
千斤拔根药材的 HPLC特征图谱研究

钟佳
1, 2
,李宝强

1, 2
,李尚真

1
,宋启示

1*

( 11 中国科学院西双版纳热带植物园,昆明 650223; 21中国科学院研究生院, 北京 100039)

摘要  目的: 建立千斤拔药材 HPLC特征图谱分析方法。方法:采用高效液相色谱法, 色谱柱为W aters Symm e try C18 ( 41 6 mm

@ 250 mm, 5 Lm )柱,以乙腈 ( A ) - 水 ( B)为流动相, 梯度洗脱 ( 0 ~ 5 m in, 0% y 5% A; 5 ~ 10 m in, 5% y 10% A; 10~ 15 m in,

10% y 30% A; 15~ 25 m in, 30% y 40% A; 25~ 45 m in, 40% y 80% A; 45~ 80 m in, 80% A)。流速: 0 ~ 5 m in为 01 6 mL#

m in- 1, 5~ 10 m in为 018 mL# m in- 1, 10~ 80 m in为 110 mL# m in- 1。检测波长为 254 nm, 柱温为室温。以中药色谱特征图谱

相似度评价系统的操作规范 ( 2004 A版 )软件计算。结果B 13批药材的相似度在 01506~ 01926, 确定了 12个共有峰, 建立了

大叶千斤拔的 H PLC特征图谱。结论:此方法简单、准确、重复性好, 为千斤拔的质量控制提供了有效的方法。
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Abstract Objective: To estab lish a method of specific chromatogram analysis on Radix F lem ing iae by HPLC.

Method: TheHPLC method w as used, chrom atography condit ion w ereW aters Symmetry C18 ( 416 mm @ 250 mm, 5

Lm) co lumn, aceton itrile( A ) – water( B) system as mob ile phase w ith gradient e lution( 0- 5 m in, 0% y 5% A; 5

- 10m in, 5% y 10% A; 10- 15m in, 10% y 30% A; 15- 25 m in, 30% y 40% A; 25- 45m in, 40% y 80% A;

45- 80 m in, 80% A ). The flow rate: 0- 5 m in, 016 mL# m in
- 1
; 5- 10 m in, 018 mL# m in

- 1
; 10- 80m in, 110

mL# m in
- 1
. D etective w ave length w as at 254 nm, co lumn temperaturew as at room temperature. U se sim ilarity eva-l

uation system for chromatog raph ic f ingerprint of TCM to evaluate. Results: S im ilarity of 13 batches samp le w ere

01506- 01926, the spec ific chromatogram of Rad ix Flem ing iae w as estab lished and 12 common peaks w ere indica-

ted. Conclusion: This method is accurate and simple. It can be used as a qua lity contro lm ethod forRad ix F lem ing-i

ae.
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  千斤拔药材 Rad ix Flem ing iae为豆科植物蔓性

千斤拔 F lem ingia ph ilipp inensisM err. etRo lfe或大叶

千斤拔 F lem ing ia macrophy lla (W al.l ) M err. 的干燥

根,具有祛风湿、强腰膝的功效,用于风湿性关节痛、

腰腿痛、腰肌劳损、白带、跌扑损伤
[ 1]
。千斤拔药材

应用广泛,是中成药妇科千金片、金鸡胶囊等的主要

原料。随着生态环境的破坏,药材资源濒临枯竭,人

们对中药材需求不断增大, 市场上药材以次充好现

象屡有发生,因而鉴别药材好坏,制定药材质量控制

指标成为急需解决的问题。采用色谱特征图谱技

术, 有望改善中药质量的可控性, 提高中药产品的现

代化内涵和生产现代化程度
[ 2, 3]
。本文通过 HPLC

建立千斤拔药材的特征图谱分析方法,为千斤拔药

材的鉴别和质量控制提供参考。

1 材料与仪器

111 研究材料  供试 13批千斤拔药材: 样品 A ~

C, E~ M为栽培 8个月的大叶千斤拔药材, 具体情

况如表 1; D为广西多年生野生锈毛千斤拔 F. fer-
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rugineaW al.l ex Benth. 药材。药材样品由中国科学 院西双版纳热带植物园陶国达教授鉴定。

表 1 大叶千斤拔药材样品及来源
Tab 1 Origin s ofFlem ingia macrophy lla Merr. samp les

种植地 ( cult ivated places) 样品来源 ( or ig ins o f samples) 样品号 ( sampleN o. )

勐腊县关累镇红毛树村 ( Hongm ao shu v illage, Guan le i town, M eng la county) 勐仑镇 (M eng lun town) A

普洱县黎明 ( L im ing, Puper county ) B

景谷县碧安 ( B ipan, Jinggu county) C

勐腊县勐仑镇热带植物园 ( tropical plants g arden o fM eng lun town, 景洪市嘎洒南林山 ( Nanlin Shan, G asa, Jinghong c ity) E

M eng la coun ty) 新平县扬武 ( Yangwu, X inping county ) F

勐腊县易武 ( Y iwu, M eng la county) G

勐仑镇 (M eng lun town) H

丘北县江边 ( Jiangb ian, Q iube iM eng lun county) I

勐腊县关累镇红毛树村 ( Hongm ao shu v illage, Guan le i town, M eng la county) 丘北县江边 ( Jiangb ian, Q iube iM eng lun county) J

勐腊县勐仑镇热带植物园 ( tropical plants g arden o fM eng lun town, 普洱县黎明 ( L im ing, Puper county ) K

M eng la coun ty) 澜沧县 ( L ancang county ) L

景谷县碧安 ( B ipan, Jinggu county) M

112 仪器与试剂  W aters 1525型高效液相色谱

仪, 2847双波长紫外检测器, Breeze软件。乙腈为

色谱纯 (M erck公司 ) ,水为超净水, 其他试剂为分析

纯。对照品系从大叶千斤拔中通过柱色谱制备得

到,借助波谱学方法确定结构
[ 7]
,分别为 3, 4, 5-三

甲氧基苯 - O - B- D -葡萄糖苷、3, 5, 7, 3c, 5c-五
羟基 - 4c-甲氧基黄烷、5, 4c-二羟基异黄酮 - 7-

O - B- D -葡萄吡喃糖苷、5, 7, 3c, 4c-四羟基异黄

酮、染料木素、5, 7, 4c-三羟基 - 6-异戊烯基异黄

酮、5, 7, 4c-三羟基 - 8, 3c- 二异戊烯基双氢黄酮、
flem iflavanone C、f lem ich in D、lespedezaflavanone A,

纯度均在 98%以上。

2 方法与结果
211 供试品溶液的制备  分别取晾干粉碎 (过 2号

筛 )的样品 100 g, 用 85%乙醇 500 mL加热回流提

取 12 h,提取 2次,提取液合并,浓缩,蒸干称重。精

确称取干膏 110000 g,置 100 mL量瓶中, 加甲醇适

量,超声 (功率 200W、频率 40 kH z)处理 30m in,放

至室温,甲醇定容后静置。上清液用 0145 Lm微孔
滤膜过滤,得供试品溶液。

212 色谱条件  色谱柱为 W aters Symmetry C18柱

( 416mm @ 250 mm, 5 Lm ), 柱温为室温。流动相为

乙腈 (A ) -水 ( B) , 梯度洗脱 ( 0~ 5 m in, 0% y 5%

A; 5 ~ 10 m in, 5% y 10% A; 10 ~ 15 m in, 10% y

30% A; 15 ~ 25 m in, 30% y 40% A; 25 ~ 45 m in,

40% y 80% A; 45 ~ 80 m in, 80% A )。流速: 0 ~ 5

m in, 016 mL# m in
- 1
; 5~ 10 m in, 018 mL# m in

- 1
; 10

~ 80m in, 1 mL# m in
- 1
。检测波长为 254 nm, 进样

量为 10 LL。

213 方法学考察

21311 精密度试验  取同一供试品溶液连续进样

5次,主要峰 1~ 12相对峰面积和相对保留时间的

RSD值小于 3%,表明精密度良好。

21312 重复性试验  取同一样品同样方法制备 3

份溶液,分别进样, 主要峰 1~ 12相对峰面积和相对

保留时间的 RSD小于 5% ,表明重复性良好。

21313 稳定性试验  取同一供试品溶液, 分别在

0, 2, 4, 6, 8, 12 h进样, 主要峰 1~ 12相对峰面积和

相对保留时间的 RSD值小于 5% ,说明该溶液在 12

h内稳定。

214 含量计算方法  各批次药材用 85%乙醇提取

得到的提取物的量除以原药材的量为药材的提取

率; HPLC中各色谱峰的含量采用面积归一化法来

确定,即所有色谱峰面积总和设为 1,各单个色谱峰

面积百分比为提取物中各化合物的百分含量; 药材

的提取率乘以提取物中各化合物的百分含量即得药

材中各化合物的百分含量; 总异黄酮百分含量为单

个异黄酮百分含量的加和; 总黄酮百分含量为单个

异黄酮、黄烷醇、二氢黄酮等黄酮类化合物百分含量

的加和。

215 结果

21511 共有指纹峰的标定
精密吸取按 / 2110项下方法制备的供试品溶液

10 LL, 进样, 分别对上述 13批千斤拔样品进行

HPLC检测,结果表明,峰 1~ 12在 11批样品的色谱

图中均出现 (样品 C无峰 12; 样品 D无峰 9及峰

12), 且共有峰面积和大于总峰面积的 90% ;以 5号

染料木素峰为内参比峰, 分别计算其他各峰的相对
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保留时间和相对峰面积值。12个共有峰的相对保

留时间分别为: 峰 1 ( 01106)、峰 2 ( 01160)、峰 3

( 01640)、峰 4( 01827)、峰 5( 11000)、峰 6( 11254)、
峰 7 ( 11366 )、峰 8 ( 11386)、峰 9 ( 11544 )、峰 10

( 11666)、峰 11( 11737)、峰 12( 11983), 13批样品各
共有峰相对保留时间的 RSD小于 2%。共有峰的相

对峰面积见表 2。标定此 12个峰作为可以构成指

纹图谱稳定的特征峰,色谱图见图 1。

表 2 各批次药材共有峰的相对面积
Tab 2 R e lative area of common peaks in differen t samp les

样品号

( sample No. )

峰号 ( peak No. )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 21305 21406 01050 01098 11000 01063 01046 01056 01 122 01 456 01198 01473

B 31456 11604 01071 01291 11000 01061 01090 01100 01 095 01 523 01194 01702

C 21495 01348 31177 01082 11000 01229 01258 01137 01 059 01 285 01254 -

D 101857 21245 31615 01136 11000 01112 01393 01018 - 01 089 01578 -

E 31202 11676 21791 01042 11000 01073 01152 01168 01 122 01 729 01199 01717

F 31638 11694 01102 01604 11000 01120 01176 01165 01 164 01 475 01116 01513

G 41890 31540 01049 01332 11000 01057 01125 01126 01 132 01 926 01188 11032

H 21679 11156 11893 01290 11000 01065 01157 01220 01 117 01 573 01133 01467

I 21125 01733 11469 01361 11000 01090 01159 01143 01 111 01 360 01138 01328

J 21203 01660 11557 01366 11000 01079 01141 01126 01 109 01 363 01123 01298

K 41340 21912 01099 01284 11000 01124 01175 01143 01 113 01 577 01132 01740

L 01592 01342 01603 01285 11000 01163 01246 01161 01 220 01 980 01403 01602

M 21130 11283 01088 01238 11000 01091 01081 01070 01 084 01 182 01097 01171

图 1 千斤拔 (样品 M )HPLC谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram of Rad ix F lem ingiae( sam p le No. M )

  以保留时间和标样添加方法来定性, 对这些共

有峰中的 10个给予了归属,它们分别是峰 1: 3, 4, 5

-三甲氧基苯 - O - B- D -葡萄糖苷; 峰 2: 3, 5, 7,

3c, 5c-五羟基 - 4c-甲氧基黄烷; 峰 3: 5, 4c- 二羟

基异黄酮 - 7- O - B- D -葡萄吡喃糖苷; 峰 4: 5,

7, 3c, 4c-四羟基异黄酮;峰 5:染料木素;峰 8: 5, 7,

4c-三羟基 - 6-异戊烯基异黄酮; 峰 9: 5, 7, 4c-三

羟基 - 8, 3c-二异戊烯基双氢黄酮; 峰 10: flem ifla-

vanone C; 峰 11: flem ichin D; 峰 12: lespedezafla-

vanoneA。

21512 相似度评价  将所得到的色谱图数据导入

国家药典委员会中药指纹图谱评价系统 ( 2004A

版 ) ,设定参照图谱, 将谱峰自动匹配, 然后生成对

照图谱,进行相似度评价,结果见图 2。13批千斤拔

药材与对照特征图谱相似度在 01506~ 01926, 平均
01830, RSD为 1219%。13批药材中 9批药材的相

似度达 0185以上, 相似度较好。13批药材的图谱

与对照特征图谱的相似度差异较大, 主要是因为各

药材中共有特征峰的相对峰面积存在偏差。

21513 不同批次药材中异黄酮、总黄酮含量的比较

按 / 2140项下方法计算各批次药材中单个异黄

酮的含量,发现:各药材的 4种异黄酮 [ Ñ (峰 3) : 5,

4c-二羟基异黄酮 - 7- O - B- D -葡萄吡喃糖苷,

Ò (峰 4) : 5, 7, 3c, 4c-四羟基异黄酮 , Ó (峰 5 ) :
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图 2 13批样品匹配色谱图

Fig 2 The m atch ed chrom atogram s of th irteen patches sam p le

S1~ S131样品 A~ M ( S amp lesA ~ M )  R.对照特征图谱 ( referen ce specif ic ch rom atogram )  S.染料木素 ( genistein)

染料木素, Ô (峰 8) : 5, 7, 4c-三羟基 - 6- 异戊烯

基异黄酮 ]含量差异明显 (见图 3) ,其中样品 J(种

源来自丘北县江边, 栽培种植于勐腊县关累镇红毛

树村 )中所含 4种异黄酮成分每种的含量都最高,

因而其总异黄酮含量也最高, 为 4183% ,其次为样

品 E (种源来自景洪市嘎洒南林山,栽培种植于勐腊

县勐仑热带植物园 ), 含量为 3134%, 而其他的样品

中总异黄酮的含量都低于 2%。

图 3 不同批次药材中 4种异黄酮百分含量

F ig 3 Four isoflavones conten t in d if feren t sam p les

Ñ . 5, 4c-二羟基异黄酮 - 7- O - B- D - 葡萄吡喃糖苷 ( 5, 4c-

d ihydroxy isoflavon e- 7- O - B- D - glucopyranos ide)  Ò . 5, 7, 3c,

4c-四羟基异黄酮 ( 5, 7, 3c, 4c– tetrahydroxyisof lavone)  Ó .染料

木素 ( 5, 7, 4c- trihydroxyisoflavon e)  Ô. 5, 7, 4c- 三羟基 - 6-异

戊烯基异黄酮 ( 5, 7, 4c- trihyd roxy- 6- prenylisof lavone)

对药材中的总黄酮 (异黄酮, 双氢黄酮及黄烷

醇 )进行了综合统计, 总黄酮平均含量在 4%左右,

见图 4,样品 J总黄酮含量远高于其他样品, 达到

719%,样品 E次之, 为 5178%。由此看来, 样品 J

和 E无论是异黄酮还是总黄酮, 含量都是比较高

的,好于其他批次。

图 4 不同批次药材中总异黄酮、总黄酮百分含量

F ig 4 T otal isof lavones and flavonoids con tent in differen t sam p les

3 讨论

311 本实验室对大叶千斤拔的化学成分进行研究,

发现黄酮类化合物较多
[ 7 ]
。对黄酮苷和极性较大

的苷元如羟基黄酮、双氢黄酮、查耳酮等常用某些极

性较大的溶剂提取。本实验采用 85% 乙醇溶液加

热回流萃取,此条件下黄酮的提取率较高。

312 色谱条件的选择  千斤拔药材黄酮类的成分
比较多,已知的成分染料木素在 260 nm处有最大紫

外吸收峰,其他成分分别在 215, 234, 275 nm处有最

大紫外吸收峰。综合考虑各化合物的最佳紫外检测

波长, 选择 254 nm 为检测波长。结果显示以 254

nm为检测波长检出的峰数较多, 其分离度、峰形和

柱效及出峰的稳定性较为满意。实验中比较了多种

梯度洗脱系统,发现药材中各主要组分在乙腈 -水

系统中比在其他系统中得到更好的分离,而且色谱

分离有更好重现性。

313 本试验所用千斤拔药材品种来源于不同地方,

种植地也不同,所得特征图谱共有峰的的相对峰面

积存在偏差,反映了同一物种个体在不同地域条件

)200) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 2)



下化学成分含量上的差异。但各图谱共有峰的个数

及相对保留时间无差别,说明其 HPLC特征图谱在

不同产地千斤拔样品中有大的相似性,具有专属性,

可用于鉴定千斤拔的真伪。

314 本实验共标定出 12个共有峰, 其中峰 2, 3, 4,

5, 8, 9, 10, 11, 12为黄酮类成分,峰 3, 4, 5, 8为异黄

酮,黄酮类化合物是千斤拔药材的主要成分。药理

活性实验表明黄酮类化合物具有很强的生物活性,

具有多种药理作用
[ 8 ]
。不同种源、生态环境的千斤

拔药材中黄酮类化合物的含量差异很大, 通过本实

验可筛选出黄酮类化合物含量高的千斤拔药材。

315 小结  本文建立了千斤拔药材特征图谱的测
定方法。结果表明有少量批次的药材特征图谱与对

照特征图谱比较相似度较低,为今后在生产过程中

有效地控制药材的质量提供了检测依据。
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