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荷叶 HPLC-UV指纹图谱研究
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摘要: 目的  采用 H PLC 法建立荷叶药材的指纹图谱。方法  Ultimate XB-C18色谱柱 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm) ,

流动相为 01 1%甲酸+ 01 2% 三乙胺溶液 ( A ) -乙腈 ( B) 进行梯度洗脱, 检测波长 254 nm, 体积流量 11 0 mL #

min- 1 , 柱温 35 e 。结果  建立了荷叶的 H PLC-UV 的指纹图谱, 指定出 11 个共有指纹峰, 共指认 3 个共有峰的

结构并对不同产地和不同采收时期荷叶的相似度进行了比较。结论  本方法操作简便, 快速, 重现性好, 为荷叶的

鉴别和质量控制提供有效依据。
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Fingerprints of Folium Nelumbinis with HPLC-UV

YANG Peng 1 , CH EN Bo2 , CH EN X-i ping1* , DENG Ke-guo2 ( 1. College of P harmacy , H unan Univer sity of

T raditional Chinese Medicine , Changsha 410208; 2. Chemical B iology and T raditional Chines e Medicine, K ey L a-

bo rator y of A naly sis of the M inistr y of E ducation , H unan N ormal Univ er s ity , Changsha 410081)

Abstract: Objective To develop a chrom atog r aphic fingerprint ing method fo r the quality eva luation o f F olium

N elumbinis using H PLC-U V . Methods U ltim ate XB-C18 co lumn ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm ) w as used w ith

acetonit rile-w ater ( 01 1% fo rm ic acid and 01 2% triethylamine) as the mobile phase at 3 5 e . A w el-l designed g ra-

dient elution pr og r am w as used. The UV w aveleng th w as 254 nm, w ith the flow rate of 1 mL # min- 1 . Results 
H igh-quality chromato g raphic f ingerpr int o f F olium N elumbinis w as obta ined. A to tal o f 11 comm on fingerpr int

peaks w ere detected and the str uctures o f 3 w ere identified. S amples from diffe rent o rig ins w ere com pared and so

w ere samples w it h differ ent harv est t ime. Conclusion  T he m ethod is character ized w ith simple operation pro cedure

and good repeatability , indicating this method can be effectiv ely used for the identification and quality cont ro l of Fo-

lium N elumbinis .

Key words: Folium Nelumbinis ; HPLC; fing erprint; r utin; hyper oside; nuciferine

  荷叶 ( Fol ium Nelumbinis ) 为睡莲科植物莲 Nelumbo

Nucif er a Gaer tn1 的干燥叶, 5本草纲目6 记载 / 荷叶服之,

令人瘦劣0 , 具有清热解暑、生发清阳、凉血止血之功效[1]。

荷叶中富含生物碱和黄酮类化合物, 现代医学认为具有生物

抗氧化性[2- 4]、抗衰老, 抑菌[5]、治疗心脑血管疾病和降血

脂[6- 7]等多种生物活性。目前对荷叶的研究主要集中于荷叶

有效成分的提取工艺[8- 10]及某个有效成分或者指标成分的定

性、定量分析[11-14] , 这些能为中药材的质量控制提供一定

指导意义, 但不足以用于质量的全面控制; 以指纹图谱作为

中药材质量控制[15-16] 的有效方法已成为国际共识, 而荷叶

指纹图谱的研究尚未见报道。本实验按照指纹图谱的技术要

求[17] , 对 12 批不同产地和 6 批不同采收时间的荷叶药材进

行测定, 建立荷叶药材的 H PLC-UV 指纹图谱, 为荷叶药

材的质量控制提供有效的科学依据。

1  实验材料

11 1  仪器

LC- 20AT 高效液相色谱仪 (配备 SPD- M20A 检测

器、LC- so lution 工作站、CT O- 20AC 柱温箱、SIL- 20A

自动进样器, 日本岛津公司) , KQ3200E 超声波清洗器 (昆

山市超声仪器有限公司) , 1310B 自动纯水蒸馏器 (上海雅

荣生化仪器设备有限公司 ) , METTLER TOLEDO AL204

型电子天平 ( 梅特勒-托利多仪器上海有限公司 ) , 凯达

T G16G 高速离心机 (湖南凯达科学仪器有限公司)。

11 2  试剂
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  乙腈、甲醇为色谱纯, 水为二次蒸馏水, 其他试剂均为

分析纯。

11 3  试药

芦丁对照品 (批号: 0080-9705, 纯度 \981 0% )、金丝

桃苷对照品 (批号: 111521-200303, 纯度\981 0% )、荷叶

碱对照品 (批号: 11566-2004027, 纯度\ 981 0% ) 均购自

中国药品生物制品检定所。12 批荷叶药材分别收集于山东、

江苏等地, 药材均由湖南中医药大学中药资源教研室周日宝

教授鉴定为睡莲科植物莲 Nelumbo N ucif er a Gaert n1 的干

燥叶。药材来源见表 1。

表 1  荷叶样品来源

Tab 1  Origins of FoliumNelumbinic

编号

( No1 )

样品来源

( origins)

采集时间

( col lecting)

编号

( No1 )

样品来源

( origin s)

采集时间

( collect ing)

S1 江西上饶 2009-08- 15 S10 湖南益阳 2009-08-25

S2 湖北武汉 2009-08- 16 S11 湖南湘潭 2009-08-23

S3 浙江金华 2009-08- 14 S12 湖南岳阳 2009-08-21

S4 江苏苏州 2009-08- 19 S13 湖南长沙 2009-06-13

S5 山东临沂 2009-08- 24 S14 湖南长沙 2009-07-15

S6 广西贵港 2009-08- 24 S15 湖南长沙 2009-09-17

S7 湖南长沙 2009-08- 16 S16 湖南长沙 2009-10-17

S8 湖南娄底 2009-08- 17 S17 湖南长沙 2009-11-17

S9 湖南衡阳 2009- 08-5-20

2  方法与结果

21 1  色谱条件

色谱柱为 Ult imate XB-C18 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm) ;

流动相为 01 1%甲酸-01 2%三乙胺 ( A ) -乙腈 ( B) , 梯度洗

脱 ( 0~ 5 min: 10% ~ 18% B; 5~ 30 min: 18% ~ 30% B) ;

体积流量: 1 mL # min- 1 ; 检测波长: 254 nm; 柱温: 35

e ; 进样量: 20 LL。

21 2  供试品溶液的制备

称取荷叶干燥粉末 (过 60 目筛) 01 5 g, 精密称定, 置

具塞锥形瓶中, 加 70%乙醇 50 mL 和盐酸 1 mL, 称定重

量, 超声提取 20 m in, 静置放冷, 再称定重量 , 用 70%乙

醇补足重量, 摇匀, 静置, 溶液离心, 取上清液经微孔滤膜

( 01 45 Lm) 过滤, 即得。

21 3  对照品溶液的配制

分别称取对照品芦丁、金丝桃苷和荷叶碱适量, 用

70%乙醇配制成质量浓度分别为 60、70、90 Lg# mL - 1的对

照品溶液。

21 4  系统适应性试验

取 S4供试品溶液 20 LL 进样, 记录色谱图 (见图 2) ,

各峰分离度良好, 理论塔板数按芦丁计> 5 000。

21 5  方法学考察

21 51 1  精密度试验  取 S4 供试品溶液连续测定 6 次, 计算

相对保留时间和相对峰面积的 RS D< 3% , 符合指纹图谱的

检测要求。

21 51 2  稳定性试验  取 S4 供试品溶液于制备后 0、4、8、

12、24、48 h 进样测定, 计算相对保留时间和相对峰面积的

RSD 值, 结果表明 R SD< 5% , 说明样品在 2 d 内稳定性良

好。

21 51 3 重复性试验  取 S4供试品药材 6 份, 分别按 / 21 20

项下方法制备供试品溶液, 分别进样测定, 计算相对保留时

间和相对峰面积的 RSD< 3% , 说明该方法重现性良好, 符

合指纹图谱的检测要求。

21 6  指纹图谱的建立及相似度分析

21 61 1  不同产地荷叶样品指纹图谱分析  取不同产地的 12

批荷叶药材, 按照 / 21 20 项下方法制备供试品溶液, 记录

色谱图, 见图 1。在测定的 12 批药材中, 以峰 3 为内参比

峰标示出荷叶的 HPLC 指纹图谱中 11 个共有峰作为构成指

纹图谱稳定的特征峰, 计算共有峰的相对保留时间和相对峰

面积 (见表 2、3) , 利用国家药典委员会开发的 5中药色谱

指纹图谱相似度评价系统研究版 ( 2004A )6 , 对各图谱数据
进行分析、比较, 以 12 批样品的图谱生成对照图谱, 结果

见图 2。并以对照图谱为基准, 对图谱间的相似度进行评

价, 见表 4。从相似度结果可以看出, 除第 3 批和第 11 批

相似度稍低外, 其他相似度基本> 01 9, 说明荷叶药材由于

产地区域的不同, 其所含成分种类相对稳定, 但含量存在一

定的差异变化。整体来说, 荷叶药材的质量较均一, 由这

12批药材建立的指纹图谱的专属性和代表性能够用来鉴别

荷叶药材的真伪和质量的控制。

21 61 2  不同采收期荷叶的指纹图谱的建立  取 6 批不同月

份采集的荷叶样品, 按照 / 21 20 项下方法制备供试品溶液,

记录色谱图, 见图 3。计算共有峰的相对保留时间和相对峰

面积 (见表 5~ 6) 和各图谱相似度, 结果见表 7。以 6 个月

份的各样品共有峰的总峰面积作图, 见图 4, 比较数据结果

可以看出, 在不同月份采集的荷叶样品相似度较高, 各成分

种类较为稳定, 但各样品共有峰面积又有所不同。通过比较

可以看出, 于 8、9 月份采集的荷叶成分总体含量较高。
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表 2  12批荷叶药材指纹图谱共有峰的相对保留时间

Tab 2  Relative retention time of common peaks for the 12 sample batches

峰号

( peak No1 )

相对保留时间 ( relat ive retent ion t ime) / min

S1 S2 S3 S4 S 5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

1 01 213 01 213 01 211 01213 01 211 01 210 01 213 01 213 01 213 01 214 01 210 01 212

2 01 889 01 889 01 891 01889 01 890 01 888 01 888 01 890 01 890 01 889 01 888 01 890

3 11 000 11 000 11 000 11000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000

4 11 061 11 062 11 064 11061 11 064 11 061 11 060 11 062 11 062 11 062 11 060 11 062

5 11 088 11 090 11 092 11089 11 091 11 218 11 088 11 090 11 090 11 089 11 087 11 090

6 11 133 11 134 11 136 11133 11 136 11 135 11 132 11 135 11 135 11 134 11 131 11 134

7 11 223 11 225 11 226 11224 11 227 11 225 11 223 11 225 11 224 11 225 11 223 11 224

8 11 275 11 274 11 278 11272 11 261 11 247 11 274 11 278 11 277 11 274 11 274 11 276

9 11 612 11 615 11 615 11612 11 616 11 614 11 613 11 615 11 615 11 614 11 612 11 614

10 11 749 11 752 11 751 11742 11 754 11 751 11 748 11 753 11 753 11 751 11 746 11 749

11 11 823 11 826 11 825 11811 11 828 11 826 11 820 11 828 11 828 11 826 11 819 11 818

表 3  12批荷叶药材指纹图谱共有峰的相对峰面积

Tab 3  Relative area of common peaks for the 12 sample batches

峰号

( peak No1 )

相对峰面积 ( r elat ive peak area)

S1 S2 S3 S4 S 5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

1 01 293 01 317 01 181 01519 01 202 01 485 01 786 01 234 01 224 01 350 01 715 01 380

2 11 672 01 120 01 091 01234 01 124 01 151 01 176 01 115 01 112 01 172 01 253 01 108

3 11 000 11 000 11 000 11000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000 11 000

4 01 060 01 091 01 053 01698 01 047 01 087 01 626 01 048 01 056 01 097 01 634 01 056

5 01 228 01 193 01 250 01535 01 228 01 314 01 374 01 229 01 245 01 468 01 329 01 274

6 01 014 01 015 01 013 01064 01 016 01 030 01 038 01 014 01 013 01 023 01 050 01 015

7 01 005 01 007 01 009 01062 01 052 01 019 01 055 01 004 01 010 01 013 01 041 01 009

8 01 023 01 021 01 016 01024 01 004 01 009 01 017 01 007 01 004 01 008 01 026 01 007

9 01 088 01 095 01 026 01118 01 060 01 061 01 071 01 124 01 129 01 103 01 027 01 215

10 01 011 01 012 01 015 01232 01 013 01 010 01 116 01 011 01 007 01 022 01 219 01 055

11 01 101 01 103 01 088 01639 01 089 01 090 01 502 01 067 01 040 01 099 01 699 01 291

表 4  不同产地样品指纹图谱相似度

Tab 4  Fingerprint similarity of samples from different origins

编号

( No1 )

相似度

( s imilarit y)

编号

( No1 )

相似度

( similarit y)

S1 01 904 S7 01 994

S2 01 986 S8 01 993

S3 01 884 S9 01 990

S4 01 998 S10 01 969

S5 01 990 S11 01 890

S6 01 970 S12 01 952

图 3  不同采收期荷叶样品指纹图谱

Fig 3  HPLC f ingerprint of Fol ium N elumbini s at dif feren t harvest

t im e

21 61 3  共有指纹峰的结构指认  通过与对照品的保留时间

表 5  6批荷叶药材指纹图谱共有峰的相对保留时间

Tab 5 Relative retention time of common peaks for 6 sample batches

峰号

( peak No1 )

相对保留时间 ( relat ive retent ion t ime) / min

S13 S 14 S7 S15 S16 S17

1 01 210 01 210 01213 01 214 01 213 01 212

2 01 889 01 889 01888 01 887 01 888 01 888

3 11 000 11 000 11000 11 000 11 000 11 000

4 11 061 11 061 11060 11 060 11 060 11 060

5 11 089 11 089 11088 11 087 11 088 11 087

6 11 133 11 133 11132 11 132 11 132 11 132

7 11 225 11 224 11223 11 222 11 222 11 222

8 11 276 11 276 11274 11 269 11 270 11 269

9 11 613 11 613 11613 11 611 11 611 11 611

10 11 743 11 746 11748 11 743 11 745 11 745

11 11 815 11 815 11820 11 815 11 817 11 816

进行对照, 共指认出 3 个共有指纹峰的结构: 3 号峰为芦

丁, 4 号峰为金丝桃苷, 11 号峰为荷叶碱。

3  讨论

31 1  色谱条件的优化

利用 PDA 检测器进行全波长扫描分析, 在 254 nm 波长

下色谱峰数目最多, 分离度好, 主要色谱峰的面积大且基线

平稳, 所以选择 254 nm 作为检测波长。流动相考察了甲醇-

水、乙腈-水、乙腈-乙酸溶液、乙腈-甲酸溶液不同溶剂系
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表 6  6批荷叶药材指纹图谱共有峰的相对峰面积

Tab 6  Relative area of common peaks for 6 sample batches

峰号

( peak No1 )

相对峰面积 ( relat ive p eak area)

S13 S14 S7 S 15 S 16 S17

1 01 218 01 227 01 786 11 217 01851 11 100

2 01 120 01 257 01 176 01 264 01308 01 311

3 11 000 11 000 11 000 11 000 11000 11 000

4 01 309 01 752 01 626 11 263 11000 11 163

5 01 224 01 544 01 374 01 753 01505 01 751

6 01 051 01 043 01 038 01 044 01045 01 053

7 01 031 01 063 01 055 01 071 01087 01 077

8 01 009 01 015 01 017 01 028 01034 01 056

9 01 036 01 065 01 071 01 131 01115 01 821

10 01 220 01 175 01 116 01 252 01163 01 179

11 01 450 01 437 01 502 01 594 01552 01 696

表 7  不同采收期相似度

Tab 7  Fingerprint similarity of FoliumNelumbinis at di fferent harvest time

编号

( No1 )

产地

( origin )

采收时间

( collect ing)

相似度

( similarit y)

S13 湖南长沙 2009- 06-13 01940

S14 湖南长沙 2009- 07-15 01960

S 7 湖南长沙 2009- 08-16 01990

S15 湖南长沙 2009- 09-17 01998

S16 湖南长沙 2009- 10-17 01967

S17 湖南长沙 2009- 11-17 01919

图 4  不同采收期图谱总峰面积的变化

Fig 4  Changes of total peak area for Fol ium N elumbini s at diff erent

har vest tim e

统, 结果表明在乙腈-水 ( 01 1%甲酸+ 01 2% 三乙胺) 线性

梯度洗脱下, 色谱图基线平稳, 色谱峰分离度好且分析时间

适宜。另发现随着三乙胺加入量的增加, 色谱峰 3、4、5 分

离度明显增加, 且峰 10、11 的峰形明显改善。说明甲酸可

以改善色谱峰的峰形和分离度, 有机胺作为流动相改性剂可

以抑制碱性溶质的离子化, 改善峰形、减轻或消除峰拖尾现

象。

31 2  样品前处理方法的筛选

提取过程中, 分别对提取溶剂 (甲醇、乙醇、乙酸乙

酯、丙酮、氯仿)、提取方法 (回流提取法、超声提取法)、

提取时间 (超声 10、20、30、40、50 min) 及提取溶剂浓度

( 100%乙醇、70%乙醇、50%乙醇、30%乙醇、水 ) 进行考

察, 以峰容量和主要活性成分的含量为考察指标, 最终确定

70%乙醇超声提取 20 min 作为本实验的提取方法。同时发

现用石油醚萃取后的图谱没有变化, 说明荷叶中所含成分大

部分为极性物质, 为完善以后荷叶的质量控制奠定基础。

31 3  色谱柱对分离性能的影响

比较了 3种不同规格及厂家的色谱柱, 包括大连江申

C18 ( 41 6 mm @ 200 mm, 5 Lm)、大连依利特 Spherig el C18

( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm ) 及 Ult imate XB-C18 ( 41 6 mm

@ 250 mm, 5 Lm)。结果表明, 各种色谱柱中以 Ultimate

XB-C18为最佳, 所得色谱图峰容量最大、峰形好、分离度最

佳, 因此选该色谱柱作为荷叶 H PLC 指纹图谱检测的色谱

柱。

4  结论

从不同产地和采收期的荷叶指纹图谱相似度结果可以看

出, 取自不同地区的药材, 成分有一定的差异, 采集的 12

批药材中, 以江苏苏州和湖南长沙的荷叶较好; 不同采收期

的药材, 成分含量存在一定差异, 发现 8、9 月为荷叶的最

佳采收期。故在荷叶的采收加工过程中, 应注意不同产地和

采收期对药材质量的影响, 固定的采收地和最佳的采收期是

药材质量稳定的基础。第一次通过指纹图谱对荷叶进行质量

控制, 具有分离度好, 操作简单, 时间短等优点。共鉴定出

3 个指纹共有峰的结构, 由于缺少标准品, 其他共有峰结构

的鉴定有待进一步的研究。
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