
图 1 　空白组大鼠 PLB ,SERCA 蛋白印迹

S :SHR 大鼠 ; W :W KY大鼠

Fig 1 　PLB ,SERCA protein blot of Blank group rat

S :SHR Rat ; W :W KY rat

法结果显示 ,注射高剂量黄芪 SHR 大鼠的 PLB、

SERCA 在蛋白水平的表达较空白组有明显的升高

( P < 0 . 05) ,而注射低剂量、中剂量黄芪的 SHR 大

鼠与空白组之间没有明显差别 ( P > 0 . 05) ,且所有

使用黄芪的 SHR 大鼠 PLB/ SERCA 的比值与空白

组之间相比 ,差异无显著性 ( P > 0 . 05) 。见表 1 ,图

2。

图 2 　高剂量黄芪组和空白对照组 SHR 大鼠 PLB ,SERCA 蛋白印

迹

S :SHR 空白组 ; S1 :SHR 高剂量黄芪组

Fig 2 　PLB SERCA protein blot of high dosage ast ragalus membra2
naceus group and blank group

S :SHR blank group ; S1 :SHR high dosage ast ragalus membranaceus

group

3. 3 　W KY 注射黄芪组与 W KY 空白对照组之间

PLB、SERCA 及 PLB/ SERCA 比的关系 　Western

印迹法结果显示 , W KY 空白对照组与 W KY 大鼠

注射低剂量、中剂量、高剂量黄芪各组的 PLB、SER2
CA 在蛋白水平表达相比无明显降低 ( P > 0 . 05) ,各

组 PLB/ SERCA 比值与 W KY 空白对照组相比差

异无显著性 ( P > 0 . 05) 。见表 1。

4 　讨论

本研究观察到 SHR 高血压早期 SERCA 和

PLB 在蛋白水平的表达明显下降 ;与某些 SHR 资

料 ,心肌细胞 SERCA 和 PLB 蛋白明显下降[ 8 ] 相类

似。而长期大剂量地应用黄芪注射液能明显提高

SHR 心肌 SERCA 和 PLB 在蛋白水平的表达 ,很可

能与大剂量黄芪能直接增强心肌肌浆网 SERCA 和

PLB 蛋白的合成 ,或者通过改善 SHR 心肌 SERCA

和 PLB 蛋白从转录到翻译等方面发挥作用 ,使得

SHR 心肌 SERCA [ 7 ] 和 PLB 在蛋白水平表达得以

恢复有关。同时也可能与大剂量黄芪注射液中多种

有益于心血管系统的有效成份 ,在 SHR 心肌 SER2
CA 和 PLB 的 mRNA 与蛋白水平上多个环节起作

用有关。但长期中、小剂量的黄芪注射液使用对

SHR 心肌 SERCA 和 PLB 蛋白下降却无明显的影

响。另外 ,本研究尚未发现 PLB/ SERCA 比值有明

显的改变 ,此结果可能与高血压早期阶段 PLB 和

SERCA 的变化均刚开始 ,二者变化仍未出现较大

的差异有关。

总之 ,本研究通过长期腹腔注射黄芪 ,并观察不

同剂量黄芪注射液的 SHR 心肌 SERCA 和 PLB 在

蛋白水平表达的变化 ,探讨黄芪对心肌 SERCA 和

PLB 蛋白水平影响可能的机制 ,对进一步研究黄芪

影响心功能的机制有一定的意义。
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枳椇子的质量控制

文为 ,张洪 ,曾嵘 　 (武汉大学人民医院药学部 ,湖北 武汉 430060)

[摘要 ] 　目的 :建立枳椇子的质量控制方法。方法 :以槲皮素为对照品 ,采用薄层层析 ( TLC)法和高效液相色谱 ( HPLC)法分
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别对枳椇子醇提物进行了定性鉴别及含量测定。结果 :含量测定中 ,槲皮素在1 . 32～5 . 28μg 线形关系良好 ( r = 0 . 999 9) ,回

收率为98 . 78 % ,RSD 为1 . 08 %。结论 : TLC 鉴别方法专属性强 ;含量测定方法精密度高 ,重复性好 ,简便快速 ,可用于枳椇子

的质量控制。

[关键词 ] 　枳椇子 ;槲皮素 ;质量标准 ;高效液相色谱法
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Quality control of Hovenia dulcis Thunb extraction

WEN Wei , ZHAN G Hong , ZEN G Rong ( The Renmin Hospital of Wuhan University , Hubei Wuhan 430060 ,China)

ABSTRACT :OBJECTIVE　To establish a quality standard of Hovenia dulics extraction. METHODS　The presence of querce2
tin was identified and assayed by TLC and HPLC , respectively. RESULTS　Linearity of marker was obtained over the range of

1 . 32 - 5 . 28 g ( r = 0 . 999 9) . The average recovery rate was 98 . 78 %(RSD was 1 . 08 %) . CONCL USION　TL C identification is

specific. The assay method is accurate , and suitable for the quality control of Hovenia dulcis Thunb.

KEY WORDS : Hovenia dulcis Thunb ; quercetion ; quality standard ; HPLC ; TLC

　　枳椇子是植物枳椇的带肉质果柄的果实或种

子 ,为鼠李科 ( R ham naceae)拐枣属 ( Hoveni a) 植物 ,

又名鸡距子、拐枣。具有止渴除烦、解酒毒、镇惊、利

尿之功效 ,用于热病烦渴、呕吐、二便不利、解酒毒。

枳椇子醇提取物能提高急性肝损伤小鼠的还原型谷

胱苷肽 ( GSH)氧化功能、增强谷胱苷肽巯革转移酶

( GST) 催化的 GSH 结合反应 ,增加超氧化物歧化

酶 (SOD) 、过氧化氢酶 (Cat ) 活性 ,拮抗乙醇所致的

小鼠急性肝损伤 ,75 %乙醇提取物具有明确抗肝纤

维化作用[ 1～3 ] 。已从枳椇子中分离得到含有槲皮素

等多种黄酮类化合物 ,可能是其药效部分[ 5 ] ,关于枳

椇子的质量控制尚未报道。本研究以槲皮素为对照

品 , 采用薄层层析 ( TL C) 法和高效液相色谱

( HPL C)法对枳椇子进行质量控制 ,为枳椇子的开

发和利用奠定基础。

1 　仪器与材料

Agilent 1100 型高效液相色谱仪 (美国安捷

伦) ;薄层板为以羧甲基纤维钠为黏合剂的硅胶 G

预制板。槲皮素对照品 (中国药品生物制品检定所 ,

供含量测定用 ,批号 08129003 ) ;枳椇子药材 (湖北

省药材公司 ,经武汉大学药学院鉴定为鼠李科植物

枳椇 ( Hoveni a d ulcis Thunb. )的种子 ;水为注射用

水 ;乙腈为色谱纯 ;其他试剂均为分析纯。

2 　方法与结果

2. 1 　TL C 鉴别 　取 3 批枳椇子粗粉各0 . 5 g ,分别

以 75 %乙醇为溶剂 ,索氏提取3 . 5 h ,提取液过滤 ,减

压回收乙醇至无醇味 ,热水分散 ,放冷 ,石油醚 (60～

90 ℃)脱脂 3 次 ,水液浓缩80 ℃干燥制成干浸膏 ,粉

碎成细粉。加醋酸乙酯 10 mL ,回流提取 2 次 ,每次

15 min ,每次 5 mL。合并醋酸乙酯液 ,水浴蒸干 ,残渣

加甲醇 2 mL 使溶解 ,作为供试品溶液。另取槲皮素

对照品 ,加乙醇制成每 1 mL 含0 . 33 mg 的溶液 ,作为

对照品溶液 ,照薄层层析法[ 6 ] ,吸取上述 2 种溶液各

10μL ,分别点于同一硅胶 G薄层板上 ,先以醋酸乙

酯2甲酸2水 (8∶1∶0 . 8 ,v/ v)为展开剂 ,饱和 10 min ,展

至约 4 cm ,取出 ,晾干 ;再以甲苯2甲酸乙酯2甲酸 (5 . 5

∶2∶0 . 3 ,v/ v)为展开剂 ,展至约 10 cm ,取出 ,晾干 ,喷

以 1 %三氯化铝乙醇溶液 ,待乙醇挥干后 ,置紫外光

灯 (365 nm)下检视。供试品色谱中 ,在与对照品色谱

相应位置上 ,显相同颜色的荧光斑点 , Rf = 0 . 38。

2. 2 　含量测定

2. 2. 1 　对照品溶液的制备 　精密称取经五氧化二

磷减压干燥器中干燥至恒重的槲皮素对照品16 . 5

mg 于 25 mL 量瓶中 ,加乙醇溶解并稀释至刻度 ,定

容 ,摇匀 ,即得 660 mg·L - 1的对照品溶液。

2. 2. 2 　样品溶液的制备 　取枳椇子粗粉0 . 5 g ,按

2 . 1项下同法操作“⋯粉碎成细粉”。精密称定 ,置具

塞錐形瓶中 ,精密加入乙醇 25 mL ,称定重量 ,超声

处理 (功率 125 W ,频率 40 k Hz) 15 min ,放冷 ,再称

定重量 ,用乙醇补足减失的重量 ,摇匀 ,滤过 ,续滤液

过0 . 45μm 微孔滤膜 ,即得。

图 1 　枳椇子的 HPLC 色谱图

A. 槲皮素对照品 ; B. 枳椇子供试品

Fig 1 　HPLC chromatogram of Hovenia dulcis and quercetion

A. ref rence substance ; B. Hovenia dulcis

2. 2. 3 　色谱条件 　ZORBA X SB2C18 色谱柱 (4 . 6

mm ×250 mm , 5μm) ;流动相 :乙腈20 . 02 mol·L - 1
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磷酸二氢钾 (35∶65 ) (用磷酸调节 p H 值为4 . 1) ;检

测波长 :256 nm ;流速 :1 . 0 mL·min - 1 ;柱温 :30 ℃,

理论塔板数按槲皮素峰计算不低于2 500。

2. 2. 4 　线性关系考察 　精密吸取对照品溶液1 . 0 ,

1 . 5 ,2 . 0 ,2 . 5 ,3 . 0 ,3 . 5 ,4 . 0 mL 分别置于 10 mL 量

瓶中 ,加乙醇定容 ,摇匀 ,分别取各浓度对照品进样

20μL ,按上述色谱条件依序进样测定 ,以槲皮素对

照品浓度 (mg·L - 1) 为横坐标 ,色谱峰面积 ( A ) 为纵

坐标 ,绘制标准曲线 ,建立回归方程 : A = 19 . 23 +

793 . 01 C , r = 0 . 999 9 ,结果表明槲皮素浓度在1 . 32

～5 . 28μg 范围内与峰面积线性关系良好。

2. 2. 5 　精密度试验 　精密吸取 660 mg·L - 1槲皮素

对照品溶液2 . 0 mL ,重复进样 5 次 ,测得日内 RSD

为1 . 30 % ,隔日再重复进样 5 次 ,测得日间 RSD 为

2 . 1 %。

2. 2. 6 　重现性试验 　取同一批次样品按供试品溶

液制备方法处理样品 5 份 ,依序进样测定槲皮素含

量 ,结果平均含量为2 . 67 mg·L - 1 ,RSD 为1 . 6 %。

2. 2. 7 　稳定性试验 　精密吸取同一供试品溶液 ,分

别于 0 ,2 ,4 ,8 ,12 ,24 h 进样 ,依法测定 ,由峰面积积

分值统计结果可见样品溶液在 24 h 内保持稳定 ,

RSD 为2 . 7 %。

2. 2. 8 　加样回收率试验 　精密称定已知槲皮素含

量的枳椇子粉末适量 ,共 5 份 ,分别以高、中、低 3 个

浓度水平准确加入一定量的槲皮素对照品 ,按上述

供试品溶液制备方法和色谱条件进行测定并计算回

收率 ,平均回收率为98 . 78 % ,RSD 为1 . 08 %。结果

见表 1。
表 1 　槲皮素含量测定加样回收率 ( n = 5)

Tab 1 　Recovery of quercetion ( n = 5)

试验号
加入量

/ mg
测定值

/μg
回收率

/ %
平均回收率

/ %
RSD
/ %

1 2 . 112 2 . 093 99 . 10
2 2 . 112 2 . 061 97 . 59
3 2 . 640 2 . 651 100 . 4 98 . 78 1 . 08
4 2 . 640 2 . 605 98 . 67
5 3 . 168 3 . 109 98 . 14

2. 2. 9 　样品的含量测定 　取 3 批提取物 ,按上述供

试品溶液制备方法及色谱条件进行测定 ,以外标法

计算含量 ,结果槲皮素平均含量为0 . 884 mg·g - 1 ,

并经统计学处理 ,规定枳椇子药材中槲皮素含量不

得少于0 . 704 mg·g - 1 。

3 　讨论

本研究曾对枳椇子药材采用不同溶剂 ,不同方

法进行提取 ,以干浸膏得率和总黄酮及槲皮素含量

为指标 ,并结合药效学实验结果进行了验证对比 ,结

果表明 ,枳椇子提取方法以 75 %乙醇为提取溶剂 ,

索氏提取法效果较佳。

对槲皮素对照品溶液进行紫外可见光扫描 ,在

360 nm 和 256 nm 处均有较大吸收 ,比较相同色谱

条件下 360 nm 和 256 nm 波长下的色谱图 ,检测波

长为 256 nm 时的色谱图具有分离度好、灵敏度高、

杂质干扰少的优点 ,因此采用 256 nm 为检测波长。

在枳椇子槲皮素含量测定条件中 ,流动相中磷

酸的加入可抑制黄酮苷酚羟基的电离 ,改善分离效

果 ,防止拖尾 ,使峰形尖锐、对称 ,缩短分离时间 ;再

者 ,流动相的 p H 值对测定影响显著 ,采用磷酸调节

一系列不同 p H 值的缓冲溶液进样检测 ,结果显示 :

p H 值偏大或偏小 ,分离效果不好 ,拖尾现象较严

重 ,因此优选 p H 4 . 1 ,分离效果好。
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高效液相2质谱法测定大鼠肝组织中黄芩苷浓度

赵绪元 ,肖兰 ,王峰　(中南大学湘雅二医院临床药学研究室 ,湖南 长沙 410011)

[摘要 ] 　目的 :建立用于测定黄芩苷大鼠肝组织中浓度的高效液相2质谱联用分析方法。方法 :采用 Thermo C18柱 (4 . 6 mm ×
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