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茶芎HPLC指纹图谱的建立及差异性成分的含量测定Δ
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摘 要 目的 建立不同产地茶芎的指纹图谱，筛选差异性成分并测定其含量。方法 以Z-藁本内酯为参照，采用《中药色谱指纹图

谱相似度评价系统（2012版）》建立12批茶芎药材的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，指认共有峰并进行相似度评价；进行聚类分

析（CA）、主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘-判别分析（OPLS-DA），以变量重要性投影（VIP）＞1为标准筛选影响药材质量的

差异性成分；采用同一 HPLC 法测定上述差异性成分的含量。结果 12批茶芎药材指纹图谱共有 17个共有峰，相似度为 0.989～

1.000；共指认了7个共有峰，分别为绿原酸（1号峰）、阿魏酸（2号峰）、洋川芎内酯Ⅰ（7号峰）、阿魏酸松柏酯（9号峰）、E-藁本内酯

（13号峰）、洋川芎内酯A（14号峰）、Z-藁本内酯（17号峰）。CA结果显示，12批茶芎药材可分为3类，S1～S5（武宁茶芎）聚为一类，

S6～S8（瑞昌茶芎）聚为一类，S9～S12（德安茶芎）聚为一类；2、13、14、17号峰（分别对应阿魏酸、E-藁本内酯、洋川芎内酯A、Z-藁

本内酯）的VIP均大于1。S1～S5、S6～S8、S9～S12样品中，阿魏酸的含量分别为0.488～0.533、0.603～0.658、0.415～0.433 mg/g，洋

川芎内酯 A 分别为 1.184～1.295、1.450～1.588、1.307～1.377 mg/g，E-藁本内酯分别为 0.118～0.125、0.130～0.135、0.223～0.229

mg/g，Z-藁本内酯分别为7.200～7.681、8.076～8.643、4.508～4.996 mg/g，两两比较差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论 所建指

纹图谱操作简便、准确，结合多元统计分析可用于评价不同产地茶芎的整体质量。阿魏酸、洋川芎内酯A、Z-藁本内酯、E-藁本内

酯可能是影响不同产地茶芎药材质量的差异性成分，且前3种成分含量均以瑞昌茶芎最高，E-藁本内酯含量以德安茶芎最高。
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Establishment of HPLC fingerprint and content determination of differential components in Ligusticum

sinense
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the fingerprints of Ligusticum sinense from different habitats， screen differential

components and determine their contents. METHODS Using Z-ligustilide as reference，HPLC fingerprints of 12 batches of L.

sinense were established by using Similarity Evaluation System of Chromatographic Fingerprints of TCM（2012 edition）；common

peaks were identified and their similarities were evaluated. Cluster analysis （CA），principal component analysis （PCA） and

orthogonal partial least squares-discriminant analysis（OPLS-DA）were performed to screen differential components with variable

importance in the projection（VIP）＞1 as standard；meanwhile，the contents of above differential components were determined by

the same HPLC method. RESULTS There were 17 common peaks in the fingerprints of 12 batches of L. sinense，and their

similarities ranged 0.989-1.000. A total of 9 common peaks were identified，i.e. chlorogenic acid（peak 1），ferulic acid（peak 2），

senkyunolide Ⅰ（peak 7），coniferyl ferulate（peak 9），E-ligustilide（peak 13），senkyunolide A（peak 14），Z-ligustilide（peak

17）. CA results showed that 12 batches of L. sinense were divided into 3 categories，S1-S5（Wuning）were clustered into one

category，S6-S8（Ruichang）were clustered into one category，S9-S12（De’an）were clustered into one category；the VIP values

of peaks 2，13，14 and 17（corresponding to ferulic acid，E-ligustilide，senkyunolide A，and Z-ligustilide respectively）were all

greater than 1，respectively. In S1-S5，S6-S8 and S9-S12 samples，the contents of ferulic acid were 0.488-0.533，0.603-0.658 and

0.415-0.433 mg/g，respectively；senkyunolide A were 1.184-1.295，1.450-1.588 and 1.307-1.377 mg/g，respectively；E-ligustilide

were 0.118-0.125，0.130-0.135 and 0.223-0.229 mg/g，respectively；Z-ligustilide were 7.200-7.681，8.076-8.643 and 4.508-4.996 mg/g，

respectively；the differences between two groups were statisti-

cally significant （P＜0.05）. CONCLUSIONS Established

fingerprint is simple and accurate，and can be used for overall

quality evaluation of L. sinense from different habitats by

combining with multivariate statistical analysis. Ferulic acid，

senkyunolide A， Z-ligustilide and E-ligustilide may be the

differential components that affect the quality of L. sinense
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伞形科植物茶芎Ligusticum sinense Oliv. cv. Chaxiong

为一年生草本植物，以根茎入药，主产于我国江西武宁、

瑞昌、德安等地。据《江西省中药材标准》记载，茶芎味

辛、性温，归肝、心经，有活血行气、祛风止痛的功效，可

用于月经不调、痛经、闭经、产后瘀阻腹痛、胸胁刺痛、头

痛、风湿痹痛等 [1]。现代研究表明，茶芎主要含有苯酞

类、有机酸类、多糖类、氨基酸类和挥发油等成分。其

中，苯酞类物质包括洋川芎内酯Ⅰ、洋川芎内酯A和藁

本内酯等，均有较好的抗炎、镇痛作用，尤以藁本内酯的

作用最为显著；有机酸类物质包括绿原酸、阿魏酸等，绿

原酸可调节机体物质代谢、降低胆固醇，还具有抗氧化、

抗菌作用，阿魏酸有抗血栓形成、促进血管舒张、延缓动

脉粥样硬化的作用[2－6]。可见，上述成分可能是茶芎的

活性成分。

目前，关于中药质量评价和质量控制研究多集中于

单一或少数成分的定量分析，难以全面、客观地对药材

进行评价，因此需要建立全面、有效的质量评价方法。中

药指纹图谱能快速反映其化学成分信息，定性判断其真

实性；多元统计分析[聚类分析（cluster analysis，CA）、主成

分分析（principal component analysis，PCA）、正交偏最小

二乘-判别分析（orthogonal partial least squares-discrimi-

nant analysis，OPLS-DA）]可对已有的化学成分信息进行

定量评价[7－10]。可见，中药指纹图谱与多元统计分析相

结合，可全面、有效地对药材进行质量评价和质量控

制。基于此，本研究拟采用高效液相色谱（HPLC）法建

立12批茶芎药材的指纹图谱并进行相似度分析；同时，

拟采用 CA、PCA、OPLS-DA 法对所得图谱信息进行分

析，筛选影响药材质量的差异性成分并对其进行含量测

定，旨在为全面进行茶芎质量评价和质量控制提供

参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本文所用主要仪器包括LC-20AT型HPLC仪（日本

Shimadzu 公司）、LT-DHC160型高速离心机[立德泰勀

（上海）科学仪器有限公司]、KQ-200KDB型高功率数控

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）、MS205DU

型电子分析天平 [梅特勒托利多科技（中国）有限公

司]等。

1.2 主要药品与试剂

E-藁本内酯对照品（批号Z812557，纯度≥98％）购

自上海楷森生物科技有限公司；绿原酸对照品（批号

327-97-9，纯度≥98％）、阿魏酸松柏酯对照品（批号

63644-62-2，纯度≥98％）、洋川芎内酯 A 对照品（批号

Y08301903021，纯度≥98％）、洋川芎内酯Ⅰ对照品（批

号Y08501904030，纯度≥98％）、Z-藁本内酯对照品（批

号PCS-201104，纯度≥98％）均购自北京中科质检生物

技术有限公司；阿魏酸对照品（批号 110773-201915，纯

度≥99.4％）购自中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱

纯，甲醇、磷酸为分析纯，水为超纯水。

12批茶芎药材分别采自江西武宁、瑞昌、德安的 3

个中药基地，经江西中医药大学药学院付小梅教授鉴定

均为茶芎 L. sinense Oliv. cv. Chaxiong 的成熟根茎。将

所采药材放至 55 ℃烘箱中烘干，粉碎，过四号筛，密封

保存，备用。12批茶芎药材样品的来源信息见表1。

表1 12批茶芎药材样品的来源信息

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

产地
江西武宁
江西武宁
江西武宁
江西武宁
江西武宁
江西瑞昌

采集时间
2021年7月
2021年7月
2021年7月
2021年7月
2021年7月
2021年7月

编号
S7

S8

S9

S10

S11

S12

产地
江西瑞昌
江西瑞昌
江西德安
江西德安
江西德安
江西德安

采集时间
2021年7月
2021年7月
2021年5月
2021年5月
2021年5月
2021年5月

2 方法与结果

2.1 茶芎药材HPLC指纹图谱的建立

2.1.1 色谱条件 以 Venusil MP C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）为色谱柱，以 0.1％磷酸溶液（A）-乙腈（B）为流动

相进行梯度洗脱（0～10 min，10％B→15％B；10～13

min，15％B；13～23 min，15％B→20％B；23～26 min，

20％B；26～36 min，20％B→30％B；36～39 min，30％B；

39～47 min，30％B→40％B；47～53 min，40％B→55％B；

53～60 min，55％B→65％B；60～75 min，65％B）；检测

波长为 280 nm；流速为 1.0 mL/min；柱温为 30 ℃；进样

量为10 μL；检测平衡时间为20 min。

2.1.2 混合对照品溶液的制备 取绿原酸、阿魏酸、洋

川芎内酯A、洋川芎内酯Ⅰ、阿魏酸松柏酯、E-藁本内酯、

Z-藁本内酯对照品各适量，分别置于10 mL棕色量瓶中，

加70％甲醇溶解并定容，即得各单一对照品贮备液。分

别取上述各单一对照品贮备液适量，置于同一10 mL棕

色量瓶中，加 70％甲醇定容，制成上述成分质量浓度分

别为 56.3、42.5、40.5、53.9、33.7、23.1、96.1 μg/mL的混合

对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取茶芎样品粉末约0.5 g，精

密称定，置具塞锥形瓶中，加70％甲醇25 mL，称定质量，

超声（功率200 W，频率40 kHz）提取30 min，放冷，再次称

定质量，用 70％甲醇补足减失的质量，摇匀，以 13 000

from different habitats，the contents of the first 3 components in L. sinense from Ruichang are the highest，and the content of

E-ligustilide in samples from De’an is the highest.

KEYWORDS Ligusticum sinense；fingerprint；multivariate statistical analysis；content determination；quality evaluation；HPLC
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r/min离心5 min，取上清液，用0.45 μm微孔滤膜滤过，取

续滤液，即得。

2.1.4 精密度试验 取茶芎样品（编号 S1）粉末，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱

条件连续进样测定6次，以Z-藁本内酯（峰形、分离度均

较好且响应较强，下同）为参照，计算各共有峰的相对保

留时间和相对峰面积。结果显示，各共有峰相对保留时

间和相对峰面积的RSD均小于 3.0％（n＝6），表明方法

精密度良好。

2.1.5 重复性试验 取茶芎样品（编号S1）粉末6份，分

别按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下

色谱条件进样测定，以Z-藁本内酯为参照，计算各共有

峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显示，各共有峰

相对保留时间和相对峰面积的 RSD 均小于 3.0％（n＝

6），表明方法重复性良好。

2.1.6 稳定性试验 取茶芎样品（编号 S1）粉末，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，以

Z-藁本内酯为参照，计算各共有峰的相对保留时间和相

对峰面积。结果显示，各共有峰相对保留时间和相对峰

面积的RSD均小于 3.0％（n＝6），说明该供试品溶液在

室温下放置24 h内稳定性良好。

2.1.7 指纹图谱的建立 取12批茶芎样品，按“2.1.3”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”项下色谱条件进样

测定，记录HPLC图并以“AIA”格式导入《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（2012版）》。以S7样品图谱（所含

色谱信息丰富且各共有峰的分离度均较好）为参照，经

多点校正、Mark峰匹配后，生成茶芎HPLC叠加指纹图

谱和对照指纹图谱（R），详见图1。

2.1.8 共有峰的确定及指认 采用Mark峰匹配，共得

到 17个共有峰。通过查阅相关文献[11－12]并比对混合对

照品色谱图（图 2），初步确定 1号峰为绿原酸、2号峰为

阿魏酸、7号峰为洋川芎内酯Ⅰ、9号峰为阿魏酸松柏酯、

13号峰为E-藁本内酯、14号峰为洋川芎内酯A、17号峰

为Z-藁本内酯。

2.1.9 相似度评价 使用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012版）》，以对照指纹图谱为参照，对 12批茶

芎样品进行相似度评价。结果显示，S1～S12批样品与

对照指纹图谱的相似度分别为 0.997、1.000、0.999、

0.997、0.998、0.998、1.000、0.998、0.989、0.989、0.991、

0.990，均大于0.980，提示不同产地茶芎样品的相似性较

好，质量相对稳定。其中，武宁茶芎（S1～S5）的相似度

为0.997～1.000，瑞昌茶芎（S6～S8）的相似度为0.998～

1.000，德安茶芎（S9～S12）的相似度为 0.989～0.991。

整体上，武宁茶芎（S1～S5）与瑞昌茶芎（S6～S8）的相似

度接近，提示两者化学成分相似；此外，武宁、瑞昌茶芎

的相似度均稍高于德安茶芎（S9～S12），提示德安茶芎

的化学成分可能与前两者有所不同。

2.2 茶芎样品的CA

本研究以12批茶芎样品17个共有峰的绝对峰面积

为变量，使用SPSS 22.0软件进行Z-score标准化处理后，

采用平方欧氏距离为测度，以组间连接法进行CA，结果

见图3。由图3可知，当平方欧氏距离为20时，12批茶芎

样品可被分为 3类，S1～S5（武宁茶芎）聚为一类，S6～

S8（瑞昌茶芎）聚为一类，S9～S12（德安茶芎）聚为一

类。由此可以看出，不同产地茶芎样品具有较明显的聚

类趋势。当平方欧氏距离为 24时，S1～S5（武宁茶芎）

可与S6～S8（瑞昌茶芎）聚为一类，S9～S12（德安茶芎）

聚为一类，与茶芎HPLC指纹图谱相似度评价结果基本

一致。

图1 12批茶芎样品的HPLC叠加指纹图谱和对照指纹

图谱
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本内酯；14：洋川芎内酯A；17：Z-藁本内酯

图2 混合对照品溶液的HPLC图
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图3 12批茶芎样品的CA树状图
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2.3 茶芎样品的PCA

本研究以12批茶芎样品17个共有峰的绝对峰面积

为变量，采用SPSS 22.0软件，在进行KMO、Bartlett’s检

验和降维统计的基础上进行PCA，其总方差解释结果见

表 2。由表 2可知，本研究共提取了 4个主成分，累计方

差贡献率为 85.385％（＞85％），提示前 4个主成分代表

了85.385％的整体信息，可用于反映不同产地茶芎样品

的整体质量。

表2 总方差解释结果

主成分

1

2

3

4

初始特征值
特征值
6.689

3.522

2.399

1.906

方差贡献率/％
39.344

20.716

14.111

11.213

累计方差贡献率/％
39.344

60.060

74.171

85.385

提取载荷平方和
特征值
6.689

3.522

2.399

1.906

方差贡献率/％
39.344

20.716

14.111

11.213

累计方差贡献率/％
39.344

60.060

74.171

85.385

由因子矩阵和权重系数分析可知，主成分 1的信息

主要来自 2、8、10、12、13、16号峰，主成分 2的信息主要

来自 11、14、15、17号峰，主成分 3的信息主要来自 3、4、

6、7号峰，主成分4的信息主要来自1、5、9号峰。对各因

子进行标准化处理，结合上述因子矩阵及权重系数，得

到反映茶芎样品质量的主成分得分（F1～F4）表达式：

F1＝0.199X1 +0.212X2 +0.230X3－0.160X4 +0.143X5 +

0.126X6－0.007X7－0.054X8－0.039X9+0.040X10+0.075X11+

0.019X12－0.239X13+0.035X14+0.012X15－0.015X16+0.012X17

F2＝－0.018X1－0.007X2－0.008X3+0.008X4－0.005X5－

0.022X6 +0.344X7 +0.371X8 +0.249X9 +0.222X10 +0.009X11 +

0.071X12－0.231X13+0.181X14+0.025X15－0.013X16+0.171X17

F3＝0.072X1+0.149X2+0.360X3+0.090X4－0.191X5－

0.228X6－0.024X7+0.048X8－0.015X9+0.035X10+0.687X11－

0.044X12+0.344X13+0.138X14－0.236X15+0.314X16－0.239X17

F4＝－0.029X1+0.031X2+0.012X3－0.068X4+0.058X5－

0.091X6+0.138X7+0.261X8－0.215X9－0.116X10－0.048X11+

0.234X12+0.174X13+0.344X14－0.254X15+0.344X16－0.394X17

随后，对F1～F4进行系数加权（加权系数为特征值

与累计特征值之和的比值），得到综合评分（Fz）的表

达式：

Fz＝0.393F1+0.207F2+0.141F3+0.141F4

综合评分越高，表示该批样品整体质量越优[13－14]。

根据上述公式，对12批不同产地茶芎样品的质量进行评

价，结果见表3。由表3可知，瑞昌茶芎（S6～S8）质量较

好，其次为武宁茶芎（S1～S5）和德安茶芎（S9～S12）。

2.4 茶芎样品的OPLS-DA

本研究以12批茶芎样品17个共有峰的绝对峰面积

为变量，使用SIMCA 14.1软件进行OPLS-DA。结果显

示，X轴方向的模型解释率（R 2X）为0.945，Y轴方向的模

型解释率（R 2Y）为0.987（R 2X、R 2Y越接近1，表明模型的

稳定性越强[15－16]），模型的预测率（Q 2）为 0.966（Q 2越接

近 1，表明模型的可预测性越强[15－16]）。随机排列 200次

进行置换检验验证，判断OPLS-DA模型有无过度拟合

现象。结果显示，所得模型的 R 2截距为 0.274，Q 2截距

为－1.290，提示所建模型不存在过度拟合现象[15－16]，可

用以有效区分不同产地的茶芎样品。由OPLS-DA得分

图（图 4）可知，武宁茶芎（S1～S5）聚为一类，瑞昌茶芎

（S6～S8）聚为一类，均分布在得分图右侧；德安茶芎

（S9～S12）聚为一类，分布在得分图左侧，该结果与相似

度评价、CA结果基本一致，可相互佐证。

进一步对 OPLS-DA 模型的变量重要性投影（va-

riable importance in the projection，VIP）进行分析，筛选

影响样品质量的差异性成分。以VIP＞1为筛选标准[16]，

共得到贡献相对较大的4个差异性成分，依次为17号峰

（Z-藁本内酯，VIP为3.174）、14号峰（洋川芎内酯A，VIP

为1.195）、2号峰（阿魏酸，VIP为1.150）、13号峰（E-藁本

内酯，VIP为1.052）。结果见图5。

图4 OPLS-DA得分图
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表3 主成分综合评分及排序

批次

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

F1

得分
0.237

－0.173

0.263

－0.266

－0.637

1.726

1.399

1.213

－0.388

－1.030

－1.193

－1.151

排名
5

6

4

7

9

1

2

3

8

10

12

11

F2

得分
1.217

1.161

1.036

0.834

1.198

－0.330

－0.959

－0.548

－1.070

－1.304

－0.493

－0.742

排名
1

3

4

5

2

6

10

8

11

12

7

9

F3

得分
-0.258

－1.039

－0.752

1.797

0.942

－0.953

0.476

0.960

－0.697

1.111

－0.528

－1.058

排名
6

11

9

1

3

10

5

3

8

2

7

12

F4

得分
0.183

1.805

－0.698

－0.116

－1.357

－0.814

－0.495

1.748

－1.048

0.352

0.017

0.425

排名
5

1

9

7

12

10

8

2

11

4

6

3

Fz

得分
0.334

0.280

0.113

0.305

－0.061

0.361

0.349

0.745

－0.620

－0.468

－0.643

－0.695

排名
4

6

7

5

8

2

3

1

10

9

11

12

图5 共有峰的VIP图
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2.5 4种差异性成分的含量测定

采用HPLC法对“2.4”项下所得 4种差异性成分（阿

魏酸、洋川芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯）的含量进

行测定。

2.5.1 色谱条件 同“2.1.1”项。

2.5.2 混合对照品溶液的制备 取阿魏酸、洋川芎内酯

A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯 4 种对照品各适量，按

“2.1.2”项下方法制备各单一对照品贮备液。取上述各

单一对照品贮备液适量，按“2.1.2”项下方法制成上述成

分质量浓度分别为 1.84、1.96、1.68、2.98 mg/mL 的混合

对照品溶液。

2.5.3 供试品溶液的制备 同“2.1.3”项。

2.5.4 专属性试验 取“2.5.2”项下混合对照品溶液、

“2.5.3”项下供试品溶液和空白对照溶液（70％甲醇），按

“2.5.1”项下色谱条件下进样测定，记录色谱图（图略）。

结果显示，阿魏酸、洋川芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁本内

酯色谱峰的分离度均大于1.5，且各色谱峰无拖尾现象，

提示方法专属性良好。

2.5.5 线性范围考察 取“2.5.2”项下阿魏酸、洋川芎内

酯A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯混合对照品溶液0.1、0.5、

1、2、5 mL，分别置于10 mL量瓶中，加70％甲醇定容，再

按“2.5.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测

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 4。分别取阿魏酸、洋川芎内酯A、

E-藁本内酯、Z-藁本内酯混合对照品溶液（质量浓度分

别为 0.018、0.020、0.017、0.030 mg/mL，按“2.5.2”项下方

法配制）适量，以70％甲醇倍比稀释，按“2.5.1”项下色谱

条件进样测定，分别以信噪比 3 ∶ 1、10 ∶ 1计算检测限和

定量限，结果见表4。

表4 4种成分的线性关系考察结果

待测成分

阿魏酸
洋川芎内酯A

E-藁本内酯
Z-藁本内酯

回归方程

Y＝5 843.1X+3 241.5

Y＝7 683.4X+2 227.2

Y＝7 832.5X+1 376.4

Y＝8 623.5X+2 346.6

相关系数

0.999 8

0.999 7

0.999 8

0.999 9

线性范围/
（mg/mL）

0.018～0.920

0.020～0.980

0.017～0.840

0.030～1.490

检测限/
（μg/mL）

0.061

0.151

0.072

0.107

定量限/
（μg/mL）

0.224

0.526

0.232

0.412

2.5.6 精密度试验 取“2.5.3”项下供试品溶液（编号

S1），按“2.5.1”项下色谱条件连续进样 6次，记录峰面

积。结果显示，阿魏酸、洋川芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁

本内酯峰面积的 RSD 分别为 0.12％、0.54％、0.98％、

0.42％（n＝6），表明方法精密度良好。

2.5.7 重复性试验 取同一批茶芎样品（编号S1）6份，

按“2.5.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.5.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积并按外标法计算含量。结

果显示，阿魏酸、洋川芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯

含量的 RSD 分别为 0.93％、1.38％、1.45％、1.12％（n＝

6），表明方法重复性良好。

2.5.8 稳定性试验 取“2.5.3”项下同一供试品溶液（编

号S1），分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.5.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显示，阿魏

酸、洋川芎内酯 A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯峰面积的

RSD分别为 0.18％、0.17％、0.50％、0.25（n＝6），表明该

供试品溶液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.5.9 加样回收率试验 取已知含量的样品（编号S4）6

份，每份约 0.25 g，置具塞锥形瓶中，加入与已知量相当

的阿魏酸、洋川芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯对照

品溶液（按“2.5.2”项下方法配制），按“2.5.3”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.5.1”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，阿魏酸、洋川

芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁本内酯的平均加样回收率分

别为 99.92％、98.01％、100.90％、99.73％，RSD 分别为

0.69％、0.26％、1.45％、0.17％（n＝6）。

2.5.10 含量测定 分别取 12批茶芎样品，按“2.5.3”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.5.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积并按外标法计算含量。采用 Graph-

Pad Prism 9.3.0软件对数据进行统计分析，组间比较采

用单因素方差分析，检验水准α＝0.05，结果见表 5。由

表5可知，12批茶芎药材中，阿魏酸含量均在0.4 mg/g以

上，3个产地茶芎中该成分含量两两比较差异均有统计

学意义，且以瑞昌茶芎最高（P＜0.05或 P＜0.01），故可

作为标志性成分；洋川芎内酯 A 含量均高于或接近于

1.2 mg/g，3个产地茶芎中该成分含量两两比较差异均有

统计学意义，且以瑞昌茶芎最高（P＜0.05或 P＜0.01），

故也可作为标志性成分；E-藁本内酯含量均在 0.1 mg/g

以上，两两比较差异显著且德安茶芎显著高于其他产地

茶芎（P＜0.01），故也可作为标志性成分；瑞昌、武宁、德

安茶芎中Z-藁本内酯的含量分别高于8.0、7.0、4.0 mg/g，

两两比较差异均有统计学意义（P＜0.01），故也可作为

标志性成分。上述含量测定结果也佐证了OPLS-DA模

型的预测结果，阿魏酸、洋川芎内酯A、E-藁本内酯、Z-藁

本内酯均可作为影响质量的差异性成分。

表5 12批茶芎样品中4种成分的含量测定结果（mg/g）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

阿魏酸
0.533

0.512

0.526

0.489

0.488

0.649

0.658

0.603

0.428

0.433

0.415

0.422

洋川芎内酯A

1.266

1.231

1.295

1.251

1.184

1.588

1.450

1.462

1.377

1.345

1.375

1.307

E-藁本内酯
0.123

0.125

0.118

0.122

0.118

0.134

0.130

0.135

0.223

0.227

0.229

0.227

Z-藁本内酯
7.681

7.610

7.569

7.319

7.200

8.596

8.076

8.643

4.996

4.940

4.769

4.508

··1972
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3 讨论

3.1 提取溶剂及提取方式的选择

在前期预实验中，本课题组分别考察了不同提取溶

剂（水、30％甲醇、50％甲醇、70％甲醇、甲醇）对目标成

分含量的影响，经单因素方差分析可知，70％甲醇对目

标成分的提取效果最好，且与其他溶剂提取效果比较，

差异均有统计学意义（P＜0.05）。同时，本课题组分别

考察了不同提取方式（回流提取法、超声提取法）对目标

成分含量的影响，经单因素方差分析可知，两种提取方

式对目标成分含量的影响并不显著（P＞0.05），故考虑

到实验操作的便捷性，本研究选择了超声提取法。

3.2 流动相及检测波长的选择

在色谱条件考察过程中，由于样品含有有机酸类成

分，为防止色谱峰拖尾，故使用 0.1％磷酸溶液作为水

相，并先后考察了乙腈-0.1％磷酸溶液和甲醇-0.1％磷酸

溶液的洗脱效果。结果显示，当以乙腈-0.1％磷酸溶液

为流动相时，所得色谱图基线较为平稳，各色谱峰峰形

和分离度均较好，故选择乙腈-0.1％磷酸溶液为流动

相。通过二极管阵列紫外-可见光检测器在 190～800

nm内进行全波长扫描发现，当吸收波长为280 nm时，各

色谱峰峰形和分离度均较好，参照峰（Z-藁本内酯）响应

较强，故最终选择检测波长为280 nm。

3.3 指纹图谱及多元统计分析

12批茶芎药材共有17个共有峰。相似度评价结果

显示，12批茶芎药材的相似度均高于 0.980，说明 3个产

地茶芎药材的化学成分种类差异较小，药材质量相对稳

定；根据CA和OPLS-DA结果可知，S1～S5（武宁茶芎）

聚为一类，S6～S8（瑞昌茶芎）聚为一类，S9～S12（德安

茶芎）聚为一类，提示药材受产地环境的影响较为明

显。根据 PCA 综合评价分析可知，S6～S8（瑞昌茶芎）

的综合评分较高，其次为武宁茶芎（S1～S5）和德安茶芎

（S9～S12）。可见，CA、PCA、OPLS-DA可为不同产地茶

芎药材的质量评价和质量控制提供依据。

3.4 差异性成分的筛选及含量测定分析

中药成分具有复杂性和多效性，采用单一指标成分

难以实现对其质量的整体控制，故多种成分的同时测定

是中药质量控制的重要研究方向。本研究运用OPLS-DA

筛选出 4个差异性成分，即阿魏酸、洋川芎内酯A、E-藁

本内酯、Z-藁本内酯。通过含量测定发现，3个产地茶芎

样品中4种成分两两比较，差异均有统计学意义，再次说

明这4种成分可作为标志性成分用以区分不同产地的茶

芎药材，并可为该药材的全面评价和质量控制提供参考。

综上所述，本研究所建指纹图谱、多元统计分析、含

量测定方法稳定、可行，可用于茶芎药材评价和质量控

制。阿魏酸、洋川芎内酯A、Z-藁本内酯、E-藁本内酯可

能是影响不同产地茶芎药材质量的差异性成分，且前 3

种成分含量均以瑞昌茶芎最高，E-藁本内酯含量以德安

茶芎最高。
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