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基于指纹图谱结合化学模式识别绿萼梅质量标志物的评价研究 1 
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摘  要：目的 利用化学模式识别技术对绿萼梅药材指纹图谱数据进行分析，筛选特征性指标成分从而建立绿萼梅 Q-Marker
的定量分析策略，为绿萼梅质量评价提供科学依据。方法  采用超高液相色谱法建立 3 个产地绿萼梅的指纹图谱，运用相似

度分析、聚类分析、主成分分析和偏最小二乘判别分析等化学模式识别技术筛选出不同产地绿萼梅化学成分的特征成分作为

绿萼梅 Q-Marker，并定量分析。结果  30 批绿萼梅 UPLC 指纹图谱标定 8 个共有峰，相似度在 0.816～0.969；通过聚类分

析、主成分分析和偏最小二乘判别分析较好的区分各产地绿萼梅，综合分析筛选绿原酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷作为绿

萼梅 Q-Marker，质量分数分别在 3.08%～4.71%、0.41%～0.71%、0.13%～0.25%、0.25%～0.38%。结论  通过指纹图谱结

合化学模式识别技术的分析策略可快速有效的筛选绿萼梅 Q-Marker，为绿萼梅质量评价提供参考。 
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Abstract: Objective  To analyze the UPLC fingerprints data of Mume Flos using chemical pattern recognition technology, screen 
the characteristic components and perform quantitative analysis, so as to provide scientific basis for the quality evaluation of Mume 
Flos. Methods  A total of 30 batches of Mume Flos samples from three production areas were collected, and the UPLC fingerprint 
of Mume Flos was established. The main characteristic peaks were identified by comparison with reference materials, and similarity 
analysis, cluster analysis, principal component analysis (PCA) and discriminant analysis by partial least squaremethod (PLS-DA) 
were used to identify and analyze the characteristic components in Mume Flos from three producing areas, and the quantitative 
analysis was carried out. Results  Eight common peaks were calibrated from UPLC fingerprints of 30 batches of Mume Flos , and 
the similarity was between 0.816—0.969. Through clustering analysis, PCA and PLS-DA, each producing area of Mume Flos was 
better distinguished. Chlorogenic acid, rutin, hyperin and isoquercitrin were screened as Q-Markers by comprehensive analysis, and 
the mass fractions were 3.08%—4.71%, 0.41%—0.71%, 0.13%—0.25% and 0.25%—0.38%, respectively. Conclusion  The 
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method of fingerprint combined with chemical pattern recognition technology can effectively screen the quality markers of Mume 
Flos from different producing areas, and provide a reference for the quality evaluation of Mume Flos.  
Key words: Mume Flos; quality marker; quantitative fingerprint; chemical pattern recognition technology; chlorogenic acid; rutin; 
hyperoside; isoquercitrin 
 

梅花为蔷薇科植物梅 Prunus mume (Sieb.) Sieb. 
et Zucc.的干燥花蕾。《中国药典》2020 年版收录药

用梅花分别有红梅花和白梅花[1]，其中花萼灰绿色花

瓣为黄白色者为白梅花，又称绿萼梅，主产于安徽

各地，为新安著名医家常用中药，收录于《全国中

草药汇编》《中药大辞典》，为临床入药主要品种，

具有疏肝和中、化痰散结之功效，主要用于唇上生

疮、月经不调、肝胃气痛、郁闷心烦等症状[2-4]。近

年来国内外学者对绿萼梅化学成分研究表明其化学

成分包括挥发油类、黄酮类、酚苷类、酯苷类、苯

丙素类，其中以绿原酸为代表的苯丙素类和以金丝

桃苷为代表的黄酮类成分含量较高[5-6]。有关绿萼梅

质量评价研究，目前文献报道较多的是多成分的含

量测定，而筛选的定量指标成分依据并未说明[7-10]。

因此如何获得区分不同产地绿萼梅质量差异、反映

药材品质的质量标志物作为绿萼梅多指标成分含量

的质量评价方法显得尤为重要[11-12]。本实验以绿萼

梅为研究对象，通过 UPLC 指纹图谱对绿萼梅主要

化学成分进行宏观整体表征，采用化学模式识别技

术对指纹图谱中提取共有峰的面积进行整合分析，

从而得到影响不同产地质量的特征化学成分并含

量测定，从而建立绿萼梅质量标志物（Q-Marker）
以期为绿萼梅的质量标准研究和资源开发利用提

供参考。 

1  材料 
1.1  仪器 

ACQUITY H-CLASS UPLC（美国 Waters 公司，

真空脱气机、包括四元高压梯度泵、柱温箱、自动

进样器、二极管阵列检测器、Empower2 色谱工作

站）；Milli-Q Advantage A10 一体式超纯水机（美国

Milipore 公司）；WL-100 型打粉机（瑞安市威力制

药机械厂）；AB135-S 型十万分之一天平（梅特勒-
托利多有限公司）；KQ-400KED 型高功率数控超声

波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。 
1.2  试剂 

对照品绿原酸（批号 CFN99116）、芦丁（批号

CFN99642）、异槲皮苷（批号 CFN9875）均购自武

汉天植生物技术有限公司；金丝桃苷（批号为

MUST-20052210）购自成都曼思特生物科技有限公

司，质量分数均≥98%。分析纯甲醇购自上海苏懿

化学试剂有限公司，色谱纯甲醇、色谱纯乙腈均购

自德国 Merk 公司，甲酸（色谱纯，美国 Sigma 公

司），水为超纯水。 
1.3  药材 

绿萼梅药材采自安徽休宁、安徽庐江和安徽歙

县，共 30 批次。经安徽省食品药品检验研究院刘军

玲中药师鉴定为蔷薇科植物梅 P. mume (Sieb.) Sieb. 
et Zucc.的干燥花蕾。绿萼梅样品来源见表 1。

表 1  绿萼梅样品信息 
Table 1  Sample information of Mume Flos 

批次 编号 产地 批次 编号 产地 
S1  PM-XN-01 安徽休宁 S16 PM-LJ-16 安徽庐江 
S2  PM-XN-02 安徽休宁 S17 PM-LJ-17 安徽庐江 
S3  PM-XN-03 安徽休宁 S18 PM-LJ-18 安徽庐江 
S4  PM-XN-04 安徽休宁 S19 PM-LJ-19 安徽庐江 
S5  PM-XN-05 安徽休宁 S20 PM-LJ-20 安徽庐江 
S6  PM-XN-06 安徽休宁 S21 PM-SX-21 安徽歙县 
S7  PM-XN-07 安徽休宁 S22 PM-SX-22 安徽歙县 
S8  PM-XN-08 安徽休宁 S23 PM-SX-23 安徽歙县 
S9  PM-XN-09 安徽休宁 S24 PM-SX-24 安徽歙县 

 S10  PM-XN-10 安徽休宁 S25 PM-SX-25 安徽歙县 
 S11 PM-LJ-11 安徽庐江 S26 PM-SX-26 安徽歙县 
 S12 PM-LJ-12 安徽庐江 S27 PM-SX-27 安徽歙县 
 S13 PM-LJ-13 安徽庐江 S28 PM-SX-28 安徽歙县 
 S14 PM-LJ-14 安徽庐江 S29 PM-SX-29 安徽歙县 
 S15 PM-LJ-15 安徽庐江 S30 PM-SX-30 安徽歙县 
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2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

Acquity UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 
μm）色谱柱，流动相 0.1%甲酸水溶液（A）-0.1%
甲酸乙腈溶液（B），流动相梯度洗脱程序为 0～5 
min，90%～85% A；5～15 min，85%～80% A；15～
20 min，80%～75% A；20～21 min，75%～20% A；

21～25 min，20%～20% A；25～26 min，20%～10% 
A；26～32 min，10%～90% A。体积流量 0.2 mL/min；
柱温 30 ℃；进样量 2 μL；检测波长 355 nm。 
2.2  溶液的制备 
2.2.1  供试品溶液制备  取绿萼梅样品粉末（过四

号筛）0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加

入 50%甲醇 50 mL，密塞，称定质量，超声处理（250 
W，40 kHz）30 min，静置冷却，称定质量，加 50%
甲醇补足失重，混匀后过 0.22 μm 的微孔滤膜，得

续滤液作为供试品溶液。 
2.2.2  对照品溶液制备  分别取对照品绿原酸、芦

丁、金丝桃苷、异槲皮苷适量，精密称定，置量瓶

中，加入 50%的甲醇制成含绿原酸 71.2 μg/mL、芦

丁 42.4 μg/mL、金丝桃苷 61.6 μg/mL、异槲皮苷 67.0 
μg/mL 的混合对照品溶液。 
2.3  方法学考察 
2.3.1  精密度试验  取同一绿萼梅供试品（S1）溶

液，连续进样 6 次，进样量 2 μL，以绿原酸为参照

峰 S，计算其他各个特征峰的相对保留时间和相对

峰面积的 RSD，考察仪器的精密度，各特征峰相对

保留时间的 RSD 值分别为 0.14%、0.37%、0.38%、

0.50%、0.43%、0.42%、0.45%，各色谱峰相对峰面

积的 RSD 值分别为 0.25%、1.29%、0.13%、0.99%、

1.47%、0.65%、1.33%，均小于 2.0%。 
2.3.2  重复性试验  取同一绿萼梅供试品（S1），按

“2.2.1”项下制备 6 份供试品溶液，按“2.1”项下

色谱条件分别进样测定，进样量 2 μL，以绿原酸为

参照峰 S，计算其他特征峰的相对保留时间和相对

峰面积的 RSD，考察方法的重复性。各特征峰相对

保留时间的 RSD 值分别为 0.18%、1.43%、0.64%、

0.59%、0.69%、1.68%、0.89%，各色谱峰相对峰面

积的 RSD 值分别为 0.16%、1.57%、0.36%、1.04%、

0.92%、1.36%、1.24%，均小于 2.0%。 
2.3.3  稳定性试验  取同一绿萼梅供试品（S1）溶

液，分别于配制后 0、2、4、8、12、24 h 进样测定，

进样量 2 μL，以绿原酸为参照峰，计算其他特征峰

的相对保留时间和相对峰面积的 RSD，考察供试品

溶液的稳定性，各特征峰相对保留时间的 RSD 值分

别为 0.17%、0.72%、0.97%、1.01%、1.02%、1.12%、

1.25%，各色谱峰相对峰面积的 RSD 值分别为

0.22%、0.27%、0.15%、0.62%、1.31%、0.57%、1.21%，

均小于 2.0%。 
2.4  绿萼梅指纹图谱的建立 
2.4.1  绿萼梅对照指纹图谱的生成  分别取 30 批

绿萼梅样品约 0.5 g，精密称定，按“2.2.1”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进行分

析，将所得的 30 批绿萼梅样品 UPLC 图谱以 AIA
格式按产地分别导入国家药典委员会“中药色谱指

纹图谱相似度评价系统（2012.130723 版）软件”，

以 S1 为参照图谱，采用中位数法，时间窗的宽度

默认为 0.1 min，经过多点校正之后进行自动匹配，

生成 30 批绿萼梅药材的 UPLC 指纹图谱和对照图

谱（R），见图 1、2。 
2.4.2  特征峰的指认  30批绿萼梅药材指纹图谱的

共有峰有 8 个，经与混合对照品色谱图镜像比对（图

3），指认其中 4 个主要特征峰：2 号峰为绿原酸，6
号峰为芦丁，7 号峰为金丝桃苷，8 号峰为异槲皮苷。 
2.4.3  相似度评价  采用国家药典委员会“中药色

谱指纹图谱相似度评价系统（2012.130723 版本）软

件”对 30 批绿萼梅样品的指纹图谱进行相似度计

算分析，绿萼梅样品中绿原酸的出峰时间比较稳定，

且分离度较好，因此选择绿原酸峰作为参照峰（S），
其保留时间和峰面积为 1，计算 30 批绿萼梅样品的共

有峰的相对保留时间和相对峰面积，各共有峰的相对

保留时间 RSD 值均小于 2.0%，相对峰面积的 RSD 值

均小于 45%，说明不同批次样品中各成分含量差异较

大，相对峰面积结果见表 2。30 批绿萼梅样品色谱图

与对照指纹图谱的相似度在 0.816～0.969，主要相似

度小于 0.9 的样品为 S4、S6、S8、S16、S24，表明各

个产地绿萼梅质量具有不稳定现象，这可能与绿萼梅

半野生状态种植有关。相似度结果见表 3。 
2.5  化学模式识别分析 
2.5.1  聚类分析  以 30 批不同产地绿萼梅药材

UPLC指纹图谱的8个共有峰的峰面积为原始数据，

生成 30×8 的阶数据矩阵，运用 IBM SPSS Statistics 
24.0 软件进行系统聚类分析（hierarchical clustering 
analysis，HCA），采用组间连接的聚类方法，以平

方欧式距离作为测度，结果见图 4。当分类距离 10
时，显示 30 批样品共聚为 3 类，其中来自休宁产地 
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A-休宁绿萼梅指纹图谱  B-庐江绿萼梅指纹图谱  C-歙县绿萼梅指纹图谱  D-30 批绿萼梅指纹图谱，下同 

A-fingerprint of Xiuning Mume Flos  B-fingerprint of Lujiang Mume Flos  C-fingerprint of Shexian Mume Flos  D-fingerprint of 30 batches of Mume Flos, same as below 

图 1  绿萼梅 UPLC 指纹图谱 
Fig. 1  UPLC fingerprints of Mume Flos 

 

图 2  绿萼梅 UPLC 对照图谱 
Fig.2  UPLC reference spectrum of Mume Flos  

 
的 S2、S7、S10 单独聚为一类，其余休宁产地和庐

江地产的绿萼梅可大致聚为一类，歙县绿萼梅样品

单独聚为一类，说明通过聚类分析可大致区分产地。 
2.5.2  主成分分析  为了更好地将各不同产地绿萼

梅进行区分，另采用主成分分析（ principal 
component analysis，PCA）方法进行进一步分析，

PCA 可实现高维数据的降维处理，少数几个主成分

（综合变量）即可代原始数据的大部分信息。同样以

30 批不同产地绿萼梅药材UPLC 指纹图谱的 8个共

有峰的峰面积为原始数据，生成 30×8 的阶数据矩

阵，运用 IBM SPSS Statistics 24.0 软件进行标准化

处理，通过降维因子分析，计算特征值和累计方差

贡献率，结果显示 KMO 值为 0.754，大于 0.5，代

表各变量相关性较好，提取到 2 个主要成分，特征 
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2-绿原酸  6-芦丁  7-金丝桃苷  8-异槲皮苷 

2-chlorogenic acid  6-rutin  7-hyperoside  8-isoquercitrin 

图 3  样品色谱图与对照品色谱图镜像比对 
Fig.3 Mirror somparison of sample chromatogram with 
reference chromatogram  

值均大于 1，累积方差贡献率为 80.569%，能基本

反映出样品的主要信息；以主成分因子变量绘制公

因子碎石图，结果显示特征值较高的 2 个主成分因

子的斜率更大，说明所提取的 2 个主成分可以最大

程度地代表绿萼梅药材的整体质量特征。因此 2 个

主成分因子可以作为绿萼梅药材的评价指标。将得

到的成分矩阵进行正交旋转得到 8 个共有峰成分在

2 个主成分中的旋转矩阵，权重值越大表明该成分

在决定样品区分中的作用越大。结果显示第 1 个主

成分信息主要来自 1 号峰、2 号峰（绿原酸）、7 号

峰（金丝桃苷）、8 号峰（异槲皮苷），第 2 个主成

分信息主要来自 5 号峰、6 号峰（芦丁）。将绿萼梅

样品的 8 个共有峰峰面积导入 SIMCA 14.1 软件绘制

30 批不同产地绿萼梅样品的主成分得分图，见图 5， 

表 2  绿萼梅样品指纹图谱共有峰的相对峰面积 
Table 2  Relative peak area of common peaks in fingerprints of Mume Flos 

批次 相对峰面积 
1 号峰 2 号峰 3 号峰 4 号峰 5 号峰 6 号峰 7 号峰 8 号峰 

S1 0.120 379 1.000 000 0.198 749 0.175 754 0.113 448 0.349 682 0.223 206 0.350 424 
S2 0.102 026 1.000 000 0.112 313 0.095 539 0.077 590 0.258 613 0.161 991 0.258 819 
S3 0.100 270 1.000 000 0.145 350 0.134 607 0.100 392 0.304 202 0.210 175 0.282 370 
S4 0.123 324 1.000 000 0.160 865 0.105 779 0.052 276 0.324 510 0.133 445 0.254 722 
S5 0.112 127 1.000 000 0.165 567 0.115 730 0.079 845 0.219 451 0.199 588 0.317 605 
S6 0.115 265 1.000 000 0.152 000 0.111 282 0.075 683 0.281 750 0.197 009 0.290 778 
S7 0.114 632 1.000 000 0.114 254 0.105 252 0.082 131 0.204 324 0.175 590 0.323 007 
S8 0.102 166 1.000 000 0.191 745 0.133 278 0.090 776 0.328 833 0.201 332 0.326 286 
S9 0.110 010 1.000 000 0.155 924 0.143 630 0.155 658 0.258 821 0.239 840 0.349 099 

 S10 0.102 015 1.000 000 0.154 253 0.111 183 0.088 983 0.278 424 0.178 428 0.296 527 
 S11 0.112 342 1.000 000 0.267 230 0.108 744 0.154 625 0.444 330 0.186 389 0.278 700 
 S12 0.112 110 1.000 000 0.252 120 0.107 692 0.137 473 0.514 099 0.188 503 0.210 497 
 S13 0.113 518 1.000 000 0.156 307 0.078 973 0.130 189 0.449 440 0.165 321 0.259 834 
 S14 0.111 664 1.000 000 0.177 302 0.106 033 0.139 793 0.434 214 0.185 017 0.275 645 
 S15 0.100 964 1.000 000 0.222 262 0.056 640 0.150 201 0.508 541 0.129 994 0.220 062 
 S16 0.118 514 1.000 000 0.252 600 0.101 350 0.140 040 0.448 395 0.172 217 0.274 273 
 S17 0.119 845 1.000 000 0.222 703 0.114 736 0.131 093 0.502 763 0.204 123 0.215 658 
 S18 0.118 119 1.000 000 0.231 653 0.115 857 0.152 520 0.502 034 0.148 249 0.286 745 
 S19 0.113 225 1.000 000 0.194 050 0.102 607 0.126 182 0.390 306 0.161 062 0.252 531 
 S20 0.121 261 1.000 000 0.315059 0.128 322 0.170 001 0.521 289 0.161 283 0.259 005 
 S21 0.114 935 1.000 000 0.145 885 0.143 506 0.042 282 0.373 115 0.177 518 0.320 709 
 S22 0.123 712 1.000 000 0.078 839 0.098 004 0.012 737 0.182 354 0.059 374 0.126 391 
 S23 0.114 681 1.000 000 0.118 635 0.100 790 0.061 831 0.306 048 0.136 968 0.257 057 
 S24 0.104 807 1.000 000 0.125 102 0.085 643 0.068 919 0.228 024 0.122 342 0.205 365 
 S25 0.126 401 1.000 000 0.080 711 0.061 451 0.041 134 0.200 921 0.075 924 0.183 703 
 S26 0.115 683 1.000 000 0.155 199 0.140 231 0.090 572 0.335 828 0.222 045 0.329 942 
 S27 0.131 705 1.000 000 0.079 973 0.030 934 0.033 493 0.225 291 0.061 309 0.134 786 
 S28 0.110 077 1.000 000 0.145 895 0.128 558 0.090 371 0.303 782 0.184 022 0.303 297 
 S29 0.107 021 1.000 000 0.129 725 0.122 102 0.107 488 0.307 149 0.200 200 0.325 376 
 S30 0.106 503 1.000 000 0.112 231 0.096 900 0.068 887 0.241 357 0.132 499 0.223 826 

  RSD/% 7.006 287 0 34.87 508 26.08 737 42.12 622 31.27 389 27.05 503 21.51 891 
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表 3  30 批绿萼梅指纹图谱相似度评价结果 
Table 3  Results of similarity evaluation of 30 batches of 
Mume Flos fingerprints 

批次 相似度 批次 相似度 
S1 0.968 S16 0.834 
S2 0.955 S17 0.956 
S3 0.969 S18 0.918 
S4 0.816 S19 0.948 
S5 0.962 S20 0.906 
S6 0.821 S21 0.924 
S7 0.952 S22 0.917 
S8 0.839 S23 0.921 
S9 0.960 S24 0.873 

 S10 0.936 S25 0.933 
 S11 0.932 S26 0.911 
 S12 0.926 S27 0.912 
 S13 0.918 S28 0.904 
 S14 0.935 S29 0.923 
 S15 0.930 S30 0.961 

 
图 4  绿萼梅样品聚类分析图 

Fig.4  Cluster analysis diagram of Mume Flos samples 

 
图 5  绿萼梅 PCA 得分图 

Fig.5  PCA scores of of Mume Flos 

结果显示 2 个主成分能反映不同产地绿萼梅的主要

特征，提示不同产地在化学成分含量上存在差异。

2.5.3  偏最小二乘法-判别分析（partial least squares 
discriminant analysis，PLS-DA）  为了更好地观察

不同产地样本间的组内差异，在 PCA 分析的基础上

进一步采用 SIMCA 14.1 软件进行 PLS-DA 方法进

一步分析。在建立的偏最小二乘判别分析模型中 R2X

（cum）=8.847，R2Y（cum）=0.737，Q2（cum）=0.721，
均大于 0.5，说明建立的 PLS-DA 模型解释率和预

测力可靠、良好。PLS-DA 得分图及 3D 图见图 6、
7。结果结果显示 30 批样品分为 3 组，3 个产地各

为一组，结合变量重要性投影值（variable importance 
in projection，VIP）（图 8）可知 VIP＞1 的色谱峰

有 1、5 号峰（未知），说明 1、5 号峰代表的化学成

分是不同产地绿萼梅样品的差异性标志物。 
2.6  绿萼梅 Q-Marker 的含量测定 

通过化学模式识别技术客观量化分析，由 PCA 
分析得知指纹图谱中 1、2（绿原酸）、7（金丝桃苷）、 

 

图 6  绿萼梅样品 PLS-DA 得分图 
Fig. 6  PLS-DA scores of Mume Flos 

 

 

图 7  绿萼梅样品 PLS-DA 分析 3D 图 
Fig. 7  3D image of Mume Flos by PLS-DA 
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图 8  30 批绿萼梅样品的 PLS-DA 的 VIP 图 
Fig. 8  VIP value from PLS-DA load diagram of 30 batches 
of Mume Flos  

8（异槲皮苷）以及 5、6 号峰（芦丁）是影响不同

产地绿萼梅质量的特征化学成分。PLS-DA 结果指

示 1、5 号峰的 VIP＞1，说明不同产地该含量差异

较大，是产地的差异性特征 Q-Marker，根据

Q-Marker 的“五要素”要求，为体现中药成分的专

属性、传递性[13-14]，1、5 号峰不适合作为绿萼梅质

量标准控制的特征指标。再结合绿萼梅样品相对峰

面积结果（表 2）得知，绿原酸（2 号峰）、芦丁（6
号峰）、金丝桃苷（7 号峰）、异槲皮苷（8 号峰）在

各产地绿萼梅样品中含量较高且稳定。综上，本实

验筛选绿原酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷作为绿

萼梅特征 Q-Marker 进行含量测定。 
2.6.1  线性关系考察  精密吸取各对照品储备液适

量，使用 50%甲醇逐级稀释配制成 6 个对照品溶液，

按“2.1”项下色谱条件测定绿原酸、芦丁、金丝桃

苷、异槲皮苷的峰面积。以对照品质量浓度为横坐

标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线，计

算线性回归方程和相关系数。结果见表 4。 
2.6.2  精密度试验  取混合对照品，按“2.1”项色

谱条件重复进样 6 次，测得绿原酸、芦丁、金丝桃

苷、异槲皮苷峰面积的 RSD 值分别为 1.7%、2.9%、

1.8%、0.73%，结果表明仪器精密度良好。 

表 4  对照品的线性方程、相关系数和线性范围 
Table 4  Linear equation, correlation coefficient and linear 
range of reference substance 

对照品 线性方程 r 线性范围/(mg·mL−1) 
绿原酸 Y=104 498 X+6 707.9 0.999 7 0.014～0.712 
芦丁 Y=22 049 X−624.7 0.999 1 0.008～0.424 
金丝桃苷 Y=127 276 X−1 871.4 0.999 3 0.012～0.616 
异槲皮苷 Y=238 816 X+1 467.9 0.999 8 0.013～0.670 

2.6.3  重复性试验  取 S1 样品共 6 份，按“2.2.1”
项下制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别

进样测定，测得绿原酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮

苷质量分数的 RSD 值分别为 1.6%、2.6%、2.2%、

1.0%，表明该方法的重复性良好。 
2.6.4  稳定性试验  取混合对照品，分别于配制后

0、2、4、8、12、24 h 进样测定，按“2.1”项色谱

条件重复进样 6 次，测得绿原酸、芦丁、金丝桃苷、

异槲皮苷峰面积的 RSD 值分别为 1.9%、2.9%、

1.8%、0.73%，结果表明仪器精密度良好。 
2.6.5  加样回收率试验  取测定的 S1 号梅花样品

粉末 6 份各 0.2 g，精密称定，分别加入等量的绿原

酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷对照品溶液，按

“2.2.2”项制备供试液，按“2.1”项色谱条件进行

测定，绿原酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷加样回

收率分别为 88.73%、109.1%、87.34%、97.15%，

RSD 分别为 3.1%、4.7%、4.3%、1.9%。 
2.6.6  样品含量测定  根据“2.2.2”项下方法制

备绿萼梅药材供试品溶液，按“2.1”项下色谱条

件进样，记录数据，测得绿原酸、芦丁、金丝桃苷、

异槲皮苷的百分含量，具体结果见表 5。由结果可

知，30 批绿萼梅样品中绿原酸（大于 3.0%）及金

丝桃苷和异槲皮苷总量（大于 0.35%）达到《中国

药典》2020 年版要求，通过比较 3 个产地绿萼梅

样品中绿原酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷含量无

显著性差异，说明这 4 种特征成分在绿萼梅中含量

较高且稳定。 
3  讨论 

本实验在《中国药典》2020 年版和文献的梯

度洗脱方法[15]的基础上进行优化，考察了 0.1%甲

酸水-0.1%甲酸乙腈、0.05%磷酸水-0.05%磷酸乙

腈、0.1%甲酸水-乙腈 3 种流动相体系，结果发现

以 0.1%甲酸水（A）-0.1%甲酸乙腈（B）为流动

相时，样品的分离效果较好，因此选择 0.1%甲酸

水（A）-0.1%甲酸乙腈（B）作为流动相。实验

参考文献对 254、300、355 nm 这 3 种波长进行考

察，结果发现在 355 nm 波长下图谱的目标成分分

离较好且较小峰金丝桃苷的响应值较高，因此选

择 355 nm 作为检测波长。 
近些年利用中药指纹图谱结合化学计量学方法

分析中药样品的差异，在中药质量评价研究较为广

泛应用[16-20]。本实验运用相似度评价、PCA、HCA
和 PLS-DA 的化学计量学方法对不同产地绿萼梅质 
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表 5  30 批绿萼梅样品中质量标志物的含量 
Table 5  Contents of Q-Markers in Mume Flos 

批次 绿原酸/% 芦丁/% 金丝桃苷/% 异槲皮苷/% 
S1 3.65 0.47 0.15 0.28 
S2 3.44 0.36 0.17 0.33 
S3 3.75 0.49 0.2 0.29 
S4 4.25 0.45 0.21 0.38 
S5 4.53 0.43 0.19 0.35 
S6 4.32 0.51 0.24 0.31 
S7 3.28 0.41 0.22 0.32 
S8 4.63 0.59 0.16 0.22 
S9 4.16 0.48 0.23 0.27 

 S10 3.71 0.46 0.18 0.25 
 S11 3.72 0.42 0.13 0.33 
 S12 4.29 0.57 0.14 0.35 
 S13 3.51 0.66 0.23 0.29 
 S14 3.55 0.58 0.19 0.37 
 S15 3.39 0.69 0.22 0.29 
 S16 3.88 0.51 0.18 0.31 
 S17 4.26 0.60 0.25 0.36 
 S18 4.03 0.57 0.23 0.34 
 S19 4.71 0.54 0.21 0.28 
 S20 3.69 0.52 0.19 0.27 
 S21 3.38 0.61 0.24 0.35 
 S22 4.07 0.33 0.16 0.30 
 S23 3.66 0.48 0.19 0.37 
 S24 3.49 0.55 0.25 0.35 
 S25 4.16 0.42 0.18 0.36 
 S26 3.95 0.45 0.22 0.31 
 S27 3.72 0.49 0.21 0.27 
 S28 3.08 0.46 0.17 0.34 
 S29 3.53 0.57 0.19 0.29 
 S30 3.61 0.41 0.22 0.31 
量进行研究。所建立的 30 批绿萼梅样品 UPLC 指

纹图谱有 8 个共有峰，指认了绿原酸、芦丁、金丝

桃苷和异槲皮苷 4 个特征峰。相似度评价结果显示

30 批样品的相似度在 0.816～0.969，其中休宁有 3
个批次的样品相似度低于 0.9，休宁的绿萼梅为半野

生种植，存在地理分布差异，导致休宁绿萼梅质量

不太稳定，部分相似度偏低。在聚类分析中，3 个

产地绿萼梅样品聚为 3 类，其中庐江绿萼梅大部分

聚为一类，歙县绿萼梅大部分聚为一类，休宁的较

为分散，质量不稳定，表明 3 个产地绿萼梅样品化

学成分既有相似性又有差异性，造成差异性的原因

可能与产地、环境、地理位置有关，与相似度结果

一致。在 PCA 和 PLS-DA 分析中可看出 3 个产地的

绿萼梅样品均位于空间的不同位置，表明不同产地

绿萼梅化学成分存在一定的差异，同时筛选出绿原

酸、芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷作为绿萼梅药材的

Q-Marker，其中绿原酸及金丝桃苷和异槲皮苷也是

《中国药典》2020 年版中梅花的含量测定检测指标，

说明研究建立的筛选中药特征性标志物的方法比较

全面科学，由含量检测结果可知绿萼梅中芦丁的含

量比金丝桃苷、异槲皮苷黄酮总量高，可以将芦丁

引入梅花的质量控制指标。 
4  小结 

通过 UPLC 指纹图谱对绿萼梅主要化学成分进

行宏观整体表征，可较为全面的反映绿萼梅化学信

息，采用化学模式识别技术对指纹图谱中提取共有

峰峰面积进行整合分析，同时结合中药 Q-Marker 
“五要素”要求，筛选可作为绿萼梅质量评价的

Q-Marker，为绿萼梅质量评价标准研究和资源开发

利用提供参考，同时该分析策略可为中药质量标准

研究提供研究思路。 
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