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大黄为蓼科植物掌叶大黄Rheum palmatum L.、唐古

特大黄 Rheum tanguticum Maxim. ex Balf.或药用大黄

Rheum officinale Baill.的干燥根和根茎 [1]，主产于甘肃、

青海、四川等地，具有攻积泻下、凉血解毒、利湿退黄等

功效 [2]。大黄的化学成分复杂，主要包括蒽醌类、蒽酮
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摘 要 目的 建立掌叶大黄酒蒸前后高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并测定其中3种差异性成分的含量。方法 采用HPLC法建

立掌叶大黄（酒蒸前）、熟大黄（酒蒸后）各15批样品的指纹图谱并进行相似度评价，通过主成分分析、聚类分析、偏最小二乘法-判

别分析、正交偏最小二乘法-判别分析对指纹图谱进行化学模式识别分析。对 30批样品中的 3种差异性成分没食子酸、白藜芦

醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷进行含量测定。结果 指纹图谱研究中掌叶大黄标定了 48个共有

峰，熟大黄标定了47个共有峰，并指认出17个共有峰。聚类分析与主成分分析显示，青海产掌叶大黄酒蒸前后均与四川、甘肃产

掌叶大黄酒蒸前后存在显著差异。含量测定结果显示，青海产掌叶大黄酒蒸前后3种差异性成分的含量均高于其他2个产区样

品，各产区熟大黄中没食子酸含量均高于掌叶大黄，各产区掌叶大黄中的白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰

基）-葡萄糖苷含量均高于熟大黄。结论 该研究建立的指纹图谱及含量测定方法能够快速、科学、准确地评价不同产区掌叶大黄及

其酒蒸炮制品的质量，为掌叶大黄炮制规范及质量控制提供依据。
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Establishment of fingerprint and content determination of 3 differential components in Rheum palmatum

before and after steaming with wine derived from different producing areas
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Heilongjiang University of Chinese Medicine/Key Laboratory of Basic and Applied Research of Northern
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish HPLC fingerprint of Rheum palmatum before and after steaming with wine，and to

determine the contents of 3 differential components. METHODS HPLC method was used to establish the fingerprints of 15 batches

of R. palmatum（before wine-steaming）and prepared rhubarb（after wine-steaming）and the similarity evaluation was conducted.

The chemical pattern recognition analysis was carried out by principal component analysis，cluster analysis，partial least squares-

discriminant analysis and orthogonal partial least squares-discriminant analysis. The contents of gallic acid，resveratrol-4′-O-

glucoside and resveratrol-4′-O-（6″-galloyl）-glucoside in 30 batches of samples were determined. RESULTS In the fingerprint

study，48 common peaks were demarcated for R. palmatum and 47 for prepared rhubarb as well as 17 common peaks were

identified by reference substance. Cluster analysis and principal component analysis showed that R. palmatum derived from Qinghai

before and after steaming with wine could be distinguished from those from Sichuan and Gansu. The results of content

determination showed that the contents of 3 differential components in R. palmatum derived from Qinghai before and after steaming

with wine were higher than those from other two production areas；the contents of gallic acid in prepared rhubarb derived from

those production areas were higher than R. palmatum；the contents of resveratrol-4′-O-glucoside and resveratrol-4′-O-

（6″-galloyl）-glucoside in R. palmatum derived from those production areas were higher than prepared rhubarb. CONCLUSIONS

Fingerprint and content determination method established in this study can quickly，scientifically and accurately evaluate the quality

of R. palmatum from different producing areas before and after wine steaming，which provide a basis for the processing

specification and quality control of R. palmatum.

KEYWORDS Rheum palmatum；prepared rhubarb；HPLC；fingerprint；content determination；differential component
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类、鞣质类、苯丁酮类和二苯乙烯类，其中蒽醌类成分中

的结合蒽醌和蒽酮类成分中的番泻苷类具有良好的泻

下作用，游离蒽醌具有良好的抑菌、抗肿瘤作用，鞣质类

成分中的儿茶素和没食子酸具有良好的止血作用，苯丁

酮类成分中的莲花掌苷和异莲花掌苷是大黄抗炎镇痛

的主要成分，二苯乙烯类成分是大黄清除自由基和抗衰

老的主要成分[3－5]。对于大黄、熟大黄的质量控制，2020

年版《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药典》）中

仅对其中的游离蒽醌和总蒽醌含量制定了标准，但通过

临床及药理作用研究发现，大黄酒蒸为熟大黄后在减缓

泻下作用、减少胃气损伤的同时，还能增强活血化瘀之

功效，这不仅与蒽醌类成分有关，还与蒽酮类、鞣质类、

苯丁酮类、二苯乙烯类成分的变化有关[6－7]。大黄在《中

国药典》中共收载3个基原，其中掌叶大黄较其他两个基

原的大黄主产地资源丰富，采收较容易，资源易得到保

证，且在临床应用广泛[8－9]。近年来，虽有大量关于不同

产地掌叶大黄指纹图谱的研究，但是仅局限于对蒽醌

类、蒽酮类及鞣质类成分的质量控制[10－13]，对其炮制品

的研究也局限于同一产地甚至同一批次各炮制品炮制

前后的差异性成分分析[14]，目前仍缺乏整体综合评价掌

叶大黄酒蒸前后质量的方法。本课题组通过前期实验

发现不同产地掌叶大黄中没食子酸、白藜芦醇-4′-O-葡

萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷在酒

蒸前后存在着较大的差异且含量较高可测，因此本研究

通过对蒽醌类、蒽酮类、苯丁酮类、二苯乙烯类、鞣质类

共 5 类主要成分的定性分析和没食子酸、白藜芦

醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡

萄糖苷3种差异性成分的定量分析以及对不同产区掌叶

大黄酒蒸前后高效液相色谱（HPLC）指纹图谱的比较，

探讨不同产区掌叶大黄酒蒸前后化学成分的差异，为掌

叶大黄的规范化炮制生产提供理论依据。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 2695-2998型 HPLC 仪（美

国Waters公司），N-1300D-WB型旋转蒸发仪（日本东京

理化器械株式会社），AL204型万分之一电子分析天平

（上海梅特勒-托利多国际贸易有限公司），KQ-250E型

超声波清洗器（昆山超声仪器有限公司），YXQ-LS-50A

型立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯实业有限公司医疗设

备厂）等。

1.2 主要药品与试剂

没食子酸（批号CHB180114，纯度≥98％）、儿茶素

（批号 CHB180809，纯度≥98％）、番泻苷 A（批号

CHB180729，纯度≥98％）、芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷

（批号CHB190115，纯度≥98％）、大黄酸-8-O-β-D-葡萄

糖苷（批号CHB180726，纯度≥98％）、大黄酚-8-O-β-D-

葡 萄 糖 苷（批 号 CHB180726，纯 度 ≥98％）、大 黄

素 -8-β-D- 吡喃葡萄糖苷（批号 CHB180727，纯度≥

98％）、大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷（批号CHB201109，

纯度≥98％）对照品均购自成都克洛玛生物科技有限公

司；大黄酸（批号HR152461198，纯度≥98％）、大黄素（批

号 HR4919S1，纯度≥98％）、大黄酚（批号 HR19415S1，

纯度≥98％）、芦荟大黄素（批号 HR16119S1，纯度≥

98％）、大黄素甲醚（批号 HR20425W1，纯度≥98％）对

照品均购自宝鸡晨光生物科技有限公司；莲花掌苷（批

号 YL19121001，纯 度 ≥98％）、异 莲 花 掌 苷（批 号

YL20012123，纯度≥98％）、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷

（批号 YL20061703，纯度≥98％）、白藜芦醇-4′-O-（6″-

没食子酰基）-葡萄糖苷（批号YL20030506，纯度≥98％）

对照品均购自上海一林生物科技有限公司。

15批掌叶大黄饮片均购自广州采芝林药业有限公

司，编号为S1～S15（表1），经黑龙江中医药大学药学院

药用植物教研室樊锐锋教授鉴定为蓼科植物掌叶大黄

R. palmatum L.的干燥根和根茎。结合《中国药典》[1]并参

考文献[6]，取大黄饮片100 g，加黄酒30 g，闷润4 h，蒸制

温度 105 ℃，蒸制时间 10 h，制备得熟大黄（与掌叶大黄

样品一一对应编号为ZS1～ZS15），并根据《中国药典》

方法[1]对掌叶大黄、熟大黄进行含量测定后发现其游离

蒽醌含量分别不低于0.35％、0.50％，总蒽醌含量均不低

于1.50％，均为合格样品。

表1 15批掌叶大黄饮片样品的来源信息

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

产地
甘肃省陇南市礼县
甘肃省陇南市礼县
甘肃省陇南市礼县
甘肃省陇南市礼县
甘肃省陇南市礼县
青海省西宁市
青海省西宁市
青海省西宁市

批号
YCB0R0001

YCB0R0002

YCB0R0003

YCB0R0004

YCB0R0005

YCB0R0006

YCB0R0007

YCB0R0008

编号
S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

产地
青海省西宁市
青海省西宁市
四川省阿坝州
四川省阿坝州
四川省阿坝州
四川省阿坝州
四川省阿坝州

批号
YCB0R0009

YCB0R0010

YCB0R0011

YCB0R0012

YCB0R0013

YCB0R0014

YCB0R0015

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱为Symmtrey C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相为甲醇（A）-0.1％磷酸溶液（B），梯度洗脱（0～20

min，5％A→37％A；20～59 min，37％A→76％A；59～

61 min，76％ A→85％ A；61～75 min，85％ A；75～77

min，85％A→100％A）；流速为 1.0 mL/min；检测波长为

280 nm；柱温为30 ℃；进样量为10 μL。

2.2 不同产区掌叶大黄酒蒸前后HPLC指纹图谱的建

立与分析

2.2.1 混合对照品溶液的制备 分别取对照品没食子

酸、儿茶素、番泻苷A、芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷、大黄

酸-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷、大黄

素-8-β-D-吡喃葡萄糖苷、大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖

苷、大黄酸、大黄素、大黄酚、芦荟大黄素、大黄素甲醚、

莲花掌苷、异莲花掌苷、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜
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芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷适量，精密称定，

用甲醇溶解并稀释，配制成质量浓度分别为 0.190 1、

0.165 3、0.082 6、0.082 6、0.107 4、0.082 6、0.082 6、0.082 6、

0.082 6、0.082 6、0.107 4、0.082 6、0.082 6、0.148 8、0.082 6、

0.061 1、0.061 1 mg/mL 的混合对照品溶液，过 0.22 μm

微孔滤膜，即得。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密称取饮片粉末（过三号

筛）1.0 g，置于50 mL具塞锥形瓶中，加甲醇25 mL，称定

质量，超声（600 W，40 kHz）30 min后，补足减失质量，摇

匀，过滤，取滤液，用0.22 μm微孔滤膜过滤，即得。

2.2.3 精密度试验 精密称取S6样品，按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6

次，以没食子酸为参照峰，计算各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积。结果，各共有峰相对保留时间和相对

峰面积的RSD均小于3.00％（n＝6），表明仪器进样精密

度良好。

2.2.4 稳定性试验 精密称取S6样品，按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，分别在室温下放置0、2、4、6、12、24 h

时按“2.1”项下色谱条件进样分析，以没食子酸为参照

峰，计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结

果，各共有峰相对保留时间和相对峰面积的RSD均小于

3.00％（n＝6），表明供试品溶液在室温24 h内是稳定的。

2.2.5 重复性试验 精密称取S6样品6份，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样分

析，以没食子酸为参照峰，计算各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积。结果，各共有峰相对保留时间和相对

峰面积的 RSD 均小于 3.00％（n＝6），表明该方法重复

性好。

2.2.6 各批次掌叶大黄和熟大黄HPLC指纹图谱建立、

相似度评价及色谱峰指认 取 15批掌叶大黄、15批熟

大黄样品，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，记录色谱图。将所得色谱

数据导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012

版）》，采用中位数法，设定时间窗为 0.20 min，分别以

S6、ZS6为参照图谱，经多点校正后，生成指纹图谱共有

模式，并以此作为对照指纹图谱（R、R′）。结果显示，掌

叶大黄有48个共有峰，熟大黄有47个共有峰，详见图1、

图2。

采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012

版）》，对掌叶大黄酒蒸前后的各样品指纹图谱进行相似

度评价，结果见表 2。甘肃、四川产掌叶大黄相似度为

0.779～0.840，青海产掌叶大黄相似度为 0.949～0.978，

甘肃、青海、四川产熟大黄相似度为 0.873～0.972，表明

各产区的掌叶大黄具有相似的色谱信息，且甘肃、四川

产掌叶大黄与青海产掌叶大黄之间存在着一定差异，熟

大黄的质量则较均一稳定。

根据掌叶大黄、熟大黄样品的HPLC指纹图谱生成

结果，选择图谱中峰面积较大且分离度较好的色谱峰作

为特征峰。结果显示，掌叶大黄、熟大黄共有62个特征

峰，与混合对照品溶液HPLC图（图3）进行比对，共指认

出17个色谱峰，分别为5号峰（没食子酸）、14号峰（儿茶

素）、22号峰（白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷）、24号峰（异莲

图2 掌叶大黄和熟大黄样品的对照指纹图谱
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B.熟大黄

图1 各批次掌叶大黄和熟大黄样品的叠加指纹图谱
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花掌苷）、25号峰（莲花掌苷）、27号峰（芦荟大黄素-8-O-

葡萄糖苷）、29号峰[白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡

萄糖苷]、30号峰（大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷）、33号峰

（番泻苷A）、43号峰（大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷）、45号

峰（大黄素-8-β-D-吡喃葡萄糖苷）、49号峰（大黄素甲

醚-8-O-β-D-葡萄糖苷）、50号峰（芦荟大黄素）、55号峰

（大黄酸）、59号峰（大黄素）、60号峰（大黄酚）、61号峰

（大黄素甲醚）。

2.3 化学模式识别分析

2.3.1 聚类分析 以 15批不同产区掌叶大黄酒蒸前后

的 62 个特征峰峰面积为变量，采用组间联接，借助

SPSS 23.0 软件进行系统聚类分析（cluster analysis，

CA）[15]，结果见图 4。从图 4可知，当平方欧式距离为 5

时，30批样品被明显聚为 4类：青海产掌叶大黄（S6～

S9）聚为一类，青海产掌叶大黄（S10）聚为一类，青海产

熟大黄（ZS6～ZS10）聚为一类，甘肃、四川产掌叶大黄

及熟大黄（S1～S5、S11～S15、ZS1～ZS5、ZS11～ZS15）

聚为一类；当平方欧式距离为25时，30批样品被明显聚

为2类：青海产掌叶大黄（S6～S10）单独聚为一类，其余

样品聚为一类。

2.3.2 主成分分析 主成分分析（principal component

analysis，PCA）可快速表征样本的差异信息[16]。将 15批

不同道地产区掌叶大黄酒蒸前后指纹图谱的 62个特征

峰峰面积组成62×30阶矩阵导入SIMCA-P14.1软件，建

立 PCA 模型，绘制 PCA 散点图。结果显示，30批样品

大体可聚为两类：青海产掌叶大黄（S6～S10）聚为一

类，其余样品聚为一类。其结果与 CA 结果基本一致，

详见图 5。

2.3.3 偏最小二乘法-判别分析 由相似度、CA和PCA

结果可知，青海产区的掌叶大黄与其他2个产区的掌叶

大黄存在着明显区别，因此选择偏最小二乘法-判别分

析（partial least squares-discriminant analysis，PLS-DA）[15]

对甘肃、青海、四川3个产区的掌叶大黄及熟大黄进行产

地差异性成分表征。

将15批不同产区掌叶大黄的48个共有峰峰面积导

入SIMCA-P14.1软件，进行PLS-DA分析。结果显示，自

变量累积解释能力参数（R2X）为0.993，因变量累积解释

能力参数（R2Y）为 0.995，预测能力参数（Q2）为 0.994，均

大于0.5，表明该模型拟合效果较好[17]。以变量投影重要

性（variable importance in the projection，VIP）值＞1为标

准，筛选质量差异标志物。结果共得到 17个差异性成

分，依次为峰 32、峰 49（大黄素甲醚 -8-O-β-D-葡萄糖

苷）、峰25（莲花掌苷）、峰59（大黄素）、峰23、峰45（大黄

5：没食子酸；14：儿茶素；22：白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷；24：异莲花

掌苷；25：莲花掌苷；27：芦荟大黄素 -8-O-葡萄糖苷；29：白藜芦

醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷；30：大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷；

33：番泻苷A；43：大黄酚-8-O-β-D-葡萄糖苷；45：大黄素-8-β-D-吡喃葡

萄糖苷；49：大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷；50：芦荟大黄素；55：大黄

酸；59：大黄素；60：大黄酚；61：大黄素甲醚

图3 混合对照品溶液HPLC图
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表2 各批次掌叶大黄和熟大黄的相似度评价结果

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

相似度
0.794

0.818

0.807

0.840

0.817

0.975

0.976

0.978

0.977

0.949

编号
S11

S12

S13

S14

S15

ZS1

ZS2

ZS3

ZS4

ZS5

相似度
0.779

0.791

0.785

0.780

0.787

0.949

0.946

0.945

0.920

0.923

编号
ZS6

ZS7

ZS8

ZS9

ZS10

ZS11

ZS12

ZS13

ZS14

ZS15

相似度
0.968

0.971

0.968

0.969

0.972

0.908

0.873

0.905

0.889

0.900
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B. VIP图

图7 15批熟大黄的PLS-DA图和VIP图
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素-8-β-D-吡喃葡萄糖苷）、峰 29[白藜芦醇-4′-O-（6″-没

食子酰基）-葡萄糖苷]、峰34、峰14（儿茶素）、峰24（异莲花

掌苷）、峰43（大黄酚-8-O-葡萄糖苷）、峰33（番泻苷A）、

峰 27（芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷）、峰 4、峰 38、峰 30（大

黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷）、峰5（没食子酸），详见图6。

将15批不同产区熟大黄的47个共有峰峰面积导入

SIMCA-P14.1软件，进行 PLS-DA分析。结果显示，R2X

为 0.974，R2Y 为 0.990，Q2为 0.979，均大于 0.5，表明该模

型预测能力好[17]。以 VIP 值＞1为标准，筛选质量差异

标志物。结果共得到14个差异性成分，依次为峰59（大

黄素）、峰 37、峰 60（大黄酚）、峰 5（没食子酸）、峰 55（大

黄酸）、峰49（大黄素甲醚-8-O-β-D-葡萄糖苷）、峰54、峰

50（芦荟大黄素）、峰7、峰43（大黄酚-8-O-葡萄糖苷）、峰

27（芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷）、峰61（大黄素甲醚）、峰

45（大黄素-8-β-D-吡喃葡萄糖苷）、峰 24（异莲花掌苷），

详见图7。

2.3.4 正交偏最小二乘法-判别分析 将15批不同产区

掌叶大黄酒蒸前后指纹图谱的 62个特征峰峰面积导

入 SIMCA-P14.1软件，进行有监督模式的正交偏最小

二乘法 -判别分析（orthogonal partial least squares- dis-

criminant analysis，OPLS-DA）[18]，分析各批次掌叶大黄

酒蒸前后的差异。结果显示，R2X为0.916，R2Y为0.951，

Q2为 0.940，均大于 0.5。以 VIP 值＞1为参考值得到 22

个差异性成分，依次为峰 45（大黄素-8-β-D-吡喃葡萄糖

苷）、峰29[白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷]、

峰32、峰14（儿茶素）、峰37、峰5（没食子酸）、峰38、峰27

（芦荟大黄素-8-O-葡萄糖苷）、峰 22（白藜芦醇-4′-O-葡

萄糖苷）、峰 30（大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷）、峰 7、峰 25

（莲花掌苷）、峰34、峰33（番泻苷A）、峰43（大黄酚-8-O-

β-D-葡萄糖苷）、峰 23、峰 36、峰 4、峰 46、峰 20、峰 19、峰

41，详见图8。

B. VIP图

图6 15批掌叶大黄的PLS-DA图和VIP图
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图 8 15批掌叶大黄和 15批熟大黄的OPLS-DA图和
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2.4 没食子酸、白藜芦醇 -4′-O-葡萄糖苷、白藜芦

醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷的含量测定

2.4.1 3种成分混合对照品贮备液的制备 分别取没食

子酸、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没

食子酰基）-葡萄糖苷对照品适量，精密称定，用甲醇溶

解并稀释，配制成质量浓度分别为 1.875 0、0.350 0、

1.100 0 mg/mL的混合对照品贮备液。

2.4.2 线性关系考察 分别精密吸取“2.4.1”项下混合

对照品贮备液（6号工作液）各 1.5 mL，加甲醇稀释至 2、

3、5、30、75 mL得 5、4、3、2、1号工作液。精密吸取上述

工作液（1～6号）各10 μL，按照“2.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。以待测成分质量浓度为横坐标（X）、

对应峰面积为纵坐标（Y）作线性回归，得到没食子酸、白

藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰

基）-葡萄糖苷的回归方程分别为Y＝10 510 614.561 6X－

219 016.339 0（r＝0.999 9）、Y＝24 643 758.406 3X －

101 355.909 8（r＝0.999 9）、Y＝15 107 174.438 8X －

188 775.455 4（r＝0.999 9），其检测质量浓度的线性范围

分别为 0.037 5～1.875 0、0.007 0～0.350 0、0.022 0～

1.100 0 mg/mL。

2.4.3 精密度试验 精密吸取“2.4.2”项下 4号工作液，

按照“2.1”项下色谱条件进样测定，连续进样 6次，记录

峰面积。结果显示，没食子酸、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖

苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷峰面积的

RSD 分别为 2.51％、2.76％、2.69％（n＝6），表明仪器精

密度良好。

2.4.4 稳定性试验 取同一样品（S6）粉末1.0 g，精密称

定，按照“2.2.2”项下方法制成供试品溶液，分别于室温

下放置 0、2、6、10、12、24 h时按照“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果显示，没食子酸、白藜芦

醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡

萄糖苷峰面积的RSD分别为0.71％、0.77％、0.81％（n＝

6），表明供试品溶液在室温下放置24 h内稳定。

2.4.5 重复性试验 取同一样品（S6）粉末共 6份，每份

1.0 g，精密称定，分别按照“2.2.2”项下方法制成供试品

溶液，再按照“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积

并按标准曲线法计算样品中各待测成分的含量。结果

显示，没食子酸、白藜芦醇 -4′-O-葡萄糖苷、白藜芦

醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷含量的RSD分别为

1.84％、0.98％、2.63％（n＝6），表明该方法重复性较好。

2.4.6 加样回收率试验 取同一批已知含量的掌叶大

黄样品（S1）粉末约 0.2 g，共 6份，分别置于具塞锥形瓶

中，精密加入混合对照品贮备液 [没食子酸、白藜芦

醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡

萄糖苷质量浓度分别为1.495 4、0.171 9、0.276 4 mg/mL]

1 mL，再分别加入甲醇9 mL，其余按照“2.2.2”项下方法

制成供试品溶液，然后按照“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积并计算加样回收率。结果显示，3种成分

的平均加样回收率分别为102.15％、100.99％、101.59％，

RSD 分别为 1.95％、2.85％、2.87％（n＝6），表明该方法

准确度较好，详见表3。

表3 3种差异性成分的加样回收率测定结果（n＝6）

待测成分

没食子酸

白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷

白藜芦醇-4′-O-（6″-没
食子酰基）-葡萄糖苷

称样量/
g

0.198 3

0.197 5

0.201 2

0.200 1

0.197 8

0.198 2

0.199 9

0.199 1

0.201 9

0.196 8

0.201 1

0.200 7

0.199 1

0.201 9

0.196 8

0.201 1

0.200 7

0.201 9

已知含
量/mg

1.499 3

1.493 3

1.521 3

1.512 9

1.495 5

1.498 6

0.176 9

0.176 2

0.178 7

0.174 2

0.178 0

0.177 6

0.289 3

0.293 3

0.285 9

0.292 2

0.291 6

0.293 3

加入量/
mg

1.495 4

1.495 4

1.495 4

1.495 4

1.495 4

1.495 4

0.171 9

0.171 9

0.171 9

0.171 9

0.171 9

0.171 9

0.276 4

0.276 4

0.276 4

0.276 4

0.276 4

0.276 4

测得量/
mg

3.009 2

3.012 0

3.069 3

2.994 2

3.056 8

3.044 6

0.345 3

0.354 5

0.352 0

0.351 1

0.344 9

0.355 4

0.574 2

0.563 8

0.557 7

0.582 0

0.572 2

0.580 4

加样回收
率/％

100.97

101.56

103.52

99.06

104.41

103.38

97.96

103.72

100.81

102.91

97.09

103.43

103.08

97.87

98.34

104.85

101.52

103.87

平均加样回
收率/％

102.15

100.99

101.59

RSD/
％

1.95

2.85

2.87

2.4.7 含量测定 分别称取 30批样品粉末约 1.0 g，按

照“2.2.2”项下方法制成供试品溶液后，再按照“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积并采用标准曲线法分别

计算样品中没食子酸、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷、白藜芦

醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷的含量。平行测定

3次，取平均值。结果显示，30批样品中3种成分的含量

分别为 4.211 2～32.719 1、0.182 3～7.261 9、0.563 5～

26.195 7 mg/g，详见表4。

表4 15批掌叶大黄和15批熟大黄中3种差异性成分的

含量测定结果（n＝3）

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

没食子酸/
（mg/g）

7.560 9

6.163 4

7.895 3

6.516 7

6.815 3

19.504 4

20.040 3

19.526 3

20.099 6

16.907 1

4.229 6

4.568 3

4.221 9

4.211 2

4.692 3

白藜芦醇-4′-
O-葡萄糖苷/

（mg/g）

0.885 1

0.954 6

1.204 3

1.194 5

1.129 6

5.967 9

6.550 7

5.900 1

6.111 5

7.261 9

0.578 1

0.613 4

0.564 6

0.547 8

0.789 4

白藜芦醇-4′-
O-（6″-没食子
酰基）-葡萄糖
苷/（mg/g）

1.452 8

1.035 4

2.314 9

2.981 5

2.555 0

23.395 5

24.138 8

23.674 8

24.897 7

26.195 7

1.217 8

0.976 4

1.167 3

1.126 2

1.091 8

编号

ZS1

ZS2

ZS3

ZS4

ZS5

ZS6

ZS7

ZS8

ZS9

ZS10

ZS11

ZS12

ZS13

ZS14

ZS15

没食子酸/
（mg/g）

15.977 8

15.364 3

15.632 2

11.999 5

12.795 5

28.650 7

27.658 5

28.259 9

28.901 8

32.719 1

11.139 0

8.207 3

11.588 9

11.432 1

14.953 7

白藜芦醇-4′-
O-葡萄糖苷/

（mg/g）

0.225 2

0.211 2

0.215 0

0.184 0

0.182 3

2.200 5

2.146 7

2.022 5

2.083 7

2.625 4

0.182 5

0.187 5

0.183 5

0.196 5

0.185 6

白藜芦醇-4′-
O-（6″-没食子
酰基）-葡萄糖
苷/（mg/g）

0.612 3

0.620 4

0.627 3

0.563 5

0.566 3

4.098 5

3.972 7

3.894 8

3.846 6

4.711 2

0.583 7

0.570 4

0.568 9

0.573 5

0.608 6
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本研究前期对样品的提取条件进行考察，发现超声

30 min与浸泡12 h后超声30 min无明显差异，故选择超

声30 min作为提取条件。对色谱条件进行考察发现，以

甲醇-0.1％磷酸溶液为流动相、280 nm为检测波长时，色

谱峰较多，各主要色谱峰可达到较好的分离，且基线较

平稳。

本研究通过对不同产区掌叶大黄酒蒸前后的相似

度、CA、PCA结果进行分析，发现各产区样品之间存在

着较大差异，尤其是青海产掌叶大黄，其与青海产熟大

黄及四川、甘肃产掌叶大黄和熟大黄都存在着较大差

异。对PLS-DA结果进行分析发现：酒蒸前掌叶大黄差

异性成分主要为蒽醌类、蒽酮类、鞣质类、苯丁酮类和二

苯乙烯类，其中白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖

苷的差异性影响较大（VIP值＞1.5），推测苯丁酮类和二

苯乙烯类成分对掌叶大黄的质量控制也起着重要作用；

酒蒸后其差异性成分主要为蒽醌类、鞣质类和苯丁酮

类，推测可进一步通过对蒽醌类、鞣质类和苯丁酮类成

分的含量测定来对熟大黄进行质量控制。对OPLS-DA

结果进行分析发现：峰 45（大黄素-8-β-D-吡喃葡萄糖

苷）、峰29[白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷]、

峰32、峰14（儿茶素）、峰37、峰5（没食子酸）、峰38对掌

叶大黄酒蒸前后的差异性影响较大（VIP值＞1.5），推测

可进一步通过对这些成分的质量控制来对炮制终点进

行判定。

根据上述分析结果，本研究进一步选择了不同产区

间及酒蒸前后差异性较大且鲜有报道的鞣质类成分（没

食子酸）、二苯乙烯类成分[白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷、白

藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖苷]进行含量测

定。对含量测定结果进行分析发现：各产区掌叶大黄酒

蒸后没食子酸含量增加，白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰

基）-葡萄糖苷、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷含量减少；不同

产区中青海产掌叶大黄中3种差异性成分的含量最高，

甘肃产掌叶大黄次之。同时，结合指纹图谱进行研究发

现，青海产掌叶大黄中3种差异性成分含量明显高于其

他2个产区样品，推测其原因可能与海拔差异、栽培方式

不同等有关[19]。

综上所述，相对于以往研究，本研究建立了不同道

地产区掌叶大黄酒蒸前后指纹图谱，并对其中差异性较

大的没食子酸、白藜芦醇-4′-O-（6″-没食子酰基）-葡萄糖

苷、白藜芦醇-4′-O-葡萄糖苷进行了含量测定，所建立的

HPLC指纹图谱和含量测定方法稳定、可靠，可用于不同

道地产区掌叶大黄及酒蒸炮制品的质量评价，为大黄其

他两个基原的质量评价研究提供了参考，同时也为不同

产区大黄及其不同炮制品的深入研究奠定了基础。
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