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藏药独一味 RP2HPLC色谱指纹图谱的建立及其质量评价
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摘要　[目的]建立独一味药材 HPLC指纹图谱 ,研究不同地区独一味药材的质量 ,为其质量控制提供有效的方法。[方法 ]采用 RP2
HPLC方法梯度洗脱 ,测定 10批不同地区的独一味样品。[色谱条件] Kromasil C18柱(250 mm×4. 60 mm ,5μm) ,流动相为甲醇 - 014 %

的磷酸水溶液(55∶45) ,梯度洗脱程序为 0～70 min ,甲醇的体积分数由 1 %线性增加至 15 % ;70～100 min内 ,甲醇由 15 %线性增加至

17 % ;100～130 min内 ,甲醇由 17 %线性增加至 20 % ;130～150 min ,甲醇由 20 %线性增加至 100 % ;流速为 1 ml/ min ,检测波长为 254

nm ,柱温为30 ℃。[结果]确定了独一味药材中的 7个共有峰。根据聚类分析结果 ,将独一味药材分为 3类。[结论 ]该研究建立的方

法重复性好 ,可用于不同地区独一味药材的质量评价 ,结合含量测定可用于独一味药材的质量的全面控制。

关键词　独一味 ;RP - HPLC法 ;色谱指纹图谱

中图分类号　S567　　文献标识码　A　　文章编号　0517 - 6611(2007) 31 - 09900 - 02

Establishment of Chromatographic Fingerprint and Quality Assessment of Lamiophlomis by RP2HPLC

JI Lan2ju et al　(Northwest Plateau Institute of Biology ,The Chinese Academy of Sciences ,Xining Qinghai 810001)

Abstract　[Objective ] To establish the chromatographic fingerprint analysis for the quality control of Lamiophlomis. [ Method] RP2HPLC method was

applied to establish the chromatographic fingerprint . Use Kromasil C18 column , [ The mobile phase ] :methanol and 0. 4 %phosphoric acid , gradient elu2
tion program: 0～70 min methanol’s volume percent (as follow) is from 1 % to 15 % ,70～100 min from 15 % to 17 % ,100～130 min from 17 % to

20 % ,130～150 min from 20 % to 100 % ; flow velocity :1ml/ min ,temperature : 30 ℃,detection wavelength :254 nm. [ Results ] The HPLC chromato2
graphic fingerprint of Lamiophlomis showing 7 characteristic peaks was established. The 10 batches of Lamiophlomis were classified by cluster analysis.

[ Conclusion]The RP2HPLC fingerprint method is repeatable in analysis of Lamiophlomis and can be used to evaluate the quality of Lamiophlomis with

quantitative assessment .
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　　独一味[ Lamiophlomis rotata (Benthl) kudo ]为唇形科独一

味属植物 ,又名独步通 ,以全草或根、根茎入药 ,是藏、蒙、纳

西等少数民族常用草药。独一味生长于海拔 3 000 m以上

的石质高山草甸、河滩地 ,分布于甘肃、青海、西藏、四川等

地区[1 ] ,具有止血、镇痛消肿、活血化淤、补髓、行气、续筋接

骨等功效[2 ]。独一味中的化学成分报道主要有黄酮类化合

物[3 ]、环烯醚萜类化合物[4 - 5 ]等。独一味全草中的黄酮类

化合物有木犀草素、木犀草素27202葡萄糖苷、槲皮素、槲皮素
23202阿拉伯糖苷、芹菜素27202新陈皮糖苷。环烯醚萜苷类化
合物有山栀苷甲酯、8202乙酰山栀苷甲酯和 Seamoside[6 ]。中

国药典以独一味中的总黄酮含量为质控标准[7 ] ,用紫外 -

可见分光光度法测定独一味药材中的总黄酮含量。木犀草

素为黄酮类化合物主要成分之一。木犀草素及其苷类具有

抗菌、抗病毒、抗肿瘤等药理作用[8 ]。该研究在指标性成分

木犀草素含量测定的基础上 ,建立了独一味药材的 HPLC指

纹图谱 ,分析了 10 批不同产地的独一味药材 ,并应用 SPSS

软件中系统聚类法对独一味样品的 HPLC指纹图谱中各特

征峰的相对峰面积进行分析 ,为独一味药材的质量控制提

供有效方法。

1　材料与方法

1. 1　原料　以青海、甘肃地区野生的独一味药材为样品 ,由

中国科学院西北高原生物研究所陈桂琛研究员鉴定为正

品 ,药材来源见表 1。

　　表 1 独一味样品来源

编号 样品来源 编号 样品来源
1

2

3

4

5

青海久治县

青海达日县

青海同仁县

青海河南县

青海玉树县

6

7

8

9

10

青海囊谦县

甘肃甘南地区

青海泽库县

青海玛沁县

西藏拉多地区

1. 2　仪器与试剂　LC210ATVP二元泵 (岛津公司) ;Rheodyne

7725进样器 (美国) ; SPD2M10AVP二极管阵列检测器 (岛津

公司) ;Class2VP液相色谱工作站 (岛津公司) ;AT2130柱温箱
(天津) ; ZM震动超微粉碎机 ;AB1042N电子天平 (Mettler -

toledo公司) ;Milli2Q超纯水装置。甲醇 (山东禹王试剂公司)

为色谱纯 ,其他试剂均为分析纯。水为重蒸水 ,经 0145μm滤

膜过滤。木犀草素对照品购自中国药品生物制品检定所。

1. 3　测定方法

1. 3. 1　独一味药材中木犀草素的测定。

1.3. 1. 1 　色谱条件。色谱柱为 KromasilC18 ( 250 mm ×

4. 60 mm ,5μm) ,流动相为甲醇 - 0. 4 %磷酸水溶液 (55∶45) ,梯

度洗脱 ,洗脱条件为 0 min～20 min～30 min ,甲醇 :55 %～55 %～

100 %;流速为 1 ml/ min ,检测波长为 350 nm ,柱温为 30 ℃。

1. 3. 1. 2　对照品溶液的制备。精确称取木犀草素对照品

01002 0 g ,加甲醇制成 0. 02 mg/ ml的对照品溶液。

1. 3. 1. 3　供试品溶液的制备。将样品置粉碎机中粉碎成细

粉 ,精确称取 1. 0 g ,置具塞锥形瓶中 ,精确加入 2. 5 mol/ L盐

酸甲醇溶液 25 ml ,密塞 ,称定重量 ,加热回流 30 min ,放冷后

再称定重量 ,用 2. 5 mol/ L 盐酸甲醇溶液补足减失的重量 ,

摇匀并过滤。精确量取续滤液 2 ml ,置 100 ml 量瓶中 ,加甲

醇稀释至刻度即可。

1. 3. 1. 4　线性试验。精密吸取木犀草素对照品溶液 2、4、8、
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12、16、20μl ,按上述色谱条件测定。以相应组分的色谱峰

面积 ( y)对其进样量 ( x ,μg)进行线性回归 ,回归方程为 y =

16 679. 9 x + 59 710. 2 ( r = 0. 999 4) ,其线性范围为0. 038～

0. 340 mg。

1. 3. 1. 5　精密度试验。精确吸取木犀草素对照品溶液 ,按

上述色谱条件进行测定。进样 10μl ,重复 5次 ,测定木犀草

素峰面积 , RSD为 0. 46 % ,表明精密度良好。

1. 3. 1. 6　重复性试验。精密称取同一样品 5份 ,依样品测

定方法测定 , RSD为 1. 06 %。

1. 3. 1. 7　稳定性试验。取上述供试品溶液 ,分别间隔 2 h进

样 ,每次 10μl ,重复 5次 ,进行测定方法的稳定性试验 ,求得

RSD为 1. 2 %。

1. 3. 1. 8　回收率试验。精密称取已知木犀草素含量的独一

味药材全草样品 5份 ,加入一定量的对照品 ,按“1. 3. 1. 3”在

上述色谱条件下测定 ,计算平均加样回收率为 101. 7 %。

1. 3. 1. 9　样品测定。按“1 . 3 . 1 . 3”项所述的方法制备各样

品的供试品溶液 ,在选定的色谱条件下测定 ,根据峰面积

计算不同地区的独一味药材全草中木犀草素的含量 ,结果

见表 2。

　　表 2 样品含量测定结果 %

编号 木犀草素 编号 木犀草素
1
2
3
4
5

0. 16
0. 13
0. 13
0. 14
0. 29

6
7
8
9
10

0. 23
0. 19
0. 12
0. 15
0. 26

1. 3. 2　独一味药材指纹图谱的建立。

1. 3. 2. 1　供试品溶液的制备。按“1. 3. 1. 3”项下方法处理样

品。

1.3. 2. 2 　色谱条件。色谱柱为 KromasilC18 ( 250 mm ×

4. 60 mm ,5μm) ,流动相为甲醇 - 0. 4 %磷酸 ,梯度洗脱程序

为 0～70 min ,甲醇的体积分数由 1 %线性增加至 15 % ;70～

100 min ,甲醇由 15 %线性增加至 17 % ;100～130 min ,甲醇由

17 %线性增加至 20 % ;130～150 min ,甲醇由 20 %线性增加

至 100 % ;检测波长 254 nm ;柱温 30 ℃。

1. 3. 2. 3　方法学考察。

1. 3. 2. 3. 1　精密度试验。精确吸取独一味供试品溶液 ,在

上述色谱条件下 ,重复进样 5次 ,记录色谱指纹图谱。结果

表明 ,各色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD 均小

于 5 ,符合指纹图谱要求。

1.3. 2. 3. 2 　重现性试验。精确称取独一味样品 5 份 ,按

“1. 3. 1. 3”项所述方法进行操作 ,在上述色谱条件下进样分

析 ,记录指纹图谱。结果表明 ,各色谱峰的相对保留时间及

其相对峰面积比值基本一致 , RSD均小于 5 % ,说明重现性

良好 ,符合指纹图谱要求。

1. 3. 2. 3. 3 　稳定性试验。精确称取独一味样品 ,按

“1. 3. 1. 3”项下操作 ,分别在 0、2、4 ,8、24 h进样分析 ,记录指

纹图谱。结果表明 ,各色谱峰的相对保留时间和其相对峰

面积比值基本一致 , RSD均小于 5 % ,符合指纹图谱要求。

2　结果与分析

2. 1　指纹图谱及技术参数

2. 1. 1　指纹图谱的选择及特征峰的标定。按照中药指纹图

谱研究技术要求 ,根据 10批供试品的 HPLC图谱所给出的相

关参数 ,独一味药材中水溶性的所有有效成分色谱峰在

130 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 ,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 ,找到 7个共有峰 ,选择 43 min左右的

峰为参考峰 (S) ,其他特征峰标号依次为 1～6。根据色谱归

一化分析 ,独一味药材 HPLC指纹图谱的共有特征峰面积总

和 > 90 %。典型色谱图和各产地独一味色谱图见图 1、2。

2. 1. 2　特征峰相对保留时间及相对峰面积积分比值。以

43 min左右的峰为参考峰 (S) ,对 10批样品中 ,各指纹特征

峰进行相对保留时间 ( RRT)及相对峰面积 ( RA)的计算。采

用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 (2004A)”进行相似

度计算。10批独一味样品指纹图谱相似度均大于 0. 80 ,说

明该方法较为稳定 ,用该方法对独一味药材进行质量控制

较为可靠。

图 1　独一味色谱指纹图谱

图 2　10个不同产地独一味色谱

2. 1. 3　指纹图谱相似度评价。采用国家药典委员会提供的

中药指纹图谱评价软件计算 10批药材的指纹图谱相似度。

10批独一味药材指纹图谱的相似度均大于 018 ,其中相似度

在 0. 887～1. 000的 1、5、9、10、6号样品相似性较好。

2. 2　系统聚类分析　使用 SPSS软件 ,采用组间关联法 (Be2
tween2groups linkage)聚类 ,对 10批独一味药材的 HPLC中各

特征峰的峰面积进行分析 ,以欧氏距离 ( Euclidean distance)

作为测度的聚类结果。由图 3可知 ,10批样品可分为 3类 ,

即 1、5、9、10、6为第Ⅰ类 ;样品 2、3、7为第Ⅱ类 ;样品 4、8为

第Ⅲ类。

图 3　系统聚类分析结果
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　　表 2 规范法与改进法测定破碎率的比较

平行样

编号

1 L水中细胞数

个

研磨后 1 L水中

细胞数∥个

破碎率

%

冻融后 1 L水

中细胞数∥个

破碎率

%

1 8. 0×107 2. 4×107 70. 0 2. 0×107 75. 0

2 8. 4×107 4. 8×107 42. 9 1. 6×107 81. 0

3 8. 8×107 4. 0×107 55. 7 2. 4×107 72. 7

4 5. 6×107 2. 8×107 50. 0 1. 6×107 71. 4

5 7. 6×107 2. 4×107 68. 4 1. 6×107 79. 0

6 9. 2×107 4. 4×107 52. 2 2. 0×107 78. 3

7 1. 0×108 4. 8×107 53. 9 3. 2×107 69. 2

8 8. 0×107 3. 6×107 55. 0 2. 4×107 70. 0

9 5. 6×107 3. 2×107 60. 5 2. 0×107 73. 7

10 8. 0×107 4. 0×107 50. 0 2. 0×107 75. 0

3　结论

研究表明 ,规范法处理样品烦琐、耗时 ,在研磨和转移

过程中样品易损失 ,重复测定的精密度较低 ,而且长时间与

丙酮接触会危害人体健康 ;改进法所测得的叶绿素 a提取率

明显高于规范法 ,且重复性较好 ,具有人为误差小、稳定性

好、提取率高、结果准确、操作简便等特点。改进法中反复

冻融使得细胞破碎率明显增大 ;多次反复振摇冷藏静置使

得叶绿素 a提取率也明显增大 ;用 90 %丙酮一次性定容 ,减

少了丙酮的挥发 ,使得 750 nm处的吸收值完全满足低于

0. 005的要求 ,测定结果更准确。通过试验残渣的镜检结果

计算细胞破碎率 ,发现采用改进法的植物细胞破碎率比采

用规范法的效果更佳。
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3　讨论

　　(1) 将系统聚类结果结合独一味药材中指针性成分木

犀草素的含量测定结果 (样品 1、5、9、10、6中木犀草素含量

≥0. 15 % ,符合药典规定) ,可判定第Ⅰ类为推荐品 ,第Ⅱ、Ⅲ

类为非推荐品。
(2) 1、5、9、10、6号样品相似性较好 ,可作为推荐品。这

与上述结论相一致。

　　(3) 中药指纹图谱能有效鉴别样品的真伪或产地 ,但并

不能说明药材品质的优与劣。该试验研究的 10批不同产地

的独一味药材 ,其指纹图谱的相似度均大于 0. 8 ,均属道地

药材 ,但样品 2、3、4、8 中指针性成分木犀草素的含量 < 0.

15 % ,按照药典规定则不是合格的药材。由此可见 ,将中药

指纹图谱与中药材指针性成分的含量测定相结合 ,将会进

一步完善中药材质量的评价体系。
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