
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０２０，５１（２）：１７５－１７９

　收稿日期　２０１９１２０５　　通信作者　　Ｔｅｌ：１５２６１８９５２９９　Ｅｍａｉｌ：１５２６１８９５２９９＠１２６ｃｏｍ
Ｔｅｌ：１３８１３８８１５８７　Ｅｍａｉｌ：ｓｈａｎｇｊｉｎｇ２１ｃｎ＠ｃｐｕｅｄｕｃｎ

基金项目　国家自然科学基金青年科学基金项目（Ｎｏ４１９０７３６５）；青海省藏药药理学和安全性评价研究重点实验室开放课题基金

（Ｎｏ２０１９ＺＹ０２）

新疆一枝蒿药材双波长 ＨＰＬＣ指纹图谱的研究
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摘　要　建立新疆一枝蒿药材双波长 ＨＰＬＣ指纹图谱的测定方法，为药材质量标准提升提供科学依据。采用 ＨＰＬＣ法，
ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），柱温３２℃；流动相：甲醇０２％甲酸水梯度洗脱；流速１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测器：
ＤＡＤ检测波长２４５和３２５ｎｍ；进样量２０μＬ。建立了新疆一枝蒿的ＨＰＬＣ指纹图谱，分别在２４５和３２５ｎｍ处确定了７个和
８个共有峰，并确证了槲皮素、绿原酸、木犀草素、芹菜素、蔓荆子素５个色谱峰，９批次新疆一枝蒿药材与生成对照指纹图
谱的相似度大于０９。首次建立了新疆一枝蒿药材双波长ＨＰＬＣ指纹图谱，所建立的指纹图谱测定方法精密度、稳定性和
重复性良好，可用于新疆一枝蒿药材的鉴别和质量控制。
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　　新疆一枝蒿是菊科蒿属植物岩蒿 Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ｒｕｐｅｓｔｒｉｓＬ的全草，是新疆特有的一到多年生药用

草本植物，主要分布于新疆天山、阿尔泰山等地区，

具有清热解毒、抗过敏［１］、抗病毒［２］、以及抗肿瘤
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多方面药理作用，用于治疗感冒发烧、腹胃胀痛、肝

炎、荨麻疹、过敏性疾病等［３］，是新疆维吾尔族医

学传统用药。我国清代赵学敏《本草纲目拾遗》中

早有记载［４］，并收载于《药品标准》维吾尔药分册

和《维吾尔药志（上册）》［５］，而目前新疆一枝蒿在

中国药典中并无收录。在卫生部药品标准中药材

第一册（１９９２）中仅规定其来源、性状、鉴别等，存
在质量控制标准缺失的问题。

新疆一枝蒿化学成分的研究始于２０世纪８０
年代，其生物活性成分极其复杂，且用不同方法提

取得到的主成分和含量均有较大的差异，目前已报

道的从新疆一枝蒿中提取的化学成分主要包括萜

类、黄酮及酮酸类、多糖、挥发油、氨基酸等［６－７］。

一枝蒿酮酸是从新疆一枝蒿中分离得到的一种结

构独特的倍半萜，是其特征化合物之一，在新疆一

枝蒿中占约１％的含量［８］。但由于地理条件、气候

和生态环境的不同，新疆一枝蒿中有效成分存在差

异，仅用性状、理化鉴别以及个别有效成分含量的

测定并不能准确评价药材质量［９］。

贺飞等［１０］在不同波长下对新疆一枝蒿的指纹

图谱进行了研究比较，发现在２４５ｎｍ波长条件下
其分离效果较好。但由于其有效成分等最大吸收

波长不一致，建立单一波长下的ＨＰＬＣ指纹图谱难
以对新疆一枝蒿成分进行整体表达和全面评价。

本研究收集了９批新疆一枝蒿药材，同时运用
ＨＰＬＣＤＡＤ技术建立了 ２种波长条件下的 ＨＰＬＣ
指纹图谱，完善了新疆一枝蒿药材的鉴别和质量控

制，可为建立更加规范的药材质量标准提供参考。

!

　材　料

１１　对照品与试剂
对照品槲皮素（批号：１０００８１２０１６１０，含量以

９９１％计）、绿原酸（批号：１１０７５３２０１７１６，含量以
９９３％计）、木犀草素（批号：１１１５２０２０１６０５，含量
以９９６％计）、芹菜素（批号：１１１９０１２０１６０３，含量
以９９２％计）、紫花牡荆素（批号：１１１５５４２０１７０５，
含量以９８３％计）均购于中国食品药品检定研究
院；甲醇、乙醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为市售

分析纯。

１２　药　材
新疆一枝蒿药材购自新疆，由新疆维吾尔自治

区药物研究所何江副研究员鉴定为新疆一枝蒿

ＡｒｔｅｍｉｓｉａｒｕｐｅｓｔｒｉｓＬ的干燥全草，共 ９批，分别编
号为样品Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９。产地和
采购时间见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＳｏｕｒｃｅｓｏｆＡｒｔｅｍｉｓｉａｒｕｐｅｔｒｉｓＬ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｂａｔｃｈ Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｕｒｃｈａｓｉｎｇｔｉｍｅ
Ｓ１ ２０１５１００６ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ２ ２０１５１１０７ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ３ ２０１５１２０８ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ４ ２０１６０１１０ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ５ ２０１６０３０５ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ６ ２０１６０３１５ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ７ ２０１６０４０２ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ８ ２０１６０４０８ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９
Ｓ９ ２０１６０４２５ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０１５０９

１３　仪　器
１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ高效液相色谱仪（美国安捷伦科

技有限公司）；ＲＥ２０００Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣生
化仪器厂）；ＢＳＡ１２４５电子天平（北京赛多利斯有
限公司）；ＴＵ１８１０紫外可见分光光度计（北京普析
通用仪器有限责任公司）；ＫＨ５００ＤＢ超声波清洗
器（昆山禾创超声仪器公司）。

"

　方法与结果

２１　溶液制备
２１１　供试品溶液的制备　取新疆一枝蒿药材于
５０℃下干燥４ｈ，粉碎、过筛６０目。取粉末２５ｇ，
精密称量。加入甲醇１００ｍＬ，于７０℃下沸腾回流
提取１ｈ。过滤，残渣用少量甲醇洗涤２次。置于
旋转蒸发仪上挥干溶剂，加入甲醇溶液并定容至

５０ｍＬ。摇匀，经０４５μｍ微孔滤膜过滤，滤液即
为新疆一枝蒿检测用供试品溶液。

２１２　对照品溶液的制备　分别取槲皮素、绿原
酸、木犀草素、芹菜素、紫花牡荆素对照品适量，精密

称量，加甲醇溶解并定容，配制成质量浓度分别为

０８９，０５５，０６０，０６２，０４４ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，
摇匀，经０４５μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液备用。
２２　色谱条件

ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）；甲醇流动相Ａ，０２％甲酸水流动相Ｂ，线性
梯度洗脱（Ａ∶Ｂ），０ｍｉｎ（３０∶７０）～４０ｍｉｎ（７０∶３０）～
５５ｍｉｎ（８０∶２０）～６５ｍｉｎ（１００∶０）；流速１０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３２℃；进样量：２０μＬ；检测波长：２４５和
３２５ｎｍ。
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２３　方法学考察
２３１　精密度　取新疆一枝蒿药材，按“２１１”
项下方法配制试品溶液，按“２２”项下色谱条件连
续进样５次，记录色谱图。在２４５ｎｍ处，识别各共
有峰，并计算与参照峰（槲皮素）的相对保留时间

和相对峰面积，结果 ＲＳＤ分别为００２％ ～０１０％
和０１０％ ～１５３％。在 ３２５ｎｍ处，识别各共有
峰，并计算与参照峰（绿原酸）的相对保留时间和

相对峰面积，结果 ＲＳＤ分别为００３％ ～００７％和
３００％～４０５％。结果表明本方法具有较好的精
密度。

２３２　重复性　取同一批次药材样品，按“２１１”
项下方法配制试品溶液，平行制备５份，按“２２”项
下色谱条件连续进样，记录各共有色谱峰保留时间

和积分面积，以及与相应对照色谱峰的相对保留时

间和相对峰面积为指标计算 ＲＳＤ。在２４５ｎｍ处，
各共有峰与参照峰（槲皮素）的相对保留时间 ＲＳＤ
的范围是００９％ ～０５０％，相对峰面积 ＲＳＤ的范
围是０４３％～２４６％。在３２５ｎｍ处，各共有峰与
参照峰（绿原酸）的相对保留时间 ＲＳＤ的范围是
０１０％ ～０４３％，相对峰面积 ＲＳＤ的范围是
１４３％～２７１％。结果表明，ＲＳＤ均小于３００％，
重复性良好。

２３３　稳定性　取同一批次样品，按“２１１”项
下方法配制试品溶液，分别在０，２，４，８，１６，２４ｈ按
“２２”项下色谱条件连续进样，记录各共有色谱峰
保留时间和积分面积，以色谱峰相对保留时间和相

对峰面积为指标计算 ＲＳＤ。在２４５ｎｍ处，各共有
峰与参照峰（槲皮素）的相对保留时间ＲＳＤ的范围
是００１％ ～０４％，相对峰面积 ＲＳＤ的范围是
１％～３％。在３２５ｎｍ处，各共有峰与参照峰（绿原
酸）的相对保留时间 ＲＳＤ的范围是 ００９％ ～
０９０％，相对峰面积 ＲＳＤ的范围是 １９５％ ～
２８７％。结果表明，制备样品稳定性较好，常温下
２４ｈ内能保持较好的稳定性。
２４　新疆一枝蒿双波长指纹图谱建立
２４１　指纹图谱的建立及相似度评价　取９批次
新疆一枝蒿药材按“２１１”项下方法配制试品溶
液，按“２２”项下色谱条件测定，得到９批新疆一
枝蒿药材高效液相色谱图。将９批次新疆一枝蒿
药材的高效液相色谱图导入《中药色谱指纹图谱

相似度评价系统２０版》（国家药典委员会），以Ｓ１

为参照指纹图谱，经多点矫正，采用中位数的方法，

得到新疆一枝蒿色谱对照指纹图谱（图１），以对照
图谱为参照，在峰位匹配的基础上，采用夹角余弦

法对待测样品图谱之间以及与对照指纹图谱间进

行相似度计算，９批新疆一枝蒿样品指纹图谱的相
似度大于０９，相似性良好。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ９ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｒｔｅｍｉｓｉａｒｕｐｅｓｔｒｉｓＬａｔ
（Ａ）２４５ａｎｄ（Ｂ）３２５ｎｍ

２４２　特征指纹峰的标定及确认　以对照图谱为
参照，按照峰面积大小，在２４５ｎｍ处取前７列峰，在
３２５ｎｍ处取前８列峰标定为共有峰。计算各共有
指纹峰的相对保留时间和相对峰面积。在２４５ｎｍ
时，相对保留时间 ＲＳＤ的范围是０１％ ～１３％，相
对峰面积ＲＳＤ的范围是１９％～３４％。在３２５ｎｍ
时，相对保留时间 ＲＳＤ的范围是０６％ ～１６％，相
对峰面积ＲＳＤ的范围是２５％ ～３８％。各共有峰
稳定，具有指纹图谱的特征性。取对照品按将

“２１２”项下方法配制对照品溶液，按“２２”项下色
谱条件进行检测，得到对照品高效液相色谱图（图

２），与对照图谱相比对，指认出槲皮素、绿原酸、木犀
草素、芹菜素、蔓荆子素５个峰。

#

　讨　论

３１　检测波长的选择
本研究对新疆一枝蒿在紫外可见范围下进行
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全波长扫描并进行考察，药材样品在３２５ｎｍ处有
最大吸收，并根据此前文献报道，新疆一枝蒿指纹

图谱常用波长为２４５ｎｍ，因此本实验最终确定波
长为２４５和３２５ｎｍ，在这两个波长下对新疆一枝
蒿进行综合的质量评价。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＡｒｔｅｍｉｓｉａｒｕｐｅｓｔｒｉｓＬａｔ（Ａ）２４５
ｎｍａｎｄ（Ｂ）３２５ｎｍ
２：Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ；８：Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；１１：Ｌｕｔｅｏｌｉｎ；１２：Ａｐｉｇｅｎｉｎ；１３：Ｃａｓｔｉｃｉｎ

３２　流动相的选择
本实验在２４５和３２５ｎｍ波长下，分别对３种

流动相系统进行考察，结果见图３，甲醇０２％甲酸
水的分离效果最好，基线平稳，出峰较多，故选用该

流动相为洗脱条件。

３３　色谱柱选择
不同品牌规格的色谱柱因柱料填充、键合条件

等因素会在性能上存在不同，导致指纹图谱存在差

异，本实验中，考察 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）和 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）
两个不同厂家色谱柱，比较指纹图谱的差异。采用

同一供试品溶液，依次使用不同的色谱柱，进样，记

录保留时间和峰面积，在２４５和３２５ｎｍ波长条件
下，ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８的柱效均大于 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８，并结合
目标成分峰的拖尾因子等多因素进行评价，最终选

定ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８色谱柱。

$

　结　论

中药指纹图谱是目前符合中药特色的评价中

药真实性、稳定性和一致性的质量控制手段之一。

本实验通过在２４５和３２５ｎｍ双波长条件下对９批
药材进行指纹图谱的研究，弥补了单一波长下对质

量控制不全面的弊端。在色谱条件的优化中，对流

动相、色谱柱等洗脱条件进行不同的考察，最终确

定稳定的系统条件，为指纹图谱的建立奠定基础。

新疆一枝蒿内主要药效成分以黄酮及酮酸类化合

物为主，在对照品选择上，本实验分别在 ２４５和
３２５ｎｍ下以槲皮素和绿原酸为对照，廉价且易于
获得，符合一测多评的选择原则。以相似度评价系

统对９批药材的指纹图谱进行计算模拟，得到新疆
一枝蒿对照图谱并进行相似度评价，进一步对所建

立的指纹图谱进行特征峰的标定，分别在 ２４５和
３２５ｎｍ得到７个和８个共有峰，并确认了槲皮素、
绿原酸［１１］、木犀草素、芹菜素、紫花牡荆素５个峰，
且共有峰稳定，所建立指纹图谱能够作为新疆一枝

蒿质量控制的评价标准。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＨＰＬＣｏｆＡｒｔｅｍｉｓｉａｒｕｐｅｓｔｒｉｓＬｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅａｔ
（Ａ）２４５ｎｍａｎｄ（Ｂ）３２５ｎｍ
１：Ｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ；２：Ｍｅｔｈａｎｏｌ０２％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｗａｔｅｒ；３：Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
ｗａｔｅｒ
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