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化学模式识别结合指纹特征图谱与三萜酸含量测定探讨茯苓质量
与产地的关系
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摘要：目的 建立茯苓药材质量的综合评价方法并探讨其质量与产地的关系。方法 采用高效液相色谱（HPLC）
法获得茯苓药材稳定的化学指纹和定量分析数据，应用多种化学模式识别方法对特征指纹图谱进行综合判别分

析。结果 所收集的 27 批茯苓药材样品图谱与指纹图谱共有模式的相似度在 0.75~0.99 之间，云南产药材相似

度较高，聚类相对集中；而湖北和安徽产样品相似度相对偏低，且整体上偏离于云南产药材，聚为另一类。导

致化学面貌偏移和质量差别的标志性成分共有 8 个，包括定量分析的 3 个三萜酸。含量测定的结果表明，不同

产地药材所含三萜酸存在差异。结论 HPLC 指纹图谱结合化学模式识别，辅以定量分析方法，从多层面综合

获取茯苓药材的质量信息，体现了中医药学的整体观，可为提升茯苓药材的品质评价提供参考。
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Exploring the Relationship between Quality of Poria and Geographical Origins by Chemical Pattern
Recognition Combined with Characteristic Fingerprint and Content of Triterpene Acids
FENG Bingwei1，CHEN Shuna1，CHENG Qiuxiang1，ZHAN Jingjing1，ZHENG Dingsheng2，YANG Zhengjiang2，

XU Shunjun1，2，YANG Liu1，2（1. Zhuhai College of Science and Technology，Zhuhai 519041 Guangdong，China；
2. Yunnan Jinbi Pharmaceutical. Co.，Ltd.，Chuxiong 675499 Yunnan，China）
Abstract：Objective To establish the comprehensive evaluation method for the quality of Poria and discuss the
relationship between the quality and its producing areas. Methods The holistic chemical fingerprints and quantitative
analysis data of Poria were obtained by high performance liquid chromatography（HPLC）method，and a variety of
chemical pattern recognition methods were used for comprehensive discriminant analysis of fingerprint characteristics.
Results The similarities of the 27 batches of Poria were in the range of 0.75-0.99. Almost all batches of the herbal
drugs from Yunnan province showed good similarity and could be grouped together by hierarchical cluster analysis.
Comparatively， the similarities of samples from Hubei and Anhui provinces were lower and could be clustered
together based on the chemical information deviating from that of samples from Yunnan province. There were eight
markers causing above-mentioned chemical deviation and quality difference， including the three triterpene acids
determined in this study. Content determination results of samples showed contents of triterpene acids varied in
samples from different origins. Conclusion The HPLC fingerprinting combined with chemical pattern recognition and
quantitative analysis can facilitate acquiring and analyzing a variety of quality information of Poria， which is
consistent with the traditional theory of Chinese medicine. This study could provide a reference to improve the quality
evaluation of Poria.
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茯苓为多孔菌科真菌茯苓 Poria cocos（Schw.）
Wolf 的干燥菌核，具有利水渗湿、宁心安神和健脾

止泻的功效，是中医临床常用的中药材，其主要化

学成分为茯苓多糖和茯苓三萜 [1- 2]。药理研究 [3- 8]表

明，茯苓三萜酸具有广泛而突出的生物活性，是当

前用于表征茯苓质量和效应的重要指标。目前市场

流通的茯苓主要为栽培品种，且产地众多，资源分

散，气候和环境可在很大程度上影响植物次生代谢

产物的生物合成和积累，产地来源是影响药材质量

的关键因素之一 [9-11]。《中国药典》（2020 年版）仅采

用薄层色谱鉴别控制茯苓药材的质量，难以全面反

映其质量内涵[12] 。指纹图谱结合化学模式识别可对

化学指纹的数据信息进行矩阵式整合，准确反映药

材的质量差异，进而整体描述和合理评价其质

量[13-14] 。基于此，本研究建立茯苓化学成分的高效液

相色谱（HPLC）指纹图谱，并结合化学模式识别整体

评价茯苓药材的质量；筛选出影响其质量的差异标

志物，并以 HPLC 法测定其中 3 种差异标志三萜酸成

分的含量，旨在探讨其不同产地差异标志三萜酸的

含量规律，深入了解茯苓质量与产地的联系，为茯

苓药材的质量控制提供更为全面和可资借鉴的参考。

1 仪器与材料
224-1CN 万分之一电子天平（德国 Sartorius 公

司）；JP-100S 超声波清洗仪（深圳市洁盟清洗设备有

限公司）；HWS-26 电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪

器有限公司）；Thermo Scientific Sorvall Legend Micro
17R 微量离心机、Thermo Fisher UltiMate 3000 高效

液相色谱仪（美国 Thermo 有限公司）。去氢土莫

酸（批号：Q-105-190812）、猪苓酸 C（批号：Z-043-
190812）、去氢茯苓酸（批号：Q-073-190812）、茯苓

酸（批号：F-006-190813），成都瑞芬思生物科技有

限公司。茯苓三萜酸的化学结构式见图 1。乙腈为色

谱纯，其它试剂均为分析纯。收集不同产地的茯苓

共 27 批，编号 Y1~Y15 产自云南，Y16~Y22 产自安

徽，Y23~Y27 产自湖北，均由云南金碧制药有限公

司提供。

Keywords： Poria； triterpene acid； high performance liquid chromatography fingerprint； similarity analysis；
hierarchical cluster analysis；orthogonal partial least squares discrimination analysis

图 1 茯苓三萜酸化合物的结构

Figure 1 Structures of triterpene acids from Poria

a. 去氢土莫酸 b. 猪苓酸 C c. 去氢茯苓酸 d. 茯苓酸

2 方法与结果
2.1 茯苓 HPLC 指纹图谱方法的建立

2.1.1 色谱条件与系统适用性 色谱柱：Agilent
Eclipse XDB-C18 柱（150 mm×2.1 mm，5 μm）；流动

相：乙腈（A）-0.3%磷酸水（B），梯度洗脱[50%~43%
B（0~5 min）， 43% ~43%B（5~10 min）， 43% ~40%
B（10~12 min），40%~34%B（12~18 min），34%~5%
B（18~36 min）]；流速：0.4 mL·min-1；检测波长为

230 nm；柱温为 35 ℃；进样量为 10 μL。取对照品

溶液，按本色谱条件测定，理论塔板数按去氢土莫

酸计算应不低于 9 000。
2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取对照品去氢土莫

酸、猪苓酸 C、去氢茯苓酸以及茯苓酸适量于 10 mL
量瓶中，加甲醇稀释至刻度，制得质量浓度分别为

0.86、1.03、0.99、0.87 mg·mL-1的对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取茯苓粉末（过 5 号筛）约

2 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中。精密加入甲醇

40 mL，密塞，称定质量；超声处理 30 min，再称其
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质量，用甲醇补足减失的质量；摇匀，滤过，精密

吸取续滤液 20 mL，水浴蒸干，残渣用甲醇分次溶解

洗涤，转移至 1 mL 量瓶中，用甲醇稀释至刻度，

即得。

2.1.4 方法学考察

2.1.4.1 精密度试验 取茯苓样品（Y1 号），按“2.1.3”
项下方法制备供试品溶液，按照“2.1.1”项下色谱

条件连续进样 6 次，记录色谱图。以去氢土莫酸为

参照峰，计算得各共有峰相对峰面积的 RSD 均小于

3.0%，共有峰相对保留时间的 RSD 均小于 0.2%，表

明仪器精密度良好。

2.1.4.2 重复性试验取 同一茯苓样品（Y1 号）6 份，

按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按照“2.1.1”
项下的色谱条件分析，记录色谱图。以去氢土莫

酸（4 号峰）为参照峰，计算得各共有峰相对峰面积的

RSD 均小于 3.0%，共有峰相对保留时间的 RSD 均小

于 0.2%，表明方法重复性较好。

2.1.4.3 稳定性试验取 同一批茯苓样品（Y1 号），按

“2.1.3”项下方法进行制备供试品溶液，按照

“2.1.1”项下的色谱条件分别在 0、2、4、8、12、
24 和 48 h 进样，记录色谱图。以去氢土莫酸为参照

峰，计算得各共有峰相对峰面积的 RSD 均小于 3.0%，

共有峰相对保留时间的 RSD 均小于 0.3%，表明供试

品溶液在 48 h 内稳定性良好。

2.1.5 茯苓指纹图谱的建立以及相似度评价

2.1.5.1 茯苓指纹图谱的建立 取 27 批茯苓样品，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.1”项下

色谱条件依次进行测定，记录色谱图。将 27 批茯苓

样品色谱图结果依次导入 Chempattern 2017 Pro 数据

处理软件，采用中位数法，对各指纹图谱色谱峰进

行多点校正和特征峰匹配，以获得样本较稳定的特

征。对茯苓指纹图谱的共有特征峰进行化学指认，

通过与对照品比对，及结合紫外光谱，指认了其中

4 个色谱峰，分别为去氢土莫酸（峰 4）、猪苓酸C（峰 8）、

去氢茯苓酸（峰 12）、茯苓酸（峰 13）。27 批茯苓样品

HPLC 指纹图谱及其共有模式见图 2。
2.1.5.2 相似度评价 以共有模式指纹图谱作为参照

图谱，采用夹角余弦算法计算其相似度，结果见

图 3。27 批茯苓样品图谱与共有模式指纹图谱相似

度在 0.75~0.99 之间，其中云南产地的样品相似度均

较高，表明其质量较为稳定。整体化学面貌偏离于

共有模式的药材样品共有 4 批，安徽和湖北各 2 批

（相似度均低于 0.85）。安徽和湖北产地茯苓样品的

离散，主要源于 4 号峰（去氢土莫酸）异常升高、8 号

峰普遍偏低，以及 14 号峰含量较低或异常缺失，见

图 4。
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注：a. 27 批茯苓药材；b. 茯苓样品共有模式；c. 对照品溶液。4. 去
氢土莫酸；8. 猪苓酸 C；12. 去氢茯苓酸；13. 茯苓酸

图 2 茯苓样品高效液相色谱指纹图谱

Figure 2 HPLC chromatographic fingerprint of Poria
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图 3 27批茯苓样品相似度评价

Figure 3 Similarity result of twenty- seven batches of Poria
samples
2.1.6 化学计量学分析

2.1.6.1 主成分分析（PCA）与聚类分析（HCA） 将茯

苓样品色谱峰峰面积信息转换成不相关变量，经过

Pareto 尺度化、均值中心化和降维化后，得到 PC1 与

PC2 总方差贡献率为 85.95%，说明提取前 2 个因子

能够反映不同产地茯苓的差异。4 种三萜酸成分的主

成分得分见表 1。前 10 个主成分因子的累计方差贡

献率见图 5-a。在图 5-b 主成分载荷得分中，影响较

大的分别为 4 号（去氢土莫酸）、3 号及 14 号峰。
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表 1 茯苓主成分矩阵

Table 1 Cumulative explained variance of principal components
主成分

PC1
PC2

去氢土莫酸

0.982 4
0.985 2

猪苓酸 C
0.597 5
0.635 3

去氢茯苓酸

0.214 0
0.258 2

茯苓酸

0.784 9
0.812 0

采用数据标准化，平方欧式距离为测度进行聚类

分析。从图 6-a 中 HCA 结果得出，平方 Euclidean
距离为 4 时，27 批样品大致聚为两类，云南产地聚

类相对集中（除 Y3、Y4、Y5 样本），可基本聚为一

类；湖北和安徽则聚为一类，说明这两个产区药材

的化学成分相似性很高。二维聚类（2D-HCA）图颜色

显示越接近红色，则化学成分聚类程度就越高。从

图 6-b 结果来看，影响较大的变量参数峰为 4 号（去

氢土莫酸）、3 号、8 号以及 12 号峰，与主成分分析

中载荷得分结果基本保持一致。PCA 与 HCA 的结果

均表明，不同产区茯苓药材化学成分的累积存在差

异，表现在质量上的差异。

时间/min

共有模式

湖北样品 Y26

时间/min

共有模式

安徽样品 Y20

注： ▲表示与其共有模式差异明显的共有峰

图 4 茯苓离群样品与共有模式色谱峰的比较

Figure 4 Comparison of chromatographic peaks between outliers and common pattern of Poria samples
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注：a. 主成分自变量方差解释；b. 主成分载荷图

图 5 27批茯苓主成分分析图

Figure 5 Principal component analysis for twenty-seven batches of Poria
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图 6 27批茯苓聚类分析图

Figure 6 Cluster analysis based on twenty-seven batches of Poria
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2.1.6.2 正交偏最小二乘法判别（OPLS-DA） 在 PCA
的基础上进行有监督的 OPLS-DA 分析，生成变量权

重投影（VIP 值）。VIP 值大于 1 表示该变量对分类概

括解释率高于 50%，对质量影响具有统计学意义，

可作为差异标志物。OPLS-DA 模型主成分回归系数

Q2=0.839、模型区分参数 R2Y=0.575、矩阵结实率

R2X＝0.674，数值均大于 0.5，说明建立的模型稳定可

靠。由图 7-a 可知，云南样品各自聚为一类；安徽

和湖北产区样品离散程度高，都位于左侧象限，可

认为聚为一类。OPLS-DA 模型中 VIP 值大于 1 的化

学成分有 8 个，得分从大到小依次为峰 4（VIP 值为

3.315）、峰 3（VIP 值为 2.156）、峰 14（VIP 值为

1.958）、 峰 6（VIP 值 为 1.332）、 峰 5（VIP 值 为

1.322）、峰 8（VIP 值为 1.303）、峰 7（VIP 值为 1.146）
以及峰 12（VIP 值为 1.013），见图 7-b。影响最大的

成分为峰 4（去氢土莫酸），说明茯苓三萜酸对茯苓质

量的稳定性具有较大的影响，可作为不同产区茯苓

药材鉴别的差异标志物。

注：a. OPLS-DA 得分图；b. 共有峰 VIP 值

图 7 27批茯苓正交偏最小二乘法分析

Figure 7 Orthogonal partial least squares analysis for twenty-seven batches of Poria
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2.2 HPLC 法测定去氢土莫酸、猪苓酸 C 以及去氢

茯苓酸的含量

2.2.1 色谱条件 依照“2.1.1”项下色谱条件，选取

波长为 243 nm 作为三萜酸含量测定的检测波长。茯

苓及混合对照品色谱图见图 8。

注：A. 供试品；B. 混合对照品。1. 去氢土莫酸；2. 猪苓酸 C； 3. 去氢茯苓酸

图 8 茯苓的高效液相色谱图

Figure 8 HPLC chromatogram of Poria
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2.2.2 对照品溶液的制备 取“2.1.2”项下对照品溶

液，用甲醇稀释，制成去氢土莫酸 400 μg·mL-1、猪

苓酸 C 500 μg·mL-1、去氢茯苓酸 650 μg·mL-1 的混

合对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 依照“2.1.3”项下进行

制备。

2.2.4 方法学考察

2.2.4.1 线性关系考察 将各个对照品母液逐级稀

释，得到一系列不同浓度的混合对照品溶液，按

“2.2.1”项下色谱条件进行测定。以峰面积（Y）为纵
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（
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坐标、浓度（X）为横坐标作线性回归，得到各成分的

回归方程及线性范围。去氢土莫酸：Y=839.74X+
6.7312，r=0.9992，线性范围为0.0270~0.4320mg·mL-1；

猪苓酸 C：Y=651.63X+5.814 5，r=0.999 2，线性范围

为 0.016 1~0.515 5 mg · mL- 1；去氢茯苓酸： Y=
776.86X+11.359， r=0.999 5，线性范围为 0.030 8~
0.656 7 mg·mL-1。可见各标准曲线的线性关系良好，

可以满足茯苓药材中去氢土莫酸、猪苓酸 C 以及去

氢茯苓酸的含量测定。

2.2.4.2 精密度考察 取 Y1 号样品，依照“2.1.3”项

下方法制备供试品溶液，依照“2.1.1”项下色谱条

件连续重复进样 6 份，结果去氢土莫酸、猪苓酸 C
以及去氢茯苓酸峰面积的 RSD 分别为 0.42%、

2.69%、0.26%，表明仪器精密度良好。

2.2.4.3 重复性考察 取 Y1 号样品 6 份，依照

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液 6 份，依照

“2.1.1”项下色谱条件进样，结果去氢土莫酸、猪苓

酸 C 以及去氢茯苓酸峰面积的 RSD 分别为 1.20%、

1.21%、1.13%，表明本方法重复性良好。

2.2.4.4 稳定性考察 取 Y1 号样品，依照“2.1.3”项

下方法进行制备，依照“2.1.1”项下色谱条件分别

在 0、2、4、8、12、24 和 48 h 进行测定。结果去氢

土莫酸、猪苓酸 C 以及去氢茯苓酸峰面积的 RSD 分

别为 0.75%、0.60%、0.77%，表明茯苓供试品溶液

在 48 h 内稳定。

2.2.4.5 加样回收率考察 分别按照已测成分的含量

的 50%、100%和 150%浓度加入去氢土莫酸、猪苓

酸 C 以及去氢茯苓酸对照品，按“2.1.3”项下方法

制备，得到不同浓度的供试溶液各 3 份，依照

“2.1.1”项下色谱条件测定。结果去氢土莫酸平均回

收率为 98.6%，RSD 为 2.72%；猪苓酸 C 平均回收率

为 98.9%，RSD 为 2.38%；去氢茯苓酸的平均回收率

为 97.7%，RSD 为 2.53%。结果表明该含量测定方法

准确可靠。

2.2.5 样品含量测定 对 27 批茯苓样品中的 3 个三

萜酸成分进行含量测定。结果见表 2。安徽产地茯苓

中去氢土莫酸的含量变化最大，高低差异范围可达

2~3 倍，湖北和云南产去氢土莫酸含量水平较为稳

定。猪苓酸 C 含量以云南产茯苓最高，且较为稳

定，安徽和湖北产茯苓药材中猪苓酸 C 含量均低于

云南。3 个产区茯苓中去氢茯苓酸含量测定值相对集

中和稳定，总体差异不明显。

3 讨论
为构建茯苓药材指纹图谱，本实验对供试品溶液

制备中的提取溶剂、提取时间、提取液料比均进行

了考察。以色谱峰数目、峰分离度和基线平稳程度为

基准，最终确定甲醇与药材的液料比为 40∶2（mL∶g），
超声 30 min 的提取方法。同样对流动相进行了优

化，以各个指标成分出峰时间适中，各成分间分离

度良好为基准，确定流动相为乙腈-0.3%磷酸水，梯

度洗脱。综合色谱峰的数量、峰响应值等方面因

素，最终确定 230 nm 为茯苓三萜酸成分指纹图谱测

定的检测波长，以去氢土莫酸、猪苓酸 C 及去氢茯

苓酸的最大紫外吸收波长 243 nm 为含量测定的检测

波长。

27 批茯苓药材的指纹图谱共识别 15 个共有峰，

结合相似度评价可知，云南产地茯苓药材相似度较

高，湖北和安徽相似度相对偏低，说明茯苓药材因

产地的不同，其化学成分种类及含量上存在一定

差异。

为进一步考察药材质量与产地的关联性，以及弥

补相似度评价的不足，本研究通过多种化学模式识

别方法对指纹图谱数据进行了综合分析，从多层面

反映药材多成分的特点，达到深入了解和整体评价

茯苓药材质量的目的。聚类分析结果表明，27 批茯

苓药材大致可聚为 2 类，云南产地较为集中，聚为

一类，湖北和安徽存在产地交叉现象，聚为一类，

印证了相似度计算和主成分分析的分析结果。OPLS-
DA 分析筛选出 8 种主要差异性成分，分别为去氢土

莫酸、猪苓酸 C、去氢茯苓酸以及未知成分峰 3、
峰 5、峰 6、峰 7、峰 14。同时，对其中 3 种指认的

三萜酸成分进行了定量检测和比较，结果显示，湖

北和云南产茯苓中去氢土莫酸含量水平较为稳定；

云南产茯苓猪苓酸 C 含量高且稳定，安徽和湖北产

茯苓猪苓酸 C 含量均偏低；3 个产区茯苓中去氢茯苓

酸含量稳定，差异不大。样品中化学成分含量的不

稳定，从其表观上来看，导致了化学面貌偏离、相

似度偏低和样品离散，而从内涵上来说，则造成了

表 2 不同产地茯苓中 3种三萜酸成分含量比较（x ± s，%）

Table 2 Comparison of the content of three triterpene acids in
Poria from different geographical origins（x ± s，%）

产地

云南

安徽

湖北

批次/批
15
7
5

去氢土莫酸

0.010±0.0022
0.018±0.0054
0.012±0.0013

猪苓酸 C
0.015±0.0023
0.011±0.0033
0.011±0.0016

去氢茯苓酸含量

0.017±0.0024
0.017±0.0027
0.016±0.0023
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药材质量的不稳定，而稳定的质量是获得稳定疗效

的关键。研究结果显示，茯苓的三萜酸类成分，特

别是去氢土莫酸等的含量差别，是影响茯苓质量稳

定的重要因素。但是现版的《中国药典》对于茯苓

的质量评价仍未有含量测定的要求，建议将能反映

该药材质量的三萜酸类成分作为检测指标。

本研究建立的茯苓 HPLC 指纹图谱结合化学模式

识别分析方法，辅以三萜酸类成分的含量测定，较

为全面地反映了不同产地茯苓样品的整体质量信

息；获得了不同产地茯苓质量差异的潜在化学标志

物，为揭示茯苓药材药效物质基础，确保临床疗效

稳定提供了科学数据的支持，也为茯苓药材的质量

研究提供了参考。
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