
中国药房 2014年第25卷第3期 China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 3

[ 5 ] 邢立志，暴春艳.HPLC法测定紫草中的左旋紫草素的含

量[J].亚太传统医药，2008，4（5）：41.

[ 6 ] Sevimli-Gur C，Akgun IH，Deliloglu-Gurhan I，et al. Cy-

totoxic naphthoquinones from Alkanna cappadocica[J]. J

Nat Prod，2010，73（5）：860.

[ 7 ] Lu L，Qin A，Huang H，et al. Shikonin extracted from

medicinal Chinese herbs exerts anti-inflammatory effect

via proteasome inhibition[J]. Eur J Pharmacol，2011，658

（2/3）：242.

[ 8 ] Shen CC，Syu WJ，Li SY，et al. Antimicrobial activities

of naphthazarins from Arnebia euchroma[J]. J Nat Prod，

2002，65（12）：1 857.

[ 9 ] 赵海青，刘军锋，刘珂. 新疆紫草羟基萘醌类化学成分的

研究及对 PDE4的抑制作用[J].中国实验方剂学杂志，

2010，16（10）：96.

（收稿日期：2013-01-15 修回日期：2013-08-27）
＊教授，硕士研究生导师。研究方向：中药及其制剂有效成分。

E-mail：ljq59169@sohu.com

胡芦巴提取物黄酮类成分的HPLC指纹图谱研究

卢金清＊，杨小金，李雨玲，张 锐，唐瑶兴，戴 艺（湖北中医药大学/湖北省药用植物研发中心，武汉 430065）

中图分类号 R284.1；R917 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2014）03-0265-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2014.03.24

摘 要 目的：建立胡芦巴提取物黄酮类成分的指纹图谱。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6

mm，5 μm），流动相为甲醇-0.4％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为0.8 ml/min，检测波长为339 nm。以牡荆苷为参照物，对10批胡芦

巴提取物进行指纹图谱分析。结果：建立了胡芦巴提取物黄酮类成分的HPLC指纹图谱共有模式，标定了11个共有指纹峰，10批

提取物的相似度均＞0.9。结论：该方法简便、准确、重复性好，可为胡芦巴提取物的品质评价和质量控制提供科学依据。
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Study on HPLC Fingerprints of Flavonoids in Extract of Trigonella foenum-graecum
LU Jin-qing，YANG Xiao-jin，LI Yu-ling，ZHANG Rui，TANG Yao-xing，DAI Yi（Hubei University of TCM/Me-
dicinal Plants R&D Center of Hubei Province，Wuhan 430065，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the fingerprint of flavonoids in extract of Trigonella foenum-graecum. METHODS：HPLC

method was adopted. The determination was performed on ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）column with methanol and

0.4％ phosphoric acid as mobile phase in gradient mode at the flow rate of 0.8 ml/min. The detection wavelength was set at 339

nm. By vitexin as control，the fingerprints of 10 batches of extract of T. foenum-graecum were analyzed by HPLC. RESULTS：The

common mode of HPLC fingerprints were set up. There were 11 common peaks in the fingerprint of 10 samples，and the similarity

of the 10 samples was more than 0.9. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate and has a good repeatability. It provides

scientific evidence for quality evaluation and quality control of the extract of T. foenum-graecum.

KEYWORDS Trigonella foenum-graecum extract；HPLC；Flavonoids；Fingerprint
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胡芦巴为豆科植物胡芦巴Trigonella foenum-graecum L.的

干燥成熟种子[1]，始载于《嘉祐本草》，味苦，性温，归肾经，具有

温肾助阳、祛寒止痛等功效[2]。它主要分布于亚洲、非洲和地

中海地区，在我国主产于河南、安徽、陕西、宁夏等地[3]。胡芦

巴中含有丰富的黄酮类成分，主要有牡荆苷、小麦黄素、柚皮

素等[4]。现代药理研究表明，胡芦巴中黄酮类成分对心血管系

统疾病、糖尿病及其并发症有较好的治疗作用[5]；其中的牡荆

苷还具有显著抗肿瘤、抗炎、解痉、降压等作用[6-7]。胡芦巴作

为一种重要的经济作物，集食用、药用、香料、饲料、工业原料

于一身[8]，其提取物已广泛应用于医药、保健品、饮料食品添加

剂等行业，国际市场需求空间很大。为了有效控制胡芦巴提

取物的质量，笔者首次对胡芦巴提取物黄酮类成分的指纹图

谱进行了研究。

1 材料
1.1 仪器

ULTIMATE 3000型高效液相色谱（HPLC）仪（美国Dionex

公司）；UP5200H型超声波清洗机（熊猫集团南京电子计量有

限公司）；BSI型电子天平（d＝0.01 mg，北京赛多利斯仪器系

统有限公司）。

1.2 试剂

牡荆苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：111687-

200602）；甲醇（色谱纯，美国Tedia公司）；水为三蒸水，其他试

剂均为分析纯。

1.3 药材及提取物

胡芦巴药材共 10批，由武汉黄鹤楼香精香料有限公司提

供，产地均为安徽，经湖北中医药大学陈科力教授鉴定均为豆
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科植物胡芦巴T. foenum-graecum L.的干燥成熟种子。将胡芦

巴药材用 8倍量 60％乙醇回流提取 3次，每次 2 h，滤过，合并

滤液，减压浓缩至浸膏状，真空干燥，粉碎，即得胡芦巴提

取物。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：甲醇（A）-0.4％磷酸溶液（B），梯度洗脱（洗脱程序见表1）；

流速：0.8 ml/min；柱温：30℃；检测波长：339 nm；进样量：10 μl。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution procedure

时间，min

0～12

＞12～17

＞17～40

流动相A，％
25

25→30

30

流动相B，％
75

75→70

70

2.2 对照品溶液的制备

精密称取牡荆苷对照品适量，加70％甲醇溶解并稀释，制

成每1 ml含150 μg的溶液，即得。

2.3 供试品溶液的制备

取胡芦巴提取物（过三号筛）约1 g，精密称定，置具塞锥形

瓶中，加入 70％甲醇 50 ml，摇匀，称定质量，超声（功率：200

W，频率：40 kHz）处理40 min，放冷，再次称定质量，用70％甲

醇补足减失的质量，滤过，取续滤液，即得。

2.4 方法学考察

2.4.1 精密度试验 取同一批次胡芦巴提取物适量，按“2.3”

项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项下色谱条件下重复进样5

次，记录色谱图。结果显示，各共有峰的相对保留时间和相对

峰面积差异无统计学意义，RSD＜3％，表明本方法精密度良

好，符合指纹图谱技术要求。

2.4.2 稳定性试验 取同一批次胡芦巴提取物制备的供试品

溶液适量，在“2.1”项下色谱条件下分别于 0、2、4、8、16、24、36

h进样分析，记录色谱图。结果显示，各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积差异无统计学意义，RSD＜3％，表明供试品溶

液在36 h内基本稳定，符合指纹图谱技术要求。

2.4.3 重复性试验 取同一批次胡芦巴提取物适量，共 6份，

分别按“2.3”项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项下色谱条件

下进样分析，记录色谱图。结果显示，各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积差异无统计学意义，RSD＜3％，表明本方法重

复性良好。

2.5 指纹图谱的建立

精密吸取10批供试品溶液各适量，在“2.1”项下色谱条件

下进样分析，记录色谱图。根据 10批样品测定结果给出的峰

数、峰值（相对峰面积）和峰位（相对保留时间）等相关参数，通

过分析比较制定出优化的指纹图谱，详见图1、图2。

2.6 指纹图谱的分析与评价

从胡芦巴提取物指纹图谱中分离出 14个共有指纹峰，通

过与牡荆苷参照物对照比较，最终选取其中 11个共有指纹峰

作为指纹图谱的特征峰。1～11号共有指纹峰的保留时间

（min）/峰面积依次为 7.65/3.233、10.64/1.928、11.87/19.003、

14.62/12.935、18.64/18.828、19.92/3.165、21.66/3.023、23.33/

12.930、24.82/17.448、26.28/22.304、32.45/9.686。

2.6.1 共有指纹峰的标定 根据10批样品的测定结果来标定

共有指纹峰，结果显示，胡芦巴提取物的HPLC指纹图谱中，共

有指纹峰有11个。与牡荆苷参照物（11号峰）相比，其他10个

共有指纹峰的相对保留时间依次为0.236、0.328、0.366、0.451、

0.574、0.614、0.667、0.719、0.765、0.810。

2.6.2 共有指纹峰的面积比 11个共有指纹峰的总面积占整

个峰面积的90％以上。

2.6.3 相似度评价 将所得的图谱数据导入国家药典委员会

推荐的《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（2004A版）软件，

经过选峰，设定其匹配模板，将谱峰进行自动匹配；并设定标

准模板，进行谱峰差异性评价和整体相似度评价。通过相似

度评价系统软件得出胡芦巴提取物HPLC指纹图谱的共有模

式，经过与共有模式比较，10批胡芦巴提取物共有指纹峰的相

对保留时间与相对峰面积差别均较小。10批胡芦巴提取物的

相似度均＞0.9，说明10批样品的相关性良好。10批胡芦巴提

取物指纹图谱共有指纹峰的相对保留时间和相对峰面积分别

见表2、表3。

3 讨论
本研究对供试品溶液的制备及色谱条件进行了筛选。通

过对不同提取溶媒（甲醇、乙醇等）、不同体积分数（50％、

60％、70％、80％）的甲醇及提取方法进行试验考察，结果表

明：70％甲醇提取率最高；超声法比回流法的提取效率高。按
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图1 胡芦巴提取物的HPLC指纹图谱
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Fig 1 HPLC fingerprint of T. foenum-graecum extract
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图2 10批胡芦巴提取物的叠加指纹图谱

Fig 2 Superposition fingerprints of 10 batches of T. foe-

num-graecum extract
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拟定的供试品溶液制备方法操作，所得指纹图谱出峰数目多，

因此选取70％甲醇超声提取作为制样方法。

试验过程中考察了多种流动相系统（甲醇/乙腈-水、甲醇/

乙腈-0.2％磷酸溶液、甲醇/乙腈-0.4％磷酸溶液等）进行梯度洗

脱的分离效果。结果发现，采用甲醇-0.4％磷酸溶液为流动相

进行梯度洗脱的效果最佳，且各色谱峰分离较好、峰形尖锐。

试验同时对检测波长进行了选择，取供试品溶液分别在 230、

260、280、339 nm波长处检测，结果表明 339 nm波长条件下色

谱峰较多，牡荆苷有较强的吸收，因此采用339 nm作为检测波

长。试验过程中采集了40、60 min的色谱图，结果发现40 min

以后已经无特征峰出现，所以分析时间定为40 min。

本研究对胡芦巴提取物黄酮类成分HPLC指纹图谱的构

建进行了初步探讨，发现 10批胡芦巴提取物主要色谱峰相对

保留时间基本一致，并且所含成分基本相同，符合指纹图谱的

技术要求。从整体色谱图入手，选取其中 11个较明显且分离

度高的共有指纹峰构成胡芦巴提取物的指纹图谱。结果表

明，本方法简便、准确、重复性好，用于综合评价胡芦巴提取物

的质量是可行、全面的，对胡芦巴提取物的质量控制有着重要

的意义。
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表 2 10批胡芦巴提取物指纹图谱共有指纹峰的相对保留

时间

Tab 2 Relative retention time of common peaks for 10 batch-

es of T. foenum-graecum extract

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11（S）

1

0.239

0.330

0.369

0.451

0.577

0.610

0.666

0.717

0.766

0.825

1.000

2

0.237

0.328

0.365

0.450

0.575

0.609

0.662

0.719

0.762

0.828

1.000

3

0.239

0.327

0.367

0.447

0.573

0.610

0.668

0.714

0.765

0.827

1.000

4

0.238

0.328

0.366

0.445

0.576

0.613

0.663

0.712

0.764

0.822

1.000

5

0.237

0.326

0.368

0.452

0.572

0.607

0.667

0.716

0.761

0.826

1.000

6

0.237

0.325

0.369

0.453

0.574

0.605

0.663

0.714

0.766

0.823

1.000

7

0.238

0.328

0.366

0.445

0.576

0.613

0.663

0.713

0.764

0.822

1.000

8

0.239

0.327

0.367

0.447

0.573

0.610

0.668

0.714

0.765

0.827

1.000

9

0.237

0.328

0.365

0.450

0.575

0.609

0.662

0.719

0.762

0.828

1.000

10

0.239

0.330

0.369

0.451

0.577

0.610

0.666

0.717

0.766

0.825

1.000

x

0.238

0.328

0.367

0.449

0.575

0.610

0.665

0.716

0.764

0.825

1.000

RSD，％
0.40

0.48

0.43

0.64

0.30

0.40

0.37

0.34

0.24

0.28

0

表3 10批胡芦巴指纹图谱共有指纹峰的相对峰面积

Tab 3 Relative peak areas of common peaks for 10 batches

of T. foenum-graecum extract

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11（S）

1

0.332

0.197

1.960

1.333

1.942

0.328

0.313

1.336

1.802

2.301

1.000

2

0.337

0.195

1.965

1.338

1.944

0.323

0.317

1.337

1.809

2.300

1.000

3

0.332

0.196

1.961

1.337

1.946

0.328

0.314

1.333

1.800

2.309

1.000

4

0.332

0.195

1.963

1.333

1.948

0.329

0.313

1.332

1.808

2.309

1.000

5

0.336

0.193

1.968

1.330

1.942

0.324

0.319

1.339

1.804

2.308

1.000

6

0.337

0.192

1.970

1.331

1.941

0.325

0.317

1.338

1.802

2.310

1.000

7

0.336

0.195

1.963

1.333

1.948

0.329

0.313

1.332

1.808

2.309

1.000

8

0.332

0.196

1.961

1.337

1.946

0.328

0.314

1.333

1.800

2.300

1.000

9

0.337

0.195

1.965

1.338

1.944

0.323

0.317

1.337

1.813

2.301

1.000

10

0.332

0.196

1.960

1.333

1.942

0.328

0.313

1.336

1.768

2.302

1.000

x

0.334

0.195

1.964

1.334

1.944

0.327

0.315

1.335
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国家卫生和计划生育委员会副主任孙志刚在中国医学科学院医学信息研究所和天坛医院调研

本刊讯 2013年12月12日，国家卫生和计划生育委员会

副主任、国务院医改办主任孙志刚赴中国医学科学院医学信

息研究所（以下简称信息所）和首都医科大学附属北京天坛医

院（以下简称北京天坛医院）调研，实地考察了信息所新型农

村合作医疗（以下简称新农合）国家级信息平台和北京天坛

医院门诊病房、实验室、信息中心等，并听取了有关工作情况

汇报。

在信息所，孙志刚副主任高度评价了该所在国家医学信

息资源战略保障、卫生发展政策研究以及新农合国家级信息

平台建设等方面取得的成效。他要求信息所继续发挥团队优

势，开展卫生政策研究，不断提高决策支撑水平，为卫生事业

科学发展服务。同时加快完善新农合国家级信息平台，扩大

联通省份覆盖范围，尽快实现参合人员异地就医即时结算。

在北京天坛医院，孙志刚副主任详细询问了医院药品招

标采购和运行管理等情况，充分肯定了医院近年来发展建设

以及医药分开试点等医改工作实行 1年来取得的成绩。他指

出，北京天坛医院通过信息化完善电子病历，做到精细化追踪

管理，有力地保障了医疗质量和安全，值得推广和借鉴。他希

望北京天坛医院要进一步发挥优质资源的作用，并对医改后

医院运行管理的财政补偿和成本核算进行深入分析，进一步

提高内控水平。同时，要认真总结北京市医改经验，继续将改

革向纵深推进，为全国公立医院改革做出有益探索。
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