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水蛭的高效液相指纹图谱研究
徐佳　 杨瑶臖　 刘晓帆　 吴立洁　 刘杰　 戴待

【摘要】　 目的　 以黄嘌呤和次黄嘌呤为对照品，系统的完成水蛭指纹图谱的建立。方法　 采
用Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣＣ１８色谱柱（２５０ ｍｍ ×４ ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾甲醇梯度洗脱，
检测波长２５４ ｎｍ，流速０ ８ ｍｌ ／ ｍｉｎ，柱温２５ ℃，进样量２０ μｌ。结果　 １０批水蛭药材的色谱指纹图
谱得到１０个共有峰，其中两个为黄嘌呤和次黄嘌呤的色谱峰。利用药典委员会颁布的《中药色谱
指纹图谱相似度评价系统２００４Ａ》进行评价，高效液相指纹图谱的相似度在０ ６６９ ～ ０ ９９４之间。结
论　 所建立的高效液相指纹图谱可有效地鉴定水蛭，该方法为水蛭药材的质量评价提供了实验数
据基础。
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　 　 ２０１０版《中华人民共和国药典（一部）》规定水
蛭为水蛭科动物蚂蟥Ｗｈｉｔｍａｎｉａ ｐｉｇｒａ Ｗｈｉｔｍａｎ、水
蛭Ｈｉｒｕｄｏ ｎｉｐｐｏｎｉｃａ Ｗｈｉｔｍａｎ或柳叶蚂蟥Ｗｈｉｔｍａｎｉａ
ａｃｒａｎｕｌａｔａ Ｗｈｉｔｍａｎ的干燥全体，具有破血通经、逐
瘀消的功效，用于治疗瘕痞块、中风偏瘫、跌扑
损伤等症［１］。近年来，水蛭市场需求量增大，药材

质量良莠不齐，严重影响其制剂的临床疗效，因此
笔者采用主流品种蚂蟥药材进行指纹图谱研究。

中药成分复杂，单纯测定少数几种有效成分或指
标成分难以控制其质量，因此指纹图谱的建立能全面
反映整体成分的特征，更好的评价药材质量［２］。近年
来，指纹图谱技术有了飞速的发展，逐渐成为建立中
药材质量标准的的主流手段，在中药鉴定领域广泛
应用。例如，在鉴定进口药物与国产药物上面的应
用［３］，在研究相同类别化合物在不同中药的成分表
达的异同［４］，在药材真伪鉴定方面［５］等。

但在动物类中药的指纹图谱方面，文献报道较
少，本实验将指纹图谱技术引入到动物类中药材鉴
定中，一方面可以解决水蛭药材常规鉴定客观数据
缺失的弊端，另一方面由于水蛭等动物药材的有效
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成分研究并不全面且成果并未得到广泛的认可，而
指纹图谱则可以宏观判别水蛭的质量，因此可以作
为评价水蛭质量数据之一。
!

　 材料
１ １　 仪器

Ｓｉｇｍａ ３Ｋ１５离心机（希格玛公司），Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ
ＢＰ１１０Ｓ分析天平（北京赛多利斯仪器有限公司），ＤＦＴ
１００手提式高速中药粉碎机（温岭市大德中药机械有限
公司），高效液相色谱仪Ａｇｌｉｅｎｔ １１００（美国安捷伦公
司），ＤＡＤ二极管阵列检测器（美国安捷伦公司）。
１ ２　 试剂

色谱甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ ＬＯＴ１２６２７３）氯化钠（批号：
２００９０７０６，北京化工厂），磷酸二氢钾（批号：
２０１１１２２１，国药集团化学试剂有限公司），次黄嘌呤
（批号：０６９１１０８１１，上海宝莱生物制品公司），黄嘌
呤对照品（批号：１４０６６２２００８０２，中国食品药品检定
研究院）。
１ ３　 样品

经北京中医药大学中药学院杨瑶臖教授鉴定
为水蛭科动物蚂蟥Ｗｈｉｔｍａｎｉａ ｐｉｇｒａ Ｗｈｉｔｍａｎ，１０批
水蛭药材见表１。

表１　 水蛭样品收集表
样品号 产地／采集／购买地 规格
１ 山东省济宁市微山湖 原动物／晒干
２ 江苏（亳州购买） 矾水杀死
３ 山东（亳州购买） 清水晒干
４ 湖北（安国购买） 清水烫死
５ 江苏（亳州购买） 清水晒干
６ 湖北（亳州购买） 清水烫死
７ 杭州购买 饮片／晒干
８ 北京购买 饮片／晒干
９ 北京购买 饮片／晒干
１０ 北京购买 饮片／晒干

"

　 方法
２ １　 色谱条件

Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣＣ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍ，
５ μｍ），流动相０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾（Ａ）甲醇
（Ｂ），梯度洗脱：０ ～ ４０分钟，ＡＢ（９５：５ ～ ９０：１０）；
４０ ～ ７０ 分钟，ＡＢ（９０：１０ ～ ５０：５０）；检测波长
２５４ ｎｍ，流速０ ８ ｍｌ ／ ｍｉｎ，柱温２５ ℃，进样量２０ μｌ。
２ ２　 色谱条件的选择

提取方法考察：对比７０％乙醇提取，超声提取，

采用生理盐水浸提的方式，可以保留水蛭中的多种
化学成分，使得指纹图谱更加全面、有效。

流动相的确定：（１）甲醇—水梯度洗脱；（２）甲
醇—冰醋酸水溶液梯度洗脱；（３）乙腈—冰醋酸水
溶液梯度洗脱；（４）甲醇—磷酸二氢钾梯度洗脱。
通过选择多种流动相系统比较试验，以甲醇—磷酸
二氢钾盐溶液为流动相，分离效果较好、各峰分离
度较大、基线平稳、保留时间适中。

检测波长的选择：采用二极管阵列检测器，考
察２３０ ｎｍ、２４０ ｎｍ、２５４ ｎｍ、２８０ ｎｍ等波长下的检测
情况，结果表明提取液在２５４ ｎｍ下指纹图谱色谱峰
数目适中，且色谱峰的信噪比大，基线平稳，故检测
波长定为２５４ ｎｍ［６］。

参照物的选择：次黄嘌呤是水蛭含量测定的对
照品，具有舒张支气管、平喘、扩张血管、降压等作
用［７］，广泛存在于动物体内，和水蛭的药理作用有
一定的关联性。本实验的对照品在文献中次黄嘌
呤的基础上，引入黄嘌呤，在指认方面，完善水蛭的
指纹图谱。
２ ３　 供试品溶液制备

取水蛭粗粉约１ ２５ ｇ，置于１０ ｍｌ离心管中，加
生理盐水５ ｍｌ，摇匀，浸提２４小时后离心１０分钟
（转速３５００ ｒ ／ ｍｉｎ）。上清液过０ ４５ μｍ微孔滤膜，
取续滤液，即得。
２ ４　 对照品溶液配制

精密称取次黄嘌呤２ ５２ ｍｇ，黄嘌呤２ ５６ ｍｇ，
置于１０ ｍｌ容量瓶中，以甲醇（色谱纯）溶液溶解并
稀释，摇匀，制成每１ ｍｌ含次黄嘌呤０ ２５２ ｍｇ，黄嘌
呤０ ２５６ ｍｇ的混标溶液。
２ ５　 方法学考察
２ ５ １　 精密度考察　 精密吸取５号供试品溶液，进
样量２０ μｌ，连续进样５次，测定指纹图谱。以峰面积
的大小选取十强峰（十强峰总面积大于总峰面积的
６５％），经计算，十强峰的相对保留时间的ＲＳＤ值为
０ ０５％ ～ ０ １７％，相对峰面积的ＲＳＤ值为０ ３％ ～
２ ７７％，ＲＳＤ均小于３ ０％，仪器的精密度良好。
２ ５ ２　 重复性考察　 取５号供试品溶液，进样量为
２０ μｌ，测定指纹图谱。经计算，十强峰的相对保留时间
的ＲＳＤ值为０ ８８％ ～２ ５７％，峰面积ＲＳＤ为０ ３４％ ～
２ ８４％，ＲＳＤ值均小于３ ０％，该方法的重复性良好。
２ ５ ３　 稳定性考察　 取５号供试品溶液，进样量为
２０ μｌ，分别在２、４、６、８、１２、２４小时测定指纹图谱，
经计算，十强峰的相对保留时间的ＲＳＤ为０ ３７％ ～
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１ ６７％，相对保留面积的ＲＳＤ为０ ２４％ ～ １ ３３％，
ＲＳＤ值均小于３ ０％，该方法的稳定性良好。
#

　 实验结果
３ １　 指纹图谱及共有峰的标定

用建立的色谱条件，对１０批样品进行测定，得

到水蛭高效液相指纹图谱，见图２。水蛭所含成分
的色谱峰在７０分钟之内洗脱完全，有１０个共有峰，
对次黄嘌呤、黄嘌呤进行归属，并生成对照指纹图
谱，见图３。
　 　 比较分析１０批样品的色谱图，并计算各色谱峰
的相对保留时间与相对峰面积，结果见表２。

图１　 次黄嘌呤、黄嘌呤对照品色谱图

时间（ｍｉｎ）
图２　 １０批水蛭指纹图谱

时间（ｍｉｎ）
图３　 水蛭对照指纹图谱
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表３　 水蛭相似度计算结果
Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０ 对照

Ｓ１ １ ０ ９５２ ０ ９３６ ０ ９５４ ０ ９５０ ０ ９２３ ０ ９５４ ０ ９４０ ０ ６５０ ０ ９４５ ０ ９６０

Ｓ２ ０ ９５２ １ ０ ９６１ ０ ９６７ ０ ９７７ ０ ９５７ ０ ９８６ ０ ９８５ ０ ６５０ ０ ９８５ ０ ９８７

Ｓ３ ０ ９３６ ０ ９６１ １ ０ ９６２ ０ ９７１ ０ ９６５ ０ ９７２ ０ ９７５ ０ ６３５ ０ ９７６ ０ ９８２

Ｓ４ ０ ９５４ ０ ９６７ ０ ９６２ １ ０ ９７３ ０ ９６３ ０ ９８１ ０ ９６４ ０ ６３２ ０ ９６７ ０ ９８４

Ｓ５ ０ ９５０ ０ ９７７ ０ ９７１ ０ ９７３ １ ０ ９７１ ０ ９９０ ０ ９８１ ０ ６４６ ０ ９８３ ０ ９９２

Ｓ６ ０ ９２３ ０ ９５７ ０ ９６５ ０ ９６３ ０ ９７１ １ ０ ９６８ ０ ９７２ ０ ６２７ ０ ９７４ ０ ９８３

Ｓ７ ０ ９５４ ０ ９８６ ０ ９７２ ０ ９８１ ０ ９９０ ０ ９６８ １ ０ ９８５ ０ ６４９ ０ ９８７ ０ ９９４

Ｓ８ ０ ９４０ ０ ９８５ ０ ９７５ ０ ９６４ ０ ９８１ ０ ９７２ ０ ９８５ １ ０ ６４２ ０ ９９９ ０ ９９１

Ｓ９ ０ ６５０ ０ ６５０ ０ ６３５ ０ ６３２ ０ ６４６ ０ ６２７ ０ ６４９ ０ ６４２ １ ０ ６４３ ０ ６６９

Ｓ１０ ０ ９４５ ０ ９８５ ０ ９７６ ０ ９６７ ０ ９８３ ０ ９７４ ０ ９８７ ０ ９９９ ０ ６４３ １ ０ ９９３

对照 ０ ９６０ ０ ９８７ ０ ９８２ ０ ９８４ ０ ９９２ ０ ９８３ ０ ９９４ ０ ９９１ ０ ６６９ ０ ９９３ １

表２　 水蛭共有峰相对保留时间及相对峰面积
编号 相对保留

时间平均
保留时间
ＲＳＤ％

相对峰
面积平均

峰面积
ＲＳＤ％

１ ０ ３６５ ０ ９６ ０ ０３１ ３６ １３

２ ０ ５４５ １ ３１ ０ ０２２ ３７ ６３

３ ０ ６７２ ０ ２２ ０ １９０ ４８ ６３

４（次黄嘌呤） １ ０００ ０ ２９ １ ０００ ６０ ９７

５（黄嘌呤） １ １４７ ０ ３０ ０ １８３ ４０ ６４

６ １ ５９７ ０ ２３ ０ ００７ ７７ ７０

７ ４ ５５４ ０ １５ ０ ０６５ １７ ３２

８ ５ ９９６ ０ ０８ ０ ０２３ ２２ ６３

９ ６ ２０６ ０ ０６ ０ ０３３ ４８ ４５

１０ ６ ６６８ ０ ０６ ０ ０２４ ２４ ４７

　 　 由上表得知，水蛭药材１０个共有峰的的相对保
留时间的ＲＳＤ值在０ ０６％ ～ １ ３１％，符合指纹图谱
研究技术要求。但各自的相对峰面积差别很大，说
明不同样品的相同成分含量相差悬殊。
３ ２　 相似度评价

利用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统
２００４Ａ》，对１０样本指纹图谱进行匹配，相似度在
０ ６６９ ～ ０ ９９４之间（见表３）。９号样品与对照指纹
图谱的相似度为０ ６６９，明显低于其他饮片的相似
度。由１号至６号样品可以看出，水蛭在原药材阶
段相似度差异不大，但是将其切段炮制成饮片后，相
似度差异较大，因此不同的炮制方法会直接影响水
蛭饮片的化学成分的种类与含量［８］。
$

　 总结与讨论
从水蛭的指纹图谱可以看出，该方法的重复性

较好，不同水蛭药材的指纹图谱相似性较高，说明不
同产地水蛭含有的化学成分大致相当。但是１０个

共有峰的相对峰面积ＲＳＤ值很大，说明水蛭的共有
成分含量差异很大，这可能与养殖方法、养殖环境、
炮制有关。

由对照色谱可以看出，次黄嘌呤的峰面积很大，
其对相似度的影响也较大，因此后续应继续改进提
取方法与色谱条件，以平衡各色谱峰的峰面积，使数
据更加具说服力。经过对１０批不同产地的水蛭药
材进行指纹图谱试验，表明所建立的检测方法操作
简便、重现性好，为控制水蛭药材的质量提供了实验
数据基础。
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