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水母雪莲秋水仙碱含量测定中前处理方法研究
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[摘要 ]　目的 :筛选水母雪莲中秋水仙碱的最适提取方法。方法 :采用不同浓度的 HCl, H2 SO4预浸水母雪莲药材 ,再加

入氯仿浸提秋水仙碱 ;以 HPLC测定秋水仙碱含量。结果 :测定结果显示 0103 mol·L - 1 HCl预浸处理的药材秋水仙碱的质量

分数为 01014 6% ,显著高于其他处理。水母雪莲药材经不同时间 (10, 20, 30, 40 m in)超声波提取秋水仙碱 , HPLC测定结果差

异不明显。但与氯仿浸提的结果相比较 ,超声波提取的供试液中秋水仙碱的含量要明显低。结论 :水母雪莲药材经 0103 mol

·L - 1 HCl预浸后再由氯仿浸提 12 h,可有效提取其中的秋水仙碱。
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　　水母雪莲 S aussu rea m edusa Maxim. 是藏药中的

名贵药材 [ 1 ]。分布于西藏、云南、四川等地。其主

要含有黄酮类、生物碱类、内酯类等成分 [ 224 ]。水母

雪莲中的生物碱类种类繁多 ,其中秋水仙碱具有多

种药理作用 ,对癌症、原发性痛风有特异的作用 [ 425 ]。

秋水仙碱提取方法可分为水提法 ,稀酸提取法、有机

溶剂提取法和超临界流体萃取法。在提取过程中对

样品进行预处理有利于秋水仙碱的提取。王慧春等

采用氨水预浸、氯仿提取的方法提取水母雪莲原植

物和愈伤组织中生物碱 ,并检测出秋水仙碱 [ 6 ]。本

实验对样品进行不同预浸处理 ,比较不同预处理中

秋水仙碱测定量的差异 ;研究不同提取方法对水母

雪莲中秋水仙碱提取的影响 ,选出最适提取条件和

测定条件。

1　材料

安捷伦 1100型 HPLC系统 ,包括 :在线脱气泵 ,

高压溶剂输送二元泵 ,柱温箱 , DAD检测器 , Agilent

液相色谱工作站。秋水仙碱对照品 ( Sigma公司 ,批

号 2005985)。HPLC级甲醇 (MERCK公司 ) ,氯仿

AR级、氨水 AR级、HCl AR级均购自天津精细化工

有限公司。

水母雪莲样品 :全草采自青海省祁连山。药材

由中国科学院西北高原生物研究所卢学峰副研究员

鉴定 ,为凤毛菊属植物水母雪莲 S. m edusa植株。

2　方法与结果

2. 1　高效液相色谱条件 　Zobax C8柱 (416 mm ×

150 mm, 5μm)。流动相甲醇 (A ) 2水 (B )梯度洗脱 :

0～3 m in, 30% ～50% (A ) ; 3 ～5 m in, 50% ～60%

(A) ; 5～9 m in, 60%～80% (A) ; 10 m in, 80% (A) ;流

速 110 mL·m in - 1 ,检测波长 245 nm,柱温 30 ℃。

2. 2　药材中秋水仙碱的提取　称取水母雪莲药材粉

末约 33100 mg,于 2 mL 心管中 ,分别加入 100μL

25%～28%氨水 (做为对照 )、不同浓度的 HCl (0101,

0103, 0105, 0108, 011, 013, 015, 018, 110 mol·L
- 1 ) ,

H2 SO4 (011, 012, 013, 014, 015 mol·L
- 1 )对药材预浸

润 ,每一处理做 5个重复。加入 900μL的氯仿常温

下浸提 12 h,取 500μL提取液置于新的离心管中 , 40

℃水浴蒸干 ,加入 300μL甲醇溶解 ,经 0145μm的滤

膜过滤 ,取滤液用于 HPLC检测 ,见表 1。

称取水母雪莲药材粉末约 33100 mg,于 2 mL心

管中 ,加入 100μL, 0103 mol·L
- 1

HCl浸润药材粉

末 ,加入 900μL氯仿后分别进行浸提 12 h和超声波

(功率 70 W ,频率 40 Hz)提取 ,每一处理做 5个重复。

超声处理时间分别为 10, 20, 30, 40 m in,之后取 500

μL提取液置于新的离心管中 , 40 ℃水浴蒸干 ,加入

300μL甲醇溶解 ,经 0145μm的滤膜过滤 ,取滤液用

于 HPLC检测见表 2。

2. 3　线性关系考察 　精密称取秋水仙碱对照品 ,用

甲醇 ,配成含秋水仙碱 01052 0 g·L
- 1对照品溶液。
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　　表 1　不同浓度 HCl, H2 SO4前处理对秋水仙碱含量

的影响 ( �x ±s)

浓度 /mol·L - 1 样品量 /mg 秋水仙碱 /%

HCl 0101 33100 01012 5 ±01001 5ab

HCl 0103 33100 01014 6 ±01001 2a

HCl 0105 31172 01011 5 ±01001 9b

HCl 0108 31100 01011 0 ±01001 6b

HCl 0110 33100 01008 0 ±01001 0c

HCl 0130 34100 01003 7 ±01001 9d

HCl 0150 32100 01001 6 ±01000 8d

HCl 0180 31100 01001 6 ±01000 4d

HCl 1100 35133 01002 1 ±01001 1d

H2 SO4 0110 31100 01002 1 ±01001 2d

H2 SO4 0120 32100 01002 5 ±01000 5d

H2 SO4 0130 31100 01002 6 ±01002 1d

H2 SO4 0140 34133 01001 5 ±01000 8d

H2 SO4 0150 32174 -

　　注 :每列中不同字母代表在 P < 0105水平上差异显著。

表 2　超声波处理时间对秋水仙碱含量的影响

处理时间 /m in 样品量 /mg 秋水仙碱 /%

10 32167 01009 0 ±01000 3c

20 33133 01009 7 ±01000 6bc

30 33133 01010 9 ±01001 6b

40 33167 01010 5 ±01001 5b

对照 33133 01014 5 ±01003 0a

　　注 :每列中不同字母代表在 P < 0105水平上差异显著 ;对照表

示氯仿浸提 12 h。

逐级稀释成 6个浓度梯度的对照品溶液。分别取 10

μL进样 ,以进样量为横坐标 ,各自的峰面积为纵坐标

进行线性回归 ,回归方程为 Y = 150 851688 7 X +

21227 970 1, r = 01999 9,结果表明秋水仙碱进样在

01005 324 8～0152μg与峰面积呈良好的线性关系。

2. 4　精密度试验 　精密吸取秋水仙碱对照品溶液 ,

按 2. 1所述色谱条件重复进样 5次 ,每次进样量均

为 10 μL,测定峰面积。秋水仙碱峰面积的 RSD

210% ,表明精密度良好。

2. 5　重复性试验 　精密称取同一批样品 ,加入 100

μL 0103 mol·L
- 1

HCl溶液浸润 ,再加入氯仿浸提

12 h,分别制备 5份供试品溶液。精密吸取供试品

溶液 10μL,按照色谱条件进行分析。依据峰面积

测定秋水仙碱质量分数为 010145% , RSD 214%。

2. 6　稳定性试验 　取同一份供试品溶液 ,分别于

0, 4, 8, 12, 24 h 测定 ,测得的峰面积变化不明显 ,

RSD 0192% ,表明在室温、避光条件下供试品溶液

24 h内稳定。

2. 7　回收率试验 　精密称取已测知秋水仙碱含量

的样品 5份 ,分别精密加入一定量的对照品 ,按 2. 2

所述方法加入 100μL 0103 mol·L
- 1

HCl溶液浸

润 ,经氯仿浸提 12 h制备供试液。按 2. 1所述色谱

条件进样分析。计算回收率秋水仙碱的平均回收率

为 98% , RSD 118% 。

2. 8　不同处理中秋水仙碱含量检测 　吸取不同供

试溶液 10μL分别进样 ,按 2. 1中色谱条件进行测

定。根据峰面积按外标法计算含量 ,不同样品中秋

水仙碱含量结果见表 1, 2。

3　讨论

水母雪莲药材经氨水和不同浓度的 HCl, H2 SO4

预浸处理 ,用氯仿进行萃取。提取液经 HPLC的检

测 ,方差分析结果显示不同处理间差异显著 ( F =

391273, P < 0105)。015 mol·L - 1 H2 SO4预处理的样

品的提取液中未检测到秋水仙碱 ,而样品经 0101～

0108 mol·L
- 1

HCl预浸其提取液中秋水仙碱的含量

明显高于 H2 SO4处理的样品 ,也显著高于氨水前处理

的样品中秋水仙碱的含量 (01002 3 ±01001 4) %。药

材经 0103 mol·L
- 1

HCl预处理后 ,提取液中秋水仙

碱含量最高为 (01014 6 ±01001 2) %。在本研究中水

母雪莲药材用稀盐酸 (0103 mol·L - 1 )进行前处理

后 ,经氯仿浸提能有效提取秋水仙碱。

水母雪莲药材粉末经 0103 mol·L
- 1

HCl预浸 ,

加入氯仿进行超声波提取。超声波处理时间对提取

液中秋水仙碱含量无明显影响 ,其中超声处理 30

m in秋水仙碱的含量相对高一些。但与对照 (氯仿

浸提 12 h)相比差异显著 ,超声波提取方法中提取

液中秋水仙碱的含量要明显低很多。

在此试验中所采用的梯度洗脱条件 ,能够方便、

快简的测定水母雪莲中秋水仙碱的含量。
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