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摘要# 目的!建立酸枣仁]3V3R*36R31$6+&B&-&1黄酮E*N[指纹图谱% 并测定其中 # 种成分的含有量’ 方法!以斯皮诺
素为参照峰% 建立 "% 批样品的E*N[指纹图谱’ 酸枣仁黄酮甲醇提取物的分析采用+C621>G0[(["-色谱柱 ";P’ 44i
#)% 44% ) "4#$ 流动相乙腈(%P"!醋酸% 梯度洗脱$ 体积流量 " 4NB46>$ 柱温 &% e$ 检测波长 #-% >4’
结果!E*N[指纹图谱中有 "% 个共有峰% 并鉴定出其中 - 个 "维采宁(’( 牡荆素葡萄糖苷( 异斯皮诺素( 斯皮诺素(
’:(]WH6AW2:W2?]6>:?6>( ’:(对羟基苯甲酰斯皮诺素( ’:(阿魏酰斯皮诺素( ’:(对香豆酰斯皮诺素#’ 斯皮诺素和 ’:(阿魏
酰斯皮诺素分别在 ")P%% d;%P%% "C和 )P%% d";P%% "C范围内线性关系良好% 平均加样回收率 "J@,# 分别为
"%%P)! ""P’!# 和 "%%P;! ""P’!#’ 结论!该方法准确( 简单( 可靠% 可用于酸枣仁黄酮的质量控制’
关键词! 酸枣仁$ 黄酮$ 斯皮诺素$ ’:(阿魏酰斯皮诺素$ E*N[指纹图谱
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!!酸枣仁为鼠李科植物酸枣 ]3V3R*>62>2>A+ T622
_5H$6R31$6+ "LX>C1# EX1\E$h9<:X 的干燥成熟
种子% 在汉代 /神农本草经0 中被列为上品)"* %
含有脂肪油( 皂苷( 黄酮( 生物碱等多种物质’ 酸
枣仁黄酮具有镇静催眠及抗抑郁活性)#* % 斯皮诺
素和 ’:(阿魏酰斯皮诺素是其主要成分)&* % 均具有
显著药理活性);* % 故选择其作为指标成分))* ’ 本
实验拟建立共有峰成分明确的酸枣仁黄酮指纹图
谱% 并对这 # 种成分的含有量进行检测% 以整体控
制其质量’
JK试药与仪器
"P"!试药!斯皮诺素 "批号 *@"#%"%.%"#( ’:(阿
魏酰斯皮诺素 "批号 *@"&%"&"%&# 对照品购自成
都普思生物科技有限公司 "含有量"/-P%!#’ 酸
枣仁购自安徽毫州市怡怡堂精品药材店( 天津江山
大药房医药连锁有限公司( 安国市祁瑞中药材有限
公司% 经天津医科大学生药教研室周晔教授鉴定为
正品’ 酸枣仁黄酮 "自制’ 制备方法为取酸枣仁
#)% C% 粉碎后用 .% e石油醚脱脂 ; <% 挥干% 粉
末用 .%!乙醇回流提取 ’ <% 提取物用正丁醇萃取
& 次% 每次 &%% 4N% 正丁醇层用 "!R5fE萃取 &
次% 每次 &%% 4N% 碱水层用 %P"!稀盐酸调 ]E至
;% 再用正丁醇反相萃取% 浓缩蒸干正丁醇层% 即
得#’ 乙腈为色谱纯 "北京百灵威科技有限公司#$
冰醋酸( 甲醇为色谱纯 "天津基准化学试剂有限
公司#’
"P#!仪器!+OS"#% 型分析天平 "岛津香港有限
公司#$ KV(#%%K,L型高功率数控超声波清洗器
"昆山市超声仪器有限公司#$ ZZF()Ka+型精密净
化交流稳压电源 "广东易事特电源股份有限公
司#$ N5= +2265>91?1H61?1型分析泵$ @]19GH5@W?(
G14Oa’%%%N*二极管阵列检测器$ 3U[<H:41工
作站$ 安捷伦 "#%% 型高效液相色谱仪 "美国安捷
伦公司#% 配置二元梯度泵( 紫外检测器( 柱温
箱( 自动进样器$ 离子阱质谱仪 "德国布鲁克公
司#% 配置电喷雾离子源( E*N5?1HZ1G*&%")( E*
\‘;’%% F:HD ?G5G6:>工作站’
!K方法与结果
#P"!E*N[指纹图谱
#P"P"!色谱条件!+C621>G0[(["-色谱柱 ";P’ 44i
#)% 44% ) "4#$ 流动相乙腈(%P"!醋酸% 梯度洗
脱 "% 46>% "%!乙腈$ "% d’% 46>% #%! d#;!
乙腈#$ 体积流量 " 4NB46>$ 柱温 &% e$ 检测波
长 #-% >4$ 进样量 #% "N’

#P"P#!对照品溶液制备!精密称取斯皮诺素对照
品 "%P% 4C% 置于 "% 4N量瓶中% 甲醇定容% 摇
匀% 制成 " 4CB4N对照品溶液% %P;) "4微孔滤
膜过滤% 备用’
#P"P&!供试品溶液制备!精密称取酸枣仁黄酮
"%P% 4C% 置于 "% 4N量瓶中% 甲醇超声振荡溶解%
冷却至室温% 甲醇稀释定容% 摇匀% 得到 " 4CB4N
供试品溶液% %P;) "4微孔滤膜过滤% 备用’
#P"P;!精密度试验!取供试品溶液连续进样 ’ 次%
测得共有峰相对保留时间 J@,均小于 ;P;.!% 表
明仪器精密度良好’
#P"P)!重复性试验!取同一批样品% 按 ,#P"P&-
项下方法平行制备供试品溶液 ’ 份% 进样分析% 以
) 号峰 "斯皮诺素# 为参照峰% 测得各峰相对保留
时间J@,均小于 ;P-’!% 表明该方法重复性良好’
#P"P’!稳定性试验!取同一批供试品溶液于 %(
;( -( "#( #; <进样测定% 以 ) 号峰 "斯皮诺素#
为参照峰% 测得各峰相对保留时间 J@,均小于
;P’-!% 表明供试品溶液在 #; <内稳定性良好’
#P"P.!指纹图谱建立!精密称取 "% 批供试品溶液
"@" d@"%# 各 #% "N% 在 ,#P"P"- 项色谱条件下
测定% 将实验数据导入中药色谱指纹图谱相似度评
价软件 "#%%; 年 +版#% 生成标准图谱% 确定了
"% 个共有峰 "图 "#% 相似度均在 %P/- 以上’

图 JK黄酮ASE>指纹图谱
M&0NJKASE>(&/0)656&/+,%((1.X%/%&",

#P"P-!指纹图谱评价!将对照品图谱与样品图谱
进行比较% 确定 ) 号峰为斯皮诺素% 并将其设定为
参照峰’ 同时测定 "% 批样品% 根据保留时间标定
"% 个共有峰% 而且非共有峰面积小于 )!% 表明指
纹图谱各项指标均符合 /中药注射剂指纹图谱研
究的技术要求 "暂行#0 )’*的要求’
#P"P/!共有峰指认!结果见表 ").(/* ’
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表 JK共有峰鉴定结果
<.#NJK=),31+,%(*%77%/5).2&")/+&(&*.+&%/

峰号 7JB46> 分子式
实验值-eV

)TnE* n
理论值-eV

)TnE* n
T@BT@碎片 成分名

" "’P.# [#.E&%f") )/)P# )/)P"’ )/#P#%)..P"%);"P"%;).P"%&./P%%&&.P%%&#)P% 维采宁(’
& #&P%/ [#.E&%f") )/)P" )/;P)# )/)P"%;&#P&%&’’P;%&"#P;%)&#P" 牡荆素葡萄糖苷
; #&P.- [#-E&#f") ’%/P" ’%-P); ’%/P"%;;.P"%;""P"%&/&P"%&#.P"%#/.P"%#-)P" 异斯皮诺素
) #;P;. [#-E&#f") ’%/P" ’%-P); ’%/P"%&#’P)%;#-P)%&-%P;%;--P;%)/%P) 斯皮诺素
’ #.P;. [&;E&)Rf"’ .";P& .";P#% .";P&%)/;P#%).’P"%;#/P"%&/&P%%&)"P%%&#.P" ’:(]WH6AW2:W2?]6>:?6>

. #/P.% [&)E&’f". .#/P" .#/P#%
.#/P"% .""P#% ’%/P#% ;;.P"% ;#/P"% ;""P"% &-"P"%

&)"P"%&#.P"%#/.P"%#-)P"%"#"P"
’:(对羟基苯甲酰斯皮诺素

/ ;#P#/ [&-E;%f"- .-)P# .-;P."
.-;P."% #/’P&% &-%P)% )%#P%% ’’;P’% &#’P)% ;#-P;%

’%;P%%.’’P.
’:(阿魏酰斯皮诺素

"% ;;P&. [&.E"-f". .))P# .))P#
.))P#% ’&)P#% ;-/P"% ;#/P"% ;""P"% &-"P"% &)"P"%

&#.P"%#/.P"%";.P"
’:(对香豆酰斯皮诺素

#P#!含有量测定
#P#P"!色谱条件!+C621>G0[(["-色谱柱 ";P’ 44i
#)% 44% ) "4#$ 流动相乙腈(%P"!醋酸% 梯度洗
脱 "% 46>% "%!乙腈$ ) 46>% #%!乙腈$ ) d
;% 46>% #%!d&%!乙腈#$ 体积流量 " 4NB46>$
柱温 &% e$ 检测波长 #-% >4$ 进样量 #% "N’ 在
此条件下% 各色谱峰分离良好% 色谱图见图 #’

"$斯皮诺素!#$’:(阿魏酰斯皮诺素
"$?]6>:?6>!#$’:(̂1HX2:W2?]6>:?6>

图 !K! 种成分ASE>色谱图
M&0N!KASE>*46%7.+%06.7,%(+8% *%/,+&+3)/+,

#P#P#!酸枣仁黄酮制备!将干燥粉碎后的酸枣仁
用 & 倍量石油醚在 .% e下回流脱脂 & 次% 每次 #(
"( " <% 再以 ’( ’( ; 倍量 .%!乙醇在 /) e下回
流提取 & 次% 每次 &( #( " <% 合并提取液% 减压

蒸馏% 浓缩至无醇味’ 蒸馏水混悬后正丁醇萃取 &
次% 合并正丁醇层% 减压浓缩% "!R5fE溶液萃
取 # 次% 收集下层% %P"!稀盐酸调节 ]E至 ;% 正
丁醇萃取 & 次% 减压浓缩溶剂% 干燥% 即得’
#P#P&!溶液制备
#P#P&P"!对照品溶液!精密称取斯皮诺素和 ’:(阿
魏酰斯皮诺素对照品适量% 加甲醇分别制成含两者
%P& 4CB4N和 %P" 4CB4N的对照品溶液’
#P#P&P#!供试品溶液!精密称取样品 "% 4C% 置
于 "%% 4N量瓶中% 加甲醇定容至刻度% %P;) "4
微孔滤膜过滤% 取过滤液% 即得’
#P#P;!方法学考察
#P#P;P"!线性关系考察!精密吸取 ,#P#P&P"-
项下所得对照品溶液 %P)( %P-&( "P%%( "P".(
"P&& 4N% 置于 "% 4N量瓶中% 加甲醇稀释至刻度%
配制成不同质量浓度% 吸取 #% "N注入色谱仪中%
记录峰面积’ 以对照品进样量为横坐标 "Z#% 峰
面积为纵坐标 "‘# 进行回归% 得回归方程分别为
斯皮诺素‘g"/" %);Zm..#P. ",g%P/// .#% 线
性范围 ")P%% d;%P%% "C$ ’:(阿魏酰斯皮诺素 ‘g
";" .’.Zm". &%% ",g%P/// .#% 线性范围 )P%% d
";P%% "C’
#P#P;P#!精密度试验!精密吸取混合对照品溶液
#% "N% 在 ,#P#P"- 项色谱条件下连续进样 ’ 次%
测得斯皮诺素和 ’:(阿魏酰斯皮诺素峰面积J@,分
别为 "P#’!和 %P;/!% 表明仪器精密度良好’
#P#P;P&!重复性试验!精密称取同批样品 ’ 份%
按 ,#P#P&P#- 项下方法平行制备供试品溶液% 在
,#P#P"- 项色谱条件下测定% 测得斯皮诺素和 ’:(
阿魏酰斯皮诺素峰面积 J@,分别为 "P&-!和
%P’&!% 表明该方法重复性良好’
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#P#P;P;!稳定性试验!精密吸取同批供试品溶液%
在 ,#P#P" - 项色谱条件下于 %( #P)( )( .P)(
"%( #; <精密吸取 #% "N测定% 测得斯皮诺素和
’:(阿魏酰斯皮诺素峰面积 J@,分别为 "P/#!和
%P/&!% 表明供试品溶液在 #; <内稳定性良好’
#P#P;P)!加样回收率试验!精密称取同一批次
"批号 #%")%;%.# 样品 / 份% 按 ,#P#P&P#- 项下
方法平行制备供试品溶液% 按相当于样品溶液中斯
皮诺素和 ’:(阿魏酰斯皮诺素含有量的 -%!(
"%%!( "#%!加入对照品溶液% 在 ,#P#P"- 项色
谱条件下测定’ 结果见表 #’

表 !K! 种成分加样回收率试验结果 $#V̂ %
<.#N!K=),31+,%(6)*%X)69 +),+,(%6+8% *%/,+&+3)/+,$#V̂ %

成分 称样量B
C

原有量B
4C

加入量B
4C

测得量B
4C

回收率B
!

平均回收
率B!

"J@,B!#

斯皮诺素 %P%"% " "P’’/ "P’)& &P&)# "%"P- "%%P)
%P%"% # "P’’/ "P’)& &P&’- "%%P& ""P’#
%P%"% " "P’’/ "P’)& &P&.% "%%P&
%P%"% & "P.%# "P&## &P%;’ "%"P.
%P%"% " "P’’/ "P&## &P%#" "%#P&
%P%"% ; "P.%# "P&## #P/-/ /.P&)
%P%"% # "P’’/ "P/-; &P’#; /-P);
%P%"% " "P’’/ "P/-; &P).- "%"P#’
%P%"% & "P.%# "P/-; &P.%/ "%"P"’

’:(阿魏 %P%"% " %P)." %P)’) "P"&" //P"’ "%%P;
酰斯皮 %P%"% # %P).’ %P)’) "P"&# /-P;% ""P’#
诺素 %P%"% " %P)." %P)’) "P"&# //P#/

%P%"% & %P)-# %P’.- "P#). //P)’
%P%"% # %P)." %P’.- "P#’; "%#P#
%P%"% ; %P)-- %P’.- "P#’" //P#’
%P%"% # %P).’ %P;)# "P%&’ "%"P-
%P%"% " %P)." %P;)# "P%&; "%#P;
%P%"% & %P)-# %P;)# "P%;; "%#P#

#P#P;P’!样品含有量测定!取 & 批样品% 按
,#P#P&P# - 项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液% 在
,#P#P"- 项色谱条件下测定% 结果见表 &’

表 OK! 种成分含有量测定结果 $70$0’ #VO%
<.#NOK=),31+,%(*%/+)/+")+67&/.+&%/%(+8% *%/,+&+3)/+,

$70$0’ #VO%

批号 斯皮诺素 ’:(阿魏酰斯皮诺素

#%")%;%. "’)P&" )’P./
#%")%)#) "’)P#. )’P;"
#%")%’"’ "’"P)& )#P."

OK讨论
本实验前期比较了乙腈(水 "%P"!醋酸# )"%* (

乙腈(水)""* ( 乙腈(%P%)!磷酸)"#*流动相体系% 最
终确定 ,#P"P"- 项下条件% 此时斯皮诺素和 ’:(
!!!

阿魏酰斯皮诺素能够完全分离% 并且不与其他色谱
峰发生重叠’ 同时% 测定了两者含有量% 能定量反
映酸枣仁黄酮的药效% 也有助于节约实验成本% 简
化操作步骤’

根据E*N[指纹图谱的定性特征和两种成分的
定量信息% 初步确定酸枣仁黄酮的质量控制标准为
指纹图谱中含有 "% 个共有峰% 与标准图谱的相似
度大于 %P/-%% 斯皮诺素含有量高于 "’"P)& 4CBC%
’:(阿魏酰斯皮诺素含有量高于 )#P." 4CBC% 可为
该类成分制备的标准化和规范化提供科学依据’
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