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基于UPLC指纹图谱考察云贵产地白及药材大小与化学成分含量的关系

李正坤 1，王铭爽 1，刘传鑫 1，张晨宁 1，钟淑梅 2，管 瑶 2，杨瑶珺 1，林瑞超 1，3，黄建梅 1，3*

1. 北京中医药大学 中药学院，北京 102488

2. 湖北金贵中药饮片有限公司，湖北 武汉 430050

3. 北京中医药大学 中药品质评价北京市重点研究室，北京 102488

摘 要：目的 建立白及Bletilla striata (Thunb.) Reichb. f.药材UPLC指纹图谱，分析云南、贵州产白及药材大小与化学成分

间的关联关系，为两地白及药材的质量评价提供依据。方法 依据白及单个块茎的质量将云南、贵州产白及划分为

大（质量≥10 g）、中（5 g≤质量＜10 g）、小（质量＜5 g）3类，建立以儿茶素为内标、可进行半定量分析的白及UPLC指纹图谱

测定方法，测定两产地不同大小的白及指纹图谱。通过对指纹图谱的相似度分析、聚类分析、热图分析，Spearman相关性

分析，探讨两产地白及药材大小与化学成分间的关系。结果 云南、贵州两地的UPLC指纹图谱共有 14个共有峰；17批云

南产白及的相似度均在 0.85 以上，22 批贵州产白及的相似度均在 0.8 以上，而两产地对照指纹图谱间的相似度较

低（0.760），且云南产白及谱图缺少 16、17号峰；将两产地相同规格的样品进行比较，贵州产白及的共有峰成分含量大于

云南产白及；两产地指纹图谱中 1、2、5、8、9、10、12、13、15 号共有峰化学成分含量与白及大小呈负相关（P＜

0.05，0.4＜r≤0.8），其中 8、9、10号峰与白及大小的相关性较强（r＞0.7）。结论 云南和贵州产地白及药材中化学成分及其

含量存在明显差异，且同一产地白及大小与 1、2、5、8、9、10、12、13、15号峰化学成分呈负相关。除外在性状外，建

议考虑将产地作为白及药材规格等级划分的指标之一，为两地白及药材质量优劣的评价提供参考。
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Abstract: Objective To establish the UPLC fingerprints for analyzing the relationship between the size and chemical constituents

content of Bletillae Rhizoma from Yunnan and Guizhou, and provide a basis for quality control of Bletillae Rhizoma. Methods

Bletillae Rhizoma collected from Yunnan and Guizhou were divided into three categories (large: m ≥ 10 g, medium: 5 g≤ m < 10 g

and small: m < 5 g) based on the tuber weight. The UPLC fingerprints were developed by using catechin as an internal standard,

which can be used for semi-quantitative analysis. Similarity analysis, cluster analysis, heat map analysis, and Spearman correlation

analysis were used to analyze the relationship between the size and chemical constituents content of Bletillae Rhizoma from the two

origins. Results The 14 common peaks were marked in the fingerprint of Bletillae Rhizoma. The similarity of 17 batches of Bletillae

Rhizoma from Yunnan was above 0.85, and the similarity of 22 batches of Bletillae Rhizoma from Guizhou was above 0.8. The

similarity of the control fingerprints between the two regions was lower as 0.760, and the fingerprints of Bletillae Rhizoma produced
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in Yunnan lacked peaks 16 and 17. The content of the same components in samples from Guizhou were usually higher than that from

Yunnan with the same size. The content of the most common peaks (No. 1, 2, 5, 8, 9, 10, 12, 13, and 15) in the fingerprints is

negatively correlated with the size of Bletillae Rhizoma (P < 0.05, 0.4 < r ≤0.8), and peaks 8, 9, and 10 have a strong correlation

with the size of Bletillae Rhizoma (r > 0.7). Conclusion There are obvious differences in the chemical constituents of Bletillae

Rhizoma from Yunnan and Guizhou. And the size of Bletillae Rhizoma in the same origin has a negative correlation with the

chemical constituents content. Therefore, in addition to the size of Bletillae Rhizoma, the origin of Bletillae Rhizoma should also be

considered as one of the factors for the quality classification of Bletillae Rhizoma, which provides a reference for the evaluation of

the quality of Bletillae Rhizoma from Yunnan and Guizhou.

Key words: Bletillae Rhizoma; origins; UPLC fingerprint; size of Bletillae Rhizoma; chemical constituents; Yunnan; Guizhou

白及是兰科植物白及 Bletilla striata (Thunb.)

Reichb. f.的干燥块茎，始载于《神农本草经》［1］，列为

下品，作为中国传统中药被广泛应用。《中国药典》

2020年版记载其可收敛止血，消肿生肌，用于咯血，

吐血，外伤出血，疮疡肿毒，皮肤皲裂［2］。现代研究

表明，白及具有抗菌、抗肿瘤、抗氧化、抗病毒等作

用［3-8］。然而，由于白及野生资源匮乏，目前市场上

的白及多为人工栽培，且大多以个体经营为主，绝

大部分的个体经营户由于种植白及的年限不长，技

术体系不成熟，缺乏科学标准化的种植管理经验，

同时白及药材受地理环境气候的影响较大，使得人

工种植白及的品质得不到保障［9］。因此建立合理高

效的质量控制方法十分必要，目前与白及药材相关

的质量研究多集中在白及与伪品指纹图谱对比研

究［10-13］、不同产地白及指纹图谱的建立［14-18］、采用

HPLC、UPLC、LC-MS/MS 等方法进行不同批次白

及中化学成分的含量测定及对比分析［19-22］等方面。

然而在药材流通市场中，中药材的质量常通过药材

形态质地进行综合评价，例如药材的体积、质量大

小、色泽、纯净度等。在中华中医药学会的团体标

准 T/CACM 1021.1-2018《中药材商品规格等级 白

及》中有提出，根据市场流通情况，将白及分为“选

货”和“统货”两个规格，根据每千克所含个数，将白

及选货规格分为“一等”和“二等”两个等级，但白及

外在性状与内在化学成分含量间是否具有关联性

鲜有报道。

白及原产于我国，主要分布于我国的长江流域

及其以南各省区，如贵州、湖南、湖北、广东、广西、

四川和云南等地。经考察，我国白及主产于贵州，

是供应全国和出口的主要产区；而目前湖北、云南、

四川等省也形成了新的白及生产基地［23-26］。然而，

主产地贵州与其他产地白及质量是否有差别，尚缺

少具体表征。

中药指纹图谱技术作为一种多组分复杂样品

的有效质量控制方法，能够反映出待测样品的整体

性、特征性，在中药的药材鉴别、生产工艺、药效部

位筛选、质量控制等方面的研究中应用较为广

泛［27］。而今，白及的指纹图谱也成为白及质量评价

的主流研究内容，不少学者建立了同时测定白及中

多个指标成分的指纹图谱［19，28-29］。这也为白及的整

体质量评价提供了不可或缺的数据资源。

基于以上研究现状，本研究建立了以儿茶素为

内标的白及UPLC指纹图谱，使指纹图谱具备对谱

图中的化学成分进行半定量的功能，拓展了指纹图

谱的用途，增加指纹图谱用于判断中药优劣的能

力。同时通过对白及指纹图谱的相似度分析、聚类

分析、热图分析、Spearman相关性分析，探究云南、

贵州产地不同大小白及药材与化学成分的关联关

系，将两地药材中化学成分含量与形态质地做初步

的关联，初步探索白及外观形状与化学成分间的关

联关系，为云贵产地白及药材质量评价提供依据。

1 材料

1.1 仪器与试剂

Waters ACQUITY I-CLASS UPLC 超高液相色

谱仪（美国沃特世科技有限公司，具有在线脱气泵、

输液泵、柱温箱、TUV检测器、自动进样器）；电子分

析天平（德国赛多利斯公司）；KQ3200DE型数控超

声波清洗器（昆山市超声仪器公司）；Waters

ACQUITY BEH C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）。

儿茶素（上海诗丹德标准技术服务有限公司，

质量分数大于 98%）；乙腈（美国飞世尔科学世界公

司，色谱纯）；纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司，娃

哈哈纯净水）；其余试剂均为分析纯。

1.2 样品收集

白及药材从云南、贵州产区采集，经北京中医

药大学中药学院杨瑶珺教授鉴定为兰科植物白及

Bletilla striata（ Thunb.）Reichb. f.的干燥块茎，并根

据白及的质量划分为大（质量≥10 g）、中（5 g≤质

量＜10 g）、小（质量＜5 g）3类，得 39批白及药材样

品，药材来源信息见表1。
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2 方法与结果

2.1 色谱条件

采用 ACQUITY BEH C18 色谱柱（100 mm×

2.1 mm，1.7 μm），采用流动相乙腈（A）-水（B）进行

梯度洗脱，洗脱程序（0～5 min，2%～6%A；5～

8 min，6%～18%A；8～10 min，18%～20%A；10～

13 min，20%～30%A；13～16 min，30%～31%A；16～

24 min，31%A；24～31 min，31%～55%A），以

0.3 mL/min 的体积流量，在 46 ℃的柱温和 270 nm

的检测波长下进行检测，样品进样量为5 μL。

2.2 内标溶液制备

取儿茶素对照品适量，以甲醇作溶剂制成质量

浓度为 0.8 mg/mL的儿茶素对照品溶液，作为内标

溶液。

2.3 样品溶液的制备

样品干燥后粉碎 ，精密称取白及药材粉

末（过 65目筛）1.0 g，精密加入 70% 甲醇 21 mL，称

质量，超声处理 30 min，放冷，补质量，精密加入

4 mL 内标溶液，摇匀，0.45 μm 滤膜滤过，取续

滤液即得。

2.4 方法学考察

2.4.1 精密度试验 取同一样品溶液，按“2.3”项下

方法制备样品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样分

析，计算各共有峰的相对保留时间的相对标准偏

差（RSD）。各共有峰的相对保留时间的 RSD 值在

0～0.54%，均小于3%，表明仪器精密度良好。

2.4.2 重复性试验 平行制备样品 6份，按“2.3”项

下方法制备样品溶液，并按“2.1”项下色谱条件分别

进样分析，计算各共有峰的相对保留时间的 RSD

值。各共有峰的相对保留时间的 RSD 值在 0～

0.23%，表明方法重复性良好。

2.4.3 稳定性试验 取同一样品溶液，在 0、2、4、8、

12、24 h按“2.1”项下色谱条件分别进样，计算各共

有峰的相对保留时间的 RSD值。各共有峰的相对

保留时间的RSD值在 0～0.16%，表明样品在 24 h内

稳定性良好。

2.5 白及药材 UPLC 指纹图谱的建立及相似度

评价

将 39 批白及样品的 UPLC 色谱图导入中药色

谱指纹图谱相似性评价系统（2012版，中国药典委

员会），获取共有峰并建立两产地白及样品共有的

对照指纹图谱（R）及 贵 州 产 白 及 对 照 指 纹 图

谱（R-GZ）、云南产白及对照指纹图谱（R-YN），见

图1。共获得14个共有峰，3（S）为内标峰。

同时计算样品相对于不同对照指纹图谱相似

度值。其中贵州产地样品与 R相似度，除 GZ1-01、

GZ1-07外，均在 0.829～0.976，云南产地样品与R相

似度为 0.802～0.912，见表 2。云南产地样品与

表1 白及药材来源

Table 1 Source of Bletillae Rhizoma

产地

云南

贵州

规格

大

中

小

大

中

小

编号

YN1-01

YN1-02

YN1-03

YN2-04

YN2-05

YN2-06

YN2-07

YN2-08

YN2-09

YN3-10

YN3-11

YN3-12

YN3-13

YN3-14

YN3-15

YN3-16

YN3-17

GZ1-01

GZ1-02

GZ1-03

GZ1-04

GZ1-05

GZ1-06

GZ1-07

GZ2-08

GZ2-09

GZ2-10

GZ2-11

GZ2-12

GZ2-13

GZ2-14

GZ3-15

GZ3-16

GZ3-17

GZ3-18

GZ3-19

GZ3-20

GZ3-21

GZ3-22

来源

云南良宝白及药材种植基地

云南良宝白及药材种植基地

购自个体经营户

云南良宝白及药材种植基地

购自个体经营户

购自个体经营户

购自个体经营户

购自个体经营户
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R-YN 相似度为 0.870～0.971，贵州产地样品与 R-

GZ 相似度为 0.832～0.987。而对比两产地对照指

纹图谱（R-YN与R-GZ），相似度偏低，为 0.760。可

见同产地样品间存在较高的相似性，但两产地样品

间存在一定差异。对比两地对照指纹图谱可知，除

14个共有峰外，在 20 min以后，贵州产白及有两个

明显的非共有峰（16、17号峰）。云南产白及谱图中

16、17号峰的缺失，可能是造成两产地指纹图谱相

似度存在差异的原因。将不同批次样品的相似度

两两比较发现，部分样品与 R相似度偏高，但与 R-

YN或R-GZ的相似度偏低，推测亦可能受 20 min以

后的非共有峰因素的影响。可见受自然地理环境

的影响，云南与贵州产白及在化学成分上确实存在

差异。

2.6 聚类分析

通过Orange 3.17.0软件，以共有峰相对于内标

峰的峰面积为变量，批次编号作为标识，采用Ward

法，以余弦作为样品的测定，对白及药材指纹图谱

数据进行聚类分析。

对白及药材指纹图谱数据进行聚类分析的结

果见图 2，两产地样品分别聚为一类，可完全分开，

其中云南产地样品（17 批）被分为 3 类，YN1-01、

YN1-02（大）为一类；YN2-08（中），YN3-10、11、12、

13、14、15（小）为一类；YN1-03（大），YN2-04、05、

06、07、09（中），YN3-16、17（小）为一类。该结果与

样品按大小分类结果基本一致。贵州产地样品（23

批）被分为 2类，除GZ3-16外，其余小个样品分为一

类，除GZ2-08、10、14外，其余大个、中个样品分为一

类，可见贵州产地小个样品基本可与大个、中个样

品区分开。产地对白及药材内在化学成分的积累

影响比较大，大小与内在化学成分也有一定关联，

同一产地的白及药材大小与内在成分具有相关

关系。

2.7 热图分析

为进一步探讨白及大小与内在成分之间的关

系，以共有峰相对于内标峰峰面积比值为变量，对

两个产地不同大小的白及药材进行热图分析，见图

3。结果表明，云南产地样品（17批）中，小个样品的

2、8、9、10、12、14号峰的化学成分含量较大个、中等

样品高。贵州产地样品（23批）中，小个样品的 2、4、

8、9、10号峰的化学成分含量较大个、中等样品高，

而大个与中等样品的化学成分含量相近。可见同

一产地白及药材大小与指纹图谱共有峰成分含量

可能存在负相关的关系。同时两产地大小规格相

同的样品的共有峰成分含量有明显差异，即贵州产

白及＞云南产白及，表明产地对白及药材的内在化

图 1 云贵产地白及对照指纹图谱

Fig. 1 Control fingerprints of Bletillae Rhizoma inYunnan

and Guizhou

表 2 白及指纹图谱相似度评价结果（39批）

Table 2 Similarities of chromatograms of Bletillae

Rhizoma（39 batches）

编号

YN1-01

YN1-02

YN1-03

YN2-04

YN2-05

YN2-06

YN2-07

YN2-08

YN2-09

YN3-10

YN3-11

YN3-12

YN3-13

YN3-14

YN3-15

YN3-16

YN3-17

相似度 1

（R）

0.834

0.830

0.896

0.900

0.904

0.912

0.883

0.903

0.802

0.896

0.855

0.880

0.869

0.873

0.829

0.852

0.858

相似度 2

（R-YN）

0.895

0.894

0.939

0.950

0.955

0.954

0.946

0.968

0.870

0.971

0.939

0.947

0.958

0.965

0.939

0.909

0.909

编号

GZ1-01

GZ1-02

GZ1-03

GZ1-04

GZ1-05

GZ1-06

GZ1-07

GZ2-08

GZ2-09

GZ2-10

GZ2-11

GZ2-12

GZ2-13

GZ2-14

GZ3-15

GZ3-16

GZ3-17

GZ3-18

GZ3-19

GZ3-20

GZ3-21

GZ3-22

相似度 1

（R）

0.794

0.863

0.939

0.897

0.912

0.853

0.719

0.976

0.860

0.874

0.836

0.925

0.922

0.829

0.969

0.902

0.926

0.944

0.946

0.967

0.914

0.948

相似度 3

（R-GZ）

0.941

0.936

0.953

0.948

0.927

0.923

0.832

0.976

0.930

0.901

0.917

0.973

0.959

0.974

0.977

0.939

0.956

0.939

0.928

0.987

0.977

0.933

1-云贵产地样品谱图与R的相似度；2-云南产地样品谱图与R-

YN的相似度；3-贵州产地样品谱图与R-GZ的相似度

1-similarity between the spectra of Yunnan and Guizhou origin

samples and r-yn；2-similarity between the spectra of Yunnan origin

samples and R-YN；3-similarity between the spectra of Guizhou origin

samples and R-GZ
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学成分确有较大的影响。

2.8 Spearman相关性分析

为进一步明确指纹图谱中哪些成分与白及大

小之间存在相关关系，通过 SPSS 20.0 软件对两产

地样品的白及大小（分别以 3、2、1 标记大、中、小 3

种规格）与共有峰相对峰面积进行Spearman相关性

分析，P 值及相关系数 r 见表 3。有过半的共有

峰（1、2、5、8、9、10、12、13、15号峰）的相对峰面积与

白及大小呈负相关（P＜0.05，0.4＜r≤0.8），其中 5、

13 号峰与白及大小的相关性较弱（相关系数 r＜

0.5），而 8、9、10号峰与白及大小的相关性较强（r＞

0.7）。可见白及大小与白及内多种化学成分之间确

实存在负相关关系。

3 讨论

3.1 色谱方法优化

有研究采用柚皮苷为内标建立白及HPLC指纹

图谱［29］，而在本研究中柚皮苷的色谱峰与样品峰保

留时间相近，分离度不好。故以此为基础选择与柚

皮苷结构相近的黄酮类化合物为备选内标。经筛

选，以儿茶素为内标与样品峰分离度较好，且最大

吸收波长与 270 nm最接近。因此本研究所建立的

UPLC指纹图谱，以儿茶素为内标，使指纹图谱具备

对谱图中化学成分进行半定量的功能，使不同产地

不同批次的样品间更有可比性。并以此对云南、贵

州产地不同大小的白及药材的质量进行比较，增加

了指纹图谱用于判断中药优劣的能力。且与HPLC

指纹图谱［14］相比缩短了样品的分析时间，能够更加

高效快速的进行白及药材质量评价。

3.2 云贵产地白及大小与内在化学成分的关联

关系

本研究通过对指纹图谱的相似度分析、聚类分
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图3 白及药材热图

Fig. 3 Heat map analysis result of Bletillae Rhizoma
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析、热图分析发现，云南和贵州产地白及药材中的

化学成分及其含量存在明显差异，两产地对照指纹

图谱间的相似度较低（0.760），且云南产白及谱图缺

少 16、17号峰。同时将两产地相同大小的样品进行

比较，贵州产白及的共有峰成分含量大于云南产白

及。可见白及药材内在化学成分受产地的影响较

大。然而两地不同大小白及中多种化学成分变化

存在相同趋势。通过Spearman相关性分析发现，有

过半的共有峰（1、2、5、8、9、10、12、13、15号峰）化学

成分含量与白及大小呈负相关（P＜0.05，0.4＜r≤
0.8），其中 8、9、10 号峰与白及大小的相关性较

强（r＞0.7），可作为与白及大小相关的内在标志

物。该规律是否具有普适性，需通过收集不同年份

以及其他不同产地的白及药材进行进一步验证。

云南和贵州产地白及药材中的化学成分及其

含量存在较为明显差异，相同大小规格的白及相

比，贵州产白及化学成分含量高于云南产白及，共

有峰也有一定的区别。同一产地白及大小与化学

成分间存在相关关系，1、2、5、8、9、10、12、13、15号

共有峰化学成分含量与白及大小呈负相关，其中 8、

9、10号峰与白及大小的相关性较强。可见产地对

白及药材的质量存在较大的影响，因此除外观性状

外，建议考虑将白及产地作为白及药材规格等级划

分的指标之一，为云贵两地白及药材质量优劣评价

提供参考。
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