
响最小，最佳提取工艺为 A2B1C3D3，即提取温度 80 ℃、每次

1． 5 h、料液比 1 ∶ 9、醇沉浓度 90%。从表 3 方差分析结果可

知，因素 C(料液比)在统计学上有极显著意义( P ＜ 0． 01)，

只能选择水平 3。而因素 A，B，D 无显著性差异，综合能耗和

生产 实 际 等 经 济 方 面 的 考 虑，确 定 最 佳 工 艺 条 件 为

A1B1C3D1，即在 70 ℃下用 9 倍的水量，回流提取1． 5 h，醇沉

浓度为 80%。
表 3 方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 均方和 F 值 显著性

A 0． 001 6 2 0． 000 8 0． 347 8 P ＞ 0． 01
B 0． 006 3 2 0． 003 2 1． 391 3 P ＞ 0． 01
C 0． 047 9 2 0． 024 0 10． 413 0 P ＜ 0． 01
D 0． 014 0 2 0． 007 0 3． 043 5 P ＞ 0． 01

误差 0． 040 8 18 0． 002 3 － －

F0． 01(2，18) = 6． 01

4 验证实验

为进一步考察优选工艺的可靠性及稳定性，取 3 份药

材，每份 50 g，按上述最佳工艺进行验证实验，操作方法同前

述，进行测定，结果见表 4。验证结果与正交实验结果相近，

说明该工艺基本稳定、可行。
表 4 验证实验

水平 多糖量 /% 平均量 /% RSD /%
1 39． 87
2 40． 39
3 39． 60 39． 57 1． 83%
4 38． 41
5 39． 60

5 结论

多糖为刺糖的主要有效成分之一，可溶于水，故水煎煮

提取工艺能有效提取该类成分，且工艺简便，经济，符合传统

用药习惯。
本试验以多糖量为考察指标时，因素 C(料液比)对刺糖

多糖的提取有显著影响，具有统计学意义，而因素 A( 提取温

度)、因素 B( 提取时间)、因素 D( 醇沉浓度) 对刺糖多糖的

提取无显著影响。考虑到经济等方面的因素，最终得出最佳

工艺为 A1B1C3D1。即在 70 ℃ 下用 9 倍的水量，回流提取

1． 5 h，醇沉浓度为 80%。
6 讨论

刺糖作为维吾尔医治疗痢疾、腹泻、胃脘胀痛、血尿等疾

病的常用药，在新疆已有悠久的历史，但均为偏方、验方，而

且无明确的质控化学指标，即化学成分与功能之间缺乏相关

性研究。本课题组前期研究表明刺糖中主要成分为多糖类

化合物，因此，本实验主要探讨了刺糖中多糖的最佳提取工

艺，为后期从刺糖中获得活性物质，进一步研究开发新药奠

定基础。
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摘要:目的 建立高效液相色谱法测定青藏高原不同地区手掌参中天麻素含量。方法 采用 Hypersil ODS-2 (4． 6 mm ×
250 mm，5 μm)色谱柱，流动相为甲醇-水(含 0． 04%的磷酸) = 8 ∶ 92，体积流量 1 mL /min，检测波长 222 nm，柱温 30 ℃。
结果 天麻素进样量在 1． 400 ～ 8． 400 μg 范围内与峰面积呈良好的线性关系，r = 0． 999 9，平均回收率为 99． 14%，RSD
为 0． 69% (n = 9)。结论 所建方法快速、简便、准确、重复性好，天麻素可作为手掌参质量控制指标。
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手掌参 Gymnadenia conopsea R． Br． 又名佛手参、手参、
掌参，是兰科 Orchidaceae 手参属一种多年生草本植物，因其

地下根茎形似手掌而得名，主要生长在青藏高原海拔2 700
～ 4 000 m 范围内无污染的灌木丛中，为常用名贵藏药

［1-2］。
手掌参味甘，性温，具有增力生精、温肾暖肾、大补元气、安神

增智等功效。尤其对阳痿、肾寒有益，具有很高的药用价值，

因而有“不老草”之称
［3-6］。天麻素是手掌参主要有效成分

之一
［7］，现代药理研究表明，天麻素具有镇痛、抗惊厥、抗衰

老、增加心脑血流量、改善学习记忆力等作用
［8］。为了有效

控制药材的质量
［9］，本实验建立了青藏高原不同地区手掌参

中天麻素含量的高效液相色谱测定方法。该方法快速、简

便、准确、重复性好，不仅适用于手掌参原药材的质量控制，

还可供手掌参制剂借鉴。
1 仪器与材料

Agilent 1100 高效液相色谱仪(配置手动进样器，在线脱

气机，高压二元梯度泵，恒温柱温箱，DAD 检测器，Agilent
1100 色谱工作站);HH-4 数显恒温水浴锅( 常州国华电器有

限公司);FZ102 微型植物试样粉碎机(天津市泰斯特仪器有

限公司)。实验用试剂甲醇为高效液相色谱专用试剂( 山东

禹王实业有限公司禹城化工厂);水为自制三重蒸馏水;磷酸

为 AR 级(北京红星化工厂);天麻素对照品由本课题组分离

鉴定，纯度大于 99% 。手掌参样品系 2009 年 9 月采于青藏

高原不同地区，由青海民族大学药学系林鹏程教授鉴定，样

品阴干后粉碎过 80 目筛，冷藏保存。
2 方法与结果

2． 1 色谱条件

色谱柱 Hypersil ODS-2 (4． 6 mm × 250 mm，5 μm)柱;流

动相甲醇-水(含 0． 04% 的磷酸) = 8 ∶ 92;体积流量 1 mL /
min;检测波长 222 nm;柱温 30 ℃，进样量 20 μL。该色谱条

件下天麻素被洗脱且达到基线分离，保留时间为 9． 21 min
(见图 1)。
2． 2 溶液配制

精密称取天麻素对照品 3． 50 mg 置 10 mL 量瓶中，以甲

醇溶解并定容，配制成对照品溶液。精密称取手掌参样品粉

末 1． 0 g，加入 50%的甲醇 15 mL，热回流提取 2 h，抽滤，滤

渣重复处理 1 次，合并滤液，浓缩后定容至 25 mL 量瓶中，过

0． 45 μm 滤膜，即得样品溶液。
2． 3 线性关系

精密量取天麻素对照品溶液适量，用甲醇准确稀释成下

列浓度:0． 070、0． 140、0． 210、0． 280、0． 350 和 0． 420 g /L 的系

列对照品稀释液，取各稀释液进样 20 μL，记录峰面积。以

峰面积(A)为纵坐标，进样量 C(μg) 为横坐标，得天麻素的

回归方程为:A = 512． 91C + 0． 35，r = 0． 999 9。线性范围为:

1． 400 ～ 8． 400 μg。当信噪比 S /N = 3 时，天麻素的检测限为

0． 32 ng。

A

B

图 1 天麻素对照品(A)和手掌参样品(B)HPLC 图

1． 天麻素

2． 4 精密度实验

精密吸取浓度为 0． 210 g /L 的天麻素对照品稀释液 20
μL，在 2． 1 项色谱条件下重复进样 5 次，记录峰面积，计算

RSD 为 0． 41% (n = 5)，表明仪器精密度良好。
2． 5 重复性实验

精密称取手掌参样品 1． 0 g 共 5 份，分别按 2． 2 项下方

法制备成样品溶液，然后在 2． 1 项色谱条件下测定天麻素，

计算得 RSD 为 1． 4% (n = 5)，表明方法重复性良好。
2． 6 稳定性实验

取新配制的样品溶液，分别在 0、2、4、6、8 h 时进样，测

定天麻素的峰面积，计算得 RSD 为 1． 3% (n = 5)，表明样品

溶液在 8 h 内稳定。
2． 7 回收率实验

精密称取已测定的手掌参(3#
样品)1． 0 g 共 9 份，分为

3 组，每组 3 份，分别添加低、中、高 3 种浓度的天麻素对照

品液适量，按 2． 2 项下方法操作，测得天麻素平均回收率(n
= 9)为 99． 14%，RSD 为 0． 69%。结果见表 1。
2． 8 样品测定

取 2． 2 项下制备的青藏高原不同地区手掌参样品溶液

按 2． 1 项色谱条件进行分析，经 DAD 检测器验证天麻素的

峰纯度后，按外标法以峰面积计算，得青藏高原不同地区手

掌参样品中天麻素的量(n = 3)。结果见表 2。
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表 1 天麻素回收率测定结果

原有量

/mg
加入量

/mg
测得量

/mg
回收率

/%
平均回收率

/%
RSD /%

3． 242

3． 233

3． 239

3． 235

3． 241

3． 236

3． 238

3． 233

3． 240

1． 750

1． 750

1． 750

2． 625

2． 625

2． 625

4． 375

4． 375

4． 375

4． 949

5． 044

4． 979

5． 916

5． 836

5． 789

7． 499

7． 506

7． 549

97． 53

103． 47

99． 41

102． 14

98． 87

97． 25

97． 39

97． 67

98． 49

99． 14 0． 69

表 2 青藏高原不同地区手掌参中天麻素的测定

样品号 产地 天麻素 /(mg /g)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

玉树州巴塘草原

海东互助北山林场

海北州金银滩

黄南州麦秀林场

玉树州囊谦县

海南州同德县

玉树州贝纳沟

西藏波密

西藏林芝

青海果洛

玉树称多

黄南泽库

4． 285

2． 268

3． 242

3． 719

3． 896

9． 113

7． 785

2． 734

3． 024

4． 309

3． 103

4． 881

3 讨论

3． 1 样品提取方法的确定
［10］

考察冷浸、超声和热回流对手掌参中天麻素的量的影

响，结果热回流提取率最高。又分别以水、甲醇、乙醇为溶

剂，考察不同溶剂对分析结果的影响，发现甲醇对天麻素提

取率最高。利用正交试验进一步考察不同浓度甲醇、不同溶

剂量、不同提取时间和提取次数对天麻素的量的影响，方差

分析结果表明，天麻素提取率的影响因素依次为:甲醇浓度

＞ 提取时间 ＞ 溶剂量 ＞ 提取次数。考虑实际工作的方便、快
捷，经进一步试验，确定最佳提取方法为甲醇浓度 50%，溶

剂量 15 mL，提取时间 2 h，提取次数 2 次。

3． 2 流动相的选择

天麻素色谱峰易拖尾，经试验，当在水中加入 0． 01% ～
0． 10% 磷 酸 时 可 改 善 天 麻 素 峰 形。最 终 选 择 甲 醇 和 含

0． 04%的磷酸水溶液(8 ∶ 92)为流动相。
3． 3 检测波长的确定

［11］

利用 DAD 检测器在 200 ～ 400 nm 扫描对照品溶液的吸

收光谱，结果在 222 nm 处有最大吸收，因此选择该波长为检

测波长。
3． 4 测定结果分析

青藏高原不同地区藏药手掌参中天麻素测定的结果显

示，手掌参中天麻素质量分数在 2． 268 ～ 9． 113 mg /g 之间，

含量有较大差异，其中以同德县手掌参中天麻素中的量为最

高。
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