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HPLC法测定猪苓中麦角甾酮的含量
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摘要 目的:建立猪苓药材中麦角甾酮的 HPLC含量测定方法。方法: 采用甲醇超声提取方法; 色谱条件: Inertsil ODS- 3( 250

mm @ 4. 6 mm, 5Lm )柱,流动相为甲醇 -水 ( 96B4), 流速 1. 0 mL# m in- 1, 检测波长为 350 nm, 柱温 30 e 。结果:麦角甾酮在

2. 5~ 35Lg# mL- 1 ( r= 0. 9997)范围内与峰面积呈良好的线性关系;麦角甾酮的平均回收率 ( n = 5)为 1001 5% , RSD为 21 5%。

结论:建立的方法灵敏、快速、准确,适合作为猪苓药材中麦角甾酮的含量测定,可为猪苓药材质量评价提供可靠的方法。
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Abstract Objective: To establish anHPLC method fo r determ inat ion of ergosta- 4, 6, 8( 14), 22- tetraen- 3- one

inPolyporus umbellatus.M ethods: P. umbellatus was ex tracted w ith methano l by u ltrasound- assisted extract ion and

the chromatograph ic procedurew as performed w ith an InertsilODS- 3( 250mm @ 4. 6mm, 5 Lm) co lumn, themob ile
phase w as methano l- w ater( 96B4) at a flow o f 1. 0mL# m in- 1, and theUV detection was set at 350 nm. The temper-

ature o f co lumn w as 30 e . Results: The linear range of ergosta- 4, 6, 8( 14), 22- tetraen- 3- one w as 215- 35 Lg
# mL- 1 ( r= 0. 9997), and the average recovery(n = 5) w as 100. 5% andRSD was 215% . Conclusion: The developed

method is simple, accurate and reproducible, wh ich can o ffer references for the qua lity contro l o fP. umbellatus.

K ey words: Polyporus umbellatus; ergosta- 4, 6, 8( 14), 22- tetraen- 3- one; HPLC; determ inat ion

猪苓 [Polyporus umbellatus ( Pers. ) F ries]是多

孔菌科真菌,是常用中药,在亚洲、欧洲及北美洲均

有分布, 在中国具有 2500多年的药用历史
[ 1]
, 始载

于 5神农本草经6,为中国药典所收载 [ 2]
, 具有利尿、

抗癌和抗菌的作用
[ 3]
。利水渗湿是猪苓的主要功

能。许多利水复方制剂含有猪苓,例如猪苓汤、猪苓

丸、猪苓散、五苓散、分消汤、茵陈五苓散等
[ 3]
, 这些

复方在临床应用中显示了很好的疗效。

  猪苓的化学成分主要为多糖类和甾体类化合
物

[ 4~ 8]
。长期以来国内外学者对猪苓的研究主要集

中在多糖的化学成分、药理、药效及应用研究
[ 4, 9, 10]

。

而传统医学和现代医学对于猪苓的应用主要集中在

利尿和治疗肾疾病方面, 而起利尿作用的化学成分

一直不明确。

  作者在对猪苓化学成分进行了系统分离和结构

鉴定的基础上,发现麦角甾醇是猪苓的主要化学成
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分,因此,把麦角甾醇作为猪苓中的指标性成分,测

定了其在猪苓中的含量
[ 11]
。所建立的方法将用于

2010年版中国药典中 /猪苓0的质量控制和质量评

价。由于中药的疗效是多种化学成分协同作用的结

果
[ 12, 13 ]

,因此, 对猪苓中的其他化学成分进行质量

控制,也是有意义的。作者对分离得到的甾体成分

进行了药效研究,研究结果显示麦角甾酮 [ ergosta-

4, 6, 8( 14) , 22- tetraen - 3- one]是一个主要利尿

成分, 与文献报道的结果
[ 14]
一致。因此, 建立一个

简单、快速的方法测定猪苓药材中的麦角甾酮含量

是必要的。

1 仪器与试药
  Ag ilent 1100 Series高效液相色谱仪, 包括

G1312A B inpump泵、G1321A 紫外检测器、Ag ilent

Chem station工作站; YCQ2300超声波清洗器 (上海

凯波超声设备有限公司 ); M illipo re SAS 67120MOL-

SHE IM ( France)超纯水系统; 色谱级甲醇 ( F isher公

司,美国 ); 麦角甾酮对照品是从猪苓分离而得, 经
1
HNMR( 500 MH z, CDC l3 )、

13
CNMR、DEPT 谱 ( 125

MH z, CDC l3 )及质谱数据分析, 并与文献 [ 15]比较

确定其结构 (HPLC归一化纯度为 99%以上 ) ; 不同

来源猪苓样品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  精密称取麦角甾酮对照品

适量, 用甲醇配制成 1 mg# mL- 1的溶液, 4 e 冷藏,
备用。

21112 供试品溶液 [ 11]  取样品粉末约 1 g (过 4号

筛 ),精密称定,置于具塞三角瓶中,加甲醇 20mL, 称

定重量,超声处理 ( 400W, 40 kH z) 1 h,放置至室温,

称定重量,用甲醇补足减失的重量,摇匀, 静置,取上

清液,滤过,即得。

212 色谱条件  色谱柱为 InertsilODS- 3柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm ), 流动相为甲醇 -水 ( 96B4) ,

流速 110mL# m in- 1,紫外检测波长 350 nm, 柱温 30

e ;进样量 20 LL。

213 方法学验证
21311 系统适用性试验  分别取对照品溶液、供试

品溶液各 20 LL,按 / 2120项下色谱条件测定,记录
色谱图 (图 1)。从图 1中可见,在本实验条件下,麦

角甾酮与其他成分能达到基线分离, 理论塔板数以

麦角甾酮峰计算为 6200。

21312 线性关系考察  分别精密量取对照品储备液

适量,以甲醇配制浓度为 215, 5, 715, 10, 1215, 15, 35

图 1 对照品 ( A )和猪苓样品 ( 5号 ) ( B)H PLC色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of ergosta- 4, 6, 8( 14) , 22-

tetraen- 3- one(A ) andP olyporu s um bella tu s sam p le(No.

5 ) ( B)

1.麦角甾酮 [ ergosta- 4, 6, 8( 14 ), 22- tetraen- 3- one]

Lg# mL- 1的系列对照品溶液。精密吸取以上对照品

溶液各 20 LL,进行 HPLC分析,以对照品的进样浓度

X (Lg# mL- 1 )为横坐标,峰面积积分值 Y为纵坐标,

进行回归分析,得麦角甾酮线性回归方程为:

Y= 55119X - 11036 r= 019997
结果表明:麦角甾酮进样浓度在 215~ 35 Lg# mL- 1

范围内与峰面积具有良好的线性关系,该标准曲线

可用于样品中麦角甾酮的含量计算。

21313 日内和日间精密度试验  取对照品溶液分

别进行日内精密度 ( n = 6)和日间精密度 ( n = 3)测

定, 日间精密度连续测定 3 d,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 RSD

分别为 210%和 214% ,表明仪器精密度良好。
21314 重复性试验  取药材粉末 5份 ( 1号 ), 按

/ 211120项下方法制备供试品溶液,依 / 2120项下色谱
条件测定含量, 结果含量平均值为 7155 Lg# g

- 1
,

RSD为 211% ,说明该方法重复性良好。
21315 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在上述色谱条件下进样分

析。结果麦角甾酮峰面积的 RSD为 212% ,表明供
试品溶液在室温下放置 24 h稳定性良好。

21316 加样回收率试验  精密称取已知含量的 9
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号样品 5份,每份 0150 g, 每份分别加入 014013 Lg
# mL- 1麦角甾酮对照品溶液 20 mL, 按 / 211120项
下方法制备溶液,依 / 2120项下色谱条件测定, 计算

麦角甾酮回收率 ( n = 5)为 10015%, RSD为 215%。
214 样品的测定  取不同来源的猪苓样品, 按

/ 211120项下方法制备供试品溶液,进行 HPLC分析

测定 ( n = 3) ,根据峰面积值从麦角甾酮标准曲线方

程计算猪苓药材中麦角甾酮的含量, 结果见表 1。
表 1 不同来源猪苓样品中麦角甾酮含量

的测定结果 ( Lg# g- 1, n= 3)

Tab 1 Determ ination of ergosta- 4, 6, 8( 14), 22- tetraen-

3- one in Polyporus umbella tu s from d ifferent sources

样品编号

( sample)
来源 ( source) 平均值 ( m ean) ? SD

1 陕西汉中 ( Hanzhong, Shaanx i) 7154? 0104

2 陕西汉中 ( Hanzhong, Shaanx i) 2171? 0104

3 陕西宁强 ( N ingqiang, Shaanxi) 3125? 0103

4 四川绵阳 (M ianyang, S ichuan) 9149? 0106

5 甘肃天水 ( T ianshu,i Gansu) 10123 ? 0105

6 甘肃天水 ( T ianshu,i Gansu) 8197? 0104

7 陕西西安 ( X ia'n, Shaanx i) 48123 ? 0102

8 河南南阳 ( Nanyang, Henan) 13158 ? 0105

9 四川绵阳 (M ianyang, S ichuan) 15102 ? 0107

10 陕西西安 ( X ia'n, Shaanx i) 4198? 0105

3 讨论

  实验选用 Inertsil ODS - 3( 250 mm @ 416 mm, 5
Lm)、K romasil C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )、D ia-
mosil C18 ( 250 mm @ 416mm, 5 Lm ) 3个色谱柱进行
考察, 结果 Krom asilC18与 D iamosilC18色谱柱的分离

效果均不如 Inertsil ODS - 3柱。考察了流动相 (甲

醇 -水、甲醇 -丙酮、甲醇 -四氢呋喃、乙腈 - 水及

乙腈 -四氢呋喃等 )、柱温 ( 20, 30, 35, 40 e )以及

流动相的流速 ( 018, 110, 112 mL# m in- 1 )对分离效

果的影响。在乙腈系统中,麦角甾酮保留时间较长,

峰形不对称,拖尾,不能与样品中其他的成分达到基

线分离。最后,通过综合地比较不同参数的色谱图

的分离度、基线、保留时间,得到最佳的色谱条件:色

谱柱为 Inertsil ODS - 3柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5
Lm);流动相为甲醇 - 水 ( 94B4); 流速为 110mL#

m in
- 1
;紫外检测波长为 350 nm;柱温为 30 e 。

  表 1结果显示, 10批药材的含量范围约在 2~

50 Lg# g
- 1
,表明在不同来源的样品中麦角甾酮的

含量变化较大,这可能是遗传变异、植物基源、干燥

过程以及储存条件等对麦角甾酮含量变化有影响。

该活性成分的变化, 可能会影响生药猪苓的利尿疗

效。因此,本文建立的 HPLC法具有良好的灵敏度、

精密度以及准确性,适合于测定猪苓中麦角甾酮的

含量,可有效评价生药猪苓的质量。
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