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表5提取时间对提取效果的影响

Table 5 Effect of extracting times on extract rate

裹6 10 min提取次数对提取效果的影响

Table 6 Effect of extracting times in ten

minutes on extract rate

效果越好。但粉碎度太高，加大后续处理如过滤

的难度，考虑到工业化生产的实际情况，本实验仅比

较了粗颗粒和20目两种粒度，提取率无明显差异。

微波穿透厚度一般为2～3 cm。本实验中放大

实验的提取率和质量分数都低于小试，可能是因为

裹7放大工艺试生产

Table 7 Production with magnified technology

小试设备容器小，微波辐射能完全穿透，放大设备容

器较大，微波辐射只能部分穿透。可以考虑加大搅拌

强度或改变容器形状来解决此问题。

微波提取的提取率和质量分数都明显高于普通

水煎法，原因是否是因为微波提取使细胞壁破裂，有

效成分更易流出有关；微波提取是否会影响多糖结

构和连接方式进而影响药效，有待进一步研究。

感谢中国医学科学院药用植物研究所赵永华博

士对黄芪药材进行的鉴定工作。
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蜂胶HPLC指纹图谱的研究
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摘 要：目的 用高效液相色谱法建立蜂胶指纹图谱。方法 采用迪马公司Diamonsil(钻石)C，s色谱柱(250 mm×

4．6 mm，5 pm)，甲醇一0．4％磷酸水为流动相，梯度洗脱，体积流量为1．0 mL／min，检测波长为283 rim，柱温为

25℃。结果10批蜂胶样品得到的指纹图谱有13个共有峰，通过与对照品的保留时间比较，4、7、12、13号峰分别

为芦丁、槲皮素、白杨素和高良姜素。方法学考察结果表明，稳定性试验、重现性试验所得指纹图谱的相似度均大于

0．95，芦丁、槲皮素、白杨素、高良姜素保留时间和峰面积的RSD均小于2％。结论 所建立的蜂胶HPLC指纹图谱

分析方法准确、可靠，重现性好，能够用于控制蜂胶的质量和真伪的鉴别，为更好的控制蜂胶的内在质量提供了科

学依据。
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和蜂蜡等形成的一种具有芳香味的胶状固形物。蜂

胶主要化学成分为黄酮类、萜烯类、酚酸类化合

物[1]。蜂胶具有抗病毒、抗菌消炎、抗肿瘤、抗氧化、

调血脂、调节机体免疫功能等多种生物活性[2]。目前

蜂胶原料及蜂胶产品的质控标准仅存在有效部位定

量测定等指标，无法科学地评价其质量，社会上以次

充好、以假当真，屡见不鲜，已严重影响了蜂胶的出

口创汇及蜂胶产品的质量[3~5】。为更有效的控制其

内在质量，保证蜂胶质量的稳定，本实验采用HPLC

法建立了蜂胶的指纹图谱。

I仪器、试药与材料

德国Dionex P680A型高效液相色谱仪

(PDA一100检测器、STH585柱温箱、P680HPLC

泵、ASI一100自动进样器)，Chromeleon色谱工作

站；8953 Dietikon型电子分析天平(瑞士)；

AS2060B型超声仪。

芦丁(批号080—9705)、槲皮紊(批号081—

9003)、白杨素(批号111701—200501)、高良姜素(批

号111699—200501)对照品均由中国药品生物制品

检定所提供，流动相所用甲醇为色谱纯，其他试剂均

为分析纯，蜂胶共10批，2006年11月采自不同产

地，由广州市宝生园有限公司提供，经广州市蜂产品

研究所卢占列鉴定。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为迪马公司Diamonsil(钻

石)C18色谱柱(250 mm×4．6 mm，5 pm)；流动相为

甲醇(A)一0．4 oA的磷酸水(B)，梯度洗脱}体积流量

为1．0 mL／min；检测波长为283 nm；柱温为25℃，

进样量为10弘L。

2．2溶液的制备

2．2．1对照品溶液的制备：精密称取干燥至恒重的

芦丁、槲皮素、白杨素、高良姜素对照品各适量，加甲

醇使溶解，分别制成每毫升含芦丁0．268 mg，槲皮

素0．109 6 mg，白杨素29．6 Pg，高良姜素20．6 Pg

的溶液。

2．2．2蜂胶供试品溶液：将蜂胶在一10℃冷冻数

天后粉碎，取蜂胶样品约1 g，精密称定，置索氏提

取器中，加100 mL丙酮，加热回流至提取液无色，

提取液回收溶剂至干，残渣用甲醇溶解并转移至

100 mL量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得。

2．3方法学考察

2．3．1 精密度试验：取同一供试品溶液(01号样

品)10 pL，连续进样5次，测定，所得色谱图用

MATLAB相似度软件评价，结果5次进样在同一

仪器测得的色谱指纹图谱与其所得共有模式图谱的

相似度(相合系数均值)分别为0．993 7、0．995 2、

0．997 3、0．996 9、0．995 9，满足相似度不小于

0．950。并考察色谱峰保留时间和峰面积的一致性，

芦丁、槲皮素、白杨紊、高良姜素保留时间和峰面积

的RSD均小于1．7％。

2．3．2稳定性试验：取同一份供试品溶液，分别在

0、2、4、10、14 h进行检测，直观观察指纹图谱的全

貌无明显变化，用相似度计算，在同一仪器测得的色

谱指纹图谱与其所得共有模式图谱的相似度(相合

系数均值)分别为0．992 2、0．993 2、0．988 6、

0．995 9、0．995 1，满足相似度不小于0．950。并考

察保留时间和峰面积的一致性，芦丁、槲皮素、白杨

素、高良姜素保留时间和峰面积的RSD均小于

1．6％，表明在此时间内供试品溶液的成分是稳定的。

2．3．3 重现性试验：取同一批样品5份(01号样

品)，制备供试品溶液，分别注入液相色谱仪10弘L，

测定，所得色谱指纹图谱直观观察，表明指纹图谱的

全貌无明显变化，用相似度计算，在同一仪器测得的

色谱指纹图谱与其所得共有模式图谱的相似度(相

合系数均值)分别为0．989 4、0．995 6、0．995 1、

0．996 9、0．997 7，均大于0．95，并考察保留时间和

峰面积的一致性，芦丁、槲皮素保留时间和峰面积的

RSD均小于1．8％。

2．4 样品测定：分别吸取上述供试品溶液各10

弘L，注入液相色谱仪，测定，记录色谱图。采用

MATLAB软件对各样品色谱图的原始数据文件进

行分析，以lO批样品生成的对照谱图(平均值法和

中位数法)作为对照模版，计算各色谱图的整体相似

度，结果见表1。

寰1样品来源及嗣定结果

Table 1 Sources and results of tested samples
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2．5指纹图谱的建立和辨认：对样品的供试品溶液

进行HPLC检测，得到不同批次蜂胶HPLC色谱图

(图1)。对蜂胶HPLC色谱图进行解析，确定有13

个共有峰，构建了蜂胶药材的HPLC色谱图的指纹

特征，作为蜂胶鉴别的依据(图2)。取芦丁、槲皮素、

白杨素、高良姜素对照品以及各对照品与样品溶液

的混合液各lOlL，分别进样测定，比较相应色谱峰

的保留时间和峰面积的变化，确定指纹色谱图中的

4号峰为芦丁，7号峰为槲皮紊，12号峰为白杨紊，

13号峰为高良姜素。
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田1 10批不同产地蜂胶HPLC色谱圈

Fig．1 Fingerprints of ten batches of propolb

from different habitit缸

指纹图谱表明，不同产地蜂胶药材中化学成分

的种类和量差异较大，说明产地对蜂胶的内在质量

有较大影响。

3讨论

本实验对供试品溶液的制备、色谱条件进行了

优化选择，对不同提取溶剂、提取方法所得指纹图谱

进行反复考察，并结合蜂胶主含成分的性质，进行实

验比较，结果选择0．4％磷酸水一甲醇为流动相，能较

12
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圈2蜂胶HPLC色谱圈的标准图谱

Fig．2 HPLC Standardized chromatogram of propolis

好地使样品中各色谱峰分离且出峰最多；对柱温进

行考察，优选的最佳柱温为25℃；采用二极管阵列

检测器对检测波长进行考察，记录并比较不同波长

的色谱图，结果在283 nm检测波长下，色谱图中色

谱峰较多，信息丰富，故确立283 nm为检测波长。

分别采用迪马公司、Waters公司和Hypersil公

司的C18(250 mm×4．6 mm，5／Jm)色谱柱进行试

验，均可得到基本相同的蜂胶指纹图谱。

本实验仅对10批蜂胶HPLC指纹图谱的构建

进行了初步研究，仍需收集不同产地的大量样品，进

行系统、规范化的深入研究。
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