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［摘要］　目的：对半夏曲自然发酵过程化学成分的ＨＰＬＣ特征指纹图谱进行研究，为半夏曲的物质基础研究提
供参考。方法：采用ＨＰＬＣ梯度洗脱，建立半夏曲不同发酵过程的特征指纹图谱，运用 “中药色谱指纹图谱相似度

评价系统２００４（Ａ版）”进行分析。结果：ＨＰＬＣ指纹图谱方法学考察中 ＲＳＤ均 ＜３０％，符合相关规定；指认了鸟
苷、肌苷和腺苷３个特征峰。在发酵过程中，１，２，３，４，５，６，７，８，９，１０，１５，１９号色谱峰所代表的化合物均
存在；１１，１２，１３，１４，１６，１７，１８号色谱峰所代表的化合物则是因为发酵而新产生的７个化合物，且１１，１２，
１３，１４号色谱峰的相对峰面积非常明显，反应其成分含量较高。结论：半夏曲发酵过程特征指纹图谱的研究可在一
定程度上揭示其物质基础的变化，为进一步研究半夏曲的物质基础提供参考。

［关键词］　半夏曲；ＨＰＬＣ；指纹图谱；发酵
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半夏曲由天南星科植物半夏 Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔｅ
（Ｔｈｕｎｂ）Ｂｒｅｉｔ的炮制品清半夏与姜汁、白矾等经
过发酵而成，具有降逆止呕，止咳化痰的功效，临

床用于恶心呕吐，食欲不振，咳嗽痰壅［１］。目前，

以清半夏与姜汁、白矾等为发酵处方的半夏曲有关

其发酵过程物质基础变化方面的研究未见报道。本

实验拟采用ＨＰＬＣ特征指纹图谱技术［２４］对半夏曲发

酵过程物质基础变化进行研究，为进一步对半夏曲

发酵过程及物质基础研究提供借鉴。

１　材料

１１仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪；ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
ＳＢＡｑＣ１８（５μｍ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公

·８１８·
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司）；ＦＷ１３５型中草药粉碎机（上海隆拓仪器设备有
限公司）；ＤＬ７２０Ｄ数控超声波清洗器（上海之信仪
器有限公司）；ＲＪＴＧＬ１６Ｃ型高速离心机（无锡瑞江
分析仪器有限公司）；ＵＰＨＩＩ１０Ｔ型优普超纯水器
（成都超纯科技有限公司）；ＲＥ２０００Ｂ旋转蒸发仪
（上海亚荣生化仪器厂）；ＢＳ２００Ｓ电子天平（北京赛
多利斯天平有限公司）；中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（２００４Ａ版）。乙腈为色谱纯，水为超纯水，
其他试剂均为分析纯。

１２样品来源及制备

清半夏（四川新荷花中药饮片股份有限公司，批

号：Ｄ１３１０１０６）、白矾（四川新荷花中药饮片股份有
限公司，批号：１４０８０９０）、六神曲（四川辅正药业股
份有限公司，批号：１５０４１０）、面粉和生姜采购于附
近农贸市场；肌苷对照品（Ｌｏｔ：１４１０１３）、鸟苷对照
品（Ｌｏｔ：１４０６０７）、腺苷对照品（Ｌｏｔ：１４０５２１）均购
于成都普菲德生物技术有限公司。在四川辅正药业

股份有限公司代为加工，按照前期预实验结果，分

５个时间节点（０％，２５％，５０％，７５％，１００％）取
样；其处方为清半夏１６０ｇ，白矾１０ｇ，六神曲５ｇ，
生姜汁２０ｇ，面粉３２ｇ；加工工艺为取清半夏、白
矾、六神曲粉碎成细粉；生姜榨汁加适量水，与面

粉及上述细粉搅匀，制成软硬适宜的小块或颗粒，

发酵至产生 “黄衣”时［５］，取出，干燥，即得；发

酵过程样品详细信息见表１。

表１　半夏曲发酵过程样品

编号 发酵时间／ｈ 时间节点

Ｓ１ ０ ０％

Ｓ２ ３０ ２５％

Ｓ３ ６０ ５０％

Ｓ４ ９０ ７５％

Ｓ５ １２０ １００％

２方法与结果

２１色谱条件

色谱 柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＡｑ Ｃ１８ （５μｍ，

４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：乙腈（Ａ）水（Ｂ），梯
度洗脱，见表 ２；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：
２７０ｎｍ；进样量：１５μｌ；柱温：３０℃。

表２　流动相梯度洗脱条件表
时间／ｍｉｎ 乙腈／％ 水／％

０ ０ １００

２０ ２ ９８

２５ ２０ ８０

５０ ３０ ７０

６５ ４５ ５５

８５ ４５ ５５

２２对照品溶液的制备

精密称取肌苷、鸟苷和腺苷对照品适量，加

５０％甲醇定容至１００ｍＬ量瓶中，配成００２ｍｇ／ｍＬ
的混合对照品溶液。混合对照品色谱图见图１。

２肌苷；３鸟苷；４腺苷

图１　核苷类混合对照品ＨＰＬＣ色谱图

２３供试品溶液的制备

取不同发酵时间节点的半夏曲样品粉末（过４０目
筛）约２５ｇ，精密称定，置１００ｍＬ锥形瓶中，加甲
醇２５ｍＬ，称定重量，超声处理４５ｍｉｎ，放冷后，补
足重量，滤过，挥干，残渣用甲醇溶解，并定容至

５ｍＬ容量瓶中，经微孔滤膜（０４５μｍ）滤过，即得。

２４方法学考察

２４１空白实验　精密吸取甲醇溶液１５μＬ作为空白
溶液，注入高效液相色谱仪，按２１项下色谱条件
进行测定。结果表明，空白溶液对测定结果无干扰。

２４２分析时间的确定　精密吸取供试品溶液
１５μＬ，注入高效液相色谱仪，按２１项下色谱条件
进行分析，８５ｍｉｎ后继续保持体积分数４５％乙腈洗
脱６０ｍｉｎ，色谱图显示，保留时间８５ｍｉｎ后无色谱
峰，因此确定每次进样分析时间为８５ｍｉｎ。样品色
谱分析结果见图２。

图２　半夏曲发酵样品ＨＰＬＣ色谱（Ｓ１）

·９１８·
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２４３精密度考察　精密吸取同一供试品溶液
１５μＬ，连续进样６次，检测指纹图谱，结果表明各
色谱峰的相对保留时间的 ＲＳＤ在０１１％ ～１４３％，
各色谱峰的相对峰面积ＲＳＤ在０６８％ ～１９７％，说
明仪器精密度良好。

２４４稳定性考察　精密吸取同一供试品溶液
１５μＬ，分别在０ｈ、２ｈ、４ｈ、８ｈ、１６ｈ、２４ｈ不
同时间点进样，检测指纹图谱，结果表明各色谱峰

的相对保留时间的ＲＳＤ在０９３％～１７８％，各色谱
峰的相对峰面积ＲＳＤ在０７５％～２２４％，表明供试
品溶液在２４ｈ内稳定性较好。
２４５重复性实验　取同一样品，照２２实验方法，
平行制备６份供试品溶液，同时按照２１色谱条件
进行分析，检测指纹图谱，结果表明各色谱峰的相

对保留时间的ＲＳＤ在０５３％～１６５％，各色谱峰的
相对峰面积ＲＳＤ在１０５％～２３８％，表明该实验方
法重复性较好。

２５ＨＰＬＣ特征指纹图谱的分析

采用卫生部药典委员会推荐的 “中药色谱指纹

图谱相似度评价系统２００４（Ａ版）”对半夏曲发酵过
程的样品的色谱图进行特征指纹图谱分析，结果见

表３和图３。

表３　半夏曲发酵过程中各色谱峰情况

峰号
样品编号

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５

１ √ √ √ √ √

２ √ √ √ √ √

３ √ √ √ √ √

４ √ √ √ √ √

５ √ √ √ √ √

６ √ √ √ √ √

７ √ √ √ √ √

８ √ √ √ √ √

９ √ √ √ √ √

１０ √ √ √ √ √

１１ — — — — √

１２ — — — — √

１３ — — — — √

１４ — — — — √

１５ √ √ √ √ √

１６ — — — — √

１７ — — — — √

１８ — — — — √

１９ √ √ √ √ √
　注：“√”表示检出；“—”表示未检出

２肌苷；３鸟苷；４腺苷

图３　半夏曲发酵过程ＨＰＬＣ特征指纹图谱（Ａ）及对照图谱（Ｂ）

　　由表３和图３可知，半夏曲发酵过程样品均含
有肌苷（峰２）、鸟苷（峰３）、腺苷（峰４）３种核苷类
成分的共有峰，从色谱峰的分离度和峰形来看，选

择鸟苷色谱峰（相对保留时间约为１６９６７ｍｉｎ）作为
参照峰。以Ｓ５样品（即发酵终点１００％）为参照，进
行特征指纹图谱分析。实验结果表明：１，２，３，４，
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５，６，７，８，９，１０，１５，１９号色谱峰所代表的化合
物在半夏曲发酵过程中均存在；１１，１２，１３，１４，
１６，１７，１８色谱峰均是在 Ｓ４～Ｓ５（７５％ ～１００％）之
间产生，且１１，１２，１３，１４号色谱峰的相对峰面积
非常明显，反映其成分含量较高。

３　讨论

３１提取溶剂、色谱条件的考察

本研究对提取溶剂、色谱柱、流动相和检测波

长进行了考察，实验结果发现，在相同色谱条件下，

不同提取溶剂：水、甲醇、乙醇，以甲醇提取的样

品色谱峰数目较多，且分离度较好；ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
ＳＢＡｑＣ１８柱分离色谱峰能力优于ＧｌｏｂａｌＣ１８柱；分别
考察甲醇水、乙腈水、乙腈００５％磷酸水 ３种流
动相体系，结果表明乙腈水洗脱系统所得的色谱峰
较多且分离效果好；查阅有关半夏的文献资料［３，４］，

发现半夏炮制品中主要含强极性化合物，结合实验

分析，最终确定有机相流动相（乙腈）的变化范围为

０％～４５％；通过ＤＡＤ检测器对样品在２００～４００ｎｍ
进行紫外波段扫描，从３Ｄ图谱中发现在２７０ｎｍ色
谱峰数目多，且其强度及分离效果较好。在本研究

所建立的色谱条件下，半夏曲发酵过程不同时间节

点样品的化学成分分离效果良好，图谱清晰，方法

重复性良好、精密度较高，可用于反映半夏曲发酵

过程的化学成分变化。

３２半夏曲发酵过程ＨＰＬＣ特征指纹图谱分析

本研究通过对半夏曲发酵过程特征指纹图谱分

析，在半夏曲发酵过程中１，２，３，４，５，６，７，８，
９，１０，１５，１９号色谱峰所代表的化合物为半夏曲
原料本身中所含有的化学成分，其中峰２，峰３和峰

４所代表的核苷类化合物既是微生物生长与繁殖所
必需的原料，也是其代谢产物，对于这３种核苷类
化合物在自然发酵过程中的变化规律还有待进一步

研究；而１１，１２，１３，１４，１６，１７，１８色谱峰均是
在Ｓ４～Ｓ５（７５％～１００％）之间产生，且１１，１２，１３，
１４号色谱峰的峰面积非常明显，反映其成分含量较
高，这可能是在接近发酵终点（“黄衣”上遍）微生

物代谢产物急剧增加，后期可通过 ＬＣＭＳ或其他分
析手段对１１，１２，１３，１４号色谱峰（新产生的化合
物）进行分离与结构鉴定；可将其作为从化学成分方

面对半夏曲发酵与否进行鉴别。

本实验对半夏曲发酵过程的指纹图谱研究的目

的是为了揭示半夏曲在发酵过程中物质基础的变

化，通过对发酵过程样品的特征指纹图谱分析，在

一定程度上揭示了发酵对半夏曲物质基础变化规

律，对进一步研究半夏曲的物质基础具有一定的参

考意义。
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