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安络小皮伞（Marasmius androsaceus）

俗称鬼毛针，是一种真菌，属担子菌纲伞菌目

白蘑科小皮伞属，其化学成分有甘露醇、胆甾

醇醋酸酯、氨基酸、对羟基肉桂酸、麦角甾醇、

及糖类和蛋白类成分等。以安络小皮伞为主

要原料制成的中成药痛宁、安络痛，很久以来

都是被广大患者所认可的镇痛疗效确切，效

果持久的药品[1～3]。安络小皮伞提取物中糖

蛋白为其主要活性成分，其中多糖含量占

66.1%，蛋白质含量占 35.4%。本文根据特征

图谱的技术要求，采用HPLC法 [4.5]建立安络

小皮伞提取物中多糖特征图谱，可作为其内

在质量控制标准。 

1 仪器与试药 

1.1 仪器 

LC-2010 高效液相色谱仪（日本岛津），

SPD-M10AVP检测器，AB204-N分析天平

（梅特勒-托利多仪器有限公司），相似度软

件：FP-CASE（湖南中南大学梁逸曾教授领衔

开发，为国家药典委员会认可使用的两个软

件之一）。 

1.2 试药 

药材由通化兴华药业有限公司提供，安络

小皮伞提取物由长春中医药大学提供，对照品：

甘露糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉

伯糖均购自Sigma公司，纯度均 99%以上。1-

苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）和三氟乙酸

（TFA）均购自（国药集团化学试剂有限公司）。

乙腈为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分

析纯。 

2 方法与结果 

2.1 色谱条件 

色 谱 柱 ： Diamonsil-C18 （ 250mm ×

4.6mm，5μm）；流动相：A：磷酸盐缓冲液

（pH6.8）：乙腈（85：15，υ/υ）；B：磷酸盐

缓冲液（pH6.8）：乙腈（60：40，υ/υ）。梯度

洗脱比例在 0min→10min→40min，A：100%

→92%→70%；流速：0.9ml·min-1，检测波长：

250nm，进样量 10μl。在此条件下，样品中 5

种成分均能达到基线分离，理论板数按甘露糖

衍生物峰计算应不低于 25000。 

2.2 供试品溶液的制备 

安络小皮伞菌丝体发酵物 1000g，加 8L

重蒸水，100℃水浴搅拌 1h，提取 4 次，合

并滤液，2000r·min-1 离心 3min，合并上清

液，浓缩至 2L，加乙醇至醇含量为 80%，搅

拌、静止过夜，2000r·min-1 离心 3min，沉

淀加少量水溶解，2000r·min-1 离心 3min，

上清液，冻干，即得安络小皮伞糖蛋白。精确

称取安络小皮伞糖蛋白样品 20mg于具塞试

管中，加入 2mol·L-1TFA2ml，110℃水解 15h，

放置至室温，加 0.3mol·L-1NaOH调节pH至

中性，即得水解液备用。加入 6ml0.5moL·L-

1 的PMP甲醇溶液和 5ml0.3mol·L-1NaOH溶

液，混匀；70℃水浴反应 30min，取出，冷

却 10min，用 5ml0.3mol·L-1HCI中和，加入

等体积氯仿萃取，取水层，重复 3 次，取上

层静置过夜，即得。 

2.3 对照品溶液的制备 

取 5 种对照品适量，加蒸馏水配成 2×10-
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3 mol·L-1 的溶液，取 5ml于试管中，依次加入

6ml0.5 mol ·L-1 的PMP甲醇溶液和 5ml0.3 

mol ·L-1NaOH溶液，混匀；70℃水浴反应

30min，取出，冷却 10min，用 5ml0.3 mol·L-

1HCI中和，加入等体积氯仿萃取，取水层，重

复 3 次，取上层静置过夜，即得。 

2.4 方法学考察 

2.4.1 稳定性试验 

取同一批供试品溶液，分别在 0，2，4，

8，16，24h进样，考察各色谱峰的相对保留时

间和相对峰面积的一致性。结果，各色谱峰的

相 对 保 留 时 间 的 RSD 为 0.076%～ 0.134%

（n=6）； 相 对峰 面积的RSD为 0.838%～

1.704%（n=6）。表明供试品溶液稳定性良好。 

2.4.2 精密度试验 

取同一批供试品溶液，连续进样 6 次，考

察各色谱峰相对保留时间和相对峰面积的一致

性。结果，各色谱峰的相对保留时间的RSD为

0.049%～0.118%（n=6）；相对峰面积的RSD

为 0.266%～0.973%（n=6）。表明仪器的精密

度良好。 

2.4.3 重复性试验 

取同一批供试品 6 份，精密称定，依法制

备相应的供试品溶液，分别进样检测，考察各

色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的一致性。

结 果 ， 各 色 谱峰 的 相 对保 留 时 间 的 RSD为

0.056%～0.193%（n=6）；相对峰面积的RSD

为 0.311%～0.945%（n=6）。表明该方法的重

复性良好。 

2.5 特征图谱分析、数据处理和相似度

评价 

2.5.1 特征图谱分析、数据处理 

试验中将现有已知对照品甘露糖，半乳糖

醛酸，葡萄糖，半乳糖，阿拉伯糖，按照“2.3”

方法制备对照品溶液，分别进样，通过保留时

间确定供试品溶液中 1 号峰为甘露糖，2 号峰

为半乳糖醛酸，3 号峰为葡萄糖，4 号峰为半

乳糖，5 号峰为阿拉伯糖。通过PMP对照在 5～

10min之间的色谱峰为PMP。 

按上述方法检测 10 批安络小皮伞多糖的

特征图谱，见图 1、图 2。通过 10 批供试品特

征图谱分析，上述 5 个色谱峰为各批供试品所

共有，因此确定这 5 个峰为共有特征峰。在共

有峰中，1 号峰甘露糖占 30%以上，因此以其

为参照峰。相对保留时间为 1，10 批样品相对

保留时间和共有峰面积百分比见表 1、表 2。

由表可计算出安络小皮伞提取物中 2 号色谱峰

相对保留时间为 1.748～1.932，相对峰面积为

0.279～0.465；3 号色谱峰相对保留时间为

1.991～2.201，相对峰面积为 0.554～0.924；

4 号色谱峰相对保留时间为 2.180～2.410，相

对峰面积 0.716～1.194；5 号色谱峰相对保留

时间为 2.283～2.523，相对峰面积 0.314～

0.430。 

 
1.甘露醇  2.半乳糖醛酸  3.葡萄糖 

4.半乳糖  5.阿拉伯糖 

图 1  10 批安络小皮伞提取物特征图谱 

 

 
1.甘露醇  2.半乳糖醛酸  3.葡萄糖   
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4.半乳糖  5.阿拉伯糖 图 2  安络小皮伞提取物标准特征图谱

 

表 1  10 批安络小皮伞提取物特征图谱共有峰的 

相对保留时间（s） 

批号 
1 号峰

（s） 
2 号峰 3 号峰 4 号峰 5 号峰 

1 1.000 1.840 2.095 2.296 2.403 

2 1.000 1.843 2.096 2.295 2.402 

3 1.000 1.839 2.093 2.297 2.402 

4 1.000 1.841 2.094 2.297 2.405 

5 1.000 1.838 2.094 2.295 2.404 

6 1.000 1.841 2.095 2.296 2.402 

7 1.000 1.840 2.096 2.295 2.404 

8 1.000 1.839 2.095 2.296 2.403 

9 1.000 1.842 2.096 2.294 2.404 

10 1.000 1.841 2.097 2.295 2.402 

平均值 1.000 1.840 2.096 2.295 2.403 

 

表 2  10 批安络小皮伞提取物特征图谱共有峰的 

相对峰面积 

批号 
1 号峰

（s） 
2 号峰 3 号峰 4 号峰 5 号峰 

1 1.000 0.412 0.701 0.915 0.320 

2 1.000 0.417 0.677 0.917 0.326 

3 1.000 0.418 0.709 0.910 0.314 

4 1.000 0.384 0.712 0.927 0.328 

5 1.000 0.421 0.678 0.913 0.329 

6 1.000 0.385 0.716 0.938 0.333 

7 1.000 0.387 0.729 0.945 0.342 

8 1.000 0.383 0.715 0.935 0.331 

9 1.000 0.371 0.734 0.945 0.338 

10 1.000 0.387 0.737 0.953 0.342 

平均值 1.000 0.372 0.739 0.955 0.344 

 

表 3  10 批安络小皮伞提取物特征图谱 

相似度评价结果 

药材 

编号 

相关系数 

（中位

数） 

相关系数 

（均值） 

相合系数 

（中位

数） 

相合系数 

（均值） 

1 0.9800 0.9790 0.9820 0.9811 

2 0.9889 0.9894 0.9901 0.9905 

3 0.9914 0.9904 0.9923 0.9913 

4 0.9824 0.9840 0.9848 0.9857 

5 0.9829 0.9910 0.9932 0.9919 

6 0.9890 0.9872 0.9902 0.9886 

7 0.9644 0.9687 0.9673 0.9713 

8 0.9910 0.9929 0.9916 0.9934 

9 0.9906 0.9924 0.9915 0.9931 

10 0.9648 0.9682 0.9685 0.9715 

 

2.5.2 相似度评价 

采用计算机辅助相似度评价系统采用对

10 批样品取其平均值色谱或中位数色谱作为

对比的标样进行相似度分析的评价方法，比较

10 批供试品 HPLC 指纹图谱全谱相似度，通过

中位数和均值评价，10 批供试品相似度达到

0.9。表明 10 批供试品具有较好的相似度。结

果见表 3。 

3 讨 论 

3.1 本实验室多年来对多糖的单糖组成进行

了系统的研究，曾采用薄层气谱法、气相色谱

法、高效液相色谱法分析银耳多糖的单糖组

成[7]，结果显示PMP-hplc法最适合对单糖组

成比较复杂的酸性杂多糖的分析，因为PMP

衍生化反应条件比较温和，不需要酸的催化，

不产生立体异构现象，在 250nm处有强吸收，

弥补糖在紫外区无吸收的缺陷。对该方法的方

法学进行了系统的研究，对PMP衍生化的温

度、时间及加入盐酸中和的量进行了考察[8]，

结果显示，衍生化温度为 70℃、时间为 30min，

加入等当量的盐酸中和反应液中的氢氧化钠

为最佳衍生化条件。将该条件应用于安络小皮

伞提取物单糖组成分析，结果各单糖分离度均

达到要求。 

3.2 色谱条件的选择 

3.2.1 流动相的选择 

本试验对A为磷酸盐缓冲液（pH6.8）：乙

腈（85：15，υ/υ）；B为磷酸盐缓冲液（pH6.8）：

乙腈（60：40，υ/υ）系统进行了优化，选择

了 3 种 梯 度 洗 脱 条 件 ① 0min → 10min →
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40min，A：100%→92%→70%；②0min→

20min→60min，A：100%→84%→60%；③

0min→10min→50min，A：92%→84%→

60%。结果选择梯度①所设计的梯度洗脱，其

分析结果较理想，各峰之间分离度符合要求。 

 

3.2.2 色谱柱 

试验中考察Agilent ZORBAX Eelipse XB 

C18 ； Phenomenex HyperClone C18 ；

Diamonsil-C18 三种色谱柱的分离效果，结果

显示，Diamonsil-C18 色谱柱基线分离符合要

求，峰形对称性好。 

3.3 通过相似度评价对 10 批样品的相对保留

时间和相对保留面积的比值进行限定，可以鉴

定药材品质优劣，同时作为样品的质量标准，

使各批次样品的稳定性和重视性良好。特征图

谱的相似性是通过色谱的整体性和模糊性来体

现的，在不完全清楚样品的所有成分时，特征

图谱相似性的评价可反映其内在质量的均一性

和稳定性。但是，在整体图谱相似性良好的情

况下，样品所含有效成分的含量仍然可能存在

较大差异。因此，有必要在特征图谱评价基础

上尽可能增加有效成分的含量测定，进一步评

价药品质量。 
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