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一测多评法测定山豆根中３个非生物碱成分含量△
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［摘要］　目的：建立山豆根中高丽槐素、红车轴草苷和越南槐醇３个成分含量的一测多评方法，为山豆根的质
量评价提供参考。方法：以高丽槐素为内参物，计算红车轴草苷、越南槐醇相对校正因子，利用相对校正因子计算

２个成分的含量，同时与外标法测定结果对比，验证一测多评法的可行性和适用性。结果：建立了以高丽槐素为内
参物，红车轴草苷和越南槐醇的相对校正因子分别为１６０９和０７７４的山豆根药材多成分一测多评定量方法，相对
校正因子重复性良好，与外标法测得值之间差异无统计学意义。结论：建立的一测多评方法精密度、稳定性及重复

性较好，可用于山豆根中高丽槐素、红车轴草苷、越南槐醇３种非生物碱成分的定量分析。
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山豆根ＳｏｐｈｏｒａｅＴｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａ为
豆科植物越南槐 ＳｏｐｈｏｒａｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓＧａｇｎｅｐ的干燥

根及根茎，又名广豆根、越南槐等，《中国植物志》

记载山豆根为藤状灌木，几不分枝，茎上常生不定
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根，产于广东、广西、四川、湖南、江西等地［１］。

其性味苦寒，归肺、胃经，有清热解毒、消肿利咽

之功效，临床常用于咽喉肿痛、齿龈肿痛及慢性肝

炎［２３］。山豆根中主要含有苦参碱型等生物碱类化合

物，以及黄酮类、三萜类和多糖类等非生物碱类化

合物［４８］。生物碱是山豆根的部分活性成分，许多药

理活性研究集中在生物碱方面。但近年来的研究表

明，山豆根的非生物碱类成分同样具有许多重要的

药理活性，如抗炎、抗癌、抗菌、抗病毒、抗氧

化等［５］。

对山豆根非生物碱类活性成分的研究发现，高

丽槐素、红车轴草苷和越南槐醇显现出较好的药理

活性。高丽槐素具有较好的抗炎、抗肿瘤、抗病毒

活性［９１０］。Ｌｅｅ等［１１］发现，高丽槐素对单胺氧化酶Ｂ
有高效性、选择性和可逆性的抑制作用；Ｍｉｚｕｇｕｃｈｉ
等［１２］采用甲苯２，４二异氰酸酯（ＴＤＩ）致敏的鼻超敏
大鼠模型，发现高丽槐素可通过抑制组胺 Ｈ１受体
（Ｈ１Ｒ）和白细胞介素４基因的表达缓解 ＴＤＩ致敏大
鼠的鼻腔症状，其分子机制为通过抑制偶联碱性磷

酸酶（ＰＫＣｄｅｌｔａ）的激活而抑制 Ｈ１Ｒ基因表达；
Ａｒａｔａｎｅｃｈｅｍｕｇｅ等［１３］研究发现，在人早幼粒白血病

细胞ＨＬ６０中，高丽槐素可将ＤＮＡ裂解为寡核小体
大小的片段，诱导细胞凋亡，从而抑制 ＨＬ６０细胞
的生长。红车轴草苷为山豆根中含量较高的非生物

碱成分，对４种癌细胞具有细胞毒活性，通过Ｇ２／Ｍ
期细胞周期阻滞和抑制雷帕霉素靶蛋白／磷脂酰肌醇
３激酶／蛋白激酶Ｂ（ｍＴＯＲ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路抑制
胃癌ＳＮＵ５细胞生长［１４］；通过激活表皮生长因子受

体丝裂原活化蛋白激酶（ＥＧＦＲＭＡＰＫ）信号通路，
抑制胃癌 ＭＫＮ４５细胞的生长［１５］。Ｚｈｏｕ等［１６］研究

发现，红车轴草苷能抑制脂多糖诱导的包括肿瘤坏

死因子和白细胞介素６在内的促炎性细胞因子的表
达，且对人卵巢癌 Ａ２７８０和肺癌 Ｈ２３细胞的生长有
抑制作用。此外，红车轴草苷还具有保肝、抗哮喘

和抑制黑色素合成等活性［１７１９］。越南槐醇对人早幼

粒白血病细胞增殖有一定的抑制作用［２０］。由此可

见，这３个非生物碱成分在山豆根的清热解毒、消
肿利咽功效中有重要作用，可作为山豆根质量评价

的指标成分。

本实验室前期研究发现，山豆根非生物碱部位

有较好的抗癌活性［１５］。非生物碱部位主要含高丽槐

素、红车轴草苷和越南槐醇，这３个成分在山豆根
中的总质量分数约为０８％。在７５％乙醇提取物中

平均质量分数约为１１０％。本研究以含量较高且廉
价易得的高丽槐素为参照物，计算出高丽槐素与红

车轴草苷和越南槐醇之间的相对校正因子，建立山豆

根中３个非生物碱的一测多评（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｍｕｌｔｉｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ，ＱＡＭＳ）方法。并
通过ＱＡＭＳ法计算３个成分的含量，同时将其与外
标法测定结果进行比较，探讨该方法用于山豆根药

材成分含量测定的可行性，为山豆根非生物碱类成

分含量的研究提供参考，为该药材质量控制提供

依据。

１　材料

１１　仪器

ｅ２６９５型高效液相色谱仪、２９９８型二极管阵列
检测器（ＰＤＡ）检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＢＳＡ１２４Ｓ
型电子天平 ［赛多利斯科学仪器（北京）有限公司］；

ＪＰ０６０ＳＴ型超声波清洗仪（上海嘉鹏科技有限公
司）；超纯水系统（Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司）。

１２　试药

山豆根采集于广西７个不同产地，每个产地取
３株，编号Ｓ１～Ｓ２１，共２１批，见表１。经广西药用
植物园韦坤华研究员鉴定为豆科植物越南槐 Ｓｏｐｈｏｒａ
ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓＧａｇｎｅｐ的干燥根及根茎。

表１　山豆根的采集地和编号
编号 采集地

Ｓ１～Ｓ３ 那坡县

Ｓ４～Ｓ６ 都安县

Ｓ７～Ｓ９ 金城江县

Ｓ１０～Ｓ１２ 凤山县

Ｓ１３～Ｓ１５ 环江县

Ｓ１６～Ｓ１８ 靖西市

Ｓ１９～Ｓ２１ 宜州市

对照品红车轴草苷、越南槐醇、高丽槐素均为

本实验室分离纯化（１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ测得数据与文
献对比鉴定化合物［２１２３］），经ＨＰＬＣ面积归一化法测
得纯度≥９８％；色谱纯乙腈和甲醇购自赛默飞世尔
科技（中国）有限公司；水为超纯水。

２　方法与结果

２１　色谱条件

色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＰｌｕｓＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
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５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）水（Ｂ）溶液，梯度洗脱
（０～５ｍｉｎ，２５％Ａ；５～５５ｍｉｎ，２５％～５０％Ａ；５５～
８０ｍｉｎ，５０％～９５％Ａ）。体积流量为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，
检测波长为２０５ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。

２２　对照品溶液的制备

分别取高丽槐素、红车轴草苷、越南槐醇适量，

精密称取，配制成质量浓度分别为 ０１７５、０１４０、
００７０ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备

取各批次样品粉末约２０ｇ，置于５０ｍＬ圆底烧
瓶中，加入２０ｍＬ７５％乙醇溶液，８５℃水浴回流提
取２ｈ。冷却至室温，滤过，上Ｄ１０１型大孔树脂柱，
依次用蒸馏水、３９％乙醇、９５％乙醇洗脱，收集
４０％～９５％乙醇提取部位，蒸干溶剂后用甲醇定容
至１０ｍＬ，０４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得
供试品溶液。

２４　方法学考察

２４１　系统适应性及专属性考察　精密吸取２２项
下对照品溶液和２３项下供试品溶液（Ｓ１）各１０μＬ，
按２１项下色谱条件测定，记录色谱图（见图 １）。
结果表明，供试品溶液图谱中１～３号色谱峰的保留
时间与混合对照品溶液图谱一致，表明该方法具有

良好的系统适应性及专属性。

注：Ａ样品（Ｓ１）；Ｂ对照品；１红车轴草苷；２高丽槐素；

３越南槐醇。

图１　山豆根样品和混合对照品ＨＰＬＣ图

２４２　线性关系考察　按２１项下色谱条件测定，
取２２项下对照品溶液，分别进样 ２、４、８、１０、
１５、２０μＬ，记录色谱峰面积，以各对照品的峰面积
为纵坐标（Ｙ），质量浓度为横坐标（Ｘ），绘制标准曲

线，进行线性回归，得回归方程，见表２。各待测成
分相关系数（ｒ）均大于０９９９５，表明线性关系良好。

表２　山豆根中３个非生物碱类成分线性关系考察

成分 回归方程
线性范围／
μｇ·ｍＬ－１

ｒ

高丽槐素 Ｙ＝１３７１３０２３９Ｘ＋８４４３２５９ ０３５～３５０ ０９９９５

红车轴草苷 Ｙ＝８３４２６６７Ｘ＋４８４１３９ ０２８～２８０ ０９９９７

越南槐醇 Ｙ＝６５２３９８９１５Ｘ－４２０９９２６ ００３～４９０ ０９９９９

２４３　精密度试验　取对照品溶液，连续进样６次，
记录各化合物的峰面积，计算其 ＲＳＤ。结果表明，
高丽槐素、红车轴草苷和越南槐醇峰面积的 ＲＳＤ分
别为１０２％、０７６％和１６５％，表明该方法精密度
良好。

２４４　稳定性试验　取供试品（Ｓ２）溶液，分别于制
备后０、３、６、９、１４、２４ｈ进样分析，计算各成分
峰面积ＲＳＤ。结果表明，高丽槐素、红车轴草苷和
越南槐醇峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０７７％、０４７％和
１４９％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
２４５　重复性试验　称取样品（Ｓ２）粉末６份，每份
约２０ｇ，精密称定，分别按照２３项下供试品的制
备方法制备供试品溶液６份，按照２１项下色谱条
件，各精密吸取１０μＬ测定，记录峰面积，以建立
的标准曲线方程计算各待测成分的含量及 ＲＳＤ。结
果表明，高丽槐素、红车轴草苷和越南槐醇峰面积

的ＲＳＤ分别为０３３％、０８２％和１８８％，表明该方
法的重复性良好。

２４６　加样回收率试验　称取样品（Ｓ２）粉末６份，
每份约１０ｇ，精密称定，分别加入与待测成分含量
相近的各对照品，按２３项下供试品的制备方法制
备供试品溶液，按照２１项的色谱条件，分别精密
吸取１０μＬ，测定并计算６个待测成分的加样回收率
及ＲＳＤ。结果表明，高丽槐素、红车轴草苷和越南槐
醇平均回收率分别为１０１５４％、１０００６％和９５６４％，
ＲＳＤ分别为１０７％、１３４％和１１１％，表明回收率
均符合要求。

２５　相对校正因子（ｆＳ／ｉ）的确定

分别吸取 ２２项下混合对照品溶液 ２、４、８、
１０、１５、２０μＬ，按２１项下色谱条件测定，以高丽
槐素为内参物（Ｓ），测定红车轴草苷（Ａ）、越南槐醇
（Ｂ）的峰面积，按公式（１）计算ｆＳ／ｉ。

ｆＳ／ｉ＝ｆＳ／ｆｉ＝ＡＳＣｉ／ＡｉＣＳ （１）
其中 ＡＳ为内参物的峰面积，ＣＳ为内参物的浓
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度，Ａｉ为待测组分的峰面积，Ｃｉ为待测组分的
浓度。

结果表明，红车轴草苷的 ｆＳ／Ａ平均值为 １６０９，
越南槐醇的ｆＳ／Ｂ平均值为０７７４。结果见表３。

根据上述试验结果，最终确定了红车轴草苷的

相对校正因子ｆＳ／Ａ为１６０９；越南槐醇的相对校正因
子ｆＳ／Ｂ为０７７４。

表３　山豆根中３个非生物碱成分的ｆＳ／ｉ
进样量／μＬ ｆＳ／Ａ ｆＳ／Ｂ

２ １６０６ ０７７１

４ １６０８ ０７７２

８ １６０９ ０７７５

１０ １６０９ ０７７７

１５ １６１１ ０７７６

２０ １６１１ ０７７３

平均值 １６０９ ０７７４

ＲＳＤ／％ ０１８０ ０３１０

　　注：Ｓ高丽槐素；Ａ红车轴草苷；Ｂ越南槐醇；下表同。

２６　ｆＳ／ｉ耐用性评价

２６１　不同液相色谱仪器及色谱柱对ｆＳ／ｉ的影响　本

实验考察了Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５、ＶＡＲＩＡＮＬＣ２１０２种液相
色谱系统以及 ＡｇｉｌｅｎｔＰｌｕｓＣ１８、ＡｇｉｌｅｎｔＨＰＨＣ１８、
ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８３种色谱柱对ｆＳ／ｉ的影响，结果见表４，
表明不同液相色谱仪器及色谱柱对各待测成分的 ｆＳ／ｉ
无显著影响。

表４　不同液相色谱仪器及色谱柱对ｆＳ／ｉ的影响
色谱仪 色谱柱 ｆＳ／Ａ ｆＳ／Ｂ

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５ ＡｇｉｌｅｎｔＰｌｕｓＣ１８ １６０９ ０７７５

ＡｇｉｌｅｎｔＨＰＨＣ１８ １６０７ ０７７１

ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８ １６０９ ０７７２

ＶＡＲＩＡＮＬＣ２１０ ＡｇｉｌｅｎｔＰｌｕｓＣ１８ １６１０ ０７７６

ＡｇｉｌｅｎｔＨＰＨＣ１８ １６０７ ０７７６

ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８ １６０７ ０７７３

平均值 １６０８ ０７７４

ＲＳＤ／％ ００８０ ０２８０

２６２　不同柱温对ｆＳ／ｉ的影响　采用Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５液
相色谱系统和 ＡｇｉｌｅｎｔＰｌｕｓＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，考察不同柱温２５、３０、３５℃对ｆＳ／ｉ的
影响，结果见表５。表明柱温对各待测成分的 ｆＳ／ｉ无
显著影响。

表５　不同柱温对相对校正因子的影响
柱温／℃ ｆＳ／Ａ ｆＳ／Ｂ

２５ １６０９ ０７７６

３０ １６０９ ０７７５

３５ １６０８ ０７７４

平均值 １６０９ ０７７５

ＲＳＤ／％ ００９０ ０１３０

２７　ＱＡＭＳ与外标法测定结果比较

分别取２１批山豆根各２０ｇ，按照２３项下方
法制备供试品溶液，按２１项下色谱条件进样测定，
分别采用外标法和 ＱＡＭＳ计算山豆根样品中３个成
分的含量。结果见表６。

表６　ＱＡＭＳ法与外标法测得２１批山豆根中
３个成分的含量（ｎ＝３）

％

编号 高丽槐素
红车轴草苷 越南槐醇

外标法 ＱＡＭＳ 外标法 ＱＡＭＳ

Ｓ１ ００９０ ０５５０ ０５５１ ０１６０ ０１６１

Ｓ２ ００８４ ０４３８ ０４４１ ０１７０ ０１７０

Ｓ３ ００６０ ０２０６ ０２０８ ０１４５ ０１４３

Ｓ４ ００５４ ０２７５ ０２７５ ００８２ ００８２

Ｓ５ ００５８ ０４２７ ０４２７ ０２８５ ０２８７

Ｓ６ ００２９ ０２１３ ０２１５ ０１５２ ０１５２

Ｓ７ ００５５ ０１８０ ０１８３ ０１３７ ０１３８

Ｓ８ ００７０ ０３６１ ０３６３ ０２１６ ０２１６

Ｓ９ ００７１ ０５３３ ０５３９ ０１９０ ０１９０

Ｓ１０ ００５２ ０２８１ ０２８３ ０１５７ ０１５９

Ｓ１１ ００９５ ０３４２ ０３４２ ００９０ ００９３

Ｓ１２ ００９６ ０３０１ ０３０７ ０１８０ ０１８４

Ｓ１３ ００７３ ０４２０ ０４２０ ０２０５ ０２０５

Ｓ１４ ００６３ ０２５８ ０２５７ ０１０５ ０１０５

Ｓ１５ ００４２ ０３００ ０３０１ ０１８０ ０１８２

Ｓ１６ ０１１１ ０３９７ ０３９９ ０１３１ ０１３０

Ｓ１７ ００４０ ０１５２ ０１５３ ００７８ ００７９

Ｓ１８ ００８３ ０３７８ ０３７７ ０１００ ０１０１

Ｓ１９ ０１１２ ０４０８ ０４０７ ０２０３ ０２０２

Ｓ２０ ００４９ ０２４１ ０２４３ ０１００ ０１００

Ｓ２１ ００５２ ０２８２ ０２８２ ０１６４ ０１６２

２８　ＱＡＭＳ法与外标法含量测定结果的ｔ检验

采用ＳＰＳＳ２５软件，对外标法与 ＱＡＭＳ测得的
２１批山豆根中红车轴草苷和越南槐醇含量结果进行
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成对样品ｔ检验，结果表明，２种方法差异无统计学
意义。

２９　ＱＡＭＳ法与外标法含量测定结果的聚类分析

分别以外标法及 ＱＡＭＳ测定的２１批山豆根中
高丽槐素、红车轴草苷、越南槐醇的含量为变量，

导入 ＳＰＳＳ２５软件，选用平均组间连接聚类方法，
以平均欧式距离法作为样品间距离计算方法进行系

统聚类分析。结果见图２。聚类分析结果表明，分
别以 ＱＡＭＳ和外标法测定的含量聚类分析结果一
致，当分类距离为 ２０时，２１批山豆根可以分为
两类。Ｓ５、Ｓ９、Ｓ１６样品聚为一类，其余样品聚为
一类。

注：Ａ外标法；ＢＱＡＭＳ。

图２　ＱＡＭＳ法与外标法含量测定结果的聚类分析

３　讨论

３１　检测波长的选择

分别取高丽槐素、红车轴草苷、越南槐醇对照

品溶液，采用 ＰＡＤ在１９０～６００ｎｍ波长进行扫描。
结果显示，高丽槐素在２０５、２８０ｎｍ波长处有最大
吸收，红车轴草苷在２８０、３１０ｎｍ波长处有最大吸

收，越南槐醇在 ２９０、３６０ｎｍ波长处有最大吸收。
对２０５、２８０、３１０、３６０ｎｍ波长下山豆根供试品溶
液ＨＰＬＣ色谱图进行比较，结果在２０５ｎｍ波长检测
下供试品信息量大、各色谱峰分离度较好、基线平

稳，故选择２０５ｎｍ为测定波长。

３２　提取溶剂的选择

分别考察了不同体积分数的乙醇（７５％、８０％、
８５％）对山豆根非生物碱提取率的影响，结果表明，
７５％、８０％和８５％乙醇作为溶剂，山豆根的非生物
碱提取率分别为４５０％、４１９％和４３６％。故选用
７５％乙醇作为提取溶剂。

本研究以高丽槐素为内参物，建立了红车轴草

苷的ｆＳ／Ａ为１６０６、越南槐醇的ｆＳ／Ｂ为０７７４的ＱＡＭＳ
定量方法。该方法精密度、稳定性、重复性及耐用性

较好，均符合分析要求。采用该方法，检测了２１批山
豆根中的高丽槐素、红车轴草苷和越南槐醇的含量，

ｔ检验与聚类分析结果显示，该方法与外标法测定结
果基本一致，可以用于这３个非生物碱的含量测定。
本研究结果可为山豆根的质量控制与质量评价提供

新思路和参考。
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