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基于 ITS序列和 HPLC指纹图谱法结合重金属元素定量评价忍冬茶藨子叶
状层菌的质量  
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摘  要：目的  基于 ITS序列进行分子鉴定，采用指纹图谱、重金属元素定量与化学计量法相结合的方法，评价不同产地忍

冬茶藨子叶状层菌 Phylloporia lonicerae的质量，为其进一步开发利用提供依据。方法  分别提取采自 4个不同产地的忍冬

茶藨子叶状层菌的基因组 DNA，扩增 ITS 序列后测序，并构建系统发育树；采用 HPLC 法，流动相为 0.1%冰乙酸-乙腈进

行梯度洗脱，柱温 30 ℃，体积流量 0.8 mL/min，检测波长 280 nm，对 12批忍冬茶藨子叶状层菌建立指纹图谱及铜、砷、

镉、汞、铅 5种重金属元素含量测定，运用聚类分析（hierarchical cluster analysis，HCA）、主成分分析（principal component 

analysis，PCA）和正交偏最小二乘法-判别分析（orthogonal partial least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）对忍冬茶藨

子叶状层菌进行化学计量分析。结果  构建了基于 ITS序列的系统发育树，12批忍冬茶藨子叶状层菌属于同一个种；建立

了 12批忍冬茶藨子叶状层菌的指纹图谱，相似度为 0.829～0.992，共标定 15个共有峰，指认了 5个成分，ICP-MS测定结

果表明不同产地忍冬茶藨子叶状层菌中重金属元素含量存在明显差异；HCA分析 12批忍冬茶藨子叶状层菌明显分为 2类；

PCA得到 4个主成分的累积方差贡献率为 86.751%；OPLS-DA表明铜、砷可作为忍冬茶藨子叶状层菌的特征元素。忍冬茶

藨子叶状层菌中共有峰 2、3和 13（原儿茶醛）可能是影响药材质量的差异标志物。结论  建立的忍冬茶藨子叶状层菌 HPLC

指纹图谱及 5个重金属元素含量测定方法的专属性强，且准确、可靠，结合化学计量法可用于忍冬茶藨子叶状层菌的药材鉴

别和质量控制。 
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Abstract: Objective  Based on the method of ITS sequences, HPLC fingerprint, heavy metals quantitation and chemometric analysis, 

the quality of Phylloporia lonicerae from different regions was evaluated to provide a basis for its further development and utilization. 

Methods  Genomic DNA was extracted from samples collected in four different regions, and ITS sequences were amplified and 

sequenced to construct a phylogenetic tree. HPLC method was used with 0.1% glacial acetic acid-acetonitrile as mobile phase for 

gradient elution. The column temperature was 30 ℃, the flow rate was 0.8 mL/min, and the detection wavelength was 280 nm. The 

fingerprint of 12 batches of P. lonicerae was established and the contents of five heavy metal elements including copper, arsenic, 

cadmium, mercury and lead were determined. Chemometrics analysis of P. lonicerae was performed by hierarchical cluster analysis 
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(HCA), principal component analysis (PCA) and orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA). Results  The 

phylogenetic tree based on ITS sequence was constructed, and the 12 batches of P. lonicerae were belong to the same species. The 

fingerprints of 12 batches of P. lonicerae were established. The similarity was 0.83—0.99, and a total of 15 common peaks were 

calibrated, and five components were identified. The results of ICP-MS determination showed that there were significant differences 

in the content of heavy metal elements in P. lonicerae from different regions. HCA analysis showed that 12 batches of P. lonicerae 

were obviously divided into two categories. PCA obtained a cumulative variance contribution rate of 86.751% for four principal 

components. OPLS-DA showed that copper and arsenic could be used as characteristic elements of P. lonicera. The common peaks 2, 

3 and 13 (protocatechuic aldehyde) in P. lonicerae may be the difference markers that affect the quality of medicinal materials. 

Conclusion  The established HPLC fingerprint of P. lonicerae and the determination method of five heavy metal elements content 

have strong specificity, and are accurate and reliable. Combined with chemometric method, it can be used for the identification and 

quality control of P. lonicerae. 

Key words: Phylloporia lonicerae; ITS sequencing; fingerprint; heavy metal element; chemometric method; quality evaluation; 

guanosine; uridine; adenosine; protocatechuic acid; protocatechualdehyde 

忍冬茶藨子叶状层菌 Phylloporia lonicerae 属

锈革孔菌科，是一种寄生于忍冬科植物忍冬

Lonicera japonica Thunb.植株上的真菌子实体[1]，俗

称“ 银花蛾子” 金芝” 金银花菌”等[2]。虽然未

被历代本草记载，但其在民间已有悠久的食用历史，

具有清热解毒、消肿利咽的功效，2002年被收录于《山

东省中药材标准》[3]。在山东临沂地区，尤其是金银

花主产区平邑和费县，具有很高的认知度[4]。该菌

在增强免疫力[5]、抗肿瘤[6]、抗病毒[7]、抗氧化[8-9]、

抗炎[10]、降血糖[11-12]等方面功效显著，其发酵菌丝

被列为新资源食品[13]，主要化学成分包括有机酸

类、多糖类、核苷类和甾醇类[14]。 

中药材质量的有效监控是中药成方制剂及相

关产品的质量保证，菌丝、孢子的特征和鉴定者的

经验积累是常用的药用真菌的鉴定依据，主观性较

强，并且多孔类真菌进化趋向复杂，用传统方法鉴

定重现性较差[15]。《山东省中药材标准》2022版以

薄层色谱法和高效液相色谱法对忍冬茶藨子叶状层

菌简单进行鉴别，专属性不强。近年来，化学模式

识别在中药材产地来源、基原、真伪鉴别等方面应

用广泛[16-17]。重金属检测是中药材质量控制的核心

环节，直接决定其产业应用价值。重金属超标是中

药出口受阻的主要原因之一，《中国药典》2020年

版进一步强化了重金属限量要求，将铅、镉、砷、

汞、铜的统一限量标准纳入通则，并扩大了适用药

材范围。关于茶藨子叶状层菌的指纹图谱、重金属

元素与化学计量方法相结合的质量评价方法尚未见

报道。本研究在采用 ITS序列对茶藨子叶状层菌分

子鉴别的基础上，建立 HPLC指纹图谱，ICP-MS检

测重金属方法，结合化学计量学分析茶藨子叶状层

菌的质量，明确其重金属含量、成分特征与产地的

关联性，为忍冬茶藨子叶状层菌的质量控制和综合

利用开发提供理论依据。 

1  材料 

1.1  仪器 

MULTICUT型轮转式切片机、HI 1210型组织

摊片机和 Tissue-TecVIP TM 5 Jr型自动染色机均购

于徕卡仪器有限公司，Tissue-Tec TECTM 5型组织

包埋机“（日本樱花检验仪器株式会社），PCR-96 PCR

反应扩增仪（BBI），G 508009型高速微量离心机

（生工生物工程有限公司），DYY-6C型电泳仪“（北

京六一仪器厂），FR980型凝胶成像系统（上海复

日科技有限公司），3730 XL型测序仪“（ABI，Foster，

CA，美国，安捷伦 7900型电感耦合等离子体质谱

仪“（美国安捷伦科技有限公司）；Muitiwave PRO型

微波消解仪“（奥地利安东帕有限公司）；Waters 2998

高效液相色谱仪“（沃特世科技有限公司）；XSR 105 

DU/A型十万分之一电子天平“（梅特勒-托利多仪器

上海有限公司）；Milli-Q IQ 7000型超纯水系统“（密

理博中国有限公司）。 

1.2  试剂 

Ezup柱式真菌基因组 DNA抽提试剂盒“（批号

B518259）、SanPrep柱式 DNA胶回收试剂盒（批

号 B518131）均购自生工生物工程有限公司；原儿

茶醛“（批号 110810-202210，质量分数≥98%）、原

儿茶酸（批号 110809-202207，质量分数≥98%）、

尿苷“（批号 110887-201803，质量分数≥98%）、鸟

苷“（批号 111977-202202，质量分数≥98%）、腺苷

（批号 110879-202204，质量分数≥98%）均购自中

国食品药品检定研究院。铜（Cu）批号 22A005-4、
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砷“（As）批号 228042-6、镉（Cd）批号 229019-3、汞

（Hg）批号 220912-3、铅（Pb）批号 22A020-3、金

（Au）批号 236032-2、锗（Ge）批号 233026、铟（In）

批号 2205059-2和铋（Bi）批号 225037-2均购自国家

有色金属及电子材料分析测试中心；ICPMS调谐储

备液“（批号 51-308CRY2）购自 Agilent Technologies

公司，氩气和氦气均为 99.999%的高纯气体。硝酸

（批号 20220118）、盐酸“（批号 20211117）均购自

国药集团。 

1.3  药材 

2022年 7月集中采集山东不同产地 12批忍冬

茶藨子叶状层菌，所有药材经山东中医药大学张永

清教授鉴定为忍冬茶藨子叶状层菌 Phylloporia 

lonicerae，样品信息见表 1。 

表 1  忍冬茶藨子叶状层菌药材来源信息 

Table 1  Source information of medicinal materials of P. 

lonicerae 

样品编号 产地 来源 采集时间 

S1 山东莒南涝坡 自采 2022-07 

S2 山东莒南岭泉 自采 2022-07 

S3 山东莒南相沟 自采 2022-07 

S4 山东费县费城 自采 2022-07 

S5 山东费县朱田 自采 2022-07 

S6 山东费县探沂 自采 2022-07 

S7 山东济南崮云湖 自采 2022-07 

S8 山东济南大明湖 自采 2022-07 

S9 山东济南马山 自采 2022-07 

S10 山东平邑郑城 自采 2022-07 

S11 山东平邑流峪 自采 2022-07 

S12 山东平邑铜石 自采 2022-07 
 

2  方法与结果 

2.1  基于 ITS 序列的分子鉴定 

2.1.1  DNA 提取  取约 10 g 茶藨子叶状层菌，先

用 75%乙醇浸泡 50 s，再用无菌水冲洗 5 次，每

次 3 min，滤纸吸干水分，取适量中间部位的菌体，

液氮研磨后，采用 Ezup柱式真菌基因组 DNA抽

提试剂盒（B518255）参照说明书提取 DNA，并测

定浓度。 

2.1.2  PCR扩增  采用真菌 ITS通用引物 ITS1（5’-

TCCGTAGGT-GAACCTGCGG-3’）和 ITS4（ 5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）对忍冬茶藨子叶

状层菌 DNA 进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为 25 

μL，反应条件为 94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 

s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，35 个循环；

72 ℃延伸 10 min。PCR扩增产物经 1.5%琼脂糖凝

胶电泳检测[18]。 

2.1.3  测序及数据处理  PCR 产物送上海生工生

物工程有限公司进行测序。将所获得的测序序列导

入 NCBI数据库进行 BLAST比对。采用MEGA7.0

软件分析并构建系统发育树。 

2.1.4  基于 ITS序列的系统发育分析  为明确遗传

多样性，根据 NCBI Blast提供的序列一致性分析结

果，选取 NCBI 中登录的叶状层菌属 Phylloporia 

ribis strain spzyc-01、Phylloporia lonicerae voucher 

Dai 17900、Phylloporia ephedrae 13690、Phylloporia 

perangusta BJFC Dai 18139、Phylloporia oreophila 

Dai 8233、Phylloporia oreophila voucher Cui2219、

Phylloporia crataegi voucher Dai18133和Phylloporia 

chrysites voucher 13669序列进行参照，使用MEGA

软件，以邻接法（neighbor-joining，NJ）构建系统发

育树（图 1），Bootstrap值设定初始值 1 000次。结

果显示，不同产地采摘的 12 批茶藨子叶状层菌属

于同一种，与 Phylloporia ribis strain spzyc-01的相

似性为 100%，与 Phylloporia lonicerae voucher Dai 

17900为近缘种属。 

 

图 1  基于 ITS 序列的系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic tree based on ITS sequence 

2.2  HPLC 指纹图谱的建立与分析 

2.2.1  色谱条件  Agilent Eclipse SB-C18色谱柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为 0.1%冰乙酸（A）-

乙腈（B），梯度洗脱（0～35 min，97% A；35～50 min，

97%～82% A；50～60 min，82% A）；体积流量 0.8 

mL/min；柱温 30 ℃；进样量 10 μL；波长 280 nm。 

S3 

P. ribis strain spzvc-01 

S2 

S1 

S9 

S8 

S7 

S12 

S11 

S10 

S6 

S5 

S4 

 13669 
0.02 
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2.2.2  供试品溶液的制备  取忍冬茶藨子叶状层菌

约 2 g，精密称定，置圆底烧瓶中，精密加入超纯水 20 

mL，回流提取 90 min，滤过，放冷，用超纯水补足定

容至 50 mL，经 0.22 μm微孔滤膜滤过即得。 

2.2.3  对照品溶液的制备  取鸟苷、尿苷、腺苷、

原儿茶醛和原儿茶酸对照品适量，精密称定，置量

瓶中，加 5%甲醇定容至刻度，摇匀，经 0.22 μm微

孔滤膜滤过得混合对照溶液。 

2.2.4  精密度试验  精密称定同一批（S1）样品 2 g，

按 2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按 2.2.1”项

下色谱条件连续进样测定 6次，以原儿茶醛的保留时

间和峰面积为参照，计算各共有峰相对保留时间的

RSD均小于 1.0%，相对峰面积的RSD均小于 3.0%。 

2.2.5  稳定性试验  精密称定同一批（S1）样品 2 

g，按 2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分别于室

温下放置 0、2、4、6、8、12、18、24 h，按 2.2.1”

项下色谱条件测定，以原儿茶醛为参照峰，记录各

共有峰相对保留时间和相对峰面积，经计算各共有

峰相对保留时间的 RSD 均小于 1.0%，相对峰面积

的 RSD均小于 3.0%。 

2.2.6  重复性试验  精密称定同一批（S1）样品 6份，

每份 2 g，按 2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

 2.2.1”项下色谱条件测定，以原儿茶醛为参照峰，

记录各共有峰相对保留时间和相对峰面积。经计算

各共有峰相对保留时间的 RSD均小于 0.5%，相对峰

面积的 RSD均小于 5.0%。 

2.2.7  指纹图谱的建立及相似度分析  采用《中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》软件对

12批样品的HPLC图谱特征峰相关数据进行分析。

以 LP1指纹图谱为基础，采用中位数法自动匹配，

生成指纹图谱，并根据峰面积大小和分离度，确定

12批样品中具有代表性的 15个共有峰作为特征峰

（图 2）。13 号峰为原儿茶醛，因其峰面积较大而

稳定且分离度好，故选择 13号峰作为参照峰（S），

计算其他特征峰相对于 13 号峰的相对保留时间，

依次为 0.095、0.107、0.113、0.137、0.142、0.181、

0.258、0.268、0.297、0.445、0.580、0.597、1.000、

1.448、1.499。通过与混合对照品比对指认其中的

5 个共有峰，分别是鸟苷（6 号峰）、尿苷（7 号

峰）、腺苷（8号峰）、原儿茶酸（12号峰）和原

儿茶醛（13号峰），混合对照品 HPLC图见图 3。 

12 批样品相似度为 0.829～0.992，表明 12 批忍冬茶

藨子叶状层菌样品在化学成分种类和含量上具有很 

 

图 2  12 批茶藨子叶状层菌样品 HPLC 叠加指纹图谱和对

照指纹图谱 (R) 

Fig. 2  HPLC superimposed fingerprint of 12 batches of P. 

lonicerae and control fingerprint (R) 

 

6-鸟苷；7-尿苷；8-腺苷；12-原儿茶酸；13-原儿茶醛。 

6-guanosine；7-uridine；8-adenosine；12-protocatechuic acid；13-

protocatechualdehyde. 

图 3  混合对照品 HPLC 图 

Fig. 3  HPLC chart of mixed reference substance 

高的相似性。相似度评价结果见表 2。 

2.2.8  聚类分析  利用 SPSS 22.0 软件进行主成分

分析“（principal component analysis，PCA），提取出

3 个特征值大于 1 的主成分，其方差贡献率依次为

57.507%、20.037%和 12.990%，累计方差贡献率为

90.534%。这 3 种主成分保留了忍冬茶藨子叶状层

菌的绝大部分化学成分信息，将 15 个化学成分评

价指标降维成 3个综合指标，使品质评价更加方便

简洁。忍冬茶藨子叶状层菌各共有峰峰面积数据导

入 SPSS 22.0 分析软件，采用组间联接法，以平方

欧氏距离为度量标准进行聚类分析（图 4）。当欧

氏距离介于 20～25时，12批样品明显聚为 2大类。 

2.2.9  PCA 和正交偏最小二乘法 -判别分析

（ orthogonal partial least squares-discriminant 

analysis，OPLS-DA）  以忍冬茶藨子叶状层菌各共

有峰峰面积为变量，利用 SIMCA 14.1 软件进行

PCA分析和 OPLS-DA分析（图 5-A和 B）。 
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表 2  相似度评价结果 

Table 2  Similarity evaluation results 

编号 
相似度 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 R 

S1 1.000             

S2 0.920 1.000            

S3 0.939 0.989 1.000           

S4 0.834 0.909 0.904 1.000          

S5 0.920 0.965 0.969 0.858 1.000         

S6 0.936 0.974 0.987 0.880 0.972 1.000        

S7 0.941 0.964 0.983 0.884 0.969 0.985 1.000       

S8 0.934 0.970 0.986 0.885 0.977 0.986 0.992 1.000      

S9 0.948 0.973 0.980 0.898 0.972 0.976 0.985 0.991 1.000     

 S10 0.887 0.921 0.923 0.934 0.937 0.904 0.919 0.929 0.946 1.000    

 S11 0.897 0.931 0.939 0.956 0.930 0.924 0.930 0.940 0.947 0.988 1.000   

 S12 0.829 0.939 0.901 0.872 0.927 0.894 0.878 0.906 0.923 0.910 0.901 1.000  

R 0.948 0.985 0.990 0.926 0.98 0.983 0.985 0.989 0.992 0.959 0.967 0.930 1.000 

 

图 4  聚类树状图 

Fig. 4  Cluster tree diagram 

PCA中，15个共有峰变量可拟合为 5个主成分，总

预测能力 95.3%。说明模型中的 5个主成分可以较

好地代表 15个变量的大部分信息。基于 PCA的空

间分布特征显示（图 5-A），样本组间欧氏距离直

观反映了不同组别的成分差异程度，其中异质性较

高的样本组间表现出更大的空间距离。具体而言，

济南产地样本（S7～S9）集中分布于第一象限，形

成独立聚类区域；而其他产地样本（S1～S3、S4～

S6、S10～S12）则呈现跨象限分布特征。 

 

A-PCA；B-OPLS-DA；C-置换检验图；D-VIP值图。 

A-PCA; B-OPLS-DA; C-permutation test plot; D-VIP plot. 

图 5  化学成分分析 

Fig. 5  Chemical composition analysis 
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这种空间分布模式表明济南产地样本群内部化学

成分组成具有较高的同源性，其组内变异程度显著

低于其他 3个产地。进一步通过 OPLS-DA 验证发

现，4 组产地样本的聚类分布相对集中，其中费县

与平邑产地的样本在投影空间内呈现邻近分布趋

势，提示这 2个产地的成分存在相似性特征。 

模型中累积解释能力参数 R2
X、R2

Y 分别为

0.870、0.655，均大于 0.5，预测能力参数 Q2为 0.542，

表明模型拟合结果稳定可靠。为防止过拟合造成假

阳性结果，设置分类 Y矩阵变量随机排列 200次做

置换检验，R2回归线在 Y轴截距为 0.177，Q2回归

线在 Y轴截距为−0.447，且 2条虚线均呈上升趋势，

说明该模型没有出现过拟合现象，可用于分析样品

的组间差异，见图 5-C。以横坐标为共有峰编号，

纵坐标为 VIP值作图（图 5-D），VIP值大于 1的

共有峰有 3、2和 13（原儿茶醛），说明这 3个共

有峰对分类的贡献率较大，可作为忍冬茶藨子叶状

层菌的质量标志物进行质量控制研究。 

2.3  重金属元素 ICP-MS 含量测定 

2.3.1  ICP-MS 仪器参数  样品引入时间 50 s，稳

定时间 30 s，蠕动泵转速 0.50 r/s，冲洗时间 30 s，

等离子体气体体积流量 15 L/min，辅助气体 1 

L/min，雾化气 1 L/min，补偿/稀释气体 1 L/min，

雾化室温度 2 ℃，采集重复次数 3，以含 Ge、In、

Bi各 1 μg/mL的内标溶液在线实时校正，He模式。 

2.3.2  稀释液和内标溶液制备   

（1）稀释液：量取硝酸 20 mL，置 1 000 mL量

瓶中，加入 Au单元素标准储备液 150 μL，用超纯

水稀释至刻度，摇匀。 

（2）内标溶液：精密量取 Ge 单元素标准溶液

50 μL、In单元素标准溶液 50 μL、Bi单元素标准溶

液 50 μL，置同一 50 mL量瓶中，用稀释液稀释至

刻度，摇匀。 

2.3.3  供试品溶液制备  样品粉碎，取约 0.5 g，精

密称定，置于聚四氟乙烯消解反应管中，加入硝酸

10 mL，盐酸 1 mL，加盖密封，放入微波消解罐中，

按表 3程序消解。消解结束后，放冷至室温，置于

电热板，以 130 ℃敞口赶酸至剩余液体量约 1 mL， 

表 3  微波消解条件 

Table 3  Microwave digestion conditions 

初温/℃ 爬升/min 终温/℃ 保持/min 

室温 10 130 10 

130 10 190 60 

冷却，用稀释液转移至 50 mL量瓶，稀释至刻度，

摇匀，得供试品溶液。同法制得试剂空白溶液。 

2.3.4  线性方程的绘制  取 Cu 标准液浓度为 0、

50、100、200、300、500、800 ng/mL，As标准液质

量浓度为 0、5、10、20、30、50、80 ng/mL，Cd标

准液质量浓度为 0、2.5、5、10、15、25、40 ng/mL，

Hg标准液质量浓度为 0、0.5、1、2、3、5、8 ng/mL，

Pb标准液质量浓度为 0、12.5、25、50、75、125、

200 ng/mL，以各元素的浓度为横坐标（X），以相应

元素的响应为纵坐标（Y），绘制标准曲线方程。各元

素线性方程为，Cu：Y＝0.103 2 X＋1.668 ×10−4，R2＝

0.999 5；As：Y＝8.489×10−3 X－2.616×10−6，R2＝

0.999 6；Cd：Y＝2.164×10−3 X＋3.372×10−6 X，R2＝

0.999 4；Hg：Y＝2.061×10−3 X＋1.060×10−6X，R2＝

0.999 3；Pb：Y＝8.289×10−3 X＋4.204×10−5，R2＝

0.999 1；各元素线性与范围均符合验证要求。Cu、

As、Cd、Hg、Pb 的线性范围分别为 0～800.000 

ng/mL、0～80.000 ng/mL、0～40.000 ng/mL、0～

8.000 ng/mL、0～200.000 ng/mL。Cu的定量限为 5 

mg/kg，As的定量限为 0.5 mg/kg，Hg的定量限为

0.05 mg/kg，Cd的定量限为 0.25 mg/kg，铅的定量

限为 1.25 mg/kg。 

2.3.5  稳定性试验  按照 2.3.3”项下方法制备的

供试品溶液于室温下放置，分别于配制后 0、1、2、

4、6、8、10、12 h取样测定。各元素的各时间点浓

度值和 0 h相比的变化率均在 96.40%～105.43%，

说明在室温下放置 12 h样品保持稳定。 

2.3.6  精密度试验  按照 2.3.3”项方法平行制备

12份样品，2名分析人员于不同日期使用同一仪器，

对同一个样品进行试验操作。结果显示各元素含量

的 RSD均小于 3.7%。说明仪器精密度良好。 

2.3.7  加样回收率试验  按照 2.3.3”项方法分别

制备准确度 50%、100%、150%加标溶液，消解程

序同表 3。结果显示 3个浓度 9份加标溶液中，各

元素的加标回收率均在 93.85%～110.03%，回收率

的 RSD均小于 5.1%，说明准确度良好。 

2.3.8  忍冬茶藨子叶状层菌重金属含量分析  按

照内标校正的标准曲线法计算各样品中重金属含

量。5种重金属元素在 12批样品中的含量见图 6，

各元素的富集程度因产地不同而不同。Cd、Hg、Pb、

As 4 种元素含量均符合《中医药-中药材重金属限

量》ISO国际标准。Cd元素，莒南产地的含量偏高

（最高 1.097 mg/kg），济南最低（最低 0.226 mg/kg）， 
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图 6  5 种重金属元素含量差异 

Fig. 6  Differences in content of five heavy metal elements  

平邑和费县产地相当。Hg元素，莒南产地的含量偏

低（最低 0.025 mg/kg），济南、平邑和费县 3产地

相当。Pb 元素，莒南和济南产地含量偏低（最低

2.364 mg/kg），平邑和费县产地含量偏高（最高 7.268 

mg/kg）。As元素，富集趋势和 Hg元素相似，莒南

产地的含量偏低（最低 0.327 mg/kg），济南、平邑和

费县 3产地相当。12批样品对于Cu元素的富集具有

相同趋势，接近《中国药典》2020年版中对于中药材

规定的上限（20 mg/kg）。总体而言，12批样品中，

5种元素在平邑和费县产地具有相同的富集趋势。 

2.3.9  OPLS-DA  为了探寻忍冬茶藨子叶状层菌

不同批次之间产生差异性的主要标志物，采用 PCA

和 OPLS-DA 对样品进行分析。将 12批样品的 5种

元素含量导入 SIMCA 14.1软件，获得相关模型图，

见图 7-A、B。该模型中累积解释能力参数 R2
X、R2

Y

分别为 0.972、0.579，均大于 0.5，预测能力参数 Q2

为 0.506，说明模型具有一定的预测能力，解释能力

尚可。为防止该模型过拟合造成假阳性结果，设置

分类 Y矩阵变量随机排列 200次做置换检验，见图

7-C，R2回归线在 Y轴截距为−0.022 8，Q2回归线在

Y 轴截距为−0.558，且 2 条虚线均呈上升趋势，说

明该模型没有出现过拟合现象，可用于分析样品的

组间差异。PCA的空间分布特征表明了不同组别之

间的成分差异程度，OPLS-DA验证发现，4产地样 

 

图 7  5 种重金属元素差异分析 

Fig. 7  Analysis of differences in five heavy metal elements 
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本的聚类分布相对集中，其中费县与平邑产地的样

本呈现邻近分布趋势，提示这 2个产地的重金属元素

存在相似性特征。在 95%的置信区间内，VIP 值＞1

的元素为 Cu和 As，可作为鉴别和区分忍冬茶藨子

叶状层菌质量的标志物。 

2.3.10  聚类分析（hierarchical cluster analysis，HCA）  

采用多元统计分析软件SIMCA-P 14.1对 12批样品中

5种重金属元素的标准化峰面积HCA，结果见图 8。

样品被分 2类：第 1类为 S7～S9，莒南产区；第 2类

为 S1～S6 和 S10～S12。HCA 结果表明济南和临沂

茶藨子叶状层菌的质量存在一定地域差异性。 

 

图 8  聚类分析图 

Fig. 8  Cluster analysis chart 

2.4  相关性分析 

以筛选到的 2种重金属元素 Cu、As的含量

和 2.2.9”中分析到的贡献率比较大的 3个共有

峰 2、3、13 的峰面积做两变量相关性分析，结

果见表 4。Cu 元素与共有峰 2 和 3 呈显著负相

关，与共有峰 13呈显著正相关；As元素与共有

峰 2 和 3 呈正相关，与共有峰 13 呈负相关，As

元素与共有峰 3有显著相关性。 

表 4  金属元素含量与共有峰相关性分析 

Table 4  Correlation analysis between metal element 

content and common peaks 

元元 共有峰 线性关系 相关系数 P值 

Cu  2 Y＝−0.018 95 X＋20.73 −0.778 1 0.002 9** 

 3 Y＝−0.00 5961 X＋21.12 −0.602 5 0.038 1* 

13 Y＝0.021 39 X＋10.61  0.579 1 0.048 5* 

As  2 Y＝0.001 085 X＋0.395 5  0.395 6 0.203 0 

 3 Y＝0.000 74 X＋0.174 9  0.664 6 0.018 4* 

13 Y＝−0.001 686 X＋1.137 −0.405 5 0.191 0 

**P＜0.01，*P＜0.05。 

3  讨论 

3.1  ITS 序列鉴定 

真菌的分类较为复杂，传统鉴定方法主要依赖

生长特性、形态学特征以及生理生化指标，存在一

定的局限性，尤其在分类时容易出现误判。DNA条

形码技术作为一种分子鉴定技术，不受物种外部形

态的影响，对能提取出 DNA 的各类型样品均能进

行鉴定，ITS 序列可作为潜在的多孔菌通用条形码

序列[19]。本研究从 12 批茶藨子叶状层菌中提取

DNA并获得了稳定的 ITS序列，利用 NJ树分析，

结果表明，ITS 序列能准确鉴定忍冬茶藨子叶状层

菌的种类，为后续质量评估奠定了分子基础。 

3.2  HPLC 指纹图谱 

本研究在样品处理过程中，根据忍冬茶藨子叶

状层菌的传统食用方法，通过单因素法优化了提取

溶剂，料液比和回流时间等条件。以峰面积、指纹

图谱中色谱峰数量和分离度为考察指标，最终确定

了水为提取溶剂，料液比 1∶10，回流提取时间 90 

min为最佳提取条件。 

在色谱条件优化方面，通过紫外吸收光谱全波

长扫描，发现 280 nm检测波长下色谱峰数目较多，

且分离度良好，基线平稳，因此选择 280 nm作为检

测波长。同时，对流动相体系“（如甲醇-磷酸水、冰

乙酸-乙腈、乙腈-磷酸水）、柱温及洗脱程序等进行

了筛选优化。实验结果表明，采用 0.1%冰乙酸-乙

腈体系，柱温 30 ℃，梯度洗脱的条件下，峰形和

分离效果最佳。 

本研究通过 HPLC指纹图谱，结合 CA、PCA、

OPLS-DA 等化学计量学方法，对来自不同产地的

12批忍冬茶藨子叶状层菌样品进行了系统评价。聚

类分析结果表明，12批样品可分为 2类，共有峰 2、

3和 13可作为忍冬茶藨子叶状层菌的质量标志物，

其中原儿茶醛“（峰 13）是一种常见的植物次生代谢

产物，广泛存在于多种中药材中。已有研究表明，

原儿茶醛不仅具有显著的抗氧化活性，还对炎症、

免疫反应等生理过程具有调节作用[20]，此外，原儿

茶醛在其他药材和中成药中也被广泛作为质量控

制标志物，如在丹参和参芪通脉口服液中，均表现

出了作为质量标志物的可行性[21-22]。聚类结果与产

地具有相关性，推测产地对于忍冬茶藨子叶状层菌

化学成分具有一定的影响。本研究仅对其中 5个共

有峰进行了成分指认，其他共有峰的成分在后期的

研究中将进一步确定。 

3.3  重金属元素 

中药是包含有机成分、无机元素及其配合物的

复杂体系，具有多效性和整体平衡调节性。中药材

中的元素对于中药的化学成分和药效具有重要的
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作用，可以作为中药的质量控制依据[23]。大型真菌

中元素的富集与其产地、品种和生长环境等有着密

切的联系[24]。本研究对 12批样品中的 Pb、Cd、Hg、

As等重金属元素进行了测定，结果表明，所有样品

均符合“《中医药-中药材重金属限量》ISO国际标准

的要求。然而，重金属元素，尤其是 As、Pb等有毒

元素，在中药材中的含量如果超标，将直接影响其安

全性和药效。文献中多次报道了中药材中重金属的超

标与中毒、肝肾损害等不良反应之间的关系[25]，例如

As主要通过扩张毛细血管，麻痹血管舒缩中枢，导

致腹腔脏器出现严重失血，从而引发肝、肾、心等

实质性器官的损害[26]。因此，重金属含量的控制在

中药质量管理中至关重要。此外，重金属元素的富

集与药材的产地和环境密切相关。研究表明，不同

产地和生长环境的变化，会影响真菌对重金属的富

集能力[27]。本研究发现，4 产地中 Cu 的重金属含

量在 18～20 mg/kg，说明该菌对于 Cu元素有一定

的富集作用。研究表明 Cu 元素在生物体内是许多

酶的金属辅基，不仅对真菌子实体的生长有重要影

响，而且可促进真菌子实体中多糖的合成[28]。可溶

性有机质一方面可以利用表面官能团与 As 竞争矿

物表面的吸附点位，另一方面可以与 As 形成络合

物从而影响 As 元素的富集[29]。通过筛选到的特征

元素 Cu、As和特征峰共有峰 2、3和 13相关性分

析，Cu、As和共有峰 2、3、13具有相关性。此外，

重金属元素的聚类结果与化学成分的聚类结果一

致，进一步验证了产地对其化学成分和重金属富集

的双重影响。 

本研究通过结合 ITS序列鉴定、HPLC指纹

图谱法及重金属元素分析，系统评估了茶藨子叶

状层菌的质量。ITS序列鉴定提供了种类鉴定的

分子依据，HPLC指纹图谱则通过定量化学成分

特征峰，为质量评价提供了重要的指纹图谱数

据，而重金属元素分析则进一步确保了药材的安

全性。不同方法的结合，不仅能系统地分析忍冬

茶藨子叶状层菌的有效成分，还能够为其产地来

源提供依据，提升了质量控制的精准度和全面

性。已有文献表明，联合应用 DNA 条形码技术

和 HPLC 指纹图谱法能有效提升中药材的鉴定

和质量评价精度[19]。因此，本研究的综合分析方

法为忍冬茶藨子叶状层菌的质量控制提供了有

力的支持。 
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