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基于酶解法和化学计量学的黄精多糖差异性分析
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摘要　目的：建立糖苷酶水解下不同品种黄精多糖酶解产物的 ＨＰＬＣ指纹图谱，探讨不同品种黄精多糖的
差异，为黄精药材多糖质量评价提供参考。方法：黄精多糖经果糖苷酶水解后，采用ＨＰＬＣ建立黄精的指纹
图谱；并结合相似度（ＳＡ）分析、聚类分析（ＨＣＡ）和主成分分析（ＰＣＡ），对指纹图谱进行分析，研究不同品种
黄精多糖的差异。结果：不同品种黄精的多糖ＨＰＬＣ指纹图谱存在差异，共得到１７个特异性寡糖片段，均
含有果糖、葡萄糖和蔗糖。分析表明，３种基原黄精的种内指纹色谱相似度较高，差异较小，种间差异较大，
而黄精混伪品与基原黄精差异明显。结论：不同品种黄精及其混伪品多糖酶解产物的指纹图谱结合化学计

量学分析可以成功将黄精按照品种进行分类。所建立的ＨＰＬＣ方法简便、准确，重复性好，可用于黄精药材
的多糖的差异研究。

关键词：黄精；多糖；酶解法；指纹图谱；差异；化学计量学；高效液相色谱法
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ＨＰＬＣ

　　黄精为２０２０年版《中华人民共和国药典》（简称
《中国药典》）［１］收载品种，其法定基原为百合科植物

滇黄精ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌｅｔＨｅｍｓｌ、黄精
ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ或多花黄精 Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ
ｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ的干燥根茎，按形状不同，习称“大黄
精”“鸡头黄精”“姜形黄精”，具有补气养阴、健脾、

润肺、益肾等功效［２］，常用于抗疲劳、调节免疫等，具

有极高的药用保健价值［３－５］。由于黄精功效确切，市

场认可度好，但价格较高，因此市场上常有用黄精属

的其他植物，如湖北黄精、四川黄精等，冒充黄精进

行销售的现象，严重影响黄精产业发展。因为黄精

多糖的药材标准不够明确，采用的苯酚 －硫酸法准
确性低且无法获取多糖的结构信息，难以对市场上

不同品种的黄精多糖质量进行有效评估，故导致这

种冒充现象难以杜绝。因此，急需围绕黄精中药材

多糖质量控制进行研究，以形成更加明确、更有区分

度的标准。

目前对于黄精多糖的研究已经较为深入，但主

要集中于采用酸水解以及柱前衍化等方法对于黄精

基原物种单糖组成等方面的研究［６－８］，对黄精及其混

伪品的寡糖研究较少且对于黄精品种的研究较为单

一。本研究基于酶解法，对于不同品种黄精特异性

寡糖片段进行分析，建立了 ＨＰＬＣ指纹图谱，并结合
相似度评价以及化学计量学分析，成功实现对于黄

精及其混伪品的鉴别工作，为黄精多糖的质量评价

工作提供参考。

１　材料
Ｕ３０００型 高 效 液 相 色 谱 仪 （配 备 Ａｌｌｅｃｈ

ＥＬＳＤ６０００蒸发光散射检测器），Ｄｉｏｎｅｘ公司；ＸＰ２６
百万分之一分析天平，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司；Ｅｌｍａｓｏｎｉｃ
Ｓ型超声仪（功率１ｋＷ，频率３７ｋＨｚ），德祥科技有限
公司；ＦＤ２４０电热恒温干燥箱，Ｂｉｎｄｅｒ公司；ＸＭＴＤ２０５
水浴锅，常州国宇仪器制造有限公司；ＪＷ－３０２１ＨＲ

高速冷冻离心机，安徽省嘉文仪器装备有限公司；

ＬＧＪ－１０Ｓ真空冷冻干燥机，北京松源华兴科技发展
有限公司；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＳｉｍｐｌｉｃｉｔｙ－１８５型超纯水仪，Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司。

对照品果糖 （批号 １１１５０４－２０１７０３，纯度
９９８％）、蔗 糖 （批 号 １１１５０７ －２０２１０５，纯 度
９９８％）、葡萄糖 （批号 １１０８３３－２０１９０８，纯度
９９８％），中国食品药品检定研究院；α－淀粉酶
（ＥＣ：３２１１，批号 Ｓ１１ＧＳ１６０６５９）、果糖苷酶（ＥＣ：
３２１２６，批号Ｊ２１Ｍ１１Ｋ１０９７８），上海源叶生物科技
有限公司。三氯甲烷（批号１０００６８１８）、正丁醇（批号
２０２１１０２６）、乙醇（批号２０２１１０２６）均为分析纯，国药
集团化学试剂有限公司；乙腈（批号 Ｆ２２Ｍ７Ｄ２０１）色
谱级，ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；黄精药材由安徽省食品
药品检验研究院提供，经安徽省食品药品检验研究

院张亚中教授鉴定，分别为百合科植物滇黄精Ｐｏｌｙｇ
ｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌｅｔＨｅｍｓｌ、黄精 Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ
ｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ或多花黄精 Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ
Ｈｕａ的干燥根茎。此外，文中所提到的四川黄精、湖
北黄精、小叶黄精以及进口黄精为调研过程中所收

集当地的习用品。３４批样品详情见表１。
２　方法
２１　黄精多糖的提取

将黄精的新鲜根茎于烘箱中烘干至恒重，并粉

碎。取粉末５ｇ，置于 １５倍 ８５％乙醇中浸泡 ２４ｈ。
过滤并离心（３０００ｒｍｉｎ－１，５ｍｉｎ），收集沉淀并烘
干，加入 １５倍的蒸馏水，在 ８０℃条件下超声提取
２次，每次 ２ｈ，离心，上清液合并，浓缩成浓度为
４００ｍｇ·ｍＬ－１黄精多糖溶液。在浓缩液中加入浓度
为２０ｍｇ·ｍＬ－１的 α－淀粉酶，在６０℃水浴下酶解
４ｈ，反应完成后，沸水浴灭酶１０ｍｉｎ。取上清液，加相
当于其体积１／４的Ｓｅｖａｇｅ试剂，剧烈震摇，离心，重复
以上操作直到无白色絮状物产生为止。所得上清液
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　　　　 表１　试验材料详表
Ｔａｂ１　Ｄｅｔａｉｌｅｄｌｉｓｔｏｆｔｅｓｔｍａｔｅｒｉａｌｓ

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）

产地　　

（ｈａｂｉｔａｔ）　　

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）

产地　

（ｈａｂｉｔａｔ）　

Ｓ１ 江西瑞昌 （Ｒｕｉｃｈａｎｇ，Ｊｉａｎｇｘｉ） Ｄ３ 贵州毕节（Ｂｉｊｉｅ，Ｇｕｉｚｈｏｕ）

Ｓ２ 安徽六安 （Ｌｕ’ａｎ，Ａｎｈｕｉ） Ｄ４ 云南昆明（Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ）

Ｓ３ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ） Ｄ５ 四川达州（Ｄａｚｈｏｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ）

Ｓ４ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ） Ｃ１ 四川成都（Ｃｈｅｎｇｄｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ）

Ｓ５ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ） Ｃ２ 湖北武汉（Ｗｕｈａｎ，Ｈｕｂｅｉ）

Ｓ６ 浙江杭州（Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ） Ｃ３ 河南洛阳（Ｌｕｏｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ）

Ｓ７ 浙江杭州（Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ） Ｃ４ 河南洛阳（Ｌｕｏｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ）

Ｓ８ 浙江杭州（Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ） Ｃ５ 河南洛阳（Ｌｕｏｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ）

Ｓ９ 浙江杭州（Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ） Ｈ１ 湖南岳阳（Ｙｕｅｙａｎｇ，Ｈｕｎａｎ）

Ｓ１０ 浙江衢州（Ｑｕｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ） Ｈ２ 湖南岳阳（Ｙｕｅｙａｎｇ，Ｈｕｎａｎ）

Ｊ１ 贵州毕节（Ｂｉｊｉｅ，Ｇｕｉｚｈｏｕ） Ｈ３ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ）

Ｊ２ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ） Ｈ４ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ）

Ｊ３ 山东泰安（Ｔａｉ’ａｎ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ） Ｈ５ 安徽池州（Ｃｈｉｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ）

Ｊ４ 辽宁抚顺（Ｆｕｓｈｕｎ，Ｌｉａｏｎｉｎｇ） Ｚ１ 国外（ａｂｒｏａｄ）

Ｊ５ 河南洛阳（Ｌｕｏｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ） Ｚ２ 国外（ａｂｒｏａｄ）

Ｄ１ 四川成都（Ｃｈｅｎｇｄｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ） Ｘ１ 四川成都（Ｃｈｅｎｇｄｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ）

Ｄ２ 湖北武汉（Ｗｕｈａｎ，Ｈｕｂｅｉ） Ｘ２ 四川成都（Ｃｈｅｎｇｄｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ）

　注（ｎｏｔｅ）：Ｓ１～Ｓ１０．多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　Ｊ１～Ｊ５．黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ）　Ｄ１～Ｄ５．滇黄精（Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍ

Ｃｏｌｌ．ｅｔＨｅｍｓｌ．）　Ｃ１～Ｃ５．四川黄精（ＳｉｃｈｕａｎＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）　Ｈ１～Ｈ５．湖北黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｚａｎｌａｎｓｃｉａｎｅｎｓｅＰａｍｐ．）　Ｚ１～Ｚ２．进口黄精

（ｉｍｐｏｒｔｅｄＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）　Ｘ１～Ｘ２．小叶黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａ）

加入无水乙醇（慢加快搅）至乙醇浓度为 ８０％，置
４℃冰箱中放置 ２４ｈ，离心，倒去上清液。沉淀加
９５％乙醇洗涤２次，每次１０ｍＬ，离心，得沉淀物，加
热水使沉淀溶解，冷冻干燥，得黄精粗多糖冻干粉。

２２　供试品溶液制备
取黄精多糖１０ｍｇ，加水２０ｍＬ，制成质量浓度

为０５ｍｇ·ｍＬ－１的黄精多糖溶液；另取果糖苷酶
１０ｍｇ（１００Ｕ·ｍｇ－１），转移至１０ｍＬ量瓶中，用水
溶解并定容至刻度，制成１００Ｕ·ｍＬ－１的果糖苷酶
溶液。取黄精多糖溶液 ５ｍＬ与果糖苷酶溶液
（１００Ｕ·ｍＬ－１）５ｍＬ混合。混合物在振荡器中水
解（５５℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１，３ｈ），并在 ８０℃下加热
２０ｍｉｎ使酶变性。离心（４５００ｒ·ｍｉｎ－１，１５ｍｉｎ）
后，取上清液，干燥，溶解在２ｍＬ乙腈 －水（１∶１）溶
液中，以进行 ＨＰＬＣ分析。
２３　对照品溶液制备

取果糖、蔗糖、葡萄糖的对照品各约１０ｍｇ，精
密称定，分别转移至１０ｍＬ量瓶中，用水溶解并定
容至刻度，即得。

２４　色谱条件
Ｕ３０００型 高 效 液 相 色 谱 仪 （配 备 Ａｌｌｅｃｈ

ＥＬＳＤ６０００蒸发光散射检测器），色谱柱为 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＧＯＬＤＴＭＰＥＩＨＩＬＩＣＨＰＬＣ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），
流动相为乙腈（Ａ）－水（Ｂ），梯度洗脱（０～２５ｍｉｎ，
８５％Ａ→６５％Ａ；２５～３５ｍｉｎ，６５％Ａ→５０％Ａ），流速
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，进样量１０μＬ。
２５　方法学考察
２５１　精密度试验　取 Ｓ２号样品一份，按“２２”项
下方法制备供试品溶液，连续进样６次测定并记录
各共有峰的相对保留时间和相对峰面积（以果糖的

出峰时间和峰面积为参考，其他各峰出峰时间和峰

面积与其的比值，下同），测得其共有峰相对保留时

间和相对峰面积的ＲＳＤ均＜３０％，表明仪器精密度
良好，符合指纹图谱要求。

２５２　重复性试验　取 Ｓ２号样品６份，按“２２”项
下方法制备供试品溶液，按“２４”项下色谱条件进行
测定，测得各共有峰的相对保留时间和相对峰面积

的ＲＳＤ均＜３０％，同一样品每次提取之间的结果比
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较一致，表明该提取方法重现性良好，符合指纹图谱

要求。

２５３　稳定性试验　取同一份 Ｓ２号样品溶液，分
别在０、２、４、８、１２、２４ｈ进样，测得其共有峰相对保留
时间和相对峰面积的ＲＳＤ均＜３０％，表明供试品溶
液在２４ｈ内较稳定，化学成分及含量不会发生改变，
符合指纹图谱要求。

３　结果
３１　指纹图谱相似度评价

对上述 ３４批样品进行 ＨＰＬＣ分析研究，找出
２０２０年版《中国药典》中３种不同基原黄精存在的差

异及其与市场中易混品的异同，以此进行鉴别。

如图１所示，ＨＰＬＣ检测到１７个峰，得到了较为
理想的特异性寡糖片段。比较相同条件下果糖、葡

萄糖与蔗糖的保留时间，发现峰１、峰２、峰４分别为
果糖、葡萄糖和蔗糖。此外，将 ５批黄精、５批滇黄
精、１０批多花黄精、５批四川黄精、５批湖北黄精、２
批小叶黄精、２批进口黄精药材色谱图，分别导入中
药指纹图谱相似度评价系统（２０１２版）软件，生成３
种基原黄精的对照图谱。３４批样品分别与黄精、滇
黄精和多花黄精的对照图谱比较，计算相似度，以多

花黄精对照图谱为例，如图２、３所示，结果见表２。

１．果糖（ｆｒｕｃｔｏｓｅ）　２．葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ）　４．蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ）

ａ．多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　ｂ．滇黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌ．ｅｔＨｅｍｓｌ）　ｃ．黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ）　ｄ．四川黄精

（ＳｉｃｈｕａｎＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）　ｅ．湖北黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｚａｎｌａｎｓｃｉａｎｅｎｓｅＰａｍｐ）　ｆ．进口黄精（ｉｍｐｏｒｔｅｄＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）　ｇ．小叶黄精（Ｐｏｌｙｇｏ

ｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａ）

图１　不同品种黄精多糖对照图谱叠加图

Ｆｉｇ１　ＯｖｅｒｌａｙｍａｐｏｆｃｏｎｔｒｏｌｍａｐｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｒｉｅｔｉｅｓ

　　从表中可看出：与多花黄精对照图谱相比，３种
基原黄精的相似度中１０批多花黄精相似度 ＞０９３
（图２）；滇黄精和黄精与其相比（图３－Ａ），除１批滇
黄精（Ｄ１）样品外，相似度＜０８５；而市场上的易混品
相较于多花黄精对照图谱而言（图３－Ｂ），分布较为
离散，其中湖北黄精相似度在０４４～０９５；四川黄精
除１批（Ｃ４）之外，相似度均＜０８６；进口黄精相似度
均＜０８２；小叶黄精相似度均＜０５。

上述结果表明，药典收录的３种不同来源黄精
药材的种内指纹色谱相似度较高，差异较小；３种基
原黄精种间差异较大。因此，不同黄精多糖的结构

特征不同，便于区分。

３２　聚类分析
由于相似度分析中存在部分基原黄精品种区

分度不明显的情况，故进一步采用聚类分析

（ＨＣＡ）对黄精、滇黄精和多花黄精进行分类。取
２０批黄精基原物种（含滇黄精、黄精、多花黄精）
中多糖的ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ指纹图谱的共同峰面积整
合形成２０×１７的数据矩阵。将数据矩阵进行低
级融合并导入 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃ２３版软件，采用
组间联接作为聚类方法，根据个体差异对样本进

行分类。
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Ｒ．多花黄精对照图谱（ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　Ｓ１－Ｓ１０．多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）

图２　１０批多花黄精多糖指纹图谱

Ｆｉｇ２　Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ

Ｒ１．多花黄精对照图谱（ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｃｈｒｏｍａｇｒａｍｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　Ｄ１～Ｄ５．滇黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌ．ｅｔＨｅｍｓｌ．）　Ｊ１～Ｊ５．黄

精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ）　Ｈ１～Ｈ５．湖北黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｚａｎｌａｎｓｃｉａｎｅｎｓｅＰａｍｐ）　Ｃ１～Ｃ５．四川黄精（ＳｉｃｈｕａｎＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）　Ｚ１～Ｚ２．进口黄

精（ｉｍｐｏｒｔｅｄＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）　Ｘ１～Ｘ２．小叶黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａ）

Ａ．滇黄精、黄精鉴别（ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌ．ｅｔＨｅｍｓｌ．ａｎｄＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ）　Ｂ．其他黄精鉴别（ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｏｔｈｅｒＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ）

图３　以多花黄精多糖为参考不同品种黄精的指纹图谱

Ｆｉｇ３　ＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
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表２　基于多花黄精多糖对照图谱的不同品种黄精相似度
Ｔａｂ２　ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｒｉｅｔｉｅｓｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａ
ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｍａｐｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａ

Ｈｕａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

样品

（ｓａｍｐｌｅ）

相似度

（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）

样品

（ｓａｍｐｌｅ）

相似度

（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）

Ｓ１ ０９３７ Ｄ３ ０８２７

Ｓ２ ０９９８ Ｄ４ ０７７９

Ｓ３ ０９９７ Ｄ５ ０７２３

Ｓ４ ０９９７ Ｃ１ ０７６２

Ｓ５ ０９９８ Ｃ２ ０８５８

Ｓ６ ０９９７ Ｃ３ ０８２４

Ｓ７ ０９９８ Ｃ４ ０９０１

Ｓ８ ０９９８ Ｃ５ ０６９４

Ｓ９ ０９９７ Ｈ１ ０８９６

Ｓ１０ ０９９７ Ｈ２ ０８７７

Ｊ１ ０７５５ Ｈ３ ０９３２

Ｊ２ ０８３８ Ｈ４ ０９１３

Ｊ３ ０７７０ Ｈ５ ０４４５

Ｊ４ ０７５１ Ｚ１ ０７６５

Ｊ５ ０３４３ Ｚ２ ０８１８

Ｄ１ ０９３３ Ｘ１ ０４４５

Ｄ２ ０７７３ Ｘ２ ０４７４

　注（ｎｏｔｅ）：以多花黄精对照图谱（Ｒ１）色谱图作为参照图谱，利用中

位数法进行多点校正生成对照图谱。各批次的相似度是与 Ｒ１比较

（ｕｓｅｔｈｅＲ１ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａａｓｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｐｅｃｔｒｕｍ，ａｎｄｕｓｅｔｈｅｍｅｄｉａｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｍｕｌｔｉ－ｐｏｉｎｔｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｔｏｇｅｎｅｒ

ａｔｅｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍＴｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｅａｃｈｂａｔｃｈｉｓｃｏｍｐａｒｅｄ

ｔｏＲ１）

ＨＣＡ结果如图４所示，２０批黄精样品被分为３
大类：第１类包括１０批多花黄精，产地分别是安徽
六安、安徽池州（３个），浙江杭州（４个）、浙江衢
州、江西瑞昌；第２类包括５批滇黄精，产地分别是
四川达州、四川成都（２个）、湖北武汉、云南昆明和
贵州毕节；第３类包括５批黄精，产地分别是贵州
毕节、安徽池州、山东泰安、辽宁抚顺。结果表明，

黄精多糖酶水解产物经数据分析后依次被划分为３
类与基原有一定的相关性，ＨＣＡ的样本中同一类别
表明它们在结构特性上确实具有高度相似性。分

成３类的原因可能是不同来源的黄精多糖结构具
有一定的差异，这一发现给黄精的鉴别工作提供了

另一种方法。

３３　主成分分析
体现了降维思想的主成分分析（ＰＣＡ），选取

　　　　

１－１０．多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　１１－１５．滇黄精（Ｐｏ
ｌｙｇｏｎａｔｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌ．ｅｔ）　１６－２０．黄精（Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍ
Ｒｅｄ）
图４　２０批黄精多糖 ＨＣＡ树状关系
Ｆｉｇ４　ＨＣＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆ２０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｉ
Ｒｈｉｚｏｍａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

贡献率较大的成分进行分析，既简化了分析过程，又

尽可能多地展现了原始信息［９］。将２０批次样品的
１７个共有峰峰面积导入 ＳＰＳＳ２３软件，进行 ＰＣＡ，
特征值和方差贡献率如表３所示，碎石图见图５。以
特征值＞１为提取标准［１０］，提取了４个主成分，前３
个分别占总方差的５０１％、２６５％和９１％，故选取
３个主成分进行评价，它代表黄精多糖中１７个成分
量的８５８％的信息量，足以评价黄精多糖的品质。
将数据矩阵导入 ＳＩＭＣＡ统计软件中，提取了３个主
成分，该模型中，Ｒ２Ｘ（ｃｕｍ）＝０８４４，Ｑ２（ｃｕｍ）＝
０６１２，均＞０５，说明该 ＰＣＡ模型的预测能力越好。
黄精多糖的三维 ＰＣＡ得分图（图６）表明，２０批黄精
多糖被分为３类，与ＨＣＡ结果一致。多花黄精Ｓ１～
Ｓ１０被聚集为一组，滇黄精 Ｄ１～Ｄ５被聚集到另一
组，而鸡头黄精 Ｊ１～Ｊ５被分到第３组。ＰＣＡ模型也
为３种不同基原的黄精提供了令人满意的分类，表
明采取酶水解的方法对于黄精多糖进行分析，可以

对不同来源的黄精进行很好的鉴别。

３４　偏最小二乘判别分析
将２０×１７的数据矩阵导入 ＳＩＭＣＡ１３统计软

件进行偏最小二乘判别分析（ＰＬＳ－ＤＡ），每个色谱
峰对鉴别结果的影响由 ＶＩＰ（投影中的变量重要
性）值确定。该模型中，Ｒ２Ｘ（ｃｕｍ）＝０９０９，Ｒ２Ｙ
（ｃｕｍ）＝０８６３，Ｑ２（ｃｕｍ）＝０７７５，Ｒ２Ｙ和 Ｑ２的值



·３３０　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
,

）　　 　　 　

　　　　 表３　特征值和方差贡献率
Ｔａｂ３　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｖａｌｕｅａｎｄｖａｒｉａｎｃｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅ

成分

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

初始特征值（ｉｎｉｔｉａｌｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ） 提取载荷平方和（ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｕｍｓｏｆｓｑｕａｒｅｄｌｏａｄｉｎｇｓ）

总计

（ｔｏｔａｌ）

方差百分比

（ｖａｒｉａｎｃｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）

累积

（ａｃｃｕｍｕｌａｔｅ）

总计

（ｔｏｔａｌ）

方差百分比

（ｖａｒｉａｎｃｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）

累积

（ａｃｃｕｍｕｌａｔｅ）

１ ８５２２ ５０１２９ ５０１２９ ８５２２ ５０１２９ ５０１２９

２ ４５１９ ２６５８０ ７６７０９ ４５１９ ２６５８０ ７６７０９

３ １５５３ ９１３５ ８５８４４ １５５３ ９１３５ ８５８４４

４ １１２９ ６６３８ ９２４８２ １１２９ ６６３８ ９２４８２

５ ０５４３ ３１９３ ９５６７５

６ ０３１７ １８６７ ９７５４２

７ ０１４４ ０８４９ ９８３９１

８ ０１０２ ０５９９ ９８９９０

９ ００７８ ０４５７ ９９４４７

１０ ００４２ ０２４８ ９９６９５

１１ ００２０ ０１１６ ９９８１１

１２ ００１７ ０１００ ９９９１１

１３ ０００７ ００３８ ９９９４９

１４ ０００４ ００２５ ９９９７４

１５ ０００３ ００１８ ９９９９２

１６ ０００１ ０００７ ９９９９９

１７ ９２７７×１０－５ ０００１ １０００００

图５　２０批黄精多糖碎石图

Ｆｉｇ５　Ｓｃｒｅｅｐｌｏｔｏｆ２０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

以 ＞０５为宜，且Ｒ２Ｙ和Ｑ２的值越趋近于１，说明该
ＰＬＳ－ＤＡ模型的预测能力越好［１１］。分析结果如图

７所示，分类结果与 ＨＣＡ和 ＰＣＡ相一致。图 ８反
映了该模型的 ＶＩＰ值，ＶＩＰ值的大小表示的是每个

自变量贡献的大小，以 ＶＩＰ＞１为筛选标准，得出导
致品种间差异的标志性成分。从 ＶＩＰ值可知，色谱
峰１、４、５、７和８的 ＶＩＰ值都 ＞１，说明上述 ５个色
谱峰对 ＰＬＳ－ＤＡ模型的判别分析具有较大的
贡献。

４　讨论
根据文献调研发现，部分酸水解已广泛应用于

中药多糖的降解［１２－１３］，但基于酶解的方式对中药多

糖进行研究更具方向性、目的性和可控性［１４］，在分析

多糖的糖苷键类型、构建糖谱以及构效关系研究等

方面具有显著优势。虽也存在反应条件要求较高，

反应时间长，合适的酶不易获取等问题，但是现已完

成适用于黄精多糖的特异性糖苷酶筛选以及酶解条

件的优化，且还没有基于酶解法对于不同品种黄精

多糖研究的报道。黄精基原混乱的主要原因是目前

市售黄精多出自于人工栽培，性状往往与基原物种

极其相似。

本实验采用果糖苷酶对于黄精多糖展开研究，
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１．多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　２．滇黄精（Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ

ｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌ．ｅｔＨｅｍｓｌ．）　３．黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ）

图６　２０批黄精多糖ＰＣＡ三维投影

Ｆｉｇ６　ＰＣＡ３Ｄｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｏｆ２０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｐｏｌｙ

ｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１．多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）　２．滇黄精（Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ

ｋｉｎｇｉａｎｕｍＣｏｌｌ．ｅｔＨｅｍｓｌ．）　３．鸡头黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍＲｅｄ）

图７　２０批黄精多糖偏最小二乘判别分析图

Ｆｉｇ７　Ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ２０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏ

ｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

通过相似度评价鉴别不同品种黄精之间的差异，结

果表明果糖苷酶水解下３种基原黄精的种内指纹色
谱相似度较高，差异较小，而种间差异较大。特别是

以多花黄精为对照图谱时结果较为明显，滇黄精和

黄精与其相比，除１批滇黄精（Ｄ１）样品外，相似度
均＜０８５。而市场上的易混品相较于多花黄精对照
图谱而言，分布较为离散，其中湖北黄精相似度在

０４４～０９５，这可能是由于市场上存在多花黄精掺
伪湖北黄精的情况。四川黄精除１批（Ｃ４）外，相似
度均＜０８６，提示四川黄精与多花黄精依旧存在

　　　　

Ｍ１－Ｍ１７．峰１～１７（ｐｅａｋ１－１７）

图８　２０批黄精多糖的ＶＩＰ图

Ｆｉｇ８　ＶＩＰｄｉａｇｒａｍｏｆ２０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＲｈｉｚｏｍａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

差异，故而市场上将其与多花黄精混为一谈的说法

有待进一步验证。此外，进口黄精相似度均 ＜０８２，
小叶黄精相似度均 ＜０５，表明不同黄精多糖的结构
特征不同。此方法一定程度上解决了目前市场上对

于四川黄精、湖北黄精等黄精易混品鉴别困难等

问题。

本实验在仪器的使用方面，选择了灵敏的蒸发

光检测器，更适用于对于多糖中寡糖片段的分离［１５］。

通过近一步与 ＨＩＬＩＣ色谱柱相结合，最终黄精多糖
指纹图谱可达到１７个色谱峰，对于大分子糖的研究
有了新的突破，通过定位酶切技术成功得到特异性

寡糖片段。后续对于药典收录的黄精品种，采用化

学计量学分析，通过ＰＣＡ发现，采用果糖苷酶可以很
好地按照黄精种类的不同将其进行分类，而 ＶＩＰ值
结果表明，峰１、４、５、７和８可以作为区分不同品种黄
精的标志物，这也再次验证了采用酶解方法结合

ＨＰＬＣ分析黄精多糖的可行性，进一步推动黄精多糖
的研究应用与快速发展。
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