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HPLC指纹图谱和多成分定量结合化学模式识别法评价黔钩藤质量
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摘 要：目的  基于HPLC指纹图谱、多成分定量结合化学模式识别法评价黔钩藤质量。方法  从贵州中药材市场随机购买

了 18批钩藤饮片，采用HPLC法建立了 18批钩藤饮片的指纹图谱；通过中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012年版）进

行相似度评价，对其中 5种生物碱进行了指认，并采用外标法和一测多评法进行了含量测定；采用SPSS 26.0统计软件进行

聚类分析和主成分分析。结果  在钩藤饮片指纹图谱中，确定了共有峰28个，采用对照品指认了5个生物碱成分，分别为异

去氢钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、钩藤碱和去氢毛钩藤碱，18批钩藤的相似度评价表明市场上钩藤的质量差异较大；

聚类分析将 18批钩藤饮片样品聚为 3大类；主成分分析用 5个主成分进行综合评价，其中 8批钩藤饮片的综合得分大于 1；

采用一测多评法和外标法计算 18批钩藤饮片中 5种生物碱的含量，经GraphPad差异性分析表明，2种方法无显著性差异。

结论  市场上钩藤质量差异较大，建立了检测5个生物碱成分的一测多评法和外标法，为完善钩藤质量评价提供参考。
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Abstract: Objective To evaluate the quality of Uncaria rhynchophylla collected in Guizhou province based on combinative 

methods of HPLC fingerprint and multi-components determination and chemical pattern recognition. Methods Tottally 18 batches 

of U. rhynchophylla were randomly purchased from Guizhou traditional Chinese medicine market. The fingerprint of 18 batches of 

U. rhynchophylla was established by HPLC. The similarity of 18 batches was analyzed with Similarity Evaluation System for 

Chromatographic Fingerprint of Chinese Materia (2012). Five alkaloids were identified, and their contents were determined by 

external standard method and one test and multiple evaluations (QAMS). The hierarchical clustering analysis (HCA) and principal 

component analysis (PCA) were performed by SPSS 26.0. Results Totally 28 peaks were identified in the fingerprint of U. 

rhynchophylla and five of the common peaks were identified as isocorynoxeine, isorhynchophylline, corynoxeine, rhyncholphylline, 

and hirsuteine by reference substance. The fingerprint similarities of the 18 batches indicate that the quality of U. rhynchophylla in 

the market varied greatly. According to HCA, the samples were divided into three groups. Five principal components were selected 
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for comprehensive evaluation by PCA, and the comprehensive scores of eight batches were greater than one. The contents of five 

alkaloids in 18 batches were calculated by the methods of external standard method and QAMS. GraphPad was used for difference 

analysis, and the results showed that there was no significant difference between the two methods. Conclusion This study showed 

that the quality of U. rhynchophylla differed greatly in the market, we have successfully established the multiple evaluation method 

and the external standard method for the determination of five alkaloid components, providing a reference for the improvement of 

the quality evaluation of uncaria hook.

Key words: Uncaria rhynchophylla; alkaloids; fingerprint; one test and multiple evaluations; chemical pattern recognition; quality 

evaluation; isocorynoxeine; isorhynchophylline; corynoxeine; rhyncholphylline;  hirsuteine

钩 藤 是 茜 草 科 植 物 钩 藤 Uncaria 

rhynchophylla （Miq.） Miq. ex Havil.、大叶钩藤 U. 

macropylla Wall、毛钩藤U. hirsute Havil.、华钩藤U. 

sinensis （Oliv.） Havil. 或 无 柄 果 钩 藤 U. 

sessilifructus Roxb.的干燥带钩茎枝，味甘苦、微寒，

归心经，具有息风定惊、清热平肝等功效，用于肝风

内动、惊痫抽搐、高热惊厥、头痛眩晕等症的治疗，

同时也是包括天麻钩藤颗粒、女珍颗粒和牛黄镇惊

丸等 27种成方制剂的重要组成部分［1］。现代药理

学研究表明，钩藤具有保护心脑血管和神经系统、

抑制炎症和肿瘤细胞增殖、清除自由基和抗焦虑等

作用［2］。

钩藤主要分布在两广、云贵高原及福建、湖南、

湖北等地区［3］。贵州气候全年温暖湿润，光热同期，

地势落差大，气候垂直差异明显，适合药用植物的

生长，是著名的道地药材产地和中药材最丰富的省

份之一。《贵州省国民经济和社会发展第十四个五

年规划和 2035年远景目标纲要》提出优先发展道地

药材，稳定中药材种植面积，建成全国道地中药材

的重要产区。《国务院关于支持贵州在新时代西部

大开发上闯新路的意见》国发［2022］2号文件要求

贵州不断做好绿水青山就是金山银山这篇大文章，

推进中药材精深加工产业发展。钩藤是贵州传统

中药材，在贵州种植历史悠久，钩藤在我国共有 12

个种，其中贵州省有 7 个，2011 年国家质检总局批

准“剑河钩藤”为地理标志保护产品，2021年钩藤种

植面积 15万余亩，种植户万余户，主要集中在贵州

剑河、三都、锦屏和天柱县等地。

作为少数民族主要聚居地区，钩藤在贵州苗

族、布依族、水族、仡佬族等少数民族医药中也是常

用药［4］，但用药方式、药量和品种多有差异，同时钩

藤基原多，导致不同品种钩藤使用混乱，市场上多

伪品，质量参差不齐，严重影响治疗效果和用药安

全，《中国药典》2020年版仅对钩藤中的异钩藤碱进

行了定性分析，缺乏更为严格的质控标准。因此本

研究收集了贵州中药材市场上的 18批钩藤药材，建

立 HPLC 指纹图谱，并采用 HPLC 外标法和一测多

评法对钩藤主要药效活性成分生物碱进行多成分

定量，结合化学模式识别法对贵州药材市场上的钩

藤进行质量评价，为钩藤药材的质量标准提升提供

依据。

1　材料

1.1　药材

18 批钩藤药材均购买于贵阳中药材市场（表

1），经贵州中医药大学王波老师鉴定为茜草科植物

钩藤U. rhynchophylla （Miq.）Miq.ex Havil. UR。

1.2　主要仪器

Ultimate 3000 高效液相、PDA 检测器（Thermo 

Fisher Scientific，USA）；Agilent HC-C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）、ME204/02万分之一分析天平［梅特

勒-托利多仪器（上海）有限公司］；HH-4数显恒温水

浴锅（上海力晨邦西仪器科技有限公司）；KQ5200

超声清洗机（昆山市超声仪器有限公司）；J209A-4

药用粉碎机（河南黄骅齐家务科学仪器）。

1.3　主要试剂

钩藤碱（批号 76-66-4）、异钩藤碱（批号 6859-

01-4）、去氢钩藤碱（批号 630-94-4）、异去氢钩藤

碱（批号 51014-29-0）、去氢毛钩藤碱（批号 35467-

43-7）购买于成都艾博克生物科技有限公司，质量分

表1　样品来源信息

Table 1　Sample source information

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

来源

銧铭药业

升源明特

安泰药行

徐波土特产

百草堂

何正国土特产

和信特产批发

绍升中药行

鑫兴药行

编号

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

来源

祥怡农产品

太升8号

泽东商行

源生土特产

鑫发药行

陈姐土特产批发部

鸿鑫行

忘芳名特

良生土特产批发部
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数均大于 98%；色谱纯甲醇（天津市科密欧化学试

剂有限公司）；磷酸氢二钠、二氯甲烷、浓氨水、浓硫

酸、偏钒酸铵等试剂均为分析纯，水为娃哈哈纯

净水。

2　方法与结果

2.1　溶液的配制和色谱条件

2.1.1　供试品溶液的制备　将饮片粉碎，过 40 目

筛，精密称量 2.000 g，置具塞平底烧瓶中。加入浓

氨试剂 2.0 mL，浸泡 30 min，精密加入二氯甲烷

50.0 mL，密塞称量，水浴加热回流提取 1 h，放冷，补

足减失质量，滤过，弃去初滤液，精密量取滤液

25.0 mL，挥干，残渣加入 10.0 mL 甲醇使其全部溶

解，精密量取 5.0 mL 于 10 mL EP 管中，用 0.45 μm

微孔滤膜滤过，得供试品溶液。

2.1.2　对照品溶液的制备　分别精密称取钩藤碱

4.72 mg、异钩藤碱 4.06 mg、去氢钩藤碱 3.90 mg、异

去氢钩藤碱 4.14 mg、去氢毛钩藤碱 4.20 mg 置于

5.0 mL量瓶中，加甲醇至刻度线，制成质量浓度分

别为 0.944、0.812、0.780、0.828、0.840 mg·mL−1的对

照品溶液，置冰箱中备用。

2.1.3　色谱条件　色谱柱为Agilent HC-C18（4.6 mm×

250 mm，5 μm）；流动相为 5 mol·L−1磷酸氢二钠溶

液（A）-甲醇（B）；体积流量为 1.0 mL·min−1；柱温为

25 ℃；检测波长为 245 nm［5］；进样量为 10 μL；梯度

洗脱条件：0～10 min，30%～45% B；10～25 min，

45%～56% B；25～32 min，56%～64% B；32～

34 min，64%～74% B；34～40 min，74%～76% B。

2.2　指纹图谱的建立

2.2.1　专属性考察　混合对照品溶液、供试品溶

液、阴性对照溶液（甲醇）的色谱图见图1。

2.2.2　精密度试验　精密称取同一批钩藤饮片粉

末（S1）2.000 g，按“2.1.1”项方法制备供试品溶液，

再按照“2.1.3”项色谱条件进样 6次，以钩藤碱作为

参照计算得到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），说明该方法精密度

良好。

2.2.3　稳定性试验　精密称取同一批钩藤饮片粉

末（S1）2.000 g，按“2.1.1”项方法制备供试品溶液，

分别于室温下放置 0、1、2、4、8、12、24 h，再按

照“2.1.3”项色谱条件进行含量测定。以钩藤碱作

为参照计算得到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），说明供试品溶液在

室温下放置24 h内稳定性良好。

2.2.4　重复性试验　分别精密称取同一批钩藤饮

片粉末（S1）6份，每份 2.000 g，按“2.1.1”项方法制备

供试品溶液，再按照“2.1.3”项色谱条件进行含量测

定。以钩藤碱作为参照计算得到各共有峰相对保

留时间和相对峰面积的RSD均小于 3.0%（n＝6），说

明该方法重复性良好。

2.2.5　HPLC指纹图谱生成及共有峰指认　取18批

钩藤饮片粉末制备供试品溶液，进样分析，记录色

谱图。利用《中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（2012年版）》，分别以 S12为参照样品，设置时间

窗宽度为 0.5 min，图谱间距为 100，通过多点校正及

自动峰匹配生成叠加指纹图谱，采用中位数法生成

钩藤药材的对照指纹图谱（R）。在钩藤饮片指纹图

谱中，确定了共有峰 28个。通过对照品对比，确认

了其中 5个色谱峰（1～5）分别为异去氢钩藤碱、异

钩藤碱、去氢钩藤碱、钩藤碱、去氢毛钩藤碱。见图2。

2.2.6　HPLC 指纹图谱相似度分析　利用《中药色

谱指纹图谱相似度评价系统》对 18批钩藤的HPLC

指纹图谱以及 R 进行相似度评价。结果如表 2 所

示，18 批钩藤的相似度为 0.377～0.954，钩藤的

指纹图谱相似度有差异，表明市场上钩藤的质

量差异较大。

1-异去氢钩藤碱; 2-异钩藤碱; 3-去氢钩藤碱; 4-钩藤碱; 5-去氢毛钩

藤碱

1-isocorynoxeine; 2-isorhynchophylline; 3-corynoxeine; 4-rhynchol‐

phylline; 5-hirsuteine

图1　混合对照品溶液（A）、供试品溶液S1（B）、阴性对照溶

液（C）HPLC色谱图

Fig. 1　Mixed control solution (A), test solution S1 (B), and 

negative control solution (C) HPLC chromatograms
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2.3　聚类分析

采用 SPSS 26.0统计软件，以 18批钩藤饮片样

品的共有峰峰面积为变量，采用组间平均数联结

法，以平方欧氏距离作为样品相似度的距离公式，

对钩藤饮片样品进行聚类分析。由聚类分析结果

可知，当欧式平方距离为 20时，18批钩藤饮片样品

可聚为 3 大类，其中第 1 类包含 7 个样品，即 S6、

S16、S7、S14、S2、S17、S12。第 2 类包含 2 个样

品 ，即 S8、S9。第 3 类包含 9 个样品 ，即 S10、

S13、S3、S11、S15、S4、S5、S18、S1。同指纹图谱

相似度分析结果相似，表明市场上钩藤质量存

在差异，其差异与生长所处的气候环境、土壤

环境、种植方式、采收时间及加工有关。结果

见图 3。

1-异去氢钩藤碱；2-异钩藤碱；3-去氢钩藤碱；4-钩藤碱；5-去氢毛钩藤碱

1-isohydrorhynchophylline; 2-isorhynchophylline; 3-dehydrorhynchophylline; 4-rhynchophylline; 5-dehydrohirsutine

图2　HPLC指纹图谱共有模式和对照指纹图谱（R）

Fig. 2　HPLC fingerprint common mode and control fingerprint (R)

表2　HPLC指纹图谱的相似度分析

Table 2　Similarity analysis results of HPLC fingerprint

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

R

S1

1.000

0.321

0.672

0.923

0.950

0.263

0.187

0.544

0.459

0.757

0.870

0.336

0.746

0.236

0.987

0.265

0.192

0.864

0.846

S2

0.321

1.000

0.254

0.290

0.288

0.962

0.881

0.379

0.345

0.236

0.341

0.877

0.173

0.881

0.382

0.943

0.845

0.271

0.500

S3

0.672

0.254

1.000

0.861

0.829

0.244

0.139

0.893

0.875

0.909

0.760

0.372

0.910

0.223

0.627

0.213

0.141

0.908

0.920

S4

0.923

0.290

0.861

1.000

0.990

0.260

0.173

0.684

0.608

0.942

0.918

0.331

0.339

0.240

0.898

0.249

0.179

0.984

0.948

S5

0.950

0.288

0.829

0.990

1.000

0.263

0.185

0.656

0.578

0.908

0.934

0.328

0.903

0.246

0.925

0.258

0.193

0.968

0.935

S6

0.263

0.962

0.244

0.260

0.263

1.000

0.947

0.332

0.308

0.238

0.320

0.814

0.176

0.951

0.317

0.991

0.937

0.258

0.481

S7

0.187

0.881

0.139

0.173

0.185

0.947

1.000

0.180

0.157

0.180

0.203

0.691

0.116

0.956

0.231

0.966

0.973

0.168

0.378

S8

0.544

0.379

0.893

0.684

0.656

0.332

0.180

1.000

0.980

0.680

0.662

0.488

0.678

0.259

0.521

0.276

0.159

0.730

0.824

S9

0.459

0.345

0.875

0.608

0.578

0.308

0.157

0.980

1.000

0.617

0.588

0.520

0.618

0.236

0.436

0.252

0.144

0.661

0.768

S10

0.757

0.236

0.909

0.942

0.908

0.238

0.180

0.680

0.617

1.000

0.814

0.260

0.993

0.252

0.712

0.227

0.183

0.961

0.914

S11

0.870

0.341

0.760

0.918

0.934

0.320

0.203

0.662

0.588

0.814

1.000

0.435

0.806

0.260

0.873

0.295

0.204

0.899

0.893

S12

0.336

0.877

0.372

0.331

0.328

0.814

0.691

0.488

0.520

0.260

0.435

1.000

0.211

0.691

0.397

0.776

0.648

0.323

0.542

S13

0.746

0.173

0.910

0.939

0.903

0.176

0.116

0.678

0.618

0.993

0.806

0.211

1.000

0.187

0.702

0.164

0.123

0.964

0.897

S14

0.236

0.881

0.223

0.240

0.246

0.951

0.956

0.259

0.236

0.252

0.260

0.691

0.187

1.000

0.276

0.965

0.979

0.244

0.448

S15

0.987

0.382

0.627

0.898

0.925

0.317

0.231

0.521

0.436

0.712

0.873

0.397

0.702

0.276

1.000

0.320

0.241

0.836

0.831

S16

0.265

0.943

0.213

0.249

0.258

0.991

0.966

0.276

0.252

0.227

0.295

0.776

0.164

0.965

0.320

1.000

0.964

0.238

0.460

S17

0.192

0.845

0.141

0.179

0.193

0.937

0.973

0.159

0.144

0.183

0.204

0.648

0.123

0.979

0.241

0.964

1.000

0.176

0.377

S18

0.864

0.271

0.908

0.984

0.968

0.258

0.168

0.730

0.661

0.961

0.899

0.323

0.964

0.244

0.836

0.238

0.176

1.000

0.954
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2.4　主成分分析（PCA）

以 18批钩藤饮片样品的 28个共有峰峰面积标

准化为变量，用 SPSS 26.0 统计分析软件对其进行

PCA，以主成分的特征值及贡献率作为选择主成分

的依据，计算主成分综合得分，得特征值、贡献率、

成分矩阵见表3、4。

由表 3可知，提取特征值大于 1的为前 5个主成

分，主成分 1的特征值为 11.574，贡献率为 41.335%；

主成分 2的特征值为 6.880，贡献率为 25.572%；主成

分 3 的特征值为 2.173，贡献率为 7.760%；主成分 4

的特征值为 1.911，贡献率为 6.824%；主成分 5的特

征值为 1.431，贡献率为 5.110%；5个主成分能反映

钩藤中 85.601%的主要信息。表 4反映了 5个主成

分与 28个共有峰之间的相关系数，第 1主成分主要

反映了色谱峰 26、15、24、21、17、18、25、16、13、22、

6、5、11、1和28的贡献。

通过各主成分所对应的贡献率为权重系数计

算综合得分，并进行排序，结果见表 5。综合得分较

高的为S18、S3、S9、S5、S14、S10、S13、S8。此 8批钩

藤饮片的综合得分均大于 1，说明这 8批钩藤饮片的

质量较好。

将经过处理后的峰面积导入多元变量统计软

件 SIMCA14.1作图，得到 PCA二维分布图，见图 4。

采用非监督模式识别方法 PCA来观察样品的自然

聚集。可以看出，18批钩藤样品同样也聚为 3类，与

聚类分析结果一致。

2.5　外标法测定5种生物碱的含量

2.5.1　线性关系考察　精密吸取对照品适量，加

甲醇逐级稀释 ，制成钩藤碱质量浓度分别为

0.236 00、0.118 00、0.047 20、0.011 80 mg·mL−1 ，

表3　主成分特征值和累积贡献率

Table 3　Eigenvalues of principal components and 

cumulative contribution rate

成分

1

2

3

4

5

初始特征值

总计

11.574

6.880

2.173

1.911

1.431

方差百

分比

41.335

24.572

7.760

6.824

5.110

累积贡

献率%

41.335

65.907

73.667

80.491

85.601

提取载荷平方和

总计

11.574

6.880

2.173

1.911

1.431

方差百

分比

41.335

24.572

7.760

6.824

5.110

累积贡

献率%

41.335

65.907

73.667

80.491

85.601

表4　因子载荷矩阵

Table 4　Component matrix

26

15

24

21

17

18

25

16

13

22

6

5

11

1

28

8

12

7

10

20

19

2

4

27

3

9

23

14

1

−0.903

0.894

−0.887

0.887

0.882

0.865

−0.845

0.831

0.761

−0.740

0.732

0.676

0.627

−0.621

−0.576

0.452

0.399

0.498

0.138

0.411

0.395

0.119

0.660

0.427

0.279

−0.311

0.501

0.462

2

0.262

0.367

0.184

0.215

0.164

−0.149

0.249

0.366

−0.137

0.283

−0.375

−0.574

0.547

0.215

0.243

0.841

0.740

0.710

0.703

−0.700

−0.695

0.671

−0.664

0.632

0.631

0.532

0.467

−0.067

3

0.169

0.102

0.173

−0.296

0.018

0.246

0.237

−0.369

0.384

0.204

0.316

0.335

0.057

−0.032

−0.313

0.147

0.027

0.167

0.335

0.149

0.146

0.177

0.253

0.021

0.295

0.497

−0.671

−0.418

4

0.102

0.001

0.240

0.067

0.188

0.010

0.133

0.069

0.358

−0.164

0.131

0.061

0.003

0.388

−0.251

−0.214

0.237

−0.416

0.341

−0.202

−0.207

−0.600

0.003

0.332

−0.457

0.378

0.115

0.286

5

0.065

0.026

−0.016

0.007

−0.133

−0.219

0.078

−0.005

−0.035

0.229

−0.182

−0.057

−0.128

0.008

−0.250

0.187

0.366

0.015

0.352

0.378

0.448

0.234

0.011

−0.362

−0.238

0.069

0.071

0.545

图3　18批钩藤样品指纹图谱聚类分析树状图

Fig. 3　Fingerprint of dendrogram of cluster analysis of 18 

batches of U. rhynchophylla
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异 钩 藤 碱 质 量浓度分别为 0.203 00、0.101 50、

0.040 60、0.010 15 mg·mL−1，去氢钩藤碱的质量浓度分

别为0.195 00、0.097 50、0.039 00、0.009 75 mg·mL−1，

异去氢钩藤碱的质量浓度分别为0.207 00、0.103 50、

0.041 40、0.010 35 mg·mL−1，去氢毛钩藤碱的质量浓度分

别为0.210 00、0.105 00、0.042 00、0.010 50 mg·mL−1的

混合对照品溶液。精密吸取 10 μL，按照“2.1.3”项

色谱条件进行含量测定，记录峰面积，以峰面积为

纵坐标，进样量质量浓度为横坐标，绘制 5种生物碱

的标准曲线，并求其回归方程，见表6。

2.5.2　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液 10 μL

注入HPLC仪中，按照“2.1.3”项色谱条件进行含量

测定，连续进样 6 次，记录峰面积，计算 RSD 小于

2.0%，结果表明该仪器的精密度良好。

2.5.3　稳定性试验　精密吸取同一钩藤饮片供试

品溶液 10 μL，分别于 0、1、2、4、8、12、24 h，按

照“2.1.3”项色谱条件进行含量测定，记录峰面积，

计算RSD小于 3.0%，结果表明供试品溶液在室温下

放置24 h内稳定性良好。

2.5.4　重复性试验　取同一批钩藤饮片粉末 6份，

按“2.1.1”项方法制备供试品溶液，按照“2.1.3”项色

谱条件进行含量测定，记录峰面积，计算RSD小于

表5　18批钩藤饮片的主成分因子得分和排序

Table 5　Principal component factor scores and ranking of 18 batches of U. rhynchophylla

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

主成分1得分

1.941

−3.930

4.879

2.103

3.517

−4.362

−4.36

1.795

2.737

1.174

0.513

−3.000

3.171

−3.841

0.162

−4.226

−3.218

4.949

主成分2得分

−5.074

−0.485

6.663

−3.25

−1.474

−0.044

0.586

1.717

2.131

0.656

−2.081

2.800

−0.977

2.318

−2.731

−0.156

−0.564

−0.035

主成分3得分

0.154

0.030

0.763

−0.089

0.830

−0.029

0.320

−2.890

−3.656

0.116

−0.299

1.140

1.385

1.877

−0.681

−0.383

−0.932

2.345

主成分4得分

−1.160

−0.703

−2.765

−0.763

0.111

0.086

0.668

0.887

1.499

0.802

−0.667

−1.965

0.306

2.373

−1.155

−0.092

−0.085

2.625

主成分5得分

0.154

−0.144

−0.418

−0.780

0.959

−0.128

−0.265

−0.375

1.358

−0.833

−0.581

1.884

−2.645

0.945

−0.295

−0.649

−1.077

0.580

综合得分

−3.985

−5.232

9.122

−2.779

3.943

−4.477

−3.051

1.134

4.069

1.915

−3.115

0.859

1.240

3.672

−4.700

−5.506

−5.876

10.464

排序

13

16

2

10

4

14

11

8

3

6

12

9

7

5

15

17

18

1

图4　18批钩藤样品PCA二维散点图

Fig. 4　PCA two-dimensional scatter plot of 18 batches of U. 

rhynchophylla

表6　线性关系考察

Table 6　Investigation results of linear relationship

成分

异去氢钩藤碱

异钩藤碱

去氢钩藤碱

钩藤碱

去氢毛钩藤碱

回归方程

Y＝466.37 x＋0.793 7

Y＝494.12 x＋0.198 3

Y＝338.62 x＋2.121 4

Y＝415.75 x＋0.745 6

Y＝343.31 x＋1.272 2

线性范围/（mg·mL−1）

0.010 35～0.828 00

0.010 15～0.812 00

0.009 75～0.780 00

0.011 80～0.944 00

0.010 50～0.840 00

R2

1.000 0

0.999 8

0.999 7

1.000 0

0.999 8
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3.0%，结果表明该方法的重复性良好。

2.5.5　加样回收率试验　精密称取同一批钩藤饮

片供试品 6份，分别精密加入 5种对照品，按“2.1.1”

项方法制备供试品溶液，按照“2.1.3”项色谱条件进行含

量测定，加样回收率为95%～105%，RSD小于3.0%。

2.6　一测多评法测定5种生物碱的含量

2.6.1　相对校正因子的测定　将混合对照品溶液

各浓度 10 μL 注入 HPLC 中进行测量，以钩藤碱为

内参物，计算其他 4 种生物碱的相对校正因子。

见表7。

2.6.2　不同条件对校正因子的影响　考察不同柱

温、不同体积流量对相对校正因子的影响。见表8。

2.7　一测多评法与标准曲线法结果的比较

称取 18批钩藤粉末适量，制备供试品溶液，并

进样进行含量测定，记录峰面积值。采用一测多评

法和标准曲线法计算 18批钩藤饮片中 5种生物碱

的含量。见表9。

用 GraphPad对标准曲线法和一测多评法测定

结果进行差异性分析，结果见图 5。4个成分标准曲

线法和一测多评法测定结果无显著性差异。一测

多评法可用于钩藤饮片中生物碱的含量测定。

表7　4种生物碱的相对校正因子

Table 7　Relative correction factor of four alkaloids

试验

1

2

3

4

5

平均值

RSD/%

相对校正因子

异去氢钩藤

碱/钩藤碱

0.893

0.876

0.897

0.886

0.885

0.887

0.91

异钩藤碱/

钩藤碱

0.841

0.868

0.839

0.849

0.853

0.850

1.36

去氢钩藤碱/

钩藤碱

1.223

1.213

1.147

1.176

1.162

1.184

2.76

去氢毛钩藤

碱/钩藤碱

1.208

1.213

1.181

1.155

1.205

1.192

2.04

表8　柱温、体积流量对校正因子的影响

Table 8　Effect of column temperature and flow rate on 

relative correction factor

影响因素

体积流量/

（mL·min−1）

柱温/℃

平均值

RSD/%

0.9

1.0

1.1

25

28

30

35

相对校正因子

异去氢钩藤

碱/钩藤碱

0.874

0.885

0.918

0.885

0.876

0.913

0.906

0.894

1.91

异钩藤碱/

钩藤碱

0.842

0.853

0.858

0.836

0.875

0.882

0.873

0.860

1.88

去氢钩藤

碱/钩藤碱

1.176

1.184

1.194

1.178

1.201

1.218

1.216

1.195

1.44

去氢毛钩藤

碱/钩藤碱

1.206

1.246

1.253

1.198

1.289

1.272

1.238

1.243

2.64

表9　18批钩藤饮片中5种生物碱的含量

Table 9　Contents of five alkaloids in 18 batches of U. rhynchophylla

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

钩藤碱/（mg·g−1）

外标法

0.42

0.36

2.14

0.89

0.66

0.43

0.10

3.29

3.66

0.81

0.75

0.82

0.84

0.19

0.23

0.24

0.93

1.01

异去氢钩藤碱/（mg·g−1）

一测多评

2.42

0.26

0.21

1.20

1.30

0.22

0.15

0.32

0.12

0.31

0.38

0.30

0.29

0.17

1.00

0.20

0.15

0.81

外标法

2.52

0.26

0.21

1.22

1.38

0.22

0.17

0.32

0.11

0.32

0.40

0.30

0.29

0.18

1.10

0.21

0.15

0.85

异钩藤碱/（mg·g−1）

一测多评

1.63

0.13

0.11

0.97

1.37

0.20

0.11

0.26

0.10

0.29

1.23

0.34

0.18

0.13

0.69

0.16

0.11

0.70

外标法

1.69

0.13

0.11

0.97

1.39

0.20

0.13

0.25

0.09

0.29

1.25

0.34

0.19

0.13

0.73

0.17

0.11

0.70

去氢钩藤碱/（mg·g−1）

一测多评

0.09

0.48

0.10

0.08

0.08

0.48

0.17

0.08

0.08

0.12

0.09

0.77

0.08

0.28

0.08

0.35

0.10

0.08

外标法

0.04

0.45

0.04

0.03

0.03

0.46

0.15

0.02

0.02

0.06

0.04

0.76

0.03

0.26

0.02

0.33

0.09

0.02

去氢毛钩藤碱/（mg·g−1）

一测多评

0.04

0.53

0.07

0.06

0.06

0.82

0.93

0.06

0.05

0.24

0.06

0.66

0.07

0.75

0.11

0.67

0.17

0.08

外标法

0.02

0.53

0.03

0.03

0.02

0.84

1.10

0.03

0.02

0.21

0.03

0.65

0.03

0.79

0.08

0.71

0.14

0.04

··589



Drug Evaluation Research第46卷 第3期  2023年3月 Vol. 46 No. 3 March 2023

3　讨论

中药材作为一种特殊的经济作物，在贵州的经

济结构中占有重要地位，钩藤种植、生产和销售已

经成为贵州省部分地区人民和财政收入的主要来

源。作为一种特殊的商品，中药材质量的好坏直接

关系人民的生命健康安全。一方面，贵州独特的气

候和地势地貌，非常适合药用植物的生长，贵州现

有药用植物 4 400余种；贵州酸性土壤与钩藤生长

所需的 pH相一致［6］，特别是贵州剑河的自然环境为

钩藤的生长提供了道地环境［7］。另一方面，贵州属

于典型的喀斯特地貌，土壤养分不足，肥力较

差；“一山分四季，十里不同天”的小气候也对钩藤

的种植和质量产生一定的影响，2014年有研究表明

贵州市场的钩藤药材中的钩藤碱的含量较低［8］。随

着政府加大科技的投入和“绿水青山就是金山银

山”理念的倡导，贵州在钩藤资源、种植栽培、钩藤

饮片、提取物和加工设备领域方面进步较大，特别

是在钩藤资源、种植栽培方面专利申报比全国平均

水平高 10.7%［9］。此次 18 批药材虽然质量差异较

大，随着政府资金投入的不断加大和种植栽培相关

技术的进步，实验结果表明钩藤质量有较大的进步。

中药化学成分复杂，具有多靶点和整体性的特

点。《中国药典》2020 年版除对钩藤浸出物做了规

定，仅对钩藤中的异钩藤碱进行了定性鉴别，无法

系统整体评价钩藤的质量。为更好地评价市场上

钩藤的质量，本实验采用指纹图谱技术全面整体评

价其质量，具有层次性和关联性特点，采用外标法

和一测多评对钩藤中的 5种生物碱成分进行了含量

测定；化学计量学采用统计学方法在测量值和体系

的状态之间建立联系，在中药质量控制和评价中发

挥重要作用，聚类分析结果直观、简明，PCA通过降

维，将获取的主成分综合反映原始变量信息，在中

药材产地、基原和真伪鉴别中发挥重要作用，本实

验中通过聚类分析反映了 18批药材之间的相关性，

采用PCA方法用5个主成分反映钩藤中复杂化学成

分，并对钩藤进行整体质量评价。

钩藤中含有生物碱类、三萜类、黄酮类等化学

成分［10-12］，生物碱是钩藤的特征性成分［13］，也是其主

要活性成分［14］，因此选择生物碱作为控制钩藤质量

的主要指标。目前从钩藤中发现 100余种生物碱类

成分 ，其中钩藤碱和异钩藤碱质量分数超过

40%［15］，是钩藤中的主要活性成分，此外，去氢钩藤

碱对大鼠主动脉环有舒张作用，降血压、直接降低

心肌耗氧量［16］；异去氢钩藤碱具有降压、镇静、抗惊

厥的作用究［17］；去氢毛钩藤碱具有抗高血压的作

用，因此选择此 5种生物碱作为控制钩藤的主要指

标具有合理性，指标太少无法全面准确保证钩藤的

质量，指标太多增加检测成本，也不利于钩藤产业

的发展。钩藤中的生物碱长时间在温度＞60 ℃情

况下不稳定，容易发生结构或构型的改变［18］，因此

本实验提取温度控制在 40 ℃以下，保证生物碱的稳

定性。在缺乏对照品的情况下，一测多评法采用相

对校正因子实现了对中药的多指标质量控制，具有

成本低、简便、快捷等优点，测定结果与外标法无显

著性差别，但在实验中发现，在含量较低的情况下，

一测多评法与外标法实验结果比较误差较大，因此

在实验条件允许情况下优先选择外标法。
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