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摘要: 目的 � 研究葛根药材水溶性部位的指纹图谱。方法 � 用 H PLC - DAD法, 分别考察了不同因素对药材水溶性成分提取

效果的影响; 优化流动相洗脱方式及色谱柱, 并进行方法学考察。结果 � 测定了 10批药材,相似度大于 0. 9。结论 � 所建方

法有助于制定葛根药材的标准指纹图谱,为药材与注射液相关性研究奠定了基础。
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Abstrac t: OBJECTIVE� To estab lish the fingerpr int chrom atog ram s ana ly sis and iden tification o f water- so lub le part o fPueraria lo�

bata( W illd. ). METHODS� The m ethod o fH PLC - DAD w as estab lished fo r the fing erpr int chroma tog ram s analysis. The ex traction

m ethod includ ing ex traction tim e, so lvent and g ranu larity o fPuerar ia loba ta ( W illd. ) w as investigated. RESULTS� Calculation re�

su lts ind icated that the va lue of resem blancew asm ore than 0. 9. CONCLUSION� The estab lised m ethod is use fu l fo r the qua lity con�

trol o fPuerar ia lobata (W illd. ) and further developm ent o f Gegenn jection.
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� � 葛根为豆科植物野葛 Pueraria lobata ( W illd. )

Ohw .i的干燥根, 具有解肌退热、生津、升阳止泻等

功效。葛根含黄豆苷、黄豆苷元、葛根素等多种黄酮

类成分及胡箩卜苷、尿囊素等非黄酮类成分,主要为

极性成分。葛根药材有野葛和粉葛两个品种, 前者

的葛根素含量远高于后者, 我们仅研究野葛。文献

均以 HLPC法测定葛根中的葛根素
[ 1 ~ 4]
。而我们考

察了葛根水溶性成分的提取方案,并用 HLPC法建

立了标准指纹图谱。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试药
1100高效液相色谱仪包括 Chemsta tion system

化学工作站 (美国安捷伦公司 )。葛根药材 (四川彭

州市 ) 经鉴定为豆科植物野葛 Pueraria lobata

(W illd. ) Ohw .i的干燥根, 采收期 2001年 3~ 5月,

除去泥沙,干燥, 粉碎,过三号筛; 葛根素对照品 (中

国药品生物制品检定所 ); 甲醇为色谱纯; 醋酸为分

析纯; 水为双重蒸馏水。

1�2� 方法与结果
1�2�1� 色谱条件� 保护柱为 HP HPLC samp le clean-

up and guard column ( 20 mm  4. 0 mm, 30 �m ) ;

分析柱为KR100- 5 C18 ( 150mm  4. 6mm, 5 �m);柱

温 30! ;检测波长 268 nm; 分析时间 60 m in; 流速

1�0m l�m in
- 1
;进样量 10 � ,l满环进样;流动相 A为

甲醇, B为 1. 5%醋酸; 线性梯度洗脱程序为: 0 ~ 5

m in流动相为 B, 5~ 60 m in流动相为 A- B( 6� 4)。

1�2�2� 溶液的制备及图谱 � 精密称取 0. 1 g样品

粉末,置锥形瓶中, 加入 50 m l 30%乙醇, 称定重量,

加热回流 30 m in, 放冷, 密塞, 再称定重量, 用 30%

乙醇补足减失的重量, 摇匀, 过滤, 取续滤液得样品

溶液。精密称取 2. 0 g样品粉末,置锥形瓶中,加入

25m l蒸馏水, 称定重量, 加热回流 3 h,放冷, 密塞,

再称定重量,用蒸馏水补足减失的重量,摇匀,过滤,

取续滤液得参照物溶液。另取适量葛根素对照品,

精密称定,用 10%乙醇溶解并定容, 制成 0. 028 mg�

m l
- 1
的葛根素对照品溶液。分别取 10批次的药材

粉末各 2�0 g,放入同一容器中, 充分搅拌、混匀, 取

2. 0 g混合药材粉末,精密称定, 置磨口圆底烧瓶中,

分别精密加入 25 m l蒸馏水,称定重量,加热回流 3

h,放冷, 密塞,再称定重量, 用蒸馏水补足减失的重

量, 摇匀,过滤,取续滤液, 即得对照用提取物溶液。

3种溶液的指纹图谱见图 1。



图 1� 样品 ( A)、参照物 ( B)、对照品 ( C )溶液的指纹图谱

F ig 1� F ingerprint chrom a togram s o f samp le so lution( A ), gegen∀ s

form ononetin constituents solution( B) and puerarin solution

( C)

1�2�3� 计算方法 � 采用全谱峰面积作为相似度计

算的测量参数。根据峰匹配的结果, 以峰面积为参

数,计算待测指纹图谱与标准指纹图谱的整体相似

度。软件采用夹角余弦法计算相似度。样品指纹图

谱 (待测指纹图谱 )与随行对照用提取物指纹图谱

(标准指纹图谱 )、经模拟相似度计算软件计算, 相

似度大于 0. 9, 符合要求。

1�2�4� 稳定性试验 � 取同一样品溶液,分别在不同

时间点进行检测,以特征指纹图谱相对峰面积和相

对保留时间为指标,考察样品的稳定性。其共有峰

的相对保留时间 RSD = 5. 38%, 共有峰相对峰面积

的 RSD = 20. 38%。

1�2�5� 精密度试验 � 取同一样品溶液, 连续进样 5

次,共有峰相对保留时间的 RSD = 1. 78% ,共有峰相

对峰面积的 RSD = 11. 48%。

1. 2. 6� 重复性试验 � 取 5份同一批号样品,分别处

理测定,其共有峰相对保留时间的 RSD = 2. 38% ,共

有峰相对峰面积的 RSD = 15. 11%。

2� 讨论

通过比较四川、安徽、河北、贵州所产葛根的指

纹图谱,结果表明, 各地产的葛根有共有峰, 但其相

对峰面积值有一定差异。为保证方法的准确性,特

进行了单因素变量考察。实验药材固定产地为四川

彭州市。

曾用 95%乙醇、70%乙醇、蒸馏水、甲醇加热回

流 60m in提取 HPLC指纹图进行比较,蒸馏水提取

的效果较好。取样品粉末 (过三号筛 ) 4份, 各 4. 0

g,精密称定,置锥形瓶中, 分别精密加入 20、30、40、

60 m l蒸馏水,称定重量,加热回流 3 h,放冷,密塞,

再称定重量,用蒸馏水补足减失的重量,摇匀,过滤,

取续滤液。测定 HPLC指纹图谱的比较, 以 20 m l

蒸馏水为溶剂提取的效果较好。

曾用超声提取 0. 5、1 h和加热回流提取 3、4、

5 h进行比较。结果表明, 加热回流 3 h的提取效果

较好。

葛根的化学成分有黄酮类化合物、三萜类、香豆

素类等。黄酮类化合物的含量达 12%, 其主要有效

成分为葛根素等异黄酮类化合物。葛根素色谱峰较

高, 且无干扰, 故选葛根素为参照物, 即以共有指纹

峰中葛根素峰为 S峰, 以 S峰面积作为 1, 计算其他

各共有指纹峰面积的比值。以葛根药材随行对照用

提取物作为葛根药材指纹图谱的质量控制。

采用二极管阵列检测器优化选择测定波长, 可

对 HPLC指纹图谱中各峰给出在线紫外图谱, 并以

选择出峰较多、各共有峰响应尽可能相当的原则,选

定葛根药材的指纹图谱测定波长为 268 nm。

中药材中含有大量的未知成分, 等度洗脱达不

到较好分离,故采用线性梯度洗脱进行色谱分离,所

得指纹图谱基线平稳、分离度好。曾比较了甲醇 -

水、甲醇 - 1. 5%甲酸溶液、甲醇 - 1. 5%醋酸溶液的

分析流动相,结果甲醇 - 1. 5%醋酸溶液分离所得的

指纹图谱基线平稳,分离度好。

将指纹图谱的记录时间定为 1 h。葛根药材共

有 33个指纹峰;借助 #中药指纹图谱计算机辅助相

似度评价软件 ∃计算, 10批供试品指纹样品的指纹

图谱相似度计算结果大于 0. 9。
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