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草乌药材的 HPLC 指纹图谱研究
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摘　要：目的 以草乌甲素为对照，利用高效液相色谱法建立草乌药材 HPLC 指纹图谱的分析方法。方法 色谱柱 WATERS 

Symmetry ShieldTMRP18（4.6 ｘ 250mm 5μm）, 检测波长 260nm，柱温 30℃，进样量 10μl，乙腈 - 磷酸三乙胺缓冲溶液

（0.025mol/l 磷酸：0.1% 三乙胺  3:1）梯度洗脱，流速 0.8ml/min。结果 通过利用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012A 版”

对不同产地的十批次草乌药材高效液相色谱图进行导入处理，最终标定出了 17 个共有色谱峰，并生成相应的对照指纹图谱。

十批草乌药材色谱峰之间的相似度均达到 0.87 以上，十批草乌药材与对照图谱作比较，相似度在 0.917 ～ 0.984 之间；并

对实验分析方法进行了专属性实验、重现性实验、精密度实验、和稳定性实验等方面的方法学考察。结论 十批草乌药材的

化学成分基本一致，且较稳定，但各批次间的各成分含量上存在显著差异；该分析方法专属性强、重现性较好、精密度高、

稳定性好，符合指纹图谱要求，该方法能为草乌药材 HPLC 指纹图谱质量研究提供基础性参考。
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1 概述

草乌为毛茛科植物北乌头 Aconitum kusnezoffii Reichb.

的干燥块根 [1]，是我国传统中药。在我国草乌的中药材资源

十分丰富，大约有 200 多个品种且分布广泛，古籍《神农本

草经》对其使用有最早的相关记载，草乌可用于风寒湿痹等

的治疗，已被广泛应用于临床。药理学研究表明草乌中的乌

头碱类成分有抗炎镇痛和免疫抑制等作用 [2-3]。其中草乌甲

素除了具有显著的抗炎镇痛外，其不良反应相对较低， 临

床上主要用于治疗风湿性关节炎、肩周炎、腰肌劳损、四肢

扭伤、挫伤等症。由于疗效确切，不良反应少，草乌甲素原

料及其制剂在临床上得到了广泛应用， 对草乌甲素的需求

也不断增长 [4-6]。

中药指纹图谱技术是中药质量评价的重要手段，是目

前国际公认的质控可行模式 [7]，本文尝试对草乌药材中的草

乌甲素的提取分离方法进行优化，对提取得到的草乌甲素进

行结构鉴定确认 [8-12]，通过建立草乌药材高效液相指纹图谱

质量分析方法对 10 批草乌药材进行测定记录，以草乌甲素

峰作为参照峰，来得出不同产地的草乌 HPLC 指纹图谱 [13-16]。

2 试验部分

2.1 草乌甲素的提取分离与鉴定

2.1.1 仪器和耗材：

旋转蒸发仪（阿道夫）、Bruker AV 600MHz 核磁共振仪，

打粉机、紫外灯箱、柱色谱硅胶、GF254 高效硅胶板、

2.1.2 试药试剂

CDCl3、醋酸乙酯、石油醚、氨水、三乙胺、盐酸、乙醇、

二氯甲烷

2.1.3 提取分离与鉴定

取约 1000g 已风干的草乌药材（产地：西藏）进行打粉

处理，用 75% 乙醇适量分 3 次浸提，滤过，合并滤液，将

滤液减压浓缩。加入适量 0.5% 盐酸溶液使浓缩液分散溶解

于盐酸水溶液中，再加入适量的氨水，调节 PH 至 11 左右，

用二氯甲烷进行萃取，得到生物碱提取物。

取总提取物，经硅胶柱，以石油醚 - 醋酸乙酯 - 三乙

胺（60:1:0.2 → 10:1:0.2）为洗脱剂，进行梯度洗脱，并收集

目标产物，完成第一步洗脱。又以石油醚 - 丙酮 - 三乙胺

（20:1:0.1 → 8:1:0.1）为洗脱剂，进行第二次梯度洗脱，得

到化合物 1（约 20mg）。

化合物 1 为无定形粉末，以 CDCl3 为溶剂，经核磁共

振仪分析得到数据：
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1H NMR(400MHz，CDCl3)δ1.05(t，J=7.3，7.3Hz，

3H，1.29(s，3H)，1.80–2.13(m，4H)，2.28(d，J =11.2 Hz，

2H)，2.33–2.48(m，2H)，2.53(q，J =7.9，7.9， 7.6Hz，

2H)，2.83(d，J =9.0Hz，3H)，2.96(s，2H)，3.06(d，J = 6.9 

Hz，1H)，3.11 (s，3H)，3.20(s，3H)，3.24(s，3H)，3.34(t，

J = 7.4，7.4Hz，1H)，3.49(s，4H)，3.60 (d，J = 8.8 Hz，

1H)，3.65 – 3.76 (m，1H)，3.82 (s，3H)，3.87 (s，1H)，3.98 

(d，J = 6.6 Hz，1H)，4.82 (d，J = 5.0 Hz，1H)，6.88 (d，J = 

8.4 Hz，2H)，7.96 (d，J = 8.4 Hz，2H).13C NMR (101 MHz，

CDCl3) δ 13.30，21.61，33.53，35.16，39.55，40.72，

43.13，44.65，47.17，47.36，48.64，48.80，50.14，55.42，

55.83，57.76，58.75，59.08，61.68，71.27，74.71，78.45，

82.19，83.06，83.46，85.50，113.74，122.47，131.65，

163.42，166.01，169.88.

由以上核磁数据结果可以得到化合物 1, 其分子式为

C35H49NO11，结构式如图 1，它与文献 [17] 中报道的草乌甲

素 (crassicauline A) 一致，故鉴定化合物 1 为草乌甲素。
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图 1  化合物 1（草乌甲素）结构式

2.2 HPLC 指纹图谱的建立

2.2.1 样品 本实验材料来源于西藏、迪庆、文山、丽江、

维西、大理等地，共 10 份样品，均经品种鉴定为草乌。

表 1  草乌样品来源信息表

编号 CW001 CW002 CW003 CW004 CW005 CW006 CW007 CW008 CW009 CW010

产地 西藏 丽江 丽江 文山 文山 迪庆 迪庆 大理 维西 维西

人工 / 野生 人工 野生 人工 人工 人工 人工 人工 人工 人工 人工

2.2.2 仪器设备

METTLER TOLEDO 分析天平、紫外灯箱、超声波清洗仪、

安捷伦 1260 高效液相色谱仪（VWD 紫外检测器）、旋转蒸

发仪（阿道夫）、抽滤装置（津腾）；

2.2.3 试药试剂

色谱纯：乙腈；分析纯：醋酸乙酯、异丙醇、氨水、

石油醚、三乙胺、磷酸、盐酸、乙醇、二氯甲烷；纯净水（娃

哈哈）；草乌甲素（由 2.1 提取分离得到）。

2.2.4 HPLC 色谱条件：

色 谱 柱 为 WATERS  Symmetry ShieldTMRP18（4.6 ｘ

250mm 5μm）, 检 测 波 长 260nm， 柱 温 30 ℃， 进 样 量

10μl，流动相：乙腈 - 磷酸三乙胺溶液（0.025mol/l 磷酸：

0.1% 三乙胺  3:1），流速 0.8ml/min，按表 2 进行梯度洗脱；

表 2  梯度洗脱时间序列表

时间 \ 通道 A( 乙腈 ) B（磷酸三乙胺溶液）

0 → 10 10 → 18 90 → 82

10 → 30 18 82

30 → 45 18 → 32 82 → 68

45 → 60 32 → 95 68 → 5

60 → 65 95 5

65 → 70 95 → 10 5 → 90

70 → 75 10 90

2.2.5 对照品溶液制备：

精密称取草乌甲素对照品 0.0010g，加入乙腈（色谱

纯）配制成每 1ml 含草乌甲素为 30μg 的草乌甲素对照品

溶液，作为对照品溶液（取用前用 0.45μm 微孔滤膜进行

过滤处理）。

2.2.6 供试品溶液制备：

草乌药材进行打粉后取约 2.5g 样品，取 3ml 三乙胺进

行润湿后，精密量取加入 50ml 的醋酸乙酯—异丙醇（1:1）

混合溶液，称重，静置 4 小时，在 25℃以下水温中进行 30

分钟的超声处理（300W,40KHZ），放冷，称重，用前述混

合溶液补足减失重量，滤过，精密量取 30ml 的续滤液，利

用旋转蒸发仪于 40℃以下水温中，进行减压蒸馏至干，取

残渣，精密加入 5ml 乙腈（色谱纯）使溶解，摇匀，滤过，

取续滤液作为供试品溶液（取用前用 0.45um 微孔滤膜进行

过滤处理）。

3 方法学考察

3.1 专属性考察

待仪器运行稳定后，按上述色谱条件（2.2.4），对空白

溶剂、供试品溶液和草乌甲素对照品溶液分别进样，记录相

应的色谱图（图 3、图 4、图 5）如下：
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图 3  空白溶剂 HPLC 图谱

图 4  草乌甲素对照品溶液 HPLC 图谱

图 5  草乌供试品溶液 HPLC 图谱
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在上述（2.2.4）色谱条件下进样后，草乌甲素对照品

色谱峰理论塔板数为 15000，对图谱结果进行分析可知，图

3 为空白溶剂样品， 66 min 后出现背景峰。除 66 min 后的

背景峰外，空白溶剂和流动相中没有杂质因素干扰样品结

果的分析。由于样品 HPLC 图谱中，除 66 分钟后的溶剂背

景峰外未积出其他色谱峰，故后续指纹图谱处理过程中以

0 ～ 66min 作为指纹图谱考察的时间范围。由图 4 和图 5 可知，

在与草乌甲素对照品色谱峰的保留时间（约 48.46min）处供

试品溶液色谱图中有相应的色谱峰出现，供试品溶液图谱中

的分离度合适（草乌甲素峰分离度大于 1.5）且各色谱峰的

峰形较为良好，符合色谱分析相关要求。结果表明，该色谱

条件对草乌药材分析的适用性良好。

3.2 精密度试验 :

取同一份按（2.2.6）制备好的草乌药材供试品溶液，于

上述 HPLC 色谱条件（2.2.4）下，进行连续五次进样，记录

相应的 HPLC 色谱图（图 6）。

保留时间

相
对
响
应

CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm

图 6  草乌精密度试验 HPLC 重叠图谱

将图谱结果导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

2012A 版”软件，以草乌甲素峰作为参照峰进行评价、分析

和计算，五次进样的色谱图之间的相似度大于 0.986（表 3）；

各共有峰的相对峰面积的 RSD ＜ 1.4%，各共有峰的相对保

留时间的 RSD ＜ 0.3%；说明仪器精密度良好。

表 3  草乌精密度试验相似度计算结果表

精密度试验相似度计算结果

S1 S2 S3 S4 S5 对照指纹图谱

S1 1.000 0.996 1.000 0.989 0.988 0.994

S2 0.996 1.000 1.000 0.986 1.000 0.991

S3 1.000 1.000 1.000 0.987 0.986 0.996

S4 0.989 0.986 0.987 1.000 1.000 0.988

S5 0.988 1.000 0.986 1.000 1.000 0.993

对照指纹图谱 0.994 0.991 0.996 0.988 0.993 1.000

3.3 稳定性试验

取同一份按（2.2.6）制备好的草乌药材供试品溶液，于

上述 HPLC 色谱条件（2.2.4）下，在 0h、6h、12h、18h 和

24h 时分别进行进样检测，记录相应的 HPLC 色谱图（图 7）。
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保留时间

响
应

CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm

图 7  草乌稳定性试验 HPLC 重叠图谱

将结果导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012A

版”软件，以草乌甲素峰作为参照峰，进行进行评价、分

析和计算，结果各不同时间段间样品色谱图之间的相似度大

于 0.963（表 3.3.1）；供试品各共有峰的相对峰面积的 RSD 

＜ 2.2%；供试品各共有峰的相对保留时间的 RSD ＜ 0.3%，

说明供试品溶液在 0 ～ 24h 之间较为稳定。

表 4  草乌稳定性试验相似度计算结果表

稳定性试验相似度计算结果

S1 S2 S3 S4 S5 对照指纹图谱

S1 1.000 0.974 0.981 0.976 0.969 0.978

S2 0.974 1.000 0.968 0.972 0.981 0.969

S3 0.981 0.968 1.000 0.963 0.966 0.976

S4 0.976 0.972 0.963 1.000 0.982 0.968

S5 0.969 0.981 0.966 0.982 1.000 0.987

对照指纹图谱 0.978 0.969 0.976 0.968 0.987 1.000

3.4 重现性试验 :

取相同批次的样品（2.2.6）制得五份供试品溶液，在

上述色谱条件（2.2.9）下进行色谱进样测定，记录相应的

HPLC 色谱图（图 8）。

保留时间

响
应

CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm CW002 | VWD1B,Wavelength=260 nm

图 8  草乌重现性试验 HPLC 重叠图谱

将结果导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012A

版”软件，以草乌甲素峰作为参照峰，进行评价、分析和计算，

结果五份供试品间的相似度大于 0.982（表 5），五份供试

品各共有峰的相对峰面积的 RSD ＜ 3.1%；五份供试品各共

有峰的相对保留时间的 RSD ＜ 0.5%，说明样品重现性较好，

该方法稳定可靠。



国际临床医学 :2024 年 6 卷 5 期
ISSN: 2661-4839

    226

表 5  草乌重现性试验相似度计算结果表

重现性试验相似度计算结果

S1 S2 S3 S4 S5 对照指纹图谱

S1 1.000 0.982 0.985 0.986 0.982 0.987

S2 0.982 1.000 0.988 0.993 0.991 0.991

S3 0.985 0.988 1.000 0.982 1.000 0.985

S4 0.986 0.993 0.982 1.000 0.985 0.984

S5 0.982 0.991 1.000 0.985 1.000 0.986

对照指纹图谱 0.987 0.991 0.985 0.984 0.986 1.000

4 指纹图谱的研究

将所收集的十批草乌药材（分别编号为：S1、S2、S3、

S4、S5、S6、S7、S8、S9、S10），按 2.2.6 的制备方法进行

处理，并于 2.2.4 的色谱条件下进行进样测定，记录各批草

乌样品的色谱图。对图谱进行处理后，利用“中药色谱指纹

图谱相似度评价系统 2012A 版”软件，将样品 S1 的色谱图

作为参照图谱进行处理、分析和评价，设定时间窗宽度为

0.10、按中位数法，经多点校正处理，进行 Mark 峰识别等

操作后，生成相应的对照指纹图谱（图 9、图 10）。

由图 9 和图 10 可知，从十批草乌药材的图谱中识别出

17 个（图 9 中以虚线连接的峰）共有峰，主要特征峰集中

于四个区域，分别是：（1）保留时间 2 ～ 8min 的区域，（2）

保留时间 16 ～ 30min 的区域，（3）保留时间 42 ～ 52min

的区域和（4）保留时间 56 ～ 62min 的区域，草乌甲素峰在

（3）区域，约 48.85min 处。

（S1 ～ S10 为不同批次的草乌样品 ,R 为草乌对照指纹谱图 )

图 9  10 批次草乌 HPLC 指纹图谱 

图 10  草乌 HPLC 特征峰图谱
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以草乌甲素峰为参照峰 S, 可分别计算出十批草乌样品

指纹图谱中其余 16 个共有峰相对于草乌甲素峰的相对保

留 时 间 为：1（0.055 ～ 0.058），2（0.075 ～ 0.076），3

（0.085 ～ 0.086），4（0.136 ～ 0.139），5（0.358 ～ 0.361），

6（0.439 ～ 0.442），7（0.567 ～ 0.571），8（0.871 ～ 0.876），

9（0.891 ～ 0.914），10（0.953 ～ 0.956），11（1.026 ～ 1.029），

12（1.058 ～ 1.062），13（1.164 ～ 1.171），14（1.177 ～ 1.182），

15（1.202 ～ 1.208），16（1.254 ～ 1.259）

以 草 乌 甲 素 峰 为 参 照 峰 S, 可 分 别 计 算 出 十 批 草 乌

样 品 指 纹 图 谱 中 其 余 16 个 共 有 峰 相 对 于 草 乌 甲 素 峰

的 相 对 峰 面 积 为：1(0.269 ～ 3.421),2(0.309 ～ 3.075)，

3 ( 0 . 3 7 4 ～ 3 . 7 9 9 ) , 4 ( 0 . 1 3 3 ～ 0 . 1 8 8 ) ， 5 

(0.417 ～ 6.769),6(0.205 ～ 8.448)，7(1.396 ～ 74.336)，

8 ( 1 3 . 2 7 0 ～ 6 5 . 3 5 4 ) ， 9 ( 0 . 4 9 8 ～ 2 8 . 0 1 1 ) ，

10(9.772 ～ 84.612)，11(0.607 ～ 74.83)，12 (0.558 ～ 5.741)，

13(0.451 ～ 1.029)，14(0.315 ～ 1.788)，15(0.193 ～ 2.385)，

16(0.760 ～ 32.266)

利用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012A 版”

软件，对各样品图谱的相似度进行计算、处理和分析（表 4.1），

可知十批草乌药材色谱峰之间的相似度均达到 0.87 以上，

十批草乌药材与对照图谱作比较，相似度在 0.917 ～ 0.984

之间。

表 6  10 批草乌药材相似度计算结果

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 R

S1 1 0.916 0.873 0.882 0.886 0.898 0.876 0.881 0.934 0.897 0.917

S2 0.916 1 0.894 0.912 0.882 0.938 0.924 0.947 0.919 0.991 0.981

S3 0.873 0.894 1 0.937 0.967 0.893 0.994 0.898 0.972 0.949 0.947

S4 0.882 0.912 0.937 1 0.962 0.980 0.975 0.959 0.893 0.947 0.949

S5 0.886 0.882 0.967 0.962 1 0.956 0.896 0.998 0.923 0.894 0.954

S6 0.898 0.938 0.893 0.980 0.956 1 0.977 0.954 0.942 0.921 0.984

S7 0.876 0.924 0.994 0.975 0.896 0.977 1 0.914 0.899 0.956 0.949

S8 0.881 0.947 0.898 0.959 0.998 0.954 0.914 1 0.894 0.939 0.944

S9 0.934 0.919 0.972 0.893 0.923 0.942 0.899 0.894 1 0.952 0.942

S10 0.897 0.991 0.949 0.947 0.894 0.921 0.956 0.939 0.952 1 0.968

R 0.917 0.981 0.947 0.949 0.954 0.984 0.949 0.944 0.942 0.968 1

综合上述，结合十批次草乌药材的共有峰相对峰面积、

共有峰相对保留时间和共有峰相似度计算分析结果来看，结

果表明：各批次草乌药材均显示了基本相同的 17 个特征峰 ,

共有峰的相对保留时间差异较小，一致性良好；但各批样品

共有峰的峰面积之间存在较大差异，各成分含量的相对比值

存在差异，甚至于同一产区的草乌样品间，各成分含量也存

在显著的差异，这可能是由不同产区，不同采收季节、不同

的加工和储存方式以及人工与野生种植间的差异性等方面

因素所导致。

5 结果与讨论

在对草乌甲素成分的提取过程中，曾尝试利用单次梯

度洗脱将目标成分分离出来，但由于目标成分在总体成分

中含量低且有相近极性的成分同时被洗脱出来，故对洗脱

体系和洗脱方式进行了优化，最后分两阶段梯度洗脱得到

了目标产物，这一优化手段可为相关成分的提取分离提供

一定的参考。

在建立草乌指纹图谱 HPLC 方法的试验过程中，对流动

相、色谱柱型号、检测波长、洗脱方式、流速等均进行了考察。

洗脱方式考察发现等度洗脱条件下不能达到各成分间的有

效分离目的，故选择使用梯度洗脱来进行分析；对流动相的

考察主要以乙腈 -0.1% 三乙胺体系、乙腈 - 磷酸三乙胺缓

冲液体系和乙腈 - 水三种体系来做考察，最终乙腈 - 磷酸三

乙胺缓冲液体系较其他两种体系而言，基线较为平稳能对各

成分能达到较好的分离效果同时可以得到较为完整的 HPLC

图 谱； 实 验 过 程 中 对 Agilent Eclipse XDB-C18 4.6*250mm 

5μm 和 WATERS  Symmetry ShieldTMRP18 4.6*250mm 5μm

两种型号色谱柱进行考察，发现 WATERS 的色谱柱在成分

分离上效果更加显著，且稳定性良好，峰形较佳；在流速设

定问题上以 0.5ml/min、0.8ml/min 和 1ml/min 来进行比较考察，

发现在流速为 0.8ml/min 条件下，柱压适中，色谱峰分离较好，

总体耗时适中；检测波长在查阅相关文献基础上以 235nm、

245nm、260nm 三个波长作为考察对象，发现 245nm 处草乌

甲素吸收较弱，几乎测不出色谱峰，235nm 和 260nm 波长下，

色谱峰的峰高、峰面积无明显差异，但 260nm 较 235nm 而
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言基线波动较小，整体峰形较佳。

通过指纹图谱的建立和分析，发现不同批次的草乌样

品相似度良好，成分类别差异不大，但各批次各成分含量存

在显著差异，结合样品收集的相关信息，初步认为各成分含

量的差异性主要是由产地、采收季节、加工方式、储存方式

以及人工种植品和野生品间差异等因素引起，此一问题有待

于下一步通过定量分析等相关手段做深入研究后确证。

经方法学验证考察，本次试验所建立的 HPLC 指纹图谱

分析方法专属性良好、重现性较佳、稳定性较好，适用于草

乌药材的指纹图谱研究，可以为进一步做草乌质量研究和控

制提供基础性依据。
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