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3.广西卫生职业技术学院,广西

南宁 530023)

摘要:本文旨在建立广西产中华芦荟的HPLC指纹图谱。研究以广西产中华芦荟为实验对象,采用 HPLC指

纹图谱分析法对广西不同产地的中华芦荟进行指纹图谱分析。结果10批中华芦荟药材指纹图谱相似度较好,
各批药材指纹图谱间的相似度平均值在0.9以上;HPLC指纹图谱标定8个共有峰。本法 HPLC指纹图谱的

建立,初步为广西产中华芦荟的质量标准制定提供参考。
关键词:中华芦荟 广西 HPLC 指纹图谱 质量标准
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0 引言

  广西产中华芦荟(Aloe
 

vera
 

L.var.chinensis)[1]

属于单子叶植物百合科(Liliaceae)芦荟属多年生常

绿肉质植物,又称油葱。芦荟属植物具有杀菌、抑制

或延缓人体衰老等作用,使用价值高,广泛应用于医

药、化妆品、保健食品等方面。目前对芦荟的研究主

要集中在芦荟的抑菌作用、药理作用和活性成分方

面[1􀆼12],未见有广西产中华芦荟指纹图谱研究的公开

报道。而指纹图谱在中药材应用,笔者曾有一定的研

究[13􀆼14],因此本文以广西产中华芦荟为研究对象,采
用HPLC指纹图谱分析法进行研究,为今后中华芦

荟的质量标准研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  仪器:高效液相色谱仪(Alliance
 

e2695,美国沃

特世);色谱柱(Phenomenon
 

C18,5
 

μm,4.6
 

mm×
250

 

mm);超声波清洗器(昆山市超声仪有限公司);

Millipore
 

Simplicity􀆼185 超 纯 水 仪 (美 国 密 里 博

公司)。

  试剂:乙腈,冰乙酸(色谱纯),水(超纯水),其余

试剂 均 为 分 析 纯。芦 荟 大 黄 素(批 号:110795—

201007,供含量测定用,中国食品药品检定研究院)。
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  样品:本实验所用中华芦荟药材为10批,经广西

一心药业马利飞副主任药师鉴定,均为百合科芦荟属

中华芦荟Aloe
 

vera
 

L.var.chinesis的叶,样品药材

来源见表1。样品于60℃以下烘干,粉碎成粗粉

备用。

1.2 方法

1.2.1 色谱柱的选择

  为得到分离效能更好的图谱,本实验分别考察

Thermo
 

C18(5
 

μm,250
 

mm×4.6
 

mm)色谱柱,Agi-
lent

 

WondaSil
 

C18􀆼WR
 

(5
 

μm,250
 

mm×4.6
 

mm)色
谱柱和Phenomenon

 

C18(5
 

μm,250
 

mm×4.6
 

mm)
色谱柱。结果如图1~3所示,Phenomenon

 

C18(5
 

μm,250
 

mm×4.6
 

mm)色谱柱分离出来的色谱峰比

较丰富,且分离效果比较好。

表1 中华芦荟药材供试样品编号与产地

Table
 

1 Number
 

and
 

origin
 

of
 

test
 

samples
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.
var.chinesis

编号
Number

采收时间
Collecting

 

time
产地
Place

 

of
 

origin

1 2014.02 广西隆安县Long'an
 

County,Guangxi
2 2014.04 广西南宁Nanning,Guangxi
3 2014.05 广西武鸣县 Wuming

 

County,Guangxi
4 2014.06 广西梧州 Wuzhou,Guangxi
5 2014.08 广西玉林Yulin,Guangxi
6 2014.09 广西浦北县Pubei

 

County,Guangxi
7 2014.10 广西防城港Fangchenggang,Guangxi
8 2014.11 广西东兴Dongxing,Guangxi

9 2014.12
广西中医药大学植物园
Botanical

 

Garden
 

of
 

Guangxi
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine

10 2015.01 广西药用植物园
Guangxi

 

Medicinal
 

Herb
 

Garden

图1 Phenomenon
 

C18 色谱柱的色谱图

Fig.1 Chromatogram
 

of
 

Phenomenon
 

C18 column

图2 Thermo
 

C18 色谱柱的色谱图

Fig.2 Chromatogram
 

of
 

Thermo
 

C18 column
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图3 Agilent
 

WondaSil
 

C18􀆼WR色谱柱的色谱图

Fig.3 Chromatogram
 

of
 

Agilent
 

WondaSil
 

C18􀆼WR
 

column

1.2.2 流动相的选择

  分别以甲醇-水、甲醇-0.1%冰醋酸、乙腈-水

和乙腈-0.1%冰醋酸为流动相,对中华芦荟叶进行

HPLC图谱考察,分析不同流动相系统的分离图谱。
结果显示,以甲醇-水、甲醇-0.1%冰醋酸为流动相

所得的色谱信息较少,甲醇-水流动相色谱图整体峰

形不均匀,甲醇-0.1%冰醋酸流动相色谱图几乎无

峰,未能分离开有关物质。而乙腈-水流动相与乙

腈-0.1%冰醋酸流动相的色谱图各有特点,但乙

腈-0.1%冰醋酸流动相提供的峰相对集中。因此,
确定流动相系统为乙腈-0.1%冰醋酸(图4~7)。

图4 甲醇-水流动相色谱图

Fig.4 Chromatogram
 

of
 

methanol􀆼water
 

mobile
 

phase

图5 甲醇-0.1%冰醋酸流动相色谱图

Fig.5 Chromatogram
 

of
 

methanol􀆼0.1%
 

glacial
 

acetic
 

acid
 

mobile
 

phase
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图6 乙腈-水流动相色谱图

Fig.6 Chromatogram
 

of
 

acetonitrile􀆼water
 

mobile
 

phase

图7 乙腈-0.1%冰醋酸流动相色谱图

Fig.7 Chromatogram
 

of
 

acetonitrile􀆼0.1%
 

glacial
 

acetic
 

acid
 

mobile
 

phase

1.2.3 洗脱程序

  采用乙腈-0.1%冰醋酸流动相,按不同时间和

比例进行梯度洗脱。梯度洗脱流动相组成如表2
所示。
表2 梯度洗脱流动相组成

Table
 

2 Composition
 

of
 

gradient
 

elution
 

mobile
 

phase

时间
Time

 

(min)
乙腈

Acetonitrile
 

(%)
0.1%冰醋酸

0.1%
 

glacial
 

acetic
 

acid
 

(%)

0 7 93
10 25 75
30 25.5 74.5
50 26 74
60 28 72
65 36 64
75 39.5 60.5
85 47 53
120 95 5

1.2.4 检测波长的选择

  本实验使用二极管阵列检测器(DAD),对样品

进行190~400
 

nm全波长扫描,获得3D图(图8),并

重点考查250
 

nm、260
 

nm、280
 

nm、300
 

nm、310
 

nm
波长处色谱图。结果显示色谱峰波长为260

 

nm 和

280
 

nm,其分离度和对照品(56
 

min的峰)出峰相对

较好,但280
 

nm对照品的峰相对高点,最终确定280
 

nm为本指纹图谱实验的检查波长(图9)。

1.2.5 柱温和流速的选择

  柱温25℃与柱温30℃条件下的色谱图总体相差

不大,但25℃条件下的色谱图峰形整体好于30℃条

件下的色谱图,且基于对色谱柱和仪器的保护,所以

选择25℃为检测温度。另外,在其他色谱条件相同

情况下,1.0
 

mL/min流速的色谱图较0.8
 

mL/min
流速的分离效果差,因此选用0.8

 

mL/min流速。

1.2.6 指纹图谱条件的确定

  根据上述考察,确定指纹图谱条件:色谱柱为

Phenomenon
 

C18(5
 

μm,250
 

mm×4.6
 

mm),流动相

系统如表2所示,检测波长为280
 

nm,柱温25℃,进
样量20

 

μL,流速0.8
 

mL/min,理论塔板数大于

5
 

000,分离度大于1.5。
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图8 中华芦荟样品全波长扫描3D色谱图

Fig.8 Full
 

wavelength
 

scanning
 

3D
 

chromatogram
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinesis
 

sample

1.3 供试品分析

1.3.1 供试品溶液的制备

  取中华芦荟药材粉末约2
 

g,精密称定,置50
 

mL
锤形瓶中,加入30

 

mL乙酸乙酯溶液,摇匀,于超声

波清洗器中超声提取45
 

min,冷却,过滤,置于水浴

(98~100℃)挥干溶剂,加5
 

mL甲醇溶解,过0.22
 

μm微孔滤膜,即得供试品溶液。

1.3.2 对照品溶液的配制

  精密称定中华芦荟对照品5
 

mg,置25
 

mL容量

瓶中,加甲醇溶解,定容至刻度,摇匀。

1.3.3 精密度试验

  按1.3.1节供试品溶液制备方法配制供试品溶

液,按1.2.6节的色谱条件下连续进样6针,记录色

谱图。计算样品保留时间和峰面积的精密度。计算

结果 相 对 标 准 偏 差 (RSD)符 合 要 求 (RSD
 

=
0.111%~0.827%,n=8)。

1.3.4 重复性试验

  取同一产地中华芦荟样品粉末6份,各约2
 

g,精
密称定,按1.3.1节方法制备供试品溶液,并按

1.2.6节的色谱条件测定,结果保留时间和峰面积的

相对 标 准 偏 差 (RSD)值 均 符 合 要 求 (RSD 为

0.122%~0.881%,n=8)。

1.3.5 稳定性试验

  取中华芦荟1份,约5
 

g,按1.3.1节下供试品溶

液制配方法制配,并按1.2.6节的色谱条件测定,记

录图谱。分别在0
 

h、2
 

h、4
 

h、8
 

h、12
 

h、24
 

h检测图

谱,考察样品的稳定性。结果,各色谱峰的相对保留

时间RSD为0.023%~0.51%,相对峰面积的相对

标准偏差(RSD)为0.84%~4.6%,说明稳定性符合

要求。

1.3.6 空白试验

  按1.2.6节的色谱条件测定,以提取溶液为供试

品,记录图谱。结果表明提取溶剂及流动相中没有杂

质干扰(图10)。

1.3.7 参照色谱峰的建立

  依照中国药典和指纹图谱研究的有关规定,制定

指纹图谱必须设立参照物。主要根据供试品中所含

化学成分的性质,选择合适的对照品作为参照物。按

1.2.6节的色谱条件取对照品溶液和供试品溶液分

别进样,结果如图11~12所示,其中S为参照色谱

峰,表明4号峰为芦荟大黄素。

1.4 各批广西产中华芦荟的指纹图谱的采集

  取10批芦荟按1.3.1节供试品溶液制备方法配

制供试品溶液,按1.2.6节的色谱条件测定,分别记

录各色谱图。采用中国药典颁布的指纹图谱相似度

评价(2012.1版本)软件对中华芦荟10批不同产地

进行匹配(以平均数,设定时间宽度为0.1
 

min,系统

自动匹配),以1号药材样品作为参照图谱,4号峰作

为参照色谱峰,进行共有指纹峰的标定。
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图9 中华芦荟样品各波长下色谱图

Fig.9 Chromatogram
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinesis
 

samples
 

at
 

different
 

wavelengths
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图10 空白溶剂色谱图

Fig.10 Chromatogram
 

of
 

blank
 

solvent

图11 中华芦荟对照品(芦荟大黄素)色谱峰

Fig.11 Chromatogram
 

peak
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinesis
 

reference
 

substance
 

(Aloe
 

emodin)

图12 中华芦荟样品色谱峰

Fig.12 Chromatographic
 

peak
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinesis

2 结果与分析

  根据采集得到的10批中华芦荟叠加色谱图(图
13),以1号样品为参照图谱,采用国家药典颁布的指

纹图谱相似度评价(2012.1版本)软件,对中华芦荟

10批不同产地进行自动匹配,建立中华芦荟药材共

有模式的对照指纹色谱图(图14),10批药材与对照

品指纹图谱相似度经数理统计,平均值达0.9以上,
与对照图谱有良好的相似性。匹配结果共标定数目

8个共有指纹峰(图13~14)。10批中华芦荟的相对

保留时间 RSD为0.246%~0.471%;相对峰面积

RSD为16.84%~47.36%。指纹图谱非共有峰面积
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图13 10批中华芦荟叠加色谱图

Fig.13 chromatogram
 

of
 

10
 

batches
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinesis

图14 共有模式建立对照指纹色谱图

Fig.14 Establishment
 

of
  

reference
 

fingerprint
 

chromatogram
 

in
 

common
 

mode
占比 4.03% ~8.84%;共 有 峰 的 面 积 占 比 为

91.16%~95.97
 

%,说明实验方法重现性较好。

3 结论

  本实验以实验所得的条件(色谱柱为Phenome-
non

 

C18(5
 

μm,250
 

mm×4.6
 

mm),表3的流动相,
检测波长为280

 

nm,柱温为25℃,进样量20
 

μL,流
速0.8

 

mL/min,理论塔板数大于5
 

000,分离度大于

1.5)为指纹图谱色谱条件。采用《中国药典》颁布的

指纹图谱相似度评价(2012.1版本)软件对中华芦荟

10批不同产地进行匹配,以1号药材样品作为参照

图谱,4号峰作为参照色谱峰,建立中华芦荟药材

HPLC指纹图谱,其相似度较好,各批药材指纹图谱

间的相似度平均在0.9以上。HPLC指纹图谱标定

8个共有峰。本法HPLC指纹图谱的建立,可为今后

广西产中华芦荟的质量标准制定提供参考。但本研

究的芦荟仅仅是广西产的,如要建立中华芦荟指纹图

谱的质量标准,尚需采集全国各产地的中华芦荟并进
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行研究,这为进一步的研究提够参考。
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Abstract:This
 

article
 

aims
 

to
 

establish
 

an
 

HPLC
 

fingerprint
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinensis
 

from
 

Guangxi.
 

Taking
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinensis
 

from
 

Guangxi
 

as
 

the
 

research
 

object,HPLC
 

fingerprint
 

analysis
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

fingerprint
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinensis
 

from
 

different
 

areas
 

in
 

Guangxi.
 

As
 

a
 

re-
sult,

 

the
 

fingerprints
 

of
 

the
 

10
 

batches
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.var.chinensis
 

medicinal
 

materials
 

had
 

good
 

similarity,
 

and
 

the
 

average
 

value
 

of
 

similarity
 

between
 

the
 

fingerprints
 

of
 

each
 

batch
 

of
 

medicinal
 

materials
 

was
 

above
 

0.
9.

 

Eight
 

common
 

peaks
 

were
 

identified
 

by
 

HPLC
 

fingerprint.
 

The
 

establishment
 

of
 

the
 

HPLC
 

fingerprint
 

with
 

this
 

method
 

can
 

provide
 

a
 

preliminary
 

reference
 

for
 

the
 

formulation
 

of
 

quality
 

standards
 

of
 

Aloe
 

vera
 

L.
var.chinensis

 

in
 

Guangxi.
Key

 

word:Aloe
 

vera
 

L.var.chinensis,Guangxi,HPLC,fingerprints,quality
 

standard
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