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摘要  目的:发展中药白花蛇舌草的超高效液相色谱 ( UPLC )特征图谱, 考察富集后的非强极性化合物特征图谱较总提物特

征图谱在药材质量控制方面的优势。方法: 对不同产地白花蛇舌草及其伪品水线草的总提物及其非强极性组分特征图谱进

行相似度考察和主成分分析。结果: 不同产地白花蛇舌草原药材包括对照药材利用总提物特征图谱进行分析, 尽管能得到一

定的聚类效果,但并不是很明显。而将其中的强极性组分有效去除, 再对非强极性组分进行特征图谱统计分析时, 不同产地

不同品种的原药材聚类效果很好。结论: 非强极性组分特征图谱较含有强极性组分的总提物特征图谱, 更有利于中药材及其

制剂的质量控制。
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Abstract Objective: To develop specific chromatog ram s ofH edyo tis diffusaW illd. by ultra- perfo rmance liquid

chrom atography- d iode array detect ion (UPLC /DAD), and to invest igate themo re advantages of specific chrom ato-

grams analysis w ith m ild hydroph ilic components ofH edyotis d iffusa than that only w ith the tota l ex trac.t Methods:

The sim ilarity and princ ip le components ana lysis ( PCA ) methodsw ere app lied to study theUPLC fingerprint of the

total ex tract andm ild hydroph ilic componen ts for quality contro l inH edyotis diffusa and its substitu tes from different

p laces. Results: The obv ious effect of hierarch ical clustering has no t obta ined byUPLC fingerprint analysisw ith the

total extracts ofH edyotis d iffusa herbs from d ifferent p laces including re ference herb. Butwhen the h ighly hydroph i-l

ic components w ere effectively removed, them ild hydroph ilic componentsw ere statistically analyzed and obtained fa-

vorable h ierarchical cluster ing w ith the herbs o f different places and different spec ies. Conclusion: Specif ic chroma-t

ograms ana lysis w ith non- h ighly hydrophilic components show smo re advantages for qua lity contro l o fH edyotis d if-

fusa than that on ly w ith the tota l extract obv iously.
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  特征图谱技术已广泛地用来鉴别中药材的真

伪, 区分优劣, 同时也可以区分不同产地、采收季节、

炮制方法和用药部位的同种药材。中药化学特征图

谱目前最常用的是色谱特征图谱, 其主要集中于中

药中等极性或弱极性化合物的研究。目前, 高效液

相色谱 (HPLC )
[ 1 ~ 3 ]
及其联用技术

[ 4, 5]
已广泛应用

于中药材的质量控制。而超高效液相色谱 (UPLC )

特征图谱应用较少, L i等人
[ 6]
用 UPLC特征图谱质
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量控制方法对不同产地丹参中的亲水性和亲脂性组

分同时进行了研究。利用 UPLC方法较 HPLC大大

减少了分析时间和溶剂消耗, 而且提高了灵敏度和

分离效率。

中药白花蛇舌草 (H edyotis d iffusaW illd. )的色

谱特征图谱研究很少
[ 7]
, 而且未见 UPLC特征图谱

的报道。另一方面,在广东、广西等地将水线草等耳

草属植物混称为白花蛇舌草
[ 8]
, 在产地民间习用或

混杂于白花蛇舌草之中, 所以利用色谱特征图谱技

术加强对白花蛇舌草原药材的质量控制是非常重要

和必要的。

本文以 12种不同产地白花蛇舌草及其代用品

水线草为研究对象, 建立了白花蛇舌草总提物和非

强极性组分的 UPLC特征图谱, 目的是考察富集后

的非强极性化合物特征图谱较总提物特征图谱在药

材质量控制方面的优势。

1 仪器试剂与材料

UPLC色谱仪 (W aters公司,美国 ) ;乙腈 (色谱

纯 )购自 Fisher Scient ific公司, 甲酸 (色谱纯 )购自

美国 A cros Co. L id. 公司, 实验用水为 M illi- Q水

(M illipore, B illerica, MA,美国 )。其他试剂均为分析

纯。

白花蛇舌草 12份不同产地的原药材及其混淆

品水线草的编号、来源及其拉丁名等见表 1。

表 1 样品来源
Tab 1 Sources of samp les

编号

( No. )

名称

( sample name)

拉丁名

( L atin name)

来源

( source)

HD01 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 湖南衡东 ( H engdong, Hunan)

HD02 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 湖南郡阳 (家种 ) ( Junyang, Hunan, domestic)

HD03 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 河南确山 (家种 ) ( Queshan, H enan, dom est ic)

HD04 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 湖南衡阳 (野生 ) ( H engyang, Hunan, w ild)

HD05 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 河南汝南 (家种 ) ( Runan, Henan, domestic)

HD06 小花白花蛇舌草 - 安徽岳西 ( Yuex ,i Anhu i)

HD07 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 河南确山 ( Queshan, H enan)

HD08 白花蛇舌草 H edyo tis diffusaW illd. 湖南 (野生 ) ( Hunan, w ild)

HD9 水线草 H. corymbosa ( L. ) Lam. 江苏徐州 ( Xuzhou, Jiang su)

HD10 水线草 H. corymbosa ( L. ) Lam. 江苏吴江 (Wu jiang, Jiang su)

HD11 水线草 H. corymbosa ( L. ) Lam. 江苏常州 ( Chang zhou, Jiang su)

HD12 白花蛇舌草对照药材 H edyo tis diffusaW illd. 中国药品生物制品检验所 ( N ationa l Institute for theControl of Pharmaceu-

tical and Bio log ica l P roducts)

2 样品制备

精确称取白花蛇舌草 (全草 )原药材的干燥粉

末约 110 g,回流提取 2次, 每次 1 h。第 1次用 20

mL水提取,第 2次用 70%的甲醇 20mL提取,合并

提取液,并定容至 50 mL。取总提液 1 mL作为白花

蛇舌草总提物的特征图谱研究样品; 其余总提液减

压浓缩至干,用 2mL水溶解,取其中 1mL水溶液加

入乙腈使乙腈浓度达 70%, 冰箱放置过夜, 此上清

液作为白花蛇舌草非强极性组分特征图谱研究的样

品。

3 色谱条件

色谱柱: ACQU ITY UPLC
TM

BEH Shie ld RP 18

( 211 mm @ 100 mm, 117 Lm ); 流动相: 乙腈 ( A )和

011%甲酸水 ( B ); 流速: 0125 mL# m in
- 1
; 柱温: 25

e ; 检测波长: 254 nm; 梯度洗脱条件: 3% A起始,

保持 3 m in, 10m in内升至 15% A,然后在 10m in内

升至 30% A,最后在 7m in内升至 95% A,并保持 2

m in。

4 数据处理软件

相似度分析采用中南大学的计算机辅助相似度

评价系统软件; 主成分 ( PCA )分析用 SIMCA - P

1115 Demo软件。
5 结果与讨论
511 提取方式的选择  本实验对 2种常用的提取

方式:超声提取和回流提取进行了比较。分别精密

称取白花蛇舌草干燥粉末 ( HD - 01, 约 1 g ) 2份, 1

份超声 ( 200W, 40 kH z)提取 2次, 每次加入水 20

mL,超声提取 1 h, 合并提取液, 用水定容至 50 mL,

备用;另 1份回流提取 2次, 每次加入水 20 mL,回

流提取 1 h, 合并提取液, 用水定容至 50 mL, 备用。

结果发现, 尽管超声提取有其很大的优势: 操作简

单,重复性更好。但是相比较回流提取来说,其提取
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效率较低。即使将药材粉末先浸泡过夜,再超声提

取,其效率也比回流提取低。故本实验选用水浴回

流提取,提取 2次, 每次 1 h。

512 提取溶剂的选择  实验用 5种溶剂: 纯水、

70%乙醇、95%乙醇、70%甲醇和纯甲醇对白花蛇舌

草药材的提取效率进行了比较。取白花蛇舌草干燥

药材 (HD- 01)粉末 1 g, 精密称定。分别加入 20

mL以上 5种溶剂, 回流提取 2次,每次 1 h。合并提

取液,用 30%甲醇定容至 50 mL。测定结果见图 1。

结果表明纯水对极性组分的提取效率较高,而 70%

乙醇、70%甲醇和纯甲醇对中等极性组分提取效率

差别不大。故本实验选择第 1次提取用纯水作为提

取溶剂,第 2次提取用 70%甲醇作为提取溶剂。

图 1 白花蛇舌草 (HD01 ) 不同提取溶剂的色谱图

F ig 1 The chrom atogram s ofH D- 01 under d ifferent solven ts by relux

A.水 ( water)  B. 70%乙醇 ( 70% eth anol)  C. 95%乙醇 ( 95% etha-

nol)  D. 70%甲醇 ( 70% methanol)  E.甲醇 ( m ethanol)

513 总提物特征图谱
51311 精密度试验  取药材 HD04的总提物样品

(HD04)在上述 / 30项色谱条件下连续进样 5次, 19

个共有峰的色谱相对保留时间 ( RRT )和色谱峰相

对峰面积 ( RPA )的 RSD分别小于 0118% 和 211%
(以峰 6为参考峰 )。结果表明仪器精密度良好。

51312 稳定性试验  同样取样品 HD04, 按 / 30项
下条件,在 0, 1, 2, 6, 12, 24, 48 h分别进样, 考察 19

个共有峰的 RRT和 RPA的稳定性。结果 19个共

有峰的 RRT 和 RPA的 RSD分别小于 0176% 和
415% (以峰 6为参考峰 )。说明在测定的 48 h内各

特征图谱保持稳定。

51313 重复性试验  同时取 HD04药材 5份, 按

/ 20项下方法制备各分析样品, 分别得到各总提物

样品,非强极性组分样品。取其中 5个总提物平行

样品按 / 30项下条件测定, 19个共有峰的 RRT和

RPA的 RSD分别小于 0141%和 714% (以峰 6为参

考峰 )。说明方法的重复性良好。

51314 特征图谱相似度考察  利用相关系数和夹

角余弦 2种方法分别以对照药材的特征图谱作为参

考特征图谱计算了各样品特征图谱的相似度。结果

见表 2, 从表 2看到, 其他 11个药材与对照药材

(HD - 12)的相似度,除 HD02外,均 < 0160(相关系
数 )和 < 0175(夹角余弦 ) ;而其他药材间的相似度

却相差不大。从该表数据分析,对照药材和其他药

材的差别较大,而其他药材间总提物的差别用相似

度计算很难判别出来。

表 2 不同产地药材特征图谱的相似度分析
Tab 2 The sim ilar ities of the samp les collec ted in

d ifferen t locations

编号

( N o. )

相似度 ( sm ilar it ies)

相关系数

( co rrelation coe ffic ien t)

夹角余弦

( cornu cos ine)

HD01 0. 4053 0. 5956

HD02 0. 7984 0. 8566

HD03 0. 4389 0. 6253

HD04 0. 5935 0. 7122

HD05 0. 5886 0. 7248

HD06 0. 4685 0. 6404

HD07 0. 4587 0. 6420

HD08 0. 4598 0. 6316

HD09 0. 4558 0. 6294

HD10 0. 3405 0. 5396

HD11 0. 4729 0. 6474

HD12 1. 000 1. 000

51315 主成分分析
为了进一步对白花蛇舌草各药材总提物指纹谱

进行分析,采用了主成分分析 ( PCA )方法。 PCA方

法是一种有效的数据降维分析方法, 它能将原始变

量线性组合成一组新的变量,即一组主成分,仅用部

分主成分就可表达原有变量的主要信息。利用这一

特性,可以实现色谱流出曲线数据的线性降维投影

显示,从而使人们能直观的从二维或三维图中观察
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到色谱图的主要特征和聚类情况。

在对各药材的总提物进行 PCA分析前,首先选

取各药材中峰面积大于 015% (面积归一化法 )的色

谱峰作为特征峰。 12个药材 (包括其伪品 )典型的

特征图谱见图 2。由于药材伪品 HD06、HD09、HD10

和 HD11含有的共有色谱峰少于 10个,同其他样品

差异明显,故直接将其剔除。只对另外 8个药材的

总提物特征图谱进行分析。由于强极性组分在反相

模式下分离不理想,故本分析只考虑保留时间大于

5 m in的色谱峰。对 8个白花蛇舌草正品药材

(HD01~ 05, 07, 08, 12)特征图谱中的 19个共有峰

进行 PCA分析,其 PCA的二维投影图见图 3。从图

3中可看出, 河南产药材 ( HD03、HD05和 HD07)明

显聚为一类,而其他湖南产药材和对照药材的聚类

效果不很明显。

图 2 白花蛇舌草药材及其伪品代表性的总提物 UPLC色谱特征

图谱

F ig 2 Representative UPLC fingerprin t chrom atogram s of th e total ex-

tract fromH edyotis diffu sa and its subst itute

A. H D04 B. HD05 C. referen ce herb D. HD09

514 非强极性组分特征图谱研究  由于总提物中

既包含亲水性的强极性组分, 又含有相对亲脂性成

分, 使得其分析效果并不理想,我们希望通过对这两

部分组分进行单独分析, 得到更有用的信息。所以

我们利用 / 20项下的样品处理方法, 本实验首先对

非强极性组分进行了富集。典型样品的非强极性组

分特征图谱见图 4。从图 4中可看出, 非强极性组

分得到了富集,而强极性组分被除去。这样更有利

于该类组分的聚类分析。

51411 方法学考察  同样取白花蛇舌草药材

HD04的非强极性组分样品在 / 30项色谱条件下,对

该组分特征图谱的精密度、稳定性和重复性进行了

考察 (以峰 5为参考峰 )。当样品连续进样 5次,结

果显示 19个共有峰的 RRT和 RPA的 RSD分别小

于 0123%和 215%; 同样以该样品分别在 0, 2, 8, 12,

24, 48 h考察其稳定性,结果其 19个共有峰的 RRT

和 RPA的 RSD分别小于 0135%和 4193%; 取该组
分的 5个平行样品按同样色谱条件测定,结果 19个

共有峰的 RRT和 RPA的 RSD分别小于 0120% 和
515%。从以上结果表明,本文所建立的白花蛇舌草
非强极性组分的指纹谱具有很好的精密度、稳定性

和重复性。

51412 相似度分析  利用相关系数和夹角余弦 2

种算法以对照药材的特征图谱作为参考特征图谱计
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算了各样品特征图谱图的相似度, 结果见表 3。从

表 3可看出,不同产地不同品种之间差别很大。对

于河南产药材其非强极性组分特征图谱与对照药材

相似度介于 014~ 015(相关系数 )和 015 ~ 016 (夹
角余弦 )之间; 而湖南产药材其相似度较高, 介于

0155~ 017(相关系数 )和 016~ 0175(夹角余弦 ); 伪

品与对照药材的相似度只有 0124~ 014(相关系数 )

和 0130~ 0145(夹角余弦 )。从而, 可看出非强极性

组分通过富集后,其聚类效果较总提物明显提高。

表 3 不同产地药材特征图谱的相似度分析

Tab 3 The sim ilaritie s of the sam p les collected

in d ifferent locat ion s

编号

( No. )

相似度 ( sm ila rities)

相关系数

( corre la tion coeffic ient)

夹角余弦

( cornu cosine)

HD01 016580 016927

HD02 015922 016342

HD03 014509 015000

HD04 016812 017106

HD05 014323 015157

HD06 013838 014489

HD07 014525 015195

HD08 015589 016158

HD09 012554 013256

HD10 012414 013036

HD11 013007 013554

HD12 11000 11000

51413 主成分分析研究
为了进一步证实相似度分析结果的可靠性, 对

8个不同产地白花蛇舌草药材的非强极性组分的 19

个共有峰进行 PCA分析。结果见图 5。从图 5中看

出, 河南产药材 (HD03, HD05, HD07)、湖南产药材

(HD01, HD02, HD04, HD08 )分别明显聚为一类, 对

照药材却相隔较远。尽管对照药材产地不知, 但根

据以上分析,推测对照药材产地应该不是河南和湖

南两省。

对 12个不同产地药材 (包括白花蛇舌草伪品 )

非强极性组分中的 7个共有峰进行 PCA分析。结

果见图 6, 有趣的是 12个药材被明显地分成了 5

组。对这 5组药材的来源分析后发现,不同产地不

同栽培方式的各药材被显著地聚类分开。药材

HD04和 HD08均产自湖南, 且为野生; 药材 HD03

和 HD05均产自河南且为家种;药材 HD01和 HD02

均产自湖南,前者栽培方式不祥,但从聚类结果推测

其应为家种;而白花蛇舌草伪品明显地聚为一类;对

图 5 白花蛇舌草各药材非强极性组分特征图谱的 PCA二维投影图

Fig 5 PCA p lot of the m idd le polar com ponen ts fromH edyotis d iffu sa

照品药材聚类效果不很明显,但可进一步推断其应

该不是产于河南和湖南两地。另外, 药材 HD 07同

为河南产药材,但与 HD03、HD05相距较远, 推测其

可能为野生药材。

图 6 白花蛇舌草各药材 (包括伪品水线草 )中等极性组

分特征图谱的 PCA二维投影图

Fig 6 PCA p lot of th em idd le polar compon ents fromH edyotis

d iffusa and its subs titu tes

6 结论

本文发展了中药白花蛇舌草 UPLC特征图谱,

同时建立了白花蛇舌草总提物、非强极性组分特征

图谱。在常规的色谱特征图谱研究中, 常采用的是

总提物特征图谱。但在本文实验中发现: 不同产地

白花蛇舌草原药材包括对照药材利用总提物特征图

谱进行分析,尽管能得到一定的聚类效果,但并不是

很明显。而将其中的强极性组分有效去除, 再对非

强极性组分进行特征图谱统计分析时, 不同产地不

同品种的药材聚类效果很好。因此, 非强极性化合

物特征图谱较含有强极性化合物的总提物特征图

谱,更有利于中药材及其制剂的质量控制。

在非强极性组分特征图谱中, 对白花蛇舌草及

其伪品同时进行主成分分析时,不同产地、不同品种

(正、伪品 )以及不同培养方式 (野生和家种 )的药材

获得了明显的聚类效果, 进一步表明特征图谱技术

)257)药物分析杂志 Chin J Pharm Anal 2010, 30( 2)



可以多方面控制中药材质量。
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