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钩苞大丁草的 HPLC 指纹图谱建立及含量测定 Δ
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摘 要 目的 建立钩苞大丁草的指纹图谱及其11种成分的含量测定方法。方法 采用高效液相色谱（HPLC）法，根据《中药色谱

指纹图谱相似度评价系统（2012版）》建立13批（编号 S1～S13）钩苞大丁草的指纹图谱并进行相似度评价，同时进行共有峰指认；

采用 SPSS 25.0软件和 SIMCA 14.1软件进行分层聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-

DA）；采用 HPLC 法测定样品中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、3，8-二羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、咖啡酸、3-羟基-4-甲氧基-5-羧

基-香豆精、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 C、花椒毒素11种成分的含量。结果 

13批钩苞大丁草的 HPLC 指纹图谱相似度为0.801～0.994；从中共标定了38个共有峰，并指认了其中13个共有峰。HCA、PCA 结

果均显示，S1～S5、S7聚为一类，S6聚为一类，S8聚为一类，S9、S11聚为一类，S10、S12～S13聚为一类；OPLS-DA 结果显示，峰7

（绿原酸）、峰21（异绿原酸 A）、峰26（花椒毒素）、峰19（异绿原酸 B）、峰33、峰13、峰23（异绿原酸 C）、峰2（新绿原酸）、峰17（木犀

草素-7-O-β-D-葡萄糖苷）的变量重要性投影值均大于 1。上述 11种成分在各自检测质量浓度范围内线性关系均良好（r 均大于

0.999）；精密度、重复性、稳定性试验的 RSD 均不大于2%（n 均为6）；平均加样回收率为92.54%～105.55%，RSD 为0.83%～1.93%

（n＝6）；平均含量分别为0.744、5.014、0.646、0.431、0.069、0.582、0.979、2.754、0.157、1.284、2.943 mg/g。结论 本研究建立的 HPLC

指纹图谱和含量测定方法简单、准确、稳定，可为钩苞大丁草药材的质量控制提供依据。花椒毒素、绿原酸、异绿原酸 A、木犀草

素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸C、新绿原酸可作为钩苞大丁草药材的质量标志物。
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Establishment of HPLC fingerprint and content determination of Gerbera delavayi
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the fingerprint of Gerbera delavayi and the methods for the content determination of 11 

components in G. delavayi. METHODS High-performance liquid chromatography（HPLC）was adopted to establish the fingerprints 

of 13 batches of G. delavayi（No. S1-S13）， and the similarities were evaluated according to Similarity Evaluation System of 

Chromatographic Fingerprint of TCM （2012 edition）， while the common peaks were identified. Hierarchical clustering analysis 

（HCA）， principal component analysis （PCA） and orthogonal partial least square-discriminant analysis （OPLS-DA） were carried 

out by using SPSS 25.0 software and SIMCA 14.1 software. The contents of neochlorogenic acid， chlorogenic acid， 

cryptochlorogenic acid， 3，8-dihydroxy-4-methoxy-2-oxo-2H-1-benzopyran-5-carboxylic acid， caffeic acid， 3-hydroxy-4-methoxy-2-

oxo-2H-1-benzopyran- 5-carboxylic acid， luteolin-7-O-β-D-

glucoside， isochlorogenic acid A， apigenin-7-O-β -D-glucoside， 

isochlorogenic acid C and xanthotoxin were determined by 

HPLC. RESULTS The similarities in HPLC fingerprint of 13 

batches of G. delavayi were 0.801-0.994； a total of 38 

common peaks were identified and 13 common peaks were 

identified. The results of HCA showed that S1-S5 and S7 were 
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clustered into one group， S6 into one category， S8 into one category， S9 and S11 into one category， S10， S12 and S13 into one 

category， and the results of PCA were consistent with them. The results of OPLS-DA showed that variable importance values for 

the projection of peak 7 （chlorogenic acid）， peak 21 （isochlorogenic acid A）， peak 26 （xanthotoxin）， peak 19 （isochlorogenic 

acid B）， peak 33， peak 13， peak 23 （isochlorogenic acid C）， peak 2 （new chlorogenic acid）， peak 17 （luteolin-7-O- β -D-

glucoside） were greater than 1. The above 11 components had good linearity in their respective detection concentration ranges （r 

was greater than 0.999）. RSDs of precision， repeatability， and stability tests were not more than 2% （n＝6）. The average recovery 

rates were 92.54%-105.55%， and the RSDs were 0.83%-1.93% （n＝6）. The average contents of 11 components were 0.744， 5.014， 

0.646， 0.431， 0.069， 0.582， 0.979， 2.754， 0.157， 1.284 and 2.943 mg/g， respectively. CONCLUSIONS The constructed HPLC 

fingerprint and content determination methods are simple， accurate and stable， which can provide reference for quality control of G. 

delavayi. Xanthotoxin， chlorogenic acid， isochlorogenic acid A， luteolin-7-O- β -D-glucoside， isochlorogenic acid C and new 

chlorogenic acid can be used as markers for G. delavayi. 

KEYWORDS Gerbera delavayi； high-performance liquid chromatography method； fingerprint； content determination； chemical 

pattern recognition

钩苞大丁草 Gerbera delavayi Franch. 是菊科大丁草

属多年生草本植物，主要分布在我国云南、四川南部及

越南北部，全草入药。其味辛、微苦，性平，具有清热解

毒、利湿消肿和化瘀止血等作用，可用于治疗肺热咳嗽、

湿热下痢、热淋等症[1]。《哀牢本草》记载，钩苞大丁草具

有活血祛瘀、接骨续筋的作用，可用于治疗四肢骨折及

瘀血肿痛[2]。该药的质量标准在《云南省中药材标准

（2005年版·第 6册·彝族药Ⅲ）》中有所收载，但仅有水

分、总灰分和酸不溶性灰分检查项[3]。目前，有关钩苞大

丁草的研究主要包括化学成分的提取分离[4―6]、薄层鉴

别[7]、基因测序分析[8]、纤维特性分析[9]、花粉萌发与贮藏

特性分析[10]等，而关于其质量控制的相关研究较少。

高效液相色谱（HPLC）指纹图谱作为一种控制传统

药材、天然药物质量的有效方法，可以实现多成分的快

速检测[11]；同时，指纹图谱可用于评估中药质量的一致

性，其结合化学模式识别分析方法还可有效评价中药的

整体质量[12]。基于此，本研究拟采用 HPLC 法建立13批

钩苞大丁草的指纹图谱并进行相似度评价，结合分层聚

类分析（hierarchical clustering analysis，HCA）、主成分分

析（principal component analysis，PCA）、正交偏最小二乘

法-判别分析（orthogonal partial least square-discriminant 

analysis，OPLS-DA）等化学模式识别方法对不同批次药

材的质量差异进行分析，并对该药材中含量较高且活性

较强的新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、3，8-二羟基-4-甲氧

基-5-羧基-香豆精（后文简写为“3，8-Dhmcc”）、咖啡酸、

3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀草素-7-O-β-D-葡

萄糖苷、异绿原酸 A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原

酸 C、花椒毒素的含量进行测定，旨在为钩苞大丁草药材

的质量评价奠定基础，为其质量标准的完善及进一步开

发利用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 UltiMate 3000 型 HPLC

仪、Multifuge X3R 型 高 速 冷 冻 离 心 机（美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司），KQ-5200E 型超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司），EL204型电子天平[梅特勒-托利

多国际贸易（上海）有限公司]，WP-UP-Ⅳ-10型超纯水机

（四川沃特尔科技发展有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 A、

异绿原酸B、异绿原酸C、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷对照品

（批号分别为wkq22080406、wkq23022707、wkq22072103、

wkq21011104、wkq23010903、wkq23041713、wkq23011- 

207、wkq23061211，纯度均不低于 98%）均购自四川省

维克奇生物科技有限公司；木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖

苷、花椒毒素、异野漆树苷、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-

香 豆 精 、3，8-Dhmcc 对 照 品（批 号 分 别 为 20220523、

20220618、20220911、20220924、20220715）均为本课题

组自行分离纯化而得，纯度均不低于98%；乙腈、磷酸为

色谱纯，其他试剂均为分析纯。

13批钩苞大丁草药材均采收自云南省，经贵州医科

大学药学院刘春花副教授鉴定，均为菊科植物钩苞大丁

草 G.delavayi Franch. 的干燥全草，具体信息见表1。

2　方法与结果

2.1　HPLC指纹图谱的建立

2.1.1　色谱条件

采 用 ACE Excel 5 C18-PFP（4.6 mm×250 mm，5 

μm）色谱柱，以乙腈（A）-0.2% 磷酸溶液（B）为流动相进

表1　钩苞大丁草药材信息

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

采集时间
210729

210729

210729

210711

210711

210720

210711

产地
永仁县
丽江市
保山市
文山市
楚雄市
永胜县
大理市

编号
S8

S9

S10

S11

S12

S13

采集时间
230417

230417

230417

230830

230830

230830

产地
永仁县
西畴县
祥云县
文山市
永胜县
安宁市
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行梯度洗脱（0～6 min，5%A→10%A；6～20 min，10%A→
17%A；20～45 min，17%A；45～55 min，17%A→25%A；

55～70 min，25%A→35%A；70～80 min，35%A→60%A；

80～90 min，60%A→70%A；90～105 min，70%A→85%A）；

柱温为 35 ℃；检测波长为 330 nm；流速为 1.0 mL/min；

进样量为5 μL。

2.1.2　对照品溶液的制备

分别精密称取新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、3，8-

Dhmcc、咖啡酸、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀

草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 B、异绿原酸 A、异绿

原酸 C、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异野漆树苷、花椒毒

素对照品适量，置于不同容量瓶中，以 70% 甲醇溶解并

稀释，制成质量浓度分别为 0.502、1.004、0.496、1.151、

0.503、0.491、1.000、1.017、0.986、0.988、0.962、0.580、

0.972 mg/mL 的对照品储备液。分别精密吸取上述 13

种对照品储备液适量，置于同一 10 mL 容量瓶中，加入

70%甲醇稀释并定容，摇匀，制得上述成分质量浓度分别

为9.79、57.80、9.97、21.68、3.47、20.23、68.97、13.61、50.35、

29.34、9.62、5.80、86.91 μg/mL 的混合对照品溶液。

2.1.3　供试品溶液的制备

取钩苞大丁草药材样品，粉碎。取粉末（过三号筛，

下同）1 g，置于 50 mL 具塞锥形瓶中，精密称定，加入

70% 甲醇 25 mL，称质量；超声（功率 200 W，频率 40 

kHz）提取60 min，放冷，再次称质量；用70% 甲醇补足减

失的质量，摇匀，过滤，取续滤液适量，以12 000 r/min 离

心10 min，取上清液，即得。

2.1.4　精密度试验

取钩苞大丁草药材粉末（S1）1 g，按“2.1.3”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件连续进样测

定6次，记录色谱图。以21号峰（分离度较好，保留时间

稳定且适中）为参照，计算得各共有峰相对保留时间的

RSD 为 0.01%～0.69%（n＝6）、相 对 峰 面 积 的 RSD 为

0.26%～2.89%（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.1.5　重复性试验

取钩苞大丁草药材粉末（S1）1 g，共 6 份，分别按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条

件进样测定，记录色谱图。以21号峰为参照，计算得各

共有峰相对保留时间的 RSD 为 0.02%～0.42%（n＝6）、

相对峰面积的 RSD 为 0.78%～2.94%（n＝6），表明该方

法重复性良好。

2.1.6　稳定性试验

取钩苞大丁草药材粉末（S1）1 g，按“2.1.3”项下方

法制备供试品溶液，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 

h 时按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以

21号峰为参照，计算得各共有峰相对保留时间的 RSD

为0.01%～0.69%（n＝6）、相对峰面积的 RSD 为0.57%～

2.76%（n＝6），表明该供试品溶液在室温下放置 24 h 内

稳定性好。

2.1.7　指纹图谱的建立与相似度评价

取 13批钩苞大丁草药材粉末各 1 g，分别按“2.1.3”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样

测定，记录色谱图。将所得图谱导入《中药色谱指纹图

谱相似度评价系统（2012版）》，以样品 S1的色谱图为参

照图谱，设置时间窗宽度为 0.1 min，经多点校正后进行

Mark 峰匹配，生成 13批钩苞大丁草药材的叠加指纹图

谱，并采用中位数法生成对照指纹图谱 R，详见图1。结

果显示，13批样品共标定了 38个共有峰。经与混合对

照品溶液图谱（图 2）比对，指认了其中 13个共有峰，分

别为新绿原酸（峰2）、绿原酸（峰7）、隐绿原酸（峰8）、3，

8-Dhmcc（峰 9）、咖啡酸（峰 10）、3-羟基-4-甲氧基-5-羧

基-香豆精（峰12）、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷（峰17）、

异绿原酸 B（峰19）、异野漆树苷（峰20）、异绿原酸 A（峰

21）、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷（峰 22）、异绿原酸 C（峰

23）、花椒毒素（峰26）。采用《中药色谱指纹图谱相似度

评价系统（2012 版）》对 13 批样品进行相似度评价，得

S1～S13 的 相 似 度 分 别 为 0.834、0.801、0.942、0.852、

0.934、0.985、0.956、0.855、0.994、0.988、0.967、0.957、

0.966，说明13批钩苞大丁草药材的相似度良好，整体化

学成分基本一致。

2.2　化学模式识别分析

2.2.1　HCA

将13批钩苞大丁草药材中38个共有峰的峰面积导

入 SPSS 25.0软件，采用组间连接法进行 HCA。结果（图

3）显示，当平方欧氏距离为10时，13批钩苞大丁草药材

可被分为5类：S1～S5、S7聚为一类，S6聚为一类，S8聚

为一类，S9、S11聚为一类，S10、S12～S13聚为一类。这

表明不同批次的药材质量具有一定差异。

2.2.2　PCA

将13批钩苞大丁草药材中38个共有峰的峰面积导

入 SIMCA 14.1软件，建立 PCA 模型。结果（图 4）显示，

13批钩苞大丁草药材可被分为5类，与 HCA 结果一致。
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2.2.3　OPLS-DA

在 PCA 基础上进一步进行 OPLS-DA，采用 SIMCA 

14.1软件绘制 OPLS-DA 的变量重要性投影（variable im‐

portance for the projection，VIP）得分图（图 5）。以 VIP

值＞1为阈值[13]，筛选出了 9个差异化合物，对应的共有

峰依次为峰7（绿原酸）、峰21（异绿原酸 A）、峰26（花椒

毒素）、峰19（异绿原酸B）、峰33、峰13、峰23（异绿原酸C）、

峰 2（新绿原酸）、峰 17（木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷）。

由此推测，上述9个共有峰所代表的化学成分可能是导

致13批钩苞大丁草药材之间质量差异的主要标志物。

2.3　含量测定

2.3.1　色谱条件

采 用 ACE Excel 5 C18-PFP（4.6 mm×250 mm，5 

μm）色谱柱，以乙腈（A）-0.1% 磷酸溶液（B）为流动相进

行梯度洗脱（0～6 min，5%A→10%A；6～25 min，10%A→
17%A；25～28 min，17%A；28～50 min，17%A→25%A；

50～55 min，25%A→35%A；55～65 min，35%A→60%A；

65～66 min，60%A→95%A）；柱温为 35 ℃；检测波长为

330 nm；流速为1 mL/min；进样量为5 μL。

2.3.2　对照品溶液的制备

分别精密称取绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 A、异绿

原酸 C、3，8-Dhmcc 对照品适量，以 50% 乙醇定容至 5 

mL 容量瓶中，制成质量浓度分别为1.952、1.209、2.052、

2.050、0.990 mg/mL 的单一成分对照品储备液；分别精

密称取新绿原酸、咖啡酸、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆

精、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、芹菜素-7-O-β-D-葡萄

糖苷和花椒毒素对照品适量，以50% 乙醇定容至10 mL

容量瓶中，制成质量浓度分别为 0.502、0.503、0.496、

1.039、0.561、2.058 mg/mL 的单一成分对照品储备液。

分别精密吸取上述11种单一成分对照品储备液适量，置

于同一10 mL 容量瓶中，加50% 乙醇定容，得绿原酸、隐

绿原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 C、3，8-Dhmcc、新绿原

酸、咖啡酸、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀草

素-7-O-β-D-葡萄糖苷、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷和花椒

毒素质量浓度分别为 0.173、0.033、0.164、0.092、0.077、

0.034、0.011、0.078、0.210、0.033、0.290 mg/mL 的混合对

照品溶液。

2.3.3　供试品溶液的制备

取钩苞大丁草药材粉末1 g，置于50 mL 具塞锥形瓶

中，精密称定，加入 50% 乙醇 25 mL，称定质量；加热回

流 30 min，放冷，用 50% 乙醇补足减失的质量，摇匀，过

滤。取续滤液适量，以12 000 r/min 离心10 min，取上清

液作为供试品溶液 A；再精密吸取上述续滤液 2.5 mL

至 10 mL 容量瓶中，以 50% 乙醇稀释至刻度，摇匀，以

12 000 r/min 离心10 min，取上清液作为供试品溶液 B。

2.3.4　专属性考察

分别吸取“2.3.2”和“2.3.3”项下混合对照品溶液、供

试品溶液 A 5 μL，按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记

录色谱图。结果显示，供试品溶液 A 与混合对照品溶液

图谱相同保留时间处有相应的色谱峰，各待测成分与相

邻色谱峰间的分离度均大于 1.5，且空白溶液（50% 乙

醇）不干扰测定，说明该方法专属性良好（图6，空白溶液

色谱图略）。
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2.3.5　线性关系考察

分别取“2.3.2”项下混合对照品溶液 2.0、1.2、0.6、

0.4、0.2、0.1 mL 至 2 mL 容量瓶中，加 50% 乙醇定容，制

成系列混合对照品溶液。取上述系列混合对照品溶液

各适量，按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。

以各成分的质量浓度为横坐标（X）、峰面积为纵坐标（Y）

进行线性回归，结果见表2。由表2可知，11个成分在各

自进样质量浓度范围内的线性关系均良好（r 均大于

0.999）。

2.3.6　精密度试验

取钩苞大丁草药材粉末（S1）1 g，按“2.3.3”项下方

法制备供试品溶液 A、B，分别按“2.3.1”项下色谱条件重

复进样测定6次，记录峰面积。结果显示，新绿原酸、绿

原酸、隐绿原酸、3，8-Dhmcc、咖啡酸、3-羟基 -4-甲氧

基-5-羧基-香豆精、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原

酸 A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 C、花椒毒素

11 个成分峰面积的 RSD 分别为 0.19%、0.07%、0.21%、

0.17%、0.19%、0.39%、0.24%、0.05%、1.47%、0.33%、

0.12%（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.3.7　重复性试验

取钩苞大丁草药材粉末（S1）1 g，共 6 份，分别按

“2.3.3”项下方法制备供试品溶液 A、B，按“2.3.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积，按外标法计算样品含量。

结果显示，新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、3，8-Dhmcc、咖

啡酸、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀草素-7-O-

β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、

异绿原酸 C、花椒毒素11个成分平均含量的 RSD 分别为

1.17%、1.47%、1.00%、1.58%、1.12%、1.57%、1.83%、

1.35%、1.39%、1.23%、1.45%（n＝6），表明该方法重复性

良好。

2.3.8　稳定性试验

取钩苞大丁草药材粉末（S1）1 g，按“2.3.3”项下方

法制备供试品溶液 A、B，分别于室温下放置 0、2、4、8、

12、24 h 时按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。结 果 显 示，新 绿 原 酸、绿 原 酸、隐 绿 原 酸、3，8-

Dhmcc、咖啡酸、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀

草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 A、芹菜素-7-O-β-D-

葡萄糖苷、异绿原酸 C、花椒毒素 11 个成分峰面积的

RSD 分别为0.38%、0.33%、0.33%、0.47%、1.96%、1.97%、

0.48%、0.29%、0.39%、0.20%、0.34%（n＝6），表明上述供

试品溶液 A、B 在室温下放置24 h 内稳定性良好。

2.3.9　加样回收率试验

取已知含量的钩苞大丁草药材粉末（S1）0.5 g，精密

称定，共 6份，分别置于 50 mL 具塞锥形瓶中，分别加入

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、3，8-Dhmcc、咖啡酸、3-羟

基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖

苷、异绿原酸 A、异绿原酸 C、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、

花椒毒素对照品0.085、0.439、0.085、0.188、0.028、0.176、

0.551、0.410、0.090、0.236、0.700 mg，按“2.3.3”项下方法

制备供试品溶液 A、B，分别按“2.3.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，采用外标法计算样品含量并计算加

样回收率。结果显示，上述11个成分的平均加样回收率

分 别 为 98.66%、100.78%、101.41%、97.96%、96.65%、

95.56%、92.54%、100.90%、105.55%、96.06%、100.97%，

RSD 分别为0.89%、0.83%、1.93%、1.23%、1.73%、1.68%、

1.01%、1.10%、0.97%、1.63%、0.90%（n＝6），表明该方法

准确度良好。

2.3.10　样品含量测定

取13批钩苞大丁草药材粉末各1 g，精密称定，分别

按“2.3.3”项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液 A、B，再 分 别 按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，采用外标

法计算样品中各成分含量。各样品平行测定2次，取平

均值。结果见表3。
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1：新绿原酸；2：绿原酸；3：隐绿原酸；4：3，8-Dhmcc；5：咖啡酸；6：

3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精；7：木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷；8：异

绿原酸A；9：芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷；10：异绿原酸C；11：花椒毒素。

图6　钩苞大丁草药材含量测定专属性考察的HPLC图

表2　钩苞大丁草中11个成分的线性关系考察结果

成分
新绿原酸
绿原酸
隐绿原酸
3，8-Dhmcc

咖啡酸
3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精
木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷
异绿原酸 A

芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷
异绿原酸 C

花椒毒素

回归方程
Y＝0.267 3X+0.016 2

Y＝0.263 2X+0.050 1

Y＝0.205 9X+0.021 7

Y＝0.095 5X－0.010 1

Y＝0.439 0X－0.001 9

Y＝0.148 8X－0.081 0

Y＝0.246 5X+0.084 2

Y＝0.438 5X+0.172 6

Y＝0.311 3X+0.015 6

Y＝0.404 5X+0.062 3

Y＝0.109 8X+0.069 5

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

线性范围/（μg/mL）

1.72～34.37

8.64～172.77

1.63～32.65

3.86～77.20

0.53～10.56

3.90～78.10

10.52～210.36

8.21～164.17

1.67～33.35

4.61～92.26

14.51～290.18
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3　讨论

3.1　色谱条件的优化及供试品溶液制备方法的选择

本研究通过对供试品溶液进行全波长扫描，选择了

330 nm 作为最佳检测波长。此外，本研究对不同流动相

（甲醇-水、乙腈-0.1% 磷酸溶液、乙腈-0.2% 磷酸溶液、甲

醇-0.1% 磷酸溶液）进行了考察，发现在含量测定过程中

以乙腈-0.1% 磷酸溶液为流动相时，各色谱峰的峰形较

为尖锐、对称，杂质干扰较少，且出峰时间稳定；在指纹

图谱分析过程中以乙腈-0.2% 磷酸溶液为流动相时，各

色谱峰的分离度均较好。

本研究以色谱峰数量、峰形、分离度及杂质多少为

指标，分别对样品的不同提取方式、提取溶剂、提取时间

进行了考察，最终确定以 70% 甲醇超声提取 60 min 和

50% 乙醇加热回流提取 30 min 分别作为建立指纹图谱

和测定含量用供试品溶液的处理方法。

3.2　含量测定指标成分的确定

本研究前期通过查阅文献发现，花椒毒素是一种呋

喃香豆素类天然产物，具有抗菌、抗肿瘤和抗炎作用[14]。

酚酸类化合物如绿原酸、新绿原酸、隐绿原酸和咖啡酸

等，均具有抗氧化、抗病毒和抗菌等药理活性[15―17]。黄

酮类化合物芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷具有抗菌和抗炎

的作用；而木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷除了对心肌细胞

具有保护作用以外，还具有抗氧化损伤的能力，其可经

β-葡萄糖苷酶水解成木犀草素，从而抑制环氧合酶 2蛋

白在小鼠单核巨噬细胞白血病细胞中的表达[18―21]。异

绿原酸 A 和异绿原酸 C 可通过清除自由基的方式起到

抗氧化的作用[22]。上述成分的药理活性与钩苞大丁草

的药效作用相关。此外，由 OPLS-DA 结果可知，绿原

酸、异绿原酸 A、花椒毒素、异绿原酸 C、新绿原酸和木犀

草素-7-O-β-D-葡萄糖苷可能是导致13批钩苞大丁草之

间存在质量差异的主要标志物，再结合本课题组前期研

究结果——3，8-Dhmcc、3-羟基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精

可能是钩苞大丁草在体内发挥作用的药效物质，故本研

究选择这些成分作为含量测定的指标。由 OPLS-DA 结

果还可知，异绿原酸 B 也可能是导致13批钩苞大丁草药

材之间质量差异的主要标志物，但本课题组在前期研究

中尝试过多种方法，都无法使异绿原酸 B 达到含量测定

的分离度和回收率要求，所以在本研究中没有选择异绿

原酸 B 作为含量检测指标。

3.3　指纹图谱和化学模式识别结果分析

本研究通过 HPLC 法建立了 13批钩苞大丁草药材

的指纹图谱，共确定了38个共有峰，指认了其中13个共

有峰；相似度评价结果显示，13批样品与对照指纹图谱

R 的相似度为 0.801～0.994，其中部分批次样品的相似

度低于 0.900，这可能是因为 13批钩苞大丁草药材产地

不同，受气候、地理位置及采收时间等自然因素及人为

因素的共同影响，导致不同批次药材之间存在一定的质

量差异。通过 HCA、PCA 结果可知，S1～S5、S7聚为一

类，S6聚为一类，S8聚为一类，S9、S11聚为一类，S10、

S12～S13聚为一类。该结果提示：2021年采收于不同

产地的药材质量差异较小，除 S6以外的药材样品相似

性较高；2023年采收于不同产地的药材质量不完全一

致，这可能是因为产地的气候（降雨量和光照等）不同所

导致的，例如样品 S8的产地云南省永仁县，与其他产地

相比，其日照时间较长，年均日照时间居云南省第一[23]。

经 OPLS-DA 可知，峰7（绿原酸）、峰21（异绿原酸 A）、峰

26（花椒毒素）、峰19（异绿原酸 B）、峰33、峰13、峰23（异

绿原酸 C）、峰2（新绿原酸）、峰17（木犀草素-7-O-β-D-葡

萄糖苷）9个共有峰所代表的化学成分可能是导致13批

不同产地和不同年份钩苞大丁草药材之间质量差异的

主要标志物，并且其中花椒毒素、绿原酸、异绿原酸 A、

木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 C、新绿原酸的

含量较高。因此，可考虑将这6个含量较高且有较好药

理活性的成分作为钩苞大丁草药材的质量标志物。

表3　钩苞大丁草药材样品中11种成分的含量测定结果（mg/g，n＝2）

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

均值

新绿原酸

0.171

0.172

0.214

0.159

0.260

0.491

0.419

0.405

1.121

1.460

0.807

2.109

1.886

0.744

绿原酸

0.852

1.053

1.668

0.924

1.667

4.915

3.279

1.913

6.363

9.471

4.157

15.910

13.010

5.014

隐绿原酸

0.175

0.180

0.220

0.154

0.205

0.436

0.393

0.432

0.844

1.213

0.698

1.738

1.715

0.646

3，8-Dhmcc

0.358

0.102

0.385

0.212

0.537

0.343

0.500

0.401

0.330

0.691

0.571

0.446

0.731

0.431

咖啡酸

0.052

0.040

0.056

0.035

0.044

0.057

0.077

0.063

0.057

0.062

0.092

0.132

0.128

0.069

3-羟基-4-甲氧基-

5-羧基-香豆精
0.380

0.136

0.374

0.229

0.491

0.696

0.620

0.473

0.536

0.902

0.620

0.810

1.297

0.582

木犀草素-7-O-

β-D-葡萄糖苷
1.086

0.662

0.704

0.490

0.573

0.737

1.440

0.855

0.916

1.143

0.932

1.611

1.579

0.979

异绿原酸 A

0.793

1.153

1.460

1.119

1.849

3.834

2.785

2.697

3.637

4.061

3.228

4.918

4.272

2.754

芹菜素-7-O-β-

D-葡萄糖苷
0.174

0.125

0.114

0.083

0.105

0.129

0.160

0.170

0.218

0.205

0.170

0.247

0.142

0.157

异绿原酸 C

0.487

0.689

0.664

0.585

0.675

1.557

1.102

1.666

1.612

1.881

1.691

2.170

1.916

1.284

花椒毒素

1.378

1.783

1.242

2.147

2.126

3.485

1.489

4.897

3.492

3.539

5.383

3.304

3.997

2.943
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3.4　含量测定结果分析

由于新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸 A 这 4

个成分在不同批次钩苞大丁草药材中的含量差异过大，

线性关系考察时混合对照品溶液的配制存在困难，因此

本研究选择对供试品溶液 A 进行稀释制得供试品溶液 B

的方式，实现对上述4个成分的含量测定。结果显示，新

绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、3，8-Dhmcc、咖啡酸、3-羟

基-4-甲氧基-5-羧基-香豆精、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖

苷、异绿原酸 A、芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖苷、异绿原酸 C、

花椒毒素的含量范围分别为0.159～2.109、0.852～15.910、

0.154～1.738、0.102～0.731、0.035～0.132、0.136～1.297、

0.490～1.611、0.793～4.918、0.083～0.247、0.487～2.170、

1.242～5.383 mg/g，平均含量分别为0.744、5.014、0.646、

0.431、0.069、0.582、0.979、2.754、0.157、1.284、2.943 

mg/g。13批钩苞大丁草药材中有效成分含量存在差异

可能与存放时间相关，如2023年采收药材中的有效成分

含量相较 2021 年采收药材更高。其具体原因可能为

2021年采收的药材存放时间更长，导致药材中绿原酸等

有机酸类和花椒毒素等香豆素类成分损失。因此，笔者

建议在存放钩苞大丁草药材时应注意其存放时间和储

存条件，以保证药材的质量稳定。

综上所述，本研究建立的 HPLC 指纹图谱和含量测

定方法简单、准确、稳定，能够为钩苞大丁草药材的质量

控制提供依据，还可为进一步开发应用钩苞大丁草资源

提供参考。
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