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·基础研究·

△ ［基金项目］　中药材全产业链发展（２０１６ＳＫ３００２）。
 ［通信作者］　曾建国，教授，研究方向：中药资源与中兽药创制等综合利用；Ｔｅｌ：（０７３１）８４６７３８２４，Ｅｍａｉｌ：ｚｅｎｇｊｉａｎｇｕｏ＠
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ＨＰＬＣ测定不同产地博落回茎叶中
Ｎ对香豆酰酪胺的含量△

曾诚１，２，曾建国１，２

１中兽药湖南省重点实验室，湖南　长沙　４１０１２８；２湖南农业大学，湖南　长沙　４１０００７

［摘要］　目的：建立测定博落回茎叶中非生物碱 Ｎ对香豆酰酪胺含量的方法，为博落回茎叶微粉兽药质量控
制提供新的评价指标。方法：采用 ＨＰＬＣ，色谱柱为资生堂 ＭＧ３Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇∶水

（４０∶６０）梯度洗脱［１］；检测波长为２９０ｎｍ；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３５℃。结果：Ｎ对香豆酰酪胺的含量在
００７７５～０４７０４ｍｇ（ｒ＝０９９９６）与峰面积呈良好的线性关系，该测定 Ｎ对香豆酰酪胺含量方法的平均回收率为
９９４５％。结论：所建立的方法操作简单，方便快捷，重复性好，适合用于测定博落回茎叶中 Ｎ对香豆酰酪胺的
含量。

［关键词］　博落回；Ｎ对香豆酰酪胺；高效液相色谱法；含量测定
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博落回 Ｍａｃｌｅａｙａｃｏｒｄａｔａ（ｗｉｌｌｄ）ＲＢｒ系罂粟科
博落回属多年生草本植物。主要分布于长江中下游

各省，最早记载于 《本草拾遗》，此外李时珍所著

《本草纲目》、２００６版 《中药大辞典》等中药典籍均

有载入，全草皆可入药，在中国已有１０００多年的用
药历史。

研究表明，博落回植物中活性成分除生物碱以

外，还有其他非生物碱皂苷［２］、香豆素类内酯、苯

丙酰胺类等。近年来大多数研究对象均是博落回中

的生物碱，鲜有研究博落回中的非生物碱。博落回

提取物具有调节肠道菌群［３］、抗菌［４］、抗炎［５６］等作

用，通过查阅文献，证实 Ｎ对香豆酰酪胺同样具有

·２２６·
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较好的抗炎、抑菌作用［７９］。孙晶［１０］利用 ＬＰＳ诱导
ＲＡＷ２６４７细胞炎症模型实验中，证明 Ｎ对香豆酰
酪胺在ＩＣ５０为１３７μｍｏｌ·Ｌ

－１时能有效抑制ＬＰＳ细胞
释放一氧化氮，同时 Ｎ对香豆酰酪胺对宫颈癌等肿
瘤细胞也有良好的抑制作用［１１１３］。为实现博落回植

物资源的综合利用，本实验选取非生物碱 Ｎ对香豆
酰酪胺为指标，首次对贵州凯里、河南卢氏县、安

徽岳西等１０个产地博落回茎叶样本进行含量测定，
为博落回茎叶微粉相关兽药产品提供新的质控标准。

１　材料

１１仪器

１５２５高效液相色谱仪，包括２７０７自动进样器和
２９９８ＰＡＤ检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），十万分之一
分析天平 ［梅特勒托利多（上海）仪器有限公司］；
ＫＱ２５０Ｂ型超声波清洗器（昆山超声仪器有限公
司）；ＤＺＫＷＤ２型水浴锅（上海医疗器械厂）。

１２试药

Ｎ对香豆酰酪胺对照品（成都普思生物科技股份
有限公司，纯度≥９８０％）；甲醇（色谱纯）；乙酸
乙酯（分析纯）；重蒸水；其他试剂均为分析纯。

博落回茎叶样本采集自安徽岳西、贵州凯里、

河南卢氏县、湖北英山、江西新余、陕西西安、湖

北通山、娄底涟源、河南洛阳、广西桂林，样本由

湖南中医药大学杨广民教授鉴定为罂粟科博落回属

植物博落回Ｍａｃｌｅａｙａｃｏｒｄａｔａ（Ｗｉｌｌｄ）ＲＢｒ的茎叶。

２　方法与结果

２１色谱条件

色谱柱为资生堂 ＭＧ３Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）；流动相为甲醇水（４０∶６０）；梯度洗脱，洗脱
时间为 ３５ｍｉｎ；检测波长为 ２９０ｎｍ；流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３５℃，进样量为１０μＬ，见
图１。

２２对照品溶液的制备

对照品母液：准确称取适量 Ｎ对香豆酰酪胺对
照品，加甲醇制成质量浓度为０１９６２ｍｇ·ｍＬ－１的溶
液。

对照品溶液：准确吸取对照品母液３０ｍＬ，用甲
醇定容至１００ｍＬ，制成质量浓度为００２３５ｍｇ·ｍＬ－１

的溶液。

注：Ａ对照品；Ｂ样品；１Ｎ对香豆酰酪胺。

图１　Ｎ对香豆酰酪胺对照品和博落回茎叶
样品的ＨＰＬＣ图

２３供试品溶液的制备

准确称取博落回茎叶微粉样品１００ｇ，用滤纸
包好，置索氏提取器中，加入乙酸乙酯１５０ｍＬ，称
质量，浸泡１２ｈ，水浴（９０℃）提取至管内液体无
色，放冷，称质量，加乙酸乙酯补足质量，经硅胶

柱色谱，以二氯甲烷甲醇（２５∶１）洗脱，收集所需洗
脱液，经减压浓缩至流浸膏状，加 ５０ｍＬ甲醇悬
浮，超声１５ｍｉｎ，滤过，续滤液经０４５μｍ微孔滤
膜滤过，即得。

２４线性关系考察

分别吸取Ｎ对香豆酰酪胺对照品母液，进样量
依次为１０、８、６、４、２μＬ，注入高效液相色谱仪，
按２１项条件下测定峰面积，以峰面积积分值为纵
坐标，Ｎ对香豆酰酪胺浓度为横坐标，经线性回归
处理，得回归方程 Ｙ＝４３５８９６４４４７Ｘ－５９５１８３３
（ｒ＝０９９９６）。Ｎ对香豆酰酪胺含量在 ００７７５～
０４７０４ｍｇ呈良好的线性关系。

２５精密度试验

准确吸取Ｎ对香豆酰酪胺对照品溶液，同一天
内，重复进样６次，记录 Ｎ对香豆酰酪胺对照品的
峰面积和保留时间，其 ＲＳＤ分别为 ０５２％ 和
０１０％。结果表明仪器精密度良好。

２６稳定性试验

准确称取同一产地（湖北通山）博落回茎叶粉末

·３２６·
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１００ｇ，按２３项方法制备样品溶液，分别于配制后
０、２、４、８、１６、２４ｈ进行测定，ＲＳＤ为 ２０３％，
表明供试样品在２４ｈ内稳定。

２７重复性试验
取湖北通山博落回茎叶粉末６份，按２３项方

法制备供试样品溶液，按２１项下条件测定，经计
算得 Ｎ对香豆酰酪胺峰面积均值为 ３２２１２８，ＲＳＤ
为０５６６％，结果表明方法重复性良好。

２８加样回收率试验
分别准确称取已知含量的江西新余博落回茎叶粉

末（０００１５％）６份，每份１００ｇ，按２３项制备供试
品溶液，分别吸取每份供试品溶液２５ｍＬ置于５ｍＬ
容量瓶中，每瓶中分别准确加入１３０ｍＬ对照品溶
液，用甲醇溶液定容至５ｍＬ，按２１项条件下测定并
计算回收率，平均回收率为９８７％，ＲＳＤ为２４０％，
结果见表１。

表１　Ｎ对香豆酰酪回收率

编号
取样

量／ｍＬ
样品中

量／ｍｇ
加入量／
ｍｇ

测得量／
ｍｇ

回收率／
％

平均值／
％

ＲＳＤ／
％

１ ２５０ ００３０１ ００３０６ ００６１４ １０２５ ９９４５ ２０６

２ ２５０ ００３０１ ００３０６ ００６０１ ９８３

３ ２５０ ００３０１ ００３０６ ００５９９ ９７６

４ ２５０ ００３０１ ００３０６ ００６１１ １０１５

５ ２５０ ００３０１ ００３０６ ００６０８ １００５

６ ２５０ ００３０１ ００３０６ ００５９５ ９６３

２９样品含量测定
准确称取 １０个不同产地的博落回茎叶微粉各

１００ｇ，按２３项方法制备供试品溶液，按２１项条
件下测定含量，记录峰面积，结果见表２。

表２　不同产地博落回茎叶中Ｎ对香豆酰酪胺

含量测定（ｎ＝３）
产地 称样量／ｇ 质量分数／％ ＲＳＤ／％

安徽岳西 １０００５ ００００６ ００２

湖北英山 １０００２ ０００１８ ０１８

江西新余 １００２４ ０００１５ ００３

陕西西安 １０００５ ０００１７ ００３

湖北通山 １００１７ ００００８ ０１３

娄底涟源 １００２５ ０００１１ ０３０

河南洛阳 １０００２ ０００６７ ０１１

广西桂林 １００１０ ０００２７ ０２６

贵州凯里 １００１８ ００００４ ０２３

河南卢氏县 １０００１ ０００２５ ００４

３　讨论

本实验目的在于建立非生物碱 Ｎ对香豆酰酪胺
的含量测定方法，为博落回茎叶微粉相关兽药开发

奠定基础，并提供新的质控标准。

在提取工艺的考察上，先对比了水、乙酸乙酯、

甲醇分别作为提取溶剂时对 Ｎ对香豆酰酪胺提取率
的影响，结果显示，乙酸乙酯提取的效果优于其他

两种溶剂，再用乙酸乙酯为提取溶剂，对比冷凝回

流法、索氏提取法、超声提取法对提取率的影响，

结果表明，用索氏提取法得到的 Ｎ香豆酰酪胺含量
最高，提取终点为提取至管内液体无色。故本实验

选取乙酸乙酯为提取溶剂，提取方式为索氏提取法。

因为该非生物碱含量低，为了进一步实验需求，

对提取后的溶液经硅胶柱层析纯化，以二氯甲烷甲
醇（２５∶１）洗脱，收集所需洗脱液，经减压浓缩至流
浸膏状，加５０ｍＬ甲醇悬浮，超声１５ｍｉｎ。

全波长扫描结果及查阅的文献，均表明在

２９０ｎｍ波长处，Ｎ对香豆酰酪胺有最大吸收，从而
选取２９０ｎｍ为检测波长。

本实验采用ＨＰＬＣ对１０个不同产地的博落回茎
叶样本中非生物碱 Ｎ对香豆酰酪胺的含量进行测
定，结果表明，ＲＳＤ均小于 ５％，说明本实验方法
是稳定的、可行的，能用于检测博落回其他部位中

Ｎ对香豆酰酪胺的含量，邓安臖等［１４］从博落回根中

分离纯化得到１５０ｍｇＮ对香豆酰酪胺纯品，表明博
落回其他部位中也含该非生物碱，其中各部位的含

量值得我们进一步研究，从而达到博落回资源的综

合利用开发。
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４　讨论

不同的物种有不同的生长习性，因此，应针对华

中五味子的生境特征和生长习性建立切实可行且成本

较低的野生抚育和产地初加工关键技术。在野生抚育

措施方面，采取通过修剪华中五味子的枝条和遮阴植

物，实施通风透光抚育的措施。但该措施在被攀援植

物为高大乔木使得华中五味子枝稍高度较高时可行性

稍差，这类情况通常是华中五味子生长在阔叶林下的

林隙内，个体数量较少，为避免对群落的破坏，除采

集少量种源外，一般不进行抚育与采集工作。采取于

幼苗期立架，该措施易于操作可行性强，能够有效帮

助幼苗生长，增强华中五味子的种间竞争力；人工补

植增加个体密度，同时调整华中五味子植株的雌雄比

例，有助于居群复壮。在药材采收方面，为了保证采

集过程中药材质量稳定，同时不引起居群的过度破

坏，可采用轮采方式，适度保留种源，并统一采收

期。在产地加工方面，当前不同产地加工方式不一，

可统一采取自然晾干的干燥方式，特别应注意不要采

用蒸煮的加工方式，因为高温处理可能会导致对人体

有害物质５羟甲基糠醛（５ＨＭＦ）的产生［９］。

本文根据实地调研结果，针对华中五味子的生

境特征及生物学特性，结合药材产地采收加工的真

实情况，确定了华中五味子的野生抚育中的关键技

术，具有较强的实践指导意义，为华中五味子野生

资源保护和促进中药材可持续发展奠定基础。
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