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绞股蓝皂苷类成分的超高效液相色谱指纹图谱研究
黄盼盼 １，马临科 ２，唐登峰 ２，赵维良 ２△

牗 １． 浙江中医药大学，浙江杭州３１００５３； ２． 浙江省食品药品检验研究院，浙江杭州３１００５２）
摘要：目的建立绞股蓝药材皂苷类化合物的超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）指纹图谱法，为绞股蓝药材的质量控制和质量评价提供参考。
方法色谱柱采用ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８柱牗 １００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ牘，流动相以乙腈牗Ａ牘 －水牗Ｂ 牘梯度洗脱，检测波长为２０３ ｎｍ，流
速为０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３０ ℃。结果绞股蓝药材皂苷类化合物指纹图谱有９个共有峰，指认了１个Ｓ峰为参照峰；１１批绞股蓝药材的
相似度达０． ８８以上，方法学考察符合指纹图谱的技术要求。结论该方法较传统的高效液相色谱法有更好的分离效果，准确性、精密度、
重复性高，可为绞股蓝药材的质量控制提供参考。
关键词：绞股蓝；皂苷；质量控制；超高效液相色谱法；指纹图谱
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表１ 绞股蓝药材来源
批号
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８

批次
２０１７０７
２０１７０８０１
２０１７０８０２
２０１７０８０３
２０１７０８０４
２０１７０８０５
２０１７０８０６
２０１７０８０７

产地
浙江武义
浙江武义
浙江武义
浙江武义
浙江武义
浙江武义
浙江武义
浙江武义

批号
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｓ１５
Ｓ１６

批次
２０１７０８０８
２０１７１１１３ － ２
１７０７０１
１７０７０２
２０１７１００２
２０１７１００３
２０１７１２０１
２０１７１２０２

产地
浙江武义
浙江武义
四川
四川
湖南绥宁鹅公岭
湖南绥宁朝仪
陕西平利
陕西平利

绞股蓝Ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｕｍ 牗 Ｔｈｕｎｂ． 牘 Ｍａｋ． 是
葫芦科Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ绞股蓝属Ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ的干燥地
上部分，产于我国陕西南部和长江以南各省区，生于山
坡疏林、灌丛中或路旁草丛中，本种入药，有消炎解毒、
止咳祛痰的功效犤 １ 犦。其药用成分主要为皂苷类和黄酮类
物质，以及氨基酸和多糖类等成分，其中绞股蓝皂苷有
抗疲劳、促进细胞新陈代谢、增强免疫力等多种生理活
性犤 ２ － ５ 犦。目前，关于绞股蓝药材皂苷类物质的超高效液
相色谱（ＵＰＬＣ）指纹图谱尚未见报道。本研究中建立了
ＵＰＬＣ绞股蓝皂苷类物质的指纹图谱，并对浙江、四川、
陕西和湖南４个产地的绞股蓝药材进行比较分析，为绞
股蓝药材及其饮片的质量控制提供了科学依据，同时为
其产地研究提供了研究思路。
１ 仪器与试药

仪器：ＡＣＱＵＩＴＹ Ｈ － Ｃｌａｓｓ型超高效液相色谱仪（包
括四元溶剂管理器、ＰＤＡ检测器，上海沃特世科技公
司牘；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０型超纯水机（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；Ｅｌｍａｓｏｎｉｃ Ｐ ３００型超声波清洗器（德国Ｅｌｍａ公

司）；ＸＰＥ２０５型电子天平（上海梅特勒－托利多仪器有限
公司）；Ｍｉｎｉｓｐｉｎ １２ ０００转离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

试药：绞股蓝药材购于浙江武义寿仙谷药业有限公
司提供，经浙江省食品药品检验研究院主任中药师郭增
喜鉴定为葫芦科植物绞股蓝Ｇｙｎｏｓｔｅｍｍａ ｐｅｎｔａｐｈｙｌｌｕｍ
牗 Ｔｈｕｎｂ． 牘Ｍａｋ． 的干燥地上部分，采收于２０１７年７月或
９月（Ｓ２于９月），详见表１。乙腈为色谱纯，其他试剂均
为分析纯，均购于Ｍｅｒｃｋ公司；水为超纯水。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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表２ 流动相梯度洗脱表
时间（ｍｉｎ）
０ ～ ８
８ ～ １２
１２ ～ １５

乙腈（Ａ，％）
３２

３２→３６
３６→３７

水（Ｂ，％）
６８

６８→６４
６４→６３

时间（ｍｉｎ）
１５ ～ １６
１６ ～ ３０

乙腈（Ａ，％）
３７→４０
４０→６０

水（Ｂ，％）
６３→６０
６０→４０

０． １６
０． １２
０． ０８
０． ０４
０

ＡＵ

１． ００ ５． ００ ９． ００ １３． ００ １７． ００ ２１． ００ ２５． ００ ２９． ００
ｔ ／ ｍｉｎ

１
３
Ｓ

４ ５ ６
７

９８

图１ 超高效液相色谱图

２ 方法与结果
２． １ ＵＰＬＣ分析
２． １． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱牗 １００ ｍｍ ×
２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ牘；流动相：乙腈（Ａ）－水（Ｂ），梯度洗
脱，程序见表２；流速：０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２０３ ｎｍ，
柱温：３０ ℃；进样量：２ μＬ。吸取Ｓ３批制备的供试品溶
液２ μＬ，按上述色谱条件进样分析，色谱图见图１。

２． １． ２ 溶液制备
取绞股蓝干燥地上部分粉末（过４号筛）１． ７ ｇ，精

密称定，置具塞锥形瓶中，加入７０％甲醇２５ ｍＬ，超声
处理（功率２５０ Ｗ，８０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，放置至室温，用７０％
甲醇补足丢失质量，取２ ｍＬ供试品上清液，以转速为
１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，取上清液用０． ２２ μｍ微孔过
滤，即得供试品溶液。
２． １． ３ 方法学考察

精密度试验：精密吸取Ｓ３批供试品溶液，按照２． １项
下色谱条件连续进样６次，记录色谱图，选取Ｓ峰作为
参照峰，计算其他特征峰的相对保留时间和相对峰面积。
结果各特征峰相对保留时间的ＲＳＤ为０． ２３％（ｎ ＝ ６），
相对峰面积的ＲＳＤ为２． １２％（ｎ ＝ ６），表明该方法精密
度良好，符合指纹图谱技术要求。

稳定性试验：吸取Ｓ３批供试品溶液，按拟订色谱条
件在０，２，４，８，１２，２４ ｈ时进样，以Ｓ峰作为参照峰计算其
他特征峰的相对保留时间和相对峰面积。结果各特征峰
相对保留时间的ＲＳＤ为１． ０１％（ｎ ＝ ６），相对峰面积的
ＲＳＤ为１． ４３％（ｎ ＝ ６），表明供试品溶液在２４ ｈ内稳定。
重复性试验：取Ｓ３批绞股蓝药材，依法制备６份供

试品溶液，按拟订色谱条件分别进样测定，记录色谱图。
结果各特征峰的相对保留时间的ＲＳＤ为０． １０％（ｎ ＝
６），相对峰面积的ＲＳＤ为１． ２９％（ｎ ＝ ６），表明该方法
重复性良好，符合指纹图谱技术要求。
２． ２ 指纹图谱分析

皂苷类成分指纹图谱的建立：取Ｓ１ － Ｓ１６批样品，

分别按２． ２项下方法制备供试品溶液，按照拟订色谱条
件进样分析，记录色谱图，将所得色谱图导入中药色谱
指纹图谱相似度评价系统２０１２版（以下简称２０１２年版
评价系统）进行分析，选择Ｓ１批绞股蓝药材作为参照图
谱，其指纹图谱见图２。根据以上分析结果，取Ｓ１ － Ｓ１０
批绞股蓝药材作为模板药材建立指纹图谱，选择Ｓ１批
作为参照图谱，进行峰匹配，建立的指纹图谱见图３，多
点校正后经自动匹配生成的对照指纹图谱见图４。

特征指纹峰的标定：根据相对保留时间标定特征指
纹峰，对模板Ｓ１ － Ｓ１０批绞股蓝ＵＰＬＣ测定结果进行比
较，发现９个特征峰为Ｓ１ － Ｓ１０批绞股蓝药材共有的，
因此确定这９个峰为特征指纹峰，计算其他特征峰的相
对保留时间和相对峰面积。结果见表３。

相似度评价：２０１２版评价系统中，对１６批绞股蓝
药材进行相似度评价分析，其中以Ｓ１ － Ｓ１０批作为模板
药材建立指纹图谱，生成对照图谱并进行相似度评价，
采用Ｓ１批样品色谱图作为参照图谱。其中，Ｓ１ － Ｓ１０批
绞股蓝药材的ＵＰＬＣ指纹图谱见图３，多点校正后经自
动匹配生成的对照指纹图谱见图４。结果１６批绞股蓝
药材相对于对照图谱的相似度见表４。

图２ １６批样品指纹图谱
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图４ Ｓ１ － Ｓ１０批对照指纹图谱

图３ Ｓ１ － Ｓ１０批指纹图谱
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１８

３ 讨论
３． １ ＵＰＬＣ分析优势

绞股蓝药材皂苷类成分复杂，ＨＰＬＣ分析需要较长
的分析时间（７０ ～ ８０ ｍｉｎ）才能获得较理想的分离效果犤５ 犦。
ＵＰＬＣ分析仅需３０ ｍｉｎ且分离情况理想，在填补了ＵＰＬＣ
建立绞股蓝药材指纹图谱的空白的同时，分离效果上也
比已报道绞股蓝药材的研究有了提高犤 ６ 犦。
３． ２ 色谱条件考察

考察了不同浓度溶剂甲醇（５０％，７０％）、不同溶剂
体积（２５ ｍＬ和５０ ｍＬ）、不同提取方法（超声、回流）和
提取时间（３０ ｍｉｎ，４５ ｍｉｎ，６０ ｍｉｎ）的影响犤 ７ － ８ 犦，结果以
２５ ｍＬ甲醇超声提取３０ｍｉｎ的提取效果最好。

考察不同流动相系统（甲醇－水、甲醇－ ０． ４％磷
酸、甲醇－ ０． １磷酸、乙腈－水、乙腈－ ０． ４％磷酸、乙
腈－ ０． １％磷酸）、检测波长（２０３ ｎｍ和２５４ ｎｍ）和不同流
速的影响。结果显示，乙腈－水的洗脱能力较强且分离
度、峰形较好，检测波长为２０３ ｎｍ，柱温为３０ ℃，流速为
０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ时，色谱峰基线平稳、分离度好，可更好分离
绞股蓝皂苷各成分，因此采用梯度洗脱方式进行分析。
３． ３ 不同产地绞股蓝药材相似度存在差异

浙江、四川和湖南绥宁县鹅公岭乡的药材相似度均
在０． ８８以上，而陕西和湖南绥宁朝仪乡的相似度较低，
只有０． ５５ ～ ０． ７５，说明浙江产绞股蓝和四川、湖南绥宁
县鹅公岭乡产绞股蓝基本一致，而陕西和湖南绥宁朝仪
乡绞股蓝相似度较低。绞股蓝的产地差异不仅存在于省
份之间，也存在于乡镇之间犤 ９ － １４ 犦。
３． ４ 研究价值

本研究中以ＵＰＬＣ技术建立的绞股蓝药材指纹图

谱，分离效果较好。对１０批绞股蓝药材标定了９个共有
峰，比较了浙江、陕西、四川和湖南４个产地绞股蓝的差
异，为绞股蓝质量控制提供了科学依据。
参考文献：
犤 １ 犦中国科学院中国植物志编辑委员会． 中国植物志犤Ｍ犦 ． 北京：
科学出版社，１９８６，７３ 牗１ 牘 牶 ２６９．

犤２ 犦浙江植物志委员会． 浙江植物志（第六卷）犤Ｍ犦 ． 杭州：浙江
科学技术出版社，１９９３牶 １８２ － １８４．

犤３ 犦钟辉． 绞股蓝黄酮指纹图谱研究犤Ｊ犦 ． 湖北中医药大学学报，
２０１０，１２ 牗３ 牘 牶 ３１ － ３３．

犤４ 犦彭亮，李诒光，陈杰，等． ＨＰＬＣ测定不同产地、不同品种
绞股蓝中芦丁和槲皮素的含量犤 Ｊ 犦 ． 中国实验方剂学杂志，
２０１６，２２ 牗６ 牘 牶 ４５ － ４７．

犤５ 犦范冬冬，匡艳辉，向世勰，等． 绞股蓝化学成分及其药理活性
研究进展犤 Ｊ 犦 ． 中国药学杂志，２０１７，５２ 牗５ 牘 牶 ３４２ － ３５２

犤６ 犦蒋慧宣，陈粲文，徐茂保，等． ＨＰＬＣ法同时测定绞股蓝药材中
８种皂苷的含量犤 Ｊ 犦 ． 广州中医药大学学报，２０１８，３５ 牗２ 牘：
３２４ － ３２８．

犤７ 犦辛，李山姗，王淼，等． 绞股蓝总苷片的指纹图谱及含
量测定犤 Ｊ 犦 ． 沈阳药科大学学报，２０１６，３３ 牗３ 牘 牶 ２０８ － ２１４．

犤８ 犦李浩飞． ＲＰ －ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ同时测定绞股蓝中各成份含量犤 Ｊ 犦 ．
中国卫生产业，２０１５ 牗１５ 牘 牶 ５ － ８．

犤９ 犦陈丹，李柯，吴梅青，等． 湖南省不同产地绞股蓝药材中
总皂苷含量测定犤 Ｊ犦． 中国民族民间医药，２０１３，２２牗７牘 牶 １７ － １８．

犤１０ 犦刘芳，胡坪，ＡＮＮＩＫＡ Ｋ，等． 绞股蓝药材黄酮类化合物的
ＨＰＬＣ指纹图谱研究犤 Ｊ犦． 中成药，２００９，３１牗４ 牘 牶 ４９３ － ４９５．

犤１１ 犦刘世彪，林如，胡正海． 绞股蓝属５种植物的茎叶结构和总
皂苷含量差异犤 Ｊ犦 ． 福建农林大学学报牗自然版牘，２００６，３５牗５ 牘 牶
４９５ － ４９９．

犤１２ 犦王临润，黄明珠． 中国东南部４种绞股蓝中黄酮成分的分
析犤 Ｊ 犦 ． 中草药，２００７，３８ 牗４ 牘 牶 ６１８ － ６１９．

犤１３ 犦王 ，郭志刚，赵桂仿． 利用ＩＳＳＲ分析６种绞股蓝属植物
的遗传多样性与亲缘关系犤 Ｊ 犦 ． 西北大学学报牶自然科学版，
２００８，３８ 牗５ 牘 牶 ７６７ － ７７０．

犤１４ 犦赵瑜，王佩香，邹芳平，等． 绞股蓝叶龄变化规律及其应
用研究犤 Ｊ 犦 ． 中国农学通报，２００５，２１ 牗５ 牘 牶 ２３０．

牗收稿日期：２０１８ － ０６ － ２７ 牘

１
２
３
４
５
６
７
８
９

Ｓ１
０． ６５７
１． ０００
１． ０７０
１． ３９９
１． ７１６
１． ９９１
２． ２３０
２． ６１４
２． ８９６

Ｓ２
０． ６５９
１． ０００
１． ０７０
１． ４０９
１． ７３８
２． ０１８
２． ２６８
２． ６５９
２． ９４７

Ｓ３
０． ６５７
１． ０００
１． ０７１
１． ４００
１． ７１９
１． ９９５
２． ２３７
２． ６２１
２． ９０５

Ｓ４
０． ６５８
１． ０００
１． ０７２
１． ４０３
１． ７２４
２． ０００
２． ２４３
２． ６２６
２． ９０９

Ｓ５
０． ６５９
１． ０００
１． ０７０
１． ４００
１． ７２２
１． ９９８
２． ２４４
２． ６３４
２． ９２０

Ｓ６
０． ６５７
１． ０００
１． ０７０
１． ４１８
１． ７５１
２． ０３３
２． ２８１
２． ６７７
２． ９６５

Ｓ７
０． ６５９
１． ０００
１． ０７２
１． ４０９
１． ７３４
２． ０１２
２． ２５９
２． ６４７
２． ９３３

Ｓ８
０． ６５８
１． ０００
１． ０７０
１． ４０３
１． ７２５
２． ００２
２． ２４５
２． ６３６
２． ９２１

Ｓ９
０． ６５９
１． ０００
１． ０７２
１． ４０９
１． ７３５
２． ０１２
２． ２５７
２． ６４８
２． ９３３

Ｓ１０
０． ６５７
１． ０００
１． ０６８
１． ３８７
１． ７００
１． ９６９
２． ２０４
２． ５７９
２． ８９０

批次
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４

相似度
０． ９９６
０． ９９９
０． ９９９
０． ９９４

批次
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８

相似度
０． ９９７
０． ９９４
０． ９９７
０． ９９４

批次
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２

相似度
０． ９９８
０． ８８４
０． ９０５
０． ９２５

批次
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｓ１５
Ｓ１６

相似度
０． ８８４
０． ７５３
０． ５６９
０． ５５２

Ｓ１
０． ６７６
１． ０００
０． １８４
０． ３６３
０． ５７７
０． ５０３
０． ７６１
２． ５４５
３． ２３２

Ｓ２
０． ７３１
１． ０００
０． ２２０
０． ３２２
０． ４５５
０． ４０７
０． ６３９
１． ９５６
２． ２４６

Ｓ３
０． ６９４
１． ０００
０． １９６
０． ２９３
０． ４２９
０． ３９９
０． ６４４
２． １１７
２． ５５３

Ｓ４
０． ８８２
１． ０００
０． ２４６
０． ３７７
０． ４６１
０． ４１３
０． ５７０
１． ９３４
２． ０３５

Ｓ５
０． ７２３
１． ０００
０． ２０８
０． ４１８
０． ５９０
０． ５１１
０． ７５４
２． ５１３
３． ２１１

Ｓ６
０． ７４８
１． ０００
０． ２３２
０． ５５３
０． ７７０
０． ５７２
０． ８４０
２． ９８０
３． ７１４

Ｓ７
０． ８３８
１． ０００
０． ２４６
０． ５８１
０． ７１９
０． ５５２
０． ８１６
２． ７７２
３． ４１４

Ｓ８
０． ６７６
１． ０００
０． １８０
０． ３４６
０． ５５６
０． ５１１
０． ７７１
２． ６７２
３． ４４２

Ｓ９
０． ７８８
１． ０００
０． ２４５
０． ５６２
０． ７０８
０． ５２７
０． ７６７
２． ５４１
３． ０７３

Ｓ１０
０． ７４５
１． ０００
０． １８４
０． ２０６
０． ３１７
０． ２７３
０． ３４９
０． ６５３
０． ８１８

峰号
表３ Ｓ１ － Ｓ１０批绞股蓝指纹图谱中共有特征峰相对保留时间及相对峰面积
相对保留时间 相对峰面积

表４ 绞股蓝指纹图谱相似度结果
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