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摘要  目的:建立四川盆地麦冬种质资源的 H PLC特征图谱。方法: 采用高效液相色谱法, 以槲皮素作为内标参照物, 甲醇 -

乙腈 - 012%醋酸水溶液为流动相梯度洗脱, 流速 110 mL# m in- 1,检测波长 280 nm, 柱温 30 e 。结果: 24批四川盆地麦冬资

源共有 36个特征峰, 32~ 36号峰分别被鉴定为甲基麦冬黄烷酮 A、甲基麦冬黄烷酮 B、大黄酚、麦冬黄烷酮 A、麦冬黄烷酮 B。

结论:所建立的四川盆地麦冬种质资源 RP- H PLC特征图谱特征性及专属性强, 具有可靠性; 不同产区麦冬资源的化学成分

差异较大,可为其优质资源筛选及质量控制研究提供参考。
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Establishment ofHPLC specific chromatogram s on the germplasm

resource ofOphiopogon japonicus in Sichuan basin
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Abstract Objective: To estab lish chromatog raph ic spec ific chromatog rams of germp lasm resource o fOph iopogon

japonicus in S ichuan basin. Method:HPLC was applied on a C18 column w ithm athanol- acetonitrile - 012% ace-

tic acid so lution by grad ient elution at the flow rate of 110mL# m in
- 1

, and the UV absorbance w as monitored at

280 nm, the temperature of C18 co lumn w as 30 e . Quercetin w as used as the internal standard. Result: 36 charac-

terist ic peaks in the 24 batches ofOphiopogon japonicus o f S ichuan basin w ere p icked up, The numbers o f 32- 36

w ereme thylophiopogonanone A( 67149m in) , methyloph iopogonanone B ( 68136 m in), chrysophano l( 70163m in) ,

ophiopogonanone A( 73195m in) , ophiopogonanone B ( 74151m in) . Conclusion: TheHPLC specific chrom atograms

by this method is re liable, feasib le in analysis ofOphiopogon japonicus in S ichuan basin; To the samp les from differ-

en t hab itats, their content of chem istry composit ion are great d ifferently, and th is method can be ab le to prov ide a

reference to screen ing for good qualityOphiopogon japonicus germplasm resources and contro l the qua lity o fOphio-

pogon japon icus.
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  2005年版中国药典收载的麦冬药材为百合科

( L iliaceae)沿阶草属 ( Ophiopogon )多年生草本植物

麦冬 Ophiopogon japonicus( Thunb. ) Ker- Gaw .l的干

燥块根,其主要分布于我国四川、浙江等地。中医临

床上常用于肺燥干咳、虚劳咳嗽、津伤口渴、心烦失

眠、内热消渴、肠燥便秘等病症
[ 1]
。本文以槲皮素

( quercetin)作为内标参照物,采用高效液相色谱法,

对四川盆地不同产区麦冬资源进行了 HPLC特征图

谱的研究,建立了麦冬醇提物的指纹图谱分析方法。

实验证明,该方法简便、准确、重现性好,结合麦冬药

材中共有峰和特征峰的信息,可以为麦冬的资源筛

选、质量评价、规范化生产基地建设和发展地道药材

提供参考依据。

1 仪器与材料

111 仪器  HPLC- UV: Ag ilent G1311四元液相色

谱泵, A gillent G1314A 可变波长检测器, Ag illent

1101LC色谱工作站, G1316A自动进样器在线脱气

机。M ILLI- Q型超纯水系统,电子恒温不锈钢水浴
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锅, 索氏提取器, 万分之一电子天平, DHG - 9146A

型电热恒温鼓风干燥箱, DZF - 6050真空干燥箱,

KQ- 400KDE高功率数控超声波清洗器, 医用循环

水真空泵,有机相针式过滤器 ( SCAA - 103, 13 mm

@ 0145 Lm),旋转蒸发仪和实验用万能粉碎机。

112 试药  色谱纯乙睛、甲醇、冰乙酸 ( F isher公

司 ), 分析纯甲醇; 槲皮素对照品 (中国药品生物制

品检定所,批号: 10081 - 200406); 甲基麦冬黄烷酮

A、甲基麦冬黄烷酮 B、麦冬黄烷酮 A、麦冬黄烷酮

B、大黄酚对照品由上海海灿生物科技公司制备。

113 试验材料  根据文献资料, 结合麦冬地道产区

生态气候特征,选择资源搜集地区并搜集野生资源。

于 2007年 3月至 5月主要从四川丘陵区、盆周山

区、川西平原区及重庆地区等地搜集麦冬野生资源

(表 1)。

表 1 麦冬样品来源
Tab 1 Source of theOph iopogon japon icus

序号 ( No. ) 产区 ( source) 序号 ( N o. ) 产区 ( source)

1 乐山市市中区 ( Sh izhong, L eshan) 13 乐山市峨嵋市 ( Eme ishan, L eshan)

2 乐山市市中区 ( Sh izhong, L eshan) 14 绵阳市三台县 ( Santa,iM ianyang)

3 自贡市市中区 ( Sh izhong, Z igong) 15 绵阳市三台县 ( Santa,iM ianyang)

4 宜宾市长宁县 ( Changning, Y ibin) 16 自贡市富顺县 ( Fushun, Z igong )

5 宜宾市南溪县 ( N anx ,i Y ibin) 17 广安市武胜县 (W usheng, G uangpan)

6 宜宾市市中区 ( Sh izhong, Y ib in) 18 南充市南部县 ( Nanbu, N anchong)

7 泸州市市中区 ( Sh izhong, L uzhou) 19 广安市市中区 ( Shizhong, Guangan)

8 内江市市中区 ( Sh izhong, N eijiang ) 20 巴中市市中区 ( Shizhong, Bazhong)

9 资阳市简阳市 ( Jianyang, Z iyang ) 21 达州市市中区 ( Shizhong, Dazhou)

10 资阳市市中区 ( Sh izhong, Z iyang) 22 南充市仪陇县 ( Y ilong, N anchong)

11 重庆市涪陵区 ( Fuling, Chongqing) 23 达州市大竹县 ( Da zu, D azhou)

12 重庆市涪陵区 ( Fuling, Chongqing) 24 德阳市旌阳区 ( Jingyang, D eyang)

注 ( note): 14号样品为直立型麦冬, 15号样品为匍匐型麦冬 ( the samp le o fNo114 is erec tive plan,t and the sample o fN o115 is creepy plant)

  
2 条件与方法

211 色谱条件  色谱柱 VP - ODS ( 250 mm @ 416
Lm, 5 Lm);流动相为溶剂 A: 012%醋酸水溶液, B:

甲醇, C: 乙睛进行梯度洗脱, 梯度程序为: 0 ~ 30

m in, 溶剂 A 100% y 75% ,溶剂 B 0y 15%; 30 ~ 50

m in, 溶剂 A 75% y 40%, 溶剂 B 15% y 20% ; 50%

y 75 m in, 溶剂 A 40% y 20%, B 20%。流速: 110
mL# m in

- 1
, 检测波长: 280 nm, 进样量: 15 LL, 柱

温: 30 e 。

212 对照品溶液的制备  分别精密称取干燥至恒

重的槲皮素及其他麦冬黄酮类对照品适量, 置 10

mL量瓶中, 用色谱纯甲醇定容, 置超声清洗器 ( 80

kH z)中混匀, 过 0145 Lm一次性滤膜,滤液即为对

照品溶液。

213 供试品溶液的制备  取药材粉末 (过 60目

筛 ) 5 g,精密称定,甲醇索氏提取 8 h。提取液蒸干,

残渣用甲醇溶解, 用甲醇定容至 10 mL量瓶中, 摇

匀, 过 0145 Lm一次性滤膜;精密量取上述溶液, 以

适当比例加入槲皮素对照品溶液, 混匀即得。

214 特征图谱的方法学考察
21411 精密度试验  取同一供试品溶液,连续进样

5次,在上述色谱条件下测定、记录,结果表明, 各色

谱峰的相对保留时间和其相对峰面积基本一致,

RSD均小于 310% ,符合特征图谱技术要求。

21412 重复性试验  取同一批药材,按 /供试品溶

液的制备0项下的方法操作, 在上述色谱条件下进

样测定、记录,结果表明, 各色谱峰的相对保留时间

和其相对峰面积基本一致, RSD ( n = 6 )均小于

310%,符合特征图谱技术要求。

21413 稳定性试验  取同一供试品溶液,分别于第

0, 3, 6, 9, 12 h在上述色谱条件下进样测定、记录,结

果表明,各色谱峰的相对保留时间和其相对峰面积

基本一致, RSD均小于 310%,符合特征图谱技术要

求。

215 数据处理方法  特征图谱相似度评价采用国

家药典委员会中药特征图谱相似度评价系统 2004

(A版 ) ;系统聚类分析等数理统计工作由 SPSS数

据处理系统完成。
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3 结果与分析
311 特征图谱的建立
31111 主要色谱峰的鉴定及参照峰的选择
分别精密吸取甲基麦冬黄烷酮 A、甲基麦冬黄

烷酮 B、麦冬黄烷酮 A、麦冬黄烷酮 B、大黄酚等麦

冬黄酮类化学成分与槲皮素的混合对照品溶液及供

试品溶液各 15 LL, 注入液相色谱仪, 在 / 2110项色

谱条件下,记录色谱图 (详见图 1)。

图 1 混合对照品 ( S1)与麦冬药材 +槲皮素 ( S2)对照图谱

F ig 1 Th e peaks ofm ixed reference substan ces( S1) and th e refer-

ence fingerprin t ofOph iopog on japonicus+ quercet in ( S2)

1.槲皮素 ( quercet in)  2. 甲基麦冬黄烷酮 A ( m ethyloph iopogo-

nanone A )  3.甲基麦冬黄烷酮 B( m ethyloph iopogonan one B)  

4.大黄酚 ( chrysophanol )  5. 麦冬黄烷酮 A ( ophiopogonanone

A )  6.麦冬黄烷酮 B( oph iopogon anone B)

由图 1可知, 65 m in以后的 5个对照品峰的出

峰先后顺序为:甲基麦冬黄烷酮 A ( 67149 m in)、甲

基麦冬黄烷酮 B ( 68136 m in)、大黄酚 ( 70163 m in )、

麦冬黄烷酮 A ( 73195 m in )、麦冬黄烷酮 B ( 74151
m in) ,并可与样品图谱中 65~ 75 m in内的 5个色谱

峰一一对应。

对以上 5个对照品和在供试样品中所对应峰的

MS谱图分析 (见图 2)可知,样品中 67149m in对应

的峰产生 6个主要的特征性碎片离子 m /z 40, 55,

77, 121, 135, 152,样品中 68136m in对应的峰产生 7

个主要的特征性碎片离子 m /z 41, 64, 81, 107, 135,

151, 173,样品中 70163m in对应的峰产生 6个主要

的特征性碎片离子 m /z 57, 71, 95, 105, 226, 254, 样

品中 73195m in对应的峰产生 5个主要的特征性碎

片离子 m /z 40, 55, 77, 121, 135, 样品中 74151 m in

对应的峰产生 7个主要的特征性碎片离子 m /z 41,

64, 81, 107, 135, 151, 173,参考相关文献并配合子离

子扫描数据,验证了样品中这 5个特征成分分别为:

甲基麦冬黄烷酮 A、甲基麦冬黄烷酮 B、大黄酚、麦

冬黄烷酮 A、麦冬黄烷酮 B。

从图 1中还可以看出, 这 4个特征峰在麦冬图

谱中分离度较差, 且峰位偏后,不利于准确定位; 而

图 2 麦冬 5个特征峰质谱图

Fig 2 Them ass spectra of the five characterist ic peaks ofOph iopog on

japonicu s

以槲皮素 (44144 m in)为内标参照物测定, 在相同的

色谱条件下,槲皮素与麦冬药材中各成分有较好的

分离,且峰位居中, 因此, 采用以槲皮素作为内标参

照物的内标法进行测定。

31112 共有指纹峰的标定及特征图谱的建立
按 / 2110项下条件测定 24批样品的色谱图,用

国家药典委员会中药指纹图谱相似度评价系统

2004( A版 )进行分析, 结果有 36个峰是所有样品共

有的峰,综合共有峰和对照峰的信息,确定了四川盆

地麦冬种质资源的特征图谱 (图 3)。

图 3 四川盆地麦冬种质资源标准 HPLC特征图谱

F ig 3 The H PLC standard specific chrom atogram s of Ophiopogon ja-

pon icu s in S ichuan basin

整个图谱可分为 3个部分: 保留时间 3 ~ 25

m in,出现 16个色谱峰, 其主要特征峰 2, 4, 7, 9, 11,

12, 14, 16在此区域; 保留时间 25~ 65 m in, 出现 15

个色谱峰,其主要特征峰 17, 23, 29, 30, 31及内标物

槲皮素 ( 44143 m in)在此区域; 保留时间 65 ~ 85

m in,出现 5个色谱峰, 其主要色谱峰甲基麦冬黄烷

酮 A ( 67149 m in)、甲基麦冬黄烷酮 B ( 68136m in)、

大黄酚 ( 70163m in)、麦冬黄烷酮 A ( 73195 m in)、麦
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冬黄烷酮 B ( 74151m in)在此区域。

312 各产区药材特征图谱相似度评价
31211 共有特征峰相对峰面积及相对保留时间分
析  根据 5中药注射剂指纹图谱研究的技术要求

(暂行 ) 6[ 2]
, 以参照峰 ( S)的相对保留时间和相对

峰面积为 1,计算 24批四川盆地麦冬种质资源特征

图谱中 36个共有特征峰的相对保留时间和相对峰

面积,并计算其 RSD (表 2)。

表 2 四川盆地麦冬种质资源共有峰指纹谱
Tab 2 The param eters of comm on peaks ofOph iopogon japon icu s in S ichuan Basin

峰号

( N o. )

保留时间

( retent ion

time)

相对保留时间

( rela tive retent ion

time)

峰面积

( peak

area )

相对峰面积

( re lat ive

peak area)

RSD /%

保留时间

( reten tion tim e)

峰面积

( peak area)

1 4126 011 153152 0114 0165 531 0

2 6132 0114 1020193 0196 0124 511 1

3 6178 0115 42102 0104 0164 701 8

4 8123 0119 193180 0118 0128 811 6

5 11136 0126 95197 0109 0115 851 0

6 11198 0127 118153 0111 0131 571 8

7 13111 013 352176 0124 0120 551 4

8 13165 0131 61197 0106 0147 841 0

9 16126 0137 199152 0119 0125 781 7

10 17161 014 109197 0110 0121 781 1

11 18138 0141 201192 0119 0132 461 5

12 19128 0143 264144 0125 0142 991 5

13 19176 0144 117107 0111 0111 501 0

14 20158 0146 192133 0118 0117 721 4

15 22168 0151 149106 0114 0121 501 7

16 2316 0153 218163 0121 0115 941 6

17 25152 0157 511172 0148 0116 501 5

18 2717 0162 45143 0104 0110 671 2

19 28151 0164 37126 0104 0108 701 9

20 30158 0169 66143 0106 0127 731 1

21 32164 0173 39134 0104 0110 541 5

22 37101 0183 37198 0104 0117 721 5

23 40125 0191 167124 0116 0118 401 0

24 43139 0198 101171 0110 0104 491 9

S 44143 1 1063132 1100 0100 01 83

25 47121 1106 50154 0105 0114 811 7

26 49107 111 43176 0104 0102 371 8

27 49197 1112 48177 0105 0103 351 7

28 50192 1115 92122 0109 0105 511 6

29 52148 1118 26157 0102 0112 501 9

30 5916 1134 45166 0104 0112 561 3

31 62115 114 96108 0109 0106 691 9

32 67149 1152 801115 0175 0103 631 4

33 68136 1154 498159 0147 0103 791 3

34 70163 1163 75193 0107 0105 441 3

35 73195 1167 667188 0163 0108 711 6

36 74151 1172 34177 0103 0105 951 2

31212 相似度评价  采用国家药典委员会中药指

纹图谱相似度评价系统 2004( A版 )对上述批次麦

冬的指纹图谱进行了相似度分析, 以麦冬道地产区

绵阳三台所产的 14号样品为参照图谱,以相关系数

(中位数 )代表其相似度, 确定比较窗口范围值为

1% ,得 24批四川盆地麦冬种质资源的相似度分别
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为: 01907, 01944, 01952, 01935, 01900, 01945,
01904, 01928, 01911, 01909, 01923, 01903, 01918,
01946, 01906, 01906, 01900, 01928, 01943, 01905,
01901, 01934, 01951, 01931, 其 HPLC指纹图谱叠加

图如图 4所示。由表 2可知, 24批不同产区野生麦

冬资源间, 其 36个共有峰保留时间的 RSD均小于

3%, 各批次麦冬样品特征图谱与系统程序生成的对

照特征图谱间的相似度均达到 90%以上, 未发现离

群样本,同时, 以槲皮素峰面积为参照指标, 其峰面

积的 RSD为 0183%, 说明该方法测定的结果准确、

精密度高、重现性好,所制定的川麦冬指纹图谱具有

可靠性,符合国家食品药品监督管理局对中药指纹

图谱相似度的要求。

图 4 24批四川盆地麦冬种质资源 HPLC指纹图谱叠加图

Fig 4 The m atched chrom atogram s of 24 patches of Ophiopogon ja-

pon icus in S ichuan basin

1~ 24.样品 ( sam p les)  25.对照品 ( reference sub stance)

31213 系统聚类分析  根据不同资源麦冬样品的

相对峰面积信息,采用欧式距离,组间联接聚类法对

24个麦冬资源样品进行系统聚类分析 (详见图 5 ),

由图 5可知,当临界值 T > 5时, 24个麦冬样品被分

为 2大类,其中,来自道地产区绵阳三台县的不同株

型麦冬 14和 15号样品被划为一类, 其余样品被划

为另一类;当临界值 T < 5时, 第二大类继续被划分

为若干小类, 其中可以比较明显地看出 1, 16, 9, 22

号样品被划为性质相近的一类, 11, 5, 10, 12号样品

被划为另外一类,其余性质相近的 14个样品被划为

一类。

4 讨论

本试验搜集了四川盆地不同产区野生麦冬资

源, 建立了四川盆地麦冬种质资源甲醇提取部位的

HPLC特征图谱,标定了甲基麦冬黄烷酮 A、甲基麦

冬黄烷酮 B、大黄酚、麦冬黄烷酮 A、麦冬黄烷酮 B

等 5种麦冬黄酮类成分, 反映了四川盆地麦冬种质

资源的化学成分及其相对含量的比例,既可用于定

性鉴别,也可用于定量分析, 亦为科学客观地鉴定、

图 5 麦冬种质资源 HPLC图谱信息聚类分析图

F ig 5  R esults of the h ierarch ical clu stering ana lysis of

H PLC in form ations for the samp les ofOph iopog on japon icus

1~ 24.样品 ( samp les)

评价、控制川产麦冬质量提供了一定参考。

从药材整体色谱图入手,选取特征峰,并大致判

断其峰位和比例关系, 构成该药材特有的色谱指纹

图谱全貌,可以为药材质量的分析与控制提供可靠

的依据,这比以单一化学对照品作为鉴别标准全面

得多。 24批不同产区野生麦冬资源间,其峰群的整

体图貌基本一致, 但共有峰峰面积的 RSD均较大

( 35169% ~ 99150% ),说明四川盆地不同产区麦冬

种质资源丰富,由于产地的不同,各成分含量的相对

比值有所不同,为鉴别区分不同来源的药材提供了

科学的依据,亦可从中筛选优质野生麦冬资源,为麦

冬质量控制及种植、开发利用提供参考。

国家药典委员会推荐使用的中药指纹图谱相似

度评价软件,其原理采用夹角余弦作为相似度的评

价指标,能准确地反映中药化学成分分布比例的相

似性而不具有任何定量评价功能, 其受大指纹峰影

响严重,存在大峰严重掩蔽小峰缺陷无定量评价功

能;应用 SPSS软件,对样品色谱图中特征峰信息采

用相对峰面积矩阵进行定量分析, 能够从宏观上准

确地反映中药多元指纹化学成分整体含量情况,解

决不同样品的化学成分总体含量差异的评判问题。

本试验在使用中药色谱指纹图谱相似度评价软件作

相似度评价分析的同时,结合使用 SPSS软件作聚类

分析,不仅仅对样品进行了定性评价,而且进行了定

量分析,阐述全定性相似度和全定量相似度质控体

系是利用色谱指纹图谱技术控制中药和植物药质量

的切合实际的合理方法
[ 3]
。

根据川产道地麦冬的外观株型可将其分为直立

型和匍匐型两类,现在,在道地产区实际生产中,由

于直立型麦冬便于栽培且颗粒较大、外观品质较优,
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药农大多选择直立型麦冬作为栽培品种,试验以麦

冬道地产区绵阳三台所产的直立型麦冬样品 ( S14)

为参照图谱计算相似度, 由聚类分析图可以看出, 2

个不同株型麦冬样品被划为性质最接近的一类, 这

说明,不同株型麦冬的化学成分基本一致,其也在一

定程度上验证了聚类分析的可靠性。

试验对索氏提取法、超声波振荡法、热回流提取

法 3种方法进行了考察, 结果发现,索氏提取法所得

图谱的色谱峰最多、峰形最好;在对供试品溶液进行

指纹图谱条件探索时, 参考了陈有根
[ 4]
等测定麦冬

块根黄酮类成分,考察了 298, 280, 305 nm等不同波

长下的色谱图,发现, 在 280 nm检测波长下检测色

谱峰最多,麦冬中高异黄酮类成分在此波长下多有

最大吸收,分离度可以达到指纹图谱要求,因此选择

280 nm为检测波长。

在本试验中,采用了内标法进行图谱定位测定,

该方法具有色谱条件对结果影响不大, 准确度、精度

较高等优点,但是其对加入的内标物质的分离要求

更高,即它应该与其他色谱峰有较好的分离,且出峰

的位置不能靠前, 也不能靠后,而应居中,因为在色

谱分析的整个过程中,尽管所有的条件都是受控的,

但难免会有波动,如果参照峰太靠前或太偏后,则会

降低试验的精度, 也即影响相对保留值的精度。采

用峰位居中的参照峰可以减少波动性而增加相对保

留值的可比性
[ 5 ]
。本试验以同为黄酮类成分的槲

皮素作为内标参照物, 其峰位居中、分离度好, 且来

源稳定 (由中国药品生物制品检定所提供 ), 此方法

简便、准确、重现性好,较外标法具有更大的优势。
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