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摘要： 目的　 评价不同企业建曲质量。 方法　 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 测定柚皮苷、 橙皮苷、 新橙皮苷、 木犀草素、 芹

菜素含量， 以及淀粉酶、 糖化酶、 纤维素酶、 蛋白酶 （中性、 酸性、 碱性） 活性， 再进行聚类分析。 结果　 １８ 批样

品指纹图谱中有 ２８ 个共有峰， 指认出 １１ 个， 相似度 ０􀆰 ６９７ ～ ０􀆰 ９９７。 ５ 种成分含量分别为 ０ ～ ０􀆰 ０２２ ７％ 、 ０􀆰 ０９５ １％ ～
０􀆰 ３２６ ２％ 、 ０～ ０􀆰 ０３１ ７％ 、 ０􀆰 ０００ ７％ ～ ０􀆰 ００４ ９％ 、 ０􀆰 ００４ ０％ ～ ０􀆰 ０７１ １％ ， ６ 种酶活性分别为 ８􀆰 ７１ ～ ８８􀆰 ２５、 １７􀆰 ６７ ～
３７０􀆰 １３、 ７􀆰 ９７～６１􀆰 ２１、 ５􀆰 ２１～２２􀆰 ０５、 ５􀆰 １３～２０􀆰 ６６、 ６􀆰 ２２～ ２０􀆰 ９６ Ｕ ／ ｇ。 各批样品聚为 ４ 类， 不同企业或同一企业不同

批次的分类存在交叉。 结论　 不同企业建曲生产工艺不稳定， 应尽快规范其炮制工艺， 建立其质量标准。
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｊｉａｎｑｕ； ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ； ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ； ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ；
ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 建曲是一种由麦麸、 面粉和数十种中药细粉混

合发酵制成的加工品， 具有解表和中、 消食化积、
健脾和胃、 理气化湿、 芳香化浊功效［１］， 但目前

各版 《中国药典》 均未记载， 而且在各省市炮制

规范及药材标准中的分类不统一， 四川省中药材标

准 （１９８７ 年版） 将其作为中药材， 《卫生部药品标

准》 将其当作中药成药制剂， 江苏、 江西、 四川、
重庆、 陕西、 宁夏、 浙江、 湖北、 河南、 黑龙江、
天津、 云南、 湖南中药饮片炮制规范中将其归为中

药饮片［２⁃１４］。 市场调研显示， 不同企业建曲处方大

多采用 《中华人民共和国卫生部药品标准》 （中药

成方制剂第十七册） 收载者， 但原料来源、 炮制

工艺存在差异， 并且发酵过程中消化酶活性、 化学

成分变化及建曲微生物菌群分离鉴定方面鲜有研究

报道。
课题组前期发现， 建曲发酵后柚皮苷、 橙皮

苷、 新橙皮苷、 木犀草素、 芹菜素含量升高， 并且

发酵过程中微生物生长代谢， 产生多种酶类物质，
代表了糖化力、 酯化力、 发酵力等［１５］， 为相关功

效研究提供了关键支持。 在此基础上， 本实验以外

观性状， 淀粉酶、 糖化酶、 纤维素酶、 蛋白酶活

性， 柚皮苷、 橙皮苷、 新橙皮苷、 木犀草素、 芹菜

素含量为指标， 对不同企业建曲质量进行评价， 以

期为其炮制工艺优化和质量标准完善提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ２４８９ＵＶ ／ Ｖｉｓｉｂｌｅ 型半自动高效

液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＫＱ⁃５００ＤＶ 型数

控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；
ＤＨＧ⁃９０７７Ａ 型电热恒温干燥箱 （上海精宏实验设

备有限公司）； ＢＳＡ２２４Ｓ⁃ＣＷ 型电子天平 （万分之

一）、 ＢＴ２５Ｓ 型电子天平 （十万分之一） （北京赛

多利斯科学仪器有限公司）； ＵＰＴ⁃Ⅱ⁃１０Ｔ 型超纯水

器 （成都超纯科技有限公司）； ＧＴＲ１６⁃２ 型高速离

心机 （北京时代北利离心机有限公司）； ＵＶ⁃３２００Ｓ
型紫外可见分光光度计 （上海美普达仪器有限公

司）； ＳＸ８１１ 型便携式 ＰＨ 计 （上海三信仪表厂）；
４００Ｙ 型多功能粉碎机 （永康市鉑欧五金制品有限

公司）。
１􀆰 ２　 试剂　 隐绿原酸、 木犀草素、 槲皮苷、 咖啡

酸、 芹菜素、 香草酸、 阿魏酸、 东莨菪内酯、 滨蒿

内酯、 橙皮苷、 新橙皮苷、 广藿香酮、 厚朴酚、 和

厚朴酚、 木香烃内酯、 欧前胡素、 柚皮苷、 α⁃香附

酮、 麦芽糖、 葡萄糖对照品 （成都普思生物科技

股份有限公司， 批号 ＰＳ１４０１１４０３、 ＰＳ１０３２００２５、
ＰＳ０１０７９１、 ＰＳ０１０５２２、 ＰＳ０００７５５、 ＰＳ０１０５５９、
ＰＳ００００９７、 ＰＳ０１１０２９、 ＰＳ０２００１２、 ＰＳ０１１５８８、
ＰＳ０１０４１３、 ＰＳ０００４０１、 ＰＳ０１０３５３、 ＰＳ０１１０６１、
ＰＳ０１２２７５、 ＰＳ０１０５６１、 ＰＳ０１２０６２、 ＰＳ０１０７５７、
ＰＳ５０９９７、 ＰＳ６３６３５３７， 纯度≥９８％ ）； 甘草酸对照

品 （四川省维克奇生物科技有限公司， 批号

１５０８２３， 纯度≥９８％ ）； 山柰素对照品 （成都曼斯

特生物科技有限公司， 批号 ＭＶＳＴ⁃１６０４１５０２， 纯度

≥９８％ ）； 桂皮醛对照品 （中国食品药品检定研究

院， 批号 １１０７１０⁃２０１２１７， 纯度≥９８％ ）。 柠檬酸、
柠檬酸钠、 氢氧化钠、 磷酸氢二钠 （分析纯， 天

津市风船化学试剂科技有限公司， 批号 ２０１９０４０８、
２０１９０６０２、 ２０１８１１０５、 ２０１８１２０３ ）； 可 溶 性 淀 粉

（ 分 析 纯， 天 津 欧 博 凯 化 工 有 限 公 司， 批 号

２０２００３１５）； 酒石酸钾钠、 羧甲基纤维素钠 （分析

纯， 天津市福晨化学试剂 厂， 批 号 ２０１７０２２１、
２０１６０４０１）； ３， ５⁃二硝基水杨酸 （分析纯， 上海科

丰实业有限公司， 批号 ２０１８０７０５）； 苯酚 （分析

纯， 开封化学试剂总厂， 批号 ２０１８０９０３）； 冰醋

酸、 三 氯 乙 酸 （ 分 析 纯， 批 号 ２０１８０８１３、
２０１９０３１２）， 冰 醋 酸、 甲 酸 （ 色 谱 纯， 批 号

２０１８０８１３、 ２０１９０５１７） （天津市大茂化学试剂厂）；
三水合乙酸钠、 乳酸钠 （分析纯， 批号 ２０１８０５１２、
２０１８０６０９）， 磷酸 （色谱纯， 批号 ２０１９０７１９） （天
津市科密欧化学试剂有限公司）； 磷酸二氢钠、 干

酪素 （分析纯， 天津市光复科技发展有限公司，
批号 ２０１８０３２７、 ２０１９０４１８）； 无水碳酸钠 （分析

纯， 天 津 市 瑞 金 特 化 学 品 有 限 公 司， 批 号

２０１７０２０８）； 福林酚、 十水四硼酸钠甲醇 （分析

纯， 上海源叶生物科技有限公司， 批号 ２０１９０６１８、
１３０３９６４）； 酪氨酸 （分析纯， 中国食品药品检定

研究院， 批号 １４０６２４⁃２００８０５）； 浓盐酸 （分析纯，
烟台市双双化工有限公司， 批号 ２０１２１００３）； 乳酸

（ 分 析 纯， 天 津 市 河 东 区 红 岩 试 剂 厂， 批 号
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２０１９０７２５）； 无水乙醇 （分析纯， 天津市富宇精细

化工有限公司， 批号 ２０１９０５２２、 ２０１９０１１５）； 甲

醇、 乙 腈 （ 色 谱 纯， 美 国 Ｔｅｄｉａ 公 司， 批 号

２０１９０８９１、 ２０１９０９１１）； 水 （超纯水）。
１􀆰 ３　 药材　 建曲共 １８ 批， 具体见表 １。

表 １　 建曲信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｑｕ

编号 批号 产地 生产企业 规格

Ｓ１ １８１１０１ 四川雅安 Ａ１ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ２ １８０４０１ 四川简阳 Ａ２ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ３ １９１１０２ 四川简阳 Ａ２ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ４ １９１００１ 四川简阳 Ａ２ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ５ １９１１０１ 四川简阳 Ａ２ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ６ １９０２０１ 四川内江 Ａ３ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ７ １９０７０１ 四川内江 Ａ３ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ８ １９０８０１ 四川内江 Ａ３ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ９ ２０１８０７０１ 四川内江 Ａ４ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ１０ ２０１９０２０３ 四川内江 Ａ４ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ１１ １８１００１ 四川内江 Ａ５ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ１２ １８１００３ 四川内江 Ａ５ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ１３ １９０５０１１ 福建泉州 Ａ６ ３０ ｇ ／ 块×１０ 块

Ｓ１４ １９０８００１ 福建泉州 Ａ６ ３０ ｇ ／ 块×１０ 块

Ｓ１５ １９０９０１０１ 四川成都 Ａ７ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ１６ １９０９０２０１ 四川成都 Ａ７ ５００ ｇ ／ 袋
Ｓ１７ １９０６０２０１ 四川成都 Ａ７ ２５０ ｇ ／ 袋
Ｓ１８ １９０８０６ 河南洛阳 Ａ８ ５００ ｇ ／ 袋

２　 方法与结果

２􀆰 １　 外观性状　 见表 ２。
表 ２　 建曲外观性状

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ Ｊｉａｎｑｕ
编号 外观性状

Ｓ１ 薄块状，棕褐色，可见白色霉斑，质地坚硬，不易破碎

Ｓ２ 块状，棕色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ３ 块状，棕色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ４ 块状，棕色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ５ 块状，棕色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ６ 块状，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ７ 块状，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ８ 块状，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ９ 块状，较大，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１０ 薄块状，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１１ 块状，浅棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１２ 块状，浅棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１３ 块状，浅褐色，无白色霉斑，质地坚硬，不易破碎

Ｓ１４ 块状，较大，灰褐色，稍弯曲，质地坚硬，不易破碎

Ｓ１５ 块状，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１６ 块状，棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１７ 块状，浅棕褐色，无白色霉斑，质地疏松，易破碎

Ｓ１８ 小块状，棕褐色，无白色霉斑，质地坚硬，不易破碎

２􀆰 ２　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎＦｉｒｅ Ｃ１８色谱柱 （２５０

ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 乙

酸 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～２５ ｍｉｎ， ５％ ～１２％ Ａ； ２５～
５５ ｍｉｎ， １２％ ～２５％ Ａ； ５５～ １００ ｍｉｎ， ２５％ ～ ６０％ Ａ；
１００～１１０ ｍｉｎ， ６０％ ～８０％ Ａ； １１０～１２０ ｍｉｎ， ８０％ ～
５％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测

波长 ２８０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 精密称取 １８ 批样品， 每

批 ２􀆰 ０ ｇ， 置于 １５０ ｍＬ 锥形瓶中， 加入 ２５ ｍＬ 甲

醇， 称定质量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 取出， 放冷， 甲

醇补足减失的质量， 过滤， 滤液 ７０ ℃ 水浴挥干，
残渣加甲醇溶解， 定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 混匀，
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验 　 精密吸取供试品溶液 １０
μＬ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以

６ 号峰为参照 （ Ｓ）， 测得各共有峰相对保留时间

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０６％ ～ ０􀆰 ２３％ ， 相 对 峰 面 积 ＲＳＤ 为

０􀆰 ５５％ ～４􀆰 ３２％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 重复性试验　 精密称取同一批样品， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以 ６ 号峰为参

照 （Ｓ）， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 为

０􀆰 ０７％ ～ ０􀆰 ３５％ ， 相 对 峰 面 积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６８％ ～
３􀆰 ４５％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验 　 精密吸取供试品溶液 １０
μＬ， 于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定， 以 ６ 号峰为参照 （Ｓ）， 测

得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０３％ ～ ０􀆰 ４９％ ，
相对峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９６％ ～ ３􀆰 ７８％ ， 表明溶液在

１２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 图谱生成 　 精密称取 １８ 批样品适量， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 将相关数据导入 “中药

色谱指纹图谱相似度评价系统” （２００４Ａ 版）， 设

定 Ｓ１ 作为参照进行色谱峰匹配， 时间窗宽度为

０􀆰 １０ ｍｉｎ， 平均数法生成对照图谱， 共标定了 ２８
个共有峰， 见图 １。 与对照品比对后， 确定 １１ 种

成分， 分别为峰 １ （紫丁香苷）、 峰 ２ （香草酸）、
峰 ５ （阿魏酸）、 峰 ７ （槲皮苷）、 峰 ８ （橙皮苷）、
峰 ９ （滨蒿内酯）、 峰 １２ （木犀草素）、 峰 １５ （芹
菜素）、 峰 １９ （桔红素）、 峰 ２３ （厚朴酚）、 峰 ２７
（甘草酸）， 并以 ６ 号峰为参照 （Ｓ）， 测得其余共

有峰相对保留时间为 ０􀆰 ４９５～２􀆰 ２７３， 相对峰面积为

０􀆰 ０１９～６􀆰 ２４１。
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１． 紫丁香苷　 ２． 香草酸　 ５． 阿魏酸　 ７． 槲皮苷　 ８． 橙皮苷

９． 滨蒿内酯　 １２． 木犀草素　 １５． 芹菜素　 １９． 桔红素

２３． 厚朴酚　 ２７． 甘草酸

１． ｓｙｒｉｎｇｉｎ　 ２． ｖａｎｉｌｌｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ　 ７． ｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ
８． ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ　 ９． ｓｃｏｐａｒｏｎｅ　 １２． ｌｕｔｅｏｌｉｎ　 １５． ａｐｉｇｅｎｉｎ
１９． ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ　 ２３． ｍａｇｎｏｌｏｌ　 ２７． ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

图 １ 　 建曲对照指纹图谱 （Ａ）、 对照品图谱 （ Ｂ）、
ＨＰＬＣ 指纹图谱 （Ｃ）

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ （Ａ）， ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （Ｂ） ａｎｄ ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ （Ｃ）
ｆｏｒ Ｊｉａｎｑｕ

２􀆰 ２􀆰 ５　 相似度分析　 结果见表 ３， 可知在 ０􀆰 ６９７ ～
０􀆰 ９９７ 范围内， 指纹图谱能有效区分不同企业

样品。
２􀆰 ３　 含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎＦｉｒｅ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６
ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 乙

酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ １５ ｍｉｎ， ２０％ ～ ２５％ Ａ；
１５～４０ ｍｉｎ， ２５％ ～５５％ Ａ； ４０～４５ ｍｉｎ， ５５％ ～２０％
Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长

２８０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取柚皮苷、 橙皮

苷、 新橙皮苷、 木犀草素、 芹菜素对照品适量， 甲

醇制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 母液， 精密移取适量， 制成质量

浓度分别为 ０􀆰 ０９０ ４、 ０􀆰 ５６８ ５、 ０􀆰 ０６４ ８、 ０􀆰 ０３３ ３、
０􀆰 ０８８ ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 混匀， 即得， 稀释成不同

质量浓度溶液。
２􀆰 ３􀆰 ３　 供试品溶液制备　 精密称取不同发酵时间

样品各 １􀆰 ０ ｇ， 置于 １５０ ｍＬ 锥形瓶中， 加入 ２５ ｍＬ
甲醇， 称定质量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 取出， 放冷，
甲醇补足减失的质量， 过滤， 滤液 ７０ ℃水浴挥干，
残渣加甲醇溶解， 定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 混匀， 过

０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取不同质量浓度

对照品溶液各 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定。 以进样量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵

坐标 （ Ｙ ） 进 行 回 归， 得 方 程 分 别 为 柚 皮 苷

Ｙ＝ １ ７７７ １２０􀆰 ５９０Ｘ－ ６ ９０２􀆰 ０９８ （ Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００ ０ ），
线性 范 围 ０􀆰 ０１１ ３ ～ ０􀆰 ７２３ ２ μｇ； 橙 皮 苷

Ｙ＝ １ ５２９ １２３􀆰 １５３Ｘ－４８ ８０７􀆰 ２２４ （ Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００ ０），
线性 范 围 ０􀆰 ５６８ ５ ～ ６􀆰 ８２１ ８ μｇ； 新 橙 皮 苷

Ｙ＝ １ ７５ １８５􀆰 ０８１Ｘ－ １６ １８５􀆰 ０７５ （ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９ ），
线性 范 围 ０􀆰 ００８ １ ～ ０􀆰 ７７７ ６ μｇ； 木 犀 草 素

Ｙ＝ １ ７３３ ２３８􀆰 １９２Ｘ－５ ２７５􀆰 ３４０ （Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００ ０）， 线

性 范 围 ０􀆰 ００８ ５ ～ ０􀆰 １９９ ７ μｇ； 芹 菜 素

Ｙ＝ １ ７９９ ３８２􀆰 ４３５Ｘ－１２ １５６􀆰 ７１３ （ Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００ ０），
线性范围 ０􀆰 ０４４ １～１􀆰 ０５８ ４ μｇ。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验 　 取 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下对照品

溶液适量， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测得柚皮苷、 橙皮苷、 新橙皮苷、 木犀草素、
芹菜 素 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ４９％ 、 １􀆰 ９８％ 、
１􀆰 ９９％ 、 ０􀆰 ５５％ 、 ２􀆰 ２９％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 取同一批样品 ６ 份， 按

“２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 测得柚皮苷、 橙皮苷、 新

橙皮苷、 木犀草素、 芹菜素峰面积 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ６４％ 、 ０􀆰 ３８％ 、 １􀆰 ２１％ 、 ０􀆰 ７０％ 、 ０􀆰 ３０％ ， 表 明

该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 取同一份供试品溶液， 于

０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 测得柚皮苷、 橙皮苷、 新橙皮苷、 木犀

草素、 芹菜素峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １８％ 、 ０􀆰 ７４％ 、
１􀆰 １９％ 、 １􀆰 ０１％ 、 ０􀆰 ８３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定

性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密称取各成分含量
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　 　 　 表 ３　 相似度测定结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

编号 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０ Ｓ１１ Ｓ１２ Ｓ１３ Ｓ１４ Ｓ１５ Ｓ１６ Ｓ１７ Ｓ１８ 对照

Ｓ１ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８６４ ０􀆰 ８６９ ０􀆰 ８６９ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ７９２ ０􀆰 ８０３ ０􀆰 ８８６ ０􀆰 ８０６ ０􀆰 ６９７ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ８４０ ０􀆰 ８１６ ０􀆰 ８２２ ０􀆰 ８３９ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ８４４ ０􀆰 ８０７ ０􀆰 ８８４

Ｓ２ ０􀆰 ８６４ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９７３ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ８８４ ０􀆰 ７７８ ０􀆰 ８８９ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ８０３ ０􀆰 ９６５ ０􀆰 ９６９ ０􀆰 ９４８ ０􀆰 ９４１ ０􀆰 ９４７ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９５２ ０􀆰 ９１９ ０􀆰 ９７６

Ｓ３ ０􀆰 ８６９ ０􀆰 ９７３ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９９９ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ８８１ ０􀆰 ７６７ ０􀆰 ９０２ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ９７８ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９６６ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９４２ ０􀆰 ９９１

Ｓ４ ０􀆰 ８６９ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９９９ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ８８２ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ９０３ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ７６５ ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９４２ ０􀆰 ９９２

Ｓ５ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ９９７ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８８２ ０􀆰 ７７０ ０􀆰 ９０５ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ７６７ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ９７７ ０􀆰 ９４４ ０􀆰 ９９２

Ｓ６ ０􀆰 ７９２ ０􀆰 ８８４ ０􀆰 ８８１ ０􀆰 ８８２ ０􀆰 ８８２ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８０４ ０􀆰 ８７０ ０􀆰 ８３７ ０􀆰 ８３７ ０􀆰 ８５９ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ８７０ ０􀆰 ８５８ ０􀆰 ８８９ ０􀆰 ８９６ ０􀆰 ８９６ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 ９０７

Ｓ７ ０􀆰 ８０３ ０􀆰 ７７８ ０􀆰 ７６７ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ７７０ ０􀆰 ８０４ １􀆰 ０００ ０􀆰 ７７２ ０􀆰 ７５２ ０􀆰 ７６４ ０􀆰 ７３８ ０􀆰 ７３６ ０􀆰 ７３１ ０􀆰 ７２３ ０􀆰 ７４３ ０􀆰 ７５６ ０􀆰 ７４８ ０􀆰 ７３４ ０􀆰 ７９０

Ｓ８ ０􀆰 ８８６ ０􀆰 ８８９ ０􀆰 ９０２ ０􀆰 ９０３ ０􀆰 ９０５ ０􀆰 ８７０ ０􀆰 ７７２ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８９４ ０􀆰 ７４６ ０􀆰 ８９５ ０􀆰 ８７８ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８７７ ０􀆰 ９０５ ０􀆰 ９０８ ０􀆰 ９０９ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ９２８

Ｓ９ ０􀆰 ８０６ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ８３７ ０􀆰 ７５２ ０􀆰 ８９４ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８４０ ０􀆰 ８３６ ０􀆰 ８１８ ０􀆰 ８３３ ０􀆰 ８２６ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ８５４ ０􀆰 ８６０ ０􀆰 ８４６ ０􀆰 ８８６

Ｓ１０ ０􀆰 ６９７ ０􀆰 ８０３ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ７６５ ０􀆰 ７６７ ０􀆰 ８３７ ０􀆰 ７６４ ０􀆰 ７４６ ０􀆰 ８４０ １􀆰 ０００ ０􀆰 ７５３ ０􀆰 ７３３ ０􀆰 ７５１ ０􀆰 ７３０ ０􀆰 ７７３ ０􀆰 ７９１ ０􀆰 ７９７ ０􀆰 ７７７ ０􀆰 ８０８

Ｓ１１ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ９６５ ０􀆰 ９７８ ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ８５９ ０􀆰 ７３８ ０􀆰 ８９５ ０􀆰 ８３６ ０􀆰 ７５３ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 ９５５ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ９６９ ０􀆰 ９７０ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９３３ ０􀆰 ９８０

Ｓ１２ ０􀆰 ８４０ ０􀆰 ９６９ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ７３６ ０􀆰 ８７８ ０􀆰 ８１８ ０􀆰 ７３３ ０􀆰 ９８１ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９６１ ０􀆰 ９６３ ０􀆰 ９５１ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９４７ ０􀆰 ９１１ ０􀆰 ９７２

Ｓ１３ ０􀆰 ８１６ ０􀆰 ９４８ ０􀆰 ９６６ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ８７０ ０􀆰 ７３１ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８３３ ０􀆰 ７５１ ０􀆰 ９５５ ０􀆰 ９６１ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９７７ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ９７１ ０􀆰 ９６１ ０􀆰 ９２１ ０􀆰 ９７２

Ｓ１４ ０􀆰 ８２２ ０􀆰 ９４１ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ８５８ ０􀆰 ７２３ ０􀆰 ８７７ ０􀆰 ８２６ ０􀆰 ７３０ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ９６３ ０􀆰 ９７７ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９６８ ０􀆰 ９３１ ０􀆰 ９７６

Ｓ１５ ０􀆰 ８３９ ０􀆰 ９４７ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ８８９ ０􀆰 ７４３ ０􀆰 ９０５ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ７７３ ０􀆰 ９６９ ０􀆰 ９５１ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ９７６ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ９９６ ０􀆰 ９５２ ０􀆰 ９８７

Ｓ１６ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ９８２ ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ８９６ ０􀆰 ７５６ ０􀆰 ９０８ ０􀆰 ８５４ ０􀆰 ７９１ ０􀆰 ９７０ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９７１ ０􀆰 ９７４ ０􀆰 ９８５ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９３９ ０􀆰 ９９０

Ｓ１７ ０􀆰 ８４４ ０􀆰 ９５２ ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９７７ ０􀆰 ８９６ ０􀆰 ７４８ ０􀆰 ９０９ ０􀆰 ８６０ ０􀆰 ７９７ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ９４７ ０􀆰 ９６１ ０􀆰 ９６８ ０􀆰 ９９６ ０􀆰 ９８６ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９５１ ０􀆰 ９８７

Ｓ１８ ０􀆰 ８０７ ０􀆰 ９１９ ０􀆰 ９４２ ０􀆰 ９４２ ０􀆰 ９４４ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 ７３４ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ８４６ ０􀆰 ７７７ ０􀆰 ９３３ ０􀆰 ９１１ ０􀆰 ９２１ ０􀆰 ９３１ ０􀆰 ９５２ ０􀆰 ９３９ ０􀆰 ９５１ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９５４

对照 ０􀆰 ８８４ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ９０７ ０􀆰 ７９０ ０􀆰 ９２８ ０􀆰 ８８６ ０􀆰 ８０８ ０􀆰 ９８０ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９７２ ０􀆰 ９７６ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９９０ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ９５４ １􀆰 ０００

已知的样品 ０􀆰 ５ ｇ， 平行 ６ 份， 加入适量对照品，
按 “ ２􀆰 ３􀆰 ３ ” 项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液， 在

“２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。
结果， 柚皮苷、 橙皮苷、 新橙皮苷、 木犀草素、 芹

菜素平均加样回收率分别为 ９６􀆰 ９６％ 、 １０３􀆰 ６８％ 、
９７􀆰 ９９％ 、 ９７􀆰 ３３％ 、 １０２􀆰 １６％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ４２％ 、
０􀆰 ９７％ 、 １􀆰 ９１％ 、 ２􀆰 ２７％ 、 １􀆰 ０４％ 。

２􀆰 ３􀆰 ５　 样品含量测定　 表 ４ 显示， Ｓ１７、 Ｓ１８ 中未

检测出柚皮苷， Ｓ１３ 中其含量最高； Ｓ７ 中橙皮苷

含量最低， Ｓ１５ 中最高； Ｓ８、 Ｓ１７、 Ｓ１８ 中未检测

到新橙皮苷， Ｓ１２ 中其含量最高； Ｓ１８ 中木犀草素

含量最低， Ｓ１０ 中最高； Ｓ６ 中芹菜素含量最低，
Ｓ１ 中最高。 表 ５ 显示， 不同企业样品中各成分总

含量依次为 Ａ６＞Ａ２＞Ａ７＞Ａ１＞Ａ８＞Ａ５＞Ａ４＞Ａ３。
表 ４　 不同批次建曲中各成分含量测定结果 （％）

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｊｉａｎｑｕ （％）

编号 柚皮苷 橙皮苷 新橙皮苷 木犀草素 芹菜素

Ｓ１ ０􀆰 ０００ ９ ０􀆰 １８１ ２ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ００３ ５ ０􀆰 ０７１ １
Ｓ２ ０􀆰 ０１９ ４ ０􀆰 １８０ ９ ０􀆰 ０２２ ８ ０􀆰 ００１ ９ ０􀆰 ０１８ ０
Ｓ３ ０􀆰 ０１５ ０ ０􀆰 ２５６ ４ ０􀆰 ０１７ １ ０􀆰 ００１ ４ ０􀆰 ０１６ ８
Ｓ４ ０􀆰 ０１５ ９ ０􀆰 ２７１ １ ０􀆰 ０１８ １ ０􀆰 ００１ ９ ０􀆰 ０１７ ５
Ｓ５ ０􀆰 ０１１ ５ ０􀆰 ２５５ ０ ０􀆰 ０１３ ３ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ０１７ ６
Ｓ６ ０􀆰 ００２ ３ ０􀆰 ０６９ ６ ０􀆰 ００１ ３ ０􀆰 ００１ ５ ０􀆰 ００３ ７
Ｓ７ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ０３０ ９ ０􀆰 ００１ ２ ０􀆰 ００２ ０ ０􀆰 ０１０ １
Ｓ８ ０􀆰 ０００ ８ ０􀆰 １７２ ０ — ０􀆰 ００４ ４ ０􀆰 ０３５ ５
Ｓ９ ０􀆰 ０００ ９ ０􀆰 １２６ ５ ０􀆰 ０１０ ４ ０􀆰 ００２ ７ ０􀆰 ００７ ８
Ｓ１０ ０􀆰 ００１ ５ ０􀆰 ０９５ １ ０􀆰 ０２２ ８ ０􀆰 ００４ ９ ０􀆰 ００９ ２
Ｓ１１ ０􀆰 ００６ １ ０􀆰 １３８ ３ ０􀆰 ００７ ８ ０􀆰 ００１ ３ ０􀆰 ００４ ２
Ｓ１２ ０􀆰 ０２０ ８ ０􀆰 １７１ １ ０􀆰 ０３１ ７ ０􀆰 ００１ ９ ０􀆰 ００７ ３
Ｓ１３ ０􀆰 ０２２ ７ ０􀆰 ２１４ ２ ０􀆰 ０１９ ４ ０􀆰 ００２ ３ ０􀆰 ００４ ４
Ｓ１４ ０􀆰 ０１９ ４ ０􀆰 ２９２ ６ ０􀆰 ０１９ ８ ０􀆰 ００２ ９ ０􀆰 ００４ ０
Ｓ１５ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ３２６ ２ ０􀆰 ００１ １ ０􀆰 ００１ ８ ０􀆰 ００４ ４
Ｓ１６ ０􀆰 ０１７ ５ ０􀆰 ２２０ ２ ０􀆰 ０２２ ０ ０􀆰 ００２ ５ ０􀆰 ００７ ６
Ｓ１７ — ０􀆰 ２３４ ７ — ０􀆰 ００２ ０ ０􀆰 ００４ ２
Ｓ１８ — ０􀆰 ２３１ ６ — ０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ００５ １
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表 ５　 不同企业建曲中各成分含量测定结果 （％）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｉｎ Ｊｉａｎｑｕ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ （％）

企业 柚皮苷 橙皮苷 新橙皮苷 木犀草素 芹菜素 总含量

Ａ１ ０􀆰 ０００ ９ ０􀆰 １８１ ２ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ００３ ５ ０􀆰 ０７１ １ ０􀆰 ２５８ ３
Ａ２ ０􀆰 ０１５ ４ ０􀆰 ２４０ ９ ０􀆰 ０１７ ８ ０􀆰 ００１ ７ ０􀆰 ０１７ ５ ０􀆰 ２９３ ４
Ａ３ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ０９０ ９ ０􀆰 ０００ ８ ０􀆰 ００２ ６ ０􀆰 ０１６ ４ ０􀆰 １１２ ３
Ａ４ ０􀆰 ００１ ２ ０􀆰 １１０ ８ ０􀆰 ０１６ ６ ０􀆰 ００３ ８ ０􀆰 ００８ ５ ０􀆰 １４０ ９
Ａ５ ０􀆰 ０１３ ４ ０􀆰 １５４ ７ ０􀆰 ０１９ ８ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ００５ ８ ０􀆰 １９５ ３
Ａ６ ０􀆰 ０２１ １ ０􀆰 ２５３ ４ ０􀆰 ０１９ ６ ０􀆰 ００２ ６ ０􀆰 ００４ ２ ０􀆰 ３００ ８
Ａ７ ０􀆰 ００６ ４ ０􀆰 ２６０ ４ ０􀆰 ００７ ７ ０􀆰 ００２ １ ０􀆰 ００５ ４ ０􀆰 ２８１ ９
Ａ８ — ０􀆰 ２３１ ６ — ０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ００５ １ ０􀆰 ２３７ ４

２􀆰 ４　 酶活性检测

２􀆰 ４􀆰 １　 淀粉酶　 精密称取样品 ０􀆰 ２ ｇ （过 ５ 号筛），
置于 １０ ｍＬ 离心管中， 加入 ５ ｍＬ 柠檬酸缓冲液

（ｐＨ＝ ５􀆰 ６）， ４０ ℃ 水浴浸提 ３０ ｍｉｎ， 每隔 １０ ｍｉｎ
振摇 １ 次， 取出， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清

液， 作为原酶液， 使用时稀释至适宜倍数。 取稀释

酶液 １ ｍＬ， 加入 １ ｍＬ 柠檬酸缓冲液 （ｐＨ ＝ ５􀆰 ６），
４０ ℃水浴保温 １５ ｍｉｎ， 加入 ２ ｍＬ ４０ ℃水浴保温的

１％ 淀粉溶液， 混匀， ４０ ℃水浴反应 ５ ｍｉｎ， 取出，
迅速加入 ２ ｍＬ ０􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液， 取 ２ ｍＬ 反

应液， 加入 ２ ｍＬ ＤＮＳ 试剂， 沸水中反应 ５ ｍｉｎ，
流动水迅速冷却， 蒸馏水定容至 ２０ ｍＬ， 混匀， 在

５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算酶活性， 以蒸馏

水为空白对照［１５］ （在上述反应体系中， ４０ ℃时每

１ ｍｉｎ 水解可溶性淀粉产生 １ μｍｏｌ 麦芽糖所需的酶

量， 定义为 １ 个淀粉酶活性单位， 即 Ｕ ／ ｇ［１６］）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 糖化酶　 精密称取样品 ０􀆰 ２ ｇ （过 ５ 号筛），
置于 １０ ｍＬ 离心管中， 加入 ５ ｍＬ 乙酸⁃乙酸钠缓冲

液 （ｐＨ＝ ４􀆰 ６）， ５０ ℃ 水浴浸提 ３０ ｍｉｎ， 每隔 １０
ｍｉｎ 振摇 １ 次， 取出， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上清液， 作为原酶液， 使用时稀释至适宜倍数。 取

稀释酶液 １ ｍＬ， ５０ ℃水浴 ５ ｍｉｎ， 加入 ２ ｍＬ ５０ ℃
水浴保温的 １％ 淀粉溶液， 混匀， ５０ ℃水浴反应 ５
ｍｉｎ， 取出， 迅速加入 ２ ｍＬ ０􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液，
取 ２ ｍＬ 反应液， 加入 ２ ｍＬ ＤＮＳ 试剂， 沸水浴反

应 ５ ｍｉｎ， 冷却， 蒸馏水定容至 ２０ ｍＬ， 混匀， 在

５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算糖化酶活性， 以蒸

馏水为空白对照［１７］ （在上述反应体系中， ５０ ℃时每

１ ｍｉｎ 水解可溶性淀粉产生 １ μｍｏｌ 葡萄糖所需的酶

量， 定义为 １ 个糖化酶活性单位， 即 Ｕ ／ ｇ［１８］）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 纤维素酶 　 精密称取样品 ０􀆰 ２ ｇ （过 ５ 号

筛）， 置于 １０ ｍＬ 离心管中， 加入 ５ ｍＬ 柠檬酸缓

冲液 （ｐＨ＝ ５􀆰 ０）， ５０ ℃水浴浸提 ３０ ｍｉｎ， 每隔 １０
ｍｉｎ 振摇 １ 次， 取出， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上清液， 作为原酶液， 使用时稀释至适宜倍数。 取

１％ 羧甲基纤维素钠 （ ＣＮＣ⁃Ｎａ ） 溶液 １􀆰 ５ ｍＬ，
５０ ℃水浴预热 ５ ｍｉｎ， 加入稀释酶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 混

匀， ５０ ℃ 水浴反应 ４０ ｍｉｎ， 加入 １􀆰 ５ ｍＬ ＤＮＳ 试

剂， 沸水浴反应 ５ ｍｉｎ， 冷却， 蒸馏水定容至 １０
ｍＬ， 混匀， 在 ５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算酶

活性， 以蒸馏水为空白对照［１９］ （在上述反应体系

中， ５０ ℃时每 １ ｍｉｎ 水解底物产生 １ μｍｏｌ 葡萄糖

所需的酶量， 定义为 １ 个纤维素酶活性单位， 即

Ｕ ／ ｇ［２０］）。
２􀆰 ４􀆰 ４　 蛋白酶　 精密称取样品 ０􀆰 ２ ｇ （过 ５ 号筛），
置于 １０ ｍＬ 离心管中， 加入磷酸缓冲液 （ ｐＨ ＝
７􀆰 ５， 用于中性蛋白酶活性检测）、 乳酸钠缓冲液

（ｐＨ＝ ３􀆰 ０， 用于酸性蛋白酶活性检测）、 硼酸缓冲

液 （ｐＨ ＝ １０􀆰 ５， 用于碱性蛋白酶活性检测） 各

５ ｍＬ， ４０ ℃水浴浸提 ３０ ｍｉｎ， 每隔 １０ ｍｉｎ 振摇 １
次， 取出， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液，
作为原酶液， 取 １ ｍＬ， 相应缓冲液稀释至适宜倍

数， 作为稀释酶液。 １％ 酪蛋白溶液 ４０ ℃水浴预热

５ ｍｉｎ， 取 １ ｍＬ 稀酶液， ４０ ℃水浴预热 ２ ｍｉｎ， 加

１ ｍＬ １％ 酪蛋白溶液， 混匀， ４０ ℃ 水浴反应 １０
ｍｉｎ， 加入 ２ ｍＬ 三氯乙酸停止反应， 摇匀， 静置

１０ ｍｉｎ， 过滤， 取 １ ｍＬ 滤液， 加入 ５ ｍＬ 碳酸钠溶

液、 １ ｍＬ 福林酚试剂， ４０ ℃水浴显色 ２０ ｍｉｎ， 在

６８０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算酶活性， 以蒸馏

水为对照［２１］ （在上述反应体系中， ４０ ℃ 时每 １
ｍｉｎ 水解底物产生 １ μｇ 酪氨酸所需的酶量， 定义

为 １ 个蛋白酶活性单位， 即 Ｕ ／ ｇ［２２］）。
２􀆰 ４􀆰 ５　 结果分析 　 表 ６ 显示， Ｓ１６ 中淀粉酶活性

最高， Ｓ７ 中最低， 企业 Ａ２ 的 ４ 批样品 （Ｓ２ ～ Ｓ５）
中差异最大； Ｓ１８ 中糖化酶活性最高， Ｓ７ 中最低，
企业 Ａ２ 的 ４ 批样品中差异最大； Ｓ１８ 中纤维素酶

活性最高， Ｓ７ 中最低， 企业 Ａ２ 的 ４ 批样品中差异

最大； Ｓ９ 中中性蛋白酶活性最高， Ｓ７ 中最低， 企
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业 Ａ３ 的 ３ 批样品 （Ｓ６～ Ｓ８） 中差异最大； Ｓ９ 中酸

性蛋白酶活性最高， Ｓ７ 中最低， 企业 Ａ３ 的 ３ 批样

品中差异最大； Ｓ９ 中碱性蛋白酶活性最高， Ｓ７ 中

最低， 企业 Ａ３ 的 ３ 批样品中差异最大。 表 ７ 显示，
不同企业样品中总酶活性依次为 Ａ８＞Ａ７＞Ａ４＞Ａ２＞
Ａ１＞Ａ６＞Ａ５＞Ａ３。

表 ６　 不同批次建曲中酶活性检测结果 （Ｕ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｊｉａｎｑｕ （Ｕ ／ ｇ）

编号 淀粉酶 糖化酶 纤维素酶 中性蛋白酶 酸性蛋白酶 碱性蛋白酶

Ｓ１ ３５􀆰 ７８ ７９􀆰 ５５ ３３􀆰 ３４ １５􀆰 ７９ １４􀆰 ７９ １５􀆰 ９９
Ｓ２ ８２􀆰 １３ １５４􀆰 ０５ ５９􀆰 ６４ １１􀆰 ２３ １０􀆰 ５８ １２􀆰 ９２
Ｓ３ ３７􀆰 ７４ ７５􀆰 ６５ ３４􀆰 ８４ １１􀆰 ０４ ９􀆰 ７０ １３􀆰 ０６
Ｓ４ ３８􀆰 ０５ ７５􀆰 ９２ ３４􀆰 ４９ １０􀆰 ７７ ９􀆰 ７９ １２􀆰 ７０
Ｓ５ ３５􀆰 ０６ ６３􀆰 ７１ ２９􀆰 ５５ １０􀆰 ８８ ９􀆰 ９６ １２􀆰 ９６
Ｓ６ １４􀆰 ６１ ２６􀆰 ５９ １２􀆰 ５７ ８􀆰 ２５ ７􀆰 ６５ ９􀆰 ４４
Ｓ７ ８􀆰 ７１ １７􀆰 ６７ ７􀆰 ９７ ５􀆰 ２１ ５􀆰 １３ ６􀆰 ２２
Ｓ８ ２８􀆰 ４７ ４９􀆰 ７１ ２０􀆰 ３６ １７􀆰 ６５ １６􀆰 ６７ １８􀆰 １９
Ｓ９ ４０􀆰 ０５ ７７􀆰 ０６ ３３􀆰 ５２ ２２􀆰 ０５ ２０􀆰 ６６ ２０􀆰 ９６
Ｓ１０ ５５􀆰 １３ １１３􀆰 ５４ ４２􀆰 ２３ １６􀆰 ０１ １４􀆰 ０２ １６􀆰 ５３
Ｓ１１ １７􀆰 １２ １１５􀆰 ９８ １７􀆰 １４ ７􀆰 ３８ ７􀆰 ０６ １０􀆰 ２１
Ｓ１２ １７􀆰 ７０ ８５􀆰 ４４ １６􀆰 ４３ ８􀆰 ４２ ７􀆰 ６７ １０􀆰 ９０
Ｓ１３ ３２􀆰 ５８ ８１􀆰 ５５ ３５􀆰 ８８ １２􀆰 ８３ １３􀆰 ２５ １３􀆰 １９
Ｓ１４ ２４􀆰 ８３ ５２􀆰 ９２ ２３􀆰 １１ １１􀆰 ０８ １１􀆰 １５ １２􀆰 ２５
Ｓ１５ ７８􀆰 ７２ １４３􀆰 ８７ ２９􀆰 ０３ ９􀆰 ２７ ９􀆰 ０８ １１􀆰 １７
Ｓ１６ ８８􀆰 ２５ １５２􀆰 ２０ ３０􀆰 １５ ９􀆰 ９０ ９􀆰 ５６ １１􀆰 ２７
Ｓ１７ ８６􀆰 ０２ １５６􀆰 ９１ ３０􀆰 ６４ ９􀆰 ３３ ９􀆰 ４２ １０􀆰 ４５
Ｓ１８ ７１􀆰 ７２ ３７０􀆰 １３ ６１􀆰 ２１ １４􀆰 ２３ １５􀆰 ０６ １２􀆰 ９２

表 ７　 不同企业建曲中酶活性检测结果 （Ｕ ／ ｇ）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｊｉａｎｑｕ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ （Ｕ ／ ｇ）

企业 淀粉酶 糖化酶 纤维素酶 中性蛋白酶 酸性蛋白酶 碱性蛋白酶 总活性

Ａ１ ３５􀆰 ７８ ７９􀆰 ５５ ３３􀆰 ３４ １５􀆰 ７９ １４􀆰 ７９ １５􀆰 ９９ １９５􀆰 ２４
Ａ２ ４８􀆰 ２４ ９２􀆰 ３３ ３９􀆰 ６３ １０􀆰 ９８ １０􀆰 ０１ １２􀆰 ９１ ２１４􀆰 １０
Ａ３ １７􀆰 ２６ ３１􀆰 ３２ １３􀆰 ６３ １０􀆰 ３７ ９􀆰 ８２ １１􀆰 ２８ ９３􀆰 ６８
Ａ４ ４７􀆰 ５９ ９５􀆰 ３０ ３７􀆰 ８８ １９􀆰 ０３ １７􀆰 ３４ １８􀆰 ７４ ２３５􀆰 ８８
Ａ５ １７􀆰 ４１ １００􀆰 ７１ １６􀆰 ７９ ７􀆰 ９０ ７􀆰 ３６ １０􀆰 ５６ １６０􀆰 ７３
Ａ６ ２８􀆰 ７１ ６７􀆰 ２４ ２９􀆰 ４９ １１􀆰 ９６ １２􀆰 ２０ １２􀆰 ７２ １６２􀆰 ３１
Ａ７ ８４􀆰 ３３ １５０􀆰 ９９ ２９􀆰 ９４ ９􀆰 ５０ ９􀆰 ３５ １０􀆰 ９６ ２９５􀆰 ０９
Ａ８ ７１􀆰 ７２ ３７０􀆰 １３ ６１􀆰 ２１ １４􀆰 ２３ １５􀆰 ０６ １２􀆰 ９２ ５４５􀆰 ２７

２􀆰 ５　 聚类分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行标准化

处理和聚类分析［２３］， 结果见图 ２。 由此可知， 类

间距离为 ５ ～ １０ 时， １８ 批样品聚为 ４ 类， Ｓ２ ～ Ｓ５、
Ｓ１２、 Ｓ１３～ Ｓ１４、 Ｓ１６ 为Ⅰ类， Ｓ１５ ～ Ｓ１７、 Ｓ１８ 为Ⅱ
类， Ｓ６～ Ｓ７、 Ｓ１１ 为Ⅲ类， Ｓ１、 Ｓ８、 Ｓ９ ～ Ｓ１０ 为Ⅳ
类， 并且不同企业、 批次样品分类存在交叉现象，
同一企业样品也未聚为一类， 表明其质量存在一定

差异。
３　 讨论

３􀆰 １　 前期调研　 课题组前期通过文献检索收集到

３２ 个建曲处方， 发现其药物组成最少 １４ 味， 最多

６４ 味， 用量也有所不同， 并且存在分类不清晰、
处方不固定、 功效主治不统一、 质量标准不明确等

问题。

图 ２　 １８ 批建曲聚类分析图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ ｆｏｒ １８ ｂａｔｃｈｅｓ Ｊｉａｎｑｕ

３􀆰 ２　 质量分析　 本实验建立 １８ 批建曲 ＨＰＬＣ 指纹

图谱， 发现不同企业样品中成分种类存在一定差

异； 共有峰相对峰面积 ＲＳＤ 相差较大， 表明成分

含量也有明显不同； 企业 Ａ１ 样品中柚皮苷、 橙皮
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苷、 新橙皮苷、 木犀草素、 芹菜素总含量最高， 与

文献记载 “出福建泉州府， 开元寺造者佳” 相符；
企业 Ａ８ 样品中总消化酶活性最高， 可能与处方组

成、 原料来源、 炮制工艺、 发酵环境、 贮存时间、
保藏方法相关。 为了更好地控制建曲质量， 保证其

临床疗效， 应尽快规范炮制工艺， 完善质量标准。
４　 结论

本实验建立建曲 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并测定消化

酶活性及柚皮苷、 橙皮苷、 新橙皮苷、 木犀草素、
芹菜素含量， 可更客观全面地评价不同企业药材质

量， 为其炮制工艺优化和质量标准制定提供了依

据， 也为提高其临床疗效奠定了基础。
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