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摘要： 目的　 建立东北苦菜 Ｉｘｅｒｉｓ ｖｅｓｉｃｏｌｏｒ ＤＣ． ＵＰＬＣ 指纹图谱， 并进行化学模式识别。 方法　 东北苦菜甲醇提取物的

分析采用 ＣＯＲＴＥＣＳ Ｃ１８ 色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ× １５０ ｍｍ， １􀆰 ６ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸水⁃乙腈， 梯度洗脱； 体积流量

０􀆰 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 （１～１５ ｍｉｎ， ３２７ ｎｍ； １５～５０ ｍｉｎ， ３６０ ｎｍ）； 柱温 ３５ ℃； 进样量 ２ μＬ。 采用相似度分析和化

学模式识别技术相结合的方法对其进行质量评价。 结果　 １０ 批样品指纹图谱中有 １９ 个共有峰， 相似度均大于 ０􀆰 ９５３。
通过聚类分析将样品分成 ２ 类， 主成分分析结果支持聚类分析结果， 采用正交偏最小二乘法⁃判别分析筛选出了导致

不同批次药材质量差异的 ３ 个共有峰， 指认出 ２ 号峰 （绿原酸） 和 １２ 号峰 （木犀草素）。 结论　 该方法稳定可靠， 可

系统、 全面地评价东北苦菜的药材质量。
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　 　 东北苦菜为菊科苦苣菜属植物变色苦菜 Ｉｘｅｒｉｓ
ｖｅｓｉｃｏｌｏｒ ＤＣ． 的干燥全草。 在 ２０１５ 年第 ２０ 号公告

中， 吉林省食品药品监督管理局将 １９７７ 年版 《吉
林省药品标准》 中的北败酱修订为东北苦菜［１］。
东北苦菜味苦、 性寒， 具有清热解毒、 清痈、 化瘀

排脓等功效， 临床上常用于肠炎、 急性咽炎、 产后

瘀血腹痛、 急性细菌性痢疾等疾病的治疗［２⁃４］。 据

相关报道［５⁃６］， 东北苦菜中主要含有黄酮类、 多糖

类、 挥发油和有机酸类等成分， 但仅测定单一成分

（绿原酸） 的含有量， 并不能有效的对其进行质量

控制。 因此， 需要建立高效、 快速的分析检测方

法， 以便能够更加全面的评价东北苦菜药材的

质量。

中药指纹图谱是能够标示化学成分特征的色谱

图， 其中潜藏着大量数据和变量， 对其进行挖掘和

评价， 可以有效的反映出中药内在的化学成分信

息。 但目前对中药成分的处理仅使用相似度评价系

统， 存在一定的弊端， 不能多层次、 全方面地对药

材进行整体分析， 很难准确地评价药材的内在真实

质量［７⁃８］。 化学模式识别方法能对中药指纹图谱信

息进行深入分析， 快速筛选出需要重点关注的标志

性成分， 能有效的弥补指纹图谱评价方法中的不

足， 将二者有机结合， 对中药的质量在整体性的基

础上得以有效的控制， 更快速的识别出中药复杂成

分信息， 达到区分药物质量差异的目的［９⁃１０］。 因

此， 本实验采用 ＵＰＬＣ 法建立东北苦菜指纹图谱，
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并结合化学模式识别方法对所得指纹图谱进行综合

分析， 判断结果能直观地反映不同产地样品之间的

质量差异， 以期为东北苦菜药材的质量评价研究提

供参考。
１　 材料

Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０ 型高效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水制备仪 （天津信睿生物科技

有限公司）； ＡＳ ６０ ／ ２２０． Ｒ２ 型天平 （十万分之一，
苏州培科实验室仪器科技有限公司）； Ｇ３ＫＴ１８２７３
型旋涡混合器 （赛默飞世尔科技公司）； ５４２４Ｒ 型

高速控温离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。 对照品

绿原酸 （批号 ＭＵＳＴ⁃１８０３０６２０）、 异槲皮苷 （批号

ＭＵＳＴ⁃１７０５１００５ ）、 木 犀 草 苷 （ 批 号 ＭＵＳＴ⁃
１７１２１２１０）、 木犀草素 （批号 ＭＵＳＴ⁃１７１０２６０５） 均

购自成都曼斯特生物科技有限公司； 咖啡酸 （批
号 １１０８８５⁃２００１０２） 购自中国食品药品检定研究

院。 乙腈、 甲醇 （色谱纯， 美国赛默飞世尔科技

公司）； 超纯水由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 制备。
东北苦菜采自吉林省不同地区， 经天津中医药

大学何俊研究员鉴定为菊科苦苣菜属植物变色苦菜

Ｉｘｅｒｉｓ ｖｅｓｉｃｏｌｏｒ ＤＣ． 的干燥全草。 药材经粉碎后， 过

３ 号筛， 保存于天津中医药大学中医药研究院。 信

息见表 １。
表 １　 样品信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

编号 批次 来源

Ｓ１ ２０１７０５２６ 长春市 １
Ｓ２ ２０１７０５２８ 梅河口市

Ｓ３ ２０１７０５２７ 白城市

Ｓ４ ２０１７０５２６ 长春市 ２
Ｓ５ ２０１７０５２７ 松原市 １
Ｓ６ ２０１７０５２８ 松原市 ２
Ｓ７ ２０１７０５２７ 松原市 ３
Ｓ８ ２０１７０５２８ 松原市 ４
Ｓ９ ２０１７０５２６ 辽源市

Ｓ１０ ２０１７０５２７ 松原市 ５

　 　 注：Ｓ１ 采自长春市农安县，Ｓ４ 采自长春市南关区，Ｓ５ 采自松原

市乾安区（城北），Ｓ６ 采自松原市前郭县（万宝山服务区），Ｓ７ 采自松

原市前郭县（王府服务区），Ｓ８ 采自采自松原市乾安区（城南），Ｓ１０

采自松原市前郭县（白依拉嘎乡）。

２　 方法与结果

２􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 ＣＯＲＴＥＣＳ Ｃ１８ 柱 （ ２􀆰 １ ｍｍ ×
１５０ ｍｍ， １􀆰 ６ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸水 （Ａ） ⁃乙
腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ８ ｍｉｎ， ９０％ ～ ８１􀆰 ５％ Ａ；
８～２０ ｍｉｎ， ８１􀆰 ５％ ～８１􀆰 ３％ Ａ； ２０～２５ ｍｉｎ， ８１􀆰 ３％ ～
８１􀆰 ３％ Ａ； ２５ ～ ３５ ｍｉｎ， ８１􀆰 ３％ ～ ６０％ Ａ； ３５ ～

４０ ｍｉｎ， ６０％ ～４０％ Ａ； ４０～５０ ｍｉｎ， ４０％ ～２５％ Ａ）；
体积流量 ０􀆰 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 进样量２ μＬ；
检测 波 长 １ ～ １５ ｍｉｎ， ３２７ ｎｍ； １５ ～ ５０ ｍｉｎ，
３６０ ｎｍ。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 分别精密称定对照品 （绿
原酸、 木犀草素、 异槲皮苷、 木犀草苷、 咖啡酸）
各 ５ ｍｇ， 加甲醇溶解并定容于 ５ ｍＬ 量瓶中， 配制

成质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的贮备液， 于 ４ ℃冰箱保

存待用。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 精密称取东北苦菜粉末

０􀆰 １ ｇ， 加甲醇溶解并定容于 １０ ｍＬ 量瓶中， 超声

提取 （３００ Ｗ， ５０ ｋＨｚ） ３０ ｍｉｎ， 静置室温后， 加

甲醇补足至刻度线， 摇匀， １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心

１０ ｍｉｎ， 吸取上清液， 微孔滤膜过滤， 取续滤液，
于 ４ ℃冰箱保存待用。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验 　 精密称取样品 Ｓ４ ６ 份， 按

“２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项条

件下进样， 测得各共有色谱峰相对保留时间及峰面

积 ＲＳＤ 达到规定要求， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验 　 精密称取样品 Ｓ４ ６ 份， 按

“２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项条

件下进样， 测得各共有色谱峰相对保留时间及峰面

积 ＲＳＤ 达到规定要求， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验　 对样品 Ｓ４ 供试品溶液进行精

密吸取， 在 “２􀆰 １” 项条件下， 分别于 ０、 ２、 ４、
６、 １２、 ２４ ｈ 进样， 测得各共有色谱峰相对保留时

间及峰面积 ＲＳＤ 达到规定要求， 表明供试品溶液

在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ５　 结果与分析

２􀆰 ５􀆰 １　 指纹图谱建立及相似度分析　 使用中药色

谱指纹图谱相似度评价软件对所得的不同批次药材

的指纹图谱数据进行分析， 以 Ｓ４ 为参照色谱图，
采用多点校正法建立指纹图谱［１１］， 得到 １０ 个东北

苦菜指纹图谱见图 １， 从该软件分析得出， １０ 批东

北苦菜样品相对标准指纹图谱 （Ｒ） 的相似度均在

０􀆰 ９５３ 以上。 结果表明， 各产地的东北苦菜指纹图

谱具有较高的一致性。 相似度分析结果见表 ２。
２􀆰 ５􀆰 ２　 色谱峰指认　 本研究根据相对保留时间标

定特征指纹峰， 通过对照品对各共有色谱峰进行指

认， 最终共确认了 ５ 个色谱峰， 分别为 ２ 号峰 （绿
原酸）、 ３ 号峰 （咖啡酸）、 １１ 号峰 （异槲皮苷）、
１２ 号峰 （木犀草苷）、 １９ 号峰 （木犀草素）， 结果

见图 ２。
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图 １　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ２　 １０ 批样品相似度

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

相似度 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０ Ｒ
Ｓ１ １
Ｓ２ ０􀆰 ９９１ １
Ｓ３ ０􀆰 ８９４ ０􀆰 ９４ １
Ｓ４ ０􀆰 ９９３ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９１１ １
Ｓ５ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９３５ ０􀆰 ９８７ １
Ｓ６ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ９４８ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９９３ １
Ｓ７ ０􀆰 ９９ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９３５ ０􀆰 ９８９ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９９４ １
Ｓ８ ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９５９ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９９３ ０􀆰 ９９５ ０􀆰 ９９２ １
Ｓ９ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９５３ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９８９ １
Ｓ１０ ０􀆰 ９７１ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９６５ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ９８ １
Ｒ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ９５３ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９９９ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９９２ １

２． 绿原酸　 ３． 咖啡酸　 １１． 异槲皮素　 １２． 木犀草苷　 １９． 木犀草素

２． ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ　 ３． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 １１． ｈｙｐｅｒｏｓｉｄｅ　 １２． ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ　 １９． ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ

图 ２　 各成分 ＵＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
４９３

２０２０ 年 ２ 月

第 ４２ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ２



２􀆰 ６　 化学模式识别方法

２􀆰 ６􀆰 １　 聚类分析 　 本研究应用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件，
以共有峰的相对峰面积为变量， 对东北苦菜样品的

数据进行聚类分析， 方法为组间平均连接法， 度量

标准为欧氏距离［１２］， 结果见图 ３。 当距离刻度为

２５ 时， １０ 批样品主要分为 ２ 大类， Ｓ９ 为第 １ 类，
Ｓ１０、 Ｓ３、 Ｓ４、 Ｓ７、 Ｓ１、 Ｓ８、 Ｓ５、 Ｓ６、 Ｓ２ 为 第

２ 类。

图 ３　 １０ 批样品聚类树状图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 ２　 主成分分析　 本研究中的变量为指纹图谱

中所得到的共有峰的峰面积， 以此构建 １０×１９ 的

原 始 数 据 矩 阵， 并 使 用 变 量 统 计 分 析 软 件

（ＳＩＭＣＡ１４􀆰 １） 对 １０ 批东北苦菜样品进行主成分分

析， Ｐａｒ 作为标度化方式， 绘制出主成分分析图，
见图 ４。 结果表明， 不同批次的东北苦菜样品呈

现出明显的分类， 证实了聚类分析的结果。 图 ５
表明， 载荷图中的每一个点表示为一个色谱峰，
其与原点 （０， ０） 距离的远近， 代表该色谱峰对

样品整体分布贡献程度的大小［１３⁃１４］ 。 ２ 号、 １２ 号

和 １３ 号色谱峰在坐标系中距离原点较远， 表明

其对东北苦菜药物的整体质量起到了重要影响

作用。

图 ４　 １０ 批样品主成分分析图

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ ｆｏｒ
ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 ３　 正交偏最小二乘⁃判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 　
本研究采用有监督的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型进一步对样品

的数据进行分析， 得到各批次样品间的差异性成

图 ５　 １０ 批样品主成分分析载荷图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｌｏａｄ ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

分， 见图 ６。 由模型分析验证参数可知， 结实率参

数 Ｒ２Ｘ 为 ０􀆰 ８７１， 区分参数 Ｒ２Ｙ 为 ０􀆰 ９８４， 预测参

数 Ｑ２ 为 ０􀆰 ７４８， 以上数据均大于 ０􀆰 ５， 表明模型稳

定并且具有较好的预测准确性［１５］。 为进一步筛选

出对上述样品分类贡献较大的成分， 本研究以变量

投影重要度 （Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，
ＶＩＰ） ＞１􀆰 ０ 为筛选标准［１６］， 对数据进行处理分析。
共得到 ３ 个有意义变量， 按照变量投影重要度值大

小依次为 ２ 号峰 （绿原酸） ＞ １２ 号峰 （木犀草

苷） ＞１３ 号峰， 见图 ７。 这些成分是 １０ 批样品之

间产生差异的主要原因， 具有一定的标志性作用，
该结果与主成分分析中载荷图的分析结果一致。 为

了更加全面、 高效地评价药物质量， 在以后对东北

苦菜的研究中应重点关注上述成分的质量变化。

图 ６　 １０ 批样品 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析散点图

Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｏｆ ｔｅｎ
ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论

实验通过对东北苦菜药材进行全波长 ＤＡＤ 检

测器扫描， 比较不同波长下的图谱信息发现， 绿原

酸在 ３６０ ｎｍ 处的吸收值远远低于 ３２７ ｎｍ 处， 其他

成分在 ３６０ ｎｍ 均有较好的吸收值， 为了不影响各

成分的紫外检测， 且满足各成分在最大吸收波长范

围内均有稳定的紫外吸收， 因此， 选用 ３２７、
３６０ ｎｍ为检测波长［１７⁃１８］。 建立了东北苦菜的 ＵＰＬＣ
指纹图谱， 并对 １０ 批样品进行了相似度评价， 结

５９３
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图 ７　 １０ 批样品各成分 ＶＩＰ 图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＶＩＰ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｆｒｏｍ
ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

果显示 １０ 批样品相似度均在 ０􀆰 ９５３ 以上； 图谱中

有 １９ 个共有峰， 标定了 ５ 个化合物， 经指认为绿

原酸、 咖啡酸、 异槲皮素、 木犀草苷、 木犀草素。
为了改进相似度评价系统对指纹图谱数据处理

的不足， 采用化学模式识别技术对指纹图谱的数据

进行分析， 可以更加客观的评价中药真伪与优

劣［１９⁃２０］。 本实验采用指纹图谱相似度评价和化学

模式识别技术相结合的方法对不同产地的东北苦菜

进行研究， ３ 种分析结果相互验证， 系统地阐明东

北苦菜药材内在质量特征， 以期为今后其质量控制

提供参考。
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