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基于特征图谱结合化学计量学和一测多评法的薤白质量评价3 
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摘  要：目的  建立薤白特征图谱分析方法，并结合化学计量学和一测多评法（quantitative analysis of multi-components with 

a single-marker，QAMS）开展薤白质量控制研究。方法  采用 HPLC 方法，Agilent Eclipse Plus C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 µm），以甲醇-超纯水溶液为流动相梯度洗脱，体积流量 1.0 mL/min，柱温 30 ℃，检测波长 261 nm，进样量 20 μL，建立

薤白特征图谱，接着采用聚类分析（clustering analysis，CA）、主成分分析（principal component analysis，PCA）、正交偏最

小二乘法-判别分析（orthogonal partial least square method-discriminant analysis，OPLS-DA）对不同批次薤白饮片进行化学模

式识别分析，实现数据集的可视化。同时以腺苷为内参物建立 QAMS 法，建立内参物与胞苷、尿苷、鸟苷的相对校正因子，

采用外标法（external standard method，ESM）与 QAMS 法分别测定 12 批次薤白样品中胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷 4 种核苷

类成分的含量，以验证 QAMS 法结果的可靠性。结果  建立的 HPLC 特征图谱方法较全面地反映了薤白药材的化学成分，

分析方法专属性强，准确可靠；化学计量学分析结果基本一致；并通过 OPLS-DA 找出了 3 种可能的标志性成分；QAMS 法

与外标法测定结果之间无显著差异。结论  建立的薤白特征图谱分析方法、化学计量学方法、多指标成分 QAMS 法可为薤

白和其他植物药的质量控制与评价提供参考。 
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Abstract: Objective  To establish an analytical method used for quality control of Xiebai (Allii Macrostemonis Bulbus, AMB) 

employing HPLC characteristics spectrum combined with stoichiometry and quantitative analysis of multi-components with a 

single-marker method. Methods  HPLC was performed on Agilent 1200 HPLC system equipped with DAD detector and Agilent 

Eclipse Plus C18 column (250 mm × 4.6mm, 5µm), using methanol-ultrapure water solution as mobile phase employing gradient 

elution procedure with the flow rate of 1.0 mL/min, column temperature of 30 ℃, detection wavelength of 261 nm, and injection 

volume of 20 μL. Cluster analysis, principal component analysis and orthogonal partial least squares discriminant analysis were used 

to identify chemical patterns of different batches of AMB at a visualization analysis level. The QAMS method was also adopted to 
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evaluate the main components contents including adenosine, cytidine, uridine, and guanosine in AMB samples with adenosine as the 

internal reference, and the relative correction factors of the internal reference and cytidine, uridine and guanosine were established 

subsequently. Finally, to confirm validity of QAMS method, the comparison of the contents data analyzed by QAMS method and 

external standard method (ESM) was also carried out. Results  The established HPLC characteristics spectrum method can fully 

reflect the chemical composition of AMB. The analysis method showed specific, accurate and reliable characteristics and the relative 

correction factors have good repeatability. Moreover, the results of chemometric analysis were in accord with data calculated from 

methods mentioned above. In addition, three possible characteristic components were identified by OPLS-DA and there was no 

significant difference found between QAMS and ESM, which can provide a reference for quality evaluation of AMB. Conclusion  

The established HPLC fingerprint spectrum method, stoichiometry method and multi-index components analytical method with 

QAMS can provide a reference for quality control and evaluation of AMB and other botanic drugs. 

Key words: Allii Macrostemonis Bulbus; HPLC fingerprint spectrum; chemometrics; adenosine; cytidine; uridine; guanosine; 

quantitative analysis of multi-components with a single marker; external standard method 

薤白为百合科（Liliaceae）葱属 Allium L.植

物 小 根 葱 Allium macrostemon Bge. 或 薤 A. 

chinense G. Don.的干燥鳞茎，别名野薤、野葱、

薤白头[1]，我国除新疆、青海外各省区均产，俄

罗斯、朝鲜和日本也有分布 [2]。薤白在临床广泛

用于治疗胸痹、心绞痛、哮喘等疾病，皂苷类化

合物是其主要药效成分 [3]。国家卫生部于 20 世

纪 90 年代将薤白列入药食同源植物名录 [4]，因

此薤白也可用于功能性食品的开发，具有广泛的

应用前景。薤白主要含有甾体皂苷、挥发油、苯

丙素类化合物、氨基酸、多糖与脂肪酸等多种生

物活性成分[5-7]，具有抗肿瘤[8]、调血脂和抗动脉

粥样硬化[9]、抗痉挛[10]、抗氧化[11]等活性。近年

来，薤白的化学成分和药理作用已经得到深入的

研究，但其质量控制研究仍需加强，《中国药典》

2020 年版也暂无薤白有效成分［含量测定］项标

准[1]，而中药又有多成分多靶点的特点，且其品

质易受产地和加工方式影响。因此，单一的成分

难以全面评价中药质量的优劣，通过多指标同步

质量控制反映中药质量已成为当前中药质量评

价领域的共识。 

化学计量学是通过统计学或数学方法结合计算

机科学将对化学体系的测量值与体系的状态之间建

立联系[12]。而一测多评法（quantitative analysis of 

multi-components le-marker，QAMS）是采用一种相

对易得、价廉的内参比物质对照品，实现对多个成

分的同时测定[13]。特征图谱结合化学计量学和一测

多评法可以根据多变量数值分析把同类与异类中药

材区别开实现数据集的可视化[14]。本研究通过上述

方法对薤白药材进行分类和质量评价，为薤白的鉴

定和质量评价提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent 1200 高效液相色谱仪；皖仪 3100 型高

效液相色谱仪、EX224ZH 型万分之一电子分析天平

（OHAUS 公司）；JS-40 型超声波清洗仪（常州鸿泽

实验科技有限公司），Agilent Eclipse Plus C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 µm），Welch Ultimate XB-C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），Agilent 5 TC-C18

（2）色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）、Agilent XDB 

C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）、Synergi 

Hydro-RT C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）。 

1.2  材料 

对照品胞苷（批号 T16J7X9000）、尿苷（批号

M02HS176753）、鸟苷（批号 D25GS172600）购自

上海源叶生物科技有限公司，质量分数均为 99%；

腺苷（批号 RP210402，质量分数为 99.85%）购自

成都麦德生物科技有限公司；乙腈为色谱纯，水为

怡宝纯净水，其余试剂为分析纯。薤白样品来源见

表 1，由湖南中医药大学药学院中药资源中心王智

副教授鉴定为薤 A. chinense G. Don.和小根葱 A. 

macrostemon Bge.。 

2  方法与结果 

2.1  色谱方法 

色谱柱为  Agilent Eclipse Plus C18 柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇（A）-超纯水

（B），梯度洗脱：0～17 min，0.5% A；17～18 min，

0.5%～5% A；18～30 min，5%～9% A；30～32 min，

9% A；32～42 min，9%～11% A；42～45 min，11%～ 

0.5% A；45～50 min，0.5% A；体积流量 1.0 mL/min；

检测波长 261 nm；柱温 30 ℃；进样量 20 μL。色

谱图如图 1 所示。 
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表 1  样品信息 

Table 1  Information of samples 

编号 生产企业 品种 产地 批号 

S1 安徽康和中药科技有限公司 薤 A. chinense  陕西合阳 20211124 

S2 康美中药饮片 薤 A. chinense  陕西渭南 220400189 

S3 安国市药源商贸有限公司 小根葱 A. macrostemon 山西 未知 

S4 经集方中药材有限公司 薤 A. chinense  陕西 未知 

S5 福曦堂 小根葱 A. macrostemon  吉林 20220316 

S6 通化市三宝参茸商贸有限公司 薤 A. chinense  浙江 20220401 

S7 安国市广盛商贸有限公司 小根葱 A. macrostemon 吉林 20220415 

S8 三湘中药饮片有限公司 薤 A. chinense  湖南 未知 

S9 华盛药业 小根葱 A. macrostemon 四川成都 20220403 

 S10 国药集团冯了性（佛山）药材饮片有限公司 小根葱 A. macrostemon 湖南 C220111133 

 S11 湖南振兴中药有限公司 薤 A. chinense  河北 20062901 

 S12 湖南新汇制药股份有限公司 薤 A. chinens 湖南 200601 

 

2-胞嘧啶核苷  5-尿嘧啶核苷  6-鸟嘌呤核苷  8-腺嘌呤核苷 

2-cytidin  5-uridine  6-guanosine  8-adenosine 

图 1  混合对照品 (A) 和薤白样品 (B) 色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of mixed reference (A) and sample of 

Allii Macrostemonis Bulbus. (B) 

2.2  对照品储备液的制备  

精密称取对照品适量，加 10%甲醇溶解制成含

胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷质量浓度分别为 5.016、

14.884、15.120、14.960 μg/mL 的混合对照品溶液用

作外标法定量和色谱峰指认。另精密称取适量对照

品加 10%甲醇溶解制成含胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷

质量浓度分别为 10.20、34.20、35.40、35.00 μg/mL

的混合对照品溶液 STD1，后将 STD1 用 10%甲醇

分别稀释至其 0.8、0.6、0.4、0.2、0.1 倍的混合对

照品溶液 STD2、STD3、STD4、STD5、STD6 用作

方法学线性考察[15]。置于 4 ℃冰箱，备用。 

2.3  供试品溶液的制备 

取薤白样品粉末 1.0 g（过 60 目筛），精密称定，

置于 100 mL 干燥具塞锥形瓶中，加 10%甲醇 25 mL，

密塞，称定质量，超声（功率 240 W，频率 40 kHz）

处理 30 min，放冷，用 10%甲醇补足减失的质量，滤

过，经 0.22 µm 微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  专属性考察  分别精密吸取胞苷、尿苷、鸟

苷和腺苷对照品溶液及混合对照品溶液、薤白对供

试品溶液，按“2.1”项下色谱条件测定。结果表明

各成分保留时间基本一致，最大紫外吸收波长高度

吻合、各色谱峰分离度均大于 1.5，表明方法专属性

良好。 

2.4.2  精密度试验  精密吸取同一供试品溶液 S1，按

“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，每次 20 μL，记

录峰面积，计算 RSD 值。结果显示 1～9 号峰峰面积

RSD 分别为 1.87%、1.11%、1.54%、1.08%、0.49%、

0.73%、0.86%、0.43%、1.01%，表明仪器精密度良好。 

2.4.3  重复性试验  精密称取同一批号样品（S1），

按“2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按“2.1”

项下色谱条件进样分析，记录色谱图，以腺苷峰为

参照，记录各色谱峰相对保留时间与相对峰面积。

结果显示 1～9 号峰相对保留时间 RSD 分别为

0.35%、0.17%、0.46%、0.68%、0.75%、0.22%、0.31%、

0.07%、0.18%，相对峰面积 RSD 分别为 1.07%、

1.44%、0.82%、1.15%、1.34%、0.54%、0.63%、0.70%、

0.59%，表明方法重复性良好。 

2.4.4  稳定性试验   精密吸取同一供试品溶液

（S1）适量，分别于 0、2、4、8、12、18、24 h 以

“2.1”项下色谱条件进样分析，记录各个测定时间

点的峰面积，计算 RSD 值。结果显示 1～9 号峰峰

面积 RSD 分别为 1.32%、1.49%、1.63%、0.98%、

1.01%、0.69%、0.75、0.63%、0.47%，表明供试品

溶液在 24 h 内稳定。 

2.5  特征图谱的分析及评价 

2.5.1  特征图谱的建立及共有峰归属  12 批薤白
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样品分别按“2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”

项下色谱条件进样分析，将色谱信息导入中药色谱

指纹图谱相似度软件进行 Mark 峰匹配（版本：

2012.130723），共确定 9 个共有峰，共有峰见图 2。

其中共有峰中 8 号峰（腺苷）分离度较好，响应较

高，故以 8 号峰（腺苷）为参照峰（S 峰）。经与对

照品色谱峰保留时间相比对和 DAD 光谱分析，共

指认出 4 个特征峰，分别为 1 号峰胞苷、5 号峰尿

苷、6 号鸟苷、8 号峰腺苷。 

2.5.2  相似度评价  以薤白 12 批样品 9 个共有峰

峰面积为变量，导入 Origin Pro 2021 软件进行样品

相关性分析，并绘制相关系数图。图 3 中，红色表

示正相关，蓝色表示负相关，圈的朝向代表正负相 

 

图 2  薤白 HPLC 特征图谱共有峰 

Fig. 2  Common peaks in HPLC characteristic 

chromatograms of AMB 

 
*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

图 3  12 批次薤白样品相关系数图 

Fig. 3  Correlation coefficient diagram of 12 batches of AMB samples

关性，圈越大越圆相关系数绝对值越小，P 值代表

样品相关性显著程度，从根据 9 个共有峰峰面积数

据绘制的相关系数图来看样品 S1～S12 全部呈现正

相关，整体相似度在 0.80～1.00，有一定的波动情

况，样品 S3、S11、S12 的相似度相对较低，表明

不同产地不同批次的薤白样品质量存在着差异。

2.5.3  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  PCA 分析是通过降维的思想在损失很少信

息的前提下将多个互相关联的变量转化成少数几个

互不相关的综合指标的统计学方法,可以用较少的

变量去解释原始多变量中的大多数变异[16]。利用 12

批次薤白样品的 9 个共有峰峰面积为变量，结果导

入 SPSS 26.0 软件，计算主成分特征值、方差贡献

率及因子载荷矩阵。结果如表 2、3 所示。第 1 主成

分的特征根为 4.321 ，能够解释的总变异为

58.552%，第 2 主成分的特征根为 1.816，能够解释

的总变异为 16.130%，第 3主成分的特征根为 1.740，

能够解释 12.844%的变异，因此提取主成分 3 个，

累积贡献率可达 87.526%，可代表薤白样品 87.526%

的信息。以绝对值为依据，第 1 主成分的信息主要

来自于胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷、9 号、7 号、1 号

峰峰面积、第 2 主成分的信息主要来自于 4 号峰峰 
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表 2  PCA 特征值及方差贡献率 

Table 2  PCA eigenvalue and variance contribution rate 

主成分 
初始特征值 提取载荷平方和 

特征值 方差贡献率/% 累计方差贡献率/% 特征值 方差贡献率/% 累计方差贡献率/% 

1 5.270 58.552 58.552 4.321 58.552 58.552 

2 1.452 16.130 74.682 1.816 16.130 74.682 

3 1.156 12.844 87.526 1.740 12.844 87.526 

表 3  PCA 因子载荷矩阵 

Table 3  PCA factor loading matrix 

成分 主成分 1 主成分 2 主成分 3 

鸟苷（峰 6） 0.981 −0.009 −0.105 

尿苷（峰 5） 0.950  0.192  0.084 

峰 9 0.874 −0.230 −0.011 

腺苷（峰 8） 0.849 −0.055 −0.477 

峰 7 0.777 −0.562 −0.149 

胞苷（峰 2） 0.731  0.158 −0.173 

峰 1 0.682  0.402  0.475 

峰 4 0.289  0.883 −0.085 

峰 3 0.482 −0.277  0.790 

面积、第 3 主成分的信息主要来自于 3 号峰峰面

积。将12批次薤白样品的9个共有峰峰面积为变量

导入 SIMCA 14.1 软件建模，得到 PCA 得分图（图

5），PCA 得分图表明以第 1 主成分为依据，t[1]轴

将 12 批样品分成 2 部分，表明 12 批次薤白样品质

量存在着较大差异。 

2.5.4  正交偏最小二乘-判别分析（orthogonal partial 

least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）分析  

因为 PCA 为一种无监督的模型验证方法，并不能够

对所有样本加以区分以使得每个样本对模型都有相

同的贡献。所以，当样本组间差异大而组内差异较

小时，PCA 分析难以区分和发现组内差异。因此有

必要采用一种有监督模式的 OPLS-DA 分析[17]。 

为进一步寻找导致薤白质量差异的标志成

分，本研究将 12 批薤白中 9 个共有峰的相对峰  

 

图 4  PCA 得分图 

Fig. 4  PCA score plot 

面积导入 SIMCA 14.1 软件，以获得 OPLS-DA 分析

模型，见图 5。结果显示，在模型中解释能力参数

R2
X、R2

Y 分别为 0.940 和 0.965，预测能力参数 Q2

（cum）为 0.903，表明该模型预测能力较好，12

批薤白共有峰峰面积均落在 95%置信区间内，   
 

 

 

 

图 5  OPLS-DA 得分图 (A)、置信检测图 (B) 和变量贡献

值图 (C) 

Fig. 5  OPLS-DA score plot (A), displacement detection plot 

(B) and VIP plot (C) 
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将样品根据 PCA 分析结果分为 2 类。对所建立

的 OPLS-DA 模型进行 200 次置换检测，结果显

示 R2＝(0.0，0.512)，Q2＝(0.0，−2.22)，由于 Q2

拟合直线 Y 轴截距为−2.22，为负数，且最右侧点

Q2 和 R2 均高于左侧，所以模型未出现过拟合的情

况[18]，表明所构建的 OPLS-DA 模型可以作为判

别 12 批次薤白质量成分的差异。由变量贡献值图

（图 5）可见，VIP 值大于 1 的有 5 号峰（尿苷）、

6 号峰（鸟苷）、8 号峰（腺苷），VIP 值分别为

1.80361、1.305 27、1.201 45。因此，此 3 种成分

可能是薤白的主要差异成分，可作为薤白质量标

准［含量测定］项的参考组分[19]。 

2.5.5  聚类分析  将 9 个薤白 HPLC 特征图谱共有

峰峰面积作为变量导入 Origin Pro 2021 软件进行聚

类分析时，行标签为样本编号，列标签为 9 个共有

峰名称，对行数据进行标准化使得行数据具有可比

性，采用平均聚类方法、曼哈顿距离类型，得到图

7，由蓝至黄至红的颜色及颜色深浅变化则表示薤白

9 个特征共有峰的峰面积差异程度。聚类分析将 12

批样品分为 2 大类，S3、S11、S12 被分为一大类，

其余样品则被分为另一大类。由此可知，不同薤白

样品的特征成分含量可能存在显著差异，也不可仅

仅依靠薤白产地、个头大小等对其质量进行评价，

基于特征图谱结合化学计量学和 QAMS 法的薤白

分析方法可为薤白的品质评价提供快速、准确的分

析策略。 

 

图 6  12 批次薤白样品聚类分析热图 

Fig. 6  Heat map for cluster analysis of 12 batches of AMB samples

2.6  多指标成分的含量测定 

为了对薤白更好地进行质量评价，在特征图谱

的基础上，建立了 QAMS 方法测定胞苷、尿苷、鸟

苷、腺苷 4 个成分含量。 

2.6.1  供试品溶液的制备  同“2.1”项。 

2.6.2  对照品溶液的制备  同“2.2”项。 

2.6.3  色谱条件  同“2.3”项。 

2.6.4  线性关系考察  分别精密吸取混合对照品

溶液 STD1、STD2、STD3、STD4、STD5、STD6，

20 µL，注入高效液相色谱仪，按照“2.1”项色

谱条件，测定对照品的色谱峰面积。以各对照品

浓度（X）对相应峰面积（Y）进行回归处理，得

4 个薤白核苷成分的回归方程及线性范围。结果

表明 4 个薤白核苷成分的线性关系良好，如表 4

所示。 

表 4  4 个核苷成分的线性回归方程 

Table 4  Linear regression equations of four nucleosides 

compounds from AMB 

成分 回归方程 R2 线性范围/(μg∙mL−1) 

胞苷 Y＝35 190 X－474.11 0.999 8 1.020～10.200 

尿苷 Y＝46 891 X－10 594 0.999 9 3.420～34.200 

鸟苷 Y＝36 754 X－9498 0.999 9 3.540～35.400 

腺苷 Y＝67 453 X－22 420 0.999 8 3.500～35.000 

2.6.5  精密度试验  精密吸取同一供试品溶液 S1，按

“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，每次 20 μL，记

录峰面积，计算 RSD 值。结果显示胞苷、尿苷、鸟

苷、腺苷峰的峰面积 RSD 分别为 1.11%、0.79%、

0.73%、0.43%，表明仪器精密度良好。 

2.6.6  重复性试验  精密称取同一批号样品（S1），

按“2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按“2.1”

S1  S2  S3  S4  S5  S6  S7  S8  S9  S10 S11 S12 

2.96 

2.36 

1.77 

1.17 

0.57 

−0.03 

−0.63 

−1.22 

−1.82 

 

峰 4 
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峰 7 
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峰 3 

峰 1 
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项下色谱条件进样分析，记录色谱图，以腺苷峰为

参照，记录各色谱峰相对保留时间与相对峰面积。

结果显示胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷峰相对保留时间

RSD 分别为 0.17%、0.75%、0.22%、0.18%，相对

峰面积 RSD 分别为 1.44%、1.34%、0.54%、0.70%，

表明方法重复性良好。 

2.6.7  稳定性试验   精密吸取同一供试品溶液

（S1）适量，分别于 0、2、4、8、12、18、24 h 以

“2.1”项下色谱条件进样分析，记录各个测定时间

点的峰面积，计算 RSD 值。结果显示胞苷、尿苷、

鸟苷、腺苷号峰峰面积 RSD 分别为 1.49%、1.01%、

0.69%、0.63%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.6.8  加样回收率试验  精密称取适量已测定含量

样品（S1），按“2.3”项方法将称样量减半平行制

备 6 份供试品溶液，并以 1︰1 的比例加入定量对照

品，以“2.1”项下色谱条件进样分析，计算胞苷、

尿苷、鸟苷、腺苷的平均加样回收率分别为 97.88%、

103.4%、99.22%、97.63%，RSD 分别为 1.60%、

0.74%、2.27%、2.01%。 

2.6.9  相对校正因子（f）的测定  在建立的梯度洗

脱 HPLC 色谱条件“2.1”下，取混合对照品溶液分

别进样 5、10、15、20、25、30、35 µL[20]，记录各

成分的峰面积，以腺苷为内参物，计算待测成分与

内参物的 f[21]。 

f＝(Ai/C i)/(As/Cs) 

Ai 为待测成分峰面积，Ci 为待测成分量浓度，As 为内参物峰

面积，Cs 为内参物浓度 

结果表明，腺苷作为内参物时其他成分的 f 的

RSD 均小于 3%，见表 5。 

2.6.10  不同色谱柱对 f 的影响  取“2.2”项混合

对照品溶液，进样量为 20 µL，采用皖仪 3100 高效 

表 5  3 个待测成分的 f 值 

Table 5  Relative correction factors (f) of three components 

to be tested 

进样体积/µL f 胞苷/腺苷 f 尿苷/腺苷 f 鸟苷/腺苷 

5 0.545 0 0.799 7 0.752 6 

10 0.559 6 0.801 5 0.757 0 

15 0.553 1 0.799 4 0.757 6 

20 0.551 3 0.791 2 0.750 2 

25 0.546 5 0.787 2 0.752 6 

30 0.545 9 0.786 0 0.750 9 

35 0.550 8 0.789 4 0.754 0 

平均值 0.550 3 0.793 5 0.753 6 

RSD/% 0.93 0.82 0.38 

液相色谱仪，分别考察 Agilent 5 TC-C18（2）（250 

mm×4.6 mm，5 µm）、Agilent XDB C18、Agilent 

Eclipse Plus C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）、Synergi 

Hydro-RT C18共 4 根色谱柱对各核苷 f 的影响，结

果胞苷、尿苷、鸟苷 f 的 RSD 依次为 0.70%、0.57%、

0.77%，表明色谱柱的更换对各成分 f 无显著性影

响，见表 6。 

表 6  不同色谱柱对 f 的影响 

Table 6  Effects of different columns on f values 

色谱柱 f 胞苷/腺苷 f 尿苷/腺苷 f 鸟苷/腺苷 

Agilent 5TC C18 0.547 4 0.790 0 0.754 7 

Agilent Eclipse Plus C18 0.551 3 0.791 2 0.796 1 

Agilent XDB C18 0.542 0 0.796 1 0.761 6 

Synergi Hydro-RT C18 0.546 1 0.785 2 0.762 4 

均值 0.546 7 0.790 6 0.757 2 

RSD% 0.70 0.57 0.77 

2.6.11  不同体积流量对 f 的影响  实验采用皖仪

3100 高效液相色谱仪系统，Agilent Eclipse Plus C18

色谱柱，考察不同体积流量（0.8、1.0、1.2 mL/min）

对 4 个核苷 f 值的影响，各成分之间 f 值重复性良

好，其 RSD 均小于 3%，表明不同体积流量对各成

分 f 值无显著性影响，见表 7。 

 

表 7  不同体积流量对 f 值的影响 

Table 7  Effects of different volume flow rates on f values 

体积流量/(mL·min−1) f 胞苷/腺苷 f 尿苷/腺苷 f 鸟苷/腺苷 

0.8 0.562 7 0.804 5 0.765 6 

1.0 0.551 3 0.791 2 0.796 1 

1.2 0.549 2 0.788 5 0.754 0 

均值 0.554 4 0.794 7 0.756 6 

RSD% 1.31 1.08 1.06 

2.6.12  不同柱温对 f 的影响   实验采用皖仪

3100 高效液相色谱仪系统，Agilent Eclipse Plus 

C18 色谱柱，分别在不同柱温（25、30、35 ℃）

条件下测定核苷的 f 值，结果显示各成分之间 f

的 RSD 均小于 3%，表明柱温对各成分的 f 值无

显著性影响，见表 8。 

表 8  不同柱温对 f 值的影响 

Table 8  Effects of different temprtature on f values 

柱温/℃ f 胞苷/腺苷 f 尿苷/腺苷 f 鸟苷/腺苷 

25 0.550 8 0.791 9 0.753 4 

30 0.551 3 0.791 2 0.750 2 

35 0.551 9 0.793 3 0.757 3 

平均值 0.551 3 0.792 1 0.753 6 

RSD/% 0.10 0.13 0.47 



 中草药 2023 年 11 月 第 54 卷 第 21 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 November Vol. 54 No. 21 ·7183· 

   

2.6.13  不同仪器对 f 的影响  实验分别采用皖仪

3100，Agilent 1200 高效液相色谱仪系统，Agilent 

Eclipse Plus C18 色谱柱，考察不同仪器对薤白核苷 f

值的影响，结果各成分 f 值的 RSD 均小于 5%，见

表 9。 

2.6.14  待测成分色谱峰定位  色谱峰的准确定位

是保证 QAMS 法应用的前题[22-23]，为了仅在采用腺 

表 9  不同仪器对 f 值的影响 

Table 9  Effects of different instruments on f values 

仪器型号 f 胞苷/腺苷 f 尿苷/腺苷 f 鸟苷/腺苷 

皖仪 3100 0.551 3 0.791 2 0.750 2 

Agilent 1200 0.541 5 0.789 0 0.768 3 

均值 0.546 4 0.790 1 0.759 3 

RSD/% 1.27 0.20 1.69 

苷为对照品时，能够确认胞苷、尿苷、鸟苷色谱峰

的位置，从而通过获得的 f 值同时计算另外 3 个成

分的含量，达到 QAMS 的目的，故取“2.2”项混

合对照品溶液，考察了采用不同仪器（仪器 1：皖

仪 3100，仪器 2：Agilent 1200）、不同色谱柱（柱 1：

Agilent Eclipse Plus C18、柱 2：Agilent 5 TC-C18（2）、

柱 3：Welch Ultimate XB-C18）和不同操作人员（A、

B、C）时另外 3 个薤白核苷成分与腺苷之间的保留

时间差和相对保留时间[22, 24]。考察结果表明，另外

3 个薤白核苷成分和内参物腺苷之间的保留时间差

值和相对保留时间值波动较小，其 RSD 均小于 5%

（表 10、11），因此保留时间差值法和相对保留时间

法都可用于色谱峰定位。

表 10  保留时间差值 

Table 10  Retention time difference 

影响因素 型号 t 胞苷/腺苷 t 尿苷/腺苷 t 鸟苷/腺苷 

色谱柱 柱 1 −32.150 − 27.767 − 13.350 

柱 2   −31.584 − 26.684 − 12.867 

柱 3 −32.600 − 27.516 − 13.533 

均值 −32.111 − 27.322 − 13.250 

RSD/% 1.58 2.07 2.60 

仪器 仪器 1 −31.584 − 26.684 − 12.867 

仪器 2 −32.654 − 27.035 − 13.677 

均值 −32.119 − 26.860 − 13.272 

RSD/% 2.36 0.92 4.31 

操作人员 A −31.933 − 27.000 − 13.050 

B −31.400 − 26.483 − 12.617 

C −31.217 − 26.433 − 12.600 

均值 −31.517 − 26.639 − 12.756 

RSD/%  1.18 1.19 1.99 

表 11  相对保留时间 

Table 11  Relative retention time values 

影响因素 型号 ∆t 胞苷/腺苷 ∆t 尿苷/腺苷 ∆t 鸟苷/腺苷 

色谱柱 柱 1 0.231 0.336 0.681 

柱 2   0.216 0.338 0.681 

柱 3 0.231 0.351 0.681 

均值 0.226 0.342 0.681 

RSD/% 3.832 2.384 0 

仪器 仪器 1 0.216 0.338 0.681 

仪器 2 0.205 0.331 0.676 

均值 0.211 0.335 0.679 

RSD/% 3.69 1.48 0.52 

操作人员 A 0.215 0.336 0.679 

B 0.216 0.339 0.685 

C 0.216 0.336 0.683 

均值 0.216 0.337 0.682 

RSD/% 0.268 0.514 0.448 
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2.6.15  QAMS 法与外标法测定结果比较   12

批次薤白样品，采用所建立的 HPLC 方法，首

先通过外标法（ESM）分别计算出薤白样品中

胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷的含量，然后以腺苷

为内参物，并通过测得的 f，根据 QAMS 的公式

定量计算 [22]。  

Wi=(Ws×Ai)/(f×As) 

Wi 为待测成分量，Ai 为待测成分峰面积，Ws 为内参物量，

As 为内参物峰面积，f 为待测成分与参照物 f 分别计算出其

余 3 个成分的含量 

将 ESM 实测值与 QAMS 计算值进行配对 t 检

验[25]，结果 P 值均＞0.05，表明 2 种方法测定结果

之间无显著差异，提示建立的 QAMS 法有较好的准

确性和可行性，见表 12。 

表 12  ESM 和 QAMS 测定 12 批薤白样品中 4 个核苷的含量 

Table 12  Contents of four nucleosides by QAMS and ESM in 12 batches of AMB 

编号 
胞苷/(mg·g−1) 尿苷/(mg·g−1) 鸟苷/(mg·g−1) 腺苷/(mg·g−1) 

ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM 

S1 0.130 6 0.130 3 0.435 0 0.431 4 0.331 6 0.330 2 0.336 2 

S2 0.113 2 0.112 9 0.368 3 0.365 3 0.212 5 0.214 3 0.201 2 

S3 0.028 0 0.027 9 0.108 2 0.107 3 0.078 1 0.077 7 0.124 5 

S4 0.134 0 0.133 6 0.321 8 0.319 1 0.203 7 0.202 8 0.205 7 

S5 0.083 2 0.082 9 0.368 5 0.365 4 0.215 0 0.214 0 0.250 1 

S6 0.105 4 0.105 1 0.409 6 0.406 2 0.243 9 0.242 9 0.264 7 

S7 0.067 8 0.067 7 0.529 1 0.524 7 0.304 0 0.302 7 0.232 9 

S8 0.095 8 0.095 6 0.434 4 0.430 8 0.214 9 0.214 0 0.212 4 

S9 0.118 1 0.117 8 0.339 4 0.336 6 0.256 0 0.254 9 0.269 8 

 S10 0.130 8 0.130 4 0.310 9 0.308 3 0.226 3 0.225 4 0.246 6 

 S11 0.027 3 0.027 2 0.147 7 0.147 0 0.106 1 0.106 2 0.139 4 

 S12 0.039 1 0.039 3 0.161 7 0.161 0 0.138 3 0.138 5 0.185 2 

3  讨论 

3.1  提取条件和色谱条件的优化 

本研究对不同提取溶剂（10%甲醇、25%甲醇、

10%乙醇和纯水），不同料液比（1∶50、2∶50、3∶

50），不同提取方式时间（加热回流、超声），不同

提取时间（20、30、40 min），不同流动相水相组成

（纯水、0.1%甲酸、0.1%磷酸）进行考察。最终选

定以 10%甲醇作为提取溶剂，料液比 1∶50，超声

30 min 钟作为样品的提取方法。考查了 Agilent 5 

TC-C18（2）色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），

Welch Ultimate XB-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm， 

5 µm），Agilent Eclipse Plus C18 色谱柱（250mm×4.6 

mm，5 µm）色谱柱的分离效果。结果表明，以 Agilent 

Eclipse Plus C18色谱柱分离效果最好。并分别考察

了流动相为甲醇-水、甲醇-0.1%甲酸水、甲醇-0.1%

磷酸水时供试品溶液 HPLC 色谱图中 6 个共有峰成

分的分离状况，发现流动相水相为 0.1%甲酸水时或

者 0.1%磷酸水时，谱图基线浮动大，峰形较差，因

此选择甲醇-纯水为流动相。 

3.2  QAMS 法用于薤白多组分含量测定质量控制

的合理性 

根据 QAMS 法的指导原则，内标物应选择药材

中的有效成分或指标成分，且应与待测成分为同类

成分或母核相同，光谱特性基本一致[15]，因腺苷为

薤白治疗心绞痛、心肌梗塞主要有效成分[26]。且性

质相对较稳定，峰形对称度、分离度均良好，因此

本研究所建立的 QAMS 法选择以腺苷作为内参物，

结合 OPLS-DA 分析筛选出的变量 VIP 值贡献大于

1 的有尿苷、鸟苷、腺苷，因此，分别以此 4 类核

苷作为薤白多组分含量测定的质控成分，建立了内

参物腺苷与待测成分胞苷、尿苷、鸟苷的 f，构建

了能够适用于同时测量薤白多组分的 QAMS 法，同

时以 ESM 法验证 QAMS 法的准确性。结果表明

QAMS 法和 ESM 法测定薤白中胞苷、尿苷、鸟苷、

腺苷 4 种核苷成分准确度并无明显差异，因此可用

QAMS 法代替外标法对薤白中 4 核苷类成分进行含

量测定，既降低了实验中对照品、仪器的投入成本，

同时保证了检测的灵敏度和准确性，可更加快速准

确地对薤白质量做出评价。但是从测量值结果来看，

各批次薤白药材 4 种核苷类成分含量存在一定的批

间差异，同时也表明了对于拥有多组分多靶点共同

作用的中药质量评价应建立多指标检测的重要性。 

综上所述，本研究建立了准确可靠的可鉴别和

分析薤白的 HPLC 方法；并从所建立的特征图谱上
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指认了 9 个共有峰，采用 SPSS、SIMCA、Origin

软件对 12 批不同产地薤白饮片样品进行相似度分

析、PCA、OPLS-DA 分析。建立了内参物腺苷与待

测成分胞苷、尿苷、腺苷的 f，通过对 12 批市售不

同产地薤白饮片中 4 个核苷成分含量的测定，以传

统ESM法测定结果验证QAMS测定结果的准确性，

为薤白药材的全面质量评价提供了参考。 
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