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摘要 目的
:

建立不同来源甘草药材的模式识别分类方法
。

方法
:
通过 H PLC 快速获得 19 个不同来源甘草药材样品的色谱指

纹图谱
,

色谱条件固定相为 K ro m as il K Rl oo
一 5 C .:

(巧0 m m x 4
.

6 m m )
,

流动相为乙睛
一 0

.

05 % 三氟乙酸溶液
,

梯度洗脱为乙

睛 2 0 % (0 m in
) 科。% (5 m in )

卜
5 0 % (xo m in )

,

流速为 0
.

5 m L
·

m in
一 ’ ,

检测波长为 2 54 n m
,

从每个色谱指纹图中提取出 32 5

个特征变量
,

采用聚类分析对甘草药材样品进行相似性评价
,

并应用 PLS 方法建立起不同植物种
、

不同种植方式甘草的 2 个

分类回归模型
。

结果
:
采用分类模型对不同植物种

、

不同种植方式甘草进行判别
,

2 个分类回归模型的分类准确率均为 10 0 %
。

结论
:

此方法可用于不同来源甘草药材的分类研究
,

本文以 H PLC 指纹图谱结合化学计量学知识
,

为不同中药样品的质量评价

提供了
一
种分类方法

。
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中药的质量评价一直是羁绊中药研究 与应用 的

难点和重点问题
,

我 国有些传统中药及制剂 由于缺

乏科学
、

先进
、

可行的质量标准
,

难 以有效地控制内

在质量

近 10 年来
,

模式识别方法已逐渐深人地应用于

中药品质评价
,

划分中药材质量等级
,

真伪
、

优劣 鉴

别等
。

其中
,

化学模式识别方法 已经成为该领域卓

有成效 的方法 〔’
一 3 j

,

但有关偏最小 二乘法 (PLs 方

法 )应 用 于 不 同中药分类的报道甚少
,

本 文通 过

H PLC 快速获得 19 个不 同来源甘草药材样 品的色
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谱指纹 图
,

并从每个色谱指纹图中采集 3 25 个特征

变量
,

进行聚类分析研究和 PLS 模型分类研究
,

得

到较为满意的分类结果
。

1 材料和仪器

19 个甘草药材样品 (表 l )
,

由内蒙古亿利科技

实业股份有 限公司
“

内蒙梁外甘草 G A P 研究与开

发
”

项 目部采集并由中国医学科学院药用植物研究

所林寿全教授鉴定
。

表 1 甘草药材样品来源

T a b 1 S o u r c e o f R a d ix e t R h lz o m a G lyc yr r hi z a e s

am Ple s

编号

(人
0

.

)
止 、0 u r( 。、

)

种植方式

(
c u ltlv a tio n

, n o le。 )

采收 日期

(
。o lle 〔tl -

o :一: im e

)

流动相
: 乙睛

一 0
.

05 % 三氟乙酸溶液 ; 梯度洗脱
: 乙

睛
: 2 0 % (0 m in )一 4 0 % (5 m in )、5 0 % (10 m in ) ;

流速
: 0

.

5 m L
·

m in
一 ’ ; 检测

: D A D 检测器
,

2 5 4 n m ;

参考波长
: 5 0 0 n m ;波长宽度

: 16 n m
。

2
.

2 样品溶液制备 样品经切片机切片
、

粉碎机粉

碎
,

过 60 目筛后置干燥器中备用
。

所有样品在使用

前均在烘箱中 60 ℃ 下烘 巧 h
,

取出置干燥器中冷却

至室温备用
。

取甘草粉末样品 0
.

25 9
,

精密称定
,

置

于 25 m L 量瓶中
,

加人 80 ℃热水 20 m L
,

超声 (功率

13 3 w
,

频率 5 9 kH z
)提取 l h

,

冷却至室温
,

定容 ;

12 0 7 0 :
·

m in
一 ’

离心 2 0 m in
,

提取上层离液
,

过 0
.

4 5

林m 微孔滤膜后即得
。

2
.

3 精密度试验 取 1 号甘草样品溶液连续进样

5 次
,

甘草酸峰面积的 R S D 为 1
.

2 %
,

其他峰面积的

R S D 均 小 于 1
.

5 %
,

甘 草 酸保 留 时 间 的 R SD 为

1
.

3 %
,

其他峰保留时间的 R S D 小于 2
.

0 %
。

2
.

4 重复性试验 制备 1 号甘草样品溶液 5 份
,

进

样测定
,

甘草 酸峰面积的 R SD 为 1
.

3 %
,

其他峰 面

积的 R SD 均小于 2
.

0 %
,

甘草酸保留时间的 R SD 为

1
.

5 %
,

其他峰保留时间的 R S D 小于 2
.

0 %
。

2
.

5 稳定性试验 取 1 号甘草样 品溶液
,

每隔 l d

进样 1 次
,

连续 s d
,

甘草酸峰面积的 R SD 为 1
.

5 %
,

其他峰面积的 R SD 均小于 2
.

0 %
,

甘草酸保留时间

的 R SD 为 1
,

5 %
,

其他峰保 留 时 间的 R S D 小 于

2
.

0 %
。

2
.

6 样品测定 19 个甘草药材样品按照
“ 2

.

2 ”

方法制

备样品溶液并进样
,

即得相应的 H PLC 色谱图
,

典型的

色谱图或数据如 l 号甘草药材的色谱图
,

见图 1 一 B 所

示
,

本实验所得色谱图均未扣除仪器噪音和本底
。

3 数据处理与结果讨论

3
.

1 特征变量的提取

本实验中甘草药材色谱图由 H PLC 数据采集系

统获得
,

将其导人到 E X CE L 软件中
,

可得 24 00 多个

二维数据点
,

为方便数据处理
,

考虑对色谱图进行压

缩校正
,

提取出相应的特征变量
。

由于甘草酸是甘

草药材的主要成分和特征指标
,

通常可用来评价甘

草药材的质量〔S J
,

而每张色谱图中的甘草酸 (最大

峰 )的保留时间值略有差异
,

在特征变量提取前需

要对整个保留时间尺度做一个校正
,

使甘草酸于同

一时间出峰
。

方法
: (1 )

.

对每个甘草药材色谱图的每个二维

数据点
,

保持纵轴信号强度值不变
,

将横轴保留时间

值均乘上校正系数 m (m = 对t
,

万是所有甘草药材 色

谱图中甘草酸保留时间的平均值
,

本实验取接近值
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甘草酸对照品
,

内蒙古亿利科技实业股份有 限

公司李秉经理提供
,

纯度为 80 %
,

由 50 % 乙醇溶液

配制
,

浓度为 2 50 此
·

m L
一 ’

的对照品溶液
。

A g ile n t 1 10 0 H pLC 仪 (美国安捷伦公司
,

包括

输液泵
、

脱气装置
、

自动进样装置和 D A D 检测器 ) ;

MIK R O 2 2 R 冷冻 离 心 机 (德 国 H e ttie h 公 司 ) ;

SK3 20 OLH 超声波清洗器 (上海科导超声仪器有 限

公司) ; LD 一 101 B 型方形调节式中药切 片机 (中国

温岭市大海药材机械厂 ) ; LD 一 O6 A 型高速中药粉

碎机 (中国温岭市大海药材机械厂 )
。

2 实验方法

2
.

1 色谱分析条件 [ 4 」色谱柱
:
份

o m a s il K R loo 一 5

e
,、

(1 5 0 m m x 4
.

6 m m ) ;柱温
:
室温 ;进样量

: 15 林L :
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聚为第二类别
,

表 明 1 一 8 号甘草药材样 品较为相

似 ; 19 号甘草药材样品独聚为第三类别
,

3 个类别体

现了甘草药材不同产地
、

不同植物种 以及不同种植

方式的品质差异
。

就种植方式而言
,

第二类别 中 1

及 2 号新疆人工甘草药材
、

3 及 4 号新疆野生甘草

药材
、

5 及 6 号河北人工甘草药材各 自先聚成类
,

以

及第一类别中 n 号内蒙人工甘草药材
、

13 号陕西

人工甘草药材和 巧 号甘肃人工甘草药材为同一 小

类
,

表明种植方式的不同对 甘草 药材 品质的相似性

评价有重要影响 ;虽然新疆的 4 种甘草药材与 4 种

胀果 甘草药材存在明显的差异
,

但是新疆产地的 4

种胀果甘草药材在聚类图中分布较为零散
,

野生甘
-

草药材与人工甘草药材在 聚类图中也未完全分开
,

这可能与中药化学成分的复杂性与模糊性有关
。
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对照 品溶液 (A )
、

1 号新疆布尔津甘草色谱图

经压缩校正前(B) 及压缩校正后 (C) H PLC 色谱图

Fig 1 H p LC e hro m a to盯a m s o f2 5 0 协g
·

m L
一 1 r efe

r e n e e s u b
s tan

e e so lu
-

tio n

(A )
,

lh e o rig in al H PLC
e
hro m

a to

脚 m (B ) a n d th e e o rr e e te d H PLC

ehro n l at o盯a m (C ) o f th e N
〔,

.

1 B u , e l

jin g X in jia n g CI, 1》了r人七a u ra lens is

l饭s e
h

-

1
.

甘草酸(gl yo yrrh iz ie a e id )

为 9
.

9 mi
n ,

t 为所选甘草药材色谱图中甘草酸 的保

留时间值 )
,

使甘草药材色谱图中甘草酸 (最大峰 )

的保留时间为统一值 (9
.

9 m in ) ; (2 )
.

以校正后 的

横轴保留时间值作为参照
,

从 0 m in 开始
,

至 14 m in

结束
,

计算每 0
.

0 4 m in 内相应数据点纵轴信号强度

的平均值
,

计算出 3 25 个平均值
,

每个平均值即为一

个特征变量 ; 3
.

从 0 m in 开始
,

至 14 m in 结束
,

每隔

0
.

04
,
ni n
对应一个特征变量作图

,

即得压缩校正后

的甘草药材 色谱图
,

校正后每个色谱图含有 3 25 个

特征变量
,

1 号 甘草药材样 品压缩校正前后色谱图

如图 l 所示
,

可 以看 出无明显差异
。

19 个甘草药材样品的色谱图经压缩校正后
,

可

得到维数为 3 25 x lg 的特征变量数据矩阵 X
,

供聚

类分析和 PLS 建模使用
。

3
.

2 聚类分析研究

结合特征变量数据矩 阵 x
,

采用相关系数法 L6 1

对 甘草药材样 品进行相似性评价
,

聚类分析结果如

图 2 所示
,

19 个不 同来源甘草药材样品聚为 3 个类

别
,

9 一 18 号甘草药材样品聚为第一类别
,

表明 9 -

18 号 甘草药材样品较为相似 ;l 一 8 号甘草药材样品

图 2 聚类分析树状图

F ig 2 D
e n dl ie d

ra w in g o
f

e
lu

st e r in g an al ys is

3
.

3 分类模型研究

鉴于植物来源
、

生长方式对甘草药材品质的相

似性评价均有影响
,

而用直接观察指纹图谱方法
,

发

现不 同植物种
、

不同种植方式 的甘草药材的指纹图

谱十分相似
,

难以分辨
,

故采用 PLS 方法对不 同植

物种
、

不同种植方式甘草药材做进一步 的模型分类

研究
。

PLS 法是一种数据
“

软
”

建模的稳健统计方

法
,

通常用于数据探索性分析
,

尤其当解释变量个数

多
、

样本量少时很有效 L7
」 ,

本实验有 19 个甘草药材

样品
,

3 25 个数据变量
,

可采用 PLS 方法分析并建立

回归模型
: y 二 x 俘

,

日为回归系数
,

根据回归模 型对

甘草药材样品的预报值来判别甘草药材类别
。

方法
:

先根据
一

甘草药材样品的不 同类别构造 目

标变量矩阵 y
,

对于 y 中元素
,

如果样本属于第一类

别
,

则取 1
,

若属第二类则取 2
,

将 y 与变量矩阵 X 进

行 PLS 正交分解
,

由第一
、

第二正交分量构成判别

平 面分类 图 {8 { ,

并采用使预报残差平方和值 (Pr e -

d ie tio n su m o f s q u a r e s ,

p R E S S 值 )最低或接近最低的
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隐变量个数建立 回归模型
,

PR E SS 值越小
,

表示模

型的预报能力越强
,

根据 回归模型对甘草药材样品

的预报值来判别甘草药材类别
,

如果预报值接近 1
,

则样品属于第一类别
,

如果预报值接近 2
,

则样品属

于第二类别 Lg
,

’()J
。

3
.

3
.

1 不同植物种甘草药材的模型分类

取甘草为第一类别
,

胀果甘草为第二类别
,

构造

不 同植物种甘草药材 的 目标变量矩阵
4

Y
,

(表 2 )
,

将

Y卫

与数据矩阵 X 进行 PLS 回归分析
,

由第一
、

第二

正交分量 PLS
一 t , 、

PLS
一 tZ

,

得 出不同植物种甘草药

材 的判别分类图 (图 3 )
,

采用使 PR ESS 值为 0
.

368

(最低值)的 8 个隐变量建立回归模型
,

并计算出各

个样品的模型预报值 叭
’

(表 2 )
。

彗

PLS一 tl

观察图 3
,

甘草与胀果甘草分类较为清晰 ; 观察

Y
, ‘ ,

卜 巧 号甘草药材样品预报值均接近 1
,

判断为

第一类别甘草
,

16 一 19 号甘草药材样品预报值接近

2
,

判断为第二类别胀果甘草
,

判别类别与实际类别

一致
,

可见不同植物种甘草药材 的回归模型的分类

准确率为 10 0 %
。

3
.

3
.

2 不同种植方式甘草药材 的模型分类

取野生甘草药材为第一类别
,

人工甘草药材为

第二类别
,

同法构造不同种植方式甘草药材的 目标

变量矩阵 玖 (表 3 )
,

将 玖 与数据矩阵 X 进行 PLS

回归分析
,

由第一
、

第二正交分量 PLS
一 t 、

、

PLs
一 tZ

同样得出不同种植方式甘草药材 的判别分类图 (图

4 )
,

采用使 PR E SS 值为 0
.

10 5 (最低值 )的 8 个隐变

量建立回归模型
,

并计算出各个样品的模型预报值

玖
‘

(表 3 )
。

表 3 不同种植方式甘草药材的模型分类
T a b 3 T he m o d e l e las s沂ca tio n o n R a d ir e t

R h iz om
a G lye y r rhi za e o f di ffe

r en t cu lti v a ti o n m o d e s
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’

判别类别
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图 3 不同植物种甘草药材的 PL S 模式识别分类图

Fig 3 T h e d i
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r e
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.
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。

B
a t

.
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表 2 不同植物种甘草药材的模型分类

T a b 2 T h e m o d e l d a ss in ca tio n o n

R a d ix e t R h iz o m a G ly e yr r hi z a e o f d i月随re n t s Pe e i es

样品编号 目标变量 y . 模型预报 Y .
‘

判别类别

(
sa m P le (

、l。「,e 。 。le rl t 一 ( lj re d i e t i o l

卜 ( d e 、e ri n lin a n t

N u
.

)
v

阴沮
, le 乍

’

一) 巾 r。、d l YI
’

) , s t ,It )

::

{)

::
, 1

.

野生甘草药材 ( w il、I R :Ld i x 。一 R I血
o n la ( ; lyo yrr lli z a e

) : 2
.

人工种植甘草药材

( t u ltiv a 一e d R a 、li x e L R lli z o , : la C lye yrr j、iz a e )

观察图 4
,

人工甘草药材与野生甘草药材分类

较为清晰 ; 观察 玖
‘ ,

其中 3
,

4
,

8
,

10
,

12
,

14 以及 16

一 19 号甘草药材样品预报值接近 1
,

判断为第一类

别野生甘草药材
,

其余样 品预报值接近 2
,

判断为第

二类别人工种植甘草药材
,

判别类别同样与实 际类

别一致
,

可见不同种植方式甘草药材的 回归模型的

分类准确率同样为 100 %
。
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PL S一 t 飞

图 4 不同种植方式甘草药材的 P璐模式识别分类图
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4 讨论

本文通过 H PLC 分析方法快速获得 19 个不同

来源甘草药材样品 的色谱指纹 图谱
,

对色谱 图进

行压缩校 正
,

提取出 325 个特征变量用 于数据处

理和综合评价
,

采用 聚类分析和 PLs 建立分类模

型方法对问题进行分析研究
,

聚类分析结果表明
,

新疆产地的 4 种甘草药材与 4 种胀果甘草药材属

于不同的类别
,

存在较明显 的差异
,

种植方式的不

同对甘草药材 品质的相似性评价也有重要影响
,

但是新疆产地的 4 种胀果甘 草药材在聚类图中分

布较为零散
,

野生甘草药材与人工甘草药材在 聚

类图中也未完全分开
。

而采用 PLS 法建立分类模

型的研究表明
,

不同植物种
、

不同种植方式的甘草

药材较为清晰地区分开来 (见图 3
、

图 4 )
,

2 个回归

模型的分类准确率均为 1 0 0 %
,

表明 PLS 法能适合

样本个数较少
,

变量个数较多的数据解析
,

由于不

同类别甘草药材色谱指纹图十分相似
,

难以用肉

眼观察法进行分辨
,

而用 PLS 法建立分类模型 的

方法能很准确地将其分辨
,

因此
,

PLS 法建立分类

模型的方法能为不同中药样品的质量评价提供较

为可靠的分类方法
。
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