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基于化学计量学黄花白及和小白及 HPLC指纹 

图谱分析 
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摘  要：采用高效液相色谱（HPLC）法建立 6批黄花白及和 8批小白及指纹图谱并比较Militarine含量，利用相

似度（SA）、聚类分析（HCA）和主成分分析（PCA）对黄花白及和小白及进行综合评价。结果显示 HPLC指纹

图谱共生成 26个共有峰，利用对照品指认 12号色谱峰为Militarine，且其含量在二者之间具显著性差异（P﹤0.01）；

SA分析显示黄花白及和小白及相似度大于 0.912，具较高的相似性；HCA和 PCA将黄花白及和小白及分为两类，

表明两者存在一定的差异性，分析结果相互验证。结果表明黄花白及和小白及化学组成类似，HPLC 指纹图谱技

术结合化学计量学方法适用于两者的区分和内在质量评价。 
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Abstract: High performance liquid chromatography (HPLC) fingerprints of 6 batches of Bletilla ochracea and 8 
batches of B. formosana were established and the content of Militarine was compared. The quality assessment was 
achieved by using similarity analysis (SA), hierarchical clustering analysis (HCA) and principal component 
analysis (PCA). The results indicated that twenty-six common characteristic peaks were found in all tested 
samples, peak 12 was identified as Militarine with significant differences in content (P﹤0.01); Similarity values 
were all above 0.912, which indicated the tested samples has high similarity; All above results could validate each 
other and successfully group these samples into two categories, which showed the samples are different. The 
results showed that all tested samples have similar chemical composition, HPLC fingerprint technology combined 
with chemometrics methods could be used for differentiation and quality assessment on the B. ochracea and B. 
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formosana samples. 
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黄花白及Bletilla ochracea Schltr.（BOS）和小白

及Bletilla formosana (Hayata) Schltr.（BFS）为在我国
分布的4种白及属植物中的2种，具有较高的观赏价
值和药用价值，广泛分布于云南、贵州、四川等地。

白及属药用植物主要含有联苄类、菲类、黄酮类及

2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基苄酯类等化学成分[1-2]，

现代研究表明这些化学成分在抗菌[3-5]、抗肿瘤[6]、

抗炎[7]等方面均体现出活性。 
近些年来，随着市场需求量的增加，白及野生

资源严重退化，已不能满足市场需求。由于BOS和
BFS外观与白及十分相似，导致白及市场混掺现象
时有发生。白及属药材以干燥块茎入药，BOS和BFS
具止血补肺、消肿生肌之功效[1],与《中国药典》2015
版一部所载白及属正品白及Bletilla striata(Thumb.) 
Rchbf.收敛止血、消肿生肌[8]的功效表述有异，BOS和
BFS常作为习用药材及民族传统药材广泛使用[9- 10]。相

对于白及，BOS和BFS在整体品质评价方面研究较为
鲜见，陈美君等[10]对BOS和BFS指纹图谱进行了研
究，但仅测定了3批BFS样本；吴梅等[11]进行了BFS
指纹图谱研究，但未与BOS进行对比研究。为从整
体角度评价BOS和BFS内在质量的异同，本研究利用
高效液相指纹图谱（HPLC）建立BFS和BFS指纹图
谱，以共有峰峰面积为变量，采用相似度评价

（Similarity Analysis, SA）、聚类分析（Hierarchical 
Clustering Analysis, HCA）和主成分分析（Principal 
Component Analysis, PCA）进行多元统计分析[12-13]，

明确BOS和BFS在化学成分方面整体内在质量异
同，以期为BOS和BFS内在质量评价提供理论依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器   
超高效液相色谱色谱仪（美国Agilent公司，

1290型）、电子天平（美国Ohaus公司，Discovery 
DV215CD型）、超声波清洗仪（合肥金尼克机械制
造有限公司，JK-250DB型）、台式离心机（德国
Eppendorf公司，Minispin型）。 
1.2  药材 

黄花白及和小白及于2017年采收于云南、贵
州、四川，或购自与安徽亳州中药材大市场样品详

细信息见表1所示。根据《中国药典》方法[8] 要求，
除去块茎部分泥土及须根，煮沸15 min，晒至半干，
除去外皮，晒干，粉碎后过40目筛，密封后置于4 ℃
冰箱中保存。 
表1  Militarine成分的含量（mg/g）及化学计量学统计结果 

Table 1 Content (mg/g) of Militarine in samples and result of 
chemometrics analysis (SA, HCA and PCA) 

样品编号 收集信息 种类 Militarine Clusster SA 

BOS1 四川都江堰，
2017.6 Species1 28.56 Ⅱ 0.916 

BOS2 贵州大方羊场，
2015.9 Species1 26.34 Ⅱ 0.920 

BOS3 陕西宁强平关，
2017.7 Species1 27.18 Ⅱ 0.921 

BOS4 贵州正安，
2015.9 Species1 26.11 Ⅱ 0.915 

BOS5 甘肃武都汉王，
2017.8 Species1 23.81 Ⅱ 0.923 

BOS6 亳州中药材大

市场，2017.6 
Species1 24.12 Ⅱ 0.912 

BFS1 云南保山隆阳

蒲缥 1，2017.5 
Species2 18.36 Ⅰ 0.972 

BFS2 贵州大方乐寨，
2017.8 Species2 19.39 Ⅰ 0.982 

BFS3 云南保山隆阳

杨柳，2017.8 
Species2 16.24 Ⅰ 0.976 

BFS4 贵州正安，
2017.9 Species2 14.85 Ⅰ 0.984 

BFS5 云南保山隆阳

蒲缥 2，2017.5 
Species2 17.71 Ⅰ 0.985 

BFS6 云南保山隆阳

平安，2017.8 
Species2 18.84 Ⅰ 0.986 

BFS7 亳州中药材大

市场，2017.11 
Species2 15.75 Ⅰ 0.978 

BFS8 亳州中药材大

市场，2017.11 
Species2 17.06 Ⅰ 0.981 

注：Species1，Bletilla ochracea Schltr；Species2，Bletilla formosana 
(Hayata) Schltr 

 
1.3  试剂 
对照品Militarine（含量＞ 98%，批号：

lot16122231）采购于上海远慕生物科技有限公司；
乙腈、甲酸为色谱级（美国TEADIA公司）、水为
超纯水（实验室自制）；其他试剂为市售分析纯（国

药集团化学试剂有限公司）。 

2  方法和结果 

2.1  样品溶液的制备 
精密称取BOS、BFS粗粉0.2 g，精密称定，置
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15 mL具塞离心管中，加入10 mL体积分数为60%的甲
醇-水溶液，加入冰袋，以控制超声温度不超过20 ℃，
防止白及胶及黏液溶出而影响过滤，超声1 h，离心
（3000 r/min）5 min处理，提取液过0.22 μm微孔滤
膜，取续滤液，备用。 
2.2  对照品溶液的制备 
精密称定Militarine对照品适量，置于10 mL容

量瓶中，以体积分数为60%的甲醇-水溶液为溶剂，
定容至刻度，充分摇匀后为对照品溶液，过0.22 μm
微孔滤膜，取续滤液，备用。 

2.3  色谱条件 
色谱柱为Agilent ZORBAX Eclipse Plus-C18 

column (50 mm×4.6 mm, 1.8 μm)，保护柱为Agilent 
SB-C18 column (5 mm×2.1 mm, 1.8 μm)；流动相为：
乙腈（A），0.1%甲酸水溶液（B）；梯度洗脱程序
为：5% A（0 min），5%~20% A（0~10 min），20%~30% 
A（10~18 min），30%~30% A（18~23 min），30~33%A
（23~30 min），33~60% A（30~45 min），60% A
（45~50 min）；流速为0.3 mL·min-1，波长272 nm，
柱温30 ℃，进样量5 μL，色谱图如图1所示。 

 
 
 
 
 
 
 
 

图1 对照品Militarine(a)、黄花白及和小白及(b)典型样品HPLC图谱 
Fig.1 HPLC chromatograms of Militarine standard(a) and representative HPLC chromatograms of BOS, BFS sample(b) 

 

2.4  HPLC指纹图谱方法学考察 
2.4.1  精密度考察 
以BOS2为供试样品，按“2.1”项下条件制备

供试样品溶液,以“2.3”项下参数设置要求为色谱
条件，同一样品（BOS2）重复进样6次，以12号峰
（Militarine）为参照，记录并计算各共有峰相对峰
面积（Relative Peak Area, RPA）及相对保留时间
（Relative Retention Time, RRT）的相对标准偏差
（Relative Standard Deviations, RSD），结果RSD值
均小于0.41%、0.73%，表明仪器精密度良好。 
2.4.2  稳定性考察 
取BOS2为供试样品，按“2.1”项下条件制备

供试样品溶液,以“2.3”项下参数设置要求为色谱
条件，于0、2、4、8、12、24 h分别进样，以12号
峰（Militarine）为参照，记录并计算各共有峰RPA
和RRT的RSD，结果RSD值分别小于0.15%、0.34%，
表明样品溶液在24 h内稳定性良好。 
2.4.3 重复性考察 
取BOS2为供试样品6份，按“2.1”项下条件制

备供试样品溶液,以“2.3”项下参数设置要求为色
谱条件，以12号峰（Militarine）为参照，记录并计

算各共有峰RPA和RRT的RSD，结果RSD值分别小
于0.78%、1.26%，表明重复性符合指纹图谱要求。 
2.5  HPLC指纹图谱的建立   

6批BOS样品和8批BFS样品，按“2.1”项下条
件制备供试样品溶液,以“2.3”项下参数设置要求
为色谱条件进行测试，数据以AIA格式导入中药色
谱指纹图谱相似度评价软件（中国药典委员会，

2004A版），以样品BOS1为参照，时间窗宽度为0.1，
采用中位数法，经多点校正、自动匹配生成共有峰

26个。测试样品HPLC指纹图谱叠加图如图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图2  14批白及样品的HPLC指纹图谱 
Fig.2 HPLC fingerprints of the 14 batches of Bletilla striata 

samples 

2.6  定量分析 
参照相关文献[14-15]，利用外标一点法对主要成
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分（Militarine）进行定量，结果见表1所示。由表1
直观分析可见，Militarine在BOS样品中的平均含量
为26.02 mg/g，在BFS样品中平均含量为17.28 mg/g，
其在 BOS 样品中的平均含量是其在BFS样品中的
平均含量的1.51倍，差异显著，具统计学意义(P＜ 
0.01)。 
2.7  化学计量学分析 
2.7.1  SA分析 
    将6批BOS样品和8批BFS样品HPLC指纹图谱
数据以AIA.格式导入中药色谱指纹图谱相似度评
价软件，以BOS1号样品为参照图谱，经多点校正、
自动匹配，生产对照指纹图谱，结果见图2所示，
以对照指纹图谱为参照，生成相似度，结果见表1。
由表1可知，BOS样品相似度在0.912~0.923之间，
BFS样品相似度在0.972~0.981之间，相似度均大于
0.912，说明BOS样品和BFS样品的相似度较高，同
时也存在一定差异。 
2.7.2  HCA分析 

采用无监督的HCA分类模式，考察14批不同样
本之间的异同性。以6批BOS样品和8批BFS样品
HPLC指纹图谱26个共有峰峰面积为变量，变量归
一化处理后，形成14（样品数）×26（变量数）的
数据矩阵，导入Origin软件，采用Educlidean距离进
行HCA分析，结果见图3。当Educlidean距离大于2.6
时，14批样品分为两大类，BFS样品均聚集在Ⅰ大
类，BOS样品聚集在Ⅱ大类。HCA分析结果与SA
分析结果相一致，SA结果显示BFS和BOS样品相似
度十分接近，均大于0.89，但由HCA分析结果可以
看出BFS和BOS样品在HPLC指纹图谱上仍体现出
内在差异。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图3 14批样品HPLC指纹图谱聚类分析结果 
Fig.3 HCA results for the HPLC fingerprints of 14 batches of 

samples 

2.7.3  PCA分析 

为更加直观的体现14批样品内在质量差异性，
将14批样品HPLC指纹图谱共有峰峰面积导入
SIMCA-P（11.5版）软件，变量经归一化处理后，
进行PCA分析，结果见图4。由图4可见，所有BFS
样品分布在t[1]象限负值区域（Group 1），BOS样
品分布在t[1]象限正值区域（Group 2），BFS和BOS
样品完全分离，体现两者之间的HPLC指纹图谱的
差异性；BFS样品明显的分为两类，一类分布在t[1]
象限负值和t[2]象限负值所组成的象限内，包括
BFS1、BFS2和BFS3，另一类分布在t[1]象限负值和
t[2]象限正值所组成的象限内，包括BFS4、BFS5、
BFS6、BFS7和BFS8，与SA分析结果完全一致，说
明BFS样品间也存在一定的差异性。PCA结果与SA
和HCA结果相一致，三者之间互相验证。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  14批样品 PCA得分图 
Fig.4 Scores plot of PCA of 14 batches of samples 

 

3  讨论 

随着白及属正品药材白及野生资源的枯竭，以

及白及育苗技术现实条件的制约，近年来白及价格

持续攀高，白及药材匮乏的现状急需解决。然而关

于白及属药用植物，黄花白及和小白及的研究较为

鲜见。陈美君等对白及，黄花白及和小白及进行

UPLC指纹图谱研究表明，相似度均大于0.85，在化
学成分层面，三者十分相似，并建议将黄花白及纳

入《中国药典》[10]，但小白及只有3批，小白及样
本数偏少；吴梅等对白及和小白及进行HPLC指纹
图谱研究，结果表明二者的相似度大于0.751[11]，但

白及样品只有3批，同样存在样本数偏少的不足。 
黄花白及和小白及两种之间的HPLC指纹图谱

研究尚未见报道。由于黄花白及和小白及野生采样
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困难，本研究仅对6批黄花白及和8批小白及，除3
份来源于亳州中药材大市场外，其余样本均为野生

采集。HPLC尤其适用于中药复杂化学成分体系整
体表征及定量分析[10-13, 16]，结合多元统计分析能够

合理地反映不同来源样本异同性[10-13]。本研究中指

纹图谱共匹配出26个共有峰，SA、HCA和PCA分析
结果保持一致，可以互相验证，说明黄花白及和小

白及在化学组成方面高度相似，但仍存在一定的差

异。黄花白及和小白及匹配出26个共有峰，多于白及
与黄花白及、白及与小白及匹配出的共有峰数量[10-11]，

也说明了黄花白及和小白及在化学组成层面较白

及更为相似。由图1-b可以直观地看出，两者化学组
成类似，各成分含量比例不同；对于主要成分

Militarine的含量，黄花白及显著高于小白及，具有
统计学意义。黄花白及和小白及在药效学层面是否

具有等效性，仍需深入研究证实。本研究通过黄花

白及和小白及HPLC指纹图谱研究表明，黄花白及
和小白及在化学组成方面十分类似，相似度极高，

为黄花白及和小白及质量标准及合理开发使用提

供理论依据。 
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