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活性分析

基于多元统计方法的栀子炮制前后抗氧化谱效关系研究 *
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摘要　目的：建立栀子炮制前后的 HPLC 指纹图谱，并研究其与抗氧化活性间的谱效关系。方法：使用

Agilent 1200 高效液相色谱仪，采用 Agilent ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以 0.1% 甲

酸水 - 甲醇溶液为流动相，紫外检测波长 254 nm，柱温 25 ℃，供试品溶液提取溶剂为 70% 甲醇溶液，进

样量 5 μL，流速 1 mL · min-1，建立 6 个批次栀子炮制前后的指纹图谱，采用 DPPH 法评价栀子炮制前后的

抗氧化活性，并结合灰色关联分析和偏最小二乘回归分析研究谱效关系。结果：确定了指纹图谱中 23 个

共有峰，通过对照品比对指认其中 5 个色谱峰，分别为京尼平苷酸（峰 3）、京尼平龙胆双糖苷（峰 9）、栀

子苷（峰 11）、西红花苷 - Ⅰ（峰 21）和西红花苷 - Ⅱ（峰 22）。5 种栀子炮制前后样品（生栀子、炒栀子、

酒栀子、栀子炭和姜栀子）对 DPPH 自由基的半数抑制浓度（IC50）均值分别为 0.25、28.61、6.34、11.79 和 
0.68 mg · mL-1。结合 3 种统计学方法，峰 3、9、11、21 和 22 是与清除 DPPH 自由基关联较大的共有峰。结

论：6 个批次栀子炮制前后抗氧化活性是多个组分共同作用的结果，峰 3、9、11、21 和 22 是与抗氧化密切

相关的成分。本研究结果为栀子炮制前后抗氧化物质基础研究与临床应用提供了参考依据。
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栀子为茜草科植物栀子（Gardenia jasminoides 
Ellis）的干燥成熟果实，味苦，寒，归心、肺、三焦经，

始载于《神农本草经》[1]，有降血糖和血脂，抗氧化，

炎症，病原，护肝等多种药理活性 [2]，是中华人民共和

国国家卫生健康委员会颁布的首批药食两用的天然

产物 [3]。其化学成分种类丰富，主要成分为栀子油、

环烯醚萜类、三萜类、二萜类、黄酮类、有机酸类、多糖

类等成分 [4]。

栀子原产于中国，现分布于中国江西、湖南、江

苏、安徽等地；国外分布于日本、朝鲜、巴基斯坦和美

洲北部等地 [5]。历代医家认为栀子“生用泻火、炒焦

止血、姜汁炒止烦呕 [6-7]”“虚寒者……炒透用”，中药

材炮制的目的是增效减毒或者转变药性 [8]，故认为栀

子炮制目的为增强止血作用，降低苦寒之性 [9]。生栀

子苦寒之性甚强，善于泻火多用于治疗热病心烦、黄

疸尿赤、扭挫伤痛 [10]；炒焦后苦寒之性得以缓和，且

增加止血作用，达到凉血止血之目的，可以治疗血热

吐妞，尿血崩漏等病症 [11]；炒炭后性涩偏于止血、多

用于治疗咯血，衄血，便血，崩漏，血痢等出血症的治

疗 [12]，栀子炭在多种名方及成药中均有应用，如治鼻

中衄，治暴吐衄血等症。现代药理研究表明，栀子炒

焦后解热效应相较于生栀子显著减弱，然而，其镇静

作用显著增强，与此同时，焦栀子的凝血能力进一步

增强 [13]。酒栀子有明显的降肝酶能力，且可改善肝

脏蛋白质合成功能，具有一定的保肝作用 [9]。这些与

古时医家研究结果一致。姜栀子在一定程度上也增

强了和胃止呕的作用 [6]。

目前已有研究表明多个产地不同批次栀子的化

学成分含量差异 [14] 以及栀子具有良好的抗氧化作 
用 [15]，栀子、栀子花及其挥发油能够清除多种自由

基，具有良好的抗氧化效果 [16]。中药是一个多组分、

多靶点共同起效的综合体，仅仅是通过中药物质基础

或者是药效活性为出发点显然难以全面评估和研究

中药材的药效与物质基础。中药质量评价是现代中

药研究的重要部分，其成分复杂，单一或几个化学成

分的检测难以全面评价中药质量优劣。化学指纹图

谱的建立是中药谱效关系研究的基础，可最大程度地

获取能有效代表中药化学成分信息。然而，化学指纹

图谱与中药药效的相关性并不明确，单纯的化学指纹

图谱难以有效评价中药药效 [17]。因此，有必要通过

中药谱效关系的研究，将化学指纹图谱与中药药效有

机结合，阐明中药药效的物质基础。中药谱效关系研

study the relationship between the fingerprint and antioxidant activity. Methods: Agilent 1200 high-performance 
liquid chromatograph was used, and the column was Agilent ZORBAX SB-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm). The 
mobile phase system was 0.1% formic acid water-methanol solution. The ultraviolet detection wavelength was  
254 nm. The column temperature was 25 ℃. The extraction solvent of the test solution was 70% methanol solution.  
The injection volume was 5 μL. The flow rate was 1 mL · min-1, and the fingerprints of six batches of gardenia 
before and after processing were established, and the antioxidant activity of gardenia before and after processing 
was evaluated by DPPH method, and the spectral effect relationship was studied by grey correlation analysis and 
partial least squares regression analysis. Results: 23 common peaks were identified in the fingerprint, and five 
chromatographic peaks were identified by comparison of reference substances, including geniposidic acid (peak 
3), genipin gentiobiside (peak 9), gardenside (peak 11), crocetin I (peak 21), and crocetin Ⅱ (peak 22). The mean 
half inhibitory concentration (IC50) of DPPH radical in 5 different processed products (raw gardenia, fried gardenia, 
wine gardenia, gardenia charcoal and ginger gardenia) were 0.25 mg · mL-1, 28.61 mg · mL-1, 6.34 mg · mL-1,  
11.79 mg · mL-1, and 0.68 mg · mL-1, respectively. Combined with the three statistical methods, peaks 3, 9, 11, 21, 
and 22 were the common peaks associated with DPPH radical scavenging. Conclusion: The antioxidant activity of 6 
batches of Gardeniae Fructus before and after processing is the result of the interaction of multiple components, and 
peaks 3, 9, 11, 21, and 22 are closely related to antioxidant activity. The results of this study provide a reference for the 
basic research and clinical application of antioxidant substances in Gardeniae Fructus before and after processing.
Keywords: Gardeniae Fructus; processing; fingerprint; carbonized Gardeniae Fructus; crocins; antioxidant activity; 
spectrum-effect relationship
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究将中药中各成分的指纹图谱与药效结果联系起来

建立“谱 - 效”数学模型，从而确定出与药效相关的

化合物群，建立与其功效基本一致的、反映中药内在

品质的质量评价方法 [8]。故本研究通过对炮制前后

化学指纹图谱及药效变化研究，准确找到与药效变化

相关的物质，合理地解释中药材炮制前后药效变化，

科学阐释炮制方法的内涵。

1，1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼（DPPH）自由基广

泛用来测试各种天然产物的抗自由基活性，由于该试

验操作简单，重现性好。因此，其被广泛应用于从植

物中寻找新的抗氧化成分 [18]。现代研究表明，栀子

具有良好的抗氧化活性作用 [19]，其中西红花苷类成

分是自然界唯一的一种天然类胡萝卜素色素，可发挥

较强的抗氧化活性 [20-21]，栀子经过多种方式炮制后，

药性药味，化学成分多方面发生了变化，那么经过炮

制后的栀子在抗氧化活性上是否被影响。故本研究

通过对炮制前后化学指纹图谱及药效变化研究，利用

多元统计学方法解析谱图信息，并结合抗氧化活性实

验探讨炮制前后对栀子抗氧化活性的影响，准确找到

与药效变化相关的物质，合理地解释中药材炮制前后

药效变化，科学阐释炮制方法的内涵。

1　材料

1.1　仪器与设备

Agilent 1200 高效液相色谱仪（VWD 检测器），

安捷伦科技有限公司；KQ2200DB 型超声波清洗器，

昆山市超声仪器有限公司；RS-FS1612 型粉碎机，合

肥荣事达三洋电器股份有限公司；LGJ-10DG-50 型

真空冷冻干燥机，杭州旌斐仪器科技有限公司；C21-
WK2102 型电磁炉，广州佛山美的集团股份有限公

司；Mettler Toledo XS205 型十万分之一天平，梅特勒 -
托利多仪器有限公司；V-5100B 紫外分光光度计，上

海仪电科学仪器股份有限公司。

1.2　药材与试剂

栀子购自安徽华貅药业有限公司，药材详细信息

见表 1，经湖南省中医药研究院中药资源研究所刘浩

副教授鉴定为茜草科植物栀子 Gardenia jasminoides 
Ellis 的干燥成熟果实。

对照品京尼平苷酸（批号 CHB20120X，纯度≥ 

98%）、京尼平龙胆双糖苷（批号 CHB201203，纯度≥ 

98%）、栀子苷（批号 DST200506060，纯度≥ 98%）、

西红花苷 - Ⅰ（批号 CHB201218，纯度≥ 98%）、

西红花苷 - Ⅱ（批号 CHB201219，纯度≥ 98%）均

表 1　6 批栀子药材信息

Tab. 1　Information of 6 batches of Gardeniae Fructus

编号

（number）

药材批号

（herbal medicine  
batch number）

产地

（origin）

1 20230619007 湖南怀化（Hunan Huaihua）

2 20230619002 江西丰城（Jiangxi Fengcheng）

3 20230619009 江西樟树（Jiangxi Zhangshu）

4 20230619003 湖北孝感（Hubei Xiaogan）

5 20230619004 福建宁德（Fujian Ningde）

6 20230619008 福建福鼎（Fujian Fuding）

购自于中国食品药品检定研究院，维生素 C（批号

1028N035）购自于北京索莱宝科技有限公司，DPPH
（批号 A14IS212603，纯度 98%）购自于源叶生物科

技有限公司。

甲酸（分析纯）、甲醇（分析纯）为天津科密欧试

剂厂产品；甲醇、乙腈为色谱纯，采购于默克公司；怡

宝水为华润怡宝饮料有限公司产品。

1.3　栀子样品处理

1.3.1　生栀子　取 6 个不同产地的中药材栀子各 500 g
除去杂质，粉碎过筛（40 目）后备用，编号为 S1~S6。
1.3.2　炒栀子　取 6 个不同产地的中药材栀子各

500 g 于炒制容器中，照 2020 年版《中华人民共和国

药典》通则 0213 清炒法用文火加热，炒至深黄色或

黄褐色，取出晾凉，粉碎过筛（40 目）后备用，编号为

S13~S18。
1.3.3　栀子炭　取 6 个不同产地的中药材栀子各

500 g 于炒制容器中，用武火炒至表面焦黑色，转文

火，观察其内部呈现焦黄或焦褐色，用喷壶喷洒适量

水熄灭火星，取出晾凉，粉碎过筛（40 目）后备用，编

号为 S7~S12。
1.3.4　酒栀子　取 6 个不同产地的中药材栀子各

500 g，加入黄酒 60 mL 搅拌，润湿 3 h，待药材完全浸

湿后，置于炒制容器内，用文火加热炒干，取出晾凉，

粉碎过筛（40 目）后备用，编号为 S19~S24。
1.3.5　姜栀子　取 6 个不同产地的中药材栀子各

500 g，加入姜汁（10 ∶ 1）混合均匀，浸润 5 h，待药材

完全浸湿后，置于炒制容器内，用文火加热，炒至表面

金黄色，具姜辣味，取出晾凉，粉碎过筛（40 目）后备

用，编号为 S25~S30。
2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　供试品溶液　分别精密称取 6 个批次栀子炮
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制前后样品（生栀子、炒栀子、栀子炭，酒栀子和姜

栀子）粉末 0.25 g，加 70% 甲醇 100 mL，超声（功率 
360 W，频率 40 kHz）提取 30 min，摇匀，过 0.22 μm
微孔滤膜，即得。

2.1.2　对照品溶液　精密称取对照品京尼平苷酸

2.51 mg、京尼平龙胆双糖苷 2.54 mg、栀子苷 2.56 mg、
西红花苷 - Ⅰ 2.53 mg 和西红花苷 - Ⅱ 2.54 mg 分别

于 5 mL 量瓶中，加甲醇制成每 1 mL 各约含 0.502、
0.508、0.512、0.506、0.508 mg 的溶液，摇匀，过 0.22 μm
微孔滤膜，即得。

2.1.3　空白溶液　甲醇溶液为空白溶液。

2.2　HPLC 色谱条件

采用 Agilent 1200 高效液相色谱仪，Agilent 
ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，柱

温 25 ℃，以 0.1% 甲酸水溶液（A）- 甲醇（B）为流动

相，梯度洗脱（洗脱程序见表 2），紫外检测器检测波

长 254 nm，进样量 5 μL，流速 1 mL · min-1。

2.3　指纹图谱的建立

取 6 个批次栀子炮制前后样品（生栀子、炒栀

子、栀子炭，酒栀子和姜栀子）样品（S1~S30），按
“2.1”项方法制备供试品溶液，按“2.2”项下色谱条

件进样测定，将图谱导入国家药典委员会《中药色谱

326.52

244.41

162.30

80.18

-1.93
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图 1　6 个批次栀子炮制前后样品 HPLC 指纹图谱

Fig. 1　HPLC fingerprint of processed products of 6 batches of Gardeniae Fructus before and after processing

表 2　梯度洗脱程序表

Tab. 2　Gradient elution procedure table

时间

（time）/min

流动相比例（ratio of mobile phase）/%

流动相（mobile phase）A 流动相（mobile phase）B

  0 95   5

  5 85 15

  7 80 20

15 70 30

17 68 32

19 67 33

21 57 43

24 54 46

29 51 49

34 49 51

36 44 56

40 35 65

43   5 95

50   5 95

指纹图谱相似度评价系统》（2004 版）软件，以 S1 号

色谱图为参考，采用多点校正及自动匹配，时间窗宽

度设为 0.1，中位数法生成对照图谱，采用“中药色谱

指纹图谱相似度评价系统”进行共有峰标识，获得了

23 个共有峰，结果见图 1。
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2.4　多元统计学分析

2.4.1　聚类分析　聚类分析（HCA）是 1 种多元

分析技术，可以为复杂的数据提供 1 种可视化的

表示方法。为了区分这些样本的差异，本研究采

用 SIMCA 14.0 软件，以 6 个批次栀子的不同炮制

品中 23 个共有峰的峰面积为变量，采用组间连接

法，以平方欧氏距离为测度进行系统聚类分析，

结果见图 2。栀子炮制前后样品分为 5 类：S1~S6
为生栀子聚为一类，S7~S12 为炒栀子聚为一类，

S13~S18 为酒栀子聚为一类，S19~S24 为栀子炭聚

为一类和 S25~S30 为姜栀子聚为一类。说明栀子

炮制前后样品能通过聚类分析得到有效判别，表明

栀子炮制前后样品之间在化学成分含量上均存在 
差异。

2.4.2　主成分分析　将 6 个批次栀子炮制前后样品

中 23 个共有峰峰面积导入 SIMCA 14.1 软件进行无

监督模式的主成分分析（PCA），观察样品间聚集情

况，结果见图 3。根据 PCA 得分图，6 个批次的生栀

子、炒栀子、栀子炭，酒栀子和姜栀子基本上可以区分

开，趋势与 HCA 结果基本符合，可相互印证。
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Fig. 2　HCA diagram of six batches Gardeniae Fructus before and after processing
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图 3　栀子 6 个批次炮制前后样品的 PCA 图

Fig. 3　PCA diagram of six batches Gardeniae Fructus before and after processing

2.4.3　正交偏最小二乘判别分析　为进一步观察不

同样品间的差异，在 PCA 的基础上，以栀子炮制前后

样品为监督变量，将 6 批栀子不同炮制品的 23 个共

有峰的峰面积输入 SIMCA 14.1 进行正交偏最小二乘

判别分析法（OPLS-DA）分析，如图 4 所示，生栀子、

炒栀子、栀子炭，酒栀子和姜栀子分为 5 类，说明栀子

炮制前后样品的化学成分含量发生变化。对以上峰

面积数据建立的模型进行 200 次置换检验，结果如图

5 所示。Q2 点的蓝色回归线与纵轴（左侧）相交点

低于 0 点，说明由 OPLS-DA 创建的模型未出现拟合
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Fig. 5　VIP score chart of 6 batches of Gardeniae Fructus before and 
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Fig. 6　OPLS-DA displacement test chart of 6 batches of Gardeniae 
Fructus before and after processing

现象，且预测能力强，可用于栀子炮制前后样品的判

别分析。为确认对上述分类结果贡献较大的成分，在

OPLS-DA 的基础上，以变量投影重要度 VIP ＞ 1.0
为筛选标准对数据进行分析，其 VIP 值越大，表示自

变量对因变量的解释能力越强。对 23 个共有峰进行

VIP 值大小的排列，如图 6 所示，峰 3、9、11、21、22
的 VIP 值均远大于 1，表明这几个化学成分对判别栀

子炮制前后样品分类具有显著影响。
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图 4　栀子 6 个批次炮制前后样品的 OPLS-DA 图

Fig. 4　OPLS-DA diagram of six batches Gardeniae Fructus before and after processing

2.5　基于标准品的共有峰的确认

分别取“2.1.2”项下的 5 个对照品溶液各 20 μL，
加甲醇 100 μL，制备得到中药化学对照品混合溶液，

按“2.2”项下色谱条件进样测定，比较保留时间和紫

外吸收光谱图，对栀子样品 23 个共有峰中的 5 个色

谱峰进行了指认：分别为 3 号色谱峰（京尼平苷酸）；

9 号色谱峰（京尼平龙胆双糖苷）；11 号色谱峰（京

尼平龙胆双糖苷），21 号色谱峰（西红花苷 - Ⅰ），22
号色谱峰（西红花苷 - Ⅱ），结果见图 7。
2.6　方法学考察

2.6.1　精密度试验　取“2.1”项下同一个批次（样品

批号 20230619009）栀子炮制前后样品的供试品溶

液，按“2.2”项下色谱条件连续进样 6 次，栀子炮制

前后样品中分别以京尼平苷酸、京尼平龙胆双糖苷、
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栀子苷、西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ等色谱峰为

参照峰，计算峰面积和保留时间的 RSD，各特征峰峰

面积 RSD 均＜ 1%。结果表明仪器精密度良好。

2.6.2　稳定性试验　取“2.1”项下同一个批次（样

品批号 20230619009）栀子炮制前后样品的供试品

溶液，按“2.2”项下色谱条件，分别于制备后的 0、
2、6、10、12、18、24 h 进样检测，栀子炮制前后样品

中分别以京尼平苷酸、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、

西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ等色谱峰为参照峰，

计算峰面积和保留时间的 RSD，各特征峰峰面积

RSD 均＜ 1%。结果表明供试品溶液 24 h 内稳定性 
良好。

2.6.3　重复性试验　取“2.1”项下同一个批次（样

品批号 20230619009）栀子炮制前后样品的超声提

取液适量进行冷冻干燥，精密称取冻干粉末约 1 g（6
份）置于带塞锥形瓶中，按“2.1”项下方法进行供试

品溶液制备，按“2.2”项下色谱条件进样测定，栀子

炮制前后样品中分别以京尼平苷酸、京尼平龙胆双

糖苷、栀子苷、西红花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ等色

谱峰为参照峰，计算峰面积和保留时间的 RSD，各

特征峰峰面积 RSD 均＜ 3%。结果说明方法重复性 
良好。

2.6.4　线性关系考察　精密量取“2.1”项下对照品

溶液 5 mL 于 10 mL 量瓶中，加入甲醇至刻度，摇匀，

分别稀释 2、10、50、100 倍得到 5 个成分的系列浓度

混合对照品溶液，按“2.2”项下色谱条件测定，以对

照品质量浓度（X）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，

绘制标准曲线，计算回归方程和线性范围，取对照品

溶液进行稀释，分别按信噪比为 10 ∶ 1 和 3 ∶ 1 时的

进样量计算定量限和检测限。结果见表 3。
2.6.5　加标回收试验　取“2.6.3”项下（样品批号

20230619009）已知含量的生栀子冻干粉末 1 g，平
行 9 份，精密称定，按已知成分含量的 50%、100%、

150% 加入“2.1”项下相应量对照品制备供试品溶

液后，按“2.2”项下条件进样测定，记录峰面积并计

算京尼平苷酸、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、西红花

苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ的加标回收率。结果显示，5
个成分的平均加样回收率（n=9）在 99.8%~102.0%，

RSD 在 0.49%~3.8%，表明该方法的准确度较好，结

果见表 4。
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Fig. 7　HPLC chromatogram of mixed control products(A) and before and after processing products(B) of Gardenia Fructus
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表 3　各成分的回归方程、相关系数和线性范围

Tab. 3　Regression equation, correlation coefficient and linear range of each component

成分

（component）
回归方程

（regression equation）
r

线性范围

（linear range）/
（μg · mL-1）

检测限

（limit of detection）/
（μg · mL-1）

定量限

（limits of quantification）/
（μg · mL-1）

京尼平苷酸（geniposidic acid） Y=6.0×106X-22 874 0.999 7 36.87~486.01 0.92 3.07

京尼平龙胆双糖苷（genipin gentiobiside） Y=4.0×106X+3 099.5 0.999 1 32.78~478.32 0.23 0.77

栀子苷（gardenside） Y=6.0×106X+13 593 0.999 5 113.50~3 180.83 0.28 0.94

西红花苷 - Ⅰ（crocetin I） Y=4.0×106X+9 682.5 0.999 0 40.38~914.28 0.42 1.39

西红花苷 - Ⅱ（crocetin Ⅱ） Y=6.0×106X-35 809 0.999 3 0.62~495.67 0.27 0.90

表 4　5 个成分在生栀子样品中的加标回收率（n=9）

Tab. 4　Recovery rates of 5 components in raw Gardeniae Fructus samples

成分

（component）
加标浓度

（spike concentration）/%

样品含量

（sample content）/
mg

加入量

（added amount）/
mg

测得量

（measured）/mg
回收率

（recovery）/%

平均回收率

（average 
recovery）/%

RSD/%

京尼平苷酸

（geniposidic acid）
  50 0.002 6 0.026 6 0.028 4   96.7 101.4 3.8

0.002 6 0.026 6 0.028 1   95.6

0.002 6 0.026 6 0.028 4   96.8

100 0.005 2 0.053 3 0.060 5 103.7

0.005 2 0.053 3 0.060 9 104.4

0.005 2 0.053 3 0.060 2 103.0

150 0.007 9 0.079 9 0.091 6 104.7

0.007 9 0.079 9 0.091 7 104.9

0.007 9 0.079 9 0.090 1 102.8

京尼平龙胆双糖苷

（genipin gentiobiside）
  50 0.044 2 0.151 6 0.164 6 101.9 102.0 0.82

0.044 2 0.151 6 0.164 0 101.5

0.044 2 0.151 6 0.162 1 100.3

0.201 3 0.303 2 0.332 1 102.9

100 0.201 3 0.303 2 0.331 3 102.6

0.201 3 0.303 2 0.331 6 102.8

0.030 2 0.454 7 0.491 9 101.5

150 0.030 2 0.454 7 0.497 0 102.7

0.030 2 0.454 7 0.493 7 101.9

0.029 8 0.666 5 0.691 6   99.3

栀子苷

（gardenside）
  50 0.029 8 0.666 5 0.703 3 101.0 101.0 1.0

0.029 8 0.666 5 0.707 2 102.0

0.059 7 1.333 1 1.401 5 100.7

100 0.059 7 1.333 1 1.394 2 100.1

0.059 7 1.333 1 1.394 2 100.1

0.089 5 1.999 6 2.138 6 102.5

150 0.089 5 1.999 6 2.127 1 101.9

0.089 5 1.999 6 2.125 2 101.8

0.005 2 0.058 7 0.064 1 100.4

西红花苷 -Ⅰ
（crocetin Ⅰ）

  50 0.005 2 0.058 7 0.064 0 100.1 100.6 0.49

0.005 2 0.058 7 0.064 7 101.4

0.010 3 0.117 4 0.128 8 100.9
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成分

（component）
加标浓度

（spike concentration）/%

样品含量

（sample content）/
mg

加入量

（added amount）/
mg

测得量

（measured）/mg
回收率

（recovery）/%

平均回收率

（average 
recovery）/%

RSD/%

西红花苷 -Ⅰ
（crocetin Ⅰ）

100 0.010 3 0.117 4 0.129 1 101.1

0.010 3 0.117 4 0.128 0 100.2

0.015 5 0.176 2 0.193 1 100.8

150 0.015 5 0.176 2 0.192 0 100.2

0.015 5 0.176 2 0.191 7 100.0

0.000 8 0.007 4 0.008 2 100.3

西红花苷 - Ⅱ

（crocetin Ⅱ）

  50 0.000 8 0.007 4 0.008 2 100.1   99.8 0.61

0.000 8 0.007 4 0.008 2 100.1

0.001 6 0.014 9 0.016 3   98.8

100 0.001 6 0.014 9 0.016 3   98.9

0.001 6 0.014 9 0.016 3   99.1

0.002 4 0.022 3 0.024 7 100.1

150 0.002 4 0.022 3 0.024 7 100.1

0.002 4 0.022 3 0.024 7 100.2

表 4（续）

2.7　样品含量测定

取“2.1”项下 6 个批次栀子炮制前后样品（S1~ 
S30）的供试品溶液适量进行冷冻干燥，精密 6 个

批次栀子炮制前后样品（n=5）称取冻干粉末 1 g 置

于带塞锥形瓶中，量取适量 70% 甲醇溶液复溶，按

“2.2”项下色谱条件进样测定，计算样品中京尼平苷

酸、京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、西红花苷 - Ⅰ和西

红花苷 - Ⅱ的含量，结果见表 6。
2.8　DPPH 法测定栀子炮制前后样品的抗氧化作用

2.8.1　DPPH 溶液的制备　称取 DPPH 4.00 mg 于

100 mL 棕色量瓶中，现配现用，加入无水乙醇定容至

刻度，配制成 0.04 mg · mL-1 的溶液，摇匀，超声（功率

360 W，频率 40 kHz）10 min，避光保存。

2.8.2　供试品溶液的制备　分别称取栀子炮制前后

样品各 5 g 于锥形瓶中，加入 80% 乙醇 500 mL 回流

提取 1 h，冷却，抽滤，水浴锅浓缩至浸膏，冷冻干燥得

粗粉，粉碎过筛（40 目）。精密称取各粉末 20 mg 于

5 mL 量瓶中，加纯水溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

母液，吸取不同体积母液，用纯水稀释，制得浓度分别

为 1、2、2.5、3、3.5、4 mg · mL-1 的系列供试品溶液，

用于 DPPH 自由基清除率的测定。

2.8.3　标准曲线的确定　精密称取维生素 C 5 mg 置

于 100 mL 量瓶中，加纯水溶解并稀释至刻度，摇匀，

作为阳性对照母液。临用前进行稀释，吸取不同体积

母液，用纯水稀释，制得浓度分别为 0.01、0.02、0.03、

0.04、0.05 mg · mL-1 的系列对照品溶液，用于 DPPH
自由基清除率线性关系的测定，以维生素 C 质量浓

度（X）为横坐标，溶液吸收度（A）为纵坐标，得到标

准曲线为

A=18.85X-0.393　r=0.999 3
表明其线性关系较好。

2.8.4　自由基清除率的测定　依照 DPPH 自由基清

除能力试剂盒说明书，DPPH 和纯水作为对照组，无

水乙醇与供试品溶液为空白组，将“2.8”项下 6 个批

次栀子炮制前后样品（S1~S30）的提取液作为供试

品溶液，于 2 mL 离心管中加入供试品溶液 60 μL 和

无水乙醇 140 μL，而后加入 0.04 mg · mL-1 DPPH 溶

液 400 μL，充分振摇。测试前需在暗处反应 30 min，
于 517 nm 处测定吸收度（A），进行 3 次平行试验。

按下式计算自由基清除率。

自由基清除率 =[1-（A 样 -A 空）/A 对 ]×100%
其中，A 样为供试品吸收度；A 空为空白组吸收度；A 对

为对照组吸收度。

半数抑制浓度（IC50），表示样品清除一半自由

基的溶液浓度，IC50 越小，说明受试物对自由基清除

效果越好，其抗氧化能力越强。使用 SPSS Pro 在线

统计平台对栀子炮制前后样品抗氧化活性测定值做

非线性拟合，计算得到栀子炮制前后样品的 IC50 见

表 7。由表 7 可知，生栀子（S1~S6）清除 DPPH 的
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表 5　6 个批次栀子炮制前后样品中 5 个成分含量测定结果（n=5）

Tab. 5　Content determination results of five components in six batches of Gardeniae Fructus before and after processing

编号（No.）

含量（content）/（μg · mL-1）

京尼平苷酸

（geniposidic acid）
京尼平龙胆双糖苷

（genipin gentiobiside）
栀子苷

（gardenside）
西红花苷 -Ⅰ
（crocetin Ⅰ）

西红花苷 - Ⅱ

（crocetin Ⅱ）

S1 59.69 192.07 946.58 87.53 21.62

S2 59.50 190.56 912.04 89.94 21.26

S3 59.54 191.30 915.18 89.97 21.28

S4 59.50 190.63 912.69 91.11 21.52

S5 59.58 190.81 912.74 90.78 21.46

S6 59.52 190.90 915.08 89.44 21.59
–
X±SD 59.55±0.12 191.04±0.27 919.05±1.47 89.80±1.41 21.46±0.72

RSD/%   0.12     0.30     1.5   1.4   0.72

S7 67.79 179.08 920.22 82.40 19.96

S8 67.92 179.08 919.42 82.33 19.92

S9 67.3 178.65 918.58 82.33 19.96

S10 68.19 181.39 936.03 86.89 20.08

S11 67.88 179.47 925.38 81.59 20.33

S12 68.38 188.26 929.40 85.65 19.79
–
X±SD 67.81±0.70 180.99±2.04 924.84±0.74 83.53±2.61 20.01±0.91

RSD/%   0.70     2.0     0.74   1.6   0.91

S13 53.84 173.49 829.55 58.71 17.23

S14 53.88 174.72 844.95 58.60 17.20

S15 53.79 174.66 845.53 58.09 15.44

S16 56.08 179.51 862.59 58.22 16.72

S17 53.86 174.24 818.06 60.14 16.65

S18 53.89 174.94 846.28 57.84 16.43
–
X±SD 54.22±1.68 175.26±1.22 841.16±1.83 58.60±1.40 16.61±3.94

RSD/%   0.42     0.98     1.3   1.2   0.86

S19 46.68 179.14 786.37 / /

S20 46.65 179.14 786.37 / /

S21 46.86 178.68 782.57 / /

S22 47.10 178.69 782.76 / /

S23 46.64 177.50 707.60 / /

S24 46.58 183.67 775.24 / /
–
X±SD 46.75±0.42 179.31±0.98 770.15±4.01 / /

RSD/%   0.59     0.85     1.0 / /

S25 65.49 185.61 904.35 52.29 16.50

S26 65.94 185.69 902.42 52.09 16.47

S27 65.54 189.08 908.72 52.11 16.50

S28 65.57 185.31 900.81 51.74 16.56

S29 65.81 185.67 911.05 52.41 16.60

S30 65.62 185.08 912.73 51.69 16.56
–
X±SD 65.66±0.27 186.08±0.80 906.68±0.54 52.06±0.55 16.53±0.29

RSD/%   0.27     0.80     0.54   0.55   0.29
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2.9　栀子炮制前后样品指纹图谱与抗氧化活性的灰

色关联分析

灰色关联度分析是通过分析各组因素间数据变

化过程中的相关联性，判断色谱峰与药效指标之间相

关性的大小，可以通过已获得的信息来预测暂未获得

的信息。采用 SPSS Pro 在线数据分析，将栀子炮制

前后样品共有峰图谱数据导入平台。将炮制前后样

品抗氧化活性（自由基清除率）的药效指标作为母序

列，栀子炮制前后样品的共有峰面积作为子序列，软

件自动进行处理并计算生成关联度，结果见表 7，共
有峰中 3、9、11、21、22 号色谱峰关联度均＞ 0.8，表
明均参与了自由基清除反应过程，产生正向或负向的

作用，但由于灰色关联分析无法确定这些峰对自由基

清除率产生的是正相关还是负相关的影响，且不同分

析手段与计算公式产生的结果可能有所差异，故仍

需进行其他相关性分析从而进一步确定各共有峰与

DPPH 自由基清除率的关系。

2.10　栀子炮制前后样品指纹图谱与抗氧化活性的

偏最小二乘回归分析

采用偏最小二乘回归（PLSR）法分析栀子炮制

前后样品的 HPLC 指纹图谱共有峰峰面积与 DPPH
法得到的抗氧化 IC50 之间的关系。DPPH 法的 PLSR
方程的回归系数和 VIP 值见图 8。23 个共有峰中的

峰 3、9、11、21 和 22 对应的回归系数为正值，表明这

些共有峰的峰面积越大，IC50 值就越低，即清除 DPPH
的能力越强。VIP 值是 PLSR 分析中一个重要的指

标，VIP 值越大，表明自变量 X 的解释能力越强；当

VIP 值＞ 1 时，表明该活性成分对药效呈显著相。在

表 7　自由基清除率与栀子炮制前后样品共有峰峰面积的 

灰色关联度

Tab. 7　Gray correlation between free radical scavenging 

rate and common peak area of Gardeniae Fructus before and 

after processing
峰号

（peak）
关联度

（relevance）
峰号

（peak）
关联度

（relevance）
峰号

（peak）
关联度

（relevance）

1 0.856   9 0.871 17 0.822

2 0.876 10 0.765 18 0.766

3 0.857 11 0.866 19 0.887

4 0.829 12 0.766 20 0.847

5 0.843 13 0.872 21 0.825

6 0.871 14 0.865 22 0.828

7 0.821 15 0.858 23 0.834

8 0.846 16 0.865 / /

DPPH 法的 PLSR 分析中，VIP 值＞ 1 的共有峰有峰

3，9、11、21 和 22，表明这些共有峰代表的化合物与

栀子抗氧化活性的大小呈显著相关。结合 PLSR 方

程的回归系数和 VIP 值，表明峰 3、9、11、21 和 22 对

抗氧化活性的贡献值较大，这 5 个共有峰代表的化合

物是栀子抗氧化的主要活性物质。

综合栀子炮制前后样品指纹图谱共有峰与药效

指标的 PLSR 分析结果，峰 3、9、11、21 和 22 与药效

指标均呈正相关，均为与抗氧化活性关联性较大的正

相关峰。灰色关联度分析与偏最小二乘回归分析结

果基本一致。

3　讨论

汉代《伤寒杂病论》与明代李中梓所著《本草

征》曾记载栀子“大苦大寒，能损胃伐气，虚者忌之。

能力最强，与其所含化学成分含量相对应，其 IC50

在 0.24~0.26 mg · mL-1 范围内波动；其次是姜栀子

（S25~S30），栀子炭（S19~S24）清除 DPPH 的能力最

弱，其 IC50 在 11.70~11.90 mg · mL-1 范围内波动，推

测这可能与栀子炭中化学成分西红花苷的含量减少

有着直接关系。

表 6　栀子炮制前后样品抗氧化的 IC50

Tab. 6　IC50 values of antioxidant of Gardeniae Fructus before and after processing
样品编号

（sample No.）
IC50/

（mg · mL-1）

样品

（sample）
IC50/

（mg · mL-1）

样品

（sample）
IC50/

（mg · mL-1）

样品

（sample）
IC50/

（mg · mL-1）

样品

（sample）
IC50/

（mg · mL-1）

S1 0.25 S7 4.73 S13 6.24 S19 11.80 S25 0.69

S2 0.24 S8 4.72 S14 6.34 S20 11.82 S26 0.67

S3 0.25 S9 4.84 S15 6.42 S21 11.78 S27 0.64

S4 0.24 S10 4.80 S16 6.40 S22 11.90 S28 0.71

S5 0.25 S11 4.72 S17 6.40 S23 11.72 S29 0.68

S6 0.26 S12 4.80 S18 6.25 S24 11.70 S30 0.66
–
X 0.25

–
X 4.77

–
X 6.34

–
X 11.79

–
X 0.68
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图 8　栀子炮制前后样品 DPPH 自由基清除活性的标准回归系数图（A），栀子炮制前后样品 DPPH 自由基清除活性的 VIP 值图（B）
Fig. 8　Standard regression coefficient plots of DPPH free radical scavenging activity of Gardeniae Fructus before and after processing(A), VIP 
value map of DPPH radical scavenging activity of Gardeniae Fructus before and after processing(B)

心腹痛，不因火者，尤为大戒”。表明栀子苦寒之性

较强，可损伤脾胃 [22]。因此，过炮制减毒是中医药保

证临床用药安全的重要方法，应用化学指纹图谱可以

更加整体、宏观地反映中药材及其复方中化学成分

的种类及含量 [23]。本研究对栀子中的京尼平苷酸、

京尼平龙胆双糖苷、栀子苷、西红花苷 -I 和西红花

苷 - Ⅱ这 5 个化学成分进行定量分析研究，明确了

栀子炮制前后 5 个化学成分含量的变化趋势。栀子

药材中活性有效成分主要为环烯醚萜类与西红花苷

类，本研究针对栀子炮制前后样品成分进行含量测定

发现，生栀子中所含主要药效成分基本上高于栀子炮

制品，西红花苷类成分尤为显著，在栀子炭中已完全

检测不到，这与已有报道相一致 [24]。

本研究运用多元统计分析方法对栀子炮制前后

样品 HPLC 指纹图谱进行分析。分析时发现炮制前

后样品都可分别单独聚为一类，说明炮制前后样品

的化学成分或其含量虽然比较相近，但实验建立的

HPLC 指纹图谱在已有样本间还是可以将其区分开。

DPPH 清除测试结果显示，与生栀子相比，栀子炭的

抗氧化活性水平明显降低，可能是栀子经炭制后西红

花苷类成分含量降低所致。西红花苷类与西红花中

的西红花素、西红花酸成分相同，是抗氧化机制的主

要活性物质。因此，栀子黄在食品中作为添加剂应用

广泛，着色能力强，易氧化，所以需避免与强氧化剂 
接触 [25]。

随着炮制时间的延长和炮制剧烈程度的加深，

姜栀子、炒栀子、酒栀子和栀子炭中的这 5 个成分含

量均有下降趋势，其中栀子炭中的栀子苷、西红花

苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ成分含量下降最显著，西红

花苷 - Ⅰ和西红花苷 - Ⅱ 2 个成分甚至检测不到。

说明栀子中这 2 个成分（西红花苷 - Ⅰ和西红花

苷 - Ⅱ）的含量受炮制条件的强烈程度影响最大，其

基本结构为红花酸与不同糖结合而成的一系列酯苷

（见图 9），而末端葡萄糖上又常常连接有芥子酰基、

咖啡酰基等基团，因此推测主要与其热稳定性差，容

易降解有关 [26-27]。

综上，本研究通过将栀子炮制前后样品化学指

纹图谱与抗氧化活性检测进行结合，以期能够更加合

理、综合地区分栀子炮制前后样品的成分含量差异，

进一步完善了其炮制前后样品抗氧化活性的物质基

础，为其的质量研究以及临床应用提供了参考依据。

本研究存在一定的局限性，如 HPLC 指纹图谱中指认

的化合物较少，不利于进一步深入研究和探讨；该方

法的色谱条件下，难以兼顾栀子所含成分环烯醚萜类、

二萜类和多糖类成分达到更全面比较和筛选抗氧化

的药效物质基础的目标，因此本研究有待进一步优化。
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图 9　西红花苷 -Ⅰ与西红花苷 -Ⅱ的结构图

Fig. 9　Structural diagram of crocin Ⅰ and crocin Ⅱ
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