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基于 ＨＰＬＣ 特征图谱结合化学计量学方法评价

不同产地角倍和肚倍的质量
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［摘　 要］ 　 高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定对不同来源五倍子两种形态肚倍和角倍进行 ＨＰＬＣ 特征

指纹图谱研究，并通过聚类分析和主成分分析深入研究五倍子药材不同形态中有效成分差异，为五

倍子药材质量控制做奠基。 采用 ＨＰＬＣ 梯度洗脱法对肚倍和角倍样品进行测定，并记录色谱图，按
《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（２０１２ 版）》对色谱图进行匹配生成肚倍和角倍的特征图谱，进
行相似度分析。 采用化学计量学软件 ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 对肚倍和角倍进行聚类分析、主成分分析（ＰＣＡ）
研究。 结果显示：分别建立了肚倍和角倍的 ＨＰＬＣ 特征指纹图谱共有模式，标识了没食子酸、没食

子酸甲酯、１，２，３，６ －四 － Ｏ －没食子酰葡萄糖、１，２，３，４，６ － 五 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖 ４ 个特征峰。
角倍与肚倍相似度低，可通过聚类分析、主成分分析将其分为 ２ 大类。 从两者的 ＨＰＬＣ 特征指纹图

谱相比，肚倍比角倍多了 ５ 个峰，保留时间为 ２０． ３、２６． ０、２７． ６、５４． ６、７５􀆰 ９ ｍｉｎ，同时少了 ４９． １ ｍｉｎ
相对位置的保留峰。 通过分析不同产地的五倍子角倍和肚倍中特征性化学成分，表明肚倍的有效

成分多于角倍。 利用相似度研究、聚类分析技术及主成分分析，可有效区分二者，为五倍子药材质

量综合评价和利用提供参考。
［关键词］ 　 五倍子；特征图谱；主成分分析；聚类分析
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｓｈｅｎｇ － ｙｉ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｗａｎｇｓｈｅｎｇｙｉ＠ ｃａａｓ． ｃｕ；ＣＵＩ Ｄｏｎｇ － ａｎ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｃｕｉｄｏｎｇａｎ＠ ｃａａｓ． ｃｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｕｓｅ ｈｉｇｈ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＨＰＬＣ） ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｓ ｏｆ Ｇａｌｌａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｒｅａｓ， ａｎｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｇａｌｌｎｕｔ． ＨＰＬＣ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ ａｎｄ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｗｅｒｅ
ｍａｔｃｈｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＂ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ （２０１２ Ｅｄｉｔｉｏｎ）＂ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ ａｎｄ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ， ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣＡ） ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ａｂｄｏｍｅｎ ａｎｄ ｈｏｒｎ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃ ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｃｏｍｍｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ ａｎｄ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｆｏｕｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐｅａｋｓ： ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ， ｍｅｔｈｙｌ ｇａｌｌａｔｅ， １，２，３，６ － ｔｅｔｒａ － Ｏ － ｇｌｙｃｅｒｏｌ， ａｎｄ １，２，３，４，６ － ｐｅｎｔａ － Ｏ －
ｇｌｙｃｅｒｏｌ． Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｊｉａｏｂｅｉ ａｎｄ Ｂｅｉｂｅｉ ｉｓ ｌｏｗ， ａｎｄ ｔｈｅｙ ｃａｎ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ， ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ
ｈａｓ ５ ｍｏｒｅ ｐｅａｋｓ， ｗｉｔｈ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ２０． ３ ｍｉｎｕｔｅｓ， ２６． ０ ｍｉｎｕｔｅｓ， ２７． ６ ｍｉｎｕｔｅｓ， ５４． ６ ｍｉｎｕｔｅｓ， ａｎｄ ７５． ９
ｍｉｎｕｔｅｓ， ａｎｄ ａ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｐｅａｋ ｏｆ ４９． １ ｍｉｎｕｔｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｓ ｍｉｓｓｉｎｇ． Ｂｙ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ ａｎｄ Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ， ｉｔ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ ｈａｓ
ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ． Ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， ａｎｄ
ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｔｗｏ ｃａｎ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ； ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ； ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 五倍子为漆树科植物盐肤木 Ｒｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｍｉｌｌ． 、青麸杨 Ｒｈｕｓ ｐｏｔａｎｉｎｉｉ Ｍａｘｉｍ． 或红麸杨 Ｒｈｕｓ
ｐｕｎｊａｂｅｎｓｉｓ Ｓｔｅｗ． ｖａｒ． ｓｉｎｉｃａ（Ｄｉｅｌｓ）Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． 叶
上的虫瘿，主要由五倍子蚜 Ｍｅｌａｐｈｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｂｅｌｌ）
Ｂａｋｅｒ 寄生而形成的虫瘿，主要含有单宁酸、没食子

酸、类黄酮、木酚素、木质素等，具有敛肺降火、涩肠

止泻、敛汗、止血和收湿敛疮的作用［１ － ２］。 根据外

形不同，可将五倍子分为角倍、肚倍、倍花三类，《中
国药典》仅收载角倍和肚倍两类作为五倍子中药

材［３］。 角倍主要分布于湖北、湖南、四川、贵州、广
西壮族自治区、云南等地，约占全国五倍子总量的

７５％ 。 肚倍主要分布于四川、陕西、湖北、甘肃等

地，约占全国五倍子总量的 ２０％ ［４ － ５］。 关于五倍子

外形差异是否存在质量差异颇有争议，《中药材商

品规格质量鉴别》（１９９５ 年） 记载：“以个大、完整、
壁厚、色灰褐者为佳，也有认为虫瘿内布满蚜虫者

好。 一般认为角倍的质量优于肚倍，而在商品上以

角倍多见”； 《中国药材学》 （１９９６ 年） 记载： 药材

外形分为“角倍”和“肚倍”， “以个大、完整、壁厚、
色灰褐、纯净者为佳”； 《中华本草》 （１９９９ 年） 记

载： 药材外形分为“角倍”和“肚倍”，“以个大、完
整、壁厚、色灰褐、纯净者为佳”； 《现代中药材商品

通鉴》（２００１ 年） 记载： 按外形分 为“角倍”和“肚
倍”，肚倍质优，角倍质次； 《５００ 味常用中药材的经

验鉴别》（２００２ 年） 优劣评价以“以个大、完整、壁
厚、色灰褐者为佳，以角倍优于肚倍” ［６］。

·５４·
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五倍子有效成分含量测定常用方法有 ２ 种，一
是采用滴定法和紫外分光光度法测定鞣质含量，二
是采用高效液相色谱法测定没食子酸含量［７］。 滴

定法对于滴定终点颜色变化的判定存在较大的误

差，操作误差较大，而且重现性不高。 ２０２０ 版中国

药典［３］采用紫外分光光度法测定鞣质含量，操作较

烦琐。 高效液相色谱法则是将鞣质在酸性条件下

水解成没食子酸后，以没食子酸为标示成分，间接

定量分析五倍子中鞣质含量，该方法指标较为单

一，不能很好地体现五倍子的整体质量。 研究表

明，五倍子含有单宁酸、没食子酸、类黄酮、木酚素、
木质素等成分，其中单宁酸是其主要成分，是一系

列不同“多倍酰葡萄糖”的混合物，含有没食子酸、
没食子酸甲酯、１，３，６ － 三 － Ｏ － 没食子酰基 － β －
Ｄ －葡萄糖、１，２，６ －三 － Ｏ －没食子酰基 － β － Ｄ －
葡萄、糖、１，２，３，６ －四 － Ｏ － 没食子酰基 － β － Ｄ －
葡萄糖、１，２，４，６ － 四 － Ｏ － 没食子酰基 － β － Ｄ －
葡萄糖及 １，２，３，４，６ － 五 － Ｏ － 没食子酰基 － β －
Ｄ －葡萄糖等［２］。 虽有学者［８ － ９］对五倍子药材色谱

指纹图谱进行了测定，但只标识了没食子酸这一成

分，依旧不能很好把控五倍子的整体质量。 本研究

采用特征图谱方法，分析不同产地的五倍子角倍和

肚倍中特征性化学成分差异，利用相似度研究、聚
类分析技术及主成分分析，研究二者之间的质量差

异，加以甄别，为五倍子药材质量综合评价和利用

提供参考。
１　 仪器与材料

１． １ 　 仪 器 　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色 谱 仪、
Ｗａｔｅｒｓ２９９６ ＰＤＡ 检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ２ 色谱工作站仪

（沃特世科技（上海）有限公司）；ＺＮＣＬ － Ｔ 电热套

（上海瑞兹仪器设备有限公司）； ＭＥ２３５Ｓ 型微量分

析天平（赛多利斯公司）；色谱柱 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８
（安捷伦科技有限公司）。
１． ２　 试药　 没食子酸（９１． ５％ ，中国食品药品检定

研究院，批号：１１０８３１ － ２０１９０６）；没食子酸甲酯

（９８％ ， 北 京 中 科 质 检 生 物 有 限 公 司， 批 号：
２２０１０５）；１，２，３，６ － 四 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖

（９８％ ， 北 京 中 科 质 检 生 物 有 限 公 司， 批 号：

２１１１２３）；１，２，３，４，６ － 五 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖

（９８％ ， 北 京 中 科 质 检 生 物 有 限 公 司， 批 号：
２１１０２３）；甲醇为色谱纯；甲酸等为分析纯。
１． ３　 药材　 从甘肃陇南、陕西汉中和商洛、湖北五

峰、四川等地收集了不同批次、不同外形的五倍子，
具体样品信息见表 １，以上样品由中国农业科学院

兰州畜牧与兽药研究所王贵波研究员鉴定为漆树

科植物五倍子漆树科植物盐肤木 Ｒｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｍｉｌｌ． 叶上的虫瘿，并根据《中国药典》中五倍子质

量标准测其鞣质和没食子酸含量，测定其肚倍中鞣

质含量为 ５３． ００％ ～ ６２． ９０％ ，没食子酸含量为

５６􀆰 ３５％ ～ ６６． ４０％ ，角倍鞣质含量为 ５２． ３％ ～
５８􀆰 ５６％ ，没食子酸含量为 ５５． ５５％ ～ ６２． ４４％ ，均符

合五倍子质量标准含量测定标准。
表 １　 五倍子药材来源信息

Ｔａｂ １　 Ｓｏｕｒｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ

ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
药材编号 产地来源 没食子酸 ／ ％ 鞣质 ／ ％

１ 湖北五峰肚倍 ６１． １０ ５７． ９５

２ 湖北五峰肚倍 ６５． ０７ ６０． １１

３ 湖北肚倍 ６４． ０７ ５９． ７７

４ 湖北肚倍 ５７． １４ ５３． ４４

５ 甘肃陇南肚倍 ５９． ３２ ５４． ３９

６ 甘肃陇南肚倍 ６６． ４０ ６２． ９０

７ 陕西商洛肚倍 ５６． ３５ ５３． ８４

８ 陕西汉中肚倍 ５７． ４８ ５３． ００

９ 四川肚倍 ５８． ７２ ５４． ０９

１０ 湖北五峰角倍 ５５． ５５ ５２． ３０

１１ 陕西商洛角倍 ５８． ３９ ５６． ３４

１２ 陕西汉中角倍 ５９． ４９ ５６． １９

１３ 湖北角倍 ６０． ５０ ５７． ４３

１４ 四川角倍 ５７． ７９ ５３． ３９

１５ 湖北角倍 ６２． ４４ ５８． ５６

２　 方法与结果

２． １ 　 五倍子样品前处理　 将收集的五倍子捣碎，
过筛去掉虫卵，然后粉碎成粉末，低温干燥环境

保存。
２． ２　 溶液的配制

２． ２． １ 　 对照品溶液的配制　 分别取没食子酸、没

·６４·
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食子酸甲酯、１，２，３，６ － 四 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖、
１，２，３，４，６ －五 － Ｏ －没食子酰葡萄糖对照品适量，
精密称定，加 ３０％ 甲醇制成每 １ ｍＬ 含没食子酸

０􀆰 ２１６８ ｍｇ、没食子酸甲酯 ０． ２１９２ ｍｇ、１，２，３，６ －
四 － Ｏ －没食子酰葡萄糖 ０． １７５２ ｍｇ、１，２，３，４，６ －
五 － Ｏ －没食子酰葡萄糖 ０． ２１２８ ｍｇ 的溶液，即得。
２． ２． ２　 供试品溶液的制备　 精密称取五倍子样品

粉末 ０． ２ ｇ，置具塞锥圆底烧瓶中，精密加入 ３０％甲

醇 ５０ ｍＬ，称定重量，置电热套加热回流 １ ｈ，放冷，
再称定重量，用 ３０％甲醇补足减失的重量，摇匀，滤
过，取续滤液，即得。
２． ３　 色谱条件 　 色谱条件及系统适应性试验：
ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ １８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ，安捷伦科技有限公司），甲醇（Ａ） － ０． ２％甲

酸溶液（Ｂ）为流动相按表 ２ 中的规定进行梯度洗

脱；检测波长为 ２８０ ｎｍ［１０］进样量为 １０ μＬ，流速为

每分钟 ０． ８ ｍＬ；柱温为 ２５ ℃；理论板数按没食子酸

峰计算应不低于 ２０００。
表 ２　 梯度洗脱表

Ｔａｂ ２　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％
０ ～ ２０ ５→２０． ８ ９５→７９． ２
２０ ～ ３０ ２０． ８→２２． ７ ７９． ２→７７． ３
３０ ～ ３５ ２２． ７→２４． ５ ７７． ３→７５． ５
３５ ～ ４０ ２４． ５→２８． ７ ７５． ５→７１． ３
４０ ～ ５５ ２８． ７ ７１． ３
５５ ～ ８０ ２８． ７→３１ ７１． ３→６９
８０ ～ ８５ ３１→９５ ６９→５

８５ ～ ８５． ５ ９５→５ ５→９５
８５． ５ ～ ９０ ５ ９５

２． ４　 ＨＰＬＣ 指纹图谱方法学考察

２． ４． １　 精密度试验 　 取 １ 号样品，按照 ２． ２． ２ 项

下方法制备供试品溶液，连续进样 ６ 次，按 ２． ３ 项

色谱条件进行测定并记录指纹图谱。 选择出峰稳

定、响应值高、峰面积较大的没食子酸为参照峰，各
共有峰相对保留时间和相对峰面积的 ＲＳＤ 均小于

２． ０％ ，表明本方法精密度良好。
２． ４． ２　 重复性试验　 取 １ 号样品 ６ 份，按照 ２． ２． ２
项下方法制备供试品溶液，按 ２． ３ 项色谱条件进行

测定并记录指纹图谱。 以没食子酸为参照峰，各共

有峰的相对保留时间和相对峰面积的 ＲＳＤ 分别小

于 １． ５％和 ６． ０１％ 。
２． ４． ３　 稳定性试验 　 取 １ 号样品，按照 ２． ２． ２ 项

下方法制备供试品溶液，分别在制样后 ０、４、８、１２、
２４ ｈ 按 ２． ３ 项色谱条件进行测定并记录指纹图谱。
以没食子酸为参照峰，各共有峰相对保留时间和相

对峰面积的 ＲＳＤ 均小于 ２． ０％ ，表明稳定性良好。
２． ５　 五倍子指纹图谱建立及相似度评价与分析

２． ５． １　 五倍子肚倍药材指纹图谱的建立　 分别取

９ 批次肚倍样品，按照 ２． ２． ２ 项下方法制备各批次

样品的供试品溶液，按 ２． ３ 项下色谱条件进行测

定，记录色谱图。 采用中药色谱指纹图谱相似度评

价系统软件进行数据分析处理，设定样品 １ 为参照

图谱，将其他样品的色谱峰与参照图谱进行自动匹

配，生成肚倍的共有模式特征图谱，结果见图 ２。 在

共有模式特征图谱上标定 １４ 个特征峰，经过与对

照品（图 １）比可知，２ 号峰与没食子酸对照品、５ 号

峰与没食子酸甲酯对照品、１０ 号峰与 １，２，３，６ －
四 － Ｏ －没食子酰葡萄糖对照品、１３ 号峰与 １，２，３，
４，６ －五 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖对照品保留时间一

致。 设定样品 １ 为参照图谱，计算相似度，结果样

品 １ ～ ９ 的相似度均大于 ０． ９７，说明不同来源的肚

倍有较好的一致性。
２． ５． ２　 五倍子角倍指纹图谱的建立　 分别取 ６ 批

次肚倍样品，按照 ２． ２． ２ 项下方法制备各批次样品

的供试品溶液，按 ２． ３ 项下色谱条件进行测定，记
录色谱图。 采用中药色谱指纹图谱相似度评价系

统软件进行数据分析处理，设定参照图谱，将其他

样品的色谱峰与参照图谱进行自动匹配，生成角倍

的共有模式特征图谱，结果见图 ３。 在共有模式特

征图谱上标定 １０ 个特征峰，经过与对照品（图 １）
比可知 ２ 号峰与没食子酸对照品、４ 号峰与没食子

酸甲酯对照品、７ 号峰与 １，２，３，６ －四 － Ｏ － 没食子

酰葡萄糖对照品、１０ 号峰与 １，２，３，４，６ － 五 － Ｏ －
没食子酰葡萄糖对照品保留时间一致。 设定样品

１０ 为参照图谱，计算相似度，结果样品 １０ ～ １５ 的相

似度均大于 ０． ９７，说明不同来源的角倍有较好的一

致性。
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图 １　 混合对照品的 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

２：没食子酸；５：没食子酸甲酯；１０：１，２，３，６ － 四 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖；１３：１，２，３，４，６ － 五 － Ｏ － 没食子酰葡萄糖

２： Ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ； ５： Ｍｅｔｈｙｌ ｇａｌｌａｔｅ； １０： １，２，３，６ － ｔｅｔｒａ － Ｏ － ｇａｌｌｏｙｌｇｌｕｃｏｓｅ； １３： １，２，３，４，６ － ｐｅｎｔａ － Ｏ － ｇａｌｌｏｙｌｇｌｕｃｏｓｅ

图 ２ 肚倍 ＨＰＬＣ 特征指纹图谱（Ａ）及共有模式图（Ｂ）

Ｆｉｇ２　 ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ （Ａ） ａｎｄ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ （Ｂ） ｏｆ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ

·８４·
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图 ３　 角倍 ＨＰＬＣ 特征指纹图谱（Ａ）及共有模式图（Ｂ）

Ｆｉｇ３　 ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ （Ａ） ａｎｄ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ （Ｂ）

２． ５． ３　 肚倍与角倍特征图谱的共有模式及其比较

不同产地、不同外形差异的五倍子的质量差别较

大，为五倍子药材质量综合评价和利用提供参考，
对肚倍和角倍特征图谱的共有模式的建立。

采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统软件

进行数据分析处理，设定参照图谱，将其他样品的

色谱峰与参照图谱进行自动匹配，生成五倍子整体

的共有模式特征图谱，结果见图 ４。 将其在共有模

式特征图谱上标定 ９ 个特征峰。
本实验对肚倍及角倍的 ＨＰＬＣ 特征指纹图

谱进行了比较，结果发现二者指纹图谱中色谱峰

的数目不同，且图谱间差异微大。 从两者的特征

指纹图谱相比，肚倍比角倍多了 ５ 个峰，分别为

图 ２ 中的的 ４ 号峰 （ ２０ ． ３ ｍｉｎ） 、６ 号峰 （ ２６ ． ０
ｍｉｎ） 、８ 号峰（２７ ． ６ ｍｉｎ） 、１１ 号峰（５４ ． ６ ｍｉｎ） 、
１４ 号峰（７５ ． ９ ｍｉｎ） ，同时在少了图 ３ 中的 ８ 号

峰（４９ ． １ ｍｉｎ） 。
相似度分析：将 １５ 个五倍子样品 ＨＰＬＣ 指纹

图谱数据导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（２０１２ 年版），以五倍子 １ 号样品对照特征图谱为

·９４·
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参照图谱，对 １５ 批五倍子粉末的特征图谱进行相

似度分析，结果见表 ３。 结果显示批次 １ ～ ９ 相似度

均大于 ０． ９７，批次为 １０ ～ １５ 相似度均大于 ０􀆰 ８，说
明肚倍和角倍差异较大。

图 ４　 五倍子 ＨＰＬＣ 特征指纹共有模式图

Ｆｉｇ ４　 ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｓｈａｒｅｄ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ

表 ３　 １５ 批五倍子样品相似度

Ｔａｂ ３　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ １５ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ ｓａｍｐｌｅｓ
批次 相似度

１ １． ０００

２ ０． ９８１

３ ０． ９８４

４ ０． ９７４

５ ０． ９９６

６ ０． ９８３

７ ０． ９９８

８ ０． ９９８

９ ０． ９９９

１０ ０． ８４１

１１ ０． ８４６

１２ ０． ８３２

１３ ０． ８６９

１４ ０． ８４２

１５ ０． ８０５

对照 １． ０００

２． ６　 化学计量学分析

２． ６． １　 聚类分析　 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件中多元统

计分析中的聚类分析法对 １５ 批五倍子药材进行聚

类分析，聚类分析参数选取欧氏距离和误差平方和

法，各样本间距离的计算方法为夹角余弦，得出五

倍子聚类分析图（图 ５），由图 ５ 可知，聚类结果与

实际五倍子药材来源地关联性不大，１５ 批五倍子

样品被分为 ２ 大类，１ ～ ９ 批样品可以聚为一类，为
五倍子肚倍类。 １０ ～ １５ 批样品可以聚为一类，为五

倍子角倍类。
２． ６． ２ 　 主成分分析（ＰＣＡ） 　 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软

件，对肚倍、角倍的 ＨＰＬＣ 特征指纹图谱保留时间

以及与对应的相关峰面积进行 ＰＣＡ，结果见表 ４，
前 ３ 个主成分的累积贡献率为 ８７． ６７％ 。

表 ４　 特征值表

Ｔａｂ ４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｔａｂｌｅ
主成分 特征值 贡献率 ／ ％ 累积贡献率 ／ ％

１ ５． ９１２ ５９． １２ ５９． １２
２ １． ９１７ １９． １７ ７８． ２９
３ ０． ９３８ ９． ３８ ８７． ６７

　 　 根据肚倍、角倍的 ＨＰＬＣ 指纹图谱的保留时间

及相对应的峰面积得到 ＰＣＡ 的 ３Ｄ 得分图（图 ６）。
主成分分析将 １５ 批五倍子分为 ２ 类：１ ～ ９ 批样品

聚为一类，其中 ５ 在主成分中与其他批次距离较

远；１０ ～ １５ 批样品可以聚为一类。 结果表明，ＰＣＡ
能够很好地将不同外形样品区分开来。

·０５·
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图 ５　 肚倍和角倍聚类分析树状图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｔｒｅｅ ｏｆ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ ａｎｄ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ

图 ６　 肚倍和角倍的主成分分析得分图

Ｆｉｇ ６　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｃｏｒｅ Ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｂｅｌｌｙ ｇａｌｌｎｕｔ ａｎｄ ｈｏｒｎｅｄ ｇａｌｌｎｕｔ

３　 讨　 论

３． １　 提取方式的优化　 为建立五倍子质量控制方

法，本研究在建立 ＨＰＬＣ 法特征图谱过程中，前期

对提取溶剂以及提取方式进行了较为详细考察，发
现虽加热回流法提取费时费力，但提取的有效成分

含量比超声提取法高。 最终确定以 ３０％ 甲醇为提

取溶剂，加热回流 １ ｈ 的提取方式。
３． ２　 色谱条件的优化　 为了使五倍子中不同极性

的有效成分分离彻底并具有良好峰形，比较了

Ｗａｔｅｒｓ ＸＳｅｌｅｃｔ􀅹 ＨＳＳ Ｔ３（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、

ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ （２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、
Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５ － Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）这 ３ 款常见的色谱柱五倍子中有效成分的分

离影响，评估分离度、峰形、出峰时间等因素，最终选

择 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）色谱

柱进行分离。 同时考察了不同柱温（２５、３０、３５ ℃）
及不同流速（０． ６、０． ８、１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ）。 结果表明，流
动相为流速为 ０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ２５ ℃时对五倍

子药材进行梯度洗脱，基线平稳，各成分之间分离

度高且峰形较好。

·１５·
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３． ３　 角倍与肚倍的差异性　 梁晴等通过五倍子商

品规格等级标准及质量评价。 将五倍子分为肚倍

和角倍 ２ 个规格，并分别划分统货和选货 ２ 个等

级，并明确肚倍各等级质量优于角倍［１１］。 本研究

选用市售五倍子统货，通过指纹图谱检测发现肚倍

比角倍多了 ５ 个峰，保留时间为 ２０． ３、２６． ０、２７． ６、
５４． ６、７５． ９ ｍｉｎ，同时少了 ４９． １ ｍｉｎ 相对位置的保

留峰，结果提示肚倍有效成分多于角倍。 进行相似

度分析时发现，角倍与肚倍指纹图谱中相应目标峰

相似度略低，于是进行聚类分析和 ＰＣＡ 分析，发现

通过这两者分析可以有效区分肚倍和角倍。 同时，
聚类分析结果表明，五倍子药材来源地差异性

较小。
３． ４　 五倍子指纹图谱的重要性　 前期研究结果表

明，五倍子鞣质是一系列不同“多倍酰葡萄糖”的混

合物，含有没食子酸、没食子酸甲酯、１，３，６ － 三 －
Ｏ －没食子酰基 － β － Ｄ －葡萄糖、１，２，６ － 三 － Ｏ －
没食子酰基 － β － Ｄ －葡萄、糖、１，２，３，６ － 四 － Ｏ －
没食子酰基 － β － Ｄ － 葡萄糖、１，２，４，６ － 四 － Ｏ －
没食子酰基 － β － Ｄ － 葡萄糖及 １，２，３，４，６ － 五 －
Ｏ －没食子酰基 － β － Ｄ － 葡萄糖等成分［１２ － １３］，但
五倍子普遍采用单一指标评价方法尚不能较好地

做出质量评价，不利于精准控制五倍子药材质量。
中药特征图谱是将药材、提取物或制剂经过适当处

理，利用一定的分析手段得到能够代表其特征的共

有峰图谱，由于中药特征图谱是在中药指纹图谱基

础上选取其重要的特征峰［１４］ 中药特征图谱是一种

从整体上控制中药质量的方法，能够反映中药化学

成分信息的全貌，既能鉴别成分类型，又能评价中

药质量的均一性和稳定性［１５ － １６］。 因此，特征图谱

能更好地对五倍子药材进行质量控制。
ＨＰＬＣ 指纹图谱运用于五倍子药材的鉴定与质量

评价，比较全面地反映五倍子药材所含化学成分的种

类与数量，更加有效地评价药材化学成分的多样性与

复杂性，为其质量控制提供准确、有效的方法。
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