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摘要 :目的 :建立反相高效液相色谱法同时测定刺芒龙胆植物不同部位落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的含量。方法 :采

用 ZORBAX SB—C18 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm )色谱柱 ,流动相为甲醇 2水 (含 0. 04 磷酸 )的比例 25∶75,流速 1 mL·

m in - 1 ,检测波长 238 nm,柱温 30 °C。结果 : 3种成分均达到基线分离 ,落干酸、獐牙莱苦苷、龙胆苦苷的线性范围分别为

0. 039～1. 56μg( r = 0. 9998) , 0. 0725～1. 45μg( r = 0. 9999) , 0. 061～1. 225μg ( r = 0. 9997) ;回收率为 101. 3 (RSD =

2. 6 ) , 98. 7 (RSD = 3. 1 , 99. 6 (RSD = 1. 2 )。结论 :测定方法快速 ,结果准确、可靠。
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　　刺芒龙胆 (Gentiana arista ta Maxim )属青藏高原龙胆科

植物 ,是蒙藏医广泛使用的治疗肝、胆等疾病的药物 [ 1 ]。其

主要化学成分有落干酸 ( loganic acid)、獐牙菜苦苷 ( swer2
tiamarin)、龙胆苦苷 ( gentiop icroside)等 [ 2, 3 ]。现代药理学研

究表明 ,落干酸、獐牙菜苦苷和龙胆苦苷均为药用活性成

分 [ 4, 5 ]。对龙胆科植物中獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的测定方法

主要有薄层扫描和高效液相色谱法 [ 6～8 ] ,但对刺芒龙胆中的

落干酸及上述 2种成分同时测定的方法尚未见报道。本文

利用 HPLC同时测定了刺芒龙胆中不同部位上述 3种有效

成分的含量 ,对药材质量评价及新药源的开发利用具有重要

意义。

1　仪器与药品

Agilent1100高效液相色谱仪 , DAD检测器 , Agilent1100

色谱工作站 : ZORBAX SB2C18 (250mm ×4. 6mm, 5μm )色谱

柱 ; KQ3200超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ) :

SZ—97自动三重纯水蒸馏器 (上海亚荣生化仪器厂 )。

甲醇 (色谱纯 ,山东禹王实业有限公司禹城化工厂 ) ;水

为自制三事蒸馏水 ;磷酸为分析纯 (北京红星化工厂 )。

落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷对照品由青海普兰特藏

药研究所孙洪发研究员提供 (纯度大于 98 )。

刺芒龙胆 (Gentiana arista ta Maxim )全草于 2004年 7月

采于青海省互助北山林场 ,经青海普兰特藏药研究所孙洪发

研究员鉴定 ,将全草按不同部位分开 ,阴干后粉碎过 80目

筛 ,备用。

2　实验方法和结果

2. 1　对照品溶液的制备

精密称取对照品落干酸 2. 50 mg、獐牙菜苦苷 2. 90 mg、

龙胆苦苷 2. 45 mg,分别置于 5 mL量瓶中 ,以甲醇溶解并定

容 ,配制成相应浓度的对照品储备液 ,使用时稀释成所需浓

度。

2. 2　供试品溶液的制备

分别精密称取全草、根、茎、花和叶 0. 5 g,加入甲醇 10

mL,超声提取 50 m in,抽滤 ,以甲醇洗涤滤渣 3次 ,每次 2

mL。滤渣重复上述操作 ,所得滤液与前一次滤液合并 ,浓缩

后定容至 10 mL。过 0. 45μm滤膜 ,在所选定色谱条件下测

定有效成分的含量。

2. 3　色谱条件

色谱柱 : ZORBAX SB2C18 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm) ;流动

相 :甲醇 2水 = 25∶75 (含 0. 04 磷酸 ) ;流速 : 1 mL. m in - 1 ;检测

波长 : 238 nm;柱温 30 °C。该色谱条件下落干酸、獐牙菜苦

苷、龙胆苦苷等 3种成分均被洗脱且达到基线分离 ,见图 1。

2. 4　线性关系试验

精密量取 3种对照品储备液 ,以甲醇配制浓度分别为 :

落干酸 0. 312, 0. 156, 0. 0156, 0. 078, 0. 0078 mg·mL - 1 ;獐牙

图 1　3种对照品 ( A)和刺芒龙胆甲醇提取物 ( B)色谱图

1. 落干酸 ( loganic cacid) 　2. 獐牙莱苦苷 ( swertiamarin) 　3. 龙胆苦苷 ( gentiop icroside)
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菜苦苷 0. 290, 0. 145, 0. 058, 0. 029, 0. 0145 mg·mL - 1龙胆苦

苷 0. 245, 0. 122, 0. 0306, 0. 0245, 0. 0122 mg·mL - 1的混合对

照品标准液系列溶液 ,每次进样 5μl,测定色谱峰面积的积

分值 ,以峰面积积分值 (A )为纵坐标 ,以进样量 X (μg)为横坐

标 ,测得落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的回归方程分别如下 :

A = 3753. 160X + 25. 317　r = 0. 9998　线性范围为 : 0. 039

～ 1. 56μg,

A = 722. 480X + 3. 114 r = 0. 9999线性范围为 : 0. 0725 ～45μg,

A = 855. 017X + 2. 868　r = 0. 9997　线性范围为 : 0. 061 ～

1. 225μg。

2. 5　检测限

在选定的色谱条件下 ,当信噪比 S/N = 3时 ,对各组分最

低检测限进行测定 ,结果表明落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷

最低检测限分别为 0. 25, 0. 38, 1. 2 ng。

2. 6　精密度试验

取浓度为 0. 0156 mg·mL - 1落干酸、0. 058 mg·mL - 1獐

牙菜苦苷、0. 0306 mg·mL - 1龙胆苦苷的混合对照品溶液 ,在

选定的色谱条件下测定色谱峰的峰面积 ,计算得 RSD分别为

0. 64 , 0. 49 , 0. 92 ( n = 6)。

2. 7　重复性试验

精密称取全草样品 0. 5 g共 6份 ,按上述方法处理 ,在选

定的色谱条件下分别测定落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的

含量 ,计算得 RSD分别为 1. 4 , 2. 3 , 2. 7 ( n = 6)。

2. 8　稳定性试验

精密称取刺芒龙胆全草样品 0. 5 g,按上述方法处理 ,分

别在 2, 4, 8, 12, 24 h时分别进样 ,测定落干酸、獐牙菜苦苷、

龙胆苦苷的峰面积 ,计算得 RSD 分别为 0. 7 , 0. 9 ,

0. 45 ( n = 5)。表明样品溶液在 24 h内稳定。

2. 9　回收率试验

精密称取 6份已测知含量的刺芒龙胆全草样品各 0. 5

g,添加各对照品溶液适量 ,按正文方法操作 ,测得落干酸、獐

牙菜苦苷、龙胆苦苷平均回收率 ( n = 6)分别为 101. 3 ,

98. 7 , 99. 6 ; RSD分别为 2. 6 , 3. 1 , 1. 2 结果见表 1。

表 1　 回收率试验结果 ( n = 6)

样品

含量

已知含量

(μg)

加入量

(μg)

测得值

(μg)

回收率

( )

平均回

收率 ( )

RSD

( )

1. 123 0. 312 1. 430 98. 4

1. 138 0. 312 1. 460 103. 2

1. 147 0. 312 1. 467 102. 6

落干酸 1. 152 0. 312 1. 457 97. 8 101. 3 2. 6

1. 157 0. 312 1. 477 102. 6

1. 162 0. 312 1. 484 103, 2

8. 011 1. 160 9. 143 97. 6

8. 023 1. 160 9. 235 104. 5

7. 897 1. 160 9. 023 97. 1

獐牙菜苦苷 7. 996 1. 160 9. 126 97. 4 98. 7 3. 1

7. 834 1. 160 8. 982 99. 0

7. 866 1. 160 8. 983 96. 3

0. 2108 0. 1220 0. 3343 101. 2

0. 2113 0. 1220 0. 3337 100. 3

0. 2105 0. 1220 0. 3326 100. 1

龙胆苦苷 0. 2110 0. 1220 0. 3306 98. 0 99. 6 1. 2

0. 2117 0. 1220 0. 3331 99. 5

0. 2106 0. 1220 0. 3308 98. 5

2. 10　测定结果

取“2. 2”项下制备的样品溶液按上述色谱条件进行分

析 ,经 DAD检测器检测上述 3种待测组分的峰纯度且其紫

外光谱与对照品一致后 ,按外标法以峰面积积分值计算 ,得 3

种有效成分的含量 (每个样品重复进样 3次 ,取平均值 )。结

果见表 2。

表 2　 不同部位 3种有效成分的含量 ( , n = 3)

样品 落干酸 獐牙菜苦苷 龙胆苦苷

全草 0. 230 1. 599 0. 042 l

根 0. 142 0. 113 未检出

茎 0. 258 1. 203 0. 0454

花 0. 202 0. 962 0. 0337

叶 0. 198 1. 709 0. 0843

3　讨论

3. 1　检测波长的确定

上述对照品溶液分别进样后 ,利用 DAD检测器在 200～

400 nm扫描其吸收光谱 ,各对照品均在 238 nm波长处有较

高的吸收 ,选择该波长为检测波长。

3. 2　提取方法确定

比较了不同提取方法对提取率的影响 ,结果发现 ,超声

提取法优于热回流法 ,且超声 50 m in即可将有效成分提取完

全 ,故本试验采用超声提取法。

3. 3　流动相的选择

上述 3种有效成分色谱峰易拖尾 ,经试验 ,当在水中加

入 0. 04 ( v/v)磷酸时可改善落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷

的峰形 ,故选择甲醇和含 0. 04 磷酸的水做流动相。

3. 4　刺芒龙胆中不同部位 3种有效成分的含量的比较

由表 1结果可见 ,各部位有效成分含量不同 ,落干酸以

茎中含量最高 ,獐牙菜苦苷及龙胆苦苷以叶中含量最高。

方法具有提取、分析方法简便、快速、结果准确可靠等特

点 ,对全面评价药物质量及新药的研究开发有重要的作用。
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