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灰毡毛忍冬抑制表皮生长因子受体激酶活性及活性部位
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摘　要　应用高通量药物筛选技术，筛选发现具有表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）激酶抑制活
性的中药提取物，同时采用超高效液相色谱与串联四极杆飞行时间质谱仪联用技术（ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ）对其活性部位进行分
析和鉴别。灰毡毛忍冬药材经石油醚渗滤、乙醇提取、乙酸乙酯萃取和水煎煮后，得到４个相应的提取部位。采用均相时间分
辨荧光（ＨＴＲＦ）法检测抑制ＥＧＦＲ激酶活性，于波长为６２０和６６５ｎｍ处测定荧光信号的变化及信号值，计算提取物对ＥＧＦＲ
激酶的抑制率。采用ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱，以０１％甲酸水溶液（Ａ）乙腈（Ｂ）为流动相梯度洗脱，２１０～４００ｎｍ扫描，
使用ＥＳＩ离子源，在正离子模式下采集数据。结果显示，灰毡毛忍冬的乙酸乙酯部位显示较强的 ＥＧＦＲ激酶抑制活性，ＩＣ５０
为２０２７μｇ／ｍＬ。ＱＴＯＦ／ＭＳ测定的一级、二级质谱信息及结合文献鉴定灰毡毛忍冬乙酸乙酯提取物中１１个化合物，其中
７个分别是：咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ），七叶内酯（ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ），槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ），３，５二咖啡酰奎尼酸（３，５Ｏｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ
ａｃｉｄ），扁柏黄酮（ｈｉｎｏｋｉｆｌａｖｏｎｅ），绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ），β谷甾醇（βｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ）。３，５二咖啡酰奎尼酸、咖啡酸、扁柏黄酮
为灰毡毛忍冬的主要成分，灰毡毛忍冬中含有的酚酸类和黄酮类化合物可能是抑制ＥＧＦＲ激酶活性的主要成分。

关键词　ＥＧＦＲ激酶抑制剂；高通量筛选；灰毡毛忍冬；提取物；有效成分；ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ
中图分类号　Ｒ９１７　　文献标志码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１３）０６－０５２６－０５

ｄｏｉ：１０．１１６６５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－５０４８．２０１３０６０７

ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐａｒｔｏｆａｎｔｉＥＧＦＲｏｆＬｏｎｉｃｅｒａ
ｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ．ＭａｚｚｂｙＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ
ＲＥＮＷｅｉｇｕａｎｇ１牞ＬＩＮＳｅｎｓｅｎ２牞ＬＩＷｅｎｔａｏ１牞ＨＵＡＮＧＬｉｎｆａｎｇ１
１ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｌａｎｔＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ牞ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ＆ＰｅｋｉｎｇＵｎｉｏｎＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ牞Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１９３牷
２ＮｅｗＤｒｕｇＳｃｒｅｅｎｉｎｇＣｅｎｔｅｒ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇ牞ｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｔｉｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ牗ＥＧ
ＦＲ牘ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂｅｘｔｒａｃｔｓ牞ａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎＬｏｎｉｃｅｒａｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ．Ｍａｚｚｗｅｒｅｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ．Ｈｅｒｂｓｗｅｒｅｐｅｒｃｏｌａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ牞ｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔ牞ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎａｎｄｂｏｉｌｉｎｇｗａｔｅｒ牞ｏｂｔａｉｎｉｎｇｆｏｕｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐａｒｔｓ．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥＧＦＲｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎＨＴＲＦ．
Ｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌａｎｄｓｉｇｎａｌｖａｌｕｅａｔ６２０ｎｍａｎｄ６６５ｎｍｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ牷ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ
ｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＣ１８ｃｏｌｕｍｎ牗２１ｍｍ×５０ｍｍ牞
１７μｍ牘ｗｉｔｈａｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｏｆ０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．Ｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ
ｅｑｕｉｐｐｅｄｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｓｏｕｒｃｅｗａｓｕｓｅｄａｓｄｅｆｅｃｔｏｒａｎｄｄａｔａｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎ
ｍｏｄｅ．ＳｔｒｏｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥＧＦＲｗａｓｆｏｕｎｄｆｏｒｔｈｅｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｐａｒｔｏｆＬ．ｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ．Ｍａｚｚ牞
ｗｉｔｈＩＣ５０ｖａｌｕｅｏｆ２．０２７μｇ／ｍＬ．Ｔｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｗｅｒｅｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ
ｂｙＱＴＯＦ／ＭＳ牞ｗｈｉｃｈｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｈｅ７ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐａｒｔｓｏｆＬ．ｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ．Ｍａｚｚ．牶ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ牞ｅｓｃｕｌｅ
ｔｉｎ牞ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ牞３牞５Ｏｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ牞ｈｉｎｏｋｉｆｌａｖｏｎｅ牞ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄβｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌａｓｗｅｌｌａｓ
４ｕｎｋｎｏｗｎｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ．３牞５Ｏｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ牞ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄａｎｄｈｉｎｏｋｉｆｌａｖｏｎｅａｒｅｔｈｅｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ．
ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＬ．ｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ．ＭａｚｚｃｏｎｔａｉｎｅｄｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＥＧＦＲ牞

６２５

 收稿日期　２０１３０４２６　　通信作者　Ｔｅｌ：０１０－５７８３３１９７　Ｅｍａｉｌ：ｌｆｈｕａｎｇ＠ｉｍｐｌａｄａｃｃｎ
基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ．８１２７４０１３）；国家自然科学基金重点项目资助（Ｎｏ．８１１３００６９）；人事部留学人员择优资

助项目（２００９２０１２）；国家“重大新药创制”科技重大专项资助项目（Ｎｏ．２０１１ＺＸ０９３０７００２０１）



第６期 任伟光等：灰毡毛忍冬抑制表皮生长因子受体激酶活性及活性部位ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ分析

ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｔｉｔｕｍｏｒｄｒｕｇｓｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＥＦＧＲｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ牷ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇ牷Ｌｏｎｉｃｅｒａｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓ牷ｅｘｔｒａｃｔ牷ａｃｔｉｖｅｉｎ

ｇｒｅｄｉｅｎｔｓ牷ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ

ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ牗Ｎｏ．８１２７４０１３牘牷ｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎ
ｄａｔｉｏｎｉｎＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｓ牗Ｎｏ．８１１３００６９牘牷ＴｈｅＰｅｒｓｏｎｎｅｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔＳｔｕｄｅｎｔｓＳｔｕｄｙｉｎｇＡｂｒｏａｄＰｒｅｆｅｒｒｅｄＡｉｄＰｒｏｊｅｃｔ牗Ｎｏ．２００９
２０１１牘牷ＣｈｉｎａＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＨｉｇｈＴｅｃｈＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒｔｈｅＲ＆ＤｏｆＮｏｖｅｌＤｒｕｇｓ牗Ｎｏ．２０１１ＺＸ０９３０７００２０１牘

　　灰毡毛忍冬是忍冬科植物灰毡毛忍冬 Ｌｏｎｉｃｅ
ｒａｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄＭａｚｚ的干燥花蕾或带初开
的花，２０１０年版《中华人民共和国药典》将其与红
腺忍冬 Ｌ．ｈｙｐｏｇｌａｕｃａＭｉｑ、华南忍冬 Ｌ．Ｃｏｎｆｕｓａ
ＤＣ．、黄褐毛忍冬 Ｌ．ｆｕｌｖｏｔｏｍｅｎｔｏｓａＨｓｕｅｔＳ．Ｃ．
Ｃｈｅｎｇ的干燥花蕾或带初开的花一同列入山银花
项下，具有清热解毒、疏散风热之功效［１］。灰毡毛

忍冬主要分布于我国贵州、四川、湖南、广西、福建

等地，主要含有酚酸类、黄酮类、皂苷类等化学成

分。酚酸类化合物主要为咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ）、绿
原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ）等；黄酮类化合物主要为木
犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ）和槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）及其苷类；皂
苷类主要为灰毡毛忍冬次皂苷乙（ｍａｃｒａｎｔｈｏｓｉｄｅ
Ｂ）和川续断皂苷乙（ｄｉｐｓａｃｏｓｉｄｅＢ）［２－５］，具有抗
菌、抗炎、调节免疫等药理作用［６］。

表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）属于酪氨酸激酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）Ⅰ型受体家族，是一种细胞膜表面的
糖蛋白受体，是原癌基因ｃｅｒｂ１的表达产物［７］。研

究表明，抑制ＥＧＦＲ激酶活性可抑制肿瘤生长，抗
ＥＧＦＲ激酶的药物选择性地作用于细胞内的靶目
标，阻断ＥＧＦＲ功能抑制肿瘤进展，ＥＧＦＲ激酶以
其高选择性和低毒性的优势在肿瘤临床治疗中令

人瞩目，可单独应用或与传统抗肿瘤方案联合来治

疗肿瘤［８－９］。

本实验应用均相时间分辨荧光（ＨＴＲＦ）技术建
立了ＥＧＦＲ激酶抑制剂高通量筛选方法，对灰毡毛
忍冬提取物进行了ＥＧＦＲ激酶抑制活性筛选。研究
发现，灰毡毛忍冬乙酸乙酯部位具有较强的 ＥＧＦＲ
激酶抑制活性，并对其进行ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ分析。
本实验为其进一步跟踪分离获得活性先导化合物奠

定基础，也为临床治疗恶性肿瘤提供用药依据。
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ＥＧＦＲ激酶（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＨＴＲＦＫｉｎ
ＥＡＳＥＴＫ、３８４低体积白板、生物素标记的ＥＧＦＲ激

酶底物、ＴＫ抗体、ＳＡＸＬ６６４（美国 Ｃｉｓｂｉｏ公司）；
ＡＴＰ、ＤＴＴ、ＭｇＣｌ２、ＭｎＣｌ２（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；十字孢

碱（上海研拓生物科技有限公司）；ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＴＭ

ＵＰＬＣＱＴＯＦ和ＭａｓｓＬｙｎｘ４１工作站（美国Ｐｒｅｍｉｅｒ
公司）；乙腈（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司）；其他试剂
均为市售分析纯；纯净水（自制）。

灰毡毛忍冬采自重庆秀山，经黄林芳副研究员

鉴定为灰毡毛忍冬（Ｌ．ｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓ）花蕾。样品
保存于中国医学科学院药用植物研究所标本馆。

"

　方　法

２１　待测样品的制备
药材样品粉碎成粗粉，取粗粉５００ｇ，先用石油

醚浸泡１ｄ后渗滤提取至提取液颜色浅（或５倍药
材量），回收石油醚，得石油醚提取物８０７ｇ；残渣
挥去石油醚，用 ８０％乙醇湿润后，再用 ３倍体积
８０％乙醇回流提取两次，合并提取液，减压回收乙
醇至无醇味，用等体积乙酸乙酯萃取两次，合并乙酸

乙酯萃取液，回收乙酸乙酯至干，得乙酸乙酯提取物

１１６ｇ；母液浓缩至干，得乙醇提取物４８１５ｇ；残渣
挥干乙醇，用３倍量水煮提两次，合并水提取液，浓
缩至干，得水提取液３９１０ｇ。
２２　ＥＧＦＲ激酶活性测定方法

采用 ＨＴＲＦ法测定 ＥＧＦＲ激酶的活性，加入
ＡＴＰ后启动反应，激酶使底物发生磷酸化反应，将
磷酸根连接在有生物素标记的底物上。在这个过

程中ＥＤＴＡ终止了反应的进行，有铕元素标记抗磷
酸化酪氨酸抗体靠近底物的磷酸根上，标记ＸＬ６６５
的异藻蓝蛋白结合在底物的生物素标记上，两个荧

光基团在互相靠近的过程中发生能量共振转移并

在６６５ｎｍ处产生荧光，游离的ＴＫ抗体（标记铕离
子）在６２０ｎｍ处产生荧光，此信号可作为背景信
号，而游离的 ＳＡＸＬ６６５只产生短暂的荧光，通过
延后检测时间即加入终止剂后１ｈ再进行检测，可
将其忽略。

７２５
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提取物筛选在３８４孔板中进行，用移液器转移
液体，在反应容器中每孔加入 ＥＧＦＲ激酶溶液
２μＬ，底物溶液２μＬ，缓冲液或待筛化合物４μＬ，
ＡＴＰ２μＬ，反应１ｈ。每孔加入 ＴＫ抗体５μＬ，ＳＡ
ＸＬ６６５５μＬ，室温孵育１ｈ。利用 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ
检测平台 ＨＴＲＦ模块进行检测。ＥＧＦＲ激酶非选
择性抑制剂为十字孢碱（ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ），以检验方
法的可靠性。

２３　样品筛选
初筛灰毡毛忍冬提取物，计算抑制率后对高活

性样品进行复筛。复筛时每个样品依次稀释为５个
质量浓度，分别为５０，５，０５，００５，０００５μｇ／ｍＬ。实
验重复３次。根据测定结果应用ＳＰＳＳ１６０软件计
算ＩＣ５０。
２４　活性成分测定方法
２４１　色谱条件　色谱柱：ＢＥＨＣ１８柱（５０ｍｍ×
２１ｍｍ，１７μｍ）；流动相：Ａ：０１％甲酸水溶液，Ｂ：
乙腈；梯度洗脱：０～２ｍｉｎ（９０％～８５％ Ａ）；２～４ｍｉｎ
（８５％～７０％ Ａ）；４～５ｍｉｎ（７０％ ～５０％ Ａ）；５～
６ｍｉｎ（５０％～４５％Ａ）；６～７ｍｉｎ（４５％～４０％Ａ）７～
８ｍｉｎ（４０％ ～３５％ Ａ）；８～９ｍｉｎ（３５％ ～３０％Ａ）；

９～１４ｍｉｎ（３０％～０％Ａ）；流速：０３ｍＬ／ｍｉｎ；进样
量：４μＬ；柱温：３０℃。
２４２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ），采用正
离子Ｖ模式检测；脱溶剂气流量为８００Ｌ／ｈ，脱溶
剂气温为４５０℃，锥孔气流量为５０Ｌ／ｈ，离子源温
度为１２０℃，毛细管电压为 ３ｋＶ，锥孔电压为
４０Ｖ。０１ｓ（间隔００２ｓ）采集一次谱图。
２５　样品制备

取已制得的灰毡毛忍冬乙酸乙酯提取物

２００３ｍｇ，精密称定，置２５ｍＬ量瓶中，加甲醇定容
至刻度，摇匀，滤过，备用。

#

　结　果

得到抑制率大于８０％的灰毡毛忍冬提取物进
行复筛，呈阳性，依次稀释５个浓度，计算 ＩＣ５０。从
表１中可以看出：灰毡毛忍冬４个部位具有不同程
度的ＥＧＦＲ激酶抑制活性。而其乙酸乙酯部位抑
制活性最强，在终质量浓度为５０μｇ／ｍＬ时，抑制
率分别为 ２５３１％、２１４８％、９４５０％和 １４８５％。
灰毡毛忍冬乙酸乙酯部位ＩＣ５０为 ２０５７μｇ／ｍＬ，其
他３个部位未显示明显活性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＦＧＲｆｏｒｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ（Ａ）ａｎｄｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＬｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓ（Ｂ）

Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＧＦＲｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｆａｃｔｉｏｎｓａｎｄＩＣ５０ｖａｌｕｅ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｅｘｔｒａｃｔ
ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／
％

ＩＣ５０／
（μｇ／ｍＬ）

Ｌ．ｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓ Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ ２５３１ －
Ｅｔｈａｎｏｌ ２１４８ －
Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ ９４５０ ２０２７
Ｗａｔｅｒ １４８５ －

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇ Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ ９５４３ ３６７５

　　按“２４１”项下分析条件，灰毡毛忍冬乙酸乙
酯提取物ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ离子流图如图２所示。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｏｆＬｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓ
ｂｙＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ（ＩｏｎｐｅａｋｒｅｆｅｒｔｏＴａｂｌｅ２）

８２５
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采用Ｍａｒｋｅｒｌｙｎｘ４１软件对数据进行处理，根
据正离子模式的一级质谱的分子离子峰得到化合

物的准确相对分子质量，计算出其元素组成，结合

文献，对灰毡毛忍冬用 ＵＰＬＣ分离出的 １１个主要
峰进行分析，推断出其可能的成分，结果见表２和
表３。

Ｔａｂｌｅ２　ＡｃｃｕｒａｔｅＭＷｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｎｔｔｏｔｈｅＬｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓｉｎｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ

ＰｅａｋＮｏ ｔＲ／ｍｉｎ Ｍｅａｎｍｅａｓｕｒｅｄｍａｓｓ／（ｍ／ｚ） Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｅｘａｃｔｍａｓｓ／（ｍ／ｚ） Ｅｒｒｏｒ

１ ０９１ ３６５３５８９［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２１Ｈ１６Ｏ６ ３６５３５６１ ３８
２ １６６ １８１１６７２［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ １８１１６５４ ４９
３ ３１７ １７９１５０８［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ９Ｈ６Ｏ４ １７９１４９５ ３６
４ ４３４ ３０３２４２５［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ７ ３０３２４３６ －１８
５ ４７４ ５１７４５７６［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２ ５１７４５８８ －１１
６ ６１０ ５３９４６８０［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ３０Ｈ１８Ｏ１０ ５３９４６５７ ２１
７ ８１１ ５１８６１２９［Ｍ＋Ｎａ］＋ Ｃ２１Ｈ５０Ｏ１２ ５１８６１２２ ０７
８ ９０７ ３５５３１１０［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ ３５５３１６７ －８０
９ ９７５ ４１５７１４６［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２９Ｈ５０Ｏ ４１５７１３４ １４
１０ １０３６ １４９０７７３［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ４Ｈ４Ｏ６ １４９０７８９ －５３
１１ １１１４ ３４０４９６２［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２０Ｈ３５Ｏ４ ３４０４９７４ －１７

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆｔｈｅｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｏｆＬｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ

ＰｅａｋＮｏ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ［Ｍ＋Ｈ］＋

Ｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎ／（ｍ／ｚ）
Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ［Ｍ－Ｈ］－

Ｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎ／（ｍ／ｚ）
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

１ ３６５ ２０３ １０４ ３６３ － － Ｕｎｋｎｏｗｎ
２ １８１ １７９ １３５ １１７ Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ［１０］

３ １７９ － １７７ １３３ Ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ［１１］

４ ３０３ ２８７ ２７５ ２５７ ３０１ ２７３ ２７３ ２４７ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ［１０］

５ ５１７ ３５５ ３３７ １９３ ５１５ ３５３ ３３５ １９１ ３，５ＯＤｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ［１２］

６ ５３９ － ５３７ － Ｈｉｎｏｋｉｆｌａｖｏｎｅ［１３］

７ ５１８ － ５１６ － Ｕｎｋｎｏｗｎ
８ ３５５ １９３ ３５３ １９１ １７９ １３５ Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ［１０］

９ ４１５ ３９７ ３１３ １３４ ４１３ ３９５ ３１１ １３２ βＳｉｔｏｓｔｅｒｏｌ［１０］

１０ １４９ １０２ １４７ １００ Ｕｎｋｎｏｗｎ
１１ ３４０ ３１２ ２０１ ９２ ３３８ ３１０ Ｕｎｋｎｏｗｎ

$

　讨　论

本试验首次在灰毡毛忍冬中应用高通量药物

筛选技术筛选到具有 ＥＧＦＲ激酶抑制活性部位。
ＥＧＦＲ在多种肿瘤中高表达，如肺癌（４０％ ～
８０％）、乳腺癌（１４％～９１％）、胃癌（３３％～７４％）、
前列腺癌（４０％ ～８０％）及头颈部肿瘤（３６％ ～
１００％）等［１４］，因而 ＥＧＦＲ成为重要的肿瘤治疗靶
分子，针对ＥＧＦＲ的抗肿瘤靶向治疗成为近年来肿
瘤治疗研究的热点之一［１５］。黄酮类、酚酸类化合

物具有清除人体中超氧离子自由基、抗衰老、增加

机体免疫力的生理活性作用，如槲皮素都能抑制皮

肤肿瘤、白血病、结肠癌、肝癌、胃癌、乳腺癌等多种

肿瘤细胞的增殖和清除 ＯＨ自由基作用［１６－１７］。咖

啡酸、绿原酸、七叶内酯具有清除自由基抗氧化作

用［１６１８］。扁柏黄酮为双黄酮类化合物具有抗病毒

和抗感染活性［１９］。

柴多武［１８］在金银忍冬果实中筛选出抗肿瘤物

质β谷甾醇和齐墩果酸，其中抗肿瘤作用较好的
齐墩果酸在本实验未检测到。张树军［１０］对忍冬茎

叶抗氧化活性部位成分进行分离，得到 β谷甾醇、
咖啡酸、绿原酸、槲皮素等成分。其中抗氧化剂可

以抗肿瘤的一个原因是能修复损伤的 ＤＮＡ，细胞
的高速分裂使损伤的细胞在分裂前修复ＤＮＡ机会
很少，导致细胞对各种致癌物质很敏感［１８］。其酚

酸和黄酮类抗氧化作用还与含羟基有关，据报道羟

基个数越多抗氧化能力越强，不仅依赖于羟基个

数，还与羟基的活性有关［２０］。

湖南、贵州、重庆为灰毡毛忍冬主要产区，其产

量占全国总产量的７０％。《中华人民共和国药典》

９２５
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虽分别收载金银花和山银花，但全国各地的金银花

茶与其他食品行业，主要是以细毡毛忍冬与灰毡毛

忍冬做茶，忍冬做茶较少。灰毡毛忍冬本身品质

好，绿原酸含量是忍冬的２～４倍，且产量高是忍冬
的３～４倍，采摘成本低，是忍冬的１／１０［２１］。灰毡
毛忍冬具有产量高、价格低的特点，是值得开发的

抗肿瘤药材之一。

本实验过程考察以甲醇水、甲醇０１％甲酸
水溶液、乙腈水、乙腈０１％甲酸水溶液更换流动
相考察，同时对体积流量、柱温、梯度相关条件进行

了考察，最终确定的色谱条件分离度较好，基线较

平稳，适合灰毡毛忍冬中成分的测定。同时在正／
负离子模式下进行考察，其分子离子吸收效果以正

离子更好。

ＥＧＦＲ激酶具有很好的市场前景。本实验通
过简便、快速、稳定的 ＥＧＦＲ激酶抑制剂高通量筛
选模型得到了灰毡毛忍冬乙酸乙酯提取部位及对

其进行ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ分析，为进一步研究治疗
恶性肿瘤临床新药提供依据。
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