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高效液相色谱指纹图谱结合多元数据分析用于佛手与枸橼的鉴别
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摘要：目的　探讨采用高效液相色谱指纹图谱结合多元数据分析对佛手与枸橼进行品种鉴别的可行性。方法　采用高效液
相色谱法分别建立佛手与枸橼的指纹图谱，采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统（２００４Ａ版）”分别对１２批佛手、１０批枸
橼进行相似度评价，并结合系统聚类分析、主成分分析、正交偏最小二乘判别分析进行考察。结果　分别建立了佛手与枸橼
的高效液相色谱指纹图谱，１２批佛手、１０批枸橼与各自对照指纹图谱的相似度均 ＞０９，１２批佛手与枸橼对照指纹图谱的相
似度、１０批枸橼与佛手对照指纹图谱的相似度均＜０９，表明佛手与枸橼的化学成分存在显著的差异；系统聚类分析、主成分
分析和正交偏最小二乘判别分析均将２２批样品分为两类，与品种区分一致；正交偏最小二乘判别分析筛选得到３个差异标志
物，经与对照品比对，确认其中２个差异性成分分别为５，７二甲氧基香豆素、橙皮苷；统计分析提示根据橙皮苷与５，７二甲氧
基香豆素的绝对峰面积的比值可简便而准确地区分佛手与枸橼。结论　高效液相色谱指纹图谱结合多元数据分析可用于佛
手与枸橼的鉴别。
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　　中药佛手（ＣｉｔｒｉＳａｒｃｏｄａｃｔｙｌｉｓＦｒｕｃｔｕｓ，ＣＳＦ）具疏
肝理气、和胃止痛、燥湿化痰之功效，用于肝胃气滞、

胸胁胀痛、胃脘痞满、食少呕吐、咳嗽痰多，其来源于

芸香科植物佛手（ＣｉｔｒｕｓｍｅｄｉｃａＬ．ｖａｒ．ｓａｒｃｏｄａｃｔｙｌｉｓ
Ｓｗｉｎｇｌｅ）的干燥果实［１］。同科同属植物枸橼（Ｃｉｔｒｕｓ
ｍｅｄｉｃａＬ．）为佛手的原变种，其干燥成熟果实为中
药香橼（ＣｉｔｒｉＦｒｕｃｔｕｓ，ＣＦ）的来源之一。中药香橼具
疏肝理气、宽中、化痰之功效，用于肝胃气滞、胸胁胀

痛、脘腹痞满、呕吐噫气、痰多咳嗽［２］。佛手与香橼

的功效主治相似，为常用药对，在中医处方、中药成

分中常同时出现。

据考证，历史上曾认为佛手与香橼（枸橼）为同

一物，存在二者混用的现象［３４］，元代以后，从形态、

性味及功效主治方面逐渐将二者区分开来［４］，但在

实际使用中，迄今仍存在二者混淆或互相代替使用

的情况，现广东一带常以佛手代替香橼（枸橼）使

用［５］。本研究调查发现，国内药材市场销售的佛手

饮片，切小薄片或切丝者，常为其混淆品枸橼，难以

通过性状、显微、薄层色谱等常规方法鉴别，仅业内

经验丰富者可凭个人经验鉴别。

中药化学指纹图谱能较全面地反映中药的化学

成分信息，已成为对中药质量进行全面控制的一种

重要的技术手段。化学指纹图谱结合多元数据分析

可用于不同基原、不同产地、不同采收期的中药或中

药的不同炮制品的差异评价，并可筛选得到差异标

志物［６１７］。

鉴于佛手与枸橼药材分别来源于同科同属亲缘

关系相近的２种植物，二者功效主治相似，在市场流
通、临床使用方面存在混淆或互相代替使用的情况，

且迄今尚无确切的方法对易混淆的佛手与枸橼饮片

进行有效的鉴别，本研究拟采用高效液相色谱（ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）法建立佛
手与枸橼的化学指纹图谱，分别对具有代表性的１２
批佛手、１０批枸橼的 ＨＰＬＣ指纹图谱进行相似度评
价，并结合系统聚类分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＨＣＡ）、主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＰＣＡ）、正交偏最小二乘判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒ
ｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）进
行考察，探讨采用 ＨＰＬＣ指纹图谱结合多元数据分
析对佛手与枸橼进行品种鉴别的可行性。

１　仪器与材料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ型高效液相色谱仪（美

国安捷伦公司）；Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪（美
国沃特世公司）；ＥＬＧＡＬＡ６１２型超纯水机（英国
ＥＬＧＡ公司）；ＯＨＡＵＳＳＰＸ２２０１ＺＨ型电子天平［奥
豪斯仪器（常州）有限公司］；ＯＨＡＵＳＰＸ２２４ＺＨ型电
子天平［奥豪斯仪器（常州）有限公司］；ＯＨＡＵＳ
ＳＴＡＲＴＥＲ３１００型酸度计［奥豪斯仪器（常州）有限
公司］；ＳＫ５２００Ｈ型超声波清洗器（上海科导超声仪
器有限公司）。

１２　材料
对照品香叶木苷（批号：２３０８１００１）、佛手柑内

酯（批 号：２１０３１００１）、氧 化 前 胡 素 （批 号：
２３０４１２０５）、水合氧化前胡素（批号：２２１１２２０１）、诺
米林（批号：２２０２２８０６）（成都普菲德生物技术有限
公司）；５，７二 甲 氧 基 香 豆 素 （批 号：ＭＵＳＴ
２３０５０４１３，成都曼思特生物科技有限公司）；橙皮
苷（批 号：Ｍ０２Ｊ９Ｓ６４７８１）、新 橙 皮 苷 （批 号：
Ｚ３１Ｊ６Ｌ２０６７）（上海源叶生物科技有限公司）；柠檬
苦素（批号：１１０８００２０１７０７，中国药品生物制品检
定研究院），以上对照品经 ＨＰＬＣ检测，纯度均 ＞
９８％；色谱纯甲醇（批号：１８０２５０６９）、色谱纯乙腈
（批号：１８０３５１９１）（美国 Ｔｅｄｉａ公司）；色谱纯磷酸
（批号：２０１８０１１１，天津市光复精细化工研究所）；
分析纯甲醇（批号：２０２２０８２４，国药集团化学试剂
有限公司）。

佛手与枸橼样品均从各产地采集，经湖南中医

药大学生药学教研室刘塔斯教授鉴定，分别来源于

芸香科植物佛手（ＣｉｔｒｕｓｍｅｄｉｃａＬ．ｖａｒ．ｓａｒｃｏｄａｃｔｙｌｉｓ
Ｓｗｉｎｇｌｅ）的干燥果实、芸香科植物枸橼（Ｃｉｔｒｕｓｍｅｄｉｃａ
Ｌ．）的干燥成熟果实。所有样品均先切片（厚
０２～０５ｃｍ），再切丝（宽０２～１ｃｍ），室温晾干７ｄ，
再于６０℃烘干４ｈ，密封，常温保存。佛手与枸橼样
品信息见表１。

２　方法与结果
２１　ＨＰＬＣ指纹图谱的建立
２１１　色谱条件　采用ＫｒｏｍａｓｉｌＯＤＳ１（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱；流动相为体积分数０２％磷
酸水溶液（Ａ）和甲醇乙腈（１∶１，Ｂ），梯度洗脱
（０～２５ｍｉｎ，５％～２０％Ｂ；２５～６５ｍｉｎ，２０％ ～３５％Ｂ；
６５～８５ｍｉｎ，３５％ ～６５％Ｂ；８５～９０ｍｉｎ，６５％ ～９５％
Ｂ）；检测波长时间表见表２；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温为２５℃；进样量为１０μＬ。
２１２　混合对照品溶液的制备　精密称取橙皮
苷、香叶木苷、新橙皮苷、水合氧化前胡素、５，７二甲
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　　　　表１　佛手与枸橼样品信息
Ｔａｂ１　ＳａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＣｉｔｒｉＳａｒｃｏｄａｃｔｙｌｉｓＦｒｕｃｔｕｓ（ＣＳＦ）ａｎｄＣｉｔｒｉＦｒｕｃｔｕｓ（ＣＦ）

ＳａｍｐｌｅＩＤ Ｓａｍｐｌｅ Ｒｉｐｅｎｅｓｓ　　　 Ｐｌａｃｅｏｆｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　　　　　　 Ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｉｍｅ　

Ｆ１ ＣＳＦ Ｇｒｅｅｎｆｒｕｉｔ Ｚｈａｏｑｉｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东肇庆） Ｊｕｌ２０２３
Ｆ２ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｚｈａｏｑｉｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东肇庆） Ｓｅｐ２０２３
Ｆ３ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗａｎｄｇｒｅｅｎｆｒｕｉｔ Ｙｕｎｆｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东云浮） Ａｕｇ２０２３
Ｆ４ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｙｕｌｉｎ，Ｇｕａｎｇｘｉ（广西玉林） Ｏｃｔ２０２２
Ｆ５ ＣＳＦ Ｇｒｅｅｎｆｒｕｉｔ Ｙｕｎｙａｎｇ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（重庆云阳） Ｊｕｌ２０２２
Ｆ６ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｗａｎｚｈｏｕ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（重庆万州） Ｓｅｐ２０２３
Ｆ７ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗａｎｄｇｒｅｅｎｆｒｕｉｔ Ｄａｚｈｏｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ（四川达州） Ａｕｇ２０２３
Ｆ８ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｌｅｓｈａｎ，Ｓｉｃｈｕａｎ（四川乐山） Ｓｅｐ２０２３
Ｆ９ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｙａ′ａｎ，Ｓｉｃｈｕａｎ（四川雅安） Ｏｃｔ２０２３
Ｆ１０ ＣＳＦ Ｇｒｅｅｎｆｒｕｉｔ Ｃｈｕｘｉｏｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ（云南楚雄） Ｊｕｌ２０２３
Ｆ１１ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗａｎｄｇｒｅｅｎｆｒｕｉｔ Ｊｉｎｈｕａ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江金华） Ａｕｇ２０２２
Ｆ１２ ＣＳＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｊｉｎｈｕａ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江金华） Ｏｃｔ２０２３
Ｊ１ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｌｉｎｃａｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ（云南临沧） Ｎｏｖ２０２２
Ｊ２ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｃｈｕｘｉｏｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ（云南楚雄） Ｏｃｔ２０２２
Ｊ３ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｃｈｕｘｉｏｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ（云南楚雄） Ｎｏｖ２０２３
Ｊ４ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｂａｏｓｈａｎ，Ｙｕｎｎａｎ（云南保山） Ｏｃｔ２０２３

Ｊ５ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｌｉｊｉａｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ（云南丽江） Ｏｃｔ２０２３

Ｊ６ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｌｕｚｈｏｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ（四川泸州） Ｓｅｐ２０２３

Ｊ７ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｃｈｅｎｇｄｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｏｃｔ２０２２

Ｊ８ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｃｈｅｎｇｄｕ，Ｓｉｃｈｕａｎ（四川成都） Ｎｏｖ２０２３

Ｊ９ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｗｕｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｘｉ（广西梧州） Ｓｅｐ２０２３

Ｊ１０ ＣＦ Ｙｅｌｌｏｗｆｒｕｉｔ Ｚｈａｏｑｉｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东肇庆） Ｓｅｐ２０２３

表２　佛手与枸橼样品高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测波长时间表
Ｔａｂ２　ＷａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｃｈｅｄｕｌｅｏｆＨＰＬＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＳＦａｎｄＣＦ
ｓａｍｐｌｅｓ

ｔ／ｍｉｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ

０００ ２５４

３５００ ２５４

３５０１ ３１０

４０００ ３１０

４００１ ２５４

５５００ ２５４

５５０１ ２２０

９０００ ２２０

氧基香豆素、佛手柑内酯、柠檬苦素、氧化前胡素、诺

米林对照品（均干燥至恒重）适量，加甲醇制成每

１ｍＬ各含约４０μｇ的混合溶液，即得混合对照品溶
液。混合对照品色谱图见图１。
２１３　供试品溶液的制备　分别取佛手与枸橼样
品，粉碎（过５号筛），取粉末约２ｇ，精密称定，置具塞
锥形瓶中，精密加入甲醇２０ｍＬ，密塞，称定质量，超
声处理（功率２００Ｗ，频率５３ｋＨｚ）６０ｍｉｎ，放冷，再称
定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，用０４５μｍ微
孔滤膜过滤，取续滤液，即得供试品溶液。

１－橙皮苷；２－香叶木苷；３－新橙皮苷；４－水合氧化前胡素；５－５，７－二甲氧基香豆素；６－佛手柑内酯；７－柠檬苦素；８－氧化前胡素；９－诺米林。

１－ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；２－ｄｉｏｓｍｉｎ；３－ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；４－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎｈｙｄｒａｔｅ；５－５，７ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ；６－ｂｅｒｇａｐｔｅｎ；７－ｌｉｍｏｎｉｎ；８－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎ；９－ｎｏｍｉｌｉｎ．

图１　佛手与枸橼共有成分混合对照品色谱图
Ｆｉｇ１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆｃｏｍｍｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＣＳＦａｎｄＣＦ

２１４　方法学考察　选择在佛手与枸橼中均能
检测到且分离度好、峰形良好、含量稳定的５，７二

甲氧基香豆素的峰作为参照峰。①精密度试验：
按照“２１３”项下方法制备１份佛手供试品溶液，
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按照“２１１”项下色谱条件连续进样测定６次，计
算得到３０个共有峰的相对保留时间的相对标准
偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）≤１８９％，相
对峰面积的 ＲＳＤ≤１２４％，表明仪器精密度良好；
②重复性试验：取“２１３”项制备的同一佛手粉末
６份，每份称取约 ２ｇ，精密称定，按照“２１３”项
下方法平行制备供试品溶液，按照“２１１”项下色
谱条件进样测定，计算得到３０个共有峰的相对保
留时间 ＲＳＤ≤１７７％，相对峰面积 ＲＳＤ≤１６３％，
表明方法重复性良好；③稳定性试验：取上述“重
复性 试 验”制 备 的 同 一 供 试 品 溶 液，按 照

“２１１”项下色谱条件，分别于 ０、８、１６、２４、３２、
４０、４８ｈ连续进样测定７次，计算得到３０个共有
峰的相对保留时间的 ＲＳＤ≤１９６％，相对峰面积
的 ＲＳＤ≤１８７％，表明室温条件下供试品溶液在
４８ｈ内稳定性良好。
２１５　ＨＰＬＣ指纹图谱的建立及共有峰的标定　
分别将１２批佛手、１０批枸橼按照“２１３”项下制备
供试品溶液，按照“２１１”项下色谱条件进样测定，
记录各批样品的色谱数据。分别将１２批佛手、１０
批枸橼的色谱数据导入“中药色谱指纹图谱相似度

评价系统（２００４Ａ版）”，设定参照图谱，将谱峰自动
匹配，生成指纹图谱叠加图谱和对照指纹图谱（图

２、３）。通过与对照品色谱图（图１）比对，确认佛手

指纹图谱中的共有峰１４、１５、１６、１９、２２、２４、２６分别
为橙皮苷、香叶木苷、新橙皮苷、水合氧化前胡素、

５，７二甲氧基香豆素、柠檬苦素、诺米林（图４），枸
橼指纹图谱中的共有峰１８、１９、２２、２３、２４分别为橙
皮苷、香叶木苷、５，７二甲氧基香豆素、柠檬苦素、诺
米林（图５）。
２１６　相似度评价　分别将１２批佛手、１０批枸
橼的色谱数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（２００４Ａ版）”进行相似度分析，结果显示每
批佛手的指纹图谱与其对照指纹图谱的相似度分

别为 ０９７８、０９８６、０９８０、０９８５、０９８６、０９８３、
０９３１、０９６９、０９３４、０９８８、０９６５、０９６７，每批枸
橼的指纹图谱与其对照指纹图谱的相似度分别

为 ０９９３、０９５０、０９２６、０９６４、０９０７、０９６５、
０９１２、０９７５、０９９５、０９６３，均 ＞０９，表明 １２
批佛手、１０批枸橼的化学成分差异均较小；每批
佛手的指纹图谱与枸橼的对照指纹图谱的相似

度分别为 ０４７０、０４７５、０５３４、０４９１、０４９５、
０６７４、０６８７、０７４６、０５１５、０６３２、０５７３、
０５５１，每批枸橼的指纹图谱与佛手的对照指纹
图谱 的 相 似 度 分 别 为 ０７２３、０６４４、０６００、
０４９０、０４７７、０６１６、０５５２、０４６８、０５１０、
０６３５，均 ＜０９，表明佛手与枸橼的化学成分存
在显著性差异。

图２　１２批佛手ＨＰＬＣ指纹图谱叠加图谱和对照指纹图谱
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｖｅｒｌａｙａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦｓａｍｐｌｅｓ

２２　ＨＣＡ
将１２批佛手、１０批枸橼的指纹图谱的２０个

共有峰（图６）的峰面积组成 ２０×２２阶矩阵，导

入 ＳＰＳＳ２２０软件进行 ＨＣＡ。以共有峰的峰面
积作为变量，采用 Ｗａｒｄ聚类方法，以平方欧氏距
离作为度量标准，以 Ｚ得分对原始数据进行

·７０５１·
中国药学杂志２０２４年８月第５９卷第１６期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１６



　　　　

图３　１０批枸橼ＨＰＬＣ指纹图谱叠加图谱和对照指纹图谱
Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｖｅｒｌａｙａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＦｓａｍｐｌｅｓ

１４－橙皮苷；１５－香叶木苷；１６－新橙皮苷；１９－水合氧化前胡素；２２－５，７二甲氧基香豆素；２４－柠檬苦素；２６－诺米林；其他峰成分未知。

１４－ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；１５－ｄｉｏｓｍｉｎ；１６－ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；１９－ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎｈｙｄｒａｔｅ；２２－５，７ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ；２４－ｌｉｍｏｎｉｎ；２６－ｎｏｍｉｌｉｎ；Ｏｔｈｅｒｐｅａｋｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

图４　１２批佛手ＨＰＬＣ指纹图谱共有峰
Ｆｉｇ４　ＣｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｉｎＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦｓａｍｐｌｅｓ

１８－橙皮苷；１９－香叶木苷；２２－５，７二甲氧基香豆素；２３－柠檬苦素；２４－诺米林；其他峰成分未知。

１８－ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；１９－ｄｉｏｓｍｉｎ；２２－５，７ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ；２３－ｌｉｍｏｎｉｎ；２４－ｎｏｍｉｌｉｎ；Ｏｔｈｅｒｐｅａｋｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

图５　１０批枸橼ＨＰＬＣ指纹图谱共有峰
Ｆｉｇ５　ＣｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｉｎＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＦｓａｍｐｌｅｓ

标准化，按样本聚类，得到 ＨＣＡ树状图（图 ７）。
结果显示当度量距离为 ５～２５时，１２批佛手、

１０批枸橼均各自聚为一类，可有效区分 ２个
品种。
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１３－橙皮苷；１４－香叶木苷；１７－５，７二甲氧基香豆素；１８－柠檬苦素；１９－诺米林；其他峰成分未知。

１３－ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ；１４－ｄｉｏｓｍｉｎ；１７－５，７ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ；１８－ｌｉｍｏｎｉｎ；１９－ｎｏｍｉｌｉｎ；Ｏｔｈｅｒｐｅａｋｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

图６　１２批佛手与１０批枸橼ＨＰＬＣ指纹图谱叠加图和对照指纹图谱
Ｆｉｇ６　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｖｅｒｌａｙａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦｓａｍｐｌｅｓａｎｄ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＦｓａｍｐｌｅｓ

图７　１２批佛手、１０批枸橼的聚类分析树状图

Ｆｉｇ７　ＨＣＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ１２ＣＳＦｓａｍｐｌｅｓａｎｄ１０ＣＦｓａｍｐｌｅｓ

２３　ＰＣＡ
将１２批佛手、１０批枸橼的指纹图谱的２０个共

有峰（图６）的峰面积组成２０×２２阶矩阵，导入ＳＩＭ
ＣＡ１４１软件，建立ＰＣＡ模型，采用ＵＶ法对数据进
行缩放，得到 ５个主成分，模型解释参数 Ｒ２Ｘ为
０８２５，预测能力参数 Ｑ２为０５４１，显示５个主成分
可以解释 ８２５％的原始变量，模型预测能力为
５４１％，说明模型拟合良好。２２批样品的ＰＣＡ得分
图（图８），横坐标代表第一主成分，能够解释原始变
量３１３％的信息，纵坐标代表第二主成分，能够解
释原始变量１９４％的信息，２２批样品分为两类（图

８中枸橼分布于左侧象限，佛手分布于右侧象限），
与 ＨＣＡ结果一致，说明佛手与枸橼的化学成分存
在显著的差异。ＰＣＡＸ／Ｙ概览图（图９）反映每个
自变量对总体解释能力和预测能力的影响，Ｒ２代
表解释能力，Ｑ２代表预测能力，其中峰２、５、１１、１２、
１３（橙皮苷）、１７（５，７二甲氧基香豆素）、１８（柠檬
苦素）（峰号同图６）的 Ｒ２、Ｑ２均 ＞０５，提示此７个
共有峰可能是 ＰＣＡ区分佛手与枸橼的特征峰。

图８　１２批佛手（Ｆ）、１０批枸橼（Ｊ）的主成分分析（ＰＣＡ）得分图

Ｆｉｇ８　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦｓａｍｐｌｅｓａｎｄ１０

ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＦｓａｍｐｌｅｓ

２４　ＯＰＬＳＤＡ
ＨＣＡ和 ＰＣＡ均属“无监督”分析，即原始数据

无分类、分组信息，仅根据数据的特征进行分析以
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图９　１２批佛手、１０批枸橼的ＰＣＡＸ／Ｙ概览图
Ｆｉｇ９　ＰＣＡＸ／Ｙｏｖｅｒｖｉｅｗｐｌｏｔｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦｓａｍｐｌｅｓ
ａｎｄ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＦｓａｍｐｌｅｓ

确定样本的类别、组别，不具有预测功能（即判定新

样本归属的类、组）［６］。ＯＰＬＳＤＡ属“有监督”分析，
即在对原始数据进行分析时，已知其分类、分组信

息，通过建立一组判别函数，可更好地筛选区分各

类、组的特征变量，确定样本之间的关系，并具有预

测功能［６，１８］。将１２批佛手、１０批枸橼的指纹图谱
的２０个共有峰（图６）的峰面积组成２０×２２阶矩
阵，导入ＳＩＭＣＡ１４１软件，采用 Ｐａｒ法对数据进行
缩放，建立 ＯＰＬＳＤＡ模型，模型解释参数 Ｒ２Ｘ、Ｒ２Ｙ
分别为０７１０、０８２８，预测能力参数 Ｑ２为０６７４，说
明模型拟合良好。２２批样品的 ＯＰＬＳＤＡ得分图
（图１０），横坐标代表第一主成分，能够解释原始变
量５２８％的信息，纵坐标代表第二主成分，能够解
释原始变量１８２％的信息，２２批样品分为两类（图
１０中佛手分布于左侧象限，枸橼分布于右侧象限），
与ＨＣＡ、ＰＣＡ分析结果一致，同样说明佛手与枸橼
的化学成分存在显著的差异。变量投影重要性

（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）值是筛选
差异性成分的重要指标，变量的ＶＩＰ值越大，说明其
对组间差异的影响越大［８］。以 ＶＩＰ值 ＞１为阈值，
筛选出 ３个共有峰，即峰 １７（５，７二甲氧基香豆
素）、１３（橙皮苷）、１１（峰号同图６），此３个共有峰
是引起佛手与枸橼之间差异的主要变量，代表３个
有效区分佛手与枸橼的差异标志物（图１１）。
２５　绝对峰面积（ａｂｓｏｌｕｔｅｐｅａｋａｒｅａ，ＡＰＡ）的相对
定量分析

“２３”项 ＰＣＡ提示峰 １７（５，７二甲氧基香豆
素）、１３（橙皮苷）、１１（峰号同图６）可能是区分佛手
与枸橼的特征峰，“２４”项 ＯＰＬＳＤＡ进一步确认峰
１７、１３、１１（峰号同图６）代表３个有效区分佛手与

　　　　

图１０　１２批佛手（Ｆ）、１０批枸橼（Ｊ）的正交偏最小二乘判别
分析（ＯＰＬＳＤＡ）得分图
Ｆｉｇ１０　ＯＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆ１２ＣＳＦｓａｍｐｌｅｓａｎｄ１０ＣＦ
ｓａｍｐｌｅｓ

图１１　１２批佛手、１０批枸橼的共有峰的变量投影重要性
（ＶＩＰ）值
Ｆｉｇ１１　ＶＩＰｖａｌｕｅｓｏｆｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦ
ｓａｍｐｌｅｓａｎｄ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＦｓａｍｐｌｅｓ

枸橼的差异标志物。在上述多元数据分析的基础

上，对此３个共有峰的ＡＰＡ进行统计、分析，探讨佛
手与枸橼可能存在的种间差异。

统计结果（表３）显示佛手与枸橼中３个共有峰
的ＡＰＡ均存在显著性差异；以峰１７为参照，１２批佛
手峰１３与峰１７的ＡＰＡ比值全部＜１，而１０批枸橼
峰１３与峰１７的ＡＰＡ比值全部＞１。结果提示橙皮
苷与５，７二甲氧基香豆素的 ＡＰＡ比值具有重要的
鉴别意义，可更为简便地区分佛手与枸橼，且具有预

测功能：某佛手或枸橼样品，如果其橙皮苷的

ＡＰＡ＜５，７二甲氧基香豆素的 ＡＰＡ，可判定其为佛
手；反之，则可判定其为枸橼。

本研究选择的橙皮苷、５，７二甲氧基香豆素的
检测波长均为 ２２０ｎｍ。经验证，在检测波长一致
（２２０ｎｍ）的前提下，不同的色谱条件（流动相、洗脱
程序、流速等）、不同的色谱柱、不同的高效液相
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　　　　表３　　１２批佛手、１０批枸橼的３个差异标志物的绝对峰面积（ＡＰＡ）的统计结果。珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．３　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｂｓｏｌｕｔｅｐｅａｋａｒｅａｓ（ＡＰＡ）ｏｆ３ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｍａｒｋｅｒｓｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣＳＦｓａｍｐｌｅｓａｎｄ１０ｂａｔｃｈｅｓｏｆ
ＣＦｓａｍｐｌｅｓ．珋ｘ±ｓ

Ｓａｍｐｌｅ
ＡＰＡｏｒＡＰＡｒａｔｉｏ

Ｐｅａｋ１１ Ｐｅａｋ１３ Ｐｅａｋ１７ Ｐｅａｋ１１／Ｐｅａｋ１７ Ｐｅａｋ１３／Ｐｅａｋ１７

ＣＳＦ ４５４６±２１２３ １１２５３±４０７９ ３８１４５±１５０８６ ０１２±００６ ０３２±０１３

ＣＦ １３８４±３７８ １７２３９±７２５７ ４２６７±１７６４ ０４３±０３５ ５０３±３５４

色谱仪对橙皮苷与５，７二甲氧基香豆素的 ＡＰＡ比
值无影响，表明根据橙皮苷与５，７二甲氧基香豆素
的ＡＰＡ比值鉴别佛手与枸橼的方法对高效液相色
谱检测条件具有较好的普遍适用性。

本研究使用的佛手与枸橼样品均为在传统采收

期从各产地采集，其中佛手的采收期为７～１０月，根
据果实的成熟度分为青果、青黄果、黄果，枸橼的采

收期为９～１１月，均为黄果。实验结果显示不同产
地、采收期、成熟度的佛手与不同产地、采收期的枸

橼中橙皮苷与５，７二甲氧基香豆素的 ＡＰＡ比值均
符合上述规律，表明根据橙皮苷与５，７二甲氧基香
豆素的ＡＰＡ比值鉴别佛手与枸橼的方法对不同产
地、采收期、成熟度的佛手与不同产地、采收期的枸

橼具有较好的普遍适用性。

佛手与枸橼同属柑橘类中药，此类中药大多

来源于柑橘类植物的果实，均属“理气”药，在中药

性效、化学成分、功能主治、药理作用等方面存在

共性，在实际使用中均存在混淆或互相代替使用

的可能。除佛手与香橼外，《中国药典》２０２０年版
一部收载的柑橘类中药还有香圆、陈皮、青皮、橘

红、化橘红、枳壳、枳实。按照本研究的样品处理

方法及色谱条件将采集到的陈皮（包括“陈皮”

“广陈皮”）、青皮（包括“个青皮”“四花青皮”）、

橘红、化橘红｛包括来源于化州柚（Ｃｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓ
‘Ｔｏｍｅｎｔｏｓａ’）的“毛橘红”、来源于柚［Ｃｉｔｒｕｓｇｒａｎ
ｄｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋ］的“光七爪”或“光五爪”｝、枳
壳、枳实样品制备供试品溶液并进样测定，结果显

示此７种柑橘类中药均不含５，７二甲氧基香豆素
（或含量极低未检测到），表明根据橙皮苷与５，７
二甲氧基香豆素的 ＡＰＡ比值鉴别佛手与枸橼的方
法对佛手与枸橼具有较好的专属性。

３　讨　论
对流动相进行了详细的考察，发现３个主要的

黄酮类成分（橙皮苷、香叶木苷、新橙皮苷）的峰保

留时间相近（图１），在甲醇水系统、乙腈水系统中
均互有重叠且严重拖尾，改用体积分数 ０１％、

０２％的磷酸水溶液作为水相，３个峰的峰形、分离
度均显著改善。甲醇磷酸水系统对部分高极性成
分的分离效果不理想，而乙腈磷酸水系统对部分低
级性成分的分离效果亦不理想，改用甲醇乙腈
（１∶１）溶液作为有机相，高极性成分、低级性成分的
分离效果均显著改善。经比较，确定流动相为：有机

相甲醇乙腈（１∶１），水相体积分数０２％磷酸水溶
液。

为对供试品溶液中的成分进行全面的检测，尽

量避免成分被遗漏，将供试品溶液进样，在 １９０～
４００ｎｍ内进行全波长扫描，并比较各波长下的色谱
图。最终选择绝大多数成分均有紫外吸收的２２０、
２５４、３１０ｎｍ共３个波长，按“２１１”项下的梯度洗
脱程序和检测波长时间表（表２）进样检测，此色谱
条件下图谱信息量大，可检测到最多的色谱峰，且峰

的分离度均可达到要求。

考察不同浓度的甲醇溶液及不同提取方法对

１１个主要的共有峰（图３中峰８、１０、１１、１２、１４、１５、
１６、１７、２２、２４、２６）的提取效率的影响，结果显示，甲
醇的综合提取效率最高，超声６０ｍｉｎ的综合提取效
率显著高于超声１５、３０、４５ｍｉｎ及静置１２ｈ，故采用
超声６０ｍｉｎ处理样品。

前期研究显示佛手与枸橼的ＨＰＬＣ图谱具有高
度相似性，二者的化学成分的种类基本一致，但部分

成分（如橙皮苷、新橙皮苷、水合氧化前胡素、５，７二
甲氧基香豆素、佛手柑内酯、诺米林）的含量存在显

著的差异，这可能与二者的基原植物虽然同科同属

亲缘关系相近但毕竟不同种有关。本研究针对来源

于２个近缘种的佛手与枸橼药材建立了ＨＰＬＣ指纹
图谱，结合ＨＣＡ、ＰＣＡ、ＯＰＬＳＤＡ多元数据分析技术
对１２批不同产地、采收期、成熟度的佛手、１０批不
同产地、采收期的枸橼进行了系统的分析，发现

ＨＣＡ、ＰＣＡ、ＯＰＬＳＤＡ均可有效区分佛手与枸橼，并
通过ＯＰＬＳＤＡ筛选得到了佛手与枸橼的主要差异
标志物５，７二甲氧基香豆素和橙皮苷；进一步的研
究发现根据橙皮苷与５，７二甲氧基香豆素的 ＡＰＡ
比值可更为简便地区分佛手与枸橼，且具有预测功
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能。本研究结果表明佛手与枸橼的化学组成存在显

著的差异，ＨＰＬＣ指纹图谱结合多元数据分析可用
于佛手与枸橼的品种鉴别。鉴于迄今仍存在佛手与

枸橼混淆或互相代替使用的情况，本研究结果可为

二者的质量控制和临床使用提供参考。

本研究采集的样品虽然具有较好的代表性，但

批次有限，未采集到产于福建的“建佛手”［１９］，存储

一年及以上的样品数较少（表１）。下一步拟继续采
集“建佛手”、不同存储年限的佛手与枸橼样品，进

一步验证本研究结果。
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