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摘要  目的: 研究分析不同生长期独一味中山栀苷甲酯和 8- O -乙酰山栀苷甲酯含量。方法:采用 HPLC反相色谱柱 W aters

Symme try C18 ( 5 Lm, 41 6 mm @ 250 mm ),梯度洗脱 [ 0~ 10 m in, 乙腈 -水 ( 10B90) ; 10~ 30 m in, 乙腈 - 水 ( 18B82) ], 流速 11 0

mL# m in- 1,检测波长 235 nm, 柱温 25 e 。结果:不同生长期的独一味中山栀苷甲酯和 8- O -乙酰山栀苷甲酯的总含量有明

显差异, 从 6月份到 9月份呈近似于正态分布的趋势, 以 7月中旬到 8月初期间的含量为最高。结论:本方法结果准确, 重现

性好, 易于操作,可用于不同生长期独一味中山栀苷甲酯和 8- O -乙酰山栀苷甲酯的含量研究。
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Content research of shanzhisidemethyl ester and 8- O- acetylshanzhiside

methyl ester in Lam iophlom is rotata ( Benth. )Kudo

w ith different grow ing periods
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Abstract Objective: To research the contents of shanzh isidemethyl ester and 8- O - acety lshanzh isidem ethy l es-

ter in Lam iophlom is ro ta ta ( B enth. )Kudow ith different grow ing periods. Methods: HPLC ana lysisw as performed on

Symme try C18 co lumn, themobile phase consisted o f acetonitrile- w aterw ith g radien t elution[ 0- 10 m in, aceton-i

trile- w ater( 10B90) , 10- 30m in, aceton itrile- w ater( 18B82) ] at the f low rate o fw as 110mL# m in
- 1
, the detec-

t ion w avelength w as 235 nm and the column temperaturew as 25 e . Results: The tota l content o f shanzh isidemethy l

ester and 8 - O - acety lshanzh iside methy l ester in Lam iophlom is rotata ( Benth. ) Kudo w as gaussian distribution

from June to September, and themax imum value w as in betw eenm id- july and early Augus.t Conclusion: Th ismeth-

od is accurate, prec ise, sensit ive and specific to be used in the content determ ination o f shanzh iside methy l ester and

8- O - acety lshanzh iside methyl ester content in Lam iophlom is rotata( Benth. )Kudo w ith different g row ing periods.
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独一味 ( Lam ioph lom is rotata ( Benth. ) Kudo )是

一种藏族习用药材
[ 1]
, 为唇形科多年生草本植物,

原为全草入药,为了保护中药资源, 中国药典 2010

年版已将其药用部位修订为地上部分入药
[ 2]
。独

一味主要生长于西藏、青海、云南、四川、甘肃等高寒

地区, 为我国藏族、蒙古族和纳西族等民间常用草

药,最早收藏于藏族医药学巨著 5四部医典 6及 5晶

珠本草 6, 距今已有 1200年历史, 其味甘、微苦、性

温,具有活化淤血、止痛止血、消肿补髓、行气、续筋

接骨、通经等重要功效, 对扭伤、风湿痹通、崩漏、手

术后的软组织关节炎及腰挫折、小骨骨折外伤、风湿

性关节炎等临床疗效确切。中国药典 2010年版中

含量测定项的指标已经由 2005年版中的木犀草素

不得低于 0115%变更为山栀苷甲酯和 8- O -乙酰

山栀苷甲酯的总和不得低于 0150%。为此,笔者从

2009年 6月份开始采摘,直到 9月份该植物完全枯

黄, 2周为 1个采集周期。以山栀苷甲酯和 8- O -

乙酰山栀苷甲酯的含量作为分析指标,考察不同生长
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周期内藏药独一味中两者各自的含量及总含量的变

化情况,进而为该药材能够适时采收提供参考,确保

药效
[ 7]
。

1 仪器、试剂与样品
美国W aters公司 (W aters 2695)高效液相色谱

仪,包括 2695型四元梯度泵、2698型二极管阵列紫

外检测器。

独一味植株采自甘肃省玛曲县尼玛镇, 从 2009

年 6月 7日至 9月 6日,每隔 15 d分期采样,每次采

样方法和位置相同,即只取其地上部分,置塑料袋中

装纸箱运回实验室,清洗并自然晾干,保存样品至所

有样品采集结束后统一测定含量; 对照品山栀苷甲

酯和 8 - O - 乙酰山栀苷甲酯 (实验室自制, M S、

NMR确定其结构, HPLC归一化法测定其纯度均大

于 95%,含量测定按 95%计算, 以下结果均为折算

后结果 ) ;水为屈臣氏纯化水,甲醇、乙腈为色谱纯。

2 方法与结果

211 色谱条件  采用 Waters Symmetry C18 ( 5 Lm,

416mm @ 250 mm)色谱柱, 梯度洗脱 [ 0~ 10m in,乙

腈 -水 ( 10B90) ; 10~ 30 m in, 乙腈 - 水 ( 18B82) ] ,

流速 110mL# m in
- 1
,检测波长 235 nm,柱温 25 e ,

进样量 10 LL。

212 溶液的制备
21211 混合对照品储备液  取干燥至恒重的对照

品山栀苷甲酯约 3114 mg和 8- O -乙酰山栀苷甲

酯约 4131mg,精密称定, 置同一 50 mL量瓶中, 用

70%甲醇溶解并稀释至刻度, 得山栀苷甲酯质量浓

度为 62172 Lg# mL
- 1
和 8- O -乙酰山栀苷甲酯质

量浓度为 86128 Lg# mL
- 1
的混合溶液, 即得。

21212 供试品溶液  取样品粉末 (过 3号目筛 )约

0160 g,精密称定, 置具塞锥形瓶中,精密加入 70%

甲醇溶液 25mL,密塞,称定重量, 加热回流 1 h, 放

冷, 用 70%甲醇溶液补重, 摇匀, 滤过。精密量取续

滤液 2 mL, 置 10mL量瓶中,加甲醇稀释至刻度, 摇

匀, 用 0145 Lm的微孔滤膜滤过,即得。

213 专属性考察  分别取混合对照品溶液、供试品
溶液,按 / 2110项下色谱条件进样测定, 记录色谱

图。结果供试品溶液与对照品溶液均在相同保留时

间出现吸收峰,山栀苷甲酯、8- O - 乙酰山栀苷甲

酯色谱峰与其他组分色谱峰分离完全 ( R1 = 614,
R 2 = 1318) ,理论塔板数 21589。见图 1。

图 1 对照品 (A )及样品 ( 090609 ) ( B)色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of reference substan ces( A) and sam p le( collected on June 9, 2009 ) ( B)

1.山栀苷甲酯 ( shanzh isid em ethyl ester)  2. 8- O -乙酰山栀苷甲酯 ( 8 - O - acetylsh anzh iside m ethyl ester)

214 线性关系考察  精密吸取混合对照品储备液

适量, 以 70%甲醇依次稀释配制, 制得山栀苷甲酯

质量浓度分别为 12154, 25109, 37163, 50118, 62172
Lg# mL

- 1
, 8- O -乙酰山栀苷甲酯质量浓度分别为

17126, 34151, 51177, 69102, 86128 Lg# mL
- 1
的系列

混合对照品溶液,分别进样 10 LL,以色谱峰面积 A

和质量浓度 C进行回归分析, 得山栀苷甲酯、8- O -

乙酰山栀苷甲酯回归方程分别为:

A = 71331 @ 10
3
C- 89170  r= 019998

A = 21346 @104C + 27112 r= 019999
线性范围分别为 12154~ 62172 Lg# mL

- 1
和 17126~

86128 Lg# mL
- 1
。

215 精密度试验  精密吸取混合对照品溶液 10

LL,连续进样 7次,结果山栀苷甲酯、8- O - 乙酰山

栀子苷甲酯峰面积的 RSD ( n = 7)分别为 0139%和
0148% ,表明仪器精密度较好。

216 稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液分别

在 0, 2, 8, 12, 24, 48, 72 h测定峰面积积分值, RSD
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为 111%, 表明供试品溶液在 72 h内基本稳定。

217 重复性试验  取同批样品粉末 6份, 精密称

定, 按 / 212120项下方法制备供试品溶液, 并按

/ 2110项下条件进样分析。结果样品中山栀子苷甲
酯、8 - O - 乙酰山栀苷甲酯含量平均值分别为

1178%和 0140% , RSD分别为 0169%和 0187% ,表

明方法的重复性较好。

218 加样回收试验  取已知含量 (山栀子苷甲酯、

8- O - 乙酰山栀苷甲酯含量分别为 1173% 和
1132% )的样品 0150 g,精密称定,分别精密加入低、

中、高量的山栀子苷甲酯、8 - O - 乙酰山栀苷甲酯

对照品各 0175 mg, 0195 mg, 1118 mg, 按 / 212120项
下方法制备供试溶液,进样测定。计算得山栀子苷

甲酯低、中、高 3个浓度的回收率 ( n = 3)分别为

97173% ( RSD = 111% ), 98104% ( RSD = 112% ),

98153% ( RSD = 111% ), 平均回收率 ( n = 9 )为

98110%; 8- O - 乙酰山栀苷甲酯低、中、高 3个浓

度的回收率 ( n = 3)分别为 99108% ( RSD= 113% ),

99177% ( RSD= 113% ), 99181% ( RSD = 112% ),平

均回收率 ( n= 9)为 99155%。
219 样品含量测定  按 / 212120项下方法制备供
试品溶液,按 / 2110项色谱条件进样测定, 根据标准

曲线计算含量,结果见表 1。根据表 1中的结果,我

们可以得出以下结论: 不同生长期的独一味中山栀

苷甲酯和 8- O -乙酰山栀苷甲酯的总含量有明显

差异, 从 6月份到 9月份呈近似于正态分布的趋势,

以 7月中旬到 8月初期间的含量为最高。

表 1 不同生长期的独一味中山栀苷甲酯和

8- O -乙酰山栀苷甲酯的含量 (% )

Tab 1 Contents of shanzh iside m ethyl ester and 8- O -

ace tylshanzh iside m ethyl ester in Lam ioph lom is rotata

( Ben th. )Kudo w ith differen t grow ing per iods

采集时间

( co llect ion time)

山栀子苷甲酯

( shanzhiside

m ethyl ester)

8-O -乙酰山栀苷甲酯

( 8-O - ace ty lshanzhis ide

methy l ester)

总含量

( total content)

090609 1190 0119 2109

090620 1175 0144 2119

090704 1188 0178 2166

090718 1173 1132 3105

090801 1176 1127 3103

090815 1177 0132 2109

090829 0186 0128 1114

3 讨论

311 中国药典 2010年版对独一味药材中山栀苷甲

酯和 8- O -乙酰山栀苷甲酯的含量测定采用的是

梯度洗脱法 [ 0 ~ 9 m in, 乙腈 - 水 ( 9B91) ; 9 ~ 20

m in, 乙腈 -水 ( 15B85) ] ,检测波长 235 nm。本文综

合考虑峰形、分离度及保留时间等因素,把洗脱程序

和柱温适当调整; 在样品处理过程中, 采取正交试

验, 对提取溶剂、提取方法、提取时间进行考察,根据

峰形及目标面积优选最佳提取工艺为: 70%甲醇溶

液加热回流 1 h, 当取样量为 016 g时, 溶剂 25 mL

即可提取完全。

312 中国药典 2010年版要求独一味的含量为山栀

苷甲酯和 8- O -乙酰山栀苷甲酯的总量不得低于

0150% ,通过对 7个采摘期 7批样品的分析可以得

到:不同生长期的独一味中山栀苷甲酯和 8- O -乙

酰山栀苷甲酯的总含量有明显差异,从 6月份到 9

月份呈近似于正态分布的趋势, 以 7月中旬到 8月

初期间的含量为最高。 8- O -乙酰山栀苷甲酯最

高时的含量可以达到最低时的 7倍左右。这就说明

选择最佳的采收季节对于独一味的含量及药效具有

至关重要的意义。建议藏药独一味的最佳采收季节

可以考虑为 7月中旬到 8月初。
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