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摘　要: 目的　建立了青海地区唐古特大黄药材的 H PL C 指纹图谱。方法　采用反相高效液相色谱法, 乙腈2水
(0104% 的磷酸) 为流动相, 梯度洗脱, 体积流量 110 mL öm in, 检测波长为 280 nm , 柱温为 40 ℃。结果　精密度、
重现性、稳定性试验中共有峰面积和保留时间的 R SD 均小于 5%。青海不同采集地唐古特大黄的平均相似度为
01925。结论　该方法简便、实用、可靠, 可用于以青海果洛地区为主产地不同海拔唐古特大黄药材质量标准的分析
检测, 也为栽培大黄代替野生大黄提供理论基础。
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Abstract: Objective　To estab lish the H PL C fingerp rin ts of R heum tang u ticum from Q inghai R egion.

M ethods　By R P2H PL C, aceton it rile and w ater including 0. 04% H 3PO 4as mob ile phase, grad ien t elu t ion,

f low rate w as 1. 0 mL öm in, the detect ion w avelength w as 280 nm , and the temperatu re w as 40 ℃. Results
　T he R SD of peak areas and reten t ion t im e of common peak in the test of p recision, repeatab ility, and
stab ility has no t reached 5% , respect ively. A verage sim ilarity w as 0. 925 in R. tang u ticum co llected from

differen t hab ita ts. Conclusion　A ll above resu lts show that th is m ethod is simp le, p ract icab le, and reli2
ab le. It can be u sed as a standard analysis m ethod in the quality con tro l of R. tang u ticum from Guo luo R e2
gion in Q inghai P rovince. It a lso p rovides a theo ry foundat ion on w h ich the species cu lt iva ted cou ld rep lace

the w ild ones.
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　　大黄为蓼科大黄属植物掌叶大黄 R heum p a l2
m a tum L inn. 、唐古特大黄 R. tang u ticum M ax im.

ex R egel. 或药用大黄 R. of f icina le Baill. 的干燥

根及根茎。具有泻火解毒、攻积化瘀、导泻、利胆、保

肝、降血脂、止血、抗肿瘤、调节免疫等多重作用[1 ]。

唐古特大黄在青海主要生长于海拔 2 300～ 4 200 m

的林缘、林下、沟谷灌丛及草地, 四川西北部和甘肃

南部也有分布[2 ]。

大黄的指纹图谱已有文献报道[3～ 5 ] , 但未见不

同海拔唐古特大黄及对种植与野生唐古特大黄对比

的研究。按照国家药典委员会关于“中药注射剂指纹

图谱试验研究的技术要求 (暂行) 的通知 (2000)”要

求, 并参考相关文献报道[6 ] , 对种植与野生唐古特大

黄进行了指纹图谱研究。应用中药色谱指纹图谱相

似度评价系统 (2004A ) (国家药典委员会) , 对其所

有峰和共有峰相似度进行评价和标准指纹图谱的模

拟比较。试验证明, 该方法简便、准确、重现性好, 结

合药材中共有峰和所有峰的相似度, 可以评价其药

材质量、判断其基源。

1　药材、仪器与试剂

111　青海地区唐古特大黄野生样品采集: 2004 年

10 月中旬采集于青海果洛州班玛和达日两县; 栽培

样品取自湟中县群加乡、湟源县大黑沟种植基地; 部

分材料购自当地药材市场, 总计 12 批。所有采集和

种植材料均为果后期唐古特大黄根部, 采集样品均

由中国科学院西北高原生物研究所卢学峰博士鉴
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定, 样品来源及编号见表1。

112　试剂与仪器: L C—10A T vp 二元泵 (日本岛

津 ) ; R heodyne 7725 进 样 器 ( 美 国 ) ; SPD—

M 10AV P 二极管阵列检测器 (日本岛津) ; C lass—

V P 液相色谱工作站 (日本岛津) ;M illi—Q 超纯水

装置; A T—132 柱温箱 (A u to2Science 公司) ; 梯度

滞后时间为 0125 m in; 水为重蒸水并经 0145 Λm 滤

膜滤过; 乙腈 (美国 T edia 公司, 色谱纯) ; 甲醇 (上

海化学试剂有限公司, 分析纯) ; 磷酸 (上海化学试

剂有限公司, 分析纯)。
表 1　唐古特大黄样品来源

Table 1　Or ig in s of R. tangu ticum

样品号 产　地 采集时间或来源 样品号 产　地 采集时间或来源

T - 01 班玛则达 (海拔 3 810 m ) 2004- 10- 16 T - 07 甘德上贡麻 (4 050 m ) 2004- 10- 17

T - 02 达日满掌 (4 360 m ) 2004- 10- 15 T - 08 甘德上贡麻 (4 030 m ) 2004- 10- 17

T - 03 班玛知钦 (3 810 m ) 2004- 10- 16 T - 09 达日建设 (3 980 m ) 2004- 10- 18

T - 04 甘德上贡麻 (4 056 m ) 2004- 10 采挖 T - 10 湟中群加 (栽培 4 年 2 900 m ) 2004- 09- 30

T - 05 班玛 班玛药材市场购买 (2004- 09) T - 11 湟源大黑沟 (栽培 3 年 2900 m ) 2004- 09- 27

T - 06 班玛 班玛药材市场购买 (2003- 09) T - 12 玉树 玉树药材市场购买 (2003- 09)

2　方法与结果

211　色谱条件: 色谱柱为 K rom asil C 18 (254 mm ×

4. 6 mm , 5 Λm ) ; 乙腈20104% 磷酸水溶液为流动相

进行梯度洗脱: 0～ 50 m in 乙腈体积分数由 10% 增

至 35% ; 50～ 70 m in 由 35% 增至 100% ; 70～ 80

m in 为 100% ; 检测波长 280 nm ; 柱温 40 ℃; 体积

流量 110 mL öm in, 进样体积 20 ΛL。

212　供试品的制备: 经过提取溶剂对比实验, 甲醇

提取法显示色谱分析峰数目较多, 为 23 个共有峰,

且操作简单。取大黄样品各 110 kg 粉碎, 过 20 目

筛, 混合均匀后精密称取 015 g, 置具塞锥形瓶中,

加甲醇 25 mL , 回流提取 2 h, 放冷至室温, 再称定

质量, 用甲醇补足减失的质量, 取上清液, 过 0145

Λm 滤膜, 备用。样品应在避光、低温、密闭容器条件

下保存。

213　精密度试验: 取同一批号的供试品溶液 (T -

01) , 连续进样 5 次, 测得各共有峰面积和保留时间

的 R SD 分别为 1126%～ 4192% 和 01047%～

11490% , 表明精密度良好。

214　稳定性试验: 取同一批号的供试品溶液 (T -

03) , 分别在 0、2、4、6、8、10 h 进样, 测得各共有峰面

积和保留时间的 R SD 分别为 1110%～ 4185% 和

01032%～ 01959% , 表明样品在 10 h 内稳定。

215　重现性试验: 取同一批号样品 5 份 (T - 07) ,

精密称量, 按相同方法制备供试品溶液, 分别进样,

测得各共有峰面积和保留时间的 R SD 分别为

1100%～ 4153% 和 01012%～ 01386% , 表明重现

性良好。

216　指纹图谱分析、数据处理及相似度: 用 211 的

色谱条件测定了 12 批采集样品指纹图谱。根据指

纹图谱相似度计算要求, 以 T - 01 (班玛则达) 样

品色谱峰作为标准指纹图谱, 其中 2516 m in 左右出

现的峰为主要峰, 选择此峰为参照峰 (k)。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, 标准指纹图谱如图1 所示, 对各个峰紫外

光谱图进行对比分析, 确定 23 个共有峰。并且提供

了 12 批青海唐古特大黄样品的叠加图 (图2)。采用

夹角余弦法对各个样品相对峰面积、相对保留时间

及相似度进行计算。以所有峰的峰面积计算相似度,

平均相似度为 01925; 以共有峰的相对峰面积计算

相似度, 12 个样品的相似度为 01923～ 01994, 平均

相似度为 01971; 以共有峰的相对保留时间计算 12

个样品的相似度为 01999～ 11000, 平均值为

11000, 结果见表2～ 4。

3　讨论

311　供试品溶液制备方法的选择、色谱条件的选择

及优化以及检测波长的选择按参考文献方法[7, 8 ] , 样

品处理过程中发现粉碎后回流提取被检测物质的提

取率比其他方法, 如超微粉碎、超声提取高, 文献报

道大黄提取以丙酮2水为溶媒提取效果好[9 ] , 试验中

甲醇提取物出现的峰最多, 故选择甲醇为提取溶剂。

色谱条件选择优化过程中分别考察了 0101%、

0102%、0103% 和 0104% 的磷酸溶液, 1% 冰醋酸

图 1　唐古特大黄的指纹图谱

F ig. 1　F ingerpr in t of R. tangu ticum
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图 2　12 批药材色谱分离叠加图 (色谱分离图从下到上依次为样品 1～ 12)

F ig. 2　Overlap chromatogram of separated 12 batches of herbs (From below to top: chromatogram of samples 1—12)

表 2　唐古特大黄样品所有峰的相似度

Table 2　Sim ilar ity of a ll peaks from R. tangu ticum

样品编号 相似度 样品编号 相似度

1 11000 7 01941

2 01950 8 01903

3 01952 9 01916

4 01932 10 01899

5 01909 11 01898

6 01930 12 01871

溶液与甲醇、乙腈所组成的流动相, 其结果显示乙腈2
0104% 磷酸水溶液系统得到的色谱图最佳。出峰时

间通过 160 m in 的观察发现 80 m in 后无色谱峰。

对 190～ 370 nm 扫描的各波长下的色谱图进

行比较分析, 结果 280 nm 各峰分离良好, 峰数目较

多。因此, 选择 280 nm 作为检测波长。同时按照试

行标准的要求考察了其他波长下的色谱图, 其结果

表 3　唐古特大黄样品共有峰相对峰面积及相似度

Table 3　Relative peak area and sim ilar ity of common peak from R. tangu ticum

样品

编号

共有峰

k a b c d e f g h i j l

1 11000 01391 01118 01386 01107 01093 01451 01371 01743 01458 01396 01248

2 11000 01198 01076 01324 01085 01086 01325 01250 01528 01328 01504 01201

3 11000 01236 01087 01376 01084 01076 01330 01268 01569 01386 01403 01177

4 11000 01238 01093 01304 01142 01095 01388 01384 01666 01596 01462 01251

5 11000 01101 01030 01367 01157 01122 01403 01554 01993 01590 01591 01580

6 11000 01164 01065 01339 01160 01117 01262 01317 01657 01418 01523 01188

7 11000 01283 01112 01315 01117 01081 01634 01347 01349 01419 01345 01195

8 11000 01133 01165 01259 01099 01059 01479 01349 01213 01455 01328 01134

9 11000 01339 01133 01388 01144 01119 01396 01402 01657 01519 01475 01225

10 11000 01396 01149 01369 01118 01115 01493 01372 01557 01642 01397 01178

11 11000 01403 01158 01454 01172 01114 01588 01425 01519 01688 01552 01219

12 11000 01269 01116 01339 01145 01097 01248 01279 01477 01370 01334 01197

样品

编号

共有峰

m n o p q r s t u v w
相似度

1 01260 01112 01116 01088 01096 01124 01228 01133 01253 01029 01096 01988

2 01132 01140 01083 01128 01092 01089 01134 01048 01149 01087 01078 01981

3 01084 01113 01053 01117 01091 01101 01140 01056 01195 01032 01109 01989

4 01207 01174 01099 01169 01185 01087 01223 01096 01262 01056 01041 01994

5 01158 01264 01193 01425 01261 01202 01342 01187 01317 01067 01064 01951

6 01115 01182 01180 01184 01116 01068 01166 01049 01354 01073 01018 01975

7 01172 01112 01154 01121 01150 01088 01169 01049 01262 01043 01099 01945

8 01173 01099 01178 01089 01078 01046 01139 01032 01121 01008 01045 01923

9 01186 01168 01128 01126 01148 01099 01184 01043 01193 01091 01113 01990

10 01331 01211 01092 01127 01132 01125 01315 01095 01372 01026 01060 01970

11 01336 01221 01138 01173 01128 01105 01377 01096 01526 01036 01011 01961

12 01124 01135 01074 01094 01115 01056 01204 01084 01187 01088 01006 01979
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表 4　唐古特大黄样品共有峰相对保留时间及相似度

Table 4　Relative reten tion time and sim ilar ity of common peak from R. tangu ticum

样品

编号

共有峰

k a b c d e f g h i j l

1 11000 01106 01146 01409 01528 01562 01647 01833 01892 01907 01955 11049

2 11000 01106 01145 01408 01527 01560 01646 01832 01892 01906 01955 11050

3 11000 01106 01145 01399 01522 01556 01643 01831 01889 01904 01956 11049

4 11000 01106 01145 01414 01532 01565 01650 01835 01891 01908 01957 11046

5 11000 01105 01144 01411 01533 01566 01650 01834 01889 01907 01955 11047

6 11000 01106 01146 01410 01532 01564 01650 01833 01890 01907 01957 11048

7 11000 01106 01146 01407 01527 01560 01645 01832 01892 01905 01955 11051

8 11000 01107 01143 01405 01526 01559 01646 01832 01893 01906 01955 11051

9 11000 01105 01145 01411 01531 01564 01650 01834 01891 01905 01957 11049

10 11000 01105 01144 01409 01533 01567 01652 01835 01890 01908 01956 11047

11 11000 01105 01144 01412 01535 01568 01652 01835 01890 01908 01955 11046

12 11000 01105 01143 01406 01530 01564 01648 01834 01891 01909 01954 11046

样品

编号

共有峰

m n o p q r s t u v w
相似度

1 11232 11275 11286 11660 11717 11733 11938 11998 21276 21333 21794 11000

2 11233 11275 11286 11661 11719 11734 11939 21000 21279 21335 21797 11000

3 11227 11273 11284 11659 11715 11732 11935 11994 21264 21319 21775 11000

4 11202 11270 11282 11650 11706 11722 11925 11983 21255 21310 21764 11000

5 11225 11270 11283 11641 11695 11711 11908 11966 21233 21288 21737 11000

6 11228 11273 11287 11658 11714 11729 11933 11991 21267 21322 21779 01999

7 11234 11276 11286 11663 11720 11736 11941 21002 21282 21338 21801 11000

8 11234 11275 11286 11662 11719 11735 11940 21001 21279 21336 21798 11000

9 11228 11274 11286 11659 11715 11731 11935 11993 21255 21310 21763 11000

10 11227 11232 11286 11657 11713 11728 11933 11990 21251 21307 21758 11000

11 11226 11267 11282 11645 11702 11716 11918 11974 21238 21294 21741 11000

12 11226 11267 11283 11642 11700 11714 11917 11973 21238 21294 21741 11000

显示 12 批在不同波长下的色谱指纹图谱具有很好

的相似度。

312　实验结果表明, 唐古特大黄药材指纹图谱具有

较好的稳定性和重现性, 12 批唐古特大黄药材样品

指纹图谱的特征性和专属性很强, 共有峰稳定性很

好, 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。较全面地反映唐

古特大黄的化学信息, 可作为唐古特大黄药材的专

属性指纹图谱, 为青海地区以果洛为主产地的不同

海拔唐古特大黄药材品质提供有效、稳定的质量控

制方法。对海拔约 2 900 m 的湟源大黑沟、湟中群加

栽培 3、4 年的唐古特大黄与野生唐古特大黄的指

纹图谱特征比较, 证明其化学成分信息符合野生唐

古特大黄药材的指纹特征, 为栽培大黄替代野生大

黄提供理论基础。
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