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蛇床子为伞形科植物蛇床 Cnidium monnieri（L.）

Cuss.的干燥成熟果实[1]，又名蛇粟、蛇米、蛇珠等，主要分

布于我国江苏、山东、浙江、陕西等地[2]。蛇床子的主要

活性成分为香豆素类，以简单型香豆素（如蛇床子素）和

呋喃型香豆素（如佛手苷内酯、花椒毒素、欧前胡素）为

主[3]。有研究发现，不同产地蛇床子所含香豆素的种类
相差不大，但不同类型香豆素的含量差异明显，这种差
异与不同产地温度、降雨量和日照时长的相关性较
高[4]。现代药理学研究表明，香豆素类成分是蛇床子的
主要活性成分，可有利于心脑血管系统、神经系统、免疫
系统、生殖系统等疾病以及骨质疏松的治疗[5－8]。2020

年版《中国药典》（一部）以蛇床子素为单一含量测定指
标，难以全面地反映蛇床子药材的内在质量；而多指标
检测则常因对照品昂贵或不易获得，导致检测成本较
高。一测多评法可采用同一对照品实现对多种成分的
同时测定，实用性和经济性较强。基于此，本文以超高
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摘 要 目的 建立蛇床子药材的指纹图谱及其中4种香豆素类成分的含量测定方法。方法 采用超高效液相色谱法，利用《中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》建立21批蛇床子药材的指纹图谱，并进行相似度评价，与对照品比对指认共有峰。以10

个共有峰峰面积为变量，采用组间连接法对21批蛇床子药材进行系统聚类分析。采用相同超高效液相色谱法，以蛇床子素为内

参物，计算花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素的相对校正因子，采用一测多评法计算其含量，并与外标法测定结果进行比较。结果

21批蛇床子药材的指纹图谱中共标识出10个共有峰，相似度为0.997～1.000；指认出峰4为花椒毒素，峰8为佛手柑内酯，峰9为

欧前胡素，峰10为蛇床子素。21批样品被划分为3类，其中S7为一类，S14为一类，其余19批为一类。一测多评法与外标法测定

的花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素含量的相对偏差分别为0.88％～1.07％、2.22％～2.29％、0.67％～2.93％。结论 成功建立了蛇

床子药材的超高效液相色谱指纹图谱及4种香豆素类成分含量测定的一测多评法。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish the fingerprint of Cnidium monnieri and a method for the content determination of 4

kinds of coumarins. METHODS Ultra-high performance liquid chromatography（UPLC） method was adopted to establish the

fingerprints of 21 batches of C. monnieri； their similarities were evaluated with Similarity Evaluation System of TCM

Chromatographic Fingerprint（2012 edition）；common peaks were identification by comparison with reference substance. Using 10

common peak areas as variables，cluster analysis was performed for 21 batches of C. monnieri by the method of between groups.

The relative correction factors of xanthotoxin，bergapten and imperatorin were calculated by the same UPLC method with osthole

as the internal reference. The contents of them were calculated by quantitative analysis of multi-components by single marker

（QAMS），and compared with the results of external standard method. RESULTS Totally 10 common peaks were identified in the

fingerprints of 21 batches of C. monnieri；the similarities ranged from 0.997 to 1.000. Peak 4 was identified as xanthotoxin，peak 8

as bergapten，peak 9 as imperatorin and peak 10 as osthole. A total of 21 batches of samples were divided into 3 categories，of

which S7 was clustered into one category，S14 was clustered into one category，and the other 19 batches were clustered into one

category. The relative deviations of the contents of xanthotoxin，bergapten and imperatorin determined by QAMS and external

standard method were in the range of 0.88％ -1.07％ ，2.22％ -2.29％ ，0.67％ -2.93％ ，respectively. CONCLUSIONS UPLC

fingerprint of C. monnieri is successfully established，and QAMS method for content determination of 4 coumarins is also established.
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效液相色谱法为手段，建立 21批蛇床子药材的指纹图
谱，并进行相似度评价和系统聚类分析，结合一测多评

法，以常见、易得的蛇床子素为内参物，同时测定蛇床子

药材中佛手柑内酯、花椒毒素、欧前胡素的含量，旨在为

提高蛇床子药材质量标准提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括H-Class型超高效液相色

谱仪（美国Waters公司），Vanquish型超高效液相色谱仪

（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），1290型超高效液

相色谱仪（美国 Agilent 公司），ME204E 型万分之一天

平、XP26型百万分之一天平[梅特勒-托利多（中国）有限

公司]，HWS-28型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器

有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

花椒毒素对照品（批号 17111503，纯度 98％）、佛手

柑内酯对照品（批号17120501，纯度98％）均购自成都普

菲德生物技术有限公司；欧前胡素对照品（批号

110826-201616，纯度 99.6％）、蛇床子素对照品（批号

110822-201710，纯度 99.5％）均购自中国食品药品检定

研究院；实验用乙醇（分析纯）、甲醇（分析纯）均购自西陇

科技股份有限公司；液相用甲醇为色谱级，水为超纯水。

21批蛇床子药材分别采集自我国江苏、山东、河南、

湖北、黑龙江等地，经广东一方制药有限公司魏梅主任

中药师鉴定，均为伞形科植物蛇床C. monnieri（L.）Cuss.

的干燥成熟果实，其产地信息详见表1。

表1 21批蛇床子药材产地信息

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

批号
G1706141

G1706142

G1706143

G1712145

G1712148

G1712149

G1712152

G1712157

G1712161

G1712147

G1712159

产地
江苏省徐州市
江苏省徐州市
江苏省徐州市
江苏省盐城市
江苏省盐城市
江苏省盐城市
山东省日照市
山东省日照市
山东省日照市
山东省滨州市
山东省滨州市

编号
S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

批号
G1712162

G1712150

G1712158

G1712160

G1712151

G1712153

G1712156

G2104599

G2104600

G2104601

产地
山东省滨州市
河南省南阳市
河南省南阳市
河南省南阳市
湖北省宜昌市
湖北省宜昌市
湖北省宜昌市
黑龙江省哈尔滨市
黑龙江省哈尔滨市
黑龙江省哈尔滨市

2 方法与结果
2.1 色谱条件

采用 H-Class 型超高效液相色谱仪，以 YMC Trait

C18（2.1 mm×100 mm，1.9 μm）为色谱柱，以甲醇（A）-水

（B）为流动相进行梯度洗脱（0～15 min，39％A→40％A；

15～20 min，40％A→45％A；20～25 min，45％A→60％A；

25～30 min，60％A→80％A；30～34 min，80％A）；流速为

0.20 mL/min；柱温为 30 ℃；指纹图谱检测波长为 310

nm，定量分析检测波长为248 nm；进样量为1 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液的制备 分别取花椒毒素、佛手

柑内酯、欧前胡素、蛇床子素对照品适量，精密称定，加

甲醇制成每1 mL含花椒毒素10 µg、佛手柑内酯5 µg、欧

前胡素35 µg、蛇床子素35 µg的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取蛇床子药材粉末（过三号

筛，下同）约0.3 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入

80％甲醇 20 mL，密塞，称定质量，超声（功率 300 W，频

率 50 kHz）处理 30 min，放冷，再次称定质量，用 80％甲

醇补足减失的质量，摇匀，用 0.22 μm微孔滤膜滤过，取

续滤液，即得。

2.3 指纹图谱的建立

2.3.1 精密度试验 取蛇床子药材（编号S8）供试品溶

液，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，以蛇床子

素峰为参照，计算各共有峰的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和相对峰面积的

RSD 分别为 0.05％～0.25％、0.08％～0.61％（n＝6），均

小于3.0％，表明该方法精密度良好。

2.3.2 重复性试验 取同批次蛇床子药材粉末（编号

S8）6份，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，以蛇床子素峰为参照，计

算各共有峰的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和相对峰面积的 RSD 分别为

0.08％～0.36％、0.23％～2.35％（n＝6），均小于 3.0％，

表明该方法重复性良好。

2.3.3 稳定性试验 取蛇床子药材（编号S8）供试品溶

液，分别在室温下放置 0、2、4、6、8、10、12 h时按“2.1”项

下色谱条件进样测定，以蛇床子素峰为参照，计算各共

有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果，10个共有峰

相对保留时间和相对峰面积的 RSD 分别为 0.05％～

0.36％、0.27％～1.58％（n＝7），均小于 3.0％，说明供试

品溶液在室温下放置12 h内稳定性良好。

2.3.4 指纹图谱的建立及相似度评价 取 21批蛇床子

药材粉末，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”

项下色谱条件进样分析，记录色谱图。采用《中药色谱

指纹图谱相似度评价系统（2012版）》，以S8样品图谱为

参照进行保留时间校正和全峰匹配。结果显示，21批蛇

床子药材指纹图谱中共有 10个共有峰（图 1）。以平均

数法生成蛇床子药材对照指纹图谱（图 2）。采用《中药

色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》计算 21批蛇

床子药材指纹图谱与对照指纹图谱的相似度。结果显

示，21批样品中大多数批次样品（编号S7和S14除外）的

相似度均不低于0.999，详见表2。

2.3.5 共有峰的指认 查阅文献[3]，在与混合对照品

（同法测定，见图3）比对的同时，结合色谱峰的紫外吸收

光谱对10个共有峰进行指认，共指认了4个共有峰，即峰

4为花椒毒素、峰8为佛手柑内酯、峰9为欧前胡素、峰10

为蛇床子素。

2.4 系统聚类分析

以10个共有峰峰面积为变量，采用组间连接法进行

系统聚类分析，设欧氏距离为 20，采用Z得分法对数据
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进行标准化处理，结果见图4。图4显示，21批蛇床子药

材样品被划分为3类，其中S7为一类，S14为一类，其余

19批为一类。

2.5 4种香豆素类成分含量的测定

2.5.1 专属性考察 取“2.2.1”项下混合对照品溶液、

“2.2.2”项下供试品溶液（编号 S8）、空白溶剂（80％甲

醇），按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图（图5，

空白溶剂图略）。结果显示，花椒毒素、佛手柑内酯、欧

前胡素、蛇床子素的保留时间分别约为19.4、26.4、31.4、

32.8 min，与相邻色谱峰的分离度均大于 2.5，理论板数

均大于 20 000，空白溶剂对测定无干扰，表明该方法专

属性良好。

图1 21批蛇床子药材的超高效液相色谱叠加指纹图谱

2 200

2 100

2 000

1 900

1 800

1 700

1 600

1 500

1 400

1 300

1 200

1 100

1 000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0

U
/m

V

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

t/min

S21
S20
S19
S18
S17
S16
S15
S14
S13
S12
S11
S10
S9
S8
S7
S6
S5
S4
S3
S2
S1

10

9

87654321

图2 蛇床子药材的超高效液相色谱对照指纹图谱
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4：花椒毒素；8：佛手柑内酯；9：欧前胡素；10：蛇床子素

图 3 花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素混合

对照品的超高效液相色谱图
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图4 21批蛇床子药材的系统聚类分析树状图

表2 21批蛇床子药材的相似度评价结果

编号
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7

相似度
1.000
1.000
1.000
0.999
1.000
0.999
0.997

编号
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14

相似度
0.999
0.999
0.999
0.999
1.000
1.000
0.997

编号
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21

相似度
0.999
0.999
0.999
0.999
0.999
0.999
0.999

1：花椒毒素；2：佛手柑内酯；3：欧前胡素；4：蛇床子素

图5 混合对照品溶液和蛇床子供试品溶液的超高效液
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2.5.2 线性关系考察 精密称取花椒毒素对照品0.745

mg、佛手柑内酯对照品 2.838 mg、欧前胡素对照品

7.771 mg、蛇床子素对照品 35.594 mg，置于 20 mL量瓶

中，加甲醇溶解并定容，作为混合对照品贮备液。精密

量取上述混合对照品贮备液 5、2、1、0.4、0.2 mL，分别置

于20 mL量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得系列浓度的

混合对照品溶液。精密吸取上述混合对照品贮备液及

系列浓度的混合对照品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。以峰面积（y）为纵坐标、对照品质量

浓度（x，μg/mL）为横坐标绘制标准曲线，所得回归方程

及线性范围如表3所示。

表3 花椒毒素等4种成分的线性回归方程及线性范围

待测成分
花椒毒素
佛手柑内酯
欧前胡素
蛇床子素

回归方程
y＝30.256 0x－1.986 2

y＝21.026 0x－5.437 9

y＝47.784 6x－157.503 1

y＝5.352 9x－8.842 6

r

0.999 9

0.999 9

0.999 8

1.000 0

线性范围，μg/mL

0.365～36.505

1.391～139.062

3.870～386.996

17.708～1 770.802

2.5.3 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，记录峰面

积。结果显示，花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素和蛇床

子素峰面积的 RSD 分别为 0.83％、1.41％、0.12％、

0.24％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.5.4 重复性试验 取同批次蛇床子药材粉末（编号

S8）6份，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按外标法计

算含量。结果显示，花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素、

蛇床子素含量的 RSD 分别为 0.50％、0.71％、0.55％、

0.74％（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.5.5 稳定性试验 取蛇床子药材（编号S8）供试品溶

液适量，分别在室温下放置0、2、4、6、8、12 h时按“2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显示，花椒毒

素、佛手柑内酯、欧前胡素和蛇床子素峰面积的RSD分

别为 0.38％、0.49％、0.69％、0.28％（n＝6），表明供试品

溶液在室温下放置12 h内稳定性良好。

2.5.6 加样回收率试验 取已知含量的蛇床子药材粉

末（编号S8）约0.15 g，精密称定，按样品中4种成分已知

量的0.5、1、1.5倍加入花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素、

蛇床子素的混合对照品溶液（配制方法同“2.5.2”项），每

种质量浓度平行 3份。按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算加样回收率，结果见表 4。结果显示，花椒毒素、

佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素的加样回收率分别为

100.26％ ～107.45％ 、101.47％～106.01％ 、98.42％～

103.11％、98.44％～103.11％，RSD均小于3.0％（n＝9），

表明该方法准确度良好。

2.5.7 相对校正因子的计算 以蛇床子素为内参物，按

下式计算其他组分与内参物的相对校正因子（fk/m）：fk/m＝

fk/fm＝（Wk×Am）/（Wm×Ak）。式中，Ak为内参物的峰面积，

Wk为内参物的质量浓度，Am为m组分的峰面积，Wm为m

组分的质量浓度 [9]。根据“2.5.2”项下线性关系考察结

果，以对照品的质量浓度及其对应色谱峰的峰面积分别

计算花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素的相对校正因子，

结果见表5。结果显示，花椒毒素、佛手柑内酯和欧前胡

素的平均相对校正因子分别为0.181 4、0.258 6、0.731 6，

RSD分别为1.14％、0.30％、2.51％（n＝6）。

表5 花椒毒素等3种成分的相对校正因子

蛇床子素质量浓度/（μg/mL）

17.708

35.416

88.540

177.080

442.700

1 770.802

平均值
RSD/％

f 蛇床子素/花椒毒素

0.178 7

0.178 7

0.183 1

0.182 7

0.182 4

0.182 5

0.181 4

1.14

f 蛇床子素/佛手柑内酯

0.258 0

0.257 4

0.258 7

0.258 7

0.259 1

0.259 6

0.258 6

0.30

f 蛇床子素/欧前胡素

0.716 3

0.732 3

0.726 3

0.709 5

0.746 6

0.758 3

0.731 6

2.51

2.5.8 耐用性考察 精密吸取“2.2.1”项下混合对照品

溶液 1 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，分别考察

Waters H-Class、Agilent 1290、Thermo Vanquish型超高效

液相色谱仪，YMC Trait C18（2.1 mm×100 mm，1.9 μm）、

Waters BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、Agilent SB

表4 花椒毒素等4种成分的加样回收率试验结果

待测成分
花椒毒素

佛手柑内酯

欧前胡素

蛇床子素

已知量/mg

0.075 1

0.075 1

0.076 1

0.076 1

0.075 3

0.076 5

0.075 7

0.077 1

0.076 1

0.173 4

0.173 4

0.175 6

0.175 6

0.173 8

0.176 6

0.174 8

0.178 0

0.175 6

0.662 8

0.662 8

0.670 8

0.670 8

0.664 1

0.674 8

0.668 1

0.680 2

0.670 8

2.701 1

2.701 1

2.733 8

2.733 8

2.706 5

2.750 2

2.722 9

2.772 0

2.733 8

加入量/mg

0.038 3

0.038 3

0.038 3

0.076 5

0.076 5

0.076 5

0.114 8

0.114 8

0.114 8

0.088 2

0.088 2

0.088 2

0.176 5

0.176 5

0.176 5

0.264 7

0.264 7

0.264 7

0.336 0

0.336 0

0.336 0

0.671 9

0.671 9

0.671 9

1.007 9

1.007 9

1.007 9

1.366 4

1.366 4

1.366 4

2.732 8

2.732 8

2.732 8

4.099 2

4.099 2

4.099 2

测得量/mg

0.113 5

0.116 2

0.115 9

0.157 4

0.156 2

0.158 7

0.197 4

0.198 1

0.196 9

0.266 9

0.264 8

0.265 5

0.362 1

0.354 0

0.362 5

0.447 9

0.446 6

0.447 9

0.998 7

0.993 7

1.001 5

1.363 6

1.332 8

1.351 8

1.685 0

1.684 1

1.685 6

4.067 6

4.047 1

4.078 9

5.551 6

5.426 2

5.503 7

6.858 9

6.855 2

6.861 2

加样回收率/％
100.26

107.31

103.92

106.27

105.75

107.45

106.01

105.40

105.23

106.01

103.63

101.93

105.67

102.10

105.33

103.17

101.47

102.87

99.97

98.48

98.42

103.11

99.52

100.76

100.89

99.60

100.68

100.01

98.51

98.44

103.11

99.52

100.76

100.90

99.61

100.69

平均加样回收率/％
105.29

103.58

100.16

100.17

RSD/％
2.06

1.65

1.43

1.43
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C18（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）色谱柱以及柱温±2 ℃、流

速±0.02 mL/min对花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素相

对校正因子的影响，结果见表6。结果显示，在上述条件

下，花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素相对校正因子的

RSD均小于3.0％（n＝3），表明不同色谱仪、色谱柱以及

较小变化的柱温、流速对上述3种成分的相对校正因子

无显著影响。

表6 不同色谱条件对花椒毒素等3种成分相对校正因

子的影响

项目

色谱仪

色谱柱

柱温/℃

流速/（mL/min）

条件

Waters H-Class

Agilent 1290

Thermo Vanquish

YMC Trait C18

Waters BEH C18

Agilent SB C18

28

30

32

0.18

0.20

0.22

花椒毒素
f 蛇床子素/花椒毒素

0.178 7

0.172 2

0.175 6

0.178 7

0.180 9

0.180 4

0.182 9

0.178 7

0.182 4

0.179 8

0.178 7

0.180 9

RSD/％
1.85

0.63

1.26

0.43

佛手柑内酯
f 蛇床子素/佛手柑内酯

0.257 7

0.257 9

0.256 3

0.257 7

0.260 0

0.258 0

0.258 7

0.257 7

0.259 4

0.256 2

0.257 7

0.261 2

RSD/％
0.34

0.48

0.33

1.37

欧前胡素
f 蛇床子素/欧前胡素

0.726 3

0.732 5

0.734 2

0.726 3

0.732 3

0.716 3

0.714 7

0.726 3

0.725 8

0.715 9

0.726 3

0.735 7

RSD/％
0.57

1.11

0.91

1.36

2.5.9 色谱峰定位 根据“2.5.8”项下耐用性考察结果，

以蛇床子素峰为参照峰，计算花椒毒素、佛手柑内酯和

欧前胡素的相对保留时间，结果见表7。结果显示，在不

同色谱仪、色谱柱以及较小变化的柱温、流速条件下，花

椒毒素、佛手柑内酯和欧前胡素相对保留时间的RSD均

小于5.0％（n＝3），说明相对保留时间比较稳定，可以采

用相对保留时间对花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素的

色谱峰进行定位。本研究得不同色谱条件下花椒毒素、

佛手柑内酯和欧前胡素的平均相对保留时间分别为

0.550、0.788、0.960。

表7 不同色谱条件对花椒毒素等3种成分相对保留时

间的影响

项目

色谱仪

色谱柱

柱温/℃

流速/（mL/min）

条件

Waters H-Class

Agilent 1290

Thermo Vanquish

YMC Trait C18

Waters BEH C18

Agilent SB C18

28

30

32

0.18

0.20

0.22

花椒毒素

相对保留
时间

0.535

0.555

0.560

0.535

0.556

0.538

0.559

0.535

0.545

0.570

0.555

0.560

RSD/
％

2.41

2.08

2.21

1.36

佛手柑内酯

相对保留
时间

0.788

0.781

0.786

0.788

0.797

0.789

0.776

0.788

0.799

0.806

0.788

0.769

RSD/
％

0.46

0.61

1.46

2.35

欧前胡素

相对保留
时间

0.959

0.961

0.968

0.959

0.959

0.959

0.959

0.959

0.958

0.958

0.959

0.958

RSD/
％

0.49

0

0.06

0.06

2.5.10 含量测定 取 21批蛇床子药材粉末，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。采用外标法计算其中蛇床子素、花椒

毒素、佛手柑内酯、欧前胡素的含量；以蛇床子素为内参

物，采用一测多评法计算花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡

素的含量，并计算两种测定法的相对偏差，结果见表 8。

结果显示，两种方法测定的花椒毒素、佛手柑内酯、欧前

胡素含量的相对偏差[（A－B）/（A+B）×100％，式中A表

示外标法结果，B表示一测多评法结果]分别在0.88％～

1.07％、2.22％～2.29％、0.67％～2.93％范围内，均小于

3.0％，表明一测多评法与外标法测得的含量结果无明显

差异，一测多评法的结果可靠性高。

表8 21批蛇床子药材中蛇床子素等4种成分的含量测定结果

编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

蛇床子素含量/
（mg/g）

35.039

33.091

32.793

26.325

22.014

22.570

31.089

18.189

24.872

17.256

21.271

30.795

14.158

16.545

26.964

41.388

28.191

25.820

18.706

19.078

19.189

花椒毒素含量/（mg/g）

外标法
2.507

2.317

2.309

1.298

1.109

1.068

1.496

0.506

1.644

0.495

0.830

1.490

0.297

0.228

1.490

3.813

2.205

1.131

0.895

0.897

0.920

一测多评法
2.456

2.271

2.263

1.272

1.087

1.047

1.466

0.496

1.611

0.486

0.814

1.460

0.291

0.224

1.460

3.737

2.161

1.108

0.877

0.878

0.902

相对偏差/％
1.03

1.00

1.01

1.01

1.00

0.99

1.01

1.00

1.01

0.92

0.97

1.02

1.02

0.88

1.02

1.01

1.01

1.03

1.02

1.07

0.99

佛手柑内酯含量/（mg/g）

外标法
1.530

1.418

1.422

1.770

1.097

1.319

1.520

1.168

1.065

1.103

1.383

1.864

1.061

1.149

1.162

1.758

1.447

0.928

2.765

2.803

2.842

一测多评法
1.462

1.355

1.359

1.692

1.049

1.260

1.453

1.117

1.018

1.054

1.322

1.782

1.014

1.099

1.110

1.680

1.383

0.887

2.645

2.681

2.715

相对偏差/％
2.27

2.27

2.27

2.25

2.24

2.29

2.25

2.23

2.26

2.27

2.26

2.25

2.27

2.22

2.29

2.27

2.26

2.26

2.22

2.22

2.29

欧前胡素含量/（mg/g）

外标法
11.801

11.069

10.922

9.663

9.047

7.588

7.694

4.463

9.024

9.047

11.135

9.258

9.776

4.790

13.217

5.847

5.987

12.426

5.821

5.942

6.028

一测多评法
11.374

10.667

10.538

9.362

8.806

7.360

7.408

4.281

8.657

8.806

10.766

9.087

9.417

4.687

12.786

5.514

5.907

11.984

6.115

6.203

5.820

相对偏差/％
1.84

1.85

1.79

1.58

1.35

1.53

1.89

2.08

2.08

1.35

1.68

0.93

1.87

1.09

1.66

2.93

0.67

1.81

2.46

2.15

1.76

总含量/（mg/g）

外标法
50.877

47.895

47.446

39.056

33.267

32.545

41.799

24.326

36.605

27.901

34.619

43.407

25.292

22.712

42.833

52.806

37.830

40.305

28.187

28.720

28.979

一测多评法
50.331

47.384

46.953

38.651

32.956

32.237

41.416

24.083

36.158

27.602

34.173

43.124

24.880

22.555

42.320

52.319

37.642

39.799

28.343

28.840

28.626

相对偏差/％
0.54

0.54

0.52

0.52

0.47

0.48

0.46

0.50

0.61

0.54

0.65

0.33

0.82

0.35

0.60

0.46

0.25

0.63

0.28

0.21

0.61
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3 讨论
3.1 色谱条件选择

本研究采用超高效液相色谱法构建蛇床子药材指

纹图谱，并对其中4种成分进行含量测定。与传统的高

效液相色谱法相比，超高效液相色谱法分辨率更高、分

析能力更强、分析时间更短，同时减少了溶剂用量，降低

了分析成本 [10]。本研究前期分别对色谱柱、流动相体

系、检测波长、柱温等进行了考察，结果显示，在色谱柱

为YMC Trait C18（2.1 mm×100 mm，1.9 μm）、流动相为甲

醇-水（梯度洗脱）、流速为0.20 mL/min、检测波长为248

nm（指纹图谱检测波长为310 nm）、柱温为30 ℃的色谱

条件下，蛇床子药材色谱图的整体基线平稳，各色谱峰

分离效果良好且方法重复性良好。

3.2 供试品溶液制备方法考察

本课题组以花椒毒素、佛手柑内酯、欧前胡素和蛇

床子素的含量以及各色谱峰“峰面积/称样量”为评价指

标，考察了不同体积分数甲醇、乙醇对蛇床子中花椒毒

素、佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素提取效率的影响。

结果显示，当提取溶剂为 80％甲醇时，各待测成分色谱

峰响应值高、基线平稳，提取效果最好，且色谱信息丰

富。另外，本课题组还对超声提取和加热回流的提取效

率进行了考察，发现两者的提取效率没有明显差别，故

为了操作更加简便，本研究选择超声提取。同时，本课

题组进一步对样品提取时间、料液比进行了考察，结果显

示，超声提取30 min已能够将样品提取完全；当料液比为

0.3 ∶20（g/mL）时，4种待测成分均已被完全提取。通过上

述考察，本课题组最终确定最优供试品溶液制备方法如

下：料液比为0.3 ∶20（g/mL），80％甲醇超声提取30 min。

3.3 指纹图谱分析

本研究基于 21批蛇床子药材的超高效液相色谱叠

加指纹图谱，采用平均数法建立了其对照指纹图谱，并

确认了10个共有峰。相似度评价结果显示，产自山东省

日照市（编号 S7）和河南省南阳市（编号 S14）蛇床子药

材样品的图谱与对照指纹图谱的相似度小于 0.999，其

余批次蛇床子药材样品的相似度均不小于0.999。笔者

发现，S7与其余20批样品的差异主要表现在峰1的峰高

或峰面积较其他批次大；而S14主要表现在峰 4的峰高

或峰面积较其他批次小，这可能与药材生长的环境、采

收时间及产地加工方式等的差异有关。总体而言，21批

蛇床子药材的相似度均在0.99以上，说明21批蛇床子药

材指纹图谱相似度较高，质量比较稳定；指纹图谱的相

似度评价结果可以作为药材质量标准制定的依据。

3.4 含量测定分析

香豆素类成分为蛇床子药材的主要活性成分[3]，为

了进一步明确不同产地蛇床子中活性成分的差异，严格

控制临床用蛇床子的质量，很有必要对蛇床子中所含香

豆素类成分进行含量测定。而香豆素类成分容易受地

域温度、降雨量和日照时长的影响 [4]。本研究对 21批

产自7个产地的蛇床子药材进行含量测定，结果显示，21

批蛇床子药材均符合 2020年版《中国药典》规定——蛇

床子药材蛇床子素的含量不少于1.0％（即10 mg/g）[1]；4

种香豆素类成分的总含量在22.712～52.806 mg/g（外标

法）之间，总含量按产地排序由高至低依次为江苏省徐

州市＞湖北省宜昌市＞山东省滨州市＞江苏省盐城市＞

山东省日照市＞河南省南阳市＞黑龙江省哈尔滨市。

这可能是因为南方地区的温度、降雨量和日照时间总体

上更有利于蛇床子的生长和香豆素类成分的富集[4]。但

是，对于某些特殊类型的香豆素，北方天气可能更利于

其富集，如黑龙江省哈尔滨市蛇床子药材中佛手柑内酯

的含量明显高于其他产地。

综上所述，本研究利用超高效液相色谱法建立了蛇

床子药材的指纹图谱，并建立了测定4种香豆素类成分

的一测多评法，实现了对蛇床子中蛇床子素、佛手柑内

酯、花椒毒素、欧前胡素含量的控制，为蛇床子药材质量

标准的提升提供了参考。
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