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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家中医药管理局中医药科学技术研究专项课题（国中医药科２０１３Ｘ０７）
 ［通信作者］　李军山，高级工程师，研究方向：配方颗粒工艺与质量标准；Ｅｍａｉｌ：ｌｉｊｕｎｓｈａｎ＠ｓｈｉｎｅｗａｙｃｏｍ

基于指纹图谱与聚类分析评价

不同产地关升麻质量
△

焦光磊１，李军山１，２，孙福仁１，常云凤１，李雪丽１，李振江１

（１神威药业集团有限公司，河北　石家庄　０５１４３０；
２河北省中药配方颗粒工程技术研究中心，河北　石家庄　０５０２００）

［摘要］　目的：建立关升麻药材指纹图谱方法，评价不同产地关升麻药材质量。方法：色谱柱为 ＧＬＳｃｉｅｎｃｅｓ
ＩｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎＡＱＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈０１％磷酸水溶液，柱温为３０℃，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ

－１，

检测波长为３１７ｎｍ。采用相似度评价、聚类分析、主成分分析方法，对１５批样品进行了比较与分析。结果：１５批
关升麻样品中确定了１０个共有峰，相似度在０８０以上，并分为２类。结论：该方法简便、可靠，可以用于不同产地
关升麻的质量控制与评价。３个产区中以辽宁省产的关升麻质量最好，同一产区中不同产地间关升麻质量差异较大。

［关键词］　关升麻；指纹图谱；聚类分析；主成分分析
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ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０１０４００５

升麻为毛茛科植物大三叶升麻 Ｃｉｍｉｃｉｆｕｇａｈｅｒａ
ｃｌｅｉｆｏｌｉａＫｏｍ、兴安升麻Ｃｄａｈｕｒｉｃａ（Ｔｕｒｃｚ）Ｍａｘｉｍ
或升麻ＣｆｏｅｔｉｄａＬ的干燥根茎，具有发表透疹、清
热解毒、升举阳气功能［１］。升麻属为多基原、多年

生草本植物，３种基原升麻对生长环境要求不同，
其中，大三叶升麻仅产于辽宁、吉林、黑龙江地区，

习称 “关升麻”［２］。大三叶升麻主要化学成分为三

萜及其苷类、有机酸类等成分，并含一个色原酮类

化合物Ｎｏｒｋｈｅｌｌｏｓｉｄｅ［３４］。升麻水提液具有一定的抗
炎活性，且大三叶升麻＞升麻＞兴安升麻［５］。

肖浩等［６］应用近红外光谱法对广升麻药材进行

快速分析，并对未知样品进行含量预测。沈保家

等［７］基于指纹图谱对升麻药材进行质量评价。本文

以关升麻为研究对象，通过指纹图谱结合聚类分析，

·３５９·
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对不同产地关升麻药材进行了全面的分析，评价不

同产地关升麻的质量。

１　材料

日本岛津公司 ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱
系统，包括在线脱气机、ＳＩＬ２０Ａ自动进样器、ＳＰＤ
Ｍ２０Ａ二极管阵列检测器、ＣＴＯ２０ＡＣ柱温箱；电子
分析天平（梅特勒托利多国际有限公司）。

对照品：异阿魏酸（批号：１１１６９８２０１１０３，纯度
９９３％）和阿魏酸（批号：１１０７７３２０１３１３，纯度９９０％）
购于中国食品药品检定研究院；磷酸和乙腈（色谱纯，

天津科密欧化学试剂有限公司）；水（纯化水）。

关升麻药材共１５批，经河北省药品检验研究院
孙宝惠主任中药师鉴定为毛茛科植物大三叶升麻

ＣｉｍｉｃｉｆｕｇａｈｅｒａｃｌｅｉｆｏｌｉａＫｏｍ的干燥根茎。１５批关升
麻药材经企业质量检测中心检测，确认各项指标符

合 《中华人民共和国药典》（２０１５版）关于升麻的检
查项要求，其样品信息见表１。

表１　关升麻药材信息
编号 产地 药材批号 称样量／ｇ

Ｓ１ 辽宁省本溪 １７０６１２６ １０３

Ｓ２ 辽宁省铁岭 １７０６１３２ １０５

Ｓ３ 吉林省辉南 １７０６１３５ １０３

Ｓ４ 黑龙江省通河县 １７０６１２５ １０３

Ｓ５ 辽宁省西丰 １７０６１２８ １０２

Ｓ６ 吉林省安图 １７０６１３３ １０５

Ｓ７ 黑龙江省孙吴县 １７０６１２１ １０６

Ｓ８ 吉林省松原 １７０６１３６ １０７

Ｓ９ 黑龙江省铁力县 １７０６１２３ １０５

Ｓ１０ 黑龙江省密山县 １７０６１２４ １０４

Ｓ１１ 辽宁省凤城 １７０６１２９ １０４

Ｓ１２ 黑龙江省逊克县 １７０６１２２ １０４

Ｓ１３ 吉林省柳河 １７０６１３４ １０３

Ｓ１４ 辽宁省新宾 １７０６１２７ １０４

Ｓ１５ 辽宁省盖平 １７０６１３１ １０５

２　方法与结果

２１色谱条件

色谱柱为ＧＬＳｃｉｅｎｃｅｓＩｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎＡＱＣ１８（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈（Ａ）０１％磷酸水
（Ｂ），按程序梯度洗脱（０ｍｉｎ→１０ｍｉｎ，８％→１３％Ａ；

１０ｍｉｎ→２５ｍｉｎ，１３％→１６％Ａ；２５ｍｉｎ→３０ｍｉｎ，
１６％→１７５％Ａ；３０ｍｉｎ→４０ｍｉｎ，１７５％→１９％Ａ；
４０ｍｉｎ→５０ｍｉｎ，１９％→４０％Ａ；５０ｍｉｎ→６５ｍｉｎ，
４０％→８０％Ａ；柱温：３０℃；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
进样体积：１０μＬ；检测波长：３１７ｎｍ。

２２对照品溶液的制备

取阿魏酸、异阿魏酸对照品适量，精密称定，

加１０％乙醇水制成每 １ｍＬ各含阿魏酸 ００４５ｍｇ、
异阿魏酸 ００２１ｍｇ的混合溶液，置冰箱中保存，
备用。

２３供试品溶液的制备

取关升麻药材，粉碎成粗粉，精密称定，转移

至圆底烧瓶中，加入５０ｍＬ１０％乙醇水溶液，称质
量，加热回流提取２５ｈ，取出，放凉，称质量，用
１０％乙醇水补足失质量，过 ０２２μｍ微孔滤膜，
即得。

２４指纹图谱方法学考察

２４１精密度考察　取吉林省柳河关升麻药材粗粉
约０５ｇ，精密称定，转移至圆底烧瓶中，加入１０％
乙醇水溶液５０ｍＬ，称质量，加热回流提取２５ｈ，
取出，放凉，称质量，用 １０％乙醇水补足失质量，
过０２２μｍ微孔滤膜。样品重复测定６次，计算相
对保留时间与相对峰面积的 ＲＳＤ分别为 ００１％ ～
０１８％和０１２％ ～２０７％，说明各主要色谱峰保留
时间与峰面积基本一致，符合指纹图谱要求。

２４２稳定性考察　取吉林省柳河关升麻药材粗粉
约０５ｇ，精密称定，转移至圆底烧瓶中，加入１０％
乙醇水溶液５０ｍＬ，称质量，加热回流提取２５ｈ，
取出，放凉，称质量，用 １０％乙醇水补足失质量，
过０２２μｍ微孔滤膜。样品分别于０、２、４、６、８、
１０ｈ测定，计算相对保留时间与相对峰面积的 ＲＳＤ
分别为００３％～０１５％和０１２％ ～１８７％。说明各
主要色谱峰保留时间与峰面积基本一致，符合指纹

图谱要求。

２４３重复性考察　分别取吉林省柳河关升麻药材
粗粉约０５ｇ，共５份，精密称定，转移至圆底烧瓶
中，加入１０％乙醇水溶液５０ｍＬ，称质量，加热回
流提取２５ｈ，取出，放凉，称质量，用１０％乙醇水
补足失质量，过０２２μｍ微孔滤膜。５个样品分别测
定，计算相对保留时间与相对峰面积的 ＲＳＤ分别为
００２％～０６２％和０９８％～２４５％。说明各主要色谱
峰保留时间与峰面积基本一致，符合指纹图谱要求。

·４５９·
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２５供试品溶液测定

按照２３方法制备１５批供试品溶液，分别精密
吸取对照品和供试品溶液各１０μＬ，注入高效液相色
谱仪，按上述色谱条件进行测定，记录色谱图（见图

１）。确定了１０个共有峰，通过与对照品保留时间和
紫外最大吸收波长的比对，指认了２个成分，为阿
魏酸（３）和异阿魏酸（４），见图２。

２６指纹图谱的建立与分析

２６１参比峰选择　在各样品指纹图谱共有峰中，
异阿魏酸（４）紫外吸收强，峰形对称，无拖尾，分

离度好，确定为参比峰。

２６２指纹图谱的建立及相似度评价　将１５批关升
麻样品色谱图导入 《中药色谱指纹图谱和相似度评

价系统》（２０１２版），选取时间窗宽度为 ０１ｍｉｎ，
以中位数生成对照色谱图，经过多点校正后自动

匹配，生成关升麻药材指纹图谱共有模式，见图

１。由表２相似度计算结果可知，１５批样品与对
照谱图比较，１３批样品相似度均大于 ０９０，两
批样品指纹图谱相似度小于 ０９０，说明 １５批样
品整体的相似度较好，但不同产地的关升麻药材

差异是存在的。

注：３阿魏酸；４异阿魏酸。

图１　１５批关升麻药材指纹图谱

注：Ｓ１阿魏酸和异阿魏酸对照品；Ｓ２关升麻药材；３阿魏酸；４异阿魏酸。

图２　关升麻药材指纹图谱

·５５９·
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表２　１５批关升麻药材指纹图谱相似度计算结果
编号 相似度

Ｓ１ ０９７０

Ｓ２ ０９９０

Ｓ３ ０９８０

Ｓ４ ０８２３

Ｓ５ ０９９２

Ｓ６ ０９９２

Ｓ７ ０９９５

Ｓ８ ０９８８

Ｓ９ ０８９７

Ｓ１０ ０９５８

Ｓ１１ ０９９４

Ｓ１２ ０９９０

Ｓ１３ ０９７３

Ｓ１４ ０９８９

Ｓ１５ ０９５９

２７关升麻药材的聚类分析及主成分分析

２７１关升麻药材聚类分析　运用 ＳＰＳＳ软件，对
１５批关升麻样品指纹图谱１０个共有峰进行筛选，其
中６号峰与 ８号峰峰面积小、分离度差，故舍去。
选用其他８个峰的峰面积作为聚类分析的源数据，
经过标准化处理，聚类方法为组间连接，样品距离

度标准采用平均Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离，进行聚类，结果见
图３。

图３　１５批关升麻药材聚类分析

从图３中可知，１５批样品被分成２个大类，第
一大类包括：辽宁省西丰、辽宁省新宾、黑龙江省

孙吴县、辽宁省凤城、吉林省安图、辽宁省本溪、

吉林省松原、辽宁省盖平、辽宁省铁岭；第二大类

包括：吉林省辉南、吉林省柳河、黑龙江省密山县、

黑龙江省逊克县、黑龙江省铁力县、黑龙江省通河

县。在第一大类里，辽宁省本溪、辽宁省盖平、辽宁

省铁岭被单独分成一类，辽宁省西丰县、辽宁省新宾

县被分成一组，说明虽然产地接近，但土壤、环境、

水分等自然因素不尽相同，造成化学成分上的差异。

２７２关升麻药材的主成分分析　对１５批关升麻药
材指纹图谱中 ８个共有峰峰面积（峰 １、２、３、４、
５、６、７、９、１０）进行主成分分析，提取出３个主成
分。方差累积贡献率达到８４２０％，可以代表整个样
品的基本信息。

依据主成分中主成分１与主成分２矩阵系数做
图可知（图４），主成分分析将１５个产地的关升麻分
成了两个部分，即黑龙江省逊克县、黑龙江省通河

县、黑龙江省密山县、黑龙江省铁力县、吉林省辉

南、吉林省柳河为一大类，其余产地为一大类，与

聚类分析结果一致，验证了聚类分析的可靠性。

图４　各产地关升麻药材在主成分１、２上二维分布

３　讨论

３１提取溶剂和方法的比较

对１０％、３０％、６０％乙醇水进行比较，以１０％
乙醇水提取的样品中色谱峰个数较多，峰型较好，

故提取溶剂选择１０％乙醇水。对比了超声与回流提
取方式，超声提取样品中峰个数少、峰面积较小，

回流提取则峰面积较大、峰个数较多，因此选用回

流提取。同时对提取溶剂用量考察，分别为２５、５０、
７０ｍＬ，最终确定了２３供试品溶液的制备方法。

３２色谱条件的考察

分别考察了乙腈水、乙腈０１％磷酸水、乙腈
·６５９·
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０５％磷酸水３个流动相体系，结果表明，采用乙腈
０１％磷酸水溶液时，指纹图谱中主要色谱峰分离
较好，基线波动小，有利于指纹图谱的数据采集，

有效确保数据的可重现性，因此，确定乙腈０１％
磷酸水溶液作为流动相。

３３检测波长筛选

分别选用２０３、２５４、３１７ｎｍ作为检测波长，结
果发现在３１７ｎｍ下各色谱峰分离度较好，杂质峰干
扰最小，故选择３１７ｎｍ作为检测波长。

东北三省为关升麻道地产区，１５批关升麻药材
收购于黑龙江、吉林、辽宁３个省不同产地，经过
企业质量控制中心检测，各项指标符合 《中华人民

共和国药典》（２０１５版）关于升麻项下的要求，确保
所选关升麻药材合规性，且对东北产区关升麻具有

代表性。

相比较于含量测定，指纹图谱方法可全面地展

示药材中的化学信息。经过方法学考察，本文所用

方法符合指纹图谱方法学要求，通过关升麻指纹图

谱方法的建立，可获得关升麻药材中的多种化学信

息，提取、筛选出符合要求的数据作为不同产地关

升麻药材的标签，应用聚类分析、主成分分析方法，

进一步挖掘数据内部的联系，以此对关升麻不同的

产地进行分析、评价。

由于中药指纹图谱统计软件计算相似度时，只

对化合物保留时间做相似度分析，而忽略了化合物

峰面积，因此，１５批关升麻样品中１３批指纹图谱相
似度在０９０以上，仅仅对不同产地关升麻药材做出

一个整体性的评价。而应用聚类分析对１５批关升麻
样品进行数据分析时，发现不同产地间关升麻药材

有着较明显的差异，１５批样品被分成两个大类，继
而，应用主成分分析的方法对数据再次统计分析，

且与聚类分析结果一致。

通过指纹图谱与聚类分析结合使用的方式，对

不同产地关升麻药材进行分析、评价，不同产地的

关升麻样品间表现出差异性，说明不同产地间土壤、

气候、环境、人为因素等差异对多年生关升麻质量

有一定的影响。
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