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高效液相色谱指纹图谱法分析南方红豆杉药材的氯仿提取物
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摘要：建立了南方红豆杉药材氯仿提取物的高效液相色谱（A0B@）指纹图谱分析方法。采用 3C*"DEF’* #"" @#$ 色

谱柱（!*" (( . ) ((，* !(），以甲醇和水为流动相进行梯度洗脱，流速为 # (B . (68，检测波长为 !(! 8(，柱温为

(" G 。以 #" 4脱乙酰巴卡亭"（#" 4+?H"）为参照物，在相同的色谱条件下测定了 #" 批不同产地的南方红 豆 杉 药

材氯仿提取物的指纹图谱，获得了 ## 个共有指纹峰，并利用主成分分析法（0@?）对指纹图谱进行统计分析。结果

表明南方红豆杉药材的质量与种植区域有关。该方法稳定、可靠，可用于南方红豆杉药材的质量控制。
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- - 南 方 红 豆 杉［ <(=;3 >(%%/"#/(0( >C==$ &5*$
*(/)-/（B’(’’ ’< BR&#）B$ S$ TC ’< %$ B6］为红

豆杉科红豆 杉 属 植 物，又 名 紫 杉，是 我 国 传 统 中 药

材。据《 本 草 纲 目 》记 载：“ 其 性 辛、味 甘，大 温，归

胃、肝经”，具 有 解 毒、散 结、止 痛 等 功 效，临 床 上 用

于治疗症瘕积聚、瘀血经闭、食积胀痛、霍乱、伤寒等

症。现代研究 表 明，其 主 要 含 有 紫 杉 醇、#" 4脱 乙 酰

巴卡 亭 "（ #" 4+?H"）等 紫 杉 烷 类 抗 癌 活 性 成

分［#，!］。紫杉醇由于其独特的抗癌机制和显著的疗

效［(］，被广泛用于治疗肺癌、乳腺癌、卵巢癌和食管

癌等恶性肿瘤［) / &］。

- - 目前对南方红豆杉药材的质量评价主要以紫杉

醇或 #" 4+?H"作 为 定 性、定 量 的 考 察 指 标［$ / #"］。

但此法不能有效控制南方红豆杉药材的内在质量。
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中药指纹图谱技术是一种综合的、可量化的质量控

制手段，它能够从宏观上整体反映中药材所含化学

成分的种类和数量，是目前国际公认的中药或天然

药物质量控制的有效手段之一。同时研究发现，氯

仿能较为全面地提取红豆杉中的紫杉烷类成分［##］。

因此本文对浙江省不同地区南方红豆杉药材氯仿提

取物进行了高效液相色谱（!"#$）指纹图谱分析和

主成分分析（"$%），为南方红豆杉药材的质量控制

提供了可靠的方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

$ $ &’()*+ #%!% ,!&&" 高 效 液 相 色 谱 系 统，包 括 二

极管阵列检测 器（-%-），配 置 ./012)* 色 谱 工 作

站（ 美国 &’()*+ 公司）；.3*1+04)* #’’ $#" 色 谱 柱

（!%’ // ( ) //，% !/）（ 德国 56’3)* 公司）；5,
%’7 超纯水仪（ 美国 5)/8912）。

$ $ #’ ,脱乙酰巴卡亭"对照品（ 批号：’%)5#*+!，美

国 :;</’ 公司）；甲醇为色谱纯，其他试剂均为国产

分析纯；娃哈哈纯净水（ 使用前经超纯水仪过滤）。

! ! #" 材料

$ $ 南方红豆杉药材均经浙江中医药大学姚振生教

授鉴 定 为 !"#$% &"’’()*("+" =3>>? @’*? ,"(-.(
（#)/)) )( #A@9）#? 5? B3 )( C? #; 的枝叶，药材产

地和批号见表 #。

表 !" 南方红豆杉药材产地及批号

"#$%& !" ’()*)+, #+- $#./0&, ’1 !"#$% &"’’()*("+"

:’/09) C1? :13*>) D’(>4 C1?

# , #;+43; ’"’*#%

! , #;+43; ’+’-#%

* , E3)F; ’"’*#%

) , :43’6<8)6< ’"’*#%

% , #;6’6 ’+’*#+

- , !’6<G413 ’"’)’#

+ , :43’6<8)6< ’"’!!)

" , E3)F; ’"’!!+

& , H16<93 ’+’)’%

#’ , #;6’6 ’"’)’%

! ! $" 色谱条件

$ $ 色谱柱：.3*1+04)* #’’ $#" 色谱柱。流动相 %：

水；流 动 相 D：甲 醇；梯 度 洗 脱 程 序：’ . #% /;6，

*"I D；#% . !% /;6，*"I D . ))I D；!% . )’ /;6，

))I D . %’I D。流 速 为 #/ ’ /# J /;6。检 测 波 长：

!*! 6/。柱温：*’ K。进样量：% !#。

! ! %" 参照物溶液的制备

$ $ 精密称取 #’ ,-%D"对照品 %/ !! /<，用甲醇溶

解并定 容 至 #’ /#，配 制 成 质 量 浓 度 为 ’/ %!! < J #

的参照物溶液。避光冷藏备用。

! ! &" 样品溶液的制备

$ $ 参考文 献［#!］的 方 法 进 行 样 品 制 备。精 密 称

取药材粗粉 !/ % < 置于配有 !%’ /# 圆底烧瓶的索

氏抽提器滤筒 内，加 入 #%’ /# 石 油 醚，于 -’ K 水

浴中回流提取 ) 4；共提取 ! 次。阴干药材提取物，

然后在其中加入 %’ /# &%I 甲醇，于 )’ K 水 浴 中

超声提取 ’/ % 4；共提取 ! 次；抽滤，合并滤液，于 )’
K水浴挥干后加入 )’ /# 水,石油醚（# 0 #，@ J @）萃

取；取出水层，并在其中加入 !’ /# 石油醚萃取，弃

石油醚 层；共 萃 取 * 次。再 加 入 !’ /# 氯 仿 萃 取；

共萃取 ! 次。合并氯仿层，于 )’ K 水浴中挥干，用

甲醇复溶后定 容 至 ! /#，经 ’/ )% !/ 微 孔 滤 膜 过

滤，滤液备用。

#" 结果与讨论

# ! !" 检测波长的确定

$ $ 使用 -%- 扫描获得的各主要色谱峰紫外吸收

光谱集中在 !’’ . !-’ 6/，为 了 尽 可 能 多 的 反 映 组

分全貌，选择 !*!、!!+ 和 !%) 6/ 检测波长下的指纹

图谱进行比较。其中在 !*! 6/ 检测波长下得到的

色谱峰较多，各峰吸收均匀，基线较平稳，因此确定

!*! 6/ 作为南方红豆杉药材氯仿提取物 特 征 性 化

学成分的检测波长。

# ! #" 样品溶液制备方法的确定

$ $ 南方红豆杉药材入药部位为枝叶，其含有的大

量脂溶性色 素 影 响 药 材 中 紫 杉 烷 类 成 分 的 分 析 检

测，故需要除去杂质。

$ $ 考察了不同提取方法（ 超声与回流）、不同提取

溶剂（&%I 乙 醇、&%I 甲 醇、乙 酸 乙 酯 和 氯 仿 等）及

提取次数对药材中紫杉烷类成分的提取效果。研究

发现，氯仿和甲醇的提取效果较好，但考虑到实验安

全性，选择 %’ /# &%I 的甲醇超声提取 ! 次。

$ $ 分别考察 了 石 油 醚 索 氏 回 流 和 石 油 醚 液,液 萃

取法［#!］去 除 南 方 红 豆 杉 药 材 中 色 素 杂 质 的 效 果。

实验发现前者处理后的药材组分中仍有大量的叶绿

素残 留，而 后 者 石 油 醚 消 耗 大，萃 取 次 数 较 多。因

此，我们采用索氏回流和液,液萃取相结合的方法进

行样品处理，实验结果表明该法可以有效地去除色

素。同时，将石油醚索氏回流提取液以及石油醚液,
液萃取液分别在相同色谱条件下进样检测，结果表

明石油 醚 部 分 均 没 有 检 出 紫 杉 烷 类 成 分，与 文 献

［#*］研究结果一致。由此表明，该方法可有效去除

叶绿素等色素杂质，并尽可能反映了南方红豆杉药

材氯仿提取物中紫杉烷类成分所含的全部信息。因

·"-’#·
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此，本实验先后 # 次使用石油醚进行杂质去除及脱

色，实验证明该法稳定且重复性好。

! ! "# 方法学考察

! ! " ! $# 精密度实验

! ! 取同一份样品溶液，按 "$ % 节色谱条件连续进

样测定 & 次，以 ’ 号峰为内参比峰，计算指纹图谱中

各主要共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果

表明各主要共有峰的相对保留时间和相对峰面积的

相对标准偏差（!"#）均小于 %$；参照文献［"’］的

方法，计算 & 次分析所得的色谱图的相似度，其相似

度均大于 ($ ))，表明仪器的精密度良好。

! ! " ! !# 稳定性实验

! ! 取同一份样品溶液分别在 (、#、’、&、*、"(、"# 和

#’ % 不同时间点，按照 "$ % 节色谱条件进行检测，各

色谱峰的相对保留时间和相对峰 面 积 的 !"# 均 小

于 %$，参照文献［"’］的方法，计算 * 次分析所得的

色谱图的相似 度，其 相 似 度 均 大 于 ($ ))，表 明 样 品

在 #’ % 内稳定。

! ! " ! "# 重复性实验

! ! 取同一批次（% 号）样品 + 份，按照 "$ + 节方法

制备样品溶液，并按照 "$ % 节色谱条件进行检测，其

色谱峰的相对保留时间和相对峰 面 积 的 !"# 均 小

于 %$；参照文献［"’］的方法，计算 + 次分析所得的

色谱图的相似 度，其 相 似 度 均 大 于 ($ ))，表 明 该 提

取方法具有良好的稳定性和可靠性。

! ! %# 指纹图谱的建立

! ! % ! $# 样品指纹图谱的制备

! ! 取 "( 批南方红豆杉药材，分别按 "$ + 节方法制

备样品溶液，精密吸取样品溶液 + !& 进样测定，记

录 +( ’()，得到 *+&, 谱图。

! ! % ! !# 共有峰模式的建立

! ! 通过对 "( 批南方红豆杉药材氯仿提取物样品

的测定，比较各批样品色谱图中色谱峰的相对保留

时间，从中选 定 了 "" 个 共 有 色 谱 峰。"( 批 次 南 方

红豆杉药材氯仿提取物的指纹图谱见图 "。图 " 中

’ 号峰为 "( -#./"，其色谱峰面积约占总峰面积的

#($ 以上，色谱保留时间和峰面积稳定，与相邻色谱

峰分离较好，符 合《 中 药 注 射 剂 指 纹 图 谱 研 究 的 技

术要求（ 暂行）》的要求，故确定 "( -#./"为参照峰

（ 0）。"" 个共 有 指 纹 峰 的 相 对 保 留 时 间 的 !"# 在

"$ *’$ , #$ *’$，相 对 峰 面 积 的 !"# 在 ($ *-$ ,
#$ )’$。利用 12345 #((% 软件，采用平均矢量法［"’］

计算南方红豆杉药材氯仿提取物指纹图谱保留时间

和峰面积的共有模式，建立对照指纹图谱，其保留时

间和相对峰面积见表 #。

图 $# $& 批次南方红豆杉药材氯仿提取物的指纹图谱

"#$! $# "#%$&’(’#%)* +, $& -.)/0&* +, )0& /01+’+,+’2
&3)’./)* +, !"#$% &"’’()*("+"

06 "( -#./" 6

表 !# 南方红豆杉药材氯仿提取物指纹图谱共有峰

的保留时间和相对峰面积

4.-1& !# 5&)&%)#+% )#2&* .%6 ’&1.)#7& (&.8 .’&.* +,
/+22+% (&.8* ,+’ ,#%$&’(’#%) +, /01+’+9
,+’2 &3)’./)* +, !"#$% &"’’()*("+"

+478 9:6 () ;(<6 " !4=4)=(:) =(’4 > ’() !457=(?4 @478 7A47
" ) 6 %( ( 6 "+
# ) 6 +" ( 6 ++
% ## 6 %% ( 6 #-

! ’（ 0） #* 6 -# " 6 ((
+ #) 6 &’ ( 6 ’+
& %" 6 ") ( 6 ")
- %% 6 #) ( 6 +*
* ’( 6 %’ ( 6 "*
) ’" 6 +* ( 6 +%

"( ’# 6 +’ ( 6 #%
"" ’+ 6 )" ( 6 #+

! ! ’# 指纹图谱的评价

! ! ’ ! $# 相似度计算

! ! 利用 12345 #((% 软件，采用相关系数和夹角余

弦两个统计量作为测度，以全部样品统计量的平均

值作为共有模式［"’］，对 "( 批南方红豆杉药材氯 仿

提取物样品 的 相 似 度 进 行 了 计 算，结 果 见 表 %。从

表 % 可以看出，各批次样品之间的指纹图谱相似度

除了 # 号样 品 均 值 相 关 系 数 计 算 的 相 似 度 为 ($ --
外，其余均大 于 ($ )(，说 明 所 建 立 的 南 方 红 豆 杉 药

材氯仿提取物指纹图谱的技术指标稳定，重现性好。

·)&("·
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表 !" #$ 批次南方红豆杉药材氯仿提取物指纹图谱的相似度

!"#$% !" &’(’$")’*+ ,- -’./%)0)’.* ,- 12$,),-,)( %3*)"1*4
,- #$ #"*12%4 ,- !"#$% &"’’()*("+"

!"#$%& ’() *&"+ ,(--&%"./(+ ,(&00/,/&+. *&"+ ,(1/+& -"./(

# $ % ) &% % ) &’

! $ % ) ’’ % ) &#

( $ % ) &) % ) &"

) $ % ) &) % ) &"

* $ % ) &’ % ) &&

+ $ % ) &+ % ) &"

’ $ % ) &* % ) &"

" $ % ) &+ % ) &"

& $ % ) &’ % ) &&

#% $ % ) &) % ) &%

% 5 & 5 %" 主成分分析

, , 主成分分 析［#*］是 一 种 应 用 广 泛 的 多 元 统 计 方

法，用于简化数据，快速实现模式或关系的可视化识

别。以南方红豆杉药材氯仿提取物指纹图谱中共有

峰峰面积与药材编号组成矩阵，以特征值大于 # 为

提取标准，得到 ! 个主成分，这 ! 个主成分的累计贡

献率大于 "*2。从基于 ! 个主成分的得分图（ 图 !）

看出：产于浙江省北部的 " 批药材（(、)、*、+、’、"、&
和 #%$）聚集在一起，提示南方红豆杉药材的质量与

地 域分布有关。在载荷图（ 图(）中选取距离原点较

图 %" 基于前两个主成分的南方红豆杉药材得分图

6’/5 %" 789 41,)% 0$,* ,- !"#$% &"’’()*("+" ,.
*2% -’)4* *:, 0)’.1’0"$ 1,(0,.%.*4

图 !" 基于前两个主成分的南方红豆杉药材载荷图

6’/5 !" 789 $,";’./ 0$,* ,- !"#$% &"’’()*("+" ,.
*2% -’)4* *:, 0)’.1’0"$ 1,(0,.%.*4

远的几个点，得到主成分 # 中变量的权重值，权重值

越大表明该成分在决定样品区分中的作用越大，其

中前 ( 名变量的权重值分别为 %- &’*、%- &! 和 %- &!，

分别对应指纹图谱中的 )、! 和 * 号色谱峰，其中贡

献值最大的是 ) 号峰（#% 3456!），其对药材分类的

影响最大。! 和 * 号 峰 为 未 知 化 合 物，有 待 于 进 一

步分析确证。

!" 结论

, , 本文建立了南方红豆杉药材氯仿提取物的高效

液相色谱指纹图谱分析方法。所得的 #% 批南方红

豆杉药材氯仿提取物的指纹图谱中，各共有指纹峰

相似度较高，说明所建立的指纹图谱稳定、可靠。利

用主成分分析法对指纹图谱进行统计分析，结果表

明南方红豆杉药材的质量与种植区域有关。该方法

稳定、可靠，可用于南方红豆杉药材的质量控制。
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