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质[9]。还有学者做了三黄泻心汤各单味药的配伍研究，发现黄

芩有利于大黄中大黄酸的煎出[10]。但在笔者的试验中，虎杖配

伍黄芩和黄连后，大黄酸的煎出率并不高。而笔者同时进行

了三黄泻心汤中蒽醌类成分含量测定的研究，发现三黄泻心

汤中大黄酸含量比虎杖泻心汤中高。由于有效成分在药用植

物中的存在形式不仅决定提取方法的不同，也会影响含量测

定结果，故这一点可为大黄酸在虎杖和大黄2味药材中存在形

式是否存在不同提供参考。
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摘 要 目的：建立续断的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并对不同产地续断的指纹特征进行比较，为其质量评价提供新的方

法。方法：采用 HPLC 法测定了 19 批不同产地的续断样品，色谱柱为 Ultimate XB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙

腈-0.05％磷酸水（梯度洗脱），柱温为 25 ℃，流速为 1 mL·min－1，检测波长为 212 nm。并对不同产地样品的相似度进行了比较。

结果：利用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）》建立了续断药材的指纹图谱共有模式，标出了21个特征峰。除了10

号样品，其他18批样品的相似度均较高。结论：本方法具有较好的重复性、精密度、稳定性，可为续断的质量控制提供科学依据。
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Study on HPLC Fingerprints of Dipsacus asper
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprints of Dipsacus asper，and to compare the fingerprints of D. asper from

different regions so as to set up new method for the quality control of D. asper. METHODS：19 batches of samples from different

regions were analyzed by HPLC. Ultimate XB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）column was adopted with mobile phase consisted of

acetonitrile-0.05％H3PO4（gradient elution）at the flow rate of 1 mL·min－1. The column temperature was 25 ℃，and the detective

wavelength was set 212 nm. The similarity of samples from different regions was compared. RESULTS：The mutual mode of the

fingerprints of D. asper was set up with“Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of TCM”（2004 A ver-

sion），and 21 characteristic marks were marked. The samples had high similarity，except for No. 10 sample. CONCLUSION：The

method has a good repeatability，precision and stability. It can provide scientific basis for the quality control of D. asper.
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续 断 为 川 续 断 科 川 续 断 属 植 物 川 续 断 Dipsacus asper

Wall.ex Henry 的干燥根，始载于《神农本草经》，被列为上品。

性微温，味苦、辛，归肝、肾经，具有补肝肾、强筋骨、续折伤、止

崩漏之功效[1]。续断是骨伤科和妇科常用中药，主要含三萜皂

苷、生物碱、环烯醚萜类等成分[2]。续断苷能促进人成骨细胞

的分化和形成，具有抗骨质疏松的作用[3]。总生物碱具有松弛

子宫平滑肌、对抗催产素的作用；研究表明生物碱类成分与续

断的安胎作用有关[4]。

续断属于常用大宗药材之一，其药材质量随产地不同而

差异显著。2010年版《中国药典》规定续断药材中川续断皂苷

Ⅵ的含量不得少于 2％。鉴于中医用药的整体性和中药材成

分的复杂性，应用单一成分的质量控制方法并不能全面客观

地评价药材质量。指纹图谱技术具有整体性和模糊性，既能

体现中药材的真伪，又能体现不同产地、不同环境的样品特

性，为中药材的质量控制提供了有效方法[5，6]。本研究采用高

效液相色谱（HPLC）技术建立了续断的指纹图谱控制方法，测

定了 19批采自不同产地的续断样品，建立了续断的指纹图谱

共有模式，以期进一步为续断的质量控制提供科学依据。

1 仪器与试药
LC-20AT 型 HPLC 仪，含 Shimadzu 色谱工作站、二极管阵

列检测器（DAD，日本岛津公司）；KQ-250B 型超声波清洗机

（昆山市超声仪器有限公司，频率：40 kHz，功率：250 W）；

Millipore-Q 纯水制备仪（美国密里博公司）；十万分之一电子

天平（日本岛津公司）。

川续断皂苷Ⅵ对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

11685-200802，纯度≥98％）；乙腈为色谱纯，磷酸为分析纯，水

为超纯水。续断药材由重庆市中药研究院李隆云研究员鉴定

为川续断科植物川续断 D. asper Well.ex Henry 的干燥根，标本

现存于重庆市中药研究院种植所，样品来源见表1。

表1 续断样品来源

Tab 1 The origins of D. asper

批号
110502

111401

110601

111802

110701

111801

112001

111602

112001

110201

110301

111901

111902

110501

110702

110802

110401

110902

110801

样品编号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

产地
湖北五峰县鱼溪镇
重庆奉节县尖山村
湖北玉峰县城关镇
重庆秀山县隘口镇
湖北鹤峰县燕子镇
重庆酉阳县李溪镇

重庆武隆县
贵州大方县
重庆黔江县
贵州息烽县

湖北恩施州茅田乡
重庆秀山县涌动乡川河坝

重庆酉阳县板溪镇
湖北农阳县大堰镇
湖北鹤峰县五里乡

湖北鹤峰县走马镇铁路乡
湖北巴东县野三关铁厂荒林场

湖南龙山县
湖北鹤峰县走马镇万施坪

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Ultimate XB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：乙腈（A）-0.05％磷酸水（B），梯度洗脱（0～10 min，A 为

3％～18％；10～35 min，A 为 18％～23％；35～45 min，A 为

23％～40％；45～55 min，A 为 40％～80％；55～60 min，A 为

80％）；检测波长：212 nm；流速：1 mL·min－1；进样量：10 μL；柱

温：25 ℃；运行时间：60 min。

2.2 对照品溶液的制备

取川续断皂苷Ⅵ对照品3.30 mg，精密称定，置于10 mL 量

瓶中，加甲醇适量，超声使溶解，冷却，用甲醇定容至10 mL，摇

匀，得浓度为0.330 mg·mL－1的对照品溶液，备用。

2.3 供试品溶液的制备

取续断药材低温烘干，粉碎，过 40目筛。精密称取粉末

1.0 g，置于 100 mL 三角瓶中，加甲醇 100 mL，称定重量，超声

提取 30 min，取出放置 10 min，再称定重量，甲醇补足失重，常

压过滤，吸取续滤液，0.45 μm 微孔滤膜滤过，滤液作为供试品

溶液，备用。

2.4 方法学考察

2.4.1 精密度试验 精密称取续断粉末 1.0 g，按“2.3”项下方

法制样，连续进样5次，记录指纹图谱。结果表明，指定共有峰

相对保留时间的 RSD 在0.989％～1.132％之间，相对峰面积的

RSD在1.501％～2.300％之间，表明本方法精密度良好。

2.4.2 重复性试验 精密称取 6份同一批号续断（样品编号：

7）粉末各1.0 g，分别按“2.3”项下方法制样，按上述色谱条件进

样，记录指纹图谱。结果表明，指定共有峰相对保留时间的

RSD 在 0.530％ ～1.670％ 之 间 ，相 对 峰 面 积 的 RSD 在

2.332％～2.732％之间，表明本方法重复性良好。

2.4.3 稳定性试验 取同一供试品溶液适量，分别于 0、2、4、

8、12、20、24、36 h 进样测定。结果表明，指定共有峰相对保留

时间的 RSD＜1.622％，相对峰面积的 RSD＜2.880％，表明供

试品溶液在36 h内稳定性良好。

2.5 续断指纹图谱共有模式的建立

取各样品，分别照“2.3”项下方法制样，按上述色谱条件进

样，记录指纹图谱。将图谱导入“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2004A 版）”软件，选择 S12为参照图谱，通过中位数法

自动匹配，生成对照指纹图谱；并根据匹配结果确定了21个共

有峰。川续断皂苷Ⅵ对照品的 HPLC 图见图1；19批续断药材

的HPLC指纹图谱叠加图见图2；指纹图谱的共有模式见图3。

2.6 相似度评价

通过“中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）”软
件得到与共有模式相比较的19批样品的相似度，见表2。结果
表明，不同产地样品的相似度均较高。

选择川续断皂苷Ⅵ所在的 19号峰为内参照峰，分别计算
19批样品21个共有峰的相对保留时间和相对峰面积，其平均
值和 RSD 见表3。由表3可知，不同产地样品各共有峰相对保
留时间的RSD均＜0.41％，而相对峰面积的RSD却差别较大。

3 讨论

0 10 20 30 40 50 60 min

川续断皂苷Ⅵ

图1 续断皂苷Ⅵ对照品的HPLC图

Fig 1 HPLC chromatogram of asperosaponin Ⅵ control
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3.1 提取方法的选择

本试验比较了不同提取方法（水浴回流法、索氏提取法、

超声提取法）对提取结果的影响，以化学成分信息的多少及川

续断皂苷Ⅵ的含量来判断。结果表明，超声提取法和水浴回

流法的提取效果相当，所以选择相对简捷的超声提取法。又

进一步对超声提取时间、提取溶剂用量等分别进行考察，最后

确定了文中提取方法，即以甲醇为提取溶剂，精密称取药材粉

末1.0 g，加入100 mL甲醇，超声提取30 min。

3.2 流动相的选择

本试验对甲醇-水、乙腈-水、乙腈-醋酸缓冲液、乙腈-磷酸

缓冲液等流动相分别进行了考察，由于甲醇的末端吸收在190

nm 波长处，用甲醇-水梯度洗脱基线不稳；乙腈-水虽然基线平

稳，但分离度较差、峰形较宽。后在水相中加入柠檬酸和醋

酸，结果表明，各指纹峰分离度有所改善，但这2种酸在216～

220 nm 波长处有紫外吸收，影响检测结果。最后，通过考察乙

腈-0.1％磷酸水和乙腈-0.05％磷酸水，最终选择乙腈-0.05％磷

酸水作为流动相进行梯度洗脱，所得图谱具有较好的分离度

和峰形。

3.3 检测波长的选择

续断药材中主要含三萜皂苷类成分，其最大吸收波长一

般在 200 nm 波长左右。本试验采用 DAD 对所得图谱进行全

波长扫描，结果在212和220 nm 波长处谱峰信息较多，且大多

谱峰具有较大吸收；而内参照峰川续断皂苷Ⅵ在 212 nm 波长

处具有最大吸收，故采用212 nm作为检测波长。

3.4 数据结果分析

从表2可以看出，除了10号样品，其他样品的相似度均较

高，表明来自重庆和湖北地区的药材由于产地环境相似，而使

积累的药材化学成分相似。此结果也符合传统药材的道地性

分类方法。另外，从其相对峰面积的 RSD 值可以看出，由于药

材的采收期和地点的差异，其有效成分含量差别较大。

相对于单一成分的质量控制和模式，本研究建立的续断

指纹图谱具有较好的专属性和稳定性，分析时间控制在60 min

以内，符合指纹图谱的技术标准要求。本研究结果可为进一

步控制续断的质量提供科学依据。
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图2 19批续断药材的HPLC指纹图谱叠加图

Fig 2 HPLC chromatogram of 19 batches of D. asper
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Fig 3 The mutual mode of fingerprints
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表2 与共有模式相比较的19批样品的相似度

Tab 2 Similarity of 19 batches of samples compared with

mutual mode

样品号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

相似度
0.931

0.957

0.946

0.949

0.979

0.960

0.812

0.935

0.983

0.645

样品号
11

12

13

14

15

16

17

18

19

相似度
0.952

0.975

0.752

0.922

0.870

0.903

0.983

0.990

0.901

表3 共有峰相对保留时间和相对峰面积的平均值及RSD

Tab 3 Average value of RT and RA of common peak and

RSD

样品号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

相对保留时间的平均值
0.263

0.288

0.306

0.326

0.349

0.365

0.433

0.440

0.451

0.605

0.643

0.694

0.732

0.784

0.799

0.879

0.887

0.961

1.000

1.092

1.160

相对保留时间的RSD/％
0.34

0.27

0.21

0.22

0.11

0.14

0.14

0.13

0.15

0.35

0.41

0.16

0.36

0.17

0.30

0.04

0.04

0.02

0.00

0.13

0.04

相对峰面积的平均值
0.418

1.928

0.627

2.976

0.430

0.826

0.278

0.335

0.249

0.738

2.522

4.331

2.476

0.346

0.470

0.483

1.339

0.505

1.000

0.299

0.497

相对峰面积的RSD/％
0.56

0.62

0.63

0.62

0.61

0.46

1.04

0.82

1.33

0.71

0.62

0.67

0.80

0.73

0.61

0.49

0.54

0.34

0.00

1.18

0.68
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