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不同种类酒炮炙对牛膝饮片指纹图谱的影响
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摘要　目的：比较牛膝生品、蒸馏水炙品及不同乙醇浓度酒炙品指纹图谱差异，研究不同乙醇浓度酒炮炙对牛膝饮片的影
响。方法：采用ＨＰＬＣ，以岛津ＶＰＯＤＳ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）为色谱柱，乙腈水为流动相梯度洗脱，流速０８ｍＬ／ｍｉｎ，
柱温２５℃，检测波长２４３ｎｍ，进样量１５μＬ，采集９０ｍｉｎ。结果：牛膝各酒炙品大部分峰面积较生品的要稍高，蒸馏水炙品
的较生品稍低，但不是很明显。结论：酒炙有利于本实验建立指纹图谱中的牛膝大部分有效成分的溶出，高浓度乙醇炙品

在有效成分溶出方面优于低浓度乙醇炙品。
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　　牛膝系苋科植物牛膝（Ａｃｈｙｒａｂｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔｅ
ＢＬ）的干燥根，始载于《神农本草经》，并被列为上
品。牛膝的主产地“河南温县、武陟、博爱、沁阳”旧

称怀庆府，故又称怀牛膝，并为享有盛誉的“四大怀

药”之一。牛膝所含的化学成分比较多，主要为齐墩

果酸型三萜皂苷类化合物、甾酮类化合物、多糖类化

合物等化合物，另外还含有有机酸、生物碱、黄酮、环

二肽、甾醇等［１］。本实验采用高效液相色谱法比较

不同辅料用酒炙牛膝及其生品饮片指纹图谱的差

异，判断牛膝炮炙前后化学成分在种类和数量上的

改变，初步评价牛膝炮炙作用，为牛膝炮制作用机制

提供初步数据，并且对控制牛膝饮片质量，筛选炮炙

辅料用酒提供初步依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱分析仪岛津 ＬＣ２０ＡＴ，
ＳＰＤ２０Ａ检测器，ＣｈｒｏｍａｔｏＳｏｌｕｔｉｏｎＬｉｇｈｔ色谱数据
处理系统，数控超声波清洗器（ＫＱ５００ＤＶ型，昆山
市超声仪器有限公司）。十万分之一电子天平（北

京赛多利斯天平有限公司）。

１２　试药　药材采购于亳州药材市场，经河南中医
药大学药学院张振凌教授鉴定为苋科植物牛膝

（ＡｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａＢＬ）的干燥根。其中牛膝生
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品、黄酒（１６５％）炙品、黄酒（１６％）炙品、黄酒
（２２％）炙品、白酒炙品、蒸馏水炙品饮片均为按文
献［２］中１１项下的方法制备的样品，依将该批样品
编号为样品“１，２，３，４，５，６”，即牛膝生品为１号、黄
酒（１６５％）炙品为２号、黄酒（１６％）炙品为３号、
黄酒（２２％）炙品为４号、白酒（５６％）炙品为５号、
蒸馏水炙品为６号。对照品：蜕皮甾酮（βｅｃｄｙｓｏｎｅ）
（批号：２００７０２２６）购于中国科学院昆明植物研究所，
纯度＞９８％。
１３　试剂　甲醇（天津市永大化学试剂开发中心，
批号：２００８０３２０，分析纯），甲醇（天津市四友精密化
学品有限公司，批号：０８０５２０，色谱纯），乙腈（美国
Ｔｅｄｉａ公司，批号：０８０４５０２０，色谱纯）。
２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱：岛津 ＶＰＯＤＳ（４６×２５０
ｍｍ）；流动相：乙腈：水；流速：０８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５
℃；检测波长：２４３ｎｍ；流动相：乙腈（Ａ）水（Ｂ）；梯
度洗脱：００１～１０ｍｉｎ：９８９５Ａ，１０～２０ｍｉｎ：９５９５Ａ，
２０～３５ｍｉｎ：９５８１Ａ，３５～５０ｍｉｎ：８１８１Ａ，５０～６５
ｍｉｎ：８１６５Ａ，６５～８０ｍｉｎ：６５５８Ａ；进样量１５μＬ；采
集９０ｍｉｎ。
２２　对照品溶液的制备　精密称取蜕皮甾酮对照
品５０３ｍｇ，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，
摇匀，即得（每毫升含蜕皮甾酮０５０３ｍｇ）。
２３　供试品溶液的制备　取牛膝各样品粉末（过
２０目筛）约 ５ｇ，精密称定，加入 ５０ｍＬ甲醇超声
（５００ｗ，４０ｋｗ）３０ｍｉｎ，静置后过滤，滤渣再加入甲
醇５０ｍＬ，重复上面操作，过滤，并以少量甲醇分次
洗涤容器和残渣，合并过滤液，置水浴上挥发至干，

残渣加色谱甲醇定溶至 １０ｍＬ容量瓶中，用 ０４５
μｍ为微孔滤膜过滤既得供试品溶液。
２４　精密度试验　精密吸取同一供试品［牛膝黄酒
（２２％）炙品］溶液１５μＬ，在２１项色谱条件下连续
进样５次，记录色谱图，计算各样品中共有峰的相对
保留时间和相对峰面积。各共有峰相对保留时间的

ＲＳＤ≤１６８％，相对峰面积的 ＲＳＤ≤１９１％，表明仪
器的精密度良好。

２５　稳定性试验　取同一供试品试液［牛膝黄酒
（２２％）炙品］分别于制备后０、６、１２、１８、２４、４８ｈ在
２１项色谱条件下进样１５μＬ，计算各样品中共有峰
的相对保留时间和相对峰面积。各共有峰相对保留

时间的ＲＳＤ≤１７３％，相对峰面积的 ＲＳＤ≤１６６％，
表明供试品溶液在４８ｈ内稳定。
２６　重复性实验　取同一批样品［牛膝黄酒

（２２％）炙品］５份，每份约５０ｇ，精密称定，照２３
方法制成五份供试品溶液，按２１项下的色谱条件，
依次进样１５μＬ，计算各样品中共有峰的相对保留
时间和相对峰面积。各共有峰相对保留时间的ＲＳＤ
≤１３９％，相对峰面积的ＲＳＤ≤１７６％，表明该方法
重复性良好。

２７　指纹图谱的建立　分别将按２３项下方法把
牛膝生品、黄酒（１６５％）炙品、黄酒（１６％）炙品、黄
酒（２２％）炙品、白酒（５６％）炙品及蒸馏水炙品饮片
制备成供试品溶液，并在２１项色谱条件下进行进
样分析，按２２项下制得蜕皮甾酮对照品同样进样
分析，记录色谱图，结果见图１、图２。

图１　牛膝各样品饮片指纹图谱２Ｄ视图

图２　牛膝饮片标准指纹图谱
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２８　共有峰的标定　分析牛膝各样品指纹图谱，确
定共有峰１０个。其中５号峰为蜕皮甾酮的峰。见
图３。该峰质量分数最高且比较稳定，将其作为参
比峰，计算其他各峰的相对保留时间、相对峰面积，

结果见表１、表２。

图３　牛膝生品饮片与蜕皮甾酮标准品指纹图谱

表１　各样品共有峰相对保留时间

样品

标号

相对保留时间

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ １２１０１７０５４２６８４３２８４８３７５０３１５１６９６８１５６８９３８０８１
２ １１９５１７００４２６７４３３０４８２５５０３０５１６４６８１８６８９８８０８５
３ １２００１７０５４２７０４３３１４８４５５０４４５１８４６８２２６９０５８１０８
４ １１８９１７０４４２７８４３２９４８３３５０２９５１７０６８１７６８９５８０８４
５ １２２０１７１５４２７１４３２７４８３４５０３３５１７３６８１５６９０２８１００
６ １２４５１７１２４２６５４３２５４８３５５０３２５１６８６８２０６８９６８０８３

表２　各样品共有峰相对峰面积

样品

标号

相对峰面积

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ ０４３ ０１２ ０１０ ０１２ １７０ ０６３ ０６１ ００４ ０１６ ００３
２ ０４８ ０１９ ０１０ ００８ １７３ ０６７ ０６４ ００４ ０１２ ００５
３ ０４５ ０１７ ００９ ００７ １７５ ０６７ ０６３ ００４ ０１４ ００４
４ ０５０ ０２０ ０１１ ０１０ １７６ ０６８ ０６５ ００４ ０１２ ００３
５ ０５６ ０２６ ０１２ ０１１ １７９ ０７３ ０６８ ００５ ０１１ ００５
６ ０３８ ０１２ ００８ ００８ １６０ ０５３ ０４５ ００４ ０１９ ００２

２９　相似度计算　利用Ｃｈｒｏｍａｆｉｎｇｅｒ２００５Ｂｅｔａ０１
色谱软件对牛膝生品、蒸馏水炙品及各酒炙品的指

纹图谱进行处理，得到各样品指纹图谱相似度分析

结果。见表 ３。结果表明牛膝各样品相似度 ＞
０９０，各样品比较相似。用该软件处理得出牛膝生
品与各酒炙品饮片镜像图谱。见图４（各对图谱相
似度均较高，仅选一对图谱显示），结果同样显示牛

膝生品与各酒炙品饮片指纹图谱相似较高。

表３　牛膝饮片指纹图谱相似度分析结果

样品编号 相关系数法 夹角余弦法

１ １００００ １００００
２ ０９３８８ ０９４７２
３ ０９７７１ ０９８０３
４ ０９７５９ ０９７９０
５ ０９６２７ ０９６７７
６ ０９２８９ ０９３７２

图４　牛膝与黄酒（１６５％）炙牛膝饮片
ＨＰＬＣ指纹图谱比较

　　从２８项下的实验数据分析，除４号、９号、３号
（仅１６％黄酒炙品）共有峰外牛膝各酒炙品其他共
有峰相应的峰面积较生品的要稍高，除２号、９号共
有峰外牛膝蒸馏水炙品的其他共有峰的峰面积较生

品的要稍低，并且整体上各样品大部分共有峰相应

的峰面积随炮炙用辅料用酒的浓度的提高而增高，

但不是特别明显。另外从本实验的整个图谱上来

看，牛膝各样品指纹图谱相似度较高，在峰的数目和

保留时间方面没有太大改变。

３　讨论
从图谱分析发现，牛膝各样品指纹图谱没有太

大区别，只是在含量上稍有不同。生品与炙品，炙品

之间的差别都不是太明显，在峰的数目与保留时间

方面没有太大改变，经相似度计算表明，牛膝各饮片

的相似性较好，相关系数和夹角余弦都 ＞０９，说明
牛膝生品饮片与酒炙品饮片、酒炙品饮片之间无明

显差异，牛膝、酒牛膝饮片在本实验建立的指纹图谱

上没有太大的改变。有文献报道牛膝生品饮片与各

炮炙品饮片在蜕皮甾酮含量上的差别［２］，而通过本

实验得到的各样品指纹图谱蜕皮甾酮的峰面积基本

与文献报道的规律一致，即白酒（５６％）炙品 ＞黄酒
（２２％）炙品＞黄酒（１６％）炙品 ＞黄酒（１６５％）炙
品＞生品＞蒸馏水炙品，也就是蜕皮甾酮的含量随
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着炮炙用酒乙醇浓度的提高而增高。

牛膝生品大部分共有峰的峰面积要比相应保留

时间上炙品的要稍小，但不是很明显，这可为牛膝酒

炙后增强活血化瘀作用的机制提供实验上的数据；

另外酒味甘、辛，性大热，酒炙过程中酒“能升能散、

宣行药势”的药性［３］可为酒炙能增加药物溶出作用

提供理论上的依据。牛膝蒸馏水炙品大部分共有峰

的峰面积要比相应保留时间上生品的要小，这可能

是牛膝生品饮片在与蒸馏水加热的过程中，药材中

蛋白质的凝固以及淀粉粒的糊化影响了有效成分的

溶出。实验结果显示大部分共有峰相应的峰面积随

着炮炙辅料中乙醇含量的升高而增加，这说明高乙

醇浓度辅料用酒炮炙有利于本实验建立的指纹图谱

中各成分的溶出，这为牛膝饮片炮炙辅料用酒的筛

选提供一定的依据。

本实验采用的检测波长为２４３ｎｍ，这个波长为
蜕皮甾酮的检测波长，因而在控制蜕皮甾酮的方面

有着一定的作用。另外牛膝中还含有三萜皂苷、生

物碱、多糖、黄酮、有机酸等成分，其中齐墩果酸的检

测波长为２１５ｎｍ左右［４］；而甜菜碱在低紫外区１９５
ｎｍ才有吸收［５］，且其极性较大，需用正相柱，因而用

该实验建立的检测条件不能同时监控牛膝的各个成

分，牛膝指纹图谱有待进一步研究。鉴于蒸发光检

测器几乎可以检测所有的物质，因而在以后研究中

可以考虑用ＨＰＬＣ蒸发光散器来建立牛膝的指纹图
谱，该方法可为阐明牛膝酒炙炮制机制提供试验参

数；另外正相柱可更直观的显示牛膝酒炙前后水溶

性成分的改变，因而今后的研究同时可以考虑建立

牛膝正相柱的指纹图谱，这也可为牛膝酒炙的炮制

机制提供试验数据，同时为牛膝、酒牛膝饮片的质量

监控提供参数。

参考文献

［１］沈舒，王琼，李友宾．牛膝的化学成分和药理作用研究进展［Ｊ］．

海峡药学，２０１１，２３（１１）：１６．

［２］张振凌，吴国学，许真真，等．不同种类酒炮炙对牛膝饮片蜕皮甾

酮含量的影响［Ｊ］．中药材，２００９，３２（９）：１３６９１３７１．

［３］龚千锋，丁安伟，孙秀梅，等．中药炮制学［Ｍ］．北京：中国中医药

出版社，２００６：１６７．

［４］张振凌，吴国学，李君丽．不同种类酒炮炙对牛膝饮片齐墩果酸含

量的影响［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１０，１６（６）：３９４１．

［５］赵素霞，吴国学，张振凌，等．不同种类酒炙对牛膝饮片甜菜碱含

量的影响［Ｊ］．中药材，２０１１，３４（５）：６９０６９２．

（２０１７－０２－０８收稿　责任编辑：张文婷）

“国风养心杯”有奖征文通知

　　为了更好的交流养心氏片临床使用经验，为临床医生提
供一个交流学术平台，《世界中医药》编辑委员会与上海医药

集团青岛国风药业股份有限公司决定自 ２０１６年 ５月 １日
起，共同举办“国风养心杯”有奖征文活动，征文具体要求如

下：

征文内容：１．养心氏片临床疗效观察：
例如：养心氏片在改善稳定性冠心病及ＰＣＩ术后心功能

不全体征及症状，心律失常、糖尿病等相关并发症，围绝经期

综合征，躯体症状障碍等临床疗效观察。

２．同类产品比较应用的研究总结。
征文要求：１．论文具有创新性和科学性，论点鲜明、论证

充分、逻辑严谨、结果真实可靠，５０００字以内为宜，未公开发
表及未在全国性会议上交流过。

２．论文请按“题目、姓名、作者单位、邮编、摘要、关键词
（以上中英文），正文、参考文献”的顺序排列。如多名作者，

请在姓名右上角标明第一作者、第二作者及第三作者的数字

序号，每篇论文作者一般不超过５人。
３．论文摘要为３００～４００字，包括“研究目的、方法、结

果、结论”四部分简要内容。

４．论文后可附参考文献，书写格式如：
①（书）作者姓名、书名、出版社名、出版年月、页码；

②（期刊）作者姓名、文章名、期刊名、年份、卷（期）、页
码。

５．论文标题下请注明作者姓名、职称、工作单位、联系方
式、邮箱及邮编。参选者请保留底稿。

稿件评审：本次活动的所有征文均由《世界中医药》杂志

编辑部组织专家进行审阅并评选出优秀论文，获奖者均可获

得一定的奖励。获奖文章将在２０１６－２０１７年《世界中医药》
杂志正式发表，刊发前将专函通知获奖论文的第一作者，如

有其他发表需求请电函。上海医药集团青岛国风药业股份

有限公司将保留上述活动的解释权利，并拥有对来稿的处理

权和各种媒体的使用权。

投稿方式：所有论文请以Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
Ｗｏｒｄ电子文件形式，发至 ｇｒｏｗｆｕｌｍｋｔ＠１６３．ｃｏｍ，并注明

“养心氏片有奖征文”字样；或致电：０５３２－８６０５８９７２
１８６６０２２２８５８，
联系人：刘先生。

截至时间：２０１７年１２月３１日（以电子邮箱收到日期为
准）；所有征文恕不退稿，请自留底稿。

凡参加本项活动的第一作者均可获得上海医药集团青

岛国风药业股份有限公司赠送的精美纪念品。

欢迎广大临床医生踊跃参加本项活动！
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