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Abstract
Objective: To establish a fingerprint map combined with clustering heatmap for comprehensive analysis of hawthorn leaves in 
different months in Chengde, Hebei Province, in order to explore their differences. Method: Collect 20 batches of hawthorn 
leaf medicinal materials from July to November, and evaluate the differences in hawthorn leaf samples from different months by 
combining	high-performance	liquid	chromatography	(HPLC)	fingerprint	spectra	with	cluster	heat	maps.	Result: An	HPLC	fingerprint	
of hawthorn leaves was established, matching 20 common peaks and identifying 7 compounds. The similarity of the fingerprint 
spectra	ranged	from	0.942	to	0.996.	The	clustering	heatmap	shows	significant	differences	in	the	chemical	composition	of	hawthorn	
leaves during the growth process in different months. Conclusion: The	HPLC	fingerprint	and	clustering	heatmap	model	of	hawthorn	
leaves established in this study can accurately evaluate the quality differences of hawthorn leaf medicinal materials, providing 
scientific	basis	for	further	optimizing	the	planting	management	and	harvesting	timing	of	hawthorn	leaves.
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指纹图谱结合聚类分析研究不同月份山楂叶质量
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摘　要

目的：建立指纹图谱结合聚类热图，对河北承德地区不同月份的山楂叶进行全面分析，以探究其差异。方法：收集20批7—
11月份山楂叶药材，通过高效液相色谱（HPLC）指纹图谱结合聚类热图，评估不同月份山楂叶样品存在的差异。结果：
建立了山楂叶HPLC指纹图谱，匹配20个共有峰，分别指认出7种化合物，指纹图谱相似度在0.942~0.996之间。聚类热图显
示，山楂叶在不同月份的生长过程中，化学成分呈现出显著差异。结论：该研究建立的山楂叶HPLC指纹图谱及聚类热图
模型，能准确评估山楂叶药材质量差异，为进一步优化山楂叶的种植管理和采收时机提供科学依据。
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1 引言

山楂叶为蔷薇科植物山里红（Crataegus pinnatifida Bge.	

var. major	N.	E.	Br.）或山楂（Crataegus pinnatifida	Bge.）的

干燥叶。具有活血化瘀，理气通脉，化浊降脂之功效 [1]。现

代研究表明，山楂叶富含多种生物活性化合物 [2]，其中黄酮

类化合物是山楂叶的主要活性成分，也是临床发挥增加冠脉

血流量、降血压、降血脂等作用的主要物质基础 [3]。山楂叶

药材便宜易得，广泛应用于心脑血管疾病的治疗。随着市场

需求不断增加，确保山楂叶药材质量稳定性成为亟待解决的

问题。

本研究在山楂叶的主产区河北承德兴隆县，采集 7—11

月份的山楂叶药材 20 批，采用指纹图谱技术和聚类热图分

析不同生长阶段的山楂叶药材化合物的变化趋势，结合特定

化学成分的变化与山楂叶的药用价值的联系，为山楂叶药材

的合理采收、高效利用和保证质量稳定提供科学依据。

2 仪器与材料

2.1 仪器
电子天平（瑞士梅特勒 - 托利多公司，AG135 型）；
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高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限公司，1260 型）。

2.2 材料
对照品：绿原酸（110753-202119，96.3%）、牡荆素葡

萄糖苷（111979-201501，92.8%）、牡荆素（111687-202105，

99.1%）、金丝桃苷（111521-202310，94.9%）、芦丁（100080- 

202012，92.2%）、牡荆素鼠李糖苷（111668-200602），均购 

自中国食品药品检定研究院；异槲皮素（20112403，98.22%） 

购自成都普菲德生物技术有限公司。水为娃哈哈纯化水；

甲酸、甲醇、乙腈均为色谱纯。20 批山楂叶药材均来自河

北承德隆化县，经鉴定山楂叶基原均为山里红 Crataegus 

pinnatifida	Bge.	var.	major	N.	E.	Br. 的干燥叶。详细信息见

表 1。

表 1 20 批山楂叶药材基本信息

序号 编号 采集时间 序号 编号 采集时间

1 S01 2020.7 11 S11 2020.9

2 S02 2020.7 12 S12 2020.9

3 S03 2020.7 13 S13 2020.10

4 S04 2020.7 14 S14 2020.10

5 S05 2020.8 15 S15 2020.10

6 S06 2020.8 16 S16 2020.10

7 S07 2020.8 17 S17 2020.11

8 S08 2020.8 18 S18 2020.11

9 S09 2020.9 19 S19 2020.11

10 S10 2020.9 20 S20 2020.11

注：上述药材参照《中国药典》2020 年版山楂叶标准进行检验，均

符合规定。

3 方法与结果

3.1 色谱条件
采用Agilent	ZORBAX	SB-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5μm），柱温为 30℃，流速 1.0 mL/min，进样量 10μL，

检测波长 340 nm。流动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）- 乙腈（B）-

四氢呋喃（C），梯度洗脱程序见表 2。

表 2 流动相梯度洗脱程序

时间（min） A（%） B（%） C（%）

0 92 4 4

15 90 6 4

22 86 12 2

39 84 14 2

45 82 14 4

50 71 25 4

60 71 25 4

65 0 96 4

70 0 96 4

3.2 溶液的制备

3.2.1 对照品溶液的制备
分别精密称取芦丁、绿原酸、牡荆素葡萄糖苷、牡荆

素鼠李糖苷、牡荆素、金丝桃苷、异槲皮素对照品适量，

用甲醇配制得到浓度分别为 360.1μg/mL、300.4μg/mL、

1101.2μg/mL、653.9μg/mL、304.4μg/mL、401.2μg/mL、

501.4μg/mL 的储备溶液。再精密量取适量，制备成浓度分别

为 36.01μg/mL、150.22μg/mL、550.63μg/mL、65.39μg/mL、 

15.22μg/mL、20.06μg/mL、25.07μg/mL 的对照品溶液。

3.2.2 样品溶液的制备
精密称取山楂叶细粉 1g，置具塞锥形瓶中，精密加入

60%甲醇50mL，密塞，称定重量，超声处理30min，冷却至室温，

用 60% 甲醇补足减失的重量，用微孔滤膜（0.45μm）滤过，

即得。

3.3 方法学考察

3.3.1 精密度试验
取山楂叶样品溶液（S15），采用 2.1 项下色谱条件连

续分析测定 6 次，将 16 号峰（金丝桃苷）设为参照峰（S），

结果各共有峰相对保留时间及相对峰面积 RSD ≤ 3.0%。表

明仪器精密度良好。

3.3.2 重复性试验
取山楂叶样品（S15）细粉，按 2.2.1 项下方法平行制

备 6 份，采用上述 2.1 色谱条件进样测定，将 16 号峰（金

丝桃苷）设为参照峰（S），结果各共有峰相对保留时间及

相对峰面积 RSD ≤ 3.0%。该方法重复性良好。

3.3.3 稳定性试验
取山楂叶样品溶液（S15），采用 2.1 项下色谱条件，

分别在 0h、2h、4h、8h、12h、24h 时间点进行分析，以 16

号峰（金丝桃苷）为参照峰（S），结果各共有峰相对保留

时间及相对峰面积 RSD ≤ 3.0%。表明样品稳定性良好。

3.4 指纹图谱的建立及分析
取 20 批山楂叶样品溶液，以 2.1 项下色谱条件分析测

定记录色谱信息，导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（2004A）》，多点校正匹配得到 20 批山楂叶样品的对

照指纹图谱及样品指纹图谱叠加图，见图 1，相似度分别为

0.973，0.972，0.980，0.987，0.967，0.959，0.981，0.958，0.942，

0.996，0.983，0.989，0.976，0.968，0.984，0.984，0.990，0.985，

0.956，0.985，结果均大于 0.900，表明各样品间相似度较好。

20 批样品共标定了 20 个共有峰。经对照品指认，得到 7 个

已知化合物（图 1）分别为：绿原酸（6 号峰）、牡荆素葡

萄糖苷（11 号峰）、牡荆素鼠李糖苷（12 号峰）、牡荆素（13

号峰）、芦丁（15 号峰）、金丝桃苷（16 号峰）、异槲皮

素（17 号峰）。

3.5 聚类分析
以 20 批山楂叶指纹图谱共有峰峰面积为变量，导入
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MetaboAnalyst 5.0 在线分析系统，选择“数据分析”模式，

进行“归一化”处理后，得到 20 批样品共有峰峰面积的聚

类热图，见图 2。聚类热图是数据进行筛选、提取和降维分

析后，得到的可直观反映样品接近程度和化学成分含量的关

系的图像 [4]。热图显示，每个月份样品特征较为接近，其中

10 月份样品总体峰面积较大，化学成分含量普遍较高；11

月份样品中化学成分含量降低。

R 为对照指纹图谱，6：绿原酸；11：牡荆素葡萄糖苷；

12：牡荆素鼠李糖苷；13：牡荆素；15：芦丁；16：金丝桃苷；

17：异槲皮素；

图 1 20 批山楂叶指纹图谱叠加图

图 2 聚类热图

4 讨论

采用 HPLC 指纹图谱技术，可全面系统地呈现不同生

长月份的山楂叶样品的特征物质群的变化。总体来讲，每个

月份样品较为接近；通过比较各个月份样品的指纹图谱和聚

类热图，可观察到明显的差异。绿原酸、芦丁等组分，在 7

月份样品中含量较高，8—9 月份逐步下降，10 月份到达峰

值，11 月份样品中又呈现下降趋势。牡荆素葡萄糖苷和牡

荆素在 7—9 月份样品中含量较低，10—11 月份逐渐升高；

以上两种成分差异较大，或为影响样品聚类的主要因素。有

学者研究表明，牡荆素葡萄糖苷对山楂叶药材质量影响较为

显著，可能是影响山楂叶药材质量的差异标志物 [5]。金丝桃

苷、异槲皮素等组分则在 9 月份含量最高。这些差异可能与

当月气候条件、降雨量、光照强度和土壤养分等环境因素密

切相关。为保证药材质量，在不影响山楂果生长的前提下，

山楂叶的采收期可尽可能定在 10 月份。

5 结论

本研究通过指纹图谱结合聚类热图技术，对不同月份

的山楂叶进行了全面分析，揭示了山楂叶在不同月份的生长

条件下，其化学成分呈现出显著的变化趋势。该变化与环境

因素、生理代谢和生长阶段密切相关。建立的聚类热图模型，

能够准确地区分不同月份的山楂叶样品，还能直观清晰地展

现出不同月份样品总体含量的高低，这些发现为山楂叶生长

机制和种植管理研究提供了新的视角，可为山楂叶药材质量

评估和科学采收提供依据。
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