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中药材和饮片的

高效液相色谱指纹图谱鉴别

口罗国安 梁琼麟 王义明 清华大学药物研究所 北京

胡 坪 华东理工大学化学与制药学院 上海

姜志宏 香港浸会大学中医药学院 香港

摘 要 目的 提出中药材和饮片的高效液相 色谱指纹图谱 鉴别的原则和方 法
。

方法

经过 指纹图谱获取
、

验证和鉴别三个步骤
,

得 出供鉴别 用的对照指纹图谱
,

确定指标成分峰
、

特征峰的相对保留时间及范围
,

用 于中药材和饮片的鉴别
。

结论 以丹参药材为例
,

所提出的原则

与方法可以作为药材和饮片高效液相 色谱指纹图谱鉴别用途
。

关键词 中药材 饮片 鉴别 指纹图谱 高效液相 色谱

在中药现代化过程中
,

采用中药指纹图谱
“

已是 水平的中药指纹图谱研究体系
,

为创建具有我国自主

牵动行业全面进步的关键技术
,

其应用研究
,

对保 知识产权的现代中药质量标准体系而努力
, ’。 中药指

证中成药功效
,

提高中药工业整体水平
,

带动中药 纹图谱可用于鉴别
、

质量评价和质量控制 〔卜 ’
。

完整

农业现代化
,

推进中药走向世界
,

具有非常重要的 的中药指纹图谱体系应包括中药材
、

饮片
、

提取物

现实意义
”

川
。

和中成药各种剂型 最终产品 的指纹图谱
。

中药指

中药指纹图谱研究在多学科交叉
、

合作研究的基 纹图谱提出之初
,

就选定了对质量要求最高
、

成品

础上
,

正在逐步形成符合中医药理论
,

达到国际先进 中各种化学成分研究相对较多的中药注射剂作为

切人点和突破 口
,

提出了在 年年底完成 种
收稿 日期 一 一

中药注射剂的指纹图谱和质量标准提高的工作
。

整

修回 日期 一 一
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中药与天然药物有效成分指纹图语检测技术研究
,

负责人 罗国安和 国家 项 目 中药方别关健科学

问题基础研究
,

负责人 王永炎
。

联系人 罗国安
,

教授
,

博士生导师
,

本刊编委
,

研究方向 中药方荆化学 现代中药质童标准体系研究
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加 面
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〔肠
。 。 丫 如而。 “ 耐

。 几几 艺 。 凡介 〕



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第六卷 第五期

个工作在国家食品药品监督管理局 和药典委员会

的领导下
,

全国几十个药检所
、

大学
、

研究所和企业

的紧密合作
,

进展顺利
,

预计我国中药注射剂的质

量标准和控制体系将产生根本性的转变
。

随着中药

材生产质量管理规范 的贯彻和中药饮片
、

提

取物和其他制剂质量控制的需求
,

迫切需要提出中

药材
、

饮片和提取物的指纹图谱的指导原则
。

我们

在中药注射剂指纹图谱研究
“
基础上

,

结合中药材

和饮片的特点
,

尝试提出中药材和饮片高效液相色

谱 指纹图谱鉴别原则和方法
。

下面所提内容

仅针对中药材和饮片提取物鉴别用途
,

如何用于中

药材和饮片的质量评价将在 以后文中论述
。

一
、

中药材和饮片 尤 指纹图谱鉴别原则和方法

建立中药材和饮片 指纹图谱的 目的是采

用 指纹图谱的模式
,

将中药材和饮片内在化

学物质的特性转化为常规的色谱数据信息
,

通过对

中药材和饮片样品特征性的识别
,

全面
、

整体
、

特异

性地表征中药材和饮片的化学品质
,

用于中药材和

饮片的鉴别
。

建立中药材和饮片 的内容包括

中药材和饮片 指纹图谱的获取
、

方法验证和

鉴别
。

中药材和饮片 指纹图谱应满足专属性
、

重现性和可操作性
。

首先能体现中药材和饮片的整

体特征
,

即专属性或惟一性
。

在满足表征中药材和

饮片化学成分群整体前提下
,

要求有较好的重现

性
,

应根据重现性要求选用合适的 分析条件

来获取指纹图谱
。

指纹图谱分析方法的可操作性系

指能在不同实验室重复和执行
。

中药材和饮片 指纹图谱的获取

根据中药材和饮片现有的化学成分和药理临床

研究资料
,

确定需要表征的活性部位和主要活性成

分 或指标成分
,

确定提取方法
,

要求能较全面地

体现所测中药材的整体特征
。

可选用一张或多张

指纹图谱
。

供试品 收集
。

收集有代表性的样品
,

收集量不少于 批
。

样

品的代表性应考虑中药材的产地和采收季节
,

特别

注意收集道地药材的样品
。

供试品溶液 的 备
。

供试 品溶液制备的基本原则是代表性和完整

性
。

供试品溶液的制备必须保证能够充分地反映出

样本的基本特性
,

同时也必须保证待测样品所含特

性的完整性
。

①取样 供试品取样应注意代表性
,

应

符合检验取样原则
,

以保证实验室取样与实际药材

一致
。

②称样 按照常规要求
,

将选取的供试品适当

粉碎后混合均匀
,

再从中称取试验所需的数量
。

取

样和称样可参照《中华人民共和国药典 版
·

附录 》
“

药材取样法
”

有关内容
。

③提取制备 药

材供试品溶液的制备
,

可选用适宜的溶剂和提取方

法
,

进行定量操作
,

尽量使药材中的各类化学成分

较多地在指纹图谱中反映出来
,

并能得到较好的分

离
。

如有可能
,

应研究溶剂和提取方法对指纹图谱

表征的各类和各种化学成分的影响
,

从而确定最佳

的溶剂和提取方法
。

④定容 供试品溶液最终应用

适宜的溶剂溶于标定容量的容器中
,

制成标示浓度

的供试品溶液 或
。

⑤放置 一般要求

供试品溶液尽量新鲜配制
。

如连续试验需要
,

供试

品溶液应在避光
、

低温
、

密闭容器条件下短期放置
,

一般不超过两周
。

性质不稳定的溶液
,

放置时间一

般不宜超过
。

⑥标签 须注明编号或批号
,

应与

取样的药材编号一致
,

或有明确的关联
,

以保证资

料的可追溯
。

中药材和饮片 指纹图谱测 定条件的

确 定
。

中药材和饮片 指纹图谱测定条件主要参

数是色谱柱
、

流动相和检测波长
。

①色谱柱和流动

相 确定色谱柱和流动相应能使活性部位和化学成

分得到尽可能大的分离
。

如需梯度洗脱时
,

应尽量

采用线性梯度
,

并测定仪器梯度滞后时间
。

应尽可

能鉴定各色谱峰归属的化学成分
。

②检测波长 应

选择能体现较多化学成分峰信息的波长
,

可用二极

管阵列检测器进行比较后确定
。

③系统适用性
、 指纹 图谱测定方 法确定

后
,
’

应列出 系统的适用参数条件
,

包括指标成分 的色谱

切
口
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峰面积和保留时间的重现性
,

色谱柱的理论塔板数 和相关

的二 个峰之 间的分离度
,

等
。

中药材和饮片 指纹图谱方法验证

中药材和饮片 指纹图谱实验方法验证的

目的是为 了考察和证 明采用 的指纹 图谱测定方法

具有可靠性和可重复性
,

符合指纹图谱测定的要

求
。

实验方法验证所包括的项 目有 专属性
、

精密度

重复性和重现性 和耐用性等
。

方法验证的具体内

容如下
。

川 专属性
。

指纹图谱方法的专属性可从该药材的有效部位

所包含的成分群入手
,

在多数成分均能有表征并能

达到较好分离的 指纹图谱中
,

尽可能鉴定出

该药材的特征化学成分峰来证明其专属性
。

耐用性
·

指纹 图谱耐用性是指在测定条件有小的变动

时
,

测定结果不受影响的承受程度
,

为把方法用于

常规检验提供依据
。

在实际验证中首先需要考虑实

验室不同温湿度条件 即不同实验环境
、

不同分析

人员
、

不 同厂家仪器 包括同一厂家不 同规格仪

器
、

不同厂家的试剂和不同色谱柱 不同种类
、

不

同批号和 或 供货商 等的影响 其次需考虑方法

本身的参数波动的影响
,

如流速
、

柱温
、

波长变异
、

流动相组成
、

比例和 值等
。

经系统试验
,

应对结果予以说明
,

并确定允许变

化的范围
,

以确保方法的有效性
。

精密度
。

精密度是指规定条件下对均质样品多次取样进

行一系列检测结果的接近程度 离散程度
。

精密度

考察应使用对照品和均质
、

可信的样品
。

在得不到

均质和可信样品的情况下
,

可用人为配制的样品或

样品溶液进行研究
。

指纹图谱实验方法的精密度通

常以多次测量结果的变异性 或标准偏差来

表达
。

具体精密度测量包括重复性 和

重现性
。

①重复性 是指在同样的操作条

件下
,

在较短时间间隔的精密度
。

重复性的评价可

在 的试验浓度下
,

多次测定
,

将所得结果进行

评价
。

②重现性 是指在不同实验室

之间的精密度 通常须进行不同实验室的方法学验

证 一 。

重复性和重现性 的具体范围应视实际情况确

定
。

中药材和饮片 指纹图谱鉴别

中药材和饮片色谱指纹图谱鉴别包括确定供鉴

别用的特征峰
、

确定供对照

用的参考指纹图谱 和对实

验样品进行真伪的鉴别
。

川 确 定特征峰
。

①确定合适样品 。 对

批样品的 指纹图谱
,

结合样品定量分析结果

和其他鉴别结果 如外形和显微鉴别等
,

剔除明显

不合理样品
,

得出可供确定特征峰用的合适样品
。

②确定共有峰 对合适样品

的 指纹图谱中所有峰进行比较 应扣除溶剂

峰
,

确定共有峰
,

并按出峰时间先后次序进行编号
。

③确定特征峰 在共有

峰 中优先选择代表主要成分
、

活性成分和 经用

质谱 可推测其可能结构的峰作为特征

峰
,

分离度较好的未知峰也可选为特征峰
。

特征峰

应有一定的峰高
,

峰高太小
、

分离度差的峰不宜选

作特征峰
。

一般考虑选 个以上峰 包括 个峰 作为特征

峰进行比较鉴别
。

④确定指标成分峰 根据指

纹图谱 梯度洗脱条件
,

在每个不同的等度或

梯度洗脱区间内
,

从特征峰中确定 个指标成分峰
。

一张指纹图谱中
,

指标成分峰一般不

宜多于 个
。

优先选择进行定量测定的成分和有化

学对照品的特征峰作为指标成分峰
。

确 定对照指纹 图谱
。

肠 二 邵 沥
“ 勿 忿 已
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指纹图谱鉴定时
,

须确定一张对照指纹图谱 或

称参考指纹图谱
,

采用从 批样品的实际

指纹图谱中根据以下原则来确定一张对照谱图

①将指纹图谱和定量测定 结果进行对

照比较
,

剔除特别不合理的样品
,

优先考虑含量在

平均值附近的样品的指纹图谱

②结合产地情况
,

优先考虑道地药材的指纹图

谱

③结合指纹图谱和定量结果
,

选取特征峰分离

较好
、

峰的保留时间和峰高适宜
、

峰型 峰的形状和

峰高比例 较典型的指纹图谱

④优先选取基线平稳
、

信噪比好的指纹图谱

⑤根据以上原则确定参考指纹图谱后
,

对选定

的指标成分峰按下式计算出各特征峰的相对保留

时间
,

相对保留时间 二 各特征峰保留时间

指标成分峰保留时间
。

根据 个或 个 以上实验室的方法学验证结

果
,

确定各特征峰的相对保留时间 及范围
,

列成表格作为比较鉴别的参数
。

样品真伪的鉴别
。

根据实验条件对待测样品进行测定
,

得出样品

的 色谱图
,

计算各特征峰的相对保留时间
,

并

与所列对 照指纹 图谱和相对保 留时间表进行 比

较
。

如各特征峰均存在
,

而且相对保留时间 吻

合
,

则可确定为该药材或饮片
。

二
、

范例和说明

范 例

我们将丹参药材脂溶性部分和水溶性部分用一

张 指纹图谱来表征
。

选用不同产地的 批丹

参药材
,

经合适溶剂提取后得含脂溶性和水溶性两

部分在内的供试品溶液
,

按优化后的 分离测

定条件测试
,

得到 批药材的 指纹图谱 【
, ’ 。

按上述原则确定得到丹参药材的 对照指纹图

谱 图
。

用标准对照品和液相色谱 质谱联用
·

方法共确定了 个共有峰及它

们的归属
。

考虑标准品来源及稳定性
,

选定迷迭香

酸 记 作为指标成分峰
,

包括迷迭香酸

在内的 个峰作为鉴别峰
。

经两个实验室验证后
,

确定各峰的相对保留时间和范围 见表
。

另选

批不同产地的丹参药材
,

按同样方法得出 指

纹图谱
,

与对照指纹图谱 图 和相对保留时间表

表 比较
,

确定为丹参药材
。

丹参的例子可以作为

药材和饮片 指纹图谱鉴别的借鉴
。

用 途

本文所提指纹图谱获取和方法验证的部分内容

和文献 类同
,

第 部分鉴别则有所不同
。

原因在于

指纹图谱有多种用途
,

其中最简便的一种作用就是

用作定性鉴别
。

现在药典中广泛采用薄层色谱

作鉴别用
,

本文提出的用 指纹图谱作定性鉴别

用
,

在许多方面比 提供的信息更多
。

更主要的是

它在作定性鉴别之际
,

为将来引人量的概念提供了

基础
,

有可能发展成为药材和饮片的质量评价之

用
。

当然在现阶段因实际数据少
,

研究不够
,

采用指

纹图谱进行药材和饮片的质量评价时机尚不成熟
,

但将它用作定性鉴别有很多其他方法无可替代的优

点
,

也只有一步步推进
,

才能使指纹图谱用途逐步推

广
。

由于药材和饮片其天然的内在质量存在个体差

异
,

其指纹图谱不可能达到如注射剂这样的最终产

品用指纹图谱进行检测质量是否一致和稳定
,

但这

些内在的共性和个性 差异 却可以通过指纹图谱来

体现
,

这就是药材和饮片 指纹图谱可用作为定

性鉴别乃至将来质量评价的基础
。

特征峰与共用峰

本文强调专属性
,

即在既能体现中药材和饮片

整体性的基础上
,

又加强了对 指纹图谱中相

关成分的特征峰的确定
。

结合现有研究资料
,

充分

利用对照标准品和先进仪器分析方法
、

如
· ,

进一步可用 液相色谱 核磁

共振联用
,

尽可能多的鉴定药材和饮片中的特征

化学成分和活性成分
,

逐步减小其模糊性
,

改善不

确定程度
。

对于特征峰的确定
,

既考虑了色谱的总

体表征
,

即先确定共有峰 药材和饮片的共性
,

再

确定代表主要成分
、

活性成分和用 可推

测其可能结构的峰作为特征峰
,

本方法简便
,

采用

草 乳 己 记
。 。 己 人 卿 肠山 如 必

。 王 勿 以
。对 交 。 己婉

。

腕蔬
。 〕
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以
,

时二
,

八 以
、摊尸 隆

加

,

二
,

几
,

印

图 丹参药材 对照指纹图谱

丹参素 原儿茶酸 原儿茶醛 咖啡酸 丹酚酸 丹酚酸 丹酚酸 异构体

丹酚酸 迷迭香酸 紫草酸 丹酚酸 丹酚酸 异构体 丹酚酸

二氛丹参酮 四 氢丹参酮 异构体 隐丹参酮 丹参酮
,

丹参酮
。

其中 一 、 一 、 、 一 号峰 系用标准时照品鉴定
, 一 、 、 、

号峰 系用
·

结果判别

表 丹参药材 指纹图谱鉴别峰相对保留时间及范围 者优先考虑
。

特

—
别要注意不同提

峰号 取方法对最终结

归属 丹参素 迷迭香酸 紫草酸 丹酚酸 丹酚酸 异构体 隐丹参酮 丹参酮 果的影响
。

目前
相对保留 巧

· ·

研究中对提取方

吐回垫奥 土旦卫里
‘

补
士 士

气
⋯ 士 ‘ 法是否能体现中

药材和饮片的整

特征峰作为定性鉴别已满足要求
。

当然也可考虑采 体性注意不够
,

如不加强研究
,

所得结果会对中药

用共有峰或相似度等方法
。

至于选 个 以上特征 材生产质量管理规范 等产生不 良的导向
。

样

峰
,

则是考虑信息量的问题
,

特征峰多更有利于鉴 品制备中强调要定量操作
,

不但加强指纹图谱鉴别

别
,

太少则容易出现差错
。

的可靠性
,

而且为下一步质量评价提供可行的基

样品的收集要具有代表性 础
。

优先考虑道地药材是指保持道地性的道地药 鉴别特性

材
。

现在有的
“

道地
”

药材由于地质地貌改变
,

种质 由于药材和饮片的指纹图谱中强调了要尽可能

退化
,

滥施化肥
,

已经不
“

道地
”

了
。

可以将来源清 分离和鉴定各种化学成分
,

因此在系统适用性中可

楚
,

品种无误
,

结合药材的性状鉴别及传统经验认 以把含量测定中的一些要素 色谱柱的柱效和分离

为质地优良 如肥厚饱满
、 “

油性
”

足
、

气味浓郁等 度等 包括进来
。

药材和饮片的 指纹图谱把药

〔肠而 卿 如而 , 咖 。 几肠 几 众 〕”
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材中化学成分的整体特征和一些特征成分
、

指标成

分的单独体现 各个完全分离的独立峰 相结合来

表征药材和饮片的鉴别特性
,

将来有可能用于质量

评价
。

一些参数
,

比如色谱柱的理论塔板数通常以

指标成分峰来计算
,

相关两个峰之间的分离度通常

以最难分离的两个峰之间的分离度来考虑
。

强调了

方法验证
,

既包括建立和使用方法时的质量控制
,

又包括了实验室内和不同实验室

的验证
。

方法和验证的内容与定量分析

方法验证内容有所不同
,

体现了指纹图谱用于鉴别

的特点
。

一个方法要得到国际上的承认
,

以上这两

方面内容缺一不可
。

比较参数的确 定

本文采用特征峰
、

指标成分峰
、

对照指纹图谱和

相对保留时间 作为中药材和饮片的鉴别比较

参数
,

具有较强的科学性和可操作性
。

鉴别参数

进一步发展
,

可考虑采用相对峰面积之比作为

鉴别参数
,

但需积累较多数据才能得出正确结果
。

以上原则和方法所得出的对照指纹图谱
,

均需

与时俱进
。

即开始时可以粗一点
,

随着所鉴定的特

征峰和峰的分离程度不断改善
,

所得对照指纹图谱

逐步向完美体现整体性和专属性发展
。

随着科学的

进步
,

中药指纹图谱也将更能体现中药的整体性和

复杂性
,

并逐步向基本讲清化学成分方向发展
。

本文所提原则和方法
,

原则上也可考虑适用于

薄层色谱
,

但需作适当修正
。

提取物和药材
、

饮片相比
,

它经过了提取加工
,

工艺不同对提取物的指纹图谱会产生很大的影响
。

但 目前提取物的质量是通过 一 个指标成分来表

征
,

不足以进行定性鉴别
,

也可考虑比照此法进行
。

学技术一中药现代化
, , 一

罗国安
,

王义明 中药指纹图谱的分类和发展
,

中国新药杂志
,

, 一

曹进
,

饶毅
,

沈群等 中药指纹图谱及其建立原则 中药新药与临

床药理
, , 一

国家药品监督管理局 中药注射剂指纹图谱研究的技术要求 暂

行
,

中成药杂志
, ,

一
胡坪

,

罗国安
,

姜志宏等
, 一 。 罗甲“

, , , ,

致谢 形成本文的过程中得到香港浸会大学
,

香港

中文大学
,

香港政府化验所
,

香港特区政府卫生署中医

药事务部多位 同仁的帮助
,

特此致谢
。
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月开究发现一种病毒有助泛卜戒毒

参考文献

任德权 中药指纹图谱质控技术的意义与作用 现代化中药产业
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学术报告论文集 广州
,

罗国安
,

王义明
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曹进等
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建立我国现代中药质量标准体系的研

究 世界科学技术一中药现代化
, , 一

曹进
,

王义明
,

罗国安等 中药指纹图谱与全面质量管理 世界科

一种经过基因改造的病毒不仅不会致病
,

还能阴碍大

脑对毒品产生兴奋
,

减少吸食可卡因带来的快感
。

科学家希

望这种病毒能帮助
“

瘾君子
”

摆脱对可卡因的依赖
。

吸毒上瘾后难以戒断
,

即使戒断又容易复吸
。

科学家认

为
,

其主要原因是吸毒者难以摆脱期望毒品给他们带来快

感这样一种心理
。

此前的戒毒方法是直接向吸毒者注射一

些针对可卡因的抗体
,

这些抗体能和可卡因结合在一起
,

从

而减弱可卡因对大脑的影响
。

但注射的抗体不能到达大脑
,

因此效果有限
。

美国科学家最近找到了一种新方法
。

通过一种转基因

病毒
,

将适当的抗体运送到大脑
。

据《自然 》杂志网站报道
,

美国斯克普斯研究所基姆
·

扬达和同事在研究这种方法

时
,

将一种病毒的有害基因序列剔除
,

然后将能产生可卡因

抗体的基因植入这种病毒的基因组中
。

他们用两组各 只实验鼠进行对比实验
。

实验时连续

天从鼻子处给其中 只实验鼠注射上述转基因病毒
,

每

天注射 次
。

对照组则不予注射
。

第四天
,

再给两组实验鼠

一定剂量的可卡因
。

结果显示
,

对照组的实验鼠出现明显的

毒品上瘾症状
,

而接受过病毒注射的实验鼠症状要轻许

多
。

扬达说
,

这种转基因病毒能在大脑中存留两个星期
,

所

以即使戒断毒后复吸
,

缺乏快感也将使复吸者对毒品失去

兴趣
。

文 摘

佰 肠而 邵
尹

七 记 。 材
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