
表 5 　生品、常压蒸、高压蒸样品中马钱苷、52羟甲基糠醛的

测定

Table 5 　Determination of loganin and 52HMF in processed

products of Fructus Corni steamed at pressure

and high pressure

样　品 马钱苷量/ % 52羟甲基糠醛/ %

生品　　　 0180 —
常压蒸制品 0163 0137

高压蒸制品 0172 0147

3 　讨论

笔者另外进行了山茱萸不同炮制品对小鼠补益

作用的实验研究。结果表明 ,常压蒸酒萸肉、高压蒸

酒萸肉均能增强补益作用 ,两者的补益效果无显著

性差异 ,但与同剂量的生品比较 ,两者补益作用均增

强 (另文发表) 。采用高压蒸制法炮制山茱萸 ,操作

简便 ,压力、时间、温度等便于控制 ,既提高了工作效

率 ,又减少了药汁的损失。与常压蒸制方法相比 ,高

压酒蒸山茱萸的成分及药效均未发生明显变化 ,而

高压蒸制明显降低了能耗 ,节约了时间。故此方法

既不违背传统的炮制原理 ,又符合药材炮制的现代

要求 ,可推广用于大规模生产。
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HPLC法测定六味地黄片中马钱苷和丹皮酚
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摘 　要 :目的 　建立六味地黄片中马钱苷、丹皮酚的测定方法。方法 　采用高效液相色谱法同时测定六味地黄片
中马钱苷、丹皮酚。色谱条件 : Hypersil ODS2 C18色谱柱 (250 mm ×416mm , 5μm) ;流动相 :甲醇2水梯度洗脱 ;检
测波长 :238 nm。结果 　马钱苷和丹皮酚的线性范围分别为 2147～988180μg ( r = 01999 7) 、1158～633160μg ( r =

01999 9) ,平均回收率分别为 10012 %(RSD 为 2140 % , n = 6) 、99180 %(RSD 为 1156 % , n = 6) 。结论 　该方法操作
简便、准确 ,重现性好 ,有利于提高六味地黄片制剂的质量控制水平。
关键词 :六味地黄片 ;马钱苷 ;丹皮酚 ;高效液相色谱
中图分类号 :R286102 　　　文献标识码 :B 　　　文章编号 :025322670 (2010) 0320405203

　　在六味地黄方的所有剂型中 ,各剂型制备工艺

差异较大 ,如蜜丸为六味药材粉末加炼蜜制丸而成 ,

而片剂为山茱萸、茯苓、牡丹皮粉碎成细粉 ,熟地黄

等其余 3 味药材水煎煮、浓缩成膏 ,与上述细粉混

匀、制粒、压片成型。组成相同而剂型不同的六味地

黄方其化学成分的种类和量必定存在差别[1 ] ,而化

学成分是其发挥疗效的物质基础 ,其中马钱苷具有

增强机体免疫能力等生理活性 ,丹皮酚具有抗炎、镇

痛、解痉等药理作用[2 ] 。六味地黄片为其剂型之一 ,

中华人民共和国卫生部药品标准中药成方制剂第八

册六味地黄片项下采用紫外分光光度法测定丹皮

酚 ,该法专属性不强。故本实验采用 HPL C 法进行

六味地黄片中马钱苷和丹皮酚的同时测定 ,在现有

质量标准的基础上增加了主要活性成分马钱苷的检

测 ,实现了多个成分同时控制 ,进而完善六味地黄方

产品的质量控制体系 ,确保其疗效。

1 　仪器与试药

Waters 2695 高效液相色谱仪 (美国 Waters 公

司) ;Waters 2996 二极管阵列检测器 (美国 Waters

公司) ; Empower 色谱工作站 ; Millipore 超纯水仪

(Millipore 公司) ;A R5120 型电子分析天平 (奥豪斯

国际贸易 (上海)有限公司) ;AB104 —N 型电子分析
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天平 (梅特勒2托利多仪器 (上海 ) 有限公司 ) ;

AU W220D 型电子分析天平 (日本岛津公司) ; KQ —

250DB 型数控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限

公司) 。

甲醇 (上海振兴化工一厂 ,色谱纯) ,甲醇 (上海

振兴化工一厂 ,分析纯) ,Millipore 超纯水 ;马钱苷、

丹皮酚对照品由中国药品生物制品检定所提供 ,批

号分别为 1116402200503、1107082200506 ;六味地黄

片 (吉林龙泰制药股份有限公司 ,批号 20060501 ;江

西济民可信药业有限公司 ,批号 070501、080101 ;规

格 :每 8 片相当于原药材 414 g) 。

2 　方法与结果

211 　色谱条件 :依利特 Hypersil ODS2 C18 色谱柱

(250 mm ×416 mm ,5μm) ;柱温 :室温 ;流动相 :甲

醇 (A)2水 (B) ,梯度洗脱程序为 :0～10 min ,10 %～

15 %A ;10～20 min ,15 %～40 %A :20～25 min ,40 %～

40 %A ;检测波长 :238 nm;体积流量 :1 mL/ min。对照

品、阴性样品及六味地黄片的色谱图见图 1。

12马钱苷　22丹皮酚

12loganin 　22paeonol

图 1 　混合对照品( A) 、缺山茱萸的阴性样品( B) 、缺牡丹皮的阴性样品( C)和六味地黄片( D) HPLC色谱图

Fig11 　HPLC Chromatograms of mixed reference substances ( A) , negative sample without Fructus Corni ( B) ,

negative sample without Cortex Moutan ( C) , and Liuwei Dihuang Pill ( D)

212 　对照品溶液的制备 :精密称取马钱苷、丹皮酚

对照品各适量 ,置 100 mL 量瓶中 ,加甲醇稀释至刻

度 ,摇匀 , 即得含马钱苷 24172 μg/ mL 、丹皮酚

15184μg/ mL 的混合对照品溶液。

213 　供试品溶液的制备 :取质量差异项下的本品

20 片 ,除去糖衣 ,研细 ,取粉末约 018 g ,精密称定 ,

置具塞锥形瓶中 ,精密加入 50 %甲醇 50 mL ,密塞 ,

称定质量 ,超声处理 (功率 100 W ,频率 40 k Hz) 15

min ,放冷 ,再称定质量 ,用 50 %甲醇补足减失的质

量 ,摇匀 ,滤过 ,取续滤液 ,即得。

214 　阴性对照溶液的制备 :按处方比例分别配制缺

山茱萸、牡丹皮的阴性样品 ,按供试品溶液的制备项

下方法制备阴性样品溶液。

215 　线性关系的考察 :精密吸取混合对照品溶液

1、5、8、10、15、20μL 注入液相色谱仪 ,记录各色谱

峰峰面积 ,以峰面积为纵坐标 ,进样质量为横坐标 ,

绘制标准曲线 , 得两个成分的回归方程 :马钱苷Y =

20 408 X - 4 12719 , r = 01999 7 ,线性范围 :2147～

988180 μg ; 丹皮酚 Y = 26 772 X + 5 49811 , r =

01999 9。线性范围 :1158～633160μg。

216 　精密度试验 :取批号为 20060501 的同一供试

品溶液 10μL 进样 ,测定各成分的峰面积 ,重复 6

次 , 分别计算其 RSD ,结果马钱苷和丹皮酚的 RSD

分别为 1121 %、0176 %。

217 　稳定性试验 :取批号为 20060501 的样品 ,制备

供试品溶液 ,分别于 0、4、8、12、24 h 各取 10μL 进

样测定各成分的峰面积 ,分别计算 RSD ,结果马钱

苷的 RSD 为 2160 %、丹皮酚的 RSD 为 1158 % ,表

明供试品溶液在室温条件下 24 h 内稳定。

218 　重现性试验 :取批号为 20060501 的六味地黄

片粉末约 018 g ,共 6 份 ,精密称定 ,制备供试品溶

液 ,测定 ,结果马钱苷质量分数的 RSD 为 1180 %、

丹皮酚质量分数的 RSD 为 1146 %。

219 　加样回收率试验 :取批号 20060501 六味地黄

片粉末 6 份 ,每份约 014 g ,精密称定 ,分别精密加入

16119 μg/ mL 马钱苷对照品储备 液 和 30619

μg/ mL丹皮酚对照品储备液各 1 mL ,制备供试品溶

液 ,测定 ,计算回收率 ,结果马钱苷和丹皮酚的平均

回收 率 分 别 为 10012 %、991 8 % ; RSD 分 别 为

2140 %、1156 %。

2110 　样品测定 :取 3 个批号的六味地黄片粉末约

018 g ,精密称定 ,制备供试品溶液。分别精密吸取

混合对照品溶液、供试品溶液各 10μL 注入高效液

相色谱仪 , 采用外标法计算各成分平均质量分数 ,

结果见表 1。
表 1 　六味地黄片中马钱苷和丹皮酚的测定( n = 3)

Table 1 　Determination of loganin and paeonol

in Liuwei Dihuang Pills ( n = 3)

批　号 马钱苷/ (mg ·片 - 1) 丹皮酚/ (mg ·片 - 1)

20060501 0119 0135

070501 0119 0136

080101 0118 0136

3 　讨论
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311 　检测波长的选择 :经二极管阵列检测器分析 ,

丹皮酚分别在 238、274 nm 处有吸收峰 ,而马钱苷

仅在 238 nm 处有吸收峰 ,且在该波长下 ,两成分均

有较大吸收 ,因此 ,选择波长 238 nm 测定本品中马

钱苷、丹皮酚。

312 　流动相的选择 :《中国药典》2005 年版一部中

六味地黄丸有关马钱苷的测定以含有四氢呋喃为流

动相[ 3 ] ,而四氢呋喃对反相色谱系统的柱塞密封圈

有一定的腐蚀性 ,故本实验对马钱苷的色谱条件进

行了系统的研究 ,发现其在以甲醇2水为流动相中可

达到很好的分离 ,且可与丹皮酚在同一的流动相体

系中进行测定 ,最后实现了二者的同时测定。

313 　提取条件的筛选 :本实验考察了超声和回流两

种提取方法 ,结果表明两种提取方法相当 ,因超声提

取相对操作简单、方便 ,故确定以超声处理为本实验

的提取方式。马钱苷为水溶性成分 ,而丹皮酚为脂

溶性成分 ,进一步试验 ,考察不同提取溶剂 (100 %、

80 %、50 %、30 %甲醇) ,发现二者在 50 %甲醇的条

件下提取率最高 ,所以选择 50 %甲醇作为提取溶

剂。在此基础上 ,比较了不同的超声时间 (10、15、

30、45 min) ,结果表明超声时间对二者的提取率影

响不大 , 可选择超声 15 min 提取马钱苷和丹皮酚。
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女贞子多糖除蛋白工艺的研究
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摘 　要 :目的 　筛选女贞子多糖除蛋白的最佳工艺。方法 　以除蛋白率和多糖损失率为指标 ,比较了 3 种不同的
除蛋白方法 (Sevag 法、三氯乙酸法和三氯乙酸2Sevag 法)的效果 ,并用正交试验优选出最佳工艺。结果 　女贞子多
糖除蛋白的最佳工艺为以 1 倍量 10 %三氯乙酸溶液除蛋白 1 次 ,静置 2 h ,离心。结论 　优选出的除蛋白方法效果
较好 ,为女贞子多糖的制备工艺的进一步研究提供了参考。
关键词 :女贞子 ;多糖 ;除蛋白 ;正交试验
中图分类号 :R28412 ;R286101 　　　文献标识码 :B 　　　文章编号 :025322670 (2010) 0320407204

　　女贞子为木犀科常绿乔木女贞 L i g ust rum l u2
ci d um Ait 的干燥成熟果实 ,始载于《神农本草经》,

是一味常用中药材 ,具有扶正固本、补益肝肾、清热

明目的功效 ,临床主要用于强腰膝、乌须发 ,治疗阴

虚内热、头昏耳鸣等症。现代药理研究明表明[1～3 ] ,

女贞子多糖具有显著的免疫增强和抗氧化、抗衰老

作用。有化学研究表明 ,女贞子多糖 (polysaccha2
ride f rom L i g ust rum l uci d um Ait . , PLL A)主要由

鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖及岩藻糖 4 种糖组成[4 ] 。

近年来 ,对女贞子的研究主要集中在其脂溶性成分

如齐墩果酸、熊果酸等 ,而女贞子多糖的研究较少。

由于粗多糖的水提液在醇沉的过程中蛋白质会一起

沉淀下来 ,影响后续的分离纯化研究 ,因此确定除蛋

白质效率高且多糖损失率小的除蛋白方法是很关键

的环节[ 5 ] 。本实验以多糖损失率和蛋白质清除率为

指标 ,针对女贞子多糖选用了 Sevag 法、三氯乙酸法

( TCA 法) 、三氯乙酸2Sevag 法 3 种不同的除蛋白方

法 ,并采用正交试验法优选了三氯乙酸法除蛋白的工

艺 ,旨在筛选简单、可行的女贞子多糖除蛋白方法 ,为

其他植物多糖的除蛋白工艺研究提供一定的参考。

1 　实验材料

女贞子购于安徽亳州药材市场 ,经江苏康缘药

业股份有限公司吴舟主管药师鉴定。

UV2550 —PC 紫外可见分光光度计 ; TDL —

5 —A 型离心机 ;BP —211D 型电子天平 ;牛血清白

蛋白、考马斯亮蓝 G2250 (国药集团化学试剂有限公

司) ; D2无水葡萄糖 (中国药品生物制品检定所 ,批

号为 1108332200503) ;氯仿、正丁醇、三氯乙酸、苯
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