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RP2HPLC测定藏木香中土木香内酯和异土木香内酯含量
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摘要 :目的 　建立了反相高效液相色谱法同时测定藏木香中土木香内酯和异土木香内酯的方法。方法 　采用 Phenomenex

Kromasil C18色谱柱 (416 mm ×250 mm, 510μm) ;流动相为乙腈 20104%磷酸溶液 (50∶50) ;检测波长 : 194 nm;流速 : 110 mL·

m in - 1。结果 　异构体土木香内酯和异土木香内酯达到基线分离 ,含量测定的线性良好 ,线性范围和相关系数分别为 0107～

4180μg·L - 1 ( r = 01999 8) , 0107～4185μg·L - 1 ( r = 01999 8) ;回收率分别为 9715%和 10211% ;方法精密度良好 , RSD分别

为 1156%和 1187% ( n = 5) ;方法重现性良好 , RSD分别为 1167%和 0192% ( n = 5)。结论 　所建立的方法简便、快捷、准确 ,重

现性好 ,可用于藏木香药材及其制剂的质量控制。

关键词 :反相高效液相色谱法 ;藏木香 ;土木香内酯 ;异土木香内酯 ;含量测定

中图分类号 : R284　　　文献标识码 : A　　　文章编号 : 1001 - 2494 (2007) 07 - 0491 - 003

D eterm ina tion of A lan tolactone and Isoa lan tolactone in Herb Inu la racem osa Hook1f1 by RP2HPLC

X IAO Yuan2can1, 2 , HU Feng2zu13
(11N orthw est P lateau Institu te of B iology, Chinese A cadem y of Sciences, X ining 810001, Ch ina;

21 Gradua te School, Ch inese A cadem y of Sciences, B eijing 100049, Ch ina)

ABSTRACT: O BJECT IVE　To establish a quantitative RP2HPLC method for the simultaneous determ ination of alantolactone and

isoalantolactone in herb Inula racem osa Hook1f11M ETHOD S　A column of Phenomenex Kromasil C18 (416 mm ×250 mm, 510μm) was

used1 The mobile phase consisted of acetonitrile and 0104% phosphate (50∶50) 1 The flow rate was 110 mL·m in - 1 with UV detection

wavelength at 194 nm1RESUL TS 　 Isomer alantolactone and isoalantolactone showed good separable degree1A good linearity was ob2
tained with the correlation coefficients ranged of 0107～4180μg·L - 1 ( r = 01999 8) and 0107～4185μg·L - 1 ( r = 01999 8). The aver2
age recoveries were 9715% and 10211% 1 The p recision and accuracy of the assay were 1156% and 1187% ( n = 5). CO NCL US IO N　

The method is rap id, accurate, reliable and can be used to control the quality of herb Inula racem osa Hook1f1 and it p roducts1
KEY WO RD S:RP2HPLC; Inula racem osa Hook1f1; alantolactone; isoalantolactone; determ ination

(C25″) , 6218 (C26″) , 5214 (COOMe)。以上数据与

文献 [ 6 ]报道的 jasm inoside一致 ,故鉴定为 jasm ino2
side。

化合物 8:白色针晶 ( CH3 OH ) , mp 191 ～192

℃,体积分数为 5%的硫酸 2乙醇溶液显蓝色。ESI2
MS m / z: 395 [M + Na ]

+
, 373 [M + 1 ]

+
;

1
H2NMR

(500 MHz, CD3 OD )δ: 3184 ( 6H, s, 3, 52OMe) , 4135

(2H, dd, J = 514, 114 Hz, H29 ) , 6121 ( 1H, dt, J =

1516, 514 Hz, H28) , 6144 ( 1H, dt, J = 1516, 114 Hz,

H27) , 6173 (2H, s, H22, 6) , 4183 ( 1H, d, J = 718 Hz,

H21′Glc) ; 13 C2NMR (125 MHz, CD3 OD )δ: 13411 ( C2
1) , 15316 ( C23, 5 ) , 10714 ( C22, 6 ) , 13517 ( C24 ) ,

12816 ( C27 ) , 13013 ( C28 ) , 10513 ( C21′) , 7514 ( C2
2′) , 7714 (C23′) , 7111 (C24′) , 7814 (C25′) , 6216 (C2
6′) , 5615 ( 2, 62COOMe)。以上数据与文献 [ 7 ]报道

的丁香苷一致 ,故鉴定为丁香苷 ( syringin)。

化合物 2和 6与相应对照品对照 , Rf值一致 ,

且混合熔点不下降 ,分别鉴定为 β2谷甾醇 ,胡萝卜

苷。
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　　藏木香为菊科植物藏木香 ( Inu la racem osa

Hook1f1)和 Inu la helen ium L1的干燥根 ,具有健脾

和胃 ,调气解郁 ,止痛安胎作用 ,用于胸肋、脘腹胀

痛 ,呕吐泻痢 ,胸肋挫伤 ,岔气作痛 ,胎动不安等

症 [ 122 ]。现代研究表明 ,土木香内酯和异土木香内酯

是藏木香的主要活性成分 ,具有显著的抗炎、保肝活

性 ,可抑制感染人型结核杆菌 ,还能清除活性氧自由

基 [ 227 ]。目前 ,对土木香内酯和异土木香内酯的定量

分析主要有毛细管电泳法 [ 3 ] ,气相色谱法 [ 425 ] ,薄层

扫描法 [ 627 ]
,单扫示波极谱法 [ 8 ]等 ,而对它们的高效

液相色谱分析法报道较少。本实验建立了 HPLC2
PAD 同时测定藏木香中土木香内酯和异土木香内

酯含量的方法 ,为更好地控制藏木香药材及其制剂

的质量和相关质量标准的建立提供了依据。

1　仪器和试药

高效液相色谱仪 :W aters 515双泵、W aters 2996

PAD 二级管阵列检测器、W aters Empower色谱工作

站。

土木香内酯 ( 1107602200204)和异土木香内酯

(07612200002 ) 对照品 (中国药品生物制品检定

所 ) ,藏木香药材 ( Inu la racem osa Hook1f1,青海金诃

藏药药业股份有限公司 ) ,乙腈 (色谱纯 ) ,甲醇 (分

析纯 ) ,磷酸 (分析纯 ) ,水为超纯水。

2　方法与结果

211　色谱条件和系统适应性实验

色谱柱 : Phenomenex Kromasil C18 (416 mm ×250

mm , 510μm )。流动相 :乙腈 20104%磷酸溶液 (50∶

50)。检测波长 194 nm。流速 : 110 mL·m in
- 1。柱

温 : 30 ℃,进样量 10μL。

在该色谱条件下测定土木香内酯和异土木香内

酯对照品溶液 ,藏木香药材供试品溶液 ,色谱图见图

1。如图 1所示 ,土木香内酯和异土木香内酯达到基

线分离 ,理论塔板数分别为 3 235和 3 619。

212　对照品溶液及供试品溶液的制备

21211　对照品储备液的制备 　精密称取土木香内

酯 916 mg,异土木香内酯 917 mg用甲醇分别溶于

10 mL量瓶中 ,定容至刻度 ,摇匀 ,得各自的对照品

溶液。精密吸取各对照品溶液 510 mL,置于 1010

mL量瓶中 ,加甲醇定容至刻度 ,摇匀 ,得土木香内酯

0148 g·L - 1 ,异土木香内酯 01485 g·L - 1的混合对

照品储备液。

21212　供试品溶液的制备 　取藏木香药材 100 g,

粉碎 ,过 40目筛 ,精确称取该粉末 01200 g于 100

mL具塞三角瓶中 ,加甲醇 80 mL,超声 40 m in,放

　　

图 1　HPLC色谱图对照品和藏木香药材的色谱图
A -对照品 HPLC色谱图 ; B -对照品紫外光谱图 ; C -藏木香制备液 HPLC色

谱图 ; D -藏木香制备液相关物质紫外光谱图 ; 1 - 异土木香内酯 ; 2 - 土木香

内酯

F ig 1　Chromatogram s of reference and samp le

A - HPLC of chem ical reference substance; B - UV spectrum of reference sub2

stance; C - HPLC of samp le; D - UV spectrum of related substance of samp le; 1 -

isoalantocactone; 2 - alantolactone

冷 ,过滤并定容于 100 mL量瓶中 ,摇匀 ,过 0145μm

微孔滤膜 ,续滤液作为供试品溶液。

213　线性范围

取“21211”中制备的对照品储备液 110 mL, 采

用倍比稀释法制成系列质量浓度的溶液 ,在“211”

色谱条件下 ,取 10μL注入液相色谱仪分析并记录

结果 (色谱峰面积 )。以对照品进样量 ( x,μg)为横

坐标 ,峰面积 A为纵坐标 ,进行线性回归 ,得土木香

内酯和异土木香内酯回归方程及相关系数如下 :

土木香内酯 : A = 39 321x - 167 128, r =

01999 8;线性范围 : 0107～4180μg;

异土 木 香 内 酯 : A = 32 234x - 82 248,

r = 01999 8;线性范围 : 0107～4185μg。

214　精密度实验

取混合对照品溶液 (土木香内酯 120100 mg·

L
- 1

,异土木香内酯 121125 mg·L
- 1 ) ,重复进样 5

次 ,每次 10μL,记录色谱峰面积。结果 ,土木香内

酯和异土木香内酯含量的 RSD 分别为 1156%和

1187%。

215　重复性实验

取同一批藏木香药材 ,按“21212”项下方法 ,重

复 5次取样制备供试品溶液 ,按“211”项下方法测

定并计算含量 ,土木香内酯和异土木香内酯含量的

RSD分别为 1167%和 0192%。

216　回收率实验

取已测知含量的同一批藏木香药材 6份 ,每份

01100 g,其中 5份按约等含量精密加入土木香内酯

和异土木香内酯对照品 ,另一份不加对照品 ,然后按

“21212”项下方法处理并测定含量 ,求得土木香内
·294·
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酯和异土木香内酯的回收率 ,结果见表 1。
表 1　回收率结果 1n = 5

Tab 1　Recovery of the assay1n = 5

Components
Background

/mg

Added

/mg

Detected

/mg

Recovery

/%

Average recovery

/%

RSD

/%

A lantlactone 2131 2125 4150 9713

2131 2137 4166 9912

2131 2128 4151 9615 9812 2143

2131 2102 4125 9610

2131 2113 4148 10119

Isoalantlactone 2166 2174 5150 10316

2166 2163 5133 10115

2166 2169 5138 10111 10114 1192

2166 2152 5114 9814

2166 2143 5115 10215

217　稳定性实验

称取藏木香样品 01200 g,按“21212”项下方法

处理 ,得供试品溶液 ,分别于 0, 2, 4, 6, 8, 10 h测定

土木香内酯和异土木香内酯 ,记录相应峰面积 ,计算

6次进样相应物质峰面积的 RSD值。土木香内酯和

异土木香内酯峰面积的 RSD 分别为 1143%和

0187% ,表明供试品溶液在 10 h内含量基本保持稳

定。

218　样品测定

对青海金诃藏药药业股份有限公司提供的 3批

藏木香药材按“21212”项下方法处理 ,在“211”色谱

条件下进样。测定峰面积 ,按标准曲线法计算其中

土木香内酯和异土木香内酯的含量 ,结果见表 2。
表 2　样品含量测定结果 1n = 4

Tab 2　Results of determ ination of samp les1n = 4

Components Lot No1 Content/mg·g - 1

A lantlactone 050801 22. 82

050802 23. 15

050803 23. 03

Isoalantlactone 050801 26. 56

050802 25. 92

050803 26. 75

3　讨 　论

311　提取方法的考察

参考文献 [ 327 ]中对土木香内酯和异土木香内酯

的提取 ,分别采用氯仿冷浸提取 16 h和甲醇超声提

取的方法对同一批样品进行了提取和测定 ,比较了

二者对目标物质土木香内酯和异土木香内酯的提取

率 ,发现该两种方法的提取率差别不大。然而氯仿

冷浸法耗时长 ,操作较繁琐 ,不利于快速、及时分析 ,

故采用甲醇超声提取法处理样品。比较了超声处理

时间对提取率的影响 ,发现超声 40 m in能较完全的

提取药材中的土木香内酯和异土木香内酯 ,所以采

用甲醇超声处理 40 m in为提取方法。

312　检测波长的选择

选择较高灵敏度的检测波长可以提高分析的精

密度 ,同时也可以降低最小检测量。本实验采用

PAD检测器在 190～400 nm内对对照品溶液和样品

溶液进行了全波长扫描。由紫外扫描结果可知 ,土

木香内酯和异土木香内酯分别在 19319和 19511

nm 有最大吸收 ,故选择 194 nm作为检测波长。

313　流动相的选择

分别采用乙腈 2水 ,甲醇 2水流动相体系进行实

验 ,结果发现 ,乙腈 2水体系有更好的色谱表现 ,对目

标峰的干扰较小。经过对乙腈 2水比例多次调整 ,在

权衡分离度与分析时间后 ,选择了乙腈 2水 (50∶50)

作为流动相。另外 ,为了改善目标物质色谱峰峰形 ,

在流动相体系中还加入的少量磷酸。

314　方法的优缺点

与目前土木香内酯和异土木香内酯等定量分析

方法相比 ,本实验建立的反相高效液相色谱分析法

较气相色谱法耗时较长 ,检测限较高 ,但重现性好 ;

较薄层扫描法定量准确 ,简便 ;较毛细管电泳法和单

扫示波极谱法更具通用性和实用性。

4　结 　论

本实验建立的同时测定藏木香药材中土木香内

酯和异土木香内酯含量的方法 ,样品处理操作简便 ,

精密度高 ,重复性好 ,选择性好 ,干扰较小 ,适合藏木

香药材及其制剂中土木香内酯和异土木香内酯含量

的分析 ,可以作为藏木香药材及其制剂质量控制的

量化方法。
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