
麻 花 秦 艽 ( Gentiana straminea Maxim) 为 龙 胆 科

( Gentianaceae) 龙胆属( Gentiana) 植物。龙胆科植物在我国

约有 23 个属 427 种 , 其中有 12 个属 70 多种供药用 , 青藏

高原分布有 50 多种 , 其中有 60 %用于藏药 , 尤其是以龙胆

属与獐牙菜属为主的植物大都具有清热、解毒、抗病毒、镇

痛、祛风除湿等功效 [1], 多用于治疗肝胆系统、泌尿系统、消

化系统和风湿痹症等疾病, 在我国中、藏医药的研究与应用

方面均占有重要的地位。麻花秦艽为青藏高原广布种, 为国

家三级重点保护植物[2], 也是秦艽药材中的优良品种[3]。近年

来随着藏医药产业的迅猛发展 , 麻花秦艽野生资源日益减

少 , 局部地区已近枯竭。为了药材资源的可持续利用 , 开展

了麻花秦艽引种栽培试验和种植药材与野生药材的品质评

价等研究。由于药材的人为栽培可能丧失其野生状态下的

遗传特性, 因此人工栽培与野生药材的质量评价方面的工

作尤为重要。但是, 目前仅限于栽培与野生药材性状的显微

鉴别及主要药效成分龙胆苦苷的含量分布等对比试验 [4- 5]。

为了进一步评价栽培药材的内在质量 , 笔者比较了野生和

栽培麻花秦艽药用部位 HPLC/UV 指纹图谱 , 为栽培药材替

代野生药材入药提供基础依据。

1 材料与方法

1.1 仪器 LC!10ATVP 二元泵 ( 岛津公司) ; Rheodyne 7725

进样器 ( 美国) ; SPD!M10AVP 二极管阵列检测器 ( 岛津公

司) ; Class!VP 液相色谱工作站 ( 岛津公司) ; Milli!Q 超纯水

装置。

1.2 试剂 甲醇(色谱纯 , 山东禹王试剂公司); 甲醇( 分析

纯 , 天津市百世化工公司化学试剂厂) ; 磷酸( 分析纯 , 天津

市百世化工公司化学试剂厂) ; 醋酸( 分析纯 , 天津市百世化

工公司化学试剂厂) ; 水为重蒸水 , 并经 0.45 μm 滤膜过滤。

1.3 麻花秦艽样品的采集和配制 按 中 药 注 射 剂 指 纹 图

谱实验研究技术指南( 试行) 的要求 , 采集了 11 批青海和四

川西北地区不同产地的野生麻花秦艽样品和 2 批人工种植

样品 , 采集地见表 1。

取麻花秦艽药材 , 将根部剪碎 , 置粉碎机中粉碎 , 精密

称取 0. 5 g, 置 100 ml 具塞锥形瓶中 , 加甲醇 20 ml, 置 80 ℃

水浴锅回流 1 h, 冷却至室温 , 过滤于 25 ml 量瓶中 , 用甲醇

淋洗药渣及滤器并定容至刻度 , 摇匀 , 过 0.45 μm 滤膜 , 弃

初滤液 , 收集续滤液为供试样品溶液。

1.4 HPLC 指纹 图 谱 分 离 条 件 建 立 中药 材 HPLC 指 纹

图谱 , 应尽可能满足以下条件 : ①样品中所有的组分都能被

检出或者检出的组分( 峰) 数目尽可能多 ; ②样品各组分间

都能达到满意的分离度 ; ③分析时间尽可能短( 1 h 左右) 。

基于以上原则 , 在建立麻花秦艽药材指纹图谱时 , 应该对提

取方法、流动相组成、检测方法等作一定程度的优化选择。

分离条件: 色谱柱为 KromasilC18( 250 mm×4.60 mm, 5 μm);

流动相为甲醇- 0.02 %磷酸水溶液; 梯度洗脱 , 洗脱条件为 0

min→20 min, 甲 醇:0.02 %磷 酸 水 溶 液( V/V, 下 同) , 25 %→

35 %; 20 min→30 min→60 min, 甲醇 : 40 %→60 %→90 %;

流速为 1 ml/min; 进样量为 10 μl; 柱温为 30 ℃; 检测波长为

254 nm。

2 结果与分析

2.1 方法学考察

2.1.1 精密度试验。取同一批号的供试溶液 , 连续进样 5

次。表 2 表明 , 所测得的各共有峰面积和保留时间的 RSD

均小于 5 %, 说明精密度良好。

2.1.2 稳定性试验。取同一批号供试溶液 , 分别在 0、2、4、6、

8 h 进样。表 2 表明 , 所测得的各共有峰面积和保留时间的

RSD 均小于 5 %, 说明稳定性良好。

2.1.3 重现性试验。取同一批号的样品 5 份 , 精密称量 , 分

表 1 麻花秦艽样品来源

样品 产地 采集时间 样品 产地 采集时间

1 玉树清水河 2004!09 8 果洛班玛 2004!10
2 玉树结古镇西 2004!09 9 青海湖东 2004!09
3 玉树结古镇东 2004!09 10 海南过马营 2004!10
4 玉树囊谦县 2004!09 11 四川西北部 2003!09
5 玉树通天河 2004!09 12 青海西宁栽培 2004!10
6 果洛甘德县 2004!10 13 青海湟中栽培 2004!10
7 果洛上贡麻乡 2004!10
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别进样。表 2 表明 , 所测得的各共有峰面积和保留时间的

RSD 小于 5 %, 说明重现性良好。

2.2 指纹图谱和技术参数

2.2.1 指纹图谱的选择和特征峰的标定。按照中药指纹图

谱研究技术 [4]要求 , 根据 11 批野生药材供试品 HPLC 图谱

所给出的相关参数 , 麻花秦艽药材中所有水溶性的药用成

分色谱峰在 60 min 内全部出现。按照中药色谱指纹图谱相

似度评价系统( 2004A) , 进行对照指纹图谱的模拟 , 标准指

纹图谱的生成原理为中位矢量法 , 对各个峰紫外光谱图进

行对比分析 , 找到 7 个共有峰 , 选择 14 min 左右 的 峰 为参

考峰( S) , 其他特征峰依次标号为 1～6( 图 1) 。同时 , 给出了

7 个特征峰的紫外光谱图 , 光谱图显示出峰时间一致物质

的 UV 图也完全一致。根据色谱归一化分析 , 麻花秦艽药材

HPLC 指纹图谱的共有特征峰面积总和>90 %, 符合中药注

射剂指纹图谱实验研究技术指南( 试行) [6]的要求。

2.2.2 特征峰相对保留时间、相对峰面积积分比值和相似

度分析。根据相似度计算软件, 选择相似度接近 1 或等于 1

的 5 号样品图谱作为谱峰匹配模板 , 对 1～11 野生麻花秦艽

样品谱峰的相对峰面积、相对保留时间和相似度进行计算 ,

采用的原理是夹角余弦法。表 3 表明 , 以所有峰的峰面积计

算相似度 , 11 个样品的相似度为 0.933~0.998, 平均相似度

样品
所有峰的

相似度
共有峰相对峰面积 共有峰相对保留时间

1 2 S 3 4 5 6 相似度 1 2 S 3 4 5 6 相似度

1 0.965 0.11 0.04 1.00 0.10 0.09 0.22 0.05 0.945 0.66 0.80 1.00 3.25 3.50 3.58 3.89 0.999
2 0.977 0.09 0.03 1.00 0.07 0.06 0.15 0.03 0.938 0.66 0.81 1.00 3.26 3.51 3.59 3.90 0.999
3 0.971 0.11 0.04 1.00 0.08 0.07 0.19 0.05 0.964 0.68 0.81 1.00 3.33 3.58 3.67 3.98 0.998
4 0.980 0.06 0.03 1.00 0.07 0.06 0.15 0.03 0.961 0.66 0.81 1.00 3.32 3.57 3.67 3.97 0.999
5 1.000 0.12 0.03 1.00 0.07 0.06 0.15 0.03 0.961 0.66 0.81 1.00 3.31 3.56 3.64 3.95 0.999
6 0.964 0.15 0.04 1.00 0.12 0.09 0.22 0.06 0.932 0.66 0.81 1.00 3.29 3.55 3.63 3.94 0.999
7 0.969 0.17 0.04 1.00 0.13 0.09 0.22 0.04 0.966 0.66 0.81 1.00 3.29 3.55 3.64 3.94 0.999
8 0.998 0.11 0.04 1.00 0.11 0.07 0.19 0.07 0.983 0.66 0.81 1.00 3.29 3.55 3.63 3.94 0.999
9 0.979 0.09 0.03 1.00 0.10 0.07 0.17 0.04 0.939 0.66 0.81 1.00 3.23 3.49 3.58 3.87 0.999
10 0.933 0.12 0.04 1.00 0.11 0.09 0.19 0.05 0.975 0.66 0.81 1.00 3.22 3.47 3.57 3.85 0.999
11 0.963 0.12 0.04 1.00 0.11 0.08 0.20 0.05 0.980 0.66 0.81 1.00 3.27 3.52 3.61 3.91 0.999

表 3 野生麻花秦艽样品所有峰、共有峰相对峰面积和相对保留时间的相似度

表 2 共有峰面积和保留时间的相对标准偏差 %

共有峰面积 共有峰保留时间

精密度 稳定性 重现性 精密度 稳定性 重现性

1 1.06 0.54 4.74 0.32 0.28 0.23
2 1.70 3.00 1.72 0.26 0.49 0.42
S 2.96 0.76 0.93 0.45 0.52 0.65
3 3.64 0.82 1.18 0.72 0.33 0.38
4 0.28 1.65 1.00 0.35 0.37 0.44
5 0.66 0.66 1.83 0.47 0.57 0.48
6 4.49 3.33 4.47 0.22 0.62 0.39

注: S 为参考峰。

为 0.970; 以共有峰的相对峰面积计算相似度 , 11 个样品的

相似度为 0.932~0.983, 平均相似度为 0.960; 以共有峰的相

对 保 留 时 间 计 算 相 似 度 , 11 个 样 品 的 相 似 度 为 0.998 ~

0.999, 平均相似度为 0.999。同时 , 对 11 批药材的色谱分离

图进行叠加比较 , 显示了良好的相似度( 图 2) 。

2.3 栽培 与 野 生 麻 花 秦 艽 的 比较 以 5 号 样 品 谱 峰 为 模

板 , 分别处理 2 个栽培样品( 青海西宁和青海湟中) , 按色谱

条件进样 , 将所得色谱图用中药色谱指纹图谱相似度评价

系统( 2004A) 进行相似度计算 , 2 个种植药材样品与野生药

材样品的相似度分别为 0.961 和 0.932, 叠加效果良好 ( 图
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RSD 分别为 1.28 %、1.53 %、0.78 %。

2.5 干扰性试验结果

2.5.1 空白饲料干扰试验结果( 图 2) 。由图 2 可知 , 5 个空

白饲料样品均未对喹烯酮产生干扰。

2.5.2 药物干扰试验结果( 图 3) 。由图 3 可知 , 卡巴氧、喹乙

醇和痢菌净均未对喹烯酮产生干扰。

3 讨论

喹烯酮对光敏感, 因此整个试验在光线弱处操作。

样品前处理对饲料样品分析至关重要。在试验过程中

分别选用了乙腈、甲醇、醋酸乙酯和氯仿作提取溶剂 , 结果

发现甲醇和醋酸乙酯的空白饲料提取物对喹烯酮有干扰 ,

而氯仿的空白饲料提取物虽对喹烯酮无干扰 , 但氯仿中的

喹烯酮色谱峰的峰型展宽且分裂成双峰。而用乙腈作溶剂

提取, 喹烯酮色谱峰为尖锐对称峰且饲料提取物对其无干

扰。因此确定乙腈为提取溶剂。
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表 3 喹烯酮饲料样品的回收率测定( n=3)

添加量∥ mg/kg 平均回收率∥ % RSD∥ %
样品 1 40 89.42 1.28
样品 2 80 96.20 1.53
样品 3 200 98.83 0.78

3) , 同时对 7 个共有峰紫外光谱进行叠加比较 , 证明种植药

材样品与野生药材样品 HPLC/UV 的图谱均有良好的相似度。

3 结论

中药色谱指纹图谱是用于植物药中反映复杂化学成分

的有效手段, 利用多种检测器 , 可同时获得化学成分保留信

息和特征光谱, 但存在试验条件细微差异下的色谱特征异

化。因此, 在同一试验条件下 , 该文首先建立了野生药材麻

花秦艽主要药用部位的指纹图谱 , 并与栽培药材进行了比

较, 结果显示: ①野生麻花秦艽药材根部位指纹图谱具有良

好的稳定性和重现性 , 特征性和专属性很强。11 批野生麻

花秦艽药材样品指纹图谱的平均相似度为 0.970, 符合国家

药典委员会颁发的中药注射剂色谱指纹图谱实验研究技术

指南的要求。②对野生麻花秦艽药材和栽培麻花秦艽药材

进行了 HPLC 指纹图谱相似度计算 , 两者之间有较好的相

似度 , 同时对其共有峰进行了紫外光谱的对比 , 证明栽培药

材与野生药材所反映的化学信息基本一致 , 为栽培药材替

代野生药材入药提供了理论依据。
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图 3 野生与栽培麻花秦艽样品的 HPLC 叠加

注: 从下到上为野生、栽培、栽培药材。
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