
·1732· 中草蒋Chinese Traditional and llerlMtl Drugs第38卷第11期2007年11月

2．8 回收率试验：取已测定量的药材细粉，分别取

6份，每份约0．25 g，精密称定，置于50mL量瓶中，

各精密加入混合对照品溶液20 mL(含I 12．2

pg／mL、I 3．3 ttg／mL)及甲醇适量，按供试品溶液

制备方法处理，测定。结果I的平均加样回收率为

99．4％，RSD一1．42％i I的平均加样回收率为

98．2％，RSD=2．11％。表明试验方法准确。

2．9样品测定：取27个不同产地菝葜及其近缘种

药材，按供试品溶液制备方法处理，测定，按外标法

以峰面积计算。样品来源及测定结果见表1．
囊I 27十样品的来豫爰测定结果(nz3)

Table 1 Orl2m and determination of 27 samples“=3)
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3讨论

3．1《中国药典)》2005年版一部菝葜项下收载了薯

蓣皂苷元的定量测定。文献报道，I具有抗氧化和抗

肿瘤作用o】，本课愿组最近的研究表明，I亦具有显

著的抗肿瘤作用。因此，对不同产地的菝葜中有效成

分I和I进行测定研究，为综合评价不同产地菝羹

资源品质提供了科学依据。

3．2本研究表明：同一品种不同产地的菝葜中I和

I的总量存在显著差异。菝葜在我国分布较广，多生

长在海拔1 000 m以下的林地。对测定结果与样品

的分布特征及生态环境o。1作相关性分析发现，菝葜

中有效成分I和I的量与采集地的海拔高度有～定

关系，产于海拔较高的菝葜I和I的总量较高，如采

集于海拔在500—1 000 m的湖北麻城、广西宾阳、

湖南靖州、重庆涪陵、四川宜宾、安徽天柱山样品中

量较高；不同品种菝葜中有效成分的总量亦有差别i

总量在0．26％～2．74％，其中．产于广西武鸣的华

肖菝葜、广东徐闻的肖菝葜及湖北秭归的小叶菝葜

中量较高。

3．3根据药农的经验，生长5年以上的菝葜才合药

用。菝葜中蘸类成分的量是否受生态环境和生长年

限的影响，尚在进一步研究之中。

References；

Ct]Xu S Z．GanG P．Wu H Z．d一．Investigation ofthetie一

洲c髑of Smilax medicinal plants CJ3．Res P，4“ClH,n Med

(现代中药研究与实践)．2006．20(1)。2良

[2]Zhong F．Luo S J．Tang S M．Progress in study on meche．

nism of弛svegati-o]inhibitating ecll proli{eration[J]．C／fin
Tradit Herb Drugs(中草药)，2003．34(5)l S-ii．

[3]Xu SZ，WangGz，GanGP．da／．The$tudy∞the C01．re-

lation between the habitat and the quality of the Smilaa!china

CJ]．JChinMedMawr(中药材)，2005．28(1z)。i055．

HPLC测定生地黄中地黄苷A和D

王慧森，刘 明，李更生’

(河南省中医药研究院中药研究所，河南郑州450004)

地黄为玄参科植物地黄Rehmannia gl础inosa
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较大易溶于水，热稳定性较差‘“。研究发现地黄从鲜
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1／10口]，而地黄苷A、D比较稳定，且生地黄中的量较

高。地黄苷A、D具有滋阴补血的作用“‘5]，为地黄的

主要有效成分。国内外尚未见同时测定地黄中地黄苷

A和D的报道。本实验采用HPLC法同时测定市售

的多个生地黄药材样品中地黄苷A和D，其结果准

确，可作为生地黄药材质量控制的定量测定方法。

1仪器与试药

1．1仪器：高效液相色谱仪为日本岛津公司产品，

岛津Lc—loA，SPD—M10A二级管阵列检测器，

Class—vp 5．13操作软件。

1．2试剂：乙腈为色谱纯(Merck公司)；甲醇为分

析纯(北京化工厂)I水为双蒸水并经o．45 p-m水系

滤膜滤过；D—101型、DA一201型、DM一301型大

孔吸附树脂(天津市海光化工有限公司)。 ，

1．3对照品：地黄苷A、地黄苷D为自行提取精

制，并经Uv、m、1H—NMR、”C—NMR鉴定结构，高

效液相法测定质量分数为98％口]。

1．4药材：市售，经本院都恒青研究员鉴定来源为

地黄Rehmannia glutinosa Libosch．。

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱为Inertsil NH2分析柱(250

ITlm×4．6 mm，5 pm)(迪马公司)，流动相为乙腈一

水(75：Z5)，体积流量：1 mL／min，检测波长：203

12m，理论塔板数按地黄苷A和D的峰计算均应不低

于3 000。在此色谱条件下，样品分离良好。见图1。
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围1地黄苷A、D对照品(1)和样品(I)HPLC色谱圈

Fig．1 HPLC Chromatogram of Rehmannioside A，D

reference substance(I)and sample(I)

2．2线性关系考察：精密称取地黄苷A、D对照品

置25 mL量瓶中，以70％乙腈溶解制成分别为

1．92、1．32 mg／mL的溶液，作为混合对照品液。精

密吸取1、2、3、4、5 mL置10 mL量瓶中，加70％

乙腈稀释至刻度，摇匀，制成系列混合对照品溶液，

分别进样10 pL，测定峰面积的积分值，以峰面积为

横坐标，对照品的量为纵坐标进行回归，得地黄苷A

回归方程为：A=6．51×105 C一2．04×103，r=

0．999 3，线性范围为0．192～0．960 mg／mLI地黄

苷D回归方程为：A一2．69×106C+3．44×103，r=

0．999 9，线性范围为0．132～0．660 mg／mL。

2．3精密度试验j精密吸取同一份样品溶液，重复

进样6次，每次10止，分别测定峰面积积分值，计
算得地黄苷A的RSD一1．91％，地黄苷D的

RSD=2．11％。

2．4稳定性试验：取同一份样品溶液分别在配制后

0、2⋯4 6 8、10 h进样lo“L，记录峰面积积分值，结

果地黄苷D峰面积的RSD为3．51％，地黄苷D峰

面积的RSD为2．23％，结果表明样品溶液在lO h

内稳定。

2．5重现性试验：取同一生地黄药材，精密称取药

粉0．5 g，平行取6份进行提取测定，计算其质量分

数，求得地黄苷A和D的RSD分别为1．52％和

3．97％。

7 2．6加样回收率试验：平行取同一生地黄(地黄苷

A 0．356％；地黄苷D 0．166％)药粉6份，每份

0．25 g，精密称定，分别加入混合对照品溶液(地黄

苷A 1．92 mg／mL；地黄苷D 1．32 mg／mL)0．5

mL，按样品测定方法进行测定，计算地黄苷A和D

的平均回收率分别为96．1％(RSD为1．9％)，

97．4％(RSD 2．2％)。

2．7样品的测定：将生地黄药材剪切成约2 mm的

薄片，60℃干燥6 h，至干燥器中放冷。取适量粉碎

过四号筛，精密称取生地黄药粉0．5 g，置圆底烧瓶

中，加50％甲醇30 mL，冷浸过夜．水浴回流1．5

h，放冷，滤过，滤液蒸干，残渣加水2 mL使溶解，放

冷，通过DA—ZOl型大孔吸附树脂柱(内径1．5 cnl，

长15 cm)，以水80 mL洗脱，弃去水液，再用30％

甲醇80 mL洗脱，收集洗脱液，蒸干，用70％乙腈

溶解并转移至5 mL量瓶中，加70％乙腈至刻度，

摇匀，经0．45 pm微孔滤膜滤过，作为供试品溶液。

进样10 pL，测得地黄苷A和D的峰面积，按外标

一点法计算质量分数，结果见表1。

裹I样品测定结果抽=3)

Table 1 Determinatiola of sHmpl∞抽=3)

药材来源 地黄昔A／(mg·g-i)地黄苷D／(mg·g 1)

(下转第1744页)
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3讨论

3．1 地黄苷A和D结构中只有一个双键，无共轭结

构，紫外吸收光谱图在末端有吸收，样品溶液及对照品溶

液在203 nm处吸收均较强，故测定波长定为203 rim。

3．2在样品提取条件的筛选试验中，曾分别采用

50％甲酵、80％甲酵、甲醇、50％乙醇、80％乙醇、

乙醇回流提取，提取液滤过，定容，作为供试品溶液。

进样lo止测定地黄苷A、D的峰面积，结果表明
50％甲醇回流提取1．5 h，地黄苷A、D的提取率最

高，故采用本法制备供试品液。

3·3在制备样品溶液时曾选用D一101型、DA一201

型．DM一301型3种大孔吸附树脂用于样品提取液

的除杂，结果DA一201型大孔吸附树脂除杂效果较

好，样品回收率最高。故选择DA一201型大孔吸附树

脂用于样品提取液的除杂。

3．4 分别以乙脖水(60 l 40、65 l 35、70 I 30、75；

25、80 z 20)为流动相进行测定，结果乙腈一水(75 t 25)

为流动相时，地黄苷A和D的峰形对称性较好，与其他

杂质峰达基线分离。故选择乙脖水(75。25)为流动相。
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