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柱的长度)为横坐标，一相对应的浸泡液pH值为纵

坐标作图，可求得各样品胶柱上pH梯度曲线。

表2 pH值测定结果

Table 2 Result of pH value

柱长，cm pH值 柱长／cm pH值

0 5 9．4 5．0 5 2

1．0 8．9 5 5 5．0

1．5 8．2 6．0 4 8

2．0 7．8 6 5 4．5

2．5 7 5 7．0 4 2

3 0 7．0 7，5 3 7

3．5 6 5 8．0 3．1

4．0 6 0 8．5 2 0

4．5 5．5

2．7半夏(A庐山、B蛇山、c钟祥)新鲜品自然干

燥l周，其中钟祥半夏按照炮制方法口1炮制成清半

夏(D)、姜半夏(E)。将上述5种样品按2．1制备样

品液，按电泳方法操作，结果见图2。

3讨论

3．1 由图1可见不同产地半夏具有相似的谱带，其

中江西庐山半夏因采集时间早，样品个头小，谱带较

弱；半夏的近缘植物谱带与半夏有明显的区别，可用

此鉴别半夏药材。

3．2 由图2可见干燥的半夏除具有原有的谱带外，

在主带附近新增了细小的条带，可能是干燥的过程

中蛋白质发生部分降解，估计放置时间越长降解越

多，但于半夏和新鲜半夏的谱带非常接近。半夏炮制

品中清半夏虽经过浸泡处理，但未经过高温处理，仍

然有微弱条带；姜半夏由于经过了高温处理，蛋白质

已变性，故无带。由该实验方法可方便、准确地鉴别

半夏药材，且不同产地半夏具有

相对稳定的谱带。

3．3 因胶柱经固定后其长度会

发生变化，故由pH一胶柱长度关

系曲线求被测样品(半夏)所含主

要蛋白质成分的等电点(PI)，所

用长度是经校正后的长度即：

胶柱长度一蛋白质迁移距

离×原胶柱长(固定前)／现胶柱

圈2不同产地长(固定后)

干燥品殛 根据样品各条谱带在各自

炮制品IEF胶柱上的位置(经校正后)，再

IEF图谱分别与各自的pH一长度关系曲

：培‘：1E78kc一线对比，可方便得出样品中主要
ofootei：in dry蛋白质PI值。半夏(3种不同产地
and pr。。。。。。dP．的半夏具有相同的谱带，可认为

t口Ⅲ。”口from di一是半夏的特征谱带)8种主要蛋

fferent habitats 白质的PI值是：6．50，5．90，5．40，

5．30，5．18，5．03，4．82，4．60。

3．4 两性电解质的加入是为了在电泳支持物上产生

适宜平滑的pH梯度。本实验采用将样品液混入凝胶

液中的点样方法，既简化了操作，增大了加样量，又避

免了样品液在胶柱中所占的一段pH梯度，从而扩大

了电泳分离范围，提高分辨率并缩短电泳时间。
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HPLC—ELSD测定彭泽贝母中浙贝甲素和浙贝乙素
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摘要；目的建立HPLC—ELSD测定彭泽贝母中浙贝甲素、浙贝乙素的分析方法。方法以C-e柱为色谱柱，蒸发

光闶射检测器，运用HPI．C法分离及分析彭泽贝母中的浙贝甲素和浙贝乙索。结果建立了HPLC—ELSD测定彭

泽贝母中浙贝甲素、浙贝乙素的分析方法：色谱柱：HypersilODS2(200raNl×4．6mm，5“m)，柱温30℃。流动相：

乙腈一0．03％二乙胺水(65：35)，体积流量1．0 mL／min。检测器参数：漂移管温度83．5 c，载气体积流量2．2 mI。／

rain，进样量10I=L。结论运用HPI，C—ELSD能够同时测定彭泽贝母中斯J且甲衷、澌贝乙素的量。
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Determination of peimine and peiminine in Fmf盯ria monantha bulb by HPLC—ELSD
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彭泽贝母为百合科贝母属(Fritillaria I。．)植

物，主产于江西省彭泽、湖口、都昌、九江、瑞昌、修水

等县，是贝母属植物在江西的新分布。其原植物经中

国科学院植物研究所陈心启研究员鉴定为百合科植

物天目贝母F．monantha Migo。临床上用其干燥鳞

茎人药，具有清热润肺、化痰止咳的功效，用于治疗

痰热咳嗽、痰多胸闽、气管炎和慢性支气管炎等常见

呼吸道疾病。初步药理研究结果表明，彭泽贝母生物

碱部分具有平喘止咳之药效。张治针等“1利用酸性

染料比色法、薄层扫描法分别钡I定了彭泽贝母中的

总生物碱和浙贝甲素、浙贝乙索。2005年版《中国药

典》在浙贝母质量控制中，采用HPLC—ELSD法同时

测定浙贝甲素、浙贝乙素口]。本实验建立了HPLC—

ELSD法测定彭泽贝母中浙贝甲素、浙贝乙素，为建

立彭泽贝母的药材质量标准提供了实验依据。

l仪器与试药

Agilent 1100型高效液相色谱仪：G1311A系列

四元梯度泵，G1322A脱气机，G1313A自动进样器；

ELSD检测器；Alhech 2000(美国Alltech)；色谱

柱：Hypersil ODS2(200 mm×4．6 mitt，5 btm，依利

特)；Mz一20型万能粉碎机(北京环亚天元机械技

术有限公司)；浙贝甲素、浙贝乙素对照品(购于中国

药品生物制品检定所，批号：110750—200305、

11075]一200303)；甲醇(色谱纯，江苏汉邦有限公

司)；乙腈(色谱纯，山东禹王实业有限公司禹城化工

厂)}二乙胺(分析纯，上海亭新化工试剂厂)}甲醇

(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)；氯仿(分析

纯，山东禹王实业有限公司禹城化工厂)；氨水(分析

纯，广东汕头市西陇化工厂)；超纯水(Milipore滤

过)；彭泽贝母(采于江西省彭泽县天红乡武山村，为

四年生样品，经江西中医学院范崔生教授鉴定为百

合科贝母属植物天目贝母F．monantha Migo。

2方法与结果

2．1 色谱条件：以十八烷基硅烷键合硅胶为填充

剂，色谱柱：Hypersil ODS2(200 mm×4．6 mFFI，5

”m，依利特)，柱温30‘C。流动相：乙腈～0．03％二乙

胺水(65：35)，体积流量：1 mI，／min。蒸发光散射检

测器检测，检测器参数：漂移管温度83．5℃，载气流

量2．2 mL／min。进样量10 pL。理论塔板数按浙贝

甲素计算不低于2 000。

2．2对照品溶液的制备：精密称取浙贝甲素、浙贝乙素

对照品适量，分别置棕色量瓶中，加甲醇定容至5 m1．，

得0．328mg／mL浙贝甲素和0．219mg／mL的浙贝

乙素对照品溶液。各取2mL加甲醇定容至5mL，得

含浙贝甲素0．131 2 mg／mI，、浙贝乙素0．087 6 mg／

mL的混合对照品溶液(10℃以下保存)。

2．3供试品溶液的制备：取60℃真空干燥彭泽贝

母鳞茎粉碎，过四号筛，精密称取(1±0．000 5)g样

品，加2 mL氨水浸润1 h，精密加入氯仿一甲醇(4：

I)溶液20 mI。，超声提取45 rain，滤过，滤渣用甲醇

少量多次洗涤，至洗涤液无颜色，用蒸发皿置于60

℃水浴上蒸干，加少量甲醇超声溶解，定容至5 mL。

0．45,um滤膜滤过，备用。

2．4检测限及定量限的测定：分别取浙贝甲素、浙

贝乙素对照品溶液，用安捷伦自动进样阀控制，逐渐

减小进样体积。取信噪比为3的进样量为检测限，结

果浙贝甲素为0．459 2 pg，浙贝乙素为0．459 9,ug。

取信噪比为10的进样量为定量限，结果浙贝甲素为

1．082 4}幅，浙贝乙素为1．007 4 ug。

2．5标准曲线的绘制：取浙贝甲素、浙贝乙素对照

品混合溶液50止(最大进样量100 91．)、40、20、18、

15(乙素)、10、8止(甲素)，注入高效液相色谱仪中，

以进样量自然对数为横坐标，色谱峰面积自然对数

为纵坐标，绘制标准曲线，经回归处理，得回归方程：

Y_一1．424 9 X+0．891 6(r=0．999 4)，Y‘=

1．328 x+1．393 3(r：0．999 7)。浙贝甲素在

6．560～1．049 mg，浙贝乙素在4．38～0．876 mg进

样量自然对数与峰面积自然对数成良好线性关系。

色谱图见图1。

2．6精密度试验：取供试品溶液连续进样6次，进

样量lo pI，，结果RSD}=1．3％，RSDE=1．4％，表

明该方法精密度良好。

2．7重现性试验：同批样品，照供试品制备方法制

备5份，各进10／tI。，进样检测，结果RSD￥一1．9％，

RSDL一2．5％，表明该方法重现性良好。
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固1新贝甲素和新贝乙素(A)和样品(B)HPLC圈谱

Fig·1 HPLC Chromatograms of"imme and

peiminine(A)，and sampie(B)

2．8稳定性试验：取供试品溶液于0、2、3、6、7、19

h测定，结果表明供试品溶液在19 h内稳定。

RSD,=2．7％，RSDE一2．4％。

2．9加样回收试验：取已测得质量分数的彭泽贝母样

品0．2～0．3 g，精密称定，分别加入一定量的浙贝甲

素、浙贝乙素对照品溶液，同供试品溶液的制备项下操

作，制备供试溶液并测定，计算回收率，得浙贝甲素平

均回收率为104．04％，RSD为4．04％(月一5)，浙贝

乙素平均回收率为96．9％，RSD为2．06％“一5)。

2．10样品测定：按供试品溶液项下制备样品溶液，

取10止进样，测定浙贝素和浙贝乙素的质量分数，
结果见表1。

3讨论

3。l测定结果表明彭泽贝母中浙贝甲素和浙贝乙

素的量均高于2005年版《中国药典》中浙贝母项下

量的要求。

3．2在分析方法的确定研究中发现：流动相是否调

整pH值对样品色谱行为影响很大。研究结果表明，

表1彭泽贝母中浙贝甲素和浙贝乙●的舅定结果(n=3)

Table 1 Determination of pelmlne and peiminine

“F．monantha妇一3)

在流动相中加入0．03％二乙胺，使峰形明显改善，

浙贝甲素、浙贝乙素保留时间合理，分离度达到要求

(R≥1．5)。

3．3本试验首次建立了HPLC—ELSD方法同时测

定了彭泽贝母中浙贝甲素、浙贝乙索，较之应用薄层

扫描法稳定可靠、重现好、检测灵敏度更理想。

3．4实验中采用了ODS柱进行分析。ODS桂为十

八烷基试剂与硅胶表面的硅醇基键合而成的。其pH

值适用范围在2～8，适合分离弱极性、偏酸性物质。

ODS柱的分离机制为吸附与解吸附，要求化合物以

分子形式参与吸附与解吸附的过程。因彭泽贝母中

所含化合物偏碱性，在实验条件下部分以离子形式

存在，极性偏大，不适合ODS柱分离的要求。此种情

况下，通常通过调节流动相pH值抑制样品组分的

解离，增加在固定相中的溶解度，增加中性分子在流

动相中存在的几率，调整分离时间，从而达到合理分

离的目的。综合色谱柱对pH的要求及彭泽贝母中

化学物质的性质，选用二乙胺调节流动相pH。

3．5文献中贝母类生物碱的HPLC—ELSD分析也

有采用三乙胺作为碱性改良剂的，由于二乙胺较三

乙胺更容易在气化室气化，减少了流动相在气化室

的残留，防止了检测器带来噪音。因此在实验中选择

了二乙胺作为碱性改良荆。
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