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表2不同温度处理下轮叶马先蒿发芽率及其发芽势

Table 2 Germination percentage and tendency of P．

verticilata under various temperatures

处理 发芽率／％发芽势／％

恒温箱(28℃) 22．1

恒温箱(17～20℃)45．0

恒温箱(9～16℃)41．0

人工气候室(9．66、10．21、0．15、一0．83‘C)33．6

人工气候室(14．76、20．9、6．31、4．01℃) 76．9

人工气候室(26．17、29．58、5．19、0．75℃) 72．4

20．10

43．30

39．70

23．40

71．40

66．60

3轮叶马先蒿的开发与展望

新疆是我国五大牧区之一，有着丰富的草地资

源。但近年来由于部分地区乱采乱挖药材的现象非

常普遍，导致一些地区草地退化，严重影响了当地畜

牧业的发展和农牧民的生活。轮叶马先蒿具有很高

的药用价值，其应用前景广阔，合理利用轮叶马先

蒿，要加强以下几个方面的工作：1)制定相应的政策

和法规，轮叶马先蒿的开发要在相关部门的监管下

进行，禁止滥采滥挖。2)加大对新疆轮叶马先蒿药用

价值的宣传力度，鼓励药材部门和制药厂收购此药

材，在新疆为该药材开拓出一个广阔的市场。3)利用

人工种植和栽培的方式开发，实现其规模化生产，带

动当地经济的发展，缓解过度放牧对草地生态系统

的压力。
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HPLC—ELSD法测定不同产地黄芪中黄芪甲苷

胡海云，王伟华，段启

(广东康美药业股份有限公司技术研究中心，广东普宁 515300)

黄芪性温，味甘，为常用补气药。具有补气固表、

利尿排毒、排脓、敛疮生肌等功效Ⅱ]。多年研究表明，

黄芪皂苷是黄芪药效物质基础的重要组成之一，在

抗衰老、调节免疫功能、保护心肌和大脑缺血等方面

具有显著作用。黄芪甲苷是主要有效成分之一，具有

抗炎镇痛、降压等重要生理活性[2]。本研究所用药材

为豆科植物蒙古黄芪Astragalus membranaceus

(Fisch．)Bunge var．mongholicus(Bunge)Hsiao

或膜荚黄芪A．membranaceus(Fisch．)Bunge的

干燥根，多为栽培或野生，分布于山西、内蒙、吉林、

河北等地，本实验采用高效液相色谱一蒸发光散射

(HPLC—ELSD)法，测定了不同产地黄芪中黄芪甲

苷。据此对不同产地的黄芪质量进行了评价，为公司

采购合格的药材提供依据。

1仪器与试药

Agilent 1100高效液相色谱仪，包括：四元泵，

在线脱气机，柱温箱；蒸发光散射检测器(美国惠
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泽)；Sartorius BS 400S--WEI万分之一天平(北京

塞多利斯天平有限公司)。乙腈(美国Fisher公司，

色谱纯)，甲醇、正丁醇、氨试液(AR，均为广州化学

试剂厂)，水为超纯水。黄芪甲苷(中国药品生物制

品检定所，批号：0781—20031l，供定量测定用)。

黄芪分别采自山西大同、陕西旬邑、陕西定边、

内蒙古固阳、河北青龙、甘肃岷县、甘肃陇西、山东文

登、吉林芜松，经江西中医学院鉴定教研室鉴定为正

品黄芪。

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱：Hypersil ODS(200 mm×

4．6 1Tim，5 gm)SN：1 514 654；流动相：乙腈一水

(32：68)；体积流量1．0 mL／min；柱温：25℃；

ELSD参数：蒸发温度：45℃，N2压力：179 260 Pa衰

减参数：3．理论塔板数以黄芪甲苷计算不低于

4 000。见图1。

2．2标准曲线与线性关系：精密称取黄芪甲苷对照
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1一贾芪甲苷

1一astragaloside

图1 对照品(A)和样品(B)HPLC—ELSD色谱图

Fig．1 HPLC—ELSD Chromatograms of reference

substance(A)and sample(B)

品5．00 mg置10 mL量瓶中，用甲醇溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得0．5 mg／mL的黄芪甲苷对照品溶

液，精密吸取对照品溶液4、8、12、16、20 pL进样，

测定，以对照品溶液质量浓度的自然对数为横坐标

(x)，峰面积的自然对数为纵坐标(y)绘制标准曲

线，计算回归方程为Y一1．294×10-6 X+

0．027 48，r一0．999 6，黄芪甲苷在2．024～10．120

lug的线性关系良好。

2．3供试品溶液的制备：精密称取黄芪粉末(过40

目筛)4．0 g，置60 mL索氏提取器中，加40 mL甲

醇冷浸过夜，再加30 mL甲醇，80℃水浴回流4

h[3]，提取液回收并浓缩至于，残渣加10 mL水，微

热使溶解，用水饱和正丁醇振摇提取4次(4×40

mL)，合并正丁醇液，用40 mL氨试液充分洗涤2

次，每次40 mL，弃去氨液，正丁醇液蒸干，残渣加5

mL水使溶液，通过DlOl型大孑L吸附树脂柱(内径

1．5 cm，长12 cm)，以水50 mL洗脱，弃去水液，再

用40％乙醇30 mL洗脱，弃去洗脱液，继用70％

乙醇80 mL洗脱，收集洗脱液，蒸干，用甲醇溶解并

定容至5 mL量瓶中，摇匀，即得。

2．4精密度试验：取黄芪甲苷对照品溶液，在1 d

之内连续进样5次，每次20肛L，计算峰面积RSD

为1．3％(，z=5)。

2．5稳定性试验：取所制备的黄芪样品溶液，分别

在0、3、6、12、18、24、36、48 h测定黄芪甲苷的峰面

积，计算黄芪甲苷峰面积的RSD为1．24％。结果表

明，供试品溶液在48 h内稳定。

2．6重现性试验：精密称取同一批黄芪药材5份，各

约4．0 g，制备供试品溶液，进样分析，测定相应的峰

面积，计算黄芪甲苷平均质量分数为1．57 mg／g，

RSD—1．26％(胛一5)，表明方法的重现性良好。

2．7 回收率试验：精密称定已测定的药材中粉6

份，各约2．0 g，分别精密加入黄芪甲苷3．0 mg，按

药材供试品溶液制备项下操作，计算回收率，平均回

收率为98．0％，RSD为0．87％。

2．8样品的测定：取不同批次的药材，按照供试品

液制备项下方法操作，得供试品溶液，分别精密吸取

供试品溶液10 gL，按照上述色谱条件分析测定，以

外标两点法计算，样品的测定结果见表1。

表1不同产地黄芪样品中黄芪甲苷(席一3)

Table 1 Astragaloside in Radix Astragali

from various habitats(席一3)

3讨论

3．1 为了获得最高灵敏度，需要调节ELSD的检

测器的载气压力、雾化温度和蒸发温度这3个重要

的参数，通过实验发现，在1．0 mL／min的体积流量

条件下，设定17．926×104 Pa的载气压力、30℃的

雾化温度和45℃的蒸发温度可以获得最大的检测

灵敏度。当载气压力较低时，会因喷出的雾滴不均匀

产生色谱峰顶端尖刺的现象；而载气压力较低，则会

因为雾滴的粒度过小，使灵敏度降低；温度过低时，

流动相的蒸发会不完全，直接由蒸发管流出，导致检

测信号较低；温度过高，则会使形成的微粒大小不均

匀，导致精密度较差。另外，设置衰减值为3，可以使

信号的响应较高，且基线的噪音不会对检测产生任

何影响。

3．2直接以峰面积与样品的质量浓度计算标准曲

线的线性较差，而将峰面积与样品的质量浓度值分

别取自然对数后可得到理想的线形关系，这种现象

与ELSD的检测机制是一致的。当颗粒与光发生作

用时，会有多个类型的散射过程，均与颗粒的大小及

波长有关，其散射光的强度是由不同类型组合而成

的，与样品的质量呈双对数线性关系。

3．3对黄芪甲苷进行测定时，提取液以氨试液洗涤

的量远高于未用氨试液处理，据文献报道r4]，黄芪中

有5种黄芪皂苷，它们的基本母核均为黄芪皂苷IV

(黄芪甲苷)，这几种皂苷的糖链上连结有l～3个

乙酰基，用碱处理时，乙酰基易脱落成为黄芪甲苷。

因此经氨试液处理后的样品，所测得结果应该是黄
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芪总皂苷的量。

3．4 通过高效液相色谱一蒸发光散射法对不同产地黄

芪中黄芪甲苷的测定，对黄芪质量进行比较，得出如下

结论：不同产地黄芪中黄芪甲苷的量有一定差异。
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高效液相色谱法测定不同产地枳壳中柚皮苷和新橙皮苷

杨武亮1，杨世林2，黄加龙1，李霞兰1，欧阳辉2，刘 颖2，王少军2

(1．江西中医学院现代中药制剂教育部重点实验室，江西南昌 330004；

2．中国固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西南昌 330006)

枳壳始载于《药性论》，历代本草多有记载。经考

证，宋代以前使用的枳实(壳)为枸橘Poncirus

trifoliata(L．)Raf．的干燥幼果及未成熟果实；明、

清以后则以质量更优的酸橙Citrus aurantium L．

及其栽培变种的干燥幼果及未成熟果实为主流作枳

实及枳壳入药，并沿用至今。枳壳具有理气宽中、行

滞消胀功效。其目前已知主要成分为黄酮类化合物、

挥发油和少量的生物碱等成分。《中国药典92005年

版一部[11在定量测定项下采用HPLC测定柚皮苷

的量来控制枳壳的质量。只以柚皮苷为指标来控制

枳壳的质量，不能很好地反映枳壳药材的基原植物

就是酸橙，因为柑橘属有多种植物果实含有柚皮苷

而不含有新橙皮苷，也不作为枳壳的基原植物。本研

究同时以柚皮苷和新橙皮苷为对照品，采用HPLC

法同时控制枳壳药材中柚皮苷和新橙皮苷的量，能

反映目前枳壳主产区枳壳的来源，可以保证药材质

量的均匀和稳定。此方法简便、可靠，能为枳壳的质

量评价提供更为可靠的依据。

1仪器与试药

1．1 仪器：Agilent 1100高效液相色谱仪，VwD检

测器，Agilent 1100色谱工作站；电子天平

(METTI。ER AE 240)。

1．2试药：乙腈(HPLC级，Merck)；其他试剂均为

分析纯；水为重蒸水。新橙皮苷对照品(自制，经

HPLC峰面积归一化法测定质量分数99．34％)；柚

皮苷对照品购于中国药品生物制品检定所(供定量

测定用，批号0722—200108)。枳壳药材2002年购

(采)于江西、湖南、四川、重庆、浙江等地。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为Hypersil C。8柱(200 mlTl×

4．6 mrll，5弘m)。流动相为乙腈一水(磷酸调pH 3)

(20：80)；检测波长为283 nm；体积流量：1．0 mE／

min；柱温：25℃。理论塔板数按柚皮苷峰计算应不

得低于2 000。

2．2对照品溶液的制备：精密称取减压干燥至恒重

的柚皮苷和新橙皮苷对照品各10 mg，分别置50 mL

量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，从中各精密量取5 mL，

同置25 mL量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得。

2．3供试品溶液的制备：取枳壳粉末(过40目筛)

约0．5 g，精密称定，置100 mL圆底烧瓶中，加25

mI。甲醇，水浴回流提取1．5 h，滤过，滤液置50 mL

量瓶中，残渣用甲醇再提取两次，每次加甲醇10 mL

提取10 min，合并提取液，冷却，最后加甲醇至刻

度，摇匀。准确吸取该溶液5 mL置50 mL量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，摇匀，过0．45弘m滤膜，取续滤

液作为供试品溶液。

2．4线性范围考察：精密称取柚皮苷对照品9．73

mg和新橙皮苷对照品9．69 hag，分别置25 mL量

瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀。精密量取上

述两个对照品溶液各l、2、3、4、5、6 mL分别置25

mL量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得到混合

对照品溶液。分别进样10肛L，以对照品的量为横坐
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