瓜蒌皮药材的HPLC指纹图谱研究
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[摘要] 目的：建立瓜蒌皮药材的 HPLC 指纹图谱。方法：采用 Agilent TC-C18( 4.6 mm × 250 mm，5 (m)色谱柱，以乙腈-0.2%冰乙酸为流动相进行梯度洗脱，检测波长为 260 nm，流速为 0.8 mL·min -1，柱温为 25 ℃，进样20 (L。结果：建立了瓜蒌皮药材的HPLC指纹图谱，方法学考察结果良好，确立了13个共有峰，其中5个共有峰得到确认，10批瓜蒌皮样品指纹图谱的相似度均＞0.9。结论：该方法稳定性、重复性好，建立的指纹图谱可为瓜蒌皮的质量评价提供依据。
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[Abstract] Objective: To establish HPLC fingerprint of Pericarpium trichosanthis. Method: The HPLC method was used on an Agilent TC-C18 (4.6 mm × 250 mm, 5 (m) chromatographic column with acetonitrile-0.2% ice acetic acid as mobile phase in gradient elution at the detection wavelength of 260 nm with the flow rate of 0.8 mL·min-1, and the column temperature is 25 ℃, the sample injection was 20 (L. Results: The HPLC fingerprint of Pericarpium trichosanthis was established. The methodological investigation result was good. 13 common peaks were existed in the fingerprint and five common peaks were confirmed. The similarities of 10 batches of Pericarpium trichosanthis are > 0.9. Conclusion: The method is stability, and the established fingerprint can provide a basis for quality evaluation of Pericarpium trichosanthis. 
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瓜蒌皮为葫芦科植物栝楼Trichosanthes kirilowii Maxim.或双边栝楼Trichosanthes rosthornii Harms的干燥成熟果皮，具有清热化痰，利气宽胸之功效，主要用于痰热咳嗽，胸闷胁痛等症[1]。现代研究表明，瓜蒌皮及其制剂具有扩张冠状动脉、抗心律失常、抗氧化应激、抑制血小板聚集、降低胆固醇、抗菌消炎和抗癌等多种作用[2-5]，是治疗心血管系统疾病特别是冠心病的常用中药。
中药指纹图谱技术以其多成分、综合性的特点，成为评价中药质量的一种方法，多用于中药的质量控制及品种鉴定[6]。目前尚未见有关瓜蒌皮药材的指纹图谱研究，为了全面表征瓜蒌皮药材中各成份的分布，本研究采用 HPLC法研究瓜蒌皮药材的指纹图谱，建立了指纹图谱共有模式，共确定 13个共有峰，其中 5个共有峰得到确认。瓜蒌皮指纹图谱的建立将为瓜蒌皮药材的质量控制及其开发利用提供科学依据。
1 仪器与材料
AGILENT 1200 高效液相色谱仪、AGILENT CHEMSTATION 工作站、DAD 检测器（美国Agilent 公司）；KQ-250E型超声波清洗器（江苏昆山市超声仪器有限公司）；BSA 124S分析天平（北京赛多利斯天平公司）；
香草酸葡萄糖苷（98.7%）、柯伊利素葡萄糖苷（98.2%）、香草酸（98.0%）、异槲皮苷（98.5%）与芦丁（99.0%）对照品均由本实验室提供；甲醇、乙腈为色谱纯。

    瓜蒌皮药材来源见表1，经山东省中医药大学周凤琴教授鉴定为葫芦科植物栝楼Trichosanthes kirilowii Maxim.的干燥成熟果皮，将样品粉碎，过40目筛，备用。
表1  药材来源

	样品编号
	药材来源
	采集时间

	1
	山东平阴1
	2012.11

	2
	安徽亳州
	2012.10

	3
	山东平阴2
	2012.11

	4
	山东莱芜
	2012.10

	5
	山东长清1
	2012.11

	6
	山东长清2
	2012.11

	7
	山东临沂
	2012.09

	8
	河北安国1
	2012.10

	9
	河北安国2
	2012.10

	10
	山东平阴3
	2012.11


2 方法

2. 1 色谱条件

色谱柱: Agilent TC-C18柱( 4. 6 mm × 250 mm，5 (m)；流动相：乙腈（A）和0.2%HAc（B）梯度洗脱，梯度条件见表2；检测波长：260 nm；柱温：25 ℃；流速：1.0 mL·min -1 ；进样量：20 (L。
表2  流动相梯度洗脱表

	t/min
	A（%）
	B（%）

	0
	5
	95

	6
	5
	95

	13
	8
	92

	20
	8
	92

	50
	25
	75

	60
	100
	0


2. 2 对照品溶液的制备
2.2.1 对照品的制备

 取瓜蒌皮药材粉末，加95%乙醇渗漉，提取液减压浓缩，浓缩液依次采用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取，回收溶剂得浸膏。取所得乙酸乙酯浸膏和正丁醇浸膏，分别采用大孔吸附树脂柱色谱、硅胶柱色谱、凝胶柱色谱、MCI柱色谱及制备液相等分离手段分得单体化合物，并综合运用核磁、质谱等现代技术手段鉴定结构分别为：香草酸葡萄糖苷、柯伊利素葡萄糖苷、香草酸、异槲皮苷与芦丁。
2.2.2 对照品溶液的配制
    精密称取上述制备的香草酸葡萄糖苷、柯伊利素葡萄糖苷、香草酸、异槲皮苷与芦丁对照品适量，加甲醇制成混合对照品溶液。
2. 3 供试品溶液的制备

    精密称取瓜蒌皮药材粉末2.0 g，置50 mL量瓶中，加入50%甲醇适量，超声提取30 min，溶剂补至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，0.45 (m 微孔滤膜滤过得供试品。

2. 4 方法学考察

2. 4. 1 精密度试验
吸取供试品提取液（平阴1），连续进样6次，分别记录保留时间及峰面积，以第7个峰为参照，计算各峰的相对保留时间及相对峰面积，所得各峰相对保留时间RSD均低于1.12%；相对峰面积的RSD均低于2.76%，表明仪器精密度良好。
2. 4. 2 稳定性试验
吸取药材供试品溶液（平阴1），分别在0、2、4、8、12、24 h进样6次。分别记录各色谱峰的保留时间和峰面积，以第7个峰为参照，计算各峰的相对保留时间及相对峰面积，所得相对保留时间的RSD值均小于2.32%，相对峰面积的RSD值均小于2.89%，表明供试品溶液24 h内稳定。
2. 4. 3 重复性试验

平行取瓜蒌皮药材粉末6份（平阴1），按2.3项下药材供试品溶液的制备方法制备成供试品溶液进样，分别记录各色谱峰的保留时间和峰面积，以第7个峰为参照，计算各峰的相对保留时间及相对峰面积，所得相对保留时间的RSD值均小于2.72%，相对峰面积的RSD值均小于2.96%，结果表明重复性较好。
3 结果
3.1 混合对照品的指纹图谱
精密吸取混合对照品溶液，按2.1项下色谱条件进样，所得色谱峰如图1。
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图1  混合对照品色谱峰

1. 香草酸葡萄糖苷   2. 香草酸   3. 芦丁

4. 异槲皮苷        5. 柯伊利素葡萄糖苷
3.2样品指纹图谱测定

将10批瓜蒌皮药材按照2.3项下制备方法制成供试品溶液，按2.1项下色谱条件进行分析，记录色谱图。采用国家药典委员会《中药色谱指纹图谱相似度评价系统2004A版》进行数据分析，建立瓜蒌皮药材指纹图谱色谱叠加图，见图2。
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图2 瓜蒌皮药材HPLC叠加图

1(10 为10个不同产地
3.3共有峰的标定

将 10批瓜蒌皮药材的指纹图谱进行匹配，结果 1~13号峰在10批样品色谱图中均出现。因此标定此 13个峰为共有指纹峰，将混合对照品色谱图与样品色谱图中相应位置的色谱峰进行比较，确认样品指纹图谱中2号峰、7号峰、10号峰、11号峰和13号峰分别是香草酸葡萄糖苷、香草酸、芦丁、异槲皮苷与柯伊利素葡萄糖苷，见图3。
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图3共有模式峰

2. 香草酸葡萄糖苷   7. 香草酸   10. 芦丁

11. 异槲皮苷         13. 柯伊利素葡萄糖苷

3.4 相似度评价

对 10批不同产地瓜蒌皮的 HPLC 数据进行处理，相似度结果见表3。
表3  10批瓜蒌皮药材相似度结果

	
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	R

	S1
	1.000
	0.992
	0.993
	0.994
	0.992
	0.991
	0.999
	0.996
	0.994
	0.998
	0.997

	S2
	0.993
	1.000
	0.998
	0.987
	0.993
	0.996
	0.998
	0.993
	0.991
	0.992
	0.994

	S3
	0.996
	0.994
	1.000
	0.991
	0.995
	0.994
	0.993
	0.994
	0.994
	0.993
	0.995

	S4
	0.994
	0.997
	0.991
	1.000
	0.993
	0.992
	0.995
	0.993
	0.992
	0.982
	0.998

	S5
	0.982
	0.993
	0.995
	0.993
	1.000
	0.993
	0.984
	0.992
	0.997
	0.994
	0.999

	S6
	0.991
	0.985
	0.994
	0.992
	0.993
	1.000
	0.996
	0.995
	0.998
	0.994
	0.992

	S7
	0.999
	0.998
	0.993
	0.995
	0.994
	0.996
	1.000
	0.996
	0.994
	0.995
	0.994

	S8
	0.995
	0.993
	0.994
	0.993
	0.992
	0.995
	0.996
	1.000
	0.996
	0.999
	0.992

	S9
	0.993
	0.981
	0.994
	0.992
	0.997
	0.998
	0.994
	0.996
	1.000
	0.992
	0.998

	S10
	0.998
	0.992
	0.993
	0.994
	0.994
	0.996
	0.995
	0.999
	0.992
	1.000
	0.996

	R
	0.997
	0.993
	0.995
	0.998
	0.995
	0.992
	0.992
	0.996
	0.998
	0.997
	1.000


4讨论与小结
4.1 提取方法的选择

由于瓜蒌皮药材自古以来均作为水煎剂和注射液应用，同时根据文献[7]及瓜蒌皮的化学成分性质[8, 9]，实验中筛选了不同提取溶剂（水、50%乙醇、乙醇、甲醇、50%甲醇）、不同提取方式（超声提取、回流提取），结果表明50%甲醇超声提取制备的供试品溶液最佳，对瓜蒌皮药材中主要成分的提取效果较好，且方法简便，容易操作。
4.2 测定波长的选择

为了获得最大量的代表化学成分色谱峰的指纹图谱，参照文献[10]，筛选检测波长，通过对254 nm、260 nm、277 nm、310 nm进行了筛选，结果发现260 nm下检测所得图谱的色谱峰最多，且分离度较好，故选260 nm为检测波长。
4.3 流动相的选择

分别采用乙腈-水-1.0%磷酸水溶液、甲醇-乙腈-0.2%磷酸水溶液、乙腈-0.2%HAc水溶液、甲醇-0.2%HAc水溶液、甲醇-水[10]不同梯度进行试验。结果表明，以乙腈-0.2%HAc水溶液线性梯度分离效果最好，基线最平稳。
4.4 相似度分析

    按照上述指纹图谱测定方法和条件，对10批不同产地的瓜蒌皮药材进行分析，结果表明，不同样品图谱的共性特征基本吻合，相互之间的相似度较高，均在 0.9以上，此结果亦与直观比较的情况相吻合。
4.5小结

瓜蒌皮为《中国药典》收载品种，但其质量控制项下仅有性状和薄层鉴别。由于缺少内在地评价瓜蒌皮药材质量的控制指标和方法，瓜萎皮药材的市场流通混乱。为了保证药材质量的稳定性和临床应用的有效性，本实验首次采用HPLC建立了瓜蒌皮药材的指纹图谱测定方法，产生了共有模式图谱，该方法的精密度、稳定性和重复性均符合指纹图谱研究的技术要求；且试验方法简便、条件容易重复，易于推广。本实验所得指纹图谱及相关数据为瓜蒌皮药材及其复方制剂质量标准的制定提供参考。
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