
基莲心碱 RSD值分别为 0. 84%、0. 49%、0. 57%。

2. 8 � 加样回收率试验: 精密称取 6份甄城莲子心样

品各约 0. 125 g, 分别精密加入对照品溶液各 12. 5

mL,再按照� 2. 3供试品溶液的制备�方法制备,进样

10 �L,按上述色谱条件测定 3次,计算各生物碱的平

均回收率及 RSD值。结果 3种生物碱平均回收率为

莲心碱 96. 99%、异莲心碱 104. 26%和甲基莲心碱

100. 71%; RSD值分别为 0. 47%、0. 21%、0. 16%。

2. 9 � 样品测定:取不同产地莲子心药材, 按照� 2. 3

供试品溶液的制备�方法制备样品溶液, 分别进样

10 �L, 结果见表 1。

表 1� 不同产地莲子心中莲心碱、异莲心碱

和甲基莲心碱的测定

Table 1 � Detemination of liensinine, isoliensinine, and nefer-

ine in Plumula Nelumbinis from different habitats

产地 莲心碱/ % 异莲心碱/ % 甲基莲心碱/ %

湘潭 � 0. 32 0. 34 0. 95

襄樊 � 0. 25 0. 50 0. 89

南京 � 1. 25 � �
甄城 � 0. 32 0. 36 0. 97

乐至 � 0. 29 0. 46 0. 82

蕲春 � 0. 42 0. 41 0. 64

白洋淀 0. 33 0. 36 0. 73

洪湖 � 1. 31 � �

杭州 � 0. 91 0. 36 0. 19

建德 � 0. 94 0. 23 0. 23

3 � 讨论

3. 1 � 不同产地莲子心中 3种生物碱量差异很大, 洪

湖和南京产莲子心中异莲心碱、甲基莲心碱几乎检

测不出, 湘潭和甄城 3种莲心碱量都比较高。应该

根据项目需要选择合适的莲子心产地。

3. 2 � 根据文献资料建立了简单、准确、可操作性强

的莲子心中 3种生物碱量检测方法。与�中国药典�
2005年版(一部)等所用流动相比较简单, 毒性也小

一些, 3种生物碱分离度很好。

3. 3 � 混合对照品溶液中异莲心碱、甲基莲心碱结构

不稳定,在日光条件下长时间放置成分会破坏, 无法

标定样品的量,笔者在实验过程中将混合对照品溶

液避光,冷藏 1 个月时间各成分量变化不大。建议

实验者将混合对照品溶液避光, 冷藏保存。
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摘� 要:目的 � 研究建立江西道地药材山蜡梅叶的质量标准。方法 � 采用薄层色谱法建立芦丁和蜡梅碱的鉴别
项,采用反相高效液相色谱法建立槲皮素、山柰酚、蜡梅碱的定量测定项。结果 � 首次建立了山蜡梅叶中芦丁和蜡
梅碱的薄层鉴别方法,并首次采用高效液相色谱法建立了槲皮素、山柰酚、蜡梅碱的测定方法,平均回收率分别为

96. 55%、98. 72%、99. 02% 。结论 � 建立的方法操作简便,专属性好, 结果准确。
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� � 山蜡梅叶为蜡梅科植物山蜡梅 Chimonanthus

ni tens Oliv� 的干燥叶, 又名香风茶、毛山茶、岩马

桑,主产于江西、安徽、浙江。功能解表祛风, 清热解

毒。用于防治流行性感冒。文献报道山蜡梅叶中含

槲皮素[ 1, 2]、山柰酚[ 1, 2] 、蜡梅碱 [ 3]。本实验首次对

其质量标准进行了研究。

1 � 仪器、试药与试剂
Agilent 1200型高效液相色谱仪;槲皮素(中国

药品生物制品检定所, 批号 200805) ; 山柰酚(中国

药品生物制品检定所,批号 200808) ; 蜡梅碱对照品

自制(质量分数大于 98%) ; 山蜡梅叶药材采自江西

婺源,部分购自安徽亳州药材市场;薄层色谱用硅胶

购自青岛海洋化工厂,甲醇、乙腈为色谱纯, 其他试

剂均为分析纯, 水为重蒸水。

2 � 薄层鉴别

2. 1 � 芦丁的薄层鉴别:取药材粗粉 2 g ,加 95%乙

醇溶液20 mL,超声处理 30 m in,滤过, 滤液蒸干, 残

渣加甲醇 1 mL 使溶解, 作为供试品溶液。另取芦

丁对照品加甲醇制成质量浓度 0. 5 mg/ mL 的溶液,

作为对照品溶液。按照薄层色谱法 ( �中国药典�

2005年版一部附录 � B)试验, 吸取供试品溶液 10

�L, 对照品溶液 5 �L,分别点于同一硅胶 G薄层板

上,以醋酸乙酯-甲酸-水( 8 �1 � 1)的上层溶液为展

开剂, 展开, 取出, 晾干, 喷以 1% 三氯化铝乙醇溶

液,在 105 � 烘约 5 m in,置紫外光灯( 365 nm )下检

视。供试品色谱中, 在与对照品色谱的相应位置上,

显相同颜色的荧光斑点。色谱图见图 1。

图 1 � 芦丁薄层色谱图

Fig. 1 � TLC Chromatogram of rutin

2. 2 � 蜡梅碱的薄层鉴别:取药材粗粉3 g,加入浓氨

试液 3 mL,氯仿 30 mL, 超声处理 30 min, 滤过, 滤

液蒸干, 残渣加甲醇 1 mL 使溶解, 作为供试品溶

液。另取蜡梅碱对照品加甲醇制成质量浓度 0. 5

mg/ mL 的溶液,作为对照品溶液。按照薄层色谱法

(�中国药典�2005年版一部附录 � B)试验, 吸取供

试品溶液 8 �L,对照品溶液 2 �L,分别点于同一块

含氢氧化钠 1%的碱性硅胶 G 薄层板上, 以氯仿-甲

醇( 9. 2 �0. 8)为展开剂,展开,取出, 晾干,喷以改良

碘化铋钾试液。供试品色谱中, 在与对照品色谱的

相应位置上,显相同颜色的斑点。色谱图见图 2。

图 2 � 蜡梅碱薄层色谱图

Fig. 2 � TLC Chromatogram of calycanthin

3 � 山蜡梅叶的定量测定

3. 1 � 槲皮素与山柰酚的定量测定

3. 1. 1 � 色谱条件: 色谱柱为 Zorbax SB-C18 ( 150

mm � 4. 6 mm, 5 �m) ; 流动相为甲醇-0. 1% 磷酸

( 40�60) ;体积流量为 1 mL/ m in; 柱温为 35 � ;检

测波长为 365 nm。

3. 1. 2 � 对照品溶液的制备:分别精密称取经五氧化

二磷干燥的对照品, 加甲醇溶解, 制成含槲皮素 12

�g/ mL、山柰酚 50 �g/ mL 的溶液。

3. 1. 3 � 供试品溶液的制备: 取本品粉末(过 3号筛)

约 1 g,精密称定,加石油醚( 60~ 90 � )超声提取 2

次,每次 20 mL,每次 15 min,倾出石油醚液,挥干残

留溶剂。残渣用甲醇加热回流提取 2 次, 每次 20

mL,每次 60 min, 滤过。滤液置 50 mL 量瓶中,用少

量甲醇洗涤滤器和残渣,加甲醇至刻度,摇匀,即得。

3. 1. 4 � 线性关系的考察: 精密称取槲皮素对照品

15 mg,置 250 mL 量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻

度,摇匀, 作为母液 A; 精密称取山柰酚对照品 6

mg,置 25 mL 量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻度,摇

匀,作为母液 B;分别精密量取 2种母液各 0. 5、1、2、

3、4 mL, 将同体积的 A、B 液置于同一 10 mL 量瓶

中,加甲醇稀释至刻度,摇匀。分别精密吸取对照品

混合溶液 5 �L,注入高效液相色谱仪测定。以浓度

为横坐标( X ) ,峰面积为纵坐标( Y ) , 分别绘制槲皮

素和山柰酚标准曲线, 并计算回归方程。槲皮素的

回归方程: Y= 15. 605 X + 3. 210 4 ( r = 0. 999 9) ;

山柰酚的回归方程: Y = 13. 08 X + 9. 473 8 ( r =

0. 999 8)。结果表明, 槲皮素在 2. 93~ 23. 44 �g/

mL 呈良好的线性关系; 山柰酚在 12. 56~ 100. 48

�g/ mL 呈良好的线性关系。
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3. 1. 5 � 精密度试验: 精密吸取混合对照品溶液 5

�L, 测定槲皮素和山柰酚峰面积, 连续测定 6次, 槲

皮素的峰面积 RSD 为 0. 13% , 山柰酚的峰面积

RSD为 0. 15%,表明本方法精密度良好。

3. 1. 6 � 重现性试验: 取同批样品 6份, 按供试品溶

液的制备方法处理, 依上述色谱条件测定,槲皮素质

量分数为 367. 67 �g/ g, RSD为 2. 43%( n= 6) ;山柰

酚质量分数为 2. 21 mg/ g , RSD为 1. 94% ( n= 6)。

以上结果表明, 本方法重现性良好。

3. 1. 7 � 稳定性试验:精密吸取供试品溶液 5 �L, 按

上述色谱条件, 每隔 1 h测定槲皮素与山柰酚的量,

结果槲皮素、山柰酚的峰面积 8 h 内 RSD分别为

0. 23%( n= 6)、0. 28% ( n= 6)。以上结果表明, 本

方法 8 h内稳定性良好。

3. 1. 8 � 加样回收率试验:取已测定的本品 5份, 每

份 0. 5 g ,精密称定,分别精密加入一定量的槲皮素

和山柰酚母液, 挥尽溶剂,按供试品溶液制备方法处

理, 依法测定, 槲皮素、山柰酚平均回收率分别为

96. 55%、98. 72%, RSD分别为 2. 46%、1. 89%。表

明本方法回收率良好。

3. 1. 9 � 样品的测定:取本品按测定项下供试品溶液

的制备方法处理,按上述色谱条件测定,结果见表 1。

3. 2 � 蜡梅碱的定量测定

3. 2. 1 � 色谱条件: 色谱柱为 Agilent H C-C18 ( 150

mm � 4. 6 mm, 5 �m) ; 流动相为乙腈-0. 05%磷酸

溶液( 8� 92) ; 体积流量 1. 0 mL/ min; 柱温为30 � ;

检测波长为 240 nm。

3. 2. 2 � 对照品溶液的制备:精密称取蜡梅碱对照品

适量,加甲醇制成含蜡梅碱 8 �g / mL 的溶液。

3. 2. 3 � 供试品溶液的制备:称取干燥粉碎后的山蜡

梅叶 1 g ,加乙醇100 mL,回流提取 1 h。滤过,滤液

蒸干,加 2%盐酸 100 mL 加热溶解, 离心 15 m in

( 4 000 r/ m in) , 上清液加氯仿萃取 2 次, 每次 20

mL,取酸水层,加浓氨水调 pH 9~ 10,加氯仿萃取 3

次,每次 30 mL, 合并氯仿层, 蒸干, 加甲醇溶解至

10 mL 量瓶并稀释至刻度,微滤, 即得。

3. 2. 4 � 线性关系的考察: 精密吸取浓度为 1. 6、

3. 2、4. 8、6. 4、8. 0、16. 0 �g / mL 的对照品溶液, 分

别注入高效液相色谱仪中。以进样量为横坐标, 峰

面积为纵坐标, 绘制标准曲线,蜡梅碱回归方程为:

Y= 2 601. 1 X - 0. 387 8, r= 0. 999 8。结果表明,

蜡梅碱在 0. 016~ 0. 16 �g 线性关系良好。

3. 2. 5 � 精密度试验: 精密吸取对照品溶液 10 �L,

依法连续测定 5次,记录峰面积, RSD为 0. 99% ,表

明本方法精密度良好。

3. 2. 6 � 稳定性试验: 取供试品溶液, 每隔 2 h进样

10 �L,记录峰面积, 8 小时内, 蜡梅碱峰面积 RSD

为 1. 69% ,表明本方法稳定性良好。

3. 2. 7 � 重现性试验: 取同批样品, 依法制备 5份供

试品溶液, 按上述色谱条件测定, 蜡梅碱质量分数

RSD为 0. 64% ,表明本方法重现性良好。

3. 2. 8 � 回收率试验:精密称取已知量的样品,分别

精密加入蜡梅碱对照品溶液适量,挥干溶剂,按上述

供试品溶液制备方法制备, 测定其质量分数,计算回

收率。蜡梅碱平均回收率为 99. 17% , RSD 为

1. 02% ,表明本方法回收率较好。

3. 2. 9 � 样品测定:取本品按上述供试品溶液制备方

法制备,依上述色谱条件测定,按外标法计算蜡梅碱

量,结果见表 1。

表 1 � 不同产地山蜡梅叶样品中 3 种成分的测定( n= 3)

Table 1� Determination of three components in samples

f rom diff erent regions ( n= 3)

产地 批号
槲皮素/

(�g� g - 1)

山柰酚/

( mg� g- 1 )

蜡梅碱/

(�g� g- 1)

江西婺源 20070801 365. 60 1. 96 148. 9

江西婺源 20070901 356. 54 1. 86 147. 3

江西婺源 20080801 360. 77 2. 10 151. 2

江西婺源 20080901 367. 67 2. 21 158. 6

江西婺源 20090810 301. 55 1. 75 72. 4

江西婺源 20090909 298. 75 1. 76 70. 4

浙江松阳 20080811 288. 61 1. 53 87. 8

浙江松阳 20080901 285. 87 1. 71 97. 9

浙江松阳 20090410 268. 61 1. 50 81. 2

浙江松阳 20090910 485. 87 1. 63 90. 2

4 � 讨论

江西产山蜡梅叶 3种成分的量较高, 各成分的

变化趋势不完全一致。采收季节和植株年龄对成分

量的影响还需进一步研究。
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