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［摘要］ 目的：建立佛手的高效液相色谱法（HPLC）指纹图谱，结合化学计量学方法寻找表征不同产地佛手质量差异的标

志物。方法：采用 Thermo Hypersil GOLD C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相 0.05% 磷酸水溶液 -乙腈梯度洗脱，检测

波长 254 nm，对 31 批佛手样品进行分析，建立指纹图谱，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，

确认共有峰，通过对照品比对对共有峰进行指认，并结合化学计量学方法对不同产地佛手质量及其控制方法进行分析和评价，

同时随机收集佛手、枳实、枳壳、青皮和陈皮 5 种芸香科植物的饮片各 3 批进行分析，对建立的佛手指纹图谱的有效性和可靠性

进行评价。结果：建立了佛手样品的 HPLC 指纹图谱，共标定了 22 个共有峰，通过对照品比对指认了其中 7 个共有峰（6，7-二

甲氧基香豆素、香叶木苷、橙皮苷、白当归素、佛手柑内酯、氧化前胡素和 5，7-二甲氧基香豆素）；除 2 批样品外，其他 29 批佛手

样品指纹图谱与对照指纹图谱的相似度均>0.9；聚类分析和主成分分析将 31 批佛手基本分为三类，与 3 个不同产地分类一致；
正交偏最小二乘法-判别分析筛选得到 8 个差异标志物，经对照品指认了其中 4 个差异性成分，分别为 5，7-二甲氧基香豆素、佛

手柑内酯、香叶木苷和 6，7-二甲氧基香豆素；以佛手对照指纹图谱为参照图谱，对 5 种芸香科植物的饮片的图谱进行相似度评

价，佛手的相似度在 0.892~0.977，其余 4 种饮片的相似度均在 0.215~0.517。结论：该研究建立的指纹图谱方法合理、有效、准

确，结合化学计量学分析方法，表征信息更加全面，可为佛手的质量控制与品质评价提供科学依据和参考。

［关键词］ 佛手；高效液相色谱法（HPLC）指纹图谱；化学计量学；聚类分析；主成分分析（PCA）；正交偏最小二乘

法-判别分析（OPLS-DA）；质量评价

［中图分类号］ R22；R28；R931；O657.7 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 1005-9903（2021）21-0174-07

［doi］ 10.13422/j.cnki.syfjx.20211551

［网络出版地址］ https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.3495.R.20210421.1438.003.html

［网络出版日期］ 2021-04-21 15:41

Quality Evaluation of Citri Sarcodactylis Fructus from Different Origins

Based on HPLC Fingerprint and Chemometrics

ZHENG Zhen-xing1，HU Han-wen2，ZENG Li1，YANG Huan1，FAN Yu-xin1，GUO Da-le1，DENG Fang1*

（1. School of Pharmacy， Chengdu University of Traditional Chinese Medicine（TCM），
State Key Laboratory of Southwestern Chinese Medicine Resources，

Key Laboratory of Standardization of Chinese Herbal Medicine，Ministry of Education，

Chengdu 611137，China；2. Yuechi Hospital of TCM，Guang'an 638300，China）

［［Abstract］］ Objective：：To establish the high performance liquid chromatography（HPLC）fingerprint of

Citri Sarcodactylis Fructus，and to search for makers to characterize the quality difference of Citri Sarcodactylis

Fructus from different origins coupled with chemometrics. Method：：The analysis was performed on a Thermo

Hypersil GOLD C18 column（4.6 mm×250 mm，5 μm）with mobile phase consisted of acetonitrile-0.05%
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phosphoric acid solution for gradient elution，and the detection wavelength was set at 254 nm. A total of 31

batches of samples were analyzed to establish the HPLC fingerprint of Citri Sarcodactylis Fructus. Similarity

evaluation was performed by Traditional Chinese Medicine Chromatographic Fingerprint Similarity Evaluation

System（2012 edition） to confirm the common peaks，which were identified by comparison of reference

substances. On the basis， chemometrics methods were used to analyze and evaluate the quality of Citri

Sarcodactylis Fructus from different origins. At the same time，3 batches of 5 species of decoction pieces from

the genus Citrus in the family Rutaceae，including Citri Sarcodactylis Fructus，Aurantii Fructus Immaturus，

Aurantii Fructus，Citri Reticulatae Pericarpium Viride and Citri Reticulatae Pericarpium，were randomly

collected for evaluating the effectiveness and reliability of the established HPLC fingerprint of Citri Sarcodactylis

Fructus. Result：： HPLC fingerprint of Citri Sarcodactylis Fructus was established and 22 common peaks were

identified. And seven common peaks among them were identified as 6，7-dimethoxycoumarin， diosmin，

hesperidin，byakangelicin，5，7-dimethoxycoumarin，bergapten and oxypeucedanin. Except for 2 batches of

samples，the similarities of fingerprints between other 29 batches of samples were >0.9. The 31 batches of Citri

Sarcodactylis Fructus were basically divided into 3 groups by cluster analysis and principal component analysis，

which were consistent with the classification of three different producing areas. Eight differential markers were

screened by orthogonal partial least squares discriminant analysis and four of them（5，7-dimethoxycoumarin，

bergapten，6，7-dimethoxycoumarin and diosmin）were identified by reference substances. Similarity evaluation

of 5 species of decoction pieces from genus Citrus in the family Rutaceae was carried out by taking the reference

fingerprint of Citri Sarcodactylis Fructus as treference chromatogram，similarity of Citri Sarcodactylis Fructus

decoction pieces was 0.892-0.977，and the similarities of the other 4 kinds of decoction pieces were 0.215-0.517.

Conclusion：：The established fingerprint method is reasonable，effective and accurate for quality control of Citri

Sarcodactylis Fructus，the characterization information is more comprehensive combined with chemometrics.

［［Keywords］］ Citri Sarcodactylis Fructus；high performance liquid chromatography（HPLC）fingerprint；

chemometrics； cluster analysis； principal component analysis （PCA）； orthogonal partial least squares

discriminant analysis（OPLS-DA）；quality evaluation

佛手具有疏肝理气、和胃止痛、燥湿化痰的功

效，常用于治疗肝胃气滞、胸胁胀痛、胃脘痞满、食

少呕吐、咳嗽痰多等［1］。佛手在我国栽培广泛，应用

历史悠久，不仅可作药用，还可食用，是众多药品、

保健品、食品的原料来源［2］。现代研究表明，佛手中

主要含有黄酮类（如橙皮苷、香叶木苷等），香豆素

类（如 5，7-二甲氧基香豆素、佛手柑内酯和 6，7-二甲

氧基香豆素等）和挥发油（如柠檬烯、松油烯等）等
化学成分［3-7］，具有止咳祛痰平喘［8-10］、抑菌［11-12］、抗

炎［13-14］、抗氧化［15-18］、抗抑郁［19-20］、降血脂［21-22］和体外

肿瘤抑制［23-26］等活性。

佛手在我国南方多地均有栽培，根据产地的不

同，佛手可分为川佛手、广佛手、金佛手及建佛

手［27］。由于佛手产地众多，其质量存在差异，难以

对佛手的整体质量进行全面控制与准确评价，必须

研究、开发和利用新的技术与方法以控制佛手药材

的质量。中药指纹图谱技术是一种对复杂系统进

行检测的方法，具有稳定性、系统性的特点，可通过

多种分析手段尽可能全面地获得中药成分群的特

征信息，反映中药所含化学成分的种类和数量，从

而对中药质量进行评价与控制［28-29］。化学计量学分

析现已被广泛应用于中药的研究，通过对色谱法获

得的复杂中药化学数据进行特征提取，可以更全面

地反映药材性质，从而对药材进行鉴别和分类［30］。

近年来，不少研究人员利用中药指纹图谱技术结合

多种色谱技术和化学计量学分析方法开发和研究

控制佛手质量的新方法，以期提高佛手的质量控制

水平［31-35］。现有对佛手指纹图谱的研究大多集中于

建立指纹图谱并采用聚类分析和主成分分析（PCA）
实现对不同产地佛手的分类方面，但共有峰的指认

较少，且尚未有对不同产地佛手差异性标志物的探

讨与分析。基于此，本实验以 31 批不同产地佛手为

研究对象，建立佛手的高效液相色谱法（HPLC）指
纹图谱，通过相似度评价并结合化学计量学分析的

方法比较不同产地佛手的质量，对不同产地佛手质

量差异性化学成分进行筛选，并采用该方法对包括
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佛手在内的 5 种芸香科药用植物药材（佛手、枳实、

枳壳、青皮和陈皮）进行分析，以评价该指纹图谱方

法的有效性，为优选佛手质量控制指标、完善佛手

的质量评价体系提供参考。

1 材料

UltiMate 3000 型高效液相色谱仪［赛默飞世尔

科技（中国）有限公司，配置 LPG-3400 SDN 型泵，

WPS-3000SL 型进样器，TCC-3000SD 型柱温箱和

Chromeleon 7 色谱工作站］，BS124S 型 1/1 万电子分

析天平［赛多利斯科学仪器（北京）有限公司］，

DV215CD 型 1/10 万 电 子 分 析 天 平（美 国 Ohaus

公司）。

6，7-二甲氧基香豆素、香叶木苷、橙皮苷、佛手

柑 内 酯 和 5，7- 二 甲 氧 基 香 豆 素 对 照 品（英 国

Purechemland 公 司 ，批 号 分 别 为 PCL- # -Dm279，

PCL- # -Di130，PCL- # -H633，PCL- # -Dn023，PCL- # -

Bp100，纯度均>98%），白当归素和氧化前胡素对照

品（成都德思特生物技术有限公司，批号分别为

DST190719-062，DST191110-184，纯度均≥98%），水
为怡宝纯净水，乙腈、磷酸为色谱纯，其他试剂均为

分析纯。佛手药材共有 31 批，川佛手 17 批，广佛手

8 批，金佛手 6 批，经成都中医药大学药学院龙飞副

教 授 鉴 定 为 芸 香 科 植 物 佛 手 Citrus medica var.

sarcodactylis的干燥果实，样品信息见表 1。

2 方法与结果

2.1 色谱条件 Thermo Hypersil GOLD C18色谱柱

（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相 0.05% 磷酸水溶

液（A）-乙腈（B）梯度洗脱（0~15 min，5%~14%B；
15~27 min，14%~17%B；27~40 min，17%~28%B；
40~65 min，28%~85%B），流 速 1 mL·min-1，柱 温

30 ℃，进样量 10 µL，检测波长 254 nm。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取各对照品

适量，加甲醇配制成含 6，7-二甲氧基香豆素，香叶

木苷，橙皮苷，白当归素，5，7-二甲氧基香豆素，佛手

柑内酯，氧化前胡素的质量浓度分别为 8.9，6.7，

8.17，10.6，8.55，9.25，9.65 mg·L-1 的混合对照品溶

液，即得。

2.2.2 供试品溶液 取佛手样品粉末（过二号筛）
约 1 g，精密称定，置于 50 mL 锥形瓶中，精密加入

70% 甲醇 25 mL，称定质量，超声（40 kHz，150 W）处
理 30 min，放冷，再称定质量，用 70% 甲醇补足减失

的质量，摇匀，过 0.22 μm 微孔滤膜，取续滤液，即得。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度试验 取样品 C1 粉末适量，精密称

定，按 2.2.2 项下方法制备供试品溶液，按 2.1 项下条

件连续进样 6 次，记录色谱图。选择 17 号峰（5，7-二

甲氧基香豆素）为参照峰，计算各共有峰相对保留

表 1 31批佛手样品信息及其指纹图谱相似度

Table 1 Information and fingerprint similarities of 31 batches of Citri Sarcodactylis Fructus

编号

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

C11

C12

C13

C14

C15

C16

产地

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

四川

类型

饮片

药材

药材

饮片

饮片

饮片

药材

药材

饮片

饮片

饮片

药材

药材

药材

饮片

药材

批号或采集时间

1709058

2018-05-01

2018-06-01

180601B25-01A50

180801A50

1808089

2018-09-16

2018-09-17

190102A50

1901076

1905100

2019-06-01

2019-08-23

2019-08-24

190903A50

2019-10-12

相似度

0.982

0.949

0.987

0.966

0.990

0.968

0.974

0.978

0.964

0.957

0.949

0.962

0.981

0.969

0.969

0.935

编号

C17

G1

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

J1

J2

J3

J4

J5

J6

产地

四川

广东

广东

广东

广东

广东

广东

广东

广东

浙江

浙江

浙江

浙江

浙江

浙江

类型

药材

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

批号或采集时间

2019-10-28

1804116

1806034

20190301

20190401

20190401

190404931

190800901

20191001

20180718

2019-10-01

2019-10-02

2020-01-03

2020-01-04

2020-01-06

相似度

0.941

0.978

0.961

0.963

0.751

0.800

0.947

0.967

0.953

0.945

0.964

0.913

0.953

0.937

0.927
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时间和相对峰面积的相对标准偏差（RSD）分别为<

0.2%，<4.1%，采用“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统”（2012 版）计算相似度均>0.99，表明仪器精密

度良好。

2.3.2 稳定性试验 取样品 C1 粉末适量，精密称

定，按 2.2.2 项下方法制备供试品溶液，分别于制备

后 0，3，6，9，13，24 h 按 2.1 项下色谱条件测定，记录

色谱图。以 17 号峰（5，7-二甲氧基香豆素）为参照

峰，计算各共有峰相对保留时间和相对峰面积的

RSD 分别为<1.3%，<5.2%，采用“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统”（2012 版）计算相似度均为 1.00，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定。

2.3.3 重复性试验 取样品 C1 粉末适量，精密称定

6 份，按 2.2.2 项下方法制备供试品溶液，按 2.1 项下

色谱条件测定，记录色谱图。以 17 号峰（5，7-二甲

氧香豆素）为参照峰，计算各共有峰相对保留时间

和相对峰面积的 RSD 分别为 <0.2%，<7.7%，采用

“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（2012 版）计
算相似度均>0.99，表明该方法的重复性良好。

2.4 佛手指纹图谱的建立和共有峰的指认

2.4.1 指纹图谱的建立 取 31 批佛手样品，按 2.2.2

项下方法制备供试品溶液，按 2.1 项下色谱条件进

样分析，记录色谱图。原始数据经 Chromeleon 7 软

件统一积分后，以 cdf 文件形式导出，导入“中药色

谱指纹图谱相似度评价系统”（2012 版）。选择样品

C1 的图谱作为参照图谱，采用中位数法，时间窗宽

度设为 0.1 min，经多点校正和 Mark 峰匹配后，生成

31 批佛手的 HPLC 叠加图谱和对照指纹图谱，共标

定了 22 个共有峰，见图 1，2。

2.4.2 共有峰的指认 结合本课题组前期对佛手

中化学成分的分析结果［36］，通过与对照品色谱峰的

保留时间、紫外吸收光谱信息比对，共指认了 7 个共

有峰。选择峰面积较大、峰形良好且分离度较好的

17 号峰为参照峰，7 个经对照品指认的共有峰按先

后顺序及相对保留时间排序依次为 6，7-二甲氧基

香豆素（10 号峰，0.698 min），香叶木苷（11 号峰，

0.725 min），橙皮苷（12 号峰，0.739 min），白当归素

（15 号峰，0.888 min），5，7-二甲氧基香豆素（17 号

峰，1.000 min），佛手柑内酯（18 号峰，1.020 min），氧
化 前 胡 素（19 号 峰 ，1.079 min）。 混 合 对 照 品 的

HPLC 图谱见图 3。

2.5 相似度评价 以所有样品的 HPLC 对照指纹

图谱为参照，计算 31 批佛手样品指纹图谱与其的相

似度，见表 1。结果显示，川佛手相似度处于 0.935~

0.990，广佛手相似度处于 0.751~0.978，金佛手相似

度处于 0.913~0.964；除 2 批广佛手（样品 G4 和 G5）
相似度较低外，其余各批样品的相似度均>0.9，说明

不同产地佛手整体质量较为稳定。

2.6 聚类分析 将 31 批佛手指纹图谱的 22 个共有

峰的峰面积组成 22×31 阶矩阵，导入 SPSS 20.0 软件

中进行聚类分析。以共有峰峰面积作为变量，采用

Ward 聚类方法，平方欧氏距离作为度量标准，Z 得分

进行数据标准化，得到聚类分析树状图，见图 4。结

果发现度量距离为 20 时，31 批佛手样品被分为 3 个

图 1 31批佛手的 HPLC指纹谱

Fig. 1 HPLC fingerprints of 31 batches of Citri Sarcodactylis

Fructus

图 2 佛手的 HPLC对照指纹谱

Fig. 2 Reference fingerprint of Citri Sarcodactylis Fructus by

HPLC

10. 6，7-二甲氧基香豆素；11. 香叶木苷；12. 橙皮苷；15. 白当归素；
17. 5，7-二甲氧基香豆素；18. 佛手柑内酯；19. 氧化前胡素

图 3 混合对照品的 HPLC

Fig. 3 HPLC chromatogram of mixed reference substances
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类群，川佛手样品基本聚为一类，广佛手与金佛手

大致聚为一类，G4 和 G5 这两批广佛手单独聚为一

类，这与相似度结果相一致。广佛手和金佛手聚为

一类的原因可能是因为二者产地较川佛手更接近，

从而化学成分含量更相似。但在度量距离为 5 时，

广佛手与金佛手样品分为两类。个别样品如 G2，

C7，C13，C17 与其对应产地样品在树状图上的距离

较远，显示其与同产地其他样品差异较大。

2.7 PCA 将 31 批佛手指纹图谱的 22 个共有峰的

峰面积组成 22×31 阶矩阵导入 SIMCA 14.1 软件，建

立 PCA 模型，采用等方差法（UV 法）进行缩放，提取

4 个主成分，得到模型解释率参数 R2X 为 0.79，预测

能力参数 Q2 为 0.427，表明提取的主成分可以解释

79.0% 的原始变量，模型预测能力为 42.7%。31 批

佛手样品的 PCA 得分图见图 5，虽然模型的预测能

力稍低，但结果显示大部分样品能基本分为三类，

与聚类分析结果较为一致，说明不同产地佛手化学

成分的含量存在一定的差异。

2.8 正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA） 为

进一步寻找导致不同产地佛手间差异的标志物，对

31 批样品采用 OPLS-DA 模型进行分析。将共有峰

峰面积导入 SIMCA 14.1，利用 Pareto 算法进行特征

缩放，得 OPLS-DA 模型，模型解释率参数 R2X 和 R2Y

分别为 0.767，0.82，预测能力参数 Q2 为 0.694，均>

0.5，说明该模型稳定可靠。结果发现 31 批佛手被

分为三类，与 PCA 结果相比，各组佛手样品进一步

聚集，见图 6。采用置换检验（n=200）对模型进行验

证，检验参数 R2=（0，0.25），Q2=（0，-0.479），见图 7，

左端随机排列产生的 R2和 Q2均小于右端的原始值，

说明所建 OPLS-DA 模型拟合良好。变量投影重要

性（VIP）值是筛选差异性化合物的重要指标，VIP 值

越高，说明其对组间差异的影响越大。以 VIP 值>1

为阈值，筛选出 8 个共有峰，见图 8，按 VIP 值大小排

序依次为 14 号峰，9 号峰，17 号峰（5，7-二甲氧基香

豆素），22 号峰，6 号峰，18 号峰（佛手柑内酯），10 号

峰（6，7-二甲氧基香豆素）和 11 号峰（香叶木苷），这
些共有峰是引起川佛手、广佛手和金佛手之间差异

的主要变量。

2.9 佛手指纹图谱的有效性评价 分别在 3 个药

房随机购买了佛手（编号 FS1~FS3），枳实（编号

ZS1~ZS3），枳 壳（ 编 号 ZQ1~ZQ3），青 皮（ 编 号

QP1~QP3）和陈皮（编号 CP1~CP3）饮片各 3 批，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，记录色谱图，见图 9。将所得结果导入

“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（2012 版），以
31 批佛手的 HPLC 对照指纹图谱为参照图谱，计算

上述 15 批饮片色谱图的相似度，结果分别为 0.977，

图 4 31批佛手样品的聚类分析树状

Fig. 4 Dendrogram of cluster analysis of 31 batches of Citri

Sarcodactylis Fructus

图 5 31批佛手样品的 PCA得分

Fig. 5 PCA score plots of 31 batches of Citri Sarcodactylis

Fructus

图 6 佛手样品的 OPLS-DA得分

Fig. 6 OPLS-DA score plots of Citri Sarcodactylis Fructus
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0.892，0.910，0.387，0.509，0.326，0.517，0.404，

0.382，0.427，0.222，0.240，0.215，0.348，0.275。 3 批

佛手饮片中有 2 批的相似度 >0.9，1 批相似度为

0.892，其余 4 种饮片的相似度处于 0.215~0.517，说

明建立的指纹图谱用于鉴别佛手药材的真伪优劣

是可行的。

3 讨论

在指纹图谱研究中，笔者指认了其中 7 个共有

峰，在前人已有的研究基础上进一步丰富了不同产

地佛手的共有性成分，增加了不同产地佛手的差异

性成分分析；同时，通过 OPLS-DA 筛选出了 8 个差

异性成分，其中 5，7-二甲氧基香豆素、佛手柑内酯、

香叶木苷和 6，7-二甲氧基香豆素 4 个成分经对照品

比对后确认，可作为评价不同产地佛手的质量标志

物，但对其他共有峰的指认尚需进一步研究确认。

2020 年版《中华人民共和国药典》（一部）“佛手”含

量测定项下仅以橙皮苷为指标成分，规定其质量分

数不得少于 0.030%，测定指标较为单一。建议后续

可考虑增加其他共有性和差异性成分作为测试指

标，以利于更加科学地评价佛手的质量。结合本文

研究结果发现，除橙皮苷之外，6，7-二甲氧基香豆

素、香叶木苷、白当归素、佛手柑内酯、氧化前胡素

和 5，7-二甲氧基香豆素 6 个共有成分的色谱峰响应

均较好，后续可考虑适当增加成分作为检测指标。

在色谱条件考察时，笔者对甲醇 -水、乙腈 -水、

乙腈-0.05% 磷酸、乙腈-0.2% 冰乙酸 4 个流动相体系

进行了考察，最终确定以乙腈 -0.05% 磷酸水溶液作

为流动相，该条件下系统基线平稳、色谱峰分离较

好；采用二极管阵列检测器（DAD）对样品进行了全

波长扫描，确定检测波长选择 254 nm，该条件下色

谱信息较为丰富，整体峰形较好。本研究以 31 批不

同产地佛手为研究对象，建立了佛手的 HPLC 指纹

图谱，结果发现样品指纹图谱与对照指纹图谱的相

似度大多>0.9，说明该方法准确性较好。同时，采用

该方法对随机采购的佛手及其他 4 种来源于同科同

属植物的饮片（枳实、枳壳、青皮和陈皮）各 3 批进行

分析，计算相似度，结果 3 批佛手样品指纹图谱与对

照指纹图谱的相似度在 0.892~0.977，其余 4 种饮片

的相似度在 0.215~0.517，说明该方法专属性良好。
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