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摘要：目的 建立鉴别山苦荬质量的高效液相色谱指纹图谱法。方法 色谱柱为 ＡｐｏｌｌｏＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为
０．０４％磷酸溶液 －乙腈（梯度洗脱），流速为 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２２０ｎｍ，柱温为 ３０℃，进样量为 ２０μＬ。采用相似度软件、ＳＰＳＳ
２６．０统计学软件和 ＳＩＭＣＡ－Ｐ软件对１２批山苦荬的色谱数据进行化学计量学分析。结果 共标定 １７个共有峰，相似度介于０．９１４～
０．９９２牗ｒ＝１．０００牘；主成分分析和聚类分析均将样品分为４类；结合偏最小二乘回归分析得到可能鉴别山苦荬最关键的９个色谱峰，其
中１０号峰为木犀草苷峰。结论 所建立的高效液相色谱指纹图谱方法结果准确、稳定，可为山苦荬药材的质量控制提供参考。
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山苦荬 Ｉｘｅｒｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ牗Ｔｈｕｎｂ．牘Ｎａｋａｉ为菊科 Ｃｏｍ
ｐｏｓｉｔａｅ苦荬菜属 Ｉｘｅｒｉｓ植物，蒙药材名为苏素－乌布斯，
在内蒙古自治区分布广泛，收载于《内蒙古蒙药材标准》犤１犦，具

有抑协日、清热作用，蒙医临床多用于治疗肝胆热、肝炎等疾

病犤２－４犦。现代药理学研究表明，山苦荬具有抗肿瘤活性、镇痛、

保肝、免疫调节、抗氧化等作用犤５－６犦。其所含成分复杂，主要

包括黄酮类、倍半萜内酯类、三萜皂苷类等化合物犤６－７犦。本研究

中检测了１２批山苦荬药材的指纹图谱，并采用化学计量
学分析法分析隐藏信息，寻找并区分不同品质山苦荬的标

志性成分，为该药材的质量评价提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＵｌｔｉＭａｔｅ３０００型高效液相色谱仪（赛
默飞世尔科技有限公司）；ＡＬ２０４型分析天平（美国
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，精度为十万分之一）；ＫＱ－２５０ＤＡ

型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率

为３５０Ｗ，频率为３６～４４ｋＨｚ）。
１．２ 试药

木犀草苷（中国食品药品检定研究院，批号为

１１１７２０－２００９０５）；乙腈、甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ公司）为色谱纯，
其他试剂为分析纯，水为超纯水；１２批不同产地的山
苦荬采自山西、内蒙古自治区不同盟市，经内蒙古医科

大学药学院庞秀生教授鉴定为菊科苦荬菜属植物山苦

荬 Ｉｘｅｒｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ牗Ｔｈｕｎｂ．牘Ｎａｋａｉ。药材均密封保存于阴
凉干燥处，药材来源见表１。
２ 方法与结果

２．１ 溶液制备犤８－９犦

取木犀草苷适量，精密称定，加甲醇制成每１ｍＬ含
０．１０２ｍｇ的溶液，即得对照品溶液。取山苦荬药材粉末
（过 ４号筛）１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，加 ６０％甲
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编号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６

产地

内蒙古自治区集宁市郊区

内蒙古自治区医科大学校园

内蒙古自治区土默特右旗

内蒙古自治区赤峰市

内蒙古自治区赤峰市

内蒙古自治区土默特右旗

采集日期

２０１６年６月

２０１６年５月

２０１６年５月

２０１６年６月

２０１７年６月

２０１７年６月

编号

Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２

产地

内蒙古自治区丰镇市

内蒙古自治区小井沟

内蒙古自治区凉城县

内蒙古自治区集宁市郊区

山西省大同市

内蒙古医科大学校园

采集日期

２０１６年５月

２０１７年６月

２０１６年５月

２０１７年６月

２０１６年６月

２０１７年５月

表１ 山苦荬药材来源

Ｔａｂ．１ ＳｏｕｒｃｅｏｆＩｘｅｒｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

３１０９．１２

２３３１．８２

１５５４．５３

７７７．２４

－０．０６

图１ １２批山苦荬药材的高效液相色谱叠加指纹图谱
Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆ１２ｂａｔｃｈｅｓｏｆＩｘｅｒｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

０ ８．７０ １７．３９ ２６．０９ ３４．７９ ４３．４８ ８２．１８ ６０．８８

图２ 山苦荬药材的共有模式图谱

Ｆｉｇ．２ ＣｏｍｍｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＩｘｅｒｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

７７７．２４

－０．０６
０ ８．７０ １７．３９ ２６．０９ ３４．７９ ４３．４８ ８２．１８ ６０．８８

ｍＡＵ

图３ 山苦荬药材与木犀草苷对照品的对比色谱图

Ｆｉｇ．３ Ｃｏｎｔｒａｓｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆＩｘｅｒｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ

１５５４．４６

－４．２１

ｍＡＵ

０ ８．７０ １７．３９ ２６．０９ ３４．７９ ４３．４８ ８２．１８ ６０．８８
ｔ／ｍｉｎ

ｔ／ｍｉｎ

ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
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醇 ２５ｍＬ，称定质量，超声处理 ４０ｍｉｎ，放至室温，再称
定质量，用 ６０％甲醇补足减失的质量，加入 ０．５ｍＬ磷
酸，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

２．２ 山苦荬指纹图谱建立

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｐｏｌｌｏＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流
动相：０．０４％磷酸溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ
时 １００％Ａ→９０％Ａ，５～８ｍｉｎ时 ９０％Ａ→８５％Ａ，８～
２８ｍｉｎ时８５％Ａ→７５％Ａ，２８～４１ｍｉｎ时７５％Ａ→７０％Ａ，
４１～４３ｍｉｎ时 ７０％Ａ→６９％Ａ，４３～６０ｍｉｎ时 ６９％Ａ→
５０％Ａ）；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：
２２０ｎｍ；进样量：２０μＬ。
２．２．２ 指纹图谱建立及相似度评价犤１０－１３犦

取 １２批山苦荬药材，按 ２．１项下方法制备供试品
溶液，按２．２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图。采
用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（２００４Ａ版）软件
分析１２批山苦荬药材的色谱数据，以Ｓ１２号样品的色谱
图作为参照谱图，时间窗宽度为０．１０，采用多点校正的方
式，得到１２批山苦荬药材的叠加图谱（见图１）；以１２批
药材的共有模式为对照色谱图，共标定１７个共有峰（见
图２）；通过对照，指认出１０号峰为木犀草苷峰，峰面积
适中，且不同批次样品中稳定存在，故选其作为参比峰（见

图３）。将１２批山苦荬药材与对照图谱进行相似度比较，结
果１７个共有峰的相似度介于０．９１４～０．９９２（ｒ＝１．０００），
表明不同批次山苦荬药材的化学成分均较稳定。

２．２．３ 方法学考察

精密度试验：取Ｓ１２号山苦荬药材适量，精密称定，
按２．１项下方法制备供试品溶液，按２．２．１项下色谱条
件连续进样测定６次。结果以１０号峰为参比峰，各共有
峰相对保留时间及相对峰面积的 ＲＳＤ均小于 ２．００％
（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取Ｓ１２号山苦荬药材适量，精密称定，
按２．１项下方法制备供试品溶液，按２．２．１项下色谱条
件，分别于 ０，３．５，７．０，１０．５，１４．０ｈ时进样测定。结果
以 １０号峰为参比峰，各共有峰相对保留时间及相对峰
面积的 ＲＳＤ均小于３．００％（ｎ＝５），表明供试品溶液在
１４ｈ内稳定。

重复性试验：取Ｓ１２号山苦荬药材适量，精密称定，
按 ２．１项下方法制备供试品溶液，平行 ６份，分别按
２．２．１项下色谱条件进样测定。结果以 １０号峰为参比
峰，测得各共有峰相对保留时间及相对峰面积的 ＲＳＤ
均小于３．００％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
２．３ 化学计量学分析犤１４－１５犦

聚类分析：将 １２批山苦荬药材共有峰峰面积的色
谱数据导入ＳＰＳＳ２６．０统计学软件，使用沃德联接谱系
图重新标度的距离聚类组合，采用平方欧氏距离对药材

进行系统聚类分析（见图 ４）。结果显示，１２批山苦荬药
材大致分为４类，Ⅰ类包括 Ｓ１，Ｓ２，Ｓ７，Ｓ８，Ｓ９，Ｓ１０，Ｓ１２；
Ⅱ类包括 Ｓ３，Ｓ６；Ⅲ类包括 Ｓ５，Ｓ１１；Ⅳ类包括 Ｓ４。结
合表 １可知，Ｓ４和 Ｓ５均采自内蒙古自治区赤峰市，但
Ｓ４单独聚为了一类。可见，即便是同一产地，也有个别
批次的药材质量存在较大差异。

主成分分析：以１２批山苦荬药材中１７个共有峰的
峰面积为变量，采用 ＳＩＭＣＡ－Ｐ软件进行主成分分析，
以主成分的特征根和贡献率作为选择主成分的依据，模

型自动拟合选择 ４个主成分，其特征根分别为 ６．７９，
２．２１，１．２０，１．０２，方 差 贡 献 率 分 别 为 ５６．６０％ ，
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图４ １２批山苦荬药材的聚类分析结果
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图６ １２批山苦荬药材的 ＰＬＳ－ＤＡ模型得分图
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图７ １２批山苦荬药材的 ＰＬＳ－ＤＡ结果
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图５ １２批山苦荬药材的主成分分析得分图
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１８．４０％，１０．００％，８．５２％，累积方差贡献率大于
９３．５０％，提示模型预测良好。详见图５。可见，１２批山苦
荬药材被分为４类，与聚类分析结果一致。

偏最小二乘回归分析（ＰＬＳ－ＤＡ）：采用 ＳＩＭＣＡ－Ｐ
软件建立ＰＬＳ－ＤＡ模型，采用监督模式识别法进行两组
间的ＰＬＳ－ＤＡ。结果见图６和图７。ＰＬＳ－ＤＡ模型得分图
显示，样品可很好地区分为４类，与聚类分析、主成分分
析结果一致。以模型变量投影（ＶＩＰ）值为指标，对引起组
间差异的成分进行分析，ＶＩＰ图可反映出每个峰的贡献程
度。以ＶＩＰ＞１为原则，得出１，２，５，７，８，１０，１１，１３，１５号峰
可能是区分样品最关键的色谱峰，对样品分类作用较大。

３ 讨论

３．１ 提取方法考察

本试验中分别对提取溶剂（２０％甲醇、４０％甲醇、６０％
甲醇、８０％甲醇、１００％甲醇）、提取方式（超声提取和加热回
流提取），以及提取时间（３０，４０，５０ｍｉｎ）进行了考察，以色谱
峰信息的最大化、提取效率高为指标，最终确定山苦荬的最

佳提取方式为以６０％甲醇为提取溶剂，超声提取４０ｍｉｎ。
３．２ 色谱条件考察犤１６犦

本试验中分别对色谱条件中的流动相体系（乙腈－
０．０４％磷酸溶液、甲醇－水、甲醇－０．０２％磷酸溶液、甲
醇－０．０４％磷酸溶液、甲醇－０．０６％磷酸溶液、甲醇 －
０．０８％磷酸溶液、甲醇－０．１％磷酸溶液）、检测波长（全

波长扫描），以及柱温（２０，２５，３０，３５℃）和流速（１．０，
０．８ｍＬ／ｍｉｎ）进行了考察，以色谱峰数、峰面积和分离
效果为指标，最终确定了２．２．１项下的色谱条件。
３．３ 方法评价

本研究中建立了山苦荬药材的高效液相色谱指纹

图谱，并结合化学计量学分析法进行分析，结果显示，该

药材中 １，２，５，７，８，１０，１１，１３，１５号色谱峰对应的 ９个
成分受生长环境的影响较大，可能为山苦荬中起决定性

作用的化学成分，可全面反映内蒙古自治区范围内不同

盟市山苦荬药材的质量差异，进而为完善山苦荬的地方

质量标准提供参考。
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