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摘要  目的: 建立同时测定狼毒药材中狼毒乙素和岩大戟内酯 B的 H PLC定量分析方法。方法:采用 L ichrospher C18 ( 416 mm @

250 mm, 5 Lm )色谱柱,以乙腈 ( A ) -水 ( B)为流动相梯度洗脱 ( 0~ 5 m in, 40% A; 5~ 10 m in, 40% Ay 50% A; 10~ 30 m in, 50%

Ay 55% A; 30~ 40 m in, 55% Ay 60% A; 40~ 45 m in, 60% Ay 70% A) ,流速 110 mL# m in- 1; 检测波长 226 nm,柱温 30 e 。结

果:狼毒乙素线性范围为 01005~ 01 863Lg( r= 01 9999),平均回收率为 961 4% ( RSD= 11 4% , n = 6); 岩大戟内酯 B线性范围为

01 003~ 01496 Lg( r= 01 9999),平均回收率为 9610% ( RSD= 211% , n= 6)。结论:本方法专属性强, 结果准确, 简便可行, 可用

于狼毒药材的质量控制。
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Abstract Objec tive: To develop an HPLC m ethod fo r the determ inat ion o f 2, 4- d ihydroxy- 6 - methoxy- 3 -

methylacetophenone and jolkino lide B in EuphorbiaeEbracteo lataeR adix. Methods: A LichrospherC18 ( 416mm @
250mm, 5 Lm) co lumn w as adopted. The mob ile phase consisted o f aceton itrile and w ater w ith grad ient elution

( 0- 5 m in, 40% A; 5- 10m in, 40% Ay 50% A; 10- 30 m in, 50% Ay 55% A; 30- 40 m in, 55% Ay 60% A; 40-

45 m in, 60% Ay 70% A ), at the flow rate o f 110mL# m in
- 1
. The detection w ave length w as set a t226 nm and co-l

umn temperature w as 30 e . Results: The linear range of 2, 4- d ihydroxy- 6- methoxy- 3- m ethy lacetophenone

w as 01005- 01863 Lg( r= 019999) , them ean recoveryw as 9614% ( RSD= 114% , n = 6); the linear range of jo lk-

inolide B w as 01003- 01496 Lg ( r= 019999), themean recovery w as 9610% ( RSD = 211%, n = 6) . Conc lusion:

Them ethod is specific, accurate and conven ien,t and can be used for the quality contro1 o fEuphorbiae Ebracteo la-

tae Radix.

Key words: Euphorbiae Ebracteo latae Rad ix; 2, 4- dihydroxy- 6- me thoxy- 3- methylacetophenone; jo lk inolide

B; HPLC; assay

狼毒为大戟科植物月腺大戟 Euphorb ia ebracteo-

la ta H ayata或狼毒大戟 Euphorbia f ischeriana Steud.

的干燥根
[ 1]
, 具有散结、逐水、止痛、杀虫的功能。

狼毒主要含萜类、苯乙酮类、鞣质类和甾醇类等化学

成分
[ 2]
, 而月腺大戟和狼毒大戟含有的具体成分有

所不同,其中苯乙酮类成分中的狼毒乙素和萜类成

分中的岩大戟内酯 B等为其共有成分,狼毒乙素对

结核菌有抑菌作用
[ 3]
,岩大戟内酯 B具有抗肿瘤作

用
[ 4]
。狼毒乙素或岩大戟内酯 B的含量测定方法

已有文献报道
[ 5, 6]

, 但同时测定狼毒药材中狼毒乙

素和岩大戟内酯 B的方法尚未见报道,也没有对除

中国药典收载品种外的狼毒地方习用品瑞香狼毒
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S tellere chamaejasme L. (系瑞香科瑞香狼毒属植物 )

和海芋 A locasismacrorrhiza ( L. ) Scho tt(系天南星科

海芋属植物,又名广东狼毒 )
[ 7]
中上述 2种成分进

行考察的报道。为了更全面地控制狼毒药材质量,

本文建立了狼毒乙素和岩大戟内酯 B的含量测定

方法, 对狼毒药材及地方习用品的含量进行了考察。

1 仪器、试剂与药材

日本岛津 LC- 10Avp型高效液相色谱仪 ( SPD -

M 10Avp二极管阵列检测器, LC- 10ADvp泵, 岛津

CLASS- VP工作站 ) ; A g ilent 1200高效液相色谱仪

(紫外检测器, 脱气机, 四元梯度泵, 化学工作站 )。

水为超纯水,乙腈为色谱纯,乙醇为分析纯。狼毒乙

素和岩大戟内酯 B由月腺大戟中提取分离得到,其

结构经核磁共振光谱鉴定,纯度经 HPLC检测分别

为 9815%和 9817%。狼毒药材及地方习用品均由
广州市药品检验所侯惠婵和刘伯英主任中药师鉴

定。

2 方法与结果

211 对照品溶液的制备  取对照品狼毒乙素、岩大
戟内酯 B适量,精密称定,加乙醇制成每 1mL含狼

毒乙素 6 Lg、岩大戟内酯 B 4 Lg的混合溶液, 即得。

212 供试品溶液的制备  取药材粉末 (过 4号筛 )

约 1 g,精密称定,置具塞锥形瓶中, 精密加入乙醇

50 mL, 密塞,称定重量,超声处理 (功率 400W,频

率 37 kH z) 50 m in, 取出, 放冷, 再称定重量, 用乙醇

补足减失的重量,摇匀,取上清液, 用微孔滤膜过滤

( 0145 Lm ),取续滤液, 即得。

213 色谱条件与系统适用性试验  色谱柱:汉邦科

技 L ichrospher C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )色谱

柱;流动相: 以乙腈 ( A ) - 水 ( B )梯度洗脱 ( 0 ~ 5

m in, 40% A; 5~ 10m in, 40% Ay 50% A; 10~ 30m in,

50% Ay 55% A; 30~ 40m in, 55% Ay 60% A; 40~ 45

m in, 60% Ay 70% A ); 流速: 110 mL# m in
- 1
;检测波

长: 226 nm;柱温: 30 e ; 进样量: 10 LL。理论板数

按岩大戟内酯 B峰计算应不低于 4000, 分离度大于

115。色谱图见图 1。

214 线性关系考察  精密称取对照品狼毒乙素和
岩大戟内酯 B适量, 加乙醇配制成浓度分别为

01108mg# mL
- 1
和 01062 mg# mL

- 1
的混合对照品

溶液¹ ;精密量取混合对照品溶液 ¹ 310 mL置 50

mL量瓶中,加乙醇稀释至刻度,摇匀,得混合对照品

溶液º 。分别精密吸取混合对照品溶液 º 2 LL、12

LL和混合对照品溶液 ¹ 1 LL、2 LL、4 LL、8 LL进

样分析,测定峰面积。以进样量 X ( Lg)为横坐标,

图 1 对照品 ( A )、月腺大戟 ( 1号样品 ) ( B )、狼毒大戟 ( 5号样

品 ) ( C)、瑞香狼毒 ( D)、海芋 (广东狼毒 ) ( E )的 HPLC色谱图

F ig 1 C hrom atogram s of reference substances(A ) , E uphorbia ebra c-

teola ta ( No. 1 ) ( B ) , E uphorbia f ischeriana ( No. 5 ) ( C ) , S tellera

chamaejasm e (D ), and Aloca siam acrorrhiza ( E )

1.狼毒乙素 ( 2, 4 - dihydroxy- 6- m ethoxy- 3- m ethylacetophe-

n one)  2.岩大戟内酯 B ( jolk inolide B )

峰面积积分值 Y为纵坐标, 绘制标准曲线, 得狼毒

乙素、岩大戟内酯 B的回归方程分别为:

Y= 3106 @ 10
3
X + 2108 r= 019999

Y= 2128 @ 10
3
X - 010856 r= 019999

结果表明, 狼毒乙素及岩大戟内酯 B的线性范围分

别为 01005~ 01863 Lg和 01003~ 01496 Lg。
215 精密度试验  精密吸取狼毒乙素浓度为 6147
Lg# mL

- 1
和岩大戟内酯 B浓度为 3172 Lg# mL

- 1

的混合对照品溶液 10 LL,连续进样 6次, 测定峰面

积, 计算 RSD值。结果狼毒乙素及岩大戟内酯 B的
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峰面积平均值 ( n= 6)分别为 19713和 8619; RSD分
别为 0110%和 0117%。
216 稳定性试验  取 1号样品粉末,按 / 2120项下

方法制备供试品溶液, 分别于 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24 h

按上述色谱条件进样分析。结果狼毒乙素及岩大戟

内酯 B 的平均含量 ( n = 7 )分别为 01025% 和
01016%, RSD分别为 012% 和 116%。表明供试品
溶液在 24 h内测定结果稳定性良好。

217 重复性试验  取 1号样品粉末 6份,分别按 / 2120
项下方法制备供试品溶液,按上述色谱条件进样测定。

结果狼毒乙素及岩大戟内酯 B平均含量 (n = 6)分别为

01025%和 01016%, RSD分别为 113%和 114%。
218 准确度 (以加样回收率表示 )  取已知含量的

1号样品粉末 015 g共 6份, 精密称定,精密加入狼

毒乙素 ( 110168 Lg# mL
- 1

)和岩大戟内酯 B ( 67182
Lg# mL

- 1
)的混合对照品溶液 1 mL, 按 / 2120项下

方法制备供试液,进样测定, 计算回收率。结果狼毒

乙素及岩大戟内酯 B的平均回收率 ( n = 6)分别为

9614%和 9610%, RSD分别为 114%和 211%。
219 样品测定  分别精密吸取对照品溶液和供试

品溶液各 10 LL,进样测定,计算样品中狼毒乙素和

岩大戟内酯 B的含量, 结果见表 1。

表 1 药材含量测定结果

Tab 1 Determ ination resu lts of samp les

种名

( species)

编号

( No. )

来源

( source)

含量 ( contents) /%

狼毒乙素

( 2, 4- d ihydroxy- 6- me thoxy- 3- methy lace tophenone)

岩大戟内酯 B

( jo lkinolide B)

月腺大戟

(Euphorb ia

eb racteo lata)

1 辽宁省药品检验所提供 ( prov ided by L iaon ing

Inst itute for D rug Con tro l)

01025 01016

2 江苏省药品检验所提供 ( prov ided by Jiang su In-

stitute fo rD rug Control)

01026 01008

3 河北安国市养生堂药业 ( Yangsheng tang Pharma-

ceu tical o f Anguo City, Hebe i P rovince)

01028 01010

4 安徽省亳州市药材总公司药材公司 (M edic ina l

M ater ia ls Company o f Bozhou City, A nhu i P rov-

ince)

01017 01017

5 河北安国市同利中药材有限公司 ( Anguo city

Tong liHerbalM ed icine Co. , L td. ofHebei P rov-

ince)

01023 01009

6 亳州百全药业有限公司 ( Bozhou Ba iquan Phar-

maceut ical Co. , L td. )

01014 01010

7 安国市京兴药业 ( Jingx ing Phamaceutica l o f An-

guo C ity )

01027 01008

8 安国市冷背药材有限公司 ( L engbe iM edic ina l

M ater ia ls Co. , L td. of Anguo C ity)

01028 01012

9 亳州市安格药业有限责任公司 ( A nge Phama-

ceutica l Co. , L td. o f Bozhou City)

01028 01030

10 中国食品药品检定研究院 (产地: 河南 ) ( N a-

tional Institutes for Food andD rug Contro ;l O rig in:

H enan P rov ince)

01010 01010

11 中国食品药品检定研究院 (产地: 安国 ) ( N a-

tional Institutes for Food andD rug Contro ;l O rig in:

Anguo City )

01025 01006

12 江门市恒健药业有限公司 ( Heng jian Pham aceu-

tica l Co. , L td. o f Jiangmen C ity )

01018 01007

13 驼腰子镇药材开发中心 (M edicinal M ater ials

Deve lopm ent Centre o f Tuoyaozi T own)

01029 01010

狼毒大戟

(Euphorb ia

f ischeriana)

14 辽宁康辰药业有限公司 (产地: 辽阳市 )

( Kangchen Pham aceutical Co. , L td. o f L iaon ing

P rovince; Orig in: L iaoyang C ity)

01004 01032

15 辽宁康辰药业有 限公司 (产 地: 辽宁 )

( Kangchen Pham aceutical Co. , L td. o f L iaon ing

P rovince; Orig in: L iaoning Prov ince )

01003 01035
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续表 1

种名

( species)

编号

( No. )

来源

( source)

含量 ( contents) /%

狼毒乙素

( 2, 4- d ihydroxy- 6- me thoxy- 3- methy lace tophenone)

岩大戟内酯 B

( jo lkinolide B)

狼毒大戟

(Euphorb ia

f ischeriana)

16 辽阳市弓长岭采集 ( Co llected by G ongchang ling

of L iaoyang C ity )

01004 01089

17 辽宁新宾铁背岭采集 ( Co llec ted by X inb in T ie-

be iling o f L iaon ing P rovince)

01021 01110

18 辽宁清原英额门采集 ( Co llected by Q ingyuan

Y ing. emen of L iaoning P rov ince)

01011 01155

瑞香狼毒

( S tellera

chamaejasme)

19 长安中药材有限公司 ( Chang. an H erba lM ed-i

cine Co. , Ltd. )

未检测到

( no t de tec ted)

未检测到

( not detec ted)

海芋

(A lo casia

macrorrhiza)

20 广州市通济堂药店 (产地: 广东 ) ( T ong jitang

Pharmacy o f Guang zhou City; O rig in: Gangdong

P rovince)

未检测到

( no t de tec ted)

未检测到

( not detec ted)

3 讨论

311 检测波长选择  狼毒乙素的最大吸收波长分
别为 196 nm和 291 nm, 岩大戟内酯 B的最大吸收

波长为 238 nm, 在 226 nm波长下 2个成分均有较

强的吸收,因此选用 226 nm为检测波长。

312 流动相的选择  考察了甲醇 -水、乙腈 -水、

乙腈 - 0105%醋酸作为流动相时对样品中多成分的
洗脱能力,发现乙腈 - 水系统比较适合于样品中成

分的分离分析,甲醇 - 水系统分析时间较长而且峰

形不如乙腈 - 水系统好, 乙腈 - 0105%醋酸系统的
基线波动较大,故选择乙腈 -水作为洗脱系统。

313 对照品溶液配制溶剂选择  试验研究中发现

岩大戟内酯 B在甲醇溶液中和酸性条件下稳定性

较差, 长期放置含量降低, 经考察在不同溶剂中的稳

定性, 选择乙醇作为对照品溶液的配制溶剂。

314 供试品溶液制备条件选择  在供试品溶液的

制备过程中比较了不同溶剂乙醇、丙酮、乙酸乙酯、

三氯甲烷和石油醚的提取效果,结果表明乙醇对狼

毒乙素和岩大戟内酯 B的提取量较高。考察了超

声、回流、索氏提取、冷浸等方法,结果显示乙醇超声

提取的方法最佳;分别比较了 15, 30, 50, 80mL乙醇

超声提取,发现 50 mL乙醇超声提取对狼毒乙素和

岩大戟内酯 B成分已提取完全; 同时考察了超声处

理 10, 20, 30, 40, 50, 60 m in的提取效果, 结果表明

超声 50 m in已将狼毒乙素和岩大戟内酯 B成分提

取完全。

315 含量测定结果  狼毒大戟和月腺大戟中普遍
含有狼毒乙素和岩大戟内酯 B, 2个成分的含量范

围分别为 01003% ~ 01029%和 01006% ~ 01155%。
瑞香狼毒和海芋不含有这 2个成分。
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