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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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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。
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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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究的技术要求(暂行)》和国家药典委员会印发的《中

药注射剂指纹图谱实验研究技术指南(试行)》对13

批不同产地药材进行了指纹图谱测定，该方法可操

作性强，重现性好，为更好地控制白术药材质量提供

了科学依据。

1仪器与试药

美国Agillem 1100高效液相色谱仪，二级阵列

检测器，1100色谱工作站。乙腈和甲醇均为色谱纯，

水为纯净水。13批样品分别为浙江、安徽、江西、湖

南、湖北的药材，药材来源见表1(13批样品是专人

采集，经江西中医学院龚千锋教授鉴定为《中国药

典》规定的正品白术)。

表1 13批药材产地和批号

Table 1 Source and lot numbers of 1 3 batches of

Rhizoma Atractyiodis Macrocephalae

样品 来源 批号 样品 来源 批号

S1 江西修水051110 s8 浙江磐安041012

S2 江西修水060615 S9 重庆酉阳051126

S3 浙江东阳060602 S10 湖南岳阳050605

S4 浙江缙云060602 $11 湖北利川051130

s5 浙江磐安060526 S12 浙江金华050625

S6 浙江新昌060526 s13 湖北恩施051201

S7 浙江缙云051225

2方法和结果

2．1色谱条件：Dikma Kromasil C18(250 mm×4．6

mm，5弘m)色谱柱，以乙腈为流动相A，以水为流动

相B，梯度洗脱程序为(A)：0'--25 min，45％～80％；

25～40 min，80％～100％；40～55 min，100％。体积

流量为1．0 mL／min，柱温25℃，检测波长242 nlTl。

2．2供试品溶液的制备：精密称取自术药材粗粉约

2 g，置于锥形瓶中，精密加入甲醇40 mL，密塞，称

质量。超声30 min后放冷，称质量，补足减失质量。

滤过，吸取续滤液，过0．45肚m滤膜，即得。

2．3测定方法：分别精密吸取参照物溶液和供试品

溶液10肛L，注入液相色谱仪，记录55 min的色谱

图，即得。供试品色谱图中，以色谱峰(s峰)的保留

时间和峰面积为1，计算各指纹峰的相对保留时间

和峰面积比值。

2．4分析时间考察：吸取供试品S8溶液10牡L，注

入高效液相色谱仪，运行120 min，记录色谱图，发

现55 min以后已无明显色谱峰，因此分析时间定为

55 min。

2．5空白试验：吸取甲醇空白溶液10弘L，注入高

效液相色谱仪，记录色谱图，结果溶剂出峰少，对检

测基本无干扰。

2．6精密度试验：取同一批供试品溶液，连续进样

6次，分别对共有峰的相对保留时间和峰面积比值

进行考察。结果表明，各共有峰的相对保留时间

RSD小于0．1％，峰面积比值RSD小于2．0％，符

合指纹图谱分析要求。

2．7重现性试验：取供试品药材粉末6份，制备供

试品溶液，分别对共有峰的相对保留时间和峰面积

比值进行考察。结果表明，各共有峰相对保留时间

RSD小于0．1％，峰面积比值RSD小于3．0％，符

合指纹图谱分析要求。

2．8稳定性试验：取供试品溶液分别于0、3、6、9、

12、15、18、21、24 h进样分析，考察共有峰的相对保

留时间和峰面积比值。结果表明，各共有峰相对保留

时间RSD小于0．1％，峰面积比值RSD小于

4．0％，表明供试品溶液在24 h内基本稳定。

2．9指纹图谱相似性评价[2]：分别将13批样品进

样分析，记录色谱图，保留时间(fn)为36．13 min的

峰面积均较稳定，且分离度好，设为参照物峰S，以

其保留时间和峰面积为1，计算各峰的相对保留时

间(a／Tr)和峰面积比值。图1为13批白术药材的指

纹图谱。
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图1 13个不同产地样品指纹图谱

Fig．1 Fingerprints of samples from 13 habitats

2．9．1 聚类分析：将样品所有出峰的相对保留值导

入SPSS软件，以余弦夹角作为距离测度方式，建立

样品间相似性聚类。结果见图2。将各类之间的距离

标定至1～25，可见在距离约为5～10时，可将样品

分成4类，除S8、S1、S11自成一类外，其他样品具有

较好的相似性，归于一类，而在3～5，S2、S6、S5、S9、

$13较相似，$10、$12、S4、S7较相似。将S8、S1、Sll

3批排除，其他10批样品参与共有模式的建立。

2．9．2共有模式的建立及相似性分析：依据聚类分

析后的结果，将10批药材出峰数据导人“中药指纹
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中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第6期2007年6月 ·931·

0 5 10 15 20 25

1一——一一—。。1一+——～——一+一一一+一一⋯一一{一——一一+

图2 13批样品聚类分析树状图

Fig．2 Dendragram of hierarchical clustering analysis

for 13 samples

图谱计算机辅助相似度计算软件”，经过峰点校正和

数据匹配，以中位数法建立对照指纹图谱即共有模

式，见图3。各样品与共有模式之间的相似度在0．95

以上，结果见表2。结合样品出峰情况及匹配结果，

有24个峰为10批样品共有，但在各产地中丰度差

异较大。其他各峰在不同产地中出现率差异较大。确

定该24个峰为共有峰，其相对保留时间和相对峰面

积范围结果见表3。经统计共有峰面积占总峰面积

百分比为93．27％～98．30％，非共有峰面积与总峰

面积的百分比为2％～7％。符合指纹图谱研究的非

共有峰占总峰面积百分比<10％的技术要求。
S
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图3 白术药材共有模式指纹图谱

Fig．3 Reference fingerprint of Rhizoma

Atract3，iodis Macrocephalae

表2 10批样品的相似度结果

Table 2 Similarity of ten samples

样品 相似度 样品 相似度

S2 0．99 S7 0．98

S3 O．978 S9 0．988

S4 ．0．977 S10 0．982

S5 O．996 S12 0．98

S6 0．995 S13 0．989

表3 10批白术样品共有峰

Table 3 Common peaks of ten batches of Rhizoma

Atractylodis Macrocephalae samples

峰号竺翌竺 相对峰面积 峰号竺翌竺 相对峰面积峰号
留时间

相对峰面积
留时间

⋯

1 0．291 0．01 9～0．069 13 0．758 0．027～0．173

2 0．335 0．006～0．057 14 0．870 0．011～0．039

3 0．369 0．007～0．027 15 0．910 0．099～0．174

4 0．456 0．019～0．148 16 0．950 0．032～0．065

5 0．481 0．482～0．994 17 0．979 0．OZ7～0．057

6 0．512 0．305～0．624 S 1．000 1．000

7 0．618 0．009～0．139 18 1．118 0．004～0．026

8 0．641 0．035～0．207 19 1．134 0．008～0．032

9 0．657 0．031～0．081 20 1．162 0．258～0．408

10 0．670 0．017～0．065 21 1．179 0．153～0．189

11 0．704 0．012～0．057 22 1．196 0．011～0．129

12 0．738 0．023～0．292 23 1．229 0．021～0．030

3讨论

3．1 本实验用梯度洗脱的方法使白术药材得到了

较好的分离。对13批药材进行测定和聚类分析，结

果表明3批差异大不归入一类，其他10批相似，但

各峰量上表现出较大差异，可初步分为3类。全面考

虑各产地因素，因此筛选该10批样品参与共有模式

的建立。经过比较各样品的出峰情况，标定了24个

特征峰，建立白术指纹图共有模式。各样品之间的相

似度均在0．9以上，与共有模式的相似度均在0．95

以上，说明样品间整体出峰相似，以这些样品建立共

有模式较为可靠。通过实验证实该测定方法稳定，可

用于白术药材真伪鉴别。

3．2 色谱条件优化：对甲醇一水、0．5％磷酸水一乙

腈、乙腈一水系统进行了考察，结果表明乙腈一水系统

分离良好，峰形佳，故选择乙腈一水系统进行梯度洗

脱；比较了203、220、242、276、300 nm 5个波长下的

色谱图，发现203和300 nlTl峰信号少，220和276

niTl处有几个出峰信号大，但其他峰信号太小，而

242 rim处出峰多且信号整体较为明显，因此选择

242 mE为检测波长。

3．3供试品提取方式选择：分别考察了甲醇、乙醇、

醋酸乙酯、丙酮等不同提取溶剂，超声、回流等不同

提取方式，并进行了提取时间为30 min、1 h、2 h，提

取次数为一次、两次的考察，结果表明，以甲醇超声

30 rain一次即可提取完全，与长时问的提取结果相

差很小，因此确定该提取方法。
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