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摘要 目的：采用超快速液相色谱法同时测定龙胆中龙胆苦苷、獐芽菜苦苷和獐芽菜苷的含量。方法：采用Shim-Pack XR-ODS柱（75mm×3.0 mm, 2.2 (m），流动相为甲醇-0.1%磷酸水溶液（梯度洗脱），检测波长为240 nm，流速为0.5 mL·min-1，柱温为40℃。结果：龙胆苦苷、獐芽菜苦苷和獐芽菜苷进样量分别在1.0～20 μg（r = 0.9998）、1.0～20 μg（r = 0.9995）、0.12～2.4 μg（r = 0.9996）范围内与峰面积呈良好的线性关系，平均回收率（n = 9）分别为97.3%，99.3%和98.3%，RSD 值均小于 1.0%。 结论：超快速液相色谱法简便、快速、准确、重现性好，可用于龙胆药材中环烯醚萜苷类成分的质量控制研究。
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Simultaneous determination of three iridoid glycosides in Radix Gentianae by UFLC
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ABSTRACT OBJECTIVE: To develop an ultra-fast liquid chromatography (UFLC) method for simultaneous determination of gentiopicroside, swertiamarin and sweroside in Radix Gentianae. Methods: Chromatographic separation was carried out on a Shim-Pack XR-ODS column (75 mm×3.0 mm, 2.2 (m) using gradient elution with a mobile phase consisting of acetonitrile and water (containing 0.1% phosphoric acid) at a flow rate of 0.5 mL·min-1. The detecting wavelength was set at 240 nm and the column temperature was maintained at 40 ℃. Rusults: The calibration curves of gentiopicroside, swertiamarin and sweroside showed good linear relationship in the ranges of 1.0-20 μg (r = 0.9998), 1.0-20 μg (r=0.9995) and 0.12-2.4 μg (r = 0.9996), the average recovery (n = 9) of three components were 97.3%, 99.3% and 98.3%, and the relative standard deviation (RSD) were less than 1.0%. Rusults: The developed UFLC method is  simple, rapid, accurate and repeatable, which is suitable for the quality  control of gentiopicroside, swertiamarin and sweroside in Radix Gentianae.
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龙胆始载于《神农本草经》，原文记载“龙胆主骨间寒热，惊痫，邪气续绝伤，定五脏，杀盅毒。久服，益智，不忘，轻身，耐老。一名陵游，生山谷”。2015版《中国药典》记载龙胆(Radix Gentianae)为龙胆科植物条叶龙胆(Gentiana manshurica Kitag.)、龙胆(G. scabra Bge.) 、三花龙胆( G. triflora Pall.) 、坚龙胆( G. rigescens Franch. ) 的干燥根及根茎，具有清热燥湿、泻肝胆火的功效[1]。龙胆中主要含有环烯醚萜苷类、生物碱类、黄酮类、三萜类成分[2-3]。环烯醚萜苷类为龙胆中的主要活性化合物，包括龙胆苦苷(Gentiopicroside)、獐牙菜苦苷(Swertiamarin)及獐牙菜苷(Sweroside)等，具有保肝、抗炎、抗病原微生物、抗氧化、抗肿瘤、中枢兴奋和健胃利胆等多种活性[4-8]。
关于龙胆药材的质量控制已有多篇文献报道，采用的测定方法包括高效毛细管电泳法[9]和高效液相色谱法[10-12]，这些方法虽然可以达到较好的分离效果，但存在分析时间长、溶剂用量大、实验成本高等缺点。近年来，超快速液相色谱（ultra-fast liquid chromatography, UFLC）技术由于在峰容量、分析效率、灵敏度和分辨率方面均优于常规 HPLC，并可在极短的时间内达到柱平衡或重新平衡，显著减少分析时间，同时相应会减少溶剂消耗，已越来越多的应用于中药成分分析研究[14-15]。目前，国内外文献尚未见UFLC 法定量评价龙胆药材的报道。本研究首次建立UFLC法同时测定龙胆中龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷的含量，所建立的 UFLC 定量分析方法分析时间短，分析效率明显提高，可为龙胆的规范化种植及质量评价提供科学依据。

1 仪器与试药

Prominence UFLC型超高快速液相色谱仪（配备Prominence SIL-20AHT自动进样器，LC-20AD二元泵，CTO-20A柱温箱，SPD-20A紫外检测器，LC solution色谱工作站，日本岛津公司）；KQ-500GVDV型三频恒温数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；CPA-64型电子天平（德国赛多利斯仪器有限公司）。
乙腈和甲醇为色谱纯（美国Fisher科技公司），所用水为经过Milli-Q型超纯水仪净化后的超纯水，其它试剂均为分析纯。对照品龙胆苦苷（批号110770-200611）、獐牙菜苦苷（批号110785-200203）购自中国食品药品检定研究院，獐牙菜苷（批号100622）购自上海融禾医药科技有限公司，纯度均大于98 %。
龙胆药材经吉林医药学院生药教研室李景华副教授鉴定为龙胆科植物龙胆G. scabra Bge.和坚龙胆G. rigescens Franch.的干燥根及根茎，样本留存于吉林医药学院药学院中药样品室。
2 方法与结果

2.1 溶液的配制
2.1.1 对照品溶液的制备  分别精密称取对照品龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷适量，用甲醇分别配成龙胆苦苷1.0 mg·mL-1、獐牙菜苦苷1.0 mg·mL-1、獐牙菜苷0.12 mg·mL-1的单一成分对照品储备液。精密量取龙胆苦苷对照品溶液1.0 mL、獐牙菜苦苷对照品溶液0.1 mL和獐牙菜苷对照品溶液1.0 mL，置于10mL容量瓶中，用甲醇-水（15: 85）稀释并定容至刻度，即得到含龙胆苦苷100 μg·mL-1、獐牙菜苦苷10 μg·mL-1、獐牙菜苷12 μg·mL-1的混合对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液的制备  取龙胆药材粉末（过40目筛）约0.5g，精密称定，置50mL具塞锥形瓶中，加入甲醇20 mL，称定重量，40℃（400W，45 kHz）超声提取30min，放冷后再称重，用甲醇补足减失的重量，摇匀、滤过。续滤液经0.22 μm微孔滤膜过滤后作为供试品溶液。

2.2 色谱条件  采用Shim-Pack XR-ODS色谱柱（75mm×3.0 mm, 2.2 (m），预柱为C18保护柱（4 mm×3.0 mm, 2.2 (m），流动相为甲醇（A）-0.1%磷酸水溶液（B），梯度洗脱（0～12 min，10%～30%A），流速0.5 mL·min-1，检测波长240nm，柱温40 ℃，进样量5 μL。在选定的色谱条件下，各相邻色谱峰之间分离度均大于2.0，理论塔板数均大于10000。色谱图见图1。
2.3线性关系考察 分别精密吸取“2.1”项下制备的龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷对照品溶液1, 2, 5, 10, 20 μL，依次注入液相色谱仪，测定色谱峰面积，以进样量X（μg）为横坐标，色谱峰面积积分值（Y）为纵坐标，进行线性回归，龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷的回归方程分别为：

Y = 0.5×103X – 3.6×102    r =0.9998
Y = 0.6×103X – 5.4×102    r =0.9995
Y = 1.4×105X – 3.2×102    r =0.9996
结果表明，龙胆苦苷、獐芽菜苦苷和獐芽菜苷进样量分别在1.0～20 μg、1.0～20 μg、0.12～2.4 μg范围内与峰面积呈良好的线性关系。
2.4 精密度试验 分别精密吸取“2.1”项下制备的混合对照品溶液5 μL，按上述色谱条件连续进样5次，结果龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷峰面积的RSD（n=5）分别为0.5%，0.5%，0.8%，表明仪器精密度良好。

2.5 稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液5 μL，分别于0，4，8，12，24，48 h进样测定，结果龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷峰面积的RSD（n=5）分别为0.2%，0.8%，0.6%，表明供试品溶液在48h内稳定。

[image: image1.emf]0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

0

25

50

75

100

125

mV

Detector A:240nm 

1

2

3

A

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

0

25

50

75

100

125

mV

Detector A:240nm 

1

2

3

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

0

25

50

75

100

125

mV

Detector A:240nm 

1

2

3

A


1.獐牙菜苦苷；2.龙胆苦苷；3.獐牙菜苷
图1 混合对照品（A）、样品（B）色谱图

Fig 1  HPLC chromatograms of mixed reference substances（A）and sample(B)

2.6 重复性试验  取同一批龙胆样品5份，精密称定，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，进样5 μL，计算龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷的含量，结果上述3种成分含量平均值（n=5）分别为4.05 %，0.11%，0.04 %；RSD分别为0.6 %，1.0 %，0.9 %，表明方法重复性良好。
2.7 回收率试验  精密称取已知含量（龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷含量分别为4.05 %，0.11%，0.04%）的龙胆样品粉末9份，每份0.25g，精密称定，分别加入相当于样品中龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷含有量的80%，100%，120%的对照品溶液适量，各3份。按“2.2”项下的方法制备供试品溶液，进样5 μL测定，计算龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷的回收率和RSD，结果见表1。
2.8 样品含量测定  精密称取3批辽宁产龙胆样品和3批四川产坚龙胆样品粉末，按“2.2”项下方法制备供试品溶液，进样5 μL，每个溶液进样3次，计算龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷的含量。6批样品测定结果见表2。

表1  龙胆样品中龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷的回收率试验结果
Tab 1  Recovery of gentiopicroside, swertiamarin and sweroside
	组分

（component）
	样品中含有量

(original) /mg
	加入量

( added) /mg
	测得量

( found) /mg
	回收率

( recovery) /% ( n=3)
	RSD
/%
	平均值

(mean) /%(n=9)

	龙胆苦苷
	10.125
	8.000
	17.848
	96.5
	0.6
	97.3

	（gentiopicroside）
	10.125
	10.000
	19.794
	96.7
	0.8
	

	
	10.125
	12.000 
	21.956
	98.6
	0.4
	

	獐牙菜苦苷
	0.275
	0.240
	0.514
	99.6
	0.7
	99.3

	（swertiamarin）
	0.275
	0.300
	0.572
	99.0
	1.0
	

	
	0.275
	0.360
	0.633
	99.4
	0.5
	

	獐牙菜苷
	0.100
	0.080
	0.178 
	97.5
	0.8
	98.3

	（sweroside）
	0.100
	0.100
	0.199
	99.0
	0.4
	

	
	0.100
	0.120
	0.218 
	98.3
	0.9
	


表2 龙胆样品中龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷的含量（%，n = 3）

Table 2 The contents of gentiopicroside, swertiamarin and sweroside
	产地（Origins）
	批号

（Lot No.）
	含量（content）/%

	
	
	龙胆苦苷

（gentiopicroside）
	獐牙菜苦苷

（swertiamarin）
	獐牙菜苷

（sweroside）

	辽宁
	2015001
	4.05（0.3）
	0.112（0.2）
	0.040（1.0）

	
	2015002
	4.08（0.4）
	0.120（0.4）
	0.044（0.9）

	
	2015003
	4.02（0.6）
	0.104（0.5）
	0.036（1.2）

	四川
	2015001
	1.02（0.5）
	 0.046（0.6）
	0.014（0.9）

	
	2015002
	1.06（0.6）
	 0.052（0.4）
	0.017（0.8）

	
	2015003
	1.05（0.4）
	 0.0.50（0.8）
	0.016（0.5）


注（note）：括号内为RSD（%）[RSD（%）was in the parenthesis]                                                                                   

3 讨论

3.1 色谱条件的优化  分别考察了甲醇-水、甲醇-0.1%磷酸水、乙腈-水和乙腈-0.1%磷酸水4种流动相体系。采用乙腈-水和乙腈-0.1%磷酸水溶液作为流动相时样品中存在较大的杂质峰干扰獐牙菜苦苷的测定。采用甲醇-水作为流动相时，3种物质不能很好的分离，且基线噪音较大。采用甲醇-0.1%磷酸水溶液流动相体系能够获得较好的分离效果，分析时间仅为12 min，与文献[10-12]中采用常规HPLC相比分析时间明显缩短，且药材中其它色谱峰不干扰样品的测定。

3.2 检测波长的选择  采用DAD检测器进行全波长扫描，龙胆苦苷有2个最大吸收波长，分别为274 nm和243 nm，獐芽菜苦苷最大吸收波长为238 nm，獐芽菜苷最大吸收波长为246 nm。因此，最终选择240 nm作为检测波长。

3.3首次建立UFLC法同时测定龙胆中龙胆苦苷、獐芽菜苦苷和獐芽菜苷的含量，并应用该方法测定了3批辽宁产龙胆和3批四川产龙胆中3种活性成分的含量。结果表明，辽宁产龙胆和四川产龙胆含量差异较大，且四川产坚龙胆中龙胆苦苷的含量低于药典标准，可能与药材的采收季节不同有关。本研究建立的分析方法简单、快速、可靠，可用于龙胆药材的质量控制。
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