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五灵脂炮制前后指纹图谱及含量测定比较
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摘要　目的：建立五灵脂及其炮制品指纹图谱，并对主要指标成分穗花杉双黄酮和扁柏双黄酮进行定量测定。方法：采用
ＨＰＬＣ色谱法，ＡｇｉｌｅｎｔｅｘｔｅｎｄＣ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈０１％甲酸，梯度洗脱，柱温３０℃，检测波长
３３５ｎｍ，建立五灵脂及其炮制品指纹图谱，采用指纹相似度软件进行分析，并对２个主要色谱峰进行含量分析。结果：醋
五灵脂、酒五灵脂、清炒五灵脂与五灵脂生品指纹图谱和含量测定结果基本一致，炭炒五灵脂较五灵脂生品新增２个峰，
且穗花杉双黄酮和扁柏双黄酮含量相对减少。结论：所建立的指纹图谱精密度、重复性、稳定性良好，含量测定方法准确

率达到要求，对五灵脂及其炮制品的质量评价和炮制原理研究有提供依据。
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　　五灵脂为鼯鼠科动物复齿鼯鼠（Ｔｒｏｇｏｐｔｅｒｕｓｘａｎ
ｔｈｉｐｅｓＭｉｌｎｅＥｄｗａｒｄｓ）的干燥粪便［１］，咸、甘、温，归肝

经，具有活血、散瘀、止痛功效，主要用于治疗痛经、

血瘀经闭、胃溃疡、蛇虫咬伤等症状。五灵脂主要含

有氮类、三萜类、黄酮类、有机酸类、木质素类等成

分［２］。五灵脂多为人工饲养鼯鼠收集粪便而得，陕

西省商洛地区复齿鼯鼠养殖已成规模［３］。五灵脂的

炮制方法包括４种：醋制、炒制、制炭、酒制，以醋制
居多，２０１５年《中华人民共和国药典》收载的以醋五
灵脂投药有７味［１］，以小金胶囊、小金丸、小金片等

为主。五灵脂醋制能矫臭矫味，引药入肝，增加活血

止痛功能［４］。闵凡印以浸出物和尿素含量为指标研

究五灵脂炮制方法发现，醋拌匀闷一定时间０５ｈ

再炒至微干的方法，去除原药异味，药材外观等方面

均优一于其他方法［５］。吴用琼和李江东对传统醋

炙、酒炙五灵脂炮制方法进行改进，研制出醋酒炙

法，以降低不良反应，去除五灵脂的腥臊臭味［６７］。

刘文粢对比五灵脂及其炮制品微量元素含量进

行比较，发现炮制后五灵脂可降低原药材中铝的含

量而减少毒性［８］，但未对不同炮制品的 ＨＰＬＣ指纹
图谱进行比较。本实验采用ＨＰＬＣ法对五灵脂生品
及其炮制品进行研究，建立五灵脂生品及其炮制品

指纹图谱，并对五灵脂中穗花杉杉双黄酮及扁柏双

黄酮进行含量测定，用以比较五灵脂生品及炮制品，

阐明炮制对五灵脂化学成分的影响，为小金胶囊等

中含醋五灵脂的制剂化学成分研究做铺垫。
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１　仪器与试药
１１　仪器　ＤＩＯＮＥＸＵ３０００液相色谱仪（美国戴
安），超声波仪（ＬＣ３５０Ａ型，济宁中区鲁超仪器公
司），电子分析天平（ＸＳ２０４型、ＸＰ２０４型，梅特勒托
利多仪器有限公司），电热恒温水浴锅（北京市永光

明医疗仪器厂），密封型手提式粉碎机（ＣＬＦ４０型，
浙江温岭市创力药用植物器械厂），Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水
机。

１２　试药　穗花杉双黄酮对照品（中国食品药品检
定研究院，批号：１１１９０２２０１１０２）、扁柏双黄酮对照
品（成都瑞芬思生物科技有限公司，批号：Ｂ０５１Ｂ
１６０２６）、黄酒（北京二商王致和食品有限公司，批号：
２０１８０１１４）、米醋（山西来福老陈醋股份有限公司，批
号：２０１８０２０９）、乙腈为色谱纯（默克股份两合公
司）、甲酸为质谱级，水为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水、其他均为
分析纯。

１３　分析样品
１３１　五灵脂生品　１７批五灵脂药材均来自于陕
西商洛养殖基地，经肖凌副主任药师鉴定为鼯鼠科

动物复齿鼯鼠（ＴｒｏｇｏｐｔｅｒｕｓｘａｎｔｈｉｐｅｓＭｉｌｎｅＥｄｗａｒｄｓ）
的干燥粪便，药材来源及批次见表１。
１３２　五灵脂炮制品　取前１０批生品五灵脂进行
炮制，具体炮制方法如下：醋五灵脂：醋拌匀闷一定

时间（约０５ｈ后）再炒至微干，每１００ｋｇ五灵脂，用
醋１５ｋｇ［５］，对应醋五灵脂编号为 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、
Ｃ５、Ｃ６、Ｃ７、Ｃ８、Ｃ９、Ｃ１０。

酒五灵脂：同醋五灵脂，对应酒五灵脂编号为

Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５、Ｊ６、Ｊ７、Ｊ８、Ｊ９、Ｊ１０。
清炒五灵脂：取五灵脂用文火炒至焦斑，或微黑

色，放冷即可，对应炒五灵脂编号为 Ｑ１、Ｑ２、Ｑ３、Ｑ４、
Ｑ５、Ｑ６、Ｑ７、Ｑ８、Ｑ９、Ｑ１０。

炭制五灵脂：取净五灵脂置锅内用中火炒至黑

色存性为度，取出，放凉即可，对应炭五灵脂编号为

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８、Ｔ９、Ｔ１０。

表１　五灵脂批次

编号 批号 规格 编号 批号 规格

Ｓ１ １７０７１３ 生品 Ｓ１０ １７０６０１ 生品

Ｓ２ Ｂ７０３３０１ 生品 Ｓ１１ １７０８０１ 生品

Ｓ３ １８０１２２ 生品 Ｓ１２ １７０９１３ 生品

Ｓ４ １７１００２ 生品 Ｓ１３ １７１２０７ 生品

Ｓ５ １７０１０２ 生品 Ｓ１４ １７１２０３ 生品

Ｓ６ １７０９０１ 生品 Ｓ１５ １８０１２５ 生品

Ｓ７ １７０８１５ 生品 Ｓ１６ １８０２２６ 生品

Ｓ８ １８０１１３ 生品 Ｓ１７ １６０３２５ 生品

Ｓ９ １７１０１５ 生品

２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔｅｘｔｅｎｄＣ１８（４６×
２５０ｍｍ，５μｍ）；以乙腈（Ａ）０１％甲酸（Ｂ）为流动
相梯度洗脱，０～１５ｍｉｎ，１５％～２４％Ａ，１５～２０ｍｉｎ，
２４％～４５％Ａ，２０～４０ｍｉｎ，４５％～５０％Ａ，４０～５０
ｍｉｎ，５０％～９０％Ａ，５０～５５ｍｉｎ，９０％～１５％Ａ，５５～６０
ｍｉｎ，１５％Ａ；流速１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；检测波长
３３５ｎｍ；进样１０μＬ。
２２　对照品溶液制备　精密称取穗花杉双黄酮、扁
柏双黄酮各约５ｍｇ，穗花杉双黄酮加甲醇溶解并定
容至１０ｍＬ，制成每１ｍＬ含０４７９９ｍｇ穗花杉双黄
酮储备液，扁柏双黄酮加１ｍＬ二甲基亚砜先溶解再
加甲醇定容至１０ｍＬ，制成每１ｍＬ含０５０６０ｍｇ扁
柏双黄酮储备液。

２３　供试品溶液制备　取五灵脂样品粉末（过３号
筛）约１ｇ，精密称定，分别置圆底烧瓶中，加９０％甲
醇５０ｍＬ，称重，回流提取 ３０ｍｉｎ，放冷，再称定重
量，用９０％甲醇溶液补足减失重量，滤过，滤液经微
孔滤膜（０４５μｍ）滤过，即得。
２４　五灵脂不同炮制品指纹图谱建立
２４１　精密度试验　取同一批号五灵脂生品及炮
制品，按“２２２”方法制备供试品，照“２１”色谱条
件连续进样６次，记录色谱图。结果表明，以５号峰
为参照峰，９个共有峰（如图１）的相对保留时间ＲＳＤ
均小于００５％，相对峰面积ＲＳＤ均小于３０％，表明
仪器精密度良好。

２４２　稳定性试验　取同一批号五灵脂生品及炮
制品，按“２３”方法制备供试品，照“２１”色谱条件
进样分析，在 ０、６、１２、２４、３６、４８ｈ测定，记录色谱
图。结果表明，以５号峰为参照峰，４８ｈ内６次进样
所得图谱的９个共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ均小
于０１４％，相对峰面积 ＲＳＤ均小于３７８％，表明供
试品溶液在４８ｈ内较稳定。
２５　重复性试验　取同一批号五灵脂生品及炮制
品各６份，按“２３”方法制备供试品，照“２１”色谱
条件进样分析，记录色谱图。结果表明，以５号峰为
参照峰，９个共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ均小于
００５％，相对峰面积ＲＳＤ均小于３４％，表明重复性
良好。

２６　五灵脂不同炮制品指纹图谱建立及相似度评
价　将１７批五灵脂生品及４０批不同炮制品的色谱
图批样导入《中药色谱指纹图谱相似度评价体系》

２０１２版软件进行相似度评价，以批号１７０７１３的生品
或炮制品五灵脂为参照图谱，采用中位数对照图谱
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生成法，时间窗口宽度为０５ｍｉｎ，经多点校正后自
动匹配显示五灵脂生品、醋五灵脂、酒五灵脂、炒五

灵脂均检出９个主要色谱峰，炭炒五灵脂显示１１个
主要色谱峰，在保留时间１３３５ｍｉｎ、２４８９ｍｉｎ处新
增Ｔ１，Ｔ２２个峰，２、３、４、５峰的峰面积显著降低，其
中５，８号峰分别为穗花杉双黄酮和扁柏双黄酮。见
图１、图２。由软件可以计算各样品指纹图谱与生成
的对照图谱的相似性系数，生品五灵脂相似度在

０９５９～０９９９之间。醋五灵脂相似度在 ０９６３～
０９９９之间，酒五灵脂相似度在０９７７～０９９９，炒五
灵脂相似度在 ０９６６～０９９９，炭五灵脂相似度在
０９６７～０９９７，表明每种炮制品检出成分较为稳定，
差别较小。

２７　五灵脂不同炮制品中穗花杉双黄酮和扁柏双
黄酮含量测定

２７１　线性关系考察　取上述同等量穗花杉双黄
酮、扁柏双黄酮储备液分别１００μＬ、１００μＬ、１００μＬ、
２５０μＬ、５００μＬ、１ｍＬ，加甲醇稀释定容至１００ｍＬ、
５０ｍＬ、２５ｍＬ、２５ｍＬ、２５ｍＬ，摇匀，各精密吸取 １０
μＬ，按上述色谱条件测定。以进样量（Ｘ：ｎｇ）和峰积
分面积（Ｙ：微伏ｓ）进行线性回归，得穗花杉双黄
酮回归方程 Ｙ＝００１３８Ｘ＋０００３６，Ｒ＝０９９９２；扁
柏双黄酮回归方程Ｙ＝００１３４Ｘ＋０００４６，Ｒ＝０９９９
５，结果表明，穗花杉双黄酮进样量在 ４７９９ｎｇ～
４７９９ｎｇ的范围内线性关系良好，扁柏双黄酮进样
量在５０６０～５０６０ｎｇ的范围内线性关系良好。
２７２　重复性试验　取同一批五灵脂粉末６份，按
“２３”制备供试品溶液，记录峰面积，计算含量，结果
表明该方法重复性良好，穗花杉双黄酮 ＲＳＤ为
１７３％，扁柏双黄酮ＲＳＤ为１１６％。
２７３　稳定性试验　取同一批供试品溶液，分别于
０、６、１２、２４、３６、４８ｈ进样１０μＬ，测定峰面积，计算含
量，穗花杉双黄酮 ＲＳＤ为２２３％，扁柏双黄酮 ＲＳＤ
为０９０％。
２７４　准确度试验　取已知含量的五灵脂粉末６
份，约０５ｇ，精密称定，精密加入穗花杉双黄酮对照
品储备液 ０５ｍＬ、扁柏双黄酮对照品储备液 ０５
ｍＬ，按供试品制备方法制备样品，测定峰面积，计算
回收率。穗花杉双黄酮和扁柏双黄酮回收率分别为

９２９２％、１０３２６％，ＲＳＤ值分别为１２４％、１８９％。
２７５　样品含量测定　取所有样品，按照“２３”条
方法制备供试溶液，在“２１”色谱条件下进行分析，
记录峰面积，采用外标法计算穗花杉双黄酮（ＳＨＳ）
和扁柏双黄酮（ＢＢ）含量。结果见表２，Ｓ、Ｃ、Ｊ、Ｑ、Ｔ

代表不同炮制方法；１、２、３、４、５等代表样品编号。
生品五灵脂穗花杉双黄酮含量范围 ００２６６％～
００５１６％，扁 柏 双 黄 酮 含 量 范 围 ００４４３％ ～
００８０４％；醋制品五灵脂穗花杉双黄酮含量范围

图１　五灵脂生品
　　注：（Ａ）醋五灵脂（Ｂ）酒五灵脂（Ｃ）清炒五灵脂（Ｄ）炭炒五灵脂

（Ｅ）指纹图谱共有模式
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表２　五灵脂中穗花杉杉双黄酮和扁柏双黄酮百分含量测定结果（％）

编号
生五灵脂

ＳＨＳ ＢＢ ＳＨＳ ＢＢ
醋五灵脂

ＳＨＳ ＢＢ
酒五灵脂

ＳＨＳ ＢＢ
炒五灵脂

ＳＨＳ ＢＢ
炭五灵脂

ＳＨＳ ＢＢ

１（１１） ００４９４ ００６７８ ００３９０ ００６４４ ００５２９ ００７１８ ００５１２ ００７４４ ００４９４ ００７０２ ００２６３ ００３３９
２（１２） ００４７２ ００７３４ ００４７７ ００６４４ ００４３１ ００６７６ ００４１８ ００６５８ ００４１３ ００６５０ ００１６７ ００２３７
３（１３） ００３４６ ００５５０ ００３４４ ００５６３ ００３２２ ００４６２ ００３３１ ００５４３ ００２９９ ００４７７ ００１０９ ００１５８
４（１４） ００２６６ ００４４３ ００５１６ ００８０４ ００２３８ ００３５３ ００２４７ ００３６３ ００２３０ ００３５８ ００１４０ ００２２３
５（１５） ００４４０ ００７３９ ００３３７ ００５４４ ００４１０ ００６４９ ００４５６ ００７７５ ００３９８ ００６８２ ００１６４ ００２７２
６（１６） ００４３２ ００６８７ ００４５０ ００７２７ ００３８４ ００５８８ ００３９３ ００６５４ ００３７０ ００６１３ ００１９２ ００３２３
７（１７） ００４８０ ００６４５ ００４８０ ００６５７ ００５１２ ００５９５ ００４６０ ００５８８ ００５１６ ００６４５ ００２１４ ００２８４
８ ００３４５ ００５６４ ００３２６ ００５１６ ００３２５ ００５２３ ００３１４ ００４７５ ００１０９ ００１６３
９ ００３４７ ００５６７ ００４３７ ００７４３ ００４４９ ００７４３ ００４２２ ００６９５ ００２６９ ００４８１
１０ ００３７６ ００６３２ ００４２３ ００７１５ ００３９８ ００６４９ ００３６２ ００５９２ ００２３４ ００４１７

图２　不同炮制品ＨＰＬＣ指纹图谱
　　注：５：穗花杉双黄酮、８：扁柏双黄酮、Ｓ：生五灵脂 ＨＰＬＣ指纹图

共有模式、Ｃ：醋五灵脂、Ｊ：五灵脂、Ｑ：清炒五灵脂、Ｔ：炭炒五灵脂

００２３８％ ～００５２９％，扁 柏 双 黄 酮 含 量 范 围
００３５３％～００７１８％；酒制品穗花杉双黄酮含量范
围 ００２４７％ ～００５１２％，扁柏双黄酮含量范围
００３６３％～００７４４％％；清炒五灵脂穗花杉双黄酮
含量范围００２３０％～００４９４％，扁柏双黄酮含量范
围００３５８％～００７０２％，炭炒五灵脂穗花杉双黄酮
含量范围００１０９％～００２６９％，扁柏双黄酮含量范
围００１５８％～００４８１％。由含量结果表明，炭制对
五灵脂中穗花杉双黄酮和扁柏双黄酮含量影响最为

明显，表现显著降低；而其他炮制方法对穗花杉双黄

酮和扁柏双黄酮含量影响不明显。

３　讨论
３１　提取条件的考察　实验比较了超声和回流２
种提取方式发现回流提取效率高；回流提取时间考

察了３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、３ｈ，结果表明，回流３０ｍｉｎ后
指标性成分无明显增加；比较乙酸乙酯、乙醇、甲醇、

９０％甲醇、８０％甲醇等提取溶剂，结果９０％甲醇提
取穗花杉双黄酮、扁柏双黄酮效率最高，提取溶剂用

量选择发现５０ｍＬ９０％甲醇提取较完全，故确定最
佳提取条件为５０ｍＬ９０％甲醇回流提取３０ｍｉｎ。
３２　指纹图谱分析　实验发现醋制、酒制、清炒五
灵脂与生品五灵脂 ＨＰＬＣ指纹图谱相差不大，但通

过气味发现，醋制、酒制后减少了五灵脂腥臊恶臭

味，说明醋制、酒制、清炒对五灵脂的紫外吸收成分

无明显影响，但对挥发性成分影响较大，有待进一步

分析不同炮制品挥发性成分。炭炒五灵脂与生品五

灵脂ＨＰＬＣ指纹图谱差别较大，且有紫外吸收的成
分含量明显减少，可能与炮制温度和时间有关，炭制

温度较高，且时间较长，导致化学成分发生变性，含

量降低。

图３　侧柏叶
　　注：（Ａ）五灵脂、（Ｂ）色谱图

３３　食物相关性　将五灵脂色谱图与侧柏叶色谱
图比较发现，如图３所示，五灵脂９个共有峰均来自
于侧柏叶，为原形代谢产物，以穗花杉双黄酮和扁柏

双黄酮含量最高，据报道穗花杉双黄酮和扁柏双黄

酮有很强生物活性，有抗炎、抗氧化、抗病毒、抗肿瘤

作用［９］，可能为五灵脂的活血成分之一。实验发现

批号为１７０７１３和１６０３２５的五灵脂较其他批号五灵
脂前３个峰较为明显。见图１中 Ａ图 Ｓ１、Ｓ１３。与
复齿鼯鼠的饲料侧柏叶色谱图比较发现，这３个峰
按色谱图出峰顺序分别为杨梅苷、槲皮苷、山奈素
３鼠李糖［１０］，表明此批号对应复齿鼯鼠的吸收能力

较其他批号差，具体对五灵脂活血活性影响有待考

察。通过色谱图比较可以大致区别侧柏叶和五灵

脂，侧柏叶以２号峰（槲皮苷）为主，而五灵脂以５号
（下接第３１８９页）
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研究中，目前的主流研究方法是采用 ＨＰＬＣ进
行［２０２１］，本研究采用 ＴＬＣ与 ＨＰＬＣ２种方法相结合
的方式，对复方鱼腥草胶囊中连翘苷和黄芩苷进行

含量检测。复方鱼腥草胶囊的清热解毒功效好，它

是植根于深厚的中医药传统理论基础，同时结合丰

富的临床实践经验而被研发出来的中药复方制剂，

在当今存在“抗生素类药物滥用”的情况下，《中华

人民共和国药典》收录复方鱼腥草胶囊的这一举措，

关注及肯定复方鱼腥草胶囊在临床的广泛适用性和

部分替代抗生素的治疗价值的。研究中为控制复方

鱼腥草胶囊的药物质量的安全性，在对连翘苷和黄

芩苷含量检测之前，首先采用薄层色谱法结合处方

药味所含化学成分及药理学活性，对连翘中的连翘

苷、黄芩中的黄芩苷等进行了定性鉴别，研究结果显

示３批不同的测试样本的色谱斑点清晰，重现性好，
空白均无出现干扰；接着应用多元指纹图谱分析测

定了复方鱼腥草胶囊制剂中连翘苷、黄芩苷的含量，

本研究结果显示样品１连翘苷含量０５１ｍｇ，ＲＳＤ为
１７２％，黄芩苷含量 １４６ｍｇ，ＲＳＤ为 ４９５％；而样
品２连翘苷 ０５０ｍｇ，ＲＳＤ为 １６９％，黄芩苷含量
１４３ｍｇ，ＲＳＤ为４９２％；２组复方鱼腥草胶囊样品
中连翘苷和黄芩苷的含量差异无统计学意义。
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（穗花杉双黄酮），８号（扁柏双黄酮）峰为主，此方
法可用于控制侧柏叶加泥土的掺伪。
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