰ相对含量与西红花对

PC12 细胞的保护作用药效具有较强的正相关性;x9 与 Y 的简

单相关系数为 0. 715(P= 0. 020<0. 05),提示西红花苷-Ⅱ相对

含量与西红花对 PC12 细胞的保护作用药效具有一定的正相

关性;x11 与 Y 的简单相关系数为 0. 572(P = 0. 048<0. 05),提
示藏花醛相对含量与西红花对 PC12 细胞的保护作用药效具

有一定的正相关性,见表 5。
表 5　 西红花主要成分与抗抑郁效应的简单相关分析结果

Tab
 

5　 Simple
 

correlation
 

analysis
 

between
 

main
 

components
 

of
 

saffron
 

and
 

antidepressant
 

effects
变量 相关系数 P
x1 -0. 669 0. 034∗

x2 -0. 818 0. 004∗∗

x3 -0. 272 0. 446
x4 -0. 705 0. 023∗

x5 0. 177 0. 834
x6 0. 318 0. 371
x7 -0. 422 0. 225
x8 0. 860 0. 001∗∗

x9 0. 715 0. 020∗

x10 0. 252 0. 482
x11 0. 572 0. 048∗

　 　 注:∗P<0. 05;∗∗P<0. 01
Note:∗P<0. 05;∗∗P<0. 01

3. 3. 2　 多元相关分析:采用 SAS
 

9. 2( SAS
 

Inc. ,USA)软件进

行多元回归的方法探讨西红花对 PC12 细胞的保护作用药效

与成分之间的相关性[19-21] 。 回归模型中,以各产地西红花药

效为因变量 Y,以西红花各产地样品中的 11 个共有峰面积为

自变量 x1 —x11 ,因自变量较多,故首先进行了共线性诊断,结
果表明回归模型存在较严重的共线性,因此,本研究采用主成

分回归分析探讨西红花药效学与成分之间的相关性[20-21] 。 通

过 SAS
 

9. 2 软件进一步分析,得到了回归矩阵中各主成分的特

征值及贡献率,见表 6。 由表 6 可知,变量 Z1 、Z2 和 Z3 累计贡

献率>0. 85,剔除其他主成分,选择 Z1 、Z2 和 Z3
 3 个主成分完

成回归模型的建立。 将主成分 Z1 、Z2 和 Z3 的系数代入回归模

型中,得到因变量 Y 与标准化后的自变量 X1 —X11 的线性回归

模型,再按照标准化公式 X = ( x-Mean) / STD,将标准化后的变

量转换为原始自变量,得到因变量 Y1 与原始变量 x1—x11 的线

性回归方程[20-21] 。 公式为 Y= 0. 377
 

7+(1. 796
 

5
 

x1 -5. 691
 

7
 

x2 +
1. 912

 

5
 

x3 -4. 948
 

7
 

x4 + 6. 298
 

3
 

x5 - 5. 481
 

2
 

x6 - 7. 123
 

9
 

x7 +
20. 428

 

1
 

x8 +17. 734
 

9
 

x9 -3. 892
 

4
 

x10 +9. 929
 

x11 ) ×10-9 。 上述

主成分回归分析结果显示,拟合的回归模型中,R2 = 0. 962
 

1,
具有统计学意义(P = 0. 002

 

5<0. 05)。 由回归模型公式可知,
变量 x8 、x9 和 x11(西红花苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ和藏花醛)具有较

大的参数值,说明西红花苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ和藏花醛可能对

西红花对 PC12 细胞的保护作用药效有较大的贡献度。
表 6　 主成分回归分析结果

Tab
 

6　 Results
 

of
 

principal
 

component
 

regression
 

analysis

Step Variable-
Entered

Variable-
Removed

Partial
 

R-
Square

Model
 

R-
Square F Pr>F

1 Z2 0. 627
 

1 0. 627
 

1 13. 45 0. 006
 

3
2 Z1 0. 179

 

1 0. 806
 

2 6. 47 0. 038
 

5
3 Z3 0. 155

 

9 0. 962
 

1 24. 7 0. 002
 

5
4 Z4 0. 013

 

1 0. 975
 

2 2. 64 0. 165
 

4
5 Z4 0. 013

 

1 0. 962
 

1 2. 64 0. 165
 

4

4　 讨论
本研究通过对比 10 个不同产地西红花药材对细胞活力的

影响,发现不同产地西红花药材之间的药效存在差异。 通过药

效学结果与 11 个共有峰相对峰面积的简单相关分析,发现西

红花苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ和藏花醛与药效学均有一定正相关

性,以相关系数 R>0. 80 为指标,可初步确定西红花苷-Ⅰ可能

是西红花抗抑郁作用相关性较强的成分;通过药效学结果与

11 个共有峰相对峰面积的主成分回归分析,发现拟合的回归

的模型中,R2 = 0. 962
 

1,且有统计学意义(P = 0. 002
 

5<0. 05)。
由回归模型可知,变量 x8 、x9 和 x11(西红花苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ
和藏花醛)具有较大的参数值,说明西红花苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ
和藏花醛可能对西红花的抗抑郁作用药效有较大的贡献度。
综合简单相关分析与多元回归分析结果,初步认为西红花

苷-Ⅰ、西红花苷-Ⅱ和藏花醛可能与西红花对 PC12 细胞的保

护作用具有较强的相关性,提示其在西红花抗抑郁作用上具有

较大的贡献。
本研究为明确西红花抗抑郁成分,以及后续合理有效控制

其质量、发挥其临床药用价值的研究提供了一定的数据支持。
但也存在不足,为进一步验证该结果,课题组将于后续研究中

购买或自制标准品,通过动物实验与生物实验相结合的方法,
对实验结果进行进一步验证与更深入的探索。
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