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白术药材HPLC色谱指纹图谱研究

于 超1，阳 勇3，刘世尧2，白志川2，张小梅3，王婷婷3

(1．重庆医科大学，重庆400016；2．西南农业大学，重庆400716；3．重庆市中药研究院，重庆400065)

摘 要：目的 应用HPLC法建立酉阳规范化种植白术的指纹图谱，为白术药材的质控提供依据。方法 采用

Symmetry C18色谱柱(250 mmX 4．6 mm，5肛m)；以甲醇一水(65％～100％)连续梯度洗脱，体积流量0．8 mL／

min；在254 nm波长下检测。测定11批药材的色谱图，确立标准指纹图谱。结果 白术药材有11个共有峰，多数

峰可以达到较好分离。该分析方法具有很好的精密度、重现性和稳定性，各批次间共有峰的相对保留时间的RSD

均小于1％，相对峰面积符合指纹图谱相关要求。结论建立的指纹图谱检测标准可以作为白术质量评价和品种鉴

别的主要依据之一。
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Fingerprint of Rhizoma Atracty·lodis Macrocephalae by HPLC
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Abstract：Objective To establish the chromatographic fingerprint of Rhizoma Atractylodis Macro-

cephalae(RAM)from GAP base at Youyang by HPLC for the quality contr01．Methods With Symmetry

C18 colunm(250 mm×4．6 mm，5肛m)，gradient elution was performed by mobile phase containing MeOH-

H20(65％一100 0A)．The flow rate was 0．8 mL／min and detection wavelength was 254 nm．Eleven batch—

as of RAM from various producing areas were comparatively analyzed tO establish a fingerprint．Results

Eleven Mutual peaks were selected in chromatography．Among the obtained fingerprint，the most of the

detected peaks were separated effectively．The accuracy，repeatability，and stability of this method were

satisfied．The RSD of relative retention time of mutual peaks which existed in a11 samples was less than

1％．The results of peak area were in accordance with the request of fingerprint．Conclusion The esta-

blished fingerprint can be used for the quality control and species identifying of RAM．
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白术Atractylodes macrocephala Koidz．原名

“术”，又名贡术，菊科多年生草本，始载于《神农本草

经》，列为上品，为常用大宗中药材品种，以根茎供药

用，能健脾燥湿，治脾虚食少、腹泻、水肿、胎动不安。

最新的临床研究表明，白术具明显的抗衰老作用，其

应用前景十分广阔口]。野白术产于浙江於潜、昌化、

天目山一带，以於潜所产品质最佳，称为“於术”。现

白术多为栽培，已少有野生，主产浙江、安徽、湖南、

湖北、江西、福建、重庆等地。重庆产白术主要引种于

浙江。白术的主要成分为白术内酯I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ及杜

松酯、棕榈酸、p香树素醋酸酯、丫一谷甾醇、p谷甾醇

及含有较高的挥发油成分。白术有效成分的量因产

地、采收季节、储藏、炮制方法、提取工艺等条件不

同，会发生变化。为了能够有效控制药材质量，根据

其所含化学成分的特性和指纹图谱研究方法[2’3]，通

过方法考察，建立白术药材特征性色谱指纹谱图，为

白术建立稳定、可靠、全面的质量控制方法提供科学

依据。

1仪器与试药

1．1 仪器与试剂：WATERS 600E--996高效液相

色谱仪(996 PDA检测器，7225i手动进样器，柱温

箱，Millennium32化学工作站)；AW220(岛津)万分

之一电子天平；H66005超声清洗机；电热恒温水浴

锅(北京长源实验设备厂)；Mini Qplus超纯水仪

(密里博)。甲醇(色谱醇，默克公司)，氯仿(上海化

学试剂总厂)，石油醚、丙酮(重庆市东方试剂厂)，
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乙醚(上海马陆制药厂)，均为分析醇。

1．2药材：白术药材来源于重庆市酉阳县GAP规

范化种植基地，为《中国药典》品种菊科植物白术

Atractylodes ac，．ocephala Koidz．的干燥根茎(由

赵素云研究员鉴定)。样品编号S1～S11。

2方法与结果

2．1 色谱条件：Symmetry C18色谱柱(250 mm×

4．6 mm，5 ptm)；柱温28 cC；甲醇一水(65％～

100％)为流动相，连续梯度洗脱；体积流量0．8

mL／min，检测波长254 nm；进样量10肛L。

2．2供试品溶液的制备：取供试品粉碎，过30目

筛，精密称取白术样品细粉约1．0 g，置于三角瓶

中，加入石油醚20 mL超声处理20 min，滤过，残渣

用甲醇洗涤3次，每次加5 mL，合并滤液和洗涤

液，减压浓缩至于，用甲醇溶解，置5 mL量瓶中至

刻度，取上清液用微孔滤膜(0．45弘m)滤过，滤液

置棕色量瓶中，即得。

2．3 HPLC分析：取样品溶液10弘L，注入高效液

相色谱仪，记录色谱图(图1)和各色谱峰的保留时

间，以面积归一化法计算各色谱峰的相对峰面积

(AR)，各谱图中峰面积最大的11个峰为11强峰。

2．4方法学考察

2．4．1精密度试验：按样品制备方法，随机抽取同

一批白术药材制咨供试液，连续进样5次，测定

HPLC色谱图，选择j1个共有峰进行比较，结果表

明各共有峰相对保留时间RSD为0．18％～

1．85％，各共有峰相对峰面积的RSD为0．33％～

2．5％，表明仪器精密度良好。

2．4．2重现性试验：随机取同一批白术药材，按样

品制备方法平行操作，制备5份白术药材供试品溶

液，测定其HPLC色谱图。结果各共有峰相对保留

时间RSD<1％，各共有峰相对峰面积RSD为

2．1％～3．9％。

2．4．3稳定性试验：取同一批白术药材的供试品溶

液，分别于0、2、4、8 h测定HPLC色谱图，对11个

共有色谱峰进行比较。结果各共有峰相对保留时间

RSD<1％，各共有峰的相对峰面积RSD为

1．1％～4．2％，表明样品在8 h内稳定性良好。

2．5色谱指纹谱的构建

2．5．1相对保留时间a的计算：选择一个出峰时间

较居中、在各样品中均存在的组分作为参照峰(a一

1)。求出样品所有峰的相对保留时间为：fR。／￡R。，式中

￡ni为各组分的出峰时间，￡R。为参照峰的出峰时间。

2．5．2参照峰的选择：通过色谱图比较，可知各样

品色谱图中2、3、4号峰为强信号峰，选取色谱图中

的第3个强峰(4号峰)为参照峰，计算各峰的相对

保留时间a。

2．5．3 a值窗口的设定：计算各样品色谱图中同一

峰位值的a平均值，作为每个色谱峰的标准a值。计

算每个峰位a值的RSD值，所有a值的RSD均小

于1％。所以设定窗口a≤1，同一窗口内的色谱峰认

定为同一a值的色谱峰，予以归并，可信限范围

在±1％。按国家食品药品监督管理局“中药注射剂

指纹图谱研究的技术要求”，研究测定了11批白术

药材的色谱图谱，并制定了以内参比峰为参照物的

标准指纹图谱，见图1，11批药材指纹图谱的相似性

见图2。
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图1 白术药材标准色谱指纹图谱

Fig．1 Fingerprint peak of RAM
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图2 11批白术药材色谱图

Fig．2 Fingerprint peak of 11 batches of RAM

2．5．4共有峰的标定：记录75 min的色谱图，通过

比较各峰的保留时间选择每一个图谱都产生的共有

峰。采用相对保留时间标定共有指纹峰，以图谱中保

留时间为(28土0．14)min(4号峰)的峰为参照物

(s)，将各指纹峰保留时间与同一图谱中参照物的保

留时间比较，其比值为各指纹峰的相对保留时间。计
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算11批药材指纹图谱中各指纹峰的相对保留时间

(表1)，标定白术药材的共有峰为11个。11批药材

中各共有峰的a值的RSD均<1％。

2．5．5共有峰的相对面积：据“中药注射剂指纹图

谱研究的技术要求”规定，各共有指纹峰的面积比值

必须相对固定：单峰面积占总峰面积≥20％，其差

值<20％；单峰面积占总峰面积≥10％而<20％，

其差值<25％；单峰面积占总峰面积<10％，面积比

值不作要求，仅需检定相对保留时间。结果只有峰一

2、峰一3单峰面积占总峰面积的百分比>20％，其他

峰均小于lo％，设定第3个强峰(峰一4)为参照峰，

结果符合指纹图谱研究的技术要求。见表2。

表1 自术药材共有峰相对保留时间测定结果

Table 1 Results of relative retention time of mutual peaks on RAM

样品 相对峰面积

编号 峰一l 峰一2 峰一3 峰一4(s) 峰一5 峰一6 峰一7 峰一8 峰一9 峰一10 峰一11

S1 0．294 16 5．968 05 6．180 56 1．000 00 0．392 63 0．088 56 0．575 96 0．217 20 0．343 23 WO．138 97 0．095 36

S2 0．461 90 8．372 58 5．802 58 I．000 00 0．439 47 0．254 90 0．958 28 0．257 41 0．407 77 0．234 42 0．254 05

S3 0．666 70 8．222 90 6．447 45 1．000 00 1．033 77 0．924 59 1．780 48 0．400 70 0．607 66 0．872 23 0．207 23

S4 0．437 63 7．28l 89 4．903 67 1．000 00 0．759 37 0．585 49 1．248 74 0．698 37 0．560 32 0．970 60 0．495 94

S5 0．852 04 7．561 06 5．687 08 1．000 00 0．975 40 0．432 20 0．051 07 0．362 21 1．316 55 1．03I 88 0．322 74

S6 0．476 14 6．526 70 4．854 04 1．000 00 0．334 86 0．168 56 0．955 6t 0．267 99 0．514 91 0．315 76 0．244 48

S7 0．807 84 8．782 01 6．674 68 1．000 00 1．172 25 0．442 13 1．048 06 0．398 06 0．764 85 0．330 02 0．328 67

S8 0．483 38 8．265 04 6．288 02 I．000 00 0．442 6l 0．424 05 9．344 31 0．663 13 0．791 29 0．212 92 0．166 51

S9 0．513 88 8．753 71 6．509 14 1．000 00 0．829 29 0．693 17 1．677 93 0．829 81 0．662 45 2．236 29 0．206 Zl

S10 0．193 27 5．937 91 4．828 90 1．000 00 0．154 27 0．120 43 0．】69 78 0．103 07 0．432 39 0．480 14 0．192 76

S11 0．179 54 6．233 39 4．647 80 1．000 00 0．252 22 0．092 63 0．200 83 0．094 04 0．211 17 0．190 41 0．159 92

平均0．487 86 7．445 93 5．711 27 1．000 00 0．616 92 0．384 25 1．637 37 0．390 18 0．601 15 0．637 60 0．243 08

2．5．6非共有峰面积：通过对11批白术药材供试

品的测定，统计各批非共有峰面积比，其结果为非共

有峰面积百分比在5．5％～9．7％，符合指纹谱研究

规定小于lo％的检测要求。见表3。

2．5．7共有峰的相似度计算：选取色谱图中的11

个共有峰，由中药色谱图分析和数据管理软件辅助

自动进行峰匹配，确定11个共有峰。以2号样品色

谱图做模板，利用相关系数法n1和夹角余弦法[5]计

算指纹图谱的相似度，结果见表4。两种计算方法全

图谱相似度均≥93％，这表明所建立指纹图谱的技

术指标稳定，重现性好。

3讨论

表3 II批白术药材非共有峰面积

Table 3 Unmutual peak area oR 1 1 batches of RAM
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表4色谱图相似性分析结果(参照模板：s2)

Table 4 Results of comparability of chromatogram(control template：S2)

从色谱图上比较，虽各批样品成分的量有差异，

但色谱图概貌一致，说明该药材群体成分的一致性

(包括成分种类和相对质量分数的一致性)，且稳定，

制定的指纹图谱可对白术药材组分群体特征的一致

性作出判断。白术指纹图谱有自身化学条码的特征，

是其内在化学成分种类与数量的反映。在白术药材

指纹图谱的共有特征峰中，整体分离度比较好；不同

批次药材指纹图谱概貌也有较好的一致性，能充分

反映白术药材化学成分的特征。

采用996 PDA二级管阵列检测器，在分析时进

行全波长紫外扫描，同时得到不同波长下全数据。结

果显示，检测效果受波长影响较大，经比较后表明在

254 nm色谱峰形最好，出峰数目适中，各色谱峰相

互之间分离度较好，故检测波长定在254 nm。

在供试品溶液制备方法考察中，对提取条件

(溶媒、提取方法)及色谱条件(流动相、流速、进样

量)进行了单因素平行研究。不同溶媒(石油醚、氯

仿、甲醇、50％甲醇)中以石油醚提取物共有峰相

对稳定，绝对峰面积和总峰数均最高。故确定提取溶

剂为石油醚；超声提取较索氏提取、回流等方法操作

方便，提取时间短且效率高，但为了防止溶剂挥发和

有效成分损失，提取时应注意水浴温度不宜过高。

本研究首次将HPLC色谱法运用到自术药材

的鉴定与质量评价中，能更加有效地评价药材化学

成分的多样性与复杂性；通过使用国家药典委员会

2004年出版的中药色谱指纹图谱相似性分析软件

进行相似度评价，为指纹图谱研究成果运用于中药

材生产和市场流通中具体环节的质量检验，提供一

个新的方法。对科研与生产实践的结合，具有重要的

指导意义。
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刺五加的体细胞胚胎发生研究
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摘要：目的 用不同质量浓度2，4-D和外植体类型对刺五加体细胞胚胎诱导进行研究，为刺五加的资源保护和

遗传工程提供理论依据。方法 以刺五加的萌发3周幼苗和层积处理种子合子胚的胚根、下胚轴和子叶为外植体，
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