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附子甘草的 U!V;检测方法学研究
杜欣韵!刘宁芝!王9惠!蒋建兰!

!天津市生物与制药工程重点实验室#天津大学化工学院制药工程系#天津 !((!@:"

摘要!利用高效液相色谱"O<d.#建立了附子甘草水提物的检测方法%并进行方法学考察$ 利用i$7,%6高效液相色谱仪对

色谱柱&流动相组成&洗脱程序&检测波长&柱温&流速等因素进行考察%最终确定选用i$7,%6F800,7%8.

)V

色谱柱%以 @ 00*3Cd

醋酸铵水溶液"含 (X)Y冰醋酸#A乙腈为流动相进行梯度洗脱%检测波长为 '@: -0%流速为 (X: 0dC01-%柱温为 !(Z'以氢溴酸

高乌甲素为内标物%各色谱峰相对保留时间及相对峰面积为指标进行方法学考察%结果表明%该方法重复性&重现性&稳定性良

好%64G均在 @Y以内$
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99附子具有回阳救逆&强心&抗肿瘤等功效())

%广

泛应用于中医经典方剂之中$ 附子中包含的化学成

分有生物碱类&多糖类及微量元素等(')

%其中生物

碱类及多糖类均已被证明具有抗肿瘤的功效(! A:)

$

同时%附子也具有一定的毒性%临床上常以甘草配伍

减毒(@)

$ 目前对附子甘草药对的研究多集中在配

伍机理&配伍前后生物碱类成分的含量变化等(B AV)

%

但以附子甘草水提物为研究对象%对其多种化学成

分进行同时检测的方法学研究却很少$

笔者以水为溶剂%采用传统的回流提取方法对

提取液浓缩后%仅通过超高速离心&膜过滤等物理手

段来去除水煎液中的杂质%而不经醇沉&有机溶剂萃

取等精制过程%可以最大限度地保留原提取液的有

效成分'利用高效液相色谱建立附子甘草水提物的

检测方法%为进一步探索除生物碱类之外的抗肿瘤

活性成分提供参考$

@A实验部分

@B@A试验仪器与试剂

)X)X)9试验仪器

i$7,%6,'B;@ 型高效液相色谱仪%配四元梯度

泵%i$7,%6':V; IhAh16检测器%半导体控温柱温

箱%)'( 位自动进样器%真空脱气机%]0M*P,%!X( 工

作站'电子天平"#]'(: 型#%梅特勒A托利多仪器

"上海 # 有限公司生产' 超声波清洗机 "?F A

'(@((HQ#%天津奥特赛恩斯仪器有限公司生产'台

式高速离心机"!g)@#%F1K0$公司生产$

)X)X'9试剂

附子&甘草药材%产地四川江油%购自四川道地

堂%'()@ 年'内标物氢溴酸高乌甲素 "色谱纯

&

;VY#%购自南京森贝伽生物科技有限公司'乙腈

"色谱纯
&

;;X;Y#&甲醇"色谱纯
&

;;X;Y#%购自

*!('*
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天津市康科德科技有限公司'醋酸铵 "色谱纯

&

;VY#&冰乙酸"色谱纯
&

;;XVY#%购自天津市科

密欧化学试剂有限公司'娃哈哈纯净水$

@BCA试验方法

)X'X)9供试品的制备

")#附子甘草提取浸膏的制备

精密称取附子药材 '( K&甘草药材 !( K%置于

) ((( 0d圆底烧瓶中%加入 B(( 0d蒸馏水%浸泡

!( 01-%加热回流提取 )'( 01-%趁热过滤%滤液于

"@Z减压浓缩%得附子甘草提取浸膏%置于 :Z冰箱

内冷藏备用$

"'#内标溶液的制备

精密称取氢溴酸高乌甲素 BX! 0K于 )( 0d容

量瓶中%加水超声溶解%放至室温后加水定容至刻度

并摇匀%作内标储备液%质量浓度为 B!(

%

KC0d$ 精

密吸取该内标储备液 ) 0d于 @ 0d容量瓶中%加水

定容至刻度并摇匀%即得内标溶液%质量浓度为

)'B

%

KC0d%置于 :Z冰箱内冷藏备用$

"!#供试品溶液的制备

取制备的附子甘草提取浸膏约 (X' K%精密称

定%置于 @ 0d容量瓶中%加水超声溶解%放至室温后

加水定容至刻度并摇匀%在 " ((( %C01-转速下离心

)( 01-%取适量上清液与所制备的内标溶液等体积

混合%过 (X''

%

0水膜%取续滤液%即得供试品

溶液$

)X'X'9色谱条件的选择

")#色谱柱的选择

考察了 i$7,%6F800,7%8.

)V

柱 " :XB 00 j

'@( 00%@

%

0#&?ES*a*N,3g%*0$613.

)V

柱":XB 00j

'@( 00%@

%

0#及?22/%*0I-17$%8.

)V

柱":XB 00j

'@( 00%@

%

0#! 根色谱柱的分离效果%根据谱图效

果确定最佳色谱柱$

"'#检测波长的选择

将制备的供试品溶液用紫外可见分光光度计在

);( l:(( -0范围内进行全波段扫描%根据吸收光

谱得到最大吸收波长为 'B@ -0$ 同时考察了 '!@&

'@:&'B@ -0及 '"B -0: 个波长下的谱图效果%确定

最佳检测波长$

"!#流动相组成的选择

考察了甲醇A水&乙腈A水&乙腈A(X@Y冰醋酸&

乙腈A@ 00*3Cd醋酸铵&乙腈A@ 00*3Cd醋酸铵"含

(X)Y冰醋酸#@ 种不同流动相组成的分离效果%根

据谱图效果确定最佳流动相组成$

99":#洗脱程序的确定

以水相为 ?相%有机相为 H相%考察了不同梯

度洗脱方式下的谱图效果%如表 ) 所示$ 根据谱图

中色谱峰分布均匀程度&响应值大小&分离度等确定

最佳洗脱程序$

表 @A不同程序洗脱方式

时间C

01-

梯度 )

HCY

梯度 '

HCY

梯度 !

HCY

梯度 :

HCY

梯度 @

HCY

( @ @ @ @ @

@ - - - @ @

)@ - - - )( )(

!@ - - - - -

:( - - - - -

@@ - - - 'B 'B

"( - - - - '"

V( - - - - !(

)'( - - @( :B :B

)@( - @( 9 9 9

'(( )(( 9 9 9 9

)X'X!9内标物色谱峰的确定试验

取适量所制备的内标溶液与水等体积混合%过

(X''

%

0水膜%取续滤液%作为空白内标溶液$ 将其

与所制备的供试品溶液在相同条件下进行检测%根

据谱图确定供试品中内标物的色谱峰位置$

)X'X:9空白试验

取适量水%过 (X''

%

0水膜%取续滤液作空白

对照%在 )X'X' 中所确定的色谱条件下进行检测%根

据谱图确定空白溶液是否存在干扰$

)X'X@9方法学考察

")#重复性试验

将所制备的同一供试品溶液在 )X'X' 中所确定

的色谱条件下连续进样 B 次%以内标物的峰为参照%

考察各色谱峰的相对保留时间及相对峰面积%分别

计算其64G值$

"'#重现性试验

按 )X'X) 中"!#所述方法重复制备 B 份供试品

溶液%在 )X'X' 中所确定的色谱条件下进样检测%以

内标物的峰为参照%考察各色谱峰的相对保留时间

及相对峰面积%分别计算其64G值$

"!#稳定性试验

将制备的同一供试品溶液放置 (&:&V&)'&': /%

按 )X'X' 中所确定的色谱条件进样检测%以内标物

的峰为参照%考察各色谱峰的相对保留时间及相对

峰面积%分别计算其64G值$

*:('*
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CA结果与讨论

CB@A色谱条件的选择

'X)X)9色谱柱的选择

选择 ! 根不同厂家的色谱柱%在相同条件下分

别对供试品进行色谱分析%结果如图 ) 所示$ 由图

) 可以看出%?22/%*0I-17$%8.

)V

色谱柱整体出峰时

间较另外 ' 根色谱柱晚%且色谱峰分布不均匀%分离

效果不佳$ 整体来看%i$7,%6F800,7%8.

)V

色谱柱及

?ES*a*N,3g%*0$613.

)V

色谱柱色谱峰数目均较多%

分布均匀且响应值适中%但在保留时间 B( lV@ 01-

时%i$7,%6F800,7%8.

)V

色谱柱分离效果更好$ 因

此%最终确定选用i$7,%6F800,7%8.

)V

色谱柱$

)-?22/%*0I-17$%8.

)V

柱''-?ES*a*N,3g%*0$613.

)V

柱'

!-i$7,%6F800,7%8.

)V

柱

图 )9不同色谱柱下供试品溶液的O<d.图

'X)X'9检测波长的选择

不同检测波长下供试品溶液的 O<d.图如图 '

所示$ 由图 ' 可以看出%在 : 个检测波长下色谱峰

数目相差不大%但在保留时间为 :@ l@@ 01- 时%

'!@ -0及 '"B -0' 个波长下的色谱峰响应值过高%

不利于其他响应值相对较小的色谱峰的分析'保留

时间为 V l): 01-时%'!@ -0及 'B@ -0' 个波长下

色谱峰分离效果较差'保留时间为 B( lB@ 01- 时%

'B@ -0及 '"B -0' 个波长下的色谱峰响应值较小$

检测波长为 '@: -0时%基线较为平稳%色谱峰分布

均匀%整体响应值适中%能较好地反映出供试品溶液

中的整体成分%故最终确定检测波长为 '@: -0$

)-'"B -0''-'B@ -0'!-'@: -0':-'!@ -0

图 '9不同检测波长下供试品溶液的O<d.图

'X)X!9流动相组成的选择

不同流动相组成下供试品溶液的O<d.图如图

! 所示$ 首先对比了甲醇A水及乙腈A水 ' 种流动相

体系下的谱图效果%甲醇A水作为流动相时出峰较

晚且分离效果极差%因此%基于乙腈A水进行进一步

优化$ 由图 ! 谱线 ' 可以看出%乙腈A水的分离效果

仍不理想%这是由于附子甘草提取物中含有甘草次

酸等弱酸性物质%在中性 MO下易解离为离子状态%

亲水性强%保留时间过短甚至没有保留%需改变流动

相的 MO使其保持分子形式存在%增加在色谱柱中

的保留时间$ 同时%中性 MO下硅胶表面的硅醇基

易发生去质子化%带负电荷%使得带正电荷的离子与

色谱柱之间发生相互作用%导致色谱峰的展宽及拖

尾(;)

%该问题可通过降低流动相 MO加以改善$ 因

此%进一步考察了乙腈A(X@Y冰醋酸&乙腈A@ 00*3Cd

醋酸铵水溶液&乙腈A@ 00*3Cd醋酸铵水溶液"含

(X)Y冰醋酸#! 种流动相组成下的谱图效果$ 在水

相中加入 (X@Y冰醋酸后%色谱峰数目增多且分离效

果有所提高%但在保留时间为 !( l:@ 01- 及 "@ 01-

之后%基线漂移严重'流动相为乙腈A@ 00*3Cd醋酸

铵水溶液时%色谱峰数量较多且基线平稳%但 !( l

:( 01-及 @@ lB@ 01-时峰的分离效果仍不理想'进

一步在 @ 00*3Cd醋酸铵水溶液中加入 (X)Y冰醋

酸%谱图分离效果明显改善%且峰分布均匀%峰形较

好%故最终确定流动相组成为乙腈A@ 00*3Cd醋酸

铵水溶液"含 (X)Y冰醋酸#$

)-甲醇A水''-乙腈A水'!-乙腈A(X@Y冰醋酸'

:-乙腈A@ 00*3Cd醋酸铵'

@-乙腈A@ 00*3Cd醋酸铵"含 (X)Y冰醋酸#

图 !9不同流动相组成下供试品溶液的O<d.图

'X)X:9洗脱程序的确定

首先考察了以 @Y乙腈为初始流动相%在

'(( 01-内线性梯度洗脱至 )((Y乙腈结束%以保证

各成分都能较好分离$ 不同洗脱程序下供试品溶液

的O<d.图如图 : 所示$ 由图 : 可以看出%保留时

间为 )(@ 01- 之后基本没有色谱峰%此时有机相比

例为 @(Y%因此将最终有机相比例降为 @(Y%同时

*@('*
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适当延长有机相比例增加至 @(Y的时间%分别设定

检测时间为 )@( 01- 及 )'( 01-%比较谱图效果%二

者择优$ 根据谱图%基于表 ) 中梯度 ! 进行进一步

优化$ 由图 : 可以看出%))( 01-之后基本没有色谱

峰%因此继续降低最终有机相比例%保持洗脱时间不

变'前 )@ 01- 出峰过于密集%由于首先通过色谱柱

的成分极性强%需要较低的有机相比例才能实现有

效分离%因此在前 @ 01-保持 @Y低有机相浓度的等

度洗脱'采用分段调节原则%先保持 @@ l)'( 01- 内

有机相梯度不变%而后再对此段进行优化$ 综上%调

整为表 )中梯度 :%结果表明%保留时间为 )@ 01- 左

右的峰分布较之前更加均匀%故保留上述调整$ @@ l

"( 01-"有机相比例为 'BY l!(Y#出峰过密%因此

延长有机相比例在此变化范围内的时间%调整为表 )

中的梯度 @%结果表明%经上述调整后整张图谱色谱

峰数目较多且分布均匀%分离状况良好%响应值适中%

故确定最终流动相程序洗脱程序为表 )中梯度 @$

)-梯度 )''-梯度 ''!-梯度 !':-梯度 :'@-梯度 @

图 :9不同洗脱程序下供试品溶液的O<d.图

CBCA内标物色谱峰的确定试验

空白内标溶液与供试品溶液的 O<d.图如图 @

所示$ 由图 @ 可以看出%内标物氢溴酸高乌甲素的

色谱峰与待测物中的各成分分离度良好%响应值适

中%可确定内标物"4F#的峰在供试品溶液 O<d.色

谱图中的位置$

)-空白内标溶液''-供试品溶液

图 @9空白内标溶液与供试品溶液的O<d.图

CBDA空白试验

做空白对照的O<d.呈直线$ 说明空白对照不

存在干扰$

CBEA方法学考察

为保证检测方法精确可靠%对选定的 @@ 个色谱

峰进行了方法学考察$ 以内标物峰为参照%设其保

留时间及峰面积为 )%计算其他各峰的相对保留时

间及相对峰面积的 64G范围如表 ' 所示$ 由表 '

可知%64G均控制在 @Y以内%说明该方法重复性&

重现性均良好%供试品溶液在 ': /内保持稳定$

表 CA重复性%重现性%稳定性的相对保留时间

及相对峰面积的64G
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DA结论与展望

以附子甘草水提物为研究对象%通过试验考察

了色谱柱&检测波长&流动相组成&洗脱程序等条件%

建立了一种重复性&重现性&稳定性均良好的 O<d.

检测方法$ 最终确定的色谱条件为!i$7,%6F800,U

7%8.

)V

色谱柱%以 @ 00*3Cd醋酸铵水溶液"含 (X)Y

冰醋酸#A乙腈为流动相进行梯度洗脱%检测波长为

'@: -0%流速为 (X: 0dC01-%柱温为 !(Z$
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