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摘要：本文综述了近年来色谱指纹图谱研究中多种色谱技术、相关化学计量学方法的发展及其在中药质量控制中

的应用，并对中药质量稳定性和有效性的全面评价方法和可行性进行了初步探讨。提出以色谱指纹图谱为核心，

依托现代色谱技术、化学计量学和系统生物学方法，建立中药化学成分信息与药效（毒性）信息相关关系的中药质

量控制研究策略，深层次揭示中药的内在作用机理，期望真正实现中药质量的可控、安全和有效。
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- - 中药的质量控制一直是中药研究与应用的难点
同时也是重点问题。中药材的种类繁多，成分复杂，

产地分散，类同品、代用品不断，加之生长环境、采收

季节、加工炮制方法不同及制剂生产工艺的因素，造

成其内在质量即所含化学成分及临床疗效的差异。

模仿化学药品的质量控制模式，选定一两个有效成

分、活性成分或指标成分进行鉴别和含量测定，不能

反映中医用药所体现的整体疗效。这是中药与化学

合成药品质量标准的根本区别［&］。指纹图谱质量

控制模式的提出使得中药（材）的研究方法和质量

分析手段由针对一个或者少数几个活性成分（指标

成分）的分析，发展为对整味中药化学指纹图谱的

综合分析。

- - 中药色谱指纹图谱实际上是中药（包括中药单
味药与中药复方制剂）整体性的化学表征，具有“整

体性”和“模糊性”［!］。所以，它不但是中药整体质

量的控制手段，而且还是中药基地规范化（A8M）、
中药生产标准化（A!M）的准绳，更为重要的是，它
还是中医药理论科学化的基础。在现阶段以现代色

谱分离分析技术为依托的色谱指纹图谱分析是一种

可行的质量控制模式，它不要求全部的成分都搞清

楚，而是从指纹图谱的整体综合特征来鉴别真伪，保

证指纹图谱的专属性、可重复性与实用性［$］。可以

说，这是色谱指纹图谱用于中药质量控制的第一步，

也是实现中药质量的安全、有效控制的前提条件。

目前，美国食品药品管理局（768）、英国草药典、印
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度草药典、德国药用植物学会、加拿大药用植物学会

均接受指纹图谱的质量控制方法，这表明指纹图谱

已成为国际公认的控制中成药、天然药物质量的最

有效的方法［#］。

! ! 中药药效及其毒性的物质基础是中药中组成复
杂、相互协同或拮抗的各种化学成分，中药生物效用

的发挥及毒性是中药多组分作用于机体的综合效

应。因此要真正控制中药的质量还需要将化学物质

基础研究与药效、毒性研究相结合，使得建立的标准

色谱指纹图谱包括化学和药效（毒性）两方面的信

息，并采用化学计量学方法寻找化学成分和药效

（毒性）之间的相关关系，真正实现中药质量的可

控、安全和有效。色谱指纹图谱的核心地位见下图：

!" 指纹图谱研究中的色谱技术

! ! 以指纹图谱作为中药质量的控制方法已成为目
前的国际共识。根据所用方法的不同将指纹图谱分

为三类：色谱指纹图谱、光谱指纹图谱和 !"# 指纹
图谱［#］。光谱指纹图谱和 !"# 指纹图谱虽然也可
用于中药材的鉴别，但由于它们均无法得到各化学

成分的信息，信息量较小，且很难将指纹图谱、疗效

（毒性）和有效成分三方面的研究结合起来，在中药

质量控制中的应用具有一定的局限性。色谱具有很

强的分离效能，且能够与多种检测器联用，可在实现

色谱分离的同时分析获得各种波谱信息以实现物质

的定性定量。目前，色谱已成为中药指纹图谱分析

的主要手段，如能将多种分离模式结合，还可从不同

角度探讨中药的化学组成及其与疗效的关系［"，$，%］。

中药的色谱分析主要有如下几种色谱模式：薄层色

谱（$%&）、气相色谱（’&）、液相色谱（ %&）、毛细管
电泳（&(）、超临界流体色谱（ )*&）等。薄层色谱
（平面色谱）应用于中药鉴别的频率最高［&］，据统

计，《中国药典》"’’$ 年版一部采用 $%& 法鉴别中
药有 ( $") 项。谢培山等［* + (’］早在 (,*& 年就采用
高效薄层色谱法建立指纹图谱，对不同种属的人参

药材进行鉴别，并考察了人参制剂的稳定性。目前，

气相色谱法和液相色谱法是中药指纹图谱研究中应

用最为广泛的两种色谱方法，二者互为补充。气相

色谱适用于小分子、易挥发物质的分离分析，对于相

对分子质量大、挥发性低、不稳定和极性强的组分则

需用液相色谱进行分析。中药挥发油是中药中一类

具有较强生物活性的成分。气相色谱+质谱联用技
术（’&+,)）将气相色谱的高分离效能和质谱的高
定性能力相结合，在中药挥发性成分的研究中得到

了广泛的应用［(( + (%］。液相色谱法具有高效、快速、

灵敏、重现性好、应用范围广等特点，可分离分析中

药中的生物碱、黄酮和各种苷类、有机酸和香豆素等

化学成分［(&］，在中药的质量控制（如有效成分的定

性定量分析，杂质的限量检查和测定，稳定性考察

等）及中药有效成分研究等方面都是重要的分析手

段，目前已成为中药色谱指纹图谱研究的首选方

法［(* + "%］。毛细管电泳技术在中药材鉴别中的应用

是近几年发展起来的，它具有高效、快速、分辨力强

等特点，在中药质量标准制订方面的优势越来越明

显，已成功应用于连翘［"&］、虎杖［"*］、大青叶［",］等的

指纹图谱研究。超临界流体色谱（)*&）由于分离效
率高、分离速度快等优点，也已成为中药分析中气相

色谱和液相色谱的重要补充。不断发展的 )*& 技
术在中药有效成分的提取、分离、分析和制备等方面

有巨大的发展潜力［)’］。

! ! 近年来联用色谱技术的发展，如气相色谱与质
谱联用仪、二维气相色谱与质谱联用仪（’&+’&+
,)）、液相色谱与紫外二极管阵列检测器联用仪
（-.%&+!#!）、液相色谱与质谱联用仪（ -.%&+
,)）、毛细管电泳与紫外二极管阵列检测器联用仪
（&(+!#!）、毛细管电泳与质谱联用仪（&(+,)）和
液相色谱与核磁共振联用仪（-.%&+",/）等为中
药复杂体系的定性、定量分析带来了重大的变

革［)( + )$］。这些联用仪器集分离与分析技术于一身，

它可将一个很复杂的分析体系分解成为多个相对简

单的子体系，同时，由于波谱（包括质谱、红外光谱、

紫外可见光谱和核磁共振谱）能提供大量的化学物

质定性和结构信息，这就为中药复杂体系的快速且

可靠的定性、定量、定结构分析提供了新的机遇。

! ! 罗国安等［)%］在多维联用仪器的基础上，提出了

多维多息特征谱的概念。所谓多维，即采用多种分

析仪器联用模式，如高效液相色谱+二极管阵列检测
器+质谱+质谱联用方式，获得多维指纹图谱，包括色
谱峰图、!#! 所得的紫外光谱图、一级质谱图（各个
成分的质量）和二级质谱图（某成分的特征碎片）

等。所谓多息，即特征峰应努力包括化学和药效两

方面的信息。这种多维多息特征谱技术如能与数据

库技术相结合，有望为中药的质量控制提供更加丰

富和有用的信息。

·&%(·
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!" 中药色谱指纹图谱的信息提取

# # 采用 !"#$%$#&’、("#&’ 等高通量、高灵敏度
与高精确度的现代分析技术获得的色谱指纹图谱，

包含有大量的、多维的信息，带来的问题是如何处理

这些“信息”，即信息取舍和指纹特征提取的难度加

大。它往往需要借助于化学计量学方法，联合多种

数据分析技术，对多维、分散的数据进行总结、筛选

和信息提取，发现数据间的定性、定量关系，解读数

据中蕴藏的意义，从而利用这些色谱指纹图谱对中

药的质量进行控制。为此，发展了多种数据前处理、

重叠峰解析及复杂体系间比较分析的方法。

! ! #" 色谱指纹图谱保留时间的偏移校正
# # 如果色谱实验条件控制严格，同一中药样本的
色谱指纹图谱的重复性应是相对稳定的。但是，由

于实验的时间、地点以及一些不可控实验因素的影

响，会在一定程度上导致色谱保留时间的偏移，给中

药色谱指纹图谱的识别与鉴定带来不便，如不作必

要的校准，可能会导致分析结果不够准确，甚至得到

错误结论。对于一维色谱保留时间的漂移校正，主

要有两类方法。一类方法是通过加入一个（也可以

是多个）内标或选择指标物质作为基准来对色谱峰

的漂移进行校正。对于漂移特别严重的样品（在中

药分析中比较常见），这些方法很难得到比较好的

结果［$% & $’］。另一类方法是通过构造一个目标函数

来描述样品色谱峰与目标色谱峰之间的相关性，并

通过对这个目标函数进行优化以达到对色谱峰漂移

进行校正的目的。这类方法对于图谱相似程度高的

样品之间的校正比较有效，而对于那些相似程度不

高的样品之间的校正则结果不理想［()，(*］。

# # 由于联用色谱仪器在色谱分离过程中还记录了
各流出组分的波谱信息，这就为我们对中药色谱指

纹图谱的识别与鉴定提供了成分的信息，使得色谱

指纹图谱保留时间偏移的校正更加容易且更加准

确。对于这种二维或多维色谱漂移的校正，最近有

一些新的算法提出，如 )*+,-./01 等［(!］!))( 年提出
的基于质谱信息（峰的质荷比）和保留时间对 !"#
&’ 图谱进行校正的方法，2034506*70 等［($］用分层

聚类来对基质辅助或表面增强激光解吸附电离质谱

（&%!$8 9 ’:!$8）图谱进行校正的方法等。
! ! !" 光谱相关色谱法
# # 基于相同的化学物质具有相同的光谱，在大多
数情况下，同一样本的化学成分在同种类型的色谱

柱上虽然保留时间不可能完全相同，但是洗脱的顺

序应基本一致，李博岩等［((，(+］提出光谱相关色谱

（’""）的新概念。基于不同的两个色谱曲线（指纹

图谱），通过对所有不同流出时间点的光谱进行相

关计算，可得到一条类似色谱的光谱相关系数曲线，

称之为光谱相关色谱。这种方法适合于不同指纹图

谱间单组分的比较分析，对于多组分重叠色谱峰，该

法却难以应用。在单组分光谱相关色谱的基础上，

基于正交投影理论，胡芸等［("，(%］提出了多组分光谱

相关色谱（&’""）和新的正交投影判据，使色谱指
纹图谱中复杂多组分重叠色谱峰的比较分析成为可

能。利用单组分光谱相关色谱法和多组分光谱相关

色谱法，在组分不完全清楚的条件下，可以对不同种

属、不同产地、不同炮制方法的药材的化学成分进行

比较研究，找到药材两两之间在化学组分上的异同。

这两种方法已成功地应用于中药材的比较研究中，

如复方与单味药的对比研究［(,，(’］、不同种属药材的

鉴别［+)］、药材与其在血液中吸收的比较研究［+*］等。

此外，利用光谱相关色谱还可识别相同组分在不同

色谱中的流出时间，从而对色谱指纹图谱的保留时

间漂移进行准确的校正。

! ! $" 色谱指纹图谱中重叠峰的解析
# # 虽然目前的指纹图谱研究只要求得到药材特征
的色谱指纹图谱轮廓谱，不需要对所有的化学物质

进行定性、定量分析，但这只是中药色谱指纹图谱研

究的初步要求。获取尽可能多的化学成分的定性、

定量信息是我们今后中药机理研究、药效、毒性研究

的基础，是保证中药安全、有效的前提条件。中药中

包含有几十、上百个化学成分，在中药色谱指纹图谱

研究中，不可能使所有的化学成分达到基线分离，由

此 产 生 了 大 量 的 重 叠 色 谱 峰 体 系。梁 逸 曾

等［*(，+! & +(］采用多维联用分析技术结合化学计量学

处理复杂体系的化学分析信息，用多元分辨方法，可

对色谱峰的纯度进行可靠的快速检验，而且还可对

完全未知体系的严重重叠的色谱峰簇直接进行组分

数估计和定量分辨，建立了多组分体系定性定量解

析方法，使色谱指纹图谱中各谱峰的定性、定量全分

析成为可能。

# # 最近十几年提出了多种化学计量学分辨方法，
如：渐进因子分析法（:;%）［++，+"］、直观推导式演进

特征投影法（ <:!=）［+%，+,］和子窗口因子分析法

（’;%）［+’，")］等。这些方法已被广泛应用于实际体

系中，并成功地解决了许多实际问题。最近，曾仲大

等［"*］将 ’;% 法与多组分光谱相关色谱法（&’""）
相结合，提出了一种新的二维数据解析方法———交

互移动窗口因子分析法（%&>;%）。这种方法使用
移动窗口技术在不同体系间交互扫描，可以最大量

地提取多个体系中的信息，从而同时完成重叠色谱

峰解析与复杂色谱指纹图谱体系之间的比较，已成

·,"*·
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为复杂数据体系研究的强有力工具［#" $ #%］。

!" 中药色谱指纹图谱的评价

! ! 由于中药色谱指纹图谱是一种综合的、可量化
的色谱鉴定手段，借以鉴别真伪，评价原料药材、半

成品和成品质量的均一性和稳定性，所以中药的色

谱指纹图谱表达的是中药材的整体化学状况而不只

是单个药理活性化合物的含量。这样，对它们的分

析与传统的只对某一个化学组分的含量分析就有着

本质上的区别，如采用数学语言进行描述，可以说，

传统的、只针对某个化合物进行的含量分析是基于

标量（ !"#$#%）数据的分析，而现在对中药的色谱指
纹图谱的分析至少是对矢量（&’"()%）数据的分析。
! ! #" 相似度评价方法
! ! 计算中药色谱指纹图谱的相似性，一般可从两
个角度来进行。一种是直接采用完整的指纹图谱来

计算指纹图谱的相似性。这样做的优点是可以直接

体现指纹图谱整体性的特征，缺点是所用数据点多。

另一种是只采用色谱峰高或峰面积，以局部代整体

进行指纹图谱相似性计算。对于较简单的体系，采

用完整色谱指纹图谱和相对峰面积来计算指纹图谱

的相似度基本是一致的，而对于一些复杂的指纹图

谱，即几个色谱峰重叠而且浓度分布有变化时，确实

很难用相对色谱峰面积来表征哪个是共有峰（相同

物质的色谱峰）或不是共有峰（不相同物质的色谱

峰），但是如果采用完整色谱指纹图谱来表征和计

算时，就不会出现这样的矛盾和麻烦。常用的相似

度计算方法有两种：相关系数法和夹角余弦法。值

得指出的是，相关系数法主要反映两矢量间的变化

趋势并能尽量减少背景截距的影响；而夹角余弦法

则主要反映两矢量间的夹角余弦值，表现了两矢量

间的形状差异。两种方法不存在本质差异，都是矢

量的内积运算。中南大学中药现代化研究中心编写

的“计算机辅助相似度计算软件”能够快速准确地

获得中药色谱指纹图谱的共有模式和各种相似度计

算结果，已成功地应用于中药的质量评价［#& $ #’］。

! ! $" 化学模式识别分析方法
! ! 在色谱指纹图谱分析中，我们还常常碰到这样
一个问题，即指纹图谱提取物的总体含量在相似度

评价中如何体现。显然，无论是采用相关系数还是

矢量夹角余弦来计算相似度对此均难以体现。因为

在相似度的度量中，它们比较的只是色谱指纹图谱

的整体相似，没考虑它们的“量”的不同。若采用化

学模式识别的方法，对此给出适当评价是可能的。

目前，有监督和无监督的模式识别方法均已被广泛

应用于中药的质量控制领域［#(］。无监督的模式识

别方法用于从原始谱图信息或预处理后的信息中对

样本进行归类，并采用相应的可视化技术直观地表

达出来，如主成分分析（*+,）、非线性映射（-./）、
簇类分析（0+,）等［#) $ ’*］。易伦朝等结合色谱指纹

图谱和 *+, 法对橘皮整个生长期挥发油成分的变
化足迹（见图 +）和化学特征成分进行了细致研究，
解决了陈皮、青皮药材采收时间难以确定，两者作为

不同药材使用化学物质基础不清楚的问题，为“成

对药材”的质量控制研究开辟了新的思路。有监督

的模式识别方法用于建立类别间的数学模型，使各

类样品间达到最大的分离，并利用建立的多参数模

型对未知的样本进行预测。在这种方法中经常需要

建立用来确认样品归类的训练集（1%#23234 !’(）和
用来测试模型性能（防止过拟合）的测试集（ 1’!(
!’(）。应用于该领域的主要是基于 *+,、偏最小二
乘（*.5）、神经网络（--）的改进方法，常用的有软
独立建模分类法（ 56/+,）和偏最小二乘7判别分析
法（*.578,）［+)，’%］。作为非线性的模式识别方法，

人工神经元网络（,--）技术也得到广泛应用［’&，’#］。

图 #" 橘皮整个生长期挥发油成分的变化足迹
"#$! #" %&’($)* +, ,++-./#(-* +, 0+1’-#1) 2+3.+()(-* #(

-&) -’($)/#() .))1* 45/#($ -&) $/+6-& ./+2)**

%" 中药质量的综合评价

! ! 中药发挥药效作用是其多组分以多靶点、多层
次对机体代谢网络中某些环节作用的一个综合结

果。对中药质量的评价和控制一定要真正反映其

“内在”、“综合”的质量。指纹图谱的开发从一方面

体现了中药质量研究向着全面、综合性发展的趋势。

但是指纹图谱中所表达的化学成分在体内疾病治疗

中是否有效，或对某些代谢网络系统是否有害，各成

分间有何种量的关系，所有成分间是否存在协同或

拮抗作用，其作用机制是什么等问题，仅用指纹图谱

本身还不能解决［’’］。以基因组学、转录组学、蛋白

组学和代谢组学为核心的系统生物学方法从整体的

角度来研究有机体，为中药的研究开辟了新的思路
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和方法。其中特别是代谢组学和蛋白组学，它们从

整体上展示生物体内在的蛋白及代谢物的变化状

态，能够获得生物体整体性和动态性的信息，从蛋白

组学和代谢组学的视角来看待疾病过程，与中医的

整体观和辨“证”论治思维方式不谋而合［#$ % $&］。期

望将系统生物学与中药成分的整体性研究相结合，

在中药药效物质组学研究的基础上，系统地研究其

化学成分及其在体内的作用（或毒性）机制，建立指

纹图谱与中药疗效之间的谱效学关系，实现对中药

内在质量的综合评价和控制。最近，余雁等［$!］以代

谢组学的研究方法，研究了中药尖萼耧斗菜的色谱

指纹图谱和抗菌模式，利用 !"#$%&’&%()*（电喷
雾离子源）%+) 联用仪器获得药材的色谱指纹图谱
以及药材提取物和 ’ 种已知抗菌模式的抗生素作用
于金黄色葡萄球菌的代谢产物的多维色谱指纹图

谱，并结合主成分分析法得到了尖萼耧斗菜可能的

抗菌模式和特征的生物活性成分。此实验为我们提

供了一种可能的将色谱指纹图谱与中药的作用机理

研究结合起来以综合控制中药质量的研究思路。

( ( 我们认为以色谱指纹图谱为核心对中药质量进
行综合评价主要应该包括以下内容：&）中药化学成
分分析：应用先进的色谱技术，如 !"#$、,$、$(
等，联合多柱、多检测器，对中药的不同提取部位进

行系统分析，利用色谱指纹图谱获取全面的化学成

分特征信息；!）药效、毒性分析：引入“组学”研究
策略，采用色谱及其联用技术，以色谱指纹图谱描述

和表征中药对机体网络中疾病部分的恢复（药效）

情况或对某些正常部分的损伤（毒性）情况；)）数
据信息处理：以化学计量学、生物信息学等方法对大

量的复杂信息进行整合、筛选，以提取特征信息、寻

找“谱%效”关系；*）质量控制标准建立：最后建立包
括中药各化学成分信息、毒性和药效、“谱%效”预测
的全面综合反映中药质量且可操作性强的质量控制

标准。
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