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基于 ＨＰＬＣ指纹图谱和一测多评多成分定量分析的连翘质量评价研究
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摘要：目的　建立连翘药材的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法指纹图谱及基于“一测多评”（ＱＡＭＳ）技术的多成分定量测定方法。
方法　采用ＨＰＬＣ法建立河南、山东、山西、陕西４个省份４７批连翘药材的指纹图谱，进行相似度评价，结合聚类分析（ＨＣＡ）、
正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）对连翘进行化学模式识别分析。利用 ＱＡＭＳ技术，以连翘酯苷 Ａ为内参物，同时对
连翘酯苷Ｂ、连翘酯苷Ａ、金丝桃苷、牛蒡子苷、连翘苷和连翘脂素６种活性成分进行含量测定，分析不同产地样品差异。
结果　建立了４７批连翘药材的指纹图谱，相似度为０７８５～０９８９，共标定３０个共有峰。聚类分析将４７批样品聚为３类，
ＯＰＬＳＤＡ分析能有效将几个产区连翘药材进行区分（Ｑ２＞０５）。采用ＱＡＭＳ法与外标法（ＥＳＭ）测定４７批样品中６种活性成
分的含量结果无明显差异（Ｐ＞００５），不同产地样品中活性成分含量存在明显差异（Ｐ＜００１）。连翘酯苷 Ｂ、连翘酯苷 Ａ、金
丝桃苷、牛蒡子苷、连翘苷、连翘脂素 ６种成分在各省样品中的平均含量分别为：河南（４５０、２０５８、０５２、２３９、７４６、
１７６ｍｇ·ｇ－１）、山东（０９０、９２６、０３６、１３９、３８４、３８７ｍｇ·ｇ－１）、山西（０８２、８７４、０２９、１１６、２６４、１７５ｍｇ·ｇ－１）、陕西
（５１８、５５１０、０８８、３３６、１３１１、９２５ｍｇ·ｇ－１）。结论　不同来源的连翘药材样品中化学成分近似，但产地因素对有效成分
含量有较大的影响，来自陕西的连翘样品中各检测成分含量最高。建立的连翘药材ＨＰＬＣ指纹图谱及多成分含量测定方法稳
定、可靠，结合化学识别模式可为连翘药材产地判别及质量评价提供依据。
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　　连翘为木犀科植物连翘［Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ
（Ｔｈｕｎｂ．）Ｖａｈｌ］的干燥果实［１］，味苦、性微寒，具有

清热解毒，消痈散结，疏散风热等功效，常用于治疗

风热感冒、温病初起、温热入营、高热烦渴、热淋尿

闭、痈疽、瘰疬、乳痈、丹毒和肿毒等疾病［２］。秋季

连翘果实初熟尚带绿色时采收，蒸熟，晒干为青翘；

果实熟透时采收，晒干为老翘。连翘主产于我国河

南、山西、陕西等省［３５］。现代药学研究发现连翘中

化学成分较多，主要为苯乙醇苷类（连翘酯苷 Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ、Ｅ等２０余种）、木脂素类（连翘苷、连翘脂素、
牛蒡子苷等４０余种）和挥发油类（相对含量较多的
有α蒎烯、β蒎烯、水芹烯、对聚伞花烯、柠檬烯、孟
二烯、伞花烃等），具有抗炎、抑菌、抗病毒、抗氧化、

保肝及抗肿瘤等活性［６１１］。基于高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）的中药指纹图谱能够较为全面地反映中药
的化学特征，能很好体现中药的均一性、稳定性，有

利于从整体上控制中药质量，确保中药产品质量稳

定。“一测多评”（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ，ＱＡＭＳ）技术是由 Ｗａｎｇ
等［１２］提出，它利用了样品中多种化学成分与内参物

间的相对校正因子，实现了只用一种对照品完成多

种化学成分的定量分析，可节省检测成本，提高工

作效率。目前 ＱＡＭＳ技术已被《中国药典》收录用
于丹参、淫羊藿、黄连、生姜等多个品种的含量测

定，有文献报道该技术在中药材及中成药的质量

控制中都得到了很好的应用［１３～１９］。为比较不同

产地连翘品质差异，本研究从陕西、山西、河南、山

东等地收集４７份样品，建立了连翘药材指纹图谱
和基于 ＱＡＭＳ技术，可同时测定连翘酯苷 Ａ、连翘
酯苷 Ｂ、金丝桃苷、牛蒡子苷、连翘苷、连翘脂素 ６
种成分的含量，为综合评价连翘药材质量提供了

数据支持。

１　仪器与药品
１１　仪器

岛津 ＬＣ２０Ａ高效液相色谱仪（包括在线脱气
机、四元泵、柱温箱、ＰＤＡ检测器等）、色谱柱 Ｗｏｎｄ
ＳｉｌＣ１８Ｓｕｐｅｒｄ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）（日本岛津
公司）；ＬＡ２３０Ｓ型电子分析天平（赛多利斯天平公
司）；ＳＢ２５１２ＤＴＤＮ型超声波提取仪（宁波新芝生物
科技股份有限公司）等。

１２　试剂
连翘苷（批号２００４０６，中国食品药品检定研究

院）；金丝桃苷（批号１７１２２４，北京世纪奥科生物技
术有限公司）；连翘酯苷Ａ（批号２１０５０７）、连翘酯苷
Ｂ（批号２１０２０４）、连翘脂素（批号２１０８０７）、牛蒡子
苷（批号２１０５０５）（北京中科质检公司），以上对照
品纯度均≥９８％；甲醇为色谱纯；甲醇、磷酸为分析
纯；纯净水（杭州娃哈哈公司）。

１３　药材
４７批药材样品收集自山西、河南、陕西、山东等

地，经商洛学院李筱玲副教授／执业药师鉴定为木犀
科连翘属植物连翘［Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ（Ｔｈｕｎｂ）
Ｖａｈｌ］的干燥果实。样品信息见表１。

表１　连翘药材采集地点信息
Ｔａｂ１　ＳａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ

Ｎｏ Ｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　 Ｎｏ Ｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　 Ｎｏ Ｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　 Ｎｏ Ｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　

Ｓ１ Ｘｉｘｉａ，Ｈｅｎａｎ（河南西峡） Ｓ１３ Ｄｉｎｇｔａｏ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东定陶） Ｓ２５ Ｐｉｎｇｓｈｕｎ，Ｓｈａｎｘｉ（山西平顺） Ｓ３７ Ｚｈｅｎｇａｎ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西正安）

Ｓ２ Ｘｉｃｈｕａｎ，Ｈｅｎａｎ（河南淅川） Ｓ１４ Ｊｉａｘｉａｎｇ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东嘉祥） Ｓ２６ Ｊｉａｎｇｘｉａｎ，Ｓｈａｎｘｉ（山西绛县） Ｓ３８ Ｈｕａｚｈｏｕ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西华州）

Ｓ３ Ｌｕｓｈｉ，Ｈｅｎａｎ（河南卢氏） Ｓ１５ Ａｎｚｅ，Ｓｈａｎｘｉ（山西安泽） Ｓ２７ Ｙｏｎｇｊｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西永济） Ｓ３９ Ｄａｎｆｅｎｇ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西丹凤）

Ｓ４ Ｌｉｎｇｂａｏ，Ｈｅｎａｎ（河南灵宝） Ｓ１６ Ｃｈａｎｇｚｈｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西长治） Ｓ２８ Ｙｏｎｇｊｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西永济） Ｓ４０ Ｈｕａｎｇｌｏｎｇ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西黄龙）

Ｓ５ Ｆａｎｇｃｈｅｎｇ，Ｈｅｎａｎ（河南方城） Ｓ１７ Ｃｈａｎｇｚｈｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西长治） Ｓ２９ Ａｎｚｈｅ，Ｓｈａｎｘｉ（山西安泽） Ｓ４１ Ｚｈａｓｈｕｉ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西柞水）

Ｓ６ Ｎｅｉｘｉａｎｇ，Ｈｅｎａｎ（河南内乡） Ｓ１８ Ａｎｚｈｅ，Ｓｈａｎｘｉ（山西安泽） Ｓ３０ Ａｎｚｈｅ，Ｓｈａｎｘｉ（山西安泽） Ｓ４２ Ｌｕｏｎａｎ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西洛南）

Ｓ７ Ｚｈｅｎｐｉｎｇ，Ｈｅｎａｎ（河南镇平） Ｓ１９ Ａｎｚｈｅ，Ｓｈａｎｘｉ（山西安泽） Ｓ３１ Ｑｉｎｙｕａｎ，Ｓｈａｎｘｉ（山西沁源） Ｓ４３ Ｓｈａｎｇｎａｎ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西商南）

Ｓ８ Ｔｏｎｇｂａｉ，Ｈｅｎａｎ（河南桐柏） Ｓ２０ Ｑｉｎｓｈｕｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西沁水） Ｓ３２ Ｑｉｎｙｕａｎ，Ｓｈａｎｘｉ（山西沁源） Ｓ４４ Ｓｈａｎｇｎａｎ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西商南）

Ｓ９ Ｃａｏｘｉａｎ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东曹县） Ｓ２１ Ｑｉｎｓｈｕｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西沁水） Ｓ３３ Ｑｉｎｙｕａｎ，Ｓｈａｎｘｉ（山西沁源） Ｓ４５ Ｓｈａｎｙａｎｇ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西山阳）

Ｓ１０ Ｊｕｙｅ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东巨野） Ｓ２２ Ｙｏｎｇｊｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西永济） Ｓ３４ Ｌｉｎｇｃｈｕａｎ，Ｓｈａｎｘｉ（山西陵川） Ｓ４６ Ｙａｏｚｈｏｕ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西耀州）

Ｓ１１ Ｙｕｎｃｈｅｎｇ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东郓城） Ｓ２３ Ｑｉｎｓｈｕｉ，Ｓｈａｎｘｉ（山西沁水） Ｓ３５ Ｌａｎｔｉａｎ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西蓝田） Ｓ４７ Ｙｉｊｕｎ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西宜君）

Ｓ１２ Ｙａｎｇｇｕ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东阳谷） Ｓ２４ Ｙａｎｇｃｈｅｎｇ，Ｓｈａｎｘｉ（山西阳城） Ｓ３６ Ｓｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｓｈａｎｎｘｉ（陕西商州）
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２　方法与结果
２１　指纹图谱的建立
２１１　供试品溶液的制备　取连翘干燥药材样品
适量，除去杂质后，粉碎，过３号标准药典筛。精确称
量连翘药材粉末１０ｇ，置具塞平底烧瓶内，精密加入
体积分数７０％甲醇２５ｍＬ，塞密，称定重量，超声（功
率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处理３０ｍｉｎ，取出，放冷，再次
称定重量，以７０％甲醇补足减失重量，摇匀，快速滤纸
过滤，取滤液，再以０４５μｍ微孔滤膜过滤，即得。
２１２　对照品溶液的制备　精密称取各对照品适
量，制成浓度为连翘酯苷Ａ０６２５４ｍｇ·ｍＬ－１、连翘
酯苷Ｂ０２６１０ｍｇ·ｍＬ－１、连翘苷０２３８７ｍｇ·ｍＬ－１、连
翘脂素０２４８８ｍｇ·ｍＬ－１、金丝桃苷０２９１８ｍｇ·ｍＬ－１、
牛蒡子苷 ０１４２４ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液，
０４５μｍ微孔滤膜过滤，即得。
２１３　色谱条件　ＷｏｎｄＳｉｌＣ１８ Ｓｕｐｅｒｄ色谱柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。流动相为甲醇（Ａ）
０４％ 磷酸 （Ｂ），梯度洗脱程序 ０～３０ｍｉｎ，
２０％～３５％Ａ；３０～５０ｍｉｎ，３５％ ～６０％Ａ；５０～５５
ｍｉｎ，６０％Ａ；５５～５７ｍｉｎ，６０％～２０％Ａ；５７～６０ｍｉｎ，
２０％Ａ。流速 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温 ３５℃，进样量
１０μＬ，检测波长２３０ｎｍ。
２１４　精密度试验　取 Ｓ１号样品适量，按照
“２１１”项下方法制备供试品溶液，按照“２１３”项下
方法连续进样６次，以连翘酯苷Ａ为对照，计算其他
共有峰的相对保留值与相对峰面积。结果显示，各共

有峰的相对保留值与相对峰面积的相对标准偏差

（ＲＳＤ）值均小于２０％，表明仪器精密度良好。
２１５　稳定性试验　取 Ｓ１号样品适量，按照
“２１１”项下方法制备供试品溶液，分别放置０、４、
１０、２４、４８、７２ｈ后照“２１３”项下方法进样，以连翘
酯苷Ａ为对照，计算其他共有峰的相对保留值与相
对峰面积。结果显示，各共有峰的相对保留值与相

对峰面积的ＲＳＤ值均小于３０％，表明供试品溶液
在７２ｈ内具有良好的稳定性。
２１６　重复性试验　取 Ｓ１号样品适量，按照
“２１１”项下方法，同步制备６份供试品溶液，按照
“２１３”项下方法进样，以连翘酯苷Ａ为对照，计算
其他共有峰的相对保留值与相对峰面积。结果显

示，各共有峰的相对保留值与相对峰面积的ＲＳＤ值
均小于３０％，表明该实验方法具有良好的重复性。
２１７　指纹图谱的建立　取各批样品适量，按照
“２１１”项下方法，分别制备供试品溶液，按照
“２１３”项下方法进样分析，记录色谱图。将所得

４７批样品色谱数据导入“中药色谱指纹图谱相似度
评价系统”（版本号２０１２１３０７２３），选择共有峰峰面
积在全部样品中处于中间水平的Ｓ１为参照图谱，中
位数为基准，时间窗口０５，得到４７批连翘样品指
纹图谱及对照指纹图谱（图１～２）。经匹配后确认
共有峰３０个，其中１３号峰为连翘酯苷Ｂ、１４号峰为
连翘酯苷Ａ、１７号峰为金丝桃苷、２０号峰牛蒡子苷、
２２号峰为连翘苷、２９号峰为连翘脂素。
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图１　４７批连翘药材高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｆｏｒ４７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

1 

2 

3 

4 

5 
6 7 9 10 10

11 
12 

13 

14 

 
16 

 
18 1818

19 
20 

21 21
22 

23 
24 
25 25

 
27 2727
28 

29 

30 

13 14 17 20 
22 

29 

A 

B 

t / min

１３－连翘酯苷 Ｂ；１４－连翘酯苷 Ａ；１７－金丝桃苷；２０－牛蒡子苷；２２－连翘

苷；２９－连翘脂素；其他峰成分未知。

１３－ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＢ；１４－ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＡ；１７－ｈｙｐｅｒｉｎ；２０－ａｒｃｔｉｉｎ；２２－ｐｈｉｌｌ

ｙｒｉｎ；２９－ｐｈｉｌｌｙｇｅｎｉｎ；Ｏｔｈｅｒｐｅａｋｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

图２　连翘药材对照指纹图谱（Ａ）和混合对照品色谱图（Ｂ）
Ｆｉｇ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｅ
Ｆｒｕｃｔｕｓ（Ａ）ａｎｄｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｂ）

２１８　相似度分析　将４７批连翘药材样品 ＨＰＬＣ
色谱数据导入中药指纹图谱相似度评价系统，计算

相似度。所有样品相似度在０７８５～０９８９之间，表
明产地因素对连翘药材质量有一定的影响，原因应

与产地气候环境及产地加工技术相关。相似

度≥０９的样品占总数的 ６３８％，表明多数连翘样
品中的化学成分近似，连翘药材整体质量较稳定。

各样品与对照指纹图谱相似度计算结果见表２。
·１３４１·
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表２　４７批连翘药材ＨＰＬＣ指纹图谱相似度
Ｔａｂ２　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｏｆ４７ｂａｔｃｈｅｓＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ

Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｓ１ ０９６９ Ｓ１３ ０８７４ Ｓ２５ ０９０６ Ｓ３７ ０９８２
Ｓ２ ０９５４ Ｓ１４ ０８１２ Ｓ２６ ０９３４ Ｓ３８ ０９４８
Ｓ３ ０８６２ Ｓ１５ ０９３７ Ｓ２７ ０８６５ Ｓ３９ ０９８９
Ｓ４ ０８６７ Ｓ１６ ０９２２ Ｓ２８ ０８５２ Ｓ４０ ０８５４
Ｓ５ ０９３５ Ｓ１７ ０９３０ Ｓ２９ ０７８９ Ｓ４１ ０９７９
Ｓ６ ０９６７ Ｓ１８ ０９１５ Ｓ３０ ０８５１ Ｓ４２ ０９６９
Ｓ７ ０８７２ Ｓ１９ ０８７４ Ｓ３１ ０９７７ Ｓ４３ ０９２０
Ｓ８ ０８８９ Ｓ２０ ０９１２ Ｓ３２ ０９１７ Ｓ４４ ０９４７
Ｓ９ ０９２３ Ｓ２１ ０９２４ Ｓ３３ ０９７４ Ｓ４５ ０９７４
Ｓ１０ ０９３６ Ｓ２２ ０８９７ Ｓ３４ ０８０７ Ｓ４６ ０９１８
Ｓ１１ ０８８１ Ｓ２３ ０９０５ Ｓ３５ ０９３３ Ｓ４７ ０８９８
Ｓ１２ ０７８５ Ｓ２４ ０９６１ Ｓ３６ ０９７６

２２　化学模式识别分析
２２１　聚类分析（ＨＣＡ）　以４７批连翘药材色谱
指纹图中 ３０个共有峰峰面积为变量，利用 ＳＰＳＳ
２３０软件，以平方欧氏距离为区间，采用组间联接
法进行聚类分析，结果见图３。

聚类距离为１０时，４７批样品可聚为３类（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）。
４７ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｃｏｕｌｄｂｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄｉｎｔｏ３ｃｌａｓｓｅｓ（Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ），Ｗｈｅｎｔｈｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｗａｓ１０．

图３　４７批连翘药材聚类树状图
Ｆｉｇ３　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ４７ｂａｔｃｈｅｓＦｏｒｓｙｔｈｉａｅ
Ｆｒｕｃｔｕｓ

　　当类间距离小于１０时，４７批连翘药材可聚为３
类。Ⅰ类共有３４个样品，全部来自陕西省外产区；
Ⅱ类６个样品、Ⅲ类７个样品全部来源于陕西省，其
中Ⅲ类样品全部来自连翘药材的传统道地产区陕西
省商洛市，表明产于该地区的连翘药材在品质上有

一定的特点。

２２２　正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）
　为进一步判断产地因素对连翘药材质量的影
响，寻找造成陕西道地产区连翘药材独特品质差

异的标志物，以４７批连翘药材指纹图谱３０个共有
峰的峰面积为变量，应用 ＳＩＭＣＡ１４１软件进行
ＯＰＬＳＤＡ分析（图 ４）。由图 ４可知，陕西省样品
与其他样品得到了较好的分离；得 ＯＰＬＳＤＡ模型
的 Ｒ２Ｙ＝０７１４，Ｑ

２＝０５８５，均大于 ０５，表明模型
稳定可靠，可用于陕西连翘传统道地产区与其他

产地间的判别。

结合变量重要性投影值（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｄｆｏｒ
ｇｈｔｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ），以 ＶＩＰ＞１筛选出差异成分
（图５）。标记出差异性成分１１种，按贡献由大到小
分别是，峰３０、峰１３（连翘酯苷 Ｂ）、峰２３、峰２７、峰
２９（连翘脂素）、峰１９、峰２８、峰１８、峰１４（连翘酯苷
Ａ）、峰１、峰２。这些成分是造成陕西连翘与其他连
翘品质差异的主要标志性成分，生产中可加强上述

成分的含量控制，作为区别连翘产区的依据之一。

２３　连翘药材ＱＡＭＳ含量测定
２３１色谱条件及供试品、对照品溶液制备　同
“２１１”“２１２”“２１３”项下方法。
２３２线性关系考察　分别精密吸取“２１２”项下
混合对照品溶液适量，用甲醇稀释成不同浓度，进样

分析，记录色谱图。以对照品溶液浓度为横坐标

（Ｘ）、峰面积为纵坐标（Ｙ）绘制校准曲线，以信噪比
１０∶１计算定量限（ＬＯＱ），信噪比 ３∶１计算检测限
（ＬＯＤ），结果见表３。
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图４　不同产地连翘药材正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）散点图
Ｆｉｇ４　ＳｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆＯＰＬＳＤＡｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ

图５　４７批连翘药材３０个共有峰在ＯＰＬＳＤＡ模型中的ＶＩＰ值。ｎ＝４７，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＶＩＰｖａｌｕｅｓｏｆ３０ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｏｆ４７ＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓｓａｍｐｌｅｓｉｎＯＰＬＳＤＡｍｏｄｅｌ．ｎ＝４７，珋ｘ±ｓ

表３　连翘药材有效成分含量测定线性关系考察
Ｔａｂ３　ＬｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ　　 ｒ２ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／ｍｇ·ｍＬ－１ ＬＯＱ／ｍｇ·ｍＬ－１ ＬＯＤ／ｍｇ·ｍＬ－１

ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＢ Ｙ＝７０７７１７７９６３１Ｘ－２０９７７５０４５ ０９９９５ ００４３５～０２６１０ ００２７１ ０００８２

ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＡ Ｙ＝４８００２５４６５９５Ｘ－２０６４３５８７４ ０９９９４ ００６５２～０６２５４ ００３７８ ００１１５

Ｈｙｐｅｒｉｎ Ｙ＝１１１１５０３３１４５０Ｘ＋２７７７０４７４ ０９９９４ ００４８６～０２９１８ ００１７２ ０００５２

Ａｒｃｔｉｉｎ Ｙ＝６９０６７３８００２３Ｘ－２９４０４７７９ ０９９９８ ００２３７～０１４２４ ０００６６ ０００２０

Ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ Ｙ＝５９４０４６５５２５２Ｘ－２５０３０５７４ ０９９９６ ００３９８～０２３８７ ０００６７ ０００２０

Ｐｈｉｌｌｙｇｅｎｉｎ Ｙ＝８９７２４６７１００４Ｘ－２２４６９３５７ ０９９９８ ００４１５～０２４８８ ０００４４ ０００１３

２３３　精密度考察　精密吸取“２１２”项下混合对
照品溶液１０μＬ，按“２１３”项下色谱条件连续进样６
次，记录各对照品色谱峰面积，得连翘酯苷Ｂ、连翘酯
苷Ａ、金丝桃苷、牛蒡子苷、连翘苷、连翘脂素峰面积
ＲＳＤ值分别为 ０２７１％、０２０３％、０２１５％、０３１２％、
０２２３％、０２７８％，表明所用仪器精密度良好。
２３４　稳定性试验　取“２１２”项所得混合对照
品溶液适量，分别放置０、４、１０、２４、４８、７２ｈ后按照
“２１３”项下方法进样，记录各对照品色谱峰面积，
得连翘酯苷Ｂ、连翘酯苷Ａ、金丝桃苷、牛蒡子苷、连
翘苷、连翘脂素峰面积 ＲＳＤ值分别为 ０３０９％、
０２１９％、０３８７％、０４２０％、０４３２％、０３２４％，表明
所得混合对照溶液在７２ｈ内稳定。
２３５　重复性试验　精密称取 Ｓ１号连翘药材粉

末适量，按照“２１１”项下方法，平行制备６份供试
品溶液，按照“２１３”项下方法进样，记录各待测组
分色谱峰面积，得连翘酯苷 Ｂ、连翘酯苷 Ａ、金丝桃
苷、牛蒡子苷、连翘苷、连翘脂素峰面积ＲＳＤ值分别
为 １１９１％、１２６７％、１６０４％、１５１７％、１０７８％、
１１２１％，表明所用方法具有良好的重复性。
２３６　相对校正因子与相对保留值的计算　取
“２１２”项下所得混合对照品溶液，按“２１３”项下
方法，连续进样１２次，记录各对照品色谱峰面积，选
择连翘酯苷Ａ为内参物，按公式１计算各对照品的
相对校正因子（ｆｉ／ｓ）；按公式２计算各对照品的相对
保留值（Ｒｉ／ｓ），结果见表４。

ｆｉ／ｓ＝ｆｉ／ｆｓ＝Ａｓρｉ／Ａｉρｓ 公式（１）
Ｒｉ／ｓ＝ｔＲｉ／ｔＲｓ 公式（２）
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式中，ｆｉ为待测成分斜率，ｆｓ为内参物斜率，Ａｓ为
内参物峰面积，ρｓ为内参物质量浓度，Ａｉ为待测成分
峰面积，ρｉ为待测成分质量浓度；ｔＲｓ为内参物保留时
间，ｔＲｉ为待测成分保留时间。

表４　连翘药材中各待测成分的相对校正因子（ｆｉ／ｓ）与相对
保留值（Ｒｉ／ｓ）
Ｔａｂ４　Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（ｆｉ／ｓ）ａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｖａｌｕｅ（Ｒｉ／ｓ）ｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｔｏｂｅｔｅｓｔｅｄｉｎＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　　 ｆｉ／ｓ ＲＳＤ／％ Ｒｉ／ｓ ＲＳＤ／％

ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＢ ０９８１ ０４２２ ０９５ ０３２６
ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＡ １ － １ －
Ｈｙｐｅｒｉｎ ０９７２ ２６５１ １１２ ０４１５
Ａｒｃｔｉｉｎ ０２５１ １５０５ １２６ ０２１６
Ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ ０３４４ １６６５ １３３ ０３３７
Ｐｈｉｌｌｙｇｅｎｉｎ ０３３４ １８０９ １５５ ０３５９

２３７　加样回收试验　取已用外标法（ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ，ＥＳＭ）测知含量的 Ｓ０１号样品粉末
适量，精确称量６份，每份１０ｇ，精密加入与样品含
量相当的连翘酯苷 Ｂ、连翘酯苷 Ａ、金丝桃苷、牛蒡
子苷、连翘苷、连翘脂素对照品，按“２１１”项下方
法制备供试品溶液，按“２１３”项中方法进样分析，
计算各组分加样回收率，结果见表５。
２３８　样品测定　取各批次样品适量，按照
“２１１”项下方法制备供试品溶液，按“２１３”项下
方法进样分析，记录每个样品色谱图中各待测组分

的色谱峰面积。每个样品平行处理３份，取平均值。
采用ＱＡＭＳ法按照公式３计算含量并与 ＥＳＭ法比
较，结果见表６。

表５　连翘药材中各待测成分的加样回收率
Ｔａｂ５　ＳａｍｐｌｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｔｏｂｅｔｅｓｔｅｄｉｎＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　　 ｍ（Ｃｏｎｔｅｎｔ）／ｍｇ ｍ（Ａｄｄｅｄ）／ｍｇ ｍ（Ｆｏｕｎｄ）／ｍｇ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒ／％ ＲＳＤ／％

ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＢ ６０９ ６５２ １２２１ ９６８５ ９８９９ ２６７

６０９ ６５２ １２２５ ９７１６

６０９ ６５２ １２１４ ９６３１

６０９ ６５２ １２６１ ９９９８

６０９ ６５２ １２９９ １０３０１

６０９ ６５２ １２６９ １００６４

ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＡ ２４９８ １９１４ ４２９４ ９７３２ ９９４６ １９７

２４９８ １９１４ ４３４４ ９８４６

２４９８ １９１４ ４３３３ ９８２１

２４９８ １９１４ ４４１１ ９９９８

２４９８ １９１４ ４４０９ ９９９３

２４９８ １９１４ ４５３９ １０２８７

Ｈｙｐｅｒｉｎ ０８１ ０７３ １４８ ９６２６ ９９３７ ２７１

０８１ ０７３ １５２ ９８５５

０８１ ０７３ １５０ ９７２０

０８１ ０７３ １５５ １００８６

０８１ ０７３ １６０ １０３７３

０８１ ０７３ １５３ ９９５９

Ａｒｃｔｉｉｎ ２９７ ２３７ ５２７ ９８６２ ９９２３ ３３９

２９７ ２３７ ５２３ ９７８７

２９７ ２３７ ５１８ ９６９８

２９７ ２３７ ５２０ ９７４１

２９７ ２３７ ５６６ １０５９８

２９７ ２３７ ５２６ ９８５２

Ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ ８５７ ７１６ １５３６ ９７６５ ９９６５ ２３６

８５７ ７１６ １５４２ ９８００

８５７ ７１６ １５３３ ９７４５

８５７ ７１６ １５８４ １００６８

８５７ ７１６ １５８４ １００６８

８５７ ７１６ １６２６ １０３３７

Ｐｈｉｌｌｙｇｅｎｉｎ ３２７ ３１１ ６１５ ９６３５ ９８９２ １９１

３２７ ３１１ ６２９ ９８６２

３２７ ３１１ ６２２ ９７４９

３２７ ３１１ ６４９ １０１７３

３２７ ３１１ ６３４ ９９３７

３２７ ３１１ ６３８ ９９９４
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表６　连翘药材中６种成分含量测定结果。％
Ｔａｂ６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ．％

Ｎｏ
Ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅ

ＥＳＭ

ＦｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅＢ Ｈｙｐｅｒｉｎ Ａｒｃｔｉｉｎ Ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ Ｐｈｉｌｌｙｇｅｎｉｎ

ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＥＳＭ ＱＡＭＳ ＥＳＭ ＱＡＭＳ

Ｓ１ ２５０ ０６１ ０６１ ００８ ００８ ０３０ ０３０ ０８６ ０８８ ０３３ ０３３

Ｓ２ １４０ ０２５ ０２５ ００３ ００３ ０１９ ０１９ ０４７ ０４８ ００９ ００９

Ｓ３ １８８ ０７２ ０７２ ００７ ００７ ０４１ ０４１ １２０ １２４ ０２２ ０２２

Ｓ４ １８７ ０６８ ０６８ ００７ ００７ ０３９ ０３９ １１４ １１８ ０２１ ０２１

Ｓ５ １９５ ０２２ ０２１ ００３ ００３ ０１４ ０１４ ０３２ ０３３ ００８ ００８

Ｓ６ ２６６ ０６０ ０５９ ００９ ００９ ０４１ ０４１ ０９５ ０９８ ０２６ ０２６

Ｓ７ ２３３ ０２３ ０２３ ００１ ００１ ００２ ００２ ０２５ ０２６ ００７ ００７

Ｓ８ １８７ ０３３ ０３２ ００２ ００２ ００４ ００４ ０６０ ０６２ ０１５ ０１５

Ｓ９ １１７ ０１４ ０１３ ００４ ００４ ０１５ ０１５ ０３９ ０４０ ０２６ ０２６

Ｓ１０ １２０ ００６ ００５ ００４ ００４ ０１５ ０１５ ０２５ ０２６ ０２５ ０２５

Ｓ１１ ０９４ ００９ ００８ ００４ ００４ ０１３ ０１３ ０３３ ０３４ ０３１ ０３１

Ｓ１２ ０６２ ００９ ００８ ００４ ００４ ０１２ ０１２ ０４３ ０４４ ０４５ ０４５

Ｓ１３ ０７８ ０１０ ００９ ００２ ００２ ０１５ ０１５ ０４１ ０４２ ０３７ ０３７

Ｓ１４ ０８５ ０１１ ０１０ ００４ ００４ ０１４ ０１４ ０４３ ０４４ ０６８ ０６８

Ｓ１５ ０８８ ０１４ ０１３ ００２ ００２ ００７ ００７ ０１８ ０１８ ００７ ００７

Ｓ１６ ０９０ ００３ ００２ ００２ ００２ ００７ ００７ ０１２ ０１２ ００６ ００６

Ｓ１７ ０７１ ０１３ ０１２ ００２ ００２ ００６ ００６ ０１６ ０１６ ００７ ００７

Ｓ１８ ０５５ ００７ ００６ ００１ ００１ ０１０ ０１０ ０２１ ０２２ ００８ ００８

Ｓ１９ ０７３ ０１８ ０１７ ００２ ００２ ０１７ ０１７ ０５３ ０５５ ０２９ ０２９

Ｓ２０ ０５９ ００５ ００４ ００１ ００１ ００７ ００７ ０１８ ０１８ ００９ ００９

Ｓ２１ ０６４ ００４ ００４ ０００ ０００ ００６ ００５ ０１７ ０１８ ００８ ００８

Ｓ２２ ０７６ ０１１ ０１０ ００２ ００２ ０１６ ０１６ ０４１ ０４３ ０２７ ０２７

Ｓ２３ ０６５ ００４ ００４ ００１ ００１ ００７ ００７ ０１８ ０１９ ０１１ ０１１

Ｓ２４ ０９６ ００４ ００４ ００３ ００３ ００５ ００５ ０１６ ０１７ ０１５ ０１５

Ｓ２５ ０９６ ００９ ００８ ００４ ００４ ０１８ ０１８ ０３１ ０３２ ０２２ ０２２

Ｓ２６ １２５ ０１７ ０１７ ００４ ００４ ０２７ ０２７ ０４７ ０４８ ０４１ ０４１

Ｓ２７ ０５９ ０１６ ０１５ ００２ ００２ ０１５ ０１５ ０４８ ０４９ ０２１ ０２１

Ｓ２８ ０２４ ００２ ００１ ００１ ００１ ００３ ００２ ００７ ００８ ００４ ００４

Ｓ２９ ０３５ ００３ ００３ ００１ ００１ ０１０ ０１０ ０１８ ０１８ ０１７ ０１７

Ｓ３０ ０４５ ００４ ００３ ００３ ００３ ００８ ００８ ０２６ ０２７ ０１６ ０１６

Ｓ３１ ２２１ ０１１ ０１１ ００９ ００９ ０２４ ０２４ ０３８ ０３９ ０５２ ０５２

Ｓ３２ １５４ ００５ ００５ ００４ ００４ ０１１ ０１１ ０１３ ０１３ ００５ ００５

Ｓ３３ １９９ ００６ ００６ ０１０ ０１０ ０２１ ０２１ ０２８ ０２８ ０３０ ０３０

Ｓ３４ ０５１ ０２０ ０１９ ００４ ００４ ００７ ００７ ０２６ ０２７ ０１５ ０１５

Ｓ３５ ４２９ ０２７ ０２６ ００２ ００２ ０２２ ０２２ ０６６ ０６８ ０５５ ０５５

Ｓ３６ ５７６ ０７０ ０７０ ０１１ ０１１ ０４０ ０４１ １５６ １６１ １６２ １６２
Ｓ３７ ７６７ ０５９ ０５９ ０１９ ０１９ ０５３ ０５３ １７３ １７８ ０８４ ０８４
Ｓ３８ ４８８ ０２８ ０２８ ００５ ００５ ０２９ ０２９ ０８２ ０８４ ０８２ ０８２
Ｓ３９ ６５０ ０７０ ０７０ ００９ ００９ ０４５ ０４６ １７８ １８４ １３０ １３０
Ｓ４０ ５７２ ０２４ ０２３ ００５ ００４ ００８ ００８ ０３５ ０３６ ０２１ ０２１
Ｓ４１ ７７８ ０６０ ０５９ ０１６ ０１６ ０４３ ０４３ １６８ １７３ ０８６ ０８６
Ｓ４２ ４３７ ０６２ ０６２ ０１０ ０１０ ０３４ ０３４ １８２ １８８ ０９４ ０９５
Ｓ４３ ３３４ ０２４ ０２４ ００３ ００３ ００７ ００７ ０５７ ０５９ ０３５ ０３５
Ｓ４４ ４５７ ０６９ ０６９ ０１５ ０１４ ０４５ ０４６ ２１３ ２２０ １６５ １６６
Ｓ４５ ６７５ ０７６ ０７６ ０１２ ０１２ ０６９ ０６９ １９５ ２０２ ２２２ ２２３
Ｓ４６ ３１４ ０６１ ０６１ ００４ ００４ ０１５ ０１５ ０８３ ０８６ ０２９ ０２９
Ｓ４７ ６８７ ０４７ ０４７ ００５ ００５ ０２４ ０２４ ０６２ ０６４ ０３５ ０３５

　　Ｍ（％）＝ｆｉ／ｓＡｉρｓ／Ａｓ×２５／１０００×１００％公式（３）
式中，Ｍ（％）为待测组分百分含量，Ａｓ为连翘酯

苷Ａ对照品峰面积，ρｓ为连翘酯苷 Ａ对照品质量浓
度，Ａｉ为待测成分峰面积，ｆｉ／ｓ为待测组分相对校正
因子。

利用 ＳＰＳＳ２３０软件对除内参物（连翘酯苷
Ａ）外的５个成分的２组检测数据进行 Ｆ检验，结
果显示两种方法没有显著差异（Ｐ＞００５），连翘
酯苷 Ｂ、金丝桃苷、牛蒡子苷、连翘苷、连翘脂素
的 Ｐ值 分 别 为 ０９１０、０９３７、０９９０、０８６５、

·５３４１·
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０９９５，表明可用 ＱＡＭＳ替代 ＥＳＭ对连翘药材进
行含量测定。

连翘酯苷Ｂ、连翘酯苷Ａ、金丝桃苷、牛蒡子苷、
连翘苷、连翘脂素６种成分在各省样品中的平均含
量 为：河 南 （４５０、２０５８、０５２、２３９、７４６、
１７６ｍｇ·ｇ－１）、山东（０９０、９２６、０３６、１３９、３８４、
３８７ｍｇ·ｇ－１）、山西（０８２、８７４、０２９、１１６、２６４、

１７５ｍｇ·ｇ－１）、陕西（５１８、５５１０、０８８、３３６、
１３１１、９２５ｍｇ·ｇ－１）。利用 ＳＰＳＳ２３０软件对来
自不同产地的４７批样品中６个成分的总量及单个
成分含量进行了Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，结果不同产地
样品间存在极显著差异（Ｐ＜００１）。４个省份样品
中６种有效成分含量比较见图６。来自陕西的连翘
样品中有效成分含量最高，其次为河南样品。
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图６　不同产地连翘药材中６种活性成分含量测定结果
Ｆｉｇ６　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ６ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ

３　讨　论
连翘药材主要含有苯乙醇苷类、木脂素类、挥发

油等成分，２０２０年版《中国药典》一部规定，连翘药
材需进行挥发油、连翘苷、连翘酯苷 Ａ的含量测定，
其中后两种成分测定采用的是 ＨＰＬＣ法，但这两种

成分所用的提取方法与色谱条件均不相同。为确保

目标成分的提取率与分离效果，课题组对连翘药材

提取方法与色谱分离条件进行了考察。主要比较了

不同提取方式（超声、回流）、不同提取溶剂（水、甲

醇、７０％甲醇、５０％甲醇、乙醇、７０％乙醇、５０％乙
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醇）、不同料液比（１∶５、１∶１０、１∶２５、１∶５０、１∶１００）。
发现以７０％甲醇为溶剂，按料液比１∶２５，采用超声
处理制备的供试品溶液所含色谱峰较多，且经济、省

时。对流动相组成（甲醇∶０４％磷酸、乙腈∶０４％
磷酸）、检测波长（１９０、２３０、２７７、３３０ｎｍ）进行考察，
发现以甲醇∶０４％磷酸溶液为流动相系统，进行梯
度洗脱得到的色谱图中，连翘药材各成分得到了良

好的分离；以２３０ｎｍ作检测波长时，连翘药材色谱
图基线平稳，各目标成分色谱峰分离度、峰面积均较

为理想，能较为全面地体现出连翘药材中所包含的

化学信息。连翘药材按采收期不同可分为青翘与老

翘，两种规格的连翘药材品质上有一定的差异性。

有学者认为老翘中某些活性成分如
#

木苷甲基醚的

含量高于青翘［２０］，特别是老翘中比例更高的有益糖

类，能促进肠道有益菌群生长，具有更好的解毒保肝

作用［２１］。也有文献报道青翘中苯乙醇苷类成分含

量更高，青翘品质更好［２２２５］，在生产实践中一般青

翘价格更高。本研究所用样品全部为青翘，在后续

的工作中，课题组将针对连翘采收期与其内在化学

成分的变化关系进行研究，以期建立起连翘药材采

收时间与内在化学信息间的动态指纹图谱，为更客

观、准确地评价连翘药材质量奠定基础。
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