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摘　 要　 目的:建立以高效液相色谱指纹图谱技术结合化学计量学对不同产地黄连进行有效质量评价的方法。 方法:采用 Merck
 

Purospher
 

Star
 

LP
 

RP-18
 

endcapped 色谱柱(250
 

mm×4. 6
 

mm,5
 

μm),以乙腈(A) -0. 05
 

mol / L 磷酸二氢钾(磷酸调 pH 为 3. 0)(B)
为流动相进行梯度洗脱,流速为 1

 

mL / min,柱温为 25
 

℃ ,进样量为 10
 

μL,检测波长为 345
 

nm。 以“中药色谱指纹图谱相似度评价
系统”(2012 版)评价相似度,确认共有峰并进行指认,结合层序聚类分析、主成分分析对不同产地黄连的质量进行分析和评价。
结果:标定了不同产地黄连 11 个共有峰,并确定了其中 4 个共有峰分别为表小檗碱(6 号峰)、黄连碱(8 号峰)、巴马汀(9 号峰)
和小檗碱(10 号峰),来自 4 个产地的 20 批黄连药材样品的相似度为 0. 933~ 0. 981。 结论:本方法为后续黄连原料的固定产地选
择提供了参考依据。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

establish
 

the
 

method
 

for
 

effective
 

quality
 

evaluation
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

from
 

different
 

origins
 

based
 

on
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

fingerprint
 

and
 

chemometrics.
 

METHODS:
 

Merck
 

Purospher
 

Star
 

LP
 

RP-18
 

endcapped
 

column
 

(250
 

mm×4. 6
 

mm,
 

5
 

μm)
 

was
 

adopted.
 

Acetonitrile
 

(A)-0. 05
 

mol / L
 

potassium
 

dihydrogen
 

phosphate
 

(pH
 

was
 

adjusted
 

to
 

3. 0
 

by
 

phosphoric
 

acid)
 

(B)
 

was
 

used
 

as
 

mobile
 

phase
 

for
 

gradient
 

elution.
 

The
 

flow
 

rate
 

was
 

1
 

mL / min,
 

the
 

column
 

temperature
 

was
 

25
 

℃ ,
 

the
 

sample
 

size
 

was
 

10
 

μL,
 

and
 

the
 

detection
 

wavelength
 

was
 

345
 

nm.
 

“ Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Chromatographic
 

Fingerprint
 

Similarity
 

Evaluation
 

System”
(2012

 

edition)
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

similarity,
 

and
 

the
 

common
 

peaks
 

were
 

confirmed
 

and
 

identified.
 

Quality
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

from
 

different
 

origins
 

was
 

analyzed
 

and
 

evaluated
 

by
 

hierarchical
 

clustering
 

analysis
 

and
 

principal
 

component
 

analysis.
 

RESULTS:
 

Eleven
 

common
 

peaks
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

from
 

different
 

origins
 

were
 

identified,
 

and
 

4
 

common
 

peaks
 

were
 

identified
 

as
 

epistropine
 

(peak
 

No. 6),
 

coptisine
 

(peak
 

No. 8),
 

palmatine
 

(peak
 

No. 9)
 

and
 

berberine
 

(peak
 

No. 10),
 

respectively.
 

Similarities
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

from
 

4
 

origins
 

ranged
 

from
 

0. 933
 

to
 

0. 981.
 

CONCLUSIONS:
 

This
 

analysis
 

method
 

provides
 

basis
 

for
 

the
 

selection
 

of
 

fixed
 

origin
 

of
 

coptidis
 

rhizoma.
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　 　 黄连(Coptidis
 

Rhizoma)为常用中药材,为毛茛科植物黄

连及其同属植物的干燥根茎[1] 。 黄连始载于《神农本草经》,
被列为上品。 黄连可分为味连、雅连和云连,外形有区别,具
有清热燥湿、泻火解毒等功效。 现代研究结果表明,黄连含有

生物碱、木质素类化合物、生物黄酮和苯丙酸及其衍生物类等

多种活性成分,其中小檗碱等生物碱为主要活性成分[2-3] 。 黄

连有抗菌、抗病毒、改善糖尿病、保护心脑血管和抗肿瘤等多

种药理活性[2-7] 。
国家中医药管理局、国家药品监督管理局制定并公布的
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《古代经典名方目录(第一批)》 (2018 年) [8] 中包含 8 首含黄

连的方剂,分别为出自《伤寒论》的半夏泻心汤、甘草泻心汤和

黄连汤,出自《兰室秘藏》的当归六黄汤,出自《景岳全书》的桑

白皮汤,出自《医宗金鉴》的枇杷清肺饮、黄连膏,出自《外科大

成》的凉血地黄汤[9] 。 2019 年的《古代经典名方中药复方制

剂物质基准的申报资料要求(征求意见稿)》 [10] 和《古代经典

名方中药复方制剂的申报资料要求(征求意见稿)》 [10] 规定,
“提供多批药材的质量分析结果,一般针对不少于 3 个产地

(包含道地药材产地、主产区)的不少于 15 批次药材的质量进

行分析”,“提供制剂用药材产地研究资料并固定生产所用药

材的产地”。 可见药材的品质与产地密切相关,而黄连的产地

选择与上述 8 种经典名方制剂的开发密切相关。 本研究选择

指标性成分,通过高效液相色谱( HPLC)指纹图谱[11] 结合化

学计量学中具有代表性的层序聚类分析( HCA)、主成分分析

(PCA) [12] ,比较不同产地黄连药材的质量差异,为该药材的

全面质量控制奠定基础,以促进黄连药材资源的有效利用,为
经典名方项目提供优质原料保证。
1　 材料
1. 1　 仪器

Waters2695 高效液相色谱仪(配备四元泵温箱、自动进样

器、PDA 检测器和 Empower3 工作站, 美国 Waters 公司);
MS-105DU 电 子 分 析 天 平 ( 瑞 士 Mettler-Toledo 公 司, d =
0. 01

 

mg);FA1104 型电子分析天平(上海精密科学仪器有限

公司,d = 0. 1
 

mg);KQ-500E 数控超声波清洗器(昆山市超声

仪器有限公司)。
1. 2　 药品与试剂

20 批不同产地黄连药材样品经南京中医药大学药学院陈

建伟教授鉴定为毛茛科植物黄连 Coptis
 

chinensis
 

Franch. 的干

燥根茎,见表 1。 盐酸表小檗碱(批号为 180123,南京森贝伽

生物科技有限公司);盐酸小檗碱(批号为 20120111,上海源叶

生物科技有限公司);盐酸黄连碱(批号为 112026-101601)、盐
酸巴马汀(批号为 110732-20161)均购自中国食品药品检定研

究院;磷酸二氢钾(批号为 20130416,上海凌峰化学试剂有限

公司);乙腈( HPLC 级,德国 Merck 公司);磷酸( HPLC 级,美
国 Fluka 公司);实验用水为超纯水;其他试剂均为分析纯。

表 1　 20 批不同产地黄连药材样品信息表
Tab

 

1　 Information
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

from
 

different
 

origins
编号 产地 来源 编号 产地 来源
S01 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S11 四川雅安 河北神威集团有限公司
S02 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S12 湖北利川 河北神威集团有限公司
S03 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S13 湖北利川 河北神威集团有限公司
S04 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S14 湖北利川 河北神威集团有限公司
S05 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S15 湖北利川 河北神威集团有限公司
S06 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S16 云南怒江 安徽美誉有限公司
S07 重庆石柱 河北神威集团有限公司 S17 云南怒江 安徽美誉有限公司
S08 四川雅安 河北神威集团有限公司 S18 云南怒江 安徽美誉有限公司
S09 四川雅安 河北神威集团有限公司 S19 云南怒江 安徽美誉有限公司
S10 四川雅安 河北神威集团有限公司 S20 云南怒江 安徽美誉有限公司

2　 方法与结果
2. 1　 HPLC 法

2. 1. 1　 色谱条件:Merck
 

Purospher
 

Star
 

LP
 

RP-18
 

endcapped 色

谱柱(250
 

mm×4. 6
 

mm,
 

5
 

μm);流动相为乙腈(A)-0. 05
 

mol / L

磷酸二氢钾(磷酸调 pH 为 3. 0) ( B),梯度洗脱( 0 ~ 7
 

min,
10% ~ 22%A;7~ 19

 

min,22% ~ 23. 5% A;19 ~ 28
 

min,23. 5% ~
24%A;28~ 42

 

min,24% ~ 35%A;42~ 52
 

min,35% ~ 63%A;52 ~
54

 

min,63% ~ 10%A;54 ~ 56
 

min,10%A);柱温为 25
 

℃ ;流速

为 1. 0
 

mL / min;检测波长为 345
 

nm;进样量为 10
 

μL。
2. 1. 2　 配制对照品溶液:取盐酸小檗碱、黄连碱、表小檗碱和

巴马汀,精密称量,加甲醇配制混合对照品溶液,其质量浓度

分别为 100. 9、50. 8、50. 6 和 54. 1
 

μg / mL。
2. 1. 3　 配制供试品溶液:精密称取黄连药材粉末 0. 2

 

g 置于

锥形瓶中,精密吸取盐酸-甲醇(V ∶ V = 1 ∶ 100)溶液 50
 

mL 加

入,密塞,称定质量,超声 30
 

min,放冷,再称定质量,用上述配

制的盐酸-甲醇混合溶液补足质量,摇匀,过 0. 45
 

μm 微孔滤

膜,取续滤液,即得。
2. 2　 方法学考察

2. 2. 1　 参照峰的选择:各批样品图谱中 10 号峰(小檗碱色谱

峰)为所有样品共有,峰位居中,峰面积大,分离良好,故确定

为参照峰。
2. 2. 2　 精密度试验:按照“2. 1. 3”项下方法制备黄连样品供

试品(S1),按照“2. 1. 1”项下条件连续 6 次进样,记录。 以小

檗碱色谱峰为参照峰,计算各共有峰相对保留时间及相对峰

面积的 RSD。 结果显示,各共有峰相对保留时间的 RSD 均<
0. 73%,相对峰面积的 RSD 均<2. 94%,该仪器精密度良好。
2. 2. 3　 稳定性试验:按照“2. 1. 3”项下方法制备黄连样品供

试品(S1),按照“2. 1. 1”项下条件,于 0、2、4、8、12 和 24
 

h 共

6 个时间点进样,记录。 以小檗碱色谱峰为参照峰,计算各共

有峰相对保留时间及相对峰面积的 RSD。 结果显示,各共有

峰相对保留时间的 RSD 均< 0. 59%,相对峰面积的 RSD 均<
2. 81%,该供试品溶液在 24

 

h 内稳定。
2. 2. 4　 重复性试验:按照“2. 1. 3”项下方法制备黄连样品供

试品(S1),平行 6 份,按照“2. 1. 1”项下条件进样,记录。 以小

檗碱色谱峰为参照峰,计算各共有峰相对保留时间及相对峰

面积的 RSD。 结果显示,各共有峰相对保留时间的 RSD 均<
0. 23%,相对峰面积的 RSD 均<2. 81%,该方法重复性良好。
2. 3　 指纹图谱的建立

2. 3. 1　 20 批黄连指纹图谱的建立:取 20 批黄连样品,按照

“2. 1. 1”项下条件进样,记录色谱图。 对导出数据进行积分处

理后,选择 AIA 格式导出,导入“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统”(2012 版,以下简称“相似度软件”)进行分析。 参照

图谱选择黄连 S1 样品图谱,采用中位数法,时间窗宽度设为

0. 1,经多点校正和 Mark 峰匹配后,生成 20 批黄连样品色谱图

的叠加图谱及对照指纹图谱,共标定 11 个共有峰,并指认其

中 4 个共有峰,即 6 号峰(表小檗碱)、8 号峰(黄连碱)、9 号峰

(巴马汀)和 10 号峰(小檗碱),结果见图 1—2。
2. 3. 2　 相似度评价:以 20 批黄连样品的高效液相对照指纹图

谱为参照,采用相似度软件计算 20 批黄连色谱图相似度,结
果见表 2。 重庆石柱的黄连相似度为 0. 976 ~ 0. 981,四川雅安

的黄连相似度为 0. 968 ~ 0. 970,湖北利川的黄连相似度为

0. 970~ 0. 973,云南怒江的黄连相似度为 0. 933 ~ 0. 935,20 批

的相似度在 0. 933~ 0. 981,各批相似度均>0. 9,说明黄连质量

相对稳定,一致性较好。
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图 1　 20 批黄连样品的 HPLC 叠加指纹图谱
Fig

 

1　 HPLC
 

overlay
 

fingerprint
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma

A. 20 批黄连样品共有模式图;B. 混合对照品 HPLC 图;
6. 表小檗碱;8. 黄连碱;9. 巴马汀;10. 小檗碱

A.
 

common
 

pattern
 

diagram
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

samples;
 

B.
 

HPLC
 

diagram
 

of
 

mixed
 

reference
 

substances;
 

6.
 

epiberberine;
 

8.
 

coptisine;
 

9.
 

palmatine;
 

10.
 

berberine
图 2　 20 批黄连样品共有模式图及混合对照品 HPLC 图

Fig
 

2　 Common
 

pattern
 

diagram
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

samples
 

and
 

HPLC
 

diagram
 

of
 

mixed
 

reference
 

substance

表 2　 20 批不同产地黄连样品的相似度评价表
Tab

 

2　 Similarity
 

evaluation
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

samples
 

from
 

different
 

origins
样品编号 相似度 样品编号 相似度
S1 0. 976 S11 0. 970
S2 0. 979 S12 0. 970
S3 0. 981 S13 0. 971
S4 0. 981 S14 0. 972
S5 0. 981 S15 0. 973
S6 0. 980 S16 0. 934
S7 0. 979 S17 0. 933
S8 0. 969 S18 0. 934
S9 0. 968 S19 0. 933
S10 0. 968 S20 0. 935

2. 4　 层序聚类分析

使用 Simca-p
 

14. 1 软件对 20 批黄连样品进行 HCA 分析,
将 20 批黄连样品各共有峰相对于 10 号峰(小檗碱色谱峰)参

照峰的峰面积量化,形成 20×11 阶数据矩阵,见表 3;采用组间

Ward 联结法,将欧式距离平方和作为样本测度,结果见图 3。
由图 3 可知,4 个产地的黄连样品明显聚为 2 类,其中Ⅰ类包

括 S1、S2、S3、S4、S5、S6 和 S7,Ⅱ类包括 S8、S9、S10、S11、S12、
S13、S14、S15、S16、S17、S18、S19 和 S20。 结合相似度分析结

果,Ⅰ类相似度在 0. 976~ 0. 981,样品产地为重庆石柱;Ⅱ类相

似度在 0. 933~ 0. 973,样品产地为湖北利川、四川雅安和云南

怒江。 聚类分析结果能够更加直观地对不同产地的黄连药材

进行归类,确定样品间的稳定性。 图 3 提示,Ⅰ类样品与其余

各类存在较大差异,且与相似度评价结果一致。

图 3　 不同产地黄连聚类分析图
Fig

 

3　 Cluster
 

analysis
 

diagram
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

from
 

different
 

origins

2. 5　 主成分分析

通过非监督模式识别方法 PCA 观察样品的自然聚集,分
析样品的差异,结果显示,提取到 2 个主成分累计贡献率达

81. 30%,包含黄连药材指纹图谱大部分信息。 第一主成分的

方差贡献率为 59. 9%,第二主成分的方差贡献率为 21. 4%。
以第一、第二主成分为坐标轴建立空间坐标系,投影即得所有

样品得分 PCA 三维投影图,可直观显示样品间差异,见图 4。
20 批黄连样品可分为 2 个区域,其中重庆石柱产的黄连(编号
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　 　 　 　 表 3　 20 批黄连样品共有峰相对峰面积
Tab

 

3　 Relative
 

peak
 

area
 

of
 

common
 

peaks
 

in
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma
 

samples
编号 峰 1 峰 2 峰 3 峰 4 峰 5 峰 6 峰 7 峰 8 峰 9 峰 10 峰 11
S1 0. 01 0. 02 0. 03 0. 01 0. 07 0. 17 0. 08 0. 28 0. 25 1. 00 0. 01

 

S2 0. 02 0. 02 0. 03 0. 02 0. 08 0. 16 0. 08 0. 29 0. 25 1. 00 0. 01
 

S3 0. 02 0. 02 0. 03 0. 02 0. 09 0. 17 0. 08 0. 29 0. 25 1. 00 0. 01
 

S4 0. 02 0. 02 0. 03 0. 02 0. 09 0. 17 0. 08 0. 30 0. 25 1. 00 0. 01
 

S5 0. 02 0. 02 0. 03 0. 03 0. 09 0. 17 0. 09 0. 28 0. 25 1. 00 0. 01
 

S6 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 08 0. 17 0. 08 0. 29 0. 28 1. 00 0. 01
 

S7 0. 02 0. 02 0. 03 0. 02 0. 07 0. 17 0. 09 0. 27 0. 28 1. 00 0. 01
 

S8 0. 02 0. 02 0. 03 0. 02 0. 08 0. 17 0. 09 0. 29 0. 27 1. 00 0. 01
 

S9 0. 02 0. 02 0. 03 0. 02 0. 09 0. 18 0. 09 0. 30 0. 28 1. 00 0. 01
 

S10 0. 01 0. 02 0. 03 0. 02 0. 09 0. 18 0. 10 0. 30 0. 29 1. 00 0. 01
 

S11 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 11 0. 15 0. 07 0. 31 0. 26 1. 00 0. 01
 

S12 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 10 0. 15 0. 07 0. 31 0. 26 1. 00 0. 01
 

S13 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 11 0. 15 0. 07 0. 31 0. 26 1. 00 0. 01
 

S14 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 11 0. 15 0. 07 0. 31 0. 26 1. 00 0. 01
 

S15 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 10 0. 15 0. 07 0. 31 0. 26 1. 00 0. 01
 

S16 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 08 0. 16 0. 09 0. 30 0. 24 1. 00 0. 01
 

S17 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 08 0. 16 0. 08 0. 29 0. 24 1. 00 0. 01
 

S18 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 08 0. 16 0. 08 0. 29 0. 25 1. 00 0. 01
 

S19 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 08 0. 16 0. 08 0. 29 0. 25 1. 00 0. 01
 

S20 0. 02 0. 02 0. 04 0. 02 0. 08 0. 16 0. 08 0. 29 0. 25 1. 00 0. 01
 

图 4　 20 批黄连的 PCA 三维投影图
Fig

 

4　 PCA
 

of
 

score
 

scatter
 

3D
 

plot
 

for
 

20
 

batches
 

of
 

coptidis
 

rhizoma

为 S1—S7)为第一个区域,其余产地黄连(编号为 S8—S20)为

第二个区域,可见区域分类结果与聚类分析结果一致,故可通

过此法确证不同产地黄连药材差异性,评价其质量优劣。
3　 讨论
3. 1　 色谱条件的确定

参考《中华人民共和国药典:一部》 (2020 年版),生物碱

类化 合 物 分 离 的 色 谱 条 件 为 以 体 积 比 为 50 ∶ 50 的 乙

腈-0. 05
 

mol / L 磷酸二氢钾溶液(每 100
 

mL 中加十二烷基硫酸

钠 0. 4
 

g,再以磷酸调节 pH 为 4. 0)为流动相[1] ,小檗碱、巴马

汀、黄连碱和表小檗碱出峰个数较少,不能完全反映黄连整体

信息。 本研究通过 PDA 检测器在 200 ~ 440
 

nm 进行全波长扫

描,结果显示,在 345
 

nm 波长下检测得到的色谱图,基线平稳,
出峰较多,谱峰均匀,分离度高,故确定黄连药材指纹图谱的波

长为 345
 

nm。 流动相体系考察了以下四种:乙腈-水(0. 1%三

乙胺、0. 7%氨水)、乙腈-0. 05%磷酸水、乙腈-0. 05
 

mol / L 磷酸

二氢钾溶液和乙腈-0. 05
 

mol / L 磷酸二氢钾溶液(磷酸调 pH
为 3. 0),结果显示,采用流动相乙腈-0. 05

 

mol / L 磷酸二氢钾

溶液(磷酸调 pH 为 3. 0)时得到的色谱图,基线平稳,分离效果

好,因此,最终采用乙腈-0. 05
 

mol / L 磷酸二氢钾溶液(磷酸调

pH 为 3. 0)流动相系统。 此外,本研究还考察了 25
 

℃ 、30
 

℃和

35
 

℃ 下不同柱温对色谱峰的分离效果,结果显示,柱温为

25
 

℃时分离效果更佳。
3. 2　 指纹图谱与多元统计分析

通过建立 20 批不同产地的黄连药材样品的指纹图谱,确
认 11 个共有峰。 在色谱图中,各产地黄连药材存在共性差异,
成分种类基本一致,一些成分含量存在差异,主要表现为 3 号

峰、5 号峰、6 号峰(表小檗碱)、7 号峰和 8 号峰(黄连碱)。
20 批黄连药材指纹图谱相似度较高,表明黄连药材的整体质

量较稳定;结合保留时间及对照品指认共有峰 4 个,分别为表

小檗碱、黄连碱、巴马汀和小檗碱。
对 20 批黄连药材样品进行了 HCA、PCA 分析。 HCA 分析

表明不同产地的黄连样品可明显归为 2 类,样品间具相关性;
PCA 降维处理得到 2 个主成分,根据主成分得分划分样品区

域,结果与 HCA 分析结果一致,即重庆石柱道地产区黄连与其

他主产区黄连有差异,且相似度高于其他主产区,可作为后续

经典名方制剂黄连原料的固定产地。
3. 3　 展望

目前,随着对中药物质基础和功效关联性的深入研究,中
药从业者发现对于中药材的鉴别不应仅限于品种鉴别,其产地

鉴别的重要性也不言而喻。 中医有“非道地药材不处方,非道

地药材不经营”的说法,药材的质量和疗效与产地有着紧密的

联系,有的已被研究揭示,有的还在探究中。 根据课题组前期

研究[13] ,可知物质基准非常关键,药材和饮片的品质稳定是复

方制剂质量的保证,黄连是经典名方项目涉及的常用药材之

一,亟需建立一种有效的产地鉴别、质量评价方法。 HPLC 指

纹图谱具有专属性强、稳定性好和整体宏观分析等特点,符合

中医药整体观特点,反映所含成分的相对关系较为全面,对多

成分、多靶点的中药分析更适用,可在中药质量控制、有效成分

研究和作用机制研究等多方面发挥重要作用[14-15] 。 近年来,
　 　 　 　 (下转第 1163 页)


