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白蔹炮制前后指纹图谱的建立和比较研究
郑梦迪，文  和，汪兴军，张佳梅，李小峰，张湛睿，张  寒，李伟泽(西安医学院药学院，西安医学院药物研究所，陕西 西安 710021)

摘要：目的  比较白蔹炮制前后成分含量的变化，为建立“指纹图谱与药效关联”的中药质量控制模式提供理论依据和数据支持。方法  采用HPLC法，在检测波长290 nm，流速1.0mL•min-1的条件下，以乙腈-0.2%磷酸水为流动相进行梯度洗脱，建立不同批次白蔹炮制前后的HPLC指纹图谱，并运用中药色谱指纹图谱相似度评价系统进行数据分析。同时对白蔹生品和炮制品中的没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇进行HPLC含量测定。结果  以不同批次的白蔹炮制前后获得的8个共有峰为特征峰，建立白蔹药材的指纹图谱。含量测定结果显示，白蔹炮制品中的原儿茶酸、没食子酸的含量明显高于生品，原儿茶醛、白藜芦醇的含量略低于生品。结论  白蔹样品指纹图谱及指标成分含量测定可用于控制白蔹药材的质量。
关键词：白蔹；炮制；指纹图谱；含量测定
中图分类号：R284.1   文献标识码：A     文章编号：1003-9783（2018）01-
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Fingerprint Establishment and Comparative Study of Ampelopsis Radix before and after processing

Zheng Mengdi，Wen He，Wang Xingjun，Zhang Jiamei，Li Xiaofeng，Zhang Zhanrui，Zhang Han，Li Weize ( Department of Pharmacy Xi’an Medical University, Institute of Medicine, Xi'an Medical University Xi’an ,710021,China )

Abstract：Objective  To determine the changes of medicinal and antibacterial efficacy in Ampelopsis Radix before and after processing. To provide theoretical basis and data support for the establishment of the quality control model of ‘fingerprint associated with pharmacodynamic’. Methods  HPLC was used under the condition of detection wavelength 290 nm, flow rate 1.0mL/min and cetonitrile -0.2 % phosphoric acid as the mobile phase gradient elution to detect the different batches Ampelopsis Radix before and after processing. Similarity evaluation system for chromatographic fingerprint of TCM was applied to analyse data.  Meanwhile, the PHLC content of gallic acid, protocatechuic acid, protocatechuic aldehyde and resveratrol was verified in Ampelopsis Radix before and after processing.. Results  8 common peaks are obtained as characteristic chromatographic peaks from different batches of Ampelopsis Radix before and after processing, and the fingerprint of Ampelopsis Radix was established. The determination results showed that the processed products of Ampelopsis Radix protocatechuic acid and gallic acid content was significantly higher than that of raw materials, the content of protocatechuic aldehyde, resveratrol is slightly lower than the crude Ampelopsis Radix. Conclusion  The HPLC fingerprints and the content of the target components of Ampelopsis Radix could be used to control the quality of Ampelopsis Radix.

Key words：Ampelopsis Radix；Ampelopsis Radix processed products；chromatographic fingerprint；

content determination

白蔹（Ampelopsis Radix）为葡萄科蛇葡萄属植物白蔹Ampelopsis japonica ( Thunb.) Makino的干燥块根，又名山地瓜、野红薯、山葡萄秧、白根、五爪藤等，始载于《神农本草经》。白蔹分布于华北、东北、华东、中南及陕西、宁夏、四川等地，其味苦、辛，微寒，具有清热解毒、消痈散结、敛疮生肌等功效，临床上多用于治疗痈疽发背、疔疮、烧烫伤等症状。目前国内外学者已对该属的11个品种进行了化学成分研究，主要含有黄酮、蒽醌、萜类、甾醇、有机酸、鞣质、低聚芪等[1]，其块根含粘质和淀粉、酒石酸（tartaricacid）、β-谷甾醇（β-sitosterol）、延胡索酸（fumaric acid），胡萝卜甙（daucosterol）、没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛[2-3]、白藜芦醇等[4]。现代药理学研究[5-6]发现，该药具有抗菌、抗肿瘤、免疫调节及抑制毛发生长等作用。
白蔹作为一味常用中药，目前在临床应用时，只有生品一种规格。现代收载该药的炮制项内也只有净制与切制的炮制方法。但闵凡印[6]研究发现，白蔹经炒制后，其体外抗菌作用比生白蔹有所增强，且白蔹炒焦品的抗菌效果最好。白蔹炮制后的化学成分有何变化，目前并没有相关文献报道。因此为了探究炮制工艺对白蔹化学成分的影响，本文采用HPLC色谱法，比较了白蔹生品和炮制品的指纹图谱的差异，通过分析有效成分的含量来剖析白蔹不同炮制方法的合理性，并为评价白蔹不同炮制品在临床应用提供参考。
1 仪器与材料

1.1 仪器  LC-2010A型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；旋转蒸发器（上海申生技术有限公司），SXKW数显控温电热套（北京使用光明医疗仪器厂），SHZ-D（III）循环水式真空泵（巩义市予华仪器有限责任公司），KQ-300B型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），SQP型电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司），DH型电热恒温培养箱（北京科伟永兴仪器有限公司）；立式压力蒸汽灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；SW-OJ-1F工作台（苏州安泰空气技术有限公司）。
1.2 试剂与材料  甲醇、乙腈均为色谱纯，磷酸为分析纯，水为三蒸水。10批白蔹药材购买详细信息，见表1，经生药教研室张寒老师鉴定为白蔹。没食子酸（批号：110831-200302）、原儿茶酸（批号：20120301）、原儿茶醛（批号：K120622）、白藜芦醇（批号：20050308），购自中国食品药品检定研究院，供含量测定用。白蔹炮制品制备：取生白蔹适量，按《中国药典》2015年（一部）版规定操作[?]（请补充参考文献，因为这里写附录第几页不够规范，涉及不同的出版社版本），进行白蔹的炒黄炮制。
表1  白蔹药材生品详细信息

Table 1  Detailed information of crude Ampelopsis Radix
	编号
	厂家
	编号
	厂家

	S1
	荆西药材批发部
	S6
	西锋中药饮片行

	S2
	金花药材购销部
	S7
	永庆药材经销部

	S3
	河北省安国市瑞琪中药材有限公司
	S8
	苏州市天灵中药饮片有限公司

	S4
	安国药源商贸有限公司
	S9
	亳州市众益堂中药材销售有限公司

	S5
	四川御鼎堂中药饮片有限公司
	S10
	安国市御颜坊中药材有限公司


2 方法与结果

2.1 色谱条件  色谱柱：Zorbax SB-C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.2%磷酸水溶液（B）梯度洗脱50 min，见表2；流速1.0 mL•min-1；检测波长：290 nm；柱温：40 ℃。进样量：10μL。

表2  流动相梯度洗脱程序表

Table 2  mobile phase gradient program table
	t/min
	乙腈（A）/%
	0.2%磷酸水（B）/%

	0

9

10

15

25

40

50
	10

10

11

20

20

30

40
	90

90

89

80

80

70

60


2.2 对照品溶液的制备  分别精密称取没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇适量于容量瓶中，用甲醇定容至25 mL，摇匀，0.45 μm的微孔滤膜滤过，即得。标准品溶液浓度分别为：没食子酸0.341 0 mg•mL-1、原儿茶酸0.274 0 mg•mL-1、原儿茶醛0.410 2 mg•mL-1、白藜芦醇0.243 0 mg•mL-1。

2.3 供试品溶液的制备  各取白蔹生品、炒制品粉末（过40目筛）约5 g，精密称定，置圆底烧瓶中，加70%的乙醇50 mL，加热回流60 min，回流2次，趁热过滤，将过滤液置于旋转蒸发仪中蒸干乙醇，残渣用甲醇溶解定容至25 mL容量瓶中，用0.45 μm的微孔滤膜滤过，备用。

2.4 方法学考察

2.4.1 线性关系考察  分别精密吸取2.2项下对照品溶液 1.0，5.0，10.0，15.0，20.0 μL，按2.1项下色谱条件进样测定，以峰面积（Y）为纵坐标，进样量（X，μL）为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程。没食子酸回归方程Y=12 398X+53 897，相关系数r=0.999 3；原儿茶酸回归方程Y=52 431X+212 675，r=0.999 5；原儿茶醛回归方程Y=10 462X+43 772，r=0.999 2；白藜芦醇回归方程Y=49 368X+12 611，r=0.999 7。请补充线性范围。
2.4.2 精密度试验  精密吸取混合对照品溶液10 μL，连续进样5次，记录色谱峰的峰面积，结果没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇峰面积的RSD分别为1.21%、0.85%、0.94%、2.3%，结果表明，仪器精密度良好。
2.4.3 稳定性试验  取同一份供试品溶液（S1），分别于0，2，4，8，12 h进样测定，结果没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇峰面积的RSD分别为1.52%、1.12%、0.68%、1.43%，结果表明，供试品溶液稳定性良好。
2.4.4 重复性试验  取同批白蔹药材样品（S1）5份，分别按2.3项方法制备成供试品溶液，分别进样测定。结果没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇含量测定的RSD分别为1.92%、1.62%、0.87%、1.11%。其RSD值均小于3%，表明本方法重复性较好。

2.4.5 加样回收试验  取已知含量的白蔹生品药材粉末（S1）3 g，5份，精密称定，分别按各成分在药材中的含量精密加入对照品溶液，相当于没食子酸0.341 0 mg、原儿茶酸0.274 0 mg、原儿茶醛0.410 2 mg、白藜芦醇0.243 0 mg，按2.3项下方法制备样品，测定并计算加样回收率，没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇的加样回收率分别为102.1%、97.1%、104.1%、98.6%，RSD分别为2.82%、3.42%、3.67%、2.78%。表明该法准确可靠。
2.4.6 检测限和定量限  在实验选定的条件下，分别对试剂空白溶液和标准溶液交替测定11次，检出限=3S/k(其中S为空白溶液11次测定的标准偏差，k为标准曲线的斜率)；定量限=10S/k。没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇四种对照品的检测限分别为：0.007 23，0.002 625，0.003 504，0.001 153 mg•mL-1；定量限分别为：0.024 099，0.008 751，0.011 68，0.003 843 mg•mL-1。（请核对数据，0.011 68对比其他几组数据少了一位）
2.4.7 含量测定  根据2.1项方法分别对炮制前和炮制后各10批次的白蔹供试品进行测定，根据各标准曲线分别计算炮制前后样品中没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇成分的含量，见表3和表4。结果显示白蔹炮制品中没食子酸和原儿茶酸的含量显著高于白蔹生品，而原儿茶醛和白藜芦醇的含量在炮制后略有下降。

表3  白蔹生品中4种成分的含量测定结果（n=3，mg•mL-1）
Table 3  Determination of the content of 4 components in Ampelopsis Radix raw products (n=3，mg•mL-1)
	批号
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10

	没食子酸
	1.792
	1.793
	1.797
	1.795
	1.796
	1.799
	1.805
	1.807
	1.806
	1.803

	原儿茶酸
	0.188
	0.186
	0.185
	0.196
	0.193
	0.120
	0.187
	0.190
	0.195
	0.198

	原儿茶醛
	4.779
	4.775
	4.771
	4.777
	4.773
	4.782
	4.775
	4.780
	4.695
	4.698

	白藜芦醇
	0.189
	0.208
	0.212
	0.188
	0.213
	0.187
	0.204
	0.185
	0.210
	0.206


表4 白蔹炮制品中4种成分的含量测定结果（n=3，mg•mL-1）

Table 4  Determination of the content of 4 components in Ampelopsis Radix processed products(n=3，mg•mL-1)
	批号
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10

	没食子酸
	3.890
	3.891
	3.898
	3.895
	3.896
	3.899
	3.896
	3.900
	3.898
	3.897

	原儿茶酸
	2.777
	2.787
	2.785
	2.782
	2.783
	2.874
	2.784
	2.781
	2.785
	2.786

	原儿茶醛
	3.766
	3.771
	3.771
	3.770
	3.768
	3.773
	3.774
	3.769
	3.772
	3.773

	白藜芦醇
	0.159
	0.160
	0.161
	0.162
	0.160
	0.159
	0.156
	0.158
	0.162
	0.157


2.5 白蔹药材生品指纹图谱的建立
2.5.1 色谱峰的指认  取2.2制备的对照品适量溶液，按2.1色谱条件进行测定并记录对照品色谱图，见图1。通过《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）》对不同批次的10批白蔹生品药材中没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇HPLC图谱进行拟合，确定10批白蔹生品供试品溶液共有峰共8个，建立白蔹药材生品的对照指纹图谱，见图2。经与对照品溶液色谱图比对后，确认样品图谱中1号峰是没食子酸、2号峰是原儿茶酸、3号峰是原儿茶醛、7号峰是白藜芦。
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1. 没食子酸；2. 原儿茶酸；3. 原儿茶醛；4.白藜芦醇
图1  标准品对照图谱
Figure 1  The HPLC chromatogram of reference substance
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1. 没食子酸；2. 原儿茶酸；3. 原儿茶醛；7. 白藜芦

图2  10批白蔹生品的HPLC拟合对照色谱图
Figure 2  The HPLC chromatogram of 10 batches raw Ampelopsis Radix samples control profile
2.5.2 精密度试验  取编号为110501的白蔹生品溶液，重复进样5次，测定其共有峰保留时间和共有峰峰面积的RSD值均小于3%，符合指纹图谱的技术要求。
2.5.3 稳定性试验  取编号为110501的白蔹生品溶液，室温下放置分别在0，1，2，4，12 h进样，计算各共有峰相对保留时间的RSD小于2%，相对峰面积的RSD小于3%，表明供试品溶液在12 h内稳定。
2.5.4 重复性试验  取白蔹药材5份，分别按2.3项方法制备成供试品溶液，分别进样测定。共有峰保留时间和共有峰峰面积的RSD值均小于3%，说明该方法重复性良好。
2.5.5 白蔹生品HPLC图谱的解析和相似度评价  采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）相似度软件分析10批白蔹生品的HPLC拟合色谱叠加图，见图3。计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果见表5～表6。计算各批白蔹生品HPLC指纹图谱相似度，结果显示生品S3、S5、S6、S7、S8与对照峰R的相似度较大，分别为0.934，0.949，0.942，0.906，0.953，而其他批次药材指纹图与R相比，存在一定差异，其相似度值均大于0.8[7-9]，见表7。
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图3  10批白蔹生品的HPLC色谱图
Figure 3  The PHLC chromatogram of 10 batches raw Ampelopsis Radix samples overlay
表5  10批白蔹生品指纹图谱共有峰的相对保留时间
Table 5  Retention time of common peaks in fingerprints of 10 batches Ampelopsis Radix raw samples

	编号
	白蔹生品共有峰相对保留时间

	
	峰1
	峰2
	峰3
	峰4
	峰5
	峰6
	峰7
	峰8

	S1
	4.127
	5.275
	9.067
	10.332
	17.219
	20.944
	33.610
	39.859

	S2
	4.150
	5.275
	9.295
	10.587
	17.354
	21.066
	33.867
	40.040

	S3
	4.127
	5.268
	9.154
	10.472
	17.258
	21.295
	33.681
	39.936

	S4
	4.117
	5.287
	9.108
	10.391
	17.254
	20.988
	33.677
	39.925

	S5
	4.130
	5.317
	9.118
	10.362
	17.223
	20.948
	33.767
	39.990

	S6
	4.203
	5.341
	9.732
	10.758
	17.581
	21.390
	34.504
	40.594

	S7
	4.240
	5.379
	9.968
	11.397
	17.098
	21.559
	34.121
	40.253

	S8
	4.126
	5.250
	9.272
	10.638
	17.431
	21.258
	34.348
	40.431

	S9
	4.513
	5.247
	9.973
	10.428
	17.388
	20.598
	33.721
	39.990

	S10
	4.217
	5.321
	9.342
	10.237
	17.547
	21.001
	34.159
	40.020

	平均值
	4.195
	5.296
	9.403
	10.560
	17.335
	21.105
	33.946
	40.104

	RSD
	0.029
	0.008
	0.038
	0.031
	0.009
	0.013
	0.009
	0.006


表6  10批白蔹生品指纹图谱共有峰的相对峰面积（×105）
Table 6  10 batches raw Ampelopsis Radix samples products fingerprint peak area

	编号
	白蔹生品共有峰的相对峰面积

	
	峰1
	峰2
	峰3
	峰4
	峰5
	峰6
	峰7
	峰8

	S1
	9.800
	2.823
	21.907
	12.200
	13.410
	9.101
	3.870
	1.650

	S2
	10.160
	2.460
	21.360
	12.640
	14.795
	9.021
	7.400
	2.040

	S3
	12.960
	2.330
	20.850
	5.329
	11.420
	7.384
	8.144
	3.337

	S4
	11.710
	4.860
	21.830
	8.790
	12.430
	12.930
	3.613
	2.470

	S5
	12.590
	4.450
	21.170
	7.870
	10.540
	10.970
	8.627
	3.280

	S6
	13.620
	6.920
	24.830
	9.990
	10.780
	11.14
	3.240
	0.790

	S7
	16.070
	2.760
	21.240
	8.560
	8.514
	7.115
	4.042
	1.560

	S8
	16.760
	3.300
	22.830
	7.296
	14.510
	7.138
	2.735
	0.730

	S9
	16.370
	4.750
	17.220
	11.130
	13.330
	7.320
	7.880
	1.980

	S10
	15.690
	5.560
	18.650
	12.990
	14.450
	7.490
	6.120
	1.680

	平均值
	13.573
	4.021
	21.189
	9.680
	12.418
	8.961
	5.567
	1.952

	RSD
	0.189
	0.380
	0.099
	0.263
	0.166
	0.231
	0.413
	0.456


表7  白蔹生品相似度
Table 7  Similarity results of 10 batches raw Ampelopsis Radix samples

	编号
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	对照

	S1
	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	S2
	0.564
	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	S3
	0.821
	0.874
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	S4
	0.897
	0.569
	0.816
	1
	
	
	
	
	
	
	

	S5
	0.846
	0.854
	0.956
	0.976
	1
	
	
	
	
	
	

	S6
	0.893
	0.938
	0.857
	0.823
	0.888
	1
	
	
	
	
	

	S7
	0.862
	0.799
	0.822
	0.867
	0.899
	0.969
	1
	
	
	
	

	S8
	0.962
	0.974
	0.899
	0.880
	0.907
	0.887
	0.859
	1
	
	
	

	S9
	0.799
	0.523
	0.951
	0.731
	0.752
	0.899
	0.881
	0.951
	1
	
	

	S10
	0.669
	0.802
	0.934
	0.829
	0.967
	0.879
	0.874
	0.871
	0.889
	1
	

	对照
	0.841
	0.813
	0.934
	0.859
	0.949
	0.942
	0.906
	0.953
	0.908
	0.895
	1


2.6 白蔹炮制品指纹图谱的建立
2.6.1 白蔹炮制品对照指纹图谱的建立及特征峰的指认  采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）对不同批次的10批白蔹炮制品药材中没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇HPLC图谱进行处理，确定10批白蔹炮制品供试品溶液共有峰共8个，建立白蔹炮制品的对照指纹图谱，见图4。经与对照品溶液色谱图比对后，确认样品图谱中1号峰是没食子酸、2号峰是原儿茶酸、3号峰是原儿茶醛、7号峰是白藜芦醇。[image: image1.jpg]HAEw LA /%//é PR & ) 1@%% I % f f
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Fingerprint Establishment and Comparative Study of Ampelopsis Radix before and after processing Lo Wevze
Zheng Mengdi, Wen He, Wang Xingjun, Zhang Jiamei, Li Xiaofeng, Zhang Zhanrui, Zhang Hanﬂ Department of
Pharmacy Xi’ an Medical University, Institute of Xi'an Medical University, Xi’ an 710021 Shanxi , China )
Abstract: Objective To determine the changes of medicinal and antibacterial efficacy in Ampelopsis Radix before and
after processing. To provide theoretical basis and data support for the establishment of the quality control model of
‘fingerprint associated with pharmacodynamic’ . Methods HPLC was used under the condition of detection wavelength
200 nm. flow rate 1.0 mL?min—! and cetonitrile =0.2% phosphoric acid as the mobile phase gradient elution to detect
the different batches Ampelopsis Radix before and after processing. Similarity?evaluation?system?for?chromatographic?
fingerprint?of7TCM was applied to analyse data. Meanwhile, the PHLC content of gallic acid, protocatechuic acid,
protocatechuic aldehyde and resveratrol was verified in Ampelopsis Radix before and after processing.. Results 8
common peaks are obtained as characteristic chromatographic peaks from different batches of Ampelopsis Radix before
and after processing, and the fingerprint of Ampelopsis Radix was established. The determination results showed that
the processed products of Ampelopsis Radix protocatechuic ac id and gallic acid content was significantly higher than
that of raw materials, the content ol protocatechuic aldehyde, resveratrol is slightly lower than the crude Ampelopsis
Radix. Conclusion The HPLC fingerprints and the content of the target components of Ampelopsis Radix could be used
) 1 to control the quality of Ampelopsis Radix.

Keywords: Ampelopsis Radix; Ampelopsis Radix processed products; chromatographic fingerprint;
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1. 没食子酸；2. 原儿茶酸；3. 原儿茶醛；7. 白藜芦醇
图4  10批白蔹炮制品样品对照图谱
Figure 4  The HPLC chromatogram of 10 batches processed products of Ampelopsis Radix samples control map

2.6.2 白蔹炮制品HPLC图谱的测定和相似度评价  采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A版）相似度软件计算，10批白蔹炮制品的HPLC拟合色谱叠加图，见图5。计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积，见表8～表9。并计算各批白蔹炮制品HPLC指纹图谱相似度，结果显示10批白蔹炮制品与对照指纹图谱的相似度只有炮制品S1相似度值低于0.9，其余各值均大于0.9，表明各批炮制品与对照指纹图谱有良好的相似性，见表10。
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图5  10批白蔹炮制品的HPLC叠加图
Figure 5  The PHLC chromatogram of 10 batches processed Ampelopsis Radix samples overlay
表8  10批白蔹炮制品指纹图谱共有峰的相对保留时间
Table 8  Retention time of common peaks in fingerprints of 10 batches Ampelopsis Radix processed products

	编号
	白蔹炮制品共有峰相对保留时间

	
	峰1
	峰2
	峰3
	峰4
	峰5
	峰6
	峰7
	峰8

	S1
	4.327
	5.255
	9.167
	10.432
	17.259
	21.227
	33.794
	39.989

	S2
	4.140
	5.255
	9.285
	10.410
	17.654
	21.447
	34.186
	40.740

	S3
	4.105
	5.357
	9.654
	10.672
	17.527
	21.295
	34.127
	40.430

	S4
	4.140
	5.317
	9.168
	10.391
	17.254
	20.984
	33.661
	39.902

	S5
	4.327
	5.263
	9.195
	10.455
	17.294
	21.020
	33.767
	39.990

	S6
	4.203
	5.241
	9.290
	10.502
	17.347
	21.073
	33.879
	40.074

	S7
	4.142
	5.279
	9.368
	10.697
	17.424
	21.190
	34.121
	40.253

	S8
	4.126
	5.250
	9.072
	10.338
	17.231
	20.958
	33.648
	39.884

	S9
	4.209
	5.247
	9.297
	10.428
	17.388
	20.998
	33.721
	39.999

	S10
	4.117
	5.121
	9.312
	10.237
	17.247
	21.001
	34.159
	40.102

	平均值
	4.184
	5.259
	9.281
	10.456
	17.363
	21.119
	33.906
	40.136

	RSD
	0.020
	0.012
	0.017
	0.013
	0.008
	0.008
	0.006
	0.007


表9  10批白蔹炮制品指纹图谱共有峰的相对峰面积（×105）
Table 9  Areas of common peaks in fingerprints of 10 batches Ampelopsis Radix processed products

	编号
	白蔹炮制品共有峰的相对峰面积

	
	峰1
	峰2
	峰3
	峰4
	峰5
	峰6
	峰7
	峰8

	S1
	21.800
	87.920
	13.550
	8.350
	6.889
	7.340
	6.383
	2.129

	S2
	22.500
	113.61
	16.930
	7.620
	6.905
	7.332
	6.486
	2.744

	S3
	26.390
	98.320
	16.850
	8.040
	6.477
	8.084
	6.505
	2.381

	S4
	24.090
	96.410
	15.830
	8.290
	6.857
	7.921
	6.613
	2.955

	S5
	24.060
	96.660
	13.993
	7.870
	6.542
	7.970
	6.486
	2.530

	S6
	26.890
	95.250
	18.340
	8.430
	7.580
	7.396
	6.350
	2.345

	S7
	24.230
	97.050
	19.690
	8.560
	6.514
	7.115
	6.042
	2.556

	S8
	28.900
	94.650
	15.320
	8.070
	6.390
	7.138
	6.135
	2.864

	S9
	26.370
	98.750
	17.220
	8.130
	6.330
	7.320
	6.880
	1.980

	S10
	25.690
	99.560
	18.650
	6.990
	6.450
	7.490
	6.120
	1.680

	平均值
	25.092
	97.818
	16.637
	8.035
	6.693
	7.511
	6.400
	2.416

	RSD
	0.086
	0.066
	0.120
	0.057
	0.056
	0.047
	0.040
	0.166


表10  白蔹炮制品相似度
Table 10  Similarity results of 10 batches processed products of Ampelopsis Radix samples

	编号
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	对照

	S1
	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	S2
	0.694
	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	S3
	0.821
	0.874
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	S4
	0.897
	0.869
	0.836
	1
	
	
	
	
	
	
	

	S5
	0.846
	0.854
	0.956
	0.976
	1
	
	
	
	
	
	

	S6
	0.893
	0.938
	0.857
	0.823
	0.812
	1
	
	
	
	
	

	S7
	0.862
	0.799
	0.822
	0.867
	0.899
	0.969
	1
	
	
	
	

	S8
	0.862
	0.874
	0.899
	0.880
	0.907
	0.887
	0.873
	1
	
	
	

	S9
	0.799
	0.923
	0.951
	0.731
	0.752
	0.899
	0.881
	0.951
	1
	
	

	S10
	0.669
	0.902
	0.934
	0.889
	0.967
	0.879
	0.874
	0.871
	0.889
	1
	

	对照
	0.857
	0.902
	0.942
	0.922
	0.924
	0.942
	0.933
	0.951
	0.908
	0.916
	1


2.7 白蔹生品和炮制品HPLC指纹图谱对比  白蔹生品和炮制品的HPLC指纹图谱差异显著，有些成分的含量变化明显，如炮制后没食子酸（峰1）和原儿茶酸（峰2）的含量急剧增加，其中原儿茶酸的增幅在14倍左右。而原儿茶醛（峰3）和白藜芦醇（峰7）的含量降低。见图6。


1. 没食子酸；2. 原儿茶酸；3. 原儿茶醛；7. 白藜芦醇
图6  白蔹炮制品（A）和白蔹生品（B）的HPLC镜像图
Figure 6  The PHLC chromatogram mirror image of processed(A) and crude(B) Ampelopsis Radix
3结论
3.1 检测波长的选择  没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛和白藜芦醇4个成分的最大吸收波长分别为270，280，285，306 nm。本实验利用双波长紫外检测器通道功能，对其成分进行检测。在同时检测没食子酸、原儿茶酸和原儿茶醛时，280 nm多被采用作为检测波长[10]，但由于白蔹中没食子酸含量较低，波长选择上需优先考虑没食子酸的最大吸收，因此将没食子酸、原儿茶酸和原儿茶醛得检测波长选定为270 nm，然而在此条件下未检测到白藜芦醇。然后转换306 nm波长检测白藜芦醇，但在此条件下没食子酸的含量较少。经过反复试验，发现波长在290 nm时，没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛和白藜芦醇这四种成分均有较强吸收，色谱图基线平稳，色谱峰数目较多，信号较好，因此选择290 nm做为检测波长。
3.2 流动相溶液及梯度洗脱的选择  分别考察了乙腈-水、甲醇-水、乙腈-0.1%磷酸水溶液、乙腈-0.2%磷酸水溶液这4种体积分数不同比例的流动系统的分离效果，结果表明乙腈-0.2%磷酸水溶液作为流动相时其出峰较多，重复性较好。考察乙腈-0.2%磷酸水溶液在15∶85、10∶90、5∶95等浓度下的洗脱效果，其中梯度洗脱①（0～18 min，3%～10%乙腈；18-～40 min，10%～40%乙腈）、梯度洗脱②（0～15 min，10%乙腈；15～25 min，10%～20%乙腈；25～50 min，20%～40%乙腈）和梯度洗脱③（0～9 min，10%乙腈；9～10 min，11%乙腈；10～15 min，11～20%乙腈；15～25 min，20%乙腈；25～40 min，20～30%乙腈；40～50 min，30～40%乙腈）。发现乙腈-0.2%磷酸水溶液梯度③洗脱时出峰较多，各色谱峰保留时间适中，确认的8个共有峰均能分离。

本文选取了10批白蔹药材，采用高效液相色谱分别对白蔹生品和炮制品进行了分析测定。从白蔹中分离得到的没食子酸、白藜芦醇对人肝癌细胞株HepG2均有显著抑制作用[11]；原儿茶酸[12]、原儿茶醛[13]具有较强的抗氧化活性，另外原儿茶醛还具有抗病毒、抗动脉粥样硬化、保护心肌、抗血栓形成、神经保护、抗脓血、抗纤维化等广泛的药理活性[14]。因此本研究选择以没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇为评价指标。含量测定结果显示：经过炮制没食子酸含量增加2倍以上，可能由于炮制过程使白蔹中可水解鞣质部分水解为没食子酸，导致白蔹炮制品中没食子酸含量增加；炮制品中原儿茶酸的含量比生品中原儿茶酸含量增高14倍左右，而原儿茶醛在炮制品中含量有所下降，可能由于炮制加工使得原儿茶醛氧化转化成为原儿茶酸；经炮制后白藜芦醇含量略有下降，白藜芦醇见光易分解加之炮制受热均可能导致炮制品中白藜芦醇含量降低。
通过比较确定白蔹生品与炮制品均有8个共有峰，采用与对照品比较的方法，确立了没食子酸、原儿茶酸、原儿茶醛、白藜芦醇的吸收峰的归属。通过对10批白蔹生品指纹图谱的分析，其中5批相似度在0.906~0.953之间，其他批次的相似度值均大于0.8。另外，9批白蔹炮制品的相似度值均大于0.9。各批样品成分的量虽有所差异，但色谱图概貌一致，说明不同批次及炮制前后的白蔹药材群体成分具有一致性，且稳定，重复性较好。从图谱中发现炒制白蔹比生白蔹中各特征峰的含量高。
本研究对白蔹生品和白蔹炮制品HPLC指纹图谱的构建进行初步研究，不仅为白蔹生品、白蔹炮制品的鉴别提供了新的方法，也为反映炮制前后白蔹有效成分的变化规律，丰富白蔹饮片的质量评价内容提供理论依据。
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