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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家中药标准化项目（２ＹＢ２ＨＣＨＵＮ２１）
 ［通信作者］　杨秀伟，教授，博士生导师，研究方向：天然产物化学与药物代谢；Ｔｅｌ：（０１０）８２８０１５６９，Ｅｍａｉｌ：

ｘｗｙａｎｇ＠ｂｊｍｕｅｄｕｃｎ

ＨＰＬＣ定量分析千斤拔药材中染料木苷
和染料木素的含量

△

张鹏１，彭开锋１，李伏君１，龚云１，刘逆夫１，付卡利１，杨秀伟２，王龙３

（１株洲千金药业股份有限公司，湖南　株洲　４１２０００；
２北京大学 药学院 天然药物学系／天然药物及仿生药物国家重点实验室，北京　１００１９１；

３约翰霍普金斯大学，美国　巴尔的摩　２１２１８）

［摘要］　目的：建立千斤拔药材的质量控制方法。方法：采用高效液相色谱法测定其中的染料木苷和染料木素
的含量；色谱柱为Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），梯度洗脱，流动相为乙腈０１％磷酸水溶液，流速

为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２６０ｎｍ。结果：染料木苷和染料木素分别在质量浓度 １７４８３～２７９７２０μｇ·ｍＬ－１和
４０８８～６５４０６μｇ·ｍＬ－１与峰面积线性关系良好。平均回收率，染料木苷为１０４２７％，ＲＳＤ为２６１％（ｎ＝９）；染料
木素为９７１６％，ＲＳＤ为５５４％（ｎ＝９）。不同产地千斤拔药材中染料木苷和染料木素的含量有明显差异。结论：建
立的含量测定方法操作简便、分离效果好、准确，能满足千斤拔药材中染料木苷和染料木素含量的准确测定，为千

斤拔药材的质量评价以及合理开发利用提供了科学依据。

［关键词］　千斤拔；染料木苷；染料木素；高效液相色谱；质量标准
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［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＭｏｇｈａｎｉａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌＭｅｔｈｏｄｓ：Ａｎ
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Ｍｏｇｈａｎｉａｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ（Ｗｉｌｌｄ）ＯＫｕｎｔｚｅａｎｄＭｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓ（ＭｅｒｒｅｔＲｏｌｆｅ）Ｌｉ，ｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔＴｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｂｙ
ＨＰＬＣｗｉｔｈＫｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｕｓｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅａｎｄ０１％ ａｑｕｅｏｕｓ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１ｍＬ·ｍｉｎ－１，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２６０ｎｍＲｅｓｕｌｔｓ：Ｇｅｎｉｓｔｉｎ
ａｎｄｇｅｎｉｓｔｅｉｎｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｓｏｆ１７４８３２７９７２０μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ４０８８６５４０６μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅ
ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ１０４２７％ ｗｉｔｈＲＳＤ２６１％（ｎ＝９）ｆｏｒｇｅｎｉｓｔｉｎａｎｄ９７１６％ ｗｉｔｈＲＳＤ５５４％（ｎ＝９）ｆｏｒ
ｇｅｎｉｓｔｅｉｎＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｇｅｎｉｓｔｉｎａｎｄｇｅｎｉｓｔｅｉｎｉｎＭｏｇｈａｎｉａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｎｔｓｓｈｏｗｅｄｒｅｍａｒｋａｂｌｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｗｅｌｌｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆｇｅｎｉｓｔｉｎａｎｄｇｅｎｉｓｔｅｉｎｉｎＭｏｇｈａｎｉａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｓｗｅｌｌａｓ
ｒａｔｉｏｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＭｏｇｈａｎｉａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｍｏｇｈａｎｉａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌ；ｇｅｎｉｓｔｉｎ；ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；ＨＰＬＣ；ｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０３１５００１
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妇科千金片和妇科千金胶囊是收载于 《中华人

民共和国药典》（《中国药典》）２０１５版一部的现代
中药复方制剂，具有清热除湿、益气化瘀之功效；

用于湿热瘀阻所致的带下病、腹痛，症见带下量多、

色黄质稠、臭秽，小腹疼痛，腰骶酸痛，神疲乏力，

慢性盆腔炎、子宫内膜炎、慢性宫颈炎见上述证候

者。组方药味包括千斤拔、金樱根、穿心莲、功劳

木、单面针、当归、鸡血藤和党参［１］。君药千斤拔，

《中国药典》２０１５版四部收载的基原植物有蔓性千
斤拔Ｍｏｇｈａｎｉａｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓ（ＭｅｒｒｅｔＲｏｌｆｅ）Ｌｉ、大叶
千斤拔Ｍｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ（Ｗｉｌｌｄ）ＯＫｕｎｔｚｅ和锈毛千斤
拔 Ｍｆｅｒｒｕｇｉｎｅａ（ＷａｌｌｅｘＢｅｎｔｈ）Ｌｉ［２］。千斤拔性
温，味甘、辛，民间多用于治疗风湿骨痛、慢性肾

炎、跌打损伤、白带多和痛经等［３５］。已有研究表

明，千斤拔含有大量的黄酮类化合物［６９］，其中的

染料木苷（ｇｅｎｉｓｔｉｎ）和染料木素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）具有显著
的抗氧化、类激素、抗菌、抗癌和保护心血管等作

用［１０１２］。而有关以千斤拔作为君药的中成药妇科

千金片、妇科千金胶囊、金鸡胶囊等治疗妇科疾病

和风湿病的作用基础，正是该味药中起激素作用和

抗炎、抗氧化作用的化学成分。因此，本研究选取

染料木苷和染料木素２个活性成分作为含量测定的
指标，建立测定方法，为评价该药材质量优劣提供

方法学。

１　仪器与试药

１１仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱仪 ［沃特世科技（上

海）有限公司］，ＡＢ２０４Ｓ型十万分之一电子分析天平
（德国梅特勒托利多仪器有限公司），ＫＱ５２００ＤＥ型数
控超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司），ＦＺ１０２
微型植物粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）。

１２试剂和试药

对照品染料木苷 （供含量测定用，批号：

１１１７０９２０１７０２）和染料木素（供含量测定用，批号：
１１１７０４２０１３０２）购于中国食品药品检定研究院。色
谱纯乙腈（美国 Ｍｅｒｃｋ公司），分析纯甲醇和乙酸乙
酯（天津市科密欧化学试剂有限公司），分析纯三氯

甲烷（天津市富宇精细化工有限公司），分析纯冰醋

酸和磷酸（湖南汇虹试剂有限公司）。

９批次千斤拔样品信息见表１，经株洲千金药业
股份有限公司刘逆夫副教授分别鉴定为蔓性千斤拔

Ｍｏｇｈａｎｉａｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓ（ＭｅｒｒｅｔＲｏｌｆｅ）Ｌｉ和大叶千斤
拔Ｍｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ（Ｗｉｌｌｄ）ＯＫｕｎｔｚｅ的根。

表１　千斤拔样品信息
批次 采样时间／年月日 基原植物 产地 批号

１ ２０１４０３１０ 蔓性千斤拔 云南勐仑 １４１２０１

２ ２０１４０３２５ 蔓性千斤拔 缅甸 １４１２０２

３ ２０１４０３２５ 蔓性千斤拔 广西柳州 １４０２０４

４ ２０１４０４０４ 蔓性千斤拔 湖南炎陵 １４０２０５

５ ２０１４０４２０ 大叶千斤拔 广东佛山 １４０２０６

６ ２０１４０４２０ 大叶千斤拔 广西桂林 １４０２０８

７ ２０１４０４２１ 大叶千斤拔 云南西双版纳 １４０２０９

８ ２０１４０４２２ 大叶千斤拔 河北邢台 １４０２０９

９ ２０１４０４２２ 大叶千斤拔 福建泉州 １４０２１０

２　方法与结果

２１色谱条件

Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）０１％磷酸水溶液（Ｂ），
梯度洗脱程序见表 ２，柱温为 ３５℃，进样量为
１０μＬ；理论塔板数以染料木苷和染料木素计，不低
于５０００；分离度以染料木苷和染料木素计算，大
于１５０。

表２　千斤拔中染料木苷和染料木素含量测定的
流动相梯度洗脱程序

ｔ／ｍｉｎ 乙腈（％） ０１％磷酸水（％）

０ ２３ ７７

１４ ２３ ７７

１５ ３６ ６４

２０ ３６ ６４

２５ ４１ ５９

２６ ８０ ２０

３５ ８０ ２０

２２溶液的制备

２２１对照品溶液的制备　精密称取染料木苷对照品
约１７５ｍｇ，置于２５ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解并定容
至刻度，摇匀，制成６９９３μｇ·ｍＬ－１的染料木苷对照
品贮备溶液；精密称取染料木素对照品约１６５ｍｇ，
置１０ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，
制成 １６３５１５μｇ·ｍＬ－１的染料木素对照品贮备

·９４９·
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溶液。

分别精密量取对照品贮备液，染料木苷２０ｍＬ
和染料木素２ｍＬ，置于２５ｍＬ量瓶中，用甲醇稀
释至刻度，摇匀，配制成染料木苷质量浓度为

５５９４４μｇ·ｍＬ－１和染料木素质量浓度为１３０８１μｇ·ｍＬ－１

的混合对照品溶液。

将混合对照品溶液精密稀释成染料木苷质量浓

度 分 别 为 １７４８３、３４９６５、６９９３０、１３９８６０、
２７９７２０μｇ·ｍＬ－１，染料木素质量浓度分别为
４０８８、８１７６、１６３５２、３２７０３、６５４０６μｇ·ｍＬ－１

的混合对照品溶液。

２２２供试品溶液的制备　称取大叶千斤拔药材粉
末（过４０目筛）５００ｇ，加入５０％乙醇水溶液７５ｍＬ，
称定质量，于水浴中在８５℃回流提取１ｈ，取出，
放冷，再称定质量，用 ５０％乙醇水补足减失的质
量，摇匀，滤过，取续滤液用０４５μｍ的微孔滤膜
滤过，即得。

２３专属性试验

分别吸取对照品和供试品溶液，按２１色谱条件
测定，记录色谱图，详见图 １。结果表明，供试品
色谱图中，具有与对照品溶液色谱图中相同保留时

间的色谱峰，供试品中分析物色谱峰与其相邻色谱

峰均能达到基线分离，分离度符合要求。

注：Ａ对照品；Ｂ供试品。

图１　千斤拔及对照品ＨＰＬＣ图

２４线性关系考察

取２２１项下的混合对照品溶液梯度溶液，用

０４５μｍ的微孔滤膜滤过，分别注入液相色谱仪，
按２１色谱条件测定，记录色谱峰面积。以各组分
质量浓度（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，以峰面积（Ｙ）为
纵坐标，绘制标准曲线。染料木苷的回归方程为Ｙ＝
５３１６７Ｘ＋１５１５２０（ｒ＝０９９９７），染料木素的回归方
程为Ｙ＝７２５９Ｘ＋４８５８６（ｒ＝０９９９８），染料木苷在质
量浓度１７４８３～２７９７２０μｇ·ｍＬ－１与峰面积线性关系
良好；染料木素在质量浓度４０８８～６５４０６μｇ·ｍＬ－１

与峰面积线性关系良好。

２５精密度试验

精密吸取对照品溶液，按 ２１色谱条件分析，
重复进样６次，记录色谱峰面积。结果，染料木苷
和染料木素峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０４０％和 １０９％
（ｎ＝６），表明本方法精密度良好。

２６稳定性试验

取２２２项下的供试品溶液，分别在放置０、２、
４、８、１２、２４ｈ时按２１色谱条件进样分析，记录
色谱峰面积。结果表明，染料木苷和染料木素峰面

积的ＲＳＤ分别为０７６％和０５８％（ｎ＝６），表明样
品在２４ｈ内稳定性良好。

２７重复性试验

取大叶千斤拔样品（批号：１４１２０８）６份，精密
称定，按２２２方法制备供试品溶液，按２１色谱
条件进样分析，记录色谱峰面积，分别测定６份样
品中染料木苷和染料木素的含量，计算 ＲＳＤ值。结
果ＲＳＤ值分别为１０８％和３１６％（ｎ＝６），表明本
方法重复性良好。

２８中间精密度试验

同２７操作，分别由两名不同的分析人员使用不
同的仪器对本品进行含量测定，计算 ＲＳＤ值。结果
表明，染料木苷和染料木素含量测定的 ＲＳＤ值分别
为５７８％和３１５％（ｎ＝１２），表明本方法中间精密
度良好。

２９加样回收率试验

取大叶千斤拔粉末（批号：１４１２０８）约２５ｇ（共
９份），精密称定，分置具塞锥形瓶中，分别加入对
照品溶液量为样品量对应化合物量的５０％ ～１５０％，
设３次重复，按２２２方法制备供试品溶液，按２１
色谱条件进样分析，计算回收率，结果见表３和４。

２１０样品含量测定

取９批次千斤拔样品各５０ｇ，精密称定，分别
·０５９·
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按２２２方法制备供试品溶液，并按２１色谱条件
进样测定，记录峰面积，以峰面积计算样品中各待

测物质的含量，结果见表５。

表３　千斤拔中染料木苷加样回收率试验结果（ｎ＝９）

编号
测得量／
ｍｇ

药材中含

量／ｍｇ
对照品加

入量／ｍｇ
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ４５９４ ３１９３ １４３０ ９７９５ １０４２７ ２６１

２ ４７０２ ３１９４ １４３０ １０５４３

３ ４６９２ ３１９３ １４３０ １０４７７

４ ６３７７ ３４２０ ２８６１ １０３３６

５ ６４０２ ３４２０ ２８６１ １０４２２

６ ６３８２ ３４２１ ２８６１ １０３５

７ ７９５８ ３３３７ ４２９２ １０７６８

８ ７８９２ ３３３５ ４２９２ １０６１７

９ ７８５８ ３３３５ ４２９２ １０５３９

表４　千斤拔中染料木素加样回收率试验结果（ｎ＝９）

编号
测得量／
ｍｇ

药材中含

量／ｍｇ
对照品加

入量／ｍｇ
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０８１４ ０５３３ ０３１５ ８９３２ ９７１６ ５５４

２ ０８７０ ０５３３ ０３１５ １０７０４

３ ０８３６ ０５３３ ０３１５ ９６２８

４ １２１０ ０５７５ ０６３０ １００６８

５ １２０６ ０５７５ ０６３０ １０００４

６ １１４５ ０５７６ ０６３０ ９０３５

７ １４９８ ０５７１ ０９４５ ９８０８

８ １４９２ ０５７１ ０９４５ ９７４７

９ １４７０ ０５７０ ０９４５ ９５１６

表５　千斤拔样品含量测定结果（ｎ＝３）

批

次
基原植物／产地

染料木苷 染料木素

平均质

量分数／
ｍｇ·ｇ－１

ＲＳＤ
（％）

平均质

量分数／
ｍｇ·ｇ－１

ＲＳＤ
（％）

１ 蔓性千斤拔／云南勐仑 １１６ ２１３ ０５０ １４６

２ 蔓性千斤拔／缅甸 ０１４ ２９６ ０１５ ２１６

３ 蔓性千斤拔／广西柳州 ０１３ １９９ ０２９ １６３

４ 蔓性千斤拔／湖南炎陵 １０５ １６７ ０４９ ２２１

５ 大叶千斤拔／广东佛山 ０３３ １７４ ０１３ ２１０

６ 大叶千斤拔／广西桂林 ０２１ １０８ ０２２ ２１３

７ 大叶千斤拔／云南西双版纳 ０２１ １６０ ００８ ２４３

８ 大叶千斤拔／河北邢台 ０２６ １４２ ０１５ １２１

９ 大叶千斤拔／福建泉州 ０５６ １４８ ０２９ ２８４

３　讨论

３１检测波长的选择

文献报道［１３］，染料木苷和染料木素在 ２６１ｎｍ
波长处有最大吸收，本文对染料木苷和染料木素进

行紫外扫描，发现染料木苷和染料木素在２６０ｎｍ波
长处有最大吸收，故最终将其测定波长定为２６０ｎｍ。

３２提取方法选择

本方法考察不同质量分数乙醇水及不同质量分

数甲醇水作为提取溶剂对染料木苷和染料木素提取

率的影响，结果随着有机溶剂比例从 ３０％增加到
５０％，染料木苷和染料木素的提取率增加，有机溶
剂比例从５０％增加到９５％，染料木苷和染料木素的
提取率下降，且５０％乙醇水提取出的染料木苷和染
料木素的总量最高，故选定５０％乙醇水作为提取溶
剂。提取时间采用热回流提取３０、６０、９０ｍｉｎ，发
现随时间的推移含量增加，但是增加不大，故选择

５０％乙醇水热回流提取６０ｍｉｎ。

３３流动相选择

本方法在杨启明等 ［１３］所使用的相关方法上进行

优化，采用乙腈０１％磷酸水溶液作为流动相梯度
洗脱，能使待测组分得到很好分离。

３４不同产地各成分含量测定结果分析

通过对不同产地蔓性千斤拔和大叶千斤拔的含

量测定结果分析，蔓性千斤拔以云南勐仑和湖南炎

陵两个地区产的染料木苷和染料木素的含量最高，

大叶千斤拔以福建泉州产的染料木苷和染料木素的

含量最高，提示其可能是最适合千斤拔生长的环境，

结合其他研究可以进一步确定千斤拔属植物产地的

道地性。

本研究所建立的含量测定方法能够用于同时测

定千斤拔中染料木苷和染料木素的含量，方法操作

简便、精密度高、分离效果好，可为千斤拔药材的

质量评价以及合理开发利用提供依据。
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ｏｎｉｎｓｆｒｏｍｔｈｅｌｅａｖｅｓａｎｄｓｔｅｍｓｏｆＰａｎａｘｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｍ［Ｊ］．Ｊ
ＡｓｉａｎＮａｔＰｒｏｄＲｅｓ，２００９，１１（３）：１９５２０１．

（收稿日期　２０１８０４０２）

·２５９·




