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摘要： 目的　 建立二至丸 ＨＰＬＣ 指纹图谱。 方法　 该药物 ６０％ 甲醇提取液的分析采用 Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸⁃乙腈， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２７２ ｎｍ。 再进行聚类分析、 主

成分分析、 偏最小二乘法分析。 结果　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱中有 ３４ 个共有峰， 指认出其中 １３ 个， 相似度均在

０􀆰 ９５０ 以上。 各批样品聚为 ２ 类， ３ 个主成分可代表变量数据 ９１􀆰 ８％ 的信息， ５、 １２、 １７、 ３２、 ２０、 ２３、 ２６ 号峰是质量

差异标志物。 结论　 该方法专属性强， 稳定性、 重复性好， 可以用于二至丸的质量评价。
关键词： 二至丸； ＨＰＬＣ 指纹图谱； 聚类分析； 主成分分析； 偏最小二乘法分析

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 １　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０１⁃０１９９⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ０３６

　 　 二至丸出自 《医方集解》， 由酒女贞子、 墨旱莲等量

配伍而成， 归肝、 肾经， 具有滋肝肾、 补阴血、 壮筋骨、
乌须发功效［１］ ， 是平肝补肾的经典方剂， 素有 “清上补下

第一方” 之称［２］ ， 广泛用于治疗帕金森综合征［３］ 、 肝肾阴

虚［４⁃７］ 、 结肠癌［８］ 、 骨质疏松［９］ 、 妇科［１０］ 、 脱发［１１⁃１２］ 等疾

病。 目前， 关于二至丸的研究大多集中在女贞子特征性成

分特女贞苷及非特征性成分齐墩果酸、 熊果酸含量测定方

面［１３⁃１４］ ， 但对其整体信息把握不全面。 因此， 本实验建立

二至丸 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 并进行聚类分析、 主成分分析、
偏最小二乘法分析， 以期为该制剂质量控制提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｕ３０００ 高效液相色谱仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰ Ｃ１８ 色谱柱 （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ， 天津博纳艾杰尔科技有限公司）； ＭＥ２０４Ｅ （万
分之一）、 ＸＰ２０５ （十万分之一） 电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＫＱ⁃７００ＤＥ 超声波清洗器 （昆山市超声仪器

有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ ＰＯＤ 超纯水仪 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；
ＨＨ⁃Ｓ４ 水浴锅 （巩义市予华仪器有限责任公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 二至丸购自江西仁丰药业有限公司 （编
号 Ｓ１～ Ｓ８）、 江西药都樟树制药有限公司 （编号 Ｓ９、 Ｓ１０）。
酪醇 （批号 ＭＵＳＴ⁃１６０４１８０２， 纯度 ９８􀆰 ９６％ ）、 羟基酪醇

（批号 ＭＵＳＴ⁃１４０６０４０２， 纯度≥９８％ ）、 红景天苷 （批号

ＭＵＳＴ⁃１６０４１８０２， 纯度 ９８􀆰 ９６％ ）、 特女贞苷 （批号 ＭＵＳＴ⁃
１６０２１９０４， 纯 度 ９８􀆰 ０１％ ）、 木 犀 草 苷 （ 批 号 ＭＵＳＴ⁃
１４０６０９１８， 纯 度 ≥ ９８％ ）、 松 果 菊 苷 （ 批 号 ＭＵＳＴ⁃
１７０３０７０１， 纯 度 ９８􀆰 ８８％ ）、 橄 榄 苦 苷 （ 批 号 ＭＵＳＴ⁃
１６０５２５１２， 纯 度 ９９􀆰 ７２％ ）、 蟛 蜞 菊 内 酯 （ 批 号

ＰＪ０６２９ＲＡ１３， 纯 度 ≥ ９８％ ）、 木 犀 草 素 （ 批 号 ＭＵＳＴ⁃
１４０５０４１１， 纯度 ≥９８％ ）、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 （批号

ＣＨＢ⁃Ｄ⁃００９， 纯度≥９８％ ）、 芸香苷 （批号 ＭＵＳＴ⁃１６０３１７１２，
纯度 ９８􀆰 ８７％ ） 对照品均购于成都曼斯特生物科技有限公

司； 女贞苷 Ｇ１３ （批号 ＹＬ２０１４０６２５０１， 纯度≥９８％ ） 对照

品 购 于 上 海 一 林 生 物 科 技 有 限 公 司； 蒙 花 苷

（１１１５２８⁃２０１５０５， 纯度≥９８％ ） 对照品购于中国食品药品

检定研究院。 甲醇、 乙腈为色谱纯； 磷酸为分析纯； 水为

超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸 （ Ａ） ⁃乙腈 （ Ｂ）， 梯度洗脱

（０～１０ ｍｉｎ， ９０％ ～８２％ Ａ； １０～ １５ ｍｉｎ， ８２％ ～ ７８％ Ａ； １５～
２０ ｍｉｎ， ７８％ ～ ７４％ Ａ； ２０ ～ ２５ ｍｉｎ， ７４％ ～ ７０％ Ａ； ２５ ～
４０ ｍｉｎ， ７０％ ～５８％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温２５ ℃；
检测波长 ２７２ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取各对照品适量， 加入甲醇

制成每 １ ｍＬ 分别含酪醇 ０􀆰 ５２０ ｍｇ、 羟基酪醇 ０􀆰 ５１６ ｍｇ、 红

景天苷 ０􀆰 ７１５ ｍｇ、 特女贞苷 １􀆰 ００１ ｍｇ、 木犀草苷０􀆰 ４９０ ｍｇ、
松果菊苷 ０􀆰 ６８８ ｍｇ、 橄榄苦苷 ０􀆰 ４８６ ｍｇ、 蟛蜞菊内酯

０􀆰 ５０８ ｍｇ、 木 犀 草 素 ０􀆰 ５１２ ｍｇ、 芹 菜 素⁃７⁃Ｏ⁃葡 萄 糖 苷

０􀆰 ８１３ ｍｇ、 女贞苷 Ｇ１３ ０􀆰 ７２７ ｍｇ、 芸香苷 ０􀆰 ５２１ ｍｇ、 蒙花

苷 ０􀆰 ５７３ ｍｇ 的溶液， 即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 精密称取本品粉末 １ ｇ， 置于具塞

锥形瓶中， 精密加入 ６０％ 甲醇 ２５ ｍＬ， 加热回流提取 １ ｈ，
放冷， ６０％ 甲醇补足减失的质量， 摇匀， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤， 取续滤液， 即得。
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２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验 　 取供试品溶液 （ Ｓ１） 适量， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以特女贞苷 （１７ 号峰）
为参照， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ０％ ， 相

对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ３􀆰 ０％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验　 取供试品溶液 （Ｓ１） ６ 份， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 以特女贞苷 （１７ 号峰） 为参照，
测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％ ， 相对峰面

积 ＲＳＤ 均小于 ３􀆰 ０％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验　 取供试品溶液 （Ｓ１） 适量， 于 ０、 ２、
４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以特女

贞苷 （１７ 号峰） 为参照， 测得各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ
均小于 １􀆰 ２％ ， 相对峰面积的 ＲＳＤ 均小于 ３􀆰 ０％ ， 表明溶液

在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ５　 图谱生成及相似度评价　 取 １０ 批样品， 按 “２􀆰 ３” 项

下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 以样品 Ｓ１ 色谱图为参照， 采用 “中药色谱指纹图谱相

似度评价系统” （２００４Ａ 版） 进行色谱峰匹配， 结果见图

１～３， 共标定 ３４ 个共有峰， 与对照品比对后指认出其中 １３
个， 分别为羟基酪醇 （４ 号峰）、 红景天苷 （５ 号峰）、 酪

醇 （９ 号峰）、 松果菊苷 （ １２ 号峰）、 木犀草苷 （ １６ 号

峰）、 特女贞苷 （１７ 号峰）、 女贞苷 Ｇ１３ （２０ 号峰）、 芹菜

素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 （２２ 号峰）、 芸香苷 （２３ 号峰）、 橄榄苦

苷 （２４ 号峰）、 蒙花苷 （２６ 号峰）、 木犀草素 （３１ 号峰）、
蟛蜞菊内酯 （３２ 号峰）。 选择 １７ 号峰 （特女贞苷） 作为参

照， 得到 １０ 批样品相对峰面积， 见表 １， 相似度分别为

０􀆰 ９７４、 ０􀆰 ９８２、 ０􀆰 ９７１、 ０􀆰 ９８６、 ０􀆰 ９７９、 ０􀆰 ９７８、 ０􀆰 ９７６、
０􀆰 ９８３、 ０􀆰 ９９３、 ０􀆰 ９９１， 表明其成分组成比较相似。

图 １　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

图 ２　 二至丸 ＨＰＬＣ 对照指纹图谱

２􀆰 ６　 聚类分析　 选择特女贞苷 （１７ 号峰） 作为参照， 共

有峰相对峰面积作为变量， 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行聚类

分析， 设定判别距离为 １０， 结果见图 ４。 由此可知， １０ 批

４． 羟基酪醇　 ５． 红景天苷　 ９． 酪醇　 １２． 松果菊苷　 １６． 木犀草苷

１７． 特女贞苷　 ２０． 女贞苷 Ｇ１３　 ２２． 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖苷　 ２３． 芸

香苷　 ２４． 橄榄苦苷　 ２６． 蒙花苷　 ３１． 木犀草素　 ３２． 蟛蜞菊内酯

图 ３　 对照品溶液 ＨＰＬＣ 色谱图

样品聚为 ２ 类， Ｓ９、 Ｓ１０ 为第 １ 类， Ｓ１～ Ｓ８ 为第 ２ 类， 表明

２ 个厂家样品具有差异性， 但同一厂家相似性较好， 与相

似度分析结果一致。

图 ４　 １０ 批样品聚类分析图

２􀆰 ７　 主成分分析 　 选择特女贞苷 （１７ 号峰） 作为参照，
共有峰相对峰面积作为变量， 采用 ＳＩＭＣＡ１３􀆰 ０ 软件进行主

成分分析， 共提取 ３ 个主成分， 测得 Ｒ２Ｘ 为 ０􀆰 ９１８， Ｑ２ 为

０􀆰 ７１０， 即可代表变量数据 ９１􀆰 ８％ 的信息， 预测能力达

７１􀆰 ０％ ， 并且两者均高于 ０􀆰 ５， 表明该模型具有较高的稳定

性和预测性， 得分图见图 ５。 由此可知， ２ 个厂家样品分布

在不同区域， 表明厂家之间存在一定差异， 但均比较集中，
即样品组内差异较小。
２􀆰 ８　 偏最小二乘法判别分析　 为了找出对分类影响比较大

的变量， 本实验建立正交偏最小二乘法判别分析模型， 测

得 ３ 个主成分 Ｒ２Ｘ 为 ０􀆰 ７６２， Ｒ２Ｙ 为 ０􀆰 ９９７， Ｑ２ 为 ０􀆰 ９６２，
均大于 ０􀆰 ５， 并且 Ｒ２、 Ｑ２ 差距小于 ０􀆰 ２， 表明该模型具有

较高的稳定性和预测率［１５⁃１６］ ， 得分图见图 ６， 可知分为左

右 ２ 组， 与图 ５ 一致。 再对模型进行 ２０ 次置换检验， 结果

见图 ７， 可知 Ｒ２、 Ｑ２ 右侧最高点相交于 １， 并且后者拟合
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　 　 　 　 表 １　 １０ 批样品共有峰相对峰面积

峰号 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０
１ ０􀆰 ２６８ ６ ０􀆰 ２６８ ２ ０􀆰 ２６１ ８ ０􀆰 ２６１ ０ ０􀆰 ２６４ ４ ０􀆰 ２６２ ０ ０􀆰 ２６７ ４ ０􀆰 ２６５ ９ ０􀆰 ２６０ ９ ０􀆰 ２６１ ７
２ ０􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 ０９０ ７ ０􀆰 ０９３ ９ ０􀆰 ０９４ ２ ０􀆰 ０９１ ９ ０􀆰 ０９２ ７ ０􀆰 ０８９ ５ ０􀆰 ０９３ １ ０􀆰 ０８９ ０ ０􀆰 ０９２ ７
３ ０􀆰 ０５２ ３ ０􀆰 ０５３ ２ ０􀆰 ０５４ ４ ０􀆰 ０５１ ９ ０􀆰 ０５１ ９ ０􀆰 ０５２ ９ ０􀆰 ０５１ ７ ０􀆰 ０５３ ９ ０􀆰 ０５１ ３ ０􀆰 ０５２ ７
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图 ５　 １０ 批样品主成分分析得分图

直线与 Ｙ 轴纵坐标的截距为⁃０􀆰 ５６９， 表明该模型可用于分

析 １０ 批样品组间差异。
为了确定引起差异的主要物质， 本实验进一步筛选变

量重要性 （ＶＩＰ） ＞１ 的成分［１７］ ， 并采用 ｔ⁃ｔｅｓｔ 进行统计学

分析， 以 ＶＩＰ＞１、 Ｐ＜０􀆰 ０５ 者为差异成分， 结果见表 ２、 图

８～９。 由此可知， 共存在 ７ 种差异成分， 分别为特女贞苷、
红景天苷、 蟛蜞菊内酯、 松果菊苷、 女贞苷 Ｇ１３、 芸香苷、

图 ６　 １０ 批样品偏最小二乘法判别分析得分图

蒙花苷， 可认为是二至丸差异标志物。
３　 讨论

３􀆰 １　 ＨＰＬＣ 指纹图谱相似度分析　 本实验以 １７ 号峰 （特女

贞苷） 为参照， 标定了 ３４ 个共有峰， 并指认出其中 １３ 个。
１０ 批样品相似度为 ０􀆰 ９７１ ～ ０􀆰 ９９３， 表明不同厂家生产的二

至丸相关性良好。
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图 ７　 １０ 批样品偏最小二乘法判别分析置换检验图

表 ２　 差异成分筛选结果

差异成分
不同厂家

ＶＩＰ Ｐ
差异成分

不同厂家

ＶＩＰ Ｐ
红景天苷 １􀆰 ６４４ ８５ ０􀆰 ００３ ６ 松果菊苷 １􀆰 ０８２ ４８ ０􀆰 ０２８ ９
特女贞苷 １􀆰 ３３６ ６０ ０􀆰 ０００ ８ 女贞苷 Ｇ１３ １􀆰 ２３３ １９ ０􀆰 ００３ ９
芸香苷 ２􀆰 ０２５ ６９ ０􀆰 ０３７ ８ 蒙花苷 １􀆰 ０１４ ８４ ０􀆰 ００８ ４

蟛蜞菊内酯 １􀆰 ０８５ ０５ ０􀆰 ０１７ ５

图 ８　 １０ 批样品偏最小二乘法判别分析载荷图

图 ９　 偏最小二乘法判别分析变量权重图

３􀆰 ２　 化学模式识别　 聚类分析、 主成分分析结果表明， 不

同厂家生产的二至丸质量存在差异。 偏最小二乘法分析结

果表明， ５ 号峰 （红景天苷）、 １２ 号峰 （松果菊苷）、 １７ 号

峰 （特女贞苷）、 ３２ 号峰 （蟛蜞菊内酯）、 ２０ 号峰 （女贞

苷 Ｇ１３）、 ２３ 号峰 （芸香苷）、 ２６ 号峰 （蒙花苷） 是引起样

品组间差异的主要变量， 提示厂家在生产过程中要注意上

述成分含量， 进而提升二至丸整体稳定性， 这也说明仅通

过测定特女贞苷含量无法全面控制该制剂质量， 需结合

ＨＰＬＣ 指纹图谱作进一步完善。
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