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　　肿节风为金栗兰科植物草珊瑚 Sarcandra glabra

Thunb.的全草 ,又名九节茶、接骨木等 ,生于山坡林

间阴湿处 ,分布于华东、中南以及西南各省区 ,习惯

以全株入药 ,具有消炎、清热、解毒和疏筋活血等作

用[1] 。其制剂化学成分的定性定量分析已有报

道[2] 。《中国药典》2000年版一部对肿节风的质量

控制是采用 HPLC测定其中异嗪皮啶的含量[3] 。众

所周知 ,单一指标性成分的含量测定往往难以反映

中药整体质量 ,而指纹图谱具有整体性特点 ,能较全

面反映中药品质 ,现已成为中药质量评价和控制研

究的热点之一[427]。本研究采用 HPLC方法 ,建立了

肿节风药材的指纹图谱 ,并比较了不同来源肿节风

HPLC指纹图谱的差异 ,为从整体上控制肿节风药材

质量提供了实验依据。

1　仪器与试剂

Agilent1100 型高效液相色谱仪 ,配置四元梯度

泵、在线脱气机、自动进样器、柱温箱、DAD检测器、

ChemStation控制系统。Waters2695 高效液相色谱

仪 ,配Waters2996PAD 检测器。

药材共 14 批 ,从产地采集 ,见表 1。异嗪皮啶

对照品 (中国药品生物制品检定所 ,纯度 >98% ) 。

甲醇、乙腈 (色谱纯 ,MERCK公司) ,其他试剂为分析

纯 ,水为纯净水。

2　实验方法

2. 1　供试品溶液的制备

精密称取粉碎后的肿节风样品 2.0g, 用水回流

提取 2次 ,每次 2h, 第 1次加水 20mL, 第 2次加水

16mL, 过滤后合并滤液 ,浓缩后定容至 25mL, 用微

孔滤膜过滤后供 HPLC分析。每份药材样品平行制

备 3份供试品溶液。
表 1　药材来源

样品号 产地 采收季节 种植方式

1 江西安远　　 秋季 野生

2 江西安远　　 春季 栽培

3 江西安远　　 春季 栽培

4 广东帽峰山　 秋季 野生

5 广东龙潭水库 夏季 野生

6 广东龙潭水库 秋季 野生

7 广东韶关　　 秋季 野生

8 广东韶关　　 秋季 野生

9 广东肇庆　　 秋季 野生

10 广东韶关　　 秋季 野生

11 广东蒙山　　 秋季 野生

12 广东连州　　 秋季 野生

13 广东韶关　　 秋季 野生

14 广东韶关　　 秋季 野生

2. 2　参照物溶液的配制

　　精密称取异嗪皮啶对照品适量 ,配成浓度为

2.5mg ·L -1的水溶液 ,避光保存 ,作为参照物溶液。

2. 3　色谱条件的优化

2. 3. 1　流动相的确定　尝试了多种流动相体系 ,如

甲醇2水体系 ,甲醇2水2磷酸体系 ,甲醇2水2醋酸体
系 ,结果表明 ,甲醇2醋酸2水体系分离效果较好。分
析时采用梯度洗脱 ,A 相为甲醇 +0.1% 醋酸 ,B 相

为 0.1% 醋酸水溶液 ,经比较多种梯度条件 ,最后确

定梯度程序为 :0～5min, 保持 18%A;5 ～10min, 线

性梯度至 23%A;10 ～62min, 线性梯度至 54.5%A,

洗脱时间为 62min 。每次运行结束后以初始流动相

平衡色谱柱 20min, 以保证出峰情况稳定。在此条

件下 ,各色谱峰分离度好 ,保留时间适中。

2. 3. 2　不同仪器以及色谱柱的比较 　比较了 Agi2
lent1100 和Waters26952 台仪器 ,AgilentHypersilODS

(4.0mm ×250mm,5 μm) ,汉邦 C18 (4.0mm ×250

mm,5μm) ,AgilentZorbaxSB2C18 (4.0mm ×250mm,5

μm) ,AgilentZorbaxSB2C18 (4.0mm ×150mm,5 μm) 4
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种色谱柱。在 2 台仪器上均分离良好 ,最后选用

Agilent1100。短柱的分离情况不如长柱 ,长柱中又

以 AgilentHypersilODS (4.0mm ×250mm,5 μm)的分

离效果最好 ,故选用此柱。

2. 3. 3　检测波长、柱温和流速的确定　采用二极管

阵列检测器 ,得到 190～800nm 各波长下的色谱图 ,

最后选定 340nm 作为检测波长。此波长下 ,色谱峰

分离情况良好 ,各组分均有较大吸收 ,可以尽可能多

地反映样品化学成分信息。

对柱温 30,35,40 ℃和流速 1,0.8,0.5mL ·

min -1进行了考察 ,最后选定 40 ℃和 0.5mL ·min -1 。

此条件下柱压相对较低 ,分离情况良好。

在上述优化确定的色谱条件下 ,进样 10μL, 记

录 62min 的色谱图。典型的肿节风 HPLC色谱指纹

图谱和参照物的色谱图见图 1和图 2。

图 1　异嗪皮啶参照物色谱图

M. 异嗪皮啶

2. 4　方法学研究

在以下方法学研究中 ,均将供试品色谱图中与

参照物对应的色谱峰峰面积设为 1, 计算其余各色

谱峰的峰面积比值。

2. 4. 1　精密度试验　取同一批供试品溶液 ,连续进

样 5次 ,检测指纹图谱 ,计算各主要色谱峰面积比值

的 RSD,结果表明各色谱峰的峰面积比值较稳定 ,

RSD均在 2%以内 ,符合指纹图谱分析要求。

2. 4. 2 　稳定性试验 　取同一供试品溶液 ,每间隔

24h 进样 1次。结果表明 ,各色谱峰的峰面积比值

变异较小 ,RSD均在 1.4% 以内 ,表明供试品溶液在

1周内稳定。

2. 4. 3　重现性试验　取同一批供试品 5份 ,按供试

品溶液的制备方法 ,分别制成供试品溶液进行分析。

结果表明 ,各色谱峰的峰面积比值较稳定 ,RSD均在

2.2% 以内 ,指纹图谱分析重现性良好。

3　结果与讨论

3. 1　指纹图谱及共有峰的标记

在上述条件下分析 7批肿节风药材 ,从得到的

色谱图看 ,不同来源的肿节风 HPLC指纹图谱总体

上相似 ,其中有 7个色谱峰为不同产地、不同采收季

节肿节风药材所共有 ,可以作为肿节风药材的共有

指纹峰 (见图 2) 。

图 2　肿节风药材指纹图谱

3. 2　不同来源药材指纹图谱比较

使用本实验室自编的“中药指纹图谱计算机辅

助相似度计算软件”评价不同样品指纹图谱相似性 ,

比较时以M峰作为Marker峰 ,其他峰与之相比得到

相对峰面积 ,然后用夹角余弦法评价相似度。同批

药材平行测定 3份 ,得到的指纹图谱相似性良好 ,绝

大多数接近 1,少数在 0.98 ～1, 显示了提取工艺和

分析方法的稳定性和可靠性。不同产地 ,不同采收

季节 ,人工栽培和野生品种之间 ,指纹图谱的相似度

在 0.75 和 1之间 ,表明各样本之间存在一定差异。

直观比较液相色谱指纹图谱 ,可以看出 ,不同产

地的肿节风出峰情况 (图 3)比较相似 ,峰号为 1,2,3

的 3个峰的峰比例接近 ,但是M峰和 6,7 号峰的峰

比例差异比较大。广东产与江西产肿节风指纹图谱

之间的相似度为 0.83, 显示了不同产地肿节风之间

的内在差异。

图 3　不同产地肿节风 HPLC指纹图谱比较

A.广东 ;B.江西

　　同样 ,从相同产地不同季节的肿节风色谱指纹

图谱 (图 4)中可以看出 ,春季产肿节风的 M峰所占

峰比例明显较大 ,而秋季产肿节风的 7号峰含量较

高 ,峰号为 2,3,4 的 3个峰的峰比例也有差异 ,而M

峰、6号峰和 7 号峰的峰比例差异更大。春季与秋

季药材指纹图谱之间的相似度为 0.72 。可见 ,即使

是相同的产地 ,由于采收季节的不同 ,肿节风的化学

成分含量也是不同的。
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图 4　相同产地不同季节肿节风 HPLC指纹图谱比较

A.秋季 ;B.春季

　　野生品和人工栽培品的指纹图谱 (图 5)相比 ,

2,3,4 号峰基本接近 ,但是 M峰和 7 号峰之间仍有

较大的差异 ,两者的相似度为 0.88 。

图 5　人工栽培和野生肿节风 HPLC指纹图谱比较

A.野生 ;B.人工栽培

　　通过上面相似度计算的比较和色谱指纹图谱的

直观比较 ,可以看出 ,不同产地、不同季节、野生与人

工栽培之间存在一定的差异。直观比较和用相似度

计算比较的结果基本一致 ,但是直观比较只有一个

感性认识 ,没有定量意义 ,而用相似度计算的方法评

价药材的差异 ,能够相对确切地了解差异的程度。

为了解决指纹图谱是否真正反映质量这一重要问

题 ,在进行指纹图谱评价的同时 ,最好同时进行药效

学试验 ,揭示指纹图谱与药效之间的相关性 ,这就能

为选择最佳的生产原料提供指导 ,并且为今后利用

指纹图谱分析技术控制药材的质量提供依据。

3. 3　肿节风药材不同部位的 HPLC指纹图谱比较

药材不同部位因其成分的差异和含量的不同而

有不尽相同的药效 ,所以 ,研究肿节风不同部位的

HPLC指纹图谱有重要意义。作者将肿节风药材分

为根、茎、叶、全草、地上部分 5个部位进行了指纹图

谱分析 ,结果见图 6, 由图中可以看出 ,根的指纹图

谱中 7个共有峰的含量均比较低 ,参照峰M所占的

　

比例却很高 ;叶的指纹图谱中 7号色谱峰明显比较

高 ,而且其他几个峰也比其他部位相应组分色谱峰

的含量高 ,而 M峰则显得相对较小 ;全草和地上部

分指纹图谱的差异较小 ,和茎基本相似。用相似度

计算软件比较各个部位指纹图谱 ,以地上部分指纹

图谱为对照 ,结果全草的相似度为 0.99, 茎为 0.98,

叶为 0.97, 根为 0.76 。

图 6　不同部位的肿节风 HPLC指纹图谱比较

A.地上部分 ;B.根 ;C.茎 ;D.全草 ;E. 叶

4　结论

本研究采用 HPLC色谱法 ,建立了肿节风的指

纹图谱分析方法 ,该方法稳定、可靠 ,重现性好。采

用所建立的分析方法研究不同来源的肿节风以及肿

节风各部位的指纹图谱 ,结果显示不同来源的药材

指纹图谱存在较大差异 ,肿节风各部位的指纹图谱

也明显不同 ,该方法为从整体上控制肿节风药材质

量提供了实验依据。
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