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葛根药材中化学成分 ＨＰＬＣ指纹图谱研究
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摘要　目的：探索研究建立葛根高效液相指纹图谱的方法与条件，以更好地控制葛根质量。方法：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色
谱仪；ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，Ｅ６３８４８，２５ｃｍ）色谱柱；流动相：Ａ乙腈；Ｂ０１％磷酸水溶液，梯度洗脱，流速为
１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波长为２５０ｎｍ，探索研究了葛根药材以及提取物指纹图谱。结果：运用梯度洗脱法得到的色
谱图各色谱峰分离较好，达到指纹图谱要求，初步建立了葛根的指纹图谱。结论：ＨＰＬＣ指纹图谱法使用方法不同，所得到
的图谱结果也会有所不同，可根据最后所得到的理想指纹图谱来断定高效液相的最佳使用条件方法。
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　　葛根（ＬｕｅｒａｒｉａｅＬｏｂａｔａｅＲａｄｉｘ）为豆科植物野葛
（ＰｕｅｒａｒｉａｌｏｂａｔａＷｉｌｌｄＯｈｗｉ）的干燥根，主产于湖南、
河南、广东、浙江等地，秋冬季采挖，趁鲜切成厚片或

小块，干燥［１］。其被收载于《中华人民共和国药典》

各版。葛根性凉，味甘、辛，解肌退热，生津止渴，透

疹，升阳止泻，通经活络，解酒毒［１］。各版的药典中

规定葛根中的葛根素为该药材质量控制的重要成

分，但是鉴于针对中药材或中成药的真正质量和疗

效并不能因为某一个有效成分而得到完全保证，故

而，目前使用指纹图谱技术已然成为能够被国际公

认的控制中药和天然药物质量的最有效的手段［２７］。

结合各版药典中葛根素为其控制的有效成分以及指

纹图谱在中药和天然药物质量控制中的作用和地位

来开展中药材葛根中化学成分的指纹图谱方法研

究。目前，文献报道的有关葛极药材指纹图谱的研

究中，大多葛根素成分与其他成分很难分开［８９］。作

者参考相关文献［１０１２］，通过实验考察不同洗脱条件

下的指纹图谱中各成分的分离情况，来建立中药材

葛根高效液相指纹图谱，以作为评价和控制中药葛

根原药材内在质量的标准。

１　材料与方法
１１　实验仪器　色谱仪器为Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相
色谱仪（自动进样器），ＤＡＤ检测器；ＳＨＢＩＩＩ循环式
多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）。

１２　药物及试剂　葛根素对照品（中国药品生物制
品检测所，批号为１０１７６５２００４０８），乙腈为色谱纯，
水为双蒸水，其他试剂均为分析纯。用于指纹图谱

的１０批药材葛根饮片购自精华制药亳州康普有限
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公司（产地安徽霍山县葛根基地）。１０样品批号见
表１。

表１　样品批号

编号 批号

Ａ ２０１４１１０４
Ｂ ２０１４１１０８
Ｃ ２０１４１２０１
Ｄ ２０１４１０２２
Ｅ ２０１４１１２３
Ｆ ２０１４１２０５
Ｇ ２０１４１１２５
Ｈ ２０１４１２０７
Ｉ ２０１４１２１２
Ｊ ２０１４１０２５

１３　研究方法
１３１　梯度条件的优化　色谱柱为 ｋｒｏｍａｓｉｌ１００
５Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，２５ｃｍ）；流动相为乙腈
０１％磷酸水，梯度洗脱；考察乙腈起始浓度、终点浓
度及梯度洗脱时间。流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长
为２５０ｎｍ；柱温为３０℃，进样量为２０μＬ［１３］。梯度
洗脱考察见表２。色谱图见图１～图４。结果表明０
～４０ｍｉｎ，乙腈浓度由１０％～３０％梯度洗脱，葛根提
取液各色谱峰均能够得到较好的分离，即表２中方
法４。
１３２　对照品配制　精密称取葛根素对照品适量，
用甲醇稀释成每１ｍＬ含１００μｇ的溶液，作为对照
品溶液。

１３３　供试品溶液的制备　取各批葛根饮片５０ｇ，
精密称定，置圆底烧瓶中，加加１０倍量双蒸水加热
回流提取３ｈ，共提取 ３次，合并 ３次提取液，０４５
μｍ滤膜过滤，取续滤液，即得。

表２　梯度洗脱条件考察

方法 时间 乙腈（％） ０１％磷酸水（％）

方法１ ０ ２０ ８０
５０ ５５ ４５

方法２ ０ ２０ ８０
６０ ６０ ４０

方法３ ０ １０ ９０
６０ ６０ ４０

方法４ ０ １０ ９０
４０ ３０ ７０

１３４　指纹图谱的建立
１３４１　测定方法　分别精密量取葛根素对照品
溶液和各供试品溶液２０μＬ，注入液相色谱仪，按０
～４０ｍｉｎ，乙腈浓度由１０％ ～３０％，０１％磷酸水由
９０％～７０％梯度洗脱，记录４０ｍｉｎ色谱图即得。对

照品色谱图见图５，供试品色谱图见图４。以葛根素
的色谱峰（ｓ）的保留时间和峰面积为１，计算其他各
峰的相对保留时间和相对峰面积比值。

图１　方法１葛根指纹图谱

图２　方法２葛根指纹图谱

图３　方法３葛根指纹图谱

图４　方法４葛根指纹图谱

１３４２　精密度试验　以葛根药材 Ａ（批号
２０１４１１０４）为供试品，精密吸取供试品溶液，连续进
样６次，测得共有峰１１个，各共有峰相对峰面积的
ＲＳＤ均＜５％，结果表明精密度良好。
１３４３　重复性试验　取 Ａ号样品 ６份，精密称
定，制备供试品溶液，分别进样，测得各共有峰相对

峰面积的ＲＳＤ均＜５％，结果表明其重复性较好。
１３４４　稳定性试验　取Ａ号葛根供试品溶液，分
别在０、２、４、６、８、１２进样，测得共有峰相对峰面积的
ＲＳＤ均＜５％，结果表明供试品溶液在１２ｈ内稳定。
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表３　１０批样品共有指纹峰相对保留时间

编号
共有峰相对保留时间

１ ２ ３ ４ ５（ｓ） ６ ７ ８ ９ １０ １１

Ａ ０４７ ０５９ ０７３ ０７９ １ １０４ １０８ １３５ １９１ ２７３ ２９２
Ｂ ０４５ ０６１ ０７２ ０７６ １ １０５ １０９ １３７ １９２ ２７４ ２９４
Ｃ ０４７ ０５９ ０７２ ０８１ １ １０５ １０８ １３５ １９２ ２７５ ２９２
Ｄ ０４７ ０６２ ０７３ ０７９ １ １０４ １０８ １３５ １９１ ２７３ ２９６
Ｅ ０４６ ０５８ ０７１ ０７９ １ １０４ １１０ １３６ １９１ ２７３ ２９２
Ｆ ０４６ ０５９ ０７１ ０８０ １ １０６ １１１ １３７ １９３ ２７２ ２９２
Ｇ ０４８ ０６１ ０７４ ０７９ １ １０３ １０８ １３５ １９０ ２７１ ２９１
Ｈ ０５０ ０６２ ０７４ ０７８ １ １０４ １０８ １３７ １９１ ２７３ ２９２
Ｉ ０４７ ０５９ ０７３ ０７９ １ １０５ １０８ １３５ １９１ ２７３ ２９３
Ｊ ０４８ ０５８ ０７３ ０７９ １ １０４ １０７ １３３ １９５ ２７２ ２９２

平均值 ０４７ ０６０ ０７３ ０７９ １ １０４ １０９ １３６ １９２ ２７３ ２９３
ＲＳＤ ２７６ ２４６ １４０ １５５ ０ ０７７ １０３ ０８９ ０７０ ０３８ ０４６

表４　１０批样品共有指纹峰相对峰面积

编号
共有峰相对保留时间

１ ２ ３ ４ ５（ｓ） ６ ７ ８ ９ １０ １１

Ａ ００３９ ００２３ ０２７８ ００２５ １ ０１７８ ０２１３ ０２４２ ００２６ ００１７ ００２９
Ｂ ００３５ ００２５ ０２８２ ００２６ １ ０１７５ ０２０９ ０２３７ ００２２ ００１４ ００２８
Ｃ ００４２ ００２４ ０２７１ ００２２ １ ０１７３ ０２１８ ０２３５ ００２７ ００１５ ００２７
Ｄ ００４０ ００２４ ０２６８ ００２９ １ ０１７４ ０２０８ ０２５２ ００２１ ００１３ ００２８
Ｅ ００３７ ００２１ ０２６５ ００２８ １ ０１８４ ０２１０ ０２３６ ００２０ ００１４ ００２５
Ｆ ００３９ ００２６ ０２７６ ００２６ １ ０１６６ ０２１１ ０２３７ ００２９ ００１４ ００２９
Ｇ ００３５ ００２７ ０２７２ ００２３ １ ０１７３ ０２１８ ０２４３ ００２７ ００１７ ００２７
Ｈ ００４０ ００２４ ０２７５ ００２２ １ ０１７８ ０２２８ ０２３７ ００２５ ００１７ ００２６
Ｉ ００３６ ００２７ ０２６８ ００２７ １ ０１６５ ０２１１ ０２４５ ００２４ ００１４ ００２８
Ｊ ００３７ ００２２ ０２７４ ００２７ １ ０１７８ ０２１７ ０２４３ ００２５ ００１６ ００２８

平均值 ００３８ ００２４ ０２７３ ００２６ １０００ ０１７４ ０２１４ ０２４１ ００２５ ００１５ ００２８
ＲＳＤ ５８８ ７８２ １７９ ９１５ ０００ ３１１ ２６９ ２０９ １１０９ ９５７ ４３８

图５　Ａ葛根ＨＰＬＣ指纹图谱　Ｂ葛根素对照品

２　指纹图谱分析与评价
２１　共有指纹峰的标定　根据 １０批供试品溶液
ＨＰＬＣ色谱提供的相关参数，比较各批样品的色谱
图，其中共有峰１１个（图５）。其中５号峰为葛根素
的色谱峰。

表５　１０批样品共有指纹峰峰面积

样品 共有峰总面积 总峰面积 共有峰总面积百分比（％）

Ａ ２４７６４６ ２６３４２５ ９４０１
Ｂ ２５７６３８ ２８７０６２ ８９７５
Ｃ ３０１６５５ ３１７０６４ ９５１４
Ｄ ２４５７３１ ２６０８０６ ９４２２
Ｅ １８７５６２ ２０７９８６ ９０１８
Ｆ ２０１４５６ ２１６０３９ ９３２５
Ｇ ２３５５５２ ２５０１８８ ９４１５
Ｈ ２７５６１２ ２９３１７３ ９４０１
Ｉ ２２０１４５ ２３８８９９ ９２１５
Ｊ ２８７４０５ ３１２８３９ ９１８７

平均值 ２４６０４０ ２６４７４８ ９２８７
ＲＳＤ １４０８ １３５４ １８６

２２　共有指纹峰面积比　共有峰的峰面积、相对保
留时间、相对峰面积：５号峰为葛根素，是葛根中的
主要有效成分，其峰面积占总峰面积的４８３％，比
较稳定，因此，可以以其作为参照峰。共有峰相对保

留时间和峰面积见表３、表４、表５。由表３、表４可
知１０批样品间各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ＜５％，
相对峰面积峰１、２、４、９、１０ＲＳＤ＞５％。表５结果表
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明，共有峰总面积上总峰面积的平均百分数为

９２８７％，ＲＳＤ为 １８６％，符合批纹图谱的有关规
定。

３　讨论
本实验采用的是乙腈０１％磷酸梯度洗脱法，

能够使葛根中的大部分黄酮类化合物（即中药材葛

根的主要有效成分）得到较好的分离［１４］，因此得到

了较完整的ＨＰＬＣ色谱图。本实验方法精密度和重
现性都很好，因此可以用来研究葛根化学成分

ＨＰＬＣ指纹图谱法出峰时间以及出峰质量，可以更
好地鉴别野葛的各种品种的真伪和各种不同产地，

不同类别葛根药材的内在质量的优劣。

从指纹图谱看，方法１和方法２出峰时间快，但
色谱图中很多峰未能较好的分离。方法３出峰时间
也较短，出峰质量较之方法１和方法２有了提高，但
方法３中葛根素峰与其他峰未较好的分离。方法４
出峰质量最好，很清晰，能够将各个峰很好地分离，

对于葛根质量的控制有很大的保证。

本实验探讨研究应用不同的方法，来获得中药

材的指纹图谱，探究了更加简便、更加可靠，可以用

于大力推广的正确方法。为以后的实际运用提供切

实可靠易行的参考方法。
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世界中联中药鉴定专业委员会召开第三届学术年会

　　２０１６年１２月１６日，由世界中医药学会联合会
中药鉴定专业委员会主办的世界中联中药鉴定专业

委员会第三届学术年会暨中药传承与创新博士论坛

在湖南中医药大学举行。国家中医药管理局司长曹

洪欣、世界中医药学会联合会副秘书长徐春波、上海

中医药大学校长徐建光、世界中联中药鉴定专业委

员会会长王喜军出席开幕式并致辞。中国科学院院

士陈凯先和中国工程院院士刘昌孝做了主题报告。

来自香港中文大学，香港浸会大学，北京大学等２７
名国际知名专家和优秀青年学者，从经典的辨识经

验到系统生物技术，为中药鉴定知识的应用、技术推

广提供了很多新的研究成果。
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