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青皮，亦称青桔皮或青柑皮，为芸香科植物橘（Cit-

rus reticulata Blanco）及其栽培变种的干燥幼果或未成

熟果实的果皮[1]。除用橘类的未成熟果实的果皮外，其

同属植物甜橙（C. sinensis Osbeck）、香橼（C. wilsonii

Tanaka）以及茶枝柑（C. chachiensis Hort）等柑类未成熟

果实的果皮在有的地区亦作青皮使用。青皮为常用中

药，味苦、辛，性微温，具有破气行痰、消痞除满、理气健

脾、燥湿化痰等功效。现代药理研究表明，青皮具有较

好的升高血压、抗休克等作用[2]，具有抗病毒、抗肿瘤及

抗氧化等活性[3]，还可用于松弛胃肠和子宫平滑肌、促进

消化液分泌、利胆、祛痰平喘[4-6]等。挥发油类、黄酮类等

是青皮的主要活性成分[7-8]。目前，2015年版《中国药典》

（一部）采用单一成分橙皮苷来控制青皮药材的质量[1]。

本研究通过检测10批青皮药材样品，建立其高效液相色

谱（HPLC）指纹图谱，并结合聚类分析、主成分分析对其

质量进行评价，旨在为青皮药材的质量控制提供参考。
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摘 要 目的：建立青皮药材的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并进行聚类分析和主成分分析。方法：采用HPLC法。色谱柱为

XSelect® HSS T3-C18，流动相为乙腈-0.5％醋酸溶液（梯度洗脱），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 360 nm，柱温为 25 ℃，进样量为

10 μL。以橙皮苷峰为参照，绘制10批药材样品的HPLC图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》进行相似度评

价，确定共有峰，并采用SPSS 17.0软件进行聚类分析和主成分分析。结果：10批药材样品的HPLC指纹图谱有11个共有峰，相似

度为0.919～1.000，表明10批药材样品的化学成分一致性较好，均含有11个成分，但各成分含量存在差异。欧氏距离为20时，10

批药材样品可聚为2类，S4为一类，其余聚为一类；欧氏距离为5时，后一类又可聚为2类，S1、S10聚为一类，S2、S3、S5～S9聚为一

类。经主成分分析，2个主成分因子的累积方差贡献率为 92.797％，以S7药材样品的主成分因子综合得分最高、整体质量最好。

结论：所建HPLC指纹图谱及聚类分析和主成分分析结果可为青皮药材的质量控制提供参考。
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Establishment of HPLC Fingerprint， Cluster Analysis and Principle Component Analysis of Citrus

reticulata
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprint of Citrus reticulata，and to conduct cluster analysis and principle

component analysis. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on XSelect® HSS T3-C18 column

with mobile phase consisted of acetonitrile-0.5％ acetic acid solution （gradient elution） at the flow rate of 1.0 mL/min. The

detection wavelength was set at 360 nm，and the column temperature was 25 ℃. The sample size was 10 μL. With hesperidin as

reference peak，HPLC fingerprints of 10 batches of C. reticulata were determined. The similarity 10 batches of samples was

evaluated by TCM Chromatographic Fingerprint Evaluation System（2012 edition）to determine the common peak. Cluster analysis

and principal component analysis were performed by using SPSS 17.0 statistical software. RESULTS：There were 11 common

peaks in the HPLC fingerprints of 10 batches of medicinal materials，and the similarity was 0.919-1.000，which indicated that in 10

batches of medicinal materials，the chemical composition was consistent，and there were 11 components in 10 batches of samples，

but the contents of these components were different. When euclidean distance was equal to 20，10 batches of sample were divided

into two categories；S4 was included in the first category，and others were included in the second category. When euclidean

distance was equal to 5，the second category can be divided into two sub-categories；one sub-category was S1，S10；one

sub-category was S2，S3，S5，S6，S7，S8，S9. Through the principal component analysis，the cumulative contribution rate of two

main component factors was 92.797％，and comprehensive score of S7 was the highest with the best quality. CONCLUSIONS：

Established fingerprints，cluster analysis and principal component analysis results can provide reference for the quality control of C.

reticulata.
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1 材料
1.1 仪器

e2695型HPLC仪，包括四元泵洗脱系统、自动进样

系统、柱温箱及光电二极管矩阵检测器（美国Waters公

司）；SX-120DT型超声波清洗机（上海圣训仪器有限公

司）；AB-135型十万分之一电子天平（瑞士Mettler-Tole-

do公司）；FA/JA1004型万分之一电子天平（上海精密科

学仪器有限公司）；HH-2型数显恒温水浴锅（金坛市杰

瑞尔电器有限公司）；FW100型高速万能粉碎机（北京市

永光明医疗仪器有限公司）。

1.2 试剂

橙皮苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110721-201617，纯度：96.1％）；甲醇、乙腈为色谱纯，其

他试剂均为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

1.3 药材

共收集青皮药材样品10批，经山西中医药大学中药

学院裴香萍副教授鉴定为芸香科植物橘（C. reticulata

Blanco）的干燥幼果或未成熟果实的果皮。青皮药材样

品来源见表1。

表1 青皮药材样品来源

Tab 1 Origins of C. reticulata

样品编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

批号
20170501

20170502

20170603

20170604

20170805

20170406

20170507

20170508

20170709

20170610

来源
安徽省亳州市亳州药材市场
河北省保定市安国药材市场
山西省晋中市长城药店连锁有限公司
浙江省杭州市保和堂药业有限公司
山西省晋中市万民药店连锁有限公司
安徽省亳州市亳州药材市场
山西省太原市荣华药店连锁有限公司
安徽省亳州市亳州药材市场
山西省太原市力东大药房
河北省保定市安国药材市场

产地
浙江
四川
江西
福建
四川
湖北
四川
浙江
福建
江西

药材
未成熟果实的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
干燥幼果的果皮
未成熟果实的果皮

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：XSelect® HSS T3-C18（150 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：乙腈（A）-0.5％醋酸溶液（B），梯度洗脱

（洗脱程序见表 2）；流速：1.0 mL/min；检测波长：360

nm；柱温：25 ℃；进样量：10 μL。

表2 梯度洗脱程序

Tab 2 Gradient elution procedure

t，min

0

10

20

35

60

70

A，％
10

16

18

28

50

60

B，％
90

84

82

72

50

40

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取橙皮苷对照品 5.50 mg，

置于50 mL量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，得

质量浓度为0.11 mg/mL的对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密称取药材样品粉末约0.2 g，置

于 50 mL 量瓶中，加甲醇 30 mL，超声（功率：250 W，频

率：33 kHz）处理 30 min，放冷，加甲醇稀释至刻度，摇

匀，滤过；取续滤液2 mL，置于5 mL量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀；精密量取 1 mL，置于 10 mL量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：

20170508）适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6

次，以橙皮苷峰的保留时间和峰面积为参照，记录各共

有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果，11个共有峰

相对保留时间的RSD均小于0.08％，相对峰面积的RSD

均小于1.22％（n＝6），表明本方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：

20170508）适量，分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时

按“2.1”项下色谱条件进样测定，以橙皮苷峰的保留时间

和峰面积为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对

峰面积。结果，11个共有峰相对保留时间的 RSD均小

于 0.50％，相对峰面积的 RSD 均小于 0.79％（n＝6），表

明供试品溶液于室温下放置24 h内基本稳定。

2.3.3 重复性试验 取药材样品粉末（批号：20170508）

0.2 g，共 6份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，以橙皮苷峰的保留时间和

峰面积为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积。结果，11个共有峰相对保留时间的 RSD均小于

0.50％，相对峰面积的 RSD 均小于 2.97％（n＝6），表明

本方法重复性良好。

2.4 HPLC指纹图谱的生成与相似度评价、共有峰相关

分析

2.4.1 HPLC 指纹图谱的生成 分别取 10批药材样品

粉末 0.2 g，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，采用《中药色谱指纹图谱

相似度评价系统（2012版）》对10批药材样品的HPLC图

谱进行分析，得HPLC指纹图谱，详见图1、图2。

图1 10批药材样品的HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 HPLC superimposed fingerprint of 10 batches

of medicinal materials
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2.4.2 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012版）》，以药材样品的HPLC对照指纹图谱

为对照，进行整体相似度评价。结果显示，10批药材样

品的相似度为 0.919～1.000，表明各批药材样品的化学

成分一致性较好，均含有 11个成分，但各成分含量存在

差异，详见表3。

表3 10批药材样品相似度

Tab 3 Similarity of 10 batches of medicinal materials

样品编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

对照（R）

S1

1.000

0.954

0.925

0.988

0.966

0.966

0.922

0.954

0.986

0.854

0.966

S2

0.954

1.000

0.995

0.902

0.998

0.999

0.994

1.000

0.990

0.965

0.999

S3

0.925

0.995

1.000

0.860

0.990

0.990

1.000

0.996

0.974

0.986

0.991

S4

0.988

0.902

0.860

1.000

0.921

0.921

0.855

0.902

0.953

0.766

0.919

S5

0.966

0.998

0.990

0.921

1.000

1.000

0.988

0.998

0.995

0.952

0.999

S6

0.966

0.999

0.990

0.921

1.000

1.000

0.989

0.998

0.995

0.953

1.000

S7

0.922

0.994

1.000

0.855

0.988

0.989

1.000

0.994

0.971

0.987

0.990

S8

0.954

1.000

0.996

0.902

0.998

0.998

0.994

1.000

0.990

0.966

0.999

S9

0.986

0.990

0.974

0.953

0.995

0.995

0.971

0.990

1.000

0.923

0.995

S10

0.854

0.965

0.986

0.766

0.952

0.953

0.987

0.966

0.923

1.000

0.956

对照（R）

0.966

0.999

0.991

0.919

0.999

1.000

0.990

0.999

0.995

0.956

1.000

2.4.3 共有峰的指认及相关分析 10批药材样品有 11

个共有峰，通过与对照品HPLC图谱（详见图3）比对，指

认保留时间为25.588 min的6号峰为橙皮苷峰。其分离

度良好，保留时间合适，故以其为参照峰，计算其他峰相

对于该峰的相对保留时间和相对峰面积，详见表4、表5。

2.5 聚类分析

以10批药材样品的11个共有峰的相对峰面积为原

始数据，采用SPSS 17.0软件，以系统聚类法结合欧氏距

离（d）为测度进行分析，结果见图4。由图4可知，d＝20

时，10批药材样品可聚为 2类，S4为一类，其余聚为一

类；d＝5时，后一类又可聚为2类，S1、S10聚为一类，S2、

S3、S5～S9聚为一类。

2.6 主成分分析

2.6.1 主成分因子特征值、方差贡献率分析 采用

SPSS 17.0软件进行主成分因子分析，其特征值和方差

贡献率见表 6。由表 6可知，以特征值＞1为标准，得到

前2个主成分因子的特征值分别为8.237、1.935，方差贡

献率分别为 75.206％、17.591％，累积方差贡献率为

92.797％＞85％。故采用前2个主成分因子为指标对10

批药材样品进行评价，详见表7。由表7可知，主成分因

子 1可反映成分 1、2、3、5、6、8、9、10、11的信息，主成分

因子2可反映成分4、6、7的信息。

表6 2个主成分因子的特征值和方差贡献率

Tab 6 Eigenvalue and variance contribution rate of

two main component factors

主成分因子
1

2

特征值
8.273

1.935

方差贡献率，％
75.206

17.591

累积方差贡献率，％
75.206

92.797

以上述 2个主成分因子为变量绘制载荷图和得分

图，详见图5。由图5可知，载荷图结果与初始因子载荷

矩阵结果相同，距离原点较远的点为主成分因子 1和

表4 10批药材样品HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 4 Relative retention time of common peaks for

10 batches of medicinal materials

峰号
1

2

3

4

5

6（橙皮苷）

7

8

9

10

11

S1

0.367

0.437

0.661

0.839

0.948

1.000

1.394

1.774

2.084

2.256

2.416

S2

0.367

0.437

0.662

0.840

0.948

1.000

1.397

1.777

2.085

2.255

2.414

S3

0.366

0.436

0.662

0.830

0.947

1.000

1.394

1.775

2.084

2.254

2.414

S4

0.369

0.439

0.663

0.841

0.948

1.000

1.388

1.763

2.070

2.243

2.397

S5

0.366

0.437

0.663

0.840

0.949

1.000

1.397

1.779

2.088

2.264

2.424

S6

0.366

0.436

0.664

0.842

0.949

1.000

1.389

1.767

2.072

2.242

2.401

S7

0.366

0.436

0.662

0.840

0.947

1.000

1.394

1.775

2.083

2.254

2.414

S8

0.367

0.438

0.662

0.840

0.948

1.000

1.397

1.777

2.085

2.255

2.414

S9

0.367

0.438

0.663

0.840

0.947

1.000

1.397

1.778

2.086

2.256

2.416

S10

0.371

0.440

0.664

0.841

0.948

1.000

1.395

1.777

2.087

2.257

2.417

平均值
0.367

0.437

0.663

0.839

0.948

1.000

1.394

1.774

2.082

2.254

2.413

RSD，％
0.410

0.310

0.170

0.420

0.070

0.000

0.230

0.300

0.300

0.300

0.330

表5 10批药材样品HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 5 Relative peak areas of common peaks for 10

batches of medicinal materials

峰号
1

2

3

4

5

6（橙皮苷）

7

8

9

10

11

S1

0.041

0.008

0.031

0.187

0.010

1.000

0.044

0.019

0.176

0.050

0.041

S2

0.101

0.012

0.042

0.050

0.019

1.000

0.028

0.021

0.448

0.140

0.135

S3

0.128

0.012

0.046

0.051

0.028

1.000

0.038

0.042

0.563

0.162

0.159

S4

0.008

0.004

0.029

0.181

0.006

1.000

0.037

0.005

0.030

0.013

0.007

S5

0.023

0.007

0.040

0.209

0.005

1.000

0.039

0.005

0.022

0.014

0.008

S6

0.092

0.014

0.041

0.052

0.022

1.000

0.026

0.027

0.402

0.112

0.106

S7

0.127

0.016

0.045

0.057

0.027

1.000

0.037

0.040

0.579

0.160

0.164

S8

0.102

0.013

0.049

0.057

0.021

1.000

0.030

0.024

0.447

0.143

0.142

S9

0.066

0.011

0.039

0.096

0.014

1.000

0.031

0.017

0.308

0.098

0.092

S10

0.182

0.015

0.030

0.056

0.019

1.000

0.035

0.075

0.808

0.201

0.218

平均值
0.087

0.011

0.039

0.100

0.017

1.000

0.035

0.027

0.378

0.109

0.107

RSD，％
61.350

33.530

17.660

66.070

46.980

0.000

16.270

76.140

66.130

59.290

65.810

图2 药材样品的HPLC对照指纹图谱

Fig 2 HPLC control fingerprint of medicinal materials
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图4 10批药材样品聚类分析树状图

Fig 4 Cluster dendrogram for 10 batches of medi-

cinal materials
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Fig 3 HPLC chromatogram of substance control
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主成分因子 2中权重值较大的成分；由得分图可知，10

批药材样品分散在不同区域，表明药材样品质量与地

域分布有关。

表7 初始因子载荷矩阵

Tab 7 Primary factor loading matrix

成分
1

2

3

4

5

6（橙皮苷）

7

8

9

10

11

主成分因子1

0.972

0.956

0.799

－0.753

0.968

0.693

0.441

0.832

0.977

0.991

0.983

主成分因子2

－0.210

0.076

0.494

0.608

0.104

0.668

0.784

－0.370

－0.188

－0.087

0.140

2.6.2 综合质量评分 以上述 2个主成分因子对 10批

药材样品质量进行综合评分，结果见表8。由表8可知，

S7药材样品主成分因子综合得分最高，该批样品中成分

1、2、5、6、9、10、11的含量相对较高，整体质量相对较好

（综合得分＝相应的因子得分× 相应主成分的特征值√ ，

综合得分越高表示药材样品整体质量越好[9]）。

表8 10批药材样品主成分因子得分及排序

Tab 8 Main component factor score and ranking of

10 batches of medicinal materials

样品编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

主成分因子1得分
－2.663

1.283

3.465

－4.196

－4.226

－0.239

3.763

1.804

0.870

0.141

主成分因子2得分
1.092

－0.255

0.492

0.564

0.019

－1.348

0.555

0.242

1.818

－3.179

主成分因子综合得分
－1.952

0.991

2.901

－3.294

－3.422

－0.450

3.155

1.508

1.050

－0.488

排序
8

5

2

9

10

6

1

3

4

7

3 讨论
当前，随着人们对中药需求量的增大以及用药安全

意识的加强，中药质量控制越显重要。指纹图谱作为一

种有效的中药质量控制模式，以其科学的理论依据获得

了国际上的一致认可[10]。指纹图谱在色谱峰未明确为

何种成分的情况下，仍能给出充分、可靠的信息，用以控

制中药材质量[11]。

本研究在建立青皮药材的HPLC指纹图谱的过程中

曾分别考察了乙腈-0.5％醋酸溶液、乙腈-0.2％醋酸溶

液、乙腈-水、甲醇-0.5％醋酸溶液、甲醇-0.2％醋酸溶液、

甲醇-水为流动相时色谱峰的分离效果。结果，以乙

腈-0.5％醋酸溶液为流动相时分离效果最佳，色谱峰的

分离度及峰形均良好，且保留时间合适，故最终选择乙

腈-0.5％醋酸溶液为流动相进行梯度洗脱。本研究还分

别考察了在 284、300、360 nm不同检测波长下的出峰情

况。结果，检测波长为360 nm时的出峰数较多，故最终

选择360 nm为检测波长。

本研究所建立的青皮药材的HPLC指纹图谱，可反

映药材样品的特异性和整体性信息。在11个共有峰中，

通过与对照品 HPLC 图谱比对指认出了橙皮苷峰。10

批药材样品的相似度评价结果表明，各批药材样品间

质量存在差异。各共有峰相对保留时间的 RSD 差异

小，但相对峰面积的 RSD 相差较大，提示不同产地药

材样品的成分虽一致，但含量差异较大，这可能与药

材的生长环境、采收季节、加工炮制等因素有关。

综上所述，本研究所建HPLC指纹图谱及聚类分析

和主成分分析结果可为青皮药材的质量控制提供参考。
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