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藏药花锚指纹图谱研究
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摘　要Π采用反相高效液相色谱2二极管阵列的检测方法Κ对不同产地的 10 批野生花锚药材的水溶性成分进行了

分析Κ建立了花锚药材的指纹图谱Κ并对栽培花锚进行了指纹图谱的特征比较Λ 结果证明Κ栽培花锚中的主要化学

成分及数量符合花锚药材的指纹特征Κ可以代替野生花锚药材入药Λ
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AbstractΠT he ch rom atograph ic fingerp rin t of H a len ia ellip itica D. Don has been set up by h igh perfo r2
m ance liqu id ch rom atography2diode2arvay detect ion m ethod fo r ten batches w ild herb s co llected in differen t

d ist ricts of Q inghai2T ibet P la teau. T he resu lt show ed that the species cu lt iva ted can be u sed as the w ild

ones by comparing of fingerp rin t data of m ajo r con st ituen ts in w ild and cu lt iva ted H . ellip itica.
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　　花锚 ; H a len ia ellip itica D. Don Γ为龙胆科
; Gen tianaceaeΓ花锚属植物Κ是藏医药系统中用于
治疗肝胆系统疾病的常用植物药之一Κ泛称: 藏茵
陈Φ[1 ]Λ主要分布于青藏高原Κ为藏药习用药材Λ研究
表明花锚全草含有三萜类、黄酮类、口山酮类等近 20

种化学成分[2～ 5 ]Κ其中水溶性成分花锚苷; halen ia2
sideΓ和去甲氧基花锚苷; dem ethoxyhalen iasideΓ为
抗肝炎主要有效成分[5 ]Λ 由于近些年对花锚的过度
采挖使得生态环境日益恶化Κ为保护脆弱的高原生
态环境和保证药用资源Κ本课题组在野生花锚分布
集中的地区Κ开展了引种栽培试验Κ种植植物生长状
况良好Λ但栽培花锚的品质Κ能否代替野生花锚入药
需进一步研究Λ本研究对不同产地的 10 批野生花锚
药材中的药用部位群Κ以花锚苷;苷 3Γ和去甲氧基
花锚苷; 苷 1Γ及 12o2[ Β2D 2木吡喃糖2; 126Γ2Β2D 2葡

萄吡喃糖 ]22Κ3Κ4Κ52四甲氧基口山酮;苷 2Γ为指征性
成分Κ采用反相高效液相色谱2二极管阵列的检测方
法Κ建立了花锚药材的高效液相色谱及紫外光谱指
纹图谱Κ为栽培藏药花锚代替野生花锚入药Κ提供了
科学依据Λ

1　实验部分

1. 1　仪器、试剂和材料

　　L C210A TV P 二元泵 ; 岛津ΓΜR heodyne 7725

进样器; 美国ΓΜSPD 2M 10AV P 二极管阵列检测器
; 岛津ΓΜC lass2V P 液相色谱工作站; 岛津ΓΜ2200B
超声波仪ΜM ∶ ll∶Q 超纯水装置ΜC 18硅胶小柱; 1

mL ΚW atersΓΛ
H PL C 级乙腈购自美国 T edia 公司Μ分析纯甲
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醇、磷酸购自上海化学试剂公司Λ
苷 1Κ苷 2Κ苷 3 对照品由中国科学院西北高原

生物研究所孙洪发教授提供Λ
10 批成熟期野生花锚药材分别采集Π①青海省

察汗河Μ②大通县 71 km Μ③天祝县Μ④黑泉水库Μ⑤
西藏鲁朗Μ⑥青海省果洛洲Μ⑦西藏拉萨Μ⑧青海省
北山林场Μ⑨青海省青沙山Μβκ对照品药材及栽培药
材采集自于青海省湟中县群加乡Λ
1. 2　色谱分析条件

色谱柱ΠV P2OD S C18柱; 5 Λm Κ150 mm ×4. 6

mm ΓΜ流动相Π由乙腈2水2磷酸; 0. 1% Γ组成Λ 流速
1. 0 mL öm inΜ检测波长 254 nm Μ柱温Π室温Λ分析时
间 60 m inΚ进样量 20 ΛL Λ
1. 3　供试品溶液的制备

分别取上述不同产地的花锚药材Κ全株剪碎Κ置
超微粉碎机中粉碎 20 m inΚ精密称取 0. 5 gΚ置 100

mL 锥形瓶中Κ加甲醇 20 mL Κ置 80℃水浴锅上回流
2 hΚ放冷至室温Κ过滤Κ滤液于 25 mL 容量瓶中Κ用

甲醇定容Μ摇匀后经C18硅胶小柱做脱脂处理Κ即先
用 5 mL 蒸馏水活化小柱Κ即用 5 mL 甲醇预先淋
洗Κ再用 10 mL 蒸馏水洗脱后Κ将样品提取液直接
上柱Κ弃取初滤液Κ收集续滤液为供试品溶液Λ

2　结果与讨论

2. 1　流动相及检测波长的选择

　　精密吸取供试品溶液 20 ΛL 进样Κ分别以甲醇2
水Κ甲醇2醋酸水溶液; 0. 02%～ 0. 1% ΓΚ甲醇2磷酸
水溶液; 0. 02%～ 0. 1% ΓΚ乙腈2磷酸水溶液; 0. 02%

～ 1% ΓΚ不同比例的等度及梯度试验Κ记录 190～
370 nm 波长处的色谱图Κ结果表明Κ以乙腈2磷酸水
溶液 0. 1% Κ梯度洗脱程序为 0～ 5 m inΚ乙腈的体积
分数;下同Γ为 12% Μ5～ 15 m inΚ乙腈由 12% 线性增
加至 15% Μ15～ 40 m inΚ乙腈由 15% 线性增加至
35% 的洗脱条件和检测波长为 254 nm 条件为佳Λ
供试品中各色谱分离峰基本达到基线分离;图 1ΓΛ

图 1　分离色谱图

S. 去甲氧基花锚苷ΚD 1Μ8Κ12O 2樱草糖22Κ3Κ4Κ52四甲氧基山酮ΚD 2Μ9Κ花锚苷ΚD 3

F ig. 1　Ch rom atogram of separat ion

S. D em ethoxyhalen iasideΚD 1Μ8Κ12O 2p rim evero syl22Κ3Κ4Κ52tetram ethoxyxan thoneΚD 2Μ9Κhalen iasideΚD 3

2. 2　精密度试验

以同一供试品溶液进样Κ每次 20 ΛL Κ重复 5

次Μ检测供试品药材中的主要指征性成分苷 1、苷 2、

苷 3; 标准样品添加法和紫外光谱法确认Γ的峰面
积Κ其中苷 1 峰面积积分值的R SD 为 1. 9% Κ苷 2 峰
面积积分值的 R SD 为 3. 15% Κ苷 3 峰面积积分值

的R SD 为 3. 18% Λ
2. 3　稳定性试验

取上述供试品溶液Κ分别间隔 2 h 进样Κ每次 20

ΛL Κ重复 5 次Κ计算苷 1、苷 2、苷 3 的峰面积积分值Κ

其中苷 1 峰面积积分值的R SD 为 1. 8% Κ苷 2 峰面

积积分值的 R SD 为 3. 76% Κ苷 3 峰面积积分值的

R SD 为 3. 01% Λ
2. 4　重复性试验

按供试品溶液制备方法分别制备 5 份样品Κ分
别测定Κ计算苷 1、苷 2、苷 3 的峰面积积分值Κ其中

苷 1 峰面积积分值的R SD 为 2. 85% Κ苷 2 峰面积积
分值的 R SD 为 4. 70% Κ苷 3 峰面积积分值的 R SD

为 5. 18% Λ

486 西　北　植　物　学　报 24 卷



图 2　特征峰A～ K 紫外光谱图; SΚH ΚI同图 1Γ

F ig. 2　UV spectra of characterist ic peak A～ K ; SΚH ΚI sam e as in F ig. 1Γ

2. 5　花锚药材的指纹图谱及技术参数

2. 5. 1　指纹图谱的选择及特征峰的标定　按照中
药指纹图谱研究技术[5 ]要求Κ根据 10 批供试品的

H PL C 图谱所给出的相关参数Κ花锚药材中水溶性
的所有药用成分色谱峰自 60 m in 之内全部出现Κ其

中苷 1、苷 2、苷 3 为花锚药材中主要水溶性成分
;R T≌22. 044 m inΚA % ≌12. 05ΚR T≌26. 005 m inΚ
A % ≌14. 42ΚR T≌27. 766 m inΚA % ≌5. 25Γ根据积
分面积的大小Κ苷 1 与苷 2 相近Κ由于苷 1 为花锚中

的主要有效成分[4 ]Κ选择苷 1 为参考峰; SΓΚ其它特
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征峰依次标号为A～ K ;图 1ΓΚ同时给出了 12 个指
定成分;特征峰Γ的紫外吸收光谱;图 2ΓΛ 根据色谱
归一化分析Κ花锚药材H PL C 指纹图谱的共有特征

峰面积总和> 90% Λ

2. 5. 2　特征峰相对保留时间及相对峰面积积分比
值　以苷 2 为参考峰; SΓΚ对 10 批供试品中Κ各指纹
特征峰进行相对保留时间;R RT Γ及相对峰面积;RA Γ
的计算;表 1ΓΛ

表 1　花锚药材的 HPLC 特征峰 RRT和 RA

T able 1　H PL C RRT and RA of H al H alen ia ellip itica

样品
Samp le

特征峰的RRT Ratio of reten tion tim eΚRRT

1 2 3 4 5 6 S 7 8 9 10 11
1 0. 22 0. 32 0. 58 0. 73 0. 78 0. 86 1. 00 1. 03 1. 17 1. 26 1. 29 1. 34
2 0. 21 0. 31 0. 57 0. 71 0. 76 0. 86 1. 00 1. 04 1. 18 1. 26 1. 30 1. 35
3 0. 21 0. 32 0. 58 0. 72 0. 78 0. 86 1. 00 1. 03 1. 17 1. 25 1. 29 1. 34
4 0. 23 0. 32 0. 59 0. 72 0. 78 0. 87 1. 00 1. 03 1. 17 1. 25 1. 29 1. 34
5 0. 22 0. 32 0. 58 0. 69 0. 77 0. 87 1. 00 1. 03 1. 17 1. 25 1. 29 1. 34
6 0. 22 0. 31 0. 57 0. 70 0. 76 0. 86 1. 00 1. 03 1. 18 1. 25 1. 29 1. 34
7 0. 22 0. 31 0. 58 0. 71 0. 77 0. 86 1. 00 1. 03 1. 17 1. 25 1. 29 1. 34
8 0. 22 0. 31 0. 58 0. 71 0. 77 0. 86 1. 00 1. 03 1. 17 1. 26 1. 29 1. 34
9 0. 21 0. 31 0. 56 0. 69 0. 75 0. 86 1. 00 1. 03 1. 18 1. 26 1. 29 1. 35

10 0. 21 0. 31 0. 56 0. 69 0. 75 0. 86 1. 00 1. 03 1. 18 1. 26 1. 29 1. 35

样品
Samp le

特征峰的RA Ratio of areaΚRA

1 2 3 4 5 6 S 7 8 9 10 11
1 0. 12 0. 19 0. 26 0. 71 0. 13 0. 26 1. 00 0. 24 0. 92 0. 39 0. 22 0. 37
2 0. 33 0. 20 0. 27 1. 34 0. 19 0. 32 1. 00 0. 29 0. 90 0. 38 0. 25 0. 38
3 0. 08 0. 11 0. 28 0. 71 0. 13 0. 23 1. 00 0. 21 0. 85 0. 49 0. 27 012
4 0. 08 0. 13 0. 23 0. 56 0. 13 0. 18 1. 00 0. 23 1. 31 0. 48 0. 32 0. 11
5 0. 15 0. 55 0. 13 0. 72 0. 45 0. 33 1. 00 0. 23 0. 55 0. 34 0. 38 0. 11
6 0. 28 0. 31 0. 47 2. 41 0. 59 0. 39 1. 00 0. 50 1. 43 0. 57 0. 78 0. 15
7 0. 12 0. 16 0. 21 0. 66 0. 12 0. 15 1. 00 0. 13 0. 90 0. 66 0. 28 0. 58
8 0. 14 0. 18 0. 24 1. 06 0. 25 0. 29 1. 00 0. 31 1. 13 0. 39 0. 28 0. 18
9 0. 19 0. 24 0. 36 1. 29 0. 32 0. 36 1. 00 0. 35 1. 19 0. 43 0. 33 0. 22

10 0. 10 0. 14 0. 16 0. 58 0. 20 0. 25 1. 00 0. 24 1. 22 0. 42 0. 55 0. 06

2. 5. 3　指纹图谱的相似度分析　根据中药色谱指

纹图谱的相似度计算方法[6 ]Κ由于有超常样本的存
在Κ积分面积相对比值;RA Γ按中位数矢量法计算Κ
确定花锚药材指纹图谱的共有模式的参数Κ即核心
参数积分面积相对比值;RA Γ及范围Κ并与栽培花锚

药材指纹图谱参数进行比较Κ同时对 10 批野生药材

的色谱分离图进行叠加比较Κ同一产地的野生与栽
培花锚药材色谱分离图叠加比较Κ显示了良好的相

似度;表 2Κ图 3、4ΓΛ

表 2　花锚药材指纹图谱共有模式参数与栽培种的比较

T able 2　Comparison of fingerp rin t data in w ild and cu lt ivated H alen ia ellip itica

参数
D ata

特征峰的RA Ratio of areaΚRA

1 2 3 4 5 6 S 7 8 9 10 11
M edian 0. 13 0. 19 0. 25 0. 96 0. 19 0. 27 1. 00 0. 24 1. 03 0. 42 0. 30 0. 44
Cultivated 0. 28 0. 33 0. 33 1. 11 0. 34 0. 39 1. 00 0. 47 1. 29 0. 69 0. 68 0. 96

图 3　10 批野生药材色谱分离叠加图;色谱分离图从下到上依次为样品 1～ 10Γ
F ig. 3　O verlap ch rom atogram of separat ion ten batches of w ild herbs

; F rom below to topΠch rom atogram of separation 1～ 10Γ

686 西　北　植　物　学　报 24 卷



图 4　野生和栽培药材色谱分离叠加图

F ig. 4　O verlap ch rom atogram of separat ion of w ild and cu lt ivated herbs

3　结　论

选用反相高效液相色谱法与二级管阵列检测器

联用方法Κ对中药材进行指纹图谱的研究Κ解决了中

药缺乏测定标准品的难题Κ同时可获得全面反映药

材特性的色谱分离图Κ制定出系统性、特征性和稳定

性均较好的药材指纹图谱Κ并转换成稳定、易于比较

的共有模式参数Κ为中药材的质量标准检测和品质

评价Κ提供了快速、准确、全面的分析方法Λ

花锚药材的指纹图谱应具有自身的化学条码特

征Κ是其内在化学成分种类与数量的反映Κ本研究对

不同产地的 10 批野生花锚药材的水溶性成分的

H PL C 及UV 指纹图谱进行了技术参数的分析Κ建

立了花锚药材的指纹图谱Λ 并对栽培花锚进行了指

纹图谱的特征比较Κ结果证明Κ栽培花锚中的化学成

分及数量符合花锚药材的指纹特征Κ可以代替野生

花锚药材入药Λ

值得注意的是Κ花锚指纹图谱中共有峰; 4Γ在不

同产地的分析样品中出现了裂分Κ但其总面积符合

指纹图谱参数计算要求Κ造成这种现象是否与样品

的产地或采集季节有关Κ值得进一步研究Λ
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