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土贝母的HPLC指纹图谱研究

李晓晶1，姜琳琳1，吴智南2，赵陆华¨

(1．中国药科大学分析测试中心，江苏南京210009；2．广州固志医药科技有限公司，广东广州 510663)

摘 要：目的采用HPLC法研究并建立各产地土贝母药材的指纹图谱。方法用Alltech C，s柱(250 mm×4．6

mm，5弘m)；流动相：乙腈一水，梯度洗脱；体积流量：1．0 mL／min，在230和203 nm波长处测定了15个不同产地的

土贝母药材，并用聚类分析和相似度计算进行数据分析。结果 建立了土贝母药材的HPLC指纹图谱，标定了18

个共有指纹峰，方法学考察结果符合指纹图谱技术要求，经相似度计算，各产地药材之间的相似性良好。结论方

法稳定、可靠、重现性好，可用来控制土贝母药材的质量。
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土贝母为葫芦科植物土贝母Bolbostemma pani—

culatum(Maxim．)Franquet的干燥块茎，是一种传

统中药，也称土贝、大贝母、地苦胆、草贝等。主产于河

南、陕西、山东等地。临床具有清热解毒、消肿散结之

功效。土贝母所含的主要成分有脂肪酸、甾醇、三萜皂

苷等[1]，其中皂苷类成分主要为土贝母苷甲、乙、丙、

丁(tubeimoside I，Ⅱ，Ⅲ，IV)，土贝母苷甲量达

11．9％，具有抗肿瘤、抗病毒等多种药理活性[2]。由于

受产地、气候和生态环境等的影响，各产地土贝母的

化学成分存在一定的差异。长期以来，对土贝母的质

量控制多是通过对其性状和薄层进行鉴别。近年来，

虽对其中土贝母苷甲的量进行测定[3]，但是对于土贝

母成分多、组分复杂的中药材而言，仅测定某个成分

的量，难以客观、有效地评价或控制药材的质量。而指

纹图谱技术作为一种多组分复杂样品的有效质量控

制方法，能够反映出待测样品的整体性、特征性。本实

验采用HPLC法对土贝母药材的指纹图谱进行了研

究，对不同产地的土贝母药材指纹图谱进行了对比，

为该药材全面质量控制建立了有效的方法，并为土贝

母临床用药及选择种植基地提供参考。

1仪器、试剂与药材

日本岛津LC一10AD VP高效液相色谱仪，岛

津SPD一10A VP紫外检测器，浙江大学N2000型

色谱工作站。乙腈为色谱纯(美国天地公司)，水为纯

净水(经0．45弘m微孔滤膜滤过)。

土贝母苷甲对照品由中国药品生物制品检定所

提供，不同产地土贝母药材由笔者于各产地收集，来

源见表1，经中国药科大学宋学华教授鉴定。

表1土贝母样品来源

Table 1 Source of B．paniculatum samples

编号 产地或来源 编号 产地或来源

1 陕西宝鸡 9 宁夏固原

2 河南 10 河北

3 四JII 1 11 四川2

4 青海 12 湖北恩施

5 山东青岛 13 陕西

6 甘肃 14 宁夏

7 安徽毫州 15 云南

8 山西

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱为Alltech C。8柱(250 mm×

4．6 mm，5 pm)；流动相：乙腈(A)一水(B)，B相浓度

梯度：0～5 min(95％)，5～25 min(95％～75％)，

25～55 min(75％～65％)，55----60 min(65％)；体积

流量：1 mL／min；检测波长：0～4 min(230 nm)，4～

6 min(203 nm)；柱温：30℃；进样量：20弘L。
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2．2对照品溶液的制备：取土贝母苷甲对照品适

量，精密称定，加甲醇溶解，制成1 mg／mL的对照品

溶液。

2．3供试品溶液的制备：取土贝母药材粉末(过三

号筛)约1．0 g，精密称定，置50 mL圆底烧瓶中，精

密加入70％乙醇20 mL，加热回流1 h，滤过，水浴

蒸干，加水20 mL溶解，移至分液漏斗中，先用15

mL醋酸乙酯萃取2次，弃去醋酸乙酯层，水层用20

mL水饱和正丁醇萃取4次，合并正丁醇液，蒸于，

残渣加甲醇溶解，转移至10 mL量瓶中，加甲醇定

容至刻度，摇匀，用微孔滤膜(0．45肛m)滤过，作为

供试品溶液。

2．4测定方法：分别精密吸取对照品溶液和供试品

溶液各20弘L，注入高效液相色谱仪，记录色谱图，

见图1。
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t／min

A一陕西土贝母药材B一土贝母苷甲对照品

A—Rhizoma Bol60stemmae from Shaanxi

B tubeimuside I reference solution

图1 土贝母药材指纹图谱(A)及土贝母苷甲对照品(B)

Fig．1 Fingerprint of Rhizoma Bolbostemmae(A)and

tubeimuside I reference substance(B)

2．5方法学考察

2．5．1精密度试验：取供试品溶液(第13号样品)，

连续进样6次，测定，计算得各共有峰相对峰面积的

RSD<3％。

2．5．2重现性试验：取第13号样品6份，制备供试

品溶液，分别进样测定，计算得各共有峰相对峰面积

的RSD<3％。

2．5．3稳定性试验：取第13号样品供试品溶液，分

别在0、2、4、6、8、12 h进样，测定，计算得各共有峰

相对峰面积的RSD<3％，表明样品溶液在12 h内

稳定性较好。

2．6不同产地土贝母药材指纹图谱的比较及相关

技术参数：在上述条件下测定15个产地土贝母药

材，结果见图2。在陕西道地药材色谱指纹图谱中选

取量较高的18个峰为土贝母药材的共有峰，在共有

峰中，17号峰为土贝母苷甲，是土贝母中最主要的

活性成分，量较高且比较稳定，将其作为参照峰，分

别求出各组分与之的相对保留时间之比，结果见表

2。以17号峰的峰面积作为1，15号峰面积接近或大

于总峰面积的10％，计算该峰与17号峰峰面积比

值，结果见表3，其余各峰按其保留时间定性。

2．7相似度计算[4]：相似度是评价中药指纹图谱的
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图2不同产地土贝母样品的指纹图谱

Fig．2 Fingerprints of B．paniculatum samples

from various habitats
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表3 15个产地土贝母药材共有指纹峰的峰面积比值

Table 3 Relative peaks areas of common of B．

paniculatum from 15 habitats

15号共有 非共有峰面 15号共有 非共有峰面

样品号 峰峰面积 积占总峰面 样品号 峰峰面积 积占总峰面

比值 积的百分数／％ 比值 积的百分数／％

1 0．363 6．60 9 0．379 7．96

2 0．412 7．91 10 0．439 6．82

3 O．513 8．62 11 0．476 7．40

4 0．392 5．91 12 0．526 7．03

5 0．355 5．92 13 0．344 6．26

6 0．345 7．52 14 0．368 6．52

7 O．347 8．43 15 O．316 8．81

8 0．389 6．23 平均值0．398

一个重要参数，是根据指纹图谱的整体相似程度来

计算重要化学组成的整体波动程度，据此分析中药

质量的稳定性。本实验将不同产地的土贝母药材指

纹图谱进行量化，利用Excel软件，运用公式计算，

采用夹角余弦和相关系数两个统计量为测试，对不

同产地土贝母药材的相似度进行了计算。15个产地

土贝母指纹图谱相关系数依次为：0．981、0．993、

0．984、0．990、0．994、0．948、0．990、0．961、0．987、

0．989、0．984、0．988、0．989、0．979、0．906；夹角余弦

依次为：0．986、0．994、0．988、0．992、0．996、0．964、

0．992，0．973，0．990，0．992，0．988，0．991，0．9921

0．985、0．935。结果表明，各产地相似度均在0．900

以上，各产地药材之间的相似性良好。其中只有15

号样品相似度小于0．95，在聚类分析中15号样品

也单独聚为一类，表明相似度计算与聚类分析结果

一致。

2．8 系统聚类分析：系统聚类分析是一种无管理、

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15个不同产地的土贝母药材

为研究对象，进行指纹图谱研究，将各色谱峰相对于

参照物土贝母苷甲的峰面积量化，得到15×18阶原

始数据矩阵，运用Matlab 7．0．1软件编写程序对其

进行系统聚类分析，采用离差平方和法(Ward 7S

Method)，利用欧氏距离(Euclidean)作为样品的测

度，15个样品基本可以分为3大类，样品聚类结果

见图3。

j≤
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样品号

图3土贝母样品聚类谱系图

Fig．3 Dendrogram of hierarchical clustering analysis

for B．paniculatum samples

3讨论

3．1 本实验分别考察了超声、加热回流的提取方

法，发现加热回流得到的峰数较多，另外又比较了不

同提取溶剂如水、甲醇、乙醇、70％乙醇、50％乙醇，

结果表明70％乙醇提取效果较好，由于土贝母主要

含有皂苷类成分，并且皂苷类成分在正丁醇中溶解

度最大，所以综合考虑最终确定提取条件为70％乙

醇加热回流，正丁醇萃取。

3．2本实验分别考察了甲醇一水、乙腈一水体系进行

  



中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第6期2007年6月 ·929·

洗脱，由于检测波长较低，甲醇有末端吸收，用甲醇一

水为流动相基线波动较大，选用乙腈一水系统可以消

除溶剂的干扰，基线较平稳且色谱峰有较好的分离。

使用等度洗脱时，有效成分出峰时间长且分离效果

不够理想，梯度洗脱在60 min内可使色谱峰全部洗

出，且多数峰达到基线分离。

3．3本实验采用二级管阵列检测器对指纹图谱的

检测波长进行了选择，从200～400 nm进行了紫外

扫描，200、203 am处所包含的信息量最大，同时各

峰的响应较大，但是由于200 nm波长较短，基线波

动较大，影响色谱峰型和分离度，所以选择203 nm

为测定波长。另外在o～4 min时由于溶剂的影响以

及色谱峰在203 nm的响应太大使色谱峰很难达到

分离，所以选择波长为230 nm，可以改善各峰的分

离度和峰形。

3．4土贝母为单品种来源，主要考察产地的影响。

不同产地土贝母药材所含各有效成分基本相同，但

是各成分的量差别较大。由聚类结果可以看出，15

个样品大致可以分为3大类，从地理分布考虑：第A

类样品的产地是陕西、宁夏、甘肃、青海，这些地区都

属于西北地区气温较低且比较干燥；第B类样品的

产地是河南、河北、山东、安徽、山西、四川、湖北，这

些地区气温比较适中，并且此类又可分为两类，四

川、湖北为一类与其他产地分开，说明四川、湖北的

气候与其他产地有所不同，从而影响了土贝母药材

的质量；第C类样品的产地是云南，气温较高且潮

湿。由于药材的生长受到温度、光照和湿度的影响，

所以不同产地的土贝母之间的内在质量存在一定的

差异。由此可见如果要保证药材的一致性，应注意药

材的产地。
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白术药材的指纹图谱研究

黎琼红，马兴田，谢晨，龚秀琦

(广东康美药业股份有限公司，广东普宁515300)

摘 要：目的 建立白术药材的高效液相指纹图谱分析方法。方法 采用Dikma Kromasil C。。(250 mmX 4．6 mm，

5牡m)色谱柱，以乙腈一水梯度洗脱(45％～100％乙腈)，体积流量为1．0 mL／min，柱温25℃，检测波长242 nm。结

果 通过对13批不同产地的白术样品的测定，标定了24个共有峰，并通过“中药指纹图谱计算机辅助相似度软

件”和聚类分析等辅助手段，计算相似度等相关参数。结论该方法准确可靠，重现性好，为更好地控制白术内在质

量提供了科学依据。

关键词：白术；指纹图谱；高效液相色谱
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Fingerprints of Rhizoma Atractylodis Macrocephalae
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Key words：Rhizoma Atractylodis Macrocephalae；fingerprint；HPLC

白术为菊科植物白术Atractylodes macrocepha—

la Koidz．的干燥根，主产于浙江、安徽、湖北、湖南

等省。其味甘、苦性温，具有健脾益气、燥湿利水、止

汗、安胎的功效叫。主要含有挥发油成分和内酯类成

分。为控制和保证产品质量的稳定性，本实验依据国

家药品监督管理局颁布的《中药注射剂指纹图谱研
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