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标准研讨

不同产地生 / 醋炙乌药指纹图谱的建立及模式识别研究 *
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摘要　目的：采用 HPLC 法建立不同产地生 / 醋炙乌药的指纹图谱，并结合相似度计算和化学模式识别

方法，评价生 / 醋炙乌药质量。方法：采用 Agilent 5 HC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以甲
醇 -0.05% 甲酸水溶液为流动相，梯度洗脱，流速 1 mL·min-1，检测波长 235 nm，柱温（25±5）℃，进样量
10 μL。采用中药指纹图谱相似度软件对 53 批生 / 醋炙乌药进行测定，计算相似度。再将数据导入 SIMCA 
13.0 软件并进行主成分分析（principal component analysis，PCA）和正交最小二乘法 - 判别分析（orthogonal 
partial least squares discriminate analysis，OPLS-DA）。结果：建立了 53 批生 / 醋炙乌药 HPLC 指纹图谱；中
药指纹图谱相似度软件评价生 / 醋炙乌药之间相似度，可得生 / 醋炙乌药之间相似度均在 0.51~0.70，表明
生 / 醋炙乌药差异性较大；PCA 可将生 / 醋炙乌药基本上分为两类；OPLS-DA 筛选差异标记物，确定差异
贡献最大的 3 个成分为去甲异波尔定、乌药内酯、乌药醚内酯。结论：该方法为生 / 醋炙乌药质量控制提供
了方法依据，同时结合化学模式识别研究有助于乌药炮制前后整体质量控制及质量评价。
关键词：乌药；HPLC 指纹图谱；相似度评价；化学模式识别；主成分分析（PCA）；正交偏最小二乘法 - 判别
分析（OPLS-DA）
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Abstract　Objective：To establish the fingerprint of crude and vinegar processed Linderae Radix from different 
habitats with HPLC method，and to evaluate the quality through the similarity calculation and chemical pattern 
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乌药为樟科 Lauraceae 山胡椒属植物乌药（Lindera 
aggregate（Sims.）Kosterm 的干燥块根，其性辛、温，归

肺、脾、肾、膀胱经，为传统理气药，具有行气止痛及温

肾散寒等功效，主治寒凝气滞，胸腹胀痛，气逆喘急，

膀胱虚冷，遗尿，尿频，疝气疼痛，经寒腹痛等［1-2］。根

据现代药理学研究表明，乌药其主要化学活性成分

为呋喃倍半萜及其内酯、异喹啉生物碱等，具抗炎、镇

痛、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化等广泛药理活性，对心血

管系统、消化系统、肝脏以及中枢神经系统等方面具

有显著调节作用和保护作用［3-8］。

近年来，关于生乌药 HPLC 化学成分和指纹图谱

研究多有报道［9-12］，其中，方玲等［10］利用 HPLC 对不

同产地生乌药进行指纹图谱的研究，结果发现天台乌

药和其他产地乌药的指纹图谱存在显著的差异，该方

法可作为台乌药真伪鉴别的有效方法。此外，《中华

人民共和国药典》（2015 年版）规定了生乌药的质量

控制指标主要为乌药醚内酯、去甲异波尔定。但关于

乌药制品的质量控制的研究却鲜少报道。据文献报

道，乌药经炮制后，其主要活性成分的含量或药效作

用与生乌药相比较均存在较大差异［13-15］。因此，乌

药的质量控制需要同时考虑生乌药和醋炙乌药的质

量，以期全面控制其质量。

目前，指纹图谱结合模式识别方法已广泛应用于

药物的质量控制、差异标记物的筛选等方面［16-17］。其

中主成分分析（PCA）是一种多指标综合性评价方法，

意图通过线性转化将多因子变换为少数的因子，即主

成分。其最主要的特点是各主成分之间相关变量相

互正交，与线性无关。通过选择合适的主成分进行

分析，既不会过多地丢失有用信息，而且还能减少数

据中的冗余信息［18］。正交偏最小二乘法 - 判别分析

（OPLS-DA）是将正交信号校正方法（orthogonal signal 
correction，OSC）与偏最小二乘法（partial least squares，
PLS）结合并对 PLS 进行修正，可以过滤掉与反应没有

直接关系的变化，生成的结果更清晰，更易于解释，能

够对数据进行可视化和判别，适用于既有对分类起作

用的差异变量，同时又包含大量相关的无差异变量，且

主成分 3 个以上的数据［19-20］。因此，本课题实验采用

HPLC 法对生 / 醋炙乌药的指纹图谱进行研究，并通过

相似度分析及 PCA、OPLS-DA 等模式识别方法比较不

同产地生 / 醋炙乌药的化学成分和含量的差异性，为

科学、全面地制定乌药的质量控制标准提供依据。

1　仪器与试剂

1.1　仪器

Alliance Waters e2695 高效液相色谱系统，Alliance 
Waters 2998 PDA 检测器，Empower 3 色谱工作站（Waters 
公司）；KQ-500DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）；CP114 电子分析天平（上海奥豪斯

仪器有限公司）。

1.2　试药 
对照品去甲异波尔定（批号 170910）、乌药醚内

酯（批 号 111568-201204）、乌 药 内 酯（批 号 P1328-
401200）分别购买于国家标准品网、中国食品药品

recognition. Methods：The separation was performed on an Agilent 5 HC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）at
（25±5）℃. A binary gradient elution system was composed of methanol and water containing 0.5% formic acid and the flow rate 
was 1.0 mL·min-1. The detection wavelength was 235 nm. Similarities of fingerprints of 53 batches of crude and 
vinegar processed Linderae Radix were analyzed by software “Similarity Evaluation System for Chromatographic 
Fingerprint of TCMs”（Version 2012A）. Then principal component analysis（PCA）and orthogonal partial least 
squares discriminate analysis（OPLS-DA）were performed with SIMCA 13.0. Results：The HPLC fingerprints of 53 
batches of crude and vinegar processed Linderae Radix were established successfully in this study. The similarities of 
crude and vinegar processed Linderae Radix were between 0.51 and 0.70，indicating the difference between the crude 
and processed samples. All the samples were classified into two categories by PCA. The OPLS-DA result showed that the 
primary differentiating components were norisoboldine，linderalactone and linderane. Conclusion：The proposed method 
provided basis for quality control of crude and vinegar processed Linderae Radix. And chemical pattern recognition is proved 
to be helpful in comprehensive quality control and evaluation of Linderae Radix before and after the process.
Keywords：Linderae Radix；HPLC fingerprint；similarity evaluation；chemical pattern recognition；principal 
component analysis（PCA）；orthogonal least squares discriminant analysis（OPLS-DA）
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检定研究所、上海纯优生物有限公司，含量分别为

98%、99.5%、98.08%。

甲醇、甲酸均为色谱纯，水为超纯水，其余均为分析

纯；D101 大孔吸附树脂（国药集团化学试剂有限公司）。

用于流动相制备的 53 批次饮片（S 代表 生品，

34 批；V 代表醋炙品，19 批）购自各省大药房和医

院，所有实验样品均经湖南中医药大学第一附属医院

欧阳荣教授鉴定为正品，样品信息见表 1。

表 1　乌药饮片的来源

Tab. 1　Source of the prepared slices

样品编号

（sample No.）
产地

（habitat）
批次

（lot No.）

饮片分类

（category of 
prepared slices）

样品编号

（sample No.）
产地

（habitat）
批次

（lot No.）

饮片分类

（category of 
prepared slices）

S1 河北省（Hebei Province） 150103 S S28 浙江省（Zhejiang Province） 160601 S

S2 安徽省（Anhui Province） 160914 S S29 浙江省（Zhejiang Province） 161102 S

S3 四川省（Sichuan Province） 161105 S S30 浙江省（Zhejiang Province） 170301 S

S4 湖南省（Hunan Province） 151108 S S31 浙江省（Zhejiang Province） 1612001 S

S5 四川省（Sichuang Province） 160902 S S32 浙江省（Zhejiang Province） 16090701 S

S6 广西省（Guangxi Province） 160923 S S33 浙江省（Zhejiang Province） 20160801 S

S7 广东省（Guangdong Province） 140928 S S34 浙江省（Zhejiang Province） 20161201 S

S8 湖南省（Hunan Province） 150918 S P35 湖南省（Hunan Province） 160709 V

S9 湖南省（Hunan Province） 150911 S P36 湖北省（Hubei Province） B60918 V

S10 湖南省（Hunan Province） 20150809 S P37 湖南省（Hunan Province） 160701 V

S11 湖南省（Hunan Province） 20170201 S P38 湖南省（Hunan Province） 160712 V

S12 湖南省（Hunan Province） 150911 S P39 湖南省（Hunan Province） 160221 V

S13 湖南省（Hunan Province） 140617 S P40 湖南省（Hunan Province） 160812 V

S14 湖南省（Hunan Province） 160809 S P41 湖南省（Hunan Province） 160511 V

S15 湖南省（Hunan Province） 140817 S P42 湖南省（Hunan Province） 160112 V

S16 湖南省（Hunan Province） 150708 S P43 湖南省（Hunan Province） 160212 V

S17 江西省（Jiangxi Province） 1701087 S P44 湖南省（Hunan Province） 160312 V

S18 湖南省（Hunan Province） 150101 S P45 湖南省（Hunan Province） 160411 V

S19 湖南省（Hunan Province） 170101 S P46 湖南省（Hunan Province） 160612 V

S20 湖南省（Hunan Province） 170701 S P47 湖南省（Hunan Province） 160703 V

S21 浙江省（Zhejiang Province） 20170301 S P48 湖南省（Hunan Province） 161101 V

S22 浙江省（Zhejiang Province） 160928028 S P49 湖南省（Hunan Province） 170401 V

S23 浙江省（Zhejiang Province） 170461461 S P50 湖南省（Hunan Province） 20170401 V

S24 浙江省（Zhejiang Province） 2016120802 S P51 湖南省（Hunan Province） 170501 V

S25 浙江省（Zhejiang Province） 2017010951 S P52 浙江省（Zhejiang Province） 1507009 V

S26 浙江省（Zhejiang Province） 150901 S P53 浙江省（Zhejiang Province） 2017020791 V

S27 浙江省（Zhejiang Province） 160330 S 　 　 　 　

　注（note）：S. 生品（raw product）；V. 醋炙（vinegar processing）



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cn药物分析杂志药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2018,38(10)        ·1806· 

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色谱柱：Agilent 5 HC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流 动 相：甲 醇（A）-0.05% 甲 酸 水 溶 液

（B），梯 度 洗 脱（0~5 min，40%A → 75%A；5~10 min，

75%A → 78%A；10~20 min，78%A → 100%A；20~30 min，

100%A）；流速：1 mL·min-1；检测波长：235 nm；柱温

25 ℃ ；进样量：10 μL。

2.2　供试品溶液及混合对照品溶液的制备

取样品粉末（过 5 号筛目）约 3.0 g，精密称定，

置于 50 mL 锥 形 瓶 中，精 密 加 入 甲 醇 30 mL，超 声

（功率 250 W，频率 40 kHz）提取 30 min，抽滤，旋干，

再用水 30 mL 复溶，加入 D101 大孔吸附树脂层析柱

（D101 大孔吸附树脂 90 g，4.6 cm×90 cm），静态吸

附 20 min，之后依次以水、30% 乙醇水、95% 乙醇水

各 1 000 mL 洗脱，收集 95% 乙醇水洗脱溶液，旋干，

最后用 30 mL 甲醇溶解，取 1 mL 溶液过 0.2 μm 微

孔滤膜，即得供试品溶液。

精密称取去甲异波尔定、乌药醚内酯、乌药内酯

的对照品各 0.001 g，置于同一 10 mL 棕色量瓶中，加

甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，取 1 mL 过 0.2 μm 微

孔滤膜，即得混合对照品溶液。

2.3　方法学考察

2.3.1　 精 密 度 试 验　 取 同 一 批 乌 药 饮 片 粉 末，按

“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱

条件连续进样测定 6 次，各主要峰（占总峰面积 5%
以上）的相对保留时间、相对峰面积的 RSD 均小于

3.0%；以第 1 次进样所得指纹图谱作为对照图谱计算

相似度，其相似度均大于 0.99，符合指纹图谱的相关技

术要求（应大于 0.95）。结果表明该方法精密度良好。

2.3.2　 重 复 性 试 验　 取 同 一 批 乌 药 饮 片 粉 末，按

“2.2”项方法平行制备供试品溶液 6 份，按“2.1”项

下色谱条件进行指纹图谱测定，各主要色谱峰（图 2
中对照图谱中的 14 个峰）的相对保留时间、相对峰

面积的 RSD 均小于 3.0%，其指纹图谱相似度均大于

0.97，表明本方法重复性良好。

2.3.3　稳定性试验　取同一份供试品溶液，在上述色

谱条件下分别于 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，以 0 h
所得指纹图谱为对照，各指纹图谱相似度结果均大于

0.99，表明供试品溶液 24 h 内稳定性良好。

2.4　指纹图谱建立和相似度评价

取 53 批样本，分别按“2.2”项下方法制备供试

品溶液，按照“2.1”项下色谱条件进行检测，记录指

纹图谱（见图 1）。采用国家药典委员会中药色谱指

纹图谱相似度软件（2012.0 版）建立 53 批乌药共有

模式图谱，确定 14 个特征峰作为乌药质量评价的变

量指标（见图 2）。以上述共有模式为对照指纹图

谱，对 53 批乌药的指纹图谱进行相似度评价，结果

见图 3：通过夹角余弦法计算生 / 醋炙乌药与共有

模式之间的相似度，生 / 醋炙乌药之间的相似度在

0.51~0.70，表明生 / 醋炙乌药相似度较低，差异较大

（颜色代表数值大小，颜色差异大说明相似度差异大，

偏红偏绿的说明相似度较小）（见图 3）。为进一步进

行分类并确定生 / 醋炙乌药差异的主要标志化合物，

需要进一步采用其他化学模式识别方法。

图 1　53 批乌药 HPLC 指纹图谱

Fig. 1　HPLC fingerprints of 53 batches of Linderae Radix 
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图 2　乌药对照图谱

Fig. 2　Reference fingerprint of Linderae Radix

2.5　PCA、OPLS-DA 结果

进行主成分分析是为了便于观察不同生 / 醋炙品

之间的差异性（不同的类别），在不损失大量信息的条

件下，利用 PCA 将高维的指纹图谱数据转化为低维的

数据［21］。53 批样品所得的数据全部导入 SIMCA 13.0
进行 PCA 聚类分析，利用其前 3 个主成分（PC1、PC2
和 PC3）进行画图区分，从所得的方差贡献率来看，

建立的模型累计解释参数 R2Y、预测能力的参数 Q2
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图 3　53 批样品峰面积 RSD
Fig. 3　RSDs of the peak areas of 53 batches of Linderae Radix

分别为 0.841、0.793，说明该模型的区分程度和预测程

度都较好。同时，3 个主成分对于方差的总贡献度达

到 85.11%，说明利用 PCA 这种方法时，所选择的变量

能较好地解释不同地区生 / 醋炙乌药的差异。另外，

从 PCA 结果图（每 1 个点代表 1 个样品来源）可知生

品与醋炙品之间能基本上分为 2 类，但是利用 PCA
分类时，部分样品不能很好地分离，有一定的交叉

（见图 4-a）。为了更好地建立生 / 醋炙乌药 HPLC 指

a. 乌药主成分分析三维得分图（3D diagram scores plots of samples）　b. 乌药 OPLS-DA 得分图（OPLS-DA scores plots of samples）　 c. VIP 标志物差

异图（VIP of differentiation markers）　 d. 排列试验验证（permutations plot for PLS and OP LS-DA models）

图 4　PCA 和 OPLS-DA 结果 
Fig. 4　Results of PCA and OPLS-DA
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纹图谱差异模型，本研究运用 OPLS-DA 方法继续进

一步分析。结果表明，该方法能够很好地将生或醋炙

乌药分成 2 类，以中间轴为界，左边为生品，右为醋炙

品（见图 4-b）；根据 VIP>1 以及 P<0.05 的变量来筛

选导致差异性的主要化学成分，结果表明 6 号峰、1
号峰、7 号峰、14 号峰、11 号峰均为引起生 / 醋炙乌

药差异的显著性标记物（见图 4-c）。再对排列试验

进行验证，结果所有的蓝色的 Q2 值（左边）均小于

原始值（右上角），说明该模型准确有效（见图 4-d）。

2.6　生 / 醋炙乌药差异标记物的确认

本研究继续通过对照品对照法确认上述筛选得

到的标记物。通过 HPLC 图谱对照等方法，本研究确

认了 14 个标记物中的 3 个贡献最大的组分，分别鉴

定为去甲异波尔定、乌药醚内酯、乌药内酯（图 5-a）。

如图 5-b 所示箱线图可知，标记物 1 号峰为去甲异

波尔定，表明这一活性成分在醋炙乌药中的含量明显

较在生乌药中的高，而其他标记物所代表的化学活

性成分在生乌药中的含量明显高于在醋炙乌药中的

（见图 5-c、d）。

1. 去甲异波尔定（norisoboldine）　 2. 乌药内脂（linderalactone）　3. 乌

药醚内酯（linderane）

a. 差异标记物的 HPLC（HPLC of differentiation markers）　b. 标记物 1
号峰（去甲异波尔定）［VIP of differentiation markers 1（norisoboldine）］

c. 标记物 6 号峰（乌药内脂）［ VIP of differentiation markers 6（linderalactone）］

d. 标记物 7 号峰（乌药醚内酯）［VIP of differentiation markers 7（linderane）］

图 5　生 / 醋炙乌药差异标志物确定

Fig. 5　Differentiation markers of crude and vinegar processed 
Linderae Radix

3　讨论

本实验对样品的提取方法、提取溶剂、分离条件

进行考察，最终采用甲醇超声提取，用大孔吸附树脂

吸附法作为前处理方法。本实验还优选了 HPLC 色

谱条件，先后采用了甲醇 -0.1% 甲酸水、乙腈 -0.1%
甲酸水、甲醇 -0.05% 甲酸水作为流动相，对检测波

长 280、235、260 nm 进行优选，最终确定采用色谱柱

Agilent 5 HC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm），以甲

醇－ 0.05% 甲酸水溶液为流动相梯度洗脱，检测波

长 235 nm。在上述色谱条件下 HPLC 特征指纹图谱

色谱峰较多，分离效果较好。

本课题收集了 53 批次不同地区乌药生 / 醋炙

品，并通过 HPLC 指纹图谱结合模式识别的方法确

定了 3 个乌药生 / 醋炙品中共有的差异标记物，分

别鉴定为去甲异波尔定、乌药内酯、乌药醚内酯。

其中去甲异波尔定、乌药醚内酯均为《中华人民共

和国药典》2015 年版规定的乌药质量控制组分，说

明本研究的结果和《中华人民共和国药典》一致，

同时，比药典规定的多了 1 个参考质控标准。本研

究对于完善乌药的质量控制标准具有一定参考意

义，同时也为醋炙乌药质量控制和开展醋炙乌药药

理药效机制提供了可靠的科学依据。但是，鉴于目

前收集的醋炙乌药样品还相对较少，后续实验需要

进一步增加样品批次，不断修正醋炙乌药特征图

谱。对于生 / 醋炙乌药图谱中共有峰的定性，还需

借用液质联用、核磁共振等手段进行确认。
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