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摘要  目的:制定复方虫草多糖含片 (北冬虫夏草多糖提取物, 罗汉果提取物,西洋参提取物, 茶多酚 )的质

量控制方法。方法:对罗汉果, 西洋参进行薄层鉴别;茶多酚进行显色鉴别;采用苯酚2硫酸法测定复方虫草

多糖含片中虫草多糖的含量。结果:通过方法学考察, 虫草多糖浓度范围内线性关系良好, 相关系数 01996

4;平均回收率为 97113% RSD = 1141% (n = 5)。结论:方法简便、准确、重现性高, 可用于控制复方虫草含

片的质量。
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ABSTRACT O b jective: To estab lish a quality control me thod for compound cordycepic polysaccharide bucca l tablets ( cordycep ic

polysaccha ride, extract ofGrosvenor momord ica fru it, Panax quinquefolium extract, and tea polyphenols) . M ethod s: The extract of

Grosvenor momordica and Panax quinquefolium L. were identified by TLC. Tea polyphenols was identified accord ing to the princ iple of

d isp lay reaction between tea catechins and van illin. Cordycep ic polysacchar idewas determ ined by spec trophotometrymethod. Resu lts:

Themethodologica l study showed that the ca libration curve of polysacchar idewas linea r in the concentra tion range ( r= 01 996 4). The

average recovery was 97113% w ith theRSD of11 41% (n = 5). Conc lu sion: Themethod is simp lea, ccurate, repea tildew ith and h igh

precision. Th is me thod can be used for quality control for compound cordycep ic polysaccha ride bucca l tablets.

KEY WORDS cordycepic polysacchar ide, extract of Grosvenor momordica fru it, Panax quinquefolium extract; tea polyphenols,

qua lity contro.l

  人类步入 21世纪以来, 回归自然、崇尚天然药

物的世界性潮流已悄然兴起,发展传统医药、开发功

能性食品已成为各国政府及民众的共识
[ 1]
。真菌

多糖是广泛存在于真菌中的具有众多生物活性的一

大类物质
[ 2]
。虫草多糖 ( cordycep ic polysaccharide,

CP)是指虫草无性型及其相关真菌多糖
[ 3 ]
,作为虫

草中含量最高的生物活性物质, 近年来引起了人们

对它的极大兴趣和广泛关注
[ 4~ 7]
。

复方虫草多糖含片是黑龙江新医圣制药有限责

任公司以虫草多糖为主要原料,附加罗汉果提取物、

西洋参提取物、茶多酚等研制的保健食品。为了控

制该含片的内在质量, 本文对其中 2味药材进行了

薄层鉴别, 1味药材采用显色鉴别反应, 并采用苯

酚2硫酸法测定了其中虫草多糖的含量。鉴别方法

专属、简便,含量测定方法快捷、准确,可以控制该制

剂的质量。

1 仪器与材料

Thermo Labsystem s全波长 Mu ltiskan Spectrum

酶标仪 (德国 ), 96孔细胞培养板 (北京鼎国生物技

术有限公司 ); Eppendoff冷冻离心机 (德国 );微量进

样器 (上海微量进样器厂 );罗汉果苷 V (由桂林思

特新技术公司提供 ); 人参皂苷 Rg1、Rb1对照品

(中国药品生物制品检定所 ); CX2250超声波清洗

器 (北京医疗设备二厂 );硅胶 G板 (青岛海洋化工

有限公司 );复方虫草多糖含片 (黑龙江新医圣制药

有限责任公司提供 );其它所用试剂均为 AR级。

2 方法与结果

2. 1 活性成分的定性鉴别
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2. 1. 1 罗汉果提取物的 TLC鉴别  罗汉果 (Sir2

a itia grosvennorri( Sw ingle) C. Jeffery)是我国特有的

珍贵的药食两用药材, 四环三萜类化合物是罗汉果

的主要有效成分, 在罗汉果干果中的总含量为

31755~ 31858%
[ 8]
。罗汉果苷 V的含量是罗汉果

产品质量的重要指标
[ 9]
。本研究采用薄层色谱法

为手段来鉴别罗汉果苷 V
[ 10]
。

2. 1. 1. 1 薄层色谱条件  硅胶 G板在 105 e 活化

30 m in。以正丁醇2乙醇2水 ( 8z 2z 3) 为展开剂,

上行展开, 展距为 11 cm , 以 10%硫酸乙醇显色,

在 105 e 烘至斑点清晰。

2. 1. 1. 2 对照品溶液制备  精密称取罗汉果苷 V

对照品 10. 0mg, 用蒸馏水定容于 10mL容量瓶中,

制成 1. 0 mg/mL溶液。

2. 1. 1. 3 供试品溶液制备  准确称取复方虫草口

含片 (相当于罗汉果提取物 0. 2 g), 用蒸馏水适量

溶解后, 转移至 25mL容量瓶中, 加蒸馏水稀释至

刻度、摇匀, 配制成供试品溶液。

2. 1. 1. 4 薄层分离试验  分别精确吸取罗汉果苷

V对照品溶液 5. 0 LL和供试品溶液 10. 0 LL点于

同一硅胶 G薄层板上, 按 2. 1. 1. 1所述色谱条件展

开、显色。

2. 1. 1. 5 结果判断  供试品色谱中, 在与对照品色

谱相应的位置上,显相同颜色的斑点 (见图 1)

图 1 罗汉果苷 V的 TLC鉴别

12对照品   22供试品

2. 1. 2 西洋参提取物的 TLC鉴别  含片中西洋参

的鉴别主要采用薄层层析法,其特征成分为人参皂

苷 Rg1、Rb1
[ 11]
。

2. 1. 2. 1 薄层色谱条件  硅胶 G板在 105 e 活化

30 m in。以氯仿 2甲醇2水 ( 65z 35z 10 ) 为展开剂,

取下层溶液作展开剂,展距 10~ 12 cm取出,立即吹

干, 喷以 10%硫酸乙醇显色, 在 105 e 烘至斑点清

晰。立即于日光下观察,斑点显黑紫色。

2. 1. 2. 2 对照品溶液制备  精密称取人参皂苷

Rb1、Rg1对照品 10. 0 mg, 用蒸馏水定容于 10 mL

容量瓶中, 分别制成 1. 0 mg/mL的对照品溶液。

2. 1. 2. 3 供试品溶液制备  准确称取复方虫草口含

片 (相当于西洋参提取物 0. 1 g), 加甲醇 30mL超声

提取 30m in,滤过,蒸干,残渣加水 30 mL溶解, 用水

饱和的正丁醇提取 3次, 每次 15mL,合并提取液,再

用正丁醇饱和的水洗涤 3次,每次 15 mL, 正丁醇蒸

干,残渣加甲醇 1mL溶解,即得,作为样品溶液。

2. 1. 2. 4 薄层分离试验  分别精确吸取人参皂苷

Rb1、Rg1对照品溶液 2. 0 LL和供试品溶液 2. 0 LL

点于同一硅胶 G薄层板上, 按 2. 1. 2. 1所述色谱条

件展开、显色。

2. 1. 2. 5 结果判断  供试品色谱中,在与对照品色

谱相应的位置上,显相同颜色的斑点 (见图 2)。

图 2 西洋参提取物的 TLC鉴别

12对照品 Rb1 22对照品 Rg1 32供试品

2. 1. 3 茶多酚的显色鉴别  茶多酚是茶叶中多酚

类物质的总称, 约占其质量的 15~ 30% ;多酚类中

以儿茶素含量最高,占其总量的 60~ 80%
[ 12]
。茶叶

提取物中酚类 (或烯醇结构 )的化合物与三氯化铁

发生显色反应,可用来鉴别酚类化合物。该研究利

用茶叶提取物中儿茶醛和香草醛试液的显色反应来

鉴别茶叶提取物,具有明显的选择性
[ 13]
。¹三氯化

铁试液: 取三氯化铁 9 g,加水使溶解成 100 mL, 混

匀,即得; º香草醛试液: 取香草醛 0. 1 g, 加盐酸至

10mL容量瓶,混匀, 即得。»取本品适量 (约相当

于茶叶提取物 0. 1 g), 加水 100 mL, 搅拌均匀, 滤

过,取续滤液 2mL,滴加三氯化铁试液 1滴, 即显蓝

黑色。¼取不含茶多酚的样品适量, 加水 100 mL,

搅拌均匀,滤过, 取续滤液 2 mL, 滴加香草醛试液
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(临用时配制 ) 1 mL, 未见樱红色。½取本品适量

(约相当于茶多酚 0. 1 g), 加水 100 mL, 搅拌均匀,

滤过, 取续滤液 2 mL, 滴加香草醛试液 (临用时配

制 ) 1 mL,显樱红色。

2. 2 虫草多糖的定量检测  虫草多糖的检测通常

使用的是比色法
[ 14]

,而苯酚2硫酸法、蒽酮 2硫酸法在

生产和科研实践中因方法简单、快速,无需多糖纯品

等优点被广泛采用
[ 15, 16 ]

。本试验考察以葡萄糖为

对照的苯酚 2硫酸法测虫草多糖含量。

2. 2. 1 标准曲线的绘制  按照王亚光等
[ 17]
描述的

方法进行。以葡萄糖浓度为横坐标, 吸光度值为纵

坐标, 绘制标准曲线, 回归方程 Y = 01064 22 +

11160 97X , r= 01996 4 (n = 7)。

2. 2. 2 供试品的测定  准确称取 2 g样品,加水定

容至 100mL, 在 100 e 条件下水浴 2 h, 过滤取上清

510mL,置于 50 mL离心管中, 加入无水乙醇 30

mL,混匀 5 m in后,以 3 000 r/m in离心 20m in,弃去

上清液。加入 80%乙醇溶液 5 mL, 充分洗涤沉淀

后,以 3 000 r /m in离心 5 m in,弃去上清液, 反复操

作 3次。残渣用硫酸溶液 ( 10% )溶解并定容至 510

mL,即得测定液。

准确吸取样品测定液 2. 0 mL置于 20 mL带塞

的试管中,加入 50 g /L苯酚溶液 1. 0 mL, 在旋转混

匀器上混匀,小心加入浓硫酸 10. 0mL于旋转混匀

器上小心混匀, 置沸水浴中煮沸 2m in,冷却至室温,

用全波长酶标仪在 490 nm波长处,以试剂空白为参

比, 1 cm比色皿测定吸光度值。从标准曲线上查出

葡萄糖含量,计算样品中多糖含量。同时做样品空

白实验。

2. 2. 3 精密度试验  精密吸取葡萄糖对照品溶液

( 0104mg /mL),按 21212项下重复测定 6次, 测得

浓度分别为 01041 4、01040 9、01040 2、01041 3、

01040 1、01040 2 mg /mL, 计算 RSD为 1145%。

2. 2. 4 重复性实验  取供试品溶液 6份, 按 21212

项下测定含量,测得含量分别为 01058 33、01058 36、

01058 02、01058 24、01058 21、01058 38 mg, 计算 RSD

为 0123%。

2. 2. 5 加样回收率实验  吸取多糖样品溶液

015mL,分别加入标准葡萄糖溶液 012、014、016、018、

110mL,分别置于 25mL试管中,按 2. 2. 2测定, 测定

结果见表 1。

2. 2. 6 稳定性实验  精密吸取供试液,按标准曲线

项下操作,于不同时间内测其吸收度, 在 0、20、40、60、

80、100、120 m in时间, 吸收度分别为 01161、01159、

01157、01157、01158、01158、01160。结果表明本法测

定多糖在 2 h内稳定 RSD = 0. 92%。

表 1 回收率实验

序号
葡萄糖含量

(mg)

供试品多糖含量

(mg)

测得多糖总量

(mg)

回收率

(% )

1 0. 03 0. 05813 ? 0. 0006 0. 0873 ? 0. 0021 97. 08

2 0. 06 0. 05813 ? 0. 0006 0. 1165 ? 0. 0042 97. 35

3 0. 09 0. 05813 ? 0. 0006 0. 1475 ? 0. 0057 99. 31

4 0. 12 0. 05813 ? 0. 0006 0. 1733 ? 0. 0095 95. 96

5 0. 15 0. 05813 ? 0. 0006 0. 2021 ? 0. 0030 95. 96

计算回收率平均值为 97. 13% , RSD = 1. 41% ( n= 5)。

2. 2. 7 样品测定  按 2. 2. 2项下制备 3个批号的供

试品溶液, 测定结果见表 2。

表 2 样品中虫草多糖的含量测定

批次 含量 (% ) 相对标准偏差 (% )

070403 5. 50 0. 83

070512 5. 55 0. 45

070605 5. 58 0. 79

3 讨论

采用 TLC法对本制剂中罗汉果提取物 、西洋参

提取物进行了鉴别,重复性好,简便,快速的特点。本

文采用三氯化铁和香草醛试液的显色反应鉴别茶多

酚简便可靠。本文采用苯酚硫酸法测定虫草多糖的

含量,方法简便, 准确, 重现性高,可用于控制复方虫

草含片的质量。本文在总结前人研究的基础上建立

的含量测定方法,对复方虫草含片中的虫草多糖可以

准确快速地测定,干扰因素试验表明, 在样品中加入

与粗多糖等量的乳糖、果糖、蔗糖、麦芽糖、葡萄糖及

其 2倍量的淀粉、糊精,不影响样品中粗多糖测定的

结果。值得注意的是,目前虫草多糖作用机理的解释

尚不完善,许多种类不能人工栽培,加之环境不同、培

养条件不同、提取分离技术不同都会造成多糖结构上

的差异,因而影响其活性和检测的结果;另外,苯酚硫

酸法和其它比色法一样, 同样存在着重复性差, 数据

波动较大等缺点。总之,由于多糖结构的多样性和复

杂性,现有的检测方法和质控方法并不能都应用到多

糖类药物中,所以还需要深入研究,以提高多糖药物

质量标准的检测方法和手段。

参考文献:
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Internat ional journal of food scien ce and technology, 2001, 36( 3):

229.

[ 2]  吕长武,付永前,陈恒雷,等 1食 (药 )用真菌多糖研究进展 [ J]

1化学与生物工程, 2005, ( 11): 5.
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经验。同时, 为来自不同政治背景国家的军队药

师提供了互相交流的机会, 从而提高他们在药学

领域救治与保障工作的水平。大会会议结束后,

小组委员会将编辑出版会讯, 包括参观的主要内

容以及主题报告的摘要。

会讯 ( newsletter)是一个很好的沟通媒介, 由

MEPS不定期编辑、出版, 并向所有需要的人员免

费提供,无论是否为 MEPS会员都可以查阅。许多

非会员就是通过会讯了解了 MEPS和近期会议的

讨论热点, 并开始与 MEPS进行交流, 积极开展相

关的工作。例如, 2000年维也纳会议的主要议题

就是灾难后的医疗保障及与地方医院合作, 目前

东欧许多国家也正通过准备 FIP进行大规模的合

作与研究, 为灾害医疗保障提供更为完善的平台。

MEPS近年最为主要的一项工作是通过与

WHO合作,发起了 p ictogram
*
(象形图示 )计划,为

沟通有障碍的病人提供非文字与语言的用药指

导。 Pictogram在交通等公共设施领域已经得到了

广泛的应用。MEPS的军队药学工作者在灾害救

援及维和期间发现, 文化水平与语言沟通障碍影

响了病人对于用药时间、方法等方面的理解。已

有研究证明, p ictogram结合语言或文字的说明, 能

显著增加病人对于治疗方法的理解。对于较复杂

的用药方法, pictogram还可以增加病人对于服药

方案的记忆能力。

目前, 已有埃及、新加坡、印度尼西亚、芬兰、

英国、澳大利亚、加纳、厄瓜多尔、印度、塞尔维亚、

匈牙利等国家的军队药学工作者开展了本国用药

指导的 p ictogram设计工作
[ 3 ]
。P ictogram设计完成

后,在 MEPS和 WHO的组织与协调下进行测试。

加拿大与非洲卫生联盟近期完成了一项 500名病

人参加的测试, 80%以上的病人都能够充分理解

粘贴在药品包装上的有关用药指导的 p ictogram。

加拿大军队已经开发了基于网络的测试程序, 可

以让更多人通过网络来评价所设计的 p ictogram是

否便于理解。而在加蓬与贝宁开展的相关测试,

已经形成报告正式出版, 各项试验都表明使用 p ic2

togram对于提高病人用药依从性是一种较为经济

的方法。MEPS正在鼓励更多的会员在本国开展

有关的研究与设计, 从而进一步提高药学服务的

水平。
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