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UHPLC 特征图谱结合多组分含量评价首乌藤饮片的质量 
    

周亚楠，孙菡，白洁，刘永利*
(河北省药品检验研究院，石家庄 050011) 

 
摘要：目的  建立首乌藤的 UHPLC 特征图谱，测定 2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素和大黄素甲醚的

含量。结合聚类分析法 (CA)和主成分分析法 (PCA)对首乌藤饮片的质量进行研究。方法   色谱柱：Shiseido C18 

(2.1 mm×100 mm，2.7 μm）；流动相：乙腈-0.1%磷酸溶液梯度洗脱；流速：0.3 mL·min1；柱温：30 ℃；检测波长：254 nm。

运用 SPSS 20.0 软件进行 PCA 和 CA 分析。结果  特征图谱确立 6 个特征峰，40 批首乌藤的相似度为 0.655~0.998；2,3,5,4′-

四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素及大黄素甲醚含量分别为 0.01~1.96，0.02~3.15 和 0.01~1.48 mg·g1。PCA 和

CA 结果将首乌藤饮片分为 3 类，反映了不同批次首乌藤饮片的质量特征。结论  UHPLC 特征图谱和多组分含量结合 PCA

和 CA 可以对首乌藤饮片的质量进行客观、有效的评价。 
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Quality Evaluation of Polygoni Multiflori Caulis by UHPLC Specific Chromatogramand 
Multi-Component Quantitative Analysis 
 
ZHOU Yanan, SUN Han, BAI Jie, LIU Yongli*(Hebei Institute for Drug Control; Shijiazhuang 050011, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the UHPLC specific chromatogram and determine 2,3,5,4-tetrahydroxyl 
diphenylethylene-2-O-β-D-glucoside, rheum emodinand rheochrysidin of Polygoni Multiflori Caulis. To evaluate the quality of 
Polygoni Multiflori Caulis based on principal component analysis(PCA) and cluster analysis(CA). METHODS  UHPLC 
analysis was performed on a shiseido C18 column(2.1 mm×100 mm, 2.7 μm). The mobile phase was composed of 0.1% 

phosphoric acid and acetonitrile with gradient elution. And the flow rate was 0.3 mL·min1, the detection wavelength was 
254 nm. The SPSS 20.0 software was used for PCA and CA analysis. RESULTS  The method for specific chromatogram was 

established six characteristic peaks. The similarities of 40 batches of Polygoni Multiflori Caulis were 0.6550.998. The content 
of 2,3,5,4-tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-β-D-glucoside, rheum emodin, rheochrysidin in different batches ranged from 

0.01 to 1.96 mg·g1, from 0.02 to 3.15 mg·g1, and from 0.01 to 1.48 mg·g1. PCA and CA results showed that all of Polygoni 
Multiflori Caulis were classified into 3 categories, and reflected the quality characteristics of different batches. CONCLUSION  
The UHPLC specific chromatogram coupled with PCA and CA can objectively and effectively assess the quality of Polygoni 
Multiflori Caulis. 
KEY WORDS: Polygoni Multiflori Caulis; specific chromatogram; principle component analysis(PCA); cluster analysis(CA); 
quality evaluation 
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首乌藤来源于蓼科植物何首乌的干燥藤茎，

秋、冬二季采割，除去残叶，捆成把，干燥，具

有养血安神、祛风通络的功效。始载于苏颂的《图

经本草》，又名夜交藤，现收载于中国药典 2015

年版一部。首乌藤的主要化学成分为大黄素及大

黄素甲醚等蒽醌类和二苯乙烯苷类[1-2]，目前市场

上首乌藤饮片的质量参差不齐，有关首乌藤的研

究尚报道较少。本试验收集了 40 批首乌藤饮片进

行研究，采用 UHPLC 建立了首乌藤的特征图谱，

同时对 2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖

苷、大黄素及大黄素甲醚 3 个组分进行含量测定，

并应用 SPSS 20.0 软件对数据结果进行聚类分析

和主成分分析，采用“中药色谱指纹图谱相似度

评价系统”(2012 版)进行相似度分析，为更好地评

价其质量提供依据。 

1  试药与仪器 

U3000 超高效液相色谱仪(美国 Thermo 公司),

配备 PDA 检测器；纯水仪(美国 Millipore 公司)；
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KQ-500KDE 超声仪(昆山市超声仪器有限公司)；

AE163 电子天平(Mettler 公司)。 

大黄素(批号：110756-200110；纯度：100%)、

大黄素甲醚(批号：1170858-200610；纯度：99.1%)、

2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷(批号：

110844-201411；纯度：95.4%)均由中国食品药品

检定研究院提供；甲醇、乙腈为色谱纯(美国 Merck

公司，批号分别为 1821407609，JA036930)；其余

试剂为分析纯。样品：首乌藤饮片 40 批，收集于

各零售企业及饮片生产企业。40 批首乌藤饮片经

河北省药品检验研究院段吉平教授鉴定为正品，部

分样品标本保存于河北省药品检验研究院标本室。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

色谱柱：Shiseido C18(2.1 mm×100 mm，

2.7 μm）；流动相：乙腈(A)-0.1%磷酸溶液(B)，梯

度洗脱 (0~10 min，10%→30%A；10~18 min，

30%→55%A；18~23 min，55%A；23~30 min，

55%→65%A）；柱温：30 ℃；流速：0.3 mL·min1；

进样量：2 µL。检测波长：254 nm。按上述色谱

条件进行测定，以大黄素计算理论板数>5 000，分

离度>1.5。对照品溶液及供试品溶液的色谱图见图 1。 

 

图 1  对照品及样品 UHPLC 色谱图 

A混合对照品；B首乌藤样品；12,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-

葡萄糖苷；2大黄素；3大黄素甲醚。 

Fig. 1  UHPLC chromatograms of mixed standards and sample 
Amixed standards; Bsample; 12,3,5,4’-tetrahydroxyl diphenylethylene- 

2-O-β-D-glucoside; 2rheum emodin; 3rheochrysidin. 

2.2  溶液制备 

2.2.1  混合对照品溶液的制备  取 2,3,5,4′-四羟

基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素及大黄素

甲醚对照品适量，分别加甲醇适量溶解并稀释制

成含 2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷

0.060 44 mg·mL1、大黄素 0.016 49 mg·mL1、大

黄素甲醚 0.016 19 mg·mL1 的混合对照品溶液。 

2.2.2  供试品溶液的制备  取本品粉末(过 4 号筛)

约 0.5 g，精密称定，置具塞棕色锥形瓶中，避光

操作，精密加入甲醇 25 mL，密塞，称定质量，超

声处理(功率 250 W，频率 40 kHz)20 min，取出，

放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇

匀，滤过，取续滤液，即得，测定结果以干燥品

计算含量。 

2.3  含量测定 

2.3.1  线性关系考察  分别精密称取 2,3,5,4′-四

羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素及大黄

素甲醚对照品适量，配制成系列浓度的对照品溶

液，分别吸取 2 μL，按“2.1”项下色谱条件分别

进样测定。以进样量(X，μg)为横坐标，对照品峰

面积(Y)为纵坐标，绘制标准曲线。结果 3 个成分

线性关系良好，回归方程、相关系数和线性范围

见表 1。 

表 1  3 种成分的回归方程和线性范围 

Tab. 1  Regression equation, linear range of three 

composition  

成分 线性方程 r 线性范围/µg 

2,3,5,4′-四羟基二

苯 乙 烯 -2-O-β-D-
葡萄糖苷 

Y=0.007 2X-0.005 3 0.999 6 0.036~0.604 

大黄素 Y=136.38X-0.011 9 1.000 0 0.008 2~0.549 5

大黄素甲醚 Y=136.23X-0.111 8 1.000 0 0.010 8~0.269 8

2.3.2  重复性试验   取首乌藤样品 (批号为

20141773)，平行 2 份，按“2.2.2”项下方法制成

供试品溶液，精密吸取供试品溶液各 2 µL，进行

测定，记录峰面积，计算含量。结果 2,3,5,4′-四羟

基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素及大黄素

甲醚平均含量(n=9)分别为 6.46，2.47，1.11 mg·g1，

RSD 分别为 2.8%，2.3%，1.9%。 

2.3.3  稳定性试验  取同一供试品溶液，分别在

0，1，3，6，15，24 h 进样测定，结果 2,3,5,4′-四

羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、大黄素及大黄

素甲醚峰面积的 RSD 分别为 0.5%，1.4%，0.7%，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.3.4  加样回收试验  取已知含量的样品(批号为
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20141773)粉末 0.25 g，共 9 份，精密称定，精密

加入混合对照品溶液 (2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯

-2-O-β-D- 葡 萄 糖 苷 0.033 2 ， 0.066 6 ，

0.099 7 mg·mL1；大黄素 0.013 74，0.027 48,，

0.041 22 mg·mL1；大黄素甲醚 0.005 39，0.010 79，

0.01619 mg·mL1)25 mL，按“2.2.2”项下方法制

备供试品溶液，进样测定，计算平均回收率。结

果 3 种成分平均回收率(n=9)分别为 100.2%，

98.2%，101.3%；RSD 分别为 2.9%，1.7%，2.3%。 

2.3.5  样品测定结果  取 40 批首乌藤样品，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，精密吸取

2 µL，注入 UHPLC 液相色谱仪测定，记录色谱图，

计算 2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷、

大黄素和大黄素甲醚的含量，结果见表 2。由表 2

可知，个别样品中 3 种成分含量均较低，可能存

在不规范生产行为，也可能是由于炮制不当导致二

苯乙烯苷水解或饮片本身质量差所致。 

2.4  特征图谱 

2.4.1  仪器精密度试验  取同一供试品溶液，连

续进样 5 次，记录色谱图。以大黄素为参照峰，

计算特征峰的相对保留时间及相对峰面积，结果

各特征峰相对保留时间的 RSD<0.4%，特征峰相对

峰面积的 RSD<1.3%。采用国家药典委员会“中药

色谱指纹图谱相似度评价系统(2012)”进行评价，

相似度为 0.99，表明仪器精密度良好。 

2.4.2  稳定性试验  取同一供试品溶液，分别在

0，1，3，6，15，24 h 进样测定，记录色谱图。

以大黄素为参照峰，计算特征峰的相对保留时间

及相对峰面积，结果各特征峰的相对保留时间

RSD<0.5%，相对峰面积的 RSD<1.4%，相似度为

0.98。结果表明供试品溶液 24 h 内稳定性良好。 

2.4.3  重复性试验  取同一批样品，平行制备 5

份供试品溶液，进样测定，记录色谱图。以大黄

素为参照峰，计算特征峰的相对保留时间及相对

峰 面 积 ， 结 果 各 特 征 峰 相 对 保 留 时 间 的

RSD<0.4%，相对峰面积的 RSD<1.8%，相似度为

0.99，表明该方法重复性好。 

2.4.4  特征图谱的建立  将 40 批次首乌藤样品按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项

下色谱条件进行 UHPLC 测定。经分析比较，确定

6 个特征峰，通过对照品比对，峰 1、峰 5、峰 6

分别为 2,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖

苷、大黄素和大黄素甲醚，以大黄素峰为参照峰

(S)，各特征峰相对保留时间分别为 0.365，0.606，

0.665，0.686，1，1.331。结果见图 2。 

表 2  40 批次首乌藤样品含量和相似度测定结果(n=3) 

Tab. 2  The content and similarity results of 40 batches of 
sample(n=3) 

编号 相似度 

含量 

大黄素/ 

mg·g1 

大黄素甲醚/ 

mg·g1 

二苯乙烯苷/

mg·g1 

1 0.911 0.89 0.41 0.57 

2 0.788 2.87 1.36 0.84 

3 0.928 1.51 0.74 0.55 

4 0.805 3.15 1.48 0.87 

5 0.793 2.64 1.19 1.96 

6 0.833 0.61 0.25 0.90 

7 0.845 1.53 0.76 0.44 

8 0.824 2.31 1.22 0.74 

9 0.839 0.35 0.18 0.83 

10 0.896 1.48 0.69 0.36 

11 0.854 0.16 0.08 0.29 

12 0.849 0.19 0.09 0.42 

13 0.937 0.43 0.24 0.31 

14 0.937 0.25 0.11 0.16 

15 0.887 0.17 0.07 0.27 

16 0.950 0.97 0.51 0.51 

17 0.830 0.16 0.06 0.34 

18 0.921 0.67 0.49 0.49 

19 0.816 0.11 0.06 0.28 

20 0.860 0.13 0.08 0.31 

21 0.895 0.24 0.11 0.44 

22 0.828 0.16 0.09 0.41 

23 0.847 0.24 0.13 0.46 

24 0.975 0.27 0.15 0.26 

25 0.888 0.20 0.11 0.30 

26 0.905 0.47 0.23 0.70 

27 0.915 0.16 0.09 0.03 

28 0.917 0.13 0.07 0.10 

29 0.854 0.03 0.02 0.04 

30 0.956 0.04 0.03 0.01 

31 0.855 0.02 0.01 0.01 

32 0.816 0.05 0.03 0.01 

33 0.843 0.03 0.02 0.02 

34 0.900 0.03 0.02 0.02 

35 0.849 0.04 0.02 0.09 

36 0.929 0.05 0.03 0.08 

37 0.888 0.06 0.03 0.06 

38 0.869 0.03 0.02 0.05 

39 0.874 0.05 0.04 0.08 

40 0.853 0.07 0.04 0.09 
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图 2  首乌藤 UHPLC 特征图谱 
12,3,5,4′-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷；5大黄素；6大黄素

甲醚。 

Fig. 2  UHPLC chromatogram of Polygoni Multiflori Caulis 
12,3,5,4’-tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-β-D-glucoside; 5rheum 

emodin; 6rheochrysidin. 

2.5  质量评价 

2.5.1  系统聚类分析  采用 SPSS 20.0 统计软件

中系统聚类法中 Ward 法，选取“平方 Euclidean

距离”作为度量标准，将所有特征峰的峰面积与

大黄素峰面积的比值所得数据进行聚类分析，结

果样品明显分为 3 类，结果见图 3。其中第Ⅰ类样

品含量均符合药典规定，且直径在 4~7 mm，切面

木部黄白色或淡棕色，髓部类白色，味微苦涩，

完全符合药典性状项下描述；第Ⅱ、Ⅲ类样品含

量不符合药典规定，其中第Ⅱ类直径都>7 mm，第

Ⅲ类样品中有些直径>7 mm 且味淡、无苦涩味，

不符合药典性状项下描述。综上分析，所建立的

首乌藤 UHPLC 特征图谱方法可用于首乌藤药材

的质量评价。 

 
图 3  40 批首乌藤聚类分析图 

Fig. 3  Cluster analysis result of characteristic chromate- 
grams of 40 batches of Polygoni Multiflori Caulis 

2.5.2  主成分分析  将 6 个特征峰的相对 大峰

面积(大黄素峰)作为变量，使用 SPSS 20.0 软件进

行主成分分析，以特征值>1 为判断标准，共提取

2 个主成分，得到主成分得分图，见图 4[3-4]。结果

显示 40 批首乌藤样品被分成 3 组，其分组结果与

聚类分析结果基本一致。 

 

 
图 4  40 批首乌藤主成分分析图 

Fig. 4  PCA result of characteristic chromatograms of 40 
batches of Polygoni Multiflori Caulis 

2.5.3  特征图谱相似度分析  结合聚类分析和主

成分分析结果，选取质量较好的一组和二组建立

共有模式。将 13 批样品色谱图导入“中药色谱指

纹图谱相似度评价系统研究版”(2012 版)，选取“时

间窗宽度”为 0.10 min，对照图谱的生成方法为“中

位数”，自动匹配后，得到“对照图谱”，继而得

到样品与对照谱图的匹配图，见图 5。再将对照图

谱和样品色谱图导入“中药色谱指纹图谱相似度

评价系统检验版”(2012 版)，可计算出样品与对照

品图谱的相似度数据，结果见表 2。个别样品由于

特征峰峰面积较小，相似度较低，存在饮片质量

较差的情况。 

 
图 5  首乌藤对照图谱(R)及部分样品叠加图  

Fig. 5  The chromatographic peaks matching result of 
Polygoni Multiflori Caulis 
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3  讨论 

本实验采用 UHPLC 研究建立了首乌藤的特

征图谱及含量测定方法，UHPLC 可以节省分析时

间以及流动相的消耗，快速、简便。同时考察了

不同型号色谱柱以及柱温、流速、流动相比例、

检测波长等色谱条件的变化，结果色谱峰均分离

较好，测定结果基本一致，表明本方法耐用性较好。 

中药特征图谱可以通过主要特征峰的面积、

比例、吸收峰的强度、相似度等量化指标检测药

材及饮片的质量[5-7]。本实验建立的首乌藤 UHPLC

特征图谱中 6 个共有峰的相对保留时间差异较小，

但相似度存在明显差异，且各个色谱峰相对峰面

积的差异性也较大，表明首乌藤样品各批次间的

整体化学成分具有较好的相似性，但各色谱峰所

代表的化学成分含量有较大差异。可见，所建立

的 UHPLC 特征图谱方法能较好地评价首乌藤的

质量。 

研究中所做的聚类结果与生药鉴别专家对首

乌藤饮片质量进行分级的结果一致，其分析结果

侧重于表征各饮片之间化学成分“量”的差异，

说明聚类分析结果直观地展示了各批次首乌藤饮

片的差异性、产地的区分、不同等级、不同规格

的鉴定。主成分分析是研究如何将多指标转化为

新的既彼此互不相关、具有较强的信息聚集效能

的综合指标[8]。本研究将 40 批首乌藤饮片 6 个共

有峰的单位质量峰面积作为变量，进行的主成分

分析结果与聚类分析结果基本一致。聚类分析可

以对样品做出初步分组，而主成分分析又能进一

步验证聚类分析结果的准确性，并对样品的优劣

进行初步评价，为选定具有代表性的饮片提供依

据。聚类分析和主成分分析结果显示，外观性状

与中国药典要求一致的饮片聚为Ⅰ类，且含量和

特征图谱的相似度较好，而外观性状与中国药典

差别较大的饮片聚为Ⅱ、Ⅲ类，提示饮片生产企

业要严格使用符合药典要求的药材及饮片。 

综上所述，利用 UHPLC 特征图谱相似度及含

量测定结果对首乌藤饮片质量进行评价的同时，

联合应用主成分分析和聚类分析对样本做更准确

的分类，可以对特征图谱相似度进行有效的补充，

为首乌藤饮片品质评价和质量标准的完善提供

借鉴。 
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