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绿萼梅药材超高效液相色谱指纹图谱研究
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（１．安徽中医药大学药学院，安徽 合肥　２３００１２；２．新安医学教育部重点实验室，安徽 合肥　２３００３８；

３．中药饮片制造新技术安徽省重点实验室，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　采用超高效液相色谱法（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ）建立绿萼梅药材的

指纹图谱，为有效控制绿萼梅药材的质量奠定基础。方法　采用ＣＯＲＴＥＣＳＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，

１．６μｍ），以乙腈（Ａ）０．１％甲酸水（Ｂ）溶液为流动相进行梯度洗脱，进样量为１μＬ，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，检

测波长２６０ｎｍ。结果　通过相似度分析确定１９个色谱峰构成绿萼梅药材指纹图谱的特征峰。结论　采用

ＵＰＬＣ方法建立的指纹图谱具有精密度、稳定性、重复性良好的特点，可为绿萼梅化学成分的进一步提取分

离和药效物质基础的研究提供科学依据。
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Ｓｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．］的干燥花蕾，具有疏肝和中、化痰散

结之功效，用于治疗肝胃气痛、郁闷心烦、梅核气、瘰

疬、疮毒等症［１］。绿萼梅以长江流域以南为多，如安

徽、浙江、湖北等地，日本、朝鲜、新西兰亦有分布［２］。

绿萼梅始载于《本草纲目》，近年来国内外学者对绿

萼梅化学成分进行了相关研究［３６］，已经发现的成分

中主要包括黄酮、苯丙素、挥发油等化学成分。有关

绿萼梅药材的质量控制，目前文献报道较多的是多

成分的含量测定［７８］，而采用指纹图谱技术评价和控

制绿萼梅药材质量的研究报道很少，难以全面反映

绿萼梅所含化学成分特征，难以准确评价和控制药

材质量。本实验采用超高效液相色谱法（ｕｌｔｒａｐｅｒ

ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ）对绿萼梅

药材指纹图谱进行研究，ＵＰＬＣ具有耐高压、快速分

离、高灵敏度、高分离度等特点，能克服高效液相色

谱灵敏度低、分析时间长等缺点，在中药等复杂体系

的分离分析上具有明显优势，被广泛地应用于中药

复杂体系的研究。利用 ＵＰＬＣ建立绿萼梅的指纹

图谱，能缩短分析时间、节约溶剂消耗，可为建立绿

萼梅药材的质量控制与评价标准提供借鉴。

１　仪器和试药
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（Ｇ７１２０Ａ 二 元 泵 系 统，Ｇ７１６７Ｂ 自 动 进 样 器，

Ｇ７１１４ＢＶＷＤ检测器）：美国安捷伦科技有限公司；

ＢＰ２１１ＤＳ十万分之一天平、ＢＳＡ２２４Ｓ万分之一天

平：德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＫＱ５００ＤＢ型数控超声波

清洗器：昆山超声仪器有限公司；ＳＹＺＣ型石英自

动亚沸高纯水蒸馏器：金坛市杰瑞尔电器有限公司；

Ｆ８０型高速粉碎机：金坛市金城国胜实验仪器厂。

１．２　试药　对照品绿原酸（批号 ＣＦ１０２６）：武汉天

植生物技术有限公司；金丝桃苷（批号 １１１５２１

２０１４０８）：中国食品药品检定研究院；异槲皮苷（批号

１１１８０９２０１４０３）：中国食品药品检定研究院；芦丁

（批号 ＹＭ０３１６ＳＡ１３）：上海源叶生物科技有限公

司；甲醇、乙腈和甲酸均为色谱纯，其他试剂均为分

析纯。绿萼梅药材采自安徽歙县、浙江杭州，经安徽

中医药大学药学院刘守金教授鉴定为蔷薇科植物梅

［犘狉狌狀狌狊犿狌犿犲 （Ｓｉｅｂ．）Ｓｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．］的干燥花

蕾。绿萼梅样品来源和加工方式见表１。

２　方法和结果

２．１　溶液制备

２．１．１　供试品溶液的制备　取过四号筛的绿萼梅

粉末约０．５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入

５０％甲醇５０ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理（功率

１００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用

５０％甲醇补充减失的质量，混匀后过孔径为０．２２

μｍ的滤膜，取续滤液作为供试品溶液。

２．１．２　对照品溶液的制备　分别取金丝桃苷对照

品、绿原酸对照品、异槲皮苷对照品、芦丁对照品适

量，精密称定，加５０％的甲醇制成一定质量浓度的

母液，取单标母液适量，加５０％甲醇制成每毫升含

金丝桃苷３０．６μｇ，异槲皮苷３３．２μｇ、绿原酸
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４２．９μｇ、芦丁４３．６μｇ的混合对照品溶液。

表１　绿萼梅样品来源和加工方式

编号 加工方式 来源 编号 加工方式 来源

Ｓ１ 产地收集（烘干） 安徽 杨家宅１ Ｓ１０ 实验室加工（烘干） 安徽 姬公尖６

Ｓ２ 实验室加工（烘干） 安徽 杨家宅２ Ｓ１１ 微波杀青后烘干 安徽 姬公尖７

Ｓ３ 微波杀青后烘干 安徽 杨家宅３ Ｓ１２ 实验室加工（烘干） 安徽 石河村１

Ｓ４ 产地收集（烘干） 安徽 杨家宅４ Ｓ１３ 产地收集（烘干） 安徽 石河村２

Ｓ５ 产地收集（烘干） 安徽 姬公尖１ Ｓ１４ 产地收集（烘干） 安徽 石河村３

Ｓ６ 产地收集（烘干） 安徽 姬公尖２ Ｓ１５ 实验室加工（烘干） 安徽 石河村４

Ｓ７ 产地收集（烘干） 安徽 姬公尖３ Ｓ１６ 实验室加工（烘干） 安徽 石河村５

Ｓ８ 实验室加工（烘干） 安徽 姬公尖４ Ｓ１７ 微波杀青后烘干 安徽 石河村６

Ｓ９ 微波杀青后烘干 安徽 姬公尖５ Ｓ１８ 产地收集（烘干） 浙江 杭州

２．２　色谱条件　ＷａｔｅｒｓＣＯＲＴＥＣＳＣ１８色谱柱

（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．６μｍ），柱温３５℃；流动相乙

腈（Ａ）０．１％甲酸水（Ｂ），洗脱程序（０～６ｍｉｎ，

６％→９％ Ａ；６～１２ｍｉｎ，９％→１３％ Ａ；１２～１６ｍｉｎ，

１３％→１３％ Ａ；１６～２５ｍｉｎ，１３％→３０％ Ａ；２５～３０

ｍｉｎ，３０％→４０％ Ａ）；进样量为１μＬ；流速０．３

ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２６０ｎｍ。

２．３　方法学考察

２．３．１　稳定性试验　取Ｓ４供试品溶液，分别于０、

２、４、８、１２、２４ｈ进样检测，各主要色谱峰的相对金

丝桃苷峰（１３号峰）的保留时间和相对峰面积的

ＲＳＤ均小于２．０％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定

性良好。

２．３．２　精密度试验　取Ｓ４供试品溶液，连续进样

６次，各主要色谱峰的相对保留时间和相对峰面积

的ＲＳＤ均小于２．０％，表明仪器精密度良好。

２．３．３　重复性试验　取同一批药材Ｓ４，按“２．１”项

下方法制备供试品溶液６份，分别进样测定，各主要

色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的ＲＳＤ都小

于２．０％，说明该方法的重复性良好。

２．４　指纹图谱研究

２．４．１　指纹图谱的建立　将１８个色谱图导入“中

药色谱指纹图谱相似度评价系统”（２０１２．１３０７２３

版），先进行数据剪切，以除去２ｍｉｎ前的溶剂峰和

３０ｍｉｎ之后色谱柱平衡的部分，设置Ｓ１为参照谱

图，对照谱图的生成方法为中位数，时间窗的宽度为

０．１，经过多点校正之后，然后再进行自动匹配，生成

绿萼梅药材ＵＰＬＣ指纹图谱及对照图谱（Ｒ），分别

见图１、图２。

图１　绿萼梅药材ＵＰＬＣ指纹图谱

２．４．２　相似度评价　在上述数据处理的基础上，采

用国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统”（２０１２．１３０７２３版）软件对１８批绿萼梅进行相

似度评价，结果表明相似度均＞０．９２，说明绿萼梅样

品相互之间相似度较好。

２．４．３　不同批次绿萼梅药材指纹图谱聚类分析　采

用ＳＰＳＳ２３．０软件包中的聚类分析程序对不同批次

的绿萼梅提取物样品进行聚类分析。在方法上采用

Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离计算，然后根据数值顺序用 Ａｖｅｒｇａｅ

ｌｉｎｋａｇｅ法作图、得出聚类分析树状图，结果见图３。
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注：３．绿原酸；１２．芦丁；１３．金丝桃苷；１４．异槲皮苷

图２　绿萼梅药材对照图谱

图３　聚类分析的树状图

　　由图３可见，不同批次绿萼梅提取物可分为２

个大类，Ｓ２、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ８、Ｓ１０、Ｓ１２、Ｓ１３、Ｓ１４、Ｓ１５、

Ｓ１６、Ｓ１７、Ｓ１８为一类，Ｓ１、Ｓ３、Ｓ７、Ｓ９、Ｓ１１为一类，结

果表明产地直接烘干和实验室直接烘干之间差异性

很小，同时也表明了直接烘干与微波杀青后烘干这

两种加工方法之间存在一定差异。由于烘干是先使

物体表面加热，再经热传导，使内部温度升高、水分

散失缓慢的过程，产地直接烘干和实验室加工都属

于烘干，即二者差异性很小；微波干燥属于穿透性加

热，能在短时间内使物料干燥，直接烘干和微波杀青

后烘干二者加工方式不同，干燥原理不同，即二者之

间存在一定差异。聚类分析的结果与相似度计算结

果基本一致，进一步验证了方法的可靠性，可用于绿

萼梅提取物的指纹图谱分析。

３　讨论

本实验分别对色谱条件中的色谱柱、流动相及

检测波长进行了考察。考察了 Ｗａｔｅｒｓ公司的两种

ＵＰＬＣ色谱柱，一种是ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８
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色谱柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．７μｍ）；另一种是

ＣＯＲＴＥＣＳＵＰＬＣＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，

１．６μｍ），最终选择 ＣＯＲＴＥＣＳＣ１８色谱柱进行实

验。考察了甲醇０．１％甲酸水、乙腈０．１％甲酸水

两种流动相体系，发现以乙腈０．１％甲酸水为流动

相，样品的分离效果较好。对２６０、３５５ｎｍ不同波

长进行考察，发现在２６０ｎｍ波长下，图谱的色谱峰

信息较为全面，故选择２６０ｎｍ作为检测波长。

本实验依次运用相似度评价和聚类分析方法对

绿萼梅样品ＵＰＬＣ指纹图谱进行分析，相似度评价

结果表明，不同批次绿萼梅药材的相似度都在０．９００

以上，表明不同批次绿萼梅样品相似度良好；聚类分

析时发现绿萼梅样品聚为两大类，由此发现产地收

集和实验室加工之间差异性很小（Ｓ１样品除外）；烘

干和微波杀青后烘干这两种加工方式之间存在差异

（Ｓ１７样品除外），表明不同的加工方法对绿萼梅药

材质量有一定的影响，在今后的绿萼梅药材研究中

需要规范其加工工艺，方能保证绿萼梅药材的质量。
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