
图 3 PCR 扩增谱带
Fig1 3 PCR extension pattern

需 DNA量少, 是一种分子水平上鉴定体细胞杂种

的好方法,但此法检测的基因位点数目较少, RAPD

技术无需专门设计 RAPD扩增反应的引物, 也无需

预知被研究的生物基因组核苷酸顺序, 引物是随机

合成或随机选定的, 并易于程序化,方便、快捷,且检

测的基因位点数目多, 但重复性较差。两种分子检

测技术相结合, 对体细胞杂种中的异源基因能作出

更精确、更全面的定位和分析。

通过原生质体融合获得的体细胞杂种中, 包含

有不等量的双亲的遗传物质, 造成这种情况的原因

一种可能是两亲本游离原生质体的供体细胞生长

(分裂)活跃程度的差异而导致不对称杂种; 另一种

可能是两亲本细胞核的 DNA复制速度不同而造成

分配到每个杂种细胞核中的染色体数不相同。
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不同产地掌叶大黄 HPLC指纹图谱的比较

陈  斌1,蔡宝昌1* , 潘  扬2,王天山2,郭胜伟2,钱继红2X

( 11 南京中医药大学 江苏省中药质量控制工程技术中心,江苏 南京  210029;  21 江苏中康新药指纹图谱开发有限

责任公司,江苏 南京  210029)

摘 要:目的  应用 RP-HPLC ( DAD)对不同产地掌叶大黄药材进行指纹图谱比较。方法  用 Inertsil ODS-3 分析

柱, 1%HAc-H2O与 1%HAc-CH3CN 梯度洗脱, 流速 1 mL/ min,柱温 30 e ,检测波长 280 nm,参比波长 380 nm。结

果  建立了H PLC 指纹图谱共有模式, 并对其他产地药材进行了相似度比较。结论  对大黄药材中各成分均得到

很好分离,可作为大黄药材的具有专属性的指纹图谱。

关键词:大黄; 指纹图谱;高效液相色谱; 梯度洗脱法
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Comparison of HPLC fingerprint chromatography of Rheum palmatum

of different producing areas

CHEN Bin1, CAI Bao-chang 1, PAN Yang2, WANG Tian-shan2, GUO Sheng-w ei2, QIAN J-i hong 2

( 11 Jiangsu Enginnering and Technical Center for Quality Control of Chinese Materia Medica, Nanjing University

of TCM , Nanjing 210029, China,  21 Jiangsu Zhongkang New Drug & F ingerprint

Chromatogr aphy Development Co1 , L td1 , N anjing 210029, China)

Abstract: Object  To apply RP-HPLC ( DAD) to compare the fingerprints of Rheum palmatum Linn1
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collected f rom different producing areas1 Methods  Inertsil ODS-3 column w as used, w ith mixtures of 1%

acetic acid-w ater and 1% acet ic acid-acetonit rile as mobile phase in a gradient mode1 The flow rate w as 1 mL/

min. T he temperature of column was 30 e 1 The wavelength of detect ion was 280 nm1 T he reference w ave-

length w as 380 nm1 Results  After the mutual mode of HPLC fingerprint w as set up, comparison of similar de-

g ree to the crude drugs of other producing areas has been carried on1 Conclusion  According to the selected

chromatographic conditions, a good fingerprint of R1 palmatum has been described1 The method is simple, ac-

curate with good reproducibility1 It may be practical value for the quality control of sample for R 1 palmatum1
Key words: Rheum palmatum Linn1; f ingerprint chromatogrphy; HPLC; g radient elut ion

  大黄为蓼科多年生草本植物掌叶大黄 Rheum

palmatum Linn1、唐古特大黄 R1 tanguticum Max-

im1 ex Balf1 或药用大黄 R1 of f icinale Baill1 的根
及根茎。掌叶大黄和唐古特大黄药材称北大黄, 主

产于青海、甘肃等地; 药用大黄药材称南大黄, 主产

于四川。大黄中主要化学成分为蒽醌类、蒽酮类、苯

骈丁酮类、黄烷醇类、原花青素类、没食子酰葡萄糖

类、酰基葡萄糖类化合物。

按指纹图谱的目的即对原料药材进行质控, 要求

对药材应固定一个品种,掌叶大黄是5中华人民共和

国药典6中收载的品种且主产地资源丰富,采收较容

易,资源易得到保证。故实验主要对掌叶大黄 R1
palmatum 进行指纹图谱研究。可区分不同产地大黄

药材质量的异同,为大黄的鉴别提供新的依据, 也为

以大黄为处方组成的注射剂的指纹图谱研究奠定基

础。

1  材料

111  样品来源:见表 1。

  据笔者实地考察并结合文献报道,甘肃陇南地

表 1 大黄的来源

Table 1 Source of R1 palmatum

编号 样  品 采收时间 编号 样  品 采收时间

1 华亭大黄 1 2001-11 9 庄浪大黄(干货) 2000-11

2 华亭大黄 2 2001-11 10 礼县大黄立冬前 2001-10

3 华亭大黄 3 2001-11 11 礼县大黄立冬后 2001-11

4 华亭大黄 4 2001-11 12 礼县大黄(干货) 2001-11

5 华亭大黄( 1+ 2+ 3+ 4混合) 2001-11 13 礼县大黄(干货) 2000-11

6 庄浪大黄 1 2001-11 14 宕昌大黄(干货) 2001-11

7 庄浪大黄 2 2001-11 15 宕昌大黄(干货) 2000-11

8 庄浪大黄( 1+ 2混合) 2001-11

区和平凉地区为掌叶大黄的主产地,资源丰富,采收

季节为立冬前后, 当地加工方法为去须根, 刮去外

皮,切块烟熏干燥。

掌叶大黄药材共 15个样品(经实地考察、采收结

合当地分管药材种植部门的介绍和南京中医药大学鉴

定教研室鉴定为掌叶大黄) ,其中 5个为甘肃华亭样

品、4个为庄浪样品、4个为礼县样品、2个为宕昌样品。

112  仪器与试剂: METTLER AE240 电子天平,

HH-6数显恒温水浴锅(常州国华电器有限公司) ;

Agilent 1100液相色谱仪(自动进样器) , DAD 检测

器;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; Tedia 公司, 色谱纯)、冰醋

酸(南京化学试剂一厂,分析纯)、重蒸去离子水。

2  实验方法
211  色谱分析条件: Inertsil ODS-3 分析柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm) , 1% HAc-H2O 与 1% HAc-

CH3CN梯度洗脱; 流速: 1 mL/ m in;柱温: 30 e ; 检

测波长: 280 nm ;参比波长: 380 nm。所有组分均 90

min被检测完。

212  供试品的制备:精密称量 015 g 大黄药材粉末

(过 20目筛) ,加 40 mL 甲醇回流 1 h,过滤。残渣加

甲醇 40 mL,继续回流 1 h,过滤,合并 2次滤液。置

蒸发皿水浴挥干溶剂,加甲醇溶解并定容至 25 mL。

0145 Lm的微孔滤膜过滤, 滤液为大黄药材检测供试

品。

213  方法学考察:为了考察分析方法的可靠性, 以

庄浪大黄药材样品(样 1)为例, 对其稳定性、仪器精

密度、实验方法重现性作了相应考察。

21311  稳定性试验:取庄浪大黄(样 1)供试品溶液分
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别在 0, 2, 4, 7, 11, 16, 22, 29, 36 h 不同时间点进行检

测,考察色谱峰相对保留时间的一致性,各主要色谱

峰相对保留时间的 RSD分别为011% ~ 218%。
21312  仪器精密度试验:取庄浪大黄(样 1)供试品

溶液,连续进样 5次,考察色谱峰相对保留时间的一

致性,各色谱峰相对保留时间的 RSD 均低于 3%。

21313  重现性试验: 取庄浪大黄(样 1)供试品溶

液,同法测定,考察色谱峰相对保留时间的一致性,

以 tR4213 m in的 4号峰的化合物为自身内标,计算

6个共有峰的相对保留时间( min)分别为 01170 5 ?

01811 9, 01422 9 ? 01239 5, 01722 9 ? 01040 93,

1 ? 0, 11246 9 ? 01051 98, 11428 5 ? 01064 86。各

色谱峰相对保留时间的相对标准偏差 RSD 均低于

3%。直观观察叠加的色谱图,也可判断峰位有良好

的重合(图 1)。

图 1  掌叶大黄指纹图谱的重现性

Fig1 1 Fingerprint reproducibility of R1 palmatum

3  实验结果

311  大黄高效液相色谱可分离出 90个左右的峰,经

比较所有测定和记录的色谱图,从中选定了 6个共有

峰作为可以构成指纹图谱的稳定的特征峰(图 2)。

图 2  掌叶大黄指纹图谱特征峰

Fig1 2 Fingerprint characteristic peak of R1 palmatum

312  将实验数据导入中药指纹图谱相似度计算软

件,经选峰,设定匹配模板,将谱峰自动匹配; 然后设

定标准模板,进行谱峰差异性评价和整体相似性评

价。据实地考察,甘肃庄浪、礼县大黄种植面积约有

6 666167 hm2,年产大黄约 5万吨。资源充足,因此

将两地样品合并比较, 通过中药指纹图谱相似度计

算软件得出掌叶大黄指纹图谱的共有模式 (图 3)。

共有模式的样品的相似度见表 2。其他样品均和共

有模式比较, 其相似度结果见表 3。各地之间样品

所建立的共有模式及比较将另文报道。

样品见表 2,以样本 1为谱峰匹配的匹配模板,以均值为相似性

评价标准模板。以 tR4213 min的 4号峰的化合物为自身内标,

计算相对保留时间( min) 分别为 01171 5 ? 01330 2, 01423 8 ?

01316 4, 01723 4 ? 010628 5, 1 ? 0, 11247 6 ? 01094 49, 11424 6

? 01362 8; 相对峰面积分别为 01140 2 ? 39183, 01091 41 ?

25111, 01927 2 ? 24153, 1 ? 0, 01289 0 ? 20132, 01093 92 ?

39127

Samples in Table 2, regard sample 1 as table match tem plate that

peak matched, regard mean value as similar evaluation criterion

template1 Chemical compound of peak for mark inside w hile being

one. s own with one in tR4213 min, relat ive t ime ( min) by calculat-

ing is 01171 5 ? 01330 2, 01423 8 ? 01316 4, 0. 723 4 ? 0. 0628

5, 1 ? 0, 1. 247 6 ? 0. 094 49, 1. 424 6 ? 0. 362 8. T he relative

area of peak is 01140 2 ? 39183, 01091 41 ? 25111, 01927 2 ?

24153, 1 ? 0, 01289 0 ? 20132, 01093 92 ? 39127

图 3 掌叶大黄 HPLC指纹图谱共有模式图

    Fig13  Plot of mutual mode of HPLC
fingerprint of R1 palmatum

表 2  组成共有模式的大黄样品的相似度评价

  Table 2  Evaluation of resemblances among samples

of R1 palmatum formed in mutual mode

编号 相似度 编号 相似度

12 0198 7 0199

10 0198 8 1100

6 0199

表 3 与共有模式比较的大黄样品的相似度评价

 Table 3  Evaluation of resemblance among samples

of R1 palmatum compared with mutual mode

编号 相似度 编号 相似度

1 0196 9 0183

2 0190 11 0194

3 0190 13 0180

4 0193 14 0178

5 0195 15 0179

313  从指纹图谱中可以看出,虽然都出现了相应的

主成分峰,但是峰面积比值不尽相同。提示中药必

须在固定原药材产地及提取工艺的前提下,才可能

保证中药的质量稳定可控。

314  从指纹图谱的峰差异评价及整体性评价可以
看出,各地之间样品相似度较高,四地大黄药材之间

既有较好的相关性,又有区别。

4  讨论
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411  通过一系列对大黄粉碎度、不同提取溶剂、提

取方法(包括超声、索氏提取)等方面的考察以及结

合有关文献确定了以上供试品的制备方法。

412  采用 DAD对最佳检测波长进行了比较研究,

确立 280 nm 为最佳检测波长[ 1]。

413  目前虽有文献报道有关大黄药材的指纹图谱

的研究,但对于其指纹谱特征峰的辨认采用的方法

有待商榷[ 2] , 按本方法不仅能将大黄中的成分较好

的分离,对指纹谱特征峰的辨认也采用了新的分析

系统,能较好的体现图谱间的相似性,可以为药材质

量的分析与控制提供可靠的依据。按照国家药典委

员会关于/中药注射剂指纹图谱研究的技术要求(暂

行)的通知0,以 HPLC 梯度洗脱法对大黄原药材进

行了指纹图谱研究, 实验证明,该方法可操作性强、

重现性好, 可作为大黄药材及含大黄主成分制剂指

纹图谱研究的基础。

414  以线性梯度洗脱法进行检测得到的液相色谱

图,可以作为大黄原药材及其制剂的指纹图谱,该方

法对注射剂( TY719注射液)可直接取样配制, 中间

环节少、操作过程引入的误差较小
[ 3]
。

415  按本方法建立的共有模式提示不仅对同品种

不同产地的大黄样品, 也可对不同品种的大黄样品

乃至大黄伪品如河套大黄和土大黄进行相似度计

算,可反映其内在质量,从而鉴别。

416  从药材整体色谱图入手, 选取特征峰,并大致

判断其峰位和比例关系, 构成该药材特有的色谱指

纹图谱全貌, 本文模拟的共有模式比以单一化学对

照品作为鉴别标准更全面, 能提供更多质控的信息。

对提高中药质控科技含量具有重要的现实意义。

致谢:浙江大学程翼宇教授、范骁辉博士提供指

纹图谱相似度计算软件。
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黄芪质量的化学模式识别研究
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学公共卫生学院,黑龙江 哈尔滨  150010)

摘  要:目的  建立黄芪质量评价的化学模式识别方法。方法  用甲醇回流提取黄芪中皂苷类成分, 以氯仿-甲醇-

水( 65B30B10)为展开剂, 采用双波长薄层扫描法,在 Ks= 390 nm, KR= 590 nm 下, 对 18个产地的黄芪样品进行了

定量分析,以黄芪甲苷为指标成分, 用系统聚类分析对其进行了化学模式识别研究。结果  蒙古黄芪和膜荚黄芪
中的黄芪甲苷含量较高,这与5中华人民共和国药典62000年版将蒙古黄芪和膜荚黄芪列为正品相一致。结论  此
方法可用于黄芪质量评价。

关键词:黄芪; 黄芪甲苷;薄层扫描; 化学模式识别
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Studies on chemical pattern recognition of quality assessment of Radix Astragali

MA Ying- li1, ZHAO Hua-i qing 2, T IAN Zhen-kun1, WANG Xue-ya2, QU Yan2, CU I Hong-bin3

( 11 School of Pharmacy, Heilongjiang Universit y of TCM , Harbin 150040, China;  21 School of Pharmacy,

Shenyang Pharmaceutical Univ ersity, Shenyang 110016, China;  31 College of Public Heacth,
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Abstract: Object  To establish a method for chemical pattern recognit ion on the quality assessment of

Radix Astr agal i1 Methods  The contents of astrag aloside in 18 samples of Ast ragalus Linn. in dif ferent
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