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苷的提取率为指标，采用正交试验法优化，筛选最佳提取

条件，优选工艺提取的成品质量稳定，且质量标准可控。

３．２ 质控药材选择

质量标准部分主要包括定性鉴别和含量测定。定性

鉴别中，由于处方药味较少，以水作为提取溶剂，故其中几

味药材的鉴别试验未发现特征性斑点或分离效果较差，

最终只完成了连翘、知母的定性鉴别。含量测定以连翘

苷为指标，预试验结果表明，以乙腈－水（２３∶７７，Ｖ／Ｖ）
为流动相、检测波长为 ２７７ｎｍ时样品各成分分离效果
较好，可有效分离连翘苷与其他成分。方法学考察结果

表明，仪器精密度良好，供试品溶液室温放置２４ｈ内稳
定，方法重复性良好。

３．３ 含量限度

工艺确定后，制备 ３批供试品，按质量标准检测方
法进样测定，结果 ３批样品中连翘苷的含量分别为
０．３３８，０．３４６，０．３４２ｍｇ／ｍＬ。样品连翘苷含量的差异主
要与药材中相关成分含量高低有关，因此可根据样品含

量测定结果设定复方连翘滴鼻液中连翘苷含量限度。
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酒萸肉超高效液相色谱指纹图谱的建立及化学计量分析
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摘要：目的 建立酒萸肉的超高效液相色谱指纹图谱，并进行聚类分析和主成分分析。方法 色谱柱为 ＡＣＥ３Ｃ１８－ＡＲ柱（１００ｍｍ×
２．１ｍｍ，３μｍ），流动相为乙腈 －０．３％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２５４ｎｍ，柱温为 ２５℃，进样量为 １μＬ。
以马钱苷为参照峰绘制 ７６批酒萸肉药材样品的指纹图谱，并与 １０批山萸肉药材样品的指纹图谱进行比较。采用 Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ化学计
量学软件进行相似度评价，并进行聚类分析和主成分分析。结果 ７６批酒萸肉药材指纹图谱共确定７个共有峰、６种成分，分别为没食
子酸、５－羟甲基糠醛、莫诺苷、马钱苷、獐牙菜苷、山茱萸新苷；７６批酒萸肉药材样品中有６０批次的相似度大于０．８；７６批酒萸肉药材
样品和１０批山萸肉药材样品聚为两大类，两大类的 ５－羟甲基糠醛含量差异明显；经主成分分析，峰６和峰２均是导致药材样品质量
差异的重要因素。结论 所建立的超高效液相色谱指纹图谱可用于酒萸肉的质量评价。
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山茱萸有补益肝肾、收涩固脱功效，临床用于治疗

眩晕耳鸣、腰膝酸软、阳痿遗精、遗尿尿频、崩漏带下、大

汗虚脱、内热消渴等症犤１犦。山茱萸经酒炮制后补益功能

增强，六味地黄丸、知柏地黄丸等经典名方均以酒萸肉

为原料犤２－３犦，但 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》尚未区分
山萸肉和酒萸肉的质控指标。为了全面评价酒萸肉的质

量和现行标准的可行性，本研究中采用超高效液相色谱

（ＵＰＬＣ）法测定酒萸肉多指标成分的含量，并建立指纹
图谱，为酒萸肉的临床应用、炮制和资源开发提供参考。

现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ａｃｑｕｉｔｙ型超高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；
ＢＳＡ２２４ＳＣＷ型电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，精度
为十万分之一）；Ｎ－１００１型旋转蒸发仪（东京理化机械
株式会社）；Ｍｉｌｌｉ－ＱＡ１０型超纯水器（德国 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司）；ＫＱ－５００ＤＥ型超声波清洗器（江苏昆山市
超声仪器有限公司）；Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ化学计量学软件（北
京科迈恩科技有限公司）。

１．２ 试药

没食子酸对照品（批号为１１０８３１－２０１６０５），５－羟
甲基糠醛对照品（批号为 １１１６２６－２０１６１０），莫诺苷对
照品（批号为１１１６３７－２０１６０９），马钱苷对照品（批号为
１１１６４０－２０１７０７），獐牙菜苷对照品（批号为 １１１７４２－
２００５０１），含量均大于 ９８％，均购自中国食品药品检定
研究院；山茱萸新苷对照品（上海科哲生物科技有限公

司，批号为 Ｙ１４Ｍ１０Ｈ８８２７７，含量 ＞９８％）；甲醇为色谱
纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化水。山茱萸药材均来

自 ２０１９年国家药品评价性抽验计划抽验样品，经青
海药品检验检测院鉴定为山茱萸科植物山茱萸 Ｃｏｒｎｕｓ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．的干燥成熟果肉，其中 １０批为
山萸肉，７６批为酒萸肉牗黄酒炮制品牘。酒萸肉药材信息
见表１。

２ 方法与结果犤４－１４犦

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡＣＥ３Ｃ１８－ＡＲ柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ）；
流动相：乙腈（Ａ）－０．３％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗脱（洗脱
程序见表 ２）；流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２５４ｎｍ；柱
温：２５℃；进样量：１μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：取没食子酸、５－羟甲基糠醛、莫
诺苷、马钱苷、獐牙菜苷、山茱萸新苷对照品各 １０ｍｇ，
精密称定，分别置５０ｍＬ容量瓶中，用８０％甲醇溶解并
定容，得各单一对照品贮备液；分别取 １．０ｍＬ，置同一
１０ｍＬ容量瓶中，用８０％甲醇定容，即得上述 ６种成分
质量浓度分别为 ２４．６２，３５．７９，５９．１６，９．２８，４３．０５，
１８．０９μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。

供试品溶液：取样品牗编号为００５牘粉末（过３号筛）约
０．２ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 ８０％甲醇
２５ｍＬ，称定质量，加热回流 １ｈ，放冷，再称定质量，用
８０％甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
２．３ 方法学考察

精密度试验：取样品（编号为 ００５）适量，按 ２．２项
下方法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测定
６次，以马钱苷峰为参照峰计算。结果各特征峰相对保
留时间的 ＲＳＤ小于 １％牗ｎ＝６牘，单峰面积占总峰面积
大于２％的特征峰相对峰面积的 ＲＳＤ小于２％牗ｎ＝６牘，表
明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液适量，分别于
室温下放置 ０，２，４，６，８，１２，２４ｈ，按２．１项下色谱条件
进样测定，以马钱苷峰为参照峰计算。结果各特征峰相

对保留时间的 ＲＳＤ小于１％牗ｎ＝７牘，单峰面积占总峰面
积的比例大于２％的特征峰相对峰面积的 ＲＳＤ小于２％
牗ｎ＝７牘，表明供试品溶液室温下放置２４ｈ内基本稳定。
重复性试验：取样品（编号为００５）适量，精密称定，

共 ６份，按２．２项下方法制备供试品溶液，再按 ２．１项
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编号

００４
００５
００６
００８
０１０
０１１
０１２
０１５
０１８
０１９
０２１
０２３
０２６
０２９
０３１
０３３
０３６
０４３
０４４
０５２
０７７
１４１
１４２
１５１
１５５
１５６

批号

１８０２２８
１８１２２１
１８１０１９０１
１９０１０３
１８１００１
１９０１０１
３１８１１０４０
ＹＰ１７０８０２
２０１８０８２００１
２０１８０８０２００１
２０１８０８２４
１８１２０１
１８１１２８
１９０１２１
１８０７０１
２０１８０４０１
０８０５０５９
１８１１０１
１７１０１９
２０１８０８０１
Ｃ１８１１０３０５
１８０１０１
１８０９００４
１７０６５２２
２０１８０９１７８
２０１９０１０１

生产单位

亳州市永刚饮片厂有限公司

南通三越中药饮片有限公司

江苏百草中药有限公司

江苏东方慧医华康中药饮片有限公司

安徽黄太中药饮片科技有限公司

江苏同济中药饮片有限公司

江苏福源中药饮片有限公司

民生药业集团珍医堂制药有限公司

盐城市中药饮片厂

盐城市中药饮片厂

江苏东莲药业有限公司

甘肃陇脉药材有限公司

苏州市天灵中药饮片有限公司

江苏华洪药业有限公司

酒泉市培丰中药材生态种植加工有限公司

宝鸡向源中药饮片有限责任公司

甘肃天士力中天药业有限责任公司

湖北强康中药饮片有限公司

亳州蜀中药业有限公司

陕西兴盛德耀药业有限责任公司

安国润德药业有限公司

吉首湘泉中药饮片有限公司

张家界锦华中药饮片有限责任公司

湖北誉丰药业有限公司

樟树市庆仁中药饮片有限公司

湖南淳之宝药业有限责任公司

相似度

０．７５
０．９９
０．９５
０．８１
１．００
１．００
０．８９
０．８１
０．８２
０．７８
０．８８
０．８６
１．００
０．９９
０．８８
０．９６
０．８２
０．７１
０．９７
０．９６
０．５９
０．７７
０．５６
０．６９
０．９９
０．９１

编号

１５９
１６０
１６４
１６９
１７４
１７６
１８１
１８３
１９０
１９８
１９９
２０５
２１３
２１４
２１５
２１６
２３１
２３７
２４１
２４３
２４８
２４９
２６０
２６１
２６６
２８５

批号

２０１８１２０１
１８０１６０７１１
ＬＯＰ１８１２６０７０１
１８０８０１
１８０９０７
ＹＰ１８１２０１
１８０７０１
１８０６０１
１８１２０１
１８１２２１
１９０１１８
１８０７０１
１７１１０１
１８０３００２９
１８０５０００４
１８０７０９０１
８０７０４０
１７１１０１
１８０４０５６－０１
１８１２００１
１８１１０１
１８０３１２０１
１９０３１１００２
１８０７０１
１８１００３２
１８０８０２

生产单位

湖南省金翼堂药业有限公司

北京康美制药有限公司

北京康美制药有限公司

湖南省南国药都中药饮片有限公司

安徽魏武中药饮片科技有限公司

民生药业集团珍医堂制药有限公司

青岛善大天源中药饮片有限公司

北京本草方源（亳州）药业科技有限公司

安徽药知源中药药饮片有限公司

亳州市永刚饮片厂有限公司

嘉兴东方国药饮片有限公司

天津市兴达药业有限公司

安徽济顺中药饮片有限公司

天津市同曦中药饮片科技发展有限公司

天津市同曦中药饮片科技发展有限公司

盛实百草药业有限公司

新疆本草堂药业有限公司

安徽济顺中药饮片有限公司

天津市中药饮片厂有限公司

安国市聚药堂药业有限公司

湖南福泰中药饮片有限公司

湖南聚仁中药饮片有限公司

青海九康中药饮片有限公司

安徽人民中药饮片有限公司

安徽亳药千草国药股份有限公司

天马（安徽）国药科技股份有限公司

相似度

０．８９
０．９８
０．９９
０．７０
０．９９
０．６８
０．８７
０．９９
０．８６
０．８２
０．８６
１．００
０．９９
０．６９
０．６４
０．９６
０．９４
０．９５
０．９７
０．９９
０．８２
０．５８
１．００
０．９５
０．９７
０．９４

编号

３０２
３０３
３０４
３０５
３０６
３１４
３１５
３２４
３２５
３２６
３３３
３３４
３３８
３４３
３６５
３６６
３７８
３８０
３９２
４０２
４０３
４０４
ｘｘ１
ｘｘ２

批号

１８１２１７００１
３１５１８０８０１
１８０６２７０１
１７０２２１０２
Ｈ８１２０１
２０１８１２０１
２０１８１２０１
１９０１００１
１８１２６０７０１
ＸＥ２２３１
１７０６０１
１９０２１１１２
１９０４０１
１９０２１２０１６２
２０１８０４０２
２０１８０４０３
２０１８１１０２２
１９０４０１
１８１０９０２３
１８０５３１
２０１９０３０１
２０１７１１０１
１９０４０５
１９０４０８

生产单位

北京康源祥瑞医药科技有限公司

北京宏济药业有限公司

北京泰仁康药业发展有限公司

北京明辉恒通药业有限公司

北京均大制药有限公司

北京同仁堂健康药业（福州）有限公司

海王百草堂药业有限公司

宁夏康泰隆中药饮片有限公司

北京康美制药有限公司

北京华邈药业有限公司

四川省卓宇制药有限公司

江西彭氏国药堂饮片有限公司

浙江国新中药饮片有限公司

亳州市沪谯药业有限公司

陕西康盛堂药业有限公司

陕西康盛堂药业有限公司

山西科兴药业有限公司

洛阳康鑫中药饮片有限公司

北京昊园药业有限公司

嘉兴东方国药饮片有限公司

安徽新兴中药材饮片有效公司

浙江佐力百草中药饮片有限公司

河南西峡

河南西峡

相似度

０．９６
０．９８
１．００
０．８３
０．９９
０．９９
０．５３
０．９６
０．９９
０．９４
０．５１
０．５７
０．９９
０．９５
０．９５
０．９５
０．７６
１．００
０．８６
０．９９
０．９４
０．９９
０．９３
０．９０

时间牗ｍｉｎ牘

０～６
６～８
８～２０
２０～２２

Ａ牗％牘

２
２→７
７→１６
１６→１８

Ｂ牗％牘

９８
９８→９３
９３→８４
８４→８２

时间牗ｍｉｎ牘

２２～２６
２６～３４
３４～３６

Ａ牗％牘

１８→２２
２２→９０
９０→２

Ｂ牗％牘

８２→７８
７８→１０
１０→９８

表１ ７６批酒萸肉药材样品来源和指纹图谱相似度评价
Ｔａｂ．１ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｏｕｔｔｈｅｏｒｉｇｉｎｏｆ７６ｂａｔｃｈｅｓｏｆｗｉｎｅ－ｐｒｅｐａｒｅｄＦｒｕｃｔｕｓＣｏｒｎｉａｎｄｔｈｅｉｒｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

表２ 流动相梯度洗脱程序

Ｔａｂ．２ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

下色谱条件进样测定，以马钱苷峰为参照峰计算。结果

各特征峰相对保留时间的 ＲＳＤ小于 １％牗ｎ＝６牘，单峰
面积占总峰面积的比例大于 ２％的特征峰相对峰面积
的 ＲＳＤ小于２％牗ｎ＝６牘，表明方法重复性良好。
２．４ 指纹图谱研究

指纹图谱建立：取酒萸肉药材样品７６批，按２．２项
下方法制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测
定，指纹图谱见图 １。根据结果，采用 Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ化学
计量学软件分析数据，设编号００５样品的色谱图为参照
图谱，其他样品的色谱峰与参照图谱进行自动匹配，即

得酒萸肉共有模式的对照指纹图谱，见图２。将７６批酒

萸肉药材样品的指纹图谱均导入中药色谱指纹图谱相

似度评价系统软件（２０１２版），计算相似度，结果 ７６批
酒萸肉药材样品中有 ６０批的相似度大于 ０．８，１０批的
相似度小于 ０．７，详见表 １。结果表明，不同来源酒萸肉
存在差异。

特征峰标定：根据 ７６批酒萸肉的特征图谱测定结
果，共标定７个特征峰。与对照品比对并结合图谱可知，

图１ ７６批酒萸肉药材样品超高效液相色谱叠加指纹图谱
Ｆｉｇ．１ ＵＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ７６ｂａｔｃｈｅｓｏｆｗｉｎｅ－ｐｒｅｐａｒｅｄ Ｆｒｕｃｔｕｓ

Ｃｏｒｎｉ

ｍＡＵ
６００

５００

４００

３００

２００

１００

０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｔ／ｍｉｎ
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０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

１．没食子酸 ２．５－羟甲基糠醛 ３．莫诺苷 ４．马钱苷

５．獐牙菜苷 ７．山茱萸新苷
图２ 酒萸肉药材超高效液相色谱对照指纹图谱
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图５ 酒萸肉与山萸肉药材样品聚类分析
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图４ 酒萸肉与山萸肉药材样品相似度评价
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１号峰为没食子酸，２号峰为５－羟甲基糠醛，３号峰为
莫诺苷，４号峰为马钱苷，５号峰为獐牙菜苷，７号峰为
山茱萸新苷；６号峰成分未定。

酒萸肉和山萸肉指纹图谱比较：取 １０批山萸肉药
材样品粉末，精密称定，按２．２项下方法制备供试品溶
液，按２．１项下色谱条件进样测定，色谱图见图３，根据
结果，采用Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ化学计量学软件分析数据，并计
算酒萸肉和山萸肉指纹图谱的相似度，结果 １０批山萸
肉样品相似度分别为 ０．３８，０．５４，０．６０，０．５３，０．５４，

０．５６，０．５３，０．５６，０．５４，０．５３，详见图４。结果表明，山茱
萸炮制前后的指纹图谱差异较大。

２．５ 化学计量学分析

聚类分析：以各参照峰面积相对峰面积为变量，以

Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ化学计量学软件进行聚类分析，采用误差
平方和法，以欧氏距离为样品测度，聚类分析结果见

图５。结果７６批酒萸肉药材和１０批山萸肉药材聚为两
大类，两大类的 ５－羟甲基糠醛含量差异明显。其中有
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图６ 酒萸肉与山萸肉药材样品主成分分析
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８批山萸肉（编号分别为 ０７７，１４２，２１４，２１５，２４９，３１５，
３３３，３３４）与酒萸肉聚为一类，两者相似度均小于 ０．７，
５－羟甲基糠醛峰基本未检出，提示炮制不到位。

主成分分析：采用 Ｃｈｅｍｐａｔｔｅｒｎ化学计量学软件将
７６批酒萸肉药材样品和 １０批山萸肉药材样品的峰面
积进行标准化处理，再行主成分分析（见图 ６）。结果编
号为３６，１７６，３２４，３２５，ｘｘ２的酒萸肉药材样品产生明显
偏离，其余７１批药材样品基本聚集在一起。其中６号峰
（未知）对样品 ３６和样品 １７６偏离贡献大，２号峰（５－
羟甲基糠醛）对样品 ｘｘ２、样品 ３２４、样品 ３２５的偏离贡
献大；其余个别样品有向２号峰偏离，表明２号峰对酒
萸肉影响较大，与聚类分析结果相一致。

３ 讨论

采用二极管阵列检测器在 １９０～４００ｎｍ波长范围
内对对照品溶液进行全波长扫描，考察了乙腈－磷酸溶
液、甲醇－磷酸溶液、乙腈－甲酸溶液、甲醇－甲酸流动
相系统不同梯度洗脱条件，对 ＡＣＥ３Ｃ１８－ＡＲ柱
（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ），ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨ
Ｃ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＲＲＨＤ
ＥｘｔｅｎｄＣ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ）进行了优选，筛
选 ０．１，０．２，０．３，０．４ｍＬ／ｍｉｎ的流速，以及 ２５，３０，
３５℃的柱温，最终按选定色谱条件进样测定。结果显
示，各色谱峰信息最多，各成分分离情况良好，可用于酒

萸肉的指纹图谱研究。

利用聚类分析对酒萸肉指纹图谱进行评价，发现样

品可分为两大类，其中 ４８批药材样品聚为一类，２８批
药材样品聚为第二类。进一步研究共有峰发现，第二类

药材样品中 ５－羟甲基糠醛峰面积较大，提示 ５－羟甲
基糠醛是聚群的主要原因，主成分分析也得到此结果。

在相似度统计中有８批药材样品相似度低于０．７，聚类

分析时与山萸肉在一个大类中，提示炮制不到位。进一

步进行主成分分析发现，５－羟甲基糠醛对其偏离贡献
较大，与聚类分析结果相呼应。５－羟甲基糠醛为山萸肉
酒制后得到的新产物，其含量反映炮制工艺的稳定性及

优良性，酒萸肉炮制方法为取净山萸肉，用黄酒拌匀，待酒

被吸尽后，装罐内密封隔水炖或置蒸器内蒸制，用武火

加热至山萸肉色变黑润，而５－羟甲基糠醛偏离的８批
药材样品颜色均未达到黑润，原因为炮制时间不足犤１５犦，

需在酒萸肉质量控制中加以注意。

综上所述，该研究所建立的超高效液相色谱指纹图

谱可为酒萸肉的质量评价提供参考。
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