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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，ＡｇｉｌｅｎｔｅｘｔｅｎｄＣ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈０１％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
ｔｈｉｐｅｓＭｉｌｎｅＥｄｗａｒｄｓ）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０５ｈ

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［６７］。

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
１１　仪器　ＤＩＯＮＥＸＵ３０００液相色谱仪（美国戴
安），超声波仪（ＬＣ３５０Ａ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（ＣＬＦ４０型，
浙江温岭市创力药用植物器械厂），Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水
机。

１２　试药　穗花杉双黄酮对照品（中国食品药品检
定研究院，批号：１１１９０２２０１１０２）、扁柏双黄酮对照
品（成都瑞芬思生物科技有限公司，批号：Ｂ０５１Ｂ
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。

１３　分析样品
１３１　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（ＴｒｏｇｏｐｔｅｒｕｓｘａｎｔｈｉｐｅｓＭｉｌｎｅＥｄｗａｒｄｓ）
的干燥粪便，药材来源及批次见表１。
１３２　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０５ｈ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

Ｓ１ １７０７１３ 生品 Ｓ１０ １７０６０１ 生品

Ｓ２ Ｂ７０３３０１ 生品 Ｓ１１ １７０８０１ 生品

Ｓ３ １８０１２２ 生品 Ｓ１２ １７０９１３ 生品

Ｓ４ １７１００２ 生品 Ｓ１３ １７１２０７ 生品

Ｓ５ １７０１０２ 生品 Ｓ１４ １７１２０３ 生品

Ｓ６ １７０９０１ 生品 Ｓ１５ １８０１２５ 生品

Ｓ７ １７０８１５ 生品 Ｓ１６ １８０２２６ 生品

Ｓ８ １８０１１３ 生品 Ｓ１７ １６０３２５ 生品

Ｓ９ １７１０１５ 生品

２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔｅｘｔｅｎｄＣ１８（４６×
２５０ｍｍ，５μｍ）；以乙腈（Ａ）０１％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１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；检测波长
３３５ｎｍ；进样１０μＬ。
２２　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０４７９９ｍｇ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０５０６０ｍｇ扁
柏双黄酮储备液。

２３　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（０４５μｍ）滤过，即得。
２４　五灵脂不同炮制品指纹图谱建立
２４１　精密度试验　取同一批号五灵脂生品及炮
制品，按“２２２”方法制备供试品，照“２１”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００５％，相对峰面积ＲＳＤ均小于３０％，表明
仪器精密度良好。

２４２　稳定性试验　取同一批号五灵脂生品及炮
制品，按“２３”方法制备供试品，照“２１”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０１４％，相对峰面积 ＲＳＤ均小于３７８％，表明供
试品溶液在４８ｈ内较稳定。
２５　重复性试验　取同一批号五灵脂生品及炮制
品各６份，按“２３”方法制备供试品，照“２１”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
００５％，相对峰面积ＲＳＤ均小于３４％，表明重复性
良好。

２６　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

·３８１３·世界中医药　２０１８年１２月第１３卷第１２期



生成法，时间窗口宽度为０５ｍｉｎ，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１３３５ｍｉｎ、２４８９ｍｉｎ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

０９５９～０９９９之间。醋五灵脂相似度在 ０９６３～
０９９９之间，酒五灵脂相似度在０９７７～０９９９，炒五
灵脂相似度在 ０９６６～０９９９，炭五灵脂相似度在
０９６７～０９９７，表明每种炮制品检出成分较为稳定，
差别较小。

２７　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

２７１　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＝００１３８Ｘ＋０００３６，Ｒ＝０９９９２；扁
柏双黄酮回归方程Ｙ＝００１３４Ｘ＋０００４６，Ｒ＝０９９９
５，结果表明，穗花杉双黄酮进样量在 ４７９９ｎｇ～
４７９９ｎｇ的范围内线性关系良好，扁柏双黄酮进样
量在５０６０～５０６０ｎｇ的范围内线性关系良好。
２７２　重复性试验　取同一批五灵脂粉末６份，按
“２３”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
１７３％，扁柏双黄酮ＲＳＤ为１１６％。
２７３　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２２３％，扁柏双黄酮 ＲＳＤ
为０９０％。
２７４　准确度试验　取已知含量的五灵脂粉末６
份，约０５ｇ，精密称定，精密加入穗花杉双黄酮对照
品储备液 ０５ｍＬ、扁柏双黄酮对照品储备液 ０５
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

９２９２％、１０３２６％，ＲＳＤ值分别为１２４％、１８９％。
２７５　样品含量测定　取所有样品，按照“２３”条
方法制备供试溶液，在“２１”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 ００２６６％～
００５１６％，扁 柏 双 黄 酮 含 量 范 围 ００４４３％ ～
００８０４％；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） ００４９４ ００６７８ ００３９０ ００６４４ ００５２９ ００７１８ ００５１２ ００７４４ ００４９４ ００７０２ ００２６３ ００３３９
２（１２） ００４７２ ００７３４ ００４７７ ００６４４ ００４３１ ００６７６ ００４１８ ００６５８ ００４１３ ００６５０ ００１６７ ００２３７
３（１３） ００３４６ ００５５０ ００３４４ ００５６３ ００３２２ ００４６２ ００３３１ ００５４３ ００２９９ ００４７７ ００１０９ ００１５８
４（１４） ００２６６ ００４４３ ００５１６ ００８０４ ００２３８ ００３５３ ００２４７ ００３６３ ００２３０ ００３５８ ００１４０ ００２２３
５（１５） ００４４０ ００７３９ ００３３７ ００５４４ ００４１０ ００６４９ ００４５６ ００７７５ ００３９８ ００６８２ ００１６４ ００２７２
６（１６） ００４３２ ００６８７ ００４５０ ００７２７ ００３８４ ００５８８ ００３９３ ００６５４ ００３７０ ００６１３ ００１９２ ００３２３
７（１７） ００４８０ ００６４５ ００４８０ ００６５７ ００５１２ ００５９５ ００４６０ ００５８８ ００５１６ ００６４５ ００２１４ ００２８４
８ ００３４５ ００５６４ ００３２６ ００５１６ ００３２５ ００５２３ ００３１４ ００４７５ ００１０９ ００１６３
９ ００３４７ ００５６７ ００４３７ ００７４３ ００４４９ ００７４３ ００４２２ ００６９５ ００２６９ ００４８１
１０ ００３７６ ００６３２ ００４２３ ００７１５ ００３９８ ００６４９ ００３６２ ００５９２ ００２３４ ００４１７

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

００２３８％ ～００５２９％，扁 柏 双 黄 酮 含 量 范 围
００３５３％～００７１８％；酒制品穗花杉双黄酮含量范
围 ００２４７％ ～００５１２％，扁柏双黄酮含量范围
００３６３％～００７４４％％；清炒五灵脂穗花杉双黄酮
含量范围００２３０％～００４９４％，扁柏双黄酮含量范
围００３５８％～００７０２％，炭炒五灵脂穗花杉双黄酮
含量范围００１０９％～００２６９％，扁柏双黄酮含量范
围００１５８％～００４８１％。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
３１　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。
３２　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

３３　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［２０２１］，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０５１ｍｇ，ＲＳＤ为
１７２％，黄芩苷含量 １４６ｍｇ，ＲＳＤ为 ４９５％；而样
品２连翘苷 ０５０ｍｇ，ＲＳＤ为 １６９％，黄芩苷含量
１４３ｍｇ，ＲＳＤ为４９２％；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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