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摘  要：以 10 批不同产地刺参 HPLC 指纹图谱中的 6 个共有峰为评价指标，结合相似度分析，对不同刺参质量

进行评价和检验。结果表明：不同批次刺参样品的 6 个色谱峰在指纹图谱分析过程中色谱行为相同，峰面积大，

特征性强，能反映刺参的固有化学特征。结合相似度分析，可用于刺参质量评价。 
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Market by HPLC Fingerprint 
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Abstract: An optimized high performance liquid chromatography (HPLC) method was developed for 
the analysis of holothurian and the HPLC fingerprint was established from 10 batches of the 
holothurians from different habitats. The HPLC fingerprint showing 6 common characteristic peaks was 
used to explore the quality evaluation of holothurian and distinguish from the fakes with the similarity 
analysis．This method is accurate and reliable，providing a scientific basis for the quality control of 
holothurian and can be used to evaluate the quality of holothurian sold on the market. 
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刺参是我国北方海域的一种常见食用海参，属

于棘皮动物门(Echinodermata)刺参纲（Echinoidea) 
无脊椎动物。刺参含多种活性成分，具有抗凝血、

抗肿瘤、抗菌、抗病毒及提高免疫力等作用[1-6]，市

场需求量大。刺参作为重要海洋食品和药物资源，

需要相应的真伪鉴别和质量控制方法。利用红外光

谱图、骨片显微鉴别等评价刺参质量的方法已有报

道[7,8]，但这些方法特征性差、经验依赖性很强，在

实际应用中存在很大的局限。HPLC 指纹图谱技术

在陆源中药的真伪鉴别和质量控制中已得到广泛

应用[9]。而传统海洋药物中，仅皱瘤海鞘、罗氏海

盘车、马粪海胆等以 HPLC 指纹图谱作质量评    

价[10-12]。本文采用 HPLC 指纹图谱技术评价刺参质

量，探索刺参真伪鉴别及质量控制新方法。 
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1  材料与方法 
 

1.1  试剂与材料 

甲醇（色谱纯）购于美国Tedia公司，乙腈、磷

酸（色谱纯）购于德国Merck公司，其余试剂均为

分析纯，实验用水为Milli-Q 超纯水（18.2 MΩ)；
本文所采用的刺参、丛足瓜参样品均购自青岛各大

商场及海产品专卖店（表1）。 
1.2  仪器与设备 

1100 型高效液相色谱仪，配有四元泵，DAD
检测器，自动进样器等（美国 Agilent 公司）；

KQ-400KDE 型高功率数控超声波仪（昆山市超声

仪器有限公司）；R201 型旋转蒸发仪（上海申生科

技有限公司）；FA1104 型电子天平（上海精天电子

仪器厂）；THZ-8 恒温水浴锅（中国浙江嘉兴电热

仪器厂）；Milli-Q(18.2 MΩ) 超纯水处理系统(美国

Millipore 公司)。 
1.3  供试品溶液的制备 

从贮藏的各批海参样品中随机抽取海参数个，

切片、粉碎、过筛（0.425mm），混合均匀，制备

成海参干粉样品，封装于样品瓶中，备用。 
准确称取 0.5 g 海参干粉样品，置于 100 mL 具

塞三角瓶中，加入 30 mL 乙醇、氯仿混合液（体积

比 7∶3），在 30℃水温条件下超声提取 30 min，静

置 1 h，过滤，取上清液，重复提取 1 次，两次滤

液合并旋蒸至干，用乙腈定容至 5 mL，过 0.45 μm
滤膜后作为供试品溶液。 
1.4  色谱条件 

Agilent Zorbax Bonus-RP C18色谱柱（4.6 mm×250 
mm, 5 μm），以体积分数 0.1 %磷酸水溶液为流动相

A，乙腈为流动相 B，流速为 0.8 mL/min，柱温 25℃，

检测波长为 202 nm，进样量为 20 μL，梯度洗脱程

序为：0-10-30-40-60 min，B 的体积分数：

60%-70%-90%-100%-100%。 
 

2  结果与讨论 
 

2.1  样品溶液制备方法优化 

对 5 种不同提取溶剂及其混合液（甲醇、乙醇、

乙酸乙酯、正丁醇、氯仿）制备刺参提取物进行了

比较，结果表明，不同溶剂提取物 HPLC 指纹特征

差异显著，乙醇、氯仿混合液提取物 HPLC 指纹图

谱效果最好，提取溶剂相对毒性较小、价格便宜，

因此选择乙醇、氯仿混合液（体积比 7∶3）做刺参

HPLC 指纹图谱制备提取溶剂。 

对超声波提取法、水浴加热回流法与冷浸提取

法进行了比较，结果表明，超声提取法方便、快捷、

提取效率高、便于操作，是较好提取方法。超声过

程中，确定 30℃时提取效果最好，故提取过程控温

在 30℃。比较不同体积提取剂、不同提取时间对提

取效率的影响，以 30 mL 提取剂在 30℃下超声提取

30 min 为宜。以上条件下，两次提取即可提取出大

部分目标化合物。 

2.2  色谱条件优化 

采用线性梯度洗脱方式进行淋洗。对 4 根不同

生产厂家的色谱柱进行了比较，结果表明， Zorbax 

Bonus-RPC18 色谱柱获得的刺参提取物指纹图谱各

峰分离度高，色谱峰分布均匀，峰型对称，具有很

好的代表性，因此选择 Zorbax Bonus-RPC18 柱用于

刺参药材的指纹图谱研究。比较了不同流动相对色

谱效果的影响，以体积分数 0.1％磷酸水溶液、乙

腈混合体系为流动相时，选定梯度条件下色谱指纹

图谱效果最好。通过 DAD 检测器全波段扫描（190～

400 nm），考察了不同检测波长对指纹图谱的影响，

结果表明，UV 202 nm 条件下检测获得的色谱指纹

图谱信息足，信号响应强，指纹峰特征性明显，因

此选择 202 nm 作为刺参 HPLC 指纹图谱研究的检

测波长。在选定的最佳色谱条件下对供试品溶液进

行分析，得色谱图（图 1），由图 1 可以看出色谱

图指纹特征明显，各峰分离度好，能满足 HPLC 指

纹图谱的要求。 

表1  样品情况  
Tab. 1  Samples used in this work 

样本号 来源 采购时间 样品标名 
1 青岛诚晟堂 2007.04 关西刺参 
2 青岛诚晟堂 2007.09 田横岛刺参
3 青岛尊品金刺参店 2008.02 尊品金刺参
4 青岛薛家岛刺参店 2008.03 薛家岛刺参
5 青岛老尹家海产店 2008.04 日本红刺参
6 青岛尊品金刺参店 2008.05 大关西刺参
7 青岛海滨食品店 2008.05 刺参 
8 青岛海滨食品店 2008.05 肉刺参 
9 青岛佳世客 2008.05 刺参 
10 青岛佳世客 2008.05 红刺参 

11 青岛中山路海产品店 2008.11 丛足硬瓜参
12 青岛抚顺路海产品店 2008.11 丛足硬瓜参

 
说明：1～10，海参纲楯手目刺参科仿刺参属刺参； 
11～12，海参纲枝手目硬瓜参科硬瓜参属丛足硬瓜参 
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图 1  刺参 HPLC 指纹图谱 

Fig.1  HPLC fingerprint of Holothurian 

2.3  方法学考察 

2.3.1  精密度  按色谱条件，对同一供试品溶液重

复进样 6 次测定，分别测得其中 6 个主峰的峰面积

和保留时间，计算其相对标准偏差（RSD）。6 个

主峰峰面积和保留时间 RSD 值分别在 0.93%～

2.43% 和 0.49%～1.00%范围之内，表明仪器精密

度良好。 

2.3.2  重复性  精密称取同一刺参样品 6 份，按处

理方法制成供试品溶液，按照色谱条件进样测定，

测得 6 个主峰的峰面积和保留时间，并计算其相对

标准偏差，6 个主峰峰面积和保留时间的 RSD 值分

别在 2.76%～4.80%和 0.78%～1.01%范围内，表明

该方法重复性良好。 

2.3.3  稳定性  将供试品溶液按照色谱条件，分别

在 0、1、3、6、12、24、48 h 进样测定，结果显示

6 个主峰的峰面积和保留时间的 RSD 值分别在

2.67%～4.90%和 1.59%～2.19%范围内，说明供试

品溶液在 48 小时内化学性质稳定。 
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图2  10批刺参HPLC指纹图谱 

Fig.2  HPLC fingerprints of ten different Holothurians 

2.4  市售刺参指纹图谱的建立 

为了保证所建立的刺参指纹图谱具有足够的

代表性，笔者从市场上随机购取 10 批刺参样品，

按供试品溶液制备方法进行制备，按 HPLC 色谱条

件进样分析图谱（图 2），从图中可以看出 10 批刺

参样品的指纹图谱总体上比较相似，图谱中各峰分

离度良好。10 批刺参样品的 HPLC 指纹图谱中特征

性明显的共有峰（扣除溶剂峰）6 个（图 1），并
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且 6 个色谱峰的相对保留时间极为相近，相对保留

时间的相对标准偏差范围为 0.07～1.22（以 3 号峰

为标准峰作参考）（表 2），可见各批刺参样品的

6 个色谱峰在指纹图谱分析过程中色谱行为相同，

可认为是相同物质。由于这 6 个峰在各批刺参样品

的指纹图谱中均出现，色谱行为相同，并且峰面积

大、特征性强，能反映刺参的固有化学特征，因此，

这 6 个峰可作为刺参鉴别、质量评价的主要依据。 

2.5  相似度分析用于刺参质量评价 

单靠肉眼观察指纹图谱之间的差别对样品进

行分析比较，容易造成主观偏差。相似度分析可以

定量描述指纹图谱之间的差异，评价更为客观。利

用 EXCEL 可实现中药指纹图谱的谱峰匹配和相似

度计算[14,15]。本文采用 EXCEL 2002 办公软件（夹

角余弦法），以刺参指纹图谱中 6 个共有特征峰为

变量，以 10 批刺参样品各共有峰峰面积的平均值

为对照指纹图谱，对 10 批刺参指纹图谱与对照指

纹图谱之间的相似度进行计算，结果见表 3。可以

看出 10 批刺参样品与对照指纹图谱之间相似度值

均高于 0.80（在中药指纹图谱相似度分析研究中，

一般认为相似度在 0.80 以上的两个样品相似度较

高，在 0.90 以上非常相似）；1、2、3、5、8 号样

品的相似度值在 0.90 以上，4、6、7、9、10 号样

品相似度值在 0.80～0.90 之间，样品的相似度值存

在一定差别。采用 HPLC 指纹图谱结合相似度分析，

可以辨别不同批次市售刺参间的质量差异。与传统

方法相比[7,8,13]，本研究建立的市售刺参 HPLC 指纹

图谱分析鉴别方法，特征性强，可量化，操作简便，

重现性好。 

表 2  10 批刺参样品 6个共有峰的相对保留时间及相对标准偏差 
Tab. 2  relative retention time and relative standard deviation of six common peaks for ten samples 

刺参样品批次  

峰 号 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

RSD 

1 0.543 0.541 0.544 0.543 0.545 0.544 0.544 0.547 0.544 0.544 0.28 

2 0.582 0.592 0.594 0.594 0.594 0.593 0.575 0.583 0.581 0.581 1.22 

3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.00 

4 1.118 1.117 1.117 1.117 1.116 1.116 1.116 1.118 1.117 1.117 0.07 

5 1.177 1.178 1.176 1.177 1.177 1.177 1.176 1.176 1.178 1.178 0.07 

6 1.438 1.433 1.431 1.428 1.431 1.430 1.430 1.437 1.431 1.431 0.22 

RSD：相对标准偏差 

表 3  10 批刺参样品 6 个共有峰的峰面积及相似度计算结果 
Tab. 3  Result of similarity analysis and peaks area of six common peak for ten samples 

刺参样品批次 峰号 

相似度 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

平均值

1 1042.80 1541.30 1512.60 1523.10 1940.90 1302.80 1751.20 1515.40 1517.68 1375.80 1365.78
2 857.80 1479.20 1989.70 194.10 918.40 6010.10 474.00 800.10 330.30 1094.80 1414.85

3 307.40 343.70 459.30 87.50 309.40 2081.50 205.60 286.70 100.40 350.40 453.19

4 780.90 1868.60 1275.50 157.70 1025.50 6536.60 422.80 816.40 582.70 764.40 1423.11

5 1580.20 1645.50 1724.70 1575.90 1353.60 1436.00 1312.60 1296.40 1221.90 1492.50 1463.93

6 111.50 359.70 467.40 235.40 560.90 393.50 581.00 283.40 312.70 359.00 366.45

相似度 0.96 0.99 0.99 0.87 0.95 0.84 0.86 0.96 0.88 0.81 -

烟台、青岛沿海一带，与刺参外观相似的丛足

瓜参（Cucumaria multipes）分布也较广，其外形相

似，市场有以丛足瓜参充刺参出售。为验证本研究

使用的刺参质量评价技术，笔者建立了丛足瓜参市

场样品的 HPLC 指纹图谱（图 4）。与图 1 比较可

以看出，优质刺参与丛足瓜参色谱图色谱峰数目、

峰保留时间均不同，优质刺参的色谱峰数目要比丛

足瓜参多，依色谱图易将丛足瓜参与刺参区分。两

批丛足瓜参样品与刺参的相似度值分别为 0.42、

0.51，远低于 0.80，可见丛足瓜参与刺参之间的固 

有化学特征差异明显。 

 

3  结  论 
 

应用刺参HPLC指纹图谱，以刺参固有的化学

成分峰作为刺参质量评价指标，结合相似度分析用

于市售刺参的质量评价，能客观的、量化的反应刺

参内在的化学特性差异，可辨别不同批次市售刺参

间的质量差异，还可区分劣质海参与优质刺参。该

方法具有较好的重复性、稳定性和专属性，实验过
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程简单、规范，对于刺参质量评价有较大参考价值，

为海洋食品及药用生物质量控制提供了一种新思

路。
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图4  2批丛足硬瓜参HPLC指纹图谱 

Fig.4  HPLC fingerprints of two different Cucumaria multiples 

 
中国海洋大学水产学院曾晓起教授为本研究鉴定样品，特此鸣谢！ 
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