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大叶千斤拔根、茎的 HPLC 指纹图谱及成分差异研究 *

何风艳 1，何轶 1，郑元青 2，戴忠 1**，龚云 2，张鹏 2，马双成 1**

（1. 中国食品药品检定研究院，北京 100050；2. 株洲千金药业股份有限公司，株洲 412000）

摘要　目的：为了研究大叶千斤拔根、茎的化学成分差异，首先建立大叶千斤拔根的 HPLC 指纹图谱，对根、

茎的成分差异进行定性分析；其次，针对二者共有成分染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、染料木素建立

含量测定方法，进行定量评价。方法：采用 Agilent Zorbax SB-phenyl（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱，以乙

腈 -0.5% 乙酸水溶液为流动相，梯度洗脱，流速 1.0 mL·min-1，检测波长 260 nm；采用中药指纹图谱相似度

评价系统（2.0 版）进行相似度评价；对 3 个成分的含量测定结果，采用 SPSS（16.0）软件 t 检验分析，确定

区分根、茎的指标成分。结果：11 批根的图谱相似度为 0.919~0.984，7 批茎的图谱相似度为 0.638~0.848；
染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、染料木素 3 个成分的含量在根中分别为 0.64~1.30、0.62~1.21、
0.13~0.47 mg·g-1，在茎中分别为 0.07~0.31、0.14~1.00、0.10~0.28 mg·g-1。结论：大叶千斤拔根、茎的化学

成分存在一定差异，染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、染料木素 3 个成分总量可用于大叶千斤拔根的质

量控制，染料木苷含量或染料木苷与染料木素的含量比值可作为区分根、茎的指标。
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Study on HPLC fingerprint and constituent difference of root 
and stem of Moghania macrophylla*
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Abstract　Objective：To evaluate chemical constituent differences of root and stem of Moghania macrophylla，

HPLC fingerprint of the root was established，and constituent differences of root and stem samples were qualitatively 
analyzed. Meanwhile，determination method for three main constituents（genistin，6″-O-malonylgenistin and 
genistein）found in both root and stem samples was established for quantitative analysis. Methods：HPLC analysis  
was performed on Agilent Zorbax SB-phenyl column（4.6 mm×250 mm，5 μm）with a mixture of 0.5% acetic  
acid solution and acetonitrile as the mobile phase in gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min-1. The detection 
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wavelength was set at 260 nm. The fingerprint similarity was analyzed with Similarity Evaluation System for 
Chromatographic Fingerprint of Chinese Materia Medica（version 2.0）. The differential compounds were found 
by t test with SPSS software（version 16.0）. Results：The fingerprint similarities of eleven root samples ranged 
from 0.919 to 0.984，while those of seven stem samples ranged from 0.638 to 0.848. The contents of genistin，

6″-O-malonylgenistin and genistein were 0.64-1.30 mg·g-1，0.62-1.21 mg·g-1 and 0.13-0.47 mg·g-1 in 11 root 
samples，and 0.07-0.31 mg·g-1，0.14-1.00 mg·g-1 and 0.10-0.28 mg·g-1 in 7 stem samples. Conclusion：The 
chemical constituents in root and stem of Moghania macrophylla were different. The total contents of genistin，

6″-O-malonylgenistin and genistein can be used as marker for quality evaluation of root. The content of genistin 
or the ratio of genistin to genistein can be used as differential marker for root and stem.
Keywords：Moghania macrophylla；root；stem；fingerprint；constituent difference；genistin；6″-O-malonylgenistin；genistein 

药集团化学试剂有限公司）；乙腈、冰醋酸（色谱纯，

Fisher 公司）；水为 Milli-Q 系统制备。

大叶千斤拔根 11 批（编号 S1~S11），茎 7 批（编号

S12~S18），由株洲千金药业有限公司提供，由中国食品

药品检定研究院余坤子副研究员鉴定为豆科植物大叶

千斤拔 Moghania macrophylla（Willd.）Prain 的根和茎。

2　方法与结果

2.1　混合对照品溶液的制备

精密称取染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、

染料木素的对照品适量，加 70% 甲醇水溶液制成每

1 mL 含 0.2 mg 的溶液，作为对照品储备溶液；分别精

密移取上述混合对照品储备溶液 2、2、1 mL 于同一

10 mL 量瓶中，加 70% 乙醇水稀释至刻度，摇匀，得到

质量浓度分别为 0.045 8、0.035 3、0.020 9 mg·mL–1

的混合对照品溶液。

2.2　供试品溶液的制备

取大叶千斤拔根、茎药材，分别粉碎，过 3 号筛。

取各粉末约 1.0 g，精密称定，精密加入 70% 甲醇水溶液

25 mL，密塞，称量，超声处理（功率 300 W，频率 40 kHz）
30 min，放冷，再称量，用 70% 甲醇水补足减失的量，摇

匀，6 000 r·min-1 离心 10 min，取上清液，0.45 µm 滤膜

滤过，取续滤液，即得根供试品溶液及茎供试品溶液。

2.3　色谱条件

采用 Agilent Zorbax SB-phenyl 色谱柱（4.6 mm× 
250 mm，5 μm），流动相为乙腈（A）-0.5% 乙酸水溶

液（B），梯度洗脱（0~20 min，10%A → 20%A；20~40 
min，20%A → 30%A；40~60 min，30%A → 50%A；

60~80 min，50%A → 70%A；80~90 min，70%A → 
90%A），流 速 1.0 mL·min-1，柱 温 30 ℃，进 样 量 10 
µL，检测波长 260 nm。典型色谱图如图 1 所示。

大叶千斤拔 Moghania macrophylla（Willd.）Prain［1］

为豆科千斤拔属植物，是 2015 年版《中华人民共和

国药典》（以下简称《中国药典》）四部中规定的千斤

拔基原之一［2］，主产于云南、贵州、福建、广西等省，

具有祛风湿、益脾肾、强筋骨的功效，用于风湿性关节

炎、跌打损伤、腰腿痛、气虚脚肿等症［3］，不仅是我国

广泛使用的民族药和民间药［4］，也是妇科千金片、妇

科千金胶囊等中成药生产的重要原料。

大叶千斤拔的传统药用部位为根，个别标准以

根和茎同时入药［5］。已有研究表明，茎与根相比，有

效成分黄酮类的含量较低。相关研究大多基于总黄

酮［6］或个别黄酮类成分［7］的测定，采用指纹图谱和

含量测定同时对根、茎进行区分的研究尚未见到报

道。基于此，本实验采用 HPLC 指纹图谱技术对大叶

千斤拔根、茎的整体质量特征进行分析，对根、茎的主

要成分进行检测，找出根、茎中的差异性成分，为大叶

千斤拔不同药用部位的质量评价提供科学依据。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Waters e2695 高 效 液 相 色 谱 仪，Agilent 1260-
6410B 串联四级杆液质联用仪，Mettler AE240、Mettler 
XS105DU 电子天平，KQ-300DA 型医用数控超声波

清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率 300 W，频率

40 kHz），TGL-16G 离心机（上海安亭科学仪器厂）。

1.2　试药

对照品染料木素（批号 111704-201703，含量以

99.5% 计）、染料木苷（批号 111709-201702，含量以

99.9% 计）来自中国食品药品检定研究院，6″-O- 丙

二 酰 染 料 木 苷（批 号 P25A9F59738，HPLC ≥ 98%）

购自上海源叶生物科技有限公司。甲醇（分析纯，国
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1. 染料木苷（genistin）　2. 6″-O- 丙二酰染料木苷（6″-O-malonylgenistin）　3. 染料木素（genistein）

图 1　混合对照品（A）、茎（B）和根（C）样品的 HPLC 图谱

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances（A），stem（B）and root（C）samples　

2.4　质谱条件

电喷雾离子源，正离子扫描模式，干燥气温度

350 ℃，干燥气流量 9 L·min-1，雾化器压力 2.4×105 

Pa，源电压 4 kV，分流比 10︰1。

2.5　HPLC 指纹图谱的建立与分析

2.5.1　方法学考察

2.5.1.1　精密度试验　精密吸取同一供试品溶液（样

品 S1）10 µL，连续进样 6 次，记录色谱图。采用国家

药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2.0
版）（以下简称相似度评价系统）对所得色谱图进行

分析。结果显示，所得色谱图相似度不低于 0.95，表

明仪器精密度良好。

2.5.1.2　重复性试验　取同一批样品（S1）6 份，按

照“2.2”项下方法制备供试品溶液，分别进样 10 µL，

记录色谱图。采用相似度评价系统对图谱进行分析。

结果显示，所得色谱图相似度不低于 0.95，表明方法

重复性良好。

2.5.1.3　稳定性试验　精密吸取同一供试品溶液（样

品 S1）10 µL，分别于 0、2、4、8、16、24 h 进行测定，

记录色谱图。采用相似度评价系统对图谱进行分析。

结果显示，所得色谱图相似度不低于 0.95，表明供试

品溶液在 24 h 内稳定。
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2.5.2　指纹图谱建立

取 11 批大叶千斤拔根和 7 批大叶千斤拔茎，按

“2.2”项下方法制备供试品溶液，按照“2.3”项下色

谱条件分别进样，记录色谱图（见图 2）。采用相似度

评价系统，对 11 批根生成对照指纹图谱（见图 3），并

对 11 批根、7 批茎图谱计算相似度，结果见表 1。

图 2　18 批样品的 HPLC 图谱

Fig. 2　HPLC chromatograms of 18 batches samples 

图 3　大叶千斤拔根的对照图谱

Fig. 3　The contrast chromatogram of Moghania macrophylla root



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cn 药物分析杂志药物分析杂志Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2020,40(1)        ·181· 

表 1　相似度计算结果

Tab. 1　The similarity results

部位（part） No. 相似度（similarity） 部位（part） No. 相似度（similarity）

根（root） S1 0.952 根（root） S10 0.984

根（root） S2 0.923 根（root） S11 0.981

根（root） S3 0.954 茎（stem） S12 0.659

根（root） S4 0.934 茎（stem） S13 0.638

根（root） S5 0.942 茎（stem） S14 0.793

根（root） S6 0.919 茎（stem） S15 0.805

根（root） S7 0.928 茎（stem） S16 0.848

根（root） S8 0.929 茎（stem） S17 0.796

根（root） S9 0.940 茎（stem） S18 0.812

2.5.3　共有峰的鉴定

按照“2.3”项下色谱条件及“2.4”项下质谱条

件对供试品溶液进行分析。通过与对照品保留时间、

准分子离子峰、质谱裂解碎片相比较，确定峰 4 为

染料木素 -4′，7- 二 -O- 葡萄糖苷，峰 10 为染料木

苷，峰 14 为 6″-O- 丙二酰染料木苷，峰 16 为染料

木素；通过质谱信息分析，结合文献检索，推断峰 9

为 5，4′- 二羟基异黄酮 -7-O-β-D- 吡喃木糖基 -
（1 → 6）-β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷，峰 15 为 orobol，峰

25 为 flemichin D 或 eriosemaone A，峰 30 为 flemichin E，

峰 34 为 flemiphilippinone A，峰 35 为 5，2 ′，4 ′-
trihydroxy-8，5′-di-（3-methylbut-2-enyl）-6，7-（3，3- 
dimethylpyrano）flavanone（见表 2）。

表 2　大叶千斤拔根指纹图谱共有峰的鉴别

Tab. 2　Identification of common peaks in fingerprint of Moghania macrophylla root

峰号（peak 
No.）

化合物（component） tR/min Mr
准分子离子（quasi-
molecular ion）m/z

碎片离子

（fragments ion）m/z

4 染料木素 -4′，7- 二 -O- 葡萄糖苷（genistein-4，7-di-O-
β-D-glucoside）△

11.84 594.5 595.2 433.1，271.0，156.0

9 5，4′ - 二羟基异黄酮 -7-O-β-D- 吡喃木糖基 -（1 → 6）

-β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷（5，4’-dihydroxyisoflavone-7-O-
β-D-xylopyranosyl-（1 → 6）-β-D-glucopyranoside）［8］

22.98 564.5 565.2 433.1，271.1，156.0

10 染料木苷（genistin）△ 24.32 432.4 433.1 271.0，156.0

14 6″-O- 丙二酰染料木苷（6″-O-malonylgenistin）△ 31.45 518.4 519.2 448.3，271.1，156.0

15 orobol［9］ 35.53 286.2 287.0 155.9

16 染料木素（genistein）△ 45.64 270.2 271.1 156.0

25 flemichin D or eriosemaone A［10］ 71.78 422.2 423.2 367.0，349.1，287.1，231.1

30 flemichin E［11］ 77.99 506.6 507.3 451.2， 395.1，377.1

34 flemiphilippinone A［12］ 83.85 508.6 509.3 493.3，369.2，275.2，121.0

35 5，2′，4′-trihydroxy-8，5′-di-（3-methylbut-2-enyl）-6，7-
（3，3-dimethylpyrano）flavanone［11］

87.82 490.6 491.4 4 3 5 . 3 ，4 2 3 . 2 ，3 6 7 . 2 ，

273.1，121.0

　　△：经对照品比对（compared with the reference shubstance）
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3　含量测定

3.1　方法学考察

3.1.1　线性关系考察

精 密 吸 取 混 合 对 照 品 溶 液 1、2、5、10、15、20 
µL，按“2.3”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。

以进样量 X 为横坐标，峰面积 Y 为纵坐标，绘制标准

曲线并进行线性回归，染料木苷、6″-O- 丙二酰染料

木苷和染料木素 3 个成分的线性范围、回归方程、相

关系数分别见表 3。

3.1.2　检测下限与定量下限

将“2.1”项下混合对照品溶液逐步稀释，进行测

定。以信噪比 3∶1 时测得检测下限（LOD），10∶1
时测得定量下限（LOQ），结果见表 3。

3.1.3　精密度试验

取“2.1”项下混合对照品溶液连续进样 6 次，染

料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、染料木素峰面积的

RSD 分别为 0.43%、0.88% 和 0.38%，表明方法精密

度良好。

表 3　3 个成分的回归方程、线性范围、检测下限和定量下限

Tab. 3　Regression equations，linear ranges，LODs and LOQs of 3 components

成分

（component）
线性范围

（linear range）/µg
回归方程

（regression equation）
r LOD/ng LOQ/ng

染料木苷（genistin） 0.04~0.92 Y=6×106X-26 787 0.999 9 0.18 0.46

6″-O- 丙二酰染料木苷（6″-O- 
malonylgenistin）

0.04~0.70 Y=4×106X+11 552 0.999 9 0.35 0.70

染料木素（genistein） 0.02~0. 42 Y=8×106X-1 143.1 1.000 0 0.21 0.42

3.1.4　重复性试验

分 别 精 密 称 取 同 一 大 叶 千 斤 拔 根 样 品（S1）

6 份，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，进样测得

染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、染料木素的平均

含量为 1.30、0.75 和 0.28 mg·g-1，RSD 分别为 2.0%、

1.3% 和 1.7%，表明方法重复性良好。

3.1.5　稳定性试验

取同一供试品溶液（样品 S1），分别于 0、2、4、

8、16、24 h 进样测定峰面积，结果染料木苷、6″-O-
丙二酰染料木苷、染料木素峰面积的 RSD 分别为

1.1%、2.1% 和 0.31%，表明供试品溶液在 24 h 内稳

定性良好。

3.1.6　回收率试验

精密称取已测知 3 个成分含量的大叶千斤拔

根样品（S1）0.5 g 共 6 份，分别精密加入染料木苷、

6″-O- 丙二酰染料木苷、染料木素质量浓度分别为

0.022 9、0.017 6 和 0.005 2 mg·mL–1 混合对照品溶

液 25 mL，按“2.1.2”项下方法平行制备供试溶液，进

样测定，结果染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷、染

料木素的平均回收率分别为 96.7%、91.6% 和 95.4%，

RSD 为 1.3%、2.8% 和 2.1%，见表 4。

3.2　样品测定

取 11 批大叶千斤拔根和 7 批大叶千斤拔茎样品，

分别按“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3”项

下色谱条件测定，以外标法计算含量，结果见表 5。

4　讨论

4.1　提取方法考察

为了在指纹图谱中反映出尽量多的化学信息，

同时兼顾提取效率，实验对提取方式（超声，回流）、

提取溶剂（甲醇、70% 甲醇水、50% 甲醇水）和提取

时间（30、60 min）进行考察。结果表明提取方式对

染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷色谱峰的影响较

大，回流提取样品的 6″-O- 丙二酰染料木苷峰明显

减小，而染料木苷峰明显增大。文献报道 6″-O- 丙

二酰染料木苷对热不稳定，加热时会转化为染料木

苷［13-14］，因此试验中选择超声提取的方式，以避免加

热导致 6″-O- 丙二酰染料木苷损失。3 种溶剂中

70% 甲醇水的提取效率最优，而 30 min 与 60 min 的提

取效果相近，最终选择 70% 甲醇水超声提取 30 min。

4.2　色谱条件优化

大叶千斤拔主含异黄酮及其苷类成分，结构相近，

对色谱柱的分离要求较高。实验中曾使用十八烷基硅

烷键合相硅胶色谱柱，如 XTerra C18 RP、Zorbax Eclipse 
XDB-C18、TC-C18、Xbridge Shield RP18 等，分离效果均不

理想。苯基硅烷键合相硅胶色谱柱与十八烷基硅烷键

合相硅胶色谱柱相比，对异黄酮及其苷类成分具有独

特的选择性。因此实验中选用苯基键和硅胶色谱柱，

以改善色谱峰的峰形和分离情况，效果较为满意。
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表 4　回收率试验结果

Tab. 4　The results of recovery test

成分（component）
原有量

（original）/mg
加入量

（added）/mg
测得量

（detected）/mg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（mean）/%
RSD/%

染料木苷（genistin） 0.657 7 0.572 9 1.206 9 95.9 96.7 1.3

0.659 8 1.216 5 97.2

0.676 0 1.232 7 97.2

0.684 4 1.229 6 95.2

0.658 5 1.210 1 96.3

0.659 3 1.223 5 98.5

6″-O- 丙二酰染料木苷（6″-O- 
malonylgenistin）

0.381 4 0.441 0 0.793 9 93.5 91.6 2.8

0.382 6 0.780 2 90.2

0.392 1 0.813 0 95.5

0.396 9 0.789 8 89.1

0.381 9 0.786 3 91.7

0.382 4 0.777 8 89.7

染料木素（genistein） 0.144 0 0.130 8 0.270 0 96.2 95.4 2.1

0.144 5 0.269 4 95.4

0.148 0 0.276 5 98.2

0.149 9 0.271 3 92.8

0.144 2 0.266 8 93.7

0.144 4 0.270 0 96.0

表 5　大叶千斤拔根、茎中 3 个成分的含量测定（n=2）

Tab. 5　The content of three compounds in root or stem samples of Moghania macrophylla

部位

（part）
样品号

（sample No.）

含量（content）/（mg·g-1）

染料木苷

（genistin）

6″-O- 丙二酰染料木苷

（6″-O-malonylgenistin）

染料木素

（genistein）

根（root） S1 1.30 0.75 0.28

S2 1.12 0.62 0.47

S3 1.13 0.67 0.30

S4 0.78 1.20 0.22

S5 0.85 1.21 0.23

S6 0.64 0.75 0.13

S7 0.65 0.76 0.16

S8 0.70 0.75 0.28

S9 0.66 0.69 0.23

S10 0.79 0.89 0.21

S11 0.97 0.71 0.19

茎（stem） S12 0.25 0.26 0.19

S13 0.07 0.14 0.14

S14 0.31 1.00 0.28

S15 0.16 0.36 0.14

S16 0.19 0.33 0.10

S17 0.13 0.34 0.12

S18 0.14 0.35 0.10
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4.3　指纹图谱共有峰的推断

本实验中通过质谱信息分析结合文献检索对指

纹图谱 6 个共有峰进行推断。由于这 6 个共有峰分

离度均较好，一级质谱干扰较小，通过一级质谱分析

可确认相对分子质量，同时提供特征碎片离子，所得

信息已足够支撑结构推断。如果指纹图谱色谱峰分

离度较差，一级质谱存在干扰，则应使用二级质谱进

行，以得到特征碎片离子信息。

4.4　根、茎样品指纹图谱及含量测定结果分析

指纹图谱是中药整体质量评价的重要手段。为

了定性表征大叶千斤拔根、茎的化学成分差异，对其

进行指纹图谱研究。结果表明，与根相比，茎样品色

谱图中主要色谱峰的高度明显偏低，色谱峰数量较

少，甚至部分茎样品在低极性段未见色谱峰检出。以

11 批根的 HPLC 图谱生成对照图谱并计算相似度，

结果表明，11 批根的图谱相似度在 0.919~0.984，而

茎的图谱相似度仅为 0.638~0.848，表明二者色谱图

整体存在一定差异。

在豆科植物中，异黄酮类是一类重要的活性成

分，具有雌激素和抗雌激素双重活性，可用于预防和治

疗妇女更年期综合症［15］。文献报道染料木素、染料木

苷具有抗肿瘤［16-18］、抗氧化［19-20］、防治骨质疏松［21］等

多种作用，而 6″-O- 丙二酰染料木苷在加热过程会

转化为染料木苷。实验中对根、茎中 3 个主要共有成

分染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷和染料木素进行

含量测定，并采用 SPSS（16.0）软件对 3 个成分含量、

总量以及成分比值进行独立样本 t 检验。结果表明，

根和茎中染料木素含量具有统计学差异性（P<0.05），

染料木苷、6″-O- 丙二酰染料木苷含量、3 种成分总

量、染料木苷与染料木素含量比值具有显著性统计学

差异性（P<0.01），6″-O- 丙二酰染料木苷与染料木

素含量比值不具有统计学差异性（P>0.05）。从 11 批

根和 7 批茎的测定结果来看，根中染料木苷的含量及

染料木苷与染料木素的含量比值均明显高于茎，而其

他 2 种成分含量或其比值与茎中数据存在一定交叉。

综合上述结果，3 个成分的总量可用于大叶千斤拔根

的质量控制，而染料木苷含量或染料木苷与染料木素

的含量比值可以作为区分大叶千斤拔根、茎的指标，

对判断实际使用的药用部位具有参考意义。

综合本实验研究结果，大叶千斤拔的根、茎在化

学成分方面存在一定差异。作为非传统用药部位，茎

是否可与根同等入药，仍有待进一步研究确证。另一

方面，大叶千斤拔虽然非《中国药典》一部正文收载

品种，但是在妇科千金片等多个中成药大品种中都有

使用。随着药材需求量的增加，资源不足的问题日渐

凸显，建议积极开展规范化种植和同属其他有药用记

载品种的研究，以开阔千斤拔开发利用的前景。
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