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·药学研究·

干鱼腥草药材及饮片的指纹图谱建立、化学计量学分析及含量测
定Δ
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摘 要 目的 建立干鱼腥草药材及饮片的指纹图谱，并进行化学计量学分析，同时测定其中新绿原酸等5种黄酮类成分的含量。

方法 采用高效液相色谱（HPLC）法，以槲皮苷为参照，绘制10批干鱼腥草药材及饮片的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SIMCA-P 14.1软件进行主成分分析（PCA）和偏最小二乘法-判别

分析（PLS-DA），以变量重要性投影（VIP）值大于1为标准筛选影响干鱼腥草药材及饮片质量的差异性成分；采用同一HPLC法测

定干鱼腥草药材及饮片中新绿原酸等5种成分的含量。结果 10批干鱼腥草药材及饮片均有20个共有峰，相似度均大于0.960；共

指认了其中5个共有峰，分别为新绿原酸（1号峰）、绿原酸（3号峰）、隐绿原酸（4号峰）、芦丁（7号峰）、槲皮苷（11号峰）。PCA和

PLS-DA结果均显示，干鱼腥草药材及饮片各自分为一类；VIP值大于1的共有峰依次为7号峰（芦丁）、20号峰、5号峰、13号峰、2

号峰、18号峰、3号峰（绿原酸）、14号峰、17号峰和19号峰。新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁和槲皮苷检测质量浓度的线性范围

分别为 3.77～60.29 μg/mL（r＝0.999 7）、1.40～22.42 μg/mL（r＝0.999 5）、3.76～60.22 μg/mL（r＝0.999 9）、2.19～35.06 μg/mL（r＝

0.999 9）、25.49～407.88 μg/mL（r＝0.999 7）；精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的RSD均小于3％；干鱼腥草药材及饮片中上述5

种成分的平均加样回收率分别为98.72％～101.12％、98.86％～100.63％（RSD均小于3％，n＝9）。干鱼腥草药材中上述5种成分

的平均含量分别为0.87、0.33、0.59、0.61、6.17 mg/g，饮片中分别为0.42、0.11、0.26、0.23、3.16 mg/g。结论 所建指纹图谱及含量测定

方法稳定、可行，可用于干鱼腥草药材及饮片的质量控制；芦丁等成分可能是影响其药材及饮片质量的差异性成分；干鱼腥草药材

经炮制后，新绿原酸等5种黄酮类成分的平均含量均有所降低。
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Study on the fingerprint establishment， chemometrics analysis and content determination of dried

Houttuynia cordata and its decoction pieces
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the fingerprints of dried Houttuynia cordata and its decoction pieces， conduct

chemometrics analysis and determine the contents of 5 flavonoids such as neochlorogenic acid. METHODS High performance

liquid chromatography（HPLC）method was adopted. Using quercitrin as reference，HPLC fingerprints of 10 batches of dried H.

cordata and its decoction pieces were drawn. The similarity evaluation was conducted by Similarity Evaluation System of TCM

Chromatographic Fingerprint（2012 edition），the common peaks were also confirmed. SIMCA-P 14.1 software was applied for

principal component analysis （PCA） and partial least square-discriminant analysis （PLS-DA），and the variable importance in

projection（VIP）value more than 1 was considered as a standard to screen the differential components affecting the quality of these

two products；meanwhile，the contents of 5 components such as neochlorogenic acid in both products were determined by the same

HPLC method. RESULTS There were 20 common peaks in 10 batches of dried H. cordata and 10 batches of its decoction pieces

with the similarity values more than 0.960. A total of 5 common peaks were identified，which were neochlorogenic acid（peak 1），

chlorogenic acid（peak 3），cryptochlorogenic acid（peak 4），rutin（peak 7）and quercitrin（peak 11）. The results of PCA and

PLS-DA showed that dried H. cordata could be distinguished from its decoction pieces obviously；the common peaks with VIP

value greater than 1 were as follows：peak 7（rutin），peak 20，peak 5，peak 13，peak 2，peak 18，peak 3（chlorogenic acid），

peak 14，peak 17 and peak 19. The linear range of neochlorogenic acid，chlorogenic acid，cryptochlorogenic acid，rutin and

quercitrin were 3.77-60.29 μg/mL（r＝0.999 7），1.40-22.42 μg/mL（r＝0.999 5），3.76-60.22 μg/mL（r＝0.999 9），2.19-35.06 μg/mL

（r＝0.999 9） and 25.49-407.88 μ g/mL（r＝0.999 7），respec-

tively. RSDs of precision，stability（24 h）and reproducibility

tests were all lower than 3％ . The average recoveries of the

above components in these two products were 98.72％-101.12％

and 98.86％ -100.63％ with RSDs less than 3％ （n＝9）. In
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鱼腥草为三白草科植物蕺菜 Houttuynia cordata

Thunb.的新鲜全草或干燥地上部分，其味辛，性微寒，归

肺经，具有清热解毒、消痈排脓、利尿通淋的功效[1]。该

药主要含有挥发油类、黄酮类等成分，具有抗炎、抑菌、

抗病毒、抗肿瘤等作用，常与其他中药配伍用于呼吸道

感染、扁桃体炎、流行性腮腺炎、角膜炎、病毒性肠炎、鼻

咽癌等的治疗[2－4]。目前，含鱼腥草的成方制剂和单味

制剂使用广泛，如被2020年版《中国药典》（一部）收录的

连花清瘟胶囊（颗粒）、鱼腥草滴眼液、复方鱼腥草片（合

剂）、急支糖浆等。鱼腥草的化学成分复杂，2020年版

《中国药典》（一部）“鱼腥草”项下含鲜鱼腥草和干鱼腥

草，但质量控制均仅以外观性状、显微、薄层色谱、理化

鉴别为主[1]，缺乏全面反映其质量的客观指标及含量测

定项。笔者查阅文献发现，含鱼腥草的眼用制剂主要以

其挥发油类成分（甲基正壬酮、鱼腥草素）为质量控制指

标 [1，5]，而口服制剂则多以黄酮类成分（新绿原酸、绿原

酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷等）为质量控制指标[6－8]，且上

述黄酮类成分亦为鱼腥草中含量较高的活性成分[9－10]。

考虑在实际大工业生产中，所用原料基本均为干鱼腥草

药材及饮片，因此本研究拟对干鱼腥草药材及饮片中的

黄酮类成分（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁和槲皮

苷）进行分析。

中药指纹图谱是控制中药及其制剂质量的有效手

段，可较全面地反映中药及其制剂中化学成分的种类与

含量，可对其质量进行全面表征并实现对多种药效成分

的综合评价[11]。化学计量学是筛选中药质量标志物的

重要数学方法，具有较好的预测精度和广泛的适用性，

可分为非监督模式识别方法和监督模式识别方法，前者

主 要 包 括 主 成 分 分 析（principal componet analysis，

PCA）、聚类分析等，后者主要包括偏最小二乘法-判别分

析（partial least square-discrimination analysis，PLS-DA）、

人工神经网络等[12]。指纹图谱结合化学计量学分析，能

有助于研究者对指纹图谱的有效信息进行提取和处理，现

已被广泛应用于中药材及饮片的鉴别和质量评价[11－12]。

基于此，本研究拟建立干鱼腥草药材及饮片的高效液相

色谱（high performance liquid chromatography，HPLC）指

纹图谱，并结合化学计量学方法分析其药材与饮片的差

异；与此同时，拟采用同一HPLC法测定干鱼腥草药材

及饮片中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁和槲皮苷 5

种黄酮类成分的含量，旨在为全面控制其整体质量、进

一步开发相关制剂提供依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有LC-20AD型HPLC仪及配

备的DGC-20A型在线脱气系统、SIL-20A型自动进样系

统、CTO-20AC型柱温箱、SPD-M20A型二极管阵列检测

器（日本 Shimadzu 公司），MS-105D 型十万分之一电子

分析天平（瑞士Mettler Toledo公司），FA1104N型电子天

平（上海精密科学仪器有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

新绿原酸对照品（批号 DSTDX001503）、隐绿原酸

对照品（批号DSTDY003502）均购自成都乐美天医药科

技有限公司，绿原酸对照品（批号 110753-202018）购自

中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ，芦 丁 对 照 品（批 号

Y06J8S37439）、槲皮苷对照品（批号18082102）均购自上

海源叶生物科技有限公司，纯度均大于98％；乙腈、乙酸

为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯净水。

10批干鱼腥草药材（编号YC1～YC10）及10批饮片

（编号YP1～YP10）均购自湖北省襄阳市、重庆市忠县、四

川省宜宾市的中药材市场，经南京中医药大学药学院陈

建伟教授鉴定为三白草科植物蕺菜H. cordata Thunb.的

干燥地上部分。10批干鱼腥草药材及饮片的来源信息见

表1。

表1 10批干鱼腥草药材及饮片的来源信息

编号
YC1

YC2

YC3

YC4

YC5

YC6

YC7

YC8

YC9

YC10

产地
湖北省襄阳市
湖北省襄阳市
湖北省襄阳市
湖北省襄阳市
重庆市忠县
重庆市忠县
重庆市忠县
四川省宜宾市
四川省宜宾市
四川省宜宾市

收集时间
2020年4月25日
2020年4月25日
2020年4月25日
2020年4月25日
2020年5月10日
2020年5月10日
2020年5月10日
2020年5月15日
2020年5月15日
2020年5月15日

编号
YP1

YP2

YP3

YP4

YP5

YP6

YP7

YP8

YP9

YP10

产地
湖北省襄阳市
湖北省襄阳市
湖北省襄阳市
湖北省襄阳市
重庆市忠县
重庆市忠县
重庆市忠县
四川省宜宾市
四川省宜宾市
四川省宜宾市

收集时间
2020年4月25日
2020年4月25日
2020年4月25日
2020年4月25日
2020年5月10日
2020年5月10日
2020年5月10日
2020年5月15日
2020年5月15日
2020年5月15日

2 方法与结果

2.1 干鱼腥草药材及饮片HPLC指纹图谱的建立

2.1.1 色谱条件 以 Merck Purospher Star LP RP-18

Endcapped（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以乙腈

（A）-0.05％乙酸溶液（B）为流动相进行梯度洗脱（0～26

dried H. cordata，the average contents of 5 components were 0.87，0.33，0.59，0.61 and 6.17 mg/g，while the average contents

were 0.42，0.11，0.26，0.23 and 3.16 mg/g in its decoction pieces，respectively. CONCLUSIONS HPLC fingerprint and the

method of content determination are stable and feasible，which could be used for the quality control of dried H. cordata and its

decoction pieces. Besides，rutin and other components may be the differential components which could affect the quality of these

two products；the average contents of the 5 flavonoids such as neochlorogenic acid in dried H. cordata all decrease after processing.

KEYWORDS dried Houttuynia cordata； medicinal material； decoction pieces； fingerprint； content determination； high

performance liquid chromatography；chemometrics analysis
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min，8％A；26～31 min，8％A→14％A；31～61 min，

14％A→24％A，61～86 min，24％A→39％A；86～104

min，39％A→74％A；104～108 min，74％A→95％A）；流

速为 1.0 mL/min；检测波长为 320 nm；柱温为 25 ℃；进

样量为10 μL。

2.1.2 混合对照品溶液的制备 精密称取新绿原酸、绿

原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷对照品适量，加甲醇溶解

并稀释，制成上述 5种成分质量浓度分别为 120.576、

44.832、120.448、70.128、815.760 μg/mL 的混合对照品

溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取样品粉末（过三号筛，下

同）约 1.0 g，精密称定，置于圆底烧瓶中，精密加入 70％

乙醇30 mL，称定质量，加热回流30 min，放冷，再次称定

质量，用 70％乙醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，经0.45 μm微孔滤膜滤过，即得。

2.1.4 精密度试验 取干鱼腥草药材（编号YC1）、干鱼

腥草饮片（编号YP1）样品粉末，按“2.1.3”项下方法制备

供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱条件连续进样测定 6

次，记录色谱图。以槲皮苷为参照，计算各共有峰的相

对保留时间和相对峰面积。结果显示，干鱼腥草药材中

各共有峰相对保留时间的 RSD 为 0.22％～0.97％（n＝

6），相对峰面积的 RSD 为 0.98％～1.64％（n＝6）；干鱼

腥草饮片中各共有峰相对保留时间的RSD为 0.23％～

1.14％（n＝6）、相对峰面积的 RSD 为 1.09％～1.84％

（n＝6），表明方法精密度良好。

2.1.5 稳定性试验 取干鱼腥草药材（编号YC1）、干鱼

腥草饮片（编号YP1）样品粉末，按“2.1.3”项下方法制备

供试品溶液，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h时按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以槲皮苷

为参照，计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。

结果显示，干鱼腥草药材中各共有峰相对保留时间的

RSD 为 0.39％～1.21％（n＝6），相对峰面积的 RSD 为

1.62％～2.39％（n＝6）；干鱼腥草饮片中各共有峰相对

保留时间的RSD为 0.56％～1.20％（n＝6），相对峰面积

的RSD为 1.78％～2.54％（n＝6），表明供试品溶液于室

温下放置24 h内稳定性良好。

2.1.6 重复性试验 取干鱼腥草药材（编号YC1）、干鱼

腥草饮片（编号YP1）样品粉末，各6份，按“2.1.3”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱图。以槲皮苷为参照，计算各共有峰的相

对保留时间和相对峰面积。结果显示，干鱼腥草药材中

各共有峰相对保留时间的 RSD 为 1.07％～1.82％（n＝

6），相对峰面积的 RSD 为 1.01％～2.10％（n＝6）；干鱼

腥草饮片中各共有峰相对保留时间的RSD为 0.99％～

1.83％（n＝6），相对峰面积的 RSD 为 1.02％～2.23％

（n＝6），表明方法重复性良好。

2.1.7 指纹图谱的建立 分别取 10批干鱼腥草药材及

饮片样品粉末，按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。将上述

色谱图导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012

版）》，以任意样品的色谱图为参照图谱，采用中位数法，

设置时间窗宽度为 0.1 min，进行多点校正和色谱峰匹

配，经全峰匹配后得到干鱼腥草药材及饮片的叠加指纹

图谱和对照指纹图谱（R）。结果显示，10批干鱼腥草药

材及饮片均有20个共有峰，详见图1、图2。

2.1.8 共有峰的指认 取“2.1.2”项下混合对照品溶液，

按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。将所得

色谱图（图3A）与“2.1.7”项下干鱼腥草药材及饮片的色

谱图进行比对，共指认了5个共有峰，分别为新绿原酸（1

号峰）、绿原酸（3号峰）、隐绿原酸（4号峰）、芦丁（7号峰）、

槲皮苷（11号峰）。因槲皮苷的峰面积较大且周围基线平

稳，干扰峰较少，故选择槲皮苷为参照。此外，与干鱼腥草

药材相比，其饮片样品色谱中的5号峰和14号峰的峰面

积均显著增加，可用于区分干鱼腥草药材和饮片。

2.1.9 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012版）》对干鱼腥草药材及饮片指纹图谱的相

似度进行评价。结果显示，与对照指纹图谱比较，干鱼

腥草药材及饮片指纹图谱的相似度均大于 0.960，表明

各样品化学成分的种类一致性良好，详见表2。

2.2 化学计量学分析

2.2.1 PCA 为探讨干鱼腥草药材及饮片的成分差异，

图1 10批干鱼腥草药材的HPLC叠加指纹图谱和对照

指纹图谱
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图2 10批干鱼腥草饮片的HPLC叠加指纹图谱和对照

指纹图谱

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0

U
/m

V

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

t/min

R
YP10
YP9
YP8
YP7
YP6
YP5
YP4
YP3
YP2
YP1

11

12 13

14

15 16 17
18 19

2010
9

7
6

8

5
432

1

··925



China Pharmacy 2022 Vol. 33 No. 8 中国药房 2022年第33卷第8期

80

60

40

20

0

U
/m

V

0 20 40 60 80 100

t/min

C.干鱼腥草饮片供试品溶液（编号YP1）
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A.混合对照品溶液
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B.干鱼腥草药材供试品溶液（编号YC1）
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D.空白溶液

1：新绿原酸；3：绿原酸；4：隐绿原酸；7：芦丁；11：槲皮苷

图 3 新绿原酸等成分的混合对照品溶液、干鱼腥草药

材及饮片供试品溶液、空白溶液的HPLC图

本研究以10批干鱼腥草药材及10批饮片共有峰的相对

峰面积为变量，采用SIMCA-P 14.1软件进行PCA，结果

见图 4。由图 4可知，干鱼腥草药材及饮片的主成分空

间分布有各自特定的区域，沿主成分1轴左右分开，其中

干鱼腥草药材分布于得分图的右侧，其饮片分布于得分

图的左侧，表明两者化学成分存在差异。

2.2.2 PLS-DA 为更好地观察组间差异，本研究以 10

批干鱼腥草药材及饮片共有峰的相对峰面积为变量，采

用SIMCA-P 14.1软件进行PLS-DA，结果见图5。由图5

可知，模型的累积解释度（R 2X、R 2Y）分别为0.582、0.843，

累积预测度（Q 2）为0.669，均大于0.5，表明所建数学模型

可靠[13]。干鱼腥草药材及饮片各自分为一类，沿主成分1

轴明显分开，其中干鱼腥草药材分布于得分图的左侧，其

饮片分布于得分图的右侧，与上述PCA结果基本一致。

为明确影响干鱼腥草药材及饮片质量的差异性成

分，本研究以10批干鱼腥草药材及饮片共有峰的相对峰

面积为变量，采用SIMCA-P 14.1软件对各共有峰对应成

分的变量重要性投影（variable importance in projection，

VIP）值进行分析，以VIP值＞1为标准筛选出贡献较大

的差异性成分[12]，结果见图6。由图6可知，VIP值＞1的

共有峰依次为 7号峰（芦丁）、20号峰、5号峰、13号峰、2

号峰、18号峰、3号峰（绿原酸）、14号峰、17号峰和19号

峰，这些共有峰对应的成分可能是影响干鱼腥草药材及

饮片质量的差异性成分。

表2 10批干鱼腥草药材及饮片的相似度评价结果

编号

YC1

YC2

YC3

YC4

YC5

YC6

YC7

YC8

YC9

YC10

相似度

0.965

0.988

0.996

0.994

0.985

0.997

0.964

0.988

0.968

0.990

编号

YP1

YP2

YP3

YP4

YP5

YP6

YP7

YP8

YP9

YP10

相似度

0.964

0.969

0.978

0.983

0.988

0.997

0.993

0.997

0.988

0.979

4

3

2

1

0

－1

－2

－3

－4

－5

t[
2

]

－10 －8 －6 －4 －2 0 2 4 6 8

t[1]

药材
饮片

图4 10批干鱼腥草药材及饮片的PCA得分图

图5 10批干鱼腥草药材及饮片的PLS-DA得分图
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2.3 含量测定

2.3.1 色谱条件 同“2.1.1”项。

2.3.2 混合对照品溶液的制备 同“2.1.2”项。

2.3.3 供试品溶液的制备 同“2.1.3”项。

2.3.4 空白溶液的制备 不加样品，按“2.3.3”项下“精

密加入70％乙醇30 mL……即得”操作，即得空白溶液。

2.3.5 系统适用性试验 取上述混合对照品溶液、供试

品溶液、空白溶液适量，按“2.3.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱图（图3）。由图3可知，各成分分离度均大

于1.5，理论板数均不低于3 000，空白溶液对各成分的测

定无干扰。

2.3.6 线性关系考察 取“2.3.2”项下混合对照品溶液

适量，用甲醇稀释，制成新绿原酸质量浓度分别为3.77、

7.54、15.07、30.14、60.29 μ g/mL，绿原酸分别为 1.40、

2.80、5.60、11.21、22.42 μg/mL，隐绿原酸分别为 3.76、

7.53、15.06、30.11、60.22 μg/mL，芦丁分别为 2.19、4.38、

8.77、17.53、35.06 μg/mL，槲皮苷分别为 25.49、50.99、

101.97、203.94、407.88 μ g/mL 的 系 列 工 作 溶 液 ，按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以各待测

成分质量浓度（X）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线

性回归，结果见表3。

表3 新绿原酸等5种成分的回归方程与线性范围

待测成分
新绿原酸
绿原酸
隐绿原酸
芦丁
槲皮苷

回归方程
Y＝26 594X+10 629

Y＝31 825X－7 299

Y＝19 693X+3 796

Y＝9 936X+585

Y＝14 104X+41 059

r

0.999 7

0.999 5

0.999 9

0.999 9

0.999 7

线性范围/（μg/mL）

3.77～60.29

1.40～22.42

3.76～60.22

2.19～35.06

25.49～407.88

2.3.7 精密度试验 取“2.3.6”项下某系列工作溶液（新

绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷质量浓度分别

为 15.07、5.60、15.06、8.77、101.97 μ g/mL）适 量 ，按

“2.3.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果显示，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷峰

面积的 RSD 分别为 0.55％、1.01％、1.11％、0.94％、

0.13％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.8 稳定性试验 取“2.3.3”项下干鱼腥草药材（编号

YC1）、干鱼腥草饮片（编号YP1）供试品溶液适量，分别

于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.3.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果显示，干鱼腥草药材中

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷峰面积的

RSD 分别为 1.06％、1.28％、1.69％、1.86％、0.09％（n＝

6），干鱼腥草饮片中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、

槲皮苷峰面积的 RSD 分别为 1.14％、1.33％、1.75％、

2.30％、0.12％（n＝6），表明上述供试品溶液于室温下放

置24 h内稳定性良好。

2.3.9 重复性试验 取干鱼腥草药材（编号YC1）、干鱼

腥草饮片（编号YP1）样品粉末，各6份，按“2.3.3”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品中各待测成分

的含量。结果显示，干鱼腥草药材中新绿原酸、绿原酸、

隐绿原酸、芦丁、槲皮苷含量的 RSD 分别为 1.98％、

1.68％、1.73％、2.67％、0.20％（n＝6），干鱼腥草饮片中

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷含量的RSD

分别为 1.72％、1.56％、1.93％、2.41％、0.31％（n＝6），表

明方法重复性良好。

2.3.10 加样回收率试验 精密称取已知含量的干鱼腥

草药材（编号YC1）样品粉末 0.5 g，共 9份，分别加入混

合对照品溶液（精密称取新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、

芦丁、槲皮苷对照品适量，加甲醇溶解并稀释，制成各成

分质量浓度分别为 490.256、278.568、364.648、293.760、

3 065.904 μg/mL的混合对照品溶液）0.5、1.0、1.5 mL，按

“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见

表4。精密称取已知含量的干鱼腥草饮片（编号YP1）样

品粉末0.5 g，共9份，分别加入混合对照品溶液（精密称

取新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷对照品适

量，加甲醇溶解并稀释，制成各成分质量浓度分别为

122.564、46.428、76.768、78.336、1 249.072 μg/mL的混合

对照品溶液）0.5、1.0、1.5 mL，按“2.3.3”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积并计算加样回收率，结果见表5。

2.3.11 样品含量测定 取10批干鱼腥草药材及饮片样

品粉末，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算样品含量。每样品平行测定 3次，结果见表

6。由表6可知，将干鱼腥草药材炮制为饮片后，新绿原

酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷的平均含量均不同

程度地降低，其中芦丁的降幅最大，约为62.3％。

3 讨论
本课题组前期分别对供试品溶液的提取溶剂、提取

方式、料液比和加热回流时间进行了考察，结果显示，当

以70％乙醇为提取溶剂、料液比为1 ∶ 30（g/mL）、加热回

流时间为 30 min时，提取效率最高，所得色谱图的基线

较平稳、各色谱峰分离度较好且杂质干扰较小。综合考

虑，最终确定供试品溶液的制备方法如下：取样品粉末

约 1.0 g，加入 70％乙醇 30 mL，加热回流 30 min。本课

题组前期采用二极管阵列检测器在190～800 nm波长范

围内进行扫描，结果显示，待测样品在320 nm波长下所

得色谱信息较全面，色谱峰峰形整体良好，故选择检测

波长为320 nm。此外，本课题组前期还考察了乙腈-水、

乙腈-0.05％磷酸溶液、乙腈-0.05％乙酸溶液3个流动相

体系的分离效果，结果显示，当以乙腈-0.05％乙酸溶液

为流动相时，各色谱峰分离效果较好且杂质干扰较小。

目前，关于鱼腥草的研究大多为鱼腥草药材，且仅

限于指纹图谱研究[14－16]或含量测定[17－21]，而两者结合的

研究较少。虽然，张婷婷等[22]、卢红梅等[23]将定性与定量

分析相结合，但只研究了其中 1～3种黄酮类成分，较为
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表4 干鱼腥草药材中新绿原酸等5种成分的加样回收

率试验结果（n＝9）

待测成分
新绿原酸

绿原酸

隐绿原酸

芦丁

槲皮苷

已知量/μg

489.216

490.098

489.902

489.902

490.098

489.510

478.730

477.848

479.514

279.552

280.056

279.944

279.944

280.056

279.720

273.560

273.056

274.008

364.416

365.073

364.927

364.927

365.073

364.635

356.605

355.948

357.189

294.528

295.059

294.941

294.941

295.059

294.705

288.215

287.684

288.687

3 060.096

3 065.613

3 064.387

3 064.387

3 065.613

3 061.935

2 994.505

2 988.988

2 999.409

加入量/μg

245.128

245.128

245.128

490.256

490.256

490.256

735.384

735.384

735.384

139.284

139.284

139.284

278.568

278.568

278.568

417.852

417.852

417.852

182.324

182.324

182.324

364.648

364.648

364.648

546.972

546.972

546.972

146.880

146.880

146.880

293.760

293.760

293.760

440.640

440.640

440.640

1 532.952

1 532.952

1 532.952

3 065.904

3 065.904

3 065.904

4 598.856

4 598.856

4 598.856

测得量/μg

737.102

733.892

734.099

982.605

976.717

979.869

1 202.784

1 214.999

1 200.011

419.214

418.987

419.095

559.738

560.313

561.505

672.435

672.436

672.199

544.524

542.664

549.109

738.277

726.101

721.936

912.072

903.175

912.847

440.642

443.973

439.536

590.729

587.833

598.213

739.581

735.238

742.795

4 597.081

4 598.212

4 598.319

6 127.652

6 133.794

6 132.037

7 581.682

7 589.294

7 602.959

加样回收率/％
101.13

99.46

99.62

100.50

99.26

100.02

98.46

100.24

97.98

100.27

99.75

99.90

100.44

100.61

101.15

95.46

95.58

95.29

98.78

97.40

101.02

102.39

99.01

97.99

101.55

100.05

101.59

99.48

101.38

98.44

100.69

99.66

103.32

102.43

101.57

103.06

100.26

99.98

100.06

99.91

100.07

100.14

99.75

100.03

100.10

平均加样回收率/％
99.63

98.72

99.97

101.12

100.03

RSD/％
0.99

2.52

1.77

1.67

0.15

表5 干鱼腥草饮片中新绿原酸等5种成分的加样回收

率试验结果（n＝9）

待测成分
新绿原酸

绿原酸

隐绿原酸

芦丁

槲皮苷

已知量/μg

124.900

124.950

125.050

125.125

125.100

124.925

125.075

125.050

124.975

44.964

44.982

45.018

45.045

45.036

44.973

45.027

45.018

44.991

74.940

74.970

75.030

75.075

75.060

74.955

75.045

75.030

74.985

79.936

79.968

80.032

80.080

80.064

79.952

80.048

80.032

79.984

1 249.000

1 249.500

1 250.500

1 251.250

1 251.000

1 249.250

1 250.750

1 250.500

1 249.750

加入量/μg

61.282

61.282

61.282

122.564

122.564

122.564

183.846

183.846

183.846

23.214

23.214

23.214

46.428

46.428

46.428

69.642

69.642

69.642

38.384

38.384

38.384

76.768

76.768

76.768

115.152

115.152

115.152

39.168

39.168

39.168

78.336

78.336

78.336

117.504

117.504

117.504

624.536

624.536

624.536

1 249.072

1 249.072

1 249.072

1 873.608

1 873.608

1 873.608

测得量/μg

185.882

185.552

184.538

246.983

245.231

246.918

303.846

307.989

309.819

68.214

67.214

69.214

90.938

92.183

89.821

113.103

114.642

113.891

113.384

113.938

114.212

150.925

151.737

151.213

192.932

193.124

188.934

120.903

118.939

119.862

157.713

159.451

158.693

194.541

199.435

196.355

1 886.576

1 879.324

1 873.989

2 499.624

2 501.368

2 498.223

3 124.897

3 127.975

3 125.683

加样回收率/％
99.51

98.89

97.07

99.42

98.01

99.53

97.24

99.51

100.54

100.16

95.77

104.23

98.85

101.55

96.60

97.75

99.97

98.93

100.16

101.52

102.08

98.80

99.88

99.34

102.38

102.55

98.96

104.59

99.50

101.69

99.10

101.34

100.52

97.44

101.62

99.04

102.09

100.85

99.83

99.94

100.10

99.99

100.03

100.21

100.12

平均加样回收率/％
98.86

99.31

100.63

100.54

100.35

RSD/％
1.19

2.59

1.50

2.07

0.71

表6 10批干鱼腥草药材及10批饮片中新绿原酸等5种成分的含量测定结果（n＝3，mg/g）

药材/饮片
药材

平均值

编号
YC1

YC2

YC3

YC4

YC5

YC6

YC7

YC8

YC9

YC10

新绿原酸
0.98

1.35

0.55

0.29

0.76

0.53

0.52

1.68

1.37

0.62

0.87

绿原酸
0.56

0.54

0.15

0.16

0.21

0.16

0.18

0.42

0.67

0.20

0.33

隐绿原酸
0.73

0.75

0.35

0.25

0.60

0.23

0.35

0.80

1.44

0.35

0.59

芦丁
0.59

0.71

0.49

0.49

0.43

0.95

0.55

0.51

0.83

0.51

0.61

槲皮苷
6.13

6.46

4.57

6.68

3.82

8.62

5.36

6.14

8.74

5.15

6.17

药材/饮片
饮片

平均值

编号
YP1

YP2

YP3

YP4

YP5

YP6

YP7

YP8

YP9

YP10

新绿原酸
0.25

0.39

0.52

0.19

0.60

0.56

0.47

0.41

0.60

0.22

0.42

绿原酸
0.09

0.09

0.20

0.05

0.11

0.11

0.13

0.08

0.13

0.08

0.11

隐绿原酸
0.15

0.32

0.38

0.19

0.37

0.31

0.34

0.15

0.16

0.18

0.26

芦丁
0.16

0.18

0.20

0.12

0.26

0.24

0.32

0.26

0.38

0.17

0.23

槲皮苷
2.50

2.73

2.92

2.00

3.70

3.61

4.87

2.74

3.64

2.86

3.16
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局限，不能全面反映鱼腥草的质量。何兵等[10]虽然在建

立鱼腥草药材指纹图谱的基础上，采用一测多评法测定

了其中多个成分的含量，但该方法对实验条件的要求较

高。同时，笔者通过查阅文献发现，尚少有关于鱼腥草

饮片的研究，考虑到鲜鱼腥草在采集和储存方面存在一

定困难，且制剂生产所用原料多为干鱼腥草药材及饮

片，因此本研究以干鱼腥草药材及饮片为对象，建立了

两者的HPLC指纹图谱。结果显示，10批干鱼腥草药材

及饮片均有20个共有峰，与对照指纹图谱的相似度均大

于0.960，表明干鱼腥草药材经炮制后，其化学成分的种

类未发生明显改变。笔者在分析各共有峰的峰面积时

发现，干鱼腥草药材经炮制后，其 5号峰和 14号峰的峰

面积明显增加，推测其原因可能与水处理和加热（干燥）

过程有关。因此，笔者认为，上述两色谱峰的峰面积可

用于区分干鱼腥草药材和饮片。PCA 和 PLS-DA 结果

均显示，干鱼腥草药材和饮片各自分为一类，7号峰（芦

丁）、20号峰、5号峰、13号峰、2号峰、18号峰、3号峰（绿

原酸）、14号峰、17号峰和 19号峰对应的成分可能是影

响干鱼腥草药材及饮片质量的差异性成分。

含量测定结果显示，干鱼腥草药材中新绿原酸等 5

种成分的含量分别为 0.29～1.68、0.15～0.67、0.23～

1.44、0.43～0.95、3.82～8.74 mg/g，其平均含量分别为

0.87、0.33、0.59、0.61、6.17 mg/g；干鱼腥草饮片中上述 5

种成分的含量分别为 0.19～0.60、0.05～0.20、0.15～

0.38、0.12～0.38、2.00～4.87 mg/g，其平均含量分别为

0.42、0.11、0.26、0.23、3.16 mg/g，表明干鱼腥草药材经炮

制后，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、槲皮苷的平均

含量均有不同程度的降低，其原因可能为炮制过程中的

水洗和干燥步骤使上述成分有所损失[24－25]。

综上所述，本研究所建指纹图谱及含量测定方法稳

定、可行，可用于干鱼腥草药材及饮片的质量控制；芦丁

等成分可能是影响其药材及饮片质量的差异性成分；干

鱼腥草药材经炮制后，新绿原酸等5种黄酮类成分的平

均含量均有所降低。
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