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摘要# 目的!建立益智仁R"F34>1VG<F.<"">1H:7’;7(LHTF指纹图谱% 并研究其抗氧化活性& 方法!LHTF法建立指纹
图谱% 通过相似度分析’ 聚类分析’ 主成分分析进行评价% YHHL法测定其抗氧化活性& 结果!LHTF指纹图谱中有
#’ 个共有峰% 相似度在 &P+I’ 以上% 其中 "#’ "+ 和 #" 号色谱峰确定为白杨素’ 杨芽黄素和圆柚酮& "& 批样品均具有
抗氧化活性% 但都弱于维生素F& 结论!该方法指纹色谱峰更多% 分离度更高% 而且分离时间更合适&
关键词! 益智仁( LHTF指纹图谱( 抗氧化活性( 相似度分析( 聚类分析( 主成分分析( YHHL法
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!!益智仁为姜科植物益智 R"F343> /G<F.<""> E/b
的干燥成熟果实)"* % 主产于海南’ 广东’ 广西等
地% 为 +四大南药, 之一% 也是 #&&# 年卫生部公
布的药食同源植物之一)#* % 具有暖肾固精缩尿%
温脾止泻摄唾的功效& 现代研究发现% 益智仁中含
有黄酮类’ 萜类’ 二苯庚烷类等化学成分% 具有神
经保护’ 提高学习记忆’ 抗氧化’ 抗肿瘤’ 抗衰
老’ 抗炎’ 强心和镇静催眠等作用)*)%* % 其中抗氧
化为其重要的活性之一% 与神经保护’ 提高学习记
忆和抗衰老等作用关系密切)** % 但目前关于其抗
氧化活性成分研究的报道较少% 相关成分不太明
确)’’I* & 长期以来% 对益智的质量控制研究大多采
用Wc’ LHTF等技术以总黄酮);* ’ 总多糖)+*或部
分有效成分为指标的定量测定)"&)"’* % 或以 <TF)"(* ’
SK)"%* ’ MF)EU)"I* ’ LHTF)";*和 WHTF)"+*指纹图谱
定性检测为主% 但这些研究以单纯的化学分析居
多% 而与药效结合的整体性’ 联系性探索较少% 也
未见有对益智仁LHTF指纹图谱与其活性相关性的
报道& 基于此% 本实验对不同来源的益智仁进行了
LHTF指纹图谱研究% 并以其抗氧化活性为切入
点% 采用灰色关联度分析法研究指纹图谱色谱峰与
清除YHHL自由基作用的关系% 以期初步探寻其抗
氧化物质基础% 并为更好地控制益智仁质量提供一
定依据&
HI仪器与材料
"P"!仪器!G8/04A6"##& 高效液相色谱仪 "美国安
捷伦公司$( U.‘6:‘/@5DH#""YGM电子天平 "德国
赛多利斯公司$( d\*#&& 超声清洗器 "昆山市超
声仪器有限公司$% ,C:91 微孔板分光光度计 "美
国D/:<4R公司$&
"P#!试药!圆柚酮’ "% ")二苯基苦基苯肼 "美国
U/8-.公司% 批号分别为 "&"*’&;I&’ &*’d"&I"%
含有量n++!$( 白杨素 "中国食品药品检定研究
院% 批号 """I&")#&&(&"$( 杨芽黄素"成都瑞芬思
生物科技有限公司% 批号[)"+*)"(&I&*% 含有量n

+;!$( 维生素 F "成都科龙化学试剂厂% 批号
#&"*&("%% 含有量"++PI!$& 磷酸’ 甲醇为分析
纯( 乙腈为色谱纯( 水为超纯水 "自制$&
"P*!药材!益智仁分别购自海南益智种植基地
"编号 5" e5*% 5($ 以及四川或广东的药厂 "5’%
5% e5"&$% 经西南交通大学生命科学与工程学院宋
良科副教授鉴定为姜科植物益智 R"F343> /G<F.<"">
E/b的干燥成熟果实% 具体见表 "&

表 HI样品信息
/01NHI=+%"O40(#"+"%30472&3

样品 来源 样品 来源
5" 海南万宁 5% D药厂"产地海南$
5# 海南琼中 5I D药厂"产地广东$
5* 海南万宁 5; F药厂"产地海南$
5’ G药厂"产地海南$ 5+ D药厂"产地广西$
5( 海南屯昌 5"& Y药厂"产地广西$

JI方法与结果
#P"!溶液制备
#P"P"!供试品溶液!精密称取益智药材粗粉 " 8%
置于具塞锥形瓶中% 精密加入 #& -T甲醇% 称定质
量% 超声 *& -/A% 放冷% 甲醇补足减失的质量% 摇
匀% &P’( "-微孔滤膜滤过% 取续滤液% 即得&
#P"P#!对照品溶液!精密称取白杨素’ 杨芽黄素
和圆柚酮对照品适量% 加甲醇制成质量浓度分别为
&P’%#’ #P";+ 和 "%P"#; "8Q-T的混合对照品溶
液% 即得&
#P#!指纹图谱建立
#P#P"! LHTF色谱条件 ! G8/04A6F"; 色谱柱
"’P% --g#(& --% ( "-$( 流动相乙腈 "G$ )
&P’!磷酸水 "D$% 梯度洗脱 "& e"( -/A% *(!
G( "( e*# -/A% *(! eI&! G( *# e’; -/A%
I&! eII! G$( 体积流量 &P% -TQ-/A( 柱温
*( j( 检测波长 #(& A-( 进样量 #& "T&
#P#P#!方法学考察
#P#P#P"!精密度试验!取 5" 样品% 按 +#P"P",
项下方法制备供试品溶液% 在 +#P#P", 项色谱条
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件下连续进样 % 次% 以圆柚酮色谱峰 "U$ 为参照
峰% 测得各主要色谱峰相对保留时间和峰面积
KUY值均小于 (!% 表明仪器精密度良好&
#P#P#P#!稳定性试验!取 5" 样品% 按 +#P"P",
项下方法制备供试品溶液% 于 &’ #’ ’’ ;’ "#’
#’ 1在 +#P#P", 项色谱条件下进样% 以圆柚酮色
谱峰 "U$ 为参照峰% 测得各主要色谱峰相对保留
时间和峰面积KUY值均小于 (!% 表明溶液在 #’ 1
内稳定&
#P#P#P*!重复性试验!取5"样品% 按 +#P"P", 项

下方法制备 (份供试品溶液% 以圆柚酮色谱峰 "U$
为参照峰% 测得各主要色谱峰相对保留时间和峰面
积KUY值均小于 (!% 表明该方法重复性良好&
#P#P*!指纹图谱测定!按 +#P"P", 项下方法制
备供试品溶液% 分别吸取各供试品和对照品混合溶
液% 在 +#P#P", 项色谱条件下测定% 记录 ’; -/A
内色谱图% 采用国家药典委员会 /中药指纹图谱
相似度评价系统 "#&&’G$0 软件% 选取中位数法
手动匹配% 得到 "& 批益智仁 LHTF指纹图谱间的
相似度及对照指纹图谱% 结果见表 # e*’ 图 " e#&

表 JI?UC<指纹图谱共有峰峰面积
/01NJIU&0W0O&03"%’"44"+7&0W3"%?UC<%#+,&O7O#+(3

峰号 ;KQ-/A 5" 5# 5* 5’ 5( 5% 5I 5; 5+ 5"&
" IP&++ I*"P’% *+%P++ I#&P’I ;&"P*% I#&PI( +;%P(# ;%+P%* ++’P"I I’;P*% +;#P"I
# IPI;" I&%P#+ *(+P+( I"’P"# I+%P%( I*&P%’ (’’P%& ’%%P%* ;(IP’; %"%P#; %*;P(+
* "&P&%; ’((P(( #I*P"% ’I&P"; (#"P"I ’;#P"’ **+P"& #I+P+" ’%;P&+ *;*P*; *I+P’&
’ "&P;#+ ;(&P&* (;+P;# ;"’P&’ +""P#+ ;%"P’’ II(P(* %%;P"+ ;(*P+* ’"%P+’ I%(P+&
( "#PI"+ (I%P## *+#P&I (I"P*& %*IP&( (;"P*" %%*P&% (I*PI% I&*PI; (&+P%% %I%P’#
% "*P;(; **%P%% #(%P** *#(PI# *%"P%I *#+P+( ’’"P(% *;%P*I ’*(PI* *"%P*I ’;%P’&
I "%P’%’ +I(P** (;%P;* ;%’P&# " &**P** ;%’P(& " &’%P"+ ;%&P+" +%;P*" ;&+P(( +*IP+*
; #"P+%* *&&P** #"+P;# #+(P’( **(P#" *&&P+& *(#P+* #++P%* *+’P"# #;’P"% *;(P’&
+ #IP#"; #;’P%" "++P&I #;’P;( *#;P(% #;%P*+ *#;P+# #I+PI& *’’P’& *%&P’" *+;P+I
"& #IP;#& #(*P&; "%%P%; #’"P"* #%%P%# #’’P’* #;+P*’ #(+P*# *""P#+ #*+P;# *#IP%#
"" #+P’&* ’%*P’# *"’P’* *;’P#( ’"*P%# *;’P&+ ’I’PI’ ’&(P&+ #(#P;% "%*P+’ *&+PI#
"# *&P&’" #*(P*# #(;P+’ #(&P%& #I’P+& #(’P#& "I"P&& "’IP+’ *’"P+( "IIP(I ""%P+;
"* *&P(*I *##P*# #&;PI% *&%P’I *’"P;+ *&%P%’ ’(&P*+ ’*%P(( *;%P%# *((P*; (*&P"%
"’ *&P;"’ *"%P*( ###P&+ *""P&% *(%PI% *"+P"& *I(P(" *I;P*& *+"P;# **;P#; ’(&P((
"( *"P"+# **(P+( #""P’+ *#*P;# *%%P(& *’+P#’ ##%PI# #’IP&; #(+P+( ###P"* "%IP";
"% **P((& #+%P’# #’’PI; #+"P"* **&P## #;+P*% #+%PI( #%*P%( **(P;; #*IP*" #;IP"*
"I *IPI*I *;+P"* *#"P(# ’#&P’" ’((PI* ’""P’% #%%P*I #*"P*% (#*PI’ "(+P’’ ###P**
"; *;P""( #(IPI# *(+P"+ #I"P;( #+%P%’ #I(P"+ #";P"+ #&#P(" ("’P"& "+’P+* #&"P&’
"+ *+P&"( *%;P+( *(’P(+ *;(P&% ’#*P%# *;&P+# *’%P*% #+IP’+ ’I(P&* #+(P’# *("P;"
#& *+P%*’ " "’’P*" ;I’P;+ " "*IP*; " #+IP’I " ";*P+I +I&P#& ;&’P’; " #%;P*& ;’;P+I " &"#P’%
#" ’&P*I& ; ’++P%I ( ;"#P*’ ; #&(P#% + "(%P&’ ; *+#P&& ; *(;P+" I ’’’P’; + *’IP"; I &(;P;I ; *(#P#+
## ’"P((I " "I%P%; " ++’P+* * +#+PI+ * "";P;& * **(P’( " ’I(P"& " "’IP#( * "I(P(’ # &’&P"+ " %"*P+(
#* ’#P*%I " #I*P%+ " #(;P;+ " I("P+# # #";P+; " I+(P#’ " #%#P;; ;&"P;# " I%;P’& " "’&P’& " #*#PI"
#’ ’’P*I’ %;*P;% ’I%P’; %((P%I I%+P## I"#P;’ %""P+% (#(P+( I*IP’I #+;P(& (IIP"(

表 KI?UC<指纹图谱相似度
/01NKI)#4#20O#(#&3"%?UC<%#+,&O7O#+(3

样品 相似度 样品 相似度
5" &P+;* 5% &P+II
5# &P++# 5I &P+I’
5* &P+I+ 5; &P++(
5’ &P++* 5+ &P++I
5( &P+;+ 5"& &P++I

#P#P’!聚类分析!将 "& 批LHTF指纹图谱中各峰
的峰面积导入 UHUU"*P& 软件% 采用 J.‘Z 法%
Ub@.‘4Z ,@90/Z4.A Z/56.A94聚类& 结果% "& 批样品
聚为两类% 第一类包括 5" e5(% 第二类包括 5% e
5"&% 见图 *&

图 HIHR 批样品指纹图谱
P#,eHI?UC<%#+,&O7O#+(3"%(&+10(’*&3"%30472&3

"#*"

#&"% 年 % 月
第 *; 卷!第 % 期

中 成 药
F1/A454<‘.Z/6/:A.0H.64A6E4Z/9/A4

@̂A4#&"%
c:0$*;!N:$%



"$白杨素!#$杨芽黄素!*$圆柚酮
"$91‘a5/A!#$6496:91‘a5/A!*$A::6R.6:A4

图 JI对照品?UC<色谱图
P#,eJI?UC<’*O"40(",O04"%O&%&O&+’&3.13(0+’&3

图 KI聚类分析树状图
P#,eKIA&+!O",O04"%’2.3(&O0+0263#3

#P#P(!主成分分析!以 "& 批LHTF指纹图谱中的
#’ 个共有峰的峰面积为变量)#&* % 采用 UHUU"*P&
软件对其进行原始数据标准化处理及主成分分析&
结果显示% 第一主成分的特征值!"为 ""P+"’% 方
差贡献率为 ’+P%’"!( 第二主成分的特征值!#为
IP(;%% 方差贡献率为 *"P*&;!( 第三主成分的特
征值!*为 #P"(I% 方差贡献率为 ;P+;%!( 第四主
成分的特征值!’为 "P’&+% 方差贡献率为 (P;I%!&
前 * 个主成分的累积方差贡献率已达到 +&P#*(!
"大于 ;(!$% 故可用这 * 个新变量替代原有的 #’
个变量&

将主成分载荷矩阵中的数据除以主成分相对应
的特征值% 并开平方根% 得到两个主成分中每个指
标所对应的系数& 经计算% 得主成分的模型为

H" h&P";’ (X" p&P#(% ’X# p&P##; *X* p
&P#’% &X’ p&P#(& %X( p&P"%’ &X% p&P#*’ IXI p
&P#*" ;X; p&P"’# ;X+ p&P#I& ’X"& p&P&"I *X"" p
&P"#( IX"# p&P&+" %X"* p&P"(% IX"’ p&P"*% (X"( p
&P#;& ;X"% p&P#&# ;X"I p&P""’ IX"; p&P#*# "X"+ p
&P#(% ’X#& p&P#;* *X#" p&P"*’ IX## p&P#&* IX#* p
&P#’% ;X#’&

H# h&P#%% (X" k&P&(+ #X# k&P"*I #X* k
&P&;& %X’ p&P"II (X( p&P#;# "X% p&P"’# *XI p
&P#&# %X; p&P#(( #X+ p&P#’+ "X"& k&P&#% (X"" k
&P#+" +X"# p&P*’" *X"* p&P#+( (X"’ k&P#** ;X"( k

&P&*; (X"% k&P#’’ IX"I k&P"+" IX"; k&P"%( +X"+ k
&P"(% "X#& p&P&’# "X#" k&P#"I ;X## k&P#&I *X#* k
&P""( ;X#’&

H* hk&P&*& &X" k&P"’& +X# k&P&** ’X* p
&P#I* IX’ p&P&&; +X( k&P&#I +X% p&P#&# +XI k
&P""I ;X; k&P#*’ #X+ k&P&%% "X"& p&P%’" ’X"" k
&P"+" *X"# p&P&"’ *X"* k&P&I& "X"’ p&P#I; (X"( p
&P&(( ;X"% k&P&"# +X"I k&P**’ *X"; k&P"%I (X"+ k
&P&&’ ;X#& p&P&%# %X#" k&P#*& ;X## k&P&I% +X#* p
&P##( ’X#’&

其中% X"’ X#’ 1’ X#’为指纹图谱对应共有
色谱峰G"’ G#’ 1’ G#’峰面积的标准化值&

在 * 个主成分中% 第一主成分特征值最大% 贡
献率最高% 信息量最全面& 其中% #" 号色谱峰
"圆柚酮$ 的系数最大% 表明其在益智仁质量控制
中有相对重要的作用% 结合文献 )’*% 可以将其
作为益智仁质量控制的指标之一&

根据 * 个主成分模型% 分别计算 "& 批益智仁
主成分得分% 得到 * 维图% 见图 ’&

图 TIU<9得分图
P#,eTIU<93’"O&72"(

#P*!YHHL法测定抗氧化活性
#P*P"!溶液配制!称取 YHHL适量% 加甲醇配成
""& "-:0QT溶液% 避光保存& 再精密称取维生素F
适量% 加甲醇制成 (& "8Q-T溶液% 避光保存&
#P*P#!YHHL自由基清除作用!参考文献 )#"*%
按 +#P"P", 项下方法提取样品% 甲醇稀释成不同
质量浓度 "相当于生药量$ 的供试品溶液& 取
&P"( -T% 与 &P"( -TYHHL溶液置于 +% 孔板上%
混匀后室温避光放置 %& -/A% ("I A-波长处测定
吸收度R/% 同时测定 &P"( -T甲醇与 &P"( -TYH)
HL溶液R&% 设置 % 个复孔% 计算清除率% 公式为
清除率 h "" kR/QR& $ g"&&!& 以清除率 "b$
对药物质量浓度 "X$ 进行回归% 求出清除率为
(&!时药物的质量浓度 "SF(&$% 结果见表 (&

##*"

#&"% 年 % 月
第 *; 卷!第 % 期

中 成 药
F1/A454<‘.Z/6/:A.0H.64A6E4Z/9/A4

@̂A4#&"%
c:0$*;!N:$%



另取阳性对照维生素 F母液% 分别稀释成 "’
#’ *’ ’ 和 ( "8Q-T溶液% 同法测得清除率分别为
;P+I!’ *&P&’!’ (&P&I!’ %+P("!和 ;;P+’!&
并以清除率 "b$ 对药物质量浓度 "X$ 进行方程

回归% 求 得 阳 性 对 照 维 生 素 F 的 SF(& 值
为*P&#( "8Q-T&

从结果来看% "& 批益智样品均具有清除YHHL
自由基的活性% 但均低于维生素F&

表 ]IHR 批样品抗氧化活性
/01N]I9+(#"-#!0+(0’(#Q#(#&3"%(&+10(’*&3"%30472&3

样品
清除率Q!

#P(&&

-8Q-T

"P#(&

-8Q-T

&P;**

-8Q-T

&P%#(

-8Q-T

&P’"I

-8Q-T

&P*"*

-8Q-T

&P#&;

-8Q-T

&P"(%

-8Q-T

&P"#(

-8Q-T

&P"&’

-8Q-T

SF(& Q

"-8--Tk"$

5" k k k k ;&P%+ %’P"’ ’*P;’ *"P;% #;P%& #&P"" &P##&
5# k k k +"P#’ ;&P&* %;P"# ’(PI; *(P** #%P;& k &P#";
5* k k k k ;+P*# %;P(% ’IP# *(PI* #IP*% #"P’+ &P#&#
5’ k k k k +#P#+ ;&P;# (’P(# ’#P+" *(P#I *&P&% &P"I#
5( +#P*’ %IP’" ’+P"" *+P&% #;P+’ #"P%( k k k k &PII;
5% +&P%* %(P’; ’;P(+ *+PI* #;P’# ##P(’ k k k k &PI+"
5I ;+P+; %"PI ’(P+’ *(PI+ #*P(* #"P’# k k k k &P;(;
5; k +"P%’ ;(P;" %%P’I ’+P(+ *+P’* #%P#+ k k k &P*+%
5+ k I+P%+ %*P+* ((P(% ’&PI; *&P"I "+P"# k k k &P(*;
5"& k ;%P"( I*PII %#P’* ’#P%( *"P;# #&PII k k k &P’I*

#P’!灰色关联度分析!参考文献 )##*% 以益智
仁清除YHHL自由基活性 SF(&为母序列% LHTF指
纹图谱各共有峰峰面积为子序列% 分辨系数 #取
&P(% 进行灰色关联度分析& 结果% 各色谱峰对清
除YHHL自由基的贡献大小依次为 _"* n_" n_+ n
_I n_"’ n_#" n_( n_"& n_# n_% n_; n_"% n_* n
_’ n_"" n_#& n_## n_"+ n_"( n_#’ n_#* n_"; n
_"# n_"I% 见表 %&

表 ZI灰色关联度分析结果
/01NZI;&3.2(3"%,O&6 O&20(#"+02,O0!&0+0263#3

关联序 色谱峰 关联度 关联序 色谱峰 关联度
" _"* &P%*; "* _* &P(+*
# _" &P%*% "’ _’ &P(;%
* _+ &P%*# "( _"" &P(;%
’ _I &P%#( "% _#& &P(I;
( _"’ &P%"; "I _## &P(II
% _#" &P%"& "; _"+ &P(I&
I _( &P%&; "+ _"( &P(I&
; _"& &P%&I #& _#’ &P(%;
+ _# &P%&( #" _#* &P((+
"& _% &P%&’ ## _"; &P("&
"" _; &P%&& #* _"# &P(&’
"# _"% &P(+( #’ _"I &P’++

KI讨论
益智化学成分复杂% 富含萜类’ 二苯庚烷类等

小极性成分% 分析难度较大)*)’* & 因此% 本实验重
点考察了影响LHTF分离效果的几个主要因素% 如
流动相 "甲醇)水’ 甲醇)&P’!磷酸水’ 乙腈)水和
乙腈)&P’!磷酸水$’ 体积流量 " &P%’ &P; 和
" -TQ-/A$’ 柱温 "#(’ *&’ *( 和 ’& j$& 最后

确定% 以柱温 *( j% 流动相乙腈)&P’!磷酸水%
体积流量 &P% -TQ-/A 梯度洗脱% 此时指纹图谱中
色谱峰数量多% 主要色谱峰分离度好% 而且分析时
间合适&

建立了 "& 批益智仁指纹图谱% 并确定了 #’ 个
共有峰& 相似度分析显示% "& 批指纹图谱整体面
貌相似 "相似度在 &P+I& 以上$% 内在质量相对一
致% 仅成分含有量有差异& 聚类分析结果显示% "&
批益智仁大致分为 # 类% 其中采集于海南万宁
"5"’ 5#$’ 海南琼中 "5’$’ 海南昌屯 "5($ 与购
于G药厂 "5’$ 的样品聚为一类% 而购自 D药厂
"5%’ 5I 和5+$’ F药厂 "5;$ 以及 Y药厂 "5"&$
聚为另外一类& 聚类结果与产地无明显相关性% 推
测可能与加工’ 储藏等因素有关% 但由于样品数量
较少’ 信息量有限% 具体原因值得进一步研究&
HFG分析结果显示% "& 批 LHTF指纹图谱 #’ 个共
有峰中提取了 * 个主成分% 其投影除 5; 外% 与聚
类分析结果较为一致% 两种分析方法相互印证&

目前% 中药谱效关系的分析方法很多)#*)#’* %
尚不统一% 如主成分分析’ 相关分析’ 典型相关分
析’ 多元线性回归分析’ 逐步回归分析’ 灰色关联
度分析’ 聚类分析等等& 其中% 灰色关联度分析为
最常用的方法之一% 是根据因素之间发展趋势的相
似或相异程度% 亦即 +灰色关联度,% 作为衡量因
素间关联程度的一种方法% 可描述系统发展过程中
因素间相对变化的情况% 如果两者在发展过程中的
相对变化基本一致% 则认为关联度大% 反之则关联
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度小)#*)#’* &
采用灰色关联度分析法% 研究了益智仁 LHTF

指纹图谱共有色谱峰与抗氧化活性之间的关系% 发
现均有不同程度的关联度% 在 &P%*% e&P’++ 之间%
表明益智仁抗氧化作用是多成分共同起效的结果&
其中% "#’ "+ 和 #" 号色谱峰分别是白杨素’ 杨芽
黄素和圆柚酮% 但其他成分% 特别是对益智仁抗氧
化活性贡献较大的 "*’ "’ +’ I 和 "’ 号色谱峰各
代表什么成分% 究竟起到了怎样的作用% 还有待于
进一步研究&

本实验在建立益智仁 LHTF指纹图谱的基础
上% 采用化学计量学方法对其进行了评价% 并进一
步采用灰色关联度分析法研究了其化学信息 +谱,
和抗氧化活性信息 +效, 之间的关系% 为寻找益
智仁抗氧化活性的物质基础以及其质量综合评价提
供了一定的科学依据&
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