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基于ＨＰＬＣ指纹图谱建立医院紫草药材验收标准

于 典 １，黄 磊 １△，华国栋 ２，何 婷 １，巩 颖 １，杨 维 １
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摘要：目的 建立紫草药材的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱，为该药材的验收提供参考。方法 色谱柱为 ＳｈｉｍａｄｚｕＶＰ－ＯＤＳＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．３％磷酸水溶液（梯度洗脱），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７４ｎｍ，柱温为２５℃，进样
量为１０μＬ。采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（２０１２．０版）进行相似度评价。结果 建立了紫草药材的 ＨＰＬＣ指纹图谱，共确定
１４个共有峰，去氧紫草素色谱峰为对照峰，供试品指纹图谱与对照指纹图谱的相似度多在 ０．７以上。结论 所建立的紫草药材 ＨＰＬＣ
指纹图谱方法分离效果好、结果准确、高效，可为医院紫草药材的验收提供参考。
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对中药功效的深入研究发现，单一的活性成分或指

标性成分均难以反映中药的真伪和质量犤１犦。通用现代的

分析技术分析中药和中药复方，能为鉴别中药材的真伪

和质量提供有效参考犤２犦，其中建立指纹图谱是评价药品

质量的关键环节和基础犤３犦。指纹图谱的参照物质多选择

药材中易获取的主要活性成分或指标性成分，以考察药

材图谱稳定性及辅助辨别图谱重复性。若临床药效未能

取得确切关联，则指纹图谱的参照物将起到辨别和评价

药材图谱特征的引导作用犤４犦。萘醌类、苯醌类、黄酮类、

生物碱类及多糖类物质是药用紫草的主要活性成分，其

中萘醌类化合物的抗癌作用和较强的脂溶性特征是当

前紫草研究的热点，左旋紫草素、乙酰紫草素、去氧紫草

素、β－β′二甲基丙烯酰紫草素、β－羟基异戊酰紫草
素、去氢阿卡宁和 β－羟基异戊酰阿卡宁等物质也均是
紫草的主要物质成分犤５犦。本研究中选取左旋紫草素、乙

酰紫草素、去氧紫草素、β－β′－二甲基丙烯酰紫草素
为参照物，建立了紫草药材的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指
纹图谱。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公
司）；ＢＳＡ１２４Ｓ型分析天平（北京赛多利斯科学仪器有限
公司，精度为０．０００１ｇ）。
１．２ 试药

左旋紫草素对照品（中国食品药品检定研究院，批

号为 １１０７６９－２００５０６，含量≥９５％）；乙酰紫草素对照
品（上海士锋生物技术有限公司，批号为 １５０６２７１５，含
量≥９８％）；去氧紫草素对照品（北京迈瑞达科技有限公
司，批号为 １９０７２５４１，含量≥９８％）；β－β′－二甲基丙
烯酰紫草素对照品（上海源叶生物科技有限公司，批号

·检验检测·
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时间（ｍｉｎ）

０～１５
１５～３０
３０～５０

流动相Ａ（％）

２５→４５
４５→６０
６０→９０

时间（ｍｉｎ）

５０～５５
５５～６０

流动相Ａ（％）

９０
９０→２５

ＡＵ

０．７
０．６
０．５
０．４
０．３
０．２
０．１
０ ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０

ＡＵ

ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０

Ｂ

Ａ

０．０４

０．０３

０．０２

０．０１

０

４

３

２

１

１

２

３ ４

表１ 梯度洗脱程序

Ｔａｂ．１ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

１．左旋紫草素 ２．乙酰紫草素 ３．去氧紫草素
４．β－β′－二甲基丙烯酰紫草素
Ａ．混合对照溶液 Ｂ．供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

１．Ｌ－ｓｈｉｋｏｎｉｎ ２．ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ ３．ｄｅｏｘｙｓｈｉｋｏｎｉｎ
４．β－β′－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

为 Ｙ０２Ａ９Ｈ６７１３５，含量≥９８％牘；紫草（批号分别为
ＺＣ－２０２０００１和ＺＣ２０２０００２的来自新疆哈密，批号分别
为 ＺＣ－２０２０００３和 ＺＣ－２０２０００４的来自新疆阿勒泰，
批号分别为 ＺＣ－２０２０００５和 ＺＣ－２０２０００６的来自新疆
喀什，批号分别为 ＺＣ－２０２０００７和 ＺＣ－２０２０００８的来
自新疆乌鲁木齐，批号分别为 ＺＣ－２０２０００９和 ＺＣ－
２０２００１０的来自尼泊尔）；甲醇、乙腈均为色谱纯，磷酸
为分析纯，水为纯化水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＳｈｉｍａｄｚｕＶＰ－ＯＤＳＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈 －０．３％磷酸水溶液（梯度洗脱，洗
脱程序见表 １）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２７４ｎｍ；
柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。

２．２ 溶液制备

称取左旋紫草素对照品、乙酰紫草素对照品、去氧

紫草素对照品、β－β′－二甲基丙烯酰紫草素对照品各
１０．００ｍｇ，精密称定，分别置１０ｍＬ容量瓶中，分别以流
动相制成质量浓度为０．７，１．０，１．５，１．０ｍｇ／ｍＬ的对照
品溶液；各精密量取１ｍＬ，置同一１００ｍＬ容量瓶中，加
流动相定容，摇匀，制成混合对照品溶液。取紫草样品粉

末（过 ６０目筛）０．５ｇ，精密称定，加入 ６倍量的乙醇溶
液于具塞锥形瓶中，室温下密封、遮光。冷浸提取后，过

滤，并收集滤液，制成浓缩、干燥的浸膏，加 １０ｍＬ甲醇
使溶解，冷却至室温，作为供试品溶液。

２．３ 方法学考察

系统适用性试验：精密量取２．２项下混合对照品溶
液、供试品溶液各适量，按２．１项下色谱条件进样测定，记
录色谱图。结果供试品溶液色谱中，在与混合对照品溶

液色谱相应位置有吸收峰，理论板数按左旋紫草素、乙酰

紫草素、去氧紫素、β－β′－二甲基丙烯酰紫草素峰计均大
于３０００，分离度均大于１．５，基线分离良好。详见图１。

精密度试验：取紫草药材样品，按 ２．２项下方法制
备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测定 ６次，记
录相对保留时间及色谱峰面积。结果的 ＲＳＤ均小于
１．１％（ｎ＝６），表明方法精密度良好。

稳定性试验：２．２项供试品溶液，室温下放置 ０，２，
４，８，１２，１８，２４，３２，４０，４８ｈ时按 ２．１项下色谱条件
分别进样测定，记录相对保留时间及色谱峰面积。结

果的ＲＳＤ均小于２．１％（ｎ＝１０），表明供试品溶液室温

下４８ｈ内稳定。
重复性试验：取同一批次紫草药材样品 ６份，按

２．２项下方法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进
样测定，记录相对保留时间及色谱峰面积。结果的 ＲＳＤ
均小于１．４％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

耐用性试验：使用不同型号的仪器、不同批次、不同

柱温（２８，３０，３２℃）的色谱柱对同一批次紫草药材样品
进行测定，计算其相似度。结果表明，在一定波动范围

内，各共有峰的分离度无明显差异，说明指纹图谱测定

方法的耐用性良好。

２．４ 指纹图谱的建立与评价

２．４．１ 紫草指纹图谱的建立

选择 １０批次紫草药材，分别按上述建立的指纹图
谱测定方法进行检测，采用“中药色谱指纹图谱相似度

评价系统”（２０１２．０版）拟合生成对照指纹图谱，以峰
面积＞１２．５％的１０号峰（去氧紫草素牘为对照峰，０．５％＜
峰面积＜１２．５％的分别为第１～９号和第１１～１４号峰，
这 １４个峰的面积之和占共有峰总面积的 ９０％，详见
图２。１０批药材对照指纹图谱见图３。
２．４．２ 相似度评价

采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”（２０１２．０版）
建立共有模式，对图谱数据的相关参数进行自动匹配，

生成对照图谱 Ｓ，计算 １０批紫草药材提取物图谱与对
照图谱间的相似度。结果多超过０．７，见表２。
３ 讨论

当前市场紫草品种良莠不齐，２０２０年版《中国药典
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峰号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ

Ｓ１
１．０００
０．９８３
０．７３２
０．７２８
０．６６７
０．８６７
０．８６７
０．９９２
０．９８０
０．９８６
０．９６６

Ｓ２

１．０００
０．７７７
０．７６０
０．６６６
０．８３９
０．８３９
０．９８４
０．９８５
０．９９４
０．９６６

Ｓ３

１．０００
０．９７９
０．９０１
０．５７３
０．５７３
０．７２２
０．８０１
０．７７０
０．８４９

Ｓ４

１．０００
０．９４６
０．５８６
０．５８６
０．７１８
０．７９４
０．７６２
０．８５４

Ｓ５

１．０００
０．５８７
０．５８７
０．６５９
０．７０３
０．６７２
０．８０８

Ｓ６

１．０００
０．７８７
０．８５９
０．８３２
０．８４０
０．８８６

Ｓ７

１．０００
０．８５９
０．８３２
０．８４
０．８８６

Ｓ８

１．０００
０．９７４
０．９８６
０．９６

Ｓ９

１．０００
０．９９０
０．９７３

Ｓ１０

１．０００
０．９６８

Ｓ

１．０００

（一部）》对药用紫草的描述特征不鲜明，且在紫草指纹

图谱方面尚未建立对应的质量规范标准。紫草的市场来

源较复杂，实际流通的并非仅药典规定的新疆紫草和内

蒙古紫草，还有更多不同的紫草品种无法通过《中国药

典》的性状描述准确鉴别犤６犦。不同的种植地点、采收期、

贮藏条件、运输条件等均会对药材产生较大影响，导致

现在市场紫草药材的质量难以控制犤７犦。

为了规范新疆紫草市场，应建立有效的含量测定方

法，保证紫草药材质量的有效性和安全性犤８犦。指纹图谱

为全面说明中药化学成分特点的一种新技术，可表征中

药样本的特征成分犤９犦。中药指纹图谱为综合性鉴别方

法，其应用范围是鉴别真伪，评价中药的质量均匀性和

稳定性犤１０－１１犦。采集药材组的指纹图谱，弄清中药材化学

成分的多样性和复杂性，是科学合理地控制中药材质量的

有效途径犤１２－１３犦。本研究结果显示，样品指纹图谱和对照药

材指纹图谱中所含化学成分基本相同，但不同市场图谱中

特征峰数量和各特征峰面积均存在较大差异，表明新疆紫

草萘醌提取物在不同来源的组成相似，但含量差异大。

本研究中建立的紫草指纹图谱用于紫草药材的验

收标准，即已明确该药材为紫草的前提下，用指纹图谱

控制紫草的入院质量，目的是用于控制入院紫草药材的

质量均一性及保证临床疗效的均一性。且本研究建立的

指纹图谱虽仅选择了 ２个大类产区、５个小类产区，指
纹图谱的色谱峰选择受到一定限制，但更细化的区分则

有利于研究的深入开展。
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图２ １０批药材叠加指纹图谱
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图３ １０批药材对照指纹图谱
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