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大，且水化时分散性较好。乳糖的水溶性不如山梨醇，

水化时分散性不好，且放置后有分层现象。甘露醇很

容易在制备过程中发生湿结，不适合用此法进行前体

脂质体的制备。故最终选择山梨醇为载体材料。

3．2主要工艺参数对前体脂质体粉末性质的影响

3．2．1进口温度：进口温度越高，喷出的磷脂溶液雾

滴蒸发越快，这样就使细粉之间相互碰撞而粘结在一

起的力量变弱，所得粉末的粒度则变小。而且进口温

度过高会使喷出的磷脂无水乙醇液还未接触到粉末

就已完全蒸发，磷脂析出，也就无法达到包衣的目的。

相反，如果进口温度过低，物料干燥不完全，易成大颗

粒或黏附成团。所以，选择适宜的进口温度很重要。

3．2．2喷雾速率：喷雾速率的大小对前体脂体粉末

的粒径有较大影响。流量慢，粒径小；流量过快，粉末

易粘成团。

3．2．3喷雾风量：雾化器风量越大，对进液的雾化

力量越大，把雾滴打得更小，易于蒸发，使所得前体

脂质体颗粒变小；风量变小则正好相反。

以上讨论3个因素对前体脂质体粉末的性质有

较大影响，且它们对喷液雾滴的大小有交互作用，应

视药物和辅料性质的不同在试验中加以考察。其实，

这种制备前体脂质体的过程也就是一种粉末包衣的

过程，只是包衣材料换成了磷脂，因其磷脂黏性较

大，干燥过程较一般的包衣材料困难。因此，使包衣

过程处于良好的流化状态选择适宜的操作参数是包

衣成败的关键。

3．3 流化床包衣法制备前体脂质体是对Payne[8]

改进的薄膜旋转蒸发法的放大，其过程都是对粉末

进行包衣。流化床包衣法可以大量制备供口服或外

用的前体脂质体粉末，适宜大小的前体脂质体颗粒

还可以直接装胶囊或压片。可见，流化床包衣法是一

种有前途的使前体脂质体工业化的方法，该法主要

制备供口服或外用的前体脂质体。
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具有指纹特征的黄芩提取物质量可控性研究
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摘要：目的确定黄芩提取物指纹特征产晶标准。方法通过采用HPLC色谱分析技术对黄芩提取物中8个黄

酮化合物进行快速定量。结果该黄苓提取物指纹特征相对稳定，定量测定及指纹表征方法准确、快速。结论使

用该黄芩提取物的产品标准可更好地综合控制黄芩提取物的质量．为组分中药提供实例支持。
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Abstract：Objective To determine standard of Scutellaria baicalensis extract with fingerprint

characteristic．Methods HPLC technique had been used to determine the content of eight flavones in S．

baicalensis extract by HPLC．Results S．baicalensis extract had relative stability of fingerprint

characteristic．The characterization method of fingerprint and analysis mothod were precise and rapid．

Conclusion The standard of S．baicalensis extract with fingerprint characteristic has been obtained．It

can be used to eontrol the quality of S．baicalensis extract and it can support the component of Chinese

materia medlca．

Key words：Scute[1aria baicalensis extract；fingerprint characteristic；standard extract

中药指纹图谱具有整体、宏观、模糊分析等特

点。可通过对中药整体特性的描述，采用适当模糊处

理方式，达到整体质量控制的目的。美国食品药品监

督管理局(FDA)、欧洲合格认证(CE)要求草药及其

制剂申报材料提供相应的指纹图谱指标，我国国家

食品药品监督管理局(SFDA)也要求中药注射剂制

订相关指纹图谱。因此，使用指纹图谱技术对中药标

准化提取物或组分中药进行质量控制已成为一种必

然趋势。

黄芩为唇形科植物黄芩Scutellaria baicalensis

Georgi的干燥根，具有清热燥湿，泻火解毒，止血，

安胎等功效n]。黄芩中含有40多种黄酮类化合

物o‘3]。黄酮类化合物是黄芩中主要抗炎活性成

分““]，其中具有药理活性的黄酮包括黄芩苷、野黄

芩苷、去甲汉黄芩素一7一。一葡萄糖苷酸、千层纸素一7—

0一葡萄糖苷酸、汉黄芩素7一。一葡萄糖苷酸、黄芩素、

汉黄芩素、白杨素等【7“⋯。黄芩提取物为黄芩的干

燥根茎加工制成的提取物，可以做为双黄连、银黄系

列、芩连和茵栀黄系列口服制剂，在《中国药典》2005

年版中规定黄芩提取物作为口服用药的原料药时，

按干燥品计，含黄芩苷不得少于85．0％，但没有对

次要黄酮的量作具体要求。根据传统中医药理论，中

药的疗效是基于多种成分相互协调的基础之上的。

因此除了关注黄芩中的主要黄酮类成分黄芩苷以

外，由于次要黄酮特殊的药理活性和各个成分微妙

的相互作用，因而更加重视次要黄酮的药理活性。对

于黄芩提取物而言，研究黄芩提取物中次要黄酮，并

制定出黄芩提取物产品标准具有非常重要的意义。

本实验采用HPLC色谱分析技术，制定出质量

相对稳定且质量高度可控的黄芩提取物指纹特征产

品标准。这种指纹图谱和以往的指纹图谱相比有如

下特点：也是中药整体特性的描述，但是模糊处理的

方式不同，本指纹图谱采用了现代表征技术；图谱中

各个峰的量是准确的，且各个峰也已经知道是何种

成分，不同批次的产品各个成分的量在一定的范围

之内．从而构成了由这种工艺生产出来的黄芩提取

物的指纹特征。该种已知成分和具有确切量的色谱

指纹表征技术和以往传统的指纹图谱技术相比较，

有更大的优点和实际应用价值，药效物质基础更加

的明确，因而可以更好的指导临床药理研究。与成分

相关的文献报道012 3表明该黄芩标准化提取物应

具有明显的抗炎作用。

l仪器与试药

Waters 1525高效液相色谱仪包括2996 PI)A

检测器，71 7自动进样器，Empower色谱工作站(美

国Waters公司)。旋转蒸发仪(上海亚荣仪器厂)。

Waters ZQ 2000质谱检测器(美国Waters公司)。

黄芩苷、野黄芩苷、去甲汉黄芩素一7一。一葡萄糖

苷酸、千层纸素7 o葡萄糖苷酸、汉黄芩素7 o葡

萄糖苷酸、黄芩素、汉黄芩素、白杨素对照品购自

Sigma公司，质量分数在98％以上。水为二次蒸馏

水，乙腈(色谱纯，湖南化工研究院精细化工研究

所)。黄芩根干药材(4个)产于甘肃、陕西和山东，花

期采收，生长年限3年，由湖南师范大学生命科学学

院植物学系刘客明教授鉴定。黄芩提取物由湖南九

汇现代中药有限公司生产。浓盐酸、浓硫酸、NaOH、

KOH均分析纯，购自湖南师大化学试剂厂。

2方法与结果

2．1黄芩提取物的制备o]：黄芩根原料粉碎成粗

粉，投入提取罐中，加水煎煮，合并煎液，浓缩至适

量，用盐酸调pH 1．0～2．0，80℃保温、静置，滤过，

沉淀加适量水搅匀，用40％NaOH溶液调pH值至

7．0，加等量乙醇，搅拌使溶解，滤过。滤液用盐酸调

pH值至1．o～2．0，60℃保温静置，滤过，沉淀依次

用适量的水及不同体积分数乙醇洗至pH 7．0，挥尽

乙醇，减压干燥即得。

2．2色谱条件和质谱条件：Hypersil ODS C．。色谱

柱(200 mm×4．6 mm，5 pm)；流动相：乙腈(A)一

0．5％甲酸水溶液(B)，梯度洗脱；体积流量为0．8

mL／min；紫外检测波长276 nm；进样量10“L；柱

温30℃；梯度条件：在0～3 min，20％A；3～22

min，20％～80％A；22～24 min，80％A。
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质谱条件：用电喷雾离子化正离子采集模式

(ESI+)，范围：150～550 amu，毛细管电压：3．5

kV，锥孔电压：20 V，萃取电压：5．O V，源温度：105

℃，脱溶剂温度：300℃，脱溶剂气：300L／h，锥孔反

吹气：50 L／h。

2．3供试品溶液的制备：将不同产地的黄芩药材预

先粉碎备用，分别精密称取不同产地的黄芩根粉末

0．1 g于50 mL量瓶中，用四氢呋喃一甲醇(20；80)

超声30 min、后，冷却后定容。称取各个黄芩提取物

约20 mg于50 mI。量瓶中用四氢呋喃一甲醇(20：

80)超声30 min，冷却后定容，备用。

2．4对照品溶液的制备：精密称取黄芩苷干燥恒重

的对照品30 mg于10 mL量瓶中，用四氢呋喃一甲

醇(20：80)超声溶解，定容，再精密称取其他各个干

燥恒重的对照品10 mg于50 mL量瓶中用四氢呋

哺一甲醇(20；80)超声溶解，定容，供计算相对校正

因子和测定用。

2．5 HPI，C—ESI—MS定性分析黄芩提取物中的黄

酮化合物：黄芩提取物中各个黄酮类化合物的定性

分析是通过两个方法完成的。首先通过传统的对照

品保留时间和样品保留时间确定各个化合物，继而

通过比较各个对照品和样品的在线紫外光谱数据、

ESI—MS数据和保留时问。图1是选择离子m屈

463、447、461的提取色谱图。选择m／z 463(峰1)、

446(峰2，3)、461(峰4，5)的5个峰的在线质谱数据

显示，它们都可以从各自的分子离子[M+HI+脱掉

一个m／z 176单元的糖碎片，使之变成碎片离子分

别为m／z 287、27l、271、285、285。说明色谱峰l，2，

3，4，5是黄酮糖苷化合物。5个糖苷化合物的质谱图

中都含有一个[M--HI+的准分子离子和一个糖配

基中性丢失后的碎片离子[M+H Glu]’。根据对

照品的保留时间和样品的保留时间以及这几个化合

物的质谱数据和文献数据o““，色谱峰1、2、3、4、5

分别推断为野黄芩苷、黄芩苷、去甲汉黄芩素7一。

葡萄糖苷酸、千层纸素一7一。一葡萄糖苷酸、汉黄芩素一

7一。一葡萄糖苷酸。峰6、7、8分别推断为黄芩素、汉黄

芩素、白杨素同样是根据对照品保留时间、质谱数据

和文献数据“““⋯]一致。化合物的推断结果见表1。
2．6相对校正因子的计算：绝对校正因子的计算为

^“一m．／A．(m。为组分i在流动相的质量浓度，与检

测器响应信号峰面积A．成正比)。相对校正因子是

指组分i与组分S的绝对校正因子之比，即^“一

^“／^“一A，％／A．m，^。“为组分i的峰面积相对校

正因子。每个对照品进样5次，每次进样10“L，每

个对照品取平均峰面积。以黄芩苷为基准组分，就可

以计算出各个组分的相对校正因子的结果，见表2。

j m／a 463．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．』l。．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．兰
ii !!?

^， mA 447

＆． ：：：

l i ：二三?5

自妣‰魅．＆纛。；鼎嬲芷?
O 2 4 6 8 10

12，／Ⅻ14n16
18 20 22 24 26 28

图1黄芩提取物的HPLC—ES!一MS圈

Fig．1 HPLC—ESI—MS Chromatograms

0f S．baicalensis extract

表1各个活性成分的保留时间、分子离子和^一

Tahie 1 Retention time。molecular ion，and丸_胍

of every active constituents

表2以黄芩苷为基准组分的7个黄酮类成分的

相对校正因子

Table 2 Relative correction factors of seven

flavonolds compared with balcalin

黄酮 校正因子

野黄苓苷

去甲汉黄芩素一7一。一葡萄糖苷酸

千层纸素7。_葡萄糖昔酸

汉黄芩素一7一O-葡萄糖营酸

黄芩素

汪黄芩素

白杨素

1．549 0

0．907 2

0．977 6

0．907 2

0．772 9

0．655 3

2．7方法学考察：从黄芩苷、野黄芩苷、去甲汉黄芩

素一7 o葡萄糖苷酸、千层纸素一7一。一葡萄糖苷酸、汉

黄芩素一7一。一葡萄糖苷酸、黄芩素、汉黄芩素、白杨素

8化合物的相对校正因子考虑：黄芩苷在黄芩提取

物中的量最高，相对校正因子居中且与去甲汉黄芩

素7一。_葡萄糖苷酸、千层纸素一7一。一葡萄糖苷酸、汉

黄芩素一7一。一葡萄糖苷酸的相对校正因子相差不大，

故选择黄芩苷作为苷的代表进行方法学考察；黄芩

素、汉黄芩素、白杨素均为苷元且黄芩素的相对校正
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因子在汉黄芩素与白杨素之间而且相差不大，故选

择黄芩素作为苷元的代表进行方法学考察；野黄芩苷

的相对校正因子最大，且从结构上是唯一B环上有取

代的，所以野黄芩苷要单独进行方法学考察。因此选

择黄芩苷、野黄芩苷、黄芩素进行方法学考察指标。

2．7．1线性关系考察：精密吸取黄芩苷、野黄芩苷

和黄苓素对照品溶液各0．2、0．5、l，0、2．0、3．0、4．0

mL于25 mL量瓶中，甲醇定容。分别精密吸取]0

止，按上述色谱条件分别进样色谱分析。以各组分

质量浓度(x)为横坐标，峰面积(y)为纵坐标，得到

线性方程分别为：y一72 216 000 X一997 800，，一

0．998 7(黄芩苷)；y一46 613 000 X 39 100，r一

0．99l 3(野黄芩苷)；Y一93 436 000 x～600 710，

r一0．995 6(黄芩素)。线性范围分别为0．024～o．48

苷、黄芩素的峰面积的RSD分别为1．23％、

1．30％、1．72％，表明供斌品溶液在12 h内稳定。

2．7．4重现性试验：取样品(批号040311)6份，精

密称定。制备供斌品溶液，分别进样，测得黄芩苷、野

黄芩苷、黄芩素的质鼍分数的RSD分别为1．20％、

1．j6％、1．80％。

2．7。5 回收率试验：精密称取适虽黄芩提取物样

品，分别加入黄芩苷、黄芩素、野黄芩苷对照品储备

液，制得供试品溶液，平行制备5份溶液，测定．计算

平均回收率及RSD值分别为：黄芩苷99．80％、

1．32％；黄芩素96．13％、1．21％；野黄芩苷

99，72％、1．50％。

2．8黄芩提取物指纹特征的表征：当采用高教液相

色谱法对黄芩提取物进行表征的方法被确证后，各

mg／mL(黄芩苷)，0．001 6--0．032 mg／mI。(野黄芩 个成分的量以黄芩苷为标准，再利用相对校正因子

苷)，0．001 6～0．032 mg／ml。(黄芩素)。 计算出黄芩苷、野黄芩苷、去甲汉黄芩素一7一()一葡萄

2．7．2精密度试验：取混台对照品溶液，连续进样 糖苷酸、千层纸素7一O一葡萄糖苷酸、汉黄芩素一7一O一

6次，测得黄芩苷、野黄芩苷、黄芩素峰面积的RSD 葡萄糖苷酸、黄芩素、汉黄芩和白杨素的量，27批黄

分别为1．56％、1．32％、1，60％。 芩提取物的测定结果见表3。黄芩提取物的指纹特

2．7．3稳定性试验：取供试品溶液(批号040311)， 征色谱图见图2。此标准化黄芩提取的指纹特征数

分别在0、2、4、6、8、1 2 h进样，测得黄芩苷、野黄芩 值范围见表4。

衷3黄芩提取物中8个黄酮的测定结果(“．n一5)

Table 3 Determination of eight flavonolds in Scutellaria baicMensis extract(％，H一5)

批号 纂 ≮ i：翟：基’：；嚣善冀盖；嚣
总攻要

黄酮

040311(甘肃)

040503(山东)

040702(陕西)

030003

040902

041015

041211

050310

040618

050301

050121

050511

050623

050728

050831

031196

050330

050429

03091 2

040511

039522

040910

041011

041207

l 6．52

16．19

1 7，65

1 6 20

16 08

1 6 54

1 5．81

15 66

1j 18

15 14

12 22

15 85

I 5 40

1 5．76

1 7．92

l 9 l 7

15 97

16 52

1 7．97

7 6 5

1 8．28

1 0 78

1 6 48

16．88

1 5 90

1t 92

17 52的三嚣鬻鬻篡篙篙篙篡瓣臻戈麓藏∞黄素而∞"{宝舯∞∞们弘硼∞¨∞∞¨暑s¨船∞|==叭蚰∞∞n蛇然
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，／mill

图2黄芩提取物的HPLC—uv色谱指纹图

Fig-2 HPLC-UV Fingerprint of S．baicalensis extract

表4黄芩提取物指纹特征

Table 4 Fingerprint characteristic

of S．baicalensis extracts

成分 范围

黄苓甘

野黄芩苷

去甲汉黄芩索一7一()一葡萄糖苷酸

千层纸素7 o葡萄精苷酸

汉黄芩素7 0葡萄糖苷酸

黄苓豪

汉黄芩素

白杨素

70．0蛎～80，0％

0 5％～2．5％

0．5蟛～3．0％

1 0％～4．0％

2 0“～6．5蹦

2．5“～6．5％

0．5％～3．5％

0 1％～0．5％

研究过程中发现，黄芩根提取物中质量分数较

小的次要黄酮，其变动值绝对范围并不大，只是因为

受本身质量分数较低的影响，其相对变化范围显得

较大。如汉黄芩素一般在0．5％～3．5％变动，其变

动范围为(2．oo±1．50)％，变动范围与中值的相对

比值为75．00％。而黄芩苷质量分数一般在70％以

上，同样是±1．50％的变动范围，此时的相对变动范

围只为1．67％。因此，有必要寻找合适的方法或收

缩因子，使质量分数较低，并使具有明确取值范围的

成分的相对变动范围得到合理的表达。基于此，在考

察次要黄酮的指纹特征相似度时，设定对次要黄酮

而言其相对变动范围可以接受的收缩因子／。

，一—上：
n×~／删

n为主要黄酮黄芩苷在此标准提取物中的均质量分数

与总次要黄酮的均质量分数的比值。通过实验知道，黄芩苷

的质量分数一般为75％，总次要黄酮的质量分数一般为

15％，故”一5(75％门5％)，卅为要表征次要黄酮的个数，即

为7。

对于低质量分数的次要黄酮成分而言，指纹特

征相似度考察的相对变动范围使用D表示。

D一厂×!二三兰×i00％
T

D为相对变动范围限度值，z为次要黄酮限定范围的上

限值．；为中值。

对于黄芩苷而言，其质量分数取值范围集中在

70％～80％，即75％士5％，相对变动范围为

6．67％，比较理想，符合通常设定的指纹特征相似度

考察的要求。参考黄芩苷的相对变动范围对D值限

定，要求D≤6．00％。本研究对于次要黄酮的D值

见表5。选取上、下限覆盖数据最多的区间，并让D

值符台规定，得到相应的质量分数范围。

另外，通过本次采用的原料研究(表6)和由文

献报道口”34个不同产地的黄芩药材中，由于不同的

产地中各个黄酮的变动范围较大(表7)。因而所生

产出来的黄芩提取物中的黄酮化合物尤其是次要黄

酮化合物的变动范围较大是正常的。

表5 7个黄酮化合物的D值

Table 5 D Value of seven flavonoids

寰6不同产地的黄芩原药材中各个黄酮的测定结果

Table 6 Determination of eight flavonoids

in root of S．baicalens拓

050133(甘肃)0 63 9 09 0 42 0 45 1．78 1 38 0 72 0 14

050203(山东)0 0z 9 12 0．60 0．23 1 13 1 12 0 68 0 09

050301(山西j 0．56 8，12 O 50 O 32 】8】0．89 0 63 0．】6

050311(谈西)0 50 7 09 0 4 3 0 43 1．61 0 45 0 27 0 05

表7查自文献中4个黄酮化合物计算的D值“”

ThbIe 7 D Value of four flavonoids calculated

according to data from reference【17】

从表4可以看出：黄芩苷是主要的成分(质量分

数70％～80％)，因为这是原料正常质量分数范围

内在该工艺条件下的正常值。其他次要黄酮都是通

过大量不同产地(甘肃、山东、陕西等)，在相同季节

(8～10月)、相同生长年份(2～3年)、同一工艺条件

下获得的大量试验数据基本都在这一范围内。通过
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对湖南九汇现代中药有现公司生产的不同批次黄芩

提取物产品抽样分析，发现该黄芩提取物的指纹特

征也符合这一范围。总之，此黄芩提取物指纹特征范

围的建立是基于前面的分析和依据大量的实验数据

基础上的不完全归纳。

3讨论

在研究过程中发现，某些产地的黄芩按照上述

生产工艺，不能生产出具有上述指纹特征的黄芩提

取物，但是通过不同产地的黄芩原料的拼配投料就

能生产出具有上述指纹特征的黄芩提取物，使之达

到标准提取物的要求。笔者设想，假如这种拼配投料

的方式可行的话，那么在一定限度内，可以充分、合

理的利用中药资源，并可保证符合标准指纹特征。

另外在研究中还发现：因黄芩提取物其指标成

分控制量达90％以上，用不同工艺，并使用拼配方

法更容易满足达到标准，且成本可能更低。是否可认

为：当指标(或有效)成分可控性达90％(甚至95％

以上)时，参照化学药原料要求，只管结果符合标准

和控制限_最成分而不管工艺路线呢?但这又与中药

原料工艺不能随意更改的法规相冲突，值得商榷。

通过本研究确定，至少有些中药组分是完全可

以控制的，关键是选准控制的组分部位与其组分作

用的疗效是否相关。这也与中国科学院大连化学物

理研究所梁鑫淼研究员提出的组分中药相符台，即

以组分为切人点，以标准组分配伍的现代中药创新

模式。这类单味中药标准提取物(可控性达90％以

上)建议作为组分中药的一类予以对待。

控制好了原料的来源、采收季节、用药部位，所

生产的黄芩提取物完全可以具有比较稳定的特殊指

纹特征。该指纹特征还可以做为黄芩标准提取物的

定量控制指标。该种指纹特征组分中药提取物更加

有利于临床药理的研究。与成分相关的文献药理研

究表明该黄芩标准提取物具有明显的抗炎作用，可

用于中药制剂的原料药是否作为修改黄芩片剂原料

的参考标准，值得引起关注。

本研究的指纹特征的控制范围要求与通常的指

纹特征描述有不尽相同的地方，实验中将主组分与

次组分分开进行相似度范围考察，认为这种相似度

考察方法更具有现实意义。

也许是选择的研究对象特殊性，恰好将指纹特

征的表征方法与定量测定方法保持一致。提示对控

制同一类组分时该方法也许是一个不错的思路。

感谢国家药典委员会钱忠直教授、珠海科曼中

药研究有限公司谢培山教授、中国科学院大连化学

物理研究所梁鑫淼研究员和中国药品生物制品捡定

所肖新月研究员在百忙之中提出宝贵的建议
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