
间的延长呈增长的趋势, 说明 10% PEG 6000 处理

1～ 16 h 可能不适宜用于模拟黄芩的干旱胁迫。

20% PEG 6000 处理 4 h 后, 主根长度、子叶短柄和

茎的长度随着处理时间的增长均呈下降趋势, 而根

冠比却呈现上升的趋势。根冠比是衡量植物抗旱性

的重要生理指标之一[8 ] , 研究结果表明黄芩幼苗在

模拟干旱的条件下对逆境进行了自我调节, 可以选

择 20% PEG 6000 处理黄芩种子 8 h 作为模拟干旱

条件, 用于幼苗黄芩抗旱材料的选育工作。
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夏枯草 HPLC 指纹图谱的研究
①

刘　伟, 丁海杰, 孙曙光
(河南中医学院 分析测试中心, 河南 郑州　450008)

摘　要: 目的　建立夏枯草 H PL C 指纹图谱分析方法。方法　采用高效液相色谱法, 色谱柱为 Betasil C18

(250 mm ×416 mm , 5 Λm ) 柱, 以乙腈2011% 磷酸梯度洗脱, 0～ 50 m in 时乙腈 10% →25% , 50～ 60 m in 时乙腈
25% →32% ; 体积流量为 017 mL öm in; 检测波长为 210 nm , 柱温 25 ℃。结果　建立了夏枯草的指纹图谱, 确定了
16 个共有峰, 各夏枯草样品指纹图谱与对照指纹图谱相似度均在 0195 以上, 可以用于夏枯草药材的定性鉴别。结
论　此方法简单、准确、重现性好, 为夏枯草的质量控制标准提供了有效的方法。
关键词: 夏枯草; 高效液相色谱法; 指纹图谱
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F ingerpr in t ana lysis of Sp ica P runellae by HPLC
L IU W ei, D IN G H ai2jie, SUN Shu2guang

(Cen ter of A nalysis and M easurem ent, H enan Co llege of T radit ional Ch inese M edicine, Zhengzhou 450008, Ch ina)

Abstract: Objective　To estab lish a m ethod of fingerp rin t analysis on S p ica P runellae by H PL C1
M ethods　T he H PL C m ethod w as u sed, ch rom atograph ic condit ion s w ere Betasil C18 co lum n (250 mm ×

416 mm , 5 Λm ) , aceton it rile2011% pho sph ric acid system as mob ile phase, 0- 50 m in aceton it rile 10% →

25% , 50- 60 m in aceton it rile 25% →32% ; flow rate 017 mL öm in; detect ive w avelength at 210 nm , co l2
um n temperatu re 25 ℃1 Results　E stab lish ing the fingerp rin t of S p ica P runellae, 16 common peak s w ere

found in the H PL C fingerp rin t of S p ica P runellae and good sim ilarit ies w ith co rrela t ion coeff icien ts over

0195 w ere found in the fingerp rin ts betw een the herb s from differen t sou rces and standard fingerp rin t,

w h ich cou ld be u t ilized fo r the iden t if ica t ion of S p ica P runellae1 Conclusion　T he m ethod is accuate, sim 2
p le, and cou ld be u sed fo r the quality con tro l of S p ica P runellae1

Key words: S p ica P runellae; H PL C; fingerp rin t

　　夏枯草是唇形科夏枯草属植物夏枯草 P runella

vu lg a ris L 1 干燥果穗, 有时也以全草入药, 因“此草

夏至后即枯”故名, 为中医临床常用的一味中药。夏

枯草始载于《神农本草经》, 列为下品, 其味“苦辛寒,

治寒热瘰疬, 鼠瘘头痛, 破症, 散瘿结气, 脚肿湿痹,

轻身, 一名乃东, 生川谷”。其味苦、性寒、辛, 具有清

肝、明目、散结、消肿、止痛之功效。用于目赤肿痛、目

珠夜痛、羞明流泪、头痛眩晕、瘰疬、瘿瘤、乳痈肿
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痛[1 ]。临床多用于治疗甲状腺肿大、淋巴结核、乳腺

增生、高血压、肺结核、急性黄疸型传染性肝炎等疾

病[2 ]。夏枯草中主要含有熊果酸、齐墩果酸、迷迭香

酸、黄酮类及糖类等多种成分。本实验采用高效液相

色谱法建立夏枯草的指纹图谱分析方法, 为科学控

制夏枯草质量提供参考。

1　仪器与试药

D ION EX Summ it 系统高效液相色谱仪 (美国)

(P680 H PL C pump ) ; D ION EX A S I- 100 自动进样

器; D ION EX PDA - 100 检 测 器; D ION EX

Ch rom eleon 色谱工作站; KQ - 500 型数控超声波

清洗器 (昆山市超声仪器有限公司) ;M et t ler A E240

十万分之一天平 (瑞士) ; FA 2004A 万分之一天平。

迷迭香酸对照品 (批号: 12312050419, 中药固体

制剂制造技术国家工程研究中心) ; 夏枯草药材, 经

河南中医学院药学院陈随清教授鉴定为夏枯草, 样

品来源见表 1。乙腈为色谱纯, 水为双蒸水, 其他试

剂均为分析纯。
表 1　样品来源

Table 1　Sources of samples

样品编号 来　源

1 河南省栾川县
2 河南省桐柏县
3 河南省桐柏县
4 河南省泌阳县
5 河南省西峡县
6 河南省卢氏县
7 安徽省黄山市
8 安徽省亳州市

样品编号 来　源

9 江苏省苏州市
10 四川省南充市
11 贵州省贵阳市
12 湖南省益阳市
13 湖北省宜昌市
14 河北省安国市
15 山东省临沂市
16 广东省广州市

2　方法与结果

211　色谱条件: 色谱柱Betasil C 18 (200 mm ×416

mm , 5 Λm ) ; 流动相: 乙腈2011% 磷酸梯度洗脱, 0～

50 m in 时乙腈 10% →25% , 50～ 60 m in 时乙腈

25% →32% ; 记录时间为 60 m in; 体积流量: 017

mL öm in; 柱温: 25 ℃; 检测波长: 210 nm ; 进样体积:

10 ΛL。

212　供试品溶液制备: 1～ 16 号夏枯草样品粉末

(过 2 号筛) 各 1 g, 精密称定, 置于 100 mL 锥形瓶

中, 用移液管精密加入甲醇 50 mL , 称定质量, 超声

提取 1 h, 冷却, 再称定质量, 用甲醇补足减失的质

量, 摇匀, 滤过。精密量取续滤液 25 mL , 浓缩定容至

5 mL 量瓶中。用微孔滤膜 (0145 Λm ) 滤过, 滤液作

为供试品溶液。

213　对照品溶液制备: 精密称取迷迭香酸对照品

4140 m g, 置于 10 mL 量瓶中, 加甲醇至刻度, 作为

对照品溶液。

214　稳定性试验: 取同一批供试品溶液, 在相同的

条件下分别于 0、2、4、8、12 h 进样分析, 采用国家药

典委员会指纹图谱评价软件计算出相似度均在

0199 以上, 主要峰相对面积的 R SD 值均小于

310%。

215　精密度试验: 取同一供试品溶液, 在相同条件

下分别进样 5 次, 计算出相似度均在 0199 以上, 主

要峰相对面积的R SD 值均小于 110%。

216　重现性试验: 取同一批样品, 在相同条件下分

别称取 5 份, 制备供试品溶液, 进样, 记录结果, 计算

出相似度均在 0199 以上, 主要峰的相对峰面积的

R SD 值均小于 210%。

217　指纹图谱的建立: 精密吸取供试品溶液 10

ΛL , 进样, 其中 16 号峰为迷迭香酸的峰, 以 7 号峰

为参照标示出夏枯草的H PL C 指纹图谱中 16 个共

有峰作为可以构成指纹图谱稳定的特征峰, 样品色

谱图见图 1。将所得的色谱图数据导入国家药典委

员会指纹图谱评价系统, 3、7、12、16 号峰作为

M arker 峰, 进行色谱峰匹配, 结果见图 2。16 批夏枯

草药材 H PL C 指纹图谱共有峰的相对保留时间

R SD 值最大为 1151% , 最小为 01152% , 均小于

2% , 其共有峰的相对峰面积差别较大。16 批夏枯草

药材H PL C 指纹图谱与对照指纹图谱 (16 批夏枯草

药材指纹图谱形成的)相似度评价结果见表 2。

töm in

图 1　夏枯草 (5 号样品) HPLC 指纹图谱

F ig11　HPLC F ingerpr in t of Sp ica P runellae (No15)

3　讨论

311　样品处理方法的选择: 曾采用 80% 甲醇、水、

95% 乙醇、甲醇、乙醚作为提取溶剂。结果发现水为

提取溶剂所得的供试品溶液峰数甚多, 很难完全分

离, 而且特征性不明显; 乙醚为提取溶剂的样品溶液

所得的供试品峰数甚少, 80% 甲醇和95% 乙醇为
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töm in

图 2　16 批样品匹配色谱图

F ig12　M atched chromatogram s of 16 batches of sample

表 2　相似度评价结果

Table 2　Results of sim ilar ity eva luation

样品号 相似度

1 01995

2 01999

3 01997

4 01997

样品号 相似度

5 01997

6 01997

7 01999

8 01998

样品号 相似度

9 01990

10 01997

11 01998

12 01998

样品号 相似度

13 01987

14 01969

15 01988

16 01973

溶剂所得供试品溶液色谱峰与甲醇为溶剂所得供试

品溶液色谱峰差别不大, 为利于操作, 采用甲醇作为

提取溶剂。采用甲醇作为提取溶剂用超声波振荡提

取法和水浴加热回流提取法进行试验, 结果显示两

种提取方法所得图谱中峰数与各峰面积未见明显差

别。考虑到采用超声波振荡提取法简便易行, 所以采

用超声波振荡提取法进行供试品溶液的制备。

312　色谱条件的选择: 本实验所用高效液相色谱条

件是在参考有关文献的基础上[3～ 7 ]经过多次优化、

筛选而确定的。实验采用二极管阵列紫外检测器作

为检测工具, 首先在上述色谱条件下采用全波长进

行测定, 并采集其三维色谱图, 通过察看该三维色谱

图在所有波长下的出峰的多少, 和各成分的分离情

况以及各色谱峰的丰度等综合考虑, 最后选定检测

波长为 210 nm。曾采用甲醇2水、乙腈2水、乙腈2磷酸

水作为流动相进行洗脱, 以乙腈2011% 磷酸水为流

动相得到的图谱中色谱峰较多, 峰形和分离度都较

好, 故选定乙腈2011% 磷酸水作为流动相。考察体积

流量时发现流动相体积流量为 110 mL öm in 时, 有

些峰始终分不开, 流动相为 017 mL öm in 时, 各峰均

有较好分离, 故采用流动相为 017 mL öm in。

313　夏枯草指纹图谱与地域的关系: 本实验所用夏

枯草药材主要采自于河南、安徽、江苏、湖南等 10 个

省。结果表明, 不同产地的夏枯草药材色谱图中各共

有峰相对保留时间对应得非常好, 但共有峰相对峰

面积差别较大, 这可能与药材的产地土壤条件、种植

方法以及采集时间等因素有关。这表明, 夏枯草中各

成分的量与产地和种植方法有密切关系。

314　夏枯草指纹图谱的专属性: 从 16 批药材的整

体看来, 各样品中共有峰的相对保留时间严格一致,

各个共有峰的相对峰面积变化趋势也一致。因此, 可

以说明该夏枯草指纹图谱具有专属性, 可以为夏枯

草药材的品质评价、质量标准制定提供依据。
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