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喜树叶为蓝果树科喜树属植物喜树 Camptotheca

acuminata Decne的叶，喜树是我国特有树种，主要分布

在长江流域及西南各省[1]，多选其果实、根、根皮、树皮、

叶入药。喜树叶具有清热解毒、祛风止痒之功效，主治

痈疮疖肿、牛皮癣。据文献研究报道，喜树叶中含喜树

碱、10-羟基喜树碱、槲皮素和山柰酚等有效成分[2]。喜

树在贵州各地分布较为广泛，2003年版《贵州省中药材、

民族药材质量标准》收载了喜树果的质量标准，但未收

载喜树叶[3]。为全面提升我省中药材、民族药材质量标

准，现开展对喜树叶药材质量标准研究工作。本研究参

考文献[4]，结合我省资源情况，收集了贵州 8个地州市

共计14批喜树叶药材样本，对其进行指纹图谱及聚类分

析研究，以期为喜树叶的质量控制提供依据。

1 材料
1.1 仪器

e2695型高效液相色谱（HPLC）仪，包括 2998 DAD

检测器、Empower色谱数据工作站（美国Waters公司）；

CPA225D型十万分之一电子分析天平（北京赛多利斯仪

器有限公司）；AY220型万分之一电子分析天平（日本

Shimadzu公司）；DK-98-Ⅱ型电热恒温水浴锅（天津市泰

斯特仪器有限公司）。

1.2 试剂

槲 皮 素 对 照 品（批 号 ：100081-201509，纯 度 ：

98.6％）、山柰素对照品（批号：110861-201310，纯度：

93.2％）均购自中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱

纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

1.3 药材

喜树叶药材样品均采于贵州省，共 14批（见表 1），

经贵州省食品药品检验所李阳教授鉴定为真品。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Gemini-NX C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：乙腈（A）-0.2％磷酸溶液（B），梯度洗脱（0～20

min，22％A；20～40 min，22％→35％ A；40～60 min，
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35％ A）；流速：1.0 mL /min；检测波长：370 nm；柱温：

30 ℃；进样量：10 μL。

表1 喜树叶药材来源

Tab 1 Source of C. acuminate

No.

1

2

3

4

5

6

7

采集地点
兴义市鲁屯镇
黔东南州下山乡
黔东南州中营镇
黔西南州小屯乡
铜仁市花果山
铜仁市江口县大坪乡
黔东南州镇远县潕阳镇

采集时间
2015.08

2015.08

2015.08

2015.11

2015.11

2015.11

2015.11

No.

8

9

10

11

12

13

14

采集地点
贵阳市花溪区
安顺市关岭县关索镇
六盘水市旧营乡
兴义市捧乍镇
毕节市三王庙
毕节市748县道以结河
遵义市红花岗区黄钟村

采集时间
2015.11

2015.11

2015.11

2016.08

2016.11

2016.11

2016.11

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取槲皮素对照品14.01

mg，加甲醇定容至 100 mL，量取 5 mL，置于 25 mL量瓶

中，制成槲皮素对照品溶液；精密称取山柰素对照品适

量，置于上述装有槲皮素对照品溶液的 25 mL量瓶中，

摇匀，制成槲皮素、山柰素质量浓度分别为 27.63、19.96

μg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 将药材样品置于干燥的室内自然

风干，粉碎后过4号筛，备用。取药材样品粉末约0.5 g，

精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入5％盐酸甲醇溶

液50 mL，称定质量，水浴回流1 h，取出，放冷；再次称定

质量，用5％盐酸甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，滤过，

取续滤液，经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.3 方法学考察

2.3.1 精密度试验 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，以山柰素

的保留时间和峰面积为参照，记录各共有峰相对保留时

间和相对峰面积。结果，10个共有峰相对保留时间的

RSD＜0.3％，相对峰面积的RSD＜1.2％（n＝6），表明仪

器精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（No.5）

适量，分别于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时进样测定，

以山柰素的保留时间和峰面积为参照，记录各共有峰相

对保留时间和相对峰面积。结果，10个共有峰相对保留

时间的RSD＜0.4％，相对峰面积的RSD＜1.1％（n＝6），

表明供试品溶液室温放置24 h内基本稳定。

2.3.3 重复性试验 精密称取同一批样品（No.5）适量，

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”

项下色谱条件进样测定，以山柰素的保留时间和峰面积

为参照，记录各共有峰相对保留时间和相对峰面积。结

果，10个共有峰相对保留时间的RSD＜0.7％，相对峰面

积的RSD＜0.6％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.4 HPLC 指纹图谱的生成与相关数据分析

2.4.1 HPLC 指纹图谱的生成 取 14批药材样品各适

量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下

色谱条件进样测定，采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2004 A）对14批药材样品的HPLC图谱进行分

析，得HPLC指纹图谱，详见图1、图2。

2.4.2 相似度与各共有峰相关数据分析 采用《中药色

谱指纹图谱相似度评价系统》（2004 A）对14批药材样品

的HPLC图谱进行比较分析。14批药材样品相似度评

价结果见表 2；各共有峰的相对保留时间和相对峰面积

见表3、表4。

2.5 聚类分析

采用SPSS 18.0 统计软件与欧氏距离分层聚类法中

的Ward法对14批药材样品指纹图谱共有峰相对峰面积

进行聚类分析[4]，详见图 3。结果，14批药材样品分为 3

大类，其中 3、4、6、7、9、11、12、13批药材样品为一类，8、

10批药材样品为一类，1、2、5、14批药材样品为一类，但

1和 2、5、14批药材样品欧氏距离稍大，也可以将 1批药

材样品再细分为一类。在指纹图谱相似度评价中，1批

药材样品与对照图谱的相似度均＜0.90；其余13批药材

样品与对照图谱的相似度＞0.90。由此可知，聚类分析

结果和相似度评价结果基本一致，两种方法相互印证。

3 讨论
3.1 样品提取条件的优化

笔者以 61％乙醇溶液超声处理 30 min制成供试品

溶液，得到的色谱图峰较少。后改以 5％盐酸甲醇溶液

水浴回流 1 h提取得到的色谱图中色谱峰较多，且分离

度均较好，因此本试验以上述方法进行样品提取。

3.2 色谱条件的优化

笔者参考文献[5]，分别以甲醇-0.4％磷酸溶液（50 ∶
50，V/V）和乙腈-0.3％磷酸溶液（24 ∶ 76，V/V）为流动相，

进行等度洗脱。结果，色谱峰部分重叠，且特征峰少，经

反复试验，最终确定以乙腈-0.2％磷酸溶液作为流动相，

进行梯度洗脱，药材样品所得特征峰多，且峰形较好。
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图1 14批药材样品HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 HPLC superposed fingerprints of 14 batches of

samples
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图2 药材样品HPLC对照指纹图谱

Fig 2 HPLC control fingerprint of samples
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3.3 测定波长的选择

试验中，笔者应用二极管阵列检测器对药材样品进

行了全波段检测，结果在370 nm波长处，相对吸收峰比

较多，基本能反映出药材样品的整体效果，在线性梯度

洗脱时，基线基本平稳，所以确定检测波长为370 nm。

笔者通过建立喜树叶药材的指纹图谱，采用相似度

评价软件对来自贵州不同产地的喜树叶药材进行比较

分析，可知贵州不同产地14批喜树叶药材指纹图谱总体

差异较小，但可能由于喜树叶采集的季节不同，使得个

别样品（No.1）的指纹图谱与对照图谱相似度较低，质量

较为一般。本研究所建鉴别方法可为完善喜树叶质量

标准提供借鉴，进一步为喜树叶药材收入《贵州省中药

材、民族药材质量标准》提供参考。
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图3 14批药材样品聚类分析树状图

Fig 3 The cluster analysis dendrogram for 14 batches

of samples

表2 14批药材样品相似度评价结果

Tab 2 Similarity evaluation of 14 batches of samples

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

对照

1

1.

0.84

0.851

0.81

0.938

0.873

0.868

0.788

0.897

0.869

0.893

0.853

0.88

0.829

0.885

2

0.84

1.

0.941

0.969

0.952

0.941

0.945

0.95

0.971

0.979

0.96

0.97

0.958

0.959

0.972

3

0.851

0.941

1.

0.987

0.898

0.989

0.997

0.991

0.988

0.987

0.935

0.985

0.993

0.837

0.987

4

0.81

0.969

0.987

1.

0.9

0.973

0.986

0.996

0.983

0.992

0.938

0.99

0.985

0.876

0.985

5

0.938

0.952

0.898

0.9

1.

0.929

0.904

0.871

0.953

0.935

0.972

0.931

0.933

0.966

0.949

6

0.873

0.941

0.989

0.973

0.929

1.

0.985

0.972

0.989

0.979

0.967

0.989

0.995

0.865

0.992

7

0.868

0.945

0.997

0.986

0.904

0.985

1.

0.987

0.989

0.991

0.94

0.987

0.994

0.84

0.989

8

0.788

0.950

0.991

0.996

0.871

0.972

0.987

1.

0.975

0.984

0.919

0.983

0.981

0.839

0.977

9

0.897

0.971

0.988

0.983

0.953

0.989

0.989

0.975

1.

0.994

0.968

0.99

0.995

0.904

0.997

10

0.869

0.979

0.987

0.992

0.935

0.979

0.991

0.984

0.994

1.

0.961

0.993

0.993

0.898

0.996

11

0.893

0.96

0.935

0.938

0.972

0.967

0.94

0.919

0.968

0.961

1.

0.972

0.968

0.935

0.977

12

0.853

0.97

0.985

0.99

0.931

0.989

0.987

0.983

0.99

0.993

0.972

1.

0.996

0.894

0.996

13

0.88

0.958

0.993

0.985

0.933

0.995

0.994

0.981

0.995

0.993

0.968

0.996

1.

0.876

0.998

14

0.829

0.959

0.837

0.876

0.966

0.865

0.84

0.839

0.904

0.898

0.935

0.894

0.876

1.

0.902

对照
0.885

0.972

0.987

0.985

0.949

0.992

0.989

0.977

0.997

0.996

0.977

0.996

0.998

0.902

1.

表3 14批药材样品HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 3 The relative retention time for common peaks

in HPLC fingerprints of 14 batches of samples

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

RSD，％

峰1

0.119

0.119

0.119

0.119

0.122

0.119

0.119

0.119

0.119

0.119

0.120

0.119

0.119

0.119

0.008

峰2

0.129

0.129

0.129

0.129

0.133

0.130

0.129

0.129

0.129

0.130

0.130

0.129

0.129

0.129

0.008

峰3

0.152

0.152

0.150

0.151

0.156

0.153

0.151

0.151

0.152

0.151

0.152

0.152

0.151

0.152

0.009

峰4

0.165

0.165

0.164

0.165

0.170

0.165

0.165

0.165

0.165

0.165

0.165

0.165

0.165

0.165

0.008

峰5

0.186

0.186

0.185

0.186

0.191

0.186

0.186

0.186

0.186

0.186

0.186

0.186

0.186

0.186

0.008

峰6

0.267

0.267

0.263

0.267

0.275

0.269

0.268

0.267

0.268

0.266

0.268

0.267

0.268

0.268

0.010

峰7

0.536

0.536

0.555

0.547

0.553

0.537

0.536

0.536

0.537

0.548

0.537

0.536

0.536

0.537

0.013

峰8

0.901

0.901

0.896

0.901

0.930

0.901

0.901

0.901

0.903

0.901

0.901

0.901

0.902

0.902

0.009

峰9（S）

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.000

峰10

1.297

1.297

1.307

1.297

1.336

1.298

1.297

1.298

1.296

1.329

1.299

1.298

1.297

1.297

0.010

表4 14批药材样品HPLC图谱共有峰的的相对峰面积

Tab 4 The relative peak areas for common peaks in

HPLC fingerprints of 14 batches of samples

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

RSD，％

峰1

0.053

0.033

0.008

0.009

0.022

0.007

0.015

0.009

0.011

0.019

0.029

0.161

0.012

0.018

1.388

峰2

0.159

0.088

0.033

0.036

0.056

0.032

0.036

0.025

0.046

0.051

0.095

0.033

0.032

0.055

0.657

峰3

0.103

0.059

0.024

0.029

0.056

0.024

0.037

0.030

0.031

0.047

0.053

0.036

0.041

0.066

0.471

峰4

0.137

0.085

0.034

0.039

0.103

0.040

0.045

0.037

0.049

0.054

0.085

0.049

0.050

0.118

0.507

峰5

0.117

0.422

0.178

0.257

0.562

0.325

0.158

0.214

0.269

0.254

0.613

0.344

0.279

0.781

0.559

峰6

0.910

0.560

0.223

0.285

0.779

0.219

0.275

0.212

0.384

0.394

0.483

0.306

0.295

0.897

0.560

峰7

0.031

0.084

0.012

0.124

0.082

0.032

0.074

0.068

0.049

0.090

0.095

0.122

0.075

0.139

0.481

峰8

0.292

0.098

0.051

0.040

0.315

0.081

0.007

0.016

0.107

0.022

0.042

0.017

0.032

0.374

1.163

峰9（S）

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.000

峰10

0.529

0.437

0.548

0.411

0.948

0.682

0.572

0.390

0.618

0.528

0.837

0.569

0.635

0.593

0.440

··3414




