
 中草药 2024 年 1 月 第 55 卷 第 1 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 January Vol. 55 No. 1 ·287· 

  

紫苏叶 HPLC 指纹图谱建立及其抗流感病毒活性谱效关系研究  
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摘  要：目的  研究紫苏叶 Perillae Folium 的化学成分，化学模式识别法建立紫苏叶 HPLC 指纹图谱，并研究其抗流感病毒

活性，为其进一步开发利用提供依据。方法  采用超高效液相色谱-三重四级杆飞行时间质谱联用（UPLC-Q-TOF-MS/MS）

技术，鉴定紫苏叶的主要化学成分，建立 HPLC 指纹图谱，匹配共有峰并进行归属，通过对照品比对指认 6 种化学成分，使

用 SPSS 22.0、SIMCA 14.1 软件进行聚类分析和主成分分析（principal component analysis，PCA），测定其抗流感病毒生物效

价，并通过灰色关联分析（gray correlation analysis，GCA）建立其谱效关系。结果  从紫苏叶中鉴定出 47 个化合物；选取

了 19 个色谱峰作为指纹图谱的共有峰，通过聚类分析可将 15 批紫苏叶分为 2 类，PCA 与聚类分析结果基本一致；15 批不

同产地的紫苏叶样品均具有抗流感病毒活性，其生物效价为 6.21、5.58、4.19、8.19、6.09、5.82、6.10、5.36、5.54、10.86、

4.74、5.78、3.78、7.98、5.65 U/mg。19 个共有峰与抗病毒活性存在一定的关联度（0.82～0.97），各共有峰代表的化学成分

对其抗病毒活性贡献的大小顺序为峰 6（咖啡酸）、19（木犀草素）＞2、8、9、12（阿魏酸）＞4、5、15（芹菜素-7-O-二葡

萄糖醛酸苷）＞7、13＞11＞3、10、17＞1、16（野黄芩苷）＞14＞18（迷迭香酸）。结论  构建的紫苏叶抗流感病毒活性生

物效价测定方法能关联其临床功效，而 UPLC-Q-TOF-MS/MS 法能快速鉴定紫苏叶的成分，结合指纹图谱和化学模式识别，

发现紫苏叶抗病毒作用为“多成分”共同起效的结果，这将为其质量控制提供科学依据。 
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relationship of anti influenza virus activity 
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Abstract: Objective  To study the chemical components of Zisuye (Perillae Folium, PF), and establish the HPLC fingerprints of PF 

based on chemical pattern recognition, so as to provide basis for further development and utilization. Methods  Qualitative analysis 

of the chemical components of PF was carried out by UPLC-Q-TOF-MS/MS, the HPLC fingerprints of PF were established to 

determine the common peaks. Six chemical components were identified and the content of the samples was determined by comparison 

with the reference materials. Cluster analysis and principal component analysis (PCA) were carried out by SPSS 22.0 and SIMCA 14.1 

software. The antiviral activities were determined, and spectrum-effect relationship was established by gray correlation analysis (GCA). 
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Results  A total of 47 compounds were identified from PF. Nineteen chromatographic peaks were selected as the common peaks of 

the fingerprint, 15 bathes of PF could be divided into two categories by cluster analysis, and the results of PCA and cluster analysis 

were basically the same. Fifteen batches of samples from different producing areas all showed antiviral activities. The biological-

potency were 6.21, 5.58, 4.19, 8.19, 6.09, 5.82, 6.10, 5.36, 5.54, 10.86, 4.74, 5.78, 3.78, 7.98 and 5.65 U/mg, respectively.  The 

correlation between HPLC fingerprint and the antiviral activities was from 0.82 to 0.97. The contribution of chemical compositions 

represented by each characteristic peak to the antioxidant activity was in the order of peak 6 (caffeic acid), 19 (luteolin) > 2, 8, 9, 12 

(ferulic acid) > 4, 5, 15 (apigenin-7-O-diglucuronoside) > 7, 13 > 11 > 3, 10, 17 > 1, 16 (scutellarin) > 14 > 18 (rosmarinic acid). 

Conclusion  The UPLC-Q-TOF-MS/MS method can quickly identify the chemical components of PF, and the antiviral activities of 

PF may be the combined effect of a variety of chemical constituents. The establishment of HPLC fingerprint of PF and the application 

of chemical pattern recognition can provide scientific basis for quality control of PF. 

Key words: Perillae Folium; fingerprint; chemical pattern recognition; gray correlation analysis; biological evaluation; anti-influenza 

virus activity; gray correlation analysis; spectrum-effect relationship; caffeic acid; luteolin; ferulic acid; apigenin-7-O-diglucuronoside; 

scutellarin; rosmarinic acid 
 

紫苏 Perilla frutescens (L.) Britt.为唇形科一年

生草本植物，收载于《中国药典》[1]、《名医别录》[2]

等，别名桂荏、白苏、赤苏、红苏、黑苏、白紫苏、

青苏、苏麻、水升麻等，分布于中国、不丹、印度、

印度尼西亚、日本、朝鲜，在中国各地广泛栽培[3]。

紫苏可供药用和香料用。其不同入药部位紫苏叶、紫

苏梗、紫苏子均被《中国药典》收载，其中紫苏叶

有解表散寒、行气和胃的作用，紫苏梗有理气宽中、

止痛、安胎等作用，紫苏子有降气化痰、止咳平喘、

润肠通便等作用[1]。现代研究表明，紫苏叶中含有

挥发油、黄酮、酚酸类等化学成分[4-8]。药理研究表

明，紫苏叶具有抗炎[9-10]、抗氧化[11-13]、抗抑郁[14-15]、

抗病毒[16-17]等效果。 

流感病毒神经氨酸酶（neuraminidase，NA）是

流感病毒复制、感染和致病的关键酶，通过抑制 NA

的活性，可以有效地缓解流感症状，降低病毒复制

和传播风险，因此，NA 活性荧光检测法成为抗流

感病毒药物筛选的重要方法[18]。查阅文献未见紫苏

叶化学模式识别和抗流感病毒活性生物效价的报

道。基于此，本实验将建立不同产地紫苏叶指纹图

谱，并采用超高效液相色谱-三重四级杆飞行时间质

谱联用（UPLC-Q-TOF-MS/MS）对紫苏叶化学成分

进行表征，鉴定化学成分，应用聚类分析与主成分

分析（principal component analysis，PCA）对不同产

地紫苏叶药材进行比较分析；通过测定紫苏叶抗病

毒活性生物效价，并利用灰色关联度分析其特征峰

与抗病毒活性的关系，为开发利用紫苏药材资源提

供科学依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Sciex X500R Q-TOF 型液质联用仪，配有 ESI

源和 Sciex OS 数据处理软件，美国 Sciex 公司；

1525-2707-2489-2424 型超高效液相色谱仪，美国沃

特世公司；KQ5200E 型超声波清洗器，昆山市超声

仪器有限公司；Synergy H1 型多功能检测仪，美国

Biotek 公司；XS205 型十万之一电子天平，瑞士梅

特勒-托利多公司。 

1.2  材料 

1.2.1  试剂  甲醇（批号 0212211202）、乙腈（批号

0114220902），色谱级，赛默飞世尔科技（中国）有

限公司；磷酸（色谱级，批号 20210715），天津市科

密欧化学试剂有限公司；对照品咖啡酸（批号

CFS202201）、阿魏酸（批号 CFS202202）、迷迭香

酸（批号 CFS202202）、木犀草素（批号 CFS202201），

经 HPLC 测定质量分数均≥98%，均购于武汉中标

科技有限公司；对照品芹菜素-7-O-二葡萄糖醛酸苷

（批号 PS013316）、野黄芩苷（批号 PS020995），经

HPLC 测定质量分数均≥98%，均购于成都普思生

物科技有限公司；水为屈臣氏饮用水。抗 NA 效价

试剂盒，批号 200713，含 3.0 mg/mL 的帕拉米韦阳

性对照品溶液（100 mL），上海碧云天生物技术有限

公司。 

1.2.2  药材  紫苏是唇形科紫苏属 1 年生草本植物，

样品经广西中医药大学唐红珍教授鉴定为唇形科草

本植物紫苏 P. frutescens (L.) Britt.的干燥叶。15 批

紫苏叶样品，编号分别为 S1～S15，结果见表 1。 

2  方法与结果 

2.1  溶液的制备 

2.1.1  供试品溶液的制备  取紫苏叶粉末 0.5 g，精

密称定。置具塞三角瓶中，加入 70%甲醇 25 mL，

超声 20 min（40 kHz、200 W），用微孔滤膜（0.45 

μm）滤过，取续滤液，即得供试品溶液。 
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表 1  紫苏叶药材产地信息 

Table 1  Origin information of Perillae Folium 

编号 产地 批号 编号 产地 批号 

S1 安徽六安 20210927 S9 广西桂平 20220910 

S2 广西玉林 20211001 S10 江西赣州 20211003 

S3 四川成都 20211015 S11 湖北 20211004 

S4 广东 20211018 S12 湖南邵阳 20211005 

S5 浙江临安 20211018 S13 湖北神农架 20211006 

S6 浙江江山 20210812 S14 广西南宁 20221009 

S7 浙江江山 20210913 S15 广西南宁 20221012 

S8 河北保定 20211002    
 

2.1.2  混合对照品溶液的制备  取各对照品，精密

称定，加甲醇定容至 10 mL 量瓶中，制成质量浓度

分别为咖啡酸 1.10 mg/mL、阿魏酸 1.00 mg/mL、芹

菜素-7-O-二葡萄糖醛酸苷0.68 mg/mL、野黄芩苷0.58 

mg/mL、迷迭香酸0.15 mg/mL、木犀草素0.10 mg/mL

的单一对照品溶液，分别精密量取配好的单一对照

品溶液，其中咖啡酸、阿魏酸各 1 mL、芹菜素-7-O-

二葡萄糖醛酸苷、野黄芩苷、迷迭香酸、木犀草素

各 2 mL，混合，定容至 10 mL 量瓶中，得到含咖啡

酸 0.11 mg/mL、阿魏酸 0.10 mg/mL、芹菜素-7-O-二

葡萄糖醛酸苷 0.14 mg/mL、野黄芩苷 0.12 mg/mL、

迷迭香酸 0.03 mg/mL、木犀草素 0.02 mg/mL 的混

合对照品溶液。 

2.2  UPLC-Q-TOF-MS/MS 定性分析 

2.2.1  色谱条件  色谱柱为 Kinetex C18 柱（100 

mm×2.1 mm，1.7 μm）；体积流量 0.4 mL/min；流

动相为乙腈-水，梯度洗脱：0～30 min，5%～95%

乙腈；进样量 3 μL；柱温 40.0 ℃。 

2.2.2  质谱条件  电喷雾电离源（ESI），扫描范围

m/z 100～2 000；碰撞能量 35 eV；离子源温度为

600 ℃；喷雾电压 5 500 V。通过一级质谱信息确定

精确相对分子质量，二级质谱获得裂解信息，搜索

天然产物高分辨质谱数据库（natural procducts HR 

MSMS 2.0）、查阅文献以及对照品比对确定化合物

的结构式信息。 

2.2.3  化合物质谱分析  采用UPLC-Q-TOF-MS/MS

仪对紫苏叶进行分析，选择正、负离子模式，分别

对紫苏叶的供试品溶液进行扫描，得到总离子流图，

结果见图 1。通过 SCIX OS 数据处理系统查找质谱

响应较高的成分的精确相对分子质量，通过天然产

物高分辨质谱数据库（natural procducts HR MSMS 

2.0）和 TCM MS/MS Library 数据库检索、结合一级

分子离子峰和二级质谱碎片信息推测和相关查阅文

献，对部分成分的结果作进一步验证，总共鉴定出

47 个化学成分[19-23]，质谱信息见表 2。通过 UPLC-

Q-TOF-MS/MS 技术对紫苏叶的化学成分进行了初

步鉴定，为反映紫苏叶内在整体化学成分情况，实 
 

 

 

图 1  紫苏叶的负离子 (A)、正离子 (B) 模式总离子流图 

Fig. 1  Negative (A) and positive (B) total ion flow chart of Perillae Folium 
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表 2  紫苏叶中化学成分的 UPLC-Q-TOF-MS/MS 鉴定结果 

Table 2  Identification of chemical components in Perillae Folium by UPLC-Q-TOF-MS/MS 

峰号 
tR/ 

min 

理论值 

(m/z) 

实测值 

(m/z) 

误差 

(×10−6) 

电离 

形式 
MS/MS 二级碎片 分子式 化合物 

1 0.55 191.056 0 191.056 1 0.52 [M－H]− 111.008 4 C7H12O6 奎宁酸 

2 0.59 191.020 0 191.019 7 −1.57 [M－H]− 111.008 9 C6H8O7 柠檬酸 

3 2.38 137.024 0 137.024 4 2.92 [M－H]− 136.016 4, 119.014 0, 108.021 5 C7H6O3 原儿茶醛 

4 3.29 179.035 0 179.034 9 −0.56 [M－H]− 107.030 6, 135.027 8 C9H8O4 咖啡酸 

5 4.12 593.151 0 593.150 8 −0.34 [M－H]− 473.109 7, 353.067 0 C27H30O15 维采宁-2 

6 4.24 195.103 0 195.102 9 −0.51 [M－H]− 132.905 0 C11H16O3 地芰普内酯 

7 4.35 225.113 0 225.112 4 −2.67 [M－H]− 147.081 7 C12H18O4 茉莉酸 

8 4.56 637.105 0 637.105 5 0.78 [M－H]− 351.057 5, 285.040 7, 193.035 6 C27H26O18 木犀草素-7-O-二葡萄糖醛酸苷 

9 5.37 447.093 0 447.093 2 0.45 [M－H]− 285.040 1 C21H20O1 木犀草苷 

10 5.92 461.073 0 461.072 5 −1.08 [M－H]− 285.040 4 C21H18O12 木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷 

11 5.93 461.073 0 461.072 5 −1.08 [M－H]− 285.040 4 C21H18O12 野黄芩苷 

12 6.24 431.098 0 431.098 7 1.62 [M－H]− 269.045 7 C21H20O10 大黄素葡萄糖苷 

13 6.75 193.050 0 193.050 8 1.55 [M－H]− 161.024 2, 133.029 5 C10H10O4 异阿魏酸 

14 6.76 193.051 0 193.050 5 −2.59 [M－H]− 134.037 3 C10H10O4 阿魏酸 

15 6.85 445.078 0 445.077 7 −0.67 [M－H]− 269.045 3, 113.024 3 C21H18O11 芹菜素-7-O-β-D-葡萄糖醛酸苷 

16 6.85 161.024 0 161.024 4 2.48 [M－H]− 133.030 3 C9H6O3 4-羟基香豆素 

17 6.85 445.077 0 445.076 8 −2.02 [M－H]− 269.045 3 C21H18O11 大黄酸-8-O-β-D-葡萄糖苷 

18 6.85 161.024 0 161.024 4 2.48 [M－H]− 143.889 8, 133.030 3, 132.023 4 C9H6O3 7-羟基香豆素 

19 6.86 359.077 0 359.075 3 −4.73 [M－H]− 161.024 1, 197.045 4 C18H16O8 迷迭香酸 

20 6.91 431.098 0 431.098 2 0.46 [M－H]− 311.057 7, 268.037 6 C21H20O10 芹菜素-7-O-β-D-吡喃葡萄糖苷 

21 7.48 145.030 0 145.029 5 −3.45 [M－H]− 119.023 4 C9H6O2 香豆素 

22 8.03 163.076 0 163.076 5 3.07 [M－H]− 145.891 1, 119.051 3 C10H12O2 丁香酚 

23 8.71 285.040 0 285.040 6 2.10 [M－H]− 133.029 4, 151.003 3 C15H10O6 木犀草素 

24 8.87 301.107 0 301.107 3 1.00 [M＋H]+ 182.021 8 C17H16O5 杜鹃素 

25 9.06 301.071 0 301.070 2 −3.99 [M＋H]+ 284.046 9, 168.005 8, 140.011 0 C16H12O6 射干苷元 

26 9.07 301.071 0 301.070 2 −2.66 [M＋H]+ 286.046 9, 183.030 3 C16H12O6 香叶木素 

27 9.11 299.056 0 299.055 9 −0.33 [M－H]− 284.032 2, 136.988 1 C16H12O6 羟基芫花素 

28 9.98 269.046 0 269.045 7 −1.12 [M－H]− 225.056 4, 151.003 6, 117.034 7 C15H10O5 芹菜素 

29 13.10 503.338 0 503.338 8 1.59 [M－H]− 485.327 3 C30H48O6 羟基积雪草酸 

30 13.51 361.165 0 361.163 5 −4.15 [M－H]− 221.154 9, 236.105 5 C20H26O6 开环异落叶松脂素 

31 14.74 167.070 0 167.070 1 0.60 [M＋H]+ 121.029 1 C9H10O3 丹皮酚 

32 14.74 195.102 0 195.101 6 −2.05 [M＋H]+ 149.060 2, 121.028 8 C11H14O3 对羟基苯甲酸丁酯 

33 15.27 487.343 0 487.342 4 −1.23 [M－H]− 469.332 4 C30H48O5 积雪草酸 

34 15.29 487.343 0 487.342 5 −1.03 [M－H]− 469.332 7, 443.353 9 C30H48O5 委陵菜酸 

35 16.89 277.180 0 277.179 8 −0.72 [M＋H]+ 177.106 7, 145.044 6, 117.049 4 C17H24O3 6-姜烯酚 

36 17.83 235.169 0 235.168 9 −0.43 [M＋H]+ 164.076 1 C15H22O2 莪术烯醇 

37 17.97 438.349 0 438.345 9 −7.07 [M－H]− 427.103 6, 259.250 2 C28H45NO3 奈博类固醇 D 或奈博类固醇 E 

38 19.10 469.332 0 469.332 6 1.28 [M－H]− 451.322 4 C30H46O4 16α-羟基松苓新酸 

39 21.90 453.337 0 453.338 1 2.43 [M－H]− 407.266 5 C30H46O3 白桦脂酮酸 

40 22.36 277.217 0 277.217 5 1.80 [M－H]− 277.237 1 C18H30O2 亚麻酸 
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表 2（续） 

峰号 tR/min 理论值 (m/z) 实测值 (m/z) 误差 (×10−6) 电离形式 MS/MS 二级碎片 分子式 化合物 

41 22.99 455.353 0 455.352 8 −0.44 [M－H]− 391.237 0 C30H48O3 熊果酸 

42 23.01 439.357 0 439.356 6 −0.91 [M＋H]+ 259.186 1, 137.133 7 C30H46O2 灵芝醇 A 

43 23.87 279.233 0 279.233 4 1.43 [M－H]− 120.117 2, 108.128 7 C18H32O2 亚油酸 

44 25.10 255.233 0 255.232 9 −0.39 [M－H]− 237.222 7 C16H32O2 棕榈酸 

45 26.7 219.174 0 219.174 5 2.28 [M＋H]+ 163.113 5, 105.071 2 C15H22O α-香附酮 

46 26.7 219.174 0 219.174 5 2.28 [M＋H]+ 105.071 2 C15H22O 牻牛儿酮 

47 26.7 219.174 0 219.174 5 2.28 [M＋H]+ 163.113 5, 105.071 2 C15H22O 马兜铃酮 
 

验将结合指纹图谱和化学识别模式对紫苏叶进一步

研究，以期了解其药效物质基础。 

2.3  紫苏叶指纹图谱的建立及相似度评价 

2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Supersil ODS2 C18 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；体积流量 1 mL/min；柱

温 25 ℃；检测波长 330 nm；进样量 10 μL；流动

相为 0.1%磷酸水溶液-甲醇，梯度洗脱：0～20 min，

25%～40%甲醇；20～80 min，40%～80%甲醇；80～

81 min，80%～25%甲醇；81～85 min，25%甲醇。 

2.3.2  参照峰的选择  在特征图谱中，迷迭香酸含

量较高，并且较稳定，故选择迷迭香酸的色谱峰（18

号峰）作为参照峰，计算各共有峰的相对保留时间

和相对峰面积。 

2.3.3  精密度试验  取 S4 的紫苏叶供试品溶液，

按“2.3.1”项下色谱条件，连续测定 6 次，记录谱

图，结果各共有峰的相对保留时间和相对峰面积的

RSD 均小于 3%，表明仪器精密度良好。 

2.3.4  重复性试验  取 S4 的紫苏叶样品，共 6 份，

按“2.1.1”项下条件制备，按“2.3.1”项下色谱条

件进行测定，结果各共有峰的相对保留时间和相对

峰面积的 RSD 均小于 3%，表明方法重复性良好。 

2.3.5  稳定性试验  取 S4 的紫苏叶供试品溶液，

按“2.3.1”项下色谱条件，置于室温下，于 0、2、

4、8、12、24 h 进样，结果各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积的 RSD 均小于 3%，表明供试品溶

液在 24 h 内稳定性良好。 

2.3.6  指纹图谱建立及相似度评价  取 15 批的紫

苏叶药材粉末，按“2.1.1”项下方法，分别制备紫

苏叶的试品溶液，按“2.3.1”项下色谱条件，进样

测定，得到 15 批紫苏叶的色谱图。将数据导入中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2004 年版）软件，

样品（S4）图谱作为参照图谱，利用多点校正法生

成指纹图谱和对照指纹图谱。15 批紫苏叶样品的指

纹图谱见图 2，并进行相似度评价，S1～S15 的相似

度结果在 0.9～1.0。15 批紫苏叶样品共标定 19 个

共有峰，通过比较各峰保留时间和吸收光谱，对各

峰进行指认（图 3），紫苏叶样品 HPLC 指纹图谱的

咖啡酸（峰 6）、阿魏酸（峰 12）、芹菜素-7-O-二葡

萄糖醛酸苷（峰 15）、野黄芩苷（峰 16）、迷迭香酸

（峰 18）、木犀草素（峰 19）得到了指认。结合 UPLC-

Q-TOF-MS/MS 法鉴定出紫苏叶的 47 个化合物（表

2），其中 6 种成分能在指纹图谱上明确指认，实验

将进一步采用化学识别模式对指纹图谱中共有峰在

样品中的差异进行分析。 

2.4  化学模式识别分析 

中药指纹图谱可全面系统地反映物质基准的化

学信息，同时采用化学识别模式对指纹图谱中共有

峰在样品中的差异进行分析，可将共有峰对各批次

样品间指纹图谱差异的贡献度量化。 

2.4.1  聚类分析  将 15 批紫苏叶样品的共有峰的

峰面积进行数据标准化，然后导入 SPSS 22.0 软件

进行系统聚类，采用 Ward 法，平方 Euclidean 距离

聚类，结果见图 4。当分类距离为 5 时，15 批紫苏

叶样品可分为 2 类，第 I 类 S1～S9、S15，第 II 类

S10～S14。 

2.4.2  PCA  为评价所有样品的差异，运用 SIMCA 

14.1 分析软件对其进行 PCA，结果见图 5，由 PCA

图可以看出，S1～S9 聚为一类；S10～S15 为一类；

结果与聚类分析的结果基本一致，样品之间的离散

程度较大，表明样品差异性较大。 

2.4.3  偏最小二乘法-判别分析（partial least squares-

discriminant analysis，PLS-DA）  将 19 个共有峰峰

面积的标准化处理数据导入 SIMCA 14.1 软件，得

到 PLS-DA 载荷散点图和变量重要性投影值图[24]，

如图 6 所示。结果发现其关键参数 R2
X、R2

Y、Q2 的

值分别为 0.255、0.816、0.670，基本大于 0.5，说明

该模型具有良好的拟合能力及预测能力。PLS-DA

载荷散点图（图 6-A）上每 1 个点代表 1 个变量， 
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图 2  15 批紫苏叶样品 HPLC 指纹图谱及其对照指纹图谱 (R) 

Fig. 2  HPLC fingerprints of 15 batches of Perillae Folium samples and its reference fingerprint (R) 

 

 

6-咖啡酸；12-阿魏酸；15-芹菜素-7-O-二葡萄糖醛酸苷；16-野黄

芩苷；18-迷迭香酸；19-木犀草素。 

6-caffeic acid; 12-ferulic acid; 15-apigenin-7-O-diglucuronoside; 16-

scutellarin; 18-rosmarinic acid; 19-luteolin. 

图 3  混合对照品 (A) 和紫苏叶样品 (B) 的 HPLC 图 

Fig. 3  HPLC of mixed reference substances (A) and 

Perillae Folium sample (B) 

距离原点越远，表明对样本的区分能力越强。为进

一步筛选出对上述样本分类贡献较大的成分，结合

VIP 图可更直观地看出，各色谱峰的影响程度，VIP

值＞1.0 为有意义变量。结果共找到 5 个有意义变

量，依次为峰 15（芹菜素-7-O-二葡萄糖醛酸苷）、

18（迷迭香酸）、17、14、2，结果见图 6-B。说明这

5 种成分可能是将 15 批紫苏叶分为 2 类的差异性质

量标志物（quality markers，Q-Marker）。 

2.5  紫苏叶抗病毒活性研究 

2.5.1  抗病毒样品制备  取紫苏叶（粉碎，过筛）

5 g，精密称定，于 250 mL 具塞锥形瓶中，加入 70%

甲醇 250 mL，超声 20 min（40 kHz、200 W），放冷， 

 

图 4  15 批紫苏叶聚类分析树状图 

Fig. 4  Dendrogram of cluster analysis of 15 baches of 

Perillae Folium 

 

图 5  紫苏叶 PCA 图 

Fig. 5  PCA of Perillae Folium 

滤过，浓缩得浸膏，待用。 

分别称取紫苏叶浸膏样品 0.5 g，精密称定，用

纯水溶解，定容至 10 mL 量瓶中，用 0.22 μm 微孔 
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图 6  紫苏叶 PLS-DA 载荷散点图 (A) 和 VIP 值 (B) 

Fig. 6  PLS-DA loading scatter plot (A) and VIP value (B) 

of Perillae Folium 

滤膜滤过。将供试品及参比液（试剂盒自带，帕拉

米韦 3.0 mg/mL，共 100 mL）用水依次对倍稀释包

括原液共 5 个质量浓度的样品溶液。 

2.5.2  对照品溶液的制备  取 4 个对照品溶液，精

密称定，加甲醇定容至 10 mL 量瓶中，分别得到咖

啡酸为 2.008 mg/mL、阿魏酸 2.001 mg/mL、迷迭香

酸 2.008 mg/mL、木犀草素 2.001 mg/mL 的对照品

溶液。 

2.5.3  抗流感病毒 NA 活性反应条件与加样  参考

已广泛应用的 NA 活性测定方法[25-26]，为了方便观

察对比，反应在 96 孔板中进行。在测定紫苏叶提取

物抗流感病毒 NA 活性实验中，实验设置为 5 组，

分别为对照组、NA 组、阳性药帕拉米韦组（3 

mg/mL）、样品组以及本底组。其中，对照组加入 90 

μL 缓冲液＋10 μL 底物 4-甲基伞形花酰-α-D-N-乙

酰 神 经 氨 酸 （ 4-methylumbelliferyl-α-D-N-

acetylneuraminic acid，MUNANA）；NA 组加入 10 μL 

NA＋80 μL 缓冲液＋10 μL 底物；帕拉米韦组加入

10 μL 帕拉米韦溶液＋70 μL 缓冲液＋10 μL NA＋

10 μL 底物；样品组加入 10 μL 样品溶液＋70 μL 缓

冲液＋10 μL NA＋10 μL 底物；本底组加入 10 μL 纯

水＋70 μL 缓冲液＋10 μL NA＋10 μL 底物；按以上

方法加入 96 孔板后，37 ℃下反应 1 h，加入终止液

200 μL 终止反应。设定参数：激发波长 355 nm，检

测波长 460 nm，使用酶标仪测定荧光强度，每组 3

孔重复实验。 

2.5.4  数据处理与效价计算  生物效价为根据质反

应平行线法计算得到的样品的效价。由效价测定原

理编制的计算机软件完成生物效价计算，该软件《中

药效价计算器》2.0 版为中国人民解放军总医院第五

医学中心肖小河团队开发和应用。 

反应抑制率＝1－(样品组或阳性药组荧光值－本底组

荧光值)/(NA 组荧光值－对照组荧光值) 

样品组为紫苏叶样品、缓冲液、NA 和底物的混合溶液，阳

性药组为帕拉米韦、缓冲液、NA 和底物的混合溶液，本底

组为纯水、缓冲液、NA 和底物的混合溶液，NA 组为 NA、

缓冲液和底物的混合溶液，对照组为缓冲液和底物的混合

溶液 

2.5.5  抗流感病毒 NA 活性的测定  按照上述测定

方法分别对不同质量浓度（5.000、2.500、1.250、

0.625、0.312 5 mg/mL）的紫苏叶样品溶液进行测定，

计算抑制率，结果见表 3。不同批次的紫苏叶对 NA

的抑制活性存在差异。 

2.5.6  生物效价测定  将 15 批紫苏叶样品的抗流 

表 3  15 批紫苏叶抗流感病毒 NA 活性的抑制率测定 

Table 3  Reaction inhibition rate against 15 batches of 

Perillae Folium 

样品 

反应抑制率/% 

5.000 

mg∙mL−1 

2.500 

mg∙mL−1 

1.250 

mg∙mL−1 

0.625 

mg∙mL−1 

0.312 5 

mg∙mL−1 

S1 86.73 57.10 38.51 27.45 20.14 

S2 87.86 58.43 35.23 19.10 16.80 

S3 80.78 54.83 28.34 15.32 5.19 

S4 92.43 66.80 52.67 33.78 17.86 

S5 76.01 56.41 41.56 28.40 25.65 

S6 76.67 60.90 36.44 29.58 19.60 

S7 91.61 70.08 33.46 30.27 3.39 

S8 84.36 51.53 34.18 25.06 17.23 

S9 90.29 64.64 42.92 16.66 3.58 

S10 92.34 72.30 51.85 40.45 34.61 

S11 91.90 54.85 32.02 10.34 8.37 

S12 94.95 72.06 35.91 10.36 7.30 

S13 67.52 44.38 28.59 23.55 14.31 

S14 97.21 81.33 51.90 24.82 8.96 

S15 92.12 65.32 42.76 17.86 2.09 
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感病毒 NA 活性结果输入生物效价软件计算其抗

NA 效价。结果见图 7。S1～S15 的生物效价分别为

6.21、5.58、4.19、8.19、6.09、5.82、6.10、5.36、

5.54、10.86、4.74、5.78、3.78、7.98、5.65 U/mg。

变异系数（coefficient of variance，CV）为标准差与

均值的比率，公式表示为 CV＝σ/|μ|，不同产地的

紫苏叶样品的生物效价的 CV 为 28.70%，说明样品

之间存在较大差异，其效价为江西赣州的 S10 号样

品效价最高，为 10.86 U/mg，湖北神农架 S13 号样

品效价最低，为 3.78 U/mg。广西玉林、广西桂平和

广西南宁样品同产于广西，其效价为分别是 5.58、

5.54、5.64 U/mg，说明同一产地的紫苏叶效价差异

较小。 
 

 

图 7  15 批紫苏叶样品的抗流感病毒 NA 效价 

Fig. 7  Biological value of 15 baches of Perillae Folium 

against NA 

2.6  紫苏叶 HPLC 图谱与抗病毒活性的灰色关联

分析（gray correlation analysis，GCA） 

2.6.1  原始数据的无量纲化处理  原始数据的变换

采用初值化变换法，将 15 批紫苏叶样品的抗病毒

活性的生物效价指标作为母序列，记为｛X0(t)｝，紫

苏叶样品不同批次的共有峰面积作为子序列，记为

｛Xi(t)｝[27-28]。 

2.6.2  绝对差序列及关联系数的计算  在 t＝k时（k

为峰号），母序列记为｛X0(t)｝，子序列记为｛Xi(t)｝，

母序列与子序列的绝对差序列 Δ0i(k)＝|X0(k)－

Xi(k)|(1≤i≤m)。计算在 t＝k 时母序列与子序列的

关联系数 η(k)。 

η(k)＝[minmin|Y0(k)－Yi(k)|＋ρmaxmax|Y0(k)－Yi(k)|]/ 

[|Y0(k)－Yi(k)|＋ρmaxmax|Y0(k)－Yi(k)|] 

Y0(k)为紫苏叶不同批次抗病毒活性的生物效价；Yi(k)为不同

批次紫苏叶特征峰面积归一化数值；k 为峰号；ρ 为分辨系

数，ρ∈(0,1)，本实验中 ρ 取 0.5；|Y0(k)－Yi(k)|为母序列与

子序列的绝对差值；minmin|Y0(k)－Yi(k)|绝对差值的最小

值；maxmax|Y0(k)－Yi(k)|为绝对值的最大值 

2.6.3  关联度（r）的计算  根据“2.6.1”项和“2.6.2”

项计算，峰 1～19 的 η 值依次为 0.90、0.96、0.92、

0.95、0.95、0.97、0.94、0.96、0.96、0.92、0.93、

0.96、0.94、0.86、0.95、0.90、0.92、0.82、0.97。

由以上数据可知，紫苏叶对抗病毒作用药效贡献由

大到小为 6、19＞2、8、9、12＞4、5、15＞7、13＞

11＞3、10、17＞1、16＞14＞18（特征峰编号），并

采用对照品对 6、12、15、16、18、19 号峰进行指

认，依次为咖啡酸、阿魏酸、芹菜素-7-O-二葡萄糖

醛酸苷、野黄芩苷、迷迭香酸、木犀草素。 

3  讨论 

本实验考察了波长、流动相组成、洗脱梯度等

条件。本实验考察了 230、320、330、350 nm 波长，

综合考虑其出峰数量、响应值、峰形等因素，为了

使指纹图谱信息丰富，避免影响峰值响应和检测结

果稳定性，保证多成分在最大吸收波长下的最佳吸

收而互不干扰，最终确定扫描波长为 330 nm。流动

相分别考察了甲醇-水、甲醇-0.1%磷酸水溶液、乙 

腈-0.1%磷酸水溶液，发现使用甲醇-0.1%磷酸水溶

液洗脱有较好的色谱峰峰形，分离度良好，响应值

高，综合考虑选用甲醇-0.1%磷酸水溶液作为流动

相。实验还考察了不同洗脱梯度条件下样品的分离

能力，发现 0～20 min，25%～40%甲醇；20～80 min，

40%～80%甲醇；80～81 min，80%～25%甲醇；81～

85 min，25%甲醇梯度条件下，各成分分离度良好，

峰型良好，故选择此梯度洗脱。 

15 批紫苏叶样品的指纹图谱具有较高的相似

度（0.9～1.0），说明不同产地的紫苏叶在宏观上具

有相似的化学表征，指纹图谱相似度评价不能区分

不同产地的紫苏叶药材的差异。实验将进一步采用

化学识别模式对指纹图谱中共有峰在样品中的差异

进行分析，通过聚类分析可将 15 批紫苏叶分为 2 类

（第 I 类 S1～S9、S15，第 II 类 S10～S14）；PCA 与

聚类分析结果基本一致（S1～S9 聚为一类；S10～

S15 为一类），这是由峰 15（芹菜素-7-O-二葡萄糖

醛酸苷）、峰 18（迷迭香酸）等 5 个主要的有意义

变量导致，而峰 15 和峰 18 是紫苏叶指纹图谱的所

有色谱峰中峰面积最大的，其在不同产地紫苏叶中

的差异性也较大，使紫苏叶被 PCA 和聚类分析分成

2 大类或聚为 2 大类。 
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因此，从结果分析来看，峰 15（芹菜素-7-O-二

葡萄糖醛酸苷）、18（迷迭香酸）具有一定的特征性，

可以作为不同产地紫苏叶的标志性差异性成分。另

外，《中国药典》2020 年版规定紫苏子和紫苏梗的

都是以迷迭香酸作为含量测定的指标性成分，但是，

由于不同产地的紫苏的迷迭香酸含量差异较大，导

致部分药材有可能会达不到其质量标准。此外，咖

啡酸、阿魏酸、木犀草素等是否可以作为紫苏叶指

标性成分有待考察，因此，还需要通过谱效关系来

进一步确认。 

由于中药化学表征不能关联其临床功效，往往

需要通过药效学方法来对其质量进行评价，而药效

学实验也存在实验步骤复杂、耗费大、难以定量等

缺点，而通过选择直接关联功效的生物效价分析方

法能很好弥补化学评价方法的不足，为中药的整体

质量评价提供新的研究思路，生物效价检测也称为

中药质量生物评价，生物效价可以较好地反映中药

产品的整体活性，并关联中药功效，适用于化学物

质基础不明确、常规理化方法难以评价其质量或不

能反映其临床生物活性的中药及其制剂[29]。目前、

由肖小河等团队开发了板蓝根、金银花、黄连、丹

参、大黄、水蛭、附子、牛黄、地黄、荆芥、五味

子等数十个中药品种的生物效价检测方法，但是紫

苏叶的生物效价检测方法仍然有待完善[30]。 

近年来研究表明，唇形科植物挥发油具有抗病

毒活性，紫苏叶都具有一定的体外抗流感活性，因

此，课题组基于流感病毒 NA，应用中药质量生物

评价的方法，首次构建了紫苏叶药材的抗病毒活性

的生物效价测定方法，并测定不同产地批次的紫苏

叶的抗流感病毒 NA 活性的生物效价。15 批不同产

地的紫苏叶样品均具有抗流感病毒活性，其生物效

价为 3.78～10.86 U/mg，不同批次间的效价的最大

差值有将近 3 倍，说明生物效价测定能很好地反应

出不同产地紫苏叶的抗流感病毒 NA 活性差异。此

外，本实验采用底物荧光检测法来检测 NA 体外活

性，并按照生物效价检测的要求设计试验条件，建

立的基于流感病毒 NA 活性检测的紫苏叶质量生物

效价检测方法具有稳定，可靠，快速、关联临床功

效的特点，为紫苏叶的质量评价提供了参考依据，

也可为其他中药的质量生物效价检测方法构建提供

参考。 

最后，本研究通过 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术

对紫苏叶的化学成分进行鉴定，得到 47 个化学成

分；液质联用分析对指纹图谱的定性分析提供了对

照品的筛选范围，从而可以做到有的放矢，避免进

行大海捞针式地匹配。 

此外，这些成分中的咖啡酸、柠檬酸、木犀草

苷、木犀草素等成分据文献报道可能具有抗病毒活

性，这也为紫苏叶的抗病毒活性的药效物质筛选提

供了方向。另外，本研究建立了紫苏叶 HPLC 指纹

图谱，标定了 19 个色谱峰且通过对照品指认出 6 个

化学成分，分别是咖啡酸（峰 6）、阿魏酸（峰 12）、

芹菜素-7-O-二葡萄糖醛酸苷（峰 15）、野黄芩苷（峰

16）、迷迭香酸（峰 18）、木犀草素（峰 19）；通过

研究紫苏叶对抗流感病毒 NA 的方法，研究其抗病

毒活性，采用 GCA 方法研究了共有色谱峰与抗病

毒活性之间的关系，发现各共有色谱峰与紫苏叶抗

病毒活性均有不同程度的关联度（0.82～0.97），其

中咖啡酸、阿魏酸、木犀草素的抗病毒药效关联度

较强。 

总之，本研究基于化学模式识别模式的指纹图

谱技术，结合构建的紫苏叶的生物效价检测方法，

综合评价了不同产地来源的紫苏药材的质量，将为

紫苏叶的进一步开发利用提供依据。 
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