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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(４６mm×

１５０mm,５μm)为色谱柱,流动相A为０１％甲酸水(pH＝３２),流动相B为乙腈,梯度洗脱,流速０８mL/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 (HookfetThoms)HOhba]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(RcrenuＧ
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(Rkirilowii)、小丛红景天(Rdumulosa)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

１１　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)．

１２　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．

１３　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(HookfetThoms)HOhba]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 ２０１２８ 西藏 林芝 采集 S６ ２０１２８ 浙江 宁波 购买

S２ ２０１２１０ 重庆 渝中 购买 S７ ２０１２８ 四川 成都 购买

S３ ２０１２９ 重庆 渝中 购买 S８ ２０１２１１ 重庆 渝北 购买

S４ ２０１２８ 安徽 亳州 购买 S９ ２０１２１１ 重庆 渝北 购买

S５ ２０１２１０ 西藏 拉萨 购买 S１０ ２０１２１１ 重庆 渝中 购买

２　方法与结果

２１　色谱条件

色谱柱为 WondaSilC１８柱(４６mm×１５０mm,５μm),流动相以(A)０１％甲酸水(pH＝３２),(B)

乙腈梯度洗脱,流速０８mL/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

２２　对照品溶液的制备

分别精密称取对照品酪醇３３４mg,红景天苷１４０mg,置１０mL量瓶中,加色谱甲醇溶解并稀释至

刻度,摇匀,以０２２μm 微孔滤膜过滤,４℃保存备用．

２３　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１０００g,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０２２μm 微孔滤膜过滤,４℃保存备用．

２４　方法学考察

２４１　精密度试验

取S６样品一份,按“２３”项下方法制备供试品溶液,按“２１”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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１１５％,相对峰面积的RSD＜２９５％,说明该仪器精密度良好,符合指纹图谱要求．

２４２　稳定性试验

取S６样品一份,按“２３”项下方法制备供试品溶液,按“２１”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＜１０３％,相对峰面积的 RSD＜３２７％,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．

２４３　重复性实验

取S６样品６份,按“２３”项下方法制备供试品溶液,按“２１”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＜２０７％,相对峰面

积的RSD＜２６８％,表明该法重现性较好,符合指纹图谱要求．

２５　指纹图谱的建立

２５１　共有峰的标定

将１０批大花红景天药材样品按“２３”项下方法制备供试品溶液,“２１”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

３第１２期　　　　　　　　　　　　刘　爽,等:大花红景天指纹图谱研究



２５２　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 ８８８３ S６ ３５７４９２６７ ３００９５１９３ ８４１８

S２ ３３９８０２６３ ２９７８４７１４ ８７６５ S７ ６６１９９７３５ ６０５８９２５５ ９１５２

S３ ６７０５７９４３ ６０５０１２３５ ９０２２ S８ ３５２６７９２５ ２９６３４２６６ ８４０３

S４ ３４１３２８６０ ２９６３１６３０ ８６８１ S９ ６６４１９３８７ ６０７８９８８４ ９１５２

S５ ６７３２７２８１ ６０３５８６１９ ８９６４ S１０ ３１１９１２３０ ２７０１３５０２ ８６０１

　　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 ０５７６４８８ ０１９０３９６ ２７０８７１９ １０８８１４３ ２７１９６８５ １１００４７７ ２８４７１２３ １１４４０３３ ２７５９５６６ １１３８７６９

２ ０３０８９８１ ０１２０２２７ ３１０１８４１ １３２２４９３ ３１０９７４２ １３４４５９７ ３２５２０９ １３８１７６ ３１２６８８９ １３７８５２４

３ １１３２２３８ ３７２６９１ ３９５２１７９ １５１８９６６ ３９６３１８ １５４５０３３ ４４４２４９２ １５９３３１９ ４００１６２２ １５９２８８４

４ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

５ ０２２８７３２ ０１５０６７２ １２５７８１３ １０３７１１２ １２６３１２３ １０５７２９５ １２８０３６１ １０８９２１９ １２９１６１７ １０９０５９２

６ １０７９４２６ ０７７９３１ ２６３８３０１ ２５９０６９８ ２６５１０８４ ２６３４０８２ ２７６８６９２ ２７１４９２５ ２６４４０８３ ２７１２７０４

７ ０３３８５７７ ０１０３００８ ２２１１７１６ ０８９９４３７ ２２４１１６６ ０９１０９４３ ２３５５９０９ ０９３６２０４ ２２８４９６７ ０９３５３７４

８ １１２８５３４ ０１４８１０９ ４９１０２８４ ０３８２６４９ ４９２８２９５ ０３９０２３５ ５１３３９４ ０４１３１５９ ４９７５２１ ０４２１０９８

９ ０５４７４１３ ０２６８３６６ ０９２３０１３ ０５５４５４９ ０９１８０６３ ０５５２９１７ ０９４８５３５ ０５６６６２８ ０９１９１０９ ０５６４９５

１０ ０３９５４３７ ００９３６３９ ０８４６０７４ ０２４５６６３ ０８４７４７ ０２４６６１７ ０８８５１８ ０２５２７４５ ０８５８４２９ ０２５１７１５
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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 １５９１４４５ ０４８９４４ ４２９３７１１ １３４２８１ ４３１６２５１ １３６７７５ ４４１４８４９ １４１０３７５ ４２８１９９５ １４０８８９２

１２ ０５９９６９２ ０２０７２３８ １９９７９０７ ０９７７１９７ １９９４３７７ ０９８８１８５ ０１０５５８６ １０１４６８６ ２０２６０５ １０１６３３６

１３ ０９２３０５ １０２７２６９ ２８７５６９９ １３７５６０９ ２９１０６２３ １４２５４４ ３１４３１０３ １５１７４３６ ３１０２３８３ １５４４５８８

１４ ０５６５ ０１９３６６６ ３５９１５９４ １７３５９２５ ３５６３５４４ １７４７３０５ ３６８８１９４ １７８２３５３ ３５６５９０７ １７７７９８２

１５ １１５４８４９ ０２９２８２３ ４５０８６５５ １７６１９３１ ４５３９８６６ １７９５４３２ ４７４７５４８ １８５３６７２ ４６０４０８３ １８５５７８１

１６ ０７９６５１ ０３９５９２４ ３５２１４５９ ３０４７０４８ ２８２９５７９ ３０９６５７５ ２９２３９４４ ３１８９９４８ ２８３３１７８ ３１８９０４６

１７ ２５３６５１５ ０７０４３０３ ８２３２０６２ ４５１２７１１ ８２４４２８５ ４５８６２４ ８６０４２８９ ４７３１７３ ８３１８３７７ ４７２５２３９

１８ ２４６５９０１ １００９８１１ ５８３１０１ ３４７１２５７ ５８２２３０６ ３５３３８０３ ６０６７９８７ ３６５０７３６ ５８６７５０５ ３６５１３０２

１９ ４３６２５６８ １２４３１１１１４８２５４４ ５０１０１２８１４９３１９５ ５０９８２６３１５６６８１６ ５２５５１５９ １５２２２９８ ５２５２５２５

２０ ２３９４７２８ ０５２１４０３ ２５５３５２３ １２３４２９８ ２５６３１６５ １２６３９４３ ２７００８６１ １３１６１９４ ２６２３３６６ １３２０５１８

２１ ５４４８３８ ２７４１０２１３１４１４１７ ２０７６９０２ ３１５５６３５ ２１１３０２ ３２９９１４１ ２１８２３６６ ３１８６４８４ ２１８１８８３

２２ ２３９３６６２ ０４７３５８２ ２６９６３６７ ０８７８０３ ２６８６８４ ０８８５７８９ ２７９０５２９ ０９１１２７６ ２６３４２５４ ０９１２８５５

２３ ５７１４２４７ ２２６１８１９ ７８９１６９ ３７７２７４２ ７９３３７７５ ３８５０５５ ８２７４０８２ ３９９９０７３ ８０００２８８ ４０２９５０７

２４ ４８５２１１８ ０９８５８５７ ５８６２４８３ １５１６７６８ ５９５７３５６ １５４０２５７ ６３３８２０２ １６１０８８ ６０６７０７７ １６２１２０２

２５ ５１３６５５２ ０６０５２３７ ２６７７９１１ ０１１３９４４ ２６５９４２７ ０１３２２７１ ２７７７３２３ ０１５１９１２ ２５９８９５８ ０１６４７７４

２６ ４６００４６９ ０８００８１８１５５６３６１ ４０２０７２３１５５８６２９ ４１０７３３９１６２４９３ ４２６６８４ １５５２８８５ ４２７４５２３

２７ ３７５７５４２ ０７５８３６３ ３５２８２２７ １４７９６０７ ３５７７７４１ １５２６１８７ ３７７８６１４ １６０１２８７ ３５９０９３ １６１８８６６

２８ ５９４５７４１ ０８２５４０９１１９８９９５ ３４３７０４７１２０２７８６ ３５０１２０１１２５５０６１ ３６１７９２８ １１９４３１３ ３６１６８８５

２９ ５０００８６ ０３６９１３１ ３１０４８２４ ０９７４６７５ ３１３６２３４ １００５４７５ ３３１４１７３ １０４９０３３ ３２３３２２５ １０５５６５１

３０ ４３７５７７４ ０１９７８９８ １４１９６９８ ０７９５５１２ １４９２７６２ ０８２０３２６ １５６９３４４ ０８３５４８９ １５６４３８３ ０８２０８０９

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 ０９３８ ０９９０ ０９４５ ０９８９ ０９４４ ０９７８ ０９４７ ０９７８ ０９４７ ０９３９

　　由表５可知,１０批大花红景天药材相似度值均大于０９,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．

２５３　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“SPSS１６０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pH３２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０９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

LIU　Shuang１,　WANGPeiＧlong１,　HUYiＧjie１,

LANXiaoＧzhong２,　LIAOZhiＧhua３,　CHEN　Min１

１SchoolofPharmaceuticalSciences,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China;

２AgriculturalandAnimalHusbandryCollege,TibetUniversity,Nyingchi,Tibet８６００００,China;

３SchoolofLifeSciences,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:Objective:ToestablishthechromatographicfingerprintoftherootofRhodiolacrenulataby

RPＧHPLC．Methods:TenbatchesofsamplesfromdifferentproducingareaswereanalyzedwithaWondaＧ

SilC１８column(４６mm×１５０mm,５μm),gradientlyelutedwithA (watercontaining０１％ methanoic

acid,pH＝３２)ＧB(acetonitrile)at２５℃,andmonitoredwithaUVdetectorat２７５nm．Theflowratewas

０８mL/min,andthesamplevolumeinjectedwas１０μL．ThechromatogramsofdifferentbatchesofR

crenulata werecomparedbythesoftwareofSimilarityEvaluationSystemforChromatographicFingerprint

ofTCM (Version２００４A)．Results:HPLCFingerprintsofRcrenulataofdifferentoriginswereestabＧ

lishedwithtyrosolandsalidrosideasthereferencecompounds．Thirtymutualpeakswereselectedasthe

fingerprintpeaksofRcrenulata．Conclusion:Themethodissimple,rapidandaccurate,andcanbeproＧ

videdasascientificandeffectivewayforqualitycontrolofRcrenulata．

Keywords:Rhodiolacrenulata;HPLCfingerprint;qualitycontrol;tyrosol;salidroside
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