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摘 要 目的：建立苗药朱砂根的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱。方法：采用HPLC法。色谱柱为Diamonsil C18，流动相为甲醇-

水（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为220 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。以11-O-（3′，4′，5′-三羟基没食子酰基）-岩

白菜素为参照，测定16批药材样品的HPLC图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（2012 版）进行共有峰指认和相似度

评价，并就指纹图谱进行聚类分析。结果：16批朱砂根药材的HPLC图谱有6个共有峰，其中8批药材样品的相似度均＞0.9；16批

朱砂根药材可聚为4类。结论：该研究所建指纹图谱可为朱砂根药材的鉴别和质量评价提供参考。

关键词 朱砂根；高效液相色谱法；指纹图谱；聚类分析

Study on HPLC Fingerprint of Miao Medicine Ardisia crenata
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprints of Miao medicine Ardisia crenata. METHODS：HPLC method was

adopted. The determination was performed on Diamonsil C18 column with mobile phase consiste of methanol-water（gradient elu-

tion）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was 220 nm，and column temperature was maintained at 30 ℃. The

sample size was 10 μL. Using 11-O-（3′，4′，5′-three-o-galloylhyperin）-bergeninum as reference，HPLC fingerprints of 16 batches of

samples were determined. Common identification and similarity evaluation were performed by using TCM Chromatographic Finger-

print Similarity Evaluation Software（2012 edition）. Cluster analysis of fingerprrints was conducted. RESULTS：There were 6 com-

mon peaks in HPLC fingerprints of 16 batches of samples. The similarity among 8 batches was more than 0.9. The 16 batches of

samples could be clustered into 4 categories. CONCLUSIONS：Established fingerprints can provide reference for identification and

quality evaluation of A. crenata.

KEYWORDS Ardisia crenata；HPLC；Fingerprint；Cluster analysis
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朱砂根又名八爪金龙，为紫金牛科植物朱砂根

Ardisia crenata Sims.的干燥根及根茎，主要成分为三萜

皂苷、鞣质、糖类等[1]，具清热解毒、散瘀止痛、祛风除湿

之功效，临床多用于咽喉肿痛、扁桃体炎、风湿骨痛等症
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的治疗[2]，收载于 2015年版《中国药典》（一部）[3]和 2003

年版《贵州省中药材、民族药材质量标准》[4]。2015年版

《中国药典》（一部）仅收载了朱砂根药材中岩白菜素含

量的测定方法，为进一步完善其质量标准，本课题组在

前期研究[5]的基础上收集了具有代表性的贵州省不同产

地朱砂根药材，采用分析效能高、速度快且应用较广的

高效液相色谱法（HPLC）建立了指纹图谱[6-9]，并就结果

进行了聚类分析。

1 材料
1.1 仪器

1100型 HPLC 仪，包含二极管阵列检测器、四元梯

度泵、脱气机、自动进样器、柱温箱、ChemStation色谱工

作站（美国Agilent公司）；Me AE240型电子分析天平[梅

特勒-托利多仪器（上海）有限公司]。

1.2 试剂

岩白菜素、11-O-（3′，4′，5′-三羟基没食子酰基）-岩

白菜素对照品均为贵州省药物制剂重点实验室自制，经

核磁共振、红外光谱检测，质谱分析确证其结构，经

HPLC法检测纯度均＞98％；试验所用试剂均为分析纯，

水为纯化水。

1.3 药材

16批朱砂根药材采自贵州省不同产地（见表 1），由

贵州医科大学生药学教研室龙庆德副教授鉴定为真品。

表1 朱砂根药材来源

Tab 1 The sources of A. crenata

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

批号
20080403

20080805

20080816

20080825

20080929

20090510

20090516

20090911

20090915

20091121

20091121

20091122

20091124

20080805

20090713

20080607

药材来源
贵阳

六盘水
铜仁
凯里
龙里
遵义
安顺
毕节
水城
贵阳
安顺
清镇
六枝

六盘水
龙里
平坝

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：甲醇（A）-水（B），梯度洗脱（0～5 min，5％→15％

A；5～10 min，15％→20％A；10～30 min，20％→40％

A；30～45 min，40％→60％ A）；流速：1.0 mL/min；检测

波长：220 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别称取待测成分对照品适

量，加甲醇制成岩白菜素、11-O-（3′，4′，5′-三羟基没食

子酰基）-岩白菜素质量浓度分别为 0.496 4、1.061 0

mg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取药材样品粉末（过 40目筛）1 g，

精密称定，精密加甲醇25 mL，称定质量，加热回流提取

2 h，放冷至室温，再次称定质量，用甲醇补足减失的质

量，摇匀，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“2.2.2”项下供试品溶液适量，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，以11-O-（3′，4′，

5′-三羟基没食子酰基）-岩白菜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，6个共有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD＜

3.0％（n＝6），表明方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验 取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S1）适量，分别于室温下放置 0、1、2、4、8、12、24 h 时按

“2.1”项下色谱条件进样测定，以 11-O-（3′，4′，5′-三羟

基没食子酰基）-岩白菜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，6个

共有峰相对保留时间和相对峰面积的RSD＜3.0％（n＝

7），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 精密称取同一批药材样品（编号：

S1）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 11-O-（3′，4′，5′-三

羟基没食子酰基）-岩白菜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，6

个共有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD＜3.0％

（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.4 HPLC指纹图谱的生成及相似度、共有峰相关分析

2.4.1 HPLC 指纹图谱的生成 取 16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》（2012版）对16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 相似度分析 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012版）对16批药材样品的HPLC图谱进行比

较分析，详见表2。结果，16批药材样品中有8批差异较

图1 16批药材样品HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 HPLC superposed chromatograms of 16 batch-

es of medicinal materials
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小，相似度均＞0.9；另外4批药材样品相似度在0.7～0.9

之间；还有 4批药材样品相似度在 0.2～0.4之间。表明

不同产地朱砂根药材化学成分差异较大。

2.4.3 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》（2012 版）对16批药材样品的HPLC图

谱进行比较分析。结果，16 批药材样品有 6 个共有峰，

通过对照品 HPLC图谱确定4号峰为岩白菜素，5号峰为

11-O-（3′，4′，5′-三羟基没食子酰基）-岩白菜素。以5号

峰为参照峰，计算其他共有峰与 5号峰的相对保留时间

和相对峰面积，详见表3、表4。

表3 16批药材样品HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 3 Relative retention time of common peaks in HPLC fingerprints of 16 batches of samples

峰号
1

2

3

4

5（S）

6

S1

0.172 8

0.219 1

0.305 6

0.515 4

1.000 0

1.123 5

S2

0.172 4

0.218 9

0.305 4

0.515 1

1.000 0

1.123 2

S3

0.173 0

0.219 3

0.305 9

0.515 6

1.000 0

1.123 9

S4

0.172 9

0.219 5

0.305 7

0.515 8

1.000 0

1.123 7

S5

0.172 5

0.219 0

0.305 3

0.515 3

1.000 0

0.123 4

S6

0.173 1

0.219 4

0.305 8

0.525 6

1.000 0

1.123 6

S7

0.173 1

0.219 2

0.305 7

0.515 5

1.000 0

1.124 0

S8

0.172 9

0.219 3

0.305 8

0.515 8

1.000 0

1.123 9

S9

1.727 0

0.218 8

0.305 3

0.515 2

1.000 0

1.123 2

S10

0.172 5

0.219 0

0.305 5

0.525 1

1.000 0

1.123 3

S11

0.173 1

0.219 4

0.305 8

0.515 5

1.000 0

1.123 6

S12

0.172 8

0.219 0

0.305 4

0.515 3

1.000 0

1.123 3

S13

0.172 9

0.219 3

0.305 8

0.515 6

1.000 0

1.123 7

S14

0.172 7

0.219 0

0.305 6

0.515 1

1.000 0

1.123 3

S15

0.173 0

0.219 4

0.305 7

0.515 6

1.000 0

1.123 7

S16

0.172 5

0.218 7

0.305 4

0.515 2

1.000 0

1.123 1

表4 16批药材样品HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 4 Relative peak areas of common peaks in n HPLC fingerprints of 16 batches of samples

峰号
1

2

3

4

5（S）

6

S1

0.128 3

0.091 0

0.652 1

4.473 8

1.000 0

0.288 3

S2

0.120 1

0.089 6

0.403 8

5.679 2

1.000 0

0.386 7

S3

0.088 7

0.048 6

0.346 3

5.761 7

1.000 0

0.599 7

S4

0.089 2

0.018 7

0.393 8

5.676 4

1.000 0

0.253 7

S5

0.081 1

0.043 7

0.543 9

5.939 4

1.000 0

0.266 1

S6

0.247 3

0.105 4

0.367 6

5.593 4

1.000 0

0.550 8

S7

0.057 7

0.028 2

0.344 5

5.181 9

1.000 0

0.244 8

S8

0.117 6

0.095 4

0.473 2

6.314 9

1.000 0

0.266 4

S9

0.025 9

0.006 5

0.403 9

6.229 2

1.000 0

0.274 5

S10

0.137 1

0.060 2

0.851 4

6.468 6

1.000 0

0.271 7

S11

0.106 4

0.062 5

0.454 6

4.124 1

1.000 0

0.284 3

S12

0.632 1

0.256 7

2.604 0

25.550 8

1.000 0

1.331 3

S13

0.092 1

0.052 8

0.418 2

4.864 3

1.000 0

0.267 6

S14

0.093 1

0.053 6

0.399 8

6.418 1

1.000 0

0.239 4

S15

0.119 7

0.091 8

0.509 8

8.476 8

1.000 0

0.311 1

S16

0.141 1

0.066 1

0.514 1

5.762 1

1.000 0

0.284 5

2.5 聚类分析

就HPLC指纹图谱中各共有峰峰面积进行标准化处

理，采用SPSS 18.0统计软件中系统聚类法（Hierarchical

cluster）的Ward法中欧氏距离平方法（Squared euclidean

distance）对16批药材样品进行系统聚类分析，绘制树状

图，详见图3。

由图 3可知，16批不同产地药材样品在距离为 5的

条件下可以分为4类：第1类药材样品7批（S2、S9、S10、

S11、S14、S15、S16），其相似度均＞0.9，此类药材样品中

岩白菜素含量都普遍较高；第2类药材样品4批（S3、S4、

S5、S7），相似度在 0.2～0.4之间，此类药材样品中岩白

菜素含量很低；第3类药材样品4批（S1、S6、S8、S13），相

似度在 0.7～0.9之间，此类药材样品中岩白菜素含量介

于前2类之间；第4类药材样品1批（S12），虽然其相似度

在0.9以上，但其2号共有峰含量明显高于其他批药材样

品，化学成分信息量也较为全面，因此聚为一类。

3 讨论
本课题组采用HPLC法建立了苗药朱砂根的指纹图

谱分析方法。试验中对流动相、洗脱梯度、流速、柱温等

色谱条件进行了优化，在优化后的色谱条件下，各待测

成分峰达到较好分离且基线平稳；并考察了提取方法、

提取溶剂、提取时间等供试品溶液制备方法，得到了最

适合的条件。方法学验证结果表明，所建立的朱砂根药

材指纹图谱分析方法准确、可靠。

相似度评价法是以两者中若干共有的、具有特征的

s5
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s4
s1
s13
s6
s8
s12
s10
s16
s14
s11
s15
s9
s2

0 5 10 15 20 25

图3 16批药材样品的聚类分析树状图

Fig 3 Cluster analysis of 16 batch of medicinal mate-

rials samples
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图2 药材样品HPLC对照指纹图谱

Fig 2 Control HPLC Fingerprint of samples

表2 16批药材样品相似度评价结果

Tab 2 Similarity evaluation of 16 batches of samples

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

相似度
0.780

0.929

0.250

0.244

0.235

0.895

0.318

0.868

编号
S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

相似度
0.957

0.968

0.928

0.950

0.768

0.940

0.967

0.966
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指标作为统一尺度，运用适当的判定原则来描述两者之

间匹配程度的方法[10-12]；聚类分析法是根据相似程度大

小将样品归类，在中药的真伪鉴别、质量评价及品种分

类等方面均有应用[13-16]。本研究就所鉴定的 16批朱砂

根药材样品的指纹图谱进行了相似度评价及聚类分析，

由相似度评价结果可见，其中有 4批药材样品相似度较

低，差异较大，而造成该差异的主要因素是各共有峰含

量的差异；聚类分析结果准确地将各批药材归类，达到

了质量评价及品种分类的目的。

综上所述，本研究所建指纹图谱可为朱砂根药材的

鉴别和质量评价提供参考。
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离子抑制色谱法测定伊班膦酸钠原料药中的有关物质

李 欣＊，陈 红#，张 亿（成都市食品药品检验研究院，成都 610045）

中图分类号 R927 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2017）30-4288-04
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摘 要 目的：采用离子抑制色谱法测定伊班膦酸钠原料药中的有关物质。方法：色谱柱为Dionex IonPac AS11-HC，流动相为氢

氧化钾溶液（梯度洗脱），流速为1.1 mL/min，柱温为45 ℃，进样量为20 μL，检测器为抑制型电导检测器，检测器温度为35 ℃。结

果：亚磷酸盐、杂质Ⅰ、磷酸盐检测质量浓度线性范围分别为 3.08～30.83 μg/mL（r＝0.999 9）、2.84～28.43 μg/mL（r＝0.999 1）、

2.95～29.52 μg/mL（r＝0.999 9）；定量限分别为2.47、56.7、3.31 ng，检测限分别为0.75、17.2、1.0 ng；精密度、稳定性、重复性试验的

RSD＜4.0％；加样回收率分别为 101.49％～103.57％（RSD＝0.7％，n＝9）、100.00％～104.85％（RSD＝1.8％，n＝9）、101.35％～

104.08％（RSD＝0.9％，n＝9）。结论：该方法简便、准确、灵敏，适用于测定伊班膦酸钠原料药中的有关物质。

关键词 离子抑制色谱法；伊班膦酸钠；有关物质；亚磷酸盐；杂质Ⅰ；磷酸盐

Determination of Related Substances in Ibandronate Sodium Raw Materials by Ion Suppression Chroma-

tography

LI Xin，CHEN Hong，ZHANG Yi（Chengdu Institute for Food and Drug Control，Chengdu 610045，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To adopt ion suppression chromatography to determine related substance in ibandronate sodium raw

materials. METHODS：The separation was performed on a Dionex IonPac AS11-HC column with mobile phase consisted of potas-

sium hydroxide（gradient elution）at the flow rate of 1.1 mL/min. The column temperature was set at 45 ℃，and sample size was
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