
3  方法学考察

3 1  标准曲线及线性范围试验

分别精密吸取上述配制好的绿原酸 Λ 和

木犀草素 Λ 对照品溶液注入高效液相色谱

仪 在上述色谱条件下测定峰面积 以峰面积为纵坐标

以对照品的量为横坐标 分别绘制标准曲线 得出回归方程

分别为 绿原酸 Ψ . Ξ . , ρ 木犀草

素 Ψ . Ξ . , ρ . ∀绿原酸 !木犀草素

分别在 ∗ ∗ Λ 内呈良好线性关系 ∀

3 2  精密度试验

分别精密吸取同一绿原酸和木犀草素对照品溶液各

Λ 分别重复进样 次 测定峰面积 其 ≥⁄分别为

和 ∀

3 3  稳定性试验

分别精密吸取同一绿原酸测定供试品溶液和木犀草素

测定 Λ 分别于 注入高效液相色谱仪 分别

测定绿原酸和木犀草素峰面积 其 ≥⁄分别为 和

表明样品中绿原酸和木犀草素均在 内稳定 ∀

3 4  重复性试验

分别取同一样品 按上述供试品溶液制备项下 分别制

备 份供试品溶液 按上述含量测定项下方法分别测定绿原

酸和木犀草素的含量 其 ≥⁄分别为 和 ∀

3 5  加样回收率试验

分别取已知含量的样品各 份 精密称定 分别加入一

定量的绿原酸和木犀草素 按上述含量测定项下方法进行提

取测定绿原酸和木犀草素的含量 计算加样回收率 绿原酸

平均回收率为 ≥⁄为 木犀草素平均回收

率为 ≥⁄为 ∀

4  样品测定

分别精密吸取上述制备好的绿原酸供试品溶液 Λ 和

木犀草素供试品溶液 Λ 注入高效液相色谱仪 记录色谱

图 计算各样品中绿原酸 !木犀草素的含量 结果见表 ∀

表 1  菊花中绿原酸 !木犀草素的含量 ν

Ταβ 1  ≤ ≤ ∏

≤ ∏ ∏ ν

样品名称 绿原酸含量 木犀草素含量

怀菊

亳菊

贡菊

杭菊

滁菊

5  讨论

本试验采用高效液相法对不同产地菊花中绿原酸和木

犀草素的含量进行了测定 结果表明 亳菊中木犀草素含量

最高为 怀菊和贡菊次之 为 滁菊为

杭菊最低为 杭菊中绿原酸含量最高为

其次为贡菊 !亳菊 滁菊 !怀菊最低 但是差别并不

是太大 ∀绿原酸和木犀草素均为菊花中有效成分 由以上试

验可以看出各不同产地菊花中所含绿原酸和木犀草素并不

一致 杭菊中绿原酸含量最高 而其中木犀草素含量却最低 ∀

因此 判断菊花质量的优劣并不能根据某一种化学成分来判

断 而是要根据多种成分指标来判断菊花质量 只有多种成

分的综合指标好的才能判断其质量为优 ∀
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  鞣质 又称植物单宁 ∂ × 或植物多

酚 是一类广泛存在于植物体内的多元酚

化合物 具有抗肿瘤 !抗过敏 !抑制微生物 !止血 ≈ !抗乙肝病

毒 ≈ 等多种生理活性 因此 鞣质在医药领域的应用有广阔

的前景 ∀

中药仙鹤复方是由仙鹤草 !白花蛇舌草 !白英 !甘草四味

中药组成的具有抗肿瘤作用的临床经验方 经化裁而成 ∀仙

鹤草 Αγριµ ονια πιλοσα 主要成分为三萜皂苷类 !黄酮

类 !酚类 !鞣质类 !糖苷类 !酯类 !有机酸类等 ≈ ∀白花蛇舌草

Ηεδψοτισ διφφυσα • 主要含有蒽醌类 !萜类 !黄酮类 !甾醇

类 !烷烃类 !有机酸类 !多糖类等成分 ≈ ∀白英 Σολανυµ λψρα2

τυµ × ∏ 中主要有甾体皂苷类化合物 ≈ 还有咖啡酸 香

草酸 Ν 2 ¬ 2 ∏ 芦丁 ≈ 等 ∀甘

草 Γλψχψρρηιζα υραλενσισ ƒ 中含有挥发性成分 !黄酮类 !

三萜类 !生物碱类 !香豆素类 !多糖类等成分 ≈ ∀组成复方的

四味药材中主要含有黄酮类 !皂苷类 !鞣质或多酚类等抗肿

瘤有效成分 ≈ 2 本实验对中药仙鹤复方中总鞣质的提取进

行深入研究 ∀

1  原料 !试剂和仪器

1 1  原料

仙鹤草 Αγριµ ονια πιλοσα 产地河北 !白花蛇舌草

Ηεδψοτισ διφφυσα • 产地广西 !白英 Σολανυµ λψρατυµ

× ∏ 产地安徽 和甘草 ¬ 产地内蒙 均

购自天津安舜大药房 ∀

1 2  试剂

没食子酸 对照品 中国药品生物制品检定

所 溴素 天津市大茂化学试剂厂 钼酸钠 姜堰市安达有色

金属有限公司 硫酸锂 国药集团化学试剂有限公司 钨酸

钠 天津市化学试剂四厂 碳酸钠 天津市塘沽新华化工厂

干酪素 天津市东方卫生材料厂 明胶 天津大学科威公司

氯化钠 天津市化学试剂三厂 其他试剂均为分析纯 ∀

1 3  仪器

× 新世纪紫外可见分光光度计 北京普析通用仪器有

限责任公司 ≥ ∏2 红外光谱仪 ∀

2  实验方法

2 1  试剂配制 ≈

2 1 1  磷钼钨酸试液  取钨酸钠 !钼酸钠 加水

使溶解 加盐酸 !磷酸 加热回流

放冷 再加硫酸锂 !水 和溴 煮沸除去残

留的溴 约 冷却 加水稀释至 滤过 即得 ∀

2 1 2  碳酸钠水溶液  称取无水碳酸钠 溶于

蒸馏水中 即得 ∀

2 1 3  氯化钠 2明胶水溶液  称取明胶 加蒸馏水

待充分溶胀后 于 ε 水浴加热使之溶解 加入 氯

化钠 溶解完全后再加蒸馏水至 ∀

2 2  中药仙鹤复方总鞣质提取分离方法

2 2 1  乙醇回流法提取分离总鞣质 ≈  按处方量称取中

药仙鹤复方药材 按 Β液料比 以 乙醇

为提取溶剂 提取温度为 ε 提取时间为 回流提取

次 合并提取液 过滤 回收乙醇 得复方醇提浸膏 为

∀称取 乙醇提取物 用 ∗

ε 热蒸馏水溶解 过滤 滤液分别用环己烷和乙醚各萃取

次 每次用量 ∀水层减压蒸干 得固形物 2 为

∀

2 2 2  乙醇渗漉法提取总鞣质  按处方量称取中药仙鹤复

方药材 依次用无水乙醚 2 乙醇 Β ! 乙醇各

渗漉提取复方中总鞣质 ≈ 2 ∀无水乙醚 2 乙醇

Β 混合渗漉液按 Β体积比加水置分液漏斗 萃取 次

取水层 按 Β体积比向水层中加入无水乙醚萃取 次 分出

水层 减压蒸干 得红褐色固形物 2 为 ∀ 乙

醇渗漉液回收乙醇 得固形物 2 为 ∀

2 2 3  甲醇冷浸提取总鞣质 ≈  按处方量称取复方药材

按 Β液料比用甲醇 冷浸提取 次 提取时

间依次为 合并提取液 过滤 滤液减压浓缩回收

甲醇 得浸膏 为 ∀称取 浸膏 用适量

∗ ε 热蒸馏水溶解 过滤 滤液加环己烷萃取 次 每次用
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量 ∀水层再用无水乙醚萃取 次 每次用量 ∀

水层液减压蒸干 得固形物 2 为 ∀

2 3  中药仙鹤复方中总鞣质的定性鉴别

利用文献 ≈ 方法 采用 三氯化铁 !石灰水 !乙酸铅 !

稀盐酸 !明胶等试剂对本实验所得鞣质类型进行定性鉴别 ∀

2 4  总鞣质的含量测定

2 4 1  供试品溶液的制备  将回流法分离得到的固形物

2 !渗漉法得到的固形物 2 和 2 !冷浸法得到

的固形物 2 减压干燥后 研细 精密称取 分别用蒸馏

水溶解稀释成 含生药为 的溶液 过滤 弃初滤液

取续滤液为供试品溶液 ∀

2 4 2  标准曲线的制备  精密称取没食子酸对照品

置 棕色量瓶中 加水溶解并稀释至刻度 摇匀 即得

浓度为 # 对照品储备液 ∀

精密量取没食子酸对照品储备液

分别置 棕色量瓶中 各加入磷钼钨

酸试液 再分别加水 用

碳酸钠水溶液稀释至刻度 摇匀 放置 置比色杯中

在 波长处测定吸光度 以没食子酸浓度为横坐标 吸

光度为纵坐标 绘制标准曲线 ≈ ∀计算标准曲线的回归方

程和相关系数 Ψ . Ξ . , ρ ∀标准曲

线线性范围为 ∗ Λ # ∀

2 4 3  供试品溶液总鞣质含量测定  精密量取供试品溶液

置 棕色量瓶中 照 / 0项下的方法 自 /加入

磷钼钨酸试液 0起 加水 依法测定吸光度 从标

准曲线中读出供试品溶液中没食子酸的量 计算 即得

样品中总酚量 ∀另取供试品溶液 加至已盛有干酪素

的 具塞锥形瓶中 密塞 置 ε 水浴中保温

时时振摇 ∀取出 放冷 摇匀 滤过 弃初滤液 精密量取续

滤液 置 棕色量瓶中 照 / 0项下的方法 自

/加入磷钼钨酸试液 0起 加水 依法测定吸光度

从标准曲线中读出供试品溶液中没食子酸的量 计算

即得不被吸附的多酚含量 ∀

按下式计算鞣质含量 鞣质含量 总酚量 不被吸附的

多酚量 ≈ ∀

2 5  乙醇提取物萃取分离所得鞣质红外光谱分析

鞣质为多羟基化合物 具有较强极性 同时在 ε 以上

易氧化 ≈ ∀因此本实验对醇提法得到的总鞣质进行了考

察 ∀将 乙醇提取物萃取分离所得鞣质样品 2 用无

水溴化钾压片 置于 ≥ ∏2 型红外光谱仪中进行测

试 得到样品的红外光谱分析图 ∀

3  结果与分析

3 1  总鞣质的定性鉴别

中药仙鹤复方中总鞣质的定性鉴别实验结果见表 ∀

表 1  提取物中鞣质的鉴别反应

Ταβ 1  ±∏ √ ¬

提取方法 提取部位 三氯化铁 石灰水 乙酸铅 稀盐酸 明胶溶液

回流法 2
产生沉淀 溶液混浊 产生沉淀 加乙酸溶解 产生沉淀 无沉淀

渗漉法 2
产生沉淀 溶液混浊 产生沉淀 加乙酸溶解 产生沉淀 无沉淀

2
产生沉淀 溶液混浊 产生沉淀 加乙酸溶解 产生沉淀 无沉淀

冷浸法 2
产生沉淀 溶液混浊 产生沉淀 加乙酸溶解 产生沉淀 无沉淀

注 / 0为阳性反应 / 0为阴性反应

/ 0 √ / 0 √

  由表 实验结果可知 三种提取方法所得固形物与

三氯化铁 !石灰水 !乙酸铅 !稀盐酸试剂均呈阳性反应 说明

固形物中鞣质的存在 而明胶实验为阴性 考虑中药仙鹤复

方中提取的鞣质类型可能不是水解鞣质或水解鞣质含量

较低 ∀

3 2  提取方法

不同提取方法测定中药仙鹤复方总鞣质含量结果见

表 ∀

由表 中数据可知 渗漉法提取鞣质 在无水乙醚 Β

乙醇 Β 提取部位 2 的总鞣质含量最高 为

每 复方提取生药材含总鞣质以没食子酸计为 含

量相对较低 ∀甲醇冷浸提取中 2 总鞣质含量及固形物

收率都相对较高 分别为 和 每 复方提取

生药材含总鞣质以没食子酸计为 含量最高 ∀

表 2  不同提取方法所得中药仙鹤复方总鞣质含量及收率

Ταβ 2  ≤ ¬

÷

提取方法 提取部位
固形物

收率

鞣质

含量

鞣质

生药

醇提法 2

渗漉法 2

2

冷浸法 2

乙醇回流提取所得总鞣质含量与甲醇冷浸法相比 其固形物

收率稍高 但总鞣质含量只有甲醇冷浸法的一半 ∀结果表

明 提取分离中药仙鹤复方总鞣质以甲醇冷浸法最佳 ∀

3 3  乙醇提取物萃取分离所得鞣质红外光谱分析
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乙醇提取物萃取分离所得鞣质样品 2 在

处出现吸收峰 与文献报道 ≈ 仙鹤草根

芽中分离出来的 Ρ 2 2仙鹤草酚 的 光谱数据基本

相符 在

处出现吸收峰 与文献报道 ≈ 仙鹤草根芽中

分离出来的新鞣花酸苷的 光谱数据基本相符 ∀

4  讨论

本实验采用回流法 !渗漉法 !冷浸法提取分离中药仙鹤

复方总鞣质 从指标性成分总鞣质的含量和固形物收率等角

度比较分析了不同方法对中药仙鹤复方总鞣质提取分离效

果的影响 初步确定提取分离中药仙鹤复方总鞣质以甲醇冷

浸法最佳 ∀以冷浸法 !渗漉法提取中药仙鹤复方总鞣质为对

照 结合 乙醇提取物萃取分离所得鞣质样品 2 的红

外光谱数据 提示本研究中中药仙鹤复方 乙醇回流提取

鞣质方案基本可行 应注意提取总鞣质过程中尽量避免加热

温度过高 !时间过长 ∀

鞣质结构较为复杂 按其水解情况可分为水解鞣质和缩

合鞣质 ∀明胶试验无沉淀生成 初步推断中药仙鹤复方提取

物中的鞣质以缩合鞣质为主 ≈ ∀

植物中可水解鞣质酯羰基出现在 ∗ 范

围内 若含有双键共轭的羟基 在更低波数处出现另外的吸

收峰 ∀羟基一般在 处呈现强峰 该芳香环一般在

∗ 范围内出现三个特征吸收峰 ∀这三组峰

对于鉴别可水解鞣质及推测新的结构类型很有用 ≈ ∀样品

2 2 红外光谱图中 这三组峰均未出现 初步推测样品

中无水解鞣质或水解鞣质含量很低 ∀本实验中提取鞣质与

明胶反应为阴性 不产生沉淀 综合分析试验现象 初步认

为中药仙鹤复方 乙醇提取物的鞣质主要是缩合鞣质 ∀

而文献曾报道 ≈ 中药仙鹤复方中的仙鹤草提取的鞣质主

要是缩合鞣质 ∀有资料表明 ≈ 可水解鞣质毒性较高 对肝

脏有严重损害作用 而缩合鞣质毒性较低 对肝脏无损害或

损害轻微 这为利用中药复方开发抗肿瘤药物提供了一定的

理论依据 ∀

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1 ∞ ≤ ≠ ετ αλ

∏ ∏ ∏ √ ≈

≤ ° ∏ 2

≈2 ÷ ∞ • × ∏ 2 2

∏ ≤ ∏ ≈

√ 北京医科大学学报 2

≈3 ≠ ° ° ≠ ≥ ∏ ∏

≈ ≥ •

∞ ° 特产研究

≈4 ≠ ≠ ετ αλ ≥ ∏ 2

∏ √ ∏ •

≈ ≤ × ° 中成药

≈5 ≠ 2≠ ∞∞ ƒ∞ 2 ≥ × ≥ ετ

αλ. × ∏ ∏ ∏ ≈

≤ ° ∏

≈6 ≠ ÷ ετ αλ ≥ ∏

∏ ∏ ∏ ≈ ≤ ≤ 中国

中药杂志

≈7 ƒ ≥ ∞ ƒ ∏√ ∏ ∏2

≈ ° ⁄ √ 天然产物研究与开

发

≈8 ≠ × ∞ ≤ ≥ ≥ ∞ ≠ 2

∏

∏ ≈ °

2

≈9 × ÷ ∏ ∏

ƒ ≈ ° 西北药学杂志

2

≈10 ≤ ° ∂ 中国药典 年版 一部 ≈ ≥

¬

≈11 ± ≥ ≤ ≤ ∏ × ≤

中草药成分化学 ≈ ≥ °

≈12 °∞ ≠ ÷ × ≥ ∏ ∏

2 ∏ ≈ °

≥ 药学学报 2

≈13 °∞ ≠ ÷ × ≥ ∏ ∏ ∏

2 ∏

≈ ° ≥ 药学学报 2

≈14 ƒ ÷ ∞¬

≈ √ ≥ ≥ ∞ 宝鸡文理学院学报 自

然科学版 2

≈15 ÷ ≤ × ≤ ≤ 中药化学

≈ ≥ ≥ °∏

≈16 ≥ • • ÷ εταλ ∏ ¬

∏ ∏ ≈ °

黑龙江医药科学 2

≈17 2× ≤ × × ≠ ∞∞ • ≤ ∞ 2 • ∞ εταλ

× ∏ √ ≈ ≤ √ ƒ ≥

∏ 2

≈18 ≠ ± ÷ ƒ ≥ ∏ ∏

≈ ≥ ° 山东医药工业

2

收稿日期 2 2
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