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防己药材的HPLC指纹图谱研究
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摘 要：目的 用HPLC法对防己药材指纹图谱进行研究。方法 采用色谱条件：Shimadzu VP—ODS柱(250 mm×

4．6 ram)；流动相为乙腈一0．1％磷酸溶液，梯度洗脱进行色谱分离；检测波长为282 nm；以防己诺林碱作为参照物。

结果 初步建立了防己药材的HPLC指纹图谱，并进行相似度评价。结论方法简单可行，能够有效地控制防己药

材的内在质量。

关键词：防己；指纹图谱；HPLC；相似度
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HPLC Fingerprint of Radix Stephaniae Tetrandrae
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Abstract：Objective To study the fingerprint of Radix Stephaniae Tetrandrae by HPI。C．Methods

HPLC condition：COlumn Shimadzu VP一0DS(250 mm×4．6 mm)；the mobile phase was acetonotrile with

0．1％phosphoric acid and the gradient elution mode was applied in chromatographic separation；the detee—

tive wavelength was 282 nm；fangchinoline was used as the reference compound，Results HPLC Finger—

print of Radix Stephaniae Tetrandra was established and the similarity of the fingerprint was compared．
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Conclusion The method is simple，accurate，and can be used to control the quality of Radix Stephaniae

Tetrandrae availably．

Key words：Radix Stephaniae Tetrandrae；fingerprint；HPLC；similarity

防己为防己科粉防己Sfephania tetrandra S．

Moore的干燥根，粉防己根中含有粉防己碱、防己诺

林碱、轮环藤酚碱等成分，具有解热镇痛、风湿止痛、

利尿消肿之功效u]。自古以来临床常用的中药防己

分为汉防己(粉防己)[21和木防己两大类，素有“治风

用木防己，治水用汉防己”之说，可见其品种不一，功

用也有所不同一3]。为了使粉防己药材在GAP生产管

理中更加规范，本实验采用HPLC法建立了防己药

材的指纹图谱。

1仪器与试药

岛津LC一10ATVP高效液相色谱仪，SPD—

M10AVP DAD检测器，SIL一10ADVP自动进样

器，CI。ASS VP色谱工作站；Shimadzu AUw220D

型(十万分之一)电子天平；梅特勒AB一104N型电

子天平。乙腈为色谱纯，磷酸为分析纯，水为Milli—

pore超纯水。粉防己碱、防己诺林碱(中国药品生物

制品检定所，批号分别为0711-200005供定量测定

用，0793—200003供鉴别用)；防己药材来源于江西

遂川基地和市售样品，见表1，由江西中医学院中药

鉴定教研室傅小梅博士鉴定为粉防己S．tetrandra

S．Mogre的干燥根。

表1防己药材测试样品

Table 1 Test sample of Radix Stephaniae Tetrandrae

编号 产地 生长期 编号 产地 生长期

】 江眄遂川(基地一) 3年生 8 江西遂川(基地二) 6年生

z 江西遂川(基地一) 5年生 9 江西遂川(基地二) 7年生

3 江婀遂川(基地一) 6年生 10 江西遂JIJ(基地二)10年生

4 江婀遂川(基地一) 7年生 11 江西九江(市售) 一

5 江瓯遂川(基地一)10年生 1 2 江西上饶(市售) 一

6 江艇遂川(基地二) 3年生 13 安徽(市售) 一

7 江曲遂川I(基地二) 5年生 14 浙江(市售) 一

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Shimadzu VP—ODS柱

(250 mrn×4．6 mm)；检测波长：282 nm；体积流量：

1．0 mI，／min；进样体积：10弘L；柱温：25‘C；流动

相：乙腈一0。1％磷酸溶液，梯度洗脱：0 min：乙腈一

0．1％磷酸溶液(15：85)；20 min：乙腈一0．1％磷酸

溶液(30：70)；40 min：乙腈一0．1％磷酸溶液(40：

60)；60 min：乙腈一0．1％磷酸溶液(80：20)。

2．2对照品溶液的制备：精密称取粉防己碱、防己

诺林碱对照品适量，用甲醇溶解，含防己诺林碱

0．05 mg／mL，含粉防己碱0．1 rng／mL，即得，色谱

图见图l。

B

20 25 30 35 40

t／mln

A一防己话林碱B一粉防己碱

A——fangchinoline B——tetrandrine

图1 防己诺林碱和粉防己碱的混合对照品图谱

Fig．1 HPLC Chromatogram of fangchinOline

and tetrandrine

2．3供试品溶液的制备：取同一批号药材样品粉末

(过3号筛)约0．5 g，精密称定，精密加入甲醇溶液

25 mL，称定质量，加热回流1 h，放冷，再称定质量，

用甲醇补足减失的质量，滤过，即得。

2．4重现性试验：取同一批号防己药材粉末6份，

精密称量，制备供试品溶液，分别进样，测得结果表

明，各共有指纹峰的相对保留时间和相对峰面积的

RSD均小于3％，表明样品重现性良好。

2．5精密度试验：取重现性试验供试品溶液，连续

进样5次，测得结果表明，各共有指纹峰的相对保留

时间和相对峰面积的RSD均小于3％，表明仪器精

密度良好。

2．6稳定性试验：取同一批号防己药材粉末，精密

称量，制备供试品溶液，分别在0、2、4、8、1 6、24 h进

样，测得结果表明，各共有指纹峰的相对保留时间和

相对峰面积的RSD均小于3％，表明供试品溶液在

24 h内稳定。

2．7指纹图谱的建立

2．7．1 指纹图谱的测定：分别精密吸取对照如溶液

和供试品溶液各10弘L，注入高效液相色培仪，记录

60 min的色谱图。

2．7。2共有峰的确定：按照《中药注射剂指纹图谱

研究的技术要求(暂行)》规定[4]，测定1 4批／f：问产

地不同生长时期及不同产地防己药材的指纹图谱，

其中8个峰为药材的共有指纹峰，以5号峰(防L诺

林碱)作为参照峰，计算各共有指纹峰的柏对保留时

间和相对峰面积的比值，结果见图2、3和表2、3。

～I}ii—
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图2 1号防己药材的HPLC图谱

Fig．2 HPLC Chromatogram of Radix Stephaniae

Tetrandrae(No．1)

．．J。 』l 1 ．』“ ⋯l
一

Stephaniae Tetrandrae

2．7．3指纹图谱的相似度计算：采用药典委员会推

荐的相似度评价软件(A、B版)，对14批防己药材

进行相似度评价。将药材指纹图谱导入相似度评价

软件，没定匹配模版，进行谱峰自动匹配，生成对照

指纹图谱，进行相似度评价，结果见图4和表4。

3讨论

3．1 利用高效液相色谱仪的二极管阵列检测器对

样品的吸收波长进行分析，结果在282 nm检测波

长下，基线较稳定，色谱峰较多，信息丰富，故选择

282 nnl为最终检测波长。

3．2采用多种提取方法，分别用三氯甲烷、醋酸乙

酯、甲醇、流动相作为溶剂进行回流提取。研究中发

表3 14批防己药材指纹图谱中共有峰的相对峰面积

Table 3 Relative peak area of common peaks

in fingerprint of 14 batches of Radix

Stephaniae Tetrandrae

6．
——EU。．．．．一。。，：a。

0．00 8．70 17_39 26．09 34 76

t／rain

。j．．啊====一。=：二二=_==二二二二二
43 48 52 17 60 8

图4防己药材对照指纹图谱

Fig．4 Comparison fingerprint of Radix

Stephaniae Tetrandrae

表4 14批防己药材指纹图谱相似度结果

Table 4 Similarity of fingerprint in 14 batches

of Radix Stephaniae Tetrandrae

编号 相似度 编号 相似度

8 0，9761 0．938

9 U．9862 0．969

10 O．9j 73 0．965

ll 1)．9504 0．980

12 0，9485 0．951

13 0．9576 0．940

14 O．9697 0．985
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(250 mm X 4．6 mm，5肚m)，Shimadzu VP一0DS

(250 mm×4．6 ram)，DiamonsilTM C18(250 mm×

4．6 mm，5弘m)色谱柱，结果显示Shimadzu VP一

0DS(250 mm×4．6 ram)柱能够将药材各组分峰很

好地分开，达到比较理想的效果。

3．5 由生成指纹图谱可以看出，14批防己药材指

纹图谱中主要色谱峰的整体图貌基本一致。同时相

似度评价结果表明，同一基地和不同产地的相似度

计算结果均在0．9以上，相似度较高，说明地域性差

异不明显。利用药典委员会颁布的指纹图谱软件，能

够很好地对防己药材指纹图谱进行相似度评价。
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青牛胆SRAP标记反应体系的建立与优化

杨 兵，王天志。，罗 禹，陈 璐
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摘要：目的为青牛胆的物种鉴定和遗传图谱的构建寻找一种新的途径。方法采用序列相关扩增多态性(Se—

quence related amplified polymorphism，SRAP)技术对青牛胆DNA进行PCR扩增，逐级优化反应参数。结果 优

化得到稳定重复性好的青牛胆SRAP反应体系。结论SRAP技术在分子水平上对青牛胆进行鉴定是一种行之有

效的手段，为今后进一步的青牛胆物种鉴定、遗传图谱的构建等研究奠定基础。

关键词：青牛胆；SRAP；分子标记
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Establishment and optimization of SRAP reaction system in Tinospora sagittata

YANG Bing，WANG Tian—zhi，LUO Yu，CHEN Lu

(West China School of Pharmacy，Sichuan University，Chengdu 610041，China)

Abstract：Objective To develop a new method for Tinospora sagittata species identification and

genetic map construction．Methods Sequence——related amplified polymorphism(SRAP)was applied for

T．sagittata tO carry on PCR amplification of its DNA and optimize the reaction parameter grade by grade．

Results The stable and reproducible SRAP reaction system of T．sagittata has been developed．Conclu．．

sion SRAP is an effective method for T．sagittata identification in molecular degree and it has set up a

foundation for the further species identification and genetic map construction of T．sagittata．

Key words：Tinospora sagittata(Oliv．)Gagnep；sequence—related amplified polymorphism(SRAP)；

mo】ecular marker

青牛胆Tinospora sagittata(()liv．)Gagnep是

防己科青牛胆属植物，药用其块根，又称金果榄，为

《中国药典》历版所收载。有清热解毒、利咽止痛等功

效。目前药用青牛胆为野生，复杂的野外环境造成其

植株的形态变异。本课题材料采自四川巴中地区，其

植株形态差异极大。因此，从分子水平对青牛胆进行

物种鉴定以控制其药材质量变得日益重要。SRAP

(sequence related amplified polymorphism，序列相

关扩增多态性)是由Li等n3提出的一种新的分子标

记技术。SRAP标记是针对基因外显子中GC丰富

而启动子、内含子里AT丰富的特点来设计引物进

行PCR扩增，因不同个体的内含子、启动子与间隔
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