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摘要  目的: 建立 HPLC法测定三岛柴胡各部位的柴胡皂苷 a、c、d的含量。方法: 采用 Symm etry C18 ( 41 6 mm @ 150 mm, 5 Lm )

色谱柱, 流动相为乙腈 -水,梯度洗脱, 流速 11 0 mL# m in- 1,检测波长 200 nm,柱温 25 e 。结果: 1年生三岛柴胡中各部位柴

胡皂苷 a、c、d的含量均比 2年生三岛柴胡的含量高。在 1年生样品中种子含有的有效成分最多, 根次之, 茎最少; 2年生样品

中根含有的有效成分最多, 种子次之,茎最少。结论:该方法为三岛柴胡不同药用部位的质量控制提供实验依据,该方法具有

简便、快速、准确、重复性较好的特点。
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Abstract Objec tive: To establish anHPLC fo r determ inat ion of saikosaponins a, c, d in d ifferen t parts ofBup leu-

rum falcatum. Methods: Symmetry C18 ( 416mm @ 150mm, 5 Lm) co lumnw as adopted; Themob ile phase w as ace-

tonitrile- w ater w ith grad ient e lut ion at the flow rate o f110mL# m in
- 1
; The detection w aveleng th w as 200 nm, and

the column temperaturew as 25 e . Results: The conten ts of saikosaponins a, c, d in different parts o f annualB. fal-

catum were h igher than that o f b iennia lB. falcatum, and the contents of three sa ikosapon ins in the seeds of annua l

levelB. falcatum were the highes,t then fo llowed by root and stem. Conc lusion: The quant itat ivemethod for determ-i

nation o f saikosaponins a, c, d in different parts ofB. falcatum byHPLC provided the basis for quality contro l o fB.

falca tum, th isme thod is simple, rapid and accurate w ith good reproduc ib ility.
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  三岛柴胡为伞形科植物三岛柴胡 Bup leurum

falca tum L.的干燥根, 为日本药典收载的日本汉方

药材柴胡的基源植物,与我国药用柴胡为同属植物,

主要栽培于日本。近年, 我国许多地区亦有引种栽

培。三岛柴胡适应性强, 易于栽培,产量高, 若通过

科学的评价,有可能作为正品柴胡的一个品种在我

国传统医药中应用,这对于解决柴胡的资源缺乏,品

种混乱,质量不稳定等问题以及规划柴胡的药材生

产,均会有积极的作用。已有研究报道表明三岛柴

胡的有效成分为皂苷类成分, 其中柴胡皂苷 a、c、d

( sa ikosaponins a, c, d)是主要的 3种皂苷
[ 1, 2]
。目前

我国虽已引种成功,但是在定量分析方面国内未见

报道。为建立三岛柴胡的质量标准, 本实验参考有

关文献报道
[ 3~ 5]

,以超声波法提取柴胡皂苷, 以氨水

-甲醇 ( 5B95)为提取剂,用 HPLC法同时测定三岛

柴胡中柴胡皂苷 a、c、d的含量,并比较了不同生长

年限不同部位的 3种皂苷含量, 从而为三岛柴胡的

品质评价提供科学依据。

1 仪器与试药

W aters 600E高效液相色谱仪,包括 600E四元

梯度泵、2996二极管阵列检测器、中文 Empow er色

谱管理系统、真 32位色谱管理软件、BusLAC /E数
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据采集板、集成的 oracle关系型图文数据库、四通道

脱气机; FW177型中草药粉碎机 (天津泰斯特仪器

有限公司 ) ; KQ250DE数控超声波清洗器 ( 250W,

40 kH z,昆山市超声仪器有限公司 ); BD - 25十万分

之一电子天平 (北京赛多利斯仪器系统有限公司 )。

甲醇 (分析纯,天津市凯通化学试剂有限公司 ),

氨水 (分析纯,天津永大试剂厂 ),乙腈 (色谱纯,天津

市凯通化学试剂有限公司 ),水为二次蒸馏水;柴胡皂

苷 a、c、d对照品购置于北京紫云德馨科技有限公司,

经 HPLC面积归一化法测定,纯度为 > 98%。

三岛柴胡药材采自山东农业大学中药园, 经吉

林农业大学中药材学院郑毅男教授鉴定, 确认为三

岛柴胡 (Bup leurum falcatum L. )。其中茎、叶和花分

别采自 9月中旬, 根采自 10月下旬。各部位分别阴

干,粉碎,过 40目筛,待用。

2 方法与结果

211 溶液的制备

21111 对照品储备液  分别精密称取对照品柴胡

皂苷 a、c、d各 210mg, 置 10mL量瓶中,用氨水 -甲

醇 ( 5B95)定容至刻度,摇匀,即得。

21112 供试品溶液  分别精密称取 1年生三岛柴

胡药材的根 110 g、茎 210 g、叶 110 g、花 0133 g及种
子 610 g, 2年生三岛柴胡药材根 110 g、茎 1010 g、叶
410 g、花 110 g及种子 110 g,采用液固比 50B1( mL /

g)加氨水 -甲醇 ( 5B95)适量, 超声提取 3次 (每次

30m in), 提取温度 25 e 。提取液过滤、合并, 浓缩
至 20 mL并用吸管转移至 50 mL量瓶中, 用氨水 -

甲醇 ( 5B95)定容至刻度。

212 色谱条件  在参考文献 [ 3 ~ 5 ]
基础上并做了简

单的修改, 采用 Symm etry C18 ( 416 mm @ 150 mm, 5
Lm )色谱柱,流动相为乙腈 ( A ) -水 ( B) , 梯度洗脱

( 0~ 5m in: 30% A; 5~ 10 m in: 30% Ay 35% A; 10 ~

20m in: 35% Ay 50% A; 20 ~ 25 m in: 50% Ay 52%

A )。流速 110 mL# m in
- 1
, 检测波长 200 nm, 柱温

25 e ,进样量 20 LL。在上述色谱条件下对照品及

典型样品色谱图见图 1。

图 1 对照品 ( A)及 1年生三岛柴胡根 ( B)、茎 ( C)、叶 ( D)、花 ( E )和种子 ( F)色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of referen ce substances( A) and root ( B) , shoot ( C) , leaf ( D) , f low er ( E ) and seed ( F ) in annualBupleu rum fa lca tum

1.柴胡皂苷 c( sa ikosapon in c)  2.柴胡皂苷 a( saikosapon in a)  3.柴胡皂苷 d( sa ikosaponin d )

213 线性关系考察  精密吸取 / 211110项下对照
品储备液 011, 012, 013, 014, 015, 016, 017, 018, 019,
110mL,分别置于 1 mL量瓶中, 用氨水 -甲醇 ( 5B

95)定容至刻度, 摇匀, 进样。以浓度 ( X, mg#

mL
- 1
)为横坐标, 以峰面积 ( Y )为纵坐标建立标准

曲线, 得柴胡皂苷 a、c、d的线性回归方程分别为:

Y= 81478 @ 104X - 37811 r= 019991
Y= 11062 @ 105X - 52713 r= 019994
Y= 11197 @ 105X - 40710 r= 019995
线性范围均为 0102~ 012 mg# mL- 1

。

214 稳定性试验  精密称取 2年生三岛柴胡根

110 g,按 / 211120项下方法制成供试品溶液, 按照

/ 2120项条件, 分别在 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h测

定, 结果表明柴胡皂苷 a、c、d的峰面积无明显变化,

RSD分别为 015%, 118% , 017%。表明供试品溶液
的稳定性好。

215 精密度试验  精密吸取柴胡皂苷 a、c、d的对

照品溶液 20 LL, 连续进样 6次, 测定峰面积, 无明

显变化, 柴胡皂苷 a、c、d峰面积的 RSD分别为

013% , 015% , 014%,表明仪器精密度好。
216 重复性试验  精密称取 2年生三岛柴胡根样

品 6份各 110 g, 按 / 211120项下方法操作,制备供试
品溶液,精密吸取 20 LL进样测定。结果样品中柴

胡皂苷 a、c、d含量平均值 ( n = 6)分别为 6137,
1180, 4131 mg# g

- 1
; RSD 分别为 315% , 417%,

314%。表明方法的重复性好。
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217 回收率试验  精密称取 2年生三岛柴胡根粉

末 015 g, 5份,分别加入对照品柴胡皂苷 a 310mg、
柴胡皂苷 c 019mg, 柴胡皂苷 d 211 mg, 按 / 211120

项下方法制成供试溶液, 按 / 2120项条件测定。柴
胡皂苷 a、c、d平均回收率 ( n = 5)分别为 9810% ,

9611%, 9814% ; RSD分别为 113%, 210% , 219%。

218 含量测定  取三岛柴胡不同部位样品, 分别作
3个平行处理, 按 / 211120项下方法制备供试品溶

液, 按 / 2120项下色谱条件进样测定。以外标法计
算, 按干燥品计各样品中柴胡皂苷 a、c、d的含量, 结

果见表 1。HPLC色谱图见图 1- B、C、D、E、F。

表 1 样品的含量测定结果 (m g# g- 1 )

Tab 1 Resu lts of con ten ts determ ination of samp les

部位 ( pa rt)

1年生 ( annua l) 2年生 ( b iennial)

柴胡皂苷 a

( sa ikosapon in a)

柴胡皂苷 c

( sa ikosaponin c )

柴胡皂苷 d

( sa ikosaponin d)

总量

( to ta l content)

柴胡皂苷 a

( sa ikosaponin a)

柴胡皂苷 c

( sa ikosapon in c)

柴胡皂苷 d

( saikosaponin d)

总量

( total content)

根 ( roo t) 71 75 1182 6117 15174 6138 11 83 4130 12151

茎 ( stem ) 01 18 0119 0123 0160 0108 01 21 0110 0139

叶 ( lea f) 11 73 1141 5134 8148 0158 01 84 1139 2181

花 ( flower) 01 98 1193 2116 5107 0166 01 62 0198 2126

种子 ( seed) 21 31 3153 10136 16120 0162 11 04 2114 3180

3 讨论

311 分别用水、乙醇、甲醇、氨水 -甲醇 ( 5B95) 4

种溶剂作为提取溶剂, 考察不同提取溶剂对 2年生

三岛柴胡根中柴胡皂苷 a、c、d提取效果的影响。结

果表明,氨水 -甲醇 ( 5B95)的提取效果较其他溶剂

好,总皂苷达到了 12148mg# g
- 1
,其次是甲醇和乙

醇,总皂苷提取率分别是 5154 mg# g
- 1
和 5102 mg

# g
- 1
。而水作为提取溶剂时提取率最低为 1189

mg# g
- 1
。因此本实验选取氨水 -甲醇 ( 5B95)作为

柴胡皂苷的提取溶剂。

312 经观察 2年生的三岛柴胡木质化程度很高, 而

1年生三岛柴胡的生长周期短,木质化程度低, 这也

许是 1年生三岛柴胡比 2年生三岛柴胡总皂苷含量

高的原因之一。另外三岛柴胡不同部位中柴胡皂苷

a、c、d的含量存在较大差异, 1年生样品种子含有的

有效成分最多,根次之, 茎最少; 2年生样品根含有的

有效成分最多,种子次之, 茎最少。但由于药材中种

子所占比例较少,因此在制备以柴胡皂苷 a、c、d为主

的生物产品时首选 1年生三岛柴胡根作为原料。

313 本实验建立 HPLC法测定三岛柴胡不同药用

部位中柴胡皂苷 a、c、d的含量,方法简便,测定结果

准确可靠,为三岛柴胡药材的质量控制和不同药用

部位的合理利用提供了科学依据。
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