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基于灰色关联度的保元汤基准样品
抗氧化作用的谱效关系研究*
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[摘要] 目的：建立经典名方保元汤基准样品的HPLC指纹图谱，并分析其与体外抗氧化活性的关联性，建

立谱效关系，筛选与抗氧化活性相关的成分。方法：采集16批次保元汤基准样品的指纹图谱，在对照图谱相似度

评价均大于0.9的基础上建立多波长切换指纹图谱，结合聚类分析、主成分分析和正交偏最小二乘法判别分析

对指纹图谱数据进行化学计量研究；以1，1-二苯基-2-苦肼基自由基（DPPH）清除法评价保元汤基准样品的抗

氧化活性，通过灰色关联度法对16批次保元汤基准样品多波长切换指纹图谱共有峰与其抗氧化活性进行关

联性分析，综合评价筛选抗氧化活性成分。结果：建立保元汤基准样品HPLC双波长指纹图谱中，在203 nm下确

定15个共有峰，254 nm下确定3个共有峰，通过对照品指认出其中8个化合物；建立的多波长切换指纹图谱含有

18个共有峰，聚类分析等结果显示，样品大致可分为2类，共有峰F6、F3、F1、F2和F15所对应的化合物为主要差异

成分；抗氧化实验结果表明各批次基准样品均显示出较好的抗氧化活性且与浓度呈正相关，其中批次S8的抗氧

化活性最强；综合灰色关联分析和综合评分结果，共有峰F15、F7、F9、F4和F5所对应的化合物可能是表征保元

汤抗氧化活性的重要成分。结论：建立的保元汤基准样品HPLC指纹图谱可用于其质量评价，谱效关系研究对于保

元汤质量标志物筛选及质量控制具有重要的参考价值。
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Study on Spectrum-Effect Relationship of Anti-Inflammation of Baoyuan

Decoction (保元汤) Based on Gray Correlation Analysis

[Abstract] Objective: A spectrum -activity relationship is established with the high -performance liquid

chromatography (HPLC) fingerprint of the famous classical formula Baoyuan Decoction (BYD) and the in vitro

antioxidant activity, to screen the components related to antioxidant activity by combining them with spectral

effect relationship analysis. Methods: The HPLC method was used to establish the fingerprints of 16 batches of

BYD benchmark samples, and the multi-wavelength switching fingerprints were established based on the similarity

evaluations of the control fingerprints, which were all greater than 0.9. And the fingerprint data were combined

with the cluster analysis, principal component analysis, and least-square two analysis to conduct the stoichiometric

study. The antioxidant activities of BYD were evaluated by the DPPH radical scavenging methods. The correlation

analysis of the 16 batches of BYD common peaks with their antioxidant capacity indexes was carried out by

the gray correlation method to comprehensively evaluate the screened active ingredients. Results: In the

dual-wavelength fingerprints of BYD, 15 peaks were identified at 203 nm, and 3 peaks were identified at 254 nm.

A total of 8 compounds were recognized by the control, and the multi-wavelength switching fingerprints of BYD

contained 18 peaks. The results of the cluster analysis showed that the samples could be roughly divided
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保 元 汤 方 剂 出 自 明 朝 孙 志 宏 所 著 《 简 明 医 彀 》 [1]， 由 人 参 、

黄 芪 、 甘 草 、 肉 桂 和 生 姜 五 味 药 材 组 成 ， 可 大 补 元 气 ， 治 疗 元

气 虚 弱 证 。 保 元 汤 收 录 于 国 家 中 医 药 管 理 局 第 一 批 公 布 的 古

代 经 典 名 方 中 [2]。 目 前 对 保 元 汤 的 研 究 主 要 集 中 于 临 床 [3-4]、 药

理 活 性 [5-9]及 化 学 分 析 [10] 等 领 域 。 在 中 医 理 论 体 系 中 ， 气 是 生

命 动 力 [11]。 温 扶 元 气 通 脑 络 ， 充 养 脑 神 运 神 机 ， 可 以 达 到 延 缓

或 防 止 衰 老 的 目 的 。 现 代 药 理 研 究 表 明 ， 保 元 汤 所 含 人 参 皂

苷 [12]、 黄 芪 多 糖 [13]、 甘 草 黄 酮 [14]、 肉 桂 [15]及 生 姜 提 取 物 [16] 等 化 学

成 分 均 具 强 抗 氧 化 作 用 ， 能 够 对 抗 自 由 基 损 害 ， 有 效 预 防 由

氧 化 应 激 导 致 的 氧 化 损 伤 ， 从 而 延 缓 衰 老 。 已 有 研 究 者 运 用

体 外 实 验 证 明 ， 保 元 汤 可 降 低 自 由 基 引 起 的 脂 质 过 氧 化 ， 对 大

鼠 海 马 神 经 元 氧 化 应 激 损 伤 具 有 保 护 作 用 [17]， 表 现 出 一 定 的 抗 氧

化 活 性 ， 但 整 方 发 挥 抗 氧 化 作 用 的 物 质 基 础 尚 不 明 确 。

中 药 指 纹 图 谱 能 较 为 全 面 地 表 达 中 药 复 方 中 复 杂 的 化

学 成 分 信 息 ， 但 其 表 征 的 化 学 成 分 不 全 是 有 效 成 分 ， 且 未 与 药

效 相 关 联 ， 具 有 一 定 的 局 限 性 [18]。 谱 效 关 系 是 将 中 药 指 纹 特 征

峰 与 药 效 学 数 据 相 关 联 ， 阐 明 各 成 分 对 药 效 的 贡 献 率 ， 从 而

探 究 与 药 效 相 关 的 有 效 物 质 ， 筛 选 有 效 活 性 成 分 群 。 从 “ 整 体

观 念 ” 阐 明 中 药 的 质 量 标 志 物 [19]， 有 助 于 深 入 阐 明 HPLC 指 纹

图 谱 特 征 与 药 效 之 间 的 相 关 性 。 本 研 究 建 立 保 元 汤 的 HPLC 指

纹 图 谱 ， 以 期 为 保 元 汤 的 整 体 质 量 评 价 提 供 参 考 方 法 ； 通 过

DPPH 清 除 法 ， 对 16 批 次 保 元 汤 基 准 样 品 的 抗 氧 化 性 进 行 评

价 ， 应 用 灰 色 关 联 度 法 开 展 基 准 样 品 谱 效 相 关 性 研 究 ， 以 期 发

掘 保 元 汤 中 抗 氧 化 活 性 的 有 效 成 分 ， 为 后 续 质 控 标 准 的 确 定

及 药 效 物 质 研 究 奠 定 基 础 。

1 材 料

1.1 主要仪器 Agilent 1260 高 效 液 相 色 谱 仪 （ 美 国 Agilent

公 司 ） ； BSA224S 型 万 分 之 一 电 子 天 平 （ 德 国 赛 多 利 斯 公 司 ） ；

XS3DU 型 百 万 分 之 一 电 子 天 平 （ 瑞 士 Mettler Toledo 公 司 ） ； 酶

标 仪 （ 瑞 士 Tecan 公 司 ） ； TD4 型 低 速 离 心 机 （ 上 海 卢 湘 仪 仪 器

有 限 公 司 ） ； LGJ-30FD型 真 空 冷 冻 干 燥 机 （ 北 京 松 源 华 兴 科 技

发 展 有 限 公 司 ） ； ProElut C18-U 500 mg/6 mL 30/pk C18型 固 相

萃 取 小 柱 （ 中 国 迪 马 科 技 有 限 公 司 ） 。

1.2 试剂 1,1- 二 苯 基 -2- 苦 肼 基 自 由 基 （ DPPH， 上 海 源 叶

生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： S30629） ； 抗 坏 血 酸 VC（ 西 陇 化 工 股

份 有 限 公 司 ， 批 号 ： 2308012） 。 对 照 品 信 息 ： 人 参 皂 苷 Rg1（ 批

号 ： 110703-201832） 、 人 参 皂 苷 Rb1（ 批 号 ： 110704-201827） 、

人 参 皂 苷 Re（ 批 号 ： 110754-202129） 、 甘 草 苷 （ 批 号 ： 111610-

201607） 、 甘 草 酸 铵 （ 批 号 ： 110731-201720） 、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄

糖 苷 （ 批 号 ： 111920-201606） 、 6- 姜 辣 素 （ 批 号 ： 111833-

201806） 、 肉 桂 酸 （ 批 号 ： 110786-201604） 、 桂 皮 醛 （ 批 号 ：

110710-201821） 、 人 参 皂 苷 Rf（ 批 号 ： 111719-201806） 均 购 自

中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ， 以 上 对 照 品 含 量 均 跃92% 。 甲 醇 为

色 谱 纯 ， 购 自 美 国 默 克 ， 其 他 试 剂 均 为 分 析 纯 。

1.3 样品信息 保 元 汤 基 准 样 品 制 备 所 用 药 材 均 购 自 道 地

产 区 或 主 产 区 ， 由 江 西 和 盈 药 业 有 限 公 司 提 供 。 （ 见 表 1）

表 1 16批保元汤基准样品药材配伍产地来源

人 参 黄 芪 甘 草 肉 桂

产 地 批 号 产 地 批 号 产 地 批 号 产 地 批 号

S 1 吉 林 A 0 7 2 5 - 2 1 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 2 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 4 广 西 1 8 0 7 0 2

S 2 吉 林 A 0 7 2 5 - 1 9 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 4 广 西 1 8 0 7 0 4

S 3 吉 林 A 0 7 2 5 - 1 9 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 2 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 1 5 广 西 1 8 0 7 0 1

S 4 吉 林 A 0 7 2 5 - 4 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 1 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 4 广 西 1 8 0 7 0 5

S 5 黑 龙 江 A 0 7 2 5 - 1 4 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 1 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 1 5 广 西 1 8 0 7 0 4

S 6 吉 林 A 0 7 2 5 - 4 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 1 5 广 西 1 8 0 7 0 2

S 7 吉 林 A 0 7 2 5 - 2 1 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 1 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 8 广 西 1 8 0 7 0 1

S 8 黑 龙 江 A 0 7 2 5 - 1 4 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 8 广 西 1 8 0 7 0 2

S 9 吉 林 A 0 7 2 5 - 2 1 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 7 广 西 1 8 0 7 0 4

S 1 0 吉 林 A 0 7 2 5 - 1 9 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 8 广 西 1 8 0 7 0 5

S 1 1 吉 林 A 0 7 2 5 - 4 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 7 广 西 1 8 0 7 0 1

S 1 2 吉 林 A 0 7 2 5 - 2 1 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 1 5 广 西 1 8 0 7 0 5

S 1 3 吉 林 A 0 7 2 5 - 4 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 2 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 8 广 西 1 8 0 7 0 4

S 1 4 吉 林 A 0 7 2 5 - 1 9 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 1 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 7 广 西 1 8 0 7 0 2

S 1 5 黑 龙 江 A 0 7 2 5 - 1 4 甘 肃 2 0 1 7 1 2 0 4 内 蒙 古 1 8 0 7 2 5 - 4 广 西 1 8 0 7 0 1

S 1 6 黑 龙 江 A 0 7 2 5 - 1 4 内 蒙 古 2 0 1 8 1 2 0 2 宁 夏 1 8 0 7 2 5 - 7 广 西 1 8 0 7 0 5

2 方法与结果

2.1 色谱条件 色 谱 柱 ： Agilent ZORBAX-C18 （ 250.0 mm伊

4.6 mm， 5.0 滋m） ； 流 动 相 为 乙 腈 （ A） -0.1% 磷 酸 水 溶 液 （ B） ， 梯

度 洗 脱 程 序 为 ： 0~5 min， 14%寅17%A ； 5~12 min， 17%寅19%A ；

12~59 min， 19%寅25%A ； 59~75 min， 25%寅30%A ； 75~120 min ，

30%寅47%A 。 流 速 ： 1 mL/min ； 进 样 量 ： 10 滋L； 柱 温 ： 25 益 ； 检

测 波 长 ： 203 nm、 254 nm。

2.2 溶液的制备

2.2.1 基 准 样 品 制 备 称 取 人 参 3.73 g， 黄 芪 7.46 g， 甘 草 1.87 g，

into 2 groups, and that the compounds corresponding to the common peaks F6, F3, F1, F2 and F15 were the

main difference components. The results of the antioxidant experiment showed that all batches of benchmark

samples exhibited good antioxidant activity and that the antioxidant activity was positively correlated with con原

centration. In particular。 S8 showed the strongest antioxidant activity. Combining the results of gray correlation

analysis and comprehensive scoring, the compounds corresponding to the common peaks F15, F7, F9, F4, and

F5 may be the most important components in characterizing the antioxidant activity of BYD. Conclusion: The

HPLC fingerprints of BYD can be used for the quality evaluation of the formula, and the study of the spectral

effect relationship to its antioxidant activity provides a reference for the Q-marker screening and quality con原

trol of BYD.

[Keywords] Baoyuan decoction; famous classical formula; fingerprinting; spectrum -effect relationship;

antioxidant; gray correlation analysis
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肉 桂 0.75 g， 生 姜 3.00 g， 置 于 陶 罐 中 。 （ 1） 一 煎 ： 加 水 300 mL浸 泡

30min， 电 磁 炉 加 热 ， 先 武 火 煎 煮 约 6 min， 再 文 火 煎 煮 约 12 min，

用 两 层 200 目 尼 龙 布 过 滤 ； （ 2） 二 煎 ： 加 水 225 mL， 武 火 煎 煮 约

3 min， 再 文 火 煎 煮 约 8min， 过 滤 ； （ 3） 制 备 ： 合 并 两 次 煎 液 ， 70益

减 压 浓 缩 后 得 稠 膏 ， -50 益 冷 冻 真 空 干 燥 72 h ， 收 集 粉 末 ， 即

得 保 元 汤 基 准 样 品 。

2.2.2 供 试 品 溶 液 制 备 [20] 取 基 准 样 品 约 0.5 g ， 精 密 称 定 ，

置 于 具 塞 锥 形 瓶 中 ， 精 密 加 入 50% 甲 醇 10 mL ， 超 声 45 min ，

4 000 r/min 离 心 10 min 。 吸 取 上 清 液 加 载 于 C18 固 相 萃 取 小 柱

上 ， 依 次 用 10 mL双 蒸 水 、 15%甲 醇 洗 脱 杂 质 ， 最 后 用 甲 醇 洗 脱

收 集 并 定 容 至 5 mL， 摇 匀 过 滤 ， 即 得 。

2.2.3 对 照 品 溶 液 制 备 分 别 取 人 参 皂 苷 Rg1、 人 参 皂 苷 Re、

人 参 皂 苷 Rb1、 人 参 皂 苷 Rf、 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 甘 草 苷 、 甘

草 酸 铵 、 6- 姜 辣 素 对 照 品 适 量 ， 精 密 称 定 ， 加 甲 醇 溶 解 并 稀 释

至 刻 度 ， 制 成 质 量 浓 度 分 别 为 66.0 、 356.0 、 580.0 、 354.0 、

332.0 、 404.8 、 402.8、 223.2 滋g/mL的 混 合 对 照 品 溶 液 。

2.3 方法学考察 精 密 度 实 验 : 取 基 准 样 品 ， 按 “ 2.2.2” 项 下

制 备 供 试 品 溶 液 ， 按 “ 2.1 ” 项 下 色 谱 条 件 连 续 进 样 6 次 ， 各 共 有

峰 相 对 保 留 时 间 （ RRT） 和 相 对 峰 面 积 （ RPA） 的 值 均 约

3.0%， 表 明 仪 器 精 密 度 良 好 。

重 复 性 考 察 ： 取 同 一 批 次 基 准 样 品 ， 按 “ 2.2.2 ” 项 下 制 备

6 份 样 品 溶 液 ， 按 “ 2.1” 项 下 条 件 进 样 ， 各 共 有 峰 RRT， RPA 的

值 均 约3.0%， 表 明 该 方 法 重 复 性 良 好 。

稳 定 性 考 察 ： 取 基 准 样 品 ， 按 “ 2.2.2 ” 方 法 制 备 样 品 溶 液 ，

按 “ 2.1 ” 项 下 条 件 ， 分 别 于 0 、 6、 12 、 18、 24 、 30 h 进 样 测 定 ， 各 共

有 峰 RRT， RPA的 值 均 约3.0%， 表 明 样 品 的 稳 定 性 良 好 。

2.4 HPLC指纹图谱建立及共有峰的指认 取 保 元 汤 基 准 样

品 （ S1耀16） ， 按 “ 2.2.2” 项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液 ， 按 “ 2.1 ” 项 下

条 件 进 样 。 将 结 果 图 谱 导 入 “ 中 药 色 谱 指 纹 图 谱 相 似 度 评 价

系 统 ” （ 2012 版 ） ， 以 样 品 S1 的 色 谱 图 为 参 照 ， 构 建 203 nm 和

254 nm 双 波 长 的 保 元 汤 物 质 基 准 叠 加 指 纹 图 谱 及 生 成 的 对

照 图 谱 。 （ 见 图 1耀3） 结 果 在 203 nm下 共 标 定 15个 共 有 峰 ， 254 nm

下 共 标 定 4 个 共 有 峰 。 经 与 混 合 对 照 品 溶 液 比 对 ， 指 认 其 中

8 个 成 分 。 （ 见 图 4） 以 6 号 色 谱 峰 为 参 照 峰 ， 计 算 各 共 有 峰 的

RRT 与 RPA 及 值 ， 并 对 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 的 指 纹 图 谱

进 行 相 似 度 计 算 。 结 果 各 共 有 峰 RRT 的 值 为 0.102%~

0.392% ， 表 明 不 同 产 地 药 材 共 有 峰 出 峰 时 间 较 稳 定 ， 各 批 样

品 的 指 纹 图 谱 与 对 照 指 纹 图 谱 两 个 波 长 下 的 相 似 度 均 跃0.9， 表

明 各 产 地 药 材 的 质 量 相 对 稳 定 。 而 各 共 有 峰 RPA 的 值 为

28.19%耀67.06% ， 说 明 不 同 产 地 药 材 指 纹 图 谱 中 的 相 对 峰 面

积 存 在 差 异 ， 各 化 学 成 分 含 量 有 一 定 差 异 。

图 1 16批保元汤基准样品 HPLC指纹图谱 （203 nm）

图 2 16批保元汤基准样品 HPLC指纹图谱 （254 nm）

图 3 保元汤基准样品对照指纹共有模式图

注：1.毛蕊异黄酮葡萄糖苷；2.甘草苷；4.人参皂苷Rg1；

5.人参皂苷Re；7.人参皂苷Rf；9.人参皂苷Rb1；16.甘草酸铵；

18.6-姜辣素。

图 4 混合对照品溶液色谱图

2.5 化学模式识别分析

2.5.1 多 波 长 切 换 指 纹 图 谱 的 建 立 根 据 “ 2.4” 项 下 结 果 ， 选

取 0~20 min， 254 nm； 20~88 min， 203 nm； 88~93 min， 254 nm；

93~120 min ， 203 nm作 为 多 波 长 切 换 指 纹 图 谱 的 分 析 条 件 ， 在

该 条 件 下 确 立 18个 共 有 峰 。

2.5.2 聚 类 分 析 将 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 多 波 长 切 换 指 纹

图 谱 的 18 个 共 有 峰 峰 面 积 导 入 SIMCA14.1 软 件 进 行 聚 类 分

析 ， 横 坐 标 为 样 品 编 号 、 纵 坐 标 为 样 品 点 间 距 离 。 结 果 显 示 距

离 为 40 时 ， 16 批 样 品 可 分 为 2 类 ， 表 明 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 的

成 分 特 征 存 在 一 定 差 异 。 （ 见 图 5）

图 5 16批保元汤基准样品聚类树状图
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2.5.3 主 成 分 分 析 （ principal component analysis， PCA） 以 16批

保 元 汤 基 准 样 品 多 波 长 切 换 指 纹 图 谱 的 18 个 共 有 峰 峰 面 积

作 为 变 量 ， 导 入 SPSS Statistics 23 进 行 主 成 分 分 析 ， 分 析 相 关

信 息 及 碎 石 图 ， 提 取 特 征 值 >1 的 5 类 主 成 分 ， 累 积 方 差 贡 献 率

为 82.767% ， 表 明 提 取 的 前 5 类 主 成 分 能 够 代 表 保 元 汤 基 准 样

品 指 纹 图 谱 共 有 峰 中 的 绝 大 多 数 信 息 ， 可 作 为 评 价 保 元 汤 基

准 样 品 的 依 据 之 一 。 （ 见 表 2~3 、 图 6） 以 绝 对 值 为 依 据 ， 主 成 分

因 子 载 荷 矩 阵 反 映 了 各 变 量 对 主 成 分 的 贡 献 大 小 ， 结 果 显

示 ， F4、 F6 、 F5 、 F2、 F8 、 F15 在 主 成 分 1上 有 较 高 的 载 荷 ， F3、 F6 、

F1 、 F2 在 主 成 分 2 上 的 载 荷 量 最 大 ， F11 、 F5 代 表 主 成 分 3 的 主

要 信 息 ， F17 在 主 成 分 4 上 的 贡 献 最 大 ， F9 在 主 成 分 5 上 的 贡 献

最 大 。

将 以 上 变 量 导 入 SIMCA14.0 软 件 进 行 主 成 分 分 析 ， 从 得

分 图 可 知 ， 样 品 可 大 致 分 为 2 类 ， 与 聚 类 分 析 结 果 一 致 。 说 明

不 同 批 次 的 保 元 汤 基 准 样 品 在 化 学 成 分 含 量 上 存 在 一 定 差

异 。 （ 见 图 7）

表 2 主成分特征值及方差贡献率

主 成 分 类 初 始 特 征 值 方 差 贡 献 率 /% 累 积 方 差 贡 献 率 /%

玉 5.127 28.482 28.482

域 4.330 24.055 52.537

芋 2.869 15.936 68.473

郁 1.375 7.639 76.112

吁 1.198 6.655 82.767

表 3 因子载荷矩阵

成 分

1 2 3 4 5

F4 0.865 0.185 -0.340 -0.080 -0.179

F6 0.848 -0.428 0.190 0.061 -0.127

F5 0.835 0.121 -0.048 0.327 0.112

F2 0.830 -0.356 -0.246 0.062 -0.041

F8 0.524 0.359 -0.357 0.443 -0.068

F13 0.463 0.800 -0.016 -0.235 0.117

F10 0.48 0.795 0.006 -0.032 0.178

F1 0.368 -0.783 -0.028 -0.318 0.155

F12 -0.358 0.772 0.091 -0.203 -0.19

F3 0.574 -0.719 0.005 -0.236 0.181

F7 0.534 0.688 -0.154 -0.242 -0.154

F18 0.339 0.481 0.196 -0.106 0.440

F11 0.129 0.168 0.770 0.119 -0.544

F15 0.590 0.016 0.712 -0.011 -0.135

F14 0.372 -0.186 0.697 0.046 0.237

F17 -0.193 0.246 0.654 -0.149 0.513

F16 0.021 -0.107 0.609 -0.158 -0.318

F9 -0.148 0.052 0.266 0.819 0.201

图 6 碎石图

图 7 16批保元汤基准样品的 PCA得分图

2.5.4 正 交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析 （ OPLA-DA） 为 进 一 步

寻 找 不 同 批 次 保 元 汤 对 质 量 影 响 的 差 异 性 变 量 ， 采 用 OPLS-DA

模 型 进 行 分 析 。 将 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 的 18 个 共 有 峰 的 峰 面

积 导 入 SIMCA14.1 进 行 OPLS-DA 处 理 ， 结 果 表 明 样 品 差 异 明

显 ， 分 布 在 轴 两 侧 ， 16 批 样 品 共 分 为 2 类 ， 与 聚 类 分 析 结 果 吻

合 。 （ 见 图 8） 在 该 模 型 下 R2X 为 0.521 ， R2Y 为 0.955， 模 型 预 测 指

数 Q2为 0.912 ， 均 大 于 0.5 表 明 该 模 型 具 有 较 好 预 测 能 力 。 经 过

200次 置 换 检 验 ， 如 图 9 所 示 ， Q2回 归 线 与 纵 轴 的 相 交 点 小 于 0 ，

表 明 该 稳 定 有 效 ， 不 存 在 过 拟 合 现 象 [21]， 可 用 于 保 元 汤 基 准 样

品 差 异 标 志 物 的 筛 选 。 为 进 一 步 筛 选 出 导 致 16 批 保 元 汤 基 准

样 品 产 生 差 异 的 成 分 ， 通 过 提 取 OPLS-DA 模 型 中 18 个 变 量 的

重 要 值 ， 以 VIP跃1 为 标 准 ， 筛 选 差 异 组 分 。 （ 见 图 10） 结 果 共 找

到 5 个 差 异 标 志 物 ， 分 别 为 6 号 峰 、 3 号 峰 、 1 号 峰 （ 毛 蕊 异 黄 酮

葡 萄 糖 苷 ） 、 2 号 峰 （ 甘 草 苷 ） 、 15 号 峰 。 这 5 个 峰 是 引 起 不 同 批

次 样 品 之 间 产 生 差 异 的 主 要 变 量 。

图 8 16批保元汤基准样品 OPLS-DA得分图

项 目
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图 9 OPLS-DA模型的置换检验图

图 10 保元汤基准样品的 OPLS-DA的 VIP值

2.6 抗氧化活性考察

2.6.1 供 试 品 制 备 按 照 “ 2.2.2” 项 下 方 法 制 备 样 品 溶 液 ， 分

别 吸 取 0.1、 0.2 、 0.4 、 0.6、 0.8 、 1.0 mL， 移 至 5 mL 量 瓶 中 ， 用 甲 醇

稀 释 并 定 容 ， 摇 匀 ， 制 成 不 同 质 量 浓 度 的 待 测 样 品 溶 液 。

2.6.2 DPPH溶 液 制 备 精 密 称 取 DPPH 3.95 mg， 用 无 水 乙 醇

将 其 溶 解 并 定 容 至 50 mL， 摇 匀 ， 即 得 DPPH溶 液 。

2.6.3 DPPH清 除 率 的 测 定 参 照 文 献 [22]， 按 以 下 方 法 进 行 测

定 ： 分 别 吸 取 100 滋L不 同 浓 度 的 待 测 液 与 等 体 积 DPPH 乙 醇 溶

液 混 合 ， 100 滋L 不 同 浓 度 的 待 测 液 与 等 体 积 无 水 乙 醇 混 合 ，

100 滋L 无 水 乙 醇 与 等 体 积 DPPH 乙 醇 溶 液 混 合 。 混 匀 并 室 温

避 光 静 置 30 min 后 ， 检 测 517 nm 处 的 吸 光 度 （ A 值 ） ， 其 值 分 别

为 A 1 、 A 2 、 A 0 。 以 VC 作 阳 性 对 照 ， 按 公 式 计 算 DPPH 清 除 率 =

1-
（ A 1-A 2）

A 0

。 并 通 过 SPSS Statistics20 处 理 后 计 算 半 数 抑 制

浓 度 （ IC50） 。 （ 见 图 11、 表 4）

表 4 抗氧化活性测定结果

样 品 IC50/（ mg/mL） 样 品 IC50/（ mg/mL）

VC 0.012 S9 14.540

S1 12.482 S10 13.045

S2 14.656 S11 16.146

S3 16.452 S12 11.055

S4 16.157 S13 13.735

S5 12.255 S14 16.421

S6 11.484 S15 14.548

S7 12.946 S16 14.958

S8 10.491

DPPH 清 除 实 验 显 示 ， 保 元 汤 基 准 样 品 均 展 现 出 一 定 的

抗 氧 化 活 性 ， 随 着 样 品 浓 度 的 增 加 ， 其 对 DPPH 自 由 基 的 清 除

能 力 也 逐 渐 上 升 。 其 中 ， 样 品 S8清 除 DPPH的 IC50为 10.941mg/mL ，

该 样 品 浓 度 为 20 mg/mL时 清 除 率 与 阳 性 对 照 物 VC0.02 mg/mL

浓 度 下 的 效 果 相 当 ； 样 品 S3 清 除 DPPH 的 IC50为 16.452 mg/mL，

其 清 除 率 相 对 较 低 。 通 过 对 不 同 批 次 的 保 元 汤 基 准 样 品

DPPH 的 IC50 值 排 序 ， 其 抗 氧 化 作 用 大 小 依 次 为 S8>S12>S6>

S5>S1>S7>S10>S13>S9>S15>S2>S16>S11>S4>S14>S3 。

2.7 保元汤指纹图谱与抗氧化活性间的灰色关联度分析 为 消

除 各 变 量 之 间 单 位 不 同 的 影 响 ， 用 均 值 化 法 对 原 始 数 据 进 行

无 量 纲 化 处 理 ， 将 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 清 除 DPPH 的 IC50值 作

为 母 序 列 ， 记 为 {X0(t)}。 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 多 波 长 切 换 图 谱

图 11 16批次保元汤基准样品清除 DPPH自由基活性

45



2025年2月第31卷第2期 February.2025 Vol.31 No.2

下 的 共 有 峰 峰 面 积 作 为 子 序 列 ， 记 为 {Xi(t)}。 在 t=k 时 （ k 为 峰

号 ） ， 计 算 母 序 列 与 子 序 列 的 关 联 系 数 浊(k)[23]。

驻0i（ k） =|X0（ k） |-Xi（ k） |（ 1臆i臆m）

浊（ k） =
驻min+籽驻max

驻0i（ k） +籽驻max
（ 驻min=0， 籽=0.5）

将 关 联 系 数 结 果 按 照 大 小 排 序 ， 则 为 关 联 度 。 若 色 谱 峰

的 关 联 度 >0.6， 则 认 为 其 与 药 效 有 相 关 性 ； 若 关 联 度 >0.8 ， 则

视 为 与 药 效 呈 高 度 相 关 [24]。

2.8 谱效相关性分析 依 据 关 联 度 的 大 小 ， 保 元 汤 基 准 样 品

多 波 长 切 换 指 纹 图 谱 中 18 个 共 有 峰 ， 清 除 DPPH 的 顺 序 为

F15>F7>F9>F4>F14>F11>F17>F16>F10>F5>F13>F8>F6>

F18>F12>F3>F2>F1， 关 联 度 在 0.700~0.917。 （ 见 表 5） 此 外 ， 通 过

结 果 可 知 F15 、 F7 、 F9 、 F4 和 F5 等 5 个 共 有 峰 排 序 靠 前 ， 与 主

成 分 分 析 中 主 成 分 1 所 包 含 的 主 要 峰 信 息 基 本 一 致 ， 表 明 这

些 共 有 峰 是 反 映 其 药 效 的 重 要 特 征 峰 ， 对 抗 氧 化 活 性 有 着 显

著 贡 献 。

表 5 16批保元汤基准样品共有峰与抗氧化活性的关联度

共 有 峰 关 联 度 关 联 序 共 有 峰 关 联 度 关 联 序

F1 0.700 18 F10 0.877 9

F2 0.716 17 F11 0.895 6

F3 0.738 16 F12 0.850 15

F4 0.911 4 F13 0.857 11

F5 0.872 10 F14 0.896 5

F6 0.853 13 F15 0.926 1

F7 0.917 2 F16 0.882 8

F8 0.857 16 F17 0.890 7

F9 0.916 3 F18 0.853 14

3 讨 论

3.1 指纹图谱研究 保 元 汤 化 学 成 分 复 杂 ， 紫 外 吸 收 特 征 各

异 ， 使 用 单 一 检 测 波 长 很 难 完 全 反 映 其 整 体 成 分 。 君 药 人 参

的 主 要 成 分 为 人 参 皂 苷 ， 其 吸 收 波 长 为 203 nm， 故 选 择 203 nm

作 为 第 一 检 测 波 长 ； 其 他 成 分 如 毛 蕊 异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 、 甘 草

苷 、 甘 草 酸 铵 、 6- 姜 辣 素 ， 在 254 nm 波 长 下 具 有 较 高 响 应 值 ，

且 基 线 较 平 稳 ， 因 此 补 充 254 nm 作 为 第 二 检 测 波 长 ， 建 立 双

波 长 指 纹 图 谱 。 在 双 波 长 指 纹 图 谱 的 基 础 上 ， 根 据 对 照 品 的

出 峰 时 间 建 立 多 波 长 切 换 指 纹 图 谱 ， 确 定 18 个 共 有 峰 进 行 化

学 模 式 识 别 分 析 。 16 批 保 元 汤 基 准 样 品 可 聚 为 2 类 ； 主 成 分 分

析 得 到 5 个 主 成 分 ， 累 积 方 差 贡 献 率 为 82.767% ； OPLS-DA 筛

选 出 5 个 主 要 差 异 贡 献 峰 ， 分 别 为 6 号 峰 、 3 号 峰 、 1 号 峰 （ 毛 蕊

异 黄 酮 葡 萄 糖 苷 ） 、 2 号 峰 （ 甘 草 苷 ） 、 15 号 峰 ， 提 示 在 后 期 研 究

中 应 重 点 关 注 这 5 个 主 要 差 异 成 分 的 含 量 变 化 。 处 方 中 肉 桂

用 量 小 ， 仅 有 0.75 g， 其 主 要 成 分 在 煎 煮 和 浓 缩 过 程 中 受 热 挥

发 ， 通 过 对 比 桂 皮 醛 、 肉 桂 酸 、 肉 桂 醇 的 对 照 品 图 谱 ， 在 保 元

汤 基 准 样 品 色 谱 图 中 均 未 发 现 相 关 峰 ， 故 未 能 在 指 纹 图 谱 中

指 认 到 。

3.2 抗氧化活性评价及谱效相关性分析 本 研 究 采 用 体 外

自 由 基 清 除 法 评 价 保 元 汤 基 准 样 品 抗 氧 化 活 性 。 实 验 结 果 显

示 ， 16 批 保 元 汤 清 除 DPPH 的 效 果 较 好 ， 且 呈 一 定 的 浓 度 依 赖

性 ， 其 中 S8 的 抗 氧 化 活 性 最 强 。

本 研 究 采 用 灰 色 关 联 度 分 析 法 ， 深 入 探 讨 保 元 汤 HPLC指

纹 图 谱 与 其 抗 氧 化 作 用 之 间 的 相 关 性 ， 并 以 关 联 度 作 为 评 价

指 标 ， 通 过 对 其 大 小 进 行 排 序 与 分 析 ， 确 定 各 特 征 峰 对 抗 氧

化 药 效 的 贡 献 大 小 。 研 究 结 果 表 明 ， 保 元 汤 基 准 样 品 的 抗 氧

化 活 性 与 多 波 长 切 换 图 谱 中 共 有 峰 的 关 联 度 大 部 分 都 达 到

0.8以 上 ， 充 分 说 明 保 元 汤 发 挥 抗 氧 化 活 性 是 多 成 分 共 同 作 用

的 效 果 。 综 合 分 析 关 联 度 和 主 成 分 分 析 结 果 ， F15 、 F4（ 人 参 皂

苷 Rg1） 、 F7（ 人 参 皂 苷 Rf） 、 F9（ 人 参 皂 苷 Rb1） 和 F5（ 人 参 皂 苷

Re） 可 能 是 反 映 其 抗 氧 化 活 性 的 重 要 特 征 色 谱 峰 ， 表 明 保 元

汤 中 抗 氧 化 活 性 的 成 分 主 要 集 中 在 君 药 人 参 中 ， 与 文 献 关 于

其 具 有 抗 氧 化 作 用 的 报 道 一 致 [25]。 本 研 究 将 保 元 汤 的 指 纹 图

谱 与 抗 氧 化 活 性 进 行 关 联 分 析 ， 通 过 筛 选 与 药 效 相 关 的 色 谱

峰 ， 可 为 保 元 汤 质 量 标 志 物 的 筛 选 、 确 定 质 控 指 标 及 后 续 药

效 研 究 奠 定 基 础 。
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