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摘要： 目的　 建立虎眼万年青质量标准及指纹图谱。 方法　 对 １２ 批药材进行性状鉴别、 显微鉴别和薄层鉴别， 参照

２０２０ 年版 《中国药典》 方法测定水分， 总灰分、 酸不溶灰分、 浸出物含量， 采用水杨酸法测定多糖含量， 采用 ＨＰＬＣ
法建立 １２ 批药材的指纹图谱。 结果　 药材粉末呈黄绿色至棕黄色， 显微特征明显。 薄层鉴别斑点清晰， 分离度好。
１２ 批药材水分、 总灰分、 酸不溶性灰分、 浸出物含量分别为 １０􀆰 ３７％ 、 ９􀆰 ５７％ 、 ０􀆰 ９４％ 、 ４０􀆰 ９６％ 。 Ｄ⁃无水葡萄糖在

８􀆰 １２３～４８􀆰 ７３ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 平均加样回收率为 １０１􀆰 １７％ ， ＲＳＤ 为 １􀆰 ２％ ， 多糖平均含

量为 １４􀆰 ３６％ 。 指纹图谱筛选出 １５ 个共有峰， 各批药材相似度均大于 ０􀆰 ９。 结论　 本研究可为虎眼万年青质量控制提

供依据。
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　 　 虎 眼 万 年 青 为 百 合 科 虎 眼 万 年 青 Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ
ｃａｕｄａｔｕｍ Ｊａｃｑ 的干燥全草［１］ ， 上世纪 ８０ 年代由朝鲜引入我

国， 成为我国东北地区广泛的家庭观赏植物， 在长白朝鲜

族自治县有悠久的栽培历史， 现已规模化种植、 生产并应

用， 但历代本草未见收载［２］ 。 虎眼万年青味甘、 性微寒，
归肝、 脾经， 具有清热解毒、 消坚散结等功效［３］ 。 研究发

现， 虎眼万年青中主要含有多糖类、 皂苷类、 黄酮类、 生

物碱类、 萜类等化学成分［４⁃７］ ； 现代药理学研究表明， 其总

皂苷具有对抗肝硬化、 抗癌变、 抗氧化等作用［８⁃１１］ ， 其多

糖具有免疫调节作用， 其乙醇提取物具有抗炎镇痛、 降低

血糖［１２］等作用。
目前， 已开发出虎眼万年青茶、 虎眼万年青颗粒及口

服液［１３］ ， 以虎眼万年青为君药的抗肿瘤新药 “复方万年青

胶囊” 对多种癌症具有显著疗效［１４］ ， 是具有广阔开发前景

的特色药材， 但缺少相应的质量控制标准。 因此， 本研究

对其鉴别项、 常规检测项、 多糖含量等进行系统研究， 并

建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱， 以期为该药材质量控制和标准的建

立提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃２０３０ 型高效液相色谱仪 （日本岛津公司）；
ＵＶ⁃２４５０ 型紫外分光光度仪 （上海谱元仪器有限公司）；
ＣＸ４３ 型生物显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＡＢ２６６５Ｓ 型电

子分析天平 （十万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）；
Ｑ⁃２５０型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 β⁃谷甾醇 （批号 Ｄ０７Ｎ１１Ｓ１３０２７７）、 岩

白 菜 素 （ 批 号 １０００８１⁃２０１６１０ ）、 儿 茶 素 （ 批 号

Ｐ０２Ａ９Ｆ５７６４５）、 芦丁 （批号 Ｄ１３ＨＢ２０２５１６） 对照品纯度均

大于 ９８％ ， 均购自上海源叶生物科技有限公司； Ｄ⁃无水葡

萄糖对照品 （批号 １１０８３３⁃２０２１０９）， 纯度＞９８％ ， 购自中国

食品药品检定研究院。 无水乙醇、 三氯甲烷、 丙酮均购自

广东光华科技股份有限公司， 均为分析纯； 正丁醇、 甲醇、
乙酸乙酯、 环己烷、 石油醚均购自成都市科隆化学品有限

公司， 均为分析纯； 磷酸购自天津福晨化学试剂有限公司，
为色谱纯； 乙腈购自美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 为色谱纯； 水为超

纯水。
１２ 批虎眼万年青经长春中医药大学翁丽丽教授鉴定为

百合 科 虎 眼 万 年 青 属 植 物 虎 眼 万 年 青 Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ
ｃａｕｄａｔｕｍ Ｊａｃｑ 的新鲜全草， 具体见表 １。 药材洗净， 沥干

水分， 茎叶和须根切 １０～ １５ ｍｍ 的段， 鳞茎切 ４ ～ ６ ｍｍ 的

片， 分别干燥， 混匀。
表 １　 药材信息

编号 批号 采集地
Ｓ１ ２０２１０９１１⁃１ 吉林省长白县八道沟镇九道沟村
Ｓ２ ２０２１１０１２ 吉林省长白县十四道沟镇安乐村
Ｓ３ ２０２１０９２１ 吉林省长白县八道沟大蛤蟆村
Ｓ４ ２０２１１０１３ 吉林省长白县八道沟镇九道沟村
Ｓ５ ２０２１０９１４⁃３ 吉林省长白县八道沟镇九道沟村
Ｓ６ ２０２１０９１４⁃１ 吉林省长白县八道沟镇九道沟村
Ｓ７ ２０２１０９１４⁃２ 吉林省长白县八道沟镇大蛤蟆川村
Ｓ８ ２０２１０９２４⁃２ 吉林省长白县十二道沟村

Ｓ９ ２０２１０９１４⁃４ 吉林省长白县十四道沟镇安乐村

Ｓ１０ ２０２１１０１１ 吉林省长白县十二道沟村

Ｓ１１ ２０２１０９１１⁃２ 吉林省长白县八道沟镇九道沟村

Ｓ１２ ２０２１０９２４⁃１ 吉林省长白县十二道沟村
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２　 方法与结果

２􀆰 １　 基原鉴别 　 虎眼万年青为多年生草本植物。 根呈须

状， 白色。 鳞茎卵球形， 表面光滑， 绿色， 具膜质鳞茎皮，
直径可达 １０ ｃｍ。 叶基生， 常绿， ５ ～ ６ 枚， 带状或长条状

披针形， 长 ３０～６０ ｃｍ， 宽 ２～５ ｃｍ， 端部尾状长尖， 常绿，
近革质［１５］ 。
２􀆰 ２　 性状鉴别　 本品须根呈极细段状， 灰黄色， 少见。 鳞

茎呈片状或丝状， 黄白色至黄绿色， 厚 ２ ～ ４ ｍｍ。 叶呈不

规则段状， 绿色或黄绿色， 纵向纹理清晰， 长 １０ ～ １５ ｍｍ。
气微， 味甘。 见图 １。

图 １　 虎眼万年青性状图

２􀆰 ３　 粉末显微鉴别　 本品粉末呈黄绿色至棕黄色。 气孔圆

形或椭圆形， 直径 ３０～５０ μｍ， 副卫细胞 ４ 个， 长梭形， 多

破碎。 草酸钙针晶成束， 多碎断， 长 ５０～ ３５０ μｍ。 淀粉粒

多成群， 圆球形或长圆形， 直径 ８ ～ ３０ μｍ， 脐点点状、 人

字状、 裂缝状， 层纹明显。 纤维长条状［１６］ ， 宽 １８～ ３０ μｍ。
见图 ２。

注： Ａ 为气孔， Ｂ 为针晶束， Ｃ 为纤维， Ｄ～Ｆ 为淀粉粒。

图 ２　 虎眼万年青粉末显微鉴别图

２􀆰 ４　 薄层鉴别

２􀆰 ４􀆰 １　 皂苷类成分 　 参考 ２０２０ 年版 《中国药典》 一部

“人参” ［１７］项下皂苷成分鉴别方法， 精密称取药材粉末 １ ｇ，
加 ２０ ｍＬ 石油醚， 静置 ２ ｈ， 过滤， 残渣挥干溶剂， 加

１０ ｍＬ水饱和正丁醇， 超声提取 ３０ ｍｉｎ， 取上清液于分液漏

斗中， 加 ２０ ｍＬ 氨试液洗涤， 取正丁醇层， 蒸干， 残渣加

１ ｍＬ甲醇溶解， 作为供试品溶液。 另取虎眼万年青对照药

材， 按相同方法制成对照药材溶液。
吸取上述溶液各 ４ μＬ， 分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层板

上， 以三氯甲烷⁃乙酸乙酯⁃甲醇⁃水 （６ ∶ １６ ∶ ７ ∶ ４） １０ ℃

以下放置的下层溶液为展开剂， 展开， 取出， 晾干， 喷

１０％ 硫酸乙醇溶液， 在 １０５ ℃下加热至斑点显色清晰， 分

别在日光及紫外光灯 （３６５ ｎｍ） 下检视。 结果， 供试品与

对照药材在相同位置上出现相同颜色的荧光斑点， 见

图 ３～４。

注： ７ 为虎眼万年青对照药材， １～６、 ８～１３ 为 １２ 批药材。

图 ３　 皂苷类成分薄层鉴别色谱图 （日光）

注： ７ 为虎眼万年青对照药材， １～６、 ８～１３ 为 １２ 批药材。

图 ４　 皂苷类成分薄层色谱鉴别色谱图 （紫外灯）

２􀆰 ４􀆰 ２　 β⁃谷甾醇　 精密称取药材粉末 １ ｇ 至锥形瓶中， 加

２０ ｍＬ 乙醇超声提取 ３０ ｍｉｎ， 取上清液蒸干， 残渣加 １ ｍＬ
三氯甲烷溶解， 作为供试品溶液。 另取 β⁃谷甾醇对照品，
加三氯甲烷制成每 １ ｍＬ 含 ２ ｍｇ 该成分的对照品溶液。

吸取上述溶液各 ４ μＬ， 分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层板

上， 以环己烷⁃丙酮 （６ ∶ １） 为展开剂， 展开， 取出， 晾

干， 喷 １０％ 硫酸乙醇溶液， 在 １０５ ℃下加热至斑点显色清

晰， 置日光下检视。 结果， 供试品与对照药品在相同位置

上出现相同颜色的斑点， 见图 ５。

注： １、 ８ 为 β⁃谷甾醇对照品， ２～７、 ８～１３ 为 １２ 批药材。

图 ５　 β⁃谷甾醇薄层鉴别色谱图

２􀆰 ５　 水分、 总灰分、 酸不溶性灰分测定　 参照 ２０２０ 年版

《中国药典》 四部通则 “ ０８３２” 项下烘干法测定水分，
“２３０２” 项下方法测定总灰分以及酸不溶性灰分， 结果见

表 ２。 由此可知， １２ 批药材水分为 ８􀆰 ２０％ ～ １２􀆰 ７９％ ， 平均

值为 １０􀆰 ３７％ ， 上调 ２０％ 为 １２􀆰 ４４％ ， 故规定不得超过

１３􀆰 ０％ ； 总灰分为 ８􀆰 ２４％ ～ １３􀆰 ２１％ ， 平均值为 ９􀆰 ５７％ ， 上

调 ２０％ 为 １１􀆰 ４８％ ， 故规定不得过 １２􀆰 ０％ ； 酸不溶性灰分为

０􀆰 ２７％ ～１􀆰 ８９％ ， 平均值为 ０􀆰 ９４％ ， 上调 ２０％ 为 １􀆰 １３％ ， 故

规定不得超过 ２􀆰 ０％ 。
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表 ２　 水分、 总灰分、 酸不溶性灰分测定结果

编号 批号 水分 ／ ％ 总灰分 ／ ％ 酸不溶性灰分 ／ ％
Ｓ１ ２０２１０９１１⁃１ ９􀆰 ６０ ８􀆰 ２４ １􀆰 ４６
Ｓ２ ２０２１１０１２ ８􀆰 ５３ ８􀆰 ７３ １􀆰 ９５
Ｓ３ ２０２１０９２１ １２􀆰 １２ １１􀆰 ２８ ０􀆰 ３２
Ｓ４ ２０２１１０１３ ７􀆰 ６４ ８􀆰 ８０ ０􀆰 ８７
Ｓ５ ２０２１０９１４⁃３ ９􀆰 ６１ ８􀆰 ９６ ０􀆰 ２９
Ｓ６ ２０２１０９１４⁃１ １２􀆰 ７９ １３􀆰 ２１ １􀆰 ２２
Ｓ７ ２０２１０９１４⁃２ １０􀆰 ０６ ９􀆰 ４４ ０􀆰 ３６
Ｓ８ ２０２１０９２４⁃２ １２􀆰 １０ ８􀆰 ５７ １􀆰 ８９
Ｓ９ ２０２１０９１４⁃４ １０􀆰 １５ ９􀆰 ４７ ０􀆰 ７２
Ｓ１０ ２０２１１０１１ ８􀆰 ２０ ８􀆰 ３２ ０􀆰 ８９
Ｓ１１ ２０２１０９１１⁃２ １１􀆰 ９６ ９􀆰 ６６ ０􀆰 ８８
Ｓ１２ ２０２１０９２４⁃１ １１􀆰 ６９ １０􀆰 １７ ０􀆰 ２７

平均值 １０􀆰 ３７ ９􀆰 ５７ ０􀆰 ９４

２􀆰 ６　 浸出物测定　 精密称取药材粉末 ２ ｇ， 加 ６０％ 乙醇 １００
ｍＬ， 按照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 “２２０１ 浸出物

测定法” 项下热浸法进行测定， 结果见表 ３。 由此可知，
１２ 批药材醇溶性浸出物为 ３７􀆰 ８２％ ～ ４４􀆰 １９％ ， 平均值为

４０􀆰 ９６％ ， 下调 ２０％ 为 ３２􀆰 ７７％ ， 考虑收集的药材样品有限，
故规定不得少于 ３０％ 。

表 ３　 浸出物测定结果

编号 批号 浸出物 ／ ％ 平均值 ／ ％
Ｓ１ ２０２１０９１１⁃１ ４１􀆰 ２４
Ｓ２ ２０２１１０１２ ４２􀆰 ００
Ｓ３ ２０２１０９２１ ４１􀆰 ２１
Ｓ４ ２０２１１０１３ ４１􀆰 ４５
Ｓ５ ２０２１０９１４⁃３ ３８􀆰 ２３
Ｓ６ ２０２１０９１４⁃１ ４１􀆰 ０７
Ｓ７ ２０２１０９１４⁃２ ４０􀆰 ５８
Ｓ８ ２０２１０９２４⁃２ ３７􀆰 ８２
Ｓ９ ２０２１０９１４⁃４ ４０􀆰 １３
Ｓ１０ ２０２１１０１１ ４３􀆰 １１
Ｓ１１ ２０２１０９１１⁃２ ４０􀆰 ５４
Ｓ１２ ２０２１０９２４⁃１ ４４􀆰 １９

４０􀆰 ９６

２􀆰 ７　 多糖含量测定

２􀆰 ７􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称取 Ｄ⁃无水葡萄糖对照品

适量， 加水制成质量浓度为 １􀆰 ０１５ ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 ７􀆰 ２　 供试品溶液制备　 精密称取药材粉末 １ ｇ， 加 ５０ ｍＬ
蒸馏水， 称定质量， 浸泡 １ ｈ， 加热回流 ３ ｈ， 取出并冷却

至室温， 加水补足减失的质量， 过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ７􀆰 ３　 还原糖、 总糖供试品溶液制备　 精密量取 “２􀆰 ７􀆰 ２”
项下供试品溶液 ２ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加水定容至刻

度， 摇匀， 即得还原糖供试品溶液； 精密量取 “２􀆰 ７􀆰 ２”
项下供试品溶液 ２ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加 １０ ｍＬ
３ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸， 在沸水浴中加热 ３０ ｍｉｎ， 取出， 冷却， 加 １
滴酚酞指示液， 用饱和氢氧化钠溶液调至近红色， 再滴加

氢氧化钠溶液 （１→２０） 呈红色， 加水定容至刻度， 摇匀，
即得总糖供试品溶液。
２􀆰 ７􀆰 ４　 测定方法　 精密量取 “２􀆰 ７􀆰 ３” 项下还原糖、 总糖

供试品溶液各 ２ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 分别精密加入

１􀆰 ５ ｍＬ ３， ５⁃二硝基水杨酸溶液混匀， 在沸水浴中加热

５ ｍｉｎ， 立即冷却至室温， 用水稀释至刻度， 摇匀， 测定吸

光度， 计算含量， 两者之差即为多糖含量。
２􀆰 ７􀆰 ５　 检测波长的确定　 参考文献 ［１８］ 方法， 精密量取

对照品溶液、 蒸馏水各 １􀆰 ０ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 具塞试管中，
分别加入 ２ ｍＬ ＤＮＳ 试剂， 摇匀， 沸水浴 ５ ｍｉｎ， 立即冷却，
加蒸馏水至 ２５ ｍＬ， 将葡萄糖显色液 ＋蒸馏水 （空白）、
ＤＮＳ 试剂＋蒸馏水 （空白）、 葡萄糖显色液＋ＤＮＳ 试剂 （空
白） 分别在 ３６０～６００ ｎｍ 波长范围内进行扫描。

结果， 当波长为 ４９０ ｎｍ 时葡萄糖显色液＋ＤＮＳ 试剂的

吸光度最大， 但 ＤＮＳ 试剂同样有很高的吸收， 且显色过程

中部分 ＤＮＳ 试剂会与待测液中还原糖发生反应， 消耗一部

分 ＤＮＳ 试剂， 使作为空白参照的溶液中 ＤＮＳ 试剂含量大于

葡萄糖显色液中 ＤＮＳ 试剂含量， 从而造成测定吸光度时实

际检测结果低于真实值， 所以不应选择最大吸收波长作为

最佳工作波长。 根据紫外分光光度法测定波长选择原则，
ＤＮＳ 显色剂＋蒸馏水的吸光度随波长增长， 逐渐下降在波

长为 ５２０ ｎｍ 时吸光度逐渐趋近于 ０， 故最终确定测定波长

为 ５２０ ｎｍ。
２􀆰 ７􀆰 ６　 线性关系考察 　 分别精密量取对照品溶液 ０􀆰 ２、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加水

补至 ２􀆰 ０ ｍＬ， 精密加入 ２ ｍＬ ３， ５⁃二硝基水杨酸溶液， 混

匀， 在沸水浴中加热 ５ ｍｉｎ， 立即冷却至室温， 加水稀释至

刻度， 摇匀； 另精密量取水 ２􀆰 ０ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，
同法操作， 作为对照品空白溶液。 按照 ２０２０ 年版 《中国药

典》 四部通则 “ ０４０１” 项下紫外⁃可见分光光度法， 在

５２０ ｎｍ波长处测定吸光度， 以质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸

光度为纵坐标 （ Ａ） 进行回归， 得方程 Ａ ＝ ０􀆰 ０１８ ８Ｘ ＋
０􀆰 ００９ ９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 线性范围为 ８􀆰 １２３～４８􀆰 ７３ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ７􀆰 ７　 精密度试验　 精密称取药材粉末 （批号 ２０２１１０１３）
１ ｇ， 按 “２􀆰 ７􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 ５２０ ｎｍ 波

长处测定吸光度 ６ 次， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ２１％ ， 表明仪器精

密度良好。
２􀆰 ７􀆰 ８　 稳定性试验　 精密称取药材粉末 （批号 ２０２１１０１３）
１ ｇ， 按 “２􀆰 ７􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２０、
４０、 ６０、 ８０、 １００ ｍｉｎ 在 ５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 测得

其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ７０％ ， 表明溶液在 ２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ７􀆰 ９　 重复性试验　 精密称取药材粉末 （批号 ２０２１１０１３）
６ 份， 每份 １ ｇ， 按 “２􀆰 ７􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 ５２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 测得多糖含量 ＲＳＤ 为

２􀆰 ６５％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ７􀆰 １０　 加样回收率试验 　 精密称取药材粉末 （批号

２０２１１０１３） ６ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｇ， 分别精密加入无水葡萄糖对

照品 ８７􀆰 ６２、 ８８􀆰 ０２、 ８７􀆰 ８１、 ８７􀆰 ６９、 ８７􀆰 ５７、 ８７􀆰 ４３ ｍｇ， 按

“２􀆰 ７􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 ５２０ ｎｍ 波长处测定

吸光度， 结 果 见 表 ４。 由 此 可 知， 平 均 加 样 回 收 率

为 １００􀆰 １７％ 。
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表 ４　 多糖加样回收率试验结果 （ｎ＝６）
取样量 ／

ｇ
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％
ＲＳＤ ／
％

０􀆰 ５０３ ０ ８７􀆰 ５４ ８７􀆰 ６２ １７４􀆰 ８３ ９９􀆰 ８１
０􀆰 ５０５ ３ ８８􀆰 ４３ ８８􀆰 ０２ １７７􀆰 ０７ １００􀆰 ３５
０􀆰 ５０４ １ ８７􀆰 ９１ ８７􀆰 ８１ １７９􀆰 ９０ １０２􀆰 ３７
０􀆰 ５０３ ４ ８７􀆰 ８３ ８７􀆰 ６９ １７３􀆰 ６６ ９８􀆰 ９４
０􀆰 ５０２ ７ ８７􀆰 ６２ ８７􀆰 ５７ １７４􀆰 ０８ ９９􀆰 ３６
０􀆰 ５０１ ９ ８７􀆰 ５２ ８７􀆰 ４３ １７５􀆰 ３２ １００􀆰 ２１

１􀆰 ２

２􀆰 ７􀆰 １１　 样品含量测定 　 精密量取药材粉末 １ ｇ， 按

“２􀆰 ７􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 ５２０ ｎｍ 波长处测定

吸光度并计算多糖含量， 结果见表 ５。 由此可知， １２ 批药

材多糖含量平均值的 ８０％ 为 １１􀆰 ４９％ ， 考虑到收集的药材有

限， 故规定不得少于 １０％ 。
表 ５　 多糖含量测定结果

编号 批号 吸光度 多糖含量 ／ ％ 平均值 ／ ％
Ｓ１ ２０２１０９１１⁃１ ０􀆰 ２７４ １１􀆰 ７０
Ｓ２ ２０２１１０１２ ０􀆰 ４２８ １８􀆰 ００
Ｓ３ ２０２１０９２１ ０􀆰 ３２４ １３􀆰 ８３
Ｓ４ ２０２１１０１３ ０􀆰 ３８７ １６􀆰 ３０
Ｓ５ ２０２１０９１４⁃３ ０􀆰 ３２９ １３􀆰 ９９
Ｓ６ ２０２１０９１４⁃１ ０􀆰 ３４９ １４􀆰 ８１
Ｓ７ ２０２１０９１４⁃２ ０􀆰 ３６１ １５􀆰 ３１
Ｓ８ ２０２１０９２４⁃２ ０􀆰 ２６５ １１􀆰 ３３
Ｓ９ ２０２１０９１４⁃４ ０􀆰 ３１７ １２􀆰 ８５
Ｓ１０ ２０２１１０１１ ０􀆰 ４２１ １７􀆰 ８３
Ｓ１１ ２０２１０９１１⁃２ ０􀆰 ３４２ １４􀆰 ５４
Ｓ１２ ２０２１０９２４⁃１ ０􀆰 ２７６ １１􀆰 ８４

１４􀆰 ３６

２􀆰 ８　 指纹图谱建立

２􀆰 ８􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取岩白菜素、 儿茶素、 芦

丁对照品适量， 置于同一 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇稀释至刻度，
摇匀， 使其质量浓度分别为 ４０、 １６３、 ７７ ｕｇ ／ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ８􀆰 ２　 供试品溶液制备　 参考文献 ［１９］ 方法， 精密称取

药材粉末 １ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 加 ２５ ｍＬ ７０％ 甲醇， 称

定质量， 超声提取 ２０ ｍｉｎ， 放冷， ７０％ 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 过滤， 取续滤液， 过 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ８􀆰 ３　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷酸， 梯度洗脱

（０～３５ ｍｉｎ， ４％ ～ ６％ Ａ； ３５ ～ ６５ ｍｉｎ， ６％ ～ ７％ Ａ； ６５～ １１５
ｍｉｎ， ７％ ～２１％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ７ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检

测波长 ２７６ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ８􀆰 ４　 方法学考察

（１） 精密度试验： 精密称取药材粉末 （编号 Ｓ３） １ ｇ，
按 “２􀆰 ８􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ８􀆰 ３” 项色

谱条件下进样测定 ６ 次。 以岩白菜素为参照峰， 测得各峰

相对保留时间、 相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ３％ ， 表明仪器精

密度良好。
（２） 重复性试验： 精密称取药材粉末 （编号 Ｓ３） ６

份， 每份 １ ｇ， 按 “２􀆰 ８􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ８􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定。 以岩白菜素为参照峰，

测得各峰相对保留时间、 相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ３％ ， 表

明该方法重复性良好。
（３） 稳定性试验： 精密称取药材粉末 （编号 Ｓ３） １ ｇ，

按 “２􀆰 ８􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、
１２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ８􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定。 以岩白菜素

为参照峰， 测得各峰相对保留时间、 相对峰面积 ＲＳＤ 均小

于 ３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ８􀆰 ５　 图谱生成　 取 １２ 批药材粉末， 按 “２􀆰 ８􀆰 ２” 项下方

法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ８􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定，
将色谱图导入 ２０１２ 年版 “中药色谱指纹图谱相似度评价”
系统中， 将 Ｓ１ 样品设置为参照图谱， 选择中位数法， 时间

窗宽度为 ０􀆰 １ ｍｉｎ， 经多点校正后， 以ＭＡＲＫ 峰进行色谱峰

匹配， 并生成对照图谱 （Ｒ）， 共标定 １５ 个共有峰［２０］ ， 见

图 ６， 其中 ７ 号峰为岩白菜素， ９ 号峰为儿茶素， １４ 号峰为

芦丁 （图 ７）。 以对照图谱为参照进行相似度评价， 结果见

表 ６， 可知均大于 ０􀆰 ９２０， 说明不同批次药材共有峰相似度

较高， 质量均一。

图 ６　 １２ 批虎眼万年青 ＨＰＬＣ 指纹图谱

７． 岩白菜素　 ９． 儿茶素　 １４． 芦丁

图 ７　 对照品 ＨＰＬＣ 色谱图

表 ６　 相似度测定结果

编号 相似度 编号 相似度

Ｓ１ ０􀆰 ９２５ Ｓ７ ０􀆰 ９９４
Ｓ２ ０􀆰 ９９５ Ｓ８ ０􀆰 ９９４
Ｓ３ ０􀆰 ９２０ Ｓ９ ０􀆰 ９９０
Ｓ４ ０􀆰 ９９１ Ｓ１０ ０􀆰 ９９６
Ｓ５ ０􀆰 ９９６ Ｓ１１ ０􀆰 ９９６
Ｓ６ ０􀆰 ９９３ Ｓ１２ ０􀆰 ９９４

２􀆰 ８􀆰 ６　 聚类分析　 将 １５ 个共有峰峰面积导入 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软

件进行聚类分析， 数据标准化后采用组间连接法， 以

Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ 作为距离计算公式［２１］ ， 结果见图 ８。 由此可知，
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当欧式距离为 １５ 时分为 ３ 类， 即 Ｓ１、 Ｓ３⁃７、 Ｓ１１ （八道沟

镇九道沟村和八道沟镇大蛤蟆村） 聚为一类， 说明九道沟

村与大蛤蟆村药材质量接近； Ｓ２、 Ｓ９ （安乐村） 聚为一

类； Ｓ８、 Ｓ１０、 Ｓ１２ （十二道沟村） 聚为一类。

图 ８　 聚类分析图

３　 讨论

３􀆰 １　 薄层鉴别　 根据文献报道可知， 虎眼万年青中含有多

种皂苷类成分， 且具有很好的抗肿瘤效果， 故对其皂苷类

成分进行鉴别。 目前， 虎眼万年青皂苷合成较为困难， 所

以采用对照药材进行对照。 由于药材的叶绿素含量较高，
进行色谱鉴别时存在干扰， 故先用石油醚进行脱色处理，
并考察了展开剂比例， 结果当展开剂为三氯甲烷⁃乙酸乙

酯⁃甲醇⁃水 （６ ∶ １６ ∶ ７ ∶ ４） 时 Ｒｆ 值适中， 分离度良好。 β⁃
谷甾醇的鉴别比较了不同比例的展开系统， 发现当环己烷⁃
丙酮 （６ ∶ １） 时， Ｒｆ 值适中， 分离度良好。
３􀆰 ２　 浸出物　 由于药材粉末蓬松， 加入 ５０ ｍＬ 溶剂后过滤

缓慢， 操作困难。 所以规定， 浸出物测定方法为取药材粉

末 ２ ｇ， 加 １００ ｍＬ ６０％ 乙醇。
３􀆰 ３　 含量测定　 制备供试品溶液时， 考察了料液比、 浸泡

时间、 回流时间。 结果， 当料液比 １ ∶ ５０、 浸泡时间１ ｈ、
回流 ２ ｈ 时易于操作， 且多糖提取完全。
３􀆰 ４　 指纹图谱建立 　 分别考察了甲醇⁃０􀆰 ４％ 磷酸、 甲醇⁃
０􀆰 １％ 磷酸、 乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷酸、 乙腈⁃０􀆰 １％ 磷酸 ４ 种流动相

系统， 发现当采用乙腈⁃０􀆰 ２％ 磷酸洗脱时色谱峰峰形、 分

离度较好， 此外还分别对不同检测波长进行考察， 结果在

２７６ ｎｍ 处得到的谱图效果最佳。 在考察提取条件时， 分别

对提取溶剂、 提取时间进行考察， 结果采用 ７０％ 甲醇提取

２０ ｍｉｎ 时结果最佳。 由于虎眼万年青喜凉爽、 半阴、 湿润

环境， 而产地长白县属于山区沟壑地带， 存在向阳面和背

阳面差异， 导致药材生长的环境不同， 故不同地区的药材

具有一定的差异性。
４　 结论

本研究按照 ２０２０ 年版 《中国药典》 相关要求， 对虎眼

万年青质量控制方法进行研究， 建立了定性鉴别方法和总

多糖含量测定方法， 并对各检查项的限度进行了规定， 上

述方法操作简便， 准确可靠， 同时建立了指纹图谱， 可为

其质量标准的制定提供参考依据。

参考文献：

［ １ ］ 　 吉林省药品监督管理局． 吉林省中药材标准 （第一册，

２０１９ 年 版 ） ［ Ｓ ］ ． 长 春： 吉 林 科 学 技 术 出 版 社，
２０１９： １７６．

［ ２ ］ 　 邹　 翔， 曲中原， 朱世儒， 等． 虎眼万年青生药学研究

［Ｊ］ ． 哈尔滨商业大学学报 （自然科学版）， ２０１９， ３５（５）：
５１５⁃５１８．

［ ３ ］ 　 李心冬， 高　 陆． 虎眼万年青化学成分与药理作用研究进

展［Ｊ］ ． 亚太传统医药， ２０１６， １２（２２）： ５２⁃５４．
［ ４ ］ 　 牛　 莉， 刘　 莹， 关　 悦． 虎眼万年青化学成分研究［ Ｊ］ ．

临床医药文献电子杂志， ２０１９， ６（９６）： １７２．
［ ５ ］ 　 Ｃｈｅｎ Ｑ Ｗ， Ｇｏｎｇ Ｔ， Ｚｈａｎｇ Ｐ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｖｅｎ ｎｅｗ １⁃

ｏｘｙｇｅｎａｔｅｄ ｃｈｏｌｅｓｔａｎｅ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ ｓａｕｎｄｅｒｓｉａｅ
［Ｊ］ ． Ｊ Ａｓｉａｎ Ｎａｔ Ｐｒｏｄ Ｒｅｓ， ２０２０， ２２（３）： ２０１⁃２１６．

［ ６ ］ 　 Ｃｈｅｎ Ｑ Ｗ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｇｏｎｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔａｎｅ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｕｌｂｓ ｏｆ Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ
ｓａｕｎｄｅｒｓｉａｅ Ｂａｋｅｒ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１９， １６４： ２０６⁃２１４．

［ ７ ］ 　 Ｋｕｂｏ Ｓ， Ｍｉｍａｋｉ Ｙ， Ｔｅｒａｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄ
ｃｈｏｌｅｓｔａｎｅ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｕｌｂｓ ｏｆ Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ
ｓａｕｎｄｅｒｓｉａｅ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， １９９２， ３１（１１）： ３９６９⁃３９７３．

［ ８ ］ 　 邹　 翔， 周　 林， 张　 月， 等． 虎眼万年青总皂苷诱导人

乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞凋亡机制研究［ Ｊ］ ． 天然产物研究与开

发， ２０２０， ３２（１）： ３２⁃３９．
［ ９ ］ 　 刘　 哲． 虎眼万年青总皂苷对结肠癌细胞自噬及凋亡的影

响及相关机制研究［Ｄ］． 大连： 大连医科大学， ２０１８．
［１０］ 　 曲中原， 石　 鑫， 邹　 翔， 等． 虎眼万年青总皂苷诱导肝

癌 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞凋亡的机制研究［ Ｊ］ ． 中药材， ２０１６， ３９
（４）： ８６７⁃８７１．

［１１］ 　 Ｋｅｎｔａｒｏ Ｏ， Ｈｉｂｉｋｉ Ｎ， Ｈｉｒｏｔａｋａ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｕｃｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＳＷ⁃
１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏ２ａ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ，
２０２３， ２４（６）： ５７８７．

［１２］ 　 秦　 月， 闫　 静， 林嘉娣， 等． 虎眼万年青多糖降血糖作

用的研究［ Ｊ］ ． 现代生物医学进展， ２０１８， １８（８）： １４５３⁃
１４５６； １４６２．

［１３］ 　 李　 明． 虎眼万年青皂苷提取工艺研究及其口服液的研制

［Ｊ］ ． 食品工业科技， ２０１０， ３１（５）： ２２６⁃２２８； ３３０．
［１４］ 　 佟志军， 杨　 磊， 王安波， 等． 用薄层方法系统鉴别复方

虎眼万年青胶囊中丹参药材［ Ｊ］ ． 内蒙古中医药， ２０１５，
３４（２）： １０９⁃１１０．

［１５］ 　 中国科学院 《中国植物志》 编辑委员会． 中国植物志［Ｍ］．
北京： 科学出版社， １９９３．

［１６］ 　 中国科学院植物研究所． 中国高等植物图鉴 （第 ５ 册）
［Ｍ］． 北京： 科学出版社， １９８７： ４６４．

［１７］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０２０ 年版一部

［Ｓ］． 北京： 中国医药科技出版社， ２０２０： ８．
［１８］ 　 王鹏亭， 赵宗杰， 周荣灵， 等． ３， ５⁃二硝基水杨酸法测定

樟芝中多糖的含量［ Ｊ］ ． 食品研究与开发， ２０１６， ３７（９）：
１６３⁃１６７．

［１９］ 　 张洪涛， 张　 静， 孟灵旭， 等． 金樱子盐炙工艺及其盐炙

前后 ＨＰＬＣ 指纹图谱与色度值研究［ Ｊ］ ． 中国药房， ２０２２，
３３（７）： ８６１⁃８６６．

［２０］ 　 杜倩倩， 张铁军， 谢冬梅， 等． 基于指纹图谱结合化学模

式识别法对不同种质白芍质量评价［ Ｊ］ ． 中草药， ２０２３，
５４（１０）： ３２９２⁃３３０１．

［２１］ 　 黎廷楷， 邹　 娟， 赵旭萍， 等． 大蝎子草质量标准及指纹

图谱研究［Ｊ］ ． 中成药， ２０２３， ４５（９）： ２９５９⁃２９６５．

６２６１

２０２４ 年 ５ 月

第 ４６ 卷　 第 ５ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ５


