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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家中药标准化项目（ＺＹＢＺＨＹＨＵＮ２１）；国家自然科学基金项目（８１６７３５８５）；中央本级重大增减支项目
（２０６０３０２１６０７０１）

 ［通信作者］　张水寒，研究员，研究方向：中药资源、中药制剂及质量标准、新药开发；Ｔｅｌ：（０７３１）８８８８１６５１，Ｅｍａｉｌ：
ｚｈａｎｇｓｈｕｉｈａｎ０２２０＠１２６ｃｏｍ

基于多成分含量测定及 ＨＰＬＣ指纹图谱
结合化学计量学方法评价百合质量

△

杨扬宇１，陈林１，唐雪阳２，蔡萍１，唐正平３，张水寒１

１湖南省中医药研究院，湖南　长沙　４１００１３；
２湖南中医药大学，湖南　长沙　４１０２０８；

３湖南春光九汇现代中药有限公司，湖南　浏阳　４１０３００

［摘要］　目的：建立百合药材高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）指纹图谱及王百合苷 Ｂ、王百合苷 Ｃ、王百合苷 Ｅ的定
量方法，对不同产地百合的质量进行较全面评价。方法：采用 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ），以乙腈０３％磷酸水溶液为流动相梯度洗脱，指纹图谱及含量测定检测波长为 ２５０ｎｍ，柱温为３０℃，体积
流量为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。采用相似度评价（ＳＡ）、主成分分析（ＰＣＡ）、随机森林分析（ＲＦＡ）对 ２１批百合药材指纹图谱
进行研究。结果：建立了百合药材的 ＨＰＬＣ指纹图谱，确定了３１个共有峰；相似度和 ＰＣＡ结果显示，不同产地百
合存在差异，进而利用随机森林算法将湖南产区和其他４个主要产地的百合样品进行区分。结论：可为全面、有效
评价百合药材的质量提供参考。

［关键词］　王百合苷Ｂ；王百合苷Ｃ；王百合苷Ｅ；高效液相色谱法；指纹图谱；主成分分析
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百合为百合科百合属植物卷丹 Ｌｉｌｉｕｍｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ
Ｔｈｕｎｂ、百合 ＬｂｒｏｗｎｉｉＦＥＢｒｏｗｎｖａｒｖｉｒｉｄｕｌｕｍＢａｋｅｒ
或细叶百合 ＬｐｕｍｉｌｕｍＤＣ的干燥肉质鳞叶［１］，具

有滋阴清肺、化痰止咳、宁心安神的功效，收载于

《中华人民共和国药典》２０１５年版，是最具代表性
的药食两用中药之一［２］。百合主要含有酚性甘油酯、

多糖、生物碱、甾体皂苷类等活性成分。与多糖、

皂苷类相比，酚性甘油酯类含量相对较低，却是百

合发挥抗氧化、抗肿瘤、调节免疫等作用的重要活

性成分，与百合养肺阴、补肺气功效紧密相关［３７］。

基于团队前期研究发现，王百合苷类物质含量在炮

制前后的百合中差异有统计学意义［８］。此外，据文

献报道，这一类成分的含量与百合品种和产地等因

素均有一定关系［３，９］，其中，报道较多的酚性甘油酯

类包括王百合苷Ｂ、王百合苷Ｃ、王百合苷Ｅ、王百
合苷Ｆ、１Ｏ阿魏酰甘油等。这些成分或可作为鉴别
不同品种和产区百合的关键成分。利用中药指纹图

谱作为质量控制指标的方法，分析不同产地的多个

样本，可以有效控制百合药材质量［９１２］。本研究建

立了百合高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱，同时针对
百合中３种酚性甘油酯成分进行含量测定，结合化
学计量学分析，评价我国百合药材主产地湖南、江

西、安徽等地栽培品种的质量，为百合质量控制与

开发利用提供参考。

１　材料

１１　仪器

ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司）；ＬＣ２０ＡＴ型高效液相色谱仪，包括
ＳＰＤＭ２０Ａ型二极阵列检测器、ＳＩＬ２０Ａ型自动进样
器、ＣＴＯ１０ＡＳＶＰ型柱温箱［岛津仪器（中国）有限
公司］；ＡＬ２０４型电子天平、ＸＰＥ１０５型电子天平［梅
特勒托利多仪器（上海）有限公司］。

１２　试药

采集了２１份百合样本，并经湖南省中医药研究
所刘浩助理研究员鉴定为百合科植物卷丹 Ｌｉｌｉｕｍ
ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍＴｈｕｎｂ的干燥肉质鳞叶，凭证标本存放
于湖南省中医药研究院中药研究所。样品产地信息

见表１。
对照品王百合苷 Ｃ（纯度：９９９％，批号：

Ｐ２０Ｄ１０Ｆ１０６５１５）、王百合苷 Ｅ（纯度：９９２％，批
号：Ｐ０８Ｊ１１Ｆ１０７９５３）、王百合苷 Ｂ（纯度：９９６％，

批号：Ｐ２８Ｓ１０Ｆ９９１８２）均购于上海源叶生物科技有限
公司；乙腈（色谱纯，美国天地有限公司）；磷酸（分

析纯，天津市恒兴化学试剂）；甲醇（分析纯，湖南汇

虹试剂有限公司）；纯净水（华润怡宝饮料有限公司）。

表１　２１批百合样品信息
编号 产地 编号 产地

Ｓ１ 河北省保定市 Ｓ１２ 湖南省龙山县茅坪乡干坝村

Ｓ２ 河北省保定市 Ｓ１３ 湖南省龙山县三元乡青岗村

Ｓ３ 河北省保定市 Ｓ１４ 湖南省龙山县石牌镇红桥村

Ｓ４ 安徽省霍山县太平畈乡 Ｓ１５ 湖南省龙山县

Ｓ５ 安徽省大别山 Ｓ１６ 湖南省龙山县

Ｓ６ 江西省上饶市 Ｓ１７ 湖南省龙山县

Ｓ７ 江西省上饶市 Ｓ１８ 湖南省龙山县石牌镇

Ｓ８ 江西省上饶市 Ｓ１９ 湖南省衡阳市

Ｓ９ 陕西省安康市旬阳县 Ｓ２０ 湖南省隆回县金四桥

Ｓ１０ 陕西省安康市旬阳县 Ｓ２１ 湖南省隆回县北山乡

Ｓ１１ 湖南省邵东县界岭

２　方法与结果

２１　色谱条件

色谱柱：ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）柱；流动相：乙腈（Ａ）０３％磷酸水（Ｂ）梯度
洗脱（０～２ｍｉｎ，５％ ～１３％Ａ；２～１７ｍｉｎ，１３％ ～
１５％Ａ；１７～３７ｍｉｎ，１５％ ～２０％Ａ；３７～４２ｍｉｎ，
２０％～１００％Ａ）；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：
２５０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。

２２　溶液的配制

２２１　对照品溶液的制备　取王百合苷 Ｃ、王百合
苷Ｅ、王百合苷Ｂ对照品适量，精密称定，分别置
于量瓶中，加８０％甲醇溶解，制成质量浓度分别为
５２１、４９９、１０４６μｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。
２２２　供试品溶液制备　取２１批次的样品粉末（过
四号筛）约１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加
入８０％甲醇１０ｍＬ，称定质量，超声处理３０ｍｉｎ，放
冷，再称定质量，用８０％甲醇补足减失的质量，摇
匀，用０２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

２３　方法学考察

２３１　精密度试验　取百合供试品（Ｓ１０）溶液，按
２１项下色谱条件重复进样６次。以２６号王百合苷Ｅ
色谱峰为参照峰（Ｓ），计算得到各共有峰的相对保
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留时间 ＲＳＤ均小于 １％，相对峰面积 ＲＳＤ均小于
３％。表明仪器精密度良好。
２３２　稳定性试验　取百合供试品（Ｓ１０）溶液，按
２１项下色谱条件分别在 ０、１、２、４、８、１２ｈ进样
分析。以 ２６号王百合苷Ｅ色谱峰为参照峰（Ｓ），计
算得到各共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ均小于 １％，
相对峰面积 ＲＳＤ均小于 ３％。表明供试品溶液的成
分在室温放置在１２ｈ内稳定。
２３３　重复性试验　平行取百合供试品（Ｓ１０）６份，
按２２项下供试品溶液的配制方法处理，按２１项
下色谱条件测定。以２６号王百合苷Ｅ色谱峰为参照
峰（Ｓ），计算得到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％。表明该方法
重复性良好。

２３４　线性关系考察　分别精密吸取２２１项下王
百合苷 Ｃ、王百合苷 Ｅ对照品储备液 ０１、０３、
０４、０８、１２、１６、２０ｍＬ分别置于１０ｍＬ量瓶
中，加８０％甲醇稀释至刻度，摇匀。分别精密吸取
２２１项下王百合苷 Ｂ对照品储备液 ０１、１０、
１９、２８、３７、４６、５５ｍＬ分别置于１０ｍＬ量瓶
中，加８０％甲醇稀释至刻度，摇匀。按２１项下色
谱条件依次进样分析，记录色谱图和峰面积，以各

对照品溶液质量浓度为横坐标（Ｘ），其所对应的峰
面积为纵坐标（Ｙ），各成分回归方程、相关系数及线
性范围见表２。结果表明，王百合苷Ｃ、王百合苷Ｅ、
王百合苷Ｂ质量浓度分别为５２１～１０４２０、４９９～
９９８、１０４６～５７５３０μｇ·ｍＬ－１时呈现良好的线性
关系。

表２　３种王百合苷含量线性关系考察结果
化合物 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ·ｍＬ－１

王百合苷Ｃ Ｙ＝８４１８Ｘ－２４４５８ ０９９８７ ５２１～１０４２０

王百合苷Ｅ Ｙ＝８０２４２Ｘ－５７３９５ ０９９９１ ４９９～９９８０

王百合苷Ｂ Ｙ＝１６５６７Ｘ＋４４８７９ ０９９９３ １０４６～５７５３０

２３５　加样回收率试验　平行称取１ｇ已知含量的
样品（Ｓ１０）９份，精密称定，按已知含量的 ５０％、
１００％、１５０％ ３个水平精密加入对照品，按 ２２２
项下方法制备，配制成低、中、高 ３个不同质量浓
度的供试品溶液，每个质量浓度制备 ３份，按 ２１
项下色谱条件进样分析。计算王百合苷 Ｃ、王百合
苷 Ｅ、王百合苷 Ｂ的平均回收率分别为 １０１４％、
９７９％、９９２％，ＲＳＤ分别为 ３８２％、１９６％、２７７％。
说明该方法的准确性良好。

２４　百合药材含量测定

按照２２２项下方法制备供试品溶液，按照２１
项下的色谱条件对不同产地的２１份百合供试品溶液
进样分析，计算王百合苷Ｃ、王百合苷Ｅ、王百合苷Ｂ
的质量分数，测定结果见表３。王百合苷 Ｃ平均质
量分数为（０１８５±００５２）ｍｇ·ｇ－１，以安徽产最高，
河北产最低；王百合苷 Ｅ平均质量分数为（０２０３±
００５４）ｍｇ·ｇ－１，以安徽产最高，陕西产最低；王百
合苷Ｂ平均质量分数为（１９５６±０４３８）ｍｇ·ｇ－１，以
江西和安徽产较高，陕西产最低。

表３　２１批百合药材中王百合苷Ｃ、王百合苷Ｅ、
王百合苷Ｂ含量测定结果（ｎ＝３）

ｍｇ·ｇ－１

编号
王百合

苷Ｃ
王百合

苷Ｅ
王百合

苷Ｂ 编号
王百合

苷Ｃ
王百合

苷Ｅ
王百合

苷Ｂ

Ｓ１ ０１５３ ０１８９ ２２００ Ｓ１２ ０１４１ ０１６０ １３６５

Ｓ２ ０１６３ ０１９４ ２２２２ Ｓ１３ ０２２６ ０２０５ １２８４

Ｓ３ ０１４８ ０１８０ １９２９ Ｓ１４ ０１７６ ０１６９ ２５６３

Ｓ４ ０１４３ ０１７２ １８０８ Ｓ１５ ０１５９ ０１６７ ２４７８

Ｓ５ ０３０８ ０３６０ ２６３４ Ｓ１６ ０１５４ ０１５１ ２１６６

Ｓ６ ０１９２ ０２３０ ２３１６ Ｓ１７ ０１６１ ０１９８ ２２３４

Ｓ７ ０１７０ ０２０７ ２１９３ Ｓ１８ ０１４２ ０１６９ １９８２

Ｓ８ ０１６１ ０１８９ ２２２８ Ｓ１９ ０１４６ ０１７９ ２３１３

Ｓ９ ０２０４ ０１９４ １５１１ Ｓ２０ ０２１７ ０２２８ １９６４

Ｓ１０ ０１６７ ０１６６ １０６６ Ｓ２１ ０３４６ ０３６５ １５２７

Ｓ１１ ０２２６ ０２０５ １２８４

２５　百合药材指纹图谱的建立与分析

２５１　指纹图谱共有峰确定　取２１批百合药材样
品，按２２２项下方法制备供试品溶液，按２１项
下确定的色谱条件进样测定，得到百合药材及对照

品溶液图谱（图１），使用 “中药色谱指纹图谱相似

度评价软件（２０１２版）”对 ２１批百合药材特征图谱
进行共有峰标识（图２），共标识了３１个共有峰，并
生成对照图谱（图３）。
２５２　指纹图谱相似度评价结果　以２１批百合药
材样品生成的共有模式（Ｒ）为对照指纹图谱，２１批
次百合药材与对照指纹图谱的相似度分别为０９７０、
０９８６、０９７２、０９８２、０９９０、０９７１、０９８６、０９７３、
０８９９、０８９０、０９２５、０９８８、０９７５、０９８８、０９７９、
０９８０、０９７７、０９９２、０９３９、０９２５、０９７４。相似
度结果表明，２１批百合指纹图谱相似度存在一定差
异，Ｓ９、Ｓ１０２批陕西产百合相似度匹配较低，其他

·２７４·
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各批次相似度均在０９００以上，需结合其他化学计
量学方法进一步分析以评价不同产地百合质量。

注：Ａ王百合苷Ｃ；Ｂ王百合苷Ｅ；Ｃ王百合苷Ｂ；Ｄ百

合药材；Ｅ空白对照。

图１　对照品及百合药材ＨＰＬＣ图

图２　２１批百合药材ＨＰＬＣ指纹图谱叠加图

图３　百合药材ＨＰＬＣ对照图谱

２５３　不同产地百合主成分分析（ＰＣＡ）　ＰＣＡ方法
是一种无监督的学习方法［１３１４］，能够从原始数据中

提取共有特征并构建成主成分因子；通过主成分因

子可以体现样本间相似性和原始数据对主成分因子

的贡献。本研究以３１个共有峰的峰面积为变量，用
ＳＰＳＳ２４０００软件对 ２１份不同产地的百合进行
ＰＣＡ，特征值及方差贡献率见表４，碎石图见图４。前

３个成分的累积方差贡献率为７６４６％，表明前３个
主成分能够充分体现出百合的基本特征和主要信息。

结合观察碎石图可见 ＰＣＡ中特征值的变化情况，图
中曲线存在１个明显的拐点，说明前３个主成分的
分析结果基本显示出了不同批次百合药材之间的相

似度和差异性。

表４　百合ＰＣＡ特征值和方差贡献率

峰号

初始特征值 提取载荷平方和

特征值
方差

贡献率／％
累积方差

贡献率／％ 特征值
方差

贡献率／％
累积方差

贡献率／％

１ １２７０５ ４０９８５ ４０９８５ １２７０５ ４０９８５ ４０９８５

２ ６０６３ １９５５７ ６０５４１ ６０６３ １９５５７ ６０５４１

３ ４９３６ １５９２３ ７６４６４ ４９３６ １５９２３ ７６４６４

４ ２３４０ ７５４８ ８４０１３

５ ２０３７ ６５７１ ９０５８３

６ １０５６ ３４０６ ９３９９０

７ ０４９７ １６０３ ９５５９２

８ ０４６１ １４８９ ９７０８１

９ ０２４０ ０７７５ ９７８５６

１０ ０１９３ ０６２４ ９８４８０

图４　百合ＰＣＡ碎石图

初始因子载荷矩阵见表 ５。第一主成分主要反
映了来自原始指标色谱峰１～２、４～８、１０、１２～１４、
１０、１６～１７、１９、２３～２５的信息，第二主成分主要
反映了来自原始指标色谱峰２０、２２、２６～２８、３０的
信息，第三主成分主要反映来自原始指标色谱峰

２１、２９的信息。初始因子载荷矩阵结果显示，王百
合苷Ｃ对主成分１的载荷值达到０７０８，王百合苷Ｅ
和王百合苷 Ｂ对主成分 ２的载荷值分别为 ０６２５、
０７４８，表明王百合苷 Ｃ、王百合苷 Ｅ、王百合苷 Ｂ
在特征变量的重要性评估中具有优势，对百合不同

批次间的差异成分有一定贡献，这与其他团队研究

结果相符合［３］。

·３７４·
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表５　百合ＰＣＡ主要因子载荷矩阵

峰号
成分

１ ２ ３
峰号

成分

１ ２ ３

１ ０８９９ －０３４１－０００９ １７ ０７０８ ０４０９ ０３０６

２ ０８１８ －０３３５ ０２９７ １８ ０１０５ ０４３８ ０５１６

３ ０１１５ ０２１８ －０７２７ １９ ０６５１ ０００９ ０２３１

４ ０８６１ －０３６５ －００２２ ２０ ０２８５ ０６２ ０５８１

５ ０８０８ －０３９０ －０１６８ ２１ ０５４８ －０２４３ ０７３５

６ ０７５２ ００４１ ０５５１ ２２ ０３９７ ０７９９－０２８４

７ ０７８２ －０１５１ －０１５５ ２３ ０７３２ －０３１０－０３２５

８ ０８２２ －０２６７ －０３７７ ２４ ０６６３ ０５７３－０３１６

９ ０３８５ ０５２５ ０２２７ ２５ ０９１４ －００２３－０２９７

１０ ０６８３ －０２７２ ０４３１ ２６ ０５１４ ０６２５ ０２０９

１１ ０４４７ ０４８８ ００３４ ２７ －０４６９ ０７３９ ０２５４

１２ ０８３３ ００８９ －０３０２ ２８ －０４６７ ０７４８ ０１９３

１３ ０８９３ ０２２２ ００５６ ２９ ０５１８ －００８ ０７４５

１４ ０７６３ ０２８６ －０４３８ ３０ ００１３ ０９６４－０１３４

１５ ０４１５ ００９９ ０６ ３１ ０３１０ ０５９３－０５７４

１６ ０７４５ ０１５１ －０４７６

２５４　不同产地百合随机森林分析　采用有监督的
随机森林算法（ＲＦＡ）［８］，以湖南省为一类，而其他
省份为一类进行聚类分析，分析结果见图５。由图５
可知，来自湖南省的样本聚集在分类图的右下角，

而其他省份百合聚集在分类图的上部，ＲＦＡ对不同
省份百合的分类准确率达到 ８５７１％。说明结合
ＨＰＬＣ指纹图谱与模式识别分析，可进一步发现不同
产地百合样本的差异性，为百合质量评价及分析提

供参考。

图５　采用ＲＦＡ的百合样本聚类分析

３　讨论

３１　色谱条件确定

本实验对色谱条件中的流动相体系（乙腈水、
甲酸水、乙腈磷酸水、乙腈甲酸水）、检测波长
（２１０～３５０ｎｍ）进行考察。经比较发现，乙腈－０３％

磷酸体系对各色谱峰分离效果最好，选择了２５０ｎｍ
作为百合药材指纹图谱和含量测定波长。对洗脱程

序进行优化，最终建立了简便可行的分析方法。

３２　供试品溶液制备方法确定

在供试品溶液的制备方法方面，考察了提取溶

剂（５０％甲醇、８０％甲醇、甲醇、乙醇）、提取方式
（超声、回流）、提取倍量（１０、２０、３０倍）和提取时
间（１０、２０、３０ｍｉｎ），优选出百合药材的最佳提取
方式，即８０％甲醇１０倍量，超声提取３０ｍｉｎ，可将
百合药材中３种酚性甘油酯成分完全提取，所建立
的提取方法稳定、合理。

４　结语

目前，对百合指纹特征图谱的研究主要通过仪

器分析，围绕百合的品种、产地、炮制加工等因素

对药材质量的影响进行评价，但评价方式较为单一。

本研究利用 ＨＰＬＣ指纹图谱形成不同产地百合共有
识别模式，表征共有酚性甘油酯成分王百合苷 Ｃ、
王百合苷Ｅ、王百合苷 Ｂ含量，２１批百合对照图谱
相似度存在一定差异。在此基础上，运用 ＰＣＡ、
ＲＦＡ对百合样品信息进行深挖。ＰＣＡ对于指纹图谱
类复杂数据有化繁为简的降维作用。分析结果表明，

王百合苷Ｃ、王百合苷 Ｅ、王百合苷 Ｂ对百合质量
特征有一定贡献，进一步采用 ＲＦＡ发现，不同产地
百合样本差异。本研究建立的基于 ＨＰＬＣ指纹图谱
和化学计量学分析的百合质量评价方式，为不同产

地百合差异与质量分析提供依据，为全面评价百合

药材的质量提供了一种切实可行的参考。
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