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摘要:目的 建立珍珠母药材HPLC特征图谱,提高其质量控制水平。方法 采用HPLC法测定,AgilentZORBAXSB􀆼C18色

谱柱(4.6mm×250mm,5μm);流动相为乙腈􀆼0.1%磷酸水溶液(梯度洗脱),流速0.5mL/min,检测波长254nm,柱温为

30℃;以苯丙氨酸为参照物,运用国家药典委员会《中药色谱指纹图谱相似度评价系统(2012版)》对测定的10批珍珠母药材

数据进行处理分析。结果 建立了以5个特征峰为指标成分的珍珠母药材 HPLC特征图谱,以苯丙氨酸色谱峰为参照,其他

4个特征峰的相对保留时间分别为0.703±0.006、0.814±0.005、0.881±0.001、1.403±0.008。结论 该方法经过方法学验证,

可用于珍珠母药材的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToestablishthespecificchromatogramsofMargaritiferaconchabyHPLC soastoimproveits
qualitycontrol METHODS TheanalysiswasperformedonanAgilentZORBAXSB􀆼C18column 4 6mm×250mm 5μm 
withagradientmobilephaseofacetonitrile􀆼0 1%phosphoricacidataflowrateof0 5mL min Thedetectionwavelengthwas
setat254nmandthecolumntemperaturewas30℃ Usingphenylalanineasthereferencesolution 10batchesofsamplesof
Margaritiferaconchawereanalyzedwiththedevelopedmethod andsimilarityevaluationsystemforchromatographicfinger-
printoftraditionalChinesemedicine 2012Version wasusedforthequalityassessment RESULTS Fivecommonpeakswere
foundthroughthesimilarityevaluationsystem Withphenylalanineasthereference therelativeretentiontimeoftheother
fourpeakswere0 703±0 006 0 814±0 005 0 881±0 001 1 403±0 008 respectively CONCLUSION Themethodhas
beenvalidatedbymethodology andcanbeusedforthequalitycontrolofMargaritiferaconcha 
KEYWORDS Margaritiferaconcha phenylalanine relativeretentiontime HPLC specificchromatogram qualitycontrol

  珍珠母基源为蚌科动物三角帆蚌 Hyriopsis
cumingii(Lea)、褶 纹 冠 蚌 Cristaria plicata
(Leach)或珍珠贝科动物马氏珍珠贝Pteriamar-
tensii(Dunker)的贝壳,珍珠母具有平肝潜阳、安神

定惊、明目退翳的功效,用于头痛眩晕、惊悸失眠、目

赤翳障、视物昏花[1]。珍珠母为药典收载的品种,主
要成分为碳酸钙、贝壳硬蛋白及微量元素[2􀆼3]。2015
版《中国药典》珍珠母项下检验项目仅包括性状、鉴
别及酸不溶性灰分。赵希贤等[4]利用凯式定氮法测

定氮含量,用氨基酸测定仪测定氨基酸种类及含量,
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用于研究珍珠母水解提取氨基酸的工艺;李尚蓉

等[5]利用电感耦合等离子体质谱(ICP􀆼MS)法和电

感耦合等离子体发射光谱(ICP􀆼OES)对珍珠和珍珠

母中24种微量元素进行了测定;陈红等[6]用ICP􀆼
MS测定珍珠母等药材中15种稀土元素含量;韦正

等[7]采用EDTA滴定法对珍珠母等药材中碳酸钙

含量进行测定;司玮等[8]采用紫外分光光度法对珍

珠母水解后样品中总氨基酸进行测定;朱智甲[9]采

用柱前衍生化法测定珍珠母中氨基酸含量。贝壳类

中药一直缺少专属性的鉴别,本文收集了不同产地

的珍珠母药材,探索采用 HPLC法对其进行专属性

鉴别,建立了珍珠母药材 HPLC特征图谱,为更好

地控制珍珠母药材质量提供了可靠的方法依据。

1 材料

1.1 仪器与试剂

高效液相色谱仪(安捷伦1260型,美国安捷伦

公司;ShimadzuLC􀆼20AT 型,日本岛津公司;Di-
onexUltimate3000 型,美 国 ThermoFisher公

司)。超声波清洗器(KH3200E型,昆山禾创超声仪

器有限公司),分析天平(CPA225D型,德国赛多利

斯),高速多功能粉碎机(RHP200型,永康市荣浩工

贸有限公司),药典检验筛(浙江上虞市华丰五金仪

器有限公司)。
色谱纯乙腈,超纯水,其他试剂为分析纯。对照

品色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸(批号:140624􀆼201506)
均购自中国食品药品检定研究院。

1.2 样品

经原河北省药品检验研究院孙宝惠主任中药师

鉴定,自珍珠母主产地和市场收集的10批珍珠母药

材均为正品,样品来源见表1。
表1 珍珠母样品信息表

序号 产地 收集时间

ZZM􀆼01 浙江诸暨 201803
ZZM􀆼02 湖南邵阳 201803
ZZM􀆼03 湖南衡阳 201803
ZZM􀆼04 浙江绍兴 201803
ZZM􀆼05 安徽蚌埠 201803
ZZM􀆼06 浙江宁波 201803
ZZM􀆼07 浙江诸暨 201804
ZZM􀆼08 广西南宁 201804
ZZM􀆼09 广西玉林 201804
ZZM􀆼10 广西柳州 201804

2 方法与结果

2.1 对照品溶液的制备

取色氨酸、酪氨酸及苯丙氨酸对照品适量,精密

称定,加1mol/L硫酸制成浓度分别为15μg/mL
的溶液,作为混合对照品溶液。

2.2 供试品溶液的制备

取珍珠母粉末(过3号筛)约5.0g,置耐酸容器

中,精密加入6mol/L的 H2SO4溶液25mL,待气

泡消失,加热回流4h,趁热过滤,滤渣、容器用少量

热水反复洗涤,洗液与滤液合并至100mL量瓶中,
加水稀释至刻度,摇匀,用微孔滤膜过滤,即得。

2.3 色谱分析条件

AgilentZORBAXSB􀆼C18型色谱柱(250mm×
4.6mm,5μm);A相为乙腈,B相为0.1%磷酸水溶

液,梯度洗 脱 程 序:0~40min,0~11%A;40~
50min,11%~15%A。流速0.5mL/min;检测波长

为254nm;柱温30℃,进样量10μL。

2.4 方法学考察

2.4.1 特征图谱测定方法的建立 取10批珍珠母

样品,按“2.2”项下方法制备,按“2.3”项下色谱条件

进样分析,色谱图见图1。根据10批珍珠母特征图

谱分析及数据计算,结果确定5个共有峰,见图2。

图1 不同批次珍珠母的特征图谱

注:A.空白溶液;B.混合对照品溶液;C.供试品溶液;

1.酪氨酸;4.苯丙氨酸;5.色氨酸

图2 珍珠母特征图谱特征峰标定

2.4.2 精密度试验 取珍珠母样品(ZZM􀆼01)1份,
按“2.2”项下方法制备供试品溶液,按照“2.3”项下
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色谱条件,连续进样6次,测定,记录色谱图。使用

《中药色谱指纹图谱相似度评价系统(2012版)》分
析色谱图,结果色谱图相似度均为1;以苯丙氨酸色

谱峰为参照峰,各色谱峰相对保留时间RSD 和相

对峰面积RSD 分别在0.1%~0.3%和0.2%~
1.1%之间,说明精密度符合特征图谱分析方法的要

求。

2.4.3 重复性试验 取珍珠母(ZZM􀆼01)样品6份,
按“2.2”项下方法制备供试品溶液,按“2.3”分别进

样并记录色谱图,考察本研究试验方法的重复性。
使用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统(2012
版)》分析色谱图,结果所得色谱图相似度均大于

0.999;以苯丙氨酸色谱峰为参照峰,各色谱峰相对

保留时间RSD 和相对峰面积RSD 分别在0.2%~
0.3%和0.3%~1.5%之间,表明该方法重复性良

好。

2.4.4 稳定性试验 取珍珠母(ZZM􀆼01)样品1份,
按“2.2”项下方法制备供试品溶液,按“2.3”项下方

法分别在0、2、4、8、12、24h检测,记录色谱图,考察

珍珠母供试品溶液的稳定性。使用《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统(2012版)》分析色谱图,结果

所得色谱图相似度均为1;以苯丙氨酸色谱峰为参

照峰,各色谱峰相对保留时间RSD 和相对峰面积

RSD 分别在0.1%~0.3%和0.5%~1.8%之间,说
明珍珠母样品在24h内稳定。

2.4.5 耐用性试验 取珍珠母(ZZM􀆼01)样品1份,
按“2.2”项下方法制备供试品溶液,在原色谱条件基

础上,对3个不同厂家的高效液相色谱仪(Agilent
1260;ShimadzuLC􀆼20AT;Ultimate3000)、3个不

同品牌的色谱柱(PhenomenexLunaC18、WelchUl-
timateXB􀆼C18、InertsilODS􀆼SP)分别进行了耐用性

试验考察,结果显示,各色谱峰相对保留时间RSD
均在0~0.5%之间,相对峰面积RSD 在0~1.5%
之间,色谱峰分离度受不同色谱条件影响不大,表明

方法耐用性较好。因此该色谱方法可作为珍珠母特

征图谱的色谱条件。

2.5 特征图谱的建立与评价分析[10􀆼14]

采用国家药典委员会《中药色谱指纹图谱相似

度评价系统(2012版)》,数据经多点校正,自动匹配

生成珍珠母药材对照特征图谱,计算珍珠母药材特

征图谱的共有模式与样品相似度。对照图谱由10
批样品均值生成,计算10批样品的相似度,结果各

批样品的相似度在0.979~0.994之间,均在0.97以

上。用相对保留时间标定特征峰,通过与对照色谱

峰对比,确定1号色谱峰为酪氨酸,4号色谱峰为苯

丙氨酸,5号色谱峰为色氨酸,见图2。以4号色谱

峰作为参照峰(S峰),计算其他4个共有峰的相对

峰面积,结果显示各峰相对峰面积RSD 在18.82~
32.04之间。特征图谱的相似度主要受各峰相对峰

面积影响,而样品产地是影响相对峰面积的主要因

素,各相对峰面积具体结果见表2。
表2 10批珍珠母药材共有峰相对峰面积测定结果

样品批号 1号峰 2号峰 3号峰 4号峰 5号峰

ZZM􀆼01 2.403 0.671 0.377 1.000 1.259
ZZM􀆼02 3.796 1.558 0.808 1.000 2.870
ZZM􀆼03 3.066 0.619 0.368 1.000 0.973
ZZM􀆼04 2.696 0.727 0.451 1.000 1.189
ZZM􀆼05 3.215 1.065 0.612 1.000 2.204
ZZM􀆼06 3.328 0.695 0.345 1.000 1.316
ZZM􀆼07 4.495 1.528 0.660 1.000 2.598
ZZM􀆼08 2.623 0.843 0.423 1.000 1.581
ZZM􀆼09 3.340 1.332 0.572 1.000 2.568
ZZM􀆼10 3.406 0.707 0.345 1.000 1.884

平均 3.237 0.974 0.496 1.000 1.844
RSD/% 18.82 37.93 32.04 0.00 36.84

2.6 珍珠母质量评价方法的确立

2.6.1 参照峰的选择 在各批次样品图谱中4号

峰苯丙氨酸色谱峰保留时间居中,相邻的峰少,分离

度较高,故以此为参照峰。

2.6.2 评价方法 供试品特征图谱中应包含5个

特征峰,其中4号峰应与混合对照品溶液中苯丙氨

酸峰保留时间相同,以该色谱峰为S峰,计算其他4
个特征峰的相对保留时间,其相对保留时间均应在

规定值的±5%之内,规定值为:0.703(1号峰)、

0.814(2号峰)、0.881(3号峰)、1.403(5号峰)。

3 讨论

3.1 珍珠母鉴别方法

《中国药典》采用显微鉴别方法对珍珠母进行鉴

别,对人员经验要求非常高;杜鹤等[15]采用DNA分

子鉴定对珍珠母进行了鉴别研究,步骤较为繁琐;在
宝石学上常采用 X射线光谱法对珍珠进行鉴别。
本文尝试建立了 HPLC特征图谱的方法对珍珠母

进行专属性鉴别,通过对10批珍珠母药材的分析,
标定了5个共有特征峰,以对照特征图谱为参照,10
批次珍珠母药材的相似度均大于0.97。本项目所建

立的珍珠母HPLC特征图谱分析方法专属性强、重
复性好,能较全面地反映珍珠母药材的内在质量,为
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其质量控制提供了参考依据。

3.2 药材粉碎粒度考察

本实验考察了珍珠母药材的粉碎粒度(2号筛、

3号筛、4号筛)对实验结果的影响,结果表明不同粉

碎粒度对色谱峰个数无影响,3号筛所得色谱图响

应值较高且与4号筛相差不大,因此粉碎粒度确定

为过3号筛。

3.3 供试品溶液制备方法选择

珍珠母主要成分为碳酸钙、贝壳硬蛋白及微量

元素,而贝壳硬蛋白可用酸水解得到氨基酸。实验

中对提取溶剂(4、6、8mol/L的 HCl溶液,4、6、

8mol/L的H2SO4溶液),提取加热方式(电热套加

热、水浴加热),回流时间(1、2、4、6、8h)进行了考

察,采用6mol/L的H2SO4溶液电热套加热回流4h
所得的色谱图,色谱峰数最多,且各峰响应值最大,
故最终确定了供试品溶液的制备方法。

3.4 检测波长的确定

取供试品溶液,注入液相色谱仪,采用二极管阵

列检测器,获取190~400nm的色谱图,比较发现,
在254nm波长处各色谱峰分离度较好,响应值较

高,故最终确定检测波长为254nm。

3.5 流动相的考察

本实验考察了4种不同的流动相(甲醇􀆼水、乙
腈􀆼水、甲醇􀆼0.1%磷酸水溶液、乙腈􀆼0.1%磷酸水溶

液),结果显示采用乙腈􀆼0.1%磷酸水溶液进行洗

脱,得到色谱峰较多,且分离度较好,最后选择乙腈􀆼
0.1%磷酸水溶液为流动相。

3.6 特征峰的指认

本研究建立了以5个特征峰为指标成分的珍珠

母HPLC特征图谱,并对其中3个峰进行了峰归

属,确定为色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸,其余2个色谱

峰还需进一步研究指认。
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