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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家中医药管理局中医药行业科研专项（２０１３０７００２）
 ［通信作者］　郑璐，高级工程师，研究方向：中药欧盟质量标准；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｌｕ＠ｙａｎｇｚｉｊｉａｎｇｃｏｍ

款冬花欧盟质量标准研究
△

相婷１，吴丽真１，郑璐１，周海燕２

（１扬子江药业集团有限公司 国家中医药管理局中药质量控制实验室，江苏　泰州　２２５３２１；
２中国中药公司，北京　１００１９５）

［摘要］　目的：根据 《欧洲草药植物专论研究指导原则》建立款冬花药材的质量标准，主要包括薄层鉴别方

法和含量测定方法。方法：薄层鉴别选用款冬酮作为指标成分，以环己烷乙酸乙酯（４∶１）为展开剂，展开后喷以硫
酸乙醇试液加热显色，置于紫外灯３６５ｎｍ下检视；含量测定采用 ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡ色谱柱，甲醇水为流动相，梯
度洗脱，柱温：３５℃，流速：０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长：２２０ｎｍ。结果：薄层鉴别方法专属性强，主成分条带清
晰，辨识度高；含量测定方法学结果表明款冬酮在３０７４～１５３７μｇ·ｍＬ－１内线性关系良好（ｒ＝０９９９９），平均回收
率为９９９％（ＲＳＤ＝２０％），重复性、中间精密度、稳定性及耐用性考察 ＲＳＤ均小于２０％。结论：本研究中建立
的薄层色谱鉴别方法和含量测定方法可准确测定款冬花中款冬酮的含量，为 《欧洲药典》款冬花专论提供研究

数据。
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款冬花为菊科植物款冬ＴｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａＬ的干
燥花蕾，具有润肺下气、止咳化痰之功效，用于治

疗新久咳嗽、喘咳痰多和老嗽咳血等症［１］。款冬花

中主要含有萜、黄酮和生物碱等类成分［２］。现代药

·００５·
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理学研究表明，款冬花醇提物具有明显的镇咳祛痰

作用［３］；款冬酮能显著增加外周作用，具有较强的

升压作用［４］；另有实验证明款冬酮具有较强的抗过

敏和抗炎作用［５６］。本研究以款冬酮为指标性成分，

按照 《欧洲草药植物专论研究指导原则》建立款冬

花药材的薄层鉴别方法和 ＨＰＬＣ含量测定方法，为
《欧洲药典》款冬花专论的质量标准草案提供详细

的研究资料。

１　仪器与试药

瑞士ＣＡＭＡＧ薄层成像系统；美国安捷伦１２００高
效液相色谱仪（Ｇ１３２２Ａ脱气机，Ｇ１３１２Ａ二元高压泵，
Ｇ１３６７Ｂ自动进样器，Ｇ１３１６Ａ柱温箱，Ｇ１３１５Ｄ紫外
检测器和ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ色谱工作站）；ＫＱ２５０Ｂ型超声
清洗仪；瑞士梅特勒ＸＰ２０５ＤＲ型分析天平。

款冬酮对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

１１１８８４２０１１０２）；１５批款冬花样品购自河北安国市中
药材市场，经中国药科大学李会军教授鉴定为款冬

ＴｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａＬ的干燥花蕾，样品信息见表１。
ＨＰＬＣ分析用甲醇为色谱纯；ＴＬＣ分析用乙醇、

乙酸乙酯、环己烷和硫酸等试剂均为分析纯；纯化

水（杭州娃哈哈集团有限公司）；ＴＬＣ分析用硅胶 Ｇ
板（德国默克公司，１０ｃｍ×２０ｃｍ）。

表１　１５批款冬花样品信息
样品编号 植物拉丁名 产地 批号

Ｓ０１ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 甘肃 ２０１３１１０２

Ｓ０２ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 四川 ２０１３１１０３

Ｓ０３ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 浙江 ２０１３１１０４

Ｓ０４ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 东北 ２０１３１１０５

Ｓ０５ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 河南 ２０１３１１０６

Ｓ０６ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 山西 ２０１３１１０７

Ｓ０７ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 新疆 １００００３９６３

Ｓ０８ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 甘肃 ２０１３０４１０

Ｓ０９ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 河北 １３１０２３

Ｓ１０ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 安徽 ２０１４０２０１

Ｓ１１ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 河北 ２０１４０２０２

Ｓ１２ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 甘肃 ２０１４０２０３

Ｓ１３ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 江苏 ２０１４０２０４

Ｓ１４ Ｔｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 河北 ２０１４０２０５

Ｓ１５ ＯｐｅｎｆｌｏｗｅｒｓｏｆＴｕｓｓｉｌａｇｏｆａｒｆａｒａ 河北 ２０１３１１

２　方法与结果

２１薄层鉴别
取款冬花药材粉末（过５０目筛）约１ｇ，精密称

定，加２０ｍＬ乙醇，超声 １ｈ后过滤，滤液蒸干，
残渣溶解于１ｍＬ乙酸乙酯中，即得供试品溶液。另
取款冬酮对照品约１ｍｇ，精密称定后溶解于１ｍＬ乙
醇溶液中，即得对照品溶液。吸取以上供试品溶液

和对照品溶液各５μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层色
谱板上，条带点样，以环己烷乙酸乙酯（４∶１，Ｖ／Ｖ）
为展开剂，展距不小于８ｃｍ，展开后取出晾干，喷
以硫酸乙醇试液显色，置于紫外灯３６５ｎｍ下检视。
供试品色谱中，在与对照品色谱相应的位置上，显

示相同颜色的荧光条带，见图１。

注：１～８Ｓ０１～Ｓ０８号样品；９款冬酮；１０Ｓ１５；１１～１６Ｓ０９～

Ｓ１４号样品。

图１　１５批次款冬花薄层鉴别色谱图

２２含量测定

２２１色 谱 条 件 　 色 谱 柱：ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡ
（１５０ｍｍ×４０ｍｍ，５μｍ）；流动相Ａ：水，流动相
Ｂ：甲醇；按程序梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，２５％Ａ；
１５～１６ｍｉｎ，２５％Ａ→０％Ａ；１６～２５ｍｉｎ，０％Ａ）；
流速为 ０８ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为 ３５℃；检测波长为
２２０ｎｍ；进样量为１０μＬ。
２２２制备溶液
２２２１空白溶液　乙醇溶液。
２２２２对照品溶液　取款冬酮对照品约１３０ｍｇ，
精密称定，置于１０ｍＬ容量瓶中，用乙醇溶解并定
容至刻度，摇匀，精密吸取上述溶液１ｍＬ，乙醇稀
释定容至２５ｍＬ，即得。
２２２３供试品溶液　取款冬花药材粉末（过５０目筛）
约１０００ｇ，精密称定，置于具塞容量瓶中，精密加
入２０ｍＬ乙醇后称重，室温下超声提取１ｈ，冷却后
补足损失的重量，摇匀，过滤，收集续滤液，即得。

２２２４空白供试品溶液　不加入款冬花药材，按照
２２２３项下供试品溶液制备方法进行操作，即得。
２２２５对照品供试品混合溶液　分别量取适量的供
试品溶液和空白供试品溶液，１∶１等体积混合，即得。

·１０５·
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２２３系统适用性试验　按照２２２分别制备空白溶
液、对照品溶液和供试品溶液，按２２１项下色谱
条件进行测定，记录色谱，见图 ２。结果显示对照
品连续进样５针，峰面积 ＲＳＤ＝００５％，对照品和
供试品溶液中款冬酮色谱峰的对称因子在 ０９５～
１０５，理论塔板数均不小于６０００，款冬酮色谱峰与
前后杂质峰分离度均大于１５０，提示该色谱系统适
用性良好。

注：Ａ空白溶液；Ｂ款冬酮对照品溶液；Ｃ供试

品溶液。

图２　款冬花及对照品溶液ＨＰＬＣ图

２２４专属性试验　按照２２２项下溶液制备方法分
别制备空白溶液、对照品溶液、供试品溶液、空白

供试品溶液和对照品供试品混合溶液，按２２１项
下色谱条件进行测定，记录色谱。结果显示空白溶

液和空白供试品溶液对主色谱峰无干扰，对照品供

试品混合溶液中主色谱峰峰形无裂分，提示该方法

专属性良好。

２２５线性关系考察
２２５１对照品线性关系考察　取款冬酮对照品约
１５０ｍｇ，精密称定，溶解于５０ｍＬ乙醇溶液，作为

母液。分别精密量取适量上述母液，稀释配制成质

量浓度为 ３０７４、６１４８、１５３７、４６１１、７６８５、
１５３７μｇ·ｍＬ－１的系列对照品溶液。按２２１项下色
谱条件进行测定，记录色谱。以质量浓度（Ｘ，
μｇ·ｍＬ－１）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性
拟合，得回归方程Ｙ＝２９３７Ｘ＋０５９０（ｒ＝０９９９９）。
结果表明，款冬酮在３０７４～１５３７μｇ·ｍＬ－１线性关
系良好。

２２５２供试品线性关系考察　分别取款冬花药材
粉末 （过 ５０目筛）约 ０２０、０４０、０６０、１００、
１５０、２００ｇ，精密称定，按照２２２３方法制备得
到一系列不同质量分数的供试品溶液。按２２１项
下色谱条件对以上供试品溶液进行测定，记录色谱。

以质量分数（Ｘ，％）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标
进行线性拟合，得回归方程 Ｙ＝１５０６Ｘ ＋７４１５
（ｒ＝０９９９９）。结果表明，供试品在 ０２０２６～
２００５１ｇ线性关系良好。
２２６重复性试验　分别取款冬花药材粉末（过５０目
筛）约 ０５０、１００、１５０ｇ（相当于 ５０％、１００％、
１５０％ ３个质量分数水平）各６份样品，精密称定。
按照２２２３方法制备１８份供试品溶液，按２２１
项下色谱条件进行测定，记录色谱。结果款冬酮含

量在低、中、高３个质量分数水平下 ＲＳＤ值分别为
０８８％、０８４％、０９９％，提示该方法重复性良好。
２２７中间精密度试验　另外一名操作者取款冬花
药材粉末（过５０目筛）约１００ｇ，平行６份样品，精
密称定。按照 ２２２３方法制备 ６份供试品溶液。
按２２１项下色谱条件用另外一台高效液相色谱仪
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０进行测定，记录色谱。结果两名操作者
在不同仪器上测得款冬酮含量的 ＲＳＤ值为１２８％，
提示该方法中间精密度良好。

２２８稳定性试验　分别取２２２２和２２２３项下
对照品和供试品溶液适量，分别于室温下放置 ０、
２、４、６、８、１０、１２、１８、２４ｈ时按２１项下色谱
条件进行测定，记录色谱。结果对照品和供试品峰

面积的ＲＳＤ值分别为０１２％和０２４％，提示对照品
和供试品在乙醇溶液中２４ｈ内稳定性良好。
２２９加样回收试验　取已知含量的款冬花药材粉
末（过 ５０目筛）约 ０５０ｇ，平行 ９份样品，分为
３组，分别加入 ３个质量分数水平（５０％、１００％、
１５０％）的款冬酮对照品。按照２２２３方法制备得
到９份供试品溶液。按２２１项下色谱条件进行测
定，记录色谱并计算加样回收率，结果见表２。
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表２　款冬花中款冬酮加样回收率试验结果（ｎ＝９）

取样量

／ｇ
样品中

量／μｇ
加入量

／μｇ
测得量

／μｇ
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

０５０１１ ５２１７５ ２４９２３ ７５９９５ ９５６ ９９９ ２０

０５００９ ５２１５４ ２４９２３ ７６６９３ ９８５

０５００３ ５２０９２ ２４９２３ ７６７９８ ９９１

０５００１ ５２０７１ ４９８４６ １０１９３４ １０００

０５００４ ５２１０２ ４９８４６ １０２８２０ １０１７

０５０１６ ５２２２７ ４９８４６ １０１７５９ ９９４

０５０１７ ５２２３８ ７４７６８ １２８０１８ １０１４

０５００４ ５２１０２ ７４７６８ １２７３３１ １００６

０５００３ ５２０９２ ７４７６８ １２８７５２ １０２５

２２１０耐用性试验　本研究中耐用性试验是通过单
变量分析法（ＯＶＡＴ）微调测试条件中的单个变量观
察结果的不受影响程度，改变色谱条件变量（流速、

流动相比例、柱温、检测波长和色谱柱），结果表明

该方法耐用性良好，具体数据见表３。

表３　色谱条件耐用性结果

色谱条件

款冬酮质量

分数（％）

１ ２

ＲＳＤ
（％）

流速／ｍＬ·ｍｉｎ－１ ０７ ０１０４ ０１０４ ０１３

０８ ０１０４ ０１０４

０９ ０１０４ ０１０４

流动相比例 ７７∶２３ ０１０４ ０１０３ １２８

（甲醇水） ７５∶２５ ０１０３ ０１０３

７３∶２７ ０１０１ ０１０１

柱温／℃ ３３ ０１０４ ０１０４ ０５７

３５ ０１０４ ０１０４

３７ ０１０５ ０１０５

检测波长／ｎｍ ２１８ ０１０４ ０１０４ ０１３

２２０ ０１０４ ０１０４

２２２ ０１０４ ０１０４

色谱柱 ＹＭＣｐａｃｋＯＤＳＡ
（１５０ｍｍ×４０ｍｍ，５μｍ）

００９９ ００９９ ０３７

ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＸＢＣ１８
（１５０ｍｍ×４０ｍｍ，５μｍ）

００９９ ０１００

２２１１样品含量测定　取１４批次款冬花样品适量，
按照２２２３项下方法制备供试品溶液，再按２２１
项下色谱条件进行测定，双样双针，记录色谱并计

算样品含量，结果见表４。

表４　款冬花样品中款冬酮含量测定结果（ｎ＝２）
样品编辑 产地 款冬酮质量分数（％）

Ｓ０１ 甘肃 ０１２

Ｓ０２ 四川 ０１０

Ｓ０３ 浙江 ０１２

Ｓ０４ 东北 ０１５

Ｓ０５ 河南 ０１３

Ｓ０６ 山西 ０１７

Ｓ０７ 新疆 ００９

Ｓ０８ 甘肃 ０１４

Ｓ０９ 河北 ０１０

Ｓ１０ 安徽 ０１３

Ｓ１１ 河北 ０１２

Ｓ１２ 甘肃 ０１２

Ｓ１３ 江苏 ０１２

Ｓ１４ 河北 ０１０

３　讨论

３１薄层条件筛选与优化

２０１５版 《中华人民共和国药典》中款冬花薄层

鉴别方法为采用硅胶 ＧＦ２５４板，以石油醚（６０～
９０℃）丙酮（６∶１）为展开剂，展开自然晾干后直接
置于紫外灯２５４ｎｍ下检视。然而实验发现款冬酮在
２５４ｎｍ波长下未见有明显的暗斑，对照品和样品在
该条件下均不具有较好的辨识度。后经摸索发现采用

硅胶Ｇ板展开后用硫酸乙醇显色剂进行加热显色后再
置于紫外灯３６５ｎｍ下检视，款冬酮呈现清晰的蓝色
荧光条带。因欧洲草药委员会专家提出各国生产石油

醚沸程存在较大差异，建议用其他溶剂作为展开剂，

经调整最终确定环己烷乙酸乙酯（４∶１）作为展开剂。

３２含量测定条件筛选与优化

本研究对款冬酮的含量测定提取方法进行了摸

索与优化，比较了不同提取方法（超声、回流和冷

浸）、提取溶剂量（１０、２０、３０ｍＬ）和提取时间
（３０、６０、９０ｍｉｎ）对含量测定结果的影响，最终确
定最佳提取条件为 ２０ｍＬ乙醇溶液超声提取 １ｈ。
色谱条件方面比较了不同流动相比例、柱温、流速

和检测波长对色谱峰的影响，最终确定最佳色谱条

件：流动相为甲醇水（７５∶２５），柱温为 ３５℃，流
速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２２０ｎｍ。

（下转第５１７页）
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３　讨论

本文采用高效液相色谱法建立了刺玫果的指纹

图谱，标定出１０个共有峰，并根据对照品指认出其
中４个，１８批刺玫果与对照图谱匹配相似度较高。
但因仅凭相似度结果无法准确鉴定刺玫果的产地来

源，参考各共有峰之间的差异，本实验再通过聚类

分析和主成分分析对１８批刺玫果进行统计学分析。
其中，聚类分析将不同基原的刺玫果药材分为４大
类，如吉林安图、黑龙江伊春和河北承德的刺玫果

聚为一类，东北小兴安岭、东北大兴安岭和辽宁葫

芦岛的刺玫果聚为一类，安徽亳州产的刺玫果与其

他均不能聚为一类，这可能与刺玫果生长环境（产

地、气候、土壤等）有关。利用主成分分析，得到了

３个主成分，累计方差贡献率为 ７３４３２％，其中，
第３个主成分经对照品比对得知是没食子酸，其余
两个主成分未知，还需结合质谱等手段进一步确定。

模式识别中，聚类分析和主成分分析的结果基本一

致，并可以与相似度结果相互验证。

本文在前文基础上重新优化了 ＨＰＬＣ色谱条
件［７］，色谱条件更简单易行。主要侧重用聚类分析

和主成分分析法对不同产地刺玫果的质量进行评价，

主成分分析能筛选出共有的特征成分，与聚类分析

结合使用，发挥各自优势，弥补了单纯用相似度评

价指纹图谱的不足，可多角度综合评判刺玫果药材

的质量。
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　　综上所述，本研究建立的薄层鉴别和含量测定
方法可灵敏检测并准确测定款冬花中款冬酮的含

量，为 《欧洲药典》款冬花专论提供详细的研究

数据。
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