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一份加入芍药苷587．95 btg和丹皮酚699．3,ug，重

复试验3次。进样测定，计算得芍药苷和丹皮酚平均

回收率分别为98．18％、99．33％，RSD分别为

0．63％、0．91％。

2．10样品测定：取桂附地黄丸样品5份，制备供试

品溶液，进样测定，按外标法计算芍药苷和丹皮酚的

质量分数，分别为0．99、1．16 mg／g，RSD为

1．59％、2．70％。

3讨论

桂附地黄丸制备供试品溶液后所剩残渣用10

mL甲醇超声提取15 min，定容至50 mL并进样分

析，结果没有发现芍药苷和丹皮酚色谱峰，证明本实

验采用的方法可以将桂附地黄丸中的芍药苷和丹皮

酚提取完全。

芍药苷和丹皮酚在240 nm处都有较大吸收，

因此本实验采用240 nm为检测波长。

本实验还考察了甲醇一水、乙腈一水系统对桂附

地黄丸中芍药苷和丹皮酚分离的影响，结果由于该

复方所含化学成分复杂，杂质对目标物测定干扰严

重，经优化最后确定本实验采用的乙腈一水系统梯度

洗脱。在该条件下，供试品溶液中芍药苷和丹皮酚可

达到基线分离。
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知母与黄柏是临床常用药材，等量伍用，相互促

进。滋阴、清热退烧、泻火解毒、除湿益彰，出自李东

垣《兰室秘藏》，在经典方剂滋肾通关丸、知柏地黄

丸、大补阴丸、杜仲丸、太极丸、参归益元汤、虎潜丸、

保真汤、神龟滋阴丸、正气汤等中多有体现。芒果苷

是知母清热作用的主要有效成分，同时具有抗炎、抗

病毒、抗氧化、利尿、预防肥胖等作用[1~4]。知母中含

有另一种新双苯吡酮类化合物新芒果苷[5]。黄柏中

的盐酸小檗碱既是该药材的指标成分又是活性成

分I-引。本实验通过优化色谱条件和样品处理方法可

以同时快速、准确测定知母黄柏药对中新芒果苷、芒

果苷和盐酸小檗碱。

1仪器与材料

Waters高效液相色谱仪，510泵，PDA检测器，

Empower Pro色谱工作站。

新芒果苷、芒果苷为自制，HPLC色谱鉴定质量

分数均大于99．1％，盐酸小檗碱(批号110713—

200208)购自中国药品生物制品检定所，磷酸二氢钾

(分析纯)、乙腈(色谱纯)、双蒸水，不同批次知母、黄

柏药材均购自安徽毫州药材市场，由第二军医大学

长征医院药学部陈万生副教授鉴定，分别为百合科

植物知母Anemarrhena asphodeloides Bunge的根

茎、芸香科植物黄檗Phellodendron amurense Rupr．

的干燥树皮(即关黄柏)；知母黄柏药对为知母与黄

柏药材粉末按l：1的配比自制。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Diamonsil C。。反相柱(250

mm×4．6 mm，5 gm)；柱温：室温；流动相：乙腈

(A)一33 mmol／L磷酸二氢钾缓冲液(pH 3．45)(B)，

采用梯度洗脱，O～14 min，8％A，14～15 min，20％

A，15～35 min，30％A，35 min以后，35％A；体积流

量：1．0 mL／min；检测波长：265 nm。

2．2对照品溶液制备：精密称取新芒果苷对照品

5．00 mg、盐酸小檗碱对照品9．98 mg，分别置于5

mL量瓶中，用甲醇一水(9：1)溶解并加至刻度，即

得1 mg／mL新芒果苷和2 mg／mL盐酸小檗碱对照

品溶液。

精密称取芒果苷对照品10．00 mg，置于5 mL

量瓶中，用甲醇一二氧六环一水(5：5：1)溶解并加至

刻度，即得2 mg／mL芒果苷对照品溶液。

2．3供试品溶液制备：取知母药材、黄柏药材和知

母黄柏药对粉末各50 mg，精密称定，分别置10 mL
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量瓶中，加90％甲醇超声处理20 min，滤过，取续滤

液5 mL置50 mI。量瓶中，加90％甲醇至刻度，作

为供试品溶液。

2．4线性关系考察：精密量取新芒果苷、芒果苷和盐

酸小檗碱对照品溶液各0．5 mL，置2 mL量瓶中，加

甲醇至刻度，得到3种对照品的混合原液(含新芒果

苷0．250 mg／mL、芒果苷0．500 mg／mL、盐酸小檗

碱0．500 mg／mL)。将混合原液按2、4、8、20、40倍稀

释，分别取20弘L注入高效液相色谱仪，测定。以峰面

积为横坐标，质量浓度为纵坐标，得回归方程和线性

范围。新芒果苷：Y一5×10～X一0．001 1，r一

0．999 9，线性范围6．25～250 t*g／mL；芒果苷：Y一

2×10-sX+0．0024，r一0．999 6，线性范围12．5～

500 tzg／mL；盐酸小檗碱：Y一1×10-aX一0．004 5，

r一0．9996，线性范围12．5～500 ptg／mL。

2．5精密度试验：取0．250、0．500、0．500 mg／mL

新芒果苷、芒果苷、盐酸小檗碱对照品溶液连续进样5

次，分别测定峰面积，计算得新芒果苷、芒果苷、盐酸小

檗碱的峰面积RSD分别为1．51％、1．23％、1．21％。

2．6重现性试验：取同一批(批号051220)知母黄

柏药对粉末6份，制备成供试品溶液，进样测定，计

算新芒果苷、芒果苷、盐酸小檗碱的质量分数，结果

其RSD分别为1．86％、1．65％、1．91％。

2．7 稳定性试验：取同一供试品溶液(批号

051220)每隔2 h进样测定1次，共进样5次，测定

峰面积，计算得新芒果苷、芒果苷、盐酸小檗碱的

RSD分别为1．42％、1．08％、1．75％。结果表明供试

品溶液在10 h内基本稳定。

2．8最低检测限度考察：取新芒果苷、芒果苷和盐

酸小檗碱对照品溶液以不同比例稀释后测定，以信

号大于噪声的2～3倍为最低检出，结果新芒果苷、

芒果苷和盐酸小檗碱的最低检测限分别为2．00、

1．00、2．67 ng。

2．9加样回收率试验：精密称取5份知母黄柏药对

粉末(批号051220)25 mg，分别加入0．5 mL 0．250

mg／mL新芒果苷、0．500 mg／mL芒果苷、0．500

mg／mL盐酸小檗碱对照品溶液，制备供试品溶液，

进样测定，计算回收率。结果新芒果苷平均回收率为

i01．1％，RSD为1．71％；芒果苷平均回收率

102．6％，RSD为1．09％；盐酸小檗碱平均回收率

98．7％；RSD为1．56％。

2．10样品测定：分别精密称取知母药材、黄柏药

材、知母黄柏药对粉末各3份，制备供试品溶液，进

样测定，根据标准曲线的回归方程计算样品中新芒

果苷、芒果苷和盐酸小檗碱的质量分数，色谱图见图

1，结果见表1。

0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

t／min

1新芒果苷 2一芒果苷 3一盐酸小檗碱

1一neomangiferin 2-mangiferin 3-berberine hydrochloride

图1 混合对照品(A)、知母黄柏药材(B)、知母药材(c)

和黄柏药材(D)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of mixed reference

substances(A)，Rhizoma Anemarrhenae

and Cortex Pheiiodendri Chinensis(B)，

Rhizoma Anemarrhenae(C)，and Cortex

Phellodendri Chinensis(D)

表1样品中有效成分的测定结果(咒一3)

Table 1 Determination of active components in samples(”一3)

样 品 批号

051218

051220

051218

051220

051218

051220

知母药材

黄柏药材

知母黄柏药对

3讨论

采用不同溶剂(甲醇、乙醇、水)和不同的超声时

间进行样品的处理。结果显示，甲醇水溶液对盐酸小

檗碱的提取效率较高，对新芒果苷和芒果苷的提取

效率与乙醇水溶液相当，乙醇溶液提取大分子成分

较多，滤过较困难。超声时间取10、15、20、25 min进

行考察，发现3种活性化合物在超声10～15 min’溶

出提高较快，15～20 min溶出趋缓，20 min以后基

本不变。实验采用20 min甲醇水溶液超声处理，超

声前浸泡有利于提取效率的增高。
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流动相比较了采用乙腈分别与磷酸盐缓冲液、

水、酸水的组合，发现以磷酸盐缓冲液与乙腈的组合

相邻峰的分离度好，缓冲溶液pH值稳定，出峰的重

现性好。采用梯度洗脱，保留时间恰当，分离效果理

想。265 nm波长检测，待测成分吸收强，能运用于更

广范围的包含知母黄柏药对方剂的质量检测。

测定结果显示，用商品药材自制不同批次药对

之间新芒果苷、芒果苷和盐酸小檗碱的量存在一定

的差异，主要与商品药材的质量差异、干燥程度相

关。但从不同批次的药对提取与单味药材提取来看，

两药材按1：1组合成药对用甲醇水溶液提取能一

定程度促进新芒果苷、芒果苷和盐酸小檗碱的析出，

特别能增加芒果苷的提取率。提示知母黄柏药对临

床应用不仅有其中医理论的基础，在化学物质有效

成分的溶出上也有相互促进的作用，为更深入的研

究药理配伍机制提供数据。
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RP—HPLC法测定桑叶中Ⅳ一甲基一1一脱氧野尻霉素

孙红，车庆明+，孟繁敏

(北京大学药学院，北京100083)

桑叶是桑科植物桑Morus alba L．的干燥叶，

性寒，味甘、苦，归肺、肝经。桑叶始载于《神农本草

经》。《本草纲目》记载：“桑叶乃手足阳明之药，汁煎

代茗，能止消渴，明目长发”。桑叶中的多糖、生物碱、

黄酮、氨基酸等有不同程度的降糖作用，其中生物碱

为主要降糖活性成分[1．2|。Asano等口1从桑叶中分离

出6种氮杂糖类生物碱，并确定其结构；Kimura

等[41观察了以上6种生物碱对链脲佐菌素引起的糖

尿病小鼠的降糖作用，结果N一甲基一1一脱氧野尻霉

素、GAL—DNJ、fagomnine可显著降低血糖。桑叶为

《中国药典)>2005年版品种之一，全国各地分布广

泛，为保证药用桑叶质量，有效成分的监测十分重

要。对桑叶中生物碱类成分的测定研究有文献报道

采用高效液相一柱前衍生化荧光检测法[51和高效液

相一蒸发光散射检测法[61测定桑叶中1一脱氧野尻霉

素。本实验采用HPLC法测定桑叶中Ⅳ一甲基一1一脱

氧野尻霉素，结果表明该法稳定、重现性好，回收率

高，是检测N一甲基一1一脱氧野尻霉素的有效方法。

1实验材料

岛津SPD一10A型高效液相色谱仪；LC一

10AD紫外检测器；CBM一10A泵；KQ一500 DB型

数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；旋

转蒸发仪(上海申生科技有限公司)。

桑叶产于河北、湖南、浙江、安徽，分别购自北京

各大药房，经北京大学药学院艾铁民教授鉴定为桑

M．alba L．的干燥叶；N一甲基一1一脱氧野尻霉素对照

晶为本实验室自制，经1H—NMR和13C—NMR鉴定结

构，与文献报道[7]一致，质量分数为98％以上。

乙腈为色谱级，磷酸二氢钠和磷酸氢二钠为分

析级，732型阳离子交换树脂和704型阴离子交换

树脂(Jc海树脂厂)。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Prontosil C18柱(250 1T11TI×

4．6 mm，5肛m)；流动相：pH 8．5的磷酸盐缓冲液一
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