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摘要  目的: 建立高效液相色谱法测定茜草饮片中大叶茜草素的含量, 并对 26份茜草饮片中大叶茜草素的含量进行测定。方

法: 采用 Gracesma rt RP C18柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5Lm ),流动相为甲醇 -水 ( 80B20), 流速 1. 0 mL# m in- 1,柱温 40 e ,检测波

长为 270 nm。结果:大叶茜草素的线性范围为 0. 11~ 0. 98 Lg, 相关系数为 0. 9995, 平均回收率 ( n= 9)为 97. 9%。结论:本方

法简单、快速,重复性好, 可以作为茜草饮片中大叶茜草素的含量测定方法。本研究为合理制定茜草饮片的质量标准提供数

据支持。
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HPLC determ ination of rubimaillin in Chinese herbal pieces

of Radix etRhizoma Rubiae
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Abstract Objec tive: To develop a new HPLC method to determ ine the content of rub imaillin in Ch inese herba l

pieces ofRadix etRhizomeRub iae. Methods: G racesmartRP C18 ( 4. 6mm @250mm, 5 Lm) columnw as employed

w ith methano l- w ater ( 80B20) as mob ile phase, the flow ra te w as 1. 0mL# m in
- 1
, the co lumn temperature w as

set at 40 e , and detection waveleng th w as set at 270 nm. Results: The linear range o f rub ima illin w as 0111 -
0198 Lg, the corre lation coeffic ien tw as 0. 9995 and the average recoveries ( n = 9) w as 97. 9%. Conclusion: The

method is simple, rap id and re liable, wh ich can be regarded as a reasonablem ethod for determ ining the conten t o f

rub imaillin in Ch inese herbal pieces o f Radix et Rh izome Rub iae. The resu lts can be supported as data bases for

deve loping quality specificat ion of Ch inese herbal p ieces of Rad ix et Rh izome Rubiae.
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茜草 (Rubia cordifo lia L. )为茜草科植物茜草的

根及根茎, 是常用中药, 始载于 5神农本草经 6
[ 1 ]
。

茜草主要含蒽醌类、萘醌类、环己肽类、三萜类和多

糖等成分
[ 2]
。具有凉血、止血、祛瘀、通经之功效,

被广泛应用于治疗吐血、衄血、跌打肿痛、经闭瘀阻

等症
[ 3]
。全国几乎都有茜草分布,其中河北、山西、

山东、陕西和河南等省为茜草的主要产地, 质佳量

多,销往全国
[ 1]
。随着中药茜草的研究和应用日益

深入, 建立合理有效的质量控制方法对茜草药材及

饮片和中成药的质量控制是十分重要的。

大叶茜草素 ( rub imaillin)是茜草中的主要活性

成分之一,中国药典 2005年版一部中 /茜草 0药材

项下收载了大叶茜草素的含量测定方法
[ 3]
, 本研究

在此基础上进一步优化色谱条件, 建立了新的高效

液相色谱含量测定方法,并对 26份茜草药材饮片进

行了含量测定,为评价国内市售的茜草饮片质量现

状提供了科学依据。
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1 仪器与试药
岛津 LC- 10A液相色谱系统: LC- 10ADvp泵;

CTO - 10ASvp柱温箱; S IL- 10ADvp自动进样器;光

电二极管阵列检测器; DGU - 14A自动脱气机,

LCsolution色谱工作站。超声波振荡清洗仪 ( D -

78224)为德国 ELMA公司产品。

大叶茜草素对照品由中国药品生物制品检定所

提供, 批号: 110884- 200604(含量测定用 ) ; 甲醇、

乙腈、异丙醇、甲酸、四氢呋喃均为分析纯,由北京化

工厂提供;水为超纯水。

26份茜草药材饮片均为市售品。饮片炮制法

均是将茜草采收后除去杂质, 洗净, 润透, 切厚片或

段,干燥即得。所有药材饮片均由陈世忠副教授鉴

定为茜草属植物茜草 (Rubia cordifolia L. )的根及

根茎。

2 方法与结果

2. 1 溶液制备

2. 1. 1 对照品溶液  精密称取大叶茜草素 2. 72

mg, 置 50mL量瓶中,先用少量甲醇溶解,再加甲醇

定容至刻度, 摇匀, 即得。使用前以 0. 45 Lm微孔

滤膜过滤。

2. 1. 2 供试品溶液  首先使用小型粉碎机将茜草
药材粉碎成细粉 (符合中国药典 2005年版一部凡

例: Ü要求 ) ,精密称取茜草药材细粉 0. 200 g, 置具

塞锥形瓶中, 加入甲醇 25 mL, 称定重量并放置过

夜。次日,超声提取 (功率 80 W, 频率 70 kH z) 30

m in,放冷后补重, 摇匀, 即得。使用前以 0. 45 Lm

微孔滤膜过滤。

2. 2 色谱条件及适用性研究  色谱柱: Gracesm art

RP C18柱 ( 4. 6mm @ 250 mm, 5 Lm),流动相为甲醇

-水 ( 80B20), 流速 1. 0 mL# m in
- 1
, 柱温 40 e ,检

测波长为 270 nm。在此色谱条件下, 药材中其他色

谱峰对大叶茜草素峰无干扰, 理论塔板数大于

10000,峰形尖锐,基线平稳。色谱图见图 1- A、B。

2. 3 线性关系考察  分别精密吸取对照品溶液 2,

6, 10, 14, 18 LL, 注入液相色谱仪中,按上述色谱条

件测定。求得大叶茜草素的进样量 X ( Lg )与峰面

积 Y的线性。回归方程为:

Y= 4. 90 @ 10
6
X - 7. 87 @ 10

4  r= 0. 9995

线性范围为 0. 11~ 0. 98 Lg。

2. 4 精密度试验  精密吸取供试品溶液 10 LL,连

续进样 5次,按上述色谱条件测定峰面积,计算大叶

茜草素峰面积的 RSD值 ( n = 5)为 0. 76%。表明仪

器精密度良好。

图 1 对照品 ( A) 及 1号茜草样品 ( B) 色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of reference sub stances ( A) and No. 1 Ra-

d ix etRh izom a Rub iae sam ple ( B )

1. 大叶茜草素 ( rubim a illin)

2. 5 稳定性试验  精密吸取供试品溶液 10 LL, 按

上述色谱条件在 8 h内每隔 1 h进样 1次,测定峰面

积, 计算大叶茜草素峰面积的 RSD值 ( n = 9 )为

114%。表明供试品溶液在 8 h内稳定。

2. 6 重复性试验  取茜草粉末 0. 200 g,共 5份,分

别置具塞锥形瓶中。按 / 2. 1. 20项下的方法制备供试
品溶液,每份供试品溶液进样 3次,依上述色谱条件

分别测定其含量。 5份样品中大叶茜草素平均含量

为 0. 518%, RSD值为 1. 1%,说明方法重复性良好。

2. 7 加样回收率试验  取 / 2. 60项下已测知含量
的药材粉末约 0. 100 g, 共 9份,精密称定,分别置具

塞锥形瓶中,平均分成 3组,每组分别精密加入新配

制的大叶茜草素对照品溶液 ( 0. 12 mg# mL
- 1
) 1,

2, 4mL,即相当于药材中大叶茜草素含量的 0. 5倍、

1倍和 2倍量, 混合均匀, 并挥去溶剂。按照 / 2. 1.

20项下的方法制备所需溶液。在上述色谱条件下

分别进样 10 LL,测定含量, 计算加样回收率。大叶

茜草素低、中、高 3种加样回收率 ( n = 3)分别为

9518% ( RSD = 0. 3% ), 98. 1% ( RSD = 1. 2% ),

9919% ( RSD= 1. 4% ), 符合规定。

2. 8 样品含量测定  取 26份茜草饮片, 按照

/ 211120项下的方法制备成供试品溶液。在上述色

谱条件下测定,进样量 10 LL,以外标法计算各批药

材饮片中大叶茜草素的含量,结果见表 1。
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表 1 样品信息 (%, n= 3)

Tab 1 A summ ary of tested samp les

样品编号

( samp leN o. )

购入地点

[ or ig ins ( the purchased p laces) ]

产地

( hab itats)

大叶茜草素

( rubima illin) /%

1  江苏无锡市中华药店 ( Zhonghua drugstore, W ux ,i Jiangsu prov ince, China) 山西 ( Shanx i) 0. 542

2  四川成都海上星辰药店 ( Ha ishangx ingchen drugsto re, Chengdu, S ichuan prov ince, China ) 四川 ( Sichuan) 0. 438

3
 武汉武昌刘有余药堂有限责任公司 ( L iuyouyu med ic ine L td. , W uhan, H ubei prov ince,

China)
不详 ( unknown) 0. 416

4  河南周口零售药店 ( retailed D rugstore, Zhoukou, H enan prov ince, China ) 河南 (H enan) 0. 488

5
 江西省赣州市张家大道 158号 ( The g reat road o f Zhang jia, numbe r 158, Ganzhou, Jiangx i

province, China)
江西 ( jiangx i) 0. 325

6  天津宝坻中西药店 ( Baod i Ch inese and weste rn m ed icine drug store, T ianjin, Ch ina) 不详 ( unknown) 0. 058

7  陕西西安惠仁中医药研究所 ( Huiren medica l institute, X ipan, Shaanx i prov ince, China) 陕西 ( Shaanx i) 0. 651

8  北京兴事堂药店 ( X ingsh itang drug store, Beijing, Ch ina) 河北 ( H ebe i) 0. 114

9  江苏姜堰市健康药店 ( Hea lth drugsto re, Jiangyan, Jiangsu prov ince, Ch ina) 江苏 ( Jiang su) 0. 621

10  新疆乌鲁木齐安仁大药房 ( A nren drug store, U rumq,i X injiang province, China) 新疆 ( X in jiang) 0. 322

11  青海师范大学校医院 ( College hospital o fQ inghai norma l schoo,l Q inghai province, China) 青海 ( Q ingha i) 0. 261

12  河北石家庄健仁堂药店 ( Jianrentang drugstore, Shijiazhuang, Hebe i prov ince, Ch ina ) 河北 ( H ebe i) 0. 814

13
 上海市徐江区雷允上药店凌云路店 ( L eiyunshang drugstore in the L inyun road o fXujiang

distr ic,t Shangha ,i China)
江苏 ( Jiang su) 0. 878

14  济南市中圣邦药店 ( Zhongshengbang drugsto re, Jipnan, Shandong prov ince, China) 山东 ( Shandong ) 0. 554

15  陕西汉中药店 ( Hanzhong drugstore, Shaanx i province, China) 不详 ( unknown) 0. 023

16  辽宁沈阳市维康大药店 (W eikang drug store, Shenyang, L iaon ing prov ince, China) 不详 ( unknown) 0. 252

17  兰州市光明药店 ( G uangm ing drug store, Lanzhou, Gansu prov ince, Ch ina) 河南 (H enan) 0. 328

18  湖北黄岗太和春药店 ( Ta ihechun drugstore, Huanggang, Hube i prov ince, China) 不详 ( unknown) 0. 022

19  陕西礼泉县兴礼药店 ( X ing li drug store, L iquan, Shaanx i prov ince, Ch ina ) 不详 ( unknown) 0. 352

20  新疆乌鲁木齐市同心堂药店 ( Tongx intang drug store, U rumq,i X injiang prov ince, China) 陕西 ( Shaanx i) 0. 446

21
 新疆克拉玛依市中西药店 ( Chinese and western medicine drugsto re, K elamay ,i X injiang

province, China)
新疆 ( X in jiang) 0. 413

22  大连泛美药品零售有限公司 ( Fanm eimedic ine re ta iled L td. , D alian, China) 河北 ( H ebe i) 0. 466

23  新疆塔城普济堂药店 ( Pujitang drugsto re, T acheng, X injiang prov ince, China) 新疆 ( X in jiang) 0. 284

24
 四川成都成华区第二人民医院 ( T he second ho spita l o f theP eople, Chengdu, Sichuan prov-

ince, Ch ina)
四川 ( Sichuan) 0. 461

25
 四川杏林医药连锁建设店 ( Jianshemedicine catenat ion drugsto re, X ing lin, S ichuan prov-

ince, Ch ina)
四川 ( Sichuan) 0. 351

26  湖北同济堂药店 ( Tong jitang drugstore, W uhan, Hube i prov ince, China) 湖北 ( Hube i) 0. 125

3  讨论

3. 1 本文采用中国药典 2005年版一部 /茜草0药

材项下的方法处理茜草饮片,并对液相色谱条件进

行了相应的优化, 分别考察了甲醇 - 0. 2% 甲酸

( 80B20)、甲醇 -乙腈 - 0. 2%甲酸 ( 35B35B30)、乙

腈 -水 ( 65B35)、甲醇 -异丙醇 -水 ( 2B1B1)、甲醇

-水 -四氢呋喃 ( 310B90B3)、甲醇 -水 ( 80B20)等

流动相,结果表明: 甲醇 -水 ( 80B20)具有流动相组

成简单、分离度大 (大于 5)、色谱峰对称 (拖尾因子

小于 1. 05)、理论塔板数大 (大于 10000)等优点。

3. 2 本研究比较了 3种品牌的色谱柱:即迪马 D ia-

monsil
TM

C18柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm)、Un ime-t
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ricsUMX C18柱 ( 4. 6 mm @ 250mm, 5 Lm )和 Grac-

esmart RP C18柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm )。结果

使用迪马 D iamonsil
TM

C18柱和 Un imetrics UMX C18柱

时,大叶茜草素的保留时间较长 (大于 30 m in) ,如

果降低流动相的极性,则容易产生杂质峰干扰;采用

GracesmartRP C18柱 ( 4. 6mm @ 250mm, 5 Lm)具有

分析时间短 [ ( 11. 5 ? 1)m in]、重复性好、柱效高、无

杂质峰干扰等优点, 故本研究选用 G racesmart RP

C18色谱柱。

3. 3 国内文献报道均采用 250 nm
[ 3~ 8]
左右的检测

波长测定大叶茜草素, 通过对大叶茜草素紫外吸收

波长的测定表明:大叶茜草素在 270 nm附近有最大

吸收, 在此波长下, 供试品中大叶茜草素峰形尖锐,

且无其他色谱峰干扰,基线平稳,适合作为含量测定

的检测波长。

3. 4 本文建立了新的 HPLC法,并测定了从全国各

地药店收集的 26份商品茜草饮片中大叶茜草素的

含量。结果表明:商品茜草饮片中大叶茜草素含量

最低低于 0. 05%,最高高于 0. 85%。最低含量与最

高含量相差 17倍之多,显示市售茜草饮片质量参差

不齐, 应引起我们的高度重视。
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