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基于 HPLC 指纹图谱及化学模式识别对比研究曲花紫堇及同属药材  
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摘  要：目的  建立曲花紫堇 Corydalis curviflora 的 HPLC 指纹图谱，并通过所建立的指纹图谱方法对紫堇属其他 14 种药材

进行对比研究。方法  HPLC-DAD 指纹图谱条件：Agilent ZORBAX Extend C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-0.2%

磷酸水溶液，梯度洗脱；体积流量 1.0 mL/min；检测波长 289 nm；柱温 30 ℃。结合聚类分析（combine cluster analysis，HCA）、

主成分分析（principal component analysis，PCA）及正交偏最小二乘法-判别分析（orthogonal partial least square discriminant analysis，

OPLS-DA）区分与其极易混淆的暗绿紫堇。结果  首次建立了曲花紫堇 HPLC 指纹图谱，相似度为 0.853～0.996，标定 18 个

共有峰，通过对照品比对指认出新绿原酸、绿原酸、原阿片碱、紫堇灵、乙酰紫堇灵、芦丁、紫云英苷、烟花苷、槲皮素、山

柰酚 10 个共有峰；14 种同属药材与曲花紫堇对照指纹图谱相似度在 0.078～0.686。通过化学模式识别可区分曲花紫堇和暗绿

紫堇，二者有 6 个差异性标志物。结论  建立的指纹图谱方法合理、准确，结合化学计量学方法，能有效地鉴别曲花紫堇及同

属药材，寻找不同紫堇质量差异成分，为紫堇属不同药材的质量控制和品质评价提供科学依据和参考。 
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Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprint of Corydalis curviflora and analyze the  other 14 medicinal materials of Corydalis 

by the established fingerprint method. Methods  The HPLC analysis was performed on a Agilent ZORBAX ExtendC18 (250 mm × 4.6 mm, 

5 μm) , the mobile phase was methanol-0.2% phosphoric acid aqueous solution for gradient elution, the volume flow rate was 1.0 mL/min, the 

detection wavelength was 289 nm, and the column temperature was 30 ℃. The combine cluster analysis (HCA), principal component analysis 

(PCA) and orthogonal partial least square discriminant analysis (OPLS-DA) were used to distinguish C. melanochlora which is easy to be 

confused with C. curviflora. Results  The HPLC fingerprint of C. curviflora was established for the first time, the similarity was 0.853—

0.996, and 18 common peaks were calibrated. Through comparison with the reference substance, 10 components were identified: 

neochlorogenic acid, chlorogenic acid, protopine, corynoline, acetyl corynoline, rutin, astragalin, nicotiflorin, quercetin, kaempferol; The 
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similarity of the fingerprints of 14 kinds of medicinal materials and C. curviflora was in the range of 0.078—0.686. The chemical pattern 

recognition can distinguish C. curviflora and C. melanochlora, with six differential markers between them. Conclusion  The established 

fingerprint method is reasonable and accurate, and can effectively identify C. curviflora and the same genus of medicinal materials combined 

with chemometric methods to find the differential components of different Corydalis medicinal materials, which provide scientific basis and 

reference for the quality control and quality evaluation of different Corydalis medicinal materials. 

Key words: Corydalis curviflora Maxim. ex Hemsl.; HPLC fingerprint; Corydalis melanochlora Maxim.; Corydalis; neochlorogenic 

acid; chlorogenic acid; protopine; corynoline; acetyl corynoline; rutin; astragalin; nicotiflorin; quercetin; kaempferol; chemical 

pattern recognition 

罂粟科紫堇属藏药始载于《月王药诊》，后续《宇

妥本草》《晶珠本草》等藏医药经典著作对其均有记

载，多以全草入药，性甘味寒，在藏医中多用于清热

解毒、止血镇痛、活血散瘀、祛风利气，主治热性病、

肝热、脉热、血热、肝炎、流感、疫疠、高血压、瘫

痪、跌打损伤、痈疖等[1]，在瘟病时疫中使用也较多，

是藏医临床常用特色药材，在南北各地均有分布，但

以西南地区最集中，大部分药用植物主要分布在青

海、四川、西藏、甘肃及云南等西南高山，生长在海

拔 2 500～5 000 m 的灌丛、高山草地、流石滩等环境。

紫堇属植物含有丰富的化学成分，包含生物碱[2-4]、黄

酮[5]、挥发油[6]，甾体[7]、苯丙酰胺类[8]、萜类[9]等活

性成分，具有抗菌、抗炎、镇痛、抗心律失常、保肝、

杀虫、抗疟、抗肿瘤等作用，对心血管系统、中枢神

经系统、平滑肌等具有药理作用[10]。 

因资源分布、用药习惯差异等因素，紫堇属藏

药的多基原、地域性现象十分突出，这类藏药基原

复杂，在历代藏本草和标准中收载情况不尽相同，

各地实际使用药材基原大不相同，其来源涉及紫堇

属多种植物[10]。如藏药“丝哇”在流通使用过程中，

常出现地区习用品、替代品或混淆品，均作为清热

止痛药入方剂或者单独使用，性状相似，难以明辨

真伪。如收载于《四川省藏药材标准》（2020 版）的

“玉珠丝哇”，是紫堇属植物曲花紫堇 Corydalis 

curviflora Maxim.的干燥全草，功效为清热利胆，止

血镇痛，止渴，用于“赤彩”病、胆囊炎、肝炎、

瘟病、隐热、“陈旧热”、烧伤等[11]。同属植物暗绿

紫堇 C. melanochlora Maxim.的干燥全草作为“德

哇”也收载于该标准中，二者是传统藏医药治疗热

症的药材来源之一。前期调研发现，市售及藏医临

床使用的“丝哇”药材还来源于紫堇属多种植物，

如斑花黄堇 C. conspersa Maxim.、粗糙黄堇 C. 

scaberula Maxim.、赛北紫堇 C. impatiens (Pall.) 

Fisch.、灰绿黄堇 C. adunca Maxim.、条裂黄堇 C. 

linarioides Maxim.等，不同基原的紫堇属药材功效

主治和用法用量有一定差异，众多基原植物的“丝

哇”药材同等入药，不利于市场监管，也对质量可

控性及临床使用规范性造成一定困扰。因此对紫堇

属混淆药材进行鉴别研究，可为该属药材质量控制

提供参考。 

中藏药的多组分复杂体系以及化学成分的多样

性和复杂性是质量评价的重点与难点。指纹图谱可以

整体表征被测样品主要化学成分的特征，能较为全面

地反映中药及其制剂中所含化学成分的信息及不同

样品间的相互关系，进而对药品质量进行整体描述和

评价[12]，是目前公认的最适合中药及天然药物物质群

质量控制的手段之一[13]。化学模式识别方法能更全面

和系统地对药材进行评价，主要包括主成分分析、聚

类分析、判别分析等[14]。指纹图谱结合多元统计分析

可以对复杂的化学数据信息进行整合，更加形象地反

映不同样品间的差异。因此，本研究主要针对化学成

分，首次建立曲花紫堇药材指纹图谱，再通过建立的

指纹图谱方法与同属 14 种药材进行对比鉴别；并对

与其形态上极易混淆的暗绿紫堇进行化学模式识别

研究，为优选曲花紫堇质量控制指标、完善紫堇属药

材质量评价体系提供参考，为紫堇属药材鉴别提供新

方法，为该属药材资源的合理开发、市场的规范发展

及临床使用提供科学的依据。 

1  仪器与试药  

1.1  仪器  

Ultimate 3000 型高效液相色谱仪；BT125D 型十

万分之一电子天平（德国 Sartorius 公司）；BP121S 型

万分之一天平（德国 Sartorius 公司）；Milli-Q Direct 型

超纯水系统（德国 Merck 公司）；KQ-500DE 型数控

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ZBRTD-

211 型电子恒温水浴锅（常州智博仪器有限公司）。 

1.2  试药 

新绿原酸（批号 MUST-21030108）、绿原酸（批

号 MUST-21030304）、原阿片碱（批号 MUST-

19110711）、紫堇灵（批号 MUST-19052702）、乙酰
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紫堇灵（批号 MUST-20052703）、芦丁（批号 MUST-

21011510）、紫云英苷（批号 MUST-21022410）、烟花

苷（批号 MUST-21040704）、槲皮素（批号 MUST-

20101104）、山柰酚（批号 MUST-20082818）均购自

成都曼思特生物科技有限公司，质量分数均≥98.0%；

甲醇为色谱纯；水为超纯水；其他均为分析纯。 

60 批药材样品经成都中医药大学蒋桂华教授

鉴定，分别为曲花紫堇 C. curviflora Maxim. ex 

Hemsl.、暗绿紫堇 C. melanochlora Maxim.、斑花黄

堇 C. conspersa Maxim. 、钩距黄堇 C. hamata 

Franch.、粗糙黄堇 C. scaberula Maxim.、密穗黄堇

C. densispica C. Y. Wu、条裂黄堇 C. linarioides 

Maxim.、紫堇 C. edulis Maxim.、叠裂黄堇 C. 

dasyptera Maxim.、白穗紫堇 C. trachycarpa var. 

Leucostachya C. Y. Wu et H. Chuang.、糙果紫堇 C. 

trachycarpa Maxim.、灰绿黄堇 C. adunca Maxim.、

草黄堇 C. straminea Maxim. ex Hemsl.、赛北紫堇 C. 

impatiens (Pall.) Fisch. 及小花黄堇 C. racemosa 

(Thunb.) Pers.的干燥全草。样品信息见表 1。 

2  方法与结果  

2.1  指纹图谱的建立 

2.1.1  对照品溶液的制备  取新绿原酸、绿原酸、

原阿片碱、紫堇灵、乙酰紫堇灵、芦丁、紫云英苷、

烟花苷、槲皮素及山柰酚对照品适量，精密称定，

加 70%甲醇制成质量浓度分别为 0.032、0.026、

0.044、0.129、0.179、0.070、0.030、0.036、0.051、

0.047 mg/mL 的混合对照品溶液。 

2.1.2  供试品溶液的制备  称取曲花紫堇（过四号

筛）约 0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加

入 70%甲醇 25 mL，称定质量，超声处理 30 min，

再称定质量，用 70%甲醇补足减失的质量，摇匀，

滤过，取续滤液，即得。 

2.1.3  色谱条件  色谱柱：Agilent ZORBAX Extend C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇（A）-0.2%

磷酸水溶液（B），梯度洗脱（0～5 min，5%～16% 

A；5～25 min，16%～20% A，25～32 min，20%～

25% A；32～45 min，25% A；45～60 min，25%～

35% A；60～70 min，35%～40% A；70～80 min，

40%～60% A；80～85 min，60%～90% A；体积流

量 1.0 mL/min；检测波长 298 nm；柱温 30 ℃。 

2.1.4  精密度试验  取“2.1.1”项下混合对照品溶

液，按“2.1.3”项下的色谱条件连续进样 6 次，记

录指纹图谱，以 4 号峰（绿原酸）为参照峰，计算

共有色谱峰的相对保留时间及相对峰面积度的 

RSD 小于 1.0%，结果表明仪器精密度良好。 

2.1.5  重复性试验  取同一批曲花紫堇粉末（Q1）

6 份，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.3”

项下色谱条件进行测定，记录指纹图谱，以 4 号峰

（绿原酸）的保留时间和色谱峰面积为参照，计算各

共有色谱峰的相对保留时间和相对峰面积。各共有

峰的相对保留时间及相对峰面积的 RSD 值均小于

2.0%，结果表明重复性良好。 

2.1.6  稳定性试验  取精密度试验项下同一供试品

溶液 Q1，按照“2.1.3”项下色谱条件，分别在 0、

2、4、6、8、12、24 h 测定，记录指纹图谱，以 4 号

峰（绿原酸）的保留时间和色谱峰面积为参照，计

算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。各共有

的相对保留时间及相对峰面积的 RSD 值均小于

3.0%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.1.7  曲花紫堇指纹图谱的建立  取 10 批曲花紫

堇粉末，分别精密称定，按“2.1.2”项下方法制备

供试品溶液，精密吸取 10 μL，分别进样测定，记录

85 min 的 HPLC 色谱图，将检测波长为 289 nm 处

的色谱图转换成 AIA 格式，导入《中药色谱指纹图

谱相似度评价系统》（2012.130723 版本，以下简称

“指纹图谱软件”），将 Q1 号样品的图谱设为参照图

谱，采用中位数法，时间窗宽度设为 0.5 min，进行

多点校正和色谱峰全谱峰匹配，最终确定了 18 个

共有峰，得到指纹图谱叠加图，并生成对照指纹图

谱，见图 1。 

2.1.8  特征峰的标定  根据 10 批曲花紫堇的指纹

图谱检测结果，共标定 18 个特征峰。结合前期高分

辨质谱对曲花紫堇中化学成分的初步分析结果，再

与对照品色谱峰的保留时间、紫外吸收光谱信息比

对，共指认 10 个峰，2 号峰为新绿原酸，4 号峰为

绿原酸，9 号峰为原阿片碱，11 号峰为紫堇灵，12

号峰为乙酰紫堇灵，13 号峰为芦丁，14 号峰为紫云

英苷，15 峰为烟花苷，17 号峰为槲皮素，18 号峰

为山柰酚，对照指纹图谱及混合对照品溶液的

HPLC 图见图 2。 

2.2  相似度分析 

2.2.1  曲花紫堇相似度分析  10 批曲花紫堇药材

与对照指纹图谱进行相似度比较分析，结果见表 2，

不同批次曲花紫堇药材与对照指纹图谱比较相似度

均＞0.850，相似度良好，表明不同批次药材的化学

成分差异性较小，质量相对稳定。 
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表 1  样品信息  

Table 1  Sample information 

编号 基原 采集地 采集时间 

Q1 曲花紫堇 四川省甘孜藏族自治州康定市 2019-07-22 

Q2 四川省甘孜藏族自治州白玉县 2019-07-25 

Q3 青海省海南藏族自治州泽库县 2020-07-12 

Q4 四川省甘孜藏族自治州康定市 2020-07-16 

Q5 四川阿坝藏族羌族自治州汶川县 2021-06-10 

Q6 四川阿坝藏族羌族自治州汶川县 2021-06-10 

Q7 四川阿坝藏族羌族自治州汶川县 2021-06-11 

Q8 四川阿坝藏族羌族自治州汶川县 2021-06-11 

Q9 四川阿坝藏族羌族自治州汶川县 2021-06-11 

Q10 四川省甘孜藏族自治州康定市 2021-07-12 

A1 暗绿紫堇 青海省果洛藏族自治州玛多县 2019-07-16 

A2 四川省甘孜藏族自治州康定市 2019-07-23 

A3 青海省海南藏族自治州贵南县 2019-07-24 

A4 青海省海南藏族自治州泽库县 2020-07-12 

A5 青海省海南藏族自治州贵南县 2020-07-29 

A6 青海省西宁市湟源县 2019-07-16 

A7 甘肃省甘南藏族自治州夏河县 2021-07-18 

A8 青海省海南藏族自治州贵南县 2021-08-23 

B1 斑花黄堇 青海省果洛藏族自治州玛多县 2020-08-10 

B2 四川省甘孜藏族自治州康定市 2019-06-29 

B3 西藏自治区那曲市巴青县 2020-07-24 

B4 四川省阿坝藏族羌族自治州阿坝县 2020-07-27 

B5 青海省玉树藏族自治州玉树市囊谦县 2020-08-03 

G1 钩距黄堇 云南省迪庆藏族自治州德钦县 2020-08-14 

G2 四川省甘孜藏族自治州稻城县 2020-08-17 

G3 四川省甘孜藏族自治州乡城县 2020-08-15 
G4 四川省甘孜藏族自治州稻城县 2020-08-16 
G5 四川省甘孜藏族自治州康定市 2020-08-18 
C1 粗糙黄堇 青海省海南藏族自治州贵南县 2020-07-11 
C2 青海省海南藏族自治州贵南县 2020-07-11 
C3 青海省果洛藏族自治州玛沁县 2020-07-29 
C4 青海省果洛藏族自治州玛沁县 2020-07-29 
C5 甘肃省甘南藏族自治州夏河县 2021-07-18 
M1 密穗黄堇 四川省甘孜藏族自治州泸定县 2021-07-10 
M2 四川省甘孜藏族自治州康定市 2021-07-10 
M3 四川省甘孜藏族自治州康定市 2021-07-13 
M4 西藏自治区阿里地区日土县 2021-07-15 
T1 条裂黄堇 青海省海南藏族自治州贵德县 2019-07-16 
T2 四川省甘孜藏族自治州白玉县 2019-07-25 
T3 四川省甘孜藏族自治州道孚县 2019-07-26 
T4 青海省西宁市药材市场 2020-07-15 
Z1 紫堇 四川省成都市武侯区 2021-02-20 
Z2 四川省成都市高新南区 2021-04-11 
DL 叠裂黄堇 青海省海南藏族自治州泽库县 2020-07-12 
BS1 白穗紫堇 青海省海南藏族自治州贵南县 2020-07-11 
BS2 青海省海南藏族自治州贵南县 2020-07-12 
CG1 糙果紫堇 云南省迪庆藏族自治州德钦县 2020-08-13 
CG2 云南省迪庆藏族自治州德钦县 2020-08-14 
CG3 云南省迪庆藏族自治州德钦县 2020-08-14 
H1 灰绿黄堇 西藏自治区昌都市察雅县 2019-09-05 
H2 青海省海南藏族自治州泽库县 2020-07-13 
H3 四川省阿坝藏族羌族自治州茂县 2021-06-13 
H4 四川省甘孜藏族自治州道孚县 2021-07-11 
H5 四川省甘孜藏族自治州道孚县 2021-07-12 
CH 草黄堇 青海省果洛藏族自治州玛沁县 2020-07-30 
S1 赛北紫堇 西藏自治区昌都市药材市场 2020-06-15 
S2 青海省果洛藏族自治州玛沁县 2020-07-29 
S3 四川省阿坝藏族自治区阿坝县 2020-07-29 
X1 小花黄堇 西藏自治区山南市桑日县 2020-08-15 
X2 四川省阿坝藏族羌族自治州色达县 2020-09-04 
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图 1  曲花紫堇样品和对照 HPLC 指纹图谱 

Fig. 1  HPLC fingerprint of C. curviflora 

 

2-新绿原酸，4-绿原酸，9-原阿片碱，11-紫堇灵，12-乙酰紫堇灵，

13-芦丁，14-紫云英苷，15-烟花苷，17-槲皮素，18-山柰酚。 

2-neochlorogenic acid, 4-chlorogenic acid, 9-protopine, 11-

corynoline, 12-acetyl corynoline, 13-rutin, 14-astragalin, 15- 

nicotiflorin, 17-quercetin, 18-kaempferol. 

图 2  曲花紫堇对照指纹图谱 (A) 和混合对照品 HPLC

图 (B) 

Fig. 2  HPLC reference fingerprint of C. curviflora (A) and 

HPLC chromatogram of mixed reference substances (B) 

表 2  曲花紫堇指纹图谱相似度 

Table 2  Comparison of reference fingerprint of C. 

curviflora 

编号 相似度 编号 相似度 

Q1 0.915 Q6 0.996 

Q2 0.992 Q7 0.991 

Q3 0.853 Q8 0.986 

Q4 0.884 Q9 0.992 

Q5 0.995  Q10 0.974 

2.2.2  曲花紫堇及同属其他药材指纹图谱相似度分

析  取表 1 中除曲花紫堇其他 14 种紫堇属药材样

品 50 批，按“2.1.2”项下方法处理后进样，与曲花

紫堇对照指纹图谱进行相似度比较分析，结果见图

3、表 3，曲花紫堇与其他 14 种紫堇属药材有 2 个

共有峰，相似度在 0.078～0.686；取 15 种紫堇样品

共 60 批，进行指纹图谱相似度交叉比较，结果显示 

 
S1-Q(R), S2～S6-B1～B5, S7～S11-G1～G5, S12～S16-C1～C5,  

S17～S20-M1～M4, S21～S24-T1～T4, S25～S26-Z1～Z2, S27-

DL, S28～S29-BS1～BS2, S30～S32-CG1～CG3, S33～S37-H1～

H5, S38-CH, S39～S41-S1～S3, S42～S43-X1～X2, S44～S51-

A1～A8. 

图 3  曲花紫堇对照指纹图谱和 14 种紫堇的色谱图比较 

Fig. 3  Comparison of similarity between control 

fingerprint of C. curviflora and fourteen species 

表 3  曲花紫堇对照指纹图谱和 14 种紫堇相似度比较 

Table 3  Comparison of  similarity of fingerprints of C. 

curviflora and fourteen species 

编号 相似度 编号 相似度 

B1～B5 0.184～0.304 S1～S3 0.195～0.397 

G1～G5 0.083～0.247 X1～X2 0.183～0.553 

C1～C5 0.408～0.584 A1 0.343 

M1～M4 0.613～0.686 A2 0.456 

T1～T4 0.257～0.636 A3 0.429 

Z1～Z2 0.381～0.446 A4 0.431 

DL 0.083 A5 0.481 

BS1～BS2 0.422～0.453 A6 0.402 

CG1～CG3 0.470～0.628 A7 0.335 

H1～H5 0.078～0.550 A8 0.472 

CH 0.401   

相似度在 0.021～0.849，说明各种之间化学成分差

异较大。以上表明该指纹图谱方法可以反映不同基

原紫堇化学成分的差异，对紫堇属 15 种药材进行

初步鉴别。 

因暗绿紫堇与曲花紫堇原植物形态及药材性状

上极其相似，仅凭外观评价往往难以鉴别、极易混

淆，故选取暗绿紫堇进行进一步指纹图谱相似度比

较分析和化学模式识别研究，结果见图 4、表 3，曲

花紫堇对照指纹图谱与 8 批暗绿紫堇有 14 个共有

峰，相似度在 0.335～0.481。 

2.3  化学模式识别 

因暗绿紫堇与曲花紫堇原植物形态及药材性状 
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2-新绿原酸，3-绿原酸，8-芦丁，10-紫云英苷，11-烟花苷，13-槲

皮素，14-山柰酚。 

2-neochlorogenic acid, 3-chlorogenic acid, 8-rutin, 10-astragalin, 11-

nicotiflorin, 13-quercetin, 14-kaempferol. 

图 4  曲花紫堇对照指纹图谱和暗绿紫堇的色谱图比较 

Fig. 4  Comparison of similarity between control 

fingerprint of C. curviflora and C. melanochlora 

极其相似，且难以鉴别、极易混淆，故选取暗绿紫

堇进行进一步化学模式识别研究。 

2.3.1  聚类分析（clustering analysis，CA）  以 18

批样品（表 1 中 10 批曲花紫堇和 8 批暗绿紫堇）的

14个指纹图谱共有峰峰面积为变量，导入SPSS 26.0

软件，采用 Ward 聚类方法，平方欧式距离作为度

量标准，Z 得分进行数据标准化，得到聚类分析树

状图，见图 5。当分类距离为 25 时，可分为 2 类，

曲花紫堇聚为一类（Q1～Q10），暗绿紫堇聚为一类

（A1～A8）。 

 

图 5  曲花紫堇及暗绿紫堇聚类分析树状图 

Fig. 5   Cluster analysis dendrogram of C. curviflora and C. 

melanochlora 

2.3.2  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  主成分分析是在尽可能保持原有数据信息

的前提下，通过降维处理达到简化指标的计量学方

法[15]。将 18 批样品的 14 个共有峰峰面积导入 SPSS 

26.0 软件，进行主成分分析，结果见表 4。由表 4 可

知，提取特征值大于 1 的 4 个成分，其方差的累积

贡献率为 89.77%，表明这 4 个成分能够代表 14 个

指标在这批样品中大部分的信息，该结果与 PCA 分

析结果相同。

表 4  特征根、各主成分的贡献率 

Table 4  Contribution rate of characteristic roots and principal components 

成分 
初始特征值 提取载荷平方和 

总计 方差百分比/% 累积贡献率/% 总计 方差百分比/% 累积贡献率/% 

1 6.917 49.408 49.408 6.917 49.408 49.408 

2 3.335 23.821 73.229 3.335 23.821 73.229 

3 1.257  8.975 82.205 1.257 8.975 82.205 

4 1.060  7.568 89.773 1.060 7.568 89.773 
 

同时将 18 批样品指纹图谱的 14 个共有色谱峰

的峰面积导入 SIMCA 14.1 软件，采用非监督识别

方法进行主成分分析，观察样品的自然聚集，建立

PCA 模型，采用自标度化法（UV）进行缩放[16]，提

取 4 个主成分，得到模型解释率参数 R2
X 为 0.89，

预测能力参数 Q2 为 0.429，表明提取的主成分可解

释 89.0%的原始变量，模型的预测能力为 49.2%。

18 批样品的 PCA 得分图见图 6，结果显示样品可分

为 2 类，一类为曲花紫堇，另一类为暗绿紫堇，与

相似度评价和聚类分析结果相一致，说明 2 种紫堇 

 

图 6  18 批紫堇样品 PCA 得分图 

Fig. 6  PCA score chart of 18 batches of Corydalis  
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的化学成分有一定差异。 

2.3.3  正交偏最小二乘法-判别式分析（partial least 

squares discrimination analysis，OPLS-DA）  OPLS-

DA 是一种有监督的判别分析统计方法。将 18 批紫

堇的 14 个共有峰峰面积导入 SIMCA14.1 软件，建

立有监督模式识别法 OPLS-DA 模型进行分析，获

得相应模型。其中 R2X 和 R2Y 分别为 0.863 和 0.964，

模型预测能力参数 Q2 为 0.823，表示所建模型对 X

和 Y 矩阵的解释率分别为 86.3%和 96.4%，模型预

测能力为 82.3%，说明该模型稳定、可靠。从 OPLS-

DA 得分矩阵图（图 7）可看出，2 组样品聚类良好，

分离显著，与 PCA 结果相比，2 组样品进一步聚集。

运用统计推断分析进一步验证鉴别模型，图 8 为

OPLS-DA 模型置换验证图，图中 Q2 为累积交叉有

效性，Q2值越大表示模型预测能力越好；R2 为累积

方差值，表示原始数据被用于建立新的OPLS-DA判

别模型的解释率，R2 值越大模型解释能力越强[15]。

置换检验参数 R2 和 Q2 的截距值分别为 0.412 和

−1.18，位于右边的 OPLS-DA 模型原始 R2 和 Q2 值

均大于其左边随机排列后的 R2 和 Q2，说明建立的

OPLS-DA 模型没有出现过拟合现象，具有较好的预

测能力。 

 

图 7  18 批紫堇样品 OPLS-DA 得分图 

Fig. 7  OPLS-DA score plots of 18 batches of Corydalis 

 

图 8  18 批紫堇样品 OPLS-DA 模型的置换验证 

Fig. 8  OPLS-DA permutation test of 18 batches of 

Corydalis 

变量重要性投影值（ variable importance in 

projection scores，VIP）是筛选差异性化合物的重要

指标，VIP 值越高，对组间差异的影响越大[15]。结

合 VIP 法，以变量 VIP 值＞1.0 为显著影响，共找

到两种基原药材的 6 个差异性标志物，结果见图 9，

分别为峰 7、峰 3（绿原酸）、峰 8（芦丁）、峰 5、峰

2（新绿原酸）以及峰 1，根据 VIP 值大小进行排序，

为峰 7＞绿原酸＞芦丁＞峰 5＞新绿原酸＞峰 1，这些

峰是引起曲花紫堇和暗绿紫堇之间差异的主要变量，

其余峰 VIP 值小于 1，对区分样品影响较小。 

 

图 9  18 批紫堇样品 14 个共有峰的 VIP 值 

Fig. 9  VIP values of 14 common peaks of 18 batches of 

Corydalis 

3  讨论 

本研究建立了曲花紫堇 HPLC 指纹图谱方法，

并对紫堇属药材进行对比研究，同时结合化学计量

学方法实现对暗绿紫堇的准确区分及反映差异标志

物，能够有效地鉴别曲花紫堇及同属药材，为紫堇

属药材质量评价提供方法及科学依据。 

3.1  供试品溶液制备方法考察和色谱条件优化 

本实验考察冷浸、超声、回流 3 种提取方法，

结果表明超声提取效率最高。同时对提取溶剂（甲

醇、70%甲醇、甲醇、盐酸-70%甲醇（1∶100）、乙

醇），提取时间（15、30、60 min）进行考察，发现

以 70%甲醇为提取溶剂，超声处理 30 min 提取效果

佳；考察了不同色谱柱，确定以 Agilent ZORBAX 

Extend C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）所得到的色

谱图峰形最好，峰数多。检测波长经 DAD 全波长

图谱对比，同时考虑基线，发现 289 nm 下色谱峰信

息全面，基线平稳，因此选择检测波长为 289 nm。

对流动相（甲醇-水、甲醇-0.1%甲酸水、甲醇-0.2%

磷酸水、乙腈-水、乙腈-0.1%甲酸水），体积流量（0.8、

1.0、1.2 mL/min）、柱温（25、30、35 ℃）进行考

察，以流动相为甲醇-0.2%磷酸水溶液，体积流量 1.0 

mL/min，柱温 30 ℃为佳。 
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3.2  曲花紫堇及同属药材指纹图谱分析 

质量控制研究一直是中药研究与发展的关键[17]。

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，体现药材的整体质量和临床的整体疗

效[13]。目前对于紫堇属藏药的鉴别研究较少，多种

混用品的区分不够全面，同等入药使用影响该属藏

药的临床规范使用。以《四川省藏药材标准》2020

版收载的曲花紫堇药材为主建立指纹图谱，可为紫

堇属药材的基原鉴定和质量控制提供参考和依据。

因此本研究首次建立了曲花紫堇药材 HPLC 对照指

纹图谱，标定 18 个共有峰，识别了其中 10 种成分，

能全面反映药材的内在质量；曲花紫堇对照指纹图

谱与紫堇属其他药材相似度在 0.078～0.686，说明

该指纹图谱方法可以显示出不同紫堇的化学成分差

异，可以有效区分曲花紫堇和同属其他混淆药材；

对紫堇属 15 种药材的指纹图谱进行相似度交叉比

较，相似度在 0.021～0.849，表明上述药材化学成

分存在较大差异，是否可以同等入药使用，有待后

续药效进一步研究。所建立的指纹图谱方法适用于

区别紫堇属大部分药材，可为紫堇属药材提供有效

可行的指纹图谱鉴别方法。 

3.3  曲花紫堇及暗绿紫堇的模式识别分析 

曲花紫堇和暗绿紫堇药材及易混淆，鉴别研究较

少，缺乏指纹图谱和化学计量学层面的区分鉴别，且

尚未提出差异标志物。因此本实验基于 HPLC 指纹图

谱和化学模式识别对两者进行区分研究，实验数据表

明，曲花紫堇与暗绿紫堇的指纹图谱中具有 14 个共

有峰，含有的化学成分种类大体基本一致。但相似度

计算结果却有明显差异，说明 2 种药材在化学成分上

还是存在一定的差异。为进一步区分 2 种基原，寻找

差异性成分，使用化学模式识别研究，对曲花紫堇和

暗绿紫堇的指纹图谱进行聚类分析和主成分分析，结

果发现 2 种紫堇化学成分存在差异，模式识别分析可

很好的区分 2 个种。并利用所建立的 OPLS-DA 模型

分析，找到了 6 个差异性成分，其中绿原酸、芦丁、

新绿原酸 3 个成分经对照品比对确认，说明药材中含

有的黄酮类和酚酸类成分具有差异，能够作为区分 2

种药材的依据，为后期质量标志物的确定提供研究思

路。实验结果证明该方法准确可靠，专属性强，为 2

种药材的区分和质量控制提供分析方法和参考依据。 

目前只收集到 8 批暗绿紫堇，该种的指纹图谱

样本量不足。6 个差异性标志物，目前只指认出绿原

酸、芦丁、新绿原酸，另外 3 个差异性标志物所代表

的化学成分及其药理活性有待后续进一步研究。 

本研究采用 HPLC 指纹图谱结合相似度评价以

及化学计量学识别方法对紫堇属不同药材综合分

析，可对曲花紫堇及紫堇属其他易混淆药材进行有

效区分，为紫堇属不同药材的质量控制和品质评价

提供依据和参考。 
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