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基于指标成分和HPLC指纹图谱检测的决明子化学品质评价研究

王晶彬h2，周 旭1，胡志方2，任永申1，肖小河¨

(1．中国人民解放军第302医院全军中药研究所，北京100039，2．江西中医学院，江西南昌 330004)

擅要：目的 客观评价决明子内在质量差异。方法采用HPLC方法测定大黄酚的量；采用梯度洗脱法建立

HPLC指纹图谱；指纹图谱色谱条件：c。8柱(250 mm×4．6 mm，5 um)，流动相为乙腈和1％醋酸，检测波长为254

nm。柱温为室温，体积流量为1 mL／min；利用中药色谱指纹图谱相似度评价软件对不同产地决明子指纹图谱进行

相似度分析；以大黄酚的量和指纹图谱相似度为指标，运用SAS软件进行聚类分析。结果 建立的指纹图谱精密

度、重现性、稳定性好，不同产地决明子的大黄酚的量及化学指纹图谱不尽相同，化学成分差异与产地相关，大黄酚

质量分数为0．037％tO．170％，指纹图谱相似度范围为0．864～0．962。结论综合指标成分定量测定及化学指纹

图谱分析方法，能较全面地表征不同产地决明子的内在成分差异，可为决明子内在质量控制提供参考。
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Quality evaluation of Semen Cassiae by both indicated component

determination and HPLC fingerprint

WANG Jing—binl”，ZHOU Xul，HU Zhi—fan92，REN Yong—shenl，XIAO Xiao-hel ·

(1．PLA Institute of Chinese Materia Medica，’302 Hospital of PLA，Beijing 100039，China；2．Jiangxi College

of Traditional Chinese Medicine，Nanchang 330004，China)

Abstract：Objective To evaluate the quality of Semen Cassiae from different habitats objectively．

Methods To determine the content of chryso-phanic according to ChP and establish HPLC fingerprints

with the gradient elution solvent composed of acetonitrile and 1％HAC．A C18column(250 mm×4．6 mm，

5 um)was used，flow rate：1 mL／min，detecting wavelength：254 nm，and the column temperature：room

temperature．The clustering analysis was carried out by SAS software according to the content of

chrysophanic and similarity of HPLC fingerprints obtained by the software of similarity analysis．Results

The established HPLC fingerprint has desirable precision，reproducibility，and stability．The content of

chrysophanic and HPLC fingerprints of Semen Cassiae from various habitats are different，which differs

from the habitats．The content range of chrysophanic in Semen Cassiae is 0．037％一0．1 70％and the

similarity is 0．864—0．962．Conclusion The method indicates the difference of the chemical component in

Semen Cassiae from various habitats and can be used as a quality control method for Semen Cassiae．

Key words：Semen Cassiae；chrysophanic；quantitative determination；HPLC fingerprints

决明子为豆科植物决明Cassia oblusifolia L．或

小决明C．tora L．的干燥成熟种子，甘、苦、咸、微

寒，归肝、肾、大肠经，具有清肝明目、润肠通便的功

效[1]。现代药理研究发现决明子具有降血压[2]、降血

脂[33等作用，其主要有效成分是葸醌类成分。《中国

药典>>2005年版以大黄酚作为决明子化学质量控制

的指标，不能全面反映不同产地决明子化学质量的

差异，HPLC指纹图谱是一种表征中药整体成分特

征的分析方法，而对决明子指纹图谱研究报道较少

见。笔者建立了决明子HPLC指纹图谱分析方法，并

综合指标成分定量测定方法用于评价决明子内在质

量差异性，为不同产地决明子的鉴别提供技术支持。

1仪器与试剂

Agilent 1100高效液相色谱仪(美国)，DAD检

测器，电子天平(梅特勒一托利多仪器有限公司)。大

黄酚对照品购于中国药品生物制品检定所(批号：
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110796—200513)，乙腈、甲醇为色谱纯，无水乙醇、醋

酸乙酯为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

2方法与结果

2．1 材料：决明子样品共10批，分别购自北京市各

药材公司，并由解放军302医院全军中药研究所肖

小河研究员鉴定为豆科植物决明C．oblusifolia L．

的干燥成熟种子。其来源见表1。

表1决明子样品来源

Table 1 Sources of Semen Cassiae samples

2．2’对照品溶液制备：精密称取大黄酚对照品适量，

加无水乙醇一醋酸乙酯(2：1)制成19,ug／mL的溶液。

2．3供试品溶液制备：取干燥药材粉末(过三号筛)

约0．5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇

50 mL，称定质量，加热回流30 min，放冷，再称定质

量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过。取续滤液25

mL，蒸干，加10％盐酸溶液30 mL，置水浴中加热水

解1 h，立即冷却，用三氯甲烷振摇提取4次，每次30

mL，合并三氯甲烷，回收溶剂至干，残渣用无水乙醇

一醋酸乙酯(2：1)溶解，转移至10 mL量瓶中，并稀

释至刻度，摇匀，0．45,um滤膜滤过，取续滤液测定。

2．4大黄酚的测定

2．4．1 色谱条件⋯：Kromasil C18(250 mm×4．6

mm，5弘m)；流动相为甲醇一0．1％磷酸溶液(85：

15)；检测波长为254 nm；体积流量：1 mL／min；温度

为室温。理论板数按大黄酚峰计算应不低于3 000。

2．4．2线性关系考察：精密吸取对照品溶液2、4、8、

10、15、20肛L，注入液相色谱仪，按上述色谱条件

进行分析，记录色谱图。以峰面积为纵坐标，大黄酚

的质量为横坐标，进行线性回归。结果大黄酚在

0．038～0．38 pg线性关系良好，回归方程：Y=

4 969．4 X一9．013 2，R2—0．999 6。

2．4．3测定方法：精密吸取对照品溶液与供试品溶

液各10 pL，注入液相色谱仪，按上述的色谱条件进

行分析，记录色谱图，根据大黄酚的峰面积，利用外

标一点法计算样品中大黄酚的量，S一5的HPLC图

谱作为示范图谱，见图1。
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t／min

图1决明子样品(A)和大黄酚对照品(B)色谱图

Fig．1 HPLC Chromatogram of Semen Cassiae(A)

and chrysophanol reference substance(B)

2．4．4测定结果：按供试品制备的方法制备10批

药材的样品液，每一批平行制备3份，依定量测定的

色谱条件进行分析，测定大黄酚的量，结果见表2。不

同产地的决明子中大黄酚的量存在较大差异。

表2决明子药材中大黄酚的测定结果(；士f，厅=3)

Table 2 Content of chrysophanol in ten batches

of Semen Cassiae(；±s，n=3)

批次 大黄酚／％ 批次 大黄酚／％

S一1 0．128士0．001 69 S一6 0．088土0．001 21

S—f 0．125士0．002 24 S一7 0．077士0．001 44

S一3 0．J70士0．003 95 S一8 0．142士0．003 21

S一4 0．130士0．001 76 S一9 0．039土0．001 11

S一5 0．082土0．001 55 S一10 0．037士0．001 01

2．5决明子指纹图谱

2．5．1 色谱条件：Kromasil C18(250 mm×4．6

mm，5弘m)；流动相为A(乙腈)一B(1％醋酸)，梯度洗

脱，分析时间75 min；o～15 min B从79％～69％，

15～20 min B从69％变化到61％，20～32 min B从

61％变化到71％，32--一40 min B从71％变化到70％，

40"-45 min B从70％变化到60％，45～65 min B从

60％变化到40％，65"-"70 min B从40％变化到50％；

柱温为室温；体积流量：1 mL／min；检测波长为

254 nm。

2．5．2指纹图谱的建立：精密吸取对照品溶液与供

试品溶液各10 pL，注入液相色谱仪，按指纹图谱的

色谱条件进行指纹图谱分析，记录色谱图，结果显

示，不同产地决明子含有的组分基本一致，10批样

品共有13个共有峰，大黄酚的峰位以S表示，以S一5

的HPLC指纹图谱作为示范图谱，见图2。

2．5．3精密度试验：取任一供试品溶液，按指纹图

谱的色谱条件，等量重复进样6次，以大黄酚的保留

时间和峰面积为参照，根据样品共有峰的相对保留

时间和相对峰面积，计算RSD。结果显示，各共有峰

的相对保留时间和相对峰面积的RSD均小于3％，

因此决明子药材指纹图谱精密度试验符合要求[|]。

2．5．4稳定性试验：取任一供试品溶液，分别于配
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图2决明子HPLC指纹图谱

Fig．2 HPLC Fingerprint of Semen Cassiae

制后0、4、8、12、16、24 h进样测定，以大黄酚的保留

时间和峰面积为参照，根据不同时间指纹图谱的共

有峰的相对峰面积和相对保留时间，计算RSD。结果

显示。各共有峰的相对保留时间和相对峰面积的

RSD均小于3％，因此决明子药材指纹图谱稳定性

试验符合要求。

2．5．5 重现性试验：同一批决明子药材分别称取6

份。制备供试品溶液，分别进样，以大黄酚的保留时

间和峰面积为参照，根据各共有峰的相对保留时间

和相对峰面积结果，计算RSD。结果显示，各共有峰

的相对保留时间和相对峰面积的RSD均小于3％，

因此决明子药材指纹图谱重现性试验符合要求。

2．5．6相似度测定：采用中药色谱指纹图谱相似度

评价系统对10批药材进行相似度分析，结果见表3。

裹3 10批决明子药材指纹图谱与参照图谱的相似度

Table 3 Similarity of fingerprints in ten batches

of Semen Cassiace

批次 相似度 批次 相似度

S一1 o．956 S一6 0．874

S-2 0．962 S一7 0．864

S一3 O．914 S-8 0．922

S-4 0．958 S一9 0．915

S一5 0．875 S一10 0．917

不同产地、批次的决明子的相似度大小存在差

异，说明不同产地的决明子化学质量存在差异。

2．6聚类分析：以10批决明子样品的相似度和大

黄酚的量为聚类指标，采用SAS软件对10批样品进

行聚类，结果共聚为3类，S一1、S一2、S一4、S一3、S一8归

为一类(I类)，S一5、S一6、S一7归为一类(I类)，S一9、

S一10归为一类(Ⅲ类)，m类大黄酚的量低于《中国

药典》要求，I、l类大黄酚的量符合《中国药典》要

求。结果基本将不同产地决明子分开，不同产地的决

明子中大黄酚的量存在差异，其中广西产决明子中

大黄酚的量偏低；不同产地决明子整体化学成分特

征存在差异，同一产区决明子化学质量比较稳定，表

明化学指纹图谱能将不同产区的决明子相区分，有

助于评价不同产地决明子化学质量差异，为道地药

材化学质量控制提供借鉴；安徽产(I)与广西产

(I)决明子相似系数较接近，而1、I与I的相似系

数相差较大，这与决明子南北地域性差异相符；I、

1类的量符合《中国药典》要求，整体成分存在较大

差异，综合大黄酚的量及化学指纹图谱的分析方法

可更灵敏地表征决明子的整体成分差异，为决明子

的质量控制提供参考及商品规格划分依据的定量化

提供借鉴。结果见图3。
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—————_J
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圈3用大黄酚的量和相似度系数进行聚类分析的树状圈

Fig．3 Dendrogram of cluster analysis according

to both contents of chrysophanol and

similarity of fingerprints

3讨论

3．1 建立不同产地决明子HPLC指纹图谱及大黄

酚的量分析表明，不同产地的决明子不仅在大黄酚

的量上存在差异，在其他成分量亦存在较大差异，进

一步表明决明子的化学质量的产地特异性，为保证

药材质量的一致性从而维持临床疗效的稳定，应固

定药材的产地及采收时间。综合指标成分定量测定

及化学指纹图谱分析方法，实现定量控制与模糊表

征的统一，不同以化学药质控模式为核心的中药质

量评价与控制模式的现状，可作为决明子的质量评

价与控制的新方法，既能评价药材质量，又能有效地

辨别不同产区药材，对于决明子药材的质量控制及

其制剂的稳定、安全具有重要意义。

3．2色谱条件优化时考察了不同的流动相系统：甲

醇一水、乙腈一水、乙腈一1％醋酸，结果乙腈一1％醋酸系

统显示的图谱峰形好、基线平稳、分离度好，因此选

定该系统为决明子药材指纹图谱检测的流动相。

3．3本试验采用二极管阵列检测器进行全波长扫

描，结果表明，在254 nm峰数及响应值均较理想，因

此选择254 am为检测波长。
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