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摘　要　建立ＨＰＬＣ波长切换法，同时测定青阳参中７个 Ｃ２１甾体皂苷的含量。采用 ＡｌｌｔｉｍａＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，以乙腈水为流动相，梯度洗脱，流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，检测波长为２５９ｎｍ（０～２７ｍｉｎ），２２３ｎｍ
（２７～７２ｍｉｎ）。结果表明，该７个Ｃ２１甾体皂苷在各自检测范围内线性良好，加样回收率范围在９８５％～１０３９％之间。通
过对不同产地的７个批次青阳参中７个成分的含量测定，认为该方法简便、准确、快速，可用于青阳参药材的质量控制。
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　　青阳参（ＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍＳｃｈｎｅｉｄ）为萝
摩科鹅绒藤属的一种常用民族药，多年生草质缠绕

藤本，根入药，广泛分布于湖南、广西、云南、四川、

贵州和西藏等地区［１］。其性温、甘、苦。入肝、脾、

肾三经，有小毒，具有祛风镇痉、除湿解毒、活血散

癖、补益肝肾的功效。常用于治疗子宫肌瘤、腰肌

００２

 收稿日期　２０１３１１１８　　通信作者　Ｔｅｌ：０２５－８６１８５３７１　Ｅｍａｉｌ：ｃｈｙｚｑ２００５＠１２６．ｃｏｍ
基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ８１００１３７９）；天然药物活性组分与药效国家重点实验室资助项目（Ｎｏ．ＺＪ１１１７５）；江苏省

第九批“六大人才高峰”高层次人才项目（Ｎｏ２０１２ＹＹ００８）；江苏省“青蓝工程”资助项目
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劳损和跌打损伤等腰痛、肺结核与子宫内膜结核以

及各种癫痫［２］。已开发的制剂有青阳参片，临床

常用于治疗难治性癫痫［３－４］。

青阳参的主要活性成分为Ｃ２１甾体皂苷类化合
物，现代药理研究表明其具有抗癫痫、抗肿瘤、抗抑

郁、免疫调节、抗肝炎和抗美尼尔综合征等作

用［５－１１］，其在青阳参中含量的高低，直接影响着青

阳参的临床疗效，因此有必要对其进行定性和定量

分析。目前采用ＨＰＬＣ法测定青阳参中Ｃ２１甾体皂

苷类化合物含量的报道较少［１２－１３］，而利用 ＨＰＬＣ
法同时测定其中多种皂苷类含量的研究未见报道。

为进一步合理监控青阳参药材质量及其有效成分

含量，本文首次建立了ＨＰＬＣ波长切换法同时测定
青阳参中７个 Ｃ２１甾体皂苷含量（这７个皂苷分别
为ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ、ＷａｌｌｉｃｏｓｉｄｅＨ、Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ、Ｃａｕ
ｄａｔｉｎ ３Ｏβｃｙｍａｒｏｐｈｙｒａｎｏｓｉｄｅ、Ｏｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅ Ｍ、
ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ、ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ，图１），以期为青阳
参的质量控制提供一种新的方法。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｓｅｖｅｎＣ２１ｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐａｎｉｎｓｉｎｔｈｅｒａｄｉｘｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍＯｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（１：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ；２：ＷａｌｌｉｃｏｓｉｄｅＨ；３：Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ；４：
Ｃａｕｄａｔｉｎ３Ｏβｃｙｍａｒｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ；５：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＭ；６：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ；７：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ）

!

　材　料

１１　样品与试剂
对照品１～７分别为ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ、Ｗａｌｌｉｃｏｓｉ

ｄｅＨ、Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ、Ｃａｕｄａｔｉｎ３Ｏβｃｙｍａｒｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ、
ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＭ、ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ和ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ，
均自制，经面积归一法测定，纯度均大于９８％。

青阳参供试药材：广西１２１２０２，广西１３０４２１，
云南 １２１２０５，云南 １３０４２２，云南 １３０４２４，西藏

１２１１２５，西藏１３０６０３，经中国药科大学秦民坚教授
鉴定为青阳参的根。乙腈为色谱纯，水为超纯水，

其余试剂均为分析纯。

１２　仪　器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（包括Ｇ１３１１Ｃ

四元泵，Ｇ１３２９Ｂ自动进样器，Ｇ１３１６Ａ柱温箱，
Ｇ１３１４ＶＷＤ检测器）（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＵＶ２１００
型紫外可见分光光度计（尤尼柯仪器有限公司）；

ＡＢ１３５Ｓ型１／１０万电子天平（梅特勒托利多公

１０２
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司）；ＫＨ５２００Ｂ型超声波清洗器（昆山市超声仪器
有限公司）。

"

　方法与结果

２１　供试品溶液的配制
精密称定青阳参根药材粉末０５ｇ，以６０％乙

醇水溶液４０ｍＬ回流提取９０ｍｉｎ，冷却后用溶剂补
充差重，量取上清液２０ｍＬ，挥干溶剂，用６０％乙醇
水溶液定容至 ２ｍＬ量瓶中，摇匀，经微孔滤膜
（０４５μｍ）过滤后备用。
２２　对照品溶液的配制

精密称取各对照品适量，用甲醇溶解定容制成

每毫升含 ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ０２１ｍｇ、ＷａｌｌｉｃｏｓｉｄｅＨ
０１８１ｍｇ、Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ０９１８ｍｇ、Ｃａｕｄａｔｉｎ３Ｏβｃｙｍａｒ
ｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ０１６５ｍｇ、ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＭ０５２９ｍｇ、Ｏｔｏ
ｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ０２９６ｍｇ、ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ０６３３ｍｇ的
混合溶液，经微孔滤膜（０４５μｍ）过滤后备用。
２３　色谱条件

ＡｌｌｔｉｍａＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），
采用乙腈（Ａ）水（Ｂ）梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ，３５％
Ａ；１０～１５ｍｉｎ，３５％～４４％ Ａ；１５～２５ｍｉｎ，４４％ Ａ；
２５～２８ｍｉｎ，４４％～５０％Ａ；２８～３６ｍｉｎ，５０％Ａ；３６～
３８ｍｉｎ，５０％ ～５６％ Ａ；３８～４６ｍｉｎ，５６％ Ａ；４６～
６４ｍｉｎ，５６％～７４％ Ａ；６４～７２ｍｉｎ，７４％ Ａ）；流速
１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；检测波长为２５９ｎｍ（０～

２７ｍｉｎ），２２３ｎｍ（２７～７２ｍｉｎ）；进样量１０μＬ。在
该色谱条件下，样品中７个 Ｃ２１甾体皂苷成分均达
到基线分离，样品及混合对照品色谱图见图２。
２４　方法学考察
２４１　线性关系　精密吸取对照品混合溶液适
量，并依次稀释２、４、８、１６倍制得系列对照品混合
溶液。取上述对照品溶液各１０μＬ，按“２３”项下
色谱条件测定，以峰面积 Ａ为纵坐标，以质量浓度
（ｃ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲线。结果表明
各组分在进样量范围内线性关系良好，见表１。
２４２　定量限（ＬＯＱ）和检测限（ＬＯＤ）　取对照品
混合溶液１ｍＬ，逐级稀释，每稀释一次，吸取１０μＬ，
按“２３”项下色谱条件测定对照品各物质的峰面
积。以Ｓ／Ｎ＝３求得各组分的检测限，以 Ｓ／Ｎ＝１０
求得各组分的定量限，结果见表１。
２４３　精密度　精密吸取混合对照品溶液１０μＬ，
按“２３”项下色谱条件连续进样５次。结果７个
对照品峰面积的ＲＳＤ分别为１２％、１１％、２２％、
１５％、１８％、１８％和 ２４％，表明仪器精密度
良好。

２４４　稳定性　精密吸取混合对照品溶液１０μＬ，
按“２３”项下色谱条件于０，１，２，４，８，１２，２４ｈ进
样，测定峰面积。结果７个对照品峰面积的 ＲＳＤ
分别为 １４％、２１％、２０％、１８％、１７％、２５％
和１３％，表明对照成分均在２４ｈ内稳定。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（Ａ）ａｎｄｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｂ）
１：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ；２：ＷａｌｌｉｃｏｓｉｄｅＨ；３：Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ；４：Ｃａｕｄａｔｉｎ３Ｏβｃｙｍａｒｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ；５：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＭ；６：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ；７：ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ

２４５　重复性　取同批次青阳参粉末，平行取样
５份，按“２１”项下方法配制供试品溶液，按“２３”

项下色谱条件测定峰面积。结果７个对照成分含
量的 ＲＳＤ分别为 ２１％、２９％、１３％、１９％、

２０２
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２５％、１８％和２４％，表明方法重复性较好。
２４６　加样回收率　精密称取同批次已知含量的
青阳参粉末０５ｇ，平行称定６份，分别精密加入适
量的７个对照品，按“２１”项下方法配制供试品溶
液，按照“２３”项下色谱条件测定峰面积，计算平

均回收率和ＲＳＤ，结果见表２。
２５　样品含量测定

按拟定的含量测定方法，对不同产地和批次的

青阳参药材的７个 Ｃ２１甾体皂苷进行含量测定，结
果见表３。

Ｔａｂｌｅ１　ＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｓｅｖｅｎＣ２１ｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓｆｒｏｍＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ

Ｃｏｍｐｄ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（ｍｇ／ｍＬ） Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ ＬＯＤ／（ｍｇ／ｍＬ） ＬＯＱ／（ｍｇ／ｍＬ）
１ ００１３１３０２１０ Ａ＝７６０７×１０３ｃ－２５０４ ０９９９９ １２６×１０－３ ６２７×１０－３

２ ００１１３１０１８１ Ａ＝９９４９×１０３ｃ－４５５４ ０９９９９ １０７×１０－３ ３５１×１０－３

３ ００５７３８０９１８ Ａ＝７４６９×１０３ｃ－１６５４ ０９９９９ ２３３×１０－３ ７８０×１０－３

４ ００１０３１０１６５ Ａ＝１０８３５×１０３ｃ－８６４６ ０９９９９ １３５×１０－３ ４２７×１０－３

５ ００３３０６０５２９ Ａ＝７６５２×１０３ｃ－１３２６７ ０９９９９ １１７×１０－３ ５５９×１０－３

６ ００１８５００２９６ Ａ＝９６２１×１０３ｃ－４１８８ ０９９９９ ２０２×１０－３ ８７２×１０－３

７ ００３９５６０６３３ Ａ＝９９８７×１０３ｃ＋３６４５５ ０９９９８ ２０９×１０－３ ８５６×１０－３

Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｅｖｅｎＣ２１ｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓ（ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｄ Ｏｒｉｇｉｎａｌ／ｍｇ Ｓｐｉｋｅｄ／ｍｇ Ｆｏｕｎｄ／ｍｇ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％
１ ０３５６９ ０３３２２ ０６８４８ ９８７ ２３
２ ０３１３３ ０３０１９ ０６２７０ １０３９ ２７
３ １２６９５ １１５６３ ２４２１２ ９９６ １８
４ ０２３５７ ０２４２４ ０４７６４ ９９３ １２
５ ０７２２８ ０６９１５ １４３１６ １０２５ ２７
６ ０２０６２ ０１８４７ ０３９６６ １０３１ ２９
７ ０５９０９ ０６３０７ １２１２１ ９８５ １４

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｅｖｅｎＣ２１ｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓｆｒｏｍＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（ｍｇ／ｇ）

Ｓａｍｐｌｅｓｏｕｒｃｅ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ Ｔｏｔａｌ
Ｇｕａｎｇｘｉ（１２１２０２） ０４７３２ ０６０７９ １７４０９ ０６７４３ １５９００ ０２３７８ ０９３６２ ６２６０３
Ｙｕｎｎａｎ（１２１２０５） ０５３７７ ０６３０７ ２４５８５ ０１６９６ ０８１３１ ０５００９ １５６７５ ６６７８０
Ｘｉｚａｎｇ（１２１１２５） ０３３９１ ０５０３６ １３８５４ ０３０７３ ０７００７ ０４９３４ １３４７９ ５０７７４
Ｙｕｎｎａｎ（１３０４２４） ０７１０７ ０６２３９ ２５２７９ ０４６９３ １４３９３ ０４１０６ １１７６６ ７３５８２
Ｙｕｎｎａｎ（１３０４２２） １００２４ ０６４９９ ２１３００ ０３１５０ １３０２４ ０２７１７ ０７７９２ ６４５０６
Ｇｕａｎｇｘｉ（１３０４２１） ０８２６４ ０５９５４ １２３９１ ０２２１３ １００３２ ０２９７５ １４０４７ ５５８７６
Ｘｉｚａｎｇ（１３０６０３） ０５３６６ ０５７７７ １４１８４ ０１７２１ ０７３９５ ０３６７２ ０８７８３ ４６８９７

#

　讨　论

３１　指标成分的选择
Ｃ２１甾体皂苷类是青阳参的主要药理活性成

分，其在青阳参中是以苷的形式存在，而不是游离

的皂苷元，因此本文选择皂苷而非皂苷元为指标成

分控制药材的内在质量。目前已有明确文献报道

ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ、ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ、ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ和
Ｃａｕｄａｔｉｎ３Ｏβｃｙｍａｒｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ的药理作用，研究
发现ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＢ对大鼠慢性癫痫模型听源性
发作有较强的抑制作用［６］，且可有效治疗肝炎尤

其是迁延性肝炎和慢性肝炎［１４］；而 ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ
和ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＦ抗美尼尔综合征作用显著，它们

不同于一般免疫药物的单一免疫活性，而是对免

疫中枢神经内分泌系统同时起作用［５］；Ｃａｕｄａｔｉｎ
３Ｏβｃｙｍａｒｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ可以有效抑制大鼠体内
Ｈ２２肿瘤细胞的生长，并且有效抑制 ＳＭＭＣ７７２１
肿瘤细胞株的生长［７］；目前虽无有关 Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ
Ｈ、Ｗａｌｌｉｃｏｓｉｄｅ和 ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＭ的药理活性研究
报道，但它们在青阳参中含量较高有利于含量测

定。此外，经文献检索和化学成分研究发现，青阳

参中所含Ｃ２１甾体皂苷的苷元以两种苷元为主，分
别是青阳参苷元和告达亭，本文所选的７个 Ｃ２１甾
体皂苷中，化合物 ＯｔｏｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅＣ和 ＷａｌｌｉｃｏｓｉｄｅＨ
的苷元为青阳参苷元，其余５个成分苷元均为告达
亭。因此，选取的青阳参中７个 Ｃ２１甾体皂苷不仅

３０２
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代表药材中主要两类苷元的甾体皂苷成分，且以苷

为指标成分而非苷元进行含量测定，更能真实反映

药材中有效成分的含量。

３２　检测波长的选择
选择的７个指标成分为两类苷元的Ｃ２１甾体皂

苷，单波长测定时，仅能准确检测其中一类苷元的

Ｃ２１甾体皂苷含量。本研究利用紫外分光光度计分
别对７个指标成分进行全波长扫描，结果发现青阳
参苷元的Ｃ２１甾体皂苷的最适波长为２５９ｎｍ，告达
亭的Ｃ２１甾体皂苷的最适波长为２２３ｎｍ。因此选
定这两个检测波长，依据 ７个化合物不同洗脱时
间，采用不同检测时间变换波长的方法［１５－１６］，以保

证７种指标成分均在其最大紫外吸收处检测，从而
保证含量测定的准确性。

３３　流动相的选择
实验过程中比较了甲醇水、乙腈水、甲醇磷

酸水和乙腈磷酸水的洗脱效果，结果表明乙腈水
的洗脱效果好，因此优选乙腈水作为流动相系统。
由于青阳参中的化学成分复杂，且所含 Ｃ２１甾体皂
苷种类多、化学结构相近，等度洗脱的方法达不到

定性定量的要求，因此本实验选择乙腈水梯度
洗脱。

３４　供试品制备方法的考察
本实验比较了不同提取方法（回流、超声），

不同提取溶质（７０％、８５％、１００％甲醇；６０％、
７５％、９０％乙醇），溶质用量（３０、５０、８０、１００倍）
和提取时间（３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ），结果发现采用
８０倍量的６０％乙醇溶液加热回流提取９０ｍｉｎ时，
青阳参的７个Ｃ２１甾体皂苷类成分提取率较高。
３５　样品测定结果

采用本文建立的 ＨＰＬＣ波长切换法对７批次
青阳参根中的７个Ｃ２１甾体皂苷类成分的含量进行
测定，结果表明不同产地及同产地不同批次的样品

中７个Ｃ２１甾体皂苷的总含量有差别，且单个皂苷
含量的差别较大，可能与青阳参产地、采收时间和

加工炮制有关。
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