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摘要:目的 建立薄层色谱、HPLC指纹图谱、多成分含量测定分析方法,评价18批不同产地羌活市售药材,为提高羌活质量

标准提供技术支持。方法 采用高效薄层色谱法对羌活进行鉴别;采用 HPLCDAD法建立羌活指纹图谱,运用相似度软件

对18批药材进行质量评价,建立 HPLC法测定羌活中多个有效成分(阿魏酸苯乙醇酯、羌活醇、异欧前胡素、镰叶芹二醇)的

含量。结果 建立了高效便捷的羌活薄层鉴别方法;所建立的指纹图谱出峰时间适中、方法稳定,共标定了14个共有峰,并通

过对照品比对指认了6个色谱峰。18批市售药材指纹图谱相似度按共有峰计算在0.887~0.992;建立羌活多类型有效成分含

量测定方法,阿魏酸苯乙醇酯、羌活醇、异欧前胡素、镰叶芹二醇在该色谱条件下分离良好,线性关系良好(r>0.9998),平均

回收率分别为95.3%、99.5%、98.5%、98.5%。结论 建立的羌活薄层鉴别方法和 HPLC指纹图谱稳定可靠,能有效区别羌

活、宽叶羌活及其易混淆品;同时建立了羌活中多个有效成分的 HPLC含量测定方法,为全面提高羌活质量控制方法提供指

导。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToestablishtheHPTLCidentification HPLCfingerprintandmulticomponentsquantitativeanal-
ysismethodsofNotopterygiumincisum NI  forthequalityevaluationof18batchesofNIfromdifferentoriginsandtopro-
videareferenceforimprovementofNIqualitystandards METHODS HPTLCmethodwasappliedforNIidentification 
HPLCDADmethodwasusedtoestablishthefingerprintof18batchesofNI theirsimilaritieswerecalculatedforqualityeval-
uation HPLCmethodwasperformedformultipleactivecomponents phenethylferulate notopterol isoimperatorin falcarin-
diol quantitativeanalysisinNI RESULTS AnefficientandconvenientHPTLCmethodforNIidentificationwasestablished 
Theestablishedfingerprinthadmoderaterunningtimeandthemethodwasprovedtobestable 14commonpeakswereselect-
edand6ofthem wereidentifiedbyusingstandardsubstances Thesimilarityof18batchesofNIwasbetween0 887and
0 992 ForthemulticomponentsquantitativeanalysisinNI HPLCmethodwasestablishedtodetectphenethylferulate no-
topterol isoimperatorinandfalcarindiol Thesefourpeakswereseparatedwellandhadagoodlinearrelationship r>0 9998 
underthecondition Theaveragerecoveryrateswere95 3% 99 5% 98 5%and98 5% respectively CONCLUSION The
establishedHPTLCandHPLCfingerprintsofNIarestableandreliable andcanbeusedtoeffectivelydistinguishN incisum 
N franchetiiandotherconfusablevarieties AHPLCmethodformultipleactivecomponentsassayisalsoestablishedandval-
idated ThisstudyprovidestheguidanceforcomprehensivelyimprovingthequalitycontrolmethodofNI 
KEYWORDS Notopterygiumincisum HPTLC fingerprint multicomponentsquantitativeanalysis qualityevaluation

  羌活是一种临床常用中药,2015版《中国药典》 收载了2种基原,分别为伞形科羌活属植物羌活
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Notopterygiumincisum TingexH.T.Chang和宽

叶羌活N.franchetiiH.deBoissieu[1]。羌活用药

历史悠久,药性辛、苦、温,归膀胱经、肾经,能散表

寒、祛风湿、利关节。现代药理学研究表明羌活具有

抗炎、解热、镇痛、抗心律失常、抗菌等作用[24]。
薄层色谱法具有高效经济且准确性高的特点,

是中药鉴别的主要方法之一。2015版《中国药典》
羌活薄层鉴别项下采用的检测指标为紫花前胡苷,
该成分也是紫花前胡的鉴别指标,作为羌活药材薄

层鉴别的指标专属性不强,也无法区分羌活和宽叶

羌活2种不同基原的植物。张远芳[5]建立了具有较

强专属性的羌活薄层鉴别方法,但采用了有毒试剂

苯,且需展开15cm。《中国药典》收录了以羌活醇、
阿魏酸苯乙醇酯、异欧前胡素、镰叶芹二醇4个成分

为检测指标的羌活特征图谱,不能将羌活和宽叶羌

活区分,也不能体现羌活复杂的整体特性。张远芳

等[6]分别建立了羌活和宽叶羌活的 HPLC指纹图

谱,获得9个羌活共有峰,指认了其中2个。含量测

定研究集中在香豆素和阿魏酸、绿原酸等一些常见

的酚酸类成分[78],忽视了羌活中其他活性较强的化

合物[3],未能反映羌活多功效多靶点的特征。近年

来羌活和宽叶羌活在成分和活性方面的差异逐渐引

起关注[910]。一方面羌活和宽叶羌活在药效上有所

差别,二甲苯致小鼠耳肿的体内抗炎实验表明[11],
不同商品规格中,基原为宽叶羌活的条羌无显著抗

炎活性,基原为羌活的蚕羌抗炎活性较为显著;另一

方面,国际上特别是欧、美药典只认可单一基原的植

物作为药材标准,羌活和宽叶羌活在成分、药效上均

有较大差异,把两者混为一谈很难被国际认可,不利

于中药的国际化发展,因此羌活质量控制有必要建

立能区分不同羌活基原、表征羌活化学轮廓和多类

型有效成分的整体质量控制方法,用于全面客观评

价羌活质量。
本研究从薄层鉴别、HPLC指纹图谱、多类型有

效成分含量测定多个层面,建立了羌活的质量控制

方法,并应用于多批次不同产地的市售羌活药材,为
全面客观的羌活质量控制提供依据。

1 材料

1.1 仪器

全自动薄层色谱仪(CAMAG,ATS4/ADC2/

TLCVisualizer2);高效液相色谱仪(Waterse2695,

PDA2998检测器,Empower3工作站);色谱柱

ThermolPrazisC18(4.6mm×250mm,5μm);十万

分之一天平(METTLER TOLEDO,NewClassic
MF);万分之一天平(Sartorius,BSA124S);超声清

洗仪(昆山市超声仪器有限公司,KQ500DE);鼓风

干燥箱(上海喆图,TGF9070A);pH计(Sartorius,

meterPB10);指纹图谱相似度评价软件(国家药典

委员会,2012版)。

1.2 试剂与药品

对 照 品:羌 活 醇 (> 98.0%,诗 丹 德,

st06260120);异 欧 前 胡 素 (>98.8%,诗 丹 德,

RS03181020);阿魏酸苯乙醇酯(>98.0%,诗丹德,

ST58150105);佛 手 柑 内 酯 (>98.0%,诗 丹 德,

ST03730120MG);镰叶芹二醇(>98.0%,成都洛克

玛,CHB180726);紫花前胡苷(>99.6%,中检院,

111821201604),羌活对照药材(中检院,120935
201408);王草质为课题组从羌活中提取分离得到,
经HPLCMS和NMR检测确定化合物为王草质,
纯度大于98%。

硅胶GF254薄层板(Merck);甲醇(分析纯,泰
坦);甲醇(色谱纯,Honeywell);乙腈(色谱纯,Hon-
eywell);磷酸(分析纯,广东光华科技股份有限公

司);环己烷、乙酸乙酯、三乙胺(分析纯,国药集团);
三氟乙酸(TFA,色谱纯,国药集团);水为娃哈哈纯

净水。

1.3 样品

本研究共收集了18批羌活药材(四川和青海

产),3批宽叶羌活药材(安徽栽培基地),以及4种

羌活易混淆品(地榆、虎杖、藁本、臭羌)。药材均经

南京中医药大学胡杨博士鉴定,No.1~18为伞形科

植物羌活 Notopterygiumincisum TingexH.T.
Chang的根及根茎,No.19~21为伞形科植物宽叶

羌活N.franchetiiH.deBoissieu的根及根茎;样
品来源信息见表1。18批羌活经2015版《中国药

典》羌活项下规定进行检测,结果均符合规定。

2 方法与结果

2.1 薄层鉴别

2.1.1 对照品及对照药材溶液的制备 取羌活醇

和异欧前胡素适量,加甲醇制成各含羌活醇和异欧

前胡素0.2mg/mL的混合对照品溶液;取羌活对照

药材约0.2g,加甲醇20mL,超声30min(功率

250W,频率50kHz),过滤,取上清液为对照药材溶

液。
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表1 羌活及其易混淆品来源信息

编号 基原 批号 产地 编号 基原 批号 产地

1 羌活 1903071 青海 14 羌活 2004203 青海

2 羌活 1903072 四川 15 羌活 2004204 青海

3 羌活 1905061 四川 16 羌活 2006081 青海

4 羌活 1905062 四川阿坝 17 羌活 2006082 青海

5 羌活 1905063 四川阿坝 18 羌活 2006083 四川

6 羌活 1905064 四川青海交界 19 宽叶羌活 2007201 安徽

7 羌活 1910211 四川 20 宽叶羌活 2007202 安徽

8 羌活 1910212 四川阿坝 21 宽叶羌活 2007203 安徽

9 羌活 1910213 四川阿坝 22 地榆 2006251 甘肃陇西

10 羌活 1910214 四川阿坝 23 虎杖 2006252 广东仁化

11 羌活 1910215 青海 24 藁本 190901 辽宁

12 羌活 2004201 四川青海交界 25 臭羌 190307 四川

13 羌活 2004202 青海

2.1.2 供试品溶液的制备 取药材粉末约0.2g,加
甲醇 20 mL,超 声 30 min(功 率 250 W,频 率

50kHz),过滤,取上清液为供试品溶液。

2.1.3 薄 层 色 谱 方 法 的 建 立 及 样 品 测 定 按

“2.1.2”项下方法分别制备羌活、宽叶羌活、地榆、虎
杖、藁本、臭羌药材的供试品溶液,照薄层色谱法(通
则0502)实验,吸取羌活混合对照品溶液、对照药材

溶液和各供试品溶液各5μL,分别点于同一硅胶

GF254薄层板上,以环己烷∶乙酸乙酯(7∶3)为展

开剂,预饱和时间为10min,展开高度为85cm,取
出,吹干溶剂,置紫外灯(366nm)检视。

2.1.4 结果 18批羌活供试品薄层色谱中,在与对

照品及对照药材相应的位置上,显相同颜色的斑点

(图1)。羌活样品与宽叶羌活、臭羌、地榆、虎杖、藁
本薄层色谱图具有较为明显的差别(图2)。所建立

的薄层色谱能有效鉴别羌活和宽叶羌活(红色方框

部分),以及其他易混淆品,且避免了药典使用的管

制试剂三氯甲烷,分析方法简单高效、稳定可靠。

2.2 指纹图谱

2.2.1 色谱条件 ThermolC18色谱柱(4.6mm×
250mm,5μm);流动相:乙腈(A)0.1%TFA水溶

液(B),梯度洗脱(0~30min,10%~27%A;30~
33min,27%~50%A;33~55min,50%A;55~
75min,50%~90%A;75~80min,90%A);流速为

0.8mL/min;检测波长为310nm;柱温为30℃;进
样量为10μL。

2.2.2 对照品溶液的配制 取紫花前胡苷、佛手柑

内酯、阿魏酸苯乙醇酯、羌活醇、异欧前胡素、王草质

对照品适量,加甲醇制成浓度分别为131、112、60、

55、98、70μg/mL的混合溶液。

注:S1.对照品;S2.羌活对照药材;A.异欧前胡素;B.羌活醇;

1~18.羌活样品

图1 18批羌活药材薄层色谱图

注:S1.对照品;S2.羌活对照药材;A.异欧前胡素;B.羌活醇;

1~3.宽叶羌活;4.羌活;5.地榆;6.藁本;7.虎杖;8.臭羌

图2 羌活、宽叶羌活及其易混淆品薄层色谱图

2.2.3 供试品溶液的配制 取药材粉末约0.2g,加
甲醇20mL,超声处理(功率250W,频率50kHz)

30min,0.22μm微孔滤膜过滤,作为供试品溶液。

2.2.4 指纹图谱方法学考察

2.2.4.1 精密度试验 取羌活供试品溶液(14号)按
“2.2.1”项下色谱条件,连续进样6次,记录色谱图。
以12号色谱峰羌活醇为参照峰,计算各共有峰相对

保留时间,RSD 均小于0.10%,相对峰面积RSD 均

小于1.2%,表明仪器精密度良好。

2.2.4.2 重复性试验 同一批羌活药材(14号)6
份,按“2.2.3”项下方法平行制备6份供试液,按
“2.2.1”项下色谱条件测定,记录色谱图。以12号色
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谱峰羌活醇为参照峰,计算各共有峰相对保留时间,

RSD 均 小 于 0.12%,相 对 峰 面 积 RSD 均 小 于

2.5%。表明该方法的重复性良好。

2.2.4.3 稳定性试验 取1份羌活药材(14号),按
“2.2.3”项下方法制备供试液,按“2.2.1”项下色谱条

件,分别在0、2、4、8、12、24h进样分析,记录色谱

图。结果显示,以12号色谱峰羌活醇为参照峰,各
共有峰相对保留时间RSD 均小于0.28%,相对峰面

积RSD 均小于3.3%。表明供试液常温下在24h
内稳定。

2.2.5 市售羌活药材相似度分析及特征峰指认 18
批羌活药材及其易混淆品按“2.2.3”项下方法制备供

试液,按“2.2.1”项下色谱条件进行测定。混合对照

品、羌活及其易混淆品 HPLC结果见图3,18批羌

活指纹图谱见图4。将测定结果导入《中药色谱指

纹图谱相似度评价系统》2012版进行分析,以1号

羌 活 药 材 作 为 参 照 进 行 匹 配,时 间 窗 口 设 为

0.1min,以中位数法建立羌活 HPLC对照指纹图谱

(图4A),共标定出14个共有峰,并通过对照品比对

指认其中6个成分,分别为紫花前胡苷(峰5)、佛手

柑内酯(峰9)、阿魏酸苯乙醇酯(峰11)、羌活醇(峰

12)、异欧前胡素(峰13)和王草质(峰14)。结果表

明,不同批次羌活之间有一定差异,按照共有峰计算

相似度为0.887~0.992。见表2。

2.3 含量测定

2.3.1 色谱条件 ThermolC18色谱柱(4.6mm×
250mm,5μm);流动相:40%乙腈(A)60%磷酸三

乙胺缓冲溶液(B),等度洗脱;流速为0.8mL/min;
检测波长为210nm;柱温为30℃;进样量为10μL。

2.3.2 磷酸三乙胺缓冲盐的配制 7mL三乙胺和

4mL磷酸加入50%甲醇水溶液1L,用磷酸调pH
=3.2即得。

2.3.3 对照品溶液的配制 取阿魏酸苯乙醇酯、羌
活醇、异欧前胡素、镰叶芹二醇对照品适量,精密称

定,加甲醇制成每1mL分别含阿魏酸苯乙醇酯

119.07μg,羌活醇240.02μg,异欧前胡素267.89μg,
镰叶芹二醇225.238μg的混合溶液,即得。

2.3.4 供试品溶液的配制 取本品粉末(过3号筛)
约0.1g,精密称定,置具塞锥形瓶中,精密加入甲醇

20mL,称 定 质 量,超 声 处 理(功 率250W,频 率

50kHz)60min,放冷,再称定质量,用甲醇补足减失

的质量,摇匀,滤过,取续滤液,过0.22μm 微孔滤

膜,即得。

注:S1.羌活;S2.地榆;S3.藁本;S4.虎杖;S5.宽叶羌活;S6.臭羌

图3 混合对照品、羌活及其易混淆品叠加图

图4 羌活对照指纹图谱(A)和18批羌活指纹图谱

叠加图(B)
表2 18批羌活指纹图谱相似度评价结果

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度

1 0.992 7 0.887 13 0.975
2 0.976 8 0.976 14 0.960
3 0.985 9 0.979 15 0.960
4 0.986 10 0.925 16 0.991
5 0.903 11 0.990 17 0.982
6 0.989 12 0.936 18 0.948

2.3.5 多成分含量测定

2.3.5.1 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“2.3.1”项下色谱条件分别进

样分析。结果表明,空白溶液对阿魏酸苯乙醇酯、羌
活醇、异欧前胡素、镰叶芹二醇这4个特征成分没有

干扰(图5),说明该方法专属性良好。

2.3.5.2 线性范围 取阿魏酸苯乙醇酯、羌活醇、异
欧前胡素、镰叶芹二醇浓度分别为477、993、998、

1066μg/mL的 对 照 品 混 合 溶 液,逐 级 稀 释,按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定。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,阿魏酸苯乙醇酯在19.08~
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477μg/mL内呈良好线性关系,回归线性方程Y=
28.007X+13.272(r2=0.9999);羌活醇在39.72~
993μg/mL内呈良好线性关系,回归线性方程Y=
30.451X+61.499(r2=0.9999);异欧前胡素在

39.92~998μg/mL内呈良好线性关系,回归线性方

程Y=33.685X+74.331(r2=0.9999);镰叶芹二醇

在42.64~1066μg/mL内呈良好线性关系,回归线

性方程Y=24.461X+120.76(r2=0.9998)。
将最低浓度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,测定阿魏酸苯乙醇酯、
羌活醇、异欧前胡素和镰叶芹二醇的定量限分别为

0.76、1.58、1.59、1.71μg/mL。

2.3.5.3 精密度试验 取羌活供试品溶液(14号)按
“2.3.1”项下色谱条件,连续进样6次,计算阿魏酸苯

乙醇酯、羌活醇、异欧前胡素和镰叶芹二醇含量

RSD 分别为0.62%、0.64%、0.76%和0.24%,表明

仪器精密度良好。

注:1.阿魏酸苯乙醇酯;2.羌活醇;3.异欧前胡素;4.镰叶芹二醇

图5 空白溶液(A)、混合对照品溶液(B)和供试品溶液(C)

色谱图

2.3.5.4 重复性试验 取同一批羌活药材(14号)6

份,精密称定,按“2.3.4”项下方法平行制备6份供试

品溶液,按“2.3.1”项下色谱条件进样测定,计算阿魏

酸苯乙醇酯、羌活醇、异欧前胡素和镰叶芹二醇含量

RSD 分别为1.3%、0.42%、1.2%和0.73%。表明该

方法重复性良好。

2.3.5.5 稳定性试验 取同一批羌活药材(14号),
按“2.3.4”项下方法制备供试品溶液,按“2.3.1”项下

色谱条件,分别在0、2、4、8、12、24h进样分析,计算

阿魏酸苯乙醇酯、羌活醇、异欧前胡素和镰叶芹二醇

含量RSD 分别为1.4%、1.8%、0.68%和0.98%,表
明供试品溶液常温下在24h内稳定。

2.3.5.6 加样回收率 取0.05g羌活药材粉末(14
号)9份,精密称定,以80%、100%、120%的比例分

别加入对照品混合溶液,每个水平平行3份,每份平

行测定2次。按照“2.3.1”项下色谱条件,依次进样

测定,计算回收率。结果显示,阿魏酸苯乙醇酯、羌
活醇、异欧前胡素和镰叶芹二醇平均回收率依次是

95.3%、99.5%、98.5%和98.5%。RSD 值均小于

2.4%,表明建立的方法准确度良好。

2.3.5.7 样品测定 取18批羌活药材粉末,按照

“2.3.4”项下制备供试品溶液,和“2.3.3”项下制备的

对照品溶液按“2.3.1”项下液相条件分别进样测定,
记录峰面积,分别计算18批羌活药材(以干燥品计)
中4个指标性成分的含量,结果见表3。18批药材

中阿魏酸苯乙醇酯百分含量为0.33%~0.94%,羌
活醇百分含量为0.56%~1.89%,异欧前胡素百分

含量为0.10%~1.06%,镰叶芹二醇百分含量为

2.21%~6.24%,结果表明不同批次之间羌活成分含

量波动较大。

3 讨论

本实验建立了高效便捷的羌活药材薄层色谱鉴

别方法,并考察了不同薄层板、不同展开体系、不同

显色条件,最终选择 Merck公司 GF254高效薄层

板、展开剂为环己烷乙酸乙酯、在紫外灯366nm下

视检为最佳条件,该方法能有效区分羌活、宽叶羌活

及其易混淆品。为了建立 HPLC指纹图谱和含量

测定的最佳提取方式和色谱条件,本实验分别考察

了不同提取溶剂(50%、80%、100%甲醇),不同提取

方式(超声、回流、震荡),不同提取时间(30、45、

60min),不同品牌色谱柱(AgilentZorbaxSBC18、
汉邦 DubheC18、ThermolPrazisC18),不 同 柱 温

(25、30、35℃),不同流速(0.8、1.0、1.2mL/min)和
不同流动相体系(0.1%甲酸水溶液乙腈、0.1%TFA
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水溶液乙腈、0.1%磷酸水溶液乙腈、磷酸三乙胺缓

冲溶液乙腈、磷酸三乙胺缓冲溶液甲醇、0.1%TFA
水溶液甲醇),最终选择甲醇超声30min提取、

0.1%TFA水溶液乙腈体系、流速0.8mL/min、检
测波长310nm、柱温30℃为指纹图谱的条件。含

量测定选择甲醇超声60min、磷酸三乙胺缓冲溶液
乙腈体系、流速0.8mL/min、检测波长210nm、柱温

30℃,在该条件下各色谱峰峰型和分离度良好。
表3 18批羌活药材4个成分含量测定实验结果(%)

编号 阿魏酸苯乙醇酯 羌活醇 异欧前胡素 镰叶芹二醇

1 0.71 1.40 0.66 4.11
2 0.61 1.45 0.73 4.15
3 0.94 1.75 0.62 4.96
4 0.59 1.36 0.60 4.69
5 0.59 1.08 0.34 5.28
6 0.78 1.89 0.71 4.81
7 0.48 0.60 0.10 5.56
8 0.62 1.44 1.06 4.50
9 0.72 1.80 0.82 4.23
10 0.33 0.56 0.13 6.24
11 0.44 1.26 0.76 2.87
12 0.45 1.74 1.03 3.56
13 0.42 0.59 0.52 2.25
14 0.37 0.81 0.59 3.78
15 0.58 0.69 0.80 3.22
16 0.46 0.71 0.44 2.21
17 0.77 1.07 0.69 4.07
18 0.36 0.67 0.30 2.22

  在选择羌活含量测定指标时,应尽可能覆盖羌

活主要功效和不同成分类型。香豆素、烯炔、酚酸和

酚酸酯类化合物是羌活中的主要成分类型,香豆素

类异欧前胡素和羌活醇是《中国药典》和《香港中药

材标准》中的指标性成分,具有较强的抗炎活性。镰

叶芹二醇是羌活中烯炔类化合物的主要成分,在药

材中含量较高,能显著抑制 NO分泌,产生抗炎作

用[12],同时具有较强的抗菌[13]和抗病毒活性[14]。
酚酸酯类的阿魏酸苯乙醇酯是羌活中抗氧化[15]和

抗血栓[1617]的主要活性成分。本实验针对羌活不同

成分类型中活性较强的化合物建立多成分含量测

定,尽可能覆盖羌活多种药理活性,以全面评价羌活

质量。
本实验采用高效薄层色谱和指纹图谱鉴别羌活

不同基原,方法高效简便,结果表明羌活和宽叶羌活

成分差异明显,18批羌活之间有一定差异。在指纹

图谱全面表征羌活化学轮廓的基础上,结合羌活多

功效多靶点的特征建立多类型有效成分含量测定方

法。含量测定结果发现不同批次羌活成分含量有一

定差异,同一成分的含量波动也较大,后续可考虑根

据不同产地、不同生长年限和商品规格对羌活成分

进行聚类分析,建立羌活等级划分标准及检测方法,
为全面提高羌活质量控制方法提供指导。
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