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林蛙油的指纹图谱

李津明1，许婷2，贾绍华2

(1．东北林业大学，黑龙江哈尔滨150076；2．哈尔滨商业大学药学院，黑龙江哈尔滨150076)

摘 要：目的建立一种稳定、可靠的鉴别和控制林蛙油质最的方法。方法利用高效液相色谱法，测定10批林蛙

油药材建立指纹图谱。色谱条件：Dimonsil C。。分析柱(250 mm×4．6 mm，5肛m)，柱温：25℃，流动相：乙腈一水(50：

50)，分析时间60 min。结果测10份不同林蛙油商品完整药材的丙酮提取物的HPLC图谱。结论 在本色谱条

件下，可以检出17个相应位置稳定的共有峰，可作为确定鉴定林蛙油的指标峰。
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Fingerprint of Oviductas Ranae
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Abstract：0bjective To set up a stable and reliable method used to identify and control the quality of

Oviductas Ranae．Methods Using HPLC method to measure ten batches of Oviductas Ranae samples in

order to establish the fingerprint．Chromatographic condition：Dimonsil C18 column(250 mm×4．6 mm，

5肚m)，the temperature of column is 25℃，mobile phase：acetonitrile-H20(50：50)，analytical time

60 min．Results The HPLC fingerprints of acetone extracts were detected from ten different Oviductas

Ranae medicinal materials．Conclusion Under the chromatographic condition，1 7 common peaks of corre—

lated position could be detected and used to definite the index peak of Oviductas Ranae．
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林蛙油是两栖纲无尾目蛙科蛙属动物中国林蛙

Rana temporaria chensinesis David雌蛙的干燥输卵

管[1]，是传统的名贵中药，具有健脾胃、滋阴补肾、润

肺生津之功效[2’3]，对体虚气弱、气血亏损、精力耗

损、记忆力不佳、神经性头痛、神经衰弱均有疗效。林

蛙油的活性成分分为两部分[4’5]：水溶性成分(蛋白

质和氨基酸)和脂溶性成分(脂肪、维生素A、胆固

醇、甾体激素类等)。其能够增加机体的免疫能力，且

有镇咳祛痰作用[6’7]。目前，林蛙属于国家保护动物，

严禁滥捕乱杀，而林蛙油市场需求量不断增加，市场

上林蛙油的价格居高不下，因此出现许多伪品，如中

华大蟾蜍的输卵管、青蛙油等，为此建立一个完整的

质量标准体系是十分必要的。本实验选用不同产地

及不同药店的10种林蛙油完整商品药材，通过

HPLC指纹图谱建立起评价林蛙油质量的方法。

1仪器与试药

Water一515高效液相色谱仪(包括515一HPLC
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泵、Wates双波长紫外检测器、Millog工作站)。甲

醇、乙腈为色谱纯，其余试剂为分析纯、去离子水。参

照物：酪氨酸(中国药品生物制品鉴定所，872—

200205)；lO批林蛙油，来源于不同产地，分别为：黑

龙江省伊春金山林蛙养殖场(1号)、黑龙江省宾具

林蛙养殖场(2号)、黑龙江省中药联营公司(3号)、

黑龙江省药材联营公司(4号)、黑龙江省绥滨林蛙

养殖场(5号)、哈尔滨市世一堂药店(6号)、吉林省

桦甸林蛙养殖场(7号)、吉林省江石林蛙养殖场(8

号)、吉林省二道白河林蛙养殖场(9号)、吉林省百

姓大药房(10号)。经哈尔滨滨商业大学药学院中药

鉴定教研室鉴定均为正品。

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱Dimonsil C。。分析柱(250

mm×4．6 mm，5弘m)；流动相：乙腈一水(50：50)；体

积流量：0．5 mL／min；检测波长：280 nm；柱温：室温

25℃。
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2．2供试品溶液：取林蛙油粉末1 g，用索氏提取器

丙酮提取6 h后，减压蒸干丙酮，残留物用色谱甲醇

定容到10 mL量瓶中，密封，置冰箱中备用。

2．3精密度试验：取2号林蛙油药材粉末按2．1项

下方法制备供试品，精密取20弘L重复连续进样5

次，检测1 h的指纹图谱。结果表明：各峰的相对保

留时间一致，RSD％1％，而各峰的相对面积比值大

体一致，RSD％5％，符合指纹图谱的要求。

2．4稳定性试验：取3号林蛙油粉末按2．1项下方

法制备，取20扯L在1 d内进样5次，检测1 h指纹

图谱。结果表明：各色谱峰相对保留时间一致，

RSD％1％，各峰相对积分面积大体一致，RSD<

3％。由此可知常温下1 d保持较好的稳定性。

2．5 重现性试验：取3号林蛙油粉末5份，按2．1

项下方法平行制备供试品。取20肚L进样，检测1 h

的指纹图谱，结果表明：各色谱峰的相对保留时间和

主要峰面积比值大体一致，其RSD<3％。

2．6 林蛙油原药材的HPLC指纹图谱及技术

参数‘8·“。

2．6．1分析方法：精密吸取1～10号林蛙油供试品

各20肛L，在上述色谱条件下进样，记录HPLC色谱

图，计算样品中各色谱峰相对保留时间(RT)及相对

峰面积比值RA，结果见表1、2。

2．6．2 共有峰确定：在1～10号林蛙油供试品的

HPLC指纹图谱中由相对保留时间比较稳定的色谱

峰(RSD≤3％)可以确定的主要共有峰有17个，其

平均保留时间在0．654 4～6．256，RSD<2．9％。分

别为峰3、4、S、6、7、12、14、15、18、20、21、23、26、27、

28、30、31，林蛙油的HPLC指纹图谱见图1(所标示

出的为共有峰)。共有峰面积比值见表3。

2．7对照指纹图谱的制定[1⋯：本实验不存在超长

样本，因此选用共有模式生成法即平均矢量法。

通过一系列色谱指纹图谱的研究，模拟出对照

指纹图谱或生成对照指纹图谱的数据，即共有模式

生成法，该方法综合了所有样品的指纹图谱信息。

平均矢量法一三望堕』堕三二二坠卫二2垒业

式中，X，，保留时间tR=i时的数据。

表1各样品峰的相对保留时间比值

Table 1 Ratio of relative retention time for each chromatographic peaks
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表2各样品峰的相对峰面积比值

Table 1 Ratio of relative peak area for each chromatographic peaks

S
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图1参照物(A)和样品(B)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC chromatograms of reference substance(A)and sample(B)

对照指纹图谱的特征峰保留时间和面积比值见 由此，重叠率的计算是以建立的对照指纹图谱

表4、5。

2．8 指纹图谱中色谱峰的重叠率‘n]：峰重叠率是在

两个相互比较样品的各自峰数及两者共有峰数(指a

值相同的峰)的基础上，从质的角度上考虑其相关性。

重叠率一鑫黼稳骅然禚法X100％

为基准，将其出峰数目和欲对比样品的出峰数之

和作分母，两者具有相同的a值之和作分子，以此分

别求出10个样品的重叠率，见表6。从表中可以知

道10批林蛙油的指纹图谱与对照指纹图谱十分

接近。
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表3主要色谱峰的相对峰面积比值

Table 3 Ratio of relative peak area for main chromatographic peaks

表4对照指纹图谱的特征保留时间比值

Table 4 Ratio of retention time for characters

of contrast fingerprint

峰号 RT 峰号 RT

1 0．654 4 9 2．804 7

2 0．842 2 10 2．954 1

S 1 ll 3．177 3

3 1．180 6 12 3．984 7

4 1．279 4 13 4．318 6

5 1．806 4 14 4．731 6

6 1．937 9 15 5．327 8

7 2．042 1 16 6．483 7

8 2．508 6

表5对照指纹图谱的特征峰面积比值

Table 5 Ratio of peak area for characters

of contrast fingerprint

峰号 RA RSD／％ 峰号 RA RSD／％

1 0．667 29．66 9 0．023 43．74

2 0．106 35．34 10 0．036 46．36

S 1 0 11 0．029 37．60

3 0．012 41．53 12 0．019 45．66

4 0．027 45．40 13 0．069 48．32

5 0．012 36．27 14 0．007 48．09

6 0．023 26．79 15 0．015 24．85

7 0．016 37．Z4 16 0．043 33．12

．8 0．53 47．70

表6 10种样品的重叠率

Table 6 Repeatability of ten samples

样品 重叠率／％ 样品 重叠率／％

1 79．07 6 94．44

2 91．89 7 85．OO

3 87．18 8 95．14

4 80．95 9 89．47

5 80．95 10 87．18

3讨论

对中药复杂体系的质量控制是中药现代化研究的

关键问题，本实验以林蛙油为例应用反相高效液相色

谱技术，建立了林蛙油指纹图谱控制林蛙油的质量。

3．1 流动相的选择：选用了甲醇一水、乙腈一水、

乙腈一水(含二乙胺)等体系进行洗脱，结果以乙腈一

水体系得到的色谱峰形较好，且较稳定。为了得到更

好的分离度，选用乙腈一水(25：75)、乙腈一水(50：

50)、乙腈一水(75：25)3种流动相的组合。结果在

280 nm处，乙腈一水(50：50)的系统为最佳，分离度

较好，保留时间适中，因此选用此作为林蛙油HPLC

指纹图谱检测的流动相。

3．2检测波长的选择：本试验选用208、254、280

nm 3种波长，在208 nm有多个峰出现，但是其属于

末端吸收，溶剂对其有影响；在254 nm的峰较少；

在280 nm有多个峰出现而且峰形也较好，同时结

合所含主要成分(参照对照品)在280 nm处有最大

吸收，因此选用280 nm作为林蛙油的HPLC的指

纹图谱检测波长。

3．3参照峰的选择；在指纹图谱中一般选择比较大

的且稳定的峰作为参照峰，其中林蛙油的指纹图谱

中酪氨酸的吸收峰最大而且稳定，因此选择此峰为

林蛙油指纹图谱的参照峰。
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独活种子发芽特性研究

王康才，陈 暄，唐晓清，兰才武

(南京农业大学园艺学院中药材科学系，江苏南京 210095)

摘要：目的探讨独活种子的发芽率低的原因，以及适宜发芽条件，为大田生产奠定基础。方法采用去果皮、清

水以及GA浸种等方法处理种子，在不同的温度和光照条件下，检测种子的发芽情况。结果清水浸种24 h可提高

发芽率13．7％，去果皮可提高种子发芽率10．6％；在浸种24 h条件下，与暗培养相比，光照可提高发芽率16．6％；

适宜发芽温度为20℃，高温对独活种子萌发具有抑制作用。结论独活种子中存在发芽抑制物质，光照可促进种

子发芽。

关键词：独活；种子；休眠；发芽抑制物质
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Seed germination character of Radix Angelica Pubescentis
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Key words：Radix Angelica Pubescentis(RAP)；seed；dormancy；germination inhibitory substance

独活的原植物为伞形科多年生草本重齿毛当归

Angelica pubescens Maxim．f．biserrata Shan et

Yuan，以根入药，具有祛风除湿、通痹止痛的功效。

重齿毛当归为商品独活的主流品种，以川I独活著称，

品质优，产量大，应用广泛并有出口，市售川独活多

出自四川、湖北两省[1]。目前，生产上主要采用种子

进行有性繁殖，10～11月份采种后，冬播或春播。但

在调查中发现，重齿毛当归出苗率低，影响了独活的

规范化种植。为此，对重齿毛当归种子发芽特性进行

了初步研究，以期为建立其种子质量检测方法奠定

基础，并为生产提供技术支持。

1材料与方法

1．1材料：独活种子由湖北省中药研究所陈平教授

提供。小白菜种子购于江苏省农业科学院。

1．2方法

1．2．1 常规质量检查：依《实用种子检验技术》[2]检

测种子净度、千粒质量。

1．2．2吸水曲线的测定：参考文献的方法[3]，挑选

饱满均匀的独活分生果100粒，置培养皿中，3次重

复，25℃加水浸泡，按一定时间1、2、4、8、12、16、20、

24 h间隔取出，快速用滤纸把分生果表面的水分吸

干，称质量，种子吸水百分率=[(吸水后种子质量一

风干种子质量)／风干种子质量]×100％。

1．2．3不同种子处理发芽试验；将生产上应用的种
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