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摘要:目的 建立知母指纹图谱结合多特征成分含量测定的 HPLC􀆼UVD􀆼ELSD分析方法,并应用于多批次市售药材的质量

控制。方法 采用UltimateTMXB􀆼C18色谱柱(4.6mm×250mm,4.5μm),检测波长258nm,ELSD漂移管温度65℃,载气流

速1.0L/min,建立知母指纹图谱与主含黄酮及皂苷类成分含量测定的 HPLC􀆼UVD􀆼ELSD分析方法,运用相似度软件结合化

学计量学分析对多批次药材进行质量评价并同时完成多特征成分的含量测定。结果 建立了高效、快捷的知母 HPLC􀆼UVD􀆼
ELSD指纹图谱与多特征成分含量测定的方法;18批市售药材的指纹图谱相似度在0.786~0.999,并指认了10个色谱峰。化

学计量学结果表明造成18批药材差异较大的成分为新芒果苷、知母皂苷BⅡ和知母皂苷BⅢ;进而建立了同时测定新芒果

苷、芒果苷、知母皂苷N、知母皂苷BⅡ和知母皂苷BⅢ5个成分含量的方法,结果表明知母中主含知母皂苷BⅡ。结论 建立

的指纹图谱结合多特征成分含量测定的 HPLC􀆼UVD􀆼ELSD分析方法,更全面而准确地描述了知母药材化学成分整体轮廓与

各类特征成分含量贡献,为提升市售知母药材的质量控制方法奠定了基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toestablishthefingerprintandsimultaneouslydeterminethemulti􀆼characteristiccomponentsof
AnemarrhenaerhizomabyHPLC􀆼UVD􀆼ELSDforconductingthequalityanalysisinthemarket METHODS Thechromato-

graphicseparationwasconductedonanUltimateTMXB􀆼C18column 4 6mm×250mm 4 5μm  themonitoringwavelength
was258nm thetemperatureofdrifttubewasmaintainedat65℃ andthecarriergasflowratewas1 0L min Thefinger-

printandquantitativeanalysismethodsofflavonoidsandsaponinsinAnemarrhenaerhizoma weresetupbyHPLC􀆼UVD􀆼
ELSD Similarityevaluationcombinedwithstoichiometryanalysiswereusedtoevaluatethequalityofmultiplebatchesof
Anemarrhenaerhizomasamples andmulti􀆼characteristiccomponentsinAnemarrhenaerhizomawereselectedforsimultane-
ousquantification RESULTS AnefficientandconvenientHPLC􀆼UVD􀆼ELSDanalysismethodwasusedforfingerprintand

quantitativeanalysisofmulti􀆼characteristiccomponentsinAnemarrhenaerhizoma Tenmaincharacteristicpeakswerechemi-
callyidentifiedintheestablishedfingerprint andthesimilarityrangedfrom0 786to0 999for18batchesofAnemarrhenae
rhizoma TheresultsofPLS􀆼DAindicatedthatneomangiferin timosaponinBⅡandtimosaponinBⅢ wereshowngreatlydif-
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ferentin18batchesofAnemarrhenaerhizomasamples Inaddition aquantificationmethodofneomangiferin mangiferin 
timosaponinN timosaponinBⅡandtimosaponinBⅢinAnemarrhenaerhizomawasaccomplished Thequantitativeresults
of18batchesofsamplesshowedthatthecontentoftimosaponinBⅢ wasthehighestinAnemarrhenaerhizoma CONCLU-
SION Theestablishedfingerprintandquantificationofmulti􀆼characteristiccomponentsbasedonHPLC􀆼UVD􀆼ELSDanalysis
methodcanmorecomprehensivelyandaccuratelydescribethechemicalprofilesandcontentsofcharacteristiccompoundsin
Anemarrhenaerhizoma whichlaysafoundationforimprovingeffectiveandoverallqualitycontrolmethodofAnemarrhenae
rhizoma 
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  中药知母(Anemarrhenaerhizoma)为单子叶

植物百合科知母属知母Anemarrhemaasaphode-
loidesBge.的干燥根茎,在《神农本草经》中列为中

品,具有清热泻火、滋阴润燥之功效[1]。现代药理学

研究表明知母具有抗抑郁[2]、抗炎[3]、抗血小板聚

集[4]、抗肿瘤[5]和降糖[6]等作用,这些药理作用被认

为与知母中主含的黄酮和皂苷类成分[7]密切相关。
在此基础上开发的知母总黄酮和知母总皂苷片已作

为治疗2型糖尿病[8]和中风[9]的中药五类新药获得

国家临床批件。
中药材质量可控是保证中药功效和安全稳定的

核心所在。然而现行的知母药材质量标准较低,

2015版《中国药典》中未收录能反映该药材整体质

量的指纹图谱法,而“含量测定”项下采用不同分析

条件分别定量芒果苷、知母皂苷BⅡ2个成分,方法

相对繁琐。在质量控制研究方面,目前其指纹图谱

大部分是通过单一的紫外检测器[10]定性表征黄酮

类成分或采用蒸发光散射检测器[11]表征皂苷类成

分。魏静娜等[12]采用HPLC􀆼PDA􀆼ELSD法建立了

覆盖黄酮及皂苷类成分的知母药材指纹图谱,但该

方法的分析时间长达75min且图谱中只明确指认

了3个共有峰,不能高效快速地反映知母药材化学

成分整体特征。含量测定研究大部分只针对黄酮

和/或皂苷中的一两个成分[13􀆼14],忽视了知母中其它

具有活性的黄酮和皂苷类成分,未能全面反映药材

的内在质量。鉴于知母药材的多结构类型成分以及

多种活性,提示在其质量控制方面,有必要建立可以

表征知母化学轮廓和多种结构代表性成分,且主要

成分总体上明确,活性成分含量清楚的整体质量控

制方法。
本研究针对知母中富含的黄酮及皂苷类2种特

征结构类型,采用HPLC􀆼UVD􀆼ELSD技术,优化分

析条件,建立高效快捷,能反映知母整体化学轮廓且

主要峰化学成分清楚的指纹图谱方法,并结合化学

计量学分析探寻造成知母药材相似度差异的化学成

分。进而基于药典指标成分、文献报道的活性成分

及吸收入血成分等与知母体内潜在药效成分密切相

关性,构建知母多指标成分含量同时测定方法,应用

于多批次不同来源市售知母药材的指纹图谱相似度

评价和质量分析工作。

1 材料

1.1 仪器

液 相 色 谱 仪:Waters2695(Waters 公 司,

USA),检测器为 UVD2998(Waters公司,USA),

Alltech3300ELSD(配XWK􀆼Ⅲ型无油空气泵),色
谱工作站为 Empower;色谱柱:WelchUtimateTM

XB􀆼C18(4.6mm×250mm,5.0μm);SartoriusBSA
24S万分之一天平(德国赛多利斯公司);Mettler
Toledo十万分之一天平(瑞士);昆山KQ􀆼500DE超

声清洗仪(昆山市超声仪器公司);真空干燥箱(上海

一恒科学仪器有限公司);指纹图谱相似度评价软件

系统2004A版(国家药典委员会)。

1.2 试剂与药品

甲醇(分析纯,广州化学试剂厂);甲醇(色谱纯,

Merck公司);乙醇(分析纯,天津市永大化学试剂有

限公司);乙腈(色谱纯,Merck公司);甲酸(分析纯,
天津市富宇精细化工有限公司);蒸馏水(广州屈臣

氏食品饮料有限公司)。
对照品:芒果苷、异芒果苷、新芒果苷、2,6,4'􀆼

Trihydroxy􀆼4􀆼methoxy􀆼benzophenone、知母皂苷B
Ⅱ、AnemarrhenasaponinⅠ、知母皂苷BⅢ、知母皂

苷N、Nyasol、知母皂苷AⅢ均为本课题组前期从知

母中提取分离和鉴定,经 HPLC检测,对照品的纯

度均大于98%。

1.3 样品采集

本实验收集了来自河北和安徽共18批知母药

材,均采购于广州市各大药店,来源及批次见表1。
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表1 18批次知母药材样品来源信息

批次 产地 收集地点 收集时间 鉴定结果

S1 河北 祥安药店 201601 知母

S2 河北 同仁堂 201601 知母

S3 河北 慈济堂 201601 知母

S4 安徽 二天堂 201601 知母

S5 安徽 二天堂 201601 知母

S6 河北 百济堂 201601 知母

S7 河北 清平药材市场 201601 知母

S8 安徽 清平药材市场 201601 知母

S9 河北 老百姓大药房 201601 知母

S10 河北 寿生堂 201601 知母

S11 河北 康乐药店 201601 知母

S12 河北 大参林 201601 知母

S13 河北 同健大药房 201609 知母

S14 河北 康乐药店 201609 知母

S15 河北 祥安药店 201609 知母

S16 河北 二天堂 201609 知母

S17 河北 康乐药店 201609 知母

S18 河北 寿生堂 201609 知母

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色 谱 柱:UltimateTM XB􀆼C18 (4.6 mm ×
250mm,5.0μm);流动相:乙腈(A)􀆼0.1%甲酸水

(B);梯 度 洗 脱 程 序:0~10min,12%A;11~
15min,15%A;16~33min,25%A;34min,35%A;

41min,45%A;42min,60%A;43~48min,90%A;

52 ~ 55 min,12% A。 柱 温:30 ℃;流 速:

1.0mL/min;检测波长:258nm;ELSD气体流速:

1.0L/min;漂移管温度:65℃。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的配制 取新芒果苷、芒果苷适

量,精密称定之后用70%甲醇溶解,定容,制成质量

浓度分别为433.15、334.46μg/mL的混合对照品溶

液1。取知母皂苷N、知母皂苷BⅡ、知母皂苷BⅢ
适量,分别精密称定,之后以70%甲醇溶解,定容,
制 成 质 量 浓 度 分 别 为 211.88、1779.19、

318.16μg/mL的混合对照品溶液2。

2.2.2 供试品溶液的配制 知母药材粉碎,过50
目筛,取约0.5g药材粉末,精密称定,置于50mL
具塞锥形瓶,加70%甲醇40mL,称定质量,超声

30min(功率250W,频率40kHz),取出,放冷,再称

定质量,以70%甲醇补足损失的质量,离心,吸取上

清溶液过0.22μm微孔滤膜,取续滤液,即得。

2.3 指纹图谱方法学考察

2.3.1 精密度试验 取同一批次知母药材(S13),
按“2.2.2”项下方法制备供试液,按“2.1”项下色谱条

件,连续进样6针,记录色谱图。UVD检测条件下

以芒果苷为参照峰,ELSD检测条件下以知母皂苷

BⅡ为参照峰,计算主要色谱峰相对保留时间和相

对峰面积,结果显示,HPLC􀆼UVD及 HPLC􀆼ELSD
指纹图谱中各共有峰相对保留时间的RSD 值不大

于0.48%,相对峰面积的RSD 值不大于3.32%,表
明仪器的精密度良好。

2.3.2 重复性试验 取同一批次知母药材(S13)6
份,按“2.2.2”项下方法平行制备6份供试液,按
“2.1”项下色谱条件测定,记录色谱图。UVD检测

条件下以芒果苷为参照峰,ELSD检测条件下以知

母皂苷BⅡ为参照峰,计算主要色谱峰相对保留时

间和相对峰面积,结果显示,HPLC􀆼UVD及 HPLC􀆼
ELSD指纹图谱各共有峰相对保留时间的RSD 值

不大 于 0.44%,相 对 峰 面 积 的 RSD 值 不 大 于

3.32%,表明该方法的重复性符合要求。

2.3.3 稳定性试验 取一份知母药材(S13),按
“2.2.2”项下方法制备供试液,按“2.1”项下色谱条

件,分别在0、2、4、8、12、24h进样分析,记录色谱

图。UVD检测条件下以芒果苷为参照峰,ELSD检

测条件下以知母皂苷BⅡ为参照峰,计算主要色谱

峰相对保留时间和相对峰面积,结果显示,HPLC􀆼
UVD及 HPLC􀆼ELSD指纹图谱各共有峰相对保留

时间的RSD 值不大于0.49%,相对峰面积的RSD
值不大于2.98%,表明供试液常温下在24h内稳定

性良好。

2.4 市售知母药材的相似度分析及特征峰的化学

指认

将所收集的18批次知母药材按“2.2.2”项下方

法制备供试液,按“2.1”项下色谱条件测定,记录色

谱图,以AIA格式依次导入《中药色谱指纹图谱相

似度评价系统(2004A版)》,以S1批次药材图谱作

为参照进行指纹匹配,建立了知母药材 HPLC􀆼
UVD􀆼ELSD指纹图谱。18批次知母药材在 UVD
检测条件下的指纹图谱叠加图及对照指纹图谱分别

如图1A和图2A所示,相似度范围在0.786~0.999
之间(表2),其中S5、S10和S16的相似度较低;18
批知母药材在ELSD检测条件下的指纹图谱叠加图

及对照指纹图谱分别如图1B和图2B所示,相似度

范围在0.903~0.997之间(表2)。利用化学对照品

对UVD和ELSD条件下的15个共有峰进行了指
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认,共准确指认10个色谱峰,结果如图2所示,其主

要结构类型包含黄酮类(化合物1、2、3)、皂苷类(化
合物4、5、11、12、15)、二苯甲酮类(化合物8)及苯丙

素类(化合物13)。

注:A.UVD检测;B.ELSD检测

图1 18批知母药材在不同检测器下的指纹图谱叠加图

注:A.UVD检测;B.ELSD检测;1.新芒果苷;2.芒果苷;3.异芒果苷;4.知母皂苷N;5.知母皂苷BⅡ;

8.2,6,4'􀆼Trihydroxy􀆼4􀆼methoxy􀆼benzophenone;11.知母皂苷BⅢ;12.AnemarrhenasaponinⅠ;13.Nyasol;15.知母皂苷AⅢ

图2 知母药材在不同检测器下的的对照指纹图谱

表2 18批知母药材的相似度值

批次 UVD ELSD 批次 UVD ELSD
S1 0.998 0.997 S10 0.829 0.943
S2 0.997 0.983 S11 0.953 0.977
S3 0.957 0.977 S12 0.911 0.983
S4 0.964 0.985 S13 0.956 0.974
S5 0.846 0.968 S14 0.999 0.996
S6 0.933 0.979 S15 0.972 0.983
S7 0.995 0.997 S16 0.786 0.903
S8 0.969 0.981 S17 0.999 0.994
S9 0.996 0.970 S18 0.995 0.994

2.5 化学计量学分析

采用 MetaboAnalyst4.0分析软件对18批知

母药 材 进 行 偏 最 小 二 乘 法 判 别 (PLS􀆼DA)分

析[15􀆼16]。分别以 UVD条件下6个共有峰与ELSD
条件下12个共有峰的峰面积作为变量,绘制PLS􀆼
DA得分图(图3)。在 UVD和ELSD条件下,S5、

S10和S16与其他15批次药材聚为2类,其中相似

度最低的S16聚类差异明显,此结果与相似度结果

一致。进一步基于变量重要性投影法(VIP)筛选造

成知母药材差异的贡献成分(图4)。在 UVD条件

下,差异成分 主 要 为 新 芒 果 苷(VIP=2.36),在
ELSD条件下,差异成分主要为知母皂苷BⅡ(VIP
=2.81)、知母皂苷BⅢ(VIP=1.32)和新芒果苷

(VIP=1.18)。

注:A.UVD检测;B.ELSD检测;G.S5、S10、S16批次;H.除S5、S10、S16外的15个批次

图3 18批知母药材的PLS􀆼DA得分图
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注:A.UVD检测;B.ELSD检测;G.S5、S10、S16批次;H.除S5、S10、S16外的15个批次

图4 18批知母药材的VIP图

2.6 多种特征成分含量测定方法

本实验在如上建立知母药材的 HPLC􀆼UVD􀆼
ELSD指纹图谱方法的基础上,采用同样色谱条件

同步建立了知母中新芒果苷、芒果苷、知母皂苷N、
知母皂苷BⅡ、知母皂苷BⅢ这5个特征成分的同

时含量测定方法,并对多批次药材进行了含量测定。

2.6.1 专属性考察 取空白溶液、混合对照品溶液

及供试品溶液,按照“2.1”项下色谱条件分别进样分

析。结果表明,空白溶液不干扰新芒果苷、芒果苷、
知母皂苷N、知母皂苷BⅡ和知母皂苷BⅢ这5个

特征成分,说明该方法专属性良好,结果见图5~6。

注:1.新芒果苷;2.芒果苷

图5 混合对照品(A)、供试品(B)及空白(C)溶液 HPLC􀆼UVD色谱图

注:3.知母皂苷N;4.知母皂苷BⅡ;5.知母皂苷BⅢ

图6 混合对照品(A)、供试品(B)及空白(C)溶液 HPLC􀆼ELSD色谱图

2.6.2 线性及范围 分别将“2.2.1”项下混合对照

品溶液进行等比稀释,按“2.1”项下色谱条件依次测

定分析并记录上述5个成分的色谱峰面积。以对照

品质量浓度(X,μg/mL)为横坐标、峰面积(Y)为纵

坐标进行线性回归计算,结果表明,新芒果苷在

4.33~433.50μg/mL内呈良好的线性关系,回归方

程为Y=27614X-9890(r=0.9998);芒果苷在

8.36~334.46μg/mL内呈良好的线性关系,回归方

程为Y=45196X+177646(r=0.9996)。以对照

品质量浓度的对数值为横坐标(X)、峰面积的对数
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值为纵坐标(Y)进行线性回归计算,结果表明,知母

皂苷N在5.30~211.88μg/mL呈良好的线性关

系,回 归 方 程 为Y =1.7260X +1.7456(r=
0.9998);知母皂苷BⅡ在44.48~1779.19μg/mL
内呈良好的线性关系,回归方程为Y=1.7260X+
1.7456(r=0.9985);知 母 皂 苷 BⅢ在5.30~
211.88μg/mL内呈良好的线性关系,回归方程为Y
=1.7260X+1.7456(r=0.9960)。

将最低浓度的对照品溶液进行逐级稀释以信噪

比为10的浓度作为定量限,测得这5个成分的定量

限分别为0.23、0.37、5.85、10.88、2.73μg/mL。

2.6.3 仪器精密度试验 取批次为S13的知母药

材粉末,按照“2.2.2”项下制备供试液,按“2.1”项下

色谱条件连续测试6次,结果显示,5个成分峰面积

的RSD 值分别为0.71%、0.60%、2.68%、1.77%和

3.04%,表明该方法的仪器精密度良好。

2.6.4 方法重复性试验 取批次为S13的知母药

材粉末,按照“2.2.2”项下平行制备6份供试液,按
“2.1”项下色谱条件进样分析,结果显示,5个成分

的峰 面 积 RSD 分 别 为 2.24%,2.13%,2.87%,

1.90%,3.15%,表明该方法的重复性符合要求。

2.6.5 样品稳定性试验 取批次为S13的知母药

材粉末,按照“2.2.2”项下制备供试品溶液,按“2.1”
项下色谱条件分别在0、2、4、8、12、24h进样分析,
结果 显 示,5 个 成 分 的 峰 面 积 RSD 值 分 别 为

0.93%、0.89%、2.60%、2.01%和2.02%,表明供试

液在24h内稳定性良好。

2.6.6 方法准确度试验 取已测定的知母药材粉

末(S13)9份,精密称定,以80%、100%和120%的

比例,加入对照品适量,按照“2.2.2”项下平行制备

供试液,按“2.1”项下色谱条件依次进样分析并计算

回收率。结果显示,低、中、高3个浓度下5个成分

的平均加样回收率分别 为97.44%~100.27%、

98.05%~99.19%、102.00%~104.25%、95.48%~
98.30%和 99.61% ~104.13%,RSD 值 不 大 于

2.86%,这表明所建立方法的准确度良好。

2.6.7 多批次知母药材质量评价 取18批知母药

材粉末,按照“2.2.2”项下制备供试液,以“2.1”色谱

条件分别进样分析,记录峰面积,采用所建立的标准

曲线法对18批知母药材的5个成分进行含量测定,
结果见表3,18批知母药材中5个成分的含量分别

在1.42~17.19、3.69~16.36、2.96~5.96、48.10~
75.53、0.81~11.17mg/g内,表明知母中主含知母

皂苷BⅡ,且不同批次间新芒果苷和知母皂苷BⅢ
的含量波动较大。
表3 18批知母药材5个成分含量测定试验结果(mg·g-1)

批次 新芒果苷 芒果苷
知母

皂苷N

知母

皂苷BⅡ

知母

皂苷BⅢ
S1 10.57 12.41 4.03 58.67 2.66
S2 9.30 9.53 3.38 48.10 5.85
S3 1.42 15.28 4.90 50.18 6.82
S4 5.82 12.71 2.96 67.13 1.59
S5 14.44 4.84 5.49 63.31 1.99
S6 1.81 16.36 3.81 57.17 5.13
S7 9.55 13.99 4.93 65.70 2.05
S8 7.67 14.82 5.20 58.95 5.47
S9 7.61 10.81 3.31 50.26 11.17
S10 16.51 7.02 4.74 75.53 1.42
S11 5.45 14.49 5.26 60.20 5.97
S12 14.50 4.75 5.64 63.17 1.31
S13 17.19 7.85 5.56 65.90 1.86
S14 12.73 11.99 5.96 73.50 1.06
S15 11.43 7.12 3.31 48.48 3.64
S16 17.14 3.69 5.13 69.71 0.81
S17 14.67 10.32 5.80 66.62 1.07
S18 11.02 10.05 4.72 61.51 1.41

RSD/% 46.47 37.29 20.59 13.39 81.81

3 讨论

本实验以对照品指认的10个色谱峰总峰面积

为评价指标,对药材提取溶剂(50%、70%、90%甲

醇,50%、70%、90%乙醇)、提取方式(超声处理、加
热回流)和提取时间(超声处理15、30、45、60min)
分别进行考察,最终以70%甲醇超声提取30min的

前处理方法最优。
为了建立可以同时进行知母的指纹图谱分析与

多指标成分含量测定的高效便捷的方法,寻找最佳

色谱条件,本实验对不同品牌色谱柱(InnovalAQ􀆼
C18、XBridgeTM􀆼C18、VenusilASB􀆼C18、Cosmosil􀆼

C18、UltimateTMXB􀆼C18)、不同流动相体系(乙腈􀆼水、
乙腈􀆼0.1%乙酸水溶液、乙腈􀆼0.1%甲酸水溶液)、不
同流速(0.8、1.0、1.2mL/min)、不同柱温(25、30、

35℃)、ELSD不同气体流速(1.0、1.5、2.0L/min)和
漂移管不同温度(60、65、70℃)分别进行考察,最终

选择UltimateTMXB􀆼C18色谱柱、流动相为乙腈􀆼水

(0.1%甲酸)、流速为1.0mL/min、柱温为30℃、

ELSD载气流速为1L/min、漂移管温度为60℃,结
果显示各色谱峰的峰形和分离程度均较好。

多批次市售知母药材的 HPLC􀆼UVD􀆼ELSD指
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纹图谱的化学计量学分析发现,新芒果苷、知母皂苷

BⅡ和知母皂苷BⅢ是影响批间相似度差异的主要

成分,提示在知母的质量控制中有必要关注这3个

差异成分并将其列入含量测定指标成分。
在知母的含量指标测定成分选择时,为表征各

类特征成分的含量贡献,应该尽可能覆盖知母中主

要化学结构类型黄酮类和皂苷类成分,其中黄酮类

成分中的芒果苷、皂苷类成分中的知母皂苷BⅡ亦

是药典规定的指标成分。课题组在前期研究发现,
知母皂苷BⅡ和知母皂苷BⅢ是知母吸收入血的主

要成分[17],并表现出抗血小板聚集活性[4],提示其

与知母的药效可能密切相关,是知母整体质量控制

中不可忽视的成分。进一步结合考虑指纹图谱化学

计量学分析的差异成分,最终选择新芒果苷、芒果

苷、知母皂苷BⅡ、知母皂苷BⅢ和知母皂苷N这5
个成分作为知母含量测定的指标成分。对18批知

母药材的含量测定发现,不同批次间新芒果苷和知

母皂苷BⅢ的含量波动较大,此结果与指纹图谱的

化学计量学分析结果基本一致。
本文建立的知母药材 HPLC􀆼UVD􀆼ELSD指纹

图谱结合多指标含量测定方法,更全面、准确地描述

了知母药材化学成分的整体轮廓与各类特征成分的

含量贡献,并实现了一次进样即可同时便捷地实现

知母药材的定性和定量分析,为整体控制知母药材

的质量提供了科学的实验依据。此外,鉴于知母对

照品不容易获得,后续可考虑进一步建立知母药材

一测多评的含量测定方法。
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