
果见表 2, 3和图 1。
表 2　不同产地蛇足石杉总碱及 Hup A的含量 ( n= 3)

产地 总碱 (% ) Hup A(% )

贵州 0. 418 0. 018

广东 0. 587 0. 021

安徽 0. 576 0. 020

　　注:提取溶剂为氯仿

表 3　 Hup A在蛇足石杉中的分布

产地 部位 Hup A(% )

广东　 根 0. 002 0

南昆山 茎 0. 012 3

叶 0. 012 9

安徽　 根 0. 003 5

茎 0. 013 2

叶 0. 006 3

3　结论与讨论

3. 1　 HPLC法测定石杉碱甲 ,方法简单 ,线性范围

广 ,灵敏度高 ,是目前测定 Hup A药源的快速灵敏

的一种有效方法。 测定中比较了 3种流动相: 甲醇 -

水 ( 50∶ 50,含 0. 01%三乙胺 )、甲醇 -乙腈-水 ( 40∶

10∶ 50,含 0. 01%三乙胺 )、乙腈 -KH2 PO4 溶液

( 12∶ 88) ,结果乙腈 -KH2 PO4溶液 ( 12∶ 88)为流动

相分离效果最好。 其中三乙胺的浓度对出峰影响较

大 ,浓度增大 ,不出峰。这与周芝芳等
[5 ]
对 Hup A胶

囊的测定结果一致。

3. 2　蛇足石杉总碱的几种提取方法结果表明 ,各提

取方法之间并无显著差异。

3. 3　 Hup A测定结果表明 ,广东南昆山样品、贵州

1-根　 2-茎　 3-叶

4-Hup A对照品

图 1　蛇足石杉不同部

位 中 Hup A的

HPLC图

样品和安徽样品的石杉碱

甲含量之间稍有差异。

3. 4　 Hup A在两个产地的

蛇足石杉植株中的含量分

布为地上部分大于地下部

分。 但 Hup A在茎和叶中

的分布差别较大 ,对此只有

通过对不同产地蛇足石杉

植株不同部位 Hup A含量

的进一步调查才能解决。同

时也说明 Hup A可能在蛇

足石杉的叶中合成 ,而后通

过茎向地下部根中运输。

3. 5　蛇足石杉广布于全国

各地 ,目前药源产地主要为

云南、四川、贵州 ,作者将进

一步开展对不同产地药源含量的测定工作。
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苦豆子种子生物碱离子交换分离的因素研究

王洪新 ,王　键 

(江南大学食品学院 天然资源研究室 ,江苏 无锡　 214036)

　　苦豆子 Sophora alopecuroides L.又名苦甘草、

嘎顺—包日其格 (蒙药名 ) ,是豆科槐属植物 ,在我国

主要分布于西北沙漠地带 ,其种子、根茎及全草都是

我国西北地区常用的中药材 ,有清热解毒、祛风燥

湿、止痛杀虫等作用 [1 ]。研究发现苦豆子富含生物

碱 ,特别是苦豆子种子中的生物碱含量高达

8. 11% 。苦豆子种子中生物碱以氧化苦参碱、氧化槐

果碱、苦参碱、槐定碱、槐果碱等喹喏里西定 (quino-

lizidine)型生物碱为主
[2 ]
。由于该类生物碱的极性较

大 ,因此在水中的溶解性较好
[3 ]
。因此可以利用离子

交换树脂法 ,经过酸水提取、离子交换与碱化洗脱三

步处理得到纯度较高的总生物碱 ,成本低、操作简

便 ,适于工业生产。本研究利用静态法和动态法进行

了离子交换树脂的筛选 ,并利用加助溶剂的方法改

善了苦豆子生物碱的分离效果。并利用液质联用

( HPLC-M S)仪分析了离子交换洗脱液的成分。
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1　材料和仪器

苦豆子的干燥全草 (含种子 )新疆产 ,购自新疆

乌鲁木齐市中药材公司 ,并经生药鉴定。 732, D001,

HZ002树脂来源于上海亚东核极树脂有限公司 ;氧

化苦参碱对照品 (上海市药品检验所 ) ;试剂均为分

析纯。

722分光光度计 (上海分析仪器总厂 ) ; PHS-2型

酸度计 (上海第二分析仪表厂 ) ; 79-1型恒温磁力搅拌

器 ; Wa ters Pla tform ZMD4000液质联用分析仪。

2　方法和结果

2. 1　实验方法

2. 1. 1　树脂的预处理:依次用食盐水、NaOH溶液、

盐酸溶液、 NaOH溶液、盐酸溶液浸泡 ,洗净后备用。

2. 1. 2　静态吸附试验:在具塞三角瓶中加入一定量

的不同类型离子交换树脂和 100 mL一定浓度的生

物碱提取液 ,放在恒温摇床上振荡 ,直至平衡为止 ,

以差减法计算平衡交换容量。

2. 1. 3　动态吸附试验:将一定量的离子交换树脂 ,放

在离子交换柱中 ,通入生物碱提取液 ,直至树脂饱和

为止 ,以去离子水冲去残存液体后 ,再以合适的洗脱

液洗脱 ,分析洗脱液中离子含量 ,换算成树脂吸附量。

2. 1. 4　分析条件: 色谱柱: XTerra
TM

MS柱 ( 2. 1

mm× 150 mm) ,电喷雾离子化质谱检测器 ,流动相:

碳酸氢铵 -甲醇 ( 20∶ 80) ,温度: 25℃ ,质谱信号采

集范围: 185～ 500,流速: 1 mL /min;进样量: 5μL。

2. 2　分析方法

2. 2. 1　苦豆子种子总生物碱浓度的测定: 利用酸性

染料染色法测定苦豆子中总生物碱含量 [4 ]。 以移液

管吸取一定量浸出液 ,加入溴麝香草酚蓝 pH7. 6的

缓冲液 6. 00 mL,氯仿 6. 00 mL,密塞剧烈振动 2

min,静置 2 h,在 417 nm处测定氯仿层的吸光度

值 ,按标准曲线得生物碱浓度。

2. 2. 2　苦豆子种子生物总碱的 HPLC-M S分析:分

析条件: 色谱柱: XTerra
TM

MS柱 ( 2. 1 mm× 150

mm) ,检测波长: 200～ 600 nm;流动相: 碳酸氨铵 -

甲醇 ,温度: 25℃ ,流速: 1 m L /min,进样量: 5μL。

将一定量的生物碱溶液按上述条件进行分析。

分析结果由面积归一法算得不同物质的含量。

2. 3　不同树脂的吸附效果: 利用树脂吸附生物碱的制

备方法主要有静态法和动态法。 静态法制备生物碱操

作简单 ,设备要求低且可分批进行。而生产中则以动态

法为主 ,最常用的操作方式为固定床离子交换法。苦豆

子生物碱在水溶液中有较好的溶解性 ,尤其在酸水溶

液可以形成生物碱盐正离子形式。 因此本实验根据它

们溶解性质 ,选用强酸性阳性树脂 732、 D001和

HZ002树脂作为吸附介质。 根据不同温度、不同交换

反应时间时的交换量以及平衡时的交换量计算出交换

容量和吸附率 ,并加以比较。结果见表 1, 2。
表 1　树脂对苦豆子生物碱的静态交换效果

树脂 类型
树脂体积

( m L)

料液体积

( m L)

体积交换容

量 ( mg /m L)

质量交换容

量 ( mg /g )

732　 凝胶 10 100 26. 07 64. 41

HZ002 凝胶 10 100 10. 53 27. 04

D001　 大孔 10 100 25. 58 60. 18

表 2　树脂对苦豆子生物碱的动态交换结果

树脂 吸附率 (% ) 解吸率 (% )

732 84. 23 67. 4　

D001 78. 13 84. 56

HZ002 38. 67 -

　　注: 树脂 -提取液= 1∶ 10,提取液流速: 1. 5 BV /h,洗脱

液浓度: 0. 5 mo l / L,洗脱液流速: 1. 0 BV /h

　　由表 1, 2可知 ,吸附效果以 732型树脂最佳 ,但

是其解吸率仅有 67. 4% ,并不适于作为苦豆子种子

生物碱的离子交换剂。 虽然 D001树脂的吸附效果

稍逊于 732型凝胶树脂 ,但是其解吸率较高 ,因此综

合考虑选择该型树脂作为苦豆子生物碱的离子交换

树脂。

2. 4　 pH值对固定床离子交换效果的影响:提取液

pH是决定离子交换平衡关系的一个重要因素 [5 ]。提

取液中游离生物碱浓度与生物碱盐浓度处于相对平

衡之中 ,溶液 pH值直接决定了二者的浓度大小 ,从

而影响了生物碱与树脂交换的效果。分别采用不同

pH值的提取液上柱交换 ,收集流出液 ,绘制流出曲

线 ,见图 1。

流出量 /m L

A-pH 2. 5　 B-pH 1. 0　 C-pH 0. 5

图 1　 pH值对离子交换过程的影响

　　从图 1中可以看出 ,随着 pH值的降低 ,流出曲

线变陡。 pH 1. 0与 pH 0. 5时流出曲线的形状以及

有效交换容量比较接近 ,这是由于 pH< 1. 0时 ,溶

液中生物碱主要以正离子的状态存在 ,与树脂之间

的交换属优惠平衡 ,树脂相生物碱浓度沿柱高扩散

较慢 ,交换区高度较短 ,因此流出曲线波形陡峭 ,树
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脂利用率高。而 pH为 2. 5时 ,树脂柱的交换容量明

显下降 ,穿透时间缩短。这说明 ,此时溶液中生物碱

正离子的比率减少 ,选择吸附性下降 ,导致了其他杂

质离子的吸附 ,从而使交换容量下降。

2. 5　洗脱剂的选择:早期在进行苦参碱型生物碱的

离子交换纯化时 ,由于该型生物碱与树脂上磺酸基

结合较紧密 ,而且该型生物碱的分子半径较大 ,不易

被洗脱下来 ,因此洗脱效率较差
[6 ]
。传统的洗脱方法

为先干燥已吸附生物碱的离子交换树脂 ,然后用氨

水碱化 ,最后再以有机溶剂反复洗脱。该方法费时费

力 ,在实际生产中应用不便。因此本实验在选择树脂

的开始阶段 ,就将洗脱效果的优劣作为筛选树脂的

关键指标。在此基础上 ,本实验选用碱性物质作为洗

脱剂。洗脱剂的浓度与洗脱环境的 pH值直接相关 ,

在保持较高的 pH值条件下 ,结合在离子交换树脂

上的生物碱会转化为游离生物碱 ,由树脂上脱落下

来 ,从而被洗脱下来。 为了提高洗脱得率 ,就要选定

合适的洗脱剂浓度。结果见图 2。

洗脱剂浓度 C /mol· L- 1

图 2　洗脱剂浓度对洗脱效果的影响

　　由图 2可知 ,洗脱剂的浓度并不是越高越好 ,在

超过 0. 3 mol /L后 ,随着洗脱剂的浓度提高 ,得率持

续下降。 因此使用得率较高的洗脱剂浓度为 0. 3

mol /L。

另外 ,苦豆子种子生物碱在洗脱剂中的溶解度 ,

也会影响到洗脱效果。为了提高解离效果 ,可以加入

合适的有机溶剂作为助溶剂。本实验从价格因素和

毒性来考虑 ,以乙醇作为助溶剂较为适合 ,且其浓度

在 20%左右时最佳。见表 3,图 3。

2. 6　洗脱液中生物碱分析:见图 4, 5。

　　由图 4氧化苦参碱的保留时间可知 ,图 5中

6. 602 min出峰的成分应该是氧化苦参碱 ;由图 5

中电喷雾质谱数据可知 8. 883 min出峰的成分相对

分子质量为 262。 迄今为止见诸报道的苦豆子生物

碱中 ,只有氧化槐果碱 ,因此可以初步判断出该成分

应该是氧化槐果碱。根据不同成分的质谱出峰面积 ,

可以知道苦豆子种子生物碱离子交换洗脱液中以氧

化苦参碱和氧化槐果碱为主 ,两者的相对百分含量

为 74. 44%。
表 3　助溶剂浓度对洗脱效果的影响

乙醇含量 (% ) 洗脱液浓度 ( g /L)

　　　　　　 0 　　　　　　 1. 565

5 1. 721

10 1. 835

15 1. 873

20 2. 018

25 1. 950

30 1. 912

35 1. 796

40 1. 758

50 2. 240

A-加 20%乙醇助溶剂　 B-不加助溶剂

图 3　助溶剂对洗脱曲线的影响

图 4　氧化苦参碱 (A)及苦豆子生物碱洗脱

液 (B)的 HPLC图谱

图 5　洗出液在 6. 602 min( A)和 8. 833 min

(B)时的 HPLC-MS图谱

3　讨论

3. 1　离子交换过程要求互相交换的两种离子都能

够在树脂颗粒内部自由迁移扩散进出。 树脂颗粒内

部孔道的大小决定了离子交换树脂的交换速度和选

择性等性能 [6 ]。 由于生物碱的分子大小远远大于普

通无机离子 ,所以在进行交换生物碱时 ,树脂的孔道
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对于交换效果的好坏起着决定性的作用。 普通的凝

胶离子交换树脂缺点较多 ,尤其是在交换较大离子

或分子时 ,如果上柱和洗脱条件相差较大时 ,其孔道

结构发生改变 ,使较大的物质卡在结构内 ;而大孔树

脂具有微孔永存 ,表面积大 ,交换速度快等优点。因

此 , D001型磺酸型大孔阳离子交换树脂更有利于生

物碱由树脂上被洗脱下来。

3. 2　 pH值是影响苦豆子生物碱在离子交换树脂

上吸附效果的关键因素 , pH < 1. 0时 ,上柱液中的

生物碱多以正离子态存在 ,容易与树脂上的磺酸基

团结合 ,从而提高了生物碱吸附率。

3. 3　由于使用碱性洗脱剂洗脱树脂上的生物碱 ,而

在碱性环境下 ,生物碱多以游离态的形式存在 ,降低

了生物碱在水溶液中的溶解性 ,最终影响了离子交

换树脂的洗脱效果。因此本实验将乙醇作为助溶剂 ,

以提高生物碱的在洗脱剂中的溶解度 ,使洗脱效果

得到很大的改善。
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水飞蓟宾葡甲胺质量标准研究

陈　黎 ,周继勇 

(镇江市药品检验所 ,江苏 镇江　 212003)

　　水飞蓟宾葡甲胺为水飞蓟宾与葡甲胺的加成

物。水飞蓟宾是从菊科植物水飞蓟 Silybum mari-

anum Gaertn. 果实中提取分离而得到的羟苯基色

满酮体。水飞蓟宾葡甲胺属水飞蓟宾的水溶性衍生

物 ,具有保护及稳定肝细胞膜的作用 ,并能促进肝细

胞再生 ,主要用于治疗各种急慢性肝炎、初期肝硬化

和肝中毒等症。为了全面控制水飞蓟宾葡甲胺的质

量 ,本实验以水飞蓟宾为定性指标进行紫外特征吸

收的鉴别 ,以葡甲胺为定性指标进行理化鉴别 ,同时

以水飞蓟宾葡甲胺为定量指标用 HPLC法进行含

量测定。

1　仪器与试药

高效液相色谱仪: 岛津 LC-6A泵 , SPD-6AV紫

外 -可见检测器 , C-R6A数据处理器 ;日本岛津 UV-

265FW 紫外-可见分光光度计 ; 日本岛津 UV-

2401PC紫外-可见分光光度计 ; KQ-250E医用超声

波处理器 (江苏昆山市超声波仪器厂 )。

水飞蓟宾葡甲胺由镇江第三制药厂提供 ;水飞

蓟宾对照品由中国药品生物制品检定所提供 ,批号:

0856-9601;甲醇为色谱纯 ,其余试剂均为分析纯。

2　鉴别试验

2. 1　葡甲胺的鉴别:取本品 0. 2 g ,加水 20 mL,超

声处理 10 min,加稀盐酸 5滴 ,振摇 2 min,滤过 ,取

滤液 1 mL,加 FeCl3试液 0. 5 mL,滴加 20% NaOH

溶液 2 mL,初显棕红色沉淀 ,随即溶解成棕红色溶

液。 同时进行背景试验 ,即取水 1 mL为空白 ,同法

操作。所显棕红色沉淀 ,继续滴加 20% NaOH溶液 ,

沉淀不溶解。故可借此鉴别葡甲胺的存在。

2. 2　水飞蓟宾的紫外特征吸收鉴别:取本品适量 ,

加无水乙醇制成 15μg /mL的溶液 ,照分光光度法

(《中华人民共和国药典》 2000年版二部附录Ⅳ A)

测定 ,在 288 nm波长处有最大吸收 , 252 nm波长处

有最小吸收 ,与文献相同 [1 ] ,故以此为特征吸收鉴别

(图 1)。

3　含量测定

3. 1　色谱条件:色谱柱: Shim-pack CLC-ODS柱 ( 6

mm × 150 mm ); 流 动 相: 甲 醇 -水 -0. 5 mol /L

KH2 PO4 ( 10∶ 10∶ 1,用 0. 2 mol /L H3 PO4调 pH值

至 4. 0) ;流速: 1. 5 mL /min;柱温:室温 ;检测波长:

288 nm。理论板数以水飞蓟宾计为 5 641,相邻峰分

离度为 1. 74。见图 2。

3. 2　供试品溶液的制备:取本品 15 mg ,精密称定 ,

置 50 mL量瓶中 ,加甲醇适量 ,超声处理 20 min,放

冷 ,加甲醇稀释至刻度 ,摇匀 ,精密量取 5 mL,置 25
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