
·2082· 中草药 2021 年 4 月 第 52 卷 第 7 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 April Vol. 52 No. 7 

   

基于夏枯草不同生长发育时期化学成分的动态监测阐释“夏枯质优”的
科学内涵3 
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摘  要：目的  基于紫外（UV）和高效液相（HPLC）全息指纹图谱，化学模式识别技术与多成分定量相结合的方法，整合

评价不同生长发育时期的 49 批夏枯草 Prunella vulgaris 样品化学成分的变化规律，从而阐明夏枯草由草到药的演变过程，解

释夏枯草“夏枯质优”的科学内涵。方法  建立不同生长发育时期 49 批夏枯草样品的 UV 和 HPLC 全息指纹图谱，采用主

成分分析（principal component analysis，PCA）、偏最小二乘法-判别分析（partial leastsquares-discriminant analysis，PLS-DA）

对其进行评价，筛选出影响夏枯草分类的特异性吸收波段，并对主要差异性化学成分进行含量测定。结果  建立了不同生长

发育时期 49 批夏枯草样品的 UV 和 HPLC 指纹图谱，PCA 和 PLS-DA 分析可直观显示夏枯草样品中总的化学组分在不同生

长发育时期时动态的变化趋势，其中夏枯草枯萎期可以明显的和其他 4 个时期区分开来，且其他 4 个时期有向枯萎期动态渐

变的趋势。UV 指纹图谱通过 PLS-DA 筛选出特异性吸收波段为 261 nm，HPLC 指纹图谱利用 PLS-DA 的变量因子（VIP）
分布图，筛选出 VIP 值大于 1.3 的 2 个色谱峰，经指认为异迷迭香酸苷和迷迭香酸，确定为主要差异性化学成分。对不同生

长发育时期的夏枯草差异性化学成分进行含量测定，其中迷迭香酸的含量为 0.020%～0.344%；异迷迭香酸苷的含量为

0.0016%～0.0988%。多成分定量结果说明，果穗枯萎期中异迷迭香酸苷和迷迭香酸的含量明显增加。含量测定结果与指纹

图谱模式识别结果一致，两者可相互验证。结论  指纹图谱结合化学模式识别技术与多成分定量，多种分析方法并用，全方

位整合的技术手段，实现了对夏枯草从草到药的整个生长发育过程中整体化学信息的动态监测。该方法分析全面、操作简便，

为阐明“夏枯质优”，规范夏枯草药材采收及全面评价药材质量提供参考。 
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Scientific connotation of “summer withering with good quality” based on 
dynamic monitoring of chemical constituents at different growth and 
development stages of Prunella vulgaris 
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Abstract: Objective  Based on the UV and HPLC fingerprints of Prunella vulgaris samples, combined with 
multi-component quantitative analysis and chemical pattern recognition methods, the changes of chemical components in 49 
batches of P. vulgaris samples at different growth stages were evaluated, so as to clarify the evolution process of P. vulgaris 
from herbs to medicines, and explain the scientific connotation of “summer wither ing with good quality” of P. vulgaris. 
Methods  UV and HPLC holographic fingerprints of 49 batches of P. vulgaris samples at different growth stages were 
established, which were evaluated by principal component analysis (PCA) and partial least squares-discriminant analysis 
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(PLS-DA). The specific absorption bands affecting the classification of P. vulgaris were screened out. The chemical 
constituents that cause the difference of P. vulgaris at different growth and development stages were determined. Results  UV 
and HPLC fingerprints of 49 batches of P. vulgaris samples at different growth stages were established. PCA and PLS-DA 
analysis intuitively showed the dynamic changes of total chemical components in P. vulgaris samples at different growth 
stages. The withering period of P. vulgaris can be clearly distinguished from the other four periods, and the other four periods 
had a trend of dynamic gradual change towards the withering period. The specific absorption band of UV fingerprint was 261 
nm through PLS-DA. By using the VIP distribution map of PLS-DA, two peaks with VIP value greater than 1.3 were screened 
out by HPLC fingerprint. Isorosmarin and rosmarinic acid were identified as the main differential chemical components. 
Determination of chemical components of P. vulgaris in different growth stages was carried out, The content of rosmarinic 
acid was 0.020%—0.344%. The content of isorosmarin was 0.0016%—0.0988%. Multi-component quantitative results showed 
that the contents of isorosmarin and rosmarinic acid increased significantly in the withering period of cluster. The results of the 
content determination were consistent with the fingerprint pattern recognition results, and they can be verified mutually.  
Conclusion  Fingerprint combined with chemical pattern recognition methods and multi-component quantitative analysis was 
used to monitor the overall chemical information of P. vulgaris during the whole growth and development process from herbs 
to medicines. This method is comprehensive and easy to operate. It can be used as a reference for elucidating the “ summer 
withering with good quality”, standardizing the collection of P. vulgaris and comprehensively evaluating its quality. 
Key words: Prunella vulgaris L.; UV fingerprint; HPLC fingerprint; principal component analysis; partial least squares 
method-discriminant analysis; isorosmarin; rosmarinic acid; multi-component quantification

几千年来，中草药一直被中国人民用作防治疾

病的主要工具，日渐积累宝贵的用药知识，并形成

一整套中药理论体系。中药材与采收时节密切相关。

民间就有这样的俗语：“当季是药，过季是草”，“三

月茵陈四月蒿，五月六月当柴烧”，因此，中药在适

宜的时间采收，直接影响防病治病的效果。 
为何中药一定要到它的最佳采收期采收才可用

药？中药作为多组分、多靶点的复合体系，用其中

的某一种组分或某一类组分来判定采收时期，很难

从整体上评价其结果，因此，本实验以夏枯草为例，

借助多维指纹图谱，以及化学计量学等多元数据统

计分析的方法[1-3]，建立整合模型，研究总的化学组

分在夏枯草生长不同时期的动态变化过程，从整体

上阐明总的化学组成与不同生长发育时期之间的关

系，以科学的手段解释夏枯草“夏枯质优”的科学

内涵，它是如何从草到药的。 
夏枯草为唇形科（Lamiaceae）植物夏枯草

Prunella vulgaris L.的干燥果穗，具有清肝散火、明

目、散结消肿的功效[4-5]。其药用部位为果穗，应在

植株果穗 80%现黄渐变成棕褐色时，趁晴天可挤蔸

割下或将果穗割回晒干收籽，其表型变化过程明显。 
中药从属于复杂科学体系，任何单一方法都无

法清晰准确揭示中药复杂系统的真实本源，主成分

分析（principal component analysis，PCA）和偏最

小二乘法判别分析（partial least squares discriminant 
analysis，PLS-DA）目前广泛应用于药品食品和农

产品等的快速识别。本实验以夏枯草为研究对象，

研究“夏枯”前后化学成分变化的差异性。利用 2
种指纹图谱实现了对中药全化学成分的全面监测，

并将多维指纹谱技术和多元数据分析技术恰当整

合，使其成为一种综合鉴别、客观量化和精准评价

中药的有效可行方法，使中医中药在中药质量控制、

中药药效成分研究、中药作用机制研究等多方面更

加科学化[6-7]。 
1  材料 
1.1  仪器与试剂 

TU-1900 双光束紫外可见分光光度计（北京普

析通用仪器有限责任公司）；Alliance Waters e2695
高效液相色谱系统，AllianceWaters 2998PDA 检测

器，Empower3色谱工作站（Waters公司）；KQ-500DE
型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

SQP 型电子分析天平（赛多利科学仪器北京有限公

司）；所用试剂甲醇、甲酸均为色谱纯；水为超纯水；

对照品芦丁（批号 B20771）海源叶生物科技有限公

司）；异迷迭香酸苷、迷迭香酸均为课题组自制，质

量分数经高效液相色谱法（面积归一化法）测定大

于 98%。 
1.2  试药 
1.2.1  夏枯草种植   湖南中医药大学药植园

（112°54′E；28°08′N；88 m），土壤为砂质黄土壤，

肥力中等。播种前施入有机复合肥 1.2×103 kg/hm2

作为底肥一次性施入土壤。 
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1.2.2  夏枯草采收  对夏枯草生长阶段进行划分，

依次分为生长期（A1～A5）、花始期（B6～B16）、
花盛期（C17～C24）、花萎期（D25～D37）和枯萎

期（E38～E49）5 个时期，采集各个时期样本共 49
份，药材经湖南中医药大学药学院王智教授鉴定为

唇形科夏枯草属植物夏枯草 P. vulgaris L.。 
2  方法 
2.1  供试品溶液的制备 
2.1.1  紫外用供试品溶液的制备  精密称取夏枯草

药材粉末（过 40 目筛）约 0.1 g，加入溶剂 2 mL，
密塞，称定质量，超声提取 60 min，放冷，再称定

质量，用溶剂补足减失的质量，摇匀，静置后取上

清液 0.5 mL，微孔滤膜（0.45 μm）滤过，定容至 8 
mL。即得各样品紫外指纹图谱的待测溶液。 
2.1.2  HPLC用供试品溶液的制备  精密称取49份
夏枯草粉末（过 40 目筛）约 0.2 g，加入溶剂 5 mL，
密塞，称定质量，超声提取（50 ℃、60 min），放

冷，再称定质量，用溶剂补足减失的质量，摇匀，

静置后取上清液，微孔滤膜（0.22 μm）滤过，即得

各样品高效液相指纹图谱的待测溶液。 
2.2  对照品溶液的制备 

精密称取异迷迭香酸苷对照品 5.20 mg、芦丁

对照品 2.72 mg、迷迭香酸对照品 4.48 mg，分别置

于 10 mL 量瓶中，甲醇溶解并定容至刻度，得各对

照品质量浓度分别为 0.520、0.272、0.448 mg/mL。
分别取异迷迭香酸苷溶液、芦丁溶液、迷迭香酸溶

液 100、10、500 μL 置 1 mL 量瓶中，甲醇定容至

刻度，3 个对照品混合溶液质量浓度分别为 52.00、
2.72、224.00 μg/mL。 
2.3  夏枯草紫外指纹图谱的建立 

按照“2.1.1”项下方法制备 49 批夏枯草样品的

供试品溶液，依次置于 1 cm 石英比色皿中，以 40%
甲醇溶剂作为参比溶液，进行紫外光谱扫描。测定

波长范围 200～800 nm，狭缝宽度 1.0 nm，采样间

隔 1 nm，采样重复次数 3 次。结合 UV Win6.0 软件

在 200～800 nm 内进行监测，分辨率为 1 nm，获得

600 个点样。 
紫外光谱进行 3 组平均，4 点平滑，一阶求导

处理，以校准基线和强化谱带特征，克服谱带重叠，

使图谱信息清晰直观。利用 PCA、PLS-DA 进行多

元统计分析，PLS-DA 的 VIP 得分图分析标志性波

段，筛选出区别较大的波数。以此作为检测波长，

对样品进行高效液相色谱分析。 

2.4  夏枯草高效液相指纹图谱的建立 
2.4.1  指纹图谱色谱条件   色谱柱：Agilent 
5HC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇

（A）-0.1%甲酸水溶液（B）；梯度洗脱条件为 0～
10 min：8%～16%A；10～30 min：16%～50%A；

30～40 min：50%～75%A；40～45 min：75%～

100%A；检测波长 261 nm；柱温 30 ℃；体积流量

1.0 mL/min；进样量 10 μL。 
2.4.2  高效液相指纹图谱建立  按照“2.1.2”项下

方法制备 49 批夏枯草供试品溶液，按照“2.4.1”项

下色谱条件对样品依次进行检测，记录指纹图谱，

采用国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统”（2004A 版）建立 49 批夏枯草共有模式图

谱，并进行相似度分析，以及 PCA、PLS-DA 多元

统计分析。 
2.5  数据处理与多元统计分析 
2.5.1  PCA  PCA 可被视为“多变量数据分析中

所有方法的母亲”。PCA 的目标是降维，是计算线

性潜变量（组分）的最常用方法。它可从原始变

量之间的相互关系入手，利用方差最大原则，通

过放大原始数据中的差异性，并将它们线性转换

到主成分上。然后通过对主成分作图，能够直观

的描述各主成分的差别。它是一种非监督的模式

识别方式，反映数据的原始情况，有利于对数据

从整体上进行评价。为了便于观察不同生长发育

时期的夏枯草之间的差异性，在不损失大量信息

的条件，利用 PCA 将高维的紫外、液相指纹图谱

数据转化为低维的数据。所有的数据导入 SIMCA 
14.1 进行聚类分析。 
2.5.2  PLS-DA  PLS-DA 是有监督的模式识别方

式，可弥补 PCA 模式的不足，凸显组间差异。2
种模式互为补充。目前已成为一种常用于代谢组

分学的分析方法，它可以通过最大自变量数据和

应变量数据集之间的协方差来构建正交得分向量

（潜变量或主成分），从而拟合自变量数据和应变

量数据之间的线性关系。PLS-DA 模型的拟合效

果通常通过 R2X、R2Y、Q2Y 这 3 个指标来评价，

这些指标大于 0.5 较为可信，并且越接近 1 说明

PLS-DA 模型的拟合效果越好[8-10]。 
为了将各不同生长发育时期的夏枯草更好地进

行分类，采用 PLS-DA 进行紫外、液相的指纹图谱

分析。其中液相指纹图谱数据在 PLS-DA 分析的基

础上，根据 VIP＞1.3、P＜0.05 的变量来筛选导致
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差异性的主要化学成分。 
2.6  特征成分的含量测定 

分别取 49 批夏枯草样品进行含量测定，计算样

品中筛选出的导致差异性主要化学成分的含量。从

成分定量的角度来说明夏枯草从草到药，即“夏枯

质优”的科学内涵。 
2.6.1  色谱条件  色谱柱：Agilent 5HC-C18（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇（A）-0.1%
甲酸水溶液（B）；梯度洗脱条件为 0～10 min，
12%～30%A；10～15 min，30%～35%A；15～25 
min，35%～48%A；25～30 min，48%～60%；30～
40 min，60%～70%A；40～45 min，70%～100%A。

检测波长 261 nm，柱温 30 ℃，体积流量 1 
mL/min，进样量 10 μL。 
2.6.2  精密度试验  按“2.1.2”项下方法制备供试

品溶液，按“2.6.1”项下色谱条件，供试品溶液连

续进样 6 次，以迷迭香酸峰（12 号峰）为参照峰，

计算相对保留时间及相对峰面积，RSD 值应小于

3%。 
2.6.3  重复性试验  按“2.1.2”项下方法制备 6 份

供试品溶液，进行 HPLC 分析，以迷迭香酸峰（12
号峰）为参照峰，计算相对保留时间及相对峰面积，

RSD 值应小于 3%。 
2.6.4  稳定性试验  取同一份药材供试品溶液，在

0、2、4、8、12、24 h 分别测定，计算相对保留时

间及相对峰面积，RSD 值应小于 3%。 
3  结果与分析 
3.1  紫外指纹图谱的多元统计分析结果 
3.1.1  紫外指纹图谱分析  将 49 批夏枯草样品待 

测溶液依次扫描，记录 200～800 nm 在线紫外光谱

图，样品在 400～800 nm 吸收很低，因此确定提取

紫外指纹图谱在 200～400 nm，这部分以反映夏枯

草中主要紫外吸收物质特征。结合 UV Win6.0 软件

在 200～400 nm 内进行监测，分辨率为 1 nm，获得

200 个点样数据。将所得数据导入 Origin2017 数据

分析软件中，紫外指纹图谱如图 1-A 所示。可以看

出，在 200～250 nm、250～300 nm、300～400 nm
紫外吸收信号较强，提示可能分别是三萜类、黄酮

类、酚酸类成分的紫外光谱特征。其中三萜类成分

可能为熊果酸和齐墩果酸，黄酮类可能为芦丁、芸

香苷等，酚酸类成分可能为迷迭香酸、咖啡酸等。 
图 1-A 的紫外指纹图谱经过 Savitzky-Golay 平滑再

经过一阶导数转换（first derivative），结果如图 1-B
所示。紫外指纹图谱能够观察到夏枯草中所有的化

学成分信息，不同生长时期样品的紫外指纹图谱特

征区（200～400 nm）峰型和吸收强度存在差异，

共有峰提示不同个体样品主要成分组成相似，吸收

强度差异提示样品之间主要成分含量存在差异，图

中可以看出，枯萎期的样品图谱和其他 4 个时期比

较，无论化学成分组成或是主要成分含量，都存在

较为明显的差异，图 1-B 较图 1-A 差异性更为显著。

但紫外指纹图谱中峰形和吸收值差异却不能明显观

察到各个生长发育时期样品中化学成分的变化过

程。故需要对指纹图谱进行多元统计数据分析，以

区别不同生长发育时期的样品。将紫外指纹图谱数

据导入 SIMCA 14.1 软件进行 PCA 分析、PLS-DA
分析。 
3.1.2  PCA 分析结果  为了观察不同生长时期夏

 
A-夏枯草样品紫外原始指纹图谱  B-夏枯草样品紫外一阶导数图谱 

A-Ultraviolet Primitive Fingerprint of Prunella vulgaris Samples  B-Ultraviolet first derivative spectra of Prunella vulgaris 

图 1  49 份夏枯草样品紫外指纹图谱 
Fig. 1  Ultraviolet fingerprint of 49 samples of P. vulgaris 
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枯草之间的差异性，49 批样品所得的数据导入

SIMCA 14.1 进行 PCA 分析，从 PCA 得分图可以直

观看出，夏枯草不同生长发育时期基本上分成 5 类，

分类结果如图 2-A 所示。建立的模型累计解释参数

R2X＝0.987，预测能力的参数 Q2＝0.964，Q2＞0.5，
说明该模型的区分程度和预测程度都较好，且结果

在 95%置信区间内分类结果可信。此外，除枯萎期

外的四个时期，依次从生长期、花始期、花盛期、

花萎期化学成分有明显的渐变趋势，说明夏枯草中

总的化学成分是从生长期开始，逐渐向枯萎期动态

演变，最终形成突越，使得枯萎期可以明显的和其

他四个时期区分开来，由此说明夏枯草生长期、花

始期、花盛期、花萎期，即为“成草期”，归为一类，

最终成为可药用的枯萎期，即为“成药期”，归为另

一类，说明它从“草”到药的演变过程。 
3.1.3  PLS-DA 分析结果  为了更好地将各不同

时期的夏枯草进行区分，另采用偏最小二乘法-判
别分析方法进行进一步分析，PLS-DA 分析结果如

图 2-B 所示。前 2 主成分 R2X＝0.949，R2Y＝0.523，
且结果在 95%置信区间内说明分类结果可信。

PLS-DA 得分图直观显示了 49 批不同生长时期的

夏枯草样品中所含化学成分的动态变化过程。分类

结果与 PCA 分析结果大体相似，以中间轴为界，

所有样品大致被分为 2 类，左边为“成草期”，右

为“成药期”。 
3.1.4  PLS-DA 模型筛选标志性波段   通过

PLS-DA 变量重要性因子（Variable important for the 
projection，VIP）分布图分析，筛选出 49 份夏枯草

样品中紫外指纹图谱区别较大的标志性波长，VIP
值可以量化 PLS-DA 的每个变量对分类的贡献，VIP
值越大，变量在夏枯草不同生长时期的差异越显著。

如图 2-C 所示，因溶剂吸收区在 190～210 nm，干

扰较大，观察发现 261 nm 处干扰较小，VIP 值最大，

VIP＞1.6，故选 261 nm 作为高效液相指纹图谱的检

测波长，如图 2-C 所示。 
3.2  高效液相指纹图谱多元统计分析结果 
3.2.1  高效液相指纹图谱的建立  采用国家药典

委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”

（2004A 版）建立 49 批夏枯草共有模式图谱，结果

见图 3-A。 
选取时间宽度为 0.1 min，以平均数生成对照色

谱图，经过多点矫正后自动匹配，确定 13 个特征峰

作为评价的变量指标。并用混合对照品进行指认，

确定 10、11、12 号峰分别为芦丁、异迷迭香酸苷和 

 
A-夏枯草紫外 PCA 得分图  B-夏枯草紫外 PLS-DA 得分图  C-PLS-DA 模型 VIP 图 

A-UV PCA scores plots of P. vulgaris  B-UV PLS-DA scores plots of P. vulgaris  C-VIP plot of PLS-DA 

图 2  紫外指纹图谱的 PCA 和 PLS-DA 结果 
Fig. 2  PCA and PLS-DA results of ultraviolet fingerprint 
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迷迭香酸，结果如图 3 所示。 
以上述共有模式为对照指纹图谱，对 49 批夏枯

草的指纹图谱进行相似度评价，夏枯草的相似度在

0.24～1.00，表明不同生长发育时期夏枯草相似度较

低，差异较大，将相似度评价结果采用热点图形式

呈现，如图 4 所示。（颜色差异大说明相似度差异大，

颜色偏蓝偏紫的部分说明相似度较小），为更好的进

行分类，需进一步采用其他化学模式识别方法[11]。 
采用国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似

度评价系统”（2004A 版）分析夏枯草 HPLC 指纹

图谱数据，以共有峰峰面积为变量，将数据导入

SIMCA 14.1 软件进行 PCA、PLS-DA 分析。 
3.2.2  PCA 分析结果  为了观察不同时期夏枯草

之间的差异性，从 PCA 得分图可知，夏枯草不同生

长发育时期能基本分为 5 类，分类结果如图 5-A 所

示。建立的模型累计解释参数 R2X＝0.773，预测能

力的参数 Q2＝0.512，说明该模型的区分程度和预

测程度都较好。结果与紫外指纹图谱分析结果一致，

可以看出，依次从生长期、花始期、花盛期、花萎

期化学成分有明显的动态渐变趋势，最终的枯萎期

则可以明显的和其他 4 个时期区分开来，这个动态

渐变趋势与紫外指纹图谱的分析结果一致。 
3.2.3  PLS-DA 分析结果  对不同生长发育时期

夏枯草高效液相指纹图谱结果进一步进行

PLS-DA 分类分析。分类结果如图 5-B 所示，前 2 主

成分 R2X＝0.744，R2Y＝0.541，说明分类结果较为可

信，PLS-DA 得分图中的每一个点代表每一个样品，

复杂的谱图信息在 PLS-DA 得分图中能直观显示不

同生长发育时期和样品之间的关系，图谱相似的样

品聚在较近区域，图谱差异大的样品聚在较远区域， 

 
10-芦丁  11-异迷迭香酸苷  12-迷迭香酸 

10-contrast chromatogram of rutin  11-isorosmarinic acid  12-rosmarinic acid 

图 3  49 批夏枯草药材液相指纹图谱及共有峰指认 
Fig. 3  HPLC fingerprint overlay of 49 batches of P. vulgaris and common peak designation 
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图 4  夏枯草相似度评价结果 
Fig. 4  Similarity evaluation of P. vulgaris 

 
A-夏枯草液相 PCA 得分图  B-夏枯草液相 PLS-DA 得分图  C、D-VIP 标志物差异图 

A-HPLC PCA scores plots of P. vulgaris  B-HPLC PLS-DA scores plots of P. vulgaris  C, D-VIP of differentiation markers 

图 5  液相指纹图谱的 PCA 和 OPLS-DA 结果 
Fig. 5  PCA and OPLS-DA results of HPLC fingerprint 

图中枯萎期的样品与其他 4 个时期的样品差异性较

大，因此聚在较远区域，而夏枯草的生长期、花始

期、花盛期、花萎期，4 个“成草期”的样品差异

性较小，相互贴近，聚在较近的区域，并且有向枯

萎期转变的渐变趋势。图中直观展现了夏枯草从草

到药的演变历程。PCA 和 PLS-DA 分析结果互为补

充，相互验证，所得结果具有科学客观性。 
本实验继续运用 PLS-DA 方法进一步分析。根

据 VIP＞1.3、P＜0.05 的变量来筛选导致差异性的

主要化学成分，提取 PLS-DA 模型中 13 个变量的

VIP值，对 13个共有峰峰面积VIP值大小进行排列，

结果如图 5-C、5-D 所示，选择 VIP 值大于 1.3 的共
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有峰，依次为 12 号峰（VIP 值：1.564 1）、11 号峰

(VIP 值：1.327 1)，说明以上化学成分对夏枯草样

品分类具有显著的影响，这些成分是引起不同生长

时期的夏枯草成分差异的主要标志性成分。经过对

照指认，确认 11 号峰为异迷迭香酸苷，12 号峰

为迷迭香酸，10 号峰为芦丁，而 10 号峰并未出

现在 VIP＞1.3 的色谱峰中，则提示它并不是夏枯

草不同时期内在成分差异的主要物质基础。 
3.3  方法学考察 
3.3.1  精密度试验  按“2.6.2”项下方法考察仪器

精密度。结果显示，各色谱峰相对保留时间的 RSD
为 0.45%，各色谱峰相对峰面积的 RSD 为 1.23%，

均小于 3%，说明仪器精密度良好。 
3.3.2  重复性试验  按“2.6.3”项下方法考察方法

的重复性。结果显示，各色谱峰相对保留时间的

RSD 为 0.27%，各色谱峰相对峰面积的 RSD 为

2.23%，均小于 3%，说明该方法的重复性良好。 
3.3.3  稳定性试验  按“2.6.4”项下方法考察供试

品溶液的稳定性。结果显示，各色谱峰相对保留时

间的 RSD 为 0.58%，各色谱峰相对峰面积的 RSD
为 2.42%，均小于 3%，说明夏枯草供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。 
3.4  特征成分的含量测定 

对“2.2”项混合对照品按“2.6.1”项下色谱条

件进样，进样量分别为 1、2、4、6、8、10 μL，记

录峰面积。以 2 种成分的质量为横坐标（X）和峰

面积为纵坐标（Y）进行标准曲线回归，得异迷迭

香酸苷标准曲线方程和线性范围为 Y＝213 600 X－
1 945.7，线性范围为 0.052～0.520 μg,R2＝0.999 7；
迷迭香酸标准曲线方程和线性范围为 Y＝264 756 
X－8 535.1，线性范围为 0.004 4～0.140 8 μg, R2＝

0.999 7。以标准曲线为参照，对夏枯草不同时期 2
种成分含量进行测定，结果见表 1。 

夏枯草活性成分随着植物的生长不断发生变

化，其中异迷迭香酸苷和迷迭香酸 2 个活性成分占

据主导作用。为进一步分析 2 种活性成分在夏枯草

生长过程中变化规律，采用 HPLC 法对其进行含量

测定，结果显示，异迷迭香酸苷随着果穗的不断枯

萎，其含量明显增加，枯萎期含量最高，异迷迭香

酸苷的含量为 0.001 6%～0.098 8%（P＜0.01）；迷

迭香酸含量在夏枯草枯萎前期较低，随着果穗不断

的枯萎，其含量变化明显，到枯萎期含量达到最高，

迷迭香酸的含量为 0.02%～0.344%（P＜0.01）。 

表 1  夏枯草不同时期 2 种成分含量变化 
Table 1  Content changes of two components of P. vulgaris 
in different periods 

生长时期 异迷迭香酸苷/% 迷迭香酸/% 
生长期 0.001 6±0.005 0 0.020±0.005 
花始期 0.001 9±0.007 0 0.029±0.007 
花盛期 0.002 3±0.008 0 0.027±0.006 

花萎期 0.018 9±0.065 0 0.119±0.031** 

枯萎期   0.098 8±0.074 0** 0.344±0.050** 
**P＜0.01，显著性差异 
**P < 0.01, significant difference 

自夏枯草列入《中国药典》以来，迷迭香酸含量

一直作为夏枯草质控标准，《中国药典》2015 年版规

定迷迭香酸含量不得低于 0.2%，这说明只有当夏枯

草完全枯萎时，其药效方能达到标准，这对“夏枯质

优”进行了阐释，也对夏枯草的栽培采收提供参考依

据。上述迷迭香酸和异迷迭香酸苷含量测定结果与指

纹图谱模式识别结果一致，两者可相互验证。 
4  讨论 

夏枯草的主要药效成分较为复杂，不同极性溶

剂提取的成分组成和含量存在差异。本实验对样品

的提取溶剂、溶剂浓度、提取时间进行考察，以 A1
样品为分析对象，准确称取 0.100 0g 样品 3 份，分

别加入超纯水、甲醇和乙醇，超声提取，方法同“2.3”
项。依次测定紫外光谱图。考查不同提取溶液的吸

收峰数目，吸收强度，确定最佳提取溶剂。最终采

用 40%甲醇超声提取 60 min 作为前处理方法。该条

件下所得峰的数量较多，且操作简便。 
中药指纹图谱分析方法大多数以色谱指纹图

谱为主，近年来，由于中药提取液中包含整体化

学物质组分，光谱指纹图谱更能从宏观、整体上

清晰提供所含全部化学成分方面的信息。其中紫

外光谱能够反映样品中所有不饱和化学键（如双

键、三键、共轭体系及助色团）的特征规律信息，

依据峰形、收波长和吸光度的不同，结合化学计量

学方法探讨供试样品的差异，在中药鉴别方面应用

较为广泛[11-14]。再加上其样品前处理简单、分析时

间较短，检测成本低廉等特点受到广大分析工作者

的日益关注。因此光谱指纹图谱可以辅助色谱指纹

图谱从整体上实现对中药的科学化研究和评价。 
指纹图谱技术结合化学计量学能有效地区别不

同生长发育时期夏枯草样品，其中 PCA 分析可以实

现将大量的变量降维成二维空间数据，降低观测空

间的维数，以获取最主要的信息，通常可以通过少
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数几个主成分即可最大限度地描述数据特点，对样

品加以区分。复杂的紫外光谱图信息和液相色谱图

信息可以在PCA和PLS-DA得分图中直观显示夏枯

草样品中总的化学组分在不同生长时期时动态的变

化过程，夏枯草枯萎期可明显和其他时期区分开来，

说明枯萎期所包含化学成分无论从组成或是含量都

发生了质的改变，由此阐明夏枯草“夏枯质优”的

科学内涵，它是如何从草到药的。 
《中国药典》2015 年版规定的夏枯草质量控制

组分为迷迭香酸，检测波长为 330 nm，而本研究的

液相指纹图谱检测波长是在紫外指纹图谱指导下，

通过 PLS-DA 变量重要性因子 VIP 分布图筛选出区

别较大的标志性波长，即 261 nm。药典中是以单一

组分作为质量控制的标准，但中药本身是个多种成

分的集合体，以单一组分控制中药质量并不全面，

本实验是把夏枯草中所有化学组分看作一个整体，

收集 49 批不同生长发育时期夏枯草样品，并通过紫

外指纹图谱、高效液相指纹图谱与 PCA、PLS-DA
模式识别方法相结合，以及对差异性成分定量的方

法，来比较不同时期夏枯草样品的差异性。从而阐

明夏枯草由草到药的演变过程。同时，本实验多了

一个质控标准的参考检测波长 261 nm，对于完善夏

枯草的质量控制标准具有一定参考意义，目前，由

于采收不同时期的时间较短，收集的夏枯草各个时

期的样品批次还相对较少，后续实验可以增加样品

批次，细化不同时期采收的时间、方法，不断修正

夏枯草的特征图谱。 
目前对夏枯草的研究较为片面，主要集中在其

果穗枯萎阶段。以往文献对不同生长发育时期夏枯

草化学成分变化规律的研究也只局限于一、两个或

几大类成分为指标，难以全面反映夏枯草次生代谢

产物累积变化规律。本课题以夏枯草为研究对象，

从整个植物动态发育角度进行分析，从整体上阐明

总的化学组成与夏枯草不同生长时期之间的关系，

跟踪整个生长发育过程，以科学的手段解释夏枯草

“夏枯质优”的科学内涵，该方法分析全面、操作简

便，为规范夏枯草药材采收及药材科学、合理加工

方法的确定提供参考。 
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