
 

中国药学杂志 2009 年 8 月第 44 卷第 16 期                                        Chin Pharm J，2009 August，Vol. 44  No. 16 ·1221·

基金项目：国家自然科学基金重点项目（20235020）；青岛市共建生物医药研发测试中心资助项目（LS-05-KJZX-76） 
作者简介：王虹，女，硕士研究生    研究方向：海洋天然产物化学相关研究    *通讯作者：陈军辉，男，博士，助理研究员    研究方向：海

洋天然产物化学、中药现代化相关研究    Tel：（0532）88966705    E-mail：jhchen@fio.org.cn

小海马 DPPH 自由基清除作用及 HPLC 指纹图谱研究 

王虹 1，陈军辉 2*，王磊磊 1，张道来 2，王小如 2,3，黎先春 2，杨东方 1
（1.上海海洋大学生命学院，上海 200090；2.国

家海洋局第一海洋研究所，青岛市现代分析技术及中药标准化重点实验室，山东 青岛 266061；3.厦门大学化学化工学院化学系，现代分析科学教育

部重点实验室，福建 厦门 361005） 
 
摘要：目的  采用体外 1，1-二苯基苦基苯肼（DPPH）抗氧化模型对海马提取物的抗氧化性质进行评价，并建立小海马 HPLC

特征指纹图谱，用于小海马药材的鉴别及质量评价。方法  利用离线 DPPH 抗氧化评价体系对海马不同提取物进行评价，

结果表明，海马水提物抗氧化能力最强，在此基础上又探明了海马水提物抗氧化能力随时间和浓度的变化规律，为海马抗氧

化活性提供了科学依据。依据抗氧化活性实验结果，建立了海马水提物 HPLC 特征指纹图谱分析方法。结果  海马水提物

大部分化合物达到基线分离，方法的精密度、重现性、稳定性良好；建立小海马药材 HPLC 指纹图谱，采用中药指纹图谱

相似度计算软件，对小海马进行真伪辨别和质量评价。结论  表明该方法简捷、有效，是小海马药材鉴别及质量控制的有效

方法。 
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ABSTRACT：OBJECTIVE  To evaluate the antioxidant activity of the extracts of Haima, and to establish the HPLC fingerprint of 

Haima for the discrimination and the quality evaluation of Haima. METHODS  Antioxidant properties of Haima extracts with 

different solvent were assayed in terms of antioxidant activity by scavenging activities on 1,1-diphenyl-2-picrylhdrazyl (DPPH). The 

effect of time and concentration of Haima extract on the antioxidant activity was also studied. Secondly, a chromatographic 

fingerprint method was developed. RESULTS  The antioxidant activity of water extract of Haima was higher than all the other 

extracts of Haima. The developed HPLC method was simple, accurate and reliable for the development of Haima fingerprint. Ten 

Haima samples collected from different medicine store were analyzed and the Haima HPLC fingerprint was established. The 

similarity of the HPLC chromatogram was performed for authentication and quality control of Haima. CONCLUSION  The HPLC 

fingerprinting techniques have high potential in authentication or source-tracing types of applications. 

KEY WORDS：Haima; antioxidation; fingerprint; HPLC 

 
海马为名贵海产中药材，具温肾壮阳、散结消

肿、镇静安神之功效。传统中医学理论认为海马主

治阳痿、遗尿等病症。近年来国内外研究表明，海

马水、醇提取物具有抗衰老[1]、抗疲劳作用[2]。易

美华等[3]报道海马提取物具有油脂抗氧化作用，因

此，开展海马提取物的抗氧化特性研究具有重要意

义。目前尚无利用 1，1-二苯基苦基苯肼（DPPH）

自由基清除法研究海洋药物海马的报道，本实验采

用 DPPH 自由基清除抗氧化实验模型[4-5]，对小海马

提取物的 DPPH 自由基清除能力进行了评价。 
《中国药典》2005 年版（一部）仅从外观性状

方面对海马进行了描述，尚无确切的真伪鉴别和质

量控制方法。董婷霞等[6]用 HPCE 法对不同来源的

海马进行了鉴别分析，但 HPCE法存在重现性较差、

线性范围窄和灵敏度较低等不足。中药指纹图谱是

借助于波谱和色谱等技术获得的中药化学成分的

光谱(或色谱)图，它是一种综合的、可量化的鉴别

手段，用于鉴别中药材和中成药的真伪，评价原料
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药材、半成品和成品质量的均一性和稳定性[7]。目

前中药指纹图谱已公认为鉴别品种和评价质量的

手段之一[8-10]。因此，开展小海马药材的 HPLC 指

纹图谱研究，对有效控制药用海马质量具有一定的

意义。 
 
1  材  料 
1.1  试剂 

DPPH(95%，Sigma-Aldrich Chemie，Steinheim, 
Germany)，咖啡酸  (99%, Sigma-Aldrich Chemie, 
Steinheim, Germany)，海马、海龙等海洋生物样品

为市售，均经过国家海洋局第一研究所黎先春教授

鉴定。甲醇、乙腈、乙酸、磷酸为色谱纯，其余试

剂均为分析纯。 
1.2  仪器与设备 

Agilent 1100 高效液相色谱仪 2 台，配有四元

泵，DAD 检测器，自动进样器，手动进样器等（美

国 Agilent 公司）；G1969A 型电喷雾飞行时间质谱

仪，配有电喷雾离子源 (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)；加速溶剂萃取仪（ASE100）配带 34 mL 萃取

池（美国 Dionex 公司）。 
 
2  方  法 
2.1  DPPH 和咖啡酸溶液及供试品溶液的配制 
2.1.1  DPPH 和咖啡酸溶液的配制   精密称量

DPPH 标准品，溶解配制成 6×10-6 mol·L-1 的甲醇溶

液。由于 DPPH 溶液的吸光值随温度变化较大，因

此将配制好的 DPPH 溶液立即置于冰箱中 4 ℃保

存，用时再以无水甲醇稀释成不同浓度溶液，同法

配制 100 mg·L-1 的咖啡酸的甲醇溶液。 
2.1.2  海马DPPH自由基清除实验样品的制备  将
供试样品干燥粉碎，精密称取样品 0.5 g，置于 100 
mL 具塞锥形瓶，加入 50 mL 提取溶剂（水，甲醇，

正丁醇，乙酸乙酯，三氯甲烷），于室温条件下超

声辅助提取 25 min，过滤提取液，将滤液在 55 ℃
条件下进行旋转蒸发浓缩至干，用甲醇溶解提取物

并定容至 10 mL，过 0.45 μm 微孔滤膜后作为供试

品溶液。 
2.1.3  海马指纹图谱实验样品的制备  准确称取

海马样品（20~40 目）1.0 g，置于 ASE100 萃取池

中，萃取池底部提前加入过滤膜，将萃取池放在萃

取池固定装置上，关闭萃取池门。设定 ASE100 提

取方法参数：以水为提取溶剂，120 ℃条件下静态

提取 10 min，60%的冲洗体积，循环提 2 次。启动

快速溶剂萃取仪，提取完成后自动停止，取提取液

在 55 ℃条件下旋转蒸发浓缩至约 10 mL，将浓缩液

用 70% 乙醇定容至 50 mL，置于 4 ℃冰箱醇沉 2 h
取出，过滤，滤液旋转蒸发浓缩至乙醇挥净，用超

纯水定容于 25 mL 量瓶，过 0.45 μm 微孔滤膜后作

为供试品溶液。 
2.2  海马提取物的 DPPH 自由清除实验 

采用高效液相色谱法（不接色谱柱）代替紫外

分光光度计，手动进样方式，以色谱纯甲醇作为流

动相，流速 0.4 mL·min-1，室温，紫外检测波长 517 
nm，进样量为 20 μL。海马提取物样品溶液，与相

应体积的 DPPH 溶液迅速均匀混合，然后进 HPLC
仪器进行测定，以同体积的甲醇作为试剂空白，通

过 DPPH 色谱峰面积的减小值来评价提取物的

DPPH 自由基清除作用。 
2.3  小海马 HPLC 指纹图谱工作条件 

Alltima C18 色谱柱（4.6 mm×200 mm，5 μm，

Alltech），流动相 A：0.1%乙酸水溶液-B: 甲醇组成，

流速为 1.0 mL·min-1，室温，检测波长为 254 nm，

带宽 16 nm，进样量为 20 μL，梯度洗脱程序为：

0~l0 min，甲醇由 0 增加到 5%，10~30 min 甲醇由

5% 增加到 50%，30~40 min 甲醇为 50%~50%，

40~50 min 甲醇由 50% 增加到 100%。 
2.4  质谱工作条件 

ESI-TOF/MS 工作条件：正离子电离模式，毛

细管电压 4 500 V，喷雾气压 310.27 kPa，干燥气

（N2）流速 12 L·min-1，干燥气温度 350 ℃，破碎

电压 100 V，实验过程采用质荷比（m/z）121.050 9，
922.009 8 为参比离子对测定结果进行时时校正，以

保证结果的准确性，分辨率 m/z 在 922.009 8 处为

11 300，全扫描 m/z 范围为 120～1 000。 
 

3  结果与讨论 
3.1  海马提取物 DPPH 自由基清除作用 
3.1.1  海马不同溶剂提取液对 DPPH自由基清除作

用的比较  按“2.1.2”供试品溶液制备方法，使用

5 种不同提取溶剂（水、甲醇、正丁醇、乙酸乙酯、

三氯甲烷）制备海马提取物；所得海马不同溶剂提

取物溶液，按“2.2”项下条件进样分析，以同体积

甲醇作为空白溶液，100 mg·L-1 咖啡酸甲醇溶液作

为阳性对照物，1 min 进样 1 次，连续测定 3 次，
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以测得色谱峰峰面积评价不同提取物的 DPPH 自由

基清除能力，峰面积越小 DPPH 清除率越高，所得

结果见图 1，从图 1 可以看出用水作提取溶剂，海

马提取物 DPPH 自由基清除能力最强，其次是甲醇

提取物，正丁醇、三氯甲烷、乙酸乙酯提取物的

DPPH 自由基清除能力差别不大，说明海马中具有

潜在抗氧化作用的成分为极性较大的水溶性物质，

与文献[5]的研究结果一致。 
3.1.2  海马水提物 DPPH自由基清除量效关系  使
用 5 种不同用量的小海马水提取物溶液（15，35，
55，85，100 μL）与 100 μL 的 DPPH 溶液迅速均匀

混合，并用甲醇定容至 200 μL，按“2.2”项下的实

验方法进样分析，实验结果表明，随着小海马提取

物用量增大，对 DPPH 自由基的清除率也越高，计

算线性回归方程和相关系数（Y=99.998-0.698X，
r2=0.960 1）可以看出，小海马水提取物用量与

DPPH 自由基清除作用基本正相关。 
3.1.3  海马水提物清除 DPPH 自由基反应动力学  
■将海马水提物溶液与 DPPH 溶液按体积 1∶1 迅

速混合(以等体积的甲醇溶液作为空白)，按“2.2”
项下实验条件进样测定，前 1~5 min 每分钟测定 1
次，6~30 min 每 5 min 测定 1 次，31~80 min 每 10 
min 测定 1 次，结果见图 2，由图谱中 DPPH 自由

基清除率曲线图可知，随时间增加，海马提取物的

DPPH 自由基清除量逐渐增加，在前 15 min 清除速

度较快，15 min 以后海马提取物中抗氧化成分与

DPPH 自由基反应速度明显减缓。 
3.2  指纹图谱样品溶液制备方法优化 

本实验采用“2.3”色谱条件，对海马不同溶剂

（水、甲醇、正丁醇、乙酸乙酯、三氯甲烷）提取

物溶液进行分析，以正丁醇，甲醇，乙酸乙酯及三

氯甲烷为提取溶剂时，色谱峰分离效果差，出峰数

量少且各峰响应值较低，基线不平稳；而用水作提

取溶剂时，所得色谱图色谱峰较多、各峰分离度好、

基线平稳；“3.1”项下抗氧化实验证明海马的抗氧 
 

 
图 1  海马不同提取溶剂提取液DPPH自由基清除能力比较 
Fig.1  Evaluation of DPPH free radical scavenging capability 
of Haima extracts with different solvents 

 
图 2  海马水提物溶液 85 min 内清除 DPPH 自由基的反应

动力学 
Fig.2  Kinetics of DPPH free radical scavenging by water 
extract of Haima in eighty-five minutes 
 
化活性成分主要集中在水提物中，因此选择水作为

海马指纹图谱样品提取溶剂，所得到的指纹图谱即

有明显的指纹特征，又能反映海马的活性功能。 
本实验同时比较了加速溶剂萃取法和超声辅

助提取法对样品进行提取的效果，结果显示，加速

溶剂萃取法较超声辅助提取法提取效率高、自动化

程度高、节省时间和提取溶剂，因此选择加速溶剂

萃取法用于后续样品提取。 
3.3  HPLC 条件优化 

根据文献[11-14]报道，海马成分复杂含有丰富的

脂肪酸、蛋白质、氨基酸和微量元素等，采用等度

洗脱的方法很难将这些成分分离开，因此采用梯度

洗脱方式进行分离。实验比较了 C8 和 C18 二种色谱

柱的分离效果，结果表明，使用 C18 色谱柱获得的

色谱指纹图谱各峰分离度高，色谱峰分布均匀，峰

型好看，谱图信息量大，特征性强，具有较好的代

表性，因此选择 C18 柱用于海马等药材的指纹图谱

研究。采用二极管阵列检测器通过全波段扫描，考

察了不同检测波长对指纹图谱的影响，结果表明，

在 254 nm 下检测到的色谱指纹图谱信息量大，特

征性强，具有较好的代表性，因此选择 254 nm 为
海马等药材 HPLC 指纹图谱研究的检测波长。 

通过对比用甲醇和乙腈做流动相 B 的高效液相

图谱，可知二者得到的图谱分离效果差别不显著，因

此在本实验中选择低毒，价格相对便宜的甲醇做流动

相。本实验还对不同浓度的乙酸和磷酸对分离的影响

进行了考察，实验结果表明，磷酸作流动相 A 分离

效果不好，且基线不平；采用 0.05% 的乙酸较 0.1% 
的乙酸作流动相 A，信号响应值低，最终确定采用

0.1% 乙酸水溶液做流动相 A。此外，实验中对不同

柱温进行了比较，从实验结果可以看出随温度升高，

出峰时间加快，但温度过高时分离度下降，综合比较

可知，25 ℃条件下各峰分离效果最令人满意。 
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3.4  方法学考察 
3.4.1  精密度  按“2.3”项下 HPLC 工作条件，对

同一供试品溶液重复进样 6 次测定，分别测得其中

3 个主峰的峰面积和保留时间，分别计算其相对标

准偏差（RSD）。3 个主峰峰面积和保留时间 RSD
值在 0.93%~2.43% 和 0.49%~1.00%之内，表明仪器

精密度良好。 
3.4.2  重现性  精密称取同一样品 5 份，按“2.1.3”
项下处理方法制成供试品溶液，按照“2.3”项下的

HPLC 工作条件进样测定，测得 3 个主峰的峰面积

和保留时间，并计算其相对标准偏差，3 个主峰面

积和保留时间的 RSD 值分别为 2.76%~4.80%和 
0.78%~1.01%，表明该方法重现性良好。 
3.4.3  稳定性  将供试品溶液按照“2.3”项下HPLC 
工作条件，分别在 0，1，3，6，12，24，48 h 进样

测定，结果显示，供试品溶液中小海马提取物溶液

的峰面积和保留时间无明显变化，3 个主峰面积和

保留时间的 RSD 值分别在 2.67%~4.90% 和

1.59%~2.19%内，说明供试品溶液在 48 h 内化学性

质稳定。 
3.5  海洋药物小海马指纹图谱的建立 

取 10 批不同的小海马样品，按“2.1.3”项下

处理方法将其制备成供试品溶液，按“2.3”项下

HPLC 色谱条件进样分析，记录色谱图，建立小海

马样品的 HPLC 指纹图谱，10 批小海马样品的色

谱图见图 3。然后进行色谱图积分获得各色谱峰保

留时间、峰面积等信息，再根据分析时的基线噪声

水平，将信噪比小于 10 的色谱峰除去不作计算。

在本实验所建立的分析系统下，海马水提物成分出

峰时间均在 35 min 之前，主要有 12 个色谱峰，这

12 个色谱峰即构成海马指纹图谱的指纹特征，也是

鉴别真伪、评价海马质量的主要变量。为了消除系

统误差，本实验采用相对保留时间和相对峰面积进

行计算，计算结果表明，各小海马样品的谱图中各

峰出峰时间的相对标准偏差很小，但是峰面积相差

较大，说明各样品中的化学成分种类差异不大，而

各成分的含量差别较大，推测可能是由于小海马中

的化学成分受各产地生长环境影响较大造成的。 
指纹图谱反映的是样品的整体特征，但是单纯

的直观比较指纹图谱的峰的多少和峰的大小，带有

个人的主观性，难以获得客观的评价结果。相似度

分析可以定量的描述比较指纹图谱，可以客观的对

样品进行评价[15]。本实验采用“中药指纹图谱相似

度计算软件”[16]，对 10 批不同供试样品指纹图谱

的相似性进行计算，结果表明，10 批小海马中只

有 10 号样品（相似度为 0.68）和 8 号样品（相似

度为 0.88）的相似度值低于 0.90，其他 8 批样品的

相似度值均在 0.93 以上，说明只有 2 批海马样品

的质量差别较大。 
为了探讨采用海马指纹图谱辨别海马真伪的

可行性，本实验采用“2.1.3”供试品处理方法，对

另外 4 种常见海洋药物样品进行处理，按“2.3”
项下 HPLC 方法进样分析，得到各样品的 HPLC 指

纹图谱，结果见图 4，由图 4 可知，小海马指纹图

谱与海燕和海龙、海狗样品指纹图谱差异显著，但

与大海马指纹图谱有一定的相似性，采用相似度计

算软件，按小海马指纹图谱相似度计算方法进行

计算，结果表明，大海马和小海马的相似度仅为

0.58，说明本实验建立的小海马 HPLC 指纹图谱结

合相似度计算可以用于小海马的真伪鉴别及质量

评价。 
对 10 批海马共有峰中 3 个较高的峰（图 4 中

的 1，2，3 号峰），进行高效液相色谱-电喷雾飞行 
 

 
图 3  不同海马样品 HPLC 指纹图谱. n=10 
Fig.3  HPLC Fingerprints of different Haima samples. n=10 
 

 
图 4 不同海洋药物指纹图谱 
A-小海马；B-大海马；C-海龙；D-海狗；E-海燕 

Fig.4  HPLC Fingerprints of different marine drugs 
A-Hippocampus japonicus Kat；B-Hippocampuskuda Bleeker；C-Syngnathusacus 
Linnaens；D-Harp seal；E-Asterinapectinifera 
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图 5  海马药材中 3 个主峰化合物的质谱图和紫外光谱图 
A-酪氨酸；B-黄嘌呤；C-未知化合物 

Fig.5  Mass spectra and UV spectra of 3 compounds in Haima 
A-tyrosine；B-xanthine；C-unknown compound 

 
时间质谱联用分析，得到 3 个待测组分的质谱图及

紫外光谱图，见图 5（图 5A，B，C 分别对应 1，2，
3 号峰）所示，查阅海马化学成分研究的相关文献

和中国科学院上海有机化学研究所中药与有效成

分数据库，发现 1 号峰为酪氨酸、2 号峰为黄嘌呤、

3 号峰可能为没有文献报道的新化合物。 
 
4  结  论 

小海马不同溶剂提取物均具有一定的清除

DPPH 自由基的作用，不同溶剂提取物的抗氧化活

性强弱为：水>甲醇>乙酸乙酯>氯仿>正丁醇，小海

马水提物的 DPPH自由基清除作用明显强于其他溶

剂提取物，并且提取物用量与 DPPH 自由基清除作

用正相关，说明小海马水提物可以作为潜在的抗氧

化剂用作抗衰老药物或食品的保鲜剂。 
本实验在小海马提取物抗氧化活性研究指导

下，发展了小海马药材液相色谱指纹图谱分析方

法，在拟定的色谱条件下，小海马水提物中的各类

化合物分离良好，且方法的精密度、重现性、稳定

性实验结果令人满意，可以用于海马不同批次样品

指纹图谱的构建。根据不同批次小海马药材的指纹

图谱特征，结合相似度分析，可以成功实现小海马

药材的真伪鉴别，亦能区分质量差异明显的小海马

样品。 
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