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摘要：目的建立扁豆花的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱。方法以芦丁为参照物，色谱柱采用Ｌｕｎａ Ｃ１８ １００Ａ柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ），流动相为乙腈－ ０． １％磷酸溶液牗梯度洗脱牘，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为３５８ ｎｍ，柱温为３０ ℃。采用中药色谱指纹图谱相
似度评价软件牗 ２０１２． １版本牘对扁豆花指纹图谱进行相似度计算。结果以芦丁对照品为参照物，确定了１２个共有峰，其相对保留时间
的ＲＳＤ均小于０． ３３％。１０批不同产地扁豆花药材的相似度为０． ９６４ ～ ０． ９９７。结论该方法简便可行，精密度、稳定性均良好，可为扁豆
花药材的质量控制提供参考。
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扁豆花为豆科扁豆属植物扁豆Ｄｏｌｉｃｈｏｓ ｌａｂｌａｂ Ｌ．
的干燥花，其性味甘、平，归脾、胃、大肠经，具有消暑、化
湿、和中的功效，用于暑湿泄泻、痢疾，主产于河南、安
徽、浙江等地犤 １ 犦。其主要含有原花青苷黄酮类、花青素、
香豆精犤 ２ － ３ 犦、芦丁犤 ４ 犦、木犀草素、大波斯菊苷、木犀草
素－ ４′ － Ｏ －葡萄糖苷、木犀草素－ ７ － Ｏ －葡萄糖苷、
野漆树苷和甘露醇犤 ５ 犦等。目前对扁豆花的质量控制主
要是采用定性鉴别和含量测定的方法犤 ４ － ９ 犦。中药指纹图
谱研究技术更符合中药的特点，在研究中药有效成分、
控制中药质量及鉴别方面已日趋完善，且得到了国际广
泛认可犤 １０ － １２ 犦。为了系统、完整地反映扁豆花药材的内在
质量，参考了药材指纹图谱的建立方法犤 １３ － １８ 犦，建立了扁
豆花的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱，并采用中药色
谱指纹图谱相似度评价软件牗 ２０１２． １版本，以下简称评
价软件牘进行相似度评价，为扁豆花药材的质量控制提
供参考。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

１２６０型高效液相色谱仪（ＤＡＤ检测器，在线脱气

机，四元梯度泵，柱温箱，化学工作站，安捷伦公司）；
ＭＳ － １０５型电子分析天平、ＡＬ１０４型电子天平牗Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司牘。
１． ２ 试药

芦丁对照品（中国食品药品检定研究院，纯度为
９０． ２％，批号为１０００８０ － ２０１４０８）；水为超纯水，乙腈为
色谱纯，其他试剂均为分析纯，扁豆花药材经河南中医
药大学代丽萍教授鉴定为豆科扁豆属植物扁豆
Ｄｏｌｉｃｈｏｓ ｌａｂｌａｂ Ｌ． 的干燥花，产地信息见表１。

２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｌｕｎａ Ｃ１８ １００Ａ柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：３５８ ｎｍ；柱温：３０ ℃；进样
量：１０ μＬ；流动相：乙腈（Ａ）－ ０． １％磷酸溶液牗 Ｂ 牘，梯度

表１ １０批扁豆花产地信息
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时间牗ｍｉｎ 牘
０ ～ １０
１０ ～ ３０
３０ ～ ４３
４３ ～ ４８
４８ ～ ６８

流动相Ａ牗％ 牘
１０→１２
１２→１５
１５→１７
１７→１９
１９→３２

时间牗ｍｉｎ 牘
６８ ～ ７５
７５ ～ ８５
８５ ～ ９２
９２ ～ ９３
９３ ～ １００

流动相Ａ牗％ 牘
３２→５０
５０→９０
９０

９０→１０
１０

表３ １０批扁豆花指纹图谱共有峰的相对保留时间（ｍｉｎ）
编号
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
ＲＳＤ（％）

峰１
０． ３２８
０． ３２７
０． ３２７
０． ３２７
０． ３２８
０． ３２８
０． ３２８
０． ３２８
０． ３２８
０． ３２８
０． １５

峰２
０． ３８２
０． ３８２
０． ３８１
０． ３８２
０． ３８３
０． ３８２
０． ３８２
０． ３８２
０． ３８２
０． ３８２
０． １２

峰３
０． ４６２
０． ４６１
０． ４６１
０． ４６２
０． ４６３
０． ４６２
０． ４６２
０． ４６２
０． ４６２
０． ４６３
０． １４

峰４
０． ７８８
０． ７８８
０． ７８７
０． ７８８
０． ７８８
０． ７８８
０． ７８８
０． ７８８
０． ７８８
０． ７８８
０． ０４

峰５
０． ９０６
０． ９０６
０． ９０５
０． ９０６
０． ９０７
０． ９０６
０． ９０６
０． ９０７
０． ９０７
０． ９０７
０． ０７

峰６
０． ９６３
０． ９６３
０． ９６２
０． ９６４
０． ９６４
０． ９６３
０． ９６４
０． ９６４
０． ９６４
０． ９６４
０． ０７

峰７
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
０

峰８
１． ０７７
１． ０７７
１． ０７７
１． ０７８
１． ０７７
１． ０７８
１． ０７８
１． ０７８
１． ０７７
１． ０７８
０． ０５

峰９
１． １２９
１． １３０
１． １３１
１． １２９
１． １２８
１． １２８
１． １２７
１． １２７
１． １２７
１． １２７
０． １６

峰１０
１． ２１６
１． ２１９
１． ２２０
１． ２１４
１． ２１３
１． ２１３
１． ２１３
１． ２１２
１． ２１１
１． ２１０
０． ２７

峰１１
１． ２４６
１． ２５０
１． ２５１
１． ２４４
１． ２４３
１． ２４３
１． ２４１
１． ２４１
１． ２４０
１． ２３９
０． ３３

峰１２
１． ２６５
１． ２６８
１． ２７０
１． ２６３
１． ２６２
１． ２６２
１． ２６１
１． ２６０
１． ２５９
１． ２５９
０． ３０

表２ 流动相梯度洗脱程序

洗脱牗见表２ 牘。分别吸取溶液和供试品溶液各１０ μＬ，注
入高效液相色谱仪进行分析，在拟订色谱条件下，供试
品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应位置上有相应
的色谱峰，经二极管阵列检测器纯度测试，二者一致，各
色谱峰均达到了基线分离。

２． ２ 溶液制备
称取芦丁对照品，精密称定，用甲醇溶解并制成每

１ ｍＬ含０． １ ｍｇ的溶液，即得对照品溶液。取药材粉末
（过４０目筛）约１． ０ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密
加入６０％甲醇２５ ｍＬ，称定质量，超声处理３０ ｍｉｎ，取
出，放冷，再称定质量，用６０％甲醇补足减失的质量，摇
匀，取上清液，用０． ４５ μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即
得供试品溶液。
２． ３ 方法学考察

精密度试验：取同一供试品粉末，按２． ２项下方法
制备供试品溶液，按拟订色谱条件下连续进样６次，记
录色谱图，考察色谱峰相似度的一致性，用指纹图谱软
件计算。以７号峰为参照物，各共有峰相对保留时间的
ＲＳＤ均小于０． ５％ 牗 ｎ ＝ ６牘，相对峰面积ＲＳＤ均小于
３． ０％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度良好。

重复性试验：精密取同一供试品粉末，共６份，按
２． ２项下方法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样，
记录色谱图，考察色谱峰相似度的一致性，用指纹图谱
软件计算。以７号峰为参照物，各共有峰相对保留时间
的ＲＳＤ均小于０． ５％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，相对峰面积的ＲＳＤ均小

于４． ０％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法重复性良好。
稳定性试验：取同一供试品粉末，按２． ２项下方法

制备供试品溶液，按拟订色谱条件，分别于０，２，４，６，８，
１０，１２ ｈ时进样，记录色谱图，考察色谱峰相似度的一致
性，用指纹图谱软件计算。以７号峰为参照物，各共有峰
相对保留时间的ＲＳＤ均小于０． ４％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，相对峰面
积的ＲＳＤ均小于３． ０％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明供试品溶液在１２ ｈ
内稳定。
２． ４ 样品测定

分别取１０批扁豆花药材样品，按２． ２项下方法
制备供试品溶液，按拟订色谱条件分别测定，记录色
谱图。
２． ５ 扁豆花指纹图谱分析

共有峰确定：根据１０批扁豆花样品分析结果，确定
了１２个共有峰，其中７号峰为芦丁。以芦丁峰为参照，
各共有峰的相对保留时间见表３。色谱图见图１。
相似度计算及扁豆花对照图谱的生成：采用评价软

件中位数法分析，以１０批扁豆花生成的共有模式为对
照，计算各批样品相似度，计算结果见表４。１０批样品
ＨＰＬＣ指纹图谱共有模式图及生成的对照图谱见图２
和图３。
３ 讨论

提取方法选择：为了最大程度提取扁豆花中的化学
成分，试验中考察了甲醇、６０％甲醇、９５％乙醇的提取效
果。结果表明，６０％甲醇提取得到的信息最丰富。同时比
较了超声和回流提取，结果表明，两者的提取效果差异
不明显，从操作简便角度出发，选择了超声提取。

检测波长选择：本试验中采用二极管阵列检测器对
扁豆花ＨＰＬＣ指纹图谱进行全波长扫描，考察了２５７，
３１０，３５８ ｎｍ波长处的图谱特征。结果显示，３５８ ｎｍ波长
条件下，各成分峰峰形较好，峰面积适中，因此设定
３５８ ｎｍ为检测波长。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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９

编号
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３

相似度
０． ９９７
０． ９８９
０． ９８２

编号
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６

相似度
０． ９８５
０． ９７８
０． ９６４

编号
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９

相似度
０． ９９３
０． ９６４
０． ９８７

编号
Ｓ１０

相似度
０． ９７６

·研究·
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表４ １０批扁豆花药材相似度测定结果
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Ａ
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４０
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０

ｍＡＵ

ｔ ／ ｍｉｎ

芦丁

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０ ８０ ９０

１ ２ ３ ４ ５ ６
７
８
９

１０

１１
１２

７． 芦丁
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

图３ 扁豆花高效液相色谱对照指纹图谱
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０ ８０ ９０ １００

１００
８０
６０
４０
２０
０ ｔ ／ ｍｉｎ

Ｒ 牗１２ 牘

图２ １０批扁豆花高效液相色谱指纹图谱共有模式图
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流动相选择：在色谱条件选择过程中，共比较了乙
腈－０． １％磷酸溶液、甲醇－０． １％磷酸溶液、乙腈－０． ５％
磷酸溶液和乙腈－ １％冰乙酸溶液４种流动相体系，结
果显示，不同的流动相体系对峰的分离效果差异较大。
甲醇－ ０． １％磷酸溶液分离效果较差，乙腈－ ０． １％磷酸
溶液分离效果较好，基线平稳，故被选为本试验的流动相。

柱温选择：为了保持色谱分析的一致性，设定柱温
考察不同试验环境下的色谱分析，分别考察了２５，３０，

３５ ℃ ３种柱温。结果显示，在３０ ℃下，分离效果较好，
故选择３０ ℃作为柱温。

综上所述，通过对１０批扁豆花药材的指纹图谱分
析，可见各主要色谱峰的相对保留时间基本一致，色谱
峰的整体面貌基本一致，但峰面积有差异，说明了其成
分含量的差异性。从相似度评价结果来看，相似度均大
于０． ９，说明地域差异不明显。本研究中建立了扁豆花
药材的ＨＰＬＣ指纹图谱分析方法，为扁豆花药材质量的
客观评价提供了参考。
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