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虎杖为蓼科植物虎杖Polygonum cuspidatum Sieb.et

Zucc.的干燥根和根茎，归肝、胆、肺经，具有清热解毒、散

瘀止痛、止咳化痰、利湿退黄的功效[1]，多用于治疗血症、

湿热黄疸、淋症、闭经、跌打损伤、肺热咳嗽、毒蛇咬伤及

外伤出血等[2]。现代药理学研究表明，虎杖具有抗血栓、

调血脂、抗炎、抗氧化、抗菌、抗病毒以及抗肿瘤等药理

活性[3－8]。

虎杖在制成饮片时，需要经过药材采挖→净制→干

燥（制成药材）→软化→切制→再干燥（制成饮片）的加

工过程，这不仅耗时较长，而且在干燥和软化的过程中

可能会造成有效成分损失和药材霉变。为了保证中药

饮片质量，解决药用植物到中药饮片生产环节中的加工

复杂、掺杂、掺假等问题，相关专家学者提出了药材产地

加工与炮制一体化（简称“一体化”）的想法[9－10]。本课题

组前期调研发现，将虎杖进行一体化工艺处理能显著减

虎杖一体化饮片与传统饮片的指纹图谱及体外抗氧化活性比较Δ
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摘 要 目的 比较虎杖产地加工与炮制一体化（简称“一体化”）制备的饮片与传统饮片的指纹图谱及体外抗氧化活性差异。方

法 根据一体化工艺和传统工艺分别制备10批虎杖一体化饮片和10批传统饮片。采用高效液相色谱法建立虎杖两种饮片的指纹

图谱，并进行比较；检测虎杖两种饮片对1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基、ABTS自由基、超氧自由基、羟自由基的清除率

以及对Fe3+的还原能力，比较这两种饮片的体外抗氧化活性。结果 虎杖两种饮片共有11个共有峰，其中一体化饮片共有17个共

有峰，传统饮片共有13个共有峰；虎杖一体化饮片中6号峰（虎杖苷）和15号峰（大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷）的峰高明显高于传统

饮片，传统饮片中13号峰（白藜芦醇）、17号峰（大黄素）和19号峰（大黄素甲醚）的峰高明显高于一体化饮片。体外抗氧化活性结

果显示，虎杖一体化饮片和传统饮片对DPPH自由基、ABTS自由基、超氧自由基和羟基自由基均具有清除能力，对Fe3+也均具有

还原能力。结论 虎杖一体化炮制工艺较传统炮制工艺可更好地保留虎杖的有效成分，且虎杖一体化饮片的体外抗氧化活性强于

传统饮片。
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ABSTRACT OBJECTIVE To compare the differences of the fingerprint and in vitro antioxidant activity between decoction

pieces of Polygonum cuspidatum by integrated technology of habitat processing and processing（short for IPDP） and traditional

processing decoction pieces （short for TPDP）. METHODS Ten batches of IPDP and ten batches of TPDP were prepared by

integrated technology and traditional technology，respectively. HPLC method was used to establish and compare the fingerprints of

IPDP and TPDP. The scavenging rates of DPPH free radical，ABTS free radical，superoxide free radical and hydroxyl free radical

and reducing activity of Fe3 + were detected for IPDP and TPDP. In vitro antioxidant activities were compared between IPDP and

TPDP. RESULTS There were 11 common peaks in the fingerprints of IPDP and TPDP，among which 17 came from IPDP and 13

came from TPDP. The peak heights of peak 6（polydatin）and peak 15（emodin-8-O-β-D-glucoside） in IPDP were significantly

higher than those in the TPDP，and the peak heights of peak 13（resveratrol），peak 17（emodin）and peak 19（physcion）in the

TPDP were significantly higher than those in the IPDP. The results of in vitro antioxidant test showed that IPDP and TPDP had a

certain scavenging capacity on DPPH free radical，ABTS free radical，superoxide free radical and hydroxyl free radicals，and also

had a certain reducing capacity on Fe3 + . CONCLUSIONS The integrated processing technology of P. cuspidatum has a good

retention effect on the glycosides in P. cuspidatum，and the in vitro antioxidant activity of IPDP is stronger than that of TPDP.
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少加工时间，提高生产效率。但是，虎杖经一体化工艺

处理后是否与传统工艺处理后的质量和药效存在差异，

尚不明确。基于此，本研究拟采用高效液相色谱

（HPLC）法建立虎杖一体化饮片与传统饮片的指纹图

谱，并以抗氧化活性为药效指标进行比较，以期为虎杖

饮片一体化生产工艺的可行性研究及其临床应用提供

实验依据。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有1260型HPLC仪（美国Agi-

lent公司）、ES225SM-DR型十万分之一天平（上海精科

天美科学仪器有限公司）、BS224型分析天平[赛多利斯

科学仪器（北京）有限公司]、DTC-8J型超声波清洗机[鼎

泰（湖北）生化科技设备制造有限公司]、DFY-800C型摇

摆式高速粉碎机（温岭市林大机械有限公司）、Epoch型

全波长酶标仪（美国BioTek公司）

1.2 主要药品与试剂

本课题组所采集的虎杖鲜药材，经湖北中医药大学

药学院刘义梅教授鉴定为蓼科植物虎杖 P. cuspidatum

Sieb. et Zucc.的干燥根和根茎，然后在湖北省中药炮制

工程技术研究中心中试车间按本课题组前期优选工艺

条件，将每批新鲜虎杖（具体样品信息见表 1）分别制成

虎杖一体化饮片（编号 Y1～Y10）和传统饮片（编号

C1～C10）。虎杖苷对照品（批号 H-012-171216）、白藜

芦醇对照品（批号 B-002-170426）、大黄素-8-O-β-D-吡

喃葡萄糖苷对照品（批号D-018-171216）均购于成都瑞

芬思生物科技有限公司，纯度均大于 98.0％；大黄素对

照品（批号 T17A10F95418）、大黄素甲醚对照品（批号

T26A8F34784）均购于上海源叶生物科技有限公司，纯

度均大于 98.0％；1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH，批

号 C11362866）、1，10-菲罗啉（无水）（批号 C11526129）

均购于上海麦克林生化科技有限公司；焦性没食子酸

（批号20171127）、过氧化氢、乙二胺四乙酸二钠、三氯乙

酸、氯化铁、七水合硫酸亚铁、L（+）-抗坏血酸均购于国

药集团化学试剂有限公司；总抗氧化能力比色法测试盒

（ABTS化学法）（批号4571TBLLSB）购于武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司；甲醇、乙腈为色谱纯，乙醇为分

析纯，水为超纯水。

表1 虎杖新鲜药材的样品信息

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

批号
191104

191020

191108

191029

191129

191015

201209

181015

181017

191019

产地
湖北公安县松林村
湖北房县彭家湾
湖北公安县卷桥水库
湖北房县宋家店村
湖北房县宋家店村
湖北房县草池垭村
湖北房县彭家湾
湖北房县木瓜村
湖北房县顺发基地
湖北房县彭家湾

类型
野生
野生
野生
栽培3年生
栽培3年生
栽培3年生
栽培4年生
栽培3年生
栽培3年生
栽培3年生

2 方法与结果
2.1 虎杖饮片的制备

根据课题组前期预实验，确定小档虎杖（直径≤2.5

cm）传统饮片的制备工艺为：将虎杖新鲜药材浸泡 30

min 后，于 20 ℃下润制 24 h，切制成厚片，然后在 60 ℃

下干燥 4 h（使切片厚度约为 3 cm），干燥期间翻动 1

次。大档虎杖（直径＞2.5 cm）传统饮片的制备工艺为：

将虎杖新鲜药材浸泡 30 min 后，于 20 ℃下润制45 h，切

制成厚片，然后在 60 ℃下干燥 4 h（使切片厚度约为 4

cm），干燥期间翻动 1次。虎杖一体化饮片的制备工艺

为：将虎杖新鲜药材用 18倍水（L/kg）洗涤 3次后，干燥

至含水量为 35％～45％时进行切片，再于 60 ℃下干燥

7 h（药材摊铺厚度为3 cm），干燥期间中翻动1次。

2.2 虎杖一体化饮片与传统饮片的 HPLC 指纹图谱

比较

2.2.1 供试品溶液的制备 参考文献[11]方法进行制

备。取虎杖一体化饮片或传统饮片，粉碎，过三号筛，精

密称定0.2 g，置于锥形瓶中，精密加入60％乙醇25 mL，

称定质量，超声（功率 250 W，频率 40 kHz）提取 30 min；

冷却至室温后再次称定质量，并用60％乙醇补足缺失质

量，摇匀，过滤，取续滤液，即得供试品溶液。

2.2.2 对照品溶液的制备 分别称取虎杖苷5 mg、大黄

素 3 mg、大黄素甲醚 4 mg，精密称定，分别置于 5 mL量

瓶；分别取白藜芦醇 4 mg、大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷 4

mg，精密称定，分别置于10 mL量瓶；再以甲醇定容后制

成各单一对照品溶液。精密吸取上述5种单一对照品溶

液各1 mL于10 mL量瓶中，以甲醇定容后，即得到混合

对照品溶液。

2.2.3 色谱条件 参考文献[12]的色谱条件，以Agilent

Extend C18（250 mm × 4.6 mm，5 μm）为色谱柱，乙腈

（A）-0.1％磷酸溶液（B）为流动相（梯度洗脱：0～14 min，

10％ A→20％ A；14～21 min，20％ A→29％ A；21～45

min，29％A→35％A；45～54 min，35％A→70％A；54～

70 min，70％A→84％A），检测波长为 290 nm，柱温为

40 ℃，进样量为10 µL，流速为1.0 mL/min。

2.2.4 精密度试验 精密吸取同一供试品溶液（编号

Y1）10 μL，按“2.2.3”项下色谱条件连续进样 6次，选取

15号峰为参照峰，记录其余共有峰的保留时间和峰面

积。结果显示，19个共有峰的相对保留时间和相对峰面

积的RSD均小于3.0％，表明仪器精密度良好。

2.2.5 稳定性试验 取同一份供试品溶液（编号 Y1），

于室温放置0、2、4、6、8、12 h后，按“2.2.3”项下色谱条件

进样测定，选取15号峰为参照峰，记录其余共有峰的保

留时间和峰面积。结果显示，19个共有峰的相对保留时

间和相对峰面积的RSD均小于 3.0％，表明供试品溶液

在室温放置12 h内稳定。

2.2.6 重复性试验 取虎杖饮片粉末（编号 Y1），按

“2.2.1”项下方法平行制备 6份供试品溶液，按“2.2.3”项
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下色谱条件进样测定，选取15号峰为参照峰，记录其余

共有峰的保留时间和峰面积。结果显示，19个共有峰的

相对保留时间和相对峰面积的RSD均小于 3.0％，表明

该方法重复性较好。

2.2.7 指纹图谱比较 取“2.2.1”项下虎杖一体化饮片

供试品溶液和传统饮片供试品溶液适量，按“2.2.3”项下

色谱条件进样分析，记录色谱图。然后将两种虎杖饮片

的HPLC图谱均导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系

统》（2004A版）软件中，采用中位数法，将时间窗宽度设

置为 0.1 min，分别建立 10批虎杖一体化饮片的叠加指

纹图谱、10批虎杖传统饮片的叠加指纹图谱以及这两种

虎杖饮片的叠加指纹图谱（图1、图2、图3）。结果显示，

两种虎杖饮片共有 19个色谱峰，11个共有峰。10批虎

杖一体化饮片共有 17个共有峰，10批虎杖传统饮片共

有13个共有峰，由此可见，虎杖两种饮片间存在一定差

异，其中一体化工艺较传统工艺可更好地保留虎杖的成

分。取“2.2.2”项下混合对照品溶液，按“2.2.3”项下色谱

条件进样分析，记录色谱图（图4）。将图3与图4进行比

对，指认出6号峰为虎杖苷，13号峰为白藜芦醇，15号峰

为大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷，17号峰为大黄素，19号峰

为大黄素甲醚。另外，结合虎杖一体化饮片和传统饮片

的镜面对比图谱（图 5）可知，虎杖一体化饮片中 6号峰

（虎杖苷）和15号峰（大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷）的峰高

明显高于传统饮片，传统饮片中13号峰（白藜芦醇）、17

号峰（大黄素）和19号峰（大黄素甲醚）的峰高明显高于

一体化饮片。

2.2.8 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2004A版）分别对 10批虎杖一体化饮片、10批

虎杖传统饮片的指纹图谱进行相似度分析。结果显示，

10批虎杖一体化饮片的相似度为 0.801～0.988，10批虎

杖传统饮片的相似度除C7号样品（4年生虎杖）为0.699

外，其余均大于0.850，说明年限不同的虎杖之间存在一

定差异；20批虎杖一体化饮片和传统饮片的相似度均为

0.800～0.993，说明虎杖一体化饮片和传统饮片的相似

度较高，但存在一定差异。结果见表2～表4。

6：虎杖苷；13：白藜芦醇；15：大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷；17：大黄

素；19：大黄素甲醚

图4 混合对照品溶液的HPLC图
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图5 虎杖一体化饮片和传统饮片的镜面对比图谱
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表2 10批虎杖一体化饮片的相似度评价结果

编号
Y1

Y2

Y3

Y4

Y5

Y6

Y7

Y8

Y9

Y10

R

Y1

1.000

0.994

0.913

0.870

0.683

0.920

0.933

0.976

0.983

0.950

0.977

Y2

0.994

1.000

0.932

0.884

0.705

0.927

0.932

0.972

0.981

0.956

0.978

Y3

0.913

0.932

1.000

0.944

0.846

0.956

0.759

0.852

0.922

0.945

0.933

Y4

0.870

0.884

0.944

1.000

0.950

0.970

0.698

0.821

0.896

0.955

0.942

Y5

0.683

0.705

0.846

0.950

1.000

0.891

0.457

0.619

0.733

0.848

0.801

Y6

0.920

0.927

0.956

0.970

0.891

1.000

0.775

0.886

0.954

0.990

0.970

Y7

0.933

0.932

0.759

0.698

0.457

0.775

1.000

0.971

0.919

0.839

0.888

Y8

0.976

0.972

0.852

0.821

0.619

0.886

0.971

1.000

0.982

0.932

0.961

Y9

0.983

0.981

0.922

0.896

0.733

0.954

0.919

0.982

1.000

0.978

0.988

Y10

0.950

0.956

0.945

0.955

0.848

0.990

0.839

0.932

0.978

1.000

0.987

R

0.977

0.978

0.933

0.942

0.801

0.970

0.888

0.961

0.988

0.987

1.000

表3 10批虎杖传统饮片的相似度评价结果

编号
C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

R

C1

1.000

0.968

0.988

0.987

0.968

0.828

0.690

0.991

0.907

0.976

0.994

C2

0.968

1.000

0.927

0.974

0.910

0.923

0.808

0.978

0.959

0.919

0.976

C3

0.988

0.927

1.000

0.963

0.962

0.740

0.633

0.964

0.839

0.967

0.972

C4

0.987

0.974

0.963

1.000

0.976

0.878

0.721

0.989

0.943

0.967

0.996

C5

0.968

0.910

0.962

0.976

1.000

0.793

0.567

0.963

0.892

0.984

0.975

C6

0.828

0.923

0.740

0.878

0.793

1.000

0.800

0.873

0.975

0.786

0.869

C7

0.690

0.808

0.633

0.721

0.567

0.800

1.000

0.701

0.734

0.553

0.699

C8

0.991

0.978

0.964

0.989

0.963

0.873

0.701

1.000

0.942

0.977

0.995

C9

0.907

0.959

0.839

0.943

0.892

0.975

0.734

0.942

1.000

0.891

0.940

C10

0.976

0.919

0.967

0.967

0.984

0.786

0.553

0.977

0.891

1.000

0.979

R

0.994

0.976

0.972

0.996

0.975

0.869

0.699

0.995

0.940

0.979

1.000

表 4 20批虎杖一体化饮片和传统饮片的相似度分析

结果

一体化饮片
Y1

Y2

Y3

Y4

Y5

Y6

Y7

Y8

Y9

Y10

相似度
0.929

0.938

0.943

0.976

0.817

0.992

0.800

0.901

0.955

0.993

传统饮片
C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

相似度
0.978

0.987

0.938

0.990

0.953

0.923

0.831

0.992

0.972

0.956

2.3 虎杖一体化饮片与传统饮片的抗氧化活性比较

2.3.1 样品溶液的制备 取虎杖一体化饮片粉末0.2 g，

精密称定，放入锥形瓶中，精密加入60％乙醇25 mL，称

质量；超声（功率 250 W，频率 40 kHz）提取 30 min，冷却

至室温后称定质量，用60％乙醇补足缺失质量，摇匀，过

滤，即得样品母液；然后取样品母液稀释成质量浓度分

别 0.125、0.25、0.50、1.00、2.00、4.00 mg/mL 的系列样品

溶液（以生药量计算）。同法制备虎杖传统饮片和L（+）-

抗坏血酸的系列浓度样品溶液，备用。

2.3.2 DPPH 自由基清除率的测定 参考文献[13]方

法，分别取虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血

酸的不同质量浓度样品溶液200 μL、甲醇400 μL、DPPH

溶液 400 μL加入 1.5 mL EP管中，上下颠倒混匀 10次，

金属浴 25 ℃条件下避光反应 20 min。另设以磷酸盐缓

冲液（pH7.4）代替药液的空白组，同法操作。取 200 μL

混合反应液置于 96孔板中，采用酶标仪于 515 nm处检

测吸光度值。每个样品平行测定 3次。按公式计算

DPPH自由基清除率[DPPH自由基清除率=（1－A/A0）×

100％，其中A为实验组吸光度值，A0为空白组吸光度值]，

再根据结果进行回归分析，计算半数抑制浓度（IC50）。

结果显示，虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血

酸对 DPPH 自由基清除作用的 IC50分别为 0.42、0.61、

0.15 mg/mL。结果见图6。

2.3.3 ABTS 自由基清除率的测定 参考文献[14]方

法，取虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血酸的

不同质量浓度样品溶液适量，使用总抗氧化能力比色法

测试盒（ABTS化学法）检测其对ABTS自由基的清除能

力。每个样品平行测定3次。按公式计算ABTS自由基

清除率[14]，再根据结果进行回归分析，计算 IC50。结果显

示，虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血酸对

ABTS 自由基清除作用的 IC50分别为 0.47、0.54、0.000 3

mg/mL。结果见图7。

2.3.4 超氧自由基清除率的检测 参考文献[15]方法，

取虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血酸的不

同质量浓度样品溶液 12 μL、磷酸盐缓冲液（pH8.2）264

μL 置于 96孔板中，于 25 ℃条件下孵育 10 min；加入

1.25 mmol/L 邻苯三酚溶液 24 μL，快速振荡摇匀，采用

酶标仪于320 nm波长处每隔30 s测定1次吸光度值，连

续 5 min。另设以乙醇代替药液的空白组，同法操作。

每个样品平行测定 3次。按公式计算超氧自由基清除

图6 虎杖一体化饮片和传统饮片对DPPH自由基的清
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率[15]，再根据结果进行回归分析，计算 IC50。结果显示，

虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血酸对超氧

自由基清除作用的 IC50分别为 0.99、1.52、0.35 mg/mL。

结果见图8。

2.3.5 Fe3+还原能力的检测 参考文献[16]方法，取虎杖

一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血酸的不同质量

浓度样品溶液 1 000 μL和 1％铁氰化钾 125 μL加入 1.5

mL EP管中，置于50 ℃水浴条件下反应20 min后，再加

入10％三氯乙酸溶液125 μL终止反应；以3 000 r/min离

心2 min，取60 μL上清液加入96孔板中，加入0.1％氯化

铁溶液90 μL，快速振荡摇匀，采用酶标仪于700 nm波长

处检测吸光度值。另设置以磷酸盐缓冲液（pH6.6）代替

药液的空白组，同法操作。每个样品平行测定3次。按

公式计算其对Fe3+的还原能力[Fe3+还原能力＝A1－A0，其

中A1为实验组吸光度值，A0为空白组吸光度值；所得差

值越大，表明样品的Fe3+还原能力越强]。结果显示，虎

杖一体化饮片和传统饮片均对 Fe3+具有一定的还原能

力，且随着样品质量浓度升高，其对 Fe3+的还原能力越

强。结果见图9。

2.3.6 羟自由基清除率的检测 参考文献[17－18]方

法，将 4.950 mL 1，10-菲罗啉溶液、4.95 mL FeSO4溶液、

4.95 mL 乙二胺四乙酸溶液和 3.3 mL 磷酸盐缓冲液

（pH7.4）混合，制成混合液。将混合液置于37 ℃条件下

孵育15 min后，按137.5 μL/孔加入96孔板中，再向相应

孔中分别加入 37.5 μL 虎杖一体化饮片、传统饮片以及

L（+）-抗坏血酸的不同质量浓度样品溶液或水，再向相

应孔加入50 μL 1％ H2O2溶液或水；轻轻摇晃，于37 ℃

条件下孵育 30 min后，采用酶标仪于 536 nm波长处检

测吸光度值，每个样品平行测定3次。按公式计算羟自

由基清除率 [17]，再根据结果进行回归分析，计算 IC50。

结果显示，虎杖一体化饮片、传统饮片以及L（+）-抗坏血

酸对羟自由基清除作用的 IC50分别为 0.53、0.76、0.25

mg/mL。结果见图10。

3 讨论
相关文献报道，在一定条件下，虎杖中虎杖苷与白

藜芦醇会发生一定程度的转化[19－22]。本文通过HPLC法

建立了虎杖一体化饮片和传统饮片的指纹图谱，结果发

现，虎杖传统饮片中13号峰（白藜芦醇）的峰高明显高于

一体化饮片，由此可知，虎杖传统炮制工艺可使虎杖苷

向白藜芦醇转化。笔者推测其原因可能是虎杖苷发生

了水解，从而使白藜芦醇的含量升高，但具体的转化机

制还有待进一步验证。

现代药理研究表明，虎杖中的虎杖苷[23]、白藜芦醇[24]

等均具有良好的抗氧化活性，因此，本文选择抗氧化活

性作为比较虎杖一体化饮片与传统饮片药效的评价指

标。结果发现，虎杖一体化饮片和传统饮片对DPPH自

由基、ABTS自由基、超氧自由基和羟自由基均具有一定

的清除能力，对Fe3+也具有一定的还原能力，且虎杖一体

化饮片的抗氧化活性强于虎杖传统饮片。

综上所述，一体化炮制工艺较传统炮制工艺可更好

地保留虎杖的成分，且虎杖一体化饮片的体外抗氧化活

性强于传统饮片。
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