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[摘要 ] 目的 建立高效液相色谱法测定防风中升麻苷、升麻素、5O 甲基维斯阿米醇苷和亥茅酚苷的含量。方法 采

用 Ag ilent Zorbax SB C18 ( 5 m, 150 mm  4. 6 mm id)柱, 甲醇 水流动相体系梯度洗脱, 检测波长 254 nm,流速 0. 7 m l/m in,柱

温 25 ! , 进样量 5 l。结果 成功建立了防风中 4种主要成分的 HPLC含量测定方法, 且方法学考察结果良好。结论 该方

法简便可行, 定量准确,可用于防风中 4种主要成分的质量控制。
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[ Abstract] Object ive To establish aHPLC method for the determ ination o f prim O g lucosy lcim ifug in, cim ifug in, 4 O glucosy l

5O m ethy lv isamm ino l and secO D g lucosy lhamm audo l in Radix Saposhnikoviae. M ethods The sam ple was ana lyzed on an Ag ilent

Zorbax SB C
18
( 5 m, 150 mm  4. 6 mm id) co lumn w ith methanol wa termobile phase for the grad ient elution. The de tec tion w avelength

w as 254 nm and flow ratew as 0. 7m l/m in. The column temperaturew as 25 ! and injection volum ewas 5 .l Resu lts TheHPLCm eth

od for the dete rm ination o f fourm ajor com ponents inRad ix Sapo shnikoviae w as estab lished. The result ofm ethod was good. Conclusion

Them ethod w as simp le and feasib le, and accurate which cou ld be available for the qua lity contro l ofR ad ix Saposhnikoviae.

[ Key words] Rad ix Saposhnikov iae; prim O g lucosy lcim ifug in; c im ifug in; 4 O g lucosy l 5O m ethy lv isamm ino;l secO D

g lucosy lhamm audo;l H PLC

防风为伞形科植物防风 Saposhnikovia d ivarica

ta ( Turcz. ) Sch isck的未抽花茎植株的干燥根。

味辛甘,性温,能解表祛风, 胜湿, 止痉。用于感冒

头痛,风湿痹痛, 风疹瘙痒, 破伤风。药理实验研

究表明,其具有解热、镇痛、镇静、抗炎、抗过敏、抗

惊厥、抑菌和增强机体非特异性免疫功能的作

用
[ 1~ 6 ]
。防风主产于东北地区和华北地区, 为我

国常用中药材。迄今为止, 已从生药防风中分离

出来各种化学成分达 100种以上, 其中主要报道

了挥发油、色原酮类、有机酸、香豆素类、聚炔类、

多糖类、谷甾醇、胡萝卜苷、甘露醇、蔗糖、木腊酸

以及微量元素等化合物
[ 7~ 9]
。目前 2010年版 #中

国药典 ∃标准中只对防风中升麻苷和 5O甲基维

斯阿米醇苷 2个成分进行了含量测定, 药理实验

证明升麻苷与 5O 甲基维斯阿米醇苷均有解热,

镇痛, 抗炎等药理作用
[ 4, 5 ]
。而由作者经 HPLC

TOF /M S分析鉴别防风入血, 入尿成分结果
[ 10]
可

知,防风在血浆中含量最高的成分是升麻素, 且其

为防风的主要代谢形式, 升麻苷与 5O甲基维斯阿

米醇苷可能转化为升麻素吸收入血, 因而测定防风

药材中升麻素的含量也十分必要。亥茅酚苷作为防

风中一个主要的色原酮类成分, 在防风药材中含量

也较高。基于此, 本研究建立了这 4个色原酮类成

分的含量测定方法,其结构如图 1所示。

1 仪器与试药

美国 Ag ilent 1100型高效液相色谱仪, 配有低

压四元泵,二极管阵列检测器,自动进样器, 柱温箱,

ChemS tation色谱工作站;上海淀久 D J 04药材粉碎

机。共收集了 10个批次的防风样品,来源信息如表
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3所示;对照品升麻苷、升麻素、5O 甲基维斯阿米

醇苷和亥茅酚苷 (含量测定用 )均购自中国药品生

物制品检定所。甲醇为色谱纯 ( F isher, USA ) ,水为

市售娃哈哈纯净水,其他试剂均为分析纯。

图 1 防风中 4个色原酮类成分的结构示意图

2 方法与结果

2. 1 对照品储备液的制备 取升麻苷、升麻素、5

O甲基维斯阿米醇苷和亥茅酚苷对照品各约 5mg,

精密称定, 分别置于 10 m l容量瓶, 甲醇定容,分别

得 487、496、512、519 g /m l的对照品溶液,作为对

照品储备液。将对照品储备液逐级稀释后混合,得

6个浓度梯度的混合对照品溶液。

2. 2 供试品溶液的制备 取防风药材粉末约 0. 3

g,精密称定, 置 100 m l圆底烧瓶中, 加入甲醇 20

m ,l称定重量,水浴回流提取 2 h,甲醇补重, 过 0. 45

m微孔滤膜, 进样 5 l。

2. 3 色谱条件和系统适应性试验 色谱柱: Ag ilent

Zorbax SB C18 ( 5 m, 150 mm  4. 6 mm id) , 流动

相: 甲醇 ( B ) 水 ( A )流动相体系, 梯度洗脱: 0 ~ 5

m in, 40% ~ 45% B; 5~ 15m in, 45% ~ 60% B; 15 ~

20m in, 60% ~ 60% B; 20 ~ 20. 1 m in, 60% ~ 95%

B; 分析时间 30 m in,流速 0. 7m l/m in,检测波长 254

nm,进样量 5 ,l柱温 25 ! 。在此色谱条件下, 以

供试品溶液进样 5 ,l根据色谱参数计算系统适应

性。供试品中升麻苷、升麻素、5O甲基维斯阿米醇

苷和亥茅酚苷的理论塔板数分别为 69 277、96 479、

144 947和 87 520, 保留时间分别为 6. 52、9. 82、

12 23、18. 22 m in,各成分分离度分别为 4. 3、3. 34、

1. 54和 2. 31。进样混合对照品和样品溶液色谱图

见图 2。

图 2 防风中 4个色原酮类成分的液相色谱图

A对照品; B样品; 1升麻苷; 2升麻素; 3 5O甲基维斯阿米醇苷; 4亥茅酚苷

2. 4 线性关系 分别吸取 6个浓度梯度的混合对

照品溶液 5 ,l注入高效液相色谱仪分析,以对照品

溶液中各成分的浓度 ( g /m l)为横坐标,以色谱峰面

积为纵坐标, 计算升麻苷、升麻素、5O甲基维斯阿

米醇苷和亥茅酚苷的线性回归方程。结果分别为:

升麻苷 Y= 12. 63X + 3. 253, r= 0. 999 9;升麻素 Y =

20. 29X + 2. 891, r= 0. 999 9; 5O甲基维斯阿米醇苷

Y= 14. 21X + 3. 519, r = 0. 999 9; 亥茅酚苷 Y =
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19 54X + 0. 175, r= 0. 999 9。结果表明 4个成分分

别在 0. 619 0 ~ 198. 1 g /m l、0. 228 0~ 73. 02 g /

m l、0. 420 0 ~ 134. 2 g /m l和 0. 219 0~ 70. 20 g /

m l范围内呈良好线性关系。

2. 5 精密度实验 分别精密吸取低、中、高 3个浓度

梯度的对照品溶液,按 2. 3项下色谱条件于 1 d之内

连续进样 5次,以及连续 3 d分别进样, 计算各成分

浓度的 RSD值,进行日内精密度和日间精密度考察。

结果表明精密度 RSD均小于 3%,精密度良好。

2. 6 重复性试验 按 2. 2项下供试品制备方法制

备 5份样品,各取 5 l进样,分别测定升麻苷、升麻

素、5O甲基维斯阿米醇苷和亥茅酚苷的含量, 计算

其 RSD,分别为 1. 37%、0. 50%、0. 73%和 1. 89% ,

均小于 3%,表明测定方法的重复性良好。

2. 7 准确度 (加样回收率 )试验 取 0. 3 g 1号防

风样品 9份,精密称定,分别精密加入 3个浓度梯度

的混合对照品溶液,各 3份,按 2. 2项下方法制备供

试品溶液,测定其中 4个成分的含量,计算回收率及

RSD。结果见表 1、表 2所示, 回收率均在 95% ~

105%范围内, RSD均小于 5% ,符合要求。

表 1 升麻苷,升麻素回收率试验结果 ( n = 9)

化合物
原有量

( mg)

加入量

(m g)

测得量

(m g)

回收率

(% )

RSD

(% )

升麻苷 1. 276 0. 622 1 1. 926 104. 5

1. 278 0. 622 1 1. 922 103. 5

1. 275 0. 622 1 1. 893 99. 34

1. 274 1. 290 2. 576 100. 9

1. 280 1. 290 2. 551 98. 55 2. 79

1. 282 1. 290 2. 631 104. 6

1. 271 1. 935 3. 209 100. 1

1. 279 1. 935 3. 141 96. 24

1. 275 1. 935 3. 235 101. 3

升麻素 0. 359 1 0. 170 4 0. 536 6 104. 2

0. 3596 0. 170 4 0. 532 8 101. 7

0. 3604 0. 170 4 0. 523 3 95. 62

0. 3594 0. 360 2 0. 701 9 95. 10

0. 3596 0. 360 2 0. 712 3 97. 91 4. 09

0. 3602 0. 360 2 0. 703 6 95. 34

0. 3593 0. 535 5 0. 918 2 104. 4

0. 3596 0. 535 5 0. 911 3 103. 0

0. 3598 0. 535 5 0. 917 0 104. 1

2. 8 稳定性考察 取 1号样品 0. 3 g,精密称定,按

2. 2项下方法制备供试品溶液,在 2. 3项色谱条件

下,分别于 0、2、4、8、16、24 h进样 5 l进行测定,计

算 4个成分峰面积的 RSD值, 进行稳定性考察。升

麻苷、升麻素、5O甲基维斯阿米醇苷和亥茅酚苷的

RSD值分别为 1. 32%、0. 59%、0. 54%和 0. 67% ,

均小于 3%,表明各成分在 24 h内基本稳定。

表 2 5 O甲基维斯阿米醇苷, 亥茅酚苷

回收率试验结果 ( n= 9)

化合物
原有量

(m g)

加入量

(m g)

测得量

(m g)

回收率

(% )

RSD

(% )

5O甲基维斯阿米醇苷 0. 535 6 0. 268 5 0. 793 5 96. 0

0. 535 1 0. 268 5 0. 802 5 99. 6

0. 534 7 0. 268 5 0. 791 95. 5

0. 535 8 0. 551 9 1. 102 102. 6

0. 536 1 0. 551 9 1. 079 98. 3 3. 88

0. 535 6 0. 551 9 1. 113 104. 7

0. 536 4 0. 795 5 1. 299 95. 8

0. 535 9 0. 795 5 1. 359 103. 5

0. 535 7 0. 795 5 1. 369 104. 8

亥茅酚苷 0. 338 4 0. 168 5 0. 510 7 102. 2

0. 338 7 0. 168 5 0. 509 1 101. 1

0. 337 9 0. 168 5 0. 507 7 100. 8

0. 338 6 0. 351 0 0. 675 6 96. 00

0. 339 0 0. 351 0 0. 683 2 98. 06 2. 26

0. 338 4 0. 351 0 0. 698 7 102. 6

0. 338 4 0. 514 8 0. 852 9 99. 94

0. 338 3 0. 514 8 0. 861 0 101. 5

0. 338 5 0. 514 8 0. 841 9 97. 79

2. 9 检测限与定量限 将升麻苷,升麻素, 5O甲基

维斯阿米醇苷和亥茅酚苷对照品溶液进行稀释,以信

噪比为 3 1确定其最低检测限分别为 76. 7、81. 13、

82. 83、81. 17 ng /m ;l以信噪比为 10 1确定其最低定

量限分别为 153. 7、213. 5、165. 7、156. 0 ng /m l。

3 样品测定

共收集了 10个批次的防风样品,按 2. 2项下方

法制备供试品溶液,测定其中 4个成分的含量, 每份

供试品溶液重复测量 3次,取其平均值,结果见表 3。

4 讨论

4. 1 液相色谱条件的优化 %考察了甲醇 水和乙
腈 水的流动相体系, 选择甲醇 水流动相体系。梯

度程序的最后 10 m in为 95%的甲醇流动相,使保留

在色谱柱中的防风其他成分被洗脱出来,以免对后

续测定发生干扰。 &考察了流动相流速 ( 0. 7、1 0、

1. 2 m l/m in)对各成分峰分离度的影响, 综合考虑,

选择 0. 7 m l/m in的流速。∋ 考察了不同色谱柱对

样品中各成分分离的影响, 具体型号如下: Ag ilent

Zorbax Ex tend C18 ( 5 m, 250 mm  4. 6 mm id ),

Zorbax E clipse XDB C18 ( 5 m, 150 mm  4. 6 mm

id)和 Zo rbax SB C18 ( 5 m, 150 mm  4. 6 mm id)。

根据 4个被测物质色谱峰的分离度、柱效和峰对称

性, 发现在 Ag ilent Zo rbax SB C18 ( 5 m, 150 mm  

4. 6 mm id)上能得到较满意的结果。

(下转第 474页 )
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酸钠, 大大增加了水溶性, 然而, 由于丹参酮 (A磺

酸钠易水解, 故有不溶性的丹参酮 (A磺酸析出。

因此, 丹参酮 (A磺酸钠注射液在长期储存过程中
会有轻微沉淀产生

[ 4]
, 产生的微粒进入体内, 导致

不良反应。

2. 4 不良反应与配伍、机体的个体差异都有显著关

系,特别是年龄偏大, 体质较差的患者发生过敏反应

的机率较大, 李立红等
[ 5]
通过收集资料分析, 年龄

大于 60岁以上患者,体质、抵抗力较弱,发生不良反

应机率偏大。

建议厂家在说明书上增加不良反应项, 用药前

医生应询问患者是否有药物过敏史, 同时医护人员

在患者用药 30 m in内应注意观察,提高警惕,以便

出现不良反应时能及时处理,保证患者用药安全。
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表 3 防风中四种成分含量测定结果

编号 样品来源
升麻苷

(% )

升麻素

(% )

5 O甲基维斯

阿米醇苷 (% )

亥茅酚苷

(% )

1 内蒙 0. 49 0. 14 0. 29 0. 18

2 内蒙 0. 41 0. 10 0. 28 0. 14

3 吉林 0. 43 0. 14 0. 33 0. 14

4 山西 0. 31 0. 09 0. 44 0. 16

5 山西 0. 24 0. 06 0. 15 0. 01

6 河北 0. 37 0. 09 0. 43 0. 08

7 河北 0. 19 0. 12 0. 43 0. 05

8 甘肃 0. 31 0. 03 0. 23 0. 04

9 四川 0. 14 0. 02 0. 12 0. 04

10 四川 0. 15 0. 09 0. 10 0. 05

4. 2 前处理方法的考察 % 提取方法和提取溶剂

的选择:本研究比较了水浴回流提取与超声提取方

法,结果表明水浴回流提取率要远高于超声提取,因

而选择水浴回流为样品提取方法。 &分别以 30%、

50%、100%甲醇以及 30%、50%和 70%乙醇各

20 m l为提取溶剂, 考察其对提取效率的影响。结

果表明,甲醇溶剂对 4个成分的提取效率最高, 选择

其为提取溶剂。∋ 提取时间的考察: 分别水浴回流

提取 1、2、2. 5 h,考虑提取量与时间因素, 采取 2 h

为提取时间。

4. 3 药材含量测定结果的分析 由表 3所得含量

测定结果, 可知来自内蒙古, 吉林 (关防风 )的药材

中 4个成分的含量最高, 河北, 甘肃,山西 (口防风 )

其次, 四川产防风含量最低。可见防风道地药材

(主产于北方地区 )中的 4种色原酮类成分的含量

高于口防风与川防风,其道地性不可取代。

4. 4 本研究在系统考察了色谱条件和样品前处理

方法对防风中色原酮类成分含量测定方法的影响的

基础上,建立了采用 HPLC法同时测定防风中 4个

色原酮类成分的含量测定方法, 并对该方法进行了

系统的方法学验证。方法学验证结果表明该法适合

于防风中 4个色原酮类成分的含量测定。
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