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不同种质红花药材的高效液相色谱法指纹图谱研究

张　戈，郭美丽，张汉明，苏中武
（第二军医大学药学院生药学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：研究不同种质红花药材的指纹图谱。方法：采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对分布于我国１１个省份的红花药

材（共３６份样品）进行色谱分离，色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈０．５％磷酸水

溶液梯度洗脱，运行时间为６０ｍｉｎ；流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２６５ｎｍ；室温为２０℃。使用“中药指纹图谱工作站”（第二军医

大学药学院药物分析学教研室等编制）进行数据处理，对不同种质红花药材进行聚类分析，并对其相似度进行分析。结果：来

自我国１１个省份的不同种质红花药材可以聚为两类，生长于西北地区的红花品种之间相似度较高；生长于中部、南部地区的

红花品种之间相似度较高。红花种质药材的指纹图谱相似度差别明显。结论：红花种质化学组成差异显著，固定种质来源对

保障红花质量的稳定性极为重要。

［关键词］　红花；色谱法，高效液相；指纹图谱

［中图分类号］　Ｒ２８２．７１　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０３０２８００４

ＳｔｕｄｙｏｎｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ

ＺＨＡＮＧＧｅ，ＧＵＯＭｅｉｌｉ，ＺＨＡＮＧＨａｎｍｉｎｇ，ＳＵＺｈｏｎｇｗｕ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｏｇｎｏｓｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，Ｓｅｃｏｎｄ

ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ（ＨＰＬＣ）ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ

ｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＨＰＬＣｗａｓａｐｐｌｉｅｄｉｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆ３６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉｃｏｌ

ｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ１１ｐｒｏｖｉｎｃｅｓｏｆＣｈｉｎａ．Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗａｓ：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５ｍｍ）；

ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ：ＣＡＮ，０．５％ Ｈ３ＰＯ４（ｆｒｏｍ１０９０ｔｏ８０２０）；ｒｕｎｎｉｎｇｔｉｍｅ：６０ｍｉｎ；ｆｌｏｗｓｐｅｅｄ：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅ

ｌｅｎｇｔｈ：２６５ｎｍ；ａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：２０℃．ＴｈｅｄａｔａｗｅｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄｂｙＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔＳｔａｔｉｏｎｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙＤｅｐａｒｔ

ｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，Ｓｅｃｏｎｄ ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓ

Ｃａｒｔｈａｍｉｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｗａｓａｌｓｏｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓ

Ｃａｒｔｈａｍｉｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｒｅｇｒｏｕｐｅｄｉｎｔｏ２ｃｈｅｍｉｃａｌｔｙｐｅｓ．ＳａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｎｏｒｔｈｗｅｓｔｏｆＣｈｉｎａｗｅｒｅｏｆｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ；ｓａｍｐｌｅｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｍｉｄｄｌｅＣｈｉｎａｗｅｒｅｏｆｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｔｏｔｈｏｓｅｆｒｏｍＳｏｕｔｈＣｈｉｎａ．ＴｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｓｏｍｅｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ

ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉａｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｆｒｏｍｅａｃｈｏｔｈｅｒ；ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｒｍｐｌａｓｍｉｓｖｅｒｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ；ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｌｉｇｕｉｄ；ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（３）：２８０２８３］

［基金项目］　国家自然科学基金（３０２７１５８８）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌ

ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０２７１５８８）．
［作者简介］　张　戈，博士生．
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　　红花（ＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ）为菊科一年生草本植物红
花ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．的干燥管状花，是传统的活
血化瘀中药，具有活血通经、散瘀止痛之功效［１］。现
代医学认为红花可以抗凝、防止血栓形成、扩张血管活
性，有效防治心脑血管疾病［２］。目前，《中国药典》（２００５
版）规定以红花中羟基红花黄色素Ａ和山柰素的含量
来作为评价红花药材质量的标准［３］。而近年来，指纹图
谱技术已被用于中药的质量控制及鉴定，其优点在于
可以比较全面地反映中药复杂的化学成分及其相对比

例［４］。本实验中采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）法，对不
同种质红花药材进行了指纹图谱研究。

１　方法和结果

１．１　仪器和材料　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪，

紫外可变波长检测器，Ａｇｉｌｅｎｔ１１００化学工作站，羟
基黄色素 Ａ（纯度９８．６％）与山柰酚３Ｏ芸香糖苷
（纯度９９．５％）均为自行提取、纯化得到。红花不同
种质１～２２号来自国家种质资源库，２３～３６号为自
选品种，并由本教研室郭美丽副教授鉴定为红花

ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．的干燥管状花（表１）。磷
酸、甲醇为分析纯，乙腈为色谱纯，水为双蒸水。

１．２　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８柱
（Ａｇｉｌｅｎｔ公司，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：
乙腈０．５％磷酸水溶液梯度洗脱，运行时间为６０
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ｍｉｎ，梯度洗脱程序：０～５ｍｉｎ１０％～１５％乙腈；５～
１５ｍｉｎ１５％～２０％乙腈；１５～３５ｍｉｎ２０％～４０％乙
腈；３５～５５ｍｉｎ４０％～８０％乙腈；５５～６０ｍｉｎ为

８０％乙腈；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长：２６５ｎｍ；进
样量：２０μｌ；室温：２０℃。

１．３　数据处理软件　采用“中药指纹图谱工作站”
（第二军医大学药学院药物分析学教研室等编）进行
数据处理，将多个色谱图进行比较，采用中位数法进
行相似度评价，并采用欧式距离最大距离法对各红
花种质进行聚类分析。

表１　红花种质资源来源

Ｔａｂ１　ＳｏｕｒｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ

Ｎｏ． Ｎａｍｅ Ｌｏｃａｌｉｔｙ Ｎｏ． Ｎａｍｅ Ｌｏｃａｌｉｔｙ

Ｓ１ ＨａｍｉＹｏｕｃｉ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓ１９ ＨｅｆｅｉＨｏｎｇｈｕａ Ａｎｈｕｉ
Ｓ２ ＨａｍｉＷｕｃｉ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓ２０ ＷｕｚｈｏｎｇＨｏｎｇｈｕａ Ｎｉｎｇｘｉａ
Ｓ３ Ｊｉｍｕｓａ’ｅｒＷｕｃｉ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓ２１ ＹｕｙａｏＨｏｎｇｈｕａ Ｚｈｅｊｉａｎｇ
Ｓ４ ＴａｃｈｅｎｇＷｕｃｉ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓ２２ ＷｕｃｉＤａｈｏｎｇｐａｏ Ｈｅ’ｎａｎ
Ｓ５ ＲｕｏｑｉａｎｇＷｕｃｉ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓ２３ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ６ ＲｕｏｑｉａｎｇＹｏｕｃｉ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓ２４ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ７ ＺｈａｎｇｙｅＷｕｃｉ Ｇａｎｓｕ Ｓ２５ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ８ ＺｈａｎｇｙｅＹｏｕｃｉ Ｇａｎｓｕ Ｓ２６ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ９ ＹａｎｊｉｎＤａｈｏｎｇｐａｏ Ｈｅ’ｎａｎ Ｓ２７ ＷｅｉｓｈａｎＨｏｎｇｈｕａ Ｙｕｎｎａｎ
Ｓ１０ Ｗｕｃｉｈｏｎｇ Ｎｉｎｇｘｉａ Ｓ２８ ＪｉａｎｙａｎｇＨｏｎｇｈｕａ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｓ１１ ＸｉｎｘｉａｎｇＨｏｎｇｈｕａ Ｈｅ’ｎａｎ Ｓ２９ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１２ ＨｅｚｅＨｏｎｇｈｕａ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｓ３０ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１３ ＲｕｉｃｈｅｎｇＨｏｎｇｈｕａ Ｓｈａｎｘｉ Ｓ３１ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１４ ＳｈｕｌｕＨｏｎｇｈｕａ Ｈｅｂｅｉ Ｓ３２ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１５ ＨｅｚｅＷｕｃｉ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｓ３３ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１６ ＱｉｘｉａｎＨｏｎｇｈｕａ Ｈｅ’ｎａｎ Ｓ３４ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１７ ＢｏｚｈｏｕＨｏｎｇｈｕａ Ａｎｈｕｉ Ｓ３５ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｓ１８ ＹｕｔａｉＨｏｎｇｈｕａ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｓ３６ Ｓｅｌｆｓｅｌｅｃｔｌｉｎｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ

１．４　供试品溶液的制备　取红花样品０．４ｇ，精密称
定，加入５０％甲醇液１０ｍｌ，密闭浸泡２４ｈ后超声提取

２０ｍｉｎ，提取液经微孔滤膜（直径０．４５μｍ）滤过，待测。

１．５　样品分析　将待测红花样品提取液按上述色谱
条件进行高效液相色谱法ＨＰＬＣＶＷＤ测定，记录６０
ｍｉｎ色谱图，利用中药指纹图谱工作站将所得色谱图
进行相同色谱峰匹配，结果见图１。并将所得结果进
行相似度分析和聚类分析，结果分别见图２及图３。

图１　不同种质红花ＨＰＬＣ指纹图谱

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ

１．６　稳定性、精密度和重现性试验　取红花样品供
试品溶液分别在制备后即刻、２、６、１２、２４ｈ检测指纹
图谱，结果显示各色谱峰的相对保留时间和峰面积
基本一致，峰面积 ＲＳＤ＝１．８２％，表明供试品溶液
在２４ｈ内稳定。另取此溶液连续进样３次，检测指
纹图谱，结果显示各色谱峰的相对保留时间和峰面
积基本一致，峰面积ＲＳＤ＝０．８４％。另取该红花样
品３份，精密称定按供试品溶液制备方法制备供试
品，检测指纹图谱，结果显示各色谱峰的相对保留时
间和峰面积基本一致，峰面积ＲＳＤ＝１．０６％。试验
结果表明该实验方法精密度和重现性良好。

２　讨　论

　　由于红花中主要含黄酮类成分，包括黄酮及其
苷类［５］、查耳酮及其苷类［６］，且药理活性研究表明，
羟基黄色素 Ａ和山柰酚３Ｏ芸香糖苷为其主要活
性成分［７，８］，同时在红花中的含量也较高，因此选择
羟基黄色素Ａ和山柰酚３Ｏ芸香糖苷为对照品。

　　红花中所含成分复杂且极性范围跨度较大，采
用固定的洗脱剂洗脱时效果很不理想，所以采用梯
度洗脱方式洗脱。由于红花中所含黄酮成分较多，
呈弱酸性，故使用酸性缓冲系统。实验中我们比较
了乙酸系统和磷酸系统，结果表明使用磷酸系统所
得图谱峰形更好，此外还比较了甲醇磷酸系统和乙
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图３　不同种质红花ＨＰＬＣ指纹图谱聚类分析结果

Ｆｉｇ３　ＣｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｓｏｆＦｌｏｓＣａｒｔｈａｍｉ

腈磷酸系统，结果显示乙腈磷酸系统的分离度更
好，所以确定了乙腈磷酸水溶液系统为流动相。

　　在相同洗脱条件下分别考察了２２０、２６５、３００、

３６０、４００ｎｍ波长处的色谱图，结果显示在２６５ｎｍ
下色谱信息最为丰富，考虑到红花中的黄酮类化合
物较多，并且此类化合物在２６５ｎｍ大多有紫外吸
收，所以在实验中选择２６５ｎｍ作为检测波长。

　　分别比较了水、５０％甲醇、纯甲醇对红花药材提
取效果的影响。精密称取红花药材０．４ｇ，共３份，
分别加入不同提取溶剂１０ｍｌ，密闭浸泡２４ｈ后超
声提取２０ｍｉｎ，结果显示５０％甲醇提取液指纹图谱
的色谱峰最多。此外还比较了回流法和超声法对红
花药材的提取效果，结果显示两种方法对红花药材
提取效果的影响相差较小，故确定提取方法为：干燥
红花药材加入２５倍量５０％甲醇，密闭浸泡２４ｈ后
超声提取２０ｍｉｎ。

　　本实验利用 ＨＰＬＣＶＷＤ建立了不同种质来源
的红花药材的指纹图谱，从指纹图谱聚类分析的结
果可以看出，３６个不同的红花种质资源可以聚为两
大类，其中山柰酚３Ｏ芸香糖苷含量高的聚为一
类，羟基黄色素Ａ含量高的聚为另一类。

　　从指纹图谱的相似度看，花色浅的红花品种

Ｓ２３、Ｓ２４、Ｓ２５、Ｓ２６、Ｓ２９、Ｓ３０号之间的相似度较高，
两两之间的相似度均＞９５％，而这些品种与其他品
种间的相似度较低，均＜７５％；Ｓ１８、Ｓ１９号品种两者
间的相似度较高，而与其他品种间的相似度基本上
都在７０％～８５％之间；Ｓ１０～Ｓ１６号样品之间的相似
度较高，均在９０％以上。相似度分析的结果与聚类

分析的结果基本一致。

　　从相似度分析结果与聚类分析结果中可以看
出，生长于我国西北地区的红花品种之间相似度较
高，而生长于我国中部、南部地区的红花品种之间相
似度较高，证实不同种质红花之间存在一定量及质
的差异，表明固定种质来源对保障红花质量的稳定
性极为重要。
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