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［摘要］　目的：建立不同产地蟾酥的ＨＰＬＣ指纹图谱，并进行聚类分析和主成分分析，为蟾酥及混伪品鉴定提
供快速可靠的分析方法。方法：收集１０批不同产地的蟾酥样品，采用 ＷａｔｅｒｓＭＳＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），纯水０１％三氟乙酸（ＴＦＡ）乙腈溶液为流动相梯度洗脱，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测波长２９６ｎｍ。
结果：提取１０个色谱峰为指纹图谱共有峰，并采用对照品指认了３个主要色谱峰，其中以对照品蟾毒灵为参照峰，
采用指纹图谱相似度评价软件、ＳＩＭＣＡ软件进行相似度分析和主成分分析。方法学考察实验表明，所建立的指纹图
谱方法重复性良好，简便可靠。不同来源的蟾酥药材相似度大于０９２。结论：本研究所建立的蟾酥药材指纹图谱方
法快速准确，灵敏度高，可为不同产地蟾酥质量控制和混伪品鉴别提供有效的手段。
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蟾酥为蟾蜍科动物中华蟾蜍Ｂｕｆｏｂｕｆｏｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ
Ｃａｎｔｏｒ或黑眶蟾蜍ＢｕｆｏｍｅｌａｎｏｓｔｉｃｔｕｓＳｃｈｎｅｉｄｅｒ耳后腺
和皮肤腺干燥分泌物，主产于河北、山东、四川等

地。蟾酥味甘、辛，性温，有毒，具有开窍醒神、

解毒、止痛等功效，主治恶疮、瘰疬、癌肿、咽喉

肿痛、牙痛等局部结肿及其引发的疼痛［１］。近年被

用于治疗急性心力衰竭、慢性支气管炎、坐骨神经

痛等［１２］。现代药理学研究表明，蟾酥具有抗肿瘤、

强心、局部麻醉、镇痛、抗炎等多种作用［３］。最新

研究显示，蟾酥可增强去甲肾上腺素所引起的大鼠

输精管的收缩，并呈剂量依赖性收缩反应。此外，

蟾酥还具有镇咳、利尿、兴奋肠道平滑肌以及促进

糖元抑制乳酸生成的胰岛素样作用［４］。蟾酥含有大

量蟾蜍毒素类物质，尚含有酯蟾毒配基３单辛二酸
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脂、蟾毒灵３单辛二酸酯、华蟾毒精３单辛二酸
酯、胆固醇、吲哚系碱类等成分，其中蟾蜍毒素类

成分是蟾酥的主要有效成分［５７］。蟾酥是临床常用的

名贵动物药之一，应用广泛，疗效确切。众多成方

制剂如六神丸、麝香保心丸、蟾酥注射液等均含有

该药材。由于蟾蜍基原动物的多样化，加之中药大

品种的技术升级以及蟾酥资源需求量的增加，蟾酥

价格不断高涨，不法商贩在蟾酥中掺假以谋取暴利，

导致市场商品蟾酥品种混杂、掺杂、掺假现象严重，

常见掺伪品主要包括：淀粉、泥沙、蛋白、松香粉、

牙膏、肥皂、猪油等杂质［８］。混伪品导致蟾酥质量

差异较大，不能保证用药的有效性和安全性。因此

建立有效可靠的蟾酥药材鉴定方法，用于严格控制

蟾酥药材及饮片的质量显得尤为重要。

蟾酥常用的传统真伪鉴别方法包括外观形状鉴

别和理化鉴别。但由于蟾酥经过初加工后，缺乏基

原动物的外观形态，传统鉴别法存在一定的局限性。

近年来，随着ＤＮＡ分子鉴定技术的发展，基于 ＣＯＩ
基因条形码技术的药材分子鉴定为动物药材的鉴别

提供了全新而有效的辅助手段［９］。但由于蟾蜍是两

栖类动物，且该两栖类物种基因组受环境影响较大，

基因组存在较大的变异性，单纯依靠 ＣＯＩ测序难以
对蟾蜍进行鉴定。此外，在蟾酥加工过程中，ＤＮＡ
受到较大破坏，因此难以从蟾酥中提取线粒体ＤＮＡ，
更增加了通过条形码鉴定混伪品的难度。中药色谱

指纹图谱是一种综合的、整体的鉴定手段，可较全

面地反映药材／饮片的化学成分以及特征峰面积的相
对比例。在对药材／饮片指纹图谱分析的基础上，采
用不同的统计处理方法进行化学模式识别，可在药

材／饮片质量、产地、种属、真伪的判别中克服人工
鉴定的主观因素，从而更加准确地对药材进行真伪鉴

别和质量评价，应用广泛［１０１１］。本研究采用ＨＰＬＣ梯
度洗脱法构建不同产地蟾酥药材指纹图谱，并对１０
批样品进行相似度评价、聚类分析和主成分分析，旨

在为蟾酥的质量控制和鉴别研究提供科学依据。

１　仪器与材料

１１仪器

Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱系统，Ｗａｔｅｒｓ２９９６型
二极管阵列检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站（美国
Ｗａｔｅｒｓ公司），ＭＥＴＴＬＥＲＡＢ２０４Ｓ万分之一电子天
平，ＭＥＴＴＬＥＲＡＧ２８５十万分之一电子天平，ＭｉｌｌｉＱ

纯水器（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）

１２试剂

甲醇、乙腈为色谱纯（美国ＴＥＤＩＡ公司）；水为
超纯水；其他试剂为分析纯。

１３对照品

蟾毒它灵、蟾毒灵以及华蟾毒精对照品由江苏

省中医药研究院化学研究室提供，纯度＞９８％。

１４实验样品采集及鉴定

本研究所用蟾酥样品详见表 １。所有样品均由
江苏省中药研究院中药资源实验室钱士辉研究员

鉴定。

表１　蟾酥样品信息
编号 样品 产地 采集时间

Ｓ１ 蟾酥 山东省沂水 ２０１７年８月

Ｓ２ 蟾酥 四川青城山 ２０１７年８月

Ｓ３ 蟾酥 浙江省台州 ２０１７年８月

Ｓ４ 蟾酥 福建福州 ２０１７年８月

Ｓ５ 蟾酥 广西河池 ２０１７年８月

Ｓ６ 蟾酥 湖南郴州 ２０１７年８月

Ｓ７ 蟾酥 江西九江 ２０１７年８月

Ｓ８ 蟾酥 安徽黄山 ２０１７年８月

Ｓ９ 蟾酥 湖北鄂州 ２０１７年８月

Ｓ１０ 蟾酥 江苏南京 ２０１７年８月

２　实验方法

２１色谱条件

利用高效液相色谱法，采用 ＷａｔｅｒｓＭＳＣ１８色谱

柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：纯水和
０１％ ＴＦＡ乙腈溶液 （梯度洗脱）；检测波长：
２９６ｎｍ；柱温：３０℃；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样
体积３０μＬ。

表２　纯水（Ａ）０１％ ＴＦＡ乙腈（Ｂ）梯度洗脱
ｔ／ｍｉｎ 流量／ｍＬ·ｍｉｎ－１ 溶剂Ａ％ 溶剂Ｂ％

０ １ ９８ ２

１０ １ ９２ ８

３０ １ ７０ ３０

４５ １ ６０ ４０

６０ １ ５０ ５０

６５ １ ５０ ５０

７０ １ ９８ ２

·３６２１·
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２２对照品溶液的制备
精密称取蟾毒它灵、蟾毒灵以及华蟾毒精对照

品适量，分别用甲醇溶解得对照品溶液。精密吸取

各对照品溶液１ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，甲醇稀释至
刻度，摇匀，作为混合对照品溶液。

２３供试品溶液的制备
称取蟾酥细粉约０５ｇ，精密称定，置具塞锥形

瓶中，加入５０ｍＬ甲醇称质量，加热回流提取１ｈ，
放冷，加甲醇补足损失质量，摇匀，静置，上清液

经０４５μｍ微孔滤膜滤过，续滤液作为供试品溶液。

３　实验结果

３１方法学验证
３１１精密度试验　取蟾酥供试品溶液（Ｓ１），按２１
项下色谱条件连续进样６次，采用 《中药色谱特征

图谱相似度评价系统（２０１２版）》分析，以蟾毒灵为
参照物，各共有峰相对保留时间ＲＳＤ为００９６０％～
０１５６９％，相对峰面积ＲＳＤ为０８４０６％～３３４９３％，
均小于５％，符合指纹图谱检测要求。
３１２稳定性试验　取蟾酥供试品溶液（Ｓ１）分别在
０、２、４、１２、２４ｈ进行ＨＰＬＣ检测，以蟾毒灵为参照
物，各共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ值为０２６３６％ ～
０５２１２％，相对峰面积ＲＳＤ为２４１４０％～３６６６３％，
表明供试液２４ｈ内稳定。
３１３重复性试验　取同一份蟾酥样品（Ｓ１）６份，按
２３项下方法制备样品溶液，按２１项下色谱条件进
样，采用 《中药色谱特征图谱相似度评价系统（２０１２
版）》分析，以蟾毒灵为参照物，各共有峰相对保

留时间 ＲＳＤ为００６３９％ ～０４３９０％，相对峰面积
ＲＳＤ为０６５９２％～４９５２０％，表明重复性良好。

３２不同产地蟾酥指纹图谱的建立与分析
３２１ＨＰＬＣ指纹图谱测定　取不同产地１０批蟾酥
样品，按２３项下方法制备供试品溶液，按２１项
下色谱条件测定，记录色谱图，结果见图１。

图１　蟾酥ＨＰＬＣ特征图（Ｓ１～Ｓ１０）

３２２对照指纹图谱的建立和共有峰的标定　将
３２１条件下测定的色谱图数据导入相似度评价系
统软件，以Ｓ１样品为参考图谱，时间窗宽度设为
０１ｓ，中位数法生成对照指纹图谱（图２）。蟾酥色
谱指纹图谱以保留时间为４４０７９６ｍｉｎ的９号峰作
为参照峰Ｓ，对不同蟾酥药材的指纹图谱进行考察，
共确定了１０个共有峰，各共有峰面积见表３。

图２　蟾酥对照指纹图谱

表３　不同产地１０批蟾酥药材共有峰面积
Ｎｏ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

Ｓ１ ３７５３５８１ ８２５６１８４ ６０３１０３４ ３９９７６４３ ２９０４６６９ ５９１７３９６ ２４２１９３７０ １５３３４５００ ３１１４２３３０ ７７５８６８７０
Ｓ２ ３８１４４０６ ７８０８０７７ ５６８６７７１ ３７４２６８１ ２７５４３１３ ５６０５５６５ ２２９７２２４０ １４５４３８１０ ２９５９５５６０ ７５２５０６００
Ｓ３ ３０２４６４４ ６５０２３４１ ４６６８１９４ ３１６１８１４ ２２３６００９ ４６９３９２８ １９２６８０９ １２２３８７５０ ２５０９２８５０ ６９４１１２７０

Ｓ４ ３８４０９３８ ５６６５８１１ ４３９８９４１ ３７８３４５０ ２６３７９１６ ５５０８８８１ ２２５４０１６０ １４３３３１３０ ２９４９５７３０ ７６４６５９１０
Ｓ５ ４１５７３３２ ４７８２３４６ ４２８３２６８ ３８９９２７５ ２６９６０８９ ５７０７２６７ ２３４０１５７０ １４８００９４０ ３０３２９８００ ７７０００１００
Ｓ６ ４８７３６７６ ８５７４３６０ ６０８５８６６ ４２５１８４５ ２９１５２１１ ６１４００９７ ２５２９１７４０ １６０００１３０ ３２８３６８７０ ７９２１２１２０

Ｓ７ ５１２０３３９ ６５６７９０８ ６２８２３７４ ４１５２６３６ ２９９３９７９ ５９９４４０１ ２４６２７８７０ １５４６７２５０ ３１６１６４２０ ７９５８１５４０
Ｓ８ ４７４５７８４ ８１２３５５３ ５９３６８９７ ３９１４６５９ ２７９２６６８ ５６８９４２２ ２３５８６４１０ １４８２１９１０ ３０３５９１５０ ７７７６９３７０

Ｓ９ ３７７５４６５ ６９７２２２２ ４９９１９８８ ３３６７５２１ ２３４２７９４ ４９０６８７１ ２０３４７１３０ １２８６２３３０ ２６４４７４７０ ７１７１８４６０
Ｓ１０ ３９５１１８１ ７７８２３０４ ５６００３６２ ３７８６７２１ ２６２９９２１ ５５１０８７６ ２２７５９４００ １４４０４４２０ ２９６７０７９０ ７５６８２９５０
Ｒ ４１０５７３５ ７１０３５１０ ５３９６５７０ ３８０５８２５ ２６９０３５７ ５５６７５７０ ２２９０１３９７ １４４８０７１６ ２９６５８６９９ ７５９６７９１９

ＲＳＤ／％ １５４３ １７３１ １３８２ ８７１ ９０８ ８２ ８１１ ７９４ ７８１ ４２２
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３２３指纹图谱分析　由图１可知，蟾酥化学成分复
杂，不同产地蟾酥化学组成基本相似，但含量差别

较大，其共有峰面积 ＲＳＤ为 ４２２％ ～１７３１％，在
１０批次样品图中９号色谱峰（蟾毒灵）的分离度良
好，所有样品共有且为蟾酥主要成分之一，因此将

其确定为参照峰Ｓ。
３２４相似度评价　使用 《中药色谱特征图谱相似度

评价系统软件（２０１２版）》对１０批蟾酥药材色谱数据
进行分析，以 Ｓ１样品色谱图谱作为参照图谱，采用
“中位数”法生成对照图谱，得到１０批蟾酥药材特征
图谱及相似度。结果１０批不同产地蟾酥药材各色谱图
相似度在０９２０～０９６７，表明１０批药材相似度较好。

表４　不同产地蟾酥ＨＰＬＣ指纹图谱相似度计算结果
编号 相似度 编号 相似度

Ｓ１ ０９３５ Ｓ６ ０９２０

Ｓ２ ０９５８ Ｓ７ ０９６２

Ｓ３ ０９３７ Ｓ８ ０９６６

Ｓ４ ０９３９ Ｓ９ ０９６７

Ｓ５ ０９５６ Ｓ１０ ０９６６

３３主成分分析
以蟾酥指纹图谱中标定的共有峰相对峰面积为

变量，用ＳＰＳＳ１７０统计分析软件的因子分析进行主
成分分析，以主成分的特征根及贡献率作为选择主

成分的依据。主成分个数提取原则是取主成分对应

的特征值大于１的前２个主成分，其累计贡献可以
达到８７５５８％，即包括了大部分信息。其中第一主
成分特征值为 ５９７７，方差贡献率为 ５９７６９％；第
二个主成分特征值 为 ２７７９，方 差 贡 献 率 为
２７７８９％。分别以第一、第二主成分来建立坐标系，
得到所有样本ＰＣＡ二维投影图（图４），图中每一个
点对应一个产地，１０个产地可分为３类。

图３不同产地蟾酥药材ＰＣＡ图

３４共有蜂的确认

本研究对１０批蟾酥供试品溶液进行指纹图谱检
测，确定了 １０个共有峰，并通过与对照品溶液比
对，指认了其中３个色谱峰，分别为 ７号（蟾毒它
灵）、９号（蟾毒灵）、１０号（华蟾毒精）。结果见图４。

注：Ａ对照品；Ｂ蟾酥样品；７蟾毒它灵；９蟾毒灵；１０华

蟾毒精。

图４　对照品和蟾酥样品ＨＰＬＣ图

４　结论

蟾酥为蟾蜍科动物中华蟾蜍Ｂｕｆｏｂｕｆｏｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ
Ｃａｎｔｏｒ或黑眶蟾蜍ＢｕｆｏｍｅｌａｎｏｓｔｉｃｔｕｓＳｃｈｎｅｉｄｅｒ耳后腺
和皮肤腺干燥分泌物。我国分布的蟾蜍科蟾蜍属动

物品种众多，达十余种之多。分布最广的是中华大

蟾蜍、花背蟾蜍 ＢｕｆｏｒａｄｄｅｉＳｔｒａｕｃｈ、黑眶蟾蜍和华
西蟾蜍ＢｕｆｏｂｕｆｏＡｎｄｒｅｗｓｉ。有研究表明，不同基原动
物蟾酥成分差异显著。不同品种蟾蜍地理上交叉分

布，加上捕捉者缺乏动物品种的准确辨识，易导致

蟾酥品种混杂现象以及蟾酥药材质量的参差不齐，

从而严重影响药材疗效及安全性，增加临床用药的

安全风险。

本研究收集了１０批不同产地的蟾酥药材，优化
色谱条件，建立了蟾酥的 ＨＰＬＣ指纹图谱。在１０个
共有峰中，有３个色谱峰经与对照品溶液比对，分
别指认为蟾毒它灵、蟾毒灵、华蟾毒精。使用中药

色谱指纹图谱相似度评价系统分析不同批次蟾酥样

品的相似度为０９２０～０９６７，表明１０批药材相似度
较高。利用ＰＣＡ方法对蟾酥药材的 ＨＰＬＣ指纹图谱
进行分析。聚类分析结果表明，１０批样品可分成
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３类，样品 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ１０聚为一类，
样品Ｓ３、Ｓ９聚为一类，样品 Ｓ４、Ｓ５聚为一类，与
相似度结果一致。

本研究建立了蟾酥的 ＨＰＬＣ指纹图谱，共确定
了１０个共有蜂。中药指纹图谱可以全面反映蟾酥药
材的化学成分以及各特征性有效成分间峰面积的相

对比例，进而反映蟾酥药材的内在质量，为蟾酥药

材判断真伪、评价优劣、考察稳定性和一致性提供

依据。本实验采用指纹图谱结合 ＰＣＡ对不同产地蟾
酥进行质量评价，所建立的测定方法快速准确，灵

敏度高，可为蟾酥药材的质量控制和质量鉴别提供

有效手段。
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