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摘要  目的:发展中药白花蛇舌草强极性组分的超高效液相色谱 ( UPLC)特征图谱 ,进一步加强中药材的质量控制。方法: 建

立不同产地白花蛇舌草及其伪品水线草中强极性组分的 UPLC亲水模式分析方法,并对其特征图谱进行相似度考察和主成分

分析。结果:强极性化合物特征图谱增加了中药材特征图谱的信息量,该组分特征图谱同非强极性组分特征图谱一样具有地

域性。结论:强极性组分特征图谱和非强极性组分特征图谱共同应用,有利于提高中药材质量控制的水平。
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Abstract Objective: To deve lop the ultra- perform ance liqu id chrom atography ( UPLC ) specific chrom atogram s

basing on strong hydroph ilic com ponents inH edyo tis diffusa W illd. in hydroph ilic interaction chrom atography (H IL-

IC) m ode, and to invest igate them ore advantages w hen specif ic chrom atog ram s analyzed of strong and m ild hydro-

ph ilic com ponentsw ere together used for the qua lity contro l o fH edyotis d iffusa than that onlyw ith the to tal extrac.t

Methods: An UPLC m ethod w as estab lished in hydroph ilic interaction chrom a tography m ode fo r the analysis o f the

strong hydroph ilic com ponents inH edyotis d iffusa and its subst itutes from different places. TheUPLC specific chro-

m atog ram s w as analyzed by the sim ilarity and princ ip le com ponent analysis m ethods. Results: The spec ific chrom a-t

ogram s o f strong hydrophilic com ponents greatly increased the specific chrom atog ram s info rm ation. It can be app lied

to d istingu ishH edyotis diffusa from different places and its substitutes. Conclusion: The com binat ive spec ific chro-

m atog ram s ana lyses o f strong hydroph ilic com ponents w ith m ild hydroph ilic com ponen ts can obviously im prove the

quality contro l level of trad it iona lCh inese m edic ines.

Key words:H edyo tis d iffusaW illd.; UPLC, strong hydroph ilic com ponents; specif ic chrom atog ram s

  近年来,着重于从整体上进行质量控制的特征

图谱技术得到了广泛的关注和应用, 并已被国际认

可。中药化学特征图谱目前最常用的是色谱特征图

谱。其主要集中于中药中等极性或弱极性化合物的

研究,而对其中大量存在的强极性组分的研究严重

缺乏,强极性组分的分析目前仍是研究难题。但传

统中药多采用水煎的方法提取,其中大部分成分为

强极性化合物。因此, 研究中药强极性化合物特征

图谱对中药的质量控制十分重要。

HPLC
[ 1, 2 ]
及其联用技术

[ 3 ]
已广泛应用于中药

材的质量控制。而 UPLC特征图谱应用较少, L i等

人用 UPLC特征图谱质量控制方法对不同产地丹参
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中的亲水性和亲脂性组分同时进行了研究
[ 4]
。近

期 Liang研究小组
[ 5 ]
首次利用亲水作用色谱对丹参

中强极性化合物特征图谱进行了研究。目前, 中药

白花蛇舌草的色谱特征图谱研究很少
[ 6 ]

,而且未见

UPLC特征图谱, 尤其是对强极性组分特征图谱研

究的报道。

本论文以 12种不同产地白花蛇舌草及其代用

品水线草为研究对象,重点是发展白花蛇舌草强极

性组分特征图谱的研究方法; 目的是考察富集后的

不同极性化合物特征图谱较总提物特征图谱在药材

质量控制方面的优势。

1 仪器试剂与材料

UPLC色谱仪 (W aters公司,美国 ) ;乙腈 (色谱

纯 )购自英国 F isher Sc ientific公司,甲酸 (色谱纯 )

购自美国 A cros Co. L id. 公司, 实验用水为 M illi- Q

水 (M illipore, B illerica, MA,美国 )。其他试剂均为分

析纯。

白花蛇舌草 12份不同产地的原药材及其混淆

品水线草的编号、来源及其拉丁名等见表 1。

表 1 样品来源
Tab 1 Sources of samp les

编号

( No. )

名称

( sam ple nam e)

拉丁名

( L atin nam e)

来源

( sources)

HD01 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 湖南衡东 ( H engdong, H unan)

HD02 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 湖南郡阳 (家种 ) [ Junyang, H unan ( dom estic) ]

HD03 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 河南确山 (家种 ) [ Queshan, H enan ( dom est ic) ]

HD04 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 湖南衡阳 (野生 ) [ H engyang, H unan ( w ild) ]

HD05 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 河南汝南 (家种 ) [ Runan, H enan( dom estic) ]

HD06 小花白花蛇舌草 - 安徽岳西 ( Y uex ,i Anhui)

HD07 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 河南确山 ( Q ueshan, H enan)

HD08 白花蛇舌草 H edyo tis diffusa W illd. 湖南 (野生 ) [ H unan( w ild) ]

HD09 水线草 H. corymbosa ( L. ) Lam. 江苏徐州 ( X uzhou, Jiangsu)

HD10 水线草 H. corymbosa ( L. ) Lam. 江苏吴江 ( Wujiang, Jiangsu)

HD11 水线草 H. corymbosa ( L. ) Lam. 江苏常州 ( Changzhou, Jiangsu)

HD12 白花蛇舌草对照药材 H edyo tis diffusa W illd. 中国药品生物制品检定所 ( N ationa l Institute for the Control o f

Pha rm aceutical and Bio log ica l Produc ts)

2 样品制备

精确称取白花蛇舌草 (全草 )原药材的干燥粉

末 110 g,回流提取 2次,每次 1 h。第 1次用 20 mL

水提取, 第 2次用 70%的甲醇 20 mL提取, 合并提

取液,减压浓缩至干, 用 2 mL水溶解, 取其中 1 mL

水溶液加入乙腈使乙腈浓度达 70%, 冰箱放置过

夜, 残渣用 70%甲醇 2 mL溶解, 作为白花蛇舌草强

极性组分特征图谱研究的样品。

3 色谱条件

色谱柱: ACQU ITY UPLC
TM

H ILIC ( 211 mm @

100 mm, 117 Lm );流动相: 95%乙腈水 (含 10 mm o l

醋酸铵 ) ( A )和水 ( B ) ; 流速: 0125 mL# m in
- 1

; 柱

温: 25 e ;检测波长: 254 nm; 梯度洗脱条件: 100%

A起始, 20 m in内降至 88% A, 然后在 15 m in内降

至 80% A。

4 数据处理软件

相似度分析采用中南大学的计算机辅助相似度

评价系统软件; 主成分 ( PCA )分析用 SIMCA - P

1115 Dem o软件。

5 结果与讨论

511 强极性组分分析方法的建立  选取具有代表

性的 H D07药材的强极性组分样品作为该组分分析

方法建立的对象。该样品在反相色谱模式下尽管流

动相乙腈起始浓度只有 3%, 并在此浓度下保持了 3

m in,但其大部分色谱峰保留时间 < 5 m in。其色谱

图见图 1- A (分析条件: 乙腈 (A )和 011%甲酸水

( B ), 3% A起始, 保持 3 m in, 10 m in内升至 15%

A, 然后在 10 m in内升至 30% A,最后在 7 m in内升

至 95% A,并保持 2 m in。) ,故需要改用其他的分析

模式。因此,本节选用了亲水模式的分析方法,为该

类组分的分析提供了可能, 并对其分析条件进行了

优化,其分析色谱图见图 1- B (分析条件同项 3)。

512 方法学考察  选取 HD04的强极性组分供试

样品作为方法精密度和稳定性考察, 选取 HD04组

分的 5个平行样品作为方法重复性考察。在连续进

样 5次后 9个共有峰的 RRT和 RPA的 RSD分别小

于 114%和 417%; 在 0, 2, 4, 12, 24 h的时间间隔

内, 9个共有峰的 RRT 和 RPA的 RSD分别小于
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图 1 强极性组分反相模式下的色谱图 ( A)和亲水作用模式下

的色谱图 ( B )

F ig 1 The ch rom atogram s of strong hydroph ilic com ponen ts in re-

verse phasem od e (A ) , and in hyd roph ilic interact ion mode ( B )

117%和 913% ; 而 5个平行样品中 9个共有峰的

RRT和 RPA的 RSD分别小于 117%和 1012% (以

上均以峰 6为参考峰 )。由于亲水作用色谱尤其是

H ILIC Si柱稳定性较差一些, 故该方法的精密度、稳

定性和重复性的 RSD较大些,但仍可以接受。

513 相似度分析  利用相关系数和夹角余弦 2种

算法只以对照药材的特征图谱作为参考特征图谱计

算了 12个样品强极性组分特征图谱的相似度,结果

见表 2。从表 2看, 各个药材之间强极性组分的差

别相对较小,相似度集中于 0145~ 0178(相关系数 )

和 0167~ 0191之间 (夹角余弦 ) ; 而且白花蛇舌草

及其代用品之间没有明显的差别。强极性组分典型

特征图谱见图 2。

表 2 不同产地药材强极性组分

特征图谱的相似度分析

Tab 2 The sim ilarities of the samples collected

in different locations

编号

( No. )

相似度 ( s im ilarit ies)

相关系数

( correlat ive coeff icient)

夹角余弦

( cornu cosin e)

HD01 017746 019077

HD02 015670 018230

HD03 015848 018027

HD04 015077 018088

HD05 015843 018271

HD06 014554 016712

HD07 016300 018396

HD08 014976 017842

HD09 015262 018084

HD10 015013 017825

HD11 015004 017994

HD12 11000 11000

图 2 代表性白花蛇舌草及其伪品中强极性组分的亲水作用

色谱特征图谱

F ig 2 Rep resen tive UPLC specific chrom atogram s of th e s trong hy-

droph ilic com pon ents from H edyotis d iffusa and its subs titu te

A. HD07 B. HD04 C. HD09

514 主成分分析  利用 PCA分析进一步考察了各

药材强极性组分之间的差异,对 12个药材 9个共有

峰进行了 PCA分析 (图 3)。结果发现,对于该类组

分来说, HD06样品和河南产药材 ( HD03, H D05,

HD07)聚为了一类, 这可能是由于安徽和河南两地

地域相近,差异较小的原因;其他药材的聚类效果不

变。因此,对于中药材的强极性组分来说,不同产地

不同种类的药材也具有一定的聚类效果。

图 3 强极性组分的 PCA分析二维投影图

F ig 3 PCA p lot of the strong hyd roph ilic com ponen ts from H.

d if fusa and its sub stitutes

6 结论
本文发展了白花蛇舌草强极性化合物亲水作用

模式的 UPLC特征图谱。实验表明, 强极性化合物

特征图谱增加了中药材特征图谱的信息量, 其和非
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强极性化合物特征图谱共同应用, 有利于提高中药

材质量控制的水平。
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关于举办首届全国药品质量分析论坛的通知

  为了不断提高药品质量,交流药物分析技术及方法, 促进药品生产工艺改进,保障公众用药安全有效。中国药学会

药物分析杂志编辑部定于 2010年 3月 11日 ~ 12日在河南省郑州市召开 /首届全国药品质量分析论坛0。欢迎广大从事

药品检验、药物分析、药品生产质量控制及相关领域人员参会交流和投稿。现将论坛有关事宜通知如下。

一、论坛主题

药品质量分析研究。

二、论坛形式

论坛将邀请专家做药品质量分析专题报告。本次会议为参会者提供充分的交流平台,与会者可参与大会报告、分会

交流、壁报展览。

三、征文内容与要求

未在国内外公开发表的专项成果、研究论文、专题报告、综述评论等, 内容包括: 1.化学药物、抗生素药品质量分析及

研究; 2. 中药、天然药物及制剂质量分析及研究; 3. 生物技术药品、生化药品质量分析研究; 4. 药用辅料与药品质量分析

研究; 5. 药物有关物质与药品质量分析研究; 6.其他有关药品质量控制研究; 7. 本次论坛重点品种见附件 1。

投稿请登陆药物分析杂志主页 www. yw fxzz. cn,点击 /在线投稿0, 按提示要求上传稿件。投稿方向请选择 /论坛 0。

投稿时请留联系人电子邮箱等信息,并注意与征文投稿联系人确认。

四、时间地点及注册要求

1.会议报到时间: 2010年 3月 10日;

2.会议地点: 河南省郑州市嵩山饭店 (暂定 ) ;

3.会议代表注册费 1200元 /人;交通、食宿费自理;

5.参会代表务必于 2010年 2月 25日前将参会回执 (附件 3)传真至论坛会务组。传真: 010- 67012819; E - m a i:l yw fx@

n icpbp. org. cn。

五、征文投稿联系人

  中国药品生物制品检定所 药物分析杂志编辑部 刘小帅 于宝珠

电话: 010- 67095201, 010- 67095775; 传真: 010- 67012819

E- ma i:l yw fx@ n icpbp. org. cn

详细内容请访问中国药品生物制品检定所网站: http: / /www. n icpbp. org. cn

中国药学会药物分析杂志编辑部

2010年 1月 12日
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