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摘要: 利用薄层色谱 ( T L C) 技术对中药材丹参的有效成分进行了指纹图谱分析.以不同等级的中江丹参和不同采收期

的丹参、南丹参为分析对象, 采用适宜的水溶性及脂溶性成分提取方法和 T LC 分析条件, 可获得其相应的 T L C 图像及色

谱图.通过对不同丹参药材的色谱图像的分析,结合化学计量学方法对其各主要指标成分的信息进行提取,初步构建了丹

参的 T L C 指纹图谱.结果表明,在 254 nm 波长下获取脂溶性和水溶性成分共 7 个共有指纹峰 ,各峰相对比移值 ( R f ) 和

峰面积的相对标准偏差分别小于 1. 7% 和 4. 0% . 通过对薄层色谱斑点的 R f 值、斑点颜色和大小的比较, 并进行主成分分

析和聚类分析,实现了对不同等级的丹参进行归属,并确立了最佳采收期. 本实验建立的薄层色谱指纹图谱方法具有较高

的稳定性、良好的精密度和重现性, 可用于丹参药材的质量评价和控制.
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  丹参系唇形科鼠尾草属植物丹参的干燥根及根

茎.丹参药材含有的有效成分类型包括脂溶性的二萜

醌和水溶性的丹酚酸二大类,其中脂溶性成分包括丹

参酮 I、丹参酮 IIA、隐丹参酮等,广泛应用于治疗化脓

性感染及痤疮等; 水溶性成分包括丹酚酸 B、迷迭香

酸、原儿茶醛、原儿茶酸、丹参素等,主要用于治疗心血

管疾病
[ 1, 2]

.因药典所载丹参野生资源渐少, 各地纷纷

引种栽培.为澄清混乱,寻找优良品种, 进行开发利用,

需对丹参药材进行系统的品种鉴定和质量评价[ 3] . 指

纹图谱是现阶段可以全面反映中药材内在质量的一个

有效手段,它突破传统的线性思维,根据指纹图谱的模

糊属性,着眼于宏观规律性的特征分析[ 4] .本文通过对

不同等级及不同采收期中江丹参药材进行 T LC 指纹

图谱研究,为丹参药材的生产和质量控制提供科学可

行的依据.

1  实  验

1. 1  仪器与试药
瑞士卡玛薄层色谱自动点样仪; Reprostar 3薄层

色谱数码成像系统; w inCAT S 薄层色谱工作站; 双槽

展开缸;硅胶 GF254预制板(德国 Merck) .

甲醇、二氯甲烷、苯、醋酸乙酯、氯仿、甲酸均为分

析纯, 水为双蒸水; 丹参酮 IIA 对照品、丹参酮 I 对照

品、隐丹参酮对照品、丹参素钠对照品、原儿茶酸对照

品、原儿茶醛对照品、咖啡酸对照品由中国生物制品检

验所提供;丹酚酸 B对照品由中国药科大学周荣汉教

授提供.

丹参药材购自来源地四川中江药材公司(中江丹

参由中国科学院昆明植物研究所李锡文教授鉴定为

Salv ia. m iltio rrhiza Bg e. ) . 不同商品等级中江丹参及

不同采收期南丹参、丹参样品信息见表 1、2.

1. 2  样品制备
随机取 10株丹参根部药材洗净, 自然风干 10 d

后 60 e 烘干,粉碎过 60目筛.水溶性供试液:取待测

药材粉末 1. 0 g , 2%氨水超声提取 60 min,提取液于

沸水浴中加热 45 m in(冰醋酸调 pH 至 3~ 4)后过滤.

以乙酸乙酯萃取滤液,萃取液用氮气挥干,所得水溶性

成分以 1. 0 mL 甲醇溶解.脂溶性供试液:取待测药材

粉末 0. 5 g ,加甲醇/二氯甲烷( 8/ 2, 体积比)混合溶液

10 mL,置具塞试管中超声提取 30 m in后过滤 [ 5] . 对

照品溶液:取 2. 0 m g丹参酮 IIA、丹参酮 I、隐丹参酮、



表 1 不同商品等级丹参药材

T ab. 1  Danshen samples w it h 7 different co mmercial gr ades

特级品 一级品 二级品 三级品 四级品 五级品 六级品

样品号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

表 2 中江南丹参、丹参药材动态样品*

T ab. 2 Danshen samples collected at differ ent harv est times

南丹参 丹参

样品号 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

采收期 288 317 331 359 370 388 160 190 220 250 280 282 310 311 334 353 374 386

  * 1号、8 号及 21 号为混合标准物质( T he sample number of mix ed standard substances was 1, 8 and 21)

原儿茶醛、原儿茶酸、咖啡酸和 4. 0 mg 丹酚酸 B对照

品,分别加 1. 0 mL 甲醇溶解; 取 1. 0 mg 丹参素钠,加

1. 0 mL 25%的甲酸甲醇溶解.

1. 3  薄层色谱过程
固定相: 20 cm @ 10 cm 硅胶 60GF 254高效薄层板

( M erck) , 110 e 活化 0. 5 h, 干燥器中冷却至室温.水

溶性展开剂: 氯仿/乙酸乙酯/苯/甲酸( 12/ 10/ 5/ 3, 体

积比) ;脂溶性展开剂:苯/乙酸乙酯( 19/ 1,体积比) [ 1] .

点样: 供试品及混合对照品溶液各 2 LL, 底边距 10

mm. 展开方式: 展开剂预平衡 30 min, 上行展开 8 ?

0. 5 cm .检测:置紫外光 254 nm下检视, 在 254 nm 下

获取色谱图像并同时生成色谱图和色谱数据.

1. 4  薄层色谱识别
在水溶性供试品色谱中,在与对照品相应的位置

上,显相同暗黄色斑点;主斑点自下而上为丹参素、丹

酚酸 B、原儿茶酸、原儿茶醛和咖啡酸;在脂溶性供试

品色谱中,在与对照品色谱相应的位置上,显相同的暗

红色斑点. 主斑点自下而上为隐丹参酮,丹参酮 I和丹

参酮 IIA.

2  结果和讨论

2. 1  指纹图谱方法学考察
2. 1. 1  稳定性试验 取同一样品的供试液,分别在 0,

6, 12, 24和 48 h点样检测指纹图谱, 各主要色谱峰 R f

值的 RSD 低于 1. 7% , 峰面积 RSD低于 3. 3% ,表明

同一样品在相同色谱条件下所测成分的 R f 值及色谱

峰面积均取得良好的一致性.

2. 1. 2  精密度试验 取同一样品的供试液, 同板连续

点样 5次, 检测指纹图谱,各主要色谱峰 R f 值 RSD低

于 1. 2% ,峰面积 RSD低于 2. 6% ,表明同一样品在相

同色谱条件下连续点样时,各成分 R f 值及色谱峰面积

精密度良好.方法精密可靠.

2. 1. 3  重现性试验 取同一批丹参药材的样品 5 份,

按供试品溶液制备方法平行制备, 同一条件下检测指

纹图谱,各主要色谱峰 R f 值 RSD低于 1. 7% , 峰面积

RSD低于 4%,表明实验方法及仪器重现性均良好.

2. 2  丹参 TLC 指纹图谱图像分析

2. 2. 1  中江丹参药材 TLC 指纹图像等级间差异考察

对样品和对照品依次点样、饱和、展开, 在紫外光 254

nm 下获取 7个等级、各 10个批次的中江丹参药材色

 图 1  不同等级中江丹参药材脂提物(上)及水提物(下)

H PT L C 图像(检测波长: 254 nm)

 F ig . 1  H P T L C gr aph o f lipid so luble ( up) and water

so luble ( dow n ) co mponents of Danshen w ith

co mmercial gr ade S to g rade V I

谱图像(图 1) .结果显示, 7 个等级、各 10 个批次的中

江丹参药材脂溶性提取物色谱图像, 在与对照品丹参

酮 IIA 和隐丹参酮色谱斑点相对应处, 不同等级样品

间面积的大小和颜色的深浅均无明显差异, 表明就主

要指标成分的含量和物质群指纹图像而言, 中江丹参

脂溶性提取物的内在质量与药材的分级无明显的相
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关.水溶性提取物色谱图像在与对照品原儿茶醛和丹

酚酸 B色谱斑点相对应处,不同等级样品间面积的大

小和颜色的深浅除了特级品与 I 级品比较相近外, I级

品、II 级品和 III级品药材水溶性提取物的内在质量与

药材的分级存在明显的正相关,而 IV 级品、V 级品和

VI级品药材则未表现出明显的相关性. 提示传统的依

据丹参药材的色泽、粗细及均匀程度等外观性状进行

分级的方法,在一定程度上反映了水溶性提取物的内

在质量.

2. 2. 2  中江丹参药材 TLC 指纹图像动态分布考察

中药材一般都有固定的采收时间, 但对于采收时间跨

度较大的中药材,应考察不同采收时间的指纹图谱,分

析采收时间对指纹图谱, 乃至对生物活性的影响.

对样品和对照品依次点样、饱和、展开, 在紫外光

254 nm 下获取不同生长周期的中江南丹参(时间跨度

为100 d)、中江丹参(时间跨度为226 d)药材薄层色谱

图像(图 2) .

 图 2  不同生长周期的中江南丹参、丹参药材脂提物(上)

及水提物(下) H PT LC 图像(检测波长: 254 nm)

 F ig . 2  H P T L C gr aph o f lipid so luble ( up) and water

so luble ( dow n) components of Danshen co llected

at differ ent har vest times

结果显示, 在紫外光 254nm 下进行检视, 脂溶性

和水溶性提取物色谱图像与对照品隐丹参酮、丹参酮

I、丹参酮 IIA、原儿茶醛和丹酚酸 B 色谱斑点相对应

的样品色谱斑点处, 不同采收期的南丹参,其斑点面积

的大小和颜色的深浅无明显差异;生长期在 160~ 386

d内的丹参药材, 其隐丹参酮斑点面积的大小和颜色

的深浅与采收期呈负相关;生长期在 160~ 250 d内的

丹参药材,其丹参酮 I、丹参酮 IIA、原儿茶醛和丹酚酸

B斑点面积的大小和颜色的深浅与采收期呈正相关,

生长期在 250~ 386 d内,上述斑点面积的大小和颜色

的深浅无明显差异.

 图 3  不同等级中江丹参药材水溶性成分指纹图谱聚类

图

 Fig . 3  Cluster ing plo t of water soluble com ponents in

Danshen samples of commercial gr ade S to g rade

V I

2. 3  丹参药材 TLC 指纹图谱计量学分析

2. 3. 1  不同等级中江丹参药材 TLC指纹图谱聚类分

析 比较 7个等级,各 10 个批次中江丹参药材薄层色

谱,确定其水溶性成分的共有峰为 5个( R f 值在 0. 2~

0. 7之间) .按照 R f 值由小到大的顺序对其进行编号.

取 2号峰丹酚酸 B作为参照物, 计算各峰的相对峰面

积.以共有峰的相对峰面积为指标,对不同等级中江丹

参药材水溶性成分进行聚类分析, 以 Pearson 相关系

数为测度的聚类结果见图 3.

2. 3. 2  不同等级中江丹参药材 TLC指纹图谱主成分

分析 对 7 个等级, 各 10 个批次中江丹参药材, 脂溶

性、水溶性成分共选取 7个共有峰,以共有峰的相对峰

面积为指标, 进行主成分分析,结果见表3、表4. 主成

表 3  主成分分析相关矩阵的特征值

T ab. 3  Eig env alues o f the PCA co rr elatio n mat rix

主成分 特征值 差异 百分比 累计贡献率

1

2

3

4

5

6

7

5. 58344251

0. 80042169

0. 40035855

0. 14117367

0. 04695643

0. 02752794

0. 00011922

4. 78302082

0. 40006314

0. 25918488

0. 09421724

0. 01942849

0. 02740872

0. 7976

0. 1143

0. 0572

0. 0202

0. 0067

0. 0039

0. 0000

0. 7976

0. 9120

0. 9692

0. 9893

0. 9961

1. 0000

1. 0000
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表 4  主成分分析特征向量

T ab. 4 T he PRIN COM P procedur e eigenvector s

峰  号 PC1 PC2 P C3 P C4 PC5 PC6 PC7

1

2

3

4

5

6

7

- 0. 3557

0. 3861

- 0. 4146

0. 3996

- 0. 3618

0. 3982

0. 3210

0. 3813

0. 3656

- 0. 1405

0. 3292

0. 1809

0. 2439

- 0. 7073

0. 6330

0. 0059

0. 1111

0. 0128

- 0. 7524

- 0. 1020

0. 1005

0. 2130

0. 5650

- 0. 2109

0. 0505

0. 2830

- 0. 6337

0. 3262

0. 4237

- 0. 5416

- 0. 4651

0. 3098

0. 3117

0. 1394

0. 3130

0. 2297

0. 2327

- 0. 3047

- 0. 7711

0. 0946

0. 4274

0. 1174

0. 2222

0. 2241

0. 6649

0. 1960

0. 2896

0. 4093

0. 4101

 图 4  不同等级中江丹参药材 T LC 指纹图谱主成分分析

线性投影图

 F ig . 4  PCA linear pr ojectiv e plot o f bo th lipid and water

so luble com ponents in Danshen samples of com-

mer cial g rade S to g rade VI

分 1和主成分 2的累计贡献率为0. 912 0(即91. 2%) ,

PC1 (主成分 1 ) = - 0. 355 7P1 + 0. 386 1P2 -

0. 414 6P3+ 0. 399 6P4- 0. 361 8P5 + 0. 398 2P6+

0. 321 0P7,由此表达式可以看出, 各峰对主成分 1贡

献十分相近,选取的 7个共有峰具有指纹代表性. 以主

成分 1和主成分 2做线性投影图(图 4) . 由图可见,如

表 1所示的不同等级 21个丹参样品,各等级内在此投

影图上可较好的聚为一类.

由聚类及主成分分析的结果可知, 经 10个批次样

品的实验, 7个等级各自基本可聚为一类,说明各等级

内(批次间)丹参药材主要指标成分含量分布情况是十

分相似的,此法可用于考察不同等级丹参的归属.

2. 3. 3  中江丹参药材动态分布 TLC色谱数据显著性

差异考察 采收期时间跨度为 100 d的南丹参, 其脂提

与水提主要指标成分峰面积经方差分析, P= 0. 994,

表明 100 d内 6个采收时间点,各主要指标成分含量

无显著性差异( P> 0. 05) .

以积分峰面积为指标,考察不同采收期丹参药材

各主要成分含量与采收期关系(图 5) .从图中可以看

出,其反映的趋势与图像考察是一致的.

   H arv est t ime/ day

 图 5  不同采收期中江丹参药材主成分 T L C 动态分布

w : 隐丹参酮, p : 丹参酮 IIA , n : 原儿茶醛, @ : 丹

参酮 I, u :丹酚酸 B

 F ig . 5  T he g ro wth dynamic trends o f Danshen co llected

at different harvest times

上述结果表明,生长期在 288~ 388 d范围内, 南

丹参脂溶性和水溶性提取物的内在质量已基本稳定;

就主要指标成分的含量而言, 生长期在 160~ 250 d范

围内,中江丹参药材中丹参酮 IIA、原儿茶醛、丹参酮 I

和丹酚酸 B的含量与采收期呈正相关,隐丹参酮作为

早期次生代谢物和后期次生代谢物的前体[ 6] ,其含量

随着植物的生长而呈下降趋势;生长期在 250~ 386 d

范围内,中江丹参脂溶性和水溶性提取物的内在质量

已基本稳定.

3  结  论

本研究采用薄层色谱方法,同时、快速地获取中江

丹参药材的 TLC图像, 并生成基于光密度的薄层色谱

图及量化的数据信息, 通过对薄层色谱图像的直观比

较,结合指纹图谱技术及化学计量学,对不同等级和不

同采收期的丹参药材进行了质量评价. 通过稳定性、精

密度及重现性考察, 显示本方法适用于丹参药材质量

的评价.
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Quality Assessment of Radix Salvia Miltiorrhiza ( Danshen)

by TLC Fingerprinting Technique

JIA NG Y-i lun1 , LI Wei1 , ZH UA NG Zh-i x ia1 , Frank S. C. Lee2 , WA NG Xiao-ru1, 2*

( 1. Department of Chemistry , Colleg e of Chemist ry

and Chemica l Eng ineering , T he K ey L aborat or y of A naly tical Sciences o f the M OE,

Xiamen U niver sity, Xiamen 361005, China; 2. Q ingdao K ey L ab of A na lyt ical T echnolo gy Development

and St andardization o f Chinese M edicines, F ir st Instit ute O ceanog ra phy o f SOA , Q ing dao 266061, China)

Abstract: T he purpose of this st udy is to develo p and apply t he thin lay er chr omato gr aphy ( T L C) technique to the finger printing

studies of Danshen ( Radix Salv ia M iltio rr hiza) dr ug s. A rang e o f Danshen samples w ith differ ent co mmer cial g rades or har vested af-

ter diff er ent g ro wing time was analyzed for qualit y assessment and reg ulato ry purposes. A nd the composit ional va riations o f these au-

thentic Danshen dr ug s wer e inv est igated using an analy tical pr otoco l invo lv ing w ater o r or ganic solvent ex tr act ions, fo llowed by T L C

assay of the extr acts, and subsequent T L C fing erprint ing analysis by imag e com par ison combined w ith chemometr ics methods. T he

analytical perfor mances of the method wer e ev aluated by ex amining the stability, precision and r epr oducibility , r espectively. Excellent

results w ere observ ed and the RSDs of relat ive R f v alues and peak a reas w ere respectiv ely less than 1. 7% and 4. 0% . T he analysis re-

sults o btained sug gested t hat a t otal of seven co mmon peaks wer e identified in the T L C chr omato gr ams under the 254 nm detection

wav eleng th. Based on the compariso n o f the R f v alues of the common peaks, the depth and size of t he T L C spo ts and in co mbination

with cluster analysis and pr incipal co mpo nent analysis ( P CA ) , the att ribute o f quality g rading and optimal har vest t ime o f the Dansh-

en material w ere ident ified. T hus, the dev eloped T L C chro matog raphic finger pr inting metho d is consider ed as an useful and effectiv e

too l for the qualit y contro l o f the D anshen drug material.

Key words: Radix Salvia M iltio rrhiza; T L C fing erpr int ing; image analysis; chemometr ics; quality assessment
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