
3 小结与讨论

3． 1 通过上述 HPLC-ESI /MS 联用技术，对金银花

指纹图谱中与抗流感病毒活性密切相关的几个色谱

峰的成分归属进行了研究。结果表明本方法先进、
简便，易 于 操 作，较 传 统 的 通 过 分 离 纯 化、1H-
NMR、13C-NMR、IR、X-ray、MS 等多重光谱数据分析

进行结构鉴定大大节约了时间与物力。
3． 2 通过对 UV 扫描曲线及 ESI /MS 及 MS2

检测

得到的一级及二级质谱数据进行分析，并参考已有

文献
［11-13］，对质谱进行了图谱解析，确定了 1 号、2

号、4 号、7 号、8 号色谱峰成分归属，质谱中各主要

离子峰的来源、裂解方式均得到了科学合理的解释，

因此认为各色谱峰的成分归属结果是准确可靠的。
图谱解析结果表明:1 号峰为 5-咖啡酰奎尼酸、2 号

峰为 4-咖啡酰奎尼酸、7 号峰为 3-咖啡酰奎尼酸甲

酯、8 号峰为 Secoxyloganin 应为环烯醚萜苷类化合

物 vogeloside 或其构象异构体 7-epi-vogeloside (有可

能是其中的 1 个成分，也可能是 2 个成分的混合物，

空间构型的鉴定，还有待进一步 NMR 的数据支持，

为叙述方便统称为 vogeloside)，加上已知的绿原酸、
咖啡酸，通过本研究，金银花指纹图谱中与抗流感病

毒活性有关的效应指纹峰，其成分归属均得到了确

认。
3． 3 综上所述，金银花药材中，与抗流感病毒密切

相关的几个主要成分已确认，除已知的绿原酸、咖啡

酸外，还有绿原酸的同分异构体 4-咖啡酰奎尼酸、5-
咖啡酰奎尼酸，及 3-咖啡酰奎尼酸甲酯、Secoxyloga-
nin、Vogeloside。涉及到 4 个咖啡酰奎尼酸类化合

物、2 个环烯醚萜苷类化合物及咖啡酸。这些成分

结构的确认，为金银花抗病毒物质基础的阐明提供

了坚实的实验基础，为下一步进行成分药理试验提

供了实验依据与数据支持。
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摘要:目的 建立测定白头翁药材中白头翁皂苷 B4 的方法。方法 比较回流法和药典超声提取法对白头翁药材中的白
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头翁皂苷 B4 的提取效果，筛选白头翁的最佳回流提取工艺。结果 白头翁的最佳提取工艺为 90%甲醇 8 倍量，回流提

取 3 次，1． 0 h /次。在选定色谱条件下，白头翁皂苷 B4 在 15． 31 ～ 459． 36 μg /mL 范围内线性关系良好，平均回收率为

99． 46%，RSD 为 0． 98% (n = 6)。结论 该方法简便易行，可用于白头翁药材中白头翁皂苷 B4 的测定。

关键词:白头翁; 白头翁皂苷 B4; HPLC
中图分类号:R284． 1 文献标志码:A 文章编号:1001-1528(2011)06-1021-04

Determination of pulchinenoside B4 from Pulsatillae Radix

WU Feng-ying， YOU Ben-gang， TANG Li-hua* ， WANG Ye-dong， MAO Jiao-jiao， XIA Cheng
(School of Pharmacy，Medical College of SooChow University; Suzhou 215123，China)

KEY WORDS: Pulsatillae Radix; pulchinenoside B4; HPLC

白头翁为毛莨科植物白头翁 Pulsatilla chinensis
(Bge1)Regel 的干燥根，始载于《神农本草经》，具有

清热解毒、凉血止痢之功效，可用于热毒血痢、阴痒

带下、阿米巴痢疾等
［1-3］。其主要有效成分为皂苷类

成分，其中白头翁皂苷 B4 为其主要代表
［4-5］。在新

药研发过程中，我们发现按 2010 版《中国药典》方

法对白头翁药材中白头翁皂苷 B4 进行定量，导致白

头翁皂苷 B4 的转移率异常偏高。因此，本研究首先

比较了药典中的超声提取法和回流提取法对白头翁

皂苷 B4 的提取效果，在此基础上对回流提取工艺进

行了优化，以期为白头翁药材中白头翁皂苷 B4 进行

准确定量。
1 仪器与试药

高效液相色谱仪( 配备 SPD-M20A 型二极管阵

列检测器，LC-20AT 型泵，CTO-10AS vp 型温控柱温

箱，LC solution 型色谱工作站，日本岛津仪器公司);

KQ-100DE 型数控超声波清洗器( 昆山市超声仪器

有限公司);电子分析天平( starorious);高速中药粉

碎机(上海天谊仪器有限公司)。
白头翁皂苷 B4 对照品( 中国药品生物制品检

定所，批号:111766-200601);白头翁药材均购于各

中药饮片公司;乙腈(色谱纯，TEDIA 公司)，其余试

剂均为分析纯。
2 方法与结果

2． 1 溶液的制备

对照品溶液:精密称取白头翁皂苷 B4 对照品

19． 14 mg，置于 25 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容至

刻度，制成质量浓度为 765． 60 μg /mL 的对照品溶液。
回流供试品溶液: 准确称取白头翁药材粉末

(过 50 目筛)60 g，置圆底烧瓶中，加 90%甲醇 8 倍

量，浸泡 1． 0 h 后，回流提取 3 次，1． 0 h /次，提取液

合并，滤过，准确记录提取液体积。精密吸取提取液

1． 0 mL 置 25 mL 量瓶中，90%甲醇定容于刻度，滤

过，即得。
超声供试品溶液: 准确称取白头翁药材粉末

(过 50 目筛)0． 2 g，精密称定，加甲醇 50 mL，密塞，

超声处理(功率 300 W，频率 40 KHz)1． 0 h，放冷至

室温，过滤，取续滤液即得。
2． 2 白头翁皂苷 B4 的测定

2． 2． 1 色谱条件 色谱柱 Diamonsil C18 柱(15 mm
×4． 6 mm，5 μm);流动相 乙腈-水(26 ∶ 74);柱温

35 ℃;体积流量 1． 0 mL /min;检测波长 201 nm;进

样量 20 μL。
2． 2． 2 系统适用性试验 分别精密吸取对照品溶

液、供试品溶液 20 μL 进样测定。在选定色谱条件

下，白头翁皂苷 B4 与样品中其它组分色谱峰可基线

分离，分离度大于 1． 5，按白头翁皂苷 B4 峰计算，理

论塔板数(N)在 3 000 以上，拖尾因子(T)在 0． 95 ～
1． 05 之间，符合 2010 年版《中国药典》一部附录

VID 对液相色谱法的要求，色谱图见图 1。

图 1 白头翁皂苷 B4 对照品(A)、回流供试品(B)、超声供

试品溶液(C)的色谱图

1． 白头翁皂苷 B4

2． 2． 3 线性关系考察 分别精密吸取对照品溶液

0． 2、0． 5、1． 0、2． 0、4． 0、6． 0 mL 置于 10 mL 量瓶中，

加甲醇定容于刻度，摇匀，即得系列标准溶液。分别

精密吸取上述溶液 20 μL 注入高效液相色谱仪，记
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录其峰面积，以峰面积(A) 为纵坐标，质量浓度(C，

μg /mL)为横坐标，进行线性回归，得白头翁皂苷 B4

的回归方程为:A = 5 901． 8C + 16 327，r = 0． 999 9(n
= 5)，线性范围为 15． 31 ～ 459． 36 μg /mL，线性关系

良好。
2． 2． 4 精密度试验 精密吸取高、中、低 3 个质量浓

度的白头翁皂苷 B4 标准溶液 20 μL，在 1 d 内连续进

样测定 5 次，以及连续 5 d 进样测定，计算得白头翁皂

苷 B4 日内、日间精密度 RSD 分别为 0． 64%、1． 62%。
2． 2． 5 稳定性试验 分别于 0、2、4、6、8、10、12 h
精密吸取同一供试品溶液 20 μL，记录峰面积，根据

峰面积变化情况考察样品溶液 12 h 内稳定性。结

果表 明，供 试 品 溶 液 12 h 稳 定 性 良 好，RSD 为

0． 99%。
2． 3 提取方法比较 白头翁药材(090211 批号)分

别采用甲醇回流和甲醇超声工艺提取，并制备供试

品溶液，精密吸取各供试品溶液 20 μL，进样分析，

结果见表 1，可以看出回流工艺显著优于超声工艺。
表 1 不同提取方法对白头翁皂苷 B4 的影响 (n =3)

提取方法 白头翁皂苷 B4 /% RSD /%
回流提取 8． 73 ± 0． 11 1． 21
超声提取 4． 86 ± 0． 09 1． 87

2． 4 提取溶媒考察 在固定回流提取工艺的基础

上，对提取溶媒进行考察，分别采用甲醇和乙醇进行

回流提取，结果见表 2，试验表明，甲醇的提取效果

优于乙醇，故确定甲醇为提取溶媒。
表 2 不同提取溶媒对白头翁皂苷 B4 的影响 (n =3)

提取溶媒 白头翁皂苷 B4 /% RSD /%
甲醇 8． 74 ± 0． 10 1． 16
乙醇 8． 33 ± 0． 13 1． 54

2． 5 正交试验优化回流提取工艺 准确称取白头

翁药材粉末(090211 批号，过 50 目筛)60 g，加入相

应的溶媒，浸泡 1． 0 h 后，选用 L9(34)正交表进行试

验，因素与水平表见表 3。药材提取后，合并每次实

验的白头翁提取液，提取液稀释一定倍数后进样测

定其中白头翁皂苷 B4，正交试验结果及方差分析见

表 4、表 5。
表 3 正交试验因素水平表

水平

因素

A 甲醇

浓度 /%

B 溶媒

用量 /倍

C 提取

时间 /h

D 提取

次数 /次
1 70 6 1． 0 1
2 80 8 1． 5 2
3 90 10 2． 0 3

表 4 正交试验结果 (n =3)

试验号
甲醇质量

分数 /%

溶媒

用量 /倍

提取

时间 /h
提取

次数 /次

白头翁皂苷 B4

质量分数 /%
1 70 6 1． 0 1 4． 23
2 70 8 1． 5 2 6． 74
3 70 10 2． 0 3 7． 33
4 80 6 1． 5 3 7． 99
5 80 8 2． 0 1 6． 18
6 80 10 1． 0 2 8． 60
7 90 6 2． 0 2 8． 05
8 90 8 1． 0 3 9． 04
9 90 10 1． 5 1 5． 71
K1 18． 30 20． 26 21． 86 16． 11
K2 22． 76 21． 95 20． 43 23． 38
K3 22． 79 21． 64 21． 55 24． 35
R 1． 50 0． 56 0． 48 2． 75

表 5 方差分析结果

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

A 4． 46 2 2． 23 11． 73 ＞ 0． 05
B 0． 54 2 0． 27 1． 41 ＞ 0． 05
D 13． 51 2 6． 76 35． 56 ＜ 0． 05

C(误差项) 0． 38 2 0． 19

注:F0． 01(2，2) = 99． 0，F0． 05(2，2) = 19． 0。

由表 4 直观分析可知，影响因素顺序为 D ＞ A ＞
B ＞ C，即提取次数 ＞ 甲醇浓度 ＞ 溶媒用量 ＞ 提取时

间;由表 5 方差分析结果可知，除 D 因素对白头翁

皂苷 B4 有显著性影响外，其他因素均无显著性影

响，故最佳工艺为 A3B2C1D3，即 8 倍量 90%甲醇回

流提取 3 次，1． 0 h /次。
2． 6 加样回收率试验 精密称取已知白头翁皂苷

B4 质量分数的白头翁药材粉末 0． 5 g(090211 批号，

过 50 目筛)，加入与样品等量的白头翁皂苷 B4 对照

品，按 2． 5 项下回流提取的最佳工艺进行提取，制备

样品并进样分析，测定白头翁皂苷 B4，计算回收率，

结果符合要求，见表 6。
表 6 加样回收率试验结果 (n =6)

序号
已知量

/mg
加入量

/mg
测得量

/mg
回收率

%

平均回

收率 /%
RSD /%

1 45． 10 51． 87 51． 20 98． 72
2 45． 10 51． 87 51． 62 99． 53
3 45． 10 49． 61 49． 40 99． 58

99． 46 0． 98
4 45． 10 49． 61 50． 20 101． 19
5 45． 10 49． 61 48． 80 98． 36
6 45． 10 49． 61 49． 31 99． 40

2． 7 药材中白头翁皂苷 B4 的测定 准确称取各个

批号的白头翁药材粉末( 过 50 目筛)，按回流提取

和超声提取的最佳工艺进行提取，制备样品并进行
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HPLC 测定，白头翁皂苷 B4 的测定结果见表 7。
表 7 测定结果 (n =3)

药材

批号
供货单位 产地

白头翁皂苷 B4 /%
回流提取样品 超声提取样品

090211

090611

100526

吴江上海蔡同德堂

中药饮片公司
安徽

9． 02 ± 0． 15

8． 42 ± 0． 10

8． 63 ± 0． 13

5． 06 ± 0． 07

4． 91 ± 0． 09

5． 53 ± 0． 07
080821

100318
苏州天灵

中药饮片公司
安徽

3． 95 ± 0． 08

2． 27 ± 0． 04

2． 24 ± 0． 04

1． 74 ± 0． 04
090620

090523

090810

安徽沪谯

中药饮片公司

江苏

河南

安徽

7． 67 ± 0． 01

5． 82 ± 0． 04

9． 31 ± 0． 10

5． 52 ± 0． 08

3． 79 ± 0． 01

6． 89 ± 0． 06
090418

090808
哈药集团世一堂

中药饮片公司

黑龙江

辽宁

1． 26 ± 0． 02

1． 03 ± 0． 01

0． 75 ± 0． 02

0． 70 ± 0． 01

3 讨论

3． 1 关于超声提取方法，我们曾对超声功率(150
W、250 W、300 W) 和超声时间(25 min、1． 0 h、1． 5
h、2． 0 h)进行了考察，结果表明超声功率和超声时

间对白头翁皂苷 B4 的测定并无显著性影响，其中以

超声功率 300 W，超声时间 1． 0 h 效果最好。
3． 2 参考 2010 版《中国药典》白头翁项下测定条

件，我们发现甲醇-水流动相在 201 nm 波长处基线

极不 平 稳
［6］，色 谱 峰 分 离 度 不 佳。参 考 相 关 文

献
［7-8］，经不同流动相的尝试，最终确定了以乙腈-水

(26 ∶ 74)作为流动相。结果表明，改进后的方法基

线平稳，色谱峰间能达到良好分离，精密度、重复性、
线性关系及回收率均良好。
3． 3 地理环境和气候条件是有效成分积累的基

础
［9］，所以，来源于不同地区的白头翁药材，白头翁

皂苷 B4 质量分数有一定的差异。但是同一产地，白

头翁皂苷 B4 差别也较大。文献［10］表明，白头翁

为多年生草本植物，不同的采收时间对其有影响;白

头翁皂苷为水溶性物质，饮片切制过程中润洗不当

可导致其丧失，故饮片中其质量分数可能较低。
3． 4 采用 2010 版《中国药典》白头翁项下测定方

法可判定药材的合格与否，但是并不一定能反映出

药材中白头翁皂苷 B4 的真实质量分数;采用改进后

的定量测定方法既可对药材的合格与否进行判定，

又能对药材进行准确定量。改进后的回流提取工艺

与超声提取工艺相比，可以更加完全的提取出白头

翁药材中的白头翁皂苷 B4，为白头翁药材的质量评

价提供更为合理的方法。
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