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青海地区唐古特大黄药材HPLC指纹图谱研究

李锦萍1‘2”，陈桂琛P，纪兰菊1，保怡1，李玉林1，周国英1

(1．中国科学院西北高原生物研究所，青海西宁810001；2．青海师范大学，青海西宁810008；

3．中国科学院研究生院，北京 100039)

摘 要：目的 建立了青海地区唐古特大黄药材的HPLC指纹图谱。方法 采用反相高效液相色谱法，乙腈一水

(o．04％的磷酸)为流动相，梯度洗脱，体积流量1．0 mL／min，检测波长为280 nm，柱温为40 C。结果精密度、

重现性、稳定性试验中共有峰面积和保留时间的RSD均小于5％。青海不同采集地唐古特大黄的平均相似度为

0．925。结论 该方法简便、实用、可靠，可用于以青海果洛地区为主产地不同海拔唐古特大黄药材质量标准的分析

检测，也为栽培大黄代替野生大黄提供理论基础。
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Fingerprints of Rheum tanguticum from Qinghai Region by HPLC
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Abstract：Objective To establish the HPLC fingerprints of Rheum tanguticum from Qinghai Region．

Methods By RP—HPLC，acetonitrile and water including 0．04％H3P04 as mobile phase，gradient elution，

flow rate was 1．0 mL／min，the detection wavelength was 280 nm，and the temperature was 40 C．Results

The RSD of peak areas and retention time of common peak in the test of precision，repeatability，and

stability has not reached 5％，respectively．Average similarity was 0．925 in R．tanguticum collected from

different habitats．Conclusion All above results show that this method is simple，practicable，and reli—

able．It can be used as a standard analysis method in the quality control of R．tanguticum from Guoluo Re—

gion in Qinghai Province．It also provides a theory foundation on which the species cultivated could replace

the wild ones．
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大黄为蓼科大黄属植物掌叶大黄Rheum pal—

matum Linn．、唐古特大黄R．tanguticum Maxim．

ex Regel．或药用大黄R．彬；cinale Baill．的干燥

根及根茎。具有泻火解毒、攻积化瘀、导泻、利胆、保

肝、降血脂、止血、抗肿瘤、调节免疫等多重作用[1]。

唐古特大黄在青海主要生长于海拔2 300～4 200 m

的林缘、林下、沟谷灌丛及草地，四川I西北部和甘肃

南部也有分布[2]。

大黄的指纹图谱已有文献报道[3~5]，但未见不

同海拔唐古特大黄及对种植与野生唐古特大黄对比

的研究。按照国家药典委员会关于“中药注射剂指纹

图谱试验研究的技术要求(暂行)的通知(2000)”要

求，并参考相关文献报道[6]，对种植与野生唐古特大

黄进行了指纹图谱研究。应用中药色谱指纹图谱相

似度评价系统(2004A)(国家药典委员会)，对其所

有峰和共有峰相似度进行评价和标准指纹图谱的模

拟比较。试验证明，该方法简便、准确、重现性好，结

合药材中共有峰和所有峰的相似度，可以评价其药

材质量、判断其基源。

1药材、仪器与试剂

1．1青海地区唐古特大黄野生样品采集：2004年

10月中旬采集于青海果洛州班玛和达日两县；栽培

样品取自湟中县群加乡、湟源县大黑沟种植基地；部

分材料购自当地药材市场，总计12批。所有采集和

种植材料均为果后期唐古特大黄根部，采集样品均
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定，样品来源及编号见表1。

1．2 试剂与仪器：LC一10AT，。二元泵(日本岛

津)；Rheodyne 7725进样器(美国)；SPD—

M10AVP二极管阵列检测器(日本岛津)；Class一

装置；AT—132柱温箱(Auto—Science公司)；梯度

滞后时间为0．25 min；水为重蒸水并经0．45弘m滤

膜滤过；乙腈(美国Tedia公司，色谱纯)；甲醇(上

海化学试剂有限公司，分析纯)；磷酸(上海化学试

VP液相色谱工作站(日本岛津)；Milli—Q超纯水 剂有限公司，分析纯)。

表1唐古特大黄样品来源

Table 1 Origins of R．tangutieum

样品号 产地 采集时间或来源 样品号 产地 采集时间或来源

T—01 班玛则达(海拔3 810 m) 2004—10—16 T—07甘德上贡麻(4 050 m) 2004—10一17

T—02达日满掌(4 360 m) 2004—10一15 T—08甘德上贡麻(4 030 m) 2004—10--1 7

T一03班玛知钦(3 810 m) 2004—10--16 T—09达日建设(3 980 m) 2004—10-18

T-04甘德上贡麻(4 056 m) 2004—10采挖 T—lO湟中群加(栽培4年2 900 m) 2004—09--30

T—05 班玛 班玛药材市场购买(2004—09) T一11 湟源大黑沟(栽培3年2900 m)2004一09—27

T-06班玛 班玛药材市场购买(2003--09) T—12玉树 玉树药材市场购买(2003-09)

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱为Kromasil C18(254 mm×

4．6 mm，5肛m)；乙腈一0．04％磷酸水溶液为流动相

进行梯度洗脱：o～50 min乙腈体积分数由10％增

至35％；50～70 min由35％增至100％；70～80

min为100％；检测波长280 nm；柱温40‘C；体积

流量I．0 mL／min，进样体积20弘L。

2．2供试品的制备：经过提取溶剂对比实验，甲醇

提取法显示色谱分析峰数目较多，为23个共有峰，

且操作简单。取大黄样品各1．0 kg粉碎，过20目

筛，混合均匀后精密称取0．5 g，置具塞锥形瓶中，

加甲醇25 mL，回流提取2 h，放冷至室温，再称定

质量，用甲醇补足减失的质量，取上清液，过0．45

弘m滤膜，备用。样品应在避光、低温、密闭容器条件

下保存。

2．3精密度试验：取同一批号的供试品溶液(T一

01)，连续进样5次，测得各共有峰面积和保留时间

的RSD分别为1．26％～4．92％和0．047％～

1．490％，表明精密度良好。

2．4稳定性试验：取同一批号的供试品溶液(T一

03)，分别在0、2、4、6、8、10 h进样，测得各共有峰面

积和保留时间的RSD分别为1．10％～4．85％和

0．032％～0．959％，表明样品在10 h内稳定。

2．5重现性试验：取同一批号样品5份(T一07)，

精密称量，按相同方法制备供试品溶液，分别进样，

测得各共有峰面积和保留时间的RSD分别为

1．00％～4．53％和0．012％～0．386％，表明重现

性良好。

2．6指纹图谱分析、数据处理及相似度：用2．1的

色谱条件测定了12批采集样品指纹图谱。根据指

纹图谱相似度计算要求，以T一01(班玛则达)样

品色谱峰作为标准指纹图谱，其中25．6 min左右出

现的峰为主要峰，选择此峰为参照峰(k)。按照“中

药色谱指纹图谱相似度评价系统(2004A)”进行对

照指纹图谱的模拟，标准指纹图谱的生成原理为中

位矢量法，标准指纹图谱如图1所示，对各个峰紫外

光谱图进行对比分析，确定23个共有峰。并且提供

了12批青海唐古特大黄样品的叠加图(图2)。采

用夹角余弦法对各个样品相对峰面积、相对保留时

间及相似度进行计算。以所有峰的峰面积计算相似

度，平均相似度为0．925；以共有峰的相对峰面积计

算相似度，12个样品的相似度为0．923～0．994，平

均相似度为0．971；以共有峰的相对保留时间计算

12个样品的相似度为0．999～1．000，平均值为

1．000，结果见表2～4。

3讨论

3．1供试品溶液制备方法的选择、色谱条件的选择

及优化以及检测波长的选择按参考文献方法[7’8]，样

品处理过程中发现粉碎后回流提取被检测物质的提

取率比其他方法，如超微粉碎、超声提取高，文献报

道大黄提取以丙酮一水为溶媒提取效果好[9]，试验中

甲醇提取物出现的峰最多，故选择甲醇为提取溶剂。

色谱条件选择优化过程中分别考察了0．01％、

0．02％、0．03％和0．04％的磷酸溶液，1％冰醋酸
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图1唐古特大黄的指纹图谱

Fig．1 Fingerprint of R．tanguticum
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图2 12批药材色谱分离叠加图(色谱分离图从下到上依次为样品l～12)

Fig．2 Overlap chromatogram of separated 12 batches of herbs(From below to top：chromatogram of samples 1--12)

表2唐古特大黄样品所有峰的相似度 溶液与甲醇、乙腈所组成的流动相，其结果显示乙腈一

Table 2 Similarity of all peaks from R．tanguticum

样品编号 相似度 样品编号 相似度

1 1．000 7 0．94l

2 0．950 8 0．903

3 0．952 9 0．916

4 0．932 10 0．899

5 0．909 11 0．898

6 0．930 12 0．871

0．04％磷酸水溶液系统得到的色谱图最佳。出峰时

间通过160 min的观察发现80 min后无色谱峰。

对190～370 am扫描的各波长下的色谱图进

行比较分析，结果280 am各峰分离良好，峰数目较

多。因此，选择280 rlm作为检测波长。同时按照试

行标准的要求考察了其他波长下的色谱图，其结果

表3唐古特大黄样品共有峰相对峰面积及相似度

Table 3 Relative peak area and similarity of common peak from R．tanguticum
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显示12批在不同波长下的色谱指纹图谱具有很好

的相似度。

3．2实验结果表明，唐古特大黄药材指纹图谱具有

较好的稳定性和重现性，12批唐古特大黄药材样品

指纹图谱的特征性和专属性很强，共有峰稳定性很

好，符合国家药典委员会颁发的“中药注射剂色谱指

纹图谱实验研究技术指南”的要求。较全面地反映唐

古特大黄的化学信息，可作为唐古特大黄药材的专

属性指纹图谱，为青海地区以果洛为主产地的不同

海拔唐古特大黄药材品质提供有效、稳定的质量控

制方法。对海拔约2 900 m的湟源大黑沟、湟中群加

栽培3、4年的唐古特大黄与野生唐古特大黄的指

纹图谱特征比较，证明其化学成分信息符合野生唐

古特大黄药材的指纹特征，为栽培大黄替代野生大

黄提供理论基础。
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