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摘 　要 　采用高效液相色谱 /质谱法 (HPLC /MS)分析抱茎獐牙菜提取物中 5种苷性成分。在 C18柱上 ,以甲

醇 (A:含 20%水 )和水 (B:含 10%甲醇 )为流动相 ,流速 1 mL /m in,线性梯度洗脱 B从 100%到 0% , 35m in,液

相色谱 2质谱质联用 (LC /MS) ,大气压化学电离源 (APC I) ,对其中 5种苷性成分进行定性鉴定。经 HPLC /

APC IMS分析确证 ,抱茎獐牙菜提取物中含有獐牙菜苦苷 ( swertiamarin)、龙胆苦苷 ( gentiop icroside)、獐牙菜苷

( sweroside)、异红草苷 ( isoorientin)和獐牙菜山酮苷 ( swertianolin)。采用外标法定量 ,回收率分别为 98. 3%、

106. 7%、92. 3%、88. 2%和 107. 3% ,该方法简便、快速、准确。
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1　引　　言

龙胆科植物抱茎獐牙菜 (Sw ertia franchetiana H. Sm ith)是一种多年生草本植物 ,全草入药 ,为常用

藏药 ,藏名“蒂达 ”,也泛称“藏因陈 ”。有清热解毒 ,舒肝利胆之功效 [ 1, 2 ]。文献报道其主要有效成分为

酮类、环烯醚萜类、碳键黄酮苷类等几类具有重要药理作用的化学成分 [ 3～6 ]。以往对抱茎獐牙菜的研

究仅局限在化学成分方面 [ 7 ]
,通常经过复杂的分离提取过程得到纯品后进行结构表征 ,所需时间长且

需要样品量较大。液相色谱 2质谱联用技术 (LC /MS)是 20世纪 90年代成熟起来的一项新技术 ,具有灵

敏度高 ,选择性强 ,分离和结构确证一次完成等特点 [ 8, 9 ]
,使用 LC /APC IMS分离、鉴定及同时测定抱茎

獐牙菜总苷提取物中 5种苷性成分还未见报道。本文所建立的这种方法对于该提取物标准指纹图谱的

建立、提取工艺的控制及产品质量检测具有重要意义。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

M icromass ZMD4000型质谱仪 (美国 W aters公司 ) ; A llianceTM 2690高液相色谱系统 (美国 W aters公

司 ) ; PAD996二极管阵列检测器 ; MasslynX工作站。甲醇为色谱纯 (山东禹王 ) , M illipore超纯水 (自

制 ) ;獐牙菜苦苷 ( swertiamarin) (1)、龙胆苦苷 ( gentiop icroside) (2) 对照品购于中国药品生物制品检定

所 ;獐牙菜苷 ( sweroside) (3)、异荭草苷 ( isoorientin) (4)、獐牙菜山酮苷 ( swertianolin) (5)均由中国科学

院西北高原生物所藏药现代化研究中心提供 ;抱茎獐牙菜总苷提取物由甘肃省药物研究所提供。

2. 2　实验条件

2. 2. 1　色谱条件 　C18色谱柱 (4. 6 mm ×250 mm, 5μm) ;柱温 40℃; 流动相 : (A )甲醇 (含 20% H2O ) ,

(B) H2 O (含 10%甲醇 ) ; 溶剂洗脱梯度 (A /B ) : 0 /100 →100 /0 ( 35 m in) ; 进样量 : 10 μL; 流速 :

1 mL /m in;紫外检测波长 : 240 nm; PAD检测 : 190～370 nm。

2. 2. 2　质谱条件 　离子源为大气压化学电离源 (APC I) ,正离子方式检测 (AP
+ ) :电离电压 3. 8 kV,负

离子方式检测 (AP
- ) :电离电压 3. 52 kV ,锥孔电压 30 V,萃取锥孔电压 5 V ,倍增器电压 650 V,离子源

温度为 100℃, APC I加热器温度为 450℃,吹扫氮气流量为 350 L /h。质量扫描范围 (m / z) 0～900。

2. 2. 3　测试样品溶液的配制　准确称取总苷提取物 0. 05 g,加甲醇定容至 50 mL,过 0. 45μm滤膜备用。
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3　结果与讨论

3. 1　液相色谱条件优化

关于以甲醇和水做流动相反相高效液相色谱分离分析极性的 酮苷与黄酮碳苷 [ 9 ]、2种环烯醚萜

苷 [ 10 ]已有报道。本实验研究了不同比例的甲醇和水作为流动相 ,实现了在 C18色谱柱上对 5种不同的

　图 1　样品高效液相色谱图

Fig. 1　Chromatogram s of samp le stan2
dard samp le ( a) and the ectract samp le

( b)

1. 獐牙菜苦苷 ( swertiamarin) ; 2. 龙胆苦苷

( gentiop icroside) ; 3. 獐牙菜苷 ( sweroside) ;

4. 异红草苷 ( isoorientin) ; 5. 獐牙菜山酮苷

( swertianolin)。

环烯醚萜苷、黄酮碳苷、山酮苷的同时一次分离。另有报道用水 2
甲醇 2异丙醇等度洗脱分离了 4种苷性成分 [ 11 ]。由于样品的复杂

性 ,等度洗脱得不到 5种成分比较好的色谱图 ,于是试用了几种

甲醇和水组成的梯度流动相 ,结果以上所述梯度流动相条件所得

色谱图各主要成分分离较好 ,且保留值适中。

3. 2　定性鉴定

在上述色谱条件下 ,得到獐牙菜提取物及混合标样的 HPLC

色谱图 ( 图 1)。采用 HPLC和 LC2MS复合定性法对其中 5种主

要组分的结构进行了鉴定。首先采用保留时间对照法和标准追

加法进行初步定性 ,进而用二极管阵列紫外检测技术采集各色谱

峰的紫外光谱图 ,将所得图谱的形状、吸收带位置及相对强度与

标准品图谱比较对照定性 ,再进一步将 LC2MS联用仪所得质谱图

与标准品质谱图对照定性。结果表明图 1中 5个主要色谱峰分别

为 (1)獐牙菜苦苷 ; ( 2)龙胆苦苷 ; ( 3)獐牙菜苷 ; ( 4)异荭草苷 ;

(5)獐牙菜山酮苷。各紫外光谱、质谱数据参见表 1。代表化合

物 (1) ～ (5)质谱和吸收光谱见图 2。

3. 3　定量检测

3. 3. 1　检测波长的确定 　样品中存在有环烯醚萜苷、碳黄酮苷、山酮苷类成分 ,紫外光谱表明其在 240

nm或 260 nm左右有吸收峰。分别比较了 5种苷在 240、260 nm处响应值 ,除了异荭草苷具有相近的响

应外 ,其余 4种苷在 240 nm处有更好的响应。故选择 240 nm为测定波长 ,同时测定 5种苷的含量。

3. 3. 2　线性范围及检出限 　在本实验条件下 , (1)、(2)、(3)、(4)、(5) 5种苷性成分单标浓度分别在

7. 4～740、14. 7～590 、5. 25～525、4. 25～343、1. 07～171 mg/L范围内 ,检测器响应值 ( Y)与浓度 (X )

呈线性关系。5种对照品的标准溶液稀释到各自的测量下限浓度时 ,测其峰高响应值及基线噪音强度 ,

以 2倍信噪比计算得到在上述液相色谱条件下进样 10μL时 , (1)、(2)、(3)、(4)、(5)的检出限度分别

为 0. 74、5. 90、0. 53、0. 43、1. 70 mg/L。将同一种样品溶液进样 10μL,连续进样 5次 ,测定各峰面积 ,计

算 5种苷的测定精密度。线性关系、精密度结果见表 2。
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图 2　代表化合物的质谱和光谱图

Fig. 2　Mass spectra and ultraviolet (UV) spectra of the compounds

a. 獐牙菜苦苷 ( swertiamarin) ; b. 龙胆苦苷 ( gentiop icroside) ; c. 獐牙菜苷 ( sweroside) ; d. 异红草

苷 ( isoorientin) ; e. 獐牙菜山酮苷 ( swertianolin)。

3. 3. 3　回收率及含量测定 　峰面积外

标法定量。向已知 5种苷含量的总苷提

取物中加入一定量的混合标准品 ,按供

试品溶液的制备方法制备 ,分别进样

10μL,同时取相应浓度的对照品溶液

10μL,按外标法测定其含量并计算 ,得

到有关数据见表 3。

表 2　线性关系和精密度 ( n = 5)
Table 2　L inearity and p recision ( n = 5)

成分
Component3

线性关系
L inear

equation

相关系数
Correlation
coefficient

RSD
( % )

1 Y = 3 ×107 X + 2. 968 ×105 0. 9996 1. 29

2 Y = 4 ×106 X + 6. 598 ×104 0. 9981 3. 40

3 Y = 4 ×107 X - 3. 818 ×105 0. 9975 1. 69

4 Y = 9 ×107 X - 5. 054 ×104 0. 9999 3. 51

5 Y = 2 ×107 X - 2. 289 ×105 0. 9979 2. 55

　成分 1～5同图 1 ( component 1～5 as the same as in Fig. 1)
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表 3　总苷提取物中 5种苷性成分的含量及其标准加入回收率
Table 3　Content and recovery test of the five glycosides in the extract

成分
Component

含量 Content
( % , n = 5)

原始量 Basic
(mg)

加入量 Added
(mg)

测得值 Found
(mg)

回收率 Recovery
( % , n = 3)

1 21. 33 2. 68 2. 96 5. 69 98. 3

2 2. 21 0. 28 0. 30 0. 60 106. 7

3 1. 78 0. 24 0. 26 0. 48 92. 3

4 2. 06 0. 26 0. 17 0. 41 88. 2

5 14. 61 1. 84 1. 50 3. 43 107. 3

　成分 1～5同图 1 ( component 1～5 as the same as in Fig. 1)
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Abstract　A rap id method was first app lied to analyze the extract of the Sw ertia franchetiana H . Sm ith with
high performance liquid chromatograghy2atmospheric p ressure (LC2APC I2MS) and ultraviolet (UV ) spectrome2
try. Five glycosides were well separated on an ODS column (4. 6 mm i. d. ×200 mm, 5μm ) with m ixtures
of methanol and water as mobile phase. The recoveries of ( 1) swertiamarin ( 2) gentiop icroside (3) sweroside
(4) isoorientin and (5) swetianolin fortified in the ranges of 7. 4～740; 14～590; 5. 2～525; 4. 2～343; and
1. 0～171 mg/L were 98. 3% , 106. 7% , 92. 3% , 88. 2% and 107. 3% , respectively. It is suitable for the
quality control of the extract from sw ertia franchetiana H . Sm ith .
Keywords　L iquid chromatography2mass spectrometry, glycosides, extract of sw ertia franchetiana H. Sm ith.
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