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石仙桃（Pholidota chinensis Lindl.）为兰科石仙桃属
植物石仙桃假的鳞茎或全草，又名石橄榄、石萸肉等[1]，

具有养阴、清肺、利湿、消瘀的作用，可用于治疗眩晕、头
痛、咳嗽、吐血、梦遗等疾病，民间常用其治疗高血压及
其他原因引起的头痛[2-3]。现代药理研究表明，石仙桃具
有镇静、抗氧化、抗癌等活性，并对神经系统有抑制作用
[4-5]，如以其提取物制成的头痛定糖浆可治疗神经性头
痛 [6]。石仙桃作为常用壮药之一[7]，主要分布于广东、广
西、福建等地，其中以在广西应用较为广泛。目前，市场
上石仙桃药材的品种混乱，导致其质量参差不齐。本课

题组前期对石仙桃进行了生药学鉴别[8]及天麻素、多糖

等的含量测定研究。在此基础上，本研究采用高效液相

色谱法（HPLC）对来自不同产地的16批石仙桃药材展开

指纹图谱研究，并进行聚类分析，为其质量评价及进一

步开发利用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

e2695型HPLC仪、2489型紫外检测器（美国Waters

公司）；Agilent 1100型HPLC仪、G1315B 型二级管阵列

（DAD）检测器（美国Agilent公司）；DHG-9070A型电热

恒温鼓风干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；SQP型

万分之一电子天平[赛多利科学仪器（北京）有限公司]；

HH-S6 型数显恒温水浴锅（金坛市医疗仪器厂）；

H21-HST2106型红外炉[美的（广东）集团]；Milli-Q Ad-

vantage型 A10纯水仪（美国密理博有限责任公司）。

1.2 药品与试剂

16批石仙桃药材采自广西、广东及福建等地，样品

原植物采集后经广西中医药大学药用植物园高级园艺

师朱意麟鉴定为兰科石仙桃属植物石仙桃（P. chinensis

Lindl.）的全草，采集到的药材水焯 5 min，45 ℃烘干，切

石仙桃药材HPLC指纹图谱的建立及聚类分析Δ
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摘 要 目的：建立石仙桃药材的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱并进行聚类分析，为石仙桃药材的质量评价提供参考。方法：根

据《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（2012版）建立广西、广东和福建产16批石仙桃药材的HPLC指纹图谱[色谱柱为Agilent

SB-aq，流动相为乙腈-0.05％磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为220 nm，柱温为30 ℃，进样量为5 μL]，并采

用SPSS 22.0统计学软件对其进行聚类分析。结果：根据建立的HPLC指纹图谱，共确定了11个共有峰，并指认了其中的共有色谱

峰1为天麻素；16批样品的相似度均大于0.9。16批药材样品可聚为2类。结论：建立的HPLC指纹图谱和聚类分析结果可为石仙

桃药材的质量控制提供一定的参考。
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Establishment of HPLC Fingerprint of Pholidota chinensis and Its Cluster Analysis

ZHANG Miao，CHEN Long，ZHU Hua，LI Li，DA Fangfang，LONG Li，HE Ruiting（Key Lab of Zhuang Yao

Medicine，Guangxi University of TCM，Nanning 530200，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprint of Pholidota chinensis and cluster analysis the samples，and to provide

reference for quality evaluation of P. chinensis. METHODS：HPLC fingerprints of 16 batches of P. chinensis from Guangxi，

Guangdong and Fujian were established according to 2012 edition of Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint

of TCM [chromatographic column was Agilent SB-aq column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.05％ phosphoric acid

solution（gradient elution），at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength of 220 nm，the column temperature was

30 ℃ and the sample volume was 5 μL].The cluster analysis was carried out by using SPSS 22.0 statistical software. RESULTS：

Accoding to the established HPLC fingerprint，11 common peaks were indentified，and the common peak 1 was identified as

gastrodin；the similarity of 16 batch of samples was greater than 0.9. 16 batches of medicinal materials could be divided into 2

groups. CONCLUSIONS：The established HPLC fingerprint and cluster analysis can provide reference for the quality control of

P. chinensis.
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段干燥，打粉过2号筛，备用；天麻素对照品（中国食品药
品检定研究院，批号：100080-201409，纯度：91.9％）；甲
醇（分析纯）、乙醇（分析纯）、磷酸（色谱纯）、醋酸（色谱
纯）均购自国药集团化学试剂有限公司；乙腈、甲醇（美
国Fisher公司，色谱纯）；水为超纯水。药材来源信息见
表1。

表1 石仙桃药材来源信息

Tab 1 Source information of P. chinensis

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

采集时间
2016-03-24

2016-03-25

2016-03-15

2016-03-28

2016-03-29

2016-03-10

2016-06-25

2016-06-30

2016-07-08

2016-07-13

2016-07-28

2016-07-30

2016-08-26

2016-10-22

2016-11-17

2017-01-03

采集地点
广西来宾市金秀县头排镇
广西来宾市金秀县桐木镇
广西防城港市防城区
广西防城港市那梭镇
广西防城港市扶隆镇
广西桂林市源头镇
广东韶关市翁源县周陂镇
福建宁德古田县大桥镇
福建省漳州市漳浦县绥安镇
广西南宁市钦北区
广西来宾市金秀县桐木镇
广西防城港市防城区
广西桂林市平乐县
广西河池市天峨县
广西来宾市金秀县
广西来宾市金秀县桐木镇

采集部位
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草
全草

样品状态
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材
药材

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent SB-aq（250 mm × 4.6 mm，5 μm）；流
动相：乙腈（A）-0.05％磷酸水溶液（B），梯度洗脱；柱温：

25 ℃；流速：1.0 mL/min；进样量：5 μL。梯度洗脱程序
见表2。

表2 梯度洗脱程序

Tab 2 Gradient elution procedure

时间，min

0

2

5

16

25

28

35

42

55

60

乙腈（A），％
3.0

3.0

15.0

19.0

27.0

27.0

34.0

40.0

100.0

100.0

0.05％磷酸（B），％
97.0

97.0

85.0

81.0

73.0

73.0

66.0

60.0

0.0

0.0

2.2 溶液制备

2.2.1 天麻素对照品储备液 精密称取天麻素对照品
6.12 mg，加水定容至25 mL量瓶中，即得。

2.2.2 供试品溶液 取16批药材粉末（过二号筛）0.1 g，

精密称定，置于 50 mL锥形瓶中，加入甲醇 30 mL，称质
量，回流提取 30 min，再次称质量并补足质量，滤过，取
续滤液 1 mL 至 1.5 mL 离心管中，以 13 000 r/min 离心
10 min，吸取上清液，备用。

2.3 方法学考察

2.3.1 专属性试验 取“2.2”项下天麻素对照品贮备液
及供试品（编号S2）溶液，以甲醇为空白溶液，按“2.1”项

下色谱条件进行测定，记录色谱图。结果显示，天麻素的
保留时间为7.554 min，与相邻峰间分离度大于1.5，理论
板数不低于5 000，且空白溶液不干扰检测，结果见图1。

2.3.2 精密度试验 取供试品（编号 S2）溶液适量，按
“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，以天麻素峰为参
照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结
果，11个共有峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD

均小于3.0％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.3 重复性试验 精密称取同一批药材（编号S2）适
量，共 6份，分别按“2.2.2”项下方法制备成供试品溶液，

再按“2.1”项下色谱条件进样测定，以天麻素峰为参照，

记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果，11

个共有峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD均小于
3.0％（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.3.4 稳定性试验 取供试品（编号S2）溶液，分别于室
温下放置 0、1、2、4、8、12、24 h后，按“2.1”项下色谱条件
进样测定，以天麻素峰为参照，记录各共有峰的相对保
留时间和相对峰面积。结果，11个共有峰的相对保留时
间和相对峰面积的RSD均小于 3.0％（n＝7），表明供试
品溶液室温条件下放置24 h稳定。

2.4 HPLC指纹图谱的生成与相似度、共有峰的相关

分析

2.4.1 HPLC指纹图谱的生成 取 16批药材样品各 0.1

g，精密称定，分别按“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，将所得数据导入“中

图1 专属性试验考察结果

Fig 1 Results of specificity tests
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药指纹图谱相似性评价系统”（2012）版软件分析，采用
中位数法对相关参数进行自动匹配，标定出药材的11个
共有峰，系统根据药材共有模式生成石仙桃药材的对照
指纹图谱R，并生成16批药材的指纹图谱。对照指纹图
谱R见图2，16批药材HPLC指纹图谱共有模式见图3。

2.4.2 相似度分析 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012版）分析软件，以样品S4的HPLC图谱为
对照，进行整体相似度评价。结果显示，16批药材样品
相似度均大于0.9，表明药材样品批间差异较小，质量稳
定性良好，结果见表3。

2.4.3 共有峰的指认及相关分析 16批药材样品有 11

图3 16批药材样品HPLC指纹图谱共有模式

Fig 3 Common pattern of HPLC fingerprints for 16

batches of medicinal samples
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图2 药材样品HPLC对照指纹图谱R

Fig 2 HPLC control fingerprint R of medicinal sam-

ples

表3 16批石仙桃药材指纹图谱相似度评价结果

Tab 3 Evaluation results of fingerprint similarity of 16 batches of P. chinensis

药材批次
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

对照指纹图谱R

S1

1

0.949

0.918

0.937

0.957

0.929

0.961

0.931

0.917

0.941

0.936

0.949

0.937

0.947

0.965

0.977

0.973

S2

0.949

1

0.970

0.960

0.963

0.976

0.970

0.976

0.918

0.920

0.964

0.959

0.941

0.962

0.971

0.952

0.986

S3

0.918

0.970

1

0.983

0.957

0.958

0.962

0.982

0.935

0.922

0.938

0.955

0.918

0.931

0.972

0.938

0.979

S4

0.937

0.960

0.983

1

0.969

0.939

0.955

0.979

0.970

0.958

0.927

0.946

0.910

0.929

0.983

0.951

0.984

S5

0.957

0.963

0.957

0.969

1

0.969

0.945

0.943

0.950

0.957

0.970

0.941

0.924

0.922

0.978

0.948

0.981

S6

0.929

0.976

0.958

0.939

0.969

1

0.940

0.938

0.909

0.912

0.987

0.927

0.913

0.913

0.959

0.931

0.966

S7

0.961

0.970

0.962

0.955

0.945

0.940

1

0.971

0.925

0.926

0.934

0.976

0.948

0.950

0.957

0.953

0.980

S8

0.931

0.976

0.982

0.979

0.943

0.938

0.971

1

0.942

0.929

0.917

0.958

0.941

0.952

0.972

0.951

0.982

S9

0.917

0.918

0.935

0.970

0.950

0.889

0.925

0.942

1

0.969

0.913

0.922

0.900

0.905

0.952

0.919

0.956

S10

0.941

0.920

0.922

0.958

0.957

0.912

0.926

0.929

0.969

1

0.896

0.933

0.913

0.912

0.959

0.941

0.961

S11

0.936

0.964

0.938

0.927

0.970

0.987

0.934

0.917

0.903

0.946

1

0.927

0.921

0.907

0.951

0.927

0.961

S12

0.949

0.959

0.955

0.946

0.941

0.927

0.976

0.958

0.922

0.933

0.927

1

0.936

0.969

0.948

0.943

0.974

S13

0.937

0.941

0.938

0.910

0.904

0.913

0.948

0.941

0.920

0.933

0.911

0.936

1

0.955

0.918

0.931

0.943

S14

0.947

0.962

0.931

0.929

0.922

0.913

0.950

0.952

0.905

0.912

0.907

0.969

0.955

1

0.950

0.953

0.966

S15

0.965

0.971

0.972

0.983

0.978

0.959

0.957

0.972

0.952

0.959

0.951

0.948

0.918

0.950

1

0.983

0.992

S16

0.977

0.952

0.938

0.951

0.948

0.931

0.953

0.951

0.919

0.941

0.927

0.943

0.931

0.953

0.983

1

0.977

对照指纹图谱R

0.973

0.986

0.979

0.984

0.981

0.966

0.980

0.982

0.956

0.961

0.961

0.974

0.943

0.966

0.992

0.977

1

个共有峰，通过与对照品比对，指认1号峰为天麻素，由
于其分离良好、峰面积较大，且为所有药材样品共有，故
设定其为参照峰（S），计算其他峰相对于11号峰的相对
保留时间、相对峰面积，结果见表4、表5。

2.5 聚类分析

以16批药材样品11个共有峰的相对峰面积为原始
数据，应用SPSS 22.0软件，采用组间平均数联结法进行
聚类分析[9-10]。结果显示，16批药材样品可聚为两大类：

S5、S16、S15、S9、S10、S8、S12、S1、S6、S4聚为一类；S2、

S7、S14、S13、S3、S11聚为一类。16批石仙桃药材的聚
类分析图见图4。

3 讨论
近年来，随着人们健康意识的增强，利用中药进行

疾病预防和保健的需求逐年增高。药材质量成为健康
市场关注的焦点，寻找有效的中药质量控制方法成为保
证药材质量的最有效途径。中药指纹图谱法利用其能
够显示药材多种成分含量，并能特征性地表达中药成分
复杂性的特殊优势成为当前最有效、最快捷的常用中药
质量控制与评价方法。鉴于此，本课题组从整体角度出
发，采用HPLC指纹图谱方法分析石仙桃药材所含的多
种化学物质，为石仙桃药材质量控制与评价提供了实验
基础和参考依据。

构建指纹图谱需要样品具有多个分离度较好的色
谱峰，因而样品的制备就显得尤为重要。中药含有多种
化学成分，选用不同提取方法提取出来的成分种类或含
量就会有所差异，尤其在微量成分方面，因而也会影响
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到后期指纹图谱的构建。笔者通过前期文献研究，初步

考察了供试品制备过程中的提取方法（超声提取和加热

回流），提取溶剂（水、甲醇、乙醇），溶剂用量（20、30、40

mL）以及提取时间（15、30、45 min）等因素，以HPLC指

纹图谱所含共有峰的种类、分离度、峰面积总和等作为

评价指标，最终确定了石仙桃供试品制备的最佳提取

工艺：药材粗粉 0.1 g，加入甲醇 30 mL，加热回流提取

30 min。

前期，笔者分别考察了不同色谱柱[Agilent ZORB-

AX SB-aq（250 mm ×4.6 mm，5 μm）、Agilent 5 TC-C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）、Agilent ZORBAX SB-C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）]，不同的流动相系统（乙腈-水、甲醇-

水、乙腈-0.05％磷酸水溶液、甲醇-0.05％磷酸水溶液、乙

腈-0.05％醋酸水溶液、甲醇-0.05％醋酸水溶液），不同柱

温（20、25、30、35 ℃），不同进样量（5、10、15 µL）以及不

同流速（0.8、1.0、1.3 mL/min）等色谱条件，最终确定了石

仙桃指纹图谱的色谱柱为 Agilent SB-aq(250 mm × 4.6

mm，5 μm)，流动相为乙腈-0.05％磷酸水溶液，进样量为

5 μL，柱温为25 ℃，流速为1.0 mL/min。

聚类分析作为一种划分未知类别的分析方法，常用

于中药品种和质量分析研究中。但其作为常用的探索

性分析，在分类的过程中，采用构建方法不同、选取的参

照标准不同、样本数据不同，分类的结果和结论也会不

同。由于样本量的限制及变量类型等不同，本研究采用

系统聚类法对 16批次石仙桃药材指纹图谱进行了聚类

分析，并将其聚为两大类：S2、S7、S14、S13、S3、S11聚为

一类，另外几批药材聚为一类。其聚类结果与药材假鳞

茎的大小及药材的生长年限存在一定的关联度，S2、S7、

S14、S13、S3、S11几个批次药材假鳞茎较大，生长年限

长，也可能是由于药材的产地、采收季节[11-12]等原因造成

了其差异较大。
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图4 16批石仙桃药材的聚类分析图
Fig 4 Cluster analysis of 16 batches of P. chinensis
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表4 16批石仙桃药材共有峰的相对保留时间

Tab 4 Relative retention time of common peak of 16

batches of P. chinensis

峰编号
1（S）

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

S1

1.00

1.77

2.15

2.49

2.92

4.80

4.86

4.91

5.11

6.64

6.94

S2

1.00

1.77

2.14

2.47

2.89

4.79

4.84

4.89

5.09

6.63

6.94

S3

1.00

1.76

2.14

2.47

2.89

4.78

4.84

4.89

5.09

6.63

6.94

S4

1.00

1.76

2.15

2.49

2.91

4.80

4.86

4.91

5.08

6.64

6.94

S5

1.00

1.77

2.15

2.49

2.91

4.80

4.86

4.91

5.11

6.64

6.94

S6

1.00

1.78

2.17

2.50

2.93

4.81

4.87

4.92

5.12

6.64

6.94

S7

1.00

1.77

2.14

2.48

2.90

4.84

4.89

4.89

5.09

6.63

6.94

S8

1.00

1.77

2.14

2.48

2.90

4.79

4.84

4.89

5.09

6.63

6.94

S9

1.00

1.77

2.15

2.49

2.92

4.80

4.86

4.91

5.11

6.64

6.94

S10

1.01

1.79

2.18

2.52

2.94

4.81

4.87

4.92

5.12

6.64

6.95

S11

1.00

1.78

2.15

2.49

2.91

4.79

4.79

4.90

5.10

6.63

6.94

S12

1.00

1.77

2.14

2.48

2.90

4.78

4.84

4.89

5.09

6.63

6.94

S13

1.00

1.77

2.15

2.48

2.90

4.80

4.85

4.90

5.10

6.64

6.94

S14

1.00

1.77

2.14

2.48

2.91

4.78

4.84

4.89

5.09

6.63

6.94

S15

1.00

1.77

2.15

2.48

2.91

4.80

4.86

4.91

5.11

6.64

6.94

S16

1.00

1.77

2.15

2.48

2.93

4.79

4.85

4.90

5.10

6.64

6.94

表5 16批石仙桃药材共有峰的相对峰面积

Tab 5 Relative peak area of common peak of 16

batches of P. chinensis

峰编号
1（S）

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

S1

1.00

1.74

0.89

2.95

0.30

0.09

0.29

0.41

2.00

0.17

0.12

S2

1.00

0.67

0.13

0.33

2.51

0.21

0.17

0.26

1.53

0.15

0.07

S3

1.00

0.49

0.19

0.67

4.01

0.14

0.33

0.75

1.75

0.11

0.10

S4

1.00

0.70

0.68

4.08

0.19

0.08

0.27

0.79

0.03

0.10

0.10

S5

1.00

0.83

0.58

3.93

0.09

0.14

0.48

0.77

2.78

0.30

0.14

S6

1.00

0.46

0.35

2.01

0.06

0.06

0.08

0.16

0.87

0.10

0.08

S7

1.00

0.87

0.24

0.70

2.47

0.25

0.27

0.56

1.42

0.07

0.11

S8

1.00

0.73

0.45

3.14

0.13

0.21

0.36

0.45

1.13

0.08

0.08

S9

1.00

0.92

0.51

3.72

0.23

0.07

0.28

1.33

1.43

0.08

0.10

S10

1.00

1.21

0.61

3.48

0.11

0.38

0.41

1.19

1.79

0.14

0.14

S11

1.00

0.70

0.15

0.58

3.45

0.09

0.15

0.54

3.27

0.40

0.10

S12

1.00

1.02

0.69

2.61

0.15

0.17

0.41

0.85

1.56

0.10

0.09

S13

1.00

0.93

0.17

0.34

1.59

0.11

0.21

0.11

0.70

0.06

0.06

S14

1.00

1.38

0.13

0.36

2.74

0.11

0.20

0.35

1.49

0.14

0.09

S15

1.00

1.48

0.74

5.19

0.13

0.18

0.44

0.77

2.78

0.23

0.15

S16

1.00

1.06

0.58

3.90

0.14

0.11

0.34

0.48

2.63

0.23

0.20
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