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摘 要 目的：建立白及药材的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，并对样品进行聚类。方法：采用 HPLC 法，色谱柱为 Diamonsil

C18，流动相为0.1％磷酸溶液-乙腈（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为270 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。以1，4-二

[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯为参照，绘制 10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》

（2004 A版）进行相似度评价，确定共有峰，并采用SPSS 23.0统计软件对其进行聚类分析。结果：10批药材样品的HPLC图谱有15

个共有峰，其中9批相似度均大于0.90；经验证，10批药材样品HPLC图谱与对照指纹图谱具有较好的一致性。10批药材样品可

聚为3类，S1、S2、S3、S4、S6、S8、S9、S10聚为第1类，S7聚为第2类，S5为第3类。结论：所建HPLC指纹图谱和聚类分析结果可为

白及药材的质量控制提供参考。

关键词 白及；高效液相色谱法；1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯；指纹图谱；聚类分析

Establishment on HPLC Fingerprint of Bletilla striata and Their Cluster Analysis
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish HPLC fingerprint of Bletilla striata，and conduct cluster analysis. METHODS：HPLC

method was adopted. The determination was performed on Diamonsil C18 column with mobile phase consisted of 0.1％ phosphoric

acid solution-acetonitrile （gradient elution） at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 270 nm，and

column temperature was 30 ℃ . The sample size was 10 μ L. Using 1，4-two [4-（glucose oxy） benzyl]-2-isobutyl malate as

reference，HPLC chromatograms of 10 batches of medicinal samples were determined. Similarity evaluation was conducted by

using Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of TCM（2004 A edition）. Common peaks were determined，

and cluster analysis was also conducted for it by using SPSS 23.0 statistic software. RESULTS：There were 15 common peaks in 10

batches of samples，and the similarities of 9 batches were more than 0.90. After validation，HPLC chromatograms of 10 batches of
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白及为兰科植物白及[Bletilla striata（Thunb.）Reie-

hb. f.]的干燥块茎，其味苦、甘、涩，微寒；归肺、肝、胃经，

具有收敛止血、消肿生肌之功效，临床多用于咯血、吐
血、外伤出血、疮疡肿毒、皮肤皲裂等症的治疗[1]。现代
药理学研究表明，白及具有止血[2]、抗菌[3]、抗肿瘤[4]、抗病
毒 [5]等多种药理作用。白及中含有多糖类、菲类、联菲
类、联菲醚类、联苄类、甾体类和三萜类等化学成分[6]，其
中2-异丁基苹果酸葡萄糖氧基酯类的含量较高[7]。

2015年版《中国药典》（一部）关于白及药材的质量
控制标准中仅有理化鉴别、薄层色谱鉴别及水分、灰分
检查等项目[1]。目前，对白及的研究主要集中在化学成
分[6]、药理作用[2-5]、含量测定[7-8]等方面。但据笔者调研
所知，目前白及的野生资源十分匮乏，药材主要源自栽
培，而白及药材质量受生态环境的影响很大，并且市场
上存在大量伪品（如黄花白及、小白及、华白及、竹叶兰、

独蒜兰和舌苞兰等），使白及药材的有效性及安全性无
法得到保障[9]。仅靠一两个化学成分的含量测定，并不
能有效控制白及药材整体质量，而且该药材中许多成分
的对照品在国家药品标准物质目录中均查询不到，这给
同时检测其中多指标成分的含量带来了一定难度。指
纹图谱是医药学界公认的控制中药材质量的有效方法，

具有整体性和模糊性的特点。为此，笔者收集不同产地
来源的白及药材，建立其高效液相色谱（HPLC）指纹图
谱，并对得到的数据进行处理，结合聚类分析方法进行
质量评价，为其质量控制提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

UltiMate-3000型HPLC仪，包括紫外检测器等[赛默
飞世尔科技（中国）有限公司]；AR2140型万分之一电子
分析天平、EX225DZH 型十万分之一电子分析天平[美
国奥豪斯仪器（上海）有限公司]；Q300-B 型高速多功
能粉碎机（上海冰都电器有限公司）；HT-220A 型色谱
柱柱温箱（天津市恒奥科技发展有限公司）；DRHH-2

型数显恒温水浴锅（上海双捷实验设备有限公司）；

SB-5200DT型超声波清洗机（宁波新芝生物科技股份有
限公司）；8HZ-0111型循环水多用真空泵（上海予英仪器
有限公司）。

1.2 试剂
1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯对照

品（成都洛玛生物科技有限公司，批号：CHB160626，纯
度：98％）；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯
化水。

1.3 药材
试验用白及药材均由笔者购买/采集（来源见表1），

经贵阳中医学院王世清教授鉴定为真品。

表1 白及药材来源
Tab 1 Source of B. striata

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

批号
20160415-1

20160415-2

20160423-1

20161127-1

20161127-2

20161127-3

20161126-1

20161126-2

20161126-3

20160721-1

购买/采集时间
2016年4月
2016年4月
2016年4月
2016年11月
2016年11月
2016年11月
2016年11月
2016年11月
2016年11月
2016年7月

购买/采集地点
成都荷花池国际商贸城
成都荷花池国际商贸城
天猫祁宇旗舰店
安国市药源商贸有限公司
贵阳市太升中药材批发市场
贵阳市太升中药材批发市场
贵阳济仁堂药业有限公司
四川润澳中藏药业有限公司
北京同仁堂贵阳药店
贵州省农业科学院（栽培）

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：0.1％磷酸溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱（0～5 min，

5％B→20％B；5～25 min，20％B→35％B；25～45 min，

35％B→60％B）；流速：1.0 mL/min；检测波长：270 nm；

柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备
2.2.1 对照品溶液 精密称取 1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄
基]-2-异丁基苹果酸酯对照品 6.80 mg，置于 10 mL棕色
量瓶中，加 0.1％磷酸溶液-乙腈（3 ∶ 2，V/V）溶解并定容，

摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液 取药材样品适量，粉碎过3号筛，取
约 1.0 g，精密称定，置于 100 mL 具塞瓶中，加甲醇 20

mL，称定质量，超声（功率：200 W，频率：40 kHz）提取
30 min，取出，放冷，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（编号：

S5）适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，以
1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯峰的保留
时间和峰面积为参照，记录各共有峰的相对保留时间和
相对峰面积。结果，15个共有峰相对保留时间的 RSD

均小于2％（n＝6），相对峰面积的RSD均小于5％（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：

S5）适量，分别于室温下放置 0、3、6、9、12、15、24 h时按
“2.1”项下色谱条件进样测定，以 1，4-二[4-（葡萄糖氧）

苄基]-2-异丁基苹果酸酯峰的保留时间和峰面积为参
照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结
果，15个共有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD均
小于 3％（n＝7），表明供试品溶液在室温下放置 24 h内
基本稳定。

2.3.3 重复性试验 精密称取药材样品（编号：S5）适

medicinal material were all in agreement with control fingerprint. The 10 batches of samples could be clustered into 3 categories.

S1，S2，S3，S4，S6，S8，S9，S10 were clustered into category 1；S7 was clustered into category 2；S5 was clustered into

category 3. CONCLUSIONS：Established fingerprint and the cluster analysis results can provide reference for the quality control of

B. striata.

KEYWORDS Bletilla striata；HPLC；1，4-two [4-（glucose oxy）benzyl]-2-isobutyl malate；Fingerprint；Cluster analysis

··3051



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 22 中国药房 2018年第29卷第22期

量，共 6份，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，以 1，4-二[4-（葡萄糖氧）

苄基]-2-异丁基苹果酸酯峰的保留时间和峰面积为参
照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结
果，15个共有峰相对保留时间的 RSD 均小于 1％（n＝

6），相对峰面积的 RSD 均小于 5％（n＝6），表明本方法
重复性良好。

2.4 HPLC指纹图谱的生成与相似度、共有峰相关分析
2.4.1 HPLC 指纹图谱的生成 取 10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版）对10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》（2004 A版），以样品S1的HPLC图谱为对照，进
行整体相似度评价。结果显示，10批药材样品有9批相
似度均大于 0.90，表明药材样品间差异较小，质量稳定
性良好，详见表2。

表2 10批药材样品相似度评价结果

Tab 2 Similarity evaluation of 10 batches of samples

编号
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

S1
1.000
0.983
0.916
0.960
0.821
0.965
0.968
0.972
0.977
0.972

S2
0.983
1.000
0.922
0.968
0.843
0.974
0.977
0.985
0.980
0.968

S3
0.916
0.922
1.000
0.971
0.971
0.934
0.840
0.967
0.924
0.971

S4
0.960
0.968
0.971
1.000
0.919
0.958
0.906
0.987
0.961
0.983

S5
0.821
0.843
0.971
0.919
1.000
0.885
0.728
0.911
0.839
0.908

S6
0.965
0.974
0.934
0.958
0.865
1.000
0.914
0.968
0.959
0.961

S7
0.968
0.977
0.840
0.906
0.728
0.941
1.000
0.939
0.957
0.916

S8
0.972
0.985
0.967
0.987
0.911
0.968
0.939
1.000
0.977
0.987

S9
0.977
0.980
0.924
0.961
0.839
0.959
0.957
0.977
1.000
0.970

S10
0.972
0.968
0.971
0.983
0.908
0.961
0.916
0.987
0.970
1.000

2.4.3 共有峰的指认及相关分析 10批药材样品有 15

个共有峰，通过与对照品的HPLC图谱比对，指认4号峰
为 1，4-二[4-（葡萄糖氧）苄基]-2-异丁基苹果酸酯峰；该
峰分离良好，峰面积较大，且为所有药材样品共有，故设
定为参照峰，计算其他峰相对于该峰的相对保留时间和
相对峰面积及其RSD，详见表3、表4。

表3 10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 chromatograms of 10 batches of samples

峰号
1
2
3
4（参照）
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15

S1
0.641
0.688
0.920
1.000
1.395
1.459
1.580
1.626
1.661
1.765
1.869
1.913
1.972
2.012
2.038

S2
0.641
0.688
0.921
1.000
1.396
1.460
1.581
1.627
1.662
1.766
1.870
1.914
1.973
2.013
2.040

S3
0.641
0.688
0.920
1.000
1.396
1.460
1.580
1.627
1.662
1.766
1.870
1.914
1.973
2.013
2.040

S4
0.641
0.687
0.920
1.000
1.396
1.460
1.580
1.627
1.662
1.766
1.871
1.914
1.973
2.014
2.040

S5
0.641
0.689
0.920
1.000
1.396
1.460
1.580
1.627
1.662
1.767
1.871
1.914
1.974
2.014
2.040

S6
0.642
0.689
0.921
1.000
1.396
1.461
1.579
1.627
1.661
1.767
1.870
1.914
1.973
2.013
2.040

S7
0.642
0.688
0.921
1.000
1.396
1.461
1.579
1.629
1.662
1.768
1.872
1.915
1.974
2.015
2.041

S8
0.642
0.688
0.921
1.000
1.397
1.461
1.579
1.628
1.662
1.768
1.871
1.915
1.974
2.015
2.042

S9
0.642

0.688
0.921
1.000
1.397
1.461
1.579
1.628
1.662
1.768
1.871
1.915
1.974
2.015
2.042

S10
0.642
0.686
0.921
1.000
1.397
1.460
1.579
1.627
1.661
1.767
1.870
1.915
1.973
2.014
2.041

RSD，％
0.08
0.13
0.06
0.00
0.05
0.05
0.04
0.05
0.03
0.06
0.05
0.04
0.03
0.05
0.06

表4 10批药材样品HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 4 Relative peak area of common peaks in HPLC

chromatograms of 10 batches of samples

峰号
1
2
3
4（参照）
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15

S1
0.482
0.095
0.036
1.000
0.238
0.178
0.533
1.091
0.205
0.276
0.098
0.180
0.210
0.140
0.149

S2
0.418
0.134
0.061
1.000
0.184
0.038
0.746
1.123
0.225
0.169
0.144
0.112
0.209
0.111
0.083

S3
0.535
0.132
0.026
1.000
0.126
0.055
0.720
0.565
0.278
0.104
0.190
0.328
0.236
0.149
0.246

S4
0.607
0.186
0.053
1.000
0.369
0.098
0.887
0.942
0.363
0.167
0.191
0.310
0.262
0.180
0.209

S5
0.464
0.130
0.015
1.000
0.090
0.033
0.844
0.290
0.422
0.033
0.165
0.263
0.305
0.192
0.337

S6
0.274
0.116
0.038
1.000
0.270
0.055
0.579
0.899
0.136
0.063
0.160
0.155
0.249
0.151
0.177

S7
0.304
0.111
0.067
1.000
0.121
0.058
0.668
1.496
0.142
0.328
0.112
0.080
0.180
0.070
0.048

S8
0.482
0.096
0.042
1.000
0.148
0.042
0.783
0.939
0.296
0.189
0.155
0.212
0.267
0.173
0.167

S9
0.580

0.115
0.220
1.000
0.120
0.105
0.739
1.082
0.098
0.328
0.161
0.122
0.269
0.168
0.115

S10
0.591
0.098
0.032
1.000
0.190
0.052
0.613
0.877
0.251
0.160
0.135
0.275
0.250
0.182
0.233

RSD，％
24.23
22.30
99.53
0.00

46.17
62.20
16.00
34.98
42.52
56.49
19.91
42.90
14.86
24.62
48.07

2.5 聚类分析
以各共有峰的相对峰面积为变量，采用 SPSS 23.0

统计软件，应用组间平均数联结法结合平方欧氏距离对
药材样品进行聚类分析，结果见图3。结果显示，10批药
材可聚为 3类：第 1类为S1、S2、S3、S4、S6、S8、S9、S10，

大部分药材样品的相似度大于0.95；第2类为S7，该批药
材样品的相似度接近0.95；第3类为S5，该批药材样品的
相似度相对较低，接近0.90。

3 讨论
预试验中，笔者以色谱峰峰面积及峰数为指标，考

察了不同提取时间、不同提取溶剂、加热回流提取和超
声提取对结果的影响。最终确定白及药材的提取方法
为 20倍体积的甲醇超声提取 30 min。笔者还考察了甲
醇-水、0.1％磷酸溶液-甲醇、乙腈-水和 0.1％磷酸溶液-

112.84

84.38

55.92

27.46

－1.00
0 6.52 13.05 19.57 26.09 32.61 39.44 45.25

t，min

m
A

U

S10
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S5
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S1

图1 10批药材样品的HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 HPLC superimposed fingerprint of 10 batches

of samples

图2 药材样品的HPLC对照指纹图谱

Fig 2 HPLC control fingerprint of 10 batches of sam-

ples
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蛇葡萄素对皮离蛋白过表达的大肠癌LoVo细胞迁移和侵袭能力
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中图分类号 R735.3；R285.5 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2018）22-3053-06
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摘 要 目的：探讨蛇葡萄素（AMP）对皮离蛋白（DCD）过表达的大肠癌LoVo细胞迁移和侵袭能力的抑制作用。方法：通过质粒

瞬时转染使DCD在LoVo细胞中过表达，并以蛋白免疫印迹法检测转染后LoVo细胞中DCD的蛋白表达水平。将细胞分为空载

体组、正常对照组、阳性药物组（5-氟尿嘧啶，0.25 μg/mL）和AMP组（300 μmol/L），除空载体组采用转染空载体的LoVo细胞外，其

余组均采用转染 DCD 的 LoVo 细胞，以 Transwell 小室迁移实验和划痕实验考察 AMP 对相应 LoVo 细胞迁移能力的影响，以

Transwell侵袭实验考察AMP对相应LoVo细胞侵袭能力的影响。结果：蛋白免疫印迹法检测结果显示，与空白对照组和空载体组

比较，DCD组细胞中DCD的蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01）。迁移实验和侵袭实验结果显示，与空载体组比较，正常对照组

跨膜细胞数均显著增多，细胞迁移率均显著升高（P＜0.01）；与正常对照组比较，阳性药物组和AMP组跨膜细胞数均显著减少，细

胞迁移率均显著降低（P＜0.01），且AMP对细胞迁移和侵袭能力的抑制作用均显著优于 5-氟尿嘧啶（P＜0.01）。结论：DCD过表

达能够促进肿瘤细胞迁移和侵袭；AMP对DCD过表达的LoVo细胞的迁移和侵袭能力均具有明显的抑制作用。

关键词 蛇葡萄素；大肠癌；LoVo细胞；皮离蛋白；迁移；侵袭

乙腈4种体系作为流动相时对结果的影响。最终发现，

采用0.1％磷酸溶液-乙腈为流动相时其色谱峰峰形对称
性好，基线平整，能够获得较好的分离效果。

本试验通过对10批白及药材样品的指纹图谱分析
可知，其共有峰的相对保留时间差异较小，但相对峰面
积差异较大。但采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系
统》（2004 A版）对各批药材样品进行整体相似度评价的
结果显示，10批白及药材样品中有 9批相似度均大于

0.90，说明不同来源白及药材样品在化学组成方面具有
很好的相似性。

综上所述，本研究所建HPLC指纹图谱和聚类分析
结果可为白及药材的质量控制提供参考。
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图3 聚类分析树状图

Fig 3 Dendrogram of cluster analysis
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