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摘　要　用色谱与光谱联用技术,将光谱信息与色谱信息相结合,对黄芪中黄酮类化合物进行光谱相

关色谱方法分析,判断中药黄芪不同色谱指纹图谱中的相关性组分,进而表征和建立 4个产地黄芪中黄酮

类化合物特征色谱指纹图谱。该法能用于不同产地中药黄芪的真伪和优劣的鉴别,为以后黄芪活性化合物

的定性、定量关系研究及质量控制提供基础。
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1　引言
经过多年来的研究,人们已认识到中药的药效不是来自单一的活性化学成分,而是多种活性成

分之间的协同效应。因此任何单一的活性化学成分或指标成分都难以评价中药的真伪和优劣,而色

谱指纹图谱技术是公认的有效控制中草药质量的方法[1 ]。黄芪是豆科黄芪属膜荚黄芪[A stragalus

m em branceus (F isch. ) Beg. ]或蒙古黄芪 [A stragalus m em branceus (F isch. ) Beg. var mongho licus

Beg ]的根,具有益胃固表、利水消肿、脱毒生肌、补中益气,行血、生血、摄血等功效[2 ] ,其主要活性组

分为糖类、黄酮类和皂甙类化合物[3, 4 ] ,黄酮类化合物具有重要的生理和药理作用,如有抑制脂质过

氧化、维持血中一氧化氮浓度和保护缺血再灌注损伤等作用[5—7 ] ,因而研究黄酮类成分指纹图谱,

能很好的体现黄酮类成分的整体表征,对其质量控制方法有实际意义。

本文通过优化高效液相色谱2光二极管阵列检测器 (H PL C2DAD )联用色谱分离条件,利用直观

推导式演进特征投影 (H EL P)法获取主要的黄酮类物质的光谱,再通过相关色谱方法判断不同的

黄芪色谱指纹图谱中的相关组分,进而表征和建立 4个产地的黄芪中黄酮类化合物特征色谱指纹

图谱。

2　理论部分[ 8 ]

设任意组分 i的光谱 si与组分 j 的光谱 sj ,其相关系数可计算为,

r ( i, j ) =
(si- sγi) T· (sj - sγj )
‖ (si- sγi)‖·‖ (sj - sγj )‖

(1)

- 1≤r ( i, j )≤1, r越大,表示光谱 si和 sj 越相似。当 r= 1时, 2个组分就是同一化学物质。实际上,

因噪声和测量误差等影响因素的存在, r值不可能等于 1,只能接近于 1。‖·‖表示 F roben ius范



数, T 为矩阵或向量的转置。

在实际运算中为求得组分纯物质的光谱 s与其他组分光谱的相关系数,用其他组分所在的二

维色谱指纹图谱所包含的光谱 x j ( j = 1,⋯, m , m 为最大保留色谱,即每一个保留时间点所对应的

光谱)代替计算。这样,就得到的式 (2) :

r (s, j ) =
(s- sγ) T· (x j - xθ j )
‖ (s- sγ)‖·‖ (x j - xθ j )‖

　　　 ( j = 1, 2,⋯, m ) (2)

将相关系数 r (s, j )对色谱保留时间作图就得到该目标物质的光谱相关色谱曲线。如果相关色谱曲

线的值在一定的区域内会很接近 1,那么它所对应的色谱流出组分与目标物质高度相关,从而实现

了色谱指纹图谱与目标物质的相关分析。

3　实验部分
3. 1　仪器与试剂

H P1100型高效液相色谱ö二极管阵列联用仪 (H PL C2DAD ,美国A gilen t公司) ; 250mL 索氏提

取器; SB2200型超声波振荡仪 (上海必得信超声波有限公司)。

内蒙、河北、甘肃、西藏黄芪购自长沙老百姓大药房; 乙腈为色谱纯; 甲醇、正丁醇、磷酸均为分

析纯。实验用水为超纯水。

3. 2　提取方法

将黄芪根磨成粉末状,将 40目的黄芪粉末在 60℃温度下干燥 1h。准确称取 20g样品,加入乙

醚 50mL 超声脱脂 15m in,弃去乙醚液。再将药材置于索氏提取器中,加 200mL 甲醇,水浴 (80℃)提

取 3. 0h,过滤并真空干燥,残留物溶解于 25mL 热水中。分别用 10mL 和 5mL 正丁醇饱和液萃取 2

次,合并有机相,减压蒸发后,用 15mL 甲醇溶解。

3. 3　色谱条件

色谱柱为 H ypersic OD S 柱 ( 4. 4mm × 250mm , 5Λm ) , 流动相为 A : 水 (含 1. 5%的 0. 03

mol·L - 1 H 3PO 4 ) , B: 乙腈, 流速为 1. 0mL ·m in - 1, 线性梯度洗脱, 溶剂系统见表 1, 流动相用

0. 45Λm微孔滤膜过滤。样品溶液用 0. 25Λm 微孔滤膜过滤,进样量: 20ΛL。DAD 检测波长范围:

200—400nm。

4　结果与讨论
4. 1　色谱条件的优化

由于黄酮类化合物的结构与性质极为相似,同时因皂甙类化合物的影响,若使黄酮类化合物达

到较好分离,优化色谱条件是必要的。实验结果表明以乙腈、水和磷酸为流动相,梯度洗脱为佳,结

果如表 1。
表 1　溶剂系统

步骤 时间 (m in) 水 (1. 5% 0. 03mol·L - 1H 3PO 4) (% ) 乙腈 (% )

1 0 75 25
2 5 68 32
3 10 65 35
4 20 40 60
5 45 40 60

4. 2　黄酮类化合物定性分析

图 1为 4个不同产地黄芪中黄酮类化合物的色谱指纹图谱,从图 1可以看出,它们的形态非常

相似而又不完全相同。然而,由于重叠色谱峰,色谱保留时间的漂移,以及色谱背景的影响,都会给
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图 1　4个不同产地黄芪的黄酮类化合物在

波长 250nm 的液相色谱指纹图谱

a——内蒙黄芪; b——河北黄芪;

c——甘肃黄芪; d——西藏黄芪; e——共有模式。

不同提取物中是否有相同的化学成分的判断

造成困难 (见图 2) ,然而采用相关化学计量学

方法能解决此类复杂问题。首先用直观推导

式演进特征投影 (H EL P) [9 ]从二维指纹图谱 a

中直接得到 8 个黄酮类化合物的光谱, 将这

些光谱与标准谱相对照[3 ] , 可得内蒙黄芪中

黄酮类化合物定性分析结果 (见表 2)。

4. 3　组分相关色谱分析

组分的光谱固然可用于表征中药指纹图

谱以鉴别不同的药材, 但若通过化学分离和

计量学分辨, 将每个色谱指纹图谱的化学成

分逐一定性, 这样不仅消耗大量的人力、物

力,也不宜于及时分析样本。为简洁起见,本

文采用光谱相关色谱方法在不必完全获取每个化合物光谱的情况下分析不同指纹图谱的相关组

分。
表 2　4产地黄芪中黄酮类化合物的定性结果

峰号
保留时间 (m in)

a b c d
化合物

1 13. 59 13. 71 13. 51 13. 64 7, 3′2二羟基24′2甲氧基异黄酮272O 2Β2D 2葡萄糖甙
2 17. 24 17. 32 17. 17 17. 27 72羟基24′2甲氧基异黄酮272O 2Β2D 2葡萄糖甙
3 21. 47 21. 58 21. 38 21. 53 9, 102二甲氧基紫檀烷232O 2Β2D 2葡萄糖甙
4 25. 54 25. 63 25. 48 25. 59 2′2羟基23′, 4′2二甲氧基异黄烷272O 2Β2D 2葡萄糖甙
5 25. 89 26. 02 25. 81 25. 94 7, 3′2二羟基24′2甲氧基异黄酮
6 30. 65 30. 74 30. 57 30. 71 72羟基24′2甲氧基异黄酮
7 32. 94 33. 06 33. 86 32. 97 9, 102二甲氧基紫檀烷
8 37. 09 37. 22 36. 96 37. 02 2′2羟基23′, 4′2二甲氧基异黄烷

图 2a　内蒙黄芪中样本组分 8与河北黄芪样本组分 k 的
光谱相关色谱曲线

图 2b　河北黄芪样本的高效液相色谱指纹谱图,
k 为目标组分

　　按照式 (2)计算指纹图谱 b、c、d 的每一色谱

保留时间对应的光谱与指纹图谱 a 的 2′2羟基2
3′, 4′2二甲氧基异黄烷 (组分 8)的相关系数。以

相关系数 r对保留时间 t作图,得一光谱相关色

谱曲线,图 2a为图 1中曲线 b与 2′2羟基23′, 4′2
二甲氧基异黄烷的相关系数曲线。从该曲线图

中可以看出,只有 k 与 72羟基24′2甲氧基异黄酮
相对应的组分的相关系数最大 (接近于 1) ,它们

光谱高度相关,是同一化学物质。依此方法分别

判断其他指纹图谱中与指纹图谱 a 对应的黄酮

类化合物,结果如表 2。

4. 4　黄酮类化合物指纹图谱的分析

由“中药色谱指纹图谱计算机辅助相似性

评价系统 (CA SE)”[8 ]直接计算 4 个指纹图谱与

它们共有的特征组分即黄酮类化合物 (图 1e)的

相关系数,结果列于表 3中,显然第 4 个指纹图
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谱对应的值较小。如果简单的用这个指标来评价该药材的质量,会错误的断定该药材是不合格的。

为避免类似的错误发生,我们采用局部最小二乘方法[10 ]。它是将整个指纹图谱按照相关组分所在

的峰簇划分为诸多的色谱峰簇,再分别对这些相关的峰簇色谱流出时间进行最小二乘校正。图

3aa、3bb、3cc与 3d d 分别是用局部最小二乘方法校正指纹图谱 1a、1b、1c与 1d 对应的流出时间所

得的曲线,图 3ee为它们的共有特征组分黄酮类化合物。再由“中药色谱指纹图谱计算机辅助相似

性评价系统 (CA SE)”计算它们的相关系数,结果也列于表 3中。可见,经过局部最小二乘方法处理

色谱指纹图谱,第 4个黄芪指纹图谱的相关系数由 0. 7280提高到 0. 9847,使得黄芪的黄酮类化合

物特征谱的表征更合理,药材的质量品质评价更准确。
表 3　4个产地黄芪中黄酮类化合物指纹图谱与其共有模式的相关系数

产地 内蒙 河北 甘肃 西藏
3 相关系数 0. 9754 0. 9850 0. 9522 0. 7280
l相关系数 0. 9932 0. 9897 0. 9943 0. 9847

　　3 相关系数:未校正时的相关系数; l相关系数:校正后的相关系数。

图 3　局部最小二乘校正方法处理后的不同产地

黄芪黄酮类化合物的色谱指纹图谱

aa——内蒙黄芪; bb——河北黄芪; cc——甘肃黄芪;

d d——西藏黄芪; ee——共有模式。

5　结论
中药色谱指纹图谱是一种综合的、可量

化的色谱鉴定手段。借以鉴别真伪、评价原

料药材, 半成品和成品质量均一性和稳定

性。从其综合和整体性能看,它准确且又可

量化地对药材进行真伪鉴别和质量评价,而

从细节上看, 对中药色谱指纹图谱, 由于不

可能获得所有化学成分的标样,并且还有很

多化合物可能本身就是未知化合物,一时难

于给出准确的定性、定量说明, 所以从这一

角度来说, 中药色谱指纹图谱又是很模糊

的。通过相关色谱方法分析和用局部最小二

乘方法校正,由此而建立的黄芪中黄酮类化

合物色谱指纹图谱,能用于不同产地中药黄芪的真伪和优劣的鉴别,为以后黄芪的活性化合物的定

性、定量关系研究及质量控制提供基础。
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Abstract　T he spectra and ch rom atography info rm ation of flavono ids in radix astragali w ere
obtained from hyphenated instrum en ts and analyzed w ith spectral co rrelative ch rom atography. T he
correlative componen ts of comp licated traditionalm edicine radix astragali in differen t ch rom atograph ic
fingerp rin ts w as obtained. T he characteristic fingerp rin t of flavono ids in radix astragali w as
established. T he m ethod can be used fo r iden tification of radix astragali and p rovide foundation fo r the
study of active compound in radix astragali and fo r quality con tro l of radix astragali.

Key words 　 Ch rom atograph ic F ingerp rin ts; Spectral Correlation Ch rom atography; R adix
A stragali; F lavono id
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