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2．4．2精密度试验：精密吸取混合对照品溶液20

肛L，连续进样6次，结果齐墩果酸峰面积RSD为

1．o oA，熊果酸峰面积RSD为1．2％。

2．4．3重现性试验：取同一批样品，平行处理5份，

分别进样20弘L，结果齐墩果酸质量分数为

0．092 0％，RSD为2．1％，熊果酸质量分数为

0．194 3％，RSD为1．9 0A。

2．4．4稳定性试验：取供试品溶液分别在0、2、4、6

h进样20肛L，结果齐墩果酸峰面积的RSD为

2．5％，熊果酸峰面积RSD为1．7％。

2．4．5 回收率试验：采用加样回收法。取已测定量

的样品适量，分别添加齐墩果酸对照品1．15 mg，熊

果酸对照品2．44 mg，制备供试品溶液，进样测定，

计算回收率，结果齐墩果酸平均回收率99．3％，

RSD为2．8％，熊果酸平均回收率97．2％，RSD为

1．2％(咒一5)。

2．4．6样品测定：分别取不同采收期的薄荷样品，精

密称定，制备供试品溶液，进样测定，结果见表1、2。

以上结果表明，一刀薄荷三萜酸类成分量以7

月下旬较高，二刀薄荷三萜酸类成分量以10月上中

旬较高。因此，江苏东台地区一刀薄荷药材适宜采收

期为7月下旬，江苏东台地区二刀薄荷药材适宜采

收期为10月上中旬。

3讨论

表1头刀薄荷中三萜酸测定(弹一3)

Table 1 Determination of triterpene acid in first

harvest of M．haplocalyx(万一3)

表2二刀薄荷中三萜酸测定(席一3)

Table 2 Determination of triterpene acid in second

harvest of M．haplocalyx(一一3)

对江苏东台地区薄荷不同生长期内三萜酸类成

分(齐墩果酸、熊果酸)动态变化研究表明，一刀薄荷

三萜酸类成分的量以7月下旬较高，二刀薄荷三萜

酸类成分的量以10月上中旬较高，因此，薄荷药材

适宜采收期分别为7月下旬、10月上中旬，与以薄

荷油量为评价指标确定的适宜采收期基本一致。

测定齐墩果酸和熊果酸的量测定方法主要有薄

层扫描法[3]、高效液相色谱法[4]和衍生化气相色谱

法[53等。齐墩果酸和熊果酸属于五环三萜类成分，分

子中仅存在1个双键，在紫外204 nm有末端吸收，

采用HPLC—UV法进行检测时，受流动相影响较

大，基线不够理想，检测的灵敏度较低。本实验采用

HPLC—ELSD法对齐墩果酸和熊果酸进行测定方法

稳定、可行，结果可靠。
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身挛急[1’2]，在祖国医学中是治疗风湿痹痛、关节病

必不可少的药物。《中国药典>>2005年版[3]收载有龙

胆科秦艽(大叶秦艽，又称大叶龙胆)Gentiana

macrophylla Pall．、麻花秦艽G．straminea Max—

im．、粗茎秦艽(又称粗茎龙胆)G．crassicaulis

Duthie ex Burk．或小叶秦艽G．dahurica Fisch．4

种。处于黄土高原腹地的陕西和甘肃两省是其地道

产区[4]。陕、甘两省的主流秦艽商品为大叶秦艽G．

macrophylla Pall．的根。以前的研究表明主要成分

是裂环环烯醚萜苷类，主要存在于水溶性部位[5]。其

中龙胆苦苷量最高，其次是獐牙菜苦苷，前者具有保

肝、利胆、抗炎的生物活性，后者具有助消化、镇痛作

用，二者都已开发为中药新药。

陕西省是秦艽的主产地之一，近年来，由于用药

需求量猛增，过度采挖，致使野生秦艽资源临近濒危

状态，被列为国家三级重点保护的野生药材[s]。因此

为保证和扩大药源，大量繁殖和引种栽培已成为急

需解决的问题。本研究以秦艽的主要成分龙胆苦苷

为指标，采用RP—HPLC法[7’8]考察了不同生长年

限、不同采收期等因素对栽培秦艽中龙胆苦苷量的

影响，以期为评价栽培秦艽的质量、开发利用秦艽资

源和确保人工种植的品质提供科学的依据，为该地

区秦艽药材合理采收时期的确定提供理论参考。

1仪器、试剂与材料

仪器：Shimadzu LC一2010高效液相色谱仪，包

括自动进样器、紫外检测器、串联双柱塞式泵、LC

solution色谱工作站；MILLT--Q超纯水仪；全自动

电子天平。龙胆苦苷对照品(批号110770—200409)，

中国药品生物制品检定所；甲醇为分析纯和色谱纯；

水为超纯水。

秦艽为陕西凤县东河桥采集不同时期的栽培秦

艽G．macrophylla Pall．，经陕西师范大学生命科学

学院植物分类教研室任毅教授鉴定。

2方法

2．1色谱条件：色谱柱：Shimadzu C18(150 mm×

4．6 mm)；流动相：甲醇一水(1：4)；检测波长：245

nm；体积流量：1．0 mL／min；柱温：25℃。对照品及

供试品色谱图见图1。

2．2 供试品的处理：从2005年8月至2006年1

月，按研究内容定期梅花采样，以考察根部生长状

况。用于测定的样品，在37℃烘箱中烘干，去除残

茎，抖净泥土杂质，撞掉老皮，再用毛刷刷掉根表面

的微尘，粉碎机粉碎，过40目筛后置干燥器中备用。

2．3 对照品溶液制备：精密称取龙胆苦苷对照品适

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

t／rain

l一龙胆苦苷

1一gentiopicrin

图1对照品(A)及秦艽样品(B)HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of reference substance

(A)and Radix Gentianae Macrophyllae samples(B)

量，加甲醇配制成0．5 mg／mL的溶液，摇匀并使其充

分溶解，0．22 btm微孔滤膜滤过后即为对照品溶液。

2。4供试品溶液制备：精密称定37℃干燥至恒重的

样品粉末0．50 g，加甲醇20 mL，加热回流30 min，

滤过，滤液减压蒸馏至干，残渣用20 mL甲醇溶解，

滤过，滤液移至50 mL量瓶中，用甲醇稀释至刻度，

混匀后精密吸取1 mL于5 mL量瓶中，加甲醇至刻

度，漩涡混匀摇匀，过0．22 ym微孔滤膜，即得。

2．5线性关系考察：精密吸取龙胆苦苷对照品溶液

1、3、5、7、9、11肚L，进样测定，以质量浓度为横坐标，

峰面积为纵坐标，得回归直线方程为y一1×106+

11 223，r=0．999 9，结果表明龙胆苦苷在0．50～

5．50 P-g线性关系良好。

2．6精密度试验：取龙胆苦苷对照品溶液连续进样

5次，每次10弘L，计算峰面积积分值的RSD为

0．78％。

2．7重现性试验：取同一批样品5份，制备供试品

溶液，处理成5份，进样，每次10肛L，计算得龙胆苦

苷峰面积积分值的RSD为0．19％。

2．8稳定性试验：取供试品溶液分别在0、4、8、16、

24、48 h进样10止，记录峰面积，计算龙胆苦苷峰
面积的RSD为1．81％，表明供试品溶液在48 h内

稳定。

2．9加样回收试验：精密称取已知龙胆苦苷量的样

品0．30 g，准确加入龙胆苦苷对照品10．00 mg，制

备供试品溶液，处理成5份，进样分析，测定龙胆苦

苷的峰面积，计算平均回收率为99．54％，RSD为

2．80％(，l=5)。

3结果

3．1不同生长年限栽培秦艽龙胆苦苷测定：分别取

二年生、三年生的秦艽样品，制备供试品溶液，进样

测定，测得药材中龙胆苦苷的量，见表1。

3．2三年生栽培秦艽不同采收期龙胆苦苷测定：取

陕西凤县不同采收时期(2005年8月至2006年1
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月)三年生栽培秦艽，制备供试品溶液，进行测定，每

个样品做3次平行实验-取3次测定结果的平均值，

见表2。

3．3 凤县三年生栽培秦艽和野生秦艽龙胆苦苷比

较：取凤县三年生栽培秦艽(2005年9月、2005年

10月、2005年12月)和凤县野生秦艽，制备供试品

溶液，进样测定，每个样品做3次平行实验，取3次

测定结果的平均值，见表3。

表1不同生长年限龙胆苦苷(聆一3，

Table 1 Contents of gentiopicrin of various ages(n一3)

表2不同采收期龙胆苦苷(忍=3)

Table 2 Contents of gentiopicrin at various

collecting periods(辟一3)

表3野生和栽培秦艽中龙胆苦苷(矗一3)

Table 3 Contents of gentiopicrin in wild and planting

Radix Gentianae Macroph3’Ilae(n一3)

样品产地品种雩7采集时间荔啪，％

4讨论

4．1龙胆苦苷是秦艽所含的主要成分，量的高低直

接影响药材质量。《中国药典》2005年版一部以龙胆

苦苷量作为药材质量评价的依据，规定原药材中龙

胆苦苷量不少于2．o％。本实验中所采集药材均达

到《中国药典》规定标准。

4．2 表1中比较了不同采收年限秦艽中龙胆苦苷

的量，三年生秦艽中龙胆苦苷的量明显高于二年生

秦艽中龙胆苦苷的量。笔者只对二年生和三年生的

进行了比较，认为应在第三年采收为宜。李向阳等[9]

曾对青海省所栽培的不同年限秦艽中龙胆苦苷的量

进行比较，认为二年生栽培秦艽中龙胆苦苷量最高。

这是因为所用的秦艽为麻花秦艽，与本实验所用的

大叶秦艽不是同一个种，另外陕西省和青海省环境、

气候条件的不同也是造成结果不一致的可能原因。

4．3前人研究[1叨发现秦艽的最佳采收季节应在秋

季。本实验结果显示，三年生秦艽中龙胆苦苷的量在

12月份达到最大值，10月份和11月份量差不多，考

虑到天气原因，12月份天气变冷，由于地面上冻导

致采收困难，因此建议秦艽的最佳采收期应在10月

份和11月份。

4．4 由表3结果可看出，陕西凤县地区3年生栽培

秦艽中龙胆苦苷的量略低于当地野生秦艽中龙胆苦

苷的量，但差别不大，说明该地区人工栽培秦艽质量

较优。

4．5 在前人研究工作的基础上[11’12]，针对秦艽样品

中苷类物质的提取溶剂、方法进行了探讨。首先，选用

甲醇和70％乙醇做为溶剂进行比较；其次，在提取方

法上选用水浴和超声方法进行比较。结果甲醇作为溶

剂较乙醇提出率高，超声和水浴提取结果差不多，考

虑到超声会有所破坏，选用甲醇作溶剂，用水浴的方

法进行提取，且比较了不同的提取时间，发现30 rain

可得到分离良好、出峰适宜的色谱峰。因此采用甲醇

作溶剂，用水浴提取30 rain的提取方法。

本研究从龙胆苦苷成分量的因素综合考虑，建

议陕西凤县地区栽培秦艽的最佳采收时期应为栽培

后第三年的10月和11月。
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连翘中连翘苷HPLC测定方法的改进

陆红柳1‘2，谭喜莹1’2，张 飞1’2，赵陆华1’2。

(1．药物质量安全与预警教育部重点实验室，江苏南京210009；2．中国药科大学分析测试中心，江苏南京210009)

连翘Forsythia suspensa(Thunb．)Vahl是木

犀科植物连翘属落叶灌木，以果实入药，连翘药材商

品分为“青翘”、“老翘”[1]。连翘是中药中最常见的药

材之一，具有清热解毒、散结消肿之功效。其主要成

分为连翘苷、连翘酯苷、连翘酚等。对连翘及连翘相

关制剂的质量评价中，多以连翘苷作为一项主要指

标。对于样品的预处理，《中国药典》[21是采用过氧化

铝柱方法，文献[3~61中有采用石油醚脱脂后超声法，

冷浸过夜法，sPE法等。但经研究表明这些方法比

较繁琐，特别是对于因产地差异或药材储存期限所

致连翘苷量较低的样品测定，回收率低，重现性差。

对于测定波长的选择，《中国药典》及文献多采用

277 nm，由于连翘苷在该波长处吸收小，低量的样

品测定误差较大。因此，本实验对《中国药典》方法及

文献方法进行改进，采用直接超声方法提取连翘药

材，并选择低波长进行测定，结果可靠，方法简便，回

收率及灵敏度高，重现性好。

1仪器与试药

岛津LC一10AD VP高效液相色谱仪，岛津

SPD一10A VP检测器，浙江大学N2000型色谱工

作站。乙腈为HPLC级，水为乐百氏纯净水。连翘苷

对照品和连翘对照药材由中国药品生物制品检定所

提供。连翘药材收集于河南、南京，经中国药科大学

宋学华教授鉴定为正品。

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱：大连依利特Hypersil C，。

(250 mm×4．6 mm，5肛m)；流动相：乙腈一水(24：

76)；体积流量1·0 mL／min；检测波长205 nm；柱

温：室温；迸样量t20 FL。

2．2 对照品溶液制备：精密称取连翘苷对照品

4．94 mg，置于10 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，

制成质量浓度为494}tg／mL储备液。精密吸取连翘

苷储备液适量，配制成为19．8 lug／mL连翘苷溶液。

2．3供试品溶液的制备：精密称取连翘药材粉末1

g，加80％甲醇100 mL浸泡30 min，超声30 min，静

置10 min，再超声30 min，滤过，浓缩，定容至50 mL

量瓶中，微孔滤膜滤过，取续滤液作为供试品溶液。

2．4测定方法：精密吸取供试品和对照品溶液各

20弘L，分别注入高效液相色谱仪，记录色谱峰面积，

以外标法计算样品的量。见图1。

t／rain

1一连翘苷

1-forsythin

图1 连翘苷对照品(A)和样品(B)色谱图

Fig．1 Chromatograms of forsythin reference

substance(A)and sample(B)

由图1表明，本法测定基线平稳；杂质峰对连翘

苷的测定无干扰；虽然2～4 min极性大的成分峰较

多，但容易洗脱，不影响测定。

2．5 线性关系：分别精密吸取连翘苷储备液适量，

配制成98．8、49．4、19．8、9．88、4．94、1．98、0．988

pg／mL连翘苷对照品溶液，分别进样20弘L。以连翘

苷的质量浓度对色谱峰面积进行回归统计，回归方
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