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摘要  目的: 建立同时测定香加皮中异香草醛、杠柳毒苷和 4-甲氧基水杨醛含量的方法。方法: 采用 RP- H PLC法, H ype rsil

ODS2色谱柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm,大连依利特 ) ;流动相为乙腈 ( A ) - 0102%磷酸水溶液 ( B )系统,梯度洗脱 [ 0~ 10 m in,

85% B; 10~ 40 m in, 85% By 70% B; 40~ 60 m in, 70% By 50% B]; 流速: 11 0 mL# m in- 1;检测波长为 230 nm。结果: 异香草醛、

杠柳毒苷和 4-甲氧基水杨醛进样浓度分别在 11 65~ 131 7, 5191~ 4912, 41 97~ 991 4Lg# mL- 1范围内与峰面积呈良好的线性

关系 ( r分别为 01 9996, 019994, 01 9996); 方法回收率 ( n = 9)分别为 1011 7% , 991 5% , 991 9%。结论: 该方法简便、准确, 重复性

好, 适用于香加皮中异香草醛、杠柳毒苷和 4-甲氧基水杨醛的定量分析。
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RP- HPLC determ ination of isovanillin, periplocin and 4- methoxy

salicylaldehyde in root bark of Cortex Periplocae
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Abstract Objec tive: To establish a method for simultaneous determ ination of isovanillin, perip loc in and 4- m e-

thoxy sa licy la ldehyde in Cortex Periplocae. M ethods: The ana lysis w as performed on aH ypersilODS2 column ( 250

mm 416 mm, 5 Lm ). The mob ile phase consisted of acetonitrile (A ) and 0102% aqueous phosphoric acid ( B ),

w ith g rad ien t prog ram adopted as fo llow s: 0 - 10 m in, 85% B; 10- 40 m in, 85% By 70% B; 40- 60 m in, 70% y

50% B. The f low rate w as ma inta ined a t 110 mL# m in
- 1

and the detection w avelength w as set at 230 nm. Results:

The linear response ranges w ere 1165- 1317 Lg# mL
- 1

for isovan illin ( r= 019996) , 5191- 4912 Lg# mL
- 1

for

periplocin ( r= 019994) and 4197- 9914 Lg# mL
- 1

for 4- methoxy sa licy la ldehyde ( r= 019996). The recover ies
( n= 9) of these compoundsw ere 10117%, 9915% and 9919% , respective ly. Conclusion: Them ethod is simple,

accurate and reproducible for qua lity con tro l o f Cortex Periplocae.

K ey word: Cortex Periplocae; RP- HPLC; isovan illin; perip loc in; 4- methoxy sa licyla ldehyde

  香加皮又名北五加皮、杠柳皮,为萝藦科植物杠

柳 P erip loca sep ium Bge. 的干燥根皮。香加皮味辛、

苦、温;有毒,归肝、肾、心经,可祛风湿、强筋骨,用于

治疗风湿痹痛、腰膝酸软、心悸气短、下肢浮肿。现

代临床用于治疗风湿性关节炎、乳癌等;其总皂苷治

疗慢性充血性心力衰竭效果显著。香加皮的主要化

学成分包括皂苷类、强心苷类以及香气成分
[ 1 ]
。中

国药典 2005年版中只有 4-甲氧基水杨醛的 HPLC

含量测定方法
[ 2]
, 文献亦有报道药材中杠柳毒苷的

含量测定方法
[ 3]
,但未见有关香加皮中异香草醛及

异香草醛、杠柳毒苷、4-甲氧基水杨醛这 3种成分

同时定量分析方法的报道。本文首次建立了同时测

定香加皮中异香草醛、杠柳毒苷和 4 -甲氧基水杨

醛含量的 RP- HPLC法, 为评价香加皮药材质量提

供了可靠依据。

1 仪器与试剂

日本岛津 LC - 10AD高效液相色谱仪; SPD -

10A紫外检测器; CLASS - LC10 AT色谱工作站。
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对照品异香草醛、杠柳毒苷和 4 -甲氧基水杨醛均

为沈阳药科大学药物分析教研室自制,
1
H - NMR、

13
C- NMR图谱经文献

[ 4, 5 ]
确证, HPLC峰面积归一

化法计算纯度均大于 9815%。香加皮由江西、黑龙
江和山东等地购得, 经沈阳药科大学孙启时教授鉴

定。乙腈和磷酸均为色谱纯,提取用甲醇为分析纯,

水为二次蒸馏水。

2 方法与结果
211 溶液制备

21111 对照品储备液配制  取对照品异香草醛、杠

柳毒苷和 4-甲氧基水杨醛适量, 精密称定, 分别加

甲醇溶解并稀释成浓度为 01055, 01197, 01497mg#
mL

- 1
的单一对照品储备液。

21112 供试品溶液制备  取香加皮样品各约 015
g,精密称定, 过 40目筛,置 25 mL锥形瓶中, 以甲醇

溶液 5mL超声 (功率 28W )提取 3次, 每次 20m in,

滤过, 合并滤液并回收溶剂,残渣用甲醇溶解并定容

于 25mL量瓶中,摇匀,即得。

212 色谱条件  色谱柱: K romasil C18 ( 250 mm @
416mm, 5 Lm); 流动相: 乙腈 ( A ) - 0102%磷酸水
溶液 ( B ), 梯度洗脱 [ 0~ 10m in, 85% B; 10~ 40m in,

85% By 70% B; 40 ~ 60 m in, 70% By 50% B ]; 流

速: 110 mL# m in
- 1
; 紫外检测: 230 nm; 柱温: 35 e ;

进样量: 20 LL。对照品及样品色谱图见图 1。

213 线性关系考察  分别精密量取异香草醛对照

品储备液 013, 015, 110, 115, 210, 215 mL; 杠柳毒苷
对照品储备液 013, 015, 110, 115, 210, 215 mL; 4 -
甲氧基水杨醛对照品溶液 011, 012, 014, 018, 116,
210mL,将上述溶液一一对应地置于同一 10 mL量

瓶中, 以甲醇定容至刻度, 摇匀。分别取上述系列对

照品混合溶液 20 LL进样,在上述色谱条件下分析。

以对照品溶液浓度 X (Lg# mL
- 1
)为横坐标,峰面积

Y为纵坐标,绘制标准曲线并进行回归分析,得异香

草醛、杠柳毒苷和 4- 甲氧基水杨醛标准曲线回归

方程分别为:

Y= 11295 @ 105 X - 6132 @ 102  r= 019996
Y= 11881 @ 10

4
X - 7188 @ 10

2
 r= 019994

Y= 71226 @ 104 X - 4140 @ 102  r= 019996
异香草醛、杠柳毒苷和 4-甲氧基水杨醛浓度分别

在 1165~ 1317 Lg# mL
- 1
, 5191~ 4912 Lg# mL

- 1
和

4197~ 9914 Lg# mL
- 1
范围内线性良好。

214 精密度试验  精密吸取异香草醛 ( 8125 Lg#

mL
- 1
)、杠柳毒苷 ( 2916 Lg# mL

- 1
)和 4-甲氧基水

杨醛 ( 3918 Lg# mL
- 1
)混合对照品溶液 20 LL,注入

图 1 对照品 ( A)和山西榆次产地样品 ( B)色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of reference sub stance( A) and sam p le

from Yuc,i Shanx i ( B )

11异香草醛 ( isovan illin )  21杠柳毒苷 ( perip locin)  314

-甲氧基水杨醛 ( 4 - m ethoxy sa licy lald ehyde)

高效液相色谱仪, 重复 6次, 测得峰面积,计算异香

草醛、杠柳毒苷和 4 -甲氧基水杨醛的峰面积平均

值分别为 748194, 539602, 2703358; RSD分别为

119% , 111% , 117%。
215 重复性试验  取辽宁沈阳样品, 按 / 211120项

下方法平行制备 6份溶液,取 20 LL进样分析, 异香

草醛、杠柳毒苷和 4 -甲氧基水杨醛含量平均值分

别为 01305, 11085, 21020 mg# g
- 1
; RSD分别为

310% , 314% , 217%。
216 回收率试验  取辽宁沈阳已知含量的香加皮

样品约 0125 g,精密称定,共 9份,分别精密加入 139

Lg# mL
- 1
异香草醛对照品溶液 013, 016, 019 mL;

258 Lg# mL
- 1
杠柳毒苷对照品溶液 015, 110, 115

mL; 497 Lg# mL
- 1
4 - 甲氧基水杨醛对照品溶液

015, 110, 115 mL。按 / 211120项下方法制备溶液并
测定,结果异香草醛低、中、高浓度回收率 ( n = 3)分

别为 10114% ( RSD = 017% ), 10213% ( RSD =

111% ), 10114% ( RSD = 211% ), 平均值 ( n = 9)为

10117%;杠柳毒苷低、中、高浓度回收率 ( n = 3 )分

别为 10116% ( RSD = 211% ), 10010% ( RSD =

018% ), 9618% ( RSD = 115% ), 平均值 ( n = 9)为

9915% ; 4-甲氧基水杨醛低、中、高浓度回收率 ( n
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= 3)分别为 10211% ( RSD = 112% ), 9917% ( RSD

= 113% ), 9810% ( RSD = 2% ), 平均值 ( n = 9 )为

9919%。
217 样品测定  取香加皮样品 015 g,精密称定,按

/ 211120项下方法制得供试品溶液, 在上述色谱条

件下进行 HPLC分析,按标准曲线计算 11个产地香

加皮药材中异香草醛、杠柳毒苷和 4- 甲氧基水杨

醛的含量,测定结果见表 1。

表 1 香加皮中异香草醛、杠柳毒苷和
4-甲氧基水杨醛的含量 (mg# g- 1 )

Tab 1 D eterm ination of isovan illin, per ip loc in and

4- m ethoxy salicylaldehyde in Cortex P er ip locae

产地

( or ig in)

异香草醛

( isovanillin)

杠柳毒苷

( perip locin)

4-甲氧基水杨

醛 ( 4-m ethoxy

salicy la ldehyde)

山西榆次 ( Yuc,i Shanx i) 01 307 11 547 31353

河南焦作 ( Jiao zuo, Henan) 01 294 01 794 11719

陕西西安 ( X ipan, Shaanx i) 01 184 01 725 11857

河北保定 ( Baoding, H ebe i) 01 269 11 435 31093

吉林延吉 ( Y an j,i Jilin) 01 279 11 144 21384

甘肃兰州 ( L anzhou, G ansu) 01 307 11 412 31231

浙江宁波 ( N ingbo, Zhe jiang) 01 253 01 655 21421

山东青岛 ( Q ingdao, Shandong) 01 303 11 429 21772

黑龙江哈尔滨 ( Harbin, H e-i 01 325 01 699 31059

long jiang )

辽宁沈阳 ( Shenyang, L iaoning ) 01 281 11 147 21382

辽宁丹东 ( D andong, L iaoning) 01 272 01 651 21098

3 讨论

311 本实验采用超声提取法考察了水、不同浓度甲

醇和乙醇的提取效率,结果表明甲醇提取效率最高。

以甲醇为提取溶剂, 考察了超声、回流、冷浸以及索

式提取 4种提取方法, 每种方法平行做 2份。结果

表明超声提取效率最高。

312 采用正交实验设计, 以异香草醛、杠柳毒苷和
4-甲氧基水杨醛的含量为检测指标,选择溶剂用量

(A )、提取时间 ( B)和提取次数 ( C ) 3个因素,每个

因素 3水平建立 L9 ( 3
4
)正交表进行考察,其中 A因

素各水平分别为 10, 15, 20倍; B因素各水平分别为

5, 10, 20m in; C因素各水平分别为 1, 2, 3次。正交

实验结果表明提取次数和提取时间对异香草醛和 4

-甲氧基水杨醛有显著影响, 溶剂倍数对异香草醛

和 4-甲氧基水杨醛均无显著影响。根据方差分析

结果,参考直观分析结果, 确定最佳提取工艺为 10

倍量 90%甲醇为溶剂超声提取 3次, 每次 20 m in。

通过验证实验判断最佳提取工艺的可靠性和合理

性。

313 经紫外扫描, 异香草醛、杠柳毒苷和 4- 甲氧

基水杨醛的最大吸收波长分别为 230, 227, 276 nm。

由于药材中异香草醛含量最低, 且杠柳毒苷和 4 -

甲氧基水杨醛在 230 nm波长处仍有较强的吸收,为

保证检测的灵敏度,选择 230 nm作为测定波长。

314 本实验首次建立了采用高效液相色谱同时测

定香加皮中异香草醛、杠柳毒苷和 4 -甲氧基水杨

醛的分析方法,方法简便、准确,重复性好,可以为香

加皮药材的质量控制提供依据。
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