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反相高效液相色谱法测定朱砂根中的朱砂根皂苷

甄 * 铧，* 蒲尚饶，* 马明东，* 刘均利

（ 四川农业大学，四川 都江堰 &$$+-"）

摘要：建立了朱砂根中朱砂根皂苷的反相高 效 液 相 色 谱 分 析 方 法。采 用 <=>?+@;AB (@+CD< 色 谱 柱（!%" %% .
(/ & %%，% !%），流动相为乙腈 +水（ 体积比为 -#0 &-），流速 $/ " %E F %/2，检测波长 !"% 2%，柱温 (" G 。朱砂根皂

苷的进样量为 $(( 2: ) %#/ & !: 时线性关系良好（ ! 1 "/ ’’’ #）；加标回收率（" 1 -）为 ’(/ !H ) ’’/ (H，相对标准偏

差为 "/ %H ) !/ "H。方法简便，准确性高，重复性好，适用于朱砂根中朱砂根皂苷的测定。
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* * 朱砂根（#!$%&%’ (!)"’*’ </%4）为紫金牛科紫

金牛属植物，又名红铜盘、大罗伞、富贵籽、铁凉伞、

凉伞遮金珠、平地木、娘伞树等，分布于我国长江流

域各省［$］，是中 医 及 民 间 的 常 用 药 物，有 着 明 显 的

生理活性和药用功效，其所含三萜皂苷具有明显的

抑制癌细胞增殖和直接杀伤癌细胞等作用［! 2 %］。目

前，关于从朱砂根中提取、纯化三萜皂苷的研究已有

报道［&］，而对于朱砂根中皂苷含量分析方法的报道

较少，通常主要采用薄层色谱法进行定性分析。本

文采用反相 高 效 液 相 色 谱 法（I@+=@EA）测 定 朱 砂

根中 朱 砂 根 皂 苷（ 5K5).%/’$L/2 ;+- +++［ !+E+’1.%+
2"MK’.2"4K)+（$)(）+"+D+:)35"MK’.2"4K)+（$)(）］

［"+D+:)35"MK’.2"4K)+（$)!）］+!+E+.’.&/2"MK’.2"+
4/7$，.’7/5’$2/2）［#］（ 结 构 见 图 $）的 含 量。 方 法 操

作简便、准确性高、稳定性好。

图 !" 朱砂根皂苷（!"#$%"&’$’）的化学结构式

!" 实验部分

! ( !" 仪器和药品

* * 岛津 EA+!";J 高效液相色谱系统，配 有 A,C+
$";< 柱箱、DNO+!";- 在线脱气、AJ?+!"; 系统 控

制器、<@D+!"; 紫 外+可 见 检 测 器、EA4")3L/"2 工 作

站；,O+$+$"@A 紫外+可见分光光度计（ 北京普析通

用仪器有限公司）；I-%! +’+ 旋转蒸发仪（ 上海亚荣

生化仪器 厂）；BP+%"" 超 声 器（ 昆 山 超 声 仪 器 有 限

公司）等。

* * 朱砂根对照药材（ 中国药品生物制品检定所）；

朱砂根皂苷 对 照 品（ 本 实 验 室 制 备，经 中 国 科 学 院

成都生物研究所质谱与核磁共振分析，鉴定该品为

朱砂根皂苷，分 子 式 为 A%- =+& C!! ，相 对 分 子 质 量 为

$ "#(，熔点为 !-’ ) !($ G，结构同图 $）；朱砂根天

然植株（ 四 川 都 江 堰 灵 岩 山、般 若 寺 等 地 野 生 天 然

植株，其形态由四川农业大学植物分类学专家易同

培研究员鉴定，经与朱砂根对照药材进行薄层色谱

比较鉴定，确定为紫金牛科紫金牛属植物朱砂根）；

朱砂根组培 苗（ 炼 苗 成 活 两 月）的 植 株 和 愈 伤 组 织

（ 继代 - 次 后 的 茎 段 愈 伤 材 料，由 四 川 农 业 大 学 都

江堰分校组培实验室提供）。=@EA 分析用甲醇、乙

腈为色谱纯（ <>N?;）；重 蒸 水；提 取 用 甲 醇 为 分 析

纯（ 成都市科龙化工试剂厂）。

! ( #" 对照品储备液的制备

* * 精密称定朱砂根皂苷对照品 ’"/ " %:，置于 !%
%E 量瓶 中，加 甲 醇 适 量 溶 解 并 定 容，摇 匀，即 得 对

照品储备 液 ;（-/ & %: F %E）。 分 别 精 密 吸 取 储 备

液 ; %/ " %E 和 $/ " %E，分别置于 $" %E 和 $"" %E
量瓶 中，加 甲 醇 定 容，摇 匀，即 得 对 照 品 储 备 液 J

（$/ + %: F %E）和 A（-& !: F %E）。

! ( $" 样品溶液的制备

* * 将采集的朱砂根鲜植株洗净泥土，于 %" G恒温

烘干，分部位粉碎，过 (" 目筛，取朱砂根粉末 ! :，精

密称定。加入 $& %E +"H 甲醇，于 #" G回流提取 -
1，离 心，收 集 上 层 清 液；在 沉 淀 物 中 加 入 $! %E
+"H 甲醇，于 #" G回流提取 ! 1，离心，收集上层清
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液；在沉淀物中加入 # !" #$# 甲醇，于 %$ $ 回 流

提取 & %，离心，收集上层清液。合并 ’ 次上层清液，

用 $( )* !! 滤膜过滤后定容至 *$ !"，摇匀即得。

! ! "# 色谱条件

! ! 色 谱 柱：&’()*+,-. /+*01&（+*$ !! , )( "
!!，* !!）；流动相：乙腈*水（ 体积比为 ’%- "’）；流

速：&( $ !" 2 !34；柱 温：)$ $；最 大 进 样 量：+$ !"；

检测波长：+$* 4!；灵敏度：$( &" ,56&。

$# 结果与讨论

$ ! !# 色谱条件的选择

! ! 经紫外光谱扫描，朱砂根皂苷的最大吸收波长

为 +$* 4!。故本试验采用 +$* 4! 为检测波长。

! ! 朱砂根皂苷在乙腈*水中易溶，乙腈的紫外截止

波长为 &.$ 4!，因而用 +$* 4! 作为紫外检测波长，

采用乙腈*水为 ’+"- 的 流 动 相 是 很 好 的 选 择。乙

腈的比例越高，保留时间越短。

! ! 在“&( )”节 色 谱 条 件 下，朱 砂 根 皂 苷 的 保 留 时

间适中，峰形良好（ 见图 +），理论塔板数大于 ’ $$$。

图 $# （"）朱砂根皂苷对照品和（#）朱砂根提取液的色谱图

* 朱砂根皂苷 7

$ ! $# 标准曲线的建立

! ! 取 朱 砂 根 皂 苷 对 照 品 储 备 液 ,，分 别 进 样

&"( $，&$( $，#( $ !"；取其对照品储备液 8，分别进样

&+( $，#( $，)( $ !"；取 其 对 照 品 储 备 液 - 分 别 进 样

&+( $，#( $，)( $ !" 进 行 分 析。以 进 样 量（!，!9）为

横坐标，色谱峰面 积（"）为 纵 坐 标，绘 制 标 准 曲 线，

得回归 方 程 为：" / +( $# , &$)! 0 &( )% , &$)（ # /
$( ... %）。结果表明，当朱砂根皂苷的进样量为 &))
49 1 *%( " !9 时，线性关系良好。

$ ! %# 精密度试验

! ! 取朱砂根对照品溶液 &$ !" 进样，重复测定 *
次，记 录 峰 面 积，得 其 相 对 标 准 偏 差（ :&1）为

$( .%#，说明仪器的精密度良好。

$ ! "# 稳定性试验

! ! 对同一样品 溶 液，在 $，+，)，"，#，&$，&+ % 各 进

样 " 次，每 次 &$ !"，记 录 峰 面 积 值，其 :&1 为

&( &#，表明样品溶液在 &+ % 内稳定性良好。

$ ! &# 重复性试验

! ! 取同一批朱砂根粉末 * 份，各 +( $ 9，精密称定。

按“&( ’”节 所 述 方 法 制 备 样 品 溶 液，同 日 内 测 定 *
次，每次进样 &$ !"，测得峰面积 的 日 内 精 密 度（ 以

:&1 计）为 &( ##，表明该方法的重复性良好。

$ ! ’# 加标回收率试验

! ! 取含量已知的朱砂根粉末 . 份，各 &( $ 9，精密

称定。每 ’ 份为一组，按照比例加入朱砂根皂苷对

照品溶液，按“&( ’”节所述方法制备样品溶液，得到

低、中、高浓度溶液各 ’ 份。按“&( )”节所述色谱条

件分析，计算加标回收率。结果见表 &。

表 !# 回收率试验结果

本底值 2
!9

添加值 2
!9

检测值 2
!9

回收率 2
#

平均回收率 2
#

:&1 2
#

*’ 7 ) #% 7 )" .) 7 "
*" 7 ’ ’" 7 $ .$ 7 +$ .) 7 + .) 7 + $ 7 *
*# 7 ’ .+ 7 $) .’ 7 %

*) 7 # &$. 7 &. &$$ 7 %
*’ 7 % *) 7 $ &$" 7 && .% 7 & .# 7 % & 7 .
** 7 + &$# 7 +% .# 7 ’

*" 7 + &+. 7 ’% &$& 7 "
*# 7 & %+ 7 $ &+# 7 #* .# 7 ’ .. 7 ) & 7 .
*) 7 * &+* 7 &. .# 7 +

$ ! (# 含量测定

! ! 取“&( &”节所述四川都江堰天然野生朱砂根植

株各部位、组培苗的植株和愈伤组织，按“&( ’”节所

述方 法 制 备 样 品 溶 液。 精 密 吸 取 各 样 品 溶 液 &$
!"，进样分析测得的朱砂根皂苷在各样品中的含量

（ 以质量 分 数 计 ）如 下：在 天 然 野 生 朱 砂 根 植 株 的

根、茎、枝 和 叶 中 分 别 为 *( "#，$( +)#，$( &)# 和

$( &)#；在 组 培 苗 植 株 的 根、茎 和 叶 中 分 别 为

’( $"#，$( $+"# 和 $( $&+#；在疏松愈伤组织和致密

愈伤组织中分别为 $( ++# 和 $( $*##。
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