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摘要 目的 建立高效液相色潜 一 二极管阵列检测 一 质谱法 一 一 同时测定藏药花锚中 个 酮类成分
,

即

个 酮昔元
, 一 挫基 一 , , 一 三甲氧基 一 酮 一 , 一 烃基 一 , , , 一 四甲氧基 一 汕酮 一 , 一 经基 一 , , ,

一 四 甲氧基 却山酮 一 , , 一 二羚基
一 , , , 一 四 甲氧基 一 」酮 一 , , 一 二经基 一 , 一 二甲氧基 一 口妇酮

一 及 个汕酮昔
, 一 一 晒 一 一 木糖 一 一 一 月一 一 葡糖 〕一 , , 一 三甲氧基 一 酮 一 一 的含量

。

方法 采

用 , 、、
色谱柱 。 , ,

卜
,

以 乙睛 一 醋酸 进行梯度洗脱
, , ,

, , , ,

流速
· 一 ’ ,

检测波长
,

离子源
,

扫描模式正离子
。

结果 一
、

一 、 一 、 一 、 一 平 一 一 分别在 一 , 一 , 一 , 一 , 一 , 一 ,

一 林 的范围内线性关系良好 分别为
, , , , , 一 、 一 和 一

平均回收率 分别为
, , 。

结论 本法简便
、

准确
,

重现性好
,

可作为藏药花锚药材质量检测的方

法
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,

汕酮 是一类存在于天然产物中的多

酚经基化合物
,

被报道具有较广泛的生物学和药理学

活性
’

,

, 。

龙胆科花锚属植物椭叶花锚 瓦。 。 勿

是一常用藏药
,

在当地用来治疗肝炎和胆

囊炎
,

也作为复方
“

乙肝健片
”

的君药
,

收载于

年版中华人民共和国卫生部部颁标准
。

花锚药材中主要汕酮衍生物
,

包括 一 经基 一 ,

, 一 三 甲氧基 一 汕酮 一 , 一 经基 一 , , ,

一 四甲氧基 一 酮 一 , 一 经基 一 , , ,

四甲氧基 一 川一酮 一 , , 一 二经基
一 , , ,

一 四 甲氧基 一 汕酮 一 , , 一 二轻基 一 ,

一 二 甲氧基 一 汕酮 一 和 一 一 月一 一 木

糖 一 一 一 召一 一 葡糖 」一 , , 一 不 甲氧基
一 汕酮 一 二 曾被报道有一定的抗 氧化活

性
’ 。

我们最近 的研究结果首次发现 个汕酮昔

元引起 了大 鼠冠状动脉血管 的舒张
,

其
。

值在
土 林

· 一 ’ 一 至 士

卜
· 一 ’ 一 范围 〔 ,

结果证实藏药花锚具

有心血管药理活性
,

汕酮是其中的血管舒张活性成

分
,

但汕酮不同衍生物结构的差异会导致其活性的

强弱
。

研究进一步证实了花锚中 一 和 一 是

其中活性较强 的成分
,

而 一 同时
一

也是 一

在大鼠体外和体内主要的代谢产物 ’
,

一。

花锚中分

布的含量较高的汕酮及其较强 的血管舒张活性
,

提

示了尽管不同的汕酮调节机理可能有差别
,

但是汕

酮类成分是该藏药具有心血管活性的物质基础
。

本

论文采用 一 一 法首次对花锚药材中

种主要汕酮 的含量进行测定
,

结果表明方法可 以使
一 、 一 、 一 、 一 、 一 ,

和 一

一 得到较好分离 结构见 图
,

并且简便准确
、

灵敏度高
、

重复性好
,

可用于藏药花锚药材的质量研

究和质量控制
。

, 。

阳
一 经基 一 , , 一 三 甲氧基 一 酉同 一

〔一 山” 一 , , 一 一 〕

一 经基 一 , , , 一 四 甲氧基 一 砒酮 一

一 ‘ 一 , , , 一 界 。, 一

一 经基 一 , , , 一 四甲氧基 一 汕酮 一

一 一 , , , 一 , 一 , 林 , , 一

, 一 二羚基 一 , , , 一 四 甲氧基 一 汕酮 一

「
, 一 ‘

如
一 , , , 一 卜 抖 一

, 一 二拜基 一 , 一 二甲氧基 一 汕酮 一

「
, 一 ‘ 卜, 击 一 , 一 , 、卜 。、

一 〕

一 一 厂刀一 一 木糖 一 一 一刀一 刀 一 葡糖 〕一 一 三 甲

氧基 一 酮 日 一 一

「 一 一 「刀一 一 , 一 。,、, 一 一
一 口一 一

, 一 , , 一 , ,‘, 。、于 , 、 一 、 一圣 。。
、

一 一

。

。

一 。 一 〔一 厂一 一 外

一 一 月一 一

图 花锚中 个 酮 圣 一 、 一
、 一 、 一 、 一 、 一 一 的化学结构式

卜
’

了一 一〔 乙 切艺

仪器与试药

美国 型 高效液相

色谱系统
,

自动进样器
,

大气压化学 电离离

子源
,

色谱工作站
。 一 经基 一 , , 一 只 甲

氧基 一 汕酮 一 , 一 经基 一 , , , 一 四 甲氧

基 一 汕酮 一 , 一 经基 一 , , , 一 四 甲氧基
一 山酮 一 , , 一 二羚基

一 , , , 一 四 甲氧

基 一 汕酮 一 , , 一 二轻基 一 , 一 二甲氧基
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,

邵 一酮 一 和 一 一 刀一 一 木糖 一 一

一 月一 一 葡糖 一 , , 一 三 甲氧基 一 汕酮 一

一 对照 品 纯度均大于 由中国医

学科学院药物所分离制备
,

通过波谱法确定其结构
。

花锚药材采 自青海或购 自青海
,

经 中国医学科学院

药物所宋万志研究员鉴定为龙胆科花锚属椭叶花

锚
〕

乙睛
、

甲醇
、

乙 醇
、

乙 酸乙醋
、

冰醋酸
、

三氟乙 酸

为色谱纯
,

为 产品
。

色谱条件

色谱柱 、 ,

林

流动相 乙 睛 一 醋酸 洲 进行梯度洗脱
一 , , , ,

,

流速
· 一 ’

检测

波长 离子 源
,

扫描模式 正离子 柱

温 室温

溶液制备

对照品储备液 精密称定对照 品 一 、

一 、 一 、 一 、 一 、 一 一 适量
,

分

别置于 一定容积的量瓶中
,

以 甲醇溶解并定容
,

即得
· 一 ’的储备液

。

供试品溶液 取花锚药材粉末 过 目筛
,

精密称定
,

加 甲醇 , 超声
, ,

提

取
, · 一 ’

离心
,

倾出上清液
。

药渣

继续用 甲醇超声
,

提取 次
,

每

次
,

离心倾出上清液
,

合并上清液
,

于 ℃减

压回收溶剂至近干
,

以甲醇溶解转移并定容至

量瓶中
,

以 林 微孔滤膜滤过即得
。

方法学考察

色谱条件 的优化 经过 比较多种流动相 系

统
,

包括甲醇 一 水
、

乙睛 一 水
、

甲醇 一 醋酸
、

乙

睛 一 醋 酸
、

甲醇 一 ,

其 中 乙 睛

醋酸梯度洗脱
,

能将 个汕酮类成分较好分

离
。

经过全波长扫描
,

个汕酮在 均有较强

的吸收
,

故选择 作为检测波长同时测定 种

成分
。

经过大气压化学电离
、

正离子扫描
,

得到 个

汕酮成分 一 、 一 、 一 、 一 、 一

的 」峰分别为
, , , ,

, 一 一 的 一 一 」
十

为
。

线性关系考察 准确量取 种对照品储备液
· 一

适量
,

分别置于一定容积的量瓶中配

成梯度溶液
, 一 、 一 、 一 的溶液浓度分别

为
, , , , · 一 ‘ , 一 和

一 一 的溶液浓度 分别为
, , ,

, · 一 ’ , 一 的 解 液 浓 度 分 别 为
, , , , , · 一 ‘ 。

分别精密

吸取此溶液 协 注人高效液相色
一

潜仪进行测定
,

以

峰面积值 与进样量 林
,

作图得标准曲线
,

数据

经回归处理
,

得 一 、 一 、 一 、 一 、

一 ,

和 一 一 的回归方程分别为
厂

一 厂

一

个汕酮 的线性范围分别为 一 , 一 ,

一 , 一 , 一 , 一 , 一

卜
。

稳定性考察 按 ,’
”

项下方法制备供试品溶

液
,

分别在
, , , ,

测定
,

每次进样 林 。

测

定 一 、 一 、 一 、 一 、 一 ,

和
一 的峰面积

,

计算 值分别为
, ,

, , , ,

表明供试品溶液中
一 、 一 、 一 、 一 、 一 和 一 一

在 内基本稳定
。

精密度试验 取按 ,’
”

项下方法制备的供试

品溶液
,

连续进样 次
,

每次 卜
,

测定 一
、

一 、 一 、 一 、 一 和 一 一 的峰面

积
,

计算 值分别为
, , , ,

, 。

同时
,

按
“ ”

项下制备的
, ,

· 一 ’

对照品溶液同法测定 一 、 一 、

一 、 一 、 一 和 一 一 的精密度
,

计

算 值分别为
, , , ,

, , , ,

, , , , 。

表 明精密

度良好
,

符合含量测定要求
。

重复性试验 按 ,’
”

项方法制备 份供试品

溶液
,

分别进样 协 ,

测定花锚汕酮 一 、

、 一 、 一 、 一 和 一 一 的峰面积
,

计算 含 量
· 一 ’ 和 值 分 别 为

, , , ,

, 。

表明此方法测定花锚汕

酮 一 、 一 、 一 、 一 、 一 和 一

一 的含量
,

重复性良好
。

加样 回收率 取花锚药材 份
,

每份
,

精密称定
,

平均分为 组
,

每组分别精密加人
· 一 ’ 一 对照品溶液

, ,
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,

· 一 ’ 一 对照 品溶液
, ,

最低检测 限和定量限 定义信噪 比 为
· 一 ’ 一 对照 品溶液

, ,

时的浓度为最低检测 限
,

为 时的浓度
。

按
“ ”

项 下 的方法制备成低
、

中
、

高 为定量限
。

花锚 酮 一 卜 一 、 一 、

种浓度的供试液
。

分别取 仁述溶液 林 注人高效
、 一 和 一 一 的最低检测限分别为

,

液相色谱仪
,

计算回收率
。 , , , ,

定量限分别为
, ,

花锚主要吐一酮 一 、 一 、 一 的平均
, , , 。

回收率
,

分别为
, , 。

样品测定 按
“ ”

项下方法制备供试品溶

低浓度时花锚 酮 一 、 一 、 一 回收率 液
,

每一溶液进样 林
,

测得样品中花锚汕

分别为
, ,

值分别 酮 一 、 一 、 一 、 一 、 一 和

为
, , 。

中浓度时花锚汕酮 一 一 的峰面积
,

依据回归方程
,

计算得到各样品
、 一 、 一 回收率 分别为

,

所含 一 、 一 、 一 、 一 、 一 和
,

值 分 别 为
, , 一 一 的含量

。

种成分色谱峰经
。

高浓度时花锚 酮 一 、 一 、 一 鉴定其准分子离子峰
,

与对照 品完全一致
。

结果 见

回收率
,乙 分 别为

, ,

表
,

色谱图见图
。

值分别为
, , 。

表 花锚样品中 个灿酮的含量测定
· 一 ’

流

样品号 、 一, 〕 产地或购买地点
硬, , 。 一 一 一 一 卜 一 一 一

一一
青海大坂山 , , 。, ,

,

青海西宁 】 杯
,

青海西泞
’ , 。。

青海西宁 ,

青海西宁 , 】。 ,

注 一 采集花锚药材 下, 一 购买花锚药材
。

⋯⋯

一 ,

撇
。 ⋯ 。,

、

回濒一一
一

’

’

图 对照 占砂 和 号样品 一 色谱图
』 一 〔斗 , 介 ,

, , ,

一 一 一 一 一 一

讨论

作为藏药花锚提取分离得到的系列衍生物
,

一 、 一 、 一 、 一 、 一 、 一 一

均具有相同的汕酮骨架
,

所 以在紫外 区有较强 的

吸收
,

故选择二极管阵列检测器同时检测 种成分
,

用 以鉴定每个色谱峰 的相对分子质量信

息
。

这些汕酮只有母核上 的取代基发生改变
,

极性

差别较小
,

特别是 一 和 一 互为同分异构

体
,

所以采用恒定 比例流动相洗脱不能使 个组分

得到分离
,

因此采用梯度洗脱
,

并对流动相进行优

化
,

从而得到良好分离
。

曾比较了不同的提取方法
,

包括冷浸提取
、

超

生提取和加热回流提取
,

以及不同的提取时间
,

结果

表明冷浸的提取效果最差
,

加热回流提取使得
一 一 峰面积明显小于超生提取

,

提示汕酮昔可

能对热不稳定
,

所以提取方法选择超生提取
。

同时
,

也考察了不同的提取时间和提取次数
,

结果表明
,

超

生提取 后
,

残渣再用 甲醇分别提取 次
,

每次
,

可将汕酮提取完全
。

提取溶剂 比较 了 甲

醇
、

甲醇和 乙醇
,

由于汕酮昔元为脂溶性成分
,

甲醇作为溶剂溶解度较差
,

甲醇比乙醇溶解度稍好
,

鉴于甲醇作为定容溶剂并经微孔滤膜滤过时操作方

便
,

故选择了甲醇作为提取溶剂
。

对采集和市售 种类型 的花锚药材进行 了

含量测定
,

结果表明
,

采集样品中的灿酮昔 一

一 明显高于市售样 品
,

虽 然 不 同样 品中花锚汕

酮 的含量差别较大
,

但是所有药材 中均 以 一
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药物分析杂志 二 ,

一 一

和 一 含量最高
,

而 一 和 一 含量最

低
。

由于 一 、 一 、 一 、 一 、

、 一 一 基本骨架相 同
,

结构类似
,

所 以在加

样 回收率试验中选择了 个汕酮中含量较高的
一 、 一 、 一 ,

实验结果证实了加样回收率符

合要求
。

虽然 一 在花锚药材 中的含量不高
,

但我

们最近的研究证明 一 是 一 在大鼠体外和

体内的主要代谢产物
,

而 一 和其代谢产物
一 都具有舒张大鼠心脏冠状动脉血管的活性 〔’

, ,

提示 了在花锚植物体内存在的 一 可能是植物

自身的代谢产物或降解产物
。
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