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3  讨论 

3.1  色谱条件的优化 

通过对各成分进行全波长扫描发现，此 8 种

成分的最大吸收波长不同，香草醛、丁基苯酞和

丁烯基苯酞的最大吸收波长为 230 nm，洋川芎内

酯 I 和洋川芎内酯 H 的最大吸收波长为 274 nm，

咖啡酸、阿魏酸和藁本内酯的最大吸收波长为 321 

nm。香草醛、咖啡酸和洋川芎内酯 H 在川芎中含

量较低，需在各自的最大吸收波长检测，否则不

易达到定量限，因此选择用 PDA 检测器对此 8 种

成分在不同波长下进行测定，使各成分均在最大

吸收波长下测定。本实验考察了乙腈-水、乙腈

-0.03%磷酸水、甲醇-水和甲醇-0.03%磷酸水等流

动相系统，最终选择甲醇-0.03%磷酸水作为流动

相，各色谱峰的峰形较好，能达到基线分离。 

3.2  供试品提取条件的考察  

采用单因素循环的方法，分别考察了提取方

式(超声，回流)；提取溶剂(甲醇、75%甲醇、50%

甲醇、25%甲醇、乙醇、75%乙醇、50%乙醇、25%

乙醇)；溶剂量(50，100，150 倍)；提取时间(20，

30，40 min)。进样分析，以各成分的含量进行比

较，确定了供试品提取条件为 75%甲醇，100 倍量

超声提取 30 min。 

3.3  不同来源川芎含量测定结果分析 

对上述不同来源川芎含量测定结果进行分

析，发现不同产地各活性成分含量差异较大，洋

川芎内酯 I 可相差 3 倍，藁本内酯可相差 4 倍。道

地产区四川所含咖啡酸和藁本内酯含量普遍高于

其他产区，而丁基苯酞的含量普遍低于其他产区，

其他成分含量无显著差别。另发现不同产地川芎

中所含洋川芎内酯 I 与洋川芎内酯 H 含量比值基

本一致为 5，可能与其结构有关，洋川芎内酯 I 和

洋川芎内酯 H 都具有邻二羟基结构，为一对差向

异构体，洋川芎内酯 I 的邻二羟基为反式，洋川芎

内酯 H 为顺式，反式结构比顺式结构稳定可能是

产生上述现象的原因。本实验首次以 UPLC 分析

方法对不同产地川芎 8 种活性成分进行比较，建

立了 15 min 内快速分析的方法，通过比较各产地

含量差异，为今后有效控制川芎的质量提供依据。 
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摘要：目的  建立承德山楂叶药材的 HPLC 标准指纹图谱，为科学评价和有效控制其质量提供可靠的方法。方法  采用

Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 µm)；流动相为 0.5%甲酸水溶液-乙腈-甲醇-四氢呋喃梯度洗脱；0~15 

min，检测波长 260 nm，参比波长 360 nm；15~65 min，检测波长 370 nm，参比波长 430 nm；流速 1.0 mL·min1；柱温
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30 ℃；进样量 10 µL。对 15 批山楂叶药材进行了指纹图谱研究，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统(2004A 版)软件

进行分析。结果  15 批山楂叶的 HPLC 指纹图谱有 12 个共有峰，其中 7 个共有峰得到确认，相似度均>0.9。结论  该分

析方法准确可靠，重复性好，为更好地控制山楂叶内在质量提供科学依据。 

关键词：山楂叶；高效液相色谱法；指纹图谱；四氢呋喃 
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HPLC Fingerprint Study of Hawthorn Leaf from Chengde 
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Medicine, Chengde Medical College, Chengde 067000, China)   

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a sensitive and specific HPLC method and a standard fingerprint for quality control 
of hawthorn leaf from Chengde. METHODS  With an Agilent ZORBAX SB-C18 column(4.6 mm×250 mm, 5 μm), gradient 

elution was performed by mobile phase of 0.5% formic acid-acetonitrile-methanol-tetrahydrofuran. While 015 min, detection 

wavelength was set at 260 nm, reference wavelength 360 nm; 1565 min, detection wavelength 370 nm, reference wavelength 

430 nm. The flow rate was 1.0 mL·min1, the column temperature was 30 ℃, injection volume was 10 μL. Fifteen batches of 
hawthorn leaf were analyzed with the developed HPLC fingerprint. The data calculation was performed with similarity 
evaluation system for chromatographic fingerprint of TCM(Version 2004A). RESULTS  Twelve common peaks were found 
from 15 batches of hawthorn leaf HPLC fingerprint, of which seven peaks were confirmed, their similarities was greater than 0.9. 
CONCLUSION  This method is accurate, reproducible and provides a scientific basis for quality control of hawthorn leaf. 
KEY WORDS: hawthorn leaf; HPLC; fingerprint; tetrahydrofuran 

 

山 楂 叶 为 蔷 薇 科 植 物 山 里 红 Crataegus 

pinnatifida Bge. var. major N.E.Br.或山楂 Crataegus 

pinnatifida Bge.的干燥叶，夏、秋二季采收[1]，主产

于河北承德、兴隆以及山东、山西和辽宁等地[2-3]。

山楂叶具有活血化瘀、理气通脉、化浊降脂的作

用，用于气滞血瘀、胸痹心痛、胸闷憋气、心悸

健忘、眩晕耳鸣和高脂血症[1]。山楂叶药材化学成

分复杂，主要为黄酮类、有机酸类、有机醇类等[4]。

河北承德属山地气候，是山楂叶的主要产区。目

前，山楂叶的指纹图谱研究比较多[5-11]，多是乙腈

-水，甲醇-水等系统，各色谱峰分离度不是很好，

本实验采用 HPLC，在流动相中大比例的加入四氢

呋喃，重点对承德产山楂叶进行研究，改善了分

离效果，共确定 12 个共有峰，其中 7 个共有峰得

到确认。山楂叶指纹图谱的建立将为承德山楂叶

的质量控制以及二次开发提供科学依据。 

1  材料 

1.1  仪器   

Agilent1100 Series 液相色谱仪(G1322A 在线

脱气机、G1311A 二元泵、G1316A 柱温箱、

G1315D 二极管阵列检测器、G1329A 自动进样

器)；Agilent Chemstation 色谱工作站；AG245 电

子分析天平(梅特勒-托利多)；KQ-700 型超声波清

洗器(昆山市超声仪器有限公司)；HC-2062 高速离

心机(科大创新股份有限公司)。 

1.2  药品与试剂 

15 批山楂叶药材由承德民族师范学院董建新

教授鉴定为蔷薇科山楂属植物山里红(Crataegus 

pinnatifida Bge. var. major N.E.Br.)的干燥叶，药材

来源及收集时间见表 1。 

表 1  样品来源及编号 

Tab1  Sample source and number 

No. 采集地 采集时间 

S1 河北承德滦平县 1 2010.09 

S2 河北承德滦平县 2 2010.09 

S3 河北承德县 1 2010.09 

S4 河北承德县 2 2010.09 

S5 山东临沂平邑县 2010.09 

S6 河北承德兴隆县小东区村 2010.09 

S7 河北承德隆化县 2010.09 

S8 河北承德兴隆县半壁山镇 2010.09 

S9 辽宁鞍山岫岩县 2010.09 

S10 辽宁鞍山台安县 2010.09 

S11 河北承德丰宁县 1 2010.09 

S12 河北承德丰宁县 2 2010.09 

S13 河北承德宽城县 1 2010.09 

S14 河北承德宽城县 2 2010.09 

S15 河北承德宽城县 3 2010.09 
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对照品：绿原酸(批号：110753-200413)、牡荆

素鼠李糖苷(批号：111668-200602)、芦丁(批号：

100080-200707)、牡荆素(批号：111687-200602)、

金丝桃苷(批号：111521-201004)和槲皮素(批号：

100081-200907)均购自中国药品生物制品检定所，

纯度均>99%；牡荆素葡萄糖苷(批号：A0513)购自

成都曼思特生物科技有限公司。 

甲醇、乙腈为色谱纯(美国 Fisher Scientific)；

四氢呋喃为色谱纯(美国 Mreda Technology Inc)；

水为娃哈哈纯净水(河北省高碑店市经济开发区)；

其他试剂为分析纯。 

1.3  处理软件   

中药色谱指纹图谱相似度评价系统(国家药典

委员会，2004A 版)。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件   

色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱(4.6 

mm×250 mm，5 µm)；流动相：A 为 0.5%甲酸水

溶液，B 为乙腈，C 为甲醇，D 为四氢呋喃；梯度

洗脱程序见表 2；0~15 min ，检测波长 260 nm，

参比波长 360 nm；15~65 min ，检测波长 370 nm，

参比波长 430 nm；流速 1.0 mL·min1；柱温 30 ℃；

进样量 10 µL。 

表 2  流动相梯度洗脱程序 

Tab 2  Gradient eluted program of mobile phase 

时间/min A/% B/% C/% D/% 

 0 97 0.5 0.5 2.0 
15 93 0.5 0.5 6.0 
20 89 0.5 0.5 10 
30 80 0.5 0.5 19 
35 80 0.5 0.5 19 
65 56 6.0 6.0 32 

2.2  供试品溶液的制备  

将山楂叶去除杂物后，于烘箱内 60 ℃干燥至

恒重(约 3 h)，用粉碎机粉碎，过 60 目筛，取山楂

叶细粉约 1 g，精密称定，用甲醇 95 ℃水浴下索

氏提取 6 h，挥干甲醇，残渣用 80%甲醇复溶并定

容于 10 mL 量瓶中，取上清液 12 000 r·min1 离心

10 min，过 0.45 µm 滤膜滤过，取续滤液，即得。 

2.3  对照品溶液的制备   

分别精密称取对照品绿原酸、牡荆素葡萄糖

苷、牡荆素鼠李糖苷、芦丁、牡荆素、金丝桃苷

和槲皮素适量，加甲醇稀释至刻度，摇匀，分别

制成一定浓度的储备液，取上述储备液各适量置

10 mL 量瓶，制成每 1 mL 中含绿原酸 0.045 mg、

牡荆素葡萄糖苷 0.075 mg、牡荆素鼠李糖苷

0.12 mg、芦丁 0.005 2 mg、牡荆素 0.03 mg、金丝

桃苷 0.036 mg、槲皮素 0.002 5 mg 的混合对照品

溶液。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  仪器精密度试验  按“2.2”项下方法制备

供试液，连续进样 6 次，按“2.1”项下色谱条件

测定。考察指纹图谱中的共有峰的相对保留时间

RSD<0.2%，各共有峰相对峰面积 RSD<2.5%，表

明仪器精密度良好。 

2.4.2  重复性试验  取同一批山楂叶药材(S2)，按

“2.2”项下方法制备 6 份供试液，按“2.1”项下

色谱条件测定。考察指纹图谱中的共有峰的相对

保留时间 RSD<0.5%，各共有峰相对峰面积

RSD<1.2%，表明其重复性较好。 

2.4.3  稳定性试验  取同一供试品溶液(S2)，分别

于 0，2，4，8，12，24 h 进样测定 HPLC 色谱图。

考察指纹图谱中的共有峰的相对保留时间

RSD<0.4%，各共有峰相对峰面积 RSD<1.5%，表

明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.5  指纹图谱的建立  

将 15 批不同产地药材按“2.2”项下方法制成

供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进行分析，

记录色谱图。采用国家药典委员会《中药色谱指

纹图谱相似度评价系统 2004A 版》进行数据分析，

设定 S1 为参照图谱，将其他样品的色谱峰与参照

图谱进行自动匹配，以平均数法生成其对照图谱，

并建立山楂叶药材指纹图谱色谱叠加图，见图 1。 

 
图 1  15 批山楂叶 HPLC 叠加图 
R 为对照指纹图谱 

Fig 1  Superposition chart of HPLC fingerprint of 15 
batches of hawthorn leaf 
R is the reference fingerprint 
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2.6 共有峰的标定   

将 15 批山楂叶药材的指纹图谱进行匹配，结

果 1~12 号峰在 15 批样品色谱图中均出现，见图 1。

因此标定此 12 个峰为共有指纹峰，据此建立山楂

叶药材的 HPLC 指纹图谱，见图 2。 

2.7  共有峰相关信息   

色谱图中 6号色谱峰(牡荆素鼠李糖苷)分离度

良好，保留时间适宜，故选此峰为参照峰。根据

15 批山楂叶样品的色谱图结果，以参照峰峰面积

为基准，计算各共有峰与参照峰峰面积的比值，

结果见表 3。 

 
图 2  山楂叶指纹图谱 
1~12 号峰为特征峰；3绿原酸；4牡荆素葡萄糖苷；6牡荆素鼠李

糖苷；8芦丁；10牡荆素；11金丝桃苷；12槲皮素 

Fig 2  The HPLC fingerprint of hawthorn leaf 
112  characterized by peak; 3chlorogenic acid; 4vitexin glucoside; 

6vitexin rhamnoside; 8rutin; 10vitexin; 11hyperin; 12quercetin 

表 3  15 批山楂叶样品共有峰的相对峰面积比较 

Tab 3  Relative peak area comparison of common peaks from 15 batches of hawthorn leaf samples  

峰号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 平均值 RSD/%

1 0.046 0.044 0.051 0.053 0.053 0.067 0.050 0.049 0.043 0.040 0.045 0.043 0.050 0.052 0.051 0.049 13.1

2 0.048 0.049 0.047 0.052 0.026 0.040 0.041 0.018 0.013 0.014 0.047 0.048 0.046 0.051 0.028 0.039 37.9

3 0.036 0.035 0.033 0.033 0.054 0.021 0.031 0.016 0.115 0.065 0.035 0.037 0.034 0.033 0.052 0.042 56.2

4 0.272 0.272 0.274 0.273 0.320 0.570 0.274 0.360 0.637 0.506 0.271 0.272 0.273 0.274 0.315 0.344 35.6

5 0.095 0.099 0.090 0.089 0.107 0.044 0.094 0.078 0.088 0.079 0.094 0.097 0.091 0.090 0.099 0.089 16.3

6 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000

7 0.048 0.051 0.047 0.047 0.073 0.006 0.049 0.037 0.016 0.024 0.047 0.049 0.048 0.049 0.072 0.044 40.5

8 0.026 0.028 0.021 0.020 0.028 0.026 0.030 0.018 0.067 0.042 0.023 0.025 0.026 0.024 0.026 0.029 41.6

9 0.027 0.028 0.023 0.024 0.037 0.043 0.027 0.035 0.077 0.055 0.025 0.024 0.028 0.026 0.035 0.034 42.8

10 0.307 0.315 0.374 0.374 0.243 0.083 0.318 0.327 0.246 0.309 0.301 0.320 0.375 0.369 0.250 0.301 25.0

11 0.271 0.291 0.255 0.254 0.558 0.473 0.258 0.293 0.586 0.442 0.272 0.289 0.254 0.255 0.557 0.354 36.4

12 0.020 0.021 0.022 0.021 0.029 0.047 0.019 0.035 0.029 0.033 0.021 0.022 0.023 0.021 0.028 0.265 28.9

2.8  山楂叶指纹图谱相似度评价   

对 15 批不同产地山楂叶的 HPLC 数据进行处

理，与对照指纹图谱相匹配，15 个不同产地山楂

叶的 HPLC 谱图的相似度均>0.9。 

3  讨论  

3.1  流动相和色谱柱的优化  

分别对甲醇-水、乙腈-水等系统以及不同的色

谱柱进行了筛选，结果使用 Agilent ZORBAX 

SB-C18 (250 mm×4.6 mm，5 μm)色谱柱，以乙腈-

甲醇-四氢呋喃-0.5%甲酸水为流动相时，色谱峰分

离度好，数量较多，且峰高适中。本实验当中，

大比例加入四氢呋喃明显改善了分离度，增强了

分离效果。根据 Snyder 的流动相优化方法和溶剂

极性参数原理，在反相键合色谱中，四氢呋喃溶

剂的强度因子值为 4.5，是反相键合色谱常用溶剂

中洗脱能力较强的溶剂[12]。 

3.2  检测波长的优化  

样品中主要含有有机酸和黄酮类化合物，根

据样品中所含化合物的结构和紫外吸收带的不

同，在本实验采用变换检测波长的方法，使各共

有峰的峰高适中，符合指纹图谱的测定要求。 

本实验收集 12 批承德和 3 批其他产地的山楂

叶，通过指纹图谱的研究，发现不同产地的山楂

叶色谱峰数目基本相同，而 2 号峰、3 号峰(绿原

酸)、4 号峰(牡荆素葡萄糖苷)、7 号峰、8 号峰(芦

丁)、9 号峰以及 11 号峰(金丝桃苷)相对峰面积的

RSD 值比较大，说明不同产地的山楂叶所含成分

基本相同，但是有些成分的含量差异较大，药材

中成分含量的差异体现在疗效上难免会引起差

异。3 号峰(绿原酸)是酚酸类化合物，具有抗氧化、

抗菌消炎、抗病毒、降糖、降脂、保肝利胆等多

种功效[13]；8 号峰(芦丁)、11 号峰(金丝桃苷)是黄

酮类化合物，芦丁具有抗菌消炎、抗辐射、防止

血管破裂以及很好的抗氧化作用[14-15]；金丝桃苷

有抗过敏、解痉、利尿、显著止咳、降血压、降

低胆固醇，蛋白同化等作用[16-17]。芦丁与绿原酸
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在体外抗氧化体系中表现出良好的协同作用，但

二者的浓度过高或过低都不利于协同作用[18]，建

议临床用药时予以考虑。 
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摘要：目的  优选红杞胶囊的最佳提取方法。方法  以红景天苷的含量为指标，考察加水量、提取次数和煎煮时间 3 个

因素对有效成分提取的影响。通过正交设计试验筛选提取红杞胶囊的最佳提取工艺。结果  影响红景天苷提取的主次因

素为提取次数>煎煮时间>加水量。最佳回流工艺为：用 10 倍量水，提取 3 次，每次 3 h。结论  通过正交设计试验优选

得到的红杞胶囊提取方法可行，该方法简单，容易操作，工艺过程简单稳定可靠。 
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