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不同基原厚朴 UPLC 指纹图谱及化学模式识别研究 5 
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摘  要：目的  建立厚朴Magnolia officinalis、凹叶厚朴 M. officinalis var. biloba 2 种基原厚朴药材的超高效液相色谱（UPLC）指

纹图谱，为厚朴药材的质量控制提供参考。方法  采用 UPLC 法，色谱柱为 Waters Acquity UPLC®BEH C18（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）；流动相为乙腈-0.4%磷酸水溶液，梯度洗脱；体积流量为 0.4 mL/min；波长 294 nm；柱温 30 ℃；进样量为 1 μL。通过

相似度评价、聚类分析（cluster analysis，HCA）、主成分分析（principal component analysis，PCA）、正交偏最小二乘法-判别式分

析（orthogonal partial least squares method-discriminant analysis，OPLS-DA）和 t 检验对 2 种基原厚朴的指纹图谱进行评价。结果  厚

朴、凹叶厚朴指纹图谱均具有 9 个共有峰，通过与对照品比对，指认出其中 2 个共有峰，分别为厚朴酚、和厚朴酚。13 批

厚朴指纹图谱与对照指纹图谱的相似度为 0.907～0.993，6 批凹叶厚朴与厚朴对照指纹图谱的相似度为 0.770～0.895；CA 将

19 批厚朴归为 3 类，并结合 PCA 和 OPLS-DA 发现 4 个差异性标志物，经 t 检验，2 种基原厚朴 4 种差异性标志物的含量具

有显著差异（P＜0.05）；凹叶厚朴中峰 2、4、7 代表的化学成分含量高于厚朴，而厚朴中和厚朴酚含量要高于凹叶厚朴。结论  该

方法操作简单，专属性强，为 2 种基原厚朴药材的区分和质量控制提供参考。 
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Abstract: Objective   To establish the UPLC fingerprints of Houpo (Magnoliae Officinalis Cortex) from two different origins 
(Magnolia officinalis and M. officinalis var. biloba) and provide reference for quality control of Magnoliae Officinalis Cortex. 
Methods  UPLC Method was adopted. The determination was performed on a column of Waters Acquity UPLC®BEH C18 
(100 mm×2.1 mm，1.7μm) with acetonitrile-0.4% phosphoric acid solution as the mobile phase by gradient elution at a flow rate of 
0.4 mL/min. The detective wavelength was 294 nm, the column temperature was 30 ℃, the injection volume was 1 μL. Similarity 
evaluation, cluster analysis (HCA), principal component analysis (PCA), orthogonal partial least squares discriminant analysis 
(OPLS-DA) and t-test were used to evaluate the fingerprints of Magnoliae Officinalis Cortex from two different origins. Results  
There were nine common peaks in the fingerprints of Magnoliae Officinalis Cortex from two different origins. Two of them were 
identified as honokiol and magnolol by comparing with the reference substance. The fingerprint similarity between 13 batches of 
Magnoliae Officinalis Cortex and the control was 0.907—0.993. The fingerprint similarity between six batches of Magnolia 
officinalis var. biloba and M. officinalis was 0.770—0.895. According to the analysis of CA,19 batches of Magnoliae Officinalis 
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Cortex were divided into three categories. Four kinds of differential markers were found by PCA and OPLS-DA. By t-test, there were 
significant differences in the contents of four differential markers between the two different origins(P < 0.05). The content of 
chemical components represented by peaks 2, 4 and 7 in M. officinalis var. biloba was higher than that in M. officinalis. The content 
of honokiol in M. officinalis was higher than that in M. officinalis var. biloba. Conclusion  This method is simple and specific, 
which can provide reference for the differentiation and quality control of two kinds of Magnoliae Officinalis Cortex. 
Key words: Magnolia officinalis Rehd. et Wils.; Magnolia officinalis Rehd.et Wils. var. biloba Rehd. et Wils.; UPLC fingerprint; 
chemical pattern recognition: cluster analysis; principal component analysis; magnolol; honokiol 
 

厚朴始载于《神农本草经》，列为中品，具有燥

湿消痰、下气除满的功效，现代药理学研究表明厚朴

对消化、神经、心血管与呼吸系统等均具有明显的药

理活性[1]，临床常与半夏、大黄、枳实、麻黄配伍使

用，治疗便秘[2]、胃溃疡[3]、胃食管反流[4]、咳嗽、变

异性哮喘[5]以及慢性支气管炎[6]等病症。《中国药典》

2020 年版规定，厚朴为木兰科植物厚朴 Magnolia 
officinalis Rehd.et Wils.或凹叶厚朴 M. officinalis 
Rehd.et Wils.var.biloba Rehd. et Wils.的干燥干皮、根皮

及枝皮[7]，因此，临床使用并未严格区分基原。目前，

关于 2 种基原厚朴的对比研究报道较少，2 种基原药

材的质量控制主要是基于厚朴酚、和厚朴酚的含量测

定，闫婕等[8]以厚朴酚、和厚朴酚的总量为评价指标，

对采集到的全国厚朴主产区 6省 17个市县 23批厚朴

与凹叶厚朴的药材质量进行分析，结果显示，厚朴药

材厚朴酚、和厚朴酚的总量高于凹叶厚朴，因此，认

为厚朴药材的整体质量要优于凹叶厚朴。但是，仅仅

测定厚朴酚与和厚朴酚的含量难以全面反映厚朴药

材质量。有报道显示，厚朴在缓解胃肠运动功能障碍

方面优于凹叶厚朴[9]，说明 2 种基原厚朴在药效学方

面存在一定的差异，但是这种药效差异，与厚朴酚、

和厚朴酚的含量并无直接关系[10]，厚朴成分复杂，含

有木脂素、酚酸、苯乙醇苷、生物碱、挥发油、黄酮

等多种有效成分[11]，针对不同的疾病，发挥作用的有

效成分不同，有限成分的种类和含量差异是导致 2 种

基原厚朴药效学差异的内在原因。因此，有必要对 2
种基原厚朴药材化学成分的差异进行更深入的对比

研究，并为 2 种基原厚朴药材的鉴别和质量控制提供

依据。本实验采用 UPLC 指纹图谱结合化学模式识别

方法，比较 2 种基原厚朴的差异，寻找差异性标志物，

为厚朴药材的质量控制和临床的合理使用提供参考。 
1  仪器与试药 
1.1  仪器 

Waters H-Class 超高效液相色谱仪（美国沃特

世公司，四元泵、PDA 检测器），Waters Empower3
网络版（美国沃特世公司），XP26 型百万分之一分

析天平（梅特勒-托利多公司），ME204E 型万分之

一天平（瑞士梅特勒-托利多公司），JJ600 型百分之

一天平（常熟市双杰测试仪器厂），KQ-500DE 型数

控超声清洗器（昆山市超声仪器有限公司），HWS28
型恒温水浴锅（上海一恒科技有限公司），Milli-Q
型级超纯水系统（德国默克股份有限公司），TDL4
型低速离心机（上海安亭科学仪器厂）。 
1.2  试药 

厚朴酚（批号 110729-201513，质量分数

98.8%）、和厚朴酚（批号 110730-201614，质量分

数 99.3%）对照品均购自中国食品药品检定研究院；

甲醇、乙腈（德国默克股份有限公司），磷酸（天

津市科密欧化学试剂有限公司）为色谱级；超纯水

（Milli-Q 级）；其余试剂为分析纯。 
本研究共采集 19 批厚朴药材，经广东一方制

药有限公司魏梅主任中药师鉴定其中 13 批为木兰

科植物厚朴 M. officinalis Rehd.et Wils.的干燥干皮、

根皮及枝皮，6 批为木兰科植物凹叶厚朴 M. 
officinalis Rehd. et Wils. var. biloba Rehd. et Wils.的
干燥干皮、根皮及枝皮，产地信息见表 1。 
2  方法与结果  
2.1  UPLC 特征图谱的建立 
2.1.1  色谱条件  Waters Acquity UPLC®BEH C18 

表 1  厚朴样品来源信息 
Table 1  Origin information form of Magnolia Officinalis Cortex 

编号 基原 产地 编号 基原 产地 

S1 厚朴 湖北恩施 S11 厚朴 四川绵阳 

S2 厚朴 湖北恩施 S12 厚朴 四川绵阳 

S3 厚朴 湖北恩施 S13 厚朴 四川绵阳 

S4 厚朴 四川绵阳 S14 凹叶厚朴 浙江丽水 

S5 厚朴 四川绵阳 S15 凹叶厚朴 浙江丽水 

S6 厚朴 四川绵阳 S16 凹叶厚朴 浙江丽水 

S7 厚朴 四川绵阳 S17 凹叶厚朴 湖南邵阳 

S8 厚朴 四川绵阳 S18 凹叶厚朴 湖南邵阳 

S9 厚朴 四川雅安 S19 凹叶厚朴 湖南邵阳 

S10 厚朴 四川雅安    
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色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为乙

腈（A）-0.4%磷酸水溶液（B），梯度洗脱，0～7 min，
8% A；7～14 min，8%～10% A；14～19 min，10%～

11% A；19～28 min，11%～20% A；28～34 min，
20%～48% A；34～48 min，48% A；体积流量为 0.4 
mL/min；柱温为 30 ℃；检测波长为 294 nm；进样

量 1 μL。 
2.1.2  对照品溶液的制备  取厚朴酚、和厚朴酚对

照品适量，精密称定，加甲醇制成含和厚朴酚 45 
µg/mL、厚朴酚 33 µg/mL 的混合对照品溶液。 
2.1.3  供试品溶液的制备  取本品粉末（过三号

筛，编号 S1）约 1 g，置具塞锥形瓶中，加水 20 mL，
加热回流 30 min，放冷，离心 10 min，取上清液蒸

干，加甲醇 25 mL，超声处理（功率 250 W，频率

40 kHz）30 min，放冷，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。 
2.1.4  专属性试验  取空白溶剂、“2.1.2”项下对

照品溶液及“2.1.3”项下供试品溶液，按“2.1.1”
项下色谱条件进样分析，供试品色谱在与对照品色

谱相应的保留时间处有相同的色谱峰，且空白溶剂

无干扰，说明该方法专属性良好。 
2.1.5  精密度试验  取同一供试品溶液（编号 S1），
按“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6 次，以和厚朴

酚峰为参照峰 S，计算各共有指纹峰与 S 峰的相对

保留时间和相对峰面积，并计算 RSD 值。结果显

示，其 RSD 值均小于 2.0%，表明仪器精密度良好。 
2.1.6  重复性试验  取厚朴药材粉末（过三号筛，

编号 S1），按“2.1.3”项下方法制备 6 份供试品溶

液，按“2.1.1”项下色谱条件测定，以和厚朴酚峰

为参照峰 S，计算各共有指纹峰与 S 峰的相对保留

时间和相对峰面积，并计算 RSD 值。结果显示，

其 RSD 值均小于 3.0%，表明该方法重复性良好。 
2.1.7  稳定性试验  取“2.1.3”项下供试品溶液，

按“2.1.1”项下色谱条件分别在 0、2、4、6、8、
12、24 h 测定，以和厚朴酚峰为参照峰 S，计算

各共有指纹峰与 S 峰的相对保留时间和相对峰

面积，并计算 RSD 值。结果显示，其 RSD 值均

小于 3.0%，说明该供试品溶液在 24 h 内稳定性

良好。 
2.1.8  UPLC指纹图谱的建立及分析  取13批厚朴

和 6 批凹叶厚朴，按“2.1.3”项下方法制备 19 批

供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件测定，记录

各批次样品的色谱图，导出指纹图谱 cdf 格式数据

文件，将 13 批厚朴和 6 批凹叶厚朴指纹图谱 cdf
格式数据文件分别导入“中药色谱指纹图谱相似度

评价系统”软件中进行共有峰标识，结果显示，2
种基原的厚朴药材指纹图谱具有相同的 9 个共有峰

（图 1、2）。 
 

 

图 1  13 批厚朴 UPLC 指纹图谱 
Fig. 1  UPLC fingerprints of 13 batches of M. officinalis 

 
图 2  6 批凹叶厚朴 UPLC 指纹图谱 

Fig. 2  UPLC fingerprints of six batches of M. officinalis 
var. biloba 

厚朴以编号 S1 样品为参照，采用平均数法，

生成厚朴对照指纹图谱（图 3-A），并以对照指纹图

谱为参照，计算 13 批厚朴样品指纹图谱与对照指

纹图谱的相似度，S1～S13 相似度分别为 0.993、
0.959、0.946、0.972、0.971、0.971、0.968、0.963、
0.907、0.922、0.947、0.918、0.924。相似度分布在

0.907～0.993，均大于 0.9，说明不同产地的厚朴药

材样品质量均一性较好，可以利用指纹图谱对厚朴

药材的质量进行评价。凹叶厚朴以编号 S14 样品为

参照，采用平均数法，生成凹叶厚朴对照指纹图谱

（图 3-B）。分别计算 6 批凹叶厚朴样品指纹图谱与

厚朴对照指纹图谱的相似度，结果显示，S14～S19
相似度分别为 0.887、0.877、0.895、0.824、0.858、
0.770，相似度仅为 0.770～0.895，表明凹叶厚朴与 
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图 3  厚朴 (A)、凹叶厚朴 (B) 对照指纹图谱及混合对照品 
(C) 色谱图 
Fig. 3  Reference fingerprints of M. officinalis (A), M. 
officinalis var. biloba (B) and chromatogram of honokiol and 
magnolol (C) 

厚朴的指纹图谱存在一定的差异，这种差异与 2 种

基原厚朴药材指纹图谱各共有指纹峰的比例不同

有关，利用指纹图谱的相似度评价，能够初步将 2
种基原的厚朴进行区分。 
2.1.9  共有峰指认  取厚朴酚、和厚朴酚对照品

溶液和厚朴药材供试品溶液，按照“2.1.1”项下

色谱条件进样分析，利用保留时间并结合紫外光

谱图，确定峰 8 为和厚朴酚、峰 9 为厚朴酚，结

果见图 3-C。 
2.2  化学模式识别研究 
2.2.1  聚类分析（cluster analysis，CA）  使用 SPSS 
20.0 软件，以指纹图谱 9 个共有指纹峰的峰面积为

变量，采用 Z 得分法进行数据标准化处理，以组间

联接法进行系统聚类，结果见图 4 所示，19 批样品

被分成 3 类，其中 6 批凹叶厚朴（S14～S19）归为

一类，12 批厚朴（S1～S8，S10～S13）归为一类，

另有一批厚朴（S9）单独归为一类。聚类分析的结

果表明，同一基原不同产地的厚朴药材质量较为一

致，而不同基原的厚朴药材质量存在一定的差异，

该结果与相似度评价结果相一致。 

 

图 4  系统聚类树状图 
Fig. 4  Dendrogram for systematic clustering 

2.2.2  主成分分析（principal component analysis，
PCA）  以 9 个共有指纹峰的峰面积为变量，导入

SIMCA14.1 软件，采用无监督模式识别法 PCA 进

行分析，以特征根大于 1 的主成分 1 和 2 得分为 X、
Y 轴，生成 19 批厚朴药材 PCA 得分图（图 5）。结

果显示，19 批厚朴按照基原的不同，基本可以分为

2 组，厚朴（S1～S13）聚为一组，而凹叶厚朴（S14～
S19）聚为一组，与相似度评价和 CA 结果相一致，

说明 PCA 可以将不同基原厚朴化学特征性成分的

差异性通过指纹图谱的差异性来反映。 

 

图 5  19 批厚朴 PCA 得分图 
Fig. 5  PCA scores plot of 19 batches of Magnoliae 
Officinalis Cortex 

2.2.3  正交偏最小二乘法-判别式分析（orthogonal 
partial least squares method-discriminant analysis，
OPLS-DA）  为更好地分析不同基原厚朴的差异

性，以 9 个共有指纹峰的峰面积为变量，导入

SIMCA14.1 软件，将 2 种基原的厚朴分成 2 组，建

立有监督模式识别法 OPLS-DA 模型进行分析，得

聚类距离 
0       5        10        15        20        25 

S15 
S18 
S14 
S17 
S16 
S19 
S1 
S8 
S6 
S10 
S3 
S13 
S4 
S5 
S11 
S12 
S7 
S2 
S9 

1 

0         10          20         30          40         50    
t/min 

厚朴酚 

2 3 

6 
5 

4 9 

8 
7 

和厚朴酚 

1 2 

3 
6 

5 

4 9 

8 

7 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 

t[2
] 

3 
2 

1 
0 

−1 
−2 
−3 

−4 
−8   −6   −4   −2   0    2     4    6 

   t[1] 
 R2×[1]=0.496  R2×[2]=0.183  Ellipse: Hotelling′s T2 (95%) 

S9 
S5 S4 

S1 

S7 
S2 

S3 

S8 S10 
S6 

厚朴 
凹叶厚朴 

S11 

S12 

S16 

S17 
S15 

S14 

S19 

S18 
S13 



·248· 中草药 2022 年 1 月 第 53 卷 第 1 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 January Vol. 53 No. 1 

   

到 19 批厚朴 OPLS-DA 得分图，该 OPLS-DA 模型

的 R2X为 0.84，R2Y为 0.91，Q2 为 0.812，说明该模

型具有较好的解释能力和预测能力。从 OPLS-DA
得分图（图 6）可以看出，2 种基原厚朴的区分更

加明显，以变量 VIP 值＞1.0 为显著影响，共找到 2
种基原厚朴药材 4 个差异性标志物，分别为峰 7、2、
4 以及和厚朴酚（峰 8），根据 VIP 值大小进行排序

（图 7），分别为峰 7＞峰 2＞峰 4＞和厚朴酚。 

 

图 6  19 批厚朴 OPLS-DA 得分图  
Fig. 6  OPLS-DA scores plot of 19 batches of Magnoliae 
Officinalis Cortex 

 
图 7  差异性标志物 VIP 图 

Fig. 7  VIP plot of differential markers 

2.3  统计学分析 
为比较 4 种差异性标志物的含量差异，采用

SPSS20.0 软件，分别对 13 批厚朴和 6 批凹叶厚朴指纹

图谱的4种差异性成分（峰2、4、7及和厚朴酚）色谱

峰的峰面积进行统计学分析，峰面积以x±s 表示，2
种基原厚朴峰面积数据比较采用 t 检验，P＜0.05 表示

差异显著，具体结果见表 4，峰面积对比见图 8。结果

显示，2种基原厚朴峰 2、4、7及和厚朴酚的峰面积差

异有统计学意义，其中凹叶厚朴峰 2、4、7的峰面积明

显大于厚朴，说明凹叶厚朴中峰2、4、7代表的化学成

分含量高于厚朴，而厚朴中和厚朴酚含量要高于凹叶厚

朴，4种化学成分的含量差异是 2种基原的重要区别点。 

表 4  2 种基原厚朴峰 2、4、7 及和厚朴酚的峰面积比较

( x s± ) 
Table 4  Comparison of peak areas of peak 2, 4, 7 and 
honokiol ( x s± ) 

色谱峰 
峰面积 

厚朴 凹叶厚朴 

峰 7 28 917±15 921 114 525±19 853* 

峰 2 77 226±26 661 150 333±5 732* 

峰 4 324 911±138 231 554 058±115 935* 

和厚朴酚 284 238±115 494 96 813±29 227* 

与厚朴比较 *P＜0.05 
*P < 0.05 vs M. officinalis 

3  讨论 
3.1  色谱条件的选择 

与普通液相色谱法相比，超高效液相色谱法

因分辨率高、分离能力强、分析时间缩短，在中

药指纹/特征图谱的建立方面优势明显[12]。研究采

用 UPLC 法，在 48 min 内，即完成主要色谱峰的

良好分离。检测波长的筛选，本实验考察了在 265、
294、320 nm 3 种波长下色谱峰的数目和峰面积大

小的区别。实验结果显示，在 294 nm 波长下色谱

峰的数目最多且总峰面积较大，因此选择 294 nm
作为特征图谱的检测波长。流动相的筛选，实验

考察了甲醇-0.4%磷酸水溶液，乙腈-0.4%磷酸水

溶液和乙腈-水 3种不同溶剂系统对厚朴药材中主

要成分的洗脱和分离效果。实验结果显示，以乙

腈-0.4%磷酸水溶液为流动相时各色谱峰出峰时

间短，分离度较好。色谱柱的选择，实验分别考

察了 YMC Triart C18（100 mm×2.1 mm，1.9 μm）、

Waters HSS T3 C18（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）、

Waters Acquity BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 
μm）和 Waters CORTECS T3 C18（100 mm×2.1 
mm，1.6 μm）这 4 种不同品牌和填料的色谱柱对

厚朴药材指纹图谱中各主要色谱峰的分离效果。

结果显示，采用 Waters Acquity BEH C18（100 
mm×2.1 mm，1.9 μm）色谱柱，色谱峰的数目最

多且各色谱峰的分离效果最好。 
3.2  供试品溶液制备方法考察 

方法的建立过程中，分别考察了甲醇、乙醇、

不同比例的甲醇-水、乙醇-水以及用水加热回流后

再用甲醇提取，以各共有指纹峰的数目、峰高为考

察指标，结果显示，以非水煮的方法进行提取，除

几个峰形较大的色谱峰外，其余色谱峰峰形均较
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低，共有峰数目较少，以水煮后再用甲醇提取，共

有指纹峰的数目最多，且峰高比适宜，因此，选择

水加热回流后，离心，将上清液蒸干，再用甲醇提

取，并考察了甲醇超声和回流 2 种提取方式，对指

纹图谱的影响，以峰数及共有指纹峰“总峰面积/
称样量”为考察指标，结果显示，超声和回流 2 种

提取方式无明显差异，为方便操作，采用超声提取。

另外，分别考察超声时间（30、45、60 min）的不

同对指纹图谱的影响，以共有指纹峰“总峰面积/
称样量”为考察指标，结果显示，超声 30 min，已

提取完全，从节省能源的角度，将甲醇超声的时间

定为 30 min。 
3.3  相似度评价及化学模式识别 

指纹图谱能比较全面地反映出中药所含的化

学成分种类和数量，进而反映药材的整体质量和临

床的整体疗效[13]。实验数据表明，厚朴与凹叶厚朴

的指纹图谱中具有 9 个共有指纹峰，含有的化学成

分种类大体上一致。但相似度计算结果却有明显差

异，说明了 2 种基原的厚朴药材化学成分含量上还

是存有较大的差异。为进一步区分 2 种基原，寻找

差异性成分，本实验引入化学模式识别法，通过

HCA 和 PCA 成功将厚朴 2 种基原加以区分。并利

用所建立的 OPLS-DA 模型和 t 检验统计分析，找

到了 4 种含量具有显著差异的标志物，能够作为区

分 2 种基原厚朴药材的依据。实验结果证明该方法

准确可靠，专属性强，能够为 2 种基原厚朴的区分

和质量控制提供参考。 
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