
４

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年１月２０日第２８卷第２期

Ｖｏｌ． ２８牞 Ｎｏ． ２牞 Ｊａｎｕａｒｙ ２０牞 ２０１９

第一作者：陈宝龙，男，硕士研究生，副研究员，研究方向为中药质量标准和制剂开发，（电子信箱）ｃｂｌ０００２＠ １２６． ｃｏｍ。

·实验研究· ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ４９３１． ２０１９． ０２． ００２

正益肾、除湿祛毒的辨证施治原则，并结合临床应用化
裁而来的经验方。方中大黄活性成分主要为蒽醌类化合
物犤 ７ 犦，本研究中测定大黄素含量时曾考虑测定浸膏中游
离蒽醌含量，结果大黄素含量较低。故采用 ２０１５年版
《中国药典（一部）》中大黄含量测定项下总蒽醌含量测
定方法。曾采用甲醇－ ０． １％磷酸（９０ ∶ １０，Ｖ ／ Ｖ）作为流
动相，结果供试品中的大黄素与杂峰分离度小于１． ５，
影响检测结果，反复测试后选择流动相为甲醇－
０． １％磷酸溶液（８５ ∶ １５，Ｖ ／ Ｖ）。黄芪多糖具有促进抗
体生成和免疫反应等作用，其水溶性好，一般采用水
煎法提取。藏红花为贵重药材，故在浸膏烘干后直接
粉碎加入，避免活性成分损失。

本研究中以大黄素和黄芪多糖为主要考察指标，同
时加入了浸膏得率作为辅助考察指标，这样既保留了传
统中药汤剂的提取方法，又利用现在药学技术，体现了
中药的整体复方功效。因此，确定以浸膏得率、大黄素含
量和黄芪多糖含量３种指标的综合评分来优选最佳工
艺，以保证制剂质量的稳定性。综合上述因素，按现代药

剂学技术优化制备工艺条件，集成为宝肾方胶囊，以期
使该制剂高效、低毒，并减少不良反应。
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山楂药材黄酮类成分毛细管电泳指纹图谱研究
陈宝龙 １，郑朝华 ２，陈玉英 ２

（１． 河南省正骨研究院，河南洛阳４７１００２； ２． 中国药科大学分析化学教研室，江苏南京２１０００９）
摘要：目的控制山楂药材的质量。方法采用毛细管电泳法建立山楂药材黄酮类成分的指纹图谱。分析柱为毛细管柱（５０ ｃｍ × ５０ μｍ），
缓冲液为ＮａＨ２ＰＯ４ － Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ － ＳＤＳ（浓度分别为２０，４０，４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ＝ ４． ５０），胶束电泳毛细管色谱（ＭＥＣＣ）模式，检测波长为２１０ ｎｍ。
结果精密度和重复性试验中，峰面积大于１０％共有峰相对峰面积的ＲＳＤ均小于５％，符合《中药注射剂色谱指纹图谱实验研究技术
指南（试行）》中相关要求。结论该方法可用于控制山楂药材的质量。
关键词：山楂药材；黄酮；指纹图谱；毛细管电泳法；质量控制
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中药山楂有行气散瘀功效犤 １ 犦，临床治疗关节扭伤和
红肿热痛效果良好犤 ２ － ３ 犦。山楂所含山楂总黄酮在体内外
均能抑制血小板聚集，山楂叶醇提物（主要为黄酮类成

分）对模型小鼠有抗炎镇痛作用，黄酮类代表成分金丝
桃苷和芦丁有显著的抗炎镇痛作用 犤 ４ － ７ 犦。山楂在我国分
布广泛，成分及含量不尽相同，药效也有差异。为控制药
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图１ 空白及对照品试验色谱图

材和制剂质量，保证药效，需对山楂中的化学成分物质
群进行控制犤 ８ 犦。本研究中依据《中药注射剂色谱指纹图
谱实验研究技术指南（试行）》的要求，利用毛细管电泳
（ＣＥ）技术建立山楂药材黄酮类成分的指纹图谱，考察
该图谱用于控制山楂药材质量的可行性，并为其质量控
制标准的建立进行有益探索。现报道如下。
１ 仪器与试药

仪器：Ｄ ／ ＡＣＥ５５００型毛细管电泳仪犤配有二极管阵列
检测器（ＤＡＤ）犦 牗美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司牘；毛细管柱（河北永年光
纤厂，总长 ５７ ｃｍ，有效长度 ５０ ｃｍ，内径５０μｍ，未涂渍）。

试药：１０批次山楂药材来自山东济南，经药物室李
军研究员鉴定为蔷薇科植物山里红Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｐｉｎｎａｔｉｆｉ
ｄａ Ｂｇｅ． ｖａｒ． ｍａｊｏｒ Ｎ． Ｅ． Ｂｒ的干燥成熟果实；金丝桃苷对
照品（≥９５％）购于安徽ＤＥＴＬＡ天然有机化合物信息中
心；十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ，Ｓｉｇｍａ公司）；甲醇、乙腈为色
谱纯，水为重蒸水，其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 检测条件

电泳模式：胶束电泳毛细管色谱（ＭＥＣＣ）模式；缓
冲液：ＮａＨ２ＰＯ４ － Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ － ＳＤＳ（浓度分别为２０，４０，
４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ＝ ４． ５０）；毛细管柱处理：依次用重蒸水、
０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠、重蒸水冲洗毛细管柱各１０ ｍｉｎ，缓
冲液冲洗５ ｍｉｎ，平衡２０ ｍｉｎ，缓冲液冲洗５ ｍｉｎ，高压进样
６ ｓ，２５ ｋＶ电压分析样品 ６０ ｍｉｎ；检测波长：２１０ ｎｍ。
２． ２ 溶液制备

采用前期试验确定的黄酮类成分提取方法犤 ９ 犦，称取
山楂药材样品粉末１． ２５ ｇ，加１０倍量９５％乙醇，６０ ℃、
２５０ Ｗ超声提取４５ ｍｉｎ，滤过，残渣加６倍量９５％乙
醇，同法超声提取，滤过，残渣加４倍量９５％乙醇，再次
同法超声提取，滤过，合并滤液，转至２５ ｍＬ容量瓶中，
加９５％乙醇定容，摇匀；移取３ ｍＬ提取液，加热挥干溶
剂，加１ ｍＬ缓冲液超声溶解，放置３０ ｍｉｎ，经０． ４５ μｍ
微孔滤膜滤过，作为供试品溶液。取对照品金丝桃苷适
量，用缓冲液超声溶解，放置３０ ｍｉｎ后，经０． ４５ μｍ微
孔滤膜滤过，作为对照品溶液（质量浓度为２５ μｇ ／ ｍＬ）。
２． ３ 方法学考察

空白及对照品试验：分别取缓冲液、金丝桃苷对
照品溶液，压力进样，记录色谱图。结果见图１。

参照物选择：经出峰时间和ＤＡＤ比对，确认８号
峰为金丝桃苷峰，其峰面积较大、峰形好、峰纯度高，
故被选为参照物。

精密度试验：取供试品溶液（批次５），连续进样
５次。结果峰面积百分比≥１０％的共有峰相对峰面积
的ＲＳＤ为２． ３０％（＜ ５％），表明仪器精密度良好。

重复性试验：精密称取供试品（批次５）６份，照
２． ２项下方法制备供试品溶液，进样测定。结果峰面

积百分比≥ １０％的共有峰相对峰面积的ＲＳＤ为
２． ４２％（＜ ５％），表明方法重复性较好。

稳定性试验：取同一供试品溶液（批次５），分别
在室温下放置０，４，８，１２，１６ ｈ 时进样。结果峰面积百
分比≥１０％的共有峰相对峰面积的ＲＳＤ为２． ３２％
（＜ ５％），表明供试品溶液在室温下放置１６ ｈ内稳定。
２． ４ 毛细管柱处理

新毛细管柱用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸、重蒸水、１ ｍｏｌ ／ Ｌ
氢氧化钠、重蒸水交替冲洗处理，充满氮气保存待
用；每天试验开始前用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠冲洗５ ｍｉｎ，
重蒸水冲洗１０ ｍｉｎ，缓冲液冲洗３０ ｍｉｎ；试验结束前
用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠冲洗２０ ｍｉｎ，重蒸水冲２０ ｍｉｎ，
充满氮气，保存待用。
２． ５ 指纹图谱的建立及分析

指纹图谱的建立：根据１０批次山楂药材样品的
ＣＥ检测结果所给出的相关参数，比较图谱可知，有１６
个共有峰，其中，金丝桃苷峰（８号峰）峰面积较大，纯
度高，被选为参照峰。在共有峰中只有１５号峰的峰面
积大于总峰面积的１０％，因此只考虑１５号峰的峰面
积比值，其余各共有峰均按其相对保留时间进行定
性。山楂药材样品的ＣＥ指纹图谱见图２。１０批次山
楂药材样品中黄酮类成分ＣＥ指纹图谱共有峰（１ ～
１６号峰）的相对保留时间比分别为０． ５６６，０． ５８５，
０． ６３７，０． ６７４，０． ７４２，０． ７６９，０． ８６１，１． ０００（ｓ），１． ０７９，
１． １７７，１． ２４８，１． ５００，１． ５３２，１． ６０５，１． ６８３，２． ３１７。指
纹图谱峰面积百分比≥１０％的共有峰牗峰１５ 牘的相对
峰面积见表１。

指纹图谱全谱相似度比较与分析：根据《中药注射
剂色谱指纹图谱实验研究技术指南（试行）》的要求，采
用计算机辅助相似性评价系统，比较１０批次山楂药

图２ 山楂药材黄酮类成分的ＣＥ指纹图谱
０ ２５

ｔ ／ ｍｉｎ

１
２
３
４
５
６ ７

８ 牗 ｓ 牘

９ １０ １１ １２
１３
１４

１５

１６
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相关系数 相合系数

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０

中位数
０． ８１７ ２
０． ８３６ １
０． ８３０ ４
０． ５３６ ９
０． ４７７ ２
０． ６６７ １
０． ８２５ ０
０． ８１６ ９
０． ４６９ ９
０． ６９８ ４

Ｘ
０． ８０９ ５
０． ８１７ １
０． ８１０ １
０． ５０１ ８
０． ４９３ ９
０． ５９１ ０
０． ８６３ １
０． ８１０ １
０． ４５８ ３
０． ６７４ ０

中位数
０． ８３８ ３
０． ８５２ １
０． ８４７ １
０． ５４４ ９
０． ５２１ ４
０． ６７５ ８
０． ８２０ ２
０． ８１３ ０
０． ４９５ ０
０． ４２７ ６

Ｘ
０． ８０９ ６
０． ８２７ ８
０． ８２１ ８
０． ５１０ １
０． ５０５ ５
０． ６２５ ５
０． ８０４ ６
０． ８０９ ２
０． ７１４ ２
０． ６７１ ８

表１ １０批次山楂药材样品中峰１５的相对峰面积

注：峰面积比允许范围为４． ８１４ ～ ７． ２２０。

批次
１
２
３
４
５
６

峰１５
６． ２２０
５． ８７５
６． ７０４
５． ７５１
５． ６７３
５． ６８５

８（ｓ）
１． ０００
１． ０００
１． ０００
１． ０００
１． ０００
１． ０００

批次
７
８
９
１０
Ｘ

峰１５
４． ９９９
６． ３０３
６． ３８９
５． ５７０
６． ０１７

８（ｓ）
１． ０００
１． ０００
１． ０００
１． ０００
１． ０００

表２ １０批次山楂药材样品的相似度评价技术参数

批次

材样品黄酮类成分ＣＥ指纹图谱全谱相似度。技术参
数见表２。

３ 讨论
ＣＥ是利用不同物质在处于高电场且充满溶液的毛

细管中迁移速率不同实现彼此分离，具有柱效高、分离
快、适用样品范围广、样品使用量少的优点，在许多领域
已成为重要的分析手段。中药有效成分多、含量低的特
点适合采用 ＣＥ 方法进行质量控制。在本研究中，分析
条件的选择和优化是关键。

介质选择：山楂药材中要考察的有效部位为黄酮类
成分，根据其结构大多含有邻位酚羟基的特点，并参考
文献犤 １０ － １２ 犦，选择硼砂水溶液作为基本电解质，以利
用硼砂与邻位酚羟基的络合作用使不同成分淌度差异
拉大，使分离度增加，提高 ＣＥ的选择性。

对照品选择：在已知山楂黄酮类成分中，金丝桃苷
含量高，故以金丝桃苷作为对照品。

分析样品溶液制备：ＣＥ是一种高灵敏度的分析方
法，为符合ＭＥＣＣ的分析要求，使分析样品在进样前与
缓冲液中的组分形成稳定的胶束包裹物，同时消除分析
过程中分析样品溶液时产生的扰动，提高分离效率，分
析样品溶液采用缓冲液制备。

检测波长选择：对供试品溶液进行１９０ ～ ８００ ｎｍ紫
外－可见吸收光谱扫描和ＤＡＤ成分检测，因２１０ ｎｍ波
长处黄酮类成分有显著吸收，且检测到的峰多，分离度

较好，故选定 ２１０ ｎｍ为ＣＥ测定波长。
ＣＥ分析模式选择：为获得最佳的山楂药材ＣＥ指

纹图谱，先后考察了ＭＥＣＣ相ＣＺＥ（毛细管区带电泳）
和ｐＨ梯度法３种ＣＥ分析模式。结果显示，采用缓冲液
制备的供试品溶液在ＭＥＣＣ模式得到的ＣＥ图谱较另
两种模式图谱出峰多，峰之间的分离度相对较好，基
线相对较平稳，故选用 ＭＥＣＣ分析模式。

参照物选择：由加入一定量金丝桃苷对照品的供
试品溶液的ＣＥ图谱确定 ８号峰为金丝桃苷峰，其峰
面积大、峰形好、峰纯度高，故被选为参照物。

测定条件优化：为获得最佳的山楂药材ＣＥ指纹
图谱，对ＣＥ分析条件的电压（１０，１５，２０，２５，３０ ｋＶ）、
进样方式（压力进样、电压进样）、缓冲液ｐＨ（通过加
入ＮａＨ２ＰＯ４调控ｐＨ为４． ０，４． ５，５． ０，６． ０）、缓冲液浓
度（１０ ∶ ２０ ∶ ２０，１０ ∶ ２０ ∶ ４０，２０ ∶ ４０ ∶ ４０，２０ ∶ ４０ ∶ ３０，ｍｍｏｌ ／ Ｌ），
有机添加剂（异丙醇、乙腈或不添加）进行了优化考察，
通过比较图谱，确定了本研究中采用的测定条件。

综上所述，虽然山楂药材黄酮类成分ＣＥ指纹图谱
研究未见报道，但本研究中成功建立的ＣＥ指纹图谱技
术为山楂质量控制提供了参考。
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