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摘要　目的：建立杜仲不同炮制品（生品、盐品与炭品）的水提液指纹图谱，从整体水平表征杜仲炮制前后的化学成分变
化，为杜仲质量控制提供参考。方法：采用 ＨＰＬＣ法，Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８色谱柱，０３％磷酸水溶液乙腈为流动相，梯度洗
脱，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２３８ｎｍ。建立１０批杜仲不同炮制品水提液的指纹图谱，利用中药指纹图谱相似度评价
系统（２０１２Ａ版）计算相似度，同时运用聚类分析（ＨＣＡ）和主成分分析（ＰＣＡ）对杜仲炮制前后进行模式识别分析。结果：
建立了杜仲不同炮制品的水提液指纹图谱，生品标定了７个共有峰，盐品标定了７个共有峰，炭品标定了８个共有峰，并
指认了其中５个共有峰。ＨＣＡ和ＰＣＡ模式识别能够明显区分杜仲不同炮制品。结论：ＨＰＬＣ指纹图谱结合化学模式识别
能够有效地区分杜仲不同炮制品，为其质量控制研究提供参考。
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　　杜仲为杜仲科植物杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕ１ｍｏｉｄｅｓ
Ｏｌｉｖ）的干燥树皮，性甘，温，归肝、肾经，具有补肝
肾，强筋骨，安胎的功效。用于肝肾不足，腰膝酸痛，

筋骨无力，头晕目眩，妊娠漏血，胎动不安［１］。现代

研究表明，杜仲中主要含有木脂素类、环烯醚萜类、

苯丙素类、黄酮类、萜类、多糖类等化学成分，主要具

有降压、降血脂、降血糖、抗肿瘤、抗炎、保肝利胆、抗

骨质疏松等药理作用［２４］。

杜仲有３种常见的炮制品：生杜仲、盐杜仲、杜

仲炭。中医药理论认为杜仲盐炙后可以增强其补肝

肾、强筋骨的功效，起到“盐制入肾”的作用［５］。课

题组前期研究表明，杜仲盐炙后可以明显增强其治

疗去卵巢大鼠骨质疏松症的作用［６］，此外，生品和盐

炙品含药血清均可以促进人成骨细胞增殖和分化的

作用，且盐炙后促进作用显著增强，与其所含的环烯

醚萜类成分有关［７］。有学者认为杜仲炒炭后的补肝

肾，强筋骨功效较生品更佳［８］，且有研究发现杜仲炭

具有明显的抗炎作用［９］。前期研究发现，杜仲盐炙
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后京尼平、京尼平苷和京尼平苷酸质量分数分别降

低２５％，４０％，４０％，炒炭后京尼平、京尼平苷和京尼
平苷酸质量分数分别降低９８％，７０％，７０％，说明炮
制对其化学成分的影响显著［１０］。杜仲炮制前后化

学成分的改变，必然会导致药效的差异。但是目前

关于杜仲不同炮制品的化学成分差异研究多以少量

成分含量测定为主［１１１２］，而指纹图谱研究多集中于

不同产地或杜仲药材的研究［１３１４］，缺少对其炮制前

后整体化学成分的比较研究。因此本研究采用

ＨＰＬＣ技术建立杜仲生品、盐品、炭品的指纹图谱，并
结合聚类分析（ＨＣＡ）和主成分分析（ＰＣＡ）对杜仲炮
制前后进行模式识别研究，以期从整体角度评价杜

仲炮制前后的化学成分变化，为其质量控制研究提

供参考。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱系统（美国
Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＢＴ２５Ｓ型十万分之一电子天平（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＡＩＢＯＴＥ电热套（南京予华仪器设备
有限公司）；高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪器有

限公司）。

１２　 试 剂 　 对 照 品 京 尼 平 苷 酸 （批 号：
２０１８０２０１ＪＮＰＧＳ）、咖啡酸（批号：２０１８０３２０ＫＦＳ）、京
尼平苷（批号：２０１８０２０１ＪＮＰＧ）、松脂醇二葡萄糖苷
（批 号：２０１８０１２０ＳＺＣＥＰＴＴＧ）、京 尼 平 （批 号：

２０１８０１２０ＪＮＰ）均购于南京世洲生物科技有限公司，
纯度＞９８％。

色谱级乙腈（上海ＡＮＰＥＬ实验器材有限公司）；
色谱级磷酸（上海阿拉丁生物科技有限公司）；水为

超纯水；其余试剂均为分析纯。

１３　分析样品　杜仲生品：十批杜仲生品来源见表
１，经南京中医药大学陈建伟教授鉴定为杜仲科植物
杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕ１ｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖ）的干燥树皮。

杜仲盐品：分别称取十批杜仲生品饮片５０ｇ，照
２０１５年版《中华人民共和国药典》四部盐炙法（通则
０２１３）炒至断丝、表面焦黑色，取出，晾凉。

杜仲炭品：分别称取十批杜仲生品饮片５０ｇ，照
２０１５年版《中华人民共和国药典》四部炒炭法（通则
０２１３）用武火炒至表面焦黑色、内部焦褐色，并断丝
存性，喷淋清水少许，熄灭火星，取出，晾干。

２　方法
２１　供试品溶液的制备　取杜仲生品、盐品和炭品
粉末（过四号筛）约１ｇ，精密称定，加入１０倍量水浸
泡３０ｍｉｎ后，武火煮沸，文火煎煮３０ｍｉｎ，滤过。药
渣再加入８倍量，煎煮２０ｍｉｎ，滤过，合并２次滤液，

定容至２５ｍＬ，过０４５μｍ微孔滤膜，即得。

表１　杜仲生品样品来源表

编号 批号 产地

Ｓ１ ２０１７０２０４ 四川

Ｓ２ １８０４０１ 湖北

Ｓ３ ２０１８０７３０ 安徽

Ｓ４ １７０８００１ 四川

Ｓ５ １７０９０１Ｃ１９９ 四川

Ｓ６ １７０９０３ 湖南

Ｓ７ １１１０２３ 浙江

Ｓ８ １７０６０２ 湖南

Ｓ９ １８０６０３ 湖北

Ｓ１０ ２０１７０６０８ 四川

２２　对照品溶液的制备　分别精密称取京尼平苷
酸、咖啡酸、京尼平苷、松脂醇二葡萄糖苷、京尼平对

照品适量，加入甲醇溶解并稀释，摇匀，得到质量浓

度分别为 ０１６８ｍｇ／ｍＬ、０２４８ｍｇ／ｍＬ、０２４１ｍｇ／
ｍＬ、０１７４ｍｇ／ｍＬ、０１９８ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶
液。

２３　色谱条件　色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；柱温：２５℃；体积流量：１
ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：０３％磷酸水溶液（Ａ）乙腈（Ｂ），
梯度洗脱，程序如下：０～１５ｍｉｎ，９５～９０％ Ａ；１５～２５
ｍｉｎ，９０～８５％ Ａ；２５～３５ｍｉｎ，８５～８３％ Ａ；３５～５０
ｍｉｎ，８３～８０％ Ａ；５０～５５ｍｉｎ，８０～７５％ Ａ；５５～６５
ｍｉｎ，７５～６５％ Ａ；６５～７５ｍｉｎ，６５～５％ Ａ；进样量：１０
μＬ；检测波长：２３８ｎｍ。
２４　方法学考察
２４１　精密度实验　取同一批杜仲生品，按照“２１
项”下制备供试品溶液，按照“２３项”下条件连续进
样６次，以京尼平苷酸为参照峰，计算共有峰的相对
保留时间和相对峰面积，结果表明，各共有峰相对保

留时间ＲＳＤ均小于０８％，相对峰面积 ＲＳＤ均小于
１１％，结果表明仪器的精密度符合要求。
２４２　重复性实验　取同一批杜仲生品６份，按照
“２１项”下制备供试品溶液，按照“２３项”下条件
进样，以京尼平苷酸为参照峰，计算共有峰的相对保

留时间和相对峰面积，结果表明，各共有峰相对保留

时间 ＲＳＤ均小于 １５％，相对峰面积 ＲＳＤ均小于
１２％，结果表明该方法的重复性符合要求。
２４３　稳定性实验　取同一供试品溶液，分别于０、
２、４、８、１２、２４ｈ按照“２３项”下条件进样，以京尼平
苷酸为参照峰，计算共有峰的相对保留时间和相对

峰面积，结果表明，各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ均
小于１３％，相对峰面积 ＲＳＤ均小于１４％，结果表
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明，样品在２４ｈ内稳定性良好。
２５　数据分析　采用《中药色谱指纹图谱相似度评
价系统》（２０１２Ａ）分析杜仲炮制前后的 ＨＰＬＣ指纹
图谱数据。采用Ｓｉｍｃａ１４１统计分析软件进行聚类
分析（ＨＣＡ）和主成分分析（ＰＣＡ）。
３　结果与分析
３１　指纹图谱结果与分析　取３０批杜仲样品，按
“２１项”下方法制备供试品溶液，按“２３项”下色
谱条件检测，记录色谱图。将数据导入中药色谱指

纹图谱相似度评价系统（２０１２Ａ），生成杜仲不同炮
制品的对照指纹图谱如图１所示，混合对照品高效
液相色谱图如图２所示。其中生品标定了７个共有
峰，盐品标定了７个共有峰，炭品标定了 ８个共有
峰，并指认了其中５个共有峰。通过杜仲３种不同
炮制品对照图谱可以明显看出，盐品和炭品明显生

成了２号峰，生品在２号峰的位置无明显峰。５号峰
（咖啡酸）、８号峰（京尼平）在炮制后峰强明显减弱。
相似度评价系统采用中位数计算杜仲不同炮制品的

水提液的指纹图谱的相似度，其相似度结果见表２。

图１　杜仲不同炮制品的对照指纹图谱
　　注：生品Ａ、盐品Ｂ、炭品Ｃ

图２　混合对照品ＨＰＬＣ图
　　注：３京尼平苷酸；５咖啡酸；６京尼平苷；７松脂醇二葡萄糖苷；
８京尼平

表２　杜仲不同炮制品水提液指纹图谱相似度计算结果

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

Ｓ１ ０８５５ Ｓ１１ ０８７６ Ｓ２１ ０９０９
Ｓ２ ０９４８ Ｓ１２ ０７６８ Ｓ２２ ０９１３
Ｓ３ ０８０４ Ｓ１３ ０９１０ Ｓ２３ ０８１５
Ｓ４ ０８１８ Ｓ１４ ０７８０ Ｓ２４ ０９４８
Ｓ５ ０８６１ Ｓ１５ ０９４５ Ｓ２５ ０８１８
Ｓ６ ０９１４ Ｓ１６ ０８８４ Ｓ２６ ０８７３
Ｓ７ ０８３８ Ｓ１７ ０８５５ Ｓ２７ ０９５５
Ｓ８ ０８８５ Ｓ１８ ０８６８ Ｓ２８ ０８７８
Ｓ９ ０８５９ Ｓ１９ ０８９６ Ｓ２９ ０９２３
Ｓ１０ ０９３４ Ｓ２０ ０７８１ Ｓ３０ ０９１８

　　注：Ｓ１Ｓ１０为炭品，Ｓ１１Ｓ２０为生品，Ｓ２１Ｓ３０为盐品

３３　化学模式识别
３３１　聚类分析（ＨＣＡ）　将杜仲不同炮制品的匹
配峰数据导入 Ｓｉｍｃａ１４１统计分析软件进行聚类分
析。结果表明，当 ｔ为 ８００时，杜仲生品、盐品、
炭品明显分为３类，其中１～１０为炭品聚为一类，
１１～２０为生品聚为一类，２１～３０为盐品聚为一类。
见图４。
３３２　主成分分析（ＰＣＡ）　将杜仲３种炮制品的
指纹图谱所有峰面积作为变量，采用 Ｓｉｍｃａ１４１统
计分析软件对原始数据进行标准化处理后进行主成

分分析（ＰＣＡ）。杜仲生品、盐品、炭品明显分成 ３
类，其中生品之间差异较大，比较分散，经盐炙后差

异缩小，经炒炭后分散程度明显缩小，说明炮制过程

对杜仲中整体化学式成分产生了显著的影响。由生

品到盐品由于炒制的剧烈程度不如由生品到炭品，

所以其分散程度由生品到盐品再到炭品逐渐减小。

见图５。
４　讨论

本实验建立了杜仲３种不同炮制品（生品、盐
品、炭品）的水提液指纹图谱，并对其进行聚类分析

及主成分分析。结果发现，杜仲３种不同的炮制品
明显聚为３类，且生品的离散度较大，盐品次之，炭
品最小，说明炮制过程对杜仲中的化学成分产生了

较大的影响，且随着炮制程度的增加使其化学成分

更趋于一致。中药在临床使用多入汤剂，指纹图谱

研究以有机溶剂提取的方式得到的结果对其临床应

用提供参考具有局限性。本实验建立的杜仲水提液

指纹图谱不仅可以为其质量控制提供参考，还可为

其不同炮制品的临床应用提供参考。

高效液相色谱指纹图谱结合化学模式识别方法

中的 ＨＣＡ、ＰＣＡ分析，能够对不同炮制方法处理的
中药饮片之间进行快速聚类鉴别和判别分析［１５１６］。

从３种炮制品的对照谱图可以看出，杜仲中的京尼
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图３　杜仲不同炮制品水提液指纹图谱叠加图
　　注：Ｓ１Ｓ１０为炭品，Ｓ１１Ｓ２０为生品，Ｓ２１Ｓ３０为盐品

图４　杜仲不同炮制品水提液样品聚类分析图

平苷酸、咖啡酸、京尼平苷松脂醇二葡萄糖苷、京尼

平在炮制后响应均呈下降趋势，而炮制后在９１ｍｉｎ
和１５５ｍｉｎ附近明显峰响应增加，正是化学成分的
改变导致其可以明显聚为３类。本实验建立的杜仲
不同炮制品的指纹图谱可以从整体上区别杜仲３种
不同炮制品（生品、盐品、炭品），但是有关于具体的

化学成分的改变，课题组将通过 ＬＣＴｒｉｐｌｅＴＯＦＭＳ／
ＭＳ技术进行进一步研究。

综上所述，本实验建立的杜仲不同炮制品指纹

图谱结合化学模式识别手段可以从整体上表征杜仲

炮制前后的化学成分变化，能够真实的反应杜仲炮

制前后的化学成分变化，为其质量控制研究以及药

效学变化研究提供参考。

图５　杜仲不同炮制品水提液样品主成分分析得分图
　　注：１～１０为炭品；１１～２０为生品；２１～３０为盐品
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二羟基二氢查尔酮进行体外抗肺癌 Ａ５４９细胞活性
筛选，结果表明，２种成分均能明显抑制 Ａ５４９细胞
的增殖，并具有剂量依赖趋势，其中２′，４′二羟基二
氢查尔酮抑制效果更佳，给药 ４８ｈ的 ＩＣ５０值为
６３８３μｇ／ｍＬ。本文提取分离成分方法的创新之处
在于，聚酰胺具有富集黄酮的作用，是较为理想的吸

附剂，利用黄酮类化合物富含酚羟基的特点，通过分

子中的酚羟基与聚酰胺分子中的酰胺基形成氢键缔

合产生吸附，可显著提高黄酮成分纯度［１７］；与中压

制备液相色谱法联用提取分离镰形棘豆中的黄酮单

一成分，简便易行，提取效率快，单体成分纯度高，是

分离纯化镰形棘豆黄酮类化合物的新手段；将制备

得到的黄酮单体进行体外抗肺癌Ａ５４９细胞实验，检
测其抗癌活性，为研究及阐述镰形棘豆抗肿瘤活性

黄酮单体成分及其抗肿瘤的作用机制奠定基础。
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（２４）：２１１３２１１６．

［１７］孙兆林，王晓，王岱杰，等．聚酰胺色谱结合高速逆流色谱分离制

备蓄黄酮类化合物［Ｊ］．天然产物研究与开发，２０１５，２７（５）：
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［７］翁泽斌，颜翠萍，高倩倩，等．不同炮制品的杜仲含药血清及其环

烯＿省略＿经后妇女成骨细胞增殖与分化的影响［Ｊ］．时珍国医国

药，２０１５，２６（１１）：２６３６２６３８．

［８］马晓鹏，宋立群，陈雅超，等．宋立群教授治疗肾衰竭药对举要

［Ｊ］．中医药学报，２０１５，４３（２）：９２９３．

［９］郑斌，杨瑞，解燕．杜仲炭抗炎镇痛作用研究［Ｊ］．安徽农业科学，

２０１７，４５（１６）：１２６１２７，１６５．

［１０］陶益，盛辰，李伟东，等．杜仲不同炮制品化学成分研究［Ｊ］．中

国中药杂志，２０１４，３９（２２）：４３５２４３５５．

［１１］党会章，刘磊磊，赵帅．杜仲饮片中京尼平苷酸和京尼平苷的含

量测定［Ｊ］．抗感染药学，２０１４，１１（４）：３１５３１７．

［１２］李晔，刘峰，李彤晖，等．杜仲药材含量测定方法的研究［Ｊ］．西

北药学杂志，２０１０，２５（５）：３４８３５０．

［１３］范彦博，袁明洋，张义生．四川产杜仲药材高效液相色谱指纹图

谱的建立［Ｊ］．医药导报，２０１６，３５（１０）：１１２１１１２４．

［１４］黄徐英，陈玲，程静，等．不同产地杜仲药材水提液高效液相色

谱指纹图谱及其共有模式［Ｊ］．医药导报，２０１５，３４（１１）：１４９７

１５００．

［１５］杨冰月，彭亮，颜永刚，等．ＨＰＬＣ指纹图谱结合化学模式识别分

析不同产地款冬花生品与蜜炙品［Ｊ］．中草药，２０１８，４９（１１）：

４９９１４９９７．
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