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摘要
:
目的 用高效液相 色谱法建立天麻药材 甲醇提取液的指纹 图谱分析方法

。

方法 采 用 场kllla di ~ ns il oDS CI
:
(4

.

6 ~
x
25 0 ~

,

5 脚)色谱柱
,

乙睛
一

0
.

4 % 磷酸为流动相
,

梯度洗脱
,

检测波长为 270 nln
,

以 天麻普 元 (对
一

舟基苯 甲醇 )为参照物
。

结

果 共有 16 个共有峰
。

结论 方法准确
、

可靠
,

为有效地控制天麻药材的内在质量提供 了科学依据
。
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天麻为兰科植物天麻(勃
tro d及2 lel ta BI

.

)的干

燥块茎
。

具有平肝息风的功效
,

用于治疗头痛眩晕
,

肢体麻木
,

小儿惊风
,

癫痛抽搐
,

破伤风等
,

为传统的

名贵中药材
。

其野生资源主要分布在秦巴山地
、

川
、

鄂
、

湘山地
、

云贵高原 ;栽培产地主要为陕西
、

湖北
、

湖南
、

安徽等省[ ‘
一 “〕

。

市场商品天麻既有栽培品种
,

又有野生的
。

天麻在采挖后要立即洗静
,

蒸透
,

敞开

低温凉干
,

以破坏其中的酶类成分来防止有效成分

的分解汇
’〕

。

为更有效地控制其质量
,

保证商品药材

及相应制剂质量的稳定
,

我们用 H PLC 建立 了天麻

药材甲醇提取液指纹 图谱的分析方法并对 11 批药

材进行了测定
。

1 仪器与试药

W a ters 26 9() 高效液相色谱仪
,

2 6 90 / 99 6 二极管

阵列检测器 ;乙睛为色谱纯 (Fi
sha r ,

美国)
,

水为高纯

水
,

磷酸为分析纯
。

对经基苯甲醇(纯度 > 99 % )

分别收集了云南
、

陕西
、

贵州
、

安徽
、

湖南等省的

天麻药材样品 n 份
,

有 9 份样品购自当地的药材市

场
,

2 份采自陕西商洛的天麻栽培基地
。

药材产地

详见表 1
。

表 1 中天麻药材均经 中国药品生物制品

检定所中药室张继副主任药师鉴定
。

表 1 11 份天麻样品的产地

T a b l fl
~ 禅es of 公”之溯饭

诬 le lta Bl fn 朋 v

面ous so 二es

编号 来源 产地

01 云南昆明 云南昭通野生

02 云南昆明 云南昭通家种

03 陕西西安药材市场 陕西商洛野生

以 河北安国药材市场 陕西家种

仿 湖南安江药材市场 不详

肠 陕西西安药材市场 陕西商洛家种

07 贵州药材公司 贵州毕节野生

朋 贵州药材公司 贵州遵义野生

的 云南昆明 云南昭通大关县野生

10 安徽金寨县中药厂 不详

11 云南迪庆 云南迪庆州维西县野生

2 实验方法与结果

2
.

1 色谱条件

色谱柱
: D ikllla D i

amo
n s ilTM e , 8 (4

.

6 mm
x 25 0

I

nln
,

5 脚 )
,

柱温
: 25 ℃

,

检测波长
:
270 nm

,

流速
: 1

mL
·

而n 一 ’; 流动 相
: 乙睛

一

0
.

4 % 磷酸
,

梯度洗脱
: 0

而n : 乙睛
一

酸水(2
: 9 8 ) ; 10 而 n : 乙睛

一

酸水 (2 : 9 8 ) ;

20 而n : 乙睛
一

酸水 (4
: 96 ) ; 25 而n : 乙睛

一

酸水 (4
:
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9 6) ; 3 5 而 n : 乙睛
一

酸水 (1 1 : 8 9 ); 5 0 而n : 乙睛
一

酸水

(1 1
: 8 9 ) ; 6 0 而 n : 乙睛

一

酸水 (1 8
: 8 2 ) ; 7 5 ha n : 乙睛

-

酸水(1 8
: 82 ) ; 7 6 而n :

乙睛
一

酸水 (18 : 8 2 )
。

0 一 10

而 n ,

流动相比例相当于恒定 ; 10 一
20 而 n

流动相 比

例为线性梯度 ; 20
一 25 而 n ,

流动相 比例相 当于恒

定 ; 25 一 35 而 n ,

流动相 比例为线性梯度 ; 35 一
50

而 n ,

流动相比例相当于恒定 ; 50
一
60 而 n ,

流动相 比

例为线性梯度
,

60
一 75 而 n ,

流动相 比例相当于恒

定 ; 7 6 而 n
结束

。

2. 2 供试品溶液的制备

天麻粉末 4 9
,

精密称定
,

加甲醇 50 fnL
,

水浴回

流提取 l h
,

过 0
.

4 5 脚 滤膜
,

即得
。

2. 3 参照物溶液的制备

称取天麻昔元(对经基苯甲醇 )适量
,

精密称定
,

表 2 天麻指纹图谱的稳定性及精密度

Tab 2 Pn三(:isi on
a n d s

tab ili ty of fi llge ll”Ints of Rh
~

G “。1 汉垃双子

加甲醇制成每 l
mL 含 0

.

l mg 的溶液
,

作为参照物

溶液
。

2. 4 样品测定

分别精密吸取参照物溶液和供试品溶液各 10

匹
,

注人液相色谱仪
,

依
“ 2

.

1”项下色谱条件测定
,

记

录色谱图
。

在供试品色谱中
,

以天麻昔元色谱峰(S

峰)的保留时间和色谱峰面积为 1
,

计算各指纹峰的

相对保留时间和相对峰面积值
。

2. 5 稳定性和精密度实验

取同一份天麻供试品溶液
,

分别在 。
,

2
,

4
,

6
,

s h

进样 5 次
,

测定各共有峰的相对保留时间的 RS D

(% )
,

结果表明天麻供试品溶液稳定
,

仪器精密度良

好
,

见表 2
。

2. 6 重复性实验

峰号
编号

—
l
’

2
,

3
‘

4
,

5
‘

6
,

7
,

8
,

9
,

10
,

11
‘

12
,

13
,

14
‘

15
,

16
‘

1 1 0
.

1 82 0
一

207 0
一

256 0
一

320 0
.

叨5 0
.

63 8 0
.

744 1 48 1 1
.

5肠 1
.

7卯 1
.

卯 1 2
.

194 2
t

27 5 2
.

3 15 2
.

夕刃

2 1 0
.

1 82 0
.

2(M 0 25 8 0
.

322 0
一

叨3 0
.

639 0
.

743 1
.

礴既 1
.

523 ] 劝 1 1 吠巧 2
.

193 2
.

刀3 2
.

3 10 2 夕)7

3 1 0
.

184 0
.

205 0
.

254 0
.

321 0
.

《珍 0
.

砚2 0
.

756 1
.

闷即 1
.

532 1 即 1 1
.

9 10 2
.

2{万 2
.

279 2 32 1 2
.

5 19

4 1 0
.

183 0
.

2(万 0
.

25 6 0
.

323 0
t

书拓 0 639 0
.

753 1
.

铭7 1
.

5四 1
.

以日 1
.

侧犯 2
‘

加 1 2
.

27 8 2
.

3 19 2
.

5为

5 1 0
.

18 1 0
.

2(粥 0
.

25 7 0
.

322 0
‘

粼〕5 0
‘

6 朝〕 0
.

759 l
t

48 9 1
.

528 1
.

日】2 1 侧刀 2
.

2m 2
.

27 6 2
.

3 I8 2
.

5 18

E SI)/ % 0
.

63 0
.

77 0
.

58 0
.

35 0
.

54 0
.

及 0
.

% 0
.

22 0
.

22 0
.

朋 0
.

18 0
.

25 0
.

10 0
.

18 0 24

取 1 号天麻药材样品 5 份
,

按 照
“ 2

.

2’’ 方法处 (% )
,

结果说明方法重复性好
,

符合指纹 图谱的要

理
,

并测定其 16 个共 有峰相 对保 留时 间的 RS D 求
,

见表 3
。

表 3 天麻指纹 图谱的重现性
r

fa b 3 R el〕瓜】uc ibi h ty of fi llg erp r

nts of RI 理叙)n 汉王 G ”艺几汉级沈

峰号
编号

—
l
’

2
,

3
,

4
‘

5
‘

6
,

7
,

8
‘

9
,

10
,

1 1
’

12
,

13
‘

14
,

15
‘

16
,

1 1 0
.

182 0 2(J7 0
.

25 6 0
.

3加 0
.

叨3 0
.

63 8 0 744 1
.

闷习1 1 526 1
.

7卯 1
.

卯 1 2
.

194 2
.

27 5 2
.

3 15 2
.

夕刃

2 1 0
.

182 0
.

2 1 1 0
,

25 8 0
.

325 0
.

喇侧〕 0
.

6 ) 〕 0
.

, 4 3 1
.

4 73 1
.

523 1
.

8 19 1
.

89 1 2
.

184 2
.

2肠 2
.

3 18 2
.

5 17

3 1 0
.

184 0
.

2峨巧 0
.

2旦) 0
.

32 1 0
一

喇侣 0
一

翻2 0
.

7夕1 1
.

月豹 1
.

旦刀 1
.

出)1 1
.

88 3 2
.

20 7 2
.

279 2
.

32 1 2
.

5 19

4 1 0
.

183 0
.

2《巧 0
.

2铭 0
.

3 18 0
一

4 10 0
.

63 9 0
.

753 1 475 1
.

5 10 1
.

824 1
.

驯侣 2
.

28 1 2
.

2〔沼 2
.

3 19 2
一

523

5 1 0
.

185 0
.

2《招 0
.

25 7 0
.

322 0
.

《】1 0
‘

63 1 0
.

76 1 1 一牡旧 1
.

5扮 1
.

以巧 1
.

例)2 2
.

19 3 2
.

27 6 2
.

29 8 2
.

令关)

R S I)z % 0
.

7 1 1
.

1 1 1
.

7 7 0
.

81 1
.

田 0
.

82 1
.

03 0
.

51 0
.

65 0
.

61 0
.

52 1
.

79 0
.

24 0
.

粼〕 0
.

38

2
.

7 指纹图谱及技术参数

测定 11 批天麻药材 的指纹图谱及参照物
—天麻昔元的单独谱图

,

见 图 1
,

2
,

3
。

根据结果
,

确定

16 个共有色谱峰
,

相对保留时间和相对峰面积值结

果见表 4 和表 5
。

3 讨 论

3
.

1 药材供试 品溶液提取方法的考察

经过实验发现
,

以 95 % 乙醇
、

甲醇超声提取和

甲醇回流提取比较
,

后者指纹图谱峰数目多于前二

者
,

且其对参照物的提取也较前两种方法完全
,

故选

择以甲醇回流提取药材
。

10 2 0 3 0 40 5 0 6 0 7 0

I / 11 1”l

图 1 天麻普元 (对经基苯甲醇)H PLC 图

l 一 天麻昔元

R g 1 HP I工: of p
一

hydro x yl悦nzy lalc
o ho l

l 一 p
~

hy面袱刃1”,
叮 1al c o‘〕

3. 2 参照物的选择

根据文献〔3
一 4」报道

,

天麻昔 (天麻素)
、

天麻昔元

均为天麻药材的活性成分
,

而天麻昔峰(7 号峰 )在

74 0
·

〔汤奋诬外
。
nn J

,

2泛义2, 肠砂 ,
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价9 2 Fin g erl ln nt of 戳面ma G 砧tn 叉级记 (N
o

.

l) in 150 而
n

指纹图谱中有前展
,

无论怎样改变流动相的条件
,

也

无法达到较好的峰形
,

故选择以天麻昔元为参照物
。

3. 3 流动相洗脱梯度的选择

分别对乙睛
、

0
.

4 % 磷酸的洗脱梯度进行 了试

验
,

结果以文中所列流动相梯度出峰较多且峰的分

离度较好
,

同时对 1 号天麻药材的供试品溶液进行

巧O 而 n
的 11PLC 测定

,

结果 76 而 n 后无色谱峰出现
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图 3 2 一 11 号天麻的指纹图谱

R g 3 Fi n g e月In nt of 刀幽
〕n双王 G见艺几涅垃记(No

.

2 一 11 )

(图 2 )
,

表明所选流动相的梯度较为合理
。

3. 4 所收集的 11 批天麻药材其产地
、

生长年限
、

采收季节
、

加工工艺等影响天麻商品药材 内在质量

的因素都无法明确
,

所研究的指纹图所表达的信息
,

仅代表天麻药材商品的整体情况
,

故而 11 批天麻药

材的指纹图的相对峰面积值变异较大
。

表 4 11 批天麻指纹图谱中共有指纹峰的相对保留时间
,

几 b 4 Re te n tlon tim e of c

~ nal ity fi llg e甲ri nt pe aks in 11 1旧Ic h 刃蕊
如ma G z占tn 况饭记

峰号
编号

—
l
’

2
,

3
,

4
‘

5
,

6
,

7
,

8
‘

9
‘

10
‘

1 1
’

12
,

13
‘

14
,

15
,

16
,

0 1 1 0
.

182 0
.

207 0
.

2 54 0
.

321 0
.

粼〕3 0
.

63 8 0
,

744 1 4肠 1
.

5 26 1
.

7卯 1
.

叨 1 2
.

1叭 2
.

2 , 5 2
一

315 2
.

, 刃

催 1 0
.

153 0 双沼 0 254 0
.

3为 0
.

《万 0
.

63 8 0
.

7肠 1
.

铭 1 1
.

52 1 1
.

7男 1
.

矜4 2
.

1肠 2
.

2韶 2
.

〕1 1 2
.

反巧

03 1 0
.

150 0
,

2(巧 0
.

246 0
.

313 0
.

粼幻 0
.

6刃 0
.

75 8 1
.

肠7 1 夕)7 万
.

刀8 1
.

87 8 2
.

162 2
.

24 5 2
.

284 2
.

4 肠

以 1 0
.

18 1 0
.

2《刀 0
.

25 9 0
一

325 0
.

4 10 0 醉 1 0
.

7义 1
.

月, 5 1
.

5 14 1
.

784 1
.

88 3 2
.

1 71 2
.

254 2
.

灼 5 2
.

闷闷习

仿 1 0 183 0
.

203 0
.

2胡 0
.

3 13 0
一

3肠 0
.

63 5 0
.

736 1 478 1
.

527 1
.

7卯 1
.

侧论 2
.

1外 2
.
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