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·中药工业·
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 ［通信作者］　王举涛，教授，研究方向：中药质量研究；Ｅｍａｉｌ：ｗｊｔ５９１＠１６３ｃｏｍ

大别山红天麻饮片多指标质量标志物研究
△

耿文洁１，汪聪聪１，刘劲松１，桂双英１，彭代银１，王举涛１，２

１安徽中医药大学，安徽　合肥　２３００１２；
２中药研究与开发安徽省重点实验室，安徽　合肥　２３００１２

［摘要］　目的：对大别山红天麻饮片质量标志物进行研究，多指标成分评价测定其中９种质量标志物，推进红
天麻质量标志物的相关研究进展。方法：采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），以天麻素为内参物（ＺＳ），建立该成分与腺
苷、对羟基苯甲醇、对羟基苯甲醛、对羟基苯甲酸、巴利森苷Ａ、巴利森苷Ｂ、巴利森苷 Ｃ、巴利森苷 Ｅ的相对校
正因子，采用相对校正因子计算各成分的质量分数，建立大别山产红天麻饮片的质量标准。结果：红天麻饮片质量

标志物的９种成分均达到基线分离，线性关系均良好（ｒ≥０９９９５）；平均加样回收率为９６８６％～１０２２１％。相对校
正因子的ＲＳＤ均小于２％。并指认出其指纹图谱中１０种化学成分，建立大别山红天麻特征图谱。结论：一测多评
（ＱＡＭＳ）简便、准确、专属性强，选择的质量标志物科学合理，可用于大别山红天麻饮片多指标质量标志物的同步
测定，建立的含量测定方法可为红天麻的质量评价及控制提供参考。
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［中图分类号］　Ｒ２８４　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７３４８９０（２０２１）０３０５２４０６
ｄｏｉ：１０１３３１３／ｊｉｓｓｎ１６７３４８９０２０２００６０１００３

ＳｔｕｄｙｏｎＭｕｌｔｉｉｎｄｉｃａｔｏｒＱｕａｌｉｔｙＭａｒｋｅｒｓｏｆＲｅｄＧａｓｔｒｏｄｉａＤｅｃｏｃｔｉｏｎＰｉｅｃｅｓｉｎＴａｐｉｅｈＭｏｕｎｔａｉｎ
ＧＥＮＧＷｅｎｊｉｅ１，ＷＡＮＧＣｏｎｇｃｏｎｇ１，ＬＩＵＪｉｎｓｏｎｇ１，ＧＵＩＳｈｕａｎｇｙｉｎｇ１，ＰＥＮＧＤａｉｙｉｎ１，ＷＡＮＧＪｕｔａｏ１，２

１ＡｎｈｕｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｅｆｅｉ２３００１２，Ｃｈｉｎａ；
２ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｅｓｅａｒｃｈ＆ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｅｆｅｉ２３００１２，Ｃｈｉｎａ

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆｒｅｄＧａｓｔｒｏｄｉａｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓｉｎＴａｐｉｅｈＭｏｕｎｔａｉｎ，ｅｖａｌｕａｔｅ
ａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎｅ９ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｉｎｍｕｌｔｉｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆＲｅｄ
ＧｅｌａｔａＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄ，ｗｉｔｈｇａｓｔｒｏｄｉｎａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌ（ＺＳ），ａｎｄｔｈｉｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｐｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｙｌａｌｃｏｈｏｌ，ｐｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ，ｐｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，ｐａｒｉｓｏｎＡ，
ｐａｒｉｓｏｎＢ，ｐａｒｉｓｏｎＣａｎｄｐａｒｉｓｏｎＥＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，
ａｎｄｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒｔｈｅｒｅｄＧｅｌａｔａｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅＴａｐｉｅｈＭｏｕｎｔａｉｎａｒｅａｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
Ｒｅｓｕｌｔｓ：９ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆＲｅｄＧｅｌａｔａｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓａｌｌｒｅａｃｈｅｄｂａｓｅｌｉｎｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗａｓｇｏｏｄ（ｒ≥０９９９５）Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９６８６％ ｔｏ１０２２１％ＴｈｅＲＳＤｖａｌｕｅｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅ
ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌ＜２％Ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ１０ｋｉｎｄｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｉｔｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ，ａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｍａｐｏｆＧｅｌａｔａｉｎＴａｐｉｅｈＭｏｕｎｔａｉｎＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｏｎｅｔｅｓｔｍｕｌｔｉｅｖａｌｕａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，
ａｎｄｈｉｇｈｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃ，ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓａｒｅｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃａｎｄｒｅａｓｏｎａｂｌｅＩｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｉｎｄｅｘｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆＴａｐｉｅｈｓｈａｎＲｅｄＧｅｌａｔａｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｃｏｎｔｅｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｐｒｏｖｉｄｅｓａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｅｄＧｅｌａｔａ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＲｅｄＧａｓｔｒｏｄｉａｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓｉｎＴａｐｉｅｈＭｏｕｎｔａｉｎ；ｑｕａｌｉｔｙｍａｒｋｅｒｓｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ；
ＱＡＭＳ；ｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄ

天麻为兰科天麻属寄生植物天麻 Ｇａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａ
Ｂｌ的干燥块茎，是我国沿用已有一千多年历史的传

统滋补名贵中药材之一，且可药食两用［１］。天麻性

平，味甘，归肝经，具有息风止痉、祛风通络、平
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抑肝阳等功效［２］，主要用于肝风内动、惊痫抽搐、

眩晕、头痛及中风手足不遂、风湿痹痛等证。我国

天麻可分为 ５种变型：红天麻、绿天麻、乌天麻、
松天麻和黄天麻［３］。安徽大别山地区主产红天麻，

其为天麻的原变型，具有很高的研究价值。

质量标志物主要依据中药属性、制造过程及配

伍理论等特点提出，是中药及中药复方质量评价的

指标性成分［４５］。以 １～２种活性成分或指标成分
进行定性定量分析的质量评价模式已经不能满足中

药质量评价的要求，多指标综合质量评价模式已成

为中药质量评价的新需求，也是新的研究趋势［６８］。

本研究通过一测多评（ＱＡＭＳ）研究大别山红天麻质
量标志物及特征图谱，为其质量标准的建立提供

参考。

１　材料

１１　仪器
ＤＺＦ６０５０型真空干燥箱（上海博讯设备厂）；

ＡＵＷ２２０Ｄ型分析天平、ＬＣ１０ＡＤ型日本岛津高效液
相色谱仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）；ＨＨ６型数显恒温水浴锅（金
坛市朗博仪器制造有限公司）；ＡｎｋｅＴＧＬ１６Ｇ型离心
机（上海安亭仪器科学仪器厂）；ＫＱ２２００型超声波
清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；Ｔｈｅｒｍｏ
ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００型高效液相色谱仪；Ｗａｔｅｒｓ１５２５型高
效液相色谱仪。

１２　试药
对照品天麻素（批号：ＤＳＴ１８０４１１０１３）、腺苷

（批号：ＤＳＴ１８１１１００４７）、５羟甲基糠醛（批号：
ＤＳＴ１８０７０９０５６）、对羟基苯甲醇（批号：ＤＳＴ１８１２１６
１２３）、对羟基苯甲醛（批号：ＤＳＴ１９０５１２１２９）、巴
利森苷Ａ（批号：ＤＳＴ１８０４１９１０２）、巴利森苷 Ｅ（批
号：ＤＳＴ１９０２１４０６６）纯度≥９８％；对照品巴利森苷 Ｂ
（批号：ＤＳＴ１９０２１４０６３）、巴利森苷 Ｃ （批号：
ＤＳＴ１９０２１４０６４）纯度≥９７％；对照品对羟基苯甲酸
（批号：ＤＳＴ１８０５０６１１４，纯度≥９９％），以上对照
品均购自成都德斯特生物科技有限公司；乙腈、磷

酸均为色谱纯；水为纯化水；其他试剂均为分

析纯。

从大别山地区分别收集１０批红天麻饮片，经安
徽中医药大学杨青山副教授鉴定为兰科天麻属植物

天麻ＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａＢｌ的干燥块茎。留样均保存于
安徽中医药大学天然药物化学实验室。样品信息见

表１。

表１　１０批红天麻饮片产地信息
批号 编号 产地

２０１８１２００１Ｙ Ｓ１ 安徽金寨县

２０１８１２００２Ｙ Ｓ２ 安徽金寨县

２０１８１２００３Ｙ Ｓ３ 安徽金寨县

２０１８１２００４Ｙ Ｓ４ 安徽岳西县

２０１８１２００５Ｙ Ｓ５ 安徽岳西县

２０１８１２００６Ｙ Ｓ６ 安徽霍山县

２０１８１２００７Ｙ Ｓ７ 安徽霍山县

２０１８１２００８Ｙ Ｓ８ 湖北黄冈市

２０１８１２００９Ｙ Ｓ９ 湖北黄冈市

２０１８１２０１０Ｙ Ｓ１０ 湖北黄冈市

２　方法与结果

２１　色谱条件

色谱柱为 ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＣ１８（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）０２％磷酸水
溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～２１ｍｉｎ，３％ ～５％Ａ；２１～
４２ｍｉｎ，５％ ～１４％Ａ；４２～５６ｍｉｎ，１４％Ａ；５６～
６０ｍｉｎ，１４％～２０％Ａ；６０～６５ｍｉｎ，２０％ ～３４％Ａ；
６５～７８ｍｉｎ，３４％ ～９５％Ａ；７８～８３ｍｉｎ，９５％ ～
３％Ａ；８３～９０ｍｉｎ，３％Ａ）；检测波长：２７０ｎｍ；柱
温：３０℃；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：１０μＬ。
理论塔板数按天麻素峰计算应不低于５０００。在此条
件下，９种质量标志物与相邻色谱峰的分离度均大
于１５，见图１。

注：Ａ混合对照品；Ｂ供试品（批号：２０１８１２００１Ｙ）；

１腺苷；２天麻素；３对羟基苯甲醇；４对羟基苯甲酸；

５对羟基苯甲醛；６巴利森苷 Ｅ；７巴利森苷 Ｂ；８巴利

森苷 Ｃ；９巴利森苷 Ａ；图２同。

图１　混合对照品及大别山红天麻饮片ＨＰＬＣ
供试品色谱图
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２２　混合对照品溶液的制备

精密称取腺苷、天麻素、对羟基苯甲醇、对羟基

苯甲醛、对羟基苯甲酸、巴利森苷 Ａ、巴利森苷 Ｂ、
巴利森苷 Ｃ、巴利森苷 Ｅ对照品各适量，加３０％乙
腈，制成质量浓度分别为０１２７０、０１８０６、００１７５、
０００１５、００００９、０２３８０、０１３５０、００４７０、
０１１３２ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液，摇匀，于冰箱
中避光保存，备用，滤过，即得。

２３　供试品溶液的制备

取红天麻饮片粉末（过三号筛）约０４ｇ，精密称
定，置 ５０ｍＬ圆底烧瓶中，精密加入 ３％乙腈
２５ｍＬ，称定质量；置于 ８５℃的水浴锅中，回流
０５ｈ，放冷，补足减失的质量，０２２μｍ微孔滤膜
滤过，即得。

２４　方法学考察

２４１　线性关系考察　精密吸取２２项下混合对照
品储备液２、４、６、８、１０、１２μＬ注入液相色谱仪。
以各对照品的质量为横坐标，相应的峰面积值为纵

坐标，绘制标准曲线，见表２。结果表明，９种质量
标志物成分在相应范围内线性关系良好。

表２　大别山红天麻饮片线性关系标准曲线
成分 回归方程 线性范围／ｍｇ ｒ

腺苷 Ｙ＝０７４１６Ｘ＋１３２９５ ０２５４０～１５２４０ ０９９９５

天麻素 Ｙ＝０３９５９Ｘ＋１０５８８ ０３６１２～２１６７２ ０９９９８

对羟基苯甲醇 Ｙ＝１０７１１Ｘ＋０００４１ ００３５０～０２１００ ０９９９７

对羟基苯甲酸 Ｙ＝６７３６５Ｘ＋０００２６ ０００１８～００１０８ ０９９９５

对羟基苯甲醛 Ｙ＝１０３５７Ｘ＋０００４６ ０００３０～００１８０ ０９９９７

巴利森苷Ａ Ｙ＝０６６０６Ｘ＋２２３２４ ０４７６０～２８５６０ ０９９９６

巴利森苷Ｂ Ｙ＝１８４５７Ｘ－００４８２ ０２７００～１６２００ ０９９９６

巴利森苷Ｃ Ｙ＝０８１５５Ｘ＋０２８１９ ００９４０～０５６４０ ０９９９８

巴利森苷Ｅ Ｙ＝１７９２５Ｘ－００３４１ ０２２６４～１３５８４ ０９９９５

２４２　精密度试验　精密吸取同一供试品（批号：
２０１８１２００１Ｙ）溶液１０μＬ，按２１项下色谱条件连续
进样６次，记录各组分色谱峰面积。结果表明，腺
苷、天麻素、对羟基苯甲醇、对羟基苯甲醛、对羟

基苯甲酸、巴利森苷 Ａ、巴利森苷 Ｂ、巴利森苷 Ｃ、
巴利森苷 Ｅ的峰面积 ＲＳＤ分别为１２６％、１４４％、
０５９％、０９１％、０７３％、０２２％、０２１％、０８３％、
０３５％，结果ＲＳＤ均小于２％，表明仪器的精密度
较好。

２４３　稳 定 性 试 验　取 同 一 供 试 品 （批 号：

２０１８１２００１Ｙ）溶液，分别于制备后０、３、６、９、１２、
２４ｈ进样 １０μＬ，测得腺苷、天麻素、对羟基苯甲
醇、对羟基苯甲醛、对羟基苯甲酸、巴利森苷 Ａ、
巴利森苷 Ｂ、巴利森苷 Ｃ、巴利森苷 Ｅ峰面积的
ＲＳＤ 分 别 为 １２１％、１５６％、０５５％、１０６％、
１０６％、０２８％、０３２％、０５８％、０２２％，结 果
ＲＳＤ均小于２％，说明供试品溶液在 ２４ｈ内稳定。
２４４　重复性试验　精密称取同批次大别山红天麻
饮片（批号：２０１８１２００１Ｙ）粉末（过三号筛）约０４ｇ，
按２３项下供试品溶液的制备，平行制备６份，按
２１项下色谱条件进样测定。结果表明，腺苷、天
麻素、对羟基苯甲醇、对羟基苯甲醛、对羟基苯甲

酸、巴利森苷Ａ、巴利森苷Ｂ、巴利森苷Ｃ、巴利森
苷 Ｅ的质量分数 ＲＳＤ分别为 １０５％、１２３％、
０４６％、１２９％、１５４％、０７３％、０６８％、０４８％、
０５８％，结果ＲＳＤ均小于２％，表明重复性良好。
２４５　加样回收率试验　精密称取已测定的大别山
红天麻饮片粉末（过三号筛）约０２ｇ，加入一定量的
混合对照品溶液，平行制备６份，按２１项下色谱
条件进样测定。结果表明，腺苷、天麻素、对羟基

苯甲醇、对羟基苯甲醛、对羟基苯甲酸、巴利森苷

Ａ、巴利森苷 Ｂ、巴利森苷 Ｃ、巴利森苷 Ｅ的平均加样
回收率分别为９８３３％、１０１８５％、１０１０６％、９８５９％、
９７４６％、９６８６％、１００７４％、１０２２１％、９９０２％，
ＲＳＤ分别为１５７％、１１０％、１４９％、１６７％、１５４％、
１３１％、１４９％、１２３％、１６１％。

２５　ＱＡＭＳ含量测定

２５１　相对校正因子的计算　以天麻素为内标，按
公式（１）计算其他８种成分的相对校正因子，结果见
表３。

ｆｋ／ｍ＝ｆｋ／ｆｍ＝（Ｃｋ×Ａｍ）／（Ｃｍ／Ａｋ） （１）
式中ｆ代表相对校正因子，ｋ代表内标物，ｍ代

表其他组分，Ｃｋ为内标物质量浓度，Ａｋ为内标物峰
面积，Ｃｍ为其他组分的质量浓度，Ａｍ为其他组分的
峰面积。

２５２　相对校正因子的耐用性考察
２５２１　不同仪器对 ｆ的影响　考察 Ｗａｔｅｒｓ、
Ｔｈｅｒｍｏ、岛津３个品牌的高效液相色谱仪对 ｆ的影
响，结果见表４。
２５２２　不同色谱柱对 ｆ的影响　考察 Ａｇｉｌｅｎｔ５
ＴＣＣ１８（２）（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
ＧｅｍｉｎｉＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌ

·６２５·



２０２１年３月　第２３卷　第３期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｍａｒ２０２１　Ｖｏｌ２３　Ｎｏ３

表３　腺苷等８种成分相对校正因子
进样量 腺苷 对羟基苯甲醇 对羟基苯甲酸 对羟基苯甲醛 巴利森苷Ａ 巴利森苷Ｂ 巴利森苷Ｃ 巴利森苷Ｅ

２μＬ １７９５４ ０６７８１ ０９２８４ ０８６３０ １２９５１ １４２０６ １４０５６ １５５３０

４μＬ １７８６７ ０６７５６ ０９３９２ ０８７７６ １２８６２ １４２３９ １３９２３ １５４０４

６μＬ １７７５２ ０６７８６ ０９２２２ ０８８７３ １２６９３ １４２４６ １３８７８ １５１６１

８μＬ １７６６３ ０６６３６ ０９２５２ ０８８９４ １２７６９ １４１５１ １３７３０ １５４７２

１０μＬ １７８３１ ０６８２０ ０９１５３ ０８８１０ １２８９１ １４３６２ １４０２８ １５２６１

平均值 １７８１３ ０６７５６ ０９２６１ ０８７９７ １２８３３ １４２４１ １３９２３ １５３６６

ＲＳＤ／％ ０４７ ０７１ ０６７ ０８５ ０６４ ０３６ ０６８ ０８０

表４　不同仪器对红天麻饮片中８种成分相对校正因子的影响
色谱仪 腺苷 对羟基苯甲醇 对羟基苯甲酸 对羟基苯甲醛 巴利森苷Ａ 巴利森苷Ｂ 巴利森苷Ｃ 巴利森苷Ｅ

Ｗａｔｅｒｓ１５２５ １８４８９ ０６９９８ ０９５２３ ０８９５２ １３０３４ １４６８２ １４２７３ １５８４６

Ｔｈｅｒｍｏ３０００ １７９２３ ０６７９３ ０９２４８ ０８７３４ １２８４８ １４２５７ １３９７６ １５３７５

岛津ＬＣ１０Ａ １７８８８ ０６７２３ ０９１９８ ０８６４１ １２５８６ １４１７５ １３８５６ １５２９５

平均值 １８１００ ０６８３８ ０９３２３ ０８７７６ １２８２３ １４３７１ １４０３５ １５５０５

ＲＳＤ／％ １４３ １５６ １４３ １３４ １２３ １４４ １１３ １４６

ＧＯＬＤＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）３种色谱柱对 ｆ
的影响，结果见表５。结果表明，ｆ对不同品牌色谱
柱具有良好的适应性。

２５３　１０批次样品含量测定结果　取１０批大别山
区产红天麻样品，按照２３项下方法制备供试品溶
液，按照２１项下色谱条件进样分析，测定其９种
质量标志物成分的含量，结果见表６。１０批样品中各

成分质量分数分别为腺苷２２３４７～２６５５７ｍｇ·ｇ－１、天
麻素８０８０～１０３２０ｍｇ·ｇ－１、对羟基苯甲醇４６２９～
８３０１ｍｇ·ｇ－１、对羟基苯甲酸０６３８～１６２７ｍｇ·ｇ－１、
对羟基苯甲醛 ３２９８～６６３３ｍｇ·ｇ－１、巴利森苷 Ｅ
１３５９４～１９９０５ｍｇ·ｇ－１、巴利森苷 Ｂ１８０２９～
２４４８０ｍｇ·ｇ－１、巴利森苷 Ｃ４９４２～６９２１ｍｇ·ｇ－１、
巴利森苷Ａ２５９３９～３１１４７ｍｇ·ｇ－１。

表５　不同色谱柱对红天麻饮片中８种成分相对校正因子的影响
色谱柱 腺苷 对羟基苯甲醇 对羟基苯甲酸 对羟基苯甲醛 巴利森苷Ａ 巴利森苷Ｂ 巴利森苷Ｃ 巴利森苷Ｅ

Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ １７５７６ ０６７２６ ０９０４４ ０８９３４ １２５５８ １４３４１ １３９７８ １５４７８

Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ １８２１９ ０６９４８ ０９３１４ ０８４９８ １２３４４ １３９４３ １３６７８ １４８９７

Ｔｈｅｒｍｏ １７９２７ ０６８９６ ０９３２８ ０８６８２ １２８３１ １４４１２ １４１２３ １５５２７

平均值 １７９０７ ０６８５７ ０９２２９ ０８７０５ １２５７８ １４２３２ １３９２６ １５３０１

ＲＳＤ／％ １２３ １２７ １３３ １７６ １３４ １３５ １１９ １７６

表６　１０批红天麻饮片样品中９种质量标志物含量测定结果（ｎ＝３）
ｍｇ·ｇ－１

批号
质量分数

腺苷 天麻素 对羟基苯甲醇 对羟基苯甲酸 对羟基苯甲醛 巴利森苷Ｅ 巴利森苷Ｂ 巴利森苷Ｃ 巴利森苷Ａ

２０１８１２００１Ｙ ２２９９９ ９９７３ ５９５１ ０７２９ ３２９８ １７４５５ １８７９７ ４９４２ ２７７６９

２０１８１２００２Ｙ ２６５５７ １０２７１ ６１６０ ０８４１ ５７０１ １９９０５ ２１１２８ ６０８０ ２６３６１

２０１８１２００３Ｙ ２５４２７ ９８１８ ６２０７ １６２７ ４７８９ １９０３８ ２０２９２ ６０６３ ３１１４７

２０１８１２００４Ｙ ２３７５６ ８９９２ ４８４７ １５８０ ４６２４ １６５０６ １８０２９ ６７５７ ２９１８１

２０１８１２００５Ｙ ２２３４７ ９４０２ ６３３６ ０６７４ ５９６６ １６２００ ２１１９９ ５７７９ ２５９３９

２０１８１２００６Ｙ ２３８４５ ９７４３ ６７００ ０７０１ ６６３３ １７３１７ ２２１２９ ６２３０ ２７８９８

２０１８１２００７Ｙ ２３９１１ １０３２０ ８３０１ ０６３８ ６４４２ １８４８０ ２４４５４ ５９３６ ３０４７９

２０１８１２００８Ｙ ２４１６５ ９２２２ ５２５７ ０６８４ ５４０５ １５２７６ ２４４８０ ６９２１ ３０５６６

２０１８１２００９Ｙ ２２４９０ ８０８０ ４９６４ ０６５２ ４９０３ １３５９４ ２２１３１ ５７５１ ２７７９７

２０１８１２０１０Ｙ ２３８４５ ８４２１ ４６２９ ０７８２ ６０２７ １６９１６ １８２９４ ６７０５ ３０２００
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２６　特征图谱

２６１　共有峰的确定　分别取１０批大别山红天麻
样品，按照２３项下方法制备供试品溶液，按照２１
项下色谱条件测定，生成大别山红天麻全谱峰匹配

图，经与对照品比对，指认了 １０个共有峰，１号峰
（４３４ｍｉｎ）为腺苷，２号峰（７６３ｍｉｎ）为天麻素，
３号峰 （９９６７ｍｉｎ）为 ５羟甲基糠醛，４号峰
（１２６２ｍｉｎ）为对羟基苯甲醇，５号峰（２３２５ｍｉｎ）为
对羟基苯甲酸，６号峰（３０７５ｍｉｎ）为对羟基苯甲醛，
７号峰（３１９６ｍｉｎ）为巴利森苷Ｅ，８号峰（４４５２ｍｉｎ）
为巴利森苷 Ｂ，９号峰（４７４５ｍｉｎ）为巴利森苷 Ｃ，
１０号峰（６０３９ｍｉｎ）为巴利森苷Ａ。各共有峰相对保
留时间的ＲＳＤ均小于２％，相对峰面积 ＲＳＤ存在一
定的差异。

２６２　特征图谱相似度评价　取１０批大别山红天
麻样品，按２３项下方法制备样品溶液，并按 ２１
项下色谱条件依次进样测定。采用 “中药色谱指纹

图谱相似度评价系统（２００４Ａ版）”进行指纹图谱
分析，采用多点校正后进行自动匹配（时间窗为

０１ｍｉｎ），用中位数法生成指纹图谱，结果见图２～
３。１０批大别山红天麻样品色谱图与对照图谱相似
度分别为 ０９９９、０９８９、０９９９、０９９２、０９９５、
０９８８、０９８８、０９８９、０９９３、０９９９。

图２　１０批大别山红天麻特征图谱匹配图

注：１腺苷；２天麻素；３５羟甲基糠醛；４对羟基苯甲

醇；５对羟基苯甲酸；６对羟基苯甲醛；７巴利森苷 Ｅ；８

巴利森苷 Ｂ；９巴利森苷 Ｃ；１０巴利森苷 Ａ。

图３　大别山红天麻特征图谱合成对照图

３　讨论

３１　提取方式考察

分别用甲醇、乙醇、５０％甲醇、５０％乙醇、
３％乙腈超声处理，结果表明，使用流动相３％乙腈
直接超声处理提取效率最高，故选择３％乙腈作为
提取溶剂。对比用流动相３％乙腈回流和超声提取
的样品，确立加热回流作为其提取方式，特征峰信

息丰富。

３２　色谱条件选择

采用ＤＡＤ检测器在１９０～４００ｎｍ对混合对照品
溶液进行扫描，结果 ９个成分在２７０ｎｍ处均有较大
吸收，确定测定波长为 ２７０ｎｍ。再分别对甲醇
０１％甲酸溶液、甲醇０２％甲酸溶液、乙腈０１％
磷酸溶液、乙腈０２％磷酸溶液的流动相体系进行
考察，结果显示，乙腈０２％磷酸溶液系统色谱峰
响应最好、分离度高、基线平稳，故最终确定流动

相为乙腈０２％磷酸溶液。同时，还对流速、柱温
进行了考察，分别考察了柱温２０、２５、３０、３５℃，
以及流速０８、１０、１２ｍＬ·ｍｉｎ－１下的分离效果，
结果显示，在柱温３０℃、流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１条件
下色谱峰分离效果最优，故选择在此条件下进行

实验。

４　展望

本研究建立天麻素与对羟基苯甲醇类及巴利森

苷类成分等多指标质量标志物评价模式，选用性质

稳定、价格低廉的天麻素为内标物，建立大别山红

天麻中９个质量标志物的 ＱＡＭＳ，同时建立了特征
图谱，指认了其中１０个色谱峰，为今后大别山红天
麻的质量控制提供参考。实验过程中发现，天麻素

与对羟基苯甲醇类及巴利森苷类成分有相互转化的

趋势，有待进一步实验研究。
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