
重要价值及其在开拓、占领国内外市场, 保护竞争优势和发

展后劲的积极作用, 使各中药企业从科研、经营策略和发展

策略的高度重新审视自己产品知识产权保护形式。同时还应

该认识到, 在众多知识产权的保护形式中, 专利保护必须站

在主导地位。这个目标可能不会在短期内实现, 但是要从现

在开始建立“以专利(发明专利 )保护为主导, 以商标保护为

辅助,以商业秘密保护为点缀, 以行政保护为补充”的思路。

同时,还应看到中药的专利保护还有很广阔的领域未被开

发, 我国中药生产技术源远流长,无论是传统的炮制技术,还

是现代的分离纯化技术, 都与中药的研究、开发、生产密不可

分。现代中药行业是由众多学科构建的综合性技术行业,并

随着越来越多学科的参与、交融、汇流, 正向着中药现代化、

产业化和国际化的方向发展。就其总的技术特征来讲, 既包

容了传统优秀内涵的继承, 又涉及现代多学科技术融合后的

创新, 因此如何在发扬光大祖国传统医药学的同时,针对其

技术领域的特征, 寻求有效的知识产权保护方式, 将对中药

行业的学术发展、科技进步、医药经济发展等起到积极促进

作用, 同时对中药走向世界也将提供可靠的保证。例如:中药

材的栽培、养殖和加工技术;中药材新的药用部位的开发;中

药饮片炮制技术;中药新型饮片;中药的保鲜技术; 中药制药

工程技术; 中药新剂型的开发; 配合中药新剂型的新辅料的

开发; 中药药渣综合利用和污染处理技术等。所有这些都为

中药产业的知识产权保护提供了很好的素材。

3　结语

我国是中医药理论的发源地,也是中药研究、开发和生

产大国。中药在国内和国际上的知识产权保护直接关系到我

国中药事业的发展,关系到国家的卫生事业和人民的身体健

康。因此,必须加强中药知识产权保护, 才能将我国的中药传

统发扬光大。
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色谱法在三萜类化合物定量分析中的应用

刘东阳,江　骥, 胡　蓓
�

(中国医学科学院中国协和医科大学北京协和医院 临床药理中心, 北京　100730)

　　三萜类化合物包括三萜烯及三萜皂苷, 广泛存在于植物

界,尤以石竹科、五加科、豆科、七叶树科、远志科、桔梗科、玄参

科等单子叶植物或双子叶植物植物中分布最普通。计多常见的

中药如人参、甘草、柴胡、黄芪、桔梗、泻泽等均含有。三萜类化

合物的生物活性极其广泛, 有溶血、降胆固醇、抗生育、抗菌、抗

肝炎、治溃疡、增加免疫力等诸多功效, 因此, 三萜类化合物的

分析对生化、药学及其临床研究都具有非常重要的价值。三萜

是一类极性很强的化合物, 结构中缺少生色基团, 紫外吸收弱,

这些特性以及中药制剂的复杂性造成了这类化合物分析方法的

多样化。目前,常见的测定方法有光谱学、生物学及色谱学方法

等,本文将主要对色谱法进行介绍。

色谱法具有对组份进行分离和分析的双重作用,有很高

的选择性较高的检测灵敏度。色谱法包括薄层色谱法、气相

色谱法、高效液相色谱法,以及它们与质谱联用技术等。其

中, 薄层色谱法经济、简单、分离能力强,相当一部分三萜类

化合物可以通过这种方法进行定量, 但其重现性、选择性较

差,直到高效薄层色谱法的出现才得以改善[ 1]。气相色谱法

在三萜类化合物的分析中占有一定比例[ 2]。由于该方法要求

化合物具有一定的挥发性,许多挥发性较弱的三萜类化合物

需要进行衍生化处理, 因而在一定程度上限制了方法的应

用。目前, 高效液相色谱法( HPLC )是三萜类化合物分析的

最常见方法。另外, 随着液质联用 ( LC-M S)技术的日趋成

熟,其在三萜类化合物的定量研究中日益引起重视。

1　高效液相色谱法( HPLC)

在三萜类分析中, HPLC 是最常见的分析方法。因其分

析范围广、速度快、分离效能高,在三萜分析中得到了广泛的

应用。HPLC 常用紫外波长检测器( UV )、蒸发光散射检测器

( ELSD)和荧光检测器( FD )作为检测手段。

在三萜分析中, UV 检测器用得最广, 其分为固定波长

检测器、可变波长检测器和光电二极管阵列检测器

( PDAD ) , 在这 3 种检测器中, PDAD 因其快速、高分辨, 对

三萜的检测又占了绝大多数。在三萜的反相色谱分析中,大
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多数分离通常用 C8、C18键合相色谱柱,也有用 NH2、CN 柱

对三萜作正相色谱分析, 检测波长通常为 200～210 nm 的末

端吸收。HPLC 中, 固定相的选择、流动相的条件对化合物的

检测起决定作用。Anerisano [3]分别比较了 Hypersil C18柱(含

碳 量 9% )、Phenosphere 5 BDS ( 含 碳 量 30% )、C18

Phenomenex U ltr acarbs ODS ( 30 ) (含 碳量 18% ) 和 C8

Hypersil 4 种色谱柱在不同配比的流动相下对甘草皂苷的

分离分析效果。结果显示, Hyper sil C18柱的吸附力不够, 不

能达到完全分离; 而 Phenospher e 5 BDS 柱的吸附力太强,

虽 然能 够完 全分 离, 但是 延 长了 分离 时间; 而 C18

Phenomenex U ltra carbs ODS ( 30)柱不仅达到了完全分离,

而且保留时间也在适宜的范围内; C6 Hypersil柱则显示更低

的选择性, 它需要增加缓冲盐的浓度才可对甘草酸的 2 个手

性化合物进行分离,最终选择了 C18 Phenomenex U ltracarbs

ODS( 30)柱进行分离分析。同时他还对缓冲盐的浓度、种类

和 pH 值对分离分析的影响进行了考察, 得出了随着 pH 的

增加, 保留时间将会减少的规律。并且分析了 4 种相近浓度

的盐: 10 mmol/ L 三乙胺、10 nmol 奎宁盐、15 mmol/ L 1, 8-

二氨基辛烷、10 mmol/ L 磷酸钾对保留时间的影响, 发现他

们的保留时间随着盐类的亲脂性降低而降低。

另一个问题就是 HPLC 对三萜的检测。由于大多数三

萜类化合物的检测波长仅限于 200～210 nm 的末端吸收, 这

种依赖于化合物结构的末端吸收检测的灵敏度可从 100 ng /

mL 至 50 �g/ mL。但是末端吸收检测限制了溶剂和梯度的

选择。因为乙腈比甲醇有更低的末端吸收,所以, 乙腈和水组

成的流动相是紫外检测器分析这类化合物的一个优先选择。

另外, 柱前衍生化使其检测波长升高从而更易检测, 这也是

一个不错的选择。有些人对引入生色团进行了尝试。

Shangguang 等[4]用 O3 氧化 C23的双键, 然后与甲氧羰基肼

反应,在荧光检测器下检测人参皂苷, 灵敏度可达 100 ng /

mL。但衍生化将会因为三萜分子结构的不同和与衍生化功

能基团反应的难易程度不同而出现一些问题,比如有些分子

反应而另一些不反应或有些功能基团易反应而另一些难反

应。所以应该注意衍生化的温度、时间优化。例如 Oleszek

等[ 5]在充分优化衍生化的温度和时间后, 用对溴基苯乙酮衍

生化在 260 nm PDAD 下检测,在 0. 25～1 �g / mL 内得到了

0. 99 的相关系数。

HPLC 的样品处理同样重要,液液萃取( LLE )、Soxhlet

萃取、固相萃取( SPE)在三萜分析中均有应用, 其中 LLE 最

为常见,价格适中, 容易对三萜中水溶性化合物进行定量分

析, 但其精确度差。索式萃取不大常用,主要是因为其高温装

置易引发分析物降解, 并且多样本处理不方便。近年来, SPE

因为其高选择性、可自动化、无乳化现象、有机溶剂消耗少等

优点逐渐得到认可。虽然这 3种萃取方法均可对大多数三萜

进行萃取, 但有时必须将这几种方法联用方可实现复杂化合

物的分析。Buchele等[ 6] 为了在 3个不同的波长下( 210、250、

280 nm)同时定量 12 种不同的五环三萜酸,使用了基质辅助

LLE-SPE 联用处理样本,克服了单用 LLE 无法消除 210 nm

的基质紫外吸收和单用 SPE 无法消除 210 和 280 nm 的紫

外基质干扰效应的缺点。同时在 0. 02～1. 1 和 0. 16～9

�g / mL的 2 个质控范围内平均批内误差小于 6. 4% , 平均批

间误差小于 8. 7%。Oliv eria[7]则先用反相 SPE 得到浓度较

高的桦木酸, 后用正相 SPE 进一步除掉杂质,也得到了较好

的线性( r= 0. 99)和较高的灵敏度( LOD= 1. 17 �g / mL )。

2　液质联用色谱( LC-MS)

近几年来, 液质联用色谱在三萜类化合物的分析中扮演了

越来越重要的角色, 其具有其他技术不可比拟的优势: 低耗样

量( 10～50 �L )、低流速、分析范围广、线性范围宽、灵敏度高,

特异性强、分析时间短等。这些优势正好可以克服三萜类化合

物成分复杂, 基质抑制效应显著, 吸收性强的分析困难。

过去, 由于 HPLC 和 M S 之间条件的巨大差异, 如

HPLC 使用高流速、高压和近于室温的流动相而质谱却需要

低流速、高真空和气相操作, 液质联用接口技术一直是分析

中的难点。近年来,大量的接口技术成功的克服了这些困难。

其中,电喷雾离子化( ESI )和大气压化学电离( APCI)在三萜

定量分析中应用非常广泛, 而基质辅助激光解析离子化

( M ALDI)、快速原子轰击 ( FAB)和粒子束 ( PB)等接口也有

少量应用。王小明等[ 8] 用 C18柱在水-乙腈-0. 01%醋酸流动

相下, 用 LC-ESI + / M S/ M S 在选择性离子反应监测( SRM )

模式对人参皂苷进行了定量分析,在 1. 95～2 500 ng / mL 的

低检测浓度、宽线性范围内仍取得了相关系数大于 0. 997 的

优良结果。而 Schaaf等[ 9]用 C18柱在水-乙腈-0. 1%三氟乙酸

流动相下, 用 LC—APCI + / M S/ M S 在 SRM 模式和单离子

扫描( SIM )对印苦楝子素进行了定量分析, 检测限分别达到

1 ng / m L 和 10 pg / m L。M ALDI通常用于三萜的定性分析,

在定量方面 ,由于质谱峰强度受多种因素的影响, 如激光强

度、基体与待测物形成的晶体的形状和大小、样品靶表面条

件、各组份的物理化学性质等 ,这些因素在通常条件下很难

人为控制,所以峰强度的重现性较差。但袁湘林等[ 10]考察了

M ALDI-TOF-M S 用于药物中人参皂苷的定量分析时, 不同

内标物 (芦丁和绵子糖)、不同检测方式(反射式检测和线性

检测)对定量结果的影响, 发现与人参皂苷溶解性相似的芦

丁作为内标可以达到 r = 0. 996 的线性, 并且 RSD 只有

7. 5% , 远比以绵子糖为内标( r= 0. 968, RSD= 28. 6% )好。

同时发现反射式检测可以降低平均相对误差。FAB [11] 和

PB[ 12]由于重现性较差,现仅见于对三萜化合物的定性分析。

虽然上述接口的使用成功地使液相的分离功能和质谱

的检测功能结合, 可以完成对大多数三萜的定量分析, 但对

于同分异构体和小分子三萜皂苷元的定量分析仍有困难。新

发展的碰撞诱导裂解( CID 或 CAD) , 利用其高选择性可以

在质谱内再次实现“分离”分析, 从而克服上述困难。CID 可

在离子源内或碰撞室发生,进一步的裂解可以提供更多的结

构信息,同时利用 SRM 这种同时选择母子离子对进行检测

的模式实现高选择性。L i等[3]利用 SRM 的原理对人参皂苷

中的 2 个同分异构体( Rf 和 F 11)进行同时分析,其中人参皂

苷 Rf 用 801> 365 SRM 检测, 人参皂苷 F 11用 801 > 143
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SRM 检测,从而简化了样品制备程序,缩短了分析时间。

对于三萜及其皂苷, 由于羧基和糖元的存在及中药成分

的复杂性, 在进行质谱分析时必须考虑到金属加合离子的影

响。加合离子虽然可以使质谱图复杂化, 但有时也有助于三

萜的定性、定量分析。Ackloo 等[ 4]总结了金属加合离子对人

参皂苷的定性、定量分析的影响,与碱金属离子如 Li+ 、Na+、

或过渡族金属 Co2+ 、Ni2+ 、Zn2+的结合将会显出特征加合离

子峰, 这种离子峰的强度随人参皂苷结构的不同而不同, 这

对于定性鉴别和 SRM 定量分析都是很有帮助。Cui[ 15]也总

结了人参皂苷在 ESI 模式下与 L i+ 、Na+ 、K + 、Ag+ 加合后对

离子碰撞的影响, 发现加合离子虽然可以增加结构信息, 但

是峰强却大为减弱。

3　毛细管电泳(CE)

毛细管电泳是近几年分析化学中发展最为迅速的领域

之一,尤其是高压毛细管电泳 ( HPCE ) , 兼有高压电泳的高

速、高分辨及 HPLC 的高效率等优点。快速分离 ( 1～30

min)、很小的进样量( nL )和极低的溶剂消耗使 CE 成为一种

非常有前景的分析工具, 但对于三萜及三萜皂苷来说,小的

进样量则需要较高的浓度进样,这限制了 CE 对三萜及三萜

皂苷的分析。只有少数几个实验通过 CE 对三萜类化合物进

行定量分析。Emara等[ 16] 用毛细管区带电泳( CZE)对三萜

皂苷进行分析, 同时考察了缓冲液对 4 个三萜皂苷分离的影

响, 发现硼酸根对分离 4 个皂苷有决定作用。在碱性条件下

硼酸与皂苷的羟基发生反应,从而导致不同化合物的形成,

利用这些不同化合物在电场中的不同的迁移能力对这 4 个

三萜皂苷分离分析, 甚至可以分离手性化合物。另外发现硼

酸还有增强 UV 的末端吸收功能。Sheu 等[ 17] 同时采用

HPLC 和胶束电动毛细管色谱对含有五环三萜皂苷的混合

物进行分析,发现 HPLC 分离 12 个化合物需用 50 m in, 在

M ECC 模式下仅需要 14 min。

尽管毛细管区带电泳发展的历史并不长,但它与质谱联

用的接口却已经商品化。如CE-离子喷雾-M S 技术的出现结

合了 CE 和 M S 的优点, 不存在加压问题, 离子由水溶液中

的荷电物质产生, 电离可在室温条件下发生, 检测限低, 样品

体积小等的优点使这种联用技术在分析中具有广阔的前景。

目前还未见到这种技术用于三萜类化合物的分析。

4　超临界流体色谱( SFC)

SFC 是利用超临界流体作为流动相,以毛细管柱或液相

柱作为固定相, 以 GC 检测器 FID 或 LC 检测器 UV/ V is、

ELSD或质谱为检测器, 对化合物进行分离分析的一种新技

术。超临界流体是处于临界温度和临界压力以上,介于气体

和液体之间的流体,这种流体具有液体和气体的双重特性,

对很多物质有很强的溶解能力 (一般用 CO2 作为SF , 其化学

性质稳定、无毒、无味且易制成高纯度气体) , 一般还向纯溶

质和 SF 组成的二元系中加入第 3组份,可以提高溶解度, 改

善选择性和增加收率。常见的夹带剂有甲醇、乙腈、丙酮等。

SFC 用于三萜研究的还不多。T arar es 等[18]用毛细管

SFC( cSFC)直接分析了未衍生化的 5 个三萜烯酸,发现这些

带有羧基的三萜烯酸用 cSFC 分析取得了很好的效果, 在 13

m in 内分析了 5 个三萜烯酸,显示了 SFC 在分析三萜烯酸这

种低挥发性、高相对分子质量和缺少生色基团的分子时的优

点。Johnson [ 19]等用 CO 2-M eOH 作为流动相在腈柱上分析三

萜皂苷,所用时间比 HPLC 分析时间缩短了 1 倍。

近几年来, SFC-M S 联用技术得到了迅速发展。因为超

临界流体的特殊性质可以比 LC-M S 更易实现低温气化, 从

而实现对热不稳定和不易挥发物质的分析。

5　结语

三萜的定量分析对分析家来说仍然是一个挑战。这里没

有一个单一方法可以分析所有的三萜,也没有一项工具可以

从中药或生物样品中分离所有的三萜及其皂苷, 需要掌握每

个方法的特点和技巧, 在仔细分析化合物的结构后, 选择合

适的方法对化合物进行分离分析。有时也可以联用一种以上

的方法。每种方法都有其优缺点,如果运用得当,即使简单的

分析方法如 TLC 也会取得高级仪器一样的结果。一个很好

的例子就是 1997 年德国药典收录了用比色法分析了七叶皂

苷的方法。

HPLC 得到了广泛的应用, 但是因为三萜皂苷这种缺少

生色基团的极性化合物难以用紫外检测器检测, 需要柱前衍

生化方法可实现对一些三萜皂苷的检测。质谱与液相的联用

得到了极大的发展,可以有很高的灵敏度和很宽的线性范

围, M RM 的出现简化了分析处理步骤,缩短了分析时间, 相

信在以后的三萜分析试验中, LC -M S 将会得到更广范的应

用。质谱与CE 和SFC 的联用各有其优点, 虽然应用不多,但

是发展前景比较乐观。
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生大黄单方急症的临床应用及其作用机制

万晓青
�

(浙江医院, 浙江 杭州　310013)

　　大黄为蓼科植物掌叶大黄Rheum palmatum L .、唐古特

大 黄 R . tang uticum M ax im. ex Balf. 或药 用大 黄 R .

of f icinale Baill. 的根及根茎。具有泻下攻积、泻火解毒、凉血

祛瘀、清热利湿的功效。其主要成分为蒽醌及二蒽酮类衍生

物、鞣质等。长期以来,生大黄及其炮制品单方或复方广泛应

用于临床, 常取得简、便、验、速的效果。因此笔者对其急症应

用与药理进行综述。

1　治疗便秘

为大黄最传统的功效, 取其泻下攻积作用,荡涤积垢。方

法为生大黄粉温水送服或生大黄片泡服 ,重症患者用生大黄

粉加开水冲泡, 置温后保留灌肠。特别是胸腰椎骨折术后能

使患者 2～10 h 内排便, 促进脊柱愈合[ 1]。田建卿[2]用生大

黄防治心梗患者便秘 32 例,有效率为 96. 88%。大黄泻下的

作用部位在大肠, 蒽苷到达大肠后被细菌的酶代谢为游离苷

元, 刺激大肠使排空运动加快而导致排便[3]。

2　治疗上消化道出血

一般用生大黄粉吞服。郑作田[ 4]用生大黄粉口服治疗上

消化道溃疡性出血, 有效率为 97. 8%。李克振[ 5] 用大黄粉治

疗上消化道出血 84 例,显效 65 例,有效 19 例。药理研究表

明, 大黄止血有效成分为 A-儿茶素及没食子酸, 2 种成分能

促进血小板的黏附和聚集功能,有利于血栓形成, 能使血小

板数和纤维蛋白原含量增加,凝血时间缩短; 还能使局部的

血管收缩, 血管通透性降低,出血时间缩短。

3　治疗急腹症

生大黄粉冲服或煎液口服治疗急性肠梗阻、急性胰腺

炎、急性胆囊炎、胆道蛔虫症等疗效显著,临床报道以治疗急

性胰腺炎最多。以单味大黄水煎液口服治疗急性胰腺炎,总

有效率为 100%。高桃珍[ 6]用大剂量生大黄治疗胆道蛔虫症

40 例,痊愈率 100%。曹建西[ 7]用生大黄治疗急性重症胆囊

炎44 例,疗效显著。药理研究表明,大黄治疗急腹症,主要通

过以下途径: � 利胆作用。大黄素、大黄酸能促进胆红素及胆

汁酸分泌, 疏通胆小管及微细胆小管内胆汁的淤积, 增加胆

管舒缩功能。� 对胃肠道平滑肌电活动的影响, 促进肠道对

毒物的排除。� 促进胰液分泌及抑制胰酶活性作用, 主要是

其水溶性成分。�抗炎、抗多种病原微生物的作用,主要成分

为游离的大黄酸、大黄素和芦荟大黄素。

4　治疗小儿高热

陈义春[ 8] 用生大黄水煎液灌肠治疗小儿高热 85 例, 疗

效显著。汪洋[ 9]用生大黄煎液灌肠治疗小儿高热50 例,总有

效率为 100%。药理研究表明, 大黄通过影响体温调节中枢

内的 cAM P 水平,使体温降低, 尤其对内毒素引起的发热抑

制作用明显,对 cGM P 亦有抑制作用。

5　治疗中风

方顺淼[10]用生大黄煎液灌肠治疗中风急症, 疗效显著。

分析其药理作用,主要与泻下利水和止血有关,通过泻下,降

低颅内压, 减轻脑水肿; 通过止血, 加速血液凝固, 缩短出血

时间等。

6　治疗急性肾功能不全、肾衰
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