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基于指纹图谱和盐酸水苏碱、盐酸益母草碱含量测定的鲜益母草质量评价
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摘 要：目的  建立鲜益母草药材指标成分含量及指纹图谱测定方法，结合药材安全性指标，综合评价不同产地、不同采收

期鲜益母草药材的整体质量。方法  收集不同产地 23批鲜益母草药材，测定各批次药材的UPLC指纹图谱、盐酸水苏碱和

盐酸益母草碱的含量、5 种重金属及有害元素的含量以及 33 种禁用农药残留量，采用主成分分析（PCA）、聚类分

析（HCA）以及正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）等化学模式识别方法与熵权TOPSIS法对采集的各指标数据进行

多元分析；同时收集 3个产地不同采收期的鲜益母草药材，测定各批次样品的UPLC指纹图谱、盐酸水苏碱和盐酸益母草

碱的含量，分析不同采收期鲜益母草化学成分的变化规律。结果  建立的鲜益母草药材指纹图谱共标定15个峰，指认了6个

峰，分别为峰 2（新绿原酸）、峰 4（绿原酸）、峰 8（盐酸益母草碱）、峰 12（芦丁）、峰 13（异槲皮苷）、峰 15（椴树苷）；

不同批次鲜益母草药材指纹图谱与指标成分的含量存在一定差异，23批鲜益母草药材与对照指纹图谱的相似度＞0.9，盐酸

益母草碱含量为 0.17～0.78 mg·g−1，盐酸水苏碱含量为 0.71～5.82 mg·g−1；铅、镉、砷、汞、铜的含量均符合《中国药典》

对重金属及有害元素的一般限量要求，33种禁用农药残留量均未检出。PCA和HCA均可将 23批鲜益母草药材大致聚为 3

类，采收期对鲜益母草药材的整体质量影响较大；OPLS-DA筛选出盐酸益母草碱的含量及峰 1、峰 5、峰 7、峰 8的峰面积

是影响鲜益母草质量差异的主要因素；熵权TOPSIS分析结果显示，幼苗期的鲜益母草药材的整体质量较优；4～7月份采

收的鲜益母草中盐酸益母草碱、盐酸水苏碱含量及峰 2～5、峰 10～12、峰 14的峰面积随时间延长均呈现下降趋势，峰 6、

7、9、13、15的峰面积先上升后下降，峰 1的峰面积则呈现波动状态。结论  建立的鲜益母草药材指纹图谱和指标成分含量

测定方法，精密度高，重复性好，结果稳定可靠，综合质量评价结果及不同采收期化学成分变化规律可为鲜益母草的采收

及质量控制提供指导。
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Abstract: Objective To establish a method for the determination of the index components and fingerprint of fresh Leonurus 

japonicus, and to comprehensively evaluate the overall quality of fresh L. japonicus from different origins and different harvest dates 

in combination with the drug safety index. Method A total of 23 batches of fresh L. japonicus in different regions were collected, the 
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fingerprints, stachydrine hydrochloride content, 5 kinds of leonurine hydrochloride content, heavy metals and harmful elements 

content and 33 prohibited pesticide residues of each batch were determined, and the data of each index component were analyzed by 

chemical pattern recognition such as principal component analysis (PCA), hierarchical cluster analysis (HCA), orthogonal partial 

least squares discriminant analysis (OPLS-DA) and entropy weight TOPSIS method, at the same time, fresh L. japonicus from three 

regions at different harvest times were collected, and determined the fingerprints, stachydrine hydrochloride content and leonurine 

hydrochloride content, and analyzed the changes of chemical components of fresh L. japonicus. Result The established fingerprint 

spectrum of fresh L. japonicus was calibrated with 15 peaks, and 6 peaks were identified, which were peak 2 (neochlorogenic acid), 

peak 4 (chlorogenic acid), peak 8 (leonurus hydrochloride), peak 12 (rutin), peak 13 (isoquercetin), and peak 15 (tiliroside). There 

were some differences in fingerprints and content of index components of different batches of fresh L. japonicus , the similarity 

between the 23 batches of fresh L. japonicus and the control characteristic chromatography was greater than 0.9, the fluctuation 

range of leonurine hydrochloride content was 0.17 to 0.78 mg·g−1, and the fluctuation range of stachydrine hydrochloride content 

was 0.71 to 5.82 mg·g−1, the contents of lead, cadmium, arsenic, mercury and copper met the general limit requirements for heavy 

metals and harmful elements in the Pharmacopoeia, and 33 prohibited pesticide residues were not detected. PCA and HCA could 

aggregate 23 batches of fresh L. japonicus into three categories, and the harvest time had a great impact on the overall quality of 

fresh L. japonicus, OPLS-DA screened out that the content of leonurine hydrochloride and the peak areas of peaks 1, 5, 7, and 8 the 

main factors affecting the quality of fresh L. japonicus. The entropy weight TOPSIS method showed that the quality of fresh L. 

japonicus at seedling stage was better , the content of leonurine hydrochloride stachydrine hydrochloride and the peak areas of peak 

2-5, peak 10-12 and peak 14 of fresh L. japonicus at different harvest times showed a downward trend, the peak areas of peak 6, 7, 9, 

13 and 15 first increased and then decreased, and the peak area of peak 1 showed a fluctuating trend.Conclusion The method of 

establishing the fingerprint and content determination method of fresh L. japonicus was highly precise, reproducible and the results 

were stable and reliable, the results of comprehensive quality evaluation and the variation of chemical composition in different 

harvest periods can provide a reference for the comprehensive evaluation and control of the quality of fresh L. japonicus.

Key words: fresh Leonurus japonicus Houtt.; leonurine hydrochloride; stachydrine hydrochloride; fingerprint; quality evaluation; 

harvest periods; neochlorogenic acid; chlorogenic acid; leonurus hydrochloride; rutin; isoquercetin; tiliroside

益 母 草 为 唇 形 科 植 物 益 母 草 Leonurus 

japonicus Houtt.的新鲜或干燥地上部分，性微寒，味

苦、辛，具有活血调经、利尿消肿、清热解毒的功

效［1］，主要含有生物碱类、黄酮类、萜类、苯乙醇苷类

和挥发油类等成分［2-3］，素有“血家圣药”“经产良药”

之称，鲜品于春季幼苗期至初夏花前期采割，是中

医妇科常用药。鲜益母草始载于《神农本草经》，列

为上品，历代本草均有记载，近年来，鲜益母草现代

化制剂也逐渐被予以重视［4］。现代研究表明，鲜益

母草在治疗产后出血、恶露不净、月经不调及子宫

复旧等症上具有显著疗效［5-8］。《中国药典》2020年版

一部收载的益母草项下，仅对鲜益母草的性状和鉴

别进行规定，故鲜益母草的质量标准有较大的提升

空间。此外，鲜益母草人工栽培和野生资源均较为

丰富，且分布较广，采收期长，不同产地和不同采收

期对鲜益母草的质量有明显影响［9-11］。基于此，本

研究采集了河南、山东、湖北等不同产地的 23批鲜

益母草药材，建立了指纹图谱和盐酸益母草碱、盐

酸水苏碱的含量测定方法，同时结合 5种重金属及

有害元素含量以及 33种禁用农药残留量等安全性

评价指标，采用多化学模式识别和熵权 TOPSIS 法

综合评价鲜益母草的质量；同时采集了 3个产地不

同采收期的鲜益母草药材，测定其指纹图谱和盐酸

益母草碱、盐酸水苏碱的含量，并分析各化学成分

的变化规律，以期为鲜益母草药材的采收、质量控

制及标准的提升提供参考。

1　材料

1.1　仪器

Thermo Vanquish 型超高效液相色谱系统［赛默

飞世尔科技（中国）有限公司］；Waters H-class型超

高效液相色谱系统、Waters Arc 型超高效液相色谱

系统（美国 Waters 公司）；MiliQ Direct 8 型超纯水

机（德国默克密理博公司）；XP26百万分之一天平、

ME204E 型万分之一天平（美国 Mettler Toledo 公

司）；KQ-500DE型数控超声清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）；HWS28型电热恒温水浴锅（上海一恒

科技有限公司）；DHG-9147A型电热恒温干燥箱（上

海精宏实验设备有限公司）。

1.2　主要试剂

盐酸益母草碱对照品（批号 111823-201704，质

量分数 94.3%）、盐酸水苏碱对照品（批号 110712-

201916，质量分数 99.2%）、绿原酸（批号 110753-
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202018，质 量 分 数 96.1%）、芦 丁（批 号 100080-

201811，质量分数 91.7%）、异槲皮苷（批号 111809-

201804，质量分数 97.2%）、椴树苷（批号 112000-

201802），均购自中国食品药品检定研究院；新绿原

酸（批号wkq1803107，质量分数 98%，四川维克奇生

物科技有限公司）；甲醇、乙腈（色谱级，德国默克股

份有限公司）；磷酸、冰醋酸（色谱级，天津市科密欧

化学试剂有限公司）；十二烷基磺酸钠（色谱级，山

东禹王和天下新材料有限公司）；水为超纯水，其余

试剂均为分析纯。

不同产地、采收期的鲜益母草药材经广东一方

制药有限公司孙冬梅主任中药师鉴定为唇形科植

物益母草 L. japonicus Houtt.的新鲜地上部分，来源

信息见表1、2。

2　方法与结果

2.1　5种重金属及有害元素测定

按《中国药典》2020年版（通则 2321原子吸收分

光光度法或电感耦合等离子体质谱法）铅、镉、砷、

汞、铜测定法操作，对 23批鲜益母草药材进行重金

属及有害元素测定，结果见表 3。在《中国药典》

2020年版中规定的大部分品种中，除矿物、动物、海

洋类以外的中药材，铅不得过 5 mg·kg−1 ，镉不得

过 1 mg·kg−1，砷不得过2 mg·kg−1，汞不得过0.2 mg·kg−1，

铜不得过 20 mg·kg−1。结果表明，23批各产地的鲜

益母草的铅、镉、砷、汞、铜的含量均符合要求。

2.2　33种禁用农残检查

按《中国药典》2020年版（通则 0212药材和饮片

检定通则和 2341农药残留量测定法第五法），对 23

批鲜益母草的 33种禁用农药甲胺磷、苯线磷/砜/亚

砜、治螟磷、克百威/-3羟基、胺苯磺隆、甲磺隆、氯磺

隆、硫线磷、氯唑磷、甲拌磷/砜/亚砜、蝇毒磷、硫环

磷、磷胺、涕灭威/砜/亚砜、久效磷、内吸磷、灭线磷、

特丁硫磷/砜/亚砜、水胺硫磷、杀虫脒、甲基异柳磷、

六六六（总）、氟虫腈/砜/亚砜/氟甲腈、艾氏剂、狄试

剂、硫丹 αβ、滴滴涕（总）、甲基对硫磷、对硫磷、甲基

硫环磷、除草醚、地虫硫磷和三氯杀螨醇进行了测

定，见表 3。结果表明，23批鲜益母草药材中 33种

禁用农药均未超过定量限，均符合要求。

2.3　盐酸益母草碱含量测定

2.3.1　供试品溶液的制备 取鲜益母草药材适量，

表1　不同产地鲜益母草药材来源信息

Table 1　Source information of fresh L. japonicus from different origins

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

产地

河南省驻马店市确山县

河南省驻马店市确山县

河南省驻马店市确山县

河南省驻马店市驿城区

河南省驻马店市确山县

河南省驻马店市确山县

河南省南阳市桐柏县

河南省南阳市桐柏县

河南省南阳市桐柏县

河南省南阳市桐柏县

湖北省随州市随县

湖北省随州市随县

采收时间

2021-04-10

2021-04-10

2021-04-10

2021-04-24

2021-04-24

2021-04-24

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

种植方式

家种

家种

家种

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

编号

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

产地

湖北省随州市随县

湖北省随州市随县

河南省信阳市浉河区

河南省信阳市浉河区

河南省信阳市浉河区

山东省临沂市蒙阴县

山东省临沂市蒙阴县

山东省临沂市蒙阴县

河南省驻马店市确山县

河南省驻马店市确山县

河南省驻马店市确山县

采收时间

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-18

2021-05-25

2021-05-25

2021-05-25

2021-05-29

2021-05-29

2021-05-29

种植方式

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

家种

家种

家种

表2　不同采收期鲜益母草药材来源信息

Table 2　Source information of fresh L. japonicus at different harvest times

产地

河南省驻马店市

采收时间

2022-04-15

2022-05-08

2022-05-24

2022-06-09

2022-07-29

2022-04-15

产地

河南省南阳市

采收时间

2023-04-24

2023-05-05

2023-05-17

2023-06-02

2023-06-19

2023-07-17

产地

江苏省宿迁市

采收时间

2023-04-21

2023-05-04

2023-05-15

2023-05-29

2023-06-19

2023-07-03
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切碎，取约 1.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密

加入 70% 乙醇 50 mL，称定质量，加热回流 1 h，取

出，放冷，再称定质量，用 70% 乙醇补足减失的质

量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.3.2　对照品溶液的制备 精密称取盐酸益母草碱对

照品适量，精密称定，加 70%乙醇制成 20 μg·mL−1的

溶液，即得。

2.3.3　 色 谱 条 件 采 用 Agilent ZORBAX SB 

C18（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）色谱柱；流动相为乙

腈-0.4%辛烷磺酸钠的 0.1%磷酸溶液（24∶76）；检测

波长为 277 nm；体积流量 0.2 mL·min−1；柱温 30 ℃；

用紫外检测器检测；进样量 1 μL。理论板数按盐酸

益母草碱峰计算应不低于 6 000。供试品溶液、盐酸

益母草碱溶液与空白溶剂色谱图见图1。

2.3.4　线性关系考察 精密称取盐酸益母草碱对

照品适量，精密称定，加70%乙醇制成 155.124 μg·mL−1

的溶液，得到盐酸益母草碱对照品储备液。精密吸

取储备液 0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 mL，置于 10 mL量瓶

中，加 70% 乙醇定容，分别制成盐酸益母草碱

3.102、7.756、15.512、31.025、77.562 µg·mL−1的对照

品溶液。精密吸取各质量浓度的对照品溶液，

按“2.3.3”项下色谱条件分别进样测定，记录峰面

表3　23批鲜益母草各指标测定结果

Table 3　Determination results of 23 batches of fresh L. japonicus

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

水分/%

88.24

89.85

88.57

89.09

86.65

87.13

90.21

88.56

86.94

86.03

89.23

87.99

89.85

90.77

90.28

85.64

89.20

89.78

88.47

85.75

89.03

88.73

85.57

铅/

（mg·kg−1）

1.031

0.540

0.825

1.000

1.312

1.064

0.816

0.935

1.228

3.641

1.457

0.875

1.349

1.874

2.447

1.354

1.119

0.274

0.708

0.942

0.388

0.227

0.224

镉/

（mg·kg−1）

0.042

0.022

0.048

0.027

0.036

0.119

0.024

0.036

0.018

0.037

0.030

0.103

0.036

0.031

0.037

0.026

0.026

0.012

0.022

0.034

＜0.009    

0.009

0.011

砷/

（mg·kg−1）

0.503

0.288

0.528

0.165

0.267

0.297

0.227

0.284

0.212

0.254

0.198

0.130

0.364

0.210

0.254

0.190

0.301

0.171

0.257

0.286

0.057

0.060

0.050

汞/

（mg·kg−1）

0.009

0.007

0.009

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

＜0.003

0.017

0.012

0.008

＜0.003

＜0.003

＜0.003

铜/

（mg·kg−1）

12.657

11.994

10.477

7.361

8.615

5.839

8.531

10.097

5.668

7.292

8.151

6.693

9.972

9.451

8.171

13.162

10.647

7.113

7.650

7.822

6.466

6.109

7.011

33种禁用农

药残留量

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

盐酸益母草

碱/（mg·g−1）

0.435

0.456

0.430

0.187

0.341

0.501

0.247

0.456

0.223

0.186

0.196

0.321

0.166

0.173

0.202

0.315

0.284

0.532

0.672

0.775

0.271

0.282

0.342

盐酸水苏碱/

（mg·g−1）

5.460

5.825

5.509

1.190

1.477

3.495

1.659

1.800

1.198

0.872

1.240

1.761

1.052

0.706

0.897

1.092

1.173

2.181

3.020

4.493

1.643

1.893

2.417

图1　空白溶剂（A）、盐酸益母草碱对照品溶液（B）和供试品

溶液（C）HPLC图

Fig. 1　Chromatograms of blank solvent (A), reference 

solution of leonurus hydrochloride (B) and test sample solu‐

tion (C) by HPLC
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积。以对照品质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐

标，绘制标准曲线，得回归方程 Y＝0.095 X－0.036，

R2＝0.999 9，结果表明盐酸益母草碱的质量浓度在

3.102～77.562 μg·mL−1与峰面积线性关系良好。

2.3.5　精密度考察 取鲜益母草供试品溶液（S3），

按“2.3.3”项下色谱条件连续进样 6次，计算得到盐

酸益母草碱峰面积的RSD为 0.99%，表明仪器精密

度良好。

2.3.6　稳定性考察 取鲜益母草供试品溶液（S3），

按“2.3.3”项下色谱条件，分别在制备后 0、2、4、6、

12、18、24 h进样测定，计算得到盐酸益母草碱的峰

面积的RSD为 0.91%，表明供试品溶液在 24 h内稳

定性良好。

2.3.7　重复性考察 取鲜益母草供试品（S3）6份，

按“2.3.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.3”项下

色谱条件进样测定，计算得到盐酸益母草碱的质量

分数RSD为1.25%，表明方法重复性良好。

2.3.8　加样回收率考察 取已知含量的鲜益母草

供试品（S3）9份，每份取样量减半，精密称定，置于

锥形瓶中，平均分为 3组。分别向 3组锥形瓶中精

密加入盐酸益母草碱对照品，对照品加入量与所取

供试品中成分含量之比控制在 0.5∶1.0、1.0∶1.0、1.5∶

1.0，按“2.3.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.3”

项下色谱条件进样测定，计算得盐酸益母草碱的平

均加样回收率为 102.18%，RSD为 2.65%，表明该方

法的准确度良好。

2.3.9　盐酸益母草碱含量测定 取 23批鲜益母草

药 材 ，按“2.3.1”项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液 ，

按“2.3.3”项下色谱条件进样测定，结果见表 3。结

果显示，23批鲜益母草药材盐酸益母草碱质量分数

为 0.17～0.78 mg·g−1，均值为 0.35 mg·g−1，RSD 为

46.89%，不同批次鲜益母草药材盐酸益母草碱含量

存在一定差异。

2.4　盐酸水苏碱含量测定

2.4.1　供试品溶液的制备 同“2.3.1”项。

2.4.2　对照品溶液的制备 取盐酸水苏碱对照品

适量，精密称定，加 70%乙醇制成 160 μg·mL−1的溶

液，即得。

2.4.3　 色 谱 条 件 采 用 Agela Venusil hilic 

Column（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱 ；流动

相为乙腈 -0.2% 冰醋酸溶液（80∶20）；体积流量

1.0 mL·min−1；柱温为 30 ℃；用蒸发光散射检测器检

测。分别精密吸取对照品溶液 5、10 μL，供试品溶

液 5～10 μL，注入液相色谱仪，测定，用外标两点法

对数方程计算。供试品溶液、盐酸水苏碱溶液与空

白溶剂色谱图见图2。

2.4.4　　线性关系考察　精密称取盐酸水苏碱对照

品适量，精密称定，加70%乙醇制成 312.758 μg·mL−1

的溶液，得到盐酸水苏碱对照品储备液。分别精密

吸取储备液 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mL，置于 10 mL量

瓶中，加 70% 乙醇定容，依次配制质量浓度为

15.638、31.276、62.552、156.379、312.758 µg·mL−1 的

盐酸水苏碱对照品溶液。精密吸取各质量浓度的

对照品溶液，按“2.4.3”项下色谱条件分别进样测

定，记录峰面积。以对照品进样质量分数的对数为

横坐标，峰面积的对数为纵坐标，绘制标准曲线，得

回归方程Y＝1.256 7 X－14.402 9，R2＝0.999 0，结果

表明盐酸水苏碱在 15.638～312.758 μg·mL−1时，对

照品进样质量分数对数与峰面积对数线性关系

良好。

2.4.5　精密度考察 取鲜益母草供试品溶液（S3），

按“2.4.3”项下色谱条件连续进样 6次，计算得到盐

酸水苏碱峰面积的RSD为 1.01%，表明仪器精密度

良好。

2.4.6　稳定性考察 取鲜益母草供试品溶液（S3），

按“2.4.3”项下色谱条件，分别在制备后 0、2、4、6、

12、18、24 h进样测定，计算得到盐酸水苏碱的峰面

积的RSD为 0.99%，表明供试品溶液在 24 h内稳定

性良好。

2.4.7　重复性考察 取鲜益母草供试品（S3）6份，

按“2.4.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.4.3”项下

色谱条件进样测定，计算得到盐酸水苏碱的质量分

数RSD为1.13%，表明方法重复性良好。

2.4.8　加样回收率考察 取已知含量的鲜益母草

饮片供试品（S3）9份，每份取样量减半，精密称定，

图2　空白溶剂（A）、盐酸水苏碱对照品溶液（B）和供试品溶

液（C）HPLC图

Fig. 2　Chromatograms of blank solvent (A), reference so‐

lution of stachydrine hydrochloride (B) and test sample 

solution (C) by HPLC

··2834



Drug Evaluation Research第47卷 第12期  2024年12月 Vol. 47 No. 12 December 2024

置于锥形瓶中，平均分为 3组。分别向 3组锥形瓶

中精密加入盐酸水苏碱对照品，对照品加入量与所

取供试品中盐酸水苏碱含量之比控制在 0.5∶1.0、

1.0∶1.0、1.5∶1.0，按“2.4.1”项下方法制备供试品溶

液，按“2.4.3”项下色谱条件进样测定，计算得盐酸

水苏碱的平均加样回收率为 98.1%，RSD为 4.05%，

表明该方法的准确度良好。

2.4.9　盐酸水苏碱含量测定 取 23批鲜益母草药

材，按“2.4.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.4.3”

项下色谱条件进样测定，结果见表 3。结果显示，23

批鲜益母草盐酸水苏碱质量分数为0.71～5.82 mg·g−1，

均值为 2.26 mg·g−1，RSD 为 70.56%，不同批次鲜益

母草药材盐酸水苏碱含量存在一定差异。

2.5　鲜益母草药材指纹图谱的建立

2.5.1　供试品溶液的制备 同“2.3.1”。

2.5.2　对照品溶液的制备 取新绿原酸、绿原酸、

盐酸益母草碱、芦丁、异槲皮苷、椴树苷对照品适

量，精密称定，加 70%乙醇制成每 1毫升含新绿原酸

5 μg、绿原酸 15 μg、盐酸益母草碱 20 μg、芦丁 36 μg、

异槲皮苷15 μg、椴树苷15 μg的混合溶液，作为对照

品参照物溶液。

2.5.3　色谱条件 采用 Waters ACQUITY HSS T3

色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）色谱柱；以乙

腈（A）-0.1% 磷酸水溶液（B）为流动相，梯度洗脱：

0～11 min，3%～10% A；11～15 min，10%～11% A；

15～22 min，11%～12% A；22～28 min，12%～16% A；

28～30 min，16%～20% A；30～34 min，20%～22% A；

34～40 min，22%～60% A；40～41 min，60%～

3% A；41～50 min，3%A；体积流量 0.25 mL·min−1；

柱温为30 ℃；检测波长为277 nm；进样量为1 μL。

2.5.4　精密度考察 取鲜益母草供试品溶液（S3），

按“2.5.3”项下色谱条件连续进样 6次，与绿原酸参

照物峰相对应的峰为 S1峰，计算特征峰 1、峰 2、峰

3、峰 5与 S1峰的相对保留时间和相对峰面积；与盐

酸益母草碱参照物峰相对应的峰为S2峰，计算特征

峰 6、峰 7、峰 9～15与 S2峰的相对保留时间和相对

峰面积，计算得到各共有峰的相对保留时间RSD在

0.00%～0.08%，相 对 峰 面 积 的 RSD 在 0.00%～

1.87%，表明该特征图谱的精密度较好。

2.5.5　稳定性考察 取鲜益母草各供试品溶

液（S3），按“2.5.3”项下色谱条件，分别在制备后 0、

2、4、8、16、24 h进样测定，与绿原酸参照物峰相对应

的峰为 S1峰，计算峰 1、峰 2、峰 3、峰 5与 S1峰的相

对保留时间和相对峰面积；与盐酸益母草碱参照物

峰相对应的峰为S2峰，计算特征峰 6、峰 7、峰 9～15

与S2峰的相对保留时间和相对峰面积，计算得到各

共有特征峰的相对保留时间 RSD 在 0.00%～

0.20%，相对峰面积 RSD 在 0.30%～1.46%，均小于

3.0%，表明供试品溶液在24 h内稳定。

2.5.6　重复性考察 取鲜益母草供试品（S3）6份，

按“2.5.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.5.3”项下

色谱条件进样测定，与绿原酸参照物峰相对应的峰

为 S1峰，计算峰 1、峰 2、峰 3、峰 5与 S1峰的相对保

留时间和相对峰面积；与盐酸益母草碱参照物峰相

对应的峰为 S2 峰，计算特征峰 6、峰 7、峰 9～15 与

S2峰的相对保留时间和相对峰面积，计算得到各共

有峰的相对保留时间RSD在 0.00%～0.538%，相对

峰面积的 RSD 在 0.00%～2.89%，表明该特征图谱

方法的重复性良好。

2.5.7　指纹图谱的建立及色谱峰的指认 取 23批

鲜益母草样品，按照“2.5.1”项下方法制备供试品溶

液，按“2.5.3”项下色谱条件进样检测，记录各特征

峰的峰面积值，并进行量化处理（峰面积/称样量），

结果见表 4。采用“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统 2012版”软件进行数据处理，建立指纹图谱，并

确立了 15个共有峰，生成对照指纹图谱；通过与对

照品比对，指认出其中 6个主要成分，分别为峰 2（新

绿原酸）、峰 4（绿原酸）、峰 8（盐酸益母草碱）、峰

12（芦丁）、峰 13（异槲皮苷）和峰 15（椴树苷），结果

见图3、4。

2.5.8　相似度评价 采用“中药色谱指纹图谱相似

度评价系统 2012 版”软件计算 23 批鲜益母草指纹

图谱与对照指纹图谱的相似度，结果见表 5。结果

显示，23批鲜益母草药材与对照指纹图谱的相似度

均＞0.9，说明鲜益母草药材样品与对照特征图谱间

的相似度较好。

2.6　不同产地鲜益母草质量评价

2.6.1　主成分分析（PCA）及聚类分析（HCA） 将

23批鲜益母草药材盐酸益母草碱、盐酸水苏碱含量

及指纹图谱共有峰的“峰面积/称样量”值导入

SIMCA 14.0 软 件 中 进 行 PCA 及 HCA，结 果 见

图5、6。

当特征值＞1时，共提取了 3个主成分因子，其

特征值及方差贡献率见表 6，前 3个主成分可用于反

映鲜益母草药材指纹图谱整体88.4%的信息。

由图 6可知，23批鲜益母草药材在距离刻度为

60时，可以将鲜益母草分为 3类，第 1类为 4月上旬

采收的 S1～S3，第 2 类为 4 月下旬采收的 S4～S5，
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第 3类为 5月中下旬采收的S7～S23，说明不同时期

采收的鲜益母草存在明显差异，而不同产地之间采

收的样品均存在交叉的情况，质量差异不大，并未

表现出明显产地优势。

2.6.2　正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA） 

为筛选出各批次鲜益母草药材成分差异的主要标

志性成分，将 23批鲜益母草药材盐酸益母草碱、盐

酸水苏碱含量及指纹图谱共有峰的“峰面积 /称

样量”值导入 SIMCA 14.1 进行 OPLS-DA，得分

图见图 7。对各指标的变量投影重要度（VIP）

值进行大小排列，选择 VIP 值大于 1 的指标作

为筛选各批次鲜益母草的主要差异性指标，结

果见图 8。

建立的鲜益母草药材 OPLS-DA 模型中，自变

量累积解释能力参数 R2
X为 0.883，因变量累积解释

能力参数 R2
Y为 0.797，预测能力参数 Q2为 0.741，均

大于 0.5，说明所建模型具有较强的解释率和预测

率。共提取 5个VIP值大于 1的指标，重要程度排名

依次为盐酸益母草碱含量以及峰 8、峰 1、峰 5、峰 7

的“峰面积/称样量”，故以上 5个指标为影响各批次

鲜益母草药材质量差异的标志物。

2.6.3　基于熵权TOPSIS法的综合质量评价模型构

建 熵权法是计算指标的信息熵，利用指标自身的

变异程度来衡量数据中包含的有效信息，从而确定

其对应的指标权重，可以用于多指标评价系统中确

定各指标权重，近年来，TOPSIS法已广泛应用于中

药综合质量评价领域［12-16］。以鲜益母草的盐酸益母

草碱和盐酸水苏碱含量、共有峰总峰面积及重金属

总量构建初始决策矩阵，参考文献报道［17］，按照公

式（1）、（2）对各指标进行归一标准化处理 ，公

式（1）为正向指标同向化处理，公式（2）为负向

指标同向化处理，其中盐酸益母草碱、盐酸水

苏碱含量及共有峰总峰面积为正向指标，重金

属总量为负向指标；再按照公式（3）、（4）计算

各指标的信息熵 e 及权重系数 w，具体结果见

表 7。

表4　23批鲜益母草各特征峰峰面积值

Table 4　Area values of characteristic peaks of 23 batches of fresh L. japonicus

编

号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

峰面积/称样量

峰1

0.199

0.200

0.167

0.079

0.078

0.074

0.039

0.053

0.050

0.038

0.038

0.081

0.049

0.049

0.060

0.063

0.055

0.017

0.033

0.058

0.110

0.085

0.066

峰2

0.206

0.197

0.185

0.197

0.147

0.156

0.097

0.093

0.091

0.105

0.085

0.128

0.114

0.103

0.125

0.116

0.112

0.051

0.088

0.116

0.051

0.036

0.069

峰3

0.456

0.416

0.387

0.450

0.351

0.367

0.245

0.222

0.230

0.247

0.233

0.377

0.273

0.250

0.333

0.299

0.297

0.177

0.315

0.415

0.161

0.095

0.215

峰4

0.731

0.653

0.594

0.742

0.599

0.675

0.345

0.351

0.352

0.379

0.357

0.496

0.403

0.384

0.500

0.458

0.434

0.251

0.399

0.577

0.234

0.162

0.300

峰5

0.611

0.539

0.487

0.203

0.128

0.213

0.126

0.119

0.122

0.138

0.136

0.196

0.134

0.125

0.134

0.143

0.147

0.091

0.183

0.225

0.123

0.077

0.158

峰6

0.943

1.098

0.809

0.665

1.064

0.724

0.262

0.714

0.529

0.286

0.356

0.539

0.657

0.563

0.396

0.625

0.668

0.415

0.375

0.647

0.419

0.620

0.676

峰7

1.125

1.104

0.939

0.980

1.079

0.934

0.396

0.515

0.512

0.351

0.463

0.646

0.684

0.593

0.557

0.492

0.622

0.292

0.355

0.522

0.595

0.452

0.590

峰8

1.222

1.478

1.095

0.659

0.492

1.757

1.147

0.542

0.364

0.532

0.362

0.467

0.629

0.416

1.059

0.657

0.576

1.201

1.513

1.746

0.754

0.749

0.774

峰9

0.222

0.219

0.185

0.522

0.585

0.582

0.241

0.258

0.254

0.162

0.217

0.390

0.361

0.287

0.298

0.248

0.358

0.141

0.191

0.261

0.329

0.238

0.283

峰10

0.182

0.173

0.143

0.353

0.343

0.338

0.135

0.173

0.171

0.119

0.178

0.291

0.197

0.181

0.241

0.204

0.216

0.090

0.116

0.180

0.132

0.096

0.118

峰11

0.260

0.249

0.230

0.637

0.752

0.700

0.240

0.233

0.331

0.093

0.278

0.387

0.577

0.265

0.328

0.465

0.356

0.094

0.194

0.328

0.286

0.096

0.123

峰12

1.512

1.495

1.179

0.974

1.109

0.864

0.281

0.360

0.420

0.114

0.387

0.709

0.594

0.356

0.403

0.601

0.511

0.340

0.461

0.801

0.320

0.133

0.150

峰13

0.164

0.120

0.115

0.382

0.513

0.228

0.068

0.136

0.160

0.033

0.137

0.278

0.195

0.127

0.145

0.252

0.152

0.050

0.068

0.150

0.117

0.045

0.047

峰14

0.669

0.671

0.685

0.326

0.228

0.321

0.088

0.201

0.162

0.136

0.165

0.197

0.210

0.136

0.098

0.202

0.283

0.185

0.157

0.275

0.143

0.121

0.151

峰15

0.096

0.092

0.076

0.212

0.291

0.256

0.065

0.106

0.150

0.059

0.076

0.182

0.245

0.157

0.173

0.139

0.139

0.060

0.102

0.150

0.193

0.143

0.187
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图3　23批鲜益母草UPLC指纹图谱叠加图

Fig. 3　Overlay of UPLC fingerprints of 23 batches of fresh L. japonicus

2-新绿原酸；4-绿原酸；8-盐酸益母草碱；12-芦丁；13-异槲皮苷；15-椴树苷。

2-neochlorogenic acid；4-chlorogenic acid；8-leonurus hydrochloride；12-rutin；13-isoquercetin；15-tiliroside.

图4　鲜益母草对照指纹图谱（A）及混合对照品色谱图（B）

Fig. 4　Fingerprint of fresh L. japonicus (A) and chromatogram of mixed reference substance (B)

··2837



Drug Evaluation Research第47卷 第12期  2024年12月 Vol. 47 No. 12 December 2024

Rij=[ Xij-min ( X1j，X2j，……Xmj ) ] /                             (1)

         [ max ( X1j，X2j，……，Xmj )-min ( X1j，X2j，……，Xmj ) ]

Rij=[ min ( X1j，X2j，……Xmj )-Xij ] /                              ( 2 )

         [ max ( X1j，X2j，……，Xmj )-min ( X1j，X2j，……，Xmj ) ]

Ej=-k ∑
i=1

m

RijlnRij                                                                  ( 3 )

      k= 1
ln m

，当Rij=0时，令RijlnRij=0

wj=
1-Ej

∑
j=1

n

(1-Ej )
( ∑

j=1

n

wj=1)                                             ( 4 )

TOPSIS法是系统工程中有限方案多目标决策

分析的一种综合评价方法，基本原理是通过计算评

价样本与正理想解和负理想解的距离来进行排序，

能充分利用原始数据的信息，精确地反映各评价方

案之间的差距。模型构建方法参考文献报道［17］。

根据标准化决策矩阵和各指标的权重系数w，按照

公式（5）建立加权决策矩阵，确定最优向量与最劣

向量，并按照公式（6）、（7）计算每个样品与最优向

量和最劣向量的距离 D 以及最优解的欧氏贴近度

Ci，根据Ci的大小对评价样本进行排序，结果见表8。

（5）    

（6）    

（7）    

Di
+为与正理想解距离，Di

−为与负理想解的距离；Ci为欧式贴

近度

表5　23批鲜益母草与对照指纹图谱的相似度评价结果

Table 5　Similarity evaluation results of fingerprints of 23 

batches of fresh L. japonicus and control

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

相似度

0.957

0.966

0.961

0.960

0.947

0.926

0.960

0.917

0.959

0.959

0.947

0.969

编号

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

相似度

0.950

0.966

0.960

0.969

0.979

0.901

0.903

0.953

0.972

0.920

0.943

Z =( Rij × wj )m× n

Ci = Di
-

Di
+ + Di

-

Di
- = ∑

j= 1

n

( Zij - Z
j

- )2Di
+ = ∑

j= 1

n

( Zij - Z
j

+ )2

图5　鲜益母草PCA得分图

Fig. 5　PCA score plot of fresh L. japonicus

表6　鲜益母草主成分特征值及方差贡献率

Table 6　Principal component characteristic values and 

variance contribution rate of fresh L. japonicus

主成

分

1

2

3

特征值

8.74

4.76

1.53

方差贡献率/%

51.40

28.00

8.97

累积方差贡献率/%

51.40

79.40

88.40

图6　鲜益母草HCA

Fig. 6　HCA of fresh L. japonicus

图7　鲜益母草OPLS-DA评分

Fig. 7　OPLS-DA score plot of fresh L. japonicus
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由表 8可知，质量排名前 3的为 4月上旬采收的

S1～S3，排名第 4～6的为 4月下旬采收的S4～S6，5

月采收的鲜益母草排名靠后，说明采收期对鲜益母

草的质量影响较大，幼苗期的鲜益母草质量整体较

优。5月采收的鲜益母草排名为第 7～23名，不同产

地的鲜益母草药材质量未表现出明显的优劣。可见，

TOPSIS法评价结果与PCA及HCA的结果较为一致。

2.7　不同采收期鲜益母草化学成分变化规律

鲜益母草质量评价研究结果显示，不同产地鲜

益母草药材质量未表现出明显的优劣，而幼苗期的

鲜益母草质量整体较优，原因可能是采收期对鲜益

母草药材的质量影响较大，故采集了来自 3个不同

产地4～7月的鲜益母草药材进行采收期研究。

取不同采收期的鲜益母草药材，按照“2.3.1”项

下制备供试品溶液，按照“2.3.3”“2.4.3”“2.5.3”项下

色谱条件进行含量与指纹图谱测定。以采收时间

为横坐标，指标测定含量和特征峰面积（以干燥品

计）为纵坐标，绘制折线图，见图 9。结果显示，随着

表8　鲜益母草TOPSIS模型质量评价情况

Table 8　Quality evaluation of TOPSIS model of fresh L. 

japonicus

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

Di
+

0.100

0.085

0.113

0.154

0.180

0.146

0.207

0.200

0.221

0.243

0.211

0.181

0.183

0.197

0.190

0.213

0.182

0.212

0.199

0.180

0.201

0.223

0.222

Di
−

0.189

0.222

0.173

0.147

0.124

0.136

0.072

0.067

0.045

0.021

0.052

0.092

0.102

0.077

0.097

0.053

0.083

0.077

0.093

0.099

0.070

0.052

0.045

Ci

0.653

0.723

0.604

0.489

0.407

0.481

0.258

0.252

0.168

0.080

0.197

0.338

0.358

0.280

0.338

0.199

0.312

0.267

0.318

0.354

0.258

0.191

0.168

排名

2

1

3

4

6

5

15

17

22

23

19

10

7

13

9

18

12

14

11

8

16

20

21

峰2-新绿原酸；峰4-绿原酸；峰8-盐酸益母草碱；峰12-芦丁；峰13-异槲皮苷；峰15-椴树苷。

Peak 2-neochlorogenic acid；Peak 4-chlorogenic acid；Peak 8-leonurus hydrochloride；Peak 12-rutin；Peak 13-isoquercetin；Peak 15-tiliroside.

图8　鲜益母草VIP分析图

Fig. 8　VIP histogram of fresh L. japonicus

表7　鲜益母草熵权法权重计算结果

Table 7　Calculation results of entropy weight method 

weight of fresh L. japonicus

指标项

盐酸益母草碱含量

盐酸水苏碱含量

峰1

峰2（新绿原酸）

峰3

峰4（绿原酸）

峰5

峰6

峰7

峰8（盐酸益母草碱）

峰9

峰10

峰11

峰12（芦丁）

峰13（异槲皮苷）

峰14

峰15（椴树苷）

总重金属

信息熵值（e）

0.910 2

0.865 4

0.899 8

0.937 7

0.957 4

0.946 7

0.845 9

0.943 5

0.917 2

0.904 8

0.923 7

0.902 5

0.920 5

0.911 8

0.914 7

0.829 6

0.930 8

0.956 5

权重系数（w）/%

5.68

8.52

6.34

3.94

2.69

3.37

9.75

3.57

5.24

6.02

4.83

6.16

5.03

5.58

5.39

10.77

4.38

2.75
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峰2-新绿原酸；峰4-绿原酸；峰8-盐酸益母草碱；峰12-芦丁；峰13-异槲皮苷；峰15-椴树苷。

Peak 2-neochlorogenic acid；Peak 4-chlorogenic acid；Peak 8-leonurus hydrochloride；Peak 12-rutin；Peak 13-isoquercetin；Peak 15-tiliroside.

图9　不同采收期鲜益母草成分含量与峰面积变化

Fig. 9　Variation of content and peak area of fresh L. japonicus in different harvest periods
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采收时间的推迟，采自河南南阳和江苏宿迁的鲜益

母草盐酸益母草碱、盐酸水苏碱含量均呈现下降趋

势，而采自河南驻马店的鲜益母草含量 4月含量稍

低，5月上旬达到峰值后开始逐渐下降，原因可能是

驻马店的鲜益母草播种较晚，长势较南阳与宿迁的

慢。图谱中采自 3 个产地的药材特征峰 2～5、峰

10～12、峰 14的峰面积均呈现明显下降趋势，峰 6、

7、9、13、15的峰面积先呈现上升趋势，约在 5月达到

峰值，之后开始下降，峰 1 的峰面积则呈现波动状

态，采收时间对其影响不大。

3　讨论

本实验分别考察了提取方式（回流、超声）、提

取溶剂（50%甲醇、70%甲醇、甲醇、50%乙醇、70%

乙醇、乙醇、水）、提取时间（0.5、1.0、1.5、2.0 h）、溶剂

用量（25、50、100 mL）对含量测定及指纹图谱色谱

峰的峰型及峰面积的影响，结果显示鲜益母草样品

前处理时加入 70%乙醇 50 mL回流提取 1.0 h效果

整体较佳。另外，本实验还考察了不同流动相对指

纹图谱峰型的影响，采用乙腈-0.1% 醋酸水为流动

相时，色谱峰峰型较差，采用乙腈-0.1%甲酸水溶液

时，部分色谱峰不对称，峰型较差，采用乙腈-0.1%

磷酸水为流动相的洗脱效果较好，色谱图基线平

稳，故最终确定 0.1%磷酸水作为流动相。在上述实

验条件下，进一步对不同检测波长进行考察，结果

显示 320、277、254 nm下色谱峰峰型、分离度均无明

显差异，但 277 nm下主要色谱峰吸收强度高，因此

波长选择277 nm。

中药指纹图谱是对中药物质群整体作用的认

识，可以在整体水平阐明中药的化学成分组成，也

是中药质量控制的重要指标之一。益母草化学物

质丰富，涵盖生物碱类、黄酮类、萜类、苯乙醇苷类

和挥发油类等多种化合物［2-3］，为了更全面地表征鲜

益母草主要化学成分的整体特征，本研究采用

UPLC-UV 的方式建立了鲜益母草药材的指纹图

谱，图谱中主要为生物碱类、黄酮类及有机酸类成

分。同时，考虑到盐酸益母草碱和盐酸水苏碱具有

广泛且较强的药理活性，是益母草的主要活性成

分［18］，已成为鲜益母草及其制剂控制的主要成分指

标，因盐酸水苏碱没有紫外吸收，指纹图谱中无法

体现，故本研究在建立指纹图谱方法的基础上，增

加盐酸益母草碱和盐酸水苏碱作为含量测定的指

标成分，通过指纹图谱与含量测定结合的方式，更

全面地体现鲜益母草的内在品质。

中药历来有“道地药材”的说法，不同产地的光

照、温度、水分、空气、土壤等均具有差异，与药材的

生长发育、品质与药效密切相关［19］。本研究表明，

产自山东、河南、湖北的鲜益母草药材聚类和综合

评分均存在交叉的情况，质量差异不大，并未表现

出明显产地优势。益母草资源丰富，全国大部分地

区均产，但由于鲜药保鲜、运输、储藏较为困难，本

研究收集的鲜益母草未能覆盖大部分产区，因此关

于不同产地鲜益母草药材质量评价的结果是否具

有更广泛的代表性，还有待进一步研究。

孙思邈在《千金翼方》中记载：“夫药采取不知

时节，不以阴暴干，虽有药名，终无药实”，历代本

草、《中药材生产质量管理规范》及现行药典对采收

期相关内容均有规定，现代研究也表明，不同采收

期的药材有效成分含量差异较大［20-21］。由于采收时

间不同，温度、降雨量、日照时数等外部气候因素也

不同，从而影响有效成分含量；此外，不同采收期的

鲜益母草长势悬殊，茎叶比例差异较大，而研究表

明，益母草不同部位含量有明显差异［3，11］，其中叶的

含量最高，茎的含量较低。因此，本实验对于不同

采收期的鲜益母草进行检测分析，PCA、HCA结果

均显示，不同采收期的鲜益母草样品分为 3类，熵权

TOPSIS分析结果显示幼苗期的鲜益母草质量整体

较优，说明采收时间对鲜益母草质量有明显影响，

与文献研究结果一致［9］。进一步考察不同采收期鲜

益母草药材的各化学成分的动态分布情况，发现随

着采收期的延长，鲜益母草中盐酸益母草碱、盐酸

水苏碱含量逐渐降低，指纹图谱中除峰 1外其余特

征峰的峰面积在 5 月下旬抽茎之后均呈下降趋

势，可见 4～5 月的鲜益母草质量较优。《名医别

录》也有记载，云：“茺蔚生海滨池泽，五月采”，

与本研究结果一致。
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