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摘　要 : 采用 HPLC法同时测定了藏药达乌里秦艽中龙胆苦苷 (gentiopicroside) 、

獐牙菜苦苷 (swertiamarin) 、獐牙菜苷 (sweroside)和落干酸 (loganic acid) 4种主要

环烯醚萜苷类成分 , 利用在线质谱 (MS)进行了定性分析 , 并与同属藏药麻花艽

进行了比较。色谱柱为 Eclipse XDB2C8 (4. 6 mm×150 mm i. d. , 5μm) , 流动相

A : 体积分数 5 %乙腈 (含 10 mmol甲酸)水溶液 , 流动相 B : 体积分数 95 %乙腈

水溶液 , 以流动相 A在 0～15 min内由 100 %线性减至 90 % , 15～20 min内保持

90 %不变线性梯度洗脱。流速 1. 0 mLΠmin , 检测波长 240 nm , 柱温 30 ℃。结果

表明 , 4种成分均达到了基线分离 , 具有较好的线性关系和回收率。本法可作

为达乌里秦艽药材有效成分的测定方法 , 为其有效成分的进一步开发利用提供

依据。

关键词 : 藏药 ; 达乌里秦艽 ; 环烯醚萜苷 ; HPLC

中图分类号 : O657. 7　　文献标识码 : A　　　文章编号 : 100020720 (2008) 122051204

　　达乌里秦艽 ( Gentiana dahurica Fischer) 又名小

秦艽 , 为龙胆科 ( Gentianaceae)龙胆属多年生草本 ,

生于海拔 800～4500 m 的草原阳坡、河谷阶地

下[1 ]
,为藏族民间常用解吉那保类药用植物 ,也是

2005版“中国药典”中所记载的 4种秦艽类药材之

一。干燥根可供药用 , 含有龙胆苦苷 (gentiopicro2
side)等生物活性成分[2 ]

,用于治疗扁桃体炎、荨麻

疹、风湿性关节炎等症[2 ,3 ]。目前 , 对藏药达乌里

秦艽的研究仅限于其 rRNA基因内转录间隔区测

序[4 ]、龙胆苦苷含量的测定[5 ]、化学成分分析的研

究[6 ]
, 有关其他环烯醚萜苷类成分的测定尚未见

报道。本文应用 HPLC分析方法 , 同时测定了达乌

里秦艽药用部位中的龙胆苦苷、獐牙菜苦苷 (当药

苦苷 , swertiamarin) 、獐牙菜苷 (当药苷 , sweroside)

以及落干酸 (loganic acid)的含量 , 建立了其 HPLC

分析方法 , 并利用在线柱后质谱进行了各组分的

定性分析 , 旨在对该药材的客观评价以及苦苷类

有效成分的进一步利用提供依据。

1　实验部分

1. 1　仪器、试药与材料

Agilent 1100 型高效液相色谱仪 ( Agilent 公

司) , 配备有四元梯度泵 , 在线真空脱气机 , DAD

检测器 , 100 位自动进样器 , 大气压化学电离源

(APCI) ; KQ2200B型数控超声波清洗器 (昆山市超

声仪器公司) , Milli2Q 超纯水系统 (美国 Millipore

公司) 。

乙腈 (德国 Merck 公司)为色谱纯 , 甲醇和甲

酸为分析纯。龙胆苦苷、獐牙菜苦苷对照品 (中国

药品生物制品检定所 , 批号分别为 1107702200308、

1107852200203) , 纯度大于 99 % ; 獐牙菜苷、落干

酸对照品由中国科学院西北高原生物研究所李玉

林副研究员提供 , 经光谱分析鉴定 , HPLC面积归

一化法表明其纯度均大于 98 %。

达乌里秦艽根部材料于 2004 年 9 月采集
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(表 2) , 每个采样点内取 20～30 个个体植株的根

部 , 室温自然状态下阴干 , 混匀粉碎 , 过孔径 180

μm筛 , 冷藏保存待用。原植物标本由中国科学院

西北高原生物研究所卢学峰副研究员鉴定为达乌

里秦艽 ( Gentiana dahurica Fischer) 。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　对照品溶液的配制　准确称取一定量的龙

胆苦苷 , 獐牙菜苦苷 , 獐牙菜苷 , 落干酸对照品分

别配制成 3163 , 2175 , 2176 , 3130 mgΠmL的对照品

溶液 , 备用。

1. 2. 2　提取方法 　参照文献[8 ]中提取方法的优

化 , 选择超声提取方法。准确称取 0. 2 g达乌里秦

艽根部粉末 , 置于 25 mL 三角瓶中 , 分别加入 10

mL 甲醇于 60 ℃下超声振荡提取 2 次 , 每次 30

min , 超声频率为 60 Hz , 冷却至室温后过滤 , 滤液

置于 25 mL容量瓶中 , 用甲醇定容 , 摇匀 , 制成供

试品溶液。

2　结果与讨论

2. 1　标准品的色谱分离及在线质谱鉴定

参照文献[7 ]中色谱条件稍作改进 , 色谱柱为

Eclipse XDB2C8 色谱柱 (4. 6 mm×150 mm i. d. , 5

μm) 。流动相 A : 体积分数 5 %乙腈 (含 10 mmol 的

甲酸)水溶液 , B : 体积分数 95 %的乙腈水溶液。

流速为 1. 0 mLΠmin , 进样量 10μL , 柱温 30 ℃。梯

度洗脱程序为 : 流动相 A在 0～15 min内由 100 %

线性减至 90 % , 15～20 min内保持 90 %不变线性

梯度洗脱。待测成分均被洗脱且达到基线分离

(图 1a) 。

图 1　对照品 (a)和样品 (b)的色谱分离图

Fig. 1　HPLC chromatograms of standards (a) and samples (b)

1～4分别为 : 落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷、獐牙菜苷

　　标准品溶液分别进样后 , 利用 DAD检测器在

200～400 nm扫描其吸收光谱 , 各对照品均在 240

nm波长处有较高的吸收 , 选择该波长为检测波

长。在此条件下 , 4 种对照品均达到了基线分离。

采用大气压化学电离源 (APCI)进行各组分的在线

柱后质谱鉴定 (负离子模式) , 质谱数据见表 1。以

龙胆苦苷为代表性的质谱定性见图 2 (分别为一级

和二级质谱图) 。

图 2　代表性龙胆苦苷的一级 (a)和二级 (b)质谱图

Fig. 2　First and second order mass spectra of representative gentiopicroside
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2. 2　线性关系

取上述 4种对照品溶液 ,逐级稀释 ,进样量为

10μL , 以峰面积来定量 , 测得各组分的回归方程、

线性范围以及检出限如表 1。

表 1　达乌里秦艽根中 4种环烯醚萜苷的线性回归方程、相关系数、线性范围、检出限、一级质谱数据

Tab. 1　Linear regression equations , correlation coefficients , linear range , detection limits and mass spectral data of four iridoid

glycosides constituents in G. dahurica roots

成分
回归方程

Y = Aρ+ B

线性相关系数

r

线性范围

mΠμg

检出限

ρΠ(μgΠμL)

质核比

mΠz

落干酸 Y = 517. 3ρ+ 9. 75 0. 9997 0. 25～7. 92 2. 85E - 06 375

獐牙菜苦苷 Y = 700. 7ρ+ 15. 95 0. 9990 0. 33～10. 54 3. 09E - 06 449

龙胆苦苷 Y = 601. 4ρ+ 25. 45 0. 9991 0. 54 - ～17. 40 3. 73E - 06 401

獐牙菜苷 Y = 808. 1ρ+ 13. 54 0. 9992 0. 23～7. 28 2. 55E - 06 403

2. 3　稳定性实验

取上述 4 种对照品溶液 , 分别间隔 0、2、8、

12、16、24 h进样 , 进样量 10μL , 测得龙胆苦苷 ,

獐牙菜苦苷 , 獐牙菜苷 , 落干酸的 RSD 分别为

113 % , 112 % , 218 % , 116 % , 表明供试品溶液在

24 h内稳定。

2. 4　精密度实验

取上述 4种对照品溶液 ,分别连续进样 ,每次

为 10μL , 重复 5次 , 测得龙胆苦苷 , 獐牙菜苦苷 ,

獐牙菜苷 , 落干酸的 RSD 分别为 110 % , 214 % ,

215 % , 217 %。

2. 5　重复性试验

准确称定同一批样品 , 按照供试品溶液制备

方法 , 得到 5份供试品溶液 , 每次进样 10μL , 重

复 5次 , 测得龙胆苦苷 , 獐牙菜苦苷 , 獐牙菜苷 ,

落干酸的 RSD 分别为 014 % , 213 % , 116 % ,

018 %。

2. 6　加样回收率实验

取已知量的药材适量 , 加入一定量的对照品

混合溶液 , 按照样品处理方法制备并进样 10μL ,

计算对照品的加样回收率 , 龙胆苦苷 , 獐牙菜苦

苷 , 獐牙菜苷 , 落干酸的平均回收率分别为

9913 % , 9811 % , 9714 %和 9715 %。

2. 7　样品测定

按照 1. 2项下提取方法 ,制得供试品溶液。吸

取上述供试品溶液 10μL 进样 , 重复 3 次 , 得到

HPLC色谱分离图见图 1b。根据对照品的保留时

间 ,参照文献[7 ]中紫外吸收光谱图确定各峰的位

置 , 利用线性方程和各峰的峰面积积分值计算 4

种成分的质量分数 (表 2) 。

表 2　达乌里秦艽根部四种环烯醚萜苷类成分测定 ( n = 3)

Tab. 2　Contents of four active constituents in G. dahurica roots

采样点 (海拔Πm)
wΠ%

落干酸 獐牙菜苦苷 龙胆苦苷 獐牙菜苷 总量

青海省同仁县 (2630 m) 2. 271±0. 033 0. 724±0. 021 6. 409±0. 303 0. 278±0. 011 9. 682

青海省贵德县 (3580 m) 3. 089±0. 030 1. 144±0. 015 9. 297±0. 269 0. 536±0. 012 14. 066

青海省海晏县 (3140 m) 1. 212±0. 023 0. 944±0. 037 7. 731±0. 248 0. 784±0. 015 10. 671

青海省平安县 (2610 m) 2. 255±0. 025 0. 970±0. 017 8. 840±0. 273 0. 962±0. 012 13. 027

青海省结古镇 (4410 m) 1. 895±0. 025 0. 695±0. 011 6. 415±0. 191 0. 329±0. 009 9. 334

　　　　表中 wΠ% =平均值±SD

　　测定结果中 , 4 种成分中以龙胆苦苷量为最

高 , 平均值为 7. 738 % ,超过 2005版药典中规定的

2 %含量标准。此方法可用来评价达乌里秦艽药材

质量 , 可以更准确更有效地控制该药材的质量。
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与同时期同属另一藏药麻花艽中相同 4 种成

分的含量[7 ]进行比较 , 二者均以龙胆苦苷的含量

为最高 ,其余 3种成分含量略有差异 ,但四者之和

未显示出较大的差别。这表明二者在环烯醚萜苷

的次生代谢方面具相似性 , 将其同时列入 2005版

药典中秦艽类药材 , 且都以龙胆苦苷的含量作为

入药指标也是有科学依据的。
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Determination of four iridoid glycosides in a famous Tibetan medicine Gentiana dahurica Fischer by HPLC
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Abstract : A simple and reliable method for the simultaneous quantitative determination of four iridoid glycosids genti2
opicroside , swertiamarin , sweroside and loganic acid in a famous Tibetan medicine Gentiana dahurica Fischer by

HPLC was developed. Identification of four analytes was performed by on line post2column mass spectrum (APCI) .

Comparison with another Tibetan medicine G. straminea in the same sampling time was also discussed. All the analy2
sis were performed on Eclipse XDB2C8 (4. 6 mm×150mm i. d. , 5μm) at column temperature of 30 ℃with a good

baseline resolution and eluted with the solution of mobile phase A : 5 % acetonitrile (including 0. 01 mol methanoic ac2
id) and mobile phase B : 95 % acetonitrile. The proportion of A and B changed from 100∶0 to 90∶10 in 0～15 min

and 90∶10 in 15～20 min. The flow rate was 1. 0 mLΠmin. Good linear regression equations ( r≥0. 9990) within test

ranges and recoveries were obtained. The analytical method was simple , accurate , and could be used for the quantita2
tive determination and quality control of this plant medicine G. dahurica.

Keywords : Tibetan medicine ; Gentiana dahurica Fischer ; Iridoid glycosides ; HPLC
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