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多元曲线分辨交替最小二乘法应用于延胡索药材指纹
图谱中重叠峰分辨及延胡索乙素的含量测定
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摘　要　采用光谱相关色谱法对延胡索药材指纹图谱中的有效组分延胡索乙素峰进行确认；利用多元曲线
分辨交替最小二乘法（ＭＣＲＡＬＳ）对延胡索乙素重叠峰簇进行解析，得到延胡索乙素的真实色谱峰，其光谱
还原率大于０９９９，并对其进行准确定量，该方法可作为指纹图谱的辅助方法，为中药的真伪鉴定和质量客观
评价提供可靠依据；最后讨论了药材的炮制对延胡索乙素含量的影响。
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中药延胡索为罂粟科植物延胡索（ＣｏｒｙｄａｌｉｓｙａｎｈｕｓｕｏＷ．Ｔ．Ｗａｎｇ）的干燥块茎，主要产于浙江东阳、
磐安和陕西、湖南、湖北等地。延胡索中含多种生物碱，其中以原阿片碱和延胡索乙素等为主要活性成

分，药理作用表现为镇痛、催眠、抗溃疡、抑制胃酸分泌、降低冠脉阻力及增加血流量等［１２］。目前对延胡

索药材中有效组分的定量测定多采用高效液相色谱法［３４］。但中药区别于化学合成药，其药效是依靠所

含的多种成分协同发挥作用，只测量某一种或几种有效组分显然不能满足质量评价的要求。中药指纹

图谱技术的出现可以解决这一问题，它是一种综合的、可量化的色谱鉴定手段，强调整体性和模糊性，可

将同一味药材由于产地、采摘部位、采收季节、炮制方法、提取手段或制备工艺的不同所导致的药效化学

成分差异［５］体现出来，借以鉴别中药真伪，评价原药材、半成品和成品的质量均一性和稳定性［６］。

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）或气相色谱（ＧＣ）等仪器用来进行指纹图谱研究具有很多优势。如谢彩娟
等［７８］采用高效液相色谱二极管阵列检测器（ＨＰＬＣＤＡＤ）对来自不同产地的炮制、未炮制干货及鲜品
延胡索药材进行研究后建立其相应的指纹图谱，并对其进行质量评价。但由于中药成份复杂，其中性质

相似的组分保留时间较为接近，往往导致指纹图谱中色谱峰产生重叠，这就给色谱峰的识别和有效组分

的定量带来较大的困难。化学计量学多元校正与多元分辨方法可以为黑色分析体系的定性定量解析提

供全新思路，如复杂色谱峰体系峰纯度检验、组分数确定及重叠峰中色谱流出曲线和纯光谱的获得等。

本文以液相色谱实验条件下获得的１５组延胡索药材指纹图谱为研究对象，对指纹图谱中的延胡
索乙素峰簇确定其组分数，若存在谱峰的重叠，利用多元曲线分辨交替最小二乘（ＭＣＲＡＬＳ）方法进行
解析，以期获得延胡索乙素的真实色谱峰，实现对延胡索乙素的准确定量；对比 ＭＣＲＡＬＳ分辨前后获
得的延胡索乙素的含量图，讨论了药材炮制对延胡索乙素含量及光谱相关系数的影响。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

１５２５型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），２９９６型光电二极管阵列检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作
站，色谱柱为ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相Ｂ为甲醇，Ａ为磷酸盐缓冲溶液
（磷酸二氢钾磷酸氢二钾，ｐＨ＝７６８），流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长２４０～３３０ｎｍ，运行时间
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为７５ｍｉｎ，进样量５μＬ。ＡＣＱ６００型超生波发生器（陕西翔达超声技术工程部），ＳＣＱ２５０型超声波清洗
器（上海电波超声公司），５０１型超级恒温器（上海试验仪器厂有限公司），ＲＥ５２Ａ型旋转蒸发器（上海
亚荣生化仪器厂），ＨＺＤ（Ⅲ）型循环水式真空泵（巩义市予华仪器厂），Ａｑｕｅｌｉｘ５型纯水机（美国
ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司）。

延胡索乙素对照品和延胡索对照药材（ｄ１５）购于中国药品生物制品检定所，各种延胡索药材样品
产地见表１（其中，未炮制干货是指经产地加工后存放的药材；鲜品是指从地里直接采挖出来后，经温水
洗净，６０℃烘干处理的药材；炮制品是指经产地加工后再醋制加工的药材切片）。实验用甲醇为色谱纯
（美国Ｆｉｓｈｅｒｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；水为超纯水；其它试剂为分析纯，均购于西安化学试剂厂。

表１　不同产地延胡索药材
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｒｙｄａｌｉｓｙａｎｈｕｓｕｏｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅ

ＳａｍｐｌｅＮｏ． Ｏｒｉｇｉｎ Ｎｏｔｅｓ

ｄ１ Ｄｏｎｇｄｉｎｇ，Ｄｅｎｇｚｈｏｕ，Ｈｅｎａｎ Ｕｎｃｏｏｋｅｄｄｒｙｈｅｒｂ
ｄ２ Ｄｏｎｇｙａｎｇｍｅｄｉｃｉｎｅｍａｒｋｅｔ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｃｏｏｋｅｄｄｒｙｈｅｒｂ
ｄ３ Ｐａｎａｎ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｃｏｏｋｅｄｄｒｙｈｅｒｂ
ｄ４ Ｃｈｅｎｇｇｕ，Ｓｈａａｎｘｉ Ｕｎｃｏｏｋｅｄｄｒｙｈｅｒｂ
ｄ５ ＧＡＰｂａｓｅｉｎＣｈｅｎｇｇｕ，Ｓｈａａｎｘｉ Ｆｒｅｓｈｈｅｒｂ
ｄ６ Ｑｉａｎｘｉａｎｇ，Ｄｏｎｇｙａｎｇ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｆｒｅｓｈｈｅｒｂ
ｄ７ Ｊｉｎｙｕｎｈｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｆｒｅｓｈｈｅｒｂ
ｄ８ Ｄｏｎｇｄｉｎｇ，Ｄｅｎｇｚｈｏｕ，Ｈｅｎａｎ Ｆｒｅｓｈｈｅｒｂ
ｄ９ Ｔｉａｎｈｅｔａｎｇｄｒｕｇｓｔｏｒｅ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｒｅｓｈｈｅｒｂ
ｄ１０ Ｙｏｎｇｈｅｔａｎｇｄｒｕｇｓｔｏｒｅ，Ｈｕｎａｎ Ｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂ
ｄ１１ Ｆｅｎｇｙｕａｎｄｒｕｇｓｔｏｒｅ，Ａｎｈｕｉ Ｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂ
ｄ１２ Ｈａｏｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ Ｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂ
ｄ１３ Ｆｅｎｇｆｕｔａｎｇｄｒｕｇｓｔｏｒｅ（１），Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂ
ｄ１４ Ｆｅｎｇｆｕｔａｎｇｄｒｕｇｓｔｏｒｅ（２），Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂ
ｄ１５ ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｈｅｒｂ

１．２　样品溶液的制备
精确称取延胡索乙素对照品，用甲醇溶解，制得浓度为０２６ｇ／Ｌ的延胡索乙素对照品溶液。取各延

胡索药材粉末０５ｇ，精密称定，置具塞三角瓶中，加入氯仿甲醇２种有机溶液共２５ｍＬ，放置过夜，加
０６ｍＬ氨水（Ｖ（氯仿）∶Ｖ（甲醇）∶Ｖ（氨水）＝５∶１∶０１５），放入４０℃的水浴中超声４０ｍｉｎ，取出后抽滤，
滤液蒸干，残渣加５ｍＬ甲醇溶解，经０４５μｍ滤膜滤过，即得延胡索药材供试品溶液。
１．３　实验原理
１．３．１　ＭＣＲＡＬＳ方法　假设每次实验从 ＨＰＬＣＤＡＤ中得到的色谱／光谱响应数据矩阵为 Ｄ（ｍ×ｎ），
其中每一行ｍ代表某一时间点的光谱矢量，每一列ｎ代表某一工作波长的浓度矢量。Ｄ可表示为：

Ｄ＝ＣＳＴ＋Ｅ （１）
式中，Ｃ与Ｓ分别为真实浓度分布矩阵和真实纯物质光谱矩阵，上角标 Ｔ表示矩阵 Ｓ的转置，Ｅ为误差
矩阵。曲线分辨的目的就是要得到有物理意义的Ｃ与Ｓ。

ＭＣＲＡＬＳ对单一数据矩阵Ｄ（二维数据）的解析能为体系中存在的组分提供色谱和光谱信息，但是
对于重叠程度严重的体系，有时不能给出合理的信息，这类数据矩阵可能为缺秩矩阵。多个数据矩阵

（三维数据）同时分析的情形能较好的解决这一问题［９１０］。

所谓的多个矩阵同时分析即将每一个单个矩阵采用时间方向扩展的形式，如将单个矩阵 Ｄ１、Ｄ２和
Ｄ３（要求这些矩阵列数相等）上下叠加在一起，形成一个新的矩阵Ｄａｕｇ（ａｕｇｍｅｎｔｅｄｍａｔｒｉｘ），如图１所示，
此矩阵Ｄａｕｇ的行数为所有矩阵行数的和，列数则保持不变，在程序中以［Ｄ１；Ｄ２；Ｄ３］表示Ｄａｕｇ的组成。

多个矩阵的同时分析不仅可使缺秩矩阵满秩，还能解决重叠严重色谱峰组分定量难的问题。当混

合物重叠峰数据矩阵与组成该混合物各组分的标准品数据矩阵同时进行分析时，即可达到对重叠峰中

各组分定量的目的。

ＭＣＲＡＬＳ方法具体的计算步骤可归纳为：１）采用渐进因子分析（ＥＦＡ）确定体系的因子数并得到
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图１　Ｄａｕｇ的组成及其分解过程

Ｆｉｇ．１　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｕｇｍｅｎｔｅｄｍａｔｒｉｘ

ＡＬＳ迭代的初始值；２）进行ＡＬＳ迭代优化，迭代过程中加入一系列限制条件，如非负和单峰等；３）ＡＬＳ
迭代收敛后，可得到重叠峰经分辨后各组分的色谱流出曲线图和光谱图；４）光谱分辨结果即光谱还原
率可用相似度值Ｒ来衡量：

Ｒ＝ｃｏｓα＝
Ｖｋｎｏｗｎ·Ｖｃａｌ

‖Ｖｋｎｏｗｎ‖·‖Ｖｃａｌ‖
（２）

式中，‖Ｖｋｎｏｗｎ‖代表真实光谱向量的模，‖Ｖｃａｌ‖为分辨所得光谱向量的模；５）组分的定量可通过式（３）
进行计算：

Ｉｍｉｘ＝（Ｊｍｉｘ／Ｊｓｔｄ）Ｉｓｔｄ （３）
式中，Ｉｍｉｘ和Ｉｓｔｄ分别为待分析物与相应标准品的浓度，Ｊｍｉｘ和Ｊｓｔｄ分别为其对应的面积响应值。
１．３．２　光谱相关系数　通常，对于任意２种物质的纯光谱Ｓｉ和Ｓｊ，其光谱相关系数Ｓ（ｉ，ｊ）可由下式计
算：

Ｓ（ｉ，ｊ）＝
Ｖｉ·Ｖｊ

‖Ｖｉ‖·‖Ｖｊ‖
（４）

式中，‖Ｖｉ‖代表组分ｉ光谱向量的模，‖Ｖｊ‖为组分ｊ光谱向量的模，Ｓ值越大，表示组分ｉ的光谱Ｓｉ与
组分ｊ的光谱 Ｓｊ越相似。当 Ｓ＝１时，２个组分就是相同的化学物质，实际上由于噪声和量测误差的存
在，Ｓ最大值不可能等于１，只能接近于１。
１．４　数据矩阵

每个样品经ＨＰＬＣＤＡＤ实验后可得到一组数据矩阵Ｄ，依据表１中所列，共得到１５组不同的数据
矩阵（即１５个延胡索药材指纹图谱）。图２Ａ、２Ｂ和２Ｃ分别为延胡索对照药材、江苏丰富堂药店（１）和
陕西城固的延胡索药材在２８９ｎｍ时的指纹图谱。

图２　延胡索药材指纹图谱（２８９ｎｍ）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＣｏｒｙｄａｌｉｓｙａｎｈｕｓｕｏ（２８９ｎｍ）

Ａ．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｈｅｒｂ；Ｂ．ｔｈｅｈｅｒｂｏｆＦｅｎｇｆｕｔａｎｇｉｎＪｉａｎｇｓｕ（１）；Ｃ．ｔｈｅｈｅｒｂｏｆＣｈｅｎｇｇｕｉｎＳｈａｎｎｘｉ

２　结果与讨论
多数情况下，即使同一样品的化学成分在同种类型的色谱柱上保留时间不可能完全相同，但洗脱顺

序应基本不变。观察１５批来自不同产地的炮制和未炮制延胡索样品指纹图谱，总结出延胡索药材指纹
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图谱中的典型峰有１７个（图２）。根据相同化学物质具有相同光谱的特性，将已知的延胡索乙素的对照
品光谱对每一个指纹图谱中不同流出时间点的光谱进行相关计算，得到一个类似色谱的光谱相关系数

曲线［１１］，通过光谱相关系数Ｓ的大小，可正确估计不同药材中相同组分的色谱流出峰，从而确定１３号
峰为延胡索乙素的色谱峰。表２列出了在不同延胡索药材中确定延胡索乙素峰的光谱相关系数Ｓ值。

表２　延胡索乙素的光谱相关系数、光谱还原率、奇异值分解结果和定量结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｓ，Ｒ，ｓｉｎｇｕｌａｒｖａｌｕｅｓａｎｄｒｅｓｏｌｖｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｏｒｙｄａｌｉｓｙａｎｈｕｓｕｏ

ＳａｍｐｌｅＮｏ． Ｓ Ｒ Ｓｉｎｇｕｌａｒｖａｌｕｅｓ
Ｒｅｓｏｌｖｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

（ｇ·Ｌ－１）
ｄ１ ０．９９４３６ ０．９９９８０ ２．３７７９ ０．５１７３１ ０．０２８４５１ ０．００４８７２７ ０．００３８７１７ ０．０００９５３６４ ０．０９９
ｄ２ ０．９９８１０ ０．９９９７８ １．５３６３ ０．６８３６１ ０．０２１８３８ ０．００４６９１２ ０．００３１２３１ ０．００１２０２９ ０．１４
ｄ３ ０．９９４６３ ０．９９９９７ ２．１８０６ ０．４８１６１ ０．０３５５９５ ０．００５６６３５ ０．００２８３１１ ０．００１０８１８ ０．１１
ｄ４ ０．９９６９０ ０．９９９５５ ２．２９４６ ０．７５１４９ ０．０２４７４２ ０．００５７０６８ ０．００４２６３２ ０．００１２７１４ ０．１７
ｄ５ ０．９９６９０ ０．９９９５５ ２．３１９６ ０．７５０３９ ０．０２７３６４ ０．００６５４７２ ０．００４９０７４ ０．００１５８０１ ０．１７
ｄ６ ０．９９１９８ ０．９９９８７ ２．４１５１ ０．３６５２５ ０．０３１８５３ ０．００４３６０５ ０．００１４７２２ ０．０００５２９７８ ０．０８２
ｄ７ ０．９９６６０ ０．９９９７５ ２．６４０１ ０．６３２１１ ０．０３３７７９ ０．００７７５０２ ０．００４４５８７ ０．００１１５５８ ０．１４
ｄ８ ０．９９５６９ ０．９９９８６ ２．７８３２ ０．５２２２４ ０．０２８１６３ ０．００６８５５２ ０．００３７３７８ ０．０００８２１４７ ０．１２
ｄ９ ０．９９４６９ ０．９９９８８ ２．７６５７ ０．５８３４１ ０．０３５１８２ ０．００７５４７６ ０．００３６７３６ ０．００１１７９２ ０．１２
ｄ１０ ０．９８９５２ ０．９９９９２ １．１５０９ ０．３８７３２ ０．０１７８７９ ０．００５３４６２ ０．００２８３０６ ０．００１５０７１ ０．０８４
ｄ１１ ０．９８８１１ ０．９９９９４ １．６７０１ ０．３６８８１ ０．０４４１９７ ０．００７０２０７ ０．００２６４２８ ０．０００９２１６７ ０．０７４
ｄ１２ ０．９８９９２ ０．９９９８４ １．３２７３ ０．３３１５９ ０．０３９４６８ ０．００４５４８２ ０．００１７７９６ ０．０００７５１３７ ０．０７４
ｄ１３ ０．９６９２５ ０．９９９７４ １．３３５９ ０．４８０３７ ０．０６４２０４ ０．０１５７９５ ０．００３８３７５ ０．００２００９９ ０．０８５
ｄ１４ ０．９６９９３ ０．９９９７４ １．０９８８ ０．３９９２１ ０．０５１６２７ ０．０１１３４２ ０．００５０９９９ ０．００１７７９９ ０．０６８
ｄ１５ ０．９９８２２ ０．９９９６６ ３．５７７１ ０．７５３２９ ０．０２９３１６ ０．００７９４６７ ０．００５５５５６ ０．０００７１４５１ ０．１８

　　从图２中可以看出，对于延胡索乙素的１３号峰来说，它并没有达到基线分离，那么按照传统方法判
断的“单峰”很可能不是单峰而是几种物质组成的重叠峰。如果以这种“单峰”的峰面积直接与对照药

材中相应的峰面积相比得到的相对值来评价药材中某一组分含量的多少，往往会存在偏差。

本文以不同延胡索药材中的有效组分延胡索乙素为主要研究对象，但由于１２号峰与１３号峰没有
完全达到基线分离，如果只选取１３号峰作为分辨对象时，可能会丢失部分有效信息，对定量结果造成误
差，因此，选取１２号和１３号峰簇作为一个分辨对象，对这１５组延胡索乙素的重叠峰簇进行峰纯度及组
分数的确定，并对可能存在的重叠峰利用ＭＣＲＡＬＳ进行分辨，最终对延胡索乙素准确定量。
２．１　秩分析

表２给出了不同延胡索药材中延胡索乙素峰簇的数据矩阵经奇异值分解的前６个特征值，黑体所
代表的数字即为高于噪音水平的组分特征值，黑体特征值的个数对应于色谱峰簇数据矩阵的因子数

（或秩）。从表２的结果可以看出，在延胡索药材指纹图谱的梯度洗脱条件下，得到的延胡索乙素的色谱
峰簇并不是两个纯粹的单峰，而是三组分或者四组分的重叠峰。

２．２　延胡索乙素的光谱还原率和定量结果
将１５组延胡索乙素的重叠峰簇数据矩阵分别与延胡索乙素对照品矩阵等形成扩展矩阵后进行

ＭＣＲＡＬＳ分辨，可得到色谱峰簇中相应的色谱流出曲线和光谱图。表２列出了不同延胡索药材中延胡
索乙素经分辨后的光谱还原率Ｒ。将Ｒ值与延胡索乙素“单峰”的光谱相关系数Ｓ进行比较，其值更接
近于１，分辨结果令人满意。

图３给出了１５组延胡索药材中延胡索乙素重叠峰簇经 ＭＣＲＡＬＳ分辨后的色谱流出曲线图。从
图３可以得到两点：１）选取的１５组延胡索乙素重叠峰簇中均含有不同浓度的未知组分 Ｘ；２）来自江苏
丰富堂的两组延胡索乙素重叠峰簇除含有未知组分Ｘ以外，还含有另外一种未知组分Ｙ，且其峰的保留
时间与延胡索乙素的保留时间几乎相同。由此可见，如果直接以延胡索药材指纹图谱中延胡索乙素的

“单峰”峰面积与对照药材中相应的峰面积相比值来评价有效组分延胡索乙素含量的多少，进而再来评

价药材质量的好坏，是不合理的。表２给出了１５组延胡索乙素重叠峰簇经 ＭＣＲＡＬＳ分辨后延胡索乙
素准确的定量结果。
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图３　１５组延胡索乙素重叠峰簇经ＭＣＲＡＬＳ分辨的色谱流出曲线图
Ｆｉｇ．３　ＭＣＲＡＬＳｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ１５ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐａｌｍａｔｉｎｅｏｖｅｒｌａｐｐｅｄｐｅａｋｓ

Ａ．８ｕｎｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂｓ；Ｂ．６ｃｏｏｋｅｄｈｅｒｂｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｈｅｒｂ

２．３　药材炮制后对延胡索乙素峰光谱相关系数的影响
表２列出了在不同延胡索药材中确定延胡索乙素峰的光谱相关系数，其中，ｄ１～ｄ８为未经炮制的

延胡索药材，ｄ９～ｄ１４为经过炮制的延胡索药材，对比它们的光谱相关系数可以发现，样品经炮制后，会
导致延胡索乙素峰的光谱相关系数下降。这主要是由于延胡索药材的炮制是用醋或者酒以炒、煮或者

焖的形式完成，而在这一过程中延胡索药材的活性生物碱会与醋酸或酒结合生成盐或其它化合物。延

胡索乙素是其中的一种活性成分，会与醋酸或酒结合生成相应的盐或其它物质［４］，从而导致延胡索乙

素峰的光谱相关系数下降。

但这一结果仅说明延胡索药材经炮制后，一部分延胡索乙素会转变成相应的盐或其它物质，使延胡

索乙素的含量降低，并不表示经炮制后延胡索乙素的药效也会减低，关于炮制对其药效的影响有待进一

步研究。

３　结　论
利用光谱相关色谱法，对ＨＰＬＣＤＡＤ获得的１５组延胡索药材的指纹图谱进行了分析，确定了药材

中的有效组分为延胡索乙素，并对其峰纯度进行鉴定，发现经过炮制的药材峰纯度较低；利用ＭＣＲＡＬＳ
对延胡索乙素重叠峰簇进行分辨，获得延胡索乙素峰簇的真实峰形，实现对延胡索乙素的准确定量。这

种方法可以有效地消除通过指纹图谱的直观峰面积确定药材质量的弊端。ＭＣＲＡＬＳ可以作为中药指
纹图谱的一种辅助方法，为中药的真伪鉴定和质量的客观评价提供可靠依据；最后，对炮制与未炮制的

延胡索药材进行比较，发现炮制的过程会使延胡索乙素的含量降低，但这并不表示经炮制后延胡索乙素

的药效也会减低，关于炮制对其药效的影响有待进一步研究，希望能探索出更好的保存延胡索药材的方

法。
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