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摘要 目的: 建立款冬花药材中款冬酮的高效液相色谱分析方法, 对来源于 8个地区、9个批次的商品款冬花药材和 1个主产

区款冬花药材中的款冬酮进行定量分析。方法: 款冬花经粉碎后用 95% 乙醇超声提取; 以 D ikm a D iam onsilTM C18 ( 250 mm @

41 6 mm, 5 Lm )为色谱柱,甲醇 -水 ( 85B15, v /v )为流动相, 流速为 1 mL# m in- 1,分析时间为 15 m in,紫外检测波长为 220 nm,

进样体积为 20LL; 以保留时间定性,外标法定量。结果: 款冬酮的保留时间为 12. 29 m in; 款冬酮浓度在 26. 5~ 212Lg# mL- 1

范围内线性关系良好 ( r= 0. 9997); 最低检测限为 0. 54 Lg# mL- 1,最低定量限为 1. 75 Lg# mL- 1; 日内和日间 RSD分别为

01 76% ( n = 6)和 0. 69% ( n= 4 ); 低、中、高 3个浓度的加样回收率 ( n = 6 )分别为 99. 35% , 106. 4% , 95. 88% , R SD分别为

31 9% , 1. 5% , 0. 60%。结论: 本方法准确、快速、简便,重复性好, 适用于款冬花样品中款冬酮的分析。
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Abstract Objec tive: To deve lop an RP- HPLC m ethod for the determ ination o f tussilagone in the flow er buds o f

Tussilago farfara L. ( F los Farfarae) from crude drug m arket of e igh t different areas, nine batches and crude drug o f

one m a in production area. Methods: The crude drug w as ex tracted by 95% ethano l after crush under u ltrason ic ex-

tractor and then analysed. The chrom atographic co lum n D ikm a D iam onsil
TM

C18 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm ) w as

used w ith m ethanol- w ater( 85B15, v /v ) as the m ob ile phase. The flow ra te w as 1. 0 mL# m in
- 1

, ana lytical tim e

w as 15 m in, UV detection w ave length w as set at 220 nm, and in jection volum e w as 20 LL. The analyte w as qualita-t

ed by retention tim e and quantitated by peak area using external reference standard calibration curve. Results: The

retention tim e of tussilagone w as 12. 29 m in. There w ere excellent linearity betw een peak area and concentration o f

analyte in the concentration range of 26. 5- 212 Lg# mL
- 1

for tussilagone, and the correlat ion coeff icient w as 0.

9997. The lim its of detection and quant ification w ere 0. 54 and 1. 75 Lg# mL
- 1

, respectively. The intra- and in ter

- day RSDs w ere 0. 76% ( n= 6) and 0. 69% ( n = 4) , respective ly. The added recoveries( n = 6) w ere 99. 35%,

10614% and 95188% , and RSDs w ere 3. 9% , 1. 5% and 0. 60% at low, m edium and h igh levels, respectively.

Conc lusion: Th is m ethod is accura te, qu ick, sim ple and reproduc ible and can be used to determ ine the content o f

tussilagone in F los Farfarae.
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传统中药款冬花为菊科植物 Tussilago farfara

L.的干燥花蕾,主产于山西、河南、陕西、甘肃等地,

系常用中药,具有润肺下气、止咳化痰之功效, 用于

新久咳嗽、喘咳痰多和劳嗽咳血等
[ 1 ]
。化学研究工

作表明其主要含有倍半萜、三萜、绿原酸、黄酮、生物

碱、苯二甲酸酯、脂肪酸及其酯和挥发性物质
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等
[ 2~ 5]

;药理学研究工作表明其含有的主要化学成

分款冬酮 ( tussilagone)对血小板活化因子具有较强

的抑制作用
[ 6]

,对心血管和呼吸系统具有较强的刺

激作用
[ 7]
。在对国家中药材规范化种植基地中药

质量评价的系统性研究中, 我们以山西 /国家中药

款冬花 GAP基地 0栽培的款冬花为实验材料, 对其

化学成分进行了研究
[ 2 ~ 4 ]
。本项研究工作选择款冬

花有效成分之一的款冬酮
[ 6, 7 ]
为指标性成分, 采用

反相高效液相色谱法定量测定了 8个地区、9个批

次的商品款冬花药材和 1个主产区款冬花药材中的

款冬酮含量,结果表明该方法具有准确、快速、简便

以及重复性好等特点,现将结果报道如下。

1 仪器和试药

DIONEX高效液相色谱仪系统 ( DIONEX Co. ,

M�nchen,德国 ) : DIONEX P680型泵、UVD 170U型检

测器和 Chrom e leon Version 6. 50数据处理工作站;

KQ3200超声仪 (昆山市超声仪器有限公司产品 ); 甲

醇为色谱纯 (天津市西华特种试剂厂 ),水为自制双蒸

水,其他试剂为分析纯。款冬酮 (化学结构见图 1)对

照品由本文作者从款冬花中提取分离
[ 4]

,经上述仪器

检测,面积归一化法计算其纯度大于 98%。

图 1 款冬酮的化学结构

Fig 1 Chem ical stru cture of tuss ilagone

1批次山西省大同市广灵县加斗乡 /国家中药

款冬花 GAP基地0栽培的款冬花药材和 8个省份 9

批次商品款冬花药材由北京大学药学院杨秀伟教授

鉴定为菊科植物款冬花 Tussilago farfara L. 的干燥

花蕾。

2 溶液制备

2. 1 供试品溶液  分别精确称取款冬花样品粉末
(过 40目筛 ) 1 g, 置具塞三角瓶中, 精密加入 95%

乙醇 20 mL, 密塞,称重,超声提取 ( 120 W, 50 kH z) 1

h,称重, 加 95%乙醇补足失重, 经微孔滤膜 ( 0. 45

Lm )滤过,取续滤液作为供试品溶液。

2. 2 对照品储备液 精密称取款冬酮 5. 3 mg置于

25 mL量瓶中, 用甲醇 - 水 ( 85B15, v /v )溶解,并定

容至 25 mL,得 212 Lg# mL
- 1
的对照品储备液。

3 色谱条件与系统适用性试验

D ikm a D iam onsil
TM

C18色谱柱 ( 4. 6 mm @ 250mm,

5 Lm ),偶联 D ikm a EasyGuard C18保护柱 ( 4. 6 mm @
20 mm ),中国北京 D ikm a公司; 流动相: 甲醇 -水 ( 85

B15, v /v );流速: 1 mL# m in
- 1

; 检测波长: 220 nm;柱

温:室温;进样量: 20 LL。在本实验色谱条件下,对照

品及基地栽培药材的色谱图见图 2。款冬酮的保留

时间为 12. 29 m in,理论塔板数为 6150。在上述色谱

条件下对供试品溶液进行分析,计算其与前后峰间的

分离度为 1. 68,可对其进行定量分析。

图 2 对照品 ( A)和山西大同基地栽培药材提取物 ( B )的 HPLC色

谱图

F ig 2 H PLC prof ile of standard tuss ilagone(A ) and ex tract ofF los Far-f

arae from the C h ina National GAP Base of T rad itional C h inese M ateria

M ed ica in Datong city of Shanxi p rovin ce( B)

1.款冬酮 ( tuss ilagon e, 12. 29 m in )

4 方法学考察

4. 1 线性关系和检出限考察 分别精密吸取对照

品储备液适量, 用甲醇 -水 ( 85B15, v /v )稀释, 制得

梯度浓度系列对照品溶液: 212, 159, 106, 79. 5,

53, 26. 5 Lg# m L
- 1
。精密吸取以上对照品溶液各

20 LL,进样 HPLC分析, 每个浓度进样 3次。以浓

度 (X )为横坐标, 峰面积 ( Y )为纵坐标, 进行回归分

析, 得标准曲线方程:

Y= 0. 7949X + 0. 9143 r= 0. 9997

款冬酮浓度在 26. 5~ 212 Lg# mL
- 1
范围内线性关系

良好,该标准曲线可用于样品中款冬酮的含量计算。

按信噪比 3B1确定最低检测限为 0. 54 Lg# mL
- 1

;按

信噪比 10B1确定最低定量限为 1. 75 Lg# mL
- 1
。

4. 2 仪器精密度试验 按 / 2. 10项下处理方法得
到的基地栽培药材的供试品溶液, 在相同条件下连
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续进样 6次, 用款冬酮峰的保留时间和峰面积的

RSD值来评价精密度。结果保留时间的 RSD为

0117%, 峰面积的 RSD为 0. 81%。说明仪器操作过

程中精密度良好。

4. 3 重复性试验 取基地栽培药材粉末 1 g, 按

/ 2110项下方法制备供试品溶液平行 6份, 每个供

试品溶液分别进样分析 2次,用款冬酮峰的保留时

间和峰面积的 RSD来评价重复性。结果保留时间

的 RSD为 1. 2%,峰面积的 RSD为 2. 7%。说明该

方法有良好的重复性。

4. 4 稳定性试验 新制备的基地栽培药材的供试

品溶液,室温下放置 0, 2, 4, 8, 12, 24 h, 进样分析。

用款冬酮峰的保留时间和峰面积的 RSD来评价其

稳定性。结果保留时间的 RSD为 0. 69% ,峰面积的

RSD为 1. 6%。说明款冬酮在供试品溶液中室温下

放置 24 h稳定性良好。

4. 5 加样回收率试验 精密称取款冬酮对照品适

量,加甲醇溶解,并配成 26. 5, 53. 0, 106. 0 Lg# mL
- 1

的低、中、高 3种浓度。精密称取基地栽培药材粉末 1

g,平行操作 6份,分别精密加入低、中、高 3种浓度的

对照品溶液,加入量分别为 0. 53, 1. 06, 2. 12 mg,然后

将甲醇减压蒸干,按 / 2. 10项下方法制成所需溶液,并

按上述色谱条件每份溶液进样测定 3次,计算款冬酮

的含量,求得加样回收率和 RSD。结果低、中、高 3个

浓度的加样回收率 ( n= 6)分别为 99. 35%, 106. 4%,

95. 88%; RSD分别为 3. 9%, 1. 5%, 0. 60%。

4. 6 日内和日间精密度试验 取 79. 5 Lg# mL
- 1

对照品溶液分别进行日内精密度 ( n = 6)和日间精

密度 ( n = 4)测定, 日间精密度测定连续 4 d, 每天 4

次, 以计算峰面积的 RSD来评价日内和日间精密

度。结果日内和日间精密度的 RSD分别为 0. 76%

和 0. 69%,说明本方法精密度良好。

5 样品测定

取不同来源样品按 / 2. 10项下方法制备供试品
溶液,进行 H PLC分析测定, 每次进样 20 LL ( n =

3)。根据峰面积值从款冬酮标准曲线方程计算款

冬花药材中款冬酮的含量,结果见表 1。

表 1 不同商品或产地的款冬花药材

Tab 1 Sources of F los Farfarae samp les

序号 ( No. ) 采集 /收集地 ( collected sam ple p lace) 采集 /收集时间 ( collected sam ple date) 含量 ( con tent) /m g# g- 1

1 基地栽培 ( producted in the China N at iona l

GAP Base o f Trad itional Chinese Ma te ria M edica)

2004年 10月 ( O c,t 2004) 1144

2 济南市 ( Jinan city) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 1120

3 郑州市 ( Zhengzhou c ity ) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 0184

4 南宁市 ( Nann ing city ) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 1130

5 乌鲁木齐市 ( U rum chi c ity) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 0170

6 西安市 ( X ia'n c ity) 2005年 10月 ( O c,t 2005) 1102

7 沈阳市 ( Shenyang c ity) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 0179

8 呼和浩特市 ( H oheho t city ) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 1100

9 石家庄市 ( Sh ijiazhuang c ity) 2005年 10月 ( O c,t 2005) 0179

10 安国市 ( Anguo c ity) 2005年 12月 ( Dec, 2005) 0182

6 讨论

6. 1 提取方法学考察

以 1 g基地栽培药材粉末为考察对象,采用四因

素三水平 L9 ( 3
4
), 以款冬酮峰面积为考察指标进行

提取方法学评价。实验方案见表 2, 结果见表 3。根

据极差值结果,可以直观地看出对款冬酮提取率的影

响因素为提取方式 >提取溶剂 >溶剂体积 >提取时

间。由表 4的方差分析结果得到了进一步证实。

表 2 优化提取方法的主因素和水平表

Tab 2 Ma in factors and their level settings u sed for op tim ization of the extraction

水平

( level)

因素 ( fac tors)

A [提取溶剂 ( ex traction so lvents) B[提取时间 ( ex trac tion tim e) ] /h C[提取方法 ( ex trac tion m ethod) ] D [溶剂体积 ( vo lum e of solv ents) ] / mL

1 甲醇 ( m ethano l) 015 超声 ( ultra sonic ) 20

2 95%乙醇 ( 95% e thano l) 110 回流 ( reflux) 40

3 70%乙醇 ( 70% e thano l) 115 冷浸 ( soaking a t room tem perature) 60
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表 3 优化提取方法 L9 ( 3
4 ) 矩阵表

Tab 3 L9 ( 3
4 ) M atrix as the exper im en ta l

design for opt im ization of the extraction

实验序号

( experim ental

number)

A C D B

峰面积

( peak area)

/mAU# m in

1 1 1 1 1 7615428

2 1 2 2 2 7216296

3 1 3 3 3 3818773

4 2 1 2 3 7719346

5 2 2 3 1 7713862

6 2 3 1 2 5219809

7 3 1 3 2 7510708

8 3 2 1 3 7310166

9 3 3 2 1 4017204

水平 1( Leve l 1) 18810497 22915482 20215403 19416494

水平 2( Leve l 2) 20813017 22310324 19112846 20016813

水平 3( Leve l 3) 18818078 13215786 19113343 18918285

X
1 621683 761516 671513 641883

X
2 691434 741344 631762 661894

X
3 621936 441193 631778 631276

极差 ( rang e) 61751 321323 31751 31618

总和 ( to ta l

summ ary)
58511592 58511592 58511592 58511592

表 4 方差分析结果 ( a= 0105)

Tab 4 Resu lts of var iance analysis

因素

( factors)

偏差平方和

( sun o f squares

of deviations)

自由度

( degrees o f

freedom )

F

F临界值

(F critica l

va lue)

显著性

( significance)

A 871859 2 41457 191000

C 19581605 2 991 361 191000 *

D 281030 2 11422 191000

B(误差项 )

B( error item )
191712 2

* 因素 C在实验中对款冬酮提取的影响显著 ( Fac tor C was the significant fac tor

to the ex trac tion of tussilagone)

另补做了提取溶剂为 10 mL 的试验, 其结果

(数据未给出 )与 20 mL的并无显著性差异, 考虑到

20 mL容易操作,故采用 20 mL提取溶剂。

根据上述结果,认为最佳提取方法为:溶剂 ( A )

为 95%乙醇,时间 ( B)为 1 h,提取方式 ( C )为超声,

溶剂体积 ( D )为 20 mL。具体操作如 / 2. 10项所述。

6. 2 检测波长的选择 取款冬酮用甲醇 -水 ( 85

B15, v /v )溶解, 进行紫外全波长扫描, 其最大吸收波

长为 220 nm,因此, 确定检测波长为 220 nm。

6. 3 流动相的选择 用 RP- H PLC方法定量测定

款冬花药材中款冬酮的含量,未见文献报道;比较了

多种流动相体系,如甲醇 - 水比例为 70B30, 80B20,

85B15等。结果使用前两者, 款冬酮峰的保留时间

靠后;使用后者,款冬酮峰保留时间适中,分离效果

好, 且无干扰。

6. 4 小结 从测定结果来看,基地栽培的款冬花药

材中款冬酮含量最高,不同省份的商品款冬花药材

中的款冬酮含量存在着一定的差异, 有必要对其进

行质量控制。
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