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　 　 ［摘要］ 　目的 　为用数据识别虎杖饮片的真伪及评价其质量提供技术支持 。方法 　采用高效液相色谱（HPLC）法分析
虎杖饮片提取物的指纹图谱 ，色谱柱 ：Agilent ZORBAX SB唱C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；流动相 ：０ ．１％ 甲酸水溶液唱乙腈

（A唱B） ；梯度洗脱 ；检测波长 ３０６ nm ；流速 １ml／min ；柱温 ３０ ℃ ；进样量 ２０ μl 。结果 　成功分离出虎杖饮片提取液中的虎杖苷 、

白藜芦醇 、大黄素 、大黄素甲醚等有效成分 。结论 　该方法稳定有效 ，具有良好的耐用性 ，对虎杖饮片的数据识别具有指导

意义 。
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The fingerprint and durability study on various regions of Polygonum cuspidatum
LIN Hongwei ，PIAO Shujuan ，JIANG Chunxia ，LI Jingxian ，LU Wenquan ，CHEN Wansheng （Department of Pharmacy ，

Changzheng Hospital Affiliated to Second Military Medical University ，Shanghai ２００００３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the fingerprint of Polygonum cusp idatum from various regions by HPLC and provide
technical support for the identification ．Methods 　 HPLC conditions ：the chromatographic column was Agilent ZORBAX SB唱C１８

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；the mobile phase was ０ ．１％ formic acid in water and acetonitrile （A唱B） ；gradient elution ；the de唱
tection wavelength was ３０６ nm ；the flow rate was １ ml／min ；the column temperature was ３０ ℃ ；injection volume was ２０ μl ．
Results 　 The HPLC gradient conditions could effectively separate polydatin ，resveratrol ，emodin and emodin ether ，etc ．Con唱
clusion 　 This method is stable ，effective and durable ，which is instructive to the herbs data identification of Polygonum cusp i唱
datum ．

　 　 ［Key words］ 　 Polygonum cusp idatum ；Chinese herbal medicine ；HPLC ；fingerprint ；durability

　 　虎杖 ，别名斑杖 ，为蓼科植物虎杖（Polygonum
cusp idatum Sieb ．et ．Zucc ．）的干燥根茎和根 ，具有

利湿退黄 、清热解毒 、散瘀止痛 、止咳化痰等功效［１］
。

主要产于江苏 、浙江 、江西 、福建 、山东 、河南等我国

中南部地区［２］
。虎杖药材中含有蒽醌类和芪类化合

物 ，主要为虎杖苷 、白藜芦醇 、大黄素和大黄素甲

醚［３］
。近年来 ，人们发现虎杖药材不仅具有显著的

抗细菌 、抗真菌 、抗病毒活性 ，而且还能抵抗脂质过

氧化 ，具有抗突变与清除自由基的作用 ，故有效提高

虎杖饮片的识别技术 ，对选取优质的虎杖饮片有重

要意义 。本实验对我国 １０ 个地区虎杖中药饮片进

行高效液相色谱（HPLC）指纹图谱研究 ，并对该方

法的耐用性进行了严苛的探究 ，以保证其重现性 ，旨

在为虎杖饮片的鉴别提供科学有效的理论依据 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器 　 Agilent １２００ 型（美国 Agilent 公司） ，

Agilent SB唱ZOBAX C１８ 柱 （２５０ mm × ４ ．６ mm ，

５ μm） ；梅特勒唱托利多 XA２０５ 型电子天平（瑞士梅

特勒唱托利多仪器上海有限公司） ；上海 BRANSON
SB２２００超声仪 。

1 ．2 　 试药 　 甲醇（德国默克公司 ，６０３唱００１唱００唱X） ，

乙腈（德国默克公司 ，６０８唱００１唱００唱３） ，甲酸（中国国药

集团 ，T２０１００８０２） ，虎杖苷对照品（中国食品药品检

定所 ，１１１５７５唱２００５０２） ；白藜芦醇对照品 （１１１５３５唱

２００５０２） 、大黄素对照品（１１０７５６唱２００１１０） 、大黄素甲

醚对照品（１１０７５８唱２００４０８）均购自中国药品生物制

品检定所 ；注射用水为实验室自制 。中药饮片选取

炮制方法 ：鲜根洗净泥土 ，切成半分厚斜片 ，洗净 ，投

入酒缸内浸 ２ ～ ３ d ，捞入筐内 ，滤干 ，上盖湿布 ，次日
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取出 ，切片晒干［４］
。饮片来源 ：对照药材（中国食品

药品检定研究所 ，１２０９８０唱２０１００５） ，实验样品分别采

自江西赣州宁都县 、江西南昌（荣庆堂） 、山西太原 、

湖南怀化 、湖北十堰市房县 、湖北亳州 、安徽六安（白

鹿堂） 、安徽六安市霍山县（雷允上）和安徽宣城（一

德世民） 。

1 ．3 　方法与色谱条件 　色谱柱 ：Agilent ZORBAX
SB唱C１８ （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；流动相 ：０ ．１％ 甲

酸水溶液唱乙腈 （A唱B ） ；梯度洗脱 ；检测波长 ：

３０６ nm ；流速 ：１ ml／min ；柱温 ３０ ℃ ；进样量 ：２０ μl 。
梯度洗脱程序见表 １ 。

1 ．4 　溶液的配制

表 1 　流动相梯度洗脱程序

时间 （t／min） A （％ ） B （％ ）

０ ,８０ K２０ V
１５ ,８０ K２０ V
２０ ,６０ K４０ V
３０ ,３０ K７０ V
３５ ,２０ K８０

1 ．4 ．1 　对照品溶液 　分别精密称取虎杖苷 、白藜芦

醇 、大黄素和大黄素甲醚对照品 ４ ．５０ 、２ ．４６ 、２ ．２６和

２ ．１８ mg ，置 １０ ml量瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻

度 ，即得对照品溶液 。

1 ．4 ．2 　 供试品溶液 　 取本品粉末 （过 ７ 号筛）约

０ ．１５ g ，精密称定 ，置具塞锥形瓶中 ，精密加入甲醇

５０ ml ，称定重量 ，超声处理 （功率 ３００ W ，频率

４０ kHz） ３０ min ，取出 ，放冷 ，再称定重量 ，用甲醇补

足损失的重量 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤液 ，即得 。

　 　上述对照品和供试品溶液在“１ ．３ ．１”色谱条件

下进样 ，结果如图 １所示 。

2 　指纹图谱及其技术参数

2 ．1 　指纹图谱的建立 　 １０个产地的虎杖中药饮片

按“１ ．４ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，分别进样分

析 ，通过比较对照品的保留时间和紫外光谱检测结

果 ，确定了 ４个指纹峰（图 ２） 。

2 ．2 　相似度评价 　将不同产地 １０批次虎杖中药饮

片提取液的 HPLC测试数据导入指纹图谱软件 ，经

选峰 ，设定匹配模板 ，以均值法生成对照指纹图谱 ，

图 1 　虎杖饮片提取液 HPLC指纹图谱
A ．对照品溶液 ；B ．供试品溶液

图 2 　 10个产地虎杖中药饮片的指纹图谱

建立共有模式（图 １A） ，测得各批次虎杖中药饮片提

取液与共有模式间的相似度（表 ２） 。从表 ２可以看

出 ，S８和 S１０药材差别最大 ，其他 ８ 个样品间的相

似度较高 ，都在 ０ ．９以上［５］
。

3 　耐用性实验

　 　耐用性系指当测定条件有微小变动时 ，测定结

果不受其影响的承受程度 。为使方法可为常规检验

提供依据 ，枟中华人民共和国药典枠药品质量标准分

析方法验证指导原则明确指出“开始研究分析方法

时 ，就应考虑其耐用性 。”笔者发现 ，只有个别文献的

梯度条件可在 ５ μl进样量时重现 ，故本实验专门针

对实验条件进行了耐用性研究 ，以期该色谱条件能

够成为虎杖中药饮片经典的指纹图谱资料 。

3 ．1 　仪器 、柱子的考察 　 按照国家药典委员会枟中

药分析方法验证指导原则实施细则枠提出的要求 ，我

们对 ３家不同制造商生产的不同品牌的色谱柱进行

了考察 。 Agilent C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ，
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柱号 ：５８８９０５唱９０２） ，YMC C１８柱［４ ．６ mm × ２５０ mm ，

５ μm ，柱号 ：０４２５０３８９１２ （w ）］ ，ZORBAX SB唱C１８柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ，柱号 ：８８０９７５唱９０２） ，上述

３种色谱柱均使用 Agilent １２００ 高效液相色谱仪 、

G１３１１A 输液泵 、手动进样器 、G１３１６A 柱温箱 、

G１３１５B唱DAD 检测器 、Chemstation 色谱工作站 ，均

获得较好结果（表 ３） 。

3 ．2 　进样量的考察 　笔者分别尝试了 ２０ 、１０ 、５ μl
的进样量 ，结果均可重现出完整的指纹图谱 ，说明进

样量的耐用性良好 。

表 2 　 10批虎杖饮片提取液相似度计算结果

S１ (S２ 侣S３ \S４ 鲻S５ 悙S６ *S７ 哪S８ ^S９ �S１０ ЁR

S１ 帋１ 览．０００ ０ Z．９３９ ０ 趑．９８９ ０ 帋．９６７ ０ (．９９３ ０ 侣．９８３ ０ \．９８８ ０ 鲻．８７９ ０ 悙．９６７ ０ *．７１６ ０ 哪．９８９

S２ 帋０ 览．９３９ １ Z．０００ ０ 趑．９１０ ０ 帋．９６８ ０ (．９５１ ０ 侣．９５２ ０ \．９０８ ０ 鲻．９６０ ０ 悙．９８９ ０ *．７２４ ０ 哪．９７０

S３ 帋０ 览．９８９ ０ Z．９１０ １ 趑．０００ ０ 帋．９５８ ０ (．９８９ ０ 侣．９８０ ０ \．９９６ ０ 鲻．８２２ ０ 悙．９４１ ０ *．７３０ ０ 哪．９８０

S４ 帋０ 览．９６７ ０ Z．９６８ ０ 趑．９５８ １ 帋．０００ ０ (．９７６ ０ 侣．９６２ ０ \．９５１ ０ 鲻．９１３ ０ 悙．９７８ ０ *．７８４ ０ 哪．９８７

S５ 帋０ 览．９９３ ０ Z．９５１ ０ 趑．９８９ ０ 帋．９７６ １ (．０００ ０ 侣．９８７ ０ \．９８７ ０ 鲻．８８２ ０ 悙．９７４ ０ *．７４０ ０ 哪．９９４

S６ 帋０ 览．９８３ ０ Z．９５２ ０ 趑．９８０ ０ 帋．９６２ ０ (．９８７ １ 侣．０００ ０ \．９８８ ０ 鲻．８６０ ０ 悙．９６４ ０ *．７２０ ０ 哪．９８８

S７ 帋０ 览．９８８ ０ Z．９０８ ０ 趑．９９６ ０ 帋．９５１ ０ (．９８７ ０ 侣．９８８ １ \．０００ ０ 鲻．８１２ ０ 悙．９３９ ０ *．７２２ ０ 哪．９７８

S８ 帋０ 览．８７９ ０ Z．９６０ ０ 趑．８２２ ０ 帋．９１３ ０ (．８８２ ０ 侣．８６０ ０ \．８１２ １ 鲻．０００ ０ 悙．９５５ ０ *．６５０ ０ 哪．９０５

S９ 帋０ 览．９６７ ０ Z．９８９ ０ 趑．９４１ ０ 帋．９７８ ０ (．９７４ ０ 侣．９６４ ０ \．９３９ ０ 鲻．９５５ １ 悙．０００ ０ *．７２９ ０ 哪．９８５

S１０ ＃０ 览．７１６ ０ Z．７２４ ０ 趑．７３０ ０ 帋．７８４ ０ (．７４０ ０ 侣．７２０ ０ \．７２２ ０ 鲻．６５０ ０ 悙．７２９ １ *．０００ ０ 哪．７７７

R ０ 览．９８９ ０ Z．９７０ ０ 趑．９８０ ０ 帋．９８７ ０ (．９９４ ０ 侣．９８８ ０ \．９７８ ０ 鲻．９０５ ０ 悙．９８５ ０ *．７７７ １ 哪．０００

表 3 　不同色谱柱考察结果（n＝ ３）

仪器 品牌及型号
出峰时间
（t／min）

含量
（％ ）

Agilent１２００ Agilent C１８ ７ 摀．１３３ １ 敂．１１

２２ 摀．６７１ ０ 敂．１８

３３ 摀．６９７ ０ 敂．２１

４５ 摀．２９１ ０ 敂．２７

Agilent１２００ 棗YMC C１８ ６ 摀．５３２ １ 敂．２６

２０ 摀．００５ ０ 敂．１９

３０ 摀．６９７ ０ 敂．２６

３６ 摀．９１１ ０ 敂．３２

Agilent１２００ 棗ZOBAX SB唱C１８ ６ 摀．８４４ １ 敂．２７

２０ 摀．５６７ ０ 敂．２０

３１ 摀．７５９ ０ 敂．２８

３７ 摀．６８３ ０ 敂．３１

3 ．3 　高效液相色谱仪的更换 　本实验使用 Agilent
１２００ 高 效 液 相 色 谱 仪 ， ZORBAX SB唱C１８ 柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ，柱号 ：８８０９７５唱９０２） ，可清

晰完整地分析出高分离度的虎杖药材指纹图谱 ；更

换使用日本岛津 LC唱２０AT 高效液相色谱仪检测 ，

同样可得到高分离度的虎杖指纹图谱 ，说明变更仪

器对实验结果影响不大 。 　 　

3 ．4 　柱温的变化 　实验条件 ：Agilent １２００高效液
相色谱仪 、G１３１１A 输液泵 、手动进样器 、G１３１６A 柱
温箱 、G１３１５B唱DAD 检测器 、Chemstation 色谱工作
站 、ZORBAX SB唱C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ，

柱号 ：８８０９７５唱９０２） ，在其他条件不变的情况下 ，尝试

柱温 ２５ 、３０ 、３５ ℃ ，结果表明 ，柱温变化对结果影响

不大 ，当柱温为 ３０ ℃时色谱显效最佳 。

3 ．5 　波长的微小变化 　实验条件同“３ ．４”项 ，在波

长 ３０５ 、３０８ nm处测定 ，均能得到较好的分离结果 。

3 ．6 　流动相的微小变化 　实验条件同“３ ．４”项 ，改

变流动相的酸度 ，尝试 ０ ．１５％ 甲酸唱乙腈和 ０ ．１０％

甲酸唱０畅１０％ 甲酸乙腈 ２ 种酸度 ，均对结果无显著

影响 。

4 　讨论

　 　本实验采用 HPLC法对不同地区的 １０批虎杖

中药饮片进行了细致的指纹图谱研究 ，在梯度摸索

的过程中确定了虎杖饮片中的 ４种有效成分为虎杖

苷 、白藜芦醇 、大黄素和大黄素甲醚 ，并以它们为指

标物判断指纹图谱的分离度 ，最终确定实验条件 。

该洗脱梯度能够有效地将虎杖饮片提取液中的有效

成分及特征峰分离开来 ，分离度较好 。

　 　我们在现有虎杖指纹图谱研究论文的基础上 ，

主要对该方法的耐用性进行考察 。通过查阅相关文

献［６唱８］
，依据文献提供的实验条件 ，通过实验室的重

复再现 ，发现以下几方面问题 ：①色谱分析柱对固有

品牌的依赖度较高 ，更换其他品牌则分离度很差［６］
；

②检测波长过于混乱 ，所对应的检测波长下 ，不同有

效成分的响应值相差太大 ，不利于定量分析和计

算［７ ，８］
；③ 可重复性不佳 ，通过多方考察发现 ，难以

重现已发表文献的实验条件 ，其原因主要与样品的
（下转第 １８７页）
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进药材保障实战化教学模式改革的有力举措 。通过

自行研制药材保障模拟训练器材与系统 ，搭建室内 、

室外 ２种训练环境 ，具备室内开展药材保障想定作

业和药材保障指挥模拟训练 ，室外开展药材保障综

合演练和参与卫勤演习的功能 ，基本满足了实践教

学内容对信息化教学条件的需要 ，在教学训练中取

得了较好的实际效果 。
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进样量关系密切 ，现有文献的进样量多为 １０ μl［７ ，８］
，

而当进样量为 ２０ μl 时几乎无法重现 ，文献方法的

耐用性势必受到质疑 。故本实验在可有效对虎杖中

药饮片进行指纹图谱研究的基础上 ，提供一个耐用

性相对良好的检测方法 ，以期对虎杖中药饮片的鉴

别提供指导 。
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