
药所需剂量大 ,且有肝脏首过效应 ,药品起效相对

慢 ,实验结果个体差异较大。而 ip 由于在腹腔给药

部位和深浅的不同 ,极易造成局部血药浓度过高 ,导

致在检测时得出错误的结论。相对而言 ,舌下静脉

ip 给药 ,药物直接入血 ,干扰因素较少 ,数据更为可

靠。目前临床上所用的华蟾蜍毒素制剂以注射液为

主 ,静脉给药的研究方法对临床更有指导意义。

提取条件的选择 :组织中提取华蟾蜍毒素时 ,笔

者参照前期血清中蟾蜍灵测定研究方法 ,采用混合

有机溶剂萃取的方法提取血清样品中的华蟾蜍毒

素[5 ,6 ] 。即取匀浆后的组织 ,加入内标后 ,加入提取

液乙醚2醋酸乙酯 (5 ∶1) 4mL ,旋涡混合器上间断振

荡混合 3 min ,是为了让组织的匀浆液及血清与提

取液之间充分混合 ,间断振荡是为了减少组织匀浆

液的乳化 ,从而使样品易于提取充分。

肺组织按照同样的方法进行实验 ,未测得华蟾

蜍毒素 ;肾上腺组织质量过轻 ,无法获取足够组织匀

浆液进行进一步分析 ,因此实验结果中没有这两个

组织的数据。
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大黄不同炮制品指纹特征的识别研究

孙玉琦1 ,2 ,马永刚2 ,肖小河2 3　 ,刘晓娟1

(1. 辽宁医学院药学院 ,辽宁 锦州 　121001 ; 2. 中国人民解放军中药研究所 ,北京 　100039)

摘 　要 :目的 　建立大黄不同炮制品的 HPLC 指纹图谱 ,为大黄炮制品的质量评价和炮制机制研究提供依据。方
法 　采用梯度洗脱 HPLC 法 ,建立大黄不同炮制品指纹图谱 ,运用中药指纹图谱相似度评价方法与样品聚类分析
方法 ,对其指纹特征进行研究。结果 　该方法重复性良好 ,大黄不同炮制品指纹图谱共有峰特征明显 ,不同炮制品
指纹特征存在差异 ,其化学成分发生了不同程度的变化。其中生大黄与酒大黄、醋大黄差异较小 ,与熟大黄、清宁
片存在差异 ,与大黄炭差异明显。结论 　建立的大黄不同炮制品的指纹图谱可以识别大黄不同炮制品的归属特
征 ,可有效控制内在质量 ,探讨炮制机制 ,并可进一步进行大黄的安全性评价和指导临床合理用药。
关键词 :大黄 ;炮制 ;指纹图谱 ; HPLC 法
中图分类号 :R286. 02 　　　文献标识码 :A 　　　文章编号 :0253 2670 (2009) 05 0725 04

　　大黄中主要含有蒽醌类、多糖类、鞣质等 80 多

种成分。大黄所含有的大黄素等蒽醌类成分有肝肾

毒性和致癌性的潜在危险 ,长期应用大黄停药后有

继发性便秘之虞[ 1 ] 。中药炮制是中医用药的一大特

色和优点 ,炮制减毒是中药合理制用的有效途径和

手段。大黄的炮制品主要有生大黄、酒大黄、醋大

黄、熟大黄、清宁片、大黄炭。大黄经炮制后 ,其化学

组分、药性和毒性都将发生相应的变化。色谱指纹

图谱是通过比较各样本间色谱图的差异来反映样品

化学成分的差异[ 2 ] 。本实验通过对大黄不同炮制品

指纹图谱的识别研究 ,旨在阐明大黄因炮制而产生

的成分变化规律 ,有效控制大黄的内在质量、探索大

黄的炮制机制 ,进而为大黄的不同炮制品的成分与

药效间建立联系 ,为大黄临床的安全、有效应用提供

依据。

1 　仪器与试药

美国 Agilent 1100 高效液相色谱仪 , 配有

DAD ;25 μL 微量进样器 (美国 Hamilton) ; 瑞士

Mettler Toledo AL204 微量分析天平。

纯净水 (乐百氏纯净水公司) ,乙腈为色谱纯试

剂 ,磷酸、甲醇等为分析纯试剂。大黄素、大黄酚、大

黄酸、芦荟大黄素、大黄素甲醚对照品由中国药品生
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物制品检定所提供 ,批号分别为 1107562200110、

1107962200310、 07572200206、 1107952200504、

1107582200509。大黄药材产自甘肃省礼县 ,经中国

人民解放军中药研究所肖小河研究员鉴定为蓼科植

物掌叶大黄 R heum p al m at um L . 的干燥根及根茎。

2 　方法与结果

211 　不同炮制品的制备 :参照《中国药典》2005 年

版一部和《现代中药炮制手册》中大黄的不同炮制

法 ,以生大黄为原料进行炮制 ,分别得到酒大黄、醋

大黄、熟大黄、清宁片、大黄炭。各取干燥后的大黄

6 种不同炮制品 200 g ,分别加入 95 %乙醇回流提取

3 次 ,每次乙醇量 1 000 mL 、时间 1 h ,提取液滤过 ;

后加入水 1 600 mL ,回流提取 1 h ,提取液滤过 ,合

并滤液 ,浓缩 ,真空干燥 ,即得。

212 　对照品溶液的制备 :分别精密称取各对照品适

量 ,置于同一量瓶中 ,加入甲醇溶解并稀释至刻度 ,

摇匀 ,得含大黄素 40μg/ mL 、大黄酸 39μg/ mL 、大

黄酚 39μg/ mL 、芦荟大黄素 43μg/ mL 、大黄素甲醚

41μg/ mL 的混合对照品溶液。

213 　供试品溶液的制备 :精密称取不同炮制品的提

取物约 50 mg ,置 50 mL 量瓶中 ,加入甲醇使溶解 ,

稀释至刻度 ,摇匀 ,0145μm 微孔滤膜滤过 ,取续滤

液 ,即得。

214 　色谱条件 :瑞典 Kromasil 色谱柱 (250 mm ×

416 mm ,5μm) ;流动相 :乙腈2011 %磷酸溶液 ,采用

二元梯度洗脱 ,0～20 min , 20 %乙腈 ,20～50 min ,

20 %～85 %乙腈 , 50 min 以后 , 85 %乙腈 ;检测波

长 :254 nm ;体积流量 :1 mL/ min ;进样量 :10μL ;柱

温 :30 ℃;采样时间 :60 min。对照品各峰理论板数

不小于 20 000 ,各峰的分离度均大于 115 ,对称因子

0185～1115 ,峰形基本对称。

215 　不同炮制品指纹图谱的建立 :大黄含有蒽醌、

二蒽酮、茋、苯丁酮、鞣质、萘、色酮等不同种类的化

合物 ,大体上分为蒽醌类、多糖类、鞣质。其中蒽醌

类化合物包括大黄素等游离型蒽醌 ,大黄素苷等结

合型蒽醌 ,番泻苷等双蒽醌类成分[3 ] 。从生大黄、酒

大黄、醋大黄、熟大黄、清宁片、大黄炭的 H PL C 指

纹图谱在中药指纹图谱相似度评价系统 (国家药典

委员会主持开发) 中所生成的对照图谱上可以辨认

出 21 个色谱峰 ,见图 1。将色谱峰分为 3 个区 ,峰

数构成为 7 + 6 + 8 ,1～7 号峰为 Ⅰ区 (保留时间在

1～24 min ,极性成分) ,8～13 号峰为 Ⅱ区 (保留时

间 25～34 min ,结合蒽醌) ,16～21 号峰为 Ⅲ区 (保

留时间 34～52 min ,游离蒽醌 ,152芦荟大黄素甲醚 ,

162大黄酸 ,182大黄酚 ,202大黄素 ,212大黄素甲醚)

以峰面积作为“表观丰度”,观察指纹图谱中各特征

峰之间的大小、顺序和相互之间的比例关系 ,以辨认

大黄不同炮制品指纹图谱的“整体面貌”。

图 1 　大黄炮制品的指纹对照图谱

Fig. 1 　Reference f ingerprint of processed samples of Radix et Rhizoma Rhei

216 　大黄不同炮制品指纹特征识别 :制备供试品溶

液 ,测定样品的峰面积 ,对结果进行分析 ,指纹图谱

见图 2。

大黄不同炮制品的指纹图谱中 ,共有峰 12 个

(1、2、8、9、10、11、15、16、18、19、20、21) ,非共有峰 9

个 (3、4、5、6、7、12、13、14、17) ,其中共有峰表现出大

黄不同炮制品的共性。指纹图谱中的非共有峰和峰

面积的变化则表现出大黄经炮制后其理化性质和成

分组成的变化情况。

生大黄共产生 18 个明显色谱峰 ,与对照图谱相

比较 ,缺少 3、14、17 号峰 ,分别在分区中的 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

区 ,说明大黄经炮制后 ,各类成分都发生了变化。

酒大黄 Ⅰ区的峰面积不同程度的减少 ,说明酒

制对大黄中的水溶性成分有一定破坏 ,对结合蒽醌

与游离蒽醌的影响不明显。

醋大黄色谱峰构成与酒大黄一致 ,醋大黄 Ⅲ区

峰面积增加 ,醋制对游离蒽醌的量产生影响。

与生大黄比较 ,熟大黄 1、2、11 号峰显著增大 ,

产生 3 号峰 ,并且 4、5、6、7、12、13 号峰消失 , Ⅱ区 8、

9、10 号峰面积减小 30 %左右。Ⅲ区游离蒽醌的峰
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12生大黄　22醋大黄　32酒大黄　42熟大黄　52清宁片　62大黄炭

12raw rhubarb 　22vinegar rhubarb 　32wine rhubarb

42prepared rhubarb 　52Qingning Tablet 　62charred rhubarb

图 2 　大黄炮制品的 HPLC指纹图谱

Fig. 2 　HPLC Fingerprints of processed samples

of Radix et Rhizoma Rhei

面积增大约 50 %。提示大黄熟制水溶性成分转化

为水溶性更强的物质 ,结合蒽醌有一部分水解成游

离蒽醌。

清宁片色谱峰的构成与熟大黄相同 ,与生大黄

相比 ,除 1 号峰面积略有增大外 ,其他峰都明显减

小 , Ⅱ区结合蒽醌变化最大 ,10 号峰减小了 6915 % ,

12、13 号峰则完全消失。生大黄炮制成清宁片 ,结

合蒽醌遭到较严重破坏。

大黄炭与生大黄相比产生了 3、14、17 号 3 个明

显的色谱峰 ,消失了 5、6、7、12、13 个色谱峰 , Ⅲ区峰

面积减少不很明显 ,但考虑到得率因素 , Ⅱ、Ⅲ区峰

面积很大程度的减少。应该注意 ,大黄炒炭后 , Ⅱ区

中的 11 号峰面积增大 ,其炮制机制以及与药效的关

系有待进一步研究。

217 　不同炮制品指纹图谱数据分析 :按各色谱峰的

保留时间和峰面积的均值作为共有模式 , 使用中药

指纹图谱相似度计算软件 (国家药典委员会主持开

发) ,以夹角余弦为测度 ,得到色谱峰相似度分析 ,结

果酒大黄、醋大黄、熟大黄、清宁片、大黄炭与生大黄

指纹图谱的相似度分别为 01988、01991、01891、

01858、01719。由相似度分析结果可知 ,生大黄与醋

大黄、酒大黄间的相似度大于 95 % ,可以认为它们

之间差异较小 ;生大黄与其他炮制品之间的相似度

小于 90 % ,它们之间存在差异 ,其中生大黄与大黄

炭的相似度为 01719 ,差异最明显。

利用 SAS 样品聚类分析软件对 6 种炮制品指

纹图谱各峰峰面积进行分析 ,运用聚合距离 ( Eu2
clidean ,λ)作为样品的测度 ,结果见图 3。由聚类分

析结果可知 ,当分类阈值取聚合距离λ= 115 时 ,6

种炮制品划分为 4 类 , Ⅰ= {生大黄、醋大黄、酒大

黄} ; Ⅱ= {熟大黄} ; Ⅲ= {清宁片} ; Ⅳ{大黄炭} ,当

分类阈值取聚合距离λ= 613 时 ,6 种炮制品样品划

分为两类 , Ⅰ= {生大黄、醋大黄、酒大黄、熟大黄、清

宁片} ; Ⅱ= {大黄炭}。生大黄、醋大黄、酒大黄首先

聚成一类 ,说明它们的理化性质与化学组成比较相

近 ;熟大黄与清宁片在λ= 415 时聚成一类 ,说明两

种炮制方法有一定的共性 ;大黄炭最后自成一类 ,说

明大黄炭已经表现出与大黄其他炮制品不同的性质。

图 3 　大黄炮制品的聚类谱系图

Fig. 3 　Hierarchical clustering analysis f igure of processed

samples of Radix et Rhizoma Rhei

3 　讨论

大黄不同炮制品样品的制备工艺 ,其中醇提方

法以生大黄为考察对象 ,乙醇体积分数、乙醇用量和

提取次数为考察因素 ,以总蒽醌的转移率为考察指

标 ,采用正交试验法 ,确定最佳醇提工艺 ,生大黄总

蒽醌的转移率为 9115 %。最终选择醇提与水提相

结合的样品制备方法 ,旨在保持中药的整体性和样

品的一致性。

在实验过程中采用 DAD 检测器 ,提取了样品

190～600 nm 的三维扫描图 ,分别选择波长 220、

254、280、400 nm 检测 ,通过对峰形、峰数、峰面积的

考察 ,最终确定检测波长为 254 nm ;流动相分别考

察了甲醇、乙腈 ,不同比例的乙酸2水、磷酸2水的组

合 ,结果表明乙腈2011 %磷酸溶液梯度洗脱系统为

最佳 ,各色谱峰分离度较好 ,保留时间适中。

生大黄作用峻烈 ,泻火解毒力强。醋大黄泻下

作用稍缓 ,以消积化瘀为主。酒大黄泻下作用稍缓 ,

以清上焦实热为主。熟大黄泻下作用缓和 ,可增强

活血祛瘀之功。清宁片泻下作用缓和 ,具缓泻而不

伤气、逐瘀而不伤正之功。大黄炭泻下作用极微 ,有

止血作用[4 ] 。大黄泻下的有效成分为蒽醌类衍生物

(结合蒽醌) ,蒽酚 (酮)的苷泻下效力较强 ,游离蒽酮

较弱 ,游离蒽醌更次[ 5 ] 。通过色谱指纹图谱可以直

观地反映大黄不同炮制品中成分的组成和量情况。

采用色谱指纹图谱可以为中药炮制过程的成分变化

与药效学间建立联系。

大黄不同炮制品中指纹图谱中不仅存在峰面积
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的差异 ,也产生了峰数量的差异 ,它们反映了大黄各

种炮制品内在的质量差别。大黄经过炮制后 ,其醇

提物中的游离蒽醌类成分发生了变化。本实验建立

的 H PL C 指纹图谱方法可以为大黄不同炮制品的

鉴定提供依据 ,可以作为大黄不同炮制品的内在质

控方法和标准。该方法亦可进一步为大黄的成分和

疗效间建立联系 ,为大黄的安全性评价与临床合理

应用提供参考。
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半枝莲酸性多糖 SBPs 的纯化、性质及抗氧化活性研究

王志远 ,戴 　玲 3 ,朱业云 ,廖洪梅 ,张 　凯
(安徽大学生命科学学院 ,安徽省中药研究与开发重点实验室 ,安徽 合肥 　230039)

摘 　要 :目的 　研究半枝莲酸性多糖 SBPs 的纯化、性质及抗氧化活性。方法 　半枝莲烘干粉碎 ,经热水浸提 ,醇
析 ,去蛋白 ,去单寡糖后依次经 DEA E2Cellulose252 和 Superdex 200 纯化 ,所得多糖 SBPs 经快速色谱纯化系统
( FPLC)和聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定纯度 ,并利用 FPLC 测定相对分子质量 ,苯酚2硫酸法测定总糖的量 ,间羟联苯
法测定酸性糖的量 , GC2MS、红外光谱等方法对其组成和性质进行研究。同时采用邻苯三酚法及 Fenton 体系测定
SBPs 对 O2

Η

和 ·O H 的清除作用。结果 　SBPs 为均一组分 ,总糖、酸性糖的量分别为 96102 %和 19190 % ,平均相

对分子质量约为 1111 ×104 , GC2MS 分析其单糖组成为 :鼠李糖、岩藻糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖 ,

物质的量的比依次为 1100 ∶0113 ∶0180 ∶0110 ∶0134 ∶0156 ∶3104。SBPs 清除 O2

Η
和 ·O H 作用明显 , IC50分别

为 8001 00、90142μg/ mL 。结论 　SBPs 为酸性杂多糖 ,表现出较好的体外抗氧化活性 ,提示其可能具有抗衰老
作用。
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　　半枝莲来源于唇形科黄芩属植物半枝莲 S cute2
l l ari a barbata D. Don 的干燥全草 ,具有解热、抗癌、

免疫调节等药理作用 ,其主要化学成分为黄酮类、二

萜类、多糖类等[1 ] 。早期研究表明从半枝莲中提取

的多糖组分在体外可促进 Con A 诱导的小鼠脾细

胞淋巴细胞转化[2 ] ,另有报道从半枝莲中提取的多

糖组分 SPS4 对 S180 肉瘤细胞及腹水肝癌细胞均有

一定的抑制作用[ 3 ] 。本实验从半枝莲中分离纯化得

到一酸性多糖 SBPs ,并对其性质和抗氧化作用进行

了研究 ,以期为半枝莲资源的进一步开发利用提供

理论依据。

1 　材料与方法

111 　材料 :快速色谱纯化系统 ( FPL C) 为 A KTA

Purifier 10 (瑞典 Pharmacia Biotech) ;气质联用仪

为 Shimadzu GC/ MS2010 , DB25 MS 毛细管柱 ;红

外光谱仪为 Nexus —870 (美国 Nicolet ) ;紫外/ 可见

分光光度计为 Ult rospec 3100 pro (瑞典 Pharmacia

Biotech) ; 电泳仪/ 槽为 Power/ PAC3000 和 Mini

PRO TEAN3 Cell (美国 Bio2Rad) ; 凝胶成像系统

Image MasterVDS(瑞典 Pharmacia Biotech) 。冻干

燥机为 AL P HA 122 (德国 Christ ) 。半枝莲购自安

徽合肥市皖健药房 ,由安徽大学生命科学学院何家

庆教授鉴定为半枝莲 S . barbara D. Don ; Superdex

200 10/ 300 GL 预装柱 , Pharmacia 公司产品 ;标准

葡聚糖 (Dext ran) T500、T70、T40、T10 及蓝葡聚糖

2000 均为 Sigma 公司产品 ; DEA E2Cellulose252 为

Whatman 公司产品 ,其他试剂和标准单糖均为进口

或国产分析纯。

112 　方法

11211 　半枝莲多糖的提取 :称取 40 ℃烘干粉碎的
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