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地黄 HPLC-DAD 多波长指纹图谱的建立及其在熟地黄炮制中的应用 
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摘  要：目的  以高效液相色谱-二极管阵列检测器（HPLC-DAD）色谱图为基础建立地黄多波长指纹图谱，并通过熟地黄

炮制终点检测分析其应用价值。方法  样品采用超声波法甲醇提取，蒸干后用 15%甲醇定容，使用 Waters Sunfire C18色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），乙腈-0.02%磷酸水溶液线性梯度洗脱，最大波长法选择多波长下重叠共有峰。用随机抽取的熟

地样品多波长指纹图谱共有峰的平均值作为熟地的对照指纹图谱，通过炮制样品与熟地标准多波长指纹图谱的相似性比较获

得最佳加工炮制时间。结果  结果显示 205、284 nm 下地黄多波长指纹图谱可获得 18 个共有峰。生地黄在蒸制 25 h 后与熟

地黄对照指纹图谱相似性最大，是熟地黄蒸制的最佳时间。结论  多波长指纹图谱有利于显示样品成分细微变化及精确控制

加工过程，可用于中药材加工过程中质量控制。 
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Establishment of HPLC-DAD multi-wavelength chromatographic fingerprints of 
Rehmanniae Radix and its application in processing Rehmanniae Radix Praeparae 
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Abstract: Objective  To develop the multi-wavelength chromatographic fingerprints for Rehmanniae Radix based on 
chromatographs of HPLC-DAD and to analyze the applicability by endpoint determination in processing Rehmanniae Radix 
Praeparae. Methods  Samples were extracted by ultrasonic method with methanol. The extract solutions were evaporated to dry and 
the residue was dissolved with 15% methanol. A Waters Sunfire C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) was applied. 
Acetonitrile-0.02% phosphoric acid in water was used as mobile phase for gradient linear eluting. Maximum peak area was the criterion 
for choosing from overlapping peaks of the same constituent under different wavelengths. The means of common peaks in the 
multi-wavelength chromatographic fingerprints of Rehmanniae Radix Praeparae chosen randomly were taken as the reference 
fingerprint index. The optimal processing time was determined by fingerprint similarity analysis between prepared samples and the 
reference. Results  The result indicated that 18 common peaks were available in multi-wavelength chromatographic fingerprint under 
205 and 284 nm. The similarity to reference Rehmanniae Radix Praeparae reached the summit after preparing for 25 h. It could be 
considered to be the optimum time for preparaing Rehmanniae Radix Praeparae. Conclusion  The multi-wavelength chromatographic 
fingerprint is a facility for revealing constituents variations in detail and for accurate controlling the herbal medicine process. 
Key words: multi-wavelength chromatographic fingerprint; Rehmanniae Radix Praeparae; Rehmanniae Radix; process; ultrasonic 
method 

 
地黄 Rehmanniae Radix 有多种药用形式，其中

用量较大的是生地黄和熟地黄 Rehmanniae Radix 
Praeparae。熟地黄是生地黄经蒸制或加黄酒炖制而

成。生地黄富含梓醇、水苏糖等有效成分，性寒， 
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具有清热凉血等功效。熟地黄含 5-羟甲基糠醛

（5-HMF）等活性成分，性微温，具有滋阴补血的作

用。这种药性的变化与加工过程中药材成分变化密切

相关。研究表明地黄中梓醇、水苏糖等成分在熟地黄

炮制过程中可能降解，同时糖衍生物 5-HMF 大量产

生，使熟地黄向温性转变[1-2]。由此可见熟地黄炮制

过程中质量控制十分关键，既要保证生地黄充分熟

化，又要使加工时间最短以节约能源。 
高效液相色谱（HPLC）指纹图谱技术是被广

泛认可的一种中药质量控制方法。但常用的单波

长指纹图谱有时不能满足检测要求。在熟地黄指

纹图谱建立常用的麦角甾苷检测波长 334 nm[3]及

熟地黄检测成分 5-HMF 检测波长 284 nm 附近，

梓醇等环烯醚萜苷类成分并无吸收，在此波长附

近的指纹图谱不能显示这些成分[4]，并且在此波

长下指纹图谱共有峰较少。而在梓醇检测波长 205 
nm 附近，5-HMF 吸收较小，质量分数低的样品

峰值小甚至无峰。地黄指纹图谱研究较早，曾志

等[5]、李军等[3]和贾玉梅等[6]在 280、334、215、
230 nm 波长下研究了生地黄、熟地黄和鲜地黄的

HPLC 指纹图谱。温学森等[3]和曹建军等[4]用示差

折光检测器及在 205 nm 下研究了熟地黄加工过

程中指纹图谱的变化。孙国祥等[7-9]通过建立多波

长指纹图谱采用均谱法、融合谱法等评价中成药

质量。这些成果为本研究提供了参考。本实验采

用多个波长下检测以获得较多的共有峰信息，以

便更精确地控制药材加工过程，而二极管阵列检

测器（DAD）为此方法提供了便利。 
1  材料与试剂 

生地黄 Rehmannia glutinosa Libosch 产自河南武

陟，由笔者鉴定，品级为 4 级（8～15 g）。熟地黄

对照品从购自各地的熟地黄样品中随机抽取，来源

见表 1。 
乙腈（色谱纯）；超纯水（成都优普超纯水机制

备）；磷酸（色谱纯，天津科密欧）；样品制备用甲

醇（分析纯，西安化学试剂厂）；梓醇（批号

110808-200508）、麦角甾苷（批号 111530-200706）
对照品来自中国食品药品检定研究院；5-HMF 对照

品（批号 200805271，上海晶纯试剂公司），质量分

数大于 98%。 
2  方法 
2.1  地黄多波长指纹建立及相似性计算 

本研究中地黄多波长指纹是指从多波长指纹图 

表 1  熟地黄的来源 
Table 1  Sources of Rehmanniae Radix Praeparae 

编号 产地 性状 编号 产地 性状

P1 山西襄汾 块根 P6 河南武陟 饮片

P2 山西曲沃 块根 P7 河南武陟 块根

P3 山西临猗 饮片 P8 陕西汉中 饮片

P4 山西侯马 块根 P9 陕西汉中 饮片

P5 河南武陟 饮片 P10 河南温县 块根

谱中提取的各共有峰峰面积值的集合，即虚拟地黄。

在生地黄加工成熟地黄过程中，定时取样检测，获

得各加工时段的 HPLC 多波长指纹图谱，各时段多

波长指纹图谱与熟地黄标准多波长指纹（随机抽取

的熟地黄指纹的平均值）进行比较，相似性最大的

时段即为加工的最佳时段。 
多色谱指纹系统相似性计算之前通常把多个指

纹图谱的数据进行融合，考虑到多波长指纹图谱类

似于电化学检测器[10]产生的 HPLC 指纹图谱，各波

长指纹图谱是同一个样品在同一色谱条件下同时获

得的，只在检测波长上有所差异，各波长指纹图谱

的独立性较小。因此可以采用以下方法进行数据融

合：样品各波长色谱中相同的共有峰按最大峰面积

法选取，直接进行数据合并，建立多波长指纹。融

合后的多波长指纹图谱峰面积标准化采用共有峰峰

面积/总共有峰峰面积[3,11]计算。相似性采用欧氏距

离衡量，欧氏距离越小相似性越大[4]。本实验数据

计算均在 Excel 软件下完成。 
2.2  熟地黄炮制及样品溶液制备 
2.2.1  熟地黄炮制  生地黄 1.5 kg，采用清蒸法[2]

炮制熟地黄，炮制过程中每隔 2 h 取样 1 次。 
2.2.2  样品溶液制备  精确称取 0.500 0 g 样品粉

末，置于 50 mL 量瓶中，加入甲醇振荡后定容，冷

浸过夜后超声处理 90 min。冷却至室温后加甲醇定

容。摇匀，滤过，取续滤液 25 mL 旋转蒸干，残渣

用 15%甲醇定容至 5 mL。用 0.22 μm 微孔滤膜滤过

后即可上样分析。 
2.3  色谱分析 
2.3.1  色谱条件  采用 Waters 高效液相色谱仪，

Waters 1525 二元梯度泵，Waters Sunfire C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），Waters Sunfire C18 保护

柱（4 mm×5 mm），Waters 2996 二极管阵列检测器，

Empower Pro 色谱工作站。柱温 35 ℃，流动相为

乙腈（A）-0.02%磷酸水溶液（B），线性梯度洗脱
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程序为 0～5 min，1% A；5～12 min，1.5% A；12～17 
min，3% A；17～50 min，7% A；50～70 min，9.5% A；

70～90 min，12.5% A；90～120 min，18% A；120～
130 min，21% A；130～140 min，25% A；140～145 min，
29% A；145～150 min，38% A；150～155 min，45% A；

155～160 min，65% A；160～165 min，100% A；165～
180 min，100% A。体积流量 1 mL/min。二极管阵列

检测器监测波长 190～400 nm，进样量 20 μL。 
2.3.2  精密度试验  同一样品溶液按“2.3.1”项色

谱条件进样，24 h 内连续进样 5 次。 
2.3.3  重复性试验  精密称取蒸制 4 h 样品 0.500 0 
g 5 份，按“2.2.2”项方法制备样品溶液，按“2.3.1”
项色谱条件上样分析。 
2.3.4  稳定性分析  同一样品室温存放，48 h 内按

上述色谱条件测定 5 次。 
通过分析上述上样色谱峰保留时间和峰面积的

RSD 评价进样和仪器精密度、方法重复性和样品稳

定性。 

3  结果与分析 
3.1  多波长指纹图谱的建立 

地黄中次生成分除糖类以外主要有 3 类：环烯

醚萜类、紫罗兰酮类和苯乙醇苷类，而熟地黄中由

加工产生糖衍生物糠醛类。其中环烯醚萜类和紫罗

兰酮类均为萜类，分子内共轭结构小，紫外吸收波

长短，吸收相似。参考地黄中上述 4 类成分的主要

吸收波长，选取各样品在 205、284、330 nm 下的

色谱图来构建多波长指纹图谱，其中 205 nm 是《中

国药典》2010 年版规定的生地黄检测成分梓醇的有

效吸收区（图 1），此波长下地黄中主要有效成分环

烯醚萜苷类、紫罗兰酮类均有吸收。284 nm 是《中

国药典》2010 年版规定的熟地黄的检测成分 5-HMF
的最大吸收波长（图 1）。330 nm 是苯乙醇苷类如

麦角甾苷等的最大吸收区之一（图 1）。图 2 为熟地

黄多波长指纹图谱及梓醇、5-HMF、麦角甾苷对照

品的色谱图。在多个波长下，样品间可识别的共有

峰增加。如图 2 所示，在 334、284 nm 下熟地黄样 
 

 

图 1  DAD 检测器下梓醇、5-HMF 和麦角甾苷的吸收曲线 
Fig. 1  Absorption curves of catalpol, 5-HMF, and acteoside under DAD detector 

 
3-梓醇  7-5-HMF  14-麦角甾苷 

3-catapol  7-5-HMF  14-acteoside 

图 2  熟地黄的多波长指纹图谱 (A) 及梓醇、5-HMF 和麦角甾苷对照品色谱图 (B) 
Fig. 2  Multi-wavelength chromatographic fingerprint (A) of Rehmanniae Radix Praeparae and chromatogram (B)  

of catalpol, 5-HMF and acteoside reference substances 
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品各仅有约 9 个和 10 个显著的色谱峰，缺少地黄中

主要有效成分环烯醚萜苷类色谱峰，这类成分仅在

190～230 nm 下有吸收（图 1）。205 nm 下虽可达

18 个，但部分峰如 5-HMF，峰 6、10 等峰面积较

小，在部分样品中这些峰不能显示。 
本实验中，多波长指纹图谱中同物质重叠峰的

选择标准是峰面积最大，麦角甾苷的吸收峰值在

330 nm 附近，与资料中显示的 334 nm 有差异，这

可能是由于仪器误差或流动相成分差异造成的。图

1 和 2 显示，麦角甾苷等在 205 nm 下光吸收值比

330 nm 下高。在 330 nm 下不能监测梓醇等环烯醚

萜苷类成分，330 nm 下监测到的共有峰在 205 nm
下也可监测到，而且峰面积均大于 330 nm 下的监

测值，因此以最大峰面积法进行数据融合时，330 
nm 下色谱图被舍弃。经共有峰识别、重复峰选择，

各波长下的共有峰数据直接合并，熟地黄多波长指

纹图谱构建完成。可用于地黄加工过程监测的多波

长指纹图谱的共有峰为 18 个，其中 4 个来自 284 nm
色谱，可能均为炮制过程中的衍生成分。14 个来自

205 nm 色谱，可能主要为环烯醚萜苷、紫罗兰酮类、

苯乙醇苷类等（图 2）。而且各共有峰峰面积最大化，

放大了加工过程中地黄中成分的微小变化。因此这

种图谱更适合中药加工过程中的质量监测。 
多波长指纹数据的融合常见的有数据处理前融

合和处理后融合。前者如在中药质量控制中的均谱

法[9]、融合谱法[10]以及本研究的最大法。后者如用

权重法、均值法和投影参数法[11]在相似性计算后进

行融合。 
3.2  方法有效性分析 

在精密度、可重复性和样品稳定性分析中，5

次进样所得多波长指纹图谱中共有峰峰面积和保留

时间的 RSD 分别在 5%和 3%以内，表明仪器和进

样精密度较好，样品提取方法、色谱条件适用，样

品溶液在室温下 48 h 内稳定。 
以甲醇-水、乙腈-水、乙腈-1%乙酸溶液作流动

相进行梯度洗脱，效果均不理想。用回流及超声波

提取变化不大，考虑到处理方便及批处理量采用超

声波提取。尝试用 20%、40%、60%、80%甲醇水

溶液和甲醇直接提取 1 g 样品，用 0.22 μm 微孔滤

膜滤过后上样分析，但色谱峰较少，峰较低，且提

取溶剂极性越小，保留时间小的峰越容易出现畸形，

而用极性较大的 40%、20%甲醇水溶液提取时，保留

时间最长的脂溶性成分在指纹图谱中减小至消失，而

且溶液滤过困难。研究表明地黄的主要有效部位在水

溶性部分[12]，脂溶性成分的丢失对指纹图谱的代表性

影响不大。综合考虑到以上各种因素，决定采用甲醇

提取，这样可以减少蛋白、多糖等物质的溶出，有利

于滤过和保护色谱柱。提取液蒸干后再用少量 15%甲

醇溶液定容，用微孔滤膜滤过后即可上样分析，这

样虽然损失了部分脂溶性成分色谱峰，但可使进样

液与初始流动相极性相差不多，从而使保留时间小

的水溶性成分畸形峰的形成减少，而且提取液浓缩

了 5 倍，色谱峰明显增高，增多。 
3.3  熟地黄加工过程中多波长指纹图谱变化及最

佳加工时间 
图 3 显示熟地黄炮制过程中指纹图谱的变化，

梓醇等快速减少，5-HMF 逐渐上升。5-HMF 在蒸

制中第 1 次取样时（2 h）就已产生。而 205 nm 下

蒸制 6 h 才出现明显的峰。随炮制时间增加量上升

的成分一般在 284 nm 下峰面积较大，此图谱更适 

 

图 3  熟地黄加工过程中各时段采样的 205 nm 和 284 nm 指纹图谱变化 
Fig. 3  Variation of chromatographic fingerprints at 205 and 284 nm in each period of processing Rehmanniae Radix Praeparae 
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于监测衍生成分变化。而随蒸制时间延长质量分数减

少的成分在 205 nm 图谱中峰面积较大，因此 205 nm
波长下的指纹图谱更适合监测地黄原生成分。由于鲜

地黄、生地黄中不含或极少含有熟地黄炮制过程中产

生的衍生产物，因此对于这 2 种药材，仅 205 nm 单

波长指纹图谱就具有良好的代表性，可显示环烯醚

萜、紫罗兰酮类和苯乙醇苷类等成分。而对于熟地黄

而言，205、284 nm 多波长指纹更具代表性，除可显

示以上3类成分外，又可精细显示糠醛类等衍生成分。 
随机抽取的熟地黄对照样品多波长指纹图谱

比较见图 4，多波长指纹图谱比单波长指纹图谱

更准确地反映这些样品的熟化程度、加工方法等特

征[4]。把这些对照样品的多波长指纹图谱中共有峰

峰面积的平均值作为熟地黄标准指纹图谱。熟地黄

炮制过程中各时段采样的多波长指纹图谱与熟地黄

标准指纹图谱之间的相似性见图 5。 

 

图 4  熟地黄对照样品 205 nm 和 284 nm 指纹图谱比较 
Fig. 4  Comparison on fingerprints at 205 and 284 nm among Rehmanniae Radix Praeparae reference substances

 

图 5  熟地黄加工过程中各时段采样与熟地黄 
标准指纹图谱的相似性距离系数 

Fig. 5  Sample in each period to Rehmanniae Radix 
Praeparae in its processing and similarity distance 
coefficients of Rehmanniae Radix Praeparae 
reference fingerprint 

图 5 显示随着样品清蒸时间延长，采样指纹图

谱与熟地黄标准指纹图谱相似性距离减小，26 h 时

达到最小，此时相似性最大。从图中可见在清蒸 20 
h 以后相似性距离均较小。以蒸制时间和相似性距

离为自变量和因变量作曲线拟合可知相似性距离最

小值在 25 h 附近。因此可认为清蒸 25 h 左右是生地

黄加工成熟地黄的最佳时间。这与传统上生地黄加

工成熟地黄的最佳蒸制时间（24 h 左右）及加黄酒

最佳炖制时间（20 h 左右）基本相符[13]，也与 205 nm
单波长测定的估计值较相近[6]。与单波长指纹图谱

相比，地黄多波长指纹图谱放大了 5-HMF 的影响，

更符合《中国药典》2010 年版规定的 5-HMF 作为

熟地黄检测成分的要求。 
4  讨论 

以地黄含有化学成分类群为基础构建 HPLC- 
DAD 多波长指纹图谱来研究熟地黄炮制过程中指

纹的变化和熟地黄最佳炮制时间。研究显示 HPLC-
多波长指纹图谱可增加相似性分析所需的共有峰数

量，最大法选择多波长下重叠峰可放大药材加工过

程中成分的精细变化，因此可以作为药材加工过程

中的质量控制手段。 
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