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摘要  目的: 建立猪苓药材中麦角甾醇的 RP- HPLC含量测定方法。方法: 猪苓经甲醇超声提取后,用 HPLC测定。采用 D ia-

m osil C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm )色谱柱 ,流动相为甲醇; 流速为 11 0 mL# m in- 1;检测波长为 283 nm; 柱温 30 e 。结果:麦角

甾醇进样量在 11 64~ 161 4 Lg范围内与峰面积呈良好的线性关系 ( r= 01 9997); 麦角甾醇的平均回收率 ( n = 5)为 981 9% , RSD

为 11 2%。结论:采用 RP- HPLC测定猪苓药材中麦角甾醇的含量, 该方法灵敏、快速、准确, 可作为 2010年版中国药典一部

增订猪苓含量测定项。
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Abstract Objec tive: To establish anHPLC method for the de term ination o f ergostero l content inPolyporus umbel-

la tus by RP- HPLC. Method: Po lyporus umbellatus was ex tracted w ith methano l by u ltrasound ex traction and the

chromatograph ic procedurew as carried outw ith D iamosilC18 ( 250mm @ 416mm, 5 Lm ) co lumn, Themob ile phase

w as 100% methanol at a flow o f110mL# m in
- 1

and the detection w ave length w as 283 nm. The temperature o f co-l

umn w as 30 e . Results: The linear range of ergosterolw as 1164- 1614 Lg ( r= 019997) . The average recovery( n

= 5) of ergostero lw as 9819% and RSD was 112%. Conclusion: Themethod is simple, accurate and reproducible

can offer re ferences for the qua lity contro l ofPolyporus umbellatus.
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  猪苓 [Po lyporus umbellatus( Pers. ) F ries]始载于

5神农草本经 6,在我国药用已有 2500年历史, 主要

用于小便不利、水肿、泄泻、淋浊、带下
[ 1 ]
。陕西、云

南产量大,陕西产的质最佳
[ 2 ]
。长期以来国内外学

者对猪苓药材进行了大量研究,主要集中于多糖、甾

体类化学成分提取分离与结构鉴定, 以及它们的利

尿、抗肿瘤、抗癌、抗菌、抗炎、促进头发生长等药理

药效学研究
[ 3~ 7]
。除多糖用于抗肿瘤抗癌以外,麦

角甾酮
[ 6]
、猪苓酮

[ 5, 7, 8 ]
、麦角甾醇过氧化物

[ 9 ]
等是

猪苓的主要活性成分, 这些成分是麦角甾醇的次生

代谢产物
[ 10]
。这些活性成分的含量多少和麦角甾

醇在药材中的含量多少有关系。

中国药典中猪苓药材缺少含量测定项,药材内

在质量难以评定。根据麦角甾醇 ( ergostero l)与存在

的活性成分的关系,本文从猪苓中分离出主要成分

麦角甾醇作为指标性成分, 建立了高效液相色谱法

测定麦角甾醇的含量,为增加中国药典中猪苓含量

测定项进行了研究。

1 仪器与试药
W aters A lliance 2695- 2487高效液相色谱仪,

包括W aters 2695分离模式, W aters 2487紫外双波

长检测器, Empow er工作站; METTLER TOLEDO

AL104型电子天平; YCQ2300超声波清洗器 (上海
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凯波超声设备有限公司 ); 甲醇 (色谱纯 ) ;麦角甾醇

对照品为自制 (经 TLC与 HPLC鉴定纯度为 9815%
以上, 并经中国药品生物制品检定所认定 ) ; 猪苓样

品从各药店、药材市场及产地购买,由西北大学王亚

洲副教授鉴定。

2 方法与结果
211 溶液的制备
21111 对照品储备液  精密称取麦角甾醇对照品
适量, 用甲醇配制成 0182 mg# mL

- 1
的溶液, 冷藏 4

e 备用。
21112 供试品溶液  精密称取样品 1100 g,置于具

塞三角瓶中,加甲醇 20mL, 称定重量, 超声 ( 400W,

40 kH z) 1 h,放置室温,称重, 加甲醇至原重量, 取上

清液过 0145 Lm滤膜,即得供试品溶液, 冷藏 4 e

备用。

212 色谱条件  色谱柱为 D iamosil C18柱 ( 250 mm

@ 416 mm, 5 Lm ); 流动相: 100%甲醇;流速 110mL

# m in
- 1
; 检测波长 283 nm;柱温 30 e 。

213 系统适用性试验  分别取对照品溶液、供试品
溶液各 20 LL, 在 / 2120项色谱条件下, 注入液相色

谱仪测定,记录色谱图, 见图 1。从图 1中可见, 本

实验条件下,麦角甾醇与其他化学成分能达到基线

分离, 理论塔板数以麦角甾醇峰计算为 6500。

图 1 对照品 ( A )和猪苓样品 HPLC色谱图 ( B )

F ig 1 HPLC chromatogram s of reference subs tan ce( A ) and

P olyporus um be lla tu s( Pers. ) Fries sam p le( B)

11麦角甾醇 ( ergosterol)

214 标准曲线制备和线性范围  精密量取对照品
储备液 012, 014, 110, 115, 210 mL, 分别置于 2 mL

量瓶中, 加甲醇稀释至刻度, 摇匀。取上述溶液各

20 LL,在 / 2120项色谱条件下, 进样测定, 记录峰面

积, 以峰面积积分值 Y为纵坐标,对照品的进样量 X

( Lg)为横坐标, 进行回归分析, 得麦角甾醇线性回

归方程为:

Y= 51687 @105X - 11126 @ 10
5  r= 019997

结果表明麦角甾醇进样量在 1164~ 1614 Lg范围内
与峰面积具有良好的线性关系。

215 精密度试验  精密量取同一对照品溶液各 10

LL,在 / 2120项色谱条件下, 重复进样测定 5次, 根

据测定的麦角甾醇峰面积的结果计算 RSD 为

015% ,说明精密度良好。

216 重复性试验  按 / 211120项下方法平行制备 5

份供试品溶液,在 / 2120项色谱条件下,进样 20 LL,

测定含量。结果样品中麦角甾醇含量平均值 ( n = 5)

为 0113%, RSD为 019%,说明方法的重复性良好。

217 稳定性试验  取同一供试品溶液 20 LL,分别

于 0, 2, 4, 8, 12, 24 h在 / 2120项色谱条件下进样测

定, 根据测定的麦角甾醇峰面积的结果计算 RSD为

115%。表明供试品溶液在 24 h内稳定。

218 加样回收率试验  精密称取已知含量的 2号

样品 0150 g共 5份, 每份分别加入麦角甾醇对照品

016 mg,按 / 211120项下方法制溶液, 在 / 2120项色

谱条件下, 进样 20 LL, 测定,计算麦角甾醇回收率

( n = 5)为 9819%, RSD为 112%。
219 样品的测定  取供试品溶液 20 LL, 在 / 2120
项色谱条件下,进行色谱测定,记录麦角甾醇的峰面

积, 本品按干燥品以外标法计算含量,结果见表 1。

表 1 各批次猪苓样品中麦角甾醇含量的测定结果 (%, n= 2)
Tab 1 R esu lts of con ten ts determ inat ion of ergosterol

in d ifferen t source Polyporus samp les

样品编号

( samp leN o. )

来源

( sources)

含量

( content) /%

1 陕西汉中 (H anzhong, Shaanx i) 0105

2 陕西汉中 (H anzhong, Shaanx i) 0113
3 陕西汉中 (H anzhong, Shaanx i) 0107

4 陕西柞水 ( Zhashu,i Shaanx i) 0107
5 陕西汉中 (H anzhong, Shaanx i) 0107
6 河南南阳 ( Nanyang, H enan) 0104

7 吉林通化 ( Tonghua, Jilin) 0108
8 陕西西安 ( X ipan, Shaanx i) 0105

9 甘肃天水 ( T ianshu,i Gansu) 0107
10 陕西宝鸡 ( Bao j,i Shaanx i) 0109

11 陕西宝鸡 ( Bao j,i Shaanx i) 0105
12 陕西宁强 ( N ingq iang, Shaanx i) 0127

13 四川绵阳 (M ianyang, Sichuan) 0116
14 甘肃陇南 ( Gansu, Longnan) 0108

15 甘肃天水 ( T ianshu,i Gansu) 0112
16 陕西周至 ( Zhouzh,i Shaannx i) 0106

17 陕西宝鸡 ( Bao j,i Shaanx i) 0108
18 山西太原 ( Ta iyuan, Shanx i) 0103

19 云南昆明 ( Kunm ing, Yunnan) 0109
20 河北安国 ( Anguo, H ebe i) 0108

21 安徽亳州 ( Bozhou, Anhui) 0104
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3 讨论
311 检测波长的考察  本实验采用紫外可见分光

光度仪对麦角甾醇的甲醇溶液在波长范围 190 ~

600 nm处进行扫描, 结果 Kmax为 28115 nm, 根据

W oodw ard- Fieser规则计算 Kmax = 283 nm。鉴于上

述的微小差别,本实验配制一定浓度的对照品溶液,

分别在 281, 282, 283, 284, 285 nm处测定峰面积,发

现 283 nm处峰的面积最大, 281, 282, 284, 285 nm

的峰面积分别为 283 nm 峰面积的 74%, 94% ,

96%, 84%,故确定 283 nm作为本实验的检测波长。

312 流动相的选择  本实验考察了甲醇与水不同

比例 ( 100B0, 98B2, 95B5, 90B10)条件下的对照品麦
角甾醇峰形及样品中麦角甾醇与其他成分的分离情

况。在甲醇与水不同配比条件下发现随着水比例的

增加麦角甾醇峰形变宽、变低、保留时间变长, 在

100%甲醇的比例条件下,麦角甾醇峰形窄、对称,能

够与样品中其他成分分开, 而且实验操作简单、方

便。故确定 100%甲醇作为本实验的流动相。

313 样品提取方法的研究  本实验考察了甲醇冷
浸 ( 12, 24 h)和超声辅助提取 ( 10, 20, 30, 40, 60, 90,

120m in)的提取率。结果冷浸 12 h和 24 h没有超

声提取的提取率高, 超声提取 10~ 120 m in的结果

见图 2与图 3。图 2是其他超声提取时间麦角甾醇

峰面积相对于 60 m in提取时间的麦角甾醇峰面积

的比值,从图 2可知 10 m in到 60 m in提取量增加,

60 m in到 120m in提取量仅仅有微小的增加。再增

加时间没有大的意义, 另外, 从图 3可知,在 60 m in

时麦角甾醇峰面积占总峰面积最大。

图 2 不同超声辅助提取时间麦角甾醇相对峰面积的变化图

F ig 2 D ifferent u ltrasound- ass isted extract ion t im e and relat ive

p eak areas of ergostero l

314 结果分析  本文测定了 21批猪苓药材中麦角

甾醇的含量。由表 1的测定结果可知, 不同猪苓药

材,麦角甾醇的含量差异较大, 在 21个样品中麦角

甾醇的百分含量范围为 0103% ~ 0127%, 平均值为

0108% , 其中陕西宁强的含量最高, 18号山西太原

的含量最低。2号陕西汉中、13号四川绵阳和 15号

图 3 不同超声辅助提取时间麦角甾醇峰面积占总峰面积的

变化图

Fig 3 Proportion of ergosterol peak areas in total peak areas in

d ifferent t im e

甘肃天水的含量普遍较高。以上的数据可为增加中

国药典中猪苓含量限度提供参考依据。

315 小结  采用 HPLC法测定猪苓中麦角甾醇含

量, 经过精密度、重复性、稳定性、回收率试验考察,

均符合要求,该方法灵敏、快速、准确,适用猪苓中麦

角甾醇的含量测定,建议作为中国药典中新增猪苓

药材含量测定项。
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