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曲线，得回归方程y一8 264．1 X一31．16，r=0．999

8。结果表明原儿茶酸在2．75～44．0 t-g／mL与峰面

积呈较好的线性关系。

2．8稳定性试验：精密吸取供试品溶液，分别于0、

1、3、5、12 h测定原儿茶酸峰面积，结果其RSD为

2．07％，表明供试品溶液中原儿茶酸在12 h内稳定

性良好。

2．9 精密度试验：取同一供试品溶液，重复进样5

次，测定原儿茶酸峰面积，计算得其RSD为

2．42％。

2．10重现性试验：取批号050310的样品，制成5

份供试品溶液，进样测定，计算原儿茶酸的质量分

数，结果原儿茶酸的平均质量分数为0．110 mg／g，

RSD为2．96％。

2．11 回收率试验：精密称取含原儿茶酸0．125

mg／g的样品约1．0 g，共5份，分别精密加入原儿

茶酸对照品0．120 mg，制备供试品溶液，依法测定，

每份测定2次，计算得平均回收率为98．62％，RSD

为2．23％。

2．12样品测定：取5批样品，制备供试品溶液，每

批2份，精密吸取供试品溶液10弘L，注入液相色谱

仪，测定峰面积，代入回归方程计算5批样品中原儿

茶酸的质量分数，结果见表1。

表1老鹌草软膏中原儿茶酸的测定结果

Table 1 Determination of prOtOcatechujc acid

in Laoguancao Ointment

批号 原几茶酸／(mg·g-1)

0．110

O。104

0．125

O．134

0．105

3讨论

分别选择乙腈一0．1％磷酸水溶液(3：97)[23和

乙腈一5mol／L醋酸铵溶液一冰醋酸(6：94：1)[33为

流动相进行试验，结果乙腈一0．1％磷酸水溶液(3：

97)的分离效果较好。

选用甲醇、0．1 mol／L盐酸溶液回流提取的方

法处理供试品，结果0．1 mol／L盐酸溶液处理所得

原儿茶酸的提取效果更充分。
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大黄为蓼科植物掌叶大黄Rheum palmatum

L、唐古特大黄R．tanguticm Maxim．ex Ball．或药

用大黄R．officinale Baill的干燥根及根茎，具有通

里攻下、清热解毒、活血通瘀等功能。主要产地是甘

肃、青海。大黄中化学成分复杂，有蒽苷、芪苷、鞣苷

等，其中蒽苷为最主要成分[1]。本实验以蒽醌类成分

为指标对大黄进行了WLD型大孔吸附树脂富集的

参数进行了研究。

1仪器和材料

Shimadzu LC～10Atvp高效液相色谱仪，Shi—

madzu Libror AEG一120万分之一分析天平。WLD

型大孔吸附树脂由四川省中药研究所提供，甲醇色

收稿日期：2006—08—25

谱纯，其余试剂均为分析纯，大黄素、大黄酚、大黄素

甲醚、芦荟大黄素、大黄酸对照品均购自中国药品生

物制品检定所。

2方法与结果

2．I HPLC法测定总蒽醌

2．1．1色谱条件[2]：色谱柱：C18 ODS(150 mmx 4．6

mm，5肛m)；流动相：甲醇一1％高氯酸水溶液(85：

15)；检测波长：254 nm；体积流量：1．0 mL／min；灵

敏度：0．01 AUFS。

2．1．2供试品溶液的制备[3“]：精密吸取相当于大

黄药材0．1 g的提取液于100 mL圆底烧瓶中，烘

干，加20％硫酸2．5 mL，室温振摇5 min，加氯仿30
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mL，水浴加热(80 oC)回流水解60 min，放冷至室

温，吸出氯仿层；第2次加氯仿20 mL，振摇，放置

10 min，吸出氯仿层；第3次加氯仿20 mL，振摇，放

置10 min，吸出氯仿层，反复抽提至氯仿层无色，合

并氯仿液，以无水硫酸钠脱水，滤过，减压回收溶剂

至干，残渣用乙腈溶解于25 mL量瓶中，加乙腈至

刻度，摇匀，过0．45弘m微孔滤膜，取续滤液，即得。

2．I．3对照品溶液的配制：分别精密称定芦荟大黄

素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对照品13

mg，分别加入50 mL量瓶中，用乙腈溶解并稀释至

刻度，摇匀。分别精密吸取2．5 mL加入同一25 mL

量瓶中，加乙腈至刻度，摇匀即得。

2．1．4线性关系的考察：稀释倍减法进行稀释。取

20 pL进样，测定峰面积。以峰面积与质量浓度作

图，计算得标准曲线方程。芦荟大黄素：C一1．157×

10～X一0．175 5，r=0。999 8，线性范围为9．72～

518．4弘g；大黄酸：C=1．257×10-5 X+0．049 33，

r=0．999 4，线性范围为9．376～600#g；大黄素：

C=1．443×10_5 X一0．143 7，r一0．999 7，线性范

围为8．406～538弘g；大黄酚：C一1．003×10_5 X一

0．197 1，r=0．999 8，线性范围为8．756～560．4

弘g；大黄素甲醚：C=1．328×1015 X一0．098 95，

r=0．999 8，线性范围为7．594～486弘g。

2．1．5测定：取供试品溶液进样测定，计算。以5种

蒽醌之和作为总蒽醌。

2．2 TLC法鉴别总蒽醌[5]：取流出液10 mL，置试

管中，加HCl lmL，水浴加热30 min，立即冷却，加

入乙醚10 mL，振摇，吸出乙醚层，挥干，残渣用氯仿

1 mL使溶解，即得供试品溶液。进行TLC鉴别。

2．3大孔吸附树脂的预处理：将大孔吸附树脂于饮

用水中漂洗，滤干，树脂用3倍量5％氢氧化钠溶液

浸泡12 h，再用5％氢氧化钠溶液淋洗过柱，去离子

水洗至流出液呈中性，再加入2％盐酸乙醇溶液浸

泡12 h，1 BV／h冲洗至流出液加等量水不混浊止，

再用去离子水冲洗至中性并无醇味，即可。

2．4静态吸附量的考察：准确平行称取2份WLD

型大孔吸附树脂，每份20 g，置于250 mL磨口烧瓶

中，分别按生药与树脂比例为1：5和1．5：5加人大

黄提取液，密塞，室温放置24 h，时时震荡，充分吸附

后滤过，供制备供试品溶液。采用薄层色谱法，以大黄

所含的蒽醌类成分为指标进行鉴别。结果生药与树脂

比例为1：5时未检测出蒽醌类成分，而生药与树脂

比例为1．5：5可检测出大黄酸，故确定1 g WLD型

大孔吸附树脂的吸附量为0．2 g大黄药材。

2．5 动态吸附量的考察：大黄提取液从含150 g

WLD型大孔吸附树脂的树脂柱(树脂床体积BV为

300 mL)上端加入，控制药液流量为2 BV／h，从流

出下端分段收集流出液，每隔一定的体积取样，供制

备供试品溶液。采用薄层色谱法，以大黄所含的蒽醌

类成分为指标，对树脂吸附后的流出液进行鉴别。结

果当加入提取液超过相当于30 g药材时，流出液中

即可检出大黄酸或其蒽苷类成分，说明当药材与树

脂的比例超过1：5时，出现泄漏现象。确定1 g

WLD型大孔吸附树脂的最佳吸附量为0．2 g大黄

药材。与静态吸附量完全一致。

2．6洗脱用乙醇体积分数的筛选：按生药与树脂比

例为1：5取大黄水提液上柱，控制药液流量为

2 BV／h。从柱上方缓缓加入水冲洗至近无色，弃去

洗液，再用一定体积分数的乙醇洗脱，控制洗脱流量

为1．5 BV／h，收集洗脱液，混匀，取样制备供试品溶

液，测定总蒽醌洗脱率，结果50％、70％、90％乙醇

对总蒽醌的洗脱率分别为61．02％、81．27％、

80．24％。结果表明用70％作为洗脱用乙醇体积分

数洗脱时总蒽醌洗脱率可达80％以上。

2。7洗脱乙醇用量的筛选：按生药与树脂比例1：

5，取大黄水提液上柱，控制药液流量为2 BV／h。从

柱上方缓缓加入水冲洗至近无色，弃去洗液，再用

70％乙醇450 mL洗脱，控-列洗脱流量为1．5 BV／

h，收集洗脱液至150 mL开始取样，以后每50 mL

取样1次，共450 mL，制备供试品溶液，测定结果见

表1。可见用70％乙醇洗脱，可将80％左右的有效

成分解吸附，乙醇用量300 mL时即可达到洗脱总

量98％以上，因此使用300 mL 70％乙醇洗脱即可，

即1 BV。

表1洗脱乙醇用量筛选结果

Table 1 Screening result of eluted ethanol volume

2．8径高比的筛选：按生药与树脂比例1：5，取大

黄水提液上柱，控制药液流量为2 BV／h。从柱上方

缓缓加入水冲洗至近无色，弃去洗液，再用1 BV

70％乙醇洗脱，控制洗脱流量为1．5 BV／h，收集洗

脱液，待70％乙醇洗脱完毕，再用适量水洗脱，合并
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洗脱液，分别测定总蒽醌的量，结果径高比分别为

1：3、1：5、1：7时，总蒽醌的量分别为8．464、

9．268、8．700 mg／g生药。结果表明径高比为1：5

时吸附洗脱效果较好。

2．9药液流量的筛选：按生药与树脂比为1：5，径

高比1：5，取大黄水提液上柱，按设定药液流量进

行上柱。从柱上方缓缓加入水冲洗至近无色，洗液弃

去，再用1 BV 70％乙醇洗脱，洗脱流量为1．5 BV／

h。收集洗脱液，待70％乙醇洗脱完毕，再用适量水

洗脱，合并洗脱液，分别测定总葸醌的量，结果药液

流量分别为1、2、3 BV／h时，总蒽醌的量分别为

9．662、9．160、8．746 mg／g生药。结果表明药液流量

控制在1 BV／h时吸附洗脱效果较好。

2．10洗脱流量的筛选：按生药与树脂比为l：5，

径高比1：5，取大黄水提液上柱，控制药液流量为1

BV／h。从柱上方缓缓加入水冲洗至近无色，弃去洗

液，再用1 BV 70％乙醇洗脱，按设定洗脱流量进行

洗脱，收集洗脱液，待70％乙醇洗脱完毕，再用适量

水洗脱，合并洗脱液，分别测定总蒽醌的量，结果洗

脱流量分别为0．5、1、1．5 BV／h时，总蒽醌的量分

别为9．775、9．613、9．432 mg／g生药。结果表明采

用1 BV 70％乙醇洗脱，流量控制0．5 BV／h时洗脱

效果较好。

2．11 验证试验：按生药与树脂比为1：5，径高比

1：5，取大黄水提液上柱，控制药液流量为1 BV／h。

从柱上方缓缓加入水冲洗至近无色，洗液弃去，再用

1 BV的70％乙醇洗脱，控制洗脱流量为0．5 BV／h，收

集洗脱液，待70％乙醇洗脱完毕，再用适量水洗脱，

合并上述洗脱液，平行试验3份，分别测定，结果总

蒽醌的量分别为9．712、9．666、9．869 mg／g。

3讨论

WLD型大孔吸附树脂是D一101型树脂、AB一8

型树脂等数种按一定比例混合而成的产品。大黄提

取液经WLD型大孔吸附树脂富集纯化后，干膏收

率小于10％，且提取物吸湿性极小，为一种可行的

中药精制方法。
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