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祁白芷 ＵＰＬＣ指纹图谱的建立及其抗氧化谱效关系研究

段天华，徐荣荣，李蕊，张泽昭，姜晓娅，刘思琪，刘宸男，王鑫国，冯薇
（河北中医药大学药学院，河北省中药配

方颗粒技术创新中心，中药材品质评价与标准化河北省工程研究中心，石家庄０５００９１）

摘要：目的　建立祁白芷超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）指纹图谱，采用超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）对
共有峰进行成分鉴定，测定各批次祁白芷抗氧化活性，并探讨祁白芷的化学成分与抗氧化活性的谱效关系。方法　采用《中
药色谱指纹图谱相似度评价系统（２０１２版）》建立２８批祁白芷的指纹图谱，确认共有峰并进行相似度评价，并对共有峰进行
ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ分析。以１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基清除率为抗氧化指标，测定其抗氧化活性。采用灰色关
联度和偏最小二乘回归分析祁白芷共有峰与抗氧化活性的谱效关系。结果　建立了２８批祁白芷药材的指纹图谱，其相似度
为０９１０～０９９７。聚类分析可将不同加工方式的祁白芷分为熏硫和无硫两大类，当平方欧氏距离为 １０时，可将无硫祁白芷
进一步分为两类，与商品规格等级分类相符。其共标定１３个共有峰，利用对照品对比和ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ解析指认出共有峰
分别为奎宁酸、二氢山芹醇、水合氧化前胡素、白当归素、花椒毒素、佛手柑内酯、异茴芹内酯、氧化前胡素、欧前胡素、珊瑚菜

素、８氧甲基异欧前胡内酯、异欧前胡素、镰叶芹酮。通过清除ＤＰＰＨ自由基实验发现，２８批祁白芷均有抗氧化能力，谱效分析
结果显示，奎宁酸、佛手柑内酯、氧化前胡素、珊瑚菜素、异欧前胡素、镰叶芹酮等与抗氧化能力呈正相关。结论　本研究建立
了基于化学成分和抗氧化活性的祁白芷质量评价模式，为阐明祁白芷药材中抗氧化活性成分及质量控制提供参考。
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　　祁白芷，为伞形科植物祁白芷［Ａｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａ
（Ｆｉｓｃｈ．ｅｘＨｏｆｆｍ．）Ｂｅｎｔｈ．ｅｔＨｏｏｋ．ｆ．］的干燥根［１］，

是河北安国道地药材，为八大祁药之一。祁白芷为市

场上主流白芷品种之一，因其产量大且质量较优，被

国内医药界熟知［２３］。本品作为白芷入药，具有散风

除湿、通窍止痛、消肿排脓的功效［１］，并能长肌肤、润

颜色［４］。有研究表明，白芷能有效改善原发性痛经、

延缓衰老和美白的作用机制可能与抗氧化活性有

关［４６］。目前，祁白芷的研究主要集中在脂溶性成分

和挥发油的定性分析［７８］及对欧前胡素这单一指标成

分的含量测定［９］，针对祁白芷的多成分含量测定和谱

效关系的研究未见报道。中药成分多样、作用机制复

杂，单一指标难以全面反映药材质量。中药指纹图谱

具有整体性和模糊性，可从整体上对中药材进行评

价，能够全面评价中药的药效物质基础，现已被广泛

用于评价和控制中药材品质［１０］。与高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）相比，超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）具有更高的灵
敏度和分离度，可提高分析效率，减少溶剂消耗，已广

泛应用于中药物质基础的研究［１１］。谱效关系是中药

药效物质基础的研究模式之一，运用统计学的手段将

指纹图谱技术和药效评价系统相结合，可进一步明确

其药效物质基础，评价中药质量［１２］。

本研究采用 ＵＰＬＣ建立了祁白芷的指纹图谱，
并结合聚类分析对祁白芷进行了质量评价，同时利

用超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣＱ
ＴＯＦＭＳ）和对照品比对，对共有峰进行了鉴定，利用
１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）法检测体外抗氧
化能力。通过谱效关系，初步揭示祁白芷抗氧化能

力的活性物质，为祁白芷的质量控制及开发研究提

供理论支持。

１　仪器与试药
ＨＣｌａｓｓ型超高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公

司）；ＴｒｉｐｌｅＴＯＦＴＭ６６００＋型四极杆串联飞行时间高
分辨质谱仪（美国 ＡＢＳＣＩＥＸ公司）：ＡｎａｌｙｓｔＴＦ
１８１数据采集软件、ＰｅａｋＶｉｅｗ１２数据处理软
件；ＹＢ１５０型多功能粉碎机（永康市速锋工贸有
限公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ型电子天平、ＢＳＡ２２４ＳＣＷ型
电子天平（德国赛多利斯有限公司）；ＫＱ２５０Ｅ型
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

Ｈ２０５０Ｒ型高速离心机（湖南赛特湘仪离心机仪器
有限公司）；ＥＬｘ８００型酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公
司）；总抗氧化能力（ＤＰＰＨ法）试剂盒（苏州科铭
生物技术有限公司）。

对照品水合氧化前胡素（批号 ＤＳＴＤＳ０１２３０１）、
异茴芹内酯（批号ＤＳＴ２１０４２６１８９）、氧化前胡素（批
号ＤＳＴＤＹ０１８４０１，≥９８％）（成都乐美天医药科技有
限公司）；白当归素（批号 ＭＵＳＴ２１１１１１０３）、佛手柑
内酯（批号ＭＵＳＴ２１１２２４１３）（成都曼斯特生物科技
有限公司）；欧前胡素（批号ＣＨＢ２０１２０１）（成都克洛
玛生物科技有限公司）；异欧前胡素 （批号

ＢＷＣ９００４２０１６）（北京世纪奥科生物技术有限公
司）。甲酸、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯，

实验用水为超纯水由Ｍｉｌｉｐｏｒｅ超纯水系统制备。
白芷药材从河北安国药材市场购买，产地均为

河北安国，经候芳洁副教授鉴定为伞形科植物白芷

［Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ（ＦｉｓｃｈｅｘＨｏｆｆｍ．）Ｂｅｎｔｈ．ｅｔ
Ｈｏｏｋ．ｆ．］的干燥根。其中，Ｓ１～Ｓ１４和Ｓ１７～Ｓ２８加
工方式为无硫晒干，Ｓ１５和 Ｓ１６加工方式为熏硫。
熏硫为产地药农加工，熏硫方法为：燃硫磺熏硫，切

片，晾干。其中Ｓ１５与 Ｓ１７、Ｓ１６与 Ｓ１８分别为同一
批药材的无硫晒干和熏硫样品。２８批祁白芷药材
的详细信息见表１。

２　方法与结果
２１　祁白芷指纹图谱的建立
２１１　色谱条件　菲罗门 ＴｉｔａｎｋＣ１８色谱柱
（２１ｍｍ×１５０ｍｍ，１８μｍ），流动相为乙腈（Ａ）
０１％甲酸溶液（Ｂ）梯度洗脱（０～６ｍｉｎ，１３％～１４％
Ａ；６～１３５ｍｉｎ，１４％～１５５％Ａ；１３５～２０ｍｉｎ，
１５５％～２８％Ａ；２０～２６ｍｉｎ，２８％～２８４％Ａ；２６～
３３５ｍｉｎ，２８４％～２９５％Ａ；３３５～３５ｍｉｎ，２９５％～
３７％Ａ；３５～３９５ｍｉｎ，３７％～４５％Ａ；３９５～４１５ｍｉｎ，
４５％～４７３％Ａ；４１５～４４ｍｉｎ，４７３％～５３％Ａ；４４～
５４ｍｉｎ，５３％～６０％Ａ；５４～５５ｍｉｎ，６０％～７８％Ａ；５５～
６３ｍｉｎ，７８％～９０％Ａ；６３～６５ｍｉｎ，９０％～１３％Ａ），流速
０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，进样量０８μＬ。分时段
波长 如 下：３３０ｎｍ （０～１９ｍｉｎ），２６７ｎｍ（１９～
３０ｍｉｎ），２４８ｎｍ（３０～４３ｍｉｎ），２６７ｎｍ（４３～５２ｍｉｎ），
２５４ｎｍ（５２～６５ｍｉｎ）。
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表１　２８批祁白芷药材的详细信息
Ｔａｂ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ２８ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａｃｖＱｉｂａｉｚｈｉ

ＳａｍｐｌｅＮｏ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ ＳａｍｐｌｅＮｏ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ

Ｓ１ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ Ｓ１５ ２０２０１１ ｓｕｌｆｕｒｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｕｎｉｆｉｅｄｇｏｏｄｓ

Ｓ２ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ Ｓ１６ ２０２０１１ ｓｕｌｆｕｒｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｕｎｉｆｉｅｄｇｏｏｄｓ

Ｓ３ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ Ｓ１７ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ

Ｓ４ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ Ｓ１８ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｕｎｉｆｉｅｄｇｏｏｄｓ

Ｓ５ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ Ｓ１９ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ

Ｓ６ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ Ｓ２０ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ

Ｓ７ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ Ｓ２１ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ

Ｓ８ ２０２０１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ Ｓ２２ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ

Ｓ９ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ Ｓ２３ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ

Ｓ１０ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ Ｓ２４ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ

Ｓ１１ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ Ｓ２５ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｕｎｉｆｉｅｄｇｏｏｄｓ

Ｓ１２ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ Ｓ２６ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｕｎｉｆｉｅｄｇｏｏｄｓ

Ｓ１３ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ Ｓ２７ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ

Ｓ１４ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ Ｓ２８ ２０２１１１ ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ

注：加工方式－无硫，熏硫；规格等级－选货一等，选货二等，选货三等，统货。

Ｎｏｔｅ：ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ－ｓｕｌｐｈｕｒｆｒｅｅ，ｓｕｌｆｕｒｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ；ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ－ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｉｒｓｔ，ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄ，ｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｉｒｄ，ｕｎｉｆｉｅｄｇｏｏｄｓ．

２１２　对照品溶液制备　分别精密称取水合氧化
前胡素、白当归素、佛手柑内酯、异茴芹内酯、氧化前

胡素、欧前胡素、异欧前胡素对照品适量，加甲醇溶

解，制成单一对照品储备液。精密量取上述各对照

品储备液适量，加甲醇稀释，制成质量浓度分别为

６８７２、２６７１、１５８０、５１８、１６４２５、１２９４１、
５４１３μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２１３　供试品溶液制备　取白芷粉末（过 ６０目
筛）２０ｇ，精密称定，置５０ｍＬ锥形瓶中，加入２０ｍＬ
体积分数 ７０％的甲醇，称定重量，超声处理（功率
２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）７５ｍｉｎ，静置至室温，再称定质
量，用体积分数７０％甲醇补足减失的质量，摇匀，用
０２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。
２２　指纹图谱方法学考察
２２１　精密度试验　取 Ｓ１０号白芷粉末，按
“２１３”项下方法制备供试品溶液，按“２１１”项下
色谱条件连续进样６次，以９号峰（欧前胡素）为参
照峰，计算各共有峰的相对保留时间的相对标准偏

差（ＲＳＤ）为００１％～０９１％，相对峰面积的ＲＳＤ分
别为 ０６５％、２１７％、０８４％、１４４％、０９３％、
１０１％、０８４％、０５８％、０１６％、０３１％、１４５％、
１２６％，均小于２１７％，表明仪器精密度良好。
２２２　重复性试验　取 Ｓ１０号白芷粉末，按
“２１３”项下方法平行制备供试品溶液 ６份，按
“２１１”项下色谱条件测定，以９号峰（欧前胡素）
为参照峰，计算各共有峰的相对保留时间的ＲＳＤ为
００１％ ～０１３％，相对峰面积的 ＲＳＤ分别为

０６０％、２５３％、０４５％、１４２％、１３９％、０９８％、
０９２％、０５４％、０４１％、１０１％、０５１％、３００％，均
小于３０％，表明该方法重复性良好。
２２３　稳定性试验　取 Ｓ１０号白芷粉末，按
“２１３”项下方法平行制备供试品溶液，分别在０，
２，４，８，１２，２４ｈ按“２１１”项下色谱条件测定，以９
号峰（欧前胡素）为参照峰，计算各共有峰的相对保

留时间的 ＲＳＤ为 ００１％ ～０３３％，相对峰面积的
ＲＳＤ 分 别 为 １８１％、１６８％、０６９％、２３２％、
１０６％、０１３％、２１７％、２７０％、０２４％、０７０％、
０２５％、２６６％，均小于２７０％，表明２４ｈ内供试品
溶液的成分稳定。

２３　对照指纹图谱的生成与相似度分析
相似 度 评 价：取 ２８批 白 芷 样 品 适 量 按

“２１３”项下方法制备供试品溶液，按“２１１”项
下色谱条件依次进样，记录色谱图。将２８批药材
样品的ＵＰＬＣ图谱导入《中药色谱指纹图谱相似度
评价系统（２０１２版）》软件，设定 Ｓ１０为参照色谱
图，选取时间窗格宽度 ０１ｍｉｎ，通过中位数生成
对照指纹图谱，运用多点校正对 Ｍａｒｋ色谱峰进行
匹配，计算相似度。结果表明，除 Ｓ１５、Ｓ１６的相似
度为０９１３、０９１０外，其余批次样品与对照指纹
图谱的相似度均大于 ０９６０，见表 ２，说明熏硫对
白芷药材质量影响较大，未熏硫样品相似度较高，

化学成分相似，质量较稳定。共标定 １３个共有
峰，见图１。对照指纹图谱见图２Ａ，混合对照品溶
液见图２Ｂ。
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表２　２８批祁白芷药材样品的相似度评价结果
Ｔａｂ２　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２８ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａ
ｄａｈｕｒｉｃａｃｖＱｉｂａｉｚｈｉ

ＳａｍｐｌｅＮｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ＳａｍｐｌｅＮｏ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｓ１ ０９８９ Ｓ１５ ０９１３
Ｓ２ ０９９４ Ｓ１６ ０９１０
Ｓ３ ０９８６ Ｓ１７ ０９９３
Ｓ４ ０９７８ Ｓ１８ ０９９３
Ｓ５ ０９９０ Ｓ１９ ０９９７
Ｓ６ ０９９７ Ｓ２０ ０９７６
Ｓ７ ０９６６ Ｓ２１ ０９９０
Ｓ８ ０９８８ Ｓ２２ ０９７３
Ｓ９ ０９９５ Ｓ２３ ０９７４
Ｓ１０ ０９６３ Ｓ２４ ０９９７
Ｓ１１ ０９７６ Ｓ２５ ０９６９
Ｓ１２ ０９８８ Ｓ２６ ０９８５
Ｓ１３ ０９９４ Ｓ２７ ０９９６
Ｓ１４ ０９８８ Ｓ２８ ０９８６

３－水合氧化前胡素；４－白当归素；６－佛手柑内酯；７－异茴芹内酯；８－氧化

前胡素；９－欧前胡素；１２－异欧前胡素。

３－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎｈｙｄｒａｔｅ；４－ｂｙａｋａｎｇｅｌｉｃｉｎ；６－ｂｅｒｇａｐｔｅｎ；７－ｉｓｏｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｎ；

８－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎ；９－ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ；１２－ｉｓｏｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ．

图１　２８批祁白芷样品的超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）指纹图谱
Ｆｉｇ１　ＵＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ２８ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａ
ｃｖＱｉｂａｉｚｈｉ

３－水合氧化前胡素；４－白当归素；６－佛手柑内酯；７－异茴芹内酯；８－氧化

前胡素；９－欧前胡素；１２－异欧前胡素。

３－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎｈｙｄｒａｔｅ；４－ｂｙａｋａｎｇｅｌｉｃｉｎ；６－ｂｅｒｇａｐｔｅｎ；７－ｉｓｏｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｎ；

８－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎ；９－ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ；１２－ｉｓｏｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ．

图２　祁白芷ＵＰＬＣ对照指纹图谱（Ａ）及混合对照品 ＵＰＬＣ
图谱（Ｂ）
Ｆｉｇ２　ＵＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＡｎｇｅｌｉｃａ
ｄａｈｕｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ（Ａ）ａｎｄｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｂ）

２４　聚类分析
将２８批白芷样品的１３个共有峰的峰面积导入

ＳＰＳＳ２６０，采用组间联接系统聚类法，在平方欧氏
距离为 １５时，２８批白芷样品聚为两大类，Ｓ１５和
Ｓ１６聚为一类，其他批次聚为另一类。其中 Ｓ１５和
Ｓ１６均为熏硫祁白芷，与相似度结果一致。在平方
欧氏距离为１０时，２８批白芷样品聚为三大类，Ｓ１５
和Ｓ１６聚为一类，Ｓ１、Ｓ３～Ｓ８、Ｓ１３、Ｓ１７、Ｓ１９～Ｓ２４、
Ｓ２７聚为第二类，其余批次聚为第三类。其中，第二
类中峰８（氧化前胡素）的面积占共有峰总面积的
３５％以上，第三类中峰８（氧化前胡素）的面积占共
有峰总面积的３５％以下，表明峰８（氧化前胡素）的
峰面积占比会对祁白芷的质量造成影响。２８批祁
白芷的聚类分析树状图见图３。

图３　２８批祁白芷样品的聚类分析图
Ｆｉｇ３　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍｏｆ２８ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕ
ｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ

２５　指纹图谱中共有峰的鉴定
２５１　色谱条件　离子模式：分别在正、负离子模
式下分析检测样品。

仪器参数优化后设置如下：离子源（正离子模式）：

电喷雾离子源（ＥＳＩ）；雾化电压（ＩＳＶＦ）：＋５５００Ｖ；雾
化温度（ＴＥＭ）：５００℃；解簇电压（ＤＰ）：＋８０Ｖ；碰
撞能量（ＣＥ）：＋４５ｅＶ；雾化气压力（Ｇａｓ１，Ｎ２）、辅
助气压力（Ｇａｓ２，Ｎ２）、气帘气压力（Ｃｕｒ，Ｎ２）分别
为：０３４、０３８、０２４ＭＰａ；高分辨质谱扫描质量范
围设置为ｍ／ｚ１００～１２００，累积时间：２５０ｍｓ；碎片
离子扫描质量范围设置为 ５０～１２００，累积时间：
１００ｍｓ。碰撞能量扩展（ＣＥＳ）：２０ｅＶ。信息依赖
获取（ＩＤＡ）方式开启。

离子源（负离子模式）：ＥＳＩ；ＩＳＶＦ：－４５００Ｖ；
·９９８·
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ＴＥＭ：５００℃；ＤＰ：－８０Ｖ；ＣＥ：－４５ｅＶ；Ｇａｓ１、Ｇａｓ２、
Ｃｕｒ分别为：０３４、０３８、０２４ＭＰａ；其余各时间等参
数同正离子模式保持一致。

２５２　共有峰鉴定　按“２１３”制备供试品溶液、
“２１１”项下液相条件和“２５１”项下色谱条件下
获得祁白芷的正、负离子流图，通过采用 ＰｅａｋＶｉｅｗ
１２软件中“ＸＩＣＭａｎａｇｅｒ”功能进行数据分析，通过
比对精确相对分子质量和特征碎片离子，鉴定出祁

白芷指纹图谱中共有峰的结构［１３１８］，结果见表 ３。
　　　　

白芷的主要化学成分为香豆素类，共有峰的质谱鉴

定以峰８（氧化前胡素）为例，在正离子模式下，其准
分子离子峰为 ｍ／ｚ２８７０９１５６［Ｍ＋Ｈ］＋，质谱裂解
过程中容易丢失 Ｃ５Ｈ８Ｏ支链生成丰度最高的 ｍ／ｚ
２８７０９１５６［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８Ｏ］

＋碎片离子，连续丢失

ＣＯ２和ＣＯ，生成碎片离子ｍ／ｚ１５９［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８Ｏ－
ＣＯ２］

＋和ｍ／ｚ１３１［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８Ｏ－ＣＯ２－ＣＯ］
＋，根

据裂解方式及对照品比对，推断峰８为氧化前胡素，
其二级质谱和裂解过程见图４［１３，１７］。

表３　祁白芷共有峰的鉴定
Ｔａｂ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ

Ｐｅａｋ
Ｎｏ．

Ｆｏｒｍｕｌａ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｉｏｎｐｅａｋ

Ｏｂｓｅｒｖｅ
ｍａｓｓ（ｍ／ｚ）

δ
／×１０－６

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　　
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　　

ＭＳ／ＭＳｆｒａｇｍｅｎｔｓ
（ｍ／ｚ）

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

１ Ｃ７Ｈ１２Ｏ６ ［Ｍ－Ｈ］－１９１０５５９７ －０８Ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ １７３［Ｍ－Ｈ－Ｈ２Ｏ］－；１２７［Ｍ－Ｈ－Ｈ２Ｏ－ＣＯ２－２Ｈ］－ ［１４］

２ Ｃ１４Ｈ１４Ｏ４［Ｍ＋Ｈ］＋ ２４７０９６４ －０４Ｄｉｈｙｄｒｏｏｒｏｓｅｌｏｌ １７５［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ－Ｃ４Ｈ６］＋；１４７［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ－Ｃ４Ｈ６－ＣＯ］＋；１３１［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ－

ＣＨ４－Ｃ２Ｈ２－２ＣＯ］＋
［１５］

３１） Ｃ１６Ｈ１６Ｏ６［Ｍ＋Ｈ］＋３０５１０２２１ ０８ Ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎｈｙｄｒａｔｅ ２０３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１０Ｏ２］＋ ［１５］

４１） Ｃ１７Ｈ１８Ｏ７［Ｍ＋Ｈ］＋３３５１１２４６ －０２Ｂｙａｋａｎｇｅｌｉｃｉｎ ２３３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１０Ｏ２］＋；２３１［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１０Ｏ２－２Ｈ］＋；２１５［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１０Ｏ２－Ｈ２Ｏ］＋ ［１６］

５ Ｃ１２Ｈ８Ｏ４ ［Ｍ＋Ｈ］＋２１７０４９７５ １ Ｘａｎｔｈｏｔｏｘｉｎ １６１［Ｍ＋Ｈ－ＣＯ－Ｃ２Ｈ４］＋；１４５［Ｍ＋Ｈ－ＣＯ－Ｃ２Ｈ４－Ｏ］＋ ［１５］

６１） Ｃ１２Ｈ８Ｏ４ ［Ｍ＋Ｈ］＋２１７０４９７２ ０９ Ｂｅｒｇａｐｔｅｎ １４５［Ｍ＋Ｈ－Ｃ２Ｈ４－ＣＯ２］＋ ［１５］

７１） Ｃ１３Ｈ１０Ｏ５［Ｍ＋Ｈ］＋２４７０６０２７ ０７ Ｉｓｏｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｎ ２１７［Ｍ＋Ｈ－ＣＯ－２Ｈ］＋ ［１５］

８１） Ｃ１６Ｈ１４Ｏ５［Ｍ＋Ｈ］＋２８７０９１５６ ０６ Ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎ ２０３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８Ｏ］＋；１５９［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８Ｏ－ＣＯ２］＋；１３１［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８Ｏ－ＣＯ２－ＣＯ］＋［１３，１７］

９１） Ｃ１６Ｈ１４Ｏ４［Ｍ＋Ｈ］＋２７１０９６７９ １１ Ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ ２０３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８］＋；１８５［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８－Ｈ２Ｏ］＋ ［１７］

１０ Ｃ１７Ｈ１６Ｏ５［Ｍ＋Ｈ］＋ ３０１１０７３ ０８ Ｐｈｅｌｌｏｐｔｅｒｉｎ ２３３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８］＋；２１７［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８－Ｏ］＋；２１５［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８－Ｈ２Ｏ］＋ ［１５，１７］

１１ Ｃ１７Ｈ１６Ｏ５［Ｍ＋Ｈ］＋３０１１０７４１ １２ Ｃｎｉｄｉｌｉｎ ２３３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８］＋；２１７［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８－Ｏ］＋ ［１７］

１２１） Ｃ１６Ｈ１４Ｏ４［Ｍ＋Ｈ］＋２７１０９６７４ ０９ Ｉｓｏｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ ２０３［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ８］＋ ［１５，１７］

１３ Ｃ１７Ｈ２２Ｏ ［Ｍ＋Ｈ］＋２４３１７４１１ －１ Ｆａｌｃａｒｉｎｏｌｏｎｅ １７１［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１２］＋；１１５［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１２－Ｃ３Ｈ４Ｏ］＋；９１［Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１２－Ｃ３Ｈ４Ｏ－

ＣＨ２］＋
［１８］

注：１）通过对照品鉴定的化学成分。

Ｎｏｔｅ：１）ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ．

图４　氧化前胡素的二级质谱（Ａ）和裂解过程（Ｂ）
Ｆｉｇ４　ＭＳｓｐｅｃｔｒａ（Ａ）ａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎ（Ｂ）

２６　抗氧化作用考察
ＤＰＰＨ自由基清除率：取上述“２１３”项下供试

品溶液２０μＬ至 ＥＰ管中，加入３８０μＬ的 ＤＰＰＨ试
剂，充分混匀，室温避光孵育２０ｍｉｎ，取 ２００μＬ置
９６孔板中，即得样品溶液。平行试验重复３次。取
２０μＬ体积分数７０％甲醇至 ＥＰ管中，加入３８０μＬ
的ＤＰＰＨ试剂，充分混匀，室温避光孵育２０ｍｉｎ，取

２００μＬ置 ９６孔板中，即得空白溶液。酶标仪
５１５ｎｍ下测定吸光度值。祁白芷的总抗氧化能力以
自由基清除率表示见公式１：

ＤＰＰＨ自由基清除率（％）＝［（Ａ空白 －Ａ测定）÷
Ａ空白］×１００％ 公式（１）

抗氧化活性结果见图５，２８批祁白芷均有抗氧
化能力，且存在个体差异。除熏硫样品外，其他批次
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祁白芷ＤＰＰＨ自由基清除率均大于５０％，且 Ｓ１５和
Ｓ１６分别为样品 Ｓ１７和 Ｓ１８加工硫熏制得，更直观
表明祁白芷熏硫会导致抗氧化作用降低。
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图５　２８批祁白芷ＤＰＰＨ自由基清除率测定结果．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＤＰＰＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆ２８ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｎｇｅｌ
ｉｃａｄａｈｕｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２７　灰色关联度分析
参考 Ｌｉ等［１９］的灰色关联分析方法，对原始数

据进行无量纲化处理，采用初值法，以各批祁白芷

药材 ＵＰＬＣ指纹图谱共有峰峰面积数据为比较序
列，抗氧化活性为参考序列，计算灰色关联

系数（ｒ）。
通过ｒ可初步确定所对应的化学成分与抗氧化

活性之间的联系。ｒ越大，说明化学成分与抗氧化
作用的关联越大，反之则表示关联越小。

关联度计算结果见表４，从关联度结果可知，祁
白芷抗氧化作用受多种成分共同作用，各峰所代表

的化学成分对其抗氧化活性的影响程度有所区别，

其中８号峰（氧化前胡素）的影响最大，而 ５号峰
（花椒毒素）对抗氧化活性的关联度较小。

表４　祁白芷各共有峰与抗氧化活性间的灰色关联度
Ｔａｂ４　Ｒｅｌｅｖａｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｃｏｍｍｏｎｐｅａｋａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｅｆｆｅｃｔｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ

ＰｅａｋＮｏ． ｒ Ｏｒｄｅｒ ＰｅａｋＮｏ． ｒ Ｏｒｄｅｒ

１ ０８７９ １０ ８ ０９６８ １

２ ０９０９ ８ ９ ０９４１ ５

３ ０８９９ ９ １０ ０９６２ ２

４ ０９１２ ６ １１ ０８２７ １２

５ ０７１４ １３ １２ ０９５７ ３

６ ０９０９ ７ １３ ０９５６ ４

７ ０８６１ １１

２８　小二乘回归分析（ＰＬＳ）
以各批祁白芷药材 ＵＰＬＣ指纹图谱共有峰峰

面积数据为自变量 ｘ，以祁白芷提取物抗氧化能力

为因变量 ｙ，导入 ＳＩＭＣＡ１４１软件作 ＰＬＳ模型拟
合，得到回归方程 ｙ＝０３１４１３ｘ１＋００２２４１６ｘ２＋
００３４８３４ｘ３＋００５４７６８ｘ４－００３３９４３ｘ５＋００６５２２８ｘ６－
０１１３８ｘ７＋０２５００６７ｘ８＋００２１４２１８ｘ９＋０１２１５８ｘ１０－
００３８０３９４ｘ１１＋０１３１５８３ｘ１２＋０１７９６２４ｘ１３，其中回归
系数代表各自变量对总抗氧化能力的贡献大小，回

归系数越大，对药效贡献越大。在回归方程中，系数

为正值表明自变量与抗氧化能力呈正相关，系数为

负值表明自变量与抗氧化能力呈负相关。回归系数

见图６。根据结果可知，峰１、２、３、４、６、８、９、１０、１２、
１３与药效呈正相关，贡献度依次为１＞８＞１３＞１２＞
１０＞６＞４＞３＞２＞９；峰５、７、１１与药效呈负相关，贡
献度依次为７＞１１＞５。

在偏最小二乘回归分析中，变量重要性（ＶＩＰ值）
越大，自变量ｘ的解释能力越强。结果显示，峰１、６、
８、１０、１２、１３的ＶＩＰ值大于１，依次为１＞８＞１３＞１０＞
１２＞６。模型诊断参数为：Ｒ２Ｘ＝０９２６，Ｒ２Ｙ＝０９７９，
Ｑ２＝０９７２，说明该回归模型拟合解释能力以及模型
预测能力均较强，变量重要性分析结果见图７。

图６　祁白芷各共有峰偏最小二乘回归系数图．ｎ＝２８，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ６　Ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉａｇｒａｍｏｆｅａｃｈｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｏｆ

Ａｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ．ｎ＝２８，珋ｘ±ｓ

图７　祁白芷各共有峰的变量重要性图．ｎ＝２８，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ７　 Ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍ ｏｆｅａｃｈ

ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａｃｖ．Ｑｉｂａｉｚｈｉ．ｎ＝２８，珋ｘ±ｓ
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３　讨　论
实验前期考察了提取溶剂（体积分数 ７０％、

８５％、１００％甲醇），提取时间（４５、６０、７５ｍｉｎ），料液
体积比（１∶５、１∶１０、１∶２０）对供试品溶液提取效果的
影响，通过对比各样品色谱峰的数量和面积，最终确

定白芷的最优提取工艺为：甲醇体积分数为７０％、
料液比１∶１０、提取时间为７５ｍｉｎ。采用二极管阵列
检测器（ＰＤＡ检测器），对祁白芷药材供试品溶液在
２１０～４００ｎｍ范围内进行全波长扫描，结果显示，检测
波长为３３０ｎｍ（０～１９ｍｉｎ），２６７ｎｍ（１９～３０ｍｉｎ），
２４８ｎｍ（３０～４３ｍｉｎ），２６７ｎｍ（４３～５２ｍｉｎ），２５４ｎｍ
（５２～６５ｍｉｎ）时，色谱图出峰较多，待测成分的响应
值较大。中药指纹图谱是一种可以全面反映中药化

学成分种类和数量的定性分析方法，目前采用《中

药色谱指纹图谱相似度评价系统（２０１２版）》中的相
似度算法进行相似度计算。然而，此算法对化学成

分的含量并不敏感，不能反映中药在含量上的变化

情况。因此，相似度高仅表示不同批次的样品在成

分上相似，而不能表明各成分含量相近［２０２１］。在指

纹图谱相似度评价中，有两批祁白芷样品指纹图谱

相似度较低，分别为熏硫白芷 Ｓ１５（０９１３）和 Ｓ１６
（０９１０），化学成分含量差异可能是造成相似度较
低的原因。与其他批次相比，Ｓ１５和 Ｓ１６的峰１（奎
宁酸）和峰８（氧化前胡素）峰面积较小。采用聚类
分析，在平方欧氏距离为１５时，２８批祁白芷聚为熏
硫（Ｓ１５、Ｓ１６）和无硫两大类；平方欧氏距离为 １０
时，将无硫祁白芷分为两类，一类为选货一等品和二

等品（Ｓ１、Ｓ３～Ｓ８、Ｓ１３、Ｓ１７、Ｓ１９～Ｓ２４、Ｓ２７），另一类
为选货三等品和统货，此聚类结果与祁白芷商品规

格等级划分吻合，表明祁白芷商品规格等级划分与

峰８（氧化前胡素）的峰面积占比有关，后续会将祁
白芷的化学成分信息与此分类依据进行深入分析。

其中，Ｓ１５和Ｓ１６的抗氧化能力显著降低，可见祁白
芷的抗氧化性与其聚类分析结果有一定的相关性。

熏硫祁白芷（Ｓ１５、Ｓ１６）与同批次无硫祁白芷（Ｓ１７、
Ｓ１８）相比，峰１（奎宁酸）峰面积分别下降８９５１％、
８３３５％，峰 ８（氧化前胡素）峰面积分别下降
５０２７％、２８８８％，抗 氧 化 能 力 下 降 ４４２７％、
４９７９％。由此可见，熏硫直接影响峰１（奎宁酸）、峰
８（氧化前胡素）的含量，峰１（奎宁酸）、峰８（氧化前
胡素）可能为祁白芷抗氧化活性的物质基础，佐证了

上述灰色关联度和偏最小二乘回归的分析结果。

灰色关联度分析常被用来考察系统动态发展过

程中的关联密切程度，若两者动态变化基本相似，则

关联度大；若两者动态变化相异，则关联度小［２２］。

指纹图谱１３个共有峰与抗氧化活性的关联度均大
于０７００，说明１３个共有峰的峰面积与抗氧化活性
的动态变化相似，表明祁白芷的抗氧化活性是多种

成分共同作用的结果。灰色关联度虽然能识别出与

抗氧化活性关联度较高的共有峰，但不能判定各共

有峰对抗氧化活性是促进还是抑制作用。偏最小二

乘法结合了主成分分析、典型相关分析和多元线性

回归分析，是建立自变量和因变量线性回归模型的

统计方法，其回归系数的正负能够反映与抗氧化活

性为正相关或负相关［２３］，实验结果表明，峰１（奎宁
酸）、峰２（二氢山芹醇）、峰３（水合氧化前胡素）、峰
４（白当归素）、峰６（佛手柑内酯）、峰８（氧化前胡
素）、峰９（欧前胡素）、峰１０（珊瑚菜素）、峰１２（异
欧前胡素）、峰１３（镰叶芹酮）与药效呈正相关。综
合以上２种统计模型，以灰色关联度 ＞０７，ＶＩＰ＞１
且回归系数为正值为筛选条件［２２］，可推测峰１（奎
宁酸）、峰６（佛手柑内酯）、峰 ８（氧化前胡素）、峰
１０（珊瑚菜素）、峰１２（异欧前胡素）、峰１３（镰叶芹
酮）是祁白芷发挥抗氧化活性主要成分。

氧化应激是机体众多疾病发生发展的基础，指

非正常生理状态下，氧自由基的产生大于清除，造成

氧化系统失衡，从而导致细胞或组织损伤的一种状

态［２４］。现代药理研究表明，白芷可以用来改善糖尿

病溃疡和急性肝损伤等疾病产生的氧化应激反

应［２５２７］。本研究通过建立祁白芷指纹图谱及测定

其抗氧化活性，将祁白芷中的化学成分与抗氧化活

性联系起来，结果显示，奎宁酸［２８］、佛手柑内酯［２９］、

氧化前胡素［３０］、珊瑚菜素［３１］、异欧前胡素［３２］、镰叶

芹酮等成分含量越高，祁白芷抗氧化活性越强，抗氧

化应激的作用越好。
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