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基于指纹图谱、主成分分析及正交偏最小二乘判别分析评价不同生长年限
实生芍药特征  

李  钰，叶  霄，黄位年，曾  静，杨  晓，张  超，尹存平，赵馨怡，邓洁琼* 

四川省农业科学院经济作物研究所，四川 成都  610300 

摘  要：目的  建立不同生长年限实生芍药 Paeonia lactiflora 指纹图谱，同时测定 6 种差异标志物成分含量及 15 种农艺性

状，筛选实生芍药与生长年限关联的关键化学成分和主要农艺性状特征属性，以了解不同生长年限实生芍药的生长发育规

律。方法  5 组实生芍药材料，每组随机取样 10 株，共建立 50 株不同生长年限的实生芍药 HPLC 指纹图谱，并测定没食子

酸、氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、五没食子酰葡萄糖、苯甲酰芍药苷 6 种差异标志物含量；同时测定 15 种农艺性状

（株高、冠幅、分枝数、叶片数、叶面积、地上鲜质量、开花数、主根长、主根粗、主根数、须根长、须根数、地下鲜质量、

主根鲜质量、须根鲜质量）。利用层次聚类分析（hierarchical cluster analysis，HCA）、主成分分析（principal component analysis，

PCA）、正交偏最小二乘法-判别分析（orthogonal partial least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）和 Spearman 相关性分

析，筛选与生长年限关联的关键化学成分和主要农艺性状。结果  50 株实生芍药共有 27 个共有峰，其中 S0、S1、S2、S3、

S4 分别标定出 10、10、13、16、19 个特征峰；通过 PCA 和 OPLS-DA 分析，筛选出 7 个差异性化学成分标志物，其变量重

要性投影（variable importance in projection，VIP）值依次为峰 12（芍药苷）＞峰 10（芍药内酯苷）＞峰 24＞峰 3（没食

子酸）＞峰 23＞峰 19（五没食子酰葡萄糖）＞峰 22（VIP＞1）。含量测定结果表明，芍药苷、氧化芍药苷、五没食子酰

葡萄糖含量随生长年限呈显著增加趋势；芍药内酯苷含量先降低后升高，苯甲酰芍药苷缓慢升高但差异不显著，趋于稳定；

没食子酸含量在第 1 年显著增加，之后均趋于稳定；其中 VIP 值为芍药苷＞芍药内酯苷（VIP＞1）。实生芍药的农艺性状分

析表明，PCA 和 OPLS-DA 筛选出 3 个差异标志性农艺性状，其 VIP 值依次为须根长＞开花数＞主根粗（VIP＞1）。结论  

随着生长年限的增加，实生芍药根部药材的共有峰数量增多，相似度提高，化学组成的稳定性和一致性增强；农艺性状方面，

地上部分体积增大，地下部分根系生长、分枝、扩展，芍药总生物量快速积累。芍药苷可作为区分不同生长年限实生芍药的

关键差异性化学成分标志物；须根长、开花数、主根粗可作为区分不同生长年限实生芍药的重要农艺性状标志物。 

关键词：芍药；种子繁育；生长年限；HPLC；指纹图谱；主成分分析；正交偏最小二乘法-判别分析；没食子酸；氧化芍药

苷；芍药内酯苷；芍药苷；五没食子酰葡萄糖；苯甲酰芍药苷 
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Evaluation of characteristics of Paeonia lactiflora of different ages based on fingerprint, 

principal component analysis and orthogonal partial least squares-discriminant 

analysis 
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Abstract: Objective  To establish fingerprint profiles of Paeonia lactiflora in different growth ages and measure six differential marker 

compounds content and 15 agronomic traits. To screen the key chemical components and main agronomic characteristics of P. lactiflora related 

to the growth ages in order to understand the growth and development law of P. lactiflora in different growth ages. Methods  For five groups 

of P. lactiflora (10 plants per group), HPLC fingerprint profiles were created for 50 plants of different growth durations. The content of six 

differential marker compounds (gallic acid, oxypaeoniflorin, albiflorin, paeoniflorin, pentagalloylglucose and benzoylpaeoniflorin) and 15 
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agronomic traits (plant height, crown width, number of branches, number of leaves, leaf area, above ground fresh quality, number of flowers, 

length of taproot, thickness of taproot, number of taproot, length of fibril, number of fibril, underground fresh quality, fresh quality of taproot, 

fresh quality of fibril) were measured. Hierarchical cluster analysis (HCA), principal component analysis (PCA), orthogonal partial least 

squares-discriminant analysis (OPLS-DA) and Spearman correlation analysis were used to identify key chemical components and major 

agronomic traits associated with growth duration. Results  Among the 50 P. lactiflora, 27 common peaks were identified. S0, S1, S2, S3 

and S4 had 10, 10, 13, 16 and 19 characteristic peaks, respectively. PCA and OPLS-DA identified seven differential chemical markers, and 

their variable importance in projection (VIP) values were peak 12 (paeoniflorin) > peak 10 (albiflorin) > peak 24 > peak 3 (gallic acid) > 

peak 23 > peak 19 (pentagalloylglucose) > peak 22 (VIP > 1). The results of content determination showed that the content of paeoniflorin, 

oxypaeoniflorin and pentagalloylglucose significantly increased with growth duration. Albiflorin decreased initially then increased, 

benzoylpaeoniflorin increased slowly but not significantly and tended to be stable, and gallic acid increased significantly in the first year 

then stabilized. The VIP value was paeoniflorin > albiflorin (VIP > 1). The analysis of agronomic traits of P. lactiflora showed that PCA 

and OPLS-DA selected three differential signature agronomic traits, and their VIP values were length of fibril > number of flowers > 

thickness of taproot (VIP > 1). Conclusion  With increased growth duration, P. lactiflora show more common peaks, increased similarity, 

and increased stability and consistency of chemical composition. . In terms of agronomic traits, the volume of the above-ground part 

increases, the roots of the underground part grow, branch and expand, and the total biomass accumulated rapidly. Paeoniflorin can be used 

as a key differential chemical marker to distinguish P. lactiflora in different growth durations, while length of fibril, number of flowers, 

thickness of taproot are important agronomic markers to distinguish P. lactiflora in different growth durations. 

Key words: Paeonia lactiflora Pall.; seed breeding; growth years; HPLC; fingerprint profile; PCA; OPLS-DA; gallic acid; 

oxypaeoniflorin; albiflorin; paeoniflorin; pentagalloylglucose; benzoylpaeoniflorin 

芍药 Paeonia lactiflora Pall.在我国具有悠久的

栽培历史，为芍药科芍药属的多年生草本植物。芍

药用途广泛，芍药花被称为（“花中二绝”之一的（“花

相”，芍药根是我国常用大宗药材之一，芍药种子是

用于制涂料或制皂的工业油料[1-2]。安徽亳州、四川

中江、浙江磐安和山东菏泽是我国药用芍药 4 大主

要产区，市场上分别称为亳白芍、川白芍、杭白芍

和菏泽白芍[3]。生产上，芍药常用的繁殖方法包括

芍头无性繁殖和种子繁殖。芍头无性繁殖主要采用

生长 3～5 年的芍药植株作为母株，采挖母株后，将

芍头切割成带 3～4 个芽点的小块，用作种苗。一株

母株可以被分成 2～5 个种苗。这些种苗种植后，需

要 3～5 年的时间才能再次进行分株繁殖，繁育耗时

长，繁殖系数低[4]。且长期无性分根繁殖，容易导致

品种退化[5-7]。研究发现，长期采用芽头无性繁殖，

亳白芍种质质量逐年下降，病虫害问题严重[8]；杭白

芍主根短，侧根多，芍头大而中空，药材品相差[9]。 

种子有性繁殖在维持物种的遗传多样性中起

着至关重要的作用，也是物种在自然界中提高种群

进化适应能力的重要策略[10]。由于基因的重组，种

子繁殖的植株间具有更高的遗传多样性，农艺性状

和化学成分含量个体间差异更大，为品种改良、定

向育种、优良品种选育奠定了丰富的种质资源[11-12]。

研究发现种子繁殖的杭白芍主根粗长，侧根少，芍

头中空少，产量远高于无性繁殖芍药，活性成分

白芍总苷、氧化芍药苷、苯甲酰芍药苷、芍药内

酯苷均显著增高；能加工成可供出口的 1～2 等白

芍占比大，经济效益高于分根繁殖，且种子繁殖

还可改善长期分根繁殖带来的品种退化问题 [6,9]。

种子繁殖作为芍药种苗规模化繁育以及芍药杂交

新品种选育的重要途径之一，且相关研究报道较

少，主要集中在芍药种子破眠萌发方面，种子萌发

后不同生长年限的实生芍药生长特征相关研究报

道极少。基于此，本研究利用指纹图谱、主成分分

析及正交偏最小二乘判别分析对不同生长年限种

子繁殖实生芍药特征进行综合评价，为进一步了解

实生芍药生长发育特征，指导保障药材质量提供科

学依据，也为芍药种子种苗繁育及品种改良选育等

工作提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

岛津 AUW220D 电子天平，日本岛津公司；

Agilent 1200 HPLC，美国 Agilent 公司；Milli-Q®超纯

水仪，美国 Millipore 公司；KQ-250VDB 型双频数控

超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司。 

1.2  材料 

对照品没食子酸（批号 PS000688，质量分数≥

98.0%）、氧化芍药苷（批号 PS010199，质量分数≥

98.0%）、芍药内酯苷（批号 PS011455，质量分数≥

95.0%）、芍药苷（批号 PS000825，质量分数≥98.0%）、
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苯甲酰芍药苷（批号 PS000157，质量分数≥98.0%）、

β-1,2,3,4,6-五没食子酰葡萄糖（批号 PS011427，质量

分数≥98.0%）。上述对照品均由成都普思生物科技有

限公司提供。水为超纯水，对照品、磷酸、甲醇、乙

腈均为色谱纯，其他试剂均为分析纯。 

统一采用山西紫红色单瓣芍药种子，播种于四

川省农科院经作所简阳石盘科研基地同一育苗地，

于 2022 年 5 月取不同生长年限（0.5 年、1 年、2

年、3 年未开花、3 年开花）的实生芍药随机取样调

查各 10 株。植物材料信息见表 1。经四川省农业科

学院经济作物研究所杨晓研究员鉴定，50 株芍药均

为芍药科植物芍药 P. lactiflora Pall.植株。 

表 1  种子繁育不同生长年限芍药样品信息 

Table 1  Sample information of P. lactiflora in different growth ages of seed breeding  

编号 批号 播种时间 生长年限 

S0-1～S0-10 SY20211009001～SY20211009010 2021-10 0.5 年生 

S1-1～S1-10 SY20210009001～SY20210009010 2020-09 1 年生 

S2-1～S2-10 SY20201009001～SY20201009010 2019-10 2 年生 

S3-1～S3-10 SY20191009001～SY20191009010 2018-09 3 年生，未开花 

S4-1～S4-10 SY20191009011～SY20191009020 2018-09 3 年生，开花 

2  方法与结果 

2.1  样品制备 

2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取对照品，使用

甲醇为溶剂，制成含没食子酸、氧化芍药苷、芍药

内酯苷、芍药苷、1,2,3,4,6-五没食子酰葡萄糖、苯

甲酰芍药苷的混合对照品溶液，质量浓度为 20.48、

10.68、309.6、510.50、68.36、20.02 µg/mL。 

2.1.2  供试品溶液的制备  取芍药根，洗净、烘干

后粉碎，通过 4 号筛（（65 目，250 µm 孔径），称取

粉末 0.2 g，加入稀乙醇 25 mL，精确称定质量，超

声提取 30 min（功率 240 W，频率 45 kHz），冷却

至室温，补充质量，摇匀后 0.22 µm 有机滤头滤过，

即得供试品溶液[13]。 

2.2  色谱条件 

色谱柱为 Athena C18 柱（150 mm×4.6 mm，5 

µm）；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶，梯度洗脱：0～

10 min，5%～18%乙腈；10～25 min，18%～20%乙

腈；25～30 min，20%～25%乙腈；30～45 min，

25%～40%乙腈；45～50 min，40%～45%乙腈；50～

57 min，5%乙腈；体积流量为 1.0 mL/min；柱温

35 ℃；进样量 5 µL；波长切换检测：0～6 min，270 

nm；6～10.5 min，258 nm；10.5～15 min 和 30～50 

min，230 nm；15～30 min，280 nm[14]。 

2.3  HPLC 指纹图谱方法学考察及指纹图谱建立 

2.3.1  精密度试验  精密吸取“2.1.2”项下同一供

试品溶液，按“2.2”项下色谱条件，连续自动进样

6 针，计算各共有峰相对保留时间和相对峰面积的

RSD 值，分别为 0.08%～0.37%和 0.72%～1.77%。 

2.3.2  重复性试验  精密称定同一芍药样品 6 份，

按“2.1”项下方法制备 6 份供试品溶液，按“2.2”

项下色谱条件进样，计算各共有峰相对保留时间和

相对峰面积的 RSD 值，分别为 0.07%～0.41%和

1.39%～3.21%。 

2.3.3  稳定性试验  精密吸取“2.1.2”项下同一供

试品溶液，按“2.2”项下色谱条件，分别于 0、2、

4、8、12、24 h 进样检测，测得各共有峰的相对保

留时间和相对峰面积的 RSD 值，分别为 0.07%～

0.38%和 0.85%～2.86%。 

2.3.4  HPLC 指纹图谱建立   将 50 株样品按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.2”项下

色谱条件进行测定，记录各色谱图。采用“中药

色谱指纹图谱相似度评价系统”2012 版，中位数

法，时间窗宽度设为 0.5 min，进行多点校正和

Mark 峰匹配，得到不同生长年限实生芍药的叠加

指纹图谱和对照指纹图谱（图 1）。5 个生长年限

共 50 批芍药共标记了 27 个共有峰，经混合对照

品（图 1-A）的色谱结果指认，鉴定出其中 6 个

色谱峰，分别为：3 号峰没食子酸、6 号峰氧化芍

药苷、10 号峰芍药内酯苷、12 号峰芍药苷、19 号

峰五没食子酰葡萄糖、26 号峰苯甲酰芍药苷。S0

共标定了 10 个特征峰（图 1-F），S1 共标定了 10

个特征峰（图 1-E），S2 共标定了 13 个特征峰（图

1-D），S3 共标定了 16 个特征峰（图 1-C），S4 共

标定了 19 个特征峰（图 1-B）。 

2.4  不同生长年限实生芍药 HPLC 指纹图谱分析 

2.4.1  相似度分析  将不同生长年限的实生芍药

与其各自的对照指纹图谱进行比较，采用“中药色

谱指纹图谱相似度评价系统”2012 版计算相似度，
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Excel 绘制箱型图，结果见图 2。0.5 年生（S0）相

似度为 0.679～0.997，1 年生（S1）相似度为 0.714～

0.995，2 年生（S2）相似度为 0.681～0.999，3 年生

未开花株（S3）相似度为 0.822～0.998，3 年生开花

株（S4）相似度为 0.850～0.997，随着生长年限的

增加，实生芍药的相似度逐渐增高，且开花后的实

生芍药成分更为统一，表现出较强的一致性和较小

的差异，而其他生长年限的实生芍药相则表现出较

大个体差异。 

2.4.2  层次聚类分析（hierarchical cluster anal，

HCA）  将不同生长年限实生芍药各自指纹图谱中

的特征峰峰面积作为变量，导入 TBtools 分析软件，  

 

3-没食子酸；6-氧化芍药苷；10-芍药内酯苷；12-芍药苷；19-1,2,3,4,6-五没食子酰葡萄糖；26-苯甲酰芍药苷。 

3-gallic acid; 6-oxypaeoniflorin; 10-albiflorin; 12-paeoniflorin; 19-1,2,3,4, 6-pentagalloylglucose; 26-benzoylpaeoniflorin. 

图 1  混合对照品 (A)、S4 (B)、S3 (C)、S2 (D)、S1 (E)、S0 (F)的 HPLC 指纹图谱及其对照指纹图谱 

Fig. 1  HPLC of mixed reference substances (A), S4 (B), S3 (C), S2 (D), S1 (E), S0 (F) and their reference fingerprints 

 

图 2  不同生长年限实生芍药相似度箱型图 

Fig. 2  Boxplot of similarity for P. lactiflora in different 

growth ages 

进行 HCA。结果见图 3，不同生长年限的实生芍药

主要聚为 3 类，0.5 年生（S0）单独聚为一类，1 年

生（S1）和 2 年生（S2）聚为一类，3 年生未开花

株（S3）和开花株（S4）与少量 2 年生（S2）聚为

一类。这表明，不同生长年限的实生芍药在化学成

分的相对含量上存在较大差异，有少量 2 年生植株

（S2）在化学成分特征上更接近 3 年生植株（S3、

S4），显示出一定的个体差异。 

2.4.3  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  用 SIMCA14.1 分析软件对不同生长年限的

实生芍药的 27 个特征峰进行 PCA 分析，结果如图

4 所示，0.5 年生（（S0）相对较为聚集；1 年生（（S1） 
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图 3  不同生长年限实生芍药特征峰 HCA 树状图 

Fig. 3  HCA dendrogram of characteristic peaks for P. lactiflora in different growth ages 

 

图 4  不同生长年限实生芍药特征峰 PCA 得分图 

Fig. 4  PCA score plot of characteristic peaks for P. lactiflora in different growth ages 

和 2 年生（S2）有一定重叠，2 年生（S2）较为分

散；3 年生未开花株（S3）和开花株（S4）有一定

的重叠，且 S3 和 S4 分布在 X 轴方向，表明它们的

化学成分与其他生长年限组明显不同。分类结果与

HCA 分析结果一致，说明不同生长年限实生芍药的

化学成分存在较大差异。 
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OPLS-DA 是一种基于偏最小二乘法的监督学习技

术，可用于在多重共线性下对 2 组或多组数据进行

分类，并识别对分类有重要影响的变量。为进一步

分析引起不同生长年限实生芍药根部药材成分差

异的原因，筛选出对差异贡献较大的成分，基于

HCA 和 PCA 结果，建立 OPLA-DA 模型进行有监

督的判别分析。将 50 个样品中的 27 个特征峰面积

数据导入 SIMCA14.1 软件，自动拟合建立 OPLS-

DA模型，结果见图 5。模型累积解释能力参数（R2
X）

和（R2
Y）分别为 0.916 和 0.686，预测能力参数（Q2）

为 0.508，均＞0.5，说明模型稳定可靠，预测能力

良好。 

对建立的OPLS-DA 模型进行置换 200次检测，

结果如图 5-A 所示，R2和 Q2的回归线斜率均较大，

R2 拟合直线 Y 轴截距小于 0.3，Q2 拟合直线 Y 轴截

距为负值，左侧随机排列得到的 R2和 Q2均小于右 

 

          

 

A-置换检验图；B-OPLS-DA 图；C-共有峰 VIP 图。 

A-displacement test chart; B-OPLS-DA diagram; C-VIP plot of common peaks. 

图 5  不同生长年限实生芍药特征峰 OPLS-DA 统计分析图 

Fig. 5  OPLS-DA statistical analysis diagram of of characteristic peaks for P. lactiflora in different growth ages 
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侧的原始值，提示OPLS-DA模型不存在过度拟合，

可用于进一步数据分析。 

由图 5-B 所示，50 组不同生长年限实生芍药被

大致分为 3 类，0.5 年生（S0）相对聚集，1 年生

（S1）、2年生（（S2）较为接近，3年生未开花株（（S3）、

3 年生开花株（（S4）较为接近。2 年生（（S2）较为分

散，3 年生未开花株（（S3）、3 年生开花株（（S4）中

个别样本分散较远。 

变 量 重 要 性 投 影 （ variable importance in 

projection，VIP）是筛选差异性化合物的重要指标，

表示差异成分对各组样品分类的影响强度和解释能

力，VIP 值越大，对差异的影响越大，通常以 VIP

值＞1 作为筛选标准。经 OPLS-DA，生成的 27 个

成分的 VIP 得分图，结果见图 5-C：峰 12（芍药苷）、

峰 10（芍药内酯苷）、峰 24、峰 3（没食子酸）、峰 23、

峰 19（1,2,3,4,6-五没食子酰葡萄糖）、峰 22 的 VIP 值

分别为 2.643、2.285、1.316、1.147、1.120、1.101、

1.046，均大于 1，表明这 7 个成分在 50 组实生芍药

聚类分组时具有显著重要性，可作为区分不同生长年

限实生芍药的潜在化学特征差异标志物。 

2.5  多成分含量测定 

2.5.1  线性关系考察  取“2.2”项下混合对照品溶

液适量，采用二倍稀释法，分别稀释 0、2、4、8、

16、32 倍，按照“2.1”项下色谱条件进行测定。以

质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘

制标准曲线，进行线性回归，见表 2。 

表 2  各对照品回归方程及线性范围 

Table 2  Regression equation and linear range of each standard 

成分 回归方程 相关系数 线性范围/(mg·L−1) 

没食子酸 Y＝15.6 X－5.167 9 0.999 2 0.64～20.48 

氧化芍药苷 Y＝7.745 5 X－0.976 6 0.999 2 0.33～10.68 

芍药内酯苷 Y＝5.543 2 X－12.251 0.999 9  9.68～309.60 

芍药苷 Y＝7.729 7 X－60.098 0.999 2 15.95～510.50 

五没食子酰葡萄糖 Y＝12.26 5 X－35.493 0.999 1 2.14～68.36 

苯甲酰芍药苷 Y＝59.608 X－14.537 0.999 7 0.63～20.02 

2.5.2  精密度试验  精密吸取“2.1”项下同一供试

品溶液，按“2.2”项下色谱条件连续自动进样 6 针，

得没食子酸、氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、

五没食子酰葡萄糖和苯甲酰芍药苷峰面积的 RSD

分别为 0.83%、0.95%、0.74%、1.11%、0.65%和

1.21%，表明该仪器精密度良好。 

2.5.3  稳定性试验  精密吸取（“2.1”项下同一供试

品溶液，按（“2.2”项下色谱条件，分别于 0、2、4、

8、12、24 h 进样检测，得没食子酸、氧化芍药苷、

芍药内酯苷、芍药苷、五没食子酰葡萄糖和苯甲酰

芍药苷峰面积的 RSD 分别为 0.97%、0.69%、1.21%、

0.74%、0.98%和 0.72%，结果表明供试品溶液 24 h

内稳定。 

2.5.4  重复性试验  精密称定同一芍药样品 6 份，

按（“2.1”项下方法制备 6 份供试品溶液，按（“2.2”

项下色谱条件连续自动进样，结果样品中没食子酸、

氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、五没食子酰葡

萄糖和苯甲酰芍药苷质量分数平均值分别为 1.375、

0.398、32.764、24.732、3.766 和 0.251 mg/g，RSD

分别为 1.11%、0.76%、0.92%、1.02%、0.87%、0.69%，

表明重复性良好。 

2.5.5  加样回收率试验  取已知待测成分含量的

供试品（（S2）储备样，精密称取 0.2g，加入混合对

照溶液（（没食子酸、氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍

药苷、五没食子酰葡萄糖和苯甲酰芍药苷的质量浓

度分别为 20.48、10.68、309.6、510.50、68.36、20.02 

µg/mL）10mL，精密加入稀乙醇 15mL，按“2.1”

项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按（“2.2”项下

色谱条件连续自动进样，得没食子酸、氧化芍药苷、

芍药内酯苷、芍药苷、五没食子酰葡萄糖和苯甲酰

芍药的加样回收率分别为 98.52%、101.04%、95.64%、

102.67%、100.39%和 98.71%，RSD 分别为 0.95%、

1.24%、1.12%、0.91%、1.25%和 1.13%，符合（《中

国药典》2020 年版四部“通则 9101 分析方法验证

指导原则”项下规定范围。 

2.5.6  样品含量测定  按照“2.2”项下方法制备供

试品溶液，按“2.1”项下色谱条进样分析，通过标

准曲线计算样品中没食子酸、氧化芍药苷、芍药内

酯苷、芍药苷、五没食子酰葡萄糖、苯甲酰芍药苷

的含量。采用 SPSS19.0 对成分含量进行单因素方

差分析（one-way analysis of variance，ANOVA），

P＜0.05 即为差异具有统计学意义，结果见表 3。

实生芍药根中，成分含量芍药内酯苷＞芍药苷＞五

没食子酰葡萄糖＞没食子酸＞氧化芍药苷＞苯甲 
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表 3  种子繁育不同生长年限芍药成分含量 ( 10= n , sx ) 

Table 3  Component content of P. lactiflora in different growing ages of seed breedin ( 10= n , sx ) 

生长年限 没食子酸/(mg·g−1) 氧化芍药苷/(mg·g−1) 芍药内酯苷/(mg·g−1) 芍药苷/(mg·g−1) 五没食子酰葡萄糖/(mg·g−1) 苯甲酰芍药苷/(mg·g−1) 

S0 0.570±0.098 a 0.148±0.327 b 40.570±15.038 a 17.588±10.651 b 3.849±0.559 ab 0.189±0.088 a 

S1 1.175±0.220 b 0.153±0.250 b 36.009±13.650 a 16.675±8.252 b 2.755±0.655 b 0.190±0.088 a 

S2 1.380±0.495 b 0.397±0.245 ab 32.947±13.478 a 24.765±12.693 ab 3.847±0.916 ab 0.249±0.088 a 

S3 1.372±0.217 b 0.569±0.452 a 33.263±12.151 a 27.865±13.269 ab 4.408±1.104 a 0.268±0.133 a 

S4 1.124±0.162 b 0.754±0.268 a 41.539±12.433 a 33.639±7.679 a 4.800±1.279 a 0.315±0.138 a 

同行不同小写字母表示 P＜0.05。 

Different lowercase letters in the same row indicate P < 0.05. 

酰芍药苷。整体上，氧化芍药苷、芍药苷、五没食

子酰葡萄糖含量随生长年限呈现显著增加的趋势；

芍药内酯苷先降低后升高，苯甲酰芍药苷缓慢升

高，没食子酸先升高后降低，但芍药内酯苷和苯甲

酰芍药苷变化小，在统计学上差异不显著，表现为

趋于稳定；没食子酸含量在第 1 年中显著增加，之

后变化不显著，均趋于稳定。 

2.5.7  成分 OPLS-DA 相关分析  进一步将含量数

据导入 SIMCA14.1 软件进行 OPLS-DA，VIP＞1.0

的差异化合物有 2 个，分别为芍药苷（VIP 值 1.649 

36）、芍药内酯苷（VIP 值 1.575 09）。 

2.6  不同生长年限实生芍药农艺性状测定分析 

2.6.1  农艺性状测定  于 2022 年 5 月，芍药植株

生长旺盛期，每种生长年限（0.5 年生、1 年生、2

年生、3 年生未开花、3 年生开花）随机选择 10 株

植株，对其株高、冠幅、发枝数、叶片数、叶面积、

地上鲜质量、开花数、主根长、主根粗、主根数、

须根长、须根数、地下鲜质量、主根鲜质量、须根

鲜质量共 15 种农艺性状进行测定，各取平均值。其

中叶面积的测量选取主茎从下往上第 3 片复叶（（成

熟稳定叶片），未满 3 片的按生长贡献最大的最大

叶片测量。选择主根茎横切面，采用间苯三酚染色

法辅助判别芍药生长年限[13]。 

在四川盆地及平原地区，芍药花期 4 月下旬

至 5 月上旬，果期 7 月，种子成熟后，9 月、10 月

播种，此时秋季低温解除芍药种子下胚轴休眠，胚

根发育生根，经过长时间低温越冬后，上胚轴解除

休眠，春季萌芽出苗生长，此时根未形成完整的次

生木质部，间苯三酚染色无年轮（S0）。随后冬天

地上部分茎秆全部枯萎，根颈上的丛生芽在地底越

冬，随次年春季气温上升再次萌芽出土生长，形成

1 个生长年轮（S1）。以此反复，形成不同个数生

长年轮。由图 6 可知，芍药的根茎生长轮能够反映

其实际生长年限。 

农艺性状特征见表 4，随着生长年限的增加，

实生芍药的农艺性状普遍呈增长趋势，包括植株的

大小、分枝能力、叶片数量和大小、生物量等。其

中，鲜质量（地上部分鲜质量、地下部分鲜质量、

主根鲜质量、须根鲜质量）在相连生长年限间为显

著增加，反应出芍药生物量的快速积累。在芍药种

子萌芽到第 1 年阶段中，叶面积、主根粗、须根长

显著增加；第 1 年到第 2 年时，叶片数、株幅显著 

 

图 6  不同生长年限实生芍药植株及其根茎生长年轮 

Fig. 6  Seed propagation plants of P. lactiflora with different growth ages and their rhizome growth rings 

S0 S1 S2 S3 S4 
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表 4  种子繁育不同生长年限芍药植株外观农艺性状 ( 10= n , sx ) 

Table 4  Appearance and agronomic traits of P. lactiflora in different growth ages of seed breedi ( 10= n , sx ) 

农艺性状 S0 S1 S2 S3 S4 

株高/cm 15.40±2.27 a  17.70±2.21 ab  22.20±4.25 bc 31.10±7.63 c 52.90±6.38 d 

冠幅/cm  9.20±0.94 a 12.00±2.77 a 19.90±4.24 b 30.60±5.30 c 34.60±6.92 c 

发枝数  1.00±0.00 a  1.10±0.32 a   1.50±0.97 ab   2.30±1.42 ab  2.32±0.95 b 

叶片数  1.00±0.00 a  1.40±0.52 a  3.40±1.43 b  6.70±3.06 b 12.60±3.98 c 

叶面积/cm2 12.80±2.40 a 27.70±11.7 b  40.20±8.68 bc  77.70±29.40 d   93.90±47.01 cd 

地上鲜质量/g  0.87±0.22 a  1.90±0.88 b  5.27±1.91 c 17.28±9.31 d  43.14±15.51 e 

开花数  0.00±0.00 a  0.00±0.00 a  0.00±0.00 a  0.00±0.00 a  1.50±0.53 b 

主根长/cm  8.00±1.00 a   9.90±2.39 ab 10.00±1.70 a 13.20±2.29 b 18.60±3.77 c 

主根粗/mm  5.38±0.96 a  8.98±2.11 b 11.48±1.89 b 11.68±3.16 b 17.02±3.77 c 

主根数  1.00±0.00 a  1.00±0.00 a   2.10±0.99 ab   4.50±2.17 bc  6.00±2.49 c 

须根长/cm  3.10±0.97 a  5.30±1.32 b 14.10±3.44 c 13.40±2.56 c 14.60±3.12 c 

须根数 13.60±1.90 a 17.30±6.50 a  33.20±12.41 b  41.80±12.88 b  52.40±17.49 b 

地下鲜质量/g  0.75±0.33 a  2.46±1.23 b  7.98±3.02 c  21.95±10.85 d  50.46±26.35 d 

主根鲜质量/g  0.60±0.24 a  2.32±1.17 b  6.73±2.80 c 18.42±8.47 d  44.39±24.93 d 

须根鲜质量/g  0.02±0.01 a  0.11±0.07 b  1.01±0.38 c  2.620±1.79 cd  4.26±1.76 d 

同行不同小写字母表示 P＜0.05。 

Different lowercase letters in the same row indicate P < 0.05. 

增加，须根长继续快速增长，须根数显著增多，之

后须根长和须根数增长放缓，趋于稳定；第 3 年时，

株幅继续显著增大，叶面积显著增大，主根显著增长。

此时，生长健壮的芍药植株初次进行生殖生长，开花。

3 年生开花植株比未开花植株在株高、叶片数、地上

部分鲜质量、主根长、主根粗上均有显著增强。 

2.6.2  层次聚类分析（hierarchical cluster anal，

HCA）  将 50 株芍药的 15 个农艺性状数据导入

TBtools 软件，列标准化，使用 Euclidean 距离度量，

Complete 聚类分析。如图 7 所示，不同生长年限的

实生芍药主要分为 3 类：1 年以下（S0 和 S1）聚为

一类；2 年生（S2）聚为一类；大多数 3 年生（S3

和 S4）聚为一类，其中 3 年生中开花株（S4）和未

开花株（S3）也能有所区分。表明相同生长年限的 

 

图 7  不同生长年限实生芍药农艺性状 HCA 树状图 

Fig. 7  HCA dendrogram of agronomic traits for P. lactiflora in different growth ages 
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实生芍药在很多农艺性状上表现出高度的相似性，

反映了同一生长阶段植株的普遍特性。然而，仍然

存在少量个体差异，使少部分植物在生长同一阶段

具有性状差异。 

2.6.3  农艺性状主成分分析（principal component 

analysis，PCA）  用 SIMCA14.1 分析软件对不同生

长年限的实生芍药的 15 个农艺性状进行 PCA，结

果如图 8 所示：0.5 年生（S0）和 1 年生（S1）在图

中紧密聚集在一起，说明它们在农艺性状上非常相

似；2 年生（S2）则稍有分散，表明植株开始展现

出个体差异；3 年生未开花株（S3）和 3 年生开花

株（S4）位于 X 轴右侧，未开花株和开花株也有明

显的分离，显示出农艺性状在开花株和未开花株也

有较大的差异，分类结果与 HCA 结果一致。 

 

图 8  不同生长年限实生芍药农艺性状 PCA 得分图 

Fig. 8  PCA score plot of agronomic traits for P. lactiflora in different growth ages 

2.6.4  OPLS-DA  为进一步分析引起不同生长年

限实生芍药农艺性状差异的原因，筛选出对差异贡

献较大的成分，将 50 个样品中的 15 组农艺性状数

据导入 SIMCA14.1 软件，建立 OPLA-DA 模型进行

有监督的判别分析。建立的 OPLS-DA 模型，结果

见图 9。模型累积解释能力参数（R2
X）和（R2

Y）

分别为 0.88 和 0.59，预测能力参数（Q2）为 0.64，

均＞0.5，说明模型稳定可靠，预测能力良好。 

对建立的OPLS-DA模型进行置换200次检测，

结果如图 9-A 所示，模型不存在过度拟合，可用于

进一步数据分析。 

变量重要性投影如图 9-C 所示，VIP 值＞1 的有

须根长、开花数、主根粗，表明这 3 个指标可作为区

分不同生长年限实生芍药农艺性状的重要标志物。 

2.7  Spearman 相关分析 

Spearman 相关分析是一种非参数统计方法，用

于衡量 2 个变量间的关联强度。相关系数的取值范

围是从−1～1，不同的值表明了不同强度的相关性，

一般绝对值大于 0.6 则认为具有相关性。将测得的

多指标成分和农艺性状运用 SPSS19.0 进行

Spearman 相关性分析，将具有相关性的指标绘制网

络图。如图 10 所示，多数农艺性状间彼此呈现较强

的正相关，这揭示了植物生长发育的复杂性，植物

在生长过程中各部分协调发展，通过资源分配策略，

彼此促进；某些化学成分如氧化芍药苷与多数农艺

性状也显示出显著相关性，尤其是与地上鲜质量、

地下鲜质量、株高、生根数、根鲜质量和须根鲜质

量，这可能表明氧化芍药苷的合成可能与植株的整

体生长状况紧密相关；化学成分间，芍药苷与苯甲

酰芍药苷、芍药苷与氧化芍药苷、氧化芍药苷与苯

甲酰芍药苷相关系数分别为 0.825、0.773、0.708，

具有极显著正相关，表明这些化学成分可能在生物

合成路径上具有紧密的联系或在生理功能上相互

依赖。 

3  讨论 

3.1  不同生长年限实生芍药成分差异性分析 

3.1.1  HPLC 指纹图谱差异性分析  在不同生长年

限实生芍药的指纹图谱差异性研究中发现：（1）随

着生长年限的增加，实生芍药根的特征峰数量逐渐

增加，从 S0 的 10 个增加到 S4 的 19 个；（2）不同

生长年限的实生芍药根中均含峰 1、3、10、11、12、

19，为共有特征峰；（3）不同生长年限实生芍药特

征峰具有各自特异性，区别于其他生长年限，峰 4、

23 为 S0 特有，峰 15、16 为 S1 特有，峰 18、24、

25 为 S2 特有，峰 20 为 S3 特有，峰 5、8、9、17

为 S4 特有。以上结果表明不同生长年限的芍药根 
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A-OPLS-DA 图；B-置换检验图；C-共有峰 VIP 图。 

A-OPLS-DA diagram; B-displacement test chart; C-VIP plot of common peaks. 

图 9  不同生长年限实生芍药农艺性状 OPLS-DA 统计分析图 

Fig. 9  OPLS-DA statistical analysis diagram of agronomic traits for P. lactiflora in different growth ages 

化学成分基本组成相似，但在不同生长阶段，某些

成分的含量或种类可能发生变化，存在各自差异。 

总体上，随着生长年限的增加，共有峰数量增多，

相似度增高，根中化学成份趋于稳定一致，这与同株

不同生长年限亳白芍化学成分指纹图谱变化相似[13]。

根据结果，实生芍药需栽培至少 3 年待其开花后再

采挖较好，此时其根中代谢产物相似度更高，药材

化学成分较为稳定，主要活性成分含量也高，整体

性、一致性好，更有利于保障药材品质的有效性和

稳定性。本研究主要集中在芍药实生苗生长至开花

成熟阶段的生长特征，之后生长年限实生芍药的化

学成分仍需进一步研究探讨。 

3.1.2  多成分含量测定差异性分析  在传统中医

中，白芍用于养血调经、敛阴止汗、柔肝止痛、平

抑肝阳；现代药理学研究表明白芍具抗炎、镇痛、

保肝、促进造血功能、抗血栓、抗肿瘤以及抗氧化
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图 10  不同生长年限实生芍药 Spearman 相关性网络图 

Fig. 10  Spearman correlation network diagram for P. lactiflora in different growth ages 

等效果[15-17]，其中白芍苷类成分对治疗自身免疫性

疾病如风湿性关节炎、银屑病、口腔扁平苔藓、干

燥综合征等具有显著疗效[18]。《中国药典》2020 年

版规定的指标成分仅有单萜类化合物芍药苷。本研

究综合白芍药理，对其 6 种主要差异标志物[19-21]进

行含量测定分析。本研究发现，随着生长年限的增

加，根中氧化芍药苷、芍药苷、五没食子酰葡萄糖

增加趋势显著，这与徐超等[13]及马家福等[22]、禤雪

梅[23]的研究结果相同；而芍药内酯苷的含量随生长

年限变化存在差异，本研究表现为先降低后升高，

但统计学上无显著差异，趋于稳定，徐超等[13]和王

巧[24]研究为下降，马福家等[22]研究为上升。这些差

异可能与栽培环境或研究品种因素等因素有关。 

3.2  不同生长年限实生芍药农艺性状差异性分析 

植株生长年龄或个体大小对植物营养生长和生

殖生长的资源分配具有重要影响[25-26]。当阳光成为

植物生长的限制因子时，植物会将更多资源分配到

光合器官，如叶片，以获取更多的光资源[27]。当水分

和矿质营养元素限制植物生长时，植物会将更多资

源分配到根部，促进根的生长，从而增加水分和矿

质营养的吸收[28]。在养分充足的环境下，植物倾向

于将更多的资源分配到地上部分，以增加有性繁殖

的投入[29]。与本研究结果一致，实生芍药在前 2 年

主要进行营养生长，地下部分资源投入较多，表现

为主根的膨大增粗和须根的伸长与增多；到第 3 年，

资源分配开始平衡，地上部分的光合载体（（叶片数

和叶面积）和地下部分的矿质营养吸收奇怪（（主根

的伸长和分枝数）都出现了显著变化。光合产物和

矿质营养的充足使部分实生芍药在第 3 年进入成熟

阶段，开始有性繁殖，开花并结实。随着生长年限

的增加，实生芍药地上部分体积增大，地下根系的

生长、分枝和扩展能力也随之增强。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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