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基于多成分含量测定及色谱指纹图谱技术

提升白术药材质量标准
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［摘要］　目的：本文拟建立白术药材的含量测定和液相色谱指纹图谱评价方法，提出其主要活性成分白术内酯
ＩⅢ的含量限度以及白术药材特征色谱峰，为白术药材质量标准的提升和完善提供参考。方法：系统地收集７个省
市共３８批白术药材，采用ＨＰＬＣＤＡＤ方法建立指纹图谱，并测定白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的含量，结合相似度、系统
聚类以及主成分分析法进行综合性分析。结果：３８份白术药材样品中白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的含量分别为（０１０１±
００４４）％、（００２８±００２１）％和（００４１±００４５）％；指纹图谱中有２１个共有峰，并选定其中１０个较为明显的色谱
峰作为白术药材的特征峰；综合分析显示，产地是影响白术药材内在质量差异的重要因素。结论：不同来源白术药

材内在质量差异较大，所建立的含量测定方法和指纹图谱技术能够较准确反映药材质量，且两者结果较为一致，考

虑到不同来源样品含量差异大，根据稳定性较高的道地产区浙江产白术的含量测定结果，建议白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
的最低含量限度分别为００８２％、００１４％和００１３％，可为２０２０版 《中华人民共和国药典》关于白术药材质量标准

的修订提供参考。
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白术药材来源于菊科植物白术 Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ
ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａＫｏｉｄｚ的干燥根茎，其味苦、甘，性
温，归脾、胃经，具有健脾益气、燥湿利水、止汗、

安胎的功效，常用于治疗脾虚、腹胀、胎动不安等

病症［１］。始载于 《神农本草经》，为上品药材，是

著名的道地药材 “浙八味”之一。在我国，白术的

主要产区为浙江、四川、安徽、湖北、湖南等地，

以栽培为主，其中浙江於潜所产白术的品质最佳，

故又称其为 “於术”［２］。目前，从白术中分离出超

过７９种化学成分，包含倍半萜类、三萜类、多糖
类、黄酮苷类以及多炔类等化合物［３］，其中倍半萜

类是白术最重要的一类化合物，以挥发性成分白术

内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ以及苍术酮为主［４］。现代药理学研

究表明，白术具有多种药理作用，如改善胃肠功

能［５］、利尿、抗炎症［６７］、抗抑郁［８］、抗肿瘤［９］、

增强免疫功能［１０］等活性，其中白术内酯类是其药理

活性作用的重要成分。

白术为常用中药材，具有广泛的应用，但迄今

其质量标准尚不完善。《中华人民共和国药典》２０１５
版中，仅从显微鉴别、薄层色谱、色度、水分、总

灰分以及二氧化硫等方面对白术药材质量进行控

制［１］，并没有规定含量测定和指纹图谱两项。虽然

已有白术含量测定和指纹图谱的研究报道［１１１３］，但

并没有明确提出白术内酯等指标成分的含量限度和

建立特征图谱。本研究系统地收集主要产区７个省
市共３８批白术药材，建立了白术药材的含量测定和
化学色谱指纹图谱评价方法，提出其主要活性成分

白术内酯Ｉ～Ⅲ的含量限度以及白术药材特征色谱
峰，为白术药材质量标准的提升和完善提供参考。

１　材料

１１仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ＨＰＬＣ（Ｇ１３２２Ａ型在线脱气机、
Ｇ１３１１Ａ型液相泵、Ｇ１３２９Ａ自动进样器、Ｇ１３１６Ａ
柱温箱、Ｇ１３１５Ｂ型 ＤＡＤ检测器、Ａｇｉｌｅｎｔ色谱工作
站）；ＡＬ２０４型梅特勒托利多万分之一电子天平；

超纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＫＱ５２００ＤＥ型超声波清
洗仪（江苏省金坛市宏凯仪器厂）。

１２试药

白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ（中国食品药品检定研究
院，纯度均为 ９９９％，ＩＤ分别为 ３ＹＱＢＬＹＫＱ、
ＸＱＳ８ＨＹＰＣ、ＡＶＡＬＲＶＥＱ）；乙醇、甲醇（分析纯，
北京化工厂）；超纯水（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；乙腈（色谱纯，
Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ）。
３８份白术药材粉末来源于浙江、湖南、湖北、

四川等多个产地。

２　方法与结果

２１对照品溶液的制备

称取白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ对照品各约１０ｍｇ，精
密称定，置于１０ｍＬ的容量瓶中，乙醇溶解并定容
至刻度，得白术内酯储备液，其中白术内酯Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ质量浓度分别为１０２、１０４、１０５ｍｇ·ｍＬ－１。分
别取上述白术内酯储备液各１ｍＬ，置于１０ｍＬ的容
量瓶中，加入乙醇定容，即得白术内酯的混标溶液，

备用。

２２供试品溶液的制备

称取白术药材（批号：ＤＣ７１３１）粉末约１ｇ，精
密称定，置于５０ｍＬ的容量瓶中，加入４０ｍＬ甲醇，
摇匀，在３５℃下，超声提取３０ｍｉｎ，放至室温，用
甲醇定容，摇匀，用０４５μｍ微孔滤膜过滤，取续
滤液，即得到供试品溶液。

２３色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），流动相为水（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度
洗脱，洗脱程序为 ０～５ｍｉｎ，５％ ～６０％Ｂ；５～
２０ｍｉｎ，６０％～８０％Ｂ；２０～２５ｍｉｎ，８０％ ～９５％Ｂ；
２５～３０ｍｉｎ，９５％ ～１００％Ｂ；３０～３５ｍｉｎ，１００％Ｂ。
流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为２０μＬ，柱温为３５℃，
检测波长为２２０、２８０ｎｍ，对照品及白术药材 ＨＰＬＣ
图见图１。
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注：Ａ、Ｃ对照品；Ｂ、Ｄ白术药材；１白术内酯Ⅲ；２白术

内酯Ⅰ；３白术内酯Ⅱ。

图１　白术内酯对照品及白术药材ＨＰＬＣ图

２４方法学考察

２４１线性范围　将白术内酯的混标溶液用乙醇按
不同的倍数稀释，得到６份不同质量浓度的混标溶
液，其中白术内酯Ｉ的质量浓度分别为４０８、８１６、
１６３２、２６５２、５１、８１６μｇ·ｍＬ－１；白术内酯Ⅱ的
质量浓度分别为 ４１６、８３２、１６６４、２７０４、５２、
８３２μｇ·ｍＬ－１；白术内酯Ⅲ的质量浓度分别为４２、
８４、１６８、２７３、５２５、８４μｇ·ｍＬ－１。上述６份混
标溶液按２３项的色谱条件进行检测，并以色谱峰
面积对白术内酯的浓度进行线性关系分析。白术内

酯Ⅰ：Ｙ＝８３０７３Ｘ＋１６２７１，ｒ＝０９９９４；白术内酯Ⅱ：
Ｙ＝９５９７Ｘ－４７５８７，ｒ＝０９９９３；白术内酯Ⅲ：Ｙ＝
５２２４１Ｘ＋３０４９９，ｒ＝０９９９７。结果表明，白术内
酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ在４０～８４０μｇ·ｍＬ－１线性关系良好。
２４２检测限与定量限　将混标溶液用乙醇进一步
稀释，按２３项的色谱条件进行检测，计算不同浓
度下的信噪比（Ｓ／Ｎ）。信噪比（Ｓ／Ｎ）为 ３时，用于

检测限的考察；信噪比（Ｓ／Ｎ）为１０时，用于定量限
的考察。白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的检测限分别为
００８９、０１０４、０１６８μｇ·ｍＬ－１；定量限分别为
０１６３、０２０８、０２６３μｇ·ｍＬ－１。
２４３精密度试验　按２２项下制备供试品溶液，并
按２３项的色谱条件检测，连续进样６次。结果显
示，白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ峰面积的 ＲＳＤ值分别为
１５０％、１５１％、１２３％；保留时间的 ＲＳＤ值分别
为 ０６％、０７４％、０６２％，可见仪器的精密度
良好。

２４４稳定性试验　按２２项制备供试品溶液，分别
于０、１、５、１２、１８、２４ｈ，６个不同的时间点进样
检测，结果白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ峰面积的 ＲＳＤ值分
别为１３９％、１９４％、１３９％，可见２４ｈ内白术供
试品溶液较为稳定。

２４５重复性试验　取同一批次（批号：ＤＣ７１３１）的
白术样品粉末６份，按２２项制备供试品溶液，并
分别按 ２３项的色谱条件进行检测。白术内酯Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ峰面积的 ＲＳＤ值分别为 ０９７％、２０８％、
１３３％，结果表明测定方法具有良好的重复性。
２４６加样回收率试验　称取白术样品粉末（批号：
ＤＣ７１３１）约０５ｇ，精密称定，置于２５ｍＬ的容量瓶中，
称取６份；分别精密加入白术内酯Ｉ溶液（１０２μｇ·ｍＬ－１）
１３ｍＬ；白术内酯Ⅱ溶液（１０４μｇ·ｍＬ－１）０８ｍＬ；
白术内酯Ⅲ溶液（１０５μｇ·ｍＬ－１）１６ｍＬ。按上述测
定方法进行分析，计算加样回收率，结果白术内

酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的平均加样回收率分别为 １０１９％
（ＲＳＤ＝３３４％）、１０７５５％（ＲＳＤ＝３９５％）、１０５３％
（ＲＳＤ＝３５０％），符合 《中华人民共和国药典》

２０１５版中对加样回收率的要求。

２５样品含量测定

采用２２项供试品溶液的制备方法与２３项的
色谱检测条件对自不同产地的３８份白术样品进行提
取与检测，计算白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的含量，测定
结果见表１。白术内酯Ⅰ平均质量分数为（０１０１±
００４４）％，以湖南和四川产较高，安徽产最低；白
术内酯Ⅱ平均质量分数为（００２８±００２１）％，以湖
南产最高，河北产最低；白术内酯Ⅲ平均质量分数
为（００４１±００４５）％，以湖南和四川产较高，安徽、
河北和浙江产均较低。其中湖南和四川两个产地的

３种内酯成分含量均较高，而道地产区浙江白术的
含量居于中等或较低。
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表１　白术药材含量测定结果及方差分析（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３８）
％

产地 样品量 白术内酯Ⅰ 白术内酯Ⅱ 白术内酯Ⅲ

安徽 ４ ００３０±００１３ｃ ００１９±０００２ｂｃ ０００９±０００２ｃ

河北 ３ ００７６±００２６ｂ ００１１±０００２ｃ ０００５±０００３ｃ

湖北 ４ ０１０２±００２９ｂ ００２４±０００５ｂｃ ００３５±００１７ｂｃ

湖南 ６ ０１５１±００５２ａ ００６６±００２５ａ ００６６±００３５ａｂ

四川 ８ ０１１１±００３０ａｂ ００２９±０００６ｂ ００９８±００４６ａ

浙江 １２ ０１０３±０００８ｂ ００１７±０００４ｂｃ ００１４±００１６ｃ

广西 １ ００３６ ００３０ ００２０

　　注：ａ、ｂ、ｃ为Ｄｕｎｃａｎ表示值，字母不同表示差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。

２５１基于３种白术内酯含量的ＰＣＡ分析　对浙江、
四川等不同产地的３８份白术中３种白术内酯含量数
据进行ＰＣＡ分析，结果表明，不同产地的白术具有
较好的分离趋势（Ｒ２Ｘ＝０８５８，Ｑ２＝０１４８），见图
２Ａ。表明不同产地来源的白术药材具有较明显的分
离趋势，提示不同产地的白术质量具有一定的差异

性，其中传统道地产区浙江产白术较为稳定。

注：Ａ３种白术内酯含量的ＰＣＡ得分图；Ｂ系统聚类图。

图２　３种白术内酯含量的ＰＣＡ得分图及系统聚类图

２５２基于３种白术内酯含量的聚类分析　以３种白
术内酯含量为变量，采用组间联接的聚类方法，以平

方欧氏距离为测量方法，获得３８份白术样品的聚类

分析图，见图２Ｂ。系统聚类分析结果与ＰＣＡ分析较
为一致，浙江产地的白术除Ｓ７号样品外，其余样品
与河北Ｓ１６、Ｓ１８号，湖南 Ｓ１３号以及湖北 Ｓ１４、Ｓ１７
号样品同时聚为一类。安徽４份样品与河北 Ｓ１７号、
湖北Ｓ３５号以及广西Ｓ３８号样品聚为一类。四川与湖
南产地的样品之间交叉聚类，其中四川产地的 Ｓ２８、
Ｓ３２与湖南Ｓ１１、Ｓ１２、Ｓ２３、Ｓ２４号样品聚为一类，而
湖南Ｓ２５号样品与其余四川样品聚为一类。

２６指纹图谱分析

将２２０ｎｍ下检测的数据结果以 ＡＩＡ格式导入
《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（２００４Ａ版），
选定Ｓ１号样品为参照色谱图，采用平均数法，时间
窗为０１，经多点校正、图谱自动匹配，以校正保留
时间，使色谱峰对齐，生成对照指纹色谱图，３８份
白术药材的指纹图谱叠加图及对照指纹图谱见图３。
从匹配结果中可以看出有２１个共有峰。对比３８份
白术药材的 ＨＰＬＣ图可发现，不同批次药材的峰容
量基本相似；由表２中峰面积 ＲＳＤ值可知，不同批
次药材共有峰的峰面积差异较大。根据各共有峰的

峰形、保留时间、分离情况以及峰高等信息，本次

研究选定以 １、２、３、４、５、６、７、８、９、１０号色
谱峰为白术药材的特征峰。与对照品比较可知，

１号色谱峰为白术内酯Ⅲ，５号色谱峰为白术内酯Ｉ，
再根据出峰时间、峰高及参考文献 ［１５］等信息暂
可确定９号峰为苍术酮。由于９号色谱峰的对称性
好、峰较高，且与相邻色谱峰达到基线分离，故选定

注：ＡＨＰＬＣ指纹图谱叠加图；Ｂ对照指纹图谱。

图３　３８份白术样品ＨＰＬＣ指纹图谱叠加图及对照指纹图谱
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９号色谱峰为参照峰（Ｓ），分别计算对照指纹色谱图
中各共有峰的相对保留时间以及相对峰面积，其中，

保留时间与峰面积数据均由 《中药色谱指纹图谱相

似度评价系统》（２００４Ａ版）导出，结果见表２。

表２　白术样品特征图谱共有峰的保留时间及峰面积

峰编号
保留时间／
ｍｉｎ

相对保留

时间
峰面积

相对

峰面积

峰面积

ＲＳＤ／％

１　　 １０５９８ ０４１ ４４７２８３ ０１１３ １０７６１

２　　 １１７８７ ０４６ １１７９９０３ ０２９７ ４５０３

３　　 １２３８６ ０４８ ４３８８６５ ０１１１ ５００９

４　　 １３２５１ ０５１ ５６８１６１ ０１４３ ３５４７

５　　 １３７０８ ０５３ １６７３０８８ ０４２２ ４７２９

６　　 １４２４３ ０５５ ４３０７５７８ １０８６ ５３０１

７　　 １８１７７ ０７０ ３５７６１３ ００９０ ５６４３

８　　 １８８９６ ０７３ １０７５０７８ ０２７１ ５１４２

９（Ｓ） ２５８９８ １００ ３９６６１０８ １０００ ５２９６

１０　　 ３０００３ １１６ １１１５９７７ ０２８１ ６３４７

２６１相似度分析　由中药色谱指纹图谱相似度评价
系统（２００４Ａ版）计算３８份样品的指纹图谱的相似度，
与对照指纹图谱相比较，其相似度介于 ０６７７～
０９９４。浙江白术的相似度除 Ｓ４号样品外，其余样
品相似度均大于０９５，进一步表明浙江产白术的稳
定性较高。四川与湖南产地白术的相似度均低于

０９５，四川白术相似度介于０６６７～０９２６，表明四
川与湖南产地的白术差异性较大，可能与其白术内

酯Ｉ、Ⅲ含量偏高有关，其中，Ｓ３０号样品的相似度
最低，仅为０６６７，可能是由７、８号色谱峰较低所
引起。

２６２不同产地白术的 ＰＣＡ分析　以共有峰的峰面
积为变量，对３８份不同产地的白术进行 ＰＣＡ分析，
多个产地的白术大致分为 ３个区域（Ｒ２Ｘ＝０７６５，
Ｑ２＝０４２４），见图４Ａ。湖南为一个区域，浙江与湖
北为一个区域，四川与安徽为一个区域。湖南白术

中Ｓ１３、Ｓ１５号样品与其他样品分离，二者相似度分
别处于湖南白术相似度的两个极值，Ｓ１３样品的相
似度为０９４２，与浙江样品相似。湖北样品除３５号
（相似度为０８９９）外，其余３份样品与浙江样品相
近。四川与安徽样品之间相互交叉，表明两产地白

术具有较高的相似性。

２６３不同产地白术的系统聚类分析　以共有峰的
峰面积为变量，采用组间联接的聚类方法，以平方

欧氏距离为测量方法，获得３８份白术样品的聚类分

析图，见图４Ｂ。从聚类分析图可看出，３８份样品被
聚为２大类，一类主要包含四川与安徽产白术，另
一类主要是浙江、湖南产白术。从系统聚类分析结

果可看出，不同产地的白术药材具有一定的地域性

差异。整体来看，浙江样品基本上聚为一类，表明

浙江产白术内在质量的一致性较好。

注：Ａ共有峰峰面积的ＰＣＡ得分图；Ｂ聚类分析图。

图４　不同产地白术共有峰峰面积的
ＰＣＡ得分图及聚类分析图

４　讨论

本文建立了简便、快速的测定白术药材３种内
酯类成分的含量测定方法和指纹图谱，能够较好地

评价和控制白术药材的质量。本研究对提取溶剂及

用量进行考察，比较了不同体积的甲醇、７０％乙醇
以及乙醇溶剂的提取效果，确定以５０ｍＬ甲醇超声
提取一次为样品提取方法。相比参考文献 ［１４］使
用７０％乙醇溶液提取两次，方便快捷。

指纹图谱与含量测定方法是中药材常用的质量

控制方法。本实验测定了白术药材中的３种白术内
酯含量，同时建立了白术药材的特征图谱。３８份白
术药材的指纹图谱中有２１个共有峰，根据色谱峰的
峰形、分离情况等选定其中１０个峰作为白术的特征
峰，为白术药材的鉴别和质量稳定性提供评判依据。

·６６０１·
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从含量测定结果中可看出，白术内酯Ⅲ的含量较低
且差异性较大，若以 《香港中药材标准》白术内酯

Ⅲ的含量限度（不低于００１９％）为检测标准时，则
本实验的３８份样品中有２０份是不合格的，即便是
道地产区浙江白术也仅有１份样品的白术内酯Ⅲ高于
００１９％，显然，以白术内酯Ⅲ不低于００１９％为标准
控制白术质量是值得商榷的，有待进一步研究。

为了更充分地反映不同来源白术内在质量差异

性，本文以３８份白术药材中３种白术内酯含量和指
纹图谱共有峰数据为因子，采用多元统计分析（聚类

分析与ＰＣＡ分析）进一步比较。结果均显示，产地
是影响白术药材内在质量差异的重要因素，不同来

源白术药材内在质量差异较大，所建立的含量测定

方法和指纹图谱技术能够较准确反映药材质量，且

两者结果较为一致。从统计分析可看出浙江产区的

白术具有较好的一致性，且浙江为白术的道地产区，

故选用浙江产地的白术样品对３种白术内酯的最低
含量限度进行探讨。以每种成分平均质量分数的

８０％作为最低含量限度。浙江白术样品共１２份，其
白术内酯 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 的平均质量分数分别为
０１０３％、００１７％、００１４％，计算得出白术内酯
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的最低质量分数限度分别为 ００８２％、
００１４％、００１３％。１２份样品的白术内酯Ⅰ质量分
数均高于００８２％，１０份样品的白术内酯Ⅱ质量分
数高于００１４％，由于白术内酯Ⅲ质量分数差异性较
大，仅有 ３份样品的白术内酯Ⅲ质量分数高于
００１３％，故白术内酯Ⅲ最低含量限度仍需进一步探
讨，其中００１３％可为进一步的研究提供参考。
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