
3 讨论

3． 1 本实验比较了甲醇、50%甲醇、乙醇 3 种提取

溶剂，索氏、回流、超声 3 种提取方法，结果甲醇超声

提取 30 min 即可提取完全，操作简便。
3． 2 本实验比较了甲醇-水系统、乙腈-水系统、乙

腈-甲酸-水系统、乙腈-磷酸-水系统、乙腈-醋酸铵-水
系统的洗脱效果，结果在乙腈-水洗脱条件下，主要

峰分离度较好; 另外还对多个不同的洗脱梯度进行

了比较，确定了最佳洗脱条件。比较了 Diamonsil
C18柱、Agilent Zorbax Extend-C18柱和依利特 Hypersil
ODS2 柱的分离效果，结果依利特 Hypersil ODS2 色

谱柱分离效果最佳。
3． 3 本实验通过对不同产地 13 批白鲜皮药材指纹

图谱的研究，建立了白鲜皮对照指纹图谱，共标定出

11 个共有峰。各共有峰相对保留时间 RSD 小于

1%，而相对峰面积 RSD 差异较大，最高达 63． 7%，

且各批白鲜皮样品与共有模式的相似度均在 0． 9 以

上，由此可以认为不同批次药材中主要化学成分组

成相似，但相对比例有明显差异，可能因为白鲜皮生

产过程中受到土壤、气候等环境因素以及采收加工

过程中诸多因素的影响。白鲜皮分布广泛，要满足

对其全面的质量管理，尚需进行大量样本分析和性

能比较研究。
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摘要: 目的 建立天麻药材的指纹图谱质量分析方法。方法 采用高效液相色谱法，对所收集的 10 批天麻药材样品甲

醇提取液进行了指纹图谱的测定。C18色谱柱( 4． 6 mm × 200 mm，5 μm) ，流动相为 0． 1%磷酸水溶液 － 0． 1%磷酸甲醇溶

液非线性梯度洗脱，体积流量为 1． 0 mL /min，检测波长为 226 nm，柱温 30 ℃。天麻素作对照品。结果 图谱中主要色

谱峰( 含 6 个共有峰) 均达到了基线分离，从相似度计算结果可知，梵净山仿野生天麻的指纹图谱与野生天麻的相似度均

大于 0． 90。而不同产地间的天麻药材样品相似度结果差异较大。结论 采用指纹图谱的相似度计算，可以较好地区分

不同产地的天麻药材。
关键词: 天麻; 指纹图谱; 高效液相色谱
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天麻为兰科植物天麻 Gastrodia elata Bl． 的干燥

块茎，为常用名贵中药，主产于四川、云南、贵州、陕
西等省，安徽省大别山区、皖南山区也有出产。天麻

具有平肝熄风功能，临床上用于头痛眩晕、肢体麻

木、癫痫抽搐等症。目前从天麻药材中分离得到的

化合物中，天麻素量最高，因此，天麻药材和其制剂

产品均以天麻素为指标［1-2］。但现代临床和药理研

究表明［3］，天麻制剂与天麻药材的功效是有很大区

别的; 也有实验证明［4］，香荚兰醇、天麻苷元以及天

麻中的酚性成分等都有生物活性。因此寻找一种全

面的质量控制标准对天麻药材进行控制是十分重要

的。指纹图谱是控制天然药物质量的有效方式之

一。另外，天麻野生资源由于人为过度采集和适宜

生态因子逐渐削弱而越来越少，远不能适应市场需

求，自 20 世纪 70 年代中期开始大面积栽培供药用，

目前天麻的栽培生产通常在庭院或林下、室内栽培，

采用室内或塑料大棚育种［5］。贵州省铜仁地区德

江、印江两县选择野生天麻分布相对集中的天麻原

生林地，建立了仿野生天麻栽培基地，即在天麻生长

的全过程几乎不改变天麻野生环境状态。为了尽快

推进中药特色经济，建立天麻 GAP 基地，保护天麻

种质资源，有必要对各产地天麻开展天麻质量的对

比研究［6］。本实验通过对收集的 10 个天麻药材样

品( 包括野生天麻及对照药材) 进行指纹图谱的研

究，以比较野生与栽培品种以及不同产地样品间的

差异。
1 实验材料

1． 1 仪器与试药 日本岛津 LC-20AD 高效液相色

谱仪( 具 LC-20AD 串联双泵，SPD-M20A 二极管阵

列检测器，CBM-20A 系统控制器，SIL-20A 自动进样

器，CTO-10ASvp 柱温箱，LCSolution 色谱工作站。色

谱柱: DIKMA C18 ( 4． 6 mm × 200 mm，5 μm，柱号

8023933) 。
AUW －120D 电子天平、AY-120 电子天平( 日

本岛津公司) ; DZ60 电热恒温真空干燥箱; TCQ-250
超声清洗器( 北京医疗设备二厂) 。

甲醇为色谱纯，水为超纯水，磷酸为分析纯。
天麻对照药材( 中国药品生物制品检定所，批

号 120944-200507) 。天麻素对照品( 中国药品生物

制品检定所，批号 110807-200205)

1． 2 天麻样品来源 见表 1。
表 1 天麻样品来源

Tab． 1 Gastrodiae Rhizome sample sources

样品号 药材产地

1 印江梵净山( 野生)

2 德江高山( 仿野生)

3 德江沙溪( 仿野生)

4 印江豆凑林( 仿野生)

5 德江天宇( 仿野生)

6 对照药材

7 毕节大方( 栽培)

8 湖北( 栽培)

9 安徽( 栽培)

10 云南( 栽培)

以上样品均经铜仁地区药品检验所工作人员鉴

定为兰科植物天麻 Gastrodia elata Bl． 的干燥块茎。
2 实验方法

2． 1 色谱分析条件 色谱柱: DIKMA C18 ( 4． 6 mm
× 200 mm，5 μm，柱号 8023933) ; 流动相: A 为0． 1%

磷酸水溶液，流动相 B 为 0． 1%磷酸甲醇溶液，二元

梯度分离( 梯度条件见表 2 ) ; 体积流量: 1 mL /min;

检测波长: 226 nm; 柱温: 30 ℃ ; 进样量: 20 μL。所

有成分在 60 min 内出峰。
表 2 梯度条件

Tab． 2 Gradient conditions

时间 A /% B /%
0 97 3
15 93 7
65 0 100
70 97 3

2． 2 供试品溶液的制备 取样品粉碎成粗粉，在

60 ℃减压干燥 1 h，粉碎，取粉末( 过五号筛) 约 0． 8
g，加 10 mL60%甲醇超声提取 1 h，静置 2 h，经 0． 45
μm 微孔滤膜滤过，取续滤液即得。
2． 3 空白试验 取制备供试品溶液所用 60%甲醇

为空白溶液，按上述色谱条件进样分析，结果表明:

保留时间位于 0 ～ 10 min 为空白溶剂峰。
2． 4 样品分析 精密吸取供试品溶液 20 μL，注入

液相色谱仪，按上述色谱条件进样分析。得到各样

品的 HPLC 图谱。见图 1、图 2。
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图 1 梵净山野生及仿野生天麻色谱图

1． 天麻素 s1． 印江梵净山 s2． 德江高山

s3． 德江沙溪 s4． 印江豆凑林 s5． 德江天宇

Fig． 1 The wild and pseudo-wild Gastrodiae Rhizoma of
Mt． Fanjing chromatograms

1． Gastrodin s1． Yingjiang Mt． Fanjing s2． Dejiang Gaoshan

s3． Dejiang Shaxi s4． Yinjiang Doucoulin s5． Dejiang Tianyu

图 2 天麻样品色谱图

1． 天麻素 s1． 印江梵净山 s2． 德江高山 s3． 德江沙溪 s4． 印江

豆凑林 s5． 德江天宇 s6． 对照药材 s7． 毕节大方 s8． 湖北 s9．

安徽 s10． 云南

Fig． 2 Gastrodiae Rhizoma sample chromatograms
1． Gastrodin s1． Yingjiang Mt． Fanjing s2． Dejiang Gaoshan s3． De-
jiang Shaxi s4． Yinjiang Doucoulin s5． Dejiang Tianyu s6． referene
herb s7． BijieDafang s8． Hubei s9． Anhui s10． Yunnan

3 实验结果

3． 1 方法学考察

3． 1． 1 稳定性实验 取同一份供试品溶液分别于

0、2、4、6、8、10、12、24h 等 8 个时间点进行检测，记

录色谱图中各色谱峰的保留时间和峰面积。直观观

察指纹图谱的全貌无明显变化，用相似度软件计算，

结果相似度均大于 0． 98，表明在此时间段内供试品

溶液的成分是稳定的。
3． 1． 2 精密度实验 取同一供试品溶液，连续进样

5 次，考察进样精密度，用相似度软件计算，结果相

似度均大于 0． 99，表明供试品进样精密度良好。
3． 1． 3 重现性实验 取同一批次样品 5 份，按 2． 2
项下方法制成供试品溶液，分别进样测定，用相似度

软件计算，结果相似度均大于 0． 99。表明本法测定

的重现性良好。
3． 2 指纹图谱标准的建立

3． 2． 1 参照图谱 本实验采用野生天麻样品为参

照物，所以在相似度计算时采用野生天麻样品指纹

图谱为参照图谱。并采用国家药典委员会编写的

“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2004A 版”计

算软件进行相似度测定，生成标准对照指纹图谱。
3． 2． 2 时间窗宽度 0． 10 min。
3． 2． 3 数据剪切 空白试验表明，0 ～ 10 min 为空

白溶剂峰，为避免对相似度结果的影响，将供试品指

纹图谱中 0 ～ 10 min 内的色谱峰予以剪切。
3． 2． 4 校正方式 由于该实验采用了梯度洗脱方

式，供试品指纹图谱中色谱峰的保留时间可能与对

照图谱中相应的色谱峰不一致，故采用多点匹配，以

中位法生成对照图谱。
3． 2． 5 指纹图谱相似度计算结果见表 3、表 4。
表 3 梵净山野生及仿野生天麻样品相似度计算结果

Tab． 3 The wild and pseuolo-wild Gastrodiae Rhizoma
samples of Mt． Fanjing similarity calculation re-
sults

编号 产地 相似度( 参照) 相似度( 对照)

1 印江梵净山( 野生) 1． 000 0． 952
2 德江高山( 仿野生) 0． 935 0． 984
3 德江沙溪( 仿野生) 0． 911 0． 944
4 印江豆凑林( 仿野生) 0． 964 0． 977
5 德江天宇( 仿野生) 0． 935 0． 984

表 4 所有天麻样品相似度计算结果

Tab． 4 All the Gastrodiae Rhizoma sample similarity calcu-
lation results

编号 产地 相似度( 参照) 相似度( 对照)

1 印江梵净山( 野生) 1． 000 0． 878
2 德江高山( 仿野生) 0． 832 0． 890
3 德江沙溪( 仿野生) 0． 909 0． 884
4 印江豆凑林( 仿野生) 0． 869 0． 880
5 德江天宇( 仿野生) 0． 832 0． 890
6 对照药材 0． 737 0． 854
7 毕节大方( 栽培) 0． 024 0． 025
8 湖北( 栽培) 0． 025 0． 025
9 安徽( 栽培) 0． 118 0． 087
10 云南( 栽培) 0． 089 0． 067

4 讨论

4． 1 检测波长的确定 曾选用 220、226、254、270
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nm 等波长检测并观察其色谱图，结果在 226 nm 处

各色谱峰均有较好的紫外吸收，色谱信息最为丰富。
因此，选择该波长为检测波长。
4． 2 流动相的选择 天麻药材所含成分复杂且极

性范围跨度很大，等度洗脱很难分离，故采用梯度洗

脱方式。酚类成分呈弱酸性，酸性缓冲系统比纯水

系统分离更优。分别比较了 0． 1%醋酸水系统［7］和

0． 1%磷酸水系统，发现两者的分离效果相近，考虑

到中国药典采用磷酸水系统测定天麻素量，故选择

磷酸水系统，最终确定 0． 1%磷酸水溶液 － 0． 1%磷

酸甲醇溶液为流动相。
4． 3 提取方法及溶剂的选择 提取方法曾选用方

法 1，取粉末 4 g，回流提取 1 h，定容，用 0． 45 μm 滤

膜滤过; 方法 2，取粉末 0． 8g，超声处理 1 h，静置 2
h，定容，用 0． 45 μm 滤膜滤过。提取溶剂曾分别采

用甲醇、60%甲醇、稀乙醇、水提取，经实验比较，采

用 60%甲醇为溶剂、方法 2 提取处理样品所得实验

效果最佳，并且处理方法操作简便、可行。
4． 4 记录时间的选择 按上述色谱条件，记录 60
min 后，保持流动相比例不变继续 45 min 色谱图

( 即记录 105 min 指纹图谱) ，经与空白色谱图比较，

保留时间 60 ～ 105 min 内为空白溶剂峰，故确定分

析时间为 60 min。
4． 5 从相似度计算结果来看，铜仁地区德江、印江

两县选择野生天麻分布相对集中的天麻原生林地进

行栽培的仿野生天麻，由于其生长环境与野生天麻

较为接近，其指纹图谱与野生天麻的相似度均大于

0． 90。
4． 6 从以野生天麻指纹图谱作为参照图谱得到的

各个产地样品图谱的相似度结果来看，所收集的 10
个天麻药材( 包括对照药材) ，由于其产地、生长年

限、采收季节、加工工艺等影响天麻药材内在质量的

因素都无法明确，所得到的指纹图谱所表达的信息，

仅代表天麻药材商品的整体情况，故而 10 个样品的

相似度计算结果差异较大，1 ～ 6 号样在为 1． 000 ～
0． 737( 参照) 和 0． 878 ～ 0． 854 ( 对照) ，而 7 ～ 10 号

样为 0． 024 ～ 0． 118 ( 参照) 和 0． 025 ～ 0． 087 ( 对

照) 。本实验还同时对上述样品按中国药典方法进

行了定量测定，从天麻素测定结果来看，除云南产天

麻样品外，其余样品的天麻素量均远高于药典标准，

因而进一步说明了天麻药材所含成分复杂，光以天

麻素为质量控制指标无法反映其质量优劣，因此，研

究天麻药材中其它成分的变化情况为天麻药理学研

究和最大化利用提供科学依据，同时寻找一种全面

的质量控制标准对天麻药材进行控制是十分重要

的。采用指纹图谱的相似度计算，可以较好地区分

不同产地的天麻药材( 见表 4) 。现阶段，中药的有

效成分大多尚未明确，中药指纹图谱的整体性和模

糊性正好符合中药质量控制的整体性要求，较单一

成分或指标成分的质量控制方法更科学、合理［8］但

在中药指纹图谱中，可能还含有很多未知化合物的

信息，该对它们作如何处理，仍是一个尚待研究的问

题。
4． 7 另外，根据对天麻素测定结果的分析，野生天

麻的天麻素量高于药典标准，但个体差异较大，这可

能与采挖的野生天麻 60%以上是抽苔开花营养被

消耗的春麻有关。而仿野生天麻是选择野生天麻分

布相对集中的天麻原生林地进行栽培，并且是在其

质量最佳时期采挖，所含天麻素的量均远高于药典

标准。由于野生资源的匮乏，野生天麻完全不能满

足市场的需求，因此，建立符合国家 GAP 规范要求

的天麻栽培基地来满足市场的需求是切实可行的。
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