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图1 冒公藤乙素(A)和雷公藤(B)的色谱图

Fig·1 Chromatograms of tripdiolide(A)

and T．willfordii(B)

美国健康研究所对其在福建省泰宁县的雷公藤

药材种植基地出产的雷公藤药材要求检测雷公藤甲

素和雷公藤乙素，以此作为衡量雷公藤药材质量标

准的依据。

本实验对两个活性成分采用同一提取方法、同

一色谱柱、同一体系、同一波长进行测定，方法简便，

而且在《中国药典》中雷公藤药材仅有鉴别项。对雷
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图2雷公藤甲素(c)和雷公藤(D)的色谱图

Fig．2 Chromatograms of tritolide(C)

and T．willfordii(D)

公藤药材定量测定方法的研究可作为雷公藤药材质

量标准建立的重要参考。
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RP—HPLC同时测定枇杷叶中4种三萜酸

陈龙胜，忻呖，许舒雯

(安徽省分析测试中心，安徽合肥230031)

摘 要：目的建立同时测定枇杷叶中4种三萜酸成分2a一羟基齐墩果酸(I)、2a一羟基熊果酸(I)、齐墩果酸(I)

和熊果酸(IV)高效液相色谱。方法采用反相高效液相色谱法，使用Phenomenex—C。s柱(250 mmX 4．6 mm，5

pm)，流动相为甲醇一1．O％醋酸溶液(88，12)，体积流量0．8 mL／min，柱温25℃，检测波长215 nm。结果 成分

I～IV在进样量1．O～6．0弘g均有良好线性关系．r=0．999 9(雄一6)，I～IV的平均加样回收率分别为96．2％、

99．0％、101．4％、98．2％，RSD分别为0．64％、0．36％、0．31％、0．44％。结论该方法方便快速，结果准确可靠。
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枇杷叶为蔷薇科植物枇杷Eriobotrya japonica

(Thunb．)Lindl．的干燥叶，是常用中药材之一，具

有止咳化痰、降气和胃之效，常用于支气管炎、肺热咳

嗽m2。。文献研究表明枇杷叶中三萜酸类化合物种类

丰富，其中齐墩果酸和熊果酸具有显著的抗炎、抗肿

瘤、促进免疫、保肝、强心等药理作用‘引。随着药理研
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究进一步深入，发现2a-羟基齐墩果酸对人口腔鳞状

癌细胞(HSC一2)和人唾液腺癌细胞(HSG)具有抑制

生长的功能；2Q一羟基熊果酸对I型糖尿病和肥胖症

有着确切疗效，被称为“植物胰岛素，，[3。。目前文献只

报道了枇杷叶中齐墩果酸和熊果酸的高效液相色谱

法[“副，未见2a一羟基齐墩果酸、2n一羟基熊果酸定量分

析方法报道。因此，本实验建立了同时测定枇杷叶2a一

羟基齐墩果酸、2a一羟基熊果酸、齐墩果酸和熊果酸的

高效液相色谱法，并利用该方法测定安徽黄山产枇杷

叶中4种三萜酸量，结果表明该方法快速准确。

1仪器与试药

Angilentll00系列高效液相色谱仪，配备HP

化学工作站；GKCll4数显控温水浴锅，上海浦东新

区电理仪器厂。

2a一羟基齐墩果酸(I)、2a一羟基熊果酸(I)对

照品(本实验室自制，质量分数大于98％)，齐墩果酸

(Ⅲ)、熊果酸(Ⅳ)(质量分数95％，北京百灵威试剂

公司)，甲醇(色谱纯，美国天地公司)，二次蒸馏水，

冰醋酸、乙醇(分析纯，中国医药集团)。

枇杷叶样品采自安徽省黄山，为大红袍品种。由

鲍丽仙鉴定。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为Phenomenex—C18(250 mm×

4．6 1Tim，5弘m)；柱温：27℃；流动相：甲酷1．O％醋酸
水溶液(88。12)；检测波长：215 nm；体积流量：0．8

mL／min；进样方式：自动进样；柱温：25℃。

2．2对照品溶液的配制：将I～Ⅳ对照品放入烘箱，

在105℃干燥至恒质量，分别准确称取10．0 mg对照

品，置入10．0 mL量瓶中，以甲醇超声溶解，定容。

2．3供试品溶液制备：新鲜枇杷叶干燥至恒重后粉

碎过60目筛。取2．0 g枇杷叶粉，加入90％乙醇溶液

20 mL于90℃提取3 h，提取3次，自然冷却后将所

得提取液合并用90％乙醇溶液定容至100 mL。取

20．0 mL提取液浓缩至5．0 mL，加入40．0 mL二次

蒸馏水滤过，将沉淀物干燥后甲醇溶解定容至25．0

mL，备用。

2．4线性关系的考察：将I～Ⅳ对照品溶液分别进

样1、2、3、4、5、6_uL，按照色谱条件测定峰面积，以峰

面积为纵坐标，以对照品进样量为横坐标，绘制标准

曲线，Y=3．342+350．371 X，r=0．999 99；

y=一1．411+325．538 X，r=0．999 99；Y=

一19．153+417。334 X，r=0．999 99；y=一3．249+

368．621 X，，．=0．999 99。

该色谱条件下，I～Ⅳ进样量在1．O～6．0 pg，

线性关系良好。

2．5精密度试验：将4种三萜酸对照品5止各进样

6次，测定峰面积，结果4种三萜酸成分RSD分别为

I 1．2％，I 1．6％，1 0．8％，Tv 0．9％。

2．6重现性试验：取编号为050106的样品按“2．3”

项下方法平行制备6份供试液，在“2．1”项色谱条件

下进样20 pL分析，I～】＼『质量分数分别为7．20、

8．56、3．47、9．56 mg／g，RSD分别为3．0％、2．6％、

2．7％、1．2％。

2．7 回收率试验：取5个已测定的枇杷叶样品各

1．0 g，分别加入I～Ⅳ对照品5．0 mg，按供试液制

备方法操作，并按上述色谱条件测定峰面积，4种成

分平均回收率分别为I 96．2％(RSD=0．64％)、I

99．0％(RSD=0．36％)、I 101．％(RSD=0．31％)、

Ⅳ98．2％(RSD=0．44％)。

2．8样品测定：在“2．3”项下供试样制备方法下，对

黄山所送5个批次枇杷叶中4种三萜酸的量进行测

定，结果见表1，其色谱图见图1。

裹1枇杷叶样品中4种三萜酸测定(一=3)

Table 1 Determination of four triterpene acids

in E．japonica leaves抽一3)

0 5 10 】5 20 25

t，min

卜2a-羟基齐墩果酸2—2a一羟基熊果酸3一齐墩果酸4一熊果酸

卜2a—hydroxy oleanolic acid 2-2a—hydroxy ursolic acid

3-oleanolic acid 4-ursolic acid

图l对照品(A)与样品(B)色谱图

Fig．1 Chromatogram of reference substances

(A)and samples(B)
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3讨论

3．1 提取条件的优化：通过正交设计实验考察了乙

醇浓度、温度、时间和料液比4个因素对有效成分转

移率的影响，结果发现当乙醇为90％，提取温度为90

℃，料液比为1 z 10时，提取3 h为最优。在此条件下

提取3次后4种三萜酸有效成分转移率均在96．2％

以上，能够满足测定要求。

3．2水洗涤对测定效果的影响：在供试液制备中曾

将提取液直接进行HPLC分析测定，结果发现，由于

大量水溶性杂质的存在严重干扰了2a一羟基齐墩果

酸和2a一羟基熊果酸色谱峰的分离，增加测定结果不

确定性。通过洗涤可以去除水溶性杂质的干扰，使得

基线飘逸得到改善，测定效果准确性增强。对洗涤前

后样品中4种三萜酸定量测定结果表明，洗涤过程

不会造成成分损失。

3．3本实验建立的枇杷叶中4种三萜酸RP—HPLC

测定方法，具有操作简单、快速、准确的优点，为枇杷

叶质量控制提供了一个可靠的测定方法，同时也为

枇杷叶在治疗糖尿病和抗癌方面的研究提供了一个

定量分析方法。
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附子中3种双酯型生物碱的定量分析

简 晖h2，董宁霞1，郑 晗1，冯育林1’2，龚千锋1’¨，杨世林1’2

(1．江西中医学院，江西南昌 330006}2．中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西南昌 330004)

摘 要：目的 建立附子中乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的定量测定方法。方法采用反相高效液相色谱法，选择

Hypersil ODS2色谱柱(250 mm×4．6 mm，5弘m)，以40 rnmol／L乙酸铵溶液一乙腈为流动相梯度洗脱。检测波长

235 nm。结果 乌头碱、次乌头碱、新乌头碱均得到较好分离，分别在0．170～85、0．319～159．5、0．218～109腿呈

良好的线性关系，平均回收率为102．1％(RsD=1．84％)、97．7％(RSD一1．92％)、96．4％(RSD=2．51％)。结论

该方法简便、灵敏、准确，可用于附子的质量控制。

关键词：附子I乌头碱；次乌头碱；新乌头碱；高效液相色谱
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附子为毛茛科植物乌头Aconitum carmichaeli

Debx．根的加工品，具有回阳救逆、补火助阳等功

效[1]，是lf6i床常用的重要中药。附子生品有大毒，其

中所含的二萜双酯型生物碱既是有效成分，又是毒

性成分[2]，为保证I临床用药的安全有效，须严格控制

附子中此类生物碱的量。附子所含的二萜双酯型生

物碱中，较重要和量较高的有乌头碱、次乌头碱、新

乌头碱[3]，本实验采用高效液相色谱法同时测定这3

种双酯型生物碱的量，操作简便，准确度高，对附子

的质量控制和药效评价具有重要意义。

1仪器与材料

Dionex U3000(T一3XOO柱温箱、PDA一3000

检测器、P一3400A分析泵、WPS自动进样器)，

KQ一100型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限

公司)。

乙腈、甲醇为色谱纯，乙酸铵、乙醚、氯仿等试剂

均为分析纯。盐附子购于四川江油恒源药业集团有限

公司，经本院生药教研室赖学文教授鉴定为正品附

子。乌头碱对照品(批号110720—200410)、新乌头碱对

照品(批号110799—200404)、次乌头碱对照品(批号

110798—200404)购于中国药品生物制品检定所。

2方法与结果

2．1色谱条件：Hypersil ODS2色谱柱(250 mm×

4．6 mm，5 pm)I流动相：40 mmol／L乙酸铵溶液一

收稿日期：2007—12—06
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