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人工规范化种植防风药材的

指纹图谱研究

"王喜军! 曹 玲 孙 晖 （黑龙江中医药大学 哈尔滨 !"##$#）

摘 要：用 %&’( 方法，使用 )*+,-./0 (!1 色谱柱 2 $3 4,, 5 6##,,，"7, 8 9 甲醇 : 水梯度洗
脱，检测波长为 6"$;,，流速为 !3 #,0·,/; < ! 进行了防风的指纹图谱的研究和建立。在上述条件

下，实现了防风全成分的有效分离，所建立的指纹图谱能够体现防风药材成分的整体特点，同时能

够实现种植防风与野生防风的有效鉴别，可作为防风药材质量控制及分类评价的依据。

关键词：防风 指纹图谱 %&’( 质量评价 升麻苷

收稿日期：6##= < #> < 61

! 联系人：王喜军，教授，博士生导师，本刊编委，黑龙江中医药大学副校长，黑龙江省中药材 ?@&研究中心主任，AB0C #$"! < 16!!#1!19 D < ,-/0C E/:

F7;GH ./;-3 I+,。

中药成分复杂，而且临床上

使用强调整体性，单纯测定少数

几种有效成分或指标成分难以控

制其内在质量。因此，应逐步建立

尽可能全面反映整体成分特征的

指纹图谱，体现整体性和综合作

用，更好地评价药材质量。

防风伞形科植物 J-K+.L;/M+N/-
O/N-*/I-P- 2 A7*IQ3 8 JIL/.ILM 未抽花
茎的干燥根，具有发汗解表、祛风

除湿、止痛的功用。我们利用

%&’( 法，建立了防风药材的色谱
指纹谱，为防风药材质量及其制

剂质量与控制提供整体的深入的

评价依据。

一、材料及设备

!3 仪器设备
R-PB*. 高 效 液 相 色 谱 仪

（R-PB*. 64S# (+;P*+00B*， R-PB*.
64S# &7,K，R-PB*. 6SS4 &L+P+O/+OB
@**-T UBPBIP+*）；%44V( 型超声震
荡仪。

63 药品及试剂
甲醇、乙腈为色谱醇，水为重

蒸水，其余试剂为分析纯。对照品

升麻苷（K*/, < + < W07I+.T0 < I/,:
/X7W/;）由中国中医研究院中药研
究所肖永庆博士提供，纯度为

S1Y以上。
=3 样品来源
样品由黑龙江省泰康、赵光、

拜泉、海伦、龙江、黑龙江中医药

大学药用植物园提供的栽培防

风；泰康县及大庆的野生防风为
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课题组自采；商品防风购自哈尔

滨市药材总公司，产地为泰康

县。上述样品经王喜军教授鉴定

为伞形科植物 +,-%./012%31, 413,56
17,8, 9 :;57<’ = +7/1.7/2。

二、方法与结果

>’ 色谱条件及选择
9 > =色谱条件。
色谱柱：?5%@,.1& A>B 色谱柱

9 #’ (@@ C !""@@，D;@= 及其 A>B保

护柱；流动相：E（甲醇）6F（水）梯度
洗 脱 ， >DG H *"GE（" H !@10）I
*"G H #DGE（! H !"@10）I #DG H
("GE（!" H !D@10）I ("G H J"GE
（!D H D"@10）I J"G H >""GE（D" H
DD@10）I >""GE（DD H ("@10）；柱
温：#"K；流速：>@& L @10；检测波
长：!D#0@；进样量：>"!&。

9 ! =色谱条件的选择。
色谱柱的选择：选用中科院

大连物化所 ?5%@,.1& A>B 色谱柱

9 #’ (@@ C !""@@，D;@ =、M,8N5.
+O@@N85O +/1N&4 PQ>B 色 谱 柱

9 *’ J@@ C >D"@@，D;@ =、岛津公
司 +/1@6-,72 $Q6RS+ 色 谱 柱
9 #’ (@@ C !""@@， D;@ = 三种色
谱柱进行试验，结果大连物化所

?5%@,.1& A>B 色谱柱出峰较多，峰

形较好，使各峰相互分离较好，故

本实验选用 ?5%@,.1& A>B 色谱柱

及其保护柱。

流动相的确定：选择多种流

动相系统：

（>）甲醇 6 "’ !G 磷酸梯度洗
脱；

（!）甲醇 6 水梯度洗脱；
（*）乙腈 6 水梯度洗脱。

结果以流动相（!）系统为佳，
各色谱峰分离度好，保留时间适

中，故选流动相（!）系统作为防风
指纹图谱检测的流动相。

检测波长的选择：采用二极

管阵列检测器，结合防风中所含

色原酮、香豆素等成分的光谱图

选择测定波长，结果在 !*"6!("0@
波长范围内出现的色谱峰数目适

中，各色谱峰相互之间分离度较

好，以 !D#0@ 图形最好，故检测波
长定为 !D#0@。

!’ 参照物的选择
升麻苷为指纹图谱中峰面积

积分值较大、出峰时间较早、很稳

定的一个峰 I 而且可以获得对照
品 I 故选择升麻苷作为参照物。

*’ 供试品溶液的制备
9 > =提取方法考察。
对加热回流 ! 小时和超声 >D

分钟及超声 *" 分钟进行了比较，
可看出防风药材加热回流及超声

*" 分钟提取的比超声 >D 分钟峰
少，虽然加热回流提取色原酮类

成分含量比超声提取高，但依据

色谱出峰尽可能全成分的原则，

超声 >D 分钟提取效果好，而且提
取方便，节省时间，故采用此法进

行提取。

9 ! =供试品溶液的制备。
精密称取防风粉末（过三号

筛）"’ DT，加甲醇 >"@&，超声提取
>D@10，离心 >D @10，取上清液用
A>B RS+ 预处理柱及微孔滤膜
（"’ #D;@）滤过即为供试品溶液。

#’ 方法学考察
9 > =精密度试验。
取同一批防风药材，制备供试

品溶液，连续进样 D次，测定指纹
图谱，测得相对保留时间差别在

"’ ""! H "’ "#B@10之间，’DG总峰
面积的各共有峰相对峰面积的

P+S在 "’ *UG H >’ UJG之间。各共
有峰相对峰面积及相对保留时间

的P+S小于 *G，表明进样的精密
度良好。

9 ! =重复性试验。
取同一批防风药材，制备供

试品溶液 I 平行操作制备 D 份 I
分别测定指纹图谱，结果各共有

峰相对保留时间差别在 "’ ""! H
"’ "!#@10 之间，’DG总峰面积的
共 有 峰 的 相 对 峰 面 积 P+S 在
"’ !!G H !’ D(G 之间。各共有峰
相对峰面积、相对保留时间的P+S
小于 *G ，表明其重复性试验较
好。

9 * =稳定性试验。
取同一批防风药材，制备供

试品溶液，分别在 "/、!/、#/、(/、
B/、>"/ 检测指纹图谱 I 结果各共
有 峰 相 对 保 留 时 间 差 别 在

"’ ""! H "’ "!*@10 之间，’DG总峰
面积的共有峰其相对峰面积的 P+S
在 "’ *DG H !’ *>G之间，各共有峰
相对峰面积、相对保留时间的 P+S
小于 *G，表明样品溶液在 >"/内
稳定。

三、VQWA 指纹图谱及技术参数

>’ 指纹图谱及共有指纹峰的
标定

对不同产地的样品进行测

定，防风所含成分的色谱峰在 ("
@10 之内洗脱完全（图 >），分析比
较不同产地防风样品的色谱图。
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图 ! 防风药材 "#$%色谱图

图 & 不同产地的防风药材的 "#$% 指纹图谱

’( 赵光产 )( 海伦产 *( 拜泉产 +( 大庆产野生 ,( 龙江产

-( 黑龙江中医药大学药用植物园产 .( 泰康产 /( 商品防风 0( 产泰康野生

同时，对各色谱图的色谱峰的紫

外光谱图进行比较，其中 !1 个色
谱峰的保留时间和紫外光谱均一

致。因此，确定它们为共有指纹

峰，见图 &。

&2 技术参数
根据《中药注射剂指纹图谱

研究的技术要求（暂行）》，以参照

物峰（3）的相对保留时间和相对峰
面积为 !，计算各共有峰的相对保

留时间和相对峰面积。不同

产地防风供试品溶液检测共

有峰有 !1 个，以升麻苷色谱
峰（3 峰）作为参照物，以其保
留时间和峰面积积分值为!，
计算各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积。

!1 个共有峰的相对保留
时 间 分 别 为 ： !2（42 415 6
42 447），&2（42 851 6 42 447），92
（42 51 6 42 449）， 72（42 14! 6
42 447），82（3）（!），:2（!2 911 6
42 44:），52（!2 ;95 6 42 4!:），;2
（&2 4;; 6 42 4&&），12（&2 9!1 6
42 49;），!42（&2 919 6 42 47!），
!!2（&2 755 6 42 48:），!&2（&2 89
6 42 475），!92（92 &:8 6 42 45!），
!72（92 745 642 454），!82（92 ;9:
6 42 4;5），!:2（92 11 6 42 4;8），
!52（72 !; 6 42 414），!;2（72 58&
642 4!!），!12（82 &4; 642 !!;）。
相对峰面积分别为：!2

（42 4!1 6 42 4!9），&2（42 4&7 6
42 4!!），92（42 4!! 6 42 445），72
（42 44; 6 42 447），82（3）（!），:2
（42 &59 6 42 747），52（!2 457 6
42 9!9），;（42 4&8 6 42 4!5），12
（42 4&! 6 42 44;），!42（42 459 6
42 41）， !!2（42 4&; 6 42 499），
!&2（42 !5& 6 42 &&1）， !92
（42 4&5 6 42 4&;），!72（42 4&9 6
42 44;），!82（42 4&: 6 42 481），
!:2（42 &4; 6 42 !:;）， !52

（42 !1! 6 42 !7;）， !;2（42 471 6
42 4&5），!12（42 4!; 6 42 4&）。其中 8
（3）、5 号峰的单峰面积占总峰面
积 !4<以上。
对指纹图谱的整体相似度进
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引发严重感冒的

新型人类冠状病毒

荷兰阿姆斯特丹大学的研究人员

近日宣布，他们发现了一种与 +,-+病
毒相似的新型人类冠状病毒———

./%0 1 )2(*。./%0 1 )2(* 病毒是导
致一种严重感冒的根源，该病毒能使

不满周岁的婴儿和自身免疫系统有问

题的成年人出现急性呼吸道疾病。与

+,-+病毒相比，新型冠状病毒引发的
病症较轻，不会导致肺炎。

据负责该项研究的病毒学专家本·

贝克郝特介绍，他们是在 !""*年 3月对
一名患有支气管炎和结膜炎的 4个月大
的女婴进行诊治时发现该病毒的。研究

人员认为 ./%0 1)2(*很容易在人群中
传播。据调查，在 !""*年 3月因患有不
知名呼吸道疾病入院治疗的病人中，45
的病患感染了该病毒。 6文 摘 7

表 3 相似性结果

样品 相似性 样品 相似性

3 "’ 88# 4 "’ 899
! "’ 889 : "’ 884
* "’ 8:: 8 "’ 89(
# "’ 84" 均值 "’ 848
9 "’ 8:8 +; "’ "34
( "’ 8((

行评价分析，色谱峰的匹配根据

样品的相对保留时间，结合样品

指纹图谱的谱峰形状特点进行

的。以 8 批样品色谱峰峰面积均
值为相似度评价标准模板，各批

样品相似度见表 3。按此结果，防
风药材要求其指纹图谱的相似性

为 "’ 848 < "’ "34。

四、讨 论

3’ 防风药材指纹图谱间的相
似性

采用 *;=.>2/ 方法建立了防
风药材的稳定色谱图，并对其保留

时间及紫外光谱分析，确定 38 个
共有峰，并用 ?@AB&办公软件，采
用向量夹角余弦法计算了指纹图

谱之间的相似度。向量夹角余弦法

是将中药指纹图谱数据视为多维

空间中的向量，使指纹谱的相似性

问题转化为多维空间中的两个向

量间的相似性问题。在定量计算两

张色谱指纹图谱相似度方面具有

优势，能够定量评价指纹图谱间的

相似性。由于所用药材为黑龙江省

规范化种植的样品或野生样品，商

品防风也产于黑龙江省泰康县，产

地集中，自然影响因素的无序性较

低，因此，指纹图谱间的相似性会

达到 "’ 89 以上。
!’ 野生与种植防风的差别
对种植防风、野生防风、商品

防风的测定结果可看出，野生防

风、商品防风的图谱中各共有峰

的比例相似，而种植防风则与野

生防风差别明显，具有专属性的

特征。该鉴别点主要在 ( 号峰上，
野生防风、商品防风的相对峰面

积在 "’ !"* C "’ 9(3 之间，而种植
防风在 "’ "3# C "’ "8: 之间，可以
据此对药材是种植还是野生进行

初步判定，认为 ( 号峰的相对峰
面积D "’ ! 即可能是野生防风；相
对峰面积 E"’ 3 则可能是种植防
风。从而实现了指纹图谱既可控

制药材内在质量，又可对种植防

风和野生防风进行分类评价。

*’ 提取试剂
已知色原酮类与香豆素类成

分是防风的两类重要活性物质，其

中色原酮类成分的含量较高，且大

多以苷的形式存在，故在提取时既

要考虑极性较大的色原酮类成分，

又要考虑极性较小的香豆素类成

分。因此，实验中用对这两类成分

提取较好的甲醇为提取溶剂。为了

最大程度的保留原有成分，并保证

分析的顺利进行，样品预处理时使

用了 /3: F;+ 预处理柱，目的是除
去在 /3: F;+ 柱上死吸附的成
分。并且对使用 /3: F;+ 预处理柱
前后的色谱图进行了比较，证明共

有峰的成分未受影响。

#’ 参照物的选定
鉴于指纹图谱的目的是甄别

原料和药品的真伪，我们认为选

定防风含量较大的色原酮类化合

物（"’ 95以上）为检验对象能够
起到指纹鉴别的作用。升麻苷是

防风中含有的一种色原酮类化合

物，也是中国药品生物制品检定

所确认的色原酮类标准物质，因

而被选定为本指纹图谱技术要求

的参照物。
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