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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立测定巴戟天环烯醚萜苷类成分含量的方法 ，并研究其最佳提取方法 。方法 　 以巴戟天环烯醚萜苷

类成分水晶兰苷 、去乙酰基车叶草苷酸 、车叶草苷酸和车叶草苷为对照品 ，采用 HPLC法进行含量测定 。色谱柱为艾杰尔 Ve唱
nusil MP Cl８柱（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，流动相为乙腈（A）唱０ ．２％ 磷酸 ＋ ０ ．０１ mol／L磷酸氢二钠缓冲盐（B）梯度洗脱 （０ ～

１２ min ，１％ ～ ２％ A ；１２ ～ ３０ min ，２％ ～ ２５％ A） ，检测波长为 ２３５ nm ，流速为 １ ．０ ml／min ，柱温为 ２５ ℃ ，进样量为 ２０ μl 。采用
单因素考察和正交试验优化巴戟天环烯醚萜苷类成分的提取方法 。结果 　水晶兰苷 、去乙酰车叶草苷酸 、车叶草苷酸和车叶

草苷在 ０ ．３７５ ～ １２ 、０ ．１３ ～ ４ ．１６ 、０ ．０１６ ～ ０ ．５１６和 ０ ．０１２ ～ ０ ．３８４ μg 范围内 ，线性关系良好 ；重复性 、精密度 、加样回收率和稳

定性试验结果均符合要求 。优化的巴戟天环烯醚萜苷类成分的最佳提取方法为 ：巴戟天药材用 １６倍 １０％ 乙醇浸泡 ９ h ，渗漉
提取 ，流速为 ０ ．８ BV ／h 。结论 　此法可准确 、灵敏地测定巴戟天环烯醚萜苷类成分的含量 ，并可使该类成分得到充分提取 。
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Studies on content determination and extraction method of iridoid glycosides in
Morinda o f f icinalis How ．
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［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a method for determination of iridoid glycosides in Morinda o f f icinalis How ．and op唱
timize the extraction methods for iridoid glycosides in Morinda o f f icinalis How ．Methods 　 The iridoid glycosides ，including
monotropein ，deacetyl asperulosidic acid ，asperulosidic acid and asperuloside as standards ，HPLC method was developed to de唱
termine the content of iridoid glycosides in Morinda o f f icinalis How ．The separation was performed on Venusil MP C １８

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） column ．The mobile phase was acetonitrile （A） 唱０ ．２％ phosphoric acid and ０ ．０１ disodium hydro唱
gen phosphate buffer salt （B） with gradient elution （０唱１２ min ，１％ 唱２％ A ；１２唱３０ min ，２％ 唱２５％ A ） ．The detection wave唱
length was ２３５ nm ．The flow rate was set at １ ．０ ml／min and the column temperature at ２５ ℃ ．The injection volume was ２０
μl ．Single factor analysis and orthogonal test were used to optimize extraction method of iridoid glycosides in Morinda o f f ici唱
nalis How ．Results 　 Monotropein ，deacetyl asperulosidic acid ，asperulosidic acid and asperuloside showed good linearity （ r ＞
０ ．９９９ ５） in the ranges of ０ ．３７５唱１２ μg ，０ ．１３唱４ ．１６ μg ，０ ．０１６唱０ ．５１６ μg and ０ ．０１２唱０ ．３８４ μg ，respectively ．This validated meth唱
od has good repeatability ，precision ，recovery and stability ．It was conformed to meet the requirements and regulation ．The op唱
timal extraction method included soaking the raw materials with １６ times of １０％ ethanol for ９ h ，and then extraction by perco唱
lation with the flow rate of ０ ．８ BV／h ．Conclusion 　 The HPLC method sensitively and precisely determined the content of iri唱
doid glycosides in Morinda o f f icinalis How ．The optimized extraction method extracted these constituents effectively ．

　 　 ［Key words］ 　 Morinda o f f icinalis How ．；iridoid glycoside ；content determination ；HPLC ；orthogonal test ；percolate ；
extraction method
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　 　中药巴戟天为茜草科（Rubiaceae）植物巴戟天
Morinda o f f icinalis How ．的干燥根 ，具有补肾阳 、

强筋骨和祛风湿等作用 ，临床用于治疗阳痿遗精 ，宫

冷不孕 ，月经不调 ，少腹冷痛 ，风湿痹痛 ，筋骨痿软等

证［１］
。化学和药理学研究表明 ，巴戟天含有多糖 、环

烯醚萜苷 、蒽醌及挥发性成分等［２唱７］
，具有抗抑郁 、调

节甲状腺功能 、抗肿瘤 、抗衰老 、抗疲劳 、增强记忆和

免疫调节等多种生物活性［８唱１２］
。巴戟天环烯醚萜苷

类成分含量较高 ，并具有抗炎镇痛 、抗癌 、降血压 、抗

骨质疏松和抗类风湿性关节炎等作用［１３唱１６］
。但目前

尚未明确巴戟天中环烯醚萜苷类成分的最佳提取方

法 。本研究以 ４ 种环烯醚萜苷类成分 ：水晶兰苷

（monotropein） 、去乙酰基车叶草苷酸 （deacetyl as唱
perulosidic acid ） 、车叶草苷酸 （asperulosidic acid ）
和车叶草苷（asperuloside）为考察指标 ，采用正交试

验优化巴戟天的提取方法 ，以期为巴戟天环烯醚萜

苷类成分的开发利用提供科学依据 。

1 　仪器和试药

1 ．1 　仪器 　 Agilent１１００ 型高效液相色谱仪（配有

四元泵 、自动进样器 、柱温箱 、DAD 检测器 ，美国

Agilent公司） ，AG２８５型电子分析天平（瑞士 Mett唱
ler唱Toledo公司） 。

1 ．2 　药材和试药 　中药巴戟天于 ２０１５年 ４月购于

广西玉林和安徽亳州药材市场 ，由第二军医大学药

学院生药学教研室张巧艳教授鉴定为茜草科植物巴

戟天的干燥根 。对照标准品水晶兰苷（化学物质登

录号 CAS ：５９４５唱５０唱６） 、去乙酰基车叶草苷酸（CAS ：

１４２５９唱５５唱３） 、车叶草苷 （CAS ：１４２５９唱４５唱１） 、车叶草

苷酸（CAS ：２５３６８唱１１唱０）均购自上海历鼎生物科技

有限公司 ，纯度 ≥ ９８％ ；浓磷酸和磷酸氢二钠（赛默

飞世尔生物化学制品有限公司） ；色谱纯乙腈（国药

集团化学试剂有限公司） ；纯净水 （杭州娃哈哈公

司） ，其余试剂均为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　环烯醚萜苷类成分的含量测定
2 ．1 ．1 　色谱条件 　 艾杰尔 Venusil MP C１８色谱柱

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm ） ，流动相 ：乙腈 （A ）唱

０ ．２％ 磷酸 ＋ ０ ．０１ mol／L磷酸氢二钠缓冲盐（B）梯
度洗脱 （０ ～ １２ min ，１％ ～ ２％ A ；１２ ～ ３０ min ，

２％ ～ ２５％ A ） ，检 测 波 长 ： ２３５ nm ，流 速 ：

１ ．０ ml／min ，柱温 ：２５ ℃ ，进样量 ：２０ μl 。对照品和
样品色谱图见图 １ 。

2 ．1 ．2 　对照品溶液的制备 　 分别精密称取水晶兰

图 1 　混合对照品（A）和巴戟天
提取物（B）的 HPLC图

１ ．水晶兰苷 ；２ ．去乙酰基车叶草苷酸 ；

３ ．车叶草苷酸 ；４ ．车叶草苷

苷 、去乙酰基车叶草苷酸 、车叶草苷酸 、车叶草苷的

标准品适量 ，用初始流动相定容至 １０ ml容量瓶中 ，

摇匀 ，得浓度分别为 ０ ．６００ 、０ ．２０８ 、０ ．０２６ 和

０ ．００８ mg／ml的混合对照品溶液 。

2 ．1 ．3 　供试品溶液的制备 　 精密称取巴戟天药材

粉末 ０ ．５ g ，置于 １５０ ml 锥形瓶中 ，加 ８０％ 的甲醇

１００ ml ，超声提取 ３０ min ，过滤 ，残渣再超声提取一

次 ，合并提取液 ，水浴蒸干 ，用初始流动相定容至

２５ ml 。样品溶液用 ０ ．４５ μm 微孔滤膜过滤 ，取续滤

液 ，即得 。

2 ．1 ．4 　标准曲线的绘制 　精密吸取“２ ．１ ．２”项下的

混合对照品溶液 ，分别稀释 １ 、２ 、４ 、８ 、１６ 、３２倍 ，按照

“２ ．１ ．１”项下的色谱条件 ，进样 ２０ μl ，记录各对照品
的峰面积 。 以峰面积 （Y ）为纵坐标 ，浓度 （X ，

μg／ml）为横坐标 ，进行线性回归 ，得标准曲线方程

如下 ：水晶兰苷 ：Y ＝ １９ ７９９X － １０８ ．３ ，r ＝ ０ ．９９９ ９ ，

线性范围 ０ ．３７５ ～ １２ μg ；去乙酰基车叶草苷酸 ：Y ＝

３１ ２６６X － ４ ．２５８ ，r ＝ ０ ．９９９ ９ ，线性范围 ０ ．１３ ～

４ ．１６ μg ；车叶草苷酸 ：Y ＝ １５ ８８３X ＋ ６ ．２９４ ，r ＝
０ ．９９９ ７ ，线性范围 ０ ．０１６ ～ ０ ．５１６ μg ；车叶草苷 ：

Y ＝ １４ ３２９X － ２ ．５３３ ，r ＝ ０ ．９９９ ５ ，线性范围０ ．０１２ ～

０ ．３８４ μg 。以上结果表明 ，水晶兰苷 、去乙酰车叶草

苷酸 、车叶草苷酸 、车叶草苷在相应的浓度范围内线

性关系良好 。

2 ．1 ．5 　精密度试验 　 精密吸取水晶兰苷 、去乙酰

基车叶草苷酸 、车叶草苷酸 、车叶草苷浓度分别为
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６００ 、２０８ 、２５ ．８和 ８ μg ／ml的混合对照品溶液 ，稀释

２倍 ，按照上述色谱条件 ，于同一天重复进样 ６ 次 ，

记录峰面积 。结果显示水晶兰苷 、去乙酰基车叶草

苷酸 、车叶草苷酸 、车叶草苷峰面积的 RSD 分别为
１ ．４０％ 、１ ．４０％ 、１ ．２０％ 和 １ ．３０％ 。连续进样 ６ d ，
上述各成分峰面积的 RSD 分别为 １ ．３０％ 、０ ．６０％ 、

０ ．２０％ 和 １ ．３０％ ，表明本方法的日内精密度和日间

精密度良好 。

2 ．1 ．6 　稳定性试验 　 取购于广西玉林的巴戟天药

材制备的供试品溶液 ，于室温下分别放置 ０ 、４ 、８ 、

１２ 、１６ 、２０ 、２４ h 后进样分析 ，记录峰面积 ，结果显

示 ，水晶兰苷 、去乙酰基车叶草苷酸 、车叶草苷酸和

车叶草苷的峰面积 RSD 分别为 ０ ．８９％ 、１ ．００％ 、

０畅７１％ 和 ２ ．００％ ，表明供试品溶液在室温条件下

２４ h内稳定 。

2 ．1 ．7 　加样回收率试验 　精密称取 ６份已知含量

的巴戟天药材粉末 ０ ．５ g 。按照“２ ．１ ．３”项下方法提

取 ，定容至 ２５ ml ，再分别取 １ ml加入到 ２５ ml容量
瓶中 ，加入“２ ．１ ．２”项下的混合对照标准品溶液

０ ．４ ml ，用初始流动相定容 ，测定水晶兰苷 、去乙酰

基车叶草苷酸和车叶草苷酸的含量 。精密称取 ６份

已知含量的巴戟天药材粉末 ０ ．５ g ，按照“２ ．１ ．３”项

下方法提取 ，提取物用初始流动相溶解 ，加入 ５ ml
容量瓶中 ，精密加入 ２ ．５ ml浓度 ８ μg／ml的车叶草
苷标准品溶液 ，定容到 ５ ml ，测定车叶草苷的含量 。

计算回收率结果如表 １所示 ，水晶兰苷 、去乙酰基车

叶草苷酸 、车叶草苷酸和车叶草苷的加样回收率分

别为 １０２ ．４２％ 、１０２ ．８９％ 、９８ ．７８％ 和 ９９ ．７４％ ，相应

的 RSD分别为 １ ．８２％ 、１ ．３９％ 、１ ．６７％ 和 ０ ．８５％ ，

表明各化合物的加样回收率良好 。

表 1 　巴戟天环烯醚萜苷类成分的加样回收率

化学成分
样品中含量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

水晶兰苷 　 ０ W．２５０ ８ ０ 珑．２４０ ０ ０ w．５０２ １ １０２ g．３２ １０２ 鼢．４２ １ ^．８２

０ W．２５５ ２ ０ 珑．２４０ ０ ０ w．４９７ ８ １００ g．５１

０ W．２５０ ６ ０ 珑．２４０ ０ ０ w．４９０ １ ９９ g．８９

０ W．２５５ ２ ０ 珑．２４０ ０ ０ w．５１７ ０ １０４ g．４１

０ W．２５５ ８ ０ 珑．２４０ ０ ０ w．５１５ １ １０３ g．８９

０ W．２４８ ５ ０ 珑．２４０ ０ ０ w．５０１ ６ １０３ g．４７

去乙酰基车叶草苷酸 ０ W．０８７ ０ ０ 珑．０８３ ２ ０ w．１７３ ０ １０３ g．２１ １０２ 鼢．８９ １ ^．３９

０ W．０８７ ０ ０ 珑．０８３ ２ ０ w．１７４ ５ １０２ g．５３

０ W．０８７ ０ ０ 珑．０８３ ２ ０ w．１６９ ９ １００ g．４１

０ W．０８７ ０ ０ 珑．０８３ ２ ０ w．１７７ ５ １０４ g．０７

０ W．０８７ ０ ０ 珑．０８３ ２ ０ w．１７９ ４ １０４ g．４６

０ W．０８７ ０ ０ 珑．０８３ ２ ０ w．１７４ ６ １０２ g．６４

车叶草苷酸 ０ W．００５ ６ ０ 珑．０１０ ５ ０ w．０１５ ７ ９７ g．７９ ９８ 鼢．７８ １ ^．６７

０ W．００５ ６ ０ 珑．０１０ ５ ０ w．０１６ ２ １００ g．１４

０ W．００５ ６ ０ 珑．０１０ ５ ０ w．０１６ １ ９９ g．７５

０ W．００５ ６ ０ 珑．０１０ ５ ０ w．０１５ ９ ９８ g．７６

０ W．００５ ６ ０ 珑．０１０ ５ ０ w．０１５ ４ ９５ g．８５

０ W．００５ ６ ０ 珑．０１０ ５ ０ w．０１６ ０ ９９ g．３８

车叶草苷 　 ０ W．０２７ ５ ０ 珑．０２０ ０ ０ w．０４６ ５ ９６ g．３４ ９９ 鼢．７４ ０ ^．８５

０ W．０２７ ５ ０ 珑．０２０ ０ ０ w．０４６ ５ ９６ g．３４

０ W．０２７ ５ ０ 珑．０２０ ０ ０ w．０４８ １ １０３ g．１４

０ W．０２７ ５ ０ 珑．０２０ ０ ０ w．０４９ ９ １０８ g．６０

０ W．０２７ ５ ０ 珑．０２０ ０ ０ w．０４６ ４ ９６ g．１０

０ W．０２７ ５ ０ 珑．０２０ ０ ０ w．０４７ １ ９７ g．９３

2 ．1 ．8 　样品含量测定 　分别称取 ３个不同地区购

买的巴戟天样品 ０ ．５ g ，按照“２ ．１ ．３”项下方法制备

供试品溶液 ，按照“２ ．１ ．１”的色谱条件测定 ，记录峰

面积并计算样品中水晶兰苷 、去乙酰基车叶草苷酸 、

车叶草苷酸 、车叶草苷的含量 ，结果见表 ２ 。

2 ．2 　提取方法的优化
2 ．2 ．1 　提取溶剂的选择 　水晶兰苷 、去乙酰车叶草

苷酸为巴戟天中主要的环烯醚萜苷类成分 ，在醇水

系统中具有较高的溶解性 ，且乙醇是常用溶媒 ，具有

安全性高 、适于工业化生产 、价格便宜等特点［１７］
。

０３３
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表 2 　巴戟天环烯醚萜苷类 4种
成分的含量测定结果（mg ／g）

药材
购买地

水晶兰苷
去乙酰基
车叶草苷酸

车叶草
苷酸

车叶草苷

广西玉林 １２ K．７６０ ４ �．３２０ ０ 浇．１３６ ０ �．０５５

安徽亳州 １ _１２ K．７９１ ４ �．４９０ ０ 浇．１４１ ０ �．０４６

安徽亳州 ２ _１１ K．８３２ ４ �．１０２ ０ 浇．１４２ ０ �．０５１

本研究选用乙醇水系统 ，以水晶兰苷和去乙酰车叶

草苷酸的含量为指标 ，对巴戟天环烯醚萜苷类成分

的提取方法进行优化 。

　 　 取巴戟天粉末 １０ g ，分别用 １００ ml 水以及
１００ ml的 １０％ 、２０％ 、３０％ 、４０％ 、５０％ 乙醇 ，加热回

流提取 ２次 ，每次 １ h ，合并 ２次的提取液 ，减压干燥

浓缩得到浸膏 ，用初始流动相定容到 ５００ ml ，按照
上述色谱条件进行含量测定 ，结果见表 ３ 。

表 3 　水和不同浓度乙醇对巴戟天环烯醚
萜苷类 2种成分提取效率的影响（mg ／g）

溶剂 水晶兰苷
去乙酰基车
叶草苷酸

总含量

水 １１ 垐．２２５ ３ 圹．５４１ １４ V．７６６

１０％ 乙醇 １３ 垐．６６５ ３ 圹．９９５ １７ V．６６０

２０％ 乙醇 １３ 垐．６３０ ４ 圹．０５２ １７ V．６８２

３０％ 乙醇 １３ 垐．２８２ ３ 圹．８５３ １７ V．７３５

４０％ 乙醇 １３ 垐．７４５ ３ 圹．９８１ １７ V．１２６

５０％ 乙醇 １０ 垐．８２０ ３ 圹．１１４ １３ V．９３４

　 　如表 ３所示 ，随着乙醇浓度的增加 ，水晶兰苷和

去乙酰车叶草苷酸的提取效率均有所提高 ，当乙醇

浓度达到 ４０％ 时 ，这两种物质的提取效率最高 ，当

乙醇浓度在 １０％ ～ ４０％ 的范围时 ，两者的提取效果

相近 。从节省溶剂的角度考虑 ，选用 １０％ 的乙醇

提取 。

2 ．2 ．2 　 提取方法的选择 　 在确定了乙醇浓度后 ，

比较渗漉 、 煎煮 、超声 、回流 ４ 种方法的提取

效果［１７ ，１８］
。

　 　煎煮 、超声提取法 ：称取 １０ g 药材粉末置于
２５０ ml圆底烧瓶中 ，加 １００ ml 的 １０％ 乙醇提取 ２

次 ，收集合并 ２次的提取液 ，减压干燥浓缩成浸膏 ，

用初始流动相定容至 ５０ ml ，然后按照上述色谱条
件进行含量测定 。

　 　 渗漉提取法 ：取巴戟天药材粉末 １０ g ，先用
１０％ 乙醇将药材浸泡 １２ h ，然后用 １０％ 乙醇 ２００ ml
进行渗漉提取 ，得到渗漉液 ，减压干燥浓缩成浸膏

后 ，用初始流动相分别定容至 ５０ ml ，按照上述色谱
条件进行含量测定 。

　 　加热回流提取法 ：取巴戟天药材粉末 １０ g 置于
２００ ml圆底烧瓶中 ，加 １０％ 乙醇 １００ ml 加热回流
１ h ，过滤收集得回流液 １ ，将残渣重新装入圆底烧

瓶 ，再次加入 １０％ 乙醇 １００ ml加热回流１ h ，收集得
回流液 ２ ，２次回流液分别减压干燥浓缩至浸膏 ，用

初始流动相定容至 ５０ ml ，按照上述色谱条件进行
含量测定 ，结果见表 ４ 。

表 4 　不同提取方法对巴戟天环烯醚萜苷类
2种成分提取效率的影响（mg ／g）

提取方法 水晶兰苷
去乙酰基车
叶草苷酸

总含量
（mg ／g）

煎煮 １０ è．４７８ ３ �．２０４ １３ v．６８２

超声 １２ è．３７９ ３ �．５７７ １５ v．９５６

渗漉 １３ è．００４ ３ �．９７７ １６ v．９８１

回流 １４ è．０３３ ４ �．２８１ １７ v．０１３

　 　由表 ４可知 ，渗漉与煎煮 、超声相比 ，提取效果

更好 。渗漉和加热回流在 ２００ ml溶剂中提取效率
相近 ，但考虑到在工业生产中 ，加热回流受实验条件

的限制较多 ，因此采取渗漉提取 。

2 ．2 ．3 　渗漉提取工艺的优化 　 在初步选定了提取

的溶剂与浓度以及提取方法后 ，主要考察渗漉速度 、

溶剂用量和浸泡时间对提取效率的影响 。以提取样

品中水晶兰苷 、去乙酰车叶草苷酸的含量为考察指

标 ，采用三因素三水平 L９ （３
３
）表 ，进行正交试验优

化 。实验方案见表 ５ ，正交试验设计与结果见表 ６ ，

方差分析结果见表 ７ 。

表 5 　正交试验因素水平表

水平
A 因素
渗漉速度
（BV ／h）

B 因素
溶剂用量
（BV ）

C 因素
浸泡时间
（t／h）

１ 技０ 浇．４ ８ M３ 创
２ 技０ 浇．８ １２ M６ 创
３ 技１ 浇．２ １６ M９

　 　 BV ：柱体积（bed volume）

　 　由表 ６所示的总环烯醚萜苷的含量测定结果 ，３

个因素对含量影响的大小为 B ＞ C ＞ A ，即溶剂用

量 ＞浸泡时间 ＞ 流速 。表 ７的方差分析结果表明 ，

溶剂用量对巴戟天总环烯醚萜苷类成分提取效率的

影响较大 ，渗滤速度和浸泡时间则没有显著影响 。

根据极差分析（表 ６）的结果 ，以 A２ B３ C３组合为优 ，

即将药材浸泡 ９ h ，用 １６倍溶剂用量 ，每小时 ０ ．８倍

柱体积（０ ．８ BV ／h）进行渗漉提取 。

１３３
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表 6 　正交试验中总环烯醚萜苷的含量测定结果

试验序号 A B C 总含量
（mg ／g）

１ _１  １ �１ 邋１１ 敂．９５２

２ _１  ２ �２ 邋１４ 敂．５６１

３ _１  ３ �３ 邋１６ 敂．９０２

４ _２  １ �３ 邋１２ 敂．４５３

５ _２  ２ �１ 邋１４ 敂．９６７

６ _２  ３ �２ 邋１６ 敂．３０７

７ _３  １ �２ 邋１２ 敂．１４１

８ _３  ２ �３ 邋１４ 敂．９１５

９ _３  ３ �１ 邋１６ 敂．３２１

K１ １４  ．４７ １２ �．１８ １４ 邋．３９

K２ １４  ．５８ １４ �．８１ １４ 邋．４５

K３ １４  ．４６ １６ �．５１ １４ 邋．６７

R ０  ．１２ ４ �．３３ ０ 邋．２８

表 7 　方差分析结果

误差来源 离均差平方和 自由度 均方 F P

A ０ _．０２ ２ K０ V．０１ ０ 灋．０８ ＞ ０  ．０５

B ２８ _．５４ ２ K１４ V．２７ ９４ 灋．９７ ＜ ０  ．０５

C ０ _．１３ ２ K０ V．０７ ０ 灋．４４ ＞ ０  ．０５

误差 ０ _．３０ ２ K０ V．１５

2 ．2 ．4 　工艺验证试验 　用优选出的提取方法对巴

戟天环烯醚萜苷的提取进行验证试验 ，平行进行 ３

次 。计算得出巴戟天环烯醚萜苷的含量分别为

１５ ．９６７ 、１６ ．００７ 、 １５ ．９４６ mg／g ，平 均 含 量 为
１５ ．９８０ mg ／g ，RSD为 ０ ．３３％ （n ＝ ３） 。验证试验结

果表明 ，优化后的方法提取效果较好 ，工艺可行 。

3 　讨论

　 　巴戟天环烯醚萜苷是一类极性较大的成分 ，易

溶于水和含水乙醇 ，水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷

酸属于同分异构体 ，结构和理化性质比较相似［７］
，两

者母核上都有唱COOH ，具有一定的酸性 ，使用高水

相在普通的 HPLC色谱柱上保留时间较短 ，一般的

HPLC条件难以将其分离 。 本实验选用 Venusil
MP C１８ （２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm）色谱柱 ，以乙腈唱

０ ．２％ 磷酸水缓冲溶液作为流动相 ，使水晶兰苷和去

乙酰基车叶草苷酸得到了较好的保留和分离 。

　 　在色谱柱的选择方面 ，参照文献试用了 Kroma唱
sil C１８色谱柱［４］

，但仅能使水晶兰苷和去乙酰基车

叶草苷酸得到分离 。 考虑到水晶兰苷 、去乙酰基车

叶草苷酸 、车叶草苷酸和车叶草苷的极性很大 ，试用

了水性改性柱 Diamonsil C１８ ，但分离效果仍不理

想 。最终选择更强极性的水性柱艾杰尔 Venusil

MP C１８ ，使待分离的成分得到良好的分离 。流动相

对分离效果也有显著影响 ，经过摸索 ，将水相改为磷

酸水的缓冲溶液 ，以减小酸性 ；同时将有机相由甲醇

改为乙腈 ，使用梯度洗脱的方式得到了良好的分离

效果 。另外 ，选择用初始流动相溶解样品和标准品 ，

消除了水晶兰苷旁的杂峰 ，最终达到了满意的分离

效果 ，并且可以在 ３０ min内完成一次测定 。

　 　提取方法考察的结果表明 ，１０％ ～ ４０％ 的乙醇

对巴戟天环烯醚萜苷类成分的提取效率类似 ，从节

省溶剂的角度考虑 ，选择 １０％ 的乙醇作为提取溶

剂 。提取方法的研究结果表明 ，加热回流和渗漉对

巴戟天环烯醚萜苷类成分的提取效率均较高 。渗漉

提取可在室温下进行 ，并且操作简便 ，故选择渗漉法

提取巴戟天环烯醚萜苷类成分 。通过正交试验确定

巴戟天环烯醚萜苷类成分的提取方法为 ：采用渗漉

法提取 ，巴戟天药材用 １０％ 乙醇浸泡 ９ h ，溶剂用量
为 １６倍 １０％ 乙醇 ，流速为 ０ ．８ BV ／h 。
　 　中药巴戟天含有多糖 、环烯醚萜苷和蒽醌等成

分 ，枟中华人民共和国药典枠（２０１５年版）中以耐斯糖

作为质量控制指标［１］
，存在一定的局限性 。有文献

报道了巴戟天低聚糖 、多糖类和蒽醌类成分的

HPLC含量测定方法［２唱７］
，这对巴戟天药材的质量控

制具有积极的借鉴作用 。巴戟天含有多个环烯醚萜

苷类成分 ，目前文献报道了巴戟天中的 １个或 ２ 个

环烯醚萜苷成分（如水晶兰苷 、去乙酰基车叶草苷

酸）的 HPLC 含量测定方法 ，而缺乏以多个环烯醚萜

苷类成分评价巴戟天药材质量的方法 。本研究首次

建立了稳定 、可靠的用 HPLC同时测定巴戟天中 ４种

环烯醚萜苷含量的方法 ，并采用正交试验确定了巴戟

天中环烯醚萜苷的最佳提取工艺 ，可为巴戟天药材的

质量评价和资源开发利用提供科学依据 。
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成败建立新的靶标 ，但是仅仅根据已确立的靶标有

限的知识可能会比较困难 。另一个挑战是如果抗体

治疗的成功率不断上升 ，用已经建立的哺乳动物表

达系统可能难以满足抗体的生产需要 ，这就促进了

新的制备抗体技术的发展 ，同时也可降低抗体治疗

的费用 。但是新制备技术的成熟涉及到采纳和实

施 ，需要耗费较长时间 。
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