
中国药房 2019年第30卷第24期 China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 24

Δ基金项目：国家中药标准化项目（No.ZYBZH-Y-AH-03）

＊硕士研究生。研究方向：中药饮片质量及炮制作用机制。电

话：0371-65680970。E-mail：lxmmly091675@163.com

# 通信作者：教授，硕士生导师。研究方向：中药饮片质量及炮制

作用机制。电话：0371-65680970。E-mail：zhangzl6758@163.com

白芍饮片的HPLC指纹图谱建立及聚类分析、主成分分析Δ

林秀敏＊，张振凌 #，王胜超，闫梦真，陈祎甜，张江山（河南中医药大学药学院，郑州 450046）

中图分类号 R284.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2019）24-3375-08

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2019.24.11

摘 要 目的：建立白芍饮片的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并进行聚类分析和主成分分析。方法：采用HPLC法。色谱柱为

SunFire® C18，流动相为乙腈-0.05％磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为230 nm，柱温为30 ℃，采集时间为70

min，进样量为15 µL。以芍药苷为参照，建立26批不同产地白芍饮片及30批不同炮制方法白芍饮片的HPLC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SPSS 20.0软件进行聚类分析和主成分分析。结

果：26批不同产地白芍饮片共有9个共有峰，相似度均大于0.880；共指认了6个峰，分别为没食子酸、儿茶素、芍药内酯苷、芍药苷、

1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖、苯甲酰芍药苷；聚类分析结果显示，当余弦距离为15时26批样品可聚为2类，S1～S21聚为一类，

S22～S26聚为一类；经主成分分析，前2个主成分的累积方差贡献率为81.124％。30批不同炮制方法白芍饮片共有10个共有峰，

相似度均大于0.970；共指认了7个峰，分别为没食子酸、儿茶素、丹皮酚新苷、芍药内酯苷、芍药苷、1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖、

苯甲酰芍药苷；聚类分析结果显示，当余弦距离为25时，30批样品可聚为2类，B1～B10聚为一类，C1～C10、J1～J10聚为一类；经

主成分分析，前4个主成分的累积方差贡献率为86.887％。结论：所建HPLC指纹图谱及聚类分析和主成分分析结果可为不同白

芍饮片的质量控制提供参考。
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Establishment of HPLC Fingerprints of Paeonia tactilora Decoction Pieces and Its Cluster Analysis and

Principal Component Analysis

LIN Xiumin，ZHANG Zhenling，WANG Shengchao，YAN Mengzhen，CHEN Yitian，ZHANG Jiangshan（College

of Pharmacy，Henan University of TCM，Zhengzhou 450046，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprints of Paeonia tactilora decoction pieces，and to conduct its cluster

analysis and principal component analysis. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on SunFire®

C18 column with mobile phase consisted of acetonitril-0.05％ phosphoric acid solution（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min.

The detection wavelength was set at 230 nm，the column temperature was 30 ℃，the collection time was 70 min，and sample size

was 15 µL. Using paeoniflorin as reference，HPLC fingerprints of 26 batches P. tactilora decoction pieces from different habitats

and 30 batches by different processed methods were established. The similarity of samples was evaluated by TCM Chromatographic

Fingerprint Similarity Evaluation System （2012 edition） to confirm common peak. Cluster analysis and principal component

analysis were performed by using SPSS 20.0 software. RESULTS：There were 9 common peaks in HPLC fingerprints of 26 batches

of sample from different habitats，the similarity of which was higher than 0.880. Six peaks were identified，including gallic acid，

catechin，albiflorin，paeoniflorin，1，2，3，4，6-pentagalloylglucose and benzoylpaeoniflorin. Cluster analysis showed that 26 batches

of samples were clustered into 2 categories when cosine distance was 15. S1-S21 were clustered into one category；S22-S26 were

clustered into the other category. By principal component analysis，the accumulative contribution rate of two main components was

81.124％ . There were 10 common peaks in HPLC fingerprints of 30 batches of sample by different processed methods，the simi-

larity of which was higher than 0.970. Seven peaks were identified，including gallic acid，catechin，aplopaeonoside，albiflorin，

paeoniflorin，1，2，3，4，6-pentagalloylglucose and benzoylpaeoniflorin. Cluster analysis showed that 30 batches of samples were

clustered into 2 categories when cosine distance was 25. B1-B10 were clustered into one category；C1-C10 and J1-J10 were

clustered into the other category. By principal component analysis，the accumulative contribution rate of four main components was

86.887％ . CONCLUSIONS：Established HPLC fingerprint，the results of cluster analysis and principal component analysis can

provide reference for quality control of decoction pieces of P.

tactilora.

KEYWORDS Paeonia tactilora decoction pieces；HPLC；

Fingerprint；Cluster analysis；Principal component analysis
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白芍为毛茛科植物芍药（Paeonia lactiflora Pall.）的

干燥根，其性微寒，味苦、酸，归肝、脾经，具有养血调经、

敛阴止汗、柔肝止痛、平抑肝阳之功效，可用于治疗血虚

萎黄、月经不调、自汗、盗汗、胁痛、腹痛、四肢挛痛、头痛

眩晕等症[1]。现代研究表明，白芍的主要药理作用为保

肝、镇痛、抗炎、调节免疫等[2-5]。2015年版《中国药典》

（一部）以芍药苷作为白芍的控制指标，而赤芍的指标性

控制成分也是芍药苷，因此以芍药苷作为白芍的质量指

标，具有一定的局限性[1]。白芍中含有单萜及其苷类、三

萜类、黄酮类、鞣质类和多糖类等多种化学成分[6-9]，因此

测定其中某个或几个成分的含量，并不能全面反映白芍

的质量。指纹图谱以表征中药内在质量的整体变化为

目的，符合中药质量控制整体性表征的分析特点[10-12]，同

时借助化学计量法进行质量评价，能更全面地体现中药

的内在品质[13-14]。为此，本研究建立了26批不同产地白

芍饮片及 30批不同炮制方法白芍饮片的高效液相色谱

（HPLC）指纹图谱，并结合相似度分析、聚类分析、主成

分分析对其进行综合评价，旨在为其质量控制提供

参考。

1 材料

1.1 仪器

UltiMate 3000型HPLC仪，包括U3000型二极管阵

列检测器、version 7 Chromatogram 化学工作站（美国

Thermo Fisher公司）；600型HPLC仪，包括 2487型紫外

检测器、version 2 Empower 化学工作站（美国 Waters 公

司）；KQ-500 SV型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限

公司）；BT25S型十万分之一天平、BSA224S-CW型万分

之一天平[赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]。

1.2 药品与试剂

芍药苷对照品（批号：MUST-16041901，纯度：≥

98.5％）、芍药内酯苷对照品（批号：MUST-16051601，纯

度：≥98.5％）、1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖对照品（批

号：MUST-16061211，纯度：≥98.5％）、儿茶素对照品（批

号：MUST-16030812，纯度：≥98％）均由成都曼斯特生

物科技有限公司提供 ；没食子酸对照品（批号 ：

PS-0258-0050，纯度：98.5％）、苯甲酰芍药苷对照品（批

号：PS-13011802，纯度：98.5％）、丹皮酚新苷对照品（批

号：PS-08080102，纯度：≥98％）均由成都普斯生物科技

有限公司提供；乙腈、甲醇均为色谱纯，磷酸为分析纯，

水为超纯水。

1.3 药材

白芍药材（编号：S1～S26）经河南中医药大学药学

院张振凌教授鉴定为毛茛科植物芍药（Paeonia Lactiflo-

ra Pall.）的干燥根，并按 2015年版《中国药典》（四部）[15]

“炮制”通则制成饮片；白芍饮片（编号：B1～B10，中试

生产）、炒白芍饮片（编号：C1～C10）、酒白芍饮片（编

号：J1～J10）均由安徽亳州市沪谯药业有限公司提供（中

试生产是指按国家中药标准化项目要求，将实验室工艺

在合作企业进行工艺放大生产，以满足企业生产的要

求）。样品信息详见表1。

表1 样品信息

Tab 1 Sample information

编号
S1

S2～S8

S9～S15

S16～S21

品种
亳白芍
亳白芍
亳白芍
川白芍

产地
亳州观堂镇
亳州华佗镇
亳州十九里镇
四川中江

规格
统货
统货
统货
统货

编号
S22～S26

B1～B10

C1～C10

J1～J10

品种
杭白芍
白芍（饮片）

炒白芍（饮片）

酒白芍（饮片）

产地
浙江杭州
安徽亳州
安徽亳州
安徽亳州

规格
统货
统货
统货
统货

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：SunFire® C18（250 mm× 4.6 mm，5 µm）；流

动相：乙腈（A）-0.05％磷酸水溶液（B），梯度洗脱（0～10

min，8％A→18％A；10～25 min，18％A→20％A；25～

30 min，20％ A；30～40 min，20％ A→25％ A；40～55

min，25％A →40％A；55～60 min，40％A→45％A；60～

70 min，45％A→8％A）；采集时间：70 min；进样量：15

µL；流速：1.0 mL/min；柱温：30 ℃；检测波长：230 nm。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取没食子酸对照品

14.08 mg、儿茶素对照品 10.90 mg、芍药内酯苷对照品

6.76 mg、芍药苷对照品 11.52 mg、丹皮酚新苷对照品

10.51 mg、1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖对照品 10.33

mg、苯甲酰芍药苷对照品 10.99 mg，分别置于 10 mL量

瓶中，加甲醇溶解并定容，得各单一对照品溶液。分别

精密量取各单一对照品溶液1 mL，置于同一25 mL量瓶

中，加甲醇至刻度，即得混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密称取白芍中粉（中粉指能全部

通过四号筛，但混有不超过 60％能通过五号筛的粉末）

0.1 g，置于 50 mL 量瓶中，加 50％乙醇 35 mL，超声（功

率：500 W，频率：50 Hz）处理 30 min，放冷，加 50％乙醇

至刻度，摇匀，经 0.22 µm 微孔滤膜滤过，取续滤液，

即得。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S10）适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，以

芍药苷峰的保留时间和峰面积为参照，记录各共有峰的

相对保留时间和相对峰面积。结果，9个共有峰相对保

留时间的RSD均小于0.19％（n＝6），相对峰面积的RSD

均小于2.34％（n＝ 6），表明本方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S10）适量，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按

“2.1”项下色谱条件进样测定，以芍药苷峰的保留时间和
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峰面积为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积。结果，9个共有峰相对保留时间的 RSD 均小于

0.21％（n＝6），相对峰面积的 RSD 均小于 2.61％（n＝

6），表明供试品溶液于室温下放置24 h内稳定性良好。

2.3.3 重复性试验 精密称取样品（编号：S10）0.1 g，共

6份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下

色谱条件进样测定，以芍药苷峰的保留时间和峰面积为

参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结

果，9个共有峰相对保留时间的RSD均小于 0.34％（n＝

6），相对峰面积的RSD均小于 2.75％（n＝ 6），表明本方

法重复性良好。

2.3.4 仪器适用性试验 取“2.2.1”项下混合对照品溶

液5 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以芍药苷为参

照，计算没食子酸、儿茶素、丹皮酚新苷、芍药内酯苷、芍

药苷、1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖和苯甲酰芍药苷的

相对保留时间。通过配对 t检验，考察不同仪器对色谱

条件的适用性。结果，t＝1.38，双侧P＝0.22＞0.05，表明

相同色谱条件下，以芍药苷为参照，两种仪器所测色谱

峰可定位其他成分的相对保留时间，且无显著性差异，

不同仪器不影响目标峰的出峰顺序，相对定位准确，详

见表2、图1。

表2 仪器适用性相对保留时间测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of relative retention time of instrument

suitability（n＝3）

待测成分

没食子酸
儿茶素
丹皮酚新苷
芍药内酯苷

Thermo Fisber
仪器

0.3

0.7

0.9

0.9

Waters
仪器

0.2

0.7

0.9

0.9

待测成分

芍药苷
1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖
苯甲酰芍药苷

Thermo Fisber
仪器

1.0

1.5

3.4

Waters
仪器

1.0

1.4

2.8

2.4 不同产地白芍饮片HPLC指纹图谱的生成与相似

度、共有峰分析

2.4.1 HPLC 指纹图谱的生成 取 26批不同产地白芍

饮片（编号：S1～S26）各0.1 g，按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，采用《中药色

谱指纹图谱相似度评价系统》（2012版）进行分析，得

HPLC指纹图谱，详见图2、图3。

2.4.2 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012版），以样品的HPLC对照指纹图谱为对

照，进行整体相似度评价。结果，26批不同产地白芍饮

片（编号：S1～S26）的相似度为 0.887～0.998，提示不同

产地白芍存在微小的质量差异，详见表3。

2.4.3 共有峰的指认及相关分析 26批不同产地白芍

饮片（编号：S1～S26）共有9个共有峰，通过与对照品图

谱比对，共指认了 6个色谱峰，分别为没食子酸（峰 2）、

儿茶素（峰3）、芍药内酯苷（峰4）、芍药苷（峰5）、1，2，3，

4，6-五没食子酰葡萄糖（峰7）、苯甲酰芍药苷（峰9）。因

芍药苷的峰面积较大、分离度较好，故以其为参照峰，计算

其他成分的相对保留时间和相对峰面积，详见表4、表5。
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B. Thermo Fisher ULtiMate 3000型仪器

注：1.没食子酸；2.儿茶素；3.丹皮酚新苷；4.芍药内酯苷；5.芍药

苷；6.1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄糖；7.苯甲酰芍药苷

Note：1. gallic acid；2. catechin；3. aplopaeonoside；4. albiflorin；5.

paeoniflorin；6. 1，2，3，4，6-pentagalloylglucose；7. benzoylpaeoniflorin

图1 系统适用性高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of instrument suitability
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图2 26批不同产地白芍饮片的HPLC叠加指纹图谱

Fig 2 HPLC superimposed fingerprint of 26 batches

of P. tactilora decoction pieces from different

habitats

图3 26批不同产地白芍饮片的HPLC对照指纹图谱

Fig 3 HPLC control fingerprint of 26 batches of P.

tactilora decoction pieces from different habi-

tats
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2.4.4 不同产地白芍饮片镜像对比 随机选取3批不同 产地白芍饮片（编号：S9、S16、S22）的图谱进行镜像对

比，详见图 4。由图 4可知，在同一检测条件下，亳白芍

（S9）检测出1个色谱峰，经与对照品比对判定为丹皮酚

新苷，而杭白芍（S22）、川白芍（S16）未检测出该成分。

2.4.5 聚类分析 以各共有峰的峰面积除以称样量的

数值作为原始数据，采用SPSS 20.0 软件，以组间连接法

结合余弦距离对 26批不同产地白芍饮片（编号：S1～

S26）进行聚类分析，详见图5。由图5可知，当余弦距离

为 15时，样品可聚为 2类，S1～S21聚为一类，S22～S26

聚为一类；当余弦距离小于 5时，样品可聚为 5类，S1～

S15聚为一类，S16～S21聚为一类，S22、S23聚为一类，

S24、S26聚为一类，S25聚为一类。

表3 26批不同产地白芍饮片相似度

Tab 3 Similarity of 26 batches of P. tactilora decoction

pieces from different habitats

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

相似度
0.990

0.993

0.991

0.962

0.997

0.961

0.998

0.967

0.991

编号
S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

相似度
0.991

0.993

0.994

0.995

0.992

0.930

0.990

0.914

0.996

编号
S19

S20

S21

S22

S23

S24

S25

S26

相似度
0.997

0.997

0.983

0.953

0.949

0.924

0.887

0.980

表4 26批不同产地白芍饮片HPLC指纹图谱共有峰的相对保留时间

Tab 4 Relative retention time of common peaks in HPLC fingerprints of 26 batches of P. tactilora decoction pieces

from different habitats

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

S1

0.210

0.235

0.744

0.929

1

1.322

1.418

1.594

2.841

S2

0.212

0.237

0.744

0.929

1

1.322

1.419

1.594

2.841

S3

0.208

0.236

0.740

0.929

1

1.323

1.422

1.595

2.855

S4

0.211

0.237

0.741

0.93

1

1.318

1.407

1.590

2.843

S5

0.211

0.236

0.743

0.929

1

1.322

1.419

1.593

2.846

S6

0.211

0.237

0.744

0.93

1

1.319

1.411

1.590

2.843

S7

0.211

0.239

0.745

0.929

1

1.321

1.419

1.593

2.846

S8

0.209

0.231

0.741

0.929

1

1.319

1.410

1.591

2.849

S9

0.210

0.234

0.744

0.929

1

1.322

1.420

1.595

2.843

S10

0.210

0.235

0.745

0.93

1

1.322

1.421

1.594

2.843

S11

0.210

0.232

0.742

0.929

1

1.321

1.415

1.593

2.848

S12

0.213

0.235

0.744

0.928

1

1.322

1.421

1.594

2.843

S13

0.211

0.236

0.741

0.929

1

1.321

1.417

1.592

2.848

S14

0.211

0.239

0.745

0.929

1

1.321

1.418

1.593

2.844

S15

0.212

0.235

0.743

0.929

1

1.32

1.415

1.591

2.845

S16

0.210

0.234

0.743

0.929

1

1.322

1.419

1.595

2.845

S17

0.208

0.233

0.746

0.93

1

1.321

1.419

1.597

2.847

S18

0.216

0.233

0.759

0.931

1

1.317

1.412

1.588

2.827

S19

0.210

0.232

0.740

0.929

1

1.321

1.418

1.593

2.850

S20

0.210

0.234

0.742

0.929

1

1.321

1.418

1.592

2.848

S21

0.211

0.235

0.743

0.929

1

1.321

1.417

1.593

2.851

S22

0.211

0.236

0.742

0.929

1

1.319

1.416

1.591

2.848

S23

0.217

0.237

0.735

0.929

1

1.32

1.417

1.590

2.836

S24

0.21

0.236

0.744

0.929

1

1.321

1.418

1.592

2.843

S25

0.214

0.237

0.741

0.928

1

1.321

1.419

1.592

2.845

S26

0.210

0.230

0.742

0.929

1

1.322

1.402

1.595

2.849

RSD，％
0.97

0.95

0.53

0.06

0

0.11

0.25

0.12

0.18

表5 26批不同产地白芍饮片HPLC指纹图谱共有峰的相对峰面积

Tab 5 Relative peak area of common peaks in HPLC fingerprints of 26 batches of P. tactilora decoction pieces

from different habitats

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

S1

0.008

0.039

0.042

0.155

1

0.016

0.132

0.012

0.043

S2

0.012

0.053

0.066

0.163

1

0.020

0.156

0.012

0.028

S3

0.009

0.048

0.079

0.158

1

0.023

0.165

0.018

0.034

S4

0.011

0.053

0.036

0.153

1

0.021

0.178

0.013

0.028

S5

0.013

0.050

0.086

0.196

1

0.023

0.187

0.018

0.036

S6

0.010

0.055

0.043

0.154

1

0.018

0.176

0.011

0.045

S7

0.012

0.048

0.066

0.216

1

0.022

0.198

0.015

0.033

S8

0.009

0.060

0.085

0.284

1

0.019

0.182

0.019

0.034

S9

0.009

0.040

0.044

0.157

1

0.021

0.147

0.010

0.026

S10

0.010

0.040

0.062

0.164

1

0.021

0.145

0.007

0.025

S11

0.007

0.052

0.078

0.166

1

0.023

0.165

0.017

0.025

S12

0.013

0.046

0.032

0.168

1

0.023

0.197

0.017

0.028

S13

0.010

0.048

0.056

0.171

1

0.021

0.185

0.018

0.029

S14

0.011

0.048

0.032

0.191

1

0.026

0.207

0.019

0.022

S15

0.010

0.048

0.030

0.145

1

0.026

0.196

0.019

0.026

S16

0.009

0.050

0.071

0.256

1

0.021

0.210

0.020

0.086

S17

0.009

0.036

0.068

0.151

1

0.019

0.144

0.037

0.026

S18

0.009

0.004

0.098

0.360

1

0.021

0.232

0.025

0.083

S19

0.010

0.055

0.039

0.204

1

0.023

0.200

0.019

0.075

S20

0.011

0.045

0.108

0.323

1

0.022

0.238

0.021

0.090

S21

0.011

0.053

0.058

0.240

1

0.024

0.261

0.026

0.075

S22

0.019

0.062

0.208

0.954

1

0.017

0.323

0.040

0.076

S23

0.017

0.077

0.155

0.794

1

0.019

0.282

0.040

0.063

S24

0.019

0.090

0.128

0.631

1

0.025

0.384

0.045

0.070

S25

0.019

0.056

0.153

0.393

1

0.023

0.331

0.034

0.052

S26

0.018

0.068

0.118

0.600

1

0.025

0.371

0.048

0.050

RSD，％
30.27

29.68

56.39

74.45

0

12.27

32.49

50.57

48.86

2.4.6 主成分分析 对 26批不同产地白芍饮片的 9个

共有峰的绝对峰面积进行标准化处理后，采用 SPSS

20.0 软件进行主成分分析。结果显示，共得到 2个主成

分因子，特征值分别为 6.002、1.299，方差贡献率分别为

66.686％、14.438％，累积方差贡献率为 81.124％，提示

主成分因子1、2可作为不同产地白芍饮片的评价指标。

故以主成分因子 1、2为指标对 26批不同产地白芍饮片

（S1～S26）进行评价。结果显示，主成分因子1与9个共

有峰相关性均较强，特别是峰1、峰7和峰8；主成分因子

2对峰 5、峰 6的影响较大；主成分因子 1得分对 S16～

S26影响较大，主成分因子2对S1～S15 影响较大，以峰

面积为指标进行归一化，结果显示亳白芍、川白芍、杭白

芍之间存在差异，详见表6～表8。

2.5 不同炮制方法白芍饮片HPLC指纹图谱的生成与

相似度、共有峰分析

2.5.1 不同炮制方法白芍饮片 HPLC 指纹图谱的生成

按“2.2.2”项下方法分别制备白芍（编号：B1～B10）、

炒白芍（编号：C1～C10）、酒白芍（编号：J1～J10）供试品

溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，采用《中药色谱指

纹图谱相似度评价系统》（2012 版）进行分析，得到

HPLC指纹图谱，详见图6、图7。

2.5.2 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

系统》（2012版），以样品的HPLC对照指纹图谱为对照，

进行整体相似度评价。结果，30批不同炮制方法白芍饮
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片与对照指纹图谱之间差别不明显，相似度均大于

0.970，表明不同炮制方法白芍饮片间差异不大，详见

表9。

A.亳白芍（S9）-川白芍（S16）镜像对比

B.亳白芍（S9）-杭白芍（S22）镜像对比

C.川白芍（S16）-杭白芍（S22）镜像对比

图4 不同产地白芍饮片镜像对比图

Fig 4 Mirror image contrast of P. tactilora decoction

pieces from different habitats

丹皮酚新苷 亳白芍

川白芍

丹皮酚新苷 亳白芍

杭白芍

川白芍

杭白芍

S3
S11
S2

S10
S9
S1
S4
S6

S12
S15
S13
S14
S5
S7
S6

S18
S20
S17
S19
S16
S21
S22
S23
S24
S26
S25

0 5 10 15 20 25

图5 26批不同产地白芍饮片聚类分析树状图

Fig 5 Dendrogram of cluster analysis of 26 batches of

P. tactilora decoction pieces from different habi-

tats

表6 特征值和方差贡献率

Tab 6 Eigen value and variance contribution rate

主成分因子
1

2

特征值
6.002

1.299

方差贡献率，％
66.686

14.438

累积方差贡献率，％
66.686

81.124

表7 主成分因子与变量间相关系数

Tab 7 Coefficient between principal component fac-

tor and variable

峰号
1

2

3

4

5

主成分因子1

0.933

0.714

0.862

0.804

0.731

主成分因子2

－0.045

0.079

－0.322

－0.554

0.617

峰号
6

7

8

9

主成分因子1

0.706

0.984

0.907

0.639

主成分因子2

0.663

0.018

-0.243

-0.011

表8 26批不同产地白芍饮片的主成分因子得分

Tab 8 Scores of principal component factors of 26

batches of P. tactilora decoction pieces from

different habitats

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

主成分因子1

－2.228

－1.455

－0.144

－1.121

－1.211

－1.851

－1.168

0.115

－2.316

－2.344

－0.504

－1.401

－1.605

主成分因子2

－0.176

0.187

1.038

0.758

－0.164

0.006

0.029

0.095

0.250

0.018

0.974

0.443

0.059

编号
S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

S24

S25

S26

主成分因子1

－0.849

－0.944

1.240

－3.355

0.64

0.280

0.567

1.306

1.151

1.439

2.311

8.072

5.376

主成分因子2

1.024

1.173

0.781

－1.576

－0.136

1.079

－0.247

0.933

－3.435

－2.517

－1.472

1.210

－0.335

J10
J9
J8
J7
J6
J5
J4
J3
J2
J1
C10
C9
C8
C7
C6
C5
C4
C3
C2
C1
B10
B9
B8
B7
B6
B5
B4
B3
B2
B1

640

600

560

520

480

440

400

360

320

280

240

200

160

120

80

40

0

U
，m

V

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68

t，min

图 6 30批不同炮制方法白芍饮片的HPLC叠加指纹

图谱

Fig 6 HPLC superimposed fingerprint of 30 batches

of P. tactilora decoetion pieces by different pro-

cessed methods

图 7 30批不同炮制方法白芍饮片的HPLC对照指纹

图谱

Fig 7 HPLC control fingerprint of 30 batches of P.

tactilora decoetion pieces by different processed

methods
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U
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2.5.3 共有峰的指认及相关分析 30批不同炮制方法

白芍饮片共有10个共有峰，通过与对照品比对，共指认

了7个色谱峰，分别为没食子酸（峰1）、儿茶素（峰2）、丹
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皮酚新苷（峰3）、芍药内酯苷（峰4）、芍药苷（峰5）、1，2，

3，4，6-五没食子酰葡萄糖（峰 8）、苯甲酰芍药苷（峰

10）。因芍药苷的峰面稳定、分离度良好，故以其为参照

峰，计算其他成分的相对保留时间和相对峰面积，详见

表10、表11。

2.5.4 不同白芍炮制饮片镜像对比 取白芍饮片（编

号：B1）、炒白芍饮片（编号：C1）、酒白芍饮片（编号：J1）

的图谱进行镜像对比，详见图8。由图8可知，在同一检

测条件下，酒白芍检测到1个未知峰，白芍、炒白芍均未

检出该成分。

2.5.5 聚类分析 按“2.4.5”项下方法对 30批不同白芍

炮制饮片（编号：B1～B10、C1～C10、J1～J10）进行聚类

分析，详见图 9。由图 9可知，当余弦距离为 25时，样品

可聚为2类，B1～B10聚为一类，C1～C10、J1～J10聚为

一类；当余弦距离为20时，可聚为4类，B1～B10聚为一

类，C5～C8聚为一类，C1～C4、C9、C10聚为一类，J1～

J10聚为一类。

表9 30批不同炮制方法白芍饮片相似度

Tab 9 Similarity of 30 batches of P. tactilora decoetion

pieces by different processed methods

编号
B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10

相似度
0.999

0.999

0.999

0.977

0.999

0.999

0.999

0.999

0.999

0.998

编号
C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

相似度
0.998

0.998

0.996

0.999

0.999

0.988

0.998

0.998

0.998

0.999

编号
J1

J2

J3

J4

J5

J6

J7

J8

J9

J10

相似度
0.998

0.999

0.999

0.998

1.000

0.991

0.999

1.000

1.000

0.999

表10 30批不同炮制方法白芍饮片HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 10 Relative retention time of common peaks in HPLC fingerprints of 30 batches of P. tactilora decoction pie-

ces by different processed methods

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

B1

0.345

0.724

0.863

0.909

1.000

1.188

1.432

1.593

1.857

3.461

B2

0.346

0.725

0.863

0.910

1.000

1.188

1.431

1.591

1.858

3.464

B3

0.346

0.725

0.863

0.910

1.000

1.188

1.431

1.592

1.858

3.467

B4

0.346

0.725

0.862

0.909

1.000

1.188

1.431

1.594

1.857

3.463

B5

0.346

0.725

0.863

0.910

1.000

1.188

1.431

1.592

1.857

3.465

B6

0.345

0.724

0.863

0.909

1.000

1.188

1.432

1.593

1.857

3.464

B7

0.346

0.725

0.863

0.910

1.000

1.188

1.430

1.590

1.857

3.466

B8

0.346

0.724

0.862

0.909

1.000

1.188

1.431

1.594

1.857

3.464

B9

0.346

0.725

0.863

0.910

1.000

1.188

1.431

1.592

1.857

3.468

B10

0.349

0.729

0.864

0.910

1.000

1.184

1.434

1.610

1.838

3.450

C1

0.346

0.725

0.862

0.908

1.000

1.181

1.435

1.611

1.837

3.451

C2

0.346

0.726

0.863

0.909

1.000

1.181

1.435

1.610

1.837

3.452

C3

0.346

0.726

0.864

0.909

1.000

1.181

1.435

1.610

1.837

3.455

C4

0.346

0.726

0.864

0.909

1.000

1.181

1.434

1.609

1.836

3.452

C5

0.345

0.722

0.860

0.907

1.000

1.181

1.441

1.624

1.839

3.431

C6

0.346

0.726

0.863

0.909

1.000

1.181

1.437

1.614

1.837

3.435

C7

0.346

0.726

0.863

0.908

1.000

1.181

1.435

1.611

1.836

3.448

C8

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.182

1.435

1.610

1.838

3.453

C9

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.181

1.434

1.609

1.836

3.453

C10

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.181

1.435

1.612

1.837

3.452

J1

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.181

1.434

1.610

1.837

3.454

J2

0.347

0.727

0.863

0.909

1.000

1.182

1.434

1.610

1.838

3.455

J3

0.347

0.727

0.863

0.909

1.000

1.182

1.435

1.610

1.838

3.457

J4

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.182

1.434

1.612

1.838

3.456

J5

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.181

1.434

1.612

1.838

3.454

J6

0.347

0.727

0.863

0.909

1.000

1.181

1.434

1.611

1.837

3.454

J7

0.347

0.726

0.863

0.909

1.000

1.180

1.434

1.612

1.837

3.451

J8

0.347

0.727

0.863

0.909

1.000

1.181

1.435

1.613

1.837

3.449

J9

0.348

0.727

0.863

0.909

1.000

1.181

1.434

1.612

1.837

3.452

J10

0.348

0.727

0.863

0.909

1.000

1.181

1.434

1.612

1.837

3.454

RSD，％
0.25

0.17

0.07

0.07

0

0.27

0.16

0.59

0.51

0.24

表11 30批不同炮制方法白芍饮片HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 11 Relative peak area of common peaks in HPLC fingerprints of 30 batches of P. tactilora decoction pieces by

different processed methods

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

B1

0.048

0.033

0.012

0.139

1

0.008

0.027

0.234

0.027

0.026

B2

0.051

0.033

0.015

0.151

1

0.011

0.028

0.258

0.026

0.026

B3

0.065

0.032

0.014

0.142

1

0.004

0.028

0.032

0.061

0.027

B4

0.051

0.03

0.012

0.14

1

0.009

0.029

0.246

0.028

0.026

B5

0.052

0.029

0.013

0.14

1

0.009

0.029

0.256

0.029

0.025

B6

0.062

0.03

0.018

0.158

1

0.009

0.027

0.281

0.029

0.029

B7

0.056

0.029

0.018

0.157

1

0.01

0.028

0.284

0.031

0.029

B8

0.046

0.024

0.016

0.145

1

0.008

0.027

0.255

0.03

0.028

B9

0.052

0.027

0.018

0.159

1

0.011

0.026

0.266

0.031

0.029

B10

0.008

0.017

0.148

0.148

1

0.016

0.197

0.043

0.029

0.006

C1

0.044

0.033

0.041

0.173

1

0.037

0.028

0.282

0.035

0.034

C2

0.044

0.035

0.041

0.185

1

0.038

0.027

0.315

0.033

0.033

C3

0.064

0.034

0.008

0.18

1

0.021

0.028

0.304

0.046

0.034

C4

0.05

0.031

0.008

0.171

1

0.02

0.027

0.317

0.045

0.032

C5

0.039

0.033

0.064

0.163

1

0.052

0.025

0.3

0.023

0.032

C6

0.044

0.029

0.071

0.168

1

0.039

0.026

0.229

0.025

0.031

C7

0.035

0.03

0.07

0.16

1

0.04

0.025

0.096

0.019

0.031

C8

0.039

0.034

0.074

0.172

1

0.058

0.028

0.269

0.019

0.032

C9

0.053

0.03

0.024

0.177

1

0.018

0.027

0.312

0.045

0.029

C10

0.045

0.029

0.02

0.173

1

0.018

0.026

0.305

0.045

0.029

J1

0.059

0.03

0.054

0.181

1

0.017

0.027

0.249

0.043

0.034

J2

0.062

0.026

0.048

0.175

1

0.018

0.026

0.268

0.044

0.03

J3

0.062

0.029

0.05

0.172

1

0.017

0.027

0.272

0.045

0.03

J4

0.072

0.019

0.05

0.171

1

0.018

0.028

0.306

0.056

0.029

J5

0.059

0.031

0.047

0.173

1

0.018

0.032

0.257

0.051

0.031

J6

0.056

0.034

0.035

0.177

1

0.016

0.028

0.239

0.042

0.034

J7

0.051

0.028

0.033

0.179

1

0.009

0.027

0.11

0.038

0.033

J8

0.052

0.033

0.032

0.188

1

0.018

0.032

0.243

0.042

0.033

J9

0.05

0.031

0.03

0.171

1

0.018

0.031

0.24

0.04

0.032

J10

0.055

0.03

0.037

0.172

1

0.018

0.029

0.259

0.041

0.032

RSD，％
23.02

13.41

77.34

8.67

0

66.69

92.89

30.63

28.76

17.58

2.5.6 主成分分析 对 30批不同炮制方法白芍饮片的

10个共有峰的绝对峰面积进行标准化处理后，采用

SPSS 20.0 软件进行主成分分析。结果显示，共得到4个

主成分因子，特征值分别为3.899、2.105、1.365、1.319，方

差 贡 献 率 分 别 为 38.988％ 、21.052％ 、13.654％ 、

13.193％，累积方差贡献率为86.887％，提示主成分因子

1、2、3、4可作为不同炮制方法白芍饮片的评价指标。故

以主成分因子 1、2、3、4为指标对 30批不同炮制方法白

芍饮片（B1～B10、C1～C10、J1～J10）进行评价。结果

显示，主成分因子1对峰1和峰10影响较大，主成分因子

2对峰 6影响较大，主成分因子 3对峰 5影响较大，主成

分因子4对峰4和峰9影响较大；主成分因子1和主成分

因子4得分在样品 J1～J10中较高，表明其对酒白芍影响

较显著；主成分因子 2得分对样品 C1～C10影响较大，

表明其对炒白芍影响较明显；主成分因子3得分对样品

B1～B10影响较大，表明其对白芍饮片影响突出。以10
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个共有峰的峰面积进行归一化，结果显示不同炮制方法

白芍饮片存在质量差异，详见表12～表14。

表12 特征值和方差贡献率

Tab 12 Eigen value and variance contribution rate

主成分因子
1

2

3

4

特征值
3.899

2.105

1.365

1.319

方差贡献率，％
38.988

21.052

13.654

13.193

累积方差贡献率，％
38.988

60.041

73.694

86.887

3 讨论

本研究前期对液相条件进行了优化，发现以乙

腈-0.05％磷酸水溶液为流动相进行梯度洗脱时，各成分

的分离效果较好，保留时间适当，峰形良好。同时，采用

二极管阵列检测器在 190～400 nm波长内进行扫描，得

三维光谱图。结果显示，检测波长为214 nm时，1，2，3，

4，6-五没食子酰葡萄糖、没食子酸峰有最大吸收，但峰

形较差，基线波动较大，对样品峰面积的积分影响大；当

检测波长为230 nm时，芍药苷峰有最大吸收，且色谱峰

形较好，出峰数目较多，各色谱峰之间分离度较好，基线

平稳，故选择230 nm为检测波长。

26批不同产地白芍饮片的整体相似度较高，共有化

学成分没食子酸、芍药苷、1，2，3，4，6-五没食子酰葡萄

糖、苯甲酰芍药苷等较稳定，提示不同产地间白芍饮片

的化学成分接近；但亳白芍比杭白芍、川白芍多了1个丹

皮酚新苷峰，后续将扩大样本量进一步研究。26批不同

产地白芍饮片共有9个共有峰，其相对保留时间的RSD

为0～0.97％，相对峰面积的RSD为0～74.45％，表明不

同产地白芍饮片中虽然化学成分相似，但含量存在差

异。聚类分析和主成分分析结果显示，当余弦距离为15

时，26批不同产地白芍饮片可聚为2类，S1～S21聚为一

类，S22～226聚为一类，提示不同产地白芍饮片的成分

含量存在差异，可能与生长环境不同有关[16]。

A.酒白芍（J1）-白芍（B1）镜像对比

B.酒白芍（J1）-炒白芍（C1）镜像对比

C.白芍（B1）-炒白芍（C1）镜像对比

图8 不同炮制方法白芍饮片镜像对比图

Fig 8 Mirror image contrast of P. tactilora decoction

pieces by different processed methods

未知峰 酒白芍

白芍

未知峰 酒白芍

炒白芍

白芍

炒白芍

图9 30批不同炮制方法白芍饮片聚类分析树状图

Fig 9 Dendrogram of cluster analysis of 30 batches of

P. tactilora decoction pieces by different pro-

cessed methods
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表13 主成分因子与变量间的相关系数

Tab 13 Coefficient between the principal component

and the variable

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

主成分因子1

0.798

0.575

－0.845

0.289

－0.206

－0.081

－0.909

0.590

0.344

0.891

主成分因子2

－0.476

0.243

0.354

0.441

－0.318

0.929

－0.132

0.315

－0.550

0.342

主成分因子3

－0.099

0.693

－0.052

0.212

0.871

0.098

0.199

－0.130

0.067

－0.003

主成分因子4

0.117

－0.197

0.303

0.764

－0.127

0.055

0.227

－0.110

0.710

0.068

表14 30批不同炮制方法白芍饮片的主成分因子得分

Tab 14 Scores of principal component factors of 30

batches of P. tactilora decoction pieces by dif-

ferent processed methods

编号

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10

C1

C2

C3

C4

C5

主成分
因子1

0.267

0.205

0.854

0.324

0.187

0.495

0.307

－0.686

－0.032

－9.602

0.871

1.268

2.290

1.252

－0.482

主成分
因子2

－1.067

－0.617

－3.640

－1.201

－1.279

－0.825

－0.731

－1.065

－0.576

－0.905

1.891

2.467

0.090

0.010

2.859

主成分
因子3

1.673

0.764

2.468

1.561

1.083

－0.866

－0.894

－1.822

－1.275

1.023

1.415

2.094

0.772

－0.009

－0.139

主成分
因子4

－2.035

－1.562

0.975

－1.621

－1.654

－1.201

－1.176

－1.844

－1.080

1.371

0.594

1.090

1.060

0.311

－1.045

编号

C6

C7

C8

C9

C10

J1

J2

J3

J4

J5

J6

J7

J8

J9

J10

主成分
因子1

－0.964

－1.993

－0.575

0.898

0.551

0.390

0.220

0.235

0.374

0.485

1.027

0.032

0.847

0.378

0.575

主成分
因子2

1.805

1.718

3.614

－0.071

－0.030

0.096

－0.383

－0.395

－1.299

－0.397

0.049

－0.569

0.468

－0.001

－0.015

主成分
因子3

－0.754

－0.943

0.724

0.076

0.171

－1.263

－1.304

－1.381

－1.982

－0.664

0.283

－0.090

0.122

－0.384

－0.460

主成分
因子4

－0.470

－1.318

－0.438

0.945

0.643

0.865

0.908

0.529

1.798

0.928

0.728

0.924

1.109

0.247

0.419
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30批不同炮制方法白芍饮片的整体相似度较高，但

酒白芍检测出 1个未知峰，炒白芍和白芍饮片未检出。

30批不同炮制方法白芍饮片共有 10个共有峰，其相对

保留时间的 RSD 为 0～0.59％，相对峰面积的 RSD 为

0～92.89％，表明白芍经不同方法炮制后，其化学成分含

量变化较大[17-18]。聚类分析和主成分分析结果显示，当

余弦距离为25时，30批不同炮制方法白芍饮片可聚为2

类，B1～B10聚为一类，C1～C10、J1～J10聚为一类，提

示白芍炮制饮片具有明显的分类趋势，间接证明其经炮

制后内部化学成分可能发生变化，体现出不同炮制饮片

的差异性[17]。

综上所述，本研究建立的HPLC指纹图谱及聚类分

析和主成分分析结果可为不同白芍饮片的质量控制提

供参考。
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