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基于 HPLC 指纹图谱和一测多评法的升麻饮片质量评价 
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摘  要：目的  建立升麻饮片的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱和分析其 5 种成分含量的一测多评（quantitative analysis of 

multicomponents by single-marker，QAMS）方法，实现对升麻饮片质量的系统评价。方法  采用 HPLC 法建立升麻饮片指纹图

谱，运用相似度评价、聚类分析（cluster analysis，CA）、主成分分析（principal component analysis，PCA）和正交偏最小二乘-

判别分析（orthogonal partial least squares discriminant analysis，OPLS-DA）等化学模式识别对指纹图谱进行分析；以异阿魏酸为

内参物，建立分析咖啡酸、升麻素苷、阿魏酸、升麻素含量的 QAMS 法，并与外标法（external standard method，ESM）测定

结果进行比较。结果  12 批升麻饮片的 HPLC 指纹图谱中有 13 个共有峰，指认了该指纹图谱中的 5 个成分，分别为咖啡酸、

升麻素苷、阿魏酸、异阿魏酸、升麻素，12 批升麻饮片相似度为 0.92～1.00，CA、PCA 和 OPLS-DA 分析表明，供试升麻饮片

可分为 2 类，差异性成分为峰 2、3、4、7（阿魏酸）、8（异阿魏酸）、9（升麻素）；建立了分析所指认的 5 种成分含量的 QAMS

方法，分析结果与 ESM 法测定的相应成分含量无显著差异。结论  所建立的 HPLC 指纹图谱和 QAMS 法操作简便、高效、经

济、可靠，可为升麻饮片及其衍生产品的质量评价提供参考和依据。 
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Abstract: Objective  A method combining high performance liquid chromatography (HPLC) fingerprint with quantitative analysis 

of multicomponents by single-marker (QAMS) was established to analyze the contents of five components in Shengma (Cimicifugae 

Rhizoma, CR) and realize the systematic evaluation of the quality of CR decoction pieces . Methods  The HPLC fingerprint of CR 

decoction pieces was explored through HPLC analysis and comprehensively evaluated through a series of analytical methods including 

similarity evaluation, cluster analysis (CA), principal component analysis (PCA), and orthogonal partial least squares discriminant 

                                         
收稿日期：2024-05-06 

基金项目：2023 年度国家药品标准修订研究课题（2023Z03）；国家自然科学基金资助项目（81973211/C0033375）；湖南中医药大学研究生创

新课题（校行研字［2023］21 号-2023CX139）；湖南中医药大学“十四五”重点学科-生物工程学科（校行发规字［2023］2 号） 

作者简介：余  武，男，讲师，硕士，湖南中医药大学访问学者，研究方向为中药质量标准。E-mail: yuwu90@126.com 

*通信作者：崔培梧，副教授，硕士生导师，从事微生物次级代谢产物挖掘及生物合成研究。E-mail: cuipeiwu@126.com 

王  炜，教授，博士生导师，从事天然产物化学成分与活性研究。E-mail: wangwei402@hotmail.com 

mailto:cuipeiwu@126.com
mailto:wangwei402@hotmail.com


 中草药 2024 年 11 月 第 55 卷 第 22 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 November Vol. 55 No. 22 ·7829· 

    

analysis (OPLS-DA). Isoferulic acid was selected as the internal reference standard for the exploration of the QAMS method, which 

was then applied to determine the content of caffeic acid, cimicifugoside, ferulic acid, and cimifugin in CR. The analytical results 

calculated by QAMS were subsequently compared with those from the external standard method (ESM). Results  In the established 

fingerprints for 12 batches of CR decoction pieces, thirteen common peaks were identified and five peaks of them were confirmed, 

which were caffeic acid, cimicifugoside, ferulic acid, isoferulic acid, and cimifugin, respectively. The similarity scores for 12 batches 

of CR decoction pieces were ranged from 0.92 to 1.00. According to the further calculation of the fingerprints through CA, PCA, and 

OPLS-DA, the tested CR decoction pieces can be categorized into two distinct groups. The differential components among the tested 

samples were identified as peak 2, peak 3, peak 4, peak 7 (ferulic acid), peak 8 (isoferulic acid), and peak 9 (cimifugin), respectively. 

The QAMS method for quantitative analysis of five confirmed components in CR decoction pieces was established, and there were no 

significant difference between the analytical results through QAMS and ESM. Conclusion  The established HPLC fingerprint and 

QAMS were found to be simple, efficient, economical and reliable, which can provide a reference and basis for quality control of CR 

decoction pieces and the derived products. 

Key words: Cimicifugae Rhizoma decoction pieces; fingerprint; multicomponents by single-marker; external standard method; quality 

evaluation; caffeic acid; cimicifugoside; ferulic acid; isoferulic acid; cimifugin 

升麻 Cimicifugae Rhizoma 是毛茛科植物兴安

升麻 Cimicifuga dahurica (Turcz.) Maxim.、大三叶

升麻 C. heracleifolia Kom.或升麻 C. foetida L.的干

燥根茎，除去杂质，略泡、洗净、润透、切厚片之

后干燥，即得升麻饮片 [1]，在我国主要产于黑龙

江、辽宁、吉林、内蒙古、河北、四川等地[2]。升

麻的药用记载最早见于《神农本草经》，历代本草

学专著也多有记载，其性辛、微甘、微寒，具有

发表透疹、清热解毒、升举阳气之功效，临床上

常用于风热头痛、咽喉肿痛、麻疹不透、子宫脱

垂等症治疗[3]。 

升麻的主要活性成分有酚酸、三萜及其苷类、

色原酮类化合物等[4-6]，药效学研究表明升麻所含

的异阿魏酸、阿魏酸、咖啡酸、升麻素等成分可

发挥抗炎[7]、抗氧化[8]、抗病毒[9]、抗肿瘤[10]等活

性，但《中国药典》2020 年版尚未收录升麻饮片

标准，各生产企业参照升麻药材质量标准，以阿

魏酸、异阿魏酸为指标进行鉴别，以异阿魏酸为

指标进行含量测定，这无法反映升麻炮制过程中

相关成分的变化[11-12]。基于上述现状，升麻药材和

饮片中多成分的分析方法相关研究虽已引起重

视，但当前报道的相关分析方法在经济性和对升

麻饮片质量的系统评价方面存在一定不足[13-14]，

而结合中药多成分、多靶点特征开发的指纹图谱

分析技术和一测多评法（quantitative analysis of 

multicomponents by single-marker，QAMS）可快速

实现对中药复杂成分的系统评价，已被广泛应用于

中药质量控制研究过程[15-16]，这为升麻饮片的质量

评价研究提供了重要参考。 

结合上述分析，为建立适用于升麻饮片质量系

统评价的分析方法，提高检测效率、降低成本，本

研究拟在基于变波长策略的高效液相色谱法

（HPLC）基础上建立升麻饮片 HPLC 指纹图谱，

并建立 QAMS 法同时测定升麻饮片中咖啡酸、升麻

素苷、阿魏酸、异阿魏酸和升麻素含量，为升麻饮

片质量标准的提升提供参考和依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent 1200 型高效液相色谱仪（美国安捷伦

科技公司）；Wayeal 3100 型高效液相色谱仪（安

徽皖仪科技股份有限公司）；EX224ZH 型万分之

一电子分析天平（（美国奥豪斯公司）；JA1100B 精密

电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限公司）；

Agilent Zorbox SB C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm，美国安捷伦科技公司）；Waters-Symmetry-C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，美国沃特世公

司）；SHIMSEN Superb Ⅱ C18 色谱柱（（250 mm×4.6 

mm，5 μm，日本岛津公司）；JS-40 型超声波清洗

仪（常州鸿泽实验科技有限公司）；SCI-12 型台式

高速小型离心机（美国 SCILOGEX 公司）；SU-

20UVFB 型实验室纯水系统（骇思仪器科技有限

公司）。 

1.2  材料 

甲醇、乙腈均为色谱纯，水为怡宝纯净水，其

余试剂为分析纯；对照品升麻素苷（批号

C15736664，质量分数≥98%）购自上海麦克林生化

科技股份有限公司，异阿魏酸（（批号 S22071D5826，

质量分数 98%）购自上海士锋生物科技有限公司，
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阿魏酸（（批号 RP190616，质量分数 99.97%）、咖啡

酸（（批号 RP190614，质量分数≥99%）购自成都麦

德生科技有限公司，升麻素（批号 AFDC0460，质

量分 98%）购自成都埃法生物科技有限公司。升麻

饮片来源信息见表 1，经湖南中医药大学药学院王

智副教授鉴定为大三叶升麻 C. heracleifolia Kom.

和升麻 C. foetida L.。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

采用 Agilent Zorbox SB C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱，以乙腈（A）-磷酸水溶液（0.1%，B）

为流动相，梯度洗脱（0～19 min，2%～7% A；19～20 

min，7%～12% A；20～31 min，12%；31～32 min，

12%～15% A；32～53 min，15% A；53～54 min，15%～

23% A；54～76 min，23%～24% A；76～78 min，24%～

60% A；78～83 min，60% A；83～90 min，60%～2% 

A），体积流量为 1.0 mL/min，检测波长为变波长程序

（0～10 min，230 nm；10～21 min，280 nm；21～34 

min，330 nm；34～56 min，300 nm；56～90 min，370 

nm；90 min，230 nm），柱温为 25 ℃，进样量为 20 μL。 

表 1  升麻饮片样品信息 

Table 1  Sample information of Cimicifugae Rhizoma decoction pieces 

编号 品种 生产企业 产地 批号 

S1 大三叶升麻 广西紫云轩中药科技有限公司 吉林 22030131 

S2 大三叶升麻 上海德大堂国药有限公司 吉林 22101702 

S3 大三叶升麻 湖南振兴中药有限公司   黑龙江 22022502 

S4 升麻  湖南振兴中药有限公司   黑龙江 23091308 

S5 升麻 长沙新林制药有限公司   黑龙江 230801 

S6 大三叶升麻 湖南三湘中药饮片有限公司   黑龙江 2022092601 

S7 大三叶升 河北楚风中药饮片有限公司 河北 B23041101-01 

S8 大三叶升麻 河北楚风中药饮片有限公司 河北 B22090703-01 

S9 大三叶升麻 上海万仕域国药制品有限公司 河北 20230807-1 

S10 大三叶升麻 四川新荷花中药饮片股份有限公司 辽宁 2303072 

S11 大三叶升麻 江西樟树天齐堂中药饮片有限公司 辽宁 2306002 

S12 大三叶升麻 康美（亳州）世纪国药有限公司 辽宁 230500119 

 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  混合对照品溶液的制备  分别取咖啡酸、升

麻素苷、阿魏酸、异阿魏酸、升麻素对照品适量，

精密称定，用 50%甲醇溶解制成含咖啡酸 53.15 

μg/mL、升麻素苷 59.15 μg/mL、阿魏酸 107.80 

μg/mL、异阿魏酸 138.25 μg/mL、升麻素 133.25 

μg/mL 的混合对照品溶液，充分混匀，即得。 

2.2.2  供试品溶液的的制备  取升麻饮片粉末（过

2 号筛）约 0.5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精

密加入 10%乙醇 25 mL，密塞，称定质量，超声（频

率 40 kHz，功率 240 W）提取 30 min，放冷至室温

后再称定质量，用 10%乙醇补足减失的质量，摇匀，

滤过，经 12 000 r/min 离心 10 min，取上清液，经

0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。 

2.3  指纹图谱分析 

2.3.1  专属性考察  取上述混合对照品溶液、供试

品溶液和空白溶剂（10%乙醇），按“2.1”项下色谱

条件进样，结果显示，空白溶剂在各对照品成分的

出峰位置上无吸收，溶剂对色谱峰无影响，混合对

照品溶液及供试品溶液中各对照品成分色谱峰的

分离度良好，该方法专属性良好。色谱图见图 1。 

2.3.2  精密度试验  取升麻饮片（S3）供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6 次，以 8 号

异阿魏酸色谱峰为参照峰，计算得到各共有峰的相

对保留时间 RSD≤1.20%，相对峰面积 RSD≤

3.00%，表明仪器精密度良好。 

2.3.3  重复性试验  取升麻饮片（S3）供试品粉末

6 份，按“2.2.2”项下方法制备得到供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件连续进样分析，以 8 号异阿

魏酸色谱峰为参照峰，计算得到各共有峰的相对保

留时间 RSD≤1.00%，相对峰面积 RSD≤3.00%，表

明方法重复性良好。 

2.3.4  稳定性试验  取升麻饮片（S3）供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件，分别于制备后 0、2、4、

8、12、16、24 h 进样测定，以 8 号异阿魏酸色谱

峰为参照峰，计算得到各共有峰的相对保留时间

RSD≤1.20%，相对峰面积 RSD≤3.00%，表明供试

品溶液在 24 h 内的稳定性良好。 
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5-咖啡酸；6-升麻素苷；7-阿魏酸；8-异阿魏酸；9-升麻素。 

5-caffeic acid; 6-cimicifugoside; 7-ferulic acid; 8-isoferulic acid; 9-

cimifugin. 

图 1  空白溶剂 (A)、混合对照品 (B) 和样品 (C) 色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of solvent blank (A), mixed 

reference (B) and sample (C) 

2.3.5  指纹图谱的建立及共有峰指认  取 12 批升

麻饮片的供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样

分析，记录色谱图，将色谱信息导入“中药色谱指

纹图谱相似度评价系统（2012.130723 版本）”，以 S3

号样品色谱图为参照图谱，采用中位数法、经共有

峰匹配生成叠加图谱及对照图谱（R），共确定 13 个

共有峰，见图 2。通过与对照品的保留时间和紫外

吸收图谱信息比对，指认了其中 5 个成分，分别为

咖啡酸（峰 5）、升麻素苷（峰 6）、阿魏酸（峰 7）、

异阿魏酸（峰 8）、升麻素（峰 9）。 

2.3.6  相似度评价  将 12 批次升麻样品的 13 个共

有峰峰面积作为变量导入 Origin 2022 软件进行样

品相关性分析，并绘制相关性热力图，评价不同产

地各批次升麻饮片之间的相似度，结果见图 3。图

中，由黄色到红色表示正相关性逐渐增大，P 值代

表样品相关性显著程度。结果显示，各批次升麻饮

片之间均呈现极显著正相关、相关系数 0.92～1.00，

说明不同产地之间升麻饮片的质量稳定；相同产地

之间升麻饮片的相关性明显高于不同产地，提示不

同产地之间升麻饮片的质量存在差异。升麻饮片质

量的稳定性和差异性为指纹图谱结合化学模式识

别及多成分定量分析用于升麻饮片质量评价提供

基础。 

2.3.7  聚类分析聚类分析（cluster analysis，CA）  

将 12 批次升麻饮片 HPLC 图谱中 13 个共有峰的峰

面积作为变量导入 Origin 2022 软件进行 CA，行标

签为 13 个共有峰编号，列标签为样本编号，对行数 

 

图 2  12 批样品 HPLC 指纹图谱 

Fig. 2  HPLC fingerprint of 12 batches of samples 

 

*P≤0.05  **P≤0.01  ***P≤0.001 

图 3  12 批次样品及对照图谱相关系数图 

Fig. 3  Correlation coefficient diagram of 12 batches of 

samples and control maps 

据进行标准化使得相同峰面积具有可比性，采用平

均聚类方法、曼哈顿距离类型，见图 4。由黄至红

的颜色及颜色深浅变化表示升麻饮片 13 个特征共

有峰的峰面积差异程度，依据共有峰的峰面积差异 

 

图 4  12 批次样品聚类分析热图 

Fig. 4  Heat map for cluster analysis of 12 batches of 

samples 
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程度可将 12 批样品分为 2 大类，结合升麻饮片批

次信息，CA 结果与产地信息一致。同一产地升麻

饮片的化学成分之间仍具有一定的差异性，这可能

与基原品种、产地生态环境、加工炮制条件等因

素有关，因而《中国药典》2020 年版中仅仅依靠

产地、性状及单一成分含量等指标评价中药材及

饮片质量的方法不全面，有待完善提升[1]。当前基

于特征图谱结合化学计量学和多策略定量分析的

方法[17-18]已较多地为中药的质量评价提供快速、准

确的分析策略。 

2.3.8  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  为了评价不同产地之间的升麻饮片的质量

差异，以 12 批升麻饮片指纹图谱中 13 个共有峰 

的峰面积作为原始数据导入 SIMCA14.1 软件进行

PCA，分析结果（图 5）显示，模型的拟合参数 R2
X

为 0.938，模型预测参数 Q2 为 0.527，均大于 0.5，

说明该模型预测能力较好，确认该分析结果可接

受。PCA 分析将不同产地的升麻饮片分为 2 类，

产地为吉林和黑龙江及河北和辽宁的升麻饮片分

别归为一类。与上述 CA 结果一致，提示不同类别

产地之间的升麻饮片在化学成分含量上存在负相

关，有较大的差异。 
 

 

图 5  PCA 得分图 

Fig. 5  PCA scores 

2.3.9  正交偏最小二乘 -判别分析（orthogonal 

partial least squares discriminant analysis，OPLS-

DA）  为了从成分上区分上述 CA 和 PCA 结果中

的 2 类升麻饮片，将 12 批升麻饮片 HPLC 图谱的

13 个共有峰峰面积导入 SIMCA 14.1 软件建立有

监督模式的 OPLS-DA 模型进行判别分析。分析结

果显示，模型的自变量（R2
X）和因变量（R2

Y）拟

合参数分别为 0.529、0.987、模型预测参数（Q2）为

0.956，均大于 0.5，说明该模型预测能力较好[19]，确

认该分析结果可接受，见图 6-A。OPLS-DA 模型

的 200 次置换检测结果显示，所有排列在左边的

R2 和 Q2 值都低于右边的原始点，并且 Q2 点的蓝

色回归线与 Y 轴相交于负轴（图 6-B），模型未出

现过拟合的情况，所建立的模型可以基于 13 种成

分判别 12 批次升麻饮片的质量差异。结合变量重

要性投影值（variable importance in projection，VIP）

（图 6-C）可知 VIP＞1 的色谱峰（数值由高到低）

分别为峰 3、4、8（异阿魏酸）、9（升麻素）、2、

7（阿魏酸），这些成分对不同产地升麻饮片的质量

差异具有更大贡献。 

2.4  一测多评含量测定 

2.4.1  线性关系考察  精密吸取（“2.2.1”项下混合

对照品溶液 0.1、0.25、0.5、1.25、2.5 mL，用 50%

甲醇定容至 5.00 mL，摇匀，即得系列浓度的混合对 
 

 

 

 

图 6  OPLS-DA 得分图 (A)、置信检测图 (B) 和结合变

量重要性投影值图 (C) 

Fig. 6  OPLS-DA score plot (A), confidence detection plot 

(B) and VIP plot (C) 
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照品溶液；分别取上述混合对照品溶液和系列浓度

的混合对照品溶液，分别按“2.1”项下色谱条件进

样分析，测定色谱峰面积。分别以各对照品峰面积为

纵坐标（Y），质量浓度为横坐标（X），绘制标准曲

线，得到升麻饮片中 5 个成分的线性回归方程及浓

度范围，结果见表 2。在相应的浓度范围内，各成分

峰面积与质量浓度线性关系良好。 

2.4.2  精密度试验  取升麻饮片（S3）供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6 次，记录咖

啡酸、升麻素苷、阿魏酸、异阿魏酸、升麻素的峰

面积，计算得到其 RSD 均小于 2.34%，表明仪器精

密度良好。 

2.4.3  重复性试验  取升麻饮片（S3）供试品粉末 6

份，按“2.2.2”项下方法制备得到供试品溶液，按“2.1”

项下色谱条件连续进样分析，记录咖啡酸、升麻素苷、

阿魏酸、异阿魏酸、升麻素的峰面积，计算得到其质

量分数的 RSD 均小于 2.49%，表明方法重复性良好。 

2.4.4  稳定性试验  取升麻饮片（S3）供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件，分别于制备后 0、2、4、

8、12、16、24 h 进样测定，记录咖啡酸、升麻素苷、

阿魏酸、异阿魏酸、升麻素的峰面积，计算得到其

RSD 均小于 3.00%。 

表 2  升麻饮片中 5 种成分的线性回归方程 

Table 2  Linear regression equations of five components in Cimicifugae Rhizoma decoction pieces 

成分 回归方程 R2 线性范围/(μg·mL−1) 

咖啡酸 Y＝85.111 X－7.325 2 1.000 0 1.062～53.12 

升麻素苷 Y＝30.606 X－0.005 323 0.999 9 1.182～59.12 

阿魏酸 Y＝93.698 X－21.522 1.000 0 2.155～107.8 

异阿魏酸 Y＝82.626 X－28.481 0.999 9 2.765～138.2 

升麻素 Y＝46.773 X－6.937 2 1.000 0 2.665～133.2 

2.4.5  加样回收率试验  取已知含量的升麻饮片

粉末（S3）0.25 g，共 6 份，精密称定，按照样品中

各成分含量与对照品含量比值 1∶1 加入各指标成

分，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”

项下色谱条件分析，依据色谱峰面积计算咖啡酸、

升麻素苷、阿魏酸、异阿魏酸、升麻素的加样回收

率和 RSD，结果显示，咖啡酸、升麻素苷、阿魏酸、

异阿魏酸、升麻素的加样回收率分别为 98.5%、

96.9%、101.3%、100.1%、101.0%，RSD 分别为

2.48%、1.00%、0.55%、1.63%、1.03%，表明该分

析方法的准确度良好。 

2.4.6  相对校正因子（fc/i）的测定  以异阿魏酸为

内参物，根据“2.4.1”项下线性关系考察结果，分

别计算内参物异阿魏酸与咖啡酸、升麻素苷、阿魏

酸、升麻素的 fc/i
[20]，结果见表 3。结果显示，咖啡酸、

升麻素苷、阿魏酸、升麻素的平均值分别为 0.984 6、

0.379 9、1.134 5、0.561 1，RSD 均小于 2.00%。 

fc/i＝fc/fi＝Cc×Ai/(Ci×Ac)            

Ac 为内参物峰面积，Cc 为内参物浓度，Ai 为其他成分 i 的峰

面积，Ci 为其他成分 i 的浓度 

2.4.7  fc/i耐用性考察 

（1）不同高效液相色谱仪和色谱柱对 fc/i 的影 

表 3  4 种成分的 fc/i测定结果 

Table 3  Relative correction factors of four components 

编号 f 异阿魏酸/咖啡酸 f 异阿魏酸/升麻素苷 f 异阿魏酸/阿魏酸 f 异阿魏酸/升麻素 

1 1.000 6 0.366 2 1.159 0 0.561 4 

2 1.002 4 0.375 8 1.125 8 0.572 1 

3 1.016 6 0.372 1 1.142 3 0.553 9 

4 1.020 9 0.369 1 1.119 0 0.548 4 

5 1.025 6 0.366 4 1.124 9 0.565 3 

6 1.030 0 0.369 6 1.136 1 0.565 9 

平均值 1.016 0 0.369 9 1.134 5 0.561 2 

RSD/% 1.19 0.98 1.29 1.54 

 

响：试验分别考察了安捷伦 1200 型和皖仪 3100 型

2 种不同的高效液相色谱仪以及 Agilent Zorbox SB 

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、Waters-Symmetry-

C18 色谱柱（（250 mm×4.6 mm，5 μm）（美国沃特世

公司）；SHIMSEN Superb Ⅱ C18色谱柱（250 mm×4.6 

mm，5 μm）（日本岛津公司）3 种不同的色谱柱对 fc/i

的影响，见表 4。不同仪器之间和不同色谱柱之间 fc/i

的 RSD 均低于 2.5%，表明 4 种成分的 fc/i在不同的色

谱系统中具有良好的耐用性。 

（2）不同色谱柱柱温对 fc/i 的影响：试验分别

考察了不同色谱柱柱温（（20、25、30、35 ℃）对 fc/i
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的影响，见表 5。结果显示，不同色谱柱柱温之间

fc/i 的 RSD 均低于 1.00%，表明 4 种成分的 fc/i 在

不同的色谱柱柱温（20～35 ℃）下具有良好的耐

用性。 

（3）不同体积流量对 fc/i 的影响：试验分别

测得了不同体积流量（0.8、1.0、1.2 mL/min）下

4 种成分的 fc/i，见表 6。结果显示，不同体积流

量之间 fc/i 的 RSD 均低于 1.00%，表明 4 种成分

的 fc/i 在不同体积流量（0.8～1.2 mL/min）下具

有良好的耐用性。 

表 4  不同仪器和色谱柱对 fc/i的影响 

Table 4  Effects of different instruments and columns on relative correction factors 

仪器 色谱柱 f 异阿魏酸/咖啡酸 f 异阿魏酸/升麻素苷 f 异阿魏酸/阿魏酸 f 异阿魏酸/升麻素 

安捷伦 1200 Agilent Zorbox SB C18 1.022 8 0.364 2 1.134 8 0.565 1 

Waters-Symmetry-C18 1.019 4 0.362 8 1.134 4 0.557 6 

SHIMSEN Superb Ⅱ C18 1.014 3 0.361 6 1.119 3 0.564 3 

皖仪 3100 Agilent Zorbox SB C18 1.027 5 0.373 9 1.124 7 0.563 0 

平均值 − 1.021 0 0.365 6 1.128 3 0.562 5 

RSD/% − 0.91 2.38 0.34 0.16 

表 5  不同色谱柱柱温对 fc/i影响 

Table 5  Effects of different column temperatures on relative correction factors 

柱温/℃ f 异阿魏酸/咖啡酸 f 异阿魏酸/升麻素苷 f 异阿魏酸/阿魏酸 f 异阿魏酸/升麻素 

20 1.016 5 0.358 9 1.125 8 0.559 8 

25 1.022 8 0.364 2 1.134 8 0.565 1 

30 1.016 1 0.360 0 1.128 0 0.563 1 

35 1.012 6 0.359 9 1.124 6 0.561 0 

平均值 1.017 2 0.361 4 1.129 1 0.563 0 

RSD/% 0.51 0.68 0.46 0.36 

表 6  不同体积流量对 fc/i影响 

Table 6  Effects of different flow rate on relative correction factors 

体积流量/(mL·min−1) f 异阿魏酸/咖啡酸 f 异阿魏酸/升麻素苷 f 异阿魏酸/阿魏酸 f 异阿魏酸/升麻素 

0.8 1.017 0 0.364 7 1.122 0 0.562 2 

1.0 1.022 8 0.364 2 1.134 8 0.565 1 

1.2 1.013 7 0.364 3 1.121 8 0.562 1 

平均值 1.017 8 0.364 4 1.126 2 0.563 1 

RSD/% 0.46 0.07 0.66 0.30 

2.4.8  色谱峰定位  QAMS 中最常用的色谱峰定

位方法是相对保留时间（ti/c）法[18, 21]。试验采用 ti/c

法进行 4 种成分的色谱峰定位，分别计算咖啡酸、

升麻素苷、阿魏酸、升麻素对参照物异阿魏酸的相

对保留时间（ti/c），见表 7。结果显示，咖啡酸、升

麻素苷、阿魏酸、升麻素对参照物异阿魏酸的相对

保留时间（ti/c）分别为 0.606、0.801、0.915、1.074，

RSD 均小于 0.20%，表明采用相对保留时间（ti/c）

法进行色谱峰定位具有可行性。 

2.4.9  样品含量测定及比较  取 12 批次升麻饮

片样品，按“2.2.2”项下方法制备得到供试品溶

液，采用“2.1”项下色谱条件进样分析，分别采

用 ESM 和 QAMS 计算样品中 5 种成分的含量（其

中异阿魏酸作为内参物通过 ESM 测定含量），并

比较 2 种方法测定结果的 RSD，同时运用 SPSS 

24.0 统计软件中独立样本 T 检验方法对每一组分

2 种方法所得数据进行分析，以 P 值大小考察 2

种方法所得结果的差异程度，见表 8。结果显示 P

值均＞0.05，表明 2 种方法分析的结果无明显差

异；2 种方法测定结果的 RSD 均小于 3.50%，说

明 QAMS 测定升麻饮片中 5 种成分含量的方法准

确度良好。 
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表 7  4 种成分的相对保留时间测定结果 

Table 7  Relative retention time of four components 

编号 t 咖啡酸/异阿魏酸 t 升麻素苷/异阿魏酸 t 阿魏酸/异阿魏酸 t 升麻素/异阿魏酸 

1 0.607 0.800 0.916 1.074 

2 0.606 0.800 0.915 1.073 

3 0.605 0.800 0.916 1.075 

4 0.606 0.802 0.915 1.074 

5 0.605 0.800 0.915 1.074 

6 0.605 0.801 0.915 1.076 

平均值 0.606 0.801 0.915 1.074 

RSD/% 0.15 0.08 0.04 0.08 

3  讨论 

本研究根据不同波长（230、280、300、330、

370 nm）下升麻饮片指纹图谱中色谱峰的丰富程度

确定了变波长策略，同时考虑到色谱分析时间及分

析效率，并以指纹图谱中的共有色谱峰峰形、分离

度及峰面积为指标，对进样量、洗脱梯度、流速及

流动相组成等色谱条件进行了优化。结果显示优化

色谱条件后的指纹图谱中色谱峰丰富程度更高、共

有色谱峰峰形及分离度更好。 

研究过程依据指纹图谱中色谱峰的丰富程度 

表 8  QAMS 与 ESM 含量测定结果 

Table 8  Content determination results of QAMS and ESM  

编号 异阿魏酸/% 
咖啡酸/% 升麻素苷/% 阿魏酸/% 升麻素/% 

ESM QAMS RSD ESM QAMS RSD ESM QAMS RSD ESM QAMS RSD 

S1 0.149 0 0.015 0 0.015 9 1.93 0.012 1 0.012 0 0.54 0.025 1 0.025 8 1.85 0.060 0 0.060 5 0.66 

S2 0.147 1 0.014 8 0.015 7 1.94 0.005 3 0.005 3 0.54 0.021 6 0.022 3 2.26 0.070 5 0.071 0 0.55 

S3 0.137 8 0.011 3 0.012 1 2.38 0.009 4 0.009 3 0.59 0.015 3 0.016 1 3.38 0.086 5 0.087 0 0.40 

S4 0.151 3 0.015 1 0.016 0 1.93 0.001 7 0.001 7 0.51 0.023 6 0.024 3 2.03 0.025 6 0.026 2 1.60 

S5 0.152 0 0.014 2 0.015 0 2.03 0.009 7 0.009 6 0.52 0.019 8 0.020 6 2.52 0.073 1 0.073 7 0.55 

S6 0.158 8 0.014 4 0.015 3 2.03 0.000 8 0.000 8 0.44 0.021 4 0.022 1 2.33 0.046 5 0.047 1 0.90 

S7 0.117 1 0.015 2 0.016 0 1.73 0.001 6 0.001 6 0.69 0.016 4 0.017 1 2.98 0.017 9 0.018 4 2.09 

S8 0.117 5 0.014 8 0.015 7 1.77 0.007 0 0.007 0 0.71 0.016 3 0.017 0 3.02 0.012 9 0.013 5 2.97 

S9 0.115 2 0.013 5 0.014 3 1.91 0.003 2 0.003 1 0.72 0.015 2 0.016 0 3.26 0.017 8 0.018 3 2.10 

S10 0.115 2 0.013 3 0.014 1 1.93 0.002 7 0.002 7 0.71 0.015 6 0.016 4 3.16 0.013 9 0.014 5 2.72 

S11 0.104 6 0.010 8 0.011 5 2.26 0.003 0 0.003 0 0.80 0.014 6 0.015 3 3.35 0.011 8 0.012 3 3.17 

S12 0.117 1 0.012 6 0.013 4 2.04 0.002 8 0.002 8 0.70 0.016 9 0.017 7 2.87 0.016 0 0.016 6 2.36 

 

及以咖啡酸、升麻素苷、阿魏酸、异阿魏酸、升麻

素含量为指标，依次对提取方式（（超声 30 min、超

声 60 min、水浴加热 1 h、水浴加热 2.5 h）、提取溶

剂（（10%乙醇、30%乙醇、50%乙醇）、料液比（（1∶

30、1∶40、1∶50、1∶60）进行了考察，同时在实

验过程发现水浴加热温度高会导致异阿魏酸含量

升高，而峰 13 的峰高逐渐降低，可能是峰 13 对应

成分在高温下发生水解而生成异阿魏酸所致[12]。提

取工艺优化结果显示以 10%乙醇为提取溶剂、超声

30 min、料液比 1∶40 时，指纹图谱中色谱峰的丰

富程度更佳、且 5 种目标成分的含量更稳定、提取

效率更高、提取方法也更简便，因此，确定（“2.2.2”

项下方法为供试品溶液制备方法。 

基于上述实验条件，本研究建立了基于 HPLC

法及变波长策略下的 12 批次升麻饮片指纹图谱，

确定了 13 个共有峰，各批次之间的相关性在 0.92～

1.00，说明基于 13 个共有峰分析的升麻饮片质量差

异性较小，所建立的指纹图谱特征性可靠，可用于

升麻饮片的真伪鉴别和质量评价。通过 CA、PCA

和 OPLS-DA 分析，12 批升麻饮片可分为 2 类，结

果与产地相符，其中产地为吉林和黑龙江及河北和

辽宁的升麻饮片分别归为一类；不同类别升麻饮片

中成分含量差异较大，且相同产地的升麻饮片也具

有一定差异性，这可能与药材基源品种[14]、产地生

态环境[22]、加工炮制条件[23]等因素有关。 

为进一步评价升麻饮片质量，本研究指认了升

麻饮片指纹图谱中的 5 种成分，分别为咖啡酸、升

麻素苷、阿魏酸、异阿魏酸、升麻素，并建立了以

异阿魏酸为内参物的评价升麻饮片中上述 5 种成分

的 QAMS 分析方法。该方法在不同的仪器、色谱

柱、柱温、体积流量下的耐用性良好，可更加经济、

高效、简便地评价升麻饮片质量。 

中药质量控制和评价是制约中药现代化发展

的关键问题之一，《中国药典》2020 年版中部分中
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药饮片的质量评价标准仍不完善，在一定程度上制

约了中药的现代化发展及国际化进程[24]。近年来快

速发展的指纹（（特征）图谱技术和 QAMS 法为更加

全面、系统评价中药质量提供了新模式和新方法，

也逐渐得到了国内外药典的关注和应用[25-26]。本研

究建立的升麻饮片 HPLC 指纹图谱和 QAMS 法可

为全面提升升麻饮片的质量评价体系及中药饮片

质量标准相关研究提供了参考。 
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