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基于“质-量”双标的侧柏叶质量分析方法研究  
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摘  要：目的  建立以对照药材为基准物质的定性和不依赖多种对照品定量的侧柏 Platycladus orientalis 叶药材“质-量”双

标控制方法。方法  采用 HPLC 技术，以对照药材为基准物质建立侧柏叶特征图谱，通过 Q-TOF-MS 技术，鉴定共有峰的

化学成分，以对照药材和供试药材特征峰的相似度，明确药材真伪，即“质”；对内标成分“柚皮苷”进行准确定量，以内

标成分计，计算不同批次供试品中各特征峰的相对含量，取“平均数－标准差”作为特征峰化学成分相对于内标物质化学成

分的相对含量下限，依据特征峰相对含量下限明确侧柏叶药材优劣，即“量”。结果  建立的特征图谱及含量测定方法符合

方法学考察要求；确定了 11 个共有色谱峰，鉴定出了 4 个化学成分，分别为杨梅苷、槲皮苷、穗花杉双黄酮、扁柏双黄酮，

各侧柏叶供试药材与侧柏叶对照药材的相似度均大于 0.90；规定了侧柏叶药材特征峰化学成分相对含量下限。结论  该方

法不依赖多种对照品，能清晰、快速地判断药材的真伪优劣，为侧柏叶的质量控制方法提供参考。 
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Abstract: Objective  To establish a “quality-quantity” double standard control method for Cebaiye (Platycladi Cacumen), which is 

qualitative based on the reference traditional Chinese medicinal materials (TCMM) as standard substances and quantitative without 

relying on multiple reference substances. Methods  HPLC technology was used to establish the characteristic chromatogram of 

Platycladi Cacumen based on the reference TCMM as standard substances. The chemical constituents of common peaks were identified 

by Q-TOF-MS technology, and the authenticity of Platycladi Cacumen was determined by the similarity of characteristic peaks of the 

reference TCMM and the tested TCMM. The above statement is “quality”. The relative content of each characteristic peak in different 

batches of the tested TCMM was calculated by accurate quantition of internal standard component naringin. The “average value－

standard deviation” was taken as the lower limit of the relative content of characteristic peak chemical components relative to chemical 

composition of internal standard substance, and the quality of Platycladi Cacumen was determined according to the lower limit of the 

relative content of characteristic peak. The above statement is “quantity”. Results  The characteristic chromatogram and content 

determination method met the requirements of methodology investigation. A total of 11 common chromatographic peaks were 

determined, and four chemical components were identified, which were myricetin, quercitrin, amentoflavone, hinokiflavone. The 

similarity between the tested TCMM and reference TCMM was greater than 0.90. The lower limit of relative content of chemical 

components of Platycladi Cacumen characteristic peak was defined. Conclusion  The method can judge the authenticity of medicinal 

materials clearly and quickly without many reference substances, and provide reference for quality control of Platycladi Cacumen. 
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侧柏叶始载于《神农本草经》，为柏科植物侧柏

Platycladus orientalis (L.) Franco 的干燥枝梢和叶，

气味清香，味道苦涩，归肺、肝、脾经，具有凉血止

血、止咳化痰和生发乌发等功效，常用于吐血、衄血、

咯血、便血及崩漏下血、肺热咳嗽、血热脱发、须发

早白等症[1-2]。侧柏叶作为一种重要的中药资源，在我

国除青海、新疆外大部分地区均有分布[3]。现代药理

研究表明，侧柏叶含有杨梅苷、槲皮苷、异槲皮苷、

穗花杉双黄酮以及扁柏双黄酮，它们是侧柏叶中活

性成分，具有抗炎、抗氧化、抗病菌以及止血的药

效作用[4-10]。 

目前，侧柏叶药材质量控制方法主要包括单指

标含量测定法、多指标含量测定法和指纹图谱与含

量测定结合法[11-12]，以上方法具有灵敏度高、重复

性好的优点，能够为控制侧柏叶药材提供量化数据，

但存在着单一指标不能反映药材整体特征、多指标

含量测定依赖于多种对照品且某些指标成分不能反

映药效、指纹图谱只能模糊地评价药材相似性不能

清晰地判断供试品真伪优劣的不足，且中药复杂体

系质量评控技术难度和高额成本给中药企业带来了

巨大的压力，因而对中药临床合理用药和临床疗效

提升的指导和支持作用一直难以体现。针对上述问

题，本实验提出了基于“质-量”双标的侧柏叶质量

分析方法研究，紧扣中药多成分、多功效和整合作

用的质量内涵和特点，以能够反映其药效的化学成

分为指标；采用一种内标物质对特征峰化学成分进

行相对定量，尽可能控制供试药材有效化学成分含

量同时，不需要大量购买对照品，在满足中药化学

成分“整体性”与“清晰性”的同时减轻了中药复

杂体系质量评控成本。本方法以对照药材为基准物

质构建特征图谱，并以可代表侧柏叶药效的有限个

代表性成分作为特征峰，评价对照药材和供试药材

特征峰的相似度，可以用于判断侧柏叶的真伪；选

用保留时间稳定且价格低廉易获得的内标物质作

为定量评价指标，开展基于内标物质的特征峰化

学成分相对定量研究，通过内标物质化学成分准

确定量，计算供试药材特征峰化学成分的相对含

量。基于“质-量”双标的侧柏叶质量分析方法可有

效解决侧柏叶有效成分同时快速测定和中药复杂体

系质量评控成本高的问题。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent-1260 II 高效液相色谱仪；Agilent 6550 

Q-TOF-MS 质谱仪（美国安捷伦科技有限公司）。 

1.2  材料 

侧柏叶供试药材由辽宁中医药大学张慧教授

鉴定为侧柏 P. orientalis (L.) Franco 的干燥枝梢和

叶，具体信息见表 1。侧柏叶对照药材（批号

120906-202003，中国食品药品检定研究院）；对

照品杨梅苷（批号 111860-201703）、槲皮苷（批

号 111538-202007）、穗花杉双黄酮（批号 111902-

201603），质量分数均≥98%，均由中国食品药

品检定研究院提供；扁柏双黄酮（批号 WKQ-

0001065），质量分数≥98%，由四川省维克奇生

物科技有限公司提供；乙腈（质谱级，德国 Merck

公司），水（纯净水，杭州娃哈哈集团有限公司）。 

表 1  侧柏叶来源及批号信息 

Table 1  Origin and batch information of Platycladi 

Cacumen  

编号 产地 批号 采收时间 用药部位 

S1 安徽合肥 20210642 2021-06 叶 

S2 山西太原 20210978 2021-09 叶 

S3 山东淄博 21075295 2021-07 叶 

S4 辽宁大连 20210691 2021-06 叶 

S5 广西桂林 20210861 2021-08 叶 

S6 陕西咸阳 2007071 2020-07 叶 

S7 云南玉溪 2009058 2020-09 叶 

S8 江苏无锡 2008190 2020-08 叶 

S9 湖南常德 2007032 2020-07 叶 

 S10 浙江嘉兴 2006046 2020-06 叶 

2  方法与结果 

2.1  基于侧柏叶对照药材的特征图谱建立 

2.1.1  溶液的制备   取侧柏叶对照药材粉末

0.50 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 80%

甲醇 25 mL，称定质量，超声 30 min，放冷，补

足失重，摇匀，过 0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤

液，作为参照物溶液；取供试药材粉末（过 4 号

筛）0.50 g，按上述方法制成供试品溶液。取适量

杨梅苷、槲皮苷、穗花杉双黄酮、扁柏双黄酮对照

品精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 80%甲

醇，摇匀，作为混合对照品溶液。 

2.1.2  色谱条件  色谱柱：Agilent Poroshell 120 SB-

C18（100 mm×4.6 mm，2.7 μm）；流动相为 0.1%甲

酸水（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～2 min，5～15% 

B；2～6 min，15～18% B；6～18 min，18～38% B；

18～21 min，38～54% B；21～27 min，54～64% B；

27～30 min，64～85% B；体积流量 0.8 mL/min；柱

温 30 ℃；DAD 检测器波长 254 nm；进样量 5 μL。 
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2.1.3  特征图谱的建立  将参照物溶液和供试品

溶液，每份样品平行 2 次，按色谱条件依次进样检

测，将 254 nm 波长下的图谱数据由分析检测仪器

中导入中国药典委员会“中药指纹图谱相似度评价

软件”（2012.130727 版本），获得侧柏叶药材的

HPLC 特征图谱，见图 1。以侧柏叶对照药材的图

谱为参照谱图，使用中位数进行自动匹配，加以多

点校正，共标定 11 个共有峰，共有峰面积占特征

图谱的 75%以上，其中 7 号峰稳定性、重复性、分

离度好、位置居中，故以其为参照峰（S）；将共有

模式与对照药材特征图谱进行比对，见图 2。供试

品色谱中应呈现 11 个特征峰，并应与对照药材色

谱图中的 11 个特征峰保留时间相对应，见表 2。 

2.2  方法学考察 

2.2.1  专属性试验  分别取混合对照品溶液、供试

品溶液进行测定，各主峰与杂质峰分离度良好，专

属性强，见图 3。 

 

图 1  10 批供试药材的 HPLC 叠加图谱 

Fig. 1  HPLC chromatogram overlay of ten batches of 

tested traditional Chinese medicinal materials 

 

图 2  对照药材特征图谱及供试药材共有模式图 

Fig. 2  Characteristic chromatogram of reference 

traditional Chinese medicinal materials and common model 

of tested traditional Chinese medicinal materials 

表 2  特征峰保留时间及相对保留时间 

Table 2  Characteristic peak retention time and relative 

retention time 

特征峰峰号 tR/min 相对保留时间 

 1 3.302 6±0.001 1 0.273 0±0.001 2 

 2 4.331 4±0.000 6 0.352 7±0.000 6 

 3 5.364 7±0.001 6 0.439 2±0.000 9 

 4 7.332 5±0.001 0 0.594 2±0.001 4 

 5 10.480 5±0.001 1 0.852 3±0.000 3 

 6 10.959 6±0.001 0 0.885 3±0.000 3 

      7（S） 12.399 8±0.000 8 − 

 8 13.980 8±0.000 6 1.126 7±0.000 2 

 9 21.042 7±0.000 3 1.719 3±0.000 5 

10 23.330 5±0.000 2 1.906 0±0.000 5 

11 24.349 1±0.000 4 1.984 9±0.000 4 
 

 

5-杨梅苷  7-槲皮苷  9-穗花杉双黄酮  10-扁柏双黄酮 

5-myricetin  7-quercitrin  9-amentoflavone  10-hinokiflavone 

图 3  混合对照品溶液 (A) 和侧柏叶供试品溶液 (B) 的色

谱图 

Fig. 3  Chromatographic diagram of mixed reference 

solution (A) and Platycladi Cacumen solution (B) 

2.2.2  精密度试验  精密吸取同一供试品溶液 5 

μL，按“2.1.2”项下色谱条件测定，连续进样 6 次，

测定各色谱峰相对保留时间、相对峰面积，计算

RSD 值。各色谱峰相对保留时间、相对峰面积 RSD

值均小于 1.0%，表明仪器精密度良好。 

2.2.3  稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液 5 

μL，按“2.1.2”项下色谱条件，分别在 0、2、4、

8、12、24 h 进样 6 次检测，测定各色谱峰相对保留

时间、相对峰面积，计算 RSD 值。各色谱峰相对保

留时间、相对峰面积 RSD 值均小于 2.6%，表明供

试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.2.4  重复性试验  按供试品溶液制备方法制备 6

份供试样品，按“2.1.2”项下色谱条件，分别进样

检测，测定各色谱峰相对保留时间、相对峰面积，

计算 RSD 值。各色谱峰相对保留时间、相对峰面积
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RSD 值均小于 2.0%，表明方法重复性良好。 

2.3  相似度评价 

采用中国药典委员会“中药指纹图谱相似度评

价软件”（2012.130727 版本）进行数据处理，该软

件利用夹角余弦法计算每个色谱图与对照药材图谱

相比较的相似度。以侧柏叶对照药材和供试药材特

征峰的相似度明确侧柏叶药材真伪，按中药色谱指

纹图谱相似度评价系统计算供试品与对照药材特征

图谱的相似度应不得低于 0.90。侧柏叶供试药材与

对照药材的相似度均大于 0.90，说明所收集的侧柏

叶供试药材的特征峰化学成分基本一致，质量相对

稳定，相似度计算结果见表 3。 

表 3  供试药材相似度评价结果 

Table 3  Evaluation of similarity for tested traditional 

Chinese medicinal materials  

编号 相似度 编号 相似度 

S1 0.988 S6 0.984 

S2 0.985 S7 0.995 

S3 0.994 S8 0.983 

S4 0.987 S9 0.985 

S5 0.986  S10 0.998 

 

2.4  特征峰化学成分解析 

在初步采用 Agilent-1260II 高效液相色谱仪利

用相对保留时间与对照品比对的基础上，采用

Agilent 6550 Q-TOF-MS 质谱仪，进行质谱分析，运

用 Agilent MassHunter Qualitative Analysis 软件，通

过对照品比对的方法对负离子模式进行化学成分解

析，进一步明确特征峰的准确化学成分。 

2.4.1  色谱分析条件  色谱柱：Agilent poroshell 

120 SB-C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，2.7 μm）；流

动相为 0.1%甲酸水（A）-乙腈（B），梯度洗脱程序：

0～3 min，5%～15% B；3～6 min，15%～20% B；

6～15 min，20%～45% B；15～27 min，45%～85% 

B；27～32 min，85%～100% B；体积流量 0.4 

mL/min；柱温 30 ℃；进样量 1 μL。 

2.4.2  质谱分析条件   电喷雾离子源（Dual AJS 

ESI），负离子模式，毛细管电压（Vcap）为 3 500 V，

干燥气体体积流量（drying gas flow）为 11 L/min，

干燥气体温度（drying gas temp）为 150 ℃，雾化器

压力（neulizer pressure）为 172.4 kPa，鞘气温度

（sheath gas temp）为 350 ℃，鞘气体积流量（sheath 

gas flow）为 10 L/min，质量扫描范围（mass range）

为 m/z 100～1000。 

采用 auto MS/MS 模式，利用对照品比对及数

据库查询等方法对特征峰化学成分进行解析。负离

子模式鉴定出了 11 个特征峰中的 4 个化学成分。

其中，5 号峰为杨梅苷、7 号峰为槲皮苷、9 号峰为

穗花杉双黄酮、10 号峰为扁柏双黄酮，总离子流图

见图 4，鉴定结果见表 4。 

2.5  基于内标物质的特征峰化学成分相对定量

研究 

2.5.1  线性关系试验  精密称取槲皮苷对照品，用

甲醇制成配制质量浓度分别为 0.013 4、0.026 8、

0.053 6、0.107 2、0.214 4、0.428 8 mg/mL 的溶液，

按色谱条件，分别进样检测，以质量为横坐标（X）， 

 

图 4  侧柏叶负离子模式总离子流图 

Fig. 4  Total ion flow chart of Platycladi Cacumen in negative 

mode 

表 4  正、负离子模式特征峰化学成分解析结果 

Table 4  Analytical results of chemical composition of characteristic peaks of positive and negative ion modes 

峰号 分子式 tR/min 准分子离子峰 
m/z 

误差/(×10−6) 碎片离子 (m/z) 化合物名称 
实测值 理论值 

 5 C21H20O12  5.887 [M－H]− 463.084 7 463.083 4 −2.66 179.046 8, 151.025 6, 317.045 8 杨梅苷 s 

 7 C21H20O11  8.044 [M－H]− 447.089 8 447.089 9  0.25 179.044 6, 301.031 0, 151.025 3 槲皮苷 s 

 9 C30H18O10 17.495 [M－H]− 537.082 7 537.081 9 −1.53 331.060 6, 374.989 4,417.023 6 穗花杉双黄酮 s 

10 C30H18O10 20.970 [M－H]− 537.082 7 537.082 1 −1.16 375.001 4, 331.066 4,417.014 1 扁柏双黄酮 s 

S该化合物是由对照品进行指认 

S This compound was identified using reference standards 
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峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线并进行线性回

归，得到线性回归方程（Y＝2461 X＋4.05）、r＝

0.999 9。结果表明内标物质在线性范围（0.067～

2.144 μg）内与峰面积呈良好的线性关系。 

2.5.2  精密度试验  同“2.2.2”项下方法，计算槲

皮苷相对峰面积 RSD 不高于 1.50%，表明仪器精密

度良好。 

2.5.3  稳定性试验  同“2.2.3”项下方法，计算槲皮

苷相对峰面积 RSD 不高于 1.66%，表明供试品溶液

在 24 h 内稳定。 

2.5.4  重复性试验  同“2.2.4”项下方法，计算槲

皮苷相对峰面积 RSD 值不高于 1.9%，表明方法重

复性良好。 

2.5.5  加样回收率试验  精密称定侧柏叶药材粉末

6 份，分别精密加入槲皮苷对照品适量，按“2.1.1”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱条

件，分别进样检测，计算得到柚皮苷的平均加样回

收率为 99.67%，RSD 为 1.06%。 

2.5.6  耐用性试验  精密吸取同一供试品溶液，考

察不同规格的色谱柱（Agilent poroshell 120 SB-C18、

Agilent poroshell 120 EC-C18）、不同的高效液相色谱

仪（Agilent-1260Ⅱ高效液相色谱仪、Agilent-1290 型

高效液相色谱仪）、不同柱温（25、30、35 ℃）及

不同流速（0.6、0.8、1.0 mL/min）对检测结果的影

响。结果显示，指认出的 4 个化学成分的相对保留

时间的 RSD 均小于 1.92%，相对峰面积的 RSD 均

小于 1.07%，表明该方法的耐用性良好。 

2.5.7  含量测定  根据《中国药典》2020 版侧柏

叶“含量测定”项下方法检测，所有供试品均能符

合药典规定（槲皮苷不得少于 0.10%）。7 号峰“槲

皮苷”为《中国药典》2020 版中侧柏叶“含量测

定”项下的指标之一，该峰分离效果好、保留时间

稳定居中、标准品价格低廉，故以其作为内标物

质，开展基于内标物质的特征峰化学成分相对定

量研究。取供试品药材，按“2.2.1”项下方法制备

供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱条件分析测定槲

皮苷含量，每个供试品平行 3 份，结果见表 5。每

个供试品中特征峰化学成分的相对含量计算公式

如下： 

特征峰相对含量＝特征峰峰面积×(槲皮苷含量/槲皮苷

峰面积) 

取“平均数－标准差”作为特征峰化学成分相

对于内标物质化学成分的相对含量下限，供试药

材根据此方法测得的特征峰相对含量不低于该含

量下限[13]，结果见表 6。 

表 5  内标物质槲皮苷的准确定量结果 (n＝2) 

Table 5  Accurate quantitative results of quercitrin as an 

internal standard substance (n＝2) 

编号 槲皮苷/% 编号 槲皮苷/% 

S1 0.446 9 S6 0.324 5 

S2 0.381 5 S7 0.428 6 

S3 0.416 1 S8 0.415 8 

S4 0.324 3 S9 0.323 8 

S5 0.429 2  S10 0.428 4 

表 6  基于内标物质的特征峰相对定量结果 ( x s , n = 3) 

Table 6  Relative quantitative results of characteristic peaks 

based on internal standard substance ( x s , n = 3) 

峰号 化学成分 峰面积 相对含量/% 相对含量下限/% 

5 杨梅苷  958.416 3±0.147 5 0.466 2±0.029 5 0.378 2 

7(S) 槲皮苷 2 054.063 4±0.139 1 − − 

 9 穗花杉双黄酮  754.402 4±0.115 7 0.368 8±0.070 4 0.213 2 

10 扁柏双黄酮  789.860 5±0.192 8 0.388 4±0.887 0 0.229 7 

 

3  讨论 

中药在我国已有数千年发展历史，是我国传统

医药的重要组成部分。中药质量是保证中药临床应

用安全、有效的前提，但在对中药进行质量控制的

过程中存在基原复杂、不同批次样品中成分差异大

等问题，使中药质量难以保证均一稳定。目前，《中

国药典》2020 年版中质量控制项对多成分指标进行

测定的中药品种已有上百种，且有些对照品价格昂

贵，加大了企业生产和民众的用药成本。 

为解决以上问题，本研究创新研究思路，不依

赖多种对照品，以价格低廉易获得的对照药材为基

准物质的定性和不依赖多种对照品定量的侧柏叶药

材“质-量”双标控制方法。通过构建侧柏叶对照药

材及 10 个不同产地侧柏叶供试药材的特征图谱，

以对照药材为基准物质，评价对照药材和供试药材

特征峰的相似度，可以用于判断侧柏叶药材的真伪，

即“质”；同时准确定量 1 种内标物质化学成分，计

算侧柏叶药材其余各特征峰的相对含量，确定的各

特征峰相对含量的下限能够区分侧柏叶药材优劣，

即“量”。本研究所提出的侧柏叶药材的“质-量”

控制方法能够有效判断药材的真伪优劣，形成一个

科学、可控的中药质量控制体系，旨在为中药质量

控制和中药产业持续发展提供探索性解决方案。 
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本研究将与对照药材分离度和相似度良好、信

噪比大于 10 作为特征峰的选取依据，共确定了 11

个特征峰。采用质谱技术指认出的侧柏叶特征峰化

学成分的基本母核为 2-苯基色原酮[14-15]。扁柏双黄

酮对肿瘤细胞具有抑制作用[16]；穗花杉双黄酮具有

抗金葡萄球菌作用[17]；槲皮苷、杨梅苷与侧柏叶的

止血效果息息相关[18]。上述化学成分被认为是侧柏

叶中的主要活性成分，能全面科学地反映中药侧柏

叶的内在质量[19]。 

本实验所收集的市面所售不同产地供试品，旨在

建立基于“质-量”双标的侧柏叶质量分析方法，所收

集的侧柏叶供试药材与侧柏叶对照药材的相似度均

大于 0.90[20]，说明所收集的侧柏叶供试药材的特征峰

化学成分基本一致，但仅采用 10 批不同产地的药材

规定特征峰相对含量下限，缺乏全面性，因此，需要

更进一步大量收集不同产地、不同批次的药材，完善

该套方法，以期有效判断药材的真伪优劣，形成一个

科学、可控的中药质量控制体系，在满足药材多项质

量控制项的同时减轻企业需大量购买对照品的经济

压力，推动中医药事业可持续发展。 
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