
第３６卷第１２期　　　　　　　　　西 南 大 学 学 报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　２０１４年１２月

Vol􀆰３６　No􀆰１２ JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Dec􀆰　２０１４

DOI:１０􀆰１３７１８/j􀆰cnki􀆰xdzk􀆰２０１４􀆰１２􀆰０３４

大花红景天指纹图谱研究①

刘　爽１,　王佩龙１,　胡益杰１,
兰小中２,　廖志华３,　陈　敏１

１􀆰 西南大学 药学院,发光与实时分析教育部重点实验室,重庆４００７１５;

２􀆰 西藏大学 农牧学院,西藏 林芝８６００００;３􀆰 西南大学 生命科学学院,重庆４００７１５

摘要:目的:建立大花红景天药材的 HPLC指纹图谱．方法:采用 RPＧHPLC分析,以 WondaSilC１８色谱柱(４􀆰６mm×

１５０mm,５μm)为色谱柱,流动相A为０􀆰１％甲酸水(pH＝３􀆰２),流动相B为乙腈,梯度洗脱,流速０􀆰８mL/min,柱温

２５℃,检测波长２７５nm,进样量１０μL．利用中药指纹图谱相似度评价系统(２００４A 版)对１０个批次大花红景天药材

HPLC图谱进行分析比较．结果:建立了不同产地大花红景天药材的 HPLC指纹图谱,以红景天苷、酪醇为参照峰确

立了大花红景天药材指纹图谱中的３０个共有峰．结论:该方法具有良好的重现性及稳定性,可用于大花红景天药材

的质量管理规范．
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大花红景天[Rhodiolacrenulata (Hook􀆰f􀆰etThoms􀆰)H􀆰Ohba]为景天科(Crassulaceae)红景天属

(RhodiolaL􀆰)植物,享有“高原人参”、“北极玫瑰”之美誉．«中国药典»２０１０年版将大花红景天(R􀆰crenuＧ
lata)收载为红景天的唯一药用品种[１]．大花红景天主要分布于西藏、四川、云南等广大的西部地区,以干

燥根和根茎入药,具有抗疲劳、抗衰老、抗辐射、增强免疫力、抗高原反应等功效,可保护神经,治疗抑郁、

焦虑、癌症等多种疾病,有巨大的经济价值和广阔的开发前景[２－３]．红景天属植物化学成分有酚类、黄酮

类、苷类、木质素类[４－７]等,其中苯乙醇类化合物酪醇及红景天苷被认为是主要药理活性成分[８],而«中国

药典»２０１０年版仅以红景天苷作为对照品[１]．红景天属植物资源丰富、种类多、分布广,除大花红景天外,

狭叶红景天(R􀆰kirilowii)、小丛红景天(R􀆰dumulosa)等也用作药用．
本试验选取的大花红景天在质量控制方面的研究基础较薄弱:现有药典主要通过薄层色谱法对大花红

景天药材进行鉴别[１],文献报道利用高效液相色谱法对大花红景天药材根茎中红景天苷、酚类进行含量测

定[９],HSCCC分离大花红景天中苯丙素类化合物、红景天苷[１０－１１],GCＧMS对大花红景天挥发油的化学成

分进行分析鉴定[１２]等．相比文献报道[１３－１４]仅用红景天苷为参照峰建立大花红景天 HPLC指纹图谱,本试

验通过红景天苷、酪醇两个标准品建立大花红景天药材指纹图谱,确立了３０个共有峰,并通过聚类分析及

相似度评价软件对大花红景天药材进行分析,该方法精确、可靠、重复性好．
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１　仪器与材料

１􀆰１　仪　器

岛津高效液相色谱仪(SPDＧ２０紫外检测器、LCＧ２０AD泵、SILＧ２０A 自动进样器、DGUＧ２０A３R在线

脱气),分析天平(AB１３５ＧS型,梅特勒􀅰托利多仪器有限公司),超声清洗仪(KQ５２００型,昆山市超声

仪器公司)．

１􀆰２　试　剂

红景天苷(批号:MUSTＧ１１１２１５０６,Sigma试剂公司),酪醇(批号:MUSTＧ１１０８０５０１,Sigma试剂公

司),乙腈(SPECTRUM,色谱纯);水(怡宝纯净水),其他试剂均为分析纯．

１􀆰３　药　材

本实验室采集或购买的１０批大花红景天药材,经西藏大学农牧学院动物科技系植物生物技术教研室

兰小中副教授鉴定为大花红景天[Rhodiolacrenulata(Hook􀆰f􀆰etThoms􀆰)H􀆰Ohba]的干燥根和根茎．药材

来源见表１．
表１　大花红景天子药材来源

编号 购买时间 购买/采集地 收集方式 编号 购买时间 购买/采集地 收集方式

S１ ２０１２􀆰８ 西藏 林芝 采集 S６ ２０１２􀆰８ 浙江 宁波 购买

S２ ２０１２􀆰１０ 重庆 渝中 购买 S７ ２０１２􀆰８ 四川 成都 购买

S３ ２０１２􀆰９ 重庆 渝中 购买 S８ ２０１２􀆰１１ 重庆 渝北 购买

S４ ２０１２􀆰８ 安徽 亳州 购买 S９ ２０１２􀆰１１ 重庆 渝北 购买

S５ ２０１２􀆰１０ 西藏 拉萨 购买 S１０ ２０１２􀆰１１ 重庆 渝中 购买

２　方法与结果

２􀆰１　色谱条件

色谱柱为 WondaSilC１８柱(４􀆰６mm×１５０mm,５μm),流动相以(A)０􀆰１％甲酸水(pH＝３􀆰２),(B)

乙腈梯度洗脱,流速０􀆰８mL/min,检测波长２７５nm,柱温２５℃,进样量１０μL,记录时间９０min．洗脱程

序见表２．
表２　流动相洗脱梯度

时间/min ０ ３０ ３５ ５５ ６０ ８０ ８５ ９０

B/％ ６ １８ １８ ２４ ２４ ２８ ６ ６

２􀆰２　对照品溶液的制备

分别精密称取对照品酪醇３􀆰３４mg,红景天苷１􀆰４０mg,置１０mL量瓶中,加色谱甲醇溶解并稀释至

刻度,摇匀,以０􀆰２２μm 微孔滤膜过滤,４℃保存备用．

２􀆰３　供试品溶液的制备

取大花红景天药材粉末(过４０目筛),精密称定１􀆰０００g,置于５０mL三角烧瓶中,精密加入２０mL甲

醇,称重,超声提取４０min(２００ W),放冷,再称重,用甲醇补足减失的重量,摇匀,１００００r/min离心

１０min,取上清液,用０􀆰２２μm 微孔滤膜过滤,４℃保存备用．

２􀆰４　方法学考察

２􀆰４􀆰１　精密度试验

取S６样品一份,按“２􀆰３”项下方法制备供试品溶液,按“２􀆰１”项色谱条件进行分析,连续进样６次,计

算３０个共有色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD．结果显示:各色谱峰相对保留时间的 RSD＜
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１􀆰１５％,相对峰面积的RSD＜２􀆰９５％,说明该仪器精密度良好,符合指纹图谱要求．

２􀆰４􀆰２　稳定性试验

取S６样品一份,按“２􀆰３”项下方法制备供试品溶液,按“２􀆰１”项色谱条件进行分析,分别在０,４,８,１６,

２４h各精密吸取１０μL进样,计算３０个共有色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD．结果显示:各色

谱峰相对保留时间的RSD＜１􀆰０３％,相对峰面积的 RSD＜３􀆰２７％,表明供试品溶液在室温下２４h内基本

稳定,符合指纹图谱要求．

２􀆰４􀆰３　重复性实验

取S６样品６份,按“２􀆰３”项下方法制备供试品溶液,按“２􀆰１”项色谱条件进行分析,计算３０个共有色

谱峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD．结果显示:各色谱峰相对保留时间的 RSD＜２􀆰０７％,相对峰面

积的RSD＜２􀆰６８％,表明该法重现性较好,符合指纹图谱要求．

２􀆰５　指纹图谱的建立

２􀆰５􀆰１　共有峰的标定

将１０批大花红景天药材样品按“２􀆰３”项下方法制备供试品溶液,“２􀆰１”项下色谱条件依次进样检测,记

录９０min色谱图．采用国家药典委员会颁布的“中药色谱指纹图谱相似度评价体系(２００４A 版)”对１０批次

药材的色谱图对应的峰进行多点校对后进行色谱峰匹配,确定３０个共有峰．选择色谱图中主要峰４为校正

点,建立大花红景天药材标准指纹谱图(见图２)和指纹图谱(见图３),通过与对照品图谱(见图１)比较指认

４号峰为红景天苷、６号峰为酪醇．

S１为红景天苷,S２为酪醇．

图１　对照品色谱图

S１为红景天苷,S２为酪醇．

图２　大花红景天药材标准指纹图谱
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２􀆰５􀆰２　指纹图谱相似度分析

根据图２匹配结果,中药色谱指纹图谱相似度评价体系 A 版系统软件自动计算出色谱中各峰的峰面

积,利用Excel表格导出,得到表３的数据．表３中,１０批大花红景天药材的非共有峰面积占总峰面积的百

分比只有３个小于１０％,这可能与药材中共有峰面积的差异有关．根据图２的谱图信息以红景天苷(S１)为

参照峰得到１０批大花红景天药材的相对峰面积(见表４)和相似度计算结果(见表５)．

图３　１０批大花红景天药材的 HPLC指纹图谱

表３　共有峰与非共有峰面积及占总峰面积百分比

编号 SC SP SC
SC＋SP

/％ 编号 SC SP SC
SC＋SP

/％

S１ ３０４１０６４５ ２７０１３５０２ ８８􀆰８３ S６ ３５７４９２６７ ３００９５１９３ ８４􀆰１８

S２ ３３９８０２６３ ２９７８４７１４ ８７􀆰６５ S７ ６６１９９７３５ ６０５８９２５５ ９１􀆰５２

S３ ６７０５７９４３ ６０５０１２３５ ９０􀆰２２ S８ ３５２６７９２５ ２９６３４２６６ ８４􀆰０３

S４ ３４１３２８６０ ２９６３１６３０ ８６􀆰８１ S９ ６６４１９３８７ ６０７８９８８４ ９１􀆰５２

S５ ６７３２７２８１ ６０３５８６１９ ８９􀆰６４ S１０ ３１１９１２３０ ２７０１３５０２ ８６􀆰０１

　　注:SPＧ非共有峰面积;SCＧ共有峰面积;SC/(SC＋SP)％ 共有峰面积占总面积百分比．

表４　１０批次大花红景天特征指纹图谱的相对峰面积

编号
相　　对　　峰　　面　　积

S１ S２ S３ S４ S５ S６ S７ S８ S９ S１０

１ ０􀆰５７６４８８ ０􀆰１９０３９６ ２􀆰７０８７１９ １􀆰０８８１４３ ２􀆰７１９６８５ １􀆰１００４７７ ２􀆰８４７１２３ １􀆰１４４０３３ ２􀆰７５９５６６ １􀆰１３８７６９

２ ０􀆰３０８９８１ ０􀆰１２０２２７ ３􀆰１０１８４１ １􀆰３２２４９３ ３􀆰１０９７４２ １􀆰３４４５９７ ３􀆰２５２０９ １􀆰３８１７６ ３􀆰１２６８８９ １􀆰３７８５２４

３ １１􀆰３２２３８ ３􀆰７２６９１ ３９􀆰５２１７９ １５􀆰１８９６６ ３９􀆰６３１８ １５􀆰４５０３３ ４４􀆰４２４９２ １５􀆰９３３１９ ４０􀆰０１６２２ １５􀆰９２８８４

４ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

５ ０􀆰２２８７３２ ０􀆰１５０６７２ １􀆰２５７８１３ １􀆰０３７１１２ １􀆰２６３１２３ １􀆰０５７２９５ １􀆰２８０３６１ １􀆰０８９２１９ １􀆰２９１６１７ １􀆰０９０５９２

６ １􀆰０７９４２６ ０􀆰７７９３１ ２􀆰６３８３０１ ２􀆰５９０６９８ ２􀆰６５１０８４ ２􀆰６３４０８２ ２􀆰７６８６９２ ２􀆰７１４９２５ ２􀆰６４４０８３ ２􀆰７１２７０４

７ ０􀆰３３８５７７ ０􀆰１０３００８ ２􀆰２１１７１６ ０􀆰８９９４３７ ２􀆰２４１１６６ ０􀆰９１０９４３ ２􀆰３５５９０９ ０􀆰９３６２０４ ２􀆰２８４９６７ ０􀆰９３５３７４

８ １􀆰１２８５３４ ０􀆰１４８１０９ ４􀆰９１０２８４ ０􀆰３８２６４９ ４􀆰９２８２９５ ０􀆰３９０２３５ ５􀆰１３３９４ ０􀆰４１３１５９ ４􀆰９７５２１ ０􀆰４２１０９８

９ ０􀆰５４７４１３ ０􀆰２６８３６６ ０􀆰９２３０１３ ０􀆰５５４５４９ ０􀆰９１８０６３ ０􀆰５５２９１７ ０􀆰９４８５３５ ０􀆰５６６６２８ ０􀆰９１９１０９ ０􀆰５６４９５

１０ ０􀆰３９５４３７ ０􀆰０９３６３９ ０􀆰８４６０７４ ０􀆰２４５６６３ ０􀆰８４７４７ ０􀆰２４６６１７ ０􀆰８８５１８ ０􀆰２５２７４５ ０􀆰８５８４２９ ０􀆰２５１７１５
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　续表４

编号
相　　对　　峰　　面　　积

S１ S２ S３ S４ S５ S６ S７ S８ S９ S１０

１１ １􀆰５９１４４５ ０􀆰４８９４４ ４􀆰２９３７１１ １􀆰３４２８１ ４􀆰３１６２５１ １􀆰３６７７５ ４􀆰４１４８４９ １􀆰４１０３７５ ４􀆰２８１９９５ １􀆰４０８８９２
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１５ １􀆰１５４８４９ ０􀆰２９２８２３ ４􀆰５０８６５５ １􀆰７６１９３１ ４􀆰５３９８６６ １􀆰７９５４３２ ４􀆰７４７５４８ １􀆰８５３６７２ ４􀆰６０４０８３ １􀆰８５５７８１
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１８ ２􀆰４６５９０１ １􀆰００９８１１ ５􀆰８３１０１ ３􀆰４７１２５７ ５􀆰８２２３０６ ３􀆰５３３８０３ ６􀆰０６７９８７ ３􀆰６５０７３６ ５􀆰８６７５０５ ３􀆰６５１３０２

１９ ４􀆰３６２５６８ １􀆰２４３１１１１４􀆰８２５４４ ５􀆰０１０１２８１４􀆰９３１９５ ５􀆰０９８２６３１５􀆰６６８１６ ５􀆰２５５１５９ １５􀆰２２２９８ ５􀆰２５２５２５

２０ ２􀆰３９４７２８ ０􀆰５２１４０３ ２􀆰５５３５２３ １􀆰２３４２９８ ２􀆰５６３１６５ １􀆰２６３９４３ ２􀆰７００８６１ １􀆰３１６１９４ ２􀆰６２３３６６ １􀆰３２０５１８

２１ ５􀆰４４８３８ ２􀆰７４１０２１３１􀆰４１４１７ ２０􀆰７６９０２ ３１􀆰５５６３５ ２１􀆰１３０２ ３２􀆰９９１４１ ２１􀆰８２３６６ ３１􀆰８６４８４ ２１􀆰８１８８３

２２ ２􀆰３９３６６２ ０􀆰４７３５８２ ２􀆰６９６３６７ ０􀆰８７８０３ ２􀆰６８６８４ ０􀆰８８５７８９ ２􀆰７９０５２９ ０􀆰９１１２７６ ２􀆰６３４２５４ ０􀆰９１２８５５

２３ ５􀆰７１４２４７ ２􀆰２６１８１９ ７􀆰８９１６９ ３􀆰７７２７４２ ７􀆰９３３７７５ ３􀆰８５０５５ ８􀆰２７４０８２ ３􀆰９９９０７３ ８􀆰０００２８８ ４􀆰０２９５０７

２４ ４􀆰８５２１１８ ０􀆰９８５８５７ ５􀆰８６２４８３ １􀆰５１６７６８ ５􀆰９５７３５６ １􀆰５４０２５７ ６􀆰３３８２０２ １􀆰６１０８８ ６􀆰０６７０７７ １􀆰６２１２０２

２５ ５􀆰１３６５５２ ０􀆰６０５２３７ ２􀆰６７７９１１ ０􀆰１１３９４４ ２􀆰６５９４２７ ０􀆰１３２２７１ ２􀆰７７７３２３ ０􀆰１５１９１２ ２􀆰５９８９５８ ０􀆰１６４７７４

２６ ４􀆰６００４６９ ０􀆰８００８１８１５􀆰５６３６１ ４􀆰０２０７２３１５􀆰５８６２９ ４􀆰１０７３３９１６􀆰２４９３ ４􀆰２６６８４ １５􀆰５２８８５ ４􀆰２７４５２３

２７ ３􀆰７５７５４２ ０􀆰７５８３６３ ３􀆰５２８２２７ １􀆰４７９６０７ ３􀆰５７７７４１ １􀆰５２６１８７ ３􀆰７７８６１４ １􀆰６０１２８７ ３􀆰５９０９３ １􀆰６１８８６６

２８ ５􀆰９４５７４１ ０􀆰８２５４０９１１􀆰９８９９５ ３􀆰４３７０４７１２􀆰０２７８６ ３􀆰５０１２０１１２􀆰５５０６１ ３􀆰６１７９２８ １１􀆰９４３１３ ３􀆰６１６８８５

２９ ５􀆰０００８６ ０􀆰３６９１３１ ３􀆰１０４８２４ ０􀆰９７４６７５ ３􀆰１３６２３４ １􀆰００５４７５ ３􀆰３１４１７３ １􀆰０４９０３３ ３􀆰２３３２２５ １􀆰０５５６５１

３０ ４􀆰３７５７７４ ０􀆰１９７８９８ １􀆰４１９６９８ ０􀆰７９５５１２ １􀆰４９２７６２ ０􀆰８２０３２６ １􀆰５６９３４４ ０􀆰８３５４８９ １􀆰５６４３８３ ０􀆰８２０８０９

表５　１０批大花红景天药材相似度结果

样品编号 S１ S２ S３ S４ S５ S６ S７ S８ S９ S１０

相似度 ０􀆰９３８ ０􀆰９９０ ０􀆰９４５ ０􀆰９８９ ０􀆰９４４ ０􀆰９７８ ０􀆰９４７ ０􀆰９７８ ０􀆰９４７ ０􀆰９３９

　　由表５可知,１０批大花红景天药材相似度值均大于０􀆰９,表明目前市场上流通的大花红景天商品药材

质量比较稳定．

２􀆰５􀆰３　系统聚类分析

将各色谱峰相对于内参比色谱峰的峰面积量化,运用“SPSS１６􀆰０统计分析软件”对其进行系统聚类分

析,采用欧氏距离(Euclidean)作为样品的测度对其进行系统聚类分析,得到聚类树状图见图４．
结果显示:１０批大花红景天药材可以分为两大类,S２聚为一类,其余聚为一类,参照样品产地,S８、

S９、S６、S１、S４、S５、S７、S１０的产地接近西藏;此外S２的产地与上述产地的距离较远．

３　讨　论

分别比较了５０％甲醇、７０％甲醇、纯甲醇对大花红景天药材的提取效果,结果表明纯甲醇提取的效

果最佳,色谱峰数目最多,含量较高,且峰形较好,因此选择纯甲醇为提取溶剂．本试验考察了甲醇 水、

甲醇 甲酸水不同pH、乙腈 水不同pH 等多种流动相系统,最后采用乙腈 甲酸水pH３􀆰２进行梯度洗

脱,确保各共有峰能有更好的分离度．选取２７５nm作为大花红景天检测波长,液相图谱杂质干扰小,基

线平稳,灵敏度高．
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图４　大花红景天药材指纹图谱的聚类分析

本文采用 RPＧHPLC方法建立了大花红景天药材的指纹图谱,标定了３０个共有峰,１０批大花红景天

药材相似度均达到０􀆰９以上,整体来说１０批大花红景天的化学成分一致性较好,质量较均一．指纹图谱中

的３０个共有峰相对保留时间符合程度好,相对面积略有差异,表明批次间各成分含量的相对比值有所不

同．聚类分析结果表明于不同地方购买的药材其产地可能相近或相同．
色谱指纹图谱是目前控制中药材综合分析最有效、最直观的手段之一[１５－１６]．本试验利用 HPLC建立的

指纹图谱方法具有较好的精密度、稳定性和重现性,有助于大花红景天药材的标准化研究和质量控制,可

作为区分大花红景天与其混淆品的标准．该方法可行、方便、可靠,对红景天类药材的品种、产地及质量控

制具有一定的参考价值,对红景天属药用资源的扩大应用具有重要意义．
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StudyonHPLCFingerprintofRhodiolacrenulata
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１􀆰SchoolofPharmaceuticalSciences,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China;

２􀆰AgriculturalandAnimalHusbandryCollege,TibetUniversity,Nyingchi,Tibet８６００００,China;

３􀆰SchoolofLifeSciences,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:Objective:ToestablishthechromatographicfingerprintoftherootofRhodiolacrenulataby

RPＧHPLC．Methods:TenbatchesofsamplesfromdifferentproducingareaswereanalyzedwithaWondaＧ

SilC１８column(４􀆰６mm×１５０mm,５μm),gradientlyelutedwithA (watercontaining０􀆰１％ methanoic

acid,pH＝３􀆰２)ＧB(acetonitrile)at２５℃,andmonitoredwithaUVdetectorat２７５nm．Theflowratewas

０􀆰８mL/min,andthesamplevolumeinjectedwas１０μL．ThechromatogramsofdifferentbatchesofR􀆰

crenulata werecomparedbythesoftwareofSimilarityEvaluationSystemforChromatographicFingerprint

ofTCM (Version２００４A)．Results:HPLCFingerprintsofR􀆰crenulataofdifferentoriginswereestabＧ

lishedwithtyrosolandsalidrosideasthereferencecompounds．Thirtymutualpeakswereselectedasthe

fingerprintpeaksofR􀆰crenulata．Conclusion:Themethodissimple,rapidandaccurate,andcanbeproＧ

videdasascientificandeffectivewayforqualitycontrolofR􀆰crenulata．

Keywords:Rhodiolacrenulata;HPLCfingerprint;qualitycontrol;tyrosol;salidroside
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