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摘要： 目的　 基于 ＵＰＬＣ 指纹图谱结合化学模式识别对肚痛丸质量进行控制。 方法 　 该药物甲醇提取液的分析采用

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲醇， 梯度洗脱； 体积流量

０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ。 建立 ＵＰＬＣ 指纹图谱， 通过主成分分析 （ＰＣＡ）、 正交偏最小二乘法⁃判
别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 进行分析。 结果　 ４０ 批样品中有 １０ 个共有峰， 相似度均大于 ０􀆰 ９９， 并聚为 ２ 类， 芸香柚皮苷、
香蜂草苷、 ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ 为主要差异性成分。 结论 　 该方法简便快速、 重复性好， 可为肚痛丸质量标准的制定提供

依据。
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　 　 肚痛丸由干姜、 豆蔻 （去壳）、 肉桂、 枳实 （麸炒）、
木香、 乌药、 厚朴 （姜制）、 砂仁、 荜茇、 罂粟壳 １０ 味药

材组成， 具有温中散寒， 理气止痛的功效， 临床上主要用

于寒凝气滞所致的腹中冷痛、 胸胁胀闷、 呕逆吐酸等症，
其质量标准收载于 《中华人民共和国卫生部药品标准》
（中药成方制剂第六册）， 但仅有外观、 性状、 水分、 重量

差异等丸剂项下常规检查项目［１］ ， 仅文献 ［２］ 采用 ＧＣ 法

同时测定其中 ６ 种成分的含量。 因此， 本实验建立肚痛丸

ＵＰＬＣ 指纹图谱， 并结合主成分分析 （ＰＣＡ）、 正交偏最小

二乘法⁃判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 进行综合分析， 以期为该制

剂稳定性评价及质量标准提高提供依据［３⁃１１］ 。
１　 材料

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｈ⁃Ｃｌａｓｓ 超高效液相色谱仪 ［沃特世科

技 （上海） 有限公司］； Ａｇｉｌｅｎｔ ６５４０ ＵＨＤ Ａｃｃｕｒａｔｅ⁃Ｍａｓｓ Ｑ⁃
ＴＯＦ 高分辨四级杆⁃飞行时间质谱仪 （美国安捷伦公司），
配置标准电喷雾离子源 （ＥＳＩ）、 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ａｃｕｑｕｉｓｉｔｉｏｎ 色

谱工作站、 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ 数据处理软件； ＢＸ８２００ＨＰ
型超声仪 （上海新苗医疗器械制造有限公司）； ＥＸ２２５ＤＺＨ
型电子天平 ［０􀆰 ０１ ｍｇ， 奥豪斯仪器 （常州） 有限公司。
色谱纯甲醇、 乙腈 （山东禹王和天下新材料有限公司）；

质谱纯甲醇、 乙腈 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； 质谱纯甲酸 ［阿
拉丁试剂 （上海） 有限公司］； 水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水 （美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
橙皮 苷 （ 批 号 ｗｋｑ１９０１３１０５ ）、 香 蜂 草 苷 （ 批 号

ｗｋｑ１９０１０２０４）、 胡椒碱 （批号 ｗｋｑ１８０５０７０４）、 和厚朴酚

（批号 ｗｋｑ１９０２２７０８）、 厚朴酚 （批号 ｗｋｑ１９０２２６０５） 对照

品均购于四川省维克奇生物科技有限公司； 芸香柚皮苷

（批号 １８１００９） 对照品购于成都植标化纯生物技术有限公

司， 纯度均≥９８％ 。 ４０ 批肚痛丸来源于广州白云山中一药

业有限公司， 具体信息见表 １。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱、 质谱条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （Ａ） ⁃甲醇

（Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ ３ ｍｉｎ， ５％ ～ ３５％ Ｂ； ３ ～ １２ ｍｉｎ，
３５％ ～ ５３％ Ｂ； １２ ～ １３ ｍｉｎ， ５３％ ～ ６５％ Ｂ； １３ ～ ２４ ｍｉｎ，
６５％ ～８０％ Ｂ； ２４～２７ ｍｉｎ， ８０％ ～ ９５％ Ｂ； ２７ ～ ３５ ｍｉｎ， ９５％
Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ；
进样量 ２ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）， 正、 负离子模式， 扫

０５４３

２０２１ 年 １２ 月

第 ４３ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． １２



　 　 　 　 表 １　 样品信息

编号 批号 编号 批号 编号 批号 编号 批号

Ｓ１ Ｘ１７０１ Ｓ１１ Ｘ１８０２ Ｓ２１ Ｙ１８０５ Ｓ３１ Ｗ１６０５
Ｓ２ Ｘ１７０２ Ｓ１２ Ｘ１８０３ Ｓ２２ Ｙ１８０６ Ｓ３２ Ｗ１６０６
Ｓ３ Ｘ１７０３ Ｓ１３ Ｘ１８０４ Ｓ２３ Ｙ１８０７ Ｓ３３ Ｗ１６０７
Ｓ４ Ｘ１７０４ Ｓ１４ Ｘ１８０５ Ｓ２４ Ｙ１８０８ Ｓ３４ Ｗ１６０８
Ｓ５ Ｘ１７０５ Ｓ１５ Ｘ１８０６ Ｓ２５ Ｙ１８０９ Ｓ３５ Ｗ１６０９
Ｓ６ Ｘ１７０６ Ｓ１６ Ｘ１８０７ Ｓ２６ Ｘ１８０８ Ｓ３６ Ｗ１６１０
Ｓ７ Ｘ１７０７ Ｓ１７ Ｙ１８０１ Ｓ２７ Ｗ１６０１ Ｓ３７ Ｗ１６１１
Ｓ８ Ｘ１７０８ Ｓ１８ Ｙ１８０２ Ｓ２８ Ｗ１６０２ Ｓ３８ Ｗ１６１２
Ｓ９ Ｘ１７０９ Ｓ１９ Ｙ１８０３ Ｓ２９ Ｗ１６０３ Ｓ３９ Ｗ１６１３
Ｓ１０ Ｘ１８０１ Ｓ２０ Ｙ１８０４ Ｓ３０ Ｗ１６０４ Ｓ４０ Ｗ１６１４

　 　 注：批号 Ｗ 开头为 ２０１６ 年生产，Ｘ 开头为 ２０１７ 年生产，Ｙ 开头

为 ２０１８ 年生产。

描范围 ｍ ／ ｚ １００～１ ５００； 干燥器体积流量 ８􀆰 ０ Ｌ ／ ｍｉｎ， 温度

３２５ ℃； 雾化器压力 ３５ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ０􀆰 １３３ ｋＰａ）； 锥孔电压

７５ Ｖ；毛细管电压 ４ ０００ Ｖ（＋）、３ ５００ Ｖ（－）。 数据处理工作

站采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｂ．０６􀆰 ００。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液　 取芸香柚皮苷、 橙皮苷、 香蜂草苷、
胡椒碱、 和厚朴酚、 厚朴酚对照品各约 １０ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ
量瓶中， 甲醇稀释至刻度， 摇匀， 得贮备液 （１ ｍｇ ／ ｍＬ），
取 １ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇稀释至刻度， 摇匀， 即得

（每 １ ｍＬ 含 １００ μｇ 该成分）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 取丸剂适量， 研细， 取粉末约 １􀆰 ０ ｇ，
精密称定， 置于具塞锥形瓶中， 加入甲醇 ５０ ｍＬ， 密塞，
称定质量， 超声 （１００ Ｈｚ） 处理 ６０ ｍｉｎ， 冷却至常温， 甲

醇补足减失的质量， 摇匀， 静置， 取上清液适量， 置于

２ ｍＬ离心管中， 离心 （１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） ２０ ｍｉｎ， 即得。
２􀆰 ３　 参照峰确定　 由于 ６ 号峰 （厚朴酚） 与其他色谱峰分

离度良好， 保留时间、 峰面积适中， 故选择其作为参照峰

（Ｓ）。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验　 取丸剂 （批号 Ｘ１７０８） 粉末约 １􀆰 ０ ｇ，
精密称定， 按 “ ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 每次 ２ μＬ， 测得各

共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 均

小于 ３􀆰 ０％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验　 取丸剂 （批号 Ｘ１７０８） 粉末约 １􀆰 ０ ｇ，
精密称定， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶

液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 每次 ２ μＬ， 测

得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １％ ， 相对峰面积

ＲＳＤ 均小于 ３􀆰 ０％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验　 取丸剂 （批号 Ｘ１７０８） 粉末约 １􀆰 ０ ｇ，
精密称定， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、
２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
每次 ２ μＬ， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １％ ，
相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ３􀆰 ０％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ５　 ＵＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 ５􀆰 １　 共有峰标定 　 取 ４０ 批丸剂粉末， 每批 １􀆰 ０ ｇ， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 指纹图谱见图 １。 将其以 ＣＤＦ 格式导入

“中药色谱指纹图谱相似度评级系统” （２０１２ 版）， 采用中

位数法， 设定时间窗为 ０􀆰 １， ６ 号峰 （厚朴酚） 为参照峰，
经多点校正自动匹配后生成对照 ＵＰＬＣ 指纹图谱， 选择图

谱中峰面积较大、 分离度较好的色谱峰作为共有峰， 结果

共标定出 １０ 个。

图 １　 ４０ 批样品 ＵＰＬＣ 指纹图谱

２􀆰 ５􀆰 ２　 共有峰指认 　 在 “ ２􀆰 １” 项条件下通过 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃
ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术对色谱峰进行鉴定， 通过紫外吸收光谱、 精确

分子量信息、 相关文献数据初步鉴定了 １０ 个共有峰， 其中

１～６ 号峰经对照品确认， 结果见图 ２～３、 表 ２。
２􀆰 ５􀆰 ３　 相似度评价 　 以图 ３ 为参照， 计算各批样品相似

度， 结果见表 ３， 可知均大于 ０􀆰 ９９０， 表明不同样品之间的

一致性较好。 以 ６ 号峰 （厚朴酚） 为参照峰， 测得各共有

峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％ ， 但相对峰面积 ＲＳＤ 在

１３％ ～３４％ 之间， 其中 １、 ３、 ７ 号峰相差最大 （ＲＳＤ 均大于

２１％ ）， 见表 ４， 表明各成分含量在不同批次样品中存在一

定差异。
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图 ２　 样品正、 负离子 ＴＩＣ 图及 ＵＰＬＣ 图

１． 芸香柚皮苷　 ２． 橙皮苷　 ３． 香蜂草苷　 ４． 胡椒碱　 ５． 和厚朴

酚　 ６． 厚朴酚 　 ７． ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ 　 ８． ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｎｅ 　 ９． （２Ｅ， ４Ｅ，
１２Ｚ） ⁃Ｎ⁃ｉｓｏｂｕｔｙｌｏｃａｔａｄｅｃａ⁃２， ４， １２⁃ｔｒｉｅｎａｍｉｄｅ 　 １０． （ ２Ｅ， ４Ｅ，
１４Ｚ） ⁃Ｎ⁃ｉｓｏｂｕｔｙｌｅｉｃｏｓａ⁃２， ４， １４⁃ｔｒｉｅｎａｍｉｄｅ

图 ３　 样品对照 ＵＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ６　 化学模式识别

２􀆰 ６􀆰 １　 主成分分析 （ＰＣＡ） 　 将 ４０ 批样品 １０ 个共有峰的

　 　 　 　表 ２　 共有峰鉴定结果

峰号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 成分 化学式 准分子离子
ＭＳ

理论值 实测值 误差（×１０－６）
定性依据

１ ７􀆰 ３６１ 芸香柚皮苷 Ｃ２７Ｈ３２Ｏ１４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ５８１􀆰 １８６ ５ ５８１􀆰 １８６ ６ －０􀆰 ２
［Ｍ⁃Ｈ］ － ５７９􀆰 １７１ ９ ５７９􀆰 １７３ ３ －２􀆰 ３６

对照品

２ ８􀆰 １２７ 橙皮苷 Ｃ２８Ｈ３４Ｏ１５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ６１１􀆰 １９７ ０ ６１１􀆰 １９７ ４ －０􀆰 ５８
［Ｍ⁃Ｈ］ － ６０９􀆰 １８２ ５ ６０９􀆰 １８３ ７ －１􀆰 ９８

对照品

３ １１􀆰 １３８ 香蜂草苷 Ｃ２８Ｈ３４Ｏ１４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ５９５􀆰 ２０２ １ ５９５􀆰 ２０２ ９ －１􀆰 ２９
［Ｍ⁃Ｈ］ － ５９３􀆰 １８７ ３ ５９３􀆰 １８９ ０ －２􀆰 ３９

对照品

４ １７􀆰 １１２ 胡椒碱 Ｃ１７Ｈ１９ＮＯ３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２８６􀆰 １４３ ８ ２８６􀆰 １４４ ７ －３􀆰 ２６ 对照品

５ １８􀆰 ４７５ 和厚朴酚 Ｃ１８Ｈ１８Ｏ２ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２６５􀆰 １２３ ４ ２６５􀆰 １２３ ８ －１􀆰 ４９ 对照品

６ ２０􀆰 ３５２ 厚朴酚 Ｃ１８Ｈ１８Ｏ２ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２６７􀆰 １３８ ０ ２６７􀆰 １３８ ８ －３􀆰 １７ 对照品

７ ２３􀆰 ４０３ ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ Ｃ２１Ｈ２７ＮＯ３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３４２􀆰 ２０６ ４ ３４２􀆰 ２０７ ３ －２􀆰 ７３ ［１２］
８ ２７􀆰 ４５３ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｎｅ Ｃ２４Ｈ３３ＮＯ３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３８４􀆰 ２５３ ３ ３８４􀆰 ２５４ ０ －１􀆰 ７７ ［１３］
９ ２９􀆰 １９０ （２Ｅ，４Ｅ，１２Ｚ）⁃Ｎ⁃

ｉｓｏｂｕｔｙｌｏｃａｔａｄｅｃａ⁃２，４，１２⁃ｔｒｉｅｎａｍｉｄｅ
Ｃ２２Ｈ３９ＮＯ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３３４􀆰 ３１０ ４ ３３４􀆰 ３１１ ３ －２􀆰 ５８ ［１４］

１０ ３０􀆰 ２３６ （２Ｅ，４Ｅ，１４Ｚ）⁃Ｎ⁃
ｉｓｏｂｕｔｙｌｅｉｃｏｓａ⁃２，４，１４⁃ｔｒｉｅｎａｍｉｄｅ

Ｃ２４Ｈ４３ＮＯ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３６２􀆰 ３４１ ７ ３６２􀆰 ３４２ ８ －２􀆰 ８３ ［１５］

表 ３　 ４０ 批样品相似度测定结果

批号 相似度 批号 相似度 批号 相似度 批号 相似度

Ｓ１ ０􀆰 ９９８ Ｓ１１ ０􀆰 ９９７ Ｓ２１ ０􀆰 ９９５ Ｓ３１ ０􀆰 ９９４

Ｓ２ ０􀆰 ９９７ Ｓ１２ ０􀆰 ９９８ Ｓ２２ ０􀆰 ９９４ Ｓ３２ ０􀆰 ９９７

Ｓ３ ０􀆰 ９９５ Ｓ１３ ０􀆰 ９９７ Ｓ２３ ０􀆰 ９９５ Ｓ３３ ０􀆰 ９９４

Ｓ４ ０􀆰 ９９９ Ｓ１４ ０􀆰 ９９１ Ｓ２４ ０􀆰 ９９３ Ｓ３４ ０􀆰 ９９９

Ｓ５ ０􀆰 ９９８ Ｓ１５ ０􀆰 ９９０ Ｓ２５ ０􀆰 ９９３ Ｓ３５ ０􀆰 ９９８

Ｓ６ ０􀆰 ９９８ Ｓ１６ ０􀆰 ９９６ Ｓ２６ ０􀆰 ９９６ Ｓ３６ ０􀆰 ９９９

Ｓ７ ０􀆰 ９９９ Ｓ１７ ０􀆰 ９９５ Ｓ２７ ０􀆰 ９９３ Ｓ３７ ０􀆰 ９９９

Ｓ８ ０􀆰 ９９８ Ｓ１８ ０􀆰 ９９４ Ｓ２８ ０􀆰 ９９９ Ｓ３８ ０􀆰 ９９７

Ｓ９ ０􀆰 ９９９ Ｓ１９ ０􀆰 ９９５ Ｓ２９ ０􀆰 ９９５ Ｓ３９ ０􀆰 ９９９

Ｓ１０ ０􀆰 ９９８ Ｓ２０ ０􀆰 ９９５ Ｓ３０ ０􀆰 ９９１ Ｓ４０ ０􀆰 ９９４

峰面积进行标准化处理， 得到 １０ 阶×４０ 阶数据矩阵， 导入

ＳＩＭＣＡ １３􀆰 ０ 软件中， 得到方差贡献率。 结果， 第一、 第

二、 第三主成分贡献率分别为 ４６􀆰 ８％ 、 ３１􀆰 ９％ 、 ９􀆰 ８％ ， 累

积贡献率达 ８８􀆰 ５％ ， 可反映指纹图谱共有峰的基本信息，
再对其峰面积适当权重后进行 ＰＣＡ 分析， 结果见图 ４。 由

此可知， 各样品可聚为 ２ 类， Ｓ１ ～ Ｓ１６、 Ｓ２６ ～ Ｓ４０ 为Ⅰ类，
Ｓ１７～ Ｓ２５ 为Ⅱ类， 并且Ⅱ类中 １、 ３ 号峰相对峰面积明显小

于Ⅰ类， ４、 ７ 号峰相对峰面积明显大于Ⅰ类， 可能是样品

聚为 ２ 类的主要原因。

２５４３

２０２１ 年 １２ 月

第 ４３ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． １２



表 ４　 ４０ 批样品共有峰相对峰面积测定结果

样品 １ ２ ３ ４ ５ ６（Ｓ） ７ ８ ９ １０
Ｓ１ １􀆰 ０６９ ３ ４􀆰 ６６８ ３ ０􀆰 ２３４ ２ １􀆰 ２４０ ７ ０􀆰 ９６１ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２０７ ５ ０􀆰 １２８ ６ ０􀆰 ４６３ ０ ０􀆰 ４１０ ９
Ｓ２ １􀆰 １０９ ８ ５􀆰 ３１６ ３ ０􀆰 ２４３ ４ １􀆰 ２２２ ６ ０􀆰 ９２８ ６ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２０２ ３ ０􀆰 １２６ ９ ０􀆰 ４３９ ２ ０􀆰 ３９３ ７
Ｓ３ １􀆰 ２２８ ３ ５􀆰 ９３１ ９ ０􀆰 ２７０ ０ １􀆰 ２０６ ７ ０􀆰 ９６８ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７７ ５ ０􀆰 １２６ ９ ０􀆰 ４８０ ３ ０􀆰 ４２６ １
Ｓ４ ０􀆰 ９７２ ３ ４􀆰 ５９４ ９ ０􀆰 ２１３ ７ １􀆰 ２３９ １ ０􀆰 ９５５ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２０９ ３ ０􀆰 １３１ ８ ０􀆰 ４６２ ６ ０􀆰 ４０７ ２
Ｓ５ １􀆰 ０２４ １ ５􀆰 ０２６ ４ ０􀆰 ２３６ ６ １􀆰 ２００ ４ ０􀆰 ９２８ ５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２０４ ０ ０􀆰 １２９ １ ０􀆰 ４４４ ７ ０􀆰 ３９９ ３
Ｓ６ １􀆰 ０９４ ０ ５􀆰 ３０９ ８ ０􀆰 ２４３ ３ １􀆰 １９５ ８ ０􀆰 ９４７ ８ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７６ ４ ０􀆰 １２０ ８ ０􀆰 ４６９ ５ ０􀆰 ４１８ ８
Ｓ７ ０􀆰 ９６１ ３ ４􀆰 ６４１ ４ ０􀆰 ２１５ ３ １􀆰 ２２７ ０ ０􀆰 ９５６ ５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２１１ ６ ０􀆰 １３３ ５ ０􀆰 ４６７ １ ０􀆰 ４１３ ５
Ｓ８ １􀆰 ０６１ ６ ５􀆰 ２６１ ０ ０􀆰 ２４６ ７ １􀆰 ２１４ ０ ０􀆰 ９４８ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２０７ ４ ０􀆰 １３０ ５ ０􀆰 ４５２ ６ ０􀆰 ４０９ ０
Ｓ９ １􀆰 ００４ ７ ４􀆰 ８５３ ８ ０􀆰 ２２８ １ １􀆰 １８５ ９ ０􀆰 ９６１ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７８ ４ ０􀆰 １２０ ９ ０􀆰 ４７７ ８ ０􀆰 ４２５ ０
Ｓ１０ １􀆰 ００４ ７ ４􀆰 ８５３ ８ ０􀆰 ２２８ １ １􀆰 １８５ ９ ０􀆰 ９６１ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７８ ４ ０􀆰 １２０ ９ ０􀆰 ４７７ ８ ０􀆰 ４２５ ０
Ｓ１１ １􀆰 ０２０ １ ４􀆰 ９９５ ５ ０􀆰 ２２８ ８ １􀆰 ０３６ ２ ０􀆰 ９９３ ０ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １４７ ６ ０􀆰 １０５ ４ ０􀆰 ４４４ ２ ０􀆰 ３９４ ３
Ｓ１２ ０􀆰 ９４０ １ ４􀆰 ４６９ ９ ０􀆰 ２０６ ７ １􀆰 ００１ ７ ０􀆰 ９５２ ２ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １４２ ３ ０􀆰 １０１ ７ ０􀆰 ４２７ ０ ０􀆰 ３８０ ４
Ｓ１３ ０􀆰 ６０５ ５ ４􀆰 ５８３ １ ０􀆰 ２５５ ７ １􀆰 ２９４ １ １􀆰 ３７１ ６ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７７ ８ ０􀆰 １２１ ４ ０􀆰 ５７１ ４ ０􀆰 ４３８ ０
Ｓ１４ ０􀆰 ６９３ ９ ３􀆰 ９４４ ８ ０􀆰 ２０９ ４ １􀆰 ２０２ ４ １􀆰 ４３６ ２ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １６７ ５ ０􀆰 １１６ １ ０􀆰 ５７５ ０ ０􀆰 ４３６ ９
Ｓ１５ ０􀆰 ５２６ ７ ３􀆰 ８６５ ６ ０􀆰 ２１４ ７ １􀆰 ０８１ ８ １􀆰 ４１８ ８ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １５１ ０ ０􀆰 １０８ ８ ０􀆰 ５２２ ８ ０􀆰 ３８３ ２
Ｓ１６ ０􀆰 ６４９ ３ ４􀆰 ７３９ ４ ０􀆰 ２７２ ６ １􀆰 ２５８ １ １􀆰 ４５２ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７２ ０ ０􀆰 １１８ ７ ０􀆰 ５７７ ６ ０􀆰 ４３０ ０
Ｓ１７ ０􀆰 ３６４ ６ ４􀆰 ７１５ ２ ０􀆰 １４９ ０ １􀆰 ５３４ １ ０􀆰 ８９３ ８ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２９１ ６ ０􀆰 １３５ ７ ０􀆰 ５３０ １ ０􀆰 ３５０ ８
Ｓ１８ ０􀆰 ３９０ ６ ４􀆰 ３９５ ８ ０􀆰 １５１ ３ １􀆰 ５４３ ７ ０􀆰 ８６０ ７ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２７６ １ ０􀆰 １２９ ７ ０􀆰 ５０５ ５ ０􀆰 ３０７ ０
Ｓ１９ ０􀆰 ３９９ ７ ４􀆰 ６３９ ２ ０􀆰 １６４ ２ １􀆰 ５８３ ７ ０􀆰 ８６６ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２９５ ０ ０􀆰 １３６ ０ ０􀆰 ５２６ １ ０􀆰 ３２３ ３
Ｓ２０ ０􀆰 ３８１ ８ ４􀆰 ６６８ ０ ０􀆰 １５４ ２ １􀆰 ５７６ ６ ０􀆰 ８６９ ５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２９２ ８ ０􀆰 １３８ ３ ０􀆰 ５３９ ５ ０􀆰 ３３１ ７
Ｓ２１ ０􀆰 ３９１ ５ ４􀆰 ５７８ ６ ０􀆰 １５４ ９ １􀆰 ５０４ ５ ０􀆰 ８８７ ７ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２７４ ５ ０􀆰 １２８ ７ ０􀆰 ５０１ １ ０􀆰 ３０９ ８
Ｓ２２ ０􀆰 ３８０ ８ ４􀆰 ２６０ ７ ０􀆰 １４６ ０ １􀆰 ５１９ ６ ０􀆰 ８５５ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２７７ ７ ０􀆰 １３０ １ ０􀆰 ５０８ ６ ０􀆰 ３１０ ０
Ｓ２３ ０􀆰 ３７１ ３ ４􀆰 ７８３ ６ ０􀆰 １５３ ３ １􀆰 ５２８ ２ ０􀆰 ８５３ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２７９ ８ ０􀆰 １３０ ９ ０􀆰 ５０９ ９ ０􀆰 ３１３ ５
Ｓ２４ ０􀆰 ５９０ ７ ７􀆰 ３５２ ５ ０􀆰 ２３４ １ ２􀆰 １６４ ２ １􀆰 ０８９ ７ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ３９１ ７ ０􀆰 １８６ ５ ０􀆰 ７１８ ７ ０􀆰 ４５８ ８
Ｓ２５ ０􀆰 ４９６ ７ ６􀆰 ０４３ ９ ０􀆰 ２０９ ３ ２􀆰 ０８３ １ １􀆰 ０１１ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ３７７ ７ ０􀆰 １９０ １ ０􀆰 ６８１ ９ ０􀆰 ４３９ ２
Ｓ２６ １􀆰 ３９８ ４ ６􀆰 ４３０ ８ ０􀆰 ３２６ ７ １􀆰 ５３２ ９ １􀆰 １２８ ４ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２１２ ４ ０􀆰 １４８ ９ ０􀆰 ６３９ ４ ０􀆰 ５６６ ６
Ｓ２７ ０􀆰 ８９３ ７ ６􀆰 ３１６ ３ ０􀆰 ３５６ ８ １􀆰 ０７６ ６ １􀆰 ００９ ９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７６ ０ ０􀆰 １２８ ０ ０􀆰 ４３２ ４ ０􀆰 ４７４ ６
Ｓ２８ ０􀆰 ７１３ ７ ４􀆰 ６４０ ４ ０􀆰 ２７７ １ １􀆰 ０３６ ６ ０􀆰 ９７８ ３ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １７０ ０ ０􀆰 １２９ ２ ０􀆰 ４０６ ３ ０􀆰 ４４２ ４
Ｓ２９ ０􀆰 ６５６ ０ ４􀆰 ３７８ ７ ０􀆰 ２５９ ５ １􀆰 ２４７ ９ １􀆰 ４５６ ０ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２２６ ２ ０􀆰 １４０ ２ ０􀆰 ５５２ ８ ０􀆰 ４４６ ８
Ｓ３０ ０􀆰 ７０７ ４ ３􀆰 ７５７ ８ ０􀆰 ２５９ ５ １􀆰 ２２２ ３ １􀆰 ３４６ ０ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２１７ １ ０􀆰 １３４ ３ ０􀆰 ５０４ ０ ０􀆰 ４１７ ２
Ｓ３１ ０􀆰 ７６０ ８ ４􀆰 ３５９ ２ ０􀆰 ２９６ １ １􀆰 ２１９ ３ １􀆰 ４７４ ７ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２１９ ７ ０􀆰 １２７ ２ ０􀆰 ５１２ ９ ０􀆰 ４０８ ６
Ｓ３２ ０􀆰 ８５２ ４ ４􀆰 ８８４ ６ ０􀆰 ３３６ ４ １􀆰 ２４８ ０ １􀆰 ４９１ ２ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２２６ ８ ０􀆰 １３３ ５ ０􀆰 ５３９ １ ０􀆰 ４３９ ８
Ｓ３３ ０􀆰 ８０４ ３ ４􀆰 ４１７ ４ ０􀆰 ３１２ ２ １􀆰 ３１８ ９ １􀆰 ４８５ ８ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２３６ ０ ０􀆰 １３９ ６ ０􀆰 ５４９ ４ ０􀆰 ４４９ １
Ｓ３４ ０􀆰 ８４３ ５ ５􀆰 ３９３ ９ ０􀆰 ３０８ ３ １􀆰 ３６１ ７ ０􀆰 ９９３ ０ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２４９ ８ ０􀆰 １５０ ２ ０􀆰 ５１４ ４ ０􀆰 ４６８ １
Ｓ３５ ０􀆰 ７４６ ０ ４􀆰 ０９０ ４ ０􀆰 ２８８ ４ １􀆰 ２８２ ４ ０􀆰 ９３４ ０ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２２５ ５ ０􀆰 １４０ ８ ０􀆰 ５００ ４ ０􀆰 ４５８ ５
Ｓ３６ ０􀆰 ８３０ ６ ４􀆰 ４６６ ８ ０􀆰 ３１３ ０ １􀆰 ３００ ５ ０􀆰 ９３６ ４ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２３４ ６ ０􀆰 １３１ ８ ０􀆰 ５１１ ４ ０􀆰 ４６１ ４
Ｓ３７ ０􀆰 ７２８ ２ ４􀆰 ２２４ ２ ０􀆰 ２９２ ０ １􀆰 １７４ １ ０􀆰 ９４０ １ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １９７ ３ ０􀆰 １１５ ３ ０􀆰 ４７０ ６ ０􀆰 ４１２ ５
Ｓ３８ ０􀆰 ６４６ ９ ３􀆰 ５５９ ８ ０􀆰 ２５１ ８ ０􀆰 ９８７ ２ ０􀆰 ９３５ ９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １３８ ９ ０􀆰 １１３ ２ ０􀆰 ４１９ ３ ０􀆰 ３７２ １
Ｓ３９ ０􀆰 ７４１ ２ ４􀆰 １３９ ８ ０􀆰 ２８４ ０ １􀆰 ０１６ ５ ０􀆰 ９０１ ７ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １４３ ３ ０􀆰 １０５ １ ０􀆰 ４３９ ２ ０􀆰 ３８６ ８
Ｓ４０ ０􀆰 ７８３ ３ ６􀆰 ２２５ ４ ０􀆰 ３６３ ８ １􀆰 １４６ ３ ０􀆰 ９３４ ５ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 １６１ ４ ０􀆰 １０８ ４ ０􀆰 ４７４ ７ ０􀆰 ４３３ ２

平均值 ０􀆰 ７７１ ０ ４􀆰 ８４４ ５ ０􀆰 ２４４ ７ １􀆰 ３０５ ０ １􀆰 ０５６ ９ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ２１７ ６ ０􀆰 １２９ ８ ０􀆰 ５０６ ０ ０􀆰 ４０９ ３
ＲＳＤ ／ ％ ３３􀆰 ９９ １６􀆰 ３３ ２３􀆰 ８６ １９􀆰 ３４ ２０􀆰 ４０ ０ ２７􀆰 ２１ １３􀆰 ６１ １３􀆰 ２６ １２􀆰 ９６

图 ４　 ４０ 批样品 ＰＣＡ 得分图

２􀆰 ６􀆰 ２　 差异性成分筛选　 根据“２􀆰 ６􀆰 １”项下结果，将 ４０ 批

样品分成 Ａ、Ｂ 两组，进一步通过 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 进行分析，结果

见图 ５。 由此可知。 Ｒ２Ｘｃｕｍ（反映 Ｘ 矩阵解释率）＝ ０􀆰 ８６３，
Ｒ２Ｙｃｕｍ（反映模型稳定性）＝ ０􀆰 ９７３，Ｑ２（反映模型预测性）＝
０􀆰 ９６８，均大于 ０􀆰 ５ 并接近 １，表明模型稳定可靠。

图 ５　 ４０ 批样品 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图
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再根据变量权重的重要性排序 （ＶＩＰ） 值对共有峰进

行筛选， 结果见图 ６， ＶＩＰ 值越大， 对分组区分的贡献率越

大， 差异越明显［１６⁃１７］ 。 本实验以 ＶＩＰ 值＞１􀆰 ２ 为标准， 筛选

出物芸香柚皮苷 （１ 号峰， 来源于枳实）、 香蜂草苷 （３ 号

峰， 来源于枳实）、 ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ （７ 号峰， 来源于荜茇）
为主要差异性成分， 与表 ４ 一致。

图 ６　 １０ 个共有峰 ＶＩＰ 值

３　 讨论

本实验对不同提取方法 （冷浸、 超声、 加热回流）、 提

取溶剂 （３０％ 甲醇、 ７０％ 甲醇、 甲醇、 ９５％ 乙醇）、 提取时

间 （３０、 ６０、 ９０ ｍｉｎ）、 料液比 （１ ∶ ３０、 １ ∶ ５０、 １ ∶ ７０）、
流动相 （甲醇⁃水， 甲醇⁃酸水， 乙腈⁃水， 乙腈⁃酸水）、 检

测波长 （ ２１０、 ２５４、 ２８０、 ３３０ ｎｍ）、 色谱柱 ［ ＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）、 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ⁃Ｃ１８ （３􀆰 ０ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）、 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ
Ｃ１８ ＲＲＨＤ （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） ］、 柱温 （３０、 ３５、
４０、 ４５ ℃）、 体积流量 （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ３０、 ０􀆰 ３５、 ０􀆰 ４０ ｍＬ ／ ｍｉｎ）
进行考察， 最终确定为 “２􀆰 １􀆰 １” 项下色谱条件。

结果显示， ４０ 批肚痛丸 （Ｓ１ ～ Ｓ４０） 的相似度均大于

０􀆰 ９９， 表明其质量在整体水平上具有较好的一致性； ＵＰＬＣ
指纹图谱中以 ６ 号峰为参照峰， 共标定 １０ 个共有峰； 各批

样品分为 ２ 类， Ｓ１７～ Ｓ２５ 聚为Ⅱ类， 其余聚为Ⅰ类； ３ 种差

异性成分来自枳实 （芸香柚皮苷、 香蜂草苷）、 荜茇

（ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ）， 与峰面积分析结果一致， 这也是造成样品

分为 ２ 类的主要原因， 而且 ２ 类样品中三者含量有差异，
其原因可能为①Ⅱ类样品在生产投料时， 枳实中芸香柚皮

苷 （峰 １）、 香 蜂 草 苷 （ 峰 ３） 含 量 较 低， 而 荜 茇 中

ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ （峰 ７） 含量较高； ②样品经过长期贮存后，
荜茇中 ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ 发生降解， 故Ⅰ类样品 （较Ⅱ类样品

生产早 １～２ 年） 中其含量有所下降， 同时芸香柚皮苷、 香

蜂草苷、 ｐｉｐｅｒｎｏｎａｌｉｎｅ 峰面积较小， 也是 ４０ 批样品潜在的

差异性成分， 但三者在指纹图谱中的贡献较小。
综上所述， ＵＰＬＣ 指纹图谱结合化学模式识别可快速、

准确地评价不同批次肚痛丸的质量差异和重点成分， 从而

为全面控制和整体评价该制剂质量提供科学依据。
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摘要： 目的　 探究左归丸对雌激素剥夺诱导的骨质疏松症模型小鼠骨代谢的机制。 方法　 通过卵巢摘除剥夺雌激素的

方法建立骨质疏松症小鼠模型， 成膜后采用左归丸干预治疗。 采用免疫组织化学法测定各组小鼠胫骨近心端 ＥＲα、
ＥＲβ 的表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定小鼠股骨中 ＥＲα、 ＥＲβ 的蛋白表达情况。 并通过雌激素受体阻断剂 ＩＣＩ１８２７８０ 验证左

归丸通过增加雌激素受体表达调节骨代谢。 结果　 免疫组化实验显示， 与模型组比较， 左归丸高、 中剂量组的小鼠

ＥＲα 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左归丸高剂量组小鼠 ＥＲβ 的表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示， 与模型组比

较， 左归丸高、 中、 低剂量组均可使 ＥＲα 表达量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 左归丸各剂量组对 ＥＲβ 的影响均没有显

著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ＩＣＩ１８２７８０ 可阻断左归丸对骨代谢的影响。 结论　 左归丸不能增加骨质疏松症模型小鼠体内的雌

激素水平， 但能通过增加雌激素受体的表达进而影响骨代谢。
关键词： 左归丸； 骨质疏松症； 骨代谢； ＥＲ
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　 　 骨质疏松症是一种常见的全身系统性的骨骼退行性

病变， 多发生在老 年 群 体， 尤 其 是 绝 经 后 的 老 年 女

性 ［１］ 。 随着老龄人口的增多， 骨质疏松症的发病率出现

了逐年攀升的趋势， 引起了社会和医学领域的广泛关

注。 骨质疏松症的产生有多方因素， 包括性激素的减

少、 钙离子的流失、 身体各器官机能的减退、 内分泌的

失调以及其他疾病和药物诱导等因素。 该病严重影响着

中老年人甚至年轻人的身体健康与生活质量， 给社会造

成极大的负担。 因此， 急需找到预防和治疗这类疾病的

有效措施。
补肾法是根据传统中医理论制定的临床预防和治疗骨

病的基本治则， 中医学认为 “肾在体为骨， 骨乃肾所主”，
故 “肾主骨” 理论是研究人员选则用药的主要理论依

据［２⁃３］ 。 本课题选用补肾古方左归丸， 该方是由熟地、 山

药、 山茱萸、 枸杞、 菟丝子、 川牛膝、 龟板胶、 鹿角胶、
八味中药组成， 其功效为滋阴补肾， 填精益髓， 且诸多实

验研究证实， 其对骨质疏松症， 生殖、 内分泌、 免疫系统、
神经系统等均有保护作用［４⁃５］ 。 本研究采用雌激素剥夺的方

法建立绝经后骨质疏松小鼠模型［６］ ， 探究左归丸通过雌激

素 ／雌激素受体途径影响骨代谢的机制， 为临床上采用补肾

法治疗骨质疏松症提供实验依据， 同时也为骨质疏松症的

治疗提供新的思路和方向。
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