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摘　要: 目的　建立测定结香茎皮中两种香豆素有效成分伞型花内酯和西瑞香素的方法。方法　用甲醇超声提取,

反相高效液相色谱法测定药材中各香豆素成分的量。以乙腈-水 ( 0～10 min, 乙腈 35% ; 10～30 min, 乙腈 35%～

65% )为流动相进行梯度洗脱,检测波长325 nm, 体积流量0. 6 mL / m in。结果　各香豆素成分在测定范围内线性关

系良好。结论　该方法准确、快速,适用于结香药材的质量控制。
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　　结香 Edgew orthia chry santha Lindl. 名出《群

芳谱》, 系瑞香科结香属植物,其花蕾、茎和根皮均可

入药
[ 1]
。结香全株入药,能消肿止痛, 可治跌打损伤、

风湿疼痛。根茎皮在民间用于治疗风湿性关节炎、腰

痛、跌打损伤、胃肠炎、泌尿道疾病等。结香茎皮中主

要含香豆素类化合物 [ 2, 3] , 具有植物生长调节作用、

抗菌抗病毒作用、平滑肌松弛作用、抗凝血作用

等
[ 4]
。近年来,人们从中草药和海洋生物体中分离到

了具有抑制 HIV 活性的生物碱、萜类、木脂素、皂苷

以及香豆素等天然活性物质。其中香豆素类化合物

由于相对分子质量小、合成相对简单、生物利用度高

等优点,引起了药物学家们的高度重视
[ 5]
。

目前尚未有采用反相高效液相色谱测定结香中

香豆素成分的文献报道,大部分是关于结香中化学

成分的研究。本实验采用高速逆流色谱分离制备伞

型花内酯和西瑞香素对照品, 并建立了 RP-HPLC

法测定结香药材中这两种香豆素成分的方法。

1　仪器与试药

TBE- 300A 型半制备型高速逆流色谱仪(上海

同田生化公司)。岛津高效液相色谱仪(配有 LC-

10AT vp 输液泵, SPD - 10A vp 紫外检测器,

CLA SS-VP 色谱数据处理系统)。Sartorius BP211D

型十万分之一电子天平。伞型花内酯和西瑞香素对

照品(根据文献 [ 6]自制, HPLC面积归一化法测定其

质量分数为 99. 5% )。

结香药材取自浙江杭州等地区,浙江省医学科

学研究院药物研究所叶益萍副研究员鉴定。

乙腈(色谱纯) ,重蒸馏水。

2　方法与结果

2. 1　液相色谱条件: 色谱柱为 Shim-Pack CLC

ODS ( M ) C18 ( 250 mm×6 mm, 5 Lm) , 以乙腈-水
( 0～10 min, 乙腈 35%; 10～30 min, 乙腈 35%～

65% )为流动相进行梯度洗脱,检测波长 325 nm, 体

积流量: 0. 6 mL/ m in。在上述色谱条件下,样品中各

香豆素成分峰形良好且与其他杂质完全分开。

2. 2　样品提取方法的选择:曾比较用不同的提取方

法¹ 甲醇回流提取 3 次( 1. 5、1、1 h) , 得到总浸膏;

º甲醇超声提取 3 次 ( 0. 5、0. 5、0. 5 h ) , 每次 30

m in, 得到总浸膏。实验结果表明两种方法无明显差

异,但超声提取时间大大缩短,因此采用方法º提取
样品。

2. 3　对照品溶液制备及线性范围的考察:精密称取

伞型花内酯和西瑞香素对照品适量, 加流动相定容

至 5 mL,精密吸取 1、2、4、6、8、10、12 LL 注入液相
色谱。结果表明, 伞型花内酯线性范围为 0. 031～

0. 387 Lg /LL, 回归方程 Y 1= 19 628 X 1+ 856, 西瑞

香素线性范围为 0. 027～0. 296 Lg /LL, 回归方程
Y 2= 26 458 X 2+ 243,相关系数均为0. 999 8。

2. 4　供试品溶液的制备: 精密称取干燥样品 1. 0 g

置圆底烧瓶中, 甲醇超声提取 3 次( 0. 5、0. 5、0. 5

h) ,合并提取液,浓缩后置于 50 mL 量瓶中定容、混

匀,微孔滤膜 0. 45 Lm 滤过。
2. 5　精密度试验:取供试品溶液 1份,进样 20 LL,
连续进样 6次。各香豆素色谱峰面积无明显变化, 伞

型花内酯与西瑞香素 RSD分别为 1. 25%, 0. 41%。

2. 6　稳定性试验:精密吸取同一供试品溶液,按 0、

0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 h分别测定色谱峰面积。结

果表明,供试品溶液 8 h 内稳定, 色谱峰面积无明显
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变化,伞型花内酯与西瑞香素 RSD分别为 1. 03%

和 0. 95%。

2. 7　重现性试验:取 5份样品, 制备供试品溶液,进

样测定,计算其中各香豆素的量,伞型花内酯与西瑞

香素RSD分别为 0. 88%和 1. 13%。

2. 8　加样回收率试验:准确称取药材干燥粉末 5份

各 0. 80 g ,分别精密加入对照品溶液各 0. 2 mL。按

上述提取方法进行提取, 定容至 20 mL。进样 10

LL,按上述色谱方法条件测定。结果平均回收率
( n= 5)为:伞型花内酯 98. 1% ( RSD 为 2. 01%) ,西

瑞香素 96. 9% ( RSD为 1. 75% )。

2. 9　样品测定:取样品制备供试品溶液。分别量取

供试品溶液和对照品溶液 10 LL 进样。按上述色谱
条件测定各香豆素成分峰面积, 依外标法计算。测定

结果见表 1。色谱图见图 1。
表 1　样品测定结果( n= 5)

Table 1　Determination of two coumarins

in E . chrysantha ( n= 5)

样品 产地 伞型花内酯/ % 西瑞香素/ %

1 杭州 0. 076 0. 144

2 遂昌 0. 089 0. 169

3 磐安 0. 043 0. 101

4 东阳 0. 052 0. 198

5 衢州 0. 033 0. 095

6 温州 0. 097 0. 157

3　讨论

3. 1　流动相的选择: 实验结果表明甲醇-水体系不

适合在反相柱上分离结香茎皮的甲醇提取物,由于

成分复杂很难做到目标化合物的基线分离; 在尝试

乙腈-水体系过程中发现以固定比例如乙腈-水( 8∶

2)、( 6∶4)则两个香豆素成分仍不能分开, 若换成乙

腈-水( 2∶8)、( 3∶7)则西瑞香素长时间不出峰;最

后,采用乙腈-水体系梯度洗脱得到了满意的分离

效果。

3. 2　吸收波长的选择:在 200～600 nm 对两个化

合物的甲醇溶液作紫外扫描, 结果发现在 325 nm

下两个化合物有共同的最大吸收波长,且作 HPLC

检测时在该波长下其他杂质对峰型的影响相对也较

小。故本实验中吸收波长选用 325 nm。

3 . 3　在用高速逆流色谱分离制备目标化合物时采

t / min

1-伞型花内酯　2-西瑞香素

1-umbell iferone　2-daphnoret in

图 1　对照品(A)和样品(B)色谱图

Fig. 1　Chromatogram of reference substances (A)

and samples (B)

用醋酸乙酯作溶剂提取总浸膏,浸膏中杂质相对较

少,有利于制备性分离纯化目标化合物;但在测定过

程中,为了准确测定药材中香豆素成分的量, 应该采

用甲醇等溶剂以最大量提取药材中的目标化合物。

3. 4　本实验仅仅是建立了一种测定方法,由于药材

原产地的不同, 结香中各香豆素成分的量也存在差

异。本次实验仅测定了浙江各地产的结香中香豆素

的量。
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