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重庆产区不同居群续断中总皂苷与 

川续断皂苷Ⅵ的含量分析 

曹纬国 ，陶燕铎 ，张 丹 ，王 刚 

(1．重庆医科大学中医药学院，重庆 401331； 2．中国科学院西北高原生物研究所 ，青海 西宁 810000) 

摘 要 ：目的 测定重庆产区不同居群续断中总皂苷与川续断皂苷Ⅵ的含量，探讨其在居群问的含量差异。方法 以香草 

醛一冰醋酸一高氯酸为显色体 系，采用分光光度法测定续段 中总皂苷的含量；采用 HPLC法测定续断中川续断皂苷Ⅵ的含 

量。结果 各居群续断均能达到药典规定的药用标准，但不同居群续断中皂苷类成分的含量差异较大，以武隆产续断中 

皂苷成分含量较高。结论 实验方法适用于续断的质量分析，可以为续断的质量评价提供参考。 
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Content Analysis on Total Saponins and Asperosaponin Ⅵ in Dipsacus Asperoids C．Y． 

cheng et．T．M ．Ai from Various Populations Growing in Chongqing 

CAO Wei—guo ，TAO Yan duo ，ZHANG Dan” ，WANG Gang 

(1．TCM College ofChongqing University ofMedical Sciences，Chongqing，401331，China；2．The Northwest Insti— 

tute of Plateau Biology，Chinese Academic of Sciences，Qinghai，Xining，8 1 0000，China) 

Abstract：Objective To determine the total saponins and asperosaponin VI of Dipsacus asperoids in Chongqing growing region in 

order to investigate its differences in various populations．Methods The content of total saponins was determined by spectropho— 

tometry using vanillin—acetic acid—perchloric acid as the chromogenic reagent．The content of asperosaponin VI in Dipsacus asper- 

oids was determ ined by HPLC．Results Dipsacus asperoids from various populations could meet the criterion of Chp．The content 

of saponins in various populations was different．The content of total saponins in Dipsacus asperoids from Wulong was higher than 

others．Conclusion The method is suitable for quality analysis of Dipsacus asperoids C．Y．cheng et．T．M．Ai．The experiment can 

be reference to the quality appraisal for Dipsacus asperoids． 
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续断为川续断科植物川续断 Dipsacus asperoids C．Y．cheng 

et．T．M．Ai的干燥根⋯ ，又名川I断，具有补肝肾、强筋骨、续折伤、 

止崩漏、安胎等功效，主要用于胎漏、胎动不安 、滑胎 、腰膝酸软、 

跌打损伤和骨折等症。川续断主要含有三萜及其皂苷类化合物， 

环烯醚萜苷类化合物，生物碱类化合物，酚酸类化合物，黄酮类化 

合物等。由于续断活性成分的种类较多，《中国药典)2oo5年版 

主要采用单一指标成分川续断皂苷Ⅵ的含量作为续断的评价标 

准 ，有一定的局限性，不能全面反映续断药材的品质。本研究拟 

以续断总皂苷和川续断皂苷Ⅵ为评价指标，尝试对道地产区重庆 

市续断药材进行质量分析，为续断饮片质量控制的研究提供参 

考。 

1 仪器与试药 

1．1 仪器 岛津 LC一2010A高效液相色谱仪，CLASS—VP色谱工 

作站，龙尼柯 uV一2102PC紫外可见分光光度计 ，Millipore溶剂过 

滤系统，METIER TOLEDO AG204万分之一电子分析天平。 
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1．2 试药 齐墩果 酸、川续断皂苷 Ⅵ对照品 由中 国药品生物 

制品检定所提供 ，甲醇 为色谱纯，水为重蒸水 ，其余所用试剂 

均为分析纯。 

1．3 药材样品 本实验川I续断样品采自重庆不同产区，样品经本 

校中药教研室王刚副教授鉴定为川续断。 

2 方法和结果 

2．1 总皂苷的含量测定 

2．1．1 齐墩果酸对 照品溶液的制备 精密称取 105~C减压干燥 

至恒重的齐墩果酸7．30 mg，置于 5O m1容量瓶中，加甲醇溶解并 

稀释至刻度，摇匀即得。 

2．1．2 供试品溶液的制备 分别将不同居群续断样品粉碎，过筛 

(40目)，各精密称取续断细粉0．5 g，置索氏提取器中，加石油醚 

100 ml，加热回流至提取液无色，弃去石油醚提取液。待药渣挥 

干后 ，将粉末置烘箱中60℃干燥 1 h，然后转移至具塞锥形瓶中， 

精密加入甲醇 50 ml，密塞 ，称定重量，浸泡 30 min后，超声 60 

min，放冷后称定重量 ，用甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，滤液 

蒸于，加50 ml水溶解，用水饱和正丁醇萃取3次，分别为4O，40， 

20 ml，合并萃取液 回收正丁醇，残渣加少量甲醇溶解，定容至 50 

ml，过滤，取续滤液作为供试品溶液。 

2．1．3 测定波长的选择 取齐墩果酸对照品溶液和供试品溶液 

各0．5 mI，分别置于 10 m1具塞比色管中，60℃水浴挥干甲醇后 ， 

精密加入0．2 m15％香草醛一冰醋酸溶液和0．8 m1高氯酸，摇匀， 

60℃恒温水浴加热 20 min，取出立即置冰水浴中冷却 15 min，加 

入5 ml冰醋酸，摇匀，在 200～600 nm波长范围内扫描。结果表 
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明，齐墩果酸对照品和续断样品溶液均在 550nm处有最大吸收， 

因此选 55Ohm为测定波长。 

2．1．4 线性关系考察 精密量取齐墩果酸对照品溶液 0，0．1， 

0．2，0．4，0．6，0．8 ml，分别置于 10 ml具塞比色管中，60％水浴挥 

干溶剂后 ，精密加入 0．2 ml 5％香草醛一冰醋酸溶液和 0．8 ml高 

氯酸，摇匀，60~C恒温水浴加热 20 min，取出立即置冰水浴中冷却 

15 min，加入5 ml冰醋酸，摇匀，以第 1管做空白对照，测定吸收 

度。以吸收度 A为纵坐标 ，以对照品物质的量 M(mg)为横坐标， 

求得回归方程 ：A=4．2721 M+0．1638，r=0．999 6，表明齐墩果酸 

在 0．014 6—0．116 8 mg范围内线性关系良好。 

2．1．5 精密度实验 精密吸取同一对照品溶液 6份，依线性关系 

考察项下显色方法显色后，于550 rim处测定吸收度，计算吸收度 

的 RSD为 1．93％。 

2．1．6 重复性实验 取同一批续断样品细粉 6份，每份 0．5 g，分 

别按照“2．1．2”项下方法制备供试品溶液，分别精密吸取供试品 

溶液 0．5 ml，依线性关系考察项下方法显色后 ，于 550 rim处测定 

吸收度，计算吸收度的 RSD为2．26％。 

2．1．7 稳定性实验 精密吸取同一供试品溶液 6份，每份 0．5 

ml，分别依线性关系考察项下方法显色后，分别于 0，30，60，90， 

120，150 rain测定吸收度 ，结果吸收度的 RSD为 2．15％，表明样 

品溶液在 150 rain内稳定。 

2．1．8 加样回收率实验 取 已知总皂苷含量的续断药材细粉 9 

份 ，每份 0．2 g，分别精密加入高、中、低 3个质量浓度的齐墩果酸 

对照品溶液适量，按照“2．2．2”项下方法制备供试品溶液，分别 

精密吸取 1 ml置于 10 ml具塞比色管中，依线性关系考察项下显 

色方法显色后 ，于 550 nm处测定吸收度 ，计算加样 回收率，结果 

平均加样回收率为98．7％，RSD为2．64％，表明该方法回收率良 

好。 

2．1．9 样品总皂苷含量测定 精密吸取供试品溶液0．5 ml置于 

10 mJ具塞比色管中，依线性关系考察项下显色方法显色后 ，于550 

nm处测定吸收度，并计算样品中总皂苷的含量。结果见表 1。 

表 1 样品测定结果 mg·g 

2．2 川续断皂苷Ⅵ的含量测定[4,51 

2．2．1 高效液相色谱条件 色谱柱：hypersil C 8柱(5 Ixm，250 mm 

×4．6 mm)；流动相为甲醇一水(45：55)；检测波长 212 niTl；流速 

1．0m]·rain ；柱温为室温；进样量201xl，理论塔板数川续断皂苷 

Ⅵ计不低于 3 000，按在此条件下各组分得到良好分离 ，HPLC液 

相色谱图见图 1。 

2．2．2 对照品溶液的制备 精密称取川续断皂苷 VI6．17 mg，置 

25 ml容量瓶中，加 80％乙醇溶解并定容 ，摇匀 ，即得对照品储备 

溶液。 

2．2．3 供试品溶液的制备 将不同居群续断样品碎成细粉，过筛 

(40目)，精密称取药材细粉，每份约0．5 g，置 100 ml具塞锥形瓶 

中，精密加入 80％乙醇 50 ml，密塞，称定重量，浸泡30 min后 ，超 

声60 rain，放冷再称定重量 ，用 80％乙醇补足减失的重量，摇匀 ， 

滤过，取续滤液即得。 

2．2．4 线性关系考察 精密量取川续断皂苷Ⅵ对照品溶液适量， 

加 80％乙醇制成系列标准溶液，进样测定。以色谱峰面积 A对 

进样量 M( g)进行线性回归，结果表明川续断皂苷Ⅵ在进样量 

范围内线性关系良好 ，线性范围为0．493 6～4．936 g，回归方程 

为A=371861 M+16520，r=0．999 8。 
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A一对照品 B一续断 a．川续断皂苷Ⅵ 

图 1 样品高效液相色谱图 

2．2．5 精密度实验 精密吸取川续断皂苷Ⅵ对照品溶液 20Ixl， 

在上述色谱条件下 ，重复进样 6次，记 录色谱峰面积，RSD为 

1．26％ ，表明精密度 良好。 

2．2．6 重复性实验 对同一批续断按样品溶液的制备方法平行 

制备6份，在上述色谱条件下，分别进样20 l，依照样品测定方 

法测定 ，记录川续断皂苷Ⅵ色谱峰面积，并计算 RSD为 1．93％。 

2．2．7 稳定性实验 在上述色谱条件下 ，精密吸取同一供试品溶 

液 6份 ，每份 20tx]，分别在室温下于 0，2，4，6，8，10 h进样，记录 

川续断皂苷Ⅵ的峰面积，计算 RSD为 1．74％，表明样品溶液在 

10h内稳定。 

2．2．8 加样回收率实验 精密称取已知川续断皂苷Ⅵ含量的续 

断药材细粉 9份 ，每份约 0．2 g，分别精密加入高、中、低 3个质量 

浓度的川续断皂苷Ⅵ对照品溶液适量，按“2．2．3”项下方法制备 

供试品溶液，同一质量浓度制备 3份，并在上述色谱条件下测定 ， 

计算平均加样回收率为99．2％，RSD为2．31％。 

2．2．9 样 品测定 分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液各 

20Ix]，在上述色谱条件进行测定 ，以外标法计算样品中川续断皂 

苷Ⅵ的含量。结果见表 1。 

3 讨论 

续断主要含有三萜及其皂苷类化合物，环烯醚萜苷类化合 

物，生物碱类化合物，酚酸类化合物，黄酮类化合物等多种成分， 

已知皂苷类成分为其主要有效成分。本文采用总皂苷和川续断 

皂苷Ⅵ作为评价指标，较药典仅采用单一指标成分川续断皂苷Ⅵ 

更具有代表性 ，所建立方法可以快速检测续断中总皂苷和川续断 

皂苷Ⅵ的含量 ，方法简便 ，结果准确可靠 ，可以作为续断质量分析 

的依据，为完善续断质量标准提供参考。 

川续断皂苷类成分已知三萜皂苷有二十多种，绝大部分为齐 

墩果烷型，因此选择齐墩果酸作为对照品，采用香草醛一冰醋酸一 

高氯酸为显色体系的分光光度法测定续断中总皂苷的含量，该方 

法操作简便，精密度及准确度高，重现性及稳定性好 ，可用于续断 

总皂苷的含量分析。 

重庆作为续断的道地产区，实验结果表明，如以川续断皂苷 

Ⅵ含量计算 ，重庆产各居群药材质量基本符合药典标准，但不同 

居群续断药材质量也存在明显差别。对 8个居群续断皂苷类成 

分比较可以看出，续断总皂苷含量在90．36—178．83 mg·g 范围 
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内变化，川续断皂苷Ⅵ含量在 19．78～32．17mg·g 范围内变化， 

不同居群间皂苷类成分的含量存在明显差异。有研究表明中药 

材有效成分的含量差异，～方面是由于遗传背景差异造成的，另 
一 方面与其生态环境因素密切相关。重庆是山区，地形复杂，不 

同居群续断的小生存环境差异性大，进而影响续断有效成分的含 

量。另外也说明续断种质资源丰富，有必要开展续断种质资源评 

价的研究，确定优质的续断种质资源。 

样品的制备方法的选择 采用乙醇、80％乙醇、水 3种溶剂， 

超声提取和加热 回流提取两种方法，结果以 80％乙醇超声提取 

60 min和 80％乙醇加热回流提取 60 min的提取率最高，而超声 

提取简单易于操作，因此选80％乙醇超声提取 60min为样品制 

备方法。 
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白花蛇舌草水提取物对白血病 K562细胞的 

抑制作用及诱导其凋亡的研究 
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军 ，江 波 ，欧阳永伟 ，朱金华 
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摘要 ：目的 研究白花蛇舌草水提取物对K562细胞的抑制作用及其机制。方法 采用M，丌 比色试验检测白花蛇舌草水 

提取物对 I<562细胞的抑制率；光镜、电镜技术观察细胞凋亡形态结构的改变；琼脂糖凝胶电泳法检测白花蛇舌草水提取 

物对 K562细胞的诱导凋亡作用。结果 白花蛇舌草水提取物能明显抑制 K562细胞的生长，药物浓度在 0．005 g／ml作 

用于48 h后，即具有显著的抑制作用，抑制率呈剂量和时间依赖性，半数抑制浓度(Ic 。)约为5 n1l；光镜、电镜下见细 

胞体积缩小，细胞膜皱缩，染色质明显浓缩，核聚集，边聚于核膜下呈新月形等典型的凋亡特征；琼脂糖凝胶电泳结果显 

示实验组出现明显的 DNA梯形凋亡带，而对照组没有出现梯形条带。结论 白花蛇舌草水提取物对白血病 K562细胞的 

生长具有明显的抑制作用，诱导肿瘤细胞凋亡是其机制之一。 
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白花蛇舌草(Hedyotis dif~ a Wilid，HD)为茜草科一年生草 

本植物白花蛇舌草的全草。在我国主要分布于南方各省区，夏秋 

季节采收，洗净，鲜用或晒干。其味微苦、微甘，性凉，人心、肝、肺 

经，具有清热、解毒、利湿 、抗癌等功效。近年来许多学者对白花 

蛇舌草进行了广泛的研究 ，特别是其抗肿瘤作用的报道较多，但 

其对白血病作用的研究较少 。为此，我们 曾研究了白花蛇舌 

草抗白血病 CEM细胞的作用 ；这次 ，我们研究了白花蛇舌草水 

提取物对白血病 K562细胞的抑制作用及其机制，现报道如下。 

1 材料 

白花蛇舌草由江西药都樟树中药饮片有限公司生产 ，批号 ： 

20080701。白花蛇舌草水提取物的提取方法按文献[3]报道的方 

法进行，最终配成浓度为 100 ms／ml的白花蛇舌草水提取液备 

用。噻唑蓝(M'rr)、二甲基亚砜(DMSO)为 Sigma公司产品，RP— 

MI1640为 Gibco公司产品，新生牛血清 (NBS)为杭州四季青生 

产，DNA Ladder检测试剂盒购于凯基生物科技发展有限公司。 

2 方法 

2．1 细胞培养 白血病 K562细胞株购于江西省医学科学研究 

所。培养基为含体积分数为 10％的NBS的 RPMI1640，并加入双 

抗(青霉素 100 U／ml和链霉素 100 m1)。在 37℃，5％CO ，饱 
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和湿度的培养箱(Therno Forma公司产品)中培养。取对数生长 

期细胞进行实验。 

2．2 M I-I'比色试 验 将 K562细胞悬液离心 (1 000 r／min，5 

rain)，台盼蓝拒染法进行细胞计数 ，调整细胞终浓度为 2 X 10 ／ 

ml进行实验，将细胞悬液接种于96孔培养板，每孔 190 l，培养 

24 h后 ，实验组分别加入7种不同浓度的白花蛇舌草水提取物溶 

液(终浓度分别为 0．005，0．05，0．5，5，50，500，5 000 I,z m1)10 

l，对照组不加药，微型振荡，另设空白组(只有培养基 ，无细胞) 

每组 5个复孔 ，培养于 3个时间段 (24，48，72 h)后，每孔加 M1Tr 

(5 mg／m1)20 l，继续培养4 h后，离心(1 000 r／min、5 min)，弃 

上清液，每孔加 DMSO 150 Ixl，避光微振荡，让甲躜溶解充分，置 

于自动酶标仪，测 492 nm处的吸光度(A )值。抑制率(％)= 

[(对照组 值一实验组4值)／对照组 A值]x100％。 

2．3 形态学观察 白花蛇舌草水提取物作用于K562细胞 ，分组、 

作用浓度和时间同MTF比色试验，在倒置显微镜下观察实验组 

和对照组 K562细胞生长的一般情况并照相；对 K562细胞悬液 

离心涂片，Giemsa染色，油镜下观察细胞形态的变化；取对照组 

K562细胞，白花蛇舌草水提取物 3个浓度(0．5 ml，5，50 g／ 

m1)作用于 K562细胞，两个时间段 (24，48 h)后，分别制成超薄 

切片，在透视电镜下观察细胞超微结构及凋亡小体。 

2．4 DNA琼脂糖凝胶电泳 取对数生长期的 K562细胞制成细 

胞悬液，调整细胞数为 2×10 ／ml进行实验，将细胞悬液接种于 

培养皿，每个培养皿 5 m1细胞悬液，即细胞数为 1×10。。24 h 

后，实验组分别加入5种不同浓度的白花蛇舌草水提取液(每孔 


