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基于多指标含量测定及化学计量学的黔产黑龙骨茎叶质量评价  

周玲利，刘育辰，彭乐强，穆开朗，冉  飞，刘  刚* 

贵州中医药大学，贵州 贵阳  550025 

摘  要：目的  建立黑龙骨 Periploca forrestii 茎叶（PFSL）中 7 个成分的 UPLC 测定方法，并对结果进行化学计量学分析。

方法  采用 Agilent Eclipse Plus C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 m），以 0.1%磷酸水-乙腈为流动相梯度洗脱，体积流量

0.2 mL·min−1，进样量 0.8 L，柱温 30 ℃；采用切换波长法测定 15 批 PFSL 中新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、隐绿原酸、异

槲皮苷、紫云英苷及异绿原酸 C 的含量，结合聚类分析（HCA）、主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-

DA）对含量测定结果进行综合评价。结果  新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、隐绿原酸、异槲皮苷、紫云英苷及异绿原酸 C 在

0.030 40～1.216 00、0.012 60～1.008 00、0.001 24～0.024 80、0.015 20～0.496 00、0.011 20～0.179 20、0.007 84～0.117 60、

0.003 64～0.136 00 g·mL−1 线性关系良好（R2＞0.999 0），平均加样回收率分别为 96.01%、98.93%、98.52%、98.94%、98.06%、

96.22%、98.20%，RSD 分别为 2.29%、3.13%、3.22%、2.71%、1.92%、2.86%、2.38%；质量分数分别为 1.413 1～12.257 1、

0.912 1～10.090 6、0.042 4～0.314 8、0.926 6～8.537 9、0.350 6～3.337 0、0.176 4～0.610 0、0.253 1～1.257 6 mg·g−1。化学

计量学分析结果显示，15 批 PFSL 样品聚为 3 类，隐绿原酸、咖啡酸、紫云英苷、新绿原酸、绿原酸、异槲皮苷为 15 批样

品中的主要差异成分。结论  建立的 UPLC 含量测定方法稳定，结合化学计量学方法可为 PFSL 质量评价提供参考。 
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Abstract: Objective To establish an UPLC content determination method of seven components in Periploca forrestii stem-leaf (PFSL), 

and analyze the content determination results by chemometrics method. Methods The analysis was carried out on Agilent Eclipse Plus 

C18 column (100 mm × 2.1 mm, 1.8 m). The mobile phase was 0.1% phosphoric acid- acetonitrile with gradient elution. The volume 

flow was 0.2 mL·min−1, the injection volume was 0.8 μL, and the column temperature was 30℃. Measuring the content of 

neochlorogenic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, cryptochlorogenic acid, isoquercitrin, astragalin and isochlorogenic acid C in 15 

batches of PFSL by wavelength switching method. The content determination results were comprehensively analyzed using hierarchical 

cluster analysis (HCA), principal component analysis (PCA), and orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA). 

Results Neochlorogenic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, cryptochlorogenic acid, isoquercitrin, astragalin and isochlorogenic acid 

C showed good linear relationship (R2＞0.999 0) within the ranges of 0.030 40—1.216 00, 0.012 60—1.008 00, 0.001 24—0.024 80, 

0.015 20—0.496 00, 0.011 20—0.179 20, 0.007 84—0.117 60, 0.003 64—0.136 00 g·mL−1, whose average recoveries were 96.01%, 

98.93%, 98.52%, 98.94%, 98.06%, 96.22% and 98.20%, with RSD values of 2.29%, 3.13%, 3.22%, 2.71%, 1.92%, 2.86%, 

2.38%, respectively. Their mass fractions were 1.413 1—12.257 1, 0.912 1—10.090 6, 0.042 4—0.314 8, 0.926 6—8.537 9, 0.350 6—

3.337 0, 0.176 4—0.610 0 and 0.253 1—1.257 6 mg·g−1. The chemometrics analysis results showed that 15 batches of PFSL could be 
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clustered into three categories, cryptochlorogenic acid, caffeic acid, astragalin, neochlorogenic acid, chlorogenic acid and isoquercitrin 

were the main differential components in 15 batches of samples. Conclusion The established method for the determination of multi-

component content in PFSL is stable, which can provide reference for the quality evaluation of PFSL combined with chemometrics 

method. 

Key words: Periploca forrestii stem-leaf; content determination; chemical identification mode; quality evaluation; neochlorogenic 

acid; chlorogenic acid; caffeic acid; cryptochlorogenic acid; isoquercitrin; astragalin; isochlorogenic acid C  

 

黑龙骨 Periploca forrestii Schltr.为萝藦科杠柳

属植物，俗称西南杠柳[1]，其藤茎黑骨藤被《中华

本草苗药卷》收载[2]，具有舒筋活血、祛风除湿、清

热解毒等功效，作为苗族民间传统草药用于治疗风

湿等疾病[3]，是贵州省当前着重发展的苗药之一。

前期对黑龙骨茎叶（Periploca forrestii stem-leaf，

PFSL）进行文献调研发现，黑龙骨非药用部位茎叶

的化学成分及药理作用鲜有报道，且因其为非药用

部位被大量丢弃，造成资源极大浪费，PFSL 含有咖

啡酰基奎宁酸类成分[3-4]，其具有抑菌、抗炎、抗类

风湿关节炎（RA）等多种药理活性[5-7]，课题组前期

研究发现 PFSL 醇提取物具有显著的抗 RA 作用[8]，

其药效物质未见报道。通过查阅文献发现，PFSL 中

新绿原酸[9]、绿原酸[9-10]、咖啡酸[11]、隐绿原酸[9]、

异绿原酸 C[12]、异槲皮苷[13]和紫云英苷[14]具有抗

RA 作用。因此，本研究选取这 7 个与 PFSL 药效相

关的成分作为其评价指标，通过建立 PFSL 多指标

含量测定，结合化学计量学方法，明确黔产 PFSL 差

异性成分，综合评价PFSL质量，为质量控制及PFSL

资源的有效开发利用提供参考。 

1  材料 

1.1 仪器 

LC-2040C 3D-Plus 超高效液相色谱仪（日本岛

津公司）；FA2204B 型万分之一电子天平（上海天美

仪器有限公司）；MS205DU 型十万分之一电子天平

（瑞士梅特勒托利多公司）；SB-4200DTD 超声波清

洗机（宁波新艺超声设备有限公司）；SHZ-DⅢ循环

水式真空泵（上海予英有限公司）；RHP-750A 多功

能粉碎机（浙江荣浩工贸有限公司）。 

1.2  药材及主要试剂 

15 批 PFSL 样品采集地见表 1，经贵州中医

药大学药学院高级实验师刘刚鉴定为萝藦科杠柳

属植物黑龙骨 Periploca forrestii Schltr.的茎叶。新

绿原酸（批号 DZP10805，质量分数≥98%）、绿

原酸（批号 DZP10526，质量分数≥98%）、隐绿

原酸（批号 DZP10804，质量分数≥98%）、咖啡 

表 1  样品来源信息 

Table 1  Sample source information 

编号 采集地 

S1 贵州省花溪区贵筑社区 

S2 贵州省贵定县云雾镇 

S3 贵州省望谟县新屯街道 

S4 贵州省清镇市流长苗族乡 

S5 贵州省长顺县种获乡 

S6 贵州省安顺市西秀区 

S7 贵州省清镇市百花湖畔 

S8 贵州省贵阳市修文县 

S9 贵州省长顺县代化镇 

S10 贵州省黔南龙里县 

S11 贵州省惠水县王佑镇 

S12 贵州省六盘水市六枝 

S13 贵州省贵阳市南明区永乐乡1号 

S14 贵州省贵阳市南明区永乐乡2号 

S15 贵州中医药大学药用植物园栽培 

酸（批号 DZP10444，质量分数≥98%）、异槲皮苷

（批号 DZP01483，质量分数≥98%）、紫云英苷（批

号 WP204023，质量分数≥98%）、异绿原酸 C（批

号 DZP10804，质量分数≥98%）均购自天津万象恒

远科技有限公司；乙腈和甲醇（色谱级）均购自安

徽天地生命科技有限公司，其余试剂均为分析纯；

纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司）。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18（100 mm×

2.1 mm，1.8 μm），流动相为 0.1%磷酸水（A）-乙

腈（B），洗脱梯度：0～9 min，7.0%～7.5% B；9～

28 min，7.5%～9.0% B；28～31 min，9.0%～13.0% B；

31～55 min，13.0% B；55～60 min，13.0%～14.0% B；

60～62 min，14.0%～16.0% B；62～67 min，16.0%～

18.0% B；67～72 min，18.0%B；72～75 min，18.0%～

21.5% B；75～80 min，21.5%～65.0% B；80～82 min，

65.0%～95.0% B；体积流量 0.2 mL·min−1，进样
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量 0.8 μL，柱温 30 ℃，检测波长 1～49 min：327 nm，

49～70 min：254 nm，70～82 min：327 nm。 

2.2 溶液的制备 

2.2.1  供试品溶液的制备  取 PFSL 茎叶，干燥、

粉碎、过二号筛，取粉末 0.5 g，精密称定，置于

20 mL 锥形瓶中，加入 75%乙醇 10 mL，称质量，

超声提取 30 min（功率 200 W、频率 40 kHz），放

冷，用 75%乙醇补足减失的质量，摇匀，过 0.22 μm

微孔滤膜，取续滤液，即得供试品溶液。 

2.2.2  混合对照品溶液的制备  精密称取新绿原

酸、绿原酸、隐绿原酸适量于 10 mL 量瓶中，加入

75%乙醇配成质量浓度分别为 1 520.00、1 240.00、

1 260.00 μg·mL−1 的对照品储备溶液①；另外精密称

取咖啡酸、异槲皮苷、紫云英苷、异绿原酸 C 置于

50 mL 量瓶，加入 75%乙醇，配制成质量浓度分别

为 62.00、112.00、98.00、170.00 μg·mL−1 的对照

品储备溶液②；精密移取对照品储备溶液①、②各

1 mL 于 10 mL 量瓶中，加入 75%乙醇定容至刻度，

摇匀，得到混合对照品溶液③。 

2.2.3  空白溶液的制备  精密量取 75%乙醇溶液

10 mL，按照“2.2.1”项下方法制备即得。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  专属性考察  将空白溶液、对照品溶液、S1

供试品溶液按“2.1”项下色谱方法进样。结果表明，

在 327、254 nm 检测波长下，空白溶液在对照品溶

液的保留时间处无干扰峰出现，见图 1。结果表明

所建方法专属性强。 

2.3.2  线性关系考察  取“2.2.2”项下混合对照品

储备液①进样 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 μL，混合对

照品储备液②进样 0.2、0.4、0.6、0.8、1.2 μL、混

合对照品溶液③进样 0.1、0.2、0.4、0.8、1.2、2.0 μL，

按“2.1”项下色谱条件进样测定，以对照品溶液的

质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标进行线性回归

分析，结果表明（表 2）各成分在相应质量浓度范

围内线性关系良好。 

 
1-新绿原酸；2-绿原酸；3-咖啡酸；4-隐绿原酸；5-异槲皮苷；

6-紫云英苷；7-异绿原酸 C。 

1-neochlorogenic acid; 2-chlorogenic acid; 3-caffeic acid; 

4-cryptochlorogenic acid; 5-isoquercitrin; 6-astragalin; 

7-isochlorogenic acid C. 

图 1  空白溶液(A、B)、对照品溶液（C、D）、S1 样品溶

液（E、F）UPLC 图 

Fig. 1  UPLC diagram of blank solution (A, B), reference 

solution (C, D), and sample solution (E, F) 

表 2  线性关系考察结果 

Table 2  Results of linear relationship test 

化合物 线性回归方程 R2 线性范围/g 

新绿原酸 Y＝1 343.00 X－25.353 0 0.999 6 0.030 40～1.216 00 

绿原酸 Y＝1 463.90 X－12.996 0 0.999 6 0.012 60～1.008 00 

咖啡酸 Y＝2 087.90 X－0.332 2 0.999 9 0.001 24～0.024 80 

隐绿原酸 Y＝1 352.40 X－5.855 9 0.999 1 0.015 20～0.496 00 

异槲皮苷 Y＝1 620.10 X－6.897 8 0.999 8 0.011 20～0.179 20 

紫云英苷 Y＝873.56 X－4.814 1 0.999 8 0.007 84～0.117 60 

异绿原酸C Y＝1 702.60 X－6.639 5 0.999 0  0.003 64～0.136 00 

2.3.3  精密度试验  取“2.2.2”项下混合对照溶液，

按“2.1”项下条件连续进样 6 次，计算新绿原酸、

绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、异槲皮苷、紫云英苷、

异绿原酸 C 峰面积 RSD 分别为 0.69%、0.65%、

0.66%、0.63%、0.43%、0.83%、0.73%，表明仪器

精密度良好。 

2.3.4  重复性试验  取 6 份 S3 样品，均按“2.2.1” 

项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下条件进样，

按“2.3.2”项下方程计算新绿原酸、绿原酸、隐绿

原酸、咖啡酸、异槲皮苷、紫云英苷质量分数 RSD

分别为 0.35%、0.12%、0.46%、0.58%、0.78%、0.74%、

0.78%，表明该方法重复性良好。 
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2.3.5  加样回收试验  精密称定样品（S3）6 份

0.25 g，置于 10 mL 锥形瓶中，精密加入混合对照

品溶液（新绿原酸、绿原酸、咖啡酸、隐绿原酸、

异槲皮苷、紫云英苷、异绿原酸 C 的质量浓度分别

为 119 6.30、956.00、34.00、967.00、536.00、169.00、

34.00 μg·mL−1）1 mL，再精密加入 3 mL 75%乙醇，

称定质量，按“2.2.1”项下方法制备，按“2.1”

项下条件进样。新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、

咖啡酸、异槲皮苷、紫云英苷的平均加样回收率

分别为 96.01%、98.93%、98.52%、98.94%、98.06%、

96.22%、98.20%，RSD 分别为 2.29%、3.13%、3.22%、

2.71%、1.92%、2.86%、2.38%，表明该分析方法准

确度良好。 

2.4  样品测定 

取 15 批 PFSL 样品，按“2.2.1”项下方法制备

供试品溶液，按“2.1”项下条件进行含量测定，结

果如表 3 所示，不同产地 PFSL 中 7 个化学成分含

量不同，其中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸含量较高。 

表 3  黑龙骨茎叶含量测定结果 

Table 3  Determination results of stem and leaf content of Periploca forrestii 

编号 
质量分数/(mg·g−1) 

新绿原酸 绿原酸 咖啡酸 隐绿原酸 异槲皮苷 紫云英苷 异绿原酸C 

S1 2.342 2   1.768 2   0.116 7   1.616 6   0.526 9   0.302 8   0.364 6   

S2 3.364 0   1.635 4   0.162 2   2.015 6   0.673 6   0.295 6   0.451 2   

S3 1.547 1   1.333 6   0.070 6   1.106 3   0.729 0   0.232 7   0.559 5   

S4 6.486 0   2.529 9   0.217 0   5.323 4   0.709 2   0.173 1   0.248 0   

S5 3.607 3   2.360 1   0.122 1   3.146 5   0.415 7   0.418 3   0.502 6   

S6 4.501 7   3.543 8   0.072 2   3.599 4   1.931 1   0.273 7   1.232 4   

S7 9.402 1   4.159 4   0.100 9   8.367 1   1.931 1   0.321 1   0.273 3   

S8 6.376 7   4.547 9   0.041 6   6.363 6   2.775 8   0.259 1   0.311 0   

S9 2.427 5   1.816 5   0.058 9   2.062 1   0.667 1   0.172 9   0.807 3   

S10 5.750 9   3.826 3   0.047 0   5.547 1   2.419 9   0.261 1   0.429 9   

S11 1.384 8   0.893 9   0.042 7   0.908 1   0.343 6   0.280 4   0.490 8   

S12 7.832 0   4.458 7   0.126 3   5.191 3   0.909 9   0.232 1   0.589 7   

S13 6.990 9   9.888 8   0.286 9   4.460 3   1.108 5   0.372 6   0.402 4   

S14 12.012 0   9.503 1   0.242 3   6.236 4   3.270 3   0.422 2   0.861 7   

S15 10.679 8   7.394 9   0.308 5   3.175 2   1.528 8   0.597 8   0.399 3   

2.5  化学模式识别 

2.5.1  聚类分析（HCA）  以 15 批黑龙骨茎叶中 7

个成分含量为变量，应用 SPSS 26.00 软件采用组间连

接法进行 HCA，结果如图 2 所示。当距离为 15 时，

聚类分为 3 类，S1～S3、S5、S9、S11 为第 I 类；S4、

S6～S8、S10、S12 第 II 类；S13～S15 为第 III 类。 

2.5.2  主成分分析（PCA）  PCA 是对相关变量进

行分类，在保持原有数据信息前提下，对数据进行降

维处理，达到简化指标目的的一种分析方法。该法将

原有的相关性变量重组转换成新的变量，转换后的变

量称为主成分。以 15 批 PFSL 样品中 7 个指标成分

含量测定结果为变量进行 PCA，结果见表 4。3 个主

成分的累积贡献率为 89.045%，按照 PCA 结果可将

15 批 PFSL 划分为 3 类。PCA 结果与 HCA 一致。 

 

图 2  聚类分析谱系图 

Fig. 2  Cluster analysis pedigree diagram 
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表 4  特征值及方差贡献率 

Table 4  Eigenvalue and variance contribution rate 

主成分 特征值 方差贡献率/% 累积方差贡献率/% 

1 3.642 53.030 52.030 

2 1.458 21.260 73.290 

3 1.103 15.755 89.045 

由图 3 可知，PCA 中特征值的变化曲线在第 3

个点是过渡点，说明 3 个主成分的分析结果可以基

本显示不同产地 PFSL 之间的质量，能较为全面地

反映 15 批样品大部分信息。 

因子载荷矩阵在一定程度上能反映各主成分

与原始变量之间的相关系数，反馈 3 个主成分对

PCA 模型的贡献能力。结果见表 5，新绿原酸、绿

原酸、咖啡酸、紫云英苷在主成分 1 上具有较高的

正载荷；隐绿原酸、异槲皮苷在主成分 2 上具有较

高的正载荷；异绿原酸 C 在主成分 3 上具有较高的

正载荷。 

将 15批不同产地的PFSL成分含量导入SIMCA 

14.0 软件得主成分得分图（图 4）。采用 SPSS 软件

计算主成分得分，以各主成分对应的方差贡献率为

权重计算综合得分，计算公式为 Z 综合＝0.58 Z1＋0.24 

Z2＋0.18 Z3，具体结果见表 6。S14 综合得分最高，  

 

图 3  主成分分析碎石图 

Fig. 3  Principal component analysis gravel diagram 

表 5  因子载荷矩阵 

Table 5  Factor loading matrix 

名称 主成分1 主成分2 主成分3 

新绿原酸 0.960   0.086   −0.073   

绿原酸 0.921   −0.093   0.164   

咖啡酸 0.687   −0.632   0.022   

隐绿原酸 0.700   0.551   −0.382   

异槲皮苷 0.703   0.605   0.131   

紫云英苷 0.642   −0.557   0.208   

异绿原酸C −0.058   0.304   0.929   

 

图 4  主成分得分图 

Fig. 4  Principal component score plot 

表 6  主成分得分和综合得分 

Table 6  Principal component score and composite score 

编号 主成分1 主成分2 主成分3 综合得分 

S1 −0.862   −0.778  −0.327  −0.750   

S2 −0.649   −0.748  −0.121  −0.580   

S3 −1.187   −0.170  0.269  −0.690   

S4 −0.096   −0.143  −1.504  −0.360   

S5 −0.410   −0.873  0.069  −0.440   

S6 −0.262   1.155  2.328  0.530   

S7 0.791   0.981  −1.488  0.430   

S8 0.360   1.475  −0.985  0.390   

S9 −1.140   0.422  0.813  −0.420   

S10 0.109   1.247  −0.539  0.270   

S11 −1.314   −0.450  0.086  −0.860   

S12 0.095   0.398  −0.202  0.120   

S13 1.062   −1.157  −0.088  0.330   

S14 1.987   0.584  1.345  1.540   

S15 1.517   −1.943  0.345  0.480   

且得分大于 1，说明在 15 批不同产地的样品中，此

产地的 PFSL 成分含量最优。 

2.5.3  正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）  为

更进一步分析 15 批不同产地样品间的差异，采用

SIMCA14.0 软件进行 OPLS-DA（图 5），15 批产地

样品分为 3 类，与 HCA 和 PCA 结果一致。 

变量投影重要度（VIP）是筛选不同产地差异性

的重要指标，以 VIP 值大于 1 为条件，筛选出 6 个

差异性成分（图 6），按 VIP 大小排序依次为隐绿原 

 

图 5  OPLS-DA 得分图 

Fig. 5  OPLS-DA score plot 
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图 6  黑龙骨茎叶 VIP 图 

Fig. 6  VIP diagram of stem and leaf of Periploca forrestii 

酸＞咖啡酸＞紫云英苷＞新绿原酸＞绿原酸＞异槲

皮苷，这 6 个成分是 15 批 PFSL 的主要差异成分。 

3  讨论 

3.1  流动相及检测波长的选择 

本研究考察流动相（甲醇-0.1%甲酸水、甲醇-

0.1%乙酸水、甲醇-0.1%磷酸水、乙腈-0.1%磷酸水

及乙腈-0.1%甲酸水），考察柱温（25、30、35 ℃），

体积流量（0.1、0.2、0.3 mL·min−1）、进样体积（0.5、

0.8、1.0、2.0 μL）对基线平稳度、色谱峰峰形及分

离度的影响，最终选择流动相为乙腈-0.1%磷酸水、

柱温 30 ℃、体积流量 0.2 mL·min−1、进样量 0.8 μL

的色谱条件。 

本研究采用二极管阵列检测器（DAD），对 7 个

成分的单一对照品进行全波长扫描，结果表明，新

绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、异绿原酸 C

在 327 nm 下为最大紫外吸收波长，异槲皮苷和紫

云英苷在 202 nm 和 254 nm 下均显示有紫外吸收，

在 254 nm 下基线较平稳，分离度较高，因此检测波

长选择 254 nm。  

3.2  化学模式识别分析 

本研究通过 HCA、PCA 及 OPLS-DA 对 PFSL

含量进行综合评价分析，通过 HCA 发现，15 批黑

PFSL 可聚为 3 类，表明不同产地的 PFSL 存在一定

差异，可能与不同产地土壤、降水量、气候等地理

环境有关，该分析可为筛选药材种植地提供参考。 

PCA 以主成分特征值和方差贡献率为筛选原

则，提取出的 3 个主成分累计贡献率达到 89.045%，

可以代表 15 批 PFSL 的基本特性和大部分信息。通

过 OPLS-DA，以 VIP＞1 筛选出隐绿原酸、咖啡酸、

紫云英苷、新绿原酸、绿原酸、异槲皮苷共 6 种主

要差异成分，可用来区分不同产地 PFSL 的质量，

为其质量控制及评价提供参考。 

本研究通过多成分含量测定与化学计量学相

结合的方式，可有效评价不同产地 PFSL 的质量差

异，为 PFSL 质量控制提供参考。 
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