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表2不同增溶剂对大蒜油水溶液中大蒜素稳定性的影响

Table 2 Effects of various solubiliers on stability

of allicin of garlic oil water solution

结果表明，大蒜油聚山梨酯一80水溶液中的大蒜素

对热和光极不稳定，以HP—pCD作为增溶剂虽具有

较好的稳定作用，但仍无法满足制成注射剂的标准。

3讨论

大蒜素为大蒜油的主要有效成分之一，且量较

高，故本研究以大蒜素作为大蒜油的主要指标性成

分。在本实验色谱条件下，大蒜素与大蒜油中的其他

色谱峰及内标萘的色谱峰分离完全，峰形良好，采用

气相色谱法测定大蒜素，方法简便、快速、准确，可作

为大蒜油及其水溶液中大蒜素的定量测定方法。

大蒜油中的大蒜素在水中的溶解度很低，tLCD

对其的增溶作用较低，而HP—pCD对大蒜素具有显

著的增溶作用，并且随着HP—pCD质量浓度的增

加，大蒜素的溶解度呈线性增加，1％HP一13-CD可使

大蒜素在水中的溶解度增大12．8倍，50％HP—p

CD则可增加806倍，用HP—pCD作为增溶剂的大

蒜油水溶液澄明度良好。

大蒜油中的大蒜素在水中极不稳定，在偏酸特

别是在偏碱条件下，其分解速度显著加快，经测定其

最适pH值约为5。水溶性抗氧剂的加入不仅不会提

高大蒜素的稳定性反而加速其分解，充氮虽有增加

大蒜素稳定性的作用，但影响不显著。在100℃灭菌

条件下，大蒜油HP—pCD包合物水溶液中大蒜素于

30 min、45 min，分别降低约18％、22％。大蒜素对

酸、碱、热、光均不稳定，与以聚山梨酯一80为增溶剂

的大蒜油水溶液相比，HP一3-CD虽可显著提高大蒜

素的稳定性，但仍无法满足制成注射剂的标准。故应

考虑制成粉针剂且避光冷藏为宜。
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大豆总异黄酮HPLC指纹图谱研究

石 荣，王少云。，姜维林，聂 磊，侯 准

(山东大学药学院，山东济南250012)

摘要：目的建立不同品种大豆植物药材异黄酮类成分的HPLC指纹图谱，为科学评价大豆品种内在质量提供

参考。方法采用HPLC法测定了25个不同品种大豆的异黄酮类提取物，并用聚类分析和相似度计算软件进行数

据分析。色谱条件：C，。柱(250 miD．×4．6 mm，5 pm)，流动相为甲醇一水(冰醋酸调pH为3．2)梯度洗脱，体积流量为

0．6 mL／min，检测波长为261 am，柱温为室温。测定了25个不同品种大豆，运用软件进行聚类分析及相似性分析。

结果该方法重现性好，不同品种大豆提取的异黄酮类成分的色谱指纹图谱有一定的差异。结论 色谱指纹图谱

分析方法能够全面反映出不同品种大豆异黄酮化学成分间的差异，为大豆品种内在质量控制提供参考。
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Fingerprints of soybean total isoflavone by HPLC

SHI Rong，WANG Shao—yun，JIANG Wei—lin，NIE Lei，HOU Zhun

(College of Pharmacy，Shandong University，Ji7nan 250012，China)

Abstract：Objective To study the HPLC fingerprints of isoflavones from different medicinal plants of

G．／T／ax and establish a sensitive and specific method for controlling the quality of the soybean isoflavone．

Methods The gradient elution mode was applied in chromatographic separation．A C18 column(250 mm×

4．6 mm，5弘m)was used with the mobile phase：ica acetic acid water solution(pH value 3．2)一methanol，

flow rate：0．6 mL／min，detecting wavelength：261 nm，and the column temperature：room temperature．

All 25 samples collected from different species were determined．The clustering analysis and the software

of similarity analysis were applied for datum analysis．Results This method had a good repeatability and

reproducibility．The ratio of peaks
7
area from distinct samples were different．Conclusion The method

can show the difference of chemical compositions among species completely and can be used as a quality
control method for soybean．

Key words：Glycine m口z L．Merr．(soybean)；isoflavone；fingerprints；HPLC

大豆异黄酮为豆科植物大豆Glycine max(L．)

Merr．(Phaseolus max L．)的提取物。近年来国内

外研究表明，大豆异黄酮有预防癌症、防止骨质疏

松、防止心血管疾病、抗炎、抗菌、抗衰老、抗氧化以

及防止酒精中毒等生理活性[1]。大豆中异黄酮类化

合物有14种瞳’3]。本实验采用HPLC法研究了不同

品种大豆提取物中异黄酮类成分的指纹图谱，用指

标成分染料木素作内参比，分析了23个色谱峰，对

不同品种大豆进行了比较研究，为大豆品种的内在

质量控制提供了参考。

1仪器与试剂

岛津LC一10AT高效液相色谱仪，SPD—MIOA

二极管阵列检测器，CLASS--VP色谱工作站。

PHS--3C型精密pH计。甲醇为色谱纯，冰醋酸为

分析纯，水为纯水。染料木素对照品(Sigma公司，质

量分数>98％)，不同品种的大豆由山东省农业科学

院大豆室提供，见表1。

2方法与结果

表1大豆相似度分析结果

Table 1 Samples and similarity of G．max

编号 样品品种 相似度 编号 样品品种 相似度 编号 样品品种 相似度

1 鲁豆10号0．900 10 鲁98—8 0．943 19 鲁6号0．913

2 鲁豆9号0。902 11 平顶黄0．939 20 93127—4 0．930

3 齐毛豆0．942 12 跃进10号0．935 21 东解10号0．923

4 齐黄29号0．928 13 台75 0．945 22 滨职豆1号0．949

5 黄苦豆0．930 14 汾61 0．928 23 齐黄1号0．938

6 秦豆9号0．949 15 淮豆6号0．940 24 冀豆12号0．947

7 南展1号0．925 16 台292 0．936 25 中黄24号0．927

8 齐黄27号0．943 17 郑9528—8 0．946

9 齐黄31号0．936 18 山宁10号0．920

2．1 色谱条件：C18柱(250 mm×4．6 mm，5弘m)；

流动相为甲醇一水(冰醋酸调pH 3．2)，梯度洗脱：

o～5 min甲醇为10％，5～20 rain甲醇上升到

37％，20～37 rain甲醇维持37％，37～45 min甲醇

上升到54％，45～75 min甲醇上升到80％，75～80

rain甲醇维持80％；体积流量：0．6 mL／min；检测波

长：261 nm；柱温：室温；进样量：20 pL。

2．2参照物溶液的制备：精密称取染料木素对照品

适量，用流动相溶解，制成10牡g／mL的参照物溶液。

2．3供试液的制备：称取粉碎大豆(过40目筛)约

5．0 g，用石油醚脱脂2次(料液比1：2)，滤过，弃去

滤液，将脱脂大豆粉置锥形瓶中，用70％乙醇15

mL，超声提取3次，每次10 min，滤过，合并滤液，用

95％乙醇定容至50 mL。精密量取提取液3 mL置

10 mL量瓶中，用流动相稀释定容，过0．45弘m滤

膜，取续滤液20弘L进样。

2．4测定方法：取参照物和供试品溶液各20弘L，注

入高效液相色谱仪，记录色谱图。指纹图谱见图l。

2．5方法学考察

2．5．1精密度试验；取4号样品制备供试品溶液，

连续进样5次，记录指纹图谱。结果表明，各色谱峰

的相对保留时间和其相对峰面积比值RSD为

0．8％～2．3％，符合指纹图谱要求H]。

2．5．2重现性试验：取4号样品5份，制备供试品
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图1大豆样品(台292)指纹图谱

Fig．1 Fingerprint of G．max(tai 292)

溶液，分别进样，记录色谱图。结果表明，各色谱峰的

相对保留时间和其相对峰面积比值RSD为1．1％～

2．9％，符合指纹图谱要求m。

2．5．3稳定性实验：取供试品溶液(4号样品)，分

别在0、2、4、8、12、24 h进行检测，记录色谱图。结果

表明，各色谱峰的相对保留时间和其相对峰面积比

值RSD为1．4 oA～2．8％，符合指纹图谱要求[4]。

2．6大豆异黄酮的指纹图谱：测定了25个不同品

种大豆，可得到23个色谱峰。色谱图见图2。其中，

以大豆异黄酮主要活性成分之一染料木素(第23号

峰、tR一66．435 rain)作为内参比峰。

2．7数据处理

2．7．1 系统聚类分析：系统聚类分析是一种无管

图2不同品种大豆异黄酮样品色谱指纹图谱

Fig·2 Fingerprint of soybean isoflavones from different species of G．max

理、无指导的模式识别法，可依据所测样品的数据，

对样品进行分类。本实验以25个不同品种大豆提取

物中异黄酮为对象，进行指纹图谱研究，获得包括染

料木素在内的23个色谱峰，将各色谱峰相对于参照

物染料木素的峰面积量化，得到5×23阶原始数据

矩阵，运用SPSS 11．0软件对其进行系统聚类分析，

采用类闯平均链锁法(between—groups linkage)，利

用相关系数(pearson correlation)测量技术，样品聚

类结果见图3。

聚类结果显示，1、2号样品归为一类(Ⅲ类)，4、

7、14、18、19、21、25号样品聚为一类(Ⅱ类)，其他16

种样品聚为一类(I类)。表明：4、7、14、18、19、21、25

号样品化学成分间的差异相对较小，1、2号样品较

为相似，其他16种样品化学成分之间差异较小。

2．7．2相似度分析：指纹图谱反映的是样品整体的

15 24 9 8231710162012 513 611 3 22

I类 II类 Ⅲ类

图3大豆样品聚类谱系圈

Fig·3 Clustering analysis of soybean isoflavones

特征，相似度可以定量的描述指纹图谱。本实验根据

聚类分析结果，以I类16种样品的色谱指纹图谱建

立共有模式(共有模式图见图2中S26)，利用中国

药典委员会推荐使用的“中药色谱指纹图谱相似度

晒讲瞄泣蚴誊|啪ⅢⅢi|iⅢⅢm呲⋯Ⅲ
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评价软件”计算各样本与共有模式指纹图谱的相似

度，结果见表1。

表1显示，I类样品与共有模式的相似度值大

于0．93，Ⅱ类的相似度值在0．93～0．91，Ⅲ类样品

的相似度值小于0．91。聚类分析和相似度软件分析

结论一致。

3讨论

3．1文献报道染料木素最大吸收波长位于261 nm

处[5]，异黄酮类化合物的最大吸收在245～270

nm[6]，本实验采用二极阵列管检测器(PAD)提取了

245～270 nm的色谱图，结果表明，在261 nm处峰

数目较多，多数峰响应较大。因此，选择261 nm作

为检测波长。

3．2 在实验过程中比较了甲醇一水(H。PO。、HAC

调节不同pH)、甲醇一乙腈一水(HAC调节不同pH)、

甲醇一SDS一磷酸盐缓冲液(调节不同pH)、乙腈一

SDS一磷酸盐缓冲液(调节不同pH)。结果表明，以甲

醇一水(冰醋酸调pH 3．2)梯度洗脱系统为最佳，各

色谱峰分离度较好，保留时间适中。

3．3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间的差异，不同品种大豆

中总异黄酮类成分的指纹图谱相似，各共有峰都存

在，但峰面积及相对峰面积却有差异。因此可通过大

豆异黄酮HPLC指纹图谱反映不同品种大豆内在

质量的差别。

3．4检验中药样品的指纹图谱是否符合标准应有

指纹图谱的标准参照系，人为选择一张指纹图谱作

为参照系，会因选择标准的不确定性而变得难以进

行。本实验采用“中药色谱指纹图谱相似度评价软

件”建立了大豆异黄酮的共有模式，使各样品指纹图

谱之问的整体相似性达到最大化。
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微量热法对不同生长年份黄连品质的评价

代春美1’2，肖小河¨，王 迪2，孙玉琦1，金城1，樊冬丽3，赵艳玲1，刘 义4，赵祥军1

(1．鳃放军302医院。北京100039；2。锦州医学院，辽宁锦州 121001I 3．中国医学科学院药用植物研究所，

北京 100094；4．武汉大学化学与分子科学学院，湖北武汉430072)

摘要：目的尝试构建基于生物热力学表达的中药品质评价方法体系。方法 以不同生长年份黄连为例，利用微

量热法，测定黄连作用于大肠杆菌生长代谢过程中的热功率图，建立生物热动力学模型，分析热动力学参数、生物

活性与化学成分之间的相关性。结果 在不同生长年份黄连的作用下，大肠杆菌生长代谢的热功率图不尽一致，呈

现较明显的指纹特征；与正常对照组比较，不同生长年份黄连均能不同程度地使大肠杆菌生长速率常数减小，传代

时间延长，最大产热功率降低，说明不同生长年份黄连对大肠杆菌生长代谢均有不同程度的抑制作用，其中以含总

生物碱最高的四年生黄连的抑制作用最强。结论不同生长年份黄连作用于大肠杆菌生长代谢过程的部分热动力

学参数与热生物活性和化学成分之间具有显著的相关性；是具有实时、在线、微量、高效、高通量、普适性好等特点

的生物热力学方法和指标，既可以间接地反映黄连的生物活性，也可作为评价中药品质的一种新方法。

关键词；黄连；微量热法；中药品质评价
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