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摘要： 目的　 建立正骨 ３ 号片 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并测定新绿原酸、 马钱苷酸、 隐绿原酸、 异绿原酸 Ａ、 川续断皂苷Ⅵ
的含量。 方法　 分析采用 Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＣＰ⁃ＯＤＳ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱；
柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２１２、 ２４５ ｎｍ。 再进行聚类分析、 主成分分析、 正交偏最小二乘分析。 结果　 １６ 批样品指纹图

谱中有 １４ 个共有峰， 其中 ５ 个被指认出， 相似度大于 ０􀆰 ９。 ５ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ≥０􀆰 ９９９ ０）， 平均

加样回收率 ９６􀆰 ４６％ ～１０２􀆰 ０８％ ， ＲＳＤ １􀆰 ３３％ ～ ３􀆰 ０９％ 。 各批样品聚为 ２ 类， ２ 个主成分累积方差贡献率为 ８２􀆰 ２２０％ ，
川续断皂苷Ⅵ、 马钱苷酸、 隐绿原酸为质量差异标志物。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于正骨 ３ 号片的质量控制。
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　 　 正骨 ３ 号片为玉林市中西医结合骨科医院院内制剂，
由续断、 五加皮、 杜仲、 牛膝、 千斤拔等药材组成， 具有

舒筋活络、 强筋壮骨功效， 用于治疗跌打损伤、 骨折后期，
是本院用于骨折治疗的要药， 被纳入广西壮族自治区医疗

机构 “桂制剂” 目录。 但该制剂现行质量标准自注册以来

未进行修订， 仅有性状、 理化鉴别及续断 ＴＬＣ 定性鉴别，
缺乏含量测定， 并且目前缺少相关报道， 药效物质不明。

由于中药具有多组分、 多靶点、 多机制的特点， 故指

纹图谱结合化学计量学已广泛应用于其及相关制剂的质量

评价， 能整体评价并揭示复杂成分之间的联系［１⁃３］ 。 本实验

建立正骨 ３ 号片 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 测定其主要药效成分川

续断皂苷Ⅵ、 马钱苷酸、 隐绿原酸、 异绿原酸 Ａ、 新绿原

酸的含量， 并进行化学计量学分析， 以期为该制剂质量提

升提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 高效液相色谱仪 ［型号 ＬＣ⁃２０Ａ， 岛津企业管

理 （中国） 有限公司］； 超纯水机 （型号 ＰＬＵＳ⁃Ｅ２⁃２０ＴＨ，
南京易普易达科技发展有限公司）； 数控超声波清洗器

（型号 ＫＱ⁃８００ＤＥ， 昆山市超声仪器有限公司）； 电子分析

天平 ［型号 ＧＥＢ２０５５Ｎ， 十万分之一， 群安科学仪器 （浙
江） 有限公司； 型号 ＡＢ２０４⁃Ｓ， 万分之一， 瑞士梅特勒⁃托
利多公司］。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药 物 　 正骨 ３ 号片共 １６ 批 （桂药制字

Ｚ０９０６０００３， 每 片 ０􀆰 ３ ｇ， 批 号 ２０２２０７１４１、 ２０２２０８１８１、
２０２３０３０８１、 ２０２３０３２７１、 ２０２３０５０４１、 ２０２３０５３１２、 ２０２３０７０４１、
２０２３０９１３１、 ２０２３０９１４１、 ２０２３１１０８１、 ２０２３１１０９１、 ２０２３０１１１１、
２０２４０２０１１、 ２０２４０２０１２、 ２０２４０４２３１、 ２０２４０１１０１， 编号 Ｓ１ ～

Ｓ１６）， 均由玉林市中西医结合骨科医院制剂室提供。
新绿原酸 （批号 ＲＰ２３１２１４， 纯度 ９９􀆰 ５６％ ）、 马钱苷酸

（批号 ＲＰ２３０６１３， 纯度 ９９􀆰 ５０％ ）、 隐绿原酸 （批号 ＲＰ２１０２０２，
纯度 ９９􀆰 ２８％ ）、 异 绿 原 酸 Ａ （ 批 号 ＲＰ２２０６１６， 纯 度

９９􀆰 ３１％ ）、 川续断皂苷Ⅵ （批号 ＲＰ２３０５２５， 纯度 ９８􀆰 ４５％ ）
对照品均购于成都麦德生科技有限公司。 乙腈 （色谱纯，
上海天地恩科有限公司）； 磷酸 （色谱纯， 天津市大茂化

学试剂厂）； 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 溶液制备

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取新绿原酸、 隐绿原酸、 异绿

原酸 Ａ、 马钱苷酸、 川续断皂苷Ⅵ对照品适量， 加 ５０％ 甲醇

制成质量浓度分别为 ０􀆰 ２０５ ６、 ０􀆰 ３２６ ６、 ０􀆰 ２１１ ６、 １􀆰 ０２８ ０、
１􀆰 ５０５ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合溶液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液　 取本品 ２０ 片， 去除包衣， 过 ４ 号筛，
取粉末约 １􀆰 ５ ｇ， 精密称定， 置于 １００ ｍＬ 具塞锥形瓶中，
精密加入 ５０ ｍＬ ５０％ 甲醇， 超声 （功率 ８００ Ｗ， 频率 ４０
ｋＨｚ） 处理 ４５ ｍｉｎ， 放冷， 用 ５０％ 甲醇补足减失的重量，
摇匀， 过滤， 续滤液经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 阴性样品溶液 　 按处方和工艺， 分别制成缺续断、
缺五加皮、 缺续断和五加皮的阴性样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项

下方法制备， 即得。
２􀆰 ２　 色谱条件 　 Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＣＰ⁃ＯＤＳ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （Ｂ）， 梯度洗

脱 （０～ ２０ ｍｉｎ， ５％ ～ １２％ Ａ； ２０ ～ ４３ ｍｉｎ， １２％ ～ ２２％ Ａ；
４３～６５ ｍｉｎ， ２２％ ～ ３０％ Ａ； ６５ ～ ９０ ｍｉｎ， ３０％ ～ ３７％ Ａ）； 体

积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２４５ ｎｍ （０ ～ ６５
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ｍｉｎ）、 ２１２ ｎｍ （６５～９０ ｍｉｎ）； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验 　 取供试品溶液 （ Ｓ４） 适量， 在

“２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以 ７ 号峰为参照， 测

得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 １９％ ～ ０􀆰 ５５％ ， 相对峰

面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９５％ ～２􀆰 ３４％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 稳定性试验　 取供试品溶液 （Ｓ４） 适量， 于 ０、 ２、
４、 ８、 １６、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 以 ７ 号

峰为参照， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ＜１􀆰 ９４％ ， 相对

峰面积 ＲＳＤ＜２􀆰 ７７％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 重复性试验　 取本品 （Ｓ４） 适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项

下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下

进样测定， 以 ７ 号峰为参照， 测得各共有峰相对保留时间

ＲＳＤ 均＜０􀆰 ４８％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 均＜２􀆰 ２５％ ， 表明该方法

重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 图 谱 生 成 及 相 似 度 评 价 　 取 １６ 批 样 品， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条

件下进样测定， 采用 “中药色谱指纹图谱相似度评价系

统” （２０１２ 版） 进行分析， 选择 Ｓ４ （各成分色谱峰分离度

良好） 作为参照， 通过中位数法和 ０􀆰 １ ｍｉｎ 时间窗宽度进行

多点校正， 见图 １～２， 发现共有 １４ 个共有峰， 相似度分别

为 ０􀆰 ９９３、 ０􀆰 ９５５、 ０􀆰 ９７０、 ０􀆰 ９９２、 ０􀆰 ９９２、 ０􀆰 ９９０、 ０􀆰 ９９１、
０􀆰 ９８８、 ０􀆰 ９２９、 ０􀆰 ９９４、 ０􀆰 ９７２、 ０􀆰 ９７３、 ０􀆰 ９７９、 ０􀆰 ９６９、
０􀆰 ９７２、 ０􀆰 ９８４， 表明不同批次样品之间相似度较好。

图 １　 １６ 批正骨 ３ 号片 ＨＰＬＣ 指纹图谱

６． 新绿原酸　 ７． 马钱苷酸　 ９． 隐绿原酸　 １２． 异绿原酸 Ａ　
１４． 川续断皂苷Ⅵ

图 ２　 正骨 ３ 号片对照指纹图谱

２􀆰 ３􀆰 ５　 共有峰指认 　 取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶液适量，

在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 见图 ３。 通过对照品比

对鉴定出 ５ 个化合物， 分别为 ６ 号峰 （新绿原酸）、 ７ 号峰

（马钱苷酸）、 ９ 号峰 （隐绿原酸）、 １２ 号峰 （异绿原酸

Ａ）、 １４ 号峰 （川续断皂苷Ⅵ）， 并选择峰面积适中、 分离

度良好、 峰形较优的 ７ 号峰 （马钱苷酸） 作为参照。

６． 新绿原酸　 ７． 马钱苷酸　 ９． 隐绿原酸　 １２． 异绿原酸 Ａ
１４． 川续断皂苷Ⅵ

图 ３　 对照品溶液 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ４　 含量测定

２􀆰 ４􀆰 １　 专属性试验 　 取 “ ２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶液、
“２􀆰 １􀆰 ２” 项下供试品溶液、 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下阴性样品溶液适

量， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 ４。 由此

可知， 供试品溶液中各成分保留时间与对照品溶液中的一

致， 阴性无干扰， 表明该方法专属性良好。

注： Ａ～Ｄ 分别为供试品、 缺五加皮阴性样品、 缺续断阴性样

品、 缺五加皮和续断阴性样品。

图 ４　 各样品 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ４􀆰 ２　 线性关系考察　 分别精密量取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照

品溶液 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ６、 １􀆰 ２、 １􀆰 ６、 ２􀆰 ０ ｍＬ， 用 ５０％ 甲醇定容至

１０ ｍＬ， 制成系列质量浓度， 溶液在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下

进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵

坐标 （Ｙ） 进行回归， 可知各成分在各自范围线性关系良

好， 见表 １。
２􀆰 ４􀆰 ３　 精密度试验 　 取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶液适量，
在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得各成分峰面积

ＲＳＤ 分别为新绿原酸 ０􀆰 ２４％ 、 马钱苷酸 ０􀆰 ４１％ 、 隐绿原酸

０􀆰 ２８％ 、 异绿原酸 Ａ ２􀆰 ５４％ 、 川续断皂苷Ⅵ ０􀆰 ８７％ ， 表明

仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 重复性试验　 取本品 （Ｓ４） 适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项
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　 　 　 表 １　 各成分线性关系

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
新绿原酸 Ｙ＝ ２×１０７Ｘ－１２ ９１８ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ００４ １１～０􀆰 ０４１ １２
马钱苷酸 Ｙ＝ １×１０７Ｘ－２８ ４３４ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ０２０ ５６～０􀆰 ２０５ ６０
隐绿原酸 Ｙ＝ １×１０７Ｘ－１９ ４８３ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ００６ ５３～０􀆰 ０６５ ３２

异绿原酸 Ａ Ｙ＝ ２×１０７Ｘ－６０ ９４４ ０􀆰 ９９９ ０ ０􀆰 ００４ ２３～０􀆰 ０４２ ３２
川续断皂苷Ⅵ Ｙ＝ ２×１０６Ｘ－４ １２５􀆰 ８ ０􀆰 ９９９ ４ ０􀆰 ０３０ １０～０􀆰 ３０１ ００

下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下

进样测定， 测得各成分含量 ＲＳＤ 分别为新绿原酸 ３􀆰 ４４％ 、
马钱苷酸 ０􀆰 ８７％ 、 隐绿原酸 ０􀆰 ６７％ 、 隐绿原酸 Ａ ０􀆰 ９６％ 、
川续断皂苷Ⅵ１􀆰 ９９％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 稳定性试验　 取供试品溶液 （Ｓ４） 适量， 于 ０、 ２、
４、 ８、 １６、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 测得各

成分峰面积 ＲＳＤ 分别为新绿原酸 ３􀆰 ２８％ 、 马钱苷酸 ２􀆰 ４０％ 、
隐绿原酸 ２􀆰 ２２％ 、 异绿原酸 Ａ １􀆰 ５４％ 、 川续断皂苷 Ⅵ
２􀆰 ０４％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ６　 加样回收率试验　 取各成分含量已知的本品 （Ｓ４）
６ 份， 每份约 ０􀆰 ７５ ｇ， 精密称定， 按 １００％ 水平精密加入对

照品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２”
项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 新绿原酸、
隐绿原酸、 马钱苷酸、 异绿原酸 Ａ、 川续断皂苷Ⅵ平均加

样回收率分别为 ９６􀆰 ４６％ （ＲＳＤ ＝ １􀆰 ３３％ ）、 １０１􀆰 ０１％ （ＲＳＤ ＝
３􀆰 ０９％ ）、 ９８􀆰 ８０％ （ ＲＳＤ ＝ １􀆰 ７５％ ）、 ９９􀆰 ５１％ （ ＲＳＤ ＝
１􀆰 ９２％ ）、 １０２􀆰 ０８％ （ ＲＳＤ ＝ １􀆰 ６０％ ）。 表 明 该 方 法 准 确

可靠。
２􀆰 ４􀆰 ７　 样品含量测定　 取 １６ 批样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方

法平行制备 ２ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２” 项色谱条件下进样

测定， 计算含量， 结果见表 ２。

表 ２　 各成分含量测定结果 （ｍｇ ／片， ｎ＝２）

编号 新绿原酸 马钱苷酸 隐绿原酸 异绿原酸 Ａ 川续断皂苷Ⅵ
Ｓ１ ０􀆰 １４３ ０ １􀆰 １２４ １ ０􀆰 ３４９ ６ ０􀆰 １２０ ２ ２􀆰 ４７２ ５
Ｓ２ ０􀆰 １１９ ２ １􀆰 １７６ ８ ０􀆰 ３３６ ５ ０􀆰 １３８ ８ １􀆰 ９９１ ７
Ｓ３ ０􀆰 １４０ ９ ０􀆰 ６８４ ８ ０􀆰 ３７３ ８ ０􀆰 １５０ ５ １􀆰 ７８５ ４
Ｓ４ ０􀆰 １２９ ９ １􀆰 ２０６ ２ ０􀆰 ３４２ ２ ０􀆰 １１３ １ ２􀆰 ４０６ ８
Ｓ５ ０􀆰 １６３ ５ １􀆰 ３４３ ０ ０􀆰 ４３０ ６ ０􀆰 １３５ ６ ２􀆰 ５８２ ８
Ｓ６ ０􀆰 １６０ ３ １􀆰 １２１ ９ ０􀆰 ３８７ １ ０􀆰 ０９７ １ ２􀆰 ２８２ ４
Ｓ７ ０􀆰 １２４ ０ １􀆰 １４３ ０ ０􀆰 １８７ ２ ０􀆰 ０８５ ９ １􀆰 ３４９ ２
Ｓ８ ０􀆰 １２５ ９ １􀆰 ０６１ ３ ０􀆰 ３４５ ４ ０􀆰 ０９６ ２ ２􀆰 ３６８ ９
Ｓ９ ０􀆰 １４１ ４ １􀆰 １０９ ８ ０􀆰 ３４６ ８ ０􀆰 １１７ ２ ２􀆰 ４４９ ５
Ｓ１０ ０􀆰 １１３ ４ ０􀆰 ９４１ １ ０􀆰 ３０８ ６ ０􀆰 １６０ ２ ２􀆰 ２６９ ４
Ｓ１１ ０􀆰 ０７５ ０ ０􀆰 ８２５ ２ ０􀆰 ２０８ ５ ０􀆰 ０８１ ７ １􀆰 ３２６ ９
Ｓ１２ ０􀆰 １１０ ５ ０􀆰 ７２３ ２ ０􀆰 ３０７ ３ ０􀆰 １０４ ０ １􀆰 ５４４ ４
Ｓ１３ ０􀆰 ０８７ ５ １􀆰 １５８ ５ ０􀆰 ２４６ ４ ０􀆰 １０１ ６ ２􀆰 ５９７ ０
Ｓ１４ ０􀆰 １１７ ６ １􀆰 ００１ ３ ０􀆰 １７７ ９ ０􀆰 ０９７ ９ １􀆰 ９３０ １
Ｓ１５ ０􀆰 ０８４ １ ０􀆰 ９６０ ９ ０􀆰 １７４ ３ ０􀆰 ０８２ ３ １􀆰 ９４１ ４
Ｓ１６ ０􀆰 １５５ １ ０􀆰 ９８１ ５ ０􀆰 ４０８ ６ ０􀆰 １９２ ５ ２􀆰 ５２６ ９

２􀆰 ５　 化学计量学研究

２􀆰 ５􀆰 １　 聚类分析 　 将 １６ 批样品中各成分含量导入 ＳＰＳＳ
２７􀆰 ０ 软件中， 采用组间联接法， 以平方欧式距离为区间进

行分析， 结果见图 ５。 由此可知， 平方欧氏距离为 １０ 时，
各批样品聚为 ２ 类， Ⅰ类 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ４～ Ｓ６、 Ｓ８～ Ｓ１０、 Ｓ１３～
Ｓ１６， Ⅱ类 Ｓ３、 Ｓ７、 Ｓ１１、 Ｓ１２。
２􀆰 ５􀆰 ２　 主成分分析 （ＰＣＡ） 　 将 “２􀆰 ５􀆰 １” 项下数据以降

维因子为指标作进一步分析， 发现 ＫＭＯ 值为 ０􀆰 ６１１＞０􀆰 ６，
表明变量之间存在一定相关性， 适合因子分析； 巴特利球

形度检验显著性 Ｐ＜０􀆰 ０５， 拒绝变量之间无显著相关性的假

设， 支持该方法适用性。 再提取特征值＞１ 的主成分， 发现

前 ２ 个累积方差贡献率达 ８２􀆰 ２２％ ， 能充分反映样本主要变

异特征， 见表 ３， 碎石图见图 ６。

表 ３　 主成分特征值和方差贡献率

主成分 特征值 方差贡献率 ／ ％ 累积方差贡献率 ／ ％
１ ２􀆰 ９２０ ５８􀆰 ４０５ ５８􀆰 ４０５
２ １􀆰 １９１ ２３􀆰 ８１５ ８２􀆰 ２２０
３ ０􀆰 ４９１ ９􀆰 ８２６ ９２􀆰 ０４６
４ ０􀆰 ２７２ ５􀆰 ４３９ ９７􀆰 ４８５
５ ０􀆰 １２６ ２􀆰 ５１５ １００􀆰 ０００

　 　 载荷矩阵可直观反映各变量对主成分的综合贡献， 其

绝对值越大， 对主成分的贡献越大， 见表 ４， 可知隐绿原

酸、 新绿原酸、 川续断皂苷Ⅵ、 异绿原酸 Ａ 对主成分 １ 贡

献较大， 而马钱苷酸对主成分 ２ 贡献较大。
　 　 通过 ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １ 软件对 １６ 批样品中各成分含量进行

建模， 生成得分图， 见图 ７。 由此可知， 各批样品均落在
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９５％ 置信区间内， 其中 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ４、 Ｓ６、 Ｓ８、 Ｓ９ 分布集中，
表明其所含成分的含量具有高度一致性， 质量差异较小；
其余批次样品散落在原点周围， 表明其质量差异较大。

图 ５　 １６ 批正骨 ３ 号片聚类分析图

图 ６　 ＰＣＡ 碎石图

表 ４　 主成分载荷矩阵

成分
载荷

主成分 １ 主成分 ２
新绿原酸 ０􀆰 ８６０ －０􀆰 ０９１
马钱苷酸 ０􀆰 ４９１ ０􀆰 ８２２
隐绿原酸 ０􀆰 ９０４ －０􀆰 ２５０

异绿原酸 Ａ ０􀆰 ６９４ －０􀆰 ５６０
川续断皂苷Ⅵ ０􀆰 ８００ ０􀆰 ３６１

图 ７　 １６ 批正骨 ３ 号片 ＰＣＡ 得分图

２􀆰 ５􀆰 ３　 正交偏最小二乘法⁃判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 　 将 １６
批样品中各成分含量导入 ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １ 软件中建立模型， 参

数 Ｒｘ２ （０􀆰 ９４８）、 Ｒｙ２ （０􀆰 ８６０）、 Ｑ２ （０􀆰 ６５８） 均大于 ０􀆰 ５，
表明模型拟合良好， 预测能力可靠。 得分图见图 ８， 可知

Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ４、 Ｓ６、 Ｓ８、 Ｓ９ 分布紧密， 其余批次样品分布较

分散， 与 ＰＣＡ 一致， 进一步证实各批样品中所含成分的含

量存在差异。

图 ８　 １６ 批正骨 ３ 号片 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

为了规避模型过拟合带来的假阳性风险， 本实验进行

２００ 次 Ｙ 矩阵变量的随机排列置换检验， 结果见图 ９。 由此

可知， 最右侧的 Ｒ２、 Ｑ２ 值均高于最左侧的， 而且两者回归

线在 Ｙ 轴中的截距分别为 ０􀆰 ２１６、 －０􀆰 ６９８， 表明模型未出现

过拟合， 适用于判别不同批次样品组间差异。

图 ９　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型置换检验图

变量权重值 （ＶＩＰ 值） 可用于筛选组间差异成分， 本

实验以 ＶＩＰ 值＞１ 为关键因素， 结果见图 １０。 由此可知， 川

续断皂苷Ⅵ、 马钱苷酸、 隐绿原酸 ＶＩＰ 值分别为 １􀆰 ３２７ ４８、

１􀆰 １２３ １６、 １􀆰 ０５２ ０６， 均大于 １􀆰 ０， 表明三者可能是引起制

剂质量差异的主要特征成分。

图 １０　 各成分 ＶＩＰ 值
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３　 讨论与结论

本实验考察不同检测波长 （２１２、 ２３０、 ２４５、 ２８０、 ３３０
ｎｍ） 下的色谱峰， 最终确定为 ２４５ ｎｍ （０ ～ ６５ ｍｉｎ）、 ２１２
ｎｍ （６５～９０ ｍｉｎ）， 有效解决了单一波长下部分成分色谱峰

不明显的问题。 再分别考察了流动相甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸、 乙

腈⁃０􀆰 １％ 磷酸、 乙腈⁃水［４⁃１０］ ， 最终确定为乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸。
然后， 分别考察了不同体积分数 （ ３０％ 、 ５０％ 、 ７５％ 、
１００％ ） 甲醇、 提取方式 （回流、 超声）、 提取时间 （３０、
４５、 ６０ ｍｉｎ）， 最终确定为 ５０％ 甲醇超声提取 ４５ ｍｉｎ。

化学计量学研究结果表明， 正骨 ３ 号片质量差异标志

物为川续断皂苷Ⅵ、 马钱苷酸和隐绿原酸， 其中川续断皂

苷Ⅵ可修复、 愈合骨损伤并抑制炎症因子［１１⁃１７］ ， 马钱苷酸

可促进骨组织再生［１８⁃１９］ ， 隐绿原酸可通过抗炎、 抗氧化来

协同增效［２０⁃２１］ ， 三者功效均与正骨 ３ 号片舒筋活络、 强筋

壮骨作用一致， 体现了刘昌孝院士 “成分⁃药效⁃标准” 三

位一体的理念［２２］ 。 另外， 不同批次正骨 ３ 号片中各成分含

量存在差异， 可能与原料、 工艺、 贮存条件等因素有关，
后续将优化生产工艺， 建立 “原料⁃生产⁃贮存” 全流程质

控体系， 控制有效成分含量范围， 从而确保产品质量

稳定。
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