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五味子为木兰科植物五味子 Schisandra chinensis
（Turcz.）Baill. 的干燥成熟果实，又称北五味子，具有收

敛固涩、益气生津、补肾宁心的功效［1］。《本草纲目》曰

“五味子，入补药熟用，入嗽药生用”，五味子常用炮制

品有醋五味子和酒五味子［2］。五味子生品以敛肺止咳、

生津敛汗为主，醋制后酸涩收敛之性增强，酒制后益肾

固精作用增强［3］。现代研究发现，五味子、醋五味子和酒

五味子均有镇静催眠、祛痰、保肝护肝等作用，但醋五

味子和酒五味子镇静催眠作用均优于五味子生品，祛

痰作用弱于五味子生品，同时酒五味子的保肝护肝作

用较醋五味子和五味子生品强［4 - 5］。故借助药物分析手

段及化学计量学分析方法初步探讨五味子、醋五味子
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摘要：目的 建立五味子不同炮制品高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并对其进行偏最小二乘法 - 判别分析（PLS - DA）。方法 色

谱柱为 Agilent Polaris Amide - C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为乙腈 - 0. 05%磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，
检测波长为 250 nm，进样量为 10 µL。采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012A版进行相似度分析，通过 PLS - DA 算法对炮制

前后五味子指纹图谱进行分析。结果 建立了五味子炮制前后的 HPLC 指纹图谱共有模式，五味子及其炮制品醋五味子与酒五味子

指纹图谱中共有峰分别有 19 个和 21 个；经相似度分析，与对应对照指纹图谱相似度均大于 0. 9；经与对照品比对，指认出 6 个化合

物；且 PLS - DA分析筛选出 6 号峰（5 - 羟甲基糠醛）、8 号峰（五味子醇甲）、18 号峰、10 号峰（五味子甲素）、5 号峰和 19 号峰为主

要差异标志物。结论 该方法可用于五味子、醋五味子及酒五味子的指纹图谱分析，为完善五味子的质量标准提供了参考。
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AbstractAbstract：：Objective To establish high - performance liquid chromatography（HPLC） fingerprints of different processed products of
Schisandrae Chinensis Fructus，and to analyze them by partial least squares - discriminant analysis （PLS - DA）. Methods The
chromatographic column was Agilent Polaris Amide C18 column（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was acetonitrile -
0. 05% phosphoric acid aqueous solution with gradient elution，the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 250 nm，
and the injection volume was 10 µL. The Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of Traditional Chinese
Medicine（Version 2012A） was used for similarity analysis，and the fingerprint of Schisandrae Chinensis Fructus before and after the
processing was analyzed by the PLS - DA. Results A common pattern of HPLC fingerprints before and after processing of
Schisandrae Chinensis Fructus was established. There were 19 common peaks in the fingerprint of Schisandrae Chinensis Fructus，
and 21 common peaks in the fingerprint of vinegar - processed Schisandrae Chinensis Fructus and wine - processed Schisandrae
Chinensis Fructus. Similarity analysis results showed that their similarities with their corresponding control fingerprints were higher
than 0. 9. Six compounds were identified by comparison with the reference substance，and peak 6（5 - hydroxymethyl furfural），

peak 8 （schisandrin），peak 18 and peak 10 （deoxyschizandrin），peak 5，and peak 19 were identified as the main differential
markers by the PLS - DA. Conclusion This method can be used for fingerprint analysis of Schisandrae Chinensis Fructus，vinegar -
processed Schisandrae Chinensis Fructus，and wine - processed Schisandrae Chinensis Fructus，which can provide a reference for
improving the quality standards of Schisandrae Chinensis Fructus.
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和酒五味子化学成分的差异，可为五味子炮制及炮制

品的质量控制及进一步开发利用提供数据支持。2020
年版《中国药典（一部）》收载的五味子炮制品仅有醋五

味子，缺少酒五味子的相关炮制及质控研究，且仅以五

味子醇甲的含量作为定量分析指标，不能全面反映五

味子的内在质量，以及五味子、醋五味子和酒五味子的

质量变化。相关研究多集中在化学成分含量变化［6 - 10］，
针对五味子、醋五味子和酒五味子 3种炮制品指纹图谱

的比较，同时采用偏最小二乘法 -判别分析（PLS - DA）
算法分析差异性成分的研究较少。本研究中收集10批五

味子，获得五味子及其炮制品的色谱图，导入中药色谱

指纹图谱相似度评价系统2012A版分别建立五味子及其

炮制品高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，通过PLS - DA比

较不同炮制方法（醋制和酒制）对五味子指纹图谱的

影响，以期为五味子药材的研究提供实验依据。现报

道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Waters e2695型高效液相色谱仪（美国沃特世科

技 <上海 >有限公司）；SECURA125 - 1CN型电子天平

（德国赛多利斯科学仪器 <北京 >有限公司，精度为十

万分之一）；BKE - 1006DHT型数控超声波清洗器（杭

州博可超声波仪器有限公司，功率为 300 W，频率为

40 kHz）；JC - FW - 100型粉碎机（青岛聚创环保集团

有限公司，功率为800 W，转速为26 000 r / min）。

1. 2 试药

五味子醇甲对照品（批号为 110857 - 201714，含量

以 99. 9% 计），原儿茶酸对照品（批号为 110809 -
201205，含量以 99. 9 %计），五味子甲素对照品（批号为

110764 - 201915，含量以 99. 5%计），5 -羟甲基糠醛对

照品（批号为 111626 - 201711，含量以 99. 4%计），五味

子乙素对照品（批号为 110765 - 201512，含量以 99. 0%
计），柠檬酸对照品（批号为 111679 - 201602，含量以

97. 0%计），均购自中国食品药品检定研究院；乙腈、甲

醇均为色谱纯，磷酸为分析纯，水为娃哈哈纯净水；五

味子药材来源于安徽省亳州市张仲景中药饮片有限公

司，共 10批，经海南大学药学院邓世明教授鉴定均为

正品。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent Polaris Amide - C18柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm）；流动相：乙腈（A）- 0. 05%磷酸水溶液

（B）［11］，梯度洗脱（0～7 min 时 10%A，7～25 min 时

10%A→ 35%A，25～35 min时35%A→ 60%A，35～45 min

时 60%A，45～60 min时 60%A → 95%A，60～70 min时
95%A → 10%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：250 nm；
柱温：30 ℃；进样量：10 µL。
2. 2 五味子炮制品制备

五味子：除去果梗和杂质，洗净，晒干，编号为S1 - S10。
醋五味子：取净五味子，按 2020年版《中国药典（四

部）》0213 炮制通则项下醋炙法炮制，五味子与醋的

比例为100∶30（m / V）［12］，编号为S11 - S20。
酒五味子：取净五味子，按 2020年版《中国药典（四

部）》0213 炮制通则项下酒炙法炮制，五味子与酒的

比例为100∶20（m / V）［13］，编号为S21 - S30。
2. 3 溶液制备

取对照品各适量，精密称定，置100 mL容量瓶中，用甲

醇溶解并配制成含质量浓度分别为柠檬酸0. 199 mg / mL、
原儿茶酸0. 250 mg / mL、5 -羟甲基糠醛0. 257 mg / mL、
五味子醇甲 0. 173 mg / mL、五味子甲素 0. 217 mg / mL、
五味子乙素 0. 195 mg / mL的混合对照品溶液，备用。取

药材细粉 1. 0 g（过 3号筛），精密称定，置锥形瓶中，加

甲醇25 mL，精密称定，超声提取（功率为300 W，频率为

40 kHz）40 min［14 - 15］，放冷，用甲醇补足减失的质量，摇

匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2. 4 方法学考察

精密度试验：取样品（编号 S1），按 2. 1项下色谱条

件连续进样测定 6次，记录色谱图，计算各色谱峰的相

对保留时间和相对峰面积。结果的 RSD 分别小于

0. 76%和1. 83%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（编号 S1），按 2. 3项下方法制

备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件分别于制备后 0，2，
4，8，16，24 h时进样测定，记录色谱图，计算各色谱峰的

相对保留时间和相对峰面积。结果的 RSD分别小于

0. 58%和 1. 97%（n = 6），表明供试品溶液在 24 h内稳

定性良好。

重复性试验：取样品（编号 S1）6份，按 2. 3项下方

法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记

录色谱图，计算各色谱峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果的RSD分别小于 0. 77%和 1. 60%（n = 6），表明

方法重复性良好。

2. 5 HPLC 指纹图谱建立

2. 5. 1 指纹图谱建立及相似度评价

分别取五味子（编号 S1 - S10）、醋五味子（编号

S11 - S20）和酒五味子（编号 S21 - S30），按 2. 3项下方

法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记

录色谱图，导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统

2012A版进行分析，结果见图 1。可知，五味子指纹图谱
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A. 五味子 B. 醋五味子与酒五味子

图1 五味子及其炮制品高效液相色谱指纹图谱及对照指纹图谱（R）
A. Schisandrae Chinensis Fructus B. Vinegar - processed Schisandrae Chinensis Fructus and wine - processed Schisandrae Chinensis Fructus

Fig. 2 HPLC fingerprints of Schisandrae Chinensis Fructus and processed Schisandrae Chinensis Fructus and their reference fingerprints（R）

共标定 19个共有峰，醋五味子和酒五味子共标定 21个
共有峰。10批五味子与对照品指纹图谱的相似度分别

为 0. 991，0. 993，0. 989，0. 992，0. 974，0. 967，0. 998，
0. 991，0. 996，0. 982；醋五味子与对照品指纹图谱的相

似度分别为 0. 995，0. 969，0. 987，0. 969，0. 994，0. 992，
0. 989，0. 994，0. 978，0. 963；酒五味子与对照品指纹图

谱的相似度分别为 0. 984，0. 992，0. 985，0. 974，0. 988，
0. 994，0. 991，0. 988，0. 971，0. 969。
2. 5. 2 共有指纹峰标定与分析

由图 2可知，与混合对照品溶液色谱图保留时间

比对，共标定出 6个色谱峰，分别为柠檬酸（2号峰）、原

儿茶酸（4号峰）、5 - 羟甲基糠醛（6号峰）、五味子醇

甲（8号峰）、五味子甲素（10号峰）、五味子乙素（20号

峰）。五味子甲素色谱峰保留时间居中，与相邻色谱峰

分离度较好，且性质稳定［16］，故以五味子甲素色谱峰

作为参照，计算五味子指纹图谱中其他共有峰的相对

保留时间和相对峰面积的 RSD分别为 0. 41%～1. 83%
（n = 10）和 4. 36%～41. 05%（n = 10），醋五味子和酒五

味子指纹图谱中其他共有峰的相对保留时间和相对峰

面 积 的 RSD 分 别 为 0. 67%～1. 43%（n = 20）和

10. 52%～52. 36%（n = 20），表明五味子炮制前后建立

的指纹图谱共有峰保留时间相对稳定，而峰面积差异

较大。

2. 6 PLS - DA
2. 6. 1 PLS - DA模型构建

为真实、准确、形象地反映五味子与酒五味子、醋
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五味子间的差异，本研究中采用 SIMCA - P 14. 1统计

软件，构建共有峰峰面积矩阵M（X × Y），建立PLS - DA
模型，依次提取到 3个主成分，能说明 94. 9%X变量和

99. 5%Y变量的变化，并拥有 99. 4%Q2预测能力［17 - 19］，
表明所建 PLS - DA模型有较好的稳定性和预测力，能

有效判别分析五味子、醋五味子和酒五味子的差异。模

型分析结果见图3至图5。
2. 6. 2 数据分析

由图 3可知，得分矩阵图中各点的聚焦状态反映了

五味子、醋五味子和酒五味子内在质量的异同。由图 4

可知，载荷散点图中各点距离中心的离散程度反映该

保留时间对应的共有峰峰面积对样品内在质量的影响

大小，离散度越大，影响越大。其中，6号和 8号色谱峰离

散度较大。由图 5可知，变量重要性投影（VIP）值可直观

反映共有峰对样品内在质量的影响大小，VIP值大于 1
的变量为引起五味子、醋五味子和酒五味子间化学成

分差异的主要标志物［18］。五味子（编号 S1 - S10）、醋五

味子（编号 S11 - S20）和酒五味子（编号 S21 - S30）各自

聚为一类，区分明显，表明五味子、醋五味子和酒五味

子化学成分的峰面积存在差异。共标记 6个差异标志

物，按影响大小依次为 6号峰（5 -羟甲基糠醛）、8号峰

（五味子醇甲）、18号峰、10号峰（五味子甲素）、5号峰和

19号峰。

3 讨论

3. 1 指认指标成分选择

现代药理学研究发现，五味子的主要成分木脂素

为联苯环辛烯型化合物，结构中具有许多羟基和甲氧

基，可使蛋白质的生物学活性发生改变，使五味子发挥

肝脏保护作用。五味子中有机酸类成分含量约占

10%［4］，是五味子发挥抑制血小板聚集、抗氧化、收敛止

泻、增强心血管功能等药理作用的主要活性成分，五味

子生品中葡萄糖等单糖在高温炮制过程中可转化为5 -
羟甲基糠醛，且 5 - 羟甲基糠醛具有抗心肌缺血、抗氧

化、降压、改变血液流变学等药理活性，故本研究中选

择木脂素类（五味子醇甲、五味子甲素和五味子乙素）、

有机酸类（柠檬酸、原儿茶酸）及 5 -羟甲基糠醛作为指

认指标成分。

3. 2 色谱条件优化

本研究中采用二极管阵列检测器（DAD）对供试品
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Fig. 2 HPLC chromatogram of the mixed reference solution
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Fig. 3 PLS - DA score scatter plots
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图4 PLS - DA载荷散点图

Fig. 4 PLS - DA loading scatter plots
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Fig. 5 VIP plot of PLS - DA
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溶液进行 190～400 nm全波长扫描，结果于 250 nm波

长处指纹图谱色谱峰数量较多，基线平稳，色谱峰分离

度均大于1. 5，对称因子均在0. 95～1. 05范围内，且6个
指标成分的峰形、峰高适中，故选择 250 nm波长作为检

测波长。曾比较乙腈 - 水系统、甲醇 - 水系统，以及添

加不同浓度消尾剂（磷酸、醋酸、甲酸）的流动相系统对

指纹图谱的影响，结果乙腈 - 0. 05%磷酸水溶液（梯度

洗脱）的洗脱能力、色谱峰峰形均明显优于其他流动相

系统。故最终选择此流动相。

3. 3 供试品处理方法优化

通过比较不同提取方法（超声、回流和冷浸）对提

取效果的影响发现：加热回流对 5 - 羟甲基糠醛稳定

性影响较大，超声较冷浸时间短，效果好，故选择超声

法提取。同时考察不同体积分数有机溶剂（45%，70%，

100%甲醇溶液和 45%，70%，100%乙醇溶液）作为提

取溶剂及不同提取时间（30，40，50 min）对提取效果的

影响，结果以甲醇为提取溶剂时指纹图谱色谱峰较

多，6个指标成分的含量较高，提取时间为 40 min时
指纹图谱各色谱峰提取率最高，故选择甲醇超声提取

40 min作为五味子、醋五味子和酒五味子供试品处理

方法。

3. 4 五味子炮制前后指纹图谱分析

五味子、醋五味子和酒五味子的指纹图谱中，五味

子有19个共有峰，而醋五味子和酒五味子均标定了21个
共有峰，将醋五味子和酒五味子合并建立指纹图谱共

有模式，且经相似度分析，30批样品与对照指纹图谱相

似度均大于 0. 9。以五味子甲素为参照峰，其他共有峰

相对保留时间基本一致，而相对峰面积差异较大，表明

指纹图谱中化学成分基本相同，但不同批次间化学成

分含量有差异。由峰面积分析结果可知，醋五味子和酒

五味子中五味子醇甲、五味子甲素和五味子乙素较五

味子生品均有不同程度增加，而柠檬酸和原儿茶酸均

有不同程度降低，这与醋五味子和酒五味子的镇静催

眠作用增强，而祛痰作用减弱有一定相关性。本研究因

条件限制仅指认了其中 6个化学成分，不能全面体现其

他共有峰对五味子炮制前后药理作用变化的影响，后

续可考虑采用液质联用技术对共有峰进行进一步

分析。

3. 5 方法评价

本研究中建立的五味子及其炮制品（醋五味子、酒

五味子）HPLC指纹图谱分析方法有效、准确，同时结合

PLS - DA判别分析，可为五味子生熟异用的理论研究

提供参考。
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